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摘  要  蛋白质精氨酸甲基转移酶（protein arginine methyltransferases，PRMTs）是真核生物基因组中重要的表观遗传

调控因子之一，在植物信号转导、蛋白亚细胞定位和转录调控中发挥着重要作用. 基于铁皮石斛基因组数据库，采用生物

信息学方法对石斛PRMT基因家族进行成员鉴定，并对其基因结构、蛋白质保守基序（motif）、蛋白质理化特性和启动子

顺式作用元件等进行分析. 通过qRT-PCR检测DoPRMT在不同组织部位中的表达模式及对不同光周期条件的响应. 在
铁皮石斛（Dendrobium officinale）基因组上共筛选鉴定到6个PRMT成员，基因结构分析发现，该家族各成员内含子外

显子数量有所差异，其中相差数量最多的达到25个. 系统进化树可将石斛PRMT家族划分为3种类型（I、II、III）甲基转移

酶，石斛中存在I型PRMT有5个，1个II型PRMT，III型甲基转移酶在其中不存在同源序列. 保守结构域分析结果显示，该家

族成员含有特定的PRMT和PrmA保守结构域，多数成员仅含有PrmA结构域. 保守基序分析发现，该家族包含motif数量

较多，各成员包含共有的motif1和motif4. 启动子作用元件分析发现，该家族成员包含众多光响应元件及激素应答、厌氧诱

导、逆境响应等相关响应元件. qRT-PCR数据表明，该家族各成员在金钗石斛（Dendrobium nobile）叶片中表达较高，茎

中的表达较低，少数成员在根中表达较高. 此外，DoPRMT在不同光周期下呈现差异性表达模式，各成员在24 h（光照）

/0 h（黑暗）下相对表达量较高，在12 h/12 h、8 h/16 h、4 h/20 h等光周期条件下表达相对较低. 本研究表明石斛PRMT家
族成员表达具有组织特异性，并且可能在石斛响应光周期的过程中发挥重要作用. （图7 表4 参58） 
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Abstract  Protein arginine methyltransferases (PRMTs) are one of the important epigenetic regulators in 
eukaryotic genomes. PRMTs are important in plant signal transduction, protein subcellular localization, and 
transcriptional regulation. Based on the Dendrobium officinale genome database, bioinformatics methods 
were used to identify the members of the Dendrobium PRMT gene family. Their gene structure, motif, 
physicochemical properties of proteins, and promoter cis-acting elements were analyzed. The expression 
pattern of DoPRMT in different tissues and response to different photoperiod conditions were detected using 
qRT-PCR. Six PRMTs were screened and identified in the D. officinale genome. Gene structure analysis 
revealed different numbers of intron exons of each member of the family. Among these, the number of exons 
differed by as much as 25. Phylogenetic tree analysis  found  that the Dendrobium PRMT family can divide 
into three types (I, II, and III). These included five  type  I PRMTs and one  type  II PRMT. There were no 
type  III  sequences. DoPRMT family members contained specific PRMT and PrmA conserved domains. 
Most members contained only PrmA domains. Conservative motif analysis revealed that all DoPRMT family 
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真核细胞中的蛋白质经历不同的翻译后共价修饰，如磷

酸化、乙酰化、甲基化和素酰化等，对蛋白质结构和功能有深

远的影响. 蛋白质甲基化一般指精氨酸或赖氨酸在蛋白质序

列中的甲基化，作为翻译后修饰的一种形式，在甲基转移酶的

催化下，S-腺苷甲硫氨酸的甲基转移到组蛋白[1]. 某些组蛋白

残基通过甲基化抑制或激活基因表达，从而成为表观遗传，

在环境因素和遗传表达交互作用间发挥重要作用. 蛋白质精

氨酸甲基化发生在精氨酸残基上，由精氨酸转移酶催化S -
腺苷甲硫氨酸的甲基化基团转移到精氨酸的胍基上. PRMT
（protein arginine methyltransferases）作为一种蛋白质精氨

酸甲基转移酶，分为3种（I、II、III）类型，I型催化形成单甲基

和不对称双甲基精氨酸，II型催化形成单甲基和对称双甲基精

氨酸，而III型只能催化胍基基团的单甲基化. 该家族各成员在

底物特异性、氨基酸序列（尤其是N端延伸）、酶活性类型和

亚细胞定位等方面存在较大差异 [2]. 一个有趣的发现是，在高

等植物拟南芥、水稻等PRMTs中存在多个同源基因，猜测可

能是由于基因复制所导致[3]. 其中PRMT1、PRMT2、PRMT3、
PRMT4、PRMT6、PRMT10属于I型蛋白 [4]，其中PRMT2是
通过与PRMT1的蛋白同源性分析而被鉴定的 [5]，仅在动物中

