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干旱胁迫下大蒜叶绿素合成基因家族鉴定分析
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摘要: 为探究干旱胁迫对大蒜(Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.)叶绿素合成的影响ꎬ本研究基于大蒜转录组测序数据ꎬ筛选出

响应干旱胁迫的大蒜叶绿素合成基因家族成员ꎬ利用实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ－ＰＣＲ)技术验证其表达情况后ꎬ采用

生物信息学方法鉴定其序列属性ꎮ 结果表明:从大蒜转录组数据中搜索得到的 １７个叶绿素合成基因家族中ꎬ筛选

出 ６个积极响应干旱胁迫的大蒜叶绿素合成基因家族ꎬ即 ＡｓＨＥＭＡ、ＡｓＨＥＭＢ、ＡｓＧＳＡ、ＡｓＣＨＬＤ、ＡｓＣＨＬＩ 和 ＡｓＣＡＯꎮ
ｑＲＴ－ＰＣＲ和 ＲＮＡ－Ｓｅｑ结果显示:干旱胁迫 ６ ｄꎬＡｓＨＥＭＡ、ＡｓＨＥＭＢ、ＡｓＧＳＡ、ＡｓＣＨＬＤ、ＡｓＣＨＬＩ 和 ＡｓＣＡＯ 基因家族成员

的表达量总体上显著增加ꎮ 生物信息学分析结果显示:大蒜上述 ６个基因家族 ３２个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ编码序列的氨基酸残

基数为 １０４~ ７７３ꎬ理论相对分子质量为 １１ ９７８ ~ ８４ ４１１ꎬ理论等电点为 ｐＩ ４.７８ 至 ｐＩ ９.８６ꎬ不稳定指数为 ２４.６６ ~
６０.１３ꎬ脂溶系数为 ８０.０４~１０４.５９ꎻ除 ＡｓＧＳＡ家族外ꎬ其余 ５个家族成员的总平均亲水性为负值ꎬ即 ＡｓＧＳＡ家族成员

为亲水蛋白ꎬ其余 ５个家族成员为疏水蛋白ꎮ 保守基序分析结果表明:大蒜这 ６ 个叶绿素合成基因家族成员编码

的氨基酸序列具有较高的保守性和相似性ꎬ其中ꎬＡｓＨＥＭＡ、ＡｓＧＳＡ和 ＡｓＣＨＬＤ家族高度保守ꎻＡｓＨＥＭＢ、ＡｓＣＨＬＩ 和
ＡｓＣＡＯ家族保守性也较高ꎬ仅个别家族成员存在差异ꎮ 进化树结果显示:大蒜同一叶绿素合成基因家族成员聚在

一起ꎬ说明各基因家族的成员在进化上具有较高的保守性和相似性ꎻＡｓＨＥＭＡ、ＡｓＨＥＭＢ、ＡｓＣＨＬＤ、ＡｓＣＨＬＩ 和 ＡｓＣＡＯ
基因家族与单子叶植物小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.)、石刁柏(Ａｓｐａｒａｇｕｓ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌｉｎｎ.)和玉簪〔Ｈｏｓｔａ ｐｌａｎｔａｇｉｎｅａ
(Ｌａｍ.) Ａｓｃｈｅｒｓ.〕相关基因的同源性较高ꎮ 上述研究结果显示:ＡｓＨＥＭＡ、ＡｓＨＥＭＢ、ＡｓＧＳＡ、ＡｓＣＨＬＤ、ＡｓＣＨＬＩ和 ＡｓＣＡＯ
基因家族的保守性和相似性较高ꎬ在大蒜响应干旱胁迫中发挥重要作用ꎮ
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ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ａ. ｓａｔｉｖｕｍ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 大蒜(Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.)为百合科(Ｌｉｌｉａｃｅａｅ)
葱属(Ａｌｌｉｕｍ Ｌｉｎｎ.)植物ꎬ又称胡蒜、蒜ꎮ 大蒜栽培历

史悠久ꎬ具有重要的营养和药用价值ꎬ是青海省露地

主栽蔬菜之一[１ꎬ２]ꎮ 大蒜作为一种浅根性作物ꎬ耐旱

性较弱[３ꎬ４]ꎬ而青海东部农业区易发生旱灾ꎬ并且春

季和夏季是大蒜生长的关键时期ꎬ也是旱灾发生的高

频时期[５]ꎬ因此在高原大蒜生产过程中ꎬ干旱胁迫对

大蒜的正常生长、产品品质以及经济效益均造成不利

影响ꎮ 在干旱生长环境中ꎬ大蒜叶片的形态结构和生

理功能ꎬ尤其是光合特性会发生一系列变化[６]ꎬ且干

旱胁迫影响大蒜叶绿素的合成ꎬ抑制叶绿体的发育ꎬ
从而使大蒜的光合效率降低ꎬ生长迟缓[７]ꎮ

叶绿素生物合成是一个涉及多步反应且十分复

杂的过程ꎬ有多种酶和基因参与[８]ꎮ 目前已有研究

证实拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕的
叶绿素生物合成大致需要 １５ 步反应ꎬ包含起催化作

用的 １７ 种酶和 ２７ 种编码基因[９]ꎮ 叶绿素合成的第

１步是由 Ｌ－谷氨酰－ｔＲＮＡ 合成原卟啉Ⅸꎬ其中的编

码基因 ＨＥＭＡ、 ＨＥＭＢ、 ＧＳＡ、 ＨＥＭＣ、 ＨＥＭＤ、 ＨＥＭＥ、
ＨＥＭＦ和 ＨＥＭＧ 已从拟南芥[８]和水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ
Ｌｉｎｎ.) [１０]中分离获得ꎻ第 ２ 步由原卟啉Ⅸ合成叶绿

素ꎬ相关催化酶基因有 ＣＨＬＤ、ＣＨＬＨ、ＣＨＬＩ、ＣＨＬＭ、
ＣＲＤ１、 ＤＶＲ、 ＰＯＲ、 ＣＨＬＧ 和 ＣＡＯ[１１]ꎬ 已 在 大 麦

(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌｉｎｎ.) [１１]、烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ
Ｌｉｎｎ.) [１２]和玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌｉｎｎ.) [１３]等植物中被鉴

