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芹菜 ＡＰＸ 基因家族鉴定及其表达分析
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摘　 要:抗坏血酸过氧化物酶(Ａｓｃｏｒｂａｔｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ＡＰＸ)是植物活性氧代谢中重要的抗氧化酶之一ꎬ在植物抵

抗氧化胁迫方面发挥重要作用ꎮ 利用生物信息学方法对芹菜基因组中的 ＡＰＸ 基因家族成员进行鉴定和分析ꎬ并通

过实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ｑＲＴ－ＰＣＲ)验证分析 ＡｇＡＰＸｓ 在高温胁迫下的表达情况ꎬ为开展芹

菜 ＡＰＸ 基因参与高温胁迫调控机制提供依据ꎮ 结果表明:芹菜基因组中共有 ９ 个 ＡＰＸ 基因ꎬ随机分布在 ５ 个染色体

上ꎬ并出现了基因片段复制现象ꎻ大多数基因被定位在细胞质中ꎮ 系统发育分析表明ꎬＡｇＡＰＸ 基因家族可分为 ３ 个

亚族ꎬ同一亚族中的成员具有相似的基因结构和基序ꎮ 启动子顺式元件分析表明ꎬ大多数 ＡｇＡＰＸ 基因含有多种与生

长发育、植物激素和逆境胁迫相关的顺式元件ꎮ 高温胁迫下ꎬ芹菜 ＡＰＸ 活性提高ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析表明ꎬＡｇＡＰＸｓ 在
不同时间的高温处理下表达具有显著差异ꎬ并与转录组表达丰度相一致ꎬＡｇＡＰＸ２、ＡｇＡＰＸ３、ＡｇＡＰＸ４、ＡｇＡＰＸ５、ＡｇＡＰＸ７
的表达量和 ＡＰＸ 活性具有显著相关性ꎬ推测 ＡｇＡＰＸｓ 可能参与了芹菜抵御高温的调控过程ꎮ 本研究初步鉴定并提供

了芹菜 ＡＰＸ 基因家族成员信息ꎬ为今后进一步探索芹菜 ＡＰＸ 基因功能提供了重要的研究基础ꎮ
关键词:芹菜ꎻＡＰＸꎻ系统进化ꎻ顺式元件ꎻ高温胁迫应答
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　 　 活性氧(ＲＯＳ)是植物体内一类氧的单电子还

原产物ꎬ其过量积累后ꎬ会通过攻击植物体内蛋白

造成危害ꎬ还能引起细胞质膜损伤、细胞死亡及代

谢障碍等不可逆的伤害[１]ꎮ 高温、干旱、盐碱等逆

境环境会刺激 ＲＯＳ 的产生ꎬ从而引发植物体内一系

列压力反应ꎮ 抗坏血酸过氧化物酶(Ａｓｃｏｒｂａｔｅ ｐｅｒ￣
ｏｘｉｄａｓｅꎬ ＡＰＸ)是参与植物活性氧代谢的重要抗氧

化酶ꎬ在植物生长发育过程中发挥着重要作用[２]ꎮ
ＡＰＸ 可催化底物过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)形成 Ｏ２和 Ｈ２Ｏꎬ
以保护植物免受 Ｈ２Ｏ２过度积累造成的氧化损伤ꎮ
因此ꎬＡＰＸ 在植物中的氧化还原稳态和清除 ＲＯＳ 方

面起着至关重要的作用[３]ꎮ 有研究表明ꎬ在转入

ＴｔＡＰＸ 基因后ꎬ烟草种子萌发期 ＡＰＸ 活性得到增

强ꎬ种子萌发期的耐热性和耐旱性也有所增加[４]ꎮ
高温胁迫下紫花苜蓿的 ＡＰＸ 活性相较于正常生长

处理大幅度提高ꎬ且 ＣｙｔＡＰＸ ｍＲＮＡ 转录量也大幅度

增加[５]ꎮ 此外ꎬ高温胁迫处理后ꎬ萝卜幼苗 ＲｓＡＰＸ２
的表达量显著上升ꎬ其相应的 ＡＰＸ 活性也有所提

高[６]ꎮ 可见ꎬＡＰＸ 与植株对不同类型逆境的响应有

较强的相关性ꎮ
抗坏血酸过氧化物酶是一种由多基因家族成

员编码的蛋白酶ꎬ该家族根据蛋白质的亚细胞定位

在植物中分为 ４ 类ꎬ即细胞质型、叶绿体型、线粒体

型和过氧化物酶体型[７]ꎮ 目前为止ꎬＡＰＸ 基因已经

在多个物种中进行了成员鉴定ꎬ如拟南芥中有 ８ 个

ＡＰＸ 基因、水稻中有 ８ 个 ＡＰＸ 基因、玉米有 ８ 个 ＡＰＸ
基因、番茄有 ７ 个 ＡＰＸ 基因ꎬ且多项研究证实这些基

因广泛参与逆境应答[８－１１]ꎬ但在芹菜上尚未见 ＡＰＸ
基因家族成员系统鉴定和功能分析的相关报道ꎮ

芹菜(Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌ.)也称旱芹ꎬ是伞形科

芹属重要的 ２ 年生蔬菜作物ꎬ其营养丰富ꎬ含有较多

的钙、磷、铁及维生素 Ａ、维生索 Ｃ、维生素 Ｐ 等ꎬ对
预防高血压、动脉硬化等疾病十分有益ꎮ 芹菜喜冷

凉ꎬ不耐高温ꎬ３５℃以上的高温环境便会损害其生理

生化代谢ꎬ导致根系无法正常生长ꎬ经济价值大幅

降低[１２]ꎮ ＡＰＸ 在多个物种中被鉴定出参与重要的

生物学重要过程ꎬ其可能也是芹菜应答高温胁迫的

关键候选基因ꎬ但目前 ＡＰＸ 基因成员在芹菜上的研

究较为有限ꎮ 芹菜全基因组的测序完成为分析芹

菜 ＡＰＸ 家族成员提供了重要的数据基础ꎮ 基于此ꎬ
本研究利用生物信息学的方法鉴定芹菜 ＡＰＸ 基因

家族成员ꎬ通过对其基因家族成员基因结构及系统

进化等进行分析ꎬ同时检测基因家族成员在高温胁

迫下的表达 情 况ꎬ 以 期 为 研 究 芹 菜 ＡＰＸ 基 因

(ＡｇＡＰＸ)参与高温胁迫的调控机制提供参考ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 ＡｇＡＰＸ 基因的筛选与鉴定

