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摘 要 为了挖掘西瓜磷脂酰肌醇4-磷酸5-激酶(PIP5K)基因的功能,利用生物信息学方法对西瓜PIP5K
家族成员进行鉴定和特征分析,并对其在多个组织的表达模式进行分析研究。结果显示:西瓜基因组中含有

8个PIP5K家族成员,分布在6条染色体上;多数基因定位在细胞质或细胞膜上;共线性分析发现4个

ClaPIP5K 基因与5个AtPIP5K 基因存在共线关系,并且ClaPIP5K 基因间存在片段复制事件;进化树分析发

现ClaPIP5K 基因和AtPIP5K 基因被分成4组,并且同一组内的基因具有相似的保守基序和基因结构;启动

子分析发现ClaPIP5K 基因中含有激素和胁迫响应相关顺式作用元件;表达分析显示ClaPIP5K 基因在西瓜生

长点、果柄、果肉、叶片、下胚轴、根以及花蕾等组织中表现出不同的表达水平。
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  磷脂酰肌醇4-磷酸5-激酶(PIP5K)是磷脂酰

肌醇(phosphatidylinositol,PI)信号转导途径中

的关键酶,在多种细胞的功能发挥方面起着重要

调控作用[1]。大多数PIP5K蛋白的N端具有多

个 MORN(MembraneOccupationandRecogni-
tionNexus)结构域,C端具有1个起催化功能的

PIPKc结构域,这些结构域在真核生物中高度保

守[2-3]。研究表明,PIP5K 基因对植物的多个组

织器官 的 发 育 起 调 控 作 用,如 气 孔[4]、根[5-7]、
花[8-11]等;此外,还参与调控植物逆境胁迫响应,
如盐害[12]、水分胁迫[13]等。目前,在拟南芥(Ar-
abidopsisthaliana)、水稻(Oryzasativa)、银杏

(Ginkgobiloba)和大豆(Glycinemax)中分别发

现11、11、7和22个PIP5K 基因[14],部分基因已

被克隆。
虽然西瓜基因组数据已公布[15],但是关于西

瓜PIP5K 基因的鉴定及其在雄性不育花蕾中的

表达分析未见相关报道。本试验拟利用生物信息

学方法对西瓜PIP5K 基因进行筛选和鉴定,并对

其蛋白理化性质、结构域、基因结构、motif分布、
染色体定位、进化树、共线性、顺式作用元件等特

征以及组织表达模式进行分析,以期为进一步研

究其功能奠定前期基础。

1 材料与方法

1.1 西瓜花蕾材料

西瓜雄性两用系中可育系‘MF-1’和不育系

‘MS-1’种子均由甘肃农业大学瓜类研究所提供。
种子于2020年4月22日播种于兰州市皋兰县忠

和镇实试验田,于7月8日分别采取雄性可育株

和不育株的子蔓茎尖花蕾(长度为3~5mm)和
茎尖下方4~5节处花蕾(长度为7~9mm),每
种花蕾至少采集30个,储存在液氮中保存,备用。

1.2 西瓜PIP5K家族成员的获取

首先从西瓜基因组数据库(ftp://cucurbit-
genomics.org/pub/cucurbit/genome/watermel-
on/97103/v1/)[15]下载蛋白组和基因组序列,其
次利用Blast本地化软件(Blast2.2.28)(https://

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)构建西瓜蛋

白组和基因组数据库,然后以Pfam 数据库(ht-
tp://pfam.xfam.org)[16]中的PIP5K保守结构

域的隐马尔可夫模型(HiddenMarkovModel;

HMM)文件(序列号为PF01504)为搜索序列,利
用 HMMER3.2 软 件(http://www.hmmer.



