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　　摘要：ＳｎＲＫ２是一类植物特有的Ｓｅｒ／Ｔｈｒ类蛋白激酶。为研究其在蓖麻抗逆过程中的作用，基于蓖麻的基因
组序列信息，利用生物信息学方法鉴定了６个蓖麻ＳｎＲＫ２蛋白激酶成员。分析发现这些蛋白具有亲水性属性，基
因结构分析表明，植物 ＳｎＲＫ２基因在进化过程中具有很高的保守性；系统与进化分析发现植物 ＳｎＲＫ２蛋白在单、
双子叶植物中分化显著，可能是独立演化的结果。高通量 ＲＮＡ－ｓｅｑ测序结果显示，大部分 ＳｎＲＫ２基因在检测的
各个组织中均有表达，且在不同组织间或种子发育的不同阶段没有明显的组织特异性；外源 ＡＢＡ处理种子后，
Ｇｒｏｕｐ２的基因表达显著上调。进一步利用半定量 ＲＴ－ＰＣＲ技术检测外源（１００μｍｏｌ／Ｌ）ＡＢＡ、（２５０ｍｍｏｌ／Ｌ）ＮａＣｌ
和（４℃）冷胁迫处理的幼苗，发现Ｇｒｏｕｐ２中的基因２９９０８．ｍ００６０６７被这３种胁迫强烈激活，基因２９７７２．ｍ０００３１３
对ＡＢＡ和冷胁迫有较强的响应。

关键词：蓖麻；ＳｎＲＫ２；蛋白激酶；ＡＢＡ；ＮａＣｌ；冷胁迫
中图分类号：Ｓ５６５．６０３　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００７－９０８４（２０１５）０２－０１６０－０７

ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＳｎＲＫ２ｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｉｎｃａｓｔｏｒｂｅａｎ（Ｒｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ）
ＡＯＴａｏ１，４，ＨＵＺｕｎ－ｈｏｎｇ２§，ＨＥＳｈａｎ３，４，ＨＵＸｕｅ－ｌｉ２，ＬＩＵＸｕ－ｙｕｎ２，ＬＩＵＡｉ－ｚｈｏｎｇ１

（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＴｒｏｐｉｃａｌＰｌａｎｔＲｅｓｏｕｒｃｅａｎｄＳｕｓｔａｉｎａｂｌｅＵｓｅ，
ＸｉｓｈｕａｎｇｂａｎｎａＴｒｏｐｉｃａｌＢｏｔａｎｉｃａｌＧａｒｄｅｎ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍｅｎｇｌａ６６６３０３，Ｃｈｉｎａ；
２．ＩｎｄｕｓｔｒｉａｌＣｒｏｐＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＹｕｎｎａｎＡｃａｄｅｍｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｋｕｎｍｉｎｇ６５０２０５，Ｃｈｉｎａ；
３．ＫｕｎｍｉｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＢｏｔａｎｙ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｋｕｎｍｉｎｇ６５０２０１Ｃｈｉｎａ；
４．ＧｒａｄｕａｔｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００４９，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＳｎＲＫ２ｇｅｎｅｓｅｎｃｏｄｉｎｇＳｅｒ／Ｔｈｒｋｉｎａｓｅｅｘｉｓｔｅｘｃｌｕｓｉｖｅｌｙｉｎｐｌａｎｔｓ．ＴｏｕｎｄｅｒｓｔａｎｄＳｎＲＫ２ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｅｓｉｎｃａｓｔｏｒｂｅａｎ，６ＳｎＲＫ２ｇｅｎｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂａｓｅｄｏｎｃｏｍｐｌｅｔｅ
ｇｅｎｏｍｅｄａｔａｏｆｃａｓｔｏｒｂｅａｎ．ＲｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＳｎＲＫ２ｓｗｅｒｅｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅ
ｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄｉｎｐｌａｎｔｓ．ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔＳｎＲＫ２ｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｂｅｔｗｅｅｎ
ｍｏｎｏｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓａｎｄｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ，ｉｍｐｌｙｉｎｇｔｈｅｉｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｖｏｌｕｔｉｏｎｈｉｓｔｏｒｙ．Ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔＲＮＡ－ｓｅｑ
ｄａｔａｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｆｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｌｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＳｎＲＫ２ｓａｍｏｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆ
ｓｅｅｄｓ．ＲｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｍｏｓｔｏｆＳｎＲＫ２ｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｌｌｔｅｓｔｅｄｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｎｏｔｄｅ
ｔｅｃｔｅｄ．ＢｕｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧｒｏｕｐ２ｇｅｎｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｓｔｒｅｓｓ．Ａｍｏｎｇｔｈｅｍ，ＳｎＲＫ２ｇｅｎｅ
２９９０８．ｍ００６０６７ｒｅｓｐｏｎｄｅｄｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｔｏｅｘｏｇｅｎｏｕｓＡＢＡ（１００μｍｏｌ／Ｌ），ＮａＣｌ（２５０ｍｍｏｌ／Ｌ）ａｎｄｃｏｌｄ（４℃）
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｉｎｓｅｅｄｌｉｎｇｓ．Ａｎｄｇｅｎｅ２９７７２．ｍ０００３１３ｒｅｓｐｏｎｄｅｄｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｔｏＡＢＡａｎｄｃｏｌｄ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃａｓｔｏｒｂｅａｎ；ＳｎＲＫ２；Ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ；ＡＢＡ；ＮａＣｌ；Ｃｈｉｌｌｉｎｇｓｔｒｅｓｓ

