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摘要: 通过生物信息学方法从薄壳山核桃〔Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ〕全基因组中鉴定出 ＳｎＲＫ２ 基因

家族成员ꎬ并对该基因家族成员编码蛋白的理化性质及基因的结构、保守基序、共线性关系、顺式作用元件和表达

模式进行了分析ꎮ 结果表明:从薄壳山核桃全基因组中鉴定出 １３ 个 ＳｎＲＫ２基因ꎬ命名为 ＣｉＳｎＲＫ２.１至 ＣｉＳｎＲＫ２.１３ꎬ
编码氨基酸残基数为 ３３６~３６６ꎬ理论等电点均小于 ｐＩ ７ꎬ且所有编码蛋白为亲水蛋白ꎮ １３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２ 与 １０ 个拟南

芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕ＳｎＲＫ２ 的氨基酸序列高度保守ꎬ包含相同的结构域ꎬ如脱落酸(ＡＢＡ)诱导

调节结构域ꎮ １３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２ 分为 ３ 组ꎬ薄壳山核桃与山核桃(Ｃ. ｃａｔｈａｙｅｎｓｉｓ Ｓａｒｇ.)的 ＳｎＲＫ２ 亲缘关系较近ꎻ每组中

的 ＣｉＳｎＲＫ２ 具有相似的保守基序和基因结构ꎮ １３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因存在 １２ 对共线关系ꎬＫａ / Ｋｓ 分析结果表明

ＣｉＳｎＲＫ２基因进化过程主要受到正选择ꎮ ＣｉＳｎＲＫ２基因的启动子包含丰富的环境胁迫类及激素类响应元件ꎬ其中

激素类响应元件以 ＡＢＡ 响应元件最多ꎮ 多数 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因在薄壳山核桃不同组织中有不同程度表达ꎬ其中

ＣｉＳｎＲＫ２.５、ＣｉＳｎＲＫ２.８、ＣｉＳｎＲＫ２.９和 ＣｉＳｎＲＫ２.１２的表达水平较低ꎬＣｉＳｎＲＫ２.２、ＣｉＳｎＲＫ２.３和 ＣｉＳｎＲＫ２.１３的表达水平

较高ꎮ 经 １００ μｍｏｌＬ－１ ＡＢＡ 处理 ２４ ｈ 后ꎬ除 ＣｉＳｎＲＫ２.２、ＣｉＳｎＲＫ２.３、ＣｉＳｎＲＫ２.６ 外ꎬ其余 １０ 个基因表达水平均上

调ꎮ 综合分析表明:薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２基因家族成员具有 ＳｎＲＫ２基因家族的基本特征ꎻ该基因家族成员在不同组

织中的表达特性存在差异ꎬ部分 ＣｉＳｎＲＫ２基因的表达呈现组织特异性ꎻＡＢＡ 处理后部分 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因的表达水平

显著上调ꎬ由此推断这些基因可能参与薄壳山核桃的 ＡＢＡ 诱导响应过程ꎮ

关键词: 薄壳山核桃ꎻ ＳｎＲＫ２基因ꎻ 生物信息学分析ꎻ 组织特异性表达ꎻ ＡＢＡ 诱导
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔｈｅ ＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ
(Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｃｏｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓꎬ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓꎬ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓꎬ ｃｉｓ￣
ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ １３ ＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃ. ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ ａｎｄ ｎａｍｅｄ ＣｉＳｎＲＫ２.１ ｔｏ ＣｉＳｎＲＫ２.１３ꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ
ｏｆ ｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ３３６－３６６ꎬ ｔｈｅｉｒ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔｓ ａｒｅ ａｌｌ ｓｍａｌｌｅｒ ｔｈａｎ ｐＩ ７ꎬ
ａｎｄ ａｌｌ ｃｏｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｒｅ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １３ ＣｉＳｎＲＫ２ｓ ａｎｄ １０
ＳｎＲＫ２ｓ ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ. ａｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔａｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ
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ｄｏｍａｉｎｓ ｓｕｃｈ ａｓ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ(ＡＢＡ)￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｄｏｍａｉｎ. Ｔｈｉｒｔｅｅｎ ＣｉＳｎＲＫ２ｓ ａｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ３
ｇｒｏｕｐｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ＳｎＲＫ２ｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ. ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ ａｎｄ Ｃ. ｃａｔｈａｙｅｎｓｉｓ Ｓａｒｇ. ａｒｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｃｌｏｓｅꎻ ＣｉＳｎＲＫ２ｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｈａｖｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ. Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ １２
ｐａｉｒｓ ｏｆ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇ １３ ＣｉＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｋａ / Ｋｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＣｉＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅｓ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｏｆ ＣｉＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅｓ
ｃｏｎｔａｉｎ ａｂｕｎｄａｎｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＡＢＡ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ
ａｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｉｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ. Ｍｏｓｔ ＣｉＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｃ. ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣｉＳｎＲＫ２.５ꎬ ＣｉＳｎＲＫ２.８ꎬ ＣｉＳｎＲＫ２.
９ ａｎｄ ＣｉＳｎＲＫ２. １２ ａｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＣｉＳｎＲＫ２. ２ꎬ ＣｉＳｎＲＫ２. ３ ａｎｄ ＣｉＳｎＲＫ２. １３ ａｒｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ. Ａｆｔｅｒ １００ μｍｏｌＬ－１ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ２４ ｈꎬ ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ＣｉＳｎＲＫ２.２ꎬ ＣｉＳｎＲＫ２.３ ａｎｄ
ＣｉＳｎＲＫ２.６ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ １０ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｆｒｏｍ Ｃ. ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＳｎＲＫ２
ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙꎻ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ＣｉＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅｓ ｓｈｏｗ ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎻ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣｉＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｆｔｅｒ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｉｔ ｉｓ ｃｏｎｃｌｕｄｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ｇｅｎｅｓ ｍａｙ ｂｅ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｃ. ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ ｕｎｄｅｒ ＡＢＡ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈꎻ ＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｔｉｓｓｕｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ＡＢＡ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

　 　 蔗糖非发酵蛋白激酶( ｓｕｃｒｏｓｅ ｎｏｎ￣ｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇ￣１￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＳｎＲＫ)是一类植物特异性丝氨

酸 /苏氨酸蛋白激酶ꎬ广泛存在于高等植物中ꎬ参与调

节植物生长发育及逆境胁迫反应[１－３]ꎮ 根据序列相

似性及结构域特征可将 ＳｎＲＫ 分为 ＳｎＲＫ１、ＳｎＲＫ２ 和

ＳｎＲＫ３ ３ 个亚家族[４]ꎬ其中ꎬＳｎＲＫ１ 亚家族主要参与

调节碳、氮代谢[５]ꎬＳｎＲＫ２ 和 ＳｎＲＫ３ 亚家族参与植物

响应环境胁迫[６－７]ꎮ
ＳｎＲＫ２基因首次在经脱落酸(ＡＢＡ)处理的小麦

(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.)中分离出来ꎬ受到 ＡＢＡ 诱导

表达[８－９]ꎮ 研究表明:将小麦的 ＳｎＲＫ２.４ 基因转入拟

南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕中能够提

高植株对非生物胁迫的耐受性[１０]ꎻ研究人员在拟南

芥中陆续克隆到 １０ 个 ＳｎＲＫ２基因ꎬ其中受 ＡＢＡ 诱导

的基因有 ５ 个ꎬ这些基因能激活 ＡＢＡ 信号通路ꎬ从而

应对干旱胁迫ꎻ将含有 ＡｔＳｎＲＫ２.８ 基因的过表达载体

转化到拟南芥中ꎬ其幼苗抗旱性显著提高[１１－１２]ꎻ水稻

(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.)中 ＳＡＰＫ８ 和 ＳＡＰＫ９ 基因能够被

ＡＢＡ 诱导[１３]ꎬ且 ＳｎＲＫ２.９－５Ａ 基因的过表达提高了

水稻对非生物胁迫的抗性[１４]ꎻ欧洲甜樱桃〔Ｐｒｕｎｕｓ
ａｖｉｕｍ (Ｌｉｎｎ.) Ｌｉｎｎ.〕经 ＡＢＡ 处理及干旱胁迫后ꎬ其
ＳｎＲＫ２和 ＰＰ２Ｃ基因表达上调ꎬ从而促进果实中花青

素及干旱胁迫信号分子的累积[１５]ꎮ
薄壳山核桃〔Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ.

