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　 　 摘要:　 本研究基于结构域筛选马铃薯(Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ)基因组ꎬ获得 １３ 个 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因家族成员ꎮ 生物信息学

分析结果显示ꎬＳｔＧＡ２ｏｘ 家族基因分为 Ｃ１９和Ｃ２０ ２个家族ꎬ其中Ｃ１９又分为 ２个亚族ꎬ１３个 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因不均匀得分布于

８条染色体上ꎬ其中有 ５对共线性基因对ꎬ７号染色体上有 ３个基因形成 １个串联重复基因簇ꎮ 此外ꎬＳｔＧＡ２ｏｘ 启动子区域

存在响应低温胁迫、植物激素等多种顺式作用元件ꎮ 利用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法分析外源 ＧＡ３和低温胁迫处理条件下

ＳｔＧＡ２ｏｘ 表达模式ꎬ所有 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因均能够被外源 ＧＡ３ 诱导表达ꎬ其中 ＳｔＧＡ２ｏｘ２、ＳｔＧＡ２ｏｘ４、ＳｔＧＡ２ｏｘ８、ＳｔＧＡ２ｏｘ９ 和

ＳｔＧＡ２ｏｘ１０受低温胁迫诱导表达显著上调ꎬ暗示着这 ５个基因在调节马铃薯低温胁迫耐性中发挥重要功能ꎬ可以作为进一

步开展马铃薯耐低温研究的候选基因ꎮ
关键词:　 马铃薯ꎻ ＧＡ２ｏｘ 基因ꎻ 生物信息学分析ꎻ 赤霉素(ＧＡ)ꎻ 低温胁迫
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ １３ ＳｔＧＡ２ｏｘ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｄｏｍａｉｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｔａｔｏ ｇｅｎｏｍｅ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒ￣
ｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＳｔＧＡ２ｏｘ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｆａｍｉｌｉｅｓꎬ Ｃ１９ ａｎｄ Ｃ２０ꎬ ａｎｄ Ｃ１９ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ
ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ. Ｔｈｅ １３ ＳｔＧＡ２ｏｘ ｇｅｎｅｓ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｕｎｅｖｅｎｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｏｎ ｅｉｇｈｔ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｆｉｖｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｇｅｎｅ
ｐａｉｒｓ. Ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｅｓ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ７ ｆｏｒｍｅｄ ａ ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｅｖｅｒａｌ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＳｔＧＡ２ｏｘ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ ｓｏ ｏｎ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＳｔＧＡ２ｏｘ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ ｕｎｄｅｒ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＧＡ３ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ａｌｌ ＳｔＧＡ２ｏｘ ｇｅｎｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＧＡ３. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ＳｔＧＡ２ｏｘ２ꎬ ＳｔＧＡ２ｏｘ４ꎬ ＳｔＧＡ２ｏｘ８ꎬ ＳｔＧＡ２ｏｘ９ ａｎｄ ＳｔＧＡ２ｏｘ１０ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｃｏｌｄ
ｓｔｒｅｓｓꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ｆｉｖｅ ｇｅｎｅｓ ｐｌａｙｅｄ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｐｏｔａｔｏ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ

ａｓ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ
ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｐｏｔａｔｏ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｐｏｔａｔｏꎻ ＧＡ２ｏｘ ｇｅｎｅꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａ￣
ｎａｌｙｓｉｓꎻ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ (ＧＡ)ꎻ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 马铃薯是中国重要的粮食作物ꎬ在保障国家粮

食安全上起着重要的作用[１]ꎮ 但是ꎬ随着全球气候
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的变化ꎬ低温胁迫已经成为制约马铃薯产业健康发

