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拟南芥类结瘤素基因A〖l g 01070的生物信息学分析

王丽，袁园园，赵盼盼，常卫东，王俐锋，王林嵩

(河南师范大学生命科学学院，河 南 新 乡 453007)

摘 要 ：类结瘤素基因在非结瘤植物生长发育中承担着重要的功能，但仅少数基因的功能被鉴定.本研究对拟 

南芥类结瘤素M tN21(Me£ftcag〇m « catofc NO D U LIN 21)家族成员/U lg 01〇7〇进行了生物信息学分析及亚细胞 

定位验证.结果表明，/U lg 01070有两种可变剪切体，编码两种蛋白 A tlg01070. 1 和 A tlg 01070. 2,前者比后者在 N 
端 多 47个氨基酸，它们的分子量分别为40 K D 和 35 K D，等电点分别为9.2和 8. 9;均含有 2 个 M tN2 1蛋白的特征 

结构域 EamA(药物/代谢物转运结构域），A tlg01070. 1 比 A tlg01070. 2 多一个 PLN00411结构域，且其靠近 N 端的 

E am A结构域较后者长；三级结构均由7 个 cr螺旋和一些不规则卷曲组成，分别含有 10个 和 8 个疏水跨膜区，均含 

1 3个磷酸化修饰位点，亚细胞定位预测主要定位在质膜；进化上，与琴叶拟南芥(/IraSicfo外 Z：yrato)亲缘关系最近； 

亚细胞定位结果显示A tlg01070. 1 定位在质膜，与预测结果一致.推测/U lg 0107C)在植物体内可能参与物质运输.
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结瘤素基因（N odulm  Genes)是豆科植物在根瘤形成过程中所特异表达或表达增强的一类基因，主要参 

与根瘤的形态发生、发育、固氮活性的维持和固氮产物的代谢等过程[1，2].此外，在非结瘤植物中也发现了其 

同源物.非结瘤植物中结瘤素基因的同源基因被称为类结瘤素基因（Nodulm -Uke genes )，它们在拟南芥 

i /ia/iawa )、水稍（O r；yza i a i im  )、玉米（Zea L .)和杨属（_Po/imZm5)等植物中均以基因家族

的形式存在[3_5]，在植物生长发育中可能发挥着更为广泛的功能.

拟南芥中类结瘤素基因共132个 ，被分成7 个家族，虽只有少数成员的功能被鉴定，但已鉴定的类结瘤 

素蛋白大多具有运输功能[3]. A t W A T l和 A t S I A R l是拟南芥类结瘤素M tN 21(M eA « ^ 〇& Mra« u MZa N O D - 

U L J N  21)家族中仅被功能鉴定的两个成员.其中，A tW A T l( W A L L S  A R E T H IN 1)是定位在液泡膜上的 

生长素转运体，可从液泡向胞质运输生长素，其编码基因突变可引起植株的矮化，同时提高植株对导管类病 

原菌的免疫力[6_8]. A tS IA R K S iU ques A re R e d l)是定位在质膜上的氨基酸双向转运体，在拟南芥荚发育过 

程中有机氮的分配尤其是维持氨基酸的平衡方面发挥重要的作用[9]. A f lg 01070也 是 M tN 2 1家族成员之 

一，有研究表明其可能与生长素的代谢或转运有关[6a°]，但具体功能不清楚.为此，本研究利用生物信息学的 

方法对A i lg "01070基因和蛋白的结构、理化性质、磷酸化位点和系统进化进行分析，并构建了 A i lg "01070. 1 

与 G F P 融合的植物表达载体，进行亚细胞定位验证，为深人研究该基因的生物功能奠定基础.

1 材料与方法

1. 1 植物材料

C〇l_ 0野 生 型 拟 南 芥 （ )和 本 氏 烟 草 （ )种 子 、大肠杆菌
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coZ〇菌株 D H 5a 和 根 癌 农 杆 菌 菌 株  G V 3101 均由本实验室保 

存.载体 PM D18 — T 购自大连宝生物公司，改造的表达载体 p C A M B IA 1300由中国农业大学植物生理学与 

生物化学国家重点实验室惠赠.

