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摘　 要: 亲环素是一个多基因家族ꎬ在植物生命活动中发挥着重要的作用ꎮ 该研究以大花杓兰(Ｃｙｐｒｉｐｅｄｉｕｍ
ｍａｃｒａｎｔｈｕｍ)为材料ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术克隆到 １ 个亲环素基因(ＣｙＰ)ꎬ并对其进行生物信息学分析ꎮ 结果

表明:大花杓兰 ＣｙＰ 基因的开放阅读框序列为 ５２５ ｂｐꎬ命名为 ＣｍＣｙＰ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＭＨ４１１１２５)ꎬ编码

１７４ 个氨基酸ꎮ 预测 ＣｍＣｙＰ 蛋白是一个位于细胞质、相对分子量约为 １８ ｋＤ、理论 ｐＩ 为 ８.７３、无信号肽、跨
膜结构域的亲水性蛋白质ꎮ 磷酸化和糖基化位点预测分析发现ꎬＣｍＣｙＰ 蛋白存在 １８ 个潜在的磷酸化位点

和 ２ 个潜在的糖基化位点ꎮ 蛋白保守结构域预测分析发现ꎬＣｍＣｙＰ 蛋白包含一个高度保守的肽脯氨酰顺反

异构酶结构域ꎬ属于单结构域亲环素ꎮ 对二级结构进行预测分析发现ꎬＣｍＣｙＰ 蛋白中存在无规卷曲 ７０ 个、
延伸链 ５６ 个、α￣螺旋 ２３ 个、β￣折叠 ２５ 个ꎬ这 ４ 种结构元件在三级结构中也有体现ꎮ 系统进化树结果显示ꎬ
大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 蛋白与铁皮石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｃａｔｅｎａｔｕｍ)和万带兰(Ｖａｎｄａ ｈｙｂｒｉｄ ｃｕｌｔｉｖａｒ)的 ＣｙＰ 蛋白的亲

缘关系较近ꎮ 该研究首次克隆了大花杓兰亲环素基因(ＣｍＣｙＰ)ꎬ为进一步探讨 ＣｍＣｙＰ 基因的生物学功能

奠定了基础ꎮ
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　 　 亲环素(Ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎꎬ ＣｙＰ)是一类普遍存在于

原核和真核生物体内、在进化上非常保守的多功

能蛋白质(Ｇａｌａｔꎬ１９９９ꎻ王保明和谭晓风ꎬ２００８)ꎮ
Ｇａｓｓｅｒ ｅｔ ａｌ.( １９９０)首次从番茄( Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕ￣
ｌｅｎｔｕｍ)、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)和油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ)
中分离到亲环素蛋白 ｃＤＮＡ 序列ꎬ并在大肠杆菌中

成功表达ꎮ 随后ꎬ亲环素基因相继在拟南芥(Ａｒａ￣
ｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ) ( Ｃｈｏｕ ＆ Ｇａｓｓｅｒꎬ １９９７ )、 水 稻

(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ) ( Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)、小麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ)(Ｋａｕｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)、棉花(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒ￣
ｓｕｔｕｍ)(吴莉等ꎬ２０１２)等多种植物中被鉴定和分

离ꎮ 亲环素除一般生物学功能ꎬ如作为分子伴侣

发挥肽脯氨酰顺反异构酶活性、参与 ＤＮＡ 降解的

调控及植物叶绿体的氧化还原调节等(童惠姗等ꎬ
２０１７)ꎬ还在植物激素信号转导 ( Ｃｈｅｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７ꎻＬｉｅｂｔｈａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎻＭａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)、逆境胁

迫应答(Ａｈｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻＫｕｍａｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９ꎬ２０１３ꎻ
赵丽等ꎬ２０１８)、抗病原菌的防御反应 ( Ｋｕｍａｒｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００１ꎻＹｅ ＆ Ｎｇꎬ２００２)等过程中发挥重要作用ꎮ