org/)[17]在本地西瓜蛋白组数据库中进行BlastP
搜索,阈值为E-value<10-10,获取西瓜PIP5K候

选成员。为确保候选成员中含有PIPKc结构域,
利用SMART (http://smart.embl.de/)在线软

件鉴定西瓜PIP5K候选成员。最后从本地西瓜

蛋白组和基因组数据库中下载鉴定后的西瓜

PIP5K 家族成员的蛋白和基因序列,作为后期分

析的基础。拟南芥PIP5K 成员[14]的基因和蛋白

序列来源于拟南芥数据库(http://www.arabi-
dopsis.org/)。

1.3 西瓜PIP5K家族成员基本信息分析

蛋白序列长度、分子量及等电点等理化特征

利用ProtParam(http://web.expasy.org/prot-
param/)在线软件进行分析。亚细胞定位分别利

用 Euk-mPLoc2.0(http://www.csbio.sjtu.
edu.cn/bioinf/euk-multi-2/)[18] 和 ProtComp
version9.0server(http://www.softberry.com)
进行分析。根据基因序列起始位点,利用 Map-
Chart2.2软件绘制西瓜PIP5K 基因染色体分布

图。利用 MCScanX软件(http://chibba.pgml.
uga.edu/mcscan2/)[19] 进 行 西 瓜 和 拟 南 芥

PIP5K 基因的共线性分析,结果用circos软件

(http://circos.ca/)绘制[20]。进化树由 MEGA-
X软件[21]构建,序列比对方法均为 ClustalW,

Bootstrap的重复次数设置为1000,其中西瓜

PIP5K家族成员的蛋白和编码序列进化树的构

建方法均为邻接法(Neighbor-joining,NJ),执行

参数分别为p-distance和pairwisedeletion[22-24],
剩余设置选择默认选项;拟南芥和西瓜PIP5K家

族成员的蛋白和编码序列系统进化树的构建方法

均为最大似然法(MaximumLikelihood,ML),执
行 参 数 分 别 为 Jones-Taylor-Thornton(JTT)

model、Gamma Distributed (G)和 Use all
sites[24],剩 余 设 置 选 择 默 认 选 项。利 用 Or-
thoFinder2.3.11软件[25](http://www.steve-
kellylab.com/software/orthofinder)分析拟南芥

和西瓜PIP5K 基因家族之间的直系同源基因和

旁系同源基因。利用 MEME5.1.1软件[26](ht-
tp://meme-suite.org/)对PIP5K蛋白序列进行

motif分析,其中motif基序长度范围为6~50,数
量最大为10,然后利用 WebLogo3.7.4(http://

weblogo.threeplusone.com/)生成 motif基序标

签[27]。利用 GSDS2.0(GeneStructureDisplay
Server)(http://gsds.gao-lab.org/index.php)进

行基因结构分析[28]。截取西瓜PIP5K编码基因

上游2000bp序列,利用PlantCARE软件(ht-
tp://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/

plantcare/html/)进行顺式作用元件分析[29],结
果用Evolviewv2绘制[30]。

1.4 西瓜PIP5K家族成员转录组分析

利用 NCBI-SRA数据库(https://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/sra/)下载西瓜栽培品种97103
的生长点、果柄、果肉、下胚轴、叶和根相关的

RNA-seq数据(SRP192188)[31],然后利用 HI-
SAT2.2.0软 件[32](https://daehwankimlab.
github.io/hisat2/)进行RNA-seq分析,R语言的

Rsubread包的featureCounts进行 TPM(Tran-
scriptsPerMillion)表达定量分析[33-34]。

1.5 西瓜花蕾材料的采集及表达分析

利用 TRNzolUniversal总 RNA 提取试剂

(TIANGEN,中国北京)提取西瓜雄性可育和不

育花蕾总RNA。利用PrimeScriptTM RT试剂

盒(TaKaRa,中国大连)合成cDNA。利用Prim-
er5.0设 计 西 瓜 PIP5K 基 因 以 及 内 参 基 因

(β-actin;Cla007792)的特异性引物(表1)。采用

罗 氏 LightCycler96 实 时 荧 光 定 量 PCR 仪

(Roche,Basel,Switzerland)进行基因表达量检

测。Quantitativereal-timePCR (qRT-PCR)反
应体 系 如 下:10μLSYBR Green Mastermix
(2×),0.8μLprimerF(10μmol/L),0.8μL
primerR(10μmol/L),6.4μLddH2O和2μL
cDNA模板。PCR反应程序如下:95℃预变性

