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猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族基因的鉴定及在果实成熟过程的表达
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( １. 福建省农业科学院果树研究所ꎬ 福州 ３５００１３ꎻ ２. 福建省落叶果树工程技术研究中心ꎬ 福州 ３５００１３ )

摘　 要: 苯丙氨酸解氨酶(ＰＡＬ)在植物生长发育和果实成熟中发挥重要作用ꎮ 为探究猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族

成员特征及其在果实成熟过程中的表达特性ꎬ该文从全基因组水平鉴定 ＡｃＰＡＬ 成员并分析不同成员的序列

特征、编码蛋白特性、启动子顺式元件、基因结构及系统进化关系ꎬ应用实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)研究

它们在不同组织和果实成熟过程中的表达模式ꎮ 结果表明:(１)共鉴定到 ７ 个猕猴桃 ＰＡＬ 基因ꎬ分别命名为

ＡｃＰＡＬ１－ＡｃＰＡＬ７ꎮ ＡｃＰＡＬ 家族基因编码蛋白含 ７０６ ~ ７２２ 个氨基酸ꎬ均为稳定的酸性蛋白ꎮ 它们具有植物

ＰＡＬ 家族的保守结构域(ＰＬＮ０２４５７)和活性中心基序(ＧＴＩＴＡＳＧＤＬＶＰＬＳＹＩＡ)ꎮ (２)染色体定位和共线性结

果表明ꎬ１ 个串联重复和 １０ 次片段重复事件是驱动 ＡｃＰＡＬ 家族成员扩张的主要因素ꎮ (３)系统进化树结果

表明ꎬＡｃＰＡＬ 家族成员均聚在双子叶植物分支ꎬ与茶树 ＣｓＰＡＬ 的亲缘关系近ꎮ (４)ＡｃＰＡＬ 家族基因启动子

存在多种光响应、胁迫响应、激素响应和生长发育调控元件ꎮ (５) ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明ꎬ不同 ＡｃＰＡＬ 成员在猕

猴桃根、茎、叶、花和果实中差异性表达ꎬ其中 ４ 个成员(ＡｃＰＡＬ２、ＡｃＰＡＬ３、ＡｃＰＡＬ４ 和 ＡｃＰＡＬ５)在果实采后成

熟阶段显著上调表达ꎬ与 ＰＡＬ 酶活性的显著升高一致ꎬ并受脱落酸(ＡＢＡ)诱导表达ꎮ 该研究结果为进一步

探究 ＡｃＰＡＬ 在猕猴桃果实采后品质形成中的功能提供了候选基因和理论依据ꎮ
关键词: 猕猴桃ꎬ 苯丙氨酸解氨酶(ＰＡＬ)ꎬ 家族基因特征ꎬ 果实成熟ꎬ 表达模式
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ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡｃＰＡＬ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ ｆｒｕｉｔ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ (Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)ꎬ ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｌｙａｓｅ (ＰＡＬ)ꎬ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬ ｆｒｕｉｔ
ｒｉｐｅｎｉｎｇꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

　 　 猕猴桃是 ２０ 世纪 ８０ 年代发展起来的新兴水

果作物ꎬ其果实富含抗坏血酸、酚类等多种生物活

性物质ꎬ深受消费者喜爱(Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｚｈｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 猕猴桃果实在发育成熟过程涉及大

量酚类等次生代谢物质的生成与转化(黄春辉等ꎬ
２０１９)ꎮ 有研究表明ꎬ次生代谢产物的积累与代谢

对猕猴桃果实品质形成具有重要影响(Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 苯丙烷代谢通路是植

物产生次生代谢产物的主要途径之一ꎮ 苯丙氨酸

解氨酶(ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｌｙａｓｅꎬ ＰＡＬ)是该通

路的起始酶与限速酶ꎬ能够催化 Ｌ￣苯丙氨酸生成

反式肉桂酸ꎬ进而形成黄酮类、木质素、酚苷等多

种苯丙烷类化合物ꎬ在植物的生长发育及果实成

熟中发挥重要作用 ( Ｓｈａｈｉｄｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２４ꎻ Ａｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２５)ꎮ

苯丙氨酸解氨酶广泛存在于植物、藻类、真菌

及酵母中ꎮ 植物苯丙氨酸解氨酶由多基因家族编

码ꎬ目前已陆续从海南粗榧(Ｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)、香
蕉(杨会晓等ꎬ２０１９)、水稻(Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)、拟南

芥(Ｃｏｃｈｒａｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)、山核桃(刘晨等ꎬ２０２５)
和大豆(Ｒｉｚｗａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２５)等多种裸子植物、单
子叶植物与双子叶植物中鉴定得到ꎮ 植物 ＰＡＬ 家

族的成员数量因物种而异ꎬ如拟南芥含有 ４ 个

ＡｔＰＡＬｓ (Ｃｏｃｈｒａｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎬ水稻和陆地棉中

则分别含有 ９ 个 ＯｓＰＡＬｓ (Ｇｈｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)和 １２
个 ＧｈＰＡＬｓ (李雨哲等ꎬ２０２１)ꎮ 诸多研究表明ꎬ
ＰＡＬ 基因参与植物的生长发育及果实成熟等生物

学过程ꎮ 美洲南瓜 ＰＡＬ 基因在自交授粉 ２０ ｄ 后的

有壳品种中表达上调ꎬ而在露仁品种中表达下调ꎬ
其在不同品种中的差异表达影响种皮发育ꎬ进而

形成有壳或露仁性状(刘佳等ꎬ２０１４)ꎻ蜜柚果实发

育过程中 ＣｍＰＡＬ３ 的表达量与木质素含量显著相

关(黄汉唐等ꎬ２０２０)ꎻ香蕉 ＭａＰＡＬ４ 在果实后熟过

程中特异性上调表达(杨会晓等ꎬ２０１９)ꎻ软枣猕猴

桃 ＰＡＬ 基因( ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ６１９１＿ｃ０￣ｇ１)在果实发

育过程中上调表达ꎬ与花色苷积累趋势一致(Ｎｉｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎻ毛花猕猴桃果实 ＰＡＬ 基因(ＤＴＺ７９＿
１５ｇ０６４７０)的表达量则与多酚类物质(４￣咖啡酰奎

宁酸和山奈酚￣３￣Ｏ￣葡萄糖苷) 的积累高度相关

(Ｊｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 作者课题组前期在脱落酸

(ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ ＡＢＡ)促进猕猴桃果实采后成熟的

转录组研究中发现ꎬ部分 ＰＡＬ 基因呈现显著差异

表达ꎬ推测 ＰＡＬ 家族基因参与猕猴桃果实成熟过

程(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 此外ꎬＰＡＬ 基因的转录水

平与其启动子区的顺式作用元件密切相关( Ｌｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 目前ꎬ虽已有猕猴桃部分 ＰＡＬ 基因表

