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枳和‘资阳香橙’NRAMP家族基因鉴定、
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黄梓洋 1，2，张晓勇 1，2，凌丽俐 1，2，淳长品 1，2，彭良志 1，2*，付行政 1，2*

（1西南大学柑桔研究所·国家柑桔工程技术研究中心，重庆 400712；2中国农业科学院柑桔研究所，重庆 400712）

摘 要：【目的】元素过量或缺乏导致的柑橘营养失调问题在生产中普遍发生，但有关的分子机制在柑橘中较少研究。

本研究从柑橘全基因组范围系统鉴定和克隆与金属元素转运相关的NRAMP (natural resistance-associated macrophage

protein) 基因家族成员，并分析其响应不同金属营养逆境的表达模式，为后续深入研究奠定基础。【方法】以柑橘两种常

用砧木—枳[Poncirus trifoliata (L.) Raf.]和‘资阳香橙’（Citrus junos‘Ziyang Xiangcheng’）为材料，分别鉴定和克隆

NRAMP家族基因，根据其与拟南芥NRAMP家族成员序列的相似性，分别对其进行命名、进化树构建和功能预测；对枳

和‘资阳香橙’实生苗进行过量Zn、Mn、Cu、Cd胁迫和Mg、B、Fe、K缺素处理，分析比较NRAMP基因在两种柑橘砧木

根和叶中的表达模式。【结果】将从枳和资阳香橙中克隆的NRAMP家族基因分别命名为PtNRAMP2、PtNRAMP3、PtN-

RAMP6.1、PtNRAMP6.2、CjNRAMP2、CjNRAMP3、CjNRAMP6.1 和 CjNRAMP6.2。序列分析表明，PtNRAMPs/CjN-

RAMPs编码 512~559个氨基酸，包含 10~12个跨膜结构域。枳和‘资阳香橙’在元素过量处理时，NRAMP2和NRAMP3

的表达量普遍上调而NRAMP6.2主要是下调；在缺Fe和缺K处理时，NRAMP3和NRAMP6.2也主要表现上调表达。【结

论】本研究初步揭示了柑橘NRAMP家族基因的基本信息及在营养胁迫时的可能作用，对解决柑橘营养胁迫问题具有

一定的理论参考价值。
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Abstract:【Objective】Citrus is one of the most important fruit crops in the world, and in some regions,

like some mountainous areas of China, citrus production is regarded as a mainstay industry. However,

the frequent occurrence of nutrient stresses such as K, Mg, B and Fe deficiency, as well as Mn, Cu and

Cd toxicity have severely limited citrus production. The NRAMP (natural resistance-associated macro-

phage protein) family of genes plays important roles in mineral nutrient homeostasis; however, related

information regarding their roles in citrus plants is limited. It is possible that NRAMP genes of citrus

play roles in the response to these nutrient stresses as in model plants and may therefore have the poten-

tial to improve citrus tolerance to nutrient stresses. Therefore, the objective of this experiment is to

study genome-wide identification and cloning of NRAMP family genes in citrus and to analyze their ex-
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pression patterns under different metal nutrient stresses.【Methods】Two commonly used rootstocks in

China (trifoliate orange [Poncirus trifoliata (L.) Raf.] and‘Ziyang Xiangcheng’[Citrus junos‘Ziyang

Xiangcheng’]), were selected as materials in this study. The seed coats of trifoliate orange and Ziyang

Xiangcheng were removed and seeds germinated at a relative humidity of 70% and a temperature at

28 ℃ under darkness for 7 d. Subsequently, the germinated seedlings were transferred to a modified

Hoagland solution composed of 2 mmol · L- 1 Ca(NO3)2, 3 mmol · L- 1 KNO3, 0.5 mmol · L- 1 NH4H2PO4, 1

mmol · L-1 MgSO4, 20 µmol · L-1 H3BO3, 10 µmol · L-1 MnSO4, 5 µmol · L-1 ZnSO4, 1 µmol · L-1 CuSO4, 1

µmol · L-1 H2MoO4 and 50 µmol · L-1 Fe-EDTA at 25 ℃ under a 16-h photoperiod (50 µmol · m-2 · s-1) for

30 d of normal growth and development. For nutrient excess treatments, the seedlings were transferred

to new hydroponic solutions containing 0.5 mmol · L-1 ZnSO4(++Zn), 1.0 mmol · L-1 MnSO4(++Mn), 0.1

mmol·L-1 CuSO4(++Cu) and 0.38 mmol·L-1 CdSO4(++Cd). For nutrient deficiency treatments, the seed-

lings were transferred to new hydroponic solutions containing 10 µmol · L-1 MgSO4(-Mg), 0.2 µmol · L-1

