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石榴ARF基因家族鉴定及表达分析
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摘 要：【目的】筛选并分析石榴生长素响应因子（auxin response factor，ARF）基因家族，为解析石榴ARF基因功能及

信号转导调控机制的研究提供参考。【方法】利用生物信息学工具，系统地分析石榴ARF基因家族成员的基因结构、蛋

白理化性质、蛋白结构、保守基序、系统进化和RNA-Seq数据。【结果】石榴全基因组中鉴定出 19个可能的ARF家族基

因，根据系统发育树可以划分为 4类。PgARF基因家族成员的扩张与全基因组复制事件有关，存在串联重复现象。

RNA-Seq数据分析表明，PgARF有一定的组织表达特异性，存在假基因化和新功能化的可能。【结论】整合以上基因结

构、系统发育与进化、RNA-Seq表达等分析结果，发现石榴ARF蛋白具有典型的B3、Auxin_resp结构域，多数还具有

Aux/IAA结构域。石榴ARF基因家族基因结构和保守基序的进化与进化时间相关，同时家族成员扩张主要与全基因

组复制事件相关。
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Abstract:【Objective】Auxin response factor (ARF) is an essential plant- specific transcription factor

(TF) which can identify and combine the auxin response elements. It participates in auxin signal trans-

duction and regulates the auxin responses. Generally, the majority of ARF proteins consist of three typi-

cal conserved domains: a DNA binding domain (DBD) in the N terminal region, a middle region (MD)

and a C-terminal dimerization domain (CTD). Pomegranate (Punica granatum) is widely cultivated as a

functional and emerging fruit tree. Although there is an increasing trend for pomegranate market and

cultivated area, there is still a gap in the understanding of its growth and development regulation. ARF

transcription factor genes are the central element mediating plant development. Hence, we performed

the genome-wide analysis of ARF transcription factor gene family in pomegranate to provide sequence

resource for further functional verifications.【Methods】In order to identify ARF gene family genome-

wide, the pomegranate genomic and transcriptomic data were downloaded from NCBI. HMMER v3.1

software was used to blast the putative ARF candidate genes in pomegranate genome with the HMM

profile of the Auxin_resp domain (PF06507) as a query. After identification of the conserved domains,

the invalid and redundant sequences were deleted. The ARF protein sequences of Arabidopsis thaliana

and Eucalyptus grandis were obtained from TAIR database and Plant Transcription Factor Database
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(PlantTFDB), respectively. This estimation of the pomegranate ARF protein sequence was analyzed us-

ing the Protparam software. The molecular weight, theoretical pI, instability index and grand average of

hydropathicity were estimated. The positions and numbers of introns and exons of the PgARF genes

were detected using the Gene Structure Display Server (GSDS v2.0). Phylogenetic analysis was per-

formed by MEGA v7.0 program with the neighbor-joining (NJ) method and 1 000 bootstrap replicates.

The conserved motifs and domains of the PgARF protein sequences were predicted by the Multiple Em

for Motif Elicitation (MEME) and Prosite software, respectively. DNAMAN v8.0 was used for multiple

sequence alignments in pomegranate ARF proteins. The protein secondary structure and tertiary struc-

ture of the pomegranate ARF proteins were analyzed by SSPro v4.0 and SWISS-MODEL. To elucidate

the tissue-specific expression pattern of PgARF genes, the Kallisto tool was employed to quantify the

ARF gene expression levels with the pomegranate RNA-Seq data.【Results】A total of 19 putative ARF

candidate genes were identified in pomegranate genome. This estimation of the pomegranate ARF pro-

teins indicated that their molecular weight ranged from 61.59 to 124.23 ku with a pIs ranging from 5.35

to 8.86, and all of them were labile and hydrophobic proteins. A NJ phylogenetic tree was constructed

using the ARF proteins of pomegranate, A. thaliana and E. grandis, and clustered ARFs into four class-

es (Class Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ and Ⅳ). The structure analysis of the pomegranate ARF genes indicated that the in-

tron number varied from 1 to 13 and the exon number varied from 2 to 14. Integrated phylogenetic and

gene structure analyses deciphered that the exons have been split due to the recent intron insertion. Phy-

logenetic analyses showed an ARF gene number ratio (1:1:1) for A. thaliana versus E. grandis versus

pomegranate except for the A. thaliana-lineage-specific clade in Class Ⅲ. It was inferred to be related

with the paleohexaploidy event. Similarly, a ratio (1:2:2) for A. thaliana versus E. grandis versus pome-

granate was found in several groups of Clades Ⅲ and Ⅳ. It was inferred to be related with the paleotet-

raploidy event. Hence, the paleohexaploidy and paleotetraploidy events in pomegranate genome contrib-

uted to the expansion of the PgARF gene. The phylogenetic and genomic location analyses indicated a

tandem duplication of PgARF16a and PgARF16b. Motif and sequence alignment analyses suggested

that the B3, Auxin_resp and Aux/IAA domain of the PgARF proteins were highly conserved. The motif

4 and motif 5 belonged to the B3 domain; motif 7 and motif 8 belonged to the Auxin_resp domain; mo-

tif 11 and motif 12 belonged to Aux/IAA domain. The secondary and tertiary structure analysis showed

that the helixes were the major part of the ARF protein. The roles of PgARF in the development of

pomegranate leaves and flower tissues were inferred from the homologous genes AtARF in A. thaliana.

