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　　摘要：ＲＴＥ（ｒｅｖｅｒｓｉｏｎ－ｔｏ－ｅｔｈｙｌｅｎｅ）是一种植物乙烯响应的负调节因子，参与植物生长发育并在非生物胁迫的逆
境中起着重要作用。通过对陆地棉（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍ）ＲＴＥ家族成员的鉴定及其在盐胁迫下的表达模式进行解析，
为进一步探索棉花ＲＴＥ家族成员的功能提供一定的研究指导。通过棉花全基因组数据，鉴定棉花 ＲＴＥ家族成员，以
陆地棉为主要研究对象，结合海岛棉（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍｂａｒｂａｄｅｎｓｅ）、亚洲棉（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍａｒｂｏｒｅｕｍ）、雷蒙德氏棉（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ
ｒａｉｍｏｎｄｉｉ）等植物的ＲＴＥ基因家族成员进行物种内的进化分析。同时，利用转录组学方法，研究陆地棉ＲＴＥ家族基因
的表达量及其对盐胁迫的应答规律。结果表明，棉花ＲＴＥ蛋白家族共鉴定出２４个ＲＴＥ基因，其中来自陆地棉和海岛
棉的各有８个，有４个来自雷蒙德氏棉，４个来自亚洲棉。系统发育树分析将２４个ＲＴＥ基因分成３个亚族，ＧｈＲＴＥ基
因同一亚族成员间具有相似的基因结构和保守基序。ＧｈＲＴＥ启动子区包含了许多与植物激素反应、生长发育和逆境
应答密切相关的顺式调控因子。通过对转录组数据分析以及荧光定量分析，初步验证该家族 ＧｈＲＴＥ６基因可能在棉
花生长发育以及盐胁迫响应中发挥作用，可为阐明ＧｈＲＴＥ基因耐盐的分子机制提供理论依据。
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　　乙烯是人类迄今发现的唯一一种植物气体激
素，它在植物的生长发育过程中起着十分关键的作

用。乙烯与受体结合后，可观察到对种子萌发、干

细胞分裂、细胞伸长和分化、根毛生长、幼苗、性别

决定、果实成熟、果实衰老、果实脱落以及对盐、干

旱、洪水、低温胁迫等方面的各种反应及影响［１］。

ＲＴＥ是植物乙烯反应的负调节因子，参与植物生长
发育并在非生物胁迫的逆境中起着重要作用。ＲＴＥ
基因在高等真核生物中广泛表达，而在低等真核生

物和原核生物中不表达。前人通过遗传学分析及

转基因技术，对拟南芥中ＲＴＥ的功能进行了进一步
研究，结果表明，ＲＴＥ基因的过表达导致了乙烯的
抗性；然而，当乙烯受体ＥＴＲ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｅ）基
因被敲除，该基因过表达后，植株就会丧失对乙烯

的抗性，这表明乙烯受体与ＲＴＥ之间存在着紧密的
相互作用。通过构建 ＲＴＥ和受体功能缺失的多突

变体，发现ＲＴＥ可能在乙烯信号通路中起负调控作
用，并且ＲＴＥ可能对ＥＴＲ起正调控作用［２］。然而在

陆地棉中，关于棉花ＲＴＥ基因家族成员相关的生物
信息及功能特性鲜有报道。

棉花是一种重要的纤维作物，也是一种以商业

规模将纤维转化为织物的经济作物［３］。盐胁迫对

植物生长发育的影响贯穿于植物个体发育的整个

过程，但幼苗期被认为是最脆弱的时期之一［４－５］。

此外，虽然棉花被认为是中等耐盐的，临界值为７．７
ｄＳ／ｍ，但其生长在苗期受到严重影响，从而降低了
产量［６］。新疆是我国最大的棉产地，２０２２年，新疆
棉花产量５３９．１万 ｔ，占全国总量的９０．２％，比２０２１
年增加２６．２万ｔ，增长５１％［７］，新疆棉花生产能够直

接影响我国的棉花生产。据有关数据统计，新疆盐

碱土地面积约占我国盐碱土地总面积的２２０１％，
达到 ２１８１．４万ｈｍ２。在新疆地区４０７万ｈｍ２耕地
中，受盐渍化影响的耕地达１２２．８８万 ｈｍ２，极大程
度影响了棉花的种植［８－９］。提高棉花的耐盐性是改

善土壤盐碱化的必要方法。

１　材料与方法

１．１　植物材料
本研究所用陆地棉耐盐材料 ＣＱＪ－５和敏盐材
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料新陆早４９号（ＸＬＺ－４９）均由新疆作物遗传改良
与种质创新重点实验室提供［１０－１１］。将形状饱满的

