
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２３ꎬ３９(１):１７８￣１８６
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

张圆圆ꎬ刘文敬ꎬ张斌斌ꎬ等. 桃内酯芳香物质合成相关的环氧化物水解酶候选基因的鉴别[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２３ꎬ３９(１):１７８￣
１８６.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２３.０１.０２１

桃内酯芳香物质合成相关的环氧化物水解酶候选基因
的鉴别

张圆圆１ꎬ　 刘文敬１ꎬ２ꎬ　 张斌斌１ꎬ　 马瑞娟１ꎬ　 俞明亮１

(１.江苏省农业科学院果树研究所 /江苏省高效园艺作物遗传改良重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００１４ꎻ ２.江苏大学食品与生物工

程学院ꎬ江苏 镇江 ２１２０１３)

收稿日期:２０２２￣０７￣０６
基金项目:国家自然科学基金项目(３２００２０２０)ꎻ国家现代农业产业

技术体系建设专项(ＣＡＲＳ￣３０)ꎻ江苏现代农业(桃)产业

技术体系项目[ＪＡＴＳ(２０２０)３７９、ＪＡＴＳ(２０２１)４２５]
作者简介:张圆圆(１９９０－)ꎬ女ꎬ河南平顶山人ꎬ博士ꎬ助理研究员ꎬ从

事果实芳香品质研究ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ)２０１９００２１＠ ｊａａｓ.ａｃ.ｃｎ

　 　 摘要:　 环氧化物水解酶(ＥＨ)因其重要的生物学功能而在哺乳动物以及诸多植物中被广泛关注ꎬ更是果实典

型“桃香”气味———内酯芳香物质生物合成的一个重要酶ꎬ但在桃等果实中的研究较少且鲜有该家族成员的系统报

道或生物学功能的解析ꎮ 为鉴别桃果实中与内酯芳香物质合成相关的环氧化物水解酶家族成员ꎬ本研究使用了同

源序列比对和关键词搜索等方法ꎬ在桃中共筛选获得 ７ 个环氧化物水解酶家族成员ꎮ 序列比对分析结果表明ꎬ这 ７
个成员均有典型的 α / β 水解酶折叠结构和环氧化物水解酶保守的序列片段ꎮ 进化树分析结果显示ꎬ桃的环氧化物

水解酶成员与拟南芥、烟草等其他物种中已被鉴别的环氧化物水解酶成员的亲缘关系很近ꎮ 基因表达分析结果显

示ꎬ在桃的发育成熟进程中 ７ 个 ＥＨ 基因均在果实的中果皮表达ꎬ在果实发育前期均呈现较高的表达水平ꎬ转录模

式包括 ３ 种类型ꎮ 综合已报道的内酯芳香物质的生物合成通路以及前人指出的内酯芳香物质含量在果实成熟期

开始显著增加的变化规律ꎬ推测桃环氧化物水解酶成员的表达量可能与内酯芳香物质的积累负相关ꎮ 本研究结果

为后续深入挖掘桃或者其他果实环氧化物水解酶家族成员的生物学功能尤其是参与内酯芳香物质合成的分子机

理提供了参考ꎮ
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　 　 在桃果实上百种挥发性芳香物质中ꎬ内酯是赋

