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毛果杨 PLD基因家族全基因组水平鉴定
及其盐胁迫下的表达分析
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摘要：[目的 ] 对木本模式植物毛果杨 PLD 基因家族的进化中的选择压力、启动子中顺式作用元件、组织表达

特性以及盐胁迫下表达模式进行分析，为挖掘 PtrPLD 在非生物胁迫中作用提供参考。[方法 ] 利用拟南芥

PLD 基因家族蛋白序列比对得到毛果杨基因组同源基因, 再经过保守结构域鉴定后确定 PtrPLD 基因；利用软

件 ClustalW和 MEGA对 PtrPLD 和 AtPLD 基因的氨基酸序列进行比对和系统进化分析；利用 MEME、Plant-

mPLoc、ExPasy等软件工具分析 PtrPLD 基因及编码蛋白的特征；利用 Tbtools软件分析同源基因的

Ka/Ks 值；利用 Plantcare在线工具分析 PtrPLD 启动子中顺式作用元件；利用 Phytozome转录组数据库以及

qRT-PCR分析 PtrPLD 组织表达特性；利用 qRT-PCR分析各组织中 PtrPLD 对盐胁迫响应情况。[结果 ]PtrPLD

家族的 16个基因可分为 C2-PLD和 PX/PH-PLD 2个亚家族，分别包含 13个和 3个基因；有 7对旁系同源基因

且它们之间的 Ka/Ks 均远小于 1；PtrPLD 家族基因启动子区含有大量非生物胁迫和激素响应元件，其中，

PtrPLDδ4 启动子共含有 9种、20个元件；PtrPLD 家族编码的蛋白均含有 Motif 1～4，且同一进化分支上的基

因编码蛋白序列高度保守。PtrPLD 基因家族表达特性分析表明，PtrPLD 家族基因在根、茎和叶中具有表达特

异性，并且多数成员主要在根部表达；NaCl胁迫下，PtrPLD 家族基因在根、茎和叶中表达量在 0～

72 h内均表现为先上升后下降再上升的变化趋势。[结论 ]PtrPLD 家族基因在毛果杨响应盐胁迫过程中有着重

要作用，本项研究对于今后 PtrPLD 家族基因生物学功能的鉴定与非生物逆境胁迫响应基因资源的挖掘具有推

动作用。
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植物作为固着生物，需要应对干旱、盐碱、低

温、高温以及病虫害侵袭等多种逆境胁迫，而对胁

迫信号的感知和转导是植物应对环境胁迫的前提和

基础 [1]。研究表明，植物体内胁迫信号的转导需

要多种信号转导物质参与，如 ABA、乙烯、H2O2

和 NO等激素和小分子化合物 [2] 以及信号转导蛋

白 G蛋白 [3]、磷脂酶 A[4]、磷脂酶 C[5]、磷脂酶 D
（PLD）[6] 等激酶，其中，PLD能够水解磷酸二脂

键使细胞膜磷脂产生磷脂酸（PA）和可溶性头

基，而 PA是多种激素信号和胁迫信号转导过程的

第二信使，在信号转导、膜迁移、细胞程序性死亡

和细胞骨架重排等多种细胞活动中发挥着重要作

用[7-10]。研究表明，PLD的典型特征是具有 2个间隔

250～ 400个氨基酸的 HKD（HxKxxxxD）结构

域，虽然 2个 HKD在蛋白初级结构上相距较远，但

它们在三级结构上能形成互作，且这种互作也是其

酶活性发挥的关键[11-15]。根据氨基酸序列特征，PLD

可分为 α、β、γ、δ、ε、ζ、φ 7种类型，其中，PLDα、
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PLDγ、PLDδ和 PLDζ数量较多，PLDβ和 PLDε
数量较少，而 PLDφ发现较晚且较少见[13, 16]。根据

蛋白的 N端结构特征和其酶活性对 Ca2+的依赖

性，PLD也可分为 C2-PLD、PX/PH-PLD和 SP-
PLD 3个亚族，其中，C2-PLD蛋白的 N端含有一

个高度保守 Ca2+依赖型磷脂结合 C2结构域，需要

结合 Ca2+以维持酶活性[12]；PX/PH-PLD的 N端特

征是一个串连的PX（phox homology）和PH（pleckstrin
homology）结构域，活性不依赖于 Ca2+[13]；SP-PLD
亚家族规模较小，于 2007年在水稻（Oryza sativa
L.）中被首次发现，其N端含有信号肽，而不是 C2、
PX或 PH结构域[13]。其中，PLDα、PLDβ、PLDγ、
PLDδ和 PLDε属于 C2-PLD亚家族，PLDζ属于

PX/PH-PLD亚家族，PLDφ属于 SP-PLD亚家族[11]。

植物中，首个 PLD 于 1994年从蓖麻（ Ricinus
Communis L.）[17] 中克隆出来后，随后水稻[18]、拟

南芥（ Arabidopsis  thaliana  L.） [19]、玉米（ Zea
mays L.）以及烟草（Nicotiana tabacum L.） [20] 等

