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摘　 要: 苯丙氨酸解氢酶(ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｌｙａｓｅꎬＰＡＬ)基因家族参与苯丙烷类代谢过程ꎬ通过调控植

物抗病次生物质的合成在植物抗逆反应中发挥重要作用ꎮ 为明确谷子 ＰＡＬ 基因家族在逆境胁迫下的表达

规律ꎬ该研究利用生物信息学方法对谷子 ＰＡＬ 基因家族进行鉴定和表达分析ꎮ 结果表明:谷子具有 １１ 个

ＰＡＬ 基因ꎬ在进化树中可分为 ３ 个亚家族ꎬＳｉＰＡＬ７ 独自进化为一支ꎮ 通过构建蛋白结构域发现 ＰＡＬ 基因家

族成员均含有保守的 ＰＡＬ 结构域ꎮ 启动子分析显示ꎬＰＡＬ 基因含有应答激素、逆境胁迫等多种因子的顺式

作用元件ꎬ说明 ＰＡＬ 基因广泛参与不同生物学调控过程ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ谷子 ＰＡＬ 基因家族多为诱导

型表达ꎬ不同光照条件下 ＰＡＬ 基因表达量变化明显ꎬ不同基因具有不同响应模式ꎬ说明谷子 ＰＡＬ 基因家族在

参与光调节反应中发挥重要作用ꎮ 谷子 ＰＡＬ 基因高度保守ꎬ广泛响应不同非生物胁迫ꎬ具有表达特异性ꎮ
该研究结果为揭示 ＰＡＬ 基因家族在调节谷子抗性及胁迫应答过程中的作用提供了参考ꎮ
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　 　 苯丙氨酸解氢酶(ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｌｙａｓｅꎬ
ＰＡＬ)是苯丙烷代谢途径中的关键酶ꎬ参与木质素及

酚类化合物的合成过程ꎬ广泛存在于各种植物中

(Ｆｒａｓｅｒ ＆ Ｃｈａｐｐｌｅꎬ ２０１１ꎻ盖江涛等ꎬ２０１６)ꎮ Ｋｏｕｋｏｌ
和 Ｃｏｍｍ(１９６１)在大麦(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ)中首次提

取出 ＰＡＬ 蛋白ꎬ后续马铃薯 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ)
(Ｊｏｏｓ ＆ Ｈａｈｌꎬ １９９２)、 烟草 ( Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)
(Ｒｅｉｃｈｅｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)等高等植物也相继分离纯化

得到 ＰＡＬ 蛋白ꎮ 杨郁文等(２０１７)研究发现 ＰＡＬ 多

以同源四聚体形式存在于细胞质和叶绿体中ꎬ通过

转录水平等多层次调控方式ꎬ在植物防御系统中发

挥重要作用ꎮ 启动子缺失实验表明ꎬＭＹＢ 转录因子

可通过结合 ＰＡＬ 启动子区段ꎬ进行转录水平调控

(杨郁文等ꎬ２０１７)ꎮ ＰＡＬ 可通过调控 ＨＣＡ 类酚类、
类黄酮等产物的合成影响果实品质 (张丽之等ꎬ
２０１８)ꎮ 此外ꎬＰＡＬ 广泛参与植物响应病原菌侵染过

程ꎮ 杨会晓等(２０１９)研究表明 ＰＡＬ 与香蕉抗病性

密切相关ꎬ在枯萎病菌侵染过程中 ＰＡＬ 高丰度表

达ꎮ ＰＡＬ 活性增加与苯丙烷类产物的产量提高密切

相关ꎬ其活性水平随发育阶段、细胞和组织的分化、
不同应激刺激而改变ꎮ Ｌｉｓｔｅｒ 等(１９９６) 首次发现

ＰＡＬ 活性与苹果(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ )果实类黄酮含量存

在显著正相关ꎮ 杨会晓等(２０１９)研究发现 ＭａＰＡＬ
在香蕉(Ｍｕｓａ ｎａｎａ)果实发育成熟过程高丰度表

达ꎬ次级代谢物质在这一阶段具有较高的表达效

率ꎮ Ｏｌｓｅｎ 等 ( ２００８) 研究发现拟南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ)ＡｔＰＡＬ１、ＡｔＰＡＬ２ 基因在氮胁迫和温度变化

过程中高丰度表达ꎬ并伴随类黄酮化合物的积累ꎮ
随着基因组学的发展ꎬ多种植物基因组测序

相继完成ꎬ植物中 ＰＡＬ 基因的功能陆续得到研究ꎮ
大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)ＰＡＬ１￣１、ＰＡＬ２￣１、ＰＡＬ２￣３ 在木质

素合成过程中发挥重要作用 (候鹏等ꎬ ２０１６)ꎻ
ＺｍＰＡＬ１０ 强烈响应纹枯病菌侵染玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)
过程(邓路长等ꎬ２０１９)ꎻＶａｍＰＡＬ 参与山葡萄(Ｖｉｔｉｓ
ａｍｕｒｅｎｓｉｓ)花色苷的积累(陈蒙等ꎬ２０１８)ꎮ 基因组

