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　　Ｇ蛋白是一类ＧＴＰ结合蛋白，按照 Ｇ蛋白分子
量和亚基组成可分为异源三聚体 Ｇ蛋白、小 Ｇ蛋白
和几种特殊的 ＧＴＰ结合蛋白［１］。小 Ｇ蛋白家族又
称为Ｒａｓ超家族，根据其成员之间结构和功能的相

似性，将Ｒａｓ超家族分为五个不同的家族，分别是
Ｒａｓ、Ｒａｂ、Ａｒｆ、Ｒａｎ和 Ｒｈｏ家族［２］，其中 Ｒｈｏ家族又
可被分为ＣＤＣ４２、ＲＡＣ和ＲＨＯ三个亚家族［３－４］。这

五个家族成员在细胞中参与了不同的生物学过程，
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例如Ｒａｓ家族成员参与调控细胞增殖，Ｒａｂ家族和
Ａｒｆ家族成员在介导不同膜细胞器之间的囊泡运输
中发挥重要作用，Ｒａｎ家族成员主要调控与细胞核
相关的一些细胞活动，而 Ｒｈｏ家族成员在细胞骨架
重组及信号转导中行使重要功能［５］。

与动物或真菌 Ｒａｓ超家族不同，植物没有 Ｒａｓ
家族，而植物中 Ｒｈｏ形成了独特的一类，称为 ＲＯＰ
（Ｒｈｏ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍｐｌａｎｔｓ）［５］。自１９９３年首
次从豌豆中发现Ｒｈｏ相似性ＧＴＰａｓｅ以来，已在拟南
芥、水稻与玉米等多种植物中进行了鉴定［６］。ＲＯＰ
主要在与 ＧＴＰ结合的活性形式和与 ＧＤＰ结合的非
活性形式之间循环，该循环过程需要多种蛋白的参

与，如鸟苷酸交换因子（ｇｕａｎｉｎｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｅｘｃｈａｎｇｅ
ｆａｃｔｏｒ，ＧＥＦ）、ＧＴＰａｓｅ激活蛋白（ＧＴＰａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＡＰ）、鸟苷酸解离抑制因子（ＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａ
ｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＧＤＩ）等。一旦受体感知到上游信号，
鸟苷酸交换因子就催化 ＲＯＰ从 ＧＤＰ结合的非活性
形式转换为ＧＴＰ结合的活性形式，具有活性的 ＲＯＰ
蛋白与下游效应蛋白结合发挥其生理功能［７］。ＲＯＰ
蛋白的结构极为保守，主要包含与鸟苷酸结合和水

解有关的５个高度保守结构域、１个效应因子结合
区、１个插入序列和 Ｃ端高度可变区。ＧＴＰ结合结
构域和效应因子结合区决定 ＲＯＰ蛋白的功能，插入
序列的功能目前尚不清楚，Ｃ端高度可变区决定
ＲＯＰ蛋白的亚细胞定位［８］。

ＲＯＰ在植物发育与抗逆等生物学过程中具有重
要的功能。在叶表皮铺板细胞中，拟南芥 ＲＯＰ２调
节ＰＩＮ１的内吞过程［９］。在拟南芥胚胎发育阶段，

ＲＯＰ３在维持 ＰＩＮ１和 ＰＩＮ３在细胞膜上的极性分布
方面具有重要作用［１０］。拟南芥中多种 ＲＯＰ基因在
花粉管尖端表达，其中 ＲＯＰ１对花粉管的极性生长
起主要作用［１１］。ＲＯＰ还参与根毛的发育，超表达拟
南芥ＲＯＰ２，能增加根毛数量和密度，而 ＡｔＲＯＰ４控
制根毛的发生和尖端的伸长［１２］。此外，拟南芥保卫

细胞中的ＲＯＰ２能够被光激活来抑制光诱导的气孔
张开［１３］。目前，在拟南芥基因组中共发现了１０个
ＲＯＰ基因成员，水稻和玉米分别发现７个和９个［６］。

虽然一些研究都表明 ＲＯＰｓ广泛参与了植物对激
素，环境等信号的响应及植物生长发育过程，但各个

ＲＯＰ成员的功能还有待进一步解析。杨树全基因组
序列虽已公布，但对ＲＯＰ基因家族成员尚未进行系
统分析［１４］。

本研究利用拟南芥ＲＯＰ氨基酸序列，在杨树基
因组数据库中进行同源比对，共鉴定出１３个 ＰｔＲＯＰ
基因序列。在此基础上，对杨树 ＰｔＲＯＰ基因进行了

系统进化、基因结构及保守结构域分析，并对其在不

同组织和不同胁迫条件下的表达情况进行了分析，

构建了其基因调控网络。研究结果为将来系统解析

杨树ＲＯＰ基因的功能奠定了基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料

实验所用银腺杨（Ｐ．ａｌｂａ×Ｐ．ｇｌａｎｄｕｌｏｓａ）无性
系８４Ｋ，由中国林业科学研究院林木遗传育种国家
重点实验室保存。杨树幼苗培养于人工培养箱，培

养条件为 １６ｈ光照／８ｈ黑暗，昼夜温度为 ２３℃／
２０℃。分别取杨树幼株（株高约８０ｃｍ）的顶端、幼
叶、成熟叶、茎顶端、茎下部及根，分别提取总ＲＮＡ。
１．２　总ＲＮＡ的提取

