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仑逊 黄瓜Aux／IAA基因家族的
生物信息学分析
王 垒，陈劲枫，贾 利

(作物遗传与种质资源创新国家重点实验室·南京农业大学园艺学院南京210095)

摘要：Aux／IAA基因家族是一个典型的被生长素诱导而表达的基因家族，可以被生长素快速诱导表达。采用

生物信息学方法在黄瓜基因组中确定了28个Aux／IAA基因。除4号染色体外，其他6条染色体均有分布，编码蛋白

序列在70,-427个氨基酸残基之间．22个黄瓜Aux／IAA蛋白具有完整的4个保守结构域，进化方式多样化。该研究

结果有助于黄瓜生长素信号转导途径的解析。
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Bioinformatic Analysis of the Aux／IAA Gene Family in Cucumber
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(State Key Laboratory of Crop Genetics and Germplasm Enhancement，College of Horticulture，Nanjing Agricultural Un&enity，

Nanjing，Jiangsu，210095，China)

Abstract：Aux／IAA genes are typical gene family induced by auxin．Their expression can be induced rapidly by auxin．

We identified 28 Aux／IAA genes by using bioinformatics methods in the cucumber genome database．They are distributed on

the 6 chromosomes except on the 4th of 7 chromosomes of cucuIIlber。their encoding protein sequences are between the 70—

427 amino acid residues and 22 cucumber Aux／IAA proteins have four complete conserved domains，which showed their

evolutionary diversification．The study will not only help auxin signal transduction pathway analysis，but also provides a

reference for creating germplasm resources of cucumber by genetic engineering．
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Aux／IAA基因家族是对生长素诱导做出早期响

应的3类基因家族之一【n。生长素诱导会使AuxlIAA

基因的表达量瞬时升高．进而对生长素信号网络中其

他基因的表达进行调控(正调控／负调控)。Aux／IAA

基因家族是生长素信号转导通路的重要调节因子。

Aux／IAA蛋白具有4个保守结构域．Domain I

具有转录抑制功能。结构域Ⅱ对Aux／IAA蛋白的稳

定性起作用．Domain m和Ⅳ负责蛋白的二聚化121。

Aux／IAA蛋白和转录因子ARF(auxin responsefactor)

家族能形成杂合二聚体。在生长素作用下，Au)【，IAA

蛋白被降解．从而调动生长素信号途径下游基因的

表达I卅。生长素在植物的生长发育过程中起着重要

作用．Aux／IAA基因又是生长素信号传导途径中的

重要调控基因．因此．对Aux／IAA基因家族的研究

就成为近年来研究的热点。黄瓜是全世界重要的蔬

菜之一．但对Aux／lAA基因家族的研究却相对滞

后．Aux／IAA是多基因家族，迄今为止在黄瓜作物中

共分离了3个Aux／IAA基因[5-6t。2009年底黄瓜基因

组测序的完成[71．将会推进黄瓜AuxflAA基因家族

研究的深入开展。

笔者利用黄瓜基因组数据库采用生物信息学方

法．对黄瓜全基因组的Aux／IAA基因序列进行了分

离与序列特征及进化分析．旨在为生长素信号传导

途径的解析及下一步基因克隆提供参考。

1材料与方法

1．1 AuxlIAA基因家族序列的收集

从拟南芥转录因子数据库(http：／／datf．cbi．pku．

edu．cn／browsefamily．php?fn=AUX／IAA)和水稻数据

库(http：／／drtf．ebi．pku．edu．cn／family_view．php?fn=AUX／

IAA)下载Aux／IAA家族蛋白的序列分别检索黄瓜

基因组序列数据库(http：／／cucumber．genomics．org．

en／page／cucumber／index．jsp)。

1．2多序列联配序列分析即系统发育树的构建
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黄瓜A眦似A基因家族序列比对采用软件
DNAMAN 6．0。利用分子进化遗传分析软件MEGA