棉种播种于装满蛭石与花土体积比１∶１混合的营
养钵中，每个营养钵放入３～４粒种子，于培养室中
进行培养，温度为２５℃，光、暗周期为１２ｈ光照、１２ｈ
黑暗。待长到３叶１心期，选取真叶生长一致的幼
苗，展开盐胁迫处理，将幼苗根系浸入１５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ溶液中，分别于０、３、６、１２、２４、４８ｈ后，取棉
花幼苗的根、茎、叶部用于分析 ＧｈＲＴＥ６基因在盐胁
迫条件下的表达水平。以上样品选取后迅速用液

氮冷冻，贮藏于 －８０℃ 冰箱备用［１２］。

１．２　棉花ＲＴＥ家族基因鉴定与蛋白理化性质分析
本试验首先从ＣｏｔｔｏｎＧｅｎ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ｃｏｔｔｏｎｇｅｎ．ｏｒｇ／）中获取棉花的全基因组和蛋白组学
数据，并下载ＧＦＦ３注释文件［１３］。以从ＮＣＢＩ－ＣＤＤ
数据库获取的 ＲＴＥ蛋白保守结构域（ＰＦ０５６０８）为
切入点，借助于隐马尔可夫模型，并基于Ｈｍｍｓｅａｒｃｈ
搜索结果，通过本地数据库 ＢＬＡＳＴ比对，获取棉花
全基因组ＲＴＥ蛋白质的序列信息，并对其进行生物
信息学分析，进而对已知的ＲＴＥ蛋白质进行功能分
析。通过ＥｘＰＡＳｙ网站上的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线工具，分
析棉花 ＲＴＥ基因编码的蛋白质序列的分子量
（ＭＷ）、等电点（ｐＩ）等物理化学性质，并通过 ＷｏＬＦ
ＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／）进行亚细胞
定位［１４－１５］。

１．３　进化树、同源性分析
采用 ＭＥＧＡ－Ｘ软件对陆地棉、海岛棉、亚洲

棉、雷蒙德氏棉等棉花品种的ＲＴＥ蛋白质序列进行
多序列比对，并建立进化树［１６］。用名为Ｅｖｏｌｖｉｅｗｖ３
的在线网站对其进行美化［１７］。根据棉花的基因组

和染色体数据库 ＣｏｔｔｏｎＦＧＤ，利用 ＴＢｔｏｏｌｓ软件显示
出 ＲＴＥ蛋白家族成员在棉花染色体上的同源
性［１８］。通过ＣｏｔｔｏｎＧｅｎ数据库、ＢＬＡＳＴ软件、ＴＢｔｏｏｌｓ
软件和 ＭＣＳｃａｎＸ等工具，对在陆地棉内部 Ａ、Ｄ基
因亚组之间以及四大棉种之间的 ＲＴＥ蛋白家族同
源性，进行了比对和共线性分析，并通过 ＴＢｔｏｏｌｓ进
行可视化分析后用ＡｄｏｂｅＩｌｌｕｓｔｒａｔｏｒＣＳ６进行美化修
饰［１９－２２］。

１．４　染色体定位及基因结构分析
借助ＴＢｔｏｏｌｓ软件将ＧｈＲＴＥ基因染色体的定位

信息从已下载的 ＧＦＦ３注释文件中提取出来，之后
进行可视化。利用 ＭＥＭＥ程序分析 ＲＴＥ家族成员
的Ｍｏｔｉｆ基序（最大发现数设置为 １５）［２３］，并使用

ＴＢｔｏｏｌｓ软件对其进行可视化分析。
１．５　顺式作用元件预测

利用ＴＢｔｏｏｌｓ软件，从已下载的基因组文件中提
取陆地棉ＲＴＥ基因起始密码子上游２０００ｂｐ序列，
将这些序列视为启动子区，并利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ数据
库 （ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／
ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）对其进行分析，以此来预测 ＧｈＲＴＥ
基因上游启动子区可能存在的顺式作用元件［１５，２４］。

１．６　陆地棉ＲＴＥ基因ＲＮＡ－ｓｅｑ表达模式分析
从 ＮＣＢＩＳＲＡ网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｓｒａ）下载陆地棉各器官的转录组数据（根、
茎、叶、雌蕊、雄蕊、花萼、花瓣和花托）和非生物胁

迫处理的转录组数据（基因组测序计划编号为

ＰＲＪＮＡ２４８１６３）。参考基因组文件 ＴＭ－１＿ｇｅｎｏｍｅ＿
ＺＪＵ＿ｖ２．１，对原始数据进行转录组标准分析，获得
表达数据［２５－２６］。表达数据标准化为 ｌｇ（ＴＰＭ＋１），
通过ＴＢｔｏｏｌｓ软件绘制表达量图。本研究的基因结
构图、顺式作用元素图和热图均由 ＴＢｔｏｏｌｓ软件完
成，然后用ＡｄｏｂｅＩｌｌｕｓｔｒａｔｏｒＣＳ６进行美化和调整。
１．７　ＲＮＡ提取及ｑＲＴ－ＰＣＲ分析

