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摘  要：乙二醛酶系统[包括乙二醛酶Ⅰ（glyoxalase system, GLYⅠ）和乙二醛酶Ⅱ（glyoxalase system, GLYⅡ）是植

物体内解毒过量甲基乙二醛（methylglyoxal, MG）的关键机制，在响应非生物胁迫与病原菌侵染中发挥重要作用。迄

今，GLY 基因家族在甘蔗中的全基因组鉴定和表达分析中尚未见报道。本研究从甘蔗近缘野生种割手密（Saccharum 

spontaneum）中鉴定获得了 50 个 SsGLYI 基因和 52 个 SsGLYII 基因，并对其理化性质、基因结构、启动子顺式作用元

件和表达模式等进行系统分析。结果表明：SsGLY 基因随机分布在 30 条染色体上，43 个 SsGLYI 蛋白均拥有一个保守

的 Motif1（PF00903），所有 SsGLYⅡ蛋白均拥有保守的 Motif1（PF00753）；39 个 SsGLYI 蛋白含有 4 个金属结合位点

（H/Q, L, H, E），除亚家族 IV 的 SsGLYI 8.1~8.4 属于 Zn2+依赖型 SsGLYI 蛋白外，其余均是 Ni2+依赖型，仅 26 个 SsGLYⅡ

蛋白同时具备 THxHxDH 金属结合域和 C/GHT 活性位点。共线性分析识别出 41 对共线基因，其中 39 对的 Ka/Ks＜1，

表明 SsGLY 基因家族在进化过程中主要受纯化选择。在甘蔗响应黑穗病侵染中，SsGLYⅠ基因亚家族 V 和 SsGLYⅡ基

因亚家族Ⅲ在病菌胁迫下的表达量均高于其他 4 个亚家族，其中 SsGLYI3.4 基因随着黑穗病菌侵染时间的延长，其在

抗病品种 YT93-159 和感病品种 ROC22 中表达模式存在差异。本研究从甘蔗主栽品种 YT93-159 中克隆获得了 SsGLYI3.4

的同源基因 ScGLYⅠ-1，该基因呈组成型表达，主要定位于叶绿体。同时，ScGLYⅠ-1 的表达可被外源水杨酸及黑穗病

菌胁迫诱导上调，表明该基因可能在甘蔗应答病原菌胁迫中起重要作用。本研究为深入解析甘蔗乙二醛酶基因功能奠

定理论基础。 
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Abstract: The glyoxalase system, comprising glyoxalase I (GLYI) and glyoxalase II (GLYⅡ), serves as a key mecha-
nism for detoxifying excess methylglyoxal (MG) in plants and plays an important role in responses to abiotic stress and 

pathogen infection. To date, genome-wide identification and expression analysis of GLY gene family have not been re-
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ported in sugarcane. In this study, we identified 50 SsGLYI genes and 52 SsGLYⅡ genes from the wild sugarcane Sac-
charum spontaneum, and systematically analyzed the physicochemical properties, gene structures, promoter cis-acting 
elements, and expression patterns. SsGLY genes were randomly distributed across 30 chromosomes. All 43 SsGLYI 

members contained a conserved Motif1 (PF00903), while all SsGLYII proteins possessed a conserved Motif1 (PF00753). 
A total of 39 SsGLYI proteins contained four metal-binding sites (H/Q, L, H, E), except SsGLYII8.1-8.4 from subfamily 

IV, which were Zn2+-dependent, the remaining SsGLYI proteins were Ni2+-dependent. Only 26 SsGLYI proteins con-
tained both the THxHxDH metal-binding domain and the C/GHT active site. Collinearity analysis identified 41 pairs of 

collinear genes, among which 39 pairs had Ka/Ks values less than 1, indicating that the SsGLY gene family has under-
gone predominant purifying selection during evolution. The expression levels of SsGLYI subfamily V and SsGLYⅡ 

subfamily Ⅲ were higher than those of the other four subfamilies under infection by Sporisorium scitamineum. Notably, 
the expression of SsGLYI3.4 showed differences in its expression patterns between the resistant genotype YT93-159 and 

the susceptible genotype ROC22. Furthermore, we cloned the homologous gene ScGLYI-1 of SsGLYI3.4 from 
YT93-159, which was constitutively expressed and primarily localized to the chloroplast. Meanwhile, the expression of 

ScGLYI-1 could be up-regulated by exogenous salicylic acid (SA) and smut pathogen stress, indicating that this gene 
may play a crucial role in response to pathogen stress in sugarcane. This study would provide a theoretical foundation 

for further elucidating the function of glyoxalase genes in sugarcane. 

Keywords: sugarcane; glyoxalase gene family; bioinformatics; sugarcane smut; expression pattern 
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植物在遭受真菌、细菌、病毒、害虫等生物