The RNA- Seq expression profile suggested that most of the PgARF genes were highly expressed in

root, leaf, flower, floral bud, fruit, inner seed coat, outer seed coat and peel. PgARF4b was lowly ex-

pressed in the inner seed coat, and PgARF5 highly expressed in the outer seed coat. These results sug-

gested tissue- specific expression patterns of ARF family genes. Compared with the other ARF genes,

PgARF3a had a very weak expression. This might be related to the pseudogenization of PgARF3a re-

sulting in the gene inactivation. Conversely, distinct results were found in PgARF24 which were highly

expressed in all tissues. It inferred to be related with the neofunctionalization.【Conclusion】The integra-

tion of the gene structure, phylogentic, evolutionary and expression analyses provided a genome-wide

trait and expression pattern of ARF in pomegranate. The results provide a reference for further function

verifications and auxin signal transduction pathway regulation of PgARF genes.

Key words: Punica granatum; Auxin response factor gene family; Phylogenetic analysis; Expression

analysis
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生长素（auxin）是植物中重要的生长调节物质，

几乎参与了植物的整个生长发育过程[1-2]。生长素与

植物细胞的分裂分化和伸长、根茎的形态建成、维管

组织的形成和分化、器官衰老、顶端优势、向性运动

及应对外界压力等方面密切相关[3-6]。生长素在调节

植物生长和发育的过程中，通过改变早期反应基因

的表达，如Aux/IAA、GH3、SAUR基因家族，在调节

植物生长和发育方面起着至关重要的作用[7-8]。这些

基因的共同特点是，在基因的启动子区域均含有由

6 个碱基组成的被称为生长素应答元件（auxin re-

sponse elements，AuxRE）的 顺 式 作 用 元 件

（TGTCTC）[9]。而生长素响应因子（auxin response

factor，ARF）就是一类能够特异性识别并结合生长

素应答元件，参与生长素信号转导，调节生长素响应

因子表达的转录因子[10-11]。

多数的ARF蛋白一般都包含 3个保守结构域，

即 N 末端 B3 DNA 结合域（DNA- binding domain，

DBD）、Auxin_resp结构域和C末端Aux/IAA结构域

（二聚化结构域，CTD）。B3 DNA 结合域能直接与

生长素调控的下游基因启动子区的 AuxREs结合，

Auxin_resp结构域是具有转录激活或抑制活性的中

心功能区 ，Aux/IAA 结构域参与调节 ARFs 与

AuxREs 的结合并调控下游生长素响应基因的表

达 [3，10]。ARF蛋白主要在植物生长过程中与AuxRE

结合发挥催化作用，或者是与生长素结合从而抑制

其与 AuxRE 结合达到抑制作用 [12]。在这些 ARF 家

族成员中部分基因的功能已被验证，如 AtARF1和

AtARF2 突变会影响拟南芥雌蕊的生长模式，参与

叶片的衰老、花器官的发育与凋谢过程 [13- 14]。而

AtARF3 和 AtARF4 在植物的生殖和营养生长中发

挥了重要作用 [15-16]。AtARF5（MONOPTEROS）在维

管组织的形成、胚发育模式的建成中起着关键的作

用 [17-19]。AtARF6和 AtARF8参与调节花器官的发育

程度，影响胚珠的发育，并调控逆境胁迫相关茉莉酸

的合成，AtARF8 还调节下胚轴的伸长以及根的生

长 [20- 22]。ARF7/ARF19 与 AtIAA1、AtLBD16/18/29 等

基因一起介导了拟南芥侧根发育的调控网络，在缺

少 ARF7/ARF19 的情况下，LBD16/ASL18 和 LBD29/

ASL16的过度表达会导致侧根的形成 [12，23-26]。

石榴（Punica granatum）为千屈菜科（Lythrace-

ae）石榴属（Punica）果树，也是世界范围内广泛栽培

的重要经济果树之一[27-29]。研究石榴ARF家族基因

的功能和调控机制，有助于调控石榴的生长模式以

及花和果实的发育。石榴全基因组测序的完成以及

数据的公布，为石榴基因功能的研究提供了重要的

数据支持[30-34]。笔者通过生物信息学手段鉴定石榴

ARF家族基因，并进行基因结构、蛋白保守结构域、

分子进化以及RNA-Seq分析，为石榴ARF家族基因

的克隆及功能研究、探索ARF影响植物生长发育的

调控机制提供参考。

1 材料和方法

1.1 基因组和转录组数据来源

石榴全基因组数据（ASM220158v1）[30]、转录组

数据均下载于 NCBI，拟南芥 ARF 蛋白序列下载于

拟南芥数据库（http://www.arabidopsis.org），巨桉

ARF 蛋白序列下载于 PlantTFDB 数据库 [35]（http://

planttfdb.cbi.pku.edu.cn）。

1.2 石榴ARF基因家族成员的鉴定及序列分析

从 Pfam数据库中下载ARF基因家族的序列比

对文件（PF06507）[36]后，通过HMMER v3.1b1软件[37]