30s,然后95℃5s,60℃30s进行50个循环。
以雄性可育花蕾(长度为3~5mm)为对照,计算

其他花蕾中ClaPIP5K 基因相对表达量,设置3次

重复,计算方法采用2-△△Ct 方法[35]。采用SPSS17
软件中的t检验对基因表达量进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 ClaPIP5K成员的染色体定位和共线性分析

西瓜基因组中共鉴定出8个PIP5K家族成

员,根 据 其 在 染 色 体 上 的 位 置 进 行 编 号

(ClaPIP5K1 ~ClaPIP5K8)。结果如图1-A所

示,西瓜数据库中将无法定位的染色体片段组合

起来称为0号染色体,除了ClaPIP5K1 定位在0
号染色体外,其余7个ClaPIP5K 基因分布在其他

6条 染 色 体 上,其 中 5 号 染 色 体 分 布 2 个

ClaPIP5K基因,其他5条染色体分别分布1个
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表1 西瓜PIP5K 基因的qRT-PCR引物

Table1 qRT-PCRprimersofwatermelonPIP5Kgenes

基因Genes 上游引物(5'→3')Forwardprimer 下游引物(5'→3')Reverseprimer

β-actin GTCGTACAACAGGTATTGTG AAGGTCCAGACGGAGGATAG

ClaPIP5K1 CGGTAAGCGAGCCAACGATTCC ATGTGAGGACCTGGAGCAGTGG

ClaPIP5K2 TACCACGCCGAGAAGATCCTCTG CTCCATTCGCCGACGTACATACAC

ClaPIP5K3 TCAAGTCGGGTCGGATGGAAGG CCGTCGTAGAAATCGCCGTTGG

ClaPIP5K4 CAGAAGAAGTTGGCGGTGTGGAG ACCCTACCATCAACCGACATCCTC

ClaPIP5K5 CAGGGTGCCAGAGTGCTACAATG TCTCCTACCTGACCCTCAAATGCC

ClaPIP5K6 GCACACCCGAGAGCCATCATTC CTGGCAGAGTCGTGTTCCTTGTC

ClaPIP5K7 ATACAGAGGCGGGAAGTCAGGAG AGGCGGAGTCAACTGGGAACC

ClaPIP5K8 CCACGCAATCTACAGAGACGACAG TCCGTTGGGTAGGTGCTTCTCC

ClaPIP5K 基 因。为 了 检 测 ClaPIP5K 和 At-
PIP5K 基因间的进化关系,利用 MCScanX软件

进行 共 线 性 分 析。结 果 如 图 1-B 所 示,4 个

ClaPIP5K 基因与5个拟南芥AtPIP5K 基因存

在共线关系,如ClaPIP5K7 分别与AtPIP5K6、

AtPIP5K9 和 AtPIP5K10 共线,ClaPIP5K8 分

别与AtPIP5K1 和AtPIP5K2 共线,ClaPIP5K3
与AtPIP5K2 共线;此外,1个ClaPIP5K 基因对

(ClaPIP5K5~ClaPIP5K7)发生片段复制事件。

  西瓜染色体编号为Cla00~11,拟南芥染色体编号为At1~5,染色体长度单位为 Mbp。黑色曲线表示西瓜和拟南芥PIP5K 基因间

的共线关系,灰色曲线表示西瓜PIP5K 基因间的共线关系

ChromosomenumbersofwatermelonareCla00~11,chromosomenumbersofArabidopsisareAt1~5,andthelengthunitofchro-

mosomeisMbp.BlackcurvesindicatesyntenyrelationshipbetweenwatermelonandArabidopsisPIP5Kgenes,andgreycurvesindicate

syntenyrelationshipamongwatermelonPIP5Kgenes
图1 西瓜PIP5K家族成员的染色体分布(A)及共线性分析(B)

