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角毛壳菌丝切蛋白基因的克隆和特性分析

李黎，张海燕

(河南大学生命科学学院，河 南 开 封 475004)

摘 要 ：在 构 建 的 角 毛 壳 菌 菌 丝 体 cD N A文库中获得丝切蛋白（Cofilin)的 E S T s序列 

片段，为研究角毛壳菌的生物特性，提高其生物防治效果，以角毛壳菌总R N A 反转录产物为模板进行 P C R扩增，成 

功获得了 Cofilin基 因 cD N A序列.生物信息学分析结果表明，该基因全长468 bP，编 码 155个氨基酸，编码蛋白理论 

分子量 17 kD，等电点是4.99，〇<-螺旋和无规则卷曲是其主要的二级结构，为亲水性蛋白质.该蛋白有6 个位点发生 

S er磷酸化，4 个位点发生T y r磷酸化，有 4 个保守区，ClustalX分析说明该蛋白与柄孢霉 （ Pocfoipora 和球

毛壳菌（C. 亲缘关系较近.
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角毛壳菌（c. CMpreMTO)属于子囊菌门盘菌亚门毛壳菌属真菌，是一种生物防治真菌，主 要通过产生毒 

素类物质或者生长优势等方式抑制植物病原真菌的生长，对一些常见的植物病原真菌有较好的防治效果， 

如：苹果炭痕菌（CoZZeioiric/iMTO )、番煎叶霉菌（CZa<i (w/i〇riMTO )，尖抱鎌刀菌（f W a r-

mm 〇:r ；y# 〇r Mm )等[1_2].其生物防治机理主要是产生抗真菌活性的次级代谢产物，分泌细胞壁降解酶类 

等[3’4].如何海清从角毛壳菌(C. « ^ r eMm )C H  — 1 中通过紫外光谱、红外光谱、质谱、核磁共振谱等方法分离 

鉴定出卵孢菌素[5]，其对人体和动物毒害较低，而 对 鸡 冠 花 猝 倒 病 菌 等 植 物 真 菌 具 有 特  

异性抗菌活性[6’7] ;Pantham a等从角毛壳菌（C. cM^ rewTO)R Y 2 0 2的菌丝体中分离得到两种结构新颖抗菌化 

合物 Iso-ch ro m o p h ilo n o l和 O chreph ilonol[8]•杨谦等为研究角毛壳菌（C. cw^ rewTO)的分子生物防治机制， 

提高其生物防治效果，构建了角毛壳菌菌丝体(C. 文库，共获得3069条 E S T s序列，并对部分基因

进行了克隆研究[9].

在角毛壳菌 c D N A 文库中得到了一条C o f il in 的 c D N A 基因序列，C o f il in 是普遍存在于真核细胞的一 

种肌动蛋白结合蛋白[1°]，是丝切蛋白家族的一个成员.C o f ilm 的基本功能是在细胞内结合和解聚F 肌动蛋 

白（F-actm)，其活性可通过磷酸化、去磷酸化、p H 改变等进行调节[11].本文采用 P C R 方法克隆了 Co/7/m  

基因的全长 c D N A，并借助生物信息学的手段对从角毛菌中克隆得到的C〇/ zZm基因的核酸序列和氨基酸 

序列的理化性质等进行了预测和分析，为进一步研究C ofU m蛋白在真菌微生物中的的结构功能和在生物防 

治中的作用奠定基础.

1 材料与方法

1 . 1 材料和试剂

角毛壳菌菌丝体 c D N A 文库由哈尔滨工业大学微生物实验室提供;反转录酶S upe rsc rip t量 总 R N A 提 

取试剂盒、胶回收试剂盒购自上海华舜生物工程公司；DNase I ，R N ase抑制剂购自宝生物公司（大连）；测序
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由上海博亚生物工程有限公司完成.S D S R N A 提取液（2 %  SDS，硼 砂 0. 025 m o l/L ，pH  =  8. 5，D E P C 处 

理）；其他生化试剂为国产分析纯.

