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摘 要 【目的】探究割手密SnRK2 基因家族成员在干旱胁迫中的调控机制,为抗旱性甘蔗品种的选育提供侯选

基因。【方法】以全基因组数据为基础从割手密中鉴定SnRK2 基因,并对其进行生物信息学分析和干旱胁迫下的

表达分析。【结果】在割手密基因组中共鉴定出11个SnRK2 基因家族成员,命名为SsSnRK2.1-SsSnRK2.11,且
这些基因不均匀地分布于8条染色体上。SnRK2蛋白的氨基酸残基数为227~580,分子质量为25

 

683.53~64
 

695.8
 

kD,等电点为4.62~8.94,且均为亲水性蛋白。系统发育树可将其分为3个亚组,且同亚组中的保守基序基本相似,

外显子数量以7~9个为主。SsSnRK2基因家族成员的启动子中含有多种激素类和逆境胁迫响应类的作用元件。割

手密SsSnRK2基因家族成员的表达具有组织特异性。所有的SsSnRK2基因均能不同程度地响应干旱胁迫。【结论】

割手密SnRK2基因家族在响应干旱胁迫过程中发挥重要作用,可为割手密的抗逆性研究提供一定的理论依据。
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Abstract [Objective]
 

This
 

study
 

aims
 

to
 

explore
 

the
 

regulatory
 

mechanism
 

of
 

SnRK2
 

family
 

members
 

un-
der

 

drought
 

stress
 

in
 

Saccharum
 

spontaneum
 

L.,
 

in
 

order
 

to
 

provide
 

candidate
 

genes
 

for
 

cultivating
 

drought
 

resistant
 

sugarcane
 

varieties.[Methods]
 

This
 

study
 

identified
 

SnRK2
 

genes
 

in
 

S.
 

spontaneum
 

L.
 

based
 

on
 

whole
 

genome
 

data,
 

and
 

conducted
 

bioinformatics
 

analysis
 

and
 

expression
 

analysis
 

under
 

drought
 

stress.
 

[Results]
 

11
 

SnRK2
 

members
 

were
 

identified
 

and
 

named
 

as
 

SsSnRK2.1
 

to
 

SsSnRK2.11,
 

which
 

were
 

unevenly
 

distributed
 

on
 

8
 

chromosomes.
 

The
 

amino
 

acid
 

residues
 

of
 

SsSnRK2s
 

were
 

ranged
 

from
 

227
 

to
 

580,
 

the
 

molecular
 

weights
 

were
 

from
 

25
 

683.53
 

kD
 

to
 

64
 

695.8
 

kD,
 

the
 

isoelectric
 

points
 

were
 

from
 

4.62
 

to
 

8.94,
 

and
 

all
 

were
 

hydrophilic
 

proteins.
 

The
 

11
 

SsSnRK2s
 

could
 

be
 

divided
 

into
 

3
 

subgroups,
 

and
 

the
 

conserved
 

motif
 

sequences
 

within
 

the
 

same
 

subgroup
 

were
 

highly
 

similar,
 

with
 

the
 

number
 

of
 

exons
 

ranging
 

from
 

7
 

to
 

9.
 

The
 

promoters
 

of
 

SsSnRK2
 

members
 

contained
 

various
 

hormone-related
 

and
 

abiotic
 



stress
 

responsive
 

elements.
 

SsSnRK2
 

members
 

were
 

expressed
 

in
 

a
 

tissue-specific
 

manner.
 

All
 

SsSnRK2
 

genes
 

were
 

able
 

to
 

respond
 

to
 

drought
 

stress
 

to
 

various
 

degrees.
 