Fig.1 Chromosomedistribution(A)andsyntenicanalysis(B)ofPIP5Kfamilymembersinwatermelon

2.2 ClaPIP5K成员的蛋白和基因信息

ClaPIP5K 基因的 CDS序列长度为606~
2499bp,蛋白序列长度为201~832aa,分子质

量为22.62~93.76ku,等电点介于6.6~8.87,
其中4个蛋白呈碱性(表2)。亚细胞定位分析显

示多数 ClaPIP5K 蛋白位于细胞质或细胞膜上

(表2)。蛋白结构域分析显示,所有的ClaPIP5K
成员在C端都具有1个起催化功能的PIPKc结

构域,其中6个 ClaPIP5K 成员在 N 端还具有

7~8个 MORN结构域(图2)。
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表2 西瓜PIP5K家族成员的基本信息

Table2 InformationofPIP5Kfamilymembersinwatermelon

基因名称
Genename

基因号
Genelocus

编码序列
长度/bp
CDSlength

蛋白Protein

序列
长度/aa
Length

分子
质量/ku
MW

等电点
pI

亚细胞定位PC
Subcellular
locationbyPC

亚细胞定位EM
Subcellular

locationbyEM

ClaPIP5K1 Cla000575 606 201 22.62 6.6 Ex Cy
ClaPIP5K2 Cla005895 2232 743 84.58 8.02 Pm Cy,Ex
ClaPIP5K3 Cla002795 2409 802 - - Pm Cy
ClaPIP5K4 Cla003061 2358 785 88.89 6.78 Pm Cy,Ex
ClaPIP5K5 Cla021180 813 270 30.83 6.03 Pm Cy
ClaPIP5K6 Cla009934 2274 757 86.11 8.51 Pm Cy,Ex
ClaPIP5K7 Cla017778 2499 832 93.76 8.63 Pm Cy,Ex
ClaPIP5K8 Cla023149 2385 794 89.53 8.87 Pm Cy

注:MW.分子质量;pI.等电点;Cy.细胞质;Ex.胞外;Pm.质膜;PC.ProtCompversion9.0;EM.Euk-mPLoc2.0。

Note:MW.Molecularmass;pI.isoelectricpoints;Cy.Cytoplasm;Ex.Extracell;Pm.Plasmamembrane;PC.ProtCompversion9.0;

EM.Euk-mPLoc2.0.

图2 西瓜PIP5K家族成员的蛋白结构域分布

Fig.2 ProteindomaindistributionofPIP5Kfamilymembersinwatermelon

2.3 ClaPIP5K成员的蛋白序列进化树及保守基

序分析

为了检测ClaPIP5K和 AtPIP5K成员的蛋

白序列进化情况以及同源序列对(组)所包含的保

守基序数量及种类,利用MEGAX软件进行进化

树分析,Orthofinder软 件 进 行 同 源 序 列 分 析,

MEME软件进行保守基序分析。结果如图3所

示,蛋白序列进化树显示ClaPIP5K和 AtPIP5K
成员 被 分 成 4 个 组 (GroupⅠ ~ Ⅳ),其 中

GroupⅠ所含成员最多,为6个,GroupⅡ和Ⅲ次

之,分别为5个,GroupⅣ最少,为3个。蛋白保

守基序分析显示ClaPIP5K蛋白中含有10个保

守基序,每个保守基序含有29~50个氨基酸,其
中motif1、4、5和7所含氨基酸数量最多,平均为

50个,motif10所含最少,为29个。此外,GroupⅠ~
Ⅲ亚组中,除了ClaPIP5K1和 AtPIP5K3外,其
他PIP5K成员中均含有10个 motif。同源序列

