
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２３ꎬ３９(３):７７７￣７８７
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

程　 瑞ꎬ汪国莲ꎬ孙玉东ꎬ等. 萝卜 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族鉴定与表达特性分析[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２３ꎬ３９(３):７７７￣７８７.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２３.０３.０１９

萝卜 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族鉴定与表达特性分析

程　 瑞１ꎬ２ꎬ　 汪国莲１ꎬ２ꎬ　 孙玉东１ꎬ２ꎬ　 王林闯１ꎬ２ꎬ　 罗德旭１ꎬ２ꎬ　 王　 玮１ꎬ２ꎬ　 仲秀娟１ꎬ２ꎬ　 赵建锋１ꎬ２

(１.江苏徐淮地区淮阴农业科学研究所 /淮安市设施蔬菜重点实验室ꎬ江苏 淮安 ２２３００１ꎻ ２.淮阴师范学院 /江苏省环洪泽湖

生态农业生物技术重点实验室ꎬ江苏 淮安 ２２３００１)

收稿日期:２０２２￣０８￣１１
基金项目:江苏省农业科技自主创新基金项目[ＣＸ(２１)２０２０]ꎻ江苏省环

洪泽湖生态农业生物技术重点实验室自主研发课题(１７Ｈ￣
ＺＨＬ０１５)ꎻ淮安市农业科学研究院横向课题(００１２０２１０２８Ｈ)

作者简介:程　 瑞(１９９１－)ꎬ男ꎬ安徽潜山人ꎬ博士ꎬ助理研究员ꎬ从事

园艺 作 物 种 质 创 新 应 用 与 遗 传 育 种 研 究ꎮ ( Ｔｅｌ )
１８７６２０４６２３１ꎻ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｃｈｅｎｇｒｕｉ＠ ｊａａｓ.ａｃ.ｃｎ

通讯作者:赵建锋ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)３５００４３７３６＠ ｑｑ.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 钾元素是植物生长发育过程中必需的主要矿质营养元素之一ꎬ对作物的产量和品质有决定性影响ꎬ细胞内

Ｋ＋含量水平在很大程度上受 Ｋ＋转运蛋白控制ꎮ 通过生物信息学方法从全基因组水平鉴定出萝卜 Ｋ＋转运蛋白 ＨＡＫ/
ＫＵＰ/ ＫＴ 基因家族成员ꎬ并对其基因结构、蛋白质特性、保守基序、染色体定位、启动子顺式作用元件、系统进化及表达特性

等进行分析ꎮ 结果表明ꎬ鉴定出的 １７个萝卜ＨＡＫ/ ＫＵＰ/ ＫＴ 基因不均等地分布在萝卜 ６条染色体及 Ｓｃａｆｆｏｌｄ００８４０上ꎬ根据

与拟南芥的同源关系将其命名为 ＲｓＨＡＫ１~ＲｓＨＡＫ１７ꎻＲｓＨＡＫｓ 基因结构、保守基序、蛋白质理化特性等均具有高度保守性ꎬ
启动子区域存在大量与环境因素、植物激素、逆境胁迫应答等有关的顺式作用元件ꎻ系统进化分析结果显示ꎬ１７ 个 ＲｓＨＡＫｓ
基因聚为 ４个亚家族ꎬ全基因组复制事件是 ＲｓＨＡＫｓ 基因扩张的主要驱动力ꎮ 转录组和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 表达分析结果表明ꎬ除
ＲｓＨＡＫ５仅在萝卜根部表达外ꎬ其他 ＲｓＨＡＫｓ 在萝卜各器官及发育过程中均有特异性表达ꎬ且在高钾渗透胁迫下在叶片中

相对表达量显著上调ꎬＲｓＨＡＫ３、ＲｓＨＡＫ９、ＲｓＨＡＫ１１和 ＲｓＨＡＫ１２在根部呈现明显的缺钾诱导表达模式ꎮ 研究结果为进一步

全面解析 ＨＡＫ/ ＫＵＰ/ ＫＴ 基因在萝卜中的生物学功能以及提高萝卜栽培品质提供了一定理论依据ꎮ
关键词:　 萝卜ꎻ 钾转运蛋白ꎻ 基因家族ꎻ Ｋ＋ꎻ 表达分析
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　 　 钾元素是植物体内新陈代谢所必需的主要矿质

营养之一ꎬ参与气孔运动、细胞生长、信号转导、渗透

调节和质膜电位的维持等ꎬ在植物生长发育和抵御

逆境胁迫中起重要作用[１￣２]ꎮ 植物吸收钾离子(Ｋ＋)
有 ２ 套运输系统ꎬ即 Ｋ＋ 通道和 Ｋ＋ 转运蛋白[３￣４]ꎮ
ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ(ｈｉｇｈ￣ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｋ＋ / Ｋ＋ ｕｐｔａｋｅ ｐｅｒｍｅａｓｅ /
Ｋ＋ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ)作为植物体内最大的 Ｋ＋转运蛋白家

族ꎬ在植物生长调控、养分代谢、逆境应答等过程中

发挥至关重要的作用[５]ꎮ 自 １９９７ 年研究人员从大

麦中克隆出第一个植物钾转运蛋白编码基因

ＨＡＫ１[６]以来ꎬ迄今已有水稻[７]、小麦[８]、玉米[９]、大
豆[１０]、马铃薯[１１]、油菜[１２]、木薯[１３]、 番茄[１４]、 辣

椒[１５]、梨[１６]、石榴[１７]、香蕉[１８]等作物通过全基因组

分析鉴定出 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 家族成员ꎮ ＨＡＫ / ＫＵＰ /
ＫＴ 基因一般含有１０~ １５ 个跨膜区域ꎬ具有保守的

Ｋ＋转运结构域(Ｋ＋ ￣ｔｒａｎｓ) [１９￣２０]ꎬ主要定位于细胞膜

系统ꎬ在植物的根、茎、叶和果实等器官中均有表

达[２１]ꎮ 已有研究结果表明ꎬＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 家族成员

包含 ４ 个亚家族(Ⅰ~Ⅳ)ꎬ每个亚家族均有较为保

守的结构和功能[７]ꎮ 亚家族Ⅰ基因主要在根中表

达ꎬ参与植物根系对环境中 Ｋ＋的吸收、运输[２２￣２３]ꎻ亚
家族Ⅱ基因主要参与植物的生长调节等生理过

程[２４]ꎻ亚家族Ⅲ和Ⅳ的功能研究报道较少[１６]ꎮ
萝卜(Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ.)是重要的十字花科蔬

菜之一ꎬ其营养丰富ꎬ药用价值高ꎬ被誉为“小人参”ꎬ
在中国蔬菜生产中占有重要地位ꎮ 中国是世界第一

萝卜种植大国ꎬ栽培面积近１.２×１０６ ｈｍ２ꎬ约占世界萝

卜栽培总面积的 ４０％[２５]ꎮ 钾元素对果蔬品质的形成

具有重要影响ꎬ然而ꎬ尚不清楚萝卜对钾的吸收利用

机制ꎮ 目前ꎬＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 在多种园艺作物中已有报

道ꎬ但在全基因组水平对萝卜 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因的

鉴定和分析未见报道ꎮ 萝卜基因组数据库的公布和

不断完善[２６￣２７]为在全基因水平鉴定和分析萝卜ＨＡＫ /

ＫＵＰ / ＫＴ 基因提供了重要基础ꎮ 本研究对萝卜基因

组中的 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族成员进行鉴定ꎬ并对

其基因结构、蛋白质特征、保守基序、染色体定位、启
动子顺式作用元件、系统进化及表达特性等进行分

析ꎬ为进一步研究萝卜 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族成员

的生物学功能提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 萝卜 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 家族成员的鉴定