H3BO3(-B), 0.5 µmol·L-1 Fe-EDTA(-Fe) and 30 µmol·L-1 KNO3(-K), while those grown in normal me-

dium were used as control (CK). After 2 d and 5 d of nutrient excess treatments or 4 d and 10 d of nutri-

ent deficiency treatments, the roots and leaves were collected and immediately frozen in liquid nitrogen,

then stored at −80 ℃ for analyzing the expression patterns of NRAMP genes. In addition, physiological-

ly mature leaves were collected from the trifoliate orange and‘Ziyang Xiangcheng’seedlings, the total

chlorophyll content and malondialdehyde amount were evaluated after 15 days of the nutrient stress

treatments. Meanwhile, NRAMP genes were identified from sweet orange (Citrus sinensis) by perform-

ing BLASTP search with sweet orange genome database using the known Arabidopsis thaliana

NRAMP proteins as queries. Subsequently, these genes were isolated from two commonly used root-

stocks trifoliate orange and‘Ziyang Xiangcheng’, respectively, and were named and sequence analyzed

according to the similarity to the AtNRAMPs. Moreover, their expression patterns were analyzed in

roots and leaves of the two rootstocks under excess of Zn, Cu, Cd and Mn and deficiency of Mg, B, Fe

and K treatments.【Results】After BLASTP search and removing redundant sequences and alternative

splices of the same gene, four potential NRAMPs were identified from sweet orange. Subsequently, the

NRAMP genes were PCR- amplified, cloned and sequenced from trifoliate orange and Ziyang

Xiangcheng using sweet orange sequences as references. Following sequencing, the genes were denoted

PtNRAMP2, PtNRAMP3, PtNRAMP6.1, PtNRAMP6.2, CjNRAMP2, CjNRAMP3, CjNRAMP6.1, and

CjNRAMP6.2 based on their sequence similarity to A. thaliana NRAMPs. The PtNRAMPs/CjNRAMPs

were predicted to encode proteins of 512 to 559 amino acids in length that included 10 to 12 putative

transmembrane domains. Multiple sequence alignment revealed a high similarity among PtNRAMP,

CjNRAMP and AtNRAMP proteins. PtNRAMP2/CjNRAMP2 and PtNRAMP3/CjNRAMP3 showed

the highest similarly with AtNRAMP2 (78.9/78.7%) and AtNRAMP3 (79.3/79.5%), respectively. Both

PtNRAMP6.1/CjNRAMP6.1 and PtNRAMP6.2/CjNRAMP6.2 were most similar to AtNRAMP6.

When compared between PtNRAMPs and CjNRAMPs, PtNRAMP2 and CjNRAMP2 were different in

seven amino acids, PtNRAMP3 and CjNRAMP3 different in two amino acids, PtNRAMP6.2 and CjN-

RAMP6.2 different in six amino acids, while there were no difference between PtNRAMP6.1 and CjN-

RAMP6.1. Phylogenetic analysis revealed that the PtNRAMPs and CjNRAMPs were divided into two

groups, similar to the AtNRAMPs. The NRAMP proteins in the same cluster often shared a similar gene

structure and conserved motifs. The phenotypic and physiological determination of chlorophyll and

malondialdehyde suggested that excess Zn, Mn, Cu and Cd, and deficiency of Mg, B, Fe and K treat-

ments significantly limited the growth of the two rootstocks relative to CK. Expression analysis of the
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柑橘是世界主要水果之一，在中国南方山区，柑

