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小麦八氢番茄红素合成酶家族的生物信息学分析及表达模式检测

石永春1,乔占锋1,卢了一2,李欢欢1

(1.河南农业大学 生命科学学院,郑州450046;2.河南省人民胜利渠保障中心,河南 新乡453000)

摘 要:八氢番茄红素合成酶(phytoenesynthase,PSY)是植物中类胡萝卜素合成途径的限速酶.提高PSY 基

因的表达量有助于提升植株中类胡萝卜素含量,进而提高植物的光合作用和籽粒品质,但小麦(Triticumaestivum)

中有关PSY的研究报道较少.以拟南芥和水稻PSY蛋白序列为模板,从小麦数据库中筛选到9个同源蛋白序列,通
过生物信息学技术分析后发现,9个小麦PSY蛋白(TaPSYs)可聚为3组,均为疏水性蛋白,皆定位于叶绿体,都含有

SQS-PSY基序,基序内以α-螺旋结构为主.分析PSY 基因的启动子序列,发现含有脱落酸(abscisicacid,ABA)、水杨

酸(salicylicacid,SA)、茉莉酸甲酯(methyljasmonate,MeJA)等激素的响应元件和逆境响应元件.对小麦幼苗分别用

ABA、SA、MeJA和聚乙二醇6000(polyethyleneglycol6000,PEG6000)分别处理6h后,RT-qPCR检测叶片中TaP-
SY1-6的表达量,发现都显著下调,但TaPSY7-9基因的表达水平在不同品种的小麦中差异较大,认为TaPSY7-9
基因的表达水平与品种间的抗性差异有关.本研究对小麦PSY蛋白家族的生物信息学分析为深入探讨小麦PSY的

功能提供了理论参考,对小麦PSY 基因家族的表达模式分析为小麦抗性育种提供新的候选基因.
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类胡萝卜素是类异戊二烯的衍生物,多为40C化合物[1-2],属于脂溶性色素[3],参与植物光系统的组装,
并与植物光保护机制有关[2].八氢番茄红素合成酶(phytoenesynthase,PSY)是催化植物中类胡萝卜素合成

途径的第一步,使两个牻牛儿基焦磷酸(geranylgeranylpyrophosphate,GGPP)合成一分子的八氢番茄红素

(phytoene)[4-5].植物中一般含有多个PSY 基因,如番茄(Solanumlycopersicum)[4]、水稻(Oryzasativa)
[6]和玉米(Zeamays)[7]中各存在3个,木薯(ManihotesculentaCrantz)[8]中有2个,拟南芥(Arabidopsis
thaliana)中只存在1个[9].PSY 基因的功能在双子叶植物中研究较多.如过表达PSY 基因使油菜(Brassica
campestris)籽中类胡萝卜素含量增加43~50倍[10],使拟南芥愈伤组织和根中的类胡萝卜素含量显著增

加[11];沉默烟草(Nicotianatabacum)中的PSY 基因[12]或敲除番茄中的PSY 基因[13]会造成植株的光合效

率下降,以及植株对强光的敏感性.PSY 基因的表达受到ABA、盐、干旱和光周期等因素的影响[5].如拟南

芥在光照下诱导光敏色素互作因子PIF1(phytochromeinteractingfactors)快速降解,导致PSY 基因表达增

加[14].PSY 基因家族的不同成员在植物不同组织中表达情况不同.如番茄SlPSY1主要在果实中表达,SlP-
SY2主要在花和叶片中表达,SlPSY3则只在根部表达[13].但单子叶植物中PSY 基因家族的表达差异和功

能研究仅有少量报道,如水稻中OsPSY1基因受光诱导表达,OsPSY3基因在ABA、盐和干旱处理过程中上

调表达[6];藏红花(Crocussativus)的CsPSY1主要在叶片中表达,CsPSY2主要在柱头中表达,CsPSY3主
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要在根部表达[15].
小麦属单子叶植物,也是我国主要的粮食作物之一.小麦中报道了3个PSY 基因[16].其中TaPSY1与

小麦籽粒着色有关,影响小麦籽粒中类胡萝卜素含量[17],TaPSY3对干旱和高温胁迫敏感[16].可见研究

PSY 基因的功能和表达模式对于小麦抗逆育种和籽粒质量调控都有重要作用.本文以拟南芥和水稻PSY蛋

白(AtPSY和OsPSY1)的氨基酸序列为模板,在小麦基因组数据库中检索,对获得的小麦PSY蛋白序列进

行生物信息学分析,并对其相应激素和胁迫的表达模式进行初步研究,以期为小麦PSY家族研究提供理论

参考.