萝卜基因组数据信息从已公布的萝卜基因组数

据库(ｈｔｔｐ: / / ｒａｄｉｓｈ￣ｇｅｎｏｍｅ.ｏｒｇ)中获取[２８]ꎮ 拟南芥

和水稻的 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 家族基因编码的蛋白序列分

别从拟南芥数据库 ＴＡＩＲ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.
ｏｒｇ)、水稻基因组数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ｒｉｃｅ. ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ.
ｍｓｕ.ｅｄｕ / )中获得ꎮ 以拟南芥 １３ 个 ＨＡＫ/ ＫＵＰ / ＫＴ 蛋

白序列作为靶序列ꎬ在萝卜基因组数据库中进行

ＢＬＡＳＴＰ 比对ꎬ筛选阈值为１× ｅ－１０ꎬ初步获得萝卜

ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族候选成员ꎮ 采用 ＯＲＦ(Ｏｐｅｎ
Ｒｅａｄｉｎｇ Ｆｒａｍｅꎬ开放阅读框)Ｆｉｎｄｅｒ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｇｏｒｆ / ｏｒｆｉｇ.ｃｇｉ)对候选基因序列 ＯＲＦ 的完

整性进行分析ꎬ剔除没有完整 ＯＲＦ 的基因ꎻ进一步通

过 Ｐｆａｍ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ.ｓａｎｇｅｒ.ａｃ.ｕｋ / )进行 Ｋ＋

转运保守结构域(ＰＦ０２７０５)验证ꎬ并利用 ＮＣＢＩ 数据

中 ＣＤＤ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ /
ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)在线软件复筛ꎬ最终确定萝卜 ＨＡＫ / ＫＵＰ /
ＫＴ 家族成员ꎬ并统一使用 ＲｓＨＡＫ 进行命名ꎮ
１.２　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 蛋白理化特性及基因序列特征

分析

　 　 利用在线软件 Ｅｘｐａｓｙ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ)
对萝卜 ＲｓＨＡＫ 蛋白序列的相对分子质量、理论等电

点、不稳定系数、亲水性(ＧＲＡＶＹ)等进行分析ꎻ利用

ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ. ｃｏｍ / ｐｓｏｒｔ / ｗｏｌｆ ＿
ｐｓｏｒｔ.ｈｔｍｌ)对萝卜 ＲｓＨＡＫ 进行亚细胞定位预测ꎻ利
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用软件 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ. ２. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈ￣
ｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ.ｐｈｐ? ＴＭＨＭＭ￣２.０)进行 ＲｓＨＡＫｓ
跨膜结构域分析ꎻ利用在线软件 ＭＥＭＥ ( ｈｔｔｐ: / /
ｍｅｍｅ. ｎｂｃｒ. ｎｅｔ / ｍｅｍｅ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ ) 分 析 萝 卜

ＲｓＨＡＫｓ 蛋白保守基序(Ｍｏｔｉｆ) [２９]ꎬ并利用 ＳＭＡＲＴ
(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ)和 Ｐｆａｍ 数据库对

Ｍｏｔｉｆ 序列进行注释分析ꎮ
染色体信息从萝卜基因组数据库获得ꎬ萝卜

ＲｓＨＡＫｓ 基因染色体定位图利用软件 ＴＢＴｏｏｌｓ 绘

制[３０]ꎮ 基因内含子 /外显子结构分布利用 ＧＳＤＳ ２.０
(ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ.ｃｂｉ.ｐｋｕ.ｅｄｕ.ｃｎ)进行分析[３１]ꎮ 启动子

序列信息以起始密码子上游２ ０００ ｂｐ 的核酸序列进

行分析ꎬ利用 ＰＬＡＣＥ 平台(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｄｎａ.ａｆｆｒｃ.ｇｏ.
ｊｐ / ＰＬＡＣＥ)进行预测[３２]ꎮ
１.３　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 系统进化树构建及基因复制事件

分析

　 　 利用软件 ＣＬＵＳＴＡＬＷ 和 ＭＥＧＡ ７.０ 对萝卜、拟
南芥和水稻 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 蛋白进行多重比对ꎬ基
于邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬＮＪ ｍｅｔｈｏｄ)构建

系统发育树ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 设定为１ ０００ꎮ 使用 ＭＣＳｃａｎＸ
软件识别 ＲｓＨＡＫ 基因的重复事件[３３￣３４]ꎮ

Ｋａ(非同义替换率)、Ｋｓ(同义替换率)和 Ｋａ / Ｋｓ
值使用 ＫａＫｓ＿Ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ ２.０ 软件进行计算[３５]ꎬ并利

用 Ｋ 值预算复制事件发生的时期 ( Ｔ) ( Ｔ ＝ Ｋｓ /
２λ) [３４]ꎮ 本研究中ꎬ我们假设萝卜同义替换的 λ 值

为５.９×１０－９ [２６￣２８]ꎮ
１.４　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 时空表达分析

为分析 ＲｓＨＡＫ 在萝卜生长发育过程中及各器

官中的表达模式ꎬ从已公布的萝卜参考基因组数据

库中下载相关 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 数据ꎮ 每个 ＲｓＨＡＫ 基因的

表达水平通过 ＦＰＫＭ(Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｏｆ ｅｘｏｎ
ｍｏｄｅｌ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｍａｐｐｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ) 方 法 表 示ꎮ
ＲｓＨＡＫｓ 基因时空表达热图利用 Ｒ 包 ｐｈｅａｔｍａｐ 进行

分析绘制ꎮ
１.５　 ＲｓＨＡＫ 在缺钾和高钾胁迫下的表达模式分析

以江苏淮安地方萝卜品种紫芽青为试验材料ꎮ
使用 ５０ 孔穴盘进行育苗ꎬ待幼苗生长至２~３ 张真叶

时ꎬ选取长势相对一致的萝卜幼苗ꎬ用清水小心冲洗

根部基质ꎬ开始水培ꎮ 每 ７ ｄ 换 １ 次营养液ꎬ调整

ｐＨ 值为７.０±０􀆰 １ꎬ采用改良的 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液配方

进行水培[１６ꎬ３６]ꎬ以 Ｋ＋浓度 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ为缺 Ｋ＋处理ꎬ以
３ 倍 Ｋ＋浓度(１８ ｍｍｏｌ / Ｌ)高渗 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液为高

Ｋ＋胁迫处理ꎬ并保持氮、磷等其他营养元素一致ꎬ具
体试验方法参照 Ｗａｎｇ 等[１６] 的方法ꎮ 处理 １５ ｄ 后

分别收集萝卜根部和叶片样品备用ꎮ 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法
提取样品总 ＲＮＡꎬ然后使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 􀅺 ＲＴ 试剂

盒将总 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎮ 基因的特异引物(表
１)利用美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)数据库

在线软件 Ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ ｔｏｏｌ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｉｍｅｒ￣ｂｌａｓｔ / ) 设 计ꎬ 其 中ꎬ
ＲｓＨＡＫ１４ 和 ＲｓＨＡＫ１５ 的编码区序列完全一致ꎬ无法

