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油茶 142323蛋白基因的
cDNA克隆及序列分析
刘　巧 1 ,谭晓风 1, 2, 33 ,胡孝义 1 ,田晓明 1

　　 (1.中南林业科技大学 经济林育种与栽培国家林业局重点实验室 ,湖南 长沙 410004; 2.中南林业科技大学 林学

院 ,湖南 长沙 410004; 3.国家油茶科学中心生物技术实验室 ,湖南 长沙 410004)

摘要 :以构建的油茶近成熟种子 cDNA文库和 EST文库为基础 ,采用分子克隆技术 ,分离克隆 1个 142323蛋白
的全长 cDNA序列 ,由 1 156个核苷酸组成 , 5’非编码区 57 bp, 3’非编码区 301 bp,开放阅读框长 777 bp,编码

259个氨基酸。该基因编码蛋白的分子质量为 29. 466 ku,等电点 4. 78,无信号肽序列 ,是非分泌蛋白 ,命名为

Co2142323a。推测的二级结构有 9个α -螺旋 , 1个反平行的β -折叠 ,位于αC和αD之间。
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　　Abstract: A cDNA library and an EST library of Cam ellia oleifera were constructed. A 142323 p rotein

gene was cloned from Cam ellia oleifera. This gene is 1 156 bp in length, including 57 bp of 5’untranslated re2
gion and 301 bp of 3’untranslated region. It has an open reading flame of 777 bp, encoding a p rotein of 259 a2
m ino acid residueswith p rotein molecular weight of 29. 466 ku and isoelectric point of 4. 78. No signal pep tide

sequence was found, which shows it’s a non - secreted p rotein. This gene is named Co2142323a. The specula2
ted secondary structure of Co2142323a consists of nine helices and an extended - beta located betweenαC and

αD.
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1967年在牛脑细胞中发现 [ 1 ]的 142323蛋白是一类磷酸化丝氨酸结合蛋白 ,它们以同源或异源二聚

体形式 ,通过蛋白质 -蛋白质之间的相互作用调节多种靶蛋白的活性 ,在信号转导途径、细胞周期以及

生物与非生物胁迫应答中发挥着重要作用。而由于 142323蛋白调控靶蛋白的机制主要取决于所
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图 1　cDNA序列长度的 PCR检测

Fig. 1　The conformation for the length of

　　cDNA sequence by PCR

结合蛋白的磷酸化状态 ,其调控作用很大程度上受到蛋白激酶和蛋白磷酸酶所控制的磷酸化作用的调

节。目前植物中 142323蛋白功能研究取得了许多成果 ,例如调节大麦种子萌发 ,参与拟南芥营养信号

途径 ,调节拟南芥钙依赖蛋白激酶 CDPK信号转导途径的活性 ,通过调节硝酸还原酶 (NR )以及蔗糖磷

酸合成酶 ( SPS)的活性从而调节植物碳氮代谢 ,通过壳梭孢素 ( FC)与质膜 H
+

- ATPase结合并激活质

子泵 ,影响离子泵和离子通道 [ 2 - 3 ]。

142323家族各成员之间氨基酸序列高度相似和保守 ,均为分子质量约 30 ku的酸性蛋白 ,等电点 4

～5,无跨膜片段序列 ,在细胞中主要定位于胞浆 ,也有少数存在于细胞膜、细胞核以及高尔基体、线粒

体、叶绿体、中心体等细胞器 ,有组成型表达也有组织特异性表达 ,在所有真核生物中广泛存在。已知的

142323蛋白的三维结构均很相似 ,哺乳动物 142323蛋白是由 2个单体组成的二聚体结构 ,每个单体含 9

个α螺旋 ,反向平行排列成 L型结构。其他物种 142323蛋白的三维结构尚不清楚 [ 3 - 7 ]。

本重点实验室于 2003—2004年以油茶优良无性系湘林 1号和湘林 4号近成熟种子为材料 ,构建了

油茶 cDNA文库 [ 8 ]和 EST文库 [ 9 ]
,目前已克隆了该时期油茶种子一些重要基因并对部分基因做了较深

入研究 [ 10 - 18 ]。发现了 1条 142323基因 ,通过分子克隆的方法首次获得了油茶 142323蛋白的全长 cD2
NA,并进行了初步的序列特征分析。

