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生姜 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族鉴定及表达分析
张雪梅∗ꎬ吴艳碧ꎬ揭彤ꎬ刘德麒ꎬ周婷婷ꎬ刘奕清

(长江大学香辛园艺植物种质创新与利用湖北省重点实验室 /园艺园林学院ꎬ湖北 荆州 ４３４０２５)

摘要:[目的]本文旨在揭示生姜 ９－顺式－环氧类胡萝卜素双加氧酶(ＮＣＥＤ)基因家族的分子特征及非生物胁迫表达特性ꎮ
[方法]基于生姜全基因组数据ꎬ筛选鉴定出 １０ 个具有典型 ＮＣＥＤ 保守结构域的 ＺｏＮＣＥＤ 家族基因ꎬ并利用生物信息学系

统分析其理化性质、基因结构、保守结构域、启动子顺式作用元件、染色体定位、共线性关系和蛋白互作网络ꎻ同时ꎬ结合转

录组数据和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技术验证该家族基因在盐胁迫下的表达模式ꎮ [结果]ＺｏＮＣＥＤ 基因编码蛋白的氨基酸长度为 ２０５~
６４６ ａａꎬ相对分子质量为 ２３ １９０.７３~７２ ３７９.９５ꎬ等电点 ５.６４~８.９８ꎮ 系统进化分析将 ＺｏＮＣＥＤ 分为 ４ 个亚家族(Ⅰ—Ⅳ)ꎬ分
别包含 ２、２、１ 和 ５ 个成员ꎮ 启动子区富集 ＡＢＲＥ、ＭＹＢ / ＭＹＣ 等与非生物胁迫响应密切相关的顺式作用元件ꎮ ＺｏＮＣＥＤ 家

族成员分布于 ７ 条染色体上ꎬ共线性分析表明串联复制和片段复制是家族扩张的主要机制ꎮ 蛋白互作网络预测显示ꎬ
ＺｏＮＣＥＤ０５ 可能作为枢纽蛋白参与调控植物生长发育和逆境响应过程ꎮ 转录因子调控网络分析鉴定出 ＭＩＫＥ＿ＭＡＤＳ、Ｄｏｆ、
Ｃ２Ｈ２、ＨＤ￣ＺＩＰ、ＭＹＢ 和 Ｇ２￣ｌｉｋｅ 等可能是参与 ＺｏＮＣＥＤ 表达调控的关键转录因子ꎮ 此外ꎬ表达谱分析发现ꎬＺｏＮＣＥＤ０１、
ＺｏＮＣＥＤ０７ 和 ＺｏＮＣＥＤ０８ 在盐胁迫下显著上调表达ꎮ [结论]本研究首次系统解析了生姜 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族的分子特征ꎬ
揭示了其在非生物响应中的功能多样性及调控网络ꎬ为生姜抗逆分子育种提供了重要理论依据和候选基因资源ꎮ
关键词:生姜ꎻＮＣＥＤ 基因家族ꎻ生物信息学ꎻ盐胁迫ꎻ基因表达模式ꎻ调控网络
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　 第 ４ 期 张雪梅ꎬ等: 生姜 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族鉴定及表达分析

生姜(Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ Ｒｏｓｃｏｅ)作为重要的“药食同源”经济作物ꎬ在全球农业生产和食品医药领域

具有重要价值[１]ꎮ 然而ꎬ其生长发育过程极易受到干旱、盐碱和高温等非生物胁迫的影响ꎬ导致生姜产量

和品质严重下降[２]ꎮ 因此ꎬ深入解析生姜应对非生物胁迫的分子机制ꎬ对提高其抗逆性和栽培适应性具

有重要意义ꎮ
９－顺式－环氧类胡萝卜素双加氧酶(９￣ｃｉｓ￣ｅｐｏｘｙｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬＮＣＥＤ)是植物脱落酸( ａｂｓｃｉｓｉｃ

ａｃｉｄꎬＡＢＡ)生物合成的关键限速酶[３]ꎬ该酶通过催化 ９－顺式－紫黄质和 ９－顺式－新黄质的氧化裂解反应ꎬ
生成 ＡＢＡ 合成前体黄氧素(ｘａｎｔｈｏｘｉｎ) [４]ꎮ ＡＢＡ 作为植物非生物胁迫响应的核心调控因子[５]ꎬ通过激活

气孔关闭、诱导胁迫相关基因表达及增强抗氧化防御系统等多种机制[６]ꎬ在植物抗旱、耐盐碱及极端温度

适应等过程中发挥核心作用[７]ꎮ 研究表明ꎬＮＣＥＤ 基因的表达水平和酶活性直接影响植物体内 ＡＢＡ 含

量ꎬ该基因在植物中通常以多基因家族形式存在[８]ꎬ其成员在逆境胁迫下呈现显著差异表达模式[９－１０]ꎮ
例如ꎬ拟南芥有 ９ 个 ＮＣＥＤ 基因ꎬ其中 ＡｔＮＣＥＤ３ 被证实是响应干旱胁迫的关键基因ꎬ其过表达可显著增强

植物的抗旱性[１１]ꎻ水稻 ＯｓＮＣＥＤ３ 的过表达显著提高了植株的耐旱性和抗氧化能力[１２]ꎻ小麦 ＮＣＥＤ 基因

家族成员则参与调控对高渗的适应性响应[１３]ꎮ
目前ꎬ关于植物 ＮＣＥＤ 基因家族的研究已在拟南芥[１１]、烟草[１４]、水稻[８]、棉花[１５]、玉米[１６]等模式植物