总 ＲＮＡ提取参见 ＱＩＡＧＥＮＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＫｉｔ
ＲＮＡ描述的方法进行。
１．３　转录组测序

用带有Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的磁珠富集样品总ＲＮＡ中的
ｍＲＮＡ，将富集的 ｍＲＮＡ片段化后用随机引物合成
第一链ｃＤＮＡ，随后合成双链ｃＤＮＡ，再对双链 ｃＤＮＡ
进行纯化，末端修复和添加测序接头，最后进行ＰＣＲ
扩增，建好的测序文库用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ２０００测序
平台进行ｐａｉｒｅｎｄ１００ｂｐ测序，每个样品分别获得
２Ｇｃｌｅａｎｄａｔａ。测序原始数据去除接头及低质量
ｒｅａｄｓ，获得的 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ利用 ＴｏｐＨａｔ２比对到毛果
杨基因组上（ｈｔｔｐ：／／ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｊｇｉ．ｄｏｅ．ｇｏｖ／ｐｚ／ｐｏｒ
ｔａｌ．ｈｔｍｌ＃！ｉｎｆｏ？ａｌｉａｓ＝Ｏｒｇ＿Ｐｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ，ｒｅｌｅａｓｅ３．
０）。标准化的ＦＰＫＭ值反映基因的表达水平。
１．４　数据来源

拟南芥ＲＯＰ基因及其编码的蛋白质序列来源
于 ＴＡＩＲ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｊｓｐ）数
据库。以拟南芥 ＲＯＰ蛋白序列为搜索对象，通过
ｂｌａｓｔｐ程序在毛果杨基因组数据库（ｈｔｔｐ：／／ｐｈｙｔｏ
ｚｏｍｅ．ｊｇｉ．ｄｏｅ．ｇｏｖ／ｐｚ／ｐｏｒｔａｌ．ｈｔｍｌ＃！ｉｎｆｏ？ａｌｉａｓ＝Ｏｒｇ
＿Ｐｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ，ｒｅｌｅａｓｅ３．０）中搜索相似的蛋白序列，
选取Ｅ≤１０－１０的序列作为候选序列，获得的毛果杨
ＲＯＰ基因命名为ＰｔＲＯＰ１１３。
１．５　系统进化树分析

将拟南芥和杨树ＰｔＲＯＰ氨基酸序列保存为ＦＡＳ
ＴＡ格式，用ＣｌｕｓｔａｌＸ［１５］对其氨基酸序列进行多序列
比对，分别利用 ＭＥＧＡ５．０［１６］中 ＭａｘｉｍｕｍＬｉｋｅｌｉｈｏｏｄ
（ＭＬ）法和ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）法构建系统进化树。
１．６　基因结构分析

运用在杨树基因组数据库中下载的基因组

ＤＮＡ序列及ＣＤＳ序列使用ＧＳＤＳ［１７］程序（ｈｔｔｐ：／／ｇｓ

２
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ｄｓ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）对杨树 ＰｔＲＯＰ基因的外显子
和内含子进行分析。杨树 ＰｔＲＯＰ基因组 ＤＮＡ序列
及ＣＤＳ序列下载自Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｐｈｙｔｏ
ｚｏｍｅ．ｊｇｉ．ｄｏｅ．ｇｏｖ／ｐｚ／ｐｏｒｔａｌ．ｈｔｍｌ＃！ｉｎｆｏ？ａｌｉａｓ＝Ｏｒｇ
＿Ｐｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ，ｒｅｌｅａｓｅ３．０）。
１．７　基因表达分析

分析杨树不同胁迫条件下的 ＰｔＲＯＰ基因成员
的表达模式所用的基因芯片数据来自 ＮＣＢＩＧｅｎｅ
ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ（ＧＥＯ）［１８］数据库。
１．８　杨树ＰｔＲＯＰ基因功能网络分析

利用网站（ｈｔｔｐ：／／１０．１３．２００．２５／ＰｏｐｌａｒＧｅｎｅ／
ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）对杨树ＲＯＰ基因进行功能网络分析。

