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　 　 摘要:　 Ⅱ型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸脱氢酶(ＴｙｐｅⅡ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ)在所有已全基因组测序的植物中均

存在ꎬ具有多种功能ꎬ尤其在大多数植物呼吸链中起重要作用ꎮ 本研究对桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因进行了鉴

定ꎬ确定了桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因家族成员数目、亚家族分类ꎬ并分别进行了克隆ꎬ同时分析了它的进化关系、在
基因组骨架上分布、启动子区域、基因结构、不同组织表达水平及其编码的蛋白质结构ꎮ 结果显示ꎬ桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ
脱氢酶基因家族共有 ６ 个成员ꎬ分布在３~６ 号染色体上ꎬ被分为 ３ 个亚家族:ＮＤＡ、ＮＤＢ、ＮＤＣꎮ 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢

酶家族成员ꎬ脂肪族氨基酸指数范围是８０.６３~ ９５􀆰 ７５ꎬ等电点预测结果表明 Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１ 和 Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１
是酸性蛋白质ꎬ其余 ４ 个是碱性蛋白质ꎻＮＤＡ 和 ＮＤＣ 亚家族成员二级结构均以无规则卷曲为主要构成元件ꎬＮＤＢ
亚家族成员二级结构均以 α￣螺旋为主要构成元件ꎮ Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因在桃不同组织中的表达水平差异

较大ꎬ５ 个基因在老叶中表达量相对较高ꎬ在成熟果肉中表达量低ꎮ 这些结果为下一步进行Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因

功能验证奠定了重要基础ꎮ
关键词:　 桃ꎻ Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶ꎻ 基因家族ꎻ 基因表达
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　 　 Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶(Ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ￣
ａｓｅꎬＥＣ １.６.９９.３)广泛存在于真细菌、古细菌、酵母、
真菌和植物线粒体中[１￣３]ꎬ基因组测序的 １００％植物

种类中均有Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶[４]ꎮ Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢

酶家族蛋白质的典型特点是存在一个保守的 Ｃ 端

结构域ꎬ该结构域在介导蛋白质的二聚化、膜锚定以

及底物的识别中发挥着重要作用[５]ꎮ Ⅱ型 ＮＡＤＨ
脱氢酶不传递质子ꎬ位于线粒体内膜表面(内侧或

者外侧)ꎬ也有位于质体和叶绿体的报道ꎮ Ⅱ型

ＮＡＤＨ 脱氢酶相对分子质量低ꎬ一般由单个多肽链

组成ꎬ驱动电子从 ＮＡＤＨ 转移到泛醌[６]ꎮ 与多聚体

复合物 Ｉ 相反ꎬⅡ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶对鱼藤酮不敏感ꎬ
通常含有 １ 个 ＦＡＤ 非共价结合分子作为氧化还原

修复基团[２ꎬ７]ꎮ
植物能通过Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶氧化外源 ＮＡＤＨ

和 ＮＡＤＰＨ[８￣９]ꎮ Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶介导的 ＮＡＤＨ
氧化可以驱动更快的新陈代谢的产能过程ꎬ以及加

快碳元素流入生物合成路径ꎬ因而可以更高效地合

成 ＡＴＰ [５]ꎮ 每种植物至少含有 ４ 种对鱼藤酮不敏感

的Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶[９]ꎮ 多种植物基因组测序的

完成为研究Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因提供了便

利ꎮ 根据报道ꎬ来自部分植物的Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶

基因已经被鉴定ꎬ拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬＡｔ)７
个[９]、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎬ Ｏｓ)６ 个、黄豆(Ｓｏｙｂｅａｎ)２
个[１０]、土豆 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍꎬ Ｓｔ) ２ 个[１１]、玉米

(Ｚｅａ ｍａｙｓꎬ Ｚｍ)２ 个[９ꎬ１２]、甜菜(Ｂｅｔａ ｖｕｌｇａｒｉｓꎬ Ｂｖ)２
个[１２￣１４]等ꎮ 另外ꎬ来自莱氏衣藻(Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅ￣
ｉｎｈａｒｄｔｉｉꎬ Ｃｒ)７ 个Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶已被初步鉴定ꎮ

不断增加的证据显示Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族

基因在氧化、光呼吸、生物和非生物逆境及其他代

谢途径中起重要作用[１０ꎬ１５] ꎮ 土 豆 叶 片 的 Ⅱ 型

ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质 ＮＤＡ１ 依赖光ꎬ且对低温敏

感ꎬ５ ℃冷害处理 ６ ｄ 后ꎬ蛋白质表达量下降为原

来的 １０％ꎻ在早上蛋白质表达量出现峰值ꎬ并可能

与昼夜节律和光合作用有关[１６￣１７] ꎻ输入的蛋白质

Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶在洋地黄素渗透时与膜相关ꎮ
拟南芥叶片的Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因 ＡｔＮＤＡ１ 受

光控制ꎬＡｔＮＤＡ２ 不依赖光ꎬＡｔＮＤＡ２ 在检测的拟南

芥所有组织中均有表达ꎬＡｔＮＤＡ１ 特异性地在拟南

芥地上所有组织中表达ꎬ在根中几乎无表达ꎻＡｔ￣
ＮＤＢ１ 和 ＡｔＮＤＢ２ 在拟南芥所有组织中均有表达ꎬ
ＡｔＮＤＢ３ 和 ＡｔＮＤＢ４ 在拟南芥叶片中不表达ꎬ Ａｔ￣
ＮＤＢ４ 在茎中也不表达ꎻＡｔＮＤＣ１ 在拟南芥所有检

测组织中均有高表达ꎬ表明可能与异养代谢、呼吸

等活动相关ꎮ 在莱氏衣藻中ꎬＮＤＡ１ 在复合物 Ｉ 缺
乏的 情 况 下ꎬ 起 到 氧 化 基 质 的 作 用[１８] ꎮ Ⅱ 型

ＮＡＤＨ 脱氢酶是一类冗余蛋白质ꎬ但是拥有良好的

可塑性ꎬ可以根据环境的不同起到不同的作用ꎬ赋
予了生物体更好的适应环境的能力[５] ꎮ

桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ) 是蔷薇科 ( Ｒｏｓａｃｅａｅ) 李属

(Ｐｒｕｎｕｓ)植物ꎬ果实柔软多汁、营养丰富ꎬ深受消费

者喜爱ꎬ是世界广泛栽培的果树ꎮ 中国是世界桃生

产大国ꎬ据联合国粮农组织统计数据库(ＦＡＯＳＴＡＴ)
最新统计ꎬ２０１９ 年中国桃种植面积(８４ ０９１９ ｈｍ２)
和总产量(１５ ８４１ ９２８ ｔ)ꎬ均稳居世界第一ꎬ分别占

世界桃种植总面积(１ ５２７ ０５２ ｈｍ２)的 ５５.０７％和总

产量(２５ ７３７ ８４１ ｔ)的 ６１􀆰 ５５％ ꎻ中国桃种植面积排

在李、黑刺李、苹果、梨和柿子之后ꎬ超过葡萄ꎻ总产

量仅次于苹果、梨ꎬ也已超过葡萄( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｆａｏ.
ｏｒｇ / ａｂｏｕｔ / ｅｎ)ꎮ 桃是二倍体(２ｎ＝ ２ｘ＝ １６)ꎬ具有相

对小的基因组(约 ２６５ Ｍｂ)ꎬ特别是桃 Ｌｏｖｅｌｌ、Ｃｈｉ￣
ｎｅｓｅ Ｃｌｉｎｇ 全基因组测序获得２６ ３３５~ ２７ ８５２个注释

基因[１９￣２０]ꎬ为研究桃每个家族基因的特点和功能提

供了坚实的基础ꎮ
目前ꎬ尚未有桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族成员的

系统鉴定和分析报道ꎮ 鉴于此ꎬ本研究鉴定了桃Ⅱ
型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族成员ꎬ并分析了进化特征、基因

结构、蛋白质结构、组织表达等特性ꎮ 研究结果将为

进一步验证桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因在桃生长

发育中的功能奠定基础ꎮ
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１　 材料与方法

１.１　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族成员的鉴定

根据拟南芥 ７ 个Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因及其编

码的蛋白质氨基酸序列ꎬ利用 ＢＬＡＳＴ 工具检索蔷薇

科基因组数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｒｏｓａｃｅａｅ. ｏｒｇ / ｎｏｄｅ /
３５５)桃参考基因组蛋白质氨基酸序列ꎬ将这些候选