将比对文件转换为 HMM 模型文件，使用 Selec-

tHMM[34] （https://github.com/Redpome/SelectHMM）

筛选石榴蛋白序列中含有 ARF 结构域的序列（E-

value≤ 10-10）。然后使用 CDD（https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/cdd）和 SMART（http://smart.embl-heidelberg.

de）检测其蛋白结构域，除去不含 ARF 结构域和结

构域不完整的序列[38-39]。

利用在线软件 Protparam（http://us.expasy.org/

tools/protparam.html）预测石榴 ARF 蛋白的理化性

质，包括分子质量、等电位、亲水性、不稳定系数

等 [40]。利用 SignalP4.1 Sever（http://www.cbs.dtu.dk/

services/SignalP）进行信号肽预测。并将石榴 ARF

基因比对拟南芥数据库获得拟南芥的同源基因，为

石榴ARF家族成员的基因功能预测提供参考。

1.3 系统进化树的构建

利用Clustal W将候选蛋白与拟南芥、巨桉ARF

基因家族蛋白进行多序列比对，使用MEGA 7.0[41]软

件，采用 NJ 法（neighbor-joining）（Bootstrap=1 000）

进行系统进化树的构建。

1.4 石榴ARF基因家族基因结构分析

根据所得石榴ARF基因蛋白序列和基因序列，

利用 Perl 脚本解析得到石榴 ARF 基因家族的基因

结构信息，包括内含子、外显子以及上下游序列。并
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利用在线软件 GSDS 2.0（http://gsds.cbi.pku.edu.cn）

分析其基因结构[42]。

1.5 石榴ARF蛋白结构及保守基序分析

使 用 在 线 软 件 ProSite（https://prosite.expasy.

org）[43]分析石榴ARF蛋白序列，得到每个石榴ARF

蛋白对应的 B3 结合结构域、Auxin_resp 结构域和

Aux/IAA 结构域的位置信息。用 MEME（http://

meme.sdsc.edu/meme/ meme-in.tro.html）分析得到石

榴 ARF的 motif模式，以此对石榴 ARF基因蛋白保

守基序进行分析[44]。为进一步获取Auxin_resp结构

域的具体情况，用生物信息学软件DNAMAN 8.0对

石榴 ARF基因家族成员的蛋白结构域进行多重比

对。最后，利用在线软件 SSPro 4.0（http://download.

igb.uci.edu/sspro4.html）和 SWISS- MODEL（https://

swissmodel.expasy.org）分析石榴ARF蛋白的高级结

构。

1.6 石榴ARF基因家族的RNA-Seq分析

从NCBI数据库中下载与石榴生长发育有密切

关系的组织器官RNA-Seq数据，包括根、新鲜叶片、

成熟花、花芽、成熟果实、内种皮、外种皮、根茎叶果

混合样、授粉后50 d的果皮、授粉后95 d的果皮和授

粉后 140 d 的果皮 ，详情见表 1。利用 Kallisto

v0.43.1软件[45]对转录组数据表达差异进行分析，将

所得的差异数据进行Log2（TPM+1）转换，最后用R

表 1 石榴转录组测序数据

Table 1 RNA-Seq data of pomegranate

登录号
Accession No.

SRR5279396

SRR5279397

SRR5279395

SRR5446599

SRR6024695

SRR5678820

SRR5279388

SRR1054190

SRR5279394

SRR5279393

SRR5279392

石榴品种
Pomegranate
cultivars

大笨子
Babenzi

大笨子
Babenzi

大笨子
Babenzi

突尼斯软籽
Tunisia

Wonderful

突尼斯软籽
Tunisia

大笨子
Dabenzi

Black127

大笨子
Dabenzi

大笨子
Dabenzi

大笨子
Dabenzi

样品类型
Sample type

根 Root

叶 Leaf

花 Flower

花芽
Flower bud (13.1~25.0 mm)

成熟果皮
Mature pericarp

授粉50 d后的外种皮
Outer seed coat (50 days
after pollination)

授粉50 d后的内种皮
Inner seed coat (50 days
after pollination)

根叶花果混合样
Mixed samples of root,
leaf, flower and fruit

授粉50 d后的果皮
Pericarp (50 days after
pollination)

授粉95 d后的果皮
Pericarp (95 days after
pollination)

授粉140 d后的果皮
Pericarp (140 days after
pollination)

测序文库
Library

双末端
Paired end

双末端
Paired end

双末端
Paired end

双末端
Paired end

双末端
Paired end

双末端
Paired end

双末端
Paired end

单末端
Single end

双末端
Paired end

双末端
Paired end

双末端
Paired end

数据量
Data
size/Gb

6.5

6.8

6.8

6.4

6.4

7.3

9.3

1.2

8.2

7.5

7.3

测序平台
Platform

Illumina HiSeq 4000

Illumina HiSeq 4000

Illumina HiSeq 4000

Illumina HiSeq 2500

Illumina HiSeq 2000

Illumina HiSeq 4000

Illumina HiSeq 2000

454 GS FLX Titanium

Illumina HiSeq 2000

Illumina HiSeq 2000

Illumina HiSeq 2000

参考文献
Reference

[30]

[30]

[30]

[46]

[32]

[30]

[30]

[33]

[30]

[30]

[30]

