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摘要：［目的］探讨Ｐｈｙｔｏｃｙａｎｉｎｓ（ＰＣｓ）在铁皮石斛发育过程和逆境胁迫环境下的潜在功能。［方法］利用拟南芥和
水稻ｐｈｙｔｏｃｙａｎｉｎ基因家族蛋白序列（ＡｔＰＣｓ和ＯｓＰＣｓ），采用本地化软件ＢＬＡＳＴＰ对铁皮石斛全基因组数据库进行搜
索，并采用ＳＭＡＲＴ和ｐｆａｍ数据库验证质体蓝素样结构域，获得铁皮石斛 ｐｈｙｔｏｃｙａｎｉｎ基因家族编码序列（ＤｏＰＣｓ）；
利用ＳｉｇｎａｌＰ４．１、ＢｉｇＰＩＰｌａｎｔＰｒｅｄｉｃｔｏｒ、ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０Ｓｅｒｖｅｒ等在线软件对ＤｏＰＣ家族序列的结构特点进行分析；利用
软件ＣｌｕｓｔａｌＷ和ＭＥＧＡ对 ＤｏＰＣ基因进行氨基酸序列的比对和系统进化分析；利用转录组数据绘制 ｈｅａｔｍａｐ图对
ＤｏＰＣｓ基因在与美孢胶膜菌共生萌发的种子中的表达情况进行分析。［结果］显示：铁皮石斛全基因组中共预测到
包含ＰＣＬＤ结构域的３８个ＤｏＰＣｓ，可分属４个亚家族，２个Ｃｙｓ残基在ＤｏＰＣｓ家族中高度保守；１９条ＤｏＰＣｓ蛋白序
列含有４个完整的保守铜结合配体（Ｈｉｓ、Ｃｙｓ、Ｈｉｓ、Ｇｌｎ／Ｍｅｔ），有３２条ＤｏＰＣｓ骨架中含有Ｎ端信号肽，２２条ＤｏＰＣｓ含
有糖基磷脂酰肌醇锚定位点，有２７条ＤｏＰＣｓ含Ｎ糖基化位点；１６个ＤｏＰＣｓ基因在与美孢胶膜菌共生萌发的种子中
检测到表达，其中，ＤｏＵＣＬ２，４和ＤｏＥＮＯＤＬ１４基因表达量最高，７个基因在共生萌发的种子中明显上调表达，只有
ＤｏＥＮＯＤＬ６基因明显下调表达。［结论］在全基因组范围内分析铁皮石斛 ＤｏＰＣ家族蛋白结构特点，可以为探究兰
科植物与微生物共生的相互作用及进一步研究兰科菌根形成的分子机制提供数据基础。
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　　质体蓝素（Ｐｈｙｔｏｃｙａｎｉｎ，ＰＣ）是一类存在于植物
中的古老超蛋白家族，该家族均有质体蓝素样结构

域（Ｐｌａｓｔｏｃｙａｎｉｎｌｉｋｅｄｏｍａｉｎ，ＰＣＬＤ），具有 ２个能形
成二硫键的半胱氨酸（Ｃｙｓ），其中，部分成员含有４
个保守的铜离子结合位点：２个组氨酸（Ｈｉｓ）、１个半
胱氨酸和 １个甲硫氨酸 （Ｍｅｔ）或谷氨酰胺
（Ｇｌｎ）［１－２］。根据铜离子结合位点的氨基酸残基类
型、光谱和氧化还原性能、蛋白结构组分等特征，ＰＣｓ
家族分为 ４个亚家族：花青苷样蛋白（Ｕｃｌａｃｙａｎｉｎ
ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＵＣＬ）、漆树兰蛋白（Ｓｔｅｌｌａｃｙａｎｉｎｌｉｋｅｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＳＣＬ）、质体蓝素样蛋白（Ｐｌａｎｔａｃｙａｎｉｎｌｉｋｅｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＰＬＣＬ）和早期结瘤素样蛋白（Ｅａｒｌｙｎｏｄｕｌｉｎｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＮＯＤＬ）［３］。ＵＣＬ和 ＰＬＣＬ有相同的铜离子
结合位点（２个Ｈｉｓ，１个Ｃｙｓ和１个Ｍｅｔ），但ＵＣＬ属
于嵌合型糖蛋白，其蛋白骨架中含有糖蛋白样结构

域，而ＰＬＣＬ为非糖蛋白［３］。ＳＣＬ的铜离子结合位
点中Ｇｌｎ替代了 Ｍｅｔ，ＳＣＬ和 ＵＣＬ家族不仅包含天
冬酰胺（Ａｓｎ）残基连接的 Ｎ糖基化位点，还具有通
过丝氨酸（Ｓｅｒ）和羟脯氨酸（Ｈｙｐ）残基连接的 Ｏ糖
基化位点［４］。ＥＮＯＤＬ与其它亚家族之间有高度的
相似性，但该亚家族成员的蛋白骨架缺完整的铜离

子结合位点，铜配位体中的４个氨基酸残基部分或
全部被其它氨基酸残基取代［５］。研究发现，拟南芥

（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）和水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）中的大多
数ＥＮＯＤＬｓ是嵌合的阿拉伯半乳聚糖蛋白，其蛋白
骨架包含 Ｎ端信号肽（Ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＳＰ）和阿拉伯
半乳聚糖蛋白样域（Ａｒａｂｉｎｏｇａｌａｃｔａｎｐｒｏｔｅｉｎｌｉｋｅｒｅ
ｇｉｏｎ，ＡＬＲ）［５－６］。

ＰＣ家族中能结合铜离子的３个亚家族（ＵＣＬ、
ＳＣＬ和ＰＬＣＬ）为电子传递体。研究显示，ＰＣｓ在植
物发育和抗逆过程扮演着重要角色［５，７－８］，ＰＣｓ参与
了植物对非生物胁迫的应激反应，如干旱胁迫、盐胁