达量的相关报道ꎬ但其家族成员的系统特征ꎬ以及

该家族在不同组织、果实发育及成熟进程中的表

２０６ 广　 西　 植　 物 ４６ 卷



达谱与调控特征仍不明确ꎮ 因此ꎬ系统解析猕猴

桃 ＰＡＬ 家族基因的序列特征与表达调控模式ꎬ对
揭示猕猴桃果实成熟及品质形成的分子机制和筛

选关键功能基因具有重要理论意义ꎮ
本研究基于‘Ｒｅｄ５’猕猴桃基因组数据ꎬ从全

基因组水平鉴定 ＡｃＰＡＬ 家族成员ꎬ采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
技术检测其在不同组织部位、果实成熟过程及

ＡＢＡ 处理后的表达水平ꎬ拟探讨以下问题:(１)猕

猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族成员的序列特征、编码蛋白特性、
启动子区的响应元件、共线性模式、基因组外显子

与内含子组成及系统进化特征等ꎻ(２) ＡｃＰＡＬ 家族

成员在不同组织、果实成熟过程及 ＡＢＡ 处理后的

表达模式ꎮ 本研究旨在为后续深入探究 ＡｃＰＡＬ 基

因在猕猴桃果实成熟中的生物学功能奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族基因的筛选与鉴定

以植物苯丙氨酸解氨酶基因的保守结构域

(Ｐｆａｍ 编号 ＰＦ００２２１)为种子序列ꎬ利用 ＨＭＭＥＲ
程序在已公布的‘Ｒｅｄ５’猕猴桃(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
‘Ｒｅｄ５’) 基因组中 进 行 检 索 ( Ｐｉｌｋｉｎｇｔｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎬ设置 ｅ￣ｖａｌｕｅ 阈值<１×１０ ￣５ꎬ获得候选序列ꎮ
将候选序列分别提交至 ＢＬＡＳＴｐ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ) 和 ＣＤ￣Ｓｅａｒｃｈ 数 据 库

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｃｄｄ)ꎬ 进 行 植 物

ＰＡＬ 序列同源性比对与保守结构域分析ꎬ剔除结

构域缺失或不完整的冗余序列ꎬ最终确定 ＡｃＰＡＬ
家族成员ꎮ

采 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析 ＡｃＰＡＬ 家族基因编码蛋白的分子

量和等电点等理化特性ꎻ通过数据库 ＰｒｏｔＣｏｍｐ
ｖ９.０(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ.ｃｏｍ / ｂｅｒｒｙ.ｐｈｔｍｌ? ｔｏｐｉｃ ＝
ｐｒｏｔｃｏｍｐｐｌ＆ｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｇｒａｍｓ＆ｓｕｂｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｌｏｃ) 预

测 ＡｃＰＡＬ 家族成员的亚细胞定位ꎮ
１.２ ＡｃＰＡＬ 家族基因的染色体定位和共线性分析

从猕猴桃基因组注释文件中提取 ＡｃＰＡＬ 家族

基因的染色体位置信息ꎬ并利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件的

Ｇｅｎｅ Ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｖｉｓｕａｌｉｚｅ 程 序 进 行 可 视 化ꎮ 从

Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｐｌａｎｔｓ 数据库下载茶树、水稻和玉米的基

因组数据ꎬ从 ＴＡＩＲ 数据库下载拟南芥的基因组数

据ꎮ 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 的 Ｏｎｅ￣Ｓｔｅｐ ＭＣＳｃａｎＸ 工具完成

种内和种间的共线性分析ꎬ并采用 Ｓｉｍｐｌｅ Ｋａ / Ｋｓ

Ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ 计算共线性基因对的非同义替换率 /同
义替换率(Ｋａ / Ｋｓ)比值ꎮ
１.３ ＡｃＰＡＬ 家族基因的系统进化树

从 Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｐｌａｎｔｓ 数据库下载水稻、玉米、拟
南芥、毛果杨和茶树的 ＰＡＬ 蛋白序列ꎬ将其与猕猴

桃 ＡｃＰＡＬ 蛋白序列一同在 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 软件中进行多

序列 比 对ꎬ 再 应 用 ＭＥＧＡ Ｘ 软 件 的 邻 接 法

(ｎｅｉｇｈｂｏｒ ｊｏｉｎｉｎｇ)构建分子系统进化树ꎮ
１.４ ＡｃＰＡＬ 家族的保守结构域与基因结构

将 ＡｃＰＡＬ 家族编码的氨基酸序列分别提交到

ＭＥＭＥ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / ) 和 ＣＤ￣
Ｓｅａｒｃｈ 数 据 库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
ｃｄｄ)ꎬ开展保守基序与保守结构域分析ꎻ将 ＡｃＰＡＬ
家族基因的基因组序列及 ＣＤＳ 序列提交至 ＧＳＤＳ
２.０ 平台(ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ.ｇａｏ￣ｌａｂ.ｏｒｇ / )ꎬ完成基因内含

子－外显子结构的可视化分析ꎮ
１.５ ＡｃＰＡＬ 家族启动子的顺式作用元件分析

提取 ＡｃＰＡＬ 基因起始密码子上游 ２ ０００ ｂｐ 的

启动子序列ꎬ提交至 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / /
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ /
ｈｔｍｌ / )ꎬ分析其顺式作用元件的类型、数量及分布

特征ꎮ
１.６ ＡｃＰＡＬ 家族基因的表达分析

以福建省农业科学院果树研究所基地的‘米

良 １ 号’ 猕 猴 桃 ( Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｄｅｌｉｃｉｏｓａ
‘Ｍｉｌｉａｎｇ￣１’)为试材ꎬ分别采集根、茎、叶、花瓣、幼
果果肉(授粉后 １６ ｄ)及硬熟期果肉(授粉后 １６０
ｄ)ꎬ经液氮速冻后置于－８０ ℃保存ꎬ用于 ＡｃＰＡＬ 基