存在.  PRMT5是被发现的第一个II型蛋白 [6]，在动植物中均

有，其次是PRMT9，但PRMT9在植物中不存在同源基因，为

动物中特有.  PRMT7是人类基因组中唯一的III型蛋白 [7]，在

拟南芥、水稻中存在同源蛋白，PRMT8具有与PRMT1极高

的同源性，同PRMT9一样仅存在于动物中. PRMT11是人类

PRMT1b的拟南芥同源蛋白，但因其既不具有PRMT特征基

元，也没有显示出可复制的PRMT活性，因而并不被认为是真

正的PRMTs [8]. 综上，植物中存在着I型甲基转移酶PRMT1、
PRMT3、PRMT4、PRMT6和PRMT10，I I型甲基转移酶

PRMT5以及III型甲基转移酶PRMT7. 
对人类PRMT家族的生物信息学分析发现，人类中该家

族成员有9个，该家族各成员在参与调控人类疾病等方面研

究较为广泛 [2]. 在真菌中，灵芝的PRMT家族成员有3个，可能

参与了灵芝的生长发育过程 [9]. 植物中PRMT家族成员数量差

异较小，拟南芥 [10]、水稻 [11]、玉米 [12]和金银花 [13]等植物中分别

有9、8、8和4个成员. PRMT蛋白不仅参与对植物开花时间的

调控 [14-15]、响应植物昼夜节律的调节变化 [16]，亦可以参与调

控植物生长发育和盐胁迫适应反应 [17]. Hernando等对拟南芥

研究得出，PRMT5和PRMT4可通过调节相关基因的表达，间

接参与RNA剪接、光信号、开花、激素信号和非生物/生物胁

迫信号途径的调控过程 [10]. AtPRMT5成员可以通过抑制开花

抑制因子FLC的表达参与对春化和成花转变过程的调控 [18-19]. 
AtPRMT5作为拟南芥中发现的最重要的II型精氨酸甲基转移

酶，一旦缺失将导致植株生长发育等多方面产生缺陷现象，如

叶色变深、卷叶、生长迟滞、生物周期节律紊乱及对金属离子

吸收异常等 [20-22]. 同时精氨酸甲基化酶（PRMT5）和Tudor域
蛋白（TSNs）均可调节AGO2介导的RNAi，从而促进植物免

疫 [23]. 水稻的研究发现，PRMTs对于稻瘟病菌的侵染致病可

能起重要调控作用[24]. 
石斛（Dendrobium）属兰科（Orchidaceae）药用石斛属

（Dendrobium Sw.）植物，常见的石斛种类有铁皮石斛、金钗

石斛、流苏石斛、鼓槌石斛等，于中国药典收录. 其繁殖方式、

内部结构，甚至所含代谢成分、碱基序列具有较高相似性，次

生代谢物质种类及含量丰富，以生物碱类、多糖类、总黄酮为

主成分，在癌症治疗[25]、改善记忆、抗衰老 [26]、降血脂 [27]等方

面临床应用价值较高. 研究发现，石斛体内源激素含量的变化

与光周期调控的信号表达有紧密联系 [28]. 多胺含量的积累同

短日照环境呈正比，猜测短日照条件更利于春石斛代谢物的

积累[29]. 光周期同样参与着霍山石斛代谢产物的合成 [30]. 金钗

石斛因其株形与古时女子发髻上所用发钗形状所似而取名“金
钗”，相较铁皮石斛不同的是茎中生物碱含量、叶中总黄酮含

量较高，有助于阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）的

治疗[31].  研究发现，表观遗传修饰可通过激活生物碱合成相

关基因的表达，进而调控金钗石斛内生物碱的合成，从而提高

石斛药用价值. 而光周期调控石斛基因表达等的研究较少，本

研究基于铁皮石斛（Dendrobium officinale）基因组数据库，

对石斛PRMT基因家族成员进行筛选及鉴定，并对其基因结

构、蛋白质保守基序（motif）、蛋白质二维及三维结构和启动

子顺式作用元件等进行分析，借助实时荧光定量PCR（qRT-
PCR）技术探究DoPRMT在金钗石斛中不同组织部位和不同

光周期处理下的表达模式，为进一步探索石斛PRMT基因家

族的功能及其在光信号响应中的作用奠定基础. 

