
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ａｐｒ. ２０２０ꎬ ４０(４): ４９２－５００ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０１９０１００５

李冰怡ꎬ 李谦谦ꎬ 宫世萌ꎬ 等. 地黄核苷二磷酸激酶基因的克隆及生物信息学分析 [Ｊ] . 广西植物ꎬ ２０２０ꎬ ４０(４): ４９２－５００
ＬＩ ＢＹꎬ ＬＩ ＱＱꎬ ＧＯＮＧ ＳＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｋｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ [Ｊ] .
Ｇｕｉｈａｉａꎬ ２０２０ꎬ ４０(４): ４９２－５００

地黄核苷二磷酸激酶基因的克隆及生物信息学分析
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( 河南师范大学 生命科学学院ꎬ 河南 新乡 ４５３０００ )

摘　 要: 核苷二磷酸激酶(ＮＤＰＫ)是一种高度保守的多功能蛋白ꎬ具有催化底物磷酸化的作用ꎬ能够参与植

物的生长发育、非生物胁迫、感病应激、光合作用和能量代谢等过程ꎮ 为了解地黄核苷二磷酸激酶基因

(ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ)的结构、功能和性质ꎬ该研究利用地黄转录组学数据ꎬ通过电子克隆的方法获得了ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ
基因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ长度为 ７６５ ｂｐꎮ 生物信息学分析结果表明ꎬＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因的开放阅读框长度为

４４７ ｂｐꎬ编码 １４８ 个氨基酸ꎬ具有典型的核苷二磷酸激酶活性结构域和其他磷酸化活性位点ꎮ ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基

因编码的蛋白质定位于细胞质ꎬ是无跨膜区域的亲水性蛋白ꎬ该蛋白质与芝麻、紫花风铃的核苷二磷酸激酶

相似性较高ꎬ分别为 ９７％和 ９６％ꎮ 在多种生物中已经克隆得到了核苷二磷酸激酶基因ꎬ且不同植物核苷二

磷酸激酶氨基酸序列中存在多个相似的保守结构域ꎬ推测ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因所编码的蛋白质为核苷二磷酸激

酶超家族成员ꎮ 该研究结果为进一步探明ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ的性质、结构、功能及表达机制提供了重要的理论
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　 　 核 苷 二 磷 酸 激 酶 ( ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｋｉｎａｓｅꎬＮＤＰＫ)广泛存在于生物界ꎬ１９５３ 年 Ｂｕｒｇ 等

人第 一 次 发 现 了 ＮＤＰＫ 蛋 白 ( Ｄｕｍａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９２)ꎬ近年来人们对 ＮＤＰＫ 的研究兴趣愈发浓厚

(Ｂｏｍｉｎａａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９３)ꎮ 研究发现 ＮＤＰＫ 是一种

进化上非常保守的酶(Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎬ能够催化

底物磷酸化、维持生物体内核苷酸的代谢平衡 (刘
孟等ꎬ２０１６)ꎬ还可能参与细胞增殖与发育的过程

(Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎬ也有研究表明核苷二磷酸激酶

Ａ 表达量和多种肿瘤转移呈负相关 (熊盛等ꎬ
２００４)ꎮ 植物核苷二磷酸激酶的研究开始较晚ꎬ自
从 １９７１ 年于豌豆中分离得到第一个 ＮＤＰＫ 后

(Ｅｄｌｕｎｄꎬ１９７１)ꎬ已从拟南芥、芒果、水稻、芝麻等

植物中分离出 ＮＤＰＫꎮ 目前研究的植物核苷二磷

酸激酶主要有 ＮＤＰＫⅠ、ＮＤＰＫⅡ和 ＮＤＰＫⅢ三种ꎬ
其中植物 ＮＤＰＫⅠ的含量最高 ( Ｍａｎｉｇｂａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１)ꎬ占 ＮＤＰＫｓ 总活性的 ７０％以上(王文斌等ꎬ
２０１１)ꎬ且活性最强(Ｈｅｔｍａｎｎ ＆ Ｋｏｗａｌｃｚｙｋꎬ２００９)ꎬ
可对多种底物起催化作用ꎬ但对底物有一定的偏