橘产业是当地农民致富的主要来源，已成为当地的

支柱产业。在生产上，土壤元素的过量和缺乏易导

致柑橘树体黄化、产量和品质下降。为了适应营养

失调和维持体内营养的平衡，植物通过多种转运蛋

白来调控元素的吸收、转运、分布和流出 [1]，其中自

然抗性相关巨噬细胞蛋白（natural resistance associ-

ated macrophage protein，NRAMP）家族在植物对金

属离子的转运过程中发挥着重要作用，是一类重

要的维持植物体内金属营养平衡的转运蛋白 [2- 4]。

NRAMP 基因最早从小鼠中鉴定出来，近年来大量

NRAMP基因在人、动物、微生物以及植物中鉴定和

克隆 [5-6]。对植物 NRAMP 基因的研究表明：拟南芥

中有 6 个 NRAMP 家族基因，水稻中有 7 个，大豆中

有 13个，其他植物如小麦、油菜中也有不同数量的

NRAMP家族基因被报道[7-9]。前人对拟南芥和水稻

的大部分NRAMP家族基因成员均已进行较详细的

功能验证，例如AtNRAMP1具有调节 Fe元素平衡的

功能 ，并且能作为一种高亲和的转运子吸收

Mn [10-11]。Pottier等 [12]发现 AtNRAMP3和 AtNRAMP4

定位于液泡膜，涉及 Cd、Fe、Zn 和 Mn 元素的运

输，Lanquar等 [13-14]还发现在种子萌发过程中，AtN-

RAMP3和AtNRAMP4蛋白负责液泡中 Fe和Mn的

释放。Cailliatte等 [10]证明 AtNRAMP6 是一个细胞

内转运 Cd 的转运子，能够将 Cd 从贮藏区调运到

细胞功能区。最近，Gao 等 [15] 的研究表明 AtN-

RAMP2 参与高尔基体中 Mn 的重新调动，并且在

酵母中具有运输 Zn 和 Fe 的功能。水稻中共有 5

个 NRAMP 家族基因进行了功能鉴定，分别是Os-

NRAMP1、OsNRAMP3、OsNRAMP4、OsNRAMP5 和

OsNRAMP6[16-18]。对苹果砧木小金海棠的研究结果

显示，植株对 Fe的吸收和转运过程中 MxNRAMP1

发挥着关键作用，从而使植物更能适应缺铁的环

境[19]。前人研究结果都表明，NRAMP家族基因在维

持植物体内 Fe、Mn、Zn、Cu和 Cd的吸收、转运过程

中发挥着重要的作用。

柑橘产区的营养失调发生频繁，其中最主要的

营养失调问题包括K、Mg、B、Fe缺乏以及Mn、Cu过

量，近年因环境污染引起的Cd毒害等也严重威胁柑

橘质量安全。柑橘NRAMP家族基因是否和模式植

物中一样，在营养胁迫响应中发挥作用？是否具有

提高柑橘营养胁迫抗性的潜力？为回答这些问题，

笔者以我国两种常用柑橘砧木枳[Poncirus trifoliata

(L.) Raf.] 和‘ 资 阳 香 橙 ’（Citrus junos‘Ziyang

Xiangcheng’）为材料，系统鉴定和克隆NRAMP家族

基因成员，并比较分析响应营养胁迫的表达模式。

枳是柑橘中应用最普遍的砧木，具有耐寒、抗脚腐病

等特点[20]，‘资阳香橙’是我国发现的一种特有柑橘

种质资源，因为耐碱性土壤、生长势强等优点而被广

泛使用[21]。在本研究中，笔者分别克隆了枳和‘资阳

香橙’中 4个NRAMP基因，并对这些基因进行了详

细的序列分析和功能预测，同时对两种砧木实生苗

进行 Zn、Cu、Cd、Mn 过量处理与 Mg、B、Fe、K 缺素

处理，比较了 NRAMP 基因成员在根和叶中响应不

同营养胁迫的表达模式，为下一步深入研究柑橘

NRAMP基因功能提供参考。

1 材料和方法

1.1 材料和处理

将枳和‘资阳香橙’种子去除种皮后，在 70%相

对湿度、28 ℃的黑暗环境下催芽 7 d。随后按照 Fu

等 [2]的方法，将发芽的幼苗转移到改良的霍格兰营

PtNRAMP and CjNRAMP genes showed that NRAMP2 and NRAMP3 were up-regulated in response to

most nutrient excesses, while NRAMP6.2 was down- regulated in the two rootstocks. Moreover,

NRAMP3 and NRAMP6.2 were primarily up-regulated under Fe and K deficiency.【Conclusion】Four Pt-

NRAMP and four CjNRAMP genes were isolated from trifoliate orange and‘Ziyang Xiangcheng’, re-

spectively. These genes were highly similar to Arabidopsis thaliana orthologs at the protein sequence

level and in terms of putative functions. Based on a comprehensive comparison of gene expression pat-

terns and the findings of previous reports, we speculated that the PtNRAMPs and CjNRAMPs played po-

tential roles in different nutrient stresses. The present study provides essential information regarding cit-

rus NRAMP genes, but more in-depth investigations on their exact functions are warranted.

Key words: Citrus; Mineral element excess; Deficiency; NRAMP

黄梓洋，等：枳和‘资阳香橙’NRAMP家族基因鉴定、克隆及响应营养逆境的表达模式分析 539



果 树 学 报 第36卷

养液中正常培养 30 d。Zn、Mn、Cu、Cd 过量处理

的浓度 分别为 ZnSO4 0.5 mmol · L- 1 (++Zn)，Mn-

SO4 1.0 mmol · L-1 (++Mn)，CuSO4 0.1 mmol · L-1 (++

Cu)，CdSO4 0.38 mmol·L-1 (++Cd)；Mg、B、Fe、K缺素

处理的浓度分别为 MgSO4 10 µmol · L- 1 (- Mg)，

H3BO3 0.2 µmol · L- 1 (-B)，Fe-EDTA 0.5 µmol · L- 1

(-Fe)，KNO3 30 µmol·L-1 (-K)，以在正常培养液中生

长的植株为对照（CK）。在元素过量处理 2 d和 5 d

后，以及缺素处理 4 d和 10 d后，对枳和‘资阳香橙’