２　结果与分析
２．１　杨树ＰｔＲＯＰ基因鉴定及系统进化分析

利用拟南芥ＲＯＰ氨基酸序列，在杨树全基因组
数据库中搜索相似的氨基酸序列，以 Ｅ≤１０－１０作为
候选标准，共得到 １３个 ＰｔＲＯＰ基因家族成员（表

１）。１３个 ＰｔＲＯＰ基因长度在２０４７ ６８６２ｂｐ之
间，但其蛋白序列约为２００个氨基酸左右，蛋白质分
子量约２２ｋＤａ，等电点约为９，其中毛果杨基因组数
据获取的 ＰｔＲＯＰ１０基因序列不完整。利用两种不
同的算法，即最大似然法（ＭＬ）和邻接法（ＮＪ），对杨
树和拟南芥ＲＯＰ蛋白进行系统进化分析，发现用两
种算法得到的杨树及拟南芥 ＲＯＰ蛋白进化关系相
似（图１）。根据 ＲＯＰ家族成员在杨树染色体上的
分布顺序，将其命名为 ＰｔＲＯＰ１１３。Ｚｈｅｎｇ和 Ｙａｎｇ
等根据氨基酸序列相似性及 Ｃ端高度可变区结构，
将拟南芥 ＲＯＰ蛋白分为四类，即 ＡｔＲＯＰ８、ＡｔＲＯＰ９
１１、ＡｔＲＯＰ７和 ＡｔＲＯＰ１６［１９］。对杨树及拟南芥 ＲＯＰ
蛋白系统进化关系分析显示，同拟南芥 ＲＯＰ蛋白一
样，这四类中均有相应的杨树 ＲＯＰ蛋白，分别对应
为：第一类（ＰｔＲＯＰ１０）、第二类（ＰｔＲＯＰ８、ＰｔＲＯＰ１１、
ＰｔＲＯＰ１２）、第三类（ＰｔＲＯＰ７、ＰｔＲＯＰ９、ＰｔＲＯＰ１３）及第
四类（ＰｔＲＯＰ１６）。与拟南芥相比，杨树在第三类增
加了两个ＲＯＰ基因成员。

表１　杨树ＰｔＲＯＰ基因家族成员基本信息
Ｔａｂｌｅ１　ＢａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＰｏｐｕｌｕｓＰｔＲＯＰｇｅｎｅ

杨树基因

ｇｅｎｅ
基因号

ｇｅｎｅｎｕｍｂｅｒ
基因在染色体上的位置

ｌｏｃａｔｉｏｎ
基因长度ｌｅｎｇｔｈ
ｏｆｇｅｎｅ／ｂｐ

蛋白质长度ｌｅｎｇｔｈ
ｏｆｐｒｏｔａｉｎ／ａａ

等电点 ｐＩ／
（分子量／ｋＤａ）

ＰｔＲＯＰ１ Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ０１９５００ Ｃｈｒ０２（－）１１３０４４０－１１３３７３７ ３２９８ ２０２ ９．４９／２２．３０５６４
ＰｔＲＯＰ２ Ｐｏｔｒｉ．００４Ｇ１７４９００ Ｃｈｒ０４（＋）１９３４４４５９－１９３４８４５２ ３９９４ １９８ ９．３３／２１．８５９４２
ＰｔＲＯＰ３ Ｐｏｔｒｉ．００５Ｇ１１０７００ Ｃｈｒ０５（－）８５２２６７８－８５２６０７９ ３４０２ １９７ ９．３２／２１．５７０９５
ＰｔＲＯＰ４ Ｐｏｔｒｉ．００５Ｇ２４２０００ Ｃｈｒ０５（＋）２４７９６２２２－２４７９９４１４ ３１９３ １９７ ９．２８／２１．６９２１４
ＰｔＲＯＰ５ Ｐｏｔｒｉ．００７Ｇ０６１５００ Ｃｈｒ０７（＋）６８１１３４０－６８１４７７９ ３４４０ ２２８ ８．１８／２５．０３８６１
ＰｔＲＯＰ６ Ｐｏｔｒｉ．００９Ｇ１３４６００ Ｃｈｒ０９（＋）１０８７６４２７－１０８８０７２０ ４２９４ ２１０ ９．５０／２３．２９８１５
ＰｔＲＯＰ７ Ｐｏｔｒｉ．０１１Ｇ０６１５００ Ｃｈｒ１１（－）５４８２９８３－５４８５０２９ ２０４７ １９６ ９．３０／２１．８４５３０
ＰｔＲＯＰ８ Ｐｏｔｒｉ．０１２Ｇ０７７８００ Ｃｈｒ１２（－）１０３５２３２３－１０３５９１８４ ６８６２ ２１１ ９．３５／２３．４４８２４
ＰｔＲＯＰ９ Ｐｏｔｒｉ．０１３Ｇ１２３８００ Ｃｈｒ１３（－）１３７５４７４９－１３７５７５００ ２７５２ １９７ ９．４５／２１．８６１３１
ＰｔＲＯＰ１０ Ｐｏｔｒｉ．０１４Ｇ０５１８００ Ｃｈｒ１４（－）４１０７００９－４１０９７３２ ２７２４ １９１ ９．０７／２１．３８９６８
ＰｔＲＯＰ１１ Ｐｏｔｒｉ．０１５Ｇ０７３０００ Ｃｈｒ１５（－）９７４９８６８－９７５６１４８ ６２８１ ２１１ ９．２１／２３．４６５２５
ＰｔＲＯＰ１２ Ｐｏｔｒｉ．０１８Ｇ０８３４００ Ｃｈｒ１８（－）１１０１５９７２－１１０１８２１４ ２２４３ ２２６ ９．３７／２５．２４２４４
ＰｔＲＯＰ１３ Ｐｏｔｒｉ．０１９Ｇ０９２３００ Ｃｈｒ１９（＋）１２２９９４６４－１２３０１８２６ ２３６３ １９７ ９．５３／２１．７９７２７