好性ꎬ优先选择利用 ＡＴＰ( Ｚｒｅｎｎｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ
一些研究发现核苷二磷酸激酶是一种高度保守的

多功能蛋白ꎬ能够参与植物的多种代谢调节过程

(孙小洁和王增兰ꎬ２０１２)ꎬ包括植物生长发育、非
生物胁迫、感病应激、光合作用和能量代谢等(朱

馨妮等ꎬ２０１７)ꎮ
地黄 ( Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ) 为玄参科 ( Ｓｃｒｏ￣

ｐｈｕｌａｒｉａｃｅａｅ)地黄属 ( Ｒｅｈｍａｎｎｉａ) 多年生草本植

物ꎬ其新鲜或干燥根块茎可入药 (药典委员会ꎬ
２０１０)ꎮ 全国各地都有种植地黄ꎬ尤其以怀地黄药

效最佳ꎬ具有增强免疫、抗病毒、降血糖、抗氧化、

滋阴清热、补血止血等多种效用 ( Ｄｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎮ 本研究从地黄中克隆了核苷二磷酸激酶

基因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ并对其进行了相关生物信

息学分析(郑雪等ꎬ２０１８)ꎬ以期进一步探明地黄核

苷二磷酸激酶的性质、结构及功能ꎬ为研究植物核

苷二磷酸激酶的功能及其机制提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

本研究以地黄 ８５￣５ 长势良好的块根为实验材

料ꎬ其栽培于河南师范大学试验田ꎮ 根据电子克

隆法得到的地黄核苷二磷酸激酶基因全长 ｃＤＮＡ
序列ꎬ设计扩增目的基因的 ＰＣＲ 引物ꎬＦ:５′￣ＡＴＧ￣
ＧＡＧＣＡＧＡＣＴＴＴＣＡＴＴＡＴＧ￣３′ꎬ Ｒ:５′￣ＴＣＡＣＴＧＡＴＡＧＡＴ
ＣＣＡＧＧＡＧＴＧＡＡ￣３′ꎬＰＣＲ 扩增引物由上海生物工程

公司合成ꎮ 大肠杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α 菌种、
Ｔ４ 克隆载体购于宝生物工程(大连)有限公司ꎮ
１.２ 试剂

在本研究中ꎬ主要用到以下试剂:反转录试剂

盒(南京诺唯赞生物科技有限公司)ꎬ琼脂糖、溴化

乙锭(四川维克奇生物科技有限公司)ꎬ引物( Ｉｎ￣
ｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬ胶回收试剂盒、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ( ＤＬ
２ ０００)(宝生物生物技术公司)ꎬ上样缓冲液为 ６×
Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ、２×Ｔａｐ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(北京康为世纪生

物科技有限公司)等ꎬ其他常规试剂均为国产分

析纯ꎮ
１.３ 方法

１.３.１ ＲＮＡ 的提取及反转录 　 以地黄 ８５￣５ 的成熟

块根为实验材料ꎮ 首先ꎬ通过 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总
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ＲＮＡꎬ用 ＤＮａｓｅ / ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ 处理ꎬ酚 －氯仿抽提去

除 ＤＮａｓｅꎬ乙醇沉淀回收 ＲＮＡ(孙鹏等ꎬ２００８)ꎮ 然

后ꎬ通过微量分光光度计检测 ＲＮＡ 的 ２６０ ｎｍ / ２８０
ｎｍ 及其 ＲＮＡ 的浓度ꎬ并采用琼脂糖凝胶电泳检测

ＲＮＡ 的完整性ꎮ
本实验利用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅹 Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ

Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 反转录试剂盒进行地黄 ｃＤＮＡ 的制

备ꎬ按照说明书的操作进行实验以合成 ｃＤＮＡ 第

一链ꎮ
１.３.２ 目的基因的克隆 　 电子克隆是在已建立的

核酸序列与蛋白质序列数据库的基础上ꎬ利用计

算机技术与生物信息学工具进行快速比对、拼接

及分析从而获得基因的部分乃至全长 ｃＤＮＡ 序列

(葛春艳等ꎬ２０１８)ꎮ 本研究以地黄 ８５￣５ 六个发育

时期的组合块根所转录出的 ＲＮＡ 总和为材料进

行转录组测序ꎬ采用 ＨｉＳｅｑ ２５００ Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平台

进行测序ꎬ通过 ｂｌａｓｔ 与其他公共数据库进行同源

性比对ꎬ获得基因功能的注释(王向楠ꎬ２０１７)ꎮ 利

用电子克隆的方法得到目的基因 ｃＤＮＡ 全长ꎬ然后

在 ＣＤＳ 区设计引物ꎬ以地黄的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用

ＰＣＲ 技术克隆得到核苷二磷酸激酶的全长 ｃＤＮＡ
序列ꎮ

ＰＣＲ 扩增反应条件如下:首先ꎬ９５ ℃预变性 ３
ｍｉｎꎻ然后ꎬ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ４７ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延

伸 ３０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ最后ꎬ７２ ℃ 总延伸 １０ ｍｉｎꎮ
ＰＣＲ 产物用琼脂糖凝胶电泳进行检测ꎬ所得产物

进行胶回收并连接到 ｐＭＤｌ９￣Ｔ 载体上ꎬ然后转化

Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ涂布于添加氨苄青霉素

(１００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１)、ＩＰＴＧ、Ｘ￣ｇａｌ 的 ＬＢ 平板上ꎬ３７ ℃培

养 １２ ~ １６ ｈ 后进行蓝白斑筛选及菌落 ＰＣＲ 检测ꎬ
阳性克隆送至金唯智生物技术有限公司测序ꎮ
１.３. ３ 生 物 信 息 学 分 析 　 本研究通过 ｂｌａｓｔｐ 对

ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因编码的氨基酸序列进行相似性搜

索ꎬ并利用 ＭＥＧＡ７.０ 和 ｂｌａｓｔｎ 构建其系统进化树ꎮ
使用 ＤＮＡＭＡＮ 分析ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ编码蛋白的相对

分子质量、等电点及其同源蛋白的多序列比对ꎮ
通过 ＥＸＰＡＳＹＰＲＯＴＳＣＡＬＥ (ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )、 ＴＭＨＭＭ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ/ )分别分析ＲｇＮＤＰＫⅠ编码蛋白的疏

水性及其跨膜区ꎬ采用 ＥＸＰＡＳＹＳｉｇｎａｌＰ ４.０Ｓｅｒｖｅ (ｈｔ￣

ｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / ) 分 析

ＲｇＮＤＰＫⅠ编码蛋白的信号肽ꎬ并利用 ＣＢＳ 数据库中

的 ＴａｒｇｅｔＰ 预测ＲｇＮＤＰＫⅠ编码蛋白的亚细胞定位ꎮ
另外ꎬ通过 ＮＣＢＩ 的 ＣＤＤ 分析ＲｇＮＤＰＫⅠ编码蛋白的

结构域ꎬ利用 ＳＯＰＭＡ (ｈｔｔｐ: / / ｎｐｓａ￣ｐｂｉｌ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣
ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)预测了

ＲｇＮＤＰＫⅠ编码蛋白的二级结构ꎬ同时采用 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ ( ｈｔｔｐ:/ / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｗｏｒｋｓｐａｃｅ /
ｉｎｄｅｘ.ｐｈｐ? ｆｕｎｃ＝ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ＿ｓｉｍｐｌｅ１＆ｕｓｅｒｉｄ＝ＵＳＥＲＩＤ ＆
ｔｏｋｅｎ＝ＴＯＫＥＮ)同源建模方法对ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ编码蛋

白进行在线 ３Ｄ 结构预测ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 地黄ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因的克隆

本研究利用地黄的转录组学数据ꎬ通过电子

克隆法得到地黄核苷二磷酸激酶基因的全长

ｃＤＮＡ 序列ꎬ然后在 ＣＤＳ 区设计引物ꎬ以地黄的

ｃＤＮＡ 第一链为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ琼脂糖凝胶

电泳检测结果表明扩增片段长 ７５０ ｂｐ 左右(图

１)ꎬ与预期结果相符ꎮ

Ｍ. ２ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ １. 目的片段ꎮ
Ｍ. ２ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ.