胁迫以及高温、低温、干旱、盐渍、重金属等非

生 物 胁 迫 时 ， 会 产 生 过 量 的 甲 基 乙 二 醛

（methylglyoxal, MG）、乙二醛（glyoxal, GO）和

3-脱氧葡糖醛酮（3-deoxyglucosone, DOG）等有

毒醛类物质[1-3]。低浓度 MG 可以作为信号分子，

与钙离子（Ca2+）、过氧化氢（H2O2）、一氧化氮

（NO）、硫化氢（H2S）等其他信号分子交互作用

形成信号网络，通过多条信号转导途径调控基因

表达，调节植物细胞代谢、种子萌发、生长发育

等过程以抵抗和适应环境胁迫[4-6]。如 MG 可通过

修饰组蛋白 H3 来调控盐胁迫响应基因的表达[7]。

当植物受到病原菌侵染和各种逆境胁迫时，体内

的 MG 含量随之增长[8]。CHEN 等[9]研究发现，

当玉米（Zea mays）遭受黄曲霉素（Aspergillus 
flavus）侵染时，体内的 MG 含量增加 2.5 倍。最

新研究发现，病原细菌利用 MG 清除 H2O2 来促进

自 身 侵 染 ， MG 促 进 三 磷 酸 通 道 金 属 酶 2

（triphosphate tunnel metalloenzyme 2，TTM2）与

过氧化氢酶 2（catalase 2，CAT2）的相互作用，

提升 CAT2 活性，并减少 H2O2 的积累[3]。 

植物对 MG 的清除途径主要有乙二醛酶

（glyoxalase, GLY）系统和非乙二醛酶系统，其

中 GLY 酶系统是最重要的防线，占整个 MG 清除

比例的 99%[1, 10]。乙二醛酶系统包括级联反应的

乙二醛酶Ⅰ（GLYⅠ）和乙二醛酶Ⅱ（GLYⅡ），

以及独立反应的乙二醛酶Ⅲ（GLYⅢ）。其中，谷

胱甘肽（glutathione, GSH）依赖的 GLY 途径普遍

存在于植物体内，是最为重要的 MG 清除途径。

GLYI 又称乳酰谷胱甘肽裂解酶（lactoylglutathione 

lyase），是一类金属酶蛋白，大量研究表明 GLYI

在植物的生长发育和防御各种生物与非生物胁迫

中起重要作用。ZENG 等[11]报道了水稻 OsGlyI 基
因的上调表达受 NaCl、ZnCl2 和甘露醇胁迫的诱

导，与野生型水稻相比，过表达 OsGlyI 的转基因

水稻株系表现出较高的 GLYI 活性和较低的 MG

活性，从而提高对 NaCl、ZnCl2 和甘露醇的耐受

性，提高结实率和产量。LIN 等[12]的研究发现，

在禾谷镰刀菌（Fusarium graminearum）的侵染下，

大麦（Triticum aestivum）TaGlyI 基因的表达量显

著提高。GLYⅡ是谷胱甘肽依赖的乙二醛酶系统

中 的 第 二 个 酶 ， 又 称 羟 酰 谷 胱 甘 肽 水 解 酶

（hydroxyacylglutathione hydrolase），是一种单体

金属酶，其活性位点含有一个由 THxHxDH 保守

基序构成的双核金属离子结合位点，包含一个水

分子[13]。根据酶的特异性，GLYⅡ可以结合 Zn2+、

铁离子（Fe2+）、锰离子（Mn2+）等不同的金属离

子。大量研究表明，GLYⅡ在植物响应和适应环

境胁迫中也起着重要的作用，而且 GLYI 和 GLYⅡ
往往能够同时被各种环境胁迫所诱导[14-15]。此外，

参与独立反应的 GLYⅢ在非生物胁迫中发挥的功

能可能优于 GLYⅠ和 GLYⅡ。SlGLY 2Ⅲ 过表达

番 茄 植 株 在 盐 和 渗 透 胁 迫 下 具 有 更 高 的

GSH/GSSG 比值和具有较高的抗氧化潜力；在胁
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迫耐受性方面的表现优于同时过表达 SlGLYI4 和

SlGLYII2 的植株[16]。截至目前，在水稻（Oryza 
sativa L.）中鉴定到 11 个 GLYⅠ基因和 3 个 GLYⅡ
基因[17]，玉米中有 13 个 GLYⅠ基因和 3 个 GLYⅡ
基因[18]，大豆（Glycine max）中有 24 个 GLYⅠ
基因和 12 个 GLYⅡ基因 [19]，苜蓿（Medicago 
truncatula）中有 29 个 GLYⅠ基因、14 个 GLYⅡ
基因和 5个 GLYⅢ基因[20]，白菜（Brassica rapa L.）

中有 16 个 GLYⅠ基因和 15 个 GLYⅡ基因[21]，甘

蓝（Brassica oleracea L）中有 15 个 GLYⅠ基因

和 16 个 GLYⅡ基因[22]，拟南芥中分别有 11 个

GLYⅠ基因和 5 个 GLYⅡ基因[18]。 

甘蔗遗传背景复杂，其 GLY 基因家族的全基

因组鉴定和表达分析尚未见报道。为此，本研究

以割手密基因组为基础 [23]，利用生物信息学方

法，挖掘 SsGLY 基因家族，并对其理化性质、染

色体定位、基因结构、保守基序、进化关系、基

因复制关系、启动子顺式作用元件、组织表达模

式及其在甘蔗黑穗病菌胁迫下的表达模式进行系

统分析，筛选可能在甘蔗胁迫响应中发挥重要功

能的家族成员；并且从甘蔗主栽品种 YT93-159

中克隆获得了割手密 SsGLYI 3.4 的同源基因

ScGLYI-1，并对其组织特异性、亚细胞定位以及

多种胁迫的表达模式进行分析。本研究旨在系统

解析甘蔗 GLY 基因家族成员的序列特征、结构特

性及基因表达模式，为进一步在甘蔗栽培种上的

基因克隆和生物学功能解析提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  SsGLY 基因家族的鉴定及理化性质分析 

从 Species list（http://plants.ensembl.org/species. 

html）数据库中下载甘蔗野生种割手密的基因组

数据库[23]。从 Pfam（http://pfam.xfam.org/）数据

库[24]分别下载 PF00903和 PF00753的 HMM模型，

利用 HMM 模型在割手密基因组数据库中进行本

地检索，获得 GLY 蛋白序列。利用 NCBI 的

Conserved Domain Database（https://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/cdd）在线工具分析筛选保守结构域[25]，

最终获得割手密 SsGLY 基因家族序列。利用

ProtParam（https://web.expasy.org/protparam/）在

线软件预测 SsGLY 蛋白的理化性质（分子量、等

电点、亲疏水性和不稳定系数），通过 SignalP

（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）和 Plant- 

mPLoc （ http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant- 

multi/）在线软件分别预测 SsGLY 蛋白的信号肽

和亚细胞定位，利用 prabi（https://npsa-prabi.ibcp. 

