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　 　 摘要:　 为了解苹果 Ｄｏｆ 转录因子家族的生物学信息与功能ꎬ利用苹果基因组 ＧＤＤＨ１３ ｖ１.１ 检索及 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 转录本

重构找到 ５１ 个 Ｄｏｆ 基因ꎬ并通过 Ｐｆａｍ 和 ＳＭＡＲＴ 检测确认ꎬ进一步对这些 Ｄｏｆ 基因进行全面分析ꎮ 结果表明ꎬ除
ＭＤ０７Ｇ１２６５７００外ꎬ其他 ５０个 Ｄｏｆ 蛋白均含有一个明显的 Ｄｏｆ 结构域ꎬ且有一个 ＣＸ２ＣＸ２１ＣＸ２Ｃ 基序ꎮ 这些 Ｄｏｆ 基因编码

氨基酸数为１６３~５２３ꎬ相对分子质量为１８ ２１０~５５ ８００ꎬ等电点为５.０１~１０􀆰 ３０ꎬ多数 Ｄｏｆ 成员定位于细胞核中ꎬ 少数定位于叶

绿体或线粒体中ꎮ 组织特异表达显示多数 Ｄｏｆ 基因在营养器官中的表达量高于生殖器官ꎬ而 ＭＤ０１Ｇ１０８４７００、
ＭＤ０７Ｇ１１５３３００、ＭＤ０８Ｇ１０４０１００、ＭＤ１５Ｇ１０３４５００基因在未成熟的果肉中表达量最高ꎮ 盐碱胁迫下ꎬ除 ＭＤ０５Ｇ１０２３８００ 基因

没有检测到表达外ꎬ其他 Ｄｏｆ 基因的表达均受盐碱胁迫影响ꎬ只是响应强度和时间有差异ꎬ基因表达显著上调的有 ７ 个ꎬ
显著下调的有 １５个ꎮ 该研究结果为进一步揭示苹果 Ｄｏｆ 转录因子生物功能奠定了理论基础ꎮ
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　 　 苹果(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.)是蔷薇科中重要的果

树之一ꎬ与其他果树相比ꎬ具有种植面积大、货架期

长等特点ꎬ苹果在中国的种植面积和产量均为世界

首位ꎮ 土壤盐碱、干旱、倒春寒等非生物胁迫制约着

苹果产业的发展[１]ꎮ
Ｄｏｆ (ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｏｎｅ ｆｉｎｇｅｒ)蛋白是一类

植物特有的转录因子[２] ꎬ其 Ｎ 端含有一个由５０ ~
５２ 个氨基酸组成的高度保守的锌指结构———Ｄｏｆ
结构 域ꎬ 此 结 构 域 中 含 有 １ 个 高 度 保 守 的

ＣＸ２ＣＸ２１ＣＸ２Ｃ 基 序ꎮ Ｄｏｆ 蛋 白 既 能 与 特 定 的

ＤＮＡ 序列结合调节基因表达ꎬ也能与某些蛋白质

相互作用ꎬ参与植物生长发育及非生物胁迫响应

的调 控[３￣５] ꎮ Ｄｏｆ 蛋 白 识 别 的 核 心 序 列 是 ５′￣
ＡＡＡＧ￣３′或 ５′￣ＣＴＴＴ￣３′[６] ꎻ其 Ｃ 端氨基酸序列变异

性较大ꎬ是 Ｄｏｆ 蛋白的转录调控结构域[７] ꎮ 在单子

叶植物和双子叶植物均发现了许多 Ｄｏｆ 蛋白ꎮ 目

前ꎬ在小麦、大豆、水稻和拟南芥的基因组中ꎬ分别

有 ３１、７８、３０ 和 ３６ 个 Ｄｏｆ 基因被发现[８￣１０] ꎮ 植物

中存在如此多的 Ｄｏｆ 基因说明其参与植物多种复

杂的生理功能控制ꎮ
本研究利用苹果基因组ꎬ通过 Ｄｏｆ 结构域序列检

索和 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 转录本重构ꎬ筛选并鉴定出 ５１ 个苹果

Ｄｏｆ 基因家族成员ꎬ全面分析了它们编码的 Ｄｏｆ 转录

因子的 Ｄｏｆ 结构域、保守基序、亚细胞定位、系统进化

树及其特异性表达ꎮ 以期为进一步研究 Ｄｏｆ 基因在

调控苹果生长发育及非生物胁迫响应等过程中的作

用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与处理

平邑甜茶种子用 ０􀆰 ２％ ＫＭｎＯ４浸泡 ３０ ｍｉｎꎬ然
后用流水冲洗干净ꎬ与洗净的细沙混匀置于 ４ ℃层

积 ６０ ｄꎮ 种子露白后播种在装有种植土(细砂、蛭
石、土的体积比为３ ∶ ２ ∶ １ )的育苗盘中ꎬ并置于滨

州学院黄河三角洲生态环境重点实验室苗圃中露天

管理ꎬ每隔 ５ ｄ 浇 １ 次 １ / ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液(ｐＨ＝
６.８±０􀆰 ２)ꎮ 当平邑甜茶苗长到 ６ 片真叶时ꎬ用加入

了 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＳＯ４ 及 ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＣＯ３的 １ / ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液(ｐＨ ＝ ８)处
理ꎬ在第 ０ ｄ、１ ｄ、３ ｄ、６ ｄ 分别采集叶片和新根(每