设计特异性引物ꎮ 利用荧光定量 ＰＣＲ 技术分析

ＲｓＨＡＫｓ 在正常培养、缺 Ｋ＋和高 Ｋ＋胁迫条件下ꎬ在紫

芽青萝卜地上部分及地下部分的相对表达量ꎬ试验

具体参数参考孙小川等[２５]的研究ꎮ

表 １　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因的实时荧光定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ＲｓＨＡＫ ｇｅｎｅｓ ｉｎ

ｒａｄｉｓｈ

基因　 上游引物序列(５′→３′) 下游引物序列(５′→３′)

ＲｓＨＡＫ１ ＣＣＣＧＧＧＴＡＴＡＧＧＡＣＴＣＧＴＣＴ ＡＣＧＧＡＡＣＣＴＧＡＡＣＣＧＡＣＴＴＣ

ＲｓＨＡＫ２ ＡＡＣＣＡＡＡＧＣＣＡＧＴＣＴＣＴＣＧＧ ＣＧＡＴＴＧＴＧＡＣＡＧＣＧＡＴＧＣＡＧ

ＲｓＨＡＫ３ ＴＣＴＧＧＧＧＧＣＴＴＴＧＴＴＣＣＴＴＧ ＴＧＡＴＡＴＧＣＡＡＧＣＣＡＧＣＡＣＣＡ

ＲｓＨＡＫ４ ＧＴＴＴＴＧＣＣＧＴＣＴＴＣＡＡＧＣＧＴ ＡＧＣＣＡＧＣＡＧＡＴＡＣＧＴＴＡＧＣＣ

ＲｓＨＡＫ５ ＧＧＣＣＣＧＡＴＴＣＣＴＴＣＡＧＣＡＴＡ ＴＧＴＣＴＣＣＧＴＡＣＡＣＣＡＣＴＣＣＴ

ＲｓＨＡＫ６ ＴＧＣＴＴＴＧＣＡＧＡＣＣＴＴＡＧＧＧＧ ＧＡＣＣＡＡＴＧＡＣＡＡＧＧＣＴＣＣＧＡ

ＲｓＨＡＫ７ ＴＴＴＧＡＣＧＣＣＴＣＧＴＣＴＧＡＣＴＣ ＡＣＡＣＣＡＣＣＣＣＴＧＡＴＧＣＴＴＴＧ

ＲｓＨＡＫ８ ＧＧＴＴＣＡＡＣＧＣＴＣＧＴＴＡＴＧＧＧ ＴＧＧＴＣＡＡＴＴＣＣＧＴＧＡＴＣＧＧＴ

ＲｓＨＡＫ９ ＣＣＧＣＧＡＣＧＴＧＣＡＴＡＡＡＧＡＴＧ ＣＣＧＴＧＡＧＣＣＴＣＴＣＡＴＴＧＧＴＴ

ＲｓＨＡＫ１０ ＧＴＣＣＡＣＧＣＴＣＧＡＧＡＡＡＣＡＧＡ ＡＡＡＴＧＧＣＡＧＧＣＧＴＴＡＧＧＡＣＡ

ＲｓＨＡＫ１１ ＴＣＧＧＴＣＧＡＧＧＴＴＧＡＡＧＴＧＴＧ ＡＡＡＴＣＧＣＡＧＧＣＧＴＴＡＧＧＡＣＡ

ＲｓＨＡＫ１２ ＧＣＣＡＡＧＣＣＡＣＡＡＴＡＴＣＡＧＣＧ ＴＣＣＡＧＴＴＧＡＴＧＴＣＣＧＧＡＡＣＧ

ＲｓＨＡＫ１３ ＡＴＡＣＧＧＡＡＣＴＧＣＧＧＴＴＧＴＧＧ ＧＧＡＣＣＣＡＴＣＣＴＣＣＴＴＣＧＴＴＧ

ＲｓＨＡＫ１４ ＣＡＡＧＣＴＡＣＧＡＴＣＴＣＧＧＧＧＡＣ ＡＧＣＣＧＡＴＣＡＴＧＡＧＣＡＴＣＣＡＧ

ＲｓＨＡＫ１５ ＣＡＡＧＣＴＡＣＧＡＴＣＴＣＧＧＧＧＡＣ ＡＧＣＣＧＡＴＣＡＴＧＡＧＣＡＴＣＣＡＧ
ＲｓＨＡＫ１６ ＡＴＡＧＣＡＡＣＣＡＣＡＡＣＡＧＣＡＡ￣

ＣＡＡＴＡ
ＴＴＡＴＧＣＧＧＴＧＡＡＴＣＧＧＣＴＧ

ＲｓＨＡＫ１７ ＡＧＣＧＣＴＴＡＴＴＣＡＣＴＣＡＡＣＣＡＴ￣
ＡＣ

ＴＣＧＴＧＴＣＴＡＡＴＧＴＣＧＡＴＡＣ￣
ＣＧＴＧ

ＲｓＡｃｔｉｎ ＧＣＡＴＣＡＣＡＣＴＴＴＣＴＡＣＡＡＣ ＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡＣＡＴＡＣＡＴ

２　 结果与分析

２.１　 萝卜 ＲｓＨＡＫ基因家族鉴定及理化特性分析

在萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因家族中共鉴定出 １７ 个

ＲｓＨＡＫｓ 基因ꎬ通过 ＮＣＢＩ 和 Ｐｆａｍ 数据库进一步验证

后ꎬ根据与拟南芥 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 家族成员之间的同

９７７程　 瑞等:萝卜 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族鉴定与表达特性分析



源关系将萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因分别命名为ＲｓＨＡＫ１~
ＲｓＨＡＫ１７(表 ２)ꎮ １７ 个 ＲｓＨＡＫｓ 基因分布在萝卜染色

体 ２、染色体 ３、染色体 ４、染色体 ６、染色体 ７、染色体

８、染色体 ９ 和 Ｓｃａｆｆｏｌｄ００８４０(基因支架)上(图 １)ꎬ具
有高度保守性ꎬ均具有１３~１４ 个跨膜区ꎬ编码区序列

(ＣＤＳ)长度为２ １４８~２ ５９８ ｂｐꎬ编码氨基酸数为７１５~
８６５ ａａꎬ蛋白质相对分子质量为７９ ４９０~ ９６ ３３０ꎬ理论

等电点为５.１９~８􀆰 ９７ꎬ５３％的成员为酸性蛋白质ꎻ亚细

胞定位预测结果显示ꎬ除 ＲｓＨＡＫ２、ＲｓＨＡＫ１０、ＲｓＨＡＫ１１
分布在液泡膜上外ꎬ其余 ＲｓＨＡＫ 主要定位于质膜上

(表 ２)ꎮ 此外ꎬＲｓＨＡＫ１４ 和 ＲｓＨＡＫ１５ 的编码区长度和

蛋白质序列长度完全一致ꎬ且位于 ２ 号染色体相邻位

置(图 １)ꎬ来自于串联复制事件ꎮ

表 ２　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 序列特性分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＲｓＨＡＫ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｒａｄｉｓｈ

基因名　 基因
注释号 染色体

起始
位置

终止
位置

基因
全长
(ｂｐ)

编码区
序列(ＣＤＳ)
长度(ｂｐ)

蛋白质
序列
(ａａ)

蛋白质
相对分
子质量

理论
等电点

不稳定
系数 亲水性

跨膜区
(个)

亚细胞
定位

ＲｓＨＡＫ１ Ｒｓ３５４３４０ ６ ４６ ０５３ ２９５ ４６ ０５７ ０４９ ３ ７５５ ２ １４８ ７１５ ７９ ４９０ ７.８２ ３６.５１ ０.４５３ １３ 质膜