1　材料和方法

1. 1　材料

油茶近成熟种子 cDNA文库、EST文库由经济林育种与栽培国家林业局重点实验室构建 [ 8 - 9 ]
,油茶

优良无性系湘林 1号和湘林 4号的近成熟种子采自湖南省林业科学研究院油茶采穗圃。

1. 2　质粒 D NA提取

参照《分子克隆实验指南 (第三版 )》中 SDS碱裂解少量制备质粒 DNA法进行。

1. 3　cD NA文库中目的基因片段长度的检测

PCR反应体系 ( 20μL ) : ddH2 O 14. 4μL, 10 ×PCR buffer 2. 0μL, MgCl2 ( 25 mmol/L ) 1. 2μL,

dNTPs(10 mmol/L) 0. 4μL, T3、T7引物各 0. 8μL,质粒模板 0. 2μL, Taq (5 u) 0. 2μL。

PCR扩增条件 : 94 ℃预变性 5 m in; 94 ℃变性 30 s, 58 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 90 s, 35个循环 ;

72 ℃继续延伸 5 m in; 4 ℃保存。取 5μL扩增产物于 10 g/L琼脂糖凝胶上电泳 ,于自动凝胶成像仪上

检测结果。

1. 4　cD NA序列测定及分析

对含有目的基因的质粒 DNA进行 T3和 T7双向

测序 (上海英俊生物技术有限公司 ) ,用 Vector NTI软

件拼接校正得到的序列信息 ,然后用 GenBank在线数

据库 ,采用 B last方法对该序列进行比对分析。

1. 5　生物信息学分析与理化性质的预测

用 Vector NTIAdvance 9. 0软件进行多序列比对

分析 ;用 MEGA 4. 0软件的 NJ (Neighbor - Joining)方

法并进行 10 000次抽样 ,做系统进化树分析 ;用 AN2
THEPROT 2000 V6. 0软件进行蛋白质理化性质分析 ;

通过 SW ISS - MODEL workspace做空间结构预测。

2　结果与分析

2. 1　Co2142323a基因 cD NA克隆及序列分析

油茶 EST文库中 ,目的基因的 EST序列大小约为 400 bp;而实际片段大小电泳检测结果为 1 000～

1 500 bp (图 1) ,除去载体序列后仍远大于 400 bp,因此 ,已知的这段 EST序列未反映该克隆的全部信

息 ,故需重新双向测序 ,以得到该克隆的全部序列信息。用 Vector NTI软件将重新测序后的结果与原

EST序列进行拼接校正 ,并经 NCB I - vecscreen分析去除载体 ,再用 NCB I - blastx对该序列进行测定分
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析 ,结果表明以下序列即 cDNA全长 (图 2)。

Co2142323a基因完整 cDNA序列 1 156 bp。用 NCB I - ORF Finder软件 ( http: / /www. ncbi. nlm. nih.

gov /p rojects/gorf / )分析结果表明 ,该 cDNA序列有一个完整的开放阅读框 (open reading frame, ORF) (58

～837 bp Frame + 1) ,长度为 780 bp (含终止密码子 ) ,编码 259个氨基酸。其中 5’- UTR与 3’- UTR

分别长 57 bp、301 bp , 3’- UTR末端有含 21个多聚腺苷酸的 poly (A )尾。起始密码子 ATG与终止密

码子 TGA均用方框表示 , poly (A)以下划线表示。
1 ATTCGCGACG GAAGAGGAGA GAGATAAGAG AGCAAGTAGA GCTCCGATCG ATCAACT ATG GCCTCCTCCA AAGACCGCGA GACCTTCGTC TACATCGCCA

