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摘要: 果胶甲酯酶抑制因子(PMEI)能够抑制果胶甲酯酶(PME)的脱酯化作用, 从而调控果胶甲酯酶的活性。本文在桃

(Prunus persica)中鉴定出30个PpPMEI基因家族成员并进行了生物信息学分析, 构建进化树发现, 其与拟南芥PMEI基因家

族进化关系较远。对PpPMEI进行蛋白性质分析发现, 大多数PpPMEI蛋白存在信号肽, 等电点在4.44~10.02之间, 亚细胞定

位表明多定位于分泌通路。部分PpPMEI表达模式分析表明, 其在花、果实、叶中有表达差异, Prupe.1G118800和Prupe. 
5G112600在果实发育过程中表达量下降。赤霉素(GA)、脱落酸(ABA)和水杨酸(SA)三种激素处理后, Prupe.5G048900和
Prupe.5G112600被GA和ABA诱导表达, Prupe.7G193700的表达被GA抑制。本文为研究PpPMEI在调控桃的花与果实发育

以及激素响应等方面提供参考。
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细胞壁是构成植物细胞的基本结构, 在植物

细胞的生长发育、抗逆反应、细胞内及细胞间的

信息传递中起着非常重要的作用(Carpita和Gibeaut 
1993; 刘清泉等2014)。果胶是构成细胞壁的重要成

分, 高度甲酯化的果胶被分泌进入细胞壁, 随后由

细胞壁上的果胶甲酯酶(pectin methylesterase, PME)
等将其修饰, 这时PME将果胶去甲酯化形成果胶酸

和甲醇(Pérez等2000; Wolf等2009)。果胶还参与细

胞间的信号传导, 所以近年来研究PME和果胶甲酯

酶抑制因子(pectin methylesterase inhibitor, PMEI)逐
渐成为细胞表面以及细胞壁研究的热点之一。

PME在植物中广泛存在, 属于第8类碳水化合

物酯酶(CAZY: http://www.cazy.org/CE8.html; 
Coutinho等2003), 参与植物的营养生长与生殖生

长等生理过程。一些研究表明PME在维持细胞结

构(Prasanna等2007)、植物抗病(张倩等2015)、下

胚轴伸长(Derbyshire等2007)、果实成熟(Roberts
等2000)、种子萌发(Ren和Kermode 2000)、花器

官的发育(张莉等2012)等方面有重要作用。在细

胞壁中, 具有活性的PME可能具有两种调控方式: 
(1)被PME脱甲酯化的果胶酸与Ca2+相互作用, 从而

改变质体外的pH以及细胞壁的理化性能, 影响植

物的生长发育(Ridley等2001); (2)脱甲酯化的果胶

酸不与Ca2+相互作用, 而可能成为果胶降解酶的目

标, 如多聚半乳糖醛酸酶(polygalacturonase, PG), 从
而影响细胞壁的质地和硬度(Micheli 2001)。研究

发现PME的活性受到PMEI的调控, 拟南芥(Arabi-
dopsis thaliana)中AtPMEI4与AtPME17结合调控其活

性, 并在一定程度上改变了果胶的结构(Sénéchal等

2015)。猕猴桃(Actinidia chinensis) AcPMEI与拟南

芥AtPME体外结合为蛋白复合物, 一定范围内pH
和NaCl的变化对这个复合物的影响较小, 说明该

复合物比较稳定, 同时发现猕猴桃AcPMEI蛋白可

以促进拟南芥的根伸长以及花粉粒的萌发(Paynel
等2014)。PME最早出现在轮藻植物细胞壁的果胶

中, 由于全基因组复制和串联复制在陆地植物中产

生了PME结构域与信号肽区域间的一段区域(pro-
PME)和PMEI两个结构域。自然选择使PMEI家族

在维管植物中进化较快, 通过基因结构和序列分

析发现PMEI可能来自全基因组复制后新功能化的

proPME (Wang等2013)。PMEI在不同植物的不同

组织器官中表达模式不同。番茄(Solanum lycoper-
sicum)中发现了一种果胶甲酯酶抑制基因Soly- 
PMEI, 主要在花、花粉粒和成熟果实中表达, 并且调