fr/cgi-bin/secpred_sopma.pl）在线软件预测 SsGLY

蛋白的二级结构，利用 SWISS-MODEL（https:// 

swissmodel.expasy.org/interactive）在线软件预测

SsGLY 候选基因的三级结构。 

1.2  SsGLY 基因家族的染色体定位和进化分析 

从割手密基因组数据中下载 GFF3 文件，获

得割手密 32 条染色体的长度，并查找获得 SsGLY

基因家族各成员在割手密染色体上的位置信息，

利用 MG2C（http://mg2c.iask.in/mg2c_v2.1/）[26]

在线软件绘制 SsGLY 基因家族的染色体物理定

位图。利用 MUSCLE v3.7[27]软件对 SsGLY 基因

家族进行蛋白多序列比对，利用 MEGA 5.0 软件

的邻近法（neighbor-joining method，NJ），将 SsGLY

蛋白与拟南芥、水稻、玉米和白菜的 GLY 蛋白序

列构建系统进化树，设置 1000 次的迭代次数

（Bootstrap=1000）。利用 EvolView（https://www. 

evolgenius.info//evolview/）在线软件对进化树进

行可视化[28]。 

1.3  SsGLY 基因家族的结构、保守基序分析和

蛋白序列比对 

从割手密基因组数据库中搜索 SsGLY 基因家

族成员的 cDNA 和 CDS 序列，利用 GSDS2.0

（http://gsds.gao-lab.org/）在线软件预测 SsGLY

基因家族成员的外显子和内含子的分布模式[29]。

利用 MEME（https://meme-suite.org/meme/tools/ 

meme）在线软件分析 SsGLY 基因家族成员序列的

保守基序[30]，利用 TBtools 软件对 SsGLY 基因家

族的保守基序进行可视化分析[31]。利用 ClustalW

（https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/）在线

软件对 SsGLY 蛋白序列进行比对 [32]，并利用

Jalview（http://www.jalview.org/）在线软件对序列

比对结果进行可视化分析[33]。 

1.4  SsGLY 基因家族的共线性、Ka/Ks 及启动

子顺式作用元件分析 

利用 MCScanX 软件对 SsGLY 基因家族的基

因复制模式和共线性关系进行鉴定分析[34]。利用

TBtools 软件计算 SsGLY 基因家族共线性基因的

Ka/Ks 值，并分析其进化选择压力。基于割手密

基因组数据，获取 SsGLY 基因家族转录起始位点

前 2000 bp 启动子序列，并利用 PlantCARE（http:// 

bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/）

在线软件预测启动子顺式作用元件[35]，经过筛选
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整理后，导入 TBtools 软件，绘制 SsGLY 基因家

族的启动子顺势作用元件图。 

1.5  SsGLY 基因家族的表达模式分析 

基于课题组前期构建的甘蔗栽培种 ROC22

的不同组织（蔗皮、蔗肉、根、叶和芽）转录组

数据和甘蔗黑穗病抗病品种 YT93-159、感病品种

ROC22 接种甘蔗黑穗病菌后不同时间（0、1、2、

3、4、5 d）的转录组数据库[36]，分析 SsGLY 基

因家族在甘蔗不同组织中的表达模式和在甘蔗黑

穗病菌胁迫下的表达模式。利用 TBtools 软件绘

制 SsGLY 基因家族表达量热图。 

1.6  甘蔗样品处理与荧光定量 PCR 

实时荧光定量试验材料为甘蔗抗病品种

YT93-159 以及感病品种 ROC22。选取长势相同

的抗病品种 YT93-159 的幼叶、+1 叶、老叶、叶

鞘、蔗皮、新蔗肉、衰老蔗肉和蔗芽 8 个部位取

样，每组设置 3 个生物学重复，–80 ℃保存，用

于后续 RNA 提取。此外，采用单芽茎段法将生长

健康、长势一致的 YT93-159 和 ROC22 的成熟蔗

茎切割成含单个芽体的茎段，流水冲洗浸泡 24  h

后，转移至恒温培养箱催芽处理。待蔗芽伸长至

约 2  cm 时，使用 5×106 cfu/mL 的黑穗病菌

（Sporisorium scitamineum）孢子悬浮液进行人工

接种，分别于接种黑穗病菌后的 0、1、2、3、5 d

收集蔗芽材料，每组设置 3 个生物学重复。所有

样品液氮冻存后，于–80 ℃保存。模拟胁迫处理：

选取 4~5叶龄且长势一致的感病品种 ROC22的组

培苗，分别喷施 5  mmol/L 水杨酸（Salicylic acid，

SA）和 25 μmol/L 茉莉酸甲酯（methyl jasmonate，

MeJA），分别在处理后 0、3、12、24 h 取单株叶

片。采用 TRIzol 法提取所有样品的总 RNA，使

用 BioTek Synergy 多功能酶标仪检测 RNA 纯度

和浓度。根据 Hifair® III 1st Strand cDNA Synthesis 

Kit（翌圣，上海）试剂盒说明书，将总 RNA 逆

转录为 cDNA，设计引物（表 1）进行荧光定量

PCR（quantitative real-time PCR, RT- qPCR）分析。 

1.7  甘蔗 ScGLYI-1 基因的克隆 

基于割手密 SsGLYI 3.4基因序列，通过 Primer 

5.0 软件设计克隆引物（表 1），按照 2×Phanta Flash 

Master Mix（诺唯赞，南京）说明书配置 PCR 体

系进行扩增。PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电

泳检测后，纯化回收，连接 pEASY®-Blunt Zero 

Cloning Kit（全式金，北京）载体并转化大肠杆

菌 DH5α（唯地，上海），挑取单克隆进行菌液

PCR 检测和测序验证。测序比对成功后，提取阳

性质粒，命名为 ScGLYI-1，–20 ℃保存备用。 
 

表 1  引物序列信息 
Tab. 1  Primers sequence information 

引物名称 

Primer name

引物序列（5–3） 
Primer sequence (5–3) 

