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玉米P5CS基因家族全基因组
鉴定及生物信息学分析
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摘 要：基于14个物种的P5CS家族基因构建系统进化树，深入分析模式作物拟南芥及玉米、高粱、水稻3个亲

缘关系较近的禾本科物种P5CS家族成员的基因结构、保守基序及其蛋白质理化性质等，对玉米P5CS基因家族进行

全基因组鉴定和系统的生物信息学分析。分别用200 mmol/L NaCl和100 mmol/L Na2CO3对郑58(抗)和昌7-2(感)的
玉米幼苗进行盐、碱胁迫处理，在胁迫0 h、1 d和3 d时取叶部及根部样品进行转录水平分析。结果表明，14个物种

的P5CS家族成员在系统进化树划分为两个支系，推测可能至少来自两个共同的祖先基因；P5CS家族具有相似的基

因结构和特殊的基因特征，玉米 P5CS基因家族包括ZmP5CS1、ZmP5CS2和ZmP5CS3。盐碱胁迫下，ZmP5CS1和

ZmP5CS3上调表达而ZmP5CS2下调表达，表明这 3个基因可能通过不同的机制来响应胁迫伤害和参与脯氨酸

合成。
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Abstract: A phylogenetic tree was constructed based on the P5CS gene family of 14 species, and the gene

structure, conserved motifs, and physicochemical properties of the P5CS family members of the model crop Arabidop⁃

sis thaliana and three closely related species of maize, sorghum, and rice were deeply analyzed. The alkali-tolerant
inbred line Zheng58 and the alkali-sensitive inbred line Chang7-2 were used as experimental materials to transcrip⁃
tion analysis data of the leaf and root for the seedlings under the stress of 200 mmol/L NaCl or 100 mmol/L Na2CO3

solution at stress 0 h, 1 and 3 days. The results showed that the P5CS family members of 14 species were divided in⁃
to two clades in the phylogenetic tree, which may be derived from at least two common ancestral genes. P5CS family
had similar gene structure and special gene characteristics. There were 3 members of the maize P5CS gene family,
which included ZmP5CS1, ZmP5CS2 and ZmP5CS3. Under saline-alkali stress, ZmP5CS1 and ZmP5CS3 were
up-regulated, but ZmP5CS2 is down-regulated. They may respond to saline-alkali injury through different mecha⁃
nisms and participate in proline synthesis.
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世界许多地区，特别是干旱和半干旱地区，土

壤盐渍化的面积正在增加 [1]。目前，在全世界

15亿 hm2的耕地中，约有 7 700万 hm2受到含盐量过

高的影响 [2]，开发耐盐品种是世界范围内许多作物

育种计划的重中之重。盐胁迫通过对光合作用、抗

氧化代谢、矿质营养素稳态、渗透物质积累和激素信

号传导等一系列生化和生理过程的不利影响来破坏
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植物的发育 [3-4]。相应的植物进化出复杂的生理和

