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［摘要］　目的：基于全基因组策略系统解析药用植物丹参的蛋白磷酸酶２Ｃ家族成员，为研究丹参逆境胁迫响
应的分子机制奠定基础。方法：采用ＢＬＡＳＴＰ序列比对、系统发育树构建、基因表达分析等方法解析丹参 ＰＰ２Ｃ亚
家族成员、基因结构以及差异表达图谱。结果：丹参基因组共注释到８３个 ＰＰ２Ｃ家族成员，在高等植物中保守存
在；系统进化分析将ＰＰ２Ｃ家族分为１３个亚家族（ＰＰ２ＣＡＰＰ２ＣＬ，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ１、Ｆ２、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｊ、Ｋ、Ｌ），
结构域高度保守；ＰＰ２ＣＡ亚家族基因启动子含有多种逆境胁迫应答的顺式作用元件，大部分 ＰＰ２ＣＡ基因表达显著
响应逆境胁迫信号。结论：本实验系统研究丹参 ＰＰ２Ｃ基因的结构、在不同组织部位的表达及逆境胁迫下的响应，
为揭示丹参响应生物或非生物胁迫的分子机制研究提供理论依据。
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蛋白激酶和蛋白磷酸酶所介导的可逆磷酸化反

应在植物信号传递和逆境胁迫响应进程中发挥重要

调控作用。蛋白磷酸酶按照底物特异性分为丝氨酸／
苏氨酸蛋白磷酸酶类和酪氨酸蛋白磷酸酶类，ＰＰ２
蛋白磷酸酶作为丝氨酸／苏氨酸蛋白磷酸酶类的代
表，根据亚基结构等分为 ＰＰ２Ａ、ＰＰ２Ｂ和 ＰＰ２Ｃ
３类［１］。拟南芥Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ的ＰＰ２ＣＡ亚家族
已证实负调控ＡＢＡ信号通路。化学遗传学和蛋白互
作研究揭示ＰＹＲ／ＰＹＬ／ＲＣＡＲ复合体为ＡＢＡ的受体，

当ＡＢＡ信号缺失时，ＰＰ２Ｃ通过去磷酸化使 ＳｎＲＫ２
激酶失去活性；而响应 ＡＢＡ信号时，受体 ＰＹＲ／
ＰＹＬ／ＲＣＡＲ与 ＡＢＡ结合后抑制 ＰＰ２Ｃ的活性，
ＳｎＲＫ２激酶活性释放并磷酸化下游因子实现信号的
传递及细胞对ＡＢＡ胁迫的响应［２３］。除了 ＡＢＡ信号
途径，ＰＰ２Ｃ还参与多种植物信号转导途径的调控，
如钾通道蛋白、ＭＡＰＫ创伤信号途径等。拟南芥和
水稻基因组分别注释到８０和７８个 ＰＰ２Ｃ家族成员，
划分为１３和１１个亚家族，负调控的 ＰＰ２ＣＡ亚家族
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基因响应不同的胁迫刺激，如 ＡＢＡ胁迫响应，而
ＰＰ２ＣＤ亚家族可能正调控 ＡＢＡ介导的信号通路［４］。

基于基因组系统鉴定植物ＰＰ２Ｃ基因家族，有助于揭
示其在植物逆境胁迫下的响应机制。

次生代谢产物是药用植物主要的药效成分，同

时次生代谢产物的产生和积累也是植物对环境胁迫

响应的一种适应。环境胁迫影响药用植物的品质，

因此药用植物逆境胁迫的分子机制解析将为中药材

种植环境及栽培技术的规范提供依据，推动中药材

可持续发展。研究证实逆境胁迫虽抑制植物生长，

但促进药用植物次生代谢产物的合成和积累，适当

的逆境胁迫提升药用植物的品质［５６］。如适度的干旱

胁迫诱导甘草酸合成途径关键酶基因的上调，并促

进甘草酸和甘草苷的积累［７］；轻度干旱可显著提高

丹参活性成分丹参酮类和丹酚酸类化合物的合成与

积累，同时增强植株对磷、钾、钙、等矿质元素的

吸收与积累［８］。

丹参为常用大宗药材，遗传多样性丰富，是药

用植物次生代谢研究理想的模式植物［９１２］。不同产

地丹参品质参差不齐，研究逆境胁迫影响丹参品质

的分子机制，将有助于丹参优良品种的种植农艺措

施的改良。本研究基于丹参基因组注释ＰＰ２Ｃ基因家
族，揭示ＰＰ２Ｃ在丹参不同组织部位的差异表达及对
茉莉酸甲酯 ＭｅＪＡ信号的响应，为丹参逆境胁迫分
子机制的研究奠定基础。