芹菜蛋白序列从已公开发表的两份芹菜基因

组数据( ｈｔｔｐ: / / ａｐｉａｃｅａｅ. ｎｊａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｃｅｌｅｒｙｄｂ[１３] 和

ｈｔｔｐ: / / ｃｅｌｅｒｙｄｂ.ｂｉｏ２ｄｂ.ｃｏｍ / [１４] )中下载ꎬ建立本地

ｂｌａｓｔ 数据库ꎮ 从 Ｐｆａｍ 数据库中(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ.ｘｆａｍ.
ｏｒｇ / )下载 ＡＰＸ 保守结构域种子文件(ＰＦ０６２００)ꎬ并
采用 ＨＭＭＥＲ 软件从芹菜蛋白序列中搜索 ＡＰＸ 蛋

白序列ꎬ去除重复和多余信息ꎬ采用 ＮＣＢＩ－ＣＤＤ 和

Ｐｆａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ.ｘｆａｍ. ｏｒｇ)进行 ＡＰＸ 结构域的进

一步确认[１５]ꎮ 采用 ＴａｒｇｅｔＰ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ.
ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴａｒｇｅｔＰ / ) 和 ＷＯＬＦ ＰＳＯＲＴ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ.ｃｏｍ / ｗｏｌｆ￣ｐｓｏｒｔ.ｈｔｍｌ)对 ＡＰＸ 进行亚细

胞 定 位 分 析ꎮ 通 过 ＥｘＰＡＳｙ 网 站 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )对芹菜 ＡＰＸ 蛋白序列进行

理化性质分析等ꎮ
１.２　 ＡｇＡＰＸ 基因家族系统进化及种间共线性分析

从拟南芥基因组网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.
ｏｒｇ / )下载拟南芥的 ＡＰＸ 蛋白序列ꎬ从水稻基因组

网站(ｈｔｔｐ: / / ｒｉｃｅ.ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ.ｍｓｕ.ｅｄｕ / )下载水稻的

ＡＰＸ 蛋白序列ꎮ 使用默认设置的 ＣｌｕｓｔａｌＸ(ｖ.２.１)对
ＡＰＸ 氨基酸序列进行多序列联配ꎬ并利用 ＭＥＧＡ６.０６
软件采用邻接法(ＮＪ)构建了系统进化树ꎬ校验参数

ｂｏｏｔ ｓｔｒａｐ 设置为重复 １０００ 次[１６]ꎮ 伞形科植物的基

因组序列和注释分别从胡萝卜数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｈｙ￣
ｔｏｚｏｍｅ￣ｎｅｘｔ.ｊｇｉ. ｄｏｅ. ｇｏｖ / ｐｚ / ｐｏｒｔａｌ. ｈｔｍｌ) 和香菜数据

库 ( ｈｔｔｐ: / / ｃｇｄｂ. ｂｉｏ２ｄｂ. ｃｏｍ / ) 中 获 得ꎮ 利 用

ＭＣＳｃａｎＸ 软件对物种之间的共线性关系进行分析ꎬ
并使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件对结果进行可视化ꎮ
１.３　 ＡｇＡＰＸ 基因家族染色体定位及顺式元件分析

芹菜基因组信息和 ＡｇＡＰＸｓ 基因起始密码子上

游 ２ ０００ ｂｐ 的启动子序列从芹菜基因组数据库中获

取ꎬ使用 ＭａｐＩｎｓｐｅｃｔ ( ｈｔｔｐ: / / ｍａｐｉｎｓｐｅｃｔ. ｓｏｆｔｗａｒｅ. ｉｎ￣
ｆｏｒｍｅｒ.ｃｏｍ)软件构建 ＡＰＸ 家族成员的染色体位置

分布图ꎬ使用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 网页版软件鉴定( ｈｔｔｐ: / /
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ /
ｈｔｍｌ / )顺式作用元件ꎮ
１.４　 ＡｇＡＰＸ 基因家族基因结构和保守基序分析

ＡｇＡＰＸ 基因内含子和外显子的结构分析通过

比对基因序列信息与编码序列信息ꎬ登录 ＧＳＤＳ(ｈｔ￣
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ｔｐ: / / ｇｓｄｓ.ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / )网页版软件进行绘制ꎮ
利用在线网站 ＭＥＭＥ(ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ)对芹

菜 ＡＰＸ 家族成员进行 ｍｏｔｉｆ 分析[１７]ꎬ输出的结构域

数目最大为 １５ꎬ参数设定保守基序(ｍｏｔｉｆ)大小为

１０~１００ ａａꎬ结果文件使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件可视化ꎮ

１.５　 转录表达丰度分析和荧光定量验证

芹菜高温胁迫的转录组测序数据由本课题组

完成ꎮ 采用 ＦＰＫＭ 值来反映 ＡｇＡＰＸｓ 基因在不同样

品中 的 表 达 丰 度ꎬ ＡｇＡＰＸｓ 基 因 表 达 热 图 使 用

ＴＢｔｏｏｌｓ 构建ꎮ 本试验于 ２０２２ 年 ３ 月于四川农业大

学园艺学院实验教学基地进行ꎬ选取芹菜热敏感型

品种‘绿领黄心芹’于 ２０℃黑暗条件下催芽ꎬ种子露

白后播种至穴盘中ꎬ当芹菜幼苗长出 ２ ~ ３ 片真叶

时ꎬ将健壮幼苗移栽至 １０ ｃｍ 口径营养钵中ꎬ露天常

规管理ꎮ 待其生长 ３０ ｄ 后在 ３８℃下进行高温处理ꎬ
设置 １ 个对照 ＣＫ(０ ｈ)和 ３ 个不同时间段(４、１２、
２４ ｈ)的高温胁迫处理ꎬ处理结束后ꎬ将植株的叶片

与叶柄混合取样ꎬ使用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒(深
圳市艾伟迪生物科技有限公司)提取芹菜 ＲＮＡꎬ使用