定得到ꎮ 叶绿素合成基因家族成员虽已在模式植物

和一些禾本科(Ｐｏａｃｅａｅ)作物中鉴定到并进行了功能

分析ꎬ但对于一些追求高品质、高产量的经济作物来

说ꎬ对其叶绿素合成基因家族进行系统分析ꎬ探究其

调控机制是亟待解决的问题ꎮ
叶绿素合成基因在逆境胁迫应答过程中发挥着

重要作用ꎮ 黄蔚[１４] 发现ꎬ极端温度条件下ꎬ芹菜

(Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ.)的 １７ 个叶绿素合成基因分

别通过显著上调或下调其表达水平应答环境温度的

变化ꎮ 李翠[１５]将酿酒酵母 ５－氨基乙酰丙酸(ＡＬＡ)
合酶基因(ＹＨｅｍ１)转入番茄( Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ
Ｍｉｌｌ.)ꎬ盐胁迫下转基因植株的 ＨＥＭＡ、ＨＥＭＢ 和 ＧＳＡ
基因通过上调或下调表达来应答胁迫ꎮ 张修德等[１６]

认为ꎬ聚乙二醇 ( ＰＥＧ)模拟的干旱能够诱导苹果

(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.)组培苗 ＨＥＭＡ基因表达量增加ꎬ
从而抵御干旱胁迫ꎮ 目前ꎬ对于逆境胁迫下大蒜叶绿

素合成的研究多集中于生理指标[１７ꎬ１８]ꎬ大蒜中叶绿

素合成基因家族成员尚未被鉴定ꎬ相关基因家族成员

的功能和作用机制尚未完全清晰ꎮ
本研究基于前期干旱胁迫大蒜转录组测序结果

(未公布)ꎬ筛选出响应干旱胁迫的大蒜叶绿素合成

基因家族ꎬ结合实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ－ＰＣＲ)分析

其在干旱胁迫下的表达情况ꎬ并利用生物信息学方法

对其进行综合鉴定和分析ꎬ以期为进一步研究大蒜叶

绿素合成基因家族的生物学功能奠定基础ꎬ并为大蒜

５５
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在干旱胁迫下提高光合效率、延缓衰老和增强适应性

等方面提供理论参考ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试材料为青海省特色大蒜品种‘乐都紫皮大

蒜’ (‘Ｌｅｄｕ Ｐｕｒｐｌｅ Ｓｋｉｎ Ｇａｒｌｉｃ’)ꎬ选取蒜瓣较饱满、
大小均匀、表面光滑、色泽光亮且已经解除休眠的大

蒜鳞茎ꎬ于 ２０２１年 ３月播种在栽培基质为珍珠岩、蛭
石和草炭(体积比 １ ∶ １ ∶ ２)的盆(口径 １２ ｃｍ、底径

９ ｃｍ、高 １２ ｃｍ)中ꎬ每盆栽种 １ 个鳞茎ꎬ共 ６０ 盆ꎮ 然

后置于植物光照培养箱中ꎬ培养条件为:昼温 ２５ ℃ꎬ
夜温 １５ ℃ꎬ光照时间 １４ ｈｄ－１ꎬ光照度 １２ ０００ ｌｘꎬ空
气相对湿度 ７０％左右ꎮ 培养至大蒜幼苗期 (株高

１０ ｃｍ左右)时进行干旱胁迫处理ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 干旱胁迫处理　 参照铁原毓等[１９]的方法通过

停止浇水进行人工控水ꎬ保持空气相对湿度 ３０％ꎬ参
照杨彦会等[２０]的方法控制土壤相对湿度为 ４５％ ~
５５％ꎬ其他培养条件不变ꎮ 各处理设置 ３ 个重复ꎮ 分

别于处理 ０(ＣＫ)、３、６、９、１２ 和 １５ ｄ 取样ꎮ 每个重复

取长势均匀的 ５株大蒜植株上部的幼嫩叶片ꎬ取样后

立即放入液氮中冷冻ꎬ然后置于－８０ ℃冰箱中保存、
备用ꎮ
１.２.２　 叶片总 ＲＮＡ 的提取 　 利用 ＴＲＮｚｏｌ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
总 ＲＮＡ提取试剂〔天根生化科技(北京)有限公司〕
提取大蒜叶片总 ＲＮＡꎬ采用质量体积分数 １％琼脂糖

凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 的完整性ꎬ利用 ＴＧｅｍ 微量分

光光度计(ＯＳＥ－２６０) 〔天根生化科技(北京)有限公

司〕检测总 ＲＮＡ质量ꎮ

１.２.３　 ｃＤＮＡ文库构建与转录组测序　 上述 ＲＮＡ 样

品交由北京诺禾致源科技股份有限公司测序ꎮ 首先

构建叶片 ｃＤＮＡ文库ꎬ库检合格后进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ
测序ꎮ 测序片段经 ＣＡＳＡＶＡ 碱基识别转化为序列数

据(ｒａｗ ｒｅａｄｓ)ꎬ过滤后得到 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎬ基于此测序

数据进行后续分析ꎮ
１.２.４ 　 叶绿素合成基因筛选 　 将由转录组测序得

到的大蒜 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序列与 ＮＲ、ＮＴ、Ｐｆａｍ、ＫＯＧ / ＣＯＧ、
Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ、ＫＥＧＧ和 ＧＯ 数据库进行基因功能注释ꎬ
获得 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的蛋白功能注释信息后ꎬ参考张少平

等[２１]的方法筛选被注释的叶绿素合成基因ꎮ
１.２.５　 转录组表达分析　 对不同干旱胁迫时间大蒜

叶绿素合成基因转录组数据的 ＦＰＫＭ 值(每千个碱

基的转录每百万映射读取的碎片)进行统计ꎬ以
ＦＰＫＭ值大于 ０.３ 作为基因表达的阈值ꎬ统计 ＦＰＫＭ
值大于 ０.３ 的 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ分析其在不同干旱胁迫时间

的表达水平和表达模式ꎬ使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件绘制大蒜

叶绿素合成基因表达热图ꎬ筛选 ｕｎｉｇｅｎｅｓ表达量较高

的叶绿素合成基因家族进行后续的鉴定与分析ꎮ
１.２.６　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析 　 为验证转录组数据的可靠

性ꎬ同时进一步分析筛选到的叶绿素合成基因的表达

情况ꎬ采集不同干旱胁迫时间的大蒜叶片进行 ｑＲＴ－
ＰＣＲ分析ꎮ 按照 ＨｏｎｏｒＴＭⅡ１ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ( ｇＤＮＡ ｄｉｇｅｓｔｅｒ ｐｌｕｓ)反转录试剂

盒(天津诺禾致源生物信息科技有限公司)说明书合

成 ｃＤＮＡꎮ 从大蒜转录组数据筛选出的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ表达

量较高的叶绿素合成基因家族中ꎬ随机选取 １ 个

ｕｎｉｇｅｎｅ进行验证ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０设计 ｑＲＴ－
ＰＣＲ引物后交由生工生物工程(上海)股份有限公司