将拟南芥种子用含〇. 5 % NaC1 0和 0. 001% T rito n  X —100的溶液消毒处理10 m in，再用无菌蒸馏水洗 

种子，并 播 种 在 M S 培养基上，4 C 冷 处 理 3 d 后 ，将其放于人工气候室中培养.培养条件：光照强度 

150 pm ol . m—2 . s—、相对湿度7 0 % 〜8 0 % ，温度为（22±2) SC ，16 h 光照/8 h 黑暗，培养两周的幼苗用于 

总 R N A 提取.本氏烟种子播于中性营养土中，置于人工气候室中，培养条件同拟南芥，培 养 5 周左右用于瞬 

时表达分析.

1 . 2 亚细胞定位表达载体的构建

用植物 R N A 提取试剂盒（艾德莱，北京）提取两周的拟南芥幼苗总R N A ，用逆转录酶(M -M L V  Reverse 

T ranscrip tase, TTakara)合成 cD N A•根据 A t lg 01070_ 1 (N M _099989_ 2)的 ORF 序列设计特异性引物（上游 

弓 1 物 ：5，一 C T G C A G A T G G C T G G A G A T A T G C A A G G A G - 3，，下游弓 1 物 ：5，一 G G T A C C A A C G G G C G A C T- 

T A G A G T C G T T  —3,，下 划 线 分 别 表 示 I 和 I 酶切位点，下游弓1物不含终止密码子），以 c D N A 为模 

板，用 K O D —P lu s高保真酶（T O Y O B O , Japan)进行 R T —P C R 扩增.之后将扩增的A i lg "01070. 1 开放阅读 

框序列连接到含P-super p ro m o te r和 G F P 的 p C A M B IA U O O植物表达载体上，测序并确认末端融合后转化 

农杆菌并侵染植物.

1 . 3 农杆菌介导的烟草瞬时表达和亚细胞定位观察

将携带了 A t lg 01070. 1-G F P 的农杆菌在28 条件下，含 有 5 0 吨 . m L—1卡那霉素和5 0吨 . m L—1利 

福平的 L B 液体培养基中培养至对数生长期，取 1 m L 菌 液 12 000 r /m m 离 心 1 m m ，收集菌体后用悬浮液 

(10 m m ol . L —1 M ES pH 5. 6，10 m mol . L —1 M gC l2，和 150 jumol . L —1 乙酰丁香酮）悬浮，调整菌液浓度 

O D_  =  0. 6〜0.8,室温放置3 h.用 1 m L 注射器吸取适量菌液，用无针头的针管从本氏烟叶片背部将菌液 

慢慢注人叶片组织空隙中，浸润接种的植株于25 C 暗培养48 h ，剪取幼嫩的茎制备组织切片，在激光共聚焦 

显微镜下观察G F P信号，G F P 的激发光波长为488 n m ，发射光波长为498〜551 nm.

F M 4-64细胞膜共定位染料的使用方法参考Je lm kova等[11].将制备好的含 A t lg 01070. 1-G F P 的烟草 

幼茎用2 y M  F M 4-64暗处浸润2〜6 m in，之后用无菌水清洗几次，用激光共聚焦显微镜观察F M 4-64红色 

荧光，激发光波长为561 n m ,发射光波长为610〜671 nm.

