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摘要: 利用生物信息学方法ꎬ从石榴(Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ.)品种‘突尼斯’(‘Ｔｕｎｉｓｉａ’)基因组中鉴定自噬相关基

因(ＡＴＧ)家族成员ꎬ并对其蛋白质理化性质、染色体定位、基因结构、系统进化、共线关系和表达模式进行了分析ꎮ
结果表明:从石榴基因组中共鉴定出 ５８ 个 ＡＴＧ 基因ꎬ定位在 ８ 条染色体上ꎮ ５８ 个石榴 ＡＴＧ 家庭成员可分为 ６ 个

亚族ꎮ ５８ 个石榴 ＡＴＧ 基因中 ３ 对基因存在共线关系ꎻ石榴与拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕和葡萄

(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.)ＡＴＧ 基因家族成员间分别存在 ４５ 和 ４１ 对共线关系ꎮ 转录组数据挖掘显示:ＰｇＶＴＩ１２ｂ－ １、
ＰｇＡＴＧ１ｂ－１、ＰｇＡＴＧ８ｈ－１、ＰｇＡＴＧ８ｃ－２ 和 ＰｇＡＴＧ８ｃ－３ ５ 个基因在 ＡＢＡ 缓解干旱胁迫的响应中差异表达ꎻＮａＣｌ 胁迫

下ꎬ石榴根和叶中分别有 １１ 和 ８ 个 ＡＴＧ 基因差异表达ꎬ且 ＰｇＡＴＧ６ｂ、ＰｇＴＯＲｂ 和 ＰｇＡＴＧ１ｂ－２ 基因在根和叶中均差异

表达ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 验证发现石榴 ＡＴＧ 基因的表达模式与转录组结果基本一致ꎮ 综合分析结果表明:
ＰｇＶＴＩ１２ｂ－１、ＰｇＡＴＧ１ｂ－１、ＰｇＡＴＧ８ｈ－１、ＰｇＡＴＧ８ｃ－２ 和 ＰｇＡＴＧ８ｃ－３ 基因参与石榴叶对 ＡＢＡ 缓解干旱胁迫的响应ꎬ而
ＰｇＡＴＧ６ｂ、ＰｇＴＯＲｂ 和 ＰｇＡＴＧ１ｂ－２ 基因则同时参与石榴根和叶对 ＮａＣｌ 胁迫的响应ꎮ

关键词: 石榴ꎻ 自噬相关基因(ＡＴＧ)ꎻ 基因家族鉴定ꎻ 非生物胁迫ꎻ 表达模式
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ (ＡＴＧ)ꎻ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ａｂｉｏｔｉｃ
ｓｔｒｅｓｓꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ

　 　 石 榴 ( Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ.) 为 千 屈 菜 科

(Ｌｙｔｈｒａｃｅａｅ)石榴属(Ｐｕｎｉｃａ Ｌｉｎｎ.)的果树ꎬ栽培历史

悠久ꎬ种质资源丰富[１]ꎮ 石榴是一种集观赏、经济、
生态和保健于一体的优良果树ꎬ因其果实富含维生

素、蛋白质、矿物质、鞣质和类黄酮等ꎬ越来越受到消

费者的喜爱[２]ꎮ 与其他果树一样ꎬ石榴在栽培过程

中也常受高盐、干旱、营养缺乏和病原菌侵染等胁迫

影响ꎬ干旱胁迫下植株的生长和生理功能ꎬ尤其是光

合特性等会发生一系列变化ꎮ 王紫彤等[３] 研究发

现ꎬ干旱胁迫影响大蒜(Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.)叶绿素

的合成ꎬ从而抑制叶绿体的发育ꎬ光合效率降低ꎬ使植

株生长迟缓ꎮ 石榴虽为一种较为耐旱的植物ꎬ但卓热

木塔西等[４] 研究发现土壤相对含水量从 ７０％自然

降到 ３０％期间ꎬ植株光合等生理指标下降ꎬ生长受到

限制ꎮ 细胞自噬是生物体降解蛋白质过程中一条非

常重要的途径ꎬ存在于真核单细胞生物、植物和动物

中ꎮ 调控细胞自噬形成与发生的基因称作自噬相关

基因(ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅꎬＡＴＧ) [５]ꎮ 除了正常生长

发育与衰老外ꎬ当植物体受到外界环境的刺激而处在

逆境条件下ꎬ植物体内的细胞也会在 ＡＴＧ 等基因的

调控下ꎬ形成自噬小体ꎬ将受损的蛋白质或者细胞器

包裹起来ꎬ运输到液泡进行水解ꎬ产生的物质和能量

被植物体循环利用[６]ꎮ
目前ꎬ在非生物胁迫方面ꎬ研究较多的是 ＡＴＧ５、

ＡＴＧ７、ＡＴＧ８ 和 ＡＴＧ１８ 等基因ꎬ例如:核桃 ( Ｊｕｇｌａｎｓ
ｒｅｇｉａ Ｌｉｎｎ.)ＡＴＧ１８ａ 基因能响应逆境ꎬ参与核桃适应

不良环境[７]ꎻ小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.)ＡＴＧ１８ｓ 基
因及其参与的自噬过程与小麦对白粉菌侵染的免疫

反应密切相关ꎬ也与小麦响应非生物胁迫环境相

关[８]ꎻ当番茄( Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)受到高温

胁迫时ꎬＡＴＧ５ 和 ＡＴＧ７ 基因表达量上调ꎬ而将 ＡＴＧ５
和 ＡＴＧ７ 基因沉默后ꎬ番茄株系对高温的耐受性显著

下降[９]ꎮ 但到目前为止ꎬ对石榴 ＡＴＧ 基因家族的研

究还少见报道ꎮ 脱落酸(ＡＢＡ)可以调节植物对外界

胁迫的响应[１０]ꎮ Ｑｉａｎ 等[１１] 研究认为ꎬ在干旱胁迫

下ꎬ６０ μｍｏｌＬ－１ ＡＢＡ 能够显著提高石榴对干旱胁

迫的耐受性ꎮ
自 ２０１７ 年ꎬ石榴品种 ‘大笨籽’ (‘ Ｄａｂｅｎｚｉ’)、

‘泰山红’ (‘Ｔａｉｓｈａｎｈｏｎｇ’)和‘突尼斯’ (‘Ｔｕｎｉｓｉａ’)
的基因组测序陆续完成ꎬ获得了更高质量的石榴基因

组序列[１２－１４]ꎬ也为在全基因组水平上鉴定与分析基

因家族提供了可能性ꎮ 本研究从目前基因组质量最

高的石榴品种‘突尼斯’基因组中挖掘 ＡＴＧ 基因ꎬ并
对其进行生物信息学分析ꎬ同时探究其在不同非生物

胁迫下的表达情况ꎬ为后续深入分析 ＡＴＧ 基因在石

榴响应非生物胁迫中的功能奠定研究基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 基因组数据来源

石榴基因组数据 ( ＡＳＭ２２０１５８ｖ２ ) [１４] 下载自

ＮＣＢＩ 数据库(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ)ꎬ拟南芥

〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕基因组数据下

载自 ＥｎｓｅｍｂｌＰｌａｎｔｓ 数据库 ( ｈｔｔｐ:∥ ｐｌａｎｔｓ. ｅｎｓｅｍｂｌ.
ｏｒｇ / Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＿ ｔｈａｌｉａｎａ / Ｉｎｆｏ / Ｉｎｄｅｘ )ꎬ 葡 萄 ( Ｖｉｔｉｓ
ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.)基因组数据下载自 ＥｎｓｅｍｂｌＰｌａｎｔｓ 数据

