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苹果CNGC基因家族鉴定及表达分析
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摘 要：【目的】通过生物信息学方法对苹果CNGC基因家族的数量、进化、结构和胁迫差异表达开展深入分析，为探

究CNGC基因在苹果中响应生物与非生物胁迫诱导调控奠定理论基础。【方法】利用CNGC基因特有结构域，借助

Pfam、CDD、HMMER、SMART软件筛选基因序列，通过构建系统进化树、分析基因结构、motif、基因共线性、密码子

偏好性、亚细胞定位、顺式作用元件，结合转录组数据与 qRT-PCR，挖掘抗逆性强的CNGC基因。【结果】从富士、金

冠、嘎拉和新疆野苹果4种苹果基因组中，共鉴定出67个CNGC基因家族成员。采用最大似然法（ML）构建系统进

化树，将 4种苹果及拟南芥的CNGC基因家族分为 4个亚族（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ，其中Ⅳ又分为Ⅳa和Ⅳb），同一亚族

CNGC基因具有相似的结构域、基因结构和motif分布。苹果CNGC基因在不同染色体上分布不均，家族基因扩增涉

及节段和串联重复，并且该家族基因高频密码子偏好以A/U结尾，偏好编码精氨酸（Arg，AGA）。该家族基因主要定

位于液泡、内质网、质膜和细胞核，多数顺式调控元件能响应光、低温、干旱、激素等胁迫及组织表达诱导，表明该家

族基因在这些功能方面具有潜在调控作用。转录组分析表明，该家族基因参与开花、果实成熟、生物及非生物胁迫

调控。qRT-PCR分析表明，嘎拉苹果组培苗经盐胁迫后，叶片和根系中有 4个基因MdgCNGC1.2A、7.1A、5A和 9.1A

高度诱导上调表达。【结论】CNGC基因参与果树开花调控、果表皮蜡质的生物合成、激素胁迫、生物和非生物胁迫诱

导表达。MdgCNGC1.2A、7.1A、5A和9.1A在苹果叶片和根系中被盐胁迫诱导高度表达。本研究结果为进一步探索

CNGC基因家族在苹果抗性育种中的作用提供了参考依据。
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Abstract:【Objective】As non-selective cation channels, the cyclic nucleotide-gated channel (CNGC)

gene family regulates calcium uptake to participate in plant signaling, biotic stress signaling, abiotic

stress signaling, and growth. High- quality apple varieties such as Fuji, Golden Delicious and Gala,

which are mainly grown internationally, cannot survive the winter in Gansu province, China. Xinjiang

wild apples are known for their strong cold resistance, but they are also characterized by high acidity

and poor fruit quality; therefore, they are commonly used as rootstocks for grafting. Despite the key

roles of the CNGC gene family in plant survival and environmental response, little is known about the

activity and function of this gene family in apples.【Methods】In this study, the cyclic nucleotide-bind-

ing domain (cNMP_binding, PF00027) and ion transport protein domain (Ion_trans, PF00520) of
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CNGC were used to analyze and screen four apple CNGC gene sequences with tools including Pfam,

CDD, HMMER, and SMART. The protein length, molecular weight, isoelectric points (pI), instability

index, and hydrophobicity (GRAVY) were predicted by the ExPASy Server. The subcellular localiza-

tion of CNGC was determined using the WoLF PSORT online prediction tool. Four apple and Arabidop-

sis CNGC protein sequences were aligned using the ClustalX 2.01 program. The phylogenetic tree of

these CNGCs was constructed using MEGA7.0 with the maximum likelihood (ML) method and 1000

bootstrap replicates. The exon- intron structure of CNGC genes was analyzed online using the Gene

Structure Display Server (GSDS2.0). The protein sequences of CNGCs were scanned for conserved mo-

tifs using the online MEME tool. Cis-acting regulatory elements in the 2000 bp upstream sequence of

the CNGC genes were predicted using the Signal Scan search program in the PlantCARE database. Col-

linearity analysis was performed using MCScanX, and intraspecific gene duplications were visualized

using TBtools-Ⅱ. The CodonW1.4.4 software was applied to analysis codon usage index, ENc-plot,

PR2-plot, Neutrality-plot and RSCU analysis by the Python3.7.0 and R4.4.2 software. We downloaded

RNA-seq data related to four aspects of apple CNGC genes from the NCBI-SRA database: flower regu-

lation, fruit epidermal wax biosynthesis, hormone treatment, and biotic and abiotic stress expression.

The expression of twenty-two CNGC genes in Gala apple under salt stress was analyzed by quantitative

real- time polymerase chain reaction (qRT-PCR).【Results】Sixty-seven CNGC gene family members

were identified across the genomes of four apple species: Fuji (14), Golden Delicious (13), Gala (22),

and Xinjiang wild (18) apples. The four apple CNGCs are basic proteins with an average isoelectric

point (pI) of 8.63 (ranging from 5.53 to 9.57).Analysis of protein properties showed that the length rang-

es from 548 (MdjCNGC1.2) to 1733 (MsCNGC1.2B) amino acids (aa), with an average of 812 aa, and

the average molecular weight is 93.53 kDa (ranging from 63.24 to 198.90 kDa).A maximum likelihood

phylogenetic analysis categorized the CNGC genes from four apple species and Arabidopsis into four

distinct subfamilies (Groups Ⅰ-Ⅳ). Genes within the same subfamily exhibit similar domain struc-

tures, gene architectures, and motif distributions. Group Ⅰ subfamily comprises 7 to 9 exons, Group Ⅱ

subfamily comprises 7 to 15 exons, Group Ⅲ subfamily comprises 6 exons, Group Ⅳa subfamily com-

prises either 6 or 12 exons, and Group Ⅳb subfamily comprises 6 to 20 exons. All protein sequences of

the CNGC family in four apple varieties possess the two characteristic domain motifs: motif 1

(Ion_trans, PF00520) and motif 2 (cNMP_binding, PF00027). All the identified MsCNGC, MdfCNGC,

and MdjCNGC genes were unevenly distributed across 12 chromosomes. By contrast, MdgCNGC genes

were distributed on only 10 chromosomes, and whole genome duplication contributed to the expansion

of the CNGC gene family in the four apple species. Analyses of the ENc-plot, PR2-plot, and Neutrality-

plot showed that codon usage of the CNGC gene family in four apples was mainly driven by natural se-

lection, alongside other factors such as base mutations. RSCU analysis showed that high-frequency co-

dons in the four apple CNGC genes mostly end with A/U, while low-frequency codons end with G/C.

Codons with the highest RSCU values mainly encode arginine (Arg, AGA). Subcellular localization as-

says showed that all CNGC proteins from the four apples were localized to the plasma membrane. The

majority of cis-acting regulatory elements were light-responsive, and others are associated with growth,

development, low temperature, drought, and hormone responses, indicating the CNGC gene family po-

tentially plays roles in these biological processes. Furthermore, among the tissue- specific expression

patterns detected in flower samples of Golden Delicious, MdjCNGC7.3 was highly up-regulated at the

flower bud stage, MdjCNGC9.1 was highly up-regulated at the flower popcorn stage, and MdjCNGC7.2

was highly up- regulated at the full bloom stage. Furthermore, MdjCNGC7.1, MdjCNGC7.2, Md-
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作为植物第二信使，钙离子广泛参与植物信号