用途 
Usage 

ScGLYI-1-F ATGGCGACGAGGTGCCTCGC 

ScGLYI-1-R CTACACTTGGGTGAACTCCA 

基因克隆 

pCAMBIA1300- 
ScGLYI-1-F 

ACGGGGGACGAGCTCGGTACC
ATGGCGACGAGGTGCCTC 

pCAMBIA1300- 
ScGLYI-1-R 

CATGTCGACTCTAGAGGATCCC
ACTTGGGTGAACTCCAACGC 

亚细胞定位

ScGLYI-1-Q-F GGAGGTGAATCCAGCTAGGC 

ScGLYI-1-Q-R TTGGCAGCTCCATCAAGTGG 

GAPDH-F CACGGCCACTGGAAGCA 

GAPDH-R TCCTCAGGGTTCCTGATGCC 

qRT-PCR 

 
1.8  甘蔗 ScGLYI-1 蛋白的亚细胞定位 

依据 ScGLYI-1 基因的 cDNA 序列设计接头引

物 pCAMBIA1300-ScGLYI-1-F/R （ 表 1 ）， 以

ScGLYI-1 基因克隆质粒为模板进行 PCR 扩增。胶

回收并纯化目的条带，通过同源重组酶 pEASY®- 

Basic Seamless Cloning and Assembly Kit（全式金，

北京）连接酶切后的线性化载体 pCAMBIA1300- 

35S-EGFP（Kpn /Ⅰ BamHⅠ）后，转化大肠杆菌

DH5α 感受态细胞。经菌液 PCR 和测序验证后，

将阳性重组质粒 pCAMBIA1300- ScGLYI-1-EGFP

与空载质粒分别转化农杆菌 GV3101，挑取单克

隆进行菌液 PCR 检测，成功后转入扩繁。用含

10  mmol/L MES 与 10 mmol/L MgCl2 的侵染液将

菌液浓度调至 OD600≈0.6，加入 200 mmol/L 乙酰

丁香酮，在暗处静置 2~3 h，选择 5~6 叶龄生长良

好的本氏烟植株叶片进行注射。实验组注射含有

目 标 基 因 的 重 组 载 体 ， 对 照 组 则 注 射 空 载

pCAMBIA1300-EGFP，放置在 28 ℃，16 h 光照/8 h

黑暗条件下培养 2 d，使用 LEICA TCS SP8 激光共

聚焦显微镜（徕卡，德国）观察亚细胞定位情况。 

1.9  甘蔗 ScGLYI-1 基因的表达模式分析 

利用 NCBI 数据库设计 ScGLYI-1 基因的

RT-qPCR 检测引物（表 1），以甘油醛-3-磷酸脱氢

酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，

GAPDH）基因为参照基因，以逆转录合成的 cDNA

样品为模板，按照 2×ChamQ Universal SYBR 

qPCR Master Mix 说明书配制 RT-qPCR 反应体系。

qRT-PCR 程序为：95 ℃，30 s；95 ℃，10 s，60 ℃，



第 1 期 孙欣路等：甘蔗 GLY 基因家族的鉴定及 GLYI-1 基因的功能分析 21 

 

30 s，循环40次。利用Applied Biosystems QuantStudio 

3 实时定量 PCR 系统检测甘蔗 ScGLYI-1 基因在不

同组织和在 MeJA、SA、黑穗病菌胁迫下的表达

水平。利用 DPS 9.50 软件，使用 2–ΔΔCt 法分析实

验结果的显著性，并利用 prism10.1.2 软件制图。 

2  结果与分析 

2.1  SsGLY 基因家族的鉴定及理化性质分析 

从割手密基因组中鉴定到 50 个 SsGLYI 家族

成员[包含一个乙二醛酶结构域（Pfam, PF00903）]