利用 ＣｏｔｔｏｎＦＧＤ数据库下载陆地棉 ＲＴＥ基因
编码序列 （ＣＤＳ）信息，利用 ＤＮＡＭａｎ（Ｌｙｎｎｏｎ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｃａｎａｄａ）软件实现对相关基因特异性荧
光定量引物的设计。根据生产商提供的说明书，使

用ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅ多糖多酚的总 ＲＮＡ提取试剂盒
［天根生化科技（北京）有限公司］从幼苗中提取总

ＲＮＡ，并使用 ａｂｍ反转录试剂盒进行合成，以获得
第１条 ｃＤＮＡ。通常选择棉花 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ７（ＵＢＱ７）作
为内参基因，利用罗氏 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ荧光定量 ＰＣＲ
仪，对在不同部位各个胁迫处理时期的 ＲＴＥ基因进
行 ｑＲＴ－ＰＣＲ扩增（３次技术重复），相关基因相对
表达量分析采用 ２－ΔΔＣＴ法［２７］。最后选择 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍｖｅｒｓｉｏｎ９．０．０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ对数据进行可视化
处理，完成后用ＡｄｏｂｅＩｌｌｕｓｔｒａｔｏｒＣＳ６进行美化调整。

２　结果与分析

２．１　棉花ＲＴＥ基因的鉴定和分析
通过本地ＢＬＡＳＴ数据库和ＮＣＢＩ－ＣＤＤ数据库

对棉花ＲＴＥ蛋白家族进行筛选验证，共鉴定出２４
个ＲＴＥ基因，其中陆地棉和海岛棉均包含８个基因，
雷蒙德氏棉４个、亚洲棉４个（表１）。如表１所示，陆
地棉ＲＴＥ基因编码区长度范围为６８４～７６２ｂｐ，氨基
酸长度范围在２２７～２５３ａａ之间，基因编码的蛋白质
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分子量范围为２５．８４～２８．６２ｋｕ，等电点（ｐＩ）介于
５８６～７．０９之间；海岛棉 ＲＴＥ基因编码区长度为
４６８～７６２ｂｐ，氨基酸长度在１５５～２５３ａａ之间，基因
编码的蛋白质分子量范围为１７．９２～２８．６４ｋｕ，等电
点介于４．９９～７．０９之间；雷蒙德氏棉 ＲＴＥ基因编
码区长度为 ５８８～７６２ｂｐ，氨基酸长度在 １９５～
２５３ａａ之间，基因编码的蛋白质分子量范围为
２２３８～２８．５７ｋｕ，等电点介于４．９４～７．０９之间；亚

洲棉ＲＴＥ基因编码区长度为６８４～７６２ｂｐ，氨基酸
长度在２２７～２５３ａａ之间，基因编码的蛋白质分子
量范围 ２５．８３～２８．５４ｋｕ，等电点介于５．２７～７．０１
之间。预测亚细胞的定位结果显示，棉花中的２４个
ＲＴＥ编码蛋白基本都位于细胞质或质膜中。ＲＴＥ
基因家族成员的理化性质和亚细胞定位结果大致