1 材料和方法

1.1 实验材料及处理方法

小麦PSY蛋白序列的获取:以拟南芥PSY(AtPSY,GI:NP_001031895)和水稻PSY1(OsPSY1,GI:

NP_001389894)蛋白的氨基酸序列为模板,在小麦数据库(http://wheatomics.sdau.edu.cn/,ChineseSpring
proteinv1.0)中检索,选取与AtPSY和OsPSY1同源性都高于65%且含有PSY特有的天冬氨酸富集区和

酶活性位点YAKTF和RAYV的序列进行分析.
基因表达分析所用小麦为豫麦49和西农979,在气候室(温度20℃;相对湿度40%;光周期16h光照∶

8h黑暗;光照强度3000lx)培养至两叶一心期,分别用250mmol·L-1NaCl、100μmol·L-1ABA 、15%
PEG6000、500μmol·L-1MeJA、100mmol·L-1SA处理,在处理0、3、6、24h取展开叶,液氮速冻后储藏

至-80℃保存备用.每种处理设3个生物学重复.
1.2 生物信息学分析方法

多序列对比采用DNAMAN软件进行,进化分析用 MEGA7软件Neighbor-Joining法绘制系统进化树.
采用ProtParam(https://web.expasy.org/protparam/)在线软件进行蛋白质理化性质分析.亚细胞定位的预

测采用Cello(http://cello.life.nctu.edu.tw/)在线软件进行,采用SOPMA(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl? page=/NPSA/npsa_sopma.html)在线工具进行二级结构分析.采用 MOTIF在线软

件(https://www.genome.jp/tools/motif/)分析蛋白质的基序.TaPSY 基因的启动子序列从 WheatOmics
1.0在线数据库(http://202.194.139.32/)获取,选取基因起始密码子ATG上游2000bp的序列,用Plant
CARE(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare)在线软件分析顺式作用元件.
1.3 RNA提取和RT-qPCR

从小麦数据库获得9个TaPSY 基因的ORF序列,并据此设计引物(附录表S1).按照RNA提取试剂

盒(北京诺贝莱生物科技有限公司)的方法,将冻存的小麦叶片用液氮研磨为匀浆后提取RNA.参照反转录

试剂盒(北京诺贝莱生物科技有限公司)的方法将RNA反转录为cDNA,以β-actin 作为内参基因,用荧光定

量PCR试剂盒(北京诺贝莱生物科技有限公司)的方法进行RT-qPCR检测.
1.4 数据分析

采用Excel2019进行数据分析,采用Student'sT-test进行差异显著性分析.

2 结果与分析

2.1 小麦TaPSY 基因家族成员鉴定

以AtPSY(GI:NP_001031895)和OsPSY1(GI:NP_001389894)的氨基酸序列为模板,在小麦基因组数

据库中检索,将所获序列采用SMART(http://smart.embl-heidelberg.de/)和Pfam(https://pfam.xfam.
org/)在线软件进行结构域预测,去除不含PSY完整结构域的蛋白,共获得9个高度同源序列,分别命名为

TaPSY1-9(附录表S2).
2.2 小麦TaPSY的进化分析

通过 MEGA软件对比TaPSY1-9、AtPSY和OsPSY1蛋白的氨基酸序列,并构建系统进化树(图1).发
现9个小麦PSY蛋白可以聚为3组,其中TaPSY1、2、3为第Ⅰ组,与 OsPSY1和 AtPSY亲缘关系较近;
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TaPSY4、5、6聚为第Ⅱ组;TaPSY7、8、9聚为第Ⅲ组.在小麦基因组数据库分析TaPSY 基因在小麦染色体

的分布情况,发现TaPSY1、2、3分别位于小麦7A、7B、7D染色体,含有7个外显子;TaPSY4、5、6分别位于

染色体5A、5B、5D的短臂,含有6个外显子和5个内含子;TaPSY7、8、9分别位于染色体5A、5B、5D的长

臂,含有4个外显子和3个内含子.比对上述蛋白质的氨基酸序列,发现TaPSY序列的长度变化从391到

428个氨基酸,且部分区域高度保守,尤其在PSY家族共有的天冬氨酸富集区:DXXXD/DXXXD(图2中绿

色方框内),以及酶活位点:YAKTF和RAYV基序(图2中黑色方框内).