因的组织表达特性分析ꎮ
将硬熟期果实 [可溶性固形物含量 ( ６. ８３ ±

０.３３)％、果肉硬度(１５.８９±０.９１) Ｎ]置于 ２５ ℃贮

藏ꎬ分别在果实软化中期 [可溶性固形物含量

(１５.０５±０.４０)％、果肉硬度(７.５２±０.４６) Ｎ]和软

化末期[可溶性固形物含量(１７.４１±０.３８)％、果肉

硬度(１.１２±０.２１) Ｎ]取果肉冻存ꎬ用于果实成熟

软化过程中 ＡｃＰＡＬ 基因表达及 ＰＡＬ 酶活性分析ꎬ
所有处理均设 ３ 次重复ꎮ

果实采后 ＡＢＡ 处理 ０ ｄ 和 ７ ｄ 的转录组数据

( ＰＲＪＮＡ６３９７３９ ) 下 载 自 ＮＣＢＩ 的 ＳＲＡ 数 据 库

(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｓｒａ / )ꎮ 选取大小均

一的硬熟期果实ꎬ采用 ５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡＢＡ 溶液浸润 ２
ｍｉｎ 后贮藏于 ２５ ℃ꎬ分别于 １、３、５、７、９ ｄ 时取果

肉冻存ꎬ以蒸馏水浸润并在 ２５ ℃贮藏相同时间的

３０６４ 期 冯新等: 猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族基因的鉴定及在果实成熟过程的表达



果肉作为对照ꎬ所有处理均重复 ３ 次ꎬ用于验证

ＡＢＡ 处理下 ＡｃＰＡＬ 基因在果实成熟软化过程中的

表达特征ꎮ
根 据 ＡｃＰＡＬ 家 族 基 因 的 序 列 特 征ꎬ 在

ＤＮＡＭＡＮ 软件上设计定量 ＰＣＲ 引物ꎬ引物信息见

表 １ꎮ 采用 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｐｌｕｓ Ｋｉｔ (Ｔｉａｎｇｅｎ)
提取 猕 猴 桃 总 ＲＮＡꎮ 以 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ® Ｏｎｅ￣Ｓｔｅｐ
ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ

(ＴｒａｎｓＧｅｎ)反转录的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＡｃｔｉｎ 为内参

基因ꎬ参照 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ® Ｔｏｐ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
(ＴｒａｎｓＧｅｎ)操作指南配置反应液进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分

析ꎮ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 荧光定量 ＰＣＲ 仪的扩增程序包括 １
个预变性(９４ ℃ ３０ ｓ)、４０ 个循环扩增(９４ ℃ ５ ｓ、
６０ ℃ １５ ｓ、７２ ℃ １０ ｓ)和 １ 个熔解反应(９４ ℃ １５
ｓ、６０ ℃ １５ ｓ、９４ ℃ １５ ｓ)ꎮ 通过 ２－ΔΔＣｔ计算ꎬ获得

ＡｃＰＡＬ 基因的相对表达量ꎮ

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)分析引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ) ａｎａｌｙｓｉｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

正向引物序列(５′→３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

反向引物序列(５′→３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

ＡｃＰＡＬ１ ＴＧＧＴＡＡＴＧＧＴＡＡＴＧＧＴＡＡＴＧＧＣ ＧＣＴＧＣＣＣＴＴＣＡＴＣＧＡＣＴＣ

ＡｃＰＡＬ２ ＣＡＧＴＣＡＡＧＴＧＴＴＧＴＧＡＡＡＴＴＴＧＴＧ ＴＴＡＴＡＧＣＴＧＣＴＡＡＴＣＧＴＧＴＴＴＧＴＧ

ＡｃＰＡＬ３ ＧＡＴＴＧＴＴＴＧＡＡＧＧＡＧＴＧＧＡＡＴＧ ＴＣＴＡＧＣＡＣＧＴＧＧＡＴＣＣＴＧＴＡＡＣ

ＡｃＰＡＬ４ ＧＡＴＴＧＴＣＴＣＡＡＧＧＡＧＴＧＧＡＡＴＧ ＡＣＴＴＡＡＡＧＴＣＴＴＣＴＴＣＡＴＴＡＴＴＧＧＣ

ＡｃＰＡＬ５ ＧＣＴＴＣＡＧＣＴＡＴＴＡＡＧＡＡＡＴＧＴＧＴＣＡ ＡＴＴＣＣＣＡＡＡＴＡＴＴＣＣＡＧＣＡＴＴＣ

ＡｃＰＡＬ６ ＡＡＧＴＴＧＧＴＴＧＡＴＣＣＡＴＴＧＣＴＧ ＧＧＡＴＴＣＡＣＧＴＧＡＡＴＴＡＡＴＴＣＴＧＧ

ＡｃＰＡＬ７ ＣＡＧＣＴＡＴＴＴＧＴＧＡＡＧＧＧＡＡＡＴＴＧ ＴＧＴＴＧＣＡＴＧＴＴＡＴＴＧＧＴＣＴＴＴＡＧＣ

Ａｃｔｉｎ ＧＴＧＣＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＴＣＡＡ ＧＡＣＧＣＴＧＴＡＴＴＴＣＣＴＣＴＣＡＧ

１.７ 苯丙氨酸解氨酶活性测定

参照苯丙氨酸解氨酶( ＰＡＬ)试剂盒( ＰＡＬ￣１￣
Ｙꎬ苏州科铭生物技术有限公司) 说明书ꎬ依据

ＰＡＬ 催化 Ｌ￣苯丙氨酸生成的裂解产物(反式肉桂

酸)在 ２９０ ｎｍ 波长处具有最大吸收峰的原理ꎬ通
过测定各样品在该波长下的吸光值ꎬ计算 ＰＡＬ 酶

活性ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族基因的鉴定

经 ＨＭＭＥＲ 检索及 ＢＬＡＳＴｐ 同源性分析ꎬ剔除

结构域缺失及冗余序列后ꎬ从猕猴桃基因组中共

鉴定出 ７ 条 ＡｃＰＡＬ 基因ꎮ 根据其在染色体上的位

置顺序ꎬ依次命名为 ＡｃＰＡＬ１－ＡｃＰＡＬ７(表 ２)ꎮ 理化

性质分析结果表明ꎬＡｃＰＡＬ 家族编码的蛋白长度均

大于 ７００ ａａꎬ其中 ＡｃＰＡＬ１ 最短(７０６ ａａ)ꎬＡｃＰＡＬ７
最 长 ( ７２２ ａａ )ꎻ 分 子 量 范 围 为 ７６ ５８６. ５７
(ＡｃＰＡＬ２) ~ ７７ ８２４.８６ Ｄａ(ＡｃＰＡＬ７)ꎻ理论等电点