学的迅速发展ꎬ标志着在分子水平上进行系统分

析已成为当下生物学研究的主流趋势(王灿等ꎬ
２０２０)ꎮ 谷子( Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ) 为一年生禾本科作

物ꎬ基因组小且为二倍体ꎬ具有抗旱性强、生育期

短、产量高等特点ꎬ是挖掘作物抗旱基因和解读抗

逆分子机制的重要作物(宋健等ꎬ２０２０)ꎮ 谷子生

育期内需水量较少ꎬ属环境友好型作物(宋健等ꎬ
２０１９)ꎬ抗逆育种靶向基因资源的研究已成为谷子

增收工作的重要环节(Ｎａｄｅｅｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 谷

子基因组测序的完成为谷子研究搭建了数据基

础ꎬ标志着谷子遗传研究已进入后基因组学时代

(Ｂｅｎｎｅｔｚｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻＺｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ ＰＡＬ
基因家族广泛存在于植物中ꎬ但关于谷子 ＰＡＬ 基

因家族的研究却鲜有报道ꎮ 为明确谷子 ＰＡＬ 基因

家族在逆境胁迫过程中的作用机理ꎬ本研究利用

生物信息学方法对谷子 ＰＡＬ 基因家族进行鉴定ꎬ
分析其结构特点及进化方式ꎬ并构建 ＰＡＬ 家族基

因在非生物胁迫下的表达模式ꎬ以期为谷子 ＰＡＬ
基因家族的生物学功能研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

供试谷子(Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ)品种为一年生‘张杂

谷 ８ 号’ꎬ盆栽于河北北方学院农场ꎬ分别置于自

然光、黑暗、红光、蓝光、远红光条件下照射 ２４ ｈꎬ
取幼嫩叶片ꎬ液氮速冻后ꎬ－８０ ℃保存备用ꎮ
１.２ 谷子 ＰＡＬ 基因的鉴定及蛋白序列分析

利用 Ｐｆａｍ 数据库查找并下载 ＰＡＬ 蛋白结构域

的隐马尔可夫模型文件(Ｐｆａｍ 号码:００２２１)(Ｆｉｎｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００８)ꎬ利用 ｐｌａｎｔ Ｇｅｎｅｓ 基因组获取 Ｇｅｎｅ ｓｔａｂｌｅ
ＩＤ 及 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｓｔａｂｌｅ ＩＤꎬ通过 ＣＤＤ 和 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ
对 Ｇｒａｍｅｎｅ 网站获取的序列进行筛选鉴定ꎬ去除冗

余ꎬ得到 ＰＡＬ 蛋白序列、染色体定位等基因信息

(Ｍａｒｃｈｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ Ｈｕｎｔｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 利用

３７５１９ 期 孟亚轩等: 谷子 ＰＡＬ 基因家族全基因组的鉴定和表达分析



ＰｒｏｔＰａｒａｍ 数据库通过序列信息得到氨基酸数量、等
电点等用于推测蛋白质的相关因子(宋健等ꎬ２０２０)ꎮ
１.３ 基因的染色体定位

通过 ＭＧ２Ｃ 在线工具ꎬ利用谷子 ＰＡＬ 基因位

置信息以及从 Ｅｎｓｅｍｂｌｅ Ｐｌａｎｔｓ 查询到的谷子染色

体长度ꎬ绘制 ＰＡＬ 基因的染色体定位ꎮ
１.４ 谷子 ＰＡＬ 蛋白分析及进化树绘制

使用 ＰｒｏＳｉｔｅ 和 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 在线软件对谷子 ＰＡＬ
蛋白结构域位置进行序列对齐ꎮ 通过 ＭＥＧＡ ６.０ 软

件中的衔接法(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＪ)ꎬ采用泊松模型

绘制蛋白进化树(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 为 １ ０００)(Ｌａｒｋｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００７ꎻＳｉｇｒｉｓｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎮ 通过上述方法对二穗短

柄草 ( Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ )、 高 粱 ( Ｓｏｒｇｈｕｍ
ｂｉｃｏｌｏｒ)、狗尾草(Ｓｅｔａｒｉａ ｖｉｒｉｄｉｓ)等 ５４ 个 ＰＡＬ 家族成

员绘制蛋白进化树(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 为默认值)ꎮ
１.５ Ｍｏｔｉｆ 获取及蛋白预测

在 ＭＥＭＥ 网站得到谷子 ＰＡＬ 的 ｍｏｔｉｆ 模式(最
小宽度设置为 ６０ꎬ最大宽度设置为 ２００) (Ｂａｉｌｅｙ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００９)ꎻ利用 Ｗｅｂｌｏｇｏ 分析得出 ＰＡＬ 结构域

ｍｏｔｉｆ ( Ｓｔａｃｋｓ ｐｅｒ Ｌｉｎｅ 设 置 为 １００ )ꎻ 在 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 网站中利用其各基因位点出现频率最高