备注
Note

-

-

雌蕊可育花
Female-fertile flowers

雌蕊败育花
Female sterility flowers

-

-

-

-

-

-

-

绘制石榴ARF基因家族的表达热图。

2 结果与分析

2.1 石榴ARF基因家族成员的鉴定及序列分析

从 Pfam数据库中下载ARF基因家族的序列比

对文件（PF06507），将比对文件转换格式后，用 Se-

lectHMM（https://github.com/Redpome/SelectHMM）

筛选石榴蛋白序列中含有该结构域的序列，基于E-

value≤ 10-10。一共从基因组中鉴定出可能的 21个石

榴 ARF 基 因 家 族 候 选 成 员 ，但 其 中 有 2 个

（CDL15_Pgr010921和CDL15_Pgr016635）因不含有

ARF保守结构域或结构序列不完整被除去，因此最
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终鉴定出 19个可能的石榴ARF基因家族成员。将

石榴 ARF基因家族成员与模式植物拟南芥进行同

源比对分析后，寻找拟南芥中的直系同源基因，按照

最匹配的结果来对石榴 ARF基因家族成员进行排

序命名，详情见表2。

通过 ExPASy 在线工具，对石榴 ARF 基因家族

表 2 石榴 ARF 基因家族的基本信息

Table 2 The basic information of ARF gene family in pomegranate

基因

名称

Gene
name

PgARF1

PgARF2

PgARF3a

PgARF3b

PgARF4a

PgARF4b

PgARF5

PgARF6a

PgARF6b

PgARF6c

PgARF9a

PgARF9b

PgARF10

PgARF16a

PgARF16b

PgARF17

PgARF19a

PgARF19b

PgARF24

基因登录号

Gene ID

CDL15_Pgr003477

CDL15_Pgr024559

CDL15_Pgr002591

CDL15_Pgr016800

CDL15_Pgr025066

CDL15_Pgr028163

CDL15_Pgr006935

CDL15_Pgr006106

CDL15_Pgr001366

CDL15_Pgr002968

CDL15_Pgr018027

CDL15_Pgr027988

CDL15_Pgr025089

CDL15_Pgr025561

CDL15_Pgr026045

CDL15_Pgr006519

CDL15_Pgr009308

CDL15_Pgr015937

CDL15_Pgr010226

外显

子数

Exon
No.

14

13

9

10

12

12

14

14

14

14

14

13

4

3

3

2

13

14

14

蛋白

长度

Protein
length/aa

673

814

556

690

756

756

906

882

966

868

678

677

682

690

676

568

1 111

1 126

630

蛋白分

子质量

Molecular
weight/ku

74.96

90.83

61.84

75.61

83.93

82.74

99.69

97.09

107.09

96.37

76.00

75.87

74.71

75.78

74.46

61.59

124.23

124.12

70.89

理论

等电

点

pI

6.44

6.07

8.4

6.77

6.23

5.59

5.35

6.03

6.35

6.18

5.85

6.24

8.86

8.45

6.77

5.71

6.42

6.22

8.37

不稳定

系数

Instability
index

55.78

63.24

43.44

50.29

56.67

64.66

57.37

66.79

74.57

61.72

56.03

58.84

52.71

45.11

52.99

56.20

76.32

59.75

56.32

亲疏水

性均值

GRAVY

-0.497

-0.533

-0.380

-0.457

-0.435

-0.394

-0.381

-0.386

-0.526

-0.452

-0.524

-0.540

-0.288

-0.441

-0.439

-0.235

-0.668

-0.550

-0.364

保守结构域

Conserved domains

B3，ARF，Aux/IAA

B3，ARF，Aux/IAA

B3，ARF

B3，ARF

B3，ARF，Aux/IAA

B3，ARF

B3，ARF，Aux/IAA

B3，ARF，Aux/IAA

B3，ARF，Aux/IAA

B3，ARF，Aux/IAA

B3，ARF，Aux/IAA

B3，ARF，Aux/IAA

B3，ARF

B3，ARF

B3，ARF

B3，ARF

B3，ARF，Aux/IAA

B3，ARF，Aux/IAA

B3，ARF，Aux/IAA

拟南芥同源基因

AT homologous gene

登录号

Accesion No.