逆转录试剂盒(北京擎科生物科技有限公司)将 ＲＮＡ
反转获得芹菜 ｃＤＮＡꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 采用 Ｂｉｏ－Ｒａｄ Ｒｅａｌ－
ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 和 Ｂｉｏ－Ｒａｄ ＣＦＸ Ｍａｎａｇｅｒ 进行ꎮ

根据芹菜 ＡＰＸ 基因序列ꎬ设计荧光定量引物

(表 １)ꎬ以反转录获得的 ｃＤＮＡ 稀释 １０ 倍作为模

板ꎬ荧光定量反应体系按照试剂盒(北京全式金生

物技术有限公司) 说明书配制ꎬ反应条件设定:
９５.０℃预变性 １ ｍｉｎꎬ９５.０℃ １０ ｓꎬ５８.０℃ １５ ｓꎬ３９ 个

循环ꎬ所有设定保存后运行程序ꎬ每个样品设 ３ 次重

复ꎮ 以芹菜 ＡｇＡｃｔｉｎ 基因作为内参ꎬ相对定量计算公

式采用 ２－△△ＣＴꎬ△ＣＴ＝ＣＴ(目标基因)－ＣＴ(ＡｇＡｃｔｉｎ)ꎮ

１.６　 ＡＰＸ 活性测定

ＡＰＸ 活性测定参考 Ｎａｋａｎｏ 等[１８] 的方法ꎬ取新

鲜叶片 ０. ５ ｇ 加 ５ ｍＬ 酶提取液冰浴研磨ꎬ４℃ 下

１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ２０ ｍｉｎꎮ 在 ３ ｍＬ 反应液中加

入 ０.３ ｍＬ 酶液和 ５０ μＬ Ｈ２Ｏ２启动反应ꎮ 室温条件

下测定混合液在 ２９０ ｎｍ 波长下的吸光值ꎬ每 １０ ｓ
测定 １ 次ꎬ总共测定 １ ｍｉｎ ＯＤ 值变化量ꎬ以不加

Ｈ２Ｏ２作为对照ꎮ 以室温下每分钟氧化 １ μｍｏｌ ＡｓＡ
的酶量作为 １ 个酶活性单位(Ｕ)ꎬ在测定时间内

Ｈ２Ｏ２本身对 ＡｓＡ 氧化作用极小ꎬ故忽略不计ꎮ
１.７　 数据统计与分析

使用 Ｅｘｃｅｌ ２０２０ 整理试验数据ꎬ用 Ｏｒｉｇｉｎ ９.０ 绘

图ꎬ采用 ＳＰＳＳ ２０ 统计分析单因素 ＡＮＯＶＡ 的 Ｄｕｎｃａｎ
比较差异的显著水平ꎮ

表 １　 荧光定量中引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｑＲＴ－ＰＣＲ

基因
名称
Ｇｅｎｅ

正向引物
Ｓｅｎｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ

反向引物
Ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ

ＡｇＡｃｔｉｎ ＡＧＡＡＧＴＣＣＴＧＴＴＣＣＡＧＣＣＧＴＣＴＴ ＣＧＡＡＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＴＡＴＧＴＴ

ＡｇＡＰＸ１ ＧＴＧＣＴＡＣＴＧＣＴＧＴＧＧＡＧＧＡＴＧＣ ＡＧＣＣＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＧＧＴＣＴＴ

ＡｇＡＰＸ２ ＣＣＣＴＴＣＡＣＣＣＡＧＴＧＣＴＧＣＴＡＴＧ ＡＴＡＡＣＧＴＣＡＣＧＴＣＴＧＣＧＧＡＡＧＣ

ＡｇＡＰＸ３ ＧＴＧＧＧＣＡＧＴＴＣＣＧＴＴＧＧＧＴＴＡＣ ＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＧＴＣＣＡＴＴ

ＡｇＡＰＸ４ ＴＴＧＴＧＣＴＣＣＧＴＴＧＡＴＧＣＴＴＣＧＴ ＧＣＣＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＣＴＣＣＴＧＡ

ＡｇＡＰＸ５ ＴＧＧＴＧＴＡＧＴＴＧＣＣＧＴＧＧＡＧＧＴＴ ＡＣＣＣＡＧＡＴＣＧＣＴＣＣＴＴＧＴＧＡＣＡ

ＡｇＡＰＸ６ ＧＣＣＧＣＴＴＧＣＣＴＧＡＴＧＣＴＡＣＴＴ ＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＣＧＣＣＡＧＴＣＡＡＧ

ＡｇＡＰＸ７ ＧＣＣＧＣＴＴＧＣＣＴＧＡＴＧＣＴＧＡＡ ＡＡＣＧＧＴＣＣＴＴＧＴＧＡＣＡＣＧＡＡＣＣ

ＡｇＡＰＸ８ ＣＡＧＧＡＧＴＴＧＴＴＧＣＧＧＴＴＧＡＧＧＴ ＴＣＴＡＴＣＴＧＣＧＴＧＴＧＣＣＣＴＴＣＣＣ

ＡｇＡＰＸ９ ＣＣＧＡＧＧＡＴＣＡＣＧＴＡＴＧＣＡＧＡＣＣ ＡＧＣＡＡＣＡＧＣＡＡＣＴＣＣＧＡＣＡＡＣＴ

２　 结果与分析

２.１　 ＡｇＡＰＸ 基因家族成员鉴定

基于芹菜全基因组数据ꎬ总共鉴定出 ９ 个芹菜

ＡＰＸ 基因ꎬ将其命名为 ＡｇＡＰＸ１ ~ ９(表 ２)ꎮ ＡｇＡＰＸｓ
编码的氨基酸数目范围为 ２４０ ( ＡｇＡＰＸ７) ~ ４１５
(ＡｇＡＰＸ１)ꎬ分子量范围为 ２６３０９. ０５ ( ＡｇＡＰＸ７) ~
４５２９５. ４３ Ｄａ ( ＡｇＡＰＸ１ )ꎬ 等 电 点 值 范 围 为 ５.４１
(ＡｇＡＰＸ６) ~ ９.０５(ＡｇＡＰＸ１)ꎮ 就氨基酸组成而言ꎬ
芳香族氨基酸平均有 ２７ 个ꎬ脂肪族氨基酸平均有