基因组成的保守序列预测其三维结构并得到螺旋

模式(Ｋｉｅｆｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎬ并根据上述方法对二穗

短柄草、水稻等物种的 ＰＡＬ 蛋白进行预测ꎬ分析对

比各物种的蛋白结构差异ꎮ
１.６ ＰＡＬ 同源共线性分析

在 ＰＡＬ 系 统 发 育 的 基 础 上ꎬ 谷 子 和 水 稻

(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ )的直系同源片段已得到鉴定ꎮ 利用

Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｐｌａｎｔｓ 网站的基因组比较功能得到谷子和

水稻 ＰＡＬ 同 源 物 的 同 源 共 线 图 ( Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎮ 通过其染色体定位及基因位置ꎬ在 Ａｄｏｂｅ
Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ＣＳ４ 软件绘制谷子和水稻 ＰＡＬ 同系物的

同源共线图ꎬ分析其共线性ꎮ
１.７ ＰＡＬ 基因结构分析

通过 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库获得谷子 ＰＡＬ 基因的

序列信息ꎬ使用 ＧＳＤＳ ２.０ 在线数据库分析其编码

序列ꎬ得到内含子 －外显子结构模型 ( Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ 在谷子基因组数据库得到 ＰＡＬ 起始密码

子上游１ ５００ ｂｐ 区域序列ꎬ利用 ｐｌａｎｔＣＡＲＥ 分析其

顺式作用元件ꎬ通过 ＧＳＤＳ ２.０ 将其可视化( Ｌｅｓｃｏｔ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ
１.８ 谷子 ＰＡＬ 基因表达模式分析

在 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库获得 １１ 个基因在不同诱

导处理下的表达模式ꎬ包括强光诱导 ２ 周的叶片、

强光诱导 １ 周的芽、黑暗诱导的地上组织、红光诱

导的地上组织、正常光诱导的根、干旱诱导的根、
尿素诱导的根、强光诱导的穗ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 绘制热

图(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ
１.９ 谷子 ＰＡＬ 基因在不同光质照射下的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ
分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ 设计引物ꎬ选择 Ａｃｔｉｎ 为内参基

因ꎮ 使用植物总 ＲＮＡ 试剂盒提取 ＲＮＡ(天根生化

科技有限公司)ꎬＦａｓｔＱｕａｎｔ ＲＴ Ｋｉｔ 合成 ｃＤＮＡꎬ使用

Ａｇｉｌｅｎｔ ３０００Ｐ 荧光定量 ＰＣＲ 仪进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
反应条件:９５ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎꎬ９５ ℃ 变性 １５ ｓꎻ
６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ４０ 个扩增循环ꎬ每个样品进行 ３
次重复ꎻ采用 ２－ΔΔＣｔ进行数据处理ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 谷子 ＰＡＬ 基因家族鉴定

谷子中共鉴定 １１ 个 ＰＡＬ 家族基因ꎬ分别命名

为 ＳｉＰＡＬ１ ~ ＳｉＰＡＬ１１(表 １)ꎮ １１ 个 ＰＡＬ 蛋白序列

差异 较 小: 氨 基 酸 长 度 为 ６９８ ａａ ( ＳｉＰＡＬ１、
ＳｉＰＡＬ８) ~ ８９１ ａａ(ＳｉＰＡＬ７)ꎬ开放阅读框长度 ２ １４２
ｂｐ ( ＳｉＰＡＬ３) ~ ４ ６１０ ｂｐ ( ＳｉＰＡＬ２)ꎬ分 子 质 量 为

７４.９９ ｋＤ(ＳｉＰＡＬ８) ~ ９５.０１ ｋＤ(ＳｉＰＡＬ７)ꎬ等电点为

５.８２(ＳｉＰＡＬ５) ~ ６.５２(ＳｉＰＡＬ６)ꎬ含有 １ 个( ＳｉＰＡＬ３、
ＳｉＰＡＬ４、ＳｉＰＡＬ５) ~ ６ 个 ( ＳｉＰＡＬ７) 外显子ꎮ 从表 １
可以看出ꎬ位于 １ 号染色体的 ５ 个基因( ＳｉＰＡＬ１ ~
ＳｉＰＡＬ５)具有相似的编码蛋白特征ꎬ且基因位置紧

密排 列 在 一 起ꎬ 位 于 ７ 号 染 色 体 的 ３ 个 基 因

(ＳｉＰＡＬ９ ~ ＳｉＰＡＬ１１)虽然紧密排列ꎬ但其编码蛋白

的特征却相差较大ꎮ 所有 ＰＡＬ 蛋白的等电点均在

５.８２ ~ ６.５２ 之间ꎬ说明苯丙氨酸解氢酶具有酸性特

征ꎬＰＡＬ 蛋白可能在弱酸性的环境中发挥作用ꎮ
ＰＡＬ 家族基因除 ＳｉＰＡＬ７(６)外ꎬ外显子数量较小ꎬ
推测 １０ 个 ＰＡＬ 家族基因具有相似的功能ꎮ

从 ＰＡＬ 基因的染色体分布发现ꎬ１ 号染色体有

５ 个紧密排列的 ＰＡＬ 基因ꎬ分布的基因数量最多ꎻ７
号染色体具有 ３ 个 ＰＡＬ 基因且紧密排列ꎬ其他染

色体上没有成簇 ＰＡＬ 基因分布(表 １ꎬ图 １)ꎻ此外ꎬ
ＰＡＬ 基因不均匀分布在染色体各个部位ꎬ其中 １ 号

染色体和 ７ 号染色体 ＰＡＬ 基因形成簇状分布ꎮ 利

用 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库的 Ｇｂｒｏｗｓｅ 功能比对成簇分布

的 ＰＡＬ 基因家族成员与侧翼编码蛋白质基因位置

关系ꎬ参考 Ｈｏｌｕｂ(２００１)对基因簇的界定ꎬ暗示谷

子 ＰＡＬ 家族基因可通过串联复制实现家族扩增ꎮ

４７５１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



表 １　 谷子 ＰＡＬ 基因家族的信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｌｌｅｔ ＰＡＬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