合成ꎬ引物序列见表 １ꎬ然后进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测ꎬ每
个样品 ３次技术重复ꎮ

表 １　 大蒜叶绿素合成基因家族部分 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的引物序列及其退火温度
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｏｆ Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

基因
Ｇｅｎｅ

编号
ＩＤ

正向引物序列(５′→３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

反向引物序列(５′→３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＡｓＨＥＭＡ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１７２４９９ ＴＣＧＧＴＴＣＣＡＡＧＡＡＡＴＧＴＡ ＴＣＴＣＡＡＧＴＧＡＡＴＣＣＣＴＣＣ ４９

ＡｓＨＥＭＢ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.２１４９２７ ＧＣＴＡＴＧＣＣＴＧＧＡＴＧＣＴＴＴ ＴＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＣＴＧＴＴＴＧ ５４

ＡｓＧＳＡ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１７９３９３ ＡＣＣＧＣＡＧＡＣＡＣＣＣＴＣＡＣＴ ＣＡＡＣＡＧＧＣＴＣＡＡＧＧＡＴＡＡＣＡ ５７

ＡｓＣＨＬＤ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１７２９１４ ＡＡＡＣＣＧＣＣＴＧＴＣＣＡＣＴＴＡ ＧＧＡＴＴＣＣＡＴＴＧＴＣＧＣＡＣＴ ５３

ＡｓＣＨＬＩ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１９７７２３ ＧＡＡＧＣＡＧＣＣＡＧＣＣＡＡＣＡＧ ＴＡＡＴＣＧＧＡＡＡＴＧＧＡＧＡＣＧ ５３

ＡｓＣＡＯ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１５７２７６ ＴＴＣＧＧＧＴＴＴＡＣＡＡＧＧＡＴＡ ＴＴＧＡＡＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＡＴＡ ４７

ＡｓＣＹＰ ＡＡＧＧＡＣＧＡＧＡＡＣＴＴＣＡＴＣ ＴＣＡＡＴＡＴＣＴＣＴＣＡＣＣＡＣＴＴＣ ４８

６５
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　 　 ｑＲＴ － ＰＣＲ 反应体系总体积为 ２０. ０ μＬꎬ包括

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(天津诺禾致源生物信息科技

有限公司)１０.０ μＬ、１０ μｍｏｌＬ－１正向和反向引物各

０.６ μＬ、１００ ｎｇμＬ－１ ｃＤＮＡ １.０ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ７.８ μＬꎮ
扩增程序为:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓ、相应

温度退火 ３０ ｓ(退火温度见表 １)、７２ ℃延伸 １５０ ｓꎬ共
３５个循环ꎮ 每个样品 ３ 次技术重复ꎮ 选取大蒜 ＣＹＰ
基因作为内参基因ꎬ采用 ２－ΔΔＣＴ计算目的基因的相对

表达量ꎮ
１.２.７　 蛋白质理化性质分析　 利用 ＥｘＰＡＳｙ 网站中

的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线工具 ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )预测大蒜叶绿素合成基因家族

ｕｎｉｇｅｎｅｓ编码氨基酸序列的理论相对分子质量、理论

等电点、不稳定指数、脂溶系数和总平均亲水性等ꎮ
１.２.８　 氨基酸序列多重比对及进化树分析　 将大蒜

叶绿素合成基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 编码氨基酸序列在

ＮＣＢＩ数据库中通过 ＢＬＡＳＴ比对ꎬ选择相似性高且已

在其他植物中鉴定到的叶绿素合成基因编码氨基酸

序列ꎬ 使 用 Ｍｅｇａ Ｘ 的 最 大 似 然 法 ( ｍａｘｉｍｕｍ
ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬＭＬ)构建系统进化树ꎬ校验参数 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ

值设置为重复 １ ０００ 次ꎮ 通过 Ｅｖｏｌｖｉｅｗ ( ｈｔｔｐｓ:∥
ｗｗｗ.ｅｖｏｌｇｅｎｉｕｓ.ｉｎｆｏ / ｅｖｏｌｖｉｅｗ / )对进化树进行优化ꎮ
１.２.９ 　 保守基序分析 　 使用在线分析软件 ＭＥＭＥ
(ｈｔｔｐｓ:∥ｍｅｍｅ－ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)对不同

大蒜叶绿素合成基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 编码的氨基酸序

列分别进行保守基序分析ꎬ基序的最大数量设置为

３~５ꎬ将得到的 ｍｅｍｅ.ｘｍｌ 文件放入 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行结构

可视化ꎬ并绘制图形ꎮ
１.３　 数据统计和处理

采用 ＳＰＳＳ ２５.０ 软件中的 Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ 新复极差法

(ｐ<０.０５)对实验数据进行差异显著性分析[２２]ꎬ采用

Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１软件绘制图表ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 叶绿素生物合成基因的筛选

从大蒜转录组序列中筛选出 １６０ 个与叶绿素合

成相关的 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ经鉴定被注释为 １７ 个叶绿素合

成基因家族 (表 ２)ꎮ 其中被注释数量最多的是

ＡｓＨＥＭＧ基因家族ꎬ共有 ４３ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎮ 在 Ｌ－谷氨

表 ２　 大蒜叶绿素合成基因的筛选信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.

　 酶
　 Ｅｎｚｙｍｅ

酶编号
Ｅｎｚｙｍｅ ＩＤ

基因家族
Ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

ＫＯ通路编号
ＫＯ ｐａｔｈｗａｙ ＩＤ Ｎ１)