序列逐一提交到 ＮＣＢＩ 的在线工具 ＣＤ Ｓｅａｒｃｈ( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)
进行保守结构域(ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ￣ｌｉｋｅ)搜索ꎬ
预测这些蛋白质有无Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶结构域ꎮ 存

在 ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ￣ｌｉｋｅ 保守区域的蛋白质就被

认为是Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质ꎮ
１.２　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因克隆

使用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒(北京天根生化科

技有限公司产品)分别提取桃野鸡红叶芽、老叶、幼
叶、一年生枝条的枝表皮、根、幼果肉、熟果肉、熟果皮

组织的总 ＲＮＡꎬ使用 １.５％的琼脂糖凝胶电泳和微量

紫外可见分光光度计检测总 ＲＮＡ 的纯度和浓度ꎬ分
别以 １ μｇ 各组织的总 ＲＮＡ 为模板ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅ￣
ＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ１ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ 反转录试剂盒[宝生物工程(大
连)有限公司产品]合成 ｃＤＮＡ 第一条链ꎬ并稀释 １０
倍ꎮ

根据桃每个Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因的参考基因

组 ＣＤＳ 序列设计引物(表 １)ꎬ以桃叶片 ｃＤＮＡ 为模

板ꎬＰＣＲ 扩增每个桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因的开放

阅读框(Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬＯＲＦ)全长序列ꎮ ＰＣＲ
反应体系 ５０􀆰 ０ μｌ:２１􀆰 ０ μｌ ｄｄＨ２Ｏꎬ２５􀆰 ０ μｌ ＤＮＡ 聚

合酶混合物ꎬ上、下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 １􀆰 ０ μｌꎬ
ｃＤＮＡ ２􀆰 ０ μｌꎮ ＰＣＲ 反应程序:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ
９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ６０ ｓꎬ共
３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经 ２％琼脂

糖凝胶电泳和胶回收后ꎬ回收片段与 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ３ 载

体(北京全式金生物技术有限公司产品)连接并转

化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ选取菌液 ＰＣＲ 鉴定为阳性的

克隆ꎬ由通用生物系统有限公司测序ꎮ

表 １　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因克隆所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

基因名称　 　 　 　 正向引物 (５′→３′) 　 　 反向引物 (５′→３′) 　 　 预期产物大小
(ｂｐ)

Ｐｒｕｐｅ.６Ｇ０５５６００.１ ＣＡＣＣＡＴＧＧＣＴＴＧＧＴＴＣＡＧＡＡＧＣＣＴＣ ＧＡＴＴＣＴＧＧＴＴＡＴＡＴＣＡＣＧＣＣＣＧＡＡＣ １ ５０６

Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３９０００.１ ＣＡＣＣＡＴＧＧＣＡＴＴＡＧＡＡＡＧＧＡＴＴＧＣＴ ＡＣＣＴＡＴＴＣＴＴＧＡＧＴＴＧＴＣＴＣＴＧＣＣＡ １ ６５３

Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１ ＣＡＣＣＡＴＧＡＣＧＡＴＣＴＣＧＴＣＣＴＴＣＴＴＣ ＡＡＴＧＣＧＧＣＴＴＧＡＡＴＣＴＣＴＣＣＣＧＡＡＡ １ ７４６

Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１ ＣＡＣＣＡＴＧＡＧＡＧＧＴＴＴＣＧＣＴＴＴＣＴＴＣ ＡＡＴＧＣＧＡＣＴＴＧＡＡＴＣＣＣＴＣＣＣＣＣＡＧ １ ７６４

Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ ＣＡＣＣＡＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＡＴＣＧＡＡＴＴＴＴ ＡＡＧＧＣＧＡＣＴＴＧＡＧＴＣＴＣＴＴＣＣＧＡＡＴ １ ８６６

Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１ ＣＡＣＣＡＴＧＡＴＧＴＣＡＴＣＡＧＴＴＧＣＡＴＴＡ ＴＧＡＧＴＣＴＧＡＧＡＧＡＡＣＣＴＴＧＧＴＣＡＧＧ １ ６２０

１.３　 桃与其他物种Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质系统

进化树的构建

　 　 利用软件 ＭＥＧＡ ４.１ 内置的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 程序对 ６
个桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶与拟南芥 ７ 个、水稻 ８ 个、玉米

１ 个、土豆 ２ 个、莱氏衣藻 ６ 个Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白

质氨基酸序列进行比对分析ꎮ ７ 个拟南芥Ⅱ型 ＮＡＤＨ
脱氢酶蛋白质氨基酸序列 ＡＴ１Ｇ０７１８０.１、ＡＴ２Ｇ２９９９０、
ＡＴ４Ｇ２８２２０、 ＡＴ４Ｇ０５０２０、 ＡＴ４Ｇ２１４９０、 ＡＴ２Ｇ２０８００、
ＡＴ５Ｇ０８７４０ 下载自 ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.ｏｒｇ / ꎻ８ 个

水稻Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱 氢 酶 蛋 白 质 氨 基 酸 序 列

Ｏｓ０７ｔ０５６４５００￣０１、Ｏｓ０１ｔ０８３０１００￣０２、 Ｏｓ０１ｔ０８３０１００￣０１、
Ｏｓ０５ｔ０３３１２００￣０１、Ｏｓ０６ｔ０６８４０００￣０２、 Ｏｓ０６ｔ０６８４０００￣０１、
Ｏｓ０８ｔ０１４１４００￣０１、 Ｏｓ０６ｔ０２１４９００￣０１ 下 载 自 ｈｔｔｐｓ: / /

ｒａｐｄｂ.ｄｎａ.ａｆｆｒｃ.ｇｏ.ｊｐꎻ１ 个玉米Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白

质氨基酸序列 Ｚｍ００００１ｅｂ１５１４３０ 下载自 ｈｔｔｐｓ: / /
ｐｌａｎｔｓ.ｅｎｓｅｍｂｌ.ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌꎻ２ 个土豆Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱

氢酶蛋白质氨基酸序列 ＰＧＳＣ０００３ＤＭＧ４０００２１６７０、
ＰＧＳＣ０００３ＤＭＧ４００００４１６８ 下载自 ｈｔｔｐｓ: / / ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ￣
ｎｅｘｔ.ｊｇｉ.ｄｏｅ.ｇｏｖꎻ６ 个莱氏衣藻Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白

质氨基酸序列 ＸＰ＿００１６９８９０１.１、ＸＰ＿００１７０２２７１.１、ＸＰ＿
００１７０３０５５.１、ＸＰ＿００１７０３６４３.１、ＸＰ＿００１６９１９６９.１、ＸＰ＿
００１７０３０５６.１ 下载自 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ꎮ

根据多序列联配的结果ꎬ使用 ＭＥＧＡ ４.１ 软件

以相邻连接法构建系统进化树ꎬ并对构建的系统进

化树进行自举评估ꎬ随机抽样重复次数设为１ ０００ꎬ
其他参数使用系统默认值ꎮ 并根据拟南芥和水稻Ⅱ

１５０１张春华等:桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因鉴定和表达分析



型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族的亚家族分类情况进行了桃Ⅱ
型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族的亚家族分类ꎮ
１.４　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因结构、启动子及保

守结构域分析

　 　 每个基因序列及所在染色体位置下载自蔷薇科

基因 组 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｒｏｓａｃｅａｅ. ｏｒｇ / ｎｏｄｅ /
３５５)ꎮ 运用在线网站 ＧＳＤＳ ( ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ.
ｅｄｕ.ｃｎ / )分析Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因结构ꎬ包括外

显子、内含子、３′ＵＴＲ 和 ５′ＵＴＲꎮ 在 ＧＤＲ 数据库下

载每个基因起始密码子前的１~ ２ ０００ ｂｐꎬ将序列输

入 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ２.０ 服务器在线预测Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶

基因启动子ꎮ
使用在线工具 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＥＭ ｆｏｒ Ｍｏｔｉｆ Ｅｌｉｃｉｔａｔｉ

(ＭＥＭＥꎬ ｖｅｒｓｉｏｎ ４.８.１ꎬ ｈｔｔｐ / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ /
ｍｅｍｅ)分析每个成员编码蛋白质的保守结构域ꎬ并
下载 ＬＯＧＯ 图ꎮ 参数设置为:保守区域(Ｍｏｔｉｆ)数量

最多 ５ 个ꎬ保守区域宽度６~１００ꎮ
１.５　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质的一级、二级结

构预测

　 　 利用 ＥｘＰａＳｙ 的 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ.ｈｔｍｌ)预测Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋

白质一级结构及特性ꎬ包括氨基酸数目、相对分子质

量大小、分子式、总原子数量、稳定性指数、理论等电

点、蛋白质亲疏水性等ꎮ 利用在线工具 ＴＭＨＭＭ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )预测每

个蛋白质的跨膜结构域ꎮ 信号肽预测网站采用 ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｎｏｖｏｐｒｏ. ｃｎ / ｔｏｏｌｓ / ｓｉｇｎａｌｐ. ｈｔｍｌ 和 ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣４.０ / ꎮ

利用在线工具 ＳＯＰＭＡ( ｈｔｔｐ: / / ｎｐｓａ￣ｐｂｉｌ. ｉｂｃｐ.
ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)
预测桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质二级结构中 α￣螺
旋、β￣折叠和无规则卷曲等在整体结构中所占的比

例ꎬ窗口宽度设置为 １７ꎬ相似性阈值设置为 ８ꎮ
１.６　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因的表达分析

以各组织 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.
０ 软件(Ｐｒｅｍｉｅｒ Ｂｉｏｓｏｆｔ)ꎬ为每个基因设计实时荧光

定量 ＰＣＲ 引物(表 ２)ꎬ使扩增产物出现在 ６ 个基因

间的非保守序列ꎬ采用 ＳＹＢＲ􀅸 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ(Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)试剂盒[宝生物工程(大连)有限公司

产品]进行荧光定量 ＰＣＲ 反应ꎬ反应体系和反应程

序等参考 Ｚｈａｎｇ 等[２１] 的方法ꎮ 使用 ＳＰＳＳ２０.０ 对数

据进行差异显著性分析ꎬ所有数据以邓肯氏新复极

差法进行检验ꎮ

表 ２　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因荧光定量 ＰＣＲ 所用引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

基因编号　 　 　 　 正向引物 (５′→３′) 　 　 　 　 反向引物 (５′→３′) 　 　 　 　 预期产物大小
(ｂｐ)

Ｐｒｕｐｅ.６Ｇ０５５６００.１ ＧＴＴＣＡＧＡＡＧＣＣＴＣＡＴＣＣＡＡＧＴＣ ＣＧＡＧＡＧＣＡＧＡＧＴＧＴＡＡＧＡＡＡＡＴ ８８

Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３９０００.１ ＧＡＡＡＴＧＴＴＧＴＧＴＧＡＧＧＧＡＧＣ ＧＧＡＡＡＴＴＧＡＴＡＡＧＴＴＧＧＧＧＴ １６４

Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１ ＡＴＣＴＣＧＴＣＣＴＴＣＴＴＣＡＣＣＡ ＴＣＣＣＡＡＧＣＡＣＣＡＣＣＡＣＴＣＴ １９３

Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１ ＴＡＴＣＣＴＴＣＧＧＴＴＣＣＣＡＡＡＧＴＧＣＴＣＧ ＣＴＣＡＧＧＧＴＴＴＧＣＣＴＣＡＧＣＧＴＡＡＧＣＣ ８１

Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ ＴＣＧＡＡＴＴＴＴＡＣＴＴＡＣＣＧＣＡ ＣＡＴＡＧＡＡＡＧＡＧＴＧＴＣＣＣＣＡ １２７

Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１ ＴＣＡＡＴＴＣＴＡＧＧＧＣＡＡＡＧＣＡＣ ＣＡＣＴＧＧＡＡＧＣＡＡＣＡＧＣＡＡＡＣ １２６

ＲＰＩＩ ＴＧＡＡＧＣＡＴＡＣＡＣＣＴＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＡＧ ＣＴＴＴＧＡＣＡＧＣＡＣＣＡＧＴＡＧＡＴＴＣＣ １２８

２　 结果与分析

２.１　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族成员鉴定

根据拟南芥Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因编码的蛋白

质检索出 ６ 个桃候选Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶(表 ３)ꎬ用
Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｓｅａｒｃｈ 软件对其保守结构域进行

预测ꎬ结果显示ꎬ桃有 ６ 种Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白

质ꎮ 其中ꎬ Ｐｒｕｐｅ. ６Ｇ０５５６００. １、 Ｐｒｕｐｅ. ４Ｇ０３９０００. １、
Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１ 只含有 １ 个 ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ￣
ｌｉｋｅ 结构域ꎻＰｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ 和 Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１
除了含有 ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ￣ｌｉｋｅ 结构域外ꎬ还含

有 ＥＦ￣ｈａｎｄ 保守结构域ꎬＰｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ 氨基酸

序列的 ４２６ ~ ４９９ ａａ 含有 ２ 个 ＥＦ￣ｈａｎｄ 结构域ꎬ
Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１ 只含有 １ 个 ＥＦ￣ｈａｎｄ 结构域ꎬ位
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于３９０~４６４ ａａꎻＰｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１ 氨基酸序列含有 １
个小的 ＮＡＤＨ 结合结构域ꎬ这个小的 ＮＡＤＨ 结合位

点被包含在一个更大的、被称作氧化还原辅基的

ＦＡＤ 结合结构域里ꎮ
２.２　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因克隆

从野鸡红叶片中分离出 ５ 个基因ꎬ根据测序结

果和参考基因组序列比对ꎬ发现 ５ 个Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱

氢酶基因与桃参考基因组 Ｌｏｖｅｌｌ 品种中 ５ 个相应基

因的 ＯＲＦ 分别完全一致ꎬＰｒｕｐｅ.６Ｇ０５５６００.１、Ｐｒｕｐｅ.
４Ｇ０３９０００.１、Ｐｒｕｐｅ. ３Ｇ２３１４００. １、Ｐｒｕｐｅ. ４Ｇ０３７１００. １、
Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１ ＯＲＦ 全长分别是１ ５０６ ｂｐ、１ ６５３
ｂｐ、１ ７４６ ｂｐ、１ ７６４ ｂｐ、１ ６２０ ｂｐꎬ分别编码 ５０１ 个、
５５０ 个、５８１ 个、５８７ 个、５３９ 个氨基酸ꎻ这些基因分别

位于３~６ 号染色体上(表 ３)ꎮ 在多个组织的 ｃＤＮＡ
文库中ꎬ多次设置不同温度梯度和模板浓度ꎬＰｒｕｐｅ.
３Ｇ２３１３００.１ 都没有被扩增出来(图 １)ꎮ

ａ:Ｐｒｕｐｅ.６Ｇ０５５６００.１ꎻｂ:Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１ꎻｃ:Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ꎻｄ:Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１ꎻｅ:Ｍａｒｋｅｒꎻｆ:Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１ꎻｇ:Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ꎻｈ:
Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１ꎻｉ:Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３９０００.１ꎻｊ:ＲＰＩＩꎮ

图 １　 桃 ６ 个Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因克隆

Ｆｉｇ.１　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

表 ３　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

基因编号　 　 　 　 所在染色体 基因在染色体上的位置 ＯＲＦ 长度 基因名称 亚家族

Ｐｒｕｐｅ.６Ｇ０５５６００.１ ６ ３ ９１７ ９２４~３ ９２１ ９５２ １ ５０６ ＰｐＮＤＡ１ ＮＤＡ

Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３９０００.１ ４ １ ８２７ ９２５~１ ８３２ ２１０ １ ６５３ ＰｐＮＤＡ２ ＮＤＡ

Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１ ３ ２２ ８５３ １１１~２２ ８５７ ０７８ １ ７４６ ＰｐＮＤＢ１ ＮＤＢ

Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１ ４ ７５４ ５４０~１ ７５９ ６０５ １ ７６４ ＰｐＮＤＢ３ ＮＤＢ

Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ ３ ２２ ８４９ ５５７~２２ ８５２ ９９８ １ ８６６ ＰｐＮＤＢ４ ＮＤＢ

Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１ ５ ９ ０８８ ５０５~９ ０９１ ０３５ １ ６２０ ＰｐＮＤＣ１ ＮＤＣ

２.３　 桃与其他物种Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质系统

进化树的构建

　 　 为评估桃和其他物种Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质

的进化关系ꎬ对桃和其他 ５ 个物种Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢

酶家族蛋白质氨基酸序列进行系统进化树构建(图
２)ꎮ 根据不同物种间Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族蛋白

质氨基酸序列的相似性和进化关系的远近ꎬ特别是

根据拟南芥Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶亚家族蛋白质分类ꎬ
将桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质分成 ３ 个亚家族:
ＮＤＡ、ＮＤＢ、ＮＤＣꎬ分别包含 ２ 个、３ 个、１ 个成员ꎮ