分析发现ClaPIP5K和 AtPIP5K之间存在5个

同源 序 列 对(组),其 中4个 同 源 序 列 对(组)
(ClaPIP5K4/AtPIP5K4/AtPIP5K5、 ClaPIP5K3/

ClaPIP5K8/AtPIP5K1/AtPIP5K2、 ClaPIP5K7/At-
PIP5K9和ClaPIP5K2/ClaPIP5K6)所含 motif数量

和种类均相似。而ClaPIP5K1和ClaPIP5K5由于部

分氨基酸的缺失,导致其 motif种类和数量上与

同组的AtPIP5K成员有所差异。

2.4 ClaPIP5K成员的基因序列进化树及基因结

构分析

为了检测ClaPIP5K和 AtPIP5K成员的基

因序列进化情况以及同源序列的内含子和外显子

分布情况,利用 MEGAX软件进行进化树分析,

Orthofinder软件进行同源序列分析,GSDS软件

进行基因结构分析。结果如图4所示,基因序列

的系统进化树和同源序列分析结果与蛋白序列的

(图3)基本一致;基因结构分析显示75%(6/8)

ClaPIP5K 基因含有7个内含子(图4),并且4个

同源序列对(组)(ClaPIP5K4/AtPIP5K4/At-
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PIP5K5、ClaPIP5K3/ClaPIP5K8/AtPIP5K1/
AtPIP5K2、ClaPIP5K7/AtPIP5K9和ClaPIP5K2/

ClaPIP5K6)所含内含子数量均为7个。另外,与

AtPIP5K6相比,ClaPIP5K2 和ClaPIP5K6 的第

加粗黑线代表同源序列对(组) Boldblacklinesindicatehomologouspair(Group)

图3 拟南芥和西瓜PIP5K成员的蛋白序列进化树及 motif分布

Fig.3 ProteinsequencephylogenetictreeandmotifdistributionofPIP5KmembersinArabidopsisandwatermelon

加粗黑线代表同源序列对(组) Theboldblacklinesindicatedthehomologouspair(Group)

图4 拟南芥和西瓜PIP5K成员的基因序列进化树及内含子与外显子分布

Fig.4 Phylogenetictreeofgenesequenceandintron/exondistributionofPIP5KmembersinArabidopsisandwatermelon
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一个 内 含 子 发 生 了 缺 失 现 象,ClaPIP5K1 和

ClaPIP5K5 出现了部分内含子和外显子的缺失

现象,导致与同组的AtPIP5K 基因在基因结构

上有所差异。

2.5 ClaPIP5K成员的顺式作用元件分析

为了明确ClaPIP5K 基因启动子所含的顺式

作用元件种类及分布情况,利用PlantCARE软件

进行分析。结果如图5所示,ClaPIP5K 基因启动

子处主要包含2大类顺式作用元件:①激素响应

元件,如响应生长素IAA的AuxRR-core(1/8;含
元件基因数/总基因数,下同),响应赤霉素GA的

TATC-box(1/8)、GARE-motif(2/8)和P-box(4/

8),响应水杨酸SA 的TCA-element(5/8),响应

脱落酸ABA的 ABRE(4/8)和响应茉莉酸甲酯

MeJA的CGTCA-motif(3/8)等元件;②胁迫响

应元件,如响应干旱的 MYB结合位点 MBS(5/

8),响应低温的LTR(4/8),响应防御与胁迫的

TC-richrepeats(5/8),厌氧诱导的 ARE(7/8)和
响应 损 伤 的 WUN-motif(6/8)等 元 件。其 中

ClaPIP5K4 基因所含顺式作用元件种类和数量

最 多,共 9 种 16 个 (1 个 AuxRR-core、1 个

GARE-motif、1个 TCA-element、2个 ABRE、1
个 CGTCA-motif、1 个 LTR、1 个 TC-richre-
peats、7 个 ARE 和 1 个 WUN-motif),

ClaPIP5K3 所含顺式作用元件种类和数量最少,
共3种6个(1个 MBS、4个ARE和1个 WUN-
motif)。另外,ClaPIP5K2 和ClaPIP5K6 所含顺

式作用元件种类和数量较相似。

图5 西瓜PIP5K成员的顺式作用元件预测

Fig.5 Predictionofcis-actingelementsofPIP5Kmembersinwatermelon

2.6 ClaPIP5K 基因在不同组织中的表达模式

分析

为探索ClaPIP5K 基因在西瓜生长发育过程

中潜在的生物学功能,对已公布的西瓜栽培品种

97103的生长点、果柄、果肉、下胚轴、叶和根的

RNA-seq数据进行组织表达模式分析。结果如
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表3所示,4个ClaPIP5K 基因在6个组织的不同