Ｋｏｃｈ〕隶属于胡桃科( Ｊｕｇｌａｎｄａｃｅａｅ)山核桃属(Ｃａｒｙａ
Ｎｕｔｔ.)ꎬ原产于美国和墨西哥ꎬ是世界著名的坚果树

种之一[１６]ꎮ 薄壳山核桃种仁富含不饱和脂肪酸、维
生素及多种生物活性成分ꎬ可降低心脑血管疾病的发

病率ꎬ同时为人体提供所需营养[１７]ꎮ 近年来ꎬ研究者

在薄壳山核桃抵御环境胁迫和品种改良方面取得一

定进展[１８]ꎬ但对于薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２ 基因家族的研

究还未见报道ꎮ 为了进一步研究薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２
基因家族成员在 ＡＢＡ 诱导下的分子响应机制ꎬ笔者

在全基因组水平上对薄壳山核桃的 ＳｎＲＫ２ 基因家族

进行鉴定分析ꎬ并利用转录组学和 ｑＲＴ－ＰＣＲ 技术分

别分析了 ＣｉＳｎＲＫ２基因在不同组织中的表达特性及

ＡＢＡ 诱导下的表达模式ꎬ以期为薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２
基因功能研究及应用奠定理论基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试材料种植于南京林业大学美国山核桃试验

基地(东经 １１９°０９′０６″、北纬 ３１°５２′４５″)ꎬ为 ９ 年生健

康薄壳山核桃品种 ‘ Ｐａｗｎｅｅ’ 的 １ 年生实生苗ꎬ于
２０２２ 年 ６ 月移植到气候室内ꎬ设置温度(２５±２) ℃、
空气相对湿度 ７０％~８０％ꎬ每 ２ 天浇 １ 次水ꎬ１ 周后进

行 ＡＢＡ 处理ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２ 家族成员鉴定及氨基酸序

列分析　 根据已报道的拟南芥 ＳｎＲＫ２ 家族成员[１９]ꎬ
从拟南芥数据库 ＴＡＩＲ 中获得 １０ 个 ＳｎＲＫ２ 氨基酸序

９１
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列ꎬ在 Ｐｆａｍ 数据库(ｈｔｔｐ:∥ｐｆａｍ.ｘｆａｍ.ｏｒｇ / )中下载含

有 ＳｎＲＫ２ 结构域的 ＨＭＭ 文件(ＰＦ０００６９)ꎬ对氨基酸

序列进行局部 ＢＬＡＳＴｐ 比对ꎬ去除冗余序列[２０]ꎬ筛选

出包含已知保守结构域的薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２ 家族成

员氨基酸序列ꎬ并采用相同的方法得到山核桃(Ｃ.
ｃａｔｈａｙｅｎｓｉｓ Ｓａｒｇ.)、胡桃(Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌｉｎｎ.)、毛果杨

(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｔｏｒｒ. ｅｔ Ｇｒａｙ)的 ＳｎＲＫ２ 家族成员

氨基酸序列ꎮ 对上述氨基酸序列的编码基因进行重

命名ꎬ详见表 １ꎮ 利用 ＥｘＰＡＳｙ 在线网站 ( ｈｔｔｐｓ:∥
ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２
家族成员的理论等电点、理论相对分子质量及疏水

性ꎬ使用 ＣＥＬＬＯ Ｖ２. ５ 在线网站 ( ｈｔｔｐ:∥ ｃｅｌｌｏ. ｌｉｆｅ.
ｎｃｔｕ.ｅｄｕ.ｔｗ / )对薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２ 家族成员进行亚

细胞定位预测[２１]ꎮ

表 １　 拟南芥、薄壳山核桃、山核桃、胡桃和毛果杨的 ＳｎＲＫ２ 基因名和登录号
Ｔａｂｌｅ １　 Ｎａｍｅｓ ａｎｄ ａｃｃｅｓｓ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎬ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈꎬ Ｃ.
ｃａｔｈａｙｅｎｓｉｓ Ｓａｒｇ.ꎬ Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌｉｎｎ.ꎬ ａｎｄ Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｔｏｒｒ. ｅｔ Ｇｒａｙ

　 基因名
　 Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

登录号
Ａｃｃｅｓｓ ｎｕｍｂｅｒ

　 基因名
　 Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

登录号
Ａｃｃｅｓｓ ｎｕｍｂｅｒ

　 基因名
　 Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

登录号
Ａｃｃｅｓｓ ｎｕｍｂｅｒ

拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ 　 ＣｉＳｎＲＫ２.１０ ＣｉＰａｗ.０７Ｇ１７７７００.１ 　 ＪｒＳｎＲＫ２.４ ＪｒｅＣｈｒ０６Ｇ１１３４１
　 ＡｔＳｎＲＫ２.１ ＡＴ５ｇ０８５９０ 　 ＣｉＳｎＲＫ２.１１ ＣｉＰａｗ.０８Ｇ０４８０００.１ 　 ＪｒＳｎＲＫ２.５ ＪｒｅＣｈｒ０５Ｇ１２３１０
　 ＡｔＳｎＲＫ２.２ ＡＴ３ｇ５０５００ 　 ＣｉＳｎＲＫ２.１２ ＣｉＰａｗ.０６Ｇ１４５８００.１ 　 ＪｒＳｎＲＫ２.６ ＪｒｅＣｈｒ０５Ｇ１２３６７
　 ＡｔＳｎＲＫ２.３ ＡＴ５ｇ６６８８０ 　 ＣｉＳｎＲＫ２.１３ ＣｉＰａｗ.０５Ｇ０５００００.１ 　 ＪｒＳｎＲＫ２.７ ＪｒｅＣｈｒ１１Ｇ１０５７１
　 ＡｔＳｎＲＫ２.４ ＡＴ１ｇ１０９４０ 山核桃 Ｃ. ｃａｔｈａｙｅｎｓｉｓ 　 ＪｒＳｎＲＫ２.８ ＪｒｅＣｈｒ０３Ｇ１０４４５
　 ＡｔＳｎＲＫ２.５ ＡＴ５ｇ６３６５０ 　 ＣｃＳｎＲＫ２.１ ＣＣＡ０６３８Ｓ０１８７ 　 ＪｒＳｎＲＫ２.９ ＪｒｅＣｈｒ０６Ｇ１１２９５
　 ＡｔＳｎＲＫ２.６ ＡＴ４ｇ３３９５０ 　 ＣｃＳｎＲＫ２.２ ＣＣＡ１０３３Ｓ００４ 　 ＪｒＳｎＲＫ２.１０ ＪｒｅＣｈｒ０７Ｇ１１７４３
　 ＡｔＳｎＲＫ２.７ ＡＴ４ｇ４００１０ 　 ＣｃＳｎＲＫ２.３ ＣＣＡ０５２５Ｓ０１４０ 　 ＪｒＳｎＲＫ２.１１ ＪｒｅＣｈｒ０４Ｇ１００７５
　 ＡｔＳｎＲＫ２.８ ＡＴ１ｇ７８２９０ 　 ＣｃＳｎＲＫ２.４ ＣＣＡ０５０７Ｓ０１９９ 　 ＪｒＳｎＲＫ２.１２ ＪｒｅＣｈｒ０８Ｇ１１８４８
　 ＡｔＳｎＲＫ２.９ ＡＴ２ｇ２３０３０ 　 ＣｃＳｎＲＫ２.５ ＣＣＡ１５００Ｓ００２５ 毛果杨 Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ
　 ＡｔＳｎＲＫ２.１０ ＡＴ１ｇ６０９４０ 　 ＣｃＳｎＲＫ２.６ ＣＣＡ０５０７Ｓ０２４６ 　 ＰｔＳｎＲＫ２.１ ＰＯＰＴＲ＿００１９ｓ００７９０.１
薄壳山核桃 Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ 　 ＣｃＳｎＲＫ２.７ ＣＣＡ０６９６Ｓ００５８ 　 ＰｔＳｎＲＫ２.２ ＰＯＰＴＲ＿０００３ｓ０８２４０.１
　 ＣｉＳｎＲＫ２.１ ＣｉＰａｗ.１１Ｇ０７２０００.１ 　 ＣｃＳｎＲＫ２.８ ＣＣＡ１５９７Ｓ０００７ 　 ＰｔＳｎＲＫ２.３ ＰＯＰＴＲ＿０００４ｓ１５２７０.１
　 ＣｉＳｎＲＫ２.２ ＣｉＰａｗ.０１Ｇ０２３５００.１ 　 ＣｃＳｎＲＫ２.９ ＣＣＡ０５１４Ｓ０２６８ 　 ＰｔＳｎＲＫ２.４ ＰＯＰＴＲ＿０００３ｓ０１１１０.１
　 ＣｉＳｎＲＫ２.３ ＣｉＰａｗ.０２Ｇ０１０７００.１ 　 ＣｃＳｎＲＫ２.１０ ＣＣＡ０９８６Ｓ００６４ 　 ＰｔＳｎＲＫ２.５ ＰＯＰＴＲ＿０００４ｓ１４５４０.１
　 ＣｉＳｎＲＫ２.４ ＣｉＰａｗ.０３Ｇ２５３１００.１ 　 ＣｃＳｎＲＫ２.１１ ＣＣＡ０６５９Ｓ００２３ 　 ＰｔＳｎＲＫ２.６ ＰＯＰＴＲ＿０００９ｓ１１０１０.１
　 ＣｉＳｎＲＫ２.５ ＣｉＰａｗ.０４Ｇ１７８６００.１ 　 ＣｃＳｎＲＫ２.１２ ＣＣＡ０５６５Ｓ００５４ 　 ＰｔＳｎＲＫ２.７ ＰＯＰＴＲ＿０００７ｓ０５０８０.１
　 ＣｉＳｎＲＫ２.６ ＣｉＰａｗ.０５Ｇ０５５４００.１ 胡桃 Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ 　 ＰｔＳｎＲＫ２.８ ＰＯＰＴＲ＿０００２ｓ０９９９０.１
　 ＣｉＳｎＲＫ２.７ ＣｉＰａｗ.０６Ｇ１４１０００.１ 　 ＪｒＳｎＲＫ２.１ ＪｒｅＣｈｒ０４Ｇ１１６３７ 　 ＰｔＳｎＲＫ２.９ ＰＯＰＴＲ＿０００５ｓ０７３７０.１
　 ＣｉＳｎＲＫ２.８ ＣｉＰａｗ.０３Ｇ１４５１００.１ 　 ＪｒＳｎＲＫ２.２ ＪｒｅＣｈｒ０１Ｇ１１０５３ 　 ＰｔＳｎＲＫ２.１０ ＰＯＰＴＲ＿０００４ｓ２２７９０.１
　 ＣｉＳｎＲＫ２.９ ＣｉＰａｗ.０４Ｇ１０３１００.１ 　 ＪｒＳｎＲＫ２.３ ＪｒｅＣｈｒ０２Ｇ１０３９４ 　 ＰｔＳｎＲＫ２.１１ ＰＯＰＴＲ＿０００５ｓ１７２９０.１

