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　　摘要：为了探究ＤｃＡＩ家族基因的生物学特性及其在逆境响应中的潜在功能，基于已公布的铁皮石斛基因组数据，
对铁皮石斛ＤｃＡＩ基因家族进行鉴定和生物信息学分析，并用ＲＮＡ－Ｓｅｑ（转录组测序）技术分析其在低温胁迫下的表
达模式。结果表明，ＤｃＡＩ基因家族共有４个成员，其中液泡蔗糖转化酶编码基因和细胞壁蔗糖转化酶编码基因各２
个，在数量上与其他物种间的差异较大，存在基因丢失现象。ＤｃＡＩｓ具有相似的内含子／外显子结构，且不均匀地分布
在染色体上，其蛋白质结构高度保守，具有酸性蔗糖转化酶特有的氨基酸保守基序。ＤｃＡＩｓ启动子含有多种顺式作用
元件，涉及光响应、胁迫响应、激素响应、发育调节等多种生理生化过程；ＤｃＡＩｓ在铁皮石斛不同组织中的表达丰度不
同，具有明显的组织表达特异性；ＤｃＡＩｓ在低温胁迫下呈现不同的表达模式，以同工酶形式在不同组织中对低温胁迫采
取不同的响应机制，推测ＤｃＡＩｓ可能通过调节自身基因的表达以提高细胞内可溶性多糖含量，从而增强铁皮石斛对低
温的耐受能力。研究结果可为ＤｃＡＩｓ基因的利用及铁皮石斛优良种质的分子遗传改良提供参考借鉴。
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　　铁皮石斛（ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｃａｔｅｎａｔｕｍＬｉｎｄｌ．）为兰科
（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）石斛属（ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍＳｗ．）的多年生草
本濒危药用植物，具有益胃生津、滋阴清热之功效，

用于预防和治疗热病津伤、胃阴不足、阴虚火旺、目

暗不明、筋骨痿软病症等，民间素有“救命仙草”之

称。现代药理及成分分析结果表明，石斛多糖是衡

量铁皮石斛药用价值的重要有效活性成分，具有提

高免疫力、降血糖、降血脂、抗肿瘤、抗疲劳及改善

肠道功能等作用［１］。铁皮石斛多糖的合成、运输、

代谢等涉及多个蛋白质或酶基因，而蔗糖则是铁皮

石斛光合作用过程主要且直接的产物，是铁皮石斛

体内碳水化合物运输的主要形式［２］。在茎中，从叶

中转运来的蔗糖主要依靠蔗糖合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＳＵＳ）、蔗糖转化酶（ｉｎｖｅｒｔａｓｅ，ＩＮＶ）的作用
水解、转化并生成石斛多糖［３］。在蔗糖的分解过程

中，ＳＵＳ参与的反应是可逆的且以合成蔗糖为主，而
ＩＮＶ则是不可逆地将蔗糖分解为葡萄糖、果糖，且在
裂解蔗糖的过程中，ＩＮＶ比 ＳＵＳ发挥的作用更
重要［４－５］。

在植物体内，ＩＮＶ是由１个多基因家族编码的
蛋白质，根据最适 ｐＨ值、溶解性和亚细胞定位，主
要分为细胞质转化酶（ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｉｎｖｅｒｔａｓｅ，ＣＩＮＶ）、
不溶性细胞壁转化酶（ｃｅｌｌｗａｌｌｉｎｖｅｒｔａｓｅ，ＣＷＩＮＶ）和
可溶性液泡转化酶（ｖａｃｕｏｌａｒｉｎｖｅｒｔａｓｅ，ＶＩＮＶ）３种类
型。其中，ＣＩＮＶ属于中性／碱性转化酶（ｎｅｕｔｒａｌ／
ａｌｋａｌｉｎｅｉｎｖｅｒｔａｓｅ，ＮＩＮＶ）；ＣＷＩＮＶ、ＶＩＮＶ属于酸性蔗
糖转化酶（ａｃｉｄｉｎｖｅｒｔａｓｅ，ＡＩＮＶ），能水解蔗糖和其他
β－果糖类寡糖，因此又被称为 β－呋喃果糖苷酶
（β－ｆｒｕｃｔｏｆｕｒａｎｏｓｉｄａｓｅ）［６］。研究发现，ＡＩＮＶ催化蔗
糖不可逆地降解形成葡萄糖、果糖，为多糖合成提

供碳源，同时调节植物细胞的扩展及贮藏器官碳水

化合物的组成，在植物形态建成和生殖发育过程中

具有重要作用［７］。此外，ＣＷＩＮＶ还参与蔗糖卸载、
信号转导和防御应急反应等重要生命过程［８］；同
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时，ＶＩＮＶ在植物细胞渗透调节、组织器官分化、激
素响应和逆境抵御等过程中发挥了重要作用［９－１０］。

