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　　摘要：以黄瓜乙烯响应因子ＣｓＥＲＦ７转录本为研究对象，通过外源硒缓解黄瓜镉胁迫试验分析其表达及黄瓜生长
状况，并克隆ＣｓＥＲＦ７基因，构建过表达载体转化拟南芥，同时分析 ＣｓＥＲＦ７的理化性质和功能。结果表明，外源硒显
著升高了镉胁迫引起的黄瓜生长指标的降低，ＣｓＥＲＦ７在镉处理下的表达丰度是对照的５６％，而镉＋硒比单独镉处理
上调表达４．５３倍，与ＲＮＡ－ｓｅｑ结果相符，此基因可能在硒调控黄瓜镉胁迫响应中起作用。同时，成功构建超表达载
体ｐＥＧＯＥＰ３５Ｓ－Ｈ－ＥＲＦ７－ＧＦＰ，转化拟南芥获得转基因株系。生物信息学分析表明，黄瓜 ＣｓＥＲＦ７基因属于 ＡＰ２／
ＥＲＦ家族的ＡＰ２亚家族，开放阅读框ＯＲＦ长度５８８ｂｐ，编码１９６个氨基酸，有１个ＡＰ２结构域；该蛋白属于非跨膜亲
水性蛋白，亚细胞定位预测定位在线粒体中，存在２２个氨基酸磷酸化位点；其二级结构主要由 α－螺旋和延伸链构
成，与三级结构预测结果高度一致，所得蛋白序列与黄瓜、甜瓜同源性最高。
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　　黄瓜（Ｃｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓ）是世界范围内普遍种植
的蔬菜，是我国设施蔬菜主要栽培种之一，在蔬菜

产业中的地位十分重要；同时兼具清热利水、健脑

安神、润肤美容等多种功效。我国城市食用黄瓜产

地多位于城市近郊，这里同时也聚集较多的城市废

弃物，以及含重金属的农药、化肥的大量使用，使得

我国蔬菜质量问题依然堪忧，其中包括镉在内的重

金属污染十分突出。重金属镉具有较高的可转移

性，能够被植物的根部吸收，继而转运至地上部分

可食器官并在植物中积累［１］；并通过食物链富集于

人体引发多种疾病，严重威胁人类健康［２］。因此，

治理土壤镉污染，深入探讨黄瓜镉毒害及耐性的生

理与分子机制，发掘耐镉关键基因，培育耐镉新品

种已经成为当前农业科学的研究热点。

乙烯 响 应 因 子 ＥＲＦ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｆａｃｔｏｒ）是植物界的一类转录因子，属于植物 ＡＰ２／
ＥＲＦ转录因子家族，在植物抗病、干旱、低温、高盐
等逆境胁迫中具有重要作用，该基因在不同植株中

的超表达能够提高其抗性［３］。根据其结构域的数

量及其相互间的序列相似性分为 ＡＰ２、ＲＡＶ和 ＥＲＦ
３个主要亚家族［４］，其中 ＡＰ２蛋白在调节植物生长
发育过程中起着重要作用［５］；ＲＡＶ家族蛋白在生物
和非生物胁迫响应过程中发挥重要作用［６］；ＥＲＦ亚
家族成员对植物的生长发育以及逆境胁迫应答反

应有着重要的调控作用，主要包括植物生长、果实

发育、低温和干旱胁迫等环境胁迫［７－８］。

在黄瓜转录因子 ＥＲＦ研究中，张慧敏等报道
ＣｓＥＲＦ（登录号：Ｃｓａ７Ｍ４４８１１０）是黄瓜叶片中调控
苦味形成的关键转录因子［９］；ＣｓＥＲＦｓ和 ＣｓＨＤＡｓ基
因表达水平与黄瓜果实冷害有一定的关系［１０］；潘健

等报道部分ＥＲＦ基因家族成员参与雌花分化初期
的基因表达调控［１１］。至今，ＥＲＦ转录因子与镉胁迫
相关的研究鲜见报道，因此本研究拟以前期通过转

录组学方法筛选获得应答镉胁迫的转录因子

ＣｓＥＲＦ７为研究对象，验证其与硒和镉的调节作用
关系，通过对目的基因的扩增，构建 ＣｓＥＲＦ７过表达
载体，并对其进行生物信息学分析，最后利用农杆

菌花序法转化拟南芥获得转基因植株，为 ＣｓＥＲＦ７
功能的深入研究提供依据，为硒介导的黄瓜耐镉机

理研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以黄瓜津研四号为研究材料，其种子购自太原
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市种子公司；哥伦比亚野生型拟南芥种子、大肠杆