予其典型“桃香”气味的重要贡献组分ꎬ亦是桃果实

芳香品质研究和改良的重点ꎮ 目前已知的内酯合成

途径包括经由饱和脂肪酸或不饱和脂肪酸的 ２ 条支

路[１]ꎬ其中不饱和脂肪酸支路通过一个重要酶———
环氧化物水解酶(ＥＨ)的作用产生羟基脂肪酸ꎬ最终

在自身环化或醇酰基转移酶的作用下产生内酯ꎮ
Ｓｃｈöｔｔｌｅｒ 和 Ｂｏｌａｎｄ[２]指出环氧化物水解酶在成熟桃

和草莓果实的内酯芳香组分的形成中发挥关键作

用ꎬ该酶在油桃果实中具有催化活性且催化产物通

过后续代谢最终形成了内酯物质ꎬ由此推测不饱和

脂肪酸如亚油酸和亚麻酸的环氧化作用可能是果实

中发生饱和脂肪酸衍生物氧化的一种普遍途径ꎬ并
最终产生了 γ￣内酯物质和 δ￣内酯物质ꎮ

环氧化物水解酶存在于所有生物中ꎬ是一类能

立体选择地将水分子加成到环氧底物上生成相应的

１ꎬ２￣二醇类的酶ꎬ具有 α / β 水解酶折叠蛋白质结构ꎬ
其活性位点包括核心结构(通常由 ２ 个天冬氨酸残

基和 １ 个组氨酸残基构成)和帽子结构[３￣５]ꎮ 由于

诸多被 ＥＨ 催化的脂类基质生物活性强ꎬ因此 ＥＨ 在

植物和动物中具有重要而多样的生物学作用ꎬ如参

与宿主防御和发育控制等ꎬ对生理系统有着深远的

影响ꎮ 根据细胞定位的不同和底物的特异性ꎬ高等

生物中不同的环氧化物水解酶被分为 ７ 种亚型ꎬ包
括可溶性环氧化物水解酶( ｓＥＨ)、微粒体环氧化物

水解酶(ｍＥＨ)、保幼激素环氧化物水解酶(ＪｈＥＨ)、
胆固醇环氧化物水解酶(ＣｈＥＨ)、羟环氧烯酸水解

酶、白三烯 Ａ４ 环氧化物水解酶(ＬＡＨ)和柠檬烯环氧

化物水解酶(ＬＥＨ)ꎬ且不同类型和来源的环氧化物

水解酶的蛋白质相对分子质量大小明显不同[６￣８]ꎮ
环氧化物水解酶广泛分布于发芽的种子、根、果

实、块茎和叶等组织中ꎬ并在大豆、绿豆、拟南芥、马
铃薯、普通烟草等多种植物中被广泛研究[９￣１８]ꎮ 在

植物环氧化物水解酶中ꎬ有关 ｓＥＨ 的相关研究目前

报道较多ꎮ ｓＥＨ 定位于细胞质基质和乙醛酸循环

体ꎬ以羟基酸和环氧脂肪酸等为催化底物ꎬ蛋白质相

对分子质量约３５ ０００ꎬ一般以单体或二聚体蛋白质

的形式存在[４ꎬ６]ꎮ 在模式植物拟南芥中ꎬ目前已有

ＥＨ 成员 ＡｔＳＥＨ 和 ＡｔＥＨ１ 等获得报道ꎬ为其他植物

ＥＨ 的研究提供了借鉴ꎮ Ｋｉｙｏｓｕｅ 等[１０] 从干旱胁迫

处理的拟南芥中分离获得 ＡｔＳＥＨ 基因的 ｃＤＮＡ 序

列ꎬ研究发现该基因的表达受到生长素和干旱胁迫

的诱导并呈现组织特异性表达模式ꎬ其编码的可溶

性环氧化物水解酶的蛋白质相对分子质量预测为

３６ ４２３ꎮ Ｐｉｎｅａｕ 等[１８] 的研究结果表明ꎬＡｔＥＨ１ 酶蛋

白定位于细胞质ꎬ具有环氧化物水解酶保守的核心

催化位点ꎬ参与了角质的形成ꎮ 除拟南芥外ꎬ马铃薯

也是植物中 ＥＨ 研究较为深入的物种ꎮ Ｍｏｗｂｒａｙ
等[１３]通过 Ｘ 射线衍射的方法揭示了马铃薯环氧化

物水解酶 ＳｔＥＨ１ 的蛋白质结构ꎬ这是植物环氧化物

水解酶结构首次被报道ꎬ并促进了其后马铃薯 ＥＨ
及其变种蛋白质结构研究的逐步深入[１４ꎬ１７]ꎮ 此外ꎬ
本氏烟草中过氧化物酶体靶向的 ＥＨ 成员 ＮｂＥＨ２.１
和 ＮｂＥＨ２.２ 能够特异地参与细菌等病原体的防

御[１５]ꎻ环氧化物水解酶 ＮｂＥＨ１.１ 和 ＮｂＥＨ２.１ 来自 ２
个进化分支ꎬ生化功能分析结果表明ꎬ这 ２ 种酶具有

不同的底物特异性ꎬＥＨ１ 可能通过在胁迫环境下产

生信号物质激活植物的应激反应来发挥功能ꎬＥＨ２
则可能参与角质单体的形成[１６]ꎮ

近年来ꎬ环氧化物水解酶作为桃果实内酯芳香

物质合成的参与酶在多项研究中获得关注ꎮ Ｖｅｃ￣
ｃｈｉｅｔｔｉ 等[１９] 创建了多基因型多发育阶段的桃外果

皮和中果皮的表达序列标签数据库ꎬ并结合公共数

据库的桃表达序列标签信息ꎬ通过综合分析芳香物

质的合成和转录模式筛选出了与芳香相关的重要基

因ꎬ其中包含 １ 个内酯合成的关键基因———环氧化

物水解酶编码基因ꎬ可从果实材料中克隆获得该环

氧化物水解酶编码基因１ ３５０ ｂｐ 的全长序列ꎮ 基于
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Ｂｏｌｅｒｏ 桃与 ＯｒｏＡ 桃的芳香差异极大的特点ꎬＰｉｒｏｎａ
等[２０]对这 ２ 种基因型的桃构建了微阵列数据以分析

