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　 　 摘要:　 本研究以甜樱桃(Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ Ｌ.)为试验材料ꎬ采用生物信息学分析的方法探究信号多肽快速碱化因

子(ＲＡＬＦ)家族ꎬ从甜樱桃全基因组数据库中鉴定到 １４ 个 ＲＡＬＦ 相关基因ꎬ系统命名为 ＰａｖＲＡＬＦ１~ ＰａｖＲＡＬＦ１４ꎬ从基

因家族鉴定、结构分析、进化关系、保守基序和顺式作用元件等方面ꎬ对甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因进行系统鉴定分析ꎬ并分析

基因在不同组织中的相对表达量ꎮ 结果表明ꎬ甜樱桃 ＲＡＬＦ 家族均属于疏水蛋白质ꎬ与桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ)ＲＡＬＦ 基因

共线性关系较多ꎬ亲缘性较近ꎬ在启动子区域存在多种与植物激素和应激相关的顺式作用元件ꎮ 系统进化树将 ＲＡＬＦ
基因分为 ５ 个亚家族ꎮ 表达特性分析结果显示ꎬ各基因成员在花、茎、叶和果实中均存在不同程度的表达ꎮ 本研究结

果有助于深入研究甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因家族的生物学功能以及 ＲＡＬＦ 基因在甜樱桃生长发育过程中可能发挥的作用ꎮ
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　 　 植物激素的研究近年来受到人们的普遍重视ꎬ
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所谓植物激素就是指某些微量的可对植物生理过程

起调节作用的有机化合物ꎬ其在调节植物生长发育

过程中发挥着重要作用[１]ꎮ 快速碱化因子(ＲＡＬＦ)
作为多肽类激素广泛分布于植物中ꎬ最早是 Ｐｅａｒｃｅ
等[２]在分离纯化烟草蛋白质中的系统素时发现的ꎮ
随着分子生物学和遗传学的飞速发展ꎬ多肽类激素