4．0，根据邻接法(Neighbor-joining method)构建系统

发育树．并进行1 000次Bootstrapp抽样嘲。

2结果与分析

2．1黄瓜基因组中的Attx／IAA基因

以34个拟南芥和46个粳稻Aux／IAA蛋白分

别检索黄瓜基因组数据库．共得到28个Aux／IAA

家族成员．这些基因分布于黄瓜7条染色体中的6

条染色体以及未定位的1 1个染色体片段上。4号染

色体未发现存在Aux／IAA基因．在2号染色体和3

号染色体上分布最多．分别有4个和7个．7号染色

体上有3个．1号、5号及6号染色体上各有1个。这

些基因所编码的蛋白长度在70～427个氨基酸残基

内．差异较大。Csa014661和Csa025885的核苷酸序

列与氨基酸序列完全一致．说明这2个基因是同一

基因拷贝．在功能上可能存在冗余现象：有4对基因

在基因组中的位置串联存在．它们是Csa016714和

csaol6715、Csa020458莉Csa020459、Csa021532昶

Cs0021533。Csa021312和Csa021313(表1)。

2．2黄瓜Aux／IAA基因家族蛋白特征

在28个Aux／IAA基因中．有22个成员具有典

型的Aux／IAA基因的4个保守结构域．其余6个发

生了保守结构域丢失。如Csa021533和Csa021313

表1 黄瓜的28个Aux／IAA基因

只有第4结构域，Csa022634缺失第1保守结构域；

Csa021532、Csa021312和Csa002030这3个基因缺

少第4保守域。在22个具备4个保守结构域的成

员中有20个在4个结构域上比较保守．但是有2个
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图1黄瓜28个AuJIAA基因的4个保守结构域分析

图2黄瓜和拟南芥Au们AA基因家族的进化分析
▲代表黄瓜：●表示拟南芥。
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基因如Cs01909839的第1结构域及&砒D9刀的第
l结构域和第4结构域有些序列发生了替代。丢失

结构域的6个Aux／IAA基因可能只具有Aux／IAA

蛋白的部分功能。或者获得了新功能．或者可能是假

基因。保守结构域有小部分序列被替代的2个基因

或者有新功能或者只具备部分典型Aux／IAA蛋白

的功能(图1)。

2．3黄瓜与拟南芥Aux／IAA基因家族进化分析

为了避免长枝吸引把编码氨基酸最少只有70

个的基因Csa021313排除在外．用27个黄瓜Aux／

IAA基因与34个拟南芥Aux／IAA基因家族的氨基

酸作聚类分析。结果发现这些基因被划为多个进化

枝．表明Aux／IAA基因是高度分化的．同时也存在

着黄瓜专属类群(三角形标注)和拟南芥专属类群

(圆形标注)，表明这些Aux／IAA基因在进化过程中

以物种特异的方式进行扩展(图2)。

3讨论与结论

生长素是一种非常重要的激素．在植物的生长

和发育过程中发挥着十分重要的作用．主要包括细

胞伸长、分裂，向地性和向光性的形成，维管组织的

发育，根毛发育，花的形成，果实成熟等生长发育过

程起作用。Aux／IAA基因，是一种转录抑制因子，所

编码的蛋白已经被证明在生长素信号转导途径中起

着极其重要的作用。在拟南芥和水稻转录因子数据

库中拟南芥和粳稻分别有34个和46个A眦朋A
基因．杨树和高梁分别有35个和25个Aux／IAA基

因被分离19-101。在黄瓜中．仅有3个Aux／IAA基因被

分离。2009年底黄瓜基因组测序完成及其数据库

的建立．为从全基因组范围内研究与分离黄瓜Aux／

伪A基因提供了参考．

本研究发现在确定的28个黄瓜Aux／IAA基因

中．22个具有完整的4个保守结构域。6个Aux／IAA

蛋白有不同程度的保守结构域缺失。利用Clustal X

1．83软件对黄瓜、拟南芥和水稻Aux／IAA蛋白进行

多序列联配(结果未列出)。序列联配显示出这3种

作物的Aux／lAA家族成员序列高度相似表明Aux／

从A这个基因家族具有高度保守性。缺失蛋白功能

域的Aux／lAA基因．一种可能是只具有AtaCIAA蛋

白的部分功能．另外一种可能是功能域部分缺失的

AuxJIAA蛋白具有了新功能或者是假基因。

基因家族起源于一个共同的祖先基因．在植物

(特别是被子植物)进化过程中发生了大量的基因重

复事件，从而形成了一个多基因家族。在水稻和拟

南芥的基因组中Aux／IAA基因家族的扩增主要是

节段重复所致【ll一12l。在黄瓜中Aux／IAA家族是以串

连重复、节段重复、随机插入等方式来扩增的．Aux／

，AA基因在进化过程中可能存在功能冗余现象。

本研究利用生物信息学方法在黄瓜基因组数据

库中检索确定了28个Aux／IAA基因．编码氨基酸

大小为70～427．其中有22个具有完整的4个保守

结构域，并与拟南芥Aux／IAA家族成员做了聚类分

析，基因重复、基因缺失可能是黄瓜Aux／IAA基因

家族的主要进化模式。这为下一步Aux／IAA基因克

隆及用基因工程创造黄瓜新种质资源提供了重要参

考。
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1.学位论文 白吉刚 生长素结合蛋白基因的分离和转化研究 2002
    该项目首次分离黄瓜中的生长素结合蛋白cDNA片段,研究该基因在黄瓜基因组中的拷贝数和发育阶段的特异性等特性,探讨其在黄瓜果实发育中的作