大花杓兰(Ｃｙｐｒｉｐｅｄｉｕｍ ｍａｃｒａｎｔｈｕｍ)为兰科杓

兰属多年生草本植物ꎮ 除了较高的观赏价值ꎬ大
花杓兰还具有一定的药用价值ꎬ可用于全身浮肿、
风湿腰腿痛、跌打损伤等疾病的治疗(陈心启和吉

占和ꎬ２００３)ꎮ 基于本课题组前期大花杓兰转录组

数据分析ꎬ发现了一条与植物亲环素基因有较高

同源性的序列ꎬ但有关大花杓兰亲环素的相关研

究目前尚未见有报道ꎮ 因此ꎬ本研究采用 ＲＴ￣ＰＣＲ
首次克隆了大花杓兰亲环素基因(ＣｍＣｙＰ)ꎬ并对

其编码的蛋白质序列进行生物信息学分析ꎬ旨在

为 ＣｍＣｙＰ 基因的生物学功能的研究奠定理论

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 材料　 本研究所用的材料为大花杓兰(Ｃｙｐ￣
ｒｉｐｅｄｉｕｍ ｍａｃｒａｎｔｈｕｍ) 的根ꎻ大肠杆菌 (Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ)ＴＯＰ１０ 为本实验室保存ꎮ
１. １. ２ 试 剂 及 试 剂 盒 　 植物 ＲＮＡ 提取试剂盒

(ＯｍｅｇａꎬＵＳＡ)购自上海索宝生物科技有限公司ꎻ
ＢｅｙｏＲＴＴＭ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒购自上海碧云

天生物技术有限公司ꎻ即用型 ＰＣＲ 扩增试剂盒、
ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒、ＬＢ Ｂｒｏｔｈ Ａｇａｒ
和 ＬＢ Ｂｒｏｔｈ 购自生工生物工程(上海)股份有限公

司(简 称 上 海 生 工)ꎻ ｐＧＭ￣Ｔ 克 隆 试 剂 盒、 ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 购自天根生化科技(北京)有限公司ꎻＩＰＴＧ、
Ｘ￣Ｇａｌ 购自北京华越洋生物科技有限公司ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 大花杓兰 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 第一链的合

成　 采用植物 ＲＮＡ 提取试剂盒(ＯｍｅｇａꎬＵＳＡ)提

取大花杓兰根总 ＲＮＡꎬ其操作按照试剂盒说明书

进行ꎬＲＮＡ 的完整性通过 １％琼脂糖凝胶电泳进行

检测ꎮ 利用 ＢｅｙｏＲＴＴＭ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒

(碧云天ꎬ上海)合成 ｃＤＮＡꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系:
Ｒｅｃａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ (５Ｘ) ４ μＬꎬＲＮＡ 模板 １ μＬꎬ引物

Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)１８ (０.５ μｇμＬ￣１) １ μＬꎬＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

４３６ 广　 西　 植　 物 ３９３ 卷



(２０ ＵμＬ￣１ ) １ μＬꎬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ( １０ ｍｍｏｌＬ￣１ )
１ μＬꎬＭ￣ＭＬＶ 反转录酶 ( ２００ ＵμＬ￣１ ) １ μＬꎻ加

ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 反应程序为 ４２ ℃ꎬ６０
ｍｉｎꎻ８０ ℃ꎬ１０ ｍｉｎꎮ 将 ｃＤＮＡ 第一链置于－２０ ℃冰

箱中保存备用ꎮ
１.２.２ 大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 基因的克隆和测序 　 基于