也逐渐走进人们的视野ꎬ与传统的植物激素不同ꎬ肽
类激素是具有激素活性的肽类ꎬ成熟的多肽类激素

长度较小ꎮ
信号多肽 ＲＡＬＦ 参与了多种生物学过程ꎬ如细

胞生长、分化及生成各种代谢产物等[３￣４]ꎮ ＲＡＬＦ 还

可以通过调节 ＭＡＰＫ(丝裂原活化蛋白激酶)信号转

导通路[５]ꎬ在细胞增殖、生长、分化、凋亡和代谢等

多种生理生化过程中发挥重要作用[６]ꎬ同时在植物

受到外界逆境胁迫时ꎬ作出应答[７]ꎮ ＲＡＬＦ 与不同

的配体结合ꎬ通过不同的靶向机制指导 ＬＲＸ(富含

亮氨酸的重复延伸蛋白)信号蛋白质参与花粉管生

长[８]ꎻ此外ꎬＲＡＬＦ 家族能够响应植物果实中的脱落

酸、生长素、蔗糖、油菜素内酯的信号ꎬ从而参与调控

果实的脱落和成熟[９]ꎮ
目前 ＲＡＬＦ 信号多肽的研究主要集中在拟南芥

上[１０￣１２]ꎬ研究发现其至少具有 ３５ 个组织特异性表

达的 ＲＡＬＦ 成员[１３]ꎬ而在其他作物上的研究相对较

少ꎮ 甜樱桃为蔷薇科落叶乔木ꎬ起源于欧洲东南部

和亚洲西部ꎬ 在中国大连、 烟台等地被广泛栽

培[１４￣１５]ꎮ 目前有关甜樱桃 ＲＡＬＦ 家族基因功能的研

究还比较缺乏ꎮ 本研究拟运用生物信息学技术对甜

樱桃 ＲＡＬＦ 基因家族[１６] 的成员进行鉴定、表达分

析ꎬ为深入探究 ＲＡＬＦ 基因家族在调控甜樱桃关键

农艺性状方面的作用提供有价值的参考ꎮ 另外ꎬ解
析多肽激素在甜樱桃果实成熟发育中的作用ꎬ对于

甜樱桃果实形成、品质提高及绿色防控能够起到重

要促进作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

试验材料为淮北樱桃基地早熟樱桃品种红灯

(Ｈｏｎｇｄｅｎｇ)ꎬ株行距为３.０ ｍ×３􀆰 ０ ｍꎬ砧木选择吉塞拉

砧木ꎬ统一栽培管理ꎮ 于 ４ 月 ４ 号(幼果期)取花、茎、
叶及果实样品ꎬ并于 ４ 月 １９ 日(转色期)、５ 月 ２ 日

(全红期)和 ５ 月 １３ 日(成熟期)继续取果实样品ꎮ
晚熟品种萨米脱(ｓｕｍｍｉｔ)ꎬ株行距为３.０ ｍ×３􀆰 ０ ｍꎬ砧

木选择吉塞拉砧木ꎬ统一栽培管理ꎮ 于 ４ 月 ４ 号(幼
果期)、４ 月 １９ 日(转色初期)、５ 月 ２ 日(转色中期)
和 ５ 月 １３ 日(全红期)取果实样品ꎮ 取后立即用液氮

速冻ꎬ于－８０ ℃冰箱中保存备用ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 甜樱桃全基因组 ＲＡＬＦ 基因家族的鉴定　 利

用 ＲＡＬＦ 功能域(ＰＦ０５４９８)在隐马尔可夫模型在线

工具 ＨＭＭＥＲ３ 中搜索甜樱桃全基因组ꎻ为确保结果

可靠ꎬ在美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)网站下

载拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) ＡｔＲＡＬＦ 蛋白序列ꎬ
使用 ３５ 条 ＡｔＲＡＬＦ 蛋白质氨基酸序列在甜樱桃基

因组数据库中进行 ＢＬＡＳＴꎬ得到候选氨基酸序列ꎬＥ￣
ｖａｌｕｅ 设置为１×１０－５ꎮ 在 Ｐｆａｍ 数据库和 ＳＭＡＲＴ(ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / ) 对已获取的 ＲＡＬＦ
蛋白进行结构域预测ꎬ最终得到含有保守 ＰａｖＲＡＬＦ
结构域的基因序列ꎬ从而筛选得到甜樱桃(Ｐｒｕｎｕｓ
ａｖｉｕｍ Ｌ.)ＲＡＬＦ 家族成员ꎮ
１.２.２　 理化性质预测及亚细胞定位、信号肽预测　
将鉴定到的氨基酸序列信息提交至在线网站 ｅｘｐａｓｙ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )进行相对分子量等理化

性质的预测ꎮ 利用 Ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ.
ｊｐ)进行亚细胞定位预测ꎬ在网站 ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ.
ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ 上进行信号肽预测ꎮ
１.２.３　 系统进化分析及基因结构、保守基序与顺式

作用元件预测　 利用 ＭＥＭＥ ｓｕｉｔ 在线网站(ｈｔｔｐ: / /
ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)进行保守基序预测ꎬ采用

ＭＥＧＡ ６.０ 通过邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)构建甜樱

桃、桃、拟南芥 ＲＡＬＦ 基因家族成员系统进化树ꎬ使
用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 程序进行多序列比对ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 运行次

数为１ ０００ꎬ其他参数为默认值ꎮ 将导出的文件利用

Ｔｂｔｏｏｌｓ 进行基因结构、保守序列 ｍｏｔｉｆ 的可视化ꎮ 通

过 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ /
ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )对 ＲＡＬＦ 基因上游 ２ ０００
ｂｐ 长度的序列进行转录调控元件分析ꎬ并运用

Ｔｂｔｏｏｌｓ 中的 Ｓｉｍｐｌｅ ＢｉｏＳｅｑｕｅｎｃｅ Ｖｉｅｗｅｒ 插件进行可

视化分析ꎮ
１.２.４　 染色体定位分析和共线性分析 　 将甜樱桃

基因组中的基因注释文件导入 Ｔｂｔｏｏｌｓꎬ利用 Ｇｅｎｅ
Ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｖｉｓｕａｌｉｚｅ ｆｒｏｍ ＧＴＦ / ＧＦＦ 插件进行染色体定

位分析ꎮ 分别下载拟南芥和桃全基因组数据及注释

ＧＦＦ 文件ꎬ基于 ＴＢｔｏｏｌｓ 绘制甜樱桃与拟南芥、桃基

因组间的共线性图谱ꎮ
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１.２.５　 基因表达模式分析 　 为探讨基因在甜樱桃