转导和生长发育，尤其是植物在响应外界生物或非

生物环境胁迫时，钙离子起着关键调控作用[1-2]。钙

传感蛋白主要分为 3 个家族 ，包括钙调蛋白

（calmodulin，CaM）和钙调类似蛋白（calmodulin-

like proteins，CMLs）[3- 4]、钙调素-B 类似蛋白（calci-

neurin-B-like proteins，CBLs）[5]、钙依赖性蛋白激酶

（calcium dependent protein kinases，CPKs）和钙及钙

调素依赖性蛋白激酶（calcium and calmodulin de-

pendent protein kinase，CCaMK）[6-7]。钙与这些钙传

感器结合后，会诱导构象变化，从而触发特定靶蛋

白或直接通过诱导CPKs来刺激激酶活性[8]。相比

之下，几个离子通道家族调节钙的摄取，包括环核

苷酸门控通道（cyclic nucleotide- gated channels，

CNGCs）、两个孔道1（two pore channel 1，TCP1）、离

子型谷氨酸受体和几个其他通道[9]。

环核苷酸门控通道（CNGCs）属于在动物和植物

中都存在的非选择性阳离子通道。1998年研究人员

通过扫描与钙调素结合的转运蛋白（HvCBT1）在大

麦中发现CNGCs[10]。CNGCs作为钙离子可渗透的

配体门控通道，在环核苷酸和钙依赖性信号通路的

相互作用过程中发挥重要作用[11]。在真核生物中，

CNGCs作为钙传感器存在。钙对于植物而言意义重

大，在植物的生长和发育过程中发挥着关键作用，同

时在光信号转导、应对干旱和盐胁迫，以及增强病原

体耐受性等方面，都有着不可或缺的地位 [8]。

CNGCs通过环核苷酸（cyclic nucleotides，cNMP）的

结合而被激活，其活性受到Ca2+/CaM结合的抑制[12]，

而钙在胁迫条件下对调节植物生长具有重要作用。

CNGCs中存在 6个跨膜结构域（S1~S6）和 1个孔区

域，第五和第六结构域及环核苷酸结合结构域（CN-

BD）和CaM结合结构域存在于C端。CNBD由1个

磷酸盐结合区（phosphate binding cassette，PBC）和 1

个铰链区组成[13]。PBC能与环核苷酸结合（cyclic nu-

cleotide binding，CNB）配体的磷酸盐以及糖基团相

结合，而铰链区在提升配体结合效力与选择性方面发

挥着重要作用[14]。另外，有研究表明，CNGCs还参与

植物对各种生物和非生物胁迫的反应[15]。

植物CNGCs基因参与了许多生物功能，包括植

物发育和抗逆性[16-17]及抗病性[18-19]。作为植物发育和

抗逆性调节因子，AtCNGC1参与了Ca2+的吸收[20]；铺

地芥（Physcomitrella patens）CNGC蛋白（PpCNGCb）

jCNGC7.3, and MdgCNGC7.2B exhibited significant responses to different hormone stimuli. Transcrip-

tome analysis showed that MdfCNGC1.3 was significantly up-regulated following apple stem grooving

virus infection, while MdjCNGC7.2 and MdjCNGC7.3 maintained higher expression levels than the con-

trol across multiple time points after inoculation with Pythium ultimum in apple seedlings. Transcrip-

tome analysis showed that after 60 days of exposure to 5 ℃, the expression level of MdfCNGC7.1 was

significantly higher than that of the control group. qRT-PCR analysis indicates that salt stress signifi-

cantly induces four genes, MdgCNGC1.2A, MdgCNGC7.1A, MdgCNGC5A, and MdgCNGC9.1A, in the

leaves and roots of‘Gala’apple seedlings.【Conclusion】In this study, a total of 18 genes from Malus

sieversii, 14 genes from Malus domestica‘Fuji’, 13 genes from Malus domestica‘Golden Delicious’,

and 22 genes from Malus domestica‘Gala’were identified as members of the CNGC gene family. This

study used bioinformatics methods to analyze the physicochemical properties, gene structure, chromo-

somal localization, phylogenetic relationship, collinearity, codon usage bias, subcellular localization

and cis-acting regulatory element characteristics of the CNGC gene family in four apples. Furthermore,

transcriptomic data of apple tissues, hormone-related stress, and both biotic and abiotic stressors were

subjected to additional analysis. The qRT-PCR analysis also showed that CNGC genes were highly ex-

pressed after salt stress treatment, while their expression was significantly lower under controlled condi-

tions. This study examines the CNGC gene family across four apple varieties. It aims to conduct an in-

depth analysis of CNGC- related data, thereby establishing a foundational dataset for subsequent trials

on stress resistance in apple varieties.

Key words: Apples; CNGC gene family; Bioinformatics analysis; Transcriptome analysis; Salt stress

expression
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和 拟 南 芥（Arabidopsis thaliana）同 源 物 蛋 白

（AtCNGC2）对热耐受性至关重要[21]，AtCNGC3促进

种子萌发[22]，AtCNGC6介导热诱导的Ca2+内流及热耐

受性的获得 [23]，AtCNGC10 与植物生长相关 [24]，

AtCNGC16和AtCNGC18分别在压力下影响花粉的

生育力和花粉尖端的生长 [25- 26]，而 AtCNGC19 和

AtCNGC20则与盐耐受性有关[27]。此外，遗传学研究

也揭示了拟南芥CNGC基因 AtCNGC2、AtCNGC4、

AtCNGC11和AtCNGC12在植物抗病性中的重要作

用。AtCNGC2 突变体防御型无死亡 1（defense no

death 1，dnd1）表现出减弱的超敏反应（hypersensitive

response，HR），但对胡萝卜果腐菌的基础抗性增强[28]，

以及对水杨酸（salicylic acid，SA）积累的无毒病原体

的R基因赋予抗性[29-30]。辣椒CaCNGC2、CaCNGC7

和CaCNGC10基因在低温和高温胁迫下持续上调表

达[31]。毛果杨PtrCNGC家族在不同组织中的表达具

有特异性，在茎中的表达量较高，在根和叶中的表达

量较低；在盐胁迫和干旱胁迫下，PtrCNGC家族同

一分支上的多数成员表现出相似的表达模式[32]。

CNGC基因家族已在拟南芥（Arabidopsis thali-

ana）[10]、甘 蓝（Brassica oleracea）[33]、玉 米（Zea

mays）[34]、枣（Ziziphus jujuba）[35]、烟草（Nicotiana toba-

cum）[36]、小麦（Triticum aestivum）[37]、水稻（Oryza sati-

va）[38]、油菜（Brassica rapa）[14]、梨（Pyrus bretsch-

neideri）[39]、番茄（Solanum lycopersicum）[40]、甜橙（Cit-

rus sinensis）[41]、马铃薯（Solanum tuberosum）[42]、猕猴

桃（Actinidia chinensis）[43]和紫花苜蓿（Medicago sati-

va）[44]中报道。根据上述植物的系统发育分类，该基

因家族可划分为四大类群，其中第四类群进一步细分

为2个亚族，即groupⅠ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳa和Ⅳb。在本研究中，

笔者选择嘎拉、富士、金冠和新疆野苹果4种苹果，首

次对苹果CNGC基因家族开展了泛基因家族分析，

并系统分析了苹果CNGC基因家族在生物和非生物

胁迫下的表达模式，以期为进一步解析苹果CNGC

基因家族在抗性遗传改良方面提供参考依据。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 定量试验材料与处理 定量试验所用材料

为嘎拉苹果（Malus domestica‘Gala’）组培苗，保存

于甘肃农业大学果树生理与生物技术实验室。将

嘎拉苹果试管苗单芽茎段接于固体GS培养基上，

分别置于LED白光下培养35 d后，将经过高温灭菌

后 200 mmol·L-1 NaCl溶液注入嘎拉苹果GS固体培

养基上处理24 h，每个处理设置3组重复，以等体积

蒸馏水处理为对照。

1.1.2 转录组数据挖掘试验材料与处理 （1）不同

发育期CNGC家族基因表达。a.金冠苹果花器官在

蕾期、初花期和盛花期的 3个不同花期CNGC基因

表达。b.金冠和富士苹果果实于 2016年在西北农

林科技大学宝鸡乾阳苹果试验农场采集。金冠和富

士的成熟果实分别于 8月 27日（果实生长 132 d）和

10月 8日（果实生长 174 d）采摘后，在 20 ℃、95%相

对湿度下贮存 64 d和 80 d，直到失去商品价值。在

贮存期间，样品每隔16 d收集1次果皮样本，在果实

收获后 0、16、32和 48 d时分别采集果皮组织样本。

上述每个样本包括 3个生物学重复，每个生物学重

复由9个果实组成。小心剥离苹果皮后立即在液氮

中冷冻，然后在-80 ℃下贮存，用于RNA-seq分析。

（2）激素胁迫条件下CNGC家族基因表达。a.赤

霉素（GA）处理嘎拉苹果树：用质量浓度为 200 mg·L-1

的GA与含有0.05% Tween-20表面活性剂的水溶液

处理20年生嘎拉（其嫁接砧木为Mark）苹果树，重复

处理间隔为1~2 d。在GA处理后1、2、5和15 d采集

茎尖组织。b. 使用乙烯抑制剂 1-甲基环丙烯（1-

methylcyclopropene，1-MCP）处理金冠和富士苹果

果实：收获于成熟阶段的 100个同质果实被随机分

为两批，一批在密封容器中用乙烯抑制剂1-MCP处

理过夜（最终体积分数为0.7 µL·L-1），而另一批则作

为对照。这两个批次，共分 6个阶段。第一阶段是

收获的鲜果。其他 5个阶段分别是：收获后 1 d、7 d

（1周）、14 d（2周）、21 d（3周）和60 d。在收获后1~

21 d收集的样本在室温（20 ℃）下进行保鲜成熟，而

最后1个样本（收获后2个月）则存放在冷藏室（2 ℃

常规气调）。每个保鲜阶段选择5个苹果，冷藏存储

选择 20个苹果。c.两种细胞分裂素处理苹果组培

苗：4周大的无菌芽在不含细胞分裂素的培养基上

生长后，与无菌母芽分离，切成20 mm长的小段，并

放置在试验培养基上。在试验中使用了两种不同

的细胞分裂素培养基：含有 4.5 µmol · L- 1 噻苯隆

（thidiazuron，TDZ）和 4.5 µmol ·L-1 6-苄氨基嘌呤核

苷（6-benzylaminopurine riboside，6-BA）的培养基，

不含细胞分裂素的培养基为对照。培养条件与维

持芽体培养时相同。在将体外芽外植体放置在试验
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培养基后48 h和4周时，从3个不同培养瓶中收集的

