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　 　 摘要：ＭｉｃｒｏＲＮＡ 又称 ｍｉＲＮＡ，是一类广泛存在于动植物体内、大小为 ２１ ～ ２５ｎｔ 左右的内源性非编码单链小分子 ＲＮＡ。 在

植物体中，ｍｉＲＮＡ 主要负责调控转录后基因的表达，在机体发育、生长和应答胁迫方面发挥着重要的调节作用。 近年来，ｍｉＲ⁃
ＮＡ 已成为分子生物学领域的研究热点。 本文介绍了几种发现和研究 ｍｉＲＮＡ 的方法，重点阐述了生物信息学预测 ｍｉＲＮＡ 方

法的流程和策略，并对各过程中采用的方法及信息学软件的优劣性进行比较和分析，为预测 ｍｉＲＮＡ 提供新的思路。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ；ｐｌａｎｔ；ｍｉＲＮＡ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＭｉｃｒｏＲＮＡ 又称 ｍｉＲＮＡ，是一类广泛存在于动

物、植物、病毒等多种有机体内、大小为 ２１ ～ ２５ｎｔ 左
右的内源性非编码单链小分子 ＲＮＡ［１］。 １９９３ 年，
Ｒ． Ｃ． Ｌｅｅ 等［２］ 首次在秀丽小杆线虫（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ
ｅｌｅｇａｎｓ）中发现了一种 ２２ｎｔ 的非编码 ＲＮＡ⁃ｌｉｎ⁃４，它
参与调控胚胎后期的发育。 ２０００ 年，果蝇中 ｍｉＲ⁃
ＮＡ⁃ｌｅｔ７ 的发现，掀起了寻找 ｍｉＲＮＡ 的热潮。 ２００２
年，一些研究组相继在拟南芥中利用直接克隆技术

克隆得到 １００ 多条 ｍｉＲＮＡｓ，这些 ｍｉＲＮＡｓ 在多个植

物物种中具有高度保守性［３⁃４］。
ｍｉＲＮＡ 分子的合成和作用机制十分复杂。 首

先，ｍｉＲＮＡ 分子的初级转录物 ｐｒｉ⁃ｍｉＲＮＡ 在细胞核

内由含有核糖核酸酶Ⅲ（ＲＮＡ 酶）⁃Ｄｒｏｓｈａ 的多重复

合物介导，加工产生长度为 ６０ ～ １２０ 个核苷酸的发

夹结构，即 ｍｉＲＮＡ 的前体结构 ｐｒｅ⁃ｍｉＲＮＡ［５］。 然

后，在核转运蛋白的作用下，将 ｐｒｅ⁃ｍｉＲＮＡ 运送到细

胞质，在胞质内由 ＲＮＡ 酶Ⅲ⁃Ｄｉｃｅｒ 加工形成 １８ ～ ２５
个核苷酸的成熟 ｍｉＲＮＡ 分子，与互补链结合成双螺
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旋结构。 之后，ｍｉＲＮＡ 序列加入到介导 ｍｉＲＮＡ 活

性的 ＲＮＡ 诱导的沉默复合物 ＲＩＳＣ（ＲＮＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ）中，与靶基因结合行使功能［６⁃７］。

现在的模型假定成熟的 ｍｉＲＮＡ 组装进入沉默

ＲＩＳＣ 后，以碱基互补配对的方式与靶 ｍＲＮＡ 结合，
若完全互补或近似完全互补将引起靶基因互补区的

特异性断裂，从而导致基因沉默，若互补性低则会抑

制靶基因的翻译［１］。 ｍｉＲＮＡ 介导的基因调控的翻

译抑制现象在动物中很常见，同时也存在于植物中，
但其机制尚未清楚。 而通过 ＲＩＳＣ 指导的靶 ｍＲＮＡ
的切割则在植物中普遍存在［８］。

自从在拟南芥中发现了 ｍｉＲＮＡｓ 之后，对 ｍｉＲ⁃
ＮＡｓ 的鉴定和功能分析成为了研究热点，并在过去

的 １０ 年研究中取得了显著的研究成果，近年来，
ｍｉＲＮＡ 的研究也已经成为分子生物学研究的热点

领域，其研究也由最初在模式生物中只发现 １ ～ ２ 个

小分子 ＲＮＡ 发展到在不同物种中大量发现 ｍｉＲ⁃
ＮＡ，而且内容不断深入以及相关理论和实验技术也

逐渐得到完善。
在众多发现和研究 ｍｉＲＮＡ 的方法中，生物信息

学方法以其方便、快速和经济的优势受到许多研究

组的青睐。 实验证明，生物信息学方法是预测和发

现新的 ｍｉＲＮＡ 的一个有效方法，它是以基因组序列

和计算机程序鉴定为基础的方法［９］。 目前，通过各

种计算机软件以及其他计算工具已经成功地预测和

鉴定了动、植物中大多数 ｍｉＲＮＡｓ［１０］。 因此，生物信

息学方法预测 ｍｉＲＮＡ 的技术创新，可以大大提高发

现和研究 ｍｉＲＮＡ 的效率。
生物信息学方法主要是利用某种算法，通过设

计筛选标准，建立评分系统，对候选序列进行选择，
ｍｉＲＮＡｓ 在植物中的高度保守性及其前体的二级结

构特征为在其他物种中同源预测 ｍｉＲＮＡｓ 提供了依

据。 伴随着物种测序工作的逐步开展和序列信息的

日益丰富，利用生物信息学发现和预测 ｍｉＲＮＡｓ 序

列的方法已经成为简单、高效的策略之一［１１⁃１３］。 该

方法预测 ｍｉＲＮＡｓ 具有方便、快速和经济的优点，但
是大部分策略仅能预测得到保守的 ｍｉＲＮＡｓ 序列，
同时也会出现假阳性序列，需要通过进一步的实验

验证，来完善预测和研究。

１　 ｍｉＲＮＡ 的预测策略

ｍｉＲＮＡ 预测的理论依据往往是利用 ｍｉＲＮＡ 物

种间的保守性。 在 ｍｉＲＮＡ 研究的发展历程中出现

了众多优秀的预测方案，各自从不同的角度着手，利

用 ｍｉＲＮＡ 独特的性质完成预测工作。
Ｅ． Ｃ． Ｌａｉ 等［１４］ 通过对 ｍｉＲＮＡ 保守性的研究发

现，在形成发夹结构时，ｍｉＲＮＡ 臂（近乎）完美保守；
而 ｍｉＲＮＡ∗发夹结构中另一条互补的臂只需保留与

ｍｉＲＮＡ 形成发夹结构的序列即可。 Ｅ． Ｂｅｒｅｚｉｋｏｖ
等［１５］ 使用 ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｓｈａｄｏｗｉｎｇ 方法对 ｍｉＲＮＡ⁃
ｍｉＲＮＡ∗区域（ ｐｒｅ⁃ｍｉＲＮＡ 发夹结构）进行扫描，得
到近千条候选 ｍｉＲＮＡ，超过 ６９ 个家族，最终通过实