多个物种中相继被克隆出 PLD。随着多个植物全

基因组序列的发布[21-27]，人们发现 PLD 在植物中

多以基因家族形式存在，如 PLD 家族成员拟南芥

有 12个[12]、水稻有 17个[13]、白菜（Brassica rapa
Lour.）有 18个 [14]、亚洲棉（Gossypium arboreum
L.）有 19个[11]、葡萄（Vitis vinifera L.）有 11个[28]、

大豆（Glycine max L.）有 18个[15] 等。

研究发现，PLD 在植物响应逆境胁迫反应中

有着重要作用，如在拟南芥中，AtPLDα1 的沉默会

严重减弱植株由 ABA诱导的耐旱反应[29]；Atpldα1
缺陷型株系中由创伤诱导的 JA合成和相关基因的

表达显著降低[30]；Atpldδ 缺陷型株系对 H2O2 胁迫

的敏感性显著上升[31]；AtPLDδ 在响应真菌（Blumeria
graminis DC.）胁迫的防御信号转导过程中有着关

键作用， Atpldδ 突变体株系中响应微生物的早期

应激响应基因的上调表达被显著延迟 [32]；  C2-
PLD 突变体株系在响应缺氧胁迫过程中关键信号

转导物质 PA和胞质钙的含量上升显著受阻 [33]；

在其他植物中，如在毛白杨（Populus  tomentosa
Carr.in Rev.Hort.）中过表达 AtPLDα1 能够显著提

高其耐盐性与耐旱性 [34]；过表达黄瓜（Cucumis
sativus L.）CsPLDα 的烟草抗旱性增强 [35]；小麦

（Triticum aestivum L.）TaPLDα 能够响应多种胁迫

下表达上调，过表达 TaPLDα 的拟南芥耐旱能力显

著增强[36]。由此可见，PLD 家族在植物应对逆境

胁迫时具有重要生物学功能。

毛果杨（Populus trichocarpa Torr. & Gray）是

首个全基因组测序的木本植物[37]，也是研究木本植

物生长发育、材质材性、逆境胁迫响应和其他重要

性状的模式植物。然而，目前为止，尚无毛果杨

PLD 家族鉴定及其在逆境胁迫响应特性的研究报

道。本项研究在全基因组水平鉴定出毛果杨

PLD 家族全部成员的基础上，对其系统进化、同

源关系、选择压力在其家族进化中的作用、基因结

构、家族各基因的顺式作用元件和蛋白保守基序进

行分析，从而全面阐述该基因家族的基本特征。此

外，利用实时荧光定量 PCR和已报道的毛果杨转

录组数据，对其 PLD 家族基因的组织表达特性以

及盐胁迫的响应特性进行分析。本研究为进一步阐

明毛果杨 PLD 家族基因的生物学功能和抗逆基因

的挖掘奠定了基础。 

1　 材料与方法
 

1.1    毛果杨 PLDs家族成员鉴定及基本特征分析

利用报道的拟南芥 PLD 的氨基酸序列比对

Phytozome网站（https://phytozome.jgi.doe.gov）中

的毛果杨基因组数据库[12]，同时在毛果杨数据库检

索已注释的 PLD，将获得的序列结果汇总并剔除

重复序列后作为候选基因。为了验证初始结果的可

靠性，将候选基因的氨基酸序列上传至 HMMER
网站 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer)以及 NCBI
保守结构域数据库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
cdd/）鉴定保守结构域，以含有 2个间隔 250～
400氨基酸的 PLD典型 HKD结构域（HMM模型

登录号为 PF00614）为标准进行筛选，并根据保守

结构域鉴定蛋白类型，最终鉴定出毛果杨 PLD 家

族全部成员[11, 14, 38-40]。

从 Phytozome网站中获得 PtrPLD 家族成员的

染色体位置、基因序列和开放阅读框长度等信息，

并根据基因编码蛋白类型和进化关系进行命名，染

色体位置信息经 Tbtools软件进行可视化处理 [41]。

通过 ExPasy（https://web.expasy.org）在线预测其

等电点与分子质量[42]，通过 Plant-mPLoc(http://www.
csbio.sjtu.edu.cn/)在线预测其亚细胞定位位置[43]。 

1.2    系统进化分析

将鉴定出的毛果杨全部 PtrPLDs 以及拟南芥

AtPLDs 编码的氨基酸序列在 MEGA  X软件的
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ClustaW程序中进行多重序列比对[44]。采用邻近法

（ Neighbor-joining） 构 建 系 统 进 化 树 ， 其 中 ，

bootstrap设置 1 000次重复，再经最大似然法

（Maximum-likeihood）验证，得到系统发育进化

树数据，经 Evoview（https://www.evolgenius.info/
evolview/）网站可视化处理[12, 44-45]。 

1.3    同源基因对的 Ka和 Ks分析

Blast相互比对 PtrPLDs 的 CDS序列，超过

300个 bp且同源性超过 80%为标准确定为同源基

因对[46-47]，同源关系经 Tbtools软件可视化处理[41]。

利用 Tbtools软件计算同源基因对之间的同义替换

率（Ks）、非同义替换率（Ka）以及 Ka/Ks 比率，

并以此分析 PtrPLD 家族基因进化过程中的选择压

力[41, 46, 48]。 

1.4    基因结构及蛋白保守型基序分析

从毛果杨数据库（https://genome.jgi.doe.gov/
portal/pages/dynamicOrganismDownload.jsf?organis
m=Ptrichocarpa）下载基因组数据后，通过 TBtools
软件提取各 PtrPLD 外显子、内含子长度及位置信