分子机制，以抵御这些不利的环境[5]。

作为对非生物胁迫最常见的反应之一，细胞渗

透物质的积累已在许多植物中被广泛证实。在众多

的渗透产物中，因脯氨酸是植物在逆境条件下积累

最广泛的化合物而引起了人们的广泛关注。脯氨酸

作为渗透剂不仅可以稳定蛋白质结构，而且还作为

细胞氧化还原潜能的调节器[6-7]。在各种植物中，在

胁迫下积累脯氨酸的能力通常与胁迫耐受性有

关 [8-9]。脯氨酸的生物合成有谷氨酸(Glu)和鸟氨酸

(Orn)途径两种途径 [10-11]。在谷氨酸途径中，谷氨酸

被Δ1-pyrroline-5carboxylate合成酶(P5CS)还原为谷

氨酸半醛(GSA)，并自发转化为P5CS，此过程通常位

于细胞质和叶绿体中[12]；在鸟氨酸途径中，脯氨酸由

鸟氨酸合成，此过程发生在线粒体中。P5CS是植物

脯氨酸生物合成的关键酶，它通过催化谷氨酸途径

中的限速步骤来调节脯氨酸含量 [13]。增加 P5CS酶

活性可以刺激脯氨酸的积累，从而提高植物在环境

胁迫下的渗透调节能力[14-15]。在拟南芥中P5CS酶由

两个高度同源的基因编码[16]，一个是持家基因，另一

个在胁迫条件下发挥重要作用 [17]，即 P5CS1 和

P5CS2具有非冗余功能，存在一定程度的功能分

化 [18]。P5CS可以通过转录调控来控制脯氨酸的生

物合成[19]。拟南芥中，与P5CS2相比，P5CS1在大多

数植物器官中的稳态转录水平显著高于 P5CS2，

P5CS2似乎在细胞分裂和对不相容的病原体相互作

用的反应中优先表达 [20-21]。在盐和干旱胁迫下，过

表达P5CS提高了水稻、拟南芥、柳枝稷和紫花针茅

等一些植物的脯氨酸含量和氧化应激耐受性 [22-24]。

此外，在东方杂交百合中，P5CS基因在甘露醇和脱

落酸处理下表达上调，脯氨酸积累增加[25]。

玉米是世界上种植面积最大的作物，在全球粮

食安全中发挥着不可替代的作用。作为一种对盐胁

迫敏感的作物[26]，非生物胁迫已经严重影响了玉米

的生产。在一些植物中发现了 P5CS基因，但玉米

P5CS基因家族尚未见全面研究报道。本研究共鉴

定出3个ZmP5CS基因家族成员，并对ZmP5CS基因

结构和系统发育关系进行了全面的分析。除系统地

分析 ZmP5CS基因的假定功能外，结合盐碱胁迫下

转录组数据，分析其转录模式，有助于了解P5CS基
因的作用，为研究P5CS蛋白功能提供理论参考。

1 材料与方法

1.1 序列数据信息获取

本研究检索各作物基因的编码区(CDS，Coding

DNA Sequence)、蛋白序列和基因组注释信息来自以

下数据库：拟南芥(Arabidopsis thaliana L.)信息来自

TAIR10(https://www.arabidopsis.org/)；玉米 (Zea mays

L.)、水稻(Oryza sativa L.)、高粱 (Sorghum bicolor L.)、
谷子(Setaria italica L.)、大麦(Hordeum vulgare L.)、小
麦(Triticum aestivum L.)、乌拉尔图小麦(Triticum urar⁃

tu)、圆锥小麦(Triticum turgidum)、粗山羊草(Aegilops
tauschii)、二穗短柄草(Brachypo diumdistachyon)、互花

米草(Spartina alternifloraLoise L.)、小花碱茅(Puccinel⁃
lia tenuiflora)、藜麦(Chenopodium quinoa Willd.)、苜蓿

(Medicago truncatula)14 种作物的信息来自 Ensem⁃
blPlants数据库(http://plants.ensembl.org/index.html)。
1.2 P5CS基因家族鉴定及命名

在拟南芥中，P5CS是催化脯氨酸生物合成的限

速酶，包括P5CS1和P5CS2两个成员，且二者之间存

在一定程度的功能分化，根据与拟南芥P5CS蛋白序

列同源性由高至低顺序，将玉米P5CS家族基因依次

命名为ZmP5CS1、ZmP5CS2、ZmP5CS3等。

以拟南芥全基因组数据库中两个P5CS蛋白序

列为探针，在玉米等 14种作物的蛋白序列中设定

E<1e-5进行本地BLASTp比对，筛选出同源性较高的

序列；利用本地HMMSEARCH功能并再次设定 E<
1e-5，从上述已筛选出的蛋白序列中剔除没有保守结

构域的蛋白序列；结合 PFAM 数据库 (http://pfam.
xfam.org/)中的结构域信息，确保剩余的蛋白序列包

含P5CS基因家族相关的保守结构域，最终鉴定玉米

等14个作物P5CS基因家族成员。

1.3 P5CS基因家族分子特征、亚细胞定位及互作

网络分析

使用ExPASy(https://www.expasy.org/)在线平台，

对玉米P5CS基因家族的所有成员进行蛋白质分子

量(MW，Molecular weight)、理论等电点(pI，isoelectric
point)以及不稳定性指数(II)的预测[27]。使用在线工

具 WoLFPSORT(https://www.genscript.com/wolf-psort.
html)[28]和 CELLO(http://cello.life.nctu.edu.tw/) [29]，对基

因家族蛋白的亚细胞定位进行预测。同时，通过

SignalP(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) [30] ，对

玉米P5CS基因家族编码蛋白序列中信号肽切割位

点的存在及位置进行预测。最后，使用 STRING在

线平台(https://string-db.org/) [31]，进行邻近基因的重

复实例搜索，展示编码蛋白的互作网络。

1.4 多序列比对和系统发育分析

利 用 MEGA7(https://www.megasoftware.net/) 软

件[32]进行多序列比对，使用邻接法(NJ, neighbor-join⁃
ing)构建进化树[33]。其中，参数设置为泊松校正、成



对删除以及自举法检验(Bootstrap)，设置 1 000次重

复[34]，进化树通过 ITOL(https://itol.embl.de/)在线网站

进行美化调整[35]。

1.5 P5CS基因结构及染色体定位分析

TBtools(http://www.tbtools.com/)中输入 gff3注释

和P5CS家族成员 ID文件，得到P5CS基因家族的基

因结构图 [36]。SOPMA(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=npsa%20_sopma.html)在线

预测 P5CS 基因家族的二级结构。利用 Ensem⁃
blPlants数据库中玉米、水稻、高粱和小麦基因组注

释以及TAIR数据库中拟南芥基因组注释，使用TB⁃
tools的内置程序Gene Location Visualize from GFF对

基因家族在染色体上的定位进行可视化。

1.6 P5CS基因家族顺式作用元件分析

基于拟南芥、玉米等作物的 P5CS基因家族的

gff注释文件和基因全长，使用TBtools提取启动子上

游 2 000 bp序列，利用启动子在线分析工具 Plant⁃
Care(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plant ⁃
care/html/)预测顺式作用元件(CRE，cis-regulatory el⁃
ement)[37]。使用TBtools软件图表功能在基因组上展