６０ 个ꎻ碱性氨基酸和酸性氨基酸平均占比分别为

１４％和 １０％ꎮ 所有 ＡｇＡＰＸ 蛋白的 ＧＲＡＶＹ 值为负ꎬ
表明它们都是亲水性蛋白ꎮ 同时ꎬ根据亚细胞定位

分析发现大多数基因主要位于细胞质中ꎬ还有少部

分分布在线粒体和叶绿体中ꎮ

２.２　 ＡｇＡＰＸ 基因的系统发育和聚类分析

为了分析芹菜中 ＡＰＸ 基因家族的进化关系ꎬ选
择了两种模式植物拟南芥和水稻的 ＡＰＸ 基因进行

系统发育分析ꎮ 系统发育树分析显示(图 １)ꎬ２５ 个

ＡＰＸ 基因分为 Ｉ、ＩＩ 和 ＩＩＩ 共 ３ 个亚族ꎬＩ 亚族所含有

的 ＡＰＸ 基因数目最多(１２ 个)ꎬ其中芹菜 ３ 个、水稻

４ 个、拟南芥 ５ 个ꎻＡＰＸ 基因家族成员最少的是 ＩＩＩ
亚族(５ 个)ꎬ包含 ２ 个芹菜、２ 个水稻和 １ 个拟南芥

ＡＰＸ 基因ꎻ而 ＩＩ 亚族分别含有 ４ 个芹菜、２ 个水稻和

２ 个拟南芥 ＡＰＸ 基因ꎮ 此外ꎬ从进化树可以发现ꎬ
ＡｇＡＰＸ４ 和 ＡｇＡＰＸ５ 聚为一支ꎬＡｇＡＰＸ６ 和 ＡｇＡＰＸ７
聚为一支ꎬ显示出较短的进化距离ꎮ 与水稻和玉米

的 ＡＰＸ 基因相比ꎬ芹菜的 ＡＰＸ 基因在系统发育上与

水稻的亲缘关系更近ꎬ这表明 ＡｇＡＰＸ 和 ＯｓＡＰＸ 之间

存在功能相似性ꎮ
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表 ２　 芹菜 ＡＰＸ 基因家族成员基本信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＰＸ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｃｅｌｅｒｙ

基因名称
Ｇｅｎｅ Ｌｏｃｕｓ ＩＤ＿１ Ｌｏｃｕｓ ＩＤ＿２

氨基酸
数目
Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ

脂肪
族氨
基酸

Ａｌｉｐｈａｔｉｃ
ＩꎬＬꎬＶ

芳香
族氨
基酸

Ａｒｏｍａｔｉｃｓ
ＦꎬＷꎬＹ

碱性氨
基酸

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ

酸性
氨基酸
Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ

等电点
ｐＩ

氨基酸
大小

Ｍｏｌｅｃｕａｒ
ｗｅｉｇｈｔ
/ Ｄａ

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

ＷｏＬＦ
ＰＳＯＲＴ
/ ＴａｒｇｅｔＰ

蛋白疏水性
预测

Ｐｒｏｔｅｉｎｇｒａｎｄ
ａｖｅｒａｇｅ

ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ
(ＧＲＡＶＹ)

ＡｇＡＰＸ１ Ａｇｒ１５８３８ Ａｇ３Ｇ０１０７６.１ ４１５ ６９ ３６ ４８ ５５ ９.０５ ４５２９５.４３ ｃｈｌｏ / － －０.４１３
ＡｇＡＰＸ２ Ａｇｒ２２０７２ Ａｇ１Ｇ０１６９４.１ ３４６ ７３ ２７ ３７ ３９ ５.７１ ３７７７１.００ ｃｈｌｏ / － －０.２３４
ＡｇＡＰＸ３ Ａｇｒ０５３５２ Ａｇ７Ｇ０１９１０.１ ３２１ ７８ ３７ ３８ ３４ ８.７４ ３５０４６.４２ ｅｘｔｒ / － －０.０９５
ＡｇＡＰＸ４ Ａｇｒ２７０５４ Ａｇ６Ｇ０２３０６.１ ２５０ ５２ ２１ ３０ ３５ ６.０６ ２７６３０.５４ ｃｙｔｏ / ｍｉｔｏ －０.３５１
ＡｇＡＰＸ５ Ａｇｒ１８６８８ Ａｇ１１Ｇ０４２６５.１ ２５０ ５０ ２２ ２８ ３５ ５.６４ ２７５２３.３１ ｃｙｔｏ / ｍｉｔｏ －０.３６０
ＡｇＡＰＸ６ Ａｇｒ４０２９０ ＡｇＵｎＧ０１６１８.１ ２５０ ５０ ２３ ２８ ３７ ５.４１ ２７７２５.４６ ｃｙｔｏ / ｍｉｔｏ －０.３７８
ＡｇＡＰＸ７ Ａｇｒ３８０１２ Ａｇ１１Ｇ０３２４２.１ ２４０ ５２ ２０ ２９ ３０ ６.６０ ２６３０９.０５ ｃｙｔｏ / － －０.３１８
ＡｇＡＰＸ８ Ａｇｒ２８３８９ Ａｇ７Ｇ０１８１５.１ ２８７ ６２ ２６ ３８ ３７ ７.７４ ３１６５４.１１ ｃｙｔｏ / ｍｉｔｏ －０.３０１
ＡｇＡＰＸ９ Ａｇｒ１７９２９ Ａｇ３Ｇ０１５０２.１ ２８０ ５７ ２８ ３４ ３８ ６.０９ ３１２８０.１８ ｃｙｔｏ / － －０.４５４
平均值
Ａｖｅｒａｇｅ ２９３ ６０ ２７ ３４ ３８ ６.７８ ３２２４８.３９ －０.３２３