息并进行可视化处理[41]。

将各 PtrPLD氨基酸序列提交到Motif Elicitation
网 站 的 MEME程 序 （ http://meme-suite.org/tools/
meme）中分析保守基序并进行可视化处理[41, 49]。 

1.5    启动子区顺式作用元件分析

在 Phytozome网 站 （ https://phytozome.jgi.
doe.gov）中将各 PtrPLD 起始密码子前 2 000 bp的

序列作为启动子区域汇总，再上传至 Plantcare网站

（http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/
html）进行顺式作用元件在线分析[46]。 

1.6    PtrPLD家族基因的组织表达及其对盐胁迫的

响应特性分析

组织表达特异性：在 Phytozome网站（https://
phytozome.jgi.doe.gov）中下载各 PtrPLD 在各组织

中的表达量数据，再采用 qRT-PCR进行验证。野

生型毛果杨来自中国科学院上海生命科学研究院，

用组织培养的方法扩繁后，将 1月大小的组培苗移

植到土壤中，在 25℃、长日照（光照 16 h黑暗 8 h）
温室中培养 3周。分别采集根、茎和叶组织，提取

总 RNA后反转录获得 cDNA用于 qRT-PCR。每组

处理重复 3次，采用 2 −∆∆CT 法计算相对表达量并利

用 Tbtools可视化[41]。

盐胁迫下的响应特性：将 1月大小的组培苗移

植到土壤中，在 25℃、长日照（光照 16 h黑暗 8 h）

温室中培养 3周时，将长势一致的幼苗随机分成

7组，每组包含 5棵毛果杨幼苗。用 100 mmol·L−1

NaCl处理 3、6、12、24、36、72 h，同时用水处

理作为对照组。分别采集上述处理组内各植株材料

的根、茎和叶组织，提取总 RNA后反转录获得

cDNA进行 qRT-PCR分析。每组处理重复 3次，采

用 2 −∆∆CT 法计算相对表达量并利用 Tbtools可视化[41]。

RNA提取、反转录及 qRT-PCR：利用植物总

RNA提取试剂盒（MiniBEST，TaKaRa）提取总

RNA，然后采用 PrimeScript TM RT reagent Kit（Perfect
Real Time，TaKaRa）试剂盒反转录 RNA获得 cDNA
用于 qRT-PCR。根据荧光定量引物设计原则，利

用 NCBI  Primer-Blast（www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer）工具设计特异性的 PtrPLD家族基因定量

引物，以 PtrACTIN 为内参基因（表 1），并通过

PCR、电泳验证引物特异性 [50]。在赛默飞 ABI
7500实时荧光定量 PCR仪上进行试验，体系如下:
2×TransStart TOP/Tip Green qPCR Supermix 10 μL、
上下游混合引物 (10 μmol·L−1) 0.4 μL、cDNA 1.5 μL，
Passive  Reference  Dye  (50×)  0.4  μL，加 ddH2O至

20 μL。反应程序：94℃ 30 s; 94℃ 5 s，60℃ 15 s，
72℃  35  s，循环 40次 ;  95℃  15  s， 60℃  1  min，
95℃ 30 s。 

2　 结果与分析
 

2.1    PtrPLD家族成员及其编码蛋白基本特性

根据已报道的 AtPLD 家族各基因氨基酸序列

比对毛果杨的基因组数据库得到 18个候选基因，

再经过 HKD结构域且二者间隔 250～400个氨基

酸为标准筛选，剔除 Potri.001G112100.1 和 Potri.T
180000.1（2个基因所编码的蛋白中 HKD序列

不符合 HxKxxxxD特征），共得到 16个 PtrPLD
（表 2）。按编码 PLD蛋白类型和进化关系命名

为 PtrPLDα1 到 PtrPLDξ3（表 2）；同时，对 PtrPLD
家族成员编码蛋白特性进行分析，结果表明，PtrPLD
家族基因编码蛋白的氨基酸残基数为 645～1 141、
分子量为 73.79～129.02 kDa、理论等电点为 5.41～
6.90、单个 HKD结构域跨度在 35个氨基酸左右、2
个 HKD结构域间隔均在 300个氨基酸左右（表 2）。
亚细胞定位预测发现，PtrPLDα1和 PtrPLDα2定位

在细胞质中，PtrPLDα3、PtrPLDα4、PtrPLDα5和

PtrPLDα6定位在内质网和液泡中，PtrPLDβ1定位

在叶绿体中，PtrPLDβ2定位在叶绿体和细胞质
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表 1    毛果杨 PtrPLD定量引物序列

  Table 1    PtrPLD quantitative primer sequence
定量引物名称
qRT-PCR
primer name

F端引物序列(5′–3′)
F-terminal primer sequence

(5′–3′)

R端引物序列(5′–3′)
R-terminal primer sequence

(5′–3′)