Ｌ－谷氨酰－ｔＲＮＡ到原卟啉Ⅸ的合成途径 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｙｌ￣ｔＲＮＡ ｔｏ ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎ Ⅸ
　 谷氨酰－ｔＲＮＡ还原酶 Ｇｌｕｔａｍｙｌ￣ｔＲＮＡ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ＥＣ:１.２.１.７０ ＡｓＨＥＭＡ Ｋ０２４９２ ５
　 谷氨酸酯－１－半醛 ２ꎬ１氨基变位酶 Ｇｌｕｔａｍａｔｅ￣１￣ｓｅｍｉａｌｄｅｈｙｄｅ ２ꎬ１￣ａｍｉｎｏｍｕｔａｓｅ ＥＣ:５.４.３.８ ＡｓＧＳＡ Ｋ０１８４５ ２
　 ５－氨基酮戊酸脱水酶 ５￣ａｍｉｎｏｌｅｖｕｌｉｎａｔｅ ｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ ＥＣ:４.２.１.２４ ＡｓＨＥＭＢ Ｋ０１６９８ ８
　 胆色素原脱氨酶 Ｐｏｒｐｈｏｂｉｌｉｎｏｇｅｎ ｄｅａｍｉｎａｓｅ ＥＣ:２.５.１.６１ ＡｓＨＥＭＣ Ｋ０１７４９ １４
　 尿卟啉原Ⅲ合成酶 Ｕｒｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ Ⅲ ｓｙｎｔｈａｓｅ ＥＣ:４.２.１.７５ ＡｓＨＥＭＤ Ｋ０１７１９ ８
　 尿卟啉原Ⅲ脱羧酶 Ｕｒｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ Ⅲ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ＥＣ:４.１.１.３７ ＡｓＨＥＭＥ Ｋ０１５９９ ８
　 粪卟啉原Ⅲ氧化酶 Ｃｏｐｒｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ Ⅲ ｏｘｉｄａｓｅ ＥＣ:４.１.１.３７ ＡｓＨＥＭＦ Ｋ０１５９９ ８
　 原卟啉原氧化酶 Ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ ｏｘｉｄａｓｅ ＥＣ:１.３.３.４ ＡｓＨＥＭＧ Ｋ００２３１ ４３

原卟啉Ⅸ到叶绿素的合成途径 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎ Ⅸ ｔｏ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ
　 镁螯合酶 Ｈ亚基 Ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｃｈｅｌａｔａｓｅ Ｈ ｓｕｂｕｎｉｔ ＥＣ:６.６.１.１ ＡｓＣＨＬＨ Ｋ０３４０３ ７
　 镁螯合酶 Ｉ亚基 Ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｃｈｅｌａｔａｓｅ Ｉ ｓｕｂｕｎｉｔ ＥＣ:６.６.１.１ ＡｓＣＨＬＩ Ｋ０３４０５ ６
　 镁螯合酶 Ｄ亚基 Ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｃｈｅｌａｔａｓｅ Ｄ ｓｕｂｕｎｉｔ ＥＣ:６.６.１.１ ＡｓＣＨＬＤ Ｋ０３４０４ ５
　 镁原卟啉Ⅸ甲基转移酶 Ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎ Ⅸ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＥＣ:２.１.１.１１ ＡｓＣＨＬＭ Ｋ０３４２８ ２
　 镁原卟啉Ⅸ单甲基酯环化酶 Ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎ Ⅸ ｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ ｃｙｃｌａｓｅ ＥＣ:１.１４.１３.８１ ＡｓＣＲＤ Ｋ０４０３５ １６
　 ３ꎬ８－联乙烯原叶绿素酸酯 ａ ８－乙烯基还原酶 ３ꎬ８￣ｄｉｖｉｎｙｌ ｐｒｏｔｏｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｉｄｅ ａ
８￣ｖｉｎｙｌ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ

ＥＣ:１.３.１.７５ ＡｓＤＶＲ Ｋ１９０７３ ２

　 原叶绿素酸酯氧化还原酶 Ｐｒｏｔｏｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｉｄｅ ｏｘｉｄｒｅｄｕｃｔａｓｅ ＥＣ:１.３.１.３３ ＡｓＰＯＲ Ｋ００２１８ １８
　 叶绿素合酶 Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ ＥＣ:２.５.１.６２ ＡｓＣＨＬＧ Ｋ０４０４０ ２
　 叶绿素酸酯 ａ加氧酶 Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｉｄｅ ａ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ ＥＣ:１.１４.１３.１２２ ＡｓＣＡＯ Ｋ１３６００ ６
　 １)Ｎ: Ｕｎｉｇｅｎｅｓ数量 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ.
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酰－ｔＲＮＡ到原卟啉Ⅸ的合成途径中ꎬσ－氨基酮戊酸

(ＡＬＡ)的合成是叶绿素合成过程中一个重要的控制

点[２３]ꎬ编码的基因家族为 ＡｓＨＥＭＡ 和 ＡｓＧＳＡꎬ分别注

释到 ５和 ２个 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎮ 从原卟啉Ⅸ到叶绿素的合成

途径中ꎬ金属离子插入原卟啉Ⅸ是叶绿素合成过程中

另一 个 重 要 的 分 支 点[２４]ꎬ 编 码 的 基 因 家 族 为

ＡｓＣＨＬＨ、ＡｓＣＨＬＩ和 ＡｓＣＨＬＤꎬ分别注释到 ７、６ 和 ５ 个

ｕｎｉｇｅｎｅｓꎮ
２.２　 转录组表达分析

干旱胁迫下大蒜叶绿素合成基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
表达热图见图 １ꎮ 结果显示:１７个大蒜叶绿素合成基

因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ响应干旱胁迫的模式大致分为 ２ 种:
ＡｓＨＥＭＡ、ＡｓＨＥＭＢ、ＡｓＧＳＡ、ＡｓＣＨＬＤ、ＡｓＣＨＬＩ 和 ＡｓＣＡＯ
基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ在干旱胁迫 ６ ｄ时相对表达量明

　 　 　

图 １　 干旱胁迫下大蒜叶绿素合成基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 表达(ＦＰＫＭ 值
大于 ０.３)热图
Ｆｉｇ. １　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ( ＦＰＫＭ ｖａｌｕｅ ｇｒｅａｔｅｒ
ｔｈａｎ ０. ３) ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｏｆ Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ
Ｌｉｎｎ. ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

显增加ꎬ达到峰值ꎬ积极响应干旱胁迫ꎻ而 ＡｓＨＥＭＣ、
ＡｓＨＥＭＤ、 ＡｓＨＥＭＥ、 ＡｓＨＥＭＦ、 ＡｓＨＥＭＧ、 ＡｓＣＨＬＨ、
ＡｓＣＨＬＭ、ＡｓＣＲＤ、ＡｓＤＶＲ、ＡｓＰＯＲ 和 ＡｓＣＨＬＧ 基因家族

ｕｎｉｇｅｎｅｓ在干旱胁迫下的相对表达量相对较低ꎬ且响

应干旱胁迫的变化趋势和模式不明显ꎮ 因此ꎬ后续的

鉴定和分析将在 ＡｓＨＥＭＡ、ＡｓＨＥＭＢ、ＡｓＧＳＡ、ＡｓＣＨＬＤ、
ＡｓＣＨＬＩ和 ＡｓＣＡＯ基因家族中进行ꎮ
２.３　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析