图 １　 ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因的 ＰＣＲ 扩增
Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＲｇＮＤＰＫⅠｇｅｎｅ

测序结果表明目的基因的全长 ｃＤＮＡ 序列为

７６５ ｂｐꎬＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 分析得知其开放阅读框(ＯＲＦ)
位于第 １２５ ~ ５７１ 个核苷酸ꎬ长度为 ４４７ ｂｐꎬ编码

１４８ 个氨基酸 (图 ２) ꎮ ＩＮＴＥＲＰＲＯＳＣＡＮ 和 ＣＤＤ
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图 ２　 ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因的 ｃＤＮＡ 序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ. ２　 ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲｇＮＤＰＫⅠｇｅｎｅ

的预测结果显示ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因编码蛋白的保守

结构域为核苷二磷酸激酶结构域ꎬ且与 ＮＤＰＫⅠ的

保守结构域高度相似ꎬ表明该目的基因编码蛋白

是核苷二磷酸激酶超家族成员ꎬ且属于 ＮＤＰＫⅠ
类ꎬ推测其功能与核苷三磷酸盐(ＮＴＰｓ)的合成有

关ꎮ 因此ꎬ本研究将克隆到的地黄核苷二磷酸激

酶基因命名为ＲｇＮＤＰＫ Ⅰꎬ并把ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因数

据提交至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库ꎬ其 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库登

陆号为 ＭＫ２４８７３３ꎮ
２.２ 地黄ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ编码蛋白的理化性质

地黄ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因编码蛋白的相对分子质

量为 １６ ３９５.８２ꎬ等电点为 ６.３０ꎮ 在ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ的

氨基酸种类组成中ꎬ甘氨酸(Ｇｌｙ)和异亮氨酸( Ｉｌｅ)
的含量最多ꎮ

蛋白疏水性预测结果表明地黄ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ属

于亲水蛋白(图 ３)ꎬ且不存在跨膜区ꎮ 另外ꎬ蛋白

亚细胞结构定位结果表明ꎬ地黄ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ定位

于细胞质ꎬ且可信度为 ２(图 ４)ꎮ
２.３ 地黄ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ编码蛋白的结构预测

二级结构预测结果表明ꎬ 地黄ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ主

要由 α 螺旋、无规卷曲、延伸链和 β 折叠构成ꎬ其
中 α 螺旋占 ４９.３２％、无规卷曲占 ２３.６６％、延伸链

占 １８.２４％、β 折叠占 ８.７８％(图 ５:Ａ)ꎮ 由此可知ꎬ
该蛋白中 α 螺旋比例最高ꎮ ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ的三级结

构(图 ５:Ｂ)与二级结构预测结果一致ꎬ推测地黄

ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ可能为 α 螺旋型蛋白ꎮ
２.４ 地黄ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ编码蛋白的同源序列分析

利用 ｂｌａｓｔｐ 程序对地黄 ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因编码

的氨 基 酸 序 列 进 行 同 源 性 分 析ꎬ 结 果 表 明

ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ与芝麻、紫花风铃的核苷二磷酸激酶

的相 似 性 最 高ꎬ 分 别 为 ９７％ 和 ９６％ ( 表 １ )ꎮ
ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ与紫花风铃(ＰＩＮ１８３５７.１)、芝麻(ＸＰ＿
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表 １　 ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ与其他植物核苷二磷酸激酶序列的相似性
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ ａｎｄ ＮＤＰＫ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

相似性
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
(％)

