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摘要: 天然抗性相关巨噬蛋白(natural resistance-associated macrophage protein)是一类能够转运Fe2+和Cd2+

等二价金属离子的蛋白。本文从苹果(Malus pumila)基因组内分离鉴定出8个Nramp同源基因, 根据其进

化关系、编码蛋白的氨基酸数及理化性质的相似性分为3组; WoLF PSORT预测它们所编码的蛋白全部定

位于质膜; PlantCARE显示8个MpNramps的启动子序列中含有多个激素响应及非生物胁迫响应元件; 表达

谱分析表明它们在叶片中的表达量因苹果品种不同而有较大差异。在Fe2+、Mn2+、Zn2+、Cu2+和Cd2+五

种重金属离子处理下, 8个MpNramps在‘嘎啦’苹果组培苗叶片的表达水平差异显著, 其中, MpNramp4对
Fe2+和Mn2+反应较敏感 , MpNramp1和MpNramp6对Mn2+和Zn2+较敏感 , MpNramp2和MpNramp3对Fe2+、

Mn2+和Zn2+处理都比较敏感。8个MpNramps在Cu2+和Cd2+处理下都明显上调表达, 对毒性重金属均呈现出

较高的敏感性。
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Abstract: Natural resistance-associated macrophage proteins are a class of proteins capable of transport-
ing divalent metal ions, such as Fe2+ and Cd2+. Eight Nramp homologous genes were isolated and identified 
from apple (Malus pumila) genome which were divided into three groups based on their evolutionary rela-
tionship, amino acid numbers and physicochemical properties. WoLF PSORT predicted that all the proteins 
were located in the plasma membrane. PlantCARE showed that their promoter sequences contained multi-
ple hormone response elements and abiotic stress response elements. Analysis of expression profiles 
showed that the levels of their expression in apple leaves varied considerably with different varieties. 
When treated with Fe2+, Mn2+, Zn2+, Cu2+ and Cd2+, the expression levels of eight MpNramps were significant-
ly different in the leaves of ‘Gala’ apple (M. pumila ‘Gala’) tissue culture seedlings. Among them, MpNramp4 
was sensitive to Fe2+ and Mn2+, MpNramp1 and MpNramp6 were sensitive to Mn2+ and Zn2+, while Mp-
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果树等植物在生长过程中, 会受到环境中各类

金属元素的影响。通常密度在4.5 g·cm−3以上的金

属称作重金属(王向前等2016; 张舒玄等2019)。有

些重金属, 如铁、锰、锌等, 是果树等植物生长发

育所必需的, 当它们缺乏或过多时, 植物生长发育以

及作物产量和品质形成会受到干扰; 另一些重金属

元素, 如汞、铅、镉等, 在较低水平就会对植物和

动物造成毒害(Ovečka和Takáč 2014; Zhao等2022)。
但不论哪类重金属元素, 它们都会被植物吸收, 并
影响植物正常生长发育。因此, 研究植物对重金属

的反应和重金属吸收、转运及其调控机制, 对于控

制重金属危害以及农产品质量安全具有重要意义

(Ovečka和Takáč 2014)。
天然抗性相关巨噬蛋白(natural resistance-as-

sociated macrophage protein, Nramp)是一类在细菌、

酵母和动植物中都有分布并且高度保守的膜蛋白, 
能够转运Mn2+、Fe2+和Cd2+等多种二价金属离子, 
对调控和维持植物体内金属离子的稳态起重要作

用(Nevo和Nelson 2006; Bozzi和Gaudet 2021)。在

拟南芥中已发现AtNramp1~6六种基因, 其中, AtN-
ramp1能够转运Fe2+ (Curie等2000)和Mn2+ (Cailli-
atte等2010), AtNramp2被鉴定为Mn2+转运蛋白(Gao
等2018), AtNramp3和AtNramp4都能够转运Fe2+、