ＮＤＡ 亚 家 族 中 的 Ｐｒｕｐｅ. ６Ｇ０５５６００. １ 与

Ａｔ１ｇ０７１８０(ＡｔＮＤＡ１) 和 Ａｔ２ｇ２９９９０ (ＡｔＮＤＡ２) 亲缘

关系均较近ꎬ同时 Ｐｒｕｐｅ.６Ｇ０５５６００.１ 与土豆 ＳｔＰＧ￣
ＳＣ０００３ＤＭＧ４００００４１６８ ( ＳｔＮＤＡ１ꎬ ＮＣＢＩ 序 列 号:
ＣＡＢ５２７９６.１) 进化关系也很近ꎬ 因此ꎬ 将 Ｐｒｕｐｅ.
６Ｇ０５５６００.１ 命名为 ＰｐＮＤＡ１ꎮ Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３９０００.１ 命

名为 ＰｐＮＤＡ２ꎮ
桃 Ｐｒｕｐｅ. ３Ｇ２３１４００. １ 与拟南芥 Ａｔ４ｇ２８２２０(Ａｔ￣

ＮＤＢ１)和土豆 ＳｔＰＧＳＣ０００３ＤＭＧ４０００２１６７０(ＳｔＮＤＢ１)
紧密聚在一起ꎬ亲缘关系最近ꎬ因此ꎬ将 Ｐｒｕｐｅ.
３Ｇ２３１４００.１ 命名为 ＰｐＮＤＢ１ꎮ 桃 Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ 与

拟南芥 Ａｔ２ｇ２０８００ (ＡｔＮＤＢ４) 聚在一起ꎬ将 Ｐｒｕｐｅ.
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３Ｇ２３１３００.１ 命名为 ＰｐＮＤＢ４ꎻ Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１ 与拟

南芥 Ａｔ４ｇ２１４９０(ＡｔＮＤＢ３)亲缘关系更近ꎬ将 Ｐｒｕｐｅ.
４Ｇ０３７１００.１ 命名为 ＰｐＮＤＢ３ (表 ３)ꎮ

桃 ＮＤＣ 亚家族中仅含有 Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１ 一

个成员ꎬ其与拟南芥 Ａｔ５ｇ０８７４０(ＡｔＮＤＣ１)亲缘关系

最近ꎬ在同一分支内ꎬ因此ꎬＰｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１ 被命

名为 ＰｐＮＤＣ１(表 ３)ꎮ
桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族成员比拟南芥Ⅱ型

ＮＡＤＨ 脱氢酶家族成员少了 １ 个ꎬ桃没有与拟南芥

ＡｔＮＤＢ２ 相对应的同源基因ꎮ

图 ２　 桃与其他物种Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族成员系统进化树

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.４　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因结构、启动子及保

守结构域分析

　 　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因结构(图 ３)显示ꎬＮＤＡ 亚

家族的２ 个基因均含有８ 个外显子和７ 个内含子ꎬ而且

２ 个基因之间外显子长度和外显子排列顺序几乎完全

相同ꎬ但是内含子长度、３′ＵＴＲ 长度和 ５′ＵＴＲ 长度有很

大不同ꎮ ＮＤＢ 亚家族的 Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１(ＰｐＮＤＢ１)和
Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１(ＰｐＮＤＢ３)基因均分别含有 １０ 个外显

子和 ９ 个内含子ꎬＰｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１(ＰｐＮＤＢ４)含有 １１
个外显子 １０ 个内含子ꎬ且无上下游 ３′ＵＴＲ 和 ５′ＵＴＲ 结

构ꎮ 基因间相比ꎬ同一编号的外显子长度几乎相等ꎮ
Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１(ＰｐＮＤＣ１)的基因结构与其他亚家族

基因不同ꎬ没有内含子ꎬ由 ３′ＵＴＲ、５′ＵＴＲ 和 １ 个长外显

子构成ꎮ
桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族 ６ 个基因的启动子分

别位于基因起始密码子前２ ０００ ｂｐ 范围的４９６~ ５４６
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ｂｐ、１ ３３０~ １ ３８０ ｂｐ、１ ７７１~ １ ８２１ ｂｐ、１ １５３~ １ ２０３
ｂｐ、１ ６１２~１ ６６２ ｂｐ、１ ６７８~１ ７２８ ｂｐ 处(表 ４)ꎮ

保守区域分析结果(图 ４ 和图 ５) 显示ꎬ每个

ＰｐＮＤＡ 和 ＰｐＮＤＢ 亚家族成员均含有 ４ 个相同的保

守结构域: ｍｏｔｉｆ １、ｍｏｔｉｆ ２、ｍｏｔｉｆ ３、ｍｏｔｉｆ ５ꎬ这 ４ 个保

守结构域在每个成员的氨基酸序列中出现的先后顺

序也相同ꎮ ＰｐＮＤＢ 亚家族的 ３ 个成员除了含有上

述 ４ 个保守结构域外ꎬ还含有 １ 个 ＰｐＮＤＢ 亚家族成

员特有的保守结构域 ｍｏｔｉｆ ４ꎮ ＰｐＮＤＣ 亚家族成员

只含有保守结构域 ｍｏｔｉｆ ２ 和 ｍｏｔｉｆ ３ꎮ

图 ３　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因结构

Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｐｅａｃｈ

图 ４　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族蛋白保守结构域标志

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

蓝色:ｍｏｔｉｆ １ꎻ红色:ｍｏｔｉｆ ２ ꎻ桔黄:ｍｏｔｉｆ ３ꎻ紫色:ｍｏｔｉｆ ４ꎻ绿色:ｍｏｔｉｆ ５
图 ５　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族蛋白质保守结构域

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

２.５　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质一级、二级结构

预测

　 　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质一级结构预测结果

(表 ５)表明ꎬ桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质氨基酸数

目介于 ５０１~ ６２１ ａａꎬ相对分子质量介于 ５５ ３４０~
７０ ０７０ꎻ而且发现 ＮＤＣ 亚家族和 ＰｐＮＤＡ 亚家族成

员的氨基酸数目和相对分子质量小于 ＰｐＮＤＢ 亚家

族成员ꎮ
Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１(ＰｐＮＤＢ１)和 Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１

(ＰｐＮＤＣ１)理论等电点值均小于 ７ꎬ说明是酸性蛋白质ꎻ

其余 ４ 个蛋白质的理论等电点均大于 ７ꎬ是碱性蛋白

质ꎮ ６ 个蛋白质的不稳定指数介于３１.５８~３９􀆰 １８ꎬ均属

于稳定蛋白质ꎮ ６ 个桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质亲水性

指数平均值介于－０.１３５~－０.３０８ꎬ均是亲水性蛋白质(表
５)ꎮ

亚细胞定位预测结果(表 ５)显示ꎬ６ 个桃Ⅱ型

ＮＡＤＨ脱氢酶蛋白质大概率位于线粒体或叶绿体ꎻ跨膜

结构域预测结果表明ꎬ６ 个蛋白质均无跨膜结构域ꎻ６
个蛋白质 Ｐｒｕｐｅ.６Ｇ０５５６００.１、Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３９０００.１、Ｐｒｕｐｅ.
３Ｇ２３１４００.１、Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１、Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１、Ｐｒｕｐｅ.
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５Ｇ０７６７００.１ 有信号肽的概率分别是 ０􀆰 ７４８％、０􀆰 １２５％、
３１􀆰 ０２２％、４􀆰 ５９２％、０􀆰 ０４６％、０􀆰 １１４％ꎮ

利用 ＳＯＰＭＡ 程序对 ６ 个桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶

家族蛋白质的二级结构进行预测ꎬ结果(表 ６、图 ６)
显示ꎬＰｐＮＤＢ 亚族成员蛋白质的二级结构全部以 α￣

螺旋为主要构成元件ꎬ其次是无规则卷曲ꎬβ￣转角所

占比例最低ꎮ 而 ＰｐＮＤＡ 和 ＰｐＮＤＣ 亚族成员蛋白质

的二级结构中占比最高的是无规则卷曲ꎬ其次是 α￣
螺旋ꎬβ￣转角所占比例最低ꎮ

表 ４　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因启动子分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｏｍｏｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

基因名称 基因编号
该基因起始密码子
前约 ２ ０００ ｂｐ 在
染色体上的位置

启动子
开始
位置

启动子
结束
位置

启动子序列 (５′→３′)

ＰｐＮＤＡ１ Ｐｒｕｐｅ.６Ｇ０５５６００.１ ３ ９１６ １７１~３ ９１８ １７０ ４９６ ５４６ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＣＣＴＣＡＡＡＡＣＴＣＡＴＴＧＣＡＴＡＡＧＡＴＧＡＧＣＡＡＣ