验方法确定了 １６ 条成熟的 ｍｉＲＮＡ。
除了 ｍｉＲＮＡ 自身的保守性，其对应靶位点的保

守性同样可以作为筛选候选 ｍｉＲＮＡ 的依据，植物

ｍｉＲＮＡ 会与靶基因完美或近似完美互补，从而对靶

位点进行切割，而动物 ｍｉＲＮＡ 与靶位点互补性很

低，只会造成靶基因的沉默，因此该方法只能局限于

植物 ｍｉＲＮＡ 方面的研究。 Ａ． Ａｄａｉ 等［１６］ 将转录产

物和包含有 ｍｉＲＮＡ 的非编码区域结合，并从中筛选

出成熟 ｍｉＲＮＡ 与靶基因的结合。 该方法的优点是，
可以回避物种保守性带来的限制。 同时它也存在一

定缺点，即会产生数量巨大的候选序列，还需要进一

步设置条件进行滤选。
之后，出现采用序列匹配和研究结构信息的方

法，Ｍ． Ｌｅｇｅｎｄｒｅ 等［１７］ 使用 ＥＲＰＩＮ 程序捕获前体序

列和二级结构信息，进而完成预测。 Ｘ． Ｗａｎｇ 等［１８］

采用了同类型的 ＲＮＡｆｏｒｅｓｔｅｒ 软件。 这类软件可以

探测到传统 ＢＬＡＳＴ 方法检测不到的信息。
Ｉ． Ｂｅｎｔｗｉｃｈ 等［１９］ 开发了一种新的预测和鉴定

ｍｉＲＮＡ 的方法。 对于保守和非保守序列都可以使

用，该方法是扫描人体基因组中全部的发夹结构，然
后去除含有编码蛋白和重复覆盖的发夹结构，然后

设置筛选条件，得到候选序列。
另一类途径是利用已知 ｍＲＮＡ 和 ＲＮＡ 的结构

作为突破口。 Ｘ． Ｘｉｅ 等［２０］ 系统分析了人类、鼠、狗
等物种的基因组，得到一系列位于启动子和 ３′⁃ＵＴＲ
区域内的修饰序列；并注意到这些修饰强烈倾向于

８ 个碱基和以‘Ｕ’开始，并且 ｍｉＲＮＡ 往往以‘Ａ’开
始，而动物 ｍｉＲＮＡ 中心区域的长度也与修饰相似。
因此，研究者猜想这些修饰作为 ｍｉＲＮＡ 的沉默位

点，通过在全基因组范围进行 ８⁃ｍｅｒ 修饰的配对检

索，并对二级结构进行预测和分析，最终得到了 １２９
个候选 ｍｉＲＮＡ 序列。 而 Ｋ． Ｃ． Ｍｉｒａｎｄａ 等［２１］ 开发了

一种模式匹配的方法预测 ｐｒｅ⁃ｍｉＲＮＡ 和 ｔａｒｇｅｔ，在成

熟 ｍｉＲＮＡ 序列中发现了多种长度的修饰———ｐａｔ⁃
ｔｅｒｎｓ，然后设计算法，构建软件完成预测，这种方法

有 ７５％以上的成功率。

８４１
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随着研究的深入，通过对热力学稳定性的分析，
Ｅ． Ｂｏｎｎｅｔ 等［２２］ 发现 ｐｒｅ⁃ｍｉＲＮＡ 普遍含有较高的

ＭＦＥｓ，而 Ｓ． Ｗａｓｈｉｅｔｌ 等［２３］ 研究出另一种从整体上

研究 ＲＮＡ 的方法，后来，该研究组对非编码 ＲＮＡ 开

始感兴趣，在移除编码蛋白区域后，通过多物种保守

序列评分和热力学结构稳定性计算 （ Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ 和

ＭＦＥ）得到候选序列。 随着物种测序工作的逐步开

展，ｍｉＲＢａｓｅ 数据库的建立，以及生物信息学手段的

不断丰富，该方法也日臻完善，最终形成一套完善的

体系。
上述这些预测 ｍｉＲＮＡ 的策略都是从 ｍｉＲＮＡ 的

自身性质出发，当更好地了解 Ｄｒｏｓｈａ 或 Ｄｉｃｅｒ 这 ２
种酶的作用机制之后，ｍｉＲＮＡ 的预测工作将会有更

进一步的提升，所以关于 Ｄｒｏｓｈａ 和 Ｄｉｃｅｒ 的研究也

一直是 ｍｉＲＮＡ 研究工作中的一个热点领域。

２　 ｍｉＲＮＡ 的预测流程

表达序列标签（ＥＳＴ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔａｇ）技
术是生物信息学预测 ｍｉＲＮＡ 方法中一种比较常用

而且相对成熟的手段。 该方法是利用 ｍｉＲＮＡ 序列

在物种间的高度保守性进行同源比较，然后对 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 前体的二级结构的各项数据评分，设置筛选标

准，最终获得候选 ｍｉＲＮＡ 序列，然后通过软件可以

完成对靶基因的预测工作。 预测流程如下。
首先，从 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｉｒｂａｓｅ．

ｏｒｇ ／ ）中下载动物、植物或同源性较高物种的成熟

ｍｉＲＮＡ 序列作为预测的模板，由于 ｍｉＲＮＡ 的高度

保守性，这些物种中的成熟 ｍｉＲＮＡ 序列包含有大量

重复序列需要清除，可以使用 ＤＮＡｓｔａｒ ５． ０ 中的 Ａｓ⁃
ｓｅｍｂｌｅ 功能去除成熟 ｍｉＲＮＡ 序列的重复。

其次，从 ＮＣＢＩ 或其他数据库中下载 ＥＳＴ 序列

和 ＧＳＳ 序列，作为候选序列。 使用模式匹配软件⁃
ＰａｔＳｃａｎ 将重复后的成熟 ｍｉＲＮＡｓ 序列和 ＥＳＴ、ＧＳＳ
序列进行模式匹配，要求碱基错配数在 ３ 以内，无插

入和缺失。 同时也可以使用 ＮＣＢＩ 下 ＢＬＡＳＴ 功能完

成该过程。 众所周知，ｍｉＲＮＡ 是一类非编码小 ＲＮＡ
序列，因此提取筛选结果中的上下游各 ６００ｎｔ 序列，
进行 ＢＬＡＳＴＸ 分析，设置 Ｅ 值：１ｅ⁃６，去除能够编码

蛋白的序列，保留非编码序列。
最后，使用 ＲＮＡ 结构预测和分析软件，对保留

下来的序列进行筛选，并最终得到候选 ｍｉＲＮＡ 序列

及其 ｍｉＲＮＡ 前体序列。 筛选标准［１１⁃１２，２４］ 如下：
（１）ｍｉＲＮＡ前体能折叠成发夹结构；（２）成熟 ｍｉＲＮＡ
与相同家族已知 ｍｉＲＮＡ 位于同一臂上；（３）ｍｉＲＮＡ

前体二级结构要有绝对值较高的最小折叠自由能

（ＭＦＥ，ｍｉｎｉｍａｌ ｆｏｌｄｉｎｇ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ）和较高的最小折

叠自由能系数（ＭＦＥＩ，ｍｉｎｉｍａｌ ｆｏｌｄｉｎｇ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ｉｎ⁃
ｄｅｘ）；（４）ｍｉＲＮＡ 与 ｍｉＲＮＡ∗的碱基错配数小于等

于 ４，无缺口或较大的环。 完成该步骤比较常用的

软件有 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ、ＲＮＡｆｏｌｄ 和在线软件 Ｍｆｏｌｄ（ ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒ． ｒｐｉ． ｅｄｕ ／ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ／ ｍｆｏｌｄ ／ ｏｌｄ ／
ｒｎａ）。 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 的核心算法是在一个大的潜在靶

基因 ＲＮＡ 分子中需找能量上有力的杂交位点，可以

完成在大的靶 ＲＮＡ 分子中预测 ｍｉＲＮＡ 的多个潜在

结合位点［２５］。 ＲＮＡｆｏｌｄ 是 Ｖｉｅｎｎａ ＲＮＡ Ｐａｃｋａｇｅ（ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔｂｉ． ｕｎｉｖｉｅ． ａｃ． ａｔ ／ ～ ｉｖｏ ／ ＲＮＡ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ）
里的一种通过计算 ＭＦＥ 来预测 ＲＮＡ 二级结构的软