Mn2+和Cd2+ (Thomine等2000; Lanquar等2010; Ba-
stow等2018), AtNramp6具有转运Cd2+的能力(Cail-
liatte等2009), 并参与调控细胞铁稳态(Li等2019)。
在水稻中也确定了8个Nramp基因家族成员, 其中, 
OsNramp1可转运Mn2+和Cd2+ (Takahashi等2011; 
Chang等2020), OsNramp2能将Fe2+从液泡转运到

细胞质(Li等2021b), 并影响Cd在水稻籽粒中的分

布(Chang等2022), OsNramp3可转运Mn2+ (Yang等
2013), OsNramp5负责Fe2+、Mn2+和Cd2+吸收等(Ishi-
maru等2012; Sasaki等2012)。在其他植物中, 已发

现番茄LeNramp1在低铁胁迫下可以将Fe2+转运到

相应细胞器(Bereczky等2003), 杨树PaNramp1能
够转运Mn2+和Cd2+ (Romè等2016; Chen等2019), 荞

麦FeNramp5具有Mn2+和Cd2+转运活性(Yokosho等
2021), 小白菜BcNramp1能够促进Mn2+和Cd2+吸收

和积累(Yue等2021)等。

上述研究主要探讨了Nramp吸收和转运金属

离子的功能, 较少关注其基因表达对外界金属离

子的反应。苹果是全球四大水果之一, 也是世界上

栽培比较广泛的果树。目前苹果Nramp基因特征

及其对重金属的反应尚不够清楚。本研究运用生

物信息学方法, 从苹果基因中鉴定Nramp基因, 分
析MpNramp家族成员的基因结构、基序组成、顺

式作用元件及差异表达, 并以‘嘎啦’苹果(Malus pu- 
mila ‘Gala’)组培苗为研究对象, 重点探讨MpNramp
在Fe2+、Mn2+、Zn2+、Cu2+和Cd2+处理下的表达特征, 
以期为深入揭示苹果Nramp家族基因对重金属离

子的应答机制提供参考。

1  材料与方法

1.1  实验材料和重金属处理方法

实验的植物材料为‘嘎啦’苹果(Malus pumila 
Mill. ‘Gala’)组培苗, 培养基为MS+1.0 mg·L–1 6-BA+ 
0.2 mg·L–1 NAA+0.5 mg·L–1 GA3+30 g·L–1蔗糖+7 g·L–1 

琼脂(pH=5.8~6.0)。
处理时将长势一致的组培苗, 分别移栽到添

加了500 μmol·L–1 FeSO4、500 μmol·L–1 MnSO4、500 
μmol·L–1 ZnSO4、500 μmol·L–1 CuSO4和50 μmol·L–1 
CdSO4的培养基中进行培养处理, 以在没有添加上

述重金属盐的培养基中培养的组培苗为对照。每

瓶培养基移栽3棵组培苗, 每2瓶为1个处理, 每个

处理重复3次。在处理第4天和第12天后剪下组培

苗叶片, 进行Nramp基因的qRT-PCR分析。

1.2  MpNramp基因的鉴定和系统发育

从EnSembl数据库(http://plants.ensembl.org/in-
dex.html)下载苹果基因组及其注释文件, 通过TB-
tools (Chen等2020)提取其CDS并翻译成蛋白。从

tair网站(https://www.arabidopsis.org/)下载拟南芥

中已鉴别出来的6个Nramp成员的蛋白序列, 通过

Nramp2 and MpNramp3 were sensitive to Fe2+, Mn2+ and Zn2+. All eight MpNramps were up-regulated under 
Cu2+ and Cd2+ treatment, indicating a high sensitivity to toxic heavy metals.
Key words: apple; Nramp genes; heavy metals; gene expression
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TBtools对苹果蛋白数据库进行本地BLAST, 得出

候选蛋白。利用Pfam (http://pfam.xfam.org/)中Nr-
amp基因保守结构域的隐马可夫模型(PF01566)通
过HMMER 3.3.2软件, 从苹果蛋白数据库搜索Nr-
amp基因(最终选取MpNramp基因E-value的截断值