库( ｆｔｐ: ∥ ｆｔｐ. ｅｎｓｅｍｂｌｇｅｎｏｍｅｓ. ｏｒｇ / ｐｕｂ / ｒｅｌｅａｓｅ － ３３ /
ｐｌａｎｔｓ / ｇｔｆ / ｖｉｔｉｓ＿ｖｉｎｉｆｅｒａ) [１５]ꎮ 石榴转录组数据下载自

ＮＣＢＩ－ ＳＲＡ 数据库 ( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
Ｔｒａｃｅｓ / ｓｒａ) [１１ꎬ１６]ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 石榴 ＡＴＧ 基因家族成员的鉴定　 根据已报道

的拟南芥和水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.)ＡＴＧ 基因核酸序

列ꎬ利用 ＢＬＡＳＴｘ 程序 ( ｆｔｐ:∥ ｆｔｐ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
ｂｌａｓｔ / ｅｘｅｃｕｔａｂｌｅｓ / ｂｌａｓｔ＋ / ＬＡＴＥＳＴ / )从石榴蛋白质序

列集中检索潜在的石榴 ＡＴＧ 序列(Ｅ≤１０－５)ꎻ利用

８３
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ＮＣＢＩ 网站的 ＣＤＤ 在线工具(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.
ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ. ｃｇｉ)批量鉴定石榴 ＡＴＧ
基因家族成员序列的功能域ꎬ筛选并剔除其中的假阳

性序列ꎬ获得候选的石榴 ＡＴＧ 基因家族成员ꎮ
１.２.２　 石榴 ＡＴＧ 家族成员的蛋白质理化性质分析

运用在线软件 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ(ｈｔｔｐ:∥ｕｓ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ.ｈｔｍｌ)对候选的石榴 ＡＴＧ 家族成员进行蛋

白质理化性质分析ꎬ获得石榴 ＡＴＧ 家族成员氨基酸

序列的氨基酸残基数、理论相对分子质量、理论等电

点和不稳定系数ꎮ
１.２.３　 石榴 ＡＴＧ 基因家族成员染色体定位和基因结

构分析 　 利用 ＭＧ２Ｃ 网站 ( ｈｔｔｐ:∥ｍｇ２ｃ. ｉａｓｋ. ｉｎ /
ｍｇ２ｃ＿ｖ２.１ / )绘制石榴 ＡＴＧ 基因家族成员染色体定

位图ꎮ 根据石榴全基因组的 ＧＦＦ 格式的注释文件ꎬ
提取石榴 ＡＴＧ 基因家族成员序列中的非翻译区、编
码序列和内含子的结构信息ꎮ 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件[１７]

分析其基因结构ꎬ生成相应的基因结构图ꎮ
１.２.４　 石榴 ＡＴＧ 家族成员的氨基酸序列对比和系统

进化树构建 　 使用 ＭＥＧＡ７.０ 软件[１８] 中的 ＭＵＳＣＬＥ
方法对石榴和拟南芥 ＡＴＧ 家族成员的氨基酸序列进

行多序列比对ꎬ采用最大似然法(ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬ
ＭＬ)生成进化树ꎬ设置校验参数 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 的重复次数

为１ ０００ꎮ 使用 ｉＴＯＬ 在线软件[１９](ｈｔｔｐｓ:∥ｉｔｏｌ. ｅｍｂｌ.
ｄｅ / )修饰美化进化树ꎮ
１.２.５ 　 石榴 ＡＴＧ 基因家族成员共线性分析 　 运用

ＭＣＳｃａｎＸ 软件[２０] 对石榴 ＡＴＧ 基因家族成员进行共

线性分析ꎬ选出具有显著共线性的成员ꎮ 此外ꎬ利用

ＴＢｔｏｏｌｓ 软件绘制石榴、拟南芥和葡萄 ＡＴＧ 基因家族

成员的共线性图谱ꎬ并计算石榴具有显著共线性成员

的 Ｋａ / Ｋｓ 值ꎬ其中 Ｋａ 为非同义替换率ꎬＫｓ 为同义替

换率ꎮ 若 Ｋａ / Ｋｓ 值大于 １ꎬ则认为存在正向选择ꎻ若
Ｋａ / Ｋｓ 值等于 １ꎬ则认为存在中性选择ꎻ如果 Ｋａ / Ｋｓ 值
小于 １ꎬ则认为存在纯化选择ꎮ
１.２.６　 石榴 ＡＴＧ 基因家族成员在非生物胁迫下的表

达信息挖掘 　 根据石榴 ＡＴＧ 基因家族成员基因 ＩＤ
号ꎬ利用前人发表的转录组数据[１１ꎬ１６] 分析石榴 ＡＴＧ
基因家族成员在 ＡＢＡ 缓解干旱胁迫和 ＮａＣｌ 胁迫下

的表达量ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件绘制热图ꎮ
１.２.７　 石榴 ＡＴＧ 基因家族成员在非生物胁迫下的表

达验证　 石榴品种‘突尼斯’２ 年生苗(购自山东振邦

生态农业科技有限公司)种植于盆口直径２０ ｃｍ、高
２５ ｃｍ 的塑料盆中ꎬ栽培基质为育苗专用基质(江苏

兴农基质科技有限公司)ꎬ每盆 １ 株ꎬ置于南京农业大

学白马实践基地温室中进行培养ꎮ
参考 Ｑｉａｎ 等[１１] 的实验设计ꎬ挑选长势基本一致

的 １２ 株植株用于干旱胁迫处理ꎬ将 １２ 株植株随机分

为 ４ 组ꎬ每组 ３ 株ꎮ 干旱胁迫时间为 ３１ ｄ(４ 月 １３ 日

至 ５ 月 １３ 日)ꎬ胁迫期间保持土壤含水量为 ３０％ ~
３５％ꎮ 在干旱胁迫的同时ꎬ其中 ３ 组每天分别全株喷

洒 ３０、６０ 和 ９０ μｍｏｌＬ－１ ＡＢＡ 溶液 １０ ｍＬꎬ剩余 １ 组

作为对照ꎬ喷洒等体积的蒸馏水 (即 ０ μｍｏｌＬ－１

ＡＢＡ 溶液)ꎮ 处理结束后收集各植株的全部叶片ꎬ立
即在液氮中冷冻后储存于 － ８０ ℃ 冰箱ꎬ 用于提

取 ＲＮＡꎮ
参考 Ｌｉｕ 等[１６] 的实验设计和获得的表达信息ꎬ

发现 ＮａＣｌ 胁迫第 ６ 天基因的应答强烈ꎬ同时根中响

应基因较叶片中多ꎬ因此本研究的实时荧光定量

ＰＣＲ ( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ ｑＲＴ￣
ＰＣＲ)以 ０ 和 ６ ｄ 根系为材料分析石榴 ＡＴＧ 基因表达