收稿日期：２０１４０９０４
基金项目：蓖麻产业技术研究与试验示范（２０１００３０５７）；云南省农业科学院经济作物研究所青年基金；国家自然科学基金（３１４０１４２１）
作者简介：敖　涛（１９８９－），男，云南曲靖人，硕士研究生，主要从事植物分子遗传育种研究；§胡尊红，与第一作者具有同等贡献
通讯作者：刘旭云（１９６４－），女，研究员，硕士，研究方向蓖麻、红花等特色油料作物新品种选育与推广，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｕｘｕｙｕｎ２８０＠１６３．ｃｏｍ

刘爱忠（１９６９－），男，研究员，博士，研究方向植物分子遗传育种，Ｅ－ｍａｉｌ：Ｌｉｕａｉｚｈｏｎｇ＠ｍａｉｌ．ｋｉｂ．ａｃ．ｃｎ

网络出版时间：2015-05-13 15:56
网络出版地址：http://www.cnki.net/kcms/detail/42.1429.S.20150513.1557.006.html



　　在自然环境中，植物的生长经常受到盐害、干
旱、高温、寒冷和渗透胁迫等不良环境的影响［１］。

植物为了感知和适应这些环境胁迫，形成了一系列

复杂而精细的防御机制［２］。植物通过特异的信号

通路识别逆境胁迫，并将这种信号放大并传递到细

胞核中，引起胁迫相关基因的表达。在这个过程中，

蛋白激酶和磷酸酶发挥着极为重要的功能。目前，

在植物中发现了很多蛋白激酶，如钙离子依赖的蛋

白激酶和ＳＮＦ１相关的蛋白激酶（ＳｎＲＫ）［３］，它们在
调节蛋白的磷酸化和脱磷酸化、植物响应激素调节、

病原体侵染和环境胁迫等方面起着关键作用［１］。

ＳｎＲＫ（ｓｕｃｒｏｓｅｎｏｎ－ｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇ１－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ）属丝氨酸／苏氨酸（Ｓｅｒ／Ｔｈｒ）类蛋白激
酶，广泛存在于植物体中。ＳｎＲＫ可分为 ＳｎＲＫ１、
ＳｎＲＫ２和ＳｎＲＫ３三个亚家族。其中，ＳｎＲＫ１亚家族
蛋白激酶与动物的ＡＭＰＫ蛋白和酵母的 ＳＮＦ１蛋白
在结构和功能上高度同源，在调节能量状态、抵御病

原体侵染、盐胁迫和低氧胁迫等方面起着重要作

用［４，５］；而ＳｎＲＫ２和 ＳｎＲＫ３两个亚家族是植物特有
的，主要参与植物的生长发育和抗逆信号途径［６］，

特别是ＳｎＲＫ２亚家族成员，在响应信号转导和非生
物胁迫过程中扮演着重要角色［４，７～９］。目前，研究者

已经在全基因组范围内对玉米、水稻、拟南芥、高粱

以及苹果等植物的 ＳｎＲＫ２家族成员进行了分离鉴
定，并对小麦、烟草、大豆、豌豆等植物中的部分

ＳｎＲＫ２基因进行了鉴定和功能分析［６，１０］。第一个

ＳｎＲＫ２基因是从小麦中鉴定到的，被命名为 ＰＫＡ
ＢＡ１（或ＴａＷ５５），主要响应ＡＢＡ信号途径和高渗透
压胁迫［１１］。根据系统发生和 Ｃ端蛋白结构组成，
ＳｎＲＫ２可以分为三个类群，即 Ｇｒｏｕｐ１～３［６］。
ＳｎＲＫ２的Ｃ端主要包含两个结构域，其中结构域 Ｉ
存在于所有的ＳｎＲＫ２家族成员中，被认为与渗透胁
迫应激有关，而结构域ＩＩ特异出现在Ｇｒｏｕｐ３中，被
认为是响应ＡＢＡ激活的必要元件［１２～１４］。在拟南芥

中发现，所有的 ＳｎＲＫ２蛋白激酶（除 ＡｔＳｎＲＫ２．９
外）均受高渗胁迫的诱导，同时具有结构域 ＩＩ的
Ｇｒｏｕｐ３成员也受到ＡＢＡ的强烈激活，而Ｇｒｏｕｐ２微
弱响应 ＡＢＡ信号，Ｇｒｏｕｐ１不受 ＡＢＡ诱导［６，１３，１５］。

