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甜橙 AP2 亚家族转录因子的鉴定与分析
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摘 要：【目的】AP2亚家族转录因子具有调控植物种子、叶、花、根、茎等器官发育和响应非生物及生物

胁迫的功能。本研究对甜橙 AP2亚家族基因进行鉴定、生物信息学分析和表达分析，为深入研究甜橙 AP2

亚家族基因的生物学功能提供理论基础。【方法】利用生物信息学分析方法，对甜橙 AP2亚家族基因进行

筛选与鉴定，通过 qRT-PCR分析基因在不同组织部位以及不同非生物胁迫下的表达模式。【结果】鉴定出

14个甜橙 AP2亚家族基因，不均等分布在 6条染色体上，其编码蛋白均为不稳定的亲水性蛋白。甜橙 AP2

亚家族基因在根、茎、叶中的表达存在差异，且多数基因可以被干旱和高盐胁迫诱导表达。【结论】鉴定出

14个甜橙 AP2亚家族基因，它们可能在甜橙响应非生物胁迫过程中起重要作用。

关键词：甜橙；AP2亚家族；基因鉴定；非生物胁迫；生物信息学；表达分析

Identification and Analysis of AP2 Subfamily Transcription

Factors in Sweet Orange (Citrus sinensis)
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Abstract:【Objective】AP2 subfamily transcription factors have the function of regulating the

development of plant seeds, leaves, flowers, roots, stems and other organs and responding to

abiotic and biotic stresses. In this study, we performed gene identification, bioinformatics analysis,

and gene expression analysis of the AP2 subfamily, which provided a theoretical basis for

studying the biological functions of AP2 subfamily genes in sweet orange (Citrus sinensis).

【Method】Bioinformatics analysis was used to screen and identify AP2 subfamily genes in sweet

orange. Gene expression patterns in various tissue and abiotic stresses were analyzed by qRT-PCR.

【Result】14 AP2 subfamily genes were identified from the sweet orange genome database using

bioinformatics methods. According to the analysis of protein physicochemical properties, the AP2

subfamily proteins of sweet orange are all unstable hydrophilic proteins. These proteins are

primarily localized in the nucleus, which is consistent with their function and properties as

transcription factors. The results of phylogenetic tree analysis showed that AP2 subfamily proteins

of sweet orange could be divided into three evolutionary branches, including the ancient clade

(CsRAP2-5, CsRAP2-6, CsRAP2-9, CsRAP2-2 and CsRAP2-13), the intermediate clade

(CsRAP2-1, CsRAP2-7, CsRAP2-11 and CsRAP2-14) and the modern clade



(CsRAP2-2~CsRAP2-4, CsRAP2-8 and CsRAP2-10). In the phylogenetic tree of plant AP2

subfamily proteins, there were significant interspecific differences in the number of AtAP2,

OsAP2, CcAP2 and CsAP2 protein members clustered in the same group. The AP2 subfamily

proteins of sweet orange are more closely related to the homologous proteins of Clementine

orange than the homologous proteins of Arabidopsis and rice. Protein conserved motif analysis

showed that the AP2 subfamily proteins contained conserved elements of Motif3, Motif4, Motif2,

Motif5 and Motif1. In addition, each group in the orange AP2 subfamily protein phylogenetic tree

has its specific conserved elements. These results indicate that the members of the same subgroup

of AP2 subfamily proteins in sweet orange are highly conserved, which also reflects the reliability

of the phylogenetic analysis results. The number of introns and exons of AP2 subfamily genes in

sweet orange is 5~9 and 6~10. The promoter sequences of AP2 subfamily genes in sweet orange

contain cis-acting elements such as endogenous hormone response, growth and development and

abiotic stress response, indicating that the subfamily genes may have the function of regulating

plant growth and development in response to plant hormones, light and abiotic stresses. The

results of collinearity comparative analysis showed that sweet orange had more AP2 subfamily

homologous gene pairs with Arabidopsis and apple compared with rice and maize. These results

indicated that compared with monocots, the AP2 subfamily genes of sweet orange had more

homologous genes and closer relatives with dicots. The prediction of protein secondary structure

showed that the AP2 subfamily proteins of sweet orange had the highest proportion of α-helix and

random coil. Tissue-specific expression analysis showed that AP2 subfamily genes were expressed

in three tissues: leaves, stems and roots, with higher expression levels of CsRAP2-3 and

CsRAP2-6 in roots and higher expression levels of CsRAP2-7 in stems. In order to further verify

the response of AP2 subfamily genes to abiotic stresses in sweet orange, qRT-PCR was used to

detect the expression pattern of AP2 subfamily genes in leaves of sweet orange under simulated

drought (20% PEG6000), high salt (250 mmol· L-1 NaCl), abscisic acid (100 μmol· L-1 ABA)

and low temperature (4 °C) stresses. The results showed that the expressions of CsRAP2-1,

CsRAP2-2, CsRAP2-8 and CsRAP2-10 were generally down-regulated under simulated drought,

high salinity, ABA and low temperature treatments. The expression of CsRAP2-12 was

down-regulated after high-salt, ABA and low-temperature treatments, and down-regulated at 1-12

hours after simulated drought treatment, but the expression level was higher at 24 h than before

treatment. Except for these five genes, the expression levels of the other 9 AP2 subfamily genes in

sweet orange showed an upward trend after drought treatment. CsRAP2-3, CsRAP2-4, CsRAP2-6,

