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摘　要:通过转录组测序,获得在接种ERM 真菌的云锦杜鹃苗根系中显著差异表达的基因,其中硝酸根转运

蛋白(NRT)基因是硝态氮吸收转运的关键基因.利用生物信息学方法,分析云锦杜鹃根转录组的硝酸根转

运蛋白(NRT)基因序列,对其推导的氨基酸的理化性质、亲水性/疏水性、跨膜结构、导肽、二级结构、高级结

构进行预测,并对硝酸根转运蛋白的氨基酸做进化发育分析.为进一步了解NRT 基因在云锦杜鹃接种苗根

系氮素吸收的作用奠定了基础.
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Abstract:Weusednextgenerationsequencingtechnologytoinvestigatethetranscriptomesbetweeninoculatedrootsand
uninoculatedrootsoftheRhododendronfortuneiandobtainedmanydifferentiallyexpressedgenes．Inthispaper,thenuＧ
cleicacidsequencesandaminoacidsequencesofnitratetransportersfromR．fortunei,wereanalyzedbybioinformatics
tools．Severalparametersofthesesequences,includingsequencescomposition,physicochemicalproperty,leaderpeptide,

topologicalstructureoftransmembraneregions,hydrophobicityorhydrophilicity,secondarystructures,functionaldomains
andproteinstructures,werepredicted．Phylogenetictreewasreconstructedforthenitratetransportersproteinfamily．
ProvidethebioinformaticsfoundationtounderstandNRTgene’sfunctionininoculatedseedlingroots．
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　　云锦杜鹃(Rhododendronfortunei)属杜鹃花科

常绿灌木,生于海拔４００~１９００m 山间林中,花大

艳丽,极具观赏价值,主要产于浙江、江西、福建、广
东、广西、湖南等省区(方云亿,１９８９).目前对云锦

杜鹃的研究主要在药用成分(李钧敏等,２００４)、育种

(朱春艳等,２００６;边才苗等,２００５)、遗传多样性(金则

新等,２００６)、杜鹃花类菌根(王剑敏等,２０１１;张春英,

２００８;杨兵等,２０１０)等方面,而在分子生物学方面的

研究较少.
硝酸盐转运体(Nitratetransporters,NRTs)的

主要作用是完成根系中 NO－
３Ｇ的吸收与转运(Zhen

etal．,１９９１;Walkeretal．,１９９５).番茄(Lauter,et
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al．,１９９６;vonWirenetal．,２０００)、油菜(Pearsonet
al．,２００２)、水 稻 (Suenagaetal．,２００３)、白 菜

(DApuzzoetal．,２００４)等许多物种中克隆了该基

因,积累了许多序列数据.目前,如何对这些序列数

据进行科学的分析已经成为生物学工作者亟待解决

的主要问题.随着生物信息学的出现给序列数据分

析带来了极大的便利.本研究用生物信息学方法对

云锦杜鹃根转录组的硝酸根转运蛋白基因的核苷酸

序列以及所对应的氨基酸序列的理化性质、疏水性/
亲水性、导肽、跨膜区域、二级结构及高级结构等进

行预测和分析,并对NRT 蛋白构建系统进化树,为
研究硝酸转运蛋白的工作机制奠定分子基础.

１　材料与方法

１．１植物材料及NRT 序列来源

植物材料来自浙江华顶山的云锦杜鹃种子.消

毒后播种于１/２read琼脂培养基中培养两个月,将
小苗转接至混合 MMN(氮源为 Ca(NO３)２)营养液

的基质中(草炭∶沙子＝２∶１),其中一半实生苗转

接时接种菌株１９(杜鹃花类菌根真菌),另一半不进

行接种处理.接种６周采集植物根系,进行转录组

测序.然后对接种与未接种的根系转录组做差异分

析,得到接种苗根系中显著差异表达的基因.