At1G59750.1

At5G62000.1

At2G33860.1

At2G33860.1

At5G60450.1

At5G60450.1

At1G19850.1

At1G30330.1

At1G30330.1

At1G30330.1

At4G23980.1

At4G23980.1

At2G28350.1

At4G30080.1

At4G30080.1

At1G77850.1

At1G19220.1

At1G19220.1

-

基因名称

Gene Name

AtARF1

AtARF2

AtARF3

AtARF3

AtARF4

AtARF4

AtARF5

AtARF6

AtARF6

AtARF6

AtARF9

AtARF9

AtARF10

AtARF16

AtARF16

AtARF17

AtARF19

AtARF19

-

E值

E-value

0

0

5.75e-153

2e-101

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

8.48e-171

0

0

-

进行理化性质分析。分析结果显示，19个PgARF基

因编码区长度为 1 671 bp（PgARF3）~3 381 bp

（PgARF19b），ARF 蛋白的氨基酸长度为 556 aa

（PgARF3）~1 126 aa（PgARF19b），蛋白分子质量为

61.59 ku（PgARF17）~124.23 ku（PgARF19a）。其等

电位范围从 5.35（PgARF5）到 8.86（PgARF10）不等，

其中有 4个PgARF基因蛋白 pI大于 7，偏碱性；其余

15个 PgARF蛋白的 pI均小于 7，偏酸性。PgARF蛋

白的不稳定系数均大于 43，因此根据 Puraprasad方

法表明PgARF蛋白均是不稳定蛋白；而亲水性分析

表明 PgARF基因都是亲水基因。PgARF基因的外

显子数 2~14，其中有 8个PgARF有 14个外显子。除

PgARF3a、 PgARF3b、 PgARF4b、 PgARF10、

PgARF16a、PgARF16b、PgARF17这 7个蛋白只含有

B3 和 Auxin_resp 结构域外，其余 10 个 PgARF 均含

有B3、Auxin_resp和Aux/IAA结构域。而信号肽预

测结果表明，19条可能的石榴ARF蛋白均不存在信

号肽，属于非分泌型蛋白。

2.2 石榴ARF基因家族基因结构及系统发育树分

析

为了研究 PgARF 基因的系统进化关系，利用

PgARF蛋白全长序列构建系统进化树（图 1-A）。据

分析，19个 PgARF 基因形成了 6个旁系同源基因，

即 PgARF3a 和 PgARF3b、PgARF4a 和 PgARF4b、

PgARF6b 和 PgARF6c、PgARF9a 和 PgARF9b、

PgARF16a 和 PgARF16b、PgARF19a 和 PgARF19b，

其中除 PgARF16a和 PgARF16b这个旁系同源基因

外，其余 5对基因支持率均为 100%。这说明了所构

建的系统发育树稳健，5对 PgARF基因的基因序列

相似，亲缘关系非常接近。

为研究 PgARF 基因结构的特征，用在线软件

GSDS 2.0 分析其基因结构（图 1-B）。结构分析表

明，PgARF 基因家族成员的基因结构复杂多变，不

同的 PgARF基因所含外显子和内含子数量差异很

大，外显子数为 2~14，内含子数为 1~13。绝大多数

的 PgARF 外显子数都在 9 个以上，其中有 8 个

PgARF有 14个外显子，同时有 7个PgARF有 5’上游

和 3’下游序列，外显子数随着系统进化树由外端分
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支到内部分支逐渐增多。通过对 PgARF系统进化

树以及 Scaffold 定位分析，发现仅 PgARF16a（scaf-

fold70）与 PgARF16b（scaffold70）存在串联重复现

象。

为进一步探究PgARF基因家族的进化关系，构

建了石榴（19 个 ARF 基因）、拟南芥（23 个 ARF 基

因）和巨桉（17个ARF基因）的ARF基因家族系统进

化树（图 2）。根据进化树的分支，可将ARF基因分

为 4类，分别为Class Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ，其中Class Ⅰ有

6个 PgARF基因，Class Ⅱ有 4个 PgARF基因，Class

图 1 石榴 ARF 基因家族系统进化树（A）和基因结构（B）

Fig. 1 Phylogenetic tree (A) and gene structures (B) of pomegranate ARF gene family

图 2 石榴与拟南芥、巨桉 ARF 基因家族的系统进化树

Fig. 2 The phylogenetic tree of ARF gene family in pomegranate，Arabidopis and E. grandis
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Ⅲ有 5个 PgARF基因，Class Ⅳ有 4个 PgARF基因，