菌ＤＨ５α感受态细胞、农杆菌 ＧＶ３１０１感受态细胞
均由武汉艾迪晶生物科技有限公司提供。所用化

学试剂均采用普通分析纯，均购自生工生物工程

（上海）股份有限公司。

黄瓜幼苗培养及生理指标测定和 ＲＮＡ测序试
验于２０２１年 １０—１２月进行，实时荧光定量 ｑＰＣＲ
验证、过表达载体及重组质粒转化农杆菌、拟南芥

遗传转化试验于２０２２年３—５月进行，所有试验均
在太原科技大学生物工程实验室开展（ＲＮＡ测序除
外），具体试验处理和方法如下。

１．２　黄瓜幼苗的培养及处理
１．２．１　黄瓜种子的处理　先用２％的Ｈ２Ｏ２将黄瓜

种子消毒２０ｍｉｎ，再用蒸馏水冲洗干净，并浸种２ｈ
后置于２２℃／１８℃生长室内砂床发芽。
１．２．２　黄瓜幼苗水培试验设计及分析测定项目　
黄瓜幼苗长至２叶１心期，选生长均匀一致的黄瓜
植株移苗至水培溶液中放置在温室内培养。水培

容器为３Ｌ水桶，每桶盛培养液２．５Ｌ，每桶６穴，每
穴２株，海绵固定。营养液ｐＨ值调至５．８±０．１，基
本培养液预培养７ｄ后进行镉、硒处理：对照（ＣＫ，
基本培养液）、３μｍｏｌ／ＬＳｅ、５０μｍｏｌ／ＬＣｄ、５０μｍｏｌ／Ｌ
Ｃｄ＋３μｍｏｌ／ＬＳｅ，并分别记作 ＣＫ、Ｓｅ、Ｃｄ、Ｃｄ＋Ｓｅ，
各处理随机排列，重复３次；２４ｈ保持通气，每隔５ｄ
更换培养液。处理１０ｄ后各处理间有了显著差异，
收集叶片，清洗表面灰尘，并在液氮中迅速冷冻后

置于－８０℃超低温冰箱中备用；并分析测定黄瓜株
高、根长、ＳＰＡＤ值和生物量［１２－１３］。

１．３　ＲＮＡ－ｓｅｑ高通量测序
采用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ高通量测序平台在北京

诺禾致源科技股份有限公司进行黄瓜叶片 ＲＮＡ－
ｓｅｑ测序，原始序列过滤后得到 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ。选取
ＨＩＳＡＴ软件将过滤后的测序序列进行基因组定位分
析；经过组装、比较，新转录本预测；最后，采用

ＨＴＳｅｑ软件ｕｎｉｏｎ模型对各样品进行基因表达水平
分析，采用ＤＥＧＳｅｑ软件对构建的基因作差异分析，
差异基因筛选的阈值设置为ｑ值＜０．００５，然后筛选
硒和镉处理黄瓜幼苗中差异表达的转录本。结合

差异表达转录本的ｑ值及在叶片中的基因表达丰度
值，最终选取ＣｓＥＲＦ７作为本研究对象。
１．４　实时荧光定量ｑＰＣＲ验证

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中 β－ａｃｔｉｎ基因（登录号：ＸＭ＿
０１１６５９４６５）和测序后转录本 ＣｓＥＲＦ７的序列（登录

号：Ｃｓａ７Ｇ４３２０８０），利用 ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ在线设计特
异性荧光定量 ＰＣＲ所用引物。引物序列分别为
β－ａｃｔｉｎ，Ｆ：５′－ＧＡＡＴＣＣＡＧＣＡＣＧＡＴＡＣＣＡ－３′，Ｒ：
５′－ＴＣＡＡＣＣＣＡＡＡＧＧＣＴＡＡＣＡ－３′，预计扩增长度为
１３６ｂｐ；ＣｓＥＲＦ７，Ｆ：５′－ＣＣＧＡＧＣＴＡＣＣＴＣＧＣＡＴＡＣＡ
Ｇ－３′，Ｒ：５′－ＴＣＣＧＡＧＧＴＣＴＡＧＣＡＧＣＴＣＴＴ－３′，预计
扩增长度为２２８ｂｐ。引物均由南京金斯瑞生物科技
有限公司合成。

总ＲＮＡ的提取采用上述各处理的冷冻叶片，用
液氮研磨后采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取，琼脂糖凝胶电泳结
合超微量紫外可见分光光度计检测浓度、纯度及完

整性。ｃＤＮＡ的合成严格按照反转录试剂盒说明书
执行。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，单管含有１２．５μＬ
２×ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ，各 ０．２μＬ上游和下游引物，
１１．１μＬｄｄＨ２Ｏ和１μＬｃＤＮＡ模板。荧光定量ＰＣＲ
在ＣＦＸ实时荧光 ＰＣＲ检测系统（ＢｉｏＲＡＤ）里进行，
反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性１０ｓ，６０℃
退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，循环４０次。每个样品设
置３次重复。ｃＤＮＡ产物用 Ａｃｔｉｎ引物作参照用于
定量ＲＴ－ＰＣＲ，对照（ＣＫ）的表达设为１。
１．５　过表达载体ｐＥＧＯＥＰ３５Ｓ－Ｈ－ＥＲＦ７－ＧＦＰ的
构建