展的重要因素之一ꎮ 已经有研究结果表明ꎬ许多植

物激素如油菜素内酯(ＢＲ)、赤霉素(ＧＡ)、脱落酸

(ＡＢＡ)、茉莉酸 ( ＪＡ)、细胞分裂素 ( ＣＫ) 和乙烯

(ＥＴ)等参与植物对低温等非生物胁迫的响应[２￣４]ꎬ
其中 ＧＡ 在调节植物生长发育与非生物胁迫响应的

平衡中起着重要作用[５]ꎮ 高等植物中活性 ＧＡ 的主

要成分是 ＧＡ１、ＧＡ３、ＧＡ４和 ＧＡ７
[６]ꎬ其主要功能包括

促进细胞分裂和伸长、种子萌发以及植物营养和生

殖生长[７￣１０]ꎮ 此外ꎬＧＡ 还参与植物低温胁迫耐性调

节[１１￣１２]ꎬ如在拟南芥、番茄、荠菜和棉花中过表达

ＣＢＦ１ꎬ促进 ＤＥＬＬＡ 蛋白的积累ꎬ抑制了 ＧＡ 信号的

转导ꎬ提升了植物低温胁迫耐性[１１ꎬ１３￣１５]ꎮ 拟南芥和

水稻 ＧＡ 不敏感突变体 ｇａｉ 表现出较强低温胁迫耐

性[１１￣１２]ꎮ 这些结果表明ꎬ植物通过抑制 ＧＡ 信号传

导提升低温胁迫耐性ꎮ
赤霉素 ２￣氧化酶(ＧＡ２ｏｘ)是调节活性 ＧＡ 降解

的主要功能酶ꎬ在调节植物低温胁迫耐性中发挥重

要功能[１１ꎬ１６￣１８]ꎮ ＧＡ２ｏｘ 能够将活性 ＧＡ１和 ＧＡ３转变

为失活的 ＧＡ８ 和 ＧＡ３４ꎬ或促进 ＧＡ 合成前体的降

解[１６ꎬ１９]ꎬ在拟南芥、水稻、梨和山茶中ꎬ过表达 ＧＡ２ｏｘ
能够抑制 ＧＡ 的合成ꎬ提升植物低温或干旱等非生

物胁迫耐性[２０￣２３]ꎮ ＧＡ２ｏｘ 家族从属于 ２ＯＧ￣Ｆｅ(Ⅱ)
ｏｘｙｇｅｎａｓｅ 超家族ꎬ含有 ２ＯＧ￣Ｆｅ Ⅱ(ＰＦ０３１７１)结构

域[２４]ꎬＧＡ２ｏｘ 家族普遍存在于植物中ꎬ如在拟南芥、
水稻、棉花、二穗短柄草和苜蓿中均被报道[２５￣２９]ꎮ
基于氨基酸序列的进化树分析将 ＧＡ２ｏｘ 基因家族分

为 ３ 个亚族:Ｃ１９￣ⅠꎬＣ１９￣Ⅱ和 Ｃ２０[２５ꎬ３０￣３１]ꎮ 研究发

现ꎬＧＡ２ｏｘ 基因家族的扩大源于单子叶植物和双子

叶植物基因组的加倍[３２]ꎬ这导致不同成员存在功能

冗余和表达差异的现象ꎬ这有利于植物提升低温等

非生物胁迫耐性[３３￣３６]ꎮ
目前ꎬ在玉米、水稻、葡萄、拟南芥、棉花和桃等

植物中ꎬ已经对 ＧＡ２ｏｘ 家族基因进行了系统分

析[２９ꎬ３７￣４１]ꎬ但在马铃薯中关于 ＧＡ２ｏｘ 家族基因的分

布、结构和功能尚未有详细报道ꎮ 因此ꎬ本研究基于

马铃薯基因组数据ꎬ全面解析 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因家族的

成员数量、基因特征、染色体上的位置、系统发育树

以及编码的蛋白质理化特性、亚细胞定位等ꎬ同时对

其响应低温胁迫和 ＧＡ 的表达模式进行分析ꎬ为进

一步探究 ＳｔＧＡ２ｏｘ 的功能奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试马铃薯品种为费乌瑞它(购于天津市天兴

佳业科技有限公司)ꎬ将种薯切分为２５~３０ ｇ 且包含

至少 １ 个芽眼的小块ꎬ然后在光照培养箱(达斯卡

特 ＤＧＺＣ￣Ｐ１０００Ｂ)进行盆栽ꎬ基质由草炭土和蛭石

２ ∶ １(质量比)混合而成ꎬ光照模式为 １６ ｈ 光照ꎬ光
照度为１２ ０００ ｌｘꎮ
１.２　 低温胁迫与外源 ＧＡ 处理

低温胁迫处理:选取 ２４ 株 ４ 周大的马铃薯盆栽

苗ꎬ平均分为 ６ 组ꎬ每组 ４ 个生物学重复ꎬ进行低温

(－２ ℃)胁迫处理ꎬ分别将幼苗置于低温 ０ ｈ、１ ｈ、３
ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 后ꎬ取顶部向下第３~４ 片功能叶于

液氮中备用ꎮ
外源 ＧＡ 处理:选取长势一致的盆栽苗 ２８ 棵ꎬ

用 １００ μｍｏｌ / Ｌ赤霉素(ＧＡ３)喷施叶面 １ 次ꎬ每组 ４
个生物学重复ꎬ处理后 ０ ｈ、１ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、
４８ ｈ 分别取叶片于液氮中备用ꎮ
１.３　 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因家族成员鉴定

从马铃薯参考基因组数据库 Ｓｐｕｄ ＤＢ Ｐｏｔａｔｏ
Ｇｅｎａｔｉｃｓ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｏｌａｎａｃｅａｅ. ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ.
ｍｓｕ. ｅｄｕ / ｉｎｄｅｘ. ｓｈｔｍｌ ) 下 载 马 铃 薯 基 因 组、 ＣＤＳ、
ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因的染色体位置信息和氨基酸序列ꎮ 并利