件。 它的算法和理论支持主要来源于 Ｍ． Ｚｕｋｅｒ
等［２６］，Ｍｆｏｌｄ 也是采用 Ｚｕｋｅｒ 算法作为核心，使用该

程序可以完成对植物 ｍｉＲＮＡ 前体 ＭＦＥ，ｍｉＲＮＡ 前

体的长度，碱基 Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｕ、（Ａ ＋ Ｕ）的含量百分比以

及最小折叠自由能系数（ＭＦＥＩ），同时，可以将 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 前体结构图形化，界面友好，操作便利，受到广

大研究者的青睐。

３　 靶基因的确认

研究 ｍｉＲＮＡ 功能的最关键一步就是 ｍｉＲＮＡ 靶

基因的确认工作。 植物 ｍｉＲＮＡ 序列与靶基因之间

完美（近乎完美）互补的方式，使得靶基因的预测工

作变得相对简单。 目前为止，已有众多成熟的靶基因

预测软件可供研究人员选择，如：ＰａｔＳｃａｎ，ｍｉＲＵ，ｍｉＲ⁃
ＮＡａｓｓｉｓｔ，ｐｓＲＮＡｔａｒｇｅｔ，ＴａｒｇｅｔＡｌｉｇｎ，ＴａｒｇｅｔＦｉｎｄｅｒ 等。

ＰａｔＳｃａｎ 是最早用于靶基因预测软件之一［２７］，
它主要是以 ｍｉＲＮＡ 与靶基因的互补性为基础，研究

者可以自行定义模式匹配的要求，包括错配数范围，
是否允许 ＧＵ 配对，是否允许插入与缺失的存在，从
而获得预测结果，但是该方法缺乏对于大量系统的

靶位点分析能力。
Ｆ． Ｌ． Ｘｉｅ 等［１０］ 开发了以 ＢＬＡＳＴ 为基础的靶位

点预测程序，该程序操作简单，学习起来相对容易，
但是使用 ＢＬＡＳＴ 研究 ｍｉＲＮＡ 的靶位点却存在一定

的争议，原因在于它不能够区分 ＧＵ 摆动，容易导致

预测结果的缺失，影响结果的完整性。
Ｙ． Ｚｈａｎｇ［２８］为研究 ｍｉＲＮＡ 靶基因，开发了一种

在线工具———ｍｉＲＵ，它是以 Ｓｍｉｔｈ⁃Ｗａｔｅｒｍａｎ 算法为

基础设计出的软件。 ｍｉＲＵ 可以完成对潜在靶基因

的预测工作，但存在一定的局限性，可供选择的数据

库太少，仅有少数模式植物的基因组序列供使用，无

９４１
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法采用用户提供的候选序列作为研究对象。 为弥补

Ｓｍｉｔｈ⁃Ｗａｔｅｒｍａｎ 算法的不足，Ｘ． Ｄａｉ 等［２９］ 在此基础

上开发了一种高通量 ｍｉＲＮＡ 靶基因预测软件，命名

为 ｐｓＲＮＡｔａｒｇｅｔ。 该软件具有 ２ 大功能特点：（１）通

过以证明的评分方式将 ｍｉＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 进行互补

配对；（２）通过计算非配对能（ＵＰＥ，ｕｎｐａｉｒｅｄ ｅｎｅｒｇｙ）
评价靶位点亲和性。 同时，该程序可以由用户自己

提供 ｍｉＲＮＡ 序列或 ｍＲＮＡ 序列，或者使用在线提

供的数据库，进行配对分析，寻找是否有合适的靶基

因位点。
为改善对 ｍｉＲＮＡ 靶基因的预测工作，Ｆ． Ｌ． Ｘｉｅ

等［３０］ 开发出一类 Ｓｍｉｔｈ⁃Ｗａｔｅｒｍａｎ 算法的预测软

件———Ｔａｒｇｅｔ ａｌｉｇｎ。 该软件使用 Ｄｙｎａｍｉｃ 程序作为

评分机制，研究者可以根据自身要求，灵活地设置参

数（图 １）。 与其他预测软件相比，该程序具有很强

的敏感性和精确度。

图 １　 生物信息学预测 ｍｉＲＮＡ 的流程

Ｆｉｇ． １　 Ｆｌｏｗ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ

４　 结论与展望

ｍｉＲＮＡ 已成为分子生物学领域的研究热点。
本文介绍了几种发现和研究 ｍｉＲＮＡ 的方法，重点阐

述了生物信息学预测 ｍｉＲＮＡ 方法的流程和策略，并
对各过程中采用的方法及信息学软件的优劣性进行

比较和分析，为预测 ｍｉＲＮＡ 提供了新的思路。 近年

来，生物信息方法因其快速、高效、经济的优势，已经

成为预测获得 ｍｉＲＮＡ 及其靶基因的强有力工具。
随着对 ｍｉＲＮＡ 形成机制的不断研究，以及与靶位点

作用方式的深入了解，ｍｉＲＮＡ 的预测效率和方法将

不断改善，成熟的 ｍｉＲＮＡ 预测流程也将极大提高研

究工作的效率。 尽管 ｍｉＲＮＡ 生物信息学预测工具

不断地更新和完善，但先进且综合的植物 ｍｉＲＮＡ 分

析工具还比较缺乏，而且研究中，算法、工具以及软

件运用方式的差异也会引起植物 ｍｉＲＮＡ 预测和分

析的不确定［３１］，因此，合理选择和运用先进的预测

分析方法，伴随生物信息资源的日益丰富，生物信息

学方法预测和分析植物 ｍｉＲＮＡ 将会取得更大发展。
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大豆 ＰＥＢＰ 基因家族的初步分析

张礼凤１，徐　 冉１，张彦威１，戴海英１，王彩洁１，李　 伟１，张　 军１，２

（ １山东省农业科学院作物研究所，济南 ２５０１００；２滨州职业技术学院，山东滨州 ２５６６０３）

　 　 摘要：磷脂酰乙醇胺结合蛋白（ＰＥＢＰ，ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ）基因家族在动物、植物和微生物中广泛存

在，在控制植物开花和种子休眠中起重要作用。 本研究对大豆 ＰＥＢＰ 基因家族进行了分析，发现了 ２７ 个大豆 ＰＥＢＰ 基因的候

选序列，其中 １６ 个具有完整 ＰＥＢＰ 结构域的全长序列被认为是大豆 ＧｍＰＥＢＰ 家族基因。 ＧｍＰＥＢＰ 基因分布在 ９ 条染色体上，
基因结构高度保守。 通过系统发生分析，可将大豆 ＧｍＰＥＢＰ 基因家族成员分为 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ、ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ 和 ＭＦＴ⁃ｌｉｋｅ ３ 个亚族，并且

发现 ＧｍＰＥＢＰ 家族成员数目按照大豆物种特异性的方式进行了扩张。 对重复基因的 Ｋｓ分析表明，绝大多数重复基因主要由

５９００ 万年前和 １３００ 万年前的大豆基因组复制所致。
　 　 关键词：大豆；ＰＥＢＰ 基因家族；进化分析

Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＥＢＰ Ｇｅｎｅ Ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｓｏｙｂｅａｎ （Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ）
ＺＨＡＮＧ Ｌｉ⁃ｆｅｎｇ１，ＸＵ Ｒａｎ１，ＺＨＡＮＧ Ｙａｎ⁃ｗｅｉ１，ＤＡＩ Ｈａｉ⁃ｙｉｎｇ１，ＷＡＮＧ Ｃａｉ⁃ｊｉｅ１，ＬＩ Ｗｅｉ１，ＺＨＡＮＧ Ｊｕｎ１，２

