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柑橘亚科植物GAD基因鉴定及其在枳中的表达分析
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摘 要：【目的】在全基因组水平系统鉴定柑橘亚科植物谷氨酸脱酸酶GAD基因家族，解析其进化特征，探究GAD基

因的表达模式及对外源 γ-氨基丁酸（GABA）的响应。【方法】从10个柑橘亚科物种的基因组数据库中鉴定GAD基因家

族成员，利用生物信息学方法分析其理化性质、系统进化关系、保守基序、基因结构、顺式作用元件及共线性关系。通

过qRT-PCR技术检测枳中GAD基因的组织特异性表达及其在外源GABA处理下的表达动态。【结果】共鉴定到21个

GAD基因，其中枳有3个成员，其余物种均为2个。系统进化分析将其分为3个亚家族，所有成员均包含6个外显子和

5个内含子。PtrGAD1和PtrGAD2为一对片段复制基因。GAD基因富含激素和非生物胁迫响应元件。3个PtrGAD基

因虽在枳各组织中均能表达，但存在组织特异性：PtrGAD1和PtrGAD3在茎中高表达，PtrGAD2在叶片中高表达。外

源GABA处理能够显著诱导PtrGADs表达，但3个基因的响应趋势存在明显差异。其中，PtrGAD1和PtrGAD2在根中

持续上调表达，而PtrGAD3则呈先降低后升高再降低的波动变化模式。【结论】柑橘亚科植物GAD基因家族在进化上

相对保守，但在枳中可能通过基因复制和功能分化以适应复杂的调控需求。GAD基因表达受组织和外源GABA的差

异调控，可能在枳生长发育及GABA介导的逆境响应中发挥重要作用。
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Abstract:【Objective】γ-Aminobutyric acid (GABA), a four-carbon non-protein amino acid, plays cru-

cial roles in plant growth, development, and stress responses. Its primary biosynthesis pathway in plants

involves the irreversible decarboxylation of glutamate, catalyzed by glutamate decarboxylase (GAD), a

pyridoxal phosphate-dependent enzyme. Suppression of GAD activity is known to reduce endogenous

GABA accumulation, impair reactive oxygen species (ROS) scavenging capacity, disrupt hormone inter-

actions, and consequently restrict plant growth. While the GAD gene family has been characterized in

various plant species such as cotton, rice, maize, soybean, and sweet orange, a comprehensive genomic

analysis within the aurantioideae subfamily remains limited. This study aimed to systematically identify

GAD gene family members across 10 aurantioideae species, Atalantia buxfoliata, Citrus clementina, Cit-

rus grandis L. Osbeck‘Wanbaiyou’, Citrus ichangensis, Citrus medica, Citrus reticulata, Citrus sinen-

sis, Fortunella hindsii, Poncirus trifoliata, and Citrus grandis L. Osbeck cv.‘Cupi Majiayou’, and to

investigate their evolutionary relationships, gene structures, and expression patterns, particularly in Pon-

cirus trifoliata in response to exogenous GABA.【Methods】GAD protein sequences from Arabidopsis

thaliana were used as queries to identify putative GAD members in the 10 target species using TBtools,
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based on the hidden Markov model profile of the GAD conserved domain. Identifications were subse-

quently verified using the NCBI Conserved Domain Database. The physicochemical properties of the

identified GAD proteins, including molecular weight, theoretical isoelectric point (pI), instability index,

and grand average of hydropathicity (GRAVY), were predicted using ExPASy. Subcellular localization

predictions were performed with WoLF PSORT. Protein secondary and tertiary structures were predict-

ed using SOPMA and SWISS-MODEL, respectively. Potential phosphorylation sites were identified us-

ing NetPhos- 3.1. A phylogenetic tree was constructed with MEGA11, incorporating GAD sequences

from the aurantioideae species and other plants. Gene structure, conserved motifs, promoter cis-acting

elements, and collinearity relationships were analyzed using TBtools, MEME, PlantCARE, and Ad-

vanced Circos, with results visualized accordingly. The tissue- specific expression patterns of GAD

genes in Poncirus trifoliata and their transcriptional responses in roots following exogenous GABA

treatment were analyzed using quantitative real- time PCR (qRT- PCR).【Results】A total of 21 GAD

genes were identified from the genomes of the 10 aurantioideae species. Notably, Poncirus trifoliata

possessed three GAD members, while all other species contained two each. Segmental duplication was

inferred to be responsible for the additional gene in P. trifoliata. All 21 deduced GAD proteins con-

tained the conserved Glu-decarbox (GAD) domain. Their protein lengths were 494 or 498 amino acids,

with molecular weights ranging from 56.194 to 56.294 kD and theoretical pI values between 5.44 and

5.97. With the exception of PtrGAD1 (instability index 40.27), all proteins were predicted to be stable

(instability index ＜ 40). The GRAVY values (-0.296 to -0.236) indicated hydrophilic nature, and the

aliphatic indices ranged from 85.68 to 88.38. Subcellular localization predictions suggested a cytoplas-

mic localization for all GAD proteins. Secondary structure analysis revealed a predominance of alpha-

helices and random coils, with a minor proportion of beta- sheets. Tertiary structure modeling of the

PtrGADs indicated high similarity among the three proteins, all potentially forming homomeric hexam-

ers. Additionally, each GAD protein was predicted to contain approximately 40 potential phosphoryla-

tion sites. Phylogenetic analysis classified the 21 GAD genes into three distinct subfamilies, each con-

taining members from multiple species. All genes shared a conserved structure of 6 exons and 5 introns,

and 10 GAD- specific conserved motifs were identified. Promoter analysis revealed an abundance of

hormone-responsive cis-elements. Abscisic acid (ABA) responsive elements were present in all 21 pro-

moters. Methyl jasmonate (MeJA) and auxin (IAA) responsive elements were widely distributed, found

in 19 (all except CmGAD2 and PtrGAD3) and 20 (all except CiGAD2) promoters, respectively. Salicyl-

ic acid (SA) and Gibberellin (GA) responsive elements were less common, present in only 11 and 13

genes. Various abiotic stress- responsive elements were also identified, suggesting potential roles for