个样品 ３ 次重复)存放在液氮中备用ꎮ
１.２　 ＲＮＡ 提取和转录组测序

样品总 ＲＮＡ 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒提取ꎬ利用磁珠富

集 ｍＲＮＡꎬ然后利用打断 Ｂｕｆｆｅｒ 将获得的 ＲＮＡ 片段

化ꎬ使用随机 Ｎ６ 引物进行反转录合成ꎬ再合成 ｃＤ￣
ＮＡ 第二条链ꎮ 通过特异引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 热变

性使 ＰＣＲ 产物形成单链ꎬ再利用桥式引物将单链

ＤＮＡ 环化最终得到单链环状 ＤＮＡ 文库ꎮ 使用

ＢＧＩＳＥＱ￣５００ 平台测序ꎬ所得原始数据经纯化去除低

质量、接头及未知碱基 Ｎ 含量过高的 ｒｅａｄ 后得到可

靠的高质量序列ꎬ使用 ＨＩＳＡＴ 将所得序列比对到参

考基因组序列 (Ｍａｌｕｓ ｘ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ＧＤＤＨ１３ Ｗｈｏｌｅ
Ｇｅｎｏｍｅ ｖ１. １ꎬｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｒｏｓａｃｅａｅ. ｏｒｇ / ｓｐｅｃｉｅｓ / ｍａ￣
ｌｕｓ / ｍａｌｕｓ＿ｘ＿ｄｏｍｅｓｔｉｃａ / ｇｅｎｏｍｅ＿ＧＤＤＨ１３＿ｖ１.１) [１１]ꎮ
１.３　 ＧＤＤＨ１３Ｄｏｆ 转录因子筛选与鉴定

利用 Ｄｏｆ 结构域序列ꎬ在苹果基因组 ＧＤＤＨ１３
ｖ１.１ ｍＲＮＡ 进行 ＢＬＡＳＴ 序列比对并搜索“Ｄｏｆ”关键

词筛选苹果 Ｄｏｆ 候选基因ꎮ 利用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ (ｈｔｔｐ: / /
ｃｃｂ.ｊｈｕ.ｅｄｕ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / ｓｔｒｉｎｇｔｉｅ) 对平邑甜茶转录组测

序结果进行转录本重构ꎬ然后用 Ｃｕｆｆｍｅｒｇｅ (ｈｔｔｐ: / /
ｃｏｌｅ￣ｔｒａｐｎｅｌｌ￣ｌａｂ.ｇｉｔｈｕｂ.ｉｏ / ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ) 将所有样品的重

构信息整合在一起ꎬ再使用 Ｃｕｆｆｃｏｍｐａｒｅ (ｈｔｔｐ: / / ｃｏｌｅ￣
ｔｒａｐｎｅｌｌ￣ｌａｂ.ｇｉｔｈｕｂ.ｉｏ / ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ) 将整合后的转录本与

参考注释信息比较ꎬ挑选出新转录本ꎬ然后使用 ＣＰＣ２
(ｈｔｔｐ: / / ｃｐｃ２.ｃｂｉ.ｐｋｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / ) [１２] 预测新转录本编码

蛋白质的潜力ꎬ然后将具有蛋白质编码潜力的新转录

本加入参考基因中ꎬ最后通过 Ｐｆａｍ (ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ.
ｘｆａｍ.ｏｒｇ) [１３] 和 ＳＭＡＲＴ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉ￣
ｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )对鉴定出的 Ｄｏｆ 蛋白进行确认ꎮ 通过

ＥｘＰＡＳｙ 网站 (ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )对
苹果 Ｄｏｆ 蛋白的理化性质进行分析[１４]ꎮ
１.４　 Ｄｏｆ 蛋白系统进化树、保守域和保守基序分析

　 　 从拟南芥信息数据库(ＴＡＩＲ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ａｒａｂｉ￣
ｄｏｐｓｉｓ.ｏｒｇ / )下载获得拟南芥的 Ｄｏｆ 转录因子的氨

基酸序列ꎮ 利用 ＭＡＦＦＴ ｖｅｒｓｉｏｎ ７ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｍａｆｆｔ.
ｃｂｒｃ. ｊｐ / ａｌｉｇｎｍｅｎｔ / ｓｅｒｖｅｒ / )比对 Ｄｏｆ 结构域[１５]ꎮ 通

过 ＭＡＦＦＴ ｏｎｌｉｎｅ ｓｅｒｖｉｃｅ 和 Ｅｖｏｌｖｉｅｗ ｖ３ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｅｖｏｌｇｅｎｉｕｓ.ｉｎｆｏ / / ｅｖｏｌｖｉｅｗ / ＃ｍｙｔｒｅｅｓ / / )进行系统

进化树构建[１５￣１６]ꎬ用 Ａｖｅｒａｇｅ ｌｉｎｋａｇｅ (ＵＰＧＭＡ)法构

建进化树ꎬ参数均为默认值ꎮ 利用 ＧＳＤＳ２ (ｈｔｔｐ: / /
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ｇｓｄｓ.ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ) 绘制基因结构图[１７]ꎮ 利用

ＭＥＭＥ ５. １. １ 版 本 ( ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ /
ｍｅｍｅ)分析 Ｄｏｆ 蛋白保守基序(数目设为 １５ꎬ宽度为