１　材料和方法

１１丹参基因组、转录组数据

丹参基因组组装、注释及转录组测序工作由本

课题组完成并已释放［１０］。丹参基因组测序原始数据

（Ｒｏｃｈｅ４５４、ＰａｃＢｉｏＲＳ、Ｉｌｌｕｍｉｎａ平台）以及不同组
织器官及处理的转录组数据（ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００测
序平台）已上传至 ＮＣＢＩ的 ＳＲＡ数据库，登录号：
ＳＲＸ７５３３８１、ＳＲＲ１６４０４５８、ＳＲＰ０２８３８８、ＳＲＰ０５１５６４［１０１１，１３］。

１２基于蛋白序列比对的丹参 ＰＰ２Ｃ基因家族成员
鉴定

　　下载拟南芥 ＰＰ２Ｃ基因家族 ＡＬ亚家族的蛋白，
采用 ＢＬＡＳＴＰ比对丹参基因组蛋白序列，Ｅｖａｌｕｅ设
置为１Ｅ５。从基因组数据库中提取所有 ＰＰ２Ｃ序列，
根据ＮＣＢＩ网站ＢＬＡＳＴＰ比对的结果，利用 ＡＰＯＬＬＯ
软件校正 ＰＰ２Ｃ成员的 ＣＤＳ、ＤＮＡ、蛋白序列信息。
在蛋白质数据库 ＰＲＯＳＩＴＥ（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．

ｏｒｇ／）中分析所有蛋白的保守结构域序列。

１３ＰＰ２Ｃ家族成员系统发育、基因结构和保守基序
分析

　　将丹参和拟南芥ＰＰ２Ｃ家族成员的全长蛋白序列
采用 ＭＵＳＣＬＥ做多序列比对，构建 ＮＪ（Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ
Ｊｏｉｎｉｎｇ）树，选择 ＪｏｎｅｓＴａｙｌｏｒＴｈｏｒｎｔｏｎ（ＪＴＴ）模型，
重复次数１０００次。基于 ＣＤＳ序列及对应基因组序
列，利用在线服务器 ＧｅｎｅＳｔｒｕｃｔｕｒｅＤｉｓｐｌａｙＳｅｒｖｅｒ
（ＧＳＤＳ２０）（ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓｃｂｉｐｋｕｅｄｕｃｎ／ｉｎｄｅｘ．
ｐｈｐ）对基因结构进行分析。利用 ＭＥＭＥ（Ｓｕｉｔｅｖｅｒ
ｓｉｏｎ４９１）（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｍｅｓｕｉｔｅｏｒｇ／）分析 ＰＰ２Ｃ基
因家族成员的保守基序，具体参数：Ｅ值小于 ２×
１０－３０，基序重复次数不限，氨基酸个数１０～２００个。
提取 ＰＰ２Ｃ家族成员启动子区 １５００ｂｐ通过 ＮＥＷ
ＰＬＡＣＥ在线软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｏｇｏｄｎａａｆｆｒｃｇｏｊｐ／ｃｇｉ
ｂｉｎ／）分析顺式作用元件。