迫、冷胁迫和金属离子等［５，９－１１］。

全基因组分析是鉴定基因家族成员、阐明其生

物学作用的首要步骤和有效途径。利用生物信息学

分析方法对植物ＰＣ家族基因全基因组分析的报道
不多，仅在拟南芥、水稻和大白菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｒａｐａ）基

因组中分别发现３８、６２和８４条 ＰＣｓ基因［５－７］。铁

皮石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ）为兰科石斛属植物中
具有观赏价值和医药价值的一种附生兰，其基因组

测序的完成为该物种ＰＣ基因家族（ＤｏＰＣ）的全基因
组预测和生物信息学分析提供了宝贵资源，有助于

了解该基因家族的潜在功能。本研究可为石斛属

ＰＣ基因家族功能验证提供数据基础。

１　材料与方法

１．１　数据库和分析软件
１．１．１　数据库　铁皮石斛基因组数据库：ｈｔｔｐ：／／
２０２．２０３．１８７．１１２／ｈｅｒｂａｌｐｌａｎｔ；拟南芥基因组数据
库：ｈｔｔｐ：／／ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／；国家水稻数据中心数据
库：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｄａｔａ．ｃｎ／ｇｅｎｅ／；ＳＭＡＲＴ数据库：
ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ；ｐｆａｍ数据库：ｈｔ
ｔｐ：／／ｐｆａｍ．ｘｆａｍ．ｏｒｇ／。
１．１．２　分析软件　氨基酸序列分析软件：ＢＬＡＳＴＰ，
ｃｌｕｓｔａｌＷ；Ｎ端信号肽预测：ＳｉｇｎａｌＰ４．１（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）；糖基磷脂酰肌醇锚
定信号（Ｃｔｅｒｍｉｎａｌｇｌｙｃｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌｓｉｇｎａｌ，
ＧＡＳ）预测：ＢｉｇＰＩＰｌａｎｔＰｒｅｄｉｃｔｏｒ（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｎｄｅｌ．
ｉｍｐ．ａｃ．ａｔ／ｇｐｉ／ｐｌａｎｔ＿ｓｅｒｖｅｒ．ｈｔｍｌ）和 ＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ：／／
ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）；Ｎ糖基化位点预测：Ｎｅｔ
ＮＧｌｙｃ１．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＮｅｔＮＧｌｙｃ／）；系统进化分析软件：ＭＥＧＡ５．０；图像处
理软件：ＰｈｏｔｏＳｈｏｐ。
１．２　方法
１．２．１　铁皮石斛 ＤｏＰＣ基因家族的预测　下载铁
皮石斛全基因组蛋白编码序列和拟南芥、水稻 ＰＣ
基因家族成员的蛋白序列（ＡｔＰＣｓ和 ＯｓＰＣｓ）到本
地。利用ＢＬＡＳＴＰ工具进行比对搜索（缺省参数设
置），手动去除错配序列。

１．２．２　ＤｏＰＣ家族蛋白 ＰＣＬＤ结构域验证　将
ＢＬＡＳＴＰ比对获得的潜在 ＤｏＰＣｓ蛋白序列文件保存
为 ＦＡＳＴＡ格式，利用 ＳＭＡＲＴ和 ｐｆａｍ数据库验证
ＤｏＰＣｓ蛋白序列的质体蓝素样结构域ＰＣＬＤ（缺省参
数设置）。
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１．２．３　ＤｏＰＣ家族的结构分析　将存在 ＰＣＬＤ结构
域的ＤｏＰＣｓ蛋白序列文件保存为ＦＡＳＴＡ格式，利用
ＳｉｇｎａｌＰ４．１、ＢｉｇＰＩＰｌａｎｔＰｒｅｄｉｃｔｏｒ和 ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０
Ｓｅｒｖｅｒ软件分别预测其ＳＰ，ＧＡＳ位点、Ｎ糖基化位点
（缺省参数设置）。依据Ｍａｓｈｉｆｕｃｈｉ等［６］研究拟南芥

ＡｔＰＣｓ蛋白序列潜在 ＡＬＲ的原则：以非邻接的脯氨
酸（Ｐｒｏ）残基基序（［Ａｌａ／Ｓｅｒ／Ｔｈｒ／Ｇｌｙ］ＰｒｏＸ（０，
１０）［Ａｌａ／Ｓｅｒ／Ｔｈｒ／Ｇｌｙ］Ｐｒｏ）和邻接的Ｐｒｏ残基基序
（［Ａｌａ／Ｓｅｒ／Ｔｈｒ／Ｇｌｙ］Ｐｒｏ３４）为阿拉伯半乳聚糖
（ＡＧ）糖模块；ＳｅｒＰｒｏ２４为假定的伸展蛋白糖模块，
手动分析ＤｏＰＣｓ蛋白序列中潜在的ＡＬＲｓ。
１．２．４　结构域的多重序列比对分析　利用软件
ＣｌｕｓｔａｌＷ２．１对ＤｏＰＣｓ氨基酸序列 ＰＣＬＤ结构域进
行多重序列比对分析（缺省参数设置），手动标记结

构域特征位点。

１．２．５　系统进化树的构建　首先，利用 ＣｌｕｓｔａｌＷ
软件对所有 ＤｏＰＣｓ的氨基酸序列进行比对，生成软
件ＭＥＧＡ可读的比对文件（缺省参数设置）；然后，
利用 ＭＥＧＡ５．０软件采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ
Ｍｅｔｈｏｄ）对上述文件进行进化树分析。Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ设
置为１０００。最后生成无根树。
１．２．６　基因表达分析　按照 Ｚｈａｏ等［１２］发表的方

