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（中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所，海南儋州５７１７３７）

　　摘要：苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ，ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅａｍｍｏｎｉａ－ｌｙａｓｅ［ＥＣ：４．３．１．２４］）存在于各种植物和部分微生物中，是
与植物抗病性相关的关键酶，具有重要的植物生理意义。采用 ＢＬＡＳＴＰ的方法，依托全基因组数据库，获得了拟南芥
［Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ（Ｌ．）Ｈｅｙｎｈ．］、水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）、玉米（ＺｅａｍａｙｓＬｉｎｎ．）、小麦（ＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍＬｉｎｎ．）、谷
子［Ｓｅｔａｒｉａｉｔａｌｉｃａ（Ｌ．）Ｐ．Ｂｅａｕｖ．］、大豆［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌｉｎｎ．）Ｍｅｒｒ．］６种植物中的ＰＡＬ基因家族共４５条序列，对其
进行了系统进化分析、生物信息学分析等。分析结果显示：单子叶植物与双子叶植物分别聚集在不同的分支，说明单

子叶植物水稻、玉米、小麦、谷子亲缘关系较近，双子叶植物拟南芥、大豆亲缘关系较近，而单子叶植物与双子叶植物亲

缘关系较远，也说明ＰＡＬ基因的分化在单子叶植物和双子叶植物分化前形成；酸性蛋白质占９３．３％，稳定性蛋白占
９７．８％，有信号肽的蛋白占２．２％，有导肽的蛋白占４．４％，所有蛋白均为有明显跨膜现象的亲水性蛋白；所有 ＰＡＬ基
因亚细胞定位于细胞质中，都有蛋白活性位点。分析结果为进一步研究作物中ＰＡＬ代谢机理提供理论支持。
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　　苯丙氨酸解氨酶（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅａｍｍｏｎｉａ－ｌｙａｓｅ，ＰＡＬ，
ＥＣ：４．３．１．２４）存在于各种植物和少数微生物中，是目前研究
较多的与植物抗病性相关的酶，与植物抗毒素及酚类化合物

的形成密切相关［１－２］。ＰＡＬ不能直接抵御病虫害，但在植物
体内通过苯丙烷类途径进一步转化为木质素、黄酮、异黄酮、

生物碱等次生代谢产物来增强植株的抗性［３－４］。

１９６１年，Ｋｏｕｋｏｌ等首次记录了高等植物中ＰＡＬ酶的提取
分离［５］，此后关于这种酶的研究迅速展开，目前 ＰＡＬ已从水
稻［６］、小麦［６］等多种植物中得到分离纯化，并对拟南芥［７］、水

稻［８］等植物ＰＡＬ基因进行了ｃＤＮＡ克隆和序列分析。
研究发现，不同种植物中 ＰＡＬ活性不同，如水稻叶的

ＰＡＬ活性远比小麦的高［６］。在同一株植物中，不同的组织部

位ＰＡＬ活性也不同，一般来说越嫩的部位 ＰＡＬ活性越高［９］，

如杨树 ＰＡＬ活性在正在发育的木质部、嫩茎和嫩叶中最
高［１０］。免疫细胞化学研究显示 ＰＡＬ合成于栅栏细胞和海绵
细胞，主要在细胞质和叶绿体内［１１］。组织印迹显示 ＰＡＬ的
ｍＲＮＡ常出现在表皮和微管附近的组织细胞中［１２］。