为1.6×10–74), 并通过SMART (https://smart.embl- 
heidelberg.de/)对候选基因进行结构域验证。综合

以上两种方法, 最终确定出苹果MpNramp基因家

族成员。

将AtNramp蛋白序列与MpNramp蛋白序列用

MEGA 7软件自带的ClustalW进行比对, 并利用邻

接法(Neighbor-Joining)构建系统进化树, Bootstrap
重复设为1 000。
1.3  MpNramp基因的理化性质、基因结构、保守

基序、顺式作用元件及亚细胞定位分析

利用在线工具ExPASy-ProtParamtool (https://
web.expasy.org/protparam/)分析Nramp家族成员的

理化性质。根据从EnSembl数据库中下载的苹果

基因组注释文件, 通过TBtools绘制Nramp基因结

构图。通过MEME (https://meme-suite.org/meme/)
搜索其保守基序, 利用TBtools绘制其保守基序图。

利用phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/)
截取基因上游2 000 bp的序列, 将其提交到PlantCA- 
RE数据库(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/ 
plantcare/html/)预测顺式作用元件。通过WoLF PS- 
ORT (https://wolfpsort.hgc.jp/)进行亚细胞定位预测。

1.4  不同组织中的表达谱分析

利用NCBI的GEO数据库中的MpNramp数据, 
分析苹果不同品种中的Nramp在不同器官的表达

(GSE42873), 通过TBtools绘制热图。

1.5  ‘嘎啦’组培苗叶片Nramp基因qRT-PCR分析方法

总RNA提取使用RNAprep Pure多糖多酚植物

总RNA提取试剂盒[天根生化科技(北京)有限公司], 
并立即使用HiScriptIII® 1st Strand cDNA synthesis 
Kit (+gDNA wiper) (南京诺唯赞生物科技股份有限

公司)进行cDNA合成。采用Taq Pro Universal SYBR 
qPCR Master Mix (南京诺唯赞生物科技股份有限

公司)用表1的引物对‘嘎啦’苹果8个Nramp基因进

行实时荧光定量PCR (qRT-PCR), 采用2−∆∆Ct方法

(Livak和Schmittgen 2001)计算相对表达量。

2  实验结果

2.1  苹果Nramp家族基因的鉴定和系统发育

依据拟南芥Nramp信息, 从苹果基因组鉴定到

8个Nramp基因, 分别命名为MpNramp1~MpNramp8 
(表2)。系统发育树显示MpNramp蛋白与拟南芥具

有良好的亲缘关系, 其中, 苹果MpNramp2、4、5、
8与拟南芥AtNramp1、5、6亲缘关系较近 , 苹果

MpNramp1、7与拟南芥AtNramp2亲缘关系较近, 
苹果MpNramp3、6与拟南芥AtNramp3、4亲缘关

系较近(图1)。
2.2  MpNramp理化性质、基因结构及保守基序分析

依据8个MpNramp的进化关系、编码蛋白的氨

基酸数及理化性质的相似性, 将其分为3组(表2)。
第I组中MpNramp基因编码蛋白的氨基酸数为

507~537; 蛋白分子量为55.44~58.96 kDa; 为酸性

蛋白; 属于较稳定蛋白; 不具有良好的亲水性。

第II组中MpNramp基因编码蛋白的氨基酸数

表1  苹果Nramp基因家族qRT-PCR引物

Table 1  qRT-PCR primers of Nramp gene family in apple

     基因             上游引物(5'→3' )               下游引物(5'→3' )