在水稻中，１０个ＳｎＲＫ２家族成员均受高渗胁迫的诱
导，其中 Ｇｒｏｕｐ１和 Ｇｒｏｕｐ２中的 ３个基因也受到
ＡＢＡ的诱导［６，１３］。除高渗胁迫和 ＡＢＡ信号之外，
ＳｎＲＫ２蛋白激酶也参与其它环境胁迫的响应，如玉
米的１１个 ＳｎＲＫ２成员中有２个强烈响应 ＮａＣｌ处
理，２个响应低温处理，３个基因受热击的抑制，大部
分成员对盐胁迫也有微弱的响应［１６］。烟草中有 ３

个ＳｎＲＫ２成员响应干旱、高盐和低温胁迫［１］。小麦

的ＴａＳｎＲＫ２．３、ＴａＳｎＲＫ２．４和 ＴａＳｎＲＫ２．７基因响应
干旱、ＮａＣｌ、低温以及冷胁迫［１７～１９］。ＳｎＲＫ２蛋白激
酶还可以通过ＡＢＡ信号途径参与气孔活动［７，２０，２１］。

蓖麻为大戟科（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｃｅａｅ）蓖麻属（Ｒｉｃｉｎｕｓｓ
ｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．）双子叶一年生或多年生草本植物，是
世界十大油料作物之一［２２，２３］。蓖麻油广泛应用于

工业生产的各个领域［２４～２６］，亦是良好的生物柴油原

料。此外，蓖麻具有很强的抵御环境胁迫的能力，具

有耐瘠薄、耐干旱、耐盐碱、适应性强的特点，可以在

贫瘠的边际土地上生长，不与粮争地，能有效解决我

国现阶段耕地面积不足的问题［２２］。近年来，蓖麻产

油和分子标记方面的研究取得了一定进展，但是在

抵御环境胁迫方面研究较少，对ＳｎＲＫ２蛋白激酶家
族的分析和研究还未见报道。本研究基于蓖麻的基

因组信息，鉴定了６个蓖麻 ＳｎＲＫ２基因，并对其系
统发生、理化性质、基因结构、ｍｏｔｉｆ和时空表达进行
了分析。此外，还分析了蓖麻 ＳｎＲＫ２基因在正常生
长条件下和几种环境胁迫下的表达情况，期望对研

究蓖麻ＳｎＲＫ２基因家族的生物学功能提供依据，为
探索蓖麻抵御环境胁迫的机制奠定基础。

１　材料和方法
１．１　蓖麻ＳｎＲＫ２蛋白激酶的鉴定和分类

以已报道的双子叶模式植物拟南芥 ＳｎＲＫ２蛋
白序列［６］（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／）为基序，在
蓖麻基因组数据库（ｈｔｔｐ：／／ｃａｓｔｏｒｂｅａｎ．ｊｃｖｉ．ｏｒｇ／ｉｎ
ｄｅｘ．ｐｈｐ）中进行ＢＬＡＳＴＰ比对，设定阈值为 ｐ＜ｅ－
１０，序列一致度大于６０％。对于得到的候选蛋白，
用 Ｐｆａｍ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｐｆａｍ．ｓａｎｇｅｒ．ａｃ．ｕｋ／）和
ＳＭＡＲＴ程序（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）
检测是否具有典型的蛋白激酶结构域（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅｄｏｍａｉｎ）。为了对蓖麻ＳｎＲＫ２蛋白激酶进行分
类，分别下载拟南芥（１０个）、玉米（１１个）、水稻（１０
个）和高粱（１０个）的 ＳｎＲＫ２蛋白序列，并参考
Ｋｏｂａｙａｓｈｉ等的研究［１３］，通过序列比对和系统进化

树的构建，将蓖麻ＳｎＲＫ２蛋白激酶分成３类。
１．２　ＳｎＲＫ２蛋白家族的系统进化，基因结构和蛋

白理化性质分析

为了详细地理解ＳｎＲＫ２蛋白家族的系统进化，
利用ＣｌｕｓｔａｌＷ软件对蓖麻、小桐子（Ｊａｔｒｏｐｈａｃａｒｃａｓ
Ｌ．）、拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）、水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉ
ｖｅ）、玉米（Ｚｅａｍａｙｓ）、高粱（Ｓｏｒｇｈｕｍｂｉｃｏｌｏｒ）、江南
卷柏（Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａｍｏｅｌｌｅｎｄｏｒｆｆｉｉ）、小立碗藓（Ｐｈｙ
ｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａｐａｔｅｎｓ）和 衣 藻 （Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎ
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ｈａｒｄｔｉｉ）中的ＳｎＲＫ２蛋白序列进行了比对，并以衣藻
的ＳｎＲＫ２蛋白作为外类群，利用 ＭＥＧＡ５．０软件中
的邻接算法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）构建了系统进化树，
其中Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设为１０００重复。利用ＧＳＤＳ（Ｇｅｎｅ
ＳｔｒｕｃｔｕｒｅＤｉｓｐｌａｙＳｅｒｖｅｒ，ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．
ｃｎ／）在线程序分析了蓖麻 ＳｎＲＫ２的基因结构，并用
ＭＥＭＥ（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｍｅ．ｓｄｓｃ．ｅｄｕ／ｍｅｍｅ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／
ｍｅｍｅ．ｃｇｉ）在线分析软件对其蛋白序列进行了 ｍｏｔｉｆ
分析，参数设置为：最优宽度６～２００个氨基酸残基，
任意数量的重复次数，最多预测２５个 ｍｏｔｉｆ。利用
ＥｘＰａＳｙ提供的在线 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘ
ｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）进行氨基酸数目、分子量、理论
等电点、脂肪族氨基酸指数和蛋白质疏水性的分析。