特点ꎮ 参考 Ｌｉｕ 等[１６] 的实验设计ꎬ挑选长势基本一

致的 ６ 株植株用于 ＮａＣｌ 胁迫处理ꎬ将 ６ 株植株随机

分为 ２ 组ꎬ每组 ３ 株ꎮ ＮａＣｌ 胁迫时间为 ６ ｄ(４ 月 １３
日至 ４ 月 １８ 日)ꎬ其中一组用 ２００ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ 溶
液施肥 １ 次ꎬ每盆施用 １ Ｌꎻ于 ４ 月 １３ 日收获未进行

ＮａＣｌ 胁迫处理组植株的全部根系作为对照ꎮ 实验期

间 ＮａＣｌ 胁迫处理组每盆下面放置 １ 个碟子收集渗滤

液并倒回塑料盆中ꎮ 第 ６ 天(处理结束后)收集 ＮａＣｌ
胁迫处理组各植株的全部根系ꎬ立即在液氮中冷冻后

储存于－８０ ℃冰箱ꎬ用于提取 ＲＮＡꎮ
所有 样 品 使 用 ＣＴＡＢ 法[２１] 提 取 ＲＮＡꎬ 使 用

Ｎａｎｏｄｒｏｐ－１００ａ 超微量分光光度计(美国赛默飞公

司)检测 ＲＮＡ 浓度ꎬ使用质量体积分数 １％琼脂糖凝

胶电泳检查完整性ꎮ 利用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ
(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)试剂盒〔宝生物工程(大连)有限

公司〕逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ 利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软

件设计特异性引物(表 １)用于 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析ꎬ引物

由通用生物股份有限公司合成ꎬ参照关晓弯等[２２] 的

研究使用 ＰｇＡｃｔｉｎ 为内参基因ꎮ 按照 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ试剂盒〔宝生物工程(大连)有限公司〕说明书ꎬ
采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 测定基因的相对表达量ꎮ 反应体系

总体积 ２０.０ μＬꎬ包括 ｃＤＮＡ １.０ μＬ、反应 ＭＩＸ〔宝生

物工程(大连)有限公司〕 １０.０ μＬ、正向和反向引物

各 ０.８ μＬꎬ超纯水 ７.４ μＬꎮ 反应程序:９５ ℃ 预变性

５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓ、５８ ℃退火 ２０ ｓ、７２ ℃延伸３０ ｓꎬ

９３
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表 １　 用于实时荧光定量 ＰＣＲ 的引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

基因 Ｇｅｎｅ 正向引物序列(５′→３′) Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′) 反向引物序列(５′→３′) Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

ＰｇＡＴＧ１ｂ－１ ＴＣＴＣＣＣＧＧＡＡＡＧＴＧＣＴＴＧＡＴＧ ＴＣＣＣＡＣＣＡＧＡＡＣＣＡＣＴＡＣＡ
ＰｇＡＴＧ１ｂ－２ ＣＡＧＡＧＧＡＣＡＴＴＴＣＣＣＣＴＣＡＡＧ ＧＧＴＧＣＴＴＣＣＡＣＣＡＡＡＡＧＡＡＡ
ＰｇＡＴＧ５ａ ＧＧＣＡＧＣＴＧＧＴＧＴＴＴＣＡＴＴＣＡ ＡＣＴＴＡＣＡＧＴＣＣＴＣＡＣＣＣＡＧＣ
ＰｇＡＴＧ５ｂ ＧＧＣＡＧＣＴＧＧＴＧＴＴＴＣＡＴＴＣＡＧ ＡＣＴＴＡＣＡＧＴＣＣＴＣＡＣＣＣＡＧＣＴ
ＰｇＡＴＧ６ｂ ＣＧＣＧＡＴＧＴＴＣＴＴＡＧＴＧＡＧＧＣＡ ＡＴＡＣＣＴＣＣＣＣＴＣＣＡＧＴＴＣＣＴＴＡＡ
ＰｇＡＴＧ８ｃ－３ ＣＴＴＧＴＧＣＣＡＧＧＧＧＡＴＴＴＧＡＣＴ ＴＣＣＴＣＧＴＣＣＴＴＧＴＧＴＴＣＣＴＣ
ＰｇＡＴＧ８ｈ－１ ＴＧＧＴＣＡＧＴＴＣＡＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＡＡＧ ＧＣＣＡＡＡＧＧＴＣＴＴＣＴＣＡＧＴＧＣＴ
ＰｇＡＴＧ１８ａ－２ ＣＡＡＧＧＴＣＡＡＴＧＣＡＧＧＡＡＣＣＣ ＧＧＣＡＣＴＧＡＴＡＧＡＡＧＣＴＣＣＣＡＴＣ
ＰｇＡＴＧ１８ｃ－１ ＴＧＣＡＡＡＣＡＣＧＴＣＴＧＴＣＴＴＧＧＣ ＴＣＣＴＧＴＡＡＧＣＧＡＧＴＣＣＣＡＴＣＣ
ＰｇＶＴＩ１２ｂ－１ ＣＴＴＴＣＧＡＧＧＡＡＧＴＧＣＴＡＣＧＣＡ ＴＴＧＣＣＡＣＣＡＧＡＡＧＴＣＡＧＴＣＴＴＴ
ＰｇＡＴＩａ－４ ＧＣＴＧＡＡＴＴＧＧＧＣＧＴＡＧＡＡＧＧ ＣＴＣＣＴＴＧＴＣＧＧＧＧＴＴＧＴＡＣＴＣ
ＰｇＴＯＲｂ ＧＡＴＧＴＴＡＣＴＣＧＴＧＣＴＧＣＣＡＧ ＧＡＡＣＧＣＡＴＣＣＡＡＧＡＣＣＣＡＴＣＧ
ＰｇＡｃｔｉｎ ＡＧＴＣＣＴＣＴＴＣＣＡＧＣＡＴＣＴＣ ＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＡＡＴＧＴＴＴＣＣＡ

循环 ４０ 次ꎮ 每个样品 ３ 次重复ꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ计算方

法ꎬ以对照计算相对表达量ꎮ
１.３　 数据统计和处理

利用 ＥＸＣＥＬ ２０１０ 和 ＬｉｎＲｅｇ ＰＣＲ 软件[２３]分析实

验数据ꎬ利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件作图ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 石榴 ＡＴＧ基因家族鉴定及蛋白质理化性质分析

　 　 通过 ＢＬＡＳＴｘ 检索和 ＣＤＤ 批量鉴定和筛选ꎬ初
步鉴定出 ５８ 个石榴 ＡＴＧ 基因家族成员ꎬ并对其进行

命名ꎮ

蛋白质理化性质分析结果(表 ２)表明:石榴 ＡＴＧ
家族成员的氨基酸残基数变化幅度较大ꎬ介于 ９４ ~
３ ７０８ 之间ꎬ其中 ＰｇＡＴＧ５ａ 的氨基酸残基数最多ꎬ
ＰｇＡＴＧ１２ 的氨基酸残基数最少ꎮ 该家族成员的理论

相对分子质量为 １０ ５５０ ~ ４１３ １１８ꎬ其中 ＰｇＡＴＧ５ａ 的

理论相对分子质量最大ꎬ而 ＰｇＡＴＧ１２ 的理论相对分

子质量最小ꎮ 该家族成员的理论等电点为ｐＩ ４.６９ ~
ｐＩ ９.３９ꎬ其中 ３５ 个家族成员的理论等电点小于 ｐＩ ７ꎬ
其余 ２３ 个家族成员的理论等电点大于ｐＩ ７ꎮ 该家族

成员的不稳定指数介于 ３０. ４１ ~ ７０. １７ 之间ꎬ其中

ＰｇＡＴＧ２、 ＰｇＡＴＧ８ｃ － １、 ＰｇＡＴＧ８ｃ － ２、 ＰｇＡＴＧ８ｃ － ３、
ＰｇＡＴＧ１０ 和 ＰｇＡＴＧ１６ 这 ６ 个家族成员的不稳定指数

表 ２　 石榴 ＡＴＧ 基因家族成员编码氨基酸序列的理化性质
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＡＴＧ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ.

