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摘要14-3-3蛋白是植物中一类高度保守的蛋白家族，因其特异识别并结合靶蛋白的磷酸化位点而广泛 

参与植物生长发育和逆境胁迫响应过程。为系统地了解14-3-3 (GRF)基因家族在葫芦科作物中的基本特征 

和进化关系，本研究利用生物信息学从葫芦科7个物种基因组内共鉴定出83个14-3-3 (GRF)基因，其中西 

瓜中有10个、甜瓜中9个、黄瓜中10个、瓠瓜中9个,3个南瓜属物种基因组各15个。理化特性表明14-3-3 
(GRF)蛋白的分子量约为30 kD,且大都为酸性氨基酸(pK7.0)o相对于西瓜、甜瓜、黄瓜和瓠瓜，基因组复制 

事件是3个南瓜属物种内14-3-3 (GRF)基因数目增多的主要原因。进化分析显示，葫芦科14-3-3 (GRF)基 

因家族可进一步被划分为&类和非&类亚组，且后者的基因结构(外显子数目，内含子相位)较为保守。本研 

究结果首次完成了 14-3-3 (GRF)基因家族在葫芦科作物的鉴定、基因结构、基因家族扩增、共线性及进化分 

析，为更深入研究该家族基因的生物学功能提供参考。
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Abstract 14-3~3 protein is a highly conserved gene family in plants, which can specially recognize and bind 
with phosphoserine/phosphothreonine residues in the target proteins and thus involve in plant development and 
responses to environmental stresses. To systemically recover the basic characteristics and evolutionary history of 
14-3-3 (GRF) gene family in Cucurbitaceae. In this study, a total of 83 14~3~3 {GRF) genes were identified from 
the genomes of 7 species of Cucurbitaceae by bioinfbrmatics including 10, 9, 10, 9 from watermelon, melon, 
cucumber and bottle gourd, as well as 45 homologs from three Cucurbita pecies. Physicochemical properties reveal 
that the molecular weights of most 14一3-3 (GRF) proteins are around 30 kD, which are considered as soluble acidic 
proteins due to their isoelectric points (pI<7.0). Compared with that in watennelon, melon, cucumber and bottle 
gourd, the whole genome duplication is the main reason for the high copy numbers of 14一3_3 (GRF) genes in 
Cucurbita genus. Additionally, the 14一3—3 (GRF) gene family could be further divided into two groups (group s 
and non-g group), of which the latter one contains the more conserved gene structures, such as exon number and 
intron phase. Collectively, these results in this study provide the first insights into the gene structure, gene family
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expansion, syntenic relationship and evolutionary analysis of 14-3-3 (GRF) gene family in Cucurbitaceae, which 
will offer valuable information for functional analysis of 14~3~3 (GRF) genes in future.
Keywords Cucurbitaceae; 14-3-3 (GRF) gene family; Syntenic analysis; Evolutionary analysis

14-3-3蛋白是一类高度保守的多功能蛋白家族 

(约30 kD),广泛存在于真核生物中，因其可特异识 

别并结合磷酸化位点而广泛参与调节细胞代谢、信 

号传导及逆境胁迫响应等过程中(李菲等,2017; Yash- 
vardhini et al., 2018)o在植物中，14-3-3蛋白可形成 

同源或异源二聚体,是组成G-box蛋白复合体的一部 

分,故又被命名为 GRF (G-box regulatory factor or gen
eral regulatory factor) GF14 (G-box factor 14-3-3 
homologs) (Delille et al., 2001; Tian et al., 2015)。随着 

越来越多物种基因组序列的公布，全基因组范围鉴 

定I4-3-3((；RD基因已在很多物种内完成，如在甜 

瓜(Cucumis melo)、拟南芥¢4 rahidopsis thaliana)、番茄 

(Solanum lycoper sic um) > 大 SL (Glycine max)、苜 蓿 

(Me die ago truncatula)、杨树(Pop ulus trichocarpa)、水 

稻(Oryza saliva)中分别鉴定出 9、15、12、18、11、14、 

8 个 14~3~3 {GRF)基因同源体(Rosenquist et al., 2001; 
Xu and Shi, 2006;马勇等,2013;李菲等,2017;李昕文 

等,2017)。进化分析表明，植物中14-3-3 (GRF)基因 

家族可以被划分为£类和非&类；进一步对基因结 

构分析发现e类14-3-3 (GRF)基因通常包含6~7个 

外显子和4〜6个内含子，而非e类14-3-3 (GR/Q基因 

一般只含有4个外显子和3个内含子(Delille et al., 
2001; Rosenquist et al., 2001; Tian et al., 2015)。