法采集正常生长的铁皮石斛成熟种子（中国林业科

学研究院科研温室），分为２组进行体外共生和非共
生萌发试验。一组种子用来构建与美孢胶膜菌（Ｔｕ
ｌａｓｎｅｌｌａｃａｌｏｓｐｏｒａ，ＩＴＳ序 列 ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：
ＧＵ１６６４１８．１）体外共生萌发体系（ＤｏＴｃｇ），选取萌发
到第三阶段（原分生组织出现）的种子利用７０％酒
精表面消毒后进行台盼蓝染色［１３］，在种子内检测到

共生真菌菌丝，表明共生体系建立［１３］；另一组种子

进行体外非共生萌发到相同阶段（Ｄｏ），两组试验分
别设置三组生物学重复。液氮取样、提取总 ＲＮＡ、
构建ＲＮＡｓｅｑ文库进行高通量测序［１２］。将测序获

得的ＤｏＰＣｓ家族基因 ｒｅａｄｓ数进行标准化处理获得
基因表达的ＲＰＫＭ值（Ｒｅａｄｓｐｅｒｋｉｌｏｂａｓｅｐｅｒｍｉｌｌｉｏｎ
ｍａｐｐｅｄｒｅａｄｓ）值［１２］，再取 ｌｏｇ２对数输入软件 ＨｅｍＩ
ｖ１．０（ＨｅａｔｍａｐＩｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ）绘制 ＤｏＰＣｓ基因表达热
图［１４］。设置｜ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）｜＞１（ｐｖａｌｕｅ＜
０．０１）作为基因差异表达筛选条件。

２　结果与分析
２．１　ＤｏＰＣ家族的鉴定和分类

利用ＢＬＡＳＴＰ搜索比对工具从铁皮石斛蛋白数

据库中分别找出与拟南芥 ＰＣｓ（ＡｔＰＣｓ）和水稻（Ｏｓ
ＰＣｓ）相似度较高的序列（Ｅｖａｌｕｅ＜０．００１），经过
ＳＭＡＲＴ预测和 Ｐｆａｍ数据库比对两种方法验证，在
拟南芥和水稻中均有３８条ＰＣ样蛋白序列（ＤｏＰＣｓ）
含有１个ＰＣＬＤ结构域。已知拟南芥基因组中含有
３８条ＰＣ基因［６，１５］，在数量上与铁皮石斛的 ＰＣ基
因相同；而水稻和大白菜基因组中分别含有６２条和
８４条ＰＣ基因，远多于铁皮石斛和拟南芥基因组中
ＰＣ基因的数量。

对ＤｏＰＣｓ家族成员的ＰＣＬＤ结构域进行多重序
列比对分析，结果（图１）表明：３８条 ＤｏＰＣｓ蛋白序
列均含有２个Ｃｙｓ残基，Ｃｙｓ在ＤｏＰＣｓ家族中高度保
守；１９条ＤｏＰＣｓ蛋白序列中含有４个完整的铜结合
配体（Ｈｉｓ、Ｃｙｓ、Ｈｉｓ、Ｍｅｔ／Ｇｌｎ），其中，１１条为 Ｈｉｓ、
Ｃｙｓ、Ｈｉｓ、Ｍｅｔ类型，８条为 Ｈｉｓ、Ｃｙｓ、Ｈｉｓ、Ｇｌｎ类型。
１９个可结合铜的ＤｏＰＣｓ蛋白归类为３个亚家族中：
５个花青苷样蛋白（ＤｏＵＣＬｓ）、８个漆树蓝样蛋白
（ＤｏＳＣＬｓ）和６个质体蓝素样蛋白（ＤｏＰＬＣＬｓ）；其余
１９个不含铜结合位点的 ＤｏＰＣｓ为早期结瘤素样蛋
白（ＤｏＥＮＯＤＬｓ）（表 １）。多重序列比对发现在
ＤｏＥＮＯＤＬｓ亚家族中，与其它亚家族的铜结合位点
所对应的位置上有一些较保守的基序，这些氨基酸

残基取代了 Ｈｉｓ、Ｃｙｓ、Ｈｉｓ、Ｍｅｔ／Ｇｌｎ，可能与结合铜有
关。用亚家族名称命名后的ＤｏＰＣｓ所对应的铁皮石
斛基因 ＩＤ、结构域数量及铜结合位点等配体信息见
表１。
２．２　ＤｏＰＣｓ家族结构分析

为进一步明确 ＤｏＰＣｓ家族成员序列结构特征，
本文采用生物信息学分析方法预测了该家族成员蛋

白骨架的Ｎ端ＳＰ、ＡＬＲ和 ＧＡＳ以及 Ｎ糖基化位点
等。预测分析结果显示：有 ３１条 ＤｏＰＣｓ骨架含有
Ｎ端ＳＰ，负责引导该链合成的蛋白质进入分泌通
路［３］。采用 ｂｉｇＰＩＰｌａｎｔＰｒｅｄｉｃｔｏｒ和 ＰＳＯＲＴ在线软
件预测结果显示：２２条 ＤｏＰＣｓ含有 ＧＡＳ位点，而糖
基磷脂酰肌醇锚定蛋白是一种膜蛋白，它可通过糖