相同，这也预示该基因家族在棉花生长发育信号传

递过程中扮演着重要角色。

表１　棉花ＲＴＥ基因家族信息

基因编号 基因名称 染色体位置
ＣＤＳ长度
（ｂｐ）

氨基酸长度

（ａａ）
蛋白质分子量

（ｋｕ） 等电点 亚细胞定位

ＧＨ＿Ａ０７Ｇ０２３３ ＧｈＲＴＥ１ Ａ０７（＋）２３５４９２７～２３５５７７３ ７２６ ２４１ ２７．３１ ７．０９ 细胞质

ＧＨ＿Ａ０８Ｇ２８２１ ＧｈＲＴＥ２ Ａ０８（＋）１２４５９５９４７～１２４５９７０６１ ７６２ ２５３ ２８．５９ ６．７７ 质膜

ＧＨ＿Ａ１０Ｇ０９７１ ＧｈＲＴＥ３ Ａ１０（－）１９０５５６００～１９０５７６５５ ７０２ ２３３ ２６．５４ ５．９３ 质膜

ＧＨ＿Ａ１１Ｇ１８７８ ＧｈＲＴＥ４ Ａ１１（＋）２４７８９３９５～２４７９０５９９ ６８４ ２２７ ２５．８８ ５．８６ 细胞质

ＧＨ＿Ｄ０７Ｇ０２４０ ＧｈＲＴＥ５ Ｄ０７（＋）２３２００６９～２３２０９１５ ７２６ ２４１ ２７．３７ ６．８３ 细胞质

ＧＨ＿Ｄ０８Ｇ２８１４ ＧｈＲＴＥ６ Ｄ０８（＋）６８６２３５８８～６８６２４７０９ ７６２ ２５３ ２８．６２ ６．８２ 质膜

ＧＨ＿Ｄ１０Ｇ０９８６ ＧｈＲＴＥ７ Ｄ１０（＋）１１５０４４７２～１１５０６２６３ ７０２ ２３３ ２６．５０ ６．２３ 质膜

ＧＨ＿Ｄ１１Ｇ１９１１ ＧｈＲＴＥ８ Ｄ１１（＋）２０７２８００７～２０７２９２１１ ６８４ ２２７ ２５．８４ ６．２９ 细胞质

ＧＢ＿Ａ０７Ｇ０２２４ ＧｂＲＴＥ１ Ａ０７（＋）２５１０５４７～２５１１３９３ ７２６ ２４１ ２７．３１ ７．０９ 细胞质

ＧＢ＿Ａ０８Ｇ２９３３ ＧｂＲＴＥ２ Ａ０８（＋）１２０２９１８４２～１２０２９２９５６ ７６２ ２５３ ２８．６４ ６．８３ 质膜

ＧＢ＿Ａ１０Ｇ１００９ ＧｂＲＴＥ３ Ａ１０（－）１９２６０８５２～１９２６２９０７ ７０２ ２３３ ２６．５５ ５．９３ 质膜

ＧＢ＿Ａ１１Ｇ１８８９ ＧｂＲＴＥ４ Ａ１１（＋）２４７６６４３５～２４７６７６３９ ６８４ ２２７ ２５．８８ ５．８６ 细胞质

ＧＢ＿Ｄ０７Ｇ０２３１ ＧｂＲＴＥ５ Ｄ０７（＋）２３２８８６３～２３２９７０９ ７２６ ２４１ ２７．４７ ７．０９ 质膜

ＧＢ＿Ｄ０８Ｇ２９２５ ＧｂＲＴＥ６ Ｄ０８（＋）６７２３４６１８～６７２３５７３９ ７６２ ２５３ ２８．６２ ６．８２ 质膜

ＧＢ＿Ｄ１０Ｇ０９７４ ＧｂＲＴＥ７ Ｄ１０（＋）１１６９６８６３～１１６９８６５５ ７０２ ２３３ ２６．５０ ６．２３ 质膜

ＧＢ＿Ｄ１１Ｇ１９３６ ＧｂＲＴＥ８ Ｄ１１（＋）２０８５１８８６～２０８５４１１９ ４６８ １５５ １７．９２ ４．９９ 细胞质

Ｇａ０７Ｇ０２４１ ＧａＲＴＥ１ Ｃｈｒ０７（＋）２５８２６８７～２５８３５３３ ７２６ ２４１ ２７．２８ ７．０９ 细胞质

Ｇａ０８Ｇ２９１４ ＧａＲＴＥ２ Ｃｈｒ０８（＋）１２８８８９２４２～１２８８９０３５４ ７６２ ２５３ ２８．５７ ６．８３ 质膜

Ｇａ１０Ｇ２００７ ＧａＲＴＥ３ Ｃｈｒ１０（＋）１０８５８９７９４～１０８５９１８５０ ７０２ ２３３ ２６．４９ ５．９３ 质膜

Ｇａ１１Ｇ２０９８ ＧａＲＴＥ４ Ｃｈｒ１１（－）９７８０５４９４～９７８０６６９５ ５８８ １９５ ２２．３８ ４．９４ 质膜

Ｇｏｒａｉ．００１Ｇ０２２９００ ＧｒＲＴＥ１ Ｃｈｒ０１（＋）２１６３６６２～２１６６７８９ ７２６ ２４１ ２７．３７ ６．８３ 细胞质