ＰＡＬ基因参与复杂的植物防御体系［１３］，比如受伤害、病

原菌侵染及光照（红光、白光等）时，ＰＡＬ与植物抗性表现出
明显的相关性。玉米大斑病［１４］、小斑病［１５］、叶斑病［１６］，小麦

赤霉病［１７］，水稻抗 ＵＶ－Ｂ辐射及稻瘟病［１８］、大豆疫霉根腐

病［１９］等的研究中都证实感染病原菌的植物ＰＡＬ活性增强。
在拟南芥中，基因组编码 ４个 ＰＡＬ基因，分别为 ＰＡＬ１

（ＡＴ２Ｇ３７０４０）、ＰＡＬ２（ＡＴ３Ｇ５３２６０）、ＰＡＬ３（ＡＴ５Ｇ０４２３０）、
ＰＡＬ４（ＡＴ３Ｇ１０３４０）。用过量的Ｃｕ处理植物显示ＰＡＬ活性增
加，当同时再增加 Ｓｉ的含量时，ＰＡＬ１、ＰＡＬ２、ＰＡＬ３呈现出相
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似的基因表达模式，表达水平均降低；而ＰＡＬ４无论是否增加
Ｓｉ的含量，都没有引起 ＰＡＬ４表达水平降低。说明 ＰＡＬ基因
对植物的非生物胁迫有作用，但是 ４个基因表达模式有
区别［２０］。

本研究以已知ＰＡＬ基因功能的拟南芥［Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉ
ａｎａ（Ｌｉｎｎａｅｕｓ）Ｈｅｙｎｈｏｌｄ］的 ＰＡＬ基因为参考，以禾本科
（Ｐｏａｃｅａｅ）植物水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬｉｎｎａｅｕｓ）、玉米（Ｚｅａｍａｙｓ
Ｌｉｎｎａｅｕｓ）、小麦（ＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍＬｉｎｎａｅｕｓ）、谷子［Ｓｅｔａｒｉａ
ｉｔａｌｉｃａ（Ｌｉｎｎａｅｕｓ）Ｐ．ｄｅＢｅａｕｖｏｉｓ］、豆科植物大豆［（Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ（Ｌｉｎｎａｅｕｓ）Ｍｅｒｒｉｌｌ］作为研究对象，以其全基因组数据库
为依托，通过ＢＬＡＳＴ的方法获得了这５种植物ＰＡＬ基因家族
的全部序列，通过系统发育分析、理化性质分析、结构分析等

生物信息学方法分析ＰＡＬ基因家族，比较主要作物中 ＰＡＬ基
因的特性，为推动主要作物中 ＰＡＬ基因功能研究提供理论
支持。

１　材料与方法

１．１　数据库搜索
从ｐｈｙｔｏｚｏｍｅＶ９．１［２１］（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｎｅｔ）中搜

索得到拟南芥、水稻、玉米、谷子、大豆的 ＰＡＬ基因信息，从
ｇｒａｍｅｎｅ（ｈｔｔｐ：／／ｅｎｓｅｍｂｌ．ｇｒａｍｅｎｅ．ｏｒｇ／Ｔｒｉｔｉｃｕｍ＿ａｅｓｔｉｖｕｍ／Ｉｎｆｏ／
Ｉｎｄｅｘ）中搜索得到小麦的 ＰＡＬ基因信息，并下载数据库中的
氨基酸序列。

１．２　多序列比对及系统发育分析
用Ｐｒｏｂｃｏｎｓ［２２］软件对所得数据进行多序列比对，并于

ＭＥＧＡ６．０［２３］中对比对结果进行手动调整。用 ＭｒＢａｙｅｓ
３．２．２［２４］对调整后的序列进行系统聚类分析，设置１００００００
代检测，取样频率为１０００，４条 Ｍａｒｋｏｖ链，其余参数均为软
件默认值，运行２次，分裂频率（ｓｐｌｉｔｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ）小于０．０１时
终止运行。所得的系统发育进化树在 Ｆｉｇｔｒｅｅｖ１．４．０软件中
进行查看、编辑。

１．３　蛋白质的生物信息学分析
采用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ［２５］ （ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔ

ｐａｒａｍ／）在线工具预测分析蛋白质的理化性质，应用 ＴＭ
ｐｒｅｄ［２６］程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．ｏｒｇ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ＴＭｐｒｅｄ－
ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）在线分析来预测蛋白质跨膜区和跨膜方向，亚细
胞定位应用Ｃｅｌｌ－ＰＬｏｃ２．０ｐａｃｋａｇｅ［２７］软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓ
ｂｉｏ．ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｂｉｏｉｎｆ／ｐｌａｎｔ－ｍｕｌｔｉ／）进行在线分析。用 Ｔａｒ
ｇｅｔＰ１．１Ｓｅｒｖｅｒ［２８］（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｔａｒ
ｇｅｔＰ／）在线预测氨基酸序列导肽，应用 ｓｉｇｎａｌＰ４．１ｓｅｒｖｅｒ［２９］

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）中完成蛋白质信
号肽的预测。活性位点运用在线分析软件Ｅｘｐａｓｙ［３０］（ｈｔｔｐ：／／
ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）进行分析。
１．４　拟南芥ＰＡＬ基因生育期芯片数据表达模式的分析

从ＰｌａｎｔＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＤａｔａｂａｓｅ［３１］网站的拟南芥数据库（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｌｅｘｄｂ．ｏｒｇ／ｐｌｅｘ．ｐｈｐ？ｄａｔａｂａｓｅ＝Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ）中下
载ＲＭＡ文件，提取拟南芥的 ４条 ＰＡＬ基因（ＡＴ２Ｇ３７０４０、
ＡＴ３Ｇ５３２６０、ＡＴ５Ｇ０４２３０、ＡＴ３Ｇ１０３４０）分别在各生育期组织
［（子叶（７ｄ）、下胚轴（７ｄ）、幼苗（７ｄ）、幼叶（１０ｄ）、根
（７ｄ）、茎（１７ｄ）、花（＞２１ｄ）、雄蕊（＞２１ｄ）、雌蕊（＞２１ｄ）、
花粉（６周）、植株（２１ｄ）］的表达情况，结果用 ｇｐｌｏｔｓ软件包

中的ｈｅａｔｍａｐ．２软件绘制热图。

２　结果与分析

２．１　ＰＡＬ基因家族的系统进化分析
通过ＢｌａｓｔＰ的方法，去掉冗余序列，共得到４５条氨基酸

序列，其中拟南芥４条、水稻５条、玉米５条、谷子４条、小麦
２０条、大豆７条。对４５条编码 ＰＡＬ的氨基酸序列进行系统
发育分析（图１）。分析结果显示这４５条 ＰＡＬ基因家族序列
聚为明显的２支（Ⅰ、Ⅱ），单子叶植物纲禾本科的水稻、玉
米、小麦、谷子聚为一支（Ⅰ），双子叶植物纲的拟南芥、大豆
聚为一支（Ⅱ）。说明在进化过程中，ＰＡＬ基因的分化在单子
叶植物和双子叶植物分化前形成；且主要作物单子叶植物纲

禾本科的水稻、玉米、小麦、谷子的亲缘关系较近，它们与双子

叶植物纲的拟南芥、大豆亲缘关系较远。

　　在已知的拟南芥ＰＡＬ基因功能的前提下，可以推测出与
拟南芥最近的分支上的序列可能与拟南芥中 ＰＡＬ基因具有
相似功能。小麦、大豆２个物种的 ＰＡＬ基因在分支上聚集得
相对集中，推测他们在物种形成中具有重要的生理功能。

２．２　ＰＡＬ蛋白的理化性质分析
对４５条氨基酸序列进行理化性质分析。结果显示：除

Ｔｒａｅｓ＿１ＡＳ＿６ＢＤＣ６５７７５、Ｔｒａｅｓ＿４ＡＬ＿８９２Ｃ４７ＥＤ５、Ｔｒａｅｓ＿２ＡＳ＿
ＥＣ４ＡＤＥ０４Ｅ为碱性蛋白（理论等电点ｐＩ＞７）外，其余蛋白均
为酸性蛋白质（理论等电点 ｐＩ＜７）（图２）；根据 Ｇｕｒｕｐｒａｓａｄ
等的方法［３２］，除Ｔｒａｅｓ＿１ＡＳ＿６ＢＤＣ６５７７５为不稳定性蛋白（不
稳定系数Ⅱ ＞４０）外，其余蛋白均为稳定性蛋白（Ⅱ ＜４０）
（图３）；相对分子量除 Ｔｒａｅｓ＿１ＢＳ＿Ａ３Ｂ２Ａ０ＤＡＤ为４６．９７ｋｕ、
Ｓｉ００９３４５ｍ为９１．２０ｋｕ外，其余位于６５．４９～７８．３４ｋｕ之间
（图４），与之前报道的分子量一般在５５～８８ｋｕ之间一致［３３］；