2.3 TaPSY的理化性质和亚细胞定位分析

采用ProtParam分析TaPSY的理化性质(附录表S3),发现TaPSY的氨基酸数目在391~428之间,相
对分子质量在43.74~47.66kDa之间.第Ⅰ组TaPSY肽链最长,氨基酸数目分别为427、424、428个;第Ⅱ组
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肽链长度最短,氨基酸数目分别为396、397、391;第Ⅲ组肽链长度居中,氨基酸数目分别为413、403、401.在
等电点(pI)方面,除TaPSY5为6.98,属于中性蛋白质以外,其余TaPSY的pI皆大于7,属于偏碱性蛋白质,
以TaPSY9的pI值最大(9.25).9个小麦PSY蛋白质都属于疏水性蛋白质,其中第 Ⅱ 组TaPSY的疏水性

最强,分别为-0.369、-0.399、-0.354;第Ⅰ组TaPSY居中;第Ⅲ组TaPSY疏水性最弱,分别为-0.188、-
0.154、-0.134.TaPSY的不稳定系数皆大于40,其中第一组TaPSY的不稳定系数接近 OsPSY1,第三组

TaPSY的不稳定系数接近AtPSY.亚细胞定位预测结果显示,叶绿体的分值最高,说明TaPSY都定位于叶

绿体 (附录表S4).
2.4 二级结构和基序分析

分析PSY蛋白的二级结构和基序(图3),发现所有PSY蛋白都只含有一个SQS-PSY基序(附录表

S5).将所有PSY蛋白的基序用绿色方框对齐,发现PSY蛋白基序内的二级结构高度相似,均以α-螺旋为

主,在第300、350,以及370个aa附近存在β-转角结构.在绿色方框外序列的二级结构存在较大的差别.TaP-
SY6、8、9的N末端结构以α-螺旋为主,TaPSY1、2、3、4、5、7的N末端以无规则卷曲居多,而TaPSY1、2、

3的N末端存在较多的β-折叠结构.绿色方框外,TaPSY的C末端结构较为相似,大多以α-螺旋和无规则卷

曲结构结尾.
2.5 启动子分析

为分析TaPSY 基因的表达调控机制,通过PlantCARE软件分析了TaPSY 基因启动子的顺式作用元

件.发现除一些核心启动子响应元件外,TaPSY 基因的启动子中还存在光响应元件、干旱响应元件、低温响

应元件、缺氧信号响应元件、生长素响应元件、赤霉素响应元件、水杨酸响应元件、脱落酸响应元件、茉莉酸甲

酯响应元件等(附录表S6),可见TaPSY 基因参与多种生长发育和非生物胁迫响应过程.
2.6 小麦TaPSY 响应多种胁迫的表达模式分析

RT-qPCR结果(图4)显示,盐胁迫处理后,TaPSY1-6基因的表达量在豫麦49和西农979的叶片中都

显著降低,且在6h时降至最低水平,在24h时基本恢复;TaPSY7在豫麦49中变化不明显,但在西农979
中在盐胁迫24h时表达量达到0h的1.71倍;在豫麦49中TaPSY8和9在盐胁迫24h时表达量都显著高

于对照,而在西农979中显著低于对照.
MeJA处理后,在豫麦49中,TaPSY1-6从0~24h都显著下调,而TaPSY7-9则都在3h和6h显著

上调,分别达到对照水平的6~8倍,而后在24h显著下调并低于对照水平.在西农979中,TaPSY1-6从

0~6h都显著下调,而24h时上调并显著高于对照;TaPSY7-9在6h显著上调,并高于对照,但仅TaP-
SY7在24h时还维持高水平表达.

PEG6000处理后,在豫麦49中,TaPSY1-6、9从0h到24h都出现先降低再恢复的表达趋势,但TaP-
SY7则在0和24h都出现高表达,TaPSY8则出现先轻微升高,再持续下降的表达趋势.在西农979中,所
有TaPSY 基因从0~24h显著表达水平都下降.