CsRAP2-7, CsRAP2-9, CsRAP2-11 and CsRAP2-13 were induced by high salt stress. After ABA

treatment, only the expression of CsRAP2-7 showed an upward trend. Except for CsRAP2-13, the

expression levels of the other 13 genes showed a down-regulated trend after low temperature

treatment. These results indicated that the expression of most AP2 subfamily genes in sweet

orange increased under drought and high salt stress, and decreased under ABA and low

temperature treatments.【Conclusion】The AP2 subfamily genes of sweet orange were identified



and analyzed in detail at the genome-wide level. The tissue expression characteristics of this

subfamily genes and their responses to abiotic stress were studied, which provided a basis for the

subsequent study of the function of these genes in regulating the citrus responses abiotic

stresses.
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AP2/ERF（APETALA2/ Ethylene responsive factor）家族转录因子是植物特有的一类转

录因子，以 AP2 保守结构域为特征。AP2/ERF家族转录因子主要分为 AP2（APETALA2）、

ERF （ ethylene-responsive-element-bindingprotein）、 CBF/DREB（ dehydration responsive

element binding）、RAV（Related to ABI3/VP）和 Soloist 等 5个亚家族[1]。其中 AP2 亚家族

转录因子蛋白序列含有 2个 AP2结构域；ERF 和 CBF/DREB亚家族均只含有 1个 AP2 结构

域；RAV亚家族转录因子含有 1个 AP2结构域和 B3结构域；Soloist亚家族仅含有单一 AP2

结构域，但其序列和结构与其他四个亚家族成员不同，因此独立分为 1个亚家族[2]。AP2亚

家族成员根据核定位和氨基酸序列以及其他保守基序进一步细分为 euAP2、basalANT 和

euANT三个分支[3]。AP2 亚家族转录因子可以与下游基因启动子上富含 T/A的元件结合，

并通过第二个 AP2 结构域直接激活下游基因表达[4]。据报道，AP2 亚家族基因主要参与响

应非生物胁迫和调节植物各器官生长发育[5]。例如：杜丹（Paeonia × suffruticosa Andr.）PoBBM

在体细胞胚胎发育中具有重要作用，在种子、愈伤组织和叶中的表达量最高[6]；大豆（Glycine

max）GmBBM7调控体细胞胚胎发生和根系生长，并可以通过激素途径增加愈伤组织的形成

率和密度 [7]；小麦（Triticum aestivumL.）TaAP2-10 正向调节小麦条锈病的抗性 [8]；辣椒

（Capsicum annuum L.）CaAIL1通过与下游基因启动子中的不同顺式元件结合来抑制负免疫

调节因子，从而正向调节辣椒植物对青枯雷尔氏菌（Ralstonia solanacearum infection，RSI）

的免疫力[9]；杂交枫香（Liquidambar styraciflua\times Liquidambar formosana）AIL1、AIL5

在从愈伤组织到体细胞胚胎形态发生过程中起着重要作用[10]；拟南芥（Arabidopsis thaliana）

AtANT和 AtAIL6调节发育中的花器官的生长和形态发生[11]；AtAIL5、AtAIL6和 AtAIL7在

AtANT功能缺失突变体中具有改变花器官定位和生长的功能，从而导致萼片融合和花瓣数量

减少[12]；盐穗木（Halostachys caspica）HcTOE3正向调节植物冷冻胁迫的耐受性，且上调

冷反应基因和脱落酸信号转导通路基因的转录水平来提高植物冷冻耐受性[13]；牡丹 PlTOE3

直接调控色氨酸脱羧酶基因表达，增强牡丹耐高温性[14]。

甜橙是我国乃至球第一大柑橘种类，探索甜橙非生物胁迫的响应机制，对促进甜橙的经

济效益提升具有重要意义。在本研究中采用生物信息的方法鉴定和分析了甜橙 AP2 亚家族

的 14个基因，并采用荧光定量 PCR（Quantitative real-time PCR，qRT-PCR）分析甜橙 AP2

亚家族基因在不同组织部位和非生物胁迫下的基因表达差异。笔者的工作将为后续验证甜橙

AP2亚家族基因响应非生物胁迫的功能奠定了基础。

1 材料和方法



1.1 甜橙 AP2 亚家族基因鉴定与分析

甜 橙 （ Citrus sinensis ） 基 因 组 数 据 来 源 于 柑 橘 基 因 组 数 据 库

（http://citrus.hzau.edu.cn/index.php）[15]。拟南芥 AP2 亚家族序列来源于拟南芥（Arabidopsis

thaliana）数据库（https://www.arabidopsis.org/）。利用以下方法鉴定 AP2 亚家族基因。首先，

从 Pfam 数据库（https://pfam-docs.readthedocs.io/en/latest/searching-pfam.html）下载 AP2 结

构域序列（PF00847）[16]。其次，使用 TBtools（v1.09867+），以 PF00847 为模型从甜橙基

因组搜索出候选 AP2 亚家族候选基因。用 CDD 数据库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd）