[Conclusion]
 

The
 

SsSnRK2
 

family
 

plays
 

a
 

significant
 

role
 

in
 

response
 

to
 

drought
 

stress,
 

providing
 

a
 

basis
 

for
 

the
 

study
 

of
 

stress
 

resistance
 

in
 

S.
 

spontaneum
 

L..
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  植物在生长发育过程中常遭受如干旱、高温、低
温、盐害等非生物胁迫[1]。为适应环境变化,植物通

过长期进化形成了多种抵御逆境的机制[2]。其中,蔗
糖非酵解相关蛋白激酶(SnRKs)是植物中特有的丝

氨酸/苏氨酸蛋白激酶,广泛存在于植物中,可调控植

物生长发育和抵御逆境胁迫的反应[3]。根据序列相

似性和C端结构域的保守性,SnRK蛋白激酶分为3
个亚家族:SnRK1、SnRK2和SnRK3[4]。而SnRK2
和SnRK3亚家族是植物中所特有的,可能参与对环

境胁迫的反应。SnRK2亚家族成员含有高度保守的

激酶结构域、ATP结合结构域和丝氨酸/苏氨酸活性

位点[5]。研究表明,SnRK2广泛参与植物对逆境胁

迫的响应。SnRK2s可以通过ABA信号通路调控植

物的生长发育以及抵御逆境胁迫的能力[6]。例如,甘
蔗中的SoSnRK2.8、SoSnRK2.9 和SoSnRK2.10
可被ABA强烈诱导表达,而SoSnRK2.1、SoSnRK2.2
和SoSnRK2.4则可被低温、盐胁迫和渗透胁迫强烈

诱导[7]。Fatima等[8]发现大多数VrSnRK2 基因的

表达均受到干旱胁迫的诱导,其中VrSnRK2.6c在干

旱胁迫下的表达水平最高(12倍)。而过表达小麦

TaSnRK2.9基因则可增强烟草对干旱和盐胁迫的耐

受性,并增加了烟草的存活率、种子发芽率和根长[9]。
此外,与野生型植株相比,过表达MpSnRK2.10 的转

基因苹果植株具有更少的ROS和 MDA积累,表现

出更强的耐旱性[10]。OsSAPK9通过与水稻OsSGT1
的相互作用,发挥对盐胁迫响应和抗病的正调控作

用[11]。截至目前,已有众多学者对甘蔗[7]、水稻[12]、
玉米[13]、棉花[14]等植物中的SnRK2家族基因进行了

广泛的研究。割手密作为甘蔗抗逆性育种过程中重

要的野生亲本,研究干旱胁迫下割手密相关基因的表

达模式和分子机制,对于培育更加抗旱的甘蔗品种具

有重要意义。但目前关于割手密SnRK2基因家族成

员鉴定及表达的相关研究鲜见报道。
本研究基于已公布的割手密基因组,用生物信息

学方法系统地鉴定割手密SnRK2 基因家族,并对这

一基因家族进行综合分析,包括蛋白质理化性质、系
统发育结构、基因结构、保守基序和染色体定位等,同
时通过qRT-PCR分析割手密SnRK2 家族基因的表

达模式。本研究旨在为进一步解析割手密SnRK2基

因家族成员在干旱胁迫中的调控机制提供参考。

1 材料和方法

1.1 试验材料

研究所用割手密材料为90-53无性系(2n=
64),取自云南省省级甘蔗昆明种质资源圃(云南农

业大学校园内,海拔1
 

950
 

m)。将材料以盆栽的方

式种植于云南农业大学甘蔗研究所的温室大棚中,
当供试材料处于苗期(大部分割手密幼苗具5~6个

叶片)时进行干旱胁迫处理,分别在处理后的0,2,

4,6
 

d对+1叶组织进行采样,迅速置于液氮中保

存,然后放于-80
 

℃冰箱中保存备用,所有处理均

设3个生物学重复。

1.2 割手密SnRK2基因家族成员的全基因组鉴定

与蛋白理化性质分析

  从割手密数据库(http://www.life.illinois.edu/

ming/downloads/Spontaneum _genome/,Sspon_

v20190103)中下载割手密基因组数据,从TAIR数

据库中获得拟南芥SnRK2家族蛋白序列(https://

www.arabidopsis.org/),从 Ensembl
 

Plants数据

库(https://plants.ensembl.org/index.html)中获

得水稻和高粱SnRK2家族蛋白序列(表1),并将这

些序列作为探针进行BlastP搜索,设定阈值为P<
1.0×10-10,序列一致度大于50%。同时,从Pram
数据库(http://pram.xfam.org/)中下载SnRK2
蛋白激酶结构域(PF00069)和蛋白丝氨酸/苏氨酸

