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连翘多胺氧化酶基因家族的鉴定及干旱和盐胁迫下的表达分析  
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摘  要：目的  研究连翘多胺氧化酶（polyamine oxidase，PAO）基因家族在盐和干旱胁迫下的响应特征。方法  通过分析

连翘转录组数据鉴定出 5 个连翘 PAO 基因家族成员，结合蛋白质理化性质和基序分析、蛋白质结构分析、系统进化分析、

结构域等方式进行相关性分析，并探究了盐和干旱胁迫下 PAO 基因的表达水平。结果  连翘 PAO 基因家族氨基酸数介于

235～541 aa，相对分子质量在 26 069～59 328，等电点在 5.27～5.86；不稳定系数为 35.68～44.14，总平均亲水性皆为负值，

推测连翘 PAO 家族蛋白均为不稳定型、酸性、亲水性蛋白，α-螺旋与无规则卷曲为蛋白主要二级结构形式。结论  鉴定出

的 5 个连翘 PAO 基因家族成员均具有特异性表达模式；在盐和干旱胁迫下 5 个连翘 PAO 基因家族成员的表达均受到诱导，

可能参与连翘的盐胁迫及干旱胁迫响应调控，为深入探讨连翘 PAO 基因家族的功能奠定了基础。 
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under salt and drought stress 
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Abstract: Objective  To study the response characteristics of Lianqiao (Forsythia suspensa) polyamine oxidase (FsPAO) gene family 

under salt and drought stress. Methods  Five members of the FsPAO gene family were identified by analyzing the F. suspensa 

transcriptome data. The correlation analysis was carried out by means of protein physical and chemical properties and motif analysis, 

protein structure analysis, phylogenetic analysis, and structural domains. The gene expression levels were analyzed under salt and drought 

stress. Results  The amino acid number of the FsPAO gene family ranged from 235 to 541 aa; The molecular weight from 26 069 to 59 

328; The isoelectric point ranged from 5.27 to 5.86; The instability coefficients from 35.68 to 44.14, and the total average hydrophilicity 

was negative, so it was hypothesized that all the proteins of the FsPAO gene family were unstable, acidic, hydrophilic proteins, with α-

Helix and irregular coil being the main secondary structural forms of PAO proteins. Conclusion  The five identified members of the 

FsPAO gene family had specific expression patterns, and salt stress and drought stress induced the expression of the five members of the 

FsPAO gene family, which might be involved in the regulation of F. suspensa in response to salt stress and drought stress. Through this 

study lays a foundation for in-depth exploration of the function of the FsPAO gene family. 
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多胺（polyamines，PAs）是小分子质量的脂肪