基因名
Ｇｅｎｅ
ｎａｍｅ

转录名
Ｇｅｎｏｍｉｃ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

位置
Ｌｏｃａｔｉｏｎ
(ｂｐ)

染色
体位置

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｌｏｃａｔｉｏｎ

外显子数量
Ｎｏ. ｏｆ
ｅｘｏｎ

开放阅读
框长度
Ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈ
(ｂｐ)

推测蛋白质 Ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

( ａａ)

分子质量
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｍａｓｓ
(ｋＤ)

等电点
Ｉｓｏｅｌｅｖｔｒｉｃ

ｐｏｉｎｔ

ＳｉＰＡＬ１ ＫＱＬ３０５６７ ３１７５７３５１~ ３１７６１７５７ Ｉ ２ ４ ４０７ ６９８ ７５.１６ ５.８６

ＳｉＰＡＬ２ ＫＱＬ３０５６８ ３１７６６８２１~ ３１７７１４３０ Ｉ ２ ４ ６１０ ７１８ ７７.８０ ５.９４

ＳｉＰＡＬ３ ＫＱＬ３０５６９ ３１７８５７９８~ ３１７８７９３９ Ｉ １ ２ １４２ ７１３ ７６.７６ ５.８９

ＳｉＰＡＬ４ ＫＱＬ３０５７０ ３１７９５０１０~ ３１７９７３７２ Ｉ １ ２ ３６３ ７１３ ７６.７８ ５.８９

ＳｉＰＡＬ５ ＫＱＬ３０５７１ ３１８０６３８０~ ３１８０８８５４ Ｉ １ ２ ４７５ ７１４ ７６.８４ ５.８２

ＳｉＰＡＬ６ ＫＱＬ２７２１３ ４８５７６４３３~ ４８５７９６６９ ＩＩ ２ ３ ２３７ ７０３ ７５.７０ ６.５２

ＳｉＰＡＬ７ ＫＱＬ１３０３４ ２２３０７３２~ ２２３４４７８ ＩＩＩ ６ ３ ７４７ ８９１ ９５.０１ ５.９７

ＳｉＰＡＬ８ ＫＱＬ０２１６４ ３０５０９２６８~ ３０５１２７６４ ＶＩ ２ ３ ４９７ ６９８ ７４.９９ ５.９３

ＳｉＰＡＬ９ ＫＱＫ９８１１２ ２５０１８０８７~ ２５０２０９７６ ＶＩＩ ２ ２ ８９０ ７０３ ７５.５８ ６.１８

ＳｉＰＡＬ１０ ＫＱＫ９８１１５ ２５０３７６４９~ ２５０４０４７１ ＶＩＩ ２ ２ ８２３ ７０１ ７５.５２ ６.０７

ＳｉＰＡＬ１１ ＫＱＫ９８１１６ ２５０５０６３８~ ２５０５３７８０ ＶＩＩ ２ ３ １４３ ８５０ ９１.２０ ６.３９

２.２ 谷子 ＰＡＬ 蛋白进化树的构建

利用蛋白序列对齐文件ꎬ通过衔接法绘制出谷

子 ＰＡＬ 的进化树(图 ２)ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ根据进化树

拓扑结构可分为 ３ 组蛋白ꎬ第 １ 组和第 ２ 组蛋白数

量相同且分支分布情况相似ꎬ此外小部分 ＰＡＬ 蛋白

的临界值达到 １００ꎮ 进化树的拓扑情况表明ꎬ这两

组基因可能经过复制的方式得到或者执行相似基

因功能ꎮ 由进化树聚类分析得出ꎬ相同 ＰＡＬ 蛋白结

构域与同一基因扩增或复制的蛋白聚合在一起ꎬ如
ＳｉＰＡＬ６ 和 ＳｉＰＡＬ９ 分散复制聚在一起ꎬ相同结构域

聚合为一组ꎮ 另外ꎬＳｉＰＡＬ７ 独自分支为一组ꎬ说明

