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摘 要:NCED 基因家族成员在调节植物响应干旱胁迫中发挥着关键作用,该研究通过生物信息学技术分析

NCED 在西葫芦基因组中的分布、结构及进化,研究家族成员在不同组织中的表达特异性及其对10%
 

PEG
 

6000
模拟干旱、0.1

 

mmol·L-1
 

ABA激素和自然干旱胁迫的响应,以解析 NCED 基因家族的生物学功能。结果表明:
(1)从西葫芦全基因组中鉴定出6个 NCED 家族基因(CpNCED1~6),且6个基因均不含内含子、分别分布于西

葫芦的1、10、12、14、19和20号共6条染色体上。(2)理化性质分析发现,CpNCED1~6蛋白长度为569~590
 

aa,

理论分子量在62.64~65.54
 

kD之间。(3)蛋白保守元件分析显示,除CpNCED3蛋白在遗传进化过程中出现3个

基序(motif
 

12、motif
 

13和 motif
 

15)的缺失外,其余5个蛋白都有完整的16个motif保守基序,且分布在600个氨

基酸以内,同时大部分NCED蛋白序列保守性较高。(4)顺式作用元件分析显示,西葫芦CpNCED1~6 基因均含

ABRE、W
 

box、MBS、P-box、TCA-element、CGTCA-motif、TGA-element和TGA-box等潜在的干旱胁迫响应元件。
(5)qRT-PCR分析表明,CpNCED1~6 基因在西葫芦不同组织中的表达具有组织特异性,其中,CpNCED4 和

CpNCED1 在茎中的表达量显著高于其他4个基因,CpNCED2、CpNCED4、CpNCED6 在花中的表达显著高于其

余3个基因且 CpNCED2 表达量最高,CpNCED1~6 在果实和叶中的表达量均相对较低;与对照组相比,

CpNCED1~6 受模拟干旱、ABA激素和自然干旱胁迫均上调表达;伴随干旱胁迫的产生,叶片中脱落酸(ABA)含
量逐渐升高,暗示CpNCEDs在西葫芦干旱胁迫响应与ABA的生物合成过程中发挥着正向调控作用。研究发现,

6个CpNCED1~6 基因与西葫芦干旱胁迫响应密切相关,且对西葫芦干旱胁迫的响应以及ABA生物合成具有重

要作用,尤其以CpNCED2 和CpNCED4 基因的作用更为明显。
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Abstract:
 

In
 

view
 

of
 

the
 

key
 

role
 

of
 

NCED
 

gene
 

family
 

members
 

in
 

regulating
 

plant
 

response
 

to
 

drought
 

stress,
 

this
 

study
 

analyzed
 

the
 

distribution,
 

structure
 

and
 

evolution
 

of
 

NCED
 

gene
 

family
 

from
 

zucchini
 

(Cucurbita
 

pepo
 

L.)
 

genome
 

by
 

bioinformatics
 

technology,
 

analyzed
 

the
 

expression
 

specificity
 

of
 

NCED
 

gene
 

members
 

in
 

different
 

tissues
 

and
 

their
 

response
 

to
 

simulated
 

drought
 

(10%
 

PEG
 

6000),
 

hormone
 

(0.1
 

mmol·L-1
 

ABA)
 

and
 

natural
 

drought
 

(stop
 

watering
 

for
 

0,
 

1,
 

2,
 

3
 

and
 

4
 

d)
 

stresses
 

to
 

understand
 

the
 

biological
 

functions
 

of
 

NCED
 

gene
 

family.
 

Experimental
 

results
 

show
 

that:
 

(1)
 

a
 

total
 

of
 

six
 

NCED
 

gene
 

(i.e.,
 

CpNCED1-6)
 

members
 

were
 

identified
 

from
 

the
 

whole
 

genome
 

of
 

zucchini;
 

The
 

six
 

CpNCEDs
 

were
 

distributed
 

on
 

chromosome
 

1,
 

10,
 

12,
 

14,
 

19
 

and
 

20
 

of
 

zucchini,
 

and
 

none
 

of
 

the
 

NCED
 

genes
 

contained
 

intron.
 

(2)
 

Physicochemical
 

properties
 

analysis
 

showed
 

that
 

CpNCED1-6
 

proteins
 

were
 

569-590
 

amino
 

acids,
 

and
 

the
 

theoretical
 

molecular
 

weight
 

ranged
 

from
 

62.64-65.54
 

kD.
 

(3)
 

Protein
 

conserved
 

motifs
 

analysis
 

showed
 

that,
 

the
 

CpNCEDs
 

containing
 

16
 

complete
 

conserved
 

protein
 

motifs
 

ex-
cept

 

for
 

the
 

CpNCED3
 

had
 

three
 

motifs
 

(i.e.,
 

motif
 

12,
 

motif
 

13
 

and
 

motif
 

15)
 

deletion,
 

and
 

CpNCED1-
6

 

proteins
 

conserved
 

elements
 

distributed
 

within
 

600
 

amino
 

acids,
 

indicating
 

most
 

of
 

NCED
 

protein
 

se-
quences

 

were
 

highly
 

conserved.
 