（ １Ｃｒｏｐ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｊｉ′ｎａｎ ２５０１００；
２Ｂｉｎｚｈｏｕ Ｖｏｃａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ，Ｂｉｎｚｈｏｕ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ２５６６０３）
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ｅｒｉｎｇ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｓｅｅｄ ｄｏｒｍａｎｃｙ． Ｗｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｈｅｒｅ ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＥＢＰ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ （Ｇｌｙ⁃
ｃｉｎｅ ｍａｘ）． Ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ｗｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ２７ ＰＥＢＰ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｓｏｙｂｅａｎ ａｎｄ ｃｏｎｓｉｄ⁃
ｅｒｅｄ １６ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｓ ＧｍＰＥＢＰ ｇｅｎｅｓ． Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ＧｍＰＥＢＰ ｇｅｎｅｓ
ｈａｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｏｎ ９ ｓｏｙｂｅａｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ＧｍＰＥＢＰ ｆａｍｉｌｙ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｇｒｏｕｐｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ，ｎａｍｅｄ ＦＴ⁃ｌｉｋｅ，ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ，ａｎｄ ＭＦＴ⁃ｌｉｋｅ，ａｎｄ
ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｓｐｅｃｉｅｓ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｆａｍｉｌｙ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉ⁃
ｔｕｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｍｏｓｔ ｄｕｐｌｉｃａｔｅｄ ｐａｉｒｓ ｗｅｒｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ａｔ ５９ ａｎｄ １３ ｍｉｌｌｉｏｎ
ｙｅａｒｓ ａｇｏ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ｓｏｙｂｅａｎ；ＰＥＢＰ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ；ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ

收稿日期：２０１４⁃０３⁃０３　 　 修回日期：２０１４⁃０５⁃１５　 　 网络出版日期：２０１４⁃１２⁃１１
ＵＲＬ：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ １１． ４９９６． Ｓ． ２０１４１２１１． ２２０４． ０１０． ｈｔｍｌ
基金项目：国家转基因重大专项（２０１３ＺＸ０８００４）；国家现代农业产业技术体系（ＣＡＲＳ⁃０４⁃ＣＥＳ１８）
第一作者研究方向为大豆品种资源评价与利用。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｌｉｆｅｎｇ９６３９＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ

磷脂酰乙醇胺结合蛋白（ＰＥＢＰ，ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｅｔｈ⁃
ａｎｏｌａｍｉｎｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ）基因家族广泛存在于动物、
植物和微生物中，均具有保守的 ＰＢＰ（ＰＦ０１１６１）结构

域。 在模式植物拟南芥中共发现了 ６ 个 ＰＥＢＰ 成员，
分别为 ＦＴ （ Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ Ｌｏｃｕｓ Ｔ ）、 ＴＦＬ１ （ Ｔｅｒｍｉｎａｌ
Ｆｌｏｗｅｒ１）、ＴＳＦ（Ｔｗｉｎ Ｓｉｓｔｅｒ ｏｆ ＦＴ）、ＭＦＴ（Ｍｏｔｈｅｒ ｏｆ ＦＴ

ａｎｄ ＴＦＬ１）、ＢＦＴ（Ｂｒｏｔｈｅｒ ｏｆ ＦＴ ａｎｄ ＴＦＬ１）和 ＡＴＣ（Ａｒ⁃
ａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ＣＥＮＴＲＯＲＡＤＩＡＬＩＳ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ）。 ＦＴ
作为成花素在叶片中表达，经韧皮部输送至茎分生组

织，与 ＦＤ（Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ Ｌｏｔｕｓ Ｄ）互作，激活花分生组织

基因 ＡＰ１ 表达，从而促进开花［１⁃３］。 ＴＳＦ 的功能与 ＦＴ
基因相似，过量表达 ＴＳＦ 的拟南芥开花提前［４］。
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ＴＦＬ１ 与 ＦＴ 功能相反，抑制茎顶端分生组织形成花原

基，延迟开花，维持无限生长习性［５⁃６］。 ＭＦＴ 主要在

种子中表达，通过调控 ＡＢＡ 和 ＧＡ 信号途径，在种子

发育和萌发中起重要作用［７⁃８］。 在短日照植物水稻

中，Ｈｄ３ａ（Ｈｅａｄｉｎｇ ｄａｔｅ ３ａ）为 ＦＴ 的同源基因。 在水

稻和拟南芥中过量表达 Ｈｄ３ａ 基因，转基因植株的开

花期均比野生型明显提前［９⁃１０］。
大豆对光周期反应敏感，是典型的短日照植物。

栽培大豆主要有 ２ 种生长类型，一类为有限生长习

性，另一类为无限生长习性［１１］。 遗传分析表明有限

和无限生长习性主要受 １ 对基因（ ｄｔ１ ／ ｄｔ１ 或 Ｄｔ１ ／
Ｄｔ１）控制。 Ｄｔ１ （Ｇｌｙｍａ１９ｇ３７８９０． １）编码蛋白含有

ＰＥＢＰ 结构域，转入拟南芥 ｔｆｌ１ 突变体（开花提前），
能够恢复开花延迟表型，因而被认为是拟南芥 ＴＦＬ１
的同源基因［１２］。 本研究旨在通过对大豆 ＰＥＢＰ 家

族基因的生物信息学和分子进化研究，为进一步明

确其功能奠定基础。

１　 材料与方法

１． １　 ＧｍＰＥＢＰ 基因的鉴定

根据拟南芥中已知的 ６ 个 ＰＥＢＰ 基因编码的蛋

白序列，利用 ＢｌａｓｔＰ 软件检索从 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ ｖ ９． １ 下

载的大豆基因组数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．
ｎｅｔ ／ ｓｏｙｂｅａｎ． ｐｈｐ），去除冗余后得到的序列被认为是

蛋白候选序列，经 Ｐｆａｍ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｆａｍ． ｊａｎｅｌｉａ． ｏｒｇ ／ ）
软件分析后，将含有 ＰＥＢＰ 结构域的蛋白序列作为

ＧｍＰＥＢＰ 基因家族成员。
１． ２　 ＧｍＰＥＢＰ 基因的进化分析

利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 软件对大豆 ＧｍＰＥＢＰ 基因进行多

序列比对，利用ＭＥＧＡ ４． ０ 软件中邻近算法（ＮＪ，ｎｅｉｇｈ⁃
ｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发生树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设为 １０００。
ＧｍＰＥＢＰ 同源基因的 Ｋｓ值采用 ＰＡＭＬ ４ 软件计算［１３］。
利用 Ｋｓ估算重复基因的片段重复事件发生的时间，计
算方法为：Ｔ ＝Ｋｓ ／ ２λ，λ 为分子替换速率。 大豆的 λ 采

用 ５． １７ ×１０ －９个替换 ／同义替换位点 ／年［１４］。
１． ３　 ＧｍＰＥＢＰ 基因的电子表达分析

大豆 ＳｏｙＳｅｑ 数据库（ｈｔｔｐ：／ ／ ｓｏｙｂａｓｅ． ｏｒｇ ／ ｓｏｙｓｅｑ ／ ）
中贮存了 １４ 种大豆组织的 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 序列。 利用 Ｇｍ⁃
ＰＥＢＰ 基因的编码序列检索 ＳｏｙＳｅｑ 数据库，得到 Ｇｍ⁃
ＰＥＢＰ 基因在 １４ 种组织中的表达谱［１５］。