ＳｉＰＡＬ７ 可能具有不同的进化轨迹ꎮ
２.３ 不同物种 ＰＡＬ 蛋白进化关系

利用 ＭＥＧＡ ６.０ 软件将单、双子叶共 ６ 个物种

的 ５４ 个 ＰＡＬ 蛋白利用衔接法构建系统发育进化

树(图 ３)ꎮ 由图 ３ 可知ꎬＰＡＬ 基因家族演化分析中

选用二穗短柄草 ９ 个ꎬ高粱 ８ 个、狗尾草 １１ 个、水
稻 １０ 个、拟南芥 ５ 个 ＰＡＬ 蛋白发现ꎬ７ 个亲缘关系

组中部分物种 ＰＡＬ 蛋白呈家族性聚集ꎬ不同纲目

物种之间的 ＰＡＬ 蛋白也具有较高的同源性ꎮ
２.４ 谷子 ＰＡＬ 蛋白的结构域分析

通过 ＰｒｏＳｉｔｅ 软件对谷子 ＰＡＬ 蛋白的结构域

分析结果发现ꎬ所有 ＰＡＬ 蛋白均具有保守的 ＰＡＬ
结构域ꎮ 由图 ４ 可知ꎬＳｉＰＡＬ７ 蛋白除含有 ＰＡＬ 结

构域外还具有 ＨｔＲｎａ 结构域、ＨＧＴＰ 结构域ꎬ其中

ＨｔＲＮＡ 结构域可能调控氨酰腺苷酸的合成ꎬＨＧＴＰ
结构域可能与相关蛋白质的合成有关ꎬＳｉＰＡＬ７ 的

氨基酸长度最长ꎬ拥有蛋白结构域最多ꎬ可能与其

具有最多的外显子(６ 个)有关ꎬ意味着拥有更多

的遗传信息ꎻＳｉＰＡＬ１１ 虽同样具有较长的氨基酸序

列ꎬ但只含有 ＰＡＬ 蛋白结构域ꎬ暗示 ＳｉＰＡＬ１１ 可能

拥有一些低复杂度的蛋白结构域ꎮ 通过 ＭＥＭＥ 软

件对谷子 ＰＡＬ 蛋白结构域分析发现ꎬＰＡＬ 结合结

构域的氨基酸组成较为稳定ꎮ
２.５ 谷子 ＰＡＬ 蛋白 ３Ｄ 结构与序列分析

利用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 软件分析各基因位点出

现频率最高的保守基序ꎬ预测谷子 ＰＡＬ 蛋白的

３Ｄ 结构发现ꎬ谷子 ＰＡＬ 蛋白的 ＰＡＬ ３Ｄ 结构在

对称基础上具有较多的螺旋、折叠方式 (图 ５:
Ａ) ꎮ 通过 Ｓｕｐｅｒｐｏｓｅ Ｖｅｒｓｉｏｎ １. ０ 将各物种间的

ＰＡＬ 蛋白 ３Ｄ 结构对比ꎬ比值越小证明物种间

ＰＡＬ 蛋白结构越相似ꎮ 由表 ２ 可知ꎬ狗尾草与谷

子 ３Ｄ 结构相差最小( ０.３８) ꎬ与进化树分支聚类

情况一致ꎬ证明两者具有最近的亲缘关系ꎬ相差

最大的是谷子与二穗短柄草(３.９３) ꎬ这与谷子和

二穗短柄草为不同纲目的物种相对应ꎮ 通过蛋

白 ３Ｄ 结构发现 ＰＡＬ 蛋白的三级结构大多具有

对称性ꎬ说明其蛋白质的结构单元具有一定的相

似性ꎬ从基因进化来看ꎬ这种对称性代表着 ＰＡＬ
基因存在复制融合ꎮ
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图 １　 谷子 ＰＡＬ 基因家族的染色体分布
Ｆｉｇ. １　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｌｌｅｔ ＰＡＬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

图 ２　 ＰＡＬ 蛋白系统发育进化树
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＰＡＬ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.６ 谷子、水稻 ＰＡＬ 同源共线性分析