用 ２ＯＧ￣ＦｅⅡ(ＰＦ０３１７１)结构域筛选马铃薯基因组内

ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因家族成员ꎬ并利用 ＳＭＡＲＴ 确认筛选出

的成员编码的蛋白质是否含有 ２ＯＧ￣ＦｅⅡ结构域ꎬ参考

拟南芥、番茄 ＧＡ２ｏｘｓ 蛋白氨基酸序列进行 ｂｌａｓｔｐ 比

对ꎬ最终确定马铃薯特异的 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因家族成员ꎮ
１.４　 ＳｔＧＡ２ｏｘ 家族基因生物信息学分析

采用在线分析工具 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐｓ:/ / ｗｏｌｆｐ￣
ｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / )分析 ＳｔＧＡ２ｏｘ 家族基因编码蛋白质亚细胞

定位ꎬＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ(ｈｔｔｐｓ:/ / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )分析

ＳｔＧＡ２ｏｘ 家族基因编码蛋白质理化性质ꎮ 在马铃薯基

因组数据库中查找 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因的染色体位置信息及

对应染色体信息ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件(ｈｔｔｐｓ:/ / ｇｉｔｈｕｂ.
ｃｏｍ/ ＣＪ￣Ｃｈｅｎ / ＴＢｔｏｏｌｓ / ｒｅｌｅａｓｅｓ)进行 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因染色

体定位和基因共线性分析ꎮ 利用 Ｇｅｎｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｄｉｓ￣
ｐｌａｙ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ２.０ (ｈｔｔｐ:/ / ｇｓｄｓ.ｇａｏ￣ｌａｂ.ｏｒｇ / )对基因结构

进行分析ꎮ 进化树采用 ＭＥＧＡ７.０(ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ.ｍｅｇａｓ￣
ｏｆｔｗａｒｅ.ｎｅｔ / )ꎬ以邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ)和

Ｐｏｉｓｓｉｏｎ 模式(Ｐｏｉｓｓｉｏｎ Ｍｏｄｌｅ)构建ꎮ 结构域分析采用

１１１１刘计涛等:马铃薯 ＧＡ２ｏｘ 家族基因响应赤霉素(ＧＡ)和低温胁迫表达分析



ＭＥＭＥ(ｈｔｔｐ:/ / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ / )在线分析ꎬ
然后利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件作图ꎮ
１.５　 基因表达分析

采用实时荧光定量 ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)方法

检测 ＳｔＧＡ２ｏｘ 的表达模式ꎮ 将处理的样本采用 Ｔｒ￣
ｉｚｏｌ(ＴａＫａＲａ)法提取马铃薯叶片 ＲＮＡꎬ分别采用试

剂盒 ＧｏｌｄｅｎｓｔａｒＴＭ ＲＴ６ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ Ｖｅｒ. ２
(ＴＳＫ３０２Ｍꎬ擎科生物ꎬ广州)和２×ＴＳＩＮＧＫＥ􀅸 Ｍａｓ￣
ｔｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ￣ＵＤＧ (Ｗｉｔｈｏｕｔ ＲＯＸ)
(ＴＳＥ２０４ꎬ擎科生物ꎬ广州)进行 ｃＤＮＡ 合成和 ｑＰＣＲ
扩增ꎬ基因相对表达量计算采用 ２－△△Ｃｔ方法ꎬ差异显

著分析采用 ｔ￣ｔｅｓｔ (Ｐ<０􀆰 ０５)进行ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＳｔＧＡ２ｏｘ 家族基因鉴定

通过 Ｐｆａｍ 对 ２ＯＧ￣ＦｅＩＩ( ＰＦ０３１７１)结构域筛选

获得候选基因ꎬ然后通过参考已报道的拟南芥、水
稻、玉米和番茄 ＧＡ２ｏｘ 蛋白氨基酸序列 ｂｌａｓｔｐ 比对ꎬ
最后确定 １３ 个编码 ＳｔＧＡ２ｏｘ 蛋白的基因ꎮ 根据这

些基 因 在 染 色 体 上 的 位 置 分 布ꎬ 分 别 命 名 为

ＳｔＧＡ２ｏｘ１~ ＳｔＧＡ２ｏｘ１３(表 １)ꎮ 通过蛋白质理化特性

分析ꎬ发现 ＳｔＧＡ２ｏｘ 蛋白的氨基酸数为３２４~３５９ ａａꎬ
相对分子质量和等电点分别为３.６２４×１０４ ~ ４.１８８ ×
１０４ 和５.６１~８􀆰 ６４ꎬ不稳定性系数为３３.４３~ ５５􀆰 ９５ꎬ脂
溶指数和亲水性指数为 ７２.４８~ ８９􀆰 ９７ 和 －０.５１９~
－０.１８４ꎮ 通过预测ꎬＳｔＧＡ２ｏｘｓ 蛋白是一类稳定的亲