胺，存在于植物细胞中参与各种生物过程[1]。PAs 主

要包括腐胺（Put）、亚精胺（Spd）和精胺（Spm）

3 种。PAs 与逆境胁迫及衰老有关的植物激素脱落

酸（ABA）和乙烯（ETH）关系密切，在调控生长、

发育、衰老等方面发挥重要作用外，还参与对各种

生物和非生物胁迫耐受功能的响应[2]，在提高植物

抗逆性、维持植物生长发育等方面具有重要作用[3]。

研究表明，多胺含量的变化可能是植物提高胁迫条

件下耐受性的方式之一[4]。在植物生长发育过程中，

多胺除合成代谢外，还会通过氧化方式维持植物体

内的多胺平衡。其中，经多胺氧化酶（polyamine 

oxidase，PAO）途径分解多胺是最常见方式之一[5]。

大部分的 PAOs 以多胺为底物，催化生成更小分子

多胺，以及 1 分子氨基醛和 H2O2
[6]，进而维持植物

细胞体内的多胺的稳定，提高植物抗生物胁迫及非

生物胁迫的能力[7]。 

当受到非生物因素胁迫时，植物表型及生理生

化会发生变化，也会通过改变自身基因序列的表达

来调节对环境的适应性。PAOs 先后在水稻[8]、拟南

芥[9]和其他植物中发现具有多胺分解代谢、植物发育

和非生物胁迫耐受性的作用[10]。目前已从烟草[11]、玉

米[12]、甜橙[13]、番茄[14]和大麦[15]等植物中鉴定分离

出了一系列编码 PAO 的基因，并研究了在一定非胁

迫条件下的 PAO 基因家族成员的响应。 

连翘 Forsythia suspensa (Thunb.) Vahl 为木犀科

连翘属落叶灌木，多产于我国河南、河北、山东、

陕西、山西等地区[16]，多以干燥果实入药，具有清

热解毒、消肿散结、疏散风热等功效[17]。据报道，

连翘生产极易受干旱、盐碱地等影响[18-19]，导致产

量不佳。目前，关于连翘非生物胁迫研究主要集中

在不同品种之间的比较[19-20]，抗胁迫相关基因的研

究较少，对连翘 PAO 基因家族信息的全面分析鲜有

报道。 

本研究以连翘转录组数据为基础，筛选鉴定连

翘 PAO 基因家族成员，并对该家族成员进行了理化

性质、保守结构域、保守基序、以及盐和干旱胁迫

下的表达水平等分析研究，为进一步研究连翘 PAO

基因家族的功能提供理论基础。 

1  材料与仪器 

1.1  材料 

研究所用连翘叶片及果实采自河南洛阳市宜阳

县连翘种植基地，由河南科技大学侯典云教授鉴定

为连翘 F. suspensa (Thunb.) Vahl。连翘愈伤组织材

料为本实验室培养。 

1.2  仪器 

JJ223BC 型电子天平（精度 0.001 mg，双杰测

试仪器公司）、5415R 型低温高速离心机（Eppendorf 

公司）、JY04S-3D 型凝胶成像分析系统（君意电泳

公司）、实时荧光定量 PCR 仪（Lightcycler96，Roche

公司，瑞士）等。多糖多酚植物 RNA 提取试剂盒、

ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix、实时荧

光定量 PCR（qRT-PCR）反转录试剂盒均购自南京

诺维赞生物科技股份有限公司。 

2  方法 

2.1  愈伤组织胁迫处理 

在愈伤组织生长 7 周左右时，在基础诱导培养

基中添加 200 mmol/L NaCl 作为盐胁迫处理，添加

400 mmol/L 甘露醇作为干旱处理，分别在在不同时

间（1、3、5、7、10 d）进行取材，液氮冷冻，−80 ℃

备用。 

2.2  基于转录组的连翘 PAO 基因家族的筛选与鉴定 

从连翘转录组序列中筛选获得 PAO 基因家族

相关序列，使用 ORF Finder（https://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/orffinder/）在线分析预测基因序列的开

放阅读框（open reading frame，ORF），获得连翘 PAO

基因家族相关基因序列全长，本研究所用到的拟南

芥基因组注释信息和基因组序列信息来自于拟南芥

基因组数据库 TAIR（https://www.arabidopsis.org/）

中下载 PAO 家族蛋白序列；从水稻基因组数据库

（https:// ricedata.cn/gene/）中下载水稻 PAO 家族蛋

白序列。将初步获得的连翘 PAO 蛋白序列通过结构

域在线分析软件 SMART（http://smart.embl.de/）对

保守结构域进行分析。 

2.3  连翘 PAO 家族蛋白理化性质及保守基序分析 

利用在线分析工具 Expasy ProtParam tool 

（https://web.expasy.org/protparam/）分析连翘 PAO 家

族蛋白的理化性质。利用 SOPMA 和 signa IP 5.0 在

线分析对家族蛋白质二级结构特征和蛋白信号肽进

行预测。利用在线分析工具 The MEME （https:// 

meme-suite.org/meme/tools/meme）在线分析连翘

PAO 家族蛋白的基序，并进行可视化分析。 

2.4  连翘 PAO 家族系统进化关系分析 

通过NCBI在线查询相关植物PAO家族蛋白序

列，并使用软件 MEGA 7.0 对筛选出的连翘 PAO 家

族与其进行多重序列比对，基于比对结果，使用邻
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接法构建系统进化树。 