激酶(PF07714)的隐马尔可夫模型(HMM)文件,用
于分析候选的蛋白序列[15]。对获得的候选蛋白序

列去冗余后,用保守域数据库 NCBI-CDD(http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd)和在线软件SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/)进一步筛选

其结构域,最终确定割手密SnRK2 基因家族成员。
最后,通过ExPASy数据库(https://www.expasy.
org/protparam)分析割手密SnRK2蛋白的理化性质。

1.3 系统进化分析

用MEGA7.0软件的邻接法(neighbor
 

joining,

NJ)构建系统发育树,对SnRK2 家族基因进行分

类,用 在 线 网 站 Evolview(https://www.omics-
class.com/article/671)对进化树进行美化。
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表1 拟南芥、水稻和高粱的SnRK2基因信息

Table
 

1 The
 

information
 

of
 

SnRK2
 

genes
 

in
 

Arabidopsis
 

thaliana,
 

Oryza
 

sativa,
 

and
 

Sorghum
 

bicolor

拟南芥
 

A.
 

thaliana 水稻
 

O.
 

sativa 高粱
 

S.
 

bicolor

基因名称
 

Gene
 

name 基因ID
 

Gene
 

ID 基因名称
 

Gene
 

name 基因ID
 

Gene
 

ID 基因名称
 

Gene
 

name 基因ID
 

Gene
 

ID

AtSRK2.1 AT5G08590 OsSAPK1 Os03g0390200 SbSnRK2.1 Sb001G350700

AtSRK2.2 AT3G50500 OsSAPK2 Os07g0622000 SbSnRK2.2 Sb002G379400

AtSRK2.3 AT5G66880 OsSAPK3 Os10g0564500 SbSnRK2.3 Sb001G294400

AtSRK2.4 AT1G10940 OsSAPK4 Os01g0869900 SbSnRK2.4 Sb003G370100

AtSRK2.5 AT5G63650 OsSAPK5 Os04g0691100 SbSnRK2.5 Sb006G279100

AtSRK2.6 AT4G33950 OsSAPK6 Os02g0551100 SbSnRK2.6 Sb004G173500

AtSRK2.7 AT4G40010 OsSAPK7 Os04g0432000 SbSnRK2.7 Sb006G083000

AtSRK2.8 AT1G78290 OsSAPK8 Os03g0764800 SbSnRK2.8 Sb001G078800

AtSRK2.9 AT2G23030 OsSAPK9 Os12g0586100 SbSnRK2.9 Sb008G147000

AtSRK2.10 AT1G60940 OsSAPK10 Os03g0610900 SbSnRK2.10 Sb008G147000

1.4 基因结构、保守序列和染色体定位分析

用在线软件 GSDS(http://gsds.cbi.pku.cn)
对基因结构进行分析。割手密SnRK2蛋白的保守

基序预测分析用在线软件 MEME(http://meme-
suite.org/),参数E≤0.05,输出最大基序数设置为

10。根据割手密基因组注释gff3文件,用TBtools
软件对染色体定位进行可视化。

1.5 启动子顺式作用元件分析

用TBtools软件提取家族成员起始密码子上游

2
 

000
 

bp的序列作为启动子序列,用在线软件plant-
CARE(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/