水性蛋白质ꎮ 亚细胞定位预测结果表明ꎬＳｔＧＡ２ｏｘ１、
ＳｔＧＡ２ｏｘ２、 ＳｔＧＡ２ｏｘ４、 ＳｔＧＡ２ｏｘ６、 ＳｔＧＡ２ｏｘ７、
ＳｔＧＡ２ｏｘ１０、ＳｔＧＡ２ｏｘ１２ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ１３ 定位于细胞

核ꎬＳｔＧＡ２ｏｘ３、 ＳｔＧＡ２ｏｘ５ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ９ 定位于细胞

质ꎬＳｔＧＡ２ｏｘ８ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ１１ 定位于质体中ꎮ

表 １　 ＳｔＧＡ２ｏｘ 家族基因及其编码的蛋白质特性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＳｔＧＡ２ｏｘ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

基因登录号　 　 基因　 氨基酸数 相对分子质量 等电点
不稳定性系数

(ＩＩ) 脂溶指数
亲水性
指数

亚细胞
定位

Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.０１Ｇ０１８６８０ ＳｔＧＡ２ｏｘ１ ３２６ ３.６５３×１０４ ６.４６ ５０.６５ ８４.６３ －０.３２５ Ｎｕｃｌ
Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.０１Ｇ０２５１７０ ＳｔＧＡ２ｏｘ２ ３４６ ３.８７４×１０４ ６.０８ ３９.６７ ７８.６１ －０.３０４ Ｎｕｃｌ
Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.０２Ｇ０１３４７０ ＳｔＧＡ２ｏｘ３ ３４０ ３.８０７×１０４ ５.９４ ４２.８５ ８９.９７ －０.１８４ Ｃｙｔｏ
Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.０２Ｇ０１９７４０ ＳｔＧＡ２ｏｘ４ ３５９ ４.１８８×１０４ ８.６４ ４８.１９ ７２.４８ －０.５１９ Ｎｕｃｌ
Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.０４Ｇ００４５７０ ＳｔＧＡ２ｏｘ５ ３３３ ３.８１９×１０４ ６.３３ ４３.１９ ８２.５５ －０.３２１ Ｃｙｔｏ
Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.０５Ｇ０２３３２０ ＳｔＧＡ２ｏｘ６ ３４９ ３.９３１×１０４ ７.１９ ４０.８３ ８１.２６ －０.３１３ Ｎｕｃｌ
Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.０６Ｇ０３２３３０ ＳｔＧＡ２ｏｘ７ ３５５ ４.０７７×１０４ ５.９５ ５５.９５ ８３.２１ －０.３９４ Ｎｕｃｌ
Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.０７Ｇ０２２７００ ＳｔＧＡ２ｏｘ８ ３２４ ３.６２４×１０４ ５.６７ ３８.８７ ８７.８４ －０.２０９ Ｃｈｌｏ
Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.０７Ｇ０２２７１０ ＳｔＧＡ２ｏｘ９ ３３０ ３.７１２×１０４ ８.２３ ３５.２ ８８.８８ －０.２２４ Ｃｙｔｏ
Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.０７Ｇ０２２７２０ ＳｔＧＡ２ｏｘ１０ ３３４ ３.７５７×１０４ ５.７８ ３８.８８ ８５.７５ －０.２２５ Ｎｕｃｌ
Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.０８Ｇ００６９６０ ＳｔＧＡ２ｏｘ１１ ３５７ ４.００３×１０４ ７.６ ３６.８９ ８８.１２ －０.２２ Ｃｈｌｏ
Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.１０Ｇ０００４４０ ＳｔＧＡ２ｏｘ１２ ３３７ ３.９２２×１０４ ５.６１ ４８.６４ ７６.３５ －０.３９５ Ｎｕｃｌ
Ｓｏｌｔｕ.ＤＭ.１０Ｇ００３２４０ ＳｔＧＡ２ｏｘ１３ ３３４ ３.７８１×１０４ ８.１７ ３４.４３ ８８.６５ －０.２５４ Ｎｕｃｌ

Ｎｕｃｌ:细胞核ꎻＣｙｔｏ:细胞质ꎻＣｈｌｏ:叶绿体ꎮ

２.２　 不同物种 ＧＡ２ｏｘ 家族基因进化分析

为了进一步解析拟南芥、水稻、玉米、番茄和马

铃薯 ＧＡ２ｏｘ 家族基因的系统进化关系ꎬ利用 ＭＡＧＥ
７.０ 软件对各物种中 ＧＡ２ｏｘ 家族基因编码的氨基酸

序列进行比对ꎬ构建系统进化树(图 １)ꎮ 结果表明ꎬ
ＧＡ２ｏｘ 基因家族可以分为 Ｃ１９ 和 Ｃ２０ 两类ꎬ其中

Ｃ１９ 类 ＧＡ２ｏｘｓ 基因又分为Ⅰ和Ⅱ两个亚家族ꎬＣ１９￣
Ⅰ亚族包含成员最多ꎬ共计 ２３ 个ꎬ涉及拟南芥、水
稻、玉米、番茄和马铃薯 ５ 个物种ꎬＣ２０ 家族包含 １５
个成员ꎬ除番茄外其他 ４ 个物种均有分布ꎬＣ１９￣Ⅱ亚