ABA处理后,豫麦49中TaPSY1-6都出现先降低再恢复的表达趋势,但西农979中TaPSY1-6在

24h的恢复程度显著高于豫麦49,约为0h的2倍.TaPSY7在豫麦49中表达变化不明显,但在西农979中

其24h表达量为0h的2倍.TaPSY8和9在ABA处理后显著下调.
SA处理后,豫麦49中TaPSY 的表达变化较为一致,大多在6h时表达量达到最低,之后恢复.但在西

农979中TaPSY1、2、3的表达量先降低后在24h升高,接近0h时的2倍,其他TaPSY 都出现先下降,

24h时又恢复的趋势.

3 讨 论

PSY属于类异戊二烯生物合成酶C1超家族,是植物类胡萝卜素合成途径的限速酶[6,17].本研究依据拟

南芥和水稻PSY的蛋白序列,在小麦中鉴定到9个TaPSY 基因,分布于6条染色体上.分析蛋白质一级结

构发现,TaPSY1、2、3的第1个天冬氨酸富集区DELVD后的第10个氨基酸为谷氨酰胺(图1),CAO等[18]

在番茄中发现的高活性PSY1具有相同结构,FLOWERIK等[16]发现TaPSY1具有高酶活性,推测第Ⅰ组
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TaPSY的酶活性都较高.二级结构分析发现,9种TaPSY只含有SQS-PSY基序,该基序含有2个富含天冬

氨酸的结构用于结合底物[19],基序内α-螺旋,β-折叠,β-转角在数目和位置上都高度一致(图2和图3),证明

TaPSY在功能上高度保守.

不同TaPSY 基因的表达调控机制不同.在烟草中,MeJA处理8h时,NtPSY1上调约为NtPSY2的7倍[12].
盐处理后,水稻叶片中OsPSY3基因表达出现上调[6].用 ABA、MeJA、SA处理禾本科植物结缕草(Zoysia
japonica)[20],其ZjPSY 表达量均出现先下调后恢复的趋势.干旱处理玉米[21],ZmPSY2、3在叶片中的表

达量持续上调,但ZmPSY1的表达量波动很小.小麦PSY 基因启动子的分析结果显示,TaPSY1-9启动子都
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含有光反应元件、ABA和MeJA响应元件,TaPSY1-6启动子还含有受干旱诱导的 MYB结合位点,TaPSY2、4
启动子含有参与水杨酸反应的顺式作用元件.RT-qPCR的检测结果表明,两种小麦的TaPSY1-6在ABA处理

6h后都出现下调,在24h后恢复;TaPSY7-9的表达变化在不同的小麦品种中变化较大,这与结缕草ZjPSY
的表达情况类似.MeJA处理后,两种小麦中TaPSY1-6表达量在6h时都显著下调,而TaPSY7-9则显著上调.
豫麦49较西农979更为抗旱,在PEG6000模拟干旱处理小麦后,不同小麦中的PSY 表达情况不同,豫麦49叶

片中PSY 的表达出现先降低后升高的趋势,而西农979则持续降低,这可能与材料间的表达调控机制不同有关.
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4 结 论

在小麦基因组数据库中鉴定到9个八氢番茄红素合成酶蛋白,发现其可聚为3组,分析蛋白序列的二级

结构和结构域发现,它们都含有SQS-PSY基序,该基序在不同蛋白序列的二级结构中高度保守.启动子分析

显示小麦PSY 基因对光、干旱、ABA等因素响应.RT-qPCR检测了不同处理下抗旱性不同的小麦中TaP-
SY 家族的表达差异,发现抗旱性更强的豫麦49中,TaPSY7和TaPSY8对 MeJA和PEG6000响应强烈.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2024.01.10.0003).
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BioinformaticidentificationandexpressionprofileanalysisofPSYgenefamilyinwheat

ShiYongchun1,QiaoZhanfeng1,LuLiaoyi2,LiHuanhuan1

(1.CollegeofLifeSciences,HenanAgriculturalUniversity,Zhengzhou450046,China;

2.HenanProvincialPeople'sVictoryCanalSecurityCenter,Xinxiang453000,China)