用,可为ABP1受体功能的研究打下基础,为其它激素受体的研究提供借鉴,还可为单性结实黄瓜品种的开发和利用提供理论依据.该项目将拟南芥内质网

ABP1基因导入黄瓜中,增加植株体内ABP1的含量,增强子房对自身含生长素的敏感性,提高转基因植株的单性结实率,能为生长素结合蛋白的受体功能论证

提供直接的证据,为黄瓜育种提供单性结实能力增强了的新材料,还能为分子水平上的黄瓜果实发育研究打下基础,为茄子、番茄等其它园艺作物的单性结

实研究提供参考.

2.期刊论文 白吉刚.王秀娟.尹谦逊.徐玉珍.赵瑞雪 生长素结合蛋白基因在黄瓜果实发育中的功能研究 -实验生物

学报2004,37(6)
    应用逆转录-聚合酶链式反应(RT-PCR),从黄瓜子房(幼果)中扩增出生长素结合蛋白(ABP1)cDNA片段.该基因在开花前1天的子房中表达信号较弱,在授

粉后2、4和6天的幼果中表达较强;在开花后2天有单性结实能力的子房中表达信号较强,不能形成果实的子房中信号较弱,所以ABP1基因可能参与黄瓜果实

的生长发育过程.将拟南芥ABP1基因转入黄瓜中,转基因黄瓜的单性结实率平均为31.7%,高于对照(19.9%).由于黄瓜的单性结实主要与生长素有关,所以

,转基因植株单性结实率的提高可能是由于子房增强了对自身所含生长素的敏感性所致,说明生长素结合蛋白参与生长素在黄瓜果实生长发育中的生理作

用.

3.学位论文 赵竹青 硼与生长素、乙烯及其它激素相互作用机理的研究 1998
    该文以棉花、黄瓜和油菜等对硼敏感的作物为研究材料,通过土壤培养和溶液培养的方法,研究了硼与生素、乙烯及其它激素相互关系及其作用机理.

4.期刊论文 白吉刚.刘佩瑛.宋明.张盛林.王中凤 黄瓜生长素结合蛋白cDNA片段的克隆及其表达 -植物生理与分子

生物学学报2002,28(3)
    以黄瓜子房(幼果)RNA为模板,应用逆转录-聚合酶链式反应(RT-PCR),首次扩增出黄瓜生长素结合蛋白基因(ABP1)cDNA片段,并进行测序和同源性分析

.对ABP1基因在黄瓜子房(幼果)中的mRNA表达水平作了初步探讨,结果表明,该基因在开花前1 d的子房中表达信号较弱,在授粉后2、4和6 d的幼果中表达
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增强;开花后2 d未经授粉的子房中,绿而膨大、能形成单性结实果者信号较强,黄而萎蔫、不能形成果实者信号较弱.Southern 杂交结果表明,黄瓜生长素

结合蛋白为小基因家族编码.

5.学位论文 宣伟 血红素加氧酶/一氧化碳信号系统参与生长素调控的黄瓜不定根发生 2009
6.期刊论文 白吉刚.王秀娟.尹谦逊.田明 生长素结合蛋白基因转化黄瓜的研究 -中国农业科学2004,37(2)
    筛选出较适合于津研4号黄瓜子叶再生的培养基B2(MS+BA2.0mg·L-1)和生根培养基B8(MS).将拟南芥生长素结合蛋白基因转入该黄瓜品种中,获得了

经PCR鉴定、Southern和Northern杂交检测的转基因植株.转基因黄瓜的单性结实率平均为31.7%,高于对照(19.9%).

