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摘 要 CBF(C-repeatbindingfactor)是AP2家族的一类转录激活因子,在植物响应低温胁迫和提高植物耐

寒性方面具有重要作用。虽然多个石榴品种的基因组已经发布,但仍缺乏对其CBF基因家族的全面研究。

为全面分析石榴(PunicagranatumL.)CBF基因家族分子生物学特性,本文对鉴定到的PgCBFs成员进行了

生物信息和表达分析。结果表明,石榴全基因组中有7个CBF基因家族成员,蛋白序列中除包含 AP2结构

域外,还具有CBF特征序列PKKPAGRxKFxETRHP和DSAWR;7个成员集中分布在染色体1和4上,编码

蛋白质氨基酸长度为201~267aa,分子质量为21.69~29.81ku;进化分析显示PgCBFs基因家族成员分布

在GroupⅡ~Ⅳ 亚组中,与水稻CBF成员组成的GroupⅠ存在明显区分;除PgCBF2、PgCBF4、PgCBF5 基

因结构中含有1~2个内含子外,其余与其他物种类似,属内含子缺失型;编码的蛋白序列均含有保守基序

Motif1~7;蛋白二级结构主要为不规则卷曲和α-螺旋,三级结构较为相似。PgCBFs基因家族扩增主要来源

于串联重复,并与拟南芥、苹果、桃分别存在2对、5对和4对共线性关系;GO注释显示PgCBFs多与转录调

控、低温胁迫或激素诱导相关;启动子区含有多种顺势作用元件,主要为胁迫刺激、激素诱导和光响应元件;基
因表达分析发现除PgCBF6 外,其余成员在根中高度表达,在低温胁迫处理下PgCBF在根和韧皮部表达量显

著上调,其中PgCBF7 能够快速响应并持续应答低温诱导。结合进化树、共线性、启动子以及表达分析,推测

PgCBF7 可能与石榴幼苗低温胁迫调控相关。本研究可为深入研究石榴CBF基因家族生物学功能提供理论

基础。

关键词 石榴(PunicagranatumL.);CBF(C-repeatbindingfactor)基因家族;生物信息学;基因表达分析;低
温胁迫;PgCBF7
中图分类号 S663.9   文献标志码 A     文章编号 1004-1389(2022)09-1154-14

  植物生长发育过程中不可避免地遭遇多种多

样的不良环境胁迫,其中低温被认为是限制植物

生长和地理分布的重要生态因素,也是影响农作

物与园艺植物生产的主要自然灾害。低温胁迫可

引起植物形态变化,并导致代谢紊乱,作物减产,
甚至死亡[1]。研究指出植物可通过调控一系列生

理生化过程以适应不利生长环境,如冷驯化(Cold
acclimation,CA)被认为是温带植物提高耐寒性

和安全越冬的重要策略[2]。CBF(C-repeatbind-
ingfactors)又称 DREB(dehydration-responsive
elementbinding),是参与冷驯化的重要转录因

子[3]。它能够识别并结合至低温应答基因COR
(cold-regulated)启动子区的CRT/DRE(G/AC-
CGAC)元件参与冷驯化过程[4]。模式植物拟南

芥 CBF1/DREB1C 、CBF2/DREB1B 、CBF3/
DREB1A 能够迅速响应低温诱导,进而调控173
个COR参与低温胁迫应答[5]。过表达AtCBF1
能够显著提高水稻、烟草、草莓、番茄和黄瓜低温

胁迫抗性[6],而CBF1 和CBF3 敲除后拟南芥低温

胁迫抗性降低约60%[7]。以上研究表明CBF在

植物低温胁迫抗性调控过程中发挥重要功能。

CBF属于AP2转录因子家族的一个保守分

支,除含有AP2结构域外,在其上下游还分布有

PKKPAGRxKFxETRHP和 DSAWR两个特征

氨基酸序列。拟南芥CBF基因家族共6个成员,
除CBF1~CBF3 外,还包含有CBF4/DREB1D 、
DREB1E/DDF2 和 DREB1F/DDF1 [8]。 但

AtCBF4、AtDREB1E 和 AtDREB1F 主要参与



ABA、干旱以及盐渍胁迫响应,而并非低温。基

于全基因组数据,大量CBF基因家族成员已在多

个植物物种中被广泛研究并证实参与植物低温胁

迫响 应,如:小 麦(Triticumaestivum)[9]、油 菜

(Brassicarapa)[10-11]、苹 果 (Malusdomesti-
ca)[12]、茶树(Camelliasinensis)[13-14]、月季(Rosa
chinensis)[15]等。然而有关石榴CBF基因家族的