ＰｐＮＤＡ２ Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３９０００.１ １ ８２７ ５２７~１ ８２９ ５２６ １ ３３０ １ ３８０ ＧＡＴＧＴＴＴＧＣＡＴＡＴＡＡＡＡＴＡＧＡＧＴＴＧＴＴＣＴＧＴＴＴＡＣＧＡＧＴＡＧＣＴＴＴＧＴＴＧＣ

ＰｐＮＤＢ１ Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１ ２２ ８５０ ９０１~２２ ８５２ ９００ １ ７７１ １ ８２１ ＡＡＴＴＧＴＣＡＣＧＴＡＡＡＡＡＡＧＧＧＣＡＣＴＣＴＡＴＣＣＴＴＴＴＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＴＧＡＣＴ

ＰｐＮＤＢ３ Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１ １ ７５２ ７６２~１ ７５４ ７６１ １ １５３ １ ２０３ ＡＧＡＡＡＡＴＡＡＡＴＡＡＡＡＡＡＧＣＧＴＣＡＣＡＧＡＡＴＣＴＡＡＣＡＴＡＴＴＡＣＧＡＧＧＴＧＴＡＡ

ＰｐＮＤＢ４ Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ ２２ ８４７ ３８０~２２ ８５１ １７２ １ ６１２ １ ６６２ ＣＣＣＴＴＧＴＡＡＧＴＡＡＡＡＡＡＴＣＧＣＣＴＴＡＴＴＴＣＡＴＴＡＴＡＴＧＡＣＴＡＡＴＴＴＧＴＡＴＡ

ＰｐＮＤＣ１ Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１ ９ ０８７ ２３１~９ ０８９ ２３０ １ ６７８ １ ７２８ ＴＴＴＧＧＡＧＧＴＣＴＡＴＡＴＡＣＴＧＣＧＴＴＡＡＧＡＣＴＡＧＡＡＴＣＴＴＴＧＧＡＡＴＧＧＣＣＴＧＡ
加粗的字母代表转录起始位置ꎮ

表 ５　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族蛋白质一级结构分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

蛋白质
名称 蛋白质编号

氨基酸
数目

相对分
子质量 分子式

总原
子数

理论
等电点

不稳定
指数

脂肪族
氨基酸
指数

亲水性
指数平
均值

亚细胞定位预测
(可信度)

有信号
肽的概
率(％)

ＰｐＮＤＡ１ Ｐｒｕｐｅ.６Ｇ０５５６００.１ ５０１ ５５ ３４０ Ｃ２ ５０４Ｈ３ ９３８Ｎ６８２Ｏ７１０Ｓ１２ ７ ８４６ ９.２２ ３４.３０ ９１.０２ －０.１３６ 线粒体(１.４７３)
叶绿体(１.２９７)

０.７４８

ＰｐＮＤＡ２ Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３９０００.１ ５５０ ６１ １８０ Ｃ２ ７４８Ｈ４ ３２８Ｎ７６０Ｏ７８７Ｓ１８ ８ ６４１ ９.０８ ３１.７６ ８７.５３ －０.１７８ 叶绿体(１.７９７)
线粒体(１.１４３)

０.１２５

ＰｐＮＤＢ１ Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１ ５８１ ６５ ０００ Ｃ２ ８９５Ｈ４ ５５５Ｎ７９９Ｏ８６３Ｓ２０ ９ １３２ ６.６３ ３４.９３ ８４.９９ －０.２４８ 叶绿体(１.８２９)
线粒体(０.４６６)

３１.０２２

ＰｐＮＤＢ３ Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１ ５８７ ６５ ８６０ Ｃ２ ９４７Ｈ４ ６４２Ｎ８１４Ｏ８５７Ｓ２１ ９ ２８１ ８.８４ ３１.５８ ８３.９７ －０.２６３ 叶绿体(１.６１８)
线粒体(０.５４４)

４.５９２

ＰｐＮＤＢ４ Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ ６２１ ７０ ０７０ Ｃ３ １３０Ｈ４ ９０３Ｎ８５９Ｏ９１５Ｓ２７ ９ ８３４ ８.５０ ３７.２９ ８０.６３ －０.３０８ 叶绿体(０.９１７)
线粒体(０.８７１)

０.０４６

ＰｐＮＤＣ１ Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１ ５３９ ５９ ０６０ Ｃ２ ６３２Ｈ４ ２０３Ｎ７３５Ｏ７８５Ｓ１１ ８ ３６６ ６.７０ ３９.１８ ９５.７５ －０.１３５ 叶绿体(２.３３９)
线粒体(１.０２１)

０.１１４

表 ６　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族蛋白质二级结构分析

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

亚家族名称 蛋白质名称 蛋白质编号
α￣螺旋

占比(％)
β￣折叠

占比(％)
β￣转角

占比(％)
无规则卷曲
占比(％)

ＰｐＮＤＡ ＰｐＮＤＡ１ Ｐｒｕｐｅ.６Ｇ０５５６００.１ ３７.７２ １７.９６ ４.１９ ４０.１２

ＰｐＮＤＡ２ Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３９０００.１ ３８.３６ １６.１８ ４.７３ ４０.７３

ＰｐＮＤＢ ＰｐＮＤＢ１ Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１ ４３.３７ １８.２４ ５.６８ ３２.７０

ＰｐＮＤＢ３ Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１ ４２.０８ １７.３８ ４.６０ ３５.９５

ＰｐＮＤＢ４ Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ ３８.６５ ２０.２９ ４.８３ ３６.２３

ＰｐＮＤＣ ＰｐＮＤＣ１ Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１ ３３.４０ １８.５５ ４.４５ ４３.６０
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蓝色:α￣螺旋ꎻ红色:β￣折叠ꎻ绿色:β￣转角ꎻ紫色:无规则卷曲ꎮ
图 ６　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族蛋白质二级结构

Ｆｉｇ.６　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

２.６　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因表达水平分析

以 ＲＰＩＩ 为看家基因ꎬ以叶芽表达量为 １ꎬ其他 ７
个组织相对于叶芽组织表达量的相对水平进行计算ꎬ
桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因在 ８ 个组织中的相对表

达水平分析结果(图 ７)表明ꎬＰｒｕｐｅ.６Ｇ０５５６００.１(ＰｐＮ￣
ＤＡ１)在熟果肉中表达量显著高于老叶、枝表皮和其

他组织ꎻＰｒｕｐｅ.４Ｇ０３９０００.１(ＰｐＮＤＡ２) 在根中表达量最

高ꎬ其次是老叶ꎬ再次是叶芽ꎬ在果肉中表达量最低ꎻ
Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１４００.１ (ＰｐＮＤＢ１)在老叶和幼果肉中表达

量最高ꎬ其次是根ꎬ再次是叶芽和幼叶ꎬ在熟果肉中几

乎无表达ꎻＰｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１ (ＰｐＮＤＢ３)在老叶和根

中表达量显著高于其他组织ꎬ在熟果肉中几乎不表

达ꎬ在枝表皮、幼果肉、熟果皮表达量相近ꎮ Ｐｒｕｐｅ.
３Ｇ２３１３００.１ (ＰｐＮＤＢ４)在枝表皮和熟果肉中检测不到

表达ꎬ在幼叶和根中表达量显著高于其他组织ꎬ在熟

果皮、幼果肉、叶芽中表达量相近ꎬ没有显著差异ꎻ
Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１(ＰｐＮＤＣ１)在老叶中表达量最高ꎬ其
次是叶芽、幼果肉、枝表皮ꎬ再次是幼叶和根ꎬ在熟果