基磷脂酰肌醇插入内质网膜和质膜，主要负责携带

蛋白定位至质膜上，与膜上的脂筏连接［２２－２３］。此

外，有２７条ＤｏＰＣｓ含Ｎ糖基化位点，可连接糖链［６］。

已知非邻接重复出现的 Ｐｒｏ可以被羟基化作为
阿拉伯半乳聚糖糖基化位点，而连续重复出现的Ｐｒｏ
被羟基化为阿拉伯糖糖基化位点［５，１６］。当 Ａｌａ、Ｓｅｒ、
Ｔｈｒ、Ｇｌｙ和Ｐｒｏ在核心蛋白中为主要氨基酸组分，且
Ｐｒｏ以基序为：［Ａｌａ／Ｓｅｒ／Ｔｈｒ／Ｇｌｙ］ＰｒｏＸ（０，１０）
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［Ａｌａ／Ｓｅｒ／Ｔｈｒ／Ｇｌｙ］Ｐｒｏ的非邻接重复方式出现，即
为假定ＡＧ糖模块［１７－１９］。有研究发现，当 Ｐｒｏ以基
序为ＳｅｒＰｒｏ２４连续重复出现时，为假定的伸展蛋
白糖模块；然而，ＳｅｒＰｒｏ２４基序中的 Ｐｒｏ不完全羟
基化时，可形成非邻接型的 Ｐｒｏ模块［２０］。在拟南芥

的相关研究中把高度相似的非邻接型 Ａｌａ／Ｔｈｒ／Ｇｌｙ
Ｐｒｏ基序和 ＳｅｒＰｒｏ基序均作为 ＡＧ糖模块的代表。
Ｍａｓｈｉｆｕｃｈｉ等将［Ａｌａ／Ｓｅｒ／Ｔｈｒ／Ｇｌｙ］Ｐｒｏ３４基序也作
为了假定 ＡＧ糖模块［６］。本文结合前人的研究成

果，将［Ａｌａ／Ｓｅｒ／Ｔｈｒ／Ｇｌｙ］ＰｒｏＸ（０，１０）［Ａｌａ／Ｓｅｒ／

Ｔｈｒ／Ｇｌｙ］Ｐｒｏ和［Ａｌａ／Ｓｅｒ／Ｔｈｒ／Ｇｌｙ］Ｐｒｏ３４基序作为
假定 ＡＧ糖模块的预测规则。由于 Ｎ端 ＳＰ作为分
泌信号，是阿拉伯半乳聚糖蛋白（Ａｒａｂｉｎｏｇａｌａｃｔａｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＧＰ）的先决条件，因此，本文只对含有 ＳＰ
的３１条ＤｏＰＣｓ是否存在 ＡＧ糖模块进行预测。经
统计，共有２６条 ＤｏＰＣｓ存在 ＡＧ糖模块，预测为嵌
合的ＡＧＰｓ，包括１３条ＤｏＥＮＯＤＬｓ、１条ＤｏＵＣＬｓ、６条
ＤｏＰＬＣＬｓ和６条 ＤｏＳＣＬｓ，其中，１０条 ＤｏＰＣｓ预测包
含伸展蛋白糖模块，有８条 ＤｏＰＣｓ既可以是伸展蛋
白又可以是ＡＧＰｓ（表２）。

注：蓝色背景代表可能参与结合铜离子的保守氨基酸残基（Ｈｉｓ，Ｃｙｓ，Ｈｉｓ，Ｇｌｎ／Ｍｅｔ）；黄色背景代表参与二硫键形成的半胱氨酸残基Ｃｙｓ；粉

色背景代表ＥＮＯＤＬｓ亚家族中保守氨基酸残基。Ｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓ（Ｈｉｓ，Ｃｙｓ，Ｈｉｓ，Ｍｅｔ／Ｇｌｎ）ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｃｏｐｐｅｒｂｉｎｄｉｎｇａｒｅ

ｉｎｄｉｃａｔｅｄｗｉｔｈａｂｌｕｅｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ．Ｃｙｓｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｄｉｓｕｌｆｉｄｅｌｉｎｋａｇｅｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｗｉｔｈａｙｅｌｌｏｗｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ．Ａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓｃｏｎｓｅｒｖｅｄ

ｉｎｔｈｅＥＮＯＤＬｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｗｉｔｈａｐｉｎｋｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ．

图１　ＤｏＰＣｓ家族ＰＣＬＤ保守结构域序列多重比对

Ｆｉｇ．１　ＭｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅＰＣＬＤｓｉｎＤｏＰＣｓ

　　根据 ＤｏＰＣｓ和 ＡｔＰＣｓ蛋白骨架中是否含有 Ｎ
端ＳＰ、ＰＣＬＤ结构域、ＡＬＲ和Ｃ端ＧＡＳ这几个部分，
将其分为七类（图２）［５］。类群Ｉ的ＤｏＰＣｓ成员有１６
个，其蛋白骨架包含所有以上４个结构域和基序；类
群ＩＩ和ＩＩＩ在结构上与类群Ｉ存在一定的相似，但分
别缺少ＧＡＳ和ＡＬＲ，其中，归为类群 ＩＩ的 ＤｏＰＣｓ和

有１０个，归为类群ＩＩＩ的ＤｏＰｃ有０个；类群ＩＶ同时
缺失 ＡＬＲ和 Ｃ端 ＧＡＳ两个结构域，有４个成员被
归为该类群；归为类群Ｖ的６个成员和归为类群 ＶＩ
的２个成员都不存在 Ｎ端 ＳＰ和 ＡＬＲ结构，但前者
具有Ｃ端ＧＡＳ，而后者只具有ＰＣＬＤ这一个结构域；
类群ＶＩＩ同时缺失 ＡＬＲ和 Ｃ端 ＧＡＳ，但存在 ２个
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ＰＣＬＤ，归为该类群的ＤｏＰｃ成员有０个。由于类群Ｉ
和ＩＩ中存在 Ｎ端 ＳＰ以及足够参与糖基化反应的
ＡＧ糖模块，可认为这两类中的基因家族成员是嵌合
型的ＡＧＰｓ。类群 ＩＩＩ和 ＶＩＩ不含有铁皮石斛 ＰＣ家

