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　 　 摘要:　 植物生长发育由多种激素共同调控ꎬ其中生长素是重要的调控激素之一ꎮ 生长素响应因子(Ａｕｘｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｆａｃｔｏｒꎬＡＲＦ)是生长素信号传导过程中的关键因子ꎬ它能够特异性地与生长素应答元件结合ꎬ进而影响植物体内生长素响

应基因的表达ꎮ 本研究通过生物信息学方法鉴定到 １７个油桐 ＡＲＦ 基因家族成员ꎬ分布在 ９条染色体上ꎬ并且各基因间无

片段重复现象ꎮ 理化性质分析结果表明ꎬＡＲＦ 蛋白长度为５８７~１ １１９ ａａꎬ均为酸性蛋白质ꎬ不稳定系数>４０ꎬ为不稳定蛋白

质ꎬ亲水性指数<０ꎬ为亲水性蛋白质ꎮ 根据系统进化分析结果将油桐 ＡＲＦ 蛋白家族分为 ４ 个亚族ꎬ与拟南芥的亚族划分

一致ꎮ 每个成员都具有典型的 Ｂ３型结构域和 Ａｕｘｉｎ＿ｒｅｓｐ 中间结构域ꎮ 分析 ＡＲＦ 基因表达特征发现ꎬＡＲＦ 基因的表达在

油桐不同组织中具有明显的组织特异性ꎮ 本研究结果为揭示油桐生长发育调控机制提供了理论依据ꎮ
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　 　 油桐(Ｖｅｒｎｉｃｉａ ｆｏｒｄｉｉ)为大戟科(Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｃｅａｅ)
油桐属落叶乔木树种ꎬ其整株都具有极高的应用价

值ꎬ根、叶、花、果均可入药[１]ꎻ并且油桐既有能源和

经济价值ꎬ又是重要的用材树种[２]ꎮ
植物生长素响应因子 (Ａｕｘｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒꎬ

ＡＲＦ)是生长素信号传导过程中的关键因子ꎬ其能够

特异性地结合生长素应答元件ꎬ从而影响植物体内生

长素响应基因的表达[３]ꎮ 植物生长素调控涉及多个

基因家族ꎬ机制十分复杂ꎬ对生长素响应因子的研究

有助于揭示植物生长发育调控机制ꎮ ＡＲＦ 基因在多

种植物中的功能已被揭示ꎮ 例如ꎬ在模式植物拟南芥

(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)研究中发现ꎬＡｔＡＲＦ１７ 促进花药

发育和花粉管壁形成[４]ꎬＡｔＡＲＦ１ 和 ＡｔＡＲＦ２ 参与花器

官的发育和凋谢过程[５]ꎬＡｔＡＲＦ６ 和 ＡｔＡＲＦ８ 促进花器

官成熟[６]ꎮ 葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ)中 ＶｖＡＲＦ７ 基因能响

应红蓝光ꎬ促进花芽分化[７]ꎮ 另外ꎬＡＲＦ 基因家族还

在植物抗逆境胁迫响应中发挥着重要作用ꎮ 冷胁迫

条件下ꎬ香蕉(Ｍｕｓａ ａｃｕｍｉｎａｔａ)中 １７ 条 ＭａＡＲＦ 基因

被诱导ꎬ２６ 条 ＭａＡＲＦ 基因被抑制[８]ꎮ 下调 ＳｌＡＲＦ４
表达ꎬ番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)的抗盐和抗干旱能

力增强[９]ꎮ 通过对二穗短柄草(Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓ￣
ｔａｃｈｙｏ)的研究ꎬ发现 ＢｄＡＲＦ４ 和 ＢｄＡＲＦ８ 基因均参与

了水杨酸信号通路调控ꎬ可以缓解重金属胁迫[１０]ꎮ
目前ꎬ油桐全基因组数据测序已经完成ꎬ但对于

油桐 ＡＲＦ 转录因子的相关研究却鲜见报道ꎮ 因此ꎬ
本研究利用生物信息学技术ꎬ基于油桐全基因组数

据鉴定出油桐 ＡＲＦ 基因家族成员ꎬ并对油桐 ＡＲＦ 基

因家族进行系统分析ꎬ旨在阐释生长素响应因子

ＡＲＦ 在油桐生长发育进程中的功能与作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 基因序列来源

油桐全基因组数据[１１]来源于中南林业科技大学经

济林培育与保护教育部重点实验室(ｈｔｔｐｓ:/ / ｂｉｇｄ.ｂｉｇ.ａｃ.
ｃｎ / ｇｓａ / )ꎻ在拟南芥数据库网站 ＴＡＩＲ(ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ.ａｒａｂｉ￣
ｄｏｐｓｉｓ.ｏｒｇ)下载拟南芥ＡＲＦ 蛋白氨基酸序列ꎻ水稻(Ｏｒｙ￣
ｚａ ｓａｔｉｖａ)的ＡＲＦ 蛋白氨基酸序列下载自ＮＣＢＩ 数据库网