为了证实上述 ６ 个大蒜叶绿素合成基因家族在

干旱胁迫下转录组测序结果的可信性和真实性ꎬ从这

６个基因家族中各随机选取 １ 个 ｕｎｉｇｅｎｅ 进行 ｑＲＴ－
ＰＣＲ 验证ꎮ 结果 (图 ２) 显示: ＡｓＨＥＭＡ、 ＡｓＨＥＭＢ、
ＡｓＧＳＡ、ＡｓＣＨＬＤ、ＡｓＣＨＬＩ 和 ＡｓＣＡＯ 这 ６ 个基因家族成

员的表达趋势与转录组结果基本吻合ꎬ均于干旱胁迫

６ ｄ时相对表达量最高ꎮ 除 ＡｓＨＥＭＢ 和 ＡｓＣＨＬＩ 基因

家族成员外ꎬ剩余 ４ 个基因家族成员均在干旱胁迫

６ ｄ时与其他干旱胁迫时间差异显著ꎮ 这表明 ＲＮＡ－
Ｓｅｑ数据具有准确性和可靠性ꎬ可对这 ６ 个大蒜叶绿

素合成基因家族进行后续鉴定分析ꎮ
２.４　 蛋白质理化性质分析

上述 ６ 个大蒜叶绿素合成基因家族 ３２ 个

ｕｎｉｇｅｎｅｓ编码氨基酸序列的理化性质见表 ３ꎮ 结果显

示:３２个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 编码序列的氨基酸残基数为 １０４ ~
７７３ꎬ理论相对分子质量为 １１ ９７８ ~ ８４ ４１１ꎬ理论等电

点为 ｐＩ ４.７８ 至 ｐＩ ９.８６ꎬ其中同一家族中各成员的理

论等电点相对接近ꎬ例如:ＡｓＣＨＬＩ家族成员的理论等

电点为 ｐＩ ４.８０至 ｐＩ ５.７５ꎬ整体较低ꎻ而 ＡｓＣＡＯ 家族

成员的理论等电点为 ｐＩ ７.３３ 至 ｐＩ ９.８６ꎬ整体较高ꎮ
不稳定指数为 ２４.６６ ~ ６０.１３ꎬ其中 ８ 个成员的不稳定

指数高于 ４０ꎬ属不稳定蛋白ꎬＡｓＣＡＯ家族中有 ４ 个成

员属于不稳定蛋白ꎬ在 ６ 个家族中稳定性最差ꎻ
ＡｓＨＥＭＢ和 ＡｓＧＳＡ 家族的全部成员均为稳定蛋白ꎮ
脂溶系数为 ８０.０４ ~ １０４.５９ꎮ 除 ＡｓＧＳＡ 家族外ꎬ其余

５个家族成员的总平均亲水性均为负值ꎬ即 ＡｓＧＳＡ家

族成员为亲水蛋白ꎬ其余 ５ 个家族成员为疏水蛋白ꎮ
由此可以看出ꎬ这 ６个大蒜叶绿素合成基因家族成员

氨基酸序列的理化性质存在一定差异ꎬ但同一家族成

员氨基酸序列的理化性质较相似ꎮ
２.５　 进化树与保守基序分析

大蒜 ＡｓＨＥＭＡ、ＡｓＨＥＭＢ、ＡｓＧＳＡ、ＡｓＣＨＬＤ、ＡｓＣＨＬＩ
和 ＡｓＣＡＯ基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 与其他植物叶绿素合成

基因编码氨基酸序列的进化树见图 ３ꎮ 结果显示:上
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: ｑＲＴ－ＰＣＲꎻ : ＲＮＡ－Ｓｅｑ.

ｘ: 干旱胁迫时间 Ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｉｍｅ (ｄ)ꎻ ｙ１: 相对表达量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎻ ｙ２: ＦＰＫＭ值 ＦＰＫＭ ｖａｌｕｅ. 同一 ｕｎｉｇｅｎｅ不同小写字母表示不同
干旱胁迫时间的相对表达量差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｕｎｉｇｅｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｉｍｅｓ.

图 ２　 大蒜叶绿素合成基因家族部分 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ｑＲＴ－ＰＣＲ 验证
Ｆｉｇ. ２　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｏｆ Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ. ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

表 ３　 大蒜叶绿素合成基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ编码氨基酸序列的理化性质１)

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｏｆ Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ
Ｌｉｎｎ.１)

Ｕｎｉｇｅｎｅ 编号 ＩＤ Ｎ ＭＷ ｐＩ ＩＩ ＡＩ ＧＲＡＶＹ

ＡｓＨＥＭＡ０１ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１７２５０１ ５５６ ６１ ８７３ ８.５８ ３７.１０ ９７.１２ －０.１８
ＡｓＨＥＭＡ０２ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１９４８５８ ４２５ ４７ ２５８ ６.７７ ３８.７８ １００.４２ －０.１７
ＡｓＨＥＭＡ０３ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１６５０２３ ４１２ ４５ ９０９ ６.２８ ４０.２８ １００.５１ －０.１７
ＡｓＨＥＭＡ０４ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１６５０２４ ４０９ ４５ ５８３ ７.１６ ３７.１４ １００.２９ －０.１２
ＡｓＨＥＭＡ０５ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１７２４９９ ４９１ ５４ ７７０ ６.８９ ３８.４３ １００.０４ －０.１４
ＡｓＨＥＭＢ０１ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１３９８４２ ２４１ ２６ ３３８ ８.８４ ３６.２１ ８７.３９ －０.２７
ＡｓＨＥＭＢ０２ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１７２２２４ ４３２ ４７ ２７３ ７.１６ ３６.２６ ８９.６５ －０.１９
ＡｓＨＥＭＢ０３ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１５８９５４ ４３４ ４７ ３３９ ５.９７ ３５.１３ ８９.２６ －０.１７
ＡｓＨＥＭＢ０４ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１７５６４０ ４３２ ４７ ２５９ ６.６９ ３５.９１ ８９.６５ －０.１９
ＡｓＨＥＭＢ０５ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１７５６４１ ４３２ ４７ ２５９ ６.６９ ３５.９１ ８９.６５ －０.１９
ＡｓＨＥＭＢ０６ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.９３６２８ ２４１ ２６ ３３８ ８.８４ ３６.２１ ８７.３９ －０.２７
ＡｓＨＥＭＢ０７ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１０４０６３ ４２１ ４６ ０６２ ６.３３ ３６.２９ ８９.４３ －０.２３
ＡｓＨＥＭＢ０８ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.２１４９２７ ２９９ ３２ ６９５ ４.７８ ２４.６６ ９３.３４ －０.１０
ＡｓＧＳＡ０１ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１７９３９３ ３５５ ３７ ４２１ ５.８７ ３１.０９ ８６.０８ ０.１０
ＡｓＧＳＡ０２ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.３９８９６ ３４２ ３６ ０００ ５.５７ ３０.１５ ８３.０７ ０.０９
ＡｓＣＨＬＤ０１ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１７２９１４ ３５９ ３８ ９０５ ５.４５ ３５.９４ ９６.９９ －０.０９
ＡｓＣＨＬＤ０２ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.７２３４５ ４０９ ４４ ６００ ５.６７ ３２.２５ ９８.５１ －０.１２
ＡｓＣＨＬＤ０３ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１７３２９３ ５７６ ６３ ７３５ ５.３２ ４２.９５ ８７.４１ －０.４６
ＡｓＣＨＬＤ０４ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１７３２９２ ７７３ ８４ ４１１ ５.７５ ４０.８３ ８９.６５ －０.３５
ＡｓＣＨＬＤ０５ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.３０７３３４ ４２８ ４６ ７６０ ５.８７ ３３.７９ １００.５１ －０.０５
ＡｓＣＨＬＩ０１ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１９７７２３ ４３３ ４７ ４０１ ５.４２ ３９.４１ ９９.４５ －０.１７
ＡｓＣＨＬＩ０２ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１９３４４９ ４２７ ４６ ６６３ ５.３５ ３９.２４ ９９.２５ －０.１８
ＡｓＣＨＬＩ０３ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１９３４６２ ２５７ ２８ １３９ ４.８０ ３５.００ ９７.７８ －０.２３
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续表３　 Ｔａｂｌｅ ３ (Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ)