在Class Ⅲ中存在着7个拟南芥种系特异性分支。

2.3 石榴ARF蛋白结构及保守基序分析

通过 CDD 和 SMART 在线分析 PgARF 蛋白结

构域位置信息，利用在线软件ProSite的MyDomains

功能并结合系统发育树进行绘图（图 3）。结果表

明，PgARF均含有 B3和 Auxin_resp结构域，约 63%

的 PgARF 含有 Aux/IAA 结构域。Class Ⅰ和 Class

Ⅲ的PgARF基因家族成员均含有B3、Auxin_resp和

Aux/IAA结构域，而Class Ⅱ和Class Ⅳ基因家族成

员只含有 B3、Auxin_resp 结构域（PgARF4a 除外）。

Class Ⅱ的PgARF4b的旁系同源基因PgARF4a存在

Aux/IAA结构域；PgARF1有2个Aux/IAA结构域。

为进一步分析 PgARF 蛋白的保守结构域分布

图 3 石榴 ARF 蛋白的保守结构域示意图

Fig. 3 The conserved domains of ARF proteins in pomegranate

情况，利用在线网站 MEME，预测了 19 个可能的

PgARF蛋白序列的保守基序（图 4-A）。从中可以看

出，不同PgARF蛋白序列的基序类型和数量都存在

着差异，这也证实了其功能的多样性。结合图 3可

知，motif 4和motif 5属于B3结构域；motif 7和mo-

tif 8 属于 Auxin_resp 结构域；motif 11 和 motif 12 属

于 Aux/IAA 结构域，这些结构域都是高度保守的。

Class Ⅰ和 Class Ⅲ上的所有 PgARF 蛋白保守基序

都含有 12个motif，但PgARF24除外（缺少motif 5），

这可能是造成进化树上EgARF24和 PgARF24单独

分支的原因。Class Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的 PgARF成员均含有

motif 7 和 motif 8 而 Class Ⅳ中缺少 motif 7，以及

Class Ⅳ的 PgARF 成员缺少 motif 11 甚至 motif 12，

可能是Class Ⅳ分化的时间早，进化历史长，基因序

列发生了较大变化造成的。通过motif Logo再次证

实了结构域 B3、Auxin_resp 的高度保守，并且结构

域中多个氨基酸位点保守不变（图4-B）。

用 DNAMAN 8.0对 PgARF蛋白进行多重比对

得到比对结果（图 5-A），发现结构域中多个氨基酸

位点是保守不变的，如中心功能区Auxin_resp结构

域中的脯氨酸 P、苯丙氨酸 F、甘氨酸G、精氨酸R和

甲硫氨酸M。甘氨酸与精氨酸之间有 1个氨基酸残

基，精氨酸与甲硫氨酸间有 2个氨基酸残基。这些

保守的氨基酸保守区域可能跟转录因子的激活与抑
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制有关。对 19个 PgARF蛋白二级结构预测分析后

发现，所有的序列都是以无规则卷曲为主要组成结

构，α -螺旋、β -折叠和β -转角散布于整个蛋白序列

中。最后，对 PgARF蛋白三级结构进行预测（图 5-

B），发现石榴ARF基因编码蛋白为多链折叠蛋白，

以无规则卷曲为主，具有典型的 B3、Auxin_resp 结

构域，多数还具有Aux/IAA结构域。

2.4 石榴ARF基因家族的表达分析

为进一步分析石榴ARF基因的特性和功能，对

ARF基因组织特异表达情况进行分析，获得了各组

织中PgARF的表达量构建表达热图（图 6）。结果显

示，绝大多数的PgARF基因在不同的组织中均检测

到表达，但 PgARF3a在所有组织中表达痕量甚至不

表 达 。 PgARF1、PgARF2、PgARF4a、PgARF6b、

图 4 石榴 ARF 基因家族结构域序列 Logo 及蛋白保守基序

Fig. 4 ARF gene family domain sequence Logo and protein conserved motifs

图 5 PgARF 蛋白的结构域序列比对（A）和蛋白三级结构（B）

Fig. 5 Sequence alignment analysis (A) and the tertiary structure (B) of PgARF proteins
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PgARF6c、PgARF9b、PgARF19a、PgARF19b 和

PgARF24 在所有的石榴品种和各个组织中表达都

相对较高（其中PgARF24表达量超高），表明这些基

因可能在石榴的生长发育中发挥着多方面的功能。

在不同的组织部位中，不同PgARF基因的表达量也

存在着差异，如 PgARF1和 PgARF19b在根、叶和内

种皮中表达都很高；PgARF4b 在内种皮中表达极

低；PgARF5 在外种皮中表达量最高；PgARF9a 在

根、叶以及授粉95 d后的果皮中集中表达，而随着果

实成熟度的提高，在果皮中表达量呈现先上升再下

降的趋势，而在内种皮中则较低表达。而在不同的

石榴品种中，不同的PgARF基因的表达也存在着一

定的差异，如 PgARF19a、PgARF10、PgARF4b 等在

品种‘突尼斯软籽’和‘大笨子’的成熟果皮中就存在

表达差异。而在同一个石榴品种‘大笨子’中，授粉

50 d后的内种皮和果皮也存在着明显的组织表达差

异，如 PgARF4b在内种皮中表达很低，但在果皮中

却表现出较高的表达量。

Z1. 根；Z2. 叶；Z3. 成熟花；Z4. 花芽(13.1~25.0 mm)；Z5. 成熟果皮；Z6. 授粉 50 d 后的外种皮；Z7. 授粉 50 d 后的内种皮；Z8. 混合；Z9. 授粉

50 d 后果皮；Z10. 授粉 95 d 后果皮；Z11. 授粉 140 d 后果皮。除 Z4、Z5、Z6 和 Z8 对应的品种分别是突尼斯、Wonderful、突尼斯和 Black127

外，其他组织的品种均为大笨子。

Z1. Root; Z2. Flesh leaf; Z3. Mature flower; Z4. Floral bud (13.1-25.0 mm); Z5. Mature pericarp; Z6. Outer seed coat (50 days after pollination);

Z7. Inner seed coat (50 days after pollination); Z8. Mixed; Z9. pericarp (50 days after pollination); Z10. Pericarp (95 days after pollination); Z11. Peri-

carp (140 days after pollination). The cultivars execept Tunisia (Z4)，Wonderful (Z5)，Tunisia (Z6)，Black127 (Z8)，other tissues are Dabenzi.