站(ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )ꎻ巨桉 (Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ
ｇｒａｎｄｉｓ)、麻疯树(Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ)和蓖麻(Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍ￣
ｍｕｎｉｓ)的ＡＲＦ 蛋白氨基酸序列下载自 Ｐｌａｎｔ ＴＦＤＢ 数据

库网站(ｈｔｔｐ:/ / ｐｌａｎｔｔｆｄｂ.ｃｂｉ.ｐｋｕ.ｅｄｕ.ｃｎ)ꎮ

１.２　 油桐 ＡＲＦ 基因家族成员的鉴定及其编码蛋白

质理化性质分析

　 　 首先ꎬ从 Ｐｆａｍ 网站(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ / )下

载 ＡＲＦ 基 因 家 族 的 隐 马 尔 科 夫 模 型 文 件

(ＰＦ０６５０７) [１２]ꎬ再使用 ＨＭＭＥＲ３.０ 软件对油桐 ＡＲＦ
转录因子家族成员进行搜索ꎬ筛选出候选序列[１３]ꎮ
其次ꎬ利用本地 ＢＬＡＳＴＰ 软件比对拟南芥 ＡＲＦ 基因

与油桐基因组序列ꎬ选取 Ｅ 值<１×１０－１０的序列ꎮ 针

对两种方法获得的重复氨基酸序列只需保留其一ꎬ
初步确定油桐的 ＡＲＦ 基因家族成员ꎮ 之后借助

ＳＭＡＲＴ(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / )和 ＮＣＢＩ￣
ＣＤＤ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ /
ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)进一步确认 ＡＲＦ 蛋白保守结构域[１４￣１５]ꎮ
最终鉴定得到 ＡＲＦ 基因家族成员ꎬ并根据 ＢＬＡＳＴ 命

名法和系统命名法ꎬ对油桐 ＡＲＦ 基因进行命名ꎮ
对油桐 ＡＲＦ 基因家族成员编码的蛋白质氨基酸

序列应用在线软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ[１６] (ｈｔｔｐ:/ / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ/ )进行预测分析ꎬ分析其相对分子量

(Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ)、等电点(Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ)、
不稳定性系数(Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ)、亲水性指数(Ｈｙｄｒｏ￣
ｐａｔｈｉｃｉｔｙ ｉｎｄｅｘ)、脂溶指数(Ａｌｉｐｈａｔｉｃ ｉｎｄｅｘ)等理化性

质ꎬ油桐 ＡＲＦ 蛋白的亚细胞定位分析利用 Ｐｌａｎｔ￣
ｍＰＬｏｃｓｅｒｖｅｒ 在线网站(ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ.ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ.ｃｎ /
ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ￣ｍｕｌｔｉ / )[１７]ꎮ
１.３　 ＡＲＦ 家族的系统发育分析

利用软件 ＭＥＧＡ １１[１８]对油桐、拟南芥、水稻、巨
桉、麻疯树和蓖麻的 ＡＲＦ 蛋白进行多序列分析比

对ꎬ比对结果利用邻近法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)构建

系统进化树ꎬ使用泊松校正法计算进化距离ꎬ校验参

数(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)为１ ０００ꎬ其余参数设置为初始的默认

值ꎮ 最后通过 Ｅｖｏｌｖｉｅｗ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｖｏｌｇｅｎｉｕｓ.ｉｎｆｏ /
ｅｖｏｌｖｉｅｗ / ＃ / )在线美化进化树ꎮ
１.４　 油桐 ＡＲＦ 基因家族的基因及其编码蛋白质结

构分析

　 　 将已鉴定出的油桐 ＡＲＦ 的 ＣＤＳ 序列和对应的

基因组 ＤＮＡ 序列上传至基因结构显示网站[１９](ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｇｓｄｓ.ｇａｏ￣ｌａｂ.ｏｒｇ / )ꎬ在线分析其基因结构特征ꎮ

运用 ＭＥＭＥ[２０]在线工具分析该家族的蛋白质

基序ꎬ最大基序检索数目设置为 １０ꎬ其他参数均为

默认值ꎮ 随后通过 ＴＢｔｏｏｌｓ[２１]软件获得可视化呈现ꎮ
对筛选得到的油桐各 ＡＲＦ 蛋白的保守结构域采用

在线软件 ＳＭＡＲＴ 分析ꎬ并利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件进行作
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图ꎮ
１.５　 油桐 ＡＲＦ 基因家族成员的染色体定位