GAD genes in hormone signaling and stress adaptation. qRT-PCR analysis demonstrated differential tis-

sue-specific expression of the three PtrGAD genes in P. trifoliata. PtrGAD1 and PtrGAD3 showed the

highest expression in stems, whereas PtrGAD2 was predominantly expressed in leaves. Furthermore, ex-

ogenous GABA treatment significantly induced the expression of all PtrGADs in roots, but with distinct

kinetic patterns: PtrGAD1 and PtrGAD2 exhibited sustained upregulation in roots, while PtrGAD3 ex-

hibited a fluctuating pattern of an initial decrease, followed by an increase and a subsequent decrease.

【Conclusion】The GAD gene family within the aurantioideae subfamily is relatively conserved in evolu-

tion. The expansion and potential functional diversification of the family in Poncirus trifoliata, likely

via segmental duplication, may contribute to its adaptation to complex regulatory requirements. The dis-

tinct tissue-specific expression patterns and differential transcriptional responses to exogenous GABA

suggest that individual PtrGAD genes play specialized roles in the growth, development, and GABA-
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γ-氨基丁酸（GABA）是一种广泛存在于植物中

的非蛋白氨基酸。研究显示，内源GABA积累会影

响杨树的碳氮代谢、激素稳态和信号级联反应，负调

控不定根的形成[1]。外源GABA通过抑制苹果中镉

的摄取和转运相关基因的表达，进而缓解镉胁迫[2]。

干旱条件下，GABA通过负调控ALMT9活性调节拟

南芥气孔开放，从而提高其水分利用率和抗旱能力[3]。

在烟草中，harpin蛋白通过激活GABA支路增强对病

原菌的抗性[4]。可见，GABA在植物生长发育、代谢

调控以及生物与非生物胁迫响应中发挥重要作用，

而谷氨酸脱羧酶（GAD，EC 4.1.1.15）是催化谷氨酸

发生脱羧反应转化为GABA的关键限速酶[5]。GAD

是一种典型的磷酸吡哆醛依赖性酶，在其羧基末端

普遍存在一个钙调蛋白（calmodulin，CaM）结构

域[6-8]，其活性受Ca2+/CaM复合体的调控[9]。近年来，

GAD基因家族在拟南芥、水稻、棉花、玉米、杨树、苹

果等植物的功能研究中已取得显著进展[10-15]，但其在

柑橘亚科中的进化特征及表达调控机制仍不明确。

柑橘亚科植物包含柑橘属、金柑属、枳属等重要

经济作物，在栽培过程中常面临土壤酸化、盐渍化、

低温及季节性干旱等非生物胁迫，进而抑制生长。

尽管在甜橙等柑橘物种中已有GAD基因表达的初

步报道 [16]，但柑橘亚科内 GAD 基因的系统进化关

系、蛋白结构及其对GABA响应的功能保守性尚缺

乏系统研究。此外，GABA作为信号分子是否参与

及如何反馈调控GAD表达尚不明确。枳作为柑橘

类果树的优良砧木种质资源，其GAD基因的组织特

异性及对GABA的响应机制仍有待解析。本研究

以柑橘亚科 10个已公布基因组的代表性物种为对

象，通过全基因组水平的基因鉴定与进化分析，深入

解析柑橘亚科植物GAD基因结构及其进化关系，同

时结合枳幼苗分析GAD基因家族的组织特异性及

其对GABA的响应，为柑橘砧木抗逆分子育种提供

候选基因资源。

1 材料和方法

1.1 试验材料与处理

本研究以枳（Poncirus trifoliata）为试验材料。

选取籽粒饱满、大小一致的种子，于室温下蒸馏水浸

泡 12 h，依次经 5% NaClO溶液消毒 15 min、75%乙

醇消毒 90 s，最后用无菌去离子水充分冲洗 3~4次。

将消毒后的种子置于 30 ℃黑暗条件下催芽。待种

子露白后，播种于含0.65%琼脂的培养基中，并移入

人工气候箱培养。培养条件：昼夜温度28 ℃/28 ℃，

光周期16 h光照/8 h黑暗，相对湿度70%。培养10 d

后，将幼苗转移至水培盒中进行水培。营养液组成

与浓度参照课题组前期确定的配方 [17]，每 2 h通气

20 min。预培养 4 d后，选取长势一致的健壮幼苗，

于营养液中外源添加 0.1 mmol · L-1 GABA，该浓度

基于课题组前期筛选试验确定 [18]。分别于处理 0、

0.5、2、6、24、48 h后采集新鲜植株根、茎、叶样品，立

即用液氮速冻，并于-80 ℃超低温冰箱中保存，用于

后续RNA提取及基因表达分析。

1.2 柑橘亚科植物GAD基因鉴定及理化性质分析

从柑橘基因组数据库（http://citrus.hzau.edu.cn/

download.php）中下载酒饼簕（Atalantia buxfoliata）、

克里曼丁橘（Citrus clementina）、晚白柚（Citrus

grandis L. Osbeck.‘Wanbaiyou’）、宜昌橙（Citrus

ichangensis）、枸橼（Citrus medica）、宽皮橘（Citrus

reticulata）、甜橙（Citrus sinensis）、山金柑（Fortunel-

la hindsii）、枳（Poncirus trifoliata）和马家柚（Citrus

grandis L. Osbeck.‘Cupi Majiayou’）的基因组和蛋

白质数据。在 NCBI 数据库（https://www.ncbi.nlm.