控番茄果实中酯化果胶的时空分布(Reca等2012)。
甘蓝(Brassica oleracea) BoPMEI1在成熟的花粉粒

和花粉管中特异表达并且影响花粉粒的生长(Zhang
等2010)。An等(2008)发现辣椒(Capsicum annuum) 
CaPMEI1在茎中的表达量较高, 在叶维管束的木

质部中也有少量表达, 而在成熟果实中不表达。亚

麻(Linum usitatissimum)纤维中检测到PMEI基因数

量多于PME基因数量, 并且在纤维发育早期PMEI
基因数量较少, 说明PMEI在纤维发育早期活性较



冀美玲等: 桃果胶甲酯酶抑制因子PMEI基因家族的鉴定及表达分析 1989

低, 同时可能说明在纤维细胞壁形成过程中, 同聚半

乳糖醛酸的脱甲酯化是必不可少的(Pinzón-Latorre
和Deyholos 2013)。目前在模式植物拟南芥中对

PMEI基因家族的结构、进化、相互作用机理以及

抵御逆境等方面有了一定研究, 然而, 在木本植物

中这个家族基因的系统报道相对较少, 对桃PMEI的
研究主要集中在食品加工和果实成熟上, 对PMEI在
其他方面的作用还未见报道。

本研究对桃PpPMEI基因家族进行了鉴定, 对
其亲缘关系和蛋白特性进行了分析, 对PpPMEI基
因家族的部分PpPMEI基因进行了组织表达模式分

析, 亦研究了其对脱落酸(abscisic acid, ABA)、赤霉

素(gibberellin, GA)、水杨酸(salicylic acid, SA)的
响应情况, 为进一步研究桃PpPMEI基因的功能提

供参考。

材料与方法

1  PpPMEI基因家族的鉴定

拟南芥PME和PMEI基因家族蛋白序列保守结

构域的隐马氏模型(hidden Markov model)从Pfam数

据库(http://pfam.xfam.org/)获得, 包括PF01095结构

域(PME domain)和PF04043结构域(PMEI domain)。
利用Phytozome网站(https://phytozome.jgi.doe.gov/
pz/portal.html)中的Prunus persica v2.1找寻含有

PF04043 (PMEI domain)保守结构域的基因, 共找

到65个基因, 然后去除含有PF01095结构域的基因, 
得到30个只含PF04043结构域(PMEI domain)的基

因, 这30个基因被鉴定为桃果胶甲酯酶抑制因子

家族基因。

2  PpPMEI基因家族的生物信息学分析

利用MEGA 5.0软件, 将得到的30个PpPMEI与
拟南芥中的PMEI家族采用邻接法(neighbor-joining)
构建进化树。将PpPMEI蛋白序列依次提交到理化

性质在线分析软件ProtParam (http://web.expasy.org/ 
protparam/)上计算蛋白序列性质。各项指标包括: 
蛋白序列氨基酸数目、蛋白分子量、蛋白理论等

电点; 然后通过蛋白质亚细胞定位预测软件TargetP 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/)对PpPMEI
基因家族蛋白序列进行亚细胞定位分析(采用默认

参数设置); 最后利用信号肽预测软件SignalP 4.1 
Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)对
其进行信号肽预测(采用默认参数设置)。

3  试验材料与处理

试验于2016~2017年在山东农业大学作物生

物学国家重点实验室及园艺实验站进行。试验材

料为‘中油四号’油桃[Prunus persica (L.) Batsch 
var. nectarina Maxim cv. ‘Zhongyousihao’], 用于组

织特异性表达分析的植物组织按不同时间段在日

光温室取下后液氮速冻保存备用。

11月中旬, 随机采集大田一年生枝, 首先插入

清水中预培养一天 (温度24 .5°C,  光照强度40 
μmol·m-2·s-1, 昼/夜12 h/12 h, 相对空气湿度80%), 
进行3组处理: (1) GA处理, 即125 mg·L-1 GA+0.5% 
Triton 100; (2) ABA处理, 即100 μmol·L-1 ABA+ 
0.5% Triton 100; (3) SA处理, 即1 mmol·L-1 SA+0.5% 
Triton 100。按时间段取样, 用液氮速冻备用。