借助 ＴＢｔｏｏｌｓ 程序的 ＧＥＮＥ 定位功能对油桐中

筛选出的 ＡＲＦ 基因进行染色体定位ꎮ
１.６　 油桐 ＡＲＦ 基因家族的基因表达分析

收集油桐不同生长时期、不同组织的转录组数

据[２２]ꎬ包括开花后 １０ 周的种子(Ｓ１)、开花后 １５ 周

的种子(Ｓ２)、开花后 ２０ 周的种子(Ｓ３)、开花后 ２５
周的种子(Ｓ４)、开花后 ３０ 周的种子(Ｓ５)ꎻ不同发育

时期的花蕾:开花前 ３０ ｄ 的雌蕾(Ｃ１)和雄蕾(Ｘ１)、
开花前 ２０ ｄ 的雌蕾(Ｃ２)和雄蕾(Ｘ２)、开花前 １０ ｄ
的雌蕾(Ｃ３)和雄蕾(Ｘ３)、开花前 １ ｄ 的雌蕾(Ｃ４)
和雄蕾(Ｘ４)ꎻ８ 年生油桐的根( ｒｏｏｔ)、茎(ｓｔｅｍ)、叶
(ｌｅａｖｅ)ꎮ 在转录组数据库中检索 １７ 个油桐 ＡＲＦ 基

因的表达值(ＦＰＫＭ)ꎬ并使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件中的 Ｈｅａｔ
Ｍａｐ 模块绘制差异表达热图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 油桐 ＡＲＦ 基因家族成员的鉴定结果及其编码

蛋白质理化性质

　 　 首先利用隐马尔可夫模型和 ＢＬＡＳＴＰ 算法对油

桐全基因组进行搜索ꎬ筛选出油桐的 ＡＲＦ 基因序

列ꎮ 在此基础上ꎬ通过交叉筛选以及保守结构域的

筛选(去除不含 Ａｕｘｉｎ＿ｒｅｓｐ 结构域的蛋白质氨基酸

序列)ꎬ最终共鉴定出 １７ 个油桐 ＡＲＦ 基因家族成

员ꎮ 与其他物种 ＡＲＦ 基因研究结果相比ꎬ本研究鉴

定出的油桐 ＡＲＦ 基因家族成员数量比水稻、拟南

芥、大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)等物种略少ꎬ与巨桉、麻疯树、
蓖麻等物种 ＡＲＦ 基因家族成员数量一致ꎮ

油桐 ＡＲＦ 蛋白基本理化性质如表 １ 所示ꎬ１７ 个

油桐 ＡＲＦ 蛋白氨基酸序列长度为５８７~ １ １１９ ａａꎬ其
中 ＶｆＡＲＦ１７ 最短ꎬＶｆＡＲＦ１９Ａ 最长ꎮ 蛋白质相对分

子量为６４ ５１０.９０~ １２４ ９９３.４５ꎬ其中 ＶｆＡＲＦ１７ 相对

分子量最小ꎬＶｆＡＲＦ１９Ａ 相对分子量最大ꎮ 理论等

电点为５.１０~ ６􀆰 ９３ꎬ表明 １７ 个 ＡＲＦ 蛋白等电点<７ꎬ
属酸性蛋白质ꎮ 油桐 ＡＲＦ 蛋白不稳定系数为

４７.８６~７４􀆰 ３０ꎬ不稳定系数>４０ꎬ均属于易分解的不

稳定 蛋 白 质ꎮ 油 桐 ＡＲＦ 蛋 白 亲 水 性 指 数 为

－０.６８４~ －０.２６２ꎬ亲水性指数<０ꎻ亲水性指数为负值

时表示为亲水性ꎬ反之ꎬ正值时则表示为疏水性ꎬ表
明油桐 ＡＲＦ 蛋白都是亲水性蛋白ꎮ 亚细胞结构定

位预测结果显示ꎬ油桐 ＡＲＦ 蛋白均位于细胞核中ꎮ

表 １　 油桐 ＡＲＦ 蛋白理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＡＲＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｖｅｒｎｉｃｉａ ｆｏｒｄｉｉ