plantcare/html)进行顺式作用元件预测,并用TBtools
软件对预测结果进行可视化。

1.6 割手密SnRK2基因家族的表达模式分析

为研究在不同组织中SsSnRK2 基因的表达模

式,用SGD数据库(http://sugarcane.zhangjisen-
lab.cn/sgd/html/mRNA.html)中的转录组数据得

到SsSnRK2 在茎和叶片不同发育时期的表达数

据,用R语言(http://www.r-project.org)的热图

包,基于FPKM对所有SsSnRK2 基因表达量数据

进行热图的绘制。

1.7 SsSnRK2基因qRT-PCR表达模式分析

用Trizol试剂盒(天根,北京)提取各干旱胁迫

处理下的叶片总 RNA。用Fast
 

Quant
 

RT
 

Super
 

Mix试剂盒(天根,北京)进行RNA反转录,合成cD-
NA。用Primer

 

5.0设计荧光定量引物(表2),选用

GAPDH 为内参基因。用2×RealStar
 

SYBR
 

Mix-
ture试剂盒(GenStar,北京),在ABI

 

7500荧光定量

PCR仪上进行反应。SnRK2s基因的相对表达量用

2
-ΔΔCT 法计算,每个样品设置3次重复。

表2 qRT-PCR分析所用引物

Table
 

2 Primers
 

used
 

for
 

qRT-PCR
 

analysis

引物名称
 

Primer
 

name 上游引物
 

Forword
 

primers
 

(5'→3') 下游引物
 

Reverse
 

primers
 

(5'→3')

SsSnRK2.1 GCACTATCCTGCTGCTTCG AATCCTTTCAAATAGCTCACCC

SsSnRK2.2 CGTTTGGTCCTGTGGTGTC AGCAACTGAAGCAAGTTGTGAT

SsSnRK2.3 AATGAGCAAGCAGTATGAGGAG GTCAAGATCGGCATCTGAGTC

SsSnRK2.4 ATGTGATGCTGGTTGGTGC ACTGCTTGCTCATTGTGCTG

SsSnRK2.5 AACGGGGCAAATAGATGAGA AATAGCAAGGTGGGTCGGT

SsSnRK2.6 CATACATTGCTCCAGAGGTCC TTATCCGTTGCTCAGGGTTC

SsSnRK2.7 GGGATGGAGATGCCGATAA TCCTTGAAGCGGATGATGTT

SsSnRK2.8 TCTTGCCCGTATCTTTGTTG ACCCTGTTATCCCTCCTGTAGT

SsSnRK2.9 CTTCTTGCCCGTATCTTTGTT GTGAGTTCCCGTGGTAGGTT

SsSnRK2.10 AAGTATGCCACCGTGATTTGA TGCGATGTATGCTGTAGTTCC

SsSnRK2.11 TGGTTACTCCAAGTCGTCGCT GGTCATCTGGGTCCTCAAAA

GAPDH CACGGCCACTGGAAGCA TCCTCAGGGTTCCTGATGCC

1375期      
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2 结果与分析

2.1 SsSnRK2s基因鉴定和蛋白理化性质分析

从割手密全基因组中共筛选出11个SnRK2
基因,分别命名为SsSnRK2.1-SsSnRK2.11,对其

编码蛋白进行理化性质分析,结果如(表3)显示,这

11个基因所编码的蛋白质具有227~580个氨基

酸,蛋白质分子质量范围为25
 

683.53~64
 

695.8
 

kD,
理论等电点(pI)的范围为4.62~8.94,预测到的脂溶

系数为72.23~94.85。SsSnRK2家族中有7个蛋白

为稳定蛋白,其余4个为不稳定蛋白。亲水性平均值

预测显示,所有的SsSnRK2蛋白均为亲水性蛋白。

表3 SsSnRK2家族成员编码蛋白理化性质

Table
 

3 Physicochemical
 

properties
 

of
 

proteins
 

encoded
 

by
 

SsSnRK2
 

family
 

members

基因ID
Gene

 