验证序列中双 AP2 结构域的存在，确定甜橙 AP2 亚家族基因。利用 ExPASy 网站

（https://www.expasy.org/）对甜橙 AP2亚家族蛋白进行二级结构预测和理化性质分析[17]。利

用 WOLF-PSORT（https://wolfpsort.hgc.jp/）对该家族蛋白进行亚细胞定位分析[18]。

1.2 甜橙 AP2 亚家族蛋白系统进化分析

水稻（Oryza sativa）、克里曼丁橘（Citrus clementina）和苹果（Malus pumila）AP2 亚

家族蛋白序列来源于基因组数据库（https://asia.ensembl.org/index.html）[19]。通过 MEGAX 软

件中的邻接法（Neighbor-joining）进行系统进化树的构建，参数设置默认[20]。并通过 Evolview

（https://www.evolgenius.info/help/）进行美化。

1.3 甜橙 AP2 亚家族蛋白结构与基序分析

利用 Jalview 软件对甜橙 AP2 亚家族蛋白的双 AP2 域进行可视化。使用 MEME

（https://meme-suite.org/meme/）对甜橙 AP2 亚家族蛋白的基序进行识别，其中基序最大值

为 10 [21]。

1.4 甜橙 AP2 亚家族基因启动子顺式作用元件分析与 miRNA 预测

利用 Tbtools 提取甜橙 AP2 亚家族基因起始密码子上游 2kb 序列，具体参照马青龄[16]