１．３　蓖麻ＳｎＲＫ２基因的表达分析
蓖麻品种为淄博３０６（由淄博农业科学研究院

提供）。将刚长出两片真叶的蓖麻幼苗的根浸入到

２５０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ或１００μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＢＡ中，分别
采取处理３ｈ和６ｈ后的叶片作表达分析。另外一部

分蓖麻幼苗在４℃低温下培养３ｈ和６ｈ，每个处理组
至少３次重复。对照组在自然条件下生长，设置２
个对照组：对照１（３ｈ取样）和对照２（６ｈ取样）。用
Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ公司的ＴＲＩｚｏｌｐｌａｎｔＲＮＡ抽提试剂盒提取
叶片总 ＲＮＡ，利用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ测定 ＲＮＡ浓度和质量
并用琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ质量。随后取２μｇ
总ＲＮＡ用 ＴａＫａＲａ公司的 ＰｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩ１ｓｔｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒进行反转录，引物序列见
表１。用合成的 ｃＤＮＡ作为模板进行 ＰＣＲ扩增，程
序为９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，
７２℃延伸３５ｓ，２５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。

另外，利用已公布的蓖麻表达谱数据［２７］，调查

了ＳｎＲＫ２基因在不同组织包括叶、根、授粉后 ２０ｄ
的种子（种子１）、授粉后３５ｄ种子（种子２）和授粉
后４０ｄ的胚乳中的表达情况。同时调查离体培养的
蓖麻种子［２８］和ＡＢＡ处理的种子间的ＳｎＲＫ２基因的
表达变化。

表１　ＲＴ－ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒＲＴ－ＰＣＲ

基因名称
Ｇｅｎｅｎａｍｅ

正向引物序列
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ

反向引物序列
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

扩增长度
ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ／ｂｐ

２８７２５．ｍ０００３１７ ＡＴＴＣＧＣＴＴＣＡＡＧＧＡＧＧＴＧＧＴ ＣＧＧＧＴＣＣＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣＧＡ ４３８
２９７７２．ｍ０００３１３ ＧＣＣＴＡＣＡＴＴＧＣＡＣＣＡＧＡＧＧ ＣＣＣＡＴＣＴＧＣＡＧＧＴＴＴＣＣＴＴＧ ４５３
２９９０８．ｍ００６０６７ ＴＧＣＡＧＡＴＧＴＴＴＧＧＴＣＴＴＧＴＧＧ ＧＧＣＡＣＡＣＧＡＡＡＴＣＡＣＣＡＣＴＴ ４５０
２９８２２．ｍ００３５０４ ＴＴＴＧＧＡＧＴＧＧＣＡＡＧＧＣＴＡＧＴ ＧＴＧＡＴＡＧＧＡＣＣＴＣＡＧＧＡＧＣＡ ４７５
２９６７６．ｍ００１６３８ ＣＣＡＧＣＴＣＣＴＣＧＧＴＴＧＡＡＧＡＴ ＧＣＴＣＴＧＣＡＴＧＧＧＴＴＧＡＴＣＡＧ ４５９
２９７８０．ｍ００１３２０ ＧＡＣＡＧＴＧＡＣＡＧＧＴＡＣＧＡＧＣＴ ＧＧＣＴＧＣＣＡＴＣＣＡＡＣＡＡＴＧＴＡ ４０６

Ａｃｔｉｎ ＧＡＧＣＴＴＣＧＴＧＴＴＧＣＴＣＣＴＧＡＧ ＴＧＧＣＣＡＴＣＡＧＧＡＡＧＣＴＣＡＴＡＧ ４６１

表２　蓖麻ＳｎＲＫ２蛋白的理化性质分析
Ｔａｂｌｅ２　ＰｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｃａｓｔｏｒｂｅａｎＳｎＲＫ２ｐｒｏｔｅｉｎｓ

家族类群
Ｇｒｏｕｐ

基因座位
Ｇｅｎｅｌｏｃｉ

编码氨基酸
Ｃｏｄｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

不稳定系数
Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘ

分子量
ＭＷ／ｋＤ

等电点
ｐＩ

脂肪族氨基酸指数
Ａｌｉｐｈａｔｉｃｉｎｄｅｘ

蛋白质疏水性
Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ

１ ２８７２５．ｍ０００３１７ ３５７ ４８．６ ４０．８７２４ ５．７６ ７８．６６ －０．５３７

２
２９７７２．ｍ０００３１３ ３１３ ４０．６３ ３５．６２４ ５．４６ ９５．５９ －０．２３２
２９９０８．ｍ００６０６７ ３３８ ３７．７１ ３８．２８９７ ５．７１ ８９．６４ －０．２９２
２９８２２．ｍ００３５０４ ３３６ ４２．９５ ３８．０５６４ ５．７４ ８８．２１ －０．３５２

