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西洋梨水孔蛋白基因家族的全基因组鉴定及表达分析

冉　 昆ꎬ孙　 岩ꎬ孙晓莉ꎬ魏树伟ꎬ王宏伟ꎬ张　 勇ꎬ王少敏
(山东省果树研究所ꎬ泰安 ２７１０００)

　 　 摘要:水孔蛋白(ＡＱＰｓꎬａｑｕａｐｏｒｉｎｓ)是高效转运水分子的膜内在蛋白ꎬ具有丰富的多样性ꎬ在调控植物的水分关系中有重

要作用ꎮ 本研究利用西洋梨(Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌ. ‘Ｂａｒｔｌｅｔｔ’)基因组数据库ꎬ通过生物信息学手段鉴定西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族

成员ꎻ并利用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０􀆰 ５ 软件ꎬ采用邻接法构建系统发育树ꎻ利用 ＧＳＤＳ ２􀆰 ０ 软件进行基因结构分析ꎬＭＥＭＥ 程序进行 Ｍｏｔｉｆ
分析ꎬＡｇＢａｓｅ ｖ２􀆰 ００ 程序进行 ＧＯ 分析ꎻ采用半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术研究 ＰｃＡＱＰｓ 基因组织表达情况ꎮ 结果表明ꎬ西洋梨基因组中

共有 ５４ 个 ＰｃＡＱＰｓ 家族成员ꎬ均含有 ＡＱＰ 特征结构域和保守的 Ｍｏｔｉｆ 基序ꎬ根据基因结构及系统进化分析可分为 ＰＩＰ、ＴＩＰ、ＮＩＰ
和 ＳＩＰ 等 ４ 个亚家族ꎮ 不同基因间结构差别较大ꎬ但聚类关系较近的基因其结构类似ꎮ ＧＯ 分析发现ꎬ多数 ＰｃＡＱＰｓ 基因具有

转运蛋白活性ꎬ参与物质转运、应激反应、发育和代谢等生物学过程ꎬ但不同亚家族成员构成的细胞组分及参与的生物学过程

具有明显差异ꎮ 半定量结果表明ꎬ大多数 ＰｃＡＱＰｓ 基因在根、茎、叶和果实中均有表达ꎬ而且不同基因家族、不同基因间的组织

表达模式存在差异ꎮ 该研究为今后西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因的克隆和功能分析奠定了基础ꎮ
关键词:西洋梨ꎻ水孔蛋白ꎻ全基因组分析ꎻ表达分析

收稿日期:２０１５￣０３￣２４　 　 修回日期:２０１５￣０４￣２９　 　 网络出版日期:２０１６￣０１￣２８
ＵＲＬ:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / １１. ４９９６. Ｓ. ２０１６０１２８. １５２０. ０１０. ｈｔｍｌ
基金项目:山东省农业科学院青年科研基金(２０１５ＹＱＮ４１)ꎻ山东省良种工程项目(梨优质矮化、多抗功能基因挖掘与种质创新利用 ２０１４)ꎻ现代

农业(梨)产业技术体系(ＣＡＲＳ￣２９)ꎻ“十二五”农村领域国家科技计划(２０１４ＢＡＤ１６Ｂ０３４)ꎻ山东省自然科学基金(ＺＲ２０１５ＹＬ０７５)
第一作者主要从事梨抗逆生理与分子生物学研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｒｋｒｌ００１＠ １２６. ｃｏｍ
通信作者:王少敏ꎬ主要从事梨栽培与育种研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｓｄｉｐｗｓｍ＠ １６３. ｃｏｍ

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＡＱＰｓ
Ｇｅｎｅ Ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ

ＲＡＮ ＫｕｎꎬＳＵＮ ＹａｎꎬＳＵＮ Ｘｉａｏ￣ｌｉꎬＷＥＩ Ｓｈｕ￣ｗｅｉꎬＷＡＮＧ Ｈｏｎｇ￣ｗｅｉꎬＺＨＡＮＧ ＹｏｎｇꎬＷＡＮＧ Ｓｈａｏ￣ｍｉｎ
(Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＰｏｍｏｌｏｇｙꎬＴａｉ􀆳ａｎ ２７１０００)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ａｑｕａｐｏｒｉｎｓ(ＡＱＰｓ)ａｒｅ ｔｈｅ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ(ＭＩＰｓ) ｆａｍｉｌｙ ｗｉｔｈ ｅｘｔｒａｏｒｄｉｎａｒｙ
ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｗａｔｅｒꎬａｎｄ ｐｌａｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬｂａｓｅｄ
ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌ. ‘Ｂａｒｔｌｅｔｔ’(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｒｏｓａｃｅａｅ. ｏｒｇ / ｓｐｅｃｉｅｓ / ｐｙｒｕｓ / ｐｙｒｕｓ＿ｃｏｍｍｕ￣
ｎｉｓ / ｇｅｎｏｍｅ＿ｖ１􀆰 ０)ꎬｔｈｅ ＡＱＰｓ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎬｐｈｙ￣
ｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓꎬｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｗａｓ ｃｏｎ￣
ｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＭＥＧＡ ６􀆰 ０􀆰 ５ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗｉｔｈ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＧＳ￣
ＤＳ ２􀆰 ０ ｓｏｆｔｗａｒｅꎬｔｈｅ ｍｏｔｉｆ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＭＥＭＥ ｐｒｏｇｒａｍꎬａｎｄ ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｂｙ ＡｇＢａｓｅ ｖ２􀆰 ００ ｓｏｆｔ￣
ｗａｒｅ. Ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｍｉ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ
ｗｅｒｅ ５４ ＰｃＡＱＰｓ ｇｅｎｅｓ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＡＱＰ ｆｅａｔｕｒｅ ｄｏｍａｉｎｓ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｉｎ
Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐꎬｔｈｅ ＰｃＡＱＰｓ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ(ＰＩＰꎬＴＩＰꎬＮＩＰ ａｎｄ ＳＩＰ)ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｌａｒｇｅｒ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓꎬｈｏｗｅｖｅｒꎬｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｃｌｏｓｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｃｌｕｓｔｅｒ ｈａｄ ｓｉｍｉｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ. ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍａｊｏｒｉｔｙ ｏｆ ＰｃＡＱＰｓ ｇｅｎｅ ｈａｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎꎬ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ
ｇｒｏｗｔｈꎬｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｂｉ￣
ｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ. Ｓｅｍｉ ＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｏｓｔ ｏｆ ＰｃＡＱＰｓ ｇｅｎｅｓ



　 ２ 期 冉　 昆等:西洋梨水孔蛋白基因家族的全基因组鉴定及表达分析

ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬｓｔｅｍｓꎬｌｅａｖｅｓꎬａｎｄ ｆｒｕｉｔｓꎬａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｆａｍ￣
ｉｌｉｅｓ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｌａｉｄ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰｃＡＱＰｓ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍ￣
ｍｕｎｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓꎻａｑｕａｐｏｒｉｎｓꎻｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎻｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