的方法。

1.5 甜橙 AP2 亚家族基因染色体定位和共线性分析

利用 TBtools 进行甜橙内，拟南芥、水稻和甜橙，克里曼丁橘、苹果和甜橙的 AP2亚

家族基因之间的共线性可视化展示。

1.6 甜橙 AP2 亚家族基因表达分析

将甜橙幼苗置于霍格兰（Hoagland）营养液中，在光照培养箱培养一周。再将植株分别

置于含有 20 % PEG6000、250 mmol·L-1 NaCl、100 µmol·L-1ABA和 4 ℃的霍格兰（Hoagland）

营养液中进行模拟干旱、高盐、ABA 和低温处理，在 0、1、3、6、12 和 24 h 后分别采集

叶片。样品 RNA 提取采用试剂盒法（普洛麦格，中国），利用 FastKing gDNADispelling RT

SuperMix 试剂盒（天根，中国）合成 cDNA 第一链。利用 Primer 软件设计实时荧光定量

引物（表 1）。反应体系 20μL：2×FastReal qPCR PreMix（SYBR GREEN）（天根，中国）10

μL，模板 1 μL，上、下游引物 各 0.5 μL，ddH2O 8 μL。反应程序为：95 ℃ 2 min；95 ℃ 5

s，60 ℃ 15 s，循环 40 次。用 2-△△CT方法计算相对表达量。利用 SPSS 软件进行差异显著



性分析。

表 1 实时荧光定量 PCR 引物

Table 1 qRT-PCR primers
基因名称

Gene name

上游引物（5’-3’）

Forward primer（5’-3’）

下游引物（5’-3’）

Forward primer（5’-3’）

CsRAP2-1 TCAGGAGCAGCAAGCCACATC ACTTGACACCAACCCAGTTAGCC

CsRAP2-2 ATGGCAAGCAAGGATTGGCAGAG CTTCAGCAGCTTCCTCCTGTGTG

CsRAP2-3 TGACCACCAACAGGATCTCAAAGC GCGAACTCAGCGGCAGGTAAC

CsRAP2-4 GACTCTGCTCCGCTTGTTCTCG GGCACTCCACACCATGTCAACC

CsRAP2-5 AAACCTAGCAACCCTCAACAAAACC CGATGACGCCGAGCCACTAC

CsRAP2-6 GCAAACGCAGCCAGCATTATTACC GTCAGTAGCCGCCATAGCACAAC

CsRAP2-7 CTGCTGCTGATGATGTTGACGATG TCTCACTTGCTGCGGCTTCTG

CsRAP2-8 AGCAGCAGCAGCAGCAACAG TGGCGGCGGTGGTGAAGG

CsRAP2-9 TGGTTTGACTGGCATCGTTGGAC TGTGCTGCCGCTTCTTCATCG

CsRAP2-10 GAATGGCAGTGGTGGCAGTAGTG TTGAGAAGCGGCAAGGTTGAGC

CsRAP2-11 TCCATTCCTCCGTCGTCACCTC GGTTGCTGCCACTGTTGTTGTTAG

CsRAP2-12 TGTGACTTCACTTGGCTGCGATG TCCACCGATGCCTGCTGACTC

CsRAP2-13 TTAATAAGAGAAGGCGGCGTGAGC GCAGCAGTAGTAGCAGCAGCAG

CsRAP2-14 CCTGCGAGTGGTGGAGGAGAG GCTGGGGCTGTTGGTTCTGATAC

2 结果与分析

2.1 甜橙 AP2 亚家族基因鉴定与分析

鉴定出甜橙 AP2 亚家族成员 14 个。根据染色体位置与拟南芥同源基因的相似性进行命

名（CsRAP2-1~CsRAP2-6、CsRAP2-7、CsRAP2-8~CsRAP2-14）。甜橙 AP2 亚家族基因的 CDS

序列长度为 915（CsRAP2-9）~2181（CsRAP2-10）bp。氨基酸数目为 316（CsRAP2-5）~691

（CsRAP2-10）aa；蛋白分子质量为 36.830（CsRAP2-1）~75.314（CsRAP2-10）ku ；等电

点为 5.33（CsRAP2-6）~9.06（CsRAP2-13）；不稳定系数为 40.42（CsRAP2-10）~63.45

（CsRAP2-13），亲水性为-0.954（CsRAP2-6）~-585（CsRAP2-8），表现为不稳定的亲水蛋

白；该家族的亚细胞定位大多位于细胞核，这与 AP2 亚家族作为转录因子的功能和特性一

致（表 2）。

表 2 甜橙 AP2 亚家族基因信息

Table 2 Information of AP2 subamily genes in Citrus sinensis
基因名称

Gene name

编码区

CDS

Length/

bp

登录号

Accession No.

氨基酸数

No. of

amino

acids

分子质量

Molecular

weight

等电点

PI

不稳定系数

Instability

index (II)