nih.gov）中检索并下载拟南芥AtGADs蛋白序列作

为参考序列，在 Pfam数据库（https://www.ebi.ac.uk/

interpro/）下载含GAD保守结构域的隐马尔科夫模

型（PF00282），使用 TBtools[19]的 BLAST（E-value 阈

值：e-10）功能分别进行比对，得到候选基因的蛋白序

列，并提交至NCBI保守域数据库（CDD）验证。同

时，通过ExPASy ProtParam网站（https://web.expasy.

org/protparam/）预测蛋白质分子质量、理论等电点

（pI）、不稳定系数等。通过 WoLF PSORT 网站

（https://www.genscript.com/wolf- psort.html）进行亚

细胞定位分析。使用 SOPMA（http://npsa-pbil.ibcp.

fr/cgi-bin/npsa_automat.pl page=npsa_sopma.html）和

SWISS- MODEL 在 线 网 站（https://swissmodel.ex-

mediated stress responses of Poncirus trifoliata. This study provides a valuable foundation for further

functional characterization of GAD genes in citrus and related species.

Key words: Citrus; GAD; γ-Aminobutyric acid; Glutamate decarboxylase; Gene expression
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pasy.org/）进行蛋白质二级和三级结构预测。通过

NetPhos-3.1在线网站（https://services.healthtech.dtu.

dk/services/NetPhos-3.1/）进行磷酸化位点预测。

1.3 柑橘亚科植物GAD基因系统进化、保守基序

和结构分析

在 Phytozome 网站（https://phytozome- next.jgi.

doe.gov/）下载小麦（Triticum aestivum）的GAD基因

蛋白序列，在 NCBI 网站下载拟南芥（Arabidopsis

thaliana）、番茄（Solanum lycopersicum）、葡萄（Vitis

vinifera）、白杨（Populus alba）、花生（Arachis hypo-

gaea）的GAD基因蛋白序列，使用MEGA11软件将

其与10个柑橘亚科物种的GAD蛋白质序列进行比

对，采用邻接法构建系统发育树，bootstrap值设置为

1000。蛋白保守基序通过MEME在线网站（https://

meme-suite.org/meme/tools/meme）进行分析。基因

结构基于GAD基因组注释文件中的内含子和外显

子相关信息，使用TBtools软件进行绘图，随后将系

统发育树、基因结构及保守结构基序在TBtools软件

中进行整合。

1.4 柑橘亚科植物GAD基因顺式作用元件及共线

性分析

使用 TBtools 截取 GAD 基因起始密码子上游

2000 bp 的启动子序列，利用 PlantCARE 在线网站

（https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plant -

care/html/）对启动子区域顺式作用元件进行预测，分

析基因功能并使用TBtools软件进行可视化。使用

Tbtools软件查找枳 PtrGADs基因中的串联重复与

片段复制基因，并使用Advanced Circos绘制基因组

内共线性图谱。使用Tbtools软件分析枳、甜橙、拟

南芥三个物种间GAD基因的共线性关系。

1.5 RNA提取与qRT-PCR分析

使用 Primer Premier 5 软件设计 PtrGADs 基因

qPCR特异性引物，以柑橘ACTIN为内参基因[20]（表

1）。总RNA提取与反转录使用北京全式金生物公

司的 TransZol Up Plus RNA Kit 和 EasyScript® One-

Step gDNA Removal and cDNA Synthesis SuperMix

试剂盒，qRT- PCR 检测使用荧光定量专用试剂

SYBR qPCR Master Mix。利用 2−ΔΔCt法计算基因相

表 1 枳 GAD 基因 qRT-PCR 引物

Table 1 qRT-PCR primers of GAD family genes in Poncirus trifoliata

基因名称

Gene name

PtrGAD1

PtrGAD2

PtrGAD3

ACTIN

上游引物（5'→3'）
Forward primer (5'→3')

GACTGTTCAATGCTCCACT

GCTAGTGGTGGCTTCATT

GAATATGATTGCCCACCTA

CCAATTCTCTCTTGAACCTGTCCTT

下游引物（5'→3'）
Reverse primer (5'→3')

TGTTCTGCCACTTTCTTTT

GTTCATCAGGCAAGTCTTCT

TTGCCTCTGATGAACCTAC

TGACTGATGAGAACTGCCAGAAG

对表达量，使用 SPSS 26.0 软件进行显著性分析

（P＜0.05），并采用 Waller Duncan 检验方法进行统

计分析。

2 结果与分析

2.1 柑橘亚科植物GAD基因鉴定及蛋白理化性质

分析

为系统鉴定柑橘亚科植物中GAD基因家族，本

研究对10个代表性物种（酒饼簕、克里曼丁橘、晚白

柚、宜昌橙、枸橼、宽皮橘、甜橙、山金柑、枳和马家

柚）进行了全基因组水平鉴定。由表2可知，共鉴定

出 21 个 GAD 基因，除枳含有 3 个成员（PtrGAD1，

PtrGAD2，PtrGAD3）外，其余物种均为2个。根据与

拟南芥GAD蛋白的同源性，对鉴定到的GAD基因

进行命名。经NCBI保守结构域数据库分析确认，

21 个 GAD 基因编码蛋白均包含典型 Glu-decarb-

GAD结构域，表明其功能保守。GAD蛋白理化性

质预测结果显示，GAD蛋白序列长度高度保守，为

494 或 498 个氨基酸；相对分子质量为 56.194~

56.294 kDa；理论等电点为 5.44~5.97，均为酸性蛋

白。除PtrGAD1（40.27）外，其余蛋白的不稳定系数

均低于40，表明大部分GAD蛋白性质稳定。平均亲

水性系数为-0.296~-0.236，证实GAD蛋白均为亲水

性蛋白。亚细胞定位预测结果显示，GAD蛋白均定

位于细胞质。上述结果表明，柑橘亚科植物GAD蛋

白为一类性质稳定、亲水的酸性蛋白。

GAD蛋白二级结构预测分析表明（表 3），α-螺

旋和无规则卷曲是主要结构元件，而 β-折叠占比最

小。进一步利用同源建模预测三级结构，以枳的

PtrGADs蛋白为例，发现3个成员结构相似度高，且
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表 2 柑橘亚科植物 GAD 基因理化性质分析