研究鲜有报道。
石榴(Punicagranatum L.)起源于中亚地

区,经由丝绸之路引入中国,距今已有2000多年

栽培历史。其果实外型美观、口感鲜甜,含大量安

石榴苷等鞣花单宁类抗氧化活性物质,具备潜在

保健和医用价值[16]。石榴花期长、树姿美观,兼
具有观赏价值,逐步被应用在园林绿化。石榴业

已成为一种价值较高的经济树种。但石榴喜暖畏

寒,在中国北方及黄淮石榴栽植片区冬春季气温

较低,常有降温霜冻甚至倒春寒等灾害性天气,石
榴易遭遇周期性冻害问题,特别是以‘突尼斯’软
籽石榴为代表的软籽系列品种耐寒性更差,不利

于优良品种推广[17]。但目前石榴抗寒性研究主

要集中在通过测定生理生化指标比较不同石榴品

种低温胁迫抗性方面[17-18]。‘大笨籽’‘泰山红’
‘突尼斯’基因组密码的成功破译,高质量基因组

图谱的成功构建,为进一步系统开展石榴分子生

物学和遗传改良奠定了研究基础[16,19-20]。本研究

从石榴全基因组中共鉴定到7个CBF基因家族

成员,基于生物信息学方法对PgCBFs基因家族

成员氨基酸保守序列、染色体定位、理化性质、进
化关系、外显子/内含子排列、蛋白质二级与三级

结构、共线性关系、GO注释、启动子顺势作用元

件和表达模式等方面进行综合分析,为进一步探

索石榴CBF家族基因功能提供参考和理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料与处理

‘突尼斯’软籽石榴(Punicagranatum L.
‘Tunisia’)扦插苗种植于淮北师范大学园艺实验

基地温室内,温度控制在26°C 左右,湿度为

60%~70%,光照时间为白天14h,夜间10h,栽
培基 质 为 泥 炭 土、珍 珠 岩 和 蛭 石 (体 积 比 为

3∶1∶2),低温处理前每5d浇水1次;采用上口

径和高分别为28cm与30cm的种植盆进行栽

种,每盆栽3株,每5盆为1次重复。试验所采用

的石榴幼苗均生长稳定且长势一致,无病虫害。

低温处理时将石榴幼苗与种植盆共同放置于低温

冷藏柜中,处理温度为-4℃,分别在处理后0、1、

3、6、12、24h收集幼嫩不定根和1a生枝条韧皮

部。每个样品收集时间点均设置3次重复,样品

收集后置于液氮处理并储存于-80℃低温冰

箱,待用。

1.2 石榴CBF基因家族成员鉴定

石榴 基 因 组 数 据 下 载 自 NCBI(https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/? term=Pu-
nica+granatum)[20],拟南芥和水稻基因组数据

分别 来 源 于 TAIR(http://www.arabidopsis.
org)和 RGAP(http://rice.uga.edu/)。使用7
个拟南芥(Arabidopsisthaliana)和10个水稻

(Oryzasativa)CBF蛋白序列通过本地Blast初

步鉴定石榴CBF候选基因(E<1.00E-10)。在

Pfam数据库(http://pfam.xfam.org/)中下载

AP2结构域(PF00847)种子文件,通过 HMMER
3.1软件鉴定含有 AP2结构域的候选基因家族

成员(E<1.00E-10)。提取Blast与 HMMER相

同候选 基 因 蛋 白 序 列,利 用 SMART(http://

smart.emblheidelberg.de)数据库和 ClustalW2
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clusta-
lo/)分析候选PgCBFs蛋白质保守结构域与CBF
基因家族特征序列,确定石榴CBF基因家族成

员。
根据基因组注释文件,通过TBtools软件对

PgCBF基因家族成员进行染色体定位绘图[21],
并根据染色体定位信息对 PgCBF 成 员 命 名。

PgCBF基因家族成员 mRNA和CDS数据均来

自于基因组注释信息。通过 ExPasy在线网站

(http://www.expasy.org/tools/)分析各成员的

蛋白质长度、分子量和理论等电点。利用在线工

具BUSCA(http://busca.biocomp.unibo.it/)对

7个PgCBF成员亚细胞定位进行预测。

1.3 系统进化树构建

除石榴7个PgCBF基因家族成员外,收集拟

南芥(A.thaliana)、水稻(O.sativa)、大豆(Gly-
cinemax)、番 茄 (Solanumlycopersicum)、桃
(Prunuspersica)、苹果(M.domestica)以及茶树

(C.sinensis)等7个物种的49个CBF基因家族

氨基酸序列,通过MEGAX软件构建进化树。设

定条件为:最优替代模型使用JTT+ G,构建方

法使用最大似然法(MaximumLikelihoodmeth-
od,ML),Bootstrap设置为1000重复。
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1.4 石榴PgCBF基因结构、保守基序和蛋白质