1  材料与方法

1.1  材料与处理
金钗石斛（Dendrobium nobile ）盆栽苗取自福建省三明

市农业科学研究所，选取生长良好的盆栽苗，对不同组织部

位（根、茎、叶）进行取样（图1），于-80 ℃保存备用. 光周期

处理：以金钗石斛2年生盆栽苗为处理材料，前期进行黑暗培

养，待光周期惯性表达降低至可忽略水平后，借助光照培养箱

进行光周期4/20、8/16、12/12、16/8、24/0（h，光照/黑暗）处

理1 d，光照强度为13 000 lx，温度保持在25 ± 1 ℃，取叶片速

冻后于-80 ℃保存，用于分析石斛PRMT（DoPRMT）基因家

族的表达特性. 
1.2  方 法
1. 2 .1   D o P R M T 基因家族成员鉴定　　从铁皮石斛

members contained motif1 and motif4. Promoter cis-acting element analysis revealed that DoPRMT family 
members contained light response, hormone response, anaerobic induction, and stress response elements. 
qRT-PCR results showed that the expression levels of DoPRMT were higher in leaves, lower in stems, with a 
few members expressed at higher levels in roots. At the same time, DoPRMTs displayed different expression 
patterns in various photoperiods. The relative expression level of each member was higher under the 24 h (light) 
/ 0 h (dark) photoperiod treatment, and relatively low under the 12 h/12 h, 8 h/16 h, and 4 h/20 h photoperiod 
treatments. The collective findings show that the expression of Dendrobium PRMT family members is tissue-
specific and may play an important role in the photoperiodic response of Dendrobium.

Keywords  Dendrobium officinale; Dendrobium nobile; DoPRMT; expression pattern; photoperiod
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（Dendrobium officinale）基因组数据库Herbal Medicine 
Omics Database（http://202.203.187.112/herbalplant）
下载铁皮石斛基因组序列，并基于拟南芥（TAIR ht tp: //
arabidopsis.org/）及水稻数据库（http://www.ricedata.
cn/gene/）的PRMT家族成员的蛋白序列及其保守结构域

PRMT、PrmA（PF05185、PF06325）作为查询序列，以拟南

芥数据库下载PRMT蛋白序列作为探针，采用本地BLASTP
进行比对筛选，将获得的潜在PRMT蛋白序列保存为候选序

列，并使用HMMER（http://www.hmmer.org/）、Pfam（http://
pfam.xfam.org/）及Batch CD-Search（https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi）进一步对候选序列进行鉴

定. 剔除保守结构域长度< 90的序列，保留具有完整PRMT、
PrmA结构域的序列作为PRMT家族成员进行后续分析，并参

考成员所在基因组scaffold的顺序依次对各成员进行命名. 
1.2.2  DoPRMT家族理化特性、进化树构建分析　　以铁皮

石斛基因组数据库中筛选出的PRMT蛋白序列为目标序列，

利用在线网站ExPASy（https://web.expasy.org/protparam/）
预测铁皮石斛PRMT蛋白的氨基酸数量、分子量、不稳定系

数、等电点和亲水性等；利用Plant-mPLoc（http://www.csbio.
sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/）在线网站对其进行亚细胞定

位预测分析；采用MEGA 5.05软件构建石斛、拟南芥、水稻

PRMT家族成员进化树，建树采用邻接法（neighbor-joining 
method），Bootstrap运行次数为1 000，其他参数设置为默认

值，使用iTOL在线软件（https://itol.embl.de/）对进化树进行

美化. 
1.2.3  DoPRMT蛋白质二级结构与三级结构预测　　基

于数据库中筛选出的 P R M T家族成员，采用在线软件

SOPMA（https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.
pl?page=npsa_sopma.html）分析该家族成员蛋白质二级结

构，并采用软件SWISS-MODE（https:// swissmodel.expasy.
org/）进一步对DoPRMT蛋白质三级结构进行预测分析. 
1.2.4  DoPRMT基因结构及蛋白结构域分析　　使用铁皮

石斛基因组数据库GFF3注释文件，结合筛选出的PRMT家族

成员，通过TBtools软件 [32]绘制基因结构图，依次对PRMT家
族成员内含子、外显子特性进行分析. 结合HMMER和NCBI-
CDD（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/

bwrpsb.cgi）在线软件，对提交的蛋白序列进行保守结构域分

析，利用Photoshop组合绘制获取的保守结构域. 利用MEME
在线软件（http://meme-suite.org/）分析石斛蛋白质序列的保

守基序（motif），保存TBtools可视化文件并绘制motif结构图. 
1. 2 .5   调控DoPRMT家族成员的miRNAs预测　　以

miRBase（http://www.mirbase.org/search.shtml）数据库

登录的miRNA信息，选择筛选获得的石斛PRMT核酸序列

为目标序列，利用psRNATarget在线软件（http://plantgrn.
noble.org/psRNATarget/analysis）预测可以靶定DoPRMT的
miRNA. 
1.2.6  DoPRMT家族启动子顺式作用元件分析　　利用

TBtools提取铁皮石斛基因组数据库中DoPRMT家族成员

起始密码子ATG上游2 000 bp的序列作为启动子序列，利用

在线软件PlantCARE（http://bioinformatics.psb.ugent.be/
webtools/plantcare/html/）预测并分析不同成员启动子顺式

作用元件特性. 
1.2.7  DoPRMT的qRT-PCR分析　　利用TransZol Up试剂

盒（全式金，北京）提取金钗石斛不同组织部位及不同光周期

处理材料的RNA，采用超微量分光光度计（Thermo Electron 
Corp，美国）检测RNA质量和浓度，OD260/280在1.8-2.0
之间. 参照Evo M-MLV RT Kit for qPCR（艾科瑞，湖南）逆

转录试剂盒进行cDNA合成 .  使用DNAMAN 6.0软件设计

DoPRMT成员qPCR引物，以18S rRNA为内参基因，引物序列

见表1. 使用Roche LightCycler 480荧光定量PCR仪进行检

测，每个样本均设置3个生物学重复，目的基因相对表达量采

用2-ΔΔCT法计算. 利用SPSS 22.0对各成员的表达量进行显著

性分析，采取Excel和GraphPad软件分别进行数据分析及图

表制作. 