３
２９６７６．ｍ００１６３８ ３６２ ３７．５ ４１．０５８８ ４．８ ８５．８８ －０．２４２
２９７８０．ｍ００１３２０ ３６３ ４０．７８ ４１．０９２６ ４．８１ ８８．９ －０．３３７

２　结果与分析
２．１　蓖麻ＳｎＲＫ２候选蛋白的鉴定

通过ＢＬＡＳＴＰ比对获得了２２个候选蛋白，但通
过Ｐｆａｍ和ＳＭＡＲＴ蛋白结构域分析和系统进化树分
析，获得了６个蓖麻ＳｎＲＫ２同源蛋白（表２）。
２．２　蓖麻ＳｎＲＫ２蛋白的系统进化分析

图１表明，ＳｎＲＫ２蛋白具有明显的拓扑结构，且
在被子植物中被分成３个类群：Ｇｒｏｕｐ１、Ｇｒｏｕｐ２和
Ｇｒｏｕｐ３，而苔藓植物（如小立碗藓）和蕨类植物（如

江南卷柏）的ＳｎＲＫ２蛋白仅存在于 Ｇｒｏｕｐ３中。衣
藻的ＳｎＲＫ２蛋白单独聚在一支，明显区分于陆生植
物，且与Ｇｒｏｕｐ３有较近的进化关系。这些结果显
示出植物中的ＳｎＲＫ２蛋白起源非常早，是一类古老
保守的基因，Ｇｒｏｕｐ３成员可能是最早分化出现的。
另外，除 ＡｔＳｎＲＫ２．９和２９８２２．ｍ００３５０４之外，发现
ＳｎＲＫ２蛋白在单子叶植物和双子叶植物间具有明显
的分化（图１），预示着ＳｎＲＫ２蛋白在单子叶植物和双
子叶植物中是独立进化的。根据系统进化树，蓖麻

Ｇｒｏｕｐ１中包含１个 ＳｎＲＫ２蛋白（２８７２５．ｍ０００３１７），
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Ｇｒｏｕｐ２中 包 含 ３个 成 员 （２９７７２．ｍ０００３１３、
２９９０８．ｍ００６０６７和２９８２２．ｍ００３５０４），Ｇｒｏｕｐ３中包含
２个成员（２９６７６．ｍ００１６３８和 ２９７８０．ｍ００１３２０），且

蓖麻的ＳｎＲＫ２蛋白和同科的小桐子在进化树上进
化关系很近。

注：不同颜色的分支代表不同的植物类群，蓝色代表藻类，黄色代表蕨类，紫色代表苔藓类，

红色代表双子叶植物，绿色代表单子叶植物。红色下划线标示蓖麻的ＳｎＲＫ２蛋白
Ｎｏｔｅ：Ｂｒａｎｃｈｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｏｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｎｔｇｒｏｕｐｓ（ｂｌｕｅ：ａｌｇａ；ｙｅｌｌｏｗ：Ｐｔｅｒｉｄｏｐｈｙｔａ；ｐｕｒｐｌｅ：ｍｏｓｓ；

ｒｅｄ：ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎ；ｇｒｅｅｎ：ｍｏｎｏｃｏｔｙｌｅｄｏｎ）．Ｒｅｄｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ：ｃａｓｔｏｒＳｎＲＫ２ｐｒｏｔｅｉｎｓ
图１　蓖麻（Ｒｃ）、小桐子（Ｊｃｒ）、拟南芥（Ａｔ）、玉米（Ｚｍ）、水稻（Ｏｓ）、高粱（Ｓｂ）、
小立碗藓（Ｐｐ）、江南卷柏（Ｓｍ）和莱茵衣藻（Ｃｒｅ）的ＳｎＲＫ２蛋白激酶系统进化树

Ｆｉｇ．１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳｎＲＫ２ｆｒｏｍｃａｓｔｏｒｂｅａｎ（Ｒｃ），Ｊａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓ（Ｊｃｒ），
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ（Ａｔ），ｍａｉｚｅ（Ｚｍ），ｒｉｃｅ（Ｏｓ），ｓｏｒｇｈｕｍ（Ｓｂ），Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａｐａｔｅｎｓ（Ｐｐ），

Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａｍｏｅｌｌｅｎｄｏｒｆｆｉｉ（Ｓｍ）ａｎｄＣｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ（Ｃｒｅ）