族成员，在拟南芥、水稻和杨树中也有类似的现象，

这有可能是由于基因在进化过程中失去功能，发生

消亡导致［１５］。

表１　ＤｏＰＣ家族成员及其结构信息
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｐｕｔａｔｉｖｅＤｏＰＣｓｎａｍｅｄｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

名称

Ｎａｍｅ
基因ＩＤ
ＧｅｎｅＩＤ

ＡＡ
信号肽

Ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ
ＰＣＬＤ

铜结合位点

Ｃｏｐｐｅｒｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ
Ｎ糖基化位点

Ｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ
ＡＬＲ ＧＡＳ

ＤｏＵＣＬ１ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００２３３７８ １４８ — １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｍ ＋ ＮＣ ＋
ＤｏＵＣＬ２ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００４４４４９ ２５６ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｍ ＋ ＋ —

ＤｏＵＣＬ３ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００７７８０６ １２８ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｍ ＋ — —

ＤｏＵＣＬ４ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００７７８０７ １２９ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｍ ＋ — —

ＤｏＵＣＬ５ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１０１２９３５０ １２８ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｍ ＋ — —

ＤｏＰＬＣＬ１ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００１４５６３ １７０ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｍ — ＋ ＋
ＤｏＰＬＣＬ２ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００１４５６４ １７０ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｍ — ＋ ＋
ＤｏＰＬＣＬ３ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００２１７６３ ２２０ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｍ — ＋ ＋
ＤｏＰＬＣＬ４ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００７０３１１ １９１ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｍ — ＋ ＋
ＤｏＰＬＣＬ５ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００７７７９４ １２８ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｍ — ＋ —

ＤｏＰＬＣＬ６ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００９２５００ １９１ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｍ — ＋ ＋
ＤｏＳＣＬ１ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００２７９１４ ２０７ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｑ ＋ ＋ ＋
ＤｏＳＣＬ２ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００３０２８０ １７５ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｑ ＋ ＋ ＋
ＤｏＳＣＬ３ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００６６３４５ １６９ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｑ ＋ ＋ —

ＤｏＳＣＬ４ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００６６３４６ １６９ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｑ ＋ ＋ —

ＤｏＳＣＬ５ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００６６３４７ １７０ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｑ ＋ ＋ —

ＤｏＳＣＬ６ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００８８７７６ ２００ — １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｑ ＋ ＮＣ ＋
ＤｏＳＣＬ７ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１０１１４５４７ １８９ ＋ １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｑ ＋ ＋ ＋
ＤｏＳＣＬ８ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１０１３６３１７ １９９ — １ Ｈ－Ｃ－Ｈ－Ｑ — ＮＣ —

ＤｏＥＮＯＤＬ１ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１０００８４８７ １３３ — １ — — ＮＣ ＋
ＤｏＥＮＯＤＬ２ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１０００９３５０ １７５ ＋ １ — — ＋ ＋
ＤｏＥＮＯＤＬ３ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００１１２４７ １８７ ＋ １ — ＋ ＋ ＋
ＤｏＥＮＯＤＬ４ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００１５５１０ １９３ ＋ １ — ＋ ＋ ＋
ＤｏＥＮＯＤＬ５ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００１７０２３ １７９ ＋ １ — ＋ ＋ —

ＤｏＥＮＯＤＬ６ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００２８５３８ ２０４ ＋ １ — ＋ ＋ —

ＤｏＥＮＯＤＬ７ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００２８６７０ １５８ ＋ １ — ＋ ＋ ＋
ＤｏＥＮＯＤＬ８ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００３５８９８ ２２０ — １ — ＋ ＮＣ ＋
ＤｏＥＮＯＤＬ９ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００３７０７１ ２２４ ＋ １ — ＋ ＋ ＋
ＤｏＥＮＯＤＬ１０ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００４１７１６ １８７ ＋ １ — ＋ ＋ ＋
ＤｏＥＮＯＤＬ１１ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００４５７７１ ３５８ ＋ １ — ＋ ＋ ＋
ＤｏＥＮＯＤＬ１２ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００４７０３６ １３９ — １ — ＋ ＮＣ —

ＤｏＥＮＯＤＬ１３ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００５９９１１ ２２０ — １ — — ＮＣ ＋
ＤｏＥＮＯＤＬ１４ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００６１７９８ １７４ ＋ １ — ＋ ＮＣ ＋
ＤｏＥＮＯＤＬ１５ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００６４０３９ ２５４ ＋ １ — ＋ ＋ —

ＤｏＥＮＯＤＬ１６ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００７７８１２ １３１ ＋ １ — — — —

ＤｏＥＮＯＤＬ１７ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００７７８１５ １８７ ＋ １ — ＋ ＋ —

ＤｏＥＮＯＤＬ１８ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１００８０２７４ １７９ ＋ １ — ＋ ＋ —

ＤｏＥＮＯＤＬ１９ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ＿ＧＬＥＡＮ＿１０１２９３９２ １７３ ＋ １ — ＋ ＋ ＋

　　ＡＡ：氨基酸序列的长度；Ｌｅｎｇｔｈｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ；ＰＣＬＤ：（ｐｌａｓｔｏｃｙａｎｉｎｌｉｋｅｄｏｍａｉｎ）ＰＣＬＤ结构域数量；ＡＬＲ：（Ａｒａｂｉｎｏｇａｌａｃｔａｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｌｉｋｅｒｅｇｉｏｎ）阿拉伯半乳聚糖样域；ＧＡＳ：（Ｃｔｅｒｍｉｎａｌｇｌｙｃｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌｓｉｇｎａｌ）糖基磷脂酰肌醇锚定信号；＋预测到；－未预测到；＋Ｐｒｅ

ｄｉｃｔｅｄ；－ｎｏｔｐｒｅｄｉｃｔｅｄ；ＮＣ：由于蛋白序列前端未预测到信号肽而未做阿拉伯半乳聚糖样域的预测；Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆａｒａｂｉｎｏｇａｌａｃｔａｎ