生长发育过程中的作用ꎬ对其在甜樱桃的花、茎、叶、
果实的相对表达量进行实时荧光定量 ＰＣＲ 检测及

分析ꎮ 用天根生化科技(北京)有限公司的植物总

ＲＮＡ 提取试剂盒提取甜樱桃各样品总 ＲＮＡꎮ 以总

ＲＮＡ 为模板ꎬ合成 ｃＤＮＡꎮ 采用荧光定量试剂盒配

制 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 体系ꎬ以稀释 １０ 倍的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进
行 ３ 个生物学重复试验ꎬ并采用 ２－△△Ｃｔ法分析基因

相对表达量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 家族蛋白质理化性质分析

在甜樱桃的基因组中ꎬ检测到了 １４ 个 ＲＡＬＦ 蛋

白ꎬ 这 些 蛋 白 质 被 系 统 命 名 为 ＰａｖＲＡＬＦ１~
ＰａｖＲＡＬＦ１４ꎮ 通过对甜樱桃 ＲＡＬＦ 家族蛋白质理化

性质进行分析ꎬ发现这 １４ 个蛋白质氨基酸数目介于

７３~３５８ ａａꎬ预测的相对分子量和等电点分别为

１ ９９６~３７ ７９３和４.６２~９􀆰 ６７ꎮ 进一步分析蛋白质的不

稳定指数ꎬ发现 ＰａｖＲＡＬＦ９ 蛋白和 ＰａｖＲＡＬＦ１１ 蛋白的

不稳定指数在 ４０􀆰 ００ 以下ꎬ属于稳定蛋白质ꎬ其他 １２
个成员均属于不稳定蛋白质ꎮ 所有甜樱桃 ＲＡＬＦ 家

族成员的亲水性平均值均为负数ꎬ表明它们均为疏水

蛋白质ꎮ 通过对甜樱桃 ＲＡＬＦ 家族进行信号肽预测ꎬ
发 现 除 了 ＰａｖＲＡＬＦ５、 ＰａｖＲＡＬＦ７、 ＰａｖＲＡＬＦ１０、
ＰａｖＲＡＬＦ１１、ＰａｖＲＡＬＦ１４ 这 ５ 个家族成员以外ꎬ其他

家族成员都存在信号肽ꎮ 此外ꎬ通过亚细胞定位预测

发现 ＰａｖＲＡＬＦ２ 和 ＰａｖＲＡＬＦ９ 只分布在细胞膜上ꎬ其
他成员在细胞核中均有分布ꎬ其中 ＰａｖＲＡＬＦ３、
ＰａｖＲＡＬＦ６、 ＰａｖＲＡＬＦ１０ 还 分 布 于 细 胞 膜 上ꎬ
ＰａｖＲＡＬＦ４ 和 ＰａｖＲＡＬＦ８ 分布于叶绿体上(表 １)ꎮ

表 １　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因蛋白质家族信息及理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＰａｖＲＡＬＦ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