课题组前期获得的大花杓兰转录组数据ꎬ采用

Ｏｌｉｇｏ ６ 软件设计一对特异性引物用于 ＣｍＣｙＰ 基

因的 ＰＣＲ 扩增ꎬ正向引物 ＣｍＣｙＰＦ(５′￣ＣＣＧＧＡＡＴ￣
ＴＣＡＴＧＧＣＡＧＣＧＡＣＣＡ￣３′ꎬ加粗的核苷酸序列为保

护碱基ꎬ下划线的核苷酸为 ＥｃｏＲⅠ酶切位点)和反

向 引 物 ＣｍＣｙＰＲ ( ５′￣ＣＡＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＡＡ￣
ＧＡＧＡＧＣＴＧ￣３′ꎬ加粗的核苷酸序列为保护碱基ꎬ下
划线的核苷酸为 ＸｈｏⅠ酶切位点)ꎮ ＰＣＲ 反应体

系:２×ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ １２.５ μＬꎬｃＤＮＡ ２ μＬꎬ正向和

反向引物(１０ μｍｏｌＬ￣１)各 １ μＬꎻ加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２５
μＬꎮ ＰＣＲ 程序:９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 变性 ３０
ｓꎬ５７ ℃复性 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４０ ｓꎬ共 ３０ 个循环ꎻ７２
℃最后延伸 ７ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经 １.０％琼脂糖凝胶

电泳检测后ꎬ利用 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒对其进行

纯化ꎮ 纯化的 ＰＣＲ 产物与克隆载体 ｐＧＭ￣Ｔ 进行

连接ꎬ并转化 Ｅ. ｃｏｌｉ ＴＯＰ１０ 感受态细胞ꎮ 通过蓝

白斑筛选和菌落 ＰＣＲ 鉴定出的阳性重组子送至上

海生工进行测序ꎬ测序引物为载体通用引物 Ｔ７ꎮ
１.２.３ 大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 蛋白系统发育分析 　 测序

结果用 Ｃｈｒｏｍａｓ 软件打开ꎬ观察峰图ꎬ排除双峰序

列ꎬ获得良好 ＤＮＡ 序列ꎻ采用 ＤＮＡｓｔａｒ 去除载体冗

余序列ꎻ应用 ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔｎ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已有序

列进行同源性分析ꎬ初步确定分离的序列即为大

花杓兰 ＣｙＰ 基因ꎮ 基于在线基因预测软件 ＯＲＦ
Ｆｉｎｄｅｒ 对 ＣｍＣｙＰ 基因编码的氨基酸序列进行推

测ꎬ并通过 ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔｐ 程序在氨基酸水平上对

大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 蛋白序列进行同源性分析ꎮ 用

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ２ 软件对大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 蛋白及与其相

似性较高的其它植物亲环蛋白进行多序列比对分

析ꎬ并使用 Ｍｅｇａ ５. １ 中的邻接法来构建系统发

育树ꎮ
１.２.４ 大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 的生物信息学分析 　 用在

线 软 件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔ￣
ｐａｒａｍ / )对 ＣｍＣｙＰ 理化性质进行预测ꎻＳｉｇｎａＩＰ４.１

Ｓｅｒｖｅｒ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )
分 析 ＣｍＣｙＰ 信 号 肽ꎻ Ｐｓｏｒｔ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ.ｃｏｍ / ｐｓｏｒｔ.ｈｔｍｌ)对 ＣｍＣｙＰ 蛋白进行亚细

胞 定 位ꎻ ＴＭｐｒｅｄ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｅｍｂｎｅｔ. ｖｉｔａｌ￣ｉｔ. ｃｈ /
ｓｏｆｔｗａｒｅ / ＴＭＰＲＥＤ＿ ｆｏｒｍ. ｈｔｍｌ) 预测跨膜结构域ꎻ
Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )对其进

行亲水性和疏水性分析ꎻ用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３. １ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ / )预测 ＣｍＣｙＰ 蛋

白潜在的磷酸化位点ꎻ用 ＮｅｔＯＧｌｙｃ ４. ０ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＯＧｌｙｃ / ) 进行 ＣｍＣｙＰ
蛋白糖基化位点预测ꎻ通过 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / ｉｎｔｅｒｐｒｏ / ｓｅａｒｃｈ / ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣ｓｅａｒｃｈ) 预