14-3-3 (GRF)蛋白可结合磷酸化蛋白(激酶)并 

通过改变其活性、构象、稳定性等方式参与到植物对 

逆境胁迫的响应过程中(Liu et al., 2017; Ormancey et 
al., 2017)o在大豆中，6个14-3-3 (GRF)蛋白可通过 

与磷转运蛋白PHT6互作从而参与并调控磷信号通 

路(李昕文等,2017)。在拟南芥中,14-3-3 (GRF)蛋 

白可分别通过结合并改变CBF和SOS2蛋白的活 

性参与到植物对冷和盐胁迫的响应过程中(Liu et al., 
2017)=通过对表达量分析，Xu和Shi (2006)发现 

14-3-3 (GRF)蛋白可参与到番茄根系对盐胁迫及钾、 

铁离子逆境胁迫中。14-3-3 (GRF)蛋白还可与钙调 

蛋白激酶 CDPK (Calcium-dependent protein kinase) 
共同作用参与到植物初级新陈代谢、激素合成、开花 

等生物学途径中。如拟南芥AICDPK16蛋白和 

14-3-3®蛋白可通过调控乙烯合成限速酶AIACS7 
的稳定性来影响植物体内乙烯的合成(Ormancey et 
al., 2017)=

胡芦科作物包括西瓜(Citrullus /onn/us)、黄瓜(C. 
s(Uivus)^ 甜瓜、南瓜(Cucurbila genus)、瓠瓜(厶ogenoria 
siceraria)^ 冬瓜(Be nine as a hispida)等瓜果蔬菜，为人 

们日常生活提供了重要的水果和蔬菜。然而,上述作 

物在栽培过程中常受到非生物逆境胁迫，如低温弱 

光、干旱等，造成作物产量下降和品质降低。因此，鉴 

定并挖掘不同作物内响应逆境胁迫的保守基因，可 

对未来作物的遗传改良提供参考。近年来，葫芦科作 

物基因组序列的公布，为全基因组范围鉴定基因家 

族并分析其进化提供了重要的基础平台(Huang et al., 
2009; Garcia-Mas et al., 2012; Guo et al., 2013; Sun et 
al., 2017; Wu et al., 2017; Montero-Pau et al., 2018)。 

本研究通过生物信息学，利用已公布的西瓜、甜瓜、 

黄瓜、瓠瓜、中国南瓜、印度南瓜和美洲南瓜的基因 

组信息，在葫芦科作物中共鉴定出83个14-3-3 

(GRD基因，进一步分析了其理化性质、染色体分布 

及共线性，并通过进化和基因结构分析获得了该家 

族在不同物种内的直系同源基因，为深入研究该家 

族基因生物学功能提供了参考。

1结果与分析

1.1葫芦科14 3 3 (GRF)基因家族的鉴定

通过生物信息学，以拟南芥15个14-3-3基因的 

蛋白序列为Query,利用BLAST软件在葫芦科作物 

西瓜、甜瓜、黄瓜、中国南瓜、印度南瓜、美洲南瓜和 

瓠瓜中分别鉴定出10、9、10、15、15、15和9个14-3-3 

基因家族同源体(表1),其中甜瓜中鉴定出的9个 

14-3-3同源基因与已发表文章中的鉴定结果一致 

(马勇等,2013)。根据14-3-3基因在染色上的位置， 

按“物种+GRF+数字”的形式依次将其命名。14-3-3 

(GR/0基因的核昔酸序列差异较大，但其编码的蛋白 

序列大部分都小于300 aa,分子量在27〜33 kD之间 

(表1)。通过等电点预测，发现除了印度南瓜中基因 

CmaGRF06的等电点为&94夕卜(碱性蛋白)，葫芦科 

作物中其他14-3-3蛋白都为酸性氨基酸(pl<7.0)o

1.2葫芦科14 3 3 (GRF)基因家族的染色体分布

根据葫芦科作物的基因组信息，利用软件TBtools 
绘制14-3-3 (GRF)基因在染色体上的分布(图1)。
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表1葫芦科14-3-3(GRF)基因家族成员信息

Table 1 Information of 14-3~3(GRF) in Cucurbitaceae

物种

Species

基因

Gene

基因ID

Gene ID

染色体起始位置 终止位置

End 

position

基因长度(bp)氨基酸数目(aa)分子量(kD)等电点

Chr. Starting 

point

Gene length

(bp)

Number of 

amino acids(2

Molecular

la) weight (kD)
pl

西瓜 CIGRF01 Cla000396 Chr.O5 31 040 110 31 042 355 2 246 257 29.15 5.24

C. lanatus CIGRF02 Cla002262 Chr.07 1 234 257 1 235 664 1 408 206 23.14 4.86

CIGRF03 ClaO10790 Chr.07 29 906 617 29 908 209 1 593 261 29.41 4.75

CIGRF04 Cla022025 Chr.08 19 647 426 19 650 182 2 757 279 32.14 4.99

CIGRF05 Cla022097 Chr.O8 20 366 670 20 368 969 2 300 285 32.67 5.06

CIGRF06 Cla022108 Chr.08 20 486 195 20 487 840 1 646 261 29.53 4.77

CIGRF07 Cla022171 Chr.08 21 149 246 21 152 576 3 331 252 28.37 4.69

CIGRF08 Cla023013 Chr. 11 16 472 643 16 474 998 2 356 270 30.88 5.21

CIGRF09 Cla023023 Chr. 11 16 578 542 16 580 798 2 257 258 29.21 4.68

CIGRF10 Cla023045 Chr. 11 16815 179 16817 134 1 956 238 26.94 5.90
甜瓜 CmGRFOl MELO3C018726 Chr.Ol 2 431 151 2 434 957 3 807 261 29.25 4.69