PtrPLDα1 TTGATAAAGATGCAGAGATTCAGGG AATATCAACCTTGTGCTTCTCCA

PtrPLDα2 GAATGGAAGCCCCACTTACG AGTTGAGGATTCGGCTTTCC

PtrPLDα3 GCATGGCTTCCTCCACAAG AAGGATTCTGGTCCTCCCAA

PtrPLDα4 TAGGCCAGCTTGATGACACT CCTGGTAAATCGTCGTCCAA

PtrPLDα5 TCATTTGCTCCGTTACCCCA TAAAATCGGAGGAGCAGGGA

PtrPLDα6 TGGGAGGATACCAACCACAT ATCCTGTTCGAGAGTTTCGC

PtrPLDβ1 CCTCACTCTGTTTTGTGGGC ACAGCAATCACAGCCTATCCA

PtrPLDβ2 AGCGTCCTCGTAACCTGAAA TGGACAATCCCCTGAACAAGAA

PtrPLDδ1 TGTGACCAGGTGAGATGTGG AAAACCCACTGGTTGCTCCT

PtrPLDδ2 CACACAAAGGGTCACGAGGT CAGCCATTTTATTGGGCGGG

PtrPLDδ3 CTCAGCTTTTTCAAGCAGCA CATAGCGGCCATCACAAAGA

PtrPLDδ4 CTTTGTGATGGCCGCTATGATACACC GAAACTTCGTCCAAACTCTGACCATT

PtrPLDδ5 ATACCAAAAGCCCAAGGCAA ATGCCAACGAGTGACCTTTT

PtrPLDξ1 CTAGCTCCCGGCTTGATTCC ATGGCGCAGAACCCTCAAAT

PtrPLDξ2 TTGACCACGTTGGCTGGTT TTAATTGCGCTGACGATGCC

PtrPLDξ3 CCACCTTTTGAACGCTTCCAG GAGAAAGGGAGAGACGGTGG

PtrActin AGGCAGGTTTCGCAGGAGATGA TCCATCACCAGAATCCAGCACA

表 2    毛果杨 PLD基因及所编码蛋白的特征

  Table 2    Characteristics of PLD genes and encoded proteins in Populus trichocarpa

基因名称
Gene name

登录号
ID

基因位置
Gene location(5′–3′)

蛋白 Protein

氨基酸数/
aa

等电点
PI

分子量/
kDa

亚细胞定位
Subcellular localization

HKD位置
Location Coordinates

PtrPLDα1 Potri.003G035300.1 4 527 875–4 531 587 645 6.16 73.79 C 185-221 493-520

PtrPLDα2 Potri.003G037700.1 4 909 260–4 912 047 759 6.73 86.87 C 300-336 608-635

PtrPLDα3 Potri.003G032800.1 4 092 810–4 086 017 808 5.41 91.75 E,V 326-364 654-681

PtrPLDα4 Potri.018G131200.1 15 250 553–15 246 358 808 6.57 91.83 E,V 327-365 655-682

PtrPLDα5 Potri.001G193000.1 17 591 592–17 585 937 808 5.63 91.82 E,V 326-364 654-681

PtrPLDα6 Potri.006G253900.1 25 888 555–25 896 527 791 5.85 89.89 E,V 309-347 637-664

PtrPLDβ1 Potri.002G152100.1 11 493 281–11 501 595 1 141 6.54 126.41 Chl 655-690 992-1 019

PtrPLDβ2 Potri.014G074700.1 6 036 483–6 044 469 1 122 6.4 124.16 Chl,C 639-674 974-1 001

PtrPLDδ1 Potri.007G060300.1 6 495 119–6 501 652 867 6.90 98.19 C 367-402 715-742

PtrPLDδ2 Potri.005G105600.1 8 078 955–8 085 766 882 6.65 100.29 C 382-417 730-757

PtrPLDδ3 Potri.005G246000.1 25 011 569–25 017 349 836 6.77 95.29 C 345-380 684-711

PtrPLDδ4 Potri.002G016100.1 930 355–925 137 794 6.77 90.27 C 303-338 643-670

PtrPLDδ5 Potri.003G015000.1 1 911 667–1 901 766 853 6.87 96.57 C 362-397 701-728

PtrPLDξ1 Potri.013G012300.1 813 485–807 432 1 111 6.26 126.35 C 485-512 907-933

PtrPLDξ2 Potri.008G211100.1 16 452 650–16 466 873 1 140 6.4 129.02 C 513-540 938-964

PtrPLDξ3 Potri.010G006300.1 579 514–567 938 1 123 6.26 126.77 C 496-523 922-948

注：C：细胞质；E：内质网；V：液泡；Chl：叶绿体。
Notes：C, cytoplasm; E, Endoplasmic reticulum; V, Vacuole; Chl, Chloroplast.
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中，PtrPLDδ1～5和 PtrPLDξ1～3均定位在细胞质