4  总RNA的提取及实时荧光定量表达

将样品分别在液氮中充分研磨, 采用RNAprep 
Pure Plant Kit (DP441, TIANGEN)提取总RNA, Pri-
meScript™ RT Reagent Kit with gDNA Eraser (Perfect 
Real Time, TaKaRa)反转录试剂盒反转录cDNA, 利
用Primer 3.0设计荧光定量引物, 如表1所示。

利用获得的cDNA作为模板, 按照SYBR® Pre-
mix Ex Taq™ (Tli RNaseH Plus)试剂盒(宝生物)说
明书上的操作进行荧光定量PCR反应。反应体系

为: 12.5 μL SYBR® Premix Ex Taq (2×) (TliRNaseH 
Plus)、1 μL上游引物(5 μmol·L-1)、1 μL下游引物(5 
μmol·L-1)、1.0 μL cDNA, 加去离子水至25 μL。每

次试验设置3次技术重复。荧光定量PCR反应条

件: 95°C预变性30 s; 95°C变性5 s, 58°C退火30 s, 
40次循环; 反应结束后分析荧光值变化曲线和融

解曲线。最后采用2−ΔΔCT法进行定量数据分析。利

用GraphPad Prism 6整理数据作图。

实验结果

1  PpPMEI基因家族的鉴定及亲缘关系分析

本研究在桃中找到30个只含有PF04043 (PMEI 
domain)保守结构域的基因, 并在SMART (http://
smart.embl-heidelberg.de/)上检索其结构域, 验证这

些蛋白质有无PF01095结构域 (PME domain)和
PF04043结构域, 结果显示这30个基因全部为PMEI
家族基因。对PpPMEI家族与拟南芥PMEI家族

构建进化树进行分析, 结果如图1所示, 可以看出

PpPMEI基因与拟南芥PMEI基因同源程度并不高, 
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表1  实验所用引物信息

Table 1  Information of primer sequences in this study

          引物名称                   引物序列(5′→3′) 用途

Prupe.7G193700-sybF1 AACTCTCCAACTCCGACCAG 定量

Prupe.7G193700-sybR1 GGCGTTGCTCATCTGAAACA 定量

Prupe.7G193700-sybF2 CCTCCACTCCCTACCCTACT 定量

Prupe.7G193700-sybR2 CTGGTCGGAGTTGGAGAGTT 定量

Prupe.1G118800-sybrF GAGCTTGCTTCGGGATTCAG 定量

Prupe.1G118800-sybrR AGTCAACCGTCTTCTCCCAG 定量

Prupe.5G048900-sybrF GACGCCATTCCTACCCTACA 定量

Prupe.5G048900-sybrR AGCAAGAGAAATGGCGTTCA 定量

Prupe.5G112600-sybrF CCGGTGCTCTGAATAAAGCC 定量

Prupe.5G112600-sybrR TCATTCATGCCTTGCTCTGC 定量

β-actin-sybrF	 CTTATTCTTCATCGGCGTCTTCG 定量

β-actin-sybrR	 CTTCACCATTCCAGTTCCCATTGTC 定量

图1  桃与拟南芥PMEI的系统进化树

Fig.1  Phylogenetic tree of PMEI genes in peach and A. thaliana
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因此并不能根据二者氨基酸序列相似性和进化关

系的远近将PpPMEI基因家族分为若干亚族; 但是

仍然可以看出, 在桃和拟南芥的PMEI基因中, 存在

着2个基因同源对: Prupe.5G112600和AT3G17152、
Prupe.6G197400和AT3G12880, 可靠性分别为93和
99, 表明他们在桃和拟南芥2个物种中氨基酸序列

相似, 在各自的物种中可能具有相似的功能。

2  PpPMEI基因家族成员的蛋白特性分析

对PpPMEI进行蛋白特性分析, 结果如表2所
示, 可以看出, PpPMEI的氨基酸序列长度多在200
个氨基酸左右, 但Prupe.1G529500、Prupe.3G00- 
8000和Prupe.8G267500三个基因的氨基酸序列长

度分别为564、98、451 aa, 远远高于或低于200 aa。
等电点分析结果显示, PpPMEI的等电点分布较为

表2  桃PpPMEI基因家族理化性质分析

Table 2  Physico-chemical analysis of PpPMEI gene family in peach

      基因名称                 信号肽        切割位点/aa     氨基酸数目/aa    分子质量/Da         等电点          亚细胞定位 亚细胞定位可信度得分