２　 结果与分析

２． １　 大豆 ＧｍＰＥＢＰ 家族基因的挖掘

利用拟南芥中已知的 ＰＥＢＰ 基因对大豆基因

组数据库进行检索，共发现 ２７ 条候选序列，经
Ｐｆａｍ 分析，其中 １１ 条序列的 ＰＥＢＰ 结构域不完

整，分别为 Ｇｌｙｍａ０２ｇ０７６５０􀆰 １、Ｇｌｙｍａ０５ｇ３４０３０􀆰 ２、Ｇｌｙ⁃
ｍａ０８ｇ０５６５１􀆰 １、 Ｇｌｙｍａ０８ｇ４７８１６􀆰 １、 Ｇｌｙｍａ０８ｇ４７８２３􀆰 １、
Ｇｌｙｍａ１２ｇ３０９４０􀆰 ２、 Ｇｌｙｍａ１２ｇ３０９４０􀆰 ３、 Ｇｌｙｍａ１３ｇ
３９３６０􀆰 ２、 Ｇｌｙｍａ１８ｇ５３６８０􀆰 ２、 Ｇｌｙｍａ１８ｇ５３６８０􀆰 ３ 和

Ｇｌｙｍａ２０ｇ０２８４５􀆰 １。 其余 １６ 条含有完整 ＰＥＢＰ 结

构域的全长序列被认为是大豆 ＧｍＰＥＢＰ 基因，
编码 １７２ ～ １９０ 个氨基酸，但大部分 ＧｍＰＥＢＰ 蛋

白含有的氨基酸在 １７５ 个左右（表 １） 。
大豆 ＧｍＰＥＢＰ 基因的结构高度保守，１６ 个 Ｇｍ⁃

ＰＥＢＰ 基因均含有 ３ 个内含子、４ 个外显子，其中第

２ 和第 ３ 外显子的长度亦非常保守，均为 ６２ ｂｐ 和

４１ ｂｐ，第 １ 和第 ４ 外显子的保守性较弱，长度范围

分别为 １８９ ～ ２４９ ｂｐ 和 ２１８ ～ ２３０ ｂｐ。 内含子的长

度差异很大，Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６６０． １ 的第 ３ 内含子长度

最长，为 ３１５４ ｂｐ，Ｇｌｙｍａ１６ｇ３２０８０． ４ 的第 ２ 内含子

长度最短，仅有 ８８ ｂｐ。 内含子的长度差异直接导致

ＧｍＰＥＢＰ 基因的长度差异十分明显，最短的 Ｇｌｙ⁃
ｍａ１６ｇ３２０８０􀆰 ４ 长 度 为 １００２ ｂｐ， 最 长 的 Ｇｌｙ⁃
ｍａ１８ｇ５３６８０． １ 长度为 ４９９９ ｂｐ。

大豆 ＧｍＰＥＢＰ 基因分布在 ９ 条染色体上，其中

１６ 号染色体上含有 ５ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因，１９ 号染色

体有 ３ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因，１８ 号染色体上有 ２ 个 Ｇｍ⁃
ＰＥＢＰ 基因，３、５、８、９、１０ 和 １３ 号染色体上各有 １ 个

ＧｍＰＥＢＰ 基因。
２． ２　 大豆 ＧｍＰＥＢＰ 家族基因的进化分析

为了确定大豆基因组中 ＧｍＰＥＢＰ 基因家族的

分子进化规律和系统发生关联，本研究利用邻接

法构建了大豆 ＧｍＰＥＢＰ 蛋白和拟南芥中 ６ 个已知

ＰＥＢＰ 蛋白的系统发生树，发现 ＧｍＰＥＢＰ 基因分为

３ 个亚家族，即 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ、ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ 和 ＭＦＴ⁃ｌｉｋｅ。 其

中 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ 亚家族包含 ９ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因，ＴＦＬ１⁃
ｌｉｋｅ 亚家族包含 ６ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因，而 ＭＦＴ⁃ｌｉｋｅ
只含有 １ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因（图 １）。 每个亚家族中

都含有拟南芥和大豆的 ＰＥＢＰ 基因，表明大豆和拟

南芥拥有共同的 ＰＥＢＰ 基因祖先。 在 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ 亚家

族中，拟南芥含有 ２ 个基因，大豆含有 ９ 个 Ｇｍ⁃
ＰＥＢＰ 基因，其中 ４ 对 ＧｍＰＥＢＰ 基因为旁系同源基

因；在 ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ 亚家族中，拟南芥含有 ３ 个基因，
大豆含有 ６ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因，为 ３ 对旁系同源基

因，表明 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ 和 ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ 亚家族在大豆和拟南

芥分离之后按照大豆物种特异性的方式进行了

扩张。

２５１



　 ５ 期 张礼凤等：大豆 ＰＥＢＰ 基因家族的初步分析

表 １　 大豆 ＧｍＰＥＢＰ 基因的鉴定

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＧｍＰＥＢＰ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

基因

Ｇｅｎｅ

外显子 １
（ｂｐ）
Ｅｘｏｎ１

内含子 １
（ｂｐ）
Ｉｎｔｒｏｎ１

外显子 ２
（ｂｐ）
Ｅｘｏｎ２

内含子 ２
（ｂｐ）
Ｉｎｔｒｏｎ２

外显子 ３
（ｂｐ）
Ｅｘｏｎ３

内含子 ３
（ｂｐ）
Ｉｎｔｒｏｎ３

外显子 ４
（ｂｐ）
Ｅｘｏｎ４

蛋白长度

（ａａ）
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｎｇｔｈ

染色体

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８４０． １ ２０１ １８１ ６２ １１０ ４１ １４８１ ２２４ １７５ １６

Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８３９０． １ ２０１ ９６ ６２ １０５ ４１ １５０７ ２２４ １７５ １９

Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６６０． １ ２０１ ７９２ ６２ １２７ ４１ ３１５４ ２２７ １７６ １６

Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６９０． １ ２０１ １８７ ６２ １３１ ４１ ２１６５ ２２７ １７６ １６

Ｇｌｙｍａ０８ｇ４７８１０． １ ２０１ １２２ ６２ ６８０ ４１ １６９ ２２４ １７５ ８

Ｇｌｙｍａ１８ｇ５３６８０． １ ２０１ １６６ ６２ ２９８７ ４１ １３１５ ２２７ １７６ １８

Ｇｌｙｍａ１８ｇ５３６９０． １ １８９ １４５ ６２ １４４１ ４１ １７９ ２３０ １７３ １８

Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８３０． １ １９５ １３３ ６２ ３９１ ４１ ２３１ ２２１ １７２ １６

Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８４００． １ １９５ １４２ ６２ ３７５ ４１ １６０１ ２２１ １７２ １９

Ｇｌｙｍａ０９ｇ２６５５０． １ ２０１ １１７ ６２ ９３ ４１ ３２７ ２１８ １７３ ９

Ｇｌｙｍａ１６ｇ３２０８０． ４ １９８ １２１ ６２ ８８ ４１ ２７４ ２１８ １７２ １６

Ｇｌｙｍａ０３ｇ３５２５０． １ ２０１ ２１０ ６２ ４７２ ４１ ９９ ２１８ １７３ ３

Ｇｌｙｍａ１９ｇ３７８９０． １ ２０１ ２１５ ６２ ４８３ ４１ ９５ ２１８ １７３ １９

Ｇｌｙｍａ１０ｇ０８３４０． １ ２０１ １８６ ６２ ５００ ４１ １１７ ２２１ １７４ １０

Ｇｌｙｍａ１３ｇ２２０３０． １ １９８ １４７ ６２ ４８６ ４１ １８９２ ２２１ １７３ １３

Ｇｌｙｍａ０５ｇ３４０３０． １ ２４９ ９４ ６２ ９２ ４１ ９９３ ２２１ １９０ ５

图 １　 大豆 ＧｍＰＥＢＰ 家族基因的进化分析

Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｓｏｙｂｅａｎ ＧｍＰＥＢＰ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