样本在-80 ℃下贮存，用于RNA提取。

（3）生物胁迫下CNGC家族基因表达。a.通过

RNA-Seq 测序技术比较苹果茎沟病毒（apple stem

grooving virus，ASGV）感染的富士苹果组培苗（AP-

Vinfect）与未感染病毒的富士苹果组培苗（AP-

Vfree）的转录组数据。b.杂交苹果实生种子幼苗根

系接种终极腐霉菌（Pythium ultimum）的方法是将根

系浸入接种液中5 s，然后将处理过的幼苗种植到经

过巴氏消毒的盆栽混合土中，并充分浇水。对照组

则用0.5%的甲基纤维素溶液进行假接种，然后以与

病原体感染幼苗相同的方式进行移植和维护。根组

织分别在0 h、1 h、4 h、8 h、24 h、48 h、72 h和96 h后

收集，共收集 20株幼苗的根部组织，并按处理分组

在每个时间点进行汇总。试验 2次重复，来自同一

时间点的汇总根部组织在接种后用于RNA提取和

RNA-seq分析。

（4）非生物胁迫下CNGC家族基因表达。a.从

富士苹果树上采集一年生顶端带有花芽的枝条，枝

条的基部浸泡在切花保鲜剂中，并在 5 ℃下孵育。

分别收集BC（在长时间寒冷之前）、AC（在长时间寒

冷之后）和BB（芽萌发期）3个阶段的芽体进行转录

组测序，即在秋季寒冷需求满足之前（BC阶段）、在

冬季寒冷需求满足之后（5 ℃持续60 d）（AC阶段），

以及在早春满足热量需求期间（22 ℃持续 9 d）（BB

阶段）。b.富士苹果嫁接在M9根茎上，随机种植在

55 cm×55 cm×60 cm的花盆中，并在自然田间条件

下生长。苹果树根据氮肥施用水平分为 3组：氮缺

乏组（0×；不施肥）、对照组（1×；施用 7 g尿素）和氮

过量组（2×，施用14 g尿素；4×，施用28 g尿素）。在

6个月后从每组中收集一年生新梢第3~10个中间芽

位的叶片组织，进行RNA-seq测序分析。

1.2 基因家族成员鉴定和理化性质分析

金冠苹果 CNGC 蛋白序列、注释信息和基因

组序列均下载自Ensembl Plants（http://plants.ensem-

bl.org/index.html）基因组数据库，嘎拉、富士和新

疆野苹果 CNGC 蛋白序列、注释信息和基因组序

列均下载自 GDR（https://www.rosaceae.org/）基因

组数据库。根据CNGC蛋白序列中包含环核苷酸

结合域（CNBD，cNMP_binding，PF00027）和离子

转运蛋白结构域（ITP，Ion_trans，PF00520）[40]，使用

HMMER、Pfam、CDD 和 SMART 筛选出包含两个

保守结构域的序列。分子质量（MW）、理论等电点

（pI）、不稳定性指数（Ⅱ）和疏水性平均值（GRA-

VY）通过网络在线工具 ProtParam（https://web.ex-

pasy.org/protparam）[45]进行预测。

1.3 系统进化、基因结构和保守基序分析

使用ClustalW软件对金冠、嘎拉、富士、新疆野苹

果与拟南芥CNGC蛋白序列进行多序列比对。利用

MEGA7.0构建系统进化树，采用最大似然法（ML），

进行 1000次重复，其他参数均设为默认值[46]。使用

在线网站Evolview（https://evolgenius.info//evolview-

v2/#login）对构建的系统进化树进行可视化和编

辑[47]。使用GSDS v2.0（https://gsds.gao-lab.org/）[48]对

MsCNGC、MdjCNGC、MdfCNGC 和 MdgCNGC 的基

因结构进行可视化。通过在线软件MEME（Multi-

ple EM for Motif Elicitation，https://meme- suite.org/

meme/db/motifs）[49]确定保守基序，参数预设为10。

1.4 基因串联重复和密码子偏好性分析

使用Circos[50]将 4种苹果CNGC基因家族分别

对应到各自基因组的染色体上。使用多重共线性分

析软件包（MCScanX）分析4种苹果CNGC基因家族

内部的串联重复事件。为显示4种苹果CNGC家族

基因的同源关系，使用TBtools-Ⅱ绘制基因共线性

分析图 [51]。利用 Python 编译的程序计算 4 种苹果

CNGC基因家族CDS序列的GC总含量（GCall）和

密码子第 1、2、3位碱基组成中的GC含量（分别用

GC1、GC2和GC3表示）及同义密码子第 3位的GC

含量（用GC3s表示）[52]。利用软件CodonW1.4.4计

算相对同义密码子使用度（relative synonymous co-

don usage，RSCU）、有效密码子数（effective number

of codon，ENc）、密码子适应指数（codon adaptation

index，CAI）、氨基酸序列长度（length of the amino

acid sequences）等参数[53]。通过Python3.7.0和R4.4.2

软件对4种苹果CNGC基因家族进行ENc-plot、PR2-

plot、Neutrality-plot和RSCU分析[52]。

1.5 亚细胞定位和顺式作用元件分析

使用在线软件 WoLFPSORT（https://wolfpsort.

hgc.jp/）对 4种苹果CNGCs家族基因成员亚细胞定

位进行预测。分别从金冠、嘎拉、富士和新疆野苹果

基因组数据库中检索MdjCNGCs、MdgCNGCs、Mdf-

CNGCs和MsCNGCs的基因上游 2000 bp编码区内

的顺式作用元件[54]。这些顺式作用元件的类型、数

量和功能通过 PlantCARE 网络在线软件进行分
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析[55]，并用TBtools-Ⅱ软件进行可视化。

1.6 转录组数据挖掘及响应发育和胁迫基因表达

分析

为展示苹果CNGC基因家族的组织表达、激素、

生物和非生物胁迫表达，从NCBI-SRA数据库下载了

RNA-seq数据（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra）。金

冠苹果参考基因组和gff3文件下载自Ensembl Plants

（http://plants.ensembl.org/index.html）基因组数据库，

嘎拉和富士苹果参考基因组和 gff3文件均下载自

GDR（https://www.rosaceae.org/）基因组数据库。为

检查配对末端数据（FASTQ 格式）的质量，使用

FASTQC对测序数据进行质控，用Trimmomatic对测

序数据进行读取修剪与质量改进。随后，使用Hisat2

软件包将读段分别与金冠、嘎拉和富士苹果基因组

进行比对。用 StringTie Quantify获得 FPKM（Frag-

ments Per Kilobase of exon model per Million mapped

fragments）格式的基因表达。将分析得到的 FPKM

值用TBtools-Ⅱ软件进行 log2（FPKM+1）归一化处理，

剔除掉其中不表达的基因，并绘制基因表达热图[46]。

1.7 实时荧光定量PCR

根据RNA提取试剂盒（天根生化科技有限公

司，北京）说明书提取总RNA。采用Primer 5设计本

试验PCR引物，提交至生工生物工程（上海）股份有

限公司官方网站合成引物（表 1）。cDNA 合成用

Prime Script RT reagent Kit（Perfect Real Time）试剂

盒（TaKaRa）。反转录产物在-20 ℃下保存备用。

实时荧光定量PCR（qRT-PCR）用Bio-Rad iCycler iQ

实时定量PCR仪，以苹果GAPDH基因为内参基因，

对嘎拉苹果CNGC基因家族进行特异性表达分析。

扩增体系含 1 μL cDNA，上、下游引物各 0.8 μL，

SYBR 10 μL 反应 Mix，7 μL ddH2O，总体系 20 μL。

反应程序为：95 ℃ 30 s，95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，95 ℃

15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s，共 40个循环。试验 3次

重复，通过 2-∆∆CT法计算基因的相对表达量[56]。试验

数据采用SPSS 27.0软件分析，采用单因素ANOVA

检验比较各数据间的差异，显著性水平为P＜0.05。

采用Origin2021软件绘制定量表达图。

2 结果与分析

2.1 苹果CNGC基因家族成员的鉴定及理化性质

特征

本研究从新疆野苹果、富士、金冠和嘎拉4种苹果

表 1 嘎拉苹果 CNGC 基因家族 qRT-PCR 引物

Table 1 The primers for qRT-PCR of CNGC gene family

in Gala apple

基因名称

Gene name

MdgCNGC1.1A

MdgCNGC1.2A

MdgCNGC1.3A

MdgCNGC1.4A

MdgCNGC1.5A

MdgCNGC1.6A

MdgCNGC1.1B

MdgCNGC1.2B

MdgCNGC1.3B

MdgCNGC3A

MdgCNGC5A

MdgCNGC7.1A

MdgCNGC7.2A

MdgCNGC7.3A

MdgCNGC7.1B

MdgCNGC7.2B

MdgCNGC9.1A

MdgCNGC9.2A

MdgCNGC9.1B

MdgCNGC9.2B

MdgCNGC11A

MdgCNGC11B

GAPDH

引物

Primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

序列

Sequence (5'-3')