跨膜运输途径ꎬ即水分跨过液泡膜和质膜的

运输途径ꎬ是水分在植物组织内运输的主要方式

之一ꎮ 水分跨膜运输以两种方式进行:通过脂双

层的自由扩散运输和水孔蛋白的跨膜运输[１] ꎮ 水

孔蛋白ꎬ又称水通道蛋白(ＡＱＰｓꎬａｑｕａｐｏｒｉｎｓ)ꎬ是植

物中定位于特定的细胞核膜区域的一类高效转运

水分子的小分子跨膜蛋白ꎬ具有丰富的多样性ꎬ其
介导的水分跨膜运输是水分子进出细胞的主要途

径ꎬ在调控植物的水分关系中有重要作用ꎮ 研究

表明ꎬＡＱＰｓ 属于 ＭＩＰ(ｍａｊｏｒ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ)超家

族ꎬ分子量一般 ２３ ~ ３１ ｋＤ[２￣３] ꎮ 除水分子外ꎬ
ＡＱＰｓ 还允许一些小的溶质经过细胞膜ꎬ如甘油、
ＣＯ２、ＮＨ３、尿素、硼和 Ｈ２Ｏ２等

[４] ꎮ 根据序列同源性

和定位的不同ꎬ ＡＱＰｓ 可分为液泡膜内在蛋白

(ＴＩＰｓꎬ ｔｏｎｏｐｌａｓｔ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ)、质膜内在蛋白

(ＰＩＰｓꎬｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ)、ＮＯＤ２６￣
ｌｉｋｅ 内在蛋白(ＮＩＰｓꎬＮＯＤ２６￣ｌｉｋｅ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ)
和小的内在蛋白(ＳＩＰｓꎬｓｍａｌｌ ａｎｄ ｂａｓｉｃ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｓ)等 ４ 个亚家族[３] ꎮ ＡＱＰｓ 不仅在调控植物的

水分关系及生长发育过程中起着重要的作用ꎬ还
可以参与矿质营养运输ꎬ花粉开裂ꎬ非生物胁迫响

应以及碳、氮的固定等生理活动[５￣６] ꎮ 目前的研究

主要集中在 ＡＱＰｓ 与植物激素、种子萌发、果实成

熟和植物的抗逆性等方面[７￣９] ꎮ 植物能够通过调

节 ＡＱＰｓ 的活性响应各种逆境胁迫ꎬ在许多植物中

ＡＱＰｓ 在植物发育过程中具有独特的表达模式并

且响应环境的刺激ꎬ在植物中过量表达 ＡＱＰ 基因

能够提高转基因植物对干旱等逆境胁迫的耐

受性[１０￣１１] ꎮ
西洋梨作为梨重要的栽培种ꎬ在世界范围内具

有广泛分布ꎬ并且因其浓郁的香气和艳丽的外观在

我国具有广阔的发展前景ꎮ ２０１４ 年ꎬ西洋梨(Ｐｙｒｕｓ
ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌ. ‘ Ｂａｒｔｌｅｔｔ’) 基因组测序计划完成ꎬ为

ＡＱＰｓ 基因家族的全基因组分析奠定了基础[１２]ꎮ 目

前ꎬ关于 ＡＱＰｓ 的研究在拟南芥等模式植物中较多ꎬ
而在木本植物中研究很少ꎬ迄今ꎬ笔者尚未见有关西

洋梨 ＡＱＰｓ 基因家族的研究报道ꎮ 本研究采用生物

信息学分析的方法ꎬ鉴定西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族ꎬ
从基因组水平上对西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 家族基因的基因

结构、系统发育、ＧＯ 功能和组织表达模式等进行研

究ꎬ对于进一步解析梨 ＡＱＰ 基因家族的功能及未来

利用基因工程手段培育高水分利用效率的新种质具

有重要意义ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

本研究于 ２０１４ 年在山东省果树研究所和山东

农业大学作物生物学国家重点实验室进行ꎮ 供试材

料为国家梨产业体系泰安综合试验站核心示范园 ４
年生巴梨ꎬ取新生根系、一年生枝条(茎)、嫩叶和果

实于液氮中速冻ꎬ － ８０℃保存备用ꎬ以便提取 ＲＮＡ
进行组织表达分析ꎮ 西洋梨 ( Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌ.
‘Ｂａｒｔｌｅｔｔ’) 全基因组数 据 下 载 于 ＧＤＲ 数 据 库

(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｒｏｓａｃｅａｅ. ｏｒｇ / ) [１３]ꎮ 拟南芥 ＡｔＡＱＰｓ 基
因序列和蛋白序列下载自 ＴＡＩＲ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ａｒａｂｉ￣
ｄｏｐｓｉｓ. ｏｒｇ / ) [１４]ꎮ
１􀆰 ２　 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族的鉴定

首先下载西洋梨全基因组序列ꎬ 构建本地

ＢＬＡＳＴ 数据库ꎬ以巴梨 ＡＱＰ 序列(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＢＡＢ４０１４２􀆰 １ ) 作 为 查 询 序 列 执 行 本 地 ＢＬＡＳＴ
(１ｅ￣００３ ) 搜索ꎻ 同时使用 ＳＭＡＲＴ 工具 ( ｈｔｔｐ: / /
ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / )建立西洋梨全基因组蛋

白结构域模型[１５]ꎬ利用 ｐｅｒｌ 程序筛选含有典型结构

域的蛋白序列ꎮ 合并上述两部分结果ꎬ删除重复基

因[１６￣１７]ꎮ 利 用 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )预测西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 氨

基酸序列的理化性质ꎬ包括蛋白大小、分子量及等电

点等[１８]ꎮ 通过 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐ: / / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ. ｏｒｇ)
进行亚细胞定位分析ꎮ
１􀆰 ３　 系统发育树的构建

使用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 软件对西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 蛋白进行

氨基酸序列比对ꎬ采用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０􀆰 ５ 软件包中的邻

接法( ＮＪꎬｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)构建系统发育树ꎬ校验参

数 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复 １０００ 次ꎬ通过随机逐步比较的方

法搜索最佳系统进化树[１９]ꎮ
１􀆰 ４　 基因结构、Ｍｏｔｉｆ 及 ＧＯ 分析

利用 Ｐｅｒｌ 程序解析西洋梨基因组信息文件(ａｓ￣
ｓｅｍｂｌｙ ｇｆｆ３ ｆｉｌｅ)ꎬ选取 ＡＱＰ 基因的结构信息ꎬ利用
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ＧＳＤＳ ２􀆰 ０(ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / )进行基因

外显子￣内含子作图[２０]ꎮ 用 ＭＥＭＥ( ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ.
ｓｄｓｃ. ｅｄｕ / ｍｅｍｅ / ｉｎｔｒｏ. ｈｔｍｌ) 程序对西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ
家族进行 Ｍｏｔｉｆ 分析以发现共有序列ꎮ