ID
基因名称
Gene

 

name

氨基酸数目
Numbers

 

of
 

amino
acid

蛋白分
子质量
Molecular

 

mass/kD
 

pI
不稳定系数
Instability

 

index

脂溶系数
Aliphatic

 

index

亲水性平均值
Grand

 

average
 

of
 

hydropathicity

Sspon.01G0011360-1A SsSnRK2.1 580 64
 

695.80 8.94 45.27 91.45 -0.138

Sspon.01G0014770-1A SsSnRK2.2 308 34
 

916.70 5.46 34.56 87.34 -0.427

Sspon.01G0023360-1A SsSnRK2.3 307 34
 

664.41 4.81 36.34 91.82 -0.364

Sspon.01G0050220-1B SsSnRK2.4 302 33
 

837.43 4.68 37.86 85.56 -0.295

Sspon.01G0061760-1P SsSnRK2.5 302 34
 

248.93 4.62 42.96 90.70 -0.288

Sspon.02G0003200-1A SsSnRK2.6 227 25
 

683.53 5.45 36.79 94.85 -0.299

Sspon.02G0029960-1A SsSnRK2.7 362 40
 

299.69 4.76 35.08 85.66 -0.260

Sspon.03G0002080-1A SsSnRK2.8 309 35
 

896.36 6.04 56.68 72.23 -0.816

Sspon.03G0039650-2D SsSnRK2.9 364 42
 

712.43 6.84 53.05 74.15 -0.747

Sspon.04G0029000-1B SsSnRK2.10 318 35
 

278.34 5.31 34.02 90.13 -0.209

Sspon.05G0011250-1A SsSnRK2.11 346 39
 

632.07 5.75 42.82 76.39 -0.568

2.2 系统发育分析

为进一步研究割手密与其他物种SnRK2 基因

家族的进化关系,笔者构建了包括11个割手密和已

经报道的10个拟南芥、10个水稻和10个高粱的

SnRK2蛋白序列的系统发育树(图1)。结果显示,

SnRK2蛋白明显聚类为3个亚组(Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ),这与

仅含割手密SnRK2蛋白序列的系统发育树一致。
其中,每个亚组中均含有割手密、拟南芥、水稻和

高粱的成员,Ⅰ亚组中共有4个割手密SnRK2成员

(SsSnRK2.2、SsSnRK2.8、SsSnRK2.9、SsSnRK2.11),

Ⅱ亚组有2个成员(SsSnRK2.1和SsSnRK2.6),Ⅲ
亚组有5个成员(SsSnRK2.2、SsSnRK2.3、SsSnRK2.5、

SsSnRK2.7、SsSnRK2.10)。

2.3 保守基序与基因结构分析

为了研究割手密SnRK2 家族基因编码蛋白的

结构多样性,对所有的SnRK2 家族基因编码的蛋

白序列进行了保守基序(motif)元件分析(图2,A),
共鉴定出10个保守的基序(motif

 

1-10)。其中,

motif
 

1-10均存在于Ⅰ亚组和Ⅲ亚组中,Ⅱ亚组中

仅含有motif
 

1-8。

图1 割手密、拟南芥、水稻和高粱SnRK2
蛋白系统发育树

Fig.1 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

SnRK2
 

protein
 

in
 

S.
 

spontaneum,
 

A.
 

thaliana,
 

O.
 

sativa,
 

and
 

S.
 

bicolor
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  同一亚组内的割手密SnRK2蛋白往往都会具

有相 似 的 基 序 种 类 和 位 置,推 测 同 一 亚 组 内 的

SnRK2 可能具有相似的生物学功能。基因结构分

析(图2,B)表明,SsSnRK2 基因的外显子分布呈现

多样化,数量范围为5~10个,主要以7~9个为主,
内含子数量在4~8个范围均有分布。其中,SsS-
nRK2.5 的内含子结构较长,SsSnRK2.9 的外显

子数量较多(10个)。

图2 割手密SnRK2 基因家族的保守基序(A)及基因结构(B)分析

Fig.2 Motif
 

analysis
 

(A)
 

and
 

structural
 

features
 

(B)
 

within
 

SnRK2
 

gene
 

family
 

in
 

S.
 

spontaneum
 

L.