发育时期表现出较高的表达量(TPM>10),其中

ClaPIP5K1 基因在授粉34d后的生长点中表达

量最高,ClaPIP5K3 基因在授粉18d后的叶片中

表达量最高,ClaPIP5K8 和ClaPIP5K7 基因分

别在授粉10d和26d后的果肉中表达量最高。
此外,ClaPIP5K5 基因仅在生长点的4个时期表

现出较高的表达量,具有明显的组织表达特异性。
另 外,本 试 验 利 用 qRT-PCR 技 术 检 测 了

ClaPIP5K 基因在西瓜雄性可育和雄性不育花蕾

中的表达分析。结果如图6所示,西瓜雄性可育

植株花蕾和花药发育正常、饱满(图6-A),而不育

植株花蕾和花药发育不正常、干瘪(图6-B);另

外,基因表达分析中(图6-C),除了ClaPIP5K5 基

因外,其他7个ClaPIP5K 基因在西瓜雄性可育和

不育花蕾中均检测出不同程度的表达量。其中,
与可育植株的7~9mm长的花蕾对比后发现,4
个ClaPIP5K 基 因 (ClaPIP5K1、ClaPIP5K3、
ClaPIP5K7 和ClaPIP5K8)在不育花蕾中具有明

显的较高表达量,然而ClaPIP5K2 表现出明显的

较低表达量;此外,在3~5mm和7~9mm长的

花蕾中,ClaPIP5K4 基因在不育花蕾的表达量均

明显低于可育花蕾,然而ClaPIP5K6 基因出现相

反的表达趋势。以上结果表明ClaPIP5K 基因可

能在西瓜生长点、叶片、果肉以及花蕾花药等组织

生长发育方面具有重要作用。
表3 ClaPIP5K 基因在西瓜栽培品种‘97103’的不同组织中的表达分析

Table3 ExpressionanalysisofClaPIP5Kgenesindifferenttissuesofwatermeloncultivar‘97103’