所有蛋白都有明显跨膜现象；除 Ｔｒａｅｓ＿１ＡＳ＿６ＢＤＣ６５７７５有信
号肽（图５）外，其余蛋白均无信号肽；仅小麦基因Ｔｒａｅｓ＿１ＡＳ＿
６ＢＤＣ６５７７５、Ｔｒａｅｓ＿２ＡＳ＿ＥＣ４ＡＤＥ０４Ｅ具有叶绿体转运肽
（Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｔｒａｎｓｉｔｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＴＰ），其余氨基酸序列均没有
导肽。

　　所有蛋白均为亲水性蛋白（ＧＲＡＶＹ＜０）。半衰期一致表
现为：序列的Ｎ－端为甲硫氨酸（Ｍｅｔ），在哺乳动物的活体中
半衰期为３０ｈ，在酵母活体中半衰期大于２０ｈ，在大肠杆菌的
活体中半衰期大于１０ｈ。
２．３　ＰＡＬ的结构分析

所有ＰＡＬ基因亚细胞定位于细胞质中。活性位点分析
得出：所有基因都有活性位点，Ｇｌｙｍａ１０ｇ３５３８１．１、Ｇｌｙ
ｍａ２０ｇ３２１３５．１的活性位点为 ＧＴＩＴＡＳＧＤＬｖＰＬＳｙｖａＧ、ＬＯＣ＿
Ｏｓ０２ｇ４１６７０．１、ＧＲＭＺＭ２Ｇ１７０６９２＿Ｔ０１、ＧＲＭＺＭ２Ｇ３３４６６０＿
Ｔ０１，Ｓｉ０１６４７５ｍ、Ｓｉ０１９３８５ｍ的活性位点为ＧＴＶＴＡＳＧＤＬｖＰＬＳｙ
ｉａＧ，其余氨基酸序列的活性位点为 ＧＴＩＴＡＳＧＤＬｖＰＬＳｙｉａＧ，具
有活性位点的蛋白均属于 ＰＡＬ丝氨酸（Ｓｅｒ）酶，属于 ＰＡＬ基
因家族的特征序列。

２．４　拟南芥ＰＡＬ基因生育期芯片中的表达模式
根据拟南芥各生育期芯片可以得出其４条 ＰＡＬ基因的

表达模式。由图６可知，ＡＴ３Ｇ５３２６０和ＡＴ２Ｇ３７０４０在花粉（６
周）中无明显表达，在其余组织中均有较强表达；ＡＴ３Ｇ１０３４０
主要在雄蕊（＞２１ｄ）、花（＞２１ｄ）、根（７ｄ）中有较强表达，在
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其他组织中无明显表达；ＡＴ５Ｇ０４２３０在子叶（７ｄ）中有较弱
表达，在其余各组织中均无明显表达。

３　结论与讨论

ＰＡＬ是连接初级代谢和苯丙烷类代谢、催化苯丙烷类代
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谢途径第一步反应的酶，是苯丙烷类代谢的关键酶和限速酶，

苯丙烷类代谢途径的产物在植物生长发育过程中起着重要的

作用，而这些物质的含量总是与 ＰＡＬ的活性密切相关，因此
ＰＡＬ对植物有着非常重要的生理意义。

本研究对拟南芥、水稻、玉米、小麦、谷子和大豆６种植物
中共４５条ＰＡＬ基因家族蛋白进行了系统发育分析，结果显
示，单子叶植物水稻、玉米、小麦、谷子的基因聚集在一支，双