C. melo CmGRF02 MELO3C011421 Chr.O3 23 846 980 23 850 095 3 116 264 30.12 4.87

CmGRF03 MELO3C011041 Chr.03 26 894 107 26 896 299 2 193 261 29.53 4.77

CmGRF04 MELO3C011028 Chr.03 26 985 537 26 987 977 2 441 251 2&68 4.89

CmGRF05 MEL03C003536 Chr.04 2 061 139 2 065 091 3 953 252 28.55 4.78

CmGRF06 MEL03C003562 Chr.04 2 284 855 2 287 392 2 538 258 29.14 4.71

CmGRF07 MEL03C003572 Chr.04 2 366 302 2 369 502 3 201 249 2&34 4.96

CmGRF08 MELO3C018934 Chr.07 13 640 309 13 643 239 2 931 263 29.59 4.79

CmGRF09 MELO3C012146 Chr. 10 2 364 994 2 367 873 2 880 263 30.02 4.91
黄瓜 CsGRFOl Csa2M368950.1 Chr.02 17 885 938 17 888 634 2 697 250 28.61 4.95

C. saiivus CsGRF02 Csa2M369070.1 Chr.02 17 968 965 17 971 125 2 161 261 29.55 4.77

CsGRF03 Csa2M372150.1 Chr.02 18433 210 18 436 841 3 632 252 2&35 4.69

CsGRF04 Csa3M889710.1 Chr.03 37 714 827 37 719 519 4 693 422 48.07 6.41

CsGRF05 Csa3M889810.1 Chr.03 37 785 028 37 787 847 2 820 258 29.13 4.67

CsGRF06 Csa3M890040」 Chr.03 37 982 442 37 986 441 4 000 252 28.60 4.66

CsGRF07 Csa4M094520.1 Chr.04 6 192 645 6 194 269 1 625 263 29.59 4.79

CsGRF08 Csa5M606630」 Chr.O5 22 963 001 22 965 297 2 297 277 31.46 4.98

CsGRF09 Csa6M366480」 Chr.06 16 731 548 16 734 844 3 297 264 30.05 4.87

CsGRFlO Csa7M048090.1 Chr.07 3 015 383 3 019 400 4018 261 29.40 4.74
瓠瓜 LsGRFOl Lsi04G003680.1 Chr.04 3 674 392 3 676 541 2 150 232 26.15 4.84

L. sic er aria LsGRF02 Lsi04G022350.1 Chr.04 29 388 901 29 392 554 3 654 239 27.28 4.96

LsGRF03 Lsi04G022460.1 Chr.04 29 500 335 29 503 268 2 934 258 29.23 4.68

LsGRF04 Lsi07G009870.1 Chr.07 13 570 780 13 574 550 3 771 266 29.87 4.79

LsGRF05 Lsi08G008960.1 Chr.08 17 327 349 17331 270 3 922 245 27.71 4.86

LsGRF06 Lsi08G009660」 Chr.08 18 146 289 18 149 508 3 220 272 31.13 4.96

LsGRF07 Lsi08G009800」 Chr.08 18 276 685 18 278 948 2 264 261 29.55 4.78

LsGRF08 LsiO8GO 10390」 Chr.08 18 981 438 18 983 449 2 012 240 27.24 5.61

LsGRF09 Lsill GO 15690.1 Chr. 11 23 995 462 23 998 460 2 999 275 31.02 4.84
印度南瓜 CmaGRFOl CmaCh01G004420」 Chr.Ol 2 223 792 2 226 079 2 288 275 30.88 4.80

C. maxima CmaGRF02 CmaChO 1G016070.1 Chr.Ol 11 072 379 11 075 531 3 153 248 28.49 5」6

CmaGRF03 CmaCh01G016160.1 Chr.Ol 11 112714 11 115 366 2 653 258 29.21 4.76

CmaGRF04 CmaCh04G016970.1 Chr.04 8 531 498 8 534 298 2 801 263 30.02 4.81
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续表1

Continuing table 1

物种 基因 基因ID 染色体起始位置 终止位置 基因长度(bp)氨基酸数目(aa)分子量(kD)等电点

Species Gene Gene ID Chr. Starting End Gene length Number of Molecular pl
point position (bp) amino acids (aa) weight (kD)