６~ ５０ ａａ) [１８]ꎮ Ｄｏｆ 蛋白亚细胞定位用在线软件

ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ (ｈｔｔｐｓ: / / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / ) 预测ꎮ
１.５　 Ｄｏｆ 表达分析与功能注释

从 ＡｐｐｌｅＭＤＯ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｃａｕ. ｅｄｕ.
ｃｎ / ＡｐｐｌｅＭＤＯ / )网站的 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 数据下载 Ｄｏｆ 基因

在 ７ 个不同组织(茎尖、叶片、茎、花、未成熟果肉、
成熟果肉、成熟果皮)中的表达数据[１９]ꎬ利用 Ｅｘｃｅｌ
绘制表达热图ꎮ 利用 ＡｐｐｌｅＭＤＯ 数据库的 ＧＯ ａｎａｌ￣
ｙｓｉｓ 功能以 ＧＤＤＨ１３ ｖ１.１ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
为参考进行 ＧＯ 分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ｄｏｆ 基因的筛选与鉴定

利用 Ｄｏｆ 结构域序列ꎬ在 ＧＤＲ 数据库苹果基因

组(Ｍａｌｕｓ ｘ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ＧＤＤＨ１３ Ｗｈｏｌｅ Ｇｅｎｏｍｅ ｖ１.
１) [１１] 进行 ＢＬＡＳＴ 序列比对ꎬ筛选 Ｄｏｆ 候选基因ꎮ
并对平邑甜茶转录组测序结果进行转录本重构ꎬ挑
选出新转录本ꎬ然后使用 ＣＰＣ２ 预测新转录本的蛋

白质编码潜力ꎬ将新转录本中具有蛋白质编码潜力

的添加到参考基因中ꎮ 然后通过 Ｐｆａｍ 和 ＳＭＡＲＴ
在线工具对筛选出的 Ｄｏｆ 蛋白进行确认ꎬ共筛选鉴

定出 ５１ 个 Ｄｏｆ 家族成员ꎮ 但是通过 ＭＡＦＦＴ ｖｅｒｓｉｏｎ
７ 对这些 Ｄｏｆ 转录因子的 Ｄｏｆ 结构域进行比对ꎬ发现

只有 ５０ 个基因具有典型的 Ｄｏｆ 结构域(图 １)ꎬ由图

１ 可以看出ꎬ有 ５０ 个 Ｄｏｆ 转录因子均含有 １ 个明显

的高度保守的 Ｄｏｆ 结构域ꎬ且结构域内均含有

ＣＸ２ＣＸ２１ＣＸ２Ｃ 基 序 构 成 的 单 锌 指 结 构ꎮ 而

ＭＤ０７Ｇ１２６５７００ 虽然通过 Ｐｆａｍ 和 ＳＭＡＲＴ 在线工具

被鉴定为 Ｄｏｆ 家族成员ꎬ但是通过序列对比发现其

并不存在典型的 ＣＸ２ＣＸ２１ＣＸ２Ｃ 单锌指结构ꎮ 对

Ｄｏｆ 基因的定位ꎬ编码蛋白质的相对分子质量、等电

点等理化性质进行分析(表 １)ꎮ 这些 Ｄｏｆ 基因在苹

果各个染色体上均有分布ꎬ它们编码的蛋白质的长

度为１６３~ ５２３ ａａꎻ相对分子质量为１８ ２１０~ ５５ ８００ꎻ
等电点为５.０１~ １０􀆰 ３０ꎮ 亚细胞定位预测结果表明ꎬ
除 ＭＤ０５Ｇ１０２３８００、ＭＤ０７Ｇ１２６５７００、ＭＤ１０Ｇ１２８００００
可能定位于叶绿体中ꎬＭＤ０５Ｇ１３０１１００ 可能定位于

叶绿体或 /和细胞核中ꎬＭＤ１５Ｇ１２７５３００ 可能定位于

线粒体中ꎬ其他 Ｄｏｆ 蛋白均主要定位于细胞核中ꎮ

２.２　 Ｄｏｆ 家族蛋白系统进化树

利用鉴定的 Ｄｏｆ 蛋白与拟南芥的 Ｄｏｆ 蛋白氨基

酸序列构建了一个系统进化树(图 ２)ꎮ Ｄｏｆ 蛋白分

成 １１ 组ꎮ 在这 ５１ 个 Ｄｏｆ 蛋白中ꎬ８ 个分到 Ａ 组ꎬ８
个分到 Ｂ 组ꎬ２ 个分到 Ｃ 组ꎬ２ 个分到 Ｄ 组ꎬ６ 个分到

Ｅ 组ꎬ５ 个分到 Ｆ 组ꎬ４ 个分到 Ｇ 组ꎬ２ 个分到 Ｈ 组ꎬ９
个分到 Ｉ 组ꎬ２ 个分到 Ｊ 组ꎬ３ 个分到 Ｋ 组ꎮ
２.３　 Ｄｏｆ 基因结构分析

利用 ＧＤＤＨ１３ ｖ１.１ 基因组注释文件 ｇｅｎｅ＿ｍｏｄ￣
ｅｌｓ＿２０１７０６１２.ｇｆｆ３.ｇｚ 绘制了 Ｄｏｆ 基因结构图(图 ３)ꎮ
图 ３ 显示ꎬ进化树分析中亲缘关系近的基因ꎬ它们的