NRT(硝酸根转运蛋白)基因序列即来源于云

锦杜鹃根系接种苗中显著差异表达的基因,unigeＧ
neID:CL５７９３．Contig１_All.

１．２方法

预测:NRT 基因编码 蛋 白 的 理 化 性 质 采 用

Protparam 程序;疏水性/亲水性采用 ProtScale程

序;导肽采用 SignalP程序;跨膜结构域采用 TMＧ
Pred程序;蛋白质二级结构采用 GOR４程序;蛋白

质亚细胞定位采用 WOLFPSORT程序;蛋白质功

能域搜索用 BLAST 程序;蛋白质三维结构分析用

Phyre２程序和PyMOL软件;核苷酸序列和氨基酸

序列搜索用在线分析工具blastn;进化树的构建采

用软件clustalX和 MEGA４．１.

２　结果与分析

２．１氨基酸序列的理化性质分析

利用在 线 分 析 程 序 Protparam(Gasteigeret
al．,２００５)对云锦杜鹃的硝酸根转运蛋白基因所对

应的氨基酸序列的理化性质进行分析.结果表明,
硝酸根转运蛋白基因所对应的氨基酸数目为２００
个,分子量为２２０７３．０,理论等电点为８．１５,氨基酸

组成如图１所示,负电荷氨基酸残基总数(Asp＋
Glu)为１６,正电荷氨基酸残基总数(Arg＋Lys)为

１８.不稳定系数为２３．５３,此等级认为是稳定蛋白.
脂肪系数为７７．４５,总平均输水性为Ｇ０．０６８.

图１　云锦杜鹃硝酸根转运蛋白的氨基酸组成

Fig．１　AminoacidcompositionofthededucedNRT
peptidesegmentfromRhododendronfortunei

２．２疏水性/亲水性的预测和分析

氨基酸的亲疏水性在一定程度上反映蛋白质的

折叠情况,此外,蛋白质疏水区域可以作为评判潜在

跨膜区的参考依据.因而对氨基酸的疏水性/亲水

性的预测和分析具有重要的意义.利用在线分析程

序 ProtScale(Gasteigeretal．,２００５)的 Kyte &
Doolittle算法对云锦杜鹃硝酸根转运蛋白的进行亲

水/疏水性分析(正值表示疏水性,负值表示亲水性,
介于＋０．５~－０．５之间主要为两性氨基酸).图２
预测结果表明,云锦杜鹃硝酸根转运蛋白有两个明

显的疏水区,分别为５~２１,１７４~１９１;４个明显的亲

水区,分别为５８~７１,８５~１０１,１１２~１１４,１５１~
１５８.

２．３导肽的预测和分析

利用 在 线 分 析 工 具 SignalP(Henriketal．,

１９９７)的神经网络算法对云锦杜鹃的硝酸根转运蛋

白进行预测.表１结果表明,云锦杜鹃的硝酸根转

运蛋白序列包含信号肽,长度为２２个氨基酸,为分

泌途径蛋白.

２．４跨膜结构的预测和分析

利用在线工具TMPred(Hofmannetal．,１９９３)
对云锦杜鹃硝酸根转运蛋白序列进行跨膜结构分析,
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图２　云锦杜鹃硝酸根转运蛋白的亲疏水性分析

Fig．２　Predictedhydrophobicity/hydrophilicity
forNRTinRhododendronfortunei

表１　云锦杜鹃硝酸根转运蛋白序列导肽的预测

Table１PredictedsignalpeptideofNRT
proteininRhododendronfortunei

Name Len cTP mTP SP other Loc RC TPlen

Sequence ２００ ０．００７ ０．０６５ ０．９６８ ０．０６３ S １ ２２

Cutoff ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

结果表明(图３),该蛋白序列存在一种可靠的跨膜

结构模型.该模型认为,N端处在膜里面,第１个跨

膜螺旋从第３位氨基酸开始,到第２１位氨基酸结

束,相对膜的取向是由里到外;第２个跨膜螺旋从第

１７５位氨基酸开始,到第１９４位氨基酸结束,相对膜

的取向是由外到里.