１４ＰＰ２Ｃ家族基因的差异表达分析

采用已报道［１０１１，１３］的丹参根组织（周皮、韧皮

部、木质部）、根、茎、叶、花以及 ＭｅＪＡ处理的转
录组数据，通过 ＨＩＳＡＴ２比对到丹参基因组，通过
ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ计算丹参编码基因的 ＦＰＫＭ（ＦｒａｇｍｅｎｔｓＰｅｒ
ＫｉｌｏｂａｓｅｏｆｅｘｏｎｍｏｄｅｌｐｅｒＭｉｌｌｉｏｎｍａｐｐｅｄｒｅａｄｓ）值，
筛选出 ＰＰ２Ｃ基因的表达量。ＦＰＫＭ值通过 Ｚｓｃｏｒｅ
（Ｓｔａｎｄａｒｄｓｃｏｒｅ）标准化处理后，采用Ｒ语言的ｇｐｌｏｔｓ
下的 ｈｅａｔｍａｐ来绘制热图。采用皮尔森相关系数
（Ｐｅａｒｓｏｎ’ｓＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎＴｅｓｔｓ，ｒ）分析基因在不同组织
部位的共表达情况。

２　结果和分析

２１丹参ＰＰ２Ｃ基因家族的注释及系统进化分析

在丹参基因组中共预测到８３个ＰＰ２Ｃ基因成员，
基因数量与高等植物中已报道的ＰＰ２Ｃ基因数量近乎
一致，如拟南芥（８０）［４］、水稻 Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ（７８）［４］、
二穗短柄草 Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ（８６）［１４］、谷子
Ｓｅｔａｒｉａｉｔａｌｉｃａ（８０）［１５］。丹参ＰＰ２Ｃ的长度范围在１４５ａａ
（ＳＭｉｌ＿０００２８８８１）到１０４８ａａ（ＳＭｉｌ＿０００１１８２９），覆盖
基因组的长度在６９８ｂｐ（ＳＭｉｌ＿０００２８８８１）到８８９１ｋｂ
（ＳＭｉｌ＿０００１１８２９）。

用丹参和拟南芥ＰＰ２Ｃ的氨基酸序列构建系统发
育树，根据拟南芥的亚家族分类，丹参ＰＰ２Ｃ基因家
族被分为１３个亚家族 Ａ～Ｌ（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ１、
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Ｆ２、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｊ、Ｋ、Ｌ），各亚家族成员个数分别
为１１、７、６、８、９、６、４、９、５、２、１、７、２个，
其中ＰＰ２ＣＡ亚家族成员数量最多，如图１所示。除
此之外，６个成员聚为其他独立的分枝，暂未命名。
丹参ＰＰ２Ｃ基因家族成员两两比对计算同源关系，发
现 ＰＰ２ＣＦ１亚家族的 ＳＭｉｌ＿０００３０３０７和 ＳＭｉｌ＿
０００２８８８１的同源关系最近为 ９８５７％，而 ＳＭｉｌ＿
０００１１８２９（ＰＰ２ＣＬ）与 ＳＭｉｌ＿０００２１２３９（ＰＰ２ＣＣ）的同
源关系最低为１６４６％。

２２丹参ＰＰ２Ｃ基因家族的基因结构分析

ＰＰ２Ｃ基因家族的基因结构显示亚家族内和不同
亚家族间基因结构差异较大，内含子数量变异较大，

其中ＰＰ２ＣＬ亚家族的ＳＭｉｌ＿０００１１８２９内含子数量最

多，为１５个。丹参ＰＰ２ＣＡ亚家族的１１个成员，命名
为ＳｍＰＰ２ＣＡ１ＳｍＰＰ２ＣＡ１１，内含子数量为 ２～７个，
多数为３个内含子，基因结构相似，如图２所示。

ＰＰ２ＣＡ亚家族各基因氨基酸大小在２８６～５４１ａａ，
等电点在４７８～６８４，分子量大小３１～５８ｋＤ。对
ＰＰ２ＣＡ亚家族的１１个基序 ｍｏｔｉｆ进行预测，Ｍｏｔｉｆ１
在１１个亚家族成员中保守存在，大部分ＰＰ２ＣＡ成员
保守存在 ｍｏｔｉｆ２、４、５、６、７。ＰＰ２Ａ亚家族的系统
进化分析显示３个同源分枝，其中同源分枝２和３的
两对亚家族成员的基因结构和保守结构域基本相同。

２３ＰＰ２Ｃ基因的差异表达分析

丹参酮是丹参重要的脂溶性活性成分，丹参根

及根周皮是丹参酮的合成和积累部位［１１］。本研究对

图１　丹参ＰＰ２Ｃ基因家族系统进化分析

·４５６·
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丹参不同组织部位，如根、茎、叶、花、根周皮、