测大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 蛋白的保守结构域及功能位

点ꎮ 用 在 线 软 件 ＳＯＰＭＡ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ.
ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿ ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ ＿
ｓｏｐｍａ.ｈｔｍ)对大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 的二级结构进行预

测ꎻ 用 在 线 软 件 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ ( ｈｔｔｐ: / /
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )ꎬ基于同源建模法对该蛋白

的三级结构进行预测ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＣｍＣｙＰ 基因的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

以大花杓兰根总 ＲＮＡ 反转录获得的 ｃＤＮＡ 为

模板ꎬ ＣｍＣｙＰＦ 和 ＣｍＣｙＰＲ 为特异性引物ꎬ进行

ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 产物经 １.０％琼脂糖凝胶电泳检

测(图 １)ꎮ 从图 １ 可以看出ꎬＰＣＲ 扩增得到 １ 条

清晰明亮、约 ５００ ｂｐ 的条带ꎬ其大小与 ＣｍＣｙＰ 目

的基因理论值基本相符ꎮ
２.２ ＣｍＣｙＰ 基因的克隆及测序

将纯化的 ＰＣＲ 产物与载体 ｐＧＭ￣Ｔ 进行连接、
转化 Ｅ. ｃｏｌｉ ＴＯＰ１０ꎮ 对转化平板上长出的白色单

菌落进行菌落 ＰＣＲ 检测ꎬ电泳结果如图 ２ 所示ꎮ
菌落 ＰＣＲ 扩增得到 １ 条大小约 ５００ ｂｐ 的条带ꎬ与
预期大小一致ꎮ 将菌落 ＰＣＲ 鉴定的阳性重组子送

至上海生工进行测序ꎬ获得大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 基因

的 ＯＲＦ 序列ꎬ大小为 ５２５ ｂｐ(提交至 ＧｅｎＢａｎｋꎬ登
录号为 ＭＨ４１１１２５)ꎬ编码 １７４ 个氨基酸(图 ３)ꎮ
２.３ ＣｍＣｙＰ 蛋白的系统发育分析

将大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 基因编码的氨基酸序列在

５３６５ 期 付亚娟等: 大花杓兰亲环素基因的克隆及生物信息学分析



注: 泳道 １. ＣｍＣｙＰ 基因的 ＰＣＲ 产物ꎻ 泳道 Ｍ. ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｌａｎｅ １. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＣｍＣｙＰ ｇｅｎｅꎻ Ｌａｎｅ Ｍ. ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ.

图 １　 大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 基因的 ＰＣＲ 扩增
Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣｍＣｙＰ ｇｅｎｅ

ｉｎ Ｃｙｐｒｉｐｅｄｉｕｍ ｍａｃｒａｎｔｈｕｍ

注: 泳道 Ｍ. ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ 泳道 １ꎬ ２ꎬ ３ꎬ ４. ＣｍＣｙＰ
基因的菌落 ＰＣＲ 产物ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｌａｎｅ Ｍ. ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌａｎｅ １ꎬ ２ꎬ ３ꎬ ４. Ｃｏｌｏｎｙ
ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＣｍＣｙＰ ｇｅｎｅ.

图 ２　 菌落 ＰＣＲ 鉴定潜在的阳性重组子
Ｆｉｇ. ２　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ

ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ

ＧｅｎＢａｎｋ 进行 Ｂｌａｓｔｐ 搜索ꎬ发现大花杓兰 ＣｍＣｙＰ
与多种植物亲环蛋白具有较高的序列相似性ꎮ 选

取与大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 同源性较高的 ８ 条蛋白序

列ꎬ铁皮石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｃａｔｅｎａｔｕｍ ＸＰ＿０２０６８９０３５)、
芝麻 ( Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ ＸＰ ＿ ０１１０７４６８９)、陆地棉

( Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ ＡＣＴ６３８３９ )、 西 洋 长 春 藤

(Ｈｅｄｅｒａ ｈｅｌｉｘ ＡＰＶ４５５１８)、 三 七 (Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ

注: 红框代表 ＣｍＣｙＰ 蛋白预测的活性位点ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｄ ｆｒａｍｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ａｃｔｉｖｅ

ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＣｍＣｙＰ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ.