登陆号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

紫花风铃 Ｈａｎｄｒｏａｎｔｈｕｓ ｉｍｐｅｔｉｇｉｎｏｓｕｓ ９６ ＰＩＮ１８３５７.１

芝麻 Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ ９７ ＸＰ＿０１１０９３２３５.１

短毛猪笼草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔｏｍｅｎｔｏｓｉｆｏｒｍｉｓ ９４ ＸＰ＿００９５９５９２３.１

中粒咖啡 Ｃｏｆｆｅａ ｃａｎｅｐｈｏｒａ ９４ ＣＤＰ０９４２４.１

辣椒 Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ ９３ ＸＰ＿０１６５４４４８９.１

金针草 Ｇｅｎｌｉｓｅａ ａｕｒｅａ ９３ ＥＰＳ６５１５１.１

美花烟草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ ９３ ＸＰ＿００９７８８７７９.１

黄胡萝卜 Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａｓｕｂ ｓｓｐ. ｓａｔｉｖｕｓ ９２ ＸＰ＿０１７２２６３５９.１

向日葵 Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ ９１ ＸＰ＿０２１９９４１７３.１

橡胶树 Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ ９３ ＸＰ＿０２１６７９１４３.１

马铃薯 Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ ９２ ＸＰ＿００６３４７９８５.１

烟草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ ９１ ＸＰ＿０１６４９５２７１.１

麻风树 Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ ９２ ＮＰ＿００１２９５７４２.１

番茄 Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ９１ ＮＰ＿００１２３４１７４.２

山茶 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ８９ ＡＥＣ１０９７５.１

莲 Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ ９１ ＸＰ＿０１０２５８７３９.１

木薯 Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ９１ ＸＰ＿０２１６１４４６８.１

博落回 Ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒｄａｔａ ８９ ＯＶＡ１１２９８.１

酸枣 Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ ８９ ＸＰ＿０１５８８６５５７.１

莴苣 Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ ８９ ＸＰ＿０２３７７２７８１.１

０１１０９３２３５.１)等物种核苷二磷酸激酶的多序列比

对分析结果如图 ６ 所示ꎬ序列相似性达 ９６.２５％ꎬ
表明核苷二磷酸激酶蛋白的氨基酸序列在不同物

种之间较为保守ꎮ
利用 ｂｌａｓｔｎ 和 ＭＥＧＡ７.０ 将ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ氨基酸

序列与同源性较高的其他物种的核苷二磷酸激酶

序列 进 行 系 统 进 化 分 析ꎬ 选 择 参 数 Ｔｅｓｔ ｏｆ
Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ 为 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｍｅｔｈｏｄꎬ设置 Ｎｏ. ｏｆ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ 为 １００ꎬ其他参数均为默认值ꎬ分析发

现地黄与芝麻和紫花风铃的核苷二磷酸激酶进化

距离近ꎬ表明其亲缘关系较近ꎻ而与向日葵、黄胡

萝卜核苷二磷酸激酶的亲缘关系较远(图 ７)ꎮ

３　 讨论

核苷二磷酸激酶属于核苷二磷酸激酶超家

族ꎬ具有催化底物磷酸化的作用(刘孟等ꎬ２０１６)ꎬ
在植物的种子萌发、非生物胁迫、感病应激、光合

作用、防御保护相关基因的诱导表达、能量代谢和

信号传递等过程具有调控作用(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３ꎻ
王文斌等ꎬ２０１１ꎻ孙小洁和王增兰ꎬ２０１２ꎻ朱馨妮

等ꎬ ２０１７)ꎮ 目前ꎬ 植物中研究的核苷二磷酸激酶
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图 ３　 ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ蛋白的疏水性预测
Ｆｉｇ. ３　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲｇＮＤＰＫⅠｐｒｏｔｅｉｎ

图 ４　 ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ蛋白的亚细胞定位预测
Ｆｉｇ. ４　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲｇＮＤＰＫⅠｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ. 二级结构预测ꎻ Ｂ. 三级结构预测ꎮ
Ａ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎꎻ Ｂ. Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ.