ATGACCCCGTGGCCATTG

GCGACCACTGAAACCGGA

TCGAGACGAGGTGCAGGA

AGATTCAGTTGCCCGCGG

GAGGATCGCTTGGGCCAA

CGGCAAGCTCGCTCACTT

CAGGCGACTCCACAGCAA

TCATATGACGGCGCCACG

TGAAGGACAGGAGGGCGA

TAACGTCCCCGCTCCAGA

GGAGAACCCGGCAGCAAA

GGAAGGTAAGGCCCCAGC

CCCTCGTCTTCCCTCGGA

CCACACGGGCTCGAGTTT

GAGGATCGCTTGGGCCAA

CGGCAAGCTCGCTCACTT

CAGGCGACTCCACAGCAA

TCATATGACGGCGCCACG

GCTCAAGACCCTGGCAGG

ATGTCACCGCATCGCCAT

CCGCTGGCTTCCACAAGA

CCTCATCCACACCGCGAG

CAGTGACCCGGGCAACAT

CGCAGACCCCACCAGAAG

ACTTCGCAACGAGGTGCA

ACGCCTTAGCATGCTCCC

CCAAGTCTAGGCGCCACC

CACCCTTGCCTTCCGTGT

CAGTGACCCGGGCAACAT

CGCAGACCCCACCAGAAG

GGACTTGGGCAGCCACTT

GAGCTAGCCTCGGCCTTG

TGCCGGACGAACAGAACC

TCGACGAAGAGGGCCAGA

AGCTTGCTTGGTGGCGAT

TTGTGGTCAGGGGCTTGC

TGCCGGACGAACAGAACC

TCGACGAAGAGGGCCAGA

CAGCACTCTGGCGGGAAA

GCAAGAGGCCAAGTCCGA

ATGCGGTATTGGTCCGGG

GCGCGTTGAAGATGGCAG

ATGCGGTATTGGTCCGGG

GCGCGTTGAAGATGGCAG

AAGGCCGTCGGAAAGGTG

TAGCTTGCAGGCTTCGCA
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基因组中分别鉴定出18个MsCNGC、14个MdfCNGC

（其中ptg000020属于 scaffold，该基因被命名为Mdf-

CNGCptg1）、13个MdjCNGC和22个MdgCNGC基因

家族成员，按照基因在染色体上位置的先后顺序对所

有基因进行命名。通过蛋白理化性质分析发现，

MsCNGC 家 族 蛋 白 氨 基 酸 序 列 长 度 为 694

（MsCNGC11A、11B）~1733（MsCNGC1.2B）aa，分子

质量为 79 624.97（Ms-CNGC11A、11B）~198 896.01

（MsCNGC1.2B）Da，等电点pI为7.83（MsCNGC9.1A、

9.1B）~9.57（Ms-CNGC7.1B）；不稳定指数介于40.88

（Ms-CNGC1.1A）~52.80（MsCNGC1.2A）之间；蛋白

平均疏水指数为-0.225（MsCNGC5B）~0.004（Ms-

CNGC9.2B）（均为疏水性蛋白）（表 2）。MdfCNGC

家族蛋白氨基酸序列长度为 606（MdfCNGC1.4）~

1480（MdfCNGC5）aa，分子质量为 70 412.25（Mdf-

CNGC1.4）~170 410.33（MdfCNGC5）Da，等电点 pI

为 5.59（MdfCNGC1.2）~9.36（MdfCNGC7.3）；不稳

定 指 数 介 于 41.99（MdfCNGC1.4）~52.08（Mdf-

CNGC7.1）之间；蛋白平均疏水指数为-0.525（Mdf-

CNGC5）~0.004（MdfCNGC9.2）（均为疏水性蛋白）

（表 2）。MdjCNGC 家族蛋白氨基酸序列长度为

548（MdjCNGC1.2）~1283（MdjCNGC1.3）aa，分子

质量为 63 248.3（MdjCNGC1.2）~147 713.85（Mdj-

CNGC1.3）Da，等电点 pI 为 5.64（MdjCNGC1.3）~

9.55（MdjCNGC7.1）；不稳定指数介于 40.91（Md-

jCNGC9.1）~52.23（MdjCNGC1.4）之间；蛋白平均疏水

指数为-0.266（MdjCNGC7.2）~0.02（MdjCNGC1.5）

（除 MdjCNGC1.5、MdjCNGC9.2 为亲水性蛋白，其

余均为疏水性蛋白）（表2）。MdgCNGC家族蛋白氨

基 酸 序 列 长 度 为 590（MdgCNGC1.5A）~1453

（MdgCNGC1.2A）aa，分子质量为 68 003.02（Mdg-

CNGC1.5A）~168 964.13（MdgCNGC1.2A）Da，等电

点pI为5.53（MdgCNGC1.3A）~9.52（MdgCNGC7.1B、

7.1B）；不稳定指数介于 40.91（MdgCNGC9.1A）~

51.91（MdgCNGC7.3A）之间；蛋白平均疏水指数

为-0.299（MdgCNGC1.1B）~0（MdgCNGC9.2A）（除

MdgCNGC1.2A、MdgCNGC9.2A为亲水性蛋白外，

其余均为疏水性蛋白）。

2.2 苹果CNGC家族成员系统进化树构建、基因结

构和motif分析

利用最大似然法（ML）对 18个MsCNGC、14个

MdfCNGC、13 个 MdjCNGC、22 个 MdgCNGC 和 20

个AtCNGC基因编码的氨基酸序列构建系统进化树

（图 1）。根据系统进化分析可分为 4个亚族（group

Ⅰ~group Ⅳ），其中第 4 亚族又分为 group Ⅳa 和

group Ⅳb，每个亚族包含不同数量的家族成员。

group Ⅳb亚族数量最多（28个），其中嘎拉苹果有11

个，金冠苹果有6个，富士苹果有7个，新疆野苹果有

4 个。group Ⅲ亚族最少（10 个），其中拟南芥有 4

个，嘎拉苹果有2个，金冠苹果有1个，富士苹果有1

个，新疆野苹果有2个。对其基因结构（图2）进行分

析，发现同一亚族CNGC家族基因成员具有相似的

基因结构，group Ⅰ亚族含7~9个外显子，group Ⅱ亚

族含 7~15 个外显子，group Ⅲ亚族含 6 个外显子，

group Ⅳa亚族含6或12个外显子，group Ⅳb亚族包

含 6~20个外显子。在苹果CNGC家族基因成员中

识别出 10个motif基序，并命名为motif 1~motif 10

（图 2），分析结果表明，4种苹果CNGC家族蛋白序

列 中 都 包 含 典 型 代 表 结 构 域 的 基 序 motif 1

（Ion_trans，PF00520）和基序 motif 2（cNMP_bind-

ing，PF00027）。在group Ⅰ亚族，4种苹果CNGC蛋

白基本包含 motif 1~motif 10 保守基序（其中

MdgCNGC1.1A、MsCNGC1.1A、MsCNGC1.1B 没有

motif6）；在 group Ⅱ亚族和 group Ⅲ亚族，4种苹果

CNGC蛋白包含motif 1~motif 10所有保守基序；在

group Ⅳ a 亚族，4 种苹果 CNGC 蛋白包含 motif

1~motif 10所有保守基序（其中MdgCNGC9.2B没有

motif5），在 group Ⅳb亚族，4种苹果CNGC蛋白保

守基序主要有motif 1、motif 2、motif 4、motif 6、mo-

tif 9。因此，Ion_trans结构域的 cNMP_binding结构

域基序在 4种苹果CNGC家族基因中是保守的，表

明本研究中鉴定的基因就是CNGC基因。

2.3 苹果CNGC基因家族种内共线性分析

染色体分布表明，MsCNGC基因家族成员定位

于 12条（Chr1A、1B，Chr3A、3B，Chr5A、5B，Chr7A、

7B，Chr9A、9B，Chr11A、11B）染色体上，MdfCNGC

与 MdjCNGC 基因家族成员均定位于 6 条（Chr1、

Chr3、Chr5、Chr7、Chr9、Chr11）染 色 体 上（Mdf-

CNGCptg1定位在 ptg000020染色体上），MdgCNGC

基因家族成员定位于 10 条（Chr1A、1B，Chr3A，

Chr5A，Chr7A、7B，Chr9A、9B，Chr11A、11B）染色体

上（表 1 和图 3）。使用 MCscanX 软件对 4 种苹果

CNGC家族基因进行共线性分析，结果（图 3）表明，

在MsCNGC家族基因中有 30对共线性基因，Mdf-
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表 2 苹果 CNGC 基因家族理化特征分析