中（表 2）。 

2.2    PtrPLD家族的进化关系

为了解 PtrPLD 家族成员的进化关系，将

16个 PtrPLDs 与 12个 AtPLDs 编码的蛋白构建进

化树。根据拟南芥 PLD 基因家族进化关系，将

PtrPLD 家族分为 α、β、δ及 ζ 4个类型，其中 α类

型有 6个，β类型有 2个，δ类型有 5个，ζ类型

有 3个，未鉴定出 γ、ε和 φ类型的 PtrPLD（图 1）。
结果表明：毛果杨基因组并不存在 SP-PLD亚族，

PX/PH-PLD亚家族规模较小仅有 3个成员，C2-
PLD亚家族共有 13个成员。 

2.3    PtrPLD家族基因扩张

为 了 分 析 PtrPLD 家 族 扩 张 原 因 ， 利 用

Tbtools构建了家族基因染色体定位图以及同源关

系图[41]。结果表明：毛果杨 16个 PtrPLDs 不均匀

地分布在 1、2、3、5、6、7、8、10、13、14和

18号染色体上，其中，3号染色体上有 4个基因、

2号和 5号染色体上有 2个，其余的染色体上均仅

有 1个 PtrPLD 家族基因（图 2）。
毛果杨 PtrPLD 家族共线性分析以及序列

Blastn分 析 结 果 表 明 ： PtrPLDα1 和 PtrPLDα2、
PtrPLDα5 和 PtrPLDα3、 PtrPLDβ1 和 PtrPLDβ2、
PtrPLDδ1 和 PtrPLDδ4 以及 PtrPLDδ2、PtrPLDδ3

和 PtrPLDδ4、PtrPLDξ2 和 PtrPLDξ3 有共线性关

系且同源片段长度远大于 300 bp同源性超过 80%
（表 3），因此上述基因对是由基因复制事件的进

化形成的旁系同源基因[46- 47]。其中，3号染色体上

出现由 PtrPLDα1、PtrPLDα2 和 PtrPLDα3 形成的

基因簇（图 2），PtrPLDα1 和 PtrPLDα2 同源性极

高（表 3），因此，PtrPLDα1 和 PtrPLDα2 是由基

因串联复制事件演化而来。综上所述，多数 PtrPLDs
具有基因复制现象，表明基因复制是 PtrPLDs 家族

扩张的主要原因。

为了阐明选择压力在 PtrPLD 家族进化中的作

用，利用 Tbtools分析了 PtrPLD 家族同源基因的
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图 1    毛果杨与拟南芥 PLD基因家族的系统发育进化分析。

Fig. 1    Phylogenetic analysis of PLD gene family in Populus trichocarpa and Arabidopsis thaliana.
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Ks 值、Ka 值和 Ka/Ks 值。结果发现：7对同源基

因 Ka/Ks 均远小于 1（表 3），表明 PtrPLD 家族

在进化过程中经历了较强的纯化选择。 

2.4    PtrPLD家族基因结构以及保守域特征

为了解 PtrPLD 家族各基因系统进化与其基因

结构及其编码蛋白中保守基序之间的关系，对

PtrPLD 家族基因外显子与内含子的结构以及编码

蛋白保守结构域进行了分析。结果表明：PtrPLD
家族各基因的内含子和外显子分布方式在保持家族

保守性的同时，在进化过程中也产生了明显的分

化。除 PtrPLDα5 和 PtrPLDδ3 外，其他的家族基

因最后一个外显子均紧靠 3′端 UTR（图 3）。同

时，多数处于同一进化分支上的基因结构较为相

似，如 PtrPLDβ1 和 PtrPLDβ2 均仅含有 4个外显

子；值得注意的是，PtrPLDα1 和 PtrPLDα2 均含

有 20个外显子，但内含子与外显子在基因中的分

布松散，同时，上述 2个基因序列长度虽然超过

12 000 bp，且远大于家族内其他基因序列长度，然

而二者编码氨基酸长度却是家族中最短的；此外，

PtrPLDβs 基因长度均在 5 000 bp以下，但其氨基

酸数量最多，长度最长（图 3）。
PtrPLD 家族基因编码蛋白具有 20个基序，其

中 Motif 1、Motif 2、Motif 3 和 Motif 4为家族共

有基序。虽然不同基因编码蛋白所含基序数量与种

类存在一定的差异，但相同分支的基因编码蛋白具

有相似的基序组合，而不同亚族、类型间的基序有
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图 2    PtrPLDs基因染色体分布

Fig. 2    Chromosome distribution of PtrPLDs
 

表 3    同源基因的 Ka/Ks比值及同源性

  Table 3    Ka/Ks values and homologous status of homologous genes

同源基因 Paralogous gene
非同义替换率

Ka
同义替换率

Ks Ka/Ks
同源片段长度

The length of homologous
fragment/bp

同源性
Homology　基因1

Gene1
基因2
Gene2

PtrPLDα1 PtrPLDα2 0.035 652 3 0.064 753 3 0.550 586 6 1 777 0.99

PtrPLDα5 PtrPLDα3 0.036 021 7 0.243 952 6 0.147 658 6 2 426 0.93

PtrPLDβ1 PtrPLDβ2 0.071 604 1 0.249 573 6 0.286 905 7 2 986 0.92

PtrPLDδ1
PtrPLDδ4 0.059 996 5 0.261 627 3 0.229 320 5 1 520 0.91

PtrPLDδ2 0.214 052 7 1.707 423 1 0.125 365 9 1 487 0.92

PtrPLDδ3 PtrPLDδ4 0.050 375 7 0.306 927 2 0.164 129 1 1 487 0.92

PtrPLDξ2 PtrPLDξ3 0.046 142 4 0.277 442 5 0.166 313 4 2 982 0.91
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明显的区别（图 4）。上述结果表明：PtrPLD 家