桃果实在 ３ 个发育成熟阶段中基因的表达量变化ꎬ发
现 ２ 个环氧化物水解酶基因 ＥＰＨ２(ｐｐａ００８８５４ｍ)和

ＥＰＨ３(ｐｐａ００９１５３ｍ)在 ２ 种桃的发育成熟阶段呈现差

异表达模式ꎮ Ｌｉ 等[２１] 以溶质桃为试验材料通过基因

表达分析鉴定与芳香相关的基因ꎬ发现 ｐｐａ００７００４ｍ、
ｐｐａ００８９１８ｍ、ｐｐａ００８８５４ｍ、ｐｐａ００８７５６ｍ、ｐｐａ０１３５８５ｍ 等环

氧化物水解酶基因在果实的不同发育阶段以及 ４ 个品

种之间呈现差异表达ꎮ
目前ꎬ有关桃果实内酯合成相关环氧化物水解酶

基因的报道呈零星分布ꎬ多由差异表达基因分析获

得ꎬ且不同研究涉及的环氧化物水解酶基因成员之间

存在重叠ꎬ鲜有文献系统报道桃 ＥＨ 基因家族成员的

构成和序列特征或深入解析其具体的生物学功能等ꎮ
本研究筛选获得了桃 ＥＨ 家族候选成员ꎬ对候选成员

编码的氨基酸序列和蛋白质结构进行了分析ꎬ并分析

了果实发育成熟过程中各成员基因的表达量变化ꎬ鉴
别桃果实中内酯合成相关的候选环氧化物水解酶成

员ꎬ以期为深入研究果实环氧化物水解酶的生物学功

能和果实内酯芳香物质合成的分子机理提供借鉴ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本研究以 ２０２０ 年取自国家果树种质南京桃资

源圃的白花水蜜(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ Ｌ.)的桃果实为试验

材料ꎮ 对Ｓ１~ Ｓ４ 发育成熟阶段(分别对应盛花后 ４３
ｄꎬ７７ ｄꎬ１１５ ｄꎬ１４４ ｄ)的桃果实依次进行采收ꎬ选取

大小和色泽一致且无机械伤的果实用于研究ꎮ 每个

生物学重复选取 ６ 个果实ꎬ设置 ３ 组生物学重复ꎮ
中果皮部位切碎后速冻于液氮ꎬ样品存放于－８０ ℃
冰箱备用ꎮ
１.２　 总 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 合成

使用 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 试剂盒[天根生化科技(北
京)有限公司产品]提取Ｓ１~ Ｓ４ 发育成熟阶段桃果

实样品的总 ＲＮＡꎮ 凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的完整性ꎮ
使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 反转录试剂盒 [宝生物工程

(大连)有限公司产品]去除基因组 ＤＮＡ 残留ꎬ并对

１ μｇ 的 ＲＮＡ 进行 ｃＤＮＡ 合成ꎮ 合成的 ｃＤＮＡ 经过

ＤＥＰＣ(焦碳酸二乙酯)稀释后作为后续实时荧光定

量 ＰＣＲ 的模板ꎮ

１.３　 桃 ＥＨ 家族候选成员搜索与蛋白质保守结构

域分析

　 　 基于 ＪＧＩ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ￣ｎｅｘｔ. ｊｇｉ. ｄｏｅ. ｇｏｖ / )
和 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )数据库ꎬ参
考已报道的桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ Ｌ.)和拟南芥(Ａｒａｂｉ￣
ｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.)的 ＥＨ 家族成员[１０ꎬ１８ꎬ２０￣２１] 的蛋白

质氨基酸序列ꎬ通过同源序列比对、α / β 水解酶结构

家族成员搜索、可溶性环氧化物水解酶的关键词搜

索等方法获得桃 ＥＨ 家族的候选成员ꎻ使用 ＮＣＢＩ 数
据库的 ＣＣＤ 在线工具( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)分析桃 ＥＨ 家族候选成

员的保守结构域(表 １)ꎮ

表 １　 桃 ＥＨ 家族候选成员信息

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｅｐｏｘｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ
(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ Ｌ.)

基因名称 基因编号
编码的氨基酸
序列长度(ａａ)

ＭｈｐＣ 结构
域的位置

ＰｐＥＨ１ Ｐｒｕｐｅ.４Ｇ０４３２００ ３３９ ３４~３３８

ＰｐＥＨ２ Ｐｒｕｐｅ.７Ｇ１６２３００ ３１７ ９~３１４

ＰｐＥＨ３ Ｐｒｕｐｅ.７Ｇ１６２４００ ３２０ １２~３１６

ＰｐＥＨ４ Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ１５６５００ ３１５ ９~３１３

ＰｐＥＨ５ Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ１５６６００ ３１５ ９~３１３

ＰｐＥＨ６ Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ１５６７００ ３１４ ９~３１２

ＰｐＥＨ７ Ｐｒｕｐｅ.３Ｇ１５６８００ ３１３ ９~３１１

１.４　 氨基酸序列与蛋白质结构分析

利用 ＩＳＰｒｉｐｔ３.０ 在线工具(ｈｔｔｐｓ: / / ｅｓｐｒｉｐｔ. ｉｂｃｐ.
ｆｒ / ＥＳＰｒｉｐｔ / ＥＳＰｒｉｐｔ / ｉｎｄｅｘ.ｐｈｐ) [２２]进行桃 ＥＨ 候选成