基因编号 蛋白质　 　 氨基酸
序列长度

相对
分子量

等电点
不稳定
指数

脂肪指数
亲水性

总平均值
亚细胞定位

是否存在
信号肽

Ｐａｖ＿ｓｃ００００４１５.１＿ｇ２５０.１.ｍｋ ＰａｖＲＡＬＦ１ ２０７ ２２ ６３２ ９.４１ ５８.６７ ６２.６７ －０.５２７ 细胞核 是

Ｐａｖ＿ｓｃ００００８４８.１＿ｇ８４０.１.ｍｋ ＰａｖＲＡＬＦ２ １１６ １２ ９０６ ８.６１ ５２.７２ ６４.０５ －０.２３０ 细胞膜 是

Ｐａｖ＿ｃｏ４０８７３６３.１＿ｇ０１０.１.ｍｋ ＰａｖＲＡＬＦ３ １２１ １３ １１９ ８.１５ ５４.２０ ８１.５７ －０.０９０ 细胞膜、细胞核 是

Ｐａｖ＿ｓｃ０００１３０５.１＿ｇ７６０.１.ｍｋ ＰａｖＲＡＬＦ４ １２２ １３ ７８８ ９.６６ ５５.２５ ６４.０２ －０.５８９ 叶绿体、细胞核 是

Ｐａｖ＿ｓｃ００００１００.１＿ｇ３８０.１.ｍｋ ＰａｖＲＡＬＦ５ ２５２ ２７ ８７９ ９.５４ ５１.１０ ８３.１７ －０.２５０ 细胞核 否

Ｐａｖ＿ｓｃ０００３６５９.１＿ｇ０６０.１.ｍｋ ＰａｖＲＡＬＦ６ １１３ １２ １３６ ８.９０ ５４.０７ ７１.６８ －０.２４７ 细胞膜、细胞核 是

Ｐａｖ＿ｓｃ０００１４１１.１＿ｇ０４０.１.ｍｋ ＰａｖＲＡＬＦ７ １２７ １４ １９５ ４.６２ ６３.９５ ３８.４３ －１.２２８ 细胞核 否

Ｐａｖ＿ｓｃ０００００７１.１＿ｇ５３０.１.ｍｋ ＰａｖＲＡＬＦ８ １３５ １５ ４３８ ６.８２ ５９.９５ ７４.５２ －０.３３３ 叶绿体、细胞核 是

Ｐａｖ＿ｓｃ００００５５８.１＿ｇ３３０.１.ｂｒ ＰａｖＲＡＬＦ９ ７８ ８ ０７２ ９.０１ ８.５３ ７２.４４ －０.２０８ 细胞膜 是

Ｐａｖ＿ｓｃ００００４３１.１＿ｇ２００.１.ｍｋ ＰａｖＲＡＬＦ１０ ３５８ ３７ ７９３ ８.２５ ４６.９１ ８１.４８ －０.１２３ 细胞膜、细胞核 否

Ｐａｖ＿ｓｃ０００４９１３.１＿ｇ１４０.１.ｍｋ ＰａｖＲＡＬＦ１１ ７９ ８ ９８８ ７.６９ ３３.５６ ５４.１８ －０.６４６ 细胞核 否

Ｐａｖ＿ｓｃ０００１１８９.１＿ｇ２１０.１.ｍｋ ＰａｖＲＡＬＦ１２ ７３ ８ ０７３ ９.４３ ４５.９４ ５６.１６ －０.３９６ 细胞核 是

Ｐａｖ＿ｓｃ０００１８５６.１＿ｇ０５０.１.ｍｋ ＰａｖＲＡＬＦ１３ ８１ ９ ０７６ ９.６７ ５４.４８ ６２.５９ －０.２８１ 细胞核 是

Ｐａｖ＿ｓｃ００００６９７.１＿ｇ２５０.１.ｂｒ ＰａｖＲＡＬＦ１４ １７８ １ ９９６ ８.５２ ４０.４０ ５２.６４ －０.７５６ 细胞核 否

２.２　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因结构、保守结构域分析

对甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因家族进行聚类分析ꎬ结果表

明ꎬ该家族主要分为两大类ꎬＰａｖＲＡＬＦ１、ＰａｖＲＡＬＦ６ 和

ＰａｖＲＡＬＦ１０聚为一类ꎬ其他家族成员为一类ꎮ 通过基

因结构分析ꎬ发现 ＰａｖＲＡＬＦ１、ＰａｖＲＡＬＦ５、ＰａｖＲＡＬＦ１０、
ＰａｖＲＡＬＦ１４这 ４ 个基因含有内含子ꎬ其余 １０ 个基因均

为单外显子结构ꎮ 使用在线程序 ＭＥＭＥ 分析基序ꎬ从

ＰａｖＲＡＬＦ 基因中鉴定出 １０ 个基序(Ｍｏｔｉｆ１~Ｍｏｔｉｆ１０)ꎬ不
同成员间基序分布有一定差异ꎬ所有甜樱桃 ＲＡＬＦ 含有

１~８ 个基序ꎬ其中 Ｍｏｔｉｆ１ 在除 ＰａｖＲＡＬＦ１０ 外的所有成

员中均有分布ꎬＭｏｔｉｆ２ 在除 ＰａｖＲＡＬＦ９ 和 ＰａｖＲＡＬＦ１０ 外

的所有成员中均有分布ꎮ 某些 Ｍｏｔｉｆ 为个别成员所特

有ꎬ如Ｍｏｔｉｆ９ 只存在于ＰａｖＲＡＬＦ１４序列中ꎬＭｏｔｉｆ１０ 只存

在于 ＰａｖＲＡＬＦ１和 ＰａｖＲＡＬＦ６中(图 １)ꎮ
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ＣＤＳ:编码区ꎻＵＴＲ:非翻译区ꎻＲＡＬＦ:快速碱化因子ꎮ
图 １　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因家族结构、保守基序分析

Ｆｉｇ.１　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ｏｆ ＲＡＬＦ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ Ｌ.