Ｇｏｒａｉ．００４Ｇ２８７２００ ＧｒＲＴＥ２ Ｃｈｒ０４（＋）６１７３７０２２～６１７３９１４２ ７６２ ２５３ ２８．５４ ７．０１ 质膜

Ｇｏｒａｉ．００７Ｇ１９８７００ ＧｒＲＴＥ３ Ｃｈｒ０７（＋）２０２０８５５９～２０２１０３８６ ６８４ ２２７ ２５．８３ ６．０７ 细胞质

Ｇｏｒａｉ．０１１Ｇ１００１００ ＧｒＲＴＥ４ Ｃｈｒ１１（＋）１１１５０６７７～１１１５２８８０ ７２０ ２３９ ２７．１５ ５．２７ 质膜

２．２　棉花ＲＴＥ基因染色体定位与命名
将棉花ＲＴＥ基因进行染色体结构定位分析，结

果如图１所示，４个棉花品种 ＲＴＥ基因在染色体上
呈不均匀分布。陆地棉和海岛棉的 Ａ０１、Ａ０２、Ａ０３、
Ａ０４、Ａ０５、Ａ０６、Ａ０９、Ａ１２、Ａ１３、Ｄ０１、Ｄ０２、Ｄ０３、Ｄ０４、
Ｄ０５、Ｄ０６、Ｄ０９、Ｄ１２、Ｄ１３染色体均无 ＲＴＥ基因分
布，Ａ０７、Ａ０８、Ａ１０、Ａ１１、Ｄ０７、Ｄ０８、Ｄ１０和 Ｄ１１染色
体各有 １个基因分布。亚洲棉中 Ｃｈｒ０７、Ｃｈｒ０８、
Ｃｈｒ１０和Ｃｈｒ１１染色体各有１个基因分布，其他染色

体上均无 ＲＴＥ基因。雷蒙德氏棉中 Ｃｈｒ０１、Ｃｈｒ０４、
Ｃｈｒ０７和Ｃｈｒ１１染色体各有１个基因，其他染色体上
均无ＲＴＥ基因。陆地棉所含的 ＲＴＥ基因分布于８
条不同的染色体上，其中Ａ亚组染色体上有４个，Ｄ
亚组染色体上有４个，海岛棉与之相同。雷蒙德氏
棉４个ＲＴＥ基因分布于４条不同的染色体上，亚洲
棉与之相同。说明该基因家族在进化过程中比较

稳定。之后根据基因在染色体上的排列位置，将它

们命名为ＧｈＲＴＥ１～ＧｈＲＴＥ８、ＧｂＲＴＥ１～ＧｂＲＴＥ８、
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ＧａＲＴＥ１～ＧａＲＴＥ４、ＧｒＲＴＥ１～ＧｒＲＴＥ４。
２．３　棉花ＲＴＥ基因家族系统进化分析

采用邻接法对棉花ＲＴＥ基因进行聚类，并建立
系统发育树。从图２可以看出，２４个ＲＴＥ基因可以
被划分为 ３个亚族，分别用 Ｇｒｏｕｐ１、Ｇｒｏｕｐ２和
Ｇｒｏｕｐ３表示。Ｇｒｏｕｐ１成员最多有１２个，其中陆地
棉和海岛棉均有４个，雷蒙德氏棉和亚洲棉均有２

个。其次，Ｇｒｏｕｐ２和 Ｇｒｏｕｐ３成员个数相同，均为６
个，Ｇｒｏｕｐ２中陆地棉和海岛棉成员均有２个，雷蒙
德氏棉和亚洲棉成员均有１个。Ｇｒｏｕｐ３中陆地棉
和海岛棉成员均有２个，雷蒙德氏棉和亚洲棉均有
１个。结合图１可以发现，陆地棉和海岛棉在染色
体相同位置上的 ＲＴＥ基因都紧密地聚集在了同一
个亚族中，另外，每一个亚族中，与雷蒙德氏棉、亚
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洲棉相比，陆地棉、海岛棉所含的基因数量均是它

们的２倍，这与棉属的演化规律相吻合。

２．４　陆地棉ＲＴＥ基因同源性分析
同源是指在演化过程中具有相同祖先血统的

支系间的演化关系。在不同的物种中，源自于同一

个祖先的基因被叫作直系同源基因，而在相同的物

种中，因为基因复制而分离出来的同源基因就是旁

系同源基因［２８］。为了解棉花 ＲＴＥ基因家族的同源
进化关系，对陆地棉、海岛棉、亚洲棉以及雷蒙德氏

棉进行分析，同时也可以了解到８个ＧｈＲＴＥ在二倍

体棉和四倍体棉中的进化联系。陆地棉各染色体

之间有４对直系同源基因，Ａ亚组和 Ｄ亚组出现了
加倍复制，并且不同亚组之间有更紧密的进化关系

（图３）。陆地棉与亚洲棉之间有１２对直系同源基
因，与雷蒙德氏棉之间有１２对直系同源基因，与海
岛棉之间有８对直系同源基因（图４），说明彼此之
间具有极密切的进化关系，且这些基因在不同棉花