根韧皮部和根木质部的转录组数据比对到丹参基因

组，计算 ＦＰＫＭ值，将 ＦＰＫＭ值用 ｓｃａｌｅ函数做 Ｚ
ｓｃｏｒｅ标准化处理并聚类，如图３所示。

注：ＡＰＰ２ＣＡ系统进化树；ＢＰＰ２ＣＡ基因结构；ＣＰＰ２ＣＡ蛋白保守基序分布；①～③代表序列同源分枝。

图２　丹参ＰＰ２ＣＡ亚家族基因结构特征和保守基序分布

注：Ｒ根；Ｌ叶；Ｆ花；Ｓ茎；Ｒ１根周皮；Ｒ２根韧皮部；Ｒ３根木质部。

图３　ＰＰ２Ｃ基因家族成员在丹参不同组织部位中的差异表达图谱

·５５６·
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　　差异表达结果显示２８９１％（２４）的基因低表达
（ＦＰＫＭ＜１０），其中７个基因显示沉默表达（ＦＰＫＭ
＜１）。丹参根３个组织部位（周皮、韧皮部、木质
部）的 ＰＰ２Ｃ基因表达聚在一起。组织特异性表达分
析发现：ＰＰ２ＣＥ亚家族的 ＳＭｉｌ＿０００２８４６２和 ＳＭｉｌ＿
０００１３０５１两个基因在花中特异表达，可能与花发育
的调控相关；ＰＰ２ＣＥ亚家族的 ＳＭｉｌ＿００００４７１５在丹
参根周皮特异高表达，在茎、叶、花等器官表达极

低，推测间接调控丹参酮的生物合成。３个 ＰＰ２ＣＡ
亚家族基因在丹参组织器官中表达低（ＦＰＫＭ＜１０），
ＰＰ２ＣＡ亚家族的同源分枝３的两个基因在丹参不同
组织部位中表达最高，且在根、茎、叶、花中表达

差异不显著，呈共表达（ｒ＝０８１）。茉莉酸甲酯 Ｍｅ
ＪＡ作为重要的信号转导因子能够诱导植物次生代谢
产物的产生，在丹参中 ＭｅＪＡ能够正调控丹参酮的
生物合成。对于丹参叶片 ＭｅＪＡ处理１２ｈ后的转录
组数据，分析丹参 ＰＰ２Ｃ家族成员编码基因的表达，
发现１３个 ＰＰ２Ｃ基因在 ＭｅＪＡ处理下显著降低，其
中包含 ６个 ＰＰ２ＣＡ和 ３个 ＰＰ２ＣＫ亚家族的基因。
ＰＰ２ＣＡ亚家族同源分枝２的两个基因在丹参所有转
录组（不同组织器官及 ＭｅＪＡ处理）的表达中呈显著
共表达（ｒ＝０９５）。

分析丹参ＰＰ２ＣＡ基因的启动子中的顺式作用元
件发现：ＰＰ２ＣＡ的启动子中 ＡＢＡ响应元件（ＡＢＲＥ，
ＡＣＧＴＧＧ）均有分布（见表１），大部分启动子区呈密
集分布，与响应 ＡＢＡ信号密切相关；在 ＰＰ２ＣＡ的
启动子中富含ＷＲＫＹ、ＭＹＢ和ＭＹＣ３类转录因子的
作用元件（见表１），推测在响应逆境胁迫时受转录
因子的调控；干旱和低温响应的元件部分分布。