  Abstract:Phytoenesynthase(PSY)isaratelimitingenzymeinthecarotenoidsynthesispathwayinplants.Increasing
theexpressionlevelofPSYgenehelpstoincreasethecarotenoidcontentinplants,therebyimprovingphotosynthesisandgrain

quality.However,thereisstillasignificantgapinresearchonPSYinwheat(Triticumaestivum).Here,thePSYproteinse-

quencesofArabidopsisandricewereusedastemplatesandscreened9homologoussequencesfromawheatdatabase.Through
bioinformaticsanalysis,itwasfoundthattheycanbeclusteredintothreegroups,allofwhicharehydrophobicproteinslocated
inchloroplastsandcontainSQS-PSYmotifs.α-helixisdominantinsecondarystructureofPSYinwheat.Afteranalyzingthe
cis-actingelement,thehormoneresponsiveelementssuchasresponsetoabscisicacid(ABA),salicylicacid(SA),methyljas-
monate(MeJA),andstressresponsiveelementswerefoundinpromotersofTaPSYgenes.RT-qPCRtechniquewasusedtode-
tecttheexpressionlevelsofTaPSY1-6intheleavesofwheatseedlingstreatedwithABA,SA,MeJA,andpolyethyleneglycol
6000(PEG6000)for6hours,respectively.Itwasfoundthattheyweresignificantlydownregulated.However,theexpression
levelsofTaPSY7-9variedgreatlyamongwheatvarieties,suggestingthattheexpressionlevelsofTaPSY7-9arerelatedtothe
stressresistancedifferencesbetweenvarieties.ThebioinformaticsanalysisofthewheatPSYproteinfamilyinthisstudypro-
videsatheoreticalreferenceforfurtherexploringthefunctionofwheatPSY,andtheexpressionprofileanalysisofthewheat
PSYgenefamilyprovidesnewcandidategenesforwheatresistancebreeding.

Keywords:wheat;PSY;bioinformatics;promoter;expressionanalysis

[责任编校 刘洋 赵晓华]