利用 ＡｇＢａｓｅ ｖ２􀆰 ００(ｈｔｔｐ: / / ａｇｂａｓｅ. ｍｓｓｔａｔｅ. ｅｄｕ /
ｉｎｄｅｘ. ｈｔｍｌ)程序对西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 家族进行 ＧＯ 分

析ꎮ 首先ꎬ利用 Ｇｏａｎｎａ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ａｇｂａｓｅ. ｍｓｓｔａｔｅ.
ｅｄｕ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｔｏｏｌｓ / ＧＯａｎｎａ. ｃｇｉ)对 ＰｃＡＱＰｓ 蛋白进行

Ｂｌａｓｔ Ｐ 分析ꎬ数据库选择 Ｕｎｉｐｒｏｔꎬ然后利用 ＧＯａｎ￣
ｎａ２ｇａ 程序 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ａｇｂａｓｅ. ｍｓｓｔａｔｅ. ｅｄｕ / ｃｇｉ￣
ｂｉｎ / ｔｏｏｌｓ / ＧＯａｎｎａ２ｇａ. ｃｇｉ)将比对结果转换为基因关

联文件ꎻ其次ꎬ利用 ＧＯＳｌｉｍ Ｖｉｅｗｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ａｇｂａｓｅ.
ｍｓｓｔａｔｅ. ｅｄｕ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｔｏｏｌｓ / ｇｏｓｌｉｍｖｉｅｗｅｒ＿ｓｅｌｅｃｔ. ｐｌ)产

生蛋白功能注释概要ꎬＧＯＳｌｉｍ Ｓｅｔ 选择 Ｐｌａｎｔꎻ最后ꎬ
将所得数据拷贝到 Ｅｘｃｅｌ 作图[２１]ꎮ
１􀆰 ５　 组织表达分析

ＲＮＡ 的提取采用 ＱＩＡＧＥＮ 公司 ＲＮｅａｓｙ Ｐｌａｎｔ
Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(７４９０３)ꎬ用反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ＳＴ

Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 合成 ｃＤＮＡꎮ 采用 ＰｃＡｃｔｉｎ
(ＡＢ１９０１７６􀆰 １)作为内参基因ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系为

２５ μＬꎮ 循环参数为:９４℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４℃ 变性

２５ ｓ ꎻ５８℃退火 ２５ ｓꎻ７２℃延伸 ３０ ｓꎻ目的基因为 ３５
个循环ꎬ内参基因为 ２８ 个循环ꎻ最后 ７２℃ 延伸

８ ｍｉｎꎮ 每一基因的 ＲＴ￣ＰＣＲ 反应均为 ３ 次重复ꎬ引
物设计避开其保守结构域ꎬ所用引物序列详见表 １ꎬ
引物名称来源于 ＧＤＲ 数据库ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＡＱＰｓ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

名称

Ｎａｍｅ
上游引物(５′￣３′)

Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５′￣３′)
下游引物(５′￣３′)

Ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５′￣３′)

ＰＣＰ０２９３２６􀆰 １ ＡＧＧＡＣＴＴＧＧＴＧＣＴＧＡＧＡＴ ＣＴＧＣＴＴＧＴＴＧＴＡＧＡＴＧＡＴＧＧ

ＰＣＰ０２２８３０􀆰 １ ＣＣＴＡＴＴＣＣＴＣＴＡＣＡＴＣＡＣＡＡＴＣ ＴＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡＡＧＴＣＣＴＴ

ＰＣＰ０２９５７５􀆰 １ ＧＣＡＡＧＧＡＡＧＡＡＧＡＴＧＴＧＡＡＧ ＣＡＧＧＡＡＧＧＴＧＧＣＡＡＴＧＡＡ

ＰＣＰ０３００９８􀆰 １ ＣＡＧＡＣＡＧＡＣＡＡＧＧＡＣＴＡＣＡＡ ＧＡＣＡＧＴＧＡＧＧＡＣＡＧＴＧＡＴＧ

ＰＣＰ００３７９１􀆰 １ ＧＣＣＡＣＣＡＴＴＣＣＡＡＴＣＡＣＴ ＡＧＧＴＣＣＡＡＧＣＣＡＧＡＡＧＡＴ

ＰＣＰ０１７２８７􀆰 １ ＡＣＴＧＧＡＡＣＴＧＧＣＡＴＣＡＡＣ ＧＡＡＴＧＴＡＴＴＧＧＴＧＧＴＡＧＡＡＧＧ

ＰＣＰ０２７５９０􀆰 １ ＴＴＣＧＴＡＧＣＣＡＣＴＣＴＴＣＴＣＴ ＴＡＡＴＣＴＣＡＧＣＡＧＣＣＡＡＴＣＣ

ＰＣＰ０１５１７２􀆰 １ ＣＣＡＣＴＣＴＴＣＴＣＴＴＣＣＴＣＴＡＣ ＣＡＡＴＡＡＴＣＴＣＡＧＣＡＧＣＣＡＡＴ

ＰＣＰ０１０７１９􀆰 １ ＴＧＴＣＴＴＣＴＣＴＧＣＣＡＣＴＧＡ ＡＧＣＣＴＴＧＴＣＡＴＴＧＴＴＧＴＡＧＡ

ＰＣＰ０１０７２０􀆰 １ ＴＴＣＴＡＣＡＧＡＧＣＣＡＴＣＡＴＡＧＣ ＡＡＣＧＡＡＧＧＴＧＣＣＡＡＣＡＡＴ

ＰＣＰ０３９９４５􀆰 １ ＣＧＴＴＣＴＡＣＡＧＡＧＣＣＡＴＣＡＴ ＣＡＡＴＡＣＣＡＡＧＡＡＴＧＣＣＡＡＣＡ

ＰＣＰ００６３８５􀆰 １ ＴＴＣＧＴＣＣＴＣＧＴＣＴＡＣＴＧＴＡ ＧＡＧＴＴＧＴＡＧＴＴＧＴＧＣＴＴＣＴＧ

ＰＣＰ０００３３１􀆰 １ ＣＣＴＴＣＧＴＣＣＴＣＧＴＣＴＡＣＡ ＧＧＴＴＧＡＴＴＣＣＡＧＴＴＣＣＡＧＴＡ

ＰＣＰ０４００６７􀆰 １ ＴＧＴＡＴＡＴＧＧＴＧＧＣＴＣＡＧＴＴＧ ＣＡＡＧＡＣＡＧＴＧＴＡＧＡＣＡＡＧＡＡＣ

ＰＣＰ０１６６５１􀆰 １ ＣＧＴＣＡＴＣＣＧＴＣＡＣＡＡＧＡＡ ＴＧＣＣＡＧＧＡＧＴＧＴＡＧＴＡＧＴＡＡ

ＰＣＰ０４３８２４􀆰 １ ＴＣＴＴＧＣＴＣＣＡＡＴＧＣＴＴＣＴＴ ＣＧＴＧＴＡＧＴＡＧＴＡＡＴＧＴＴＣＣＡＴＣ

ＰＣＰ０２３９７５􀆰 １ ＡＣＡＡＴＣＴＴＧＡＣＧＧＴＧＡＴＧＧ ＧＧＡＡＣＡＴＧＣＧＡＧＴＣＴＣＴＧ

ＰＣＰ０３２０３６􀆰 １ ＣＧＴＣＴＡＴＡＴＣＴＴＧＡＧＣＣＡＡＴＧ ＣＣＧＣＡＡＣＴＡＴＴＣＣＧＡＴＧＡ

ＰＣＰ０４０１９０􀆰 １ ＣＡＧＴＴＧＧＡＧＧＡＡＧＴＴＧＴＧＡ ＡＧＧＡＡＧＧＣＴＡＴＧＡＴＧＡＡＧＡＣ

ＰＣＰ０１４７６３􀆰 １ ＴＧＣＣＴＴＧＣＴＴＧＴＧＡＴＴＡＴＡＣ ＣＣＡＡＣＴＧＴＴＧＴＧＣＣＡＡＴＴ

ＰＣＰ００８９３４􀆰 １ ＣＡＴＣＣＡＴＣＡＴＡＧＣＣＴＣＧＴＴ ＣＣＴＣＴＣＡＧＣＡＴＡＡＴＣＡＣＡＡＧ

ＰＣＰ０１３４５１􀆰 １ ＣＴＴＣＧＴＣＴＴＣＡＣＣＧＴＣＡＴ ＣＧＴＴＧＧＣＡＧＧＡＴＴＣＡＴＴＧ
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表 １(续)

名称

Ｎａｍｅ
上游引物(５′￣３′)

Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５′￣３′)
下游引物(５′￣３′)

Ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５′￣３′)

ＰＣＰ００１３７８􀆰 １ ＧＧＣＴＡＴＴＧＴＧＧＣＴＴＣＴＣＴＴ ＧＧＣＧＴＣＴＣＴＧＴＴＧＧＴＡＴＧ

ＰＣＰ００８７６４􀆰 １ ＧＧＣＴＣＴＧＴＴＣＴＴＧＣＴＣＴＴ ＣＧＴＴＡＡＴＧＣＴＧＧＣＴＧＡＧＡ

ＰＣＰ０２６３７３􀆰 １ ＣＡＣＡＴＴＣＧＧＡＧＣＣＴＴＣＡＴ ＧＡＣＣＡＧＡＧＣＧＴＴＣＣＡＴＡＣ

ＰＣＰ０００９３６􀆰 １ ＧＴＴＣＡＴＣＴＣＡＧＴＣＣＴＣＡＴＣＴＴ ＣＣＡＣＡＧＣＧＴＴＣＣＡＴＡＣＴＣ

ＰＣＰ０３０８４６􀆰 １ ＧＣＡＧＧＡＴＴＣＴＣＡＣＴＡＴＣＧＴ ＴＡＧＡＣＡＡＧＡＧＣＣＧＣＡＡＴＧ

ＰＣＰ００５７２７􀆰 １ ＴＴＣＡＴＣＧＧＣＧＧＣＡＡＴＡＴＣ ＴＧＧＴＧＡＣＧＡＡＣＴＴＧＡＧＧＡ

ＰＣＰ００４１９８􀆰 １ ＣＣＡＡＣＴＣＡＣＣＡＴＣＣＴＣＡＣ ＣＡＡＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＡＡＴＧＡ

ＰＣＰ０１１１３２􀆰 １ ＧＴＴＡＧＴＡＧＣＣＡＴＴＧＣＣＡＴＴＧ ＡＧＡＡＧＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＧＡＴ

ＰＣＰ０２６３３７􀆰 １ ＧＧＣＡＡＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＣＴＣ ＡＣＡＣＣＴＴＣＡＡＴＡＧＣＡＣＣＴＡＣ

ＰＣＰ０１５７６８􀆰 １ ＡＣＴＡＣＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＧＴＣＴＴ ＧＴＧＡＣＣＧＣＣＡＧＡＴＡＴＧＴＧ