表１　丹参ＰＰ２ＣＡ亚家族成员启动子区顺式作用元件分析
ＰＰ２ＣＡＧｅｎｅＩＤｓ ＡＢＲＥ ＤＲＥ ＬＴＲＥＷＲＫＹＭＹＢ ＭＹＣ ＧＣＣ

ＳＭｉｌ＿０００２６０３０ １１ ２ ３ ７ １３ ６ ３

ＳＭｉｌ＿０００１２５６７ １１ ０ ４ １３ ９ ２ ７

ＳＭｉｌ＿０００１３７３０ １４ ０ ３ １０ ９ ６ ０

ＳＭｉｌ＿０００１５２７９ １３ ０ ０ ４ １０ ２ ０

ＳＭｉｌ＿０００１５４０７ １ ４ ３ ４ ７ １１ ０

ＳＭｉｌ＿０００１８１５５ ９ ３ ６ ４ ３ ８ ３

ＳＭｉｌ＿０００１８９１０ １ ０ ５ ９ ５ ９ ０

ＳＭｉｌ＿０００１５９２４ ７ ０ ０ ５ ８ ５ ０

ＳＭｉｌ＿００００８０１０ ７ ０ ２ ６ ７ ９ ０

ＳＭｉｌ＿００００８５２１ ４ １ ０ ６ ５ ６ ０

ＳＭｉｌ＿０００００４４４ ３ ０ ０ ６ ７ ５ ０
注：ＡＢＲＥ、ＤＲＥ、ＬＴＲＥ代表响应 ＡＢＡ信号、干旱、低温的作用元
件；ＷＲＫＹ、ＭＹＢ、ＭＹＣ、ＧＣＣ代表转录因子 ＷＲＫＹ、ＭＹＢ、ＭＹＣ、
ＡＰ２的结合元件。

３　讨论

本研究基于丹参全基因组测序，系统鉴定蛋白

磷酸激酶 ＰＰ２Ｃ家族成员，丹参基因组注释的 ＰＰ２Ｃ
基因数量（８３）与已报道的植物中相似；丹参与拟南
芥ＰＰ２Ｃ序列的系统进化显示丹参 ＰＰ２Ｃ亚组的分类
与拟南芥相似，亚家族成员数量也大多相似，保守

结构域相似度高，证明ＰＰ２Ｃ基因家族及其基因结构
在植物中进化较为保守。低等维管植物（石松纲）卷

柏Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａｔａｍａｒｉｓｃｉｎａ［１６］中的 ＰＰ２Ｃ基因家族鉴定
到４６个成员（未发表），远少于已报道的高等植物，
ＰＰ２Ｃ在进化过程中应对复杂逆境环境时显著的基因
扩张反映ＰＰ２Ｃ基因家族在植物逆境响应进程中重要
的调控作用。

ＰＰ２ＣＡ亚家族成员作为ＡＢＡ的受体之一，负调
控ＡＢＡ信号转导途径，响应多种逆境胁迫，如干
旱、低温等［１７１９］。丹参ＰＰ２ＣＡ基因启动子含有多种
逆境胁迫应答的顺式作用元件如 ＡＢＲＥ、ＤＲＥ、
ＬＴＲＥ等，大多数的ＰＰ２ＣＡ基因响应ＭｅＪＡ信号转导
因子。ＰＰ２ＣＡ的同源分枝 ２、３的基因结构相似，
ｍｏｔｉｆ高度保守，且显著共表达，推测为基因组复制
导致的相似或相同功能基因的分化。有报道指出植

物中 ＡＢＡ信号与花发育相关，如 ＡＢＡ信号途径中
一个正调控因子ＡＢＩ４（乙烯响应的转录因子）正调控
开花关键基因 ＦＬＣ的转录，进而负调控开花时
间［２０］。丹参ＰＰ２ＣＥ亚家族的两个基因在花中特异表
达，一个基因在根中特异高表达，预测 ＰＰ２ＣＥ亚家
族与植物组织器官发育相关，如根和花的发育，但

需要进一步的实验验证。

丹参是最常用的大宗药材之一，生态适应性较

强，种植面积广泛分布在华东、华北、西北、西南、

中南等地区，野生资源大幅减少，主要来源于人工

栽培品，然而不同产地的丹参品质差异明显。研究

指出轻度干旱可显著提高丹参活性成分丹参酮类和

丹酚酸类化合物的合成与积累，同时增强植株对矿

质元素的吸收，因此丹参对不同环境的适应导致活

性成分合成和积累的差异，揭示丹参对逆境胁迫的

分子机制有助于指导丹参优良品种的栽培与繁育。

丹参ＰＰ２Ｃ基因家族的系统分析将为丹参响应逆境胁
迫分子机制的解析奠定基础，同时丹参作为药用模

式植物，将对其他药用植物的栽培育种及道地性的

理解具有指导意义。

·６５６·
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