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　　摘要：磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（ＰＥＰＣＫ）普遍存在于开花植物中，是将草酰乙酸（ＯＡＡ）转变为磷酸烯醇式丙酮
酸（ＰＥＰ）的关键酶，参与植物体多条代谢途径。ＰＥＰＣＫ由ＰＥＰＣＫ基因编码，本研究通过全基因组数据，鉴定编码水稻
ＰＥＰＣＫ蛋白的基因家族成员，并围绕水稻 ＰＥＰＣＫ基因家族的理化性质、亚细胞定位、保守基序、顺式作用元件、组织
特异性表达、胁迫下表达以及进化关系等方面进行生物信息学分析。结果显示，水稻全基因组共有４个ＰＥＰＣＫ基因，
其中一个成员（Ｏｓ０３ｇ０２５５５００）含有２条转录本，并且家族成员分布在水稻３号、４号以及１０号染色体上，具有相似的
保守基序；顺势作用元件分析以及基因表达分析显示，该基因家族在水稻光合作用碳反应、种子萌发、防御与应激、抵

御干旱胁迫等生理功能方面具有重要作用；利用不同碳代谢类型植物的ＰＥＰＣＫ基因家族蛋白进行系统发育树构建，
并对禾本科植物ＰＥＰＣＫ基因家族进行共线性分析，结果显示，植物 ＰＥＰＣＫ基因在不同碳代谢类型植物中较为保守，
且其进化在禾本科不同物种间经历相似途径。本研究为明确水稻ＰＥＰＣＫ基因家族各成员的功能提供了参考依据。
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　　植物磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（ＰＥＰＣＫ）可逆
催化草酰乙酸（ＯＡＡ）脱羧，且该酶是催化糖异生途
径的关键限速酶之一，同时也是连接糖异生、糖酵

解及有机酸代谢等多种代谢途径的重要桥梁。前

期研究表明，在贮油植物的种子萌发子叶还未具备

光合作用能力前，ＰＥＰＣＫ可催化脂肪氧化产物ＯＡＡ
脱羧形成磷酸烯醇式丙酮酸（ＰＥＰ），进而为植物生
长提供有机碳源［１］。在 Ｃ４和景天酸代谢途径
（ＣＡＭ）植物中，ＰＥＰＣＫ还可以催化由苹果酸或天冬
氨酸衍生的 ＯＡＡ脱羧，为卡尔文循环提供二氧化
碳［２－３］。在水稻中转入玉米ＰＥＰＣＫ基因后，水稻脱
落酸（ＡＢＡ）信号通路增强、苹果酸代谢受到调节、
气孔关闭得到促进，表明ＰＥＰＣＫ在响应干旱胁迫中
具有多重作用［４］。除此之外，ＰＥＰＣＫ还参与了植物
氮素与氨基酸的代谢、植物细胞 ｐＨ 值的调
节等［５－６］。

水稻是禾本科稻属的一年生植物，在全球粮食

生产体系中占据着举足轻重的地位。近年来，在水

稻中与生长发育、逆境胁迫相关的基因被相继研

究，ＰＥＰＣＫ早期被认为参与 Ｃ４植物光合作用而只
存在于 Ｃ４ 植物中，近年来发现水稻中也存在
ＰＥＰＣＫ［７］，但目前关于水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的研究
还不够全面。本研究通过生物信息学方法，从水稻

全基因组中鉴定出ＰＥＰＣＫ基因家族成员，对其理化
性质进行分析并进行亚细胞定位预测，通过注释文

件得到ＰＥＰＣＫ基因家族的染色体位置、基因结构、
保守基序等信息，并进行启动子顺式作用元件的预

测，同时针对水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的表达模式和对
非生物胁迫的响应进行分析，期望揭示水稻 ＰＥＰＣＫ
基因家族的特征及功能。此外，本研究选择不同碳

代谢类型的代表植物，鉴定不同植物中ＰＥＰＣＫ基因
家族成员，并进行系统发育树的构建，同时通过不

同物种间的共线性分析，得到水稻ＰＥＰＣＫ基因家族
的进化关系。以期为后续深入开展水稻 ＰＥＰＣＫ基
因家族在水稻分子育种和逆境胁迫中功能的研究

提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　试验时间及地点
试验于２０２３年１０月至２０２４年３月，在南京师