2.5  荧光定量 PCR 分析 

使用多糖多酚植物 RNA 提取试剂盒提取连翘

叶片、果实、愈伤组织以及胁迫处理后不同时间的

愈伤组织的 RNA，按照 qRT-PCR 反转录试剂盒说

明书操作，利用 Primer Premier 5.0 软件设计相关引

物（表 1），内参基因为 FsUKN1，使用 ChamQ 

Universal SYBR qPCR Master Mix 对以上提取 RNA

进行荧光定量 PCR 验证。荧光定量 PCR 反应程序：

预变性 95 ℃、30 s；变性 95 ℃、10 s；退火 60 ℃、

30 s；40个循环。反应体系20 μL：2×ChamQ Universal 

SYBR qPCR Master Mix 10 μL，上、下游引物各 0.5 

μL，cDNA 为 1.0 μL，用 ddH2O 补至 20 μL。 

表 1  qRT-PCR 引物 

Table 1  Primers for qRT-PCR 

基因 引物序列（5’-3’） 

FsUNK1 正向：CAGACCAGCTTTGAGGAGTATC 

反向：GGCCAGAAACCAGTAGTCAATA 

FsPAO1 正向：CAACCTCCGTACATGCTTCTCTG 

反向：AGAATCCGCTGCTATTCTGCTC 

FsPAO2 正向：ACGGAAATCAAGTTCCTCAGGA 

反向：CAAGTCCCTCCAACCTCAAATC 

FsPAO3 正向：GGGACTCGCTCATAAGGTGCT 

反向：GACCATAAACCCATGCCCAC 

FsPAO4 正向：TACCTACCGATTTCTTTGACGG 

反向：CCAATTCTATCTTGCGACTCCA 

FsPAO5 正向：GGTGAAATCGTTGCTCGTTTG 

反向：TTGCCAACTCCATTGACAGC 

3  结果与分析 

3.1  连翘 PAO 基因家族成员鉴定 

基于连翘转录组数据，筛选获得 21 条连翘 PAO

基因家族相关序列，使用 ORF Finder 在线分析网站

获得连翘 PAO 基因家族氨基酸序列全长，并与拟

南芥及水稻 PAO 基因家族序列进行 BLAST 比对，

将初步获得的连翘 PAO 家族蛋白序列通过结构域

在线分析软件 SMART 对保守结构域进行分析，通

过筛选，最终鉴定到 5 个 PAO 基因家族成员，依

次命名为 FsPAO1～FsPAO5。通过对连翘 PAO 家

族蛋白序列保守结构域进行分析，结果见图 1，发

现连翘 PAO 家族均含有 Pfam Amino_oxidase 的完

整结构域。 

对筛选出的连翘 PAO 家族进行蛋白理化性

质分析（表 2），结果表明连翘 PAO 家族编码蛋

白质氨基酸数介于 235～541 aa，预测得到的理论 
 

 

图 1  连翘 PAO 家族蛋白保守结构域 

Fig. 1  Conserved domains of PAO family proteins in 

Forsythia suspensa 

表 2  连翘 PAO 基因家族蛋白理化性质分析 

Table 2  Analysis of physical and chemical properties of PAO gene family protein from F. suspensa 

基因 转录组 ID 氨基酸数目 相对分子质量 等电点 不稳定系数 脂肪系数 总平均亲水性 
二级结构 

α-螺旋/% β-转角/% 无规则卷曲/% 自由延伸链/% 

FsPAO1 TRINITY_DN54289_c0_g1 498 56 259 5.59 36.42  88.47 −0.269 35.14 5.42 41.37 18.07 

FsPAO2 TRINITY_DN355_c0_g1 235 26 069 5.35 39.68 100.38 −0.014 46.38 5.96 29.79 17.87 

FsPAO3 TRINITY_DN3944_c0_g1 262 29 240 5.79 35.68  93.70 −0.136 45.80 4.20 30.92 19.09 

FsPAO4 TRINITY_DN5431_c0_g1 299 34 027 5.27 35.68  94.52 −0.129 43.14 7.36 30.10 19.40 

FsPAO5 TRINITY_DN49602_c0_g1 541 59 328 5.86 44.14  91.04 −0.167 32.90 4.62 44.36 18.11 

相对分子质量为 26 069～ 59 328，等电点在

5.27～5.86；不稳定系数为 35.68～44.14，推测连

翘 PAO 家族均为不稳定蛋白。总平均亲水性皆

为负值，推测连翘 PAO 家族蛋白均为酸性、亲水

性蛋白。预测蛋白质二级结构结果显示，连翘

PAO 家族蛋白均含有 α-螺旋、β-转角、无规则卷

曲和自由延伸链，其中 α-螺旋与无规则卷曲类别

占比较高，其为 PAO 蛋白的主要二级结构形式。 

3.2  连翘 PAO 家族的蛋白保守基序分析 

对连翘 PAO 家族中的保守Motif 进行分析预测结

果表明（图 2），连翘 PAO 家族中含有 8 个保守Motif，

每个成员含有的Motif 有所相同，FsPAO2、FsPAO3、

FsPAO4 含有相同的Motif。FsPAO1 及 FsPAO5 含有相

同的Motif，但它们所含有的Motif 位置不同，这些差

异可能揭示这些蛋白功能的多样性，并且说明了连翘

PAO 基因家族的蛋白序列是相对保守的。 

0       1100      1200      1300      1400 

FsPAO1 

FsPAO2 

FsPAO3 

FsPAO4 

FsPAO5 

0       1100      1200      1300      1400      1500 

0       1100      1200 
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图 2  连翘 PAO 家族成员保守基序分析 