1.4 A i l尽01070基因的生物信息学分析

基因结构信息通过N C BI (h t tp ://w w w . ncbi. n lm . n ih. gov/gene/)获取[12].蛋白质结构域组织信息通 

过 N C BI Conserved Domain Search (C D D ，h t tp ://w w w . ncb i. n lm . n ih. gov/S tructu re/cdd/w rpsb. cg i)平 

台获取[13]•利用P ro tP a rm 程序（h t tp ://web. expasy. org/protparam )获取各蛋白质的相对分子质量及等电 

点预测信息[14]•亲水/疏水性分析利用在线工具 ProtScale (h t tp ://w w w . expasy. ch/too ls/protscale. h tm l) 

完成[15]_蛋白质的跨膜螺旋结构域利用在线工具T M H M M  v2. 0 (h t tp ://w w w . cbs. d tu. dk/services/T M - 

H M M -2. 0 ) 完成[16]•通过 Phyre 2_ 0 (h t tp :// w w w . sbg. b io. ic. ac. u k/phyre2/h tm l/page. cgi? id =  index) 

和 SWISS — M O D E L(h ttp s ://swissmodel. expasy. org/)分析蛋白的三级结构[17’18].亚细胞定位预测通过拟 

南芥 SU B A (T A IR  The SubCellu lar Proteom ic Database)数据库获得.通过 N C BI 查找 A t lg 01070 同源蛋 

白序列，利用 Clustal W 对序列进行完全比对，用 M E G A 5 . 0软件，通过邻接法（Neighbor-Jo in ing,简 称 N J) 

构建基因分子进化树.

2 结 果

2. 1 乂〖1尽01070基因序列及其编码蛋白保守结构域分析

A z lg "01070基因位于拟南芥1 号染色体上，全长 2193b p，有 5 个内含子和6 个外显子，存在两种可变剪 

切体 A i l g 01070. 1 和 A i l g 01070.2,它们的编码区全长分别为1098b p 和 957b p(图 1)，这是由于拼接时第1 

个外显子（203bp)缺失和第二个外显子的 5'剪接位点上移了 62b p 引起的，由此，A t lg 01070. 1 蛋白和

http://www
http://www
http://web
http://www
http://www
https://swissmodel.expasy
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A:Atlg01070. 1蛋白，疏水区编号从1至10;B:Atlg01070.2蛋白，疏水区编号从1至8;Windows size二13.

陶3 At l g01070蛋卩丨疏水性

2. 3 A t l g01070蛋白磷酸化位点分析

利用在线软件NetPhos 2. 0 S e rv e r预测磷酸化位点（图 4)，发 现 A t lg 01070. 1 蛋 白 有 1 个酪氨酸 

(T y r)、1G个丝氨酸(Ser)、2个苏氨酸(T h r)磷酸化位点.结合蛋白跨膜结构域预测分析可知，A t lg 01070. 1 

蛋白第214、343、344、363位 的 Ser，354位的 T h r 以及352位的丁y r 均位于细胞膜内，这些氨基酸主要位于 

C 端.A t l g01070. 2 蛋白总的磷酸化位点和膜内侧的磷酸化位点数目均与A t l g01070. 1 蛋白相同.

2.4 A t l g01070蛋白三级结构和亚细胞定位预测

利 用 phyre 2 和 SWISS — M O D E L软件分别分析了 A t lg0 1 0 7 0蛋 白 的 三 级 结 构 ，结 果 一 致 ，即

EamA
EamA superfamily Earn, superfamily

A:Atlg01070. 1蛋白 j B:Atlg01〇70. 2蛋白 

图2 拟南芥dtig01070蛋白保守结构域预测

2. 2 A t l g01070蛋白的理化性质分析

利用在线工具P ro tP a ra m 预测，发现 A tlg01070. 1 蛋白和 A tlg01070. 2 蛋白的理论等电点 p i 分别为 

9. 2 和 8. 9 ,分子量分别为40 K D 和 35K D .利用 P ro tS ca le在线工具分析它们的疏水性/亲水性（图 3 )，发现 

两种蛋白均表现出较强的疏水性，经丁M H M M  v2. 0 对其跨膜区分析，发 现 A tlg01070, 1 蛋白有 1 0 个跨膜 

区，每个 E a m A 结构域有 5 个跨膜区，而 A t lg01070. 2 蛋白有 8 个跨膜区，靠 近 N 端 的 E a m A 结构域含有 

3 个跨膜区，比 A tlg01070. 1 蛋白少 2 个跨膜区，而靠近 C 端的 E am A结构域有 5 个跨膜区，与 A ?lg01070. 1 
编码蛋白相同.