Ｕｎｉｇｅｎｅ 编号 ＩＤ Ｎ ＭＷ ｐＩ ＩＩ ＡＩ ＧＲＡＶＹ

ＡｓＣＨＬＩ０４ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１９８１１１ ２１７ ２３ ５９２ ５.７５ ４１.２６ ９５.５８ －０.０１
ＡｓＣＨＬＩ０５ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１９１５７５ ２３９ ２６ ７３７ ５.３１ ３４.３７ １０４.３９ －０.２４
ＡｓＣＨＬＩ０６ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１９７７２２ ２５９ ２９ ０２５ ５.４４ ３２.７８ １０４.５９ －０.２６
ＡｓＣＡＯ０１ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１５７２７６ ４３５ ４９ １３４ ７.３３ ３７.２７ ８２.９２ －０.２４
ＡｓＣＡＯ０２ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１５７２８０ １５６ １８ １１６ ９.５４ ４９.８１ ８４.２９ －０.３６
ＡｓＣＡＯ０３ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１５７２８８ １０４ １１ ９７８ ９.４７ ４８.３４ ８５.２９ －０.０３
ＡｓＣＡＯ０４ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１５７２９１ １１９ １４ １２３ ９.８６ ６０.１３ ９３.２８ －０.３８
ＡｓＣＡＯ０５ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.１５７２９２ ２２９ ２５ ８０４ ８.１３ ４９.１６ ８０.０４ －０.１５
ＡｓＣＡＯ０６ Ｃｌｕｓｔｅｒ－２２０８０.２２１８０７ ４３５ ４９ １３４ ７.３３ ３７.２７ ８２.９２ －０.２４

　 １)Ｎ: 氨基酸残基数 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅ ｎｕｍｂｅｒꎻ ＭＷ: 理论相对分子质量 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓꎻ ｐＩ: 理论等电点 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ
ｐｏｉｎｔꎻ ＩＩ: 不稳定指数 Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘꎻ ＡＩ: 脂溶系数 Ａｌｉｐｈａｔｉｃ ｉｎｄｅｘꎻ ＧＲＡＶＹ: 总平均亲水性 Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ.

Ａｏ: 石刁柏 Ａｓｐａｒａｇｕｓ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ａｓ: 大蒜 Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ Ｂｎ: 欧洲油菜 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ
Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｂｒｏ: 芸薹 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｖａｒ. ｏｌｅｉｆｅｒａ ｄｅ Ｃａｎｄｏｌｌｅꎻ Ｃａａ: 辣椒 Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｃｅ: 芋 Ｃｏｌｏｃａｓｉａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｓｃｈｏｔｔ.ꎻ Ｃｈａ: 藜
Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｌｂｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｃｓ: 墨兰 Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｓｉｎｅｎｓｅ (Ｊａｃｋｓｏｎ ｅｘ Ａｎｄｒ.) Ｗｉｌｌｄ.ꎻ Ｄｎ: 石斛 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ.ꎻ Ｅｐ: 画眉草 Ｅｒａｇｒｏｓｔｉｓ ｐｉｌｏｓａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｂｅａｕｖ.ꎻ Ｅｖ: 粗柄象腿蕉 Ｅｎｓｅｔｅ ｖｅｎｔｒｉｃｏｓｕｍ (Ｗｅｌｗ.) Ｃｈｅｅｓｍａｎꎻ Ｈｐ: 玉簪 Ｈｏｓｔａ ｐｌａｎｔａｇｉｎｅａ (Ｌａｍ.) Ａｓｃｈｅｒｓ.ꎻ Ｋｕ: 独叶草 Ｋｉｎｇｄｏｎｉａ ｕｎｉｆｌｏｒａ
Ｂａｌｆ. Ｆ. ｅｔ Ｗ. Ｗ. Ｓｍｉｔｈꎻ Ｍｂ: 野蕉Ｍｕｓａ ｂａｌｂｉｓｉａｎａ Ｃｏｌｌａꎻ Ｎｔ:烟草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｏｓ:水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｐｃ: 黄连木 Ｐｉｓｔａｃｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
Ｂｕｎｇｅꎻ Ｐｈａ: 蝴蝶兰 Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ａｐｈｒｏｄｉｔｅ Ｈ. Ｇ. Ｒｅｉｃｈｅｎｂａｃｈꎻ Ｐｍ: 稷 Ｐａｎｉｃｕｍ ｍｉｌｉａｃｅｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｐｏａ: 银白杨 Ｐｏｐｕｌｕｓ ａｌｂａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｒｃ: 蓖麻 Ｒｉｃｉｎｕｓ
ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｓｂ: 高粱 Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｏｅｎｃｈꎻ Ｓｉｇ: 粟 Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ ｖａｒ. ｇｅｒｍａｎｉｃａ (Ｍｉｌｌ.) Ｓｃｈｒｅｄ.ꎻ Ｓｖ: 狗尾草 Ｓｅｔａｒｉａ ｖｉｒｉｄｉｓ (Ｌｉｎｎ.)
Ｂｅａｕｖ.ꎻ Ｔａ: 小麦 Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｖｐ: 香荚兰 Ｖａｎｉｌｌａ ｐｌａｎｉｆｏｌｉａ Ａｎｄｒｅｗｓꎻ Ｖｖ: 葡萄 Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.