示顺式作用元件的分布，以直观地了解他们在启动

子区域的分布特征。

1.7 P5CS基因家族保守基序预测和共线性分析

将蛋白质序列提交 MEME(http://meme- suite.
org/tools/meme)网站得到保守基序，基序的最大数量

设置为10，其他为默认参数[38]。使用TBtools软件可

视化结果，设定E<1e-5，通过内置BLAST程序对玉米

物种内及其与拟南芥、水稻、高粱和小麦之间的共线

性关系进行比对筛选，获得基因在染色体上的位置、

基因对共线性以及染色体长度、密度等信息，通过

TBtools内置程序对物种间和物种内基因的共线性

关系进行可视化。

1.8 P5CS基因家族进化选择压力和功能分化分析

计算核苷酸同义(Ks)和非同义(Ka)替代频率以

及Ka/Ks值，使用TBtools软件内置Ka/Ks_Calculator
并进行Ka/Ks分析。根据达尔文进化论，Ka/Ks>1.0
表示正向选择，Ka/Ks<1.0表示发生纯化选择，Ka/
Ks=1.0表示中性选择。此外，散度时间(T)采用公式

T= Ks/2λ×10-6(λ= 6.5×10-9，代表禾本科植物的变异

率)百万年前(Mya)计算[39-40]。

1.9 盐碱胁迫条件下植物的培养

以优良玉米自交系郑 58和昌 7-2为试材，种子

由吉林省农业科学院玉米研究所提供。选择大小一

致、子粒饱满无破损的种子，用 0.1%升汞溶液消毒

10 min。将种子播种在玉米幼苗鉴定仪 [41]中，并置

于光照培养箱中。培养条件为16 h光照/8 h黑暗交

替，湿度为 60%，温度为(25±2) ℃/(20±2) ℃昼/夜交

替，光强为 50～60 μmol/(m2· s)，浇注适量的 Hoa⁃
gland营养液。待幼苗长至 3叶 1心时，使用盐胁迫

液(200 mmol/L NaCl)或碱胁迫液(100 mmol/L Na2CO3)
对幼苗进行胁迫。分别于 0 h、1 d和 3 d，称取叶片

和根各 25 mg，每个样本包含 3个独立的生物重复，

立即投入液氮中冷冻，制备盐胁迫下叶(Leaf under
salt stress，LS)、盐胁迫下根 (Root under salt stress，
RS)、碱胁迫下叶(Leaf under alkali stress，LA)、碱胁迫

下根(Root under alkali stress，RA)等样品，放于-80 ℃
下储存备用。

1.10 ZmP5CS基因家族转录分析

使用EZ-10总RNA小量提取试剂盒[生工生物

工程 (上海)股份有限公司，B618583]提取郑 58 和

昌 7-2叶和根中的 RNA，通过MightyScript 第一链

cDNA 合成Master Mix(gDNA digester)反转录试剂盒

[生工生物工程(上海)股份有限公司，B639252]反转

录获得 cDNA，作为 qRT-PCR 的模板，以玉米UBI

作为内参基因。所用引物由Primer5.0设计，生工生

物工程(上海)股份有限公司合成(表1)。实时荧光定

量 PCR反应在 ABI7500实时荧光定量 PCR仪 (Ap⁃
plied Biosystems)中进行，预混液为 2X SG Fast qPCR
Master Mix(Low Rox)[生工生物工程(上海)股份有限

公司，B639272]。qRT-PCR 总反应体系为 20 μL，
10 μL 2×SG Fast qPCR Master Mix(Low Rox)、0.4 μL
上/下游引物(10 μmol/L)、1 μL cDNA模板和 8.2 μL
无菌水。反应程序：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性

30 s，60 ℃退火加延伸 30 s，共进行 40个循环，收集

荧光信号。采用2-ΔΔCT分析方法计算基因表达量，基

因的相对表达量使用(平均值±标准差)表示。

表1 本研究使用的引物列表

Table 1 List of the primers used in this study

引物名称

Primer name
ZmUBI-2_F
ZmUBI-2_R
ZmP5CS1-RT-F
ZmP5CS1-RT-R
ZmP5CS2-RT-F
ZmP5CS2-RT-R
ZmP5CS3-RT-F
ZmP5CS3-RT-R

引物序列

Primer sequence
TGGTTGTGGCTTCGTTGGTT
GCTGCAGAAGAGTTTTGGGTACA
CCTCTACAGCGGTCCACCTA
CACTGTTTGAAGCCACGAGA
ACGAGGTGATCCTTGTGA
CATCCAGCTCCATCTGTG
CCAAGCGATCCTCAGTCA
TGCCACCTCTTCCAACAC
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2 结果与分析

2.1 玉米P5CS基因家族成员的筛选鉴定

为鉴定不同作物中的P5CS基因家族成员，以拟

南芥 2个 P5CS基因家族成员的氨基酸序列作为筛

选参照，通过本地BLASTp及PFAM结构域在玉米蛋

白数据库中筛选出3个玉米P5CS同源基因，命名为

ZmP5CS1、ZmP5CS2和ZmP5CS3。以此方式筛选出

其余作物P5CS基因家族成员如下：藜麦1个，高粱、

粗山羊草、乌拉尔图小麦、二穗短柄草、小花碱茅、水

稻、谷子、大麦各2个，圆锥小麦和苜蓿各3个，小麦

4个(表2)。
表2 P5CS基因家族在玉米等14种作物中的拷贝数目

Table 2 Copy number of P5CS gene family in 14 crops including Zea mays L. 个

基因名称

Gene name

P5CS1

P5CS2

Total
基因名称

Gene name

P5CS1

P5CS2

Total

玉 米

Zea mays L.

