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作者简介:李姗姗ꎬ实验师ꎮ ∗通信作者:刘秦ꎬ副研究员ꎬ硕导ꎬ主要从事多组学联用挖掘作物优良性状关键基因的研究ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｌｉｕｑｉｎ＠ ｙｌｕ.

ｅｄｕ.ｃｎꎻ凌辉ꎬ副教授ꎬ硕导ꎬ主要从事植物功能基因组学、抗性基因功能鉴定与分子育种的研究ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｌｉｎｇｈｕｉｃｈ＠ １６３.ｃｏｍꎮ

李姗姗ꎬ黄宇雪ꎬ黄宁ꎬ等.甘蔗 Ｐ 型细胞周期蛋白基因家族的鉴定及 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 基因功能研究[ Ｊ] . 南京农业大学学报ꎬ２０２６ꎬ４９(４):
８３３－８４４.
Ｌｉ Ｓ ＳꎬＨｕａｎｇ Ｙ ＸꎬＨｕｎｇ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｇａｒｃａｎｅ Ｐ￣ｔｙｐｅ ｃｙｃｌｉｎ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ ｇｅｎｅ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０２６ꎬ４９(４):８３３－８４４.

甘蔗 Ｐ 型细胞周期蛋白基因家族的鉴定及
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１基因功能研究

李姗姗１ꎬ２ꎬ黄宇雪３ꎬ黄宁３ꎬ周定港４ꎬ刘秦３∗ꎬ凌辉３∗

(１.玉林师范学院生物与制药学院ꎬ广西 玉林 ５３７０００ꎻ２.玉林师范学院广西高校山地生物多样性保育重点实验室ꎬ
广西 玉林 ５３７０００ꎻ３.玉林师范学院智慧农业学院广西特色园艺作物智慧农业重点实验室ꎬ广西 玉林 ５３７０００ꎻ
４.湖南科技大学生命科学与健康学院经济作物遗传改良与综合利用湖南省重点实验室ꎬ湖南 湘潭 ４１１１００ )

摘要:[目的]本研究旨在系统鉴定甘蔗 Ｐ 型细胞周期蛋白(ＣＹＣＰ)基因家族ꎬ并重点解析关键成员 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 在激素及

黑穗病、花叶病等生物胁迫下的表达模式与功能ꎬ揭示其在甘蔗抗病调控网络中的潜在功能ꎮ [方法]在甘蔗基因组和转录

组数据的基础上ꎬ通过生物信息学方法系统鉴定 ＣＹＣＰ 基因家族ꎮ 对关键基因 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 进行基因克隆、ＲＴ￣ｑＰＣＲ 表达

分析和亚细胞定位ꎬ并构建其共表达调控网络ꎮ [结果]生物信息学分析结果显示ꎬ甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族包括 ７１ 个 ＣＹＣＰ 基

因ꎬ共线性分析揭示了 ２８７ 对共线基因对ꎬ表明片段复制是该基因家族扩张的主要驱动力ꎻ进化树分析显示ꎬＳｃＣＹＣＰ 可分

为 ４ 个亚家族ꎬ同一亚家族内的成员具有相似的内含子 /外显子模式和保守基序ꎻ蛋白理化性质预测显示ꎬＳｃＣＹＣＰ 的蛋白

长度为 ２１１~３５６ ａａꎬ蛋白质相对分子质量为(２２.５５~３８.５２)×１０３ꎬ多数为不稳定的酸性蛋白ꎬ预测其主要定位于细胞核和细

胞质ꎻ基因表达分析发现ꎬ亚家族 ３ 的成员在甘蔗苗期茎组织中表达水平较高ꎬ其表达受多种激素调控ꎬ在脱落酸(ＡＢＡ)、
乙烯(ＥＴＨ)和赤霉素(ＧＡ)胁迫后下调ꎬ而在生长素( ＩＡＡ)胁迫后上调ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示:亚家族 ３ 的一个典

型基因 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 在蔗髓中的表达量最高ꎻ在生物胁迫下ꎬＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 的表达呈现显著的品种特异性响应:在感黑穗

病品种中受病菌诱导而显著上调ꎬ但在抗病品种中则下调表达ꎻ在感高粱花叶病毒的感病品种中ꎬ其表达被显著抑制ꎮ 共

表达分析预测 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 与多个转录因子(ＮＡＣ、ＭＹＢ)及功能蛋白(ＣＫＲＭＰＨＲ、ＤｎａＪ、ＰＴＦ４)存在互作关系ꎮ 通过在本

氏烟草中进行的亚细胞定位试验ꎬ证实 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 蛋白主要定位于细胞核ꎮ [结论]本研究系统解析了甘蔗 ＣＹＣＰ 基因

家族ꎬ并鉴定出 １ 个关键基因 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ꎮ 该基因不仅响应多种激素信号ꎬ而且在甘蔗响应黑穗病和花叶病毒胁迫时表

现出显著的转录调控ꎬ且其表达模式与品种的抗病性紧密相关ꎬ揭示了 ＣＹＣＰ 在植物生物胁迫响应中的新功能ꎬ表明了

ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 可能是连接细胞周期调控与植物免疫信号的潜在枢纽ꎮ
关键词:细胞周期蛋白ꎻ甘蔗ꎻ生物信息学ꎻ胁迫响应ꎻ基因家族ꎻ功能分析
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３.Ｇｕａｎｇｘｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｍａｒｔ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＣｒｏｐｓꎬＣｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｓｍａｒｔ ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬＹｕｌｉｎ
Ｎｏｒｍａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＹｕｌｉｎ ５３７０００ꎬＣｈｉｎａꎻ４.Ｈｕｎａｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｃｒｏｐｓ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ａｎｄ

Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬＳｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＨｕｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＸｉａｎｇｔａｎ ４１１１００ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ Ｐ￣ｔｙｐｅ ｃｙｃｌｉｎ (ＣＹＣＰ) ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｓｕｇａｒｃａｎｅ(Ｓａｃｃｈａｒｕｍ
ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ) ａｎｄ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ａ ｋｅｙ ｍｅｍｂｅｒꎬＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ꎬｕｎｄｅｒ ｈｏｒｍｏｎａｌ ａｎｄ ｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ
(ｓｍｕｔ ａｎｄ ｍｏｓａｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ)ꎬｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔｈｅ ＣＹＣＰ ｇｅｎｅ
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ｆａｍｉｌｙ ｗａｓ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ. Ｆｏｒ ｔｈｅ ｋｅｙ ｇｅｎｅ
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ꎬｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎬａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄꎬａｎｄ ｉｔｓ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｎｅｔｗｏｒｋ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ７１ ＣＹＣＰ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｓｕｇａｒｃａｎｅ. Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｒｅｖｅａｌｅｄ ２８７ ｓｙｎｔｅｎｉｃ ｇｅｎｅ ｐａｉｒｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｓｅｇｍｅｎｔａｌ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｄｒｉｖｅｒ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ􀆳ｓ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ.
Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ＳｃＣＹＣＰ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓꎬｗｉｔｈ ｍｅｍｂｅｒｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ｓｈａｒｉｎｇ ｓｉｍｉｌａｒ ｉｎｔｒｏｎ￣ｅｘｏｎ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ. Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＳｃＣＹＣＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒａｎｇｅ ｆｒｏｍ ２１１ ｔｏ ３５６ ａａ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ
ｗｉｔｈ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ (２２.５５－ ３８.５２) ×１０３ . Ｍｏｓｔ ｗｅｒｅ ｕｎｓｔａｂｌｅ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｏ ｌｏｃａｌｉｚｅ ｔｏ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ
ｃｙｔｏｐｌａｓｍ. Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ３ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇ
ｓｔｅｍｓ. Ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅｓꎬｂｅｉｎｇ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ (ＡＢＡ)ꎬｅｔｈｙｌｅｎｅ (ＥＴＨ)ꎬａｎｄ
ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ (ＧＡ) ｓｔｒｅｓｓｅｓꎬｂｕｔ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｉｎｄｏｌｅ￣３￣ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ (ＩＡＡ) . ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ ｇｅｎｅ ｈａｄ
ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｉｔｈ. Ｃｒｉｔｉｃａｌｌｙꎬｕｎｄｅｒ ｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓꎬＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｖａｒｉｅｔｙ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ:ｉｔ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｍｕｔ￣ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｂｕｔ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｏｎｅｓ. Ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ. Ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１
ｗａｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ (ＮＡＣꎬＭＹＢ) ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (ＣＫＲＭＰＨＲꎬＤｎａＪꎬＰＴＦ４) .
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＣＹＣＰ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａ ｋｅｙ ｇｅｎｅꎬ
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１. Ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｈｏｒｍｏｎａｌ ｓｉｇｎａｌｓꎬｂｕｔ ａｌｓｏ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｍｕｔ ａｎｄ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｓｔｒｅｓｓｅｓ. Ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｈｏｓｔ􀆳ｓ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｓｍｕｔ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｔｈｅｓｅ
ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｕｎｖｅｉｌ ａ ｎｏｖｅｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｐ￣ｔｙｐｅ ｃｙｃｌｉｎｓ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓꎬｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ ｍｉｇｈｔ ａｃｔ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｈｕｂ ｌｉｎｋｉｎｇ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｐｌａｎｔ ｉｍｍｕｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ. Ｉｔ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｕｇａｒｃａｎｅ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｃｙｃｌｉｎꎻｓｕｇａｒｃａｎｅꎻｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎻｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎻｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙꎻｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ

细胞周期是生物体生长发育过程中最基本和关键的生命活动之一ꎮ 在植物生长发育过程中ꎬ细胞周

期的精确调控对于维持正常的细胞分裂、分化和器官形成至关重要[１]ꎮ 细胞周期蛋白 (ｃｙｃｌｉｎ) 和细胞周

期依赖性蛋白激酶共同调控细胞周期的正常运行[２]ꎮ 细胞周期蛋白的调控不仅影响细胞分裂ꎬ而且在植

物生长发育[３－４]、抗逆[５]和病害防御[６]等方面发挥重要作用ꎮ 根据不同的序列特征和功能ꎬ在拟南芥中细

胞周期蛋白被分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｈ、Ｌ、Ｔ、Ｕ、ＳＤＳ[７]和 Ｐ 型亚族[８]ꎮ Ｐ 型细胞周期蛋白 (Ｐ￣ｔｙｐｅ ｃｙｃｌｉｎꎬＣＹＣＰ)
与酵母中参与磷酸盐信号传导的 ＰＨＯ８０ 细胞周期蛋白具有同源性ꎬ在细胞分裂、细胞分化和细胞营养状

况方面起作用[８]ꎬ是否在生物胁迫中起作用仍未可知ꎮ 近年来ꎬ随着基因组测序技术的发展ꎬＣＹＣＰ 基因

家族已在拟南芥[８]、水稻[９]和油菜[１０]中完成鉴定ꎬ但在甘蔗中还没有 ＣＹＣＰ 基因家族的相关报道ꎮ 随着

甘蔗基因组测序的完成和转录组数据的积累[１１]ꎬ在全基因组水平上研究甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族成为可能ꎮ
甘蔗作为世界上最重要的糖料和乙醇生产作物之一ꎬ也是我国第一大糖料作物ꎬ是云南、广西等甘蔗

优势区域经济发展的重要支柱和农民创收的主要经济来源之一[１２]ꎮ 目前ꎬ甘蔗生产面临着多种病害ꎬ如
黑穗病[１３]、花叶病[１４]等ꎬ这些病害严重影响甘蔗的产量和品质ꎬ造成巨大的经济损失ꎮ 因此ꎬ深入研究甘

蔗中与生长发育和抗病相关的基因具有重要意义ꎮ 本课题组前期研究发现ꎬ受甘蔗黑穗病菌(Ｓｐｏｒｉｓｏｒｉｕｍ
ｓｃｉｔａｍｉｎｅｕｍ) [１５]及高粱花叶病毒 (Ｓｏｒｇｈｕｍ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＳｒＭＶ) [１６] 胁迫的转录组中参与细胞生长、细胞分

裂生物学进程的基因表现出显著的富集现象ꎮ 因此ꎬ细胞周期调控可能参与甘蔗的病害响应过程ꎮ 为深

入探究 ＣＹＣＰ 是否参与甘蔗对病害的响应ꎬ本研究采用生物信息学方法对甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族进行基因

结构、进化关系及表达模式等方面的分析ꎮ 同时ꎬ克隆其中关键成员 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 基因并通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ、
亚细胞定位和相关性分析进行功能研究ꎬ以期为深入揭示甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族的功能和调控机制奠定基

础ꎬ为培育抗病甘蔗品种提供新的基因资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料及处理方法

甘蔗品种及黑穗病冬孢子材料均取自福建农林大学农业农村部福建甘蔗生物学与遗传育种重点实验

室实验基地ꎮ 参考潘洁明等[１７] 对甘蔗组织材料的处理方法ꎬ对蔗皮、叶、芽、蔗髓分别取样ꎻ参考 Ｌｉｎｇ
等[１８]使用黑穗病冬孢子悬浮液接种甘蔗的方法ꎬ对接种黑穗病菌 ０ ｄｐｉ (ｄａｙ ｐｏｓｔ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ)和 ５ ｄｐｉ 的感

４３８
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黑穗病品种‘ＸＴＴ２２’‘ＹＣ７１￣３７４’以及抗黑穗病品种‘ＮＣｏ３７６’分别取样ꎻ参考 Ｌｉｎｇ 等[１９]甘蔗接种花叶病

毒的方法ꎬ对未接种高粱花叶病毒和接种高粱花叶病毒的‘ＸＴＴ２２’进行取样ꎮ 样品保存于－８０ ℃冰箱

备用ꎮ
１.２　 甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族的鉴定及共线性分析

为了鉴定‘ＸＴＴ２２’中的 ＣＹＣＰ 基因家族ꎬ以拟南芥[８]和水稻[２０]中的 ＣＹＣＰ 基因家族成员为参考序列ꎬ
通过 Ｔｂｔｏｏｌｓ[２１]中的“Ｑｕｉｃｋ Ｇｅｎｅ Ｆａｍｉｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ”工具检索‘ＸＴＴ２２’中的 ＣＹＣＰ 基因家族成员ꎬ同时使