１.２.２ 　 氨基酸序列比对和系统发育树构建 　 使用

ＤＮＡＭＡＮ Ｖ７.０ 软件对 ＣｉＳｎＲＫ２ 及 ＡｔＳｎＲＫ２ 家族成

员氨基酸序列进行比对ꎬ使用 ＭＥＧＡ Ｖ７.０ 软件中的

邻接法根据拟南芥、薄壳山核桃、山核桃、胡桃和毛果

杨 ＳｎＲＫ２ 氨基酸序列的遗传距离构建系统发育

树[２２]ꎬ使用 Ｅｖｏｌｖｉｅｗ 在线网站 ( ｈｔｔｐｓ:∥ｅｖｏｌｇｅｎｉｕｓ.
ｉｎｆｏ / )对结果进行可视化[２３]ꎮ
１.２. ３ 　 基因结构、保守基序及顺式作用元件分析

使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件中的 Ｇｅｎｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 程序[２４] 对

ＣｉＳｎＲＫ２进行基因结构分析ꎻ利用 ＭＥＭＥ 在线网站

(ｈｔｔｐ:∥ｍｅｍｅ－ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ) [２５] 对 ＣｉＳｎＲＫ２
基因序列进行保守基序分析ꎻ从 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库

(ｈｔｔｐｓ:∥ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ－ｎｅｘｔ. ｊｇｉ.ｄｏｅ.ｇｏｖ / )中下载薄壳山

核桃全基因组序列ꎬ提取 １３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因上游

２ ０００ ｂｐ 区域序列ꎬ利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 网站( ｈｔｔｐｓ:∥
ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ－ｎｅｘｔ. ｊｇｉ. ｄｏｅ. ｇｏｖ / ) [２６] 预测顺式作用元件ꎬ
用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件中的 Ｓｉｍｐｌｅ ＢｉｏＳｅｑｕｅｎｃｅ Ｖｉｅｗｅｒ 程序

对结果进行可视化ꎮ
１.２.４　 基因染色体定位和共线性分析　 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ
软件中的 Ｃｉｒｃｏｓ 程序对 １３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２基因的染色体

定位进行可视化ꎬ使用 ＭＣＳｃａｎＸ 程序对 ＣｉＳｎＲＫ２ 基

因进行共线性分析ꎮ 使用 ＭＥＧＡ Ｖ７.０ 软件计算复制

事件的同义替换率(Ｋｓ)和非同义替换率(Ｋａ)ꎬ通过

Ｋａ / Ｋｓ分析选择压力ꎬＫａ / Ｋｓ<１ 表示负选择ꎬＫａ / Ｋｓ>１
表示正选择ꎬＫａ / Ｋｓ＝ １ 表示中性选择[２７]ꎮ
１.２.５　 基因组织特异性表达分析　 利用课题组获得

０２



第 ２ 期 马文娟ꎬ 等: 薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２基因家族鉴定及表达分析

的薄壳山核桃转录组数据(ＰＲＪＮＡ７９９６６３)从 ＳＲＡ 数

据库( ｈｔｔｐｓ:∥ｓｕｂｍｉｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｓｕｂｓ / ｓｒａ / )得

到 ＣｉＳｎＲＫ２在不同组织中的表达水平数据[２８]ꎮ 利用

ＲＳＥＭ 软件[２９]ꎬ基于 ＦＰＫＭ 对所有 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因表

达水平进行量化ꎬ使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件生成热图ꎮ
１.２.６　 基因 ＡＢＡ 诱导表达模式分析　 向供试植株叶

片喷施 １００ μｍｏｌＬ－１ ＡＢＡ 溶液ꎬ每组 ３ 株ꎬ共 ３ 组ꎮ
处理 ０、３、６、１２ 和 ２４ ｈ 后ꎬ采集叶片ꎬ于－８０ ℃保存ꎮ

利用 ＲＮＡ 提取试剂盒(南京诺唯赞生物科技股份有

限公司)提取总 ＲＮＡꎬ利用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ Ａｌｌ－ｉｎ－ｏｎｅ ＲＴ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ Ｐｅｒｆｅｃｔ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 反转录试剂盒(南京诺唯

赞生物科技股份有限公司)合成 ｃＤＮＡꎬ置于－２０ ℃
保存ꎮ 使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｑｕｅｓｔ Ｔｏｏｌ 在线网站(ｈｔｔｐｓ:∥ｓｇ.
ｉｄｔｄｎａ. ｃｏｍ / ＰｒｉｍｅｒＱｕｅｓｔ / Ｈｏｍｅ / Ｉｎｄｅｘ ) 设 计 １３ 个

ＣｉＳｎＲＫ２基因的引物(表 ２)ꎬ交由北京擎科生物科技

有限公司合成ꎮ

表 ２　 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因的 ｑＲＴ－ＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ ２　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＣｉＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅｓ

基因名
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列(５′→３′) 　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

正向引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ 反向引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ
产物长度 / ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ

ＣｉＳｎＲＫ２.１ ＡＣＡＴＴＧＣＡＣＣＡＧＡＧＧＴＴＣＴＣ ＧＧＴＡＴＧＣＴＣＣＣＡＣＣＡＡＣＡＴＴＡ １０２
ＣｉＳｎＲＫ２.２ ＣＡＧＣＴＣＣＴＣＧＧＴＴＧＡＡＧＡＴＡＴＧ ＣＡＧＴＡＣＴＴＣＣＧＧＡＧＣＡＡＴＧＴＡＡ １１０
ＣｉＳｎＲＫ２.３ ＡＧＣＴＣＣＴＣＧＧＴＴＧＡＡＧＡＴＴＴＧ ＣＡＧＴＡＣＴＴＣＴＧＧＡＧＣＡＡＴＧＴＡＧＧ １０９
ＣｉＳｎＲＫ２.４ ＧＧＡＧＣＴＣＧＴＧＧＣＴＡＴＧＡＡＡＴ ＣＣＡＣＣＴＣＣＴＴＧＡＡＡＣＧＧＡＴＴＡ １１９
ＣｉＳｎＲＫ２.５ ＧＧＡＡＣＴＣＧＴＣＧＣＣＡＴＧＡＡＡＴＡ ＣＣＡＣＣＴＣＣＴＴＧＡＡＡＣＧＧＡＴＴＡＴ １１９
ＣｉＳｎＲＫ２.６ ＣＧＧＡＴＡＡＴＴＴＣＴＧＡＧＧＣＴＡＣＣＡ ＣＡＡＧＴＣＣＴＣＣＴＣＣＡＴＧＴＣＴＴＣ １０２
ＣｉＳｎＲＫ２.７ ＣＴＣＣＡＧＡＧＴＧＣＴＧＣＣＡＴＴＴ ＧＡＴＣＴＧＣＡＧＧＧＡＧＧＴＴＣＴＴＴＡＧ １１４
ＣｉＳｎＲＫ２.８ ＴＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧＡＡＣＴＡＴＴＴＧＡＣ ＧＣＡＧＴＡＡＣＴＣＡＣＴＣＣＣＧＡＡＡＴＡ １０３
ＣｉＳｎＲＫ２.９ ＧＧＡＡＧＣＴＴＡＴＣＡＣＣＡＣＧＴＣＴＴＡ ＣＡＡＧＡＣＣＴＣＣＧＧＴＧＣＡＡＴＡＴＡＡ １１７
ＣｉＳｎＲＫ２.１０ ＣＡＧＴＣＴＴＣＣＡＴＴＣＡＣＡＡＣＣＡＡＡＧ ＧＡＣＡＣＣＡＣＡＧＧＡＣＣＡＡＡＣＡ １１６
ＣｉＳｎＲＫ２.１１ ＧＴＧＴＴＣＣＡＴＴＣＡＣＡＡＣＣＡＡＡＧＴ ＡＣＡＣＣＡＧＡＧＧＡＣＣＡＡＡＣＡＴＣ １１３
ＣｉＳｎＲＫ２.１２ ＧＣＧＡＡＧＡＴＧＡＧＧＣＧＡＧＡＴＡＴＴ ＧＧＴＴＴＣＣＡＴＣＣＡＧＣＡＡＧＧＴＡ １１７
ＣｉＳｎＲＫ２.１３ ＧＡＧＣＴＣＧＴＣＧＣＣＡＴＧＡＡＡＴＡ ＣＣＡＣＣＴＣＣＴＴＧＡＡＣＣＧＡＡＴＡＡ １１８

　 　 以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 反应ꎬ内参基因

为 β－ａｃｔｉｎ[２７]ꎮ 反应体系总体积 ２０.０ μＬꎬ包括 ＳＹＢＲ
１０.０ μＬꎬ１２０ ｎｇμＬ－１ ｃＤＮＡ １.０ μＬꎬ１０ μｍｏｌμＬ－１

上、下游引物各 ０.４ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ８.２ μＬꎮ 反应程序:
９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃ 变性 １０ ｓ、６０ ℃ 退火 ３０ ｓ、
７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共循环 ３０ 次ꎮ 每个样品 ３ 次重复ꎮ
根据扩增结果计算基因的相对表达量[３０]ꎮ
１.３　 数据处理和统计分析

使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ２５ 软件对数据进行统计分析ꎻ采
用单因素方差分析和多重比较进行显著性分析ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 基因鉴定及其编码蛋白理化性质分析

　 　 从薄壳山核桃全基因组中筛选到 １３ 个 ＳｎＲＫ２
基因ꎬ分别命名为 ＣｉＳｎＲＫ２.１ 至 ＣｉＳｎＲＫ２.１３ꎬ并对其

编码蛋白的理化性质进行分析ꎬ结果见表 ３ꎮ 结果显

示:１３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２ 蛋白的氨基酸残基数为 ３３６ ~ ３６６ꎬ
理论相对分子质量为 ３８ ００７.５０~４１ ３５４.８５ꎬ理论等电

点均小于 ｐＩ ７ꎻ且 １３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２ 蛋白的 ＧＲＡＶＹ 值

均为负值ꎬ说明所有的 ＣｉＳｎＲＫ２ 蛋白均为亲水蛋白ꎻ

表 ３　 ＣｉＳｎＲＫ２ 家族成员的理化性质１)

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＣｉＳｎＲＫ２ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ１)

蛋白名
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ Ｎ ｍ ｐＩ ＧＲＡＶＹ 值

ＧＲＡＶＹ ｖａｌｕｅ ＳＬ

ＣｉＳｎＲＫ２.１ ３４０ ３８ ３７０.９１ ５.６３ －０.３５ Ｃｙ
ＣｉＳｎＲＫ２.２ ３６６ ４１ ２４６.９２ ４.７５ －０.２１ Ｎｕ
ＣｉＳｎＲＫ２.３ ３６２ ４１ １５６.７４ ４.６７ －０.２７ Ｎｕ
ＣｉＳｎＲＫ２.４ ３５５ ４０ ７７１.１８ ５.９４ －０.５３ Ｎｕ
ＣｉＳｎＲＫ２.５ ３５６ ４０ ９００.４０ ５.５６ －０.５１ Ｃｙ
ＣｉＳｎＲＫ２.６ ３６３ ４１ ３５４.８５ ４.８７ －０.３８ Ｎｕ
ＣｉＳｎＲＫ２.７ ３６３ ４１ １０４.５５ ４.８６ －０.３４ Ｎｕ
ＣｉＳｎＲＫ２.８ ３４１ ３８ ６９１.８５ ５.２６ －０.３７ Ｃｙ
ＣｉＳｎＲＫ２.９ ３４５ ３９ ０６５.２５ ５.４６ －０.４２ Ｃｙ
ＣｉＳｎＲＫ２.１０ ３３８ ３８ ２１２.８１ ５.４５ －０.１９ Ｃｙ
ＣｉＳｎＲＫ２.１１ ３３８ ３８ ００７.５０ ５.８０ －０.２１ Ｃｙ
ＣｉＳｎＲＫ２.１２ ３３６ ３８ ２３２.７６ ６.１９ －０.３７ Ｃｙ
ＣｉＳｎＲＫ２.１３ ３５４ ４０ ３２６.０９ ５.８９ －０.４５ Ｃｙ

　 １) Ｎ: 氨基酸残基数 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅ ｎｕｍｂｅｒꎻ ｍ: 理论相对分子质
量 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓꎻ ｐＩ: 理论等电点 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔꎻ ＳＬ: 亚细胞定位 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ. Ｃｙ: 细胞
质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍꎻ Ｎｕ: 细胞核 Ｎｕｃｌｅｕｓ.
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亚细胞定位预测 ８ 个 ＣｉＳｎＲＫ２ 蛋白位于细胞质ꎬ５ 个

位于细胞核ꎮ
２.２　 氨基酸序列比对

多重序列比对结果(图 １)显示:１３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２
与 １０ 个拟南芥 ＳｎＲＫ２ 的氨基酸序列高度保守ꎬ
ＳｎＲＫ２ 家族氨基酸序列包含 Ｎ 端和 Ｃ 端 ２ 个结构

域ꎬＮ 端为催化结构域ꎬ该结构域高度保守ꎬ包含 ＡＴＰ
结合域和丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶活性位点ꎬ是