蛋白 基因 ＩＤ 长度(ａａ) 相对分子量 等电点 不稳定性系数 脂溶指数 亲水性指数 染色体定位 亚细胞定位

ＶｆＡＲＦ１ Ｖｆ０３Ｇ０５７７ ６２６ ７０ ０９０.５８ ５.５０ ５７.４３ ７１.７１ －０.５４３ ２ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ２Ａ Ｖｆ１０Ｇ０６９３ ８６７ ９７ ２２８.０８ ６.２１ ５４.９３ ６５.８６ －０.６６３ ９ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ２Ｂ Ｖｆ０７Ｇ２６３２ ８０６ ９０ ８７０.８５ ６.２２ ５２.７５ ７５.１１ －０.５０６ ６ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ３ Ｖｆ０７Ｇ０９２９ ７４０ ８１ ５８３.５９ ６.４４ ５８.７４ ６６.９３ －０.４５６ ６ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ４ Ｖｆ０２Ｇ０３１９ ７９４ ８７ ９４６.１４ ６.７５ ５５.０２ ７１.４２ －０.４８８ １ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ５ Ｖｆ０９Ｇ１９３６ ９４６ １０４ １４８.７６ ５.１０ ４９.３７ ７４.４０ －０.４５１ ８ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ６ Ｖｆ０７Ｇ１２４４ ９７０ １０７ ９３５.４３ ５.９９ ６５.３３ ７４.５８ －０.４４９ ６ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ８ Ｖｆ０５Ｇ０８４６ ８２７ ９２ ５６７.７９ ５.９６ ６２.３０ ７１.１９ －０.５３１ ４ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ９Ａ Ｖｆ０６Ｇ２３８１ ７００ ７７ ５５２.１６ ６.０６ ５４.４５ ７０.５９ －０.４８３ ５ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ９Ｂ Ｖｆ０５Ｇ１９９５ ６９４ ７７ ７６９.５０ ６.４９ ６３.１２ ７０.４９ －０.５８４ ４ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ１０ Ｖｆ０２Ｇ０２７２ ６９０ ７５ ９４６.７５ ６.９３ ４８.９３ ７６.１６ －０.３４４ １ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ１６Ａ Ｖｆ０３Ｇ２３２６ ６８９ ７５ ８９７.６９ ５.８６ ４８.６６ ７３.７３ －０.３３９ ２ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ１６Ｂ Ｖｆ０４Ｇ０１０１ ６９１ ７６ １０７.０８ ６.３６ ５１.８９ ７１.２６ －０.３９８ ３ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ１７ Ｖｆ０９Ｇ１１４５ ５８７ ６４ ５１０.９０ ５.７８ ５２.０９ ７２.５７ －０.２６２ ８ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ１９Ａ Ｖｆ０８Ｇ１４６５ １ １１９ １２ ４９９３.４５ ６.０４ ７４.３０ ６８.５１ －０.６８４ ７ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ１９Ｂ Ｖｆ０９Ｇ０１８４ １ １１１ １２ ２５５８.４０ ６.１７ ６５.２２ ７３.６５ －０.５４７ ８ 号染色体 细胞核

ＶｆＡＲＦ２４ Ｖｆ０６Ｇ１９７４ ８１９ ９１ ６６２.４６ ５.５７ ４７.８６ ７６.３９ －０.４５０ ５ 号染色体 细胞核
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２.２　 ＡＲＦ 家族的系统发育树

为揭示ＡＲＦ 家族的系统进化关系ꎬ选取 ６ 个物种:
拟南芥(２３条ＡＲＦ 蛋白)、油桐(１７ 条 ＡＲＦ 蛋白)、水稻

(２５条ＡＲＦ 蛋白)、巨桉(１７条ＡＲＦ 蛋白)、麻疯树(１７条

ＡＲＦ 蛋白)、蓖麻(１７ 条 ＡＲＦ 蛋白)构建系统发育树ꎬ其
中水稻为单子叶植物的典型代表ꎬ拟南芥为双子叶植物

的典型代表ꎮ 进化树聚类分析结果(图 １)显示ꎬ油桐

ＡＲＦ 家族成员可分为Ⅰ亚族、Ⅱ亚族、Ⅲ亚族和Ⅳ亚族这 ４
个亚族ꎮ 其中Ⅰ亚族中含有 ６ 个油桐 ＡＲＦ 蛋白家族成

员ꎬ 分 别 为 ＶｆＡＲＦ２Ａ、 ＶｆＡＲＦ２Ｂ、 ＶｆＡＲＦ１、 ＶｆＡＲＦ２４、
ＶｆＡＲＦ９Ｂ、ＶｆＡＲＦ９ＡꎻⅡ亚族中含有 ２ 个油桐 ＡＲＦ 蛋白家

族成员ꎬ分别为 ＶｆＡＲＦ４、ＶｆＡＲＦ３ꎻⅢ亚族含有 ５ 个油桐

ＡＲＦ 蛋白家族成员ꎬ分别为 ＶｆＡＲＦ５、ＶｆＡＲＦ６、ＶｆＡＲＦ８、
ＶｆＡＲＦ１９Ａ、ＶｆＡＲＦ１９ＢꎻⅣ亚族含有 ４个油桐 ＡＲＦ 蛋白家

族 成 员ꎬ 分 别 为 ＶｆＡＲＦ１７、 ＶｆＡＲＦ１６Ｂ、 ＶｆＡＲＦ１０、
ＶｆＡＲＦ１６Ａꎮ 值得注意的是ꎬ在 Ｉ 亚族中ꎬ存在一个分支

仅包含 ＥｇｒＡＲＦ２４、ＶｆＡＲＦ２４ 和 ＪｃＡＲＦ１０ꎮ 该分支没有草

本一年生植物(如拟南芥、水稻)的 ＡＲＦ 蛋白家族成员ꎬ
但包含木本多年生植物(如巨桉、油桐、麻疯树)的 ＡＲＦ
蛋白家族成员ꎮ 研究结果表明ꎬ油桐与麻疯树和蓖麻之