２．２　ＰｔＲＯＰ基因结构及保守结构域分析
通过对杨树ＰｔＲＯＰ基因结构（外显子／内含子）

分析显示，杨树１３个ＰｔＲＯＰ基因成员结构相似性很
高，外显子数目为６ ８个。其中，９个 ＰｔＲＯＰ基因
成员（ＰｔＲＯＰ２、ＰｔＲＯＰ３、ＰｔＲＯＰ４、ＰｔＲＯＰ５、ＰｔＲＯＰ７、
ＰｔＲＯＰ９、ＰｔＲＯＰ１０、ＰｔＲＯＰ１２与 ＰｔＲＯＰ１３）存在 ７个
外显子，３个 ＰｔＲＯＰ基因 （ＰｔＲＯＰ６、ＰｔＲＯＰ８及
ＰｔＲＯＰ１１）有８个外显子，１个ＰｔＲＯＰ基因（ＰｔＲＯＰ１）
具有６个外显子（图２）。对杨树及拟南芥ＲＯＰ氨基
酸序列相似性比较，发现杨树与拟南芥 ＲＯＰ氨基酸
序列在相对应的分类中相似性很高（图３），可能为
直系同源关系。而杨树中有四对 ＲＯＰ（ＰｔＲＯＰ１／

ＰｔＲＯＰ４、 ＰｔＲＯＰ２／ＰｔＲＯＰ６、 ＰｔＲＯＰ８／ＰｔＲＯＰ１１、
ＰｔＲＯＰ９／ＰｔＲＯＰ１３）氨基酸序列一致性很高（图 ３），
说明他们是旁系同源关系，可能来自染色体加倍或

基因的复制。

利用ＭＥＭＥ结构域搜索工具在杨树 ＰｔＲＯＰ中
检测到１５个保守的结构域。结果表明，ＰｔＲＯＰ１０中
不存在 ｍｏｔｉｆ２，ＰｔＲＯＰ５不具有 ｍｏｔｉｆ５，而其它 ＲＯＰ
均具有ｍｏｔｉｆ１７。Ｍｏｔｉｆ１、２、３及５代表了ＲＯＰ蛋白
与ＧＴＰ结合的结构域（图４），这四个结构域中都存
在与ＧＴＰ结合的保守结合位点。ＰｔＲＯＰ５虽然不具
有ｍｏｔｉｆ５，但它具有其它与 ＧＴＰ结合的保守结合位
点。对杨树 ＰｔＲＯＰ蛋白 ｍｏｔｉｆ２中第 ２０位的苏氨

３
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Ａ．最大似然法（ＭＬ）构建的系统进化树；Ｂ．邻接法（ＮＪ）构建的系统进化树
Ａ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎ ｅｔｉｃｔｒｅｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｔｈｅＭａｘｉｍｕｍＬｉｋｅｌｉｈｏｏｄｍｅｔｈｏｄ；Ｂ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ

图１　杨树和拟南芥ＲＯＰ基因家族系统进化分析
Ｆｉｇ．１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＰｏｐｕｌｕｓａｎｄＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＲＯＰｆａｍｉｌｉｅｓ

酸、ｍｏｔｉｆ３中第１０位的天冬氨酸分别进行点突变，
能够改变ＲＯＰ蛋白与ＧＴＰ的亲和性，使其成为显性
失活形式。如果对杨树ＰｔＲＯＰ蛋白ｍｏｔｉｆ１中将第６

位的谷氨酰胺突变为亮氨酸，ＲＯＰ蛋白就成为了持
续活性型形式（图４）。

图２　杨树ＰｔＲＯＰ基因结构
Ｆｉｇ．２　ＧｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆＰｔＲＯＰｇｅｎｅｓ