Table 2 Physicochemical properties of GAD genes in aurantioideae

基因名称
Gene name

AbGAD1

AbGAD2

CclGAD1

CclGAD2

CgGAD1

CgGAD2

CiGAD1

CiGAD2

CmGAD1

CmGAD2

CreGAD1

CreGAD2

CsGAD1

CsGAD2

sjgGAD1

sjgGAD2

PtrGAD1

PtrGAD2

PtrGAD3

CmgGAD1

CmgGAD2

登录号
Genome ID

sb25848.1

sb28931.2

Ciclev10015017m.1

Ciclev10019831m.1

Cg2g028560.1

Cg8g017180.1

Ci059240.1

Ci192080.1

Cm065140.1

Cm060520.1

MSYJ273350.1

MSYJ073500.1

Cs_ont_2g014610.1

Cs_ont_5g029050.1

sjg280680.1

sjg055910.1

PtUn023160.1

Pt2g017480.1

Pt3g017640.1

CMJ_chr2_013810.1

CMJ_chr5_025740.1

氨基酸数
Number of
amino acids/aa

494

498

494

498

494

498

494

498

494

498

494

498

494

498

494

498

494

494

498

494

498

分子质量
Molecular
weight/kD

56.238

56.195

56.196

56.248

56.194

56.281

56.237

56.280

56.244

56.235

56.196

56.248

56.240

56.281

56.196

56.289

56.294

56.280

56.275

56.194

56.281

等电点
Isoelectric
point

5.46

5.75

5.47

5.86

5.46

5.86

5.51

5.97

5.47

5.92

5.47

5.86

5.47

5.86

5.47

5.86

5.45

5.44

5.97

5.46

5.86

不稳定系数
Instability
index

39.23

35.37

39.62

38.35

38.63

37.02

39.18

37.02

38.28

36.36

39.62

38.35

39.62

37.02

39.62

36.72

40.27

39.10

37.80

38.63

37.02

平均亲水性系数
Grand average of
hydropathicity

-0.291

-0.243

-0.296

-0.236

-0.285

-0.256

-0.287

-0.256

-0.294

-0.237

-0.296

-0.236

-0.295

-0.256

-0.296

-0.242

-0.289

-0.289

-0.249

-0.285

-0.256

脂肪系数
Aliphatic
index

87.98

85.88

87.59

87.05

88.38

85.68

87.39

85.68

86.80

88.23

87.59

87.05

87.59

85.68

87.59

87.05

87.39

87.39

87.05

88.38

85.68

亚细胞定位
Subcellular
localization

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

注：Ab. 酒饼簕；Ccl. 克里曼丁橘；Cg. 晚白柚；Ci. 宜昌橙；Cm. 枸橼；Cre. 宽皮橘；Cs. 甜橙；sjg. 山金柑；Ptr. 枳；Cmg. 马家柚。下同。

Note: Ab. Atalantia buxfoliata; Ccl. Citrus clementina; Cg. Citrus grandis L. Osbeck.cv.‘Wanbaiyou’; Ci. Citrus ichangensis; Cm. Citrus medica;

Cre. Citrus reticulata; Cs. Citrus sinensis; sjg. Fortunella hindsii; Ptr. Poncirus trifoliata; Cmg. Citrus grandis L. Osbeck. cv.‘Cupi Majiayou’. The

same below.

表 3 柑橘亚科植物 GAD 基因二级结构和磷酸化位点

Table 3 Secondary structure and phosphorylation site of GAD genes in aurantioideae