二级及三级结构分析

根据7个物种的GFF3文件,提取50个CBF
基因家族成员的基因序列、外显子、内含子以及上

下游非翻译区长度与排布信息。通过 MotifElic-
itation(http://meme-suite.org/tools/meme)分
析CBF基因家族成员的保守基序类型,设置鉴定

到 MEME数量为10个。利用 TBtools工具对

CBF基因家族系统进化树、基因结构和保守基序

进行可视化[21]。分别利用NPS@:SOPMA(ht-
tps://www.predictprotein.org/signin)和 Ex-
PaSySwiss-Model(http://swissmodel.expasy.
org)预测PgCBF基因家族成员蛋白质二级和三

级结构。

1.5 CBF基因家族成员共线性分析

苹果(M.domestica)和桃(P.persica)基因

组数 据 下 载 自 GDR(https://www.rosaceae.
org/)。使用 MCScanX软件对4个物种的基因

组序列进行比对,获得它们的CBF基因家族共线

性关系,使用TBtools绘制基因共线性结果[21]。

1.6 PgCBF基因家族成员GO注释分析

将石榴蛋白序列数据比对到Swiss-Prot数

据库,利用 TBtools进行蛋白序列 GO 注释分

析[21]。

1.7 石榴PgCBFs基因家族启动子区顺式作用

元件分析

使用TBtools提取PgCBF基因家族各成员

起始密码子(ATP)上游2000bp的碱基序列作

为启动子区域,利用plantCARE(http://bioin-
formatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/ht-
ml/)进行顺式作用元件分析。通过 TBtools构

建热图呈现顺势作用元件分析结果[21]。

1.8 石榴PgCBFs基因家族转录表达分析

分别选取石榴根、叶片、花、内种皮、外种皮和

果皮转录组数据,分析石榴PgCBF基因家族在不

同组织中的表达模式。石榴转录组数据下载自

NCBISRA数据库(No.SRP100581)[19]。下载获

取转录组后,使用TBtools转录组数据分析系列

功能,通过FastQC进行质控,利用Trimmomatic
去除接头,使用 Kallisto对基因表达分析,通过

TBtools绘制基因表达热图[21]。

1.9 RNA提取与石榴PgCBFs表达分析

使用RNA提取试剂盒(TIANGEN,China)
提取石榴根和枝条韧皮部总 RNA,去除基因组

DNA后,合成cDNA,并使用DEPC水稀释10倍

用做qRT-PCR模板。QRT-PCR使用20μL反

应体系,包含1μLcDNA模板、0.5μL上和下游

引物、10μLSYBR预混液(chamQSYBRqPCR
MasterMix,Vazyme,China)以及8μLDEPC
水。使用ABI7300进行qRT-PCR反应,设定程

序为:95℃5min预变性;95℃5s,60℃35s,

40个循环。基因表达量使用PgActin 作为内参

基因,通过2-ΔΔCT 方法计算相对表达量[22]。本研

究使用的引物信息见表1。
表1 石榴PgCBF基因qRT-PCR引物

Table1 PrimersusedforqPCRassayofPgCBFgenesinpomegranate
基因
Gene

基因ID
GeneID

正向引物序列(5'→3')
Forwardprimersequence

反向引物序列(5'→3')
Reverseprimersequence

长度/bp
Size

PgActin GU376750 GATTCTGGTGATGGTGTGAG GACAATTTCCCGTTCAGCAG 168

PgCBF1 XM_031545436.1 CGAGCCTGCCGAAACAC TCCGCCTGCCTCAACTT 116

PgCBF2 XM_031545446.1 TGTTCCGACGCCGCACT GCACGCCTTACCGATACCA 129

PgCBF3 XM_031545424.1 GGCCTGCCGAAACACTT TCCGCCTGCCTCAACTT 114

PgCBF4 XM_031539966.1 GAGCCAGATGCGGGATT GCGAGTGGTGTTCAAGGAG 115

PgCBF5 XM_031519246.1 CGGATGCCTTGTCTCCTTGA TCCACATTTCCCGACTCCTG 120

PgCBF6 XM_031534851.1 TGCTTCTCGCTTCGTGGG GGCGTGCCTCAACTTTGC 125

PgCBF7 XM_031534105.1 GGCTCGCTTCTTTGGGTT CTCTTATGGATCGCCGTTAT 109

2 结果与分析

2.1 石榴CBF基因家族成员鉴定与染色体定位

分析

利用17个拟南芥和水稻CBF蛋白序列通过

Blast以及HMM方法,去除冗余序列后,在石榴

基因组中鉴定到7个CBF候选基因家族成员。
通过多序列比对(图1),7个PgCBF成员与拟南

芥和水稻CBF基因家族成员类似,除 AP2结构

域外,也包含有2个保守氨基酸序列(PKK/RP-
AGRxKFxETRHP和DSAWR),分别位于 AP2
结构域上下游,表明鉴定到7个PgCBFs为石榴
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CBF基因家族成员。
根据PgCBF基因家族成员的染色体位置信