ＰＣＰ０３４６５６􀆰 １ ＧＴＧＧＣＧＧＡＴＴＧＡＣＴＡＣＴＣ ＡＧＣＡＴＡＧＡＣＴＧＴＧＡＡＴＡＧＣＡ

ＰＣＰ０３８３２２􀆰 １ ＴＴＧＴＧＴＴＣＧＣＴＧＴＴＧＴＴＧ ＴＣＡＴＣＴＣＴＴＣＣＧＴＧＡＴＴＣＣ

ＰＣＰ０４３７５８􀆰 １ ＴＴＣＡＧＣＡＡＧＣＡＧＴＣＡＣＴＣ ＡＧＴＡＧＣＡＧＡＴＧＧＣＡＴＴＧＡＧ

ＰＣＰ０１８９６３􀆰 １ ＣＣＡＣＴＧＡＴＧＣＣＡＡＧＡＧＡＡ ＧＣＴＣＧＧＡＴＧＡＣＴＡＴＣＴＧＡＴ

ＰＣＰ０２４０９４􀆰 １ ＣＴＧＣＣＡＴＣＡＴＣＴＡＣＡＡＣＡＡＧ ＡＡＴＣＣＣＴＧＧＴＣＴＴＧＡＡＴＧＧ

ＰＣＰ０４２４１２􀆰 １ ＧＡＴＧＡＣＣＡＣＴＧＧＡＴＣＴＴＣＴ ＧＡＣＡＧＡＴＴＧＡＧＡＴＡＣＡＣＣＡＴＡＧ

ＰＣＰ０３２４６３􀆰 １ ＧＡＧＣＴＴＣＣＡＴＧＡＡＴＣＣＴＡＣＡ ＣＡＧＣＡＣＡＡＴＡＧＣＡＧＣＡＡＴＧ

ＰＣＰ００３５２３􀆰 １ ＣＧＡＣＣＡＡＧＡＣＡＧＴＡＴＴＣＡＡＧ ＴＡＣＡＣＣＡＴＡＧＴＡＧＣＡＧＣＡＡＴ

ＰＣＰ０３７２４８􀆰 １ ＴＧＡＴＧＡＣＡＴＴＡＣＴＣＴＧＧＡＣＴＣ ＣＡＣＣＡＣＡＧＴＡＧＣＡＧＣＡＡＴ

ＰＣＰ０１３６６１􀆰 １ ＣＧＴＴＧＧＡＣＣＡＧＴＧＡＴＡＧＧ ＴＴＧＣＴＧＴＣＧＣＴＣＴＴＧＡＴＴ

ＰＣＰ０１７６８７􀆰 １ ＧＡＧＡＣＴＡＣＡＧＣＡＡＣＴＡＡＴＧＧＡ ＣＡＡＴＧＧＴＧＡＣＡＧＣＡＧＧＡＴＴ

ＰＣＰ０３６６３１􀆰 １ ＣＣＡＧＣＡＡＧＡＡＧＣＡＴＡＧＧＡＣ ＴＡＧＡＣＣＡＡＧＧＣＡＣＣＡＣＴＣ

ＰＣＰ０２６１６７􀆰 １ ＡＣＴＡＣＡＧＣＧＡＣＴＡＡＴＧＧＡＡＴ ＡＴＧＧＴＧＡＣＡＧＣＡＧＧＡＴＴＧ

ＰＣＰ０４４３７０􀆰 １ ＣＣＡＧＡＧＡＴＴＧＴＴＣＡＡＣＴＴＡＣＣ ＧＣＣＡＡＣＧＧＡＡＴＡＧＡＣＣＡＴ

ＰＣＰ０１８０４２􀆰 １ ＴＣＣＡＣＴＣＣＡＧＡＴＧＡＡＴＣＣＡ ＡＴＧＣＣＡＴＡＧＡＴＡＴＧＣＣＴＴＣＣ

ＰＣＰ０４４０５６􀆰 １ ＡＴＣＡＡＴＡＴＣＴＧＣＣＴＣＧＴＴＣＡ ＡＧＧＴＴＧＴＣＣＡＴＴＧＣＴＧＴＣ

ＰＣＰ００８００３􀆰 １ ＡＴＣＡＣＡＡＴＣＣＧＣＡＧＴＣＡＣ ＣＣＧＡＣＣＧＣＡＴＡＧＡＴＣＡＴＣ

ＰＣＰ０２８２１３􀆰 １ ＧＧＴＧＴＧＡＴＧＡＴＴＧＴＧＡＴＴＣＴＣ ＧＴＡＧＧＡＧＣＣＡＣＧＡＧＧＴＡＴＡ

ＰＣＰ００１１９２􀆰 １ ＡＧＴＡＣＡＡＣＧＧＡＧＣＡＧＡＧＡ ＡＧＣＡＧＴＧＡＣＡＡＣＧＡＡＣＡＡ

ＰＣＰ０３０９８５􀆰 １ ＧＣＡＧＴＧＡＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴＴ ＴＴＧＧＣＡＡＴＧＧＣＴＡＡＣＡＧＡＴ

ＰＣＰ０３４４８７􀆰 １ ＧＡＧＧＴＧＧＡＧＴＧＡＣＡＧＴＴＣ ＣＴＴＧＡＣＡＧＣＣＧＴＡＴＡＧＧＴＴ

ＰＣＰ０３０９８４􀆰 １ ＡＧＡＣＧＡＡＧＡＣＧＡＡＧＡＡＧＡＴＴ ＣＡＡＣＧＧＣＡＧＴＧＡＣＡＧＴＡＡ

ＰｃＡｃｔｉｎ ＧＧＣＴＣＣＴＣＴＣＡＡＴＣＣＴＡＡＧ ＴＴＧＧＣＡＧＴＣＴＣＡＡＧＴＴＣＴＴ

９２３
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族成员及系统进化

分析

利用生物信息学的方法ꎬ从西洋梨基因组中鉴定

到 ５４ 个 ＰｃＡＱＰｓ 成员ꎮ 通过 ＳＭＡＲＴ 和 ＮＣＢＩ￣ＣＤＤ
( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ /
ｗｒｐｓｂ. ｃｇｉ)进行蛋白结构分析ꎬ结果表明 ５４ 个西洋梨

ＰｃＡＱＰｓ 蛋白均含有 ＡＱＰ 特征结构域ꎮ 通过 ＥｘＰＡＳｙ
工具ꎬ对 ＰｃＡＱＰｓ 成员进行蛋白大小、分子量、等电

点等属性分析ꎬ发现最大的蛋白(ＰＣＰ０１８０４２􀆰 １)包

含 ３８１ 个氨基酸残基ꎬ最小的蛋白(ＰＣＰ０３２４６３􀆰 １)
仅含有 ７３ 个氨基酸残基ꎻ其等电点范围从 ４􀆰 ９６
(ＰＣＰ０２６３７３􀆰 １)到 １０􀆰 ０６(ＰＣＰ０１４７６３􀆰 １)(表 ２)ꎮ

对西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族成员构建系统进化

树(图 １)ꎬ结果显示ꎬ５４ 个 ＰｃＡＱＰｓ 成员可分为 ４ 个

亚家族ꎬ分别为质膜内在蛋白(ＰＩＰ)、液泡膜内在蛋

白(ＴＩＰ)、ＮＯＤ２６￣ｌｉｋｅ 内在蛋白(ＮＩＰ)和小的内在蛋

白(ＳＩＰ)ꎮ 其中ꎬＮＩＰ 类最多共 １９ 个(蓝色标记)ꎬ其
次为 ＰＩＰ 类共 １７ 个(浅绿色标记)ꎬＴＩＰ 类共 １３ 个

(黄色标记)ꎬＳＩＰ 类有 ５ 个(粉红色标记)(图 １)ꎮ
利用 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 程序进行亚细胞定位分

析ꎬ结果表明ꎬ定位于细胞膜上的 ＡＱＰｓ 蛋白数量

最多ꎬ为 １８ 个ꎬ其中 １２ 个属于 ＰＩＰ 亚家族ꎬ５ 个属

于 ＮＩＰ 亚家族ꎬ１ 个属于 ＳＩＰ 亚家族ꎮ 另外ꎬ１６ 个

定位于液泡ꎬ其中 ７ 个属于 ＴＩＰ 亚家族ꎬ６ 个属于

ＮＩＰ 亚家族ꎬ２ 个属于 ＳＩＰ 亚家族ꎬ１ 个属于 ＰＩＰ 亚

家族ꎮ １１ 个定位于细胞质ꎬ其中 ６ 个属于 ＴＩＰ 亚

家族ꎬ４ 个属于 ＮＩＰ 亚家族ꎬ１ 个属于 ＳＩＰ 亚家族ꎮ
４ 个定位于叶绿体ꎬ其中 ２ 个属于 ＴＩＰ 亚家族ꎬ１ 个

属于 ＳＩＰ 亚家族ꎬ１ 个属于 ＮＩＰ 亚家族ꎮ 具体信息

见表 ２ꎮ

表 ２　 西洋梨 ＡＱＰ 基因家族信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｃＡＱＰｓ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ

登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.
Ｓｃａｆｆｏｌｄ 定位

Ｓｃａｆｆｏｌｄ ｌｏｃａｔｉｏｎ
大小(ａａ)

Ｓｉｚｅ
分子式

Ｆｏｒｍｕｌａ
分子量(Ｄ)

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ
等电点

Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ
亚细胞定位

Ｓｕｂｌｏｃａｔｉｏｎ

ＰＣＰ０２９３２６􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００３３９:１５４ꎬ２３５􀆰 􀆰 １５５ꎬ７２７ ２８９ Ｃ１４３３Ｈ２２１０Ｎ３６２Ｏ３８７Ｓ５ ３０８６１􀆰 ８ ９􀆰 ２１ 细胞膜