2.4 染色体定位分析

染色体定位分析结果(图3)表明,11个SsS-
nRK2 基因不均匀地分布在割手密的8条染色体

上,其中 Chr1A 分布的数量最多,共有3个基因

(SsSnRK2.1、SsSnRK2.2、SsSnRK2.3),其余7
条染色体上均只含有1个基因。此外,共线性分析

结果表明,割手密SnRK2 基因家族成员之间不存

在重复基因对。

2.5 启动子顺式作用元件分析

为进一步分析和预测SsSnRK2 家族基因上游

的调控因子,提取了11个SsSnRK2 基因DNA序

列上游2
 

000
 

bp的序列作为启动子区域进行分析,
结果如图4所示。在SsSnRK2 基因的上游都存在

着众多激素响应元件,如 ABA应答元件(ABRE)、
生长素应答元件(AuxRR-core、TGA-element)、乙
烯应答元件(ERE)、赤霉素应答元件(GARE/P-
box)、水杨酸应答元件(TCA-element)、茉莉酸甲酯

应答元件(CGTCA-Motif/TGAGG-box)等,且种类

与数量存在较大差异性;同时,还预测到了多种与光

合作用相关的元件,如 ACE、AE-box、ATCT-motif、

box
 

4、GA-motif等;另外,也预测到了多种与抗逆

相关的元件,例如冷胁迫应答元件(LTR)、干旱胁

迫应答元件(MBS)、热胁迫应答元件(HSE)、防御

与胁迫应答元件(TC-rich
 

repeats)等。推测SsS-
nRK2 基因可能参与了割手密的多种抗逆胁迫响应

过程。
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图3 SsSnRK2 基因在割手密染色体上的位置

Fig.3 Chromosome
 

locations
 

of
 

SsSnRK2
 

gene
 

in
 

S.
 

spontaneum
 

L.

图4 割手密SnRK2 基因家族成员顺式作用元件分析

Fig.4 Analysis
 

of
 

cis-acting
 

elements
 

of
 

SnRK2
 

members
 

in
 

S.
 

spontaneum
 

L.

2.6 SsSnRK2基因在不同组织生长发育过程中的

表达模式

  为探究割手密SnRK2 家族基因在不同组织生

长发育过程中的表达模式,用不同时期叶片和茎的

转录本数据,构建了割手密SsSnRK2 基因的组织特

异性表达量聚类热图。结果(图5)表明,11个SsS-
nRK2基因在割手密茎和叶的发育过程中普遍表达。

在叶片中,SsSnRK2.1 为高表达,SsSnRK2.5、

SsSnRK2.2均为低表达,而其他8个基因在某些时

期中表达量较高,在某些时期中为低表达,甚至未表

达;在茎中,SsSnRK2.5为高表达,而SsSnRK2.10只

在幼苗时期表达,在其余6个发育时期均未表达。
这说明SsSnRK2s 基因在不同的组织中具有不同

的表达模式。

图5 割手密SnRK2 基因家族成员的组织特异性表达热图

Fig.5 Heat
 

map
 

of
 

tissue-specific
 

expressions
 

of
 

SnRK2
 

members
 

in
 

S.
 

spontaneum
 

L.
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2.7 SsSnRK2基因的干旱胁迫表达分析

为研究割手密SnRK2 基因家族成员在干旱胁

迫下的表达模式,测定了11个SsSnRK2 基因在干

旱胁迫不同时间下的表达情况。结果(图6)表明,
所有的SsSnRK2基因都能不同程度响应干旱胁迫。
其中SsSnRK2.3、SsSnRK2.4、SsSnRK2.10在干旱