ＳｎＲＫ２ 的核心催化区域ꎮ Ｃ 端包含响应非生物胁迫

结构域和 ＡＢＡ 诱导调节结构域ꎮ

２.３　 系统发育分析

根据薄壳山核桃、拟南芥、山核桃、胡桃和毛果杨

的 ＳｎＲＫ２ 氨基酸序列构建系统发育树ꎬ结果(图 ２)
显示:５ 种植物的 ＳｎＲＫ２ 家族成员构成 ３ 组ꎬⅠ组包

含 ２０ 个 ＳｎＲＫ２ꎬ其中 ４ 个为 ＣｉＳｎＲＫ２ꎬⅡ组包含 １７
个 ＳｎＲＫ２ꎬ其中 ４ 个为 ＣｉＳｎＲＫ２ꎬⅢ组包含 ２１ 个

ＳｎＲＫ２ꎬ其中 ５ 个为 ＣｉＳｎＲＫ２ꎮ 此外ꎬ薄壳山核桃

ＳｎＲＫ２ 家族的每个成员基本上先与山核桃 ＳｎＲＫ２ 家

族成员聚在一起ꎬ表明薄壳山核桃与山核桃的 ＳｎＲＫ２
亲缘关系最近ꎮ

红色框表示 ＡＴＰ 结合域 Ｔｈｅ ｒｅｄ ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎꎻ 蓝色框表示丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶活性位点 Ｔｈｅ ｂｌｕｅ ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ
ｓｉｔｅ ｏｆ ｓｅｒｉｎｅ / ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎻ 绿色框表示响应非生物胁迫结构域 Ｔｈｅ ｇｒｅｅｎ ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｄｏｍａｉｎꎻ 黄色框表示 ＡＢＡ 诱
导调节结构域 Ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＡＢＡ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｄｏｍａｉｎ.

Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ Ｃｉ: 薄壳山核桃 Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ.

图 １　 薄壳山核桃和拟南芥 ＳｎＲＫ２ 家族成员氨基酸序列比对
Ｆｉｇ. １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＳｎＲＫ２ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｆｒｏｍ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ ａｎｄ

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.
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: 薄壳山核桃 Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈꎻ : 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ : 山核桃 Ｃａｒｙａ ｃａｔｈａｙｅｎｓｉｓ Ｓａｒｇ.ꎻ : 胡桃
Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌｉｎｎ.ꎻ : 毛果杨 Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｔｏｒｒ. ｅｔ Ｇｒａｙ. 分支上的数值表示自展支持率 Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｓｕｐｐｏｒｔ ｒａｔｅｓ.

图 ２　 基于氨基酸序列的 ＳｎＲＫ２ 家族成员的系统发育树
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＳｎＲＫ２ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ

２.４　 蛋白保守基序和基因结构分析

　 　 ＣｉＳｎＲＫ２ 蛋白的保守基序分析结果(图 ３－Ａ)显
示:每组的 ｍｏｔｉｆ 数量及类型都高度相似ꎬ且每个

ＣｉＳｎＲＫ２ 蛋白都包含 ｍｏｔｉｆ１、ｍｏｔｉｆ２、ｍｏｔｉｆ３、ｍｏｔｉｆ４ 和

ｍｏｔｉｆ５ꎮ Ⅱ组 ＣｉＳｎＲＫ２ 蛋白的 ｍｏｔｉｆ 数量明显多于其

他 ２ 组ꎬ且含有 ｍｏｔｉｆ６ 和 ｍｏｔｉｆ１０ꎬ而Ⅰ组的 ＣｉＳｎＲＫ２
蛋白则有别于其他 ２ 组ꎬ均不含有 ｍｏｔｉｆ７ 和 ｍｏｔｉｆ９ꎬ但
含有 ｍｏｔｉｆ８ꎬⅢ组中的 ＣｉＳｎＲＫ２.９ 与同组中的其他蛋

白不同ꎬ不含有 ｍｏｔｉｆ９ꎮ
基因结构分析结果(图 ３－Ｂ)显示:Ⅲ组基因长

度略短ꎬ均小于 ４ ０００ ｂｐꎬⅠ和Ⅱ组基因长度为

４ ０００~ ７ ０００ ｂｐꎮ 所有 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因的外显子数均

为 ９ꎬ除 ＣｉＳｎＲＫ２.４、ＣｉＳｎＲＫ２.５ 和 ＣｉＳｎＲＫ２.７ 内含子

数为 ９ 外ꎬ其他成员内含子数均为 ８ꎬ且每个 ＣｉＳｎＲＫ２
基因的最后一个外显子长度均较长ꎮ 每组中的

ＣｉＳｎＲＫ２基因结构均十分相似ꎬ推测他们可能具有相

似的功能ꎮ
２.５　 基因共线性分析及 Ｋａ / Ｋｓ 分析

共线性分析结果(图 ４)显示:１３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２ 基

因分 布 在 薄 壳 山 核 桃 的 ９ 个 染 色 体 上ꎬ 其 中ꎬ

３２
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图 Ａ 中不同颜色柱子表示不同保守基序 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒ ｐｉｌｌａｒｓ ｉｎ ｆｉｇｕｒｅ Ａ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｔｉｆｓꎻ 图 Ｂ 中绿色柱子、黄色柱子和黑线分别表示非翻译
区、外显子和内含子 Ｔｈｅ ｇｒｅｅｎ ｐｉｌｌａｒｓꎬ ｙｅｌｌｏｗ ｐｉｌｌａｒｓꎬ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ｌｉｎｅｓ ｉｎ ｆｉｇｕｒｅ Ｂ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓꎬ ｅｘｏｎｓꎬ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｎｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ３　 ＣｉＳｎＲＫ２ 蛋白的保守基序(Ａ)和 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因结构(Ｂ)
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ＣｉＳｎＲＫ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (Ａ) ａｎｄ ＣｉＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ (Ｂ)

图 ４　 薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２ 基因家族成员的共线性分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｆｒｏｍ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ

４２
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ＣｉＳｎＲＫ２.１ 分 布 在 １１ 号 染 色 体 上ꎬ 其 余 １２ 个

ＣｉＳｎＲＫ２基因均匀地分布在 １~８ 号染色体上ꎮ １３ 个

ＣｉＳｎＲＫ２基因存在 １２ 对共线关系ꎬ其中 ＣｉＳｎＲＫ２.６ 和

ＣｉＳｎＲＫ２.１３位于 ５ 号染色体ꎬＣｉＳｎＲＫ２.７和 ＣｉＳｎＲＫ２.１２
位于 ６ 号染色体ꎬ属于串联重复ꎬ其余 １０ 个基因对属

于片段重复ꎬ说明 ＣｉＳｎＲＫ２基因家族的扩增方式可能

是片段重复ꎮ
Ｋａ / Ｋｓ分析结果(表 ４)显示:ＣｉＳｎＲＫ２的 １２ 个共

线基因对的 Ｋａ / Ｋｓ 值为 ０.６７ ~ １.９０ꎬ其中 ８ 个共线基

因对的 Ｋａ / Ｋｓ值大于 １ꎬ表明这些基因的进化过程主

要受到正选择ꎮ
２.６　 基因顺式作用元件分析

启动子顺式作用元件分析结果 (图 ５) 显示:
ＣｉＳｎＲＫ２基因家族成员的启动子区主要包含响应环

境胁迫和激素的顺式作用元件ꎬ其中激素类响应元件

表 ４　 薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２ 基因家族成员中共线基因对的 Ｋａ / Ｋｓ分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｋａ / Ｋｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｇｅｎｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ
ｍｅｍｂｅｒｓ ｆｒｏｍ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ

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

ＣｉＳｎＲＫ２.６ / ＣｉＳｎＲＫ２.２ １.７８ １.５７ １.１３
ＣｉＳｎＲＫ２.７ / ＣｉＳｎＲＫ２.２ ２.３８ １.９６ １.２２
ＣｉＳｎＲＫ２.７ / ＣｉＳｎＲＫ２.３ １.９６ １.５８ １.２４
ＣｉＳｎＲＫ２.８ / ＣｉＳｎＲＫ２.９ １.５０ ２.２４ ０.６７
ＣｉＳｎＲＫ２.４ / ＣｉＳｎＲＫ２.５ １.２６ １.６１ ０.７８
ＣｉＳｎＲＫ２.１０ / ＣｉＳｎＲＫ２.８ １.８２ １.６５ １.１１
ＣｉＳｎＲＫ２.８ / ＣｉＳｎＲＫ２.１１ ２.００ １.８２ １.１０
ＣｉＳｎＲＫ２.１０ / ＣｉＳｎＲＫ２.９ ２.２２ １.３９ １.５９
ＣｉＳｎＲＫ２.９ / ＣｉＳｎＲＫ２.１１ １.８４ １.９０ ０.９７
ＣｉＳｎＲＫ２.１３ / ＣｉＳｎＲＫ２.１２ １.８２ ２.１０ ０.８７
ＣｉＳｎＲＫ２.６ / ＣｉＳｎＲＫ２.７ ２.２３ １.１７ １.９０
ＣｉＳｎＲＫ２.１０ / ＣｉＳｎＲＫ２.１１ １.７３ ０.９８ １.７７

: 低温胁迫响应元件 Ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 脱落酸响应元件 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 茉莉酸甲酯响应元件 ＭｅＪＡ￣
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ :生长素响应元件 Ａｕｘｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 干旱响应元件 Ｄｒｏｕｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 水杨酸响应元件 Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 厌氧诱导响应元件 Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 赤霉素响应元件 Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 压力胁迫响应元件
Ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 缺氧诱导 Ａｎｏｘｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ.

图 ５　 薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２ 基因家族成员顺式作用元件分析
Ｆｉｇ. ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｆｒｏｍ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ

主要包括 ＡＢＡ 响应元件、茉莉酸甲酯响应元件、生长

素响应元件、水杨酸响应元件和赤霉素响应元件ꎮ 其

中ꎬＡＢＡ 响应元件的数量最多且分布最广ꎬ其次为茉

莉酸甲酯响应元件ꎮ

２.７　 基因组织特异性表达分析

薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２ 基因家族成员的组织特异性

表达分析结果(图 ６)显示:ＣｉＳｎＲＫ２.２、ＣｉＳｎＲＫ２.３ 和

ＣｉＳｎＲＫ２.１３在不同组织中均呈现较高的表达水平ꎬ

５２
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ＣｉＳｎＲＫ２.５和 ＣｉＳｎＲＫ２.８ 在雌花中高表达ꎬ在其他组

织中的表达水平极低ꎬＣｉＳｎＲＫ２.９ 和 ＣｉＳｎＲＫ２.１２ 在 ６
个组织中的表达水平较低ꎬＣｉＳｎＲＫ２.１ 和 ＣｉＳｎＲＫ２.１１
在根和种子中表达量较高ꎬＣｉＳｎＲＫ２.４ 和 ＣｉＳｎＲＫ２.１０
在花和果实中表达量较高ꎬＣｉＳｎＲＫ２.６ 在雌花、雄花、
果实、叶片和种子中表达量均较高ꎮ
２.８　 基因 ＡＢＡ 诱导表达模式分析

　 　 １００ μｍｏｌＬ－１ ＡＢＡ 处理下 ＣｉＳｎＲＫ２基因在 ２４ ｈ
内的相对表达量见表 ５ꎮ 结果显示:ＣｉＳｎＲＫ２. １ 和

ＣｉＳｎＲＫ２.１１ 的相对表达量在 ＡＢＡ 处理 ３ ｈ 显著升

高ꎻＣｉＳｎＲＫ２.１的相对表达量在 ＡＢＡ 处理 ６ ｈ 达到峰

值(较 ０ ｈ 升高了 ３.３８ 倍)后逐渐下降ꎻ在 ＡＢＡ 处理

２４ ｈ 后ꎬ除 ＣｉＳｎＲＫ２.２、ＣｉＳｎＲＫ２.３、ＣｉＳｎＲＫ２.６ 外ꎬ其
余 １０ 个基因的表达水平均上调ꎬ尤其是 ＣｉＳｎＲＫ２.８
和 ＣｉＳｎＲＫ２.９的相对表达量较 ０ ｈ 分别升高了 ６.１８
和 ９.６５ 倍ꎬ推测这些基因在响应 ＡＢＡ 诱导中起正调

控作用ꎮ

ＦＰＫＭ: 表达丰度 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ. Ａ: 雌花 Ｆｅｍａｌｅ ｆｌｏｗｅｒꎻ Ｂ: 雄
花 Ｍａｌｅ ｆｌｏｗｅｒꎻ Ｃ: 果实 Ｆｒｕｉｔꎻ Ｄ: 叶片 Ｌｅａｆꎻ Ｅ: 根 Ｒｏｏｔꎻ Ｆ: 种子 Ｓｅｅｄ.

图 ６　 薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２ 基因家族成员的组织特异性表达热图
Ｆｉｇ. ６　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ
ｍｅｍｂｅｒｓ ｆｒｏｍ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ

表 ５　 １００ μｍｏｌＬ－１ ＡＢＡ 处理下 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因的相对表达量(Ｘ±ＳＥ) １)

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣｉＳｎＲＫ２ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ １００ μｍｏｌＬ－１ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (Ｘ±ＳＥ) １)

基因名
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

在不同处理时间的相对表达量　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

０ ｈ ３ ｈ ６ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ

ＣｉＳｎＲＫ２.１ １.００±０.００ｃ ２.８９±０.５６ｂ ４.３８±０.５９ａ ３.５５±０.１８ａｂ ２.３１±０.２０ｂ
ＣｉＳｎＲＫ２.２ １.００±０.００ａ ０.７６±０.０８ｂ ０.５５±０.０６ｂ ０.７２±０.０３ｂ １.１６±０.１３ａ
ＣｉＳｎＲＫ２.３ １.００±０.００ａ ０.７８±０.０５ｂｃ ０.６１±０.０６ｃ ０.７５±０.０１ｂｃ ０.８１±０.０４ａｂ
ＣｉＳｎＲＫ２.４ １.００±０.００ｂ １.０２±０.１９ｂ １.５５±０.４４ｂ １.０７±０.２６ｂ ３.３６±０.２４ａ
ＣｉＳｎＲＫ２.５ １.００±０.００ｂ ０.６９±０.１０ｃ ０.８３±０.０８ｂｃ ０.９４±０.１０ｂｃ ２.０４±０.１３ａ
ＣｉＳｎＲＫ２.６ １.００±０.００ａ ０.５６±０.０５ｂ ０.６１±０.０４ｂ ０.４３±０.０１ｂ １.００±０.１２ａ
ＣｉＳｎＲＫ２.７ １.００±０.００ｂ ０.７７±０.０２ｃ ０.６８±０.０９ｃ ０.７７±０.０４ｃ １.４５±０.０９ａ
ＣｉＳｎＲＫ２.８ １.００±０.００ｄ １.７３±０.３９ｄ ３.６８±０.６４ｃ ５.４２±０.８７ｂ ７.１８±０.３４ａ
ＣｉＳｎＲＫ２.９ １.００±０.００ｂ ０.９８±０.２９ｂ ０.９７±０.０８ｂ １.１０±０.０９ｂ １０.６５±０.０９ａ
ＣｉＳｎＲＫ２.１０ １.００±０.００ｂ １.２２±０.２５ｂ １.３３±０.３０ｂ １.２８±０.２３ｂ ２.０１±０.１４ａ
ＣｉＳｎＲＫ２.１１ １.００±０.００ｃ １.５８±０.０５ａｂ １.５５±０.１０ｂ １.３０±０.１７ｂｃ １.９４±０.１６ａ
ＣｉＳｎＲＫ２.１２ １.００±０.００ｂｃ ０.６２±０.１７ｃ ０.８１±０.０９ｂｃ １.２０±０.０４ｂ ２.１５±０.２０ａ
ＣｉＳｎＲＫ２.１３ １.００±０.００ｂｃ ０.９２±０.０８ｃ １.０７±０.０８ｂｃ １.２２±０.１３ｂ ２.０７±０.０７ａ

　 １)同行中不同小写字母表示同一基因的相对表达量在不同时间间差异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
(Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｅｎｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅｓ.