ＰＣＰ０２２８３０􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００１７５:６８ꎬ７４６􀆰 􀆰 ７０ꎬ２６２ ２８９ Ｃ１４３１Ｈ２２０６Ｎ３６０Ｏ３８８Ｓ６ ３０８５３􀆰 ８ ９􀆰 １８ 细胞膜

ＰＣＰ０２９５７５􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００７１９:１４４ꎬ１２６􀆰 􀆰 １４６ꎬ６６０ ３１８ Ｃ１５９１Ｈ２４４９Ｎ４０３Ｏ４２７Ｓ９ ３４３４２􀆰 ９ ８􀆰 ８７ 细胞膜

ＰＣＰ００３７９１􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００２６３:１８７ꎬ８３６􀆰 􀆰 １９０ꎬ０２５ ２８１ Ｃ１４１２Ｈ２１４９Ｎ３４７Ｏ３７６Ｓ６ ３０１９４􀆰 ０ ７􀆰 ６５ 细胞膜

ＰＣＰ０１７２８７􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ０１６１１:５３ꎬ６４６􀆰 􀆰 ５５ꎬ２８０ ２８１ Ｃ１４０６Ｈ２１４４Ｎ３４８Ｏ３７３Ｓ６ ３００８２􀆰 ９ ８􀆰 ２５ 细胞膜

ＰＣＰ０２７５９０􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００１５８:７１ꎬ３１７􀆰 􀆰 ７４ꎬ５４７ ２８３ Ｃ１４１０Ｈ２１５０Ｎ３４８Ｏ３７１Ｓ６ ３０１０５􀆰 ０ ８􀆰 ７７ 细胞膜

ＰＣＰ０１５１７２􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００５３０:９７ꎬ０２６􀆰 􀆰 １００ꎬ４４６ ２７０ Ｃ１３１６Ｈ２００４Ｎ３３０Ｏ３６０Ｓ６ ２８４００􀆰 ７ ７􀆰 ０４ 细胞膜

ＰＣＰ０１０７１９􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ０１２２７:６６ꎬ３１６􀆰 􀆰 ６８ꎬ１１０ ２１１ Ｃ１０６６Ｈ１６４７Ｎ２６９Ｏ２９２Ｓ４ ２３０３１􀆰 ６ ６􀆰 ４０ 细胞膜

ＰＣＰ０１０７２０􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ０１２２７:７８ꎬ９２６􀆰 􀆰 ８０ꎬ７４０ ２８５ Ｃ１３９８Ｈ２１５６Ｎ３５２Ｏ３８２Ｓ７ ３０２３１􀆰 ０ ８􀆰 ５８ 细胞膜

ＰＣＰ０３９９４５􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ０１２２７:６６ꎬ３６２􀆰 􀆰 ６６ꎬ７１５ １１７ Ｃ５８８Ｈ９０３Ｎ１４１Ｏ１６４Ｓ５ １２７３１􀆰 ７ ５􀆰 ４７ 细胞膜

ＰＣＰ００６３８５􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ１７９４４:３８６􀆰 􀆰 １ꎬ６７４ ２８１ Ｃ１３８４Ｈ２１１９Ｎ３５９Ｏ３６８Ｓ５ ２９８３５􀆰 ５ ９􀆰 ０８ 细胞膜

ＰＣＰ０００３３１􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００１０１:１９５ꎬ６８４􀆰 􀆰 １９７ꎬ０８７ ２８１ Ｃ１３８９Ｈ２１２０Ｎ３６０Ｏ３６８Ｓ６ ２９９４２􀆰 ６ ９􀆰 ２０ 细胞膜

ＰＣＰ０３００９８􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ０４７５９:３ꎬ０７６􀆰 􀆰 ４ꎬ６６０ １９６ Ｃ９６４Ｈ１４８３Ｎ２４３Ｏ２６６Ｓ８ ２０９８９􀆰 ３ ８􀆰 ７３ 细胞质

ＰＣＰ０１６６５１􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００３１１:２１８ꎬ１６７􀆰 􀆰 ２１９ꎬ７３７ １８０ Ｃ８８６Ｈ１４１３Ｎ２４７Ｏ２４１Ｓ７ １９６０５􀆰 ９ ９􀆰 ５１ 细胞质

ＰＣＰ０４００６７􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ５１６２７:１９􀆰 􀆰 １ꎬ０７７ １６７ Ｃ８１１Ｈ１２７９Ｎ２０１Ｏ２１９Ｓ６ １７５４１􀆰 ６ ９􀆰 ３５ 液泡

ＰＣＰ０４３８２４􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ０１４４０:１７ꎬ７５５􀆰 􀆰 ２１ꎬ１４０ １８９ Ｃ９１９Ｈ１４５０Ｎ２４８Ｏ２４９Ｓ７ ２０１８１􀆰 ５ ９􀆰 ４１ 胞外基质

ＰＣＰ０２３９７５􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ２３１１５:１􀆰 􀆰 １ꎬ７９７ ３３８ Ｃ１６８８Ｈ２６１９Ｎ４４５Ｏ４６９Ｓ９ ３６９３９􀆰 ６ ９􀆰 ３２ 内质网

ＰＣＰ００８９３４􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００８２６:８５ꎬ６０６􀆰 􀆰 ８６ꎬ４６５ ２４０ Ｃ１１８２Ｈ１８６１Ｎ２９１Ｏ３００Ｓ１３ ２５３６５􀆰 ３ ９􀆰 ９２ 液泡

ＰＣＰ０１３４５１􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００３４９:４７ꎬ４６４􀆰 􀆰 ４９ꎬ０８７ ２０７ Ｃ９９５Ｈ１５７４Ｎ２４８Ｏ２７５Ｓ７ ２１６３５􀆰 ３ ８􀆰 ７６ 液泡

ＰＣＰ０３２０３６􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ０３１２１:７ꎬ０２６􀆰 􀆰 ９ꎬ４８３ ３０１ Ｃ１５０３Ｈ２３６０Ｎ３８０Ｏ３９３Ｓ１１ ３２３９４􀆰 ２ ８􀆰 ６２ 细胞膜

ＰＣＰ０４０１９０􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００４６８:８６ꎬ２１１􀆰 􀆰 ８７ꎬ４９９ ３０４ Ｃ１４６０Ｈ２３３２Ｎ３７０Ｏ４０６Ｓ１７ ３２１０９􀆰 ８ ６􀆰 ５８ 细胞质

ＰＣＰ０１４７６３􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００１５０:７０ꎬ２１６􀆰 􀆰 ７１ꎬ０８４ ２４０ Ｃ１１９３Ｈ１８６７Ｎ２９３Ｏ３００Ｓ１２ ２５４９９􀆰 ４ １０􀆰 ０６ 叶绿体

０３３
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表 ２(续)

登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.
Ｓｃａｆｆｏｌｄ 定位

Ｓｃａｆｆｏｌｄ ｌｏｃａｔｉｏｎ
大小(ａａ)