２.３　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因家族启动子转录调控元件

分析

　 　 转录调控元件可以通过特定转录因子结合并在

下游基因特异性表达过程中发挥调控作用ꎮ 对转录

调控元件的分析结果(图 ２)表明ꎬＰａｖＲＡＬＦ 基因家

族的转录调控元件包括光响应元件、激素响应元件、
逆境胁迫响应元件、生长素响应元件等ꎮ 在 １４ 个基

因的启动子区域ꎬ光响应元件数量最多ꎮ 参与光响

应调节的顺式作用元件有 Ｂｏｘ ４、 ＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ、Ｇ￣
ｂｏｘ、ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ、 ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ 等ꎬ激素响应元件包含茉

莉酸响应元件(ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ、ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ)、生长素

响应元件(ＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)、脱落酸响应元件(ＡＢＲＥ)
等ꎮ 非生物应激响应元件包含厌氧诱导响应元

件(ＡＲＥ)、低温响应元件(ＬＴＲ)等(图 ３)ꎮ 因此ꎬ可
以推测ꎬ甜樱桃 ＲＡＬＦ 可能受到多种环境因素和内

源激素的调节ꎬ从而对植株的生长和发育产生影响ꎮ

图 ２　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因家族转录调控元件分析

Ｆｉｇ.２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ＲＡＬＦ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ Ｌ.
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图 ３　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因家族调控元件数量统计

Ｆｉｇ.３　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ＲＡＬＦ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ Ｌ.

２.４　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因家族系统发育树分析

同一进化分支中各成员之间基序分布具有相对

一致性ꎮ 利用拟南芥(３５ 个)、桃(２１ 个)及樱桃(１４
个)ＲＡＬＦ 蛋白全长序列构建系统进化树ꎮ 根据进

化关系ꎬ这 ７０ 个 ＲＡＬＦ 蛋白可分为 ５ 个类群ꎬ分别

是 Ｇｒｏｕｐ Ａ、Ｇｒｏｕｐ Ｂ、Ｇｒｏｕｐ Ｃ、Ｇｒｏｕｐ Ｄ 和 Ｇｒｏｕｐ Ｅ
(图 ４)ꎮ ３ 个物种的 ＲＡＬＦ 蛋白在 Ｇｒｏｕｐ Ａ、Ｇｒｏｕｐ
Ｂ、Ｇｒｏｕｐ Ｃ 和 Ｇｒｏｕｐ Ｅ 中均有分布ꎬＧｒｏｕｐ Ｂ 含有的