范大学生命科学学院江苏省生物多样性与生物技
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术重点实验室进行。

１．２　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的鉴定
从 Ｅｎｓｅｍｂｌ数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｐｌａｎｔｓ．ｅｎｓｅｍｂｌ．

ｏｒｇ／）获得水稻、高粱、小米、玉米、小麦、豌豆、拟南
芥、番茄以及菠萝的基因组数据以及注释文件。通

过 Ｐｆａｍ数据库［８］（ｈｔｔｐ：／／ｐｆａｍ．ｘｆａｍ．ｏｒｇ／）检索
ＰＥＰＣＫ保守结构域的隐马尔科夫模型（数据库编号
ＰＦ０１２９３），通过ＨＭＭＥＲ软件查找水稻全基因组所
编码蛋白中含有ＰＥＰＣＫ结构域的序列，以作为水稻
ＰＥＰＣＫ基因家族的候选成员。为获得更为准确的
结果，利用拟南芥中已被充分研究的ＰＥＰＣＫ蛋白序
列信息进行 ＢＬＡＳＴ序列比对。将２种方法得到的
水稻ＰＥＰＣＫ基因家族候选成员合并，去除重复值后
利用 ＮＣＢＩＣＤＤ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ｃｄｄ）进一步验证搜索到的蛋白序列结构域，最终筛选
出水稻 ＰＥＰＣＫ基因家族成员。其他植物中 ＰＥＰＣＫ
基因家族成员参考与水稻相同的方法进行鉴定。

１．３　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的理化性质分析与亚细
胞定位预测

利用 ＥｘＰＡＳＹ［９］（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）对
水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的氨基酸数目、等电点、分子
质量、平均疏水性、不稳定指数等参数进行分析。

通过ＷｏＬＦ－ＰＳＯＲＴ［１０］（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／）
对水稻ＰＥＰＣＫ基因家族成员进行亚细胞定位预测。
１．４　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的蛋白保守基序与基因
结构分析

使用ＭＥＭＥ［１１］（ｈｔｔｐｓ：／／ｍｅｍｅ－ｓｕｉｔｅ．ｏｒｇ）对水
稻ＰＥＰＣＫ基因家族成员进行保守基序分析，并利用
ＴＢｔｏｏｌｓ软件［１２］进行水稻 ＰＥＰＣＫ基因家族 ｍｏｔｉｆ的
可视化。根据水稻基因组注释信息数据，使用

ＴＢｔｏｏｌｓ软件构建水稻 ＰＥＰＣＫ基因家族的基因结
构图。

１．５　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的染色体定位
依据水稻基因数据以及注释文件，通过 ＴＢｔｏｏｌｓ

软件进行水稻 ＰＥＰＣＫ基因家族染色体定位的分析
与可视化。

１．６　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的启动子顺势作用元件
预测分析

利用ＴＢｔｏｏｌｓ软件提取水稻ＰＥＰＣＫ基因家族成
员上游 １５００ｂｐ序列，通过 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ在线网站
（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／
ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）进行顺式作用元件预测，在 Ｒ语言
中完成数据处理、分析及可视化。

１．７　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的表达分析
从 ＲＧＡＰ数 据 库 （ｈｔｔｐｓ：／／ｒｉｃｅ．ｕｇａ．ｅｄｕ／

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．ｓｈｔｍｌ）下载水稻 ＰＥＰＣＫ基因家族成员在
不同组织以及不同生长发育阶段的转录组数据，在

Ｒ语言中对基因表达数据进行分析及可视化，结果
以聚类热图的形式呈现。利用水稻表达数据库

ＲＥＤ［１３］（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｇｄｃ．ｃｎｃｂ．ａｃ．ｃｎ／ｒｅｄ／ｉｎｄｅｘ）获得
水稻ＰＥＰＣＫ基因家族在不同胁迫下的表达谱数据，
水稻ＰＥＰＣＫ基因家族各成员在不同处理下的基因
表达量以折线图的形式呈现。

１．８　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族成员的进化关系分析
利用鉴定获得的水稻、高粱、小米、玉米、小麦、