自从研究者从胡萝卜（Ｄａｕｃｕｓｃａｒｏｔａ）中分离出第１
个ＶＩＮＶ基因以来［１１］，有关ＡＩＮＶ基因或基因家族的
研究已在番茄（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ）［１２］、拟南芥
（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）［１３］、水 稻 （Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ
Ｌ．）［１４］、棉花 （Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ．）［１５］、柚子
（ＣｉｔｒｕｓｇｒａｎｄｉｓＬ．）［１６］、辣 椒 （Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ
Ｌ．）［１７］等多种植物中报道。值得注意的是，不同植
物、同种类型 ＡＩＮＶ的氨基酸序列具有高度保守
性［１８］。虽然已有１条铁皮石斛 ＶＩＮＶ基因（ＳＡＩ）被
克隆，并且研究者已对该基因进行了组织特异性表

达分析［１９］，然而，关于铁皮石斛 ＡＩＮＶ基因家族
（ＤｃＡＩ）的系统研究尚未见报道。本研究基于已公
布的铁皮石斛基因组数据，对ＤｃＡＩ基因家族成员进
行筛选鉴定、生物信息学和组织表达特性分析，并

研究其在低温胁迫下的表达模式及其对多糖含量

的影响。研究结果可为今后深入研究 ＤｃＡＩ基因家
族成员的生物学功能及其在铁皮石斛多糖合成和

逆境响应中的分子调控机制提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试石斛品种为广东丹霞铁皮石斛，由韶关市

石斛工程技术开发中心提供；多糖多酚植物ＲＮＡ抽
提试剂盒（Ｂ５１８６６１－００５０）购自生工生物工程（上
海）股份有限公司；ｃＤＮＡ反转录试剂盒（ＲＲ０３６Ａ）
购自宝生物工程（大连）有限公司；无水乙醇、无水

葡萄糖购自国药集团化学试剂有限公司；三氯甲

烷、浓硫酸（９８％）、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）饱和
酚、异丙醇、苯酚等试剂均购自广州化学试剂厂，所

用试剂均为分析纯。

１．２　植物材料处理
试验于２０２０—２０２１年在广东省韶关市韶关学

院英东生物与农业学院分子生物学与基因工程研

究室进行。对铁皮石斛蒴果进行表面消毒后，将其

种子播种于培养基中，于室温（２５±２）℃、光照时间
１６ｈ／ｄ无菌培养约６个月后，选取生长状态良好且
一致的幼苗进行４℃低温胁迫处理，以正常生长的
植株为对照，分别在处理０、１、３、６、９、１２、２４、４８ｈ后
采集铁皮石斛叶、茎和根样品，经液氮速冻后置于

－８０℃冰箱中保存备用。每个样品设３次生物学
重复。

１．３　基因家族筛选与鉴定
在 ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ）中下载铁皮石斛全基因组蛋白编码序列［２０］，线

下构建本地数据库进行 ＢＬＡＳＴ。同时，从拟南芥基
因组数据库网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／）下
载拟南芥酸性转化酶基因家族蛋白作为种子序列，

进行ＢＬＡＳＴｐ同源比对（阈值设置为１×１０－１０），初
步获得ＤｃＡＩ家族候选基因。用 Ｐｆａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｐｆａｍ．
ｘｆａｍ．ｏｒｇ／）、ＮＣＢＩ－ＣＤＤ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）在线网站对候选
基因蛋白编码序列进行验证，获得同时具备 Ｇｌｙｃｏ＿
ｈｙｄｒｏ＿３２Ｎ （ＰＦ００２５１）和 Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿３２Ｃ
（ＰＦ０８２４４）的基因家族成员。
１．４　生物信息学分析

通过ＧＳＤＳ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓ．ｇａｏ－ｌａｂ．ｏｒｇ／）在
线工具分析 ＤｃＡＩｓ基因结构域，结合铁皮石斛基因
组数据信息，用 ＷＰＳ绘制内含子／外显子结构及其
在染色体上的分布位置。用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／ＰＬＡＣＥ／？ａｃｔｉｏｎ＝ｎｅｗｐｌａｃｅ）
在线预测ＤｃＡＩｓ起始密码子上游２０００ｂｐ区域的顺
式作用元件，对结果筛选和归类后再用ＴＢｔｏｏｌｓ软件
进行可视化［２１］。用 Ｅｘｐａｓｙ在线网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）预测并分析蛋白序列的基本特性；用
ＭＥＭＥ（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｍｅ－ｓｕｉｔｅ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｍｅｍｅ）在线预
测编码蛋白的潜在基序（ｍｏｔｉｆ），并用 ＴＢｔｏｏｌｓ进行
可视化处理。用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ软件进行氨基酸的多序
列比对，并通过 Ｐｒｏｓｉｔｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｐｒｏｓｉｔｅ／ｍｙｄｏｍａｉｎｓ／）在线工具完成蛋白质
结构域位置分析；用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ）、ＳＰＬＩＴ ４．０
ＳＥＲＶＥＲ（ｈｔｔｐ：／／ｓｐｌｉｔ．ｐｍｆｓｔ．ｈｒ／ｓｐｌｉｔ／４／）在线网站
对蛋白序列进行高级结构的预测分析；用 ＭＥＧＡＸ
１１软件中的邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）绘制系
统发育进化树。