Prupe.1G113800 无 无 206 22 113.48 5.40  分泌通路 5
Prupe.1G114500 有 25~26 176 18 633.39 5.78  分泌通路 1
Prupe.1G118800 有 26~27 289 30 879.18  8.12  分泌通路 3
Prupe.1G249100 无 无 175 19 312.44  9.03  分泌通路 3
Prupe.1G330900 有 33~34 215 23 261.30  6.28  分泌通路 1
Prupe.1G529500 有 27~28 564 61 476.24  7.14  分泌通路 1
Prupe.2G141800 有 27~28 213 24 081.01  9.62  分泌通路 2
Prupe.2G115600 有 28~29 191 21 718.38  9.47  分泌通路 1
Prupe.2G279700 有 30~31 203 21 453.30  6.41  分泌通路 5
Prupe.2G279800 有 37~38 208 22 255.47  8.73  其他位置 1
Prupe.2G279900 有 22~23 194 21 072.15  9.37  分泌通路 3
Prupe.3G007700 有 21~22 174 19 286.79  5.90  分泌通路 3
Prupe.3G007800 有 25~26 171 19 141.99  5.23  分泌通路 1
Prupe.3G007900 有 27~28 175 19 403.19  4.75  分泌通路 1
Prupe.3G008000 有 21~22   98 11 057.63  8.93  分泌通路 3
Prupe.3G146800 有 29~30 181 19 259.24  4.93  分泌通路 1
Prupe.4G001200 有 22~23 179 19 695.62  6.92  分泌通路 1
Prupe.5G048600 有 28~29 199 21 981.36  4.78  分泌通路 1
Prupe.5G048900 有 24~25 183 20 104.06  6.72  分泌通路 1
Prupe.5G076800 有 27~28 200 22 170.52  6.12  分泌通路 5
Prupe.5G076900 有 23~24 208 22 608.89  10.02  分泌通路 1
Prupe.5G112600 有 23~24 173 18 214.63  4.44  分泌通路 1
Prupe.5G189700 无 无 235 25 380.96  5.24  其他位置 1
Prupe.6G197400 有 21~22 181 19 722.46  7.64  分泌通路 4
Prupe.6G309200 有 31~32 195 21 659.99  5.94  分泌通路 1
Prupe.6G309300 有 17~18 174 19 800.45  5.01  分泌通路 1
Prupe.7G193700 有 23~24 202 22 361.37  8.72  线粒体 3
Prupe.8G038100 有 27~28 180 19 277.07  4.73  分泌通路 1
Prupe.8G261300 有 28~29 200 21 498.63  9.32  分泌通路 1
Prupe.8G267500 无 无 451 49 975.54  9.47  其他位置 4

广泛, 在4.44~10.02这个范围内均有分布, 其中有

17个PpPMEI的等电点在酸性范围内, 13个PpPMEI
的等电点在碱性范围内, 30个PpPMEI的平均等电

点为7.005。从信号肽分析结果发现, 26个PpPMEI具
有信号肽, 并且切割位点多数集中在20~30 aa之间, 
只有Prupe.1G330900、Prupe.2G279700、Prupe. 
2G279800和Prupe.6G309200的切割位点在30~40 
aa之间。通过TargetP软件进行亚细胞定位预测, 有
26个PpPMEI定位于分泌通路, 即分泌到细胞周质, 
但是大多数可信度并不高, 只有Prupe.1G113800、
Prupe.2G279700和Prupe.5G076800的可信度达到

了5, 但其中有18个PpPMEI的可信度仅为1; Prupe. 
7G193700定位于线粒体; Prupe.2G279800、Prupe. 
5G189700、Prupe.8G267500定位于其他位置。可
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见, PpPMEI蛋白多为分泌蛋白。