２．５亚细胞定位预测

利用程序 wolfpsort分别对云锦杜鹃的 NRT
蛋白的亚细胞定位进行分析,结果表明如表２所示,

NRT 蛋白在细胞质中的分值最高,推测该蛋白定

位细胞质膜,行使氮转运功能.

表２　云锦杜鹃的NRT 蛋白的亚细胞定位进行分析

Table２　Proteinsubcellularlocalizationanalysis
ofNRTfromRhododendronfortunei

Loc plas nucl chlo vacu extr

Score ５．０ ３．０ ２．０ ２．０ １．０

２．６蛋白质二级结构的预测和分析

采用 GOR４(Garnieretal．,１９７８)分析葡萄的

类黄酮ＧOＧ葡萄糖基转移酶蛋白的二级结构,结果表

明(图 ４),该 蛋 白 由 １１％αＧ螺 旋 (alphahelix)、

２９．５０％延伸链(extendedstrand)和５９．５０％无规则

卷曲(randomcoil)所组成.

图３　云锦杜鹃NRT 蛋白的跨膜区域预测

Fig．３　Predictedtransmembranesegmentsfor
NRTinRhododendronfortunei

２．７蛋白质三维结构分析

利用 在 线 分 析 工 具 Phyre２(Kelleyetal．,

２００９),对云锦杜鹃NRT 蛋白的氨基酸序列进行线

串法预测(该方法是将待测序列“穿”入已知蛋白质

的基本骨架内,通过计算各种折叠的概率,来预测蛋

白质核心结构)蛋白质折叠,用PyMOL对建模结果

进行处理,结果如图５:A所示.

２．８植物中NRT 核苷酸序列相似性比对与蛋白系

统进化分析

通过blastn对NRT 核苷酸序列在 NCBI上进

行同源性搜索,结果表明(图６)云锦杜鹃的NRT 核

苷酸序列与杨毛果 (Populustrichocarpa)、蓖麻

(Ricinuscommunis)、野草莓(FragariavescasubＧ
sp．Vesca)、葡萄(Vitisvinifera)、黄瓜(CucumissaＧ
tivus)、大豆(Glycinemax)、鹰嘴豆(CicerarietiＧ
num)、百 脉 根 (Lotusjaponicas)和 二 柄 蕙 叶 草

(Brachypodiumdistachyon)等植物的 NRT 核苷

酸序列有较高的同源性,分别为６９％、６８％、６７％、

７０％、６７％、６８％、６７％、６７％、７６％.用 clustalX
(Thompsonetal．,１９９７)和 MEGA４．０(Tamuraet
al．,２００７)对云锦杜鹃、杨毛果 (XM_００２３３６３６２)、
蓖麻(XM_００２５１１２５９)、野草莓(XM_００４３００９６８)、
葡萄(XM_００２２７９８２５)、黄瓜(XM_００４１５７７２８)、大
豆(XM_００３５４９７７４)、鹰嘴豆(XM_００４５１５８０４)、百
脉根(AB３５３２９９)和二柄蕙叶草 (XM_００３５７５２３４)
的NRT 氨基酸进行多序列比对,构建系统进化树,
采用default参数,自检举１０００次,结果如图７所

示.１０个物种的NRT 基因分为３个大类.其中杨

毛果、蓖麻、野草莓、葡萄和云锦杜鹃聚为一大类,在
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图４　云锦杜鹃NRT 蛋白的二级结构预测　h．αＧ螺旋;e．βＧ折叠延伸链;L．βＧ转角;c．无规则卷曲.