基因
Ｇｅｎｅ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ

氨基酸残基数
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅ

ｎｕｍｂｅｒ

理论相对分子质量
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ

理论等电点(ｐＩ)
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ

ｐｏｉｎｔ (ｐＩ)

不稳定指数
Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

ＰｇＡＴＧ１ｂ－１ ＸＰ＿０３１３７５８４６.１ ７１６ ７９ ２４９ ６.２２ ６２.７１
ＰｇＡＴＧ１ｂ－２ ＸＰ＿０３１３９７６０２.１ ７１６ ７９ ２４９ ６.２２ ６２.７１
ＰｇＡＴＧ２ ＸＰ＿０３１３８３０９６.１ ８４７ ９３ ２９２ ５.６７ ３９.２５
ＰｇＡＴＧ３ ＸＰ＿０３１３８０６３４.１ ３１５ ３５ ７２１ ４.６９ ４８.２５
ＰｇＡＴＧ４ ＸＰ＿０３１３８２４３９.１ ４６８ ５１ ３５８ ５.４７ ５０.５９
ＰｇＡＴＧ５ａ ＸＰ＿０３１３７９９８７.１ ３ ７０８ ４１３ １１８ ５.７５ ４４.１９
ＰｇＡＴＧ５ｂ ＸＰ＿０３１３７９９８８.１ ３ ６９４ ４１１ ６３８ ５.７８ ４４.１８
ＰｇＡＴＧ５ｃ ＸＰ＿０３１３９１４６３.１ ３６３ ４１ ０７１ ４.８５ ４６.０４
ＰｇＡＴＧ６ａ ＸＰ＿０３１３７６３０９.１ ５７０ ６４ ７６８ ５.７９ ４４.８４
ＰｇＡＴＧ６ｂ ＸＰ＿０３１３７６３１１.１ ５５１ ６２ ６４０ ５.６２ ４３.５８
ＰｇＡＴＧ６ｃ ＸＰ＿０３１３７６３１３.１ ５３５ ６０ ６８９ ５.７７ ４２.１４
ＰｇＡＴＧ６ｄ ＸＰ＿０３１３７６３１４.１ ５１６ ５８ ４９９ ５.６７ ４３.７５
ＰｇＡＴＧ７ ＸＰ＿０３１３９７７４７.１ ６９８ ７７ ０５１ ５.６５ ４４.２３
ＰｇＡＴＧ８ｃ－１ ＸＰ＿０３１３７６３７８.１ １１８ １３ ５７５ ８.５９ ３７.４０

０４
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续表２　 Ｔａｂｌｅ ２ (Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ)

基因
Ｇｅｎｅ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ

氨基酸残基数
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅ

ｎｕｍｂｅｒ

理论相对分子质量
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ

理论等电点(ｐＩ)
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ

ｐｏｉｎｔ (ｐＩ)

不稳定指数
Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

ＰｇＡＴＧ８ｃ－２ ＸＰ＿０３１３９８１６１.１ １３６ １５ ３６３ ８.８３ ３１.５９
ＰｇＡＴＧ８ｃ－３ ＸＰ＿０３１３９８１６２.１ １２３ １３ ９１８ ８.７８ ３２.１２
ＰｇＡＴＧ８ｃ－４ ＸＰ＿０３１４０３１３８.１ １２４ １４ １４０ ７.８８ ４３.２１
ＰｇＡＴＧ８ｃ－５ ＸＰ＿０３１４０３１４０.１ １２４ １４ １６１ ８.７８ ４８.８０
ＰｇＡＴＧ８ｈ－１ ＸＰ＿０３１３９６３４３.１ １２０ １３ ９０２ ９.２１ ５６.１３
ＰｇＡＴＧ８ｈ－２ ＸＰ＿０３１３８０８８７.１ １２５ １４ ５４２ ６.６０ ５０.９８
ＰｇＡＴＧ８ｉ ＸＰ＿０３１３８０６６３.１ １１９ １３ ６８６ ８.８０ ５２.９４
ＰｇＡＴＧ９ ＸＰ＿０３１３７２５２６.１ ９０１ １０３ ０８４ ６.０３ ４９.７３
ＰｇＡＴＧ１０ ＸＰ＿０３１３７３０８８.１ ２３４ ２６ ５３３ ４.７１ ３８.４５
ＰｇＡＴＧ１１ａ ＸＰ＿０３１３７５４２１.１ １ １２７ １２７ ６１２ ５.４３ ５１.９１
ＰｇＡＴＧ１１ｂ ＸＰ＿０３１３８２２１０.１ １ １２７ １２７ ６１２ ５.４３ ５１.９１
ＰｇＡＴＧ１１ｃ ＸＰ＿０３１３８６５７９.１ １ １４６ １２９ １７７ ５.５９ ５３.００
ＰｇＡＴＧ１２ ＸＰ＿０３１３９９９６３.１ ９４ １０ ５５０ ９.２１ ４１.３８
ＰｇＡＴＧ１３ａ ＸＰ＿０３１３８６９２０.１ ６３８ ７０ ５５７ ８.３６ ７０.１７
ＰｇＡＴＧ１３ｂ ＸＰ＿０３１３９１０７７.１ ５９５ ６５ ７８７ ８.５５ ６７.１７
ＰｇＡＴＧ１６ ＸＰ＿０３１３７４５９１.１ ４５８ ５１ ４２０ ９.３６ ３０.４１
ＰｇＡＴＧ１８ａ－１ ＸＰ＿０３１４０４６８９.１ ４３０ ４７ １５８ ７.６４ ５５.６５
ＰｇＡＴＧ１８ａ－２ ＸＰ＿０３１４０７６６１.１ ４４０ ４７ ８４１ ６.２７ ４８.０８
ＰｇＡＴＧ１８ａ－３ ＸＰ＿０３１３８４４３２.１ ３６９ ４０ ２２４ ７.６２ ４５.９８
ＰｇＡＴＧ１８ａ－４ ＸＰ＿０３１３８４４３３.１ ３３１ ３６ ０６３ ６.８３ ４２.８４
ＰｇＡＴＧ１８ｃ－１ ＸＰ＿０３１３７５０９５.１ ４４２ ４８ ７９９ ８.０４ ４２.８１
ＰｇＡＴＧ１８ｃ－２ ＸＰ＿０３１３７５０９６.１ ４４１ ４８ ６７０ ８.０４ ４２.６５
ＰｇＡＴＧ１８ｃ－３ ＸＰ＿０３１３７５０９７.１ ４３０ ４７ ５６３ ７.６２ ４３.０２
ＰｇＡＴＧ１８ｃ－４ ＸＰ＿０３１３７５０９８.１ ４１７ ４５ ９２１ ７.１５ ４５.５７
ＰｇＡＴＧ１８ｆ－１ ＸＰ＿０３１４０４３７９.１ ９８４ １０６ ７１３ ５.７９ ５５.７５
ＰｇＡＴＧ１８ｆ－２ ＸＰ＿０３１４０４３８０.１ ９８３ １０６ ５８５ ５.７９ ５５.６０
ＰｇＡＴＧ１８ｇ ＸＰ＿０３１３８５８３７.１ ８８１ ９６ ０７５ ６.５０ ４１.３３
ＰｇＡＴＧ１８ｈ－１ ＸＰ＿０３１３９９９９１.１ ９９３ １０７ ３９９ ６.００ ４５.６４
ＰｇＡＴＧ１８ｈ－２ ＸＰ＿０３１３９９９９２.１ ９９２ １０７ ２４３ ５.９６ ４５.５１
ＰｇＡＴＧ２０ ＸＰ＿０３１３９７７４１.１ ４０２ ４６ ４０８ ７.１９ ４３.０８
ＰｇＡＴＧ１０１ ＸＰ＿０３１３８８６００.１ ２１８ ２５ ６１０ ６.２６ ４０.１５
ＰｇＴＯＲａ ＸＰ＿０３１３８３８０３.１ ２ ４８０ ２７８ ７５９ ６.５６ ４５.２３
ＰｇＴＯＲｂ ＸＰ＿０３１３８３８０４.１ ２ ４７２ ２７８ ００３ ６.５６ ４５.２３
ＰｇＴＯＲｃ ＸＰ＿０３１３８３８０５.１ ２ ４７１ ２７７ ９１６ ６.５６ ４５.１６
ＰｇＶＰＳ１５ ＸＰ＿０３１３８７７４９.１ １ ４８２ １６５ ４３０ ７.７５ ５１.２５
ＰｇＶＰＳ３４ ＸＰ＿０３１４０１８０５.１ ８１４ ９３ １８１ ５.９６ ４８.８３
ＰｇＶＴＩ１２ａ ＸＰ＿０３１３８６３７１.１ ２２２ ２５ ４０６ ８.４７ ５０.２７
ＰｇＶＴＩ１２ｂ－１ ＸＰ＿０３１３８００８９.１ ２２０ ２４ ８３１ ９.３９ ４９.９８
ＰｇＶＴＩ１２ｂ－２ ＸＰ＿０３１３７５５０４.１ ２２０ ２４ ８３１ ９.３９ ４９.９８
ＰｇＶＴＩ１２ｂ－３ ＸＰ＿０３１３９５２１４.１ ２２０ ２４ ６７７ ９.３５ ４４.８２
ＰｇＡＴＩａ－１ ＸＰ＿０３１３９３８４１.１ ３２６ ３５ ３５１ ４.９０ ４４.７４
ＰｇＡＴＩａ－２ ＸＰ＿０３１３９３８４２.１ ３２５ ３５ ２２３ ４.８５ ４４.８４
ＰｇＡＴＩａ－３ ＸＰ＿０３１３９３８４３.１ ２９４ ３２ １４３ ４.８０ ４４.８５
ＰｇＡＴＩａ－４ ＸＰ＿０３１３７６７１９.１ ２９９ ３３ ３６５ ４.９９ ４９.６５