员与其他物种已报道的 ＥＨ 成员的氨基酸序列的比

对与蛋白质结构的分析ꎮ
１.５　 系统进化树构建

采用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ 软件进行桃 ＥＨ 候选成员的蛋白

质氨基酸序列和其他物种已报道的 ＥＨ 成员的比

对ꎬ采用 Ｆｉｇｔｒｅｅ (ｖｅｒｓｉｏｎ １.３.１)软件进行系统进化

树的构建ꎮ
１.６　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析

采用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法ꎬ利用 ＣＦＸ９６ 实时

荧光定量 ＰＣＲ 仪[伯乐生命医学产品(上海)有限公

司产品]检测桃 ＥＨ 家族候选基因在Ｓ１~Ｓ４ 发育成熟

阶段的表达量变化ꎮ 反应体系包括 ＳＹＢＲ ＰＣＲ 预混

液[伯乐生命医学产品(上海)有限公司产品]１０􀆰 ０
μｌꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ 上下游引物各 １􀆰 ０ μｌꎬ灭菌 ＤＥＰＣ 水 ６􀆰 ０
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μｌꎬ稀释的 ｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μｌꎮ 根据 ＥＨ 基因成员的

编码区碱基序列ꎬ利用 ＮＣＢＩ / Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 在线设计

各基因相应的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物ꎬ经过熔解曲线分析和

回收产物测序分析等方法检验引物的扩增特异

性[２３]ꎮ 以 ＰｐＴＥＦ２ 基因为内参基因[２４]ꎬ设定 Ｓ１ 阶段

的各基因相对表达量为 １ꎬ使用 ２－△△Ｃｔ方法计算相对

表达量ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物序列见表 ２ꎮ

表 ２　 本研究所采用的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ ２　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因名称　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　

ＰｐＥＨ１ ＦＰ:ＧＧＣＧＡＣＴＴＧＡＴＧＣＧＡＡＡＡＣＡ
ＲＰ:ＣＣＡＣＣＡＡＧＴＣＣＡＴＧＡＴＣＴＣＣＴ

ＰｐＥＨ２ ＦＰ:ＧＧＴＧＣＣＣＴＣＡＡＴＴＡＴＴＴＴＣＧＴＡＣＡ
ＲＰ:ＴＧＴＣＡＣＣＴＡＣＡＡＴＣＡＡＣＴＴＴＧＣ

ＰｐＥＨ３ ＦＰ:ＧＣＣＴＴＧＴＣＣＣＣＡＡＣＣＴＴＧＡＡ
ＲＰ:ＴＧＴＴＣＡＣＧＣＡＧＧＡＡＧＧＡＡＡＧＴ

ＰｐＥＨ４ ＦＰ:ＣＡＴＧＧＡＣＴＴＧＧＴＴＧＡＣＡＣＴＧＣ
ＲＰ:ＧＣＡＡＴＧＧＡＡＡＡＴＧＧＡＧＴＣＣＧ

ＰｐＥＨ５ ＦＰ:ＣＧＡＧＧＡＴＴＴＣＣＡＴＴＴＡＡＣＴＧＡＴＣＣＡ
ＲＰ:ＣＧＣＡＡＧＴＡＧＴＣＣＴＣＧＡＣＣＣ

ＰｐＥＨ６ ＦＰ:ＴＣＡＧＣＴＡＧＴＣＧＴＣＴＣＣＴＴＣＣＴ
ＲＰ:ＡＴＧＣＡＡＣＡＣＣＣＡＧＣＣＡＧＴＴＡ

ＰｐＥＨ７ ＦＰ:ＴＣＣＴＣＴＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＴＴＴ
ＲＰ:ＧＴＴＴＴＣＴＡＴＡＧＧＧＡＡＣＴＴＧＣＡＧＴＧ

１.７　 统计分析与图表制作

使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ ｅｘｃｅｌ ２０１９ 计算标准差ꎬ使用 Ｏｒｉ￣
ｇｉｎ８.０ 进行相关图表的制作ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 桃 ＥＨ家族候选成员的筛选和氨基酸序列比对

通过蛋白质保守结构域分析ꎬ首先从相关序列

中筛选出属于 α / β 水解酶结构超级家族的成员ꎬ它
们均具有保守的 ＭｈｐＣ( Ｐｉｍｅｌｏｙｌ￣ＡＣＰ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ
ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ)结构域ꎮ 随后参考马铃薯环氧化物