亲水性

Gravy

亚细胞定位

Subcellular

location

CsRAP2-1 1560 Cs1g_pb017560 330 36830.98 6.49 60.46 -0.693 nucl: 14

CsRAP2-2 2043 Cs1g_pb018830 651 72100.17 6.3 57.95 -0.712 nucl: 14

CsRAP2-3 1608 Cs1g_pb019650 532 58446.33 6.17 50.39 -0.605
nucl: 9, chlo:3,



cyto: 1,extr: 1

CsRAP2-4 1863 Cs1g_pb016600 583 64616.54 6.46 40.82 -0.842 nucl: 14

CsRAP2-5 1047 Cs1g_pb009560 316 35544.91 6.03 51.65 -0.919 chlo: 8, nucl:5,

mito: 1

CsRAP2-6 1362 Cs3g_pb008940 416 47000.55 5.33 61.95 -0.954 nucl:11,chlo:2,

CsRAP2-7 1512 Cs7g_pb020540 471 51525.09 8.65 49.9 -0.632 nucl: 13,plas:1

CsRAP2-8 1728 Cs4g_pb002610 543 58938.78 8.2 46.45 -0.585 nucl:11,cyto:2,

CsRAP2-9 915 Cs4g_pb001200 339 38460.04 5.7 49.23 -0.847
pero: 5, chlo:4,

nucl: 3

CsRAP2-10 2181 Cs6g_pb002300 691 75314.18 5.97 40.42 -0.703 nucl: 14

CsRAP2-11 1467 Cs6g_pb004660 456 50786.81 6.8 44.38 -0.795 nucl:13,vacu:1

CsRAP2-12 1182 Cs6g_pb019310 361 40592.88 7.8 58.39 -0.764 nucl: 14

CsRAP2-13 1203 Cs7g_pb003570 328 36862.84 9.06 63.45 -0.778
nucl:11,chlo:1,

cyto: 1, pero: 1

CsRAP2-14 1533 Cs8g_pb019330 469 50593.56 6.9 49.49 -0.661 nucl: 14

2.2 甜橙 AP2 亚家族蛋白的系统发育树构建及多序列比对

为了分析甜橙 AP2 亚家族蛋白的系统发育关系，构建了拟南芥、水稻、克里曼丁橘和

甜橙的 AP2 亚家族蛋白的系统发育树（图 1）。结果显示，甜橙 AP2 亚家族蛋白分为古代

进化支（CsRAP2-5、CsRAP2-6、CsRAP2-9、CsRAP2-2和 CsRAP2-13）、中间进化支（CsRAP2-1、

CsRAP2-7、CsRAP2-11 和 CsRAP2-14）和现代进化支（CsRAP2-2~CsRAP2-4、CsRAP2-8

和 CsRAP2-10）。根据进化树的拓扑结构分类，14个甜橙 AP2亚家族蛋白可以分为 10 组，

用不同的颜色绘制。同一组的蛋白结构同源性较高，可能有相似功能。聚在同一组中的拟南

芥 AtAP2、水稻 OsAP2、克里曼丁橘 CcAP2和甜橙 CsAP2蛋白成员数量的差异表明四个物

种之间 AP2 亚家族蛋白存在明显的种间差异。甜橙 AP2亚家族蛋白与克里曼丁橘的亲缘关

系较近，与拟南芥和水稻的关系较远。

为了进一步分析和鉴定甜橙 AP2亚家族蛋白中双 AP2 结构域重复序列的特征，笔者进

行了多序列比对（图 2）。比对结果揭示了氨基酸残基 S-3、R-6、G-7、V-8、R-12、T-14、

R-16、E-18、H-20、W-22、D-23、G-35、Q-37、G-41、D-44、A-49、A-50、Y-53、D-54、

A-56、A-57、K-59、G-62、N-68、F-69、Y-74、M-81、E-88、L-93、R-94、R-95、R-103、

G-104、S-106、Y-108、R-109、G-110、V-111、H-115、R-119、W-120、A-122、R-123、G-125、

G-129、K-131、Y-134、L-135、G-136、E-143、A-144、A-145、A-147、Y-148、D-149、A-151、

G-157、A-160、V-161、T-162、N-163、F-164、Y-168在甜橙 AP2亚家族基因蛋白中完全保

守。在两个 AP2 结构域中皆含有 3 个精氨酸（R）、4 个甘氨酸（G）、1 个缬氨酸（V）、1

个谷氨酸（E）、1个色氨酸（W）、1个天冬氨酸（D）、4个丙氨酸（A）、1个赖氨酸（K）、

1个天冬酰胺（N）、1个苯丙氨酸（F）和 1个酪氨酸（Y）。



图 1 4 个物种 AP2 蛋白的系统进化树

Fig. 1 Phylogenetic tree of AP2 proteins from four plant species

图 2 甜橙 AP2 家族蛋白结构域分析

Fig. 2 Domain analysis of AP2 subfamily proteins in Citrus sinensis

2.3 甜橙 AP2 亚家族蛋白保守结构域、基因结构和保守基序分析

为了分析甜橙AP2亚家族基因结构和遗传性，揭示该基因家族的进化规律，使用 TBtools

软件对该家族基因结构进行可视化。结果表明，甜橙 AP2 亚家族基因包含 5~9个内含子和

6~10个外显子。甜橙 AP2 亚家族蛋白可分为 10个亚组，且同一亚组的内含子与外显子的

数量基本相等。

使用 MEME预测了 14个甜橙 AP2亚家族蛋白的 10 个保守基序（图 3）。结果表明，

甜橙 AP2亚家族都含有Motif3（VPKKSRDTPGQRSSQYRGVTRHRWTGRYEAHLWD）、M

otif4（KQVYLGGYDKEEAAA）、Motif2（RAYDLAALKYWGPDTTINFPVSDYEKELEEMK

NLTKZEYVASLRRKSSGF）、Motif5（RGASKYRGVTR）和Motif1（HQNGRWEARIGRVF

GNKYLYLGTFSTZEEAAEAYDIAAIKYRGLNAVTNF）。甜橙 AP2亚家族蛋白的古代进化支



（CsRAP2-5、CsRAP2-6、CsRAP2-9、CsRAP2-2 和 CsRAP2-13）都含有Motif7；Motif6只

存在于古代进化支成员（CsRAP2-5、CsRAP2-9、CsRAP2-2和 CsRAP2-13）；现代进化支（

CsRAP2-2~CsRAP2-4、CsRAP2-8 和 CsRAP2-10）都有Motif9和Motif8。这个研究结果表

明，甜橙 AP2 亚家族蛋白同一亚组的成员高度保守，这也反映出构建的系统进化分析结果

可靠。

图 3 甜橙 AP2 家族蛋白系统发育树（A）、蛋白基序（B）、基因结构（C）

Fig. 3 Phylogenetic tree (A),conserved domains (B), gene structure (C) of AP2 subfamily

proteins in Citrus sinensis

2.4 甜橙 AP2 亚家族启动子顺式作用元件分析与 miRNA 的预测

通过 PlantCARE网站对甜橙 AP2 亚家族启动子的顺式作用元件进行预测。结果显示，

甜橙 AP2 亚家族基因启动子上存在激素响应、防御与应激响应、脱落酸响应、厌氧诱导、

昼夜节律调控、分生组织表达相关、干旱响应等元件。例如，植物激素调控元件中的生长素

响应元件 I（TGA-element）和脱落酸响应元件 III（ABRE）；逆境防御响应元件 II（TC-rich

repeats）、干旱诱导元件 VIII（MBS）、损伤响应元件 X（WUN-motif）；植物生长发育相关

元件包括参与昼夜节律调控的顺式调控元件 V（circadian）和分生组织表达相关的元件 VII

（CAT-box）；光响应元件 IX（G-box、MRE、Box4、GATA-motif、G-Box、GT1-motif、TCT-motif

和 AE-box）（图 4）。该家族基因的启动子中都至少含有 6个光响应元件，其中 CsRAP2-5和

CsRAP2-14最多，含有 18个光响应元件。综上所述，该亚家族基因可能与胁迫响应和激素

应答有关，并参与植物生长发育过程。



图 4 甜橙 AP2 家族基因启动子的顺式作用元件预测

Fig. 4 Prediction of cis-acting elements on the promoter of AP2 subfamily proteins in Citrus

sinensis

microRNA（miRNA）可能在植物中参与转录基因表达调控。通过在线网站分析了甜橙

AP2亚家族基因可能被靶向的 miRNA，包括对果实成熟和变色、开花时间和植物耐盐性有

调控作用的miR172[22]，参与调控植物根系生长发育和抗逆（干旱、盐碱和高温）的miR164[23]，

以及参与调节幼苗生长、气孔密度和耐旱性的 miR393[24]（表 3）。以上结果表明这几个

miRNA 可能靶向甜橙 AP2 亚家族基因表达来调控植物生长发育和响应激素、非生物胁迫。

表 3 与甜橙 AP2 亚家族基因相关的 miRNA

Table 3 The prediction of miRNA related to AP2 subamily genes in Citrus sinensis
靶基因