3  PpPMEI基因的组织表达模式分析

对‘中油四号’油桃叶芽、花芽、幼叶等9个组

织部位取样, 选取4个PpPMEI分析它们在‘中油四

号’油桃不同组织部位的表达情况。图2结果表明, 
Prupe.7G193700主要在桃树的幼叶和幼果中表达, 
在花组织中的表达水平非常低, 尤其是花瓣中表达

量最低。Prupe.1G118800在雄蕊和成熟花中表达量

高, 说明该基因主要在花器官中表达; Prupe.1G118800
在花芽中表达量是叶芽的3.18倍, 在成熟花中的表

达量是叶芽的22.81倍, 在雄蕊中的表达水平高于

叶芽196.29倍, 可以推测出Prupe.1G118800可能随

着花器官的发育而表达水平升高, 尤其是在雄蕊的

发育过程中发挥重要作用。而Prupe. 5G048900只
在叶芽和雄蕊中表达量较低, 在幼果和花器官中

的表达水平均非常高, 尤其是在雌蕊中的表达量

是叶芽的1 700多倍, 推测该基因在雌蕊的发育过程

中发挥重要作用。Prupe.5G112600在花芽和幼叶

中的表达水平较高, 分别是叶芽的22倍和64倍, 在
成熟花中的表达量相对于叶芽基本无变化, 由于该

基因随着花芽的发育表达量下降, 并且该基因随着

叶芽的发育表达量上升, 所以推测该基因参与叶的

发育过程。这4个PpPMEI在不同的组织中具有不

同的表达模式, 其功能可能也有较大差异。

4  PpPMEI基因在幼果发育过程中的表达分析

为进一步研究PpPMEI在果实发育中的作用, 
通过实时荧光定量PCR检测了PpPMEI在幼果发育

过程中的表达水平。如图3所示, Prupe.7G193700
的表达量在幼果发育过程中先升后降, 而Prupe. 
5G112600和Prupe.1G118800的表达水平在幼果的

发育中有逐渐降低的趋势; Prupe.5G048900的表达

量在幼果的发育过程中并没有显著变化。通过表

达模式的变化可以看出这4个PpPMEI在幼果的发

育中存在着不同的功能。

5  PpPMEI基因对激素处理的响应

从图4中我们可以看出 ,  GA处理花芽之后 , 

图2  PpPMEI基因在不同组织中的表达分析

Fig.2  Expression analysis of PpPMEI genes in different tissues
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Prupe.7G193700的表达水平先升高后逐渐降低, 
Prupe.5G048900和Prupe.5G112600可被GA诱导表

达, Prupe.1G118800的表达量在5 d后达到最低。

ABA处理之后, Prupe.7G193700和Prupe.1G118800
的表达水平无明显变化, Prupe.5G048900和Prupe. 
5G112600表达量在7 d后达到最高, 分别是处理12 h
的6.4和9.1倍。SA处理花芽之后, Prupe.7G193700和
Prupe.1G118800的表达量变化较小, Prupe.5G048900
和Prupe.5G112600的表达水平最终升高。从中我

们可看出, Prupe.5G048900和Prupe.5G112600对
GA、ABA和SA的响应模式具有相似性, 可被GA、

ABA和SA三种激素诱导表达; Prupe.1G118800对
三种激素的响应不大; Prupe.7G193700被GA抑制

表达。

讨　　论

PMEI家族已在一些物种中被鉴定, 包括拟南

芥、烟草(Nicotiana sp.)、杨树(Populus sp.)、猕猴

桃等植物, 本文在桃中鉴定出30个只具有PMEI结
构域的PMEI家族成员。马婧(2016)发现毛果杨(P. 

trichocarpa)中PMEI家族成员与拟南芥的PMEI家
族亲缘关系较远; 本研究通过构建进化树分析发

现, 桃中PpPMEI家族与拟南芥PMEI家族的同源程

度并不高, 可能是因为木本植物在进化过程中保守

程度低。大部分PpPMEI含有信号肽, 亚细胞定位

预测结果表明PpPMEI多数定位于分泌通路。研究

发现PMEI多定位于胞间层, 但是水稻(Oryza sativa) 
OsPMEI12定位于细胞膜和细胞核(Nguyen等2016), 
甘蓝BoPMEI1也定位于细胞膜(Zhang等2010), 说
明PMEI在细胞中存在多种分布形式, 也预示PMEI
功能的多样性。

拟南芥、水稻、小麦(Triticum aestivum)等植

物的PMEI均已进行过报道, 发现PMEI参与了植物

的根、花、果实等的发育(Röckel等2008; Hocq等
2016; Nguyen等2017; Hong等2010)。猕猴桃AcP-
MEI1调控花粉管和根的发育, 并且可以与拟南芥