ｐｒｏｔｅｉｎｌｉｋｅｒｅｇｉｏｎ．

２．３　ＤｏＰＣｓ家族的系统发育分析
利用已知的３８条 ＡｔＰＣｓ蛋白序列和预测得到

的３８条ＤｏＰＣｓ蛋白序列全长，来构建系统发育树以
分析其进化关系。系统发育树结果（图３）表明：包
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注：ＰＣｓ类群结构示意图依据 ＭｙＤｏｍａｉｎｓ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．

ｃｈ／ｃｇｉｂｉｎ／ｐｒｏｓｉｔｅ／ｍｙｄｏｍａｉｎｓ／）在线软件绘制。ＳＰ：Ｎ端信号

肽；ＰＣＬＤ：Ｐｌａｓｔｏｃｙａｎｉｎ样域；ＡＬＲ：阿拉伯半乳聚糖样域；ＧＡＳ：

糖基磷脂酰肌醇锚定信号；ＡＧＰ：阿拉伯半乳聚糖基模块；星号

（）表示有ＤｏＰＣ成员。ＴｈｅｄｉａｇｒａｍｏｆｆｅａｔｕｒｅｓｏｆＤｏＰＣｄｏｍａｉｎｓ

ｗａｓｇｅｎｅｒａｔｅｄｗｉｔｈｏｎｌｉｎｅＭｙＤｏｍａｉｎｓｓｏｆｔｗａｒｅ（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘ

ｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉｂｉｎ／ｐｒｏｓｉｔｅ／ｍｙｄｏｍａｉｎｓ／）．ＳＰｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＣＬＤ

ｐｌａｓｔｏｃｙａｎｉｎｌｉｋｅｄｏｍａｉｎ，ＡＬＲＡＧＰｌｉｋｅｒｅｇｉｏｎ，ＧＡＳＧＰＩａｎｃｈｏｒ

ｓｉｇｎａｌ，ＡＧＰａｒａｂｉｎｏｇａｌａｃｔａｎｐｒｏｔｅｉｎ．Ｔｈｅｓｔａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅ

ｗａｓＤｏＰＣｓ．Ｔｈｅｆｉｇｕｒｅｉｓｎｏｔｄｒａｗｎｔｏｓｃａｌｅ．

图２　ＤｏＰＣｓ和ＡｔＰＣｓ家族７个类群结构示意图

Ｆｉｇ．２　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｎｇｒｏｕｐｓｏｆＤｏＰＣｓａｎｄＡｔＰＣｓ

含ＳＰ、ＰＣＬＤ和 ＧＡＳ的类群Ⅲ、包含 ＳＰ和 ＰＣＬＤ的
类群Ⅳ及包含 ＳＰ和２个 ＰＣＬＤ的类群Ⅶ的成员较
集中，聚集在一起，但每个亚家族的多数成员较为分

散地聚集在一起。ＤｏＰＬＣＬ１／２、ＤｏＵＣＬ１／２、ＤｏＵＣＬ３／
５、ＤｏＳＣＬ３／４／５、ＤｏＥＮＯＤＬ５／１８、ＤｏＥＮＯＤＬ３／１０、
ＤｏＥＮＯＤＬ８／１３、ＤｏＥＮＯＤＬ４／１５等８对旁系同源蛋白
序列相似性较高，并且处于较近的分支上，表明它们

之间很可能有功能冗余的现象。

２．４　ＤｏＰＣｓ家族基因在与共生萌发种子中的表达
分析

　　为确定ＤｏＰＣ基因在铁皮石斛种子与菌根菌共
生萌发过程中的表达水平，本文利用铁皮石斛体外

非共生萌发种子（Ｄｏ）和共生萌发种子（ＤｏＴｃｇ）转录
组数据进行ＤｏＰＣ基因的表达分析。结果（图４）表
明：１６个ＤｏＰＣｓ基因在与菌根真菌共生萌发的铁皮
石斛种子中检测到表达，其中，ＤｏＵＣＬ２、４、ＤｏＳＣＬ６、７
和ＤｏＥＮＯＤ３、７、１４、１７基因表达量较高，而ＤｏＵＣＬ５
和ＤｏＥＮＯＤＬ１、１７基因在非共生萌发的种子中未检
测到表达。对比ＤｏＰＣｓ基因在共生萌发和非共生萌
发种子中的表达水平，除去３个在非共生萌发种子
中未表达的基因，差异表达基因中大部分基因在共