组织
Tissue

授粉后时间/d
Timeafter
pollination

基因 Genes

ClaPIP5K1 ClaPIP5K2 ClaPIP5K3 ClaPIP5K4 ClaPIP5K5 ClaPIP5K6 ClaPIP5K7 ClaPIP5K8

生长点 Apicalpoint 10 24.74 2.62 12.63 1.60 9.52 3.83 9.46 9.75

18 19.08 3.12 13.36 2.61 21.21 5.58 13.24 16.52

26 33.06 2.47 14.26 2.21 7.64 4.24 10.73 11.80

34 43.93 3.50 12.99 1.94 24.78 4.95 15.88 7.68

果柄Carpopodium 10 22.05 0.23 13.86 0.14 1.08 2.11 23.68 7.82

18 17.23 0.14 10.36 0.10 0.52 3.10 38.39 14.71

26 19.66 0.15 10.49 0.18 0.76 1.55 28.57 11.10

34 26.14 0.50 11.69 0.47 0.90 1.65 34.85 7.17

果肉Fruitflesh 10 19.36 0.04 11.08 0.03 0.07 2.44 19.12 48.27

18 23.92 0.02 13.11 0.02 0.29 1.93 58.19 20.45

26 21.70 0.00 10.57 0.00 0.14 1.25 93.93 15.54

34 19.26 0.03 13.81 0.00 0.19 1.76 67.01 10.09

下胚轴 Hypocotyl 10 23.47 0.16 13.19 0.12 0.61 1.32 25.07 11.52

18 20.89 0.05 13.46 0.33 0.32 1.75 37.99 16.28

26 17.24 0.07 11.82 0.17 0.26 1.92 29.33 19.96

34 23.90 0.17 13.85 0.16 0.50 1.66 26.22 12.16

叶 Leaves 10 9.90 0.16 21.83 0.65 0.05 0.75 20.72 8.68

18 10.59 0.16 34.29 2.07 0.00 2.17 28.12 7.43

26 11.78 0.17 14.86 1.04 0.07 0.47 14.00 8.47

34 12.80 0.07 11.28 1.42 0.18 0.50 15.09 15.69

根 Roots 10 9.54 0.25 25.69 0.12 0.12 1.70 27.32 24.34

18 10.51 0.15 27.88 0.18 0.12 1.72 29.03 23.62

26 9.02 0.12 25.16 0.05 0.13 1.13 29.88 24.99

34 9.56 0.12 24.72 0.11 0.11 1.00 22.12 31.95

3 讨论与结论

磷脂酰肌醇4-磷酸5-激酶(PIP5K)是植物内

一种磷酯类激酶,在不同植物中的成员数量有所

不同。拟南芥中发现含有11个PIP5K成员,大

致分成4组(Ⅰ~Ⅳ)。除了第Ⅳ组含有2个At-
PIP5K成员外,其他组均含有3个。西瓜含有8
个ClaPIP5K成员,除了第Ⅰ组所含ClaPIP5K成

员数量与拟南芥一样外,其他组的数量均比拟南

芥 的少1个,说明这3组(Ⅱ~Ⅳ)的ClaPIP5K
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  A.花蕾形态特征;B.花药形态特征;C.ClaPIP5K 基因相对表达量;FB(3~5mm):3~5mm长的花蕾;FB(7~9mm):7~9mm
长的花蕾;标尺长度为1mm;**:P<0.01

A.phenotypiccharacterizationoffloralbuds;B.phenotypiccharacterizationofanthers;C.relativeexpressionlevelsofClaPIP5K

genes;FB (3-5mm):3-5mmlengthoffloralbuds;FB (7-9mm):7-9mmlengthoffloralbuds;Scalebars=1 mm;

**:P<0.01

图6 ClaPIP5K 基因在雄性可育系和不育系花蕾中的表达分析

Fig.6 ExpressionanalysisofClaPIP5Kgenesinfloralbudsofwatermelonmalefertileandsterilelines
成员在进化过程中出现了缺失现象。除了C端

具有起 催 化 功 能 的 PIPKc结 构 域 外,N 端 多

MORN结构域也是植物大多数PIP5K家族成员

所特有的特征[2-3]。例如,拟南芥中有9个 At-
PIP5Ks具有7~8个 MORN结构域,水稻中有5
个OsPIP5Ks具有7~8个 MORN结构域[2],而
西瓜中也发现6个ClaPIP5K成员具有7~8个

MORN结构域(图1)。亚细胞定位预测显示多

数ClaPIP5K定位在细胞质或细胞膜上,说明这

些基因可能在细胞质或细胞膜上行使其功能。以

前的研究也证实了PIP5K 基因作为一种细胞膜

传感器,在磷脂类代谢中发挥着重要作用[36]。
通过进化树、同源序列、保守基序和基因结构

等分析,发现位于同一组的拟南芥和西瓜PIP5K
成员在保守基序种类和基因结构上具有高度的相

似性。例如4个同源序列对(组)(ClaPIP5K4/

AtPIP5K4/AtPIP5K5、ClaPIP5K3/ClaPIP5K8/At-
PIP5K1/ AtPIP5K2、 ClaPIP5K7/AtPIP5K9 和

ClaPIP5K2/ClaPIP5K6)都具有10个 motifs和7
个内 含 子。但 是 也 发 现 了 一 些 差 异,如 At-
PIP5K6与 ClaPIP5K2/ClaPIP5K6的 motif种

类分布上相似,但由于 AtPIP5K6在 N端多了1
个 内 含 子,其 基 因 结 构 与 ClaPIP5K2/

ClaPIP5K6有所不同;ClaPIP5K1和ClaPIP5K5
由于大量序列的丢失,导致与同组的AtPIP5K在

保守基序分布和基因结构上差异较大。以上结果

表明多数PIP5K成员在进化过程中相对保守。
基因复制事件在基因家族成员数量扩增、生

物多样性和物种形成等方面具有重要作用[14]。
本研究发现,4个ClaPIP5K 基因与5个拟南芥
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AtPIP5K 基因存在复制情况,1个ClaPIP5K 基