基因结构也相似ꎮ 但是成员较多的 Ａ、Ｂ 和 Ｉ 组中ꎬ
基因结构差异较大ꎮ
２.４　 Ｄｏｆ 蛋白保守 ｍｏｔｉｆ 分析

利用 ＭＥＭＥ 在线软件对 Ｄｏｆ 蛋白氨基酸序列

进行 ｍｏｔｉｆ 分析ꎬ可以看到 Ｄｏｆ 蛋白含有 １５ 个高度

保守的 ｍｏｔｉｆꎬ虽然它们的数目和位置差异较大ꎬ但
是根据进化树分析ꎬ亲缘关系近的 Ｄｏｆ 蛋白的 ｍｏｔｉｆ
数量和序列相似度较高(图 ４)ꎮ 其中 ５０ 个 Ｄｏｆ 蛋
白均含有 １ 个保守的 ＣＸ２ＣＸ２１ＣＸ２Ｃ 基序 (含有

ｍｏｔｉｆ １ 或 ｍｏｔｉｆ １３)ꎬ而 ＭＤ０７Ｇ１２６５７００ 既不含有

ｍｏｔｉｆ １ꎬ也不含有 ｍｏｔｉｆ １３ꎮ
２.５　 Ｄｏｆ 基因组织特异性表达

利用 ＡｐｐｌｅＭＤＯ 数据库的 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 数据ꎬ分析

了 Ｄｏｆ 基因在茎尖、叶片、茎、花、未成熟果肉、成熟

果 肉 和 成 熟 果 皮 中 的 表 达 ( 图 ５ )ꎮ 除

ＭＤ１２Ｇ１０４１０００ 基因和 ＭＤ１４Ｇ１０４０４００ 基因没在任

何组织中检测到表达外ꎬ其他 Ｄｏｆ 基因均至少在一

个组织中检测到表达ꎻ这些 Ｄｏｆ 基因在茎、叶片、茎
尖等营养器官(组织)中的表达量大多高于在花、果
肉、果 皮 等 生 殖 器 官 ( 组 织) 中 的 表 达 量ꎮ 而

ＭＤ０１Ｇ１０８４７００、 ＭＤ０７Ｇ１１５３３００、 ＭＤ０８Ｇ１０４０１００、
ＭＤ１５Ｇ１０３４５００ 基因在未成熟的果肉中表达量最

高ꎬ在成熟果肉中均未被检测到ꎮ
２.６　 平邑甜茶 Ｄｏｆ 基因在盐碱胁迫下的表达分析

近年来ꎬ越来越多的研究结果表明 Ｄｏｆ 基因参

与植物对干旱、盐碱等非生物胁迫响应的调控ꎮ 本

研究利用 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 技术检测了平邑甜茶在盐碱胁

迫 ０ ｄ、１ ｄ、３ ｄ、６ ｄ 后叶片和根中 Ｄｏｆ 基因的表达情

况(图 ６)ꎮ 在平邑甜茶中ꎬ除 ＭＤ０５Ｇ１０２３８００ 基因

没有检测到表达外ꎬ其他 Ｄｏｆ 基因均检测到 １ 次及

以上的表达ꎬ而且大多数 Ｄｏｆ 基因在根中的表达量
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显著高于叶片ꎮ 与对照(０ ｄ)相比ꎬ在盐碱胁迫下平

邑甜 茶 根 系 中 表 达 显 著 上 调 的 Ｄｏｆ 基 因 有

ＭＤ１３Ｇ１０７０６００、 ＭＤ００Ｇ１１２５１００、 ｎｏｖｅｌＧ００１３１２、
ＭＤ１６Ｇ１０７１４００、 ＭＤ０５Ｇ１３１８６００、 ＭＤ１０Ｇ１２９７９００、
ＭＤ０５Ｇ１０１８２００ 基因ꎮ 与对照(０ ｄ)相比ꎬ表达显著

下调 的 基 因 有 ＭＤ１５Ｇ１３０９４００、 ＭＤ０２Ｇ１１６１２００、

ＭＤ１４Ｇ１０４０４００、 ＭＤ０１Ｇ１０４１５００、 ＭＤ１４Ｇ１２１６８００、
ＭＤ０７Ｇ１２６５７００、 ＭＤ１５Ｇ１０３４５００、 ＭＤ１５Ｇ１２７５３００、
ＭＤ０６Ｇ１１９４１００、 ＭＤ０６Ｇ１１７３６００、 ＭＤ０６Ｇ１２０５９００、
ＭＤ０５Ｇ１３１２４００、 ＭＤ１４Ｇ１１８０１００、 ＭＤ０７Ｇ１０５７７００、
ＭＤ０５Ｇ１３０１１００ 基因ꎮ

图 １　 ＧＤＤＨ１３ Ｄｏｆ 蛋白 Ｄｏｆ 保守结构域分析

Ｆｉｇ.１　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｄｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｉｎ ＧＤＤＨ１３ Ｄｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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表 １　 ＧＤＤＨ１３ Ｄｏｆ 基因及 Ｄｏｆ 蛋白信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｄｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＧＤＤＨ１３