息将它们命名为PgCBF1~PgCBF7(图2-A)。7
个成 员 分 布 在 2 条 染 色 体 上,PgCBF1 ~

PgCBF5 集中分布在1号染色体下部,聚集在一

起形成基因簇(图2-B),PgCBF6 和PgCBF7 分

别位于4号染色体的上部和下部。

图1 拟南芥、水稻、石榴CBF家族基因蛋白质多序列比对

Fig.1 MultiplealignmentofCBFproteinfromA.thaliana,O.sativaandP.granatum

A.PgCBF1 ~PgCBF7 染色体分布;B.PgCBF1 ~PgCBF5 在染色体1上的分布示意图

A.DistributionofPgCBF1-PgCBF7inchromosome;B.SchematicrepresentationofPgCBF1 -PgCBF5locatedinChr01
图2 石榴7个CBF基因染色体分布

Fig.2 DistributionofsevenCBFgenesinpomegranatechromosome

2.2 石榴CBF基因家族成员序列理化性质分析

如表2所示,除PgCBF1 和PgCBF3 外,其
余5个PgCBFmRNA片段大小各不相同,长度

约为1119~2763bp。PgCBF1、PgCBF3 和

PgCBF5 编码区(714bp)和蛋白质(238aa)长度

一致,蛋白质分子质量(MW)大小相近,PgCBF7
与它们相似。7个成员理论等电点(pI)为4.89~
5.60;亚细胞定位预测与转录因子蛋白功能定位

一致,均处于细胞核内。

·7511·9期 刘龙博等:石榴低温响应因子CBF基因家族鉴定及其表达分析



表2 PgCBF基因家族成员理化性质分析

Table2 AnalysisofphysicalandchemicalpropertiesoffamilymembersofPgCBFgenefamily

基因
Gene

基因ID
GeneID

mRNA长度/bp
mRNAlength

CDS长度/bp
CDSlength

蛋白长度/aa
Protein
length

蛋白分子质量/ku
Molecular
mass

理论等
电点
pI

亚细胞定位
Subcellular
localization

PgCBF1 XM_031545436.1 995 714 238 25.89 5.60 Nucleus

PgCBF2 XM_031545446.1 1698 654 218 23.79 4.89 Nucleus

PgCBF3 XM_031545424.1 995 714 238 25.71 5.23 Nucleus

PgCBF4 XM_031539966.1 2763 603 201 21.69 5.30 Nucleus

PgCBF5 XM_031519246.1 1497 714 238 25.85 4.92 Nucleus

PgCBF6 XM_031534851.1 1119 801 267 29.81 5.58 Nucleus

PgCBF7 XM_031534105.1 1140 699 233 25.47 5.09 Nucleus

2.3 CBF基因家族进化树构建

使用石榴等8个物种的56个CBF基因家族

氨基酸序列构建进化树。将CBF基因家族分为

4个亚组,分别包含9、8、19和20个成员(图3)。
水稻 除 OsCBF2外,其 他 9 个 成 员 全 部 位 于

GroupⅠ,表明GroupⅠ中的CBF成员在单子叶

植物中可能有独特的作用[23]。与其他研究结果

一致,拟 南 芥6个 成 员 分 布 于 Group Ⅲ和Ⅳ
中[23],PgCBF2、PgCBF4 ~PgCBF6 与 At-
DREB1F 和AtDREB1E 具有较近的亲缘关系,

PgCBF7 与 AtCBF1 ~ AtCBF4、MdCBF1、
PpCBF6、SlCBF1、CsCBF3 等 均 归 属 于 Group
Ⅲ。PgCBF1 和PgCBF3 具有较近亲缘关系,均
归属于GroupⅡ。

图3 石榴与拟南芥、水稻、大豆、番茄、桃、苹果及茶树CBF基因家族进化树分析

Fig.3 PhylogenetictreeanalysisofCBFgenefamilyfrompomegranate(Pg),Arabidopsis(At),

rice(Os),soybean(Gm),tomato(Sl),peach(Pp),apple(Md)andtea(Cs)
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2.4 CBF家族基因结构、保守基序及结构域分析

为进一步分析CBF基因家族进化关系,综合

分析包括PgCBF在内的50个CBF基因结构和

保守基序(图4)。通过基因组 GFF注释文件对

CBF基因家族CDS分布以及外显子和内含子统

计分析,结果显示大部分CBF成员基因结构相似

仅有1个外显子,不包含内含子,为内含子缺失型

(图4-A)。仅有少部分成员含有1~2个内含子,
如:AtDERB1E 、PgCBF2、PgCBF4和PgCBF5。
  通过 MEME在线工具预测CBF基因家族成