和 52 个 SsGLYII 家族成员[包含金属-β-内酰胺酶

结构域（Pfam, PF00753）]（附表 1）。生物信息

学分析显示，SsGLYI 家族蛋白的相对分子量介于

10.10~66.20 kDa 之间，氨基酸序列一致性为

14.53%，理论等电点介于 4.50~9.82 之间，多数

家族成员为酸性蛋白，主要定位于叶绿体和细胞

质。52 个 SsGLYII 家族蛋白相对分子量介于 8.96~ 

110.77 kDa 之间，氨基酸序列的一致性为 10.26%，

理论等电点介于 5.07~9.60 之间，多数家族成员为

酸性蛋白，主要定位于细胞核、叶绿体和线粒体。

SsGLYI 和 SsGLYII 家族蛋白的二级结构均以不

规则卷曲为主，α-螺旋、延伸链和 β-转角次之（附

表 2）。 

2.2  SsGLY 基因家族的染色体分布与进化树

分析 

染色体定位分析显示，除 Chr8B、Chr8C 染

色体外，其余 30 条割手密染色体上均分布了数目

不等的 SsGLY 基因，其中 Chr6A、Chr6C、Chr6D、

Chr7C 和 Chr8D 上只分布 1 个 SsGLY 基因，分别

为 SsGLYI10.1 、 SsGLYI10.5 、 SsGLYI10.6 、
SsGLYI13.2 和 SsGLYI14.3。Chr1D 上分布 9 个

SsGLY 基因（图 1A）。与 SsGLYⅡ家族基因分布

相比，SsGLYI 家族基因在染色体上的分布较广，

除 Chr3D、Chr4C、Chr8B 和 Chr8D 染色体外，

SsGLYI 基因在其余 30 条染色体上均有分布，而

SsGLYⅡ 基 因 只 分 布 在 染 色 体 Chr1A~1D 、

Chr2A~2D、Chr3A~3D、Chr4A~4D、Chr5A 和

Chr5D 上。为解析割手密 SsGLY 家族与其他物种

的同源性，与拟南芥、水稻、玉米构建 GLYI 的

系统发育进化树，同时与拟南芥、水稻、玉米、

白菜构建 GLYII 的系统发育进化树。结果显示，

GLYI 和 GLYII 均分为 5 个亚家族。在 GLYI 进化

树中，最大的亚家族是 I，其中割手密 GLYI 20

个，第二大亚家族是 IV，包含 35 个 GLYI 蛋白，

其中割手密 GLYI 19 个。最小的亚家族是 III，包

含 8 个 GLYI 蛋白，其中割手密 GLYI 4 个（图 1B）。

在 GLYII 进化树中，最大的亚家族是 V，包含 37

个 GLYII 蛋白；最小的亚家族是 II，包含 7 个

GLYII 蛋白；亚家族 I、III、IV 分别包含 17、10、

9 个 GLYII 蛋白（图 1C）。 

2.3  SsGLY 家族的基因结构、保守基序和蛋白

序列结构比对分析 

SsGLY 家族的基因结构分析结果显示，亲缘

关系越近的基因，其基因结构相似性越高，但也

有基因存在一定的变异（图 2）。SsGLYI 基因家

族的外显子数目和内含子数目存在差异，外显子

数目在 2~22 个之间，内含子数目在 1~21 个之间，

其中 SsGLYI8.3 外显子和内含子数目最多，分别

为 22 个和 21 个，而 SsGLYI2.1、SsGLYI2.2、

SsGLYI2.3 和 SsGLYI13.2 只有 2 个外显子和 1 个

内含子。SsGLYII 基因家族除了 SsGLYII2.3 和

SsGLYII5.2 没有内含子外，其他基因的内含子数

目在 1~19 个之间，其中 SsGLYII23 的内含子数目

最多（19 个），而 SsGLYII3.1 和 SsGLYII3.2 的内

含子数目最少，只有 1 个。 

对 SsGLYI 和 SsGLYII 基因家族成员的保守

基序进行分析，共鉴定到 6 个保守程度较高的

Motif 基序，并且相同亚家族间有相似的保守基序

（图 3）。在 SsGLYI 家族中，除 SsGLYI3.1、

SsGLYI3.2、SsGLYI3.4、SsGLYI13.2、SsGLYI14.1、

SsGLYI14.2 和 SsGLYI14.3 外，其余 SsGLYI 蛋白

中均包含 Motif 1（PF00903）。亚家族 I 成员中特

有 Motif 4，亚家族 II 和 IV 成员中有且仅有 Motif 

2，亚家族 III 成员中特有 Motif 6，亚家族 V 成员

中特有 Motif 3 和 Motif 5。在 SsGLYII 家族中，

所有的成员都包含 Motif 1（PF00753）。亚家族 I

成员中仅有 Motif 1，亚家族 II 和 III 成员中包含

Motif 1 和 Motif 4，亚家族 IV 成员中特有 Motif 2、

Motif 3 和 Motif 5，亚家族 V 成员中特有 Motif 6。

结合进化关系，可以看出同源关系越近的基因，

其基因结构和保守 Motif 越相似，推测它们可能

执行相似的功能。 

SsGLY 基因家族编码蛋白的氨基酸序列比对

结果（图 4）表明，在 50 个 SsGLYI 蛋白中，39

个 SsGLYI 蛋白拥有所有的 4 个金属结合位点（a: 

H/Q, b: L, c: H, d: E），另外 11 个 SsGLYI 蛋白只

有其中的 2~3 个金属结合位点。除亚家族 IV 的

SsGLYI8.1~8.4 属于 Zn2+依赖型（e）SsGLYI 蛋白 
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A：SsGLY 家族基因在割手密染色体上的分布；B：SsGLYI 家族蛋白的进化树；C：SsGLYII 家族蛋白的进化树。 

A: Distribution of SsGLY gene family members on S. spontaneum chromosomes; B: Phylogenetic analysis of SsGLYI; C: Phylogenetic 
analysis of SsGLYII. 

图 1  SsGLY 基因家族在割手密染色体上的分布与进化树分析 
Fig. 1  Distribution and phylogenetic analysis of SsGLY gene family members on S. spontaneum chromosomes 

 

外，其余均为 Ni2+依赖型。在 52 个 SsGLYII 蛋

白中，26 个 SsGLYII 蛋白同时拥有 THxHxDH

金属结合域（a）和 C/GHT 活性位点（b）；19

个 SsGLYII 蛋白无 C/GHT 活性位点； 8 个

SsGLYII 蛋白无 GLYII 蛋白酶特有的 THxHxDH

金属结合域，其中除 SsGLYII3.1 和 SsGLYII3.2

蛋白的 N 端不完整外，其余 6 个均含有 GLYII

的活性位点（C/GHT）。 

2.4  SsGLY 基因家族成员的共线性与 Ka/Ks

分析 

共线性分析有助于揭示 SsGLY 基因家族不同

成员之间的系统发育关系。使用 TBtools 软件对 
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红色和蓝色方框分别代表编码序列（CDS）和非编码序列（UTR），方框中间的横线代表内含子，0、1 和 2 代表内含子。 

The red and blue boxes represent the coding sequence (CDS) and the untranslated region (UTR), respectively; the horizontal line in the mid-
dle of the box represents the intron; 0, 1 and 2 represent the intron phase. 