的根和叶进行取样并立即在液氮中冷冻，随后储存

在-80℃条件下备用。

1.2 枳和‘资阳香橙’中 NRAMP 家族基因的克隆

和鉴定

以拟南芥 NRAMP 蛋白（AT1G80830.1、AT1G-

47240.1、AT2G23150.1、AT5G67330.1、AT4G18790.1

和 AT1G15960.1）为参考序列，比对甜橙（Citrus si-

nensis）基因组数据库 [22]（http://citrus.hzau.edu.cn/or-

ange/），搜索甜橙 NRAMP 家族基因（划界分数值≥
100 和 e 值≤ e−10）[23]，并且将它们在 Uniprot（http://

www.uniprot.org/）和 Pfam （http://pfam.xfam.org/

search）数据库中进行检验以确保其包含NRAMP保

守结构域（PF01566）。最后以这些鉴定的甜橙

NRAMP基因序列为参考，以枳和‘资阳香橙’的 cD-

NAs为模板，分别扩增NRAMP家族基因完整开放阅

读框（ORF）并进行测序。将枳和‘资阳香橙’中扩增

的 NRAMP家族基因分别命名为 PtNRAMPs和 CjN-

RAMPs。

1.3 PtNRAMP和CjNRAMP基因的序列分析

在 ExPASy 网 站（http://web.expasy.org/com-

pute_pi/）计算翻译后的 PtNRAMP 和 CjNRAMP 蛋

白序列分子量（MWs）和等电点（pIs）。使用MEME

Suite网站（http://meme-suite.org/tools/meme）对基因

结构进行分析，在 TMHMM 网站对每个 PtNRAMP

和CjNRAMP蛋白的跨膜结构域进行预测[24]。通过

subCELlular localization predictor 网 站（CELLO

v.2.5; http://cello.life.nctu.edu.tw/）预测 PtNRAMP 和

CjNRAMP蛋白的亚细胞定位 [25]。使用 ClustalW 对

PtNRAMP，CjNRAMP 和 AtNRAMP 蛋白序列进行

多序列比对[26]，将比对结果输入MEGA 6.0软件进行

分析，并参考Tamura描述的方法构建系统进化树[27]。

1.4 叶绿素和丙二醛含量测定

为分析枳和‘资阳香橙’对不同元素胁迫的抗性

差异，在元素胁迫处理 15 d 后，对枳和‘资阳香橙’

实生苗生理成熟的叶片进行取样，分别测定抗性

相关生理指标叶绿素和丙二醛（MDA）含量。叶

绿素提取和含量参考 Mibei 等 [28]的方法测定，丙二

醛含量根据 Yusuf 等 [29]的方法测定，每个处理 3 次

重复。

1.5 PtNRAMP和CjNRAMP基因表达分析

本研究采用实时定量 PCR 分析 PtNRAMP 和

CjNRAMP基因在枳及资阳香橙不同元素胁迫处理

下的表达模式。首先，取元素过量处理 2 d 和 5 d

后，以及缺素处理 4 d和 10 d的枳和‘资阳香橙’的

根、叶样品，使用RNA提取试剂盒（天根生物公司）

提取样品中的总 RNA；随后使用 iScript TM cDNA

合成试剂盒（BioRad）将 1 µg RNA 反转录成 cD-

NA；以 cDNA 为模板，对 PtNRAMP 和 CjNRAMP 基

因进行荧光定量 PCR 反应。基因引物通过 NCBI

网站的在线引物比对程序进行设计 ，以 Actin

（Cs1g05000.1）作为参考基因。基因相对表达量以

相对表达倍数（FC）进行表示，FC=（处理样品的

PtNRAMP 或 CjNRAMP 的相对表达值）/（对照样品

的 PtNRAMP 或 CjNRAMP 的相对表达值），FC > 1

表示相对于对照样品，基因上调表达，FC < 1 表示

相对于对照样品，基因下调表达；笔者将其中上调

表达 1.5 倍或下调表达 1.5 倍的基因定义为显著上

调或下调表达，即 FC > 1.5 或 FC < 0.67。每个

PCR反应设 3次重复。

1.6 数据分析

试验数据采用 Excel 2016 和 SPSS 18.0 统计软

件进行分析。

2 结果与分析

2.1 PtNRAMP和CjNRAMP基因的鉴定和克隆

以拟南芥已知的NRAMP家族蛋白序列比对甜

橙基因组数据库，获得 4个高度同源的甜橙NRAMP

家族成员且均包含 NRAMP 保守结构域 PF01566，

因此将这 4个基因确定为甜橙 NRAMP基因。根据

甜橙NRAMP基因序列设计引物，分别从枳和‘资阳

香橙’中进行克隆。测序后根据这些序列与 AtN-

RAMPs序列的同源性，分别将其命名为 PtNRAMPs

和 CjNRAMPs（表 1 和表 2）。将 PtNRAMPs 和 CjN-

RAMPs的核苷酸序列提交GenBank，获得的基因登

录 号 为 MK012423~MK012430（ 表 1）。 枳 PtN-
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RAMPs的ORF长度范围是 1 538 bp（PtNRAMP3）至