员的10个保守基序(图4-B),各保守基序的氨基

酸长度为11~25aa(表3)。除了少部分成员外,
大多数CBF蛋白含有motif1~7,且在不同CBF
亚组中排列较为一致(图4-B),表明这些motif在

CBF家族成员高度保守。除与其他物种CBF成

员基本一致的motif组合与排列顺序外,7个PgCBF
成员中有6个成员含有motif9(图4-B)。

2.5 石榴CBF家族基因蛋白质二级和三级结构

预测

对7个石榴CBF基因家族成员蛋白二级结

构预测发现该家族包含α-螺旋、延伸链、β-转角和

不规则卷曲(表4)。在7个编码蛋白中主要是α-
螺 旋 (22.56% ~34.50%)和 不 规 则 卷 曲

(44.50%~59.02%),延伸链(9.05%~15.79%)
和β-转角(0.42%~5.50%)较少。

7个石榴CBF基因家族成员蛋白三级结构

与模型5wx9.1.A较为相似(42.65%~46.58%)
(图5),且7个PgCBFs蛋白的三级结构较为相

似,均由1个α-螺旋和2个β-折叠构成。

  A.基因结构;B.保守基序分布;刻度尺分别表示基因长度(bp)和蛋白序列长度(aa)

A.Genestructure;B.Distributionofconservedmotifelements.Scalemarkersrepresentgenelength(bp)andproteinsequencelength
(aa),respectively

图4 CBF基因家族基因结构和保守基序分析

Fig.4 AnalysisofgenestructureandconservedmotifelementsofCBFgenefamily
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表3 石榴和其他6个物种CBF蛋白保守基序分析

Table3 AnalysisofconservedmotifofCBFproteininpomegranatewithothersixspecies

基序 Motif 长度/aaLength 氨基酸保守序列 Aminoacidconservedsequence

Motif1 25 PKKRAGRKKFKETRHPVYRGVRRRN
Motif2 29 KKSRIWLGTYPTAEMAARAHDVAALALRG
Motif3 21 RSACLNFADSAWRLPVPASTB
Motif4 11 GKWVCEVREPN
Motif5 21 AKDIRRAAAEAAEAFRPEESS
Motif6 15 LLASMAEGLLLSPPP
Motif7 11 EDDADVSLWSY
Motif8 21 EAEQSGSLFYMDEEAMFDMPG
Motif9 11 SDEEVJLASSR
Motif10 19 MBIFSSYYSDSQEESESSS

表4 石榴CBF基因家族蛋白二级结构分析

Table4 SecondarystructureofproteinsequenceofCBFgenefamilyinpomegranate

蛋白
Protein

α-螺旋/%
α-helices

延伸链/%
Extendedstrands

β-转角/%
β-turns

不规则卷曲/%
Randomcoils

二级结构元件分布
Distributionofsecondary
structureelements

PgCBF1 30.80 12.66 1.69 54.85

PgCBF2 26.73 14.29 1.84 57.14

PgCBF3 33.76 12.24 2.53 51.48

PgCBF4 34.50 15.50 5.50 44.50

PgCBF5 29.93 13.08 0.42 56.54

PgCBF6 22.56 15.79 2.63 59.02

PgCBF7 30.17 9.05 3.45 57.33

绿色代表β-折叠,蓝色代表α-螺旋

Greenrepresentsβ-sheetandthebulerepresentsα-helix

图5 7个石榴CBF基因家族蛋白三级结构预测

Fig.5 TertiarystructureofsevenCBFproteinsinpomegranate

2.6 石榴PgCBF基因共线性分析

如图6所示,在石榴PgCBF家族间存在1个

串联复制基因对(PgCBF4/PgCBF5)。并鉴定

到石榴共与拟南芥、苹果和桃的10个CBF基因

家族成员存在共线性关系。其中,PgCBF1 分别

与AtDREB1F 、MdCBF4、MdCBF3 和PpCBF1
具有共线性关系;PgCBF2 与AtDREB1E 具有

共线性关系;PgCBF4 与PpCBF3 具有共线性关

系;PgCBF6 与MdCBF3 以及PpCBF1 具有共线

性 关 系 ;PgCBF7 与MdCBF1 、MdCBF2 和
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  紫色曲线表示石榴CBF基因间的共线关系,红色曲线表示石榴和其他物种CBF基因间的共线关系

PurplecurverepresentssyntenyrelationshipamongpomegranateCBFgenes,redcurvesrepresentsyntenyrelationshipbetween

pomegranateandCBFgenesofotherthreespecies

图6 石榴、拟南芥、苹果和桃的CBF基因家族共线性分析

Fig.6 SyntenyanalysisofCBFgenesfamilyofP.granatum,A.thaliana,M.domesticaandP.persica