族包含成员最少ꎬ包含 １２ 个成员(表 ２)ꎮ
　 　 马铃薯 ＧＡ２ｏｘ 家族基因在 ３ 个亚族分类中均有分

布ꎬ其中 ＳｔＧＡ２ｏｘ４、ＳｔＧＡ２ｏｘ５、ＳｔＧＡ２ｏｘ７ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ１２ 属于

Ｃ２０家族ꎬＳｔＧＡ２ｏｘ１、ＳｔＧＡ２ｏｘ２ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ６ 属于 Ｃ１９Ⅱ̄亚

族ꎬ其余 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因属于 Ｃ１９Ⅰ̄亚族ꎮ 此外ꎬ在 Ｃ１９Ⅰ̄亚
族中 ＳｔＧＡ２ｏｘ３、 ＳｔＧＡ２ｏｘ８~ ＳｔＧＡ２ｏｘ１３ 与 ＳｌＧＡ２ｏｘ２、 Ｓｌ￣
ＧＡ２ｏｘ４、ＳｌＧＡ２ｏｘ５亲缘关系较近且处在同一分支ꎬ在 Ｃ１９￣
Ⅱ亚族中 ＳｔＧＡ２ｏｘ１、ＳｔＧＡ２ｏｘ２、ＳｔＧＡ２ｏｘ６ 和 ＳｌＧＡ２ｏｘ１、Ｓｌ￣
ＧＡ２ｏｘ３亲缘关系最近ꎬ在同一分支ꎬ在 Ｃ２０ 家族中

ＳｔＧＡ２ｏｘ４、ＳｔＧＡ２ｏｘ５、ＳｔＧＡ２ｏｘ１２ 与 ＡｔＧＡ２ｏｘ８ 亲缘关系最
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近ꎬＳｔＧＡ２ｏｘ７与 ＡｔＧＡ２ｏｘ１０ 紧邻ꎮ 这些结果表明马铃薯 ＧＡ２ｏｘ 家族基因与同属茄科的番茄亲缘关系最近ꎮ

图 １　 马铃薯、拟南芥、水稻、玉米和番茄 ＧＡ２ｏｘ 家族基因进化树分析

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＡ２ｏｘ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ (Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ)ꎬ ｔｈａｌｅ ｃｒｅｓｓ (Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)ꎬ ｒｉｃｅ (Ｏｒｙｚａ
ｓａｔｉｖａ)ꎬ ｍａｉｚｅ (Ｚｅａ ｍａｙｓ) ａｎｄ ｔｏｍａｔｏ (Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)

表 ２　 马铃薯、拟南芥、水稻、玉米和番茄 ＧＡ２ｏｘ 家族基因分布

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＧＡ２ｏｘ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ (Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓ￣
ｕｍ)ꎬ ｔｈａｌｅ ｃｒｅｓｓ (Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)ꎬ ｒｉｃｅ (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)ꎬ
ｍａｉｚｅ (Ｚｅａ ｍａｙｓ) ａｎｄ ｔｏｍａｔｏ (Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)

物种 Ｃ１９￣Ⅰ亚族 Ｃ１９￣Ⅱ亚族 Ｃ２０ 家族

拟南芥 ３ ２ ４

水稻 ２ ２ ４

玉米 ７ ３ ３

番茄 ３ ２ ０

马铃薯 ６ ３ ４

２.３　 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因染色体定位与共线性分析

根据 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因家族基因组 信 息ꎬ 通 过

ＴＢｔｏｏｌｓ 软件进行染色体可视化定位和共线性分析

(图 ２)ꎮ １３ 个 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因分布在 ８ 条染色体上ꎬ
其中 １ 号、２ 号和 １０ 号染色体上分别含有 ２ 个成

员ꎬ４ 号、５ 号、６ 号和 ８ 号染色体上只含有 １ 个成

员ꎬ ７ 号 染 色 体 上 包 含 ＳｔＧＡ２ｏｘ８、 ＳｔＧＡ２ｏｘ９ 和

ＳｔＧＡ２ｏｘ１０ ３ 个基因ꎬ由于其在染色体上的物理距离

小于 １００ ｋｂꎬ且进化树分析其同源性较高ꎬ推断其为

一个串联的基因簇ꎮ 进一步分析马铃薯 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基

因家族的扩张模式和基因复制事件ꎬ结果发现ꎬ１３
个 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因之间存在 ５ 对共线性基因对ꎬ表明