用 Ｗｅｂ ＣＤ￣Ｓｅａｒｃｈ Ｔｏｏｌ 在线工具 (ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｂｗｒｐｓｂ / ｂｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ) 对检索的序

列进行保守结构域分析ꎬ去除不包含 Ｃｙｃｌｉｎ 结构域及 Ｃｙｃｌｉｎ 结构域不完整的基因ꎮ 通过 Ｔｂｔｏｏｌｓ 中的“Ｏｎｅ
Ｓｔｅｐ ＭＣＳｃａｎＸ”工具进行共线性分析ꎬ并使用 Ｔｂｔｏｏｌｓ 中的 Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｃｉｒｃｌｅ 模块展示 ＣＹＣＰ 基因家族成员

在‘ＸＴＴ２２’基因组内的共线性ꎮ
１.３　 甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族在转录组中的表达分析

从 ＳｃＤＢ (Ｓａｃｃｈａｒｕｍ Ｇｅｎｏｍｅ ｄａｔａｂａｓｅ) 数据库[１１]中提取 ＳｃＣＹＣＰ 基因在‘ＸＴＴ２２’幼苗茎部于植物激

素胁迫 ２４、４８ 和 ９６ ｈ 以及未受激素胁迫的相应时间点的表达量(ＦＰＫＭ)ꎬ并以热图形式呈现ꎮ 植物激素

包括脱落酸(ＡＢＡ)、乙烯(ＥＴＨ)、赤霉素(ＧＡ)和生长素( ＩＡＡ)ꎮ
１.４　 甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族的生物信息学分析

利用在线工具 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )、ＤｅｅｐＬｏｃ￣２. ０ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＤｅｅｐＬｏｃ￣２. ０ / )、 ＳＭＡＲＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / ｓｍａｒｔ / ｓｅｔ ＿ ｍｏｄｅ. ｃｇｉ
ＮＯＲＭＡＬ＝ １)、ＰｌａｎｔＣａｒｅ (ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / ) 分别预测分析甘蔗

ＣＹＣＰ 基因家族成员的一级结构、亚细胞定位、保守结构域和顺式作用元件ꎮ
１.５　 甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１基因克隆及其编码蛋白的三级结构分析

使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取甘蔗‘ＸＴＴ２２’整株组培苗的总 ＲＮＡꎬ随后使用 ＤＮａｓｅⅠ消除 ＲＮＡ 样品中所留存的

基因组 ＤＮＡꎬ用 ＴａＫａＲａ 公司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡꎬ作为

ＲＴ￣ＰＣＲ 的模板ꎮ 以甘蔗‘ＸＴＴ２２’的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用上海生工生物工程有限公司合成的特异性引物

ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１￣Ｆ / Ｒ(引物序列见表 １)ꎬ通过 Ｅｘ Ｔａｑ 酶(ＴａＫａＲａ)进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 扩增程序:９４ ℃ ４
ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎ ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 目的片段经纯化后进行 ＴＡ 克

隆并将阳性克隆送测序ꎮ 利用在线工具 ａｌｐｈａｆｏｌｄ (ｈｔｔｐｓ: / / ａｌｐｈａｆｏｌｄ.ｃｏｍ / ) 进行蛋白的三级结构建模ꎮ
表 １　 本研究中所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

　 　 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１￣Ｆ / Ｒ 　 　 ＧＡＴＧＣＴＴＴＣＴＣＣＣＣＡＧＡＣＡＣ / ＣＡＡＡＡＣＴＡＴＣＴＧＴＣＡＴＣＡＧＡ

　 　 ＹＦＰ￣ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１￣Ｆ / Ｒ 　 　 ＣＧＡＡＣＧＡＴＡＣＴＣＧＡＧＧＴＣＧＡＣＡＴＧＡＣＡＡＴＧＧＡＧＴＣＡＣＣＴＡＣＡＡＣ /
　 　 ＧＣＴＣＡＣＣＡＴＡＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＣＣＡＧＣＴＡＣＡＡＣＣＴＴＧＧＡＣＡＧＣ

　 　 ｑ￣ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１￣Ｆ / Ｒ 　 　 ＡＧＴＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＣＴＧＣＣＡＡ / ＴＴＧＧＣＴＧＣＴＴＧＧＡＣＣＴＧＡＡＴ
　 　 ＣＵＬ￣Ｆ / Ｒ 　 　 ＴＧＣＴＧＡＡＴＧＴＧＴＴＧＡＧＣＡＧＣ / ＴＴＧＴＣＧＣＧＣＴＣＣＡＡＧＴＡＧＴＣ
　 　 ＣＡＣ￣Ｆ / Ｒ 　 　 ＡＣＡＡＣＧＴＣＡＧＧＣＡＡＡＧＣＡＡＡ / ＡＧＡＴＣＡＡＣＴＣＣＡＣＣＴＣＴＧＣＧ

１.６　 甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１基因的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 表达分析

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取甘蔗样品的总 ＲＮＡꎬ按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ (Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)(ＴａＫａＲａ)
使用说明合成第 １ 链 ｃＤＮＡꎮ 以 ｑ￣ＳｃＣＹＣＰ３￣Ｆ / Ｒ 为定量引物ꎬ以 ＣＡＣ 和 ＣＵＬ 作为内参基因ꎬ利用 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 染料法[２２]ꎬ定量检测 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 在各组织以及在甘蔗黑穗病菌和高粱花叶病毒胁迫下的基因表

达模式ꎮ 利用 ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(南京诺唯赞)所提供的说明书配制 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 的反应体系ꎮ
实时定量 ＰＣＲ 扩增程序:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 扩增结束后ꎬ增加熔解曲线分析ꎮ
反应时分别设置 ３ 次生物学重复和 ３ 次技术重复ꎬ以无菌水作为对照ꎮ 扩增结束后ꎬ从 ＡＢＩ Ｑｕａｎｔｓｔｕｄｉｏ ６
ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ 软件导出定量数据ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ[２３]算法计算 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 的相对表达量ꎬ并在 ＳＰＳＳ ２２ 软件中

进行差异显著性分析ꎮ
１.７　 甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ３ 蛋白的亚细胞定位分析

以 ｐＭＤ２０￣Ｔ￣ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 质粒为模板ꎬ以 ＹＦＰ￣ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１￣Ｆ / Ｒ 为引物ꎬ使用高保真酶 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ®

ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(全式金)进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得基因编码区后进行胶回收及纯化ꎮ 使用同源重组试
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剂盒 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ(南京诺唯赞)构建重组质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００￣３５Ｓ￣ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１￣
ｅＹＦＰꎮ 参考黄宁等[２４] 的方法ꎬ将重组质粒和对照空载质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００￣３５Ｓ￣ｅＹＦＰ 分别转入农杆菌

ＧＶ３１０１ 菌株中ꎬ并注射烟草叶片表皮细胞ꎬ在激光共聚焦显微镜下观察荧光定位情况ꎮ
１.８　 甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１基因共表达网络构建及分析