　 　 注:Ｌｏｃｕｓ ＩＤ＿１ 数据来源于 ｈｔｔｐ: / / ａｐｉａｃｅａｅ.ｎｊａｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / ｃｅｌｅｒｙｄｂꎻＬｏｃｕｓ ＩＤ＿２ 数据来源于 ｈｔｔｐ: / / ｃｅｌｅｒｙｄｂ.ｂｉｏ２ｄｂ.ｃｏｍ / ꎻｃｈｌｏ 表示叶绿体ꎻｅｘｔｒ
表示细胞外基质ꎻｃｙｔｏ 表示细胞质ꎻｍｉｔｏ 表示线粒体ꎻ－表示任何其他位置ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｌｏｃｕｓ ＩＤ＿１ ｄａｔａ ｆｒｏｍｈｔｔｐ: / / ａｐｉａｃｅａｅ.ｎｊａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｃｅｌｅｒｙｄｂꎻＬｏｃｕｓ ＩＤ＿２ ｄａｔａ ｆｒｏｍ ｈｔｔｐ: / / ｃｅｌｅｒｙｄｂ.ｂｉｏ２ｄｂ. ｃｏｍ / ꎻＣｈｌｏ ｍｅａｎｓ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔꎻ
Ｅｘｔｒ ｍｅａｎｓ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎻ Ｃｙｔｏ ｍｅａｎｓ ｃｙｔｏｐｌａｓｍꎻ Ｍｉｔｏ ｍｅａｎｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａꎻ － ｍｅａｎｓ ａｎｙ ｏｔｈｅｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ.

图 １　 芹菜 ＡｇＡＰＸ、拟南芥 ＡｔＡＰＸ 和

水稻 ＯｓＡＰＸ 基因系统进化树分析

Ｆｉｇ.１　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｍｏｎｇ
ＡｇＡＰＸꎬ ＡｔＡＰＸ ａｎｄ ＯｓＡＰＸ

２.３　 ＡｇＡＰＸ 基因家族基因结构及保守基序分析

基因结构分析显示(图 ２)ꎬ序列相似性更高的

ＡｇＡＰＸｓ 在结构上更相似ꎬ如属于Ⅱ亚族的 ＡｇＡＰＸ４
和 ＡｇＡＰＸ５ 在基因编码区域长度相似ꎬ结构也相似ꎻ
同时与Ⅰ亚族相比ꎬⅡ和Ⅲ亚族中 ＡｇＡＰＸｓ 的基因

结构更为保守ꎮ 所有 ＡｇＡＰＸ 基因都包含了 Ｍｏｔｉｆ ２ꎬ
７ 个 ＡｇＡＰＸ 基因具有基序 Ｍｏｔｉｆ ３、Ｍｏｔｉｆ ４、Ｍｏｔｉｆ ７ꎮ
位于同一亚族的 ＡｇＡＰＸ 基因包含相似的基序ꎬ例如

同属于 ＩＩ 亚族的 ＡｇＡＰＸ４、ＡｇＡＰＸ５、ＡｇＡＰＸ６、ＡｇＡＰＸ７
都具有 Ｍｏｔｉｆ ６、 Ｍｏｔｉｆ ２、 Ｍｏｔｉｆ １、 Ｍｏｔｉｆ ３、 Ｍｏｔｉｆ ５、
Ｍｏｔｉｆ ７、Ｍｏｔｉｆ ４、Ｍｏｔｉｆ １１ꎮ 外显子 －内含子分析表

明ꎬ序列相似性更高的 ＡｇＡＰＸｓ 显示出相似数量的

外显子和内含子ꎬ例如 ＡｇＡＰＸ４、ＡｇＡＰＸ５ 和 ＡｇＡＰＸ６
都包含数量相等的 ９ 个内含子ꎮ ＡｇＡＰＸ７ 和 ＡｇＡＰＸ９
所包含的内含子最少(６ 个)ꎻＡｇＡＰＸ１ 含有的内含子

数量最多(１１ 个)ꎮ
２.４　 ＡｇＡＰＸ 的染色体定位分析

在 ９ 个芹菜 ＡＰＸ 基因中ꎬ８ 个基因在 ５ 条染色

体上呈现不均匀分布ꎬ另外 １ 个位于未组装到染色

体的重叠群上ꎻ其余染色体不含芹菜 ＡＰＸ 基因(图
３)ꎮ 染色体 ０１ 和 ０６ 均只含有 １ 个芹菜 ＡＰＸ 基因ꎬ
染色体 ０３、 ０７、 １１ 均含有 ２ 个 ＡＰＸ 基因ꎮ 其中

ＡｇＡＰＸ１、ＡｇＡＰＸ７、ＡｇＡＰＸ９ 位于染色体前端ꎬ其他

ＡＰＸ 基因位于染色体后端ꎬＡｇＡＰＸ８、ＡｇＡＰＸ３ 同时位

于 ７ 号染色体后端ꎮ 为了探讨 ＡｇＡＰＸｓ 基因在进化

中受到了何种选择ꎬ使用 Ｋａ / Ｋｓ Ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ 软件计算

了非同义突变频率(Ｋａ)与同义突变频率(Ｋｓ)比值

(表 ３)ꎮ 前人研究表明如果 Ｋａ / Ｋｓ >１ꎬ则认为有正

选择效应ꎻ如果 Ｋａ / Ｋｓ ＝ １ꎬ则认为存在中性选择ꎻ如
果 Ｋａ / Ｋｓ<１ꎬ则认为有纯化选择作用[９]ꎮ 本研究发

现(表 ３)ꎬ芹菜 ＡＰＸ 基因家族中的 ４ 对基因的 Ｋａ /
Ｋｓ 值介于 ０~０.４ꎬ说明这些基因在进化过程中受到

了较强的纯化选择作用ꎬ表明这些基因对可能有相

同的功能ꎮ
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图 ２　 芹菜 ＡＰＸ 基因家族基因结构及保守基序

Ｆｉｇ.２　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ｏｆ ｃｅｌｅｒｙ ＡＰＸ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

图 ３　 芹菜 ＡＰＸ 基因家族染色体定位

Ｆｉｇ.３　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＰＸ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｃｅｌｅｒｙ

表 ３　 ＡｇＡＰＸ 中旁系同源基因对 Ｋａ 和 Ｋｓ 值

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｋａ ａｎｄ Ｋｓ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｐａｒａｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＡｇＡＰＸ

序列 １
Ｓｅｑ＿１

序列 ２
Ｓｅｑ＿２

非同义
突变率
Ｋａ

同义突
变率
Ｋｓ

突变率
比值
Ｋａ / Ｋｓ

重复类型
Ｄｕｐｌｉｃａｔｅ

ｔｙｐｅ

ＡｇＡＰＸ１ ＡｇＡＰＸ３ ０.８０８１６１６ ３.０４８３６８６９９ ０.２６５１１２８１３ Ｓｅｇｍｅｎｔａｌ
ＡｇＡＰＸ２ ＡｇＡＰＸ３ ０.８４６７００２１５ ２.４７００１６６０６ ０.３４２７９１３０５ Ｓｅｇｍｅｎｔａｌ
ＡｇＡＰＸ８ ＡｇＡＰＸ９ ０.１０５４７０１９３ ０.８０２８５０３８０ ０.１３１３６９６７４ Ｓｅｇｍｅｎｔａｌ
ＡｇＡＰＸ４ ＡｇＡＰＸ５ ０.０９０７５３３９７ ０.７５３１５１９５３ ０.１２０４９８１２４ Ｓｅｇｍｅｎｔａｌ

２.５　 启动子顺式元件分析

启动子顺式元件作为转录因子结合位点发挥

作用ꎬ并在植物生长发育、植物响应激素处理和非

生物胁迫的转录调节中发挥重要作用[１９]ꎮ 本研究

分析了翻译起始位点 ２ ０００ ｂｐ 上游序列(启动子区

域)中的顺式调控元件ꎬ鉴定了响应植物生长发育、
非生物胁迫和植物激素相关的顺式元件ꎬ以探索基

因的调控机制ꎮ 如图 ４ 所示ꎬＡＰＸ 基因家族中有大

量与逆境响应相关的元件ꎬ出现频次最多的是 ＭＹＢ
(逆境胁迫)２７ 次、ＭＹＣ(非生物胁迫)２３ 次和 ＡＲＥ

(厌氧反应)１８ 次ꎬ表明 ＡｇＡＰＸｓ 基因在植物遭受逆

境时具有重要作用ꎮ 除与逆境相关的顺式响应元

件外ꎬ参与植物生长发育的元件 ＡＥ － ｂｏｘ、 ＴＣＴ －
ｍｏｔｉｆ、ＢＯＸ ４、ＧＡ－ｂｏｘ 在 ＡＰＸ 基因家族中含量最多ꎬ
其中除了 ＡｇＡＰＸ５ꎬ其他 ＡＰＸ 基因都含有 ＢＯＸ ４ 启

动原件ꎬ８ 个基因共包括 ２５ 个元件ꎮ 激素相关元件

中ꎬ共 ２１ 个乙烯响应元件(ＥＲＥ)、１８ 个 ＡＢＡ 响应

元件(ＡＢＲＥ)、６ 水杨酸响应元件(ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ)和
３ 个赤霉素响应元件(ＴＡＴＣ－ｂｏｘ)在 ＡｇＡＰＸｓ 基因中

出现ꎮ 鉴定结果表明 ＡＰＸ 基因家族在植物生长发

育过程中ꎬ尤其在是在响应非生物胁迫方面发挥着

尤为重要的作用ꎮ
２.６　 芹菜、胡萝卜和香菜的共线性分析

为深入研究 ＡｇＡＰＸ 基因家族成员之间的遗传

相关性ꎬ对芹菜、胡萝卜和香菜的共线性关系进行

了共线性分析ꎮ 如图 ５ 所示ꎬＡｇＡＰＸ 基因与同科植

物胡萝卜、香菜都有 ７ 个同源基因ꎬ并且在胡萝卜和

香菜的 ５ 条染色体上都存在共线性关系ꎮ ３ 个物种

中ꎬ除 ＡｇＡＰＸ１ 和 ＡｇＡＰＸ７ 外ꎬ位于芹菜不同染色体

上的 ＡｇＡＰＸ 基因与胡萝卜、香菜的 ＡＰＸ 基因都存在

共线性关系ꎮ 例如ꎬ芹菜 １１ 号染色体上的 ＡｇＡＰＸ５
分别与 ３ 个 ＤｃＡＰＸ、１ 个 ＣｓＡＰＸ 基因共线性ꎮ 芹菜

与胡萝卜、香菜基因组之间都有 ７ 对共线 ＡＰＸ 基

因ꎬ表明 ＤｃＡＰＸ、ＣｓＡＰＸ 和 ＡｇＡＰＸ 存在片段重复ꎬ大
部分 ＡＰＸ 基因同源ꎮ 以上结果说明同属于伞形科

作物的胡萝卜、芹菜、香菜基因组具有大量的保守

区域及同源基因对ꎬ在该基因进化的过程中存在基

因复制ꎬ且进化过程中非常保守ꎮ
２.７　 ＡｇＡＰＸ 基因在高温胁迫中的转录表达分析

为探究 ＡｇＡＰＸ 基因家族不同成员在高温胁迫

下的潜在功能ꎬ基于不同高温胁迫时间的转录组数
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　 　 注:图中颜色深浅表示数量的多少ꎬ颜色浅表示含有数量少或无ꎬ颜色深表示数量多ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｔｈｅ ｄｅｐｔｈ ｏｆ ｃｏｌｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔꎬ ｗｉｔｈ ｌｉｇｈｔｅｒ ｃｏｌｏｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ａ ｓｍａｌｌｅｒ ｏｒ ｚｅｒｏ

ｑｕａｎｔｉｔｙꎬ ａｎｄ ｄａｒｋｅｒ ｃｏｌｏｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ａ ｌａｒｇｅｒ ｑｕａｎｔｉｔｙ.
图 ４　 ＡｇＡＰＸ 基因启动子顺式作用元件图

Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ＡｇＡＰＸ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

图 ５　 芹菜、胡萝卜和香菜的共线性分析
Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｅｒｙꎬｃａｒｒｏｔ ａｎｄ ｃｏｒｉａｎｄｅｒ