１．５　基因组织表达分析
为了分析ＤｃＡＩ家族基因在铁皮石斛不同组织

中的表达情况，从 ＮＣＢＩ数据库中下载获得未经任
何处理的８个铁皮石斛组织的差异表达数据［２２］，分

别是花蕾（ｆｌｏｗｅｒｂｕｄｓ，ＦＢ）、花柱（ｃｏｌｕｍｎ）、唇瓣
（ｌｉｐ）、萼片（ｓｅｐａｌ）、叶（ｌｅａｆ）、茎（ｓｔｅｍ）、白根（ｗｈｉｔｅ
ｒｏｏｔ，ＷＲ）和绿根尖（ｇｒｅｅｎｒｏｏｔｔｉｐ，ＧＲＴ）。基因表达
量 用 ＦＰＫＭ（ｆｒａｇｍｅｎｔｓｐｅｒｋｉｌｏｂａｓｅｐｅｒｍｉｌｌｉｏｎ
ｍａｐｐｅｄｒｅａｄｓ）表示，使用 Ｒ语言的 ｈｅａｔｍａｐ包绘制
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基因数字表达谱图。

１．６　冷胁迫基因的表达分析
为了分析ＤｃＡＩ基因家族在冷胁迫下的表达情

况，使用多糖多酚植物ＲＮＡ提取试剂盒分别抽提于
４℃处理０、１、３、６、９、１２、２４ｈ铁皮石斛组培苗的叶、
茎和根组织ＲＮＡ，并构建 ＲＮＡ文库，送至深圳华大
基因科技有限公司完成高通量测序（Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉＳｅｑＴＭ２５００／ＭｉｓｅｑＴＭ）。移除测序所得原始测序序
列中的接头和低质量的 ｒａｗｒｅａｄｓ，以保证信息分析
质量，最终得到 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ；利用 Ｑｕｂｉｔ２．０将测序
ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ数据与铁皮石斛基因组参考序列进行比
对；使用 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ进行组装从而获得转录组数据。
基因表达量以 ＦＰＫＭ表示，用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软
件进行数据处理、分析和绘图。

１．７　多糖含量测定分析
为分析冷胁迫对铁皮石斛多糖含量的影响，利

用水提醇沉法分别制备４℃处理０、２４、４８ｈ后的铁
皮石斛组培苗叶组织多糖提取液，使用苯酚 －硫酸
法测定４８３ｎｍ波长处的最大吸光度，以无水葡萄糖
为对照品，每个样品设６次重复，计算得出上述样品
中的多糖含量，使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件进行数

据处理、分析和绘图。

２　结果与分析

２．１　ＤｃＡＩ基因家族的鉴定与分析
利用生物信息学方法筛选和验证，在铁皮石斛

基因组数据库中共鉴定到４个 ＤｃＡＩ基因家族成员
（表 １），其中 ＬＯＣ１１０１１４６０７、ＬＯＣ１１００９６０９７属于
ＶＩＮＶ，ＬＯＣ１１００９６６６６、ＬＯＣ１１０１０２７０２属于 ＣＷＩＮＶ。
ＤｃＡＩｓ基因组的差异较大，长度介于 ３３４５～
１３８０３ｂｐ之间，但编码序列（ＣＤＳ）差异不大，长度
在１７２５～１９８３ｂｐ之间，编码氨基酸长度为５７４～
６６０个，蛋白质的分子量在６５．８４～７２．７２ｋｕ之间。
理论等电点 ｐＩ介于 ５．５４～９．２１之间，其中
ＬＯＣ１１００９６６６６编码的蛋白等电点大于７．０，其余成
员的等电点均小于７．０，为弱酸性蛋白。蛋白亲水
性平均系数介于－０．５０７～－０．１６５之间，均小于０，
为亲水性蛋白。蛋白不稳定系数在３５．５５～４１．５９
之间，仅 ＬＯＣ１１０１０２７０２编码的蛋白不稳定系数大
于４０，为不稳定蛋白；其余成员的蛋白不稳定系数
均小于４０，为稳定蛋白。