根据 Ｌｉｎｇ 等[１８]报道的甘蔗－黑穗病菌表达谱定制芯片数据和甘蔗－高粱花叶病毒表达谱定制芯片

(未发表)ꎬ使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 中的“Ｔａｂｌｅ Ｒｏｗ Ｅｘｔｒａｃｔ ｏｒ Ｆｉｌｔｅｒ”工具提取甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 的共表达网络ꎬ并使

用热图工具展示共表达网络中基因的表达量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族的鉴定及共线性分析

以拟南芥和水稻的 ＣＹＣＰ 基因家族成员作为探针共鉴定出甘蔗中的 ７１ 个 ＣＹＣＰ 基因ꎮ 进化树分析

(图 １－Ａ)显示ꎬ甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族可分为 ４ 个亚家族ꎬ其中 Ｃｌａｓｓ １ 包含 １２ 个基因ꎬＣｌａｓｓ ２ 包含 １１ 个基

因ꎬＣｌａｓｓ ３ 包含 ９ 个基因ꎬＣｌａｓｓ ４ 包含 ３９ 个基因ꎮ 相对于拟南芥 ＣＹＣＰꎬ甘蔗 ＣＹＣＰ 与水稻 ＣＹＣＰ 在进化

树分枝中距离更近ꎬ因此参考水稻 ＣＹＣＰ 成员名称对甘蔗 ＣＹＣＰ 成员进行命名ꎮ
根据基因位置信息分析ꎬ除了 ＳｃＣＹＣＰ４ ꎻ２￣４ 位于未组装到染色体的重叠群(ｃｏｎｔｉｇ)之外ꎬＳｃＣＹＣＰ 基

因家族成员分布于 ４０ 条染色体(图 １－Ｂ)ꎮ 对甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ 基因家族的潜在进化机制以及复制事件进行

分析ꎬ甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族成员间共有 ２８７ 对共线基因对ꎬ其中只有 ２ 对串联重复基因(ＳｃＣＹＣＰ４ ꎻ２￣５ 和

ＳｃＣＹＣＰ４ ꎻ２￣７ꎬＳｃＣＹＣＰ１ ꎻ１￣８ 和 ＳｃＣＹＣＰ１ ꎻ１￣７)(图 １－Ｂ)ꎬ推测串联复制并非甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族扩张的

主要方式ꎬ而片段复制是甘蔗 ＳｓＣＹＣＰ 基因家族扩张的方式之一ꎮ

图 １　 甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族的鉴定及共线性分析

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＣＹＣＰ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ
　 　 Ａ. ＣＹＣＰ 蛋白序列的系统发育树ꎻＢ. 甘蔗 ＣＹＣＰ 基因间的共线性分析(红色的线条为具有共线性关系的 ＣＹＣＰ 基因对)ꎮ

Ａ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＣＹＣＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎻＢ. Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＹＣＰ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｓｕｇａｒｃａｎｅ( ｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ
ＣＹＣＰ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ) .

２.２　 甘蔗 ＣＹＣＰ 家族成员 ｍｏｔｉｆ 和基因结构分析

使用 ＭＥＭＥ 在线分析网站对 ７１ 个甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族成员进行分析ꎮ Ｃｌａｓｓ １ 中的 ＣＹＣＰ 均含有

ｍｏｔｉｆ １—ｍｏｔｉｆ ４ 和 ｍｏｔｉｆ ６ꎻＣｌａｓｓ ２ 中的 ＣＹＣＰ 均含有 ｍｏｔｉｆ １—ｍｏｔｉｆ ４ꎻＣｌａｓｓ ３ 中的 ＣＹＣＰ 均含有 ｍｏｔｉｆ １—
ｍｏｔｉｆ ６ꎻＣｌａｓｓ ４ 中的 ＣＹＣＰ 均含有 ｍｏｔｉｆ １、ｍｏｔｉｆ ２ 和 ｍｏｔｉｆ ４(图 １－Ｃ)ꎮ 甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族成员结构分析

表明ꎬＣＹＣＰ 全部包含 ｃｙｃｌｉｎ 结构域的编码区ꎮ Ｃｌａｓｓ １ 和 Ｃｌａｓｓ ４ 中所有 ＣＹＣＰ 只有 １ 个内含子结构ꎬＣｌａｓｓ ２
中 ＳｃＣＹＣＰ２ ꎻ１(１~６ꎬ８~１１)不含内含子结构ꎬＣｌａｓｓ ３ 中 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１(１~７)含 ２ 个内含子结构ꎬＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１
(８ 和 ９)含 ３ 个内含子结构(图 ２)ꎮ 以上结果表明ꎬ同一 Ｃｌａｓｓ 的 ＣＹＣＰ 蛋白具有相似的保守基序ꎬ同一

Ｃｌａｓｓ 的 ＣＹＣＰ 基因具有相似的内含子 /外显子模式(图 ２)ꎮ
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２.３　 甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族在转录组中的表达分析

基于公共数据库的转录组数据分析表明ꎬ在‘ＸＴＴ２２’苗期茎对照组和受植物激素(ＡＢＡ、ＥＴＨ、ＧＡ 和

ＩＡＡ)胁迫处理组中ꎬＳｃＣＹＣＰ 基因家族不同 Ｃｌａｓｓ 的 ＣＹＣＰ 基因具有不同的表达模式ꎬ除 Ｃｌａｓｓ ４ 外ꎬ同一

Ｃｌａｓｓ 中 ＣＹＣＰ 基因的表达模式基本一致ꎮ 除 ＳｃＣＹＣＰ１ ꎻ１￣３ 和 ＳｃＣＹＣＰ１ ꎻ１￣４ 外ꎬＣｌａｓｓ １ 中 ＣＹＣＰ 基因在受

ＡＢＡ 胁迫 ９６ ｈ 时的表达量相对于 ＣＫ ９６ ｈ 上调表达ꎬ在其他植物激素胁迫下表达量相对于对照组变化不

大ꎬＣｌａｓｓ ２ 中所有 ＣＹＣＰ 基因及 Ｃｌａｓｓ ４ 中 ＳｃＣＹＣＰ４ ꎻ３(２~５、１０、１３、１４、１８)基因在所有样品中表达值均小

于 １ꎮ Ｃｌａｓｓ ３ 的 ＣＹＣＰ 基因表达值高于其他 Ｃｌａｓｓ 中的 ＣＹＣＰ 基因ꎬ在受 ＡＢＡ、ＥＴＨ 和 ＧＡ 胁迫后 ２４、４８ 和

９６ ｈ 表达量相对于对照组均下调ꎬ受 ＩＡＡ 胁迫处理后 ２４ 和 ４８ ｈ 表达量相对于对照组上调表达(图 ３)ꎮ

图 ２　 甘蔗 ＣＹＣＰ 家族成员 ｍｏｔｉｆ 和基因结构分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｔｉｆｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｍｅｍｂｅｒｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＣＹＣＰ ｆａｍｉｌｙ

图 ３　 ＡＢＡ、ＥＴＨ、ＧＡ和 ＩＡＡ胁迫下 ＣＹＣＰ基因的表达量

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＹＣＰ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ＡＢＡꎬ
ＥＴＨꎬＧＡ ａｎｄ ＩＡＡ ｓｔｒｅｓｓ