水解酶 ＳｔＥＨ１ 的蛋白质结构(蛋白质 ＰＤＢ 编号:
２ＣＪＰ)ꎬ通过氨基酸序列比对和蛋白质结构分析鉴

别出 ７ 个蛋白质具有环氧化物水解酶保守的 α / β 水

解酶折叠结构域ꎬ将其命名为 ＰｐＥＨ１ ~ ＰｐＥＨ７ꎬ其编

码的基因为桃 ＥＨ 家族的候选基因(表 １)ꎮ 桃 ＥＨ
家族候选成员所编码的蛋白质中ꎬ蛋白质氨基酸序

列最短为 ３１３ 个氨基酸(ＰｐＥＨ７)ꎬ最长为 ３３９ 个氨

基酸(ＰｐＥＨ１)ꎮ 这些成员的 ＭｈｐＣ 结构域的位置存

在差异ꎮ
将桃与已报道的其他物种 ＥＨ 成员的氨基酸序

列进行比对分析ꎬ发现它们的 α / β 水解酶结构呈现

较大的相似性ꎬ氨基酸序列的平均相似度达到

６０􀆰 ３５％ꎮ 桃的 ＥＨ 成员均具有标准的 α / β 水解酶

折叠结构ꎬ８ 条 β 片层被多个 α 螺旋结构包围ꎬ而高

度保守的三联体组成了催化残基ꎬ包括位于 β５ 之后

的亲核氨基酸(天冬氨酸)ꎬ位于最后一个 β 片层之

后的负责活化水分子的组氨酸以及辅佐组氨酸的位

于 β７ 片层之后的酸性催化残基(天冬氨酸) (图

１)ꎮ 三位一体的结构之外ꎬ２ 个氧阴离子洞位置的

氨基酸在桃 ＥＨ 成员之间非常保守ꎬ包括 β３ 附近的

色氨酸和 β５ 亲核天冬氨酸旁的色氨酸(ＰｐＥＨ３)或
苯丙氨酸ꎮ 同时ꎬ所有比对的 ＥＨ 成员在 β４ 结束的

位置上有保守的 ＲＧＹＧ(Ｄ / Ｌ)(Ｓ / Ｔ)序列片段ꎮ
２.２　 桃 ＥＨ 家族候选成员的蛋白质进化树分析

利用 Ｆｉｇｔｒｅｅ１.３.１ 软件构建桃和其他植物 ＥＨ 成

员的蛋白质系统进化树(图 ２)ꎮ 在进化树的 ３ 个分

支中ꎬ拟南芥的 ２ 个 ＥＨ 成员(ＡｔＥＨ４ 和 ＡｔＥＨ５)位于

第一分支ꎬ马铃薯、粗皮柠檬、大豆和油菜的 ４ 个 ＥＨ
蛋白与拟南芥的 ２ 个 ＥＨ 成员(ＡｔＥＨ２ 和 ＡｔＥＨ３)共
同位于第二分支ꎬ桃的 ７ 个 ＥＨ 成员、拟南芥的 ２ 个

ＥＨ 成员(ＡｔＥＨ１ 和 ＡｔＥＨ６)和烟草的 ＥＨ 成员共同

聚类在第三分支ꎮ
在第二分支ꎬ马铃薯和粗皮柠檬的 ＥＨ 成员聚

类在一起ꎬ大豆、油菜和拟南芥的 ２ 个 ＥＨ 成员聚类

在一起ꎬ 具有较近的亲缘关系ꎮ 在 第 三 分 支ꎬ
ＰｐＥＨ１、ＰｐＥＨ４、ＰｐＥＨ５、ＰｐＥＨ６、ＰｐＥＨ７ 和烟草 ＥＨ 成

员聚类在一起ꎬＰｐＥＨ２、ＰｐＥＨ３ 和拟南芥 ＡｔＥＨ６ 聚类

在一起ꎬ且上述 ＥＨ 成员均与 ＡｔＥＨ１ 亲缘关系很近ꎮ
２.３　 桃 ＥＨ 家族候选基因在果实发育成熟阶段的

表达模式

　 　 从果实的第一次快速膨大期至成熟期ꎬ７ 个 ＥＨ
基因均有表达ꎬ在发育成熟阶段前期呈现了较高的

表达水平ꎬ在整个发育成熟进程中呈现整体逐渐下

调的表达趋势(图 ３)ꎮ
桃 ＥＨ 家族候选基因表达变化分为 ３ 种模式ꎮ

模式Ⅰ表现为 ３ 个基因(ＰｐＥＨ１、ＰｐＥＨ３、ＰｐＥＨ６)的
表达量伴随果实发育成熟进程逐步下调ꎬ模式Ⅱ表

现为 １ 个基因(ＰｐＥＨ２)的表达量在发育成熟阶段的

前期上调而后期下调ꎬ模式Ⅲ表现为 ３ 个基因

(ＰｐＥＨ４、ＰｐＥＨ５、ＰｐＥＨ７)的表达量在发育成熟阶段

的前期有下调和上调趋势而随后下调ꎬ整体呈现下

调趋势ꎮ
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ＳｔＥＨ１(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ７５１０２５４８):马铃薯环氧化物水解酶ꎻｃｉｔｒｕｓ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ４６０９０７９２):粗皮柠檬环氧化物水解酶ꎻＡｔＥＨ１ ~ ＡｔＥＨ６
(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号依次为 ＡＴ３Ｇ０５６００、ＡＴ２Ｇ２６７５０、ＡＴ２Ｇ２６７４０、ＡＴ４Ｇ１５９５５、ＡＴ４Ｇ１５９６０、ＡＴ３Ｇ５１０００.１):拟南芥环氧化物水解酶ꎻｒａｐｅ(Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 登录号 ２２２０８２９９):油菜环氧化物水解酶ꎻ ｓｏｙｂｅａｎ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 １３０４２２６):大豆环氧化物水解酶ꎻ ｔｏｂａｃｃｏ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

