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　 　 摘要:　 为了对桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ ｖａｒ. Ｌｏｖｅｌｌ)中 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族基因进行系统分析ꎬ利用桃基因组数据库ꎬ通过生

物信息学手段ꎬ鉴定桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族基因的基因结构、染色体定位和编码蛋白ꎬ通过序列比对进行进化和分类分析ꎮ
结果表明ꎬ桃中含有 ５ 个 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族基因ꎬ预测他们均含有 ９ 个外显子ꎬ分布于桃的 ２ 条染色体上ꎮ 保守结构域分

析结果显示ꎬ桃中 ＰＩ￣ＰＬＣ 蛋白均含有 ４ 个保守的 ＥＦ、Ｘ、Ｙ 和 Ｃ２ 结构域ꎮ 进化树分析结果表明桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族基因

可分为 ４ 个亚家族ꎮ
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　 　 磷酸肌醇特异性磷脂酶 Ｃ ( Ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ￣
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ ＣꎬＰＩ￣ＰＬＣ) 是水解磷脂的酶

类ꎬ其水解 ４ꎬ５￣二磷酸磷脂酰肌醇(ＰＩＰ ２)ꎬ产生 １ꎬ
４ꎬ５￣三磷酸肌醇( ＩＰ ３)和 １ꎬ２￣二酰甘油(ＤＡＧ) [１]ꎮ
植物细胞中ꎬ水溶性 ＩＰ ３进入细胞质在一系列磷酸

激酶的作用下可以迅速转化为 ＩＰ ６ꎬ 促进细胞内钙

库中 Ｃａ２＋内流ꎬ从而调节 Ｃａ２＋浓度及 Ｃａ２＋依赖的酶

类或 Ｃａ２＋依赖的通道[１]ꎻ而脂溶性 ＤＡＧ 停留在细胞

膜上ꎬ在二酰甘油激酶的作用下生成磷脂酸(Ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｉｄｉｃ ａｃｉｄꎬ ＰＡ)ꎬＰＡ 通过与一些蛋白激酶、脂激

酶和 ＮＡＤＰＨ 氧化酶等相互作用ꎬ 从而调节植物细

胞生长、非生物胁迫和细胞死亡等生理过程[２]ꎮ
高等植物中ꎬ拟南芥的 ＰＩ￣ＰＬＣ 生物功能解析较

５８１



为完整ꎮ 拟南芥 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族共有 ９ 个成员ꎮ 其中

ＡｔＰＬＣ１(曾用名 ＡｔＰＬＣ１Ｓ)参与不依赖 ＡＢＡ 的高渗

胁迫信号转导[３]ꎬＡｔＰＬＣ２ 参与内质网胁迫反应和生

长素调节的生长发育[４￣５]ꎬＡｔＰＬＣ３ 和 ＡｔＰＬＣ９ 在耐热

性方面起着重要作用[６￣７]ꎬ过量表达 ＡｔＰＬＣ５ 引起拟

南芥和烟草叶片早衰[８]ꎮ
２０１３ 年桃基因组草图测序完成[９]ꎬ为后续通过

生物信息学挖掘、鉴定和分析桃基因组奠定了基础ꎮ
本研究从桃基因组数据库出发ꎬ重点分析桃 ＰＩ￣ＰＬＣ
家族基因进化关系及编码蛋白保守结构域ꎬ为克隆

桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因提供有价值的信息ꎬ以期为进一步研

究 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因的生物学功能提供重要依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族基因全基因组、ｃＤＮＡ 和蛋白

质氨基酸序列的获得

　 　 拟南芥 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因碱基序列及蛋白质氨基酸

序列下载自 ＴＡＩＲ 数据库( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.
ｏｒｇ)ꎬ杨树(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ)和桃(Ｐ. ｐｅｒｓｉｃａ ｖａｒ.
Ｌｏｖｅｌｌ)的 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因碱基序列及蛋白质氨基酸序

列均下载自 ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ.
ｊｇｉ.ｄｏｅ.ｇｏｖ / ｐｚ / ｐｏｒｔａｌ.ｈｔｍｌ)ꎮ

以拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) ＰＩ￣ＰＬＣ 家族蛋

白质氨基酸序列 ＡｔＰＬＣ１ ( ＡＴ５Ｇ５８６７０ )、 ＡｔＰＬＣ２
( ＡＴ３Ｇ０８５１０ )、 ＡｔＰＬＣ３ ( ＡＴ４Ｇ３８５３０ )、 ＡｔＰＬＣ４
( ＡＴ５Ｇ５８７００ )、 ＡｔＰＬＣ５ ( ＡＴ５Ｇ５８６９０ )、 ＡｔＰＬＣ６
( ＡＴ２Ｇ４０１１６ )、 ＡｔＰＬＣ７ ( ＡＴ３Ｇ５５９４０ )、 ＡｔＰＬＣ８
(ＡＴ３Ｇ４７２９０)、ＡｔＰＬＣ９(ＡＴ３Ｇ４７２２０)为基础ꎬ利用

ＪＧＩ 数据库 (杨树和桃) 提供的 Ｂｌａｓｔ 程序进行

ＢｌａｓｔＰ 搜索ꎬ搜索结果如全序列 Ｅ 值大于 ｅ－８ 的舍

去ꎬ再利用 ＮＣＢＩ 提供的在线 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ
Ｓｅａｒｃｈ (ＣＤＳ) 软件(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
ｃｄｄ)预测这些蛋白质有无 ＰＩ￣ＰＬＣ 结构域ꎬ存在 ＰＩ￣

ＰＬＣ 结构域的蛋白质属于 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族ꎮ
１.２　 桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族基因结构分析

将筛选出的桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因的全基因组(去除

５′和 ３′非翻译区)和编码区序列ꎬ利用在线 ＧＳＤＳ
２􀆰 ０ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｉｎｄｅｘ. ｐｈｐ)分

析桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族基因的基因结构ꎮ
１.３　 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族基因系统进化树的构建及编码蛋

白保守结构

　 　 通过 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ(２􀆰 ０)软件[１０] 对拟南芥、杨树和

桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 蛋白进行多序列比对分析ꎬ将序列比对结

果使用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０ 软件[１１]ꎬ采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ 法

(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设为１ ０００)生成 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族基因的系

统进化树ꎮ 分别应用在线软件 ＭＥＭＥ ( ｈｔｔｐ: / /
ｍｅｍｅ.ｎｂｃｒ. ｎｅｔ / ｍｅｍｅ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｍｅｍｅ. ｃｇｉ)和 Ｐｆａｍ 数

据库(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ.ｓａｎｇｅｒ.ａｃ.ｕｋ / ｓｅａｒｃｈ)对拟南芥、杨
树和桃的 ＰＩ￣ＰＬＣ 蛋白保守结构进行分析[１２￣１３]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族基因的鉴定和结构分析

根据拟南芥中已经鉴定出来的 ９ 个 ＰＩ￣ＰＬＣ 蛋

白质序列ꎬ利用 ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库提供的 ＢｌａｓｔＰ 程

序得到 ２１ 个杨树候选 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因和 １２ 个桃候选

ＰＩ￣ＰＬＣ 基因ꎮ 利用保守域在线预测软件 ＣＤＳ 验证

ＰＩ￣ＰＬＣ 保守域的存在ꎬ初步确定了杨树测序的基因

型中含有 ７ 个 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因和桃测序的基因型中含

有 ５ 个 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因ꎮ 预测桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因分布在第

２ 和 ６ 染色体上ꎬ根据其在染色体上的定位分别命

名为 ＰｐＰＬＣ１~ＰｐＰＬＣ５ꎬ每个成员的基因碱基序列长

度、氨基酸序列长度、染色体定位、外显子个数等详

细信息见表 １ꎮ 预测桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因含有 １ ~ ４ 个转

录本ꎬ开放阅读框为１ ６７４ ~ １ ７７６ ｂｐꎬ编码蛋白质大

小为 ５５７~５９１ ａａꎬ均含有 ９ 个外显子(图 １)ꎮ

表 １　 桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族基因的基本特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＰＩ￣ＰＬＣ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