Ｓｉｚｅ
分子式

Ｆｏｒｍｕｌａ
分子量(Ｄ)

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ
等电点

Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ
亚细胞定位

Ｓｕｂｌｏｃａｔｉｏｎ

ＰＣＰ００１３７８􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ０３１６１:１􀆰 􀆰 ２ꎬ１１７ ２５５ Ｃ１２３７Ｈ１９１３Ｎ３２３Ｏ３３３Ｓ５ ２６７９８􀆰 ０ ７􀆰 １０ 液泡

ＰＣＰ０２６３７３􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００４５７:３１ꎬ６１９􀆰 􀆰 ３３ꎬ１４７ ２５２ Ｃ１２１７Ｈ１８５５Ｎ２９１Ｏ３２９Ｓ４ ２５９５５􀆰 １ ４􀆰 ９６ 液泡

ＰＣＰ０００９３６􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００８０１:７９ꎬ９０４􀆰 􀆰 ８１ꎬ５０７ ２５２ Ｃ１２２１Ｈ１８６１Ｎ２９３Ｏ３２７Ｓ４ ２６００５􀆰 ２ ５􀆰 ３３ 液泡

ＰＣＰ００４１９８􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００８０３:３４ꎬ１６７􀆰 􀆰 ３６ꎬ３４７ ２４８ Ｃ１１８９Ｈ１８１３Ｎ２８３Ｏ３１８Ｓ２ ２５２２４􀆰 ３ ５􀆰 ５３ 液泡
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ＰＣＰ０１５７６８􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ０２３５０:１８ꎬ３２７􀆰 􀆰 ２０ꎬ０４７ ２４８ Ｃ１２２３Ｈ１８７２Ｎ２９４Ｏ３２１Ｓ５ ２５９９０􀆰 ３ ５􀆰 ８３ 液泡

ＰＣＰ００８７６４􀆰 １ ｓｃａｆｆｏｌｄ００５０６:８ꎬ９３４􀆰 􀆰 １０ꎬ４８７ ２５６ Ｃ１２５９Ｈ１９４１Ｎ３２５Ｏ３３４Ｓ５ ２７１３４􀆰 ５ ７􀆰 １０ 细胞质
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２􀆰 ２　 西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因结构分析

对西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族成员的基因结构进

行分析ꎬ结果表明ꎬ不同 ＰｃＡＱＰｓ 成员基因间结构差

别较大ꎬ内含子分布为 ０ ~ ８ 个ꎬ但多数含有 １ ~ ３ 个

内含子ꎬ其中 １９ 个成员含有 ２ 个内含子ꎬ１３ 个成员

含有 ３ 个内含子ꎬ１０ 个成员含有 １ 个内含子ꎮ 进一

步分析发现ꎬＰＩＰ 亚家族中的 １７ 个成员中有 １０ 个

成员含有 ３ 个内含子ꎬＴＩＰ 亚家族中的 １３ 个成员中

有 １１ 个成员含有 ２ 个内含子ꎬＳＩＰ 亚家族中有 ２ 个

成员含有 ２ 个内含子ꎬ２ 个成员不含内含子ꎬ而 ＮＩＰ
亚家族成员中内含子数量和分布都较分散ꎮ 总体而

言ꎬ聚类关系较近的基因其结构类似(图 １)ꎮ
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图 １　 西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 家族进化树及基因结构

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＰｃＡＱＰｓ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ

２３３



　 ２ 期 冉　 昆等:西洋梨水孔蛋白基因家族的全基因组鉴定及表达分析

２􀆰 ３　 西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族的 ＧＯ 分析

为了解 ＰｃＡＱＰｓ 在西洋梨生长发育和环境适

应中的作用ꎬ对西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族进行 ＧＯ
功能分析ꎮ 结果表明ꎬＰｃＡＱＰｓ 基因家族成员多属

于细胞膜、质膜和液泡组分ꎬ具有转运蛋白活性ꎬ
少数具有蛋白结合活性ꎬ主要参与转运、细胞生长

和分化、有机体发育和代谢等生物学过程ꎬ还参与

胁迫反应、应激反应、细胞通讯等过程ꎮ 其中ꎬＮＩＰ
亚家族成员多属于质膜和细胞膜等组分ꎬ主要参

与转运、细胞通讯、多细胞有机体发育、外部刺激

响应等生物过程ꎻＰＩＰ 亚家族成员多属于质膜、细
胞膜和质体等组分ꎬ主要参与转运、应激反应、胚
后发育、细胞生长等生物学过程ꎻＴＩＰ 亚家族成员

多属于胞质、液泡、细胞膜和高尔基体等组分ꎬ无
蛋白结合活性ꎬ主要参与转运、细胞分化与生长等

细胞进程ꎻ而 ＳＩＰ 亚家族成员构成膜等细胞组分ꎬ
主要参与次生代谢过程和能量的生成等生物学过

程(图 ２)ꎮ

图 ２　 西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因的 ＧＯ 分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰｃＡＱＰｓ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉ

２􀆰 ４　 西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族的 Ｍｏｔｉｆ 分析

通过 ＭＥＭＥ 程序对西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族进

行 Ｍｏｔｉｆ 分析ꎬ结果表明ꎬＰｃＡＱＰｓ 家族成员共有 ３ 个

保守的 Ｍｏｔｉｆ 基序ꎬ且同一亚家族 Ｍｏｔｉｆ 的分布较一

致ꎮ 进一步分析表明ꎬＮＩＰ 亚家族中有 １０ 个成员含

有 ２ 个Ｍｏｔｉｆ 基序ꎬ９ 个成员含有 １ 个Ｍｏｔｉｆ 基序ꎻＰＩＰ
亚家族中有 ９ 个成员含有 ３ 个 Ｍｏｔｉｆ 基序ꎬ５ 个成员

含有 ２ 个 Ｍｏｔｉｆ 基序ꎻＴＩＰ 亚家族中有 １２ 个成员含

有 ２ 个 Ｍｏｔｉｆ 基序ꎻ而 ＳＩＰ 亚家族中有 ３ 个成员含有

１ 个 Ｍｏｔｉｆ 基序ꎬ ２ 个成员含有 ２ 个 Ｍｏｔｉｆ 基序

(图 ３)ꎮ

２􀆰 ５　 西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族的组织表达分析

利用半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术分析西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ
基因家族不同成员的组织表达情况ꎮ 结果显示ꎬ
ＰＩＰ、ＴＩＰ、ＮＩＰ 和 ＳＩＰ 类成员在根、茎、叶片和果实中

均有表达ꎬ但不同基因家族、不同基因间的组织表达

模式存在差异ꎮ 其中ꎬＰＩＰ 亚家族中的多数成员在

叶、茎和根中的表达水平较高ꎬ在果实中的表达水平

较低ꎻＳＩＰ 亚家族中的多数成员在根、茎、叶片和果

实中表达水平均较低ꎻＴＩＰ 亚家族中的多数成员在

叶和茎中的表达水平较高ꎬ在根和果实中的表达水

平较低ꎻＮＩＰ 亚家族中的多数成员在叶和根中的表

达水平较高ꎬ在茎和果实中的表达水平较低(图 ４)ꎮ
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图 ３　 西洋梨 ＡＱＰｓ 基因家族 Ｍｏｔｉｆ 分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｍｏｔｉｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＱＰｓ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉ
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　 ２ 期 冉　 昆等:西洋梨水孔蛋白基因家族的全基因组鉴定及表达分析