2  结果与分析

2.1	 铁皮石斛PRMT基因家族的鉴定及蛋白质理化
特性
基于铁皮石斛基因组数据库，以拟南芥、水稻数据库下

载的9个、8个PRMT蛋白序列分别作为探针序列，利用本地

BLASTP对基因组数据库进行检索，保留E-value < 10-4内的

数据. 使用Batch CD-Search、HMMER和Pfam数据库检测

PRMT蛋白所包含的PRMT、PrmA保守结构域，去除保守结构

域长度过短及不完整序列，从原始数据库中识别并筛选出6个
DoPRMT家族成员，并基于成员所在基因组的scaffold顺序对

其命名（表2）. 
对DoPRMT家族成员的基本理化特性进行分析，结果如

表2所示. 各成员编码CDS序列长度在489-3 135 bp之间，蛋

白序列长度在162-1 044 aa之间 .  蛋白分子量在18 168.47
-117 202.36之间，其中分子量最大的成员为DoPRMT3，其

图1  金钗石斛不同组织部位. R：根；St：茎；L：叶. 
Fig. 1  Different organs of Dendrobium nobile. R: Root; St: Stem; L: 
Leaf.

表1  qRT-PCR引物序列信息

Table 1  Primers used for qRT-PCR
基因
Gene  

上游引物（5′-3′）
Forward primer

下游引物（5′-3′）
Reverse primer

扩增子长度
Amplication length

退火温度
Annealing temperature (θ/℃)

DoPRMT1 TGCGGGGACAGGGATTTTATC CTCAAACAACAGGAAATAGCCCATC 205 60
DoPRMT2 ATGGGCTATTTCCTGTTGTTTGAG ATCATGGCCTGCTTCTTGATG 209 60
DoPRMT3 TACTGTGATTTCTTGTGATATGCGC TTTGTAGTGGTAATCGGTTGGAGAT 198 60
DoPRMT4 GGAGTCAGACTTGCTTCAGAACG ACCAAACCGATCGGCTACAAA 135 60
DoPRMT5 ACCCCTGCAGTCATTAAAGAAATTG ATACTACCCCGAAAATGGACATCAA 152 60
DoPRMT6 ATTATTTGGACTTCGCGTGCG GATTCGGACTGCTGGAAACGA 139 60
18S rRNA CCTGAGAAACGGCTACCACAT CACCAGACTTGCCCTCCA 60
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次为DoPRMT6，而DoPRMT1分子量最小，此趋势与氨基酸

数变化一致. DoPRMT不稳定系数在29.52-53.83之间，其中

DoPRMT6不稳定系数最高. 理论等电点（pI）在5.58-7.65之
间，仅有1个成员非酸性蛋白（pI > 7.00）. 采用Plant-mPLoc
在线网站对鉴定到的6个DoPRMT成员进行亚细胞定位预测，

发现DoPRMT1定位在细胞膜中，DoPRMT3和DoPRMT5均
有定位在细胞核中，DoPRMT2、DoPRMT4和DoPRMT6定
位在叶绿体中. 同时，存在3个成员（DoPRMT1、DoPRMT2、
DoPRMT5）并未单一定位在细胞内的某个位置，表明该类成

员在表达模式、可能的功能和调控上存在多样性. 
2.2  DoPRMT系统进化树

为更好地识别植物中PRMT之间的系统发育关系，并评

估这些成员在石斛、拟南芥和水稻中的进化关系，从这3个
物种中查找出共23个PRMT蛋白序列，即9个AtPRMT、8个
OsPRMT、6个DoPRMT构建系统发育进化树（图2）. PRMT
根据催化精氨酸甲基化修饰的类型分为3种（I、I I、I I I），

PRMT1是其中最保守和最广泛表达的I型PRMT，在石斛中存

在有DoPRMT1、DoPRMT2两个同源序列. PRMT4被称为共

激活物相关精氨酸甲基转移酶1（CARM1），与PRMT1同属I型

酶，影响转录和转录后基因表达，研究发现拟南芥、水稻中分

别包含了2个、1个成员[33]，系统进化分析显示石斛中DoPRMT4
和DoPRMT6与AtPRMT4、OsPRMT4属于同一分支. PRMT5/
JBP1（Jak2结合蛋白1）是所有多细胞真核生物测序基因组中