Fig. 2  Conservative motif analysis of PAO family members in F. suspensa

3.3  连翘 PAO 家族系统进化关系分析 

为探索不同植物 PAO 家族蛋白间的进化关系，

通过 NCBI 将连翘 PAO 家族蛋白质序列与拟南芥、

水稻、玉米、番茄、甜橙 PAO 家族蛋白质序列进行

多序列对比，并构建系统进化树（图 3），通过对系

统进化树的分析，并结合“2.2”项中的蛋白保守基

序分析结果，可将连翘 PAO 家族分为 3 类：连翘

FsPAO1 与拟南芥 AtPAO1 相近，隶属于亚家族 I，

连翘 FsPAO2、FsPAO3、FsPAO4 与拟南芥 AtPAO2、

AtPAO3、AtPAO4 相近且具有相似 Motif，归类于同

一分区，属于亚家族Ⅲ一类，连翘 FsPAO5 与甜橙

CsPAO1、CsPAO2 以及拟南芥 AtPAO5 相近，划分

于亚家族 II。 

3.4  连翘 PAO 基因家族成员在连翘不同组织器官

中的表达 

为了探究连翘 PAO 基因家族成员在不同组织

中的表达情况，利用荧光定量 PCR 测定了连翘

FsPAO1～FsPAO5 在连翘叶片、果实以及愈伤组织

中的转录水平（图 4），在果实、叶片、愈伤组织

中的相对表达量存在显著差异（P＜0.05）。结果显

示，连翘 PAO 基因家族在叶片、果实以及愈伤组

织中均有表达，但表达量不尽相同。相比较下， 

 
图 3  连翘 PAO 家族系统发育进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of PAO family in F. suspensa
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FsPAO1 在连翘愈伤组织中的相对表达量最高，显

著高于在叶片中的表达；FsPAO2 在连翘果实中的

相对表达量相对较高，在叶片及愈伤组织中的相

对表达量相近；FsPAO3 在连翘果实中的相对表达

量最高，其次为愈伤组织，均高于在叶片中的表

达；FsPAO4 在连翘果实中的相对表达量最高，显

著高于叶片中的表达，在愈伤组织中的相对表达

量显著低于在叶片中的表达；FsPAO5 在连翘果实

中的相对表达量最高，显著高于在叶片及愈伤组

织中的表达。 

3.5  连翘 PAO 基因家族成员在盐胁迫下的表达 

为探究盐胁迫处理下连翘 PAO 基因家族成员的

表达情况，对不同处理时间的愈伤组织进行了基因

表达分析（图 5）。其中，FsPAO1 在 NaCl 处理后 1 

 

图 4  连翘 PAO 基因家族成员在不同组织的相对表达量 

Fig. 4  Relative expression levels of PAO gene family members in different tissues of F. suspensa

 
与处理 0 d 比较，*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1，下图同。 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs processing 0 d, same as below fig.s. 

图 5  在盐胁迫条件下连翘 PAO 基因家族成员的相对表达量 

Fig. 5  Relative expression levels of PAO gene family members under salt stress of F. suspensa
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d 后的相对表达量迅速上升到最大值，达到 15 倍以