AtPME在体外形成复合物, 抑制拟南芥AtPME的
活性(Paynel等2014)。Nguyen等(2016)发现水稻

OsPMEI的活性在幼叶中最高, OsPMEI49在花中表

达量较高; 水稻中OsPMEI28的过表达植株出现矮

图3  PpPMEI基因在幼果发育过程中的表达分析

Fig.3  Expression analysis of PpPMEI genes in developing fruit
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化现象并且果胶的甲酯化程度升高。桃PpPMEI
在各个组织中表达模式不同, 虽然Prupe.1G118800
和Prupe.5G048900在花芽和成熟花中表达量高, 但
是Prupe.1G118800主要在雄蕊中表达, Prupe.5G0- 
48900主要在雌蕊和花瓣中表达, 在雄蕊中的表达

水平较低。Prupe.7G193700在幼叶和幼果中表达

量较高; 其在幼果的发育过程中表达呈升高趋势, 
推测其对果实的发育具有一定的作用。Prupe.5G- 
112600在幼叶中表达量是叶芽中的64倍, 其在叶的

发育过程中可能起到积极作用。

一些植物激素对PMEI的表达具有调控作用, 
如SA、乙烯、茉莉酸甲酯和ABA等能够诱导辣椒

CaPMEI1在叶中表达(An等2008)。ABA处理花后

102 d的桃果实PMEI的表达下调, 而处理花后115 d
的果实PMEI的表达量增加, 表明在不同阶段PMEI
对ABA的响应存在差异(Soto等2013)。Hong等
(2010)研究发现小麦TaPMEI经过SA处理6 h后可

强烈表达, 表明该基因表达与SA信号有关, 相反

ABA抑制TaPMEI的表达。本研究利用ABA、

GA、SA三种激素处理桃花芽, 发现PpPMEI对三

种激素具有不同的表达模式。Prupe.7G193700在

三种激素处理下, 表达量在3 d后开始下降, 尤其是

在GA处理3 d后表达量下降迅速, 说明GA抑制该基

因表达, 推测该基因可能在GA的代谢通路中起到负

调控作用; 同时发现ABA和SA对Prupe.1G118800的
表达基本无影响。Prupe.5G048900和Prupe.5G1- 
12600均可被ABA和GA诱导表达, SA处理后二者

变化幅度不大, 但处理5 d后表达量均增加, 二者对

激素的响应具有相似性, 可能在抗逆等方面存在

相似的功能。本文对桃PpPMEI基因家族的鉴

定、同源性分析及表达分析为进一步研究PpPMEI
基因在调控桃的花与果实发育以及激素响应等方

面提供参考。
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Identification and expression analysis of PMEI gene family in peach
JI Mei-Ling, LI Ling, CHEN Min, WANG Ya-Qi, LIU Li, HUAN Lei, GAO Dong-Sheng, ZHU Cui-Ying*, FU Xi-Ling*

College of Horticulture Science and Engineering, Shandong Agricultural University; State Key Laboratory of Crop Biology; 
Shandong	Collaborative	Innovation	Center	for	Fruit	&	Vegetable	Production	with	High	Quality	and	Efficiency,	Taian,	Shandong	
271018, China

Abstract: Pectin methylesterase inhibitor (PMEI) can inhibit the de-esterification of the functions of pectin 
methylesterase (PME), and then regulate the activity of PME. Thirty PpPMEI genes in peach (Prunus persica) 
were identified in this study. PpPMEI proteins are not closer to AtPMEIs. Bioinformatic analysis shows that 26 
PpPMEI proteins have signal peptides, the theoretical isoelectric points were between 4.44 and 10.02, and most 
of PpPMEI proteins were localized in secretory pathway. Using quantitative real-time PCR, we found that 
PpPMEI were expressed differently in flower, fruit and leaf. Furthermore, the mean expression levels of two 
PpPMEI genes (Prupe.1G118800 and Prupe.5G112600) decreased with the growth of young fruit. 
Prupe.5G048900 and Prupe.5G112600 could be induced by gibberellin (GA) and salicylic acid in peach, however, 
Prupe.7G193700 was inhibited by GA. Therefore, PpPMEI genes may paly an important role in the process of 
growth and development in peach. These results would be useful for the study in this field.
Key words: peach; PpPMEI; bioinformatic analysis; expression analysis
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