基因名称
Gene name

AbGAD1

AbGAD2

CclGAD1

CclGAD2

CgGAD1

CgGAD2

CiGAD1

CiGAD2

CmGAD1

CmGAD2

CreGAD1

CreGAD2

CsGAD1

CsGAD2

sjgGAD1

sjgGAD2

PtrGAD1

PtrGAD2

PtrGAD3

CmgGAD1

CmgGAD2

α-螺旋比例
Alpha helix
ratio/%

41.90

41.97

40.89

41.57

41.50

41.16

40.48

41.16

40.49

42.17

41.09

41.57

40.69

41.36

40.28

41.56

39.47

41.90

40.76

40.28

41.16

延伸链比例
Extended
strand ratio/%

13.97

15.06

14.78

14.06

13.97

14.06

14.78

14.46

16.19

15.26

14.37

14.26

13.97

15.26

14.37

14.46

14.78

15.79

15.86

14.17

14.06

β-折叠比例
Beta turn
ratio/%

6.07

5.62

6.48

5.82

6.68

6.63

6.48

6.23

5.87

6.02

6.48

6.22

6.48

6.63

6.28

6.63

5.87

6.07

6.03

6.28

6.63

无规则卷曲
Random coil
ratio/%

38.06

37.35

37.85

38.55

37.85

38.15

38.26

38.15

37.45

36.55

38.06

37.95

38.86

36.75

39.07

37.35

39.88

36.24

37.35

39.27

38.15

丝氨酸位点数
Number of
serine site

17

16

17

19

17

17

15

17

17

17

17

19

17

17

17

17

16

16

18

17

17

苏氨酸位点数
Number of
threonine site

15

17

14

17

13

18

15

18

13

16

14

17

14

18

14

17

15

15

15

13

18

酪氨酸位点数
Number of
tyrosine site

8

9

8

9

8

9

8

9

8

9

8

9

8

9

8

9

8

8

9

8

9
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图 1 枳 PtrGADs 蛋白三级结构预测

Fig. 1 Tertiary structure of PtrGADs protein in trifoliate orange

PtrGAD1 PtrGAD2 PtrGAD3

均可能形成同源六聚体结构（图 1）。此外，磷酸化

位点预测显示，GAD蛋白均含有约 40个潜在的磷

酸化位点。其中，CclGAD2 和 CreGAD2 最多（45

个），CgGAD1、CiGAD1、CmGAD1 和 CmgGAD1 最

少（38 个），暗示其活性可能受到广泛的转录后调

控。

2.2 柑橘亚科植物GAD基因系统进化、保守基序

和结构分析

为阐明柑橘亚科植物GAD基因间的进化关系，

对10个物种的21个GAD蛋白序列进行系统进化分

析。结果表明，GAD 蛋白可被划分为三个亚家族

（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ），且每个亚家族均包含来自不同物种的

成员，揭示了基因家族的扩张模式（图 2-A）。具体

而言，第Ⅰ亚家族包含 8 个成员，其中克里曼丁橘

CclGAD1 与甜橙 CsGAD1、晚白柚 CgGAD1 与马家

柚 CmgGAD1 分别聚为一支，具有较近的亲缘关

Ccl. 克里曼丁橘；Cs. 甜橙；Cre. 宽皮橘；Sjg. 山金柑；Cm. 枸橼；Cg. 晚白柚；Cmg. 马家柚；Ab. 酒饼簕；Ci. 宜昌橙；Ptr. 枳。下同。

Ccl. Citrus clementina; Cs. Citrus sinensis; Cre. Citrus reticulata; Sjg. Fortunella hindsii; Cm. Citrus medica; Cg. Citrus grandis L. Osbeck.‘Wan-

baiyou’; Cmg. Citrus grandis L. Osbeck.‘Cupi Majiayou’; Ab. Atalantia buxfoliata; Ci. Citrus ichangensis; Ptr. Poncirus trifoliate. The same below.

图 2 柑橘亚科植物 GAD 基因进化树（A）、保守基序（B）和基因结构分析（C）

Fig. 2 Phylogenetic tree (A), motif (B) and conserved domain (C) of GAD genes in aurantioideae

CclGAD1
CsGAD1
CreGAD1
sjgGAD1
CmGAD1
CgGAD1
CmgGAD1
AbGAD1
CiGAD1
PtrGAD1
PtrGAD2
AbGAD2
PtrGAD3
CmGAD2
sjgGAD2
CreGAD2
CclGAD2
CsGAD2
CgGAD2
CiGAD2
CmgGAD2

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Motif 7
Motif 1
Motif 10
Motif 4
Motif 5
Motif 3
Motif 2
Motif 6
Motif 8
Motif 9

UTR
CDS

A B C
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系。第Ⅱ亚家族成员数量最少，仅包含3个基因，分

别为枳 PtrGAD1、PtrGAD2 和宜昌橙 CiGAD1。第

Ⅲ亚家族是最大的群组，包含 10个成员，其进化拓

扑结构更为复杂，酒饼簕AbGAD2、枳PtrGAD3、枸

橼CmGAD2和山金柑 sjgGAD2各自形成独立分支，

而宽皮橘CreGAD2与克里曼丁橘CclGAD2则聚为

一支。

为进一步探究 GAD 蛋白的结构保守性，利用

MEME程序鉴定其保守基序。共鉴定到 10个保守

基序，所有GAD家族成员均包含全部10个基序，且

排列顺序高度一致（如N端和C端分别为Motif 7和

Motif 9），表明该基因家族在柑橘亚科中具有高度

的序列保守性（图 2-B）。基因结构分析显示（图 2-

C），所有GAD基因均包含6个外显子和5个内含子，

外显子长度在不同成员间差异较小，主要差异体现

在内含子长度和非翻译区（UTR）：与其他亚族成员

相比，第Ⅰ亚家族成员的内含子相对较短而非翻译

区较长；与之相反，第Ⅲ亚家族成员的内含子较长而

非翻译区较短。蛋白基序和基因结构的分析结果与

系统进化关系相互印证，表明同一亚家族的GAD基

因在序列和结构上具有较高的相似性。

为在全基因组层面探究GAD基因的宏观进化

关系，笔者进一步将柑橘亚科GAD蛋白与拟南芥、

小麦、番茄、葡萄、白杨和花生的GAD蛋白序列共同

构建系统发育树。结果显示（图 3），GAD基因分为

A、B、C三大进化组。柑橘亚科植物GAD基因位于

A组和B组，并与拟南芥、番茄、白杨等其他双子叶

植物的GAD基因亲缘关系更近。

At. 拟南芥；Ta. 小麦；Sl. 番茄；Vv. 葡萄；Pa. 白杨；Ah. 花生。

At. Arabidopsis thaliana; Ta. Triticum aestivum; Sl. Solanum lycopersicum; Vv. Vitis vinifera; Pa. Populus alba; Ah. Arachis hypogaea.