马铃薯 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因家族在进化过程中存在基因复

制现象ꎬ导致基因家族的多样性ꎮ
２.４　 ＳｔＧＡ２ｏｘ 家族基因结构和 Ｍｏｔｉｆ 分析

对马铃薯１３ 个 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因家族成员进行系统基

因结构和 Ｍｏｔｉｆ 分析(图 ３)ꎬ结果表明ꎬ除去 ＳｔＧＡ２ｏｘ４
包含 ３ 个内含子 ４ 个外显子外ꎬ其余所有 ＳｔＧＡ２ｏｘ 均包

含 ２ 个内含子 ３ 个外显子ꎬ其中 ＳｔＧＡ２ｏｘ１ 不包含非编

码区ꎮ 进一步分析 ＳｔＧＡ２ｏｘ 蛋白氨基酸序列ꎬ发现所

有基因均包含 ｍｏｔｉｆ １ 和 ｍｏｔｉｆ ３ꎬＣ２０ 家族基因不包含

ｍｏｔｉｆ ４ꎬｍｏｔｉｆ １０ 主要存在于 Ｃ１９Ⅱ̄亚族基因中ꎬ而 ｍｏｔｉｆ
５ 主要存在于 Ｃ１９Ⅰ̄亚族基因中ꎮ

３１１１刘计涛等:马铃薯 ＧＡ２ｏｘ 家族基因响应赤霉素(ＧＡ)和低温胁迫表达分析



图 ２　 马铃薯 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因染色体定位与共线性分析

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｔＧＡ２ｏｘ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ

２.５　 马铃薯 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因启动子 ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔ 分析

为进一步解析 ＳｔＧＡ２ｏｘ 家族基因在转录水平上

的调节机制ꎬ根据马铃薯基因组获得 １.５ ｋｂ 启动子

序列ꎬ并通过 ＰＬＡＣＥ 网站进行分析ꎮ 结果(图 ４)表
明ꎬＳｔＧＡ２ｏｘ 基因启动子区域富含响应植物激素的

顺式作用元件ꎬ包括脱落酸(ＡＢＡ)响应元件 ＡＢＲＥ、
赤霉素(ＧＡ)响应元件 ＧＡＲＥ、茉莉酸( ＪＡ)响应元

件 ＪＡＲＥ、乙烯(ＥＴ)响应元件 ＥＲＥ、小杨酸(ＳＡ)响
应元件 ＳＡＲＥ 和生长素(Ａｕｘｉｎ)响应元件 ＡＲＥꎻ还
包含生长发育相关顺式作用元件 Ｉ￣ｂｏｘ、ＬＡＭＰ 和 Ｇ￣
ｂｏｘ 等ꎬ以及 ＭＹＣ、ＬＴＲ 和 Ｗ￣ｂｏｘ 等逆境胁迫相关顺

式作用元件ꎮ 其中ꎬ除 ＳｔＧＡ２ｏｘ６ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ８ 外ꎬ所

有 ＳｔＧＡ２ｏｘ 启动子上都含有 ＧＡ 响应顺式作用元件

ＧＡＲＥꎬＳｔＧＡ２ｏｘ１~ ＳｔＧＡ２ｏｘ４ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ９ ~ ＳｔＧＡ２ｏｘ１２
都含有低温胁迫响应顺式作用元件 ＬＴＲꎬ这一结果

暗示着 ＳｔＧＡ２ｏｘ 家族基因在响应 ＧＡ 和低温胁迫上

可能发挥重要功能ꎬ但是家族成员之间的功能存在

差异ꎮ
２.６　 ＳｔＧＡ２ｏｘ 响应 ＧＡ 处理和低温胁迫的表达模

式分析

　 　 为了进一步解析 ＳｔＧＡ２ｏｘ 家族基因响应 ＧＡ 和

低温胁迫的表达模式ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法分析低温

胁迫 ２４ ｈ 和外源 ＧＡ３处理后 ４８ ｈ 马铃薯叶片中 １３
个 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因的表达ꎮ 在外源 ＧＡ３处理条件下ꎬ
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图 ３　 ＳｔＧＡ２ｏｘ 家族基因进化树(Ａ)、基因结构(Ｂ)和 Ｍｏｔｉｆ 分析(Ｃ)
Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ (Ａ)ꎬ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (Ｂ)ꎬ ａｎｄ ｍｏｔｉｆ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ｃ) ｏｆ ＳｔＧＡ２ｏｘ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ

图 ４　 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因启动子顺式作用元件分析

Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｎ ＳｔＧＡ２ｏｘ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ

ＳｔＧＡ２ｏｘ１、ＳｔＧＡ２ｏｘ２ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ６ 基因的表达在处理

后 ３ ｈ 显著上调ꎬ随后又降低ꎬ在 ＧＡ３ 处理 ３ ｈ 后分

别为对照的 ６􀆰 ５６ 倍、４１􀆰 ６８ 倍和 ２􀆰 ３６ 倍ꎻＳｔＧＡ２ｏｘ３

和 ＳｔＧＡ２ｏｘ８ ~ ＳｔＧＡ２ｏｘ１３ 基因在 ＧＡ３ 处理后０~ ６ ｈ
表达上调ꎬ１２~ ４８ ｈ 又逐渐降低ꎬ最终在 ４８ ｈ 恢复

至 ０ ｈ 的水平ꎬ在处理后 ６ ｈ 表达量是对照的５􀆰 ８９~
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２７􀆰 ２９ 倍ꎬ 其 中 ＳｔＧＡ２ｏｘ１２ 表 达 量 变 化 最 小ꎬ
ＳｔＧＡ２ｏｘ１３ 表达量变化最大ꎻＳｔＧＡ２ｏｘ４ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ５
基因在 ＧＡ３ 处理后０~１２ ｈ 表达量上调ꎬ１２~４８ ｈ 表

达量逐渐降低ꎬ在处理后 １２ ｈ 表达量分别为对照的

７３􀆰 １９ 倍和 １６􀆰 ２ 倍ꎻ另外ꎬＳｔＧＡ２ｏｘ７ 的表达量仅在

ＧＡ３ 处理后 ６ ｈ 迅速上调至对照的 ２０􀆰 ８５ 倍ꎬ随后

迅速降至对照的 ９０％(图 ５)ꎮ

∗表示与对照在 ０.０５ 水平差异显著ꎮ
图 ５　 ＳｔＧＡ２ｏｘ 响应 ＧＡ３的表达

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳｔＧＡ２ｏｘ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＧＡ３ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ

　 　 在 低 温 胁 迫 条 件 下ꎬ ＳｔＧＡ２ｏｘ１、 ＳｔＧＡ２ｏｘ３、
ＳｔＧＡ２ｏｘ１１ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ１２ 基因的表达被抑制ꎬ低

温胁迫 ６ ｈꎬＳｔＧＡ２ｏｘ１、ＳｔＧＡ２ｏｘ３、ＳｔＧＡ２ｏｘ１１ 表达

量 最 低ꎬ 下 调 ５０％、 ６１％、 ７８％ꎻ 而 ＳｔＧＡ２ｏｘ２、
ＳｔＧＡ２ｏｘ４ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ８ ~ ＳｔＧＡ２ｏｘ１０ 基因的表达量

受低温胁胁迫诱导上调ꎬ并且在低温胁迫 ２４ ｈ
后ꎬ分 别 上 调 了 ８􀆰 ６８ 倍、 ２０􀆰 ２８ 倍、 ６􀆰 ８４ 倍、

１４􀆰 ６２ 倍和 ６􀆰 ４４ 倍ꎻ ＳｔＧＡ２ｏｘ６ 的表达量在低温

胁迫 １ ｈ 后达到对照的 ２􀆰 ２９ 倍ꎬ随后又降低至 ０
ｈ 的水平ꎻＳｔＧＡ２ｏｘ７ 的表达量在０ ~ １２ ｈ 差异不显

著ꎬ仅 在 ２４ ｈ 下 调 ６３％ ( 图 ６ ) ꎮ 综 上 所 述ꎬ
ＳｔＧＡ２ｏｘ 家族基因在响应 ＧＡ３ 和低温胁迫中呈现

不同的表达模式ꎬ为充分理解马铃薯 ＳｔＧＡ２ｏｘ 家

族基因的功能提供了依据ꎮ
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∗表示与对照在 ０.０５ 水平差异显著ꎮ
图 ６　 ＳｔＧＡ２ｏｘ 响应低温胁迫的表达

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳｔＧＡ２ｏｘ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ

３　 讨 论

马铃薯是重要的粮菜兼用型经济作物ꎬ具有产

量高、效益好和营养丰富等特点[４２￣４５]ꎮ 低温寒害是

影响马铃薯产量的关键因素之一ꎬ中国几乎所有马

铃薯生态种植区都会受其影响ꎮ ＧＡ 是调节植物生

长发育重要的植物激素ꎬ广泛参与植物对低温胁迫

等非生物胁迫的响应[１７]ꎮ ＧＡ２￣ｏｘｉｄａｓｅｓ 是调节植物

活性 ＧＡ 钝化的关键酶之一ꎬ能够降低植物活性 ＧＡ
含量ꎬ负调控植物的生长发育ꎬ参与低温、干旱等非

生物胁迫响应[４１]ꎮ ＧＡ２ｏｘ 家族基因编码的蛋白质

包含 ２ＯＧ￣ＦｅⅡ(ＰＦ０３１７１)结构域ꎬ从属于 ２０Ｇ￣Ｆｅ
(Ⅱ) ｏｘｙｇｅｎａｓｅ 基因超家族[２４]ꎮ 目前ꎬ许多物种中

已经进行了全基因组家族分析ꎬ如拟南芥中鉴定出

１０ 个 ＡｔＧＡ２ｏｘ 基因ꎬ荔枝中鉴定出 ９ 个 ＬｃＧＡ２ｏｘ 基

因[２８ꎬ４６]ꎬ水稻中包含 １０ 个成员[２５]ꎬ玉米中鉴定到分

布于 ７ 个染色体上的 １３ 个 ＺｍＧＡ２ｏｘ 基因[４０]ꎮ
在本研究中ꎬ基于马铃薯基因组数据共获得 １３

个 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因ꎬ进化树分析结果表明ꎬＳｔＧＡ２ｏｘ 基

因家族分为 ２ 个家族ꎬ其中 Ｃ１９ 家族又分为 Ｃ１９￣Ⅰ
亚族和 Ｃ１９￣Ⅱ亚族ꎬ这与其他作物中的研究结果一

致[３９]ꎮ 分析基因家族成员的结构和保守 ｍｏｔｉｆ 序
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列ꎬ能够为更全面解释基因家族进化和功能分化提

供重要依据[４７]ꎬ研究发现ꎬＳｔＧＡ２ｏｘ 不同亚家族之间

基因结构和保守 ｍｏｔｉｆ 序列存在显著差异ꎬ在玉米、
水稻和荔枝等作物中也有相同的结果[２５ꎬ２８ꎬ４０]ꎮ 为了

进一步明确马铃薯 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因家族的基因组信

息ꎬ通过染色体定位发现这 １３ 个 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因主要

分布于 ８ 条染色体上ꎬ并在 ７ 号染色体上存在一个

串联基因簇ꎮ 此外ꎬ共线性分析结果表明ꎬＳｔＧＡ２ｏｘ
存在 ５ 对共线性基因对ꎬ表明其在进化中存在基因

复制现象ꎬ这些结果可为深入理解 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因家

族的进化过程提供参考ꎮ
植物通过合成或钝化维持内源 ＧＡ 相对平衡ꎬ

保障植物正常的生长发育进程[１６]ꎬＧＡ２ｏｘ 基因能够

负反馈调节活性 ＧＡ 的动态平衡ꎬ促进植物的正常

生长[１７]ꎮ 研究结果表明ꎬ所有的 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因都能

够被外源 ＧＡ 诱导表达ꎬ且表现为先升高后降低的

趋势ꎬ但是不同家族基因存在显著差异ꎬ如 Ｃ１９￣Ⅱ
亚族基因 ＳｔＧＡ２ｏｘ１、ＳｔＧＡ２ｏｘ２、ＳｔＧＡ２ｏｘ６ 的表达对外

源 ＧＡ 处理响应最早ꎬ 其次为 Ｃ１９￣Ⅰ 亚族基因

ＳｔＧＡ２ｏｘ３、ＳｔＧＡ２ｏｘ１１ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ１３ꎬ最晚响应的是

Ｃ２０ 家族基因 ＳｔＧＡ２ｏｘ４ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ５ꎮ 此外ꎬＧＡ２ｏｘ
作为调节植物活性 ＧＡ 的重要基因ꎬ广泛参与了激

素信号传导和非生物胁迫响应[４１]ꎮ 例如ꎬ低温胁迫

能够促进 ＯｓＧＡ２ｏｘ６ 和 ＯｓＧＡ２ｏｘ７ 基因表达ꎬ使活性

ＧＡ 钝化[４８]ꎬＺｍＧＡ２ｏｘ６ 和 ＺｍＧＡ２ｏｘ１０ 能够被低温
胁迫和盐胁迫诱导表达[４１]ꎮ 研究发现 ＳｔＧＡ２ｏｘ２、
ＳｔＧＡ２ｏｘ４、ＳｔＧＡ２ｏｘ８、ＳｔＧＡ２ｏｘ９ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ１０ 受低温

胁迫诱导显著上调表达ꎬ暗示这 ５ 个基因在调节马

铃薯低温胁迫响应中发挥重要作用ꎮ 基因的表达受

上游转录因子调控ꎬ顺式作用元件是影响基因表达

的重要因素[４９]ꎮ 通过启动子分析发现响应 ＧＡ 的

ＧＡＲＥ 顺式作用元件存在于所有 ＳｔＧＡ２ｏｘ 启动子

上ꎬ 并 且 在 ＳｔＧＡ２ｏｘ１ ~ ＳｔＧＡ２ｏｘ４ 和 ＳｔＧＡ２ｏｘ９ ~
ＳｔＧＡ２ｏｘ１２ 的启动子上存在响应低温胁迫的 ＬＴＲ 顺

式作用元件ꎬ这与玉米、水稻和高粱等作物中的研究

结果一致[４１]ꎮ 综上所述ꎬ本研究结果能够为解析马

铃薯 ＳｔＧＡ２ｏｘ 基因通过负反馈调节活性 ＧＡ 动态平

衡ꎬ参与调节低温胁迫响应的作用机理提供依据ꎬ有
助于马铃薯寒害预防理论的完善ꎮ
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