２．３　蓖麻ＳｎＲＫ２家族的基因结构和蛋白理化性质
用软件预测了蓖麻６个 ＳｎＲＫ２基因的内含子

和外显子组成（图２Ａ）。除了２９７７２．ｍ０００３１３基因
（包含７个外显子）之外，其余５个成员都含有９个
外显子，且外显子长度很保守，这与先前的报道一

致［１６］。ｍｏｔｉｆ分析结果显示（图２Ｂ）蓖麻 ＳｎＲＫ２蛋
白共包含１３个保守的 ｍｏｔｉｆ。其中的１、３、４和５分
布于所有的 ＳｎＲＫ２蛋白中。ｍｏｔｉｆ１、３和５分布在
蛋白激酶结构域，４位于 Ｃ端的结构域 Ｉ中。另外，
在各Ｇｒｏｕｐ中存在着特异的ｍｏｔｉｆ，如ｍｏｔｉｆ６特异地
存在于Ｇｒｏｕｐ３中，而 ｍｏｔｉｆ１１特异地存在于 Ｇｒｏｕｐ
１中。大部分Ｇｒｏｕｐ２和Ｇｒｏｕｐ３蛋白的Ｃ末端（除
２９８２２．ｍ００３５０４之外）都含有 ｍｏｔｉｆ７和 ｍｏｔｉｆ８，可
能与ＡＢＡ信号响应有关［６，１３，１５］。这些结果表明，在

进化过程中 ＳｎＲＫ２家族的基因结构和功能域是高
度保守的，说明该家族基因在植物生长发育过程中

起重要作用。但是，在不同的 Ｇｒｏｕｐ间存在特异的
ｍｏｔｉｆ，这可能是ＳｎＲＫ２蛋白家族产生功能分化的部
分原因。

蓖麻ＳｎＲＫ２蛋白理化性质的分析显示（表２），
蓖麻ＳｎＲＫ２蛋白包含３１３到３６３个氨基酸残基，与
已报道物种如小立碗藓、江南卷柏、玉米、水稻、拟南

芥和高粱中ＳｎＲＫ２蛋白的氨基酸数目相似（表 ３）。
蓖麻ＳｎＲＫ２蛋白的理论等电点均呈现酸性。对蛋
白亲／疏水性进行预测，发现６个蛋白的 ＧＲＡＶＹ值
都为负值，说明蓖麻的 ＳｎＲＫ２蛋白都是亲水蛋白，
只是亲水程度有所差异。除了蓖麻２９９０８．ｍ００６０６７
和２９６７６．ｍ００１６３８蛋白属于稳定蛋白，其余４个均
为不稳定蛋白。

２．４　蓖麻ＳｎＲＫ２基因的表达分析
首先利用已报道的蓖麻基因表达谱数据调查了

ＳｎＲＫ２基因在不同组织中的表达情况。结果发现，
除了２个基因（２９７７２．ｍ０００３１３和２９８２２．ｍ００３５０４）
在种子２阶段未检测到表达以外，其余 ＳｎＲＫ２基因
在根、叶、种子１、种子２和胚乳中均有表达，且没有
表现出明显的组织偏爱性（图３Ｃ）。利用ＲＮＡ－ｓｅｑ
测序数据［２８］分析了外源 ＡＢＡ对蓖麻离体种子
中ＳｎＲＫ２基因表达的影响（图３Ａ）发现，Ｇｒｏｕｐ１中
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注：Ａ：蓖麻ＳｎＲＫ２基因的内含子、外显子结构分析。框代表外显子，线条代表内含子。Ｂ：蓖麻ＳｎＲＫ２蛋白的保守ｍｏｔｉｆ组成分析
Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｅｘｏｎ／ｉｎｔｒｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃａｓｔｏｒｂｅａｎＳｎＲＫ２ｇｅｎｅｓ．Ｅｘｏｎｓａｎｄｉｎｔｒｏｎｓａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｂｏｘｅｓａｎｄｌｉｎｅｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｂ：ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｏｎｓｅｒｖｅｄｍｏｔｉｆｓｗｉｔｈｉｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｅａｃｈＳｎＲＫ２ｐｒｏｔｅｉｎ
图２　蓖麻ＳｎＲＫ２基因家族的基因结构及ｍｏｔｉｆ分析

Ｆｉｇ．２　ＳｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｅａｔｕｒｅｓａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｏｎｓｅｒｖｅｄｍｏｔｉｆｓｗｉｔｈｉｎＳｎＲＫ２ｆａｍｉｌｙｉｎｃａｓｔｏｒｂｅａｎ

表３　八种植物的ＳｎＲＫ２家族蛋白
Ｔａｂｌｅ３　ＳｕｍｍａｒｙｏｆＳｎＲＫ２ｉｎ８ｐｌａｎｔｓｐｅｃｉｅｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

类群１
Ｇｒｏｕｐ１

类群２
Ｇｒｏｕｐ２

类群３
Ｇｒｏｕｐ３

总数
Ｔｏｔａｌ

氨基酸数目
Ｎｕｍｂｅｒｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

分类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

小立碗藓 Ｐ．Ｐａｔｅｎｓ［２９］ ０ ０ ４ ４ ３４０～３４９ 苔藓 Ｍｏｓｓ
江南卷柏 Ｓ．ｍｏｅｌｌｅｎｄｏｒｆｆｉ［２９］ ０ ０ ６ ６ ３３４～３６０ 蕨类 Ｐｔｅｒｉｄｏｐｈｙｔａ