图 ４　 ＰｃＡＱＰｓ 基因在不同组织中的表达模式

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＰｃＡＱＰｓ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

３　 讨论

研究表明ꎬＡＱＰ 在植物中分布广泛ꎬ可以有效

调节水分的快速跨膜运输、保持细胞内外的渗透平

衡ꎬ保证细胞内水分的有效利用和快速调节ꎬ在调控

植物的水分关系及生长发育过程中起着重要的作

用ꎬ是当前生物学研究的热点[２２]ꎮ 目前已在拟南

芥、水稻、番茄、菠菜、荔枝、桃、唐菖蒲等植物中克隆

并研究了 ＡＱＰ 基因的功能[２３￣２７]ꎬ但在全基因组层面

系统研究 ＡＱＰ 基因家族尚未见报道ꎮ 笔者曾对 ２２
种植物 ＡＱＰ 蛋白理化性质及其结构特征进行了生

物信息学分析ꎬ为在西洋梨中鉴定 ＡＱＰ 基因家族奠

定了基础[２８]ꎮ 随着多个物种基因组计划的完成ꎬ从
全基因组层面鉴定和研究基因家族的分类、序列特

点、进化特征和功能预测等已成为生物学领域关注

的重要问题ꎮ ２０１４ 年ꎬ西洋梨(Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌ.
‘Ｂａｒｔｌｅｔｔ’)基因组计划完成ꎬ使在全基因组层面鉴

定 ＡＱＰ 基因家族成为了可能ꎮ
本研究通过对西洋梨进行全基因组生物信息学

分析ꎬ共鉴定出 ４ 类共 ５４ 个 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族成员ꎬ
氨基酸序列长度在 ７３ ~ ３８１ 之间ꎬ等电点范围为

４􀆰 ９６ ~ １０􀆰 ０６ꎬ而且不同成员间的理化性质存在差异

(表 ２)ꎬ这反映了其在植物生长发育过程中可能具

有多重功能ꎮ 系统进化分析表明ꎬ与其他植物一样ꎬ
西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因家族可以分为 ＰＩＰ、ＴＩＰ、ＮＩＰ 和

ＳＩＰ 等 ４ 个亚家族ꎬ相同类型的 ＰｃＡＱＰ 基因聚类在

一起ꎬ其中 ＮＩＰ 类有 １９ 个、ＰＩＰ 类共 １７ 个、ＴＩＰ 类有

１３ 个、ＳＩＰ 类有 ５ 个ꎮ 基因结构分析显示ꎬ西洋梨

ＰｃＡＱＰｓ 基因间结构差别较大ꎬ但聚类关系较近的基

因其结构类似ꎮ 另有研究表明ꎬ在生物系统进化方

面ꎬ植物 ＡＱＰｓ 中新成员(ＸＩＰｓ 和 ＨＩＰｓ)的序列分析

及功能鉴定可有助于更好地理解 ＡＱＰｓ 整个进化分

类过程[２４]ꎮ
植物 ＡＱＰｓ 在不同组织以及器官中的表达模式

存在差异性ꎮ 对唐菖蒲 ＧｈＰＩＰ１ ꎻ１ 的研究表明ꎬ其
在花瓣、雄蕊、雌蕊、茎、苞片和叶片等均有表达ꎬ但
表达量以花瓣中最高ꎬ叶片中最低[２６]ꎮ 对荔枝

ＬｃＰＩＰ 基因的组织表达分析表明ꎬ９ 个 ＬｃＰＩＰｓ 在荔

枝的不同组织中均有表达ꎬ但表达模式存在差异性ꎬ
其中 ＬｃＰＩＰ１￣１ 在茎中相对较高ꎬＬｃＰＩＰ１￣２ 在果肉中

较高ꎬ而 ＬｃＰＩＰ２￣３ 在果皮中特异表达ꎬ且在所有成

员中表达量最高ꎬ可能与果皮组织水分运输有

５３３
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关[２７]ꎮ 本研究表明ꎬ大多数西洋梨 ＰｃＡＱＰｓ 基因在

根、茎、叶和果实中均有表达ꎬ但不同基因的表达模

式不同ꎬ而且ꎬ有些基因呈微弱表达或未检测到表

达ꎬ说明该基因的表达具有时空特异性ꎬ暗示其在不

同发育进程或生理活动中承担的转运功能也不尽相

同ꎮ 另外ꎬ植物 ＡＱＰｓ 的表达定位与生理功能有着

紧密联系[２４]ꎬ本研究亚细胞定位分析结果表明ꎬ
ＰｃＡＱＰｓ 蛋白具有多样的亚细胞定位ꎬ其中定位于细

胞膜上数量最多ꎬ其次为液泡ꎮ ＧＯ 分析发现ꎬ西洋

梨 ＰｃＡＱＰｓ 家族中多数蛋白具有转运蛋白活性ꎬ参与

转运、细胞生长和分化、胁迫反应、有机体发育和代谢

等生物学过程ꎬ这进一步表明 ＰｃＡＱＰｓ 蛋白可能具有

多重生理功能ꎮ 本研究中ꎬＰｃＡＱＰｓ 基因的表达与亚

细胞定位结果不尽一致ꎬ这一方面可能是因为生物信

息学分析手段本身存在局限性ꎬ另一方面可能是基因

表达后还需进一步经过翻译后修饰等过程才能最终

行使功能ꎬ因此对每个基因的具体功能还需进行进一

步的试验验证ꎮ 另外ꎬ在活性调控方面ꎬ植物 ＡＱＰｓ
的活性受多种方式调控ꎬ在逆境胁迫(盐胁迫、冷害、
干旱、高温等)及免疫应答过程中起到重要作用ꎬ但所

涉及信号通路以及转录后的调控机制还不明确[２９]ꎮ
作为重要的膜功能性蛋白ꎬ近年来植物 ＡＱＰｓ

的研究备受关注ꎬ随着越来越多的植物 ＡＱＰｓ 分离、
功能鉴定以及调控机理的深入解析ꎬ人们逐步对其

在物质跨膜转运和生理代谢过程中的重要作用有了

深入了解ꎮ 本研究通过对西洋梨 ＡＱＰ 基因家族进

行保守结构域、进化关系、基因结构、组织表达模式

等分析ꎬ可以更好地对其生物学功能进行鉴定ꎬ为在

梨中进一步鉴定 ＡＱＰ 基因的功能奠定基础ꎬ同时为

鉴定其他果树 ＡＱＰ 基因家族提供有价值的信息ꎮ
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