２.４　 甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族的一级结构及亚细胞定位预测分析

蛋白质一级结构预测结果(表 ２)显示ꎬ在甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族的 ７１ 个成员中ꎬ甘蔗 ＣＹＣＰ 蛋白序列

平均长度为 ２３８ ａａꎬ其中 ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣１０ 蛋白序列最长ꎬ为 ３５６ ａａꎬＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１２ 和 ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１５ 蛋白序

列最短ꎬ为 ２１１ ａａꎻＣＹＣＰ 蛋白的平均相对分子质量为 ２５.８６×１０３ꎬＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣１０ 蛋白相对分子质量最大

为 ３８.５２×１０３ꎬＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１６ 和 ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１７ 的蛋白相对分子质量最小ꎬ为 ２２.５５×１０３ꎻ７１ 个 ＳｃＣＹＣＰ 蛋

白的平均等电点为 ６.０４ꎬ其中有 ６３ 个蛋白的等电点小于 ７ꎬ说明该 ６３ 个蛋白为酸性蛋白ꎬ其他 ８ 个为碱

性蛋白ꎻＳｃＣＹＣＰ 蛋白不稳定指数为 ３０.６１~５９.１３ꎬ不稳定指数大于 ４０ 的有 ５１ 个ꎬ说明大部分蛋白为不稳

定蛋白ꎻＳｃＣＹＣＰ 蛋白脂溶指数为 ８０.９５~１０２.２７ꎬ平均亲水性为－０.３３５ ~ ０.３８６ꎬ其中 ４２ 个蛋白表现为亲水

性ꎬ２９ 个蛋白表现为疏水性ꎻＳｃＣＹＣＰ 蛋白中ꎬ只有 ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣８ 亚细胞定位不在细胞核而是在细胞质ꎬ
其他 ７０ 个蛋白亚细胞定位预测均在细胞核ꎬ有 ５１ 个蛋白的亚细胞定位在细胞核和细胞质ꎮ
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表 ２　 甘蔗 ＣＹＣＰ 蛋白的一级结构及亚细胞定位预测

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＣＹＣＰ ｐｒｏｔｅｉｎ

基因编号
Ｇｅｎｅ ＩＤ

氨基酸长度 / ａａ
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ

ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

相对分子质量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｍａｓｓ

等电点
ｐＩ

不稳定指数
Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ

蛋白脂溶指数
Ａｌｉｐｈａｔｉｃ
ｉｎｄｅｘ

平均亲水性
Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ
ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ

亚细胞定位
Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ｌｏｃａｔｉｏｎ

ＳｃＣＹＣＰ１ꎻ１￣１ ２６６ ２８ ９０５.０６ ６.８７ ４７.３９ ８４.８１ －０.２４６ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ１ꎻ１￣２ ２６２ ２８ ５６２.６６ ６.８７ ４６.９６ ８４.２４ －０.２７７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ１ꎻ１￣３ ２７４ ２９ ６０４.７２ ７.９５ ４４.８７ ８０.９９ －０.３１６ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ１ꎻ１￣４ ２７４ ２９ ６４８.７８ ７.９５ ４３.９７ ８１.３１ －０.３１７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ１ꎻ１￣５ ２７４ ２９ ５６５.６８ ６.６０ ４４.９８ ８２.７４ －０.２８０ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ１ꎻ１￣６ ２７４ ２９ ５６５.６８ ６.６０ ４４.９８ ８２.７４ －０.２８０ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ１ꎻ１￣７ ２７５ ２９ ６９８.７９ ７.２３ ４６.６１ ８１.０２ －０.３３５ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ１ꎻ１￣８ ２７５ ２９ ６９８.７９ ７.２３ ４６.６１ ８１.０２ －０.３３５ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ１ꎻ１￣９ ２６７ ２８ ９２７.９９ ６.８７ ４８.３５ ８２.７０ －０.３０６ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ１ꎻ１￣１０ ２７４ ２９ ５０６.５７ ６.４６ ５１.８９ ８０.９５ －０.３１０ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ１ꎻ１￣１１ ２６８ ２９ ０１５.０７ ６.８７ ４８.９２ ８２.３９ －０.３０７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ１ꎻ１￣１２ ２６８ ２９ ０１５.０７ ６.８７ ４８.９２ ８２.３９ －０.３０７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ２ꎻ１￣１ ２３７ ２５ ９０３.３３ ６.６６ ４４.５４ ９０.７２ －０.０５５ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ２ꎻ１￣２ ２３７ ２５ ９０３.３３ ６.６６ ４４.５４ ９０.７２ －０.０５５ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ２ꎻ１￣３ ２３７ ２５ ７７４.１２ ６.３９ ４５.７７ ９０.７２ －０.０５４ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ２ꎻ１￣４ ２３７ ２５ ７６０.０９ ６.３９ ４５.４２ ９０.３０ －０.０６４ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ２ꎻ１￣５ ２３７ ２５ ７７３.１８ ７.０６ ４５.４２ ９０.７２ －０.０５６ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ２ꎻ１￣６ ２３７ ２５ ７７３.１８ ７.０６ ４５.４２ ９０.７２ －０.０５６ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ２ꎻ１￣７ ２２６ ２４ ３８９.５６ ５.９８ ４４.５９ ９２.１２ ０.０４０ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ２ꎻ１￣８ ２３７ ２５ ８３４.２２ ６.３９ ４４.７３ ９０.７２ －０.０３９ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ２ꎻ１￣９ ２３７ ２５ ８３４.２２ ６.３９ ４４.７３ ９０.７２ －０.０３９ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ２ꎻ１￣１０ ２３９ ２６ ０５０.４１ ６.１７ ４６.０５ ８９.９６ －０.０５７ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ２ꎻ１￣１１ ２３９ ２６ ０５０.４１ ６.１７ ４６.０５ ８９.９６ －０.０５７ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ ２３７ ２６ ９２１.０４ ５.６０ ３３.０２ ９７.８９ －０.０４７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣２ ２３７ ２６ ８９１.０１ ５.６０ ３２.３５ ９８.３１ －０.０３７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣３ ２３７ ２６ ９０５.０４ ５.６１ ３３.０２ ９８.３１ －０.０３７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣４ ２３７ ２６ ８９１.０１ ５.６１ ３１.１７ ９７.８９ －０.０３８ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣５ ２３７ ２６ ８９２.９８ ５.６０ ３１.９９ ９７.０９ －０.０５７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣６ ２３７ ２６ ９０６.１３ ５.９９ ３１.１８ ９８.３１ －０.０２４ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣７ ２３７ ２６ ９２０.０９ ５.９９ ３０.６１ ９７.８９ －０.０４９ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣８ ２４５ ２７ ８８８.２１ ５.４６ ３２.７６ ９８.２９ －０.０１５ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣９ ２４５ ２７ ８８８.２１ ５.４６ ３２.７６ ９８.２９ －０.０１５ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ１￣１ ２２６ ２４ １１７.４７ ６.０４ ４２.６５ ９３.４５ ０.２６５ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ１－２ ２２２ ２３ ６３０.０１ ５.６３ ３９.４４ ９５.５４ ０.３３９ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ１￣３ ２２２ ２３ ６１５.９８ ５.６４ ３９.７８ ９４.６８ ０.３２８ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ１￣４ ２２２ ２３ ６１５.９８ ５.６４ ３９.７８ ９４.６８ ０.３２８ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ１￣５ ２２６ ２４ １０３.４４ ６.０４ ４１.９０ ９３.０１ ０.２５６ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ１￣６ ２２６ ２４ １０３.４４ ６.０４ ４１.９０ ９３.０１ ０.２５６ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ１￣７ ２２６ ２４ １０３.４４ ６.０４ ４１.９０ ９３.０１ ０.２５６ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ１￣８ ２２６ ２４ １０３.４４ ６.０４ ４１.９０ ９３.０１ ０.２５６ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣１ ２３７ ２５ ８９３.４５ ６.１４ ３９.７３ ８７.７２ －０.０９７ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣２ ２３７ ２５ ８５４.４６ ６.４５ ３９.０２ ８８.１４ －０.０８１ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣３ ２３７ ２５ ９２５.５１ ６.１４ ３９.００ ８６.５０ －０.１１６ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣４ ２３７ ２５ ９２５.５１ ６.１４ ３９.００ ８６.５０ －０.１１６ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣５ ２３７ ２５ ８７３.４７ ６.１４ ４１.６３ ８７.７２ －０.１００ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣６ ２３７ ２５ ８２０.４０ ５.９９ ３９.１９ ８９.３７ －０.０６１ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣７ ２３７ ２５ ８０４.４０ ５.９９ ３９.１９ ８９.７９ －０.０５０ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣８ ２８２ ３０ ８３６.３１ ６.３７ ４４.７６ ９５.１４ －０.０３５ Ｃｙｔｏ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣９ ２３４ ２５ ５１５.１５ ６.３１ ３５.２６ ９０.０９ －０.０４３ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣１０ ３５６ ３８ ５１７.８０ ７.８３ ５２.４１ ８６.０４ －０.１４０ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ２￣１１ ２３７ ２５ ７７３.３５ ６.３６ ３４.１３ ８８.９９ －０.０５８ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１ ２１７ ２３ １８８.４１ ５.０８ ４６.２８ ９４.９８ ０.２０７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣２ ２１７ ２３ １８８.４１ ５.０８ ４６.２８ ９４.９８ ０.２０７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣３ ２１８ ２３ ３１５.５５ ５.０８ ４６.８２ ９４.５４ ０.１９７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
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续表 ２　 Ｔａｂｌｅ ２ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ

基因编号
Ｇｅｎｅ ＩＤ

氨基酸长度 / ａａ
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ

ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

相对分子质量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｍａｓｓ

等电点
ｐＩ

不稳定指数
Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ

蛋白脂溶指数
Ａｌｉｐｈａｔｉｃ
ｉｎｄｅｘ

平均亲水性
Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ
ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ

亚细胞定位
Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ｌｏｃａｔｉｏｎ

ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣４ ２１８ ２３ ３５４.５９ ５.２０ ４５.２５ ９４.０８ ０.１８７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣５ ２１６ ２３ １５１.３４ ４.９８ ４５.１０ ９６.３４ ０.２１５ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣６ ２１２ ２２ ６０６.９３ ４.６４ ４８.９９ １０１.４２ ０.３７３ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣７ ２１２ ２２ ６８１.０７ ４.６４ ４８.９９ １０１.３７ ０.３８６ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣８ ２２３ ２４ ２９１.２４ ５.５８ ４９.２７ ９７.２２ ０.２５８ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣９ ２２３ ２４ ２９１.２４ ５.５８ ４９.２７ ９７.２２ ０.２５８ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１０ ２１８ ２３ ３２１.５５ ４.９８ ４６.４８ ９７.２０ ０.１７０ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１１ ２２３ ２４ ２５８.５６ １０.９２ ５９.１３ ９６.３７ ０.０７５ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１２ ２１１ ２２ ６２５.９９ ４.６４ ５０.０８ １００.９０ ０.３６７ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１３ ２１６ ２３ ２０３.４２ ４.９８ ４６.８９ ９５.４２ ０.１８４ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１４ ２１６ ２３ ２０３.４２ ４.９８ ４６.８９ ９５.４２ ０.１８４ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１５ ２１１ ２２ ７５１.２１ ４.７４ ４８.６３ １０２.２７ ０.３７２ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１６ ２１２ ２２ ５５２.９０ ４.６９ ４６.９１ ９９.５８ ０.３７８ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１７ ２１２ ２２ ５５２.９０ ４.６９ ４６.９１ ９９.５８ ０.３７８ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１８ ２１８ ２３ ３２１.５５ ４.９８ ４６.４８ ９７.２０ ０.１７０ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣１９ ２１６ ２３ ３１４.６５ ５.１０ ５０.８０ ９９.０３ ０.２２５ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ
ＳｃＣＹＣＰ４ꎻ３￣２０ ２１２ ２２ ６８１.０７ ４.６４ ４８.９９ １０１.３７ ０.３８６ Ｃｙｔｏ ｜ Ｎｕｃ

　 　 Ｎｏｔｅ:Ｃｙｔｏ:ＣｙｔｏｐｌａｓｍꎻＮｕｃ:Ｎｕｃｌｅｕｓ.

２.５　 甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族成员顺式作用元件分析

为进一步探究甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族功能ꎬ系统分析了各基因成员起始密码子上游 ２ ０００ ｂｐ 区域的顺

式作用元件组成与分类ꎮ 甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族的启动子顺式作用元件分析结果(图 ４)显示ꎬ启动子区共

含有 １７ 种应答响应元件ꎬ分为 ４ 种类型:激素响应元件、逆境响应元件、光响应元件和生长发育调节元件ꎮ
Ｃｌａｓｓ １ 中 ＣＹＣＰ 基因启动子中包含数目最多的是光响应元件(１９３ 个)ꎬ其次是茉莉酸甲酯响应元件(１０６
个)和脱落酸响应元件(１０５ 个)ꎻＣｌａｓｓ ２ 中 ＣＹＣＰ 基因启动子中包含数目最多的是光响应元件(１０７ 个)ꎬ
其次是茉莉酸甲酯响应元件(６８ 个)、脱落酸响应元件(５１ 个)和干旱响应元件(３９ 个)ꎻＣｌａｓｓ ３ 中 ＣＹＣＰ
基因启动子中包含数目最多的是光响应元件(５２ 个)ꎬ其次是茉莉酸甲酯响应元件(４０ 个)、赤霉素响应元

件(３２ 个)和无氧诱导响应元件(２１ 个)ꎻＣｌａｓｓ ４ 中 ＣＹＣＰ 基因启动子中包含数目最多的是光响应元件

(３１４ 个)ꎬ其次是脱落酸响应元件(１７０ 个)和茉莉酸甲酯响应元件(１４６ 个)ꎮ
根据顺式作用元件分析结果可知:Ｃｌａｓｓ １ ＣＹＣＰ 的启动子除 ＳｃＣＹＣＰ１ ꎻ１￣４ 外均不包含防御和胁迫响

应元件ꎻＣｌａｓｓ ２ ＣＹＣＰ 的启动子均不包含防御和胁迫响应元件ꎻＣｌａｓｓ ３ 中的 ＣＹＣＰ 除 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣３ 的启动

子外ꎬ都包含防御和胁迫响应元件ꎻ３９ 个 Ｃｌａｓｓ ４ ＣＹＣＰ 中有 ２８ 个不包含防御和胁迫响应元件ꎮ 推测 Ｃｌａｓｓ
３ 中的 ＣＹＣＰ 基因在胁迫响应方面发挥着一定的功能ꎮ
２.６　 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１基因克隆及其编码蛋白的三级结构分析

Ｃｌａｓｓ ３ 中 ９ 个 ＳｃＣＹＣＰ 成员与来源于花叶病毒胁迫的甘蔗转录组 ｕｎｉｇｅｎｅ Ｔ３＿Ｕｎｉｇｅｎｅ＿ＢＭＫ.２８３３ 在

核酸序列上的相似性为 ９３.４％~１００％(图 ５－Ａ)ꎮ 为了进一步研究 Ｃｌａｓｓ ３ 中 ＣＹＣＰ 在生物胁迫响应方面

的功能ꎬ以 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１￣Ｆ / Ｒ 为引物ꎬ在甘蔗‘ＸＴＴ２２’中进行基因克隆ꎬ获得的 ｃＤＮＡ 序列和‘ＸＴＴ２２’基
因组中 ＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 的 ＣＤＳ 序列相似性为 １００％ꎬ因此将克隆到的基因命名为 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１(图 ５－Ｂ)ꎮ 通

过 ａｌｐｈａｆｏｌｄ (ｈｔｔｐｓ: / / ａｌｐｈａｆｏｌｄ.ｃｏｍ / )对甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 蛋白进行三级结构建模ꎬ结果发现 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１
蛋白的三级结构主要包括 α－螺旋和无规则卷曲(图 ５－Ｃ)ꎮ
２.７　 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１基因的实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 基因在芽中的表达量最低ꎬ蔗髓的表达量最高ꎬ为芽的 ２.１９ 倍ꎬ其次为叶和蔗皮ꎬ表达

量分别是芽的 １.６ 和 １.３ 倍(图 ６－Ａ)ꎬ因此推测 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 可能参与调控蔗髓组织的次生发育过程ꎮ
受黑穗病菌胁迫后ꎬＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 在甘蔗感黑穗病品种‘ＸＴＴ２２’和‘ＹＣ７１￣３７４’中均表现为显著上调表

达ꎬ表达量分别是对照组的 ２. ６ 和 １. ５ 倍ꎻ而抗甘蔗黑穗病品种‘ＮＣｏ３７６’ 受黑穗病菌胁迫处理后ꎬ
ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 基因为下调表达ꎬ为对照组的 ０.７５ 倍(图 ６－Ｂ)ꎮ 受高粱花叶病毒胁迫后ꎬＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 在

感花叶病品种‘ＸＴＴ２２’中显著下调表达ꎬ为对照组的 ０.６ 倍(图 ６－Ｃ)ꎮ

９３８
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图 ４　 甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ 基因顺式元件分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｃＣＹＣＰ ｉｎ ｓｕｇａｒｃａｎｅ
左边表示顺式元件的位置分布ꎻ右边表示顺式元件的数量ꎮ

Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｓｉｄｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓꎻｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｉｄｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ.

２.８　 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１蛋白的亚细胞定位分析

从图 ７ 可知:注射空载 ３５Ｓ∷ＹＦＰ 的本氏烟草叶片中ꎬ黄色荧光分布在整个细胞中ꎻ注射 ３５Ｓ∷
ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１∷ＹＦＰ 的本氏烟草叶片中ꎬ黄色荧光在细胞中呈现明显的圆形结构ꎬ定位于细胞核中ꎬ与生

物信息学分析结果高度一致ꎮ
２.９　 甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１基因共表达网络构建及分析

共表达网络分析表明ꎬＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 与细胞分裂素核苷 ５′－单磷酸磷酸核糖水解酶(ＣＫＲＭＰＨＲ)、分
子伴侣蛋白(ＤｎａＪ)、转录因子 ＮＡＣ、ＰＴＦ４ 和 ＭＹＢ 存在共表达ꎬ同时 ＭＹＢ 与已报道的 ＳｓＰｅｌｅ１ 存在共表达

(图 ８－Ａ)ꎮ 在甘蔗 －黑穗病菌表达谱定制芯片中ꎬ受黑穗病菌胁迫后共表达网络基因中除 ＭＹＢ 和

ＣＫＲＭＰＨＲ 下调表达外ꎬ其他基因均上调表达(图 ８－Ｂ)ꎮ 在甘蔗－高粱花叶病毒表达谱定制芯片(未发

表)中ꎬＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 与 ＣＫＲＭＰＨＲ 也存在共表达关系ꎬ受高粱花叶病毒胁迫后ꎬＣＫＲＭＰＨＲ 在感病品种

‘ＦＮ１５’和‘ＸＴＴ２２’中下调表达ꎬ在抗病品种‘ＦＮ３９’和‘ＹＺ０１￣１４１３’中表达量变化不大ꎮ 研究表明ꎬ
ＣＫＲＭＰＨＲ[２５]和 ＤｎａＪ[２６]在细胞周期的不同阶段起着重要的调控作用ꎮ 甘蔗黑穗病菌效应蛋白 ＳｓＰｅｌｅ１ 能

够介导植物免疫通路ꎬ在甘蔗与黑穗病菌互作过程中起到重要作用[１８]ꎮ

０４８
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图 ５　 ＣＹＣＰ３ 核酸序列与三级结构分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣＹＣＰ３
　 　 Ａ. 基因组及转录组中 ＣＹＣＰ３ 核酸序列间相似性ꎻＢ. ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 核酸序列及其编码的氨基酸序列ꎬ红色为克隆引

物所在区域ꎻＣ. ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 蛋白三级结构ꎮ
Ａ. Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＹＣＰ３ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｄａｔａ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｄａｔａꎻＢ. ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ ｎｕｃｌｅｉｃ

ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｒｅ ｄｅｍａｒｃａｔｅｄ ｉｎ
ｒｅｄꎻＣ. Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ６　 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１基因表达模式分析

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ ｇｅｎｅ
　 　 Ａ. ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 在不同甘蔗组织的表达ꎻＢ. 甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 在黑穗病菌胁迫下的表达ꎻＣ. 甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 在高粱花叶病毒胁

迫下的表达ꎮ
Ａ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓꎻＢ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ ｉｎ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｕｎｄｅｒ Ｓｐｏｒｉｓｏｒｉｕｍ ｓｃｉｔａｍｉｎｅｕｍ

ｓｔｒｅｓｓꎻＣ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ ｉｎ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｕｎｄｅｒ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｓｔｒｅｓｓ. ｄｐｉ:接种后天数 Ｄａｙ ｐｏｓｔ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ. ∗Ｐ<０.０５.