族基因编码蛋白结构在具有保守性的同时也产生了

明显分化。 

2.5    PtrPLD家族基因启动子元件特征

为了解 PtrPLD 家族基因可能的生物学功能和

调控特性，在利用 PlantCARE分析家族成员启动

子的同时，结合 PtrPLD 家族基因系统发育树分析

各基因启动子元件组成与基因的进化之间是否具有

相关性。结果表明：PtrPLD 家族 16个基因启动子

中共包含 2类、12种、154个顺式作用元件（表 4）。
一大类是非生物胁迫响应元件，如厌氧诱导元件

（ARE）、损伤反应元件（WUN-motif）、胁迫响

应元件（ STRE）、MYB干旱诱导性结合位点

（MBS）、DREB/CBF转录因子识别位点（DRE）、
抗病和胁迫诱导元件（TC-rich repeats）以及低温

响应元件（LTR）；另一大类是植物激素响应元

件，如生长素响应元件（TGA-element）、水杨酸

诱导元件（TCA-element）、茉莉酸甲酯响应元件

（CGTCA-motif 和 TGACG-motif）、ABA应答元

件（ABRE）。
PtrPLD 家族各基因启动子含有元件的种类和

数量存在差异，其中，PtrPLDδ 启动子中含有的顺

式作用元件数量最多，如 PtrPLDδ4启动子中具有

的元件数量最多（20个），而 PtrPLDα6 和 PtrPLDξ3
启动子中仅含有 2个元件。上述结果表明，基因在

进化的同时，其启动子中元件也会产生相应的

分化。

此外，在所有顺式作用元件中 ABA应答元件

ABRE数量最多，在 11个 PtrPLD 启动子中有

48个 ABRE，其中， PtrPLDδ1、 PtrPLDδ2 以及

PtrPLDδ4 含有的 ABRE元件达 8个；厌氧诱导元

件 ARE含量次之，共有 19个，分布在 PtrPLDα6、
PtrPLDδ4、PtrPLDδ2 等 11个基因启动子中；而

DREB/CBF转录因子识别位点 DRE数量最少，仅

4个，分布在 PtrPLDδ1、PtrPLDδ3、PtrPLDδ4 和

PtrPLDξ3 基因启动子中。上述结果表明：PtrPLD
家族不同的亚族基因响应植物激素和非生物胁迫的

能力存在差异。 

2.6    PtrPLD家族基因的组织表达与盐胁迫响应的

特性

为了解 PtrPLD 家族基因的表达模式，对

phytozome网站中 PtrPLD 家族各基因在不同组织

的表达量进行分析。结果表明：6个 PtrPLDα型蛋

白基因中 PtrPLDα1、PtrPLDα2 和 PtrPLDα6 在茎
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图 3    PtrPLD家族基因的外显子-内含子结构分析

Fig. 3    Exon-intron organization analysis of PtrPLD genes
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中的表达水平较高，PtrPLDα4 和 PtrPLDα5 在根

部的表达水平较高，PtrPLDα3 在嫩叶和根部的表

达水平较高，并未有明显的表达部位偏好；2个

PtrPLDβ型蛋白基因在根部的表达水平均较高；

5个 PtrPLDδ型蛋白基因中只有 PtrPLDδ2 在根、嫩

叶和成熟叶的表达水平较高，其他 4个均在根的表

达量较高；3个 PtrPLDξ型蛋白基因均在茎节的表

达水平较高，根部次之，叶中表达量最低（图 5A）。

同时，利用 qRT-PCR对 PtrPLD 家族各基因在根、

茎和叶中的表达量做进一步分析，结果表明：
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图 4    PtrPLD蛋白的保守基序分析

Fig. 4    Conserved motifs analysis of PtrPLD proteins
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16个 PtrPLD 家族基因中有 9个在根部的表达水平

较高，3个在茎部表达水平较高，4个在叶部表达

水平较高。qRT-PCR与 phytozome网站中的基本

相符,大部分的基因在根部的表达水平较高，但不

同的是 qRT-PCR结果中的 PtrPLDα3 和 PtrPLDα5
在叶中表达水平较高；3个 PtrPLDξ型蛋白基因中

PtrPLDξ1 在 叶 部 表 达 水 平 较 高 ， PtrPLDξ2 和

PtrPLDξ3 均 在 根 部 的 表 达 量 较 高 （ 图 5B）；

PtrPLDδ2 在叶中的表达水平高于根部的。

为了阐明 PtrPLD 家族基因的盐胁迫响应特

性，利用 qRT-PCR对 100 mmol·L−1NaCl胁迫处理

3、6、12、24、48、72 h的毛果杨幼苗的根、茎、

叶中 PtrPLD 家族各基因的表达进行了研究。结果

（图 6）表明：NaCl胁迫对 16个 PtrPLD 基因在

各组织中表达均产生了影响；在根、茎、叶 3种组

织中全部 PtrPLD 家族基因在盐胁迫后 12 h内表现

出显著的表达上调趋势，且大部分是在 6 h或 12 h
时达到表达高峰，之后快速下调，在 48 h到 72 h
之间又略有上升。较为独特的是，PtrPLDδ4 在茎