小于 ４０ꎮ
２.２　 石榴 ＡＴＧ 基因家族的染色体定位和基因结构

分析

　 　 染色体定位分析结果(图 １－Ａ)显示:５８ 个石榴

ＡＴＧ 基因家族成员分布于 ８ 条染色体上ꎮ 其中ꎬＰｇ０６
染色体上的石榴 ＡＴＧ 基因家族成员数量最少ꎬ只有

４ 个ꎻＰｇ０２ 染色体上分布的石榴 ＡＴＧ 基因家族成员

最多ꎬ有 １４ 个ꎮ 其余 ６ 条染色体上分布的石榴 ＡＴＧ

１４
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Ｐｇ０１－Ｐｇ０８: 染色体 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ. : 非翻译区 Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎻ : 编码序列 Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻ ─: 内含子 Ｉｎｔｒｏｎ.

图 １　 石榴 ＡＴＧ 基因家族成员的染色体定位(Ａ)及基因结构(Ｂ)
Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ (Ａ) ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (Ｂ) ｏｆ ＡＴＧ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ.

基因家族成员数量为 ５ ~ ８ꎮ 石榴 ＡＴＧ 基因家族成员

在同一条染色体上的分布是不均匀的ꎬ大多分布在各

染色体的上端、中上端和下端ꎬ除了 Ｐｇ０１、Ｐｇ０２ 和

Ｐｇ０８ 染色体上的 ＡＴＧ 基因家族成员分布较为集中

外ꎬ其余染色体上的 ＡＴＧ 基因家族成员分布较为分

散ꎮ 此外ꎬＰｇＡＴＧ１ｂ－１、ＰｇＡＴＧ１１ａ 和 ＰｇＶＴＩ１２ｂ－２ 这

３ 个基因的染色体定位信息不足ꎮ
基因结构分析结果(图 １ －Ｂ) 显示:５８ 个石榴

ＡＴＧ 基因家族成员均含有内含子ꎮ 成员之间结构差

异较大ꎬ其中 ＰｇＴＯＲａ、ＰｇＴＯＲｂ 和 ＰｇＴＯＲｃ 基因的结

构最复杂ꎬ有 ５６ 个外显子ꎬ而 ＰｇＡＴＩａ－３ 基因的结构

最简单ꎬ仅有 １ 个外显子ꎮ
２.３　 石榴 ＡＴＧ 家族的系统进化分析

系统进化分析结果(图 ２)显示:５８ 个石榴 ＡＴＧ
家族成员可以分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 和 Ｆ ６ 个亚族ꎮ 其中

Ａ 亚族是最大的亚族ꎬ含有 ２３ 个石榴 ＡＴＧ 家族成

２４
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Ｐｇ: 石榴 Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

图 ２　 石榴和拟南芥 ＡＴＧ 家族成员的系统进化树
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＡＴＧ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

员ꎬ 主 要 包 括 ＰｇＡＴＧ８、 ＰｇＡＴＧ５、 ＰｇＡＴＧ１８ｆ 和

ＰｇＡＴＧ１８ｈꎻＢ 亚族含有 １７ 个石榴 ＡＴＧ 家族成员ꎬ主
要 包 括 ＰｇＡＴＧ１ｂ、 ＰｇＡＴＩａ、 ＰｇＡＴＧ１３、 ＰｇＴＯＲ 和

ＰｇＡＴＧ６ꎻＣ 亚族含有 ５ 个石榴 ＡＴＧ 家族成员ꎬ包括

ＰｇＶＴＩ１２ 和 ＰｇＡＴＧ１０１ꎻＤ 亚族仅含有 ＰｇＡＴＧ１１ 的 ３
个家族成员ꎻＥ 亚族为最小的亚族ꎬ仅含有 ＰｇＶＰＳ１５
这 １ 个石榴 ＡＴＧ 家族成员ꎻＦ 亚族含有 ９ 个石榴