Table 2 Analysis of the physical and chemical characteristics of CNGC gene family in apple

MsCNGC1.1A

MsCNGC1.2A

MsCNGC1.1B

MsCNGC1.2B

MsCNGC3A

MsCNGC3B

MsCNGC5A

MsCNGC5B

MsCNGC7.1A

MsCNGC7.2A

MsCNGC7.1B

MsCNGC7.2B

MsCNGC9.1A

MsCNGC9.2A

MsCNGC9.1B

MsCNGC9.2B

MsCNGC11A

MsCNGC11B

MdfCNGC1.1

MdfCNGC1.2

MdfCNGC1.3

MdfCNGC1.4

MdfCNGC3.1

MdfCNGC3.2

MdfCNGC5

MdfCNGC7.1

MdfCNGC7.2

MdfCNGC7.3

MdfCNGC9.1

MdfCNGC9.2

MdfCNGC11

MdfCNGCptg1

MdjCNGC1.1

MdjCNGC1.2

MdjCNGC1.3

MdjCNGC1.4

MdjCNGC1.5

MdjCNGC3

MdjCNGC5

MdjCNGC7.1

MdjCNGC7.2

MdjCNGC7.3

MdjCNGC9.1

MdjCNGC9.2

MdjCNGC11

MdgCNGC1.1A

Msi_01A008090

Msi_01A019870

Msi_01B007910

Msi_01B016600

Msi_03A009720

Msi_03B007650

Msi_05A003780

Msi_05B004000

Msi_07A012800

Msi_07A023340

Msi_07B012520

Msi_07B023360

Msi_09A003740

Msi_09A008740

Msi_09B002540

Msi_09B007410

Msi_11A009400

Msi_11B009010

MdF0017651.1

MdF0025365.1

MdF0036129.1

MdF0043866.1

MdF0030679.1

MdF0017144.1

MdF0006410.1

MdF0049837.1

MdF0001118.1

MdF0021597.1

MdF0018420.1

MdF0047217.1

MdF0018657.2

MdF0043862.1

MD01G0061000

MD01G0091500

MD01G0092200

MD01G0179400

MD01G0182700

MD03G0100300

MD05G0033900

MD07G0122000

MD07G0152500

MD07G0239000

MD09G0031200

MD09G0082300

MD11G0109500

Mdg_01A007110

Chr1A

Chr1A

Chr1B

Chr1B

Chr3A

Chr3B

Chr5A

Chr5B

Chr7A

Chr7A

Chr7B

Chr7B

Chr9A

Chr9A

Chr9B

Chr9B

Chr11A

Chr11B

Chr1

Chr1

Chr1

Chr1

Chr3

Chr3

Chr5

Chr7

Chr7

Chr7

Chr9

Chr9

Chr11

ptg000020

Chr1

Chr1

Chr1

Chr1

Chr1

Chr3

Chr5

Chr7

Chr7

Chr7

Chr9

Chr9

Chr11

Chr1A

19670413

31775385

19097283

27961251

10541669

8301303

7121517

7313300

22235326

33974858

21882759

34039703

2739146

7337100

1863753

6227680

10088834

10196133

21129436

25480034

33209893

33524776

5267566

10763336

7260654

34766585

26161383

21566281

2283400

6762788

12238194

13510183

18740908

23024836

23138615

31072925

31396495

11238131

7009088

21736570

26435496

34895679

2185190

6822185

12779395

17688324

19673732

31787830

19100067

27976834

10545200

8304836

7124960

7316743

22238195

33978565

21885628

34043544

2742794

7341494

1867401

6232074

10092177

10199476

21133749

25491459

33214486

33529897

5275739

10768035

7271306
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表 2 （续） Table 2 (Continued)

图 1 富士、金冠、嘎拉、新疆野苹果和拟南芥 CNGC 基因家族系统进化分析

Fig. 1 Phylogenetic analysis of CNGC gene family in Malus domestica‘‘Fuji’’, Malus domestica‘‘Golden Delicious’’, Malus

domestica‘‘Gala’’, Malus sieversii and Arabidopsis thaliana

嘎拉苹果 Malus domestica‘Gala’
金冠苹果 Malus domestica‘Golden Delicious’
富士苹果 Malus domestica‘Fuji’
新疆野苹果 Malus sieversii
拟南芥 Arabidopsis thaliana
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CNGC家族基因有 13对共线性基因，MdjCNGC家

族基因有 11对共线性基因，MdgCNGC家族基因有

32对共线性基因，并且以全基因组复制事件存在。

2.4 苹果CNGC家族成员密码子偏好性分析

对4种苹果CNGC基因家族的编码序列（CDS），

采用 CodonW1.4.4 计算 ENc、RSCU、L_aa、GCall、

GC1、GC2、GC3、GC3s、A3S、T3S、G3S、C3S等所有

密码子使用指数。通过分析第一、第二和第三同义

密码子位点的核苷酸组成发现，MsCNGC家族基因

GC1位点的GC含量介于48.55%~53.37%之间（平均

值 51.67%，标准差 1.42），GC2位点的GC含量则在

38.47%~41.80%范围内波动（平均值40.59%，标准差

0.96），GC3位点的GC含量范围为 35.86%~51.33%

（平均值 41.22%，标准差 4.63）。MdfCNGC家族基

因 GC1 位点的 GC 含量介于 47.57%~53.07%之间

（平均值50.76%，标准差1.77），GC2位点的GC含量

则在32.81%~41.74%范围内波动（平均值37.85%，标

准差 3.27），GC3 位点的 GC 含量范围为 34.45%~

51.35%（平均值 39.61%，标准差 4.98）。MdjCNGC

家族基因GC1位点的GC含量介于 45.37%~53.22%

之间（平均值 50.35%，标准差 2.41），GC2位点的GC

含量则在 32.36% ~41.8% 范围内波动（平均值

38.17%，标准差 3.63），GC3位点的GC含量范围为

33.78% ~51.62%（平均值 39.82% ，标准差 5.09）。

MdgCNGC家族基因GC1位点的GC含量为45.99%~

53.22%（平均值 50.87%，标准差 1.83），GC2位点的

GC 含量则在 33.01%~42.15%范围内波动（平均值

38.13%，标准差 3.21），GC3位点的GC含量范围为

34.14%~51.62%（平均值40.16%，标准差4.95）。

2.4.1 ENc-plot分析 ENc-plot的计算是为了观察

实际值和预期值之间的变化范围。图 4展示了 4种

苹果CNGC基因家族ENc-plot图，所有测试物种在

图 2 4 种苹果和拟南芥 CNGC 基因家族基因结构和 motif 分析

Fig. 2 Analysis of the gene structure and motif of CNGC gene family in four apples
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图中均呈相似模式。研究发现大部分基因位于标准

曲线之下，只有少数基因落于曲线上。这表明多数

基因的密码子使用偏好主要受选择压力影响，而少

数基因则受突变压力主导。

2.4.2 PR2-plot分析 PR2-plot分析主要针对 4种

苹果CNGC基因家族的第三碱基（A、T、G、C）偏好

性进行研究。图 5展示了 4种苹果CNGC基因家族

的 PR2-plot 分析结果。从图中可见，这 4 种苹果

CNGC基因家族的PR2-plot基因分布呈现出相似特

征，在G3/（G3+C3）＜0.5和A3/（A3+T3）＜0.5的区

域CNGC基因的分布最多，说明苹果CNGC基因密

码子第3位碱基T的的使用频率高于A，而碱基C的

使用频率高于 G。PR2-plot 分析表明，4 种苹果

CNGC基因家族的密码子使用偏好性受到自然选

择、碱基突变等多种因素共同影响。

2.4.3 Neutrality- plot 分 析 由 图 6 可 知 ，Mdf-

CNGC、MdjCNGC、MdgCNGC和MsCNGC这 4个基

因家族在密码子使用方面呈现出一定特征。具体而

言，密码子 GC12 值分布范围各有不同，分别处于

40.19~47.245、39.00~47.48、40.05~47.53 和 44.44~

47.48区间；GC3 值的分布区间分别为 34.45~51.35、

33.78~51.62、34.14~51.62和 35.86~51.33。从这些数

据能够明显看出，密码子第 3位碱基使用G/C的频

率低于A/T。进一步分析GC12和GC3s的关系，通

图 3 4 种苹果 CNGC 基因家族染色体定位和共线性分析

Fig. 3 Chromosomal localization and collinearity analysis of CNGC genes family in four apples