上，并在处理 3 d 后急速下降，在愈伤组织适应胁迫

条件后达到稳定状态；FsPAO2 在 NaCl 处理后的表

达水平下调，并在处理 7 d 时相对表达量回调，并有

上升趋势；FsPAO3 在 NaCl 处理 1 d 后相对表达量

明显下降，并在 7 d后开始逐渐上升；FsPAO4在NaCl

处理 1d 后相对表达量随着处理时间的增加而逐渐上

升；FsPAO5 在 NaCl 处理 1 d 后相对表达量开始上

升，并在处理 5 d 后达到最大值，相对表达量上升 3.5

倍，在处理 7 d 后相对表达量下降；结果表明，连翘

PAO 基因家族成员在盐胁迫条件下均受到诱导，但

处理时间的不同，具有不同的响应效果。 

3.6  连翘 PAO 基因家族成员在干旱胁迫下的表达 

根据荧光定量 PCR 结果分析（图 6），在干旱胁

迫条件下，FsPAO1 表现出相同的表达水平趋势，在

处理 3 d 后约为 7 倍之多，但相比较下 FsPAO1 对于

盐胁迫的响应更为显著。在干旱胁迫条件下，FsPAO2

在处理 5 d 后相对表达量显著上调，表明 FsPAO2 在

盐胁迫以及干旱胁迫条件下的响应可能有所不同。在

干旱胁迫条件下，FsPAO3 在处理 5d 后相对表达量上

升，而后下降，相比较下，FsPAO3 对于盐胁迫的响应

更为明显。相似的，FsPAO4 在干旱胁迫条件下的相

对表达量趋势为随着处理时间的增加而逐渐上升，表

明 FsPAO4 可能对于盐胁迫和干旱胁迫都具有响应效

果。在干旱胁迫条件下，FsPAO5 相对表达量的结果

为先上升后下降之后上升，在处理 10 d 时达到最大

值，表明 FsPAO5 对于盐胁迫和干旱胁迫都做出响应，

但响应效果有所不同。这些结果表明，连翘 PAO 基因

家族成员在干旱胁迫下的相对表达量均有变化，随处

理时间的增加，具有不同的响应效果。 

 

图 6  在干旱胁迫条件下连翘 PAO 基因家族成员的 

Fig. 6  Relative expression levels of PAO gene family members under drought stress of F. suspensa

4  讨论 

植物在生长发育过程中会受到各种生物和非生

物胁迫的影响，在受到非生物胁迫时，调节自身基

因适应环境也是主要方法之一。在水稻 [21]中，

OsPAO3 在种子萌发期的表达水平增高会通过增加

了 PAO 酶活性，维持 ROS 稳态，影响 Na+含量，

从而提高水稻耐盐性。在玉米[22]中，干旱条件下

PAO基因家族表达可能提高光合光反应效率和整体

耐受性。在辣椒[23]中，CaPAO2 和 CaPAO4 在拟南

芥中的过表达通过改变转基因植物的生理和分子水

平来提高其对低温胁迫的耐受性。在大豆[24]中过表 

达 GmPAO1 也会提高大豆的耐盐性，提高种子发芽

率。在棉花[25]中，GhPAO3 基因的启动子区域存在

响应干旱胁迫的顺式作用元件，转入拟南芥中降低

了拟南芥幼苗的抗旱能力。 

本研究中，从转录组中筛选出 21 条相关 PAO

基因家族成员，通过生物信息学分析，最终得到 5

条 PAO 蛋白，植物中的 PAO 通常分为 4 个亚家

族[8, 26-27]，本研究中生物信息学分析结果表明，连翘

5 个 PAO 蛋白分为 3 个亚家族，而没有属于亚家族
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IV 的成员。理化性质、蛋白结构域、进化关系、家

族分类、蛋白保守基序均显示出属于同一亚家族的

成员具有相似的特征，不同亚家族的成员之间表现

为多样性，这可能与连翘 PAO 基因家族的进化密切

相关。 

基因表达结果显示 FsPAO1～5 在不同器官和

组织中的表达具有差异性，有报道证明番茄 SlPAO

基因家族在不同组织中的表达同样具有差异性[14]。

实时荧光定量 PCR 结果表明，有 FsPAO1～5 在叶

片、果实和愈伤组织中均有表达。FsPAO2～5 在果

实中有较高的表达水平，FsPAO1 在愈伤组织中有

较高的表达水平，推测 FsPAO 基因家族的组织表达

多样性与功能多样性之间可能具有一定的相关性。 

为进一步探究连翘 PAO 基因家族对盐胁迫以

及干旱胁迫下的响应模式，本试验结合转录组筛选

结果对盐胁迫及干旱胁迫下的连翘 PAO 基因家族

成员的表达进行分析，发现在 200 mmol/L NaCl 处

理下，FsPAO1、FsPAO4、FsPAO5 表达显著上调，

与棉花[28]中 GhPAO2 基因的先上升后下降结果类

似，FsPAO2、FsPAO3 表达下调，说明 FsPAO 基因

家族成员对盐胁迫也能产生应答反应。在 400 

mmol/L 甘露醇处理后，FsPAO1～FsPAO5 表达均表

现为显著上调，与相关报道中[29]逆境处理后 PAO 活

性先上升后下降的趋势相同。这些结果与之前关于

PAO 提高抗旱机制的报告一致[30]，由此可见，连翘

PAO 基因家族成员均受到盐胁迫和干旱胁迫影响，

推测它们可能参与到盐胁迫及干旱胁迫的响应过

程，但这些基因的分子调控机制及潜在功能还需进

一步研究探讨。 

综上所述，本研究从连翘基因组中分析出了 5

个 FsPAO 基因家族，分类分析和组织表达分析显示

出其可能的生化和生理功能多样性，在盐胁迫和干

旱胁迫响应中表现出不同的逆境胁迫相关性，为后

续这些基因的功能鉴定提供了重要参考。 
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