胁迫后4
 

d的表达量与0
 

d基本保持一致,在处理6
 

d

后的表达量均降低,分别为0
 

d的34%、24%、30%;

SsSnRK2.8、SsSnRK2.9 的表达量在0
 

d最高;

SsSnRK2.1、SsSnRK2.5 在干旱处理2
 

d下的表

达量最高;而SsSnRK2.7、SsSnRK2.11 在干旱胁

迫4
 

d下的表达量最高;SsSnRK2.2 的表达量随着

干旱胁迫处理时间的变化呈现先降低后升高的趋

势,2
 

d时的表达量最低,6
 

d的表达量最高。

*表示P<0.05,**表示P<0.01。

图6 割手密SsSnRK2 基因在干旱胁迫下的相对表达量

*
 

represent
 

P<0.05,
 

**
 

represent
 

P<0.01.

Fig.6 The
 

relative
 

expression
 

of
 

SsSnRK2
 

genes
 

in
 

S.
 

spontaneum
 

L.
 

under
 

drought
 

treatment

3 讨 论

3.1 SsSnRK2基因鉴定

SnRK2在植物响应非生物胁迫和参与多种信

号转导途径中发挥关键作用。本研究基于已经报道

的拟南芥、水稻和高粱SnRK2 家族基因成员的蛋白

质序列,在割手密基因组中鉴定到了11个SsSnRK2
基因。前人研究表明,在单子叶植物如甘蔗[7]、水
稻[12]、玉米[13]中SnRK2 基因家族成员的数量也在

10~11之间,但在双子叶植物中,SnRK2 家族基因

数量的变化较大,如棉花[14]、樱桃[16]和毛白杨[17]中

SnRK2 家族基因的数量分别为20,6,12个,这表明

该基因家族在单子叶植物中高度保守。另外,对

SsSnRK2蛋白质的理化性质分析显示,所有蛋白的

亲水性平均值均为负值,这说明它们均属于亲水性

蛋白,这与陈娜娜[18]和马宗恒等[19]的研究结果一

致,而理化性质相似预示着各个家族成员之间可能

具有某些相似的功能[20]。

3.2 SnRK2家族基因的进化分析

为了更好地分析不同物种中SnRK2蛋白之间

的进化关系,本研究构建了系统发育树,SsSnRK2
蛋白被分为3组,并与拟南芥、水稻和高粱的同源基

因聚在同一组,这表明SnRK2 家族基因的分化起

源于单子叶植物和双子叶植物分化之前[21]。先前
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的研究表明,AtSnRK2.6 的沉默会导致拟南芥叶

片气 孔 关 闭 受 损 和 严 重 的 水 分 损 失,表 明 At-
SnRK2.6 主要在干旱胁迫中发挥正调控作用[22],
因此与AtSnRK2.6 同源的割手密基因(SsSnRK2.3、

SsSnRK2.4、SsSnRK2.5、SsSnRK2.7、SsSnRK2.10)
在干旱胁迫后可能会诱导ABA信号通路并导致气

孔关闭,从而增强割手密的抗旱性。另外,AtSnRK2.8
的过表达显著提高了植物的抗旱性[23],SsSnRK2.1
和SsSnRK2.6 可能与参与干旱和渗透胁迫反应的