子叶植物拟南芥、大豆基因聚集在一支，单子叶植物与双子叶

植物分别聚集在不同的分支，说明单子叶植物水稻、玉米、小

麦、谷子亲缘关系较近，双子叶植物拟南芥、大豆亲缘关系较

近，单子叶植物与双子叶植物亲缘关系相对较远，说明以ＰＡＬ
基因家族构建系统进化树能够准确地反映植物物种之间的亲

缘关系及进化关系，也说明在进化过程中，ＰＡＬ基因的分化在
单子叶植物和双子叶植物分化前形成；同时，与拟南芥最近的

分支上共有７条大豆基因和１条小麦基因，推测它们可能属
于ＰＡＬ基因家族；在已知的拟南芥的 ＰＡＬ基因功能的前提
下，可以推测出与拟南芥最近的分支上的序列可能与拟南芥

中ＰＡＬ基因具有相似功能。
理化性质分析结果显示，酸性蛋白质占９３．３％，与之前

报道的 ＰＡＬ是一种酸性蛋白一致［３３－３５］。稳定性蛋白占

９７８％，有信号肽的蛋白占２．２％，有导肽的蛋白占４．４％，所
有蛋白均为有明显跨膜现象的亲水性蛋白；仅小麦基因

Ｔｒａｅｓ＿１ＡＳ＿６ＢＤＣ６５７７５、Ｔｒａｅｓ＿２ＡＳ＿ＥＣ４ＡＤＥ０４Ｅ具有叶绿体
转运肽，其余氨基酸序列均没有导肽。说明大多数蛋白为非

分泌性蛋白，它们由游离的核糖体合成，在细胞质内参与生化

反应，在细胞内代谢过程中发挥重要作用。

结构分析结果得出，所有氨基酸序列均有蛋白活性位点，

均属于ＰＡＬ丝氨酸（Ｓｅｒ）酶，具有ＰＡＬ基因家族的特征序列，
初步认为这些基因属于ＰＡＬ基因家族。同时，亚细胞定位发
现所有ＰＡＬ基因都定位于细胞质中，与理化性质分析结果一
致，进一步说明ＰＡＬ基因在细胞质内发挥作用。

拟南芥ＰＡＬ基因生育期芯片表达模式分析结果表明，
ＡＴ３Ｇ５３２６０和ＡＴ２Ｇ３７０４０在子叶（７ｄ）、下胚轴（７ｄ）、幼苗
（７ｄ）、幼叶（１０ｄ）、根（７ｄ）、茎（１７ｄ）、花（＞２１ｄ）、雄蕊（＞
２１ｄ）、雌蕊（＞２１ｄ）等中均有较强表达，在花粉（６周）中无
明显表达；ＡＴ３Ｇ１０３４０主要在雄蕊（＞２１ｄ）、花（＞２１ｄ）、根
（７ｄ）中有较强表达，在子叶（７ｄ）、下胚轴（７ｄ）、幼苗（７ｄ）、
幼叶（１０ｄ）、茎（１７ｄ）、雌蕊（＞２１ｄ）、花粉（６周）中表达较
弱；ＡＴ５Ｇ０４２３０在子叶（７ｄ）中有较弱表达，在其余各组织中
均表达较弱。说明拟南芥中 ＰＡＬ基因的表达模式呈现明显
的组织特异性，为本研究中主要作物的 ＰＡＬ基因表达研究提
供参考。

目前，虽有关于主要作物中 ＰＡＬ基因的研究，但都是对
单个基因的克隆，尚未发现有从主要作物中 ＰＡＬ基因家族层
面的报道。本研究选取了５种主要作物的 ＰＡＬ基因家族为
研究对象，对其基因家族系统进化、理化性质、定位、结构等进

行了分析，对今后在主要作物中研究 ＰＡＬ基因的时空表达模
式及功能，增强多个基因的协同表达，更好地利用 ＰＡＬ对主
要作物进行改造，从而增强主要作物的抗病性有重要意义。
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