图 ３　 大蒜叶绿素合成基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ与其他植物叶绿素合成基因编码氨基酸序列的进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｏｆ Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ

ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

０６
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述 ６个大蒜叶绿素合成基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 与石刁柏

(Ａｓｐａｒａｇｕｓ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌｉｎｎ.)、玉簪〔Ｈｏｓｔａ ｐｌａｎｔａｇｉｎｅａ
(Ｌａｍ.) Ａｓｃｈｅｒｓ.〕、小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.)、狗
尾草 〔 Ｓｅｔａｒｉａ ｖｉｒｉｄｉｓ ( Ｌｉｎｎ.) Ｂｅａｕｖ.〕、粗柄象腿蕉

〔 Ｅｎｓｅｔｅ ｖｅｎｔｒｉｃｏｓｕｍ ( Ｗｅｌｗ.) Ｃｈｅｅｓｍａｎ 〕、 石 斛

(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ.)和芋 〔 Ｃｏｌｏｃａｓｉａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｓｃｈｏｔｔ.〕等植物的叶绿素合成基因编码氨基

酸序列聚为 ６ 类ꎬ各类中大蒜 ＡｓＨＥＭＡ、ＡｓＨＥＭＢ、
ＡｓＧＳＡ、ＡｓＣＨＬＤ、ＡｓＣＨＬＩ和 ＡｓＣＡＯ 家族成员首先聚

在一起ꎬ保守性较强ꎮ 其中ꎬＡｓＨＥＭＡ 家族成员与登

录号 ＸＰ＿０２０２６２４１８. １(石刁柏)和 ＱＰＯ１４９７６. １(玉
簪)序列的同源性相对较高ꎻＡｓＨＥＭＢ 家族的 ８ 个成

员也比较保守ꎬ可进一步分为 ２ 个小类ꎬＡｓＨＥＭＢ０１、
ＡｓＨＥＭＢ０３ 和 ＡｓＨＥＭＢ０８ 聚为一个小类ꎬ与登录号

ＸＰ ＿ ０３４５９００７０. １ (狗尾草)和 ＸＰ＿０３７４４５７０７.１ (小
麦)序列 的 同 源 性 较 高ꎬ ＡｓＨＥＭＢ０２、 ＡｓＨＥＭＢ０４、

ＡｓＨＥＭＢ０５、ＡｓＨＥＭＢ０６和 ＡｓＨＥＭＢ０７ 聚为另一个小

类ꎻＡｓＧＳＡ家族成员与登录号 ＲＲＴ６５４１３.１(粗柄象腿

蕉)和ＸＰ＿０２０６９３５９０.１ (石斛)序列的同源性较高ꎻ
ＡｓＣＨＬＤ家族成员与登录号 ＸＰ＿０２０２６８６２２.１(石刁

柏)序列的同源性较高ꎻＡｓＣＨＬＩ 家族成员与登录号

ＸＰ＿０２０２７３０５３.１(石刁柏)序列的同源性也较高ꎻ
ＡｓＣＡＯ家族可进一步划分为 ＡｓＣＡＯ０１和 ＡｓＣＡＯ０６以
及 ＡｓＣＡＯ０２、ＡｓＣＡＯ０３、ＡｓＣＡＯ０４ 和 ＡｓＣＡＯ０５ ２ 个小

类ꎬ其中 ＡｓＣＡＯ０１ 和 ＡｓＣＡＯ０６ 与登录号 ＱＰＯ１４９７８.１
(玉簪)、ＭＱＬ７９４０６.１(芋)和ＸＰ＿０１５６１４０８６.１(水稻)
序列的同源性较高ꎮ

上述 ６ 个大蒜叶绿素合成基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 编
码氨基酸序列的保守基序及其结构分别见图 ４、图 ５
和图 ６ꎮ 结果显示:ＡｓＨＥＭＡ、ＡｓＧＳＡ和 ＡｓＣＨＬＤ家族

成员氨基酸序列所含的保守基序一致且排列位置也

相似ꎬ说明同一家族中的成员高度保守ꎻＡｓＨＥＭＢ、

图 ４　 大蒜叶绿素合成基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ编码氨基酸序列的保守基序
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｏｆ Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.
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ＡｓＣＨＬＩ和 ＡｓＣＡＯ家族相对保守ꎬ部分家族成员存在

差异ꎮ ＡｓＨＥＭＢ 家族中ꎬ ＡｓＨＥＭＢ０１ 和 ＡｓＨＥＭＢ０８
的保守基序与其他 ６个成员存在差异ꎬ这与构建的进

化树的分析结果基本一致ꎬＡｓＨＥＭＢ０１ 和 ＡｓＨＥＭＢ０８
与 登 录 号 ＸＰ ＿ ０３４５９００７０. １ ( 狗 尾 草 ) 和

ＸＰ＿０３７４４５７０７.１(小麦)序列在进化上同源性更高ꎻ
ＡｓＣＨＬＩ 家族中ꎬ ＡｓＣＨＬＩ０５ 和 ＡｓＣＨＬＩ０６ 与登录号

ＸＰ＿０２０２７３０５３.１(石刁柏)序列的同源性更高ꎬ而这 ２
条序列均含有 ＡｓＣＨＬＩ 家族成员中的 ｍｏｔｉｆ１、ｍｏｔｉｆ２、
ｍｏｔｉｆ３和 ｍｏｔｉｆ４这 ４个保守基序ꎬ推测这 ４ 个保守基

序在进化上有更为重要的作用ꎻ ＡｓＣＡＯ 家族中ꎬ
ＡｓＣＡＯ０１和 ＡｓＣＡＯ０６的序列最长ꎬ含有的保守基序

数量也较多ꎬ与登录号 ＱＰＯ１４９７８.１(玉簪)序列的同

源性更高ꎮ

图 ５　 大蒜 ＡｓＨＥＭＡ、ＡｓＨＥＭＢ、ＡｓＧＳＡ和 ＡｓＣＨＬＤ基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ编码氨基酸序列的保守基序结构
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ＡｓＨＥＭＡꎬ ＡｓＨＥＭＢꎬ ＡｓＧＳＡꎬ ａｎｄ ＡｓＣＨＬＤ

ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｏｆ Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.
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图 ６　 大蒜 ＡｓＣＨＬＩ和 ＡｓＣＡＯ基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ编码氨基酸序列的保守基序结构
Ｆｉｇ. ６　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ＡｓＣＨＬＩ ａｎｄ ＡｓＣＡＯ

ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｏｆ Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.