２． ３　 大豆 ＧｍＰＥＢＰ 基因的多序列比对

在 ＴＦＬ１ ⁃ｌｉｋｅ 亚家族中，６ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因

的序列相似性在 ７０􀆰 ５２％ ～ ９７􀆰 １１％ 之间。 旁系

同源 基 因 Ｇｌｙｍａ０３ｇ３５２５０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１９ｇ３７８９０􀆰 １、
Ｇｌｙｍａ０９ｇ２６５５０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ３２０８０􀆰 ４ 和 Ｇｌｙｍａ
１０ｇ０８３４０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１３ｇ２２０３０􀆰 １ 的序列相似性很高，
分别为 ９７􀆰 １１％ 、９７􀆰 １１％ 和 ９３􀆰 １０％ ，３ 对大豆旁系

同源基因与其在拟南芥中的直系同源基因 ＴＦＬ１ 的

序列相似性分别为 ７５􀆰 ８７％ 、６９􀆰 ９４％ 和 ６４􀆰 １１％ 。
在 ＴＦＬ１ 中，决定其功能的关键氨基酸为第 ８８ 位的

组氨酸（Ｈｉｓ８８），其在 ６ 个大豆成员中亦高度保守

（图 ２）。
在 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ 亚家族中，９ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因的序列

相似性的变异范围较大，为 ５７． ９９％ ～ ９６． ５１％，与拟

南芥中的 ＦＴ 基因的序列相似性在 ６３􀆰 ５３％ ～７５􀆰 ００％
之间。 ４ 对 旁 系 同 源 基 因 Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８３０􀆰 １⁃Ｇｌｙ⁃
ｍａ１９ｇ２８４００􀆰 １、Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８４０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８３９０􀆰 １、
Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６６０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６９０􀆰 １ 和 Ｇｌｙｍａ １８ｇ
５３６８０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１８ｇ５３６９０􀆰 １ 的序列相似性较高，分
别为 ９６． ５１％、９４． ２９％、９１． ４３％和 ７６． ０２％。 在决定

ＦＴ 基因功能的第 ８５ 位关键氨基酸位点上，９ 个大豆

ＧｍＰＥＢＰ 基因都呈现为酪氨酸（Ｔｙｒ８５）（图 ２）。
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图 ２　 大豆 ＧｍＰＥＢＰ 基因 ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ（Ａ）和 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ（Ｂ）亚家族的蛋白质序列对比

Ｆｉｇ． ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＧｍＰＥＢＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ（Ａ）ａｎｄ ＦＴ⁃ｌｉｋｅ（Ｂ）ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ

２． ４　 大豆 ＧｍＰＥＢＰ 片段重复事件发生时间分析

本研究中，利用同义替换率（Ｋｓ）来估算大豆 Ｇｍ⁃
ＰＥＢＰ 旁系同源基因的片段重复事件发生的时间（表

２）。 在 ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ 亚家族中，Ｇｌｙｍａ０９ｇ２６５５０． １⁃Ｇｌｙ⁃
ｍａ１６ｇ３２０８０． ４、Ｇｌｙｍａ０３ｇ３５２５０． １⁃Ｇｌｙｍａ １９ｇ３７８９０． １
和 Ｇｌｙｍａ１０ｇ０８３４０． １⁃Ｇｌｙｍａ１３ｇ２２０３０． １ 重复基因对

表 ２　 大豆 ＧｍＰＥＢＰ 基因旁系同源基因的片段重复事件发生的时间

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄａｔｅ ｏｆ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｅｖｅｎｔｓ ｉｎ ＧｍＰＥＢＰ ｐａｒａｌｏｇｓ

亚家族

Ｓｕｂｆａｍｉｌｙ
重复对

Ｄｕｐｌｉｃａｔｅｄ ｐａｉｒ
同义位点数

Ｓ
非同义位点数

Ｎ

同义替换率

Ｋｓ

时间（ＭＹＡ）
Ｄａｔｅ

ＦＴ⁃ｌｉｋｅ Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８４０． １⁃Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８３９０． １ １２６． ８ ３９８． ２ ０． １２ １１． ６１

Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６６０． １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６９０． １ １３７． ９ ３９０． １ ０． ３２ ３０． ９５

Ｇｌｙｍａ１８ｇ５３６８０． １⁃Ｇｌｙｍａ１８ｇ５３６９０． １ １３１． ４ ３８４． ６ ０． ５０ ４８． ３６

Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８３０． １⁃Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８４００． １ １３５． ４ ３８０． ６ ０． ０７ ６． ７７

Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８４０． １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６６０． １ １２２． ４ ４０２． ６ ０． ８１ ７８． ３４

Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８４０． １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６９０． １ １２１． ７ ４０３． ３ ０． ７６ ７３． ５０

Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８３９０． １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６６０． １ １２６． １ ３９８． ９ ０． ７２ ６９． ６３

Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８３９０． １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６９０． １ １２８． ０ ３９７． ０ ０． ７１ ６８． ６７

ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ Ｇｌｙｍａ０９ｇ２６５５０． １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ３２０８０． ４ １４１． ９ ３７４． １ ０． １５ １４． ５１

Ｇｌｙｍａ０３ｇ３５２５０． １⁃Ｇｌｙｍａ１９ｇ３７８９０． １ １５６． １ ３６２． ９ ０． ０３ ２． ９０

Ｇｌｙｍａ１０ｇ０８３４０． １⁃Ｇｌｙｍａ１３ｇ２２０３０． １ １３７． １ ３８１． ９ ０． ０７ ６． ７７

Ｇｌｙｍａ０３ｇ３５２５０． １⁃Ｇｌｙｍａ１０ｇ０８３４０． １ １３５． ２ ３８３． ８ ０． ４１ ３９． ６５

Ｇｌｙｍａ０３ｇ３５２５０． １⁃Ｇｌｙｍａ１３ｇ２２０３０． １ １３３． ３ ３８２． ７ ０． ４７ ４５． ４５

Ｇｌｙｍａ１９ｇ３７８９０． １⁃Ｇｌｙｍａ１０ｇ０８３４０． １ １３６． ３ ３８２． ７ ０． ４２ ４０． ６２

Ｇｌｙｍａ１９ｇ３７８９０． １⁃Ｇｌｙｍａ１３ｇ２２０３０． １ １３２． ７ ３８３． ３ ０． ４８ ４６． ４２
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内的 Ｋｓ值较低，分别为 ０． １５、０． ０３ 和 ０． ０７，预测片段

重复时间发生在距今 １４５１ 万年、２９０ 万年和 ６７７ 万年

之前；而重复基因对之间 Ｋｓ 值较高的 Ｇｌｙｍａ０３ｇ
３５２５０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１０ｇ０８３４０􀆰 １、Ｇｌｙｍａ０３ｇ ３５２５０􀆰 １⁃ Ｇｌｙ⁃
ｍａ１３ｇ２２０３０􀆰 １、 Ｇｌｙｍａ１９ｇ３７８９０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１０ｇ０８３４０􀆰 １
和 Ｇｌｙｍａ１９ｇ３７８９０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１３ｇ２２０３０􀆰 １ 分别为 ０􀆰 ４１、
０􀆰 ４７、０􀆰 ４２ 和 ０􀆰 ４８，预测片段重复时间发生在距今