间存在较多的相似蛋白质ꎬ油桐的ＡＲＦ 蛋白均可在麻疯

树和蓖麻中找到对应的同源蛋白质氨基酸序列ꎮ

图 １　 ＡＲＦ 蛋白系统进化树

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＡＲＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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２.３　 油桐 ＡＲＦ 基因结构

将油桐 ＡＲＦ 的 ＣＤＳ 序列及其对应的基因序列

按要求提交至在线网站 ＧＳＤＳ２.０ 进行基因结构分

析ꎬ由图 ２ 可知ꎬ油桐 ＡＲＦ 基因结构复杂多样ꎬ均含

有较多的外显子与内含子ꎮ 此外ꎬ ＶｆＡＲＦ１６Ａ 与

ＶｆＡＲＦ１６Ｂ 基因结构上相似度较高ꎬ ＶｆＡＲＦ１９Ａ 与

ＶｆＡＲＦ１９Ｂ 基因结构上相似度较高ꎮ

图 ２　 油桐 ＡＲＦ 基因结构分析

Ｆｉｇ.２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＲＦ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｖｅｒｎｉｃｉａ ｆｏｒｄｉｉ

２.４　 油桐 ＡＲＦ 蛋白保守基序

利用在线软件 ＭＥＭＥ 预测油桐 ＡＲＦ 蛋白质的

保守结构域ꎬ结果如图 ３ 所示ꎬ亲缘关系较近的成员

表现出相似的保守基序特征ꎮ ＶｆＡＲＦ１７ 含有 ８ 个保

守基序ꎬ ＶｆＡＲＦ１、 ＶｆＡＲＦ３、 ＶｆＡＲＦ９Ａ、 ＶｆＡＲＦ９Ｂ 和

ＶｆＡＲＦ１０ 含有 ９ 个保守基序ꎬ其他序列均含有 １０ 个

保守基序ꎮ 油桐 ＡＲＦ 蛋白都具有 ６ 个相同的 Ｍｏｔｉｆꎬ
Ｍｏｔｉｆ ４、Ｍｏｔｉｆ ２、Ｍｏｔｉｆ １、Ｍｏｔｉｆ ６、Ｍｏｔｉｆ ５、Ｍｏｔｉｆ １０ꎮ 由

此可推测ꎬ油桐 ＡＲＦ 基因家族成员在功能上具有一

定的相似性ꎮ
２.５　 油桐 ＡＲＦ 家族蛋白质保守结构域

油桐 ＡＲＦ 家族蛋白质保守结构域分析结果见如

图 ３ 所示ꎬ可以看出ꎬ同一亚族蛋白质的保守结构域

的组成和排序具有一定的相似性ꎮⅠ亚族和Ⅱ亚族中ꎬ
除 ＶｆＡＲＦ２Ｂ 和 ＶｆＡＲＦ３ 编码的蛋白质含有 Ｂ３ 和 Ａｕｘ￣
ｉｎ＿ｒｅｓｐ ２ 个结构域外ꎬ其他成员均含有 Ｂ３、Ａｕｘｉｎ＿ｒｅ￣
ｓｐ 和 ＡＵＸ＿ＩＡＡ ３ 个结构域ꎬⅢ亚族中的全部成员均

含有 Ｂ３ 结构域、Ａｕｘｉｎ＿ｒｅｓｐ 结构域和 ＡＵＸ＿ＩＡＡ 结构

域ꎮ 此外ꎬⅣ亚族中的全部成员均不包含 ＡＵＸ＿ＩＡＡ

结构域ꎬ推测Ⅳ亚族的油桐 ＡＲＦ 基因在进化历程中或

许出现部分丢失现象ꎮ 总的来看ꎬ大部分油桐 ＡＲＦ
蛋白含有完整的 ３ 个结构域ꎬ即 Ｂ３ 结构域、Ａｕｘｉｎ＿ｒｅ￣
ｓｐ 结构域和 ＡＵＸ＿ＩＡＡ 结构域ꎮ 各亚族的 ＡＲＦ 蛋白