Target gene

miRNA名称

miRNA name

抑制类型

Inhibition

CsRAP2-1（Cs1g_pb017560.1） csi-miR172a-3p Cleavage

csi-miR172c Cleavage

csi-miR172b Cleavage



CsRAP2-2（Cs1g_pb018830.1） csi-miR164 Cleavage

CsRAP2-4（Cs1g_pb016600.1） csi-miR393 Cleavage

CsRAP2-6（Cs3g_pb008940.1） csi-miR164 Cleavage

CsRAP2-7（Cs7g_pb020540.1） csi-miR172a-3p Cleavage

csi-miR172b Cleavage

csi-miR172c Cleavage

CsRAP2-9（Cs4g_pb001200.1） csi-miR156 Cleavage

CsRAP2-10（Cs6g_pb002300.1） csi-miR3946 Cleavage

CsRAP2-11（Cs6g_pb004660.1） csi-miR172a-3p Cleavage

csi-miR172c Cleavage

csi-miR172b Cleavage

CsRAP2-12（Cs6g_pb019310.1） csi-miR396c Cleavage

CsRAP2-14（Cs8g_pb019330.1） csi-miR172a-3p Cleavage

csi-miR172c Cleavage

csi-miR172b Cleavage

2.5 甜橙 AP2 亚家族基因染色体定位和共线性分析

染色体定位分析表明，甜橙 AP2亚家族基因分别定位于 1号（CsRAP2-1~CsRAP2-5）、

3 号（CsRAP2-6）、4 号（CsRAP2-8、CsRAP2-9）、6 号体（CsRAP2-10~CsRAP2-12）、7 号

（CsRAP2-7、CsRAP2-13）和 8 号染色体（CsRAP2-14）。共线性显示，一共有 4 个片段存

在重复（CsRAP2-7和 CsRAP2-11、CsRAP2-7和 CsRAP2-14、CsRAP2-11和 CsRAP2-14、

CsRAP2-12和 CsRAP2-13），说明在甜橙 AP2亚家族基因进化的过程中存在基因复制（图 5）。

物种间共线性分析表明，甜橙与拟南芥之间有 10个同源基因对，分布在 1、4、6、7、

8号染色体上；甜橙与苹果之间有 37个同源基因对，分布在 1、3、4、6、7、8号染色体上；

甜橙与水稻之间有 7个同源基因对，分布在 1、4、7、8号染色体上；甜橙与玉米之间有 6

个同源基因对，分布在 1、4、7、8号染色体上。甜橙 AP2亚家族基因中有 4个基因（CsRAP2-7、

CsRAP2-9、CsRAP2-1和 CsRAP2-12）能在其他物种中都找到同源基因（图 5），可能在植

物进化过程中有重要作用。与水稻和玉米相比，甜橙与拟南芥、苹果的 AP2亚家族同源基

因对更多，说明 AP2 亚家族基因在物种间分化时较保守。



图 5 甜橙 AP2 亚家族成员染色体定位（A）和共线性关系(B、C)

Fig. 5 Chromosomal location(A) and syntenic relationship (B、C) of AP2 subfamily proteins

in Citrus sinensis

2.6 甜橙 AP2 亚家族蛋白质二级结构预测

通过 ProtParam 在线分析工具预测甜橙 AP2亚家族成员的二级结构（表 4）。结果表明，

甜橙 AP2 亚家族基因均含有α-螺旋、β-转角、无规则卷曲和延伸链 4 种构型，其中α-

螺旋占比在14.15％（CsRAP2-5）~34.50％（CsRAP2-9）之间；延伸链占比在7.55％（CsRAP2-9）

~19.09％（CsRAP2-7）之间；β-转角占比在 3.25％（CsRAP2-4）~8.15％（CsRAP2-7）之

间；无规则卷曲占比在 49.33％（CsRAP2-6）~69.43％（CsRAP2-4）之间。α-螺旋和无规

则卷曲比例最高。



表 4 甜橙 AP2 亚家族蛋白二级结构

Table 4 The protein secondary structure of AP2 subfamily genes in Citrus sinensis
基因名