基因名称 定位名称 转录名称 别名 染色体定位
转录本
个数

开放阅读框
(ｂｐ)

蛋白质
大小(ａａ)

外显子
个数

ＰｐＰＬＣ１ Ｐｒｕｐｅ.２Ｇ２５００００ Ｐｒｕｐｅ.２Ｇ２５００００.１ ｐｐａ００３８９０ｍ.ｇ / .ｖ１.０ Ｐｐ０２:２６５０４１７６..２６５０８０９０ ＋ １ １ ７０７ ５６８ ９

ＰｐＰＬＣ２ Ｐｒｕｐｅ.２Ｇ２５０１００ Ｐｒｕｐｅ.２Ｇ２５０１００.１ ｐｐａ００３２２３ｍ.ｇ / .ｖ１.０ Ｐｐ０２:２６５１１１６７..２６５１５１９４ ＋ １ １ ７７６ ５９１ ９
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图 １　 桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族基因结构分析

Ｆｉｇ.１　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅａｃｈ ＰＩ￣ＰＬＣ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

２.２　 桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 家族蛋白质氨基酸序列相似性和

系统进化分析

　 　 利用进化树分析软件 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０ 对 ９ 个拟南芥

ＰＩ￣ＰＬＣ、７ 个杨树 ＰＩ￣ＰＬＣ 和 ５ 个桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 蛋白质

氨基酸序列进行进化分析ꎮ 结果显示ꎬ这 ２１ 个

ＰＩ￣ＰＬＣ分为４个亚家族ꎬ分别含有１０、４、４和３个成

员ꎮ 除第Ⅳ亚家族全部由拟南芥成员组成外ꎬ其他

亚家族并未按照物种的界限聚类ꎬ 而是混合分布在

一起ꎬ 均由拟南芥、杨树和桃的成员共同组成(图
２)ꎮ ５ 个桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 蛋白的氨基酸序列相似性在

５６􀆰 ８％ ~８５􀆰 １％ꎬ其中 ＰｐＰＬＣ４ 和 ＰｐＰＬＣ５ 氨基酸序

列的相似性达到 ８５􀆰 １％(表 ２)ꎮ

图 ２　 拟南芥、杨树和桃的 ＰＩ￣ＰＬＣ 蛋白进化树

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＰＩ￣ＰＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｒ ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓꎬ ｐｏｐｌａｒ ａｎｄ ｐｅａｃｈ

表 ２　 桃基因组中 ＰＩ￣ＰＬＣ 蛋白氨基酸序列相似性分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ＰＩ￣ＰＬＣ
ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｐｅａｃｈ

ＰＩ￣ＰＬＣ 家族 ＰｐＰＬＣ２ ＰｐＰＬＣ３ ＰｐＰＬＣ４ ＰｐＰＬＣ５

ＰｐＰＬＣ１ ０.６２９ ０.５６８ ０.６４３ ０.６２４

ＰｐＰＬＣ２ ０.６６６ ０.６５７ ０.６３７

ＰｐＰＬＣ３ ０.６０７ ０.５９１

ＰｐＰＬＣ４ ０.８５１

２.３　 桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因家族编码蛋白质保守结构域分

析

　 　 使 用 在 线 软 件 ＭＥＭＥ 和 Ｐ ｆａｍ 对 ＰＩ￣ＰＬＣ

基因家族编码蛋白质保守结 构 域 进 行 分 析 ꎬ
结果表明 ꎬ拟 南 芥 、 杨 树 和 桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 蛋 白 家