印度南瓜 CmaGRF05 CmaCh05G004480.1 Chr.05 2 058 099 2 062 200 4 102 372 42.43 5.20

C. maxima CmaGRF06 CmaCh05G005010.1 Chr.O5 2 374 954 2 380 674 5 721 709 81.18 8.94

CmaGRF07 CmaCh05G005070」 Chr.05 2 430 586 2 432 735 2 150 261 29.60 4.85

CmaGRF08 CmaCh05G005590.1 Chr.05 2 740 473 2 744 123 3 651 283 31.67 4.97

CmaGRF09 CmaCh09G005680.1 Chr.09 2 573 521 2 579 130 5 610 258 29.17 4.69

CmaGRFlO CmaChl IGO 18880.1 Chr. 11 12 509 581 12 513 202 3 622 268 30.14 4.83

CmaGRFll CmaChl 2G001010.1 Chr. 12 400 660 403 713 3 054 264 30.03 4.87

CmaGRF12 CmaChl2G001670.1 Chr. 12 742 588 744 758 2 171 261 29.61 4.87

CmaGRFl 3 CmaChl2G001850.1 Chr. 12 848 110 852 167 4 058 291 32.76 4.91

CmaGRF14 CmaChMGO 11340」 Chr. 14 8 781 087 8 784 154 3 068 262 29.58 4.79

CmaGRFl 5 CmaChl9G010270.1 Chr. 19 8 778 030 8 780 291 2 262 248 27.78 4.75

中国南瓜 CmoGRFOl CmoCh01G004750.1 Chr.01 2 267 892 2 270 489 2 598 263 29.60 4.80

C. moschaia CmoGRF02 CmoChO 1G016540.1 Chr.01 12 526 061 12 528 402 2 342 240 27.43 5.44

CmoGRF03 CmoCh01G016610.1 Chr.01 12 565 115 12 568 232 3 118 258 29.21 4.76

CmoGRF04 CmoCh04G017820.1 Chr.04 8 966 872 8 969 150 2 279 267 30.47 4.82

CmoGRF05 CmoCh05G004740」 Chr.05 2 214 382 2 217 442 3 061 392 45.25 5.22

CmoGRF06 CmoCh05G005240」 Chr.05 2 530 297 2 533 458 3 162 250 2&54 4.85

CmoGRF07 CmoCh05G005340」 Chr.05 2 590 599 2 592 504 1 906 285 32.37 4.87

CmoGRF08 CmoCh05G005850」 Chr.05 2 895 035 2 898 168 3 134 252 28.39 4.74

CmoGRF09 CmoCh09G005550」 Chr.09 2 651 002 2 653 846 2 845 258 29.17 4.69

CmoGRFlO CmoCh 11 GO 19660.1 Chr. 11 13 528 927 13 538 227 9 301 696 7&08 4.99

CnwGRFll CmoChl2G000800」 Chr. 12 434 239 437 188 2 950 264 30.04 4.87

CmoGRF12 CmoCh 12G001290.1 Chr. 12 795 393 797 387 1 995 261 29.64 4.87

CmoGRF13 CmoCh 12G001440.1 Chr. 12 908 622 917 557 8 936 482 54.19 4.98

CmoGRF14 CmoCh 14G011650.1 Chr. 14 9 444 790 9 447 772 2 983 257 29.03 4.79

CmoGRF15 CmoCh 19G010600」 Chr」9 9 198 427 9 202 935 4 509 409 46.02 5.15

美洲南瓜 CpeGRFOl Cp4.1 LG01gl2070.1 LG01 8 963 226 8 965 985 2 760 292 33.55 4.90

C. pepo CpeGRF02 Cp4.1LG02g05080.1 LG02 2 010 903 2 014013 3 111 258 29.21 4.76

CpeGRF03 Cp4.1 LG02g05030.1 LG02 2 049 866 2 053 914 4 049 312 36.05 6.43

CpeGRF04 Cp4.1LG02gl3890.1 LG02 12 113 181 12 119 296 6 116 263 29.62 4.80

CpeGRF05 Cp4.1 LG03gl 5500.1 LG03 7 368 376 7 370 885 2 510 257 29.03 4.79

CpeGRF06 Cp4.1LG04g02900.1 LG04 7 486 248 7 490 292 4 045 260 29.25 4.78

CpeGRF07 Cp4.1LG06g04360.1 LG06 2 467 354 2 470 238 2 885 258 29.14 4.69

CpeGRF08 Cp4.1LG07g00890.1 LG07 421 056 424 167 3 112 264 30.07 4.87

CpeGRF09 Cp4.1LG07g01440.1 LG07 797 418 800 181 2 764 261 29.61 4.87

CpeGRFlO Cp4.1LG07g01600」 LG07 916 270 919 586 3 317 252 2&43 4.70

CpeGRFll Cp4.1LGllg03840.1 LG11 2 157 786 2 160 990 3 205 331 37.81 5.26

CpeGRF12 Cp4」LGllg04360」 LG11 2 479 731 2 482 658 2 928 210 23.88 4.78

CpeGRF13 Cp4」LGllg04480」 LG11 2 537 299 2 539 520 2 222 261 29.61 4.85

CpeGRF14 Cp4.1 LGllg04890.1 LG11 2 844 411 2 848 080 3 670 278 31.13 5.50

CpeGRF15 Cp4.1 LG15g08440」 LG15 8 262 657 8 265 618 2 962 261 29.41 4.73



分子植物育种

Molecular Plant Breeding

14-3-3 (GRF)基因在各物种染色体上呈不均匀分布， 

如在西瓜和瓠瓜中该家族同源体分布在4条染色体 

上(图1A;图1B),在黄瓜属(黄瓜和甜瓜)中分布在5条 

染色体上(图1D;图1E),而在南瓜属(中国南瓜，印度 

南瓜和美洲南瓜)中则分布在8条染色体上(图1C; 
图1F;图1G)。而且部分14-3-3 (GRF)基因在基因 

组中呈簇状分布，如西瓜中的CIGRF05.CIGRF06. 