Fig．４　SecondarystructurepredictionofNRTinRhododendronfortunei
h．Alphahelix;e．BetasheetExtendedstrand;L．Betaturn;c．Randomcoil．

这个大类中又分为两个亚类,云锦杜鹃和葡萄为一

亚个类,杨毛果和蓖麻为一个亚类.黄瓜、大豆、鹰
嘴豆以及百脉根聚为另一大类,其中大豆、鹰嘴豆以

及百脉根为大类里面的一个亚类.而禾本科的二柄

蕙叶草单独为一类.

３　结论与讨论

硝酸盐转运体蛋白在植物体内行使硝酸根吸收

与转运的功能,因而被广泛的研究和关注.本研究

用生物信息学方法对云锦杜鹃根转录组的硝酸根转

运蛋白基因的核苷酸序列以及所对应的氨基酸序列

进行分析.结果表明云锦杜鹃 NRT 蛋白为稳定蛋

白,推测主要因为该蛋白在植物根系充当硝酸盐转

运功能.跨膜结构分析表明,该蛋白存在两个跨膜

结构,一个位于 N端第３至第２１个氨基酸内,另一

个位于１７５~１９４个氨基酸内.跨膜结构分析结果

与Phyre２分析结果一致,亲疏水分析表明,两个跨

膜区域的位置存在两个明显的疏水区;此外,预测的

信号肽也落在了 N端的跨膜结构区域,四个分析软

件的结果相互支持.Brianetal．(２０００)曾对大麦的

NRT 蛋白做过预测分析,认为大麦的NRT 蛋白存

在１２个跨膜结构.最近,我国著名结构生物学家施

一公研究团队,解析细菌硝酸盐转运蛋白晶体结构,
认为细菌硝酸盐转运蛋白存在１０个跨膜结构共同

组成硝酸盐运输路径(Hanchietal．,２０１３).本次

数据分析与大麦以及细菌的NRT 蛋白的跨膜结构

存在如此差异,推测可能由于 NRT 蛋白是一个家

族蛋白,由于可变剪切的结果.二级结构分析表明,
云锦杜鹃NRT 蛋白质二级结构元件主要由αＧ螺

旋、延伸链和无规则卷曲所组成,这一分析结果跟用

Phyre２ 在 二 级 结 构 分 析 结 果 比 较 一 致.通 过

blastn对NRT 核苷酸序列在 NCBI上进行同源性

搜索,结果表明云锦杜鹃的 NRT 核苷酸序列与杨

毛果、蓖麻、野草莓、葡萄、黄瓜、大豆、鹰嘴豆、百脉

根和二柄蕙叶草等植物的NRT 核苷酸序列有很高

的同源性.系统进化分析表明,云锦杜鹃的 NRT
蛋白在进化上与葡萄关系最近,与禾本科的单子叶
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图５　利用Phyre２程序对推导的云锦杜鹃NRT 蛋白结构预测　A．３D模型;B．二级结构;C．跨膜结构

Fig．５　StructurepredictionofthededucedNRTproteinsfromRhododendronfortuneiusingPhyre２　A．３DMODEL;B．SecＧ
ondarystructure;C．Transmembranestructure

植物关系最远,这一点与植物学传统分类相似.
本文通过对 NRT 基因的分析,得到了该基因

的蛋白结构特征信息,初步了解了该基因在云锦杜

鹃根系中行驶的功能,这预示了该基因在根系中主

要从事对硝酸盐的转运,对云锦杜鹃根系吸收硝酸

盐的意义重大.而硝酸盐是旱作土壤中的主要无机

氮源,可以推测该基因可能是植物对生命元素———
氮素吸收的关键基因,对植物的生长发挥举足轻重

的作用.为后续基因功能验证提供了有力的生物信

息学基础.
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图６　利用blastn对云锦杜鹃NRT 核苷酸序列比对结果

Fig．６　ResultsofalignmentofNRTfromRhododendronfortuneiusingblastn

图７　植物中NRT 蛋白系统进化分析

Fig．７　PhylogeneticanalysisofNRTproteinsinplants
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