PpCBF6 具有共线性关系。

2.7 石榴PgCBF基因GO注释

利用GO注释分析发现7个PgCBF可被划

分在分子功能、细胞组分、生物过程3个大类的

26个亚类中(图7)。分子功能主要涉及顺势作用

元件结合与转录调控(10个亚类),细胞组分主要

参与细胞核内组分形成(1个亚类),生物过程中

涉及冷驯化(GO:0009631)、响应低温、高温与环

境胁迫刺激(GO:0050826、GO:0009408、GO:

0006950、GO:0050896)、参与赤霉素、ABA等激

素合 成 与 信 号 转 导 过 程 (GO:0009686、GO:

0046885、GO:0009738、GO:0071215、GO:

0010817、GO:0009737、GO:0009737、GO:

0032870)。GO注释表明7个PgCBF参与转录调控

与胁迫及植物激素刺激应答,尤其是温度胁迫。

2.8 石榴PgCBF家族基因顺式作用元件分析

位于上游启动子区的顺势作用元件是植物内

部信号和胁迫刺激响应的重要调控区域。对7个

石榴CBF基因家族起始密码子上游2kb碱基序

列进行分析。鉴定到一系列与胁迫相关(低温、干
旱、厌氧)、激素相关(ABA、MeJA、GA、SA、生长

素)以及光诱导相关顺势作用元件(图8)。在胁

迫诱导的启动子元件中,除PgCBF6 外,6个成员

含有16个厌氧诱导元件 ARE;有5成员含有6
个低温应答元件LTR;4个成员含有7个干旱诱

导元件 MBS。在激素响应元件中,在7个成员中

鉴定到36个ABA响应元件ABRE,40个 MeJA
应答元件CGTCA-motif和 TGACG-motif,2个

GA 应 答 元 件 P-box,7 个 生 长 素 应 答 元 件

AuxRR-core、TGA-element、TGA-box,5个 SA
应答元件TCA-element。在PgCBF启动子区还

存在大量光诱导元件,其中 G-box元件最多,共
在7个成员共鉴定到40个。结果表明PgCBF参

与响应石榴胁迫应答、激素和光诱导。
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图7 石榴PgCBF基因家族成员GO注释分析

Fig.7 Informationfromgeneontology(GO)annotationofPgCBFs

图8 石榴CBF基因家族启动子顺式作用元件分析

Fig.8 Analysisofputativecis-regulatoryelementsinpromoterregionsofCBFgenesfamilyinpomegranate

2.9 石榴PgCBF家族基因表达分析

通过石榴转录组数据[19],在石榴根、叶片、花
和果实不同组织中对7个PgCBF成员的表达模

式进行分析(图9)。结果显示,除PgCBF6 外,其
余6个基因在根中显著表达,其中PgCBF5 的表

达量最高。PgCBF2 和PgCBF5 在花和果皮中表

达显著高于其余成员。PgCBF6 仅在果皮中有显

著表达。与其他成员相比,PgCBF7 在果实内种

皮和外种皮中表达上调。但所有PgCBFs在叶片

中只有痕量表达或不表达。结果表明PgCBF成

员在不同组织中发挥功能存在差异。

  在低温处理后的石榴根和枝条韧皮部中

PgCBF基因家族成员表达量均显著上调,但存在

差 异 (图 10)。在 根 中,PgCBF1、PgCBF2、
PgCBF4 和PgCBF5 在低温处理后0~6h表达

量逐 步 升 高 并 达 到 最 大 值,其 中 PgCBF2、
PgCBF4 和PgCBF5 在6h表达量均为0h的10
倍以上,而PgCBF1 仅为0h的2.2倍。在枝条
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韧 皮 部,PgCBF2、PgCBF3、PgCBF4 和

PgCBF5 表达量均在处理后6h达到最高峰。

PgCBF6 在根和韧皮部表达趋势一致,在处理24
h后达到最大值。PgCBF7 在低温处理1h后表

达量显著升高并达到最大值,分别较0h根和韧

皮部升高35.3和23.3倍。在低温处理12至24
h后,PgCBF7 在根和韧皮部中仍显著上调,上调

8.3~13.0倍,表明PgCBF7 能够快速响应低温

诱导并持续应答低温胁迫。

图9 PgCBFs在石榴不同组织中的表达热图

Fig.9 HeatmapofexpressionlevelofPgCBFsindifferenttissuesofpomegranate

小写字母表示在0.05水平上具显著性差异

Lowercaselettersindicatesignificantdifferencesat0.05level

图10 低温处理后PgCBF在石榴根和枝条韧皮部中的相对表达量

Fig.10 RelativeexpressionofPgCBFinpomegranaterootsandphloemunderlowtemperaturetreatment
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3 讨 论