图 2  SsGLY 基因家族结构分析 
Fig. 2  Gene structure analysis of SsGLY gene family 

 

 

图 3  SsGLYⅠ和 SsGLYⅡ基因家族的保守基序分析 
Fig. 3  Conservation motif analysis of SsGLYⅠ and SsGLYⅡ gene family 

 
SsGLY 家族基因进行共线性分析，共鉴定出 41

个基因对，其中 SsGLYI 基因家族中有 23 对，

SsGLYII 基因家族中有 18 对（图 5A）。在 23 对

SsGLYI 基因对中，只有 SsGLYI8.1-SsGLYI8.3 基

因对的 Ka/Ks>1，其余基因对的 Ka/Ks<1（图 5B），

表明 SsGLYI 基因家族在进化过程中可能经历了

较强的纯化选择。在 18 对 SsGLYII 共线性基因对

中 ， 只 有 SsGLYII21.3-SsGLYII21.4 基 因 对 的

Ka/Ks>1（图 5B），表明 SsGLYII 基因家族在进化

过程中同样经历了较强的纯化选择。 
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图 4  SsGLYI 和 SsGLYII 基因家族编码蛋白氨基酸序列比对 
Fig. 4  Multiple sequence alignment of SsGLYI and SsGLYII gene family 

 
2.5  SsGLY 基因家族的启动子顺式作用元件分析 

SsGLY 基因家族的启动子顺式作用元件分析

预测结果（图 6）显示，所有 50 个 SsGLYI 启动

子序列均含有 MYB 顺式作用元件和光反应元件， 

此 外 ， MeJA 应 答 元 件 （ TGACG-motif 和

CGTCA-motif）、脱落酸反应元件（ABRE）、水杨

酸反应元件（TCA-element）广泛存在于绝大多数

SsGLYI 启动子序列区域上。在胁迫响应顺式作用

元件方面，2 个干旱响应元件（DRE core 和 MBS）、

参与厌氧诱导的顺式作用元件（ARE）、创伤和病

原体反应元件（W box 或 WUN-motif）也存在于

绝大多数 SsGLYI 启动子序列区域上。所有 52 个

SsGLYII 启动子序列均含有 MYB 顺式作用元件和

光反应元件。在胁迫响应顺式作用元件方面，2

个干旱响应元件（DRE core 或 MBS）、参与厌氧

诱导的顺式作用元件（ARE）、创伤和病原体反应

元件（W box 或 WUN-motif）存在于绝大多数

SsGLYII 启动子序列区域上。 
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A：甘蔗 SsGLY 基因家族共线性分析；B：SsGLY 基因家族的 Ka/Ks 分析。 
A: Collinearity analysis of the SsGLY gene family; B: Ka/Ks analysis of the SsGLY gene family. 

图 5  SsGLY 基因家族的共线性与 Ka/Ks 分析 
Fig. 5  Collinearity and Ka/Ks analysis of SsGLY gene family 

 
2.6  SsGLY 基因家族表达模式分析 

基于课题组前期构建的甘蔗品种 ROC22 不

同组织转录组数据，发现 SsGLYI 基因家族中，

SsGLYI4.6~4.7、SsGLYI13.1~13.2 和 SsGLYI10.1~ 

10.6 在甘蔗 5 个不同组织中的表达量均高于 2.7，

其中 SsGLYI4.6 在芽中的表达量最高。SsGLYII 基

因家族中，SsGLYII4.2、SsGLYII10.2、SsGLYII14.1、
SsGLYII14.2 和 SsGLYII19 在甘蔗 5 个不同组织的

表达量均高于 2.6，其中 SsGLYII14.2 在甘蔗根中

表达量最高（图 7A）。基于甘蔗黑穗病抗病品种

YT93-159 和感病品种 ROC22 接种甘蔗黑穗病菌

后不同时间点的转录组数据，发现在 SsGLYI 基 
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图 6  SsGLY 基因家族启动子元件分析 
Fig. 6  Analysis of promoter cis-acting elements of SsGLY gene family in sugarcane 

 

 
A：SsGLY 基因家族在 ROC22 不同组织中的表达模式。B：SsGLY 基因家族在甘蔗品种 YT93-159 和 ROC22 接种黑穗病菌 0、1、 

2、3、4、5 d 后的表达热图。 
A: Expression pattern analysis of SsGLY gene family in different tissues of ROC22. B: Expression heatmap of the SsGLY gene family in 

sugarcane cultivars YT93-159 and ROC22 at 0, 1, 2, 3, 4 and 5 days after inoculation with S. scitamineum. 
图 7  SsGLY 基因家族在甘蔗中组织表达模式与黑穗病侵后表达模式分析 

Fig. 7  Tissue expression pattern and analysis of SsGLY gene family in sugarcane cultivar 
 

因家族中，亚家族Ⅰ中的 SsGLY 1.1~1.4Ⅰ 在

YT93-159 中显著上调，在 ROC22 中的表达无显

著变化；SsGLY 4.2Ⅰ 、SsGLY 4.2Ⅰ 在 YT93-159

中无明显变化，且表达量较低，在感病品种

ROC22 中表达量显著上调。亚家族 IV 中，

SsGLY 3.4Ⅰ 基因在抗病品种 YT93-159 中上调表

达，在感病品种 ROC22 中表达量先下降后上升。

亚 家 族 Ⅴ 中 ， SsGLY 6.1Ⅰ 、 SsGLY 6.2Ⅰ 、

SsGLY 7.1Ⅰ 、SsGLY 7.2Ⅰ 在感病品种中表达量显

著上调，在抗病品种中无显著变化。在 SsGLYⅡ

基 因 家 族 中 ， SsGLY 23Ⅱ 和 SsGLY 25Ⅱ 在

YT93-159 中显著上调，在 ROC22 中下调表达。
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SsGLY 4.2Ⅱ 和 SsGLY 4.3Ⅱ 在抗病和感病品种中