ＣｓＥＲＦ７基因引物设计方法和合成公司同上，
并在上下游两端分别加上保护碱基和 ＥｃｏＲⅠ、
ＨｉｎｄⅢ 限制性内切酶酶切位点（下划线处序列）。
引物序列为Ｆ：５′－ＡＣＴＡＧＧＧＴＣＴＣＧＣＡＣＣＡＴＧＧＣＴ
ＣＧＴＣＣＡＣＡＡＣＡＡＣＧ－３′，Ｒ：５′－ＡＣＴＡＧＧＧＴＣＴＣＴ
ＧＣＣＴＧＴＡＡＴＡＡＴＴＴＣＧＡＡＴＧＡＴＣＣＧＡＧＧＴ－３′，预
计扩增片段长度为５８８ｂｐ。

采用上述引物和ｃＤＮＡ模板进行目的片段扩增
并回收，与改造后的载体 ｐＥＧＯＥＰ３５Ｓ－Ｈ连接，转
化大肠杆菌、菌检、提取质粒测序，测序结果序列与目

的片段序列比对一致，即为该过表达载体构建成功。

１．６　重组质粒转化农杆菌
取１００μＬ冰冻的农杆菌感受态细胞 ＧＶ３１０１，

加５μＬ上述质粒 ＤＮＡ；迅速转入 ３７℃解冻；在
３７℃ 温浴５ｍｉｎ（无振荡）；加入１ｍＬＬＢ液体培养
基，并转移至１０ｍＬ离心管中，２８℃、２６０ｒ／ｍｉｎ振荡，
预表达２～４ｈ；取适当体积均匀涂布于含有抗生素的
ＬＢ平板；２８℃ 培养２～４ｄ，即可观察到转化子。

挑取单菌落克隆到５ｍＬＬＢ培养基中２８℃培
养２４～４０ｈ，作 ＰＣＲ验证，挑取阳性 ＰＣＲ的克隆１
个，将此菌液取１００μＬ加入１００μＬ３０％甘油（提前
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灭菌）。充分涡旋混匀，室温放置数小时，每３０ｍｉｎ
到１ｈ混匀１次。最后储藏于－８０℃待用。
１．７　农杆菌介导的拟南芥遗传转化

首先，将哥伦比亚野生型拟南芥播种之后用保

鲜膜覆盖达到保温保湿的效果。待拟南芥长出２张
真叶时移栽，移栽后的苗用保鲜膜保湿３～４ｄ即可
揭去保鲜膜，１个月左右莲座叶可以覆盖塑料杯，此
时幼苗的浇水量要适中。当生长至第１次抽茎产生
第１轮花蕾时，摘去该花蕾，在短日照的情况下让拟
南芥营养生长，在侵染１周左右可将其置于长日照
下，当其旁支的第２花蕾的枝条长２～１０ｃｍ时进行
浸染。取出上述 －８０℃保存的含有重组质粒的农
杆菌室温解冻后浸染花序，第１次侵染前要去除已
长出的角果，第１次侵染之后隔１周侵染１次，侵染
２～３次，侵染之后植株不能缺水；每次浸染后用塑
料薄膜套袋２４ｈ，取掉薄膜后用去离子水洗去残余
菌液，大约３周后等拟南芥角果泛黄干燥后收种子。

将Ｔ０种子用７５％乙醇洗３０ｓ左右，之后用无
菌水清洗２次，再用３０％次氯酸钠浸泡１０ｍｉｎ左
右，用无菌水洗２～３次，用无菌水浸泡 １ｈ后，用
０１％的琼脂水溶液悬浮后，转移至含潮霉素的 ＭＳ
筛选培养基。待拟南芥长出２张真叶且长势较好时
移栽，移栽后的苗用保鲜膜保湿３～４ｄ即可揭去保
鲜膜，适量浇水，１个月左右莲座叶可以覆盖塑料

杯。约 １个月后，待拟南芥长到一定大小之后用
ＣＴＡＢ法提取ＤＮＡ，进行ＰＣＲ检测。
１．８　生物信息学分析

使用ＢＬＡＳＴ对黄瓜ＣｓＥＲＦ７基因编码氨基酸序
列进行同源性比对；使用 Ｐｒｏｔ－Ｐａｒａｍ分析 ＣｓＥＲＦ７
基因基本理化性质；利用在线工具ＮＣＢＩ－ＣＤＳ里的
ＳＭＡＲＴ软件预测蛋白保守结构域；利用在线软件
ＮｅｔＰｈｏｓ３．１分析ＥＲＦ７蛋白的潜在磷酸化位点；利
用ＰＳＯＲＴⅡ预测 ＥＲＦ７蛋白的亚细胞定位；通过
ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ在线工具进行信号肽预测分析，
在线软件ＴＭＨＭＭ２．０预测跨膜螺旋区，ＳＯＰＭＡ预
测二级结构，使用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ进行三级结构预
测，使用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ分析蛋白质的亲疏水性。利用
ＭＥＧＡ１１软件，采用ＮＪ邻接法构建系统进化树；采
用ＢｉｏＡｉｄｅｒＶ１．４２３软件进行序列相似性分析。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ－ｓｅｑ转录组测序结果
由表１可知，ＲＮＡ－ｓｅｑ－ＣｓＥＲＦ７在镉处理组