(4)
 

The
 

cis-acting
 

elements
 

analysis
 

of
 

NCED
 

gene
 

family
 

upstream
 

pro-
moters

 

(2
 

500
 

bp
 

sequence
 

before
 

ATG)
 

showed
 

that
 

the
 

zucchini
 

CpNCED1-6
 

genes
 

contained
 

potential
 

drought
 

stress
 

response
 

elements
 

such
 

as
 

ABRE,
 

W
 

box,
 

MBS,
 

P-box,
 

TCA-element,
 

CGTCA-motif,
 

TGA-element
 

and
 

TGA-box.
 

(5)
 

Real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

(qRT-PCR)
 

revealed
 

that
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

CpNCEDs
 

gene
 

in
 

different
 

zucchini
 

tissues
 

was
 

tissue
 

specific,
 

among
 

which,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

CpNCED4
 

and
 

CpNCED1
 

in
 

stems
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

other
 

three
 

genes,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

CpNCED2,
 

CpNCED4
 

and
 

CpNCED6
 

in
 

flowers
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

other
 

three
 

genes,
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

CpNCED2
 

was
 

the
 

highest,
 

while
 

the
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

CpNCED1-6
 

in
 

fruits
 

and
 

leaves
 

were
 

relatively
 

low;
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

six
 

selected
 

family
 

members
 

were
 

induced
 

by
 

simulated
 

drought,
 

ABA
 

hormone
 

and
 

natural
 

drought
 

stresses
 

and
 

in-
creased

 

in
 

different
 

degrees
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group;
 

With
 

the
 

emergence
 

of
 

drought
 

stress,
 

the
 

abscisic
 

acid
 

(i.e.,
 

ABA)
 

content
 

gradually
 

increased
 

in
 

leaves;
 

This
 

study
 

found
 

that
 

six
 

CpNCED1-6
 

genes
 

played
 

important
 

roles
 

in
 

drought
 

stress
 

response
 

and
 

ABA
 

biosynthesis
 

of
 

C.
 

pepo,
 

especially
 

CpNCED2
 

and
 

CpNCED4
 

genes.
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  西葫芦(Cucurbita
 

pepo
 

L.)为葫芦科南瓜属

植物,喜温喜湿,主要食用嫩瓜,皮薄肉厚、富含维生

素C和葡萄糖等营养物质,其栽培面积不断增加,
已成为中国春秋季主要蔬菜种类之一[1]。在西葫芦

秋季栽培期间,高温干旱时有发生,对植株幼苗的生

长、光合作用、酶活性和干物质积累都形成一定影

响,制约了西葫芦产量和品质的提高[2-3],所以对耐

干旱西葫芦栽培品种的选育尤为重要。目前,耐干

旱品种的选育主要通过常规育种来实现,其育种周

期较长,生产上很难迅速满足人们对品种更新换代

的需求。因此深入挖掘干旱相关功能基因,并解析

其作用机制,对于创制西葫芦抗旱种质资源具有重

要意义。虽然西葫芦干旱胁迫相关基因挖掘研究已

取得了一定进展[4-5],但基因资源仍然有限,因此,通
过抗旱性研究对于进一步提高西葫芦的产量、品质

具有重要意义。

9-顺式环氧类胡萝卜素双加氧酶(9-cis-epoxy-
carotenoid

 

dioxygenase,
 

NCED)是植物脱落酸(ab-

scisic
 

acid,ABA)代谢合成途径中的关键基因,广泛

参与植物生长发育进程及对非生物胁迫的应答[6]。
随着转录组和全基因组测序技术的快速发展,逐渐

从谷 子(Setaria
 

italica)[7]、毛 竹(Phyllostachys
 

edulis)[8]、桃(Prunus
 

persica)[9]等 许 多 高 等 植

物[10-12]中鉴定出 NCED 基因。研究表明,植物中

的NCED 以多基因家族形式存在,干旱胁迫诱导

NCED 基因的表达和内源 ABA的积累,转基因植

株中 NCED 基因的过量表达能引起 ABA积累和

耐旱性的增加。拟南芥中鉴定出了5个 NCED 基

因,其中AtNCED3、AtNCED5、AtNCED6 和At-
NCED9 主要负责ABA生物合成[13]。水稻(Oryza

 

sativa)中已证实OsNCED4 和OsNCED5 基因可

以调节干旱胁迫下水稻 ABA水平和抗逆性[14-15]。
亚洲棉(Gossypium

 

arboreum)中鉴定出7个 NCED
基 因,为 GaNCED3a、GaNCED3b、GaNCED3c、

GaNCED5a、GaNCED5b、GaNCED5c和NCED6,
过表达GaNCED3基因可以显著提高转基因拟南芥
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的抗旱能力[16-17]。近年来,NCED 基因克隆与功能

鉴定的研究在模式植物和其他的一些作物中已变得

日趋成熟,且不断地深入。目前,国内外关于西葫芦

NCED 基因克隆研究报道较少[4,
 

18]。本研究从西葫

芦全基因组中克隆获得CpNCEDs基因家族6个成

员,分析其家族基因及其启动子序列特征,研究

CpNCEDs基因的表达模式、ABA含量变化与西葫芦

干旱胁迫相关性,为深入研究西葫芦干旱胁迫响应机

理奠定基础,也为优质西葫芦品种选育提供技术支持。

1 材料和方法

1.1 材料试剂

试验 材 料 西 葫 芦(Cucurbita
 

pepo
 

L.)品 种

‘Fumei-6’(父本F031
 

×
 

母本M016)由福建省蔬菜

遗传育种重点实验室福清东张基地保存。植物DNA
提取试剂盒FastPure􀳏

 