Gene Name

α-螺旋

Alpha helix

延长链

Extended strand

β-转角

Beta turn

无规则卷曲

Random coil

二级结构元件分布

Secondary structure element distribution

CsRAP2-1 28.48% 16.67% 5.45% 49.39%

CsRAP2-2 25.81% 13.21% 4.30% 56.68%

CsRAP2-3 28.76% 13.16% 4.70% 53.38%

CsRAP2-4 14.15% 13.17% 3.25% 69.43%

CsRAP2-5 26.72% 11.21% 3.45% 58.62%

CsRAP2-6 31.25% 13.62% 5.80% 49.33%

CsRAP2-7 31.81% 19.09% 8.15% 40.95%

CsRAP2-8 17.74% 16.70% 5.04% 60.52%

CsRAP2-9 34.50% 7.55% 4.31% 53.64%

CsRAP2-10 17.98% 13.42% 3.73% 64.87%

CsRAP2-11 17.83% 17.01% 5.94% 59.22%

CsRAP2-12 28.50% 10.69% 4.07% 56.74%

CsRAP2-13 33.89% 10.56% 5.28% 50.28%

CsRAP2-14 19.36% 16.17% 4.59% 59.88%

2.7 甜橙 AP2 亚家族基因的组织特异性表达分析

对甜橙 AP2 亚家族在甜橙根、茎和叶中的表达进行了分析。结果显示， CsRAP2-2、

CsRAP2-7、CsRAP2-9、CsRAP2-11和 CsRAP2-12在茎中表达量较高。CsRAP2-4、CsRAP2-10

和 CsRAP2-13在茎中表达最低。CsRAP2-3和 CsRAP2-6在根中表达量较高。CsRAP2-2主

要在根和茎中表达（图 6）。CsRAP2-3、CsRAP2-6和 CsRAP2-8主要在根中表达。综上，

甜橙 AP2亚家族基因在不同组织部位中的表达存在差异。



图 6 甜橙 AP2 亚家族基因不同组织中表达量

Fig. 6 The expression levels in different tissues of AP2 subfamily proteins in Citrus sinensis

2.8 甜橙 AP2 亚家族基因在非生物胁迫下的表达分析

14个甜橙 AP2亚家族基因在不同非生物胁迫处理下的表达量差异较大（图 7）。模拟干

旱处理后，CsRAP2-1、CsRAP2-2、CsRAP2-8和 CsRAP2-10在叶中的表达总体呈下调趋势。

处理 6 h时，CsRAP2-3、CsRAP2-5、CsRAP2-6、CsRAP2-9、CsRAP2-11和 CsRAP2-14在叶

中的表达量显著上升。CsRAP2-7 在处理 3 h 时表达量显著上升，随后陡然下降。

在盐处理下，CsRAP2-5和 CsRAP2-14的表达量与处理前差异不显著。在处理 6 h时，

CsRAP2-4、CsRAP2-6、CsRAP2-7、CsRAP2-11和 CsRAP2-13在叶中的表达量显著上升并达

到峰值。CsRAP2-1、CsRAP2-2、CsRAP2-8和 CsRAP2-12在叶中的表达量在处理后总体呈

下调趋势。CsRAP2-10在叶中的表达量先下调，在 12 h上升达到峰值。

ABA 处 理 后 ， CsRAP2-1 、 CsRAP2-2 、 CsRAP2-4 、 CsRAP2-6 、 CsRAP2-8 、

CsRAP2-10~CsRAP2-14在叶中的表达总体呈下调趋势，表达量低于处理前。CsRAP2-3和

CsRAP2-5在叶中的表达量先显著下调，然后在 6h时上升且表达量接近处理前。CsRAP2-9

的表达量与处理前差异不显著。在 12 h时，CsRAP2-7在叶中的表达量显著上升并达到峰值。

在低温处理后，CsRAP2-13的表达量先下调，在处理 3 h 时上调后又下调，并在 12 h

上升达到峰值，表达量总体呈现“M”形双峰变化趋势。除 CsRAP2-13外，其他 13个基因

的表达量基本呈下调趋势。



图 7 甜橙 AP2 亚家族基因在非生物胁迫下的表达分析

Fig. 7 Expression analysis of AP2 subfamily genes in Citrus sinensis under abiotic stress