CIGRF08 和 CIGRF09,甜瓜中的 CmGRF03.CmGRF- 

04、CmGRF06 和 CmGRF07,中国南瓜中的 CmoGRF- 

02、CmoGRF03、CmoGRF06 和 CmoGRF07.

1.3葫芦科14-3 3(GRF)基因家族的复制及共线性 

分析

基因复制是物种进化的一个基本过程，对产生新 

的基因促进物种分化及多样性具有重要作用，该过 

程包括基因组复制(whole genome duplication, WGD)> 
串联复制(Tandem duplication)及染色体片段复制 

(Segmental duplication) (Vision et al., 2000; Cannon et 
al” 2004; Wei et al„ 2019)。通过 BLASTp 和 MCscan 
软件，对葫芦科7个物种中14-3-3(GRF)基因家族 

的复制事件进行了分析(表2)。结果表明，该基因家 

族在西瓜基因组内可检测到两个染色体片段复制， 

存在于第08和11染色体之间，包括6个74-3-3 
(GRD基因；瓠瓜基因组内同样检测到两个染色体 

复制事件，存在于第04和08染色体之间;黄瓜属两 

个物种内(黄瓜和甜瓜)都各有一个染色体复制；美洲 

南瓜基因组内共检测到9个染色体复制事件，而另 

外2个南瓜属物种(印度南瓜和中国南瓜)都各检测 

到8个染色体复制事件，但是只有一个发生在亚基因 

组A内，而其余染色体复制存在于两个亚基因组A 
和B之间，表明该属物种内14-3-3 (GRF)基因家族 

的扩增主要原因是基因组事件(Sun et al” 2017; Mon- 
tero-Pau et al., 2018)。

为进…步探索14-3-3 (GRF)基因家族在葫芦科 

物种间的进化关系，利用7个葫芦科作物的基因组 

序列信息，通过BLASTp和MCscan软件分析了该 

基因家族在物种间的共线性(图2)。在西瓜、瓠瓜、 

甜瓜和黄瓜4个物种的两两基因组间都可检测到 

8个或9个染色体片段复制事件，进一步研究发现这 

些共线性区域在4个物种间比较保守，如西瓜的 

CIGRF05ICIGRF06.CIGRF08ICIGRF09,葫芦的 LsGR- 

F02/LsGRF03.LsGRF06!LsGRF07,甜瓜的 CmGRFOH 

CmGRF04.CmGRF06ICmGRF07,黄瓜的 CsGRFOl/ 

CsGRF02、CsGRF04ICsGRF05在物种间呈对应关系 

(图2A),表明物种分化后该家族基因所在区域在进 

化过程中仍较为保守。在南瓜属3个物种中，美洲南 

瓜与中国南瓜和印度南瓜分别检测到22和26个共 

线性区域，平均染色体长度大于2.87 Mb,最长为 

21.85 Mb；而中国南瓜和印度南瓜之间只检测到12个 

染色体复制事件，最长染色体长度为1.04Mb,平均 

长度小于0.33 Mb (图2B)。

1.4葫芦科14-3-3(GRF)基因家族的进化分析

根据基因结构和序列同源性，植物中14-3-3 (GRF) 
基因家族可被划分为e类和非s类两组(Rosenquist 
et al., 2001; Tian et al., 2015)。为更好地了解葫芦科 

14-3-3 (GRF)基因家族的进化，以拟南芥15个14-3-3 
(GRF)基因作为参考，利用MEGA 6软件构建了葫芦 

科83个14-3-3 (GRF)蛋白序列的进化树(图3)。结 

果显示，葫芦科14-3-3 (GRF)基因家族同样可被分 

为两个独立的组:£类和非£类。其中,£类组包括5个 

西瓜 14-3-3 (GRF)基因{CIGRF01, CIGRF02, CIGR- 

F04, CIGRF05, ClGRF08),5 个瓠瓜 14-3-3(GRF)基因 

(LsGRFOl, LsGRF02, LsGRF03, LsGRF06, LsGRF09), 

5 个甜瓜 14-3-3 (GRF)基因(CmGRFOl, CmGRF02, 

CmGRF04, CmGRF07, CmGRF09),5 个黄瓜 14-3-3 
(GRF)基因(CsGRFOl, CsGRF04, CsGRF08, CsGRF09, 

CsGRFlO),南瓜属14-3-3 (GRF)基因各7个，及6个 

拟南芥14-3-3 (GRF)基因;各物种剩余14-3-3 (GRF) 
基因序列则组成非£类组。同时，从进化树上可发现 

不同物种间的直系同源基因，如西瓜CIGRF06、甜瓜 

CmGRF04、黄瓜 CsGRF02 和瓠瓜 LsGRF07.