部的表达高峰处于胁迫处理 72 h时；PtrPLDα1 在

根、茎、叶中的 48～72 h之间的上调表达趋势相

较于其他 PtrPLD 的均较明显。从响应速度来看，

叶和茎部中大多数 PtrPLD 家族基因响应盐胁迫的

快速上升期发生在 3 h或 6 h，而在根部中的快速

上升期发生在 6 h或 12 h。
此外，各部位中均有部分 PtrPLD 家族基因在

12 h内的表达高峰前出现下调表达的情况，而不是

在胁迫处理后一直上调表达到峰值，如根部中的全

部 PtrPLDα、 PtrPLDδ1、 PtrPLDδ3 和 PtrPLDδ4，
茎部的 PtrPLDδ2、PtrPLDδ4 和 PtrPLDδ5，叶部

的 PtrPLDα2、PtrPLDδ1 和 PtrPLDδ4。 

3　 讨论

研究表明，PLD 以多基因家族的形式存在于

拟南芥 [12]、水稻 [13]、白菜 [14]、亚洲棉 [11] 等植物

中，并在胁迫响应中起到重要作用 [10, 17, 29, 34]。然

而，目前为止，尚无模式植物毛果杨 PLD 家族基

因基本特征及其在逆境胁迫响应特性的研究报导。

表 4    PtrPLD家族基因启动子区域的各顺式作用元件分析

  Table 4    Analysis of cis acting elements in PtrPLD genes promoter region

基因名称
Gene name

植物激素响应元件
Phytohormone response element

非生物胁迫响应元件
Abiotic stress response element 共计

Amount
TGA-element TCA-element CGTCA-motif ABRE TGACG-motif ARE WUN-motif STRE MBS DRE TC-richrepeats LTR

PtrPLDδ4 1 0 2 8 2 2 1 2 0 1 1 0 20

PtrPLDδ3 0 0 1 2 0 0 0 0 3 1 0 0 7

PtrPLDδ2 2 0 0 8 0 0 1 3 0 0 0 0 14

PtrPLDδ1 0 0 0 8 4 1 2 0 0 1 1 1 18

PtrPLDδ5 0 2 0 2 0 2 0 0 0 0 1 2 9

PtrPLDβ1 1 0 0 7 0 3 1 0 0 0 0 0 12

PtrPLDβ2 0 0 0 0 0 0 1 3 1 0 1 0 6

PtrPLDα6 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 2

PtrPLDα4 1 1 2 2 0 1 0 1 2 0 0 1 11

PtrPLDα5 1 3 0 0 0 2 3 3 1 0 0 0 13

PtrPLDα3 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 3

PtrPLDα2 1 0 0 4 1 1 2 0 0 0 0 1 10

PtrPLDα1 0 1 1 4 1 0 0 0 0 0 1 0 8

PtrPLDξ1 0 0 1 0 1 3 2 2 1 0 1 0 11

PtrPLDξ2 1 0 2 2 2 1 0 0 0 0 0 0 8

PtrPLDξ3 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 2

共计Amount 8 7 9 48 11 19 14 15 8 4 6 5 154
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本研究通过对毛果杨全基因组分析，共鉴定出

16个 PtrPLD，其编码蛋白包括 3个 PX/PH-PLD
和 13个 C2-PLD亚家族成员（图 1），这与其它

植物中 C2-PLD成员数量相对较少的情况相同[12]。

PtrPLD 家族中共有 7对具有旁系同源关系，其中

PtrPLDα1 和 PtrPLDα2 是由基因串联复制事件演

化而来，其余的 6对是由基因组复制事件演化而

来，这表明基因复制是 PtrPLD 基因家族扩张的主

要原因（图 2和表 3）。PtrPLD 家族中的 7对同

源基因的 Ka/Ks 比值远低于 1（表 3），表明它们

在进化过程中经过了较强的纯化选择，有害的非同

义替换在进化过程消失，极少数的无害或有益替换

得以保留[48]。上述现象间接证明了 PtrPLD 家族基

因在毛果杨的生命活动中发挥着重要作用。

PtrPLD 家族基因编码蛋白含有多个基序，表

明该基因家族生物学功能的多样性。同时，所有

的 PtrPLD 家族基因编码蛋白均含有 Motif 1～4基

序（图 4），表明这 4个基序是该基因家族的特征

基序，且是毛果杨生命活动所必须的。此外，序列

比对表明，Motif 1中的 HKD基序中的甲硫氨酸高

度保守，这种现象也存在于其他植物的 PLD蛋白

中[11, 51-52]，因此，推测Motif 1中的甲硫氨酸是HKD
基序功能的关键位点。

PtrPLD 家族成员的表达特性分析表明，其中 9
个家族成员在根部表达水平较高，3个在茎部表达

水平较高，4个在叶部表达水平较高（图 5）。前期

研究认为，PLD 基因多涉及环境胁迫响应[10, 17, 29, 34]，

而根部是植物感知渗透胁迫的首要部位。据此推

测，在毛果杨根部表达水平较高的 9个 PtrPLD
基因可能在根部渗透胁迫信号转导过程中发挥重要

作用，而其余 7个在茎、叶中表达水平较高的可能

在茎部或叶部的胁迫信号转导过程中发挥功能。此

外，phytozome网站中数据与 qRT-PCR结果中的

组织表达特性不同的原因可能是所用材料的树龄不

同，同时它们在不同发育阶段中的表达模式存在差

异所致。
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Notes：A.Tissue expression specificity of PtrPLD family genes based on phytome website data；B.Tissue expression specificity of PtrPLD family genes based
on qRT-PCR results