中可能具有相同的功能。

２．５　陆地棉ＲＴＥ蛋白保守基序及对应的基因结构
分析

本研究分析了陆地棉中８个 ＲＴＥ蛋白的序列
特征，发现其结构域保守程度较高，将从 ＲＴＥ蛋白
序列中找到的１２个保守基序依次命名为 Ｍｏｔｉｆ１～
Ｍｏｔｉｆ１２，８个 ＧｈＲＴＥ蛋白均含有 Ｍｏｔｉｆ１～Ｍｏｔｉｆ７和
Ｍｏｔｉｆ９（图 ５－Ａ）。Ｍｏｔｉｆ１１基序只存在于 ＧｈＲＴＥ１

与 ＧｈＲＴＥ５中。Ｍｏｔｉｆ１０基序只存在于 ＧｈＲＴＥ２与
ＧｈＲＴＥ６中。Ｍｏｔｉｆ１２基序只存在于 ＧｈＲＴＥ３与
ＧｈＲＴＥ７中。而 ＧｈＲＴＥ１、ＧｈＲＴＥ５、ＧｈＲＴＥ２和
ＧｈＲＴＥ６中均含有Ｍｏｔｉｆ８基序。ＧｈＲＴＥ家族８个基
因均有２个外显子（图５－Ｂ）。从基因长度方面来
看，具有不同长度的基因，其编码序列是相似的。

这表明，在进化的过程中，ＲＴＥ基因的内含子长度
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发生了较大的改变，这就有可能导致不同的功能。

２．６　陆地棉ＲＴＥ基因家族的启动子分析
对陆地棉启动子的顺式元件进行分析，可为研

究基因的组织特异性或应激性表达模式提供思路

和帮助。由图６可知，在８个陆地棉 ＲＴＥ基因中鉴
定到的顺式作用元件中，有４１个与激素有关，例如
水杨酸响应元件（ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ，ＳＡＲＥ）、脱落酸响
应元件（ＡＢＲＥ）、赤霉素响应元件（ＧＡＲＥ－ｍｏｔｉｆ，
ＴＡＴＣ－ｂｏｘ，Ｐ－ｂｏｘ）、生长素响应元件（ＴＧＡ－
ｅｌｅｍｅｎｔ，ＡｕｘＲＲ－ｃｏｒｅ）、茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）响应元
件（ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ，ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ）等［２９］。此外，还

发现了２０个逆境应答元件，如低温反应响应元件

（ＬＴＲ）、防御和应激响应元件（ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ）、干
旱胁迫响应元件（ＭＢＳ），以及１个类黄酮合成响应
元件（ＭＢＳＩ）。８个 ＧｈＲＴＥ基因含有４～１０个不同
的顺式作用元件，其中以脱落酸和茉莉酸酯相关的

顺式作用元件的含量最高。据研究，脱落酸与植株

抗逆性显著相关，茉莉酸甲酯与植物生长发育以及

抗逆性相关。其中 ＧｈＲＴＥ１、ＧｈＲＴＥ４和 ＧｈＲＴＥ５基
因所含脱落酸、茉莉酸甲酯顺式元件数量为 ３个，
ＧｈＲＴＥ６和ＧｈＲＴＥ８基因所含脱落酸、茉莉酸甲酯顺
式元件数量为４个。说明陆地棉 ＲＴＥ基因家族可
能在植物生长发育以及在非生物胁迫逆境中发挥

着较强作用。

２．７　陆地棉ＲＴＥ基因家族的表达分析
为了明确ＲＴＥ家族基因在陆地棉中的组织表

达特异性，以及它们对盐胁迫的响应规律，利用转

录组数据，借助 ＴＢｔｏｏｌｓ软件对８个 ＧｈＲＴＥ基因在
棉花根、茎、叶、花瓣、花托、花萼等组织进行了特异

性表达分析。在正常的生长环境下，这些基因在陆

地棉的不同部位表现出了不同的表达模式：

ＧｈＲＴＥ１、ＧｈＲＴＥ２、ＧｈＲＴＥ４、ＧｈＲＴＥ５、ＧｈＲＴＥ６和

ＧｈＲＴＥ８基因在不同组织中的表达有很大的差异，
并且它们的表达量比较高，而其他基因的表达量则

比较低，甚至不表达，暗示这些基因可能在陆地棉

的生长发育中起重要作用（图７－Ａ）。同时分析在
不同时期盐胁迫下的陆地棉 ＲＴＥ家族基因表达情
况，发现ＧｈＲＴＥ２、ＧｈＲＴＥ５和ＧｈＲＴＥ６在盐胁迫下的
各个时间阶段中表现出高表达趋势（图７－Ｂ），且
在花托和花萼这类营养器官中的表达量高于其他
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组织。由此可推测出 ＧｈＲＴＥ２、ＧｈＲＴＥ５和 ＧｈＲＴＥ６
可能在棉花的生长发育阶段以及在非生物胁迫响