１３５４８４８):烟草环氧化物水解酶ꎻＰｐＥＨ１~ＰｐＥＨ７:桃环氧化物水解酶ꎮ 波形表示 α 螺旋ꎻ箭头表示 β 链ꎻＴＴ 字母表示严格的 β 链ꎻ黑底白字

表示不同氨基酸序列之间严格保守的氨基酸残基ꎻ框形标注相似度高于 ７０％的氨基酸残基ꎮ
图 １　 基于蛋白质结构的桃和其他植物环氧化物水解酶成员的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｏｘｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
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ＳｔＥＨ１(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ７５１０２５４８):马铃薯环氧化物水解酶ꎻｃｉｔ￣
ｒｕｓ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ４６０９０７９２):粗皮柠檬环氧化物水解酶ꎻ
ＡｔＥＨ１~ＡｔＥＨ６(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号依次为 ＡＴ３Ｇ０５６００、ＡＴ２Ｇ２６７５０、
ＡＴ２Ｇ２６７４０、ＡＴ４Ｇ１５９５５、ＡＴ４Ｇ１５９６０、ＡＴ３Ｇ５１０００.１):拟南芥环

氧化物水解酶ꎻｒａｐｅ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ２２２０８２９９):油菜环氧化物

水解酶ꎻｓｏｙｂｅａｎ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 １３０４２２６):大豆环氧化物水解

酶ꎻｔｏｂａｃｃｏ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 １３５４８４８):烟草环氧化物水解酶ꎻ
ＰｐＥＨ１~ ＰｐＥＨ７:桃环氧化物水解酶ꎮ 利用 ｃｌｕｓｔａｌｘ 软件进行环

氧化物水解酶氨基酸序列的比对ꎬ由 Ｆｉｇｔｒｅｅ(１.３.１)软件构建系

统进化树ꎮ
图 ２　 桃与其他植物的环氧化物水解酶的蛋白质进化树

Ｆｉｇ.２ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｅｐｏｘｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