1 680 bp（PtNRAMP6.2），编码 512~559个氨基酸，预

测含有 10~12 个跨膜结构域（TM）。预测的 PtN-

RAMPs 蛋白的 MW 为 56.3~60.4 kDa，pI 为 5.0~

8.6。与枳 PtNRAMPs类似，资阳香橙 CjNRAMPs的

ORF 长度范围是 1 539 bp（CjNRAMP3）至 1 680 bp

（CjNRAMP6.2），编码 512~559 个氨基酸，预测含有

10~12 个跨膜结构域（TM）。CjNRAMPs 蛋白的

MW 和 pI 的预测范围分别是 56.1~60.6 kDa 和 5.0~

8.7（表1）。

2.2 PtNRAMP和 CjNRAMP基因的序列分析及亚

细胞定位预测

为比较枳和‘资阳香橙’NRAMP基因间及与其

他植物NRAMP基因间的同源性和进化关系，对 Pt-

NRAMPs，CjNRAMPs和拟南芥 AtNRAMPs蛋白序

列进行了多重比对、进化树构建和结构域分析。结

果表明三者之间具有高度的相似性（图 1和表 2），其

中 PtNRAMP2/CjNRAMP2 与 AtNRAMP2 (78.9%/

78.7% )、PtNRAMP3/CjNRAMP3 与 AtNRAMP3

(79.3%/79.5%)的相似性最高（表 2）。PtNRAMP6.1/

CjNRAMP6.1 以及 PtNRAMP6.2/CjNRAMP6.2 均与

AtNRAMP6 序列的相似性最高(表 2)。PtNRAMPs

和CjNRAMPs之间的比较结果显示，PtNRAMP2和

CjNRAMP2 在 7 个氨基酸残基上存在差异，PtN-

RAMP3 和 CjNRAMP3 有 2 个氨基酸残基的差异，

PtNRAMP6.2和 CjNRAMP6.2有 6个氨基酸残基的

差异，PtNRAMP6.1 和 CjNRAMP6.1 之间没有差异

（图 1）。PtNRAMPs与CjNRAMPs蛋白的系统进化

树与 AtNRAMPs相似，均可分为两大分枝，其中拟

南 芥 AtNRAMP2、AtNRAMP3、AtNRAMP4、AtN-

RAMP5 与 PtNRAMP2、PtNRAMP3、CjNRAMP2 和

CjNRAMP3 在 同 一 分 枝 ，而 AtNRAMP1、AtN-

RAMP6 与 PtNRAMP6.1、 PtNRAMP6.2、 CjN-

RAMP6.1和CjNRAMP6.2在另一分枝，相近分枝中

的NRAMP蛋白通常具有相似的基因结构和保守结

构域（图 2）。PtNRAMPs和CjNRAMPs的亚细胞定

位预测结果表明 PtNRAMP6.1，PtNRAMP6.2，CjN-

RAMP6.1 和 CjNRAMP6.2 定位在细胞膜上，PtN-

RAMP2，PtNRAMP3，CjNRAMP2 和 CjNRAMP3 定

位在液泡中（表1）。

表 1 枳和‘资阳香橙’中鉴定和克隆的 NRAMP 家族蛋白信息

Table 1 PtNRAMP and CjNRAMP genes encoding NRAMP proteins along with their molecular details

基因名称

Name

PtNRAMP2

PtNRAMP3

PtNRAMP6.1

PtNRAMP6.2

CjNRAMP2

CjNRAMP3

CjNRAMP6.1

CjNRAMP6.2

基因号

Gene ID

Cs3g15660.1

Cs1g22120.1

orange1.1t02757.1

Cs3g19960.1

Cs3g15660.1

Cs1g22120.1

orange1.1t02757.1

Cs3g19960.1

同源基因

Homolog

AtNRAMP2

AtNRAMP3

AtNRAMP6

AtNRAMP6

AtNRAMP2

AtNRAMP3

AtNRAMP6

AtNRAMP6

开放

阅读框

ORF/bp

1 599

1 538

1 631

1 680

1 598

1 539

1 631

1 680

氨基酸长度

Amino acid
length/aa

533

512

543

559

532

512

543

559

分子质量

Molecular
weight/kDa

58.381

56.324

58.779

60.368

58.354

56.094

58.693

60.566

等电点

Isoelectric
point

5.03

5.15

8.39

8.59

5.04

5.15

8.65

8.59

跨膜结构

域数量

No. of TMDs

11

10

12

12

12

10

12

12

亚细胞定位预测

Prediction of subcellular
localization

液泡 Vacuole

液泡 Vacuole

质膜 Plasma membrane

质膜 Plasma membrane

液泡 Vacuole

液泡 Vacuole

质膜 Plasma membrane

质膜 Plasma membrane

表 2 PtNRAMP、CjNRAMP 和 AtNRAMP 蛋白序列的相似性

Table 2 Percent identity of PtNRAMP，CjNRAMP and AtNRAMP protein sequences

PtNRAMP2

PtNRAMP3

PtNRAMP6.1

PtNRAMP6.2

CjNRAMP2

CjNRAMP3

CjNRAMP6.1

CjNRAMP6.2

AtNRAMP1/%

40.2

39.9

79.1

59.5

40.2

40.3

79.1

59.7

AtNRAMP2/%

78.9

75.3

38.8

36.6

78.7

75.3

39.0

36.0

AtNRAMP3/%

73.7

79.3

38.4

39.0

74.1

79.5

38.4

38.4

AtNRAMP4/%

70.5

73.8

39.0

40.0

70.3

74.0

39.4

39.6

AtNRAMP5/%

70.2

66.5

36.5

36.6

70.4

66.5

37.1

36.2

AtNRAMP6/%

41.0

41.6

80.2

59.8

40.8

42.0

80.3

60.0
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2.3 PtNRAMP和 CjNRAMP基因的表达模式与营