为 ５.９２ ~ ６.１７ꎬ均小于 ７ꎬ表明所有 ＡｃＰＡＬ 蛋白均

为酸性蛋白ꎻ不稳定系数为 ２９. ３５ ( ＡｃＰＡＬ７) ~
３５.５７(ＡｃＰＡＬ４)ꎬ均低于 ４０ꎬ说明其均属于稳定蛋

白ꎻ总亲 水 性 值 在 － ０. ０９７ ( ＡｃＰＡＬ６) 至 － ０. １７４
(ＡｃＰＡＬ５) 之间ꎬ说明 ＡｃＰＡＬ 蛋白均具亲水性ꎮ
亚细胞定位预测结果显示 ７ 个 ＡｃＰＡＬ 蛋白均定位

于细胞质中ꎮ
２.２ ＡｃＰＡＬ 家族基因的染色体定位与共线性模式

染色体定位结果如图 １ 所示ꎬ７ 个 ＡｃＰＡＬ 基因

不均匀分布于猕猴桃的 ５ 条染色体上ꎬ其中 ＬＧ８
和 ＬＧ１８ 染色体各含有 ２ 个成员ꎬＬＧ３、ＬＧ２６、ＬＧ２８
染色体各含有 １ 个成员ꎮ 值得注意的是ꎬＡｃＰＡＬ４
和 ＡｃＰＡＬ５ 均定位在 ＬＧ１８ 染色体上且具有相同的

转录方向ꎻ它们的基因间隔区仅跨越 ３ ６３７ ｂｐ 且

该区域未发现其他功能基因ꎬ同时它们在核苷酸

和氨基酸水平的序列相似性分别高达 ９５.６５％和

９４.６６％ꎬ表明 ＡｃＰＡＬ４ 和 ＡｃＰＡＬ５ 起源于串联重复

事件ꎮ 此外ꎬ基因密度分析显示ꎬＡｃＰＡＬ 基因主要

分布于基因密度相对较高的基因组区域ꎮ
种内共线性结果显示ꎬＡｃＰＡＬ 家族内存在 １０

对共线性基因对ꎬ 单个成员可与多个其他成员形
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表 ２　 ＡｃＰＡＬ 基因编码蛋白的基本理化特性
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＡｃＰＡＬ ｇｅｎｅｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

( ａａ)

分子量
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ
(Ｄａ)

等电点
ｐＩ

不稳定系数
Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

总亲水性值
ＧＲＡＶＹ

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

ＡｃＰＡＬ１ ＣＥＹ００＿Ａｃｃ０３７８５ ７０６ ７７ ０４４.２０ ６.０９ ３２.９３ －０.１３５ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ

ＡｃＰＡＬ２ ＣＥＹ００＿Ａｃｃ０８４８１ ７０９ ７６ ５８６.５７ ５.９２ ３３.１６ －０.１０１ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ

ＡｃＰＡＬ３ ＣＥＹ００＿Ａｃｃ０８５３０ ７１３ ７７ １００.３１ ６.００ ３４.７３ －０.１０３ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ

ＡｃＰＡＬ４ ＣＥＹ００＿Ａｃｃ２０９４３ ７０９ ７７ ５０２.７２ ６.０３ ３５.５７ －０.１５０ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ

ＡｃＰＡＬ５ ＣＥＹ００＿Ａｃｃ２０９４４ ７１２ ７７ ６９７.７１ ６.１７ ３４.４２ －０.１７４ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ

ＡｃＰＡＬ６ ＣＥＹ００＿Ａｃｃ３０１４７ ７１６ ７７ ０７５.００ ５.９６ ２９.４４ －０.０９７ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ

ＡｃＰＡＬ７ ＣＥＹ００＿Ａｃｃ３２２０６ ７２２ ７７ ８２４.８６ ６.１３ ２９.３５ －０.１２６ 细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ

成共线性基因对ꎬ如 ＡｃＰＡＬ１ 与 ＡｃＰＡＬ２、ＡｃＰＡＬ１ 与

ＡｃＰＡＬ７、 ＡｃＰＡＬ２ 与 ＡｃＰＡＬ３、 ＡｃＰＡＬ２ 与 ＡｃＰＡＬ６、
ＡｃＰＡＬ２ 与 ＡｃＰＡＬ７ 等(图 １:Ａ)ꎬ说明片段重复事件

是推动 ＡｃＰＡＬ 家族基因数量扩张的重要因素ꎮ 为

评估选择压力ꎬ计算了每对共线性基因的非同义替

换率(Ｋａ)和同义替换率(Ｋｓ)ꎬ结果表明 １０ 对共线

性 ＡｃＰＡＬ 基因对的 Ｋａ / Ｋｓ 比值为 ０.０４８ ~ ０.１３８ꎬ均
小于 １ꎬ说明 ＡｃＰＡＬｓ 家族基因经历了纯化选择ꎮ

此外ꎬ为鉴定 ＡｃＰＡＬ 家族的直系同源基因ꎬ分
析并绘制了猕猴桃与两种双子叶植物(拟南芥、茶
树)及两种单子叶植物(水稻、玉米)的种间同源图

谱ꎮ 结果(图 １:Ｂ、Ｃ)表明ꎬ猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族基

因与其他双子叶植物的 ＰＡＬ 基因存在显著的共线

性关系ꎮ 其中ꎬＡｃＰＡＬ 家族与茶树 ＣｓＰＡＬ 家族的共

线性基因对数量最多(１６ 对)ꎬ与拟南芥 ＡｔＰＡＬ 家

族的共线性基因对为 ８ 对ꎮ 相比之下ꎬ猕猴桃

ＡｃＰＡＬ 家族与单子叶植物 ＰＡＬ 基因的共线性关系

较弱ꎬ与水稻 ＯｓＰＡＬ、玉米 ＺｍＰＡＬ 家族的共线性基

因对均仅为 １ 对ꎮ
２.３ ＡｃＰＡＬ 家族基因的系统进化

为了评估系统进化关系ꎬ利用猕猴桃与水稻、
玉米、拟南芥、毛果杨及茶树的 ＰＡＬ 蛋白序列比对

数据集ꎬ构建种间系统发育树ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬ
所有植物 ＰＡＬ 蛋白聚类形成 ２ 大分支ꎬ即单子植

物分支(分支 Ｉ)和双子叶植物分支(分支 ＩＩ)ꎬ表明

植物 ＰＡＬ 家族基因随物种进化而出现分歧ꎮ 双子

叶植物分支进一步聚类为 ５ 个小分支(分支 ＩＩａ－
分支 ＩＩｅ)ꎬ７ 个猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 成员分别聚类于分