应中发挥重要作用。

２．８　ｑＲＴ－ＰＣＲ分析
通过启动子区相关顺式作用元件（图６）以及转

录组表达（图７）分析结果，选取盐胁迫下表达变化
明显且抗逆性相关顺式作用元件交集最多的

ＧｈＲＴＥ基因，最终挑选 ＧｈＲＴＥ６基因进行进一步研
究。分别对耐盐棉花材料 ＣＱＪ－５以及敏盐材料新

陆早 ４９号进行 ７２ｈ盐胁迫处理（图 ８）。根据
ＧｈＲＴＥ６基因序列设计引物（表 ２）并利用 ｑＲＴ－
ＰＣＲ分析发现，耐盐材料 ＣＱＪ－５经盐胁迫处理
１２ｈ后，ＧｈＲＴＥ６基因在茎部的表达量较高，而在叶
片和根部的表达量则相对较低；敏盐材料新陆早４９
在胁迫后２４ｈ时，在茎中表达水平较高，而在根和
叶中表达水平相对较低（图９）。从总体观察发现，
ＧｈＲＴＥ６基因在耐盐材料中的表达量高于敏盐
材料。

表２　引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′）

ｑｔＧｈＲＴＥ６－Ｆ ＴＧＣＡＡＧＣＣＡＧＧＴＴＡＣＣＡＡＣＡ

ｑｔＧｈＲＴＥ６－Ｒ ＣＣＡＡＴＣＣＡＴＣＧＡＴＣＣＧＴＣＧＴ

３　讨论与结论

ＲＴＥ基因在多种植物中的功能分析已见报道，
但关于ＲＴＥ基因家族分析研究却极少，在棉花中从
未有过基因家族鉴定及功能分析。本研究鉴定出陆

地棉８个、海岛棉８个、雷蒙德氏棉４个和亚洲棉４
个，共２４个棉花ＲＴＥ家族成员，进行进化关系解析将
其分为３个亚族，每个亚族中的陆地棉和海岛棉在染
色体相同位置上的 ＲＴＥ基因都紧密地聚集在了一
起，而且每个亚组中陆地棉和海岛棉的基因数量都是

雷蒙德氏棉和亚洲棉的２倍左右，符合棉花物种的
进化关系。本研究中棉花 ＲＴＥ基因家族成员编码
的蛋白通过亚细胞定位预测多数位于质膜上，少数

位于细胞质中，这与前人的研究结果［２］较为一致。
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　　前人的研究表明，ＲＴＥ家族包括 ２个类群：
ＲＴＥ１组 和 ＲＴＨ（ＲＴＥ１－ｈｏｍｏｌｏｇ）组［２３，３０－３２］。

ＲＴＥ１可以正调控乙烯受体 ＥＴＲ１，并通过 ＥＴＲ１的
Ｎ端跨膜域对乙烯信号进行调控，番茄中的 ＧＲ
（ｇｒｅｅｎ－ｒｉｐｅ）和ＧＲＬ１（ｇｒｅｅｎ－ｒｉｐｅｌｉｋｅ１）是拟南芥
中的 ＡｔＲＴＥ１的同源基因，对 ＲＴＥ１／ＧＲ／ＧＲＬ１基因
进行过表达，可以提高乙烯受体活性，进而降低植

株对乙烯的敏感性［３１－３３］。拟南芥中的ＡｔＲＴＥ１也可
以结合生长素调节基因（ＡＲＧＯＳ）参与调控器官大
小，它的保守的 ＴＰＴ区使其对乙烯的敏感性下
降［３３－３４］，ＡＲＧＯＳ基因的过表达能够提高拟南芥和
玉米的耐旱性。本研究通过顺式作用元件预测得

出陆地棉 ＲＴＥ基因家族启动子区包含多个生长发
育激素以及逆境响应调控元件，其中 ＧｈＲＴＥ１、

ＧｈＲＴＥ４、ＧｈＲＴＥ５、ＧｈＲＴＥ６和 ＧｈＲＴＥ８基因所含脱
落酸、茉莉酸甲酯顺势元件数量最多，且 ＧｈＲＴＥ１、
ＧｈＲＴＥ４和ＧｈＲＴＥ５基因含有抵御胁迫相关的顺式
作用元件，说明ＲＴＥ基因家族可能也参与了棉花的
生长发育并调控其他酶类合成以应对逆境胁迫。

对ＲＴＥ家族中不同组织及逆境条件下不同基
因表达量分析发现，ＧｈＲＴＥ１、ＧｈＲＴＥ２、ＧｈＲＴＥ４、
ＧｈＲＴＥ５、ＧｈＲＴＥ６和 ＧｈＲＴＥ８基因的表达量明显高
于其他基因，表明它们在棉花生长发育中起着重要