养胁迫抗性

为了预测 PtNRAMPs 和 CjNRAMPs 在柑橘营

养胁迫抗性中的潜在功能，对枳和‘资阳香橙’实生

苗进行过量Zn、Mn、Cu、Cd处理，以及Mg、B、Fe、K

缺素处理，分析不同营养胁迫下基因的表达模式。

图 3表明了不同元素胁迫处理下两种砧木的抗性差

异，元素过量或缺乏处理显著抑制了植株生长，与对

黑色或灰色标记表示相似的氨基酸，红色字母标记表示 PtNRAMPs 和 CjNRAMPs 之间差异的氨基酸，跨膜结构域在序列上方用直线标

示，并且编号为Ⅰ至Ⅻ。

Similar amino acids are indicated by dark or light shading，while different amino acids between PtNRAMPs and CjNRAMPs are marked with red

letters. Transmembrane (TM) domains are shown as lines above the sequences and numbered Ⅰ to Ⅻ.

图 1 PtNRAMP、CjNRAMP 和 AtNRAMP 蛋白的多序列比对

Fig. 1 Multiple sequence alignment of PtNRAMP，CjNRAMP and AtNRAMP proteins

TMD-Ⅱ TMD-Ⅲ TMD-Ⅳ TMD-Ⅴ

TMD-Ⅵ TMD-Ⅶ

TMD-Ⅷ TMD-Ⅸ TMD-Ⅹ

TMD-Ⅺ TMD-Ⅻ

TMD-Ⅰ
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照植株相比，处理植株叶片中叶绿素 a（Chla）、叶绿

素 b（Chlb）和叶绿素总量（Chla + Chlb）会有不同程

度的下降，如枳中Chla的下降比例为 44.7%（++Cu）

至 60.6%（++Zn），Chlb的下降比例为 30.9%（++Cu）

至 53.6%（++Mn）；资阳香橙中 Chla 的下降比例为

11.0%（-Mg）至 49.2%（-Fe），而 Chlb的下降比例为

16.3%（-Mg）至 49.0%（-Fe）。此外，在元素胁迫处

理下，两种砧木叶片中的 MDA 含量显著升高。这

些表型和生理指标的结果表明，上述元素胁迫处理

对柑橘生长造成不同程度影响，其中资阳香橙在大

多数处理下表现更高的抗性。

图 4所示基因表达分析结果表明，PtNRAMPs和

CjNRAMPs在不同元素胁迫处理下表现不同程度的

显著上调（FC > 1.5）或显著下调（FC < 0.67）。为了

更好的保证实验结论的可靠性，我们将枳和‘资阳香

橙’中NRAMPs基因的表达认为是在两种不同材料

中的2次重复，NRAMPs基因成员至少一个时间点在

枳和‘资阳香橙’中同时显著上调或下调时，才认为

该基因响应某一元素胁迫。例如，在 Zn 过量处理

2 d和 5 d 时，枳和‘资阳香橙’叶片中 NRAMP2 的

表达量都表现出显著上调，NRAMP3 在处理 5 d 时

均显著上调，NRAMP6.2在处理2 d时均显著下调，而

NRAMP6.1在处理5 d的枳叶片中显著上调、‘资阳香

橙’叶片中显著下调。因此我们认为，在两种砧木叶

片中，NRAMP2和NRAMP3在Zn过量处理下显著上

调，NRAMP6.2显著下调，NRAMP6.1没有变化规律

（图4）。按同样的分析方法，NRAMP2在两种砧木Cu

和Cd过量下的根中显著上调；NRAMP3在Cu过量或

Fe、K缺乏的叶中显著上调，以及在Zn、Cd、Mn过量

的根中显著上调；NRAMP6.1在Cu和Cd过量处理的

根中显著上调，以及Cd、Mn过量或K缺乏的叶中显

著下调，以及Zn过量或 Fe缺乏的根中显著下调；在

缺Mg、缺B、缺Fe和缺K处理的两种砧木的根中以

及缺K处理的叶中，NRAMP6.2表达显著上升，但在

Cu、Cd、Mn过量处理的两种砧木根和叶中均显著下

调，NRAMP6.2在缺Mg和缺B处理后两种砧木叶中

的表达量也显著下调。总体来说，在元素过量胁迫

下 ，NRAMP2 和 NRAMP3 的表达量普遍上调而

NRAMP6.2 主要下调 ；在缺 Fe 和缺 K 胁迫下 ，

NRAMP3和NRAMP6.2主要上调；但在缺Mg和缺B

胁迫下，除NRAMP6.2基因外，其余NRAMPs响应不

明显（表3）。

图 2 PtNRAMP、CjNRAMP 和 AtNRAMP 蛋白的系统发育进化树和保守结构域

Fig. 2 Phylogenetic tree and conserved motifs of PtNRAMP，CjNRAMP and AtNRAMP proteins
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A. 枳和资阳香橙实生苗在正常(CK)和过量 Zn (++Zn，0.5 mmol · L-1 ZnSO4)，Cu (++Cu，0.1 mmol · L-1 CuSO4)，Cd (++Cd，0.38 mmol · L-1 Cd-