图 ３　 大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 基因的核苷酸
序列及编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ. ３　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＣｍＣｙＰ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ
ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｉｎ Ｃｙｐｒｉｐｅｄｉｕｍ ｍａｃｒａｎｔｈｕｍ

图 ４　 不同植物 ＣｙＰ 蛋白的系统发育树
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＣｙＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

ＡＩＸ１０７６８)、大麻槿(Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｃａｎｎａｂｉｎｕｓ ＡＱＡ２８６９３)、
落花生(Ａｒａｃｈｉｓ ｄｉｏｇｏｉ ＡＢＹ５７９４６)和万带兰(Ｖａｎｄａ
ｈｙｂｒｉｄ ｃｕｌｔｉｖａｒ ＡＤＧ３４８４６)ꎬ构建系统发育树(图 ４)ꎮ
图 ４ 结果表明ꎬ来自 ９ 个不同植物的 ＣｍＣｙＰ 蛋白

聚成２个分支ꎮ大花杓兰亲环蛋白ＣｍＣｙＰ与铁皮石

６３６ 广　 西　 植　 物 ３９３ 卷



图 ５　 大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 蛋白保守结构域预测结果
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣｍＣｙＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｃｙｐｒｉｐｅｄｉｕｍ ｍａｃｒａｎｔｈｕｍ

注: ｈ. α￣螺旋ꎻ ｅ. 延伸链ꎻ ｔ. β￣转角ꎻ ｃ. 无规则卷曲ꎮ
Ｎｏｔｅ: ｈ. Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘꎻ ｅ. Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎻ ｔ. Ｂｅｔａ ｔｕｒｎꎻ ｃ. Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ.

图 ６　 大花杓兰亲环蛋白二级结构预测
Ｆｉｇ. ６　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣｍＣｙＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｃｙｐｒｉｐｅｄｉｕｍ ｍａｃｒａｎｔｈｕｍ

斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｃａｔｅｎａｔｕｍ)和万带兰(Ｖａｎｄａ ｈｙｂｒｉｄ
ｃｕｌｔｉｖａｒ)ＣｙＰ 处于同一分支上ꎬ亲缘关系较近ꎮ 这

与他们均隶属兰科植物的进化及分类地位较

一致ꎮ
２.４ ＣｍＣｙＰ 蛋白的生物信息学分析

采用一系列在线软件对大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 基因

编码蛋白进行生物信息学预测分析ꎮ 推测 ＣｍＣｙＰ
蛋白的分子式为 Ｃ８０３Ｈ１２６１Ｎ２２７Ｏ２４６Ｓ９ꎬ相对分子量为

１８.３２ ｋＤꎬ理论等电点(ｐＩ)为 ８.７３ꎮ 预测大花杓兰

ＣｍＣｙＰ 蛋白位于细胞质、不含信号肽ꎬ无跨膜结构

域、稳定的亲水性蛋白ꎮ
采用 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ 对 ＣｍＣｙＰ 蛋白的保守结构

７３６５ 期 付亚娟等: 大花杓兰亲环素基因的克隆及生物信息学分析



图 ７　 大花杓兰亲环蛋白三级结构预测
Ｆｉｇ. ７　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣｍＣｙＰ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｃｙｐｒｉｐｅｄｉｕｍ ｍａｃｒａｎｔｈｕｍ