表１　铁皮石斛ＤｃＡＩ基因家族成员的鉴定及氨基酸特性预测结果

基因类型 基因ＩＤ 基因组位置

基因组

大小

（ｂｐ）

编码区

大小

（ｂｐ）

外显子数

（个）

氨基酸

长度

（个）

氨基酸

分子量

（ｋｕ）

等电点

（ｐＩ）

蛋白质

亲水性

（ＧＲＡＶＹ）

不稳定

系数

液泡蔗糖转化酶基因 ＬＯＣ１１０１１４６０７ ＮＷ＿０２１３１８５９５．１
（１９５６８８１～１９６２４０７）

５５２７ １８８７ ７ ６２８ ６９．８２ ６．０９ －０．１８４ ３８．３３

ＬＯＣ１１００９６０９７ ＮＷ＿０２１３１９０８３．１
（３２６２５８９７～３２６３１５００）

５６０４ １９８３ ５～６ ６６０ ７２．７２ ５．５４ －０．１６５ ３５．５５

细胞壁蔗糖转化酶基因 ＬＯＣ１１００９６６６６ ＮＷ＿０２１３１９９８３．１
（７４７７７９～７６１５８１）

１３８０３ １７５８ ５ ５８５ ６６．３８ ９．２１ －０．５０７ ３５．８１

ＬＯＣ１１０１０２７０２ ＮＷ＿０２１３１８６２０．１
（１４９８２７～１５３１７１）

３３４５ １７２５ ５～７ ５７４ ６５．８４ ５．８５ －０．３３９ ４１．５９

２．２　ＤｃＡＩ基因家族编码蛋白结构特性及保守基序
分析

氨基酸序列多重比对结果显示，ＤｃＡＩ基因家族
编码蛋白成员在 Ｎ端均具有 ＡＩ催化位点特有的
ＤＮＰＮＧ、ＦＲＤＰ、ＷＥＣＰＤ保守基序（图１）；两两相比
一致性介于 ４０．１１％ ～６３．５４％之间（表 ２），其中
ＬＯＣ１１０１１４６０７与ＬＯＣ１１００９６０９７、ＬＯＣ１１００９６６６６与
ＬＯＣ１１０１０２７０２的一致性高于５０％，其余成员间两
两相比的一致性均低于５０％。同时，系统发育进化
分析结果显示，ＬＯＣ１１０１１４６０７与 ＬＯＣ１１００９６０９７编

码的蛋白序列位于同一分支，而 ＬＯＣ１１００９６６６６与
ＬＯＣ１１０１０２７０２编码的蛋白序列同位于另一分支
（图 ２－Ａ），表明 ＤｃＡＩｓ在进化上分为 ２种类型。
ＭＥＭＥ分析结果表明，ＤｃＡＩｓ蛋白结构高度保守（图
３），它们具有非常相似的保守基序和数目（表３）。
此外，ＤｃＡＩｓ负责蔗糖转化功能的糖基水解酶结构
域（Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿３２）的位置极为相似（图 ２－Ｂ），
Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿３２Ｎ均处于５０～４４５ａａ范围内，均介于
３７２～６４０ａａ之间。
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表２　铁皮石斛ＤｃＡＩ基因家族氨基酸序列的一致性

氨基酸序列
一致性（％）

ＬＯＣ１１０１１４６０７ ＬＯＣ１１００９６０９７ ＬＯＣ１１００９６６６６

ＬＯＣ１１００９６０９７ ６３．５４

ＬＯＣ１１００９６６６６ ４５．４０ ４２．６５

ＬＯＣ１１０１０２７０２ ４２．０７ ４０．１１ ５４．３６

２．３　ＤｃＡＩ基因家族蛋白性质及高级结构预测分析
ＤｃＡＩ基因家族编码蛋白的多肽链中均富含亲

水性氨基酸，且数量多于疏水性氨基酸，属于亲水

性蛋白（图 ４－Ａ）。蛋白的二级结构预测结果显
示，ＤｃＡＩｓ蛋白包括 Ｈｅｌｉｘ（α、ｐｉ和 ３＿１０螺旋）、
Ｂｅｔａ－ｓｔｒａｎｄ构象延伸链、无规则卷曲（ｏｔｈｅｒ），分别
约占１．９６％～４．２７％、２９．８３％～３７．４５％、６０．５９％～
６６．２１％（图４－Ｂ）。另外，本研究对 ＤｃＡＩｓ蛋白的
三级结构进行了同源建模，图 ４－Ｃ结果表明，
ＬＯＣ１１０１１４６０７、ＬＯＣ１１００９６０９７与端棘草６－果糖基
转移酶的蛋白同源性较高，三级结构一致性分别达
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表３　铁皮石斛ＤｃＡＩ基因家族基序的保守氨基酸序列信息