ＡＴＧ 家 族 成 员ꎬ 包 括 ＰｇＡＴＧ１８ａ、 ＰｇＡＴＧ１８ｃ 和

ＰｇＶＰＳ３４ꎮ 此外ꎬ石榴 ＡＴＧ 家族成员与拟南芥 ＡＴＧ
家族成员的进化关系相似ꎮ

２.４　 石榴 ＡＴＧ基因家族的共线性分析及 Ｋａ / Ｋｓ分析

　 　 共线性分析结果(图 ３)显示:５８ 个石榴基因家

族成员中存在 ３ 对共线关系ꎬ说明石榴 ＡＴＧ 基因家

族的扩张来源于串联重复事件ꎮ 在石榴与拟南芥

ＡＴＧ 基因家族成员间存在 ４５ 对共线关系ꎬ石榴与葡

萄 ＡＴＧ 基因家族成员间则存在 ４１ 对共线关系ꎬ说明

石榴与拟南芥的共线性多于葡萄ꎮ
根据 Ｋａ / Ｋｓ 分析结果(表 ３)显示:石榴中 ３ 个共

线基因对的 Ｋａ / Ｋｓ 值均小于 １ꎬ说明其在进化过程中

受到了纯化选择ꎮ

３４
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Ｐｇ０１－Ｐｇ０８: 石榴染色体 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｏｆ Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ａｔ０１－Ａｔ０５: 拟南芥染色体 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ
Ｖｖ０１－Ｖｖ１９: 葡萄染色体 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｏｆ Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ. 红色线条为石榴种内的共线基因对ꎬ蓝色线条为石榴和拟南芥间的共线基因对ꎬ黄色线
条为石榴和葡萄间的共线基因对 Ｔｈｅ ｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｇｅｎｅ ｐａｉｒｓ ｗｉｔｈｉｎ Ｐ. ｇｒａｎａｔｕｍꎬ ｔｈｅ ｂｌｕｅ ｌｉｎｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｇｅｎｅ ｐａｉｒｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐ.
ｇｒａｎａｔｕｍ ａｎｄ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ｌｉｎｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｇｅｎｅ ｐａｉｒｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐ. ｇｒａｎａｔｕｍ ａｎｄ Ｖ. ｖｉｎｉｆｅｒａ.

图 ３　 石榴、拟南芥和葡萄 ＡＴＧ 基因家族成员的共线性分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＡＴＧ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎬ ａｎｄ

Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.

表 ３　 石榴 ＡＴＧ 基因家族成员中共线基因对的 Ｋａ / Ｋｓ分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｋａ / Ｋｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｇｅｎｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＡＴＧ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ
ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ.

共线基因对
Ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｇｅｎｅ ｐａｉｒ

非同义替换率
Ｎｏｎ￣ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ
ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(Ｋａ)

同义替换率
Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ

ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒａｔｅ
(Ｋｓ)

Ｋａ / Ｋｓ

ＰｇＡＴＩａ－４ / ＰｇＡＴＩａ－１ ０.３６ １.６９ ０.２１
ＰｇＡＴＧ８ｃ－２ / ＰｇＡＴＧ８ｃ－５ ０.０８ １.２７ ０.０６
ＰｇＡＴＧ１８ａ－１ / ＰｇＡＴＧ１８ａ－２ ０.１７ １.４９ ０.１１

２.５　 石榴 ＡＴＧ 基因家族的表达分析

为了进一步了解石榴 ＡＴＧ 基因在非生物胁迫下

可能发挥的作用ꎬ利用转录组数据分析石榴 ＡＴＧ 基

因在 ＡＢＡ 缓解干旱胁迫和 ＮａＣｌ 胁迫下的差异表达

情况(图 ４)ꎮ 通过转录组数据挖掘后发现ꎬ有 ５ 个石

榴 ＡＴＧ 基因参与 ＡＢＡ 缓解干旱胁迫进程(图 ４－Ａ)ꎮ
干旱胁迫下ꎬ６０ μｍｏｌＬ－１ ＡＢＡ 处理的 ＰｇＶＴＩ１２ｂ－１
基因表达量显著高于其他浓度 ＡＢＡ 处理ꎻＰｇＡＴＧ１ｂ－

４４
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１、ＰｇＡＴＧ８ｃ－２ 和 ＰｇＡＴＧ８ｃ－３ 基因的表达量随着 ＡＢＡ
浓度的提高而不断上调ꎬ说明这 ３ 个基因的表达在干

旱胁迫下受到 ＡＢＡ 浓度的正调控ꎻ而 ３０ μｍｏｌＬ－１

ＡＢＡ 处理的 ＰｇＡＴＧ８ｈ－１ 基因的表达量较高ꎮ
在 ＮａＣｌ 胁迫下ꎬ石榴根和叶中分别有 １１ 和 ８ 个

基因响应 ＮａＣｌ 胁迫(图 ４ －ＢꎬＣ)ꎮ 石榴根中响应

ＮａＣｌ 胁迫的 １１ 个基因中ꎬ 除了 ＰｇＡＴＧ１ｂ － ２ 和

ＰｇＡＴＧ６ｂ 基 因 下 调 外ꎬ ＰｇＡＴＧ５ｂ、 ＰｇＡＴＧ１８ｃ － １、
ＰｇＴＯＲａ、 ＰｇＴＯＲｂ、 ＰｇＶＰＳ３４、 ＰｇＡＴＧ５ｃ、 ＰｇＡＴＧ１１ａ、
ＰｇＡＴＧ２ 和 ＰｇＡＴＧ５ａ ９ 个 基 因 均 上 调ꎬ 其 中ꎬ
ＰｇＡＴＧ５ｃ、ＰｇＡＴＧ１１ａ、ＰｇＡＴＧ２ 和 ＰｇＡＴＧ５ａ 基因均随

胁迫时间延长而不断上调ꎬ ＰｇＴＯＲａ、 ＰｇＴＯＲｂ 和

ＰｇＶＰＳ３４ 基因则在胁迫第 ３ 天时出现更为明显的上

调情况ꎮ 石榴叶中响应 ＮａＣｌ 胁迫的 ８ 个基因中ꎬ随
着胁 迫 时 间 的 延 长ꎬ ＰｇＡＴＧ１３ｂ、 ＰｇＡＴＧ８ｃ － １、
ＰｇＡＴＧ１２、ＰｇＡＴＧ８ｃ － ４ 和 ＰｇＴＯＲｂ 基因不断上调ꎬ
ＰｇＡＴＧ６ｂ 基因则下调ꎬ而 ＰｇＡＴＧ１１ｂ 基因先下调后上

调ꎻＰｇＡＴＧ１ｂ－２ 基因则在胁迫第 ３ 天出现较为明显

的上调ꎮ 同时ꎬＰｇＡＴＧ６ｂ、ＰｇＴＯＲｂ 和 ＰｇＡＴＧ１ｂ－２ 基

因在根和叶中均差异表达ꎬ且 ＰｇＴＯＲｂ 基因在根和叶

中均上调ꎬ而 ＰｇＡＴＧ６ｂ 基因则均下调ꎬ由此推测

ＰｇＡＴＧ６ｂ 和 ＰｇＴＯＲｂ 基因同时参与石榴根和叶对

ＮａＣｌ 胁迫的响应ꎮ

ＦＰＫＭ: 表达丰度 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ.