和镉＋硒复合处理组中的表达丰度非常高，其中镉
处理表达丰度为对照的２．１０４倍，镉 ＋硒处理表达
丰度为单独镉处理的５．６００倍，推测其可能在外源
硒介导的黄瓜耐镉胁迫中扮演着重要的角色。因

此，选择ＣｓＥＲＦ７作为后续研究对象。

表１　ＲＮＡ－ｓｅｑ－ＣｓＥＲＦ７的高通量测序结果

登录号 基因注释
表达丰度倍数变化

Ｃｄ／ＣＫ Ｃｄ＋Ｓｅ／Ｃｄ
Ｍａｐｍａｎ通路

Ｃｓａ７Ｇ４３２０８０ 乙烯应答转录因子７ ２．１０４ ５．６００ ＡＰ２／ＥＲＦ转录因子超家族

２．２　外源硒对镉胁迫下黄瓜幼苗生长的影响
黄瓜幼苗在５０μｍｏｌ／ＬＣｄ处理５ｄ后受到了显

著的抑制，主要表现为植株矮化，叶片发黄（图１－
ａ）；根长比对照显著下降３６．６４％，地上部和根系干
质量分别比对照下降了３１．３２％和３３．５７％，其中根
长受到的影响尤为严重。３μｍｏｌ／Ｌ外源硒（Ｃｄ＋Ｓｅ
处理）显著缓解了５０μｍｏｌ／ＬＣｄ引起的黄瓜幼苗毒
害症状，ＳＰＡＤ值较单一镉处理上升９．６１％，同时增
加黄瓜生物量积累，对根长和根系干质量的缓解效

果最为明显；在无镉条件下添加硒对黄瓜幼苗的生

长没有显著效应（图１－ｂ）。进一步表明，外源亚硒
酸钠能显著缓解镉胁迫下黄瓜受到的毒害现象。

２．３　ＣｓＥＲＦ７ｑＰＣＲ鉴定结果
为验证 ＲＮＡ－ｓｅｑ测序结果的准确性，对

ＣｓＥＲＦ７进行 ｑＰＣＲ鉴定。由图２－ａ可知，镉处理
ＣｓＥＲＦ７表达丰度是对照的５６％；而镉 ＋硒复合处
理与单独镉处理相比表达丰度显著升高，比单独镉

处理上调表达４．５３倍。此表达结果与 ＲＮＡ－ｓｅｑ
测序结果完全相符。

２．４　黄瓜ＣｓＥＲＦ７基因扩增
提取黄瓜幼苗镉 ＋硒处理的叶片总 ＲＮＡ反转

录成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增后电泳检测出约５８８ｂｐ的条
带，说明已成功扩增出黄瓜 ＣｓＥＲＦ７基因编码区序
列（图２－ｂ）。
２．５　黄瓜过表达载体 ｐＥＧＯＥＰ３５Ｓ－Ｈ－ＥＲＦ７－
ＧＦＰ的构建

将上述目标基因片段转化感受态细胞 ＤＨ５α，
提取质粒并使用ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ 对表达载体进行
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双酶切鉴定（图２－ｃ）；电泳检测后观察到预期目的
片段７９３ｂｐ的条带。经测序比对，序列结果与已知
的ＣｓＥＲＦ７基因序列完全匹配。
２．６　拟南芥遗传转化研究

利用冻融法将载体 ｐＥＧＯＥＰ３５Ｓ－Ｈ－ＥＲＦ７－
ＧＦＰ转入农杆菌ＧＶ３１０１，以花序浸染法进行拟南芥
遗传转化，依次经过质粒农杆菌转化子，拟南芥培

养、浸染、筛选培养、潮霉素抗性基因的ＰＣＲ检测后
获得Ｔ１代拟南芥转基因种子（图３）。
２．７　ＣｓＥＲＦ７生物信息学分析
２．７．１　ＣｓＥＲＦ７基因编码氨基酸序列分析　序列分
析结果表明，ＣｓＥＲＦ７基因可编码１９６个氨基酸（图
４－ａ），相对分子量为２２３９３．９４ｕ；在线 ＰｒｏｔＰａｒａｍ

软件预测 ＣｓＥＲＦ７蛋白理论等电点为６．３５，原子总
数为３０８０，分子式为 Ｃ９８０Ｈ１５０３Ｎ２８７Ｏ３０２Ｓ８，相对分子
量为２２３９３．９４ｕ，带负电荷残基总数（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）２１
个，带正电荷残基总数（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）１８个，脂肪指数
６７．８１，总平均亲水性预测为 －０．７５３，属于亲水蛋
白，不稳定指数为５３．２４，属于不稳定蛋白。
２．７．２　黄瓜 ＥＲＦ７蛋白保守结构域预测与分析　
对黄瓜 ＥＲＦ７蛋白保守结构域预测分析表明，该蛋
白属于ＡＰ２／ＥＲＦ家族、ＡＰ２亚家族，在多肽链的Ｎ
端第７～７０位氨基酸之间存在 ＡＰ２结构域，代表
ＤＮＡ结合结构域，无其他特征（图４－ａ）。
２．７．３　黄瓜ＥＲＦ７蛋白质信号肽、跨膜结构预测分
析　对黄瓜ＥＲＦ７蛋白进行信号肽分析，发现该蛋
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白质无信号肽，属于非分泌型蛋白。利用软件ＴＭＨＭＭ
２．０对黄瓜ＥＲＦ７蛋白的跨膜螺旋区进行预测，结果
未发现跨膜螺旋区，表明该蛋白属非跨膜蛋白。