族包含 ４ 个保守结构域 ꎮ 其中 ꎬ元件 １ 是 ＥＦ
结构域 ꎬ２ ( Ｘ) 和 ３ ( Ｙ) 组成 Ｐ Ｉ￣ＰＬＣ 催化结

构域 ꎬ元件 ４ 是 Ｃ２ 结构域 ꎮ 进化树分析结果

显示 ꎬ桃 ＰｐＰＬＣ２ 和 ＰｐＰＬＣ３ 聚类到第Ⅰ亚家

族 、 ＰｐＰＬＣ１ 聚 类 到 第 Ⅱ 亚 家 族 、 ＰｐＰＬＣ４ 和

ＰｐＰＬＣ５ 聚 类 到 第 Ⅲ 亚 家 族 ꎮ ＡｔＰＬＣ８ 和 Ａｔ￣
ＰＬＣ９ 均聚类到第Ⅳ亚家族 ( 图 ２ ) ꎮ 他 们 均

含有 ＥＦ、 Ｘ、 Ｙ 和 Ｃ２ ４ 个结构域 ꎬ这表明 Ｐ Ｉ￣
ＰＬＣ 蛋白在进化过程中含有相似的保守结构

域 ( 图 ３ ) ꎮ
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ＥＦ、Ｘ、Ｙ、Ｃ２ 为结构域ꎮ
图 ３　 拟南芥、杨树和桃的 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因家族编码蛋白质保守结构域分布

Ｆｉｇ.３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｆｏｒ ＰＩ￣ＰＬＣ ｉｎ ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓꎬ ｐｏｐｌａｒ ａｎｄ ｐｅａｃｈ

３　 讨 论

ＰＩ￣ＰＬＣ 是磷酸肌醇信号途径中的一个关键

酶ꎬ在许多植物中已经被证明参与非生物胁迫、
调节骨架系统、Ｃ４ 作物的呼吸作用等多个生理

过程 [１ꎬ４￣８ꎬ１４￣１７] ꎮ 随着分子生 物 学 技 术 的 发 展ꎬ
ＰＩ￣ＰＬＣ基 因 家 族 已 经 在 拟 南 芥、 水 稻 中 被 鉴

定 [１８] ꎬ但桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因家族尚未鉴定ꎮ 本研究

鉴定桃和杨树 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因家族分别含有 ５ 个和

７ 个成员ꎬ而已鉴定的拟南芥和水稻 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因

家族分别含有 ９ 个和 ４ 个成员ꎬ这说明在进化过

程中ꎬＰＩ￣ＰＬＣ 基因可能经历了不断发生谱系的特

异扩张和拷贝丢失ꎮ 桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因家族的 ５ 个

成员均含有 ９ 个外显子ꎬ编码的蛋白质均含有

ＥＦ、Ｘ、Ｙ 和 Ｃ２ 结构域ꎬ这表明 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因家族

的高度保守性ꎮ 推测这些酶所参与的磷脂信号

在植物诸多生理过程中起着类似作用ꎮ 而不同

的物种中含有的成员数目不同ꎬ推测不同物种的

各成员在特定的组织响应不同的外界刺激从而

精细调节各生理过程ꎮ
蛋白质的进化分析结果表明ꎬ桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因

家族除没有第Ⅳ亚家族的成员外ꎬ分布于其他 ３
个亚家族ꎮ 其中 ＰｐＰＬＣ１ 与拟南芥 ＡｔＰＬＣ６ 聚类

于第Ⅱ亚家族ꎬＰｐＰＬＣ２、ＰｐＰＬＣ３ 与 ＡｔＰＬＣ１、Ａｔ￣
ＰＬＣ２、ＡｔＰＬＣ３ 和 ＡｔＰＬＣ７ 聚类于第Ⅰ亚家族ꎬＰｐ￣
ＰＬＣ４、ＰｐＰＬＣ５ 与 ＡｔＰＬＣ５ 聚类于第Ⅲ亚家族ꎮ
到目前为止ꎬ拟南芥 ＡｔＰＬＣ１ ~ ＡｔＰＬＣ５、 ＡｔＰＬＣ９
已经被证明具有典型的 ＰＩ￣ＰＬＣ 生物学功能 [６] ꎮ
Ｈｉｒａｙａｍａ 等 [１９] 从拟南芥中克隆到第 １ 个 ＰＩ￣ＰＬＣ
基因 ＡｔＰＬＣ１ꎬＡｔＰＬＣ１ 在正常条件下表达量很低ꎬ
在干旱、盐胁迫和低温胁迫时表达量急剧升高ꎮ
后续的研究结果证实 ＡｔＰＬＣ１ 响应了 ＡＢＡ 的次级