肉中几乎检测不到表达ꎮ

３　 讨 论

３.１　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族成员鉴定

本研究鉴定出桃有 ６ 个桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶成

员ꎬ比拟南芥少了一个 ＡｔＮＤＢ２ 成员ꎬ这表明拟南芥

与桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族成员数目方面稍有差

异ꎬ也有很高的保守性ꎻ这种物种间的保守性和差异

性在其他植物中也被发现ꎬ水稻有 ８ 个Ⅱ型 ＮＡＤＨ
脱氢酶成员ꎮ 这在一定程度上验证了以往报道:每
种植物线粒体一定程度上至少含有 ４ 个不同的Ⅱ型

ＮＡＤＨ 脱氢酶[９]ꎮ 综合这些研究结果ꎬ也说明植物

Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族成员数目较少ꎬ是较小的家

族ꎮ
桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族被分成 ３ 个亚家族ꎬ

其他植物Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族也是被分为 ３ 个亚

家族[２２]ꎬ这体现了同一家族基因在不同物种间的保

守性ꎮ 特别是 ＰｐＮＤＣ 亚家族ꎬ有且只有 １ 个成员

ＰｐＮＤＣ１ꎬ在拟南芥、水稻、白腐菌及本研究中都得到

了证实[２２]ꎮ
３.２　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因克隆

从野鸡红的 ８ 种组织 ｃＤＮＡ 池中均无法扩增出

ＰｐＮＤＢ４(Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１)条带ꎬ经过在 ＮＣＢＩ 中

查找该基因的基因组序列ꎬ发现与 ＧＤＲ 中下载的基

因组序列不同ꎬ有待进一步研究ꎻ但是根据参考基因

组 Ｌｏｖｅｌｌ 品种中 Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ 的 ＣＤＳ 序列设计

的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物能扩增出 １２７ ｂｐ 目的片段ꎬ其表

达水平在一些组织中也能被检测到ꎮ 这与以往拟南

芥中发现的类似:ＡｔＮＤＢ３ 无法克隆ꎬ并被认为是一
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图 ７　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因相对表达水平

Ｆｉｇ.７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ｔｙｐｅ Ⅱ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

个假基因[２３]ꎮ 在萌发过程中的转录组分析结果表

明ꎬＡｔＮＤＢ３ 在萌发早期表达[２４]ꎮ 假基因是基因家

族在进化过程中形成的ꎬ往往存在于真核生物的多

基因家族中ꎮ 例如ꎬ大多数光合作用的基因已经丢

失或消失ꎬ只保留为假基因[２５]ꎮ 由于假基因在选择

压力降低的条件下进化ꎬ可以推测出它们的种间变

异性增加ꎬ因此ꎬ这些假基因可能是分类学研究中有

用的分子工具[２５]ꎮ 这是首次报道在桃中发现假基

因ꎬＰｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１ 的利用有待进一步深入探索ꎮ
３.３　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因结构及蛋白质

特性

　 　 基因结构方面ꎬ桃 ＰｐＮＤＡ 亚家族 ２ 个基因的外

显子数量相同ꎬ各 ８ 个ꎬ这与拟南芥 ＡｔＮＤＡ 亚家族 ２
个基因的外显子数量相等[９]ꎮ 说明 ２ 个物种间

ＮＤＡ 亚家族基因在外显子数量上是保守的ꎮ 比较

桃 ＮＤＡ 亚家族的 ２ 个基因ꎬ发现外显子长度和外显

子排列顺序、内含子排列顺序几乎完全相同ꎬ但内含

子长度、上下游长度有很大不同ꎮ 比较拟南芥 ＮＤＡ
亚家族的 ２ 个基因ꎬ所有内含子的位置、大多数内含

子长度都是保守的[９]ꎬ这说明桃和拟南芥 ２ 个物种

的 ＮＤＡ 亚家族成员基因结构高度保守ꎬ除了 ２ 个物

种间内含子长度略有不同ꎮ 桃 ＮＤＢ 亚家族 ３ 个基

因的外显子位置、长度、数目、顺序高度保守ꎬ内含子

长度有差异ꎻ比较拟南芥 ＮＤＢ 亚家族 ４ 个基因ꎬ大
多数内含子位置保守ꎬ和 ＮＤＢ１ 及 ＮＤＢ２ 相比ꎬ
ＮＤＢ４ 丢失了几个内含子ꎬ这些体现了 ２ 个物种间

虽然略有差异ꎬ但是具有高度保守性ꎮ 这些基因结

构上的保守性也为进化分析结果提供了支持ꎮ ＮＤＣ
亚家族唯一成员拟南芥 ＮＤＣ１ 有 ９ 个内含子ꎬ而桃

ＮＤＣ 亚家族唯一成员 ＮＤＣ１(Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１)没

有内含子ꎬ这可能是自然选择的结果ꎬ这种选择是由

最小化转录成本所产生的优势驱动的ꎬ因为内含子

较短ꎬ可以减少转录和剪接等过程的能量消耗ꎬ从而

提高转录效率[２６]ꎮ
ＰｐＮＤＣ１(Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１)与拟南芥 ＡｔＮＤＣ１

(ＡＴ５Ｇ０８７４０)均是 ＮＤＣ 家族唯一蛋白质ꎬ两者的氨

基酸序列均含有 １ 个小的 ＮＡＤＨ 结合结构域ꎬ这个

小的 ＮＡＤＨ 结合位点被包含在一个更大的、被称作
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氧化还原辅基的 ＦＡＤ 结合结构域里ꎮ 说明物种间

同源基因结构上具有高度保守性ꎬ可能起源于同一

个祖先ꎮ
ＥＦ￣ｈａｎｄ 是 １ 个由 α￣螺旋“Ｅ” (一个可能结合

钙的环)和第二个 α￣螺旋“Ｆ”组成的基序[２７]ꎮ 含有

ＥＦ￣ｈａｎｄ 保守区域的蛋白质主要有 ２ 类:钙离子传

感器ꎬ可传递钙离子信号ꎻ钙离子信号调节剂ꎬ可调

节钙离子信号的形状和 /或持续时间ꎬ或参与钙离子

稳态[２８]ꎮ ＰｐＮＤＢ 亚家族 ３ 个成员中有 ２ 个成员含

有 ＥＦ￣ｈａｎｄ 保 守 结 构 域ꎬ 而 且 ＰｐＮＤＢ４ ( Ｐｒｕｐｅ.
３Ｇ２３１３００.１)含有 ２ 个紧紧相邻的 ＥＦ￣ｈａｎｄ 结构域ꎬ
ＰｐＮＤＢ３(Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１)在 ３９０ ~ ４６４ ａａ 含有 １
个 ＥＦ￣ｈａｎｄ 结构域且是钙离子结合位点ꎬ这与以往

报道相同ꎬ植物 ＮＤＢ 蛋白含有 １ 个 ＥＦ￣ｈａｎｄ 保守区

域ꎬ大约 ７０ 个氨基酸残基长度ꎬ它能结合钙从而保

证活性ꎬ在烟草中已得到证实ꎬＮＤＢ 活性依赖于

钙[４ꎬ２９]ꎮ 这间接说明含有 ＥＦ￣ｈａｎｄ 结构域的氨基酸

序列有共同的祖先ꎬ一个家族的成员间是同源基因ꎮ
ＰｐＮＤＢ４(Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１)蛋白质含有 ２ 个紧邻

的 ＥＦ￣ｈａｎｄ 结构域ꎬ这与以往报道的 ＥＦ￣ｈａｎｄ 保守

结构域经常成对出现的结论一致[２７]ꎮ 含有 ＥＦ￣ｈａｎｄ
保守结构域的蛋白质具有一系列多种功能[２８]ꎬ有待

在桃中进一步探索和挖掘ꎮ
桃 ＮＤＣ１(Ｐｒｕｐｅ.５Ｇ０７６７００.１)有 １ 个包含在大

的 ＦＡＤ 结构域里面的 １ 个小 ＮＡＤＨ 结合结构域ꎬ相
对分子质量是５９ ０５６ꎮ 这与以往报道相同:含有 １
个 ＦＡＤ 结构域的典型的Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶ꎬ相对分

子质量大小是５０ ０００~ ６０ ０００[２]ꎮ 拟南芥中也有 １
个具有 ＦＡＤ 结构域的典型的Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋

白质 ＮＤＣ１ ( ＡＴ５Ｇ０８７４０. １ )ꎬ 相 对 分 子 质 量 是

５７ ０１８ꎬ也介于５０ ０００~ ６０ ０００ꎮ 大肠杆菌 (Ｅｓｃｈｅ￣
ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＮＤＨ 和酿酒酵母(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉ￣
ａｅ)ＮＤＩ１ 也分别是包含 ＦＡＤ 的单个多肽Ⅱ型 ＮＡＤＨ
脱氢酶蛋白质ꎬ相对分子质量是４５ ０００~ ５０ ０００[９]ꎮ
这些说明 ＮＤＣ 亚家族中的 ＮＤＣ１ 相对分子质量在