２．７．４　黄瓜ＥＲＦ７磷酸化位点、亚细胞定位分析　
在黄瓜转录因子ＥＲＦ７蛋白中，共有２２个磷酸化位
点，其中１６个丝氨酸（Ｓ）磷酸化位点、４个酪氨酸
（Ｙ）磷酸化位点、２个苏氨酸（Ｔ）磷酸化位点。黄瓜
ＥＲＦ７蛋白的亚细胞定位预测显示，黄瓜ＥＲＦ７蛋白
６５．２％的概率分布在线粒体中，其次分布在细胞核

内，在细胞质和内质网中也有分布（表２）；推测黄瓜
ＥＲＦ７转录因子定位于线粒体中。

表２　ＣｓＥＲＦ７蛋白亚细胞定位

亚细胞定位
比例

（％）

线粒体 ６５．２

细胞核 ２１．７

细胞质 ８．７

内质网 ４．３
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２．７．５　黄瓜 ＥＲＦ７空间结构与亲疏水性分析　黄
瓜ＥＲＦ７蛋白二级结构分析结果显示，此蛋白包括
１０３个无规卷曲，占 ５２．５５％；７１个 α－螺旋，占
３６２２％；１５个延伸链，占７．６５％；７个 β－转角，占
３５７％（图４－ａ、表３）。

表３　黄瓜转录因子ＣｓＥＲＦ７的二级结构预测分析结果

二级结构
氨基酸数目

（个）

占比

（％）

α－螺旋 ７１ ３６．２２

延伸链 １５ ７．６５

β－转角 ７ ３．５７

无规则卷曲 １０３ ５２．５５

其他结构 ０ ０

　　采用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ进行同源建模，在１１个
相关蛋白模板的基础上构建出的三级结构模型见

图４－ｂ，其中螺旋部位代表 α－螺旋，其余部位代
表延伸链，结果与二级结构高度一致。从图４－ｂ可
以看出，此模型的全球性模型质量估测结果（ＧＭＱＥ
值）为０．１８，序列相似性为５３．０３％，模型结果可信。

采用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ分析蛋白质亲疏水性，结果发
现，ＣｓＥＲＦ７蛋白质的疏水性最大值１．５５６在８４位
点，最小值 －３．２５６在１５８和１５９位点，平均亲水性
（ＧＲＡＶＹ）为－０．７８８（图５）。根据 ＧＲＡＶＹ数值为
负可推测黄瓜 ＥＲＦ７蛋白为亲水性蛋白，与理化性
质分析结果一致。

２．７．６　ＣｓＥＲＦ７基因同源性对比分析及系统发育树
构建　将黄瓜ＣｓＥＲＦ７基因的编码区（ＣＤＳ）序列同
源性相近的２０个物种（表４）进行系统进化树构建，
结果（图６）显示，ＣｓＥＲＦ７基因编码区序列与黄瓜
ＸＰ＿０１１６５９５０７．１在系统进化关系上最亲密，其次是
甜瓜ＫＡＡ００６２８４６．１和 ＸＰ＿００８４６１１７０．１，在同一分
支下的还有南瓜、西葫芦、冬瓜，说明它们之间的亲

缘关系较近；其余的赤豆、木豆等亲缘关系较远。

表４　ＣｓＥＲＦ７的２０种同源基因序列信息

登录号 拉丁名 物种名

ＸＰ＿０１１６５９５０７．１ Ｃｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓ 黄瓜

ＫＡＡ００６２８４６．１ Ｃｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏｖａｒ．ｍａｋｕｗａ 甜瓜

ＸＰ＿００８４６１１７０．１ Ｃｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏ 甜瓜

ＸＰ＿０３８８９９８９０．１ Ｂｅｎｉｎｃａｓａｈｉｓｐｉｄａ 冬瓜

ＸＰ＿０２２９５９７６５．１ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｍｏｓｃｈａｔａ 南瓜

ＸＰ＿０２３５１３５５７．１ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｐｅｐｏｓｓｐ．ｐｅｐｏ 西葫芦

ＫＡＧ６５９３３７０．１ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａａｒｇｙｒｏｓｐｅｒｍａｓｓｐ．ｓｏｒｏｒｉａ 南瓜

ＸＰ＿０２３５４７６９６．１ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｐｅｐｏｓｓｐ．ｐｅｐｏ 西葫芦