保守度最高、表达最广泛的成员之一 [34]，结果显示DoPRMT3
与水稻、拟南芥的AtPRMT5具有最高的同源性，属于II型甲

基转移酶 .  I型精氨酸甲基转移酶还包括PRMT10，石斛中

DoPRMT5成员与PRMT10同源性最高. PRMT3、PRMT6和
PRMT7在高等植物拟南芥、水稻中具有1或2个同源序列，在

石斛中没有. 其中PRMT7属于III型精氨酸甲基转移酶. 综上，

石斛中I型PRMT有5个（DoPRMT1、DoPRMT2、DoPRMT4、
DoPRM5、DoPRMT6），II型PRMT有1个（DoPRMT5），III型
甲基转移酶在石斛中不存在同源序列.  
2.3  DoPRMT蛋白质二级结构及三级结构预测

蛋白质序列本身决定了序列的结构，而序列结构进而决定

了其功能.  对石斛PRMT蛋白的二维结构预测分析（表3）得

到，DoPRMT蛋白质二级结构均由α-螺旋、延伸链、β-转角、

无规卷曲等4部分组成. 其中α-螺旋和无规卷曲占比最大，所

占比例分别为27.11%-54.94%、17.28%-42.43%之间. 而β-转
角占比较小，所占比例在3.92%-8.95%之间. 表明植物PRMT
蛋白质整体结构的主要结构元件为α-螺旋和无规卷曲. 

了解蛋白质二级结构作为明晰蛋白质折叠模式和三级结

构的基础，并为研究蛋白质功能及其互作模式提供基础. 借以

对PRMT蛋白质二级结构分析的基础上，进一步预测分析了

DoPRMT的蛋白质三级结构，发现该蛋白质主要由α-螺旋和

无规则卷曲组成，同二级结构预测结果（图3）一致. DoPRMT
各成员的蛋白质三级结构均有所差异，推测它们可能行使着

不同的生物学功能. 
2.4  DoPRMT基因结构及蛋白质保守基序（motif）

内含子是基因组中的重要元件，可调控转录的起始进而

增强基因的表达. 前人研究表明，内含子数量及位置对基因的

表达有重要的调控作用 [35-36]. DoPRMT家族成员均含有内含

子，其中4个成员内含子都在6个以上，DoPRMT3内含子数量

最多，为27个，数量最少的为DoPRMT1，仅有2个（图4A）. 各
成员基因结构外显子/内含子数量、位置变化趋势有所差异. 

使用在线MEME软件对DoPRMT蛋白保守基序进行分

析，共鉴定到30个保守基序（图4B）. 6个DoPRMT成员包含

的motif数量和位置均有所差异，其中含有motif最多的成员

为DoPRMT3，有25个，而DoPRMT1含有最少的motif，仅6个
（motif 1-motif 4、motif 18、motif 27）. 某些motif在各成员中

均存在，如motif 1、motif 4（图4C），该保守基序同样存在于

表2  铁皮石斛PRMT基本理化性质分析

Table 2  Analysis of basic physical and chemical properties of Dendrobium officinale PRMT family

基因ID
Gene ID

基因名称
Gene name

开放
阅读框/bp

ORF

氨基酸个数/aa
Number of 

amino acids

分子量
Molecular 

weight

不稳定系数
Instability 
coefficient

等电点
pI

亲水性
Gravy

亚细胞定位
Subcellular location

Dendrobium_GLEAN_10132534 DoPRMT1 489 162 18168.47 31.85 5.58 0.506
细胞膜 Cell membrane 
细胞质 Cytoplasm
细胞核 Nucleus 

Dendrobium_GLEAN_10132536 DoPRMT2 915 304 34450.25 29.52 5.92 0.083 叶绿体 Chloroplast 
细胞质 Cytoplasm 

Dendrobium_GLEAN_10116216 DoPRMT3 3135 1044 117202.36 43.60 6.52 -0.196 细胞核 Nucleus 
Dendrobium_GLEAN_10110081 DoPRMT4 1023 340 38303.06 46.32 7.65 -0.241 叶绿体 Chloroplast

Dendrobium_GLEAN_10100768 DoPRMT5 1149 383 43401.38 38.98 5.85 -0.179 细胞质 Cytoplasm 
细胞核 Nucleus 

Dendrobium_GLEAN_10062323 DoPRMT6 2382 793 89272.45 53.83 6.98 -0.128 叶绿体 Chloroplast 

图2  铁皮石斛（Do）、水稻（Os）和拟南芥（At）PRMT蛋白的系统发育

分析. 
Fig. 2  Phylogenetic analysis of PRMT proteins in Dendrobium 
officinale (Do), rice (Os) and Arabidopsis thaliana (At).
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保守结构域的区域. 表明motif 1、motif 4可能是组成PRMT、
PrmA域的基序，推测可能在调控植物生长发育过程中发挥