Ａ: 干旱胁迫下不同浓度 ＡＢＡ 处理 ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ Ｂ: ＮａＣｌ 胁迫处理(根)ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (ｒｏｏｔ)ꎻ
Ｃ: ＮａＣｌ 胁迫处理(叶)ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ( ｌｅａｆ) .

图 ４　 不同非生物胁迫下石榴 ＡＴＧ 基因家族中差异表达基因的表达情况
Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＡＴＧ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ. ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

　 　 利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 并结合转录组数据ꎬ在 ＡＢＡ 缓解

干旱胁迫和 ＮａＣｌ 胁迫下各随机选取 ６ 个石榴 ＡＴＧ 基

因进行表达模式分析ꎮ 结果(图 ５)显示:干旱胁迫

下ꎬ不同浓度 ＡＢＡ 处理的 ６ 个石榴 ＡＴＧ 基因中

ＰｇＡＴＧ１ｂ－１、ＰｇＡＴＧ８ｈ－１、ＰｇＡＴＧ１８ａ－２、ＰｇＶＴＩ１２ｂ－１
和 ＰｇＡＴＩａ－４ 基因的表达模式与其转录情况基本一

致ꎬ而 ＰｇＡＴＧ８ｃ－３ 基因的表达模式则与其转录情况

不同ꎬ推测可能是本研究中的干旱胁迫时间(３１ ｄ)比
获得转录组数据的时间 ( ９０ ｄ) 短造成的ꎬ 可 能

ＰｇＡＴＧ８ｃ－３ 基因需要较长的时间才能参与改善石

榴响应 ＡＢＡ 缓解干旱胁迫的进程ꎮ ＮａＣｌ 胁迫处理

下ꎬ ＰｇＡＴＧ１ｂ － ２、 ＰｇＡＴＧ５ａ、 ＰｇＡＴＧ５ｂ、 ＰｇＡＴＧ６ｂ、
ＰｇＡＴＧ１８ｃ－１ 和 ＰｇＴＯＲｂ 基因的表达模式则与其转录

情况相似ꎮ

５４
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Ａ１ 　 　

Ａ２ 　 　

Ｂ１ 　 　

Ｂ２ 　 　

: ｑＲＴ－ＰＣＲꎻ : ＲＮＡ－Ｓｅｑ.

ｘ１: ＡＢＡ 浓度 ＡＢＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (μｍｏｌＬ－１)ꎻ ｘ２: 胁迫时间 Ｓｔｒｅｓｓ ｔｉｍｅ (ｄ)ꎻ ｙ１: 相对表达量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓ ｌｅｖｅｌꎻ ｙ２: ｌｏｇ２ＦＰＫＭ. ＦＰＫＭ: 表达丰
度 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ.

Ａ１ꎬＡ２: 干旱胁迫下不同浓度 ＡＢＡ 处理 ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ Ｂ１ꎬＢ２: ＮａＣｌ 胁迫处理(根) ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (ｒｏｏｔ) .

图 ５　 不同非生物胁迫下石榴 ＡＴＧ 基因家族中部分基因的实时荧光定量 ＰＣＲ (ｑＲＴ－ＰＣＲ)验证
Ｆｉｇ. ５　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ) ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＡＴＧ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ

Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ. ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

６４
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３　 讨　 　 论

细胞自噬是生物进化和生长发育过程中一个不

可缺少的重要机制ꎬ在稳定细胞内环境、提高细胞物

料利用率、延缓细胞衰老以及增强植物抗逆性方面具

有正向作用ꎮ ＡＴＧ 基因在多种植物中都存在ꎬ如拟南

芥中有 ３２ 个 ＡＴＧ 基因[２４]ꎬ水稻中有 ３３ 个 ＡＴＧ 基

因[２５]ꎬ辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌｉｎｎ.) [２６] 和葡萄[１５] 中

分别有 ２９ 和 ３５ 个 ＡＴＧ 基因ꎮ 本研究基于石榴品种

‘突尼斯’全基因组数据ꎬ首次从石榴中鉴定出 ５８ 个

ＡＴＧ 基因家族成员ꎬ相对于其他植物较多ꎬ说明石榴

ＡＴＧ 基因可能在进化过程中发生了基因复制ꎮ 同时ꎬ
ＡＴＧ 基因家族成员编码氨基酸序列的氨基酸残基数

介于 ９４~３ ７０８ 之间ꎬ理论相对分子质量在 １０ ５５０ ~
４１３ １１８ 之间ꎬ５８ 个 ＡＴＧ 基因家族成员中有 ５２ 个成

员的不稳定系数均大于 ４０ꎬ因此ꎬ该基因家族整体较

不稳定ꎬ这些与胡杨等[２７] 对蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌｉｎｎ.)
ＡＴＧ 基因鉴定中的蛋白质理化性质研究结果类似ꎮ
５８ 个石榴 ＡＴＧ 基因家族成员不均匀地分布在 ８ 条染

色体上ꎬ这与拟南芥[２８]的研究结果类似ꎬ说明即使是

同一家族的成员ꎬ在染色体上的定位也是不同的ꎮ 系

统进化树分析结果显示:５８ 个石榴 ＡＴＧ 家族成员分

为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 和 Ｆ ６ 个亚族ꎬ并且与拟南芥 ＡＴＧ 家

族成员的进化关系相似ꎬ表明石榴 ＡＴＧ 家族成员与

拟南芥亲缘关系较近ꎬ这与葡萄中发现的 ＡＴＧ 基因

与双子叶植物拟南芥的亲缘关系更近相同[２９]ꎮ 同

时ꎬ通过共线性分析发现ꎬ５８ 个石榴 ＡＴＧ 基因家族成

员中存在 ３ 对共线关系ꎬ石榴与拟南芥和葡萄 ＡＴＧ
基因家族成员间分别存在 ４５ 和 ４１ 对共线关系ꎬ说明

这些基因在进化上高度同源ꎬ且在进化过程中十分

保守ꎮ
已有研究结果显示: 蚕豆[２７]、 拟南芥[２８]、 番

茄[３０]、苹果(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.) [３１] 和水稻[３２] 中响应