ＸＰ＿０２３００４３９４．１ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｍａｘｉｍａ 南瓜

ＸＰ＿０２２９９１６０９．１ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｍａｘｉｍａ 南瓜

ＸＰ＿０２２９５４０１６．１ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｍｏｓｃｈａｔａ 南瓜

ＫＡＧ６５７５６２２．１ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａａｒｇｙｒｏｓｐｅｒｍａｓｓｐ．ｓｏｒｏｒｉａ 南瓜

ＫＡＧ７０１４１６７．１ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａａｒｇｙｒｏｓｐｅｒｍａｓｓｐ．ａｒｇｙｒｏｓｐｅｒｍａ 南瓜

ＫＹＰ３７９３１．１ Ｃａｊａｎｕｓｃａｊａｎ 木豆

ＸＰ＿０２０２０４３８８．１ Ｃａｊａｎｕｓｃａｊａｎ 木豆

ＸＰ＿００６４２７５４８．１ Ｃｉｔｒｕｓｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ 柑橘

ＸＰ＿０４７１７５９２７．１ Ｖｉｇｎａｕｍｂｅｌｌａｔａ 赤小豆

ＫＡＧ２３７０９８５．１ Ｖｉｇｎａａｎｇｕｌａｒｉｓ 赤豆

ＸＰ＿０１７４２５６１０．１ Ｖｉｇｎａａｎｇｕｌａｒｉｓ 赤豆

ＸＰ＿０２０２０４０１３．１ Ｃａｊａｎｕｓｃａｊａｎ 木豆

３　讨论与结论

本研究利用前期转录组试验数据库，通过克隆

成功获得了 ＣｓＥＲＦ７基因的开放阅读框（ＯＲＦ）全
长，序列分析结果表明，ＣｓＥＲＦ７含有１个 ＡＰ２保守
结构域，ＯＲＦ全长５８８ｂｐ，编码１９６个氨基酸，属于
ＡＰ２／ＥＲＦ家族的ＡＰ２亚家族；黄瓜 ＥＲＦ７有１个丝
氨酸（Ｓ）磷酸化位点，推测其在ＥＲＦ７蛋白功能中发
挥作用；该基因与黄瓜 ＸＰ＿０１１６５９５０７．１亲缘关系
最 近， 其 次 是 甜 瓜 ＫＡＡ００６２８４６． １ 和

ＸＰ＿００８４６１１７０．１。通过转基因技术，将 ＣｓＥＲＦ７基
因转入拟南芥中，获得了转基因植株。在外源硒对

镉胁迫下黄瓜幼苗生长状态的研究中发现，外源硒

显著缓解了黄瓜镉胁迫现象；预测黄瓜 ＣｓＥＲＦ７可
能与解毒、耐镉等生物学功能相关。

目前，有关 ＥＲＦｓ在黄瓜上的研究有 ＡＰ２／ＥＲＦ
家族转录因子调控黄瓜苦味基因Ｂｉ的表达［９］，也有

ＥＲＦｓ参与调控黄瓜果实贮藏冷害机制［１０］，调控黄

瓜果实贮藏冷害及其与膜脂代谢关系的研究［１４］；另

外，蒙林平通过转录组学研究发现，ＥＲＦｓ在油菜素
内酯诱导黄瓜幼苗疫病的抗性方面发挥作用［１５］，随

后有报道称ＥＲＦｓ在外源油菜素内酯介导的黄瓜耐
盐性方面起调控作用［１６］，ＥＲＦⅦ在调控黄瓜耐涝性
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的分子机制方面发挥重要作用［１７］，但 ＥＲＦｓ在调控
黄瓜耐镉性上鲜见报道。

本研究已完成了 ＣｓＥＲＦ７基因序列和蛋白分
析，ＣｓＥＲＦ７基因属于 ＡＰ２／ＥＲＦ家族的 ＡＰ２亚家
族，ＯＲＦ长度 ５８８ｂｐ，编码 １９６个氨基酸，有 １个
ＡＰ２结构域。该蛋白属于非跨膜亲水性蛋白，亚细
胞定位预测定位于线粒体中，存在２２个氨基酸磷酸
化位点。其二级结构主要由 α－螺旋和延伸链构
成，二级结构与三级结构预测结果高度一致，同源基

因进化树分析表明该基因与黄瓜ＸＰ＿０１１６５９５０７．１亲
缘关系最近，其次是甜瓜 ＸＰ＿００８４６１１７０．１，同时成
功构建了植物超表达载体 ｐＥＧＯＥＰ３５Ｓ－Ｈ－
ＥＲＦ７－ＧＦＰ。本研究克隆得到了黄瓜 ＣｓＥＲＦ７基
因，成功构建过表达载体ｐＥＧＯＥＰ３５Ｓ－Ｈ－ＥＲＦ７－
ＧＦＰ，利用农杆菌花序法转化拟南芥，经 ＰＣＲ检测，
获得拟南芥转基因植株，该研究结果为该基因功能