嘎拉苹果 Malus domestica‘Gala’金冠苹果 Malus domestica‘Golden Delicious’

富士苹果 Malus domestica‘Fuji’新疆野苹果 Malus sieversii
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p=3.033e-08

y=40.1+38.8x R2=0.78
p=6.13e-05

过拟合得到回归曲线，其斜率分别为 0.221、0.278、

0.211和0.044，决定系数R2分别为0.21、0.24、0.20和

0.05。同时，经双尾检验发现，GC12值和GC3s值没

有相关关系（0.036＜P＜0.097），这充分说明两者之

间相关性不显著。此外，关于 4种苹果CNGC基因

家族的研究结果显示，密码子第 1、2位碱基的突变

图 4 4 种苹果 CNGC 基因家族 ENc-plot 分析

Fig. 4 ENc-plot analysis of CNGC gene family in four apples

图 5 4 种苹果 CNGC 基因家族 PR2-plot 分析

Fig. 5 PR2-plot analysis of CNGC gene family in four apples
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图 5 （续） Fig. 5 (Continued)

图 6 4 种苹果 CNGC 基因家族中性绘图分析

Fig. 6 Neutral mapping analysis of CNGC gene family in four apples
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模式与第 3位存在明显差异。其中，突变压力处于

4.4%~27.8%的范围，而自然选择压力则介于72.2%~

95.6%。由此可以推断，密码子使用偏好性受自然

选择的影响程度大于碱基突变。在对MdfCNGC、

MdjCNGC、MdgCNGC和MsCNGC基因家族密码子

偏好性受自然选择影响程度的比较中发现 ，

MsCNGC的回归曲线系数值最接近 0，其密码子偏

好性受自然选择的影响最为显著；与之相反，Md-

jCNGC的回归曲线系数值距离 0最远，表明相较于

其余3种苹果的CNGC基因家族，MdjCNGC基因家

族密码子偏好性受自然选择的影响相对较小。

2.4.4 最优密码子的确定 密码子实际使用频率与

其理论预期使用频率的比值为RSCU，该参数是衡

量密码子偏好性的重要依据。RSCU=1表示基因的

密码子与其同义密码子具有相等的使用频率，没有

密码子偏好性；RSCU＞1表示基因密码子属于高频

密码子；RSCU＜1 表示基因密码子属于低频密码

子。为确定4种苹果CNGC基因家族的密码子使用

偏好性，计算该家族基因所对应密码子的RSCU值，

以确定CNGC基因核苷酸在第三个密码子位置偏好

于使用A/U还是G/C。图 7呈现了 4种苹果CNGC

家族基因的密码子RSCU分布情况。在MdfCNGC、

MdjCNGC、MdgCNGC 和 MsCNGC 基因家族中，对

剔除了编码 Met（AUG）、Trp（UGG）和 TER（UAG、

UGA、UAA）的 59个同义密码子进行分析，发现该

家族基因高频密码子偏好以A/U结尾，并且分别有

27、26、27和 26个RSCU＞1的高频密码子被编码，

以A/U结尾的第 3位碱基数目分别有 23、23、24和

22 个，占各自高频密码子数的 85.18%、88.46%、

88.89%和 84.62%。此外，有 32、33、32 和 33 个 RS-

CU＜1的低频密码子，以G/C结尾的第三位碱基数

目分别有25、26、27和25个，占各自低频密码子数的

78.13%、78.79%、84.38%和 75.76%。由此可见，4种

苹果CNGC基因家族中的高频密码子均倾向于以

A/U结尾，低频密码子倾向于以G/C结尾。CNGC

家族基因的同义密码子 RSCU 值分别介于 0.35~

1.75、0.36~1.77、0.4~1.84、0.37~1.74 之间，RSCU 值

最大的密码子主要编码精氨酸（Arg，AGA）。

2.5 苹果CNGC家族成员亚细胞定位与顺式作用

元件分析

亚细胞定位预测分析表明，4种苹果CNGC家族

蛋白主要定位在质膜上，在内质网、细胞核和液泡中

分布次之，少部分基因定位在过氧化物酶体、线粒体、

细胞质、高尔基体和叶绿体中（图8-A）。为了进一步
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图 7 4 种苹果 CNGC 基因家族 RSCU 分析

Fig. 7 RSCU analysis of CNGC gene family in four apples
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研究4种苹果CNGC基因家族的顺式作用元件，分别

从新疆野苹果、富士、金冠、嘎拉中提取了CNGC基

因家族转录起始位点（ATG）上游 2000 bp的启动子

片段。共识别出24个功能元件（图8-B），启动和增强

区，转录起始，茉莉酸、水杨酸、脱落酸、玉米素、赤霉

素、生长素等植物激素调控元件，光响应元件，低温、

蛋白亚细胞定位数值根据分选信号、氨基酸组成和功能域数，经 kNN 算法而得到。顺式作用元件中的数值代表每个基因对应不同顺式作

用元件的个数。

The value of the subcellular localization is classifying sorting signals，amino acid composition and functional motifs from kNN. The numbers in

the cis-acting regulatory elements represent the number of different cis-acting regulatory elements associated with each gene.

图 8 苹果 CNGC 基因家族成员亚细胞定位（A）与顺式作用元件（B）

Fig. 8 Analysis of the subcellular localization (A) and cis-acting regulatory elements (B) of CNGC gene family in apple
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干旱、盐胁迫、创伤响应元件、防御和胁迫响应元件，

类黄酮生物合成，细胞周期，厌氧诱导，昼夜节律调

控，种子特异性调控，分生组织表达，胚乳表达，最大

诱导子介导的激活，栅栏叶肉细胞，缺氧特异性诱导

能力。其中，最主要的响应元件是植物激素、低温和

干旱响应元件，在MsCNGC中有茉莉酸甲酯响应元件

156个、脱落酸响应元件80个、水杨酸响应元件17个、

玉米醇溶蛋白代谢响应元件44个、赤霉素响应元件38

个和生长素响应元件28个，低温响应元件43个，干旱

响应元件36个；在MdfCNGC中有茉莉酸甲酯响应元

件74个、脱落酸响应元件32个、水杨酸响应元件10

个、玉米醇溶蛋白代谢响应元件4个、赤霉素响应元件

11个和生长素响应元件21个，低温响应元件19个，干

旱响应元件8个；在MdjCNGC中有茉莉酸甲酯响应

元件130个、脱落酸响应元件9个、水杨酸响应元件

16个、玉米醇溶蛋白代谢响应元件26个、赤霉素响应

元件32个和生长素响应元件24个，低温响应元件30

个，干旱响应元件21个；在MdgCNGC中有茉莉酸甲

酯响应元件 206个、脱落酸响应元件 105个、水杨酸

响应元件32个、玉米醇溶蛋白代谢响应元件41个、赤

霉素响应元件54个和生长素响应元件42个，低温响

应元件48个，干旱响应元件43个。

2.6 苹果CNGC基因家族表达模式分析

2.6.1 苹果CNGC基因家族响应发育期的表达分

析 金冠和富士苹果果实采收后不同时间段果皮中

CNGC 基因表达分析表明，在采收后 0 d，Mdf-

CNGC1.4、7.3、9.1、9.2、11，MdjCNGC1.1、7.1、7.2 的

表达量较高；在采收后 32 d，MdfCNGC1.1 和 Md-

jCNGC11 的表达量较高 ；在采收后 48 d，Mdf-

CNGC3.1 和 MdjCNGC11 的表达量较高（图 9-A）。

金冠苹果不同花期CNGC基因表达分析表明，Md-

jCNGC1.1 和 MdjCNGC7.3 在花蕾期表达量较高；

MdjCNGC5、MdjCNGC9.1 和 MdjCNGC11 在初花期

表达量较高；MdjCNGC7.2在盛花期表达量较高（图

9-B）。以上研究结果表明，CNGC基因不仅参与苹

果表皮蜡质的生物合成与调控，还对其开花过程具

图 9 苹果采后果皮（A）和不同花期（B）中 CNGC 基因表达

Fig. 9 The expressions of CNGC gene of post-harvest peels (A) and flowering stages (B) in apple
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有调节作用。