　 　 表达模式Ⅰ的 ３ 个基因在 Ｓ１ 阶段的表达量最

高ꎬ而在 Ｓ４ 阶段的表达量下调至 Ｓ１ 阶段的 ４􀆰 ５％以

下ꎬ是整个发育成熟阶段表达量的最低值ꎮ 模式Ⅱ
的 ＥＨ 基因 ＰｐＥＨ２ 存在一个上调表达过程ꎬ最高表

达量出现在 Ｓ２ 阶段ꎬ最低表达量出现在 Ｓ４ 阶段ꎬＳ４
阶段的基因表达量下调至 Ｓ２ 表达量的 ２􀆰 ３％ꎮ 模式

Ⅲ中ꎬＰｐＥＨ４ 在 Ｓ４ 阶段的基因表达量下调至最高

表达量(Ｓ３ 阶段)的 ３７􀆰 ２％ꎬＰｐＥＨ５ 在 Ｓ４ 阶段的基

因表达量下调至最高表达量( Ｓ３ 阶段)的 ３１􀆰 ９％ꎻ
ＰｐＥＨ７ 在 Ｓ４ 阶段的基因表达量下调至最高表达量

(Ｓ１ 阶段)的 ８􀆰 ５％ꎬ下调幅度最大ꎮ 综合上述分析ꎬ
桃的 ＥＨ 家族基因在 Ｓ４ 阶段之前均具有较高的表

达水平ꎬ在成熟期 Ｓ４ 阶段的基因表达水平相对前期

呈现显著的下调ꎻ结合前人研究所报道的内酯芳香

物质的含量在成熟后显著增加的规律ꎬ可知这些 ＥＨ
基因表达量可能与内酯芳香物质的积累负相关ꎮ

３　 讨 论

３.１　 环氧化物水解酶的结构特征

环氧化物水解酶具有 α / β 水解酶折叠结构ꎬ属

于包含有酯酶、蛋白酶、脂肪酶、脱卤酶、裂解酶等功

能的 α / β 水解酶超级家族中的一类[２５￣２６]ꎮ 标准的

α / β 水解酶折叠是由几乎平行的 ８ 条 β 片层(其中

只有第二个 β 片层与其他片层反向平行)和包围在

两边的多个 α 螺旋共同组成的ꎬ且 α / β 水解酶的催

化残基都是由 １ 个高度保守的三联体组成ꎮ 根据贾

佳[２７]统计的 ＥＨ 家族的核心催化位点的特征ꎬＥＨｓ
除了上述三联体结构之外ꎬ在质子供体、氧阴离子洞

位置的氨基酸的选择也具有高度保守性ꎬ且在 β４ 结

束的位置存在保守片段 ＧＸＧＸＳ(甘氨酸￣可变氨基

酸￣甘氨酸￣可变氨基酸￣丝氨酸)ꎮ 本研究中ꎬ我们

鉴别的 ７ 个桃的 ＥＨ 家族候选成员均具有标准的 α /
β 水解酶折叠结构ꎬ与马铃薯、柑橘、烟草、拟南芥等

其他植物中所报道的 ＥＨ 成员结构的相似度高ꎬ且
催化残基包括 ２ 个天冬氨酸和 １ 个组氨酸ꎮ 在质子

供体的氨基酸选择上ꎬ除了 ＰｐＥＨ３ 之外ꎬ分析的其

他 ＥＨ 成员位于 α５ 螺旋的质子供体均为酪氨酸ꎮ
本研究所涉及的 ＥＨ 成员的氧阴离子洞位置的氨基

酸的选择均很保守ꎬ且具有 ＧＸＧＸ(甘氨酸￣可变氨

基酸￣甘氨酸￣可变氨基酸)的保守片段ꎬ与贾佳[２７]

的结论一致ꎮ
３.２　 植物环氧化物水解酶的生物学功能

环氧化物水解酶在生物体系中发挥着重要的作

用ꎬ包括外源化合物代谢、信号调节、细胞保护等ꎬ在
哺乳动物中的研究相对深入ꎬ在植物中的研究略为

滞后ꎮ Ｎｅｕｔｅｂｏｏｍ 等[２８]鉴别了在菠萝根部呈现组织

特异表达的基因ꎬ其中 ＰＦＥ２５８ 是长为１ １９９ ｂｐ 的

环氧化物酶基因ꎮ 大戟属植物(Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｌａｇａｓｃａｅ)
的种子胚乳中含有高水平的环氧化脂肪酸￣羟基乙

酸ꎬ而环氧化物水解酶参与了种子萌发过程中羟基

乙酸的氧化过程ꎬＥｄｑｖｉｓｔ 和 Ｆａｒｂｏｓ[２９]从该植物中分

离到了这种酶ꎬ并发现其编码基因的表达受到种子

萌发过程的诱导ꎬ而且外源激素如生长素和乙稀等

的刺激也可增加该基因的转录ꎮ 郑柳城和朱宏

波[３０]通过在水稻蛋白质组数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 搜

索ꎬ获得了 １０ 个水溶性环氧化物水解酶ꎬ并对编码

这些酶的基因开展了表达模式分析、蛋白质氨基酸

序列联配、三级结构预测等生物信息学分析ꎬ预测了

它们可能具有与抗逆相关的重要功能ꎮ 在拟南芥

中ꎬ近期有研究关注了一些 ＥＨ 的生物学功能ꎬ并证

明 ＥＨ 参与了宿主防御的重要功能ꎮ ＡｔＥＨ１ 参与角

质的形成[１８]ꎬ催化水解 Ｃ１８ 脂肪酸环氧化物生成邻
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Ｓ１:盛花后 ４３ ｄꎻＳ２:盛花后 ７７ ｄꎻＳ３:盛花后 １１５ ｄꎻＳ４:盛花后 １４４ ｄꎮ
图 ３　 桃环氧化物水解酶家族候选基因在果实发育成熟阶段的表达模式

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｅｐｏｘｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｐｅａｃｈ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

二醇ꎻ在敲除了 ＡｔＥＨ１ 基因的拟南芥突变体中ꎬ叶
片和种子角质中 Ｃ１８ 脂肪酸环氧化物含量会升高ꎬ
并伴随邻二醇产物含量的降低ꎮ 现有研究结果强调

了植物 ＥＨ 在植物抗逆性方面的重要功能ꎮ
３.３　 桃果实环氧化物水解酶基因的表达分析

目前涉及果实 ＥＨ 鉴别和生物学功能的研究较

少ꎬ其中桃果实 ＥＨ 参与内酯芳香物质合成的相关

研究备受关注ꎮ Ｐｉｒｏｎａ 等[２０] 报道了 ２ 个可能的 ＥＨ
成员ꎬ其中 ＥＰＨ３(编号:ｐｐａ００９１５３ｍ)的保守结构域

分析结果显示其属于 ＨＡＤ 水解酶超家族ꎬ而 ＥＰＨ２
(编 号: ｐｐａ００８８５４ｍ) 对 应 于 本 研 究 所 鉴 别 的

ＰｐＥＨ２ꎮ Ｐｉｒｏｎａ 等[２０] 对更为芳香的溶质品种 Ｂｏｌｅｒｏ
桃和香气较弱的不溶质品种 ＯｒｏＡ 桃开展研究ꎬ发
现 ＥＰＨ２ 在 Ｂｏｌｅｒｏ 桃果实发育前期上调表达ꎬ在 Ｂｏ￣
ｌｅｒｏ 和 ＯｒｏＡ 桃果实的发育后期均呈现下调表达ꎮ
本研究所用品种白花水蜜为溶质桃而且香气浓郁ꎬ
在该品种果实发育的 Ｓ２ 阶段 ＰｐＥＨ２ 有明显的上调