干旱胁迫的 ＡＴＧ８ 和 ＡＴＧ１８ 基因家族成员较多ꎮ 例

如:蚕豆中 ＶｆＡＴＧ８ａ 基因能够响应干旱胁迫[２７]ꎻ拟南

芥中 ＡＴＧ８ｆ / Ａｔ４ｇ１６５２０ 和 ＡＴＧ８ｉ / Ａｔ３ｇ１５５８０ 基因对低

温、高温和干旱等外界环境极为敏感ꎬ且参与了整个

植株对多种非生物胁迫的响应[２８]ꎮ 本研究通过转录

组数据分析了 ５８ 个石榴 ＡＴＧ 基因家族成员在 ＡＢＡ
对干旱胁迫的缓解作用下的表达ꎬ 初步鉴定出

ＰｇＶＴＩ１２ｂ－１、ＰｇＡＴＧ１ｂ－１、ＰｇＡＴＧ８ｈ－１、ＰｇＡＴＧ８ｃ－２ 和

ＰｇＡＴＧ８ｃ－３ 基因可能是石榴响应 ＡＢＡ 缓解干旱胁迫

的基因ꎬ且不同基因的响应模式不同ꎮ ６０ μｍｏｌＬ－１

ＡＢＡ 能明显提高石榴耐旱性ꎬ且 ＰｇＶＴＩ１２ｂ－１ 基因是

该浓度 ＡＢＡ 缓解石榴干旱胁迫的响应基因ꎮ 同时ꎬ
ＰｇＡＴＧ１ｂ－１、ＰｇＡＴＧ８ｃ－２ 和 ＰｇＡＴＧ８ｃ－３ 基因的表达

量随 ＡＢＡ 浓度的提高不断上调ꎬ说明这 ３ 个基因可

能响应高浓度 ＡＢＡ 对干旱胁迫的缓解ꎮ 石榴在栽培

过程中也受到高盐的影响ꎮ 沈徐悦等[３３]对 ３ 种木兰

科(Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ)植物的研究发现ꎬ中低浓度 ＮａＣｌ 胁
迫下ꎬ３ 种植物可通过自身调节减轻 ＮａＣｌ 胁迫带来

的伤害ꎻ而高浓度 ＮａＣｌ 胁迫下叶片细胞膜受到不可

逆损伤ꎮ 由此推测ꎬＡＴＧ 基因也有可能参与调节盐胁

迫的分子机制ꎬ但具体情况有待进一步验证ꎮ 本研究

通过探索发现ꎬ石榴根中有 １１ 个 ＡＴＧ 基因 (包括

ＰｇＡＴＧ１ｂ － ２、ＰｇＡＴＧ２、ＰｇＡＴＧ５ａ、ＰｇＡＴＧ５ｂ、ＰｇＡＴＧ５ｃ、
ＰｇＡＴＧ６ｂ、ＰｇＡＴＧ１１ａ、ＰｇＡＴＧ１８ｃ－１、ＰｇＴＯＲａ、ＰｇＴＯＲｂ
和 ＰｇＶＰＳ３４)响应 ＮａＣｌ 胁迫ꎬ叶中有 ８ 个 ＡＴＧ 基因

(包括 ＰｇＡＴＧ１ｂ－２、ＰｇＡＴＧ６ｂ、ＰｇＡＴＧ８ｃ－１、ＰｇＡＴＧ８ｃ－
４、ＰｇＡＴＧ１１ｂ、ＰｇＡＴＧ１２、ＰｇＡＴＧ１３ｂ 和 ＰｇＴＯＲｂ) 响应

ＮａＣｌ 胁迫ꎮ 苏万龙[３４]研究发现ꎬ２００ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ
诱导杨树(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｓｐｐ.)中 ＰａｇＡＴＧ１８ａ 基因的表达量

升高ꎬ过表达 ＰａｇＡＴＧ１８ａ 基因的植株通过提高植物

体内的抗氧化酶活性增强了转基因植物对 ＮａＣｌ 胁迫

的耐受性ꎮ 孙鸿等[８]研究发现ꎬ高盐(２００ ｍｍｏｌＬ－１

ＮａＣｌ)、干旱、低温黑暗和缺氮培养等逆境处理均能

够上调小麦中 ＴａＡＴＧ１８ｓ 基因的表达ꎮ 说明 ＡＴＧ８ 和

ＡＴＧ１８ 基因在多种植物中响应 ＮａＣｌ 胁迫ꎬ这也为进

一步研究石榴耐盐 ＡＴＧ 基因提供了候选基因及思

路ꎮ 黄成等[３５] 研究发现ꎬ甘蓝型油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ
Ｌｉｎｎ.)ＢｎＡＰｓ 家族成员中同源基因 ＢｎＡＰ３６.Ａ０４ / Ｃ０８
和 ＢｎＡＰ３９.Ａ０６ / Ｃ０３ 均在花发育时期高表达ꎬ且具有

相同的表达模式和 ｑＲＴ－ＰＣＲ 验证结果ꎬ推测二者在

甘蓝型油菜中可能有相似的功能ꎮ 通过共线性分析

发现ꎬ５８ 个石榴 ＡＴＧ 基因家族成员中存在 ３ 个共线

基因对ꎬ同源性较高ꎬ分别为 ＰｇＡＴＩａ－４ / ＰｇＡＴＩａ－１、
ＰｇＡＴＧ８ｃ－２ / ＰｇＡＴＧ８ｃ－５ 和 ＰｇＡＴＧ１８ａ－１ / ＰｇＡＴＧ１８ａ－
２ꎬ但这 ３ 个共线基因对均未显示出石榴对 ＡＢＡ 缓解

干旱胁迫和 ＮａＣｌ 胁迫的响应ꎮ
同时ꎬ本研究中 ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果与转录情况相

似ꎬ进一步证实了结果的准确性ꎮ 但本研究未发现任

何石榴 ＡＴＧ 基因家族成员同时响应 ＡＢＡ 缓解干旱胁

迫和 ＮａＣｌ 胁迫ꎬ推测在石榴中 ＡＴＧ 基因家族不同的

７４
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成员参与不同非生物胁迫的响应ꎬ 与拟南芥中

ＡＴＧ８ｆ / Ａｔ４ｇ１６５２０ 和 ＡＴＧ８ｉ / Ａｔ３ｇ１５５８０ 基因参与低

温、高温、干旱等多种环境胁迫不同[２８]ꎮ 结合系统进

化树发现ꎬ响应 ＡＢＡ 缓解干旱胁迫以及 ＮａＣｌ 胁迫的

ＰｇＡＴＧ８ 和 ＰｇＡＴＧ５ 相关成员基因位于 Ａ 亚族ꎬ由此

可以推测 Ａ 亚族在石榴应对非生物胁迫方面起着重

要的调控作用ꎬ也可推测进化树对基因功能分类有一

定参考作用[３６]ꎮ

４　 结　 　 论

基于石榴品种‘突尼斯’全基因组数据ꎬ初步鉴

定了 ５８ 个石榴 ＡＴＧ 基因ꎬ明确了其蛋白质理化性

质、系统进化关系、基因结构和基因表达等ꎬ且筛选出

的 ＰｇＶＴＩ１２ｂ－１、ＰｇＡＴＧ１ｂ－１、ＰｇＡＴＧ８ｈ－１、ＰｇＡＴＧ８ｃ－２
和 ＰｇＡＴＧ８ｃ－３ 基因可能是石榴对 ＡＢＡ 缓解干旱胁

迫的响应基因ꎮ ＮａＣｌ 胁迫下ꎬ石榴中 １１ 个 ＡＴＧ 基因

在根中响应ꎬ８ 个 ＡＴＧ 基因在叶中响应ꎬ且 ＰｇＡＴＧ６ｂ、
ＰｇＴＯＲｂ 和 ＰｇＡＴＧ１ｂ － ２ 基因同时在根和叶中响应

ＮａＣｌ 胁迫ꎬ为后续开展 ＡＴＧ 基因调控石榴干旱和盐

胁迫机制研究与功能验证奠定了基础ꎬ并提供了靶标

基因ꎮ
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