101 AGCTCGCCGA GCAAGCCGAA CGCTATGACG AGATGGTGGA TGCGATGAAG AAGGTTGCGA ATCTGGATGT GGAACTGACT GTTGAGGAGA GGAACTTGCT

201 TTCTGTGGGG TATAAGAACG TGGTTGGTTC TCGGAGGGCG TCGTGGAGGA TCTTGTCTTC GATTGAGCAG AAGGAGGAGT CTAAAGGGAA CGAAGTGAAC

301 GCCAAGCGGA TCAAGGAGTA CAGGCATAAG GAGGAGTCGG AGCTCACTGA GATTTGCGGT GATATTATGA CTGTCATTGA TGAGCATCTC ATTCCTTCCT

401 GTTCTGGTGG AGAGTCCACT GTTTTCTACT AGAAAATGAA AGGAGACTAT TATCGGTATC TTGCAGAGTT CAAGGCTGGT AATGAGAAGA AAGAGGCTGC

501 TGATCTGTCA CTCAAGGCAT ACCAGATGGC TTCTTGTACT GCGGATACTG ACTTACCTCC CACTCACCCC ATTCGACTGG GTTTGGCTTT AAATTACTCC

601 GTCTTCTATT ATGAAATTAT GAACTCGCCT GAAAGGGCCT GCCACCTGGC GAAGCAAGCT TTTGATGAAG CTATTTCTGA ACTGGATACC CTGAATGAGG

701 AATCTTACAA AGATAGCACC TTAATTATGC AACTTTTGAG GGATAACCTT ACTTTGTGGA CTTCTGACAT CCCTGAAGAT GGAGAAGACC AAAAGATGGA

801 GATCTCTGCC AAATCTGGAG TTGATGAAAC CGAG TGA AGT TGCATGGAAG ACCCCCCCCC CTCCCCCTCT TTCTAATGAG TCGACTTGGT GAGGATGATT

901 CCGTTTCCTG TCTTTGGTAG TGTGTGTTTA ATTAAGTTCA GAGAGAATCC AGAAACCCTT TCTGTAATTG TTCTGTATCA TTGTCTGGTC TTGTGTCACT

1001 GTTACTGACA TATAATTGTA GAAGTCTGGA ATGGGCAGTT CCGTTCCATT TGCATTGGCC TAGCTGTCCC CGCCTATCTG TTGTTCATCG ATATCACCTT

1101 ATACTTATTT ACGTGAGAGG ACTCGCTATT ATCTCAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAA

图 2　Co2142323a的全长 cDNA序列

Fig. 2　Full - length cDNA sequence of Co2142323a

　　将该 ORF通过 NCB I - blastp与 Swissp rot数据库中序列进行比对 ,发现其与 142323 superfam ily具有

同源性 ,与 GeneBank中其它生物的 142323蛋白基因的 CDS序列一致性高达 89% ,该 ORF应为 Co214232
3a基因的完整 CDS,其翻译得到氨基酸序列 259aa (图 3)。

1 MASSKDRETF VYIAKLAEQA ERYDEMVDAM KKVANLOVEL TVEERNLLSV GYKNVVGSRR ASWR ILSSIE QKEESKGNEV NAKR IKEYRH KVESELTE IC

101 GD IMTV IDEH L IPSCSGGES TVFYYKMKGD YYRYLAEFKA GNEKKEAADL SLKAYQMASS TADTDLPPTH P IRLGLALNY SVFYYE IMNS PERACHLAKQ

201 AFDEA ISELD TLNEESYKDS TL IMQLLRDN LTLW TSKEPE DGEDQKME IS AKSGVDETE3

3表示翻译终止。
3 means the end.

图 3　油茶 142323蛋白氨基酸的序列
Fig. 3　Am ino acid sequence of Cam ellia oleifera 142323 p rotein

2. 2　同源性与相似性分析
表 1　油茶 142323蛋白与其它物种的相似性

Tab. 1　The iden tity of 142323 prote in am ong Cam ellia ole ife ra and other spec ies

名称 核苷酸数 /个 分值 / bit E值 相似度 /%

　乳浆大戟 ( Euphorbia esu la) 259 477 4E - 133 89

　蓖麻 (R icinus comm unis) 260 475 2E - 132 88

　银灰杨 ( Populus×canescens) 260 461 2E - 128 86

　朝鲜槐 (M aack ia am urensis) 261 442 2E - 122 84

　蚕豆 (V icia faba) 261 453 7E - 126 84

　大豆 (Glycine m ax) 261 451 2E - 125 83

　烟草 (N icotiana tabacum ) 261 451 4E - 125 82

　番茄 (Solanum lycopersicum ) 261 437 7E - 121 83

　鹰嘴豆 (C icer arietinum ) 259 410 8E - 113 80

　麝香百合 (L ilium long if lorum ) 260 418 3E - 115 77

　茶树 (Cam ellia sinensis) 260 347 2E - 100 68

　　将 Co2142323a推导的氨基酸序列通过 NCB I - B last进行分析 ,结果表明油茶与 GeneBank中其它物

种的 142323蛋白的氨基酸序列之间具有很高的相似性 (表 1) ,推测它们亲缘关系较近 ,具有同源性。但

Co2142323a与同为山茶属的茶树 142323蛋白 [ 19 ]相似性并不高 ,仅有 68%。

通过 Vector NTI的 A lignX软件对 Co2142323a蛋白质序列与相似性最高的 10个物种以及同属植物

茶树序列做多重比对 ,不同来源的 142323蛋白除了 N -末端与 C -末端部分残基在种间呈现差异性之
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图 4　油茶与其它物种 142323蛋白质序列比对结果及 Co2142323a蛋白二级结构

Fig. 4　A lignment of 142323 p rotein sequences in Cam ellia oleifera and other sp ices and secondary structur

图 5　油茶与其他物种 142323蛋白系统进化树
Fig. 5　Phylogenetic tree of 142323 p roteins in Cam ellia oleifera and other sp ices