图 3 GAD 基因成员演化分析

Fig. 3 Evolutionary analysis of GAD genes members

Gro
up

C

Group A

Group B
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激素 Hormone 非生物胁迫 AbioticA B

AbGAD1
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CclGAD1
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图 4 柑橘亚科植物 GAD 基因启动子顺式作用元件分布（A）和数量（B）

Fig. 4 Distribution (A) and number (B) of cis-acting elements in the promoter regions of GAD genes in aurantioideae

12
10
8
6
4
2
0

生长素响应元件 Auxin-responsive element
富含 AT 的 DNA 结合蛋白(ATBP-1)的结合位点
Binding site of AT-rich DNA binding protein (ATBP-1)
参与脱落酸响应的顺式作用元件
Cis-acting element involved in the abscisic acid responsiveness
顺式作用调控元件 Cis-acting regulatory element
用于最大诱导剂介导激活的元件(2 个拷贝)
Element for maximal elicitor-mediated activation (2copies)
赤霉素响应元件 Gibberellin-responsive element

参与生长素响应 Involved in auxin responsiveness

参与 MeJA 响应 Involved in the MeJA-responsiveness

MYBHv1 结合位点 MYBHvl binding site
参与细胞周期调控的顺式作用元件
Cis-acting element involved in cell cycle regulation
参与防御和应激响应的顺式作用元件
Cis-acting element involved in defense and stress responsiveness
参与低温响应的顺式作用元件
Cis-acting element involved in low-temperature responsiveness

参与厌氧特异性诱导的增强元件
Enhancer-like element involved in anoxic specific inducibility
参与种子特异性调控 Involved in seed-specific regulation

参与玉米蛋白酶代谢 Involved in zein metabolism regulation

调控生长素响应元件的一部分 Part of an auxin-responsive element

伤口响应元件 Wound-responsive element
参与水杨酸反应的顺式作用元件
Cis-acting element involved in salicylic acid responsiveness
与分生组织表达相关的顺式作用调控元件
Cis-acting regulatory element related to meristem expression
对厌氧诱导至关重要的顺式调控元件
Cis-acting regulatory element essential for the anaerobic induction
保守 DNA 模块阵列(CMA3)的一部分
Part of a conserved DNA module array (CMA3)
蛋白质结合位点 Protein binding site

参与胚乳特异性负表达 Involved in endosperm-specific negative expression
参与干旱诱导的 MYB 结合位点
MYB binding site involved in drought-inducibility

2.3 柑橘亚科植物GAD基因启动子顺式作用元件

分析

为探究GAD基因的潜在调控功能，笔者对柑橘

亚科21个GAD基因启动子区顺式作用元件进行系

统分析。结果表明（图 4），启动子区富含多种与激

素应答、逆境胁迫及生长发育相关的顺式作用元

件。在激素响应元件方面，21个基因的启动子区均

含有脱落酸（ABA）响应元件。此外，茉莉酸甲酯

（MeJA）和生长素（IAA）响应元件分布广泛：MeJA

存在于除 CmGAD2 和 PtrGAD3 外的 19 个基因中，

IAA 存在于除 CiGAD2 外的 20 个基因中。水杨酸

（SA）和赤霉素（GA）响应元件的分布相对较少，分

别存在于 11个和 13个基因中。在非生物胁迫响应

元件方面，不同类型的元件分布具有特异性。低温

响应元件仅在AbGAD2中存在；干旱响应元件特异

性地分布于山金柑 sjgGAD1和 sjgGAD2中；而厌氧

响应元件则分布于 AbGAD2、PtrGAD3、CreGAD1、

CmgGAD2、sjgGAD2、CsGAD2和CgGAD2等 7个基

因。此外，在部分GAD基因启动子中还预测到与植

物生长发育相关的调控元件。上述结果表明，柑橘

亚科植物GAD基因可能广泛参与由多种激素信号

介导的生物学过程，并响应干旱、低温和缺氧等多种

非生物胁迫，在植物激素信号转导和逆境应答调控

网络中发挥重要作用。

2.4 柑橘亚科植物GAD基因的共线性分析

为探究柑橘亚科GAD基因的进化机制，本研究

5′ 3′
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
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PtrGAD1

PtrGAD2

PtrGAD3

24.00
21.00
18.00
15.00
12.00
9.00
6.00
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0.00

图 5 枳 GAD 基因物种内共线性分析

Fig. 5 Collinear analysis of GAD genes in Poncirus trifoliata

对关键物种枳进行了种内以及与拟南芥、甜橙的种

间共线性分析。种内共线性分析结果显示（图 5），

在枳基因组中发现一对片段复制基因，即位于 ch-

rUn 染色体上的 PtrGAD1 与位于 chr2 染色体上的

PtrGAD2，表明基因复制事件在枳GAD基因家族的

进化中发挥作用。这对复制基因在系统进化树中共

同属于第Ⅱ亚家族（图 2-A），表明其在基因结构和

功能上可能具有较高的相似性。种间共线性分析进

一步揭示了 GAD 基因在不同物种间的保守性（图

6）。在枳与拟南芥的比较中，鉴定出2对同源基因，

分别为枳 PtrGAD2 与拟南芥 AtGAD4、枳 PtrGAD3

与拟南芥 AtGAD5，且这两对基因在系统进化树上

分别聚类于同一分支。在柑橘亚科近缘物种枳与甜

橙之间，同样鉴定出2对同源基因，即枳PtrGAD1和

PtrGAD2 与甜橙 CsGAD1、枳 PtrGAD3 与甜橙 Cs-

GAD2。上述保守的共线性关系表明，这些同源基因

图 6 GAD 基因多物种共线性分析

Fig. 6 Multi-species collinear analysis of GAD genes

Arabidopsis thaliana

Poncirus trifoliata

Citrus sinensis

At-1 At-2 At-3 At-4 At-5
AtGAD4 AtGAD5

At-Pt At-Mt

Cs-chr9 Cs-chrUn Cs-chr7 Cs-chr8 Cs-chr5 Cs-chr6 Cs-chr3 Cs-chr4 Cs-chr1 Cs-chr2

CsGAD2 CsGAD1

PtrGAD1 PtrGAD3 PtrGAD2

Ptr-chr9 Ptr-chrUn Ptr-chr7 Ptr-chr8 Ptr-chr5 Ptr-chr6 Ptr-chr3 Ptr-chr4 Ptr-chr1 Ptr-chr2