利用 Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｐｌａｎｔｓ 网站 ｓｙｎｔｅｎｙ 功能得到谷

子和水稻 ＰＡＬ 同源物的同源共线图ꎮ 通过染色体

定位及基因位置ꎬ绘制谷子和水稻 ＰＡＬ 同源物的

同源共线图(图 ６ 仅展示代表成员)ꎮ 图 ６ 结果表

明ꎬ谷子 １１ 个 ＰＡＬ 家族成员均可在水稻中找到共

线基因ꎬ如含有 Ｏｓ０２ｇ０６２６１００、Ｏｓ０２ｇ０６２６４００ 等

的水稻 ２ 号染色体基因组区域与谷子 １ 号染色体

的基因组块具有共线性ꎬ含有 Ｏｓ０５ｇ０１５０９００ 的水

稻 ５ 号染色体基因组区域与谷子 ３ 号染色体的基

因组 块 具 有 共 线 性ꎻ 同 样 含 有 Ｏｓ０４ｇ０５１８１００、
Ｏｓ０４ｇ０５１８４００ 的水稻 ４ 号染色体基因组区域与谷

子 ７ 号染色体组块具有共线性ꎮ
２.７ ＰＡＬ 基因结构分析

利用 ＧＳＤＳ ２.０ 对谷子 ＰＡＬ 序列信息分析并可

视化ꎬ得到 ＰＡＬ 基因内含子－外显子结构模型图

(图 ７:Ａ)发现ꎬＳｉＰＡＬｓ 基因大多数只具有 １ 个内

含 子 ( ＳｉＰＡＬ１、 ＳｉＰＡＬ２、 ＳｉＰＡＬ６、 ＳｉＰＡＬ８、 ＳｉＰＡＬ９、
ＳｉＰＡＬ１０、ＳｉＰＡＬ１１)ꎬ且这些基因的外显子结构及

大小具有一定的相似性ꎬ这种结构间的相似性说

明他们可能在植物的生化过程中执行相同的作

用ꎮ ＳｉＰＡＬ３、ＳｉＰＡＬ４、ＳｉＰＡＬ５ 同样具有相同的外显

子结构ꎬ但均不含有内含子ꎮ ＳｉＰＡＬ７ 拥有最多的

内含子数量(５)ꎮ
将 ｐｌａｎｔＣＡＲＥ 分析得到的顺式作用元件区域

可视化ꎬ得到 ＰＡＬ 顺式作用元件分布图ꎬ图 ７:Ｂ 结

果显示ꎬＰＡＬ 家族中含有多种激素信号响应元件和

环境信号响应元件ꎮ 其中ꎬ分布最广的为茉莉酸响

应元件ꎬ存在于所有 ＰＡＬ 基因中ꎬ暗示 ＰＡＬ 基因通

过响应植物内源激素参与植物抗病过程ꎻ分布最少

的元件为胚乳表达元件ꎬ只存在于 ＳｉＰＡＬ９ 中ꎻ其他

不同类型顺式作用元件如胁迫元件、光响应等不均

匀分布在 ＳｉＰＡＬｓ 各个位置ꎮ 可见ꎬＰＡＬ 家族基因在

谷子发育、抗病及胁迫过程中发挥重要作用ꎮ
２.８ 谷子 ＰＡＬ 基因表达分析

从 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库获得的 １１ 个基因在谷子

不同组织中面对不同非生物胁迫的表达量数据ꎬ
利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 将结果可视化ꎬ绘制热图ꎬ如图 ８ 所

示ꎬ所有 ＰＡＬ 基因均检测到表达量ꎬ其中 ＳｉＰＡＬ１、
ＳｉＰＡＬ２、ＳｉＰＡＬ８、ＳｉＰＡＬ１０ 在强光诱导 １ 周的芽、黑
暗诱导的地上组织、红光诱导的地上组织、正常光

诱导的根、干旱诱导的根、尿素诱导的根、强光诱

导的穗中均具有明显高于其他基因的表达量ꎻ 在
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黑色为谷子ꎬ青色为二穗短柄草ꎬ黄色为高粱ꎬ蓝色为狗尾草ꎬ紫色为拟南芥ꎬ红色为水稻ꎮ
Ｂｌａｃｋ ｉｓ Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａꎬ ｃｙａｎ ｉｓ Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎꎬ ｙｅｌｌｏｗ ｉｓ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒꎬ ｂｌｕｅ ｉｓ Ｓｅｔａｒｉａ ｖｉｒｉｄｉｓꎬ ｐｕｒｐｌｅ ｉｓ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬ ｒｅｄ
ｉｓ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ.

图 ３　 不同物种 ＰＡＬ 蛋白进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＰＡＬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ４　 谷子 ＰＡＬ 蛋白结构域示意图
Ｆｉｇ. ４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＰＡＬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｍｉｌｌｅｔ

强光诱导生长 ２ 周叶片的表达量中只有 ＳｉＰＡＬ２ 具

有微 弱 表 达ꎬ 其 他 基 因 几 乎 不 表 达ꎮ ＳｉＰＡＬ３、
ＳｉＰＡＬ６、ＳｉＰＡＬ９ 在谷子不同组织中的表达量均明

显低于其他基因ꎻＰＡＬ 家族基因为诱导型表达ꎬ即
在干旱或强光等诱导条件下ꎬ表达量为增强或抑

制ꎬ存在着不同基因的差异性ꎮ
２.９ 谷子 ＰＡＬ基因在不同光质照射下的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ分析

由图 ９ 可知ꎬ红光照射下ꎬ ＳｉＰＡＬ１、 ＳｉＰＡＬ８、
ＳｉＰＡＬ５ 上调表达ꎬ其余基因与对照组相比ꎬ表现出

不同程度的下降ꎮ 蓝光照射下 ＳｉＰＡＬ１、 ＳｉＰＡＬ８、
ＳｉＰＡＬ１０ 等上调表达ꎬＳｉＰＡＬ７ 与对照组相比无明显

变化ꎮ 黑暗处理下ꎬＳｉＰＡＬ１、ＳｉＰＡＬ８、ＳｉＰＡＬ２ 等上

调表达ꎬ其他基因表现为下调ꎬ其中 ＳｉＰＡＬ６ 表达量

极低ꎮ 远 红 光 照 射 下ꎬ ＳｉＰＡＬ１、 ＳｉＰＡＬ８、 ＳｉＰＡＬ２、
ＳｉＰＡＬ１０、ＳｉＰＡＬ５、ＳｉＰＡＬ１１ 等上调表达ꎮ ＰＡＬ 家族

基因在不同光质照射下表达量变化明显ꎬ说明 ＰＡＬ
基因在谷子光形态建成中发挥重要作用ꎬＳｉＰＡＬ１、
ＳｉＰＡＬ８ 为主要成员ꎮ
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Ａ. ＰＡＬ 氨基酸序列ꎻ Ｂ. ＰＡＬ 蛋白 ３Ｄ 结构示意图ꎮ
Ａ. ＰＡＬ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻ Ｂ. ＰＡＬ ｐｒｏｔｅｉｎ ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ.