1 . 2 引物合成

以 c D N A 文库筛选获得的E S T s序列为模板，设计引物，引人 B a m H  L X / w  J 酶切位点，交由金唯智生 

物技术有限公司合成引物.引物序列如下：

C o fil 5,一 actgggatcc ATTGICTTCAATTCCGGAGCG—3，；

C ofi2 5，一 agtactcgaGTACCGCCGCCGTTA —3，.

1.3 方 法

1.3.1 C o f il in基因的克隆

1.3. 1 . 1 角毛壳菌菌丝体总R N A 提取

参考植物小量总R N A 提取试剂盒说明书.

1.3.2.2 R T -P C R 反应与测序

以 2 吨 总 R N A 为模板，反转录合成单链 c D N A，再 以 Cof^ C o fU 为引物进行 P C R 扩增目的基因. 

P C R 反应体系为25 p L ，其中含 2. 5 p L 10 X P C R 反应缓冲液，100 pmol / L  d N T P ，上下游引物各0. 25 

jL〇n〇l /L ，1.5U T a q D N A  聚合酶，0.5 p L R T  产物为模板.反应条件为 94 SC ，5 m in ;94 SC ，30 s ;54.5 SC ， 

45 s;72 *C ，40 s，25 个循环；72 *C ，5 m in.

1 . 3 . 2 序列的生物信息学分析

利用 N C BI (N a tiona l Center fo r Biotechnology In fo rm a tio n,美国国立生物信息学中心）网站中的ORF 

F inder 程 序 （h t tp ://w w w . ncbi. nl m . n ih. gov/gorf/g o rf. h tm l) 中进行 Blast 和开放阅读框的分析[12];通 

过 B la s tP 预测保守区，用 P fa m l7. 0 预测蛋白质家族.

利用 ExPASy 网站在线分析工具 C o m p u te rp l/M w  too l (h t tp ://expasy. org/too ls/p i_ to o l. h tm l)和 

ProtParam (h t tp ://expasy. org/too ls/ protparam. h tm l)对丝蛋白基因编码的氨基酸序列进行氨基酸序列等 

电点、相对分子质量和疏水性等物理化学性质分析[12];用在线程序 Protscale™  h t tp :// expasy.org/too ls/ 

protscale. h tm l,选择 H phob. / K yte &  D o o lit t le ,对该氨基酸序列进行疏水性分析预测；利用在线分析工具 

PSIPRED (h t tp ://b io in f. cs. ucl. ac. u k/psipred/ ) 对蛋白质的二级结构进行预测；使用 SW ISS— M O D E L  

(h t tp ://swissmodel. expasy. org/ ) 预测蛋白质的三维结构；采用 NetPhos 2. 0 Server(h t tp ://w w w . cbs. 

d tu. dk/services/NetPhos/)对氨基酸序列进行磷酸化位点分析.

从美国 N C B I数据库（GenBank)中选择相似性较高的10种不同真菌的C ofU m蛋白氨基酸序列，下载后 

采用 FASTTA格式保存，按照默认参数采用C lus ta lX(l . 83)软件（h t tp ://w w w 2. ebi • ac. u k/c lusta lw/)构建 

进化树，进行序列比对.所选真菌如下：球毛壳菌（C. CBS 148. 51)、玉米赤霉菌（G i66ereZZa zeae

P H — 1)、禾生小从壳（GZoTOereZZa grarniwicoZa M l. 001)、蓝菌属真菌（Growwawm.a c/aw.gera k w l407)、稍痕 

病菌（M ag w a fo rt/ie o r；yzae 70 — 15)、幢绿僵菌 CQMa 1 0 2  (M etarhizium  a crid u m ) 、血 红 丛 : 赤 壳 （ N ectria  

/laematococca to/ i V I 77-13—4)、粗 f i t脉抱菌(Newros/iora crawa O R74A )，柄抱霉(_Po<io # o r a  awseriwa Smat 

+  )和小麦褐斑病菌（f *：yrewo/i/iora P t-lC -BFP).