生萌发的种子中明显上调表达，只有 ＤｏＥＮＯＤＬ６基
因下调表达。这些差异表达基因可能参与铁皮石斛

种子与美孢胶膜菌共生萌发生物学调控。

表２　ＤｏＰＣｓ家族成员阿拉伯半乳糖基模块预测
Ｔａｂｌｅ２　ＰｕｔａｔｉｖｅｇｌｙｃｏｍｏｄｕｌｅｓｉｎｔｈｅｐｕｔａｔｉｖｅＤｏＰＣｓ

Ｎａｍｅ

糖基模块Ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｕｔａｔｉｖｅｇｌｙｃｏｍｏｄｕｌｅｓ

［Ａ／Ｓ／Ｔ］Ｐ
（［Ａ／Ｓ／Ｔ］ＰＸ
（０，１０）［Ａ／Ｓ／
Ｔ］Ｐ）Ｘ

［Ａ／Ｓ／
Ｔ］ＰＰ

［Ａ／Ｓ／Ｔ］
ＰＰＰ

ＤｏＵＣＬ１ － － － －
ＤｏＵＣＬ２ １ １ ０ ０
ＤｏＵＣＬ３ ０ ０ ０ ０
ＤｏＵＣＬ４ ０ ０ ０ ０
ＤｏＵＣＬ５ ０ ０ ０ ０
ＤｏＰＬＣＬ１ ０ ２ ０ ０
ＤｏＰＬＣＬ２ ０ ２ ０ ０
ＤｏＰＬＣＬ３ ２ ８ ０ １
ＤｏＰＬＣＬ４ １ ３ １ ０
ＤｏＰＬＣＬ５ ２ ０ ０ ０
ＤｏＰＬＣＬ６ ２ ２ ２ ０
ＤｏＳＣＬ１ ３ ２ ０ ０
ＤｏＳＣＬ２ ０ ２ ０ １
ＤｏＳＣＬ３ １ ０ ０ ０
ＤｏＳＣＬ４ １ ０ ０ ０
ＤｏＳＣＬ５ １ ０ ０ ０
ＤｏＳＣＬ６ － － － －
ＤｏＳＣＬ７ ２ ５ ０ ０
ＤｏＳＣＬ８ － － － －
ＤｏＥＮＯＤＬ１ － － － －
ＤｏＥＮＯＤＬ２ ０ ０ １ ０
ＤｏＥＮＯＤＬ３ １ ４ ０ ０
ＤｏＥＮＯＤＬ４ ０ ３ ０ ０
ＤｏＥＮＯＤＬ５ １ ０ ０ ０
ＤｏＥＮＯＤＬ６ ０ ５ ０ １
ＤｏＥＮＯＤＬ７ ０ ０ ０ １
ＤｏＥＮＯＤＬ８ － － － －
ＤｏＥＮＯＤＬ９ ０ ４ ０ ０
ＤｏＥＮＯＤＬ１０ １ ４ ０ ０
ＤｏＥＮＯＤＬ１１ ０ ２２ １ ２
ＤｏＥＮＯＤＬ１２ － － － －
ＤｏＥＮＯＤＬ１３ － － － －
ＤｏＥＮＯＤＬ１４ － － － －
ＤｏＥＮＯＤＬ１５ １ ４ ０ ０
ＤｏＥＮＯＤＬ１６ ０ ０ ０ ０
ＤｏＥＮＯＤＬ１７ １ ０ ０ ０
ＤｏＥＮＯＤＬ１８ １ ０ ０ ０
ＤｏＥＮＯＤＬ１９ ０ ２ ０ ０

３　讨论
通过生物信息学分析，本文对铁皮石斛 ＰＣ基

因家族进行全基因组范围的预测分析，获得 ３８个
ＤｏＰＣｓ基因。研究报道的拟南芥 ＡｔＰＣ、水稻 ＯｓＰＣ、
大白菜ＢｒＰＣ分别有３８、６２和８４个ＰＣ基因［５－７］，铁

皮石斛基因组ＤｏＰＣ基因数量远少于水稻和大白菜
的ＰＣ基因，与拟南芥的 ＰＣ数量相同。对比分析
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图３　ＤｏＰＣｓ和ＡｔＰＣｓ家族系统发育分析

Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤｏＰＣｓａｎｄＡｔＰＣｓ

ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）上的基因组数
据，拟南芥、水稻和大白菜分别有３３５８３、３０５３４和
４１１４７个蛋白编码基因，铁皮石斛基因组３５５６７个
蛋白编码基因，推测该基因家族的数量可能不与基

因组蛋白编码基因的数量成正比。研究发现，在拟

南芥、水稻和大白菜中，片段复制和串联复制可能是

导致ＰＣ基因家族扩张的主要原因［５，７，１５］。

分析该家族的蛋白骨架结构特点发现，２个 Ｃｙｓ
在 ＤｏＰＣｓ家族中高度保守，在 ＡｔＰＣｓ、ＯｓＰＣｓ和
ＢｒＰＣｓ中也寻找到类似的现象，研究发现，２个 Ｃｙｓ
形成的二硫键有助于维持ＰＣＬＤ结构的稳定，且Ｃｙｓ
的存在对于植物ＰＣｓ家族基因调控功能的发挥有重
要意义［５－８］。在铁皮石斛、拟南芥、大白菜等植物中

均发现，ＥＮＯＤＬｓ亚家族在对应的铜结合位点上
Ｈｉｓ、Ｃｙｓ、Ｈｉｓ、Ｍｅｔ／Ｇｌｎ已知配体的保守氨基酸残基

序列被其它氨基酸残基取代的现象，这些保守氨基

酸残基配体很可能与结合铜的功能相关［６－７］。３８
个ＤｏＰＣｓ分为４个亚家族，又根据ＰＣ蛋白骨架结构
组成特征划分的７个类群，在铁皮石斛ＰＣ蛋白序列
中未预测到具有类群Ⅲ和Ⅶ特征成员，在拟南芥、水
稻和杨树中也有类似的现象，这有可能是由于基因

在进化过程中失去功能，发生消亡导致［１５］。系统发

育分析显示，与拟南芥、水稻、大白菜 ＰＣｓ的相关研
究结果一样，各亚家族成员分散聚集在不同分支中，

说明所有亚家族成员在单子叶植物和双子叶植物分

化发生之前有着共同的祖先，即使在铁皮石斛和拟

南芥逐渐分化之后，各亚家族之间也仍在发展

进化［５－７］。

阿拉伯半乳聚糖蛋白、伸展蛋白和富脯氨酸蛋

白被认为是一大类富羟脯氨酸糖蛋白（Ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏ
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注：右侧比色刻度尺中蓝色表示最低表达量，红色表示最高表达