ＲｓＨＡＫ２ Ｒｓ５５９２７０ Ｓｃａｆｆｏｌｄ００８４０ １６ ２１２ １９ ８７２ ３ ６６１ ２ ３５７ ７８３ ８７ ７９０ ６.８３ ４４.８９ ０.３７５ １４ 液泡膜

ＲｓＨＡＫ３ Ｒｓ２８９４３０ ６ ４３ ９４４ ４７ ５５８ ３ ６１５ ２ ３４０ ７７９ ８６ ４９０ ８.９７ ４２.８４ ０.３９２ １３ 质膜

ＲｓＨＡＫ４ Ｒｓ３０６９２０ ６ １０ ７３６ ２５７ １０ ７４０ ０００ ３ ７４４ ２ ４９６ ８３１ ９２ ２５０ ６.３２ ４０.１４ ０.３７５ １３ 质膜

ＲｓＨＡＫ５ Ｒｓ３７４１３０ ７ ２１ １４１ ９８９ ２１ １５１ ４２２ ９ ４３４ ２ ３５５ ７８４ ８７ ７２０ ８.４６ ２８.００ ０.２１７ １３ 质膜

ＲｓＨＡＫ６ Ｒｓ０４４９１０ ２ ４１ １９９ ５２０ ４１ ２０３ ６６２ ４ １４３ ２ ５８６ ８６１ ９５ １４０ ５.１９ ４２.２０ ０.３２４ １３ 质膜

ＲｓＨＡＫ７ Ｒｓ０６７９４０ ２ ２８ ５９８ １８７ ２８ ６０１ ９６５ ３ ７７９ ２ ５９８ ８６５ ９６ ３３０ ５.２５ ４３.０５ ０.２８４ １３ 质膜

ＲｓＨＡＫ８ Ｒｓ１４４６５０ ３ ２７ １３０ ２４２ ２７ １３３ ９４４ ３ ７０３ ２ ５８９ ８６２ ９６ ０４０ ５.５７ ４３.８１ ０.２６９ １３ 质膜

ＲｓＨＡＫ９ Ｒｓ０６４９４０ ２ ３０ ２３３ ８８４ ３０ ２３８ ００７ ４ １２４ ２ ３４３ ７８０ ８７ ５００ ７.８５ ３７.１８ ０.３１２ １４ 质膜

ＲｓＨＡＫ１０ Ｒｓ４５３５１０ ９ ３ ４８４ ４７９ ３ ４８７ ９３２ ３ ４５４ ２ ３５２ ７８３ ８７ ３９０ ８.６１ ４４.５３ ０.２４８ １３ 液泡膜

ＲｓＨＡＫ１１ Ｒｓ０７１０４０ ２ ５ ００６ ４０１ ５ ０１０ ８９７ ４ ４９７ ２ ３２２ ７７３ ８６ ２６０ ８.４６ ４３.７０ ０.２９１ １３ 液泡膜

ＲｓＨＡＫ１２ Ｒｓ４３３４５０ ８ １６ ３５３ ２９３ １６ ３５６ ７０８ ３ ４１６ ２ ３７９ ７９２ ８８ ７４０ ８.６５ ３６.７２ ０.３１７ １４ 质膜

ＲｓＨＡＫ１３ Ｒｓ１６１４５０ ４ ６ ８４７ ６５８ ６ ８５１ ２８６ ３ ６２９ ２ ４２４ ８０７ ９０ ８００ ６.０８ ３５.７１ ０.２４２ １４ 质膜

ＲｓＨＡＫ１４ Ｒｓ０５３２５０ ２ ３４ ５１３ ０３４ ３４ ５１６ ０６３ ３ ０３０ ２ ４３９ ８１２ ９１ ０２０ ６.６５ ３５.１４ ０.２９１ １４ 质膜

ＲｓＨＡＫ１５ Ｒｓ０５３２８０ ２ ３４ ５０１ ２２７ ３４ ５０４ ３９８ ３ １７２ ２ ４３９ ８１２ ９１ ０２０ ６.６５ ３５.１４ ０.２９１ １４ 质膜

ＲｓＨＡＫ１６ Ｒｓ１６１４４０ ４ ６ ８５４ ８５７ ６ ８５９ ２９４ ４ ４３８ ２ ４２４ ８０７ ９０ ３２０ ８.０３ ３５.２９ ０.３０１ １４ 质膜

ＲｓＨＡＫ１７ Ｒｓ４３２１３０ ８ １４ ６８８ ２５０ １４ ６９１ ７００ ３ ４５１ ２ ４０３ ８００ ８９ ５９０ ６.５６ ３６.７２ ０.３１７ １４ 质膜

图 １　 萝卜 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族成员染色体定位

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒａｄｉｓｈ
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２.２　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 系统进化、基因结构及保守基序

分析

　 　 为研究萝卜 ＲｓＨＡＫ 的进化关系ꎬ选择与拟南

芥、水稻 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 共同构建系统进化树 (图

２)ꎮ 结果显示ꎬ３ 个物种的 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 可以聚为

４ 个亚家族(Ⅰ~Ⅳ)ꎻＲｓＨＡＫ 主要分布在亚家族Ⅱ
(６ 个)、亚家族Ⅲ(６ 个)、亚家族Ⅳ(４ 个)ꎬ亚家族

Ⅰ中仅含有 ＲｓＨＡＫ５ꎮ 基因结构分析结果表明ꎬ

ＲｓＨＡＫ 基因结构高度保守ꎬ除 ＲｓＨＡＫ５(９ ４３４ ｂｐ)
外ꎬ基因序列全长集中在３ ０３０~ ４ ４９７ ｂｐꎬ大部分含

有７~ １０ 个 外 显 子 ( 图 ３ )ꎮ 其 中ꎬ ＲｓＨＡＫ１６ 和

ＲｓＨＡＫ５ 含有较长的内含子ꎬ尤其是 ＲｓＨＡＫ５ꎬ 可能

为更古老的基因ꎮ 保守基序分析确定了 １０ 个 Ｍｏｔｉｆ
为萝卜 ＲｓＨＡＫ 蛋白重要保守基序ꎬ这些 Ｍｏｔｉｆ 在

ＲｓＨＡＫ 蛋白中均有分布ꎬ可能对 ＲｓＨＡＫ 蛋白功能

起重要作用(图 ３)ꎮ

Ｒｓ 表示萝卜ꎻＯｓ 表示水稻ꎻＡＴ 表示拟南芥ꎮ Ⅰ~Ⅳ表示 ４ 个亚家族ꎻ黑圈表示 ＲｓＨＡＫｓ 基因家族成员ꎮ
图 ２　 萝卜与拟南芥、水稻 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族系统进化分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｒａｄｉｓｈꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ａｎｄ ｒｉｃｅ

２.３　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因家族的扩张

为确定萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因的扩张模式ꎬ从萝卜基

因组数据库中提取染色体位置信息(图 １)ꎮ ＲｓＨＡＫ
基因家族成员中 １６ 个位于染色体ꎬ１ 个位于 Ｓｃａｆ￣
ｆｏｌｄ００８４０ꎮ 萝卜 ３ 号、７ 号和 ９ 号染色体各包含 １ 个