A t lg01070. 2 蛋白分别由 3 6 5个 和 3 1 8个氨基酸组成，前者比后者多 4 7 个氨基酸，此外，N 端差异氨基酸有 

2 0个.

利用 NCBI C D D数据库对A tlg01070. 1 和 A t l g01070. 2 蛋白保守结构域进行分析(图2 ) ，发现前者含 

有 2 个 E a m A 和 1 个 P L N 00411保守结构域，而后者仅含有 2 个 E a m A 保守结构域，并且与 A t lg01070. 2 
蛋白相比，A tlg01070. 1 蛋白靠近N 端的 E a m A 结构域较长.

iI

懷
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A t l g01070. 1 和 A t l g01070. 2 的空间结构均由7 个 a 螺旋和一些不规则卷曲经缠绕折叠形成.利用拟南芥 

SubCellu lar Proteomic Database (S U B A ) 预测 A /l g 01070. 1 和 乂?1尽01070. 2 编码蛋白定位在质膜的可能 

性分别为92. 6M 和 98. 1M ,

^~ n n m mS S S S T  S YTS
A:Atlg01070.1蛋的磷酸化位点;H:Atlg01070. 1蛋勹磷酸化位点在：级结构上的分布，其 

上方细线代表膜外侧，下方细线代表膜内侧，粗线代表跨膜螺旋,T，S，Y分别代表Thr，Ser和Tyr.
图4 Atlg01070. 1蛋白憐酸化位点分析

2. 5 A tlg01070. 1 的亚细胞定位验证

与 A t lg 01070. 2 蛋白相比，A t lg 01070. 1 蛋白跨膜 

区较多，且两者亚细胞定位预测均为质膜，由此，本研究 

仅 对 A t lg 01070. 1 的 亚 细 胞 定 位 进 行 了 验 证 .将  

A d g 01070. 1 基因与 G F P 融合后转化入农杆菌并侵染本 

氏烟观察该基因的亚细胞定位，如 图 6 所示，A t lg 01070.

1 : :G F P 融合蛋白的G F P 绿色荧光出现在转基因烟草茎 

细胞的细胞膜或细胞壁上(图6C)，用细胞膜染料 F M 4 —

6 4染转基因烟草茎的细胞显现红色荧光(图6D )，且与 

A t lg 01070. 1 : :G F P 融合蛋白的G F P 绿色荧光完全重叠，表现为黄绿色(图6E )，表 明 A t lg 01070. 1 定位在 

细胞质膜上.

A:Atlg01070. 1: :GFP融合载体构建;B:明场;C:A tlg01070. 1: ;GFP融合蛋白的绿色荧光;D:细胞质膜染料FM4-64的红色荧光;E:C和D叠加.

图6 Atlg01070.1在烟草莖中的亚细胞定位

2.6 A(l g 01070基因系统进化树分析

使 用 N C B I中的 B la s tp程序，搜索拟南芥A t l g01070的同源性蛋白，并采用 M E G A 5. 0 软件构建系统 

进化树，由图7 可知，A t lg 01070. 1 蛋白（N P_563617)与琴叶拟南芥( ) 、亚麻莽 { C a m e li-
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na s a liv a  ) ̂ ^ ^ ( B r a s s i c a  o le racea  ) 、盐 芥 （E u tre m a  s a ls u g ii ie u m ) 、案 菜 （C a p s e lla  r u b e l la ) 菜 （B ra s s ic a  

而夕m )、白菜(B raw 'ca r非 a )和高山南芥(A n 26z、 蛋白的氨基酸序列一致性均达到8 0 % 以上，而与 

蘇 疯 減  a tro p h a  c u rc a s ) 、巨 跋 （E u c a ly p tu s  g rc m d is )、大 豆 (G/_yc7:?̂  m aj：)和雷蒙德氏棉（G〇M\y/)/wm 

r<2 Z'77707W  z')亲缘关系较远.