基因序号　 　 染色体定位　 　 氨基酸 相对分子质量(×１０３) 等电点 亚细胞定位 分组

ＭＤ００Ｇ１１１５２００ 染色体 ００: ２４５２９７７６￣２４５３０６６０ ２９４ ３１.４７ ９.２８ 细胞核 Ｆ

ＭＤ００Ｇ１１２５１００ 染色体 ００: ２６６９６５０９￣２６６９９７７９ ５０７ ５５.１２ ６.２６ 细胞核 Ｉ

ＭＤ０１Ｇ１０４１５００ 染色体 ０１: １３８９９８０５￣１３９００９６５ ３８６ ４０.７５ ８.３８ 细胞核 Ｄ

ＭＤ０１Ｇ１０８４７００ 染色体 ０１: １９１２６０８０￣１９１２７６２６ ２８６ ３１.４６ ８.１５ 细胞核 Ａ

ＭＤ０１Ｇ１１２６７００ 染色体 ０１: ２３８４４９４４￣２３８４６７３８ ３４４ ３７.５４ ９.１２ 细胞核 Ｅ

ＭＤ０１Ｇ１２２４５００ 染色体 ０１: ３１５６２０６９￣３１５６４１５９ ３２１ ３５.１０ ７.２４ 细胞核 Ａ

ＭＤ０２Ｇ１１６１２００ 染色体 ０２: １３５１４６２２￣１３５１５３４７ ２４１ ２５.１２ ７.５８ 细胞核 Ｂ

ＭＤ０２Ｇ１１６３５００ 染色体 ０２: １３９４７０７１￣１３９４８１０５ ３４４ ３６.５１ ８.８１ 细胞核 Ｊ

ＭＤ０３Ｇ１０９６４００ 染色体 ０３: ８１８５３６６￣８１８７２７３ ３７２ ４０.０５ ８.９４ 细胞核 Ｅ

ＭＤ０３Ｇ１１１００００ 染色体 ０３: ９５６９７９７￣９５７２０７１ ２９０ ３２.０３ ８.１１ 细胞核 Ａ

ＭＤ０４Ｇ１１２６５００ 染色体 ０４: ２１２５４０３１￣２１２５５８９３ ３７０ ３９.４２ ９.１３ 细胞核 Ｅ

ＭＤ０５Ｇ１０１８２００ 染色体 ０５: ３１９８５３６￣３１９９４４７ ３０３ ３３.８６ ５.０１ 细胞核 Ｇ

ＭＤ０５Ｇ１０２３８００ 染色体 ０５: ３９１７４４４￣３９１９３７４ １７６ ２０.２７ ９.８８ 叶绿体 Ｋ

ＭＤ０５Ｇ１３０１１００ 染色体 ０５: ４３４１３２１８￣４３４１３７０９ １６３ １８.３４ ９.１７ 叶绿体 / 细胞质 Ｉ

ＭＤ０５Ｇ１３１２４００ 染色体 ０５: ４４２１６７３５￣４４２１８２２０ ３７８ ４１.０４ ８.５８ 细胞核 Ｂ

ＭＤ０５Ｇ１３１８６００ 染色体 ０５: ４４６６５２０８￣４４６６６０８３ ２９１ ３２.３３ ７.１１ 细胞核 Ｈ

ＭＤ０６Ｇ１１１４０００ 染色体 ０６: ２５３４７２０９￣２５３４９４０８ ３１４ ３４.４５ ９.００ 细胞核 Ａ

ＭＤ０６Ｇ１１７３６００ 染色体 ０６: ３１３３４４７８￣３１３３６９１９ ３１９ ３５.５７ ６.６１ 细胞核 Ｃ

ＭＤ０６Ｇ１１９４１００ 染色体 ０６: ３２８９５１６３￣３２８９７１６１ ２１９ ２５.０７ ９.４３ 细胞核 Ｋ

ＭＤ０６Ｇ１１９４５００ 染色体 ０６: ３２９１７３５０￣３２９２００３３ ４６５ ５０.８９ ５.８０ 细胞核 Ｉ

ＭＤ０６Ｇ１２０５９００ 染色体 ０６: ３４０６３３４７￣３４０６４３２１ ３２４ ３４.６８ ７.２１ 细胞核 Ｆ

ＭＤ０７Ｇ１０５７７００ 染色体 ０７: ５３４８９９６￣５３５１６７１ ４７５ ５２.０６ ６.６０ 细胞核 Ｉ

ＭＤ０７Ｇ１１５３３００ 染色体 ０７: ２２３６６６６５￣２２３６７９６７ ２８９ ３１.８１ ７.２５ 细胞核 Ａ

ＭＤ０７Ｇ１１９７５００ 染色体 ０７: ２７５５１９６９￣２７５５３８４２ ３５７ ３８.６４ ８.９９ 细胞核 Ｅ

ＭＤ０７Ｇ１２６５７００ 染色体 ０７: ３３４１８８０３￣３３４１９６１８ ２６３ ２８.５３ １０.３０ 叶绿体 Ｆ

ＭＤ０７Ｇ１２９５２００ 染色体 ０７: ３５５８６８９２￣３５５８９０１１ ３００ ３２.８９ ７.６８ 细胞核 Ａ

ＭＤ０８Ｇ１０４０１００ 染色体 ０８: ２９６６１４８￣２９６６９０９ ２５３ ２６.９１ ６.１５ 细胞核 Ｂ

ｎｏｖｅｌＧ００１３１２ 染色体 ０９: ３４９９７５２￣３５０２７２６ ５１２ ５５.３２ ５.７５ 细胞核 Ｉ