1.5葫芦科14-3-3 (GRF)家族的基因结构分析

基因结构包括外显子-内含子结构、内含子数 

目及内含子相位等，可为深入了解基因家族的进化提 

供重要参考证据(Zhang et al., 2017; Wei et al„ 2019)。 

因此,为更好地分析葫芦科14-3-3(GRF)基因家族的 

进化,我们对83个14~3-3{GRF)基因的结构进行了 

分析(图4)。结构显示,该基因家族可被分为两个组@ 

类和非£类),与进化分析结果一致(图3)。&类组内 

14-3-3(GRF)基因大部分含有6~7个外显子和5〜6个 

内含子，内含子相位多样化，但是内含子前两个相位 

较保守为1和2；而非£类组内14-3-3(GRF)基因 

大部分含有4个外显子和3个内含子，内含子相位 

为000,较&类组保守。

2讨论

近年来，葫芦科作物基因组(西瓜，甜瓜，黄瓜，中
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表2物种内14-3-3 (GRF)基因家族的共线性分析成员信息

Table 2 Syntenic analysis of 14-3-3 (GRF) gene family in Cucurbitaceae species
I 2 共线性区域1 共线性区域2 共线性区域内基因

Synteny region 1 Synteny region 2 Gene in the synteny region

3 4 5 6 3 4 5 6 7 8
西瓜 1 Chr.08 20 364 215 20 596 019 231 804 Chr.ll 16 469 463 16 730 175 260 712 CIGRF05/06 CIGRF08/09

C. lanatus 2 Chr.08 20 796 056 21 152 576 356 520 Chr.ll 16 815 179 17 096 232 281 053 CIGRF07 CIGRF10
甜瓜 1 Chr.03 26 817 008 26 990 209 173 201 Chr.04 2 146 296 2 371 646 225 350 CmGRFO引04 CniGRF06/07

C. melo 
黄瓜 1 Chr.02 17 885 938 18 173 810 287 872 Chr.03 37 714 827 38 195 759 480 932 CsGRF01/02 CsGRF04/05

C. sativus 
瓠瓜 1 Chr.04 29 386 583 29 646 580 259 997 Chr.08 18 144 523 18 387 833 243 310 LsGRF02/03 LsGRF06/07

L. siceraria 2 Chr.04 29 262 937 30 029 418 766 481 Chr.08 18 634 330 18 990 337 356 007 LsGRF03 LsGRF08
印度南瓜 1 Chr.01 11 072 379 11 277 230 204 851 Chr.05 2 374 954 2 648 944 273 990 CmaGRF02/03a CmaGRF06/07b

C. maxima 2 Chr.01 10 410 792 11 281 924 871 132 Chr.09 1 840 056 2 757 961 917 905 CmaGRF03a CmaGRFO%
3 Chr.01 11 098 039 11 277 230 179 191 Chr.12 722 422 949 871 227 449 CmaGRF03a CmaGRF12a
4 Chr.01 2 034 032 2 469 894 435 862 Chr.14 7 837 833 9 427 048 1 589 215 CmaGRFOla CmaGRF14b
5 Chr.05 1 876 325 2 444 335 568 010 Chr.I2 213 606 758 896 545 290 CmaGRF05~07b CmaGRFU/12a
6 Chr.05 2 458 214 2 789 489 331 275 Chr.12 768 333 1 106 829 338 496 CmaGRF08b CmaGRF13a
7 Chr.09 2 554 907 3 027 235 472 328 Chr.12 722 422 1 325 225 602 803 CmaGRFO% CmaGRF12a
8 Chr.ll 12 488 566 12 656 611 168 045 Chr.19 8 632 335 8 798 930 166 595 CmaGRFlOa CmaGRF15b

中国南瓜 1 Chr.01 12 526 061 12 639 321 113 260 Chr.05 2 530 297 2 613 287 82 990 CmoGRF02/03a CmoGRF06/07b
C. moschaia 2 Chr.01 11 834 754 12 757 737 922 983 Chr.09 1 917 384 2 843 870 926 486 CmoGRF03a CmoGRF09b

3 Chr.01 12 551 270 12 752 837 201 567 Chr.12 774 906 1 008 076 233 170 CmoGRF03a Cnu)GRF12H3a
4 Chr.01 2 087 033 2 398 013 310 980 Chr.14 7 837 789 10 230 963 2 393 174 CmoGRFOla CmoGRF14b
5 Chr.05 2 546 248 3 105 596 559 348 Chr.09 2 622 064 3 091 533 469 469 CmoGRF07b CmoGRF09b
6 Chr.05 2014 122 2 605 001 590 879 Chr.12 235 615 812 208 576 593 CmoGRF05/07b CnwGRFl H12a
7 Chr.09 2 633 701 3 091 533 457 832 Chr.12 774 906 1 361 696 586 790 CmoGRFO% CmoGRF12a
8 Chr.ll 13 513 373 13 684 987 171 614 Chrl9 9 038 739 9 222 031 183 292 CmoGRFlOa CmoGRF15b

美洲南瓜 1 LG02 11 864 297 12 306 510 442 213 LG03 6 115 971 8 126 309 2 010 338 CpeGRF04 CpeGRF05
C. pepo 2 LG02 1 747 908 2 457 461 709 553 LG06 1 966 730 2 836 553 869 823 CpeGRF02 CpeGRF07