豌豆、拟南芥、番茄以及菠萝的 ＰＥＰＣＫ基因家族成
员，于ＭＥＧＡ１１软件［１４］中进行蛋白序列的多序列

比对，并构建不同碳代谢类型植物ＰＥＰＣＫ基因家族
的系统进化树。

１．９　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族成员的共线性分析
利用 ＭＣＳｃａｎＸ软件［１５］进行共线性分析，分别

分析水稻与小麦及水稻与玉米物种间的共线性关

系，并利用ＴＢｔｏｏｌｓ软件进行物种间共线性分析结果
的可视化。

２　结果与分析

２．１　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的鉴定与理化性质分析
本研究在水稻全基因组中共鉴定出４个水稻

ＰＥＰＣＫ 家 族 基 因，分 别 为 Ｏｓ０３ｇ０２５５５００、
Ｏｓ０４ｇ０５９２５００、Ｏｓ１０ｇ０２０４３００以及 Ｏｓ１０ｇ０２０４４００，
其中 Ｏｓ０３ｇ０２５５５００有 ２个转录本，分别命名为
Ｏｓ０３ｇ０２５５５００．１与 Ｏｓ０３ｇ０２５５５００．２。对 水 稻
ＰＥＰＣＫ基因家族成员进行蛋白理化性质分析与亚
细胞定位预测，结果（表１）表明，该家族基因编码的
氨基酸数目在４８～６６３个之间，编码氨基酸数目最
少的为Ｏｓ０４ｇ０２０４３００基因（４８个），而氨基酸数目
最多的为Ｏｓ０３ｇ０２５５５００．１（６６３个）；分子量大小介
于５３５６．２２～７３２０４．０２之间；等电点位于６．２８～
９６０之间；不稳定指数位于８．２１～３８．８０之间；平
均疏水性处在 －０．３７９～０．００４之间；从亚细胞定位
可以看出，水稻ＰＥＰＣＫ蛋白主要定位在叶绿体与细
胞质中，预示着其可能参与水稻光合作用及糖异生

等生理过程。

２．２　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的蛋白保守基序与基因
结构分析

对水稻ＰＥＰＣＫ基因家族进行保守基序分析，发
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表１　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族蛋白的理化性质分析与亚细胞定位

基因名称 氨基酸数目
分子质量

（ｕ） 等电点 不稳定指数 平均疏水性 亚细胞定位

Ｏｓ０３ｇ０２５５５００．１ ６６３ ７３２０４．０２ ６．７９ ３８．８０ －０．３７９ 细胞质

Ｏｓ０３ｇ０２５５５００．２ １３６ １５０７１．４３ ９．２２ １８．５９ －０．２４０ 叶绿体

Ｏｓ０４ｇ０５９２５００ ３６７ ３９２７９．０２ ９．１２ ３６．７１ ０．００４ 叶绿体

Ｏｓ１０ｇ０２０４３００ ４８ ５３５６．２２ ９．６０ ８．２１ －０．１５４ 叶绿体

Ｏｓ１０ｇ０２０４４００ ６３７ ７０８９９．４０ ６．２８ ３４．９７ －０．３５８ 细胞质

现３个保守基序（ｍｏｔｉｆ１～ｍｏｔｉｆ３），其存在对于
ＰＥＰＣＫ结构域的功能及空间结构的稳定性起到关
键作用。在这些保守基序中，ｍｏｔｉｆ３相对最为保守，
除Ｏｓ０４ｇ０５９２５００外，其他 ＰＥＰＣＫ基因家族蛋白都
含有ｍｏｔｉｆ３；除Ｏｓ０４ｇ０５９２５００和Ｏｓ１０ｇ０２０４３００外都

含有 ｍｏｔｉｆ１、ｍｏｔｉｆ２以及 ｍｏｔｉｆ３，且保守基序排布顺
序十分相似。同时对水稻 ＰＥＰＣＫ家族基因的基因
结构进行分析，观察到水稻ＰＥＰＣＫ基因家族均含有
内含子及外显子，但不同基因的内含子和外显子差

异较大（图１）。

２．３　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的染色体定位
利用水稻注释文件获得基因在染色体上的位

置信息并进行可视化，结果（图２）显示，水稻中４个
ＰＥＰＣＫ 基 因 分 布 于 ３ 条 染 色 体 上，其 中
Ｏｓ０３ｇ０２５５５００分布在３号染色体，Ｏｓ０４ｇ０５９２５００分
布在４号染色体，Ｏｓ１０ｇ０２０４３００以及 Ｏｓ１０ｇ０２０４４００
分布在１０号染色体。
２．４　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的启动子顺势作用元件
预测分析