7.学位论文 叶波平 雌性系黄瓜特异的ACC合酶基因与黄瓜的性别表达 1999
    利用一对引物（PrimerⅠ& PrimerⅡ）,通过PCR方法,从雌性系黄瓜品种“DALEVE”中扩增到一个雌性系特异的ACC合酶基因（CS-ACSG）.序列分析

表明：该基因序列与已发表的序列间仅存在四个碱基的不同,其中只有一个碱基的改变导致其表达的蛋白序列中一个氨基酸的改变.以CS-ACSG基因为探针

,对十九种不同性别表型黄瓜基因组DNA的Southern分析表明：CS-ACSG基因与黄瓜的雌性表达存在着明显的相关性,即在雌性系黄瓜品种中能检测到该基

因,而在普通品系黄瓜品种中未检测到该基因.但对另一雌性品种“CORONA”的分析则表明：CS-ACSG基因在黄瓜基因组中的拷贝数多少与雌性表达强弱则

并无直接的联系.比较了黄瓜普通品系品种“秋棚一号”和雌性系品种“欧洲八号”植株中不同节位的内源生长素含量.对雌性系品种的不同发育阶段茎

尖中的内源乙烯释放以及EFE活性进行了测定.进一步比较了外源GA<,3>处理后,不同发育阶段雌性系黄瓜品种中的内源生长素和赤霉素含量的变化情况

.利用黄瓜茎尖离体培养系统结合生物切片技术观察了黄瓜早期发育阶段中成花分生组织的发生及发育情况.综上所说,黄瓜的性别表达过程应该是多激素

共同作用的结果,并且每一种内源植物生长物质对黄瓜性别表达的作用应该有一定的阈值.

8.期刊论文 白吉刚.宋明.刘佩瑛.张盛林.王中凤 生长素结合蛋白cDNA的克隆及其在黄瓜中的表达 -植物学通报

2002,19(6)
    利用RT-PCR方法从拟南芥(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.)中克隆了生长素结合蛋白(auxin binding protein 1 )cDNA,进行了全序列测定.将

该基因克隆在pBI121的35 S启动子和Nos终止子之间,得到植物表达载体p35EZ.通过根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens (Smith et Townsend)

Conn)介导的方法转化黄瓜(Cucumis sativus L.).对转基因植株进行了PCR和Southern检测.所得到的转基因黄瓜植株单性结实能力增强.

9.学位论文 陈惠明 黄瓜性别决定基因遗传规律、分子标记及应用 2006
    本研究以不同性别类型的黄瓜高代自交系、近等基因系、重组自交系及不同性别类型的黄瓜高代自交系为亲本6个世代杂交组合为材料，较详细研究

了黄瓜性别决定基因的遗传规律、黄瓜EIN3基因的SNP、RFLP-BfmⅠ分析及与性别表达关系、黄瓜性别决定基因的分子标记及分子机理、不同药剂处理对

强雌性基因型黄瓜性别表达的影响、强雌性材料的选育及应用。结果分述如下：

    1、黄瓜性别决定基因遗传规律的研究黄瓜两性花基因的研究：选取雌性系与两性花系的性型之间的杂交组合及F1、F2、BC1P1和BC1P2代性型观察

，统计分析表明黄瓜的两性花性状由单隐性基因控制，与前人的研究结果相同。

    黄瓜雌性基因的研究：选取雌性系与雌雄同株系的性型之间的杂交组合及F1、F2、BC1P1和BC1P2代性型观察，统计分析表明黄瓜的雌性性状由单显

性基因控制，与前人的研究结果相同。

    两个新发现的黄瓜性别决定基因的遗传规律的研究：选取黄瓜两个雌雄同株型的强雌性高代自交系材料与普通雌雄同株、两性花株、纯雌株高代自

交系材料杂交，通过对F1、F2、BC1P1和BC1P2代性型观察，统计分析表明：两个雌雄同株型的强雌性分别由一对不完全显性和一对隐性基因控制，暂定

名为Mod-F1和mod-F2,它们是新发现的黄瓜性别表达的两个基因，能增强黄瓜植株雌性的表达，与F和M基因独立遗传。

    2、不同药剂处理对强雌性基因型黄瓜性别表达的影响。

    以两种诱雄剂赤霉素(GA3)、硝酸银(AgNO3)和两种诱雌剂乙烯利(Ethylene)、生长素(IAA)在3叶苗期涂抹黄瓜植株幼叶，处理三次，每次处理相隔

7天，观察其花的性别表达及着生位置的变化。结果表明：诱雄剂硝酸银和赤霉素显著地或极显著提高第一雌花节位、雌花数、雌花簇生性及连续雌花起

始节位，显著增加了雄花数和雄花节位数。诱雌剂乙烯利与对照比显著提高第一雌花节位、雌花簇生性和连续雌花起始节位，而对雌花数和20节内雌花

节位数无显著影响，极显著提高了第一雄花节位，降低了雄花数和雄花节位数；诱雌剂生长素对该基因材料不但没有很明显的诱雌效果，反而提高了植

株的连续雌花的起始节位、雄花数、雄花节位数。诱雄剂处理没有改变此基因型的性别表达的基本特性。

    3、黄瓜EIN3基因的SNP、RFLP-BfmⅠ分析及与性别表达的关系。

    不同性型黄瓜CsEIN3基因的725bp编码区有14个SNPs，平均51bp发现一个SNP。检出率为1.96﹪。其中酶切位点突变有3个，且发现编码区的SNPs有八