2
1
3

乌拉尔图小麦

Triticum

urartu

1
1
2

拟南芥

Arabidopsis

thaliana L.
1
1
2

圆锥小麦

Triticum

turgidum

1
2
3

水 稻

Oryza sativa L.

1
1
2

粗山羊草

Aegilops

tauschii

1
1
2

高 粱

Sorghum

bicolor L.
1
1
2

二穗短柄草

Brachypo

diumdistachyon

1
1
2

谷 子

Setaria

italica L.
1
1
2

小花碱茅

Puccinellia

tenuiflora

1
1
2

大 麦

Hordeum

vulgare L.
1
1
2

藜 麦

Chenopodium

quinoa Willd.
1
0
1

小 麦

Triticum

aestivum L.
2
2
4

苜 蓿

Medicago

truncatula

3
0
3

2.2 P5CS基因家族分子特征、理化性质分析及亚

细胞定位预测

为探究ZmP5CS基因家族的分子特征以及他们

在细胞内的功能，采用ExPASy工具来计算拟南芥和

玉米中P5CS家族每个基因的生化性质参数。结果

表明，P5CS家族基因编码的绝大多数蛋白质都表现

出相似的分子特性(表3)。在ZmP5CS家族中，CDS序
列的长度相对于拟南芥同源基因更长，其中最长的

为 2 307 bp(Zm00001d010056)，最短的为 2 190 bp
(Zm00001d038358)。这些基因家族成员编码的氨基

酸数量在717～769。进一步观察ZmP5CS蛋白质成

员，他们的分子量在 79.12～83.50 kD，差异微乎其

微。这些蛋白质的等电点值位于 6.02～8.41。此

外，根据亲水性指数(GRAVY)，他们的总平均值<0，
说明ZmP5CS家族蛋白质具有亲水性质。不稳定性

系数(II)均<34，表明ZmP5CS家族蛋白质具有一定稳

定性。为更深入地了解这些基因家族在细胞内的位

置，采用在线WoLF粒子群优化算法来预测ZmP5CS
基因家族的亚细胞定位。结果显示，AtP5CS基因的

产 物 全 部 定 位 在 叶 绿 体 上 (chloroplast，chlo)，
ZmP5CS基因的产物全部定位在细胞质(cytoplasm，

cyto)上，表明他们在玉米的生长发育和逆境响应过

程中可能发挥相似的功能。

表3 P5CS基因家族在拟南芥和玉米中的分子特征

Table 3 Molecular characterization of P5CS gene families in Arabidopsis thaliana and maize
基因 ID
Gene ID

AT2G39800
AT3G55610
Zm00001d038358
Zm00001d010056
Zm00001d012391
Os05t0455500
Os01t0848200

基因名称

Gene name

AtP5CS1

AtP5CS2

ZmP5CS1

ZmP5CS2

ZmP5CS3

OsP5CS1

OsP5CS2

染色体

Chr.

2
3
6
8
8
5
1

蛋白质长度

(aa)
Protein length

717
726
730
769
756
717
736

编码区长度

(bp)
CDS length

2 154
2 181
2 190
2 307
2 268
2 151
2 208

DNA全长

(bp)
DNA length

5 156
5 276
8 158

10 884
7 973
7 011
9 866

外显子/
内含子

Exon/intron
20/19
20/19
19/18
19/20
21/20
19/19
20/20

分子量

(kD)
MW
77.70
78.87
79.12
83.50
82.45
77.75
79.51

等电点

pI

5.89
6.35
6.02
6.23
8.41
6.37
6.10

不稳定

系数

II
33.53
33.85
31.67
29.12
32.65
33.02
23.35

总平均

亲水性

GRAVY
-0.072
-0.092
-0.043
-0.054
-0.085
-0.060
-0.058

亚细胞定位

Subcellular
localization

chlo
chlo
cyto
cyto
cyto
cyto
cyto



2.3 系统发育分析

为进一步阐明P5CS家族基因的分子进化和系

统发育特征，利用禾本科植物和拟南芥的P5CS基因

的氨基酸序列构建无根系统发育树，确定玉米与其

他植物的P5CS基因的亲缘关系(图 1)。结果显示，

P5CS基因家族在进化过程中发生了分化，可以分为

P5CS1和P5CS2两个较大的分支，P5CS1分支包括

Zm00001d038358 与 Zm00001d010056；P5CS2 分支

包括Zm00001d012391。此外，通过对禾本科物种和

拟南芥中P5CS基因的氨基酸序列进行比对和分析，

发现P5CS基因在不同植物种类中具有一定的保守

性和相似性。另外，结合表 1可以看出，P5CS基因

家族在不同作物中的拷贝数目不尽相同，这表明

P5CS基因家族在不同作物中可能发生了基因复制

和扩增的事件，从而导致了拷贝数目的差异。

注：进化树中不同颜色区域代表不同分支：浅灰色、深灰色区域分别代表P5CS1、P5CS2分支。

Note: Different color regions represent different branches of the evolutionary tree: the light gray and dark gray regions represent P5CS1 and P5CS2

branches, respectively.
图1 拟南芥和玉米等14种作物P5CS基因家族的系统进化分析

Fig.1 Phylogenetic analysis of P5CS gene families in Arabidopsis and 14 crops including maize