３９６５ 万年、４５４５ 万年、４０６２ 万年和 ４６４２ 万年之前。
在 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ 亚 家 族 中， Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８４０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１９ｇ
２８３９０􀆰 １、 Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６６０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６９０􀆰 １、 Ｇｌｙ⁃
ｍａ１８ｇ５３６８０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１８ｇ５３６９０􀆰 １ 和 Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８３０􀆰 １⁃
Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８４００． １ 重复基因对内的 Ｋｓ值同样较低，分
别为 ０． １２、０． ３２、０． ５０ 和 ０． ０７，而重复基因对之间的 Ｋｓ

值较高的 Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８４０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ ２６６６０􀆰 １、Ｇｌｙ⁃
ｍａ１６ｇ０４８４０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６９０􀆰 １、 Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８３９０􀆰 １⁃
Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６６０􀆰 １ 和 Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８３９０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ
２６６９０． １ 分别为 ０． ８１、０􀆰 ７６、０． ７２ 和 ０． ７１。

２． ５　 大豆 ＧｍＰＥＢＰ 的电子表达谱

目 前 ＳｏｙＳｅｑ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｏｙｂａｓｅ． ｏｒｇ ／
ｓｏｙｓｅｑ ／ ）中贮存了 １４ 个不同大豆组织的 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ
序列，为在 ｍＲＮＡ 水平上研究大豆 ＧｍＰＥＢＰ 基因的

表达提供了数据基础。 利用 ＧｍＰＥＢＰ 基因检索 ＳｏｙＳｅｑ
数据库，发现 ７ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因（Ｇｌｙｍａ０８ｇ４７８１０． １、
Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８３９０． １、Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８４０． １、Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６９０． １、
Ｇｌｙｍａ１８ｇ５３６９０． １、Ｇｌｙｍａ１３ｇ２２０３０． １ 和 Ｇｌｙｍａ１０ｇ０８３４０．
１）在 １４ 个大豆组织中没有检测到匹配的 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 序

列，其余９ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因在多种组织中都有表达，
但表达丰度差异很大（表 ３）。 由表 ３ 可以看出，
Ｇｌｙｍａ０５ｇ３４０３０． １（ＭＦＴ⁃ｌｉｋｅ 亚家族） 除了荚皮中

没有表达以外，在其余 １２ 个组织中都有表达，尤
其在种子中的表达量很高，且随着种子的发育进

程表达量逐渐增高。 Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６６０． １ 主要在花

和荚皮中表达，而 Ｇｌｙｍａ１６ｇ３２０８０． ４ 主要在花和

种子中表达。

表 ３　 大豆 ＧｍＰＥＢＰ 基因的电子表达谱

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ＧｍＰＥＢＰ ｇｅｎｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ａｎａｌｙｓｉｓ

基因

Ｇｅｎｅ

嫩叶

Ｙｏｕｎｇ
ｌｅａｆ

花

Ｆｌｏｗｅｒ
荚

Ｐｏｄ

荚皮

Ｐｏｄ
ｓｈｅｌｌ

１０ＤＡＦ

荚皮

Ｐｏｄ
ｓｈｅｌｌ

１４ＤＡＦ

种子

Ｓｅｅｄ
１０ＤＡＦ

种子

Ｓｅｅｄ
１４ＤＡＦ

种子

Ｓｅｅｄ
２１ＤＡＦ

种子

Ｓｅｅｄ
２５ＤＡＦ

种子

Ｓｅｅｄ
２８ＤＡＦ

种子

Ｓｅｅｄ
３５ＤＡＦ

种子

Ｓｅｅｄ
４２ＤＡＦ

根

Ｒｏｏｔ
根瘤

Ｎｏｄｕｌｅ

Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８４００． １ ２ ２

Ｇｌｙｍａ１９ｇ３７８９０． １ １ １ １

Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６６０． １ ３ ２０ ４ １１ ７ １

Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８３０． １ ３ ２ ４ ３ ６ １４

Ｇｌｙｍａ１６ｇ３２０８０． ４ ４８ ２ ４ １ ７ １０ ２１ ２９ １１

Ｇｌｙｍａ１８ｇ５３６８０． １ ２ １

Ｇｌｙｍａ０９ｇ２６５５０． １ ４ ４ １ ２ １ ２ ６

Ｇｌｙｍａ０３ｇ３５２５０． １ ３ １ １ １ １

Ｇｌｙｍａ０５ｇ３４０３０． １ ２ １ １ ３２ ２１１ １９０ ７９５ １０６４ １２３３ １０９７ ３ ４

ＤＡＦ：Ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

３　 讨论

ＰＥＢＰ 基因在植物中属于一个较小的基因家

族，在植物的成花转变、种子发育和萌发中发挥重要

作用。 目前，已在拟南芥、水稻、玉米和大豆等多种

植物中分离了众多 ＰＥＢＰ 基因。 拟南芥中含有 ６ 个

ＰＥＢＰ 成员，其中 ＦＴ、ＴＦＬ１ 和 ＭＦＴ 的功能比较清

楚。 ＦＴ 基因促进开花，ＴＦＬ１ 基因抑制开花，ＭＦＴ 则

在种子萌发中发挥作用。 水稻中含有 １９ 个 ＰＥＢＰ

基因，玉米中至少含有 ２５ 个 ＰＥＢＰ 成员［１６］。 本研

究利用拟南芥 ＰＥＢＰ 蛋白序列为探针，对大豆的基

因组数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ． ｎｅｔ ／ ｓｏｙｂｅａｎ．
ｐｈｐ）进行检索，共获得了 １６ 个具有完整 ＰＥＢＰ 结构

域的全长序列，分布在大豆 ９ 条染色体上。
进化分析表明，大部分植物 ＰＥＢＰ 基因分为 ３

个亚家族，即 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ、ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ 和 ＭＦＴ⁃ｌｉｋｅ。 在本

研究中，１６ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因亦归属于 ３ 个亚家族，
其中 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ 亚家族中成员最多，含有 ９ 个 ＧｍＰＥＢＰ
基因；ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ 成员次之，含有 ６ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因；
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而 ＭＦＴ⁃ｌｉｋｅ 亚家族成员最少，只有 １ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基

因。 Ｏ． Ｎ． Ｄａｎｉｌｅｖｓｋａｙａ 等［１７］ 发现玉米中含有 ２５ 个

ＰＥＢＰ 成员，其中属于 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ 亚家族的基因有 １５
个，ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ 亚家族的基因有 ６ 个，ＭＦＴ⁃ｌｉｋｅ 亚家

族的基因有 ３ 个，另外 １ 个 ＰＥＰＢ 成员因只含有第 ４
外显子而被认为是假基因，其中 ＺＣＮ８ 为 ＦＴ 基因的

同源基因。
Ｚ． Ｔｉａｎ 等［１２］ 鉴定了 ４ 个大豆 ＴＦＬ１ 同源基

因，分别为 Ｇｌｙｍａ０３ｇ３５２５０． １、Ｇｌｙｍａ１９ｇ３７８９０． １、
Ｇｌｙｍａ１０ｇ０８３４０． １ 和 Ｇｌｙｍａ１３ｇ２２０３０． １，其中 Ｇｌｙ⁃
ｍａ１９ｇ３７８９０． １ （ＧｍＴｆｌ１）位于控制无限结荚习性的

Ｄｔ１ 位点内，主要在幼根、幼叶和花中表达，而 Ｇｌｙ⁃
ｍａ１３ｇ２２０３０． １ 主要在幼根、幼茎和芽中表达，在花

中没有表达。 在拟南芥 ｔｆｌ１⁃１ 突变体（开花提前）中
表达 Ｇｌｙｍａ１９ｇ３７８９０． １，转基因拟南芥与野生型相

似，表现出开花推迟的特征。 Ｆ． Ｋｏｎｇ 等［１８］ 发现了

１０ 个 ＦＴ 同源基因，其中 ＧｍＦＴ２ａ（Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６ ６６０􀆰 １）
和 ＧｍＦＴ５ａ（Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８３０． １）在叶、茎、茎尖、子
叶、根、花芽和未成熟种子中都有较强表达，尤其在