低温是制约植物生长发育的一个主要非生物

胁迫因子。植物遭受冷胁迫时,约有12%的转录

组基因参与CBF转录因子转录表达调控过程,以
增强植物耐寒能力[24]。随着植物全基因组测序、
组装和注释研究的进一步发展,通过比较基因组

方法在不同的植物物种中识别和鉴定到越来越多

的CBF基因家族。通过分析发现CBF是一个小

的基因家族,如在拟南芥(A.thaliana)、水稻(O.
sativa)、油菜(B.rapa)、大豆(G.max)、苹果

(M.domestica)、桃 (P.persica)、梨 (Pyrus
bretschneideri)、葡萄(Vitisvinifera)[23]、鹅掌楸

(Liriodendronchinense)[25]和 茶 树 (C.sinen-
sis)[14]中分别鉴定到6、10、9、11、4、6、11、4、14和

6个CBF成员。同样的,本研究共在石榴全基因

组中仅鉴定到7个CBF基因家族成员(表2),包
含1个串联复制基因对(PgCBF4/PgCBF5)(图
6),但在染色体间未鉴定到片段重复(图6),这可

能是CBF家族成员较少的一个原因。鉴定到的

7个PgCBF蛋白序列中均含有由59个氨基酸残

基组成的高度保守 AP2结构域和2个特征序列

(图1),其中位于N端的特征序列内的PKK/RP-
AGRxKF属于细胞核定位信号(nuclearlocaliza-
tionsignal,NLS)序列,表明PgCBF定位在细胞

核 内 (表 2),与 棉 花 GhDREB1[26]、茄 子

SmCBF[27]、茶树CsCBF [14]亚细胞定位分析结果

一致。
构建系统进化树有利于分析基因家族成员蛋

白质结构与功能。与其他双子叶植物CBF成员

分布一致(图3)[23],PgCBF成员分布在GroupⅡ
~Ⅳ。在石榴中,PgCBF2、PgCBF4、PgCBF5、
PgCBF6 与AtDREB1F 、AtDREB1E 共同归属

于GroupⅣ,且均含有ABRE顺势作用元件(图

8),推测它们可能参与 ABA信号转导或胁迫应

答过程(图7)。在GroupⅢ中多数成员能够显著

响应低温胁迫,如:苹果 MdCBF1 转基因至拟南

芥能 够 显 著 诱 导 AtCOR15a、AtRD29A 和

AtRD29B 表 达,低 温 胁 迫 抗 性 明 显 增 强[12];

PpCBF6 在桃遭遇低温胁迫时表达量显著升高,
能够结合至PpVIN2启动子区抑制其表达,降低

液泡转化酶(vacuolarinvertase,VIN)活性,提高

蔗糖含量,从而缓解低温对果实的伤害[28];在低

温胁迫条件下,番茄slcbf1突变体更易遭受低温

胁迫伤害,电导率和丙二醛含量明显升高[29];茶
树CsCBF3 在拟南芥中过表达后,能够显著诱导

AtCOR15a和AtRD29A 表达上调,明显改善了

转基因植株在-4℃和-8℃的生长状态[14]。在

石 榴 中,PgCBF7 与 MdCBF1、MdCBF2、
PpCBF6 均归属GroupⅢ,并与它们存在共线性

关系(图6),GO注释(图7)、LTR顺序作用元件

(图8)以及基因表达分析(图10)等结果表明

PgCBF7 能够直接并快速响应低温胁迫,其可能

在低温胁迫中发挥重要功能,但具体分子机制还

需进一步研究说明。

PgCBF基因家族成员与已鉴定到的大部分

CBF基因家族成员平均蛋白质长度、分子质量均

值类似[14-15]。同时,不同基因亚组在基因结构和

motif组成与排列上并没有明显的区分(图4),

PgCBF蛋白二级和三级结构类似(表4,图5),表
明CBF基因家族在进化过程中相对保守[13]。

一些转录因子已被证实能够结合至CBF启

动子区参与其表达调控,如ICE1/2、CAMTA1-
3、PIF4/7、EIN3、MYB15等[15]。在石榴PgCBF
启动子区鉴定到大量胁迫应答、激素响应与光诱

导元件(图8)。虽然PgCBF1 和PgCBF6 启动子

区并未鉴定到LTR元件,但在低温处理诱导后

显著诱导表达量上升(图10),表明在石榴中可能

存在不依赖LTR元件调控CBF表达途径。如研

究指出,PIF4/7 与CBF1 和CBF2 基因启动子中

的G-box结合后能够在长日照条件下抑制CBF1
和CBF2 表达,而在短日照条件这种抑制可被解

除,从而导致CBF表达上调,增加耐寒性[30]。此

外,CBF还参与植物激素信号转导。如外源 Me-
JA处 理 能 够 显 著 诱 导 苹 果 愈 伤 组 织 中 Md-
CBF1、MdCBF2、MdCBF3 表达,增强愈伤组织