重要作用. 但某些motif只在特定类别的DoPRMT中存在，如

DoPRMT3成员中具有特异的motif 15和motif 2. DoPRMT4和
DoPRMT6中包含特异性的motif 5. DoPRMT保守基序出现在

N端与C端位置的数量较为均衡，表明各成员保守基序之间离

散差异程度小. 推测DoPRMT各成员功能可能既有保守性又

有特异性. 
2.5  调控DoPRMT家族成员的miRNA

基于miRBase数据库登录的miRNA数据信息，利用在线

软件psRNATarget预测调控DoPRMT家族成员的miRNA，选
取比对得到的期望值最小的成员，其余参数为系统默认.  结
果表明，同一基因能同时被多个miRNA调控，如DoPRMT4
同时被miR867/miR1102/miR8011b调控（表4）. 不同基因也

可同时被一个miRNA靶定，如DoPRMT1、DoPRMT2同时被

miR7525调控. 该家族成员作用方式均是通过裂解mRNA的
方式从而抑制靶标基因表达. 
2.6  DoPRMT启动子顺式作用元件

对DoPRMT启动子顺式作用元件预测分析（图5），发现

启动子区包含大量CAAT-box、TATA-box响应元件，含有67
个CAAT-box和229个TATA-box，其中DoPRMT1含有最多的

CAAT-box共15个，而DoPRMT6中仅含有8个. DoPRMT3中
含有68个TATA-box，而DoPRMT4中仅含有3个. DoPRMT中
各成员均含有光响应元件，其中DoPRMT5含有最多的光响应

元件，共16个，而DoPRMT3和DoPRMT6仅7个，是唯一一个

表3  铁皮石斛PRMT蛋白二级结构信息

Table 3  Secondary structure information of PRMT protein in Dendrobium officinale
蛋白名称

Protein name DoPRMT1 DoPRMT2 DoPRMT3 DoPRMT4 DoPRMT5 DoPRMT6

α-螺旋 α-helix (r/%) 54.94 38.49 37.26 44.41 37.86 27.11
延伸链 Extension chain (r/%) 19.75 25.33 15.42  17.06 22.19 27.24
β-转角 β-turn (r/%)   8.02   3.95  4.89   6.18  3.92  8.95
无规卷曲 Random curl (r/%)  17.28 32.24 42.43 32.35 36.03 36.70

图3  铁皮石斛PRMT家族成员三维预测图. DoPRMT1-DoPRMT6对应

模板分别为1f3l.1、5dst.1.A、5fa5.1.A、5ful.1.A、3r0q.1.A、6s70.1.A，
DoPRMT1-DoPRMT6与模板相似度依次为0.47、0.48、0.42、0.32、
0.51、0.43，DoPRMT1-DoPRMT6覆盖率依次为61.65%、56.19%、

45.44%、28.76%、64.15%、51.29%. 
Fig. 3  Three-dimensional prediction map of PRMT family members 
in Dendrobium officinale. DoPRMT1-DoPRMT6 corresponding 
templates are 1f3l.1, 5dst.1.A, 5fa5.1.A, 5ful.1.A, 3r0q.1.A, 6s70.1.A; the 
similarity between DoPRMT1-DoPRMT6 and the template is 0.47, 0.48, 
0.42, 0.32, 0.51, 0.43; DoPRMT1-DoPRMT6 coverage rate is 61.65%, 
56.19%, 45.44%, 28.76%, 64.15%, 51.29%.

图4  铁皮石斛PRMT家族成员基因结构（A）、蛋白保守基序（motif 1-motif 30）预测（B）以及motif 1、motif 4保守基序（C）. 
Fig. 4  Gene structure (A), protein conserved motif 1-motif 30 prediction of PRMT family members in Dendrobium officinale (B), and 
motif 1 and motif 4 Conservative motifs (C).

表4  铁皮石斛PRMT家族受调控的miRNA
Table 4  The miRNA prediction analysis of PRMT family in Dendrobium officinale

基因ID Gene ID 基因名称 Gene name miRNA 期望值 Expectation 抑制方式 Inhibition
Dendrobium_GLEAN_10132534 DoPRMT1 miR7525 3.5 裂解 Cleavage
Dendrobium_GLEAN_10132536 DoPRMT2 miR7525 3.5 裂解 Cleavage
Dendrobium_GLEAN_10116216 DoPRMT3 miR5043 2.5 裂解 Cleavage
Dendrobium_GLEAN_10110081 DoPRMT4 miR867 miR1102 miR8011b 3.5 裂解 Cleavage
Dendrobium_GLEAN_10100768 DoPRMT5 miR3630 4.0 裂解 Cleavage
Dendrobium_GLEAN_10062323 DoPRMT6 miR2111 2.0 裂解 Cleavage
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在各成员之间都含有的元件. DoPRMT同样存在多个激素相