MpNramp1 GCTCTTGTGGTCTGCAGTGG	 TAAGGAAGAACACCACTCCGTG
MpNramp2	 GGGAGATAACTGGGAGCCTG	 CTGCTCCCCAAATCATCACCT
MpNramp3	 TTCGCCTCTGAAGTGACTGG	 TGATACGTTGATGTCCCGCA
MpNramp4	 ACCGCTCATTGAGGACACAG	 CCCTGACTGCAAATCCGTCT
MpNramp5	 TTCAGAACCCACACCACCAC	 CAGGGCCAACATGTGCTAGA
MpNramp6	 AGTGTCGGAGTGTCTGCTTTT	 TGATCCGCACCAGCTTGAAA
MpNramp7	 AGGACGGGTTCAAGAGGCAC	 CCCTTGGCGAAAACTGTGGTG
MpNramp8	 TGAGGGAGATACCTGGGAGC	 CTTCCTCCATCGTCGCCTTT
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为1 313~1 329; 蛋白分子量为142.28~144.30 kDa; 为
酸性蛋白; 属于不稳定蛋白; 具有良好的亲水性。

第III组中MpNramp基因编码蛋白的氨基酸数

为545~550; 蛋白分子量为61.65~62.25 kDa; 为碱

性蛋白; 其中MpNramp4为不稳定蛋白, MpNramp5
为较稳定蛋白; 不具有良好的亲水性。

第I组中MpNramp长度小于4 000 bp, 第II和III
组中MpNramp长度都大于7 000 bp。因为第I和II
组内含子较少, 而第III组内含子较多(图2-A), 所以

虽然第III组基因较长, 但其编码的氨基酸链较短。

MpNramp家族成员具有较多相同的motif, 每个Mp- 
Nramp家族成员5'→3'都包含motif4、motif2、mo-
tif3、motif1、motif6 (图2-B)。整体来看, 苹果Nr-
amp家族具有高度保守性, 同一组中的MpNramp相
似性更高。

2.3  MpNramp顺式作用元件及其编码蛋白的亚细

胞定位

PlantCARE数据库预测8个MpNramp基因启动

子区域的顺式作用元件主要有脱落酸、生长素、

茉莉酸甲酯、水杨酸响应元件, 环境应激相关元件, 
还有胚乳、分生组织表达相关元件和光响应元件

等, 其中MpNramp4包含的顺式作用元件种类 (13

图1  拟南芥(At)和苹果(Mp)的Nramp家族系统发育树

Fig. 1  Phylogenetic tree of Nramp family in  
A. thaliana (At) and M. pumila (Mp)
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图2  MpNramp家族基因结构(A)和蛋白保守基序(B)
Fig. 2  Gene structure (A) and conserved motif (B) of MpNramp family

种)和数量(20个)均最多, MpNramp7包含的顺式

作用元件(主要是胁迫相关元件)数量也多达20个
(表3)。

利用在线工具WoLF PSORT进行亚细胞定位

预测, 结果显示8个MpNramp蛋白全部位于质膜。

2.4  MpNramp在苹果不同器官的表达谱

8个MpNramp基因在苹果不同器官中的表达水

平存在明显差异(图3)。第I组中, MpNramp1、Mp- 
Nramp3、MpNramp6在M74花及成熟的果实中的

表达量较高, 而MpNramp7在金冠、X8877的根和

茎中的表达量较高。第II组中, MpNramp2在X3609× 
X922和X4442×X2596种子中的表达量较高 , Mp-
Nramp8在M74花和M49的叶中表达量较高。第III
组中, MpNramp4在M20果实中表达量最高, 在金冠、

X8877茎中的表达量也相对较高; MpNramp5在M74
花中表达量最高。在幼苗中, MpNramp5的表达量

最高, MpNramp3和MpNramp4的表达量较低。

就MpNramp在叶片的表达而言, M14和M49差
异很大。在M14叶片中, 8个MpNramp表达量均普

遍较低, 其中MpNramp2最低; 而在M49叶片中, 除
MpNramp7外, 7个MpNramp表达量均较高。与在

其他器官表达相比而言, MpNramp在叶片的表达

量总体处于中等水平。

2.5  ‘嘎啦’苹果叶片中MpNramp基因对不同重金

属的反应

由图4可见, 在Fe2+、Mn2+、Zn2+、Cu2+和Cd2+五

种重金属离子处理下, 8个MpNramp在‘嘎啦’苹果

组培苗叶片的表达水平差异显著, 主要表现如下。

在Fe2+处理第4天, MpNramp3表达下调, Mp-

Nramp2、4、7、8表达上调。在Fe2+处理第12天, 
除MpNramp5、7的表达上调外, 其他MpNramp均
恢复到了对照水平。

在Mn2+处理第4天, MpNramp1、3、6表达上调, 
MpNramp2、4、7、8表达下调。在Mn2+处理第12天, 
除MpNramp3表达下调外, 其他MpNramp为对照