Plant
 

DNA
 

Isolation
 

Mini
 

Kit、植物RNA提取试剂盒FastPure􀳏
 

Plant
 

total
 

RNA
 

Isolation
 

Kit、RNA 逆 转 录 试 剂 盒 Prime-
ScriptTM

 

1st
 

Strand
 

cDNA、DNA
 

Marker(DL
 

2000)
购自TaKaRa公司,

 

基因扩增试剂盒Phanta
 

Max
 

Master
 

Mix、荧光定量试剂盒ChangesQTM
 

Univer-
sal

 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix、DL2000
 

plus
 

DNA
 

marker、DNA快速克隆试剂盒TA/Blunt-Zero
 

Clo-
ning

 

Kit购自南京诺唯赞生物科技有限公司,大肠

杆菌DH5&购自上海唯地生物技术有限公司,其他

生化试剂均为国产分析纯级。

1.2 方 法

1.2.1 西葫芦NCED 基因家族的鉴定与克隆 参

考植物DNA试剂盒说明提取西葫芦样品的DNA,

根 据 NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

gene/?term=Cucurbita+pepo+NCED)中公布的

全基因组测序结果,搜索到的CpNCEDs基因组信

息,依据获得的基因序列信息来设计cDNA全长和

开放阅读框(open
 

read
 

frame,ORF)引物(表1)。
利用基因扩增试剂盒Phanta

 

Max
 

Master
 

Mix进行

ORF全长克隆,PCR扩增产物经1.0%琼脂糖电

泳、纯化、回收后,与PCE2
 

TA/Blunt-Zero载体进

行连接、转化,PCR检测后的阳性克隆进行测序。

1.2.2 基因生物信息学分析 系统发育树的最大

似然法构建采用 MEGA
 

7.0软件;
 

蛋白保守结构

域分析及可视化作图采用 MEME(https://meme-
suite.org/meme/tools/meme)和TBtools软件;

 

蛋

白同源性分析采用DNAMAN软件;
 

蛋白的一级结

构分析采用ProtParam(http:
 

//web.expasy.org/

protparam/)和 ProtScale(http:
 

//web.expasy.
org/protscale/)软件;

 

蛋白二级结构分析采用在线

软 件 CFSSP(http:
 

//www.biogem.org/tool/

chou-fasman/);
 

蛋白三级结构分析采用在线软件

SWISS-MODEL (https:
 

//swissmodel.expasy.
org/interactive)进行蛋白模板比对,SPDBV软件构

建该蛋白三级结构模型,VMD软件进行蛋白模型呈

现;
 

亚细胞定位分析采用 Wolf
 

Psort
 

Prediction软件

(http:
 

//www.genscript.com/psort/wolf_psort.html)。

1.2.3 西葫芦NCED 基因家族表达分析 试验选

取颗粒饱满的西葫芦种子,在福建省蔬菜遗传育种

重点实验室福清东张基地蔬菜育苗大棚内,播种于

32孔穴盘中,待其生长至商品期,利用百泰克试剂

盒提取西葫芦各组织(根、茎、叶、花和果)的总RNA,

表1 引物序列

Table
 

1 Corresponding
 

primer
 

sequences
试验Experiment 正向引物Forward

 

primer(5'→3') 反向引物Reverse
 

primer(5'→3')

ORF扩增
Amplification

CpNCED1F/R CTTGTTCGCTTCATACTCCGTCTA TTTCATCCTACTTACATTACCACCC

CpNCED2F/R GCTTCTTCCCCTTCTCCTCCTTGTCTCG TGTCATCCCTCTGGCAATTTCTCCCTTT

CpNCED3F/R TTTGCCCCAATTATCATCCCTATTTCCA AGTTCGGAGCTTGACCCTTTAACTCTTC

CpNCED4F/R CTCTTGCTTCTTCTTCGTGGGTCAAATCTGGTT CAGTAGCTTCAAGCTCCAAAGTCATGGCGTTAA

CpNCED5F/R TCATTGCTCTTTCCCTCACCGCTCCGCCTCTAT AGCCATCCCACAGGTAATTTCTCCATCCACTCG

CpNCED6F/R TTACTCGTAAACACGAAACTATACTTGCTTATGTC CCAACAAGAAAACACTAACAACTAAGTAATCATCG

qRT-PCR

CpNCED1Fq/Rq TTTACGGAGACAGAACGG AGCCCAAACAATCCTCTA

CpNCED2Fq/Rq CACTCTTTGAACCCACCG TTCGCCAATCGCTTTAGG

NCED3Fq/Rq TACATGGCGATAGCAGAAC TACCCTCCATCCTCATTCT

NCED4Fq/Rq GGTTTATTTGGGCTGGTC GGGTGGGCTATCATTGTG

NCED5Fq/Rq GAAGGTGGAAGCGACAGT AGCCATCCCACAGGTAAT

NCED6Fq/Rq CGCAAACCCATTATTCGA CAGGCATAGCTGGCACAT

CpActinFq/Rq CACACAGGATACGAGTGG GCAATATCCTCATACGGTGG
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反转录成cDNA后,进行qRT-PCR分析。西葫芦