的作用。同时分析在不同时期盐胁迫下的陆地棉

ＲＴＥ家族基因表达情况，结果表明，ＧｈＲＴＥ２、
ＧｈＲＴＥ５和ＧｈＲＴＥ６在不同的盐分胁迫时期表现出
了较高的表达趋势，在１２～４８ｈ之间表达量较高，
其余基因受非生物胁迫后表达量低甚至不表达。

ＧｈＲＴＥ６基因在棉花受到盐胁迫处理下，随着胁迫
时间的延长，在不同的陆地棉材料中做出了显著性

应答。在耐盐材料中，ＧｈＲＴＥ６基因在胁迫１２ｈ后
表达量较高，而在敏盐材料中 ＧｈＲＴＥ６在胁迫２４ｈ
后表达量较高，且都在茎中高表达，这说明 ＧｈＲＴＥ６
在敏盐材料中对于盐胁迫的响应比耐盐材料中慢，

证明ＧｈＲＴＥ６对盐胁迫具有一定的调控作用。由此
可推测出ＧｈＲＴＥ６可作为棉花响应非生物胁迫的关
键基因进一步研究其功能特性。

本研究从陆地棉、海岛棉、雷蒙德氏棉以及亚洲

棉等４个棉花品种中，发现了２４个ＲＴＥ基因家族成
员，并在进化树上将它们划分为３个亚族，依据同源
性关系可推断出陆地棉与海岛棉、亚洲棉以及雷蒙德

氏棉之间的进化关系，发现同族成员中个别基因保守

基序不同且相似长度基因其外显子的数量和长度也

有所不同，故其功能可能存在一定的差异。通过顺式

作用元件分析发现，陆地棉 ＲＴＥ基因启动子区含有
多个生长发育激素和逆境响应元件，说明其可能在植

物生长发育及抵御非生物胁迫逆境中发挥着较大作

用。本研究通过转录组表达模式分析发现，陆地棉

ＲＴＥ基因在不同组织和非生物胁迫下的表达量存在
差异，并且ｑＲＴ－ＰＣＲ结果证明ＧｈＲＴＥ６对盐胁迫具
有一定的调控作用。本研究结果可为今后探索棉花

ＲＴＥ基因的功能及分子机制提供参考。
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应性进化［Ｊ］．华北理工大学学报（自然科学版），２０２２，４４（１）：

９８－１０６．

［３０］ＤｏｎｇＣＨ，ＪａｎｇＭ，ＳｃｈａｒｅｉｎＢ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＥＴＲ１ｅｔｈｙｌｅｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｄａｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ＲＴＥ１［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１０，２８５

（５２）：４０７０６－４０７１３．

［３１］ＢａｒｒｙＣＳ，ＧｉｏｖａｎｎｏｎｉＪＪ．ＲｉｐｅｎｉｎｇｉｎｔｈｅｔｏｍａｔｏＧｒｅｅｎ－ｒｉｐｅ

ｍｕｔａｎｔｉｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙｅｃｔｏｐｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｒｏｔｅｉｎｔｈａｔｄｉｓｒｕｐｔｓ

ｅｔｈｙｌｅｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆ

ＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，２００６，１０３（２０）：７９２３－

７９２８．　

［３２］ＤｏｎｇＣＨ，ＲｉｖａｒｏｌａＭ，ＲｅｓｎｉｃｋＪＳ，ｅｔａｌ．Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｃｏ－

ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＲＴＥ１ａｎｄＥＴＲ１ｓｕｐｐｏｒｔｓａｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅ

ｆｏｒＲＴＥ１ｉｎＥＴＲ１ｅｔｈｙｌｅｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，２００８，

５３（２）：２７５－２８６．

［３３］ＳｈｉＪＲ，ＤｒｕｍｍｏｎｄＢＪ，ＷａｎｇＨＹ，ｅｔａｌ．ＭａｉｚｅａｎｄＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ＡＲＧＯＳｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｅｒａｃｔｗｉｔｈｅｔｈｙｌｅｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，

ｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇａ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｆｏｒＡＲＧＯＳ ｉｎ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｓｉｇｎａｌ

ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１６，１７１（４）：２７８３－２７９７．

［３４］ＳｈｉＪＲ，ＨａｂｂｅｎＪＥ，ＡｒｃｈｉｂａｌｄＲＬ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＡＲＧＯＳｇｅｎｅｓｍｏｄｉｆｉｅｓｐｌａｎｔｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｅｔｈｙｌｅｎｅ，ｌｅａｄｉｎｇｔｏ

ｉｍｐｒｏｖｅｄｄｒｏｕｇｈｔｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｂｏｔｈＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓａｎｄｍａｉｚｅ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ

Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１５，１６９（１）：２６６－２８２．
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