2.4 基因结构及染色体定位

注：深色部分代表UTR 区域，浅色部分代表外显子，黑色线代表内含子。

Note: The dark color represents the UTR region, the light color represents the exon, and the black line represents the intron.
图2 拟南芥、玉米、水稻和高粱P5CS的基因结构

Fig.2 Gene structures of P5CS of Arabidopsis, maize, rice and sorghum
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由图 2可以得出，玉米脯氨酸代谢家族基因在

基 因 结 构 上 含 有 19～21 个 外 显 子 ，除 了

Zm00001d012391(ZmP5CS3)含有 21个外显子之外，

玉米脯氨酸代谢家族其他成员均有19个外显子，外

显子数量的差别可能导致家族成员基因功能差异。

外显子的长度和数量都比较相似，这表明这个基因

家族在进化中相对保守。为进一步了解这些基因在

基因组中的分布和排列情况，从玉米的GFF3文件

中提取了脯氨酸代谢家族成员染色体的位置和长度

信息，并进行了 3个ZmP5CS基因的位置分析。结

果显示，Zm00001d038358(ZmP5CS1)定位在 6号染

色体上，Zm00001d010056(ZmP5CS2)和Zm00001d0-

12391两个基因定位在 8号染色体上。没有发现串

联重复的ZmP5CS基因，这为未来的功能研究提供

了重要线索。

2.5 顺式作用元件分析

转录因子可以与靶基因启动子区域的顺式作用

调控元件结合，进而调控靶基因的表达。为了预测

P5CS家族基因的转录因子以及家族基因可能参

与的响应途径，选取基因起始密码子(ATG)的上游

2 000 bp区域序列用于预测富集的顺式作用元件

(CREs)。首先，除去常见的TATA-box、CAAT-box以

及那些未被定义的顺式元件。结果发现，启动子区

域包括 3类应答元件：低温、干旱、脱水、创伤、防御

和应激、厌氧等非生物和生物胁迫应答元件；脱落

酸、水杨酸、茉莉酸甲酯、赤霉素、生长素等植物激素

应答元件；分生组织表达调控、昼夜节律调控、大量

光响应等植物生长发育应答元件(图 3)。ARE为厌

氧诱导元件；MYB为MYB结合位点；MYC为MYC结

合位点；STRE为热休克蛋白相关元件；TC-rich re⁃
peats为防御和应激响应元件；MBS为干旱响应元

件；WUN-motif为创伤响应元件；DRE core为干旱和

高度盐胁迫响应元件；W box为真菌诱导剂反应元

件，伤口反应元件；LTR为低温响应元件；ABRE为

脱落酸响应元件；MeJA(CGTCA-motif、TGACG-mo⁃
tif) 为茉莉酸甲酯响应元件；ERE为乙烯反应元件；

as-1为水杨酸响应的顺式作用元件；IAA(AuxRR-
core) 为生长素响应元件；GA(GARE-motif、P-box) 为
赤霉素响应元件；SA(TCA-element) 为水杨酸响应元

件；TGA-element为叶黄素反应元件；Light respon⁃
siveness(AE-box、ATCT-motif、Box 4、G-box、I-box、
MRE、Sp1、TCT-motif、GA-motif) 为光响应元件；

CAT-box为分生组织表达调控元件。

图3 拟南芥、玉米、水稻和高粱P5CS基因启动子区顺式作用调控元件分析

Fig.3 Analysis of cis-acting regulatory elements in the P5CS gene promoter region of Arabidopsis, maize, rice and sorghum

通过拟南芥、水稻、高粱和玉米P5CS基因家族

成员启动子区的顺式作用元件进行分析，结果显示，

在非生物和生物胁迫(Abiotic and biotic stresses)分类

中，含有大量参与细胞应激反应和免疫应答等生物

过程的MYB结合位点、促进DNA损伤修复的MYC
结合位点、热休克蛋白相关元件(STRE)，部分成员含

有厌氧诱导元件(ARE)、防御和应激响应(TC-rich re⁃
peats)、创伤响应(WUN-motif)、干旱和高盐度胁迫响

应(DRE core)、干旱响应(MBS)、伤口反应(W box)以及

低温响应(LTR)等元件，表明 P5CS基因家族参与调

控植物的逆境胁迫反应。在植物激素应答(Phyto⁃

hormone responsive)分类中，含有大量的脱落酸响应

(ABRE)、乙烯反应(ERE)、茉莉酸甲酯响应(CGTCA-
motif、TGACG-motif)和氧化应激响应(as-1)等元件，

表明 P5CS基因家族在激素调节方面起到一定作

用。在植物生长发育应答(Plant growth and develop⁃
ment)分类中，含有大量的光响应元件 (AE-box、
ATCT-motif、Box 4、G-box、I-box、MRE、Sp1、TCT-
motif、GA-motif)，含有少量的分生组织表达调控元