尹思容，等：柑橘亚科植物GAD基因鉴定及其在枳中的表达分析 1379



果 树 学 报 第43卷

b c b c
d c d

a

b

0 0 . 5 2 6 2 4 4 8
0 . 0
0 . 5
1 . 0
1 . 5
2 . 0
2 . 5
3 . 0 G A D 1

�
�
�
�
�
�
�

Re
lat

ive
 ex

pre
ssi

on
 in

 lea
ves

����

T r e a t m e n t  t i m e / h

e e

d
c

b a

0 0 . 5 2 6 2 4 4 8
0 . 0

0 . 5

1 . 0

1 . 5

2 . 0

2 . 5

�
�
�
�
�
�
�

Re
lat

ive
 ex

pre
ssi

on
 in

 ro
ots

����

T r e a t m e n t  t i m e / h

G A D 1

b c c
e

b

a

d

0 0 . 5 2 6 2 4 4 8
0 . 0

0 . 5

1 . 0

1 . 5

2 . 0

2 . 5 G A D 1

����

T r e a t m e n t  t i m e / h

�
�
�
�
�
�
�

Re
lat

ive
 ex

pre
ssi

on
 in

 ste
ms

f e
d

c
b

a

0 0 . 5 2 6 2 4 4 8
0 . 0

0 . 5

1 . 0

1 . 5

2 . 0

2 . 5 G A D 2

�
�
�
�
�
�
�

Re
lati

ve 
exp

res
sio

n i
n r

oot
s

����

T r e a t m e n t  t i m e / h

c c
d

b

a

c

0 0 . 5 2 6 2 4 4 8
0 . 0
0 . 5
1 . 0
1 . 5
2 . 0
2 . 5
3 . 0 G A D 2

�
�
�
�
�
�
�

Re
lat

ive
 ex

pre
ssi

on
 in

 ste
ms

����

T r e a t m e n t  t i m e / h

c d e d e

a

b

0 0 . 5 2 6 2 4 4 8
0 . 0
0 . 5
1 . 0
1 . 5
2 . 0
2 . 5
3 . 0 G A D 2

�
�
�
�
�
�
�

Re
lat

ive
 ex

pre
ssi

on
 in

 lea
ves

����

T r e a t m e n t  t i m e / h

e f d

b

a

c

0 0 . 5 2 6 2 4 4 8
0 . 0

0 . 5

1 . 0

1 . 5

2 . 0

2 . 5 G A D 3
�
�
�
�
�
�
�

Re
lati

ve 
exp

res
sio

n i
n r

oot
s

����

T r e a t m e n t  t i m e / h

a

f e
c b

d

0 0 . 5 2 6 2 4 4 8
0 . 0

0 . 5

1 . 0

1 . 5

2 . 0

2 . 5 G A D 3

�
�
�
�
�
�
�

Re
lat

ive
 ex

pre
ssi

on
 in

 ste
ms

����

T r e a t m e n t  t i m e / h

c
e

b
a a

d

0 0 . 5 2 6 2 4 4 8
0 . 0

0 . 4

0 . 8

1 . 2

1 . 6

2 . 0 G A D 3

�
�
�
�
�
�
�

Re
lati

ve 
exp

res
sio

n i
n l

eav
es

����

T r e a t m e n t  t i m e / h

对可能保留了相似或互补的生物学功能。

2.5 枳GAD基因成员的组织特异性表达分析

为明确枳 GAD 基因成员（PtrGAD1、PtrGAD2

和 PtrGAD3）在不同组织中的表达水平，采用 qRT-

PCR技术对其在根、茎、叶中的表达模式进行分析。

结果表明（图7），3个基因在根、茎、叶中均能表

达，但其表达水平存在显著的组织特异性差异。

PtrGAD1 在茎中的表达量显著高于根和叶 ；

PtrGAD2 在叶中表达量最高，而在根中最低；

PtrGAD3则在茎中表达量最高，而在根和叶中的表

达水平无显著差异。上述结果表明，GAD基因家族

成员在枳不同组织中的功能可能存在差异，推测该

家族基因广泛参与并调控枳的生长发育过程。

2.6 外源GABA对枳GAD基因表达的影响

为探究外源GABA对枳GAD基因表达的反馈

调控作用，分析了GABA处理下枳根、茎、叶中 3个 PtrGADs基因的表达动态。结果表明（图 8），外源

不同小写字母表示差异显著（P＜0.05）。下同。

Different small letters indicate significantly different values (P＜

0.05). The same below.

图 7 枳 GAD 基因组织特异性表达

Fig. 7 Tissue-specific expression of GAD genes in Poncirus

trifoliata

图 8 GABA 处理后 PtrGADs 基因的相对表达分析

Fig. 8 Expression analysis of PtrGADs gene after GABA treatments
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GABA处理能显著诱导PtrGADs基因表达量发生改