关响应元件，其中50%家族成员含有生长素（TGA-element、
AuxRR-core）响应元件，50%家族成员含有赤霉素（TATA-
box、P-box）响应元件，16.7%家族成员含有水杨酸（TCA-
element）响应元件，33.3%的家族成员含有脱落酸（ABRE）
响应元件，5 0 %家族成员含有茉莉酸甲酯（T G A C G -
element、CGTCA-element）响应元件，表明该类基因可能在

植物生长发育及激素调控等方面有重要作用. 其中DoPRMT2
均不含有以上激素响应元件，说明该成员可能不参与激素信

号的响应表达. 
此外，DoPRMT仍存在多种逆境胁迫应答元件，其中3

个成员（DoPRMT1、DoPRMT4、DoPRMT5）存在MYB结

合位点干旱诱导（Myb-drought）的响应元件. 除DoPRMT3
成员外，其余成员均存在厌氧诱导元件.  此外，3个成员

（DoPRMT2、DoPRMT3、DoPRMT4）存在低温响应元件，

5个成员（DoPRMT1、DoPRMT2、DoPRMT4、DoPRMT5、

DoPRMT6）存在防御和胁迫应答元件，此类特征表明该家

族成员可能在低温、干旱等胁迫环境中发挥着重要作用.  进
一步分析发现该家族启动子仍存在较多特异性作用元件，如

分生组织表达响应元件CAT-box、胚乳表达响应元件GCN4_
motif、细胞周期调节元件MSA-like、生理节律调控作用元件

circadian、MYB结合位点元件CCAAT-box等. 
2.7  DoPRMT在不同组织部位的表达 

利用qRT-PCR分析DoPRMT家族成员在金钗石斛根、

茎、叶片的相对表达量（图6）. 研究发现DoPRMT在各组织

部位均有表达，DoPRMT2、DoPRMT3、DoPRMT4在叶中的

表达相对较高，DoPRMT5在根部位的表达较高，各成员在

茎中表达量均较低，表明DoPRMT家族成员在石斛不同组织

部位的表达差异较大，且呈现组织特异性，推测DoPRMT可

能参与着叶、根、茎等部位的生长发育过程. 研究发现，同一

类型甲基转移酶成员在不同组织部位存在相似的表达趋势，

如I型甲基转移酶中成员DoPRMT1和DoPRMT2，在叶片中表

达均较高，根次之，茎中最低. 进化树分析发现，DoPRMT4、
DoPRMT6与PRMT4同源性最高，二者在叶片中的表达均较

高，根、茎组织部位表达差异均较小，此外，III型精氨酸甲基

转移酶DoPRMT3同DoPRMT1的表达类似. 表明相同类型的

PRMT在植物不同组织部位中的表达模式差异较小. 
2.8  DoPRMT对不同光周期的响应

石斛生长发育和代谢产物的积累很大程度上受到光

照 [37]、温度 [38]和栽培条件的影响.  利用qRT-PCR技术分析

DoPRMT 6个基因在4/20、8/16、12/12、16/8、24/0（h，昼

/夜）光照周期处理下的表达情况，发现不同光周期处理下

PRMT家族成员表达模式有所差异（图7）. 除DoPRMT4在12 
h/12 h昼夜周期下表达较高之外，其余各成员均在24 h/0 h周
期下表达量高，其中DoPRMT2在此光照条件下表达较高于

其余成员. 此外，在8 h/16 h光周期下DoPRMT3成员表达较

高. 各成员在4 h/20 h、16 h/8 h周期处理下的表达模式较为

相似.  表明该家族成员响应着不同光照周期的调控机制.  存
在部分基因于不同光照处理下表达量相近，如DoPRMT1、
DoPRMT6在4 h/20 h、12 h/12 h（L/D）周期下表达趋势较为

一致，而DoPRMT3、DoPRMT6分别在12 h/12 h / 16 h/8 h、4 
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图6  PRMT家族成员在金钗石斛不同组织部位表达分析. 不同小写字母表示组织间差异显著（P < 0.05）. 
Fig. 6  Expression analysis of PRMT family members in different organs of Dendrobium nobile. Different lowercase letters indicate 
significant differences between the tissues at the level of 0.05.

图5  铁皮石斛PRMT基因家族成员启动子顺式作用元件分布. 
Fig. 5  Putaive cis-acting element distribution in the promoter of 
PRMT gene family members in Dendrobium officinale.
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h/20 h / 8 h/16 h下表达水平相似. 