植物、细菌、酵母等生物中是不同的ꎬ在植物中含有

１ 个 ＦＡＤ 结构域的典型的Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质

ＮＤＣ１ꎬ相对分子质量符合５０ ０００~６０ ０００的规律[２]ꎬ
在细菌和酵母等生物中 ＮＤＣ 相对分子质量范围需

要进一步确定和总结ꎮ 这可能与物种的基因组大小

相关ꎬ植物基因组比细菌、酵母等基因组大ꎮ

３.４　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族蛋白质亚细胞定位

预测

　 　 最初的体内 ＧＦＰ 融合方法确定拟南芥 ＮＤＡ１、
ＮＤＡ２、ＮＤＢ１、ＮＤＢ２、ＮＤＣ１ 蛋白质都位于线粒体

中[９]ꎮ Ｅｌｈａｆｅｚ 等[２３]通过对分离线粒体进行体外导

入分析后确定 ＮＤＢ１、ＮＤＢ２ 和 ＮＤＢ４ 定位于线粒体

内膜的外部ꎬＮＤＡ１、ＮＤＡ２ 和 ＮＤＣ１ 定位在线粒体

内膜的内部ꎮ 而 ＮＤＢ３ 因无法克隆ꎬ亚细胞定位未

知ꎮ 然而ꎬ随后的研究发现ꎬ拟南芥Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢

酶蛋白质事实上是双重定位的ꎬＮＤＡ１、ＮＤＡ２ 和

ＮＤＢ１ 被发现定位在线粒体和过氧化物酶体ꎬＮＤＣ１
被确定定位在线粒体和质体[３０]ꎮ 这些研究得出的

结论不同ꎬ是因为最初的研究仅使用目标蛋白质的

Ｃ 端 ＧＦＰ 标签加上 Ｎ 端前 ５０~１００ 个氨基酸构建载

体[２２]ꎮ
为了得到确定结论ꎬＸｕ 等[２２] ２０１３ 年通过 ＡｔＮ￣

ＤＡ１、ＡｔＮＤＡ２ 基因 ＯＲＦ 全长 Ｃ 端融合表达ꎬ确定 Ａｔ￣
ＮＤＡ１ 和 ＡｔＮＤＡ２ 表达的蛋白质定位在线粒体中ꎮ
如果只把编码 ＡｔＮＤＡ１、ＡｔＮＤＡ２ 蛋白质最后 １０ 个

氨基酸的基因融合表达ꎬ则发现 ＡｔＮＤＡ１、ＡｔＮＤＡ２ 表

达的蛋白质定位在过氧化物酶体ꎮ ＯｓＮＤＡ１ 基因

ＯＲＦ 全长 Ｃ 端融合表达ꎬ确定 ＯｓＮＤＡ１ 表达的蛋白

质定位在线粒体中ꎬ如果只把编码 ＯｓＮＤＡ１ 蛋白质

的最后 １０ 个氨基酸的基因融合表达ꎬ则发现 ＯｓＮ￣
ＤＡ１ 表达的蛋白质不定位在任何位置ꎬＯｓＮＤＡ２ 表达

的蛋白质定位在线粒体和过氧化物酶体ꎻＡｔＮＤＢ１ 表

达的蛋白质定位在线粒体和过氧化物酶体ꎬ ＡｔＮＤＢ２
和 ＡｔＮＤＢ４ 表达的蛋白质均只定位在线粒体ꎻ
ＯｓＮＤＢ１ 和 ＯｓＮＤＢ２ 基因 ＯＲＦ 全长 Ｃ 端融合表达ꎬ
确定 ＯｓＮＤＢ１ 和 ＯｓＮＤＢ２ 表达的蛋白质定位在线粒

体中ꎬ 如果只把编码 ＯｓＮＤＢ１ 和 ＯｓＮＤＢ２ 蛋白质最

后 １０ 个氨基酸的基因融合表达ꎬ则 ＯｓＮＤＢ１ 和

ＯｓＮＤＢ２ 表达的蛋白质定位在过氧化物酶体ꎻＡｔ￣
ＮＤＣ１ 和 ＯｓＮＤＣ１ 表达的蛋白质均定位在线粒体和

质体ꎮ 在植物中ꎬ线粒体和质体的功能也对各种发

育和环境作出反应ꎬ但有关信号的细节仍然未知ꎻ质
体功能可以影响线粒体的生物发生和活性[３１]ꎮ 光

合作用缺陷细胞可改变线粒体基因在叶中表达和基

因组拷贝数ꎬ但不影响在根中的表达和基因组拷贝

数ꎬ这在大麦中较为明显[３２]ꎮ
本研究中 ６ 个Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质被预测

定位在线粒体或叶绿体的概率较高ꎬ这与其他物种

９５０１张春华等:桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因鉴定和表达分析



(拟南芥和水稻) Ｃ 端融合表达确定的亚细胞定位

结果[２２]既有相同之处ꎬ又有差异ꎮ ＰｐＮＤＡ１ 被预测

的最高可信度的亚细胞定位在线粒体ꎬ这与已验证

的拟南芥 ＡｔＮＤＡ１[９]、莱氏衣藻 ＣｒＮＤＡ１[１８]、土豆 Ｓｔ￣
ＮＤＡ１[１１]的亚细胞定位结果相同ꎮ 莱氏衣藻 ＣｒＮ￣
ＤＡ２ 和 ＣｒＮＤＡ３ 定位于叶绿体ꎬＣｒＮＤＡ１、ＣｒＮＤＡ５、
ＣｒＮＤＡ６、ＣｒＮＤＡ７ 亚细胞定位结果目前还未知[３３]ꎻ
ＡｔＮＤＢ２ 和 ＳｔＮＤＢ１ 位于线粒体ꎮ 下一步将对桃Ⅱ
型 ＮＡＤＨ 脱氢酶蛋白质亚细胞定位进行试验确定ꎮ
３.５　 桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶家族基因表达水平

基因表达水平分析结果显示ꎬ桃 ＮＤＢ 亚家族的

３ 个基因均在老叶、幼叶、根中表达量更高ꎬ在熟果

肉、熟果皮和枝表皮中表达量相对低或检测不到ꎬ说
明同一亚家族成员之间不仅在基因结构、蛋白质保

守区域、蛋白质理化性质方面具有保守性ꎬ在行使的

功能方面也可能具有保守性ꎬ且在成熟果实中行使

的功能少或只在特定条件下的成熟果实中才具有功

能ꎮ 除了 Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ２３１３００.１(ＰｐＮＤＢ４) 外ꎬ其余 ５ 个

桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因在老叶中的表达水平均分

别显著高于其在幼叶中的表达水平ꎬ据此推测 ５ 个

桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因在成熟的、深绿的老叶中

行使的功能可能强于其在浅绿的嫩叶中行使的功

能ꎮ Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３９０００.１(ＰｐＮＤＡ２)、Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０３７１００.１
(ＰｐＮＤＢ３)、Ｐｒｕｐｅ. ３Ｇ２３１３００.１(ＰｐＮＤＢ４)在白色幼

根中表达量较高ꎬ且显著高于其在叶芽、枝表皮、幼
果肉、熟果肉、熟果皮中的表达水平ꎬ据此推测这 ３
个Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因可能在根生长、发育等方

面具有重要作用ꎮ 有研究结果表明ꎬ通过线粒体呼

吸链中的非磷酸化途径氧化 ＮＡＤＨ 在陆地植物和湿

地植物中都很常见ꎻ在湿地植物的根部ꎬ这些特性尤

为显著ꎬ所以它们可以在长期缺氧和缺氧胁迫下生

存[３４￣３５]ꎮ 将来可以进一步从Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基

因入手ꎬ解析其在桃树抗涝等方面的分子作用机理ꎮ
６ 个桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶成员的系统性分析为

未来基因功能研究提供了重要方向和依据ꎮ 下一步

将通过转基因、亚细胞定位、蛋白质互作等试验验证

基因功能ꎬ以期明确桃Ⅱ型 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因在调

控光呼吸、适应生物和非生物逆境(如冷害、涝害

等)及其他代谢途径等过程的具体作用机理ꎮ
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ａｎｕｓ ａｍｂｉｖａｌｅｎｓ ｔｙｐｅ￣ⅡＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ: ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉ￣
ｓａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌａｖｉｎ ｍｏｉｅｔｙ ａｓ ＦＭＮ[ Ｊ] . ＦＥＢＳ
Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ ２００２ꎬ ５３１(２):２７３￣２７７.

[８] 　 ＭＥＬＯ Ａ Ｍ Ｐꎬ ＲＯＢＥＲＴＳ Ｔ Ｈꎬ ＭＯＬＬＥＲ Ｉ Ｍ. Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｔｗｏ ｒｏｔｅｎｏｎｅ￣ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓ ｏｎ
ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｆ ｐｏｔａｔｏ ｔｕｂｅｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎ￣
ｄｒｉａ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ Ａｃｔａꎬ １９９６ꎬ １２７６(２):１３３￣１３９.