ＲｓＨＡＫ 基因ꎻ４ 号和 ８ 号染色体各有 ２ 个 ＲｓＨＡＫ 基

因ꎻ６ 号染色体有 ３ 个 ＲｓＨＡＫ 基因ꎻ２ 号染色体包含

６ 个 ＲｓＨＡＫ 基因ꎮ ＲｓＨＡＫ 在 ２ 号染色体(ＲｓＨＡＫ１４
和 ＲｓＨＡＫ１５)、４ 号染色体(ＲｓＨＡＫ１３ 和 ＲｓＨＡＫ１６)上
各有 １ 对发生过串联复制的基因对ꎬ表明萝卜

ＲｓＨＡＫ 家族基因在进化过程中发生了少量的串联重

复现象ꎮ 利用 ＭＣＳｃａｎＸ 软件对萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因进

行扩张模式分析ꎬ结果显示ꎬ萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因有 ９
个成员彼此间(１１ 对)存在共线性关系(表 ３)ꎬ表明

萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因家族在进化过程中发生了大量的

基因复制现象ꎬ是萝卜 ＲｓＨＡＫｓ 基因多样性的主要

驱动力ꎮ 共线性基因对的 Ｋａ 和 Ｋｓ 计算结果(表 ３)
表明ꎬ所有基因对的 Ｋａ / Ｋｓ 比值均<１.０００ ０ꎬ说明纯

化选择在 ＲｓＨＡＫ 基因扩张过程中起主要作用ꎮ 利

用公式 Ｔ＝Ｋｓ / ２λ 计算 ＲｓＨＡＫｓ 基因对重复事件的演

１８７程　 瑞等:萝卜 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族鉴定与表达特性分析



Ａ:ＲｓＨＡＫ 基因家族进化关系ꎻＢ:ＲｓＨＡＫｓ 基因结构ꎻＣ:ＲｓＨＡＫｓ 蛋白质氨基酸序列保守基序ꎮ ＣＤＳ(编码序列)、Ｕｐｓｔｒｅａｍ(上游) / Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ
(下游)、Ｉｎｔｒｏｎ(内含子)表示基因结构ꎻＭｏｔｉｆ 表示蛋白质氨基酸序列保守基序ꎮ

图 ３　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因结构和和保守基序分析

Ｆｉｇ.３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲｓＨＡＫ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ｒａｄｉｓｈ
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化时间ꎬ结果表明ꎬ萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因家族全基因组

复制事件发生在５.５５×１０６ ~１０.９０×１０６ 年前ꎮ

表 ３　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 家族基因进化分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐａｒａｌｏｇｏｕｓ ＲｓＨＡＫ ｇｅｎｅ ｐａｉｒｓ ｉｎ ｒａｄ￣
ｉｓｈ

共线性基因对　 　 　 Ｋａ Ｋｓ Ｋａ / Ｋｓ
基因扩张
发生时间
(×１０６年)

ＲｓＨＡＫ７￣ＲｓＨＡＫ８ ０.０４７ ３ ０.４０５ ８ ０.１１６ ５ ７.２８２ ８

ＲｓＨＡＫ１０￣ＲｓＨＡＫ１１ ０.０４４ １ ０.４９６ ７ ０.０８８ ９ ５.５５３ ５

ＲｓＨＡＫ１３￣ＲｓＨＡＫ１４ ０.０９６ ９ ０.５８０ １ ０.１６７ １ １０.４４２ ９

ＲｓＨＡＫ１３￣ＲｓＨＡＫ１５ ０.０９６ ９ ０.５８０ １ ０.１６７ １ １０.４４２ ９

ＲｓＨＡＫ１３￣ＲｓＨＡＫ１６ ０.０７７ １ ０.４４２ ４ ０.１７４ ３ １０.８９６ ３

ＲｓＨＡＫ１３￣ＲｓＨＡＫ１７ ０.０７０ ７ ０.５７２ ２ ０.１２３ ５ ７.７２１ ８

ＲｓＨＡＫ１４￣ＲｓＨＡＫ１６ ０.０８２ ９ ０.４９６ ２ ０.１６７ ０ １０.４３８ ６

ＲｓＨＡＫ１４￣ＲｓＨＡＫ１７ ０.０６８ ９ ０.４６９ ７ ０.１４６ ８ ９.１７４ ４

ＲｓＨＡＫ１５￣ＲｓＨＡＫ１６ ０.０８２ ９ ０.４９６ ２ ０.１６７ ０ １０.４３８ ６

ＲｓＨＡＫ１５￣ＲｓＨＡＫ１７ ０.０６８ ９ ０.４６９ ７ ０.１４６ ８ ９.１７４ ４

ＲｓＨＡＫ１６￣ＲｓＨＡＫ１７ ０.０４７ ８ ０.４５０ ９ ０.１０６ ０ ６.６２３ ０
Ｋａ:非同义替换率ꎻＫｓ:同义替换率ꎮ

２.４　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 启动子序列分析

基因的启动子元件通过基因上游 ２ ｋｂ 序列进

行分析ꎬ利用 ＰＬＡＣＥ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｄｎａ.ａｆｆｒｃ.
ｇｏ.ｊｐ / ＰＬＡＣＥ)对 １７ 个 ＲｓＨＡＫ 基因启动子区域的顺

式作用元件进行鉴定和分类ꎮ 共鉴定出 １５４ 个长度

大于 ４ ｂｐ 的顺式作用元件ꎬＲｓＨＡＫ 基因启动子区域

除存在大量基本启动子元件 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 外ꎬ大多数

ＲｓＨＡＫ 基因的启动子包含多种与生长发育及抗性相

关的调控元件ꎬ如光响应、ＡＢＡ(脱落酸)响应、ＭｅＪＡ
(茉莉酸甲酯)响应、昼夜节律调节等涉及光周期、
对植物激素响应及对环境压力应答的调控元件(表
４)ꎮ 结果表明ꎬ萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因不仅参与 Ｋ＋ 吸收

代谢ꎬ还在植株生长发育和逆境胁迫响应过程中发

挥重要作用ꎮ
２.５　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 家族基因表达模式及缺钾 /高钾

胁迫响应分析

　 　 基于转录组测序数据ꎬ以 ＦＰＫＭ 值代表基因表

达量对萝卜中 ＲｓＨＡＫ 基因的表达水平进行分析ꎬ并
以此绘制相对表达量热图(图 ４)ꎮ 结果表明ꎬ除
ＲｓＨＡＫ１４ 和 ＲｓＨＡＫ１５ 外ꎬ其他 １５ 个基因在萝卜根、
叶、花等器官及各发育阶段中均有表达 (图 ４)ꎮ
ＲｓＨＡＫ１ 主要在萝卜成熟叶(播种后第 ２８ ｄ)中表

达ꎬＲｓＨＡＫ２ 主要在雌蕊中表达ꎬＲｓＨＡＫ３、ＲｓＨＡＫ５、
ＲｓＨＡＫ１０ 和 ＲｓＨＡＫ１３ 主 要 在 根 中 表 达ꎮ 说 明ꎬ
ＲｓＨＡＫ 家族成员在萝卜生长发育过程中及不同组织

中表达存在特异性ꎬ可能在多个发育阶段发挥多种

调控作用ꎮ

表 ４　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 启动子序列元件分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ＲｓＨＡＫ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｒａｄｉｓｈ

顺式作用元件　 　 　 序列　 　 　 　 　 　 功能注释　 　 　 　 　 　 数量

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ ＣＡＡＡＴ / ＣＣＡＡＴ 启动子和增强子区域中的共同顺式作用元件 ２３４