信号转导 [２０] ꎮ ＡｔＰＬＣ２ 参与了内质网胁迫反应和

生长素调节的生长发育 [４￣５] ꎮ ＡｔＰＬＣ３(曾用名 Ａｔ￣
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ＰＬＣ１Ｆ)不仅在开花期诱导表达ꎬ而且参与了植

株的耐热反应 [７] ꎮ 推测 ＰｐＰＬＣ２ 和 ＰｐＰＬＣ３ 可能

响应干旱、高盐、低温等各种非生物胁迫以及参

与了生长素调节的生长发育过程ꎮ ＡｔＰＬＣ５(曾用

名 ＡｔＰＬＣ６)存在着典型的钙依赖的 ＰＩ￣ＰＬＣ 酶活

性ꎬ其能够在冷胁迫下被强烈诱导 [２１] ꎮ 最近的

研究结果 [８] 显示ꎬＡｔＰＬＣ５ 超量表达后能引起烟

草和拟南芥的叶片早衰ꎬ同时在超量表达的 Ａｔ￣
ＰＬＣ５ 转基因植株中能检测到 ＰＩ￣ＰＬＣ 酶活性ꎮ
与 ＡｔＰＬＣ５ 同源性最高的毛白杨 ＰｔｏＰＬＣ１ 已经证

明具有 ＰＩ￣ＰＬＣ 酶活性ꎬ并且其响应高盐、ＡＢＡ 等

各种非生物胁迫 [２２] ꎮ 表明聚类在一起的不同物

种的同源基因可能具有不同的生物学功能ꎬ因此

不能简单推测 ＰｐＰＬＣ４、ＰｐＰＬＣ５ 响应何种非生物

胁迫或者参与生长发育的哪个过程ꎮ 桃 ＰＩ￣ＰＬＣ
各成员的生物学功能还需要从桃中克隆后逐一

解析其功能ꎮ
预测桃 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因家族中不同基因有不同

的转录本个数ꎬ其中:ＰｐＰＬＣ１ 和 ＰｐＰＬＣ２ 均只有

１ 个预测的转录本ꎬＰｐＰＬＣ３ 和 ＰｐＰＬＣ４ 均有 ２ 个

预测的转录本ꎬ而 ＰｐＰＬＣ５ 含有 ４ 个预测的转录

本ꎮ 因为植物 ＰＩ￣ＰＬＣ 基因家族编码的蛋白质含

有 ＥＦ、Ｘ、Ｙ 和 Ｃ２ ４ 个保守的结构域ꎬ故在转录

本选择上 ＰｐＰＬＣ１ ~ ＰｐＰＬＣ４ 均选取最大表达框ꎮ
而 ＰｐＰＬＣ５ 中ꎬ最大的表达框 ( Ｐｒｕｐｅ. ６Ｇ０５６９００.
１)除这 ４ 个保守结构域以外ꎬ还含有 ＳＯＲ / ＳＮＺ
结构域( ＰＦ０１６８０) ꎬ该结构域所属 ＳＯＲ / ＰＤＸ 基

因家族ꎬ主要参与维生素 Ｂ６ 的重头合成 [２３] ꎮ 在

本研究中选取 Ｐｒｕｐｅ. ６Ｇ０５６９００. ２ 作为 ＰｐＰＬＣ５
的转录本ꎮ 在未来的研究中要从桃不同的组织

中克隆不同的转录本ꎬ验证是否存在含有 ＳＯＲ /
ＳＮＺ 结构域的 ＰｐＰＬＣꎬ并研究其生物学功能ꎬ以
期完善对植物 ＰＩ￣ＰＬＣ 结构和生物学功能的认
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