ＲＡＬＦ 蛋白成员数量最多(２５ 个)ꎬＧｒｏｕｐ Ｄ 最少(１
个)ꎮ 在 １４ 个甜樱桃 ＲＡＬＦ 蛋白中ꎬＧｒｏｕｐ Ａ 有 ６ 个

ＲＡＬＦ 蛋白ꎬＧｒｏｕｐ Ｂ 和 Ｇｒｏｕｐ Ｃ 各有 ３ 个 ＲＡＬＦ 蛋

白ꎬＧｒｏｕｐ Ｅ 有 ２ 个 ＲＡＬＦ 蛋白ꎮ
２.５　 染色体定位和共线性分析

ＰａｖＲＡＬＦ 染色体定位分析结果(图 ５)显示ꎬ在
８ 个染色体上ꎬ１４ 个 ＰａｖＲＡＬＦ 基因的分布呈现出不

均匀的趋势ꎮ 在染色体的分布中ꎬ０ 号和 ８ 号染色

体的基因数量最多(３ 条)ꎬ而４~ ７ 号染色体上只有

１ 个基因分布ꎬ其余染色体上存在 ２ 个基因成员ꎮ
为进一步了解甜樱桃 ＲＡＬＦ 家族基因的进化

过程ꎬ本研究分析了 ＲＡＬＦｓ 在 ３ 个物种(甜樱桃、
桃、 拟南芥)中的共线性关系(图 ６)ꎬ在拟南芥与

甜樱桃中发现 ５ 对共线性关系ꎬ其中 ２ 对位于甜樱

桃 １ 号染色体上ꎬ其余 ３ 对分别位于甜樱桃 ４ 号、７
号、８ 号染色体上ꎻ在桃与甜樱桃中发现 １１ 对共线

性关系ꎬ其中甜樱桃 ８ 号染色体上有 ５ 对ꎬ０ 号、１
号、３ 号、４ 号、５ 号和 ７ 号染色体上各分布 １ 对ꎮ

由此表明ꎬ甜樱桃与桃之间的直系同源基因对多

于甜樱桃与拟南芥ꎬ甜樱桃与桃的亲缘关系近于

拟南芥ꎬＰａｖＲＡＬＦ 基因在同科植物之间的保守性

更高ꎮ
２.６　 ＰａｖＲＡＬＦｓ 基因在花、茎、叶组织中的表达模式

如图 ７ 所示ꎬＰａｖＲＡＬＦ 基因家族在花、茎、叶组

织中差异表达ꎬ其中 ＰａｖＲＡＬＦ１２ 基因在花、茎、叶组

织中都大量表达ꎬＰａｖＲＡＬＦ１０ 基因在花和茎中相对

表达量较高ꎬＰａｖＲＡＬＦ４ 基因只在花中相对表达量

高ꎬ其他家族成员在花、茎、叶组织中微量表达或不

表达ꎮ 由此表明 ＰａｖＲＡＬＦ 基因在花、茎、叶的生长

发育中发挥调控作用ꎮ
２.７　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因在果实中的表达模式分析

对甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因在果实的不同发育时期

的相对表达量进行分析ꎬ发现 ＰａｖＲＡＬＦ 基因的相

对表 达 量 差 异 显 著ꎮ 分 析 结 果 ( 图 ８ ) 表 明ꎬ
ＰａｖＲＡＬＦ１０ 在甜樱桃果实的整个发育时期均有较

高的相对表达量ꎬ其中在果实发育的初期(４ 月 ４
日－４ 月 １９ 日)相对表达量较高ꎬ说明该基因可能

是调控甜樱桃果实发育的关键基因ꎬ在果实发育

初 期 尤 为 重 要ꎮ 除 ＰａｖＲＡＬＦ１０ 基 因 以 外ꎬ
ＰａｖＲＡＬＦ８ 和 ＰａｖＲＡＬＦ１２ 在甜樱桃果实的转色期

(４ 月 １９ 日)具有较高的相对表达量ꎬ推测其可能

与果实成熟有关ꎮ ＰａｖＲＡＬＦ５ 在甜樱桃果实发育

前 ３ 个时期表达相对均匀ꎬ在成熟期(５ 月 １３ 日)
表达较少ꎬＰａｖＲＡＬＦ５ 可能参与了果实成熟进程ꎮ
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图 ４　 甜樱桃、拟南芥与桃 ＲＡＬＦ 蛋白家族进化分析

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＡＬＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ Ｌ.ꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬ ａｎｄ Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ

２.８　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因在早熟和晚熟品种果实中

的表达模式分析

　 　 为了更加明确 ＰａｖＲＡＬＦ５、ＰａｖＲＡＬＦ８、ＰａｖＲＡＬＦ１０、
ＰａｖＲＡＬＦ１２在甜樱桃果实发育中的作用ꎬ将上述 ４ 个

基因在早熟和晚熟品种中的相对表达量进行比较ꎮ 结

果(图 ９)表明ꎬ在早熟品种红灯果实中ꎬＰａｖＲＡＬＦ５ 转色

期(４ 月 １９ 日)相对表达量高于萨米脱ꎻ在早熟品种红

灯果实中ꎬＰａｖＲＡＬＦ８在幼果期(４ 月 ４ 日)相对表达量

较低ꎬ但在转色期(４ 月 １９ 日)相对表达量显著高于萨

米脱ꎻ在早熟品种红灯果实中ꎬＰａｖＲＡＬＦ１０ 在转色期(４
月 １９ 日)和全红期(５ 月 ２ 日)与在萨米脱中的相对表

达量相似ꎬ在幼果期(４ 月 ４ 日)和成熟期(５ 月 １３ 日)
显著高于萨米脱ꎻ 在早熟品种红灯果实中ꎬＰａｖＲＡＬＦ１２
相对表达量先升高后降低ꎬ在转色期(４ 月 １９ 日)显著