蓖麻 Ｃａｓｔｏｒ １ ３ ２ ６ ３１３～３６３ 双子叶 Ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎ
小桐子 Ｊａｔｒｏｐｈａ ２ ３ ２ ７ ３２６～３６２ 双子叶 Ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎ

拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［１５］ ５ ２ ３ １０ ３３９～３６９ 双子叶 Ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎ
玉米 Ｍａｉｚｅ［１６］ ５ ３ ３ １１ ２６３～３９３ 单子叶 Ｍｏｎｏｃｏｔｙｌｅｄｏｎ
水稻 Ｒｉｃｅ［１３］ ５ ２ ３ １０ ２９５～３７１ 单子叶 Ｍｏｎｏｃｏｔｙｌｅｄｏｎ
高粱 Ｓｏｒｇｈｕｍ［３０］ ５ ２ ３ １０ ３３３～３７９ 单子叶 Ｍｏｎｏｃｏｔｙｌｅｄｏｎ

注：Ａ为ＲＮＡ高通量测序检测蓖麻离体培养种子［２８］中ＳｎＲＫ２基因在１０μｍｏｌ／ＬＡＢＡ处理下的表达情况。双星号代表差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
Ｂ为半定量ＲＴ－ＰＣＲ检测蓖麻幼苗叶片中ＳｎＲＫ２基因在１００μｍｏｌ／ＬＡＢＡ、冷（４℃）和２５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理下的表达情况；

ＣＫ１和ＣＫ２分别代表３ｈ和６ｈ的对照叶片。Ｃ为蓖麻ＳｎＲＫ２基因在叶、根、授粉后２０ｄ的种子（种子１）、授粉后３５ｄ种子（种子２）
和授粉后４０ｄ的胚乳中的表达谱热图。将ＤＧＥ测序的数据用ｌｏｇ２标准化后作图，有颜色的标尺代表的是ｌｏｇ２标准化后的表达数据
Ｎｏｔｅ：Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｎＲＫ２ｇｅｎｅｓｉｎｃａｓｔｏｒｂｅａｎｓｅｅｄｓ［２８］ｃｕｌｔｕｒｅｄｕｎｄｅｒ１０μｍｏｌ／ＬＡＢＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｖｉｔｒｏｔｈｒｏｕｇｈｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔＲＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ｄｏｕｂｌｅａｓｔｅｒｉｓｋｓｄｅｎｏｔｅｄａｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｆｒｏｍｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅ（Ｐ＜０．０１）．Ｂ：ＲＴ－ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳｎＲＫ２ｇｅｎｅｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｃａｓｔｏｒｓｅｅｄｌｉｎｇｌｅａｆｕｎｄｅｒＡＢＡ（１００μｍｏｌ／Ｌ），ＮａＣｌ（２５０ｍｍｏｌ／Ｌ）ａｎｄｃｏｌｄ（４℃）ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓａｆｔｅｒ３ｈａｎｄ６ｈ；
ＣＫ１ａｎｄＣＫ２ｉｎｄｉｃａｔｅｄ３ｈａｎｄ６ｈｃｏｎｔｒｏｌ．Ｃ：ＨｅａｔｍａｐｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｃａｓｔｏｒｂｅａｎＳｎＲＫ２ｇｅｎｅｓｉｎｌｅａｆ，ｒｏｏｔ，
ｓｅｅｄ１（２０ｄａｆｔｅｒｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ），ｓｅｅｄ２（３５ｄａｆｔｅｒｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ）ａｎｄｅｎｄｏｓｐｅｒｍ（４０ｄａｆｔｅｒｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ）．Ｔｈｅｇｅｎｅｔｅｄｈｅａｔｍａｐｗａｓｂａｓｅｄｏｎ

ＤＧＥｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄａｔａ（ｌｏｇ２ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ）．Ｃｏｌｏｒｓｃａｌｅ（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｌｏｇ２ｓｉｇｎａｌｖａｌｕｅｓ）ｗａｓｏｎｔｈｅｔｏｐｏｆｈｅａｔｍａｐ
图３　蓖麻ＳｎＲＫ２基因的表达分析

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｓｔｏｒｂｅａｎＳｎＲＫ２ｇｅｎｅｓ
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２８７２５．ｍ０００３１７基因在１０μｍｏｌ／ＬＡＢＡ处理后表达
下调；在 Ｇｒｏｕｐ３中，外源 ＡＢＡ的处理导致了基因
２９６７６．ｍ００１６３８的上调，而基因２９７８０．ｍ００１３２０却
表现出下调趋势；Ｇｒｏｕｐ２的３个基因在外源 ＡＢＡ
处理后都表现出显著上调的趋势，暗示着在蓖麻种