图 ５　 ＰＡＬ 蛋白的 ３Ｄ 结构及序列
Ｆｉｇ. ５　 ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰＡＬ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ６　 谷子和水稻 ＰＡＬ 基因共线性分析
Ｆｉｇ. ６　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＡＬ ｇｅｎｅ ｉｎ ｍｉｌｌｅｔ ａｎｄ ｒｉｃｅ
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Ａ. 防御与应激响应ꎻ Ｂ. 赤霉素响应ꎻ Ｃ. 脱落酸响应ꎻ Ｄ. 生长素响应ꎻ Ｅ. 光响应ꎻ Ｆ. 茉莉酸响应ꎻ Ｇ. 玉米醇溶蛋白调控元件ꎻ
Ｈ. 分生组织诱导ꎻ Ｉ. ＭＹＢ 结合位点ꎻ Ｊ. 缺氧诱导ꎻ Ｋ. 胚乳表达ꎻ Ｌ. 低温胁迫ꎮ
Ａ. Ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎻ Ｂ. Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎻ Ｃ. Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎻ Ｄ. Ａｕｘｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎻ Ｅ. Ｌｉｇｈｔ
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎻ Ｆ. ＭｅＪＡ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎻ Ｇ. Ｚｅｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓꎻ Ｈ. Ｍｅｒｉｓｔｅｍ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ Ｉ. ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅꎻ Ｊ. Ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ Ｋ. Ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｌ. Ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ.

图 ７　 ＰＡＬ 基因内含子－外显子结构及顺式作用元件
Ｆｉｇ. ７　 ＰＡＬ ｇｅｎｅ ｉｎｔｒｏｎ￣ｅｘｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ

Ａ. 强光诱导叶片 ２ 周ꎻ Ｂ. 强光诱导芽 １ 周ꎻ Ｃ. 黑暗诱导
的地上组织ꎻ Ｄ. 红光诱导的地上组织ꎻ Ｅ. 尿素诱导的根ꎻ
Ｆ. 强光诱导的穗ꎻ Ｇ. 正常光诱导的根ꎻ Ｈ.干旱诱导的根ꎮ
Ａ. Ｓｔｒｏｎｇ ｌｉｇｈｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｅａｖｅｓ ｆｏｒ ｔｗｏ ｗｅｅｋｓꎻ Ｂ. Ｓｔｒｏｎｇ ｌｉｇｈｔ ｆｏｒ
ｏｎｅ ｗｅｅｋꎻ Ｃ. Ｄａｒｋ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｂｏｖｅ￣ｇｒｏｕｎｄ ｔｉｓｓｕｅꎻ Ｄ. Ｒｅｄ ｌｉｇｈｔ
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｂｏｖｅ￣ｇｒｏｕｎｄ ｔｉｓｓｕｅꎻ Ｅ. Ｕｒｅａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｏｏｔｓꎻ Ｆ. Ｂｒｉｇｈｔ
ｌｉｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｐｉｋｅｓꎻ Ｇ. Ｎｏｒｍａｌ ｌｉｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｏｏｔｓꎻ Ｈ. Ｄｒｏｕｇｈｔ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｏｏｔｓ.

图 ８　 谷子 ＰＡＬ 基因在不同诱导下各组织的表达量
Ｆｉｇ. ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｌｌｅｔ ＰＡＬ ｇｅｎｅ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ. 正常光诱导ꎻ ＲＬ. 红光诱导ꎻ ＢＬ. 蓝光诱导ꎻ
ＤＬ. 黑暗诱导ꎻ ＦＲＬ. 远红光诱导ꎮ
Ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｎｏｒｍａｌ ｌｉｇｈｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ ＲＬ. Ｒｅｄ ｌｉｇｈｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ
ＢＬ. Ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ ｉｎｄｕｃａｔｉｏｎꎻ ＤＬ. Ｄａｒｋ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ ＦＥＬ. Ｆａｒ￣ｒｅｄ
ｌｉｇｈｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ.

图 ９　 谷子 ＰＡＬ 基因在不同光质下的表达量
Ｆｉｇ. ９　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＡＬ ｇｅｎｅ ｉｎ ｍｉｌｌｅｔ

ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｇｈｔ ｑｕａｌｉｔｉｅｓ
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表 ２　 ＰＡＬ 蛋白叠加比对
Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＡＬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔａｃｋｉｎｇ ｒａｔｉｏ