表达也存在差异（图 7B）。 

2.7  甘蔗 ScGLYI-1 基因的鉴定 

在甘蔗响应黑穗病侵染中，多个 SsGLY 基因

积极响应黑穗病菌的侵染，其中 SsGLYI3.4 基因

随着黑穗病菌侵染时间的延长，在抗病品种

YT93-159 中的表达量逐渐上调（图 7），推测该

基因可能在甘蔗-黑穗病菌互作中发挥重要作用。

因此，本研究通过 PCR 技术从甘蔗栽培种

YT93-159 中扩增获得了 SsGLYI3.4 的同源基因，

命名为 ScGLYI-1，其长度为 567 bp，编码 191 个

氨基酸（图 8A）。N 端（1~22 aa）包含 1 个信号

肽，N 端的 73 个氨基酸形成一条游离的长链。靠

近 C 端（74~178 aa）的区域包含 Glyoxalase-4 的

保守结构域（图 8B）。在 ScGLYI-1 的三级结构

中存在 4 个 α-螺旋，7 个 β-折叠（图 8C）。 

 

 

A：ScGLYI-1 的 CDS 序列扩增，M：DL2000 DNA marker；B：ScGLYI-1 的保守结构域；C：ScGLYI-1 三级结构预测。 
A: Amplification of the CDS sequence of ScGLYI-1; B: Cons domains contained in ScGLYI-1;  

C: Predicted tertiary structure of ScGLYI-1. 
图 8  甘蔗 ScGLYI-1 的序列扩增与结构分析 

Fig. 8  Sequence amplification and structural analysis of sugarcane ScGLYI-1 
 

2.8  甘蔗 ScGLYI-1 蛋白的亚细胞定位分析 

以 pCAMBIA1300-ScGLYI-1-EGFP 为实验

组，空载体 pCAMBIA1300-EGFP 为阳性对照，

通过农杆菌介导法注射本氏烟叶片，使用激光共

聚焦显微镜观察定位情况。结果如图 9 所示，空

载体 pCAMBIA1300-EGFP 的绿色荧光分布在细 

胞核与细胞膜中，而实验组 pCAMBIA1300- 

ScGLYI-1-EGFP 的绿色荧光均分布在叶片表皮细

胞的叶绿体上。此外，叶绿体在植物中可以自发

荧光，绿色与红色荧光重叠产生黄色荧光。结果

表明，ScGLYI-1 蛋白定位在叶绿体中，该结果与

预测结果相符。 

 

 

图 9  ScGLYI-1 蛋白在本氏烟叶片中的亚细胞定位 
Fig. 9  Subcellular location of ScGLY ScGLYI-1 proteins in Nicotiana benthamiana lower epidermal cells
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2.9  甘蔗 ScGLYI-1 基因的表达模式分析 

ScGLYI-1 基因的组织表达模式分析结果（图

10A）显示，该基因在甘蔗不同组织中均有不同

程度的表达，为组成型表达基因。在老叶中的表

达量明显高于其他组织，在新蔗肉中的表达量最

低，且老叶的表达量约为新蔗肉的 9.48 倍；在衰

老蔗肉、蔗芽、叶鞘及蔗皮中的表达量均差异不

显著。黑穗病菌侵染后，在抗黑穗病甘蔗品种

YT93-159 中，与对照（0 d）相比，ScGLYI-1 的

表达水平显著上调，在第 5 d 时的表达量达到最

高，为对照的 2.18 倍；在感黑穗病甘蔗品种

ROC22 中，ScGLYI-1 在接种黑穗病菌后的 1 d 的

表达量达到最高，在接种 2~5 d 时的表达量无明

显差异（图 10B）。在植物激素 MeJA 处理甘蔗后，

ScGLYI-1 基因的表达无显著变化（图 10C）；而在

SA 胁迫下，ScGLYI-1 基因的表达呈先显著上调

后下调的趋势，在 12 h 时的表达量达到最高，约

是 0 h 时的 2.20 倍（图 10D）。综上，ScGLYI-1
基因可以被外源激素和黑穗病菌胁迫诱导表达，

但在不同甘蔗品种中表现出不同的表达模式。 

 

 

不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference among treatments (P<0.05). 

图 10  ScGLYI-1 基因组织表达模式以及胁迫处理表达模式分析 
Fig. 10  Analysis of tissue-specific expression patterns and stress-induced expression profiles of the ScGLYI-1 

 

3  讨论 

植物在遭受各种生物与非生物胁迫的过程

会产生过量有毒的甲基乙二醛（MG），而依赖

GSH 的乙二醛酶系统（GLYI 和 GLYII）是清除

植物体内过量的 MG 的最有效途径 [10]。目前，

已在拟南芥、水稻、大豆、玉米、苜蓿、白菜

和甘蓝等多种植物中鉴定出 GLY 基因家族的全

基因组[17-18, 20-21]，而 GLY 基因家族在甘蔗、甘蔗

近缘种或者野生种的全基因组鉴定中尚未见报

道。本研究基于甘蔗近缘野生种割手密的全基因

组数据[23]，鉴定出 50 个 SsGLYI 基因和 52 个

SsGLYII 基因。系统进化树分析显示，割手密

SsGLYI 和 SsGLYII 基因家族均可以分为 5 个亚家

族，这与白菜和甘蓝中的分类一致 [20-21]。在

SsGLYI 基因家族中，所有的成员均可在模式植物

拟南芥、水稻以及禾本科植物玉米中找到同源的

GLYI 基因。而 SsGLYII 基因家族的 SsGLYII12、
SsGLYII16 和 SsGLYII23 无法被划分到 5 个亚家族

中，且亚家族 IV 和 V 的成员均无法匹配到模式

植物拟南芥、水稻以及禾本科植物玉米的同源

GLYII 基因。植物在进化过程中，通常会倾向于

复制其重要的基因以产生新的类型或者增加数目
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来适应不利的生长环境和发展进程[37-38]。本研究