3 LG02 1 827 332 2 028 192 200 860 LG07 777 401 1 018 691 241 290 CpeGRF02 CpeGRF09
4 LG02 1 827 332 2 042 095 214 763 LG11 2 494 835 2 753 722 258 887 CpeGRF02 CpeGRF13
5 LG04 7 464 556 7 638 904 174 348 LG15 8 111 090 8 284 362 173 272 CpeGRF06 CpeGRF15
6 LG06 2 446 811 2 972 277 525 466 LG07 777 401 1 443 464 666 063 CpeGRF07 CpeGRF09
7 LG06 2 433 116 2 944 594 511 478 LGU 2 494 835 3 056 911 562 076 CpeGRF07 CPeGRF13
8 LG07 230 035 1 812 264 1 582 229 LG11 1 964 445 3 465 534 1 501 089 CpeGRF08~09 CpeGRFll/13
9 LG07 837 726 1 198 723 360 997 LG11 2 566 773 2 874 273 307 500 CpeGRFlO CPeGRF14

注：1:物种；2:数目；3:染色体;4:起始位置；5:终止位置;6:长度(bp); 7:基因1; &基因2; a:南瓜属亚基因组A; b:南瓜属亚基 

因组 B(Sun et al., 2017)

Note: 1: Species; 2: Number; 3: Chr.; 4: Starting point; 5: End position; 6: Length (bp); 7: Gene 1; 8: Gene 2; a: Subgenome A in Cucurbit a 

genus; b: Subgenome B in Cucurbita genus (Sun et al., 2017)

国南瓜，印度南瓜，美洲南瓜和瓠瓜)的公布，为全基 

因组范围鉴定基因家族并分析其进化提供了重要的 

数据平台。高度保守的］4-3-3 (GRF)基因蛋白可特 

异识别并结合磷酸化位点,通过改变靶蛋白理化性质 

(如蛋白活性，构象和稳定性等)而广泛参与调节细胞 

代谢、信号传导及逆境胁迫响应等过程中(李菲等, 

2017; Yashvardhini et al., 2018)。本研究通过生物信 

息学在葫芦科7个基因组中共鉴定出83个14-3-3 

(GRF)基因，其中西瓜10个、甜瓜9个、黄瓜10个、 

瓠瓜9个,3个南瓜基因组各15个(表1)。而甜瓜中
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CpcCRF

 
一

图2葫芦科14-3-3 (GRF)基因在物种间的共线性分析

注:A:葫芦科植物;西瓜:红色;瓠瓜:蓝色;甜瓜:黄色;黄瓜:绿色;B:南瓜类型;中国南瓜:浅绿色;印度南瓜:黄色;美洲南瓜:绿色

Figure 2 Syntenic analysis of 14-3-3 (GRF) gene among Cucurbitaceae species

Note: A: Cucurbit ace ous plant； C. lanatus： Red; L. siceraria： Blue; C. melo'. Yellow; C. sativus： Green; B: Pumpkin cultivars., C. moschaia： 

Light green; C. maxima： Yellow; C. pepo： Green

鉴定出的9个14-3-3 (GR/O基因与已发表文章中的 

结果一致(马勇等,2013)。14-3-3 (GRF)基因家族在不 

同物种内包含的家族成员数目差异较大，如拟南芥、 

番茄、大豆、苜蓿、杨树、水稻中分别鉴定出15.12. 
18、11、14、8 个 14-3-3 (GRF)基因同源体(Rosenquist 
etal., 2001; Xu and Shi, 2006;李菲等，2017;李昕文等, 

2017)»在葫芦科中，冬瓜族(Benincaseae)作物西瓜、 

甜瓜、黄瓜、瓠瓜基因组内14-3-3 (GRf)基因数目相 

似，而南瓜族(Cucurbiteae) 3个物种内都包含15个 

14-3-3 (GRF)基因，表明该基因家族在冬瓜族和南 

瓜族分化时出现差异。共线性分析表明，在西瓜、甜 

瓜、黄瓜和瓠瓜基因组中都检测到1〜2个染色体片 

段复制(表2),而在南瓜3个物种中检测到的染色 

体片段复制事件多发生于该属两个亚基因组间，表 

明基因组复制事件是冬瓜族和南瓜族物种内14-3-3 
(GRF)基因家族成员数目差异的主要原因(Vision et 
al., 2000; Sun et al., 2017)。理化性质分析结果表明葫 

芦科中的绝大部分14-3-3 (GRF)蛋白分子量约为 

30 kD,且为酸性氨基酸(pI<7.0)(表1),这与已发表 

的研究结果相一致(马勇等,2013; Tian et al” 2015;李 

菲等,2017)o
进一步研究发现，分布在中国南瓜和印度南瓜 

两个亚基因组上的14-3-3 (GRQ基因数目基本一致, 

表明该基因家族在不同亚基因组的丢失或获得速率 

一致。进化分析表明，葫芦科14-3-3 (GRF)基因家族 

可被进一步划分为£类和非£类两个组(图3),其中 

e类组包含的14-3-3 (GRF)基因数目为每个物种总 

数目的50%左右,与其他双子叶植物中的比例类似, 

如拟南芥(46.7%)、苜蓿(50%)等，且都明显高于单子 

叶植物的比例，如水稻(25.0%)、短柄草(14.3%)等 

(Tian et al., 2015)。基因结构分析表明葫芦科s类组 

内14-3-3 (GRF)基因大部分含有6~7个外显子和 

5〜6个内含子，内含子相位多样化；而非£类组内 

14-3-3 (G/?F)基因大部分含有4个外显子和3个内 

含子，内含子相位为000,较£类组保守(图4),与已 

发表的研究结果较为一致(Tian et al., 2015)。

研究报道,14-3-3 (GR/0基因在不同物种中都可 

以参与到植物对逆境胁迫的响应过程中(Delille et al., 
2001; Xu and Shi, 2006; Tian et al., 2015;李昕文等, 