生长至两叶一心时期,分别用10%
 

PEG-6000和

0.1
 

mmol·L-1ABA喷洒叶片,于0、2、4、8和12
 

h
采样,以及停止浇水0、1、2、3、4

 

d作为干旱条件进

行处理,分别对叶片进行取样,每个处理3个生物学

重复,样品取样完成后液氮速冻,-80
 

℃保存备用。
根据获得的CpNCEDs序列设计特异引物(表

1),以西葫芦 Actin 为内参基因[19],参照诺唯赞

ChangesQTM
 

Universal
 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix说

明书在QuantStudio
 

7
 

Flex实时荧光定量PCR仪

上进行PCR反应。反应体系为20
 

μL:10
 

μL
 

Mas-
ter

 

Mix,4
 

μL
 

cDNA模板,正反向引物各0.4
 

μL,
加蒸馏水至20

 

μL。PCR反应程序为:95
 

℃预变性

30
 

s,95
 

℃变性5
 

s,58
 

℃退火30
 

s,40个循环。每

个反应重复3次。本研究的样品采集与测试均开展

3次生物学和3次技术重复实验。利用Excel软件

和2-ΔΔCT 方法分析西葫芦CpNCEDs基因的表达

量变化。

1.2.4 西葫芦ABA含量变化的测定 ABA含量

变化的测定参照本课题组前期的方法进行,主要通

过超高效液相色谱(UPLC)和串联质谱(MS/MS)
对干旱胁迫(停止浇水0、1、2、3、4

 

d)西葫芦叶片的

ABA进行定性定量分析并采集数据,并利用SPSS
 

19.0数据处理软件中单因素方差分析法对ABA含

量变化结果做差异显著性分析[4]。

2 结果与分析

2.1 西葫芦CpNCEDs基因家族克隆

根据2018年公布的西葫芦全基因组(NCBI登

录号:ASM280686v2)NCED 基 因 信 息[20],获 取

NCED 家族成员基因、编码蛋白及其所在染色体位

置,搜索到的6个 NCED 基因具有全长序列,并包

含完整的开放读码框(ORF)。根据它们的染色体分

布情况,命名为西葫芦CpNCED1(LOC111792392)、

CpNCED2(LOC111803113)、CpNCED3(LOC111807437)、

CpNCED4(LOC111809781)、CpNCED5(LOC111781088)
和CpNCED6(LOC111783358)基因(表2)。

设计6个CpNCEDs基因序列全长引物,以西

葫芦全基因组DNA为模板进行PCR实验,扩增获

得6条单一条带(图1)。测序结果与全基因组数据

结果 比 对 一 致,各 条 带 对 应 序 列 CpNCED1、

CpNCED2、CpNCED3、CpNCED4、CpNCED5 和

CpNCED6 全长分别为1
 

911、1
 

832、1
 

865、1
 

686、

2
 

000和2
 

231
 

bp。同源分析发现,西葫芦6个

CpNCED 基因序列与拟南芥AtNCED2 核苷酸序

列的相似 性 分 别 为86.36%、88.00%、93.75%、

84.29%、81.69%和87.01%。

2.2 CpNCEDs基因生物信息学分析

2.2.1 CpNCEDs 基因编码蛋白分析 西葫芦

CpNCEDs基因编码的6个蛋白的基本二级结构分

析结果(图2)表明,CpNCED 基因家族编码的蛋白

质组成和结构相似,主要由无规则卷曲和延伸链组

成,没有β-折叠结构。通过SWISS-MODEL软件对

M.
 

DL2000;A.CpNCED1;B.CpNCED2;C.CpNCED3;

D.CpNCED4;
 

E.CpNCED5;
 

F.CpNCED6

图1 西葫芦CpNCED 基因家族PCR扩增

Fig.1 PCR
 

amplified
 

products
 

of
 

CpNCED
 

gene
 

family
 

from
 

C.
 

pepo

表2 西葫芦CpNCED 基因家族理化性质分析

Table
 

2 Physical
 

and
 

chemical
 

properties
 

analysis
 

of
 

CpNCED
 

gene
 

family

基因名称
Gene

 

name
染色体位置

Chromosome
 

position
基因长度

Gene
 

length/bp
 

氨基酸数
No.

 

of
 

amino
 

acids
分子量
MW/kD

亲水性
GRAVY

CpNCED1 chro01(3359975~3362149) 2
 

175 586 64.98 -0.269

CpNCED2 chro10(585600~587751) 2
 

152 588 65.73 -0.384

CpNCED3 chro12(610951~612739) 1
 

789 569 62.64 -0.235

CpNCED4 chro14(2384409~2386632) 2
 

224 590 65.54 -0.256

CpNCED5 chro19(7662177~7664502) 2
 

326 585 65.89 -0.324

CpNCED6 chro20(3068761~3070755) 1
 

995 588 65.63 -0.268
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西葫芦CpNCEDs蛋白的三级结构进行建模,并利

用SPDBV和VMD1.9.3软件进行可视化作图,结
果如图3所示。此外,Wolf

 