表达ꎬ且在整个成熟期呈现下调表达ꎬ类似于 Ｂｏｌｅｒｏ

桃的表达趋势ꎬ与 Ｐｉｒｏｎａ 等[２０] 的研究结果一致ꎮ Ｌｉ
等[２１]报道了若干可能的 ＥＨ 成员ꎬ其中 ＥＰＨ２(编
号:ｐｐａ００８８５４ｍ)对应于本研究所鉴别的 ＰｐＥＨ２ꎬ且
与 Ｐｉｒｏｎａ 等[２０] 所报道的 ＥＰＨ２ 是同一个基因ꎻ
ＥＰＨ１(编号:ｐｐａ００８９１８ｍ)对应于本研究所鉴别的

ＰｐＥＨ６ꎻ但所报道的基因编号为 ｐｐａ００７００４ｍ 和

ｐｐａ０１３５８５ｍ 基因编码的不属于 α / β 水解酶结构家

族ꎬ另一个基因编号为 ｐｐａ００８７５６ｍ 基因编码的不

具有 ＥＨ 家族的保守蛋白质结构ꎮ 本研究结果表明

ＰｐＥＨ６ 和 ＰｐＥＨ２ 在成熟期 Ｓ４ 阶段相比于 Ｓ３ 阶段

表达量呈现下调趋势ꎬ而 Ｌｉ 等[２１] 更精细地分析了

这 ２ 个基因在 ＨＪ１ 阶段(成熟早期)、ＨＪ２ 阶段(商
业采收成熟期)、ＨＪ３ 阶段(完全成熟期)表达量的

变化:ＥＰＨ１(对应本研究的 ＰｐＥＨ６)在湖景蜜露果

实 ＨＪ２ 阶段相比 ＨＪ１ 阶段表达量呈现下调的趋势ꎬ
ＥＰＨ２(对应本研究的 ＰｐＥＨ２)在 ＨＪ２ 阶段表达下调

后在 ＨＪ３ 阶段又呈现上调趋势ꎮ
有研究结果表明ꎬ内酯芳香物质伴随桃果实的
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成熟逐渐积累ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[３１]分析了内酯物质在湖景

蜜露和奉化玉露桃果实的不同发育成熟阶段(Ｓ０:
未成熟阶段ꎻＳ１:早期成熟阶段ꎻＳ２:商业采收成熟阶

段ꎻＳ３:完全成熟阶段)的含量变化ꎬ发现 γ￣癸内酯

是其中含量最高的内酯物质ꎬ且该内酯在 ２ 个品种

桃果实中的含量均在 Ｓ１ 阶段呈现显著增加ꎬ在 Ｓ３
阶段达到最高ꎮ Ｐｅｎｇ 等[３２] 对盛花后 １１４ ~ １３２ ｄ 的

Ｆｅｎｇｈｕａｙｕｌｕ 桃果实每隔 ２ ｄ 进行 １ 次取样ꎬ并对芳

香物质进行检测ꎬ发现从花后 １２４ ｄ 开始可以在果

实中检测到 γ￣癸内酯ꎬ且在随后的阶段中含量逐渐

上升ꎬ在最后一个取样点 γ￣癸内酯含量达到最高ꎮ
结合本研究的基因表达分析结果ꎬ在桃果实中表达

的 ７ 个 ＥＨ 基因在成熟期的 Ｓ３ 阶段均有一定的表

达量ꎬ可能与内酯的合成相关联ꎮ 由于内酯的合成

通路尚未完全阐明ꎬ而环氧化物水解酶在内酯合成

通路的中游发挥作用ꎬ因此 ＥＨ 成员催化特征的鉴

别、各 ＥＨ 成员催化产物的明确、ＥＨ 产物是否以及

如何作为前体物质参与内酯的合成等将是后续相关

研究需要解决的关键问题ꎮ 同时需要注意桃的 ＥＨ
是否具有多重生物学功能ꎬ如在其他物种中所报道

的参与逆境防御的功能等ꎮ
综上所述ꎬ本研究系统鉴别出 ７ 个桃的 ＥＨ 家

族成员ꎬ序列特征分析结果表明它们具有典型的

α / β水解酶折叠结构ꎬ属于环氧化物水解酶家族ꎮ
进化树分析结果显示ꎬ桃的 ＥＨ 成员与拟南芥、烟
草、油菜、大豆、粗皮柠檬等物种的 ＥＨ 的聚类很近ꎮ
基因表达分析结果显示ꎬ它们均在果实的Ｓ１~ Ｓ４ 发

育成熟阶段表达ꎬ表达模式分为 ３ 种ꎬ基本呈现成熟

前期表达量较高而在整个成熟期整体表达量下调的

总趋势ꎬ与内酯芳香物质的积累负相关ꎮ 本研究对

于桃环氧化物水解酶家族成员的构成、进化关系和

基因表达模式进行了系统分析ꎬ为后续桃乃至其他

果实中内酯物质合成相关的 ＥＨ 成员的深入研究提

供参考ꎮ
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