2.6.2 苹果CNGC基因家族激素胁迫表达分析 喷

施赤霉素不同时间长度的嘎拉苹果树茎尖的RNA

测序结果表明，GA处理 1 d后MdgCNGC7.2A的表

达量高于不做处理的对照 ；GA 处理 15 d 后

MdgCNGC7.3A、MdgCNGC7.2B的表达量高于不做

处理的对照（图 10-A）。乙烯抑制剂（1-MCP）处理

采收的富士和金冠苹果果皮，结果表明，果实刚采收

时MdfCNGC11和MdjCNGC11的表达量较高，用 1-

MCP处理后这两个基因的表达量低于不做处理的

对照；而MdfCNGC7.1在果实采收 2个月时采用 1-

MCP处理的表达量明显高于果实刚采收和不用 1-

MCP处理的对照，MdjCNGC7.3在果实采收后1 d时

用 1-MCP处理的表达量明显高于果实刚采收和不

用 1-MCP处理的对照（图 10-B）。对金冠苹果施用

细胞分裂素TDZ和6-BA的结果表明，TDZ处理4周
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A. 嘎拉苹果经赤霉素处理后茎尖组织中 CNGC 基因的表达；B. 金冠和富士苹果果实采收后经 1-甲基环丙烯处理后果实中 CNGC 基因的

表达；C. 噻苯隆和 6-苄氨基嘌呤核苷对金冠苹果组培苗进行处理后组培苗中 CNGC 基因的表达。

A. Expression of the CNGC gene in stem tip tissue of Gala apple trees after gibberellin treatment; B. Expression of the CNGC gene in Golden Deli-

cious and Fuji apples after post-harvest 1-methylcyclopropene treatment; C. Expression of the CNGC gene in tissue-cultured Golden Delicious apple

seedlings treated for varying durations with thidiazuron and 6-benzylaminopurine riboside.

图 10 苹果 CNGC 基因家族激素胁迫表达

Fig. 10 The expression of the CNGC gene family in response to hormonal stress in apples
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A. 感染茎沟病毒的富士苹果组培苗中 CNGC 基因的表达；B. 苹果根部组织接种终极腐霉病毒后根中 CNGC 基因的表达。

A. Expression of the CNGC gene in tissue-cultured Fuji apple seedlings infected with apple stem grooving virus; B. Expression of the CNGC gene

in apple roots after varying inoculation times with Pythium ultimum.

图 11 苹果 CNGC 基因家族响应生物胁迫表达

Fig. 11 The expression of CNGC gene family in response to biotic stress in apples

时 MdjCNGC1.4、MdjCNGC3、MdjCNGC7.3 的表达

量较高，而 6- BA 处理 4 周时 MdjCNGC1.1、Md-

jCNGC11的表达量较高（图10-C）。

2.6.3 苹果 CNGC 基因家族响应生物胁迫表达

通过对感染苹果茎沟病毒或脱毒处理后的富士苹果

组培苗测序数据挖掘，发现MdfCNGC1.3在感染茎

沟病毒富士苹果苗中呈现出较高的表达量，而Mdf-

CNGC1.1在脱毒处理后的富士苹果苗中表达量较

高（图 11-A）。通过将接种终极腐霉病毒的杂交苹

果幼苗根部组织的转录组数据比对到金冠苹果基因

组，结果发现，MdjCNGC1.1、MdjCNGC7.2 和 Md-

jCNGC7.3 在苹果幼苗接种终极腐霉病毒后的 8、

24、48、72和 96 h，其表达量明显高于模拟接种对照

组，而MdjCNGC1.4的表达量却始终低于模拟接种
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A. 富士苹果在低温前、低温后以及花芽萌发前的三个阶段芽体中 CNGC 基因的表达；B. 不同施氮条件下富士苹果叶片中 CNGC 基因的表

达情况。

A. Expression of the CNGC gene in Fuji apple buds at three stages: pre-cold exposure, post-cold exposure, and pre-flower bud emergence; B. Ex-

pression of the CNGC gene in Fuji apple leaves under varying nitrogen conditions.

图 12 苹果 CNGC 基因家族响应非生物胁迫表达

Fig. 12 The expression of CNGC gene family in response to abiotic stress in apple
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对照组（图 11-B）。这些研究结果表明，CNGC基因

在苹果树病害防御方面具有重要的调控作用。

2.6.4 苹果CNGC基因家族响应非生物胁迫表达

分析 富士苹果在低温前、低温后及花芽萌发前的

不同阶段的转录组数据分析结果表明 ，Mdf-

CNGC1.1、1.3、7.1 和 MdfCNGC11 在 5 ℃处理 60 d

后的表达量明显高于对照；MdfCNGC3.1、3.2、5、7.2

和MdfCNGC7.3在22 ℃处理9 d后的表达量明显高

于对照（图12-A）。该研究结果表明，MdfCNGC1.1、

1.3、7.1和MdfCNGC11可能在冷胁迫下苹果生长抑

制和芽萌发抑制中发挥关键作用；MdfCNGC3.1、

3.2、5、7.2和MdfCNGC7.3可能在促进芽正常萌发过

程中具有重要调控作用。富士苹果在氮素缺乏与过

量胁迫处理后发现，MdfCNGC5和MdfCNGC11在氮

素缺乏条件下表达量明显高于对照（1倍施肥）；Md-

fCNGC1.3在氮素过量施用 4倍条件下表达量明显

高于对照（1倍施肥）；MdfCNGC7.1在对照组施用 1

倍氮肥条件下表达量均高于氮肥匮乏或过量（图12-

B）。以上研究结果表明，CNGC在苹果氮素平衡方

面具有重要调控作用。

2.7 苹果CNGC基因家族qRT-PCR分析

通过qRT-PCR验证MdgCNGC基因在盐胁迫条

件下苹果叶片和根系中的相对表达情况。结果表

明，在 12、24 和 48 h 盐胁迫条件下，MdgCNGC5A、

7.1A在苹果叶片组织中呈现显著上调表达；在 12 h

盐胁迫条件下，MdgCNGC3A、9.1A在苹果叶片组织

中呈现显著上调表达，而MdgCNGC7.1B、7.2B在苹

果叶片组织的表达量与对照相比基本不变；其他

MdgCNGC基因在 6、12、24和 48 h则显著下调表达

（图 13）。在 12 和 24 h 盐胁迫下，MdgCNGC1.3A、

何红红 2343
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不同小写字母表示同一组织的不同胁迫处理在 0.05 水平差异显著。

Different small letters indicate significant difference among different stress treatments of the same tissue at 0.05 level.

图 13 盐胁迫下 MdgCNGC 基因在苹果叶片和根系中的相对表达量
Fig. 13 Relative expression of the MdgCNGC gene during salt stress in apple leaf and root

叶片 Leaf 根系 Root
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1.6A、1.2B、1.3B、3A、7.2A、7.3A 在苹果根系中的表