的深入研究提供了理论依据和基础。

参考文献：

［１］ＣｈａｎｇＣＹ，ＹｉｎＲＳ，ＺｈａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｈｅａｌｔｈｒｉｓｋ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｈｅａｖｙｍｅｔａｌｓｉｎｔｈｅｓｏｉｌ－ｒｉｃｅｓｙｓｔｅｍｉｎａｔｙｐｉｃａｌ
ｓｅｌｅｎｉｆｅｒｏｕｓａｒｅａｉｎｃｅｎｔｒａｌＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙａｎｄ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１９，３８（７）：１５７７－１５８４．

［２］ＣｌｅｍｅｎｓＳ，ＡａｒｔｓＭＧＭ，ＴｈｏｍｉｎｅＳ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｎｔｓｃｉｅｎｃｅ：ｔｈｅｋｅｙｔｏ

ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇｓｌｏｗｃａｄｍｉｕｍｐｏｉｓｏｎｉｎｇ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，

２０１３，１８（２）：９２－９９．

［３］ＧｕＣ，ＧｕｏＺＨ，ＨａｏＰＰ，ｅｔａｌ．ＭｕｌｔｉｐｌｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｓｏｆＡＰ２／

ＥＲＦｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｉｎａｎｇｉｏｓｐｅｒｍ［Ｊ］．ＢｏｔａｎｉｃａｌＳｔｕｄｉｅｓ，２０１７，

５８（１）：６．

［４］ＮａｋａｎｏＴ，ＳｕｚｕｋｉＫ，ＦｕｊｉｍｕｒａＴ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｔｈｅＥＲＦｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓａｎｄｒｉｃｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，

２００６，１４０（２）：４１１－４３２．

［５］ＡｙａＫ，ＨｏｂｏＴ，Ｓａｔｏ－ＩｚａｗａＫ，ｅｔａｌ．Ａ ｎｏｖｅｌＡＰ２－ｔｙｐｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＳＭＡＬＬＯＲＧＡＮ ＳＩＺＥ１，ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｒｇａｎｓｉｚｅ

ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｏｆａｎａｕｘｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａｎｄＣｅｌｌ

Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１４，５５（５）：８９７－９１２．

［６］ＬｉｃａｕｓｉＦ，Ｏｈｍｅ－ＴａｋａｇｉＭ，ＰｅｒａｔａＰ．ＡＰＥＴＡＬＡ２／Ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ＲｅｓｐｏｎｓｉｖｅＦａｃｔｏｒ（ＡＰ２／ＥＲＦ）ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ：ｍｅｄｉａｔｏｒｓｏｆ

ｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｅｓａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｐｒｏｇｒａｍｓ［Ｊ］．ＮｅｗＰｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔ，

２０１３，１９９（３）：６３９－６４９．

［７］ＨｕＬＦ，ＬｉｕＳＱ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅＥＲＦｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｉｎｃｕｃｕｍｂｅｒｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄ

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１１，３４（４）：６２４－６３３．

［８］ＷａｎｇＣＨ，ＸｉｎＭ，ＺｈｏｕＸＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｎｏｖｅｌｅｔｈｙｌｅｎｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ

ｆａｃｔｏｒＣｓＥＲＦ０２５ ａｆｆｅｃｔｓｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｆｒｕｉｔｂｅｎｄｉｎｇｉｎ

ｃｕｃｕｍｂｅｒ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１７，９５（４）：５１９－５３１．

［９］张慧敏，张　雷，马永硕，等．调控黄瓜苦味基因 Ｂｉ的 ＡＰ２／ＥＲＦ

家族转录因子［Ｊ］．园艺学报，２０１４，４１（４）：６７２－６８０．

［１０］王晓晨．ＥＲＦｓ参与调控黄瓜果实贮藏冷害机制研究［Ｄ］．广

—２５— 江苏农业科学　２０２３年第５１卷第１１期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
州：华南农业大学，２０１６：４７－４８．

［１１］潘　健，温海帆，何欢乐，等．黄瓜ＥＲＦ基因家族鉴定及其在雌

花芽分化中的表达分析［Ｊ］．中国农业科学，２０２０，５３（１）：１３３－

１４７．　

［１２］ＳｕｎＨＹ，ＤａｉＨＸ，ＷａｎｇＸＹ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｐｒｏｔｅｏｍｉｃ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｌｅｎｉｕｍ－ｍｅｄｉａｔｅｄｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｏＣｄｓｔｒｅｓｓｉｎｃｕｃｕｍｂｅｒ

（ＣｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓＬ．）［Ｊ］．ＥｃｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳａｆｅｔｙ，

２０１６，１３３：１１４－１２６．

［１３］ＳｕｎＨＹ，ＷａｎｇＸＹ，ＷａｎｇＹＮ，ｅｔａｌ．Ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎｏｆｃａｄｍｉｕｍ

ｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎｃｕｃｕｍｂｅｒ（Ｃｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓ）ｓｅｅｄｌｉｎｇｓｂｙｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｓｅｌｅｎｉｕｍ［Ｊ］．ＳｐａｎｉｓｈＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１６，１４