图 6 石榴 ARF 基因在不同组织部位的表达热图

Fig. 6 Heatmap of ARF gene expression in different tissues of pomegranate

3 讨 论

ARF 基因家族作为一个参与生长素信号转导

的重要转录调控因子，在调节植物的生长发育中有

着重要的作用。随着基因组测序技术的完善以及分

子生物学的快速发展，对植物全基因组数据中功能

基因的挖掘、定位等已成为研究的热点[47]。ARF基

因家族在许多植物中均有发现，如拟南芥（Arabi-

dopsis thaliana）、杨树（Populous trichocarpa）、水稻

（Oryza sativa）、玉 米（Zea mays）、大 豆（Glycine

max）、葡萄（Vitis vinifera）、巨桉（Eucalyptus gran-

dis）、苹果（Malus domestica）、雷蒙德氏棉（Gossypi-

um raimondii）、烟 草（Nicotiana tabacum）、桑 树

（Morus alba）、菠萝（Ananas comosus）分别发现了

23、39、25、31、51、19、17、31、35、50、17、20个ARF家

族成员 [1，8，12，48-56]。前人的研究中缺少有关石榴ARF
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基因家族的报道，本研究开展了石榴ARF基因的鉴

定和表达分析，以期为后续石榴ARF基因的功能和

调控机制研究提供参考。

笔者通过鉴定分析一共筛选出 19个可能的石

榴ARF基因家族成员，分析表明石榴ARF基因家族

存在串联重复现象。通过系统进化分析将石榴

ARF基因家族分为 4类，即 ClassⅠ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ。石

榴 ARF基因结构复杂，外显子数量普遍较多，且随

着系统进化树由外到内分支有增多的趋势，可能是

因为 ARF基因 Class Ⅳ位于系统发育树外端，较其

他分支分化早，外显子由于内含子的插入不断发生

分裂造成的，因此石榴ARF基因结构与进化时间长

短存在一定的联系。Class Ⅲ上存在的由 7 个 At-

ARFs组成的拟南芥种系特异性亚分支，可能会使拟

南芥 ARF基因产生了一些新的功能。除此拟南芥

特异性分支外，3个物种的ARF基因在数量上大致

存在着 1∶1∶1的关系，可能跟双子叶植物共有的古

六倍化事件相关 [29，57]。3 个物种在 Class Ⅲ上的由

AtARF9、EgARF9A/EgARF9B和 PgARF9a/PgARF9b

组 成 的 亚 分 支 ，在 Class Ⅳ 上 的 由 AtARF16、

EgARF16A/EgARF16B 和 PgARF16a/PgARF16b 组

成的亚分支存在着拟南芥∶石榴∶巨桉=1∶2∶2的关

系，这 2个亚分支的进化可能跟石榴与巨桉共有的

古四倍化事件存在联系 [29，57]。保守基序分析表明，

所有石榴ARF蛋白存在保守的B3、Auxin_resp结构

域，但 Aux/IAA 结构域在石榴 ARF 蛋白中存在差

异。作为最早分化的 Class Ⅳ分支以及 Class Ⅱ

（PgARF4a除外）分支，逐渐在ARF基因家族的进化

过程中缺失了 motif 12 甚至 motif 11，缺失了 Aux/

IAA结构域，而进化较晚的Class Ⅰ和Class Ⅲ则保

留了 Aux/IAA 结构域，继续发挥该功能域的功能。

除此之外，其余很多基序的功能还有待进一步研究，

但它们在石榴的生长发育过程中一定发挥了重要的

作用。

拟南芥作为一种模式植物，根据 AtARF1/At-

ARF2 的功能推测其同源基因 PgARF1/PgARF2 在

石榴的叶片和花器官的发育中有重要的调控意

义 [13-14]；PgARF5 在石榴的茎中维管组织形成、幼嫩

器官的分化以及应对不良外界环境方面应该具有关

键作用[17-18]；而 PgARF6a/6b/6c的功能可能是调控石

榴花器官发育以及果实发育，响应逆境胁迫以维持

石榴的正常生长 [21-22]；推测 PgARF19a/19b可能参与

了石榴中侧根的形成过程[12，24-25]。在对石榴ARF基

因家族的组织表达分析中，发现绝大多数的 PgARF

基因在不同的组织和品种中均有表达，但不同的

PgARF 基因在不同的组织品种中表达存在一定的

差异，表现出一定组织和品种表达特异性，推测与其

基因功能有着密切的联系。如 PgARF6a/6b/6c 在

花、花芽以及果实各组织中都有较高表达，也在客观

上证实了其在维持花器官和果实的发育中具有一定

的作用[21-22]。基因在不同组织的表达差异和功能有

待进一步的研究验证。值得关注的是，在表达图谱

中，PgARF3a在几个石榴品种的组织中均表达痕量

甚至几乎不表达，并不是因特定的石榴品种而表现

出来，而是在几个不同的石榴品种中的组织中均表

达痕量，这可能是PgARF3a在石榴ARF基因的扩张

进化过程中产生了假基因化，成为无功能的假基因；

同样的，PgARF24在所有的石榴品种的对应组织中

均表现出超高表达量，这可能是该基因在基因的扩

张进化过程中发生了功能变异，演化出了新的功能，

是新功能化作用的结果。为了验证 PgARF3a是否

为假基因，利用 PSF[58- 59]（Pseudogene Finder）http://