共鉴定出 41 个共线性基因对，其中 SsGLYI 基因

家族中有 23 对，SsGLYII 基因家族中有 18 对，显

著多于大豆和苜蓿[19-20]。除 SsGLYI8.1-SsGLYI8.3
和 SsGLYII21.3- SsGLYII21.4 基因对的 Ka/Ks>1，

其余 39 个基因对的 Ka/Ks 均<1，表明 SsGLY 基因

家族在进化过程中可能经历了较强的纯化选择。 

前人研究发现，SsGLY 基因家族数目和基因

复制事件比其他植物多的潜在原因之一是不同类

型的子功能或新功能的出现导致的 GLY 基因的功

能分化，从而形成新的家族成员，行使新的基因

功能[37]。SKIPSEY 等[39]研究发现，大豆的 GLYI
基因（登录号：X68819）具有谷胱甘肽 S-转移酶

（glutathione S-transferase, GST）活性。本研究中，

50 个 SsGLYI 蛋白只有 39 个蛋白拥有全部 4 个

GLYI 蛋白酶特有的金属结合位点，具有 GLYI 蛋

白酶催化功能，11 个蛋白可能拥有其他与 GLYI

蛋白酶催化功能相似的子功能或者新功能，该结

果与前人的研究结果相似[20]。在 39 个具有 GLYI

蛋白酶催化功能的 SsGLYI 蛋白中，除亚家族 IV

的 4 个 SsGLYI 蛋白（SsGLYI8.1-8.4）属于 Zn2+

依赖型，SsGLYI8.3 蛋白拥有 3 个 Zn2+依赖型特

有的结构域外，其他 35个均属于 Ni2+依赖型蛋白。 

启动子区域的顺式作用元件可以调节基因的

转录和对激素、外界胁迫的反应[21]。GHOSH 等[19]

从大豆 GLYI 和 GLYII 基因上游 1 kb 的启动子区

域挖掘了包括 ABRE、AuxRR-core、GRE、ERE、

JERE、HSE、BOX-W1、LTR、MBS、TC-rich、

TCA、W-box、WUN-motif、CGTCA box 和 TGACG 

motif 等 16 个与植物抗盐害、干旱、脱落酸等逆

境相关的顺势作用元件。YAN 等[21]也从芥菜 GLYI
和 GLYII 基因上游 1.5 kb 的启动子区域挖掘到了

包括 ABRE、ACE、AE-box、AuxRR-core 等在内

的 19 个与胁迫相关顺势作用元件，这些元件在调

节植物生长发育和逆境胁迫反应等过程中，对基

因的转录发挥了关键作用。本研究从 SsGLY 基因

家族中挖掘到 MYB、光反应、激素反应、生长发

育相关和胁迫相关等 22 个顺式作用元件。不管是

SsGLYI 或是 SsGLYII 基因家族，每个家族成员均

含有 MYB 顺式作用元件和光反应元件，且绝大

多数家族成员含有 MeJA反应元件（TGACG-motif

和 CGTCA-motif ）、 赤 霉 素 反 应 元 件

（GARE-motif）、乙烯反应元件（ERE）和脱落酸

反应元件（ABRA）等植物激素相关的顺式作用

元件，以及干旱响应元件（DRE core 和 MBS）、

厌氧诱导的顺势作用元件（ARE）、创伤和病原体

反应元件（W box 或 WUN-motif）等与逆境胁迫

相关的顺式作用元件。以上结果有助于解析

SsGLY 基因在甘蔗生长发育过程和应对激素、逆

境胁迫过程中的转录调控机制。 

GLY 基因家族受各种非生物胁迫诱导表达，

响应和适应盐渍、干旱和重金属等环境胁迫中发

挥重要作用。例如，大豆的 GmGLYI6、GmGLYI9、
GmGLYI20、GmGLYII5 和 GmGLYII10 属于非生物

胁 迫 诱 导 表 达 基 因 [19] ； 苜 蓿 的 MtGLYI-8 、

MtGLYI-21 和 MtGLYII-9 基因在盐胁迫中上调表

达 ， 而 MtGLYI-8 、 MtGLYI-11 、 MtGLYI-21 、

MtGLYII-9 和 MtGLYII-13 基因在干旱胁迫下上调

表达[20]。白菜的 BrGLYI1 基因在缺 Zn 条件下能够

被诱导而上调表达，而 BrGLYI13 基因则是在 Zn

过量的条件下被诱导表达，此外 BrGLYII5 基因在

缺Fe、Zn和过量Zn的条件下均可以被诱导表达[21]。

甘蓝的 BolGLYI07、BolGLYI09、BolGLYII01 和

BolGLYII09 在磷和锌的胁迫下高表达[22]。拟南芥

的 AtGLYI4 、 AtGLYI7 和 水 稻 的 OsGLYI6 、

OsGLYI11 属于胁迫诱导表达基因[17]。除受非生物

胁迫的诱导，GLY 基因也在植物防御各种病原体

侵染过程中发挥重要作用。YAN 等[21]研究发现，

在芸薹根肿菌（Plasmodiophora brassicae）侵染

的不同时间点，白菜的 BrGLYI1、BrGLYI2、

BrGLYI6、BrGLYI11 和 BrGLYI16 基因上调表达

1.5 倍。本研究中，甘蔗响应黑穗病侵染时，多个

SsGLY 基因积极响应黑穗病菌的侵染，其中

SsGLYI3.4 基因随着黑穗病菌侵染时间的延长，逐

渐上调表达。ScGLYI-1 基因在甘蔗不同组织中均

有不同程度的表达，为组成型表达基因，与多数

ScGLYI 家族基因相似。本研究还发现，ScGLYI-1
在接种黑穗病菌 5 d 后的表达量最高。同时，在

植物激素 SA 的处理下，ScGLYI-1 基因的表达呈

先显著上调后下调的趋势，ScGLYI-1 调控甘蔗黑

穗病抗性可能是通过 SA 信号途径进行。本课题

组后续将进一步深入解析 ScGLYI-1 发挥的生物

学功能。 
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