基序 保守氨基酸序列 宽度 Ｅ值

１ ＱＲＴＡＦＨＦＱＰＱＫＮＷＭＮＤＰＮＧＰＬＦＹＫＧＷＹＨＬＦＹＱＹＮＰＤＮＡＩＷＧＮＩＴＷＧＨＡＶＳ ５０ １．１×１０－７９

２ ＬＲＦＤＹＧＮＦＹＡＳＫＴＦＦＤＥＧＫＧＲＲＶＬＷＧＷＳＮＥＳＤＳＴＱＤＤＷＧＫＧＷＡＧＩＱＴＩＰＲ ５０ ２．４×１０－５７

３ ＩＮＷＬＨＬＰＩＡＭＥＰＤＲＷＹＤＩＮＧＶＷＳＧＳＡＴＬＬＨＤＧＲＬＶＭＬＹＴＧＳＴＨＴＳＶＱＶＱＮ ５０ ４．７×１０－４４

４ ＧＥＩＬＳＶＲＩＬＶＤＨＳＩＶＥＳＦＡＱＧＧＲＴＣＩＴＳＲＶＹＰ ３２ ２．０×１０－３７

５ ＨＡＧＶＡＹＶＹＡＴＲＤＦＬＳＹＫＬＬＰＤＶＬＨＲＶＥＧＴＧＭＷＥＣＩＤＦＦＰＶ ４０ １．３×１０－２５

６ ＹＮＣＳＴＳＧＧＡＡＧＲＳＡＬＧＰＦＧＬＬＶＬＡＤＳＤＲＴＥＱＴＡＶＹＦ ３６ ２．９×１０－２３

７ ＫＨＩＬＫＡＳＬＤＤＤＲＨＤＹＹＡＩＧＲＹＤＡＮＥＮＫＷＶＰＤＤＡＥＫＤＶＧＩＧ ４０ １．３×１０－２０

８ ＬＷＬＤＧＮＧＲＱＶＶＱＷＰＩＥＥＶＮＫＬＲＫＫＥＶＧＩＲＲＫＴＶＫＳＧＲＶＩＥＶＫＧＩＥＡＡＱＡ ４９ ２．２×１０－１２

９ ＬＭＣＱＤＰＴＫＳＳＫＲＴＧＬＹＫＰＴＹＧＧＦＶ ２４ ２．２×１０－１１

１０ ＰＫＮＬＳＤＰＹＬＲＥＷＶＫＰＤＹＮＰＶ ２０ １．２×１０－９

到６３．０３％、５９．５１％；ＬＯＣ１１００９６６６６与植物ＣＷＩＮＶ
特异性蛋白抑制剂复合物的三级结构更为相近，一

致性 为 ５７．５８％；而 ＬＯＣ１１０１０２７０２与 拟 南 芥
ＣＷＩＮＶ的三级结构一致性高达５３．６９％。
２．４　ＤｃＡＩ家族成员基因结构及染色体定位分析

ＤｃＡＩｓ基因结构较为保守，其外显子数介于５～
７个之间，且基因间内含子序列长度差异较大（图
５）。除ＬＯＣ１１００９６６６６仅含有５个外显子外，其余
ＤｃＡＩ家族成员均含有６～７个外显子，且第２个外
显子仅由９个核苷酸构成，编码天冬氨酸、脯氨酸和
天冬酰胺（ＤＰＮ），进一步证实ＡＩ基因结构具有高度

保守性。另外，４个 ＤｃＡＩ基因家族成员中的
ＬＯＣ１１００９６０９７、ＬＯＣ１１０１０２７０２可 转 录 出 ２种
ｍＲＮＡ，进而编码２种同源蛋白，而其余成员均只转
录１种 ｍＲＮＡ，编码 １种蛋白质。此外，本研究对
ＤｃＡＩ基因家族成员在染色体骨架上的分布进行了
定位（图６）显示，ＤｃＡＩｓ在染色体上的分布并不均
匀，其 中 ＬＯＣ１１０１１４６０７、ＬＯＣ１１０１０２７０２ 位 于
ＮＷ＿０２１３１８５９５．１～ＮＷ ＿０２１３１８６２０．１ 区 域，
ＬＯＣ１１００９６０９７、 ＬＯＣ１１００９６６６６ 位 于 ＮＷ ＿
０２１３１９０８３．１～ＮＷ＿０２１３１９９８３．１区域，其余染色体
区域均不含ＤｃＡＩ家族基因。
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２．５　ＤｃＡＩ基因家族系统进化关系分析
为了解ＤｃＡＩ基因家族在进化上的位置和亲缘