种名 Ｓｐｅｃｉｅｓ 谷子 Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ

二穗短柄草 Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ ３.９３

高粱 Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ ０.６７

狗尾草 Ｓｅｔａｒｉａ ｖｉｒｉｄｉｓ ０.３８

拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ０.８１

水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ０.９５

３　 讨论与结论

ＰＡＬ 是与植物抗性相关的关键酶(孙宇蛟等ꎬ
２０１８)ꎬ对其研究备受关注ꎬ前人已对多物种的 ＰＡＬ
基因家族进行了分析ꎬ如玉米(邓路长等ꎬ２０１９)、苹
果(张丽之等ꎬ２０１８)和陆地棉(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ)
(杨郁文等ꎬ２０１７)ꎮ 其中ꎬ玉米和陆地棉均含有 １３
个 ＰＡＬ 基因ꎬ苹果含有 ８ 个 ＰＡＬ 家族成员ꎬ与本研

究中谷子鉴定出 １１ 个 ＰＡＬ 基因结果相差不大ꎬ说
明 ＰＡＬ 基因以小基因家族形式存在ꎬ在物种分化过

程中没有出现大幅度扩增现象ꎮ 谷子 ＰＡＬ 基因编

码的蛋白中有部分蛋白具有相近的分子量、等电点

等ꎬ与香蕉 (杨会晓等ꎬ ２０１９) 和青天葵 (Ｎｅｒｖｉｌｉａ
ｆｏｒｄｉｉ ) (黄琼林等ꎬ２０１６)的研究较一致ꎬ说明其编

码的蛋白具有相似的功能ꎮ
基因复制事件是基因家族扩张的主要动力ꎮ

本研究发现ꎬ谷子 ＰＡＬ 基因呈簇状分布ꎬ在苹果

(张丽之等ꎬ ２０１８)、大豆 (候鹏等ꎬ ２０１６)、西瓜

(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ) ( Ｄｏｎｇ ＆ Ｓｈａｎｇꎬ ２０１３) 中 ＰＡＬ
染色体定位同样存在簇状分布现象ꎬ其中西瓜 １２
个 ＰＡＬ 基因中有 ７ 个串联排列在 ４ 号染色体ꎬ２ 个

串联排列在 ７ 号染色体上ꎬ其余单独排列在染色

体 ２ 号、３ 号、８ 号上ꎬ与谷子 ＰＡＬ 染色体分布有着

高度的相似性ꎬ说明在 ＰＡＬ 基因家族的扩增中存

在串联复制、分散复制、片段复制(郭栋等ꎬ２０１９)ꎮ
共线性分析发现ꎬ１１ 个谷子 ＰＡＬ 基因家族成员在

水稻染色体组中均存在共线性关系ꎬ说明 ＰＡＬ 基

因在进化过程中保守性较高ꎮ
根据进化树的拓扑结构ꎬ谷子 ＰＡＬ 蛋白进化

树分 为 ３ 组ꎬ ＳｉＰＡＬ７ 独 自 进 化 为 一 支ꎬ 说 明

ＳｉＰＡＬ７ 与其他成员同源性较低ꎬ可能具有不同起

源或进化轨迹ꎬ本研究结果与陆地棉(杨郁文等ꎬ
２０１７)具有一致性ꎮ 系谱树内同一进化枝 ＰＡＬ 成

员基因结构较为一致ꎬ具有较高的保守性ꎮ 但是ꎬ

Ⅲ组成员 ＳｉＰＡＬ７ 与其他家族成员相比基因结构差

异较大ꎬ拥有更多的内含子数量ꎬ这暗示 ＰＡＬ 基因

家族具有多样化的转录调控过程ꎮ ＰＡＬ 基因家族

成员结构的差异性可能会影响其功能活性ꎮ
启动子分析发现ꎬＰＡＬ 基因家族不仅含有大量

非生物胁迫元件ꎬ而且存在光响应、激素响应等多

种类型元件ꎬ不同 ＰＡＬ 家族成员所含元件数量和

种类不同ꎬ说明 ＰＡＬ 基因家族广泛参与不同生物

学调控过程ꎬ不同 ＰＡＬ 基因具有其特异调控模式ꎮ
植物在遭受干旱、高温等胁迫时ꎬ会迅速产生

大量活性氧(ＲＯＳ)造成细胞结构损伤ꎮ 苯丙烷代

谢途径中产生的类黄酮等次生代谢产物ꎬ具有清

除 ＲＯＳ 的抗氧化活性(杨会晓等ꎬ２０１９)ꎮ 本研究

发现ꎬＰＡＬ 基因家族多为诱导型表达ꎬ在受到不同

胁迫刺激时ꎬＳｉＰＡＬｓ 表达量迅速提升ꎬ说明 ＰＡＬ 基

因家族广泛响应不同非生物胁迫ꎬ类黄酮等次级

代谢产物在非生物胁迫过程中可能具有较高的合

成活性ꎮ 本研究还发现ꎬ部分基因具有相似的响

应模式ꎬ说明 ＳｉＰＡＬｓ 可能存在功能冗余ꎮ 光质在

植株建成、生长发育过程中具有重要作用ꎮ 荧光

定量分析结果表明ꎬ在不同光照条件下ꎬＰＡＬ 基因

家族差异表达ꎮ ＳｉＰＡＬ５ 在红光、红远光高表达ꎬ
ＳｉＰＡＬ１１ 在红远光高表达等ꎬ这些变化说明 ＰＡＬ 基

因家族在谷子光调节途径中存在复杂的调控机

制ꎬ不同 ＰＡＬ 基因存在功能分化ꎮ
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