Ｂｏｘ ４ ＡＴＴＡＡＴ 与光反应有关的保守 ＤＮＡ 模块元件 ４５

ＡＢＲＥ ＳＶＨＡＣＧＴＧＢＭ 参与脱落酸反应的顺式作用元件 ３９

Ｇ￣ｂｏｘ ＹＡＣＧＷＢ 参与光反应的顺式作用调节元件 ３８

ＡＲＥ ＡＡＡＣＣＡ 厌氧诱导所必需的顺式作用调节元件 ３６

ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＣＧ 参与茉莉酸甲酯反应的顺式作用调节元件 ２５

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ 参与茉莉酸甲酯反应的顺式作用调节元件 ２５

ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ ＧＧＴＴＡＡ / ＧＧＴＴＡＡＴ 光响应元件 ２４

ＬＴＲ ＣＣＧＡＡＡ 参与低温反应的顺式作用元件 １５

ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ ＴＣＴＴＡＣ 光响应元件 １３

ＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ ＲＧＡＴＡＲＧＲ 光响应元件 １２

ＡＥ￣ｂｏｘ ＡＧＡＡＡＣＷＷ 光响应元件 １１

ＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ＡＡＣＧＡＣ 生长素应答元件 １１

ＭＢＳ ＣＡＡＣＴＧ 参与干旱诱导的 ＭＹＢ 结合位点 １０

ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ ＧＴＴＴＴＣＴＴＡＣ / ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ 参与防御和应激反应的顺式作用元件 １０
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图 ４　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因转录组数据时空表达分析

Ｆｉｇ.４　 Ｓｐａｔｉｏ￣ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｄａｔａ ｏｆ ＲｓＨＡＫ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒａｄｉｓｈ

　 　 通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 进一步分析 １７ 个 ＲｓＨＡＫｓ 基因

在 Ｋ＋缺失和 Ｋ＋高渗胁迫条件下的表达模式ꎬ结果

(图 ５)显示ꎬＲｓＨＡＫ 在缺 Ｋ＋和高 Ｋ＋胁迫下ꎬ地上部

和地下部呈现出表达特异性ꎮ 除 ＲｓＨＡＫ５ 仅在萝卜

根部组织中有表达外ꎬ其他 ＲｓＨＡＫｓ 基因在地上和

地下部均有表达ꎮ ＲｓＨＡＫ５ 在缺 Ｋ＋ 和高 Ｋ＋ 胁迫下

在根部的相对表达量均出现下调ꎬ在缺 Ｋ＋环境中更

为显著ꎮ ＲｓＨＡＫ１、ＲｓＨＡＫ２、ＲｓＨＡＫ４ 和 ＲｓＨＡＫ１７ 主

要在萝卜叶片中表达ꎬ其中ꎬ ＲｓＨＡＫ２、 ＲｓＨＡＫ４ 和

ＲｓＨＡＫ１７ 呈显著的高 Ｋ＋胁迫诱导型表达模式ꎬ其在

叶片中的相对表达量在高 Ｋ＋胁迫处理下显著上调ꎻ
ＲｓＨＡＫ３ 和 ＲｓＨＡＫ６~ ＲｓＨＡＫ１６ 在萝卜根和叶中均有

较丰富的表达ꎬＲｓＨＡＫ３、ＲｓＨＡＫ６ 在缺 Ｋ＋和高 Ｋ＋处

理下在叶中的相对表达量显著上调ꎬ且对高 Ｋ＋胁迫

的响应更显著ꎬ而在根中的表达则受高 Ｋ＋ 胁迫抑

制ꎬ仅在缺 Ｋ＋ 环境中上调表达ꎻＲｓＨＡＫ９、ＲｓＨＡＫ１１、
ＲｓＨＡＫ１２ 在缺 Ｋ＋环境中根部相对表达量显著上调ꎬ
而在高 Ｋ＋ 环境中叶部相对表达量显著上调ꎬ
ＲｓＨＡＫ７、ＲｓＨＡＫ８、ＲｓＨＡＫ９、ＲｓＨＡＫ１４ / ＲｓＨＡＫ１５ 在叶

片中的相对表达量更易受高 Ｋ＋胁迫诱导ꎮ 以上结

果表明ꎬ不同 ＲｓＨＡＫ 在萝卜 Ｋ＋吸收转运过程及抗逆

作用中发挥的功能可能存在较大差异ꎬ具有不同的

分工ꎮ

３　 讨论与结论

ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族作为植物体内最大的

Ｋ＋转运蛋白家族ꎬ在植物生长发育、营养代谢、抵御

逆境等过程中发挥重要作用ꎬ迄今已在多种作物中

被鉴定ꎬ但在萝卜中尚未见报道ꎮ 本研究中ꎬ我们从

萝卜全基因组数据中鉴定出 １７ 个 ＲｓＨＡＫ 基因ꎬ萝
卜 ＲｓＨＡＫｓ 基因数量与拟南芥(１３ 个) [２２]、番茄(１９
个) [１４] 和桃 ( １６ 个) [３７] 等相近ꎬ但低于水稻 ( ２７
个) [７]、玉米 ( ２７ 个) [９]、大豆 ( ２９ 个) [１０]、梨 ( ２７
个) [１６]等ꎮ 将萝卜 ＲｓＨＡＫ 与拟南芥、水稻进行系统

进化分析ꎬ结果显示聚为 ４ 个亚家族ꎻＲｓＨＡＫｓ 基因

主要分布在亚家族Ⅱ中ꎬ与水稻[７] 相似ꎮ 亚家族 Ｉ
中的成员ꎬ如拟南芥中的 ＡｔＨＡＫ５[２２]、水稻中的 Ｏｓ￣
ＨＡＫ１[７]等都被报道与根系高亲和力 Ｋ＋ 吸收有关ꎬ
该亚家族中的 ＲｓＨＡＫ５ 基因可能在萝卜根系中对 Ｋ＋

具有高亲和力ꎮ 亚家族Ⅱ中的成员被报道主要参与

了植物发育过程[３８]ꎬ本研究中 ＲｓＨＡＫ１ ~ ＲｓＨＡＫ３ 和

ＲｓＨＡＫ９~ＲｓＨＡＫ１１ 分布在亚家族Ⅱ中ꎬ可能在萝卜

生长发育过程中发挥重要作用ꎮ 萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因

家族编码的氨基酸为７１５~ ８６５ ａａꎬ蛋白质相对分子

质量为７９ ４９０~９６ ３３０ꎬ理论等电点为５.１９~８􀆰 ９７ꎬ基
因序列长度、内含子 /外显子数目、保守基序类型及
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同一部位不同处理间标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ５　 萝卜 ＲｓＨＡＫ 在不同 Ｋ＋浓度下的表达特性分析

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲｓＨＡＫ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｋ＋ ｉｎ ｒａｄｉｓｈ

数量、跨膜结构域等存在高度保守性ꎬ也是萝卜

ＲｓＨＡＫ 呈现高度保守性的重要原因ꎬ这些结果为研

究萝卜 ＲｓＨＡＫ 基因功能奠定了基础ꎮ
前人研究结果表明ꎬＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族并