因对(ClaPIP5K5-ClaPIP5K7)存在片段复制现

象,说明全基因组复制或者片段复制在ClaPIP5K
基因复制中扮演着重要作用。

启动子分析显示ClaPIP5K 基因含有响应

IAA、GA、ABA、SA、MeJA等激素以及干旱、低
温等非生物胁迫等方面的顺式作用元件,这与玉

米PIP5K 基因启动子生信分析结果相似[37]。基

于 已 公 布 的 西 瓜 RNA-seq 数 据,分 析 了

ClaPIP5K 基因在不同组织的不同发育时期的表

达 模 式。 结 果 显 示 4 个ClaPIP5K 基 因

(ClaPIP5K1 、ClaPIP5K3、 ClaPIP5K7 和

ClaPIP5K8)在生长点、果柄、果肉、下胚轴、叶和

根的不同发育时期均表现出较高的表达量,而
ClaPIP5K5 只在生长点表现出较高的表达量,说
明ClaPIP5K 基因可能协同或者单独地参与调控

西瓜不同组织形态建成相关途径。此外,以前研

究表明拟南芥AtPIP5K4 或AtPIP5K5 缺失突

变株的花药和花粉发育受到严重抑制[9-10]。本研

究发现ClaPIP5K4 基因在雄性不育花蕾发育的

2个阶段中一直维持着显著的低表达量状态,并
且ClaPIP5K4 与AtPIP5K4 和AtPIP5K5 为同

源基因,表明ClaPIP5K4 基因可能参与调控西瓜

花药或花粉的生长发育。总之,本研究首次利用

生物信息学方法对西瓜PIP5K 基因家族进行了

鉴定,包括蛋白理化性质、结构域、保守基序、基因

结构、进化情况、启动子以及组织表达模式等方面

的分析,为后期研究其功能奠定了一定基础。
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IdentificationofPIP5K GeneFamilyinWatermelon
(Citrulluslanatus)andItsExpression
AnalysisinMaleSterileFloralBuds

ZHANGGaoyuan1,DINGQian2andWEIBingqiang1
(1.CollegeofHorticulture,GansuAgriculturalUniversity,Lanzhou 730070,China;

2.CollegeofFloriculture,WeifangEngineeringVocationalCollege,QingzhouShandong 262500,China)

Abstract Inordertoexplorethefunctionofphosphatidylinositol4-phosphate5-kinase(PIP5K)genes
inwatermelon,thewatermelonPIP5Kgenefamilywasidentifiedandtheircharacteristicsandexpres-
sionpatternswereanalyzedbyusingbioinformaticsmethodinthisstudy.Theresultsshowedthat
therewere8PIP5Kmembersinwatermelon,whichweredistributedonsixchromosomes.Mostgenes
werelocatedincytoplasmorcellmembrane.Syntenicanalysisshowedthatthereweresyntenyrela-
tionshipsbetween4ClaPIP5Kand5AtPIP5Kgenes,andoneClaPIP5Kgenepairwasidentifiedas
segmentalduplication.ThephylogenetictreeanalysisshowedthatClaPIP5KandAtPIP5Kgeneswere
dividedinto4groups,andthegeneshadsimilarconservedmotifsandgenestructureinthesame
group.ThepromoteranalysisshowedthattheClaPIP5Kgenescontainedcis-actingelementsrelated
tohormoneandstressresponse.TheexpressionpatternanalysisshowedthatClaPIP5Kgenesdis-
playeddifferentexpressionlevelsintheapicalpoint,carpopodium,fruitflesh,leaf,hypocotyl,rootand
floralbudofwatermelon.
Keywords Watermelon;PIP5K;Genefamily;Malesterile;Expressionpattern
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