３　 讨　 　 论

叶绿素作为参与植物光合作用的重要色素ꎬ在捕

获光能和电子传递过程中起着十分重要的作用[２５]ꎮ
叶绿素合成基因与植物叶色变化和光合特性密切相

关ꎮ 例如:玉簪叶绿素合成酶基因的表达量控制叶绿

素含量ꎬ玉簪 ＨＥＭＡ、ＰＯＲ和 ＣＡＯ 的过量表达促进其

叶片的光合作用[２６]ꎻ小麦 ＣＨＬＩ 基因[２７]ꎬ花叶矢竹

(Ｐｓｅｕｄｏｓａｓａ ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ａｋｅｂｏｎｏｓｕｊｉ’)的 ＰＯＲＢ和 ＣＡＯ
基因[２８]以及水稻的 ＹＧＬ１、ＣＨＬＤ 和 ＣＨＬＩ 基因[２９]在

叶片呈色或叶色异变过程中发挥关键作用ꎮ 叶绿素

合成基因的转录不仅与植物自身生长发育状态有关ꎬ
还受植物所处的外界环境调控ꎮ Ｌｉｕ 等[３０]发现ꎬ水分

亏缺条件下ꎬ水稻的 ＨＥＭＡ 和 ＣＨＬＨ 基因显著下调ꎻ
Ｗａｎｇ 等[３１] 发现ꎬ低温胁迫导致辣椒的 ＨＥＭＡ１、
ＨＥＭＢ和 ＣＨＬＨ基因的表达量以及叶绿素含量均显

著降低ꎮ 这些研究结果说明植物的光合作用对环境

条件非常敏感ꎬ参与叶绿素合成的关键酶及其编码基

因会受到逆境胁迫的影响ꎮ 本课题组前期研究发现ꎬ
干旱胁迫下大蒜叶片变黄ꎬ总叶绿素含量显著降

低[６]ꎬ但干旱胁迫是否对大蒜叶绿素合成基因具有

调控作用目前还未见相关报道ꎮ 因此ꎬ本研究通过挖

掘干旱胁迫下大蒜转录组测序数据ꎬ筛选鉴定得到

１７个大蒜叶绿素合成基因家族ꎻ并通过分析各基因

家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ在不同干旱胁迫时间的响应模式ꎬ发现

ＡｓＨＥＭＡ、ＡｓＨＥＭＢ、ＡｓＧＳＡ、ＡｓＣＨＬＤ、ＡｓＣＨＬＩ 和 ＡｓＣＡＯ
基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ在干旱胁迫下表达模式相似ꎬ总体

呈现先升高后降低的趋势ꎬ且均在胁迫 ６ ｄ 时相对表

达量达到峰值ꎮ 推测这 ６ 个基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 在大

蒜干旱胁迫响应中具有协同调控作用ꎮ
进一 步 对 ＡｓＨＥＭＡ、 ＡｓＨＥＭＢ、 ＡｓＧＳＡ、 ＡｓＣＨＬＤ、

ＡｓＣＨＬＩ和 ＡｓＣＡＯ 基因家族的 ３２ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行生

物信息学分析ꎬ发现这 ６ 个叶绿素合成基因家族

ｕｎｉｇｅｎｅｓ编码氨基酸序列的理化性质存在一定差异ꎬ
但同一家族成员氨基酸序列的理化性质较相似ꎮ 从

进化树可以看出:这 ６个大蒜基因家族的成员基本上

都各自紧密地聚类在一起ꎬ具有较高的保守性和相似

性ꎬ同时与其他植物叶绿素合成基因也具有一定的同

源性ꎬ推测他们具有相似或相近的生物学功能ꎮ 结合

ＲＮＡ－Ｓｅｑ和 ｑＲＴ－ＰＣＲ的结果ꎬ这 ６个叶绿素合成基

因家族的成员在应答干旱胁迫中发挥重要作用ꎮ 其

中ꎬＨＥＭＡ 基因作为叶绿素合成限速步骤(ＡＬＡ 的合

成)中第 １步反应的催化酶基因ꎬ是植物叶绿素合成

３６



植 物 资 源 与 环 境 学 报 第 ３１卷　

起点的关键基因[２４ꎬ３２]ꎮ ＨＥＭＡ 基因家族能够参与植

物对逆境的响应ꎮ 张修德等[１６]分析苹果 ＭｄＨＥＭＡ１
基因的启动子顺式作用元件发现ꎬＭｄＨＥＭＡ１ 基因的

转录受干旱胁迫等逆境的诱导ꎮ 除了 ＨＥＭＡ 基因家

族ꎬＨＥＭＢ和 ＣＨＬＩ也是叶绿素响应逆境的重要调控

基因家族ꎮ 孟昭娟[３３]发现弱光逆境下ꎬ番茄 ＨＥＭＢ
基因的表达量显著下调ꎬ叶绿素合成水平明显降低ꎮ
Ｂｈｏｒ等[３４]将黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌｉｎｎ.)ＣＨＬＩ基因家

族成员沉默ꎬ不仅导致叶绿素含量下降ꎬ还使其防御

相关基因的表达量显著上调ꎮ 此外ꎬ虽然不同基因家

族成员的功能具有多样性ꎬ但同源性较高的基因家族

或成员往往对植物具有类似的调控作用ꎮ 本研究中ꎬ
ＡｓＨＥＭＡ０５与石刁柏和玉簪相关基因的同缘性较高ꎬ
ＡｓＨＥＭＢ０１、ＡｓＨＥＭＢ０３ 和 ＡｓＨＥＭＢ０８ 与小麦相关基

因的同缘性较高ꎬＡｓＣＨＬＤ０５、ＡｓＣＨＬＤ０６、ＡｓＣＨＬＩ０３ 和

ＡｓＣＨＬＩ０４与石刁柏相关基因的同缘性较高ꎬＡｓＣＡＯ０１
和 ＡｓＣＡＯ０６与玉簪相关基因的同缘性较高ꎬ说明同

为单子叶植物的大蒜与小麦、石刁柏和玉簪的亲缘关

系较近ꎮ
综上所述ꎬ本研究首次鉴定了大蒜叶绿素合成基

因家族成员ꎬ发现大蒜 ＡｓＨＥＭＡ、 ＡｓＨＥＭＢ、 ＡｓＧＳＡ、
ＡｓＣＨＬＤ、ＡｓＣＨＬＩ和 ＡｓＣＡＯ基因家族在响应干旱胁迫

中发挥重要作用ꎬ这将为解析干旱胁迫下大蒜的叶绿

素合成基因的功能和作用机制提供了研究基础ꎮ
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