２．３　ＰｔＲＯＰ基因旁系同源基因对的复制
通过比较其系统进化关系、基因结构及氨基酸序

列相似性，在杨树ＰｔＲＯＰ基因家族中共鉴定得到４对
旁系同源基因对，分别是 ＰｔＲＯＰ１／ＰｔＲＯＰ４、ＰｔＲＯＰ２／
ＰｔＲＯＰ６、ＰｔＲＯＰ８／ＰｔＲＯＰ１１及ＰｔＲＯＰ９／ＰｔＲＯＰ１３，这些

基因对之间在氨基酸序列、内含子的插入大小及插入

位点都极为保守。ＰｔＲＯＰ１／ＰｔＯＰ４、ＰｔＲＯＰ２／ＰｔＲＯＰ６、
ＰｔＲＯＰ８／ＰｔＲＯＰ１１、ＰｔＲＯＰ９／ＰｔＲＯＰ１３所在染色体片
段区域的大部分基因都是同源基因，因此这四个基

因对可能是由于染色体复制产生的（图５）。计算这

４
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图３　杨树与拟南芥ＲＯＰ氨基酸序列相似性
Ｆｉｇ．３　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎＰｏｐｕｌｕｓａｎｄＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＲＯＰｐｒｏｔｅｉｎｓ

图４　杨树ＰｔＲＯＰ蛋白保守结构域分布
Ｆｉｇ．４　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｏｎｓｅｒｖｅｄｍｏｔｉｆｓｉｎＰｔＲＯＰｐｒｏｔｅｉｎｓ

四个基因对非同义替换率和同义替换率的比值，发

现它们都小于０．４，因此基因对中的两个旁系同源
基因复制后经历了纯化选择在功能上产生了一定程

度的差异（表２）。根据杨树扩张度 λ＝９．１×１０－９，

估算出 ＰｔＲＯＰ旁系同源基因对可能是在 ８．７４到
１７．３０百万年前产生的，其中 ＰｔＲＯＰ１／ＰｔＲＯＰ４产生
的最早，约在１７．３０百万年前；ＰｔＲＯＰ８／ＰｔＲＯＰ１１产
生的最晚，约在 ８．７４百万年前。而 ＰｔＲＯＰ２／
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ＰｔＲＯＰ６、ＰｔＲＯＰ９／ＰｔＲＯＰ１３分别是在 １３．９８百万年
前和１１．７７百万年前产生的，这个时期与杨树最近

一次在１３百万年前发生的大规模片段复制时间大
致相符［１４］。

图５　杨树ＰｔＲＯＰ旁系同源基因对
Ｆｉｇ．５　ＰｔＲＯＰｐａｒａｌｏｇｏｕｓｇｅｎｅｐａｉｒｓｉｎＰｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａＲＯＰｇｅｎｅｆａｍｉｌｙ

表２　杨树ＰｔＲＯＰ基因对差异
Ｔａｂｌｅ２　ＤｉｖｅｒｇｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｐａｒａｌｏｇｏｕｓＰｔＲＯＰｇｅｎｅｐａｉｒｓ

基因１ 基因２
非同义

替换率

同义替

换率

非同义替

换率／同义
替换率

时期

（百万年前）

ＰｔＲＯＰ１ ＰｔＲＯＰ４ ０．０７４ ０．３１５ ０．２３６ １７．３０
ＰｔＲＯＰ２ ＰｔＲＯＰ６ ０．０１３ ０．２５５ ０．０５２ １３．９８
ＰｔＲＯＰ８ ＰｔＲＯＰ１１ ０．０２０ ０．１５９ ０．１２５ ８．７４
ＰｔＲＯＰ９ ＰｔＲＯＰ１３ ０．０２０ ０．２１４ ０．０９４ １１．７７

２．４　在不同组织、不同胁迫条件下的表达
为了探究杨树 ＰｔＲＯＰ基因可能参与的生物学

过程，利用课题组的 ＲＮＡｓｅｑ数据和已公布的杨树

基因芯片数据，分析了杨树 ＰｔＲＯＰ基因在不同组织
及不同胁迫条件下的表达模式。与幼叶、老叶、幼

茎、木质化茎及根相比，杨树 ＰｔＲＯＰ１、ＰｔＲＯＰ２、
ＰｔＲＯＰ８、ＰｔＲＯＰ１１及ＰｔＲＯＰ１２在顶点的表达水平较
高，表明它们可能参与了顶端发育过程。ＰｔＲＯＰ７、
ＰｔＲＯＰ９及 ＲＯＰ１３特异性地在已木质化的茎中表
达，说明这些基因可能参与杨树次生生长。