同源基因AtSnRK2.8 具有相似的功能,但具体还

需要进一步验证。
外显子与内含子的获得或缺失会导致基因的结

构和功能产生差异[24]。本研究对割手密SnRK2 基

因家族成员的基因结构进行预测分析发现,同一亚

组内的外显子分布较为相似,但不同亚组之间序列

存在差异,这可能源于内含子和其他非编码区长度

的差异,有学者在藜麦[25]和草莓[26]中的研究也得到

了相似的结果。而通过保守基序分析发现,SnRK2
蛋白在不同亚组内的基序顺序高度保守,同一亚族

内基序位置也大致相同,这说明割手密SnRK2蛋白

在进化过程中保守性较高,这与马文娟等[27]在薄壳

山核桃中的研究结果一致。另外,刘成功等[28]对甜

瓜的研究结果显示,甜瓜SnRK2 基因家族成员之

间没有发生串联重复或片段重复等基因扩增事件,
这一发现与本研究结果一致,推测割手密SnRK2 基

因家族的成员之间可能具有相对独立的进化关系。

3.3 SsSnRK2基因启动子中的作用元件分析

当植物遭遇非生物胁迫时,与胁迫相关的转录

因子会通过一系列信号转导被激活,这些转录因子

将与下游靶基因启动子的顺式作用元件结合,启动

相关基因的表达[16]。因此,解析抗逆相关基因启动

子区域中顺式作用元件的功能,对于阐明植物的抗

逆机理尤为重要。根据秦天元等[29]的研究结果,马
铃薯StSnRK2 基因家族的3个亚族基因中均含有

ABRE、CAT-box、MBS和 TATC-box顺式作用元

件。许冰霞等[30]在谷子SnRK2 家族基因中也发现

了众多与不同激素和非生物逆境响应相关的顺式作

用元件。本研究对SsSnRK2 启动子的顺式作用元

件进行分析发现,除SsSnRK2.5 外,其他基因的启

动子中都包含了ABA应答元件(ABRE),前人在辣

椒[31]、南燕麦[32]的研究中也得到了相似的结果,推
测这些基因可能为ABA依赖型基因,而SsSnRK2.5
可能作为非ABA依赖型基因参与干旱胁迫反应。此

外,SsSnRK2 启动子中也包含了 ACE、AE-box等

光合作用相关的作用元件以及LTR、HSE、TC-rich
 

repeats等抗逆相关的作用元件。值得注意的是,在
本研究中有7个基因的启动子区域含有 MBS作用

元件,由此推测 SsSnRK2.1、SsSnRK2.2、SsS-
nRK2.3、SsSnRK2.6、SsSnRK2.7、SsSnRK2.8、

SsSnRK2.9 可能通过与 MYB转录因子结合并调

控基因的表达来提高割手密的抗旱性[33]。

3.4 SsSnRK2基因在生长发育和干旱胁迫方面的

响应

  SsSnRK2 基因在不同组织生长发育过程中的

表达模式显示,SnRK2 基因家族成员的表达具有一

定的组织特异性,例如SsSnRK2.1 在叶片中的表

达量较高,SsSnRK2.5、SsSnRK2.2 的表达量较

低,而SsSnRK2.5 在茎中的表达量较高,这在敖涛

等[34]的研究中也得到了类似的结果。已有研究表

明SnRK2蛋白参与调控种子休眠、发芽、性别分化、
根系发育、受精、果实成熟等多种生长发育过程[22],
因此推测,割手密SnRK2 基因家族成员在不同组

织中的特异性表达模式可能与植物在正常生长发育

过程中的调控作用有关。另外,本研究中所有的割

手密SnRK2 基因对干旱胁迫均表现出不同程度响

应,虽然其分子机制尚不清楚,但推测这些基因可能

在干旱胁迫中发挥重要功能,可作为割手密抗旱性

研究的候选基因。

4 结 论

研究在全基因组的水平上共鉴定出11个割手

密SnRK2 基因家族成员,分布在8条染色体上,系
统进化树可将其分为3个亚组,且同亚组中的保守

基序基本相似,外显子数量以7~9个为主;顺式作

用元件和qRT-PCR分析结果显示,割手密SnRK2
基因家族与割手密对非生物胁迫的响应密切相关;
表达模式分析结果表明,割手密SsSnRK2 基因家

族成员的表达具有组织特异性。这些结果将有助于

进一步对SsSnRK2 基因进行功能验证,以揭示其

在割手密响应干旱胁迫过程中的作用机制。
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