3 讨 论

随着类结瘤素基因的发现，它们在非结瘤植物中的生物功能越来越受到关注.本研究对拟南芥类结瘤素 

M tN 2 1家族成员之一 A 〖1妁 1070进行生物信息学分析，并对其亚细胞定位进行了验证，为进一步揭示其生 

物功能奠定基础.

选择性剪接是重要的转录后调控机制，通过选择性剪接可以提高蛋白质的多样性以及影响m R N A 的稳 

定 性 拟 南 芥 中 超 过 4 2 % 的基因涉及选择性剪接％].本 研 究 中 A 〖1尽01070存在两种可变剪切体 

A d g 0107〇. 1 和 A 〖l g 01070. 2,后者比前者少了第一个外显子并增加了第一个内含子的部分片段，导致后者 

编码的蛋白序列比前者编码的蛋白序列短，因而 A t l g01070. 2 的分子量和等电点均比A t l g01070. 1 低，但 

A t lg 01070. 2 蛋白第2 0位之后的氨基酸序列与A t lg 01070. 1 蛋白第 6 8位之后的氨基酸序列完全一致，因 

此，两者的一级结构仅在A t lg 01070. 1 蛋白 N 端 的 67个氨基酸存在差异.蛋白质的一级结构决定其空间结 

构.A d g 01070编码的两种蛋白保守结构域较为相似，均 有 2 个 M tN 2 1 家族的特征结构域 E a m A (也称 

D U F 6，domain unknown function 6)[3]，E a m A 命名源于对大肠杆菌氣基酸输出蛋白如E m a A (〇-乙醜胆喊 

和半胱氨酸）、YdeD (半胱氨酸，天冬酰胺和谷氨酰胺）、R h tA  (苏氨酸和高丝氨酸）等的特征结构域(药物/ 

代谢物转运结构域）的分析预测[3’aD.但 A t lg 01070. 1 蛋白和 A t lg 01070. 2 蛋白在结构域组成上也存在差 

异，前者比后者多了一个P L N 00411结构域，且其靠近 N 端 的 E a m A 结构域比后者长，这与两种蛋白在N 

端氨基酸序列组成上的差异相一致.P L N 00411结构域被认为是生育酚甲基转移酶的特征结构域[22、表明 

A t lg 01070. 1 蛋白功能更为丰富.

蛋白质的空间结构影响其理化性质.A 〖l g 01070编码的两种蛋白在三级结构上主要由 cr螺旋和不规则 

卷曲组成.疏水/亲水性分析表明两种蛋白均为疏水蛋白，具有多个跨膜区，但 A t l g01070. 1 蛋白在靠近 N 

端的 67个氨基酸内比A t l g01070. 2 蛋白多了 2 个跨膜区，是由于后者刚好缺少了前者N 端的这段氨基酸. 

拟南芥中类结瘤素蛋白可靶向不同的生物膜如质膜或液泡膜，因而承担不同的功能，但均与物质转运有关，



第 3 期 王丽，等 ：拟南芥类结瘤素基因 A rlg0 1 0 7 0的生物信息学分析 63

如营养物质、溶质、氨基酸和激素等的转运[3’7’23].亚细胞定位预测A f lg 01070编码的两种蛋白位于质膜的 

可能性最大，本研究构建了 A t lg 01070. 1 — G F P 融合表达载体并瞬时表达于本氏烟草中，发现 A t lg 01070. 1 

定位在质膜上，进一步验证了 A t lg 01070. 1 蛋白为跨膜蛋白，并与文献报道的类结瘤素蛋白为跨膜蛋白相 

一致[3].植物中 nodulm 26 — l ik e 蛋白主要运输不带电荷的物质，它可发生翻译后磷酸化修饰，从而提高其转 

运的活性[24]，蛋白质发生磷酸化和去磷酸化的酶主要位于细胞内[24]，因此膜内侧的磷酸化位点对于调控蛋 

白活性更为重要.本研究中A f lg 01070编码的两种蛋白含有完全相同的磷酸化位点，表明两种蛋白转运活 

性的调控机制相似.