保守结构域差别较小ꎬ所有油桐 ＡＲＦ 蛋白均含有 Ｂ３
和 Ａｕｘｉｎ＿ｒｅｓｐ 结构域ꎮ
２.６　 油桐 ＡＲＦ 基因家族成员的染色体定位

依据油桐基因组注释文件ꎬ结合 ＴＢｔｏｏｌｓ 分析油

桐 ＡＲＦ 基因的染色体定位ꎬ油桐 ＡＲＦ 基因在各个染

色体上的分布较均匀(表 １)ꎬ１７ 个 ＶｆＡＲＦ 基因分布在

９ 条染色体上ꎬ６ 号和 ８ 号染色体上各有 ３ 个 ＶｆＡＲＦ
基因ꎬ１ 号、２ 号、４ 号、５ 号染色体上各有 ２ 个 ＶｆＡＲＦ
基因ꎬ３ 号、７ 号和 ９ 号染色体上各有 １ 个 ＶｆＡＲＦ 基

因ꎮ ＶｆＡＲＦ１０、ＶｆＡＲＦ４、ＶｆＡＲＦ１、ＶｆＡＲＦ１６Ｂ、ＶｆＡＲＦ１９Ｂ、
ＶｆＡＲＦ２Ａ 位于染色体的上端ꎬ ＶｆＡＲＦ１６Ａ、 ＶｆＡＲＦ８、
ＶｆＡＲＦ９Ｂ、 ＶｆＡＲＦ２４、 ＶｆＡＲＦ９Ａ、 ＶｆＡＲＦ３、 ＶｆＡＲＦ６、
ＶｆＡＲＦ２Ｂ、ＶｆＡＲＦ１９Ａ、ＶｆＡＲＦ１７、ＶｆＡＲＦ５ 位于染色体的

下端ꎮ 此外ꎬ在油桐 ＡＲＦ 基因家族成员中未发现有

串联重复和片段重复现象ꎮ
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图 ３　 油桐 ＡＲＦ 系统进化树(Ａ)、蛋白质保守基序(Ｂ)和保守结构域(Ｃ)分析

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ (Ａ)ꎬ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ (Ｂ) ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ (Ｃ) ｏｆ ＡＲＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｖｅｒｎｉｃｉａ ｆｏｒｄｉｉ

２.７　 油桐 ＡＲＦ 基因表达

由图 ４ 可知ꎬ在开花后 １０ 周ꎬ油桐种子中

ＶｆＡＲＦ２Ａ、ＶｆＡＲＦ９Ａ、ＶｆＡＲＦ２Ｂ、ＶｆＡＲＦ４ 表达量较高ꎮ
在开花后 １５ 周ꎬ油桐种子中 ＶｆＡＲＦ２Ａ 的表达量最

高ꎮ 在开花后 ２０ 周ꎬ油桐种子中 ＶｆＡＲＦ９Ａ 的表达量

最高ꎮ 随着种子的生长和发育ꎬＶｆＡＲＦ２４ 基因表达

量逐渐升高ꎬ但 ＶｆＡＲＦ２４ 基因在根、茎、叶、花中几

乎不表达ꎮ 在开花前 ３０ ｄ ꎬ雌蕾和雄蕾中 ＶｆＡＲＦ５、
ＶｆＡＲＦ６、ＶｆＡＲＦ８、ＶｆＡＲＦ９Ａ、ＶｆＡＲＦ２Ａ 和 ＶｆＡＲＦ２Ｂ 表

达量较高ꎮ 在开花前 ２０ ｄꎬ雄蕾中 ＶｆＡＲＦ６、ＶｆＡＲＦ８
和 ＶｆＡＲＦ２Ｂ 表达量较高ꎬ雌蕾中 ＶｆＡＲＦ６、ＶｆＡＲＦ８、
ＶｆＡＲＦ２Ｂ、ＶｆＡＲＦ２Ａ 和 ＶｆＡＲＦ９Ａ 表达量较高ꎮ 在开

花前 １０ ｄꎬ雄蕾中 ＶｆＡＲＦ６、ＶｆＡＲＦ８ 和 ＶｆＡＲＦ２Ｂ 表达

量较高ꎬ雌蕾中 ＶｆＡＲＦ６、ＶｆＡＲＦ８、ＶｆＡＲＦ２Ｂ 表达量较

高ꎮ 推测这些基因可能与花器官的成熟与发育有

关ꎮ ＶｆＡＲＦ６ 和 ＶｆＡＲＦ２Ａ 在茎部表达量较高ꎮ 在根

部ꎬ ＶｆＡＲＦ２Ａ 和 ＶｆＡＲＦ９Ｂ 的 表 达 量 较 高ꎬ 其 中

ＶｆＡＲＦ２Ａ 的表达量最高ꎬ表明其可能参与调控根部

生长和发育ꎮ 叶片中 ＶｆＡＲＦ２Ｂ、ＶｆＡＲＦ６、ＶｆＡＲＦ２Ａ 的

表达量较高ꎮ 值得注意的是ꎬＶｆＡＲＦ１９Ａ 和 ＶｆＡＲＦ１０
仅在开花前 １ ｄ 的雄蕾中表达量大幅上调ꎬ推测这 ２
个基因可能与雄蕾后期的发育有关ꎮ 油桐 ＡＲＦ 基