（４）：ｅ１１０５．

［１４］赵普莹．ＥＲＦｓ调控黄瓜果实贮藏冷害及其与膜脂代谢关系研

究［Ｄ］．广州：华南农业大学，２０１８：１－３．

［１５］蒙林平．油菜素内酯诱导黄瓜幼苗疫病抗性的转录组学研究

［Ｄ］．广州：华南农业大学，２０１８：１－２．

［１６］李巧丽．外源油菜素内酯对黄瓜耐盐性的调控［Ｄ］．兰州：西

北师范大学，２０２０：１－２．

［１７］王凯旋．ＥＲＦⅦ调控黄瓜耐涝性的分子机制解析［Ｄ］．扬州：扬

州大学，２０２１：６４－６６．

郑　玲，闫晓曼．甜瓜ＧＲＡＳ家族全基因组的鉴定与表达分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２３，５１（１１）：５３－５９．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２３．１１．００７

甜瓜 ＧＲＡＳ家族全基因组的鉴定与表达分析
郑　玲，闫晓曼

（洛阳师范学院生命科学学院，河南洛阳４７１９３４）

　　摘要：为了研究甜瓜（ＣｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏＬ．）ＧＲＡＳ基因家族的结构特征、进化模式和生长发育过程中的表达模式，对
甜瓜ＧＲＡＳ全基因组的基本信息、染色体位置、共线性、系统发育树、基因结构、表达模式、顺式元件进行了全面分析。
结果表明，从甜瓜中鉴定出３７个ＧＲＡＳ基因；这些基因在甜瓜的１１条染色体上呈不均匀分布，并在６、７、８号染色体
上出现串联重复；甜瓜 ＧＲＡＳ家族可分为 ＨＡＭ、ＬＳ、ＳＣＲ、ＳＣＬ３、ＤＥＬＬＡ、ＬＩＳＣＬ、ＳＨＲ、ＰＡＴ１８个亚族；基因结构分析显
示，含有１～３个内含子的基因有８个，没有内含子的基因有２９个；启动子分析，鉴定到生长素、脱落酸、赤霉素、低温、
干旱、光信号响应作用元件以及参与分生组织和胚乳表达的元件；表达模式分析结果表明，ＨＡＭ、ＤＥＬＬＡ亚族的基因
几乎在所有组织中都有表达，ＬＳ亚族在根和茎中表达含量较高，ＰＡＴ１亚族在甜瓜的整个生长发育过程中发挥着重要
作用。得出结论，甜瓜全基因组共获得ＧＲＡＳ基因 ３７个，共可分为８个亚族，不同的亚族具有不同的基因结构、蛋白
质结构和表达模式；不同亚族在甜瓜生长发育的不同阶段具有差异性表达，它们共同参与调控甜瓜的发育过程。
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植物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｎｄａ２２６６＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　ＧＲＡＳ转录因子可以调控基因的转录［１］，其名

称来自 ＧＡＩ、ＲＧＡ、ＳＣＲ［２］。ＧＲＡＳ蛋白由４００～７７０
个氨基酸残基组成［３－４］，Ｃ端区域可以分为５个基
序：ＬＨＲＩ、ＬＨＲＩＩ、ＶＨＩＩＤ、ＰＦＹＲＥ、ＳＡＷ，其中 ＶＨＩＩＤ
是ＧＲＡＳ蛋白的核心结构，含有非常保守的Ｐ－Ｎ－
Ｈ－Ｄ－Ｑ－Ｌ单位，以Ｌ－Ｒ－Ｉ－Ｔ－Ｇ结尾［５］。富

亮氨酸基序 ＬＨＲＩ、ＬＨＲＩＩ分列于 ＶＨＩＩＤ的两侧，
ＰＦＹＲＥ基序由３对蛋白序列特征 Ｐ、ＦＹ、ＲＥ组成，

Ｒ－Ｅ、Ｗ－Ｇ、Ｗ－Ｗ这３个保守氨基酸组成ＳＡＷ基
序［６］。ＧＲＡＳ转录因子的氨基末端序列差异较大，决
定了ＧＲＡＳ蛋白在植物体中可以发挥不同的作用［７］。

近年来的研究表明，拟南芥有 ３４个 ＧＲＡＳ基
因［８］，水稻有５７个［９］、番茄有５３个［１０］、杨树有１０６
个［１１］、大白菜有４８个［１２］、葡萄有４３个［１３］、无油樟

有３４个［１４］、苹果有１２７个［１５］。ＧＲＡＳ转录因子在
信号转导、根径向伸长、腋生枝分生组织、植物的应

激反应过程中发挥着关键作用［１３，１６］。

甜瓜（ＣｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏＬ．）又称香瓜，在我国广泛
种植，具有药用价值和食用价值。甜瓜基因组数据

在２０１２年已公布，但对甜瓜 ＧＲＡＳ（ＣｍＧＲＡＳ）家族
全基因组的研究还少之又少［１７］。本研究对甜瓜

ＧＲＡＳ转录因子家族在基本信息、染色体定位、共线
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