３　 讨论与结论

基因家族在序列上具有高度的相似性ꎬ一般具有相似的结构域和保守序列ꎮ 基因家族成员在功能上

可能有分化[２７]ꎮ 虽然它们有相似的起源ꎬ但在进化过程中ꎬ不同的选择压力可能会承担不同的生物学功

能[２８]ꎮ 拟南芥[８]和水稻[２０]ＣＹＣＰ 基因家族中均包含 ７ 个成员ꎬ油菜中 ＣＹＣＰ 基因家族包括 １２ 个成员[１０]ꎬ
本研究中甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族包含 ７１ 个成员ꎮ 甘蔗中 ＣＹＣＰ 家族成员更多ꎬ可能是由于甘蔗为异源多倍

体ꎬ在进化过程中染色体组的加倍ꎬ造成基因拷贝数增加ꎮ

１４８
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图 ７　 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１在本氏烟草叶片表皮细胞中的亚细胞定位

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ ｉｎ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ ｌｅａｆ

图 ８　 甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１基因共表达网络构建及分析

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｔｈｅ ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ ｇｅｎｅ
　 　 Ａ. 甘蔗 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 基因共表达网络ꎻＢ. ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 共表达基因在甘蔗－黑穗病菌芯片中的表达量ꎻＣ.ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 共表达基

因在甘蔗－高粱花叶病毒芯片中的表达量ꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｔｈｅ ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ꎻＢ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｇａｒｃａｎｅ￣ｓｍｕｔ ｆｕｎｇｕｓ

ｍｉｃｒｏａｒｒａｙꎻＣ.Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｇａｒｃａｎｅ￣ｓｏｒｇｈｕｍ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｃｈｉｐ ｖｉｒｕｓ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ.

目前ꎬＣＹＣＰ 基因的功能主要集中于磷酸饥饿响应、发育调控和植物激素响应ꎮ 例如ꎬ水稻 ＣＹＣＰ１ ꎻ１
的过表达和抑制表达分别减弱和增强了磷饥饿信号传导[９]ꎮ 拟南芥 ＣＹＣＰ３ ꎻ１ 受油菜素内酯负调控ꎬ在根

尖表皮和侧根根帽中特异性表达ꎬ能够调控根尖的细胞分裂ꎮ 通过表型分析ꎬ发现 ＣＹＣＰ３ ꎻ１ 的过表达会

促进根生长ꎬ而其抑制则会导致根生长缺陷[２９]ꎮ 本研究在 ＣＹＣＰ 响应植物激素调控方面发现ꎬ甘蔗 ＣＹＣＰ
基因家族 Ｃｌａｓｓ ３ 中的 ＣＹＣＰ 除受 ＡＢＡ、ＧＡ 和 ＥＴＨ 负调控外ꎬ还受 ＩＡＡ 正调控ꎮ 本研究还发现 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１
在受黑穗病菌和高粱花叶病毒胁迫后均差异表达ꎬ推测 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 能够响应生物胁迫ꎮ 植物生存依靠

体内不同激素信号间复杂交互作用以维持生长发育和逆境响应的有效平衡[３０]ꎮ 内源性 ＩＡＡ 含量增加能

提高拟南芥的感病性[３１]ꎮ 施加 ＧＡ 可以减少病菌侵染后的病斑和病菌数ꎬ并上调抗病基因 ＰＲ１ 和 ＩＣＳ１
的表达[３２]ꎮ 在番茄中ꎬＥＴ 信号通路的调控能够增强植物对灰霉菌的抗性[３３]ꎮ 因此ꎬ推测在甘蔗与病原

菌互作过程中ꎬＣＹＣＰ３ 基因表达受内源性激素含量影响ꎮ
作为细胞周期调控网络中的核心成员ꎬ细胞周期蛋白通过与不同 ＣＤＫ 的相互作用来驱动细胞周期的

进程ꎮ 例如ꎬ拟南芥 ＣＹＣＰ３ꎻ１ 分别和 ＣＤＫＡꎻ１[８]、ＣＤＫＢ２ꎻ１[２９]相互作用ꎬ通过与 ＣＤＫＢ２ꎻ１ 相互作用调控

根的生长和发育[２９]ꎮ 本研究 ＣＹＣＰ３ 的共表达网络中没有发现 ＣＤＫ 基因ꎬ但是鉴定到在细胞周期不同阶
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　 第 ４ 期 李姗姗ꎬ等:甘蔗 Ｐ 型细胞周期蛋白基因家族的鉴定及 ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 基因功能研究

段起重要调控作用的 ＣＫＲＭＰＨＲ[２５]和 ＤｎａＪ[２６]ꎮ 细胞周期蛋白除了与 ＣＤＫ 相互作用外ꎬ还可以与多种其

他蛋白发生相互作用来调控细胞周期进程ꎮ 例如ꎬ拟南芥 ＣｙｃＣ１ꎻ１ 与 ＷＲＫＹ７５ 相互作用ꎬ调节 ＳＯＳ１ 表达

和植物耐盐性[５]ꎮ 但目前没有关于甘蔗 ＣＹＣＰ 与转录因子相互作用的报道ꎬ本研究共表达网络分析发现ꎬ
ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 与 ＭＹＢ 存在共表达ꎬ同时 ＭＹＢ 与已报道的鞭黑粉菌效应蛋白 ＳｓＰｅｌｅ１ 存在共表达ꎮ 在番茄－
镰刀菌互作系统中ꎬ镰刀菌分泌的效应蛋白 ＦＳＥ１ 可以靶向结合宿主 ＭＹＢ 转录因子 ＭａＥＦＭ￣ｌｉｋｅꎬ从而影

响病原菌的致病性[３４]ꎮ 类似地ꎬ在水稻－稻瘟病菌互作中ꎬ一些效应蛋白也可以通过与 ＭＹＢ 蛋白的相互

作用调控植物防卫反应[３５]ꎮ 基于以上研究结果推测ꎬＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 可能通过直接或间接的方式与 ＭＹＢ
相互作用ꎬ共同参与甘蔗响应鞭黑粉菌胁迫ꎮ

本研究利用生物信息学方法在全基因组水平上对甘蔗 ＣＹＣＰ 基因家族成员进行鉴定与分析ꎬ成功鉴

定出 ７１ 个 ＣＹＣＰ 基因ꎬ可分为 ４ 个亚家族(Ｃｌａｓｓ １ — Ｃｌａｓｓ ４)ꎮ Ｃｌａｓｓ ３ 的 ＣＹＣＰ 基因在甘蔗苗期茎组织

中表达水平高于其他 Ｃｌａｓｓ 中的 ＣＹＣＰ 基因ꎬ且在受 ＡＢＡ、ＥＴＨ 和 ＧＡ 胁迫后均下调表达ꎬ受 ＩＡＡ 胁迫处理

后上调表达ꎮ Ｃｌａｓｓ ３ 亚家族内 ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 基因包含 １ 个 ７１４ ｂｐ 的开放读码框ꎬ编码 ２３７ 个氨基酸ꎮ
ＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１在芽中的表达量最低ꎬ蔗髓中的表达量最高ꎻ在黑穗病菌和高粱花叶病毒胁迫下ꎬＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１
具有不同的表达模式ꎮ 亚细胞定位结果显示ꎬＳｃＣＹＣＰ３ꎻ１￣１ 主要定位于细胞核ꎮ 相关性分析结果显示ꎬ
ＳｃＣＹＣＰ３ ꎻ１￣１ 与 ＣＫＲＭＰＨＲ、ＤｎａＪ、ＮＡＣ、ＰＴＦ４ 和 ＭＹＢ 存在共表达关系ꎮ
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