2 结果与分析

2.1 C o f il in 基因的克隆

通 过 P C R 扩增获得了角毛壳菌Co/z/m 基因的全长 c D N A 序列（图 1)，该序列的长度是629b p，序列在 

G enbank上的登录号为D V 546486.

2.2 C o f il in 基因核酸序列的分析

该核酸 c D N A 序列的长度是468b p，编码 155个氨基酸，起始密码子是A T G ，终止密码子是T A A ，结果 

如图 2. 5’端非翻译区为124b p，该蛋白质的分子量是16 994. 03D ，理论等电点 P I是 4. 99,说明该蛋白质为 

酸性蛋白质.P ro tP a ra m 预测表明该蛋白质的带正电荷的氨基酸残基 (A rg  +  L ys)的数目是19,负电荷的氨

http://www
http://expasy
http://expasy
http://bioinf.cs
http://swissmodei.expasy
http://www
http://www2
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2. 6 Cofilin保守区及蛋白质家族预测

利用 Blast P 程序进行保守区预测，结果表明Cofilin蛋白质有 4 个保守区，分别是肌动蛋白结合位点、 

核定位序列、特殊的肌动蛋白纤丝结合位点和磷酸化位点，属 于 A D F蛋白家族.用Pfam l7. 0 预测蛋白质家

基酸残基 (A sp +  G lu)数目是 2 3 ,说明该氨基酸总体是 

带负电的.

2.3 C o f il in 蛋白疏水性分析 

疏水性分析结果如下：该蛋白质疏水性最大值是

1. 356,最小值是一2. 500(图3)，其 C 、N 端均表现为疏水 

性 ，总体上呈亲水性强.

2.4 C o f il in 蛋白的二级结构和三级结构预测

蛋白质的二级结构预测结果表明该蛋白质存在4 个 

a —螺旋，5 个延伸带 (E xtended s tra n d )和 1 0个无规则卷曲.根据SWISS — M O D E L的预测结果显示，丝切 

蛋白的三级结构主要以 a—螺旋为主，

存 在 4 个 cr螺旋，其余主要以无规则卷 

曲和延伸带为主，这和二级结构的预测 

相同(图4).

2.5 C o f i l in 氨基酸序列磷酸化位点  

分析

经过 N etPhos 2. 0 Server 的分析，

结果显示，该氨基酸序列发生6 个 Ser 

磷酸化，分别是第43,45,87，101，115，

116氨基酸位点.第6 3氨基酸位点发生 

1 个丁h r 磷酸化，4 个位点发生丁 y r 磷 

酸化，分别是第27,51，7 6 和 8 3氨基酸 

位点.Ser3是 所有 c o f i l in 蛋白家族中最

125 . . .tctcaatccggagcgaccgtcaacgccgagtgcataacagcc
M S Q S G A T V N A E C I T A  

170 tacaaitgagctgaiaigctcaiacaiaigafiigtactcataicaitcstctaic 
Y N E L K L N K K Y S Y I I Y  

215 aagctgtccgacgacaacaaggagattgtgctcgacagcaccagc 
K L S D D N K E I V L D S T S  

260 gaggacggccccgagtacgagaacttccgcgagaagctcatcaac 
E D  G P E Y E N F R E K L I N  

305 gctaccaccaagaccaagttcggtggcgagggcaagggrccccgc 
A T T K T K F G G E G K G P R  

350 tatgcagtctacgatgt:ccagt.acgagct:cgcgtccggcgagggc 
Y A V Y D V Q Y E L A S G E G  

395 acccggaacaagatcacgttcatcgcctggtcgcctgatgargcg 
T R N K I T F I A W S P D D A  

440 ggtatcarggccaag三"：..ggtgt;acgccrcgtccaaggaggccctg 
G I K  A K M V Y A S S K E A L  

485 aagcgcgccctgaacggcctcgccgttgaggtgcaggccaacgac 
K R A L N G L A V E V Q A N D  

530 gccgacgacatcgagtgggcctcgctggtcaagaacgtcagcaag 
A D D I E W A S L V K N V S K  

575 ggtaccgccgccgtataa 592 
G T A A V *

图2 Cof i l i n某WcDXA及M某酸序列

保守的氨基酸.Ser3 位点的磷酸化使 c o f i l in 蛋白失活，使其不能与肌动蛋白丝结合，从而提高了 F 肌动蛋白 

的稳定性.因此，c o f i l in 的磷酸化与否是肌动蛋白解聚的开关D°].