子中主要是Ｇｒｏｕｐ２家族成员响应外源ＡＢＡ信号。
此外，利用半定量ＲＴ－ＰＣＲ调查了蓖麻幼苗叶

片中ＳｎＲＫ２家族基因在胁迫下的表达（图３Ｂ），结
果发现，该家族基因对 ＡＢＡ、ＮａＣｌ和冷胁迫均有响
应。Ｇｒｏｕｐ２中的基因２９９０８．ｍ００６０６７被这３种胁
迫强烈激活，基因２９７７２．ｍ０００３１３对ＡＢＡ和冷胁迫
有较强的响应。而 Ｇｒｏｕｐ３和 Ｇｒｏｕｐ１的基因对３
种胁迫都只具有微弱的响应，暗示在蓖麻中Ｇｒｏｕｐ２
的蛋白成员在抵御环境胁迫中发挥重要作用。

３　结论与讨论
ＳｎＲＫ２基因家族作为一类植物特有的 Ｓｅｒ／Ｔｈｒ

类蛋白激酶，在植物多种信号传导和抗逆过程中发

挥重要作用［３１］。本研究从蓖麻全基因组中鉴定了

６个ＳｎＲＫ２基因。与拟南芥（１０个）、玉米（１１个）、
水稻（１０个）以及高粱（１０个）相比，蓖麻的 ＳｎＲＫ２
基因数目明显偏少。系统进化分析发现 ＳｎＲＫ２蛋
白激酶是一类非常古老和保守的蛋白，且在陆生植

物，尤其是被子植物中发生了明显分化。另外发现，

Ｇｒｏｕｐ３可能是最早起源的ＳｎＲＫ２蛋白，因为Ｇｒｏｕｐ
３中的成员与苔藓类植物和蕨类植物有较近的进化
距离，可以明显看出ＳｎＲＫ２蛋白从水生藻类到陆生
苔藓、蕨类到被子植物的进化趋势，这与已知的报道

一致［６］。在被子植物中，ＳｎＲＫ２蛋白的数量发生了
明显的增加，形成了３个类群，且单双子叶之间是独
立进化的。这可能与被子植物的多倍化和基因的复

制有关［１６］。

大量研究表明，ＳｎＲＫ２蛋白激酶在植物正常生
长发育，响应ＡＢＡ信号、干旱、高盐、低温和ＮａＣｌ等
非生物胁迫中起重要作用［１，６，１３，１５～１８］。本研究发现

蓖麻ＳｎＲＫ２基因在各个组织中都有所表达，与前人
研究结果一致［１０］，说明 ＳｎＲＫ２蛋白激酶在植物各
个组织的正常发育与生长方面也是必要的。外源

ＡＢＡ处理蓖麻种子和幼苗叶片得到非常类似的结
果，即Ｇｒｏｕｐ２蛋白成员的强烈诱导表达，强烈暗示
着Ｇｒｏｕｐ２蛋白成员参与了响应外源ＡＢＡ信号传导
过程。这与拟南芥中的报道不同，在拟南芥中

Ｇｒｏｕｐ２只是微弱响应 ＡＢＡ信号，而 Ｇｒｏｕｐ３受到
ＡＢＡ的强烈激活［６，１５］。而在玉米中，ＳｎＲＫ２家族的
三个类群中，都有基因被 ＡＢＡ处理激活［１６］。在水

稻中，受 ＡＢＡ诱导的三个基因来源于 Ｇｒｏｕｐ１和
Ｇｒｏｕｐ２［１３］。因此，可以看出在不同物种中响应
ＡＢＡ的类群是不同的，因物种而异。此外，蓖麻的
所有ＳｎＲＫ２基因都对 ＮａＣｌ和冷胁迫具有一定程度
的响应，其中，Ｇｒｏｕｐ２类群中的２９９０８．ｍ００６０６７基
因被ＮａＣｌ和冷胁迫强烈激活，２９７７２．ｍ０００３１３基因
对冷胁迫也有较强的响应，暗示着它们在逆境胁迫

中发挥着重要功能。而 Ｇｒｏｕｐ３和 Ｇｒｏｕｐ１的基因
对ＡＢＡ、ＮａＣｌ和冷胁迫都只具有微弱的响应。通过
对蓖麻ＳｎＲＫ２蛋白 ｍｏｔｉｆ的进一步分析发现，各个
类群间存在一些特异的 ｍｏｔｉｆ，这可能是导致不同类
群在响应胁迫过程中表现出差异的潜在原因，需要

进一步的研究。

蓖麻在贫瘠的边际土地上生长，种植蓖麻符合

我国现阶段发展生物质能源的战略需求［２２］。本研

究鉴定了对蓖麻抗逆境胁迫紧密相关的 ＳｎＲＫ２家
族，详细分析了系统发生、功能以及在逆境胁迫中的

表达，为进一步探索蓖麻 ＳｎＲＫ２基因家族的生物学
功能提供了数据，为了解蓖麻抵御胁迫的分子机制

以及蓖麻分子育种提供了重要的理论基础。
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