关系，本研究选取同为单子叶的水稻以及双子叶植

物拟南芥、柚子共计２７个 ＡＩＮＶ进行比较和分析。
图 ７显示，植物 ＡＩＮＶ分为细胞壁蔗糖转化酶
（ＣＷＩＮＶ）和液泡蔗糖转化酶（ＶＩＮＶ）２个亚群，其
中ＣＷＩＮＶ亚群共有１９个成员，包括２个ＤｃＡＩ家族
成员（ＬＯＣ１１００９６６６６、ＬＯＣ１１０１０２７０２）、７个水稻
ＡＩＮＶ、６个拟南芥ＡＩＮＶ和４个蜜柚ＡＩＮＶ；而ＶＩＮＶ
亚群仅有 ８个成员，且包含 ＤｃＡＩｓ（ＬＯＣ１１０１１４６０７
和 ＬＯＣ１１００９６０９７）、水稻、拟南芥和蜜柚各 ２个
ＡＩＮＶ，说明 ＶＩＮＶ具有高度的保守性，其功能相近
或相同。此外，系统发育进化树由若干分支构成，

分支之间的聚类关系越近，其发挥的功能也更为相

似。ＣＷＩＮＶ和ＶＩＮＶ２个亚群中的分支均由同为单
子叶植物的铁皮石斛ＡＩＮＶ和水稻ＡＩＮＶ聚为１类，
以及同为双子叶植物的拟南芥 ＡＩＮＶ和柚子 ＡＩＮＶ
聚类在一起构成；２个亚群分别包含来自铁皮石斛、
水稻、拟南芥和蜜柚的 ＡＩＮＶ，表明植物 ＡＩＮＶ在单
子叶植物、双子叶植物分化之前就已经发生并执行

重要的生物学功能。

２．６　ＤｃＡＩ基因家族启动子顺式作用元件预测分析
为了探究ＤｃＡＩ基因家族的表达及分子调控机
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制，对ＤｃＡＩｓ基因起始密码子上游２０００ｂｐ启动子
序列进行预测分析（图８）。ＰｌａｃｅＣＡＲＥ分析结果
显示，ＤｃＡＩｓ基因启动子区域均含有多种顺式作用元
件，主要涉及光响应、胁迫响应、激素响应、代谢调

节相关、发育调节相关等生理生化过程，推测 ＤｃＡＩｓ
可能受多种因素调节参与调控铁皮石斛生长发育、

逆境响应、激素诱导和信号转导等一系列过程，在

铁皮石斛整个生命进程中发挥着重要作用。

２．７　ＤｃＡＩ基因家族的组织表达特性分析
组织表达分析结果显示，ＤｃＡＩ基因家族成员在

铁皮石斛不同组织器官中的相对表达量存在明显

差异（图９）。ＬＯＣ１１０１１４６０７在铁皮石斛花柱、萼片
和白根中具有较高的表达量，ＬＯＣ１１００９６６６６在花

柱、叶 中 的 表 达 量 最 高，而 ＬＯＣ１１００９６０９７、
ＬＯＣ１１０１０２７０２的表达量则分别在花器官的萼片、花
蕾中最高。由此可见，ＤｃＡＩ基因家族成员具有明显
的组织表达特异性，推测它们在铁皮石斛形态建

成、生殖发育等多个生命进程中发挥着重要作用。

２．８　ＤｃＡＩ基因家族在低温处理下的表达情况分析
顺式作用元件预测结果表明，ＤｃＡＩｓ基因启动子

区域包含大数与逆境胁迫响应相关的元件，其中不

乏低温胁迫响应元件（表４）。对 ＤｃＡＩ基因家族在
低温处理下的表达水平及模式进行分析，结果显

示，４个 ＤｃＡＩｓ基因的表达模式不尽相同，其中
ＬＯＣ１１０１１４６０７、ＬＯＣ１１００９６０９７基因在叶、茎、根不

同组织中的表达量随处理时间的增加均呈现正态

分布趋势，并在低温处理６～９ｈ时达到峰值，之后
逐渐趋于平缓，表明低温能够诱导这２个基因的高
效表达（图１０）。ＬＯＣ１１００９６６６６、ＬＯＣ１１０１０２７０２基
因的表达模式基本一致，随着处理时间的增加，在