高于萨米脱ꎬ而在晚熟品种萨米脱果实中ꎬＰａｖＲＡＬＦ１２
相对表达量在前 ３ 个时期没有明显变化ꎬ全红期急剧

降低ꎮ 由此推测ꎬ这些基因可能调控甜樱桃果实成熟

期ꎬ具有促进果实成熟的作用ꎮ
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图 ５　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因家族染色体定位

Ｆｉｇ.５　 Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＰａｖＲＡＬＦ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

Ｐａｖ０~ Ｐａｖ８、Ａｔ１~Ａｔ５、Ｐｐ１~ Ｐｐ８ 分别为甜樱桃、拟南芥和桃的染色体ꎻＰａｖＲＡＬＦ２、ＰａｖＲＡＬＦ４、ＰａｖＲＡＬＦ５、ＰａｖＲＡＬＦ７￣ＰａｖＲＡＬＦ１１、ＰａｖＲＡＬＦ１４ 为

甜樱桃基因ꎻ ＡＴ１Ｇ０２９００. １、 ＡＴ１Ｇ２８２７０. １、 ＡＴ３Ｇ２３８０５. １、 ＡＴ４Ｇ１３９５０. １ 为拟南芥基因ꎻ ＯＮＨ９３８７４、 ＯＮＨ９２７６７、 ＯＮＨ９０１９７、 ＯＮＨ９６４８９、
ＯＮＩ０４４２３、０ＮＩ０６１５９、０ＮＩ１０４６３、ＯＮＩ１８２９８、ＯＮＩ１７１５６ 为桃基因ꎮ

图 ６　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因家族共线性分析

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＲＡＬＦ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ Ｌ.
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ａ: ＰａｖＲＡＬＦ１ꎻ ｂ: ＰａｖＲＡＬＦ２ꎻ ｃ: ＰａｖＲＡＬＦ３ꎻ ｄ: ＰａｖＲＡＬＦ４ꎻ ｅ:
ＰａｖＲＡＬＦ５ꎻｆ:ＰａｖＲＡＬＦ６ꎻｇ:ＰａｖＲＡＬＦ７ꎻｈ:ＰａｖＲＡＬＦ８ꎻｉ:ＰａｖＲＡＬＦ９ꎻ
ｊ:ＰａｖＲＡＬＦ１０ꎻ ｋ: ＰａｖＲＡＬＦ１１ꎻ ｌ: ＰａｖＲＡＬＦ１２ꎻ ｍ: ＰａｖＲＡＬＦ１３ꎻ ｎ:
ＰａｖＲＡＬＦ１４ꎮ
图 ７　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因在花、茎、叶组织中的表达

Ｆｉｇ.７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ Ｌ. ＲＡＬＦ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒꎬ
ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ ｔｉｓｓｕｅｓ

图 ８　 甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因在果实中的表达

Ｆｉｇ.８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＬＦ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ Ｌ. ｆｒｕｉｔ

３　 讨论与结论

ＲＡＬＦ(快速碱化因子)是一种相对分子量大小

约为５ ０００的富含半胱氨酸的小分子肽ꎬ参与调节根

生长发育、花粉发育和果实成熟ꎬ能够引起胞外 ｐＨ
迅速上升ꎬ对植物的生长发育具有一定作用[１７￣１９]ꎬ
参与调控植物生长发育以及应对外界逆境胁迫并作

出响应[２０￣２１]ꎮ 目前已经在多种植物中发现了 ＲＡＬＦ
基因家族成员ꎬ其中ꎬ拟南芥 ＲＡＬＦ 基因家族的基因

组中包含 ３９ 个成员ꎬ此外ꎬ水稻、玉米和大豆 ＲＡＬＦ
基因家族的基因组中的成员数量分别为 ４３ 个、３４
个和 ３４ 个[２２]ꎮ 本研究从甜樱桃基因组中共鉴定了