对水稻ＰＥＰＣＫ基因家族进行启动子顺式作用
元件预测，结果（图３）显示激素调控相关元件数目
最多，基因家族全体成员均含有激素调控相关元

件，且集中分布在脱落酸响应与茉莉酸甲酯响应两

处，表明水稻ＰＥＰＣＫ基因家族成员的表达水平，较
多地受到脱落酸与茉莉酸甲酯的调控。其次是光

响应元件，分析显示水稻ＰＥＰＣＫ基因家族均含有光
响应相关元件，Ｏｓ１０ｇ０２０４３００启动子区域的光响应
元件数目最多，暗示着其表达或活性可能受到光诱

导。在非生物胁迫方面，除Ｏｓ１０ｇ０２０４３００的启动子
区域没有干旱响应元件以外，其他家族成员均含

有。另外，在植物生长方面，除 Ｏｓ０３ｇ０２５５５００．１外
其他家族成员的启动子区域均含有植物生长相关

元件。总的来看，水稻ＰＥＰＣＫ基因家族主要参与植
物应对非生物胁迫、激素调控以及光响应等方面。

２．５　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的表达分析
为了解水稻 ＰＥＰＣＫ基因家族的组织特异性表

达，利用水稻胚乳、胚、种子、芽、叶片、花序、雌蕊、

花药等部位的表达量进行分析并绘制热图，结果

（图４）显示 ＰＥＰＣＫ基因家族在水稻各组织不同阶
段均有表达，且在芽、胚、叶片、种子中表达量较高。
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其中Ｏｓ０３ｇ０２５５５００的表达量在家族基因中最高，且
与其他组织相比，其在芽及种子中的表达量较高。

此外，Ｏｓ１０ｇ０２０４３００主要在芽与胚中表达，而
Ｏｓ０４ｇ０５９２５００在胚中表达量较高。通过比较授粉
后５ｄ的种子与授粉后１０ｄ的种子中基因的表达量
可见，水稻ＰＥＰＣＫ基因家族所有成员在种子发育过

程中均呈上调趋势。此外，利用数据库中的表达谱

数据，对在各种胁迫下ＰＥＰＣＫ家族基因的表达水平
进行了分析，发现 Ｏｓ０３ｇ０２５５５００与 Ｏｓ１０ｇ０２０４４００
在糊粉层中的表达量分别在受到赤霉素与脱落酸

诱导后显著上调（图５）。

２．６　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族成员的进化关系分析
为了分析水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的进化关系，利

用Ｃ４单子叶植物（高粱、小米、玉米），Ｃ３单子叶植
物（水稻、小麦），Ｃ３双子叶植物（豌豆、拟南芥、番
茄），以及ＣＡＭ植物（菠萝）的 ＰＥＰＣＫ基因进行基
因家族蛋白进化树的构建，结果（图６）显示，不同碳
代谢类型植物的 ＰＥＰＣＫ基因家族能被较好地区分
开。其中，水稻 Ｏｓ０４ｇ０５９２５００与小麦 ＰＥＰＣＫ基因
家 族 中 ２ 个 成 员 属 于 同 一 分 支，同 时
Ｏｓ１０ｇ０２０４３００、Ｏｓ１０ｇ０２０４４００与 Ｃ３双子叶植物亲
缘关系最近，而Ｏｓ０３ｇ０２５５５００．１及Ｏｓ０３ｇ０２５５５００．２
与Ｃ４植物ＰＥＰＣＫ基因家族亲缘关系较近。
２．７　水稻ＰＥＰＣＫ基因家族成员的共线性分析

为了进一步分析水稻 ＰＥＰＣＫ家族基因的进化
关系，利用禾本科植物小麦、水稻和玉米 ＰＥＰＣＫ家
族基因进行共线性分析，发现有２个水稻ＰＥＰＣＫ基
因与６个小麦ＰＥＰＣＫ基因存在共线性，水稻ＰＥＰＣＫ
基因与４个玉米 ＰＥＰＣＫ基因存在共线性（图 ７）。
表明ＰＥＰＣＫ基因的进化在禾本科不同物种间经历相
似途径。