叶、茎中的表达量整体呈下调趋势，在低温处理

１２～２４ｈ时逐渐恢复至未处理时的表达水平；而在

表４　铁皮石斛ＤｃＡＩ基因家族启动子顺式作用元件的预测分析

序号 冷胁迫响应元件名称
所含元件数（个）

ＬＯＣ１１０１１４６０７ ＬＯＣ１１００９６０９７ ＬＯＣ１１００９６６６６ ＬＯＣ１１０１０２７０２

１ ＭＹＣＣＯＮＳＥＮＳＵＳＡＴ ５ ６ ４ ７

２ ＣＢＦＨＶ １ — ２ —

３ ＣＲＴＤＲＥＨＶＣＢＦ２ — — １ —

４ ＬＴＲＥ１ＨＶＢＬＴ４９ １ — — —

５ ＬＴＲＥＣＯＲＥＡＴＣＯＲ１５ ２ — ３ —
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根组织中则不同，表达量随处理时间的增加呈先升

后降的趋势，并在低温处理６～９ｈ时达到最高，提
示这２个基因在不同组织中对低温胁迫可能采取不
同的响应机制。

　　此外，多糖含量测定结果（图１１）显示，与在正
常温度下生长的植株相比，铁皮石斛在低温处理后

的多糖含量显著升高，低温处理２４、４８ｈ的多糖含
量分别比未处理的植株提高 ３．６％、８．８％，推测
ＤｃＡＩｓ基因通过调节自身表达，提高了 ＡＩＮＶ蛋白的
活性及稳定性，以增加细胞内可溶性多糖含量，从

而在低温胁迫响应过程发挥重要作用。

３　讨论与结论

在植物中，蔗糖是光合作用产生的主要贮能物

质，其合成与代谢速率对植物体的生长发育及生物

产量均至关重要［２３］。ＡＩＮＶ是植物体内与蔗糖代谢
密切相关的关键酶，能够催化蔗糖不可逆地降解形

成葡萄糖、果糖，为多糖的合成提供碳源，其活性直

接影响植物生长发育全过程的生物量形成和糖分

积累［４，１０］。近年来，研究者已经发现并鉴定了多种

植物中具有功能的 ＶＩＮＶ基因，它们对于光合产物
的转运和积累有重要影响，在植物生长发育、信号

转导和逆境抵御过程中起着重要作用［１４，２４］。但是

目前有关铁皮石斛 ＤｃＡＩ基因家族成员数量及其在
逆境胁迫下的表达分析尚无报道。本研究基于已

公布的铁皮石斛全基因组数据［２０］，利用生物信息学

技术共鉴定到４个具备 Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿３２结构域的
ＤｃＡＩ基因家族成员，它们均为亲水性蛋白，其氨基
酸序列高度保守，具有ＡＩ催化位点特有的ＤＮＰＮＧ、
ＦＲＤＰ和ＷＥＣＰＤ保守基序［１５，２５］，符合植物 ＡＩＮＶ基
因家族蛋白结构特征。ＤｃＡＩｓ基因组长度差异较大，
可能是由外显子／内含子数量不同导致的，其中
ＬＯＣ１１０１１４６０７、ＬＯＣ１１０１０２７０２具有 ＡＩＮＶ典型的基
因结 构，即 ７个 外 显 子、６个 内 含 子［２６］，而

ＬＯＣ１１００９６０９７含有６个外显子，ＬＯＣ１１００９６６６６仅
有５个外显子，推测这２个基因可能存在外显子丢
失的现象，且与柚子、辣椒、西瓜和甜瓜等物种类

似，ＤｃＡＩ基因家族成员不均匀地分布在染色
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体上［１６－１７，２６］。

以往的研究发现，拟南芥ＡＩＮＶ基因家族由８个
成员组成，其中包括２个 ＶＩＮＶ和６个 ＣＷＩＮＶ［９］；水
稻ＡＩＮＶ基因家族包含９个成员，其中２个为ＶＩＮＶ，
７个为ＣＷＩＮＶ［１４］；柚子ＡＩＮＶ基因家族有６个成员，
包括２个ＶＩＮＶ、４个ＣＷＩＮＶ［１６］。本研究通过与拟南
芥、水稻和柚子 ＡＩＮＶ基因家族构建蛋白系统进化
树，分析ＤｃＡＩ基因家族蛋白的进化分类关系，结果
显示，ＤｃＡＩ基因家族蛋白分布于 ２个亚群，其中 ２
个 ＤｃＡＩｓ成员（ＬＯＣ１１０１１４６０７、ＬＯＣ１１００９６０９７）与
同为单子叶植物的水稻（Ｏｓ０４ｇ４５２９０、Ｏｓ０２ｇ０１５９０）
以及双子叶植物的拟南芥（Ａｔ１ｇ１２２４０、Ａｔ１ｇ６２６６０）
和柚子（Ｃｇ９ｇ０２４９６０、Ｃｇ５ｇ００８６３０）均属于 ＶＩＮＶ类
群，在数量上一致，表明植物ＶＩＮＶ在进化上高度保
守，具有相同或相近的生物学功能；而另２个 ＤｃＡＩｓ
成员（ＬＯＣ１１００９６６６６、ＬＯＣ１１０１０２７０２）以及拟南芥、
水稻和柚子的其他 ＡＩＮＶ基因家族蛋白均属于
ＣＷＩＮＶ类群，推测植物ＡＩ基因在单、双子叶植物分
化之前就已经存在。与 ＶＩＮＶ亚群不同，ＣＷＩＮＶ亚
群中仅有２个ＤｃＡＩｓ，数量上与其他物种相差较大，
可能是由于铁皮石斛作为药用和观赏性植物，在整