SO4)，Mn (++Mn，1.0 mmol · L-1 MnSO4)处理条件下生长 2 周时的表型；B. 枳和资阳香橙实生苗在正常(CK)和缺 Mg (-Mg，10 µmol · L-1 Mg-

SO4)，B (-B，0.2 µmol·L-1 H3BO3)，Fe (-Fe，0.5 µmol·L-1 Fe-EDTA)，K (-K，30 µmol·L-1 KNO3)条件下生长 3 周时的表型；C~D. 不同元素胁迫处

理 15 d 后枳和资阳香橙叶片叶绿素含量；E~F. 不同元素胁迫处理 15 d 后枳和资阳香橙叶片 MDA 含量。误差线上不同的小写字母表示各

处理间 p < 0.05 水平的显著性差异。

A. Growth of hydroponics trifoliate orange and Ziyang xiangcheng seedlings under normal (CK) and excess Zn (++Zn，0.5 mmol · L-1 ZnSO4)，Cu

(++Cu，0.1 mmol·L-1 CuSO4)，Cd (++Cd，0.38 mmol·L-1 CdSO4) and Mn (++Mn，1.0 mmol·L-1 MnSO4) conditions for 2 weeks; B. Growth of hydro-

ponics trifoliate orange and Ziyang xiangcheng seedlings under normal (CK) and deficiency of Mg (-Mg，10 µmol ·L-1 MgSO4)，B (-B，0.2 µmol ·L-1

H3BO3)，Fe (-Fe，0.5 µmol·L-1 Fe-EDTA) and K (-K，30 µmol·L-1 KNO3) conditions for 3 weeks; C–D. Chlorophyll contents in physiologically ma-

ture leaves of trifoliate orange (C) and Ziyang xiangcheng (D) after 15 days of different nutrient stress treatments; E–F. MDA contents in physiologi-

cally mature leaves of trifoliate orange (E) and Ziyang xiangcheng (F) after 15 days of different nutrient stress treatments. The different small letters

on the error bars indicate significant differences among treatments at p < 0.05.

图 3 枳和‘资阳香橙’实生苗在不同营养胁迫下的表型和生理分析

Fig. 3 Phenotypic and physiological assay of trifoliate orange and Ziyang xiangcheng seedlings

under different nutrient stresses

表 3 NRAMPs 在不同营养胁迫下两种砧木叶片(L)和根(R)中的表达模式汇总表

Table 3 Summarized expression patterns of NRAMPs in leaves (L) and roots (R) of two rootstocks

under different nutrient stresses

基因

Gene

NRAMP2

NRAMP3

NRAMP6.1

NRAMP6.2

++Zn

L

up

up

—

down

R

—

up

down

—

++Cu

L

—

up

—

down

R

up

—

up

down

++Cd

L

—

—

down

down

R

up

up

up

down

++Mn

L

—

—

down

down

R

—

up

—

down

-Mg

L

—

—

—

down

R

—

—

—

up

-B

L

—

—

—

down

R

—

—

—

up

-Fe

L

—

up

—

—

R

—

up

down

up

-K

L

—

up

down

up

R

—

—

—

up

注：“up”、“down”、“—”分别表示上调、下调和无变化。

Note：‘up’，‘down’and‘—’indicate up-regulation，down-regulation and no change，respectively.
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PtNRAMP and CjNRAMP 在 CK，以及 Zn、Cu、Cd、Mn 过量处理 2 d 和 5 d，Mg、B、Fe、K 缺素处理 4 d 和 10 d 的叶（A~H）、根（I~P）中的表

达，以 Actin (Cs1g05000.1)为内参。相对表达量（FC）以处理样品中的相对表达值/对照样品的相对表达值进行计算。处理样品的基因表达相

较对照上调 1.5 倍即 FC > 1.5 (高于红色虚线) 或下调 1.5 倍即 FC < 0.67（低于蓝色虚线）被认为是显著上调或显著下调。

Relative expression of PtNRAMP and CjNRAMP genes in leaves（A-H）and roots（I-P）was analyzed under normal and excess Zn，Cu，Cd and Mn

for 2 d and 5 d，and under normal and deficient Mg，B，Fe and K for 4 d and 10 d by qPCR with normalization to Actin (Cs1g05000.1). The fold-

change (FC) was calculated as the (relative expression value of PtNRAMP or CjNRAMP under treatment)/(relative expression value of PtNRAMP or

CjNRAMP under CK). A FC > 1.5 (above the red dashed line) or < 0.67 (below the blue dashed line) was considered significant up- or down-regula-

tion，respectively.