３　讨论与结论

植物ＰＥＰＣＫ广泛参与并调控植物的生长发育，
对其生命活动起到关键性作用［１６］。本研究通过生物

信息学的方法，筛选得到４个水稻ＰＥＰＣＫ基因家族
成员。对水稻ＰＥＰＣＫ基因家族成员进行蛋白理化性
质分析可知，除Ｏｓ０４ｇ０５９２５００为疏水蛋白外，其他家
族成员均为亲水蛋白。同时，水稻ＰＥＰＣＫ基因家族
成员蛋白的不稳定指数位于８．２１～３８．８０之间，表明
水稻ＰＥＰＣＫ基因家族蛋白均具有较好的稳定性。蛋
白保守基序分析结果显示，水稻ＰＥＰＣＫ基因家族蛋
白的保守基序的位置与排布顺序均十分相似，表明

ＰＥＰＣＫ基因家族在水稻中具有较高的保守性。
水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的启动子顺式作用元件

分析结果显示，预测到的元件主要有非生物胁迫、

激素调控相关、光响应以及植物生长相关等４个方
面。在非生物胁迫方面，水稻ＰＥＰＣＫ基因家族成员
含有较多的厌氧感应以及干旱响应相关的元件；在

激素调控方面，水稻ＰＥＰＣＫ基因家族成员与脱落酸
响应、赤霉素响应以及茉莉酸甲酯响应等相关。同
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时，水稻ＰＥＰＣＫ基因家族的基因表达分析结果显示
ＰＥＰＣＫ基因家族在芽、胚、叶片与种子中的表达量较
高，且在糊粉层中的表达量在受到赤霉素与脱落酸

诱导后显著上调。有研究表明，脱落酸对于植物生

长、发育以及应激反应具有重要调控作用［１７］；脱落

酸与赤霉素的比值对于水稻种子萌发以及后续生

长具有重要影响［１８］；在水稻受到机械损伤后，茉莉

酸甲酯通过调节免疫相关蛋白，可以保护植物免受

由伤口引起的氧化应激和光合作用的损害［１９］。这

些结果提示着水稻 ＰＥＰＣＫ基因家族不仅是光合作
用碳反应中重要的一环［２０］，在水稻种子萌发、防御

与应激、抵御干旱胁迫等方面也具有重要意义，同
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时其表达或活性可能受到光调控。

近十年来，植物ＰＥＰＣＫ在高等植物中的功能与
调控机制得到了广泛而深入的研究，为理解其在高

等植物生命活动中的关键作用提供了深入的见解。

同时，也有研究表明ＰＥＰＣＫ在低等植物莱茵衣藻的
糖异生过程中同样发挥着重要作用［２１］。基于这些

背景信息，本研究旨在进一步分析水稻ＰＥＰＣＫ基因
家族在高等植物中的进化地位，从而更全面地揭示

ＰＥＰＣＫ在植物界的功能与演化历程。在构建不同
碳代谢类型植物的 ＰＥＰＣＫ基因家族蛋白系统发育
树后发现，水稻作为Ｃ３单子叶植物，其ＰＥＰＣＫ基因
家族中 Ｏｓ１０ｇ０２０４３００、Ｏｓ１０ｇ０２０４４００与 Ｃ３双子叶
植物 亲 缘 关 系 最 近，而 Ｏｓ０３ｇ０２５５５００．１及
Ｏｓ０３ｇ０２５５５００．２与 Ｃ４植物 ＰＥＰＣＫ亲缘关系较近。
利用小麦、水稻、玉米进行共线性分析后发现，

ＰＥＰＣＫ基因的进化在禾本科不同物种间经历相似
途径。推测ＰＥＰＣＫ基因在不同碳代谢类型植物以
及单双子叶植物的分化中可能较为保守，同时也推

测禾本科植物 ＰＥＰＣＫ基因发生进化的时间早于物
种分化。

本研究利用生物信息学方法对水稻 ＰＥＰＣＫ基
因家族成员进行了特征分析、表达分析以及进化关

系分析，为今后进一步开展水稻中该家族基因成员

的功能研究奠定了基础，而通过对水稻ＰＥＰＣＫ的作
用功能进行研究，可为利用该基因进行作物改良提

供理论依据，具有重要的理论意义与经济价值。
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