因在雌蕾和雄蕾中的表达量明显高于其在根、茎、叶

和种子中的表达量ꎮ 此外ꎬＶｆＡＲＦ１６Ａ、ＶｆＡＲＦ１６Ｂ、
ＶｆＡＲＦ１７ 基因在油桐各组织中表达量都较低ꎮ 综上

所述ꎬＡＲＦ 基因的表达在油桐不同组织中表现出了

明显的组织特异性ꎮ

３　 讨 论

本研究通过对油桐全基因组进行生物信息学分

析ꎬ鉴定出 １７ 个油桐 ＡＲＦ 基因ꎬ这与麻疯树ꎬ巨桉

和蓖麻的 ＡＲＦ 基因家族成员数量一致ꎮ 结合已报

道的研究结果ꎬ发现 ＡＲＦ 基因家族成员的数量在不

同物种中有明显的差异ꎬ如拟南芥中有 ２３ 个 ＡＲＦ
基因[２３]、烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)中有 ５０ 个 ＡＲＦ 基

因[２４]、水稻中有 ２５ 个 ＡＲＦ 基因[２５]、番茄中有 ２１ 个

ＡＲＦ 基因[２６]、大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)中有 ５１ 个 ＡＲＦ 基

因[２７]、苹果(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)中有 ２９ 个 ＡＲＦ 基因[２８]、
桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ)中有 １８ 个 ＡＲＦ 基因[２９]、葡萄中

有 １９ 个 ＡＲＦ 基因[３０]、南瓜(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍｏｓｃｈａｔａ)中

有 １８ 个 ＡＲＦ 基因[３１]、黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ)中有 １５
个 ＡＲＦ 基因[３２]、茶树(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)中有 ２５ 个

ＡＲＦ 基因[３３]、巨桉中有 １７ 个 ＡＲＦ 基因[３４]、麻疯树

中有 １７ 个 ＡＲＦ 基因[３５]ꎮ 尽管不同物种的基因组大

小差异较大ꎬ但不同植物中 ＡＲＦ 的数量与它们的基

因组大小并无直接关系ꎮ

９８９王占军等:油桐 ＡＲＦ 基因家族的鉴定及表达分析



Ｓ１:开花后 １０ 周的种子ꎻＳ２:开花后 １５ 周的种子ꎻＳ３:开花后 ２０ 周的种子ꎻＳ４:开花后 ２５ 周的种子ꎻＳ５ 开花后 ３０ 周的种子ꎻＣ１:开花前 ３０ ｄ
的雌蕾ꎻＸ１:开花前 ３０ ｄ 的雄蕾ꎻＣ２:开花前 ２０ ｄ 的雌蕾ꎻＸ２:开花前 ２０ ｄ 的雄蕾ꎻＣ３:开花前 １０ ｄ 的雌蕾ꎻＸ３:开花前 １０ ｄ 的雄蕾ꎻＣ４:开花

前 １ ｄ 的雌蕾ꎻＸ４:开花前 １ ｄ 的雄蕾ꎮ
图 ４　 油桐 ＡＲＦ 基因表达量

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＲＦ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｖｅｒｎｉｃｉａ ｆｏｒｄｉｉ