域进行预测分析(图 ５)ꎮ 图 ５ 结果表明ꎬ大花杓兰

ＣｍＣｙＰ 蛋白含 ４ 种保守结构域ꎬ分别在氨基酸序

列 的 ３ ~ １７３ 位 是 亲 环 素 样 蛋 白 超 家 族

( ＩＰＲ０２９０００)ꎻ６ ~ １７４ 位是亲环素型肽脯氨酰顺

反异构酶( ＩＰＲ０２４９３６)ꎻ２６ ~ ４１、６２ ~ ７４、１０５ ~ １３２
和 １３３ ~ １４８ 为亲环素型肽脯氨酰顺反异构酶的结

构域( ＩＰＲ００２１３０)ꎻ５７ ~ ７４ 位是亲环素型肽脯氨

酰顺反异构酶的保守位点( ＩＰＲ００２０８９２)ꎮ ＣｍＣｙＰ
蛋白的活性位点为 ６３Ｈ、６４Ｒ、６９Ｆ、１２０Ｑ、１２２Ｆ 和

１３０Ｗ(图 ３)ꎮ 应用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ 程序对 ＣｍＣｙＰ 蛋

白的磷酸化位点进行预测ꎬ结果表明该蛋白序列

存在 １８ 个潜在的磷酸化位点ꎬ其中 ９ 个丝氨酸

(Ｓｅｒ)位点、８ 个苏氨酸( Ｔｈｒ)位点和 １ 个酪氨酸

(Ｔｙｒ ) 位 点ꎮ 这 些 磷 酸 化 位 点 主 要 能 够 被

ｐ３８ＭＡＰＫ、ｕｎｓｐ、ＳＲＣ、ＧＳＫ３、ＰＫＡ、ＰＫＣ、ＰＫＧ、ＣＫ
Ⅱ等蛋白激酶磷酸化ꎮ 用 ＮｅｔＯＧｌｙｃ ４.０ 进行糖基

化位点预测分析ꎬ发现 ＣｍＣｙＰ 蛋白含 ２ 个潜在的

糖基化位点ꎮ
利用 ＳＯＰＭＡ 预测大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 蛋白二级

结构ꎬ结果如图 ６ 所示ꎮ 该蛋白含有 １３.３７％的 α￣
螺旋 ( Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ)ꎬ ３１. ９８％ 的延伸链 ( Ｅｘｔｅｎｄｅｄ
ｓｔｒａｎｄ)ꎬ１４.５３％的 β￣转角(Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ)和 ４０.１２％的

无规则卷曲 ( Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ)ꎮ 采用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ

在线 工 具ꎬ 以 甜 橙 ( Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ) ( ＰＤＢ ＩＤ:
４ｊｊｍ.１)为模板ꎬ序列相似性为 ５７％ꎬ在 ５ ~ １７４ 位

氨基酸同源建模ꎬ预测大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 的三级结

构(图 ７)ꎮ 从预测的三维模型可以看出ꎬ大花杓

兰 ＣｍＣｙＰ 蛋白主要由无规则卷曲、延伸链、α￣螺旋

和 β￣转角组成ꎬ与二级结构预测结果基本一致ꎮ

３　 讨论与结论

亲环素是一个多基因家族ꎬ其中拟南芥有 ３１
个 ＣｙＰ 基因、水稻 ２９ 个 ＣｙＰ 基因、大豆 ６２ 个 ＣｙＰ
基因(童惠姗等ꎬ２０１７)ꎮ ＣｙＰ 基因目前在很多植

物中已被鉴定ꎬ但其功能只在拟南芥和水稻中有

较深入研究ꎮ Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.(２０１２)研究发现水稻亲环

素基因(ＯｓＣＹＰ２０￣２)能增强拟南芥和烟草的抗旱

性ꎮ 水稻 ＯｓＣＹＰ１９￣４ 基因过表达能提高水稻生物

量和耐冷能力(Ｈｗａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎻＬｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ
在拟南芥中ꎬ过表达木豆亲环素基因(ＣｃＣｙＰ)的植

株对冷、热、盐、干旱等逆境胁迫均具有较好的耐

受性(Ｓｅｋｈａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ Ｐｏｇｏｒｅｌｋｏ ｅｔ ａｌ. (２０１４)
研究证实拟南芥亲环素 ＡｔＣＹＰ１９ 参与其对抗病原