ＰｔＲＯＰ１、ＰｔＲＯＰ８、ＰｔＲＯＰ９及 ＰｔＲＯＰ１２在老叶中的
表达量最低，表明它们可能不参与光合作用及次生

物质的代谢过程（图６）。

图６　杨树ＰｔＲＯＰ基因在不同组织中的表达模式

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｅｓｏｆＰｔＲＯＰｓｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ

　　 在应拉木和应力木中 ＰｔＲＯＰ７、ＰｔＲＯＰ９、
ＰｔＲＯＰ１０及 ＰｔＲＯＰ１３表达都显著下调，且 ＰｔＲＯＰ７、

ＰｔＲＯＰ９及 ＰｔＲＯＰ１３在次生茎中特异性高表达，表
明这三个基因的表达受外力的调控。对高温、低温、

６



第１期 李　煜，等：杨树ＰｔＲＯＰ家族基因的表达分析与功能预测

干旱和盐胁迫条件下 ＰｔＲＯＰ基因的表达分析发现，
１３个基因中仅有 ＰｔＲＯＰ７在低温条件下下调表达，
表明大部分 ＰｔＲＯＰ基因可能不直接对高、低温、干
旱和盐等胁迫响应，或者其在胁迫条件下的稳定表

达对细胞功能的维持具有重要作用（图７）。
２．５　杨树ＰｔＲＯＰ基因功能基因网络分析

为了进一步解析 ＰｔＲＯＰ基因的生物学功能，构
建了ＰｔＲＯＰ的功能基因网络。发现与 ＰｔＲＯＰ基因
紧密联系的基因主要分为四类，即 ＲｈｏＧＤＰ解离抑
制活性、信号转导、ｔＲＮＡ修饰及 Ａｃｔｉｎ细胞骨架（表
３）。其中，在整个网络中大约５０％的基因与信号转
导相关，并且这些基因与杨树 ＰｔＲＯＰ基因的相关性
都比较大，这与拟南芥中ＲＯＰ参与了信号转导的结
果相符合，说明ＰｔＲＯＰ基因具有功能保守性。１３个
基因中，与 ＰｔＲＯＰ２和 ＰｔＲＯＰ３相关联的基因最多，
表明二者在整个调控网络中发挥主要作用。在网

络中，与 ｔＲＮＡ修饰相关的基因占５０％以上，但仅

图７　杨树ＰｔＲＯＰ基因不同胁迫下的表达

（ＰｔＲＯＰｓ在不同胁迫下的变化倍数的ｌｏｇ２转换值）

Ｆｉｇ．７　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｅｓｏｆＰｔＲＯＰｓｕｎｄｅｒｖａｒｉｏｕｓｓｔｒｅｓｓｅｓ

有ＰｔＲＯＰ４与之相关联，并且它们之间的相关性较
小，可能ＰｔＲＯＰ４广泛地参与到 ｔＲＮＡ修饰中，但不
在其中起主要作用，另外，ＰｔＲＯＰ４基因在 １３个
ＰｔＲＯＰ基因中仅与 ＰｔＲＯＰ１存在关联，显示杨树
ＰｔＲＯＰ４可能在进化过程中出现了功能分化（图８）。

表３　杨树ＰｔＲＯＰ功能基因网络中基因相关信息
Ｔａｂｌｅ３　ＧｅｎｅｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅＰｔＲＯＰｇｅｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｎｅｔｗｏｒｋ

分类
基因号

ｇｅｎｅｎｕｍｂｅｒ

功能注释

ｔｕｎｃｔｉｏｎ
分类

基因号

ｇｅｎｅｎｕｍｂｅｒ

功能注释

ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｔＲＮＡ修饰 Ｐｏｔｒｉ．００１Ｇ０７３７００ Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨酸依赖性甲基转移酶 信号转导 Ｐｏｔｒｉ．００１Ｇ２３６１００ Ｒａｓ相关小Ｇ蛋白
ｔＲＮＡ Ｐｏｔｒｉ．００１Ｇ３３８７００ Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨酸依赖性甲基转移酶 ｓｉｇｎａｌ Ｐｏｔｒｉ．００４Ｇ１４８４００ ＷＤ４０重复蛋白

ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｐｏｔｒｉ．００４Ｇ１５７２００ 核糖体蛋白Ｓ２５家族蛋白 ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ Ｐｏｔｒｉ．００４Ｇ１５３７００ ＧＴＰ结合蛋白
Ｐｏｔｒｉ．００５Ｇ０６６２００ Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨酸依赖性甲基转移酶 Ｐｏｔｒｉ．００５Ｇ１３１１００ ＷＤ４０重复蛋白
Ｐｏｔｒｉ．００５Ｇ０６７５００ Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨酸依赖性甲基转移酶 Ｐｏｔｒｉ．００６Ｇ１３３４００ ＧＴＰ激活蛋白
Ｐｏｔｒｉ．００６Ｇ０４２２００ Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨酸依赖性甲基转移酶 Ｐｏｔｒｉ．００７Ｇ０３５１００ ＷＤ４０重复蛋白
Ｐｏｔｒｉ．００６Ｇ０４２４００ Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨酸依赖性甲基转移酶 Ｐｏｔｒｉ．００９Ｇ０２７９００ Ｒａｓ相关小Ｇ蛋白
Ｐｏｔｒｉ．００６Ｇ２７７１００ ｔＲＮＡ甲基转移酶 Ｐｏｔｒｉ．００９Ｇ１０９５００ ＷＤ４０重复蛋白
Ｐｏｔｒｉ．００７Ｇ１０１８００ Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨酸依赖性甲基转移酶 Ｐｏｔｒｉ．００９Ｇ１１５３００ ＧＴＰ结合蛋白
Ｐｏｔｒｉ．００７Ｇ１０３４００ Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨酸依赖性甲基转移酶 Ｐｏｔｒｉ．０１０Ｇ２０８９００ ＲａｂＡ
Ｐｏｔｒｉ．００８Ｇ０２００００ 核糖体蛋白Ｓ２５家族蛋白 Ｐｏｔｒｉ．０１１Ｇ０２４０００ 鸟苷酸交换因子

Ｐｏｔｒｉ．０１０Ｇ２３９３００ 核糖体蛋白Ｓ２５家族蛋白 Ｐｏｔｒｉ．０１４Ｇ０３８４００ ＷＤ４０重复蛋白
Ｐｏｔｒｉ．０１１Ｇ１５７５００ 甲基转移酶 Ｐｏｔｒｉ．００２Ｇ１３０４００ ＷＤ４０重复蛋白
Ｐｏｔｒｉ．０１４Ｇ０１９０００ 锚蛋白重复序列蛋白家族 ａｃｔｉｎ细胞骨架 Ｐｏｔｒｉ．００４Ｇ０５７１００ ＳＣＡＲ蛋白
Ｐｏｔｒｉ．０１８Ｇ０４９８００ Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨酸依赖性甲基转移酶 ａｃｔｉｎｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ Ｐｏｔｒｉ．００６Ｇ１０５８００ ＳＣＡＲ蛋白
Ｐｏｔｒｉ．０１８Ｇ１１６５００ Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨酸依赖性甲基转移酶 Ｐｏｔｒｉ．０１１Ｇ０６６１００ ＳＣＡＲ蛋白
Ｐｏｔｒｉ．０１８Ｇ１２０５００ Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨酸依赖性甲基转移酶 其他 Ｐｏｔｒｉ．００６Ｇ０８５４００ 生物素合成相关

Ｐｏｔｒｉ．Ｔ１６３９００ Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨酸依赖性甲基转移酶 ｏｔｈｅｒｓ Ｐｏｔｒｉ．００５Ｇ０６５８００ ＤＮＡ结合相关
Ｐｏｔｒｉ．０１３Ｇ０５１２００ 转录激活因子

３　讨论
杨树是全球广泛分布的重要经济树种，具有生

长迅速，生物量大、轮伐期短等特点，随着杨树全基

因组测序的完成，杨树已成为研究多年生林木生长

发育的模式树木。在不同物种中对 ＲＯＰ基因的研

究发现ＲＯＰ基因广泛地参与了植物的生长发育和
抗逆过程，而且ＲＯＰ基因在初生细胞壁和次生细胞
壁的沉积过程中具有重要作用［２０］。因此对于杨树

ＲＯＰ基因的研究，不仅在揭示木本植物发育和抗逆
机理上具有重要意义，而且具有重要的应用价值。

本研究利用已知的拟南芥 ＲＯＰ氨基酸序列在

７
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图８　杨树ＰｔＲＯＰ基因调控网络

Ｆｉｇ．８　ＰｔＲＯＰｇｅｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｎｅｔｗｏｒｋ

杨树全基因组数据库中进行相似性序列搜索，共检

测到１３个ＰｔＲＯＰ基因成员，其中包含四个旁系同源
基因对；进化分析表明，这些基因可能来自全基因组

染色体复制。杨树 ＰｔＲＯＰ基因结构分析、系统进化
分析及氨基酸序列相似性分析表明，杨树 ＰｔＲＯＰ基
因家族成员在结构与氨基酸序列上极为保守。杨树

ＰｔＲＯＰ基因与拟南芥相同，分为四类，它们相对应的
类别，氨基酸序列相似度很高。对杨树 ＰｔＲＯＰ的
ｍｏｔｉｆ研究表明，杨树和拟南芥 ＲＯＰ一样，都具有相
同的与ＧＴＰ结合的保守结构域。这些研究结果预
示着ＲＯＰｓ在杨树中具有类似的、保守的功能。