Psort在线软件分析显

示,6个CpNCEDs基因编码的蛋白均位于叶绿体

(chloroplast)中。

2.2.2 CpNCED蛋白序列比对与分子进化分析 
NCED蛋白序列比对分析表明,CpNCED1(XP_

023529573.1)和CpNCED4(XP_023551972.1)相似

图2 NCED蛋白二级结构分析

Fig.2 Analysis
 

of
 

secondary
 

structure
 

of
 

NCED
 

proteins

A-F分别代表CpNCED1、CpNCED2、CpNCED3、CpNCED4、CpNCED5和CpNCED6蛋白三级结构

图3 NCED蛋白三级结构预测

The
 

letters
 

from
 

A
 

to
 

F
 

represent
 

the
 

tertiary
 

structure
 

of
 

CpNCED1,
 

CpNCED2,
 

CpNCED3,
 

CpNCED4,
 

CpNCED5
 

and
 

CpNCED6
 

proteins,
 

respectively

Fig.3 Prediction
 

of
 

three-dimensional
 

structure
 

of
 

NCED
 

proteins
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性较高,达到90.15%(E值为0);CpNCED2(XP_

023543156.1)和CpNCED5(XP_023517280.1)相似

性较高,达到85.36%(E值为0);CpNCED3与其他

5个CpNCED的相似性较低,推测其保守结构域

motif发 生 较 大 的 变 异。Pfam 分 析 发 现,6 个

CpNCED均含有4个保守的组氨酸位点,以及2个

NCED蛋白保守结构域[M(I/V)AHPK(I/V)DP]
和[HDFAITE(N/K)(F/H)],体现出 NCED蛋白

进化过程中的保守性,也暗示西葫芦CpNCEDs基

因家族编码蛋白功能的多样性(图4)。
进一步分析CpNCEDs蛋白亲缘关系,结果(图

5)表明,西葫芦6个CpNCEDs存在2个亚家族,即

CpNCED1、CpNCED4 与 CpNCED2、CpNCED3、

CpNCED5、CpNCED6属于2个不同的CpNCED蛋

白亚家族。分析发现,西葫芦CpNCEDs与葫芦科

作物印度南瓜(Cucurbita
 

maxima)、中国南瓜(Cu-
curbita

 

moschata)、冬瓜(Benincasa
 

hispida)等聚

为一类,亲缘关系较近,与大戟科的蓖麻(Ricinus
 

communis)、木薯(Manihot
 

esculenta)和巴西橡胶

树(Hevea
 

brasiliensis)的亲缘关系较远,可见不同

植物的NCED系统进化关系具有明显的种属特征。
值得注意的是,从蛋白系统发育树中也可以发现,

星号部分表示CpNCEDs蛋白保守的组氨酸活性位点,方框表示CpNCEDs中的2个保守结构域

图4 西葫芦CpNCEDs蛋白序列多重比对

The
 

black
 

asterisks
 

represent
 

the
 

conserved
 

histidine
 

active
 

sites
 

of
 

CpNCEDs,
 

and
 

the
 

boxes
 

represent
 

the
 

two
 

conserved
 

domains
 

of
 

CpNCEDs

Fig.4 Multiple
 

sequence
 

alignment
 

of
 

CpNCEDs
 

proteins
 

in
 

C.
 

pepo
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CpNCED3在遗传进化过程中发生了较大变异,与
其他22个NCED蛋白处于不同的分支。

2.2.3 CpNCED 基因家族保守基序分析 分析西

葫芦 NCED 基因编码蛋白的保守基序 motif(图

6),总共鉴定出16个保守 motif,即 motif
 

1
 

~
 

mo-
tif

 

16(表3),除CpNCED3 外,每个NCED 都有完

整的16个motif保守基序,且分布在600个氨基酸

以内,同时大部分的 NCED蛋白序列保守性较高。
结合同源进化分析发现,由于388~390位增加3个

氨基酸(甘氨酸G、谷氨酸E和赖氨酸K)位点,以及

391位的谷氨基酸E替换为苏氨酸T(图4),可能导

致CpNCED3发生3处 motifs(motif
 

12、motif
 

13和

motif
 

15)缺失,推测CpNCED3 基因编码的CpNC-
ECD3进化过程中发生了较大的蛋白结构变异。

2.3 CpNCED 基因家族启动子分析

利用TBtools从西葫芦全基因组中获取了西葫

芦CpNCEDs基因启动子序列,并采用在线分析数

据库PlantCare发现西葫芦CpNCEDs基因启动子

中有 大 量 不 同 顺 式 作 用 元 件 的 存 在,暗 示6个

CpNCED 基因可能参与不同的生理代谢调控途

径。在西葫芦CpNCEDs基因上游的启动子2
 

500
 

bp区域总共预测到1
 

418个顺式作用元件,并对光

反应、环境压力、生长发育、激素反应、转录因子结合

位点和其他功能有关254个顺式作用元件进行了分

析(表4),其中最为丰富的是光响应调控元件,包括

2个 ACE、6个 TCCC-motif、2个 GA-motif、4个

TCT-motif、5个GATA-motif、13个GT1-motif、49
个Box

 

4和58个G
 

box。除此之外,有23个赤霉素

响应调控元件,包括GARE-motif、P-box和TATC-
box;33个生长素响应调控元件,包括TGA-element、

图6 西葫芦CpNCED家族保守基序分析

Fig.6 Gene
 

structure
 

analyses
 

of
 

CpNCED
 

family
 

in
 

C.
 

pepo

图5 基于最大释然法构建NCED蛋白系统发育树

Fig.5 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

NCED
 

proteins
 

of
 

C.
 

pepo
 

constructed
 

by
 

maximum
 

likelihood
 

method
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表3 西葫芦中预测的CpNCED基序的一致序列