细菌丁香假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｙｒｉｎｇａｅ)的防御

反应ꎮ 水稻亲环素蛋白 ＣｙＰ１ 通过影响稻瘟病菌

(Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｇｒｉｓｅａ)附着孢形成和菌丝生长发挥

其抗菌作用(Ｖｉａｕｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎮ Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.(２００７)
研究发现大白菜亲环素对多种病原 真 菌 ( 如

Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａꎬ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｈａｒｚｉａｎｕｍꎬ Ｔ. ｖｉｒｉｄｅꎬ
Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉꎬ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉꎬ Ｆ. ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)
均有不同程度的抑菌作用ꎮ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ. (２０１７)证

实人参亲环素 ｐｇＣｙＰ 对植物病原真菌 Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ
ｃａｃｔｏｒｕｍ 具有较强的抑制作用ꎬ但对 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏ￣
ｌａｎｉꎬ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ 和 Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ 没有抑菌

作用ꎮ
大花杓兰为兼具观赏和药用价值的兰科植

物ꎬ其基因组中含多少个亲环素基因ꎬ他们是否存

在可变剪接? 生物学功能如何? 这些基础科学问

题的研究目前国内外尚未见报道ꎮ 因此ꎬ基于前

期大花杓兰转录组数据ꎬ本研究采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 首次

克隆了大花杓兰亲环素基因ꎬ命名为 ＣｍＣｙＰꎮ 测

序结果表明ꎬ大花杓兰 ＣｍＣｙＰ 基因 ｃＤＮＡ 全长

８３６ 广　 西　 植　 物 ３９３ 卷



５２５ ｂｐꎬ编码 １７４ 个氨基酸ꎮ 蛋白多序列比对分析

表明ꎬＣｍＣｙＰ 在氨基酸水平上与多种植物的 ＣｙＰ
具有较高的同源性ꎮ 系统进化树结果显示ꎬ大花

杓兰 ＣｍＣｙＰ 与铁皮石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｃａｔｅｎａｔｕｍ)
和万带兰(Ｖａｎｄａ ｈｙｂｒｉｄ ｃｕｌｔｉｖａｒ)的 ＣｙＰ 蛋白的亲

缘关系较近ꎬ这与他们同属于兰科植物的分类地

位相一致ꎻ生物信息在线分析ꎬ预测 ＣｍＣｙＰ 相对

分子量为 １８.３２ ｋＤꎬ理论等电点为 ８.７３ꎬ该蛋白为

存在于细胞质、无信号肽和跨膜结构域、稳定的亲

水性蛋白ꎮ 蛋白保守结构域预测表明ꎬ大花杓兰

ＣｍＣｙＰ 属于亲环素样蛋白超家族ꎬ含有一个高度

保守的肽脯氨酰顺反异构酶结构域ꎬ属于单结构

域亲环素ꎮ ＣｍＣｙＰ 蛋白包含 １８ 个潜在的磷酸化

位点和 ２ 个潜在的糖基化位点ꎮ 鉴于 ＣｍＣｙＰ 蛋白

磷酸化位点较多ꎬ推测其在大花杓兰中生物学功

能的发挥可能与激酶磷酸化有关ꎮ 采用 ＳＯＰＭＡ
预测 ＣｍＣｙＰ 蛋白二级结构ꎬ发现该蛋白主要由延

伸链和无规则卷曲组成ꎬα￣螺旋和 β￣转角相对较

少ꎮ 本研究工作的开展ꎬ对下一步探究大花杓兰

亲环素基因的生物学功能具有重要意义ꎮ 大花杓

兰 ＣｍＣｙＰ 也是逆境胁迫相关蛋白吗? ＣｍＣｙＰ 的

表达和积累与菌根真菌侵染大花杓兰根系过程相

关吗? ＣｍＣｙＰ 蛋白参与对抗植物病原菌的防御反

应吗? 这些问题有待于进一步研究探讨ꎮ
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