３　 讨论和结论

ＡＢＡ 是植物响应胁迫及生长发育的重要植物激

素[３１]ꎮ ＳｎＲＫ２ 是植物特有的一类 Ｓｅｒ / Ｔｈｒ 蛋白激酶ꎬ
在植物响应非生物胁迫以及 ＡＢＡ 诱导过程中发挥重

要作用[３２]ꎮ 迄今为止ꎬ已有众多研究者在多种植物

中鉴定出多个 ＳｎＲＫ２ 基因ꎬ如拟南芥中 １０ 个[１９]、水

稻中 １０ 个[１３]、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌｉｎｎ.)中 １４ 个[３２]、棉
花(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌｉｎｎ.)中 ２０ 个[６] 等ꎮ 本研究

通过已知的 １０ 个拟南芥 ＳｎＲＫ２ 氨基酸序列在薄壳

山核桃全基因组中鉴定出 １３ 个 ＳｎＲＫ２ꎬ将其编码基

因分别命名为 ＣｉＳｎＲＫ２. １ 至 ＣｉＳｎＲＫ２. １３ꎮ ＣｉＳｎＲＫ２
基因家族成员编码氨基酸残基数为 ３３６~３６６ꎬ理论相

对分子质量为 ３８ ００７.５０ ~ ４１ ３５４.８５ꎬ１３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２
蛋白的 ＧＲＡＶＹ 值均为负值ꎬ说明所有的 ＣｉＳｎＲＫ２ 蛋
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白均为亲水蛋白ꎬ这与陈娜娜等[３３] 对苹果 (Ｍａｌｕｓ
ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.)ＳｎＲＫ２基因家族成员蛋白质理化性质的

研究结果类似ꎮ 与拟南芥 ＳｎＲＫ２ 进行多重序列比对

发现ꎬＣｉＳｎＲＫ２ 家族成员与拟南芥 ＳｎＲＫ２ 家族成员

的氨基酸序列高度保守ꎬ具有典型的 Ｎ 端和 Ｃ 端结

构域ꎬ包含 ＡＴＰ 结合域、经氨酸 /苏氨酸蛋白激酶活

性位点及 ＡＢＡ 诱导调节结构域等ꎬ这与 Ｌｉｕ[６]等在棉

花中的研究结果一致ꎮ 系统发育分析结果显示:５ 种

植物的 ５８ 个 ＳｎＲＫ２ 可分为 ３ 组ꎬ薄壳山核桃的 １３ 个

ＳｎＲＫ２ 较为均匀地分布在 ３ 组中ꎬ并且与山核桃

ＳｎＲＫ２ 家族成员有较近的亲缘关系ꎮ 此外ꎬ保守基

序和基因结构分析结果表明:同组的 ＣｉＳｎＲＫ２ 蛋白

具有相似的保守基序和基因结构ꎬ尤其是同组中

ＣｉＳｎＲＫ 蛋白的基序位置及排列顺序都十分相似ꎮ 以

上结果均表明植物中的 ＳｎＲＫ２ 基因家族成员在进化

过程中较为保守ꎬ没有发生太多变化ꎮ 研究表明:大
多数高等植物的 ＳｎＲＫ２ 基因都包含 ９ 个外显子[３４]ꎬ
本文研究中 １３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因也包含 ９ 个外显子ꎬ
ＣｉＳｎＲＫ２. ４ 和 ＣｉＳｎＲＫ２. ５ 含有 ９ 个内含子ꎬ 其余

ＣｉＳｎＲＫ２基因包含 ８ 个内含子ꎬ这与 Ｈｕａｎｇ 等[３５] 对

小白菜〔Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｓｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｌｏｕｒ.) Ｈａｎｅｌｔ〕
ＳｎＲＫ２基因的研究结果较为一致ꎮ 共线性分析发现ꎬ
１３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２基因家族成员存在 １２ 对共线关系ꎬ有
８ 对基因的 Ｋａ / Ｋｓ大于 １ꎬ４ 对基因的 Ｋａ / Ｋｓ 小于 １ꎬ
基因复制会造成突变累积ꎬ这些基因在进化过程中主

要受到正选择ꎬ即通过非同义突变导致的功能性改变

来适应进化ꎮ
当植物受到外界环境如干旱、高盐、高温等非生

物胁迫时ꎬ植物自身与抵抗这些胁迫的相关信号会通

过信号转导途径转化为相应的抗性因子ꎬ从而激活与

胁迫相关的转录因子ꎬ并与相应基因的顺式作用元件

结合ꎬ启动相应基因的表达ꎬ对逆境胁迫做出应

答[３６]ꎮ 本研究结果表明:ＣｉＳｎＲＫ２ 基因包含环境胁

迫及激素类响应元件ꎬ所有 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因至少包含 １
种植物激素类响应元件ꎬ且激素类响应元件以 ＡＢＡ
响应元件最多ꎬ由于植物激素类响应元件是参与植物

生长以及应对各种胁迫反应的关键因子[３７]ꎬ由此推

断 ＣｉＳｎＲＫ２基因家族成员可能在调节非生物胁迫中

发挥重要作用ꎮ
组织特异性分析结果显示:１３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因

中ꎬⅡ组的 ＣｉＳｎＲＫ２.２、ＣｉＳｎＲＫ２.３和 ＣｉＳｎＲＫ２.１３在各

组织中表达水平较高ꎬＣｉＳｎＲＫ２.５ 和 ＣｉＳｎＲＫ２.８ 在雌

花中高表达ꎬ而在其他组织中的表达水平极低ꎬ
ＣｉＳｎＲＫ２.９和 ＣｉＳｎＲＫ２.１２ 在各组织中的表达水平较

低ꎬ说明 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因具有多种组织表达模式ꎮ 这

１３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２基因在 ６ 种组织中的表达结果表明:
不同 ＣｉＳｎＲＫ２基因具有不同的表达模式ꎬ在生物学功

能上发挥不同作用ꎮ
大量研究表明:ＳｎＲＫ２基因参与植物多种非生物

胁迫反应ꎬ盐和干旱环境诱导水稻中的 ＳＡＰＫ３、
ＳＡＰＫ８和 ＳＡＰＫ９ 的表达水平升高[３８]ꎬＡＢＡ 和聚二乙

醇( ＰＥＧ) 处理后丹参 ( Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｕｎｇｅ )
ＳｎＲＫ２.７可能在干旱等导致的渗透胁迫过程中发挥

重要作用[３９]ꎮ 本研究中多数 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因对 ＡＢＡ
诱导有响应ꎮ 在 ＡＢＡ 处理 ２４ ｈ 后ꎬ ＣｉＳｎＲＫ２. ２、
ＣｉＳｎＲＫ２.３、ＣｉＳｎＲＫ２.６ 的表达水平未发生显著变化ꎬ
其余 ９ 个 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因的相对表达量均上调ꎻ
ＣｉＳｎＲＫ２.１、ＣｉＳｎＲＫ２.４、ＣｉＳｎＲＫ２.８ 和 ＣｉＳｎＲＫ２.９ 的组

织表达水平与其余 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因相比较低ꎬ但在

ＡＢＡ 处理后的相对表达量显著升高ꎻ 共线基因

ＣｉＳｎＲＫ２. ８ 和 ＣｉＳｎＲＫ２. ９ 的 表 达 水 平 高 于 其 余

ＣｉＳｎＲＫ２基因ꎬ即在 ＡＢＡ 诱导后显著上调表达ꎮ 这

些结果表明不同 ＣｉＳｎＲＫ２基因在 ＡＢＡ 诱导下的响应

程度不同ꎬ可能发挥不同作用ꎮ
本研究共鉴定出 １３ 个薄壳山核桃 ＳｎＲＫ２ 基因

家族成员ꎬ可分为 ３ 组ꎬ具有 ＳｎＲＫ２ 家族的基本特

征ꎬ且同组成员间的基因结构与保守基序较为相似ꎬ
并且在基因复制及进化过程中受到正选择ꎮ １３ 个

ＣｉＳｎＲＫ２基因在不同组织中具有不同的表达模式ꎬ其
中 ＣｉＳｎＲＫ２.２、ＣｉＳｎＲＫ２.３ 和 ＣｉＳｎＲＫ２.１３ 在 ６ 个组织

中高表达ꎻ在 ＡＢＡ 诱导下ꎬ１３ 个 ＣｉＳｎＲＫ２ 基因中大

多数基因表达水平高于对照ꎬ共线基因 ＣｉＳｎＲＫ２.８ 和

ＣｉＳｎＲＫ２.９ 可能在应对 ＡＢＡ 诱导时具有强烈的调控

作用ꎮ
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Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｎｅ ｓｕｃｒｏｓｅ ｎｏｎｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇ １￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅｓ ２ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ｈｙｐｅｒｏｓｍｏｔｉｃ ａｎｄ ｓａｌｉｎｅ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｉｎ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ [ Ｊ ] . Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ
２００４ꎬ ２７９(４０): ４１７５８－４１７６６.