不只是简单地介导了土壤中初级 Ｋ＋的吸收ꎬ还参与

了植株的生长发育、抗逆调控等过程ꎮ 拟南芥 ＡｔＫ￣
ＵＰ２ 突变被证明会导致胚轴变短[３９]ꎬ敲除 ＡｔＫＴ３ 会

导致根部根毛增加[４０]ꎮ Ｋ＋转运蛋白编码基因还可

能参与了盐胁迫调控ꎬ 如拟南芥中的 ＡｔＨＡＫ１、
ＡｔＨＡＫ２、ＡｔＨＡＫ６[４１] 等ꎻ部分水稻 ＯｓＨＡＫｓ 参与了激

素调控ꎬ如 ＯｓＨＡＫ７、ＯｓＨＡＫ８ 参与萘乙酸调控ꎬＯｓ￣
ＨＡＫ１６ 参与赤霉素调控ꎬＯｓＨＡＫ１７、ＯｓＨＡＫ２７ 参与了

萘乙酸、赤霉素和细胞分裂素代谢等[７]ꎮ 本研究在

ＲｓＨＡＫｓ 基因上游启动子序列中发现了一系列参与

光周期和昼夜节律调节、植物激素反应、应答逆境胁

迫等的顺式作用元件ꎮ 在这些调控元件中ꎬ光响应

元件 Ｂｏｘ￣４ 分布在鉴定出的 １７ 个 ＲｓＨＡＫ 基因中ꎬ大
多数 ＲｓＨＡＫ 基因的启动子区域还包含 Ｇ￣ｂｏｘ 和 ＡＥ￣
ｂｏｘ 等与光周期和昼夜节律调节相关的顺式作用元

件ꎮ 另外ꎬ启动子区还包含:低温响应元件(ＬＴＲ)ꎻ
植物激素响应元件 ＴＧＡＣＧ(茉莉酸甲酯)、ＣＧＴＣＡ
(茉莉酸甲酯)、ＴＧＡ(生长素)ꎻ干旱诱导响应元件

ＭＢＳ 等ꎮ 上述结果说明ꎬＲｓＨＡＫｓ 在光周期、激素调

节、低温响应、抵抗干旱等方面起重要作用ꎮ
土壤溶液中的 Ｋ＋ 浓度通常在 ０.０００ ００１％~

０.０００ ２００％[４２]ꎮ 因此ꎬＫ＋缺乏是植物必须面对的一

种常见的非生物胁迫[４３]ꎬ但由于近年来化肥的大量

不合理施用ꎬ导致部分农耕地出现盐渍化等问题ꎮ
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ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因对 Ｋ＋的吸收利用及非生物胁迫

响应均具有重要作用ꎬ本研究利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析了

萝卜幼苗在缺钾和高钾处理下的表达模式ꎬ以此筛

选和鉴定可能在缺钾和高钾胁迫应答中发挥重要作

用的 ＲｓＨＡＫ 基因ꎮ 结果表明ꎬ系统进化树中唯一聚

类在亚家族Ⅰ中的 ＲｓＨＡＫ５ 仅在萝卜根中表达ꎬ且
受到缺钾和高钾胁迫抑制ꎻ进一步验证了 ＨＡＫ /
ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族亚家族Ⅰ中基因主要在根中表

达ꎬ参与植物根系对环境中 Ｋ＋的吸收和运输[２２￣２３]ꎮ
与 ＡｔＫＵＰ６、 ＡｔＫＵＰ８ 同 源 的 ＲｓＨＡＫ８、 ＲｓＨＡＫ９、
ＲｓＨＡＫ１０ 在缺钾胁迫下在根中的相对表达量上调ꎬ
且在高钾环境下叶片中的相对表达量显著上调ꎬ拟
南芥 ＡｔＫＵＰ６、ＡｔＫＵＰ８ 已被验证参与根部 Ｋ＋ 的流

出[４４]ꎬ推测 ＲｓＨＡＫ８、ＲｓＨＡＫ９、ＲｓＨＡＫ１０ 可能参与萝

卜根部的 Ｋ＋转运ꎮ ＲｓＨＡＫ３ 与 ＡｔＫＵＰ３ 同源ꎬ而后者

由 Ｋ＋饥饿强烈诱导[４５]ꎬＲｓＨＡＫ３ 在低钾环境中叶片

和根中的相对表达量均显著上调ꎬ证实 ＲｓＨＡＫ３ 也

存在 Ｋ＋饥饿诱导表达模式ꎮ 序列相似的直系同源

蛋白质通常具有相似的功能ꎬ本研究中 ＲｓＨＡＫｓ 基

因表达模式与前人研究结果基本一致ꎬ说明 ＨＡＫ /
ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族在不同物种中具有高度保守性ꎮ
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ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＡＫ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｍａｉｚｅ
(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.) [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１２ꎬ ３９(８):
８４６５￣８４７３.

[１０] 晁毛妮ꎬ温青玉ꎬ张晋玉ꎬ等. 大豆 ＫＵＰ / ＨＡＫ / ＫＴ 钾转运体基

因家族的鉴定与表达分析[Ｊ] . 西北植物学报ꎬ ２０１７ꎬ ３７(２):
２３９￣２４９.

[１１] 许赛赛ꎬ张　 博ꎬ仲　 阳ꎬ等. 马铃薯 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 基因家族

鉴定与表达分析[ Ｊ] .分子植物育种ꎬ ２０２１ꎬ １９(１２): ３８７８￣
３８８６.

[１２] 朱　 乐ꎬ赵鑫泽ꎬ蒋立希. 甘蓝型油菜钾离子转运载体 ＨＡＫ /
ＫＵＰ / ＫＴ 家族的全基因组鉴定与分析[ Ｊ] . 浙江大学学报(农
业与生命科学版)ꎬ ２０２１ꎬ ４７(３): ３０３￣３１３.

[１３] ＯＵ Ｗꎬ ＭＡＯ Ｘꎬ ＨＵＡＮＧ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＫＵＰ ｆａｍｉｌｙ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
Ｃａｓｓａｖａ (Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｃｒａｎｔｚ) [Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２０１８ꎬ ９:
１７.

[１４] ＨＹＵＮ Ｔ Ｋꎬ ＲＩＭ Ｙꎬ ＫＩＭ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＫＴ / ＨＡＫ / ＫＵＰ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ (Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌ.) [ Ｊ] . Ｇｅｎｅｓ ＆ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ ２０１４ꎬ ３６(３): ３６５￣
３７４.

[１５] ＭＡＲＴＩＮＥＺ￣ＣＯＲＤＥＲＯ Ｍ Ａꎬ ＭＡＲＴＩＮＥＺ Ｖꎬ ＲＵＢＩＯ Ｆ. Ｃｌｏｎｉｎｇ
ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｋ＋ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
ＨＡＫ１ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２００４ꎬ ５６(３): ４１３￣４２１.

[１６] ＷＡＮＧ Ｙ Ｚꎬ ＬＶ Ｊ Ｈꎬ ＣＨＥＮ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎꎬ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＫＴ / ＨＡＫ / ＫＵＰ ｆａｍ￣
ｉｌｙ ｉｎ ｐｅａｒ[Ｊ] . Ｇｅｎｏｍｅꎬ ２０１８ꎬ ６１(１０): ７５５￣７６５.