外 ,其余序列保守性均较高 (图 4)。从图 4中我们可以清楚地看到 142323蛋白的氨基酸序列在不同物
种中均具有相似的特征序列 : cAMP或 cGMP依赖性蛋白激酶磷酸化位点 ( cAMP - and cGMP - depend2
ent p rotein kinase phosphorylation site) 62～65;酪氨酸激酶磷酸化位点 ( tyrosine kinase phosphorylation

site) 130～138;以及分别位于 N -末端和 C -末端的两段 14 - 3 - 3蛋白信号基序 (142323 p roteins signa2
tures) 48～58, 221～240,在图 4中均以黑色实线框标出。此外 ,还有 6个蛋白激酶 C ( PKC)磷酸化位点

(p rotein kinase C phosphorylation site)和 10个酪蛋白激酶 II(CK - 2)磷酸化位点 ( casein kinase II phos2
phorylation site)未在图 4中标出。至此 ,认为该 cDNA编码油茶 142323蛋白基因家族成员蛋白之一 ,命

名为 Co2142323a (Cam ellia oleifera 142323 p rotein gene)。
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图 6　人 142323蛋白 ep silon三维结构

Fig. 6　R ibbon drawing of

142323 p rotein ep silon ( human)

2. 3　系统进化树分析

在序列比对的基础上 ,采用 MEGA4软件的 NJ ( neighbor - joining)法构建系统进化树 ,以确定 Co2
142323a在系统进化中的地位 (图 5 )。由 NJ法构建的系统树 ,枝长代表分歧度 ,枝上的数字为

Bootstrap 10 000次的支持率。图中可以看出油茶与乳浆大戟和蓖麻聚为一小类 ,用黑色虚线框标出 ,

这个分类与多序列比对结果是大致相同的。

2. 4　理化性质分析、结构预测

运用在线分析软件 ProtParam ( http: / / us. expasy. org / tools/p rotparam. htm l)分析 Co2142323a蛋白质

的理化性质 ,结果如下 :分子质量为 29. 466 ku;理论等电点为 4. 78,其中负电荷氨基酸残基数目 (A sp +

Glu)为 49,正电荷氨基酸残基 (Arg +Lys)的数目为 32;含量较高的残基有 Glu (31, 12. 0% )、Leu (23, 8. 9% )、

A la (21, 8. 1% )、L ys (20, 7. 7% ) ;不稳定系数为 46. 03,属不稳定蛋白。用 ANTHEPROT 2000 V6. 0软件

分析得知该蛋白无信号肽 ,是非分泌蛋白 ;无跨膜结构区域。

通过 SW ISS - MODEL workspace在线预测二级结

构 [ 20 - 23 ]和三维结构 [ 20, 24 - 25 ] (图 6)。Co2142323a二级结

构包括 9个α -螺旋 ( helix) (有文献称为αA～αI
[ 5 ] )和

1个反向平行的β -折叠 ( extended - beta) ,在图 4中螺

旋和折叠位置分别以下划实线 (αA～αI)和下划虚线 ( E

-β)标出。各个螺旋的氨基酸残基数依次为 : 29、34、

33、10、24、17、20、17、6,螺旋αB最长 ,αI最短。β -折叠

的残基数为 7,位于αC和αD之间 ,据此推测 Co2142323a

N末端的 3个螺旋 (αA～αC)位于同一个平面上 ,其余 6

个螺旋位于另一平面上。Co2142323a与人 142323蛋白
ep silon ( PDB #. 2br9A )序列相似性 76. 087% ,期望值 4.

05e - 91,预测模型残基范围 Co2142323a第 6～235号碱基。

3　结论与讨论

(1)首次从油茶所建立的 cDNA文库中鉴定出了 1条 142323蛋白基因的全长 cDNA,是山茶属植物

中目前已克隆到全长的第 2条 142323基因。该基因长度为 1 156 bp,完整编码框的长度为 777 bp,编码

含 259个氨基酸的蛋白质 ,我们将其命名为 Co2142323a; Co2142323a与其它物种具有较高的相似性 ,表明

142323蛋白在进化上高度保守 ,其保守基序中众多的蛋白激酶磷酸化位点 ,说明了 142323蛋白的调控机
制必定与磷酸化作用息息相关 ,位于 C -末端和 N -末端的两段信号基序功能尚不清楚 ,文献中多将其

作为 142323蛋白的标签序列 ,这也从一个侧面证明 Co2142323a确为 142323蛋白家族成员之一。系统进
化树分析显示其与乳浆大戟以及同为油料作物的蓖麻的进化关系较近 ,而与同属植物山茶 142323蛋白
分歧年代久远。

(2) Co2142323a二级结构与哺乳动物相似 ,均有 9个α -螺旋 ,其中靠近 N -末端的αA、αB和αC

最长 ,位于同一平面 ,αI最短。与哺乳动物不同的是 , Co2142323aβ -折叠在αC和αD之间 ,而哺乳类的

αA～αD是同一平面上的 ,并且 9个螺旋中 ,αC和αD的最长 [ 5 ]。

(3)目前对于 