Table
 

3 Consensus
 

sequence
 

of
 

predicted
 

CpNCED
 

motifs
 

in
 

C.
 

pepo

基序
Motif

E值
E

 

value
长度
Width

位点数
Sites

最佳比对结果
Best

 

possible
 

match

Motif1 5.9e-152 50 6 PTMMHDFAITENFVVIPDQQVVFKLPEMIRGGSPVIYDKNKTSRFGILPK

Motif2 2.5e-147 50 6 SYACRFTETZRLVQERALGRPVFPKAIGELHGHSGIARLLLFYARGLFGL

Motif3 3.4e-142 50 6 NAGLVYFNGRLLAMSEDDLPYHVRITPSGDLETVGRYDFBGQLKSTMIAH

Motif4 6.5e-087 33 6 VVVIGSCMTPPDSIFNECDENLKSVLSEIRLNL

Motif5 5.1e-139 50 6 VNLEAGMVNRNRLGRKTRYAYLAIAEPWPKVSGFAKVDLVTGEVKKYJYG

Motif6 1.6e-137 50 6 VPEQPVRHNLPVTGTIPDCIRGVYLRNGANPLFEPVAGHHLFDGDGMVHA

Motif7 2.6e-130 50 6 EDDGHILAFVHDEKEWKSELQIVNAMDLKLEATVKLPSRVPYGFHGTFVS

Motif8 4.3e-088 41 6 PKVDPVSGELYALSYDVIQKPYLKYFRFSPDGEKSPDVEIP

Motif9 1.6e-063 18 6 DTFCFHLWNAWEEPETEE

Motif10 7.4e-041 19 6 HPLPKTADPRVQIAGNFAP

Motif11 2.0e-033 21 6 WNFLQKAAAMALDAVESALLS

Motif12 2.7e-017 15 5 TGKSTRRPIISETEQ

Motif13 1.1e-014 29 5 NNVVSCALHSPSVJHFPKQSQTAFRSPIK

Motif14 3.6e-013 15 6 RYGGEPFFLPREGNS

Motif15 1.3e-010 11 5 NATDSDDJIWV

Motif16 5.4e-008 8 6 DHSHGTGV

TGA-box、AuxRR-core和 AuxRE;26个水杨酸响

应调控元件(TCA-element);41个茉莉酸响应调控

元件,包括CGTCA-motif;分析发现,除CpNCED6
外,CpNCED1、CpNCED2、CpNCED3、CpNCED4
和CpNCED5 启动子上游均含ABA响应调控元件

ABRE(ABA-Responsive
 

Element),以及29个干旱

响应(MBS)、低温响应调控元件(LTR)和 WRKY
转录因子结合元件(W

 

box)。

2.4 CpNCED 基因家族表达分析

2.4.1 不同组织中表达分析 图7表明,CpNCED1、

CpNCED2、CpNCED3、CpNCED4、CpNCED5 和

CpNCED6 基因在西葫芦根、茎、叶、花和果实中均

有表达,但其表达模式不同。在茎中,CpNCED4
的表达量较高,其次为CpNCED1 和CpNCED2;
在 花 中,CpNCED2 基 因 的 表 达 较 高,其 次 为

CpNCED6 和CpNCED4,而CpNCED1、CpNCED3
和CpNCED5 中的表达量较低;果实中CpNCED2
基因的表达量要高于其他5个CpNCEDs基因;分
析发现,6个CpNCEDs基因在根和叶片组织中的

表达量相对较低(图7)。

2.4.2 干旱胁迫下的表达模式分析 利用荧光定

量PCR分析在干旱和模拟干旱胁迫处理0、2、4、8和

不同小写字母表示组织间基因表达差异显著性(P<0.05)

图7 西葫芦不同组织中CpNCED 基因的表达

Different
 

normal
 

letters
 

indicate
 

significant
 

differences
 

of
 

gene
 

expression
 

in
 

different
 

tissues
 

(P<0.05)

Fig.7 Expression
 

levels
 

of
 

CpNCEDs
 

in
 

different
 

tissues
 

of
 

C.
 

pepo

12
 

h时CpNCEDs基因家族表达情况(图8),6个

NCED 基因表达模式存在一定差异,激素处理(0.1
 

mmol·L-1
 

ABA)下,各基因总体呈现先上调后下

调的 表 达 趋 势,其 中,CpNCED1、CpNCED4 和

CpNCED6 呈现先上调后下调表达趋势,在2
 

h的

表达量最高,CpNCED2 也呈先上调后下调表达趋
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表4 西葫芦CpNCEDs启动子顺式作用元件分析