利用 B la s tP在 N C B I数据库中搜索A t lg 01070同源蛋白，发现与其同源性较高的物种均属双子叶十字 

花科，表明十字花科中此类蛋白参与的代谢途径较为接近，而其他亲缘关系较远的双子叶植物中此类蛋白可 

能参与其他代谢途径.目前这些同源蛋白功能均未知，被命名为 W A T l- re la te d蛋白.拟南芥中A t W A T l与 

A t lg 01070蛋白同属M tN 2 1家族，是定位在液泡膜上的生长素转运蛋白，与野生型拟南芥相比，其缺失突变 

体 的 茎 中 色 氨 酸 和 生 长 素 含 量 下 降 ，同时发现 A i l g 01070的表达下调[6一8]，表 明 A i l g 01070与 A r  

W A 7 1 关系密切，可能与生长素代谢有关.U 等[1°]报道的拟南芥辦Z-D 功能获得性突变体生长素平衡受损， 

突变体中A i l g 01070的表达水平高于野生型.此外，拟南芥 M tN 2 1蛋白家族中与A i l g 01070编码蛋白同源 

性最高的A t l g l l 450可参与植株生长调控[3’25].拟南芥 M tN 2 1蛋白家族中另一个成员A t S I A R l也定位在 

质膜上，参与氨基酸的输出[7].结合本研究对A f lg 01070基因的结构、理化性质、磷酸化位点和进化等的生 

物信息学分析及对其亚细胞定位的验证，推测 A f lg 01070可能参与氨基酸的运输，并与生长素代谢有关，从 

而参与植物的生长发育调控，进一步的工作是对A f lg 01070具体功能进行研究.
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Bioinformatic Analysis of Nodulin-like Gene Adg01070 in Arabidopsis thaliana

Wang L i，Yuan Yuanyuan, Zhao Panpan, Chang Weidong, Wang Lifeng, Wang Linsong

(College of Life Sciences, Henan Normal University, Xinxiang 453007,China)

Abstract ： Recent studies highlight the importance of nodulin-like genes during development of plants that are unable to 

nodulate. However, only few gene functions were identified. In this study, A t\g 0 \0 1 0 , a member of MtN21 gene family in 

A rabidopsis thaliana , was analyzed with bioinformatics methods and the subcellular localization of it was determined. The re

sults showed that A t\g 0 \0 1 0  undergoes alternative splicing to produce two splice variants encoding Atlg01070. 1 and 

Atlg01070. 2 respectively. The molecular weights of Atlg01070. 1 and Atlg01070. 2 are 40 KD and 35 KD respectively. The i

soelectric points of them are 9. 2 and 8. 9 respectively. The two proteins both contain two drug/metabolite domains named Ea- 

mA, a characteristic domain of MtN21 protein family. Atlg01070. 1 has a specific PLN00411 domain and its EamA domain at 

N terminal is longer than that of Atlg01070. 2. The two proteins have similar tertiary structure containing seven a-helicals and 

some random coils. They exhibit strong hydrophobicity with ten and eight a-helical transmembrane-spanning domains respec

tively. There were thirteen phosphorylation sites in Atlg01070 protein. The two proteins are predicted to localize to the plasma 

membrane most likely. To confirm this, Atlg01070. 1 ： ：GFP fusion protein was transiently expressed in tobacco. The observed 

results were in agreement with the prediction. Phylogenetic analysis showed that Atlg01070 had the highest evolutionary rela

tionship with predicted protein in A rabidopsis lyra ta . The results suggested that A t\g 0 \0 1 0  may be involved in the transport 

of solutes in plants.
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