件(CAT-box)。
在玉米中，ZmP5CS1、ZmP5CS2、ZmP5CS3都含

有 1个ARE，无WUN-motif。ZmP5CS1具有较多的



MYC、STRE、MBS和 LTR以及较少的MYB、TC-rich
repeats和W box；ZmP5CS2具有较多MYC和 STRE
以及较少 MYB 和 LTR；ZmP5CS3 具有大量 MYB、
MYC和 STRE以及较少的MBS、DRE core、W box和
LTR。综上，ZmP5CS基因在参与调控植物发育和非

生物胁迫应答过程中存在潜在机制。

2.6 保守基序分析及共线性分析

为深入了解 ZmP5CS基因家族的功能和结构，

利用MEME在线工具对ZmP5CS基因家族编码的氨

基酸序列进行深入的分析，进行保守结构域的预测

(图4)。通常情况下，如果氨基酸残基在进化过程中

是保守的，那么可以认为他们在功能或结构上具有

重要作用。本研究设置了预测基序的长度范围为

5～60个氨基酸。研究发现，图中所预测的 10个保

守结构域都表现出高度的同一性。所有结构域在

ZmP5CS的3个成员中都得到了体现，这与拟南芥中

的结构域分布相似，证明了这些结构域在进化中相

对保守。这一结果强烈暗示这些结构域在基因的功

能或结构方面扮演着非常重要的角色。

图4 拟南芥、玉米、水稻和高粱脯氨酸代谢基因家族成员保守基序分析

Fig.4 Sequence analysis of conserved bases of proline metabolism gene family members of Arabidopsis, maize, rice and sorghum

为更深入地了解不同植物物种之间P5CS基因

的演化和功能关系，利用TBtools软件分析玉米与拟

南芥、水稻以及高粱基因组之间的共线性关系，结果

显示，玉米P5CS家族成员之间存在两对共线性关系

(图 5)。玉米中的两个P5CS基因与拟南芥中的 1个
P5CS基因构成了两对共线性关系，表明他们之间存

在一定的同源关系；玉米中的 3个 P5CS基因与水

稻、高粱中的两个 P5CS基因构成了 6对共线性关

系，这说明玉米与水稻、高粱在P5CS基因上具有较

为密切的同源关系(图6)。分析结果表明，玉米与单

子叶植物水稻和高粱的P5CS基因之间亲缘关系更

为接近。

图5 P5CS基因家族在玉米间的共线性分析

Fig.5 Collinearity analysis of P5CS gene family among maize

152期 刘俊宇等：玉米P5CS基因家族全基因组鉴定及生物信息学分析
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2.7 进化选择压力分析