据分析了 ＡＰＸ 基因家族的表达模式(图 ６)ꎮ 结果

显示ꎬＡｇＡＰＸ 基因家族的 ９ 个基因均检测到相关表

达水平ꎮ 这 ９ 个基因可分为 ３ 类ꎬＡｇＡＰＸ２、ＡｇＡＰＸ３、
ＡｇＡＰＸ５、ＡｇＡＰＸ７ 单独聚为一类ꎬ他们在无高温胁迫

条件下都具有高表达水平ꎬ随着高温胁迫时间的延

长ꎬ其表达量开始下降ꎻＡｇＡＰＸ４ 基因的表达量与这

４ 个基因的表达量呈相反变化趋势ꎬ即在无高温胁

迫时ꎬ其表达量较低ꎬ随着高温胁迫时间的加长ꎬ
ＡｇＡＰＸ４ 基因的表达量开始增加ꎬ并且在响应高温

方面具有特殊性质ꎻＡｇＡＰＸ 基因家族成员的基因表

达量则随高温胁迫时间增加而发生相应变化ꎬ说明

ＡｇＡＰＸ 基因家族成员广泛参与了芹菜响应高温胁
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迫的应答ꎮ
２.８　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 验证 ＡＰＸ 基因在高温胁迫下的表达

趋势

　 　 为验证芹菜 ＡＰＸ 家族基因(ＡｇＡＰＸ１~ ＡｇＡＰＸ９)
在高温胁迫下的应答模式ꎬ采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 鉴定了

这 ９ 个基因在高温胁迫状态下的表达水平ꎮ 如图 ７
所示ꎬＡＰＸ 家族成员对于高温处理都有一定程度的

响应:ＡｇＡＰＸ４ 基因在高温处理后ꎬ表达水平持续增

加(图 ７Ｄ)ꎻＡｇＡＰＸ２、ＡｇＡＰＸ３、ＡｇＡＰＸ５、ＡｇＡＰＸ７ 基因

在高温处理后ꎬ表达水平持续减少(图 ７Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｇ)ꎻ
ＡｇＡＰＸ１ 和 ＡｇＡＰＸ６ 基因在高温处理后 ４ ｈ 时高表

达ꎬ随着处理时间的增加ꎬ在 １２ ｈ 时表达有所下调

(图 ７Ａ、Ｆ)ꎻＡｇＡＰＸ８ 和 ＡｇＡＰＸ９ 在处理 ４ ｈ 和 １２ ｈ
后表达量持续下降ꎬ但到处理 ２４ ｈ 时ꎬ表达量开始

增加(图 ７Ｈ、Ｉ)ꎮ 同转录组数据比较ꎬ荧光定量验

证结果与转录表达丰度表现出较好的一致性ꎬ进
一步表明 ＡＰＸ 基因家族可能参与了高温胁迫的

应答ꎮ

　 　 注:基因转录表达水平采用 Ｌｏｇ２ＦＰＫＭ 表示ꎮ 颜色越深表示表达量越高ꎬ颜色越浅表示表达量越低ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｌｏｇ２ＦＰＫＭ. Ｔｈｅ ｄａｒｋｅｒ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒꎬ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ

ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔｅｒ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒꎬ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ.

图 ６　 ＡｇＡＰＸｓ 基因在不同时期高温胁迫下的表达谱分析

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｇＡＰＸｓ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

　 　 注:柱状部分为基因相对表达量ꎬ折线部分为转录丰度ꎮ 柱状图中不同字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎬ下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎａｒ ｐａｒｔ ｉｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｒｏｋｅｎ ｐａｒｔ ｉｓ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｒ

ｃｈａｒｔ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ｔｈｅ ０.０５ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.
图 ７　 ＡｇＡＰＸｓ 基因在不同时期高温胁迫下的相对表达量

Ｆｉｇ.７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｇＡＰＸｓ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ
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２.９　 高温胁迫下芹菜 ＡＰＸ 活性的变化及与 ＡｇＡＰＸｓ
基因的相关性

　 　 由图 ８Ａ 可知ꎬ与 ０ ｈ 相比ꎬ高温处理 ４ ｈ 的

ＡＰＸ 活性变化并不显著ꎮ 高温处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈꎬ
ＡＰＸ 活性分别达到 １５０ Ｕ􀅰ｍｇ－１和 ２３５.７１ Ｕ􀅰ｍｇ－１ꎬ
分别较对照增加了 ３１.４２％和 １０６.５１％ꎬ表明在高温

胁迫下ꎬ芹菜可以通过增加 ＡＰＸ 活性来维持体内较

低的Ｈ２Ｏ２浓度ꎬ进而缓解高温胁迫对自身造成的损

伤ꎮ 由图 ８Ｂ 可知ꎬＡｇＡＰＸ４ 表达量和 ＡＰＸ 活性呈显

著正相关ꎬＡｇＡＰＸ２、ＡｇＡＰＸ３、ＡｇＡＰＸ５、ＡｇＡＰＸ７ 表达

量和 ＡＰＸ 活性呈显著负相关ꎬ说明这些基因的表达

可以调节 ＡＰＸ 的活性ꎬ进而调控芹菜植株在高温下

的应答机制ꎮ

　 　 注:(Ａ)为 ＡＰＸ 活性在不同时期高温胁迫下的变化ꎻ(Ｂ)为 ＡｇＡＰＸｓ 基因表达量与 ＡＰＸ 活性之间的相关性分析ꎬ图中数字

表示两者的相关系数ꎮ
Ｎｏｔｅ: (Ａ) ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＡＰＸ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓꎻ (Ｂ) ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡｇＡＰＸｓ ｇｅｎｅ ａｎｄ ＡＰＸ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡｇＡＰＸｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ＡＰＸ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

图 ８　 高温胁迫下芹菜 ＡＰＸ 活性的变化与 ＡｇＡＰＸｓ 表达量的相关性分析

Ｆｉｇ.８　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＡＰＸ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＡｇＡＰＸｓ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃｅｌｅｒｙ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨　 论