Table
 

4 Analysis
 

of
 

CpNCEDs
 

promoter
 

elements

功能
Function

顺式元件
cis-element

启动子中元件数量Numbers
 

of
 

cis-elements

NCED1 NCED2 NCED3 NCED4 NCED5 NCED6

脱落酸诱导顺式作用
cis-acting

 

element
 

involved
 

in
 

the
 

abscisic
 

acid
 

responsiveness ABRE 7 5 24 7 7 0

光调控
Light

 

responsive
 

element

ACE 1 0 1 0 0 0

TCCC-motif 2 2 0 1 0 1

GA-motif 0 0 1 1 0 0

TCT-motif 0 1 1 2 0 0

GATA-motif 2 0 0 0 0 3

GT1-motif 2 1 0 3 1 6

G
 

box 8 6 26 10 8 0

光应答的保守DNA组成部分
Part

 

of
 

a
 

conserved
 

DNA
 

moduleinvolved
 

in
 

light
 

responsiveness Box
 

4 5 14 7 6 8 9

厌氧诱导必需
cis-acting

 

regulatory
 

element
 

essential
 

for
 

the
 

anaerobic
 

induction ARE 4 4 0 0 4 0

分生组织表达调控Regulatory
 

element
 

related
 

to
 

meristem
 

expression CAT-box 0 0 0 1 0 0

低温响应cis-acting
 

element
 

involved
 

in
 

low-temperature
 

responsiveness LTR 1 2 1 0 1 1

生物和非生物胁迫应答,结合 WRKY类转录因子
Biotic

 

and
 

abiotic
 

stress
 

responses,
 

combined
 

with
 

WRKY
 

transcrip-
tion

 

factors
W

 

box 1 2 3 1 1 0

干旱诱导 MYB结合位点 MYB
 

binding
 

site
 

involved
 

in
 

drought-inducibility MBS 1 0 1 4 0 1

细胞周期调控cis-acting
 

element
 

involved
 

in
 

cell
 

cycle
 

regulation MSA-like 0 0 1 0 0 0

玉米醇溶蛋白代谢调控
cis-acting

 

regulatory
 

element
 

involved
 

in
 

zein
 

metabolism
 

regulation O2-site 0 1 0 0 0 0

赤霉素诱导Gibberellin-responsive
 

element P-box 1 0 0 0 0 0

水杨酸响应cis-acting
 

element
 

involved
 

in
 

salicylic
 

acid
 

responsiveness TCA-element 1 0 1 0 0 0

生长素诱导Auxin-responsive
 

element
TGA-box 0 0 2 0 0 0

TGA-element 1 1 0 1 2 0

茉莉酸甲酯诱导
cis-acting

 

regulatory
 

element
 

involved
 

in
 

the
 

MeJA-responsiveness CGTCA-motif 1 1 3 8 3 1

势,并在8
 

h的表达丰度最高;模拟干旱(10%
 

PEG
 

6000)胁迫下,CpNCEDs在12
 

h以内的表达量较

对照组(0
 

h)整体上调,相比较之下,CpNCED2 和

CpNCED4 基因对于PEG
 

6000的敏感性更高,在4
 

h达到峰值,分别为对照组的50和60倍;干旱处理

(停止浇水0、1、2、3、4
 

d)下,CpNCED1、CpNCED4
和CpNCED6 在12

 

h以内的表达量呈逐渐上调表

达趋势,均在停止浇水5
 

d时的表达量达到最高,

CpNCED2、CpNCED3 和CpNCED5 的表达量呈

现上调后下调的表达趋势,CpNCED2 在3
 

d的表

达丰度最高,CpNCED3 和CpNCED5 则在1
 

d表

达量达到最高。
进一步对干旱胁迫下西葫芦叶片中的ABA含

量测定发现,随着干旱胁迫天数增加,其中的 ABA
含量逐渐升高,并达到了极显著水平(P<0.05)(图

9,A)。对干旱胁迫下CpNCEDs表达和ABA含量

相关性分析发现,CpNCED2 基因的表达量与ABA
含量变化的相关性较高(R2=0.6654)(图9,B)。

3 讨 论

生产过程中,干旱胁迫是限制作物产量和品质

的主要因素,脱落酸 ABA的合成对于植物调节气

孔开闭及响应干旱胁迫反应中起关键作用,NCED
基因家族编码的9-顺式-环氧类胡萝卜素双加氧酶

是高等植物通过类胡萝卜素途径从头合成(de
 

no-
vo)细胞内 ABA的限速酶[21]。因此,发掘并明确

NCED 基因家族在干旱胁迫条件下的表达模式,对
于西葫芦抗旱机制研究及其新品种选育具有重要意

义。本研究从西葫芦全基因组中鉴定得到6个

CpNCEDs基因家族成员均具有完整的阅读框,这
些CpNCEDs基因均匀分布在6条不同染色体上,
编码的CpNCED蛋白的理论分子量大小介于62.64
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不同小写字母表示不同时间同一基因表达差异显著(P<0.05)

图8 不同胁迫条件下的CpNCED 基因相对表达量分析

Different
 

normal
 

letters
 

represent
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

the
 

same
 

CpNCED
 

gene
 

at
 

different
 

stress
 

time
 

points
 

(P<0.05)

Fig.8 Analysis
 

of
 

the
 

relative
 

expression
 

of
 

CpNCED
 

genes
 

under
 

different
 

stresses

A.
 

干旱胁迫下ABA含量变化,不同小写字母表示ABA含量变化的差异显著性(P<0.05);B.
 

干旱胁迫下CpNCED2
基因表达与ABA含量变化相关性

图9 干旱胁迫下的ABA含量变化分析

A.
 

Analysis
 

of
 

ABA
 

content
 

under
 

drought
 

stress,
 

different
 

normal
 

letters
 

indicated
 

significant
 

differences
 

in
 

ABA
 

content
 

(P<0.05);
 

B.
 