[１７] 赵建荣ꎬ杨　 圆ꎬ秦改花ꎬ等. 石榴 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 家族基因鉴

定及钾转运功能分析[Ｊ] .园艺学报ꎬ ２０２２ꎬ ４９(４): ７５８￣７６８.
[１８] 金龙飞ꎬ张安妮ꎬ滕梦鑫ꎬ等. 香蕉钾转运体 ＨＡＫ / ＫＵＰ / ＫＴ 家

族鉴定及其在果实发育和低钾胁迫下的表达分析[ Ｊ] .江苏农

业科学ꎬ ２０２２ꎬ ５０(２): ３０￣３６.
[１９] ＲＵＢＩＯ Ｆꎬ ＧＵＩＬＬＥＲＭＯ Ｅ Ｓꎬ ＡＬＯＮＳＯ Ｒ Ｎ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ Ａｒａｂｉ￣

ｄｏｐｓｉｓ ａｎｄ ｂａｒｌｅｙ ｃＤＮＡｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＨＡＫ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ
ｒｏｏｔ ａｎｄ ｓｈｏｏｔ ｃｅｌｌｓ[ Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉａ Ｐｌａｎｔａｒｕｍꎬ ２０１０ꎬ １０９(１):
３４￣４３.

[２０] ＧＯＭＥＺ￣ＰＯＲＲＡＳ Ｊ Ｌꎬ ＲＩＡñＯ￣ＰＡＣＨóＮ Ｄ Ｍꎬ ＢＥＮＩＴＯ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｋ＋ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ ｂｒｙｏｐｈｙｔｅｓꎬ ｌｙｃｏｐｈｙｔｅｓꎬ
ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐｌａｎｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｓｐｅｃｉａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐｌａｎｔｓ
[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１２ꎬ ３:１６７.

[２１] 柴薇薇ꎬ王文颖ꎬ崔彦农ꎬ等. 植物钾转运蛋白 ＫＵＰ / ＨＡＫ / ＫＴ
家族研究进展[Ｊ] . 植物生理学报ꎬ ２０１９ꎬ ５５(１２):１７４７￣１７６１.

[２２] ＧＩＥＲＴＨ Ｍꎬ ＳＣＨＲＯＥＤＥＲ Ｐ Ｍ Ｉ. Ｔｈｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
ＡｔＨＡＫ５ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｋ＋ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｉｇｈ￣ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｋ＋ ｕｐ￣
ｔａｋｅ ａｎｄ ＡＫＴ１ Ｋ＋ ｃｈａｎｎｅｌ ｃｏｎ ｔｏ Ｋ＋ ｕｐｔａｋｅ ｋｏｎｔｒｉｂｕｔｉｉｎｅｔｉｃｓ ｉｎ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｒｏｏｔｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ １３７ ( ３): １１０５￣
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[２３] ＱＩ Ｚꎬ ＨＡＭＰＴＯＮ Ｃ Ｒꎬ ＲＹＯＵＮＧ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｋ＋

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ＡｔＨＡＫ５ ｐｌａｙｓ ａ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｌａｎｔａ ａｔ ｖｅｒｙ ｌｏｗ
Ｋ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｃａｅｓｉｕｍ ｕｐｔａｋｅ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ Ａｒａｂｉ￣
ｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２００８ꎬ ５９(３): ５９５￣
６０７.

[２４] ＲＩＧＡＳ Ｓꎬ ＤＩＴＥＮＧＯＵ Ｆ Ａꎬ ＬＪＵＮＧ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｏｔ ｇｒａｖｉｔｒｏｐｉｓｍ
ａｎｄ ｒｏｏｔ ｈａｉｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅ ｃｏｕｐｌｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ａｕｘｉｎ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｒｏｏｔ ａｐｅｘ
[Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２０１２ꎬ １９７(４): １１３０￣１１４１.

[２５] 孙小川ꎬ段伟科ꎬ黄志楠ꎬ等. 萝卜 ＤＨＮ 基因家族的鉴定及表

达模式分析[ Ｊ / ＯＬ].分子植物育种ꎬ２０２２:１￣８[ ２０２２￣０８￣０５] .
ｈｔｔｐｓ: / / ｋｎｓ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / ４６. １０６８. Ｓ. ２０２１０９２２. １４４６.
００５.ｈｔｍｌ.

[２６] ＫＩＴＡＳＨＩＢＡ Ｈꎬ ＬＩ Ｆꎬ ＨＩＲＡＫＡＷＡ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｒａｆｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｒａｄｉｓｈ (Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ.) ｇｅｎｏｍｅ[ Ｊ] . ＤＮＡ Ｒｅｓꎬ ２０１４ꎬ
２１(５): ４８１￣４９０.

[２７] ＭＩＴＳＵＩ Ｙꎬ ＳＨＩＭＯＭＵＲＡ Ｍꎬ ＫＯＭＡＴＳＵ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒａｄｉｓｈ ｇｅ￣
ｎｏｍｅ ａｎｄ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｔｕｂｅｒｏｕｓ ｒｏｏｔ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[Ｊ] . Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０１５ꎬ ５(１):１￣１４.

[２８] ＪＥＯＮＧ Ｙ Ｍꎬ ＫＩＭ Ｎꎬ ＡＨＮ Ｂ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅｄ
ａｎｃｅｓｔｒａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒａｄｉｓｈ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ￣ｌｅｖｅｌ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｇｅｎｏｍｅｓ [ Ｊ] . Ｔｈｅｏｒ Ａｐｐｌ Ｇｅｎｅｔꎬ
２０１６ꎬ １２９(７):１３５７￣１３７２.

[２９] ＢＡＩＬＥＹ Ｔ Ｌꎬ ＷＩＬＬＩＡＭＳ Ｎꎬ ＭＩＳＬＥＨ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. ＭＥＭＥ: ｄｉｓｃｏｖｅ￣
ｒｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ＤＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｍｏｔｉｆｓ[ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ２００６ꎬ ３４:３６９￣３７３.

[３０] ＣＨＥＮ Ｃꎬ ＣＨＥＮ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＢｔｏｏｌｓ: ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ
ｔｏｏｌｋｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｂｉｇ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｔａ[Ｊ] .
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔꎬ ２０２０ꎬ １３(８):１１９４￣１２０２.

[３１] ＨＵ Ｂꎬ ＪＩＮ Ｊ Ｐꎬ ＧＵＯ Ａ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＳＤＳ ２.０: ａｎ ｕｐｇｒａｄｅｄ ｇｅｎｅ
ｆｅａｔｕｒｅ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｅｒｖｅｒ [ Ｊ] . Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ２０１５ꎬ ３１ ( ８):
１２９６￣１２９７.

[３２] ＨＩＧＯ Ｋꎬ ＵＧＡＷＡ Ｙꎬ ＩＷＡＭＯＴＯ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｌａｎｔ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕ￣
ｌａｔｏｒｙ ＤＮＡ ｅｌｅｍｅｎｔｓ (ＰＬＡＣＥ) ｄａｔａｂａｓｅ[Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ
１９９９ꎬ ２７(１): ２９７￣３００.

[３３] ＷＡＮＧ Ｙ Ｐꎬ ＴＡＮＧ Ｈ Ｂꎬ ＤＥＢＡＲＲＹ Ｊ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. ＭＣＳｃａｎＸ: ａ
ｔｏｏｌｋｉｔ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｓｙｎｔｅｎｙ ａｎｄ

ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ[Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ２０１２ꎬ ４０(７): ｅ４９.
[３４] ＱＩＡＯ Ｘꎬ ＬＩ Ｍꎬ ＬＩ Ｌ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｈｉｔｅ ｐｅａｒ (Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ) ａｎｄ ｆｉｖｅ ｏｔｈｅｒ Ｒｏｓａｃｅａｅ
ｓｐｅｃｉｅｓ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌꎬ ２０１５ꎬ １５:１２.

[３５] ＮＥＩ Ｍꎬ ＧＯＪＯＢＯＲＩ Ｔ. Ｓｉｍｐｌｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ
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