ＭＤ０９Ｇ１１９５８００ 染色体 ０９: １７７６９８７２￣１７７７１１８５ ２２１ ２３.６０ ８.１３ 细胞核 Ｂ

ＭＤ１０Ｇ１０１７８００ 染色体 １０: ２２４５５１７￣２２４６４２８ ３０３ ３３.８０ ５.０４ 细胞核 Ｇ

ＭＤ１０Ｇ１２８００００ 染色体 １０: ３７１０９６２９￣３７１１０１２０ １６３ １８.２１ ９.４０ 叶绿体 Ｉ

ＭＤ１０Ｇ１２９２１００ 染色体 １０: ３８０４５５５１￣３８０４６８８７ ３７８ ４１.０７ ７.６４ 细胞核 Ｂ

ＭＤ１０Ｇ１２９２２００ 染色体 １０: ３８０６３３２９￣３８０６４１９５ ２８８ ３０.８６ ８.９０ 细胞核 Ｆ

ＭＤ１０Ｇ１２９７９００ 染色体 １０: ３８５１５００４￣３８５１５８８２ ２９２ ３２.５２ ８.２３ 细胞核 Ｈ

ＭＤ１１Ｇ１１１１１００ 染色体 １１: ９８３６３８１￣９８３８１７５ ３７５ ４０.１６ ８.８７ 细胞核 Ｅ

ＭＤ１１Ｇ１１２３４００ 染色体 １１: １１３４７７３６￣１１３４９７８２ ２９０ ３２.１９ ８.３５ 细胞核 Ａ

ＭＤ１２Ｇ１０４１０００ 染色体 １２: ４５５５４２５￣４５５６３７８ ３１７ ３５.０９ ６.２６ 细胞核 Ｇ

ＭＤ１２Ｇ１０７８４００ 染色体 １２: ９５６１９０４￣９５６３７８０ ３７３ ４０.０４ ９.３２ 细胞核 Ｅ

ＭＤ１３Ｇ１０７０６００ 染色体 １３: ４９７１０８７￣４９７４２３１ ５２２ ５５.８０ ６.０５ 细胞核 Ｉ

ＭＤ１４Ｇ１０４０４００ 染色体 １４: ３７９１７０１￣３７９２６５７ ３１８ ３４.９２ ６.３８ 细胞核 Ｇ

ＭＤ１４Ｇ１１３５３００ 染色体 １４: ２１５０７４０９￣２１５０９５５９ ３１５ ３４.５９ ８.８６ 细胞核 Ａ

ＭＤ１４Ｇ１１８０１００ 染色体 １４: ２７２６５５４１￣２７２６８０２８ ３２７ ３６.２４ ６.７２ 细胞核 Ｃ

ＭＤ１４Ｇ１２０１３００ 染色体 １４: ２９０２９７４５￣２９０３０６９１ １７０ １９.５８ ９.５５ 细胞核 Ｋ
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续表 １　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ １
基因序号　 　 染色体定位　 　 氨基酸 相对分子质量(×１０３) 等电点 亚细胞定位 分组

ＭＤ１４Ｇ１２０１６００ 染色体 １４: ２９０４３５４８￣２９０４６６４６ ４６６ ５０.９８ ５.７５ 细胞核 Ｉ

ＭＤ１４Ｇ１２１６８００ 染色体 １４: ３０００８１４１￣３０００９１１８ ３２５ ３４.８６ ７.１６ 细胞核 Ｆ

ＭＤ１５Ｇ１０３４５００ 染色体 １５: ２４３９１４４￣２４３９８９０ ２４８ ２６.３１ ５.７７ 细胞核 Ｂ

ＭＤ１５Ｇ１２７５３００ 染色体 １５: ２４１８７４４９￣２４１８８１８３ ２４４ ２５.１５ ８.１８ 线粒体 Ｂ

ＭＤ１５Ｇ１２７６３００ 染色体 １５: ２４２６８１０３￣２４２６９６９６ ３４６ ３６.７６ ８.８３ 细胞核 Ｊ

ＭＤ１５Ｇ１３０９４００ 染色体 １５: ３１０４４５０７￣３１０４６９５３ ４２５ ４５.０３ ８.６０ 细胞核 Ｄ

ＭＤ１６Ｇ１０７１４００ 染色体 １６: ５０１８９２０￣５０２１９５０ ５２３ ５５.４９ ５.７１ 细胞核 Ｉ

ＭＤ１７Ｇ１１７６１００ 染色体 １７: １９９１１１８１￣１９９１１９０３ ２２５ ２４.０８ ８.５０ 细胞核 Ｂ

图 ２　 Ｄｏｆ 蛋白系统进化树分析

Ｆｉｇ.２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｄｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ

５８４王新亮等:苹果 Ｄｏｆ 转录因子生物信息学及其表达分析



Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｊ、Ｋ 见图 ２ꎮ
图 ３　 ＧＤＤＨ１３ Ｄｏｆ 基因结构

Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｄｏｆ ｉｎ ＧＤＤＨ１３

２.７　 功能注释

利用 ＡｐｐｌｅＭＤＯ 数据库的 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ 功能对已

有的 ５０ 个 Ｄｏｆ 基因进行了 ＧＯ 功能分析ꎬ结果显示ꎬ
共涉及到 ４０ 个 ＧＯ 条目 (图 ７)ꎬ其中细胞组成 (ＣＣ)
９ 个、分子功能(ＭＦ) ３ 个、生物过程(ＢＰ) ２８ 个ꎮ 除

分子功能中蛋白质结合和生物过程中细胞组分组织、
对非生物胁迫反应、对刺激反应等 ９ 个条目参与的基

因较少ꎬ其余 ＧＯ 条目均有 ５０ 个 Ｄｏｆ 基因参与ꎮ

３　 结论与讨论

Ｄｏｆ 转录因子在植物调节生长发育与响应非生

物胁迫中起着重要作用[２０￣２２]ꎮ 目前ꎬＤｏｆ 基因的报

道主要集中在草本植物中[８￣１０]ꎬ在木本植物中报道

较少ꎮ 本研究对 ＧＤＤＨ１３ ｖ１.１ 基因组预测基因进

行了较全面的检索ꎬ从已有基因中共检索并鉴定了

５０ 个 Ｄｏｆ 转录因子基因ꎮ 另外通过对平邑甜茶转

录组测序结果进行转录本重构ꎬ挑选出新转录本ꎬ然
后使用 ＣＰＣ２ 对新转录本进行蛋白质编码潜力预

测ꎬ然后通过 Ｐｆａｍ 和 ＳＭＡＲＴ 在线工具鉴定出 １ 个

新的 Ｄｏｆ 基 因ꎬ 并 命 名 为 ｎｏｖｅｌＧ００１３１２ꎮ 其 中

ＭＤ０７Ｇ１２６５７００ 虽然通过 Ｐｆａｍ 和 ＳＭＡＲＴ 在线工具

被鉴定为 Ｄｏｆ 转录因子家族成员ꎬ但是通过氨基酸
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Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｊ、Ｋ 见图 ２ꎮ ｐ 值为随机序列(长度相同且符合背景)与被测序列中的基序匹配概率的乘积小于或等于被测序列的

计算值的概率ꎮ
图 ４　 Ｄｏｆ 蛋白的 ｍｏｔｉｆ 构成分析

Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｍｏｔｉｆ ｃｏｍｐｏｓｉｎｇ ｏｆ Ｄｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

序列比较和 ｍｏｔｉｆ 分析发现其并不存在典型的 ＣＸ２ＣＸ２１ＣＸ２Ｃ 单锌指结构ꎬ说明 ＭＤ０７Ｇ１２６５７００

７８４王新亮等:苹果 Ｄｏｆ 转录因子生物信息学及其表达分析



蓝色表示相对表达量最低ꎬ红色表示相对表达量最高ꎬ０ 为组织中没检测到该基因ꎮ
图 ５　 Ｄｏｆ 基因不同组织表达分析

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ Ｄｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
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蓝色表示相对表达量最低ꎬ红色表示相对表达量最高ꎬ０ 为组织中没检测到该基因ꎮ
图 ６　 盐碱胁迫下平邑甜茶叶和根中 Ｄｏｆ 基因的表达分析

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ Ｄｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｍａｌｕｓ ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ Ｒｅｈｄ. ｕｎｄｅｒ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｓｔｒｅｓｓ

可能不属于 Ｄｏｆ 转录因子家族ꎮ
有研究结果表明:不同植物 Ｄｏｆ 蛋白的理论等

电点基本处于５.４１~ ６􀆰 ９７ꎬ且一般碱性氨基酸个数

多于酸性氨基酸[２３]ꎮ 但本研究中苹果 Ｄｏｆ 蛋白的

等电点主要集中在５.０１~１０􀆰 ３０ꎬ多为碱性氨基酸ꎬ与
小桐子和大豆 Ｄｏｆ 蛋白的等电点研究结果相
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图 ７　 Ｄｏｆ 基因 ＧＯ 注释

Ｆｉｇ.７　 ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｏｆ ｇｅｎｅｓ

似[２４￣２５]ꎬ说明不同植物间 Ｄｏｆ 家族成员的等电点差

异较大[２６]ꎮ
系统进化树能为预测同源基因的功能提供一些

依据ꎮ ＤＡＧ１ (ＡｔＤｏｆ３.７) 能通过抑制 ＧＡ３ｏｘ１ 基因ꎬ
减少赤霉素含量ꎬ从而抑制种子萌发ꎻ而 ＤＡＧ２
(ＡｔＤｏｆ２.５)能促进种子萌发[２７￣２８]ꎬＭＤ０１Ｇ１０８４７００、
ＭＤ０１Ｇ１２２４５００、 ＭＤ０６Ｇ１１１４０００、 ＭＤ０７Ｇ１１５３３００、

ＭＤ０７Ｇ１２９５２００、ＭＤ１４Ｇ１１３５３００ 与 ＤＡＧ１、ＤＡＧ２ 位

于 Ａ 组的一个分支上ꎬ说明它们也可能参与种子的

萌发调控ꎮ 拟南芥 ＣＤＦ１、ＣＤＦ２ 和 ＣＤＦ３ 通过抑制

ＣＯＮＳＴＡＮＳ 基因转录来控制开花期[２９￣３０]ꎬ Ｉ 组中

ＭＤ００Ｇ１１２５１００、 ＭＤ０６Ｇ１１９４５００、 ＭＤ１３Ｇ１０７０６００、
ＭＤ１４Ｇ１２０１６００、ＭＤ１６Ｇ１０７１４００、ｎｏｖｅｌＧ００１３１２ 与上