0.
-0.

CDJ
O
0
S
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族 ，结果表明，该蛋白质属于 co filin-A D F 蛋白家族，结 

果与 B la s tP预 测 结 果 |致 （图 5).

2 . 7 系统进化树分析

将 11种真菌的C o f il in 蛋白的氨基酸序列进行进化 

树分析（图 6).结果表明，角毛壳菌与柄孢霉(P . a〃wrz'_ 

亲缘关系最近，他们在进化上同属于真菌门，子囊菌 

门，其次是和球毛壳菌(C. )亲缘关系较近，列

在同一个分支，而与粗糙脉孢霉（N . c raw a)，稻瘟病菌 

(M . 的 C o f il in 蛋白亲缘关系远.
图4 Co r i .1 i n饭 内 的 •级结构预测

3 讨 论

C o f il in 又可称为肌动蛋白解聚因子，通过促进细胞运动前沿的微丝解聚来调节板状伪足延伸和细胞迁 

移，从而在细胞定向性运动中发挥关键作用.其既可与肌 

动蛋白单体结合，又可与微丝结合，促使微丝负性端解 

聚，解聚下来的单体参与新一轮微丝聚合.目前国内外针 

对 C o f il in 主要集中在医学方面的研究，如在乳腺癌细胞 

中丝切蛋白均有过度表达，并可增强乳腺癌细胞的侵袭 

性[1°'14];杜纳等的研究表明，抑制丝切蛋白-1 表达可降低 

皮肤鱗状细胞癌细胞的活性与迁移能力，可作为皮肤肿 

瘤防治的靶点[15].本研究克隆了真菌角毛壳菌的Co/7/ h  

基因，并利用生物信息学手段，对 C ofzZrn基因的结构和 

功能进行预测分析，结果显示该基因编码一条多肽链共 

155个氨基酸.二级结构和高级结构分析显示该蛋白存在 

4 个 cr螺旋，10个无规则卷曲和5 个延伸带.C o f il in 家族的成员蛋白家族是一类微丝结合蛋白，能和肌动蛋 

白单体结合，其精细的蛋白结构还不是很清楚.但在细胞进化过程中，c o f i l in 家族无论是全序列还是功能区 

域，都是高度保守的，有 1 个由 5 个卩折叠(其中4 个是反平行的）、5个 a 螺旋及C 末端的一个短卩链构成的 

折叠结构.其中，第 1 3 3位的组氨酸和第9 8 位的天冬氨酸搭成|个盐桥，以稳定分子及为其提供适宜的pH 
环境.本研究获得了角毛壳菌C〇/ & 〃基因全长c D N A 序列，并进行了生物信息学分析，为进一步研究Co- 

/ zZm基因在真核微生物中的作用和功能奠定基础.
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Cloning and Character Analysis of Cofilin from C h a e to m iu m  c u p re u m
Li Li,Zhang Haiyan

(College of Life Sciences, Henan University, Kaifeng 475004 » China)

Abstract ： C ofilin  gene was obtained from mycelia cDNA library of Chaetomium cupreum. Full length of C ofilin  gene 

was acquired by PCR amplification with reverse RNA template in order to study the biological character and enhance the biocon

trol effect. The bioinformatics results showed that the full-length of C ofilin  gene was 468 bp length and encoded 155 amino 

acids. The protein molecular weight was 17 kD and its theoretical isoelectric point was 4. 99. Cofilin was hydrophilic and its 

main secondary structure elements of cofilin were alpha helix and random coil. Cofilin protein included 4 conservative regions 

and 6 Ser and 4 Tyr phosphorylation site. ClustalX analysis revealed that the amino acid sequence shared high similarity with 

P. anserina and C. g lobosum.
Keywords： C. cupreum', Cofilin-, gene cloning； bioinformatics analysis
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