3 讨论

甜橙 AP2 亚家族转录因子家族在植物体内广泛存在，目前已在拟南芥[1]、山核桃[25]、

马尾松[26]、菠萝[27]、铁皮石斛[28]和油棕[29]等植物中分别鉴定到 18、30、7、24、14、34个

成员。在本研究中，共鉴定出甜橙中 14个 AP2亚家族基因。相较于 T.M. Ito等人提出存在

13 个甜橙 AP2 亚家族成员[30]，本文基于柑橘基因组数据库的搜索还包括了一个新基因，

CsRAP2-1。蛋白理化性质分析和亚细胞定位预测表明，甜橙 AP2 亚家族均为不稳定的亲水

性蛋白，且主要定位于细胞核，这与该家族作为转录因子的特征相符，且与栀子 AP2 亚家

族的分析一致[31]。系统进化树显示，甜橙AP2亚家族可分为古代进化支（CsRAP2-5、CsRAP2-6、

CsRAP2-9、CsRAP2-2和 CsRAP2-13）、中间进化支（CsRAP2-1、CsRAP2-7、CsRAP2-11和

CsRAP2-14）和现代进化支（CsRAP2-2~CsRAP2-4、CsRAP2-8 和 CsRAP2-10），这与蜡梅

AP2亚家族分类相近[32]。在植物 AP2 亚家族蛋白的系统进化树中，聚在同一组中的 AtAP2、

OsAP2、CcAP2和 CsAP2蛋白成员数量存在明显的种间差异。甜橙 AP2 亚家族蛋白与克里

曼丁橘的亲缘关系较近，与拟南芥和水稻的关系较远。蛋白基序预测表明，甜橙 AP2 亚家

族皆包含Motif3、Motif4、Motif2、Motif5和Motif1。另外，甜橙 AP2亚家族蛋白进化树中

每个组都有其特异性的保守元件，证明了系统进化树分析的可信度。甜橙 AP2 亚家族基因

包含 5~9 个内含子和 6~10个外显子，这与拟南芥中 AP2 亚家族基因的外显子-内含子结构

相似[1]。甜橙 AP2 亚家族基因启动子序列含有内源激素响应、生长发育和非生物胁迫响应等

顺式作用元件，这与山核桃中 AP2 亚家族基因启动子的预测分析类似[25]。蛋白质二级结构

预测显示，甜橙 AP2 亚家族蛋白的α-螺旋和无规则卷曲比例最高，α-螺旋平均比例为

25.48％，无规则卷曲比例为 55.92％，这个比例与栀子中 AP2 亚家族的比例相近[31]。

组织特异性表达分析表明，CsRAP2-6主要在根中表达。与本研究结果一致，CsRAP2-6

同源基因拟南芥 AtWRI1主要在根中表达。而 AtWRI1在拟南芥中通过调控生长素响应基因

表达维持根系生长素含量，最终调控拟南芥根系发育[33]。因此，CsRAP2-6基因也可能在甜



橙根系发育中起重要作用。本研究结果表明，CsRAP2-7主要在茎中表达。这与 CsRAP2-7

同源基因烟草 NtTOE3在茎中表达量较高的结果一致[34]。但是，CsRAP2-7在玉米中的同源

基因 ZmRAP2-7主要在根中表达，刺激穗根发育[35]，这与本研究结果不同。CsRAP2-3在甜

橙根中表达量最高。但是， CsRAP2-3在拟南芥中的同源基因 AtAIL6却在花中的表达量最

高，并且调节发育中的花器官的生长和形态发生[11]。这些结果说明 AP2亚家族基因在不同

物种中的组织部位表达量存在差异。

有研究表明，AP2亚家族的基因主要参与响应非生物胁迫和调节植物的生长发育，如花

器官形成、胚胎发生和根系发育[5]。本研究从甜橙 AP2 亚家族成员启动子区域中鉴定出内源

激素响应、生长发育和非生物胁迫响应等顺式作用元件，表明甜橙 AP2 亚家族可能在甜橙

响应非生物胁迫过程中起重要作用。为进一步验证甜橙 AP2 亚家族基因对非生物胁迫的响

应，本研究分析了这些基因在非生物胁迫下叶中的表达模式。结果表明，CsRAP2-1、

CsRAP2-2、 CsRAP2-8和 CsRAP2-10在模拟干旱、高盐、ABA和低温处理下，表达量总体

上都呈下调趋势。CsRAP2-12的表达量在高盐、ABA和低温处理后下调表达，在模拟干旱

处理 1-12小时下调表达，但在 24 h时表达量高于处理前。除这 5个基因外，其余 9个甜橙

AP2亚家族基因的表达量在干旱处理后均呈上调趋势。CsRAP2-3、CsRAP2-4、CsRAP2-6、

CsRAP2-7、CsRAP2-9、CsRAP2-11和 CsRAP2-13均被高盐胁迫诱导表达。ABA 处理后，

只有 CsRAP2-7的表达量呈上调趋势。除 CsRAP2-13外，其他 13个基因的表达量在低温处

理后都呈下调趋势。这些结果说明，多数甜橙 AP2 亚家族基因在干旱和高盐胁迫下表达量

上升，在 ABA 和低温处理下表达量下降。与本研究结果一致，CsRAP2-2同源基因拟南芥

AtANT 在高盐胁迫下表达量显著降低 [36]，且与 SCABP8 / CBL10（SOS3-LIKE CALCIUM

BINDING PROTEIN 8）启动子结合，负调节拟南芥耐盐性。因此，CsRAP2-2也可能在甜橙

中负调节其耐盐性。与本研究结果一致，CsRAP2-7同源基因烟草 NtTOE3也可被高盐、干

旱和 ABA诱导表达。不同的是，NtTOE3对低温敏感，这个现象在 CsRAP2-7同源基因盐穗

木 HcTOE3同样存在，且相较 4 ℃低温处理，冰冻胁迫（−2°C）更能强烈诱导 HcTOE3[13]，

而 CsRAP2-7在低温处理下的表达量和处理前没有明显变化[34]。CsRAP2-2同源基因拟南芥

AtANT在干旱和 ABA处理后表达量都显著上升[37]，而 CsRAP2-2在这两个处理后表达量都

显著降低。这些结果说明不同植物的 AP2亚家族基因对非生物胁迫的响应存在差异。

目前有关甜橙 AP2亚家族基因的研究还没有较多报道，本研究鉴定和分析甜橙 AP2亚

家族基因，对该亚家族基因在不同组织部位和非生物胁迫下的表达进行分析。这些研究结果

为后续研究这些基因调控甜橙非生物胁迫的功能提供了依据。

4 结论

本研究鉴定和分析了甜橙 14 个 AP2 亚家族基因，均编码不稳定的亲水性蛋白。甜橙

AP2亚家族基因在不同组织部位中的表达存在差异。14个成员中，8个基因在模拟干旱胁迫

下表达上升，7个基因在高盐胁迫下表达上升，大多数基因在 ABA和低温胁迫下表达下调，



推测该家族基因可能在甜橙响应非生物胁迫过程中起重要作用。
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