１４ 个 ＲＡＬＦ 家族成员ꎬ并进行系统命名ꎮ 甜樱桃

ＲＡＬＦ 基因组家族成员数量低于其他物种ꎬ可能与不

同物种之间基因扩张程度不同有关[２３]ꎮ 非生物反

应是指光、激素、温度等在植物生长发育过程中ꎬ通
过调控基因启动子上的顺式作用元件参与调控植物

体内基因的表达ꎮ 在桑树和巴西橡胶树的 ＲＡＬＦ 基

因家族启动子序列中也发现与激素和抗逆等相关的

响应元件[２４￣２５]ꎮ 香蕉的 ＭａＲＡＬＦ 基因家族参与非

生物胁迫、响应环境及激素的诱导ꎬ如高盐、低温、重
金属和激素(赤霉素、脱落酸)等ꎬ都可以调控 ＲＡＬＦ
基因家族的表达[２６]ꎮ 同样ꎬ在甜樱桃 ＲＡＬＦ 基因家

族中也发现了这些响应元件ꎬ这为后续研究甜樱桃

生长发育和抗逆胁迫的分子机制和基因资源利用提

供了基础ꎮ
ＲＡＬＦ 基因调控植物的根、茎、叶等各个组织的

生长ꎮ Ｇｒｏｕｐ Ｂ 中拟南芥 ＲＡＬＦ１ 过表达会导致叶片

变小、 根长变短、 植株矮化ꎮ 同时ꎬ ＲＡＬＦ１￣ＦＥＲ /
ＲＩＰＫ 信号通路响应 ＲＡＬＦ１ 信号ꎬ并抑制主根细胞

生长ꎬ也在逆境胁迫响应中发挥一定的作用[２７￣２８]ꎮ
Ｇｒｏｕｐ Ｃ 类群中 ＲＡＬＦ 基因主要参与花的发育ꎬ在拟

南芥中ꎬＲＡＬＦ４ 和 ＲＡＬＦ１９ 在成熟花粉粒和花粉管

中表达ꎬＲＡＬＦ４ 和 ＲＡＬＦ１９ 在受体复合物 ＢＵＰＳ１ / ２￣
ＡＮＸ１ / ２ 中的自分泌信号传导能保持花粉管的生长

和完整性[２９]ꎮ 甜樱桃与拟南芥之间存在共线性关

系ꎬＲＡＬＦ 基因在不同组织中的表达模式具有差异ꎬ
表明它们在甜樱桃的生长发育过程中也可能起着不

同的作用ꎮ
ＲＡＬＦ 基因调控果实的成熟ꎮ 王科等[９]的研究结

果表明ꎬＲＡＬＦ 基因家族成员在果实成熟的进程中均

有表达ꎬ同时验证了 ＦａＲＡＬＦ１ 正调控草莓果实成熟ꎮ
在草莓中ꎬＦｖＲＡＬＦ５、ＦｖＲＡＬＦ１０ 和 ＦｖＲＡＬＦ１２ 可能参

与调控草莓果实发育[３０]ꎮ 相较于晚熟甜樱桃品种ꎬ
ＰａｖＲＡＬＦ５、ＰａｖＲＡＬＦ８、ＰａｖＲＡＬＦ１０ 和 ＰａｖＲＡＬＦ１２ 在早

熟品种果实成熟过程中表达差异显著ꎬ这些基因可能

在调控果实成熟期中起到关键作用ꎮ 其中有些甜樱

桃 ＲＡＬＦ 家族成员在果实中的表达水平相对较低ꎬ推
测其可能不参与果实发育ꎮ

综上ꎬ本研究鉴定出 １４ 个 ＰａｖＲＡＬＦ 基因ꎬ并对

甜樱桃 ＰａｖＲＡＬＦ 基因家族进行系统鉴定与表达分
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Ａ:ＰａｖＲＡＬＦ５ꎻＢ:ＰａｖＲＡＬＦ８ꎻＣ:ＰａｖＲＡＬＦ１０ꎻＤ:ＰａｖＲＡＬＦ１２ꎻ不同小写字母表示不同样品之间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ９　 甜樱桃 ＲＡＬＦｓ基因在早熟和晚熟品种果实中的表达

Ｆｉｇ.９　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＬＦ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ ａｎｄ ｌａｔｅ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ Ｌ. ｆｒｕｉｔｓ

析ꎮ 结果表明ꎬＰａｖＲＡＬＦ 在甜樱桃的生长发育过程

中发挥作用ꎬ并且 ＰａｖＲＡＬＦ５、ＰａｖＲＡＬＦ８、ＰａｖＲＡＬＦ１０
和 ＰａｖＲＡＬＦ１２ 可能与果实成熟相关ꎬ对指导甜樱桃

成熟期调控研究有重要意义ꎮ
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