32第5期       石永春,等:小麦八氢番茄红素合成酶家族的生物信息学分析及表达模式检测



  附 录

表S1 引物序列

Tab.S1 Primersequences

基因名称 正向 反向

TaPSY1 AAGAGGGAGGATATATTTGCC ACAACAGAGAGGCCCAAAC

TaPSY2 CATCGTCAAAGGAGTCGTCACT TAAGAGCAGCGATTTCCCGTAT

TaPSY3 GGTGATGGGCATTGCGCCCGAC GATCTGCCTCTTCATGAATTTT

TaPSY4 CTGGCACAGGCGGGTCT CCTTGCCCACGTAAGCCC

TaPSY5 GCGTCATGCATCTAGACTCCG TCTACGGGATTGCTTTGCTC

TaPSY6 CCGAGATGTAGGAGAAGACTCGAGG CAGATGCATGACGCCCTTCT

TaPSY7 GAGCCGGTTCGTCGTGTTCC GCGACACAGTCCATGCTCCAC

TaPSY8 GTGGAGCATGGAGGACGTCG GCAGCGGTCGAAGGCCTC

TaPSY9 CACCGGTTCATGGGCGCAC CACAGTCCATGCTCCATGGC

β-actin TGCCAAGAACAGCTCCTCAG CCACTGAGCACAATGTTGCC

表S2 筛选序列及命名

Tab.S2 Selectedsequenceandname

名称 编号 与AtPSY的同源性 与OsPSY的同源性

AtPSY NP_001031895 100.00% 64.29%

OsPSY1 NP_001389894 64.29% 100.00%

TaPSY1 TraesCS7D01G553300 83.80% 88.80%

TaPSY2 TraesCS7B01G482000 83.80% 88.80%

TaPSY3 TraesCS7A01G557300 83.80% 87.50%

TaPSY4 TraesCS5A01G020900 85.20% 84.00%

TaPSY5 TraesCS5D01G026000 85.20% 84.00%

TaPSY6 TraesCS5B01G017900 85.20% 84.00%

TaPSY7 TraesCS5A01G356300 74.70% 71.10%

TaPSY8 TraesCS5D01G365100 74.70% 65.90%

TaPSY9 TraesCS5B01G358800 74.70% 65.90%

表S3 蛋白质理化性质分析

Tab.S3 Physicalandchemicalproperties

分组 名称 氨基酸个数 蛋白质分子质量/Da 等电点(pI) 不稳定系数(Ⅱ) 总平均亲水性

/ AtPSY 422 47486.66 9.22 50.76 -0.234

/ OsPSY1 420 47582.80 8.96 63.06 -0.288

I TaPSY1 427 47663.67 9.01 59.12 -0.310

TaPSY2 424 47338.47 9.13 57.73 -0.306

TaPSY3 428 47660.67 8.96 57.33 -0.316

Ⅱ TaPSY4 396 44822.01 7.59 57.24 -0.369

TaPSY5 397 44886.94 6.98 56.65 -0.399

TaPSY6 391 44177.26 7.55 55.87 -0.354

Ⅲ TaPSY7 413 45024.26 9.09 50.51 -0.188

TaPSY8 403 44139.50 9.24 51.90 -0.154

TaPSY9 401 43740.02 9.25 45.17 -0.134



表S4 亚细胞定位预测

Tab.S4 Predictionofsubcellularlocalization

名称 TaPSY1 TaPSY2 TaPSY3 TaPSY4 TaPSY5 TaPSY6 TaPSY7 TaPSY8 TaPSY9

叶绿体 2.773 3.089 2.742 2.327 2.433 2.800 3.113 2.448 2.362

线粒体 1.146 1.054 1.078 1.207 1.144 0.885 0.574 0.705 0.905

细胞质 0.356 0.322 0.447 0.427 0.427 0.360 0.367 0.638 0.652

细胞核 0.191 0.185 0.228 0.199 0.204 0.267 0.190 0.247 0.202

质膜 0.057 0.030 0.047 0.154 0.133 0.121 0.164 0.224 0.177

液泡 0.047 0.028 0.043 0.140 0.107 0.098 0.157 0.215 0.174

胞外 0.039 0.023 0.033 0.037 0.033 0.036 0.039 0.055 0.052

溶酶体 0.009 0.006 0.011 0.016 0.017 0.011 0.024 0.026 0.026

表S5 基序说明

Tab.S5 Motifdescription

基序 描述 Pfam 编号

SQS-PSY Squalene/phytoenesynthase PF00494

表S6 小麦PSY家族基因启动子顺式作用元件分析

Tab.S6 Analysisofcis-actingelementsinPSYpromoterinwheat

作用元件 序列 功能 含有该元件的启动子

GATA-motif GATAGGG/AAGATAAGATT 光响应元件Lightresponsiveelement 1/2/3/4/5/6

CGTCA-motif/

TGACG-motif

CGTCA/TGACG

 

茉莉酸甲酯响应元件 MeJA-responsiveelement

 

1/2/3/4/5/6/7/9

 

CAT-box GCCACT 参与分生组织表达Involvedinmeristemexpression 1/2/3/7/8/9

LTR CCGAAA 参与低温响应Responsetolow-temperature 1/5/6/8/9

ARE AAACCA 响应缺氧Anaerobicinduction 1/3/4/5/6

TGA-element/

AuxRR-core

AACGAC/GGTCCAT

 

参与生长素反应Involvedinauxinresponsiveness

 

6/7/9

 

ABRE ACGTG/TACGGTC 参与脱落酸反应InvolvedinABAresponsiveness 1/2/3/4/5/6/7/8/9

RY-element CATGCATG 参与种子特异性调节Involvedinseed-specificregulation 4/8/9

GT1-motif/Sp1 GGTTAA/GGGCGG 光响应元件Lightresponsiveelement 1/2/3/5/8

G-box TACGTG/CACGTT 光响应元件Lightresponsiveelement 1/2/3/4/5/6/7/8/9

GC-motif CCCCCG 参与缺氧响应Anoxicspecificinducibility 1/2/3/4/6/7/8/9

GARE-motif/

P-box

GTTGTCT/CCTTTTG

 

赤霉素应答元件Gibberellin-responsiveelement

 

1/2/3/4/5/6/8/9

 

TCA-element

 

TCAGAAGAGG

 

参与水杨酸反应的顺式作用元件

Involvedinsalicylicacidresponsiveness

2/4

 