Correlation
 

analysis
 

between
 

CpNCED2
 

gene
 

expression
 

and
 

ABA
 

content
 

changes
 

under
 

drought
 

stress

Fig.9 Analysis
 

of
 

ABA
 

content
 

of
 

CpNCED
 

genes
 

under
 

drought
 

stress
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~65.54
 

kD之间,但不含内含子,这些序列特征与

其他植物中NCED 基因及其编码蛋白的组成和结

构类似[7]。亚细胞定位预测分析发现,6个CpNCEDs
蛋白亚细胞定位于叶绿体的可能性最大,这与前人

的研究结果 NCED蛋白主要定位于叶绿体的结果

一致[22],提示ABA生物合成途径主要发生在西葫

芦的叶片组织器官中[23]。
通过对西葫芦 NCED 基因家族启动子(上游

2
 

500
 

bp)分析发现,CpNCEDs基因的启动子区域

含有多个与植物激素和逆境胁迫相关的顺式作用元

件,包括 ABRE(ABA响应元件)、W
 

box(WRKY
转录因子结合元件)、MBS(干旱响应 MYB结合元

件)、P-box(GA响应元件)、TCA-element(SA响应

元件)、CGTCA-motif(MeJA响应元件)、TGA-ele-
ment和 TGA-box(生 长 素 响 应 元 件)等,暗 示

CpNCEDs 基 因 可 通 过 ABA[24]、GA[25]、SA[26]、

MeJA[27]和 Auxin[28]等激素响应途径或与 WRKY
和 MYB转录因子结合,并在西葫芦逆境胁迫中起

重要的调控作用。研究表明,ABRE是 ABA响应

元件,ABA可通过调节气孔开闭或者促进根系对水

分吸收等途径来调控植物对干旱胁迫的适应性,启
动子 上 游 ABA 反 应 元 件 ABRE,ABRE 可 被

AREB/ABF家族以及密切相关的 ABI5转录因子

识别,并 转 录 调 控 抗 旱 基 因 的 AREB/ABF 和

ABI5 的表达,从而提高植物的耐旱能力[29-30]。值

得注意的是,本研究中CpNCED6 基因启动子上游

不含ABRE顺式作用元件,推测CpNCED6 对干旱

胁迫的响应为非ABA依赖型诱导基因或者通过与

其他CpNCED蛋白形成复合体参与干旱胁迫反

应[31]。根 据 前 人 研 究 报 道,以 及 本 研 究 中4个

NCED 基因启动子上游含有的 MBS顺式作用元

件,推 测 CpNCED1、CpNCED3、CpNCED4 和

CpNCED6可能与 MYB转录因子结合并调控基因的

表达来提高西葫芦的抗旱性能[32]。此外,CpNCED1、

CpNCED2、CpNCED3、CpNCED4 和CpNCED5
启动子上游含有与 WRKY转录因子结合的 W

 

box
元件,但两者之间的相互作用关系有待进一步挖掘

和分析。

荧光定量PCR分析表明,获得的6个CpNCEDs
基因具有组织表达特异性,但其表达模式不同,

CpNCED1、CpNCED3 和CpNCED4 在茎中高表

达,CpNCED2 和CpNCED6 在花中表达量最高,
而CpNCED5 在果实中表达量最高,这与拟南芥

AtNCEDs[13]、陆地棉GhNCEDs[17]和桃PpNCEDs[9]

基因的组织表达特性相似,也暗示着CpNCEDs基

因可能在西葫芦存在多种生物学功能。值得注意的

是,在正常条件下,西葫芦CpNCEDs 基因在叶片

中的表达量相对较低,但能够受外源 ABA和干旱

胁迫诱导上调表达。本研究表明,在干旱和模拟干

旱胁迫处理条件下,6个CpNCEDs基因表达模式

存在一定差异,激素ABA、PEG
 

6000以及干旱胁迫

处理后,各CpNCED 基因总体呈现上调表达趋势,
但其表达模式不同。分析发现,CpNCED3 基因对

于 3 种 胁 迫 处 理 的 敏 感 性 较 低,这 可 能 与

CpNCED3蛋白为5'端的 motif
 

13和3'端的 motif
 

13和motif
 

15基序的变异有关,推测CpNCEDs蛋

白在该区域具有重要的生物学功能。CpNCED2
和CpNCED4 对于外源 ABA 处理更为敏感,而

CpNCED4 和CpNCED6 基因对于PEG的敏感性

更高,是同期对照组的50和60倍。在干旱处理下,

CpNCED1 和CpNCED4 则呈现较高表达丰度;进
一步对干旱胁迫下西葫芦叶片中的ABA含量测量

发现,随着干旱胁迫天数增加,其内源ABA含量逐

渐升高,并达到了极显著水平;但各个CpNCED 基

因的表达与 ABA含量变化趋势不完全一致,其中

相关性较高的为CpNCED2(R2=0.6654),推测几

个CpNCEDs基因协同参与了ABA的代谢合成途

径,从而暗示西葫芦干旱胁迫响应及其防御作用机

制较为复杂[33-34]。
综上所述,本研究发现6个CpNCEDs基因与

西葫芦干旱胁迫响应密切相关,CpNCED 基因家

族成员对西葫芦干旱胁迫的响应以及ABA生物合

成具有重要作用,尤其以CpNCED2 和CpNCED4
基因的作用更为明显。但CpNCEDs 基因家族如

何通过调节ABA的代谢合成从而响应干旱胁迫调

控作用需进一步功能验证。
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