图 5    PtrPLD家族基因组织表达特异性

Fig. 5    Tissue expression specificity of PtrPLD family genes
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上游转录因子结合下游基因启动子中顺式作用

元件，从而激活逆境响应基因的表达是植物响应环

境胁迫的重要环节[53]。因此，对基因启动子区域顺

式元件的分析，是鉴定分析基因生物学功能的一项

重要内容。本研究发现，PtrPLD 家族基因启动子

中含有多种与植物激素和逆境胁迫响应相关的两大

类响应元件（表 4），表明该基因家族广泛地参与

毛果杨多种逆境胁迫的响应。PtrPLD 家族基因在

盐胁迫下的响应特性也证实了上述观点。 

4　 结论

本研究通过氨基酸序列比对及保守结构域检

验，在毛果杨中鉴定了 16个 PtrPLDs；通过系统

发育进化分析将其分为 2个亚族，4种类型；利用

同源性分析及 Ka、Ks 分析 PtrPLD 基因家族说明

基因复制是其家族扩张的主要动力，且在进化过程

中受到较强地纯化选择；系统发育进化树与基因结

构和保守结构域分析表明，同一亚族、同一类型

的 PtrPLD 具有相似的基因结构和蛋白保守结构

域；启动子中顺式作用元件分析表明，16个 PtrPLDs
均能够响应多种激素和胁迫信号；组织表达特异性

以及盐胁迫下的表达特性分析表明，同一进化分支

上基因仍具有相同表达模式，而不同进化分支的

基因存在功能分化。本研究对于 PtrPLD 家族基因

生物学功能的鉴定和抗逆基因资源挖掘具有积极

意义。
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Genome-wide Identification of PLD Gene Family of Populus
trichocarpa and Its Responses to Salt Stress

LIU Cong1, ZHANG Yang1, XIA De-an1, CHEN Xue-bing1, WEI Zhi-gang2

(1. Northeast Forestry University, State Key Laboratory of Forest Genetics and Tree Breeding, Harbin　150040, Heilongjiang, China;
2. Research Center of Saline and Alkali Land of National Forestry and Grassland Administration, Beijing　100091, China)

Abstract: [Objective] To analyze the pressure of selection in the evolution of PLD gene family in the woody model
plant Populus trichocarpa, the cis-acting elements in the promoter, the tissue expression characteristics, and the ex-
pression  pattern  under  salt  stress  in  order  to  provide  references  for  mining  the  role  of PtrPLD  in  abiotic  stress.
[Method] Using Arabidopsis PLD gene family protein sequence alignment to obtain the P. trichocarpa genome ho-
mologous  gene,  and  then  identify  the PtrPLD  gene  after  the  conserved  domain  identification;  using  the  software
ClustalW and MEGA to perform the amino acid sequence alignment and systematic evolution analysis of the PtrPLD
and AtPLD  genes;  using  MEME,  Plant-mPLoc,  ExPasy  and  other  software  tools  to  analyze  the  characteristics  of
PtrPLD genes and encoded proteins; using Tbtools software to analyze homologous genes and Ka/Ks values; using
Plantcare online tools to analyze the cis-acting elements in the promoter of PtrPLD; using Phytozome transcriptome
database and qRT-PCR to analyze the PtrPLD  tissue expression characteristics; and using qRT-PCR to analyze the
PtrPLD response to salt stress in each tissue. [Result] The results show that the PtrPLD family can be divided into 2
subfamilies, C2-PLD and PX/PH-PLD, which containing 13 and 3 genes respectively. There are 7 pairs of paralog-
ous genes and the Ka/Ks between them is  far  less  than 1.  The promoter  region of PtrPLD  family genes contains  a
large number of abiotic stress and hormone response elements, among which the PtrPLDδ4 promoter contains 20 ele-
ments.  The PtrPLD  family  of  encoded  proteins  all  contain  Motif  1-4,  and  the  sequences  on  the  same evolutionary
branch  of  the  evolutionary  tree  are  highly  conserved.  Analysis  of  the  expression  characteristics  showed  that  the
PtrPLD family genes have specific expression in roots, stems and leaves, and most members are mainly expressed in
the roots.  Under NaCl stress,  the expression level of PtrPLD  family genes in the roots,  stems and leaves showed a
trend of up-down-up within 72 hours. [Conclusion] The results show that the PtrPLD family genes play an import-
ant  role in the response of P. trichocarpa  to  salt  stress.  This  study will  promote the identification of  the biological
functions of PtrPLD family genes and the mining of genetic resources in response to abiotic stress.
Keywords: Populus trichocarpa; PLD gene family; bioinformatics analysis; salt stress
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