2017;王娇等,2018; Yashvardhini et al., 2018)。在本研 

究中，从进化树上可鉴定出多直系同源基因，如非£ 

类组中西瓜CIGRF06.甜瓜CmGRF04、黄瓜CsGRF02 

和瓠瓜LsGRF07之间的蛋白序列相似性极高，表明 

这些直系同源基因在不同物种内可能有较为保守的
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图3葫芦科14-3-3 (GRF)基因家族的进化分析

注：西瓜：红色圆点；瓠瓜：浅蓝色圆点；甜瓜：粉色圆点；黄瓜：绿色圆点；中国南瓜：橘色圆点；印度南瓜：黄绿色圆点；美洲南 

瓜:棕色圆点;拟南芥:深蓝色圆点

Non-c group

4
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cIGRF05 . 
LsGRF06 

CsGRFOl •
CmGRF04・」89 

c吧辭.
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Figure 3 Evolutionary analysis of 14-3-3 (GRF) gene family in Cucurbitaceae

Note： C. lanatus： Red; L. siceraria'. Light blue; C. melo'. Pink; C. sativus'. Green; C. moschaia'. Orange; C. maxima'. Kelly; C. pepo： 
Brown; 4. thaliana'. Dark blue

生物学功能。这为下一步通过表达分析获得不同物 

种内对逆境胁迫响应的14-3-3 (GRF)基因提供理 

论参考。

3材料与方法

3.1数据下载及生物信息学鉴定

通过葫芦科(Cucurbitaceae)基因组网站CuGenDB 
(http://cucurbitgenomics.org/),彳各西瓜(C〃厂仏〃us lanatus, 
VI)、甜瓜(Cucumis melo, V3.5)> 黄瓜(Cucumis sativus, 

V2)、瓠瓜(Lagenoria siceraria, Vl)> 中国南瓜(Cucurbita 

moschaia, Vl)^ 印度南瓜(Cucurbita maxima, V1.1)和 

美洲南瓜(Cucurbita pepo, V4.1)的基因组序列、蛋白 

序列及基因注释文件下载到本地。

以拟南芥15条14-3-3(GRF)基因的蛋白序列 

为Query,通过BLASTp程序调取葫芦科作物中的 

14-3-3 (GRF)基因同源蛋白(参数:E-value^le '°)«将 

调取的14-3-3 (GRD基因蛋白人工去重复后，作为 

Query序列再次通过BLASTP程序在各基因组搜索 

14-3-3 (GRF)同源基因。人工去重复后，将获得的 

14-3-3 (GRF)蛋白序列在NCBI nr数据库和拟南芥 

TAIR 数据库(https://www.arabidopsis.org/)进行比对, 

经人工确认后的蛋白序列列为该物种的候选14-3-3 
(GRF)家族基因。利用ExPASy网站的在线工具Pro
tParam (http://web.expasy.org/protparam/)完成 14-3-3 
(GRF)蛋白的理化性质分析。

3.2染色体分布及共线性分析

根据鉴定的葫芦科14-3-3 (GRF)基因的位置信 

息，利用TBtools软件对其在染色体上的分布进行作 

图。通过MCscan软件完成14-3-3 (GRF)基因家族在 

物种内和物种间的共线性分析，并利用软件Circos 
(http://circos.ca/)进行作图展示。

http://cucurbitgenomics.org/),%25e5%25bd%25b3%25e5%2590%2584%25e8%25a5%25bf%25e7%2593%259c(C%25e3%2580%2583%25e5%258e%2582%25e4%25bb%258f%25e3%2580%2583us
https://www.arabidopsis.org/)%25e8%25bf%259b%25e8%25a1%258c%25e6%25af%2594%25e5%25af%25b9
http://web.expasy.org/protparam/)%25e5%25ae%258c%25e6%2588%2590
http://circos.ca/)%25e8%25bf%259b%25e8%25a1%258c%25e4%25bd%259c%25e5%259b%25be%25e5%25b1%2595%25e7%25a4%25ba%25e3%2580%2582
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Figure 4 Gene structure of ]4_3_3 (GRF) gene in Cucurbitaceae
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3.3进化及基因结构分析

利用软件Muscle对14-3-3 (GRF)蛋白进行多 

序列比对,默认参数。通过软件MEGA 6.0构建14-3-3 
(GRF)基因家族的系统进化树，采用邻近(neigh
bor-joining method, NJ), Bootstrap 值设置为 1 000。

根据14-3-3(GRF)基因的编码序列和基因组序 

列,利用在线工具 GSDS 2.0 (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/) 
完成该家族的基因结构分析。
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