叶片中表达量更高。 过量表达 ＧｍＦＴ２ａ 或 ＧｍＦＴ５ａ
的拟南芥开花提前，预示其具有 ＦＴ 基因的功能。
Ｃ． Ｆａｎ 等［１９］在大豆基因组中鉴定了 ６ 个 ＦＴ 同源基

因（ＧｍＦＴＬ１⁃６）和 ４ 个 ＴＳＦ 同源基因（ＧｍＴＳＦ１⁃４），
发现多数 ＧｍＦＴＬ 在营养生长阶段的叶、根和茎尖等

组织中的表达较低，而在生殖生长阶段的叶、根、花
和茎尖等组织中的表达增强。 过量表达 ＧｍＦＴＬ１⁃６
的拟南芥花期提前，表明 ６ 个 ＧｍＦＴＬ 基因都具有

ＦＴ 基因的功能，而过量表达 ＧｍＴＳＦ３、ＧｍＴＳＦ４ 和

ＧｍＰＥＢＰ２１ 的拟南芥的花期并没有改变。 本研究

中，Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６６０． １ 主要在花和荚皮中表达，表明

Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６６０． １ 不但具有 ＦＴ 基因促进开花的功能，
同时可能在荚皮发育中亦起作用；Ｇｌｙｍａ１６ｇ３２０８０． ４ 主

要在花和种子中表达，目前功能尚不明确，预测其在

花期调控和种子发育中起作用；Ｇｌｙｍａ０５ｇ３４０３０． １
主要在种子中表达，且随发育进程表达提高，预测其

在种子发育和萌发中起作用。
ＰＥＢＰ 家族基因的结构非常保守，大都含有 ３

个内含子和 ４ 个外显子，尤其第 ２ 和第 ３ 外显子的

长度高度保守，分别为 ６２ ｂｐ 和 ４１ ｂｐ。 本研究中的

１６ 个 ＧｍＰＥＢＰ 基因，都含有 ４ 个外显子和 ３ 个内含

子，外显子 ２ 和外显子 ３ 也均为 ６２ ｂｐ 和 ４１ ｂｐ，而
在 ２５ 个玉米 ＰＥＢＰ 成员中，有 ２ 个基因（ＺＣＮ２ 和

ＺＣＮ２０）的结构发生变异，外显子 １ 和 ２ 发生融合，
只含有 ２ 个内含子和 ３ 个外显子［１７］。

ＦＴ 和 ＴＦＬ１ 的氨基酸序列相似性较高，但功能

相反。 ＴＦＬ１ 蛋白第 ８８ 位的组氨酸残基（Ｈｉｓ８８）和
ＦＴ 蛋白第 ８５ 位的酪氨酸残基（Ｔｙｒ８５）对其相反功

能起决定作用［２０］。 蛋白质结构分析表明， ＦＴ 和

ＴＦＬ１ 蛋白的晶体结构高度相似，形成一个口袋状的

结构，在口袋入口处，ＴＦＬ１ 的 Ｈｉｓ８８ ／ Ａｓｐ１４４ 能形成

氢键，而 ＦＴ 的 Ｔｙｒ８５ ／ Ｇｌｎ１４０ 不能形成氢键，由此造

成 ＴＦＬ１ 和 ＦＴ 的功能差异［２１］。 在 ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ 亚家族

中，６ 个 ＧｍＰＥＢＰ 成员在 Ｈｉｓ８８ 上高度保守，均为组

氨酸；在 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ 亚家族中，９ 个 ＧｍＰＥＢＰ 成员在

Ｔｙｒ８５ 上亦高度保守，均为酪氨酸（图 ２）。
基因重复对基因家族的进化具有重要作用，可以

产生新基因、新功能或者亚功能。 基因的复制主要通

过片段重复、串联重复和逆转录转座及其他转座事件

来实现。 在植物基因组中，最重要的基因扩张模式为

串联重复和长片段重复［２２］。 本研究中，４ 对 ＧｍＰＥＢＰ
基 因 （ Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８３０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ０４８４０􀆰 １、 Ｇｌｙｍａ
１６ｇ２６６６０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ２６６９０􀆰 １、Ｇｌｙｍａ１８ｇ ５３６８０􀆰 １⁃Ｇｌｙ⁃
ｍａ１８ｇ５３６９０􀆰 １ 和 Ｇｌｙｍａ１９ｇ２８３９０􀆰 １⁃Ｇｌｙｍａ１９ｇ
２８４００． １）出现在染色体的同一区段或相邻区段，为
串联重复事件所致。 ３ 对 ＧｍＰＥＢＰ 基因（Ｇｌｙｍａ０９ｇ
２６５５０． １⁃Ｇｌｙｍａ１６ｇ３２０８０． ４、 Ｇｌｙｍａ０３ｇ３５２５０􀆰 １⁃Ｇｌｙ⁃
ｍａ１９ｇ３７８９０ ． １ 和 Ｇｌｙｍａ１０ｇ０８３４０ ． １⁃Ｇｌｙｍａ１３ｇ
２２０３０􀆰 １）出现在 ２ 条染色体的同源区，可能为片段

重复事件所致。 研究表明大豆基因组在大约 ５９ 百

万年前和 １３ 百万年前经历了 ２ 次基因组复制，大豆

第 １ 次基因组复制发生的时间与被子植物中的蝶形

花亚科（ｐａｐｉｌｉｏｎｏｉｄｅａｅ）的起源时间相邻（约 ５９ 百万

年），第 ２ 次基因组复制发生的时间恰为大豆特有

的异源四倍体化的时间（ ａｌｌｏｔｅｔｒａｐｌｏｉｄｙ ｅｖｅｎｔ） ［１４］。
同源基因 Ｋｓ值在 ０． ０６ ～ ０． ３９（均值为 ０． １３）之间，
表明基因复制来自于 １３ 百万年前的基因组复制，而
Ｋｓ值在 ０． ４０ ～ ０． ８０（均值为 ０． ５９）之间，则表明基因

复制来自于 ５９ 百万年前的基因组复制［１４］。 本研究

中来自 ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ 亚家族中的 ３ 对重复基因对内的

Ｋｓ值均远低于 ０． ３９，而重复基因对之间的 Ｋｓ值在

０􀆰 ４０ ～０． ８０ 之间（表 ２），表明 ＴＦＬ１⁃ｌｉｋｅ 亚家族中的

重复基因对内的基因复制来自于 １３ 百万年前的大豆

基因组异源四倍体化过程，而重复基因对之间的基因

复制来自于 ５９ 百万年前的基因组复制。 来自 ＦＴ⁃ｌｉｋｅ
亚家族的 ４ 对重复基因中，Ｇｌｙｍａ１８ｇ５３６８０􀆰 １⁃Ｇｌｙ⁃
ｍａ１８ｇ５３６９０． １ 的 Ｋｓ值处于 ０． ４０ ～ ０． ８０ 之间，表明

片段重复发生于 ５９ 百万年前的基因组复制，而其余

３ 对重复基因对内的 Ｋｓ值均处于 ０． ０６ ～ ０． ３９ 之间，
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表明片段重复发生于 １３ 百万年前的大豆基因组异

源四倍体化过程。 由此，推测 ＧｍＰＥＢＰ 基因在大豆

中的扩张可能与 ２ 次基因组复制有关。
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