水平。

在Zn2+处理第4天, MpNramp1、3、6、7和8表
达下调, MpNramp2表达上调。在Zn2+处理第12天, 
MpNramp1、3、5表达下调, MpNramp2、8表达上调, 
MpNramp4、6、7为对照水平。

在Cu2+处理第4天, 所有MpNramp都表现上调; 
在Cu2+处理第12天, 除MpNramp5恢复到对照水平

外, 其他MpNramp仍明显上调。

在Cd2+处理下, 除MpNramp6在处理第4天的表

达稍下调外, 其他MpNramp无论在Cd2+处理第4天
还是第12天, 都呈上调表达趋势。

综上可见, 所有MpNramp都对Cu2+和Cd2+很敏

感, MpNramp4对Fe2+和Mn2+比较敏感, MpNramp1
和MpNramp6对Mn2+和Zn2+比较敏感, MpNramp2和
MpNramp3对Fe2+、Mn2+、Zn2+都比较敏感。Mp-
Nramp7和MpNramp8对Fe2+、Mn2+、Zn2+都不太敏感, 
MpNramp5的表达只在Fe2+、Zn2+较长时间处理下

(第12天)才有反应。除MpNramp5外, 其他7个Mp-
Nramp的表达量在Fe2+、Mn2+、Zn2+处理第12天都

趋于恢复到对照水平。

3  讨论

Nramp是能够转运二价重金属离子的蛋白, 迄
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今为止, 已从拟南芥、水稻、马铃薯、茶树等多种

植物中发现5~11个Nramp成员(Curie等2000; Taka-
hashi等2011; Li等2021a; Tian等2021)。本研究从

苹果基因组鉴定到8个MpNramp基因, 它们的基序

组成模式和排列顺序基本一致, 在进化上高度保

守。来自多种植物的Nramp均定位于细胞质膜(陈
可欣等2020), 苹果的8个Nramp蛋白全部定位于质

膜; 质膜将细胞内外的分开, 位于质膜便于Nramp
调控金属离子跨膜转运。

一般来说, 阳离子转运蛋白家族对转运相同

价态和相似尺寸的金属离子的选择性较低, 这样

便于植物利用同一类转运蛋白吸收多种金属离子

(Rogers等2000), 但也可能会使植物吸收不需要甚

至有毒的金属离子, 例如Pb2+、Cd2+等。Nramp是一

组二价阳离子转运体, 它们既可以促进Fe2+、Mn2+、

Zn2+等植物必需元素跨细胞膜转运, 也能够以有毒

金属离子(即Pb2+、Cd2+和Ni2+)为转运底物。但是

Nramp家族的不同成员对所转运的二价阳离子有

不同的选择性(Ishida和Corcino 2022), 比如, 水稻

OsNramp1在酵母中表达时能够运输镉和锰离子, 
但不能运输铁或砷离子(Chang等2020)。不仅如此, 
Nramp家族成员对外界金属离子处理的表达响应, 
也有选择性, 比如, 本研究发现, MpNramp1表达对

铁离子处理不敏感, 但在锰和锌处理4 d后分别上

调和下调, MpNramp2和MpNramp3的表达量在Fe2+、

Mn2+、Zn2+、Cu2+和Cd2+处理4 d后都有或升或降

的变化, 即对这5种离子都有响应(图4)。
有意思的是, 在Cu2+和Cd2+处理下, 所有MpN-

ramp都表达上调, 并且8个MpNramp在Cd2+处理12 
d后的表达量都很高, 其中MpNramp1、2、4、5、
8最高(图4)。Cu2+和Cd2+都是对植物有毒性的重金