为评估在进化过程中对玉米的选择压力，使用

玉米种间P5CS家族的同源基因对来计算Ka(非同义

变异率)、Ks(同义变异率)以及Ka/Ks的值。结果表

明，玉米P5CS基因家族的所有基因的Ka/Ks值都远

小于 1.00(表 4)，意味着 ZmP5CS家族基因可能经历

了非常强的负向选择来维持他们的功能，表明这些

基因在进化过程中具有高度的保守性、结构稳定性

和功能一致性。此外，为了解玉米P5CS基因家族的

演化历史，还计算了散度时间(T)。玉米3个P5CS基

因之间的分离发生在22～88百万年前。

图6 P5CS基因家族在玉米、水稻以及高粱之间的共线性分析

Fig.6 Collinearity analysis of P5CS gene family among maize, rice and sorghum

表4 玉米P5CS基因家族进化选择压力

Table 4 Evolutionary selection pressure of maize P5CS gene family
基因1
Gene1

ZmP5CS1

ZmP5CS1

ZmP5CS2

基因2
Gene2

ZmP5CS2

ZmP5CS3

ZmP5CS3

非同义变异率

Ka
0.05
0.19
0.17

同义变异率

Ks
0.29
1.00
1.15

Ka/Ks

0.17
0.19
0.15

散度时间

T
22.60
77.14
88.24

2.8 蛋白质互作网络分析及二级结构预测

图7 玉米中P5CS基因家族蛋白互作网络

Fig.7 Protein interaction network of P5CS gene family in maize



为了进一步确定哪些蛋白质可能与玉米 P5CS
的 3个基因家族成员相互作用，本研究基于已知的

实验或预测的相互作用，使用 STRING 数据库构建

了玉米中蛋白质相互作用网络。图中共有 11个蛋

白 以 不 同 功 能 划 分 可 分 为 3 种 ，ZmP5CS1
(A0A1D6M5N6)、 ZmP5CS2(A0A1D6FNZ7) 和

ZmP5CS3(A0A1D6G8E7)、肽酶 C45(A0A1D6MFD7)、
P5CR (Q4TZJ2)、A0A1D6ELM0与脯氨酸生物合成过

程有关；鸟氨酸氨基转移酶(A0A1D6KX35)和肽酶

C45(A0A1D6MFD7)参与了精氨酸分解为脯氨酸和

谷氨酸的过程；胸苷酸合酶(A0A1D6F5H8)和二氢叶

酸还原酶(A0A1D6KCE1)参与单磷酸核苷生物合成

过程，与GMP合酶(C0PH60)一起参与胸苷酸生物合

成过程。由图7可知，ZmP5CS家族3个蛋白与其余

8种蛋白都存在互作关系。

为更深入地了解基因家族的蛋白质结构特征，

对ZmP5CS基因家族的所有成员进行了二级结构预

测，并发现了其二级结构的重要信息 (表 5)。在

ZmP5CS基因家族中，蛋白质的二级结构主要由α-
螺旋和无规则卷曲结构组成，而扩展链结构和β-转
角结构所占比例较小。具体来说，α-螺旋结构的比

例为 41.41%～47.15%，β-转角的比例在 9.40%～

10.43%，无规则卷曲的比例为25.56%～26.89%。这

些结果表明，α-螺旋是ZmP5CS基因家族中二级结

构的主要组成部分，占据了主导地位。

表5 玉米P5CS蛋白的二级结构

Table 5 The secondary structure of P5CS proteins in maize %

蛋白质名称

Protein name
ZmP5CS1
ZmP5CS2
ZmP5CS3

α-螺旋

Alpha helix
41.70
41.41
47.15

扩展链结构

Extend strand
20.99
22.66
17.88

β-转角

Beta turn
10.43
9.77
9.40

无规则卷曲

Random coil
26.89
26.17
25.56

2.9 基因表达验证

通过 qRT-PCR方法，分别对盐碱胁迫下郑 58
(抗)和昌 7-2(感)的 ZmP5CS基因家族的 3个基因表

达进行分析。图8结果显示，①盐胁迫下，ZmP5CS1

注：A-C-E-G-I-K、B-D-F-H-J-L分别为郑58和昌7-2的盐、碱胁迫。

Note: A-C-E-G-I-K、B-D-F-H-J-L is salt/alkali stress for Zheng 58 and Chang7-2, respectively.
图8 盐碱胁迫下玉米中P5CS基因家族基因的差异表达

Fig.8 Differential expression of P5CS gene family in maize under salt or alkali stress
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基因表达(图 8A、8C)，郑 58叶部 0→1 d上调、1→3 d
几乎不变，根部 0→1 d略微下调、1→3 d显著上调；

昌 7-2叶部 0→1 d略微上调、1→3 d显著下调至低

于 0 d水平，根部 0→1 d下调、1→3 d显著上调。碱

胁迫下ZmP5CS1基因表达(图 8B、8D)，郑 58叶部和

根部0 d→3 d持续上调；昌7-2叶部0 d→3 d持续上

调，根部 0→1 d下调、1→3 d几乎不变。盐碱胁迫

下，郑58和昌7-2的ZmP5CS1基因表达整体呈上调

趋势，且与对照相比3 d上调程度根部高于叶部，起

始表达量昌 7- 2 均高于郑 58。②盐胁迫下，

ZmP5CS2基因表达(图 8E、8G)，郑 58叶部 0→1 d几

乎不变、1→3 d显著下调，根部0→1 d显著下调、1→
3 d略微下调；昌7-2叶部0→1 d下调、1→3 d几乎不

变，根部0→1 d略微上调、1→3 d显著下调至低于0 d
水平。碱胁迫下ZmP5CS2基因表达(图8F、8H)，郑58
叶部 0→1 d下调、1→3 d略微上调至低于 0 d水平，

根部 0→3 d持续显著下调；昌 7-2叶部 0→3 d持续

显著上调、根部0→1 d略微下调、1→3 d下调。盐碱

胁迫下，郑58和昌7-2的ZmP5CS2基因表达整体呈

下调趋势，起始表达量郑 58均高于昌 7-2且根部差

异明显。③盐胁迫下，ZmP5CS3 基因表达 (图 8I、
8K)，郑58叶部0→1 d略微下调，1→3 d略微上调至

低于 0 d水平，根部 0→3 d持续显著上调；昌 7-2叶

部 0→1 d略微上调，1→3 d略微下调至低于 0 d水

平，根部0→1 d显著上调，1→3 d显著下调至高于0 d
水平。碱胁迫下ZmP5CS3基因表达(图8J、8L)，郑58
叶部 0→3 d持续显著上调，根部 0→1 d显著上调，