对杨树ＰｔＲＯＰ基因家族成员在不同组织、不同
胁迫条件下的表达情况进行了分析，发现不同的

ＰｔＲＯＰ基因在不同的组织中表达存在差异，表明它
们可能参与了不同的生物学过程。研究发现拟南芥

ＲＯＰ１１影响次生细胞壁的沉积，在超表达持续活性
型ＲＯＰ１１拟南芥中，正在分化的木质部细胞次生壁
上没有纹孔的形成，而 ＲＯＰ效应因子 ＲＯＰＧＥＦ４的
缺失导致次生壁上纹孔数量减少［２１］。桉树 ＲＯＰ１
也能够影响次生细胞壁的沉积，其在形成层和正在

分化的木质部细胞中都有很高的表达水平，在拟南

芥中超表达持续活性型的桉树 ＲＯＰ１基因抑制次生

木质部的木质化和木葡聚糖沉积［２２］。本研究发现

杨树ＰｔＲＯＰ７、ＰｔＲＯＰ９与 ＰｔＲＯＰ１３特异性地在茎的
次生长生中高丰度表达，表明这三个基因可能参与

了 杨 树 次 生 生 长 过 程。ＰｔＲＯＰ７、ＰｔＲＯＰ９与
ＰｔＲＯＰ１３同属于杨树 ＰｔＲＯＰ基因家族的第三类，可
能存在功能上的冗余，以保障在茎的次生维管发育

中发挥重要作用。

已有研究表明，植物ＲＯＰ蛋白参与了多种逆境
胁迫。例如，油菜ＲＯＰ５和ＲＯＰ９在高温胁迫后表达
发生明显变化［２３］，玉露桃冷害胁迫后，果实中的

ＲＯＰ基因表达量显著降低［２４］。本研究通过对高温、

低温、干旱与盐等胁迫条件下杨树 ＰｔＲＯＰ的表达分
析发现，ＰｔＲＯＰ基因对这些胁迫没有产生显著响应，
可能是由于杨树 ＰｔＲＯＰ基因功能的特化，趋于基本
维持细胞正常的信息与物质的流动。通过杨树

ＰｔＲＯＰ的功能基因网络分析，发现杨树 ＰｔＲＯＰ基因
主要参与了信号转导过程，这与上述推测是一

致的［２５］。

４　结论
本研究以杨树为模式，在全基因组水平上对

ＲＯＰ基因的家族成员、基因结构、保守结构域、氨基

８
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酸序列相似性及表达模式进行了分析。发现杨树中

共有１３个ＰｔＲＯＰ基因，它们的基因结构相似，功能
结构域是保守的。根据氨基酸序列相似性及Ｃ端高
度可变区结构，杨树 ＰｔＲＯＰ被分为四类：第一类
（ＰｔＲＯＰ１０）、第 二 类 （ＰｔＲＯＰ８、ＰｔＲＯＰ１１ 和

ＰｔＲＯＰ１２）、第三类（ＰｔＲＯＰ７、ＰｔＲＯＰ９和 ＰｔＲＯＰ１３）及
第四类（ＰｔＲＯＰ１６）。对 ＰｔＲＯＰ基因的复制情况进
行分析，发现ＰｔＲＯＰ基因家族中存在四对旁系同源
基 因 对 （ＰｔＲＯＰ１／ＰｔＲＯＰ４、 ＰｔＲＯＰ２／ＰｔＲＯＰ６、
ＰｔＲＯＰ８／ＰｔＲＯＰ１１及 ＰｔＲＯＰ９／ＰｔＲＯＰ１３），它们都是
通过全基因组复制产生的。四个基因对都经历了纯

化选择。ＰｔＲＯＰ旁系同源基因对可能是在８．７４到
１７．３０百万年前产生的。对ＰｔＲＯＰ基因家族成员在
不同组织和不同胁迫响应进行分析，发现 ＰｔＲＯＰ基
因家族成员表达模式具有明显差异。通过构建

ＰｔＲＯＰ功能基因网络，发现 ＰｔＲＯＰ可能参与了信号
转导、ｔＲＮＡ修饰及细胞骨架形成等过程。

本研究系统分析了杨树ＰｔＲＯＰ家族的成员及其
进化关系，研究ＰｔＲＯＰ基因在木本植物发育过程中
的表达特性和可能的功能，为进一步研究其在木本

植物特别是次生生长过程中的作用奠定了基础。
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