图 ５　 ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ蛋白的结构预测
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲｇＮＤＰＫⅠｐｒｏｔｅｉｎ

主要有 ＮＤＰＫⅠ、ＮＤＰＫⅡ、ＮＤＰＫⅢ三种ꎮ 一些研

究发现植物 ＮＤＰＫⅠ、ＮＤＰＫⅡ、ＮＤＰＫⅢ具有不同

的亚细胞定位ꎬ其中 ＮＤＰＫⅠ通常定位于细胞质、
细胞 核ꎬ ＮＤＰＫ Ⅲ 定 位 于 叶 绿 体、 线 粒 体ꎬ 而

ＮＤＰＫⅡ可能定位于叶绿体(王文斌等ꎬ２０１１)ꎮ 本

研究利用地黄的转录组学数据ꎬ通过电子克隆法

(高兴春等ꎬ２００５)首次从地黄中克隆得到的核苷

二磷酸激酶基因ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ开放阅

读框 长 度 为 ４４７ ｂｐꎬ 共 编 码 １４８ 个 氨 基 酸ꎬ
ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因编码蛋白含有保守的核苷二磷酸

激酶结构域和其他磷酸化活性位点ꎬ其结构域与

ＮＤＰＫⅠ的保守结构域高度相似ꎬ而且亚细胞定位

于细胞质ꎬ表明ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ是核苷二磷酸激酶超

家 族 成 员ꎬ 且 属 于 ＮＤＰＫ Ⅰ 类ꎮ 因 此ꎬ 推 测

ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因可能在植物生长发育和感病应激

等信息传递、非生物胁迫、淀粉和纤维素的合成等

方面发挥作用(朱馨妮等ꎬ２０１７)ꎮ
进一步分析发现地黄ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ与芝麻、紫

花风铃的核苷二磷酸激酶相似性较高ꎬ分别为

９７％和 ９６％ꎬ而且不同植物的核苷二磷酸激酶存

７９４４ 期 李冰怡等: 地黄核苷二磷酸激酶基因的克隆及生物信息学分析



图 ６　 ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ及其他植物核苷二磷酸激酶的多序列比对
Ｆｉｇ. ６　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＲｇＮＤＰＫⅠａｎｄ ＮＤＰＫ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

图 ７　 ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ同源序列的分子系统进化树
Ｆｉｇ. ７　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＲｇＮＤＰＫⅠ

在多个相似的保守结构域ꎬ这与前人的研究结果

相似 ( 罗 睿 雄 等ꎬ ２０１６ )ꎬ 进 一 步 证 明 地 黄

ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ为核苷二磷酸激酶超家族成员ꎮ 目

前ꎬ植物核苷二磷酸激酶已从多种植物中被分离

８９４ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



出来ꎬ其研究也取得了较大的进展ꎮ 刘孟(２０１６)
研究发现核苷二磷酸激酶具有催化磷酸基团转移

的作用ꎬ罗睿雄等(２０１６)研究发现芒果 ＮＤＰＫ 具

有重要的化学反应催化功能和调控植物响应逆境

胁迫的作用ꎬ谭龙(２０１１)研究表明 ＮＤＰＫⅢ通过

调节植物的氧化胁迫参与了响应多环芳烃菲的应

答ꎬ梁潘霞等(２０１２)也对甘蔗核苷二磷酸激酶基

因进行了克隆和功能验证ꎮ 另外ꎬＮＤＰＫⅠ在不同

植物中功能表现存在差异ꎬ在一些植物中发挥特

殊功能作用ꎬ如马铃薯 ＮＤＰＫⅠ参与了淀粉和纤维

素的合成ꎬ玉米中存在 Ｇ４ 结构的 ＮＤＰＫＩ 可以与

ＤＮＡ 结合(朱馨妮等ꎬ２０１７)ꎮ 虽然本研究对地黄

ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因进行了克隆及生物信息学分析ꎬ
但是关于地黄ＲｇＮＤＰＫ Ⅰ基因的具体功能及其作

用机制仍需要进一步深入研究ꎮ
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