3  讨 论
3.1  DoPRMT潜在功能的生物信息分析预测

PRMT在人类疾病、动物中的研究较为广泛，植物中相对

较少. 本研究从铁皮石斛基因组数据库鉴定出6个DoPRMT，
与人（9）[2]、鱼和海鞘（8）[39]、灵芝（3）[9]、拟南芥（9）[10]、水

稻（8）[11]、玉米（8）[12]、金银花（4）[13]等相比成员数量差异基

本相当. 生信分析发现，石斛PRMT基因家族成员均含有内含

子，且数量差异较大，其中相差数量最多为25个. 内含子作为

真核生物基因组的重要组成部分，参与着机体发育、基因表

达、信号调控、细胞骨架构建等过程 [40-42]，内含子对基因具有

双向调控作用，其数量与位置都与基因的表达调控有着密不

可分的联系 [43-45]，石斛PRMT基因家族各成员内含子数量差

异较大、总体分布较广泛. 保守结构域分析得出，DoPRMT含
有保守的PRMT结构域，与组蛋白的精氨酸作用位点结合催

化组蛋白的甲基化过程 [12]. 此外，还含有典型的PrmA保守结

构域，是细菌中唯一确认催化L11甲基化的酶 [46]. PrmA保守区

基因编码的蛋白质属于编码AdoMet-MTases超级家族，并参

与着植物细胞的有丝分裂过程 [47]. 
根据PRMT家族成员的类型分类，石斛、拟南芥和水稻

PRMT基因家族在系统进化树上可被归为3种甲基化酶类型，

在人类与动物中存在的PRMT2、PRMT8、PRMT9成员在

植物上并未发现，仅存在另外的PRMTs（PRMT1、PRMT3-
PRMT7、PRMT10）. 有趣的是，PRMT11并不被认为是真正

的PRMTs，而是属于PRMT1b的同源序列 [1]. 石斛在拟南芥、

水稻中的同源序列也仅存在于部分PRMTs中，在PRMT5和
PRMT10中分别存在拟南芥和水稻中的一个同源序列，而

PRMT1、PRMT4中存在两个同源序列，可见不同物种在系统

发育进化关系上存在一定差异. 研究发现，AtPRMT5通过调

控植物生命周期各个阶段中mRNA前体的正确加工，保证了植

物正常的生长发育过程 [48]，启动子顺式作用元件与转录因子结

合调控基因转录的精确起始和转录效率，在植物基因表达调

控中起着至关重要的作用[49]. 启动子顺式作用元件分析发现，

DoPRMT存在大量光响应元件，部分成员存在胁迫、激素应

答有关元件以及生长发育响应元件. 研究表明EgPRMT10可
能参与巨桉定植过程中植物激素通路的表达 [50]，猜测PRMT
基因参与了石斛的激素应答调节过程. 青蒿中的PRMT1能够

参与响应低温胁迫过程 [51]，DoPRMT家族启动子区域包含部

分低温响应元件，推测PRMT基因也参与着石斛的低温胁迫

应答过程. 
3.2	 DoPRMT响应不同组织部位及不同光周期的表

达分析
同一基因在不同物种中表达调控方式不同，具有物种特

异性，在同物种不同组织部位的表达模式仍存在差异，具有

组织表达特异性.  研究发现，PRMT1基因在香蕉根、茎、叶

和果实中均有表达，但在茎与叶中表达量相对较高.  但在果

实采摘后不同时期同样呈现差异表达，并至乙烯跃变时该基

因表达差异较显著 [52]，推测MaPRMT主要参与着茎与叶的生

长发育过程，并参与着乙烯合成前期SAM形式的生物合成反

应. 巨桉中发现，EgPRMT1在根毛的启动和伸长中发挥关键

作用，且参与了细胞骨架形成的关键蛋白——微管蛋白的甲

基化 [53]，微管发挥着维持细胞形态、促进细胞内运输、参与细

胞运动及细胞分裂的作用，推测PRMT1可能参与着巨桉的生

长发育过程. OsPRMT在水稻根、茎、幼叶、花中均有显著表

达，但所有成员均在成熟叶片中的表达较高，其中OsPRMT1
和OsPRMT4成员的表达均高于其他同源基因[11]，推测该家族

可能参与着水稻叶片的发育.  AtPRMT5、AtPRMT10成员均

通过调控开花基因FLC进而参与着植物开花响应过程 [15, 20]. 
Brcu PRMT5在菜薹不同组织部位的表达模式分析发现，在

花器官中特异性表达最高，依次为茎、叶中的表达，根部表

达量最低 [47].  金银花的研究发现，大多成员在花蕾中的表达

高于叶片，表明LJPRMTs存在器官偏好性，并暗示金银花中

PRMT可能较多参与花发育过程 [13].  从后期基于石斛次生代

谢产物的研究角度出发，选用金钗石斛作为此次基因表达验

证材料.  多数DoPRMT成员在叶片部位表达量较高，茎中的

表达均较低，少数成员在根中表达较高. 推测DoPRMT可能

在根、茎、叶片各自发育过程中起到一定调控作用，但具体

调控机制待进一步研究.  启动子区顺式作用元件发现，石斛

图7  PRMT家族成员在不同光周期下的表达分析. 不同小写字母表示处理间差异显著（P < 0.05）. 
Fig. 7  Expression analysis of PRMT family members in various photoperiod. Different lowercase letters indicate significant differences 
between the treatments at the level of 0.05.
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