图 4 PtNRAMPs 和 CjNRAMPs 在不同营养胁迫下的表达

Fig. 4 Expression of PtNRAMPs and CjNRAMPs in response to different nutrient stresses
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3 讨 论

本研究分别从枳和‘资阳香橙’中各鉴定出了 4

个 PtNRAMP 和 4 个 CjNRAMP 基因，这个数量少于

拟南芥和水稻中NRAMP家族基因的数量[30-31]，在两

种砧木中没有发现 AtNRAMP1，AtNRAMP4或者 At-

NRAMP5的直系同源基因，但是 AtNRAMP6的直系

同源基因有两个，分别是NRAMP6.1和NRAMP6.2，

这和前人在大豆和油菜（Brassica napus）中的研究

结果相似 [9，32]。序列分析的结果显示，PtNRAMP和

CjNRAMP蛋白包含已知 NRAMP家族成员的几个

特征。具体来说，8个克隆的PtNRAMP和CjNRAMP

基因编码 512~559个氨基酸的多肽，均在已知植物

NRAMP 蛋白的范围内。系统进化树的结果表明，

PtNRAMPs和CjNRAMPs主要分为两大分枝，这也

与已知 NRAMPs 家族的分类相似。此外，PtN-

RAMPs和CjNRAMPs蛋白中预测有 10~12个TMs，

这些结果与已知 NRAMPs 中发现的 TMs 数量一

致。这些特征表明本研究中鉴定和克隆的 PtN-

RAMPs和CjNRAMPs是NRAMP家族的不同成员。

在柑橘生产过程中，由于含金属元素的杀菌剂

的大量使用以及其他环境污染因素，土壤中 Cu、

Mn、Cd过量的情况越来越普遍。此外因缺 Mg、缺

B、缺Fe、缺K导致的树体黄化也时常发生。我们的

研究结果证实了上述元素胁迫会抑制柑橘的生长，

影响叶绿素的合成，并且会造成细胞损伤。为了了

解柑橘中NRAMPs对不同元素胁迫的响应，我们将

两种砧木中NRAMPs进行了克隆和功能表达模式分

析并与 AtNRAMPs序列比对，虽然本研究没有进行

转基因功能鉴定 ，但也可以初步揭示柑橘中

NRAMPs 的潜在作用。如表 3 中所示，NRAMP2 在

Zn、Cu和Cd过量的情况下均上调，但在Mn过量和

Mg、B、Fe 和 K 缺乏的情况下变化不明显，说明

NRAMP2主要参与了Zn、Cu和Cd的转运。这一结

果与之前的研究发现AtNRAMP2在酵母中参与Mn

和 Fe运输有所不同[33]，这可能表明枳和‘资阳香橙’

PtNRAMP2、CjNRAMP2和拟南芥的AtNRAMP2蛋

白之间存在功能差异。NRAMP3 在 Zn、Cu、Cd 和

Mn过量以及 Fe和 K缺乏的情况下，在两种砧木的

叶片和/或根中上调。前人研究表明，缺 Fe和缺Mn

条 件 下 液 泡 中 Fe 和 Mn 的 重 新 调 动 需 要

NRAMP3[31，34]，NRAMP3也参与了遏蓝菜中Cd的运

图4（续） Fig. 4（continued）
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输 [35]。柑橘与其他植物相似的研究结果暗示 PtN-

RAMP3 和 CjNRAMP3 可能在 Fe、Mn 和 Cd 的运输

中发挥作用。此外，PtNRAMP3和CjNRAMP3可能

参与柑橘中Zn、Cu和K的运输。PtNRAMP6.1、PtN-

RAMP 6.2、CjNRAMP6.1、CjNRAMP6.2 与 AtN-

RAMP1和AtNRAMP6在蛋白水平上具有较高的相

似性，系统进化分析也表明，它们是紧密聚合在一起

的，说明 PtNRAMP6.1、PtNRAMP6.2、CjNRAMP6.1、

CjNRAMP6.2基因可能具有与其他植物NRAMP1和

NRAMP6相似的功能。NRAMP1是一种对Mn具有

高亲和力的运输蛋白 [10]，并且调节花生和其他豆类

植物中 Fe的平衡 [36]，而对 AtNRAMP6的研究表明，

其在植株对 Cd的耐受性中发挥着重要功能 [37]。同

样的，PtNRAMP6.1、PtNRAMP 6.2、CjNRAMP6.1 和

CjNRAMP6.2的表达模式也证明它们响应Mn、Cd和

Fe胁迫，根据上述分析，可以推测它们在Mn、Cd和

Fe 的吸收转运中的可能作用。此外，本研究发现

NRAMP2和NRAMP3在营养过量胁迫下主要上调表

达，而 NRAMP6.2 下调表达，说明柑橘 NRAMP2 和

NRAMP3 可 能 在 元 素 外 排 中 发 挥 作 用 ，而

NRAMP6.2主要参与不同元素的吸收过程。

4 结 论

综上所述，本研究分别从枳和‘资阳香橙’中分

离到 4个 PtNRAMP基因和 4个 CjNRAMP基因。这

些基因在蛋白质序列水平和功能预测上与拟南芥中

的直系同源基因高度相似。综合比较分析基因表达

模式和前人研究结果，笔者推测 PtNRAMPs和CjN-

RAMPs在柑橘不同营养胁迫下发挥重要作用。本

研究提供了柑橘 NRAMP 基因的基本信息，但仍需

要对其功能进行更深入的研究。
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