和主要农作物中取得显著进展ꎮ 然而ꎬ在生姜这一重要经济作物中ꎬＮＣＥＤ 基因家族的系统研究未见报

道ꎬ其成员组成、表达特性及在抗逆中的功能机制尚不清楚ꎮ 因此ꎬ本研究拟通过全基因组分析ꎬ借助生物

信息学手段系统解析生姜 ＮＣＥＤ 基因家族的特性及其在非生物胁迫响应中的调控网络ꎬ为阐明生姜抗逆

分子机制和遗传改良提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 生姜 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族鉴定与系统进化树构建

本研究使用的生姜全基因组数据由长江大学香辛作物研究院完成测序[１７]ꎮ 为全面鉴定生姜 ＮＣＥＤ
基因家族成员ꎬ首先从 ＮＣＢＩ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )获取拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)和
水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)的 ＮＣＥＤ 基因家族的氨基酸序列作为参考序列ꎬ通过 ＢＬＡＳＴｐ(Ｅ￣ｖａｌｕｅ <１０－１０)对生姜

基因组进行同源比对ꎬ筛选潜在的 ＮＣＥＤ 家族成员ꎬ通过 Ｐｆａｍ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ.ｘｆａｍ.ｏｒｇ / )进一步验证

候选基因是否含有 ＮＣＥＤ 特征性保守结构域(ＰＦ０３０５５)ꎮ 基于获得的 ＮＣＥＤ 蛋白序列ꎬ采用 ＭＥＧＡ １１.０
软件对生姜、拟南芥和水稻的 ＮＣＥＤ 蛋白进行多序列比对ꎬ比对参数:空位开放罚分 １０ꎬ空位延伸罚分

０.２ꎬ使用 ＢＬＯＳＵＭ 系列矩阵ꎮ 随后构建最大似然法(ＭＬ)系统发育树ꎬ具体参数:自举检验 １ ０００ 次重复ꎬ
ＪＴＴ＋Ｇ 模型ꎬ部分删除、站点覆盖截止值设置为 ５０％ꎬ分支交换过滤器强度为中等ꎬ最终生成 ＮＷＫ 格式树

文件ꎬ通过 Ｃｈｉｐｌｏｔ 在线平台(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｃｈｉｐｌｏｔ.ｏｎｌｉｎｅ / )对系统发育树进行可视化展示ꎬ选用 Ｃｉｒｃｕｌａｒ 布
局以直观呈现不同物种 ＮＣＥＤ 蛋白的进化关系ꎮ
１.２　 生姜 ＺｏＮＣＥＤ 蛋白理化性质及其结构特征分析

使用 ＥｘＰＡＳｙ 在线网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐ ａｒａｍ / )对鉴定获得的生姜 ＺｏＮＣＥＤ 蛋白进行多

维度理化性质分析ꎬ包括氨基酸残基数、理论分子质量、等电点(ｐＩ)、不稳定系数( ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ)、脂肪指

数(ａｌｉｐｈａｔｉｃ ｉｎｄｅｘ)和总平均亲水性( ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙꎬＧＲＡＶＹ)ꎮ 通过 ＳｉｇｎａｌＰ６.０( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ) 预测 ＺｏＮＣＥＤ 蛋白信号肽ꎬ通过 Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ.
ｅｄｕ.ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ￣ｍｕｌｔｉ / ? ｔｄｓｏｕｒｃｅｔａｇ ＝ ｓ＿ｐｃｑｑ＿ａｉｏｍｓｇ / )预测亚细胞定位ꎮ 另外ꎬ基于生姜基因组注释文

件(ＧＦＦ３)提取 ＺｏＮＣＥＤ 基于的外显子－内含子的结构信息ꎬ通过 ＧＳＤＳ ２.０ 进行可视化展示ꎻ采用 ＭＥＭＥ
Ｓｕｉｔｅ(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / )进行基序预测ꎬ使用 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ 数据集( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘａｍｐｌｅ. ｃｏｍ
ｉｎｔｅｒｐｒｏ / ｓｅａｒｃｈ / ｓｅｑｕｅｎｃｅ / )对所识别的基序进行注释ꎬ最后使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件整合基因结构信息ꎬ生成多要

素综合展示图谱ꎮ
１.３　 启动子顺式作用元件分析

通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件中的 ＧＦＦ３ 序列提取工具ꎬ设置只提取 ＣＤＳ 上游 ２ ０００ ｂｐ 的序列ꎬ使用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / ) 进行分析ꎬ通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 的 Ｂａｓｉｃ
Ｂｉｏｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｖｉｅｗ 功能对预测结果进行可视化展示ꎮ

９６７
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１.４　 染色体定位及共线性分析

基于生姜基因组的注释文件ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 的 ＢＬＡＳＴ 和 ＭＣＳｃａｎＸ 功能对 ＺｏＮＣＥＤ 在染色体上的位置

和串联重复进行可视化ꎮ 采用 ＤＩＡＭＯＮＤ 对生姜基因组蛋白序列进行快速比对ꎬ参数设置:Ｅ￣ｖａｌｕｅ 为

１×ｅ－５ꎬ最小一致性为 ４０％ꎬ使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 的 Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｃｉｒｃｏｓｇ 功能对共线性区块进行可视化ꎬ得到 ＺｏＮＣＥＤ
物种内的同源基因图ꎬ并根据基因在染色体上的位置命名为 ＺｏＮＣＥＤ０１—ＺｏＮＣＥＤ１０ꎮ
１.５　 蛋白互作网络与转录因子调控分析

采用 ＳＴＲＩＮＧ ｖ１２.０ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / )构建 ＺｏＮＣＥＤ 蛋白互作网络ꎬ置信度阈值≥０.７ꎬ导
出 ＴＳＶ 格式文件ꎬ使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.９.１ 软件进行可视化处理ꎮ 通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 提取 ＺｏＮＣＥＤ 基因转录起始位

点上游 ２ ０００ ｂｐ 序列ꎬ提交至 ＰｌａｎｔＴＦＢＤ ｖ５.０(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｌａｎｔｔｆｄｂ.ｇａｏ￣ｌａｂ.ｏｒｇ / )中的 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 模

块ꎬ预测结合位点并通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件将预测结果可视化ꎮ
１.６　 非生物胁迫下的表达量分析

从 ＮＣＢＩ ＳＲＡ 数据库获取 ５ 组生姜转录组数据(ＳＲＰ０６４２２６)ꎬ非生物胁迫处理包括盐胁迫(２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、
干旱(１５％ ＰＥＧ)、冷胁迫(４ ℃)、ＡＢＡ 处理(１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、高温胁迫(４０ ℃)ꎮ 利用 ｆａｓｔｑ￣ｄｕｍｐ ｖ２.１１.０
工具将获取的 ＳＲＡ 格式数据转换成 ｐａｉｒｅｄ￣ｅｎｄ ｆａｓｔｑ 格式ꎬ使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ ｖ０.３９ 软件对 ｆａｓｔｑ 数据进行质

量控制ꎬ去除低质量的读段和接头序列ꎮ 随后ꎬ采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ ｖ２.０.６ 软件进行从头组装ꎬ并采用 ＴｒａｎｓＤｅｃｏｄｅｒ
进行开放阅读框 (ＯＲＦ) 预测ꎮ 为了评估不同处理条件下 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族成员的表达水平ꎬ利用

Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ 软件计算每个基因的标准化的 ＦＰＫＭ( ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ)
值ꎮ ＦＰＫＭ 值经过 ｌｏｇ２(ＦＰＫＭ＋１)转换ꎬ以减少数据的偏态并提高可视化效果ꎮ 最后使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件包

中的 ＨｅａｔＭａｐ 功能ꎬ将转换后的 ＦＰＫＭ 值绘制成基因表达热图ꎮ
１.７　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析

以‘竹根姜’为试验材料ꎬ育苗基质为丹麦品氏托普泥炭土和珍珠岩(体积比 ２ ∶１)ꎮ 挑选健壮、大小

一致且无病害的姜种进行晒种消毒ꎬ并于 ２６ ℃黑暗条件下催芽 ７ ｄ 至芽点长度约 １.５ ｃｍ 时ꎬ每盆放置 １
个姜块ꎬ播种于花盆(上径、底径、高分别为 ２５、２０ 和 ３０ ｃｍ)中ꎮ 待株高长至 ５０ ｃｍ 左右时ꎬ选取长势一致

且无病虫害的姜苗进行试验ꎮ 设置 ２ 个处理:１)对照ꎬ正常水分管理ꎻ２)盐胁迫ꎬ用 ４００ ｍＬ ２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＮａＣｌ 溶液连续灌根处理 ３ ｄꎬ每个处理 ５ 株幼苗ꎬ每个处理 ３ 个生物学重复ꎮ 取叶(第 ３ ~ ４ 片完全展开的

叶)、茎(地上部第 ２ 节间)、根(新生侧根)和姜块(根茎膨大部位)样品ꎬ洗净擦干后用液氮迅速冷冻ꎬ置
于－８０ ℃冰箱保存备用ꎮ 利用 ＲＮＡ 提取试剂盒(Ｖａｚｙｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏ.ꎬＬｔｄ.)提取生姜根、茎、叶、姜块等不

同组织部位的 ＲＮＡꎬＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ(Ｖａｚｙｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏ.ꎬＬｔｄ.)将 ＲＮＡ 反转录合

成 ｃＤＮＡ 后ꎬ作为模板用于实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)ꎮ 利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计生姜 ＺｏＮＣＥＤ
荧光定量 ＰＣＲ 引物(表 １)ꎬ以 ＲＢＰ 为内参基因[１８]ꎮ 反应体系:ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬꎬ上、下游引

物各 ０.４ μＬ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬ模板 ｃＤＮＡ(４００ ｎｇ􀅰μＬ－１)２.５ μＬꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０ μＬꎮ 在 ＣＦＸ９６ ＢｉｏＲａｄＴＭ

Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪(Ｂｉｏ￣ＲａｄꎬＣａｌｉｆｏｒｎｉａꎬＵＳＡ)上进行ꎬ扩增程序:９５ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循

环ꎻ６５ ℃ ５ ｓꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ法[１９]计算基因相对表达量ꎮ 使用 Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 多重比较处理数据ꎬ分析差异显著性ꎬ
Ｐ<０.０５ꎮ

表 １　 生姜 ＺｏＮＣＥＤ 基因表达分析实时荧光定量引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｉｎｇｅｒ ＺｏＮＣＥＤ ｇｅｎｅｓ

命名 Ｎａｍｅ 基因 ＩＤ Ｇｅｎｅ ＩＤ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

ＺｏＮＣＥＤ０１ Ｍａｋｅｒ０００３９３５９ 　 Ｆ:ＡＣＴＡＣＡＡＡＣＡＣＣＡＴＣＧＣＣＧꎻＲ:ＡＡＣＡＴＴＴＣＣＴＣＧＧＣＧＧＣＡＴ
ＺｏＮＣＥＤ０２ Ｍａｋｅｒ０００５５７７４ 　 Ｆ:ＧＴＣＴＣＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴＣＧＣＴꎻＲ:ＧＡＴＧＡＣＧＧＡＣＧＧＡＧＴＴＡＣＣ
ＺｏＮＣＥＤ０３ Ｍａｋｅｒ０００２１５７３ 　 Ｆ:ＧＴＣＴＴＣＣＴＣＴＧＣＴＣＴＡＣＧＣꎻＲ:ＣＣＴＴＣＣＴＣＧＣＡＧＡＣＣＡＡＣＴ
ＺｏＮＣＥＤ０４ Ｍａｋｅｒ００００９３７２ 　 Ｆ:ＡＴＧＣＴＣＧＣＣＴＴＧＡＣＣＴＣＴＧꎻＲ:ＧＡＡＧＡＧＧＡＧＣＴＧＧＴＡＧＴＣＧ
ＺｏＮＣＥＤ０５ Ｍａｋｅｒ０００１３２９６ 　 Ｆ:ＣＧＴＴＴＣＣＧＡＧＣＧＴＴＧＴＧＴＣꎻＲ:ＧＴＣＡＴＣＧＧＣＣＡＣＣＴＴＡＣＧＡ
ＺｏＮＣＥＤ０６ Ｍａｋｅｒ０００７７４４６ 　 Ｆ:ＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＣＧＧＡＧＧＣꎻＲ:ＧＧＡＧＣＧＡＡＧＴＴＧＣＣＧＧＡＡＡ
ＺｏＮＣＥＤ０７ Ｍａｋｅｒ０００７１００２ 　 Ｆ:ＧＣＴＴＣＴＴＣＴＧＡＴＴＣＣＣＧＣＧꎻＲ:ＧＴＡＴＣＴＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＧＧＧ
ＺｏＮＣＥＤ０８ Ｍａｋｅｒ０００２８５７０ 　 Ｆ:ＣＣＡＡＣＣＴＣＣＣＡＡＡＴＣＣＡＣＣꎻＲ:ＡＣＴＡＣＴＣＴＣＴＡＣＣＧＣＣＴＣＣ
ＺｏＮＣＥＤ０９ Ｍａｋｅｒ００００４８７７ 　 Ｆ:ＣＡＴＣＣＧＡＡＧＡＧＡＧＴＣＣＣＡＣꎻＲ:ＧＣＴＣＡＴＡＧＣＣＡＡＴＧＡＡＣＧＧＴ
ＺｏＮＣＥＤ１０ Ｍａｋｅｒ０００００３５３ 　 Ｆ:ＣＡＴＣＴＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＣＡＧＣꎻＲ:ＣＴＡＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＡＣＧＧＡ
ＺｏＲＢＰ ＭＴＣＯＮＳ＿００００９９４３ 　 Ｆ:ＣＣＴＡＴＧＡＡＧＣＧＴＡＧＡＡＡＣＡＣＡＡＧꎻＲ:ＧＧＡＡＧＧＡＣＡＡＣＡＴＣＣＣＡＡＡＴＣ
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２　 结果与分析

２.１　 生姜 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族鉴定与系统发育分析

通过对生姜全基因组数据的系统分析ꎬ共鉴定出 １０ 个具有完整 ＮＣＥＤ 保守结构域的 ＺｏＮＣＥＤ 基因家

族成员ꎮ 基于最大似然法构建的系统发育树(图 １)显示ꎬ生姜 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族可明确划分为 ４ 个亚群ꎮ
ＧｒｏｕｐⅠ:ＺｏＮＣＥＤ０４ 和 ＺｏＮＣＥＤ０９ꎻＧｒｏｕｐ Ⅱ:ＺｏＮＣＥＤ０２ 和 ＺｏＮＣＥＤ１０ꎻＧｒｏｕｐ Ⅲ:ＺｏＮＣＥＤ０５ꎻＧｒｏｕｐ Ⅳ:
ＺｏＮＣＥＤ０１、ＺｏＮＣＥＤ０３、ＺｏＮＣＥＤ０６、ＺｏＮＣＥＤ０７ 和 ＺｏＮＣＥＤ０８ꎮ

图 １　 生姜、拟南芥和水稻 ＮＣＥＤ 基因家族系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＣＥＤ ｇｅｎｅｓ ｆａｍｉｌｙ ｆｒｏｍ Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅꎬＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ａｎｄ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ

２.２　 生姜 ＺｏＮＣＥＤ 蛋白理化性质分析

如表 ２ 所示ꎬ１０ 个 ＺｏＮＣＥＤ 成员的氨基酸长度为 ２０５~６４６ ａａꎬ平均长度为 ５４２.３ ａａꎻ相对分子质量为

２３ １９０.７３~７２ ３７９.９５ꎻ理论等电点为 ５.６４~８.９８ꎬ其中ꎬ有 ８ 个等电点小于 ７ꎬ偏酸性ꎬ２ 个等电点大于 ７ꎬ偏
碱性ꎻ不稳定系数为 ２４.２８~５０.４７ꎬ其中 ＺｏＮＣＥＤ０６ 和 ＺｏＮＣＥＤ０９ 不稳定指数小于 ４０ꎬ为稳定蛋白ꎬ其他 ８
个不稳定指数大于 ４０ꎬ均为不稳定蛋白ꎻ大多数 ＺｏＮＣＥＤ 蛋白具有较高的脂肪指数ꎬ表明它们可能具有较

好的热稳定性ꎻ该家族成员均为亲水性蛋白ꎻ亚细胞定位预测表明ꎬ多数 ＺｏＮＣＥＤ 蛋白定位于叶绿体ꎬ少数

定位于细胞质ꎮ
表 ２　 生姜 ＺｏＮＣＥＤ 蛋白理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＺｏＮＣＥＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｇｉｎｇｅｒ

命名
Ｎａｍｅ

氨基酸数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

相对分子质量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔ

等电点
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ

ｐＩ

不稳定系数
Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ

脂肪指数
Ａｌｉｐｈａｔｉｃ
ｉｎｄｅｘ

亲水性
Ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

ＺｏＮＣＥＤ０１ ５９３ ６５ ３９５.２６ ５.６９ ４５.８１ ８５.０３ －０.１６９ 叶绿体 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔꎬ细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
ＺｏＮＣＥＤ０２ ５５１ ６１ ２３０.６５ ６.４２ ４７.０１ ８０.３３ －０.３０６ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
ＺｏＮＣＥＤ０３ ５９１ ６４ ４１９.３１ ５.６４ ４２.８６ ８５.３１ －０.０９２ 叶绿体 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
ＺｏＮＣＥＤ０４ ６４６ ７２ ３７９.９５ ６.８５ ４８.５７ ８１.９８ －０.１８１ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
ＺｏＮＣＥＤ０５ ６２０ ６７ ６２１.１３ ６.４３ ５０.４７ ７７.９５ －０.２３３ 叶绿体 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔꎬ细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
ＺｏＮＣＥＤ０６ ４６８ ５２ ５３８.７１ ７.７０ ２４.２８ ８４.５７ －０.２２９ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
ＺｏＮＣＥＤ０７ ５８３ ６４ ５７４.１５ ６.０４ ４５.２０ ８０.１２ －０.２８８ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
ＺｏＮＣＥＤ０８ ６０９ ６７ ７２４.０３ ５.９４ ４１.６９ ８０.８９ －０.２４７ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
ＺｏＮＣＥＤ０９ ２０５ ２３ １９０.７３ ８.９８ ２８.０８ ８６.９８ －０.２８１ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
ＺｏＮＣＥＤ１０ ５５７ ６１ １７２.３８ ５.７２ ４７.１５ ８３.３４ －０.２２３ 叶绿体 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔꎬ细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
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２.３　 ＺｏＮＣＥＤ 基因结构特征分析

基因结构分析(图 ２－Ａ)显示ꎬＺｏＮＣＥＤ 家族成员呈现明显的结构分化ꎮ 其中ꎬ５ 个基因(ＺｏＮＣＥＤ０１、
ＺｏＮＣＥＤ０３、ＺｏＮＣＥＤ０５、ＺｏＮＣＥＤ０７、ＺｏＮＣＥＤ０８)没有内含子结构ꎬ其他的基因有 ５ 个或更多的内含子ꎮ 在

ＵＴＲ 区分布方面ꎬＺｏＮＣＥＤ０６、ＺｏＮＣＥＤ０９、ＺｏＮＣＥＤ１０ 具有 ＵＴＲ 区ꎬ而 ＺｏＮＣＥＤ０２ 和 ＺｏＮＣＥＤ０４ 仅含有内

含子和 ＣＤＳ 区ꎮ 保守结构域分析(图 ２－Ｂ)证实ꎬ所有 ＺｏＮＣＥＤ 基因均含有典型的 ＮＣＥＤ 保守结构域ꎮ 进

一步通过保守基序分析共鉴定出 １０ 个 ｍｏｔｉｆ (图 ２ －Ｃ)ꎬ其中ꎬＺｏＮＣＥＤ０９ 含有的 ｍｏｔｉｆ 最少 ( １ 个)ꎬ
ＺｏＮＣＥＤ０１、ＺｏＮＣＥＤ０３、ＺｏＮＣＥＤ０７、ＺｏＮＣＥＤ０８ 含有的 ｍｏｔｉｆ 最多(１０ 个)ꎮ 值得注意的是ꎬ系统发育分析

表明ꎬ位于同一亚组的 ＺｏＮＣＥＤ 基因含有相似的 ｍｏｔｉｆ 组成模式ꎬ为理解各亚家族的功能分化提供了结构

基础ꎮ

图 ２　 ＺｏＮＣＥＤ 家族基因结构分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＺｏＮＣＥＤ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ
Ａ. 基因结构 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎻＢ. 保守结构域 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎꎻＣ. 保守基序 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ.

２.４　 ＺｏＮＣＥＤ 启动子顺式作用元件分析

本研究对 １０ 个 ＺｏＮＣＥＤ 基因启动子区(转录起始位点上游 ２ ０００ ｂｐ)进行系统的顺式作用元件分析ꎬ
共鉴定出 ４０ 种不同的顺式作用调控元件(图 ３)ꎮ 根据其生物学功能可分为四大类:光响应相关元件(１３
种ꎬ占比 ３２.５％)、植物生长发育相关元件(１０ 种ꎬ占比 ２５.０％)、植物激素相关元件(９ 种ꎬ占比 ２２.５％)及胁

迫响应相关元件(８ 种ꎬ占比 ２０.０％)ꎮ 值得注意的是ꎬＢｏｘ ４、Ｇ￣ｂｏｘ 与 ＡＢＲＥ 元件在 ＺｏＮＣＥＤ 基因中为高

表达调控核心元件ꎮ 其中ꎬＢｏｘ ４ 和 Ｇ￣ｂｏｘ 作为典型的光响应元件ꎬ与植物光合作用及光周期调控密切相

关ꎬ暗示 ＺｏＮＣＥＤ 可能通过光信号通路参与生姜的生长发育和环境适应过程ꎮ 同时ꎬＡＢＲＥ(脱落酸响应

元件)的广泛分布进一步从分子水平证实了 ＺｏＮＣＥＤ 家族在 ＡＢＡ 生物合成及信号转导中的核心作用ꎮ
２.５　 生姜 ＺｏＮＣＥＤ 家族基因染色体定位及共线性分析

染色体定位分析结果(图 ４)发现ꎬ１０ 个 ＺｏＮＣＥＤ 基因在生姜基因组中呈现不均匀分布特征ꎮ 这些基

因分布于 ７ 条不同的染色体上ꎬ其中 １０ 号染色体分布最为密集ꎬ含有 ３ 个家族成员 (ＺｏＮＣＥＤ０３、
ＺｏＮＣＥＤ０４ 和 ＺｏＮＣＥＤ０５)ꎻ１８ 号染色体次之ꎬ分布有 ２ 个成员(ＺｏＮＣＥＤ０８ 和 ＺｏＮＣＥＤ０９)ꎻ其他 ５ 条染色

体(２ 号、５ 号、８ 号、１３ 号和 １６ 号)则各分布 １ 个成员ꎮ 这种不均匀的染色体分布模式可能反映了

ＺｏＮＣＥＤ 基因家族在进化过程中经历了复杂的基因组重排和复制事件ꎮ
通过多维度分析 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族的基因组特征和进化关系ꎬ采用四层环形图(图 ５)展示:最内圈

(第 １ 圈)标注染色体位置信息ꎻ第 ２ 圈以热图形式呈现全基因组基因密度分布ꎻ第 ３ 圈显示各 ＺｏＮＣＥＤ 基

因的 ＧＣ 含量比值(ＧＣ ｒａｔｉｏ)ꎻ最外圈(第 ４ 圈)同时展示 ＧＣ 偏移值(ＧＣ ｓｋｅｗꎬ蓝色表示)和 Ｎ 含量比值

２７７
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图 ３　 ＺｏＮＣＥＤ 基因顺式元件分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＺｏＮＣＥＤ ｇｅｎｅｓ
　 　 Ａ. 顺式元件位置图 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓꎻＢ. 顺式作用元件在 ＺｏＮＣＥＤ 基因启动子区域的

分布 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ＺｏＮＣＥＤ ｇｅｎｅｓ. 数字表示顺式作用元件的数量ꎮ
Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ.

图 ４　 ＺｏＮＣＥＤ 家族基因染色体定位

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＺｏＮＣＥＤ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ

(Ｎ ｒａｔｉｏꎬ红色表示)ꎮ 共线性分析共鉴定出 ２ 对片段重复基因:ＺｏＮＣＥＤ０２ / ＺｏＮＣＥＤ１０ 和 ＺｏＮＣＥＤ０４ /
ＺｏＮＣＥＤ０７ꎬ这些重复事件可能通过基因剂量效应促进了 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族的功能分化ꎮ 值得注意的是ꎬ
这 ２ 对重复基因分别属于不同的系统发育亚家族ꎬ暗示其在进化过程中可能获得了新的功能特性ꎬ为生姜

适应环境变化提供了重要的遗传基础ꎮ
选取代表性物种(拟南芥、玉米、水稻、大蕉)进行系统共线性分析ꎬ结果(图 ６)显示ꎬ生姜与双子叶植

物拟南芥仅存在 １ 对共线基因(ＺｏＮＣＥＤ０５－ＡｔＮＣＥＤ３)ꎬ而与单子叶植物水稻(３ 对)、玉米(３ 对)和大蕉

(１５ 对)的共线基因数量更多ꎮ 这一发现从基因组水平证实了生姜作为单子叶植物ꎬ其 ＮＣＥＤ 基因家族与

单子叶近缘物种具有更紧密的进化关系ꎮ 特别值得注意的是ꎬ生姜与大蕉存在 １５ 对共线基因ꎬ远多于其

他单子叶植物ꎬ这可能与两者同属 Ｚｉｎｇｉｂｅｒａｌｅｓ 目有关ꎬ反映了物种间的系统发育距离ꎮ
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图 ５　 生姜 ＺｏＮＣＥＤ 家族基因间共线性

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ＺｏＮＥＣＤ ｉｎ ｇｉｎｇｅｒ

图 ６　 生姜、拟南芥、水稻、玉米、大蕉间 ＮＣＥＤ 基因组共线性

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＮＣＥＤ ｇｅｎｏｍｉｃ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｚ􀆰 ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅꎬＡ􀆰 ｔｈａｌｉａｎａꎬＯ􀆰 ｓａｔｉｖａꎬＺｅａ ｍａｙｓ ａｎｄ Ｍｕｓａ ｐａｒａｄｉｓｉａｃａ

２.６　 蛋白相互作用和转录因子结合位点分析

蛋白互作网络分析结果(图 ７－Ａ)显示ꎬＺｏＮＣＥＤ０５ 蛋白表现出显著的枢纽特性ꎬ其互作连接度显著高

于其他家族成员ꎬ表明该蛋白可能在调控网络中发挥核心协调作用ꎬ通过整合多个 ＺｏＮＣＥＤ 蛋白的活性来

优化 ＡＢＡ 合成效率ꎮ 进一步的 ＧＯ 富集分析(图 ７－Ｂ)揭示ꎬＺｏＮＣＥＤ 基因家族显著富集于 ３ 个关键代谢

４７７
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通路:类胡萝卜素分解代谢(ＧＯ:００１６１１７)、脱落酸生物合成(ＧＯ:０００９６８８)以及萜类与倍半萜类代谢

(ＧＯ:０００６６９４)ꎮ 这些功能特征表明 ＺｏＮＣＥＤ 家族不仅在 ＡＢＡ 合成中起核心作用ꎬ还通过参与多种次生

代谢途径ꎬ在协调植物生长发育与环境胁迫响应中发挥枢纽功能ꎮ

图 ７　 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族蛋白相互作用分析图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ＺｏＮＣＥＤ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ
　 　 Ａ.ＺｏＮＣＥＤ 蛋白互作网络 Ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｔｈｅ ＺｏＮＣＥＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻＢ. 基因本体论 ＧＯ 富集分析

图 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ(ＧＯ)ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍ.

图 ８　 ＺｏＮＣＥＤ 家族基因 ＴＦ 结合位点

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ(ＴＦ)ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ＺｏＮＣＥＤ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ

通过转录因子结合位点分析(图 ８)ꎬ共鉴定出 ３４ 个 ＴＦ 家族可潜在调控 ＺｏＮＣＥＤ 基因表达ꎬ其中ꎬ
ＭＩＫＥ＿ＭＡＤＳ、Ｄｏｆ、Ｃ２Ｈ２、ＨＤ￣ＺＩＰ、ＭＹＢ 和 Ｇ２￣ｌｉｋｅ 转录因子表现出最高的结合频率ꎬ这些 ＴＦ 可能在

ＺｏＮＣＥＤ 表达调控中发挥关键作用ꎮ
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２.７　 ＺｏＮＣＥＤ 响应非生物胁迫的表达分析及 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 验证

通过系统分析不同胁迫条件下 ＺｏＮＣＥＤ 基因的表达模式ꎬ结果(图 ９－Ａ)发现该家族成员呈现显著的

功能分化ꎮ 其中ꎬＺｏＮＣＥＤ０１、ＺｏＮＣＥＤ０７ 和 ＺｏＮＣＥＤ０８ 在盐胁迫处理下表达量显著上调(２.０ ~ ２.５ 倍)ꎻ
ＺｏＮＣＥＤ０５ 和 ＺｏＮＣＥＤ０６ 在盐胁迫处理下表达水平显著下调ꎻＺｏＮＣＥＤ１０ 在 ＡＢＡ 处理下轻微上调(１.０ ~
１.５ 倍)ꎬ在高温处理下显著下调ꎻ而 ＺｏＮＣＥＤ０３、ＺｏＮＣＥＤ０４ 和 ＺｏＮＣＥＤ０９ 在各种处理下均没有表达ꎮ 综

合可知ꎬＺｏＮＣＥＤ 在盐胁迫处理下表达差异明显ꎬ表明该家族基因可能在盐胁迫响应过程中发挥关键

作用ꎮ
为验证转录组数据的可靠性ꎬ通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析了 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族在盐胁迫下的组织特异性表达

特征ꎬ结果(图 ９ －Ｂ)显示ꎬ在叶片组织中ꎬＺｏＮＣＥＤ０５ 和 ＺｏＮＣＥＤ０６ 表达量显著下调ꎬ而 ＺｏＮＣＥＤ０１、
ＺｏＮＣＥＤ０７、ＺｏＮＣＥＤ０８ 表达量则显著上调ꎬ与转录组数据高度一致ꎮ 在茎中表现出独特的响应模式ꎬ
ＺｏＮＣＥＤ０２、ＺｏＮＣＥＤ０３、ＺｏＮＣＥＤ０８ 和 ＺｏＮＣＥＤ０９ 表达量上调(１.３７~４.３０ 倍)ꎬＺｏＮＣＥＤ０４ 和 ＺｏＮＣＥＤ０５ 表

达量下调ꎬ而 ＺｏＮＣＥＤ０１、ＺｏＮＣＥＤ０６、ＺｏＮＣＥＤ０７ 和 ＺｏＮＣＥＤ１０ 表达量无显著性差异ꎬ表明这些基因可能

不参与茎组织的盐胁迫响应ꎮ 在根中响应最为显著ꎬ其中 ＺｏＮＣＥＤ０１ 和 ＺｏＮＣＥＤ０９ 表达量急剧上调(６.７５~
２３.２０ 倍)ꎬ表明这 ２ 个基因可能是根系应对盐胁迫的关键调控因子ꎻ而 ＺｏＮＣＥＤ０２、 ＺｏＮＣＥＤ０３、
ＺｏＮＣＥＤ０４、ＺｏＮＣＥＤ０６、ＺｏＮＣＥＤ０７ 和 ＺｏＮＣＥＤ０８ 表达量则轻微下调ꎻＺｏＮＣＥＤ０５ 和 ＺｏＮＣＥＤ１０ 表达量下

调ꎮ 在根茎中ꎬＺｏＮＣＥＤ０１、ＺｏＮＣＥＤ０６、ＺｏＮＣＥＤ０８、ＺｏＮＣＥＤ０９ 和 ＺｏＮＣＥＤ１０ 表达量上调ꎬＺｏＮＣＥＤ０２、
ＺｏＮＣＥＤ０４ 和 ＺｏＮＣＥＤ０５ 表达量下调ꎬＺｏＮＣＥＤ０３ 和 ＺｏＮＣＥＤ０７ 无显著差异ꎮ 这些结果不仅证实 ＺｏＮＣＥＤ
家族成员在盐胁迫响应中存在明显的功能分化ꎬ还揭示了 ＺｏＮＣＥＤ０１、ＺｏＮＣＥＤ０７ 和 ＺｏＮＣＥＤ０８ 在叶片组

织中以及 ＺｏＮＣＥＤ０１ 和 ＺｏＮＣＥＤ０９ 在根组织中的核心作用ꎬ后续可通过基因编辑等手段进一步验证这些

基因的功能ꎮ

图 ９　 ＺｏＮＣＥＤ 在非生物胁迫下的表达模式分析

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＺｏＮＣＥＤ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ
　 　 Ａ. ＺｏＮＣＥＤ 在非生物胁迫下热图分析 Ｔｈｅ ｈｅａｔｍａｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＺｏＮＣＥＤ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓꎻＢ. 盐胁迫下 ＺｏＮＣＥＤ 在生

姜叶、茎、根、根茎中的表达模式 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＺｏＮＣＥＤ ｉｎ ｇｉｎｇｅｒ􀆳ｓ ｌｅａｆꎬｓｔｅｍꎬｒｏｏｔ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｍｅ.
ＮａＣｌ:盐胁迫 Ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎻＣＫ:正常条件 Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎻＤｒｏｕｇｈｔ:干旱胁迫 Ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓꎻＣｌｏｄ:冷害胁迫 Ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎻ

ＡＢＡ:脱落酸处理 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻＨＴ:高温处理 Ｈｉｇｈ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. ∗ Ｐ<０.０５ꎬ∗∗ Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗ Ｐ<０.００１.
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３　 讨论与结论

非生物胁迫(如盐碱、干旱等)是制约作物产量和品质的重要因素[２０]ꎮ 作为植物应对逆境胁迫的核

心信号分子ꎬ脱落酸(ＡＢＡ)通过调控气孔关闭、激活抗逆相关基因表达等机制增强植物的环境适应能

力[２１]ꎮ 已有研究表明ꎬＮＣＥＤ 基因家族对 ＡＢＡ 生物合成具有核心调控作用[２２]ꎬ过表达 ＮＣＥＤ 能显著提升

转基因植物内源 ＡＢＡ 水平[２３]ꎮ 本研究从生姜基因组中共鉴定出 １０ 个 ＺｏＮＣＥＤꎬ各成员在基因结构、表达

模式和调控机制等方面均表现出显著的特异性ꎬ为深入理解生姜抗逆分子机制提供了新视角ꎮ
系统发育分析表明ꎬ生姜 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族可分为 ４ 个亚家族(ＧｒｏｕｐⅠ—Ⅳ)ꎬ其成员数量(１０ 个)介

于拟南芥(９ 个)和水稻(５ 个)之间[２４]ꎮ 值得注意的是ꎬ共线性分析揭示生姜与大蕉存在 １５ 对共线基因ꎬ
显著多于水稻(３ 对)和拟南芥(１ 对)ꎬ这一发现不仅支持生姜的单子叶植物分类地位ꎬ更提示其 ＮＣＥＤ 家

族扩张可能依赖于单子叶植物特有的全基因组复制事件[２５]ꎮ 与拟南芥主要依赖串联复制不同ꎬ生姜

ＺｏＮＣＥＤ 家族更倾向于通过片段复制(如 ＺｏＮＣＥＤ０４—ＺｏＮＣＥＤ０７)实现基因扩张ꎬ反映出不同植物类群在

进化策略上的分化ꎮ 分析 ＺｏＮＣＥＤ 家族基因结构特征发现ꎬ ５０％ 的成员 ( ＺｏＮＣＥＤ０１、 ＺｏＮＣＥＤ０３、
ＺｏＮＣＥＤ０５、ＺｏＮＣＥＤ０７ 和 ＺｏＮＣＥＤ０８)无内含子ꎬ显著高于拟南芥(１１％)和水稻(２０％) [２６]ꎮ 这类结构简

化可能会提升转录效率ꎬ使植物能够快速响应环境胁迫[２３]ꎮ 与此同时ꎬ保留多内含子结构的成员(如
ＺｏＮＣＥＤ０４ 和 ＺｏＮＣＥＤ１０)可能通过可变剪接产生功能多样性ꎬ暗示生姜 ＮＣＥＤ 家族在进化过程中形成了

更为复杂的调控网络ꎮ
启动子顺式作用元件分析显示ꎬ生姜 ＮＣＥＤ 家族不仅含有典型的 ＡＢＲＥ(脱落酸响应元件)和 ＭＹＢ /

ＭＹＣ 结合位点[１１]ꎬ其光响应元件(如 Ｂｏｘ ４、Ｇ￣ｂｏｘ 等)占比(３２.５％)更是显著高于水稻(约 １５％)和拟南

芥(约 ２０％) [８ꎬ１１]ꎬ这一发现与生姜作为喜光作物的生态特性高度吻合ꎬ提示其 ＮＣＥＤ 基因可能通过光信

号通路与 ＡＢＡ 合成途径的协同调控ꎬ实现对环境变化的精确响应ꎮ 此外ꎬ亚细胞定位预测显示 ８０％
ＺｏＮＣＥＤ 蛋白定位于叶绿体ꎬ与番茄 ＳｌＮＣＥＤ１ 的报道一致[２７]ꎬ进一步支持其在类胡萝卜素代谢中的重要

作用ꎮ 表达分析揭示ꎬ生姜 ＺｏＮＣＥＤ 基因在盐胁迫下的表达变化呈现组织特异性:ＺｏＮＣＥＤ０１、ＺｏＮＣＥＤ０７
和 ＺｏＮＣＥＤ０８ 表达量显著上调ꎬＺｏＮＣＥＤ０５ 和 ＺｏＮＣＥＤ０６ 表达量则下调ꎬ这种双向调控模式与水稻

ＯｓＮＣＥＤ４ 的报道相似[８]ꎬ不同于拟南芥的单向上调模式[１１]ꎮ 然而ꎬ与盐胁迫的显著响应形成对比的是ꎬ
在高温和干旱胁迫下该家族基因的表达变化整体不显著且差异较小ꎬ表明生姜 ＮＣＥＤ 家族在转录层面的

响应具有胁迫特异性ꎬ可能主要参与盐胁迫响应途径ꎬ对于高温和干旱胁迫ꎬ其功能可能更依赖于转录后

调控(如蛋白活性调节)或特定组织 /细胞类型中的精细表达ꎮ 此外ꎬ部分成员(ＺｏＮＣＥＤ０３、ＺｏＮＣＥＤ０４ 和

ＺｏＮＣＥＤ０９)在各类胁迫下均无显著表达变化ꎬ提示其可能参与发育调控等基础生理过程ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过多维度跨物种比较ꎬ系统揭示了生姜 ＺｏＮＣＥＤ 基因家族的进化特征与表达模

式ꎬ相较于拟南芥等模式植物ꎬ生姜 ＺｏＮＣＥＤ 家族通过多样化的基因复制事件和启动子元件组成ꎬ形成了

更复杂的 ＡＢＡ 调控网络ꎬ尤其在光信号与胁迫响应的协同调控中表现出独特性ꎮ 与单子叶植物的进化亲

缘性及胁迫响应模式的相似性ꎬ使其成为作物抗逆基因挖掘的重要资源ꎮ 后续研究可聚焦 ＺｏＮＣＥＤ０１、
ＺｏＮＣＥＤ０７ 和 ＺｏＮＣＥＤ０８ 的功能验证及其与下游 ＡＢＡ 信号通路的互作ꎬ进一步揭示其在生姜生长发育和

逆境响应中的具体功能ꎮ
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