量，灰色表示表达量为“０”（ＮＡ）。图中数字分别为各基因在

ＤｏＴｃｇ和 Ｄｏ样品中检测到的 ｒｅａｄｓ数进行标准化处理、取 ｌｏｇ２

对数后的表达水平（ｌｏｇ２（ｒｅａｄｓ＿ＤｏＴｃｇ）和 ｌｏｇ２（ｒｅａｄｓ＿Ｄｏ）），及在 ＤｏＴｃｇ／

Ｄｏ样品中的表达差异情况（ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ））。Ｔｈｅｃｏｌｏｒｓｃａｌｅｒｅ

ｐｒｅｓｅｎｔｓＲＰＫＭｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｌｏｇ２ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｏｕｎｔｓ（ｌｏｇ２（ｒｅａｄｓ＿ＤｏＴｃｇ）

和ｌｏｇ２（ｒｅａｄｓ＿Ｄｏ））．Ｂｌｕｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｒｅｄｉｎｄｉｃａｔｅｓ

ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｇｒａｙｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｔｉｓｓｕｅ．

图４　部分ＤｏＰＣｓ家族成员在共生和非共生萌发的铁皮石斛种子

中的表达情况

Ｆｉｇ．４　ＨｅａｔｍａｐｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＤｏＰＣｇｅｎｅｓｉｎ

ｓｙｍｂｉｏｔｉｃａｎｄａｓｙｍｂｉｏｔｉｃｇｅｒｍｉｎａｔｅｄｓｅｅｄｓｏｆＤ．ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ

ｌｉｎｅｒｉｃｈｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＲＧＰｓ）。研究表明，ＨＲＧＰｓ
参与了细胞生长和发育的多个方面，从细胞壁结构

的形成到细胞增殖、细胞间识别等［２１－２２］。铁皮石斛

中ＰＣ样阿拉伯半乳聚糖蛋白（ＰＬＡｓ）的研究发现，
近一半的ＤｏＰＣｓ也是嵌合的 ＡＧＰｓ，与拟南芥、水稻
相比，铁皮石斛中的 ＰＣＡＧＰｓ数量相对较少［５，７］。

在经典型 ＡＧＰｓ的核心蛋白骨架中，氨基酸残基
Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｇｌｙ和 Ｈｙｐ是主要构成成分，该区域与
Ｃ端的疏水性ＧＡＳ区域一起，可以使ＡＧＰ定位到质
膜上的脂筏结构域［１９，２３］。根据是否包含 ＳＰ、ＡＬＲ、
ＧＡＳ和ＰＣＬＤ结构域，共有１６个 ＤｏＰＣＰＬＡｓ（即类

群Ｉ成员）被预测为经典型的 ＡＧＰｓ，而另外 １０条
ＤｏＰＣＡＧＰｓ预测为非经典型蛋白。同时，一些
ＤｏＰＣＡＧＰｓ预测到含有伸展蛋白糖模块，作为阿拉
伯低聚糖的连接位点。ＡＧＰｓ可能参与细胞分裂和
模式形成、幼苗生长、花粉管伸长、植物与微生物互

作、植物有性生殖过程等生命活动的调控，其功能的

发挥也取决于这些糖蛋白的糖基化情况［２４－２６］。

ＰＣ家族 ＥＮＯＤＬ亚家族基因首先是在豆科植
物的根瘤中发现［２７］，后来发现一些 ＥＮＯＤＬｓ基因
在植物中受到丛枝菌根真菌侵染的激发而活跃表

达［２６］。本 研 究 发 现，一 些 ＤｏＵＣＬ、ＤｏＳＣＬ和
ＤｏＥＮＯＤＬ基因在与菌根菌共生萌发的铁皮石斛种
子中高表达，且 ＤｏＵＣＬ５和 ＤｏＥＮＯＤＬ１、１７基因在
非共生萌发的铁皮石斛种子中未检测到表达。与

之前研究报道的在兰科植物与菌根真菌的共生体

中也发现 ＰＣ家族基因差异化高表达的现象相类
似［２８］，说明不仅 ＥＮＯＤＬ基因在植物与微生物的共
生关系可能发挥重要作用，ＵＣＬ和 ＳＣＬ两个亚家
族基因在兰科植物与菌根菌共生关系建立过程中

也发挥重要作用。对比 ＤｏＰＣｓ基因在共生萌发和
非共生萌发种子中的表达水平，发现差异表达的

ＰＣ家族基因中大部分基因在共生萌发的种子中明
显上调表达，只有 ＤｏＥＮＯＤＬ６基因明显下调表达，
这些在共生萌发种子中差异表达明显的 ＤｏＰＣｓ可
能以不同方式参与铁皮石斛种子与菌根菌共生萌

发的生物学调控。

４　结论
本研究在铁皮石斛全基因组中共预测到３８个

ＤｏＰＣｓ，可分属４个亚家族，２个 Ｃｙｓ残基在 ＤｏＰＣｓ
家族中高度保守；１９条ＤｏＰＣｓ蛋白序列含有４个完
整的保守铜结合配体（Ｈｉｓ、Ｃｙｓ、Ｈｉｓ、Ｇｌｎ／Ｍｅｔ），有３２
条ＤｏＰＣｓ骨架中含有Ｎ端信号肽，２２条ＤｏＰＣｓ含有
糖基磷脂酰肌醇锚定位点，有２７条 ＤｏＰＣｓ含 Ｎ糖
基化位点；１６个ＤｏＰＣｓ基因在与美孢胶膜菌共生萌
发的种子中检测到表达，其中，ＤｏＵＣＬ２，４和
ＤｏＥＮＯＤＬ１４基因表达量最高，７个基因在共生萌发
的种子中明显上调表达，只有 ＤｏＥＮＯＤＬ６基因明显
下调表达。本研究在全基因组范围内分析铁皮石斛

ＤｏＰＣ家族蛋白结构特点，可以为探究兰科植物与微
生物共生的相互作用及进一步解析兰科菌根形成的

分子机制提供数据基础。
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