支 ＩＩａ、分支 ＩＩｂ 和分支 ＩＩｃ 且与茶树 ＣｓＰＡＬ 成员的

亲缘关系最近ꎮ 此外ꎬＡｃＰＡＬ 成员呈现出物种特

异性 聚 类ꎬ 如 分 支 ＩＩａ 的 ＡｃＰＡＬ１、 ＡｃＰＡＬ４ 和

ＡｃＰＡＬ５ꎬ分支 ＩＩｂ 的 ＡｃＰＡＬ２ 和 ＡｃＰＡＬ３ꎬ以及分

支 ＩＩｃ 的 ＡｃＰＡＬ６ 和 ＡｃＰＡＬ７ꎬ这与同一物种特异

性分支内的 ＡｃＰＡＬ 成员具有更高序列相似性的结

果相符ꎮ
２.４ ＡｃＰＡＬ 家族基因的结构域与外显子和内含子

组成

种内系统发育分析结果显示ꎬ７ 个 ＡｃＰＡＬ 基因

被分为 ３ 个主要分支(图 ３:Ａ)ꎬ该结果与种间系

统发育树的聚类趋势一致ꎮ 采用 ＭＥＭＥ 工具从

ＡｃＰＡＬ 家族中鉴定到 １２ 个保守基序且 ７ 个 ＡｃＰＡＬ
基因编码蛋白的基序排列顺序与数量完全一致

(图 ３:Ｂ)ꎮ 保守结构域分析结果(图 ３:Ｃ)表明ꎬ
所有 ＡｃＰＡＬ 基因均含有完整的 ＰＬＮ０２４５７ 结构域ꎬ
提示其均具备 ＰＡＬ 蛋白的核心功能特征ꎮ 氨基酸

序列的同源比对结果如图 ４ 所示ꎬ猕猴桃 ＡｃＰＡＬ
蛋白之间ꎬ以及 ＡｃＰＡＬ 蛋白与其他物种 ＰＡＬ 蛋白

之间均具有高度的氨基酸序列保守性ꎬ并且所有

ＡｃＰＡＬ 蛋 白 均 含 有 ＰＡＬ 活 性 中 心 基 序ꎬ 即

ＧＴＩＴＡＳＧＤＬＶＰＬＳＹＩＡꎬ该基序是催化 Ｌ￣苯丙氨酸

转化为反式肉桂酸的关键结构ꎮ 此外ꎬＡｃＰＡＬ 蛋

白中还存在保守的 ＦＬ(苯丙氨酸￣亮氨酸)二肽ꎬ该
ＦＬ 残基在调控 ＰＡＬ 酶的底物特异性中起关键作

用ꎻ同时ꎬＡｃＰＡＬ 蛋白还包含植物 ＰＡＬ 家族保守的

催化活性位点 ＧＬＡＬＶＮＧ、ＮＤＮ 及 ＨＮＱＤꎮ 上述结

构特征表明ꎬ７ 个 ＡｃＰＡＬ 蛋白均具有保守的催化

活性ꎬ为其行使苯丙氨酸解氨酶功能提供了结构

基础ꎮ
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Ａ. 猕猴桃染色体间的共线性(最外圈表示染色体ꎬ中间圈表示 ＧＣ 含量ꎬ最内圈表示基因密度)ꎻ Ｂ. 猕猴桃与拟南芥、茶树间的

共线性ꎻ Ｃ. 猕猴桃与水稻、玉米间的共线性(灰色线条表示共线性基因对ꎬ蓝色线条表示 ＰＡＬ 基因间的共线性)ꎮ
Ａ. Ｉｎｔｅｒｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｏｆ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (ｔｈｅ ｏｕｔｅｒｍｏｓｔ ｃｉｒｃｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓꎬ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｃｉｒｃｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｉｎｎｅｒｍｏｓｔ ｃｉｒｃｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｇｅｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙ)ꎻ Ｂ. Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ａｎｄ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓꎻ Ｃ.
Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓꎬ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ａｎｄ Ｚｅａ ｍａｙｓ (ｇｒａｙ ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｇｅｎｅ ｐａｉｒｓꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｂｌｕｅ ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＰＡＬ ｇｅｎｅｓ).

图 １　 猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族基因的染色体定位和共线性模式
Ｆｉｇ. １　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ ＡｃＰＡＬ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ
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图 ２　 猕猴桃 ＡｃＰＡＬｓ 与其他植物 ＰＡＬｓ 的系统进化树
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ ＡｃＰＡＬｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ＰＡＬｓ

　 　 基因结构分析结果(图 ３:Ｄ)表明ꎬ７ 个 ＡｃＰＡＬ
基因均由 ２ 个外显子和 １ 个内含子组成且内含子

均在 ＧＴ￣ＡＧ 处剪切ꎻ外显子长度具有高保守性ꎬ其
中第 １ 外显子长度为 ３７１ ~ ４１９ ｂｐꎬ第 ２ 外显子长

度除 ＡｃＰＡＬ２ 为 １ ７３８ ｂｐ 以外ꎬ其余 ６ 个成员均为

１ ７５０ ｂｐꎻ与外显子不同ꎬ内含子长度在家族成员

间差异显著ꎬ最短为 ５６８ ｂｐꎬ最长可达 ２ ３７７ ｂｐꎮ
２.５ ＡｃＰＡＬ 家族基因的启动子顺式作用元件

为进一步分析猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族基因的转录

调控特征ꎬ对 ＡｃＰＡＬ 基因启动子区的顺式响应元

件进行了分析ꎮ 结果(图 ５)表明ꎬ７ 个 ＡｃＰＡＬ 基因

的启动子区均包含核心启动子元件 ＴＡＴＡ ｂｏｘ 和

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘꎬ说明它们均具有启动子功能ꎮ
在 ＡｃＰＡＬ 家族启动子区共检测到 ２３８ 个已知

功能的顺式作用元件ꎬ按功能分为 ４ 类ꎬ即光响应

元件、胁迫响应元件、激素响应元件及生长发育相

关元件(图 ５)ꎮ 其中ꎬ光响应元件在启动子区的

分布数量最多ꎬ每个 ＡｃＰＡＬ 家族成员均含有 ７ ~ １４
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图 ３　 ＡｃＰＡＬ 家族基因的种内进化树(Ａ)、保守基序(Ｂ)、结构域(Ｃ)和基因结构(Ｄ)
Ｆｉｇ. ３　 Ｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ (Ａ)ꎬ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ (Ｂ)ꎬ ｄｏｍａｉｎ (Ｃ)ꎬ

ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (Ｄ) ｏｆ ＡｃＰＡＬ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ

个且以 Ｇ￣ｂｏｘ 为主要类型ꎮ 胁迫响应元件共鉴定

出 ９ 种ꎬ主要响应干旱(ＭＢＳ)、低温( ＬＴＲ)、防御

与胁迫(ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ)、伤口(ＷＵＮ￣ｍｏｔｉｆ)、厌氧

诱导(ＡＲＥ)及缺氧特异性诱导(ＧＣ￣ｍｏｔｉｆ)等ꎮ 除

ＡｃＰＡＬ１ 以外ꎬ其余 ６ 个 ＡｃＰＡＬ 的启动子均含有 １ ~
６ 个响应厌氧诱导元件(ＡＲＥ)ꎮ 此外ꎬ还在 ＡｃＰＡＬ
启动子区检测到 １０ 种激素响应元件ꎬ分别响应脱

落酸 ( ＡＢＲＥ)、赤霉素 ( ＴＡＴＣ￣ｂｏｘ、ＧＡＲＥ￣ｍｏｔｉｆ 和
Ｐ￣ｂｏｘ)、 茉 莉 酸 甲 酯 ( ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ 和 ＴＧＡＣＧ￣
ｍｏｔｉｆ)、水杨酸(ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)、乙烯(ＥＲＥ)及生长

素 ( ＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ 和 ＡｕｘＲＲ￣ｃｏｒｅ)ꎮ 除 ＡｃＰＡＬ３ 以

外ꎬ其余 ６ 个 ＡｃＰＡＬ 启动子均含有 ２ ~ ６ 个脱落酸

响应元件(ＡＢＲＥ)ꎬ推测它们参与脱落酸介导的生

理生化过程ꎮ 生长和发育相关元件共发现 ８ 种ꎬ
主要参与昼夜节律调节、细胞周期调控、分生组织

表达及木质素合成等过程ꎮ 其中ꎬ６ 个 ＡｃＰＡＬ 启动

子区均含有至少 １ 个木质素合成必需元件(ＡＣ￣Ｉ

或 ＡＣ￣ＩＩ)ꎬ这与 ＰＡＬ 作为苯丙烷代谢通路的关键

酶相符ꎮ 这表明 ＡｃＰＡＬ 家族基因可能广泛参与猕

猴桃对各种环境胁迫的响应及激素信号调控过

程ꎬ为其多功能性提供了转录调控层面的支撑ꎮ
２.６ ＡｃＰＡＬ 家族基因在猕猴桃不同组织部位和果

实成熟过程中的表达分析

通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族基因在

根、茎、叶、花瓣、幼果(花后 １６ ｄ)、硬熟期果实(花
后 １６０ ｄ)、软化中期果实及软化末期果实中的相

对表达量ꎮ 结果如图 ６ 所示ꎬＡｃＰＡＬ 家族不同成员

的表达模式差异明显ꎮ 其中ꎬ３ 个成员( ＡｃＰＡＬ１、
ＡｃＰＡＬ６ 和 ＡｃＰＡＬ７)仅在营养器官及幼果中表达ꎬ
即根、茎、叶、花瓣和幼果(花后 １６ ｄ)中可检测到

其表达ꎬ而在果实硬熟期及后熟过程均不表达ꎬ并
且表达模式存在差异性ꎬＡｃＰＡＬ６ 和 ＡｃＰＡＬ７ 在叶片

的表达量最高ꎬＡｃＰＡＬ１ 在茎的表达量最高ꎮ 另外

４ 个成员( ＡｃＰＡＬ２、ＡｃＰＡＬ３、ＡｃＰＡＬ４ 和 ＡｃＰＡＬ５)在
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红色方框标注的 ５ 个底物识别位点或催化活性位点分别表示 ＦＬ 残基、ＧＴＩＴＡＳＧＤＬＶＰＬＳＹＩＡ 基序、ＧＬＡＬＶＮＧ、ＮＤＮ 和 ＨＮＱＤꎮ
Ｆｉｖｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｒ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓａｒｅ ｂｏｘｅｄ ｉｎ ｒｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ＦＬ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎬ ＧＴＩＴＡＳＧＤＬＶＰＬＳＹＩＡ ｍｏｔｉｆꎬ ＧＬＡＬＶＮＧꎬ ＮＤＮꎬ
ａｎｄ ＨＮＱＤ.

图 ４　 ＡｃＰＡＬ 家族与其他植物 ＰＡＬｓ 氨基酸序列的同源比对
Ｆｉｇ. ４　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡｃＰＡＬ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ＰＡＬｓ

根、茎、叶、花瓣和幼果(花后 １６ ｄ)中的表达量均

高于硬熟期果实ꎬ而随着果实成熟软化ꎬ其表达量

呈显著上调趋势ꎬ该表达模式与果实成熟软化期

间 ＰＡＬ 酶活性的显著上调趋势一致(图 ６)ꎬ推测

这 ４ 个 ＡｃＰＡＬ 成员可能在猕猴桃果实成熟过程发

挥作用ꎮ
２.７ ＡｃＰＡＬ 家族基因在 ＡＢＡ 处理后果实成熟过程

的转录特征

脱落酸处理显著促进猕猴桃果实采后的成熟

进程ꎬ并影响果实品质(兰德国等ꎬ２０２３)ꎮ ＡＢＡ
处理果实的转录组分析结果(图 ７:Ａ)表明ꎬＡｃＰＡＬ
家族基因的转录模式主要聚为 ２ 类ꎮ 第 １ 类包含

４ 个成员(ＡｃＰＡＬ１、ＡｃＰＡＬ２、ＡｃＰＡＬ６ 和 ＡｃＰＡＬ７)ꎬ其
中仅 ＡｃＰＡＬ２ 在 ＡＢＡ 处理后呈轻微上调表达ꎬ其余

３ 个成员在 ＡＢＡ 处理前后均未检测到表达ꎻ第 ２
类包含 ３ 个成员( ＡｃＰＡＬ３、ＡｃＰＡＬ４ 和 ＡｃＰＡＬ５)ꎬ这
３ 个成员在 ＡＢＡ 处理后均呈现显著上调表达

趋势ꎮ

进一步通 过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验 证 这 ４ 个 猕 猴 桃

ＡｃＰＡＬ 成员( ＡｃＰＡＬ２、ＡｃＰＡＬ３、ＡｃＰＡＬ４ 和 ＡｃＰＡＬ５)
在 ＡＢＡ 处理后的表达模式ꎮ 结果如图 ７:Ｂ 所示ꎬ
在果实贮藏第 ３ 天时ꎬＡＢＡ 处理组中这 ４ 个 ＡｃＰＡＬ
基因的表达量均显著高于对照组ꎻ而对照组中ꎬ这
４ 个基因的上调表达直至贮藏第 ５ 天才被检测到ꎮ
这表明 ＡｃＰＡＬ２、ＡｃＰＡＬ３、ＡｃＰＡＬ４ 和 ＡｃＰＡＬ５ 的表达