达量显著下降；而MdgCNGC9.1B、9.2B、11A、11B在

12 h和 48 h盐胁迫后的表达量逐渐升高，并于 48 h

达到最高；MdgCNGC1.2A、9.1A在6 h盐胁迫后表达

量最高；MdgCNGC1.1B、5A、9.2A 在 48 h 盐胁迫后

表达量最高。在 48 h盐胁迫时，MdgCNGC5A在苹

果叶片和根系中的表达量显著升高，分别是对照的

8.85和 46.71倍；而MdgCNGC9.1A在 12 h的表达量

显著升高，分别是对照的 15.06和 36.22倍。在盐胁

迫 12 h条件下，MdgCNGC7.1A在苹果叶片中的相

对表达量最高，超过对照 59.65 倍；MdgCNGC1.2A

在苹果根系中的相对表达量最高，超过对照 109.15

倍。以上研究结果表明，CNGC基因家族在响应盐

胁迫时，存在组织和时间上的差异表达，在苹果根系

组织中的表达水平明显高于叶片组织。

3 讨 论

环核苷酸门控通道被认为是植物 Ca+传导通

道，但迄今为止全基因组鉴定和功能分析主要是以

拟南芥为模式植物展开的研究。本研究通过生物信

息学方法，首次从4种苹果（嘎拉、富士、金冠和新疆

野苹果）基因组鉴定出67个CNGC基因家族成员（包

含 18个MsCNGC、14个MdfCNGC、13个MdjGNGC

和22个MdgCNGC），富士、金冠和新疆野苹果CNGC

家族成员数量均少于拟南芥，而嘎拉苹果CNGC家

族成员数量却多于拟南芥[10]，可能是苹果与拟南芥基

因组大小不同造成的。蛋白理化性质分析结果表

明，MsCNGC和MdfCNGC家族蛋白氨基酸序列长

度、分子质量、等电点、不稳定指数和蛋白平均疏水

指数差异不明显，且均为疏水性蛋白。MdjCNGC和

MdgCNGC家族蛋白氨基酸序列长度、分子质量、等

电点、不稳定指数和蛋白平均疏水指数差异不明显，

且除 MdjCNGC1.5、MdjCNGC9.2、MdgCNGC1.2A、

MdgCNGC9.2A为亲水性蛋白外，其余均为疏水性

蛋白，这与之前的研究结果存在一定差异[41]。系统

进化树、基因结构与motif分析表明，4种苹果CNGC

基因家族聚类在同一亚族内，具有相似的基因结构

和保守序列。植物基因家族的扩张可能由全基因组

复制、串联复制、近端复制、转位复制和分散复制共

同驱动[57]。在本研究中，从 4种苹果CNGC基因家

族共鉴定出86对属于全基因组复制的基因，而在苜

蓿中发现是基因片段重复，这一发现与苜蓿（Medi-

cago sativa）和黄瓜（Cucumis sativus）存在较大差

异[58-59]。密码子偏好性在基因突变和选择结果的形

成中起着复杂的作用，也对编码基因结构、功能和表

达具有重要作用，并影响基因的进化[53，60-61]。笔者通

过对 4种苹果CNGC基因家族的密码子 ENc-plot、

PR2- plot 和 Neutrality- plot 分析 ，结果表明苹果

CNGC基因家族的密码子使用偏好形成可能受到碱

基突变、自然选择和其他因素共同影响。通过RS-

CU分析发现，4种苹果CNGC基因家族中的高频密

码子偏好以A/U结尾，低频密码子偏好以G/C结尾，

其中RSCU值最大的密码子主要编码精氨酸（Arg，

AGA），与前人的研究结果一致[62-63]。

研究表明，大多数植物 CNGC 蛋白定位于质

膜[64]，而4种苹果CNGC蛋白不仅定位在质膜，还定

位在液泡膜、内质网和细胞核等细胞器[65-66]，说明苹

果CNGC蛋白可能在不同细胞部位发挥着多样性的

功能，从而为植物体的正常生命活动提供保障。环

核苷酸门控通道参与调节多种生物过程，如植物生

长发育、环境压力胁迫和植物防御反应等[19，41，67]。作

为关键的分子开关，顺式调控元件参与了基因活性

的转录调控，控制着各种生物学过程[68-69]。笔者对4

种苹果CNGC基因启动子区域的分析表明，含有植

物生长发育、激素诱导、干旱和低温等相关调控元

件，这可能赋予这些基因在调节植物生长发育过程

和应激反应中的多种潜在功能。4种苹果CNGC基

因顺式作用元件以植物激素、低温和干旱响应元件

为主，其中茉莉酸甲酯响应元件共556个、脱落酸响

应元件共226个、水杨酸响应元件共75个、玉米醇溶

蛋白代谢响应元件共115个、赤霉素响应元件共135

个和生长素响应元件共115个，低温响应元件共140

个，干旱响应元件共108个。

研究表明，CNGC基因家族在植物发育过程、病

原体刺激、激素调控及非生物胁迫响应中发挥着广

泛作用[40-42]。笔者从转录组数据中研究发现，CNGC

基因在苹果花和果皮组织中均有广泛表达，Md-

jCNGC1.1、7.3在金冠苹果花蕾期表达量较高，Md-

jCNGC5、9.1、11在金冠苹果初花期表达量较高，Md-

jCNGC7.2在金冠苹果盛花期表达量较高。在富士

和金冠苹果采收后 0 d，MdfCNGC1.4、9.1、7.3、11、

9.2，MdjCNGC7.2、1.1、7.1在果皮中的表达量较高；

在采收后 32 d，MdjCNGC11和MdfCNGC1.1在果皮

中的表达量较高；在采收后 48 d，MdfCNGC3.1 和

何红红 2345
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MdjCNGC11在果皮中的表达量较高，这些研究结果

与前人的研究结果相似[42，44，69]。水稻在冷胁迫条件

下，10个OsCNGC基因上调，而group Ⅳ亚族成员在

冷胁迫下表达量均下调[41]。这与本研究结果存在一

定差异，笔者在本研究中发现，在冷胁迫下，groupⅠ

亚族 MdfCNGC1.1、group Ⅳ b 亚族 MdfCNGC1.3、

MdfCNGC7.1和 group Ⅳa亚族MdfCNGC11在 5 ℃

处理 60 d后的表达量显著高于对照。MdfCNGC1.3

属于 group Ⅳb亚族，在富士苹果感染茎沟病毒后，

呈 现 出 较 高 的 表 达 量 ，MdjCNGC7.2 和 Md-

jCNGC7.3（属于group Ⅳb亚族）在苹果幼苗接种终

极腐霉病毒后的8、24、48、72和96 h，其表达量均显

著高于对照。该研究结果与前人的研究存在一定差

异 [37，42，69]，在 番 茄 中 ，SiCNGC16、17 和 18（是

AtCNGC2和AtCNGC4的同源基因，属于 group Ⅳa

亚族）表现出对根腐病菌（Pythium aphanidermatum）

和白腐病菌（Sclerotinia sclerotiorum）的抗性，同时

对烟草花叶病毒（tobacco rattle virus）具有抗性[40]。

笔者通过 qRT- PCR 定量分析 ，结果表明

MdgCNGC11A和MdgCNGC11B在胁迫12和48 h的

表达量逐渐升高，并于48 h达到峰值，表明该基因可

能在盐胁迫条件下发挥正向调控作用。在48 h盐胁

迫时，MdgCNGC5A在苹果叶片和根系中的表达量

显著升高，分别是对照的 8.85倍和 46.71倍；在 12 h

盐胁迫时，MdgCNGC9.1A在苹果叶片和根系中表

达量显著升高，分别是对照的 15.06倍和 36.22倍。

在盐胁迫 12 h条件下，MdgCNGC7.1A在苹果叶片

中的表达量最高，是对照的59.65倍；MdgCNGC1.2A

在苹果根系中的表达量最高，是对照的 109.15倍。

这些结果与前人的研究存在一定差异，刚毛柽柳

ThCNGC7在不同时期盐胁迫下地上部和根系中均

有明显的高表达，说明 ThCNGC7在刚毛柽柳对盐

胁迫的响应中扮演着关键角色[70]，毛果杨CNGC家

族成员在24或48 h盐胁迫下根中的表达量最高，在

6 h盐胁迫下茎中的表达量最高，在 72 h表达量最

低；而在叶片中，PtrCNGC17.2和PtrCNGC17.3分别

在 12和 24 h表达量最高。刚毛柽柳CNGC家族基

因能够响应NaCl、PEG、水杨酸、甲基茉莉酸、ABA等

调控表达，研究还发现ThCNGC7在不同时期地上部

和根系中均有明显的高表达[32，70-71]。在中国枣中，大

多数 ZjCNGCs 在盐胁迫处理后下调表达，特别是

group Ⅲ亚族成员，在碱性胁迫下 ZjCNGCs也是如

此[41]。而笔者在本研究中发现，MdgCNGC9.1A、9.1B

和 9.2B均属于 group Ⅲ亚族成员，却能响应盐胁迫

呈现上调表达，表明不同物种CNGC基因在响应不

同非生物胁迫条件时存在组织和时空上的表达差

异。

4 结 论

笔者从 4种苹果（富士、嘎拉、金冠和新疆野苹

果）全基因组鉴定出67个CNGC基因家族成员。系

统发育和结构分析表明，CNGC家族基因被分为 4

个亚族（groupⅠ~groupⅣ），各亚族成员具有相似的

基因结构特征。从4种苹果CNGC基因家族中共发

现86对共线性基因，均为全基因组复制事件。苹果

CNGC基因的密码子可能受到碱基突变、自然选择

和其他因素共同影响，其高频密码子偏好以A/U结

尾，最优密码子偏好编码精氨酸（Arg，AGA）。

CNGC家族蛋白亚细胞定位主要定位在质膜上，顺

式作用元件主要集中在植物激素、低温、干旱响应元

件。转录组分析结果表明，CNGC基因不仅参与苹

果树开花调控、调控果实表皮蜡质的生物合成，还参

与激素、生物和非生物胁迫响应诱导表达。经盐胁

迫后的嘎拉苹果组培苗qRT-PCR分析表明，叶片和

根系中MdgCNGC1.2A、7.1A、5A和 9.1A被诱导显著

上调表达。该研究结果为进一步探究苹果CNGC基

因在响应生物和非生物胁迫调控等方面的功能提供

了理论参考，并为苹果抗性育种奠定基础。
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