[９] 　 ＭＩＣＨＡＬＥＣＫＡ Ａ Ｍꎬ ＳＴＡＦＦＡＮ￣ＳＶＥＮＳＳＯＮ Ａꎬ ＪＯＨＡＮＳＳＯＮ Ｆ
Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｇｅｎｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｙｐｅⅡＮＡＤ(Ｐ)Ｈ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓ ｈａｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｏｒｉｇｉｎ ａｎｄ ｓｈｏｗ ｄｉｓｔｉｎｃｔ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｌｉｇｈｔ[Ｊ]. Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ １３３(２):６４２￣６５２.

[１０] ＲＩＢＡＳ￣ＣＡＲＢＯ Ｍꎬ ＲＯＢＩＮＳＯＮ Ｓ Ａꎬ ＧＯＮＺＡＬＥＺ￣ＭＥＬＥＲｒ Ｍ Ａꎬ
ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｏｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｙｇｅｎ ｉｓｏｔｏｐｅ ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ
ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔꎬ Ｃｅｌｌ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ ２０００ꎬ
２３(９):９８３￣９８９.

[１１] ＲＡＳＭＵＳＳＯＮ Ａ Ｇꎬ ＳＶＥＮＳＳＯＮ Ａ Ｓꎬ ＫＮＯＯＰ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｏｍｏ￣
ｌｏｇｕｅｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒｏｔｅｎｏｎｅ￣ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏ￣
ｇｅｎａｓｅｓ ｉｎ ｈｉｇｈｅｒ ｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ: ｔｗｏ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ １９９９ꎬ ２０(１):７９￣８７.

[１２] ＬＵＥＴＨＹ Ｍ Ｈꎬ ＴＨＥＬＥＮ Ｊ Ｊꎬ ＫＮＵＤＴＥＮ Ａ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｕｒｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎꎬ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｓｕｂｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ５８￣
ｋｉｌｏｄａｌｔｏｎ ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ １９９５ꎬ
１０７(２):４４３￣４５０.

[１３] ＬＵＥＴＨＹ Ｍ Ｈꎬ ＨＡＹＥＳ Ｍ Ｋꎬ ＥＬＴＨＯＮ Ｔ Ｅ. Ｐａｒｔｉａｌ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓ ｆｒｏｍ Ｂｅｔａ
ｖｕｌｇａｒｉｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ １９９１ꎬ ９７(４): １３１７￣
１３２２.

[１４] ＩＡＮ ＭＥＮＺ Ｒꎬ ＤＡＹ Ｄ Ａ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ４３
ｋＤａ ｒｏｔｅｎｏｎｅ￣ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｆｒｏｍ ｐｌａｎｔ ｍｉｔｏ￣
ｃｈｏｎｄｒｉａ[ Ｊ] . Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １９９６ꎬ ２７１
(３８):２３１１７￣２３１２０.
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[１５] ＪＡＣＯＢＹ Ｒ Ｐꎬ ＬＩ Ｌꎬ ＨＵＡＮＧ Ｓ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｏｍｐｏｓｉ￣
ｔｉｏｎꎬ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａ￣
ｔｉｖｅ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ ５４ (１１): ８８７￣９０６.

[１６] ＳＶＥＮＳＳＯＮ Ａ Ｓꎬ ＲＡＳＭＵＳＳＯＮ Ａ Ｇ. Ｌｉｇｈｔ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｅｎｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ｏｆ ｐｏｔａｔｏ ｌｅａｖｅｓ[ Ｊ] .
Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２００１ꎬ ２８(１):７３￣８２.

[１７] ＳＶＥＮＳＳＯＮ Ａ Ｓꎬ ＪＯＨＡＮＳＳＯＮ Ｆ Ｉꎬ ＭＯＬＬＥＲ Ｉ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｌｄ
ｓｔｒｅｓｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｆｏｒ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ＮＡＤＨ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｏ￣
ｔａｔｏ ｌｅａｖｅｓ[Ｊ] . ＦＥＢＳ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ ２００２ꎬ ５１７(１ / ３):７９￣８２.

[１８] ＬＥＣＬＥＲ Ｒꎬ ＶＩＧＥＯＬＡＳ Ｈꎬ ＥＭＯＮＤ￣ＡＬＴ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｙｐｅ￣ⅡＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｃｈｌａｍｙｄｏ￣
ｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ[ Ｊ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ２０１２ꎬ ５８:
２０５￣２１６.

[１９] ＶＥＲＤＥ Ｉꎬ ＡＢＢＯＴＴ Ａ Ｇꎬ ＳＣＬＡＢＲＩＮ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ｑｕａｌｉｔｙ
ｄｒａｆｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｐｅａｃｈ (Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ) ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ｕｎｉｑｕｅ ｐａｔｔｅｒｎｓ
ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｎａ￣
ｔｕｒｅ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０１３ꎬ ４５:４８７￣４９４.

[２０] ＣＡＯ Ｋꎬ ＹＡＮＧ Ｘ Ｗꎬ ＬＩ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｅｗ ｈｉｇｈ￣ｑｕａｌｉｔｙ ｐｅａｃｈ
(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ Ｌ. Ｂａｔｓｃｈ) ｇｅｎｏｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃ￣
ｕｌａｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ ｆｒｕｉｔｓ
[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０２１ꎬ１０８(１):２８１￣２９５.

[２１] ＺＨＡＮＧ Ｃꎬ ＦＥＮＧ Ｒ Ｃꎬ ＭＡ Ｒ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ [ Ｊ] . ＰＬｏＳ
Ｏｎｅꎬ ２０１８ꎬ １３(４): ｅ０１９５９７４.

[２２] ＸＵ Ｌꎬ ＬＡＷ Ｓ Ｒꎬ ＭＵＲＣＨＡ Ｍ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｄｕａｌ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ａｂｉｌｉ￣
ｔｙ ｏｆ ｔｙｐｅⅡＮＡＤ(Ｐ)Ｈ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓ ａｒｏｓｅ ｅａｒｌｙ ｉｎ ｌａｎｄ ｐｌａｎｔ ｅ￣
ｖｏｌｕｔｉｏｎ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ １３:１００￣１１４.

[２３] ＥＬＨＡＦＥＺ Ｄꎬ ＭＵＲＣＨＡＭ Ｗꎬ ＣＬＩＦＴＯＮ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓ ｉｎ Ａｒａ￣
ｂｉｄｏｐｓｉｓ: ｉｎｔｒａｏｒｇａｎｅｌｌｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｃｅｌｌ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ ４７(１):４３￣５４.

[２４] ＮＡＲＳＡＩ Ｒꎬ ＬＡＷ Ｓ Ｒꎬ ＣＡＲＲＩＥ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ￣ｄｅｐｔｈ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ ａ ｃｒｕｃｉａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｗｉｔｃｈ ｗｉｔｈ
ｒｏｌｅｓ ｆｏｒ ＲＮＡ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｔｈａｔ ａｒｅ ｅｓｓｅｎ￣
ｔｉａｌ ｆｏｒ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ
１５７(３):１３４２￣１３６２.

[２５] ＢＥＮＨＡＲＲＡＴ Ｈꎬ ＤＥＬＡＶＡＵＬＴ Ｐꎬ ＴＨＥＯＤＥＴ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. ＲｂｃＬ

ｐｌａｓｔｉｄ ｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅ ａｓ ａ ｔｏｏｌ ｆｏｒ Ｏｒｏｂａｎｃｈｅ (Ｓｕｂｓｅｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｏｒｅｓ)
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０００ꎬ ２(１):３４￣３９.

[２６] ＣＡＳＴＩＬＬＯ￣ＤＡＶＩＳ Ｃ Ｉꎬ ＭＥＫＨＥＤＯＶ Ｓ Ｌꎬ ＨＡＲＴＬ Ｄ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｈｏｒｔ ｉｎｔｒｏｎｓ ｉｎ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ[ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ
Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２００２ꎬ ３１:４１５￣４１８.

[２７] ＫＡＷＡＳＡＫＩ Ｈꎬ ＫＲＥＴＳＩＮＧＥＲ Ｒ Ｈ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉ￣
ｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＥＦ￣ｈａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ: ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ[Ｊ] . Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１７ꎬ ２６(１０):１８９８￣１９２０.

[２８] ＤＡＹ Ｉ Ｓꎬ ＲＥＤＤＹ Ｖ Ｓꎬ ＳＨＡＤ ＡＬＩ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＥＦ￣
ｈａｎｄ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ [ Ｊ ] . Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ
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