个突变导致了氨基酸改变，黄瓜WI1983H品种的基因序列被命名为CsEIN3,核苷酸序列长725bp，分别编码241个氨基酸残基，已成功登录GenBank，登陆号

如下：CsEIN3为AY973275。建立了一个RFLP-BfmⅠ的酶切体系，发现其只有在两性花株WI1983H中出现特异的酶切条带。

    4、黄瓜雌性性状主控基因CsACS1G基因的分析及其定位。

    以不同性别类型的黄瓜为研究材料，通过针对CsACS1G基因设计的特异SCAR引物分析了CsACS1G基因与F基因以及雌性性状之间的关系，并对

CsACS1G进行了定位。结果表明：CsACS1G基因对具有F基因的不同性型植株的特异性的确存在，CsACS1G与CsACS1基因的差异主要在启动子区。利用北京

蔬菜研究中心的重组自交系构建的黄瓜连锁图谱，成功将CsACS1G基因特异的SCAR标记定位(CsACS1G-SCAR_430)在第10连锁群上。

    5、与黄瓜性别基因相关的分子标记的研究。

    以不同性别类型的黄瓜高代自交系为材料，根据Genbank中提供的乙烯合成、信号转导有关基因序列、花器官发育相关的黄瓜性别决定蛋白基因、

AGMOUS同源异型基因、前人报道的与性别表达相关的RAPD和ISSR引物，采用PrimerPremier5.00专业引物设计软件设计可能与性别表达有关特异引物，结

果表明：仅有ACS1号引物对(引物序列1为：ACS-F1，5'-ATTCAGATGGGT-3'；ACCS-R1，5'-GCCAAAGCTCGACAT-3')、CsACS1G-SCAR引物(引物序列1为：ACS-

F1，5'-TTAACTACTTCGGACGGGCATAG-3'；ACCS-R1，5'-AGGTGTTCAGCAAACATAGGGTG-3')及RAPD引物S12的对不同性别类型的黄瓜DNA的PCR扩增产物表现出明

显的多态性。F基因和性别表达有关的ACS280、CsACS1G-SCAR_430两个分子标记在一个连锁群上，与S12280标记不在一个连锁群上，与ACS_280、

CsACS1G-SCAR_430连锁距离分别为31.4、10.0cM，在不同的群体上进一步证明了F基因与CsACS1G基因连锁，同时从分子水平间接证实强雌性基因Mod-

F1,mod-F2不是F基因的等位基因。

    6、强雌性材料选育及白黄瓜Xy2品种选育。

    Xy2品种是以株洲攸县地方白黄瓜中系统选育的97-17强雌性系为母本，以浏阳白黄瓜自交系为父本配制而成的一代杂交种。早熟，植株生长势旺盛

，叶色浓绿，第一雌花节位平均5～6节，雌花节率高，瓜条白色或白色缀绿条纹，瓜长28～35cm，单瓜重250～350g，园柱形，果型整齐，瓜条顺直，腔

小肉厚，商品性佳。耐贮藏，运输，贮藏中不会出现大头瓜现象，货架期长。抗霜霉病、疫病、枯萎病，适宜湖南、湖北、四川、江西、浙江春大棚和

春露地栽培。

10.期刊论文 杨佳明.司龙亭.闫世江.马志国 黄瓜叶片内源激素含量与耐低温性的关系研究 -安徽农业科学

2009,37(11)
    [目的] 探讨黄瓜叶片内源激素含量与耐低温性的关系.[方法] 选取耐低温性不同的6份黄瓜材料,置于人工光照培养箱中培养14 d,日间温度12

℃,晚间温度8 ℃,光照8 h,光照强度为30 μmol/(m~2·s)(约合2 000 lx),对黄瓜叶片的脱落酸(ABA)、生长素(IAA)和赤霉素(GA_3)进行提取与测定.

[结果] 各黄瓜材料叶片中ABA和GA_3含量均有不同程度增加,耐低温性材料越强,其增加的幅度越大,而叶片中IAA含量变化则不同,其中耐低温较强的材料

增加的幅度较大,而耐低温较弱的材料有所降低,耐低温性中等的材料略有增加. [结论] 内源激素含量与耐低温性的关系密切,可作为黄瓜耐低温性的间

接鉴定指标之一.
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