　 　 油桐 ＡＲＦ 蛋白氨基酸序列长度为５８７~ １ １１９
ａａꎬ相对分子量为６４ ５１０.９０~ １２４ ９９３.４５ꎬ均为酸性

蛋白质ꎮ 由于所有油桐 ＡＲＦ 蛋白的不稳定系数>
４０ꎬ且亲水性指数<０ꎬ故它们均属于不稳定、易降解

的亲水性蛋白ꎮ 油桐 ＡＲＦ 蛋白的亚细胞定位结果

与其他物种略有不同ꎬ 例如梅 ( Ｐｒｕｎｕｓ ｍｕｍｅ)
ＰｍＡＲＦ１７ 蛋白位于细胞核和细胞膜上[３６]ꎬ而油桐

ＡＲＦ 蛋白仅存在细胞核中ꎮ 染色体定位分析结果

表明ꎬ油桐 ＡＲＦ 基因在不同染色体上的数量分布较

为均匀ꎬ１７ 个油桐 ＡＲＦ 基因定位在 ９ 条染色体上ꎬ
平均每条染色体上含有１~３ 个油桐 ＡＲＦ 基因ꎬ并且

在各染色体上均未发现串联重复和片段重复的情

况ꎮ 系统进化关系分析发现ꎬ油桐 ＡＲＦ 家族成员可

划分为 ４ 个亚族ꎬ这与拟南芥的亚族划分一致ꎮ 其

中 Ｉ 亚族是该家族中成员数量最多的一支ꎬ共有 ６
个油桐 ＡＲＦ 基因成员ꎻⅡ亚族中含有的油桐 ＡＲＦ 基

因家族成员最少ꎬ仅有 ２ 个油桐 ＡＲＦ 基因成员ꎮ 分

析油桐 ＡＲＦ 基因及其编码蛋白质结构发现ꎬ油桐

ＡＲＦ 均含有外显子和内含子且结构复杂多样ꎬ亲缘

关系较为密切的成员表现出相似的保守基序特征ꎬ
这表明在物种进化过程中 ＡＲＦ 存在一定的保守性ꎮ
基因家族成员保守结构域分析结果显示ꎬ同一亚族

的保守结构域的组成和排序往往呈现出相似的特

征ꎮ 油桐的大多数 ＡＲＦ 蛋白都含有 Ｂ３、Ａｕｘｉｎ＿ｒｅｓｐ
和 ＡＵＸ＿ＩＡＡ 结构域ꎬ仅少数的油桐 ＡＲＦ 蛋白表现

出不同于其他成员的 ＡＵＸ＿ＩＡＡ 结构域缺失现象ꎬ
这与黄贤斌等[３７]对石榴(Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ )ＡＲＦ 蛋

白家族的鉴定结果相似ꎮ 值得注意的是ꎬ Ⅳ亚族的

所有成员均不包含 ＡＵＸ＿ＩＡＡ 结构域ꎬ可以推测Ⅳ
亚族的油桐 ＡＲＦ 基因在进化历程中或许发生了部

分丢失的现象ꎮ 生长素 /吲哚乙酸(Ａｕｘ / ＩＡＡ)蛋白

质通常与 ＡＲＦ 蛋白 Ｃ 末端的 ＡＵＸ＿ＩＡＡ 结构域结合

形成异源二聚体ꎬ进而参与生长素信号途径ꎬ发挥着

生长素调控作用[３８]ꎮ 据此推测油桐 ＡＲＦ 蛋白的

ＡＵＸ＿ＩＡＡ 结构域丢失可能会对其生理功能产生影

响ꎮ
基因表达特征为基因功能研究提供重要信息ꎮ

本研究发现部分油桐 ＡＲＦ 基因在多种组织中皆高
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表 达ꎬ 如 ＶｆＡＲＦ５、 ＶｆＡＲＦ６、 ＶｆＡＲＦ８、 ＶｆＡＲＦ９Ａ、
ＶｆＡＲＦ２Ａ 和 ＶｆＡＲＦ２Ｂꎬ暗示它们可能在油桐的生长

发育中发挥着多方面的重要作用ꎮ 部分基因在各组

织中不表达或表达量过低ꎬ有些基因则主要在一个

组织中表达量很高ꎬ表明 ＡＲＦ 基因在油桐不同组织

中的表达具有显著的组织特异性ꎮ 此外ꎬ油桐 ＡＲＦ
基因在雌蕾和雄蕾中的表达水平明显高于其在根、
茎、叶 和 种 子 中 的 表 达 水 平ꎬ 石 榴 中 也 出 现

ＰｇＡＲＦ６ａ、ＲｇＡＲＦ６ｂ、ＰｇＡＲＦ６ｃ 在花、花芽中较高表

达现象[６ꎬ３９]ꎬ表明在花器官的发育和成熟过程中

ＡＲＦ 基因或将发挥重要作用ꎮ
本研究在油桐全基因组中共鉴定到 １７ 个油桐

ＡＲＦ 基因ꎬ对其基因结构、系统发育、染色体定位及

其编码蛋白质基本的理化性质、亚细胞定位、保守结

构域、保守基序进行了系统的生物信息学分析ꎮ 此

外ꎬ基于油桐在不同发育阶段的花、种子和营养组织

的转录组数据ꎬ对油桐 ＡＲＦ 基因的表达特征开展了

全面研究ꎮ 本研究结果为阐释生长素响应因子

ＡＲＦ 在油桐生长发育过程中的功能和作用机制提

供了理论支持ꎬ同时也为研究其他植物中的植物生

长素响应因子 ＡＲＦ 提供参考信息ꎮ
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