个发育过程中并不像水稻、柚子、番茄、西瓜和甜瓜

等作物，最终形成以碳源为主、含糖量很高的果实，

导致铁皮石斛进化过程中发生 ＣＷＩＮＶ基因的丢失
情况。

ＡＩＮＶ基因家族蛋白作为蔗糖代谢调控的关键
酶，在不同物种中的基因数目是不同的，且在不同

发育阶段和不同组织器官中的表达具有时间、空间

差异，对植物的形态建成和生长发育起着重要作

用［７，２７］。拟南芥 ＡｔＣＷＩＮＶ４在花中特异性表达，能
够促进花蜜的产生［２８］；甜高粱 ＶＩＮＶ基因（ＳＡＩ－１）
在茎秆中特异表达，该酶活性与蔗糖的积累呈明显

负相关［２９］；枸杞 ＶＩＮＶ基因（ＬｂＳＡＩ）在在叶片、根组
织中表达水平偏低，而在花、果柄中的表达量较高，

能够促进果实中糖分的积累［３０］。本研究结果与上

述研究结论基本一致，ＤｃＡＩ基因家族在铁皮石斛不
同组织中的表达丰度不同，存在特异性表达情况，

ＤｃＡＩｓ基因在花器官的不同组织中具有较高表达水
平，ＬＯＣ１１０１１４６０７、ＬＯＣ１１００９６６６６的表达量分别在
根、叶中最高，在其他组织部位中的表达水平也存

在明显差异。另外，ＤｃＡＩｓ启动子中存在多个与发育
调节相关的顺式作用元件，提示 ＤｃＡＩｓ在铁皮石斛
形态建成、生殖发育等生命进程中发挥重要作用。

此外，植物 ＡＩＮＶ作为一个古老而保守的基因
家族，除了在糖代谢过程中起到转运、卸载和裂解

蔗糖的作用，能加速蔗糖的分解和多糖的积累，为

多糖合成提供碳源，在植物信号转导和非生物胁迫

响应方面也发挥重要功能［１０，３１］。已有研究发现，玉

米受干旱胁迫时子房中 ＡＩＮＶ基因表达量下调，补
充蔗糖后 ＺｍＣＷＩＮ２、ＺｍＶＩＮ２基因表达量得以恢
复［３２］；高温能够降低玉米籽粒 ＶＩＮＶ活性，阻碍蔗
糖水解，导致胚乳淀粉合成量下降［３３］。在低温胁迫

下，辣椒ＣａＣＷＩＮ０１、ＣａＶＩＮ０１和 ＣａＶＩＮ０２基因的表
达量明显提高［１７］。本研究发现，ＤｃＡＩ基因家族在
低 温 处 理 下 表 现 出 不 同 的 表 达 模 式，

ＬＯＣ１１０１１４６０７、ＬＯＣ１１００９６０９７在叶、茎、根不同组
织中均随处理时间的增加呈现正态分布的表达趋

势；ＬＯＣ１１００９６６６６、ＬＯＣ１１０１０２７０２随处理时间的增
加，在叶、茎中的表达水平呈现先下调后上升的趋

势，而在根中则呈先升后降的表达趋势，推测 ＤｃＡＩｓ
作为功能基因编码不同类型的同工酶，以不同亚型

在不同组织中对低温胁迫采取不同的响应机制。

值得一提的是，铁皮石斛多糖含量在低温处理后显

著升高，提示ＤｃＡＩｓ可能通过调节自身基因表达，提
高ＡＩＮＶ蛋白活性，从而提升细胞内可溶性多糖含
量，增加细胞内渗透压，降低植株组织含水量，进而

提高铁皮石斛的耐低温能力，但具体是哪些基因调

控ＤｃＡＩｓ表达的分子机制尚不清楚。因此，ＤｃＡＩ基
因家族可作为深入研究铁皮石斛多糖合成代谢及

逆境胁迫响应机制的候选基因，为铁皮石斛的遗传

改良研究提供理论基础，对培育高产、优质、抗逆的

药用铁皮石斛优良品种具有重要意义，该研究也是

笔者所在课题组今后的重点研究方向。
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