ＡＰＸ 是植物体中重要的氧化酶ꎬ在多种非生物

胁迫(如干旱、高温、高盐和重金属胁迫)的响应中

发挥着重要作用[２０]ꎮ 前人已经从水稻、玉米、拟南

芥、番茄等植物中分别鉴定出 ７~８ 个 ＡＰＸ 基因家族

成员[６－９]ꎻ本研究在芹菜中鉴定出了 ９ 个 ＡＰＸ 基因

家族成员ꎬ基因数量和上述物种相似ꎬ可能是由于

ＡＰＸ 基因在这些物种中有着相似的功能ꎬ并且执行

着相近的 ＡＰＸ 基因调控机制ꎮ 前人对葡萄 ＡＰＸ 基

因家族的研究发现ꎬ聚类关系较近的基因具有相似

的基因结构ꎬ如第 Ｉ 亚族中的 ＶｖＡＰＸ３ 和 ＶｖＡＰＸ４ꎬ含
有相同外显子数目并且 ｍｏｔｉｆ 在分布顺序上具有一

定的保守性[２１]ꎮ 本研究发现ꎬ芹菜 ＡＰＸ 基因家族

中也出现了类似的现象ꎬ如 ＡｇＡＰＸ４ 和 ＡｇＡＰＸ５ 被分

为同一亚族ꎬ它们之间具有数量相同的内含子ꎬｍｏｔｉｆ
在分布顺序上具有极强的保守性(图 １、２)ꎮ

结合前期转录组数据(图 ６)发现ꎬⅠ、Ⅱ和Ⅲ亚

族均由在高温胁迫下具有高表达水平和低表达水

平的基因组成ꎮ 此外ꎬ各个亚族基因家族成员的氨

基酸性质存在差异ꎬ同一亚族的成员在各类氨基酸

数目、氨基酸大小和亚细胞定位性质上具有相似

性ꎬ不同亚族成员间差异较大(表 ２)ꎬ在毛竹中也得

出类似的研究结果[２２]ꎮ 本研究通过染色体定位分

析发现ꎬ具有相同定位的基因家族成员在系统进化

树上的近缘关系并非最近ꎬ如 ＡｇＡＰＸ３ 和 ＡｇＡＰＸ８ 都

位于 ０７ 染色体上(图 ３)ꎬ但是分别属于 ２ 个亚族

(图 １)ꎬ这可能是由于在长期进化过程中 ＡｇＡＰＸｓ 的
功能出现了分化[２３]ꎮ

植物在受到逆境胁迫后ꎬ会启动自我保护模

式ꎬ主要表现为应激基因的表达ꎬ而基因的表达受

到启动子或转录因子的调控ꎬ因此启动子顺式作用

元件的分析对某个特定基因功能的研究有重要意

义[２４]ꎮ 本研究通过对 ＡｇＡＰＸｓ 各家族成员启动子上

游 ２０００ ｂｐ 的序列分析ꎬ发现各基因家族成员含有

多个光照、激素、高温、干旱胁迫相关的调控元件ꎬ
如 Ｂｏｘ４、Ｇ－ｂｏｘ、ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ、ＡＢＲＥ、ＡＲＥ 等ꎬ这些

顺式作用元件的存在表明该基因家族多个成员均

可能参与了干旱、高温等逆境胁迫响应ꎮ 在毛果杨

中的 ＡＰＸ 基因家族启动子上游 ２０００ ｂｐ 处也发现了
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与光照、激素、干旱胁迫等相关的响应元件[２５]ꎮ
高温是一种会严重影响植物生长发育的非生

物环境胁迫[１８]ꎬＡＰＸ 基因在高温胁迫下的表达水平

变化是目前研究的重点ꎮ 高温胁迫可能会改变由

ＲＯＳ 积累介导的生化途径和生理反应[２６]ꎮ 前人研

究表明ꎬＡＰＸ 基因家族成员转录水平的快速提高会

维持细胞质中 ＡＰＸ 的高活性ꎬ以保护细胞成分免受

ＲＯＳ 诱导的非生物胁迫应激氧化损伤[１３]ꎮ 在高温

胁迫诱导下ꎬ拟南芥的 ＡＰＸ 基因表达量出现显著变

化ꎬ其中 ＡｔＡＰＸ１、ＡｔＡＰＸ２ 和 ＡｔＡＰＸ６ 受热胁迫诱导

表达明显[２７]ꎮ 水稻在逆境胁迫条件下的 ＡＰＸ 同工

酶表达量增加ꎬ并且 ＡＰＸ 活性明显提升[２８]ꎮ 本研

究利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 技术检测了 ９ 个 ＡｇＡＰＸ 基因在高

温胁迫下的表达水平ꎬ发现这些基因在高温胁迫下

均有表达ꎬ表明芹菜基因家族 ３ 个亚族 ＡＰＸⅠ、ＡＰＸⅡ
和 ＡＰＸ Ⅲ均能响应高温胁迫ꎬ其中 ＡｇＡＰＸ２、ＡｇＡＰＸ３、
ＡｇＡＰＸ４、ＡｇＡＰＸ５ 和 ＡｇＡＰＸ７ 基因在高温胁迫下表达

量相对于正常条件显著升高或降低ꎻ同时 ＡＰＸ 活性

在高温胁迫下明显增强ꎬ并且和 ＡｇＡＰＸ２、ＡｇＡＰＸ３、
ＡｇＡＰＸ４、ＡｇＡＰＸ５、ＡｇＡＰＸ７ 的表达具有显著相关性ꎬ
说明他们可能通过调控 ＡＰＸ 活性参与了对高温胁

迫的应答ꎮ 由于在芹菜上对 ＡＰＸ 基因成员的研究

较为有限ꎬ这些基因可能是今后研究芹菜响应高温

胁迫等非生物胁迫的重要候选基因ꎮ

４　 结　 论

芹菜有 ９ 个 ＡＰＸ 基因家族成员ꎬ分布于 ５ 条染

色体上ꎬ其在进化过程中具有较高的保守性ꎬ且启

动子序列中含有大量与逆境响应相关的顺式元件ꎮ
高温胁迫后ꎬ芹菜 ＡｇＡＰＸｓ 基因表达量出现显著变

化ꎬＡＰＸ 活性也显著提高ꎬ表明 ＡｇＡＰＸｓ 在高温胁迫

应答中发挥重要作用ꎬ为进一步深入研究 ＡｇＡＰＸｓ
基因在非生物胁迫下的功能提供参考依据ꎮ
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