低温抗性[31]。在敲除番茄slcbf1 后,吲哚乙酸的

含量明显增加,但 MeJA、ABA和玉米素核苷的

含量减少[29]。需要注意的是,虽然在7个启动子

中共鉴定到36个ABRE元件(图8),但研究发现

ABA 可直接结合至COR 基因启动子区的ABRE
元件,而提高植物耐寒性并不依赖CBF途径[32];
然而,目前仍然缺少ABA 与CBF 基因表达调控

相关报道,但可能存在某些机制,它可以通过与其

启动子结合来调节CBF表达[33]。仍需要进一步

研究以阐明ABA 和CBF 基因之间的复杂调节

关系。
本研究共在石榴基因组中鉴定到7个CBF
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基因家族成员,它们的蛋白质序列与结构相对保

守;通过 GO 注释与顺式作用元件分析,发现

PgCBF基因家族与石榴激素和胁迫响应紧密相

关,尤其在低温条件下各基因表达均明显上调,特
别是PgCBF7 能够快速响应低温诱导并持续高

表达,表明PgCBF7 可能在石榴幼苗低温胁迫应

答中发挥重要调控功能。
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IdentificationandExpressionAnalysisofCBF(C-repeatBindingFactor)
GeneFamilyinPomegranate(Punicagranatum L.)

LIULongbo1,ZHENGShuxuan2andZHENGJie1
(1.SchoolofLifeScience,HuaibeiNormalUniversity,HuaibeiAnhui 253001,China;

2.XiayiBranchofHenanAgriculturalRadioandTelevisionSchool,ShangqiuHenan 476400,China)

Abstract AsaclassofAP2familytranscriptionfactors,C-repeatbindingfactor(CBF)genefamily
playsanimportantroleinresistinglow-temperaturestressandimprovingcoldtoleranceofplants.The
genomeofpomegranateisreleased,butacomprehensivestudyonitsCBFgenesfamilyisstilllacking.
InordertocharacterizetheCBFgenefamilyofpomegranate(Punicagranatum L.),PgCBFfamily
geneswerecomprehensivelyanalyzedbyusingbioinformaticsmethodsandqRT-PCR.Inthisstudy,

thetotalofsevenpomegranateCBFgeneswerefrompomegranategenome.Sequencesalignmentre-
vealedthat allthe CBF proteins contained AP2 DNA-binding domain,signature sequences
PKKPAGRxKFxETRHPandDSAWR,respectively.ThesePgCBFsweremainlydistributedonchro-
mosome1and4,respectively.ThenumberofcodingaminoacidofPgCBFswas201-267aa,andthe
molecularmasswas21.69-29.81ku.PhylogeneticanalysisshowedthatPgCBFsweredividedinto
GroupⅡ -Ⅳ,whichwereclearlydistinguishedfromGroupⅠthatwascomposedofOsCBFs.Except
PgCBF2,PgCBF4,PgCBF5contained1-2intron,theothermembersofPgCBFfamilygeneswerein-
tron-lesstype,whichweresimilarwithothersixspecies.MEMEresultsshowedthatMotif1-7were
conservedandpresentedinCBFproteinsequencesofallsevenspecies.Secondarystructureofthe
PgCBFsproteinwasmainlycomposedofrandomcoilsandalphahelix,andtheirthree-dimensional
structurewasrelativelysimilareachother.Thesyntenicanalysisindicatedthattandemrepeatmay
playamajorroleinexpansionofPgCBFgenefamily,andsyntenicrelationshipsshowedthatPgCBF
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genehadtwo,fiveandfoursyntenicgenepairswithArabidopsis,appleandpeach,respectively.GO
annotationanalysisindicatedthatsomePgCBFsgenesparticipatedintranscriptionalregulation,low-
temperaturestressorhormoneinduceresponse.Theanalysisofcis-actingelementsshowedthatthere
werevariouscis-actingelementsrelatedtostress,hormone,andlight.RNA-seqandqRT-PCRanalysis
revealedthatexceptforPgCBF6,mostofPgCBFsweresignificantlyexpressedintheroot,andtheex-
pressionlevelsofPgCBFsweresignificantlyinducedbylow-temperaturestressinrootandphloem,es-
pecially,PgCBF7couldrapidlyandcontinuouslyrespondtolowtemperatureinduction.Combined
withtheresultsofphylogenetictree,MCScan,cis-actingelementandexpressionanalysis,wespecula-
tedthatPgCBF7 mightbeinvolvedinregulationoflow-temperaturetoleranceofpomegranate.This
studylaidafoundationforexplorationofthemolecularfunctionofthepomegranateCBFfamily
genes.
Keywords Pomegranate(PunicagranatumL.);CBF(C-repeatbindingfactor)genefamily;Bioinfor-
matics;Geneexpressionanalysis;Low-temperaturestress;PgCBF7
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