属离子, 在它们处理下, 8个MpNramp都上调表达, 
这会促进Cu2+和Cd2+进入植物体内而使植物中毒, 
这可能是Cu2+和Cd2+呈现毒性原因之一。镉是毒

性最强的重金属, 8个MpNramp表达量在Cd2+处理

下普遍很高, 一方面说明MpNramp对Cd2+有更高的

选择性, 也说明MpNramp会促进更多的Cd2+进入植

物而使毒害更重。相应地, Fe2+、Mn2+和Zn2+是植物

必需营养离子, 大部分MpNramp (尤其是MpNramp7
和MdNramp8)都不太敏感, 说明大部分MpNramp 
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图3  MpNramp在不同苹果品种的不同器官中的表达模式

Fig. 3  Expression patterns of MpNramp in different organs of different apple varieties

(尤其是MpNramp7和MdNramp8)对Fe2+、Mn2+、

Zn2+的吸收贡献不大, 比如, MpNramp1、6的表达, 
在Fe2+长期和短期处理下, 都没有明显变化, 即不

受外源铁的影响, 这与水稻OsNramp1不能运输铁

离子(Chang等2020)可能有些共性特征。

由于重金属离子在土壤中首先由植物根系感

知和吸收, 然后再向地上部进行转运, 根系Nramp
对重金属的反应普遍比叶片的敏感。比如, 在Zn2+

处理下, 马铃薯StNramp在根系中的上调表达明显

早于在叶片中, 上调幅度也显著高于叶片(Tian等
2021); 在Fe2+处理24 h, 大豆3个GmNramp在根中表

达下调, 而在叶中的表达量没有明显变化(Qin等
2017)。苹果同属植物湖北海棠根系MhNramp1在
Cd2+处理显著上调, Cd2+的吸收也被显著促进, 说
明根系MhNramp1具有促进镉吸收的功能(Zhang
等2020)。土壤重金属首先被根系吸收, 苹果根系

MpNramp对于重金属离子的反应也可能比叶片的

更加迅速。

拟南芥AtNramp2被鉴定为Mn2+转运蛋白(Gao
等2018), MpNramp1与AtNramp2亲缘关系近, 且对

Mn2+处理敏感, 因此预测其在苹果中应能够参与

Mn2+的转运。在8个MpNramp中, 只有MpNramp2
表达对Zn2+处理反应最敏感, 在Fe2+、Mn2+、Zn2+

三种营养离子中, Zn2+使MpNramp2上调表达最高, 
这些暗示MpNramp2在Zn2+吸收转运中会发挥作用。

苹果MpNramp3、6在Mn2+处理第4天均表达上调(图
4), 这两个基因与拟南芥AtNramp3、4有较近的亲

缘关系(图1), 而AtNramp3、4均有转运Mn2+的功能

(Lanquar等2010), 因此, MpNramp3、6也可能参与

苹果对Mn2+的跨膜转运。拟南芥AtNramp1具有明

显的铁转运功能(Curie等2000), 将苹果同属植物湖

北海棠的MhNramp1转入烟草和苹果愈伤组织 , 
明显促进转基因株系对镉的吸收和转运(Zhang等
2020), 而与AtNramp1和MhNramp1亲缘关系最近的

苹果MpNramp4在铁离子处理第4天表达显著上调, 
在镉离子处理第4天和第12天后表达都显著上调, 
这说明MpNramp4也应具有转运铁和镉离子的功

能, 并且外界较高浓度的镉离子会增强苹果对镉的

吸收。在Cu2+处理第4天, MpNramp3、7和8表达量

最高, 在处理第12天也呈现较高的上调表达, 暗示

MpNramp3、7和8可能会参与苹果对铜离子转运。
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