述 ３ 个转录因子较近ꎬ它们也可能参与苹果花期调
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控ꎮ Ｂ 组 中ꎬ ＭＤ０９Ｇ１１９５８００、 ＭＤ１７Ｇ１１７６１００ 和

ＡＤＯＦ１ 在一个分支ꎬＡＤＯＦ１ 在胼胝质组织中表达量

较高ꎬＡＤＯＦ１ 可能影响酚类化合物的合成[３１]ꎮ 因

此ꎬＭＤ０９Ｇ１１９５８００ 和 ＭＤ１７Ｇ１１７６１００ 也可能与该

功能有关ꎮ 在氧化胁迫和水杨酸诱导下ꎬＯＢＰ１ 能

调节防御基因表达ꎬＯＢＰ１ 还与细胞分裂周期有

关[３２]ꎬ 与 其 在 同 一 分 支 上 的 ＭＤ０２Ｇ１１６１２００、
ＭＤ０８Ｇ１０４０１００、ＭＤ１５Ｇ１０３４５００、ＭＤ１５Ｇ１２７５３００ 也

可能具有类似的功能ꎮ
进化树分析中ꎬ位于同一分支的基因亲缘关系

近ꎬ而亲缘关系越近[３３￣３６]ꎬＤｏｆ 基因的结构及其编码

的氨基酸序列的 ｍｏｔｉｆ 数量和相似度越高ꎮ 转录因子

家族含有的 ｍｏｔｉｆ 在相同的组中是高度保守的[３７]ꎮ
通过 ｍｏｔｉｆ 分析ꎬ５１ 个 Ｄｏｆ 蛋白含有 １５ 个高度保守的

ｍｏｔｉｆꎬ其中 ｍｏｔｉｆ １ 和 ｍｏｔｉｆ １３ 含有 ＣＸ２ＣＸ２１ＣＸ２Ｃ 单

锌指结构ꎮ 除 ＭＤ０７Ｇ１２６５７００ 不含有 ｍｏｔｉｆ １ 和 ｍｏｔｉｆ
１３ꎬ ＭＤ１４Ｇ１２０１３００、 ＭＤ０６Ｇ１１９４１００、 ＭＤ０５Ｇ１０２３８００
各含有 １ 个 ｍｏｔｉｆ １３ꎬ其他 Ｄｏｆ 蛋白各含有 １ 个 ｍｏｔｉｆ
１ꎮ 表明在相同组中含有相同保守基序的 Ｄｏｆ 蛋白也

许具有相似的功能ꎮ
基因表达模式能为其功能预测提供一定的参

考[３７￣３８]ꎮ ＯＢＰ２在拟南芥的根和叶片中表达量最高ꎬ在
茎和花中表达量低于根和叶[３９]ꎬＯＢＰ２ 可以调控拟南

芥硫代葡萄糖苷的生物合成[４０]ꎮ 同在 Ｅ 组的

ＭＤ０４Ｇ１１２６５００、 ＭＤ１２Ｇ１０７８４００、 ＭＤ０３Ｇ１０９６４００、
ＭＤ０７Ｇ１１９７５００、ＭＤ１１Ｇ１１１１１００、ＭＤ０１Ｇ１１２６７００ 基因也

是多数在根、叶中表达量较高ꎮ ＧＯ 分析结果表明ꎬ它
们都参与生物合成和代谢的调控ꎬ因此推断这些基因

可能参与苹果次生代谢的调控ꎮ ＯＢＰ４ 在拟南芥各个

组织器官中均有表达ꎬ并参与细胞周期和细胞扩增的

负 调 控[２２]ꎮ 同 在 Ｆ 组 的 ＭＤ００Ｇ１１１５２００、
ＭＤ１０Ｇ１２９２２００、 ＭＤ０７Ｇ１２６５７００、 ＭＤ０６Ｇ１２０５９００、
ＭＤ１４Ｇ１２１６８００ 基因也在各个组织均表达ꎬ且多数在花

中的表达量最高ꎮ 说明它们可能主要参与花中细胞周

期 的 调 控ꎮ ＭＤ０１Ｇ１０８４７００、 ＭＤ０７Ｇ１１９７５００、
ＭＤ０８Ｇ１０４０１００ 和ＭＤ１５Ｇ１０３４５００ 基因在未成熟的果肉

中表达量最高ꎬ在成熟果肉中均未被检测到ꎬ它们可能

与果实的生长发育有关ꎮ
本研究中ꎬ除 ＭＤ０５Ｇ１０２３８００ 基因没有检测到

表达外ꎬ其他 Ｄｏｆ 基因的表达均对盐碱处理有响应ꎬ
只是响应强度和时间有差异ꎮ 在盐碱胁迫下ꎬ显著

上调的 Ｄｏｆ 基因有 ７ 个ꎬ显著下调的有 １５ 个ꎮ 总

之ꎬ苹果大部分 Ｄｏｆ 家族基因可能在盐碱胁迫响应

中起重要的调控作用ꎬ但它们的功能还需要进一步
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