[１２] 　 ＦＵＪＩＴＡ Ｙꎬ ＮＡＫＡＳＨＩＭＡ Ｋꎬ ＹＯＳＨＩＤＡ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｒｅｅ ＳｎＲＫ２
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｗａｔｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ａｎｄ
Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ５０(１２): ２１２３－２１３２.

[１３] 　 ＫＯＢＡＹＡＳＨＩ Ｙꎬ ＹＡＭＡＭＯＴＯ Ｓꎬ ＭＩＮＡＭＩ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｃｅ ｓｕｃｒｏｓｅ ｎｏｎｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇ１￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ２
ｆａｍｉｌｙ ｂｙ ｈｙｐｅｒｏｓｍｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ [ Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ
Ｃｅｌｌꎬ ２００４ꎬ １６: １１６３－１１７７.

[１４] 　 ＵＲ ＲＥＨＭＡＮ Ｓꎬ ＷＡＮＧ Ｊ Ｙꎬ ＣＨＡＮＧ Ｘ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｗｈｅａｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ ＴａＳｎＲＫ２.９￣５Ａ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｙｉｅｌｄ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇ ｔｒａｉｔｓ [ Ｊ] . Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０１９ꎬ
１３２(４): ９０７－９１９.

[１５] 　 ＳＨＥＮ Ｘ Ｊꎬ ＧＵＯ Ｘꎬ ＺＨＡＯ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ＰａｃＳｎＲＫ２ ａｎｄ ＰａｃＰＰ２Ｃ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｓｗｅｅｔ
ｃｈｅｒｒｙ [ Ｊ ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１７ꎬ １１９:
２７５－２８５.

[１６] 　 彭方仁ꎬ 李永荣ꎬ 郝明灼ꎬ 等. 我国薄壳山核桃生产现状与产

业化发展策略[Ｊ] . 林业科技开发ꎬ ２０１２ꎬ ２６(４): １－４.
[１７] 　 ＲＥＹＥＳ￣ＶÁＺＱＵＥＺ Ｎ Ｄ Ｃꎬ ＤＥ ＬＡ ＲＯＳＡ Ｌ Ａꎬ ＭＯＲＡＬＥＳ￣

ＬＡＮＤＡ Ｊ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｈｅａｌｔｈ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｅｃａｎ [Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ) Ｋ. Ｋｏｃｈ]
ｎｕｔｓｈｅｌｌ[ Ｊ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｔｏｐｉｃｓ ｉｎ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０２２ꎬ ２２
(２): １５０－１６７.

[１８] 　 李小飞ꎬ 邓秋菊ꎬ 曹　 凡ꎬ 等. 激素浸种对薄壳山核桃种子萌

发的影响及其种子吸胀过程中 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性变化[ Ｊ] . 植

物资源与环境学报ꎬ ２０１６ꎬ ２５(２): １１１－１１３.
[１９] 　 ＳＡＨＡ Ｊꎬ ＣＨＡＴＴＥＲＪＥＥ Ｃꎬ ＳＥＮＧＵＰＴＡ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ

ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｎｏｎ￣ｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇ １￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ２ (ＳｎＲＫ２) ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ａｎｄ
Ｏｒｙｚａ [ Ｊ ] . Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１４ꎬ ４９:
５９－７０.

[２０] 　 ＦＩＮＮ Ｒ Ｄꎬ ＣＯＧＧＩＬＬ Ｐꎬ ＥＢＥＲＨＡＲＤＴ Ｒ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ｐｆａｍ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｄａｔａｂａｓｅ: ｔｏｗａｒｄｓ ａ ｍｏｒｅ ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ ｆｕｔｕｒｅ [ Ｊ] .
Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１６ꎬ ４４(Ｄ１): Ｄ２７９－Ｄ２８５.

[２１] 　 ＹＵ Ｃ Ｓꎬ ＬＩＮ Ｃ Ｊꎬ ＨＷＡＮＧ Ｊ Ｋ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｏｒ Ｇｒａｍ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ ｓｕｐｐｏｒｔ ｖｅｃｔｏｒ ｍａｃｈｉｎｅｓ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎ￣ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ[ Ｊ] . Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００４ꎬ １３:
１４０２－１４０６.

[２２] 　 ＫＵＭＡＲ Ｓꎬ ＳＴＥＣＨＥＲ Ｇꎬ ＴＡＭＵＲＡ Ｋ. ＭＥＧＡ７: ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｖｅｒｓｉｏｎ ７. ０ ｆｏｒ ｂｉｇｇｅｒ ｄａｔａｓｅｔｓ[ Ｊ] .
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１６ꎬ ３３(７): １８７０－１８７４.

[２３] 　 ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｋꎬ ＧＡＯ Ｓ Ｈꎬ ＬＥＲＣＨＥＲ Ｍ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ＥｖｏｌＶｉｅｗꎬ ａｎ
ｏｎｌｉｎｅ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｖｉｓｕａｌｉｚｉｎｇꎬ ａｎｎｏｔａｔｉｎｇ ａｎｄ ｍａｎａｇｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｔｒｅｅｓ[ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１２ꎬ ４０ ( Ｗ１): Ｗ５６９ －

Ｗ５７２.
[２４] 　 ＣＨＥＮ Ｃ Ｊꎬ 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.

[２５] 　 ＢＡＩＬＥＹ Ｔ Ｌꎬ ＪＯＨＮＳＯＮ Ｊꎬ ＧＲＡＮＴ Ｃ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＭＥＭＥ ｓｕｉｔｅ
[Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１５ꎬ ４３(Ｗ１): Ｗ３９－Ｗ４９.

[２６] 　 ＬＥＳＣＯＴ Ｍꎬ ＤÉＨＡＩＳ Ｐꎬ ＴＨＩＪＳ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. ＰｌａｎｔＣＡＲＥꎬ ａ ｄａｔａｂａｓｅ
ｏｆ ｐｌａｎｔ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ａ ｐｏｒｔａｌ ｔｏ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｉｎ
ｓｉｌｉｃｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ[Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ
２００２ꎬ ３０(１): ３２５－３２７.

[２７] 　 ＺＨＵ Ｋ Ｋꎬ ＦＡＮ Ｐ Ｈꎬ ＭＯ Ｚ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｇｒａｆｔ ｕｎｉｏｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｅｃａｎ (Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ) [ Ｊ] . Ｆｏｒｅｓｔｓꎬ
２０２０ꎬ １１(９): ９１７.

[２８] 　 ＺＨＵ Ｋ Ｋꎬ ＦＡＮ Ｐ Ｈꎬ ＬＩＵ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｓｉｇｈｔ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＣＢＬ ａｎｄ
ＣＩＰＫ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｉｎ ｐｅｃａｎ (Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ): ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ [ Ｊ] . ＢＭＣ
Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０２２ꎬ ２２: ２２１.

[２９] 　 ＬＩ Ｂꎬ ＤＥＷＥＹ Ｃ Ｎ. ＲＳＥＭ: ａｃｃｕｒａｔｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ
ＲＮＡ￣Ｓｅｑ ｄａｔａ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｏｍｅ [ Ｊ ] . ＢＭＣ
Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ２０１１ꎬ １２: ３２３.

[３０] 　 ＬＩＶＡＫ Ｋ Ｊꎬ ＳＣＨＭＩＴＴＧＥＮ Ｔ Ｄ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ２－ΔΔ ＣＴ

ｍｅｔｈｏｄ[Ｊ] . Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２００１ꎬ ２５(４): ４０２－４０８.

(下转第 ４６ 页　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｏｎ ｐａｇｅ ４６)
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