1→3 d显著下调至高于 0 d水平；昌 7-2叶部 0→3 d
持续显著上调，根部0→1 d显著上调，1→3 d显著下

调至高于 0 d水平。盐碱胁迫下，郑 58和昌 7-2的

ZmP5CS3基因表达整体呈上调趋势，且与对照相比

胁迫后上调程度根部明显高于叶部，起始和胁迫后

表达量昌7-2均高于郑58且叶部差异明显。盐碱胁

迫下，ZmP5CS1和 ZmP5CS3基因上调表达，昌 7-2
起始表达量均高于郑58，猜测是其盐碱敏感的根源

所在。尽管ZmP5CS2基因下调表达，鉴于材料间基

因表达差异不显著，判定该基因与材料耐性差异无

关。此外，与对照相比胁迫后根部以及碱比盐胁迫

表达强烈。

3 结论与讨论

3.1 生物信息学分析为P5CS基因家族提供了系

统的解释

P5CS基因在植物响应各种胁迫的生物化学和

生理过程中起关键作用[42-43]。因此，研究P5CS基因

家族在不适生态环境中的功能，可以为植物适应机

制提供有价值的信息。为避免单个基因突变导致致

命缺陷的可能性，植物中许多关键酶具有重复的关

键基因。基因复制在避免致死突变的同时，通常伴

随着序列改变而导致转录调控的改变，促进功能分

化的进化 [44]。本研究拟南芥两个 P5CS基因家族成

员作为参照，鉴定出了 3个玉米，1个藜麦，高粱、粗

山羊草、乌拉尔图小麦、二穗短柄草、小花碱茅、水

稻、谷子、大麦各 2个，圆锥小麦和苜蓿各 3个，4个

小麦P5CS基因家族成员，他们共同具备了氨基酸激

酶(AA kinase domain)和醛脱氢酶(Aldedh domain)结
构域。家族成员数量的变化是由于P5CS基因在不

同作物中发生了基因复制或扩增。基因复制是产生

新基因的重要机制，为物种产生新功能提供了演化

的动力[45]。

禾本科植物和拟南芥的P5CS基因的系统发育

分析表明，他们的基因结构和基序相对比较保守，在

不同的植物种类中，这些基因家族的功能存在一定

的相似性。此外, 同一亚家族之中，拟南芥与藜麦和

苜蓿的同源基因聚在一起，这与双子叶植物的亲缘

关系一致，同时证明了三者基因家族功能的分化先

于物种的分化。玉米与其余植物蛋白聚集在一起，

这与禾本科单子叶植物的亲缘关系一致，其中玉米

与高粱、谷子和水稻的物种分化较晚。亚细胞定位

预测显示，ZmP5CS基因定位于细胞质上，这与脯氨

酸合成场所一致[46]。ZmP5CS基因在进化树中分布

不均匀，这可能是由于基因家族成员在演变过程中

发生了基因重排、基因复制和染色体重组等事件导

致了分散，但三者保守基序的高度同一性表示，他们

仍然保留了相似的序列特征和功能。结合进化选择

压力分析，ZmP5CS3与 ZmP5CS2最早发生基因分

离，ZmP5CS1和ZmP5CS2之间基因分离滞后。由此

可见，玉米P5CS基因家族的演化最初是由ZmP5CS3

开始。内含子和外显子的变异对不同基因的进化至

关重要[47-48]，ZmP5CS基因结构不同数量的外显子和

内含子，印证了ZmP5CS基因之间的进化关系。

顺式作用元件通过与转录因子结合，调控基因

转录的精确起始和转录效率，在植物基因表达调控

中扮演着重要的角色。ZmP5CS基因家族的启动子

区域含有响应干旱、低温、防御和应激、激素响应和

光响应相关的顺式作用元件，在高盐、干旱、低温、创

伤以及ABA等胁迫下，这些抗逆元件可能通过与特

定的转录因子结合，调控ZmP5CS基因的表达，从而

使玉米能够抵御各种非生物和生物胁迫。除此之

外，ZmP5CS3在参与环境适应性和响应应激的方面



比较突出，在响应干旱、低温和高度盐胁迫方面拥有

更复杂的机制。

3.2 转录水平分析揭示盐碱胁迫下P5CS家族基

因差异变化

P5CS酶的活性代表了脯氨酸生物合成中的一

个限制速率的步骤，该步骤在P5CS转录水平上并通

过脯氨酸对P5CS基因的反馈抑制来控制。油菜中，

BnP5CS1和 BnP5CS2 均会被盐和ABA诱导。水稻

中，OsP5CS1由盐、脱水和寒冷等胁迫诱导下基因表

达水平上升；OsP5CS2会受到盐胁迫和甘露醇处理

的影响。苜蓿中，MtP5CS2和MtP5CS3基因表达水

平被盐和干旱胁迫诱导增加，MtP5CS1基因是组成

型表达，不受外界环境影响。

对不同的植物、不同器官以及不同发育阶段研

究发现，P5CS基因因生理条件及环境条件不同表达

有差异，他们可能在植物生长发育和应对胁迫时分

别起着不同的作用。在其他物种中，P5CS基因家族

的不同成员之间会存在器官差异性表达。拟南芥

中，AtP5CS1 在大多数植物器官中表达，AtP5CS2主

要在活跃的细胞分裂区域表达；芦苇金丝雀草在盐

胁迫下，不同器官出现差异，在叶中P5CS的表达量

增加，而根中的表达水平降低；在高粱应对盐和干旱

时，SbP5CS1 和 SbP5CS2 存在时空差异性表达，

SbP5CS2为组成型表达基因，SbP5CS1基因在成熟

的营养和生殖器官中表达水平最高。

本研究通过对玉米脯氨酸合成代谢基因P5CS

在盐碱胁迫下的表达进行分析，得出P5CS基因在不

同品种、不同部位以及不同生长胁迫时间和不同胁

迫条件下的表达水平存在差异，他们可能在植物生

长发育过程中和应对环境胁迫时分别发挥着不同的

作用。结果表明，响应性ZmP5CS可能参与植物的

防御机制。ZmP5CS基因家族成员在盐碱胁迫下均

受到差异调控，表明ZmP5CS基因可能介导玉米的

植物防御机制，这与顺式作用元件分析结果一致。

目前，ZmP5CS基因在植物发育和防御过程中的生

物学功能尚不清楚，ZmP5CS基因家族的生物信息

学和表达分析为筛选候选基因提供了有价值的信

息，为进一步研究 ZmP5CS基因家族的功能奠定了

基础，为通过调节P5CS基因的表达和功能增强玉米

的耐盐性研究提供理论基础。
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