均受 ＡＢＡ 诱导ꎬ推测它们可能参与 ＡＢＡ 介导的猕

猴桃果实成熟过程ꎮ

３　 讨论与结论

本研究共鉴定到 ７ 个猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 基因ꎬ其数

量介于拟南芥(４ 个)和水稻(９ 个)之间ꎮ 物种间

ＰＡＬ 家族成员数量的差异ꎬ与其经历的全基因组

加倍、染色体重组、基因片段复制与丢失等事件密

切相关 (Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ 李雨哲等ꎬ２０２１)ꎮ 染色

体定位、共线性及系统进化树结果共同表明ꎬ基因
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图 ５　 ＡｃＰＡＬ 家族启动子的顺式作用元件
Ｆｉｇ. ５　 Ｔｈｅ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ＡｃＰＡＬ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

串联重复与片段复制是驱动猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族数

量扩张的主要因素ꎮ 猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族编码的蛋

白不仅基序的排列顺序和数量高度一致ꎬ还含有

相同的保守结构域(ＰＬＮ０２４５７)ꎬ这一特征在山核

桃 ＣｃＰＡＬ 家族蛋白中同样存在(刘晨等ꎬ２０２５)ꎮ
而且ꎬＡｃＰＡＬ 家族蛋白均含有酶活性中心序列

ＧＴＩＴＡＳＧＤＬＶＰＬＳＹＩＡꎬ其中 ＡＳＧ(即丙氨酸－丝氨

酸－甘氨酸ꎬＡｌａ￣Ｓｅｒ￣Ｇｌｙ)三联体可经自动内部环化

脱水形成亚甲基咪唑酮亲电基团ꎬ进而作为 ＰＡＬ
的重要辅因子发挥作用(Ｓｏｎｇ ＆ Ｗａｎｇꎬ ２００９)ꎮ 综

上表明ꎬ所获得的 ７ 个 ＡｃＰＡＬ 成员均具备行使植

物苯 丙 氨 酸 解 氨 酶 的 基 本 功 能ꎮ 此 外ꎬ 利 用

ＡｃＰＡＬ 与其他植物 ＰＡＬ 蛋白构建的系统进化树聚

类结果与植物的种属分类特征一致ꎬ说明植物 ＰＡＬ
基因随物种演化而进化ꎮ 其中ꎬ７ 个猕猴桃 ＡｃＰＡＬ
成员分别与茶树的 ＣｓＰＡＬ 家族成员聚在 ３ 个小分

支(分支 ＩＩａ、ＩＩｂ 和 ＩＩｃ)ꎬ提示二者具有较近的亲缘

关系ꎮ 这一结果也进一步验证了 Ｗｅｉ 等(２０１８)的
研究结论ꎬ即猕猴桃与茶树起源于约８ ０００万年前

的共同原始祖先ꎮ 多数被子植物的 ＰＡＬ 基因含有

２ 个外显子和 １ 个内含子ꎬ如拟南芥 ＡｔＰＡＬ１ 和

ＡｔＰＡＬ２ 及紫花苜蓿 ＰＡＬ 基因等ꎻ仅有少数 ＰＡＬ 基

因不含或含有 １ 个以上内含子ꎮ 猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家

族基因均具有 ２ 个外显子和 １ 个内含子且第 １ 个

外显子长度为 ３７１ ~ ４１９ ｂｐꎬ第 ２ 外显子长度为

１ ７３８ ~ １ ７５０ ｂｐꎬ这与郝向阳等(２０１８)在 １４ 种被

子植物 ＰＡＬ 基因结构中的研究结果相似ꎬ表明

ＰＡＬ 基因在物种内及物种间的长度差异由内含子

长度决定ꎮ 虽然猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族的结构域与基

因结构在进化上较为保守ꎬ但其启动子区的顺式

作用元件存在明显差异ꎬ推测不同 ＡｃＰＡＬ 成员的

表达模式与生物学功能存在分化ꎮ
已有研究表明ꎬ植物 ＰＡＬ 家族不同成员在各

组织器官的转录水平差异明显ꎮ 非洲菊 ＧｊＰＡＬ１ 在

叶片大量表达ꎬＧｊＰＡＬ２、ＧｊＰＡＬ３ 和 ＧｊＰＡＬ４ 则在根

部的转录水平较高(郝向阳等ꎬ ２０２１)ꎻ半夏 ＰｔＰＡＬ
基因在叶中高表达ꎬ其次为块茎和根ꎬ在花中的表

达最弱(何潇等ꎬ２０２１)ꎻ茉莉花 ＪｓＰＡＬ 基因在花蕾

和花瓣的表达水平最高ꎬ其次为叶片和茎部ꎬ在根

部的表达水平最低(孙君等ꎬ２０２０)ꎮ 本研究发现ꎬ
猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族的 ７ 个成员同样存在时空表达

差异ꎬ如 ＡｃＰＡＬ１ 主要在茎中表达ꎬ而 ＡｃＰＡＬ２ 则在

果实成熟后期高表达ꎮ 植物 ＰＡＬ 的组织器官特异

性表达与其功能密切相关ꎮ 剑麻 ＰＡＬ１ 和 ＰＡＬ２ 基
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Ｔ１. 根ꎻ Ｔ２. 茎ꎻ Ｔ３. 叶片ꎻ Ｔ４. 花瓣ꎻ Ｔ５. 幼果ꎻ Ｔ６. 硬熟期果实ꎻ Ｔ７. 软化中期果实ꎻ Ｔ８. 软化末期果实ꎮ 不同小写字母表示显

著性差异 (Ｐ<０.０５)ꎬ下同ꎮ
Ｔ１. Ｒｏｏｔｓꎻ Ｔ２. Ｓｔｅｍｓꎻ Ｔ３. Ｌｅａｖｅｓꎻ Ｔ４. Ｆｌｏｗｅｒｓꎻ Ｔ５. Ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔｓꎻ Ｔ６. Ｆｉｒｍ￣ｒｉｐｅ ｆｒｕｉｔｓꎻ Ｔ７. Ｍｉｄ￣ｓｏｆｔｅｎｉｎｇ ｆｒｕｉｔｓꎻ Ｔ８. Ｌａｔｅ￣ｓｏｆｔｅｎｉｎｇ
ｆｒｕｉｔｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ６　 猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族基因的表达模式及 ＰＡＬ 酶活性
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｎｄ ＰＡＬ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ ＡｃＰＡＬ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ

因在叶片发育过程中的转录模式与 ＰＡＬ 酶活性在

纤维形成过程的变化模式一致ꎬ说明这 ２ 个基因

与木质素合成密切相关(黄兴等ꎬ２０２１)ꎻＪｓＰＡＬ 在

茉莉花开放前期高表达ꎬ与香气形成相关(孙君

等ꎬ２０２０)ꎻ猕猴桃的根、茎、叶含有丰富的酚类和

黄酮类物质且这些物质参与植株的生长发育过程

(Ｍａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２４)ꎮ ＰＡＬ 是连接初级代谢与苯丙

烷通路ꎬ进而调控酚类和黄酮类等次生代谢物质

合成的关键限速酶ꎮ 猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族中共有 ４
个成员(ＡｃＰＡＬ３、ＡｃＰＡＬ５、ＡｃＰＡＬ６ 和 ＡｃＰＡＬ７)在叶

片高表达ꎬ１ 个成员(ＡｃＰＡＬ１)在茎部高转录ꎬ推测

它们分别在叶片和茎部的次生代谢合成中发挥重

要作用ꎬ但其具体分工及参与合成的活性物质仍

待进一步研究ꎮ
猕猴桃果实的生长发育与采后成熟是食用品

质形成的重要阶段ꎬ涉及多种初级及次生代谢物

质的生成与转化(Ｃｏｍｍｉｓｓｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻＮｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０)ꎮ 苹果(张丽之等ꎬ２０１８)和琯溪蜜柚(黄汉

唐等ꎬ２０２０)的 ＰＡＬ 基因均参与果实的生长发育进

程ꎬ香蕉 ＭａＰＡＬ４ 则在果实后熟过程特异性上调表

达(杨会晓等ꎬ２０１９)ꎮ 本研究中ꎬ猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家

族 ７ 个成员在幼果期均有表达ꎬ但在果实发育成

熟时(即硬熟期)的表达量明显下调ꎬ其中 ３ 个成

员(ＡｃＰＡＬ１、ＡｃＰＡＬ６ 和 ＡｃＰＡＬ７)甚至不表达ꎬ这与

１１６４ 期 冯新等: 猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族基因的鉴定及在果实成熟过程的表达



Ａ. 基于转录组数据的 ＡｃＰＡＬ 家族基因的表达模式ꎻ Ｂ. ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证 ＡｃＰＡＬ 家族基因在 ＡＢＡ 处理后不同时间点的表达特征ꎮ
Ａ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＡｃＰＡＬ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａꎻ Ｂ. ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＡｃＰＡＬ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.

图 ７　 ＡＢＡ 处理后猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家族基因的表达模式
Ｆｉｇ. ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ ＡｃＰＡＬ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

黄春辉等(２０１９)的研究结果相符ꎬ即猕猴桃果实中

类黄酮和酚类物质含量随果实发育呈由高到低的

变化趋势ꎮ 孙兴盛等(２０２１)对软枣猕猴桃采后后

熟过程总酚与类黄酮含量变化的研究表明ꎬ果实后

熟期间的总酚含量呈上升趋势ꎬ类黄酮含量则先升

后降ꎬ并在后熟中后期达到峰值ꎮ 本研究同样发

现ꎬ４ 个 ＡｃＰＡＬ 基因 ( ＡｃＰＡＬ２、 ＡｃＰＡＬ３、 ＡｃＰＡＬ４ 和

ＡｃＰＡＬ５)在果实后熟过程中显著上调表达且与 ＰＡＬ
酶活性的显著升高趋势一致ꎬ推测这 ４ 个成员可能

参与猕猴桃果实后熟过程中酚类等次生代谢物质

合成ꎬ但其具体作用机制仍待深入研究ꎮ
植物 ＰＡＬ 基因的转录受脱落酸等外源激素调

控ꎮ 丹参幼苗 ＳｍＰＡＬ１ 基因在 ＡＢＡ 处理后的表达

水平升高了 １０ 倍(Ｓｏｎｇ ＆ Ｗａｎｇꎬ ２００９)ꎮ 类似地ꎬ
本研究通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测到 ４ 个 ＡｃＰＡＬ 基因

(ＡｃＰＡＬ２、ＡｃＰＡＬ３、ＡｃＰＡＬ４ 和 ＡｃＰＡＬ５)在 ＡＢＡ 处理

后 ７ ｄ 的表达量显著高于 ０ ｄ 的表达量ꎬ这与前期

转录组数据结果(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)一致ꎮ ＡｃＰＡＬ
基因的 ＡＢＡ 诱导表达特性ꎬ可能与其启动子区富

含 ＡＢＲＥ 元件有关ꎮ 进一步比较发现ꎬ这 ４ 个

ＡｃＰＡＬ 基因在 ＡＢＡ 处理后第 ３ 天即开始显著上调

表达ꎬ较对照组(ＣＫ)提前了 ２ ~ ４ ｄꎮ 该表达模式

与兰德国等(２０２３)报道的结果相吻合ꎬ即 ＡＢＡ 处

理可使猕猴桃果实呼吸峰、物质转化等进程提前ꎬ
加速果实后熟ꎮ 据此推测ꎬ采后 ＡＢＡ 处理可能通

过诱导 ＡｃＰＡＬ 等基因提前表达ꎬ加快果实酚类等

代谢物的合成与转化ꎬ进而促进果实后熟品质(酚
类、抗氧化能力、香气等)形成ꎮ 然而ꎬＡｃＰＡＬ 基因

在果实后熟过程中的具体生物学功能ꎬ仍需借助

过表达、基因敲除等手段进行多维度验证ꎮ
综上所述ꎬ本研究共鉴定出猕猴桃 ＡｃＰＡＬ 家

族 ７ 个成员ꎬ分布于 ５ 条染色体上ꎻ其编码蛋白均

具有保守的 ＰＡＬ 基序与结构域ꎬ能行使苯丙氨酸

解氨酶的基本功能ꎮ 串联重复和片段重复驱动了

ＡｃＰＡＬ 家族成员的数量扩张ꎮ ＡｃＰＡＬ 家族启动子

区共含有 ２３８ 个已知功能的顺式作用元件ꎬ分别

参与光响应、生物和非生物胁迫响应、激素信号及

生长发育调控等过程ꎮ ＡｃＰＡＬ 家族基因的表达具

有组织差异性ꎬ其中 ４ 个成员在果实采后成熟过

程中上调表达且受脱落酸诱导表达ꎮ 本研究结果

为深入解析 ＡｃＰＡＬ 基因在果实发育成熟中的功能

提供了候选基因与理论基础ꎮ

２１６ 广　 西　 植　 物 ４６ 卷
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