变，且不同基因在不同组织中的响应模式存在差

异。在根中，PtrGAD1和PtrGAD2表达总体呈持续

上升趋势，在 48 h时表达量分别为处理前的 2.41倍

和2.43倍；而PtrGAD3表达则呈现先短暂抑制后诱

导上升再下降的动态变化，处理 0.5 h 时表达量降

低，2 h后开始回升，24 h时达到峰值（为处理前的

2.16倍），48 h后显著回落。在茎和叶中，PtrGAD1

与PtrGAD2表达量均在GABA处理 24 h后达到最

高，变化趋势相似；PtrGAD3在茎中的表达整体受到

抑制，而在叶中则呈现先降低后升高再降低的波动

趋势。上述结果综合表明，3个PtrGAD基因均能响

应外源GABA处理，但其动力学特征和表达模式存

在基因特异性与组织特异性，表明其可能以不同方

式参与GABA介导的枳幼苗生理调控网络。

3 讨 论

GAD是催化GABA合成的关键限速酶，在植物

生长发育及胁迫响应中发挥重要的调节作用 [21-25]。

尽管GAD基因家族在拟南芥、水稻等模式植物中已

有深入研究，但其在柑橘亚科这一重要果树类群中

的进化与功能仍不清楚。本研究首次在柑橘亚科

10个代表性物种中系统鉴定了GAD基因家族，共鉴

定出 21个成员。其中，枳含有 3个GAD基因，其余

物种均鉴定出2个成员。这与拟南芥（5个）、水稻（5

个）、大豆（5个）、番茄（5个）、西蓝花（9个）等物种存

在差异[26-30]，暗示了不同植物谱系中GAD基因家族

的进化历程可能存在差异。系统进化分析将柑橘亚

科GAD蛋白清晰地划分为3个亚家族，且同一亚家

族成员具有相似的保守基序和基因结构（均含 6个

外显子和 5个内含子），证实了分类结果的可靠性。

跨物种系统发育树显示，柑橘亚科GAD基因与拟南

芥、番茄、杨树等双子叶植物的亲缘关系更近。进化

分析在一定程度上反映了物种间的系统发育关系。

例如，第Ⅰ亚家族中柑橘属物种的聚类，以及第Ⅱ亚

家族中枳与宜昌橙的密切关系，为柑橘亚科的进化

分析研究提供了分子证据。另外，在枳中发现

PtrGAD1 和 PtrGAD2 基因对是由片段复制事件产

生的，且二者均属于第Ⅱ亚家族。基因复制是基因

家族扩展和新功能进化的重要驱动力[31-32]，这一发现

为后续探究枳GAD基因的功能分化提供了关键的

进化线索

生物信息学分析表明，柑橘亚科GAD蛋白的理

化性质稳定，均为亲水性酸性蛋白，且均预测定位于

细胞质，这与在大豆中的研究结果一致[33]。高级结

构预测显示均为高度相似的同源六聚体，与前人在

西瓜中的报道吻合[34]，揭示了该蛋白在结构上的高

度保守性。启动子顺式作用元件分析是推测基因功

能的重要手段。本研究发现在柑橘亚科GAD基因

启动子区富含与激素应答（如 ABA、IAA、MeJA、

SA、GA）和非生物胁迫（如厌氧、干旱）相关的顺式

元件。这一结果与GABA被广泛报道参与植物激

素互作及逆境响应的功能高度吻合[35-36]。例如，所有

GAD基因均含有ABA响应元件，这与ABA在胁迫

信号通路中的核心地位一致，提示GABA的合成可

能受 ABA 信号精密调控，共同应对环境胁迫 [37- 38]。

上述分析结果表明，柑橘亚科GAD基因的表达可能

受到复杂的内源激素信号和外界环境因子的协同调

控，这与甜橙中的报道一致[16]，为其在柑橘砧木抗逆

性中的潜在作用提供了理论依据。

表达模式分析进一步揭示了PtrGAD基因的功

能复杂性。组织特异性表达结果显示，3个PtrGAD

基因在枳各组织中均能表达，但其表达水平存在明

显差异。其中，PtrGAD1和PtrGAD3在茎中表达量

较高，而PtrGAD2则在叶片中优势表达，表明其可

能通过表达位置的分化，在不同组织中发挥特定功

能，从而精细调控各部位GABA稳态。3个PtrGAD

基因对外源GABA的响应模式存在显著差异。在

GABA处理下，PtrGAD1和PtrGAD2在根中表现为

持续上调，而PtrGAD3则呈现先抑制后诱导再回落

的动态波动趋势，这一差异暗示PtrGAD1、PtrGAD2

与PtrGAD3可能由不同的转录调控网络调控。启

动子区顺式作用元件的种类与数量差异，可能导致

3个PtrGAD对GABA、内源激素或胁迫信号的敏感

性不同。PtrGAD3的表达在反馈调控中表现出更动

态、更精细的调控特性，而PtrGAD1、PtrGAD2则可

能执行更直接、更持久的诱导合成功能。在持续胁

迫下，PtrGAD1、PtrGAD2的稳定高表达有助于维持

充足的 GABA 合成，以满足长期抗逆需求；而

PtrGAD3的动态响应模式可能使其在应对短暂或波

动的胁迫时更具灵活性，有利于避免代谢资源的过

度消耗。这种分工协作的调控机制，可能增强了枳

对环境变化的适应可塑性。综上所述，本研究不仅

揭示了柑橘亚科GAD基因在转录层面上存在GA-
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BA反馈调控，更凸显了不同成员在调控模式与生

理功能上的分化。后续可通过鉴定关键转录因子、

解析蛋白活性调控及构建遗传材料，进一步阐明各

成员在GABA代谢网络与逆境适应中的具体作用，

为柑橘抗逆分子育种提供重要的候选基因资源。

4 结 论

首次在柑橘亚科中系统鉴定了GAD基因家族，

揭示了其在进化上相对保守，但表达与功能呈现分

化。枳GAD基因发生串联复制，产生了旁系同源基

因PtrGAD1、PtrGAD2；各成员具有组织表达特异性

与差异化GABA响应模式，暗示该家族可能通过亚

功能化实现调控分工，并在枳中形成多层次的转录

调控网络，为解析GABA在柑橘抗逆中的作用提供

线索。未来，可通过功能验证、调控机制与互作研

究，阐明各成员在胁迫应答中的功能，为柑橘抗逆育

种提供科学依据。
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