molquest.com生物信息学工具对该基因和蛋白序列

进行预测分析，发现该基因存在移码突变，进一步证

实了该基因可能是假基因，而PgARF24的功能需进

一步的验证分析。

ARF 家族基因在植物的生长发育中具有十分

重要的地位，笔者选用尽可能多可供获取的与生长

发育相关的石榴组织RNA-seq数据，验证石榴ARF

家族基因的组织表达模式。但因RNA-seq数据存在

部分测序平台不统一，可能会在一定程度上造成组

织样本间测序深度不均一，读段长度存在差距，对分

析结果造成一定的影响，而石榴品种差异也对表达

分析结果产生一定的误差。通过RNA-seq数据归一

化之后，误差可能会有减小，不同的石榴品种组织间

的差异也可以通过表达分析进一步体现。因此，在

今后的研究中，在确保尽可能多的RNA-seq数据的

前提下，应保证样品、测序平台等因素尽量一致，以

减小试验等因素造成的误差。

对石榴ARF基因的研究分析，为进一步了解石

榴 ARF 基因家族成员的结构与功能的关系、揭示

ARF 基因在参与石榴生长发育的调控机制等方面

奠定了一定的理论基础。今后研究的重点是石榴

ARF基因家族成员的功能验证以及 ARF基因响应
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生长素信号的调控机制，有助于了解ARF的基因功

能的特异性，推动转录因子的信号传导网络的研究

与发展。

4 结 论

整合以上基因结构、系统发育与进化、RNA-Seq

表达等分析结果，发现石榴 ARF 蛋白具有典型的

B3、Auxin_resp 结构域，多数还具有 Aux/IAA 结构

域。石榴 ARF基因家族基因结构和保守基序的进

化与进化时间相关，同时其家族成员扩张主要与全

基因组复制事件相关。
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2019年1月4—6日，由中国园艺学会、浙江省农业厅、杭

州市人民政府主办，中国园艺学会草莓分会、杭州市农业局、

建德市人民政府承办，浙江省农科院、杭州市农科院、建德市

草莓产业协会协办的第 17届中国（建德）草莓文化旅游节暨

第11届建德新安江草莓节在浙江省建德市隆重召开。

中国工程院副院长邓秀新院士、中国工程院丁一汇院

士，中国园艺学会理事长杜永臣，科技部农村司、浙江省、杭

州市及建德市有关领导，国内外草莓业界专家学者、企业精

英和社会各界人士齐聚建德市，共同参加一年一度的全国草

莓交流盛会。今年参会人员达1 100余人，为历届最多。

本次全国精品草莓评比活动中，收到来自 21个省市自

治区 788 份草莓样品，共计 65 个品种，其中国产品种 37 个

219份样品。经过 30位专家评选，建德市红姬草莓专业合作

社选送的浙江省农科院培育的‘越心’摘得最高荣誉奖“长城

杯”。北京市农林科学院培育的品种（系）‘白雪公主’、‘通州

公主’、‘京桃香’，沈阳农业大学培育的品种‘艳丽’，江苏省

农科院培育的品种‘宁玉’，杭州市农科院培育的品种（系）

‘红玉’、‘粉玉’等荣获国产组金奖。

本次会议邀请了中国工程院邓秀新院士（问题驱动的柑

橘研究——从基础到产业），江苏丘陵地区镇江农科所、时代

楷模赵亚夫教授（草莓产业发展之路），日本山形大学西泽

隆教授（日本草莓栽培历史、现状与未来），美国康涅狄格大

学李义教授（机遇和挑战：基因编辑技术在草莓等无性繁殖

作物遗传改良上的应用），智利天主教大学 Marina Gam-

bardella教授（智利草莓产业与智利草莓种质资源）就相关专

题做了主旨报告。同时，浙江省农科院蒋桂华研究员（草莓

育苗存在的主要问题与繁育技术），吉林省草莓协会李怀宝

会长（“一带一路”助力草莓出口），安徽省农科院宁志怨博士

（甜查理草莓红叶病病原菌的鉴定及防治），江苏镇江市农科

院吉沐祥研究员（以功能微生物菌为核心的草莓促生防病新

技术），四川省农科院李洪雯研究员（高原藏区彝区夏秋草莓

持续优质稳产栽培技术）就相关问题进行了学术报告。建德

市草莓种植户民间高手吴东良、李建伟、赵建明及“农家政”

智慧草莓园张荣俊分享了草莓生产中的体会与经验。

建美丽乡村，德美味草莓！本次大会还举办了首届中国

草莓展，搭建了中国草莓产业商务对接第一平台。这一新平

台将更好地帮助对接全国草莓产业上下游资源，为莓农带来

新技术、新观念、新思路，满足莓农的信息需求。众多嘉宾还

从各自擅长的领域讲述草莓种植、销售方面的经验。本次会

议还观摩了建德草莓小镇、建伟草莓家庭农场。会上发放了

《全方位看草莓》、《草莓的生理生态及栽培技术》、《草莓的障

碍与对策及主要品种特性》等书籍。

会议最后，山东省济南市人民政府、江苏省南京市溧水

区人民政府、江苏省句容市人民政府为了竞选“第 18届中国

草莓文化节”进行了全面陈述。

建德是“中国草莓之乡”，总面积 8.12万亩，其中建德市

1.62万亩、异地种植6.50万亩，产量14.78万吨，建德草莓种植

和育苗产值39.6亿。有17 000建德人分布在全国27个省市从

事草莓生产，他们为中国草莓产业的发展做出了巨大贡献。

（常琳琳 北京市林业果树科学研究院·北京市草莓

工程技术研究中心·中国园艺学会草莓分会 100097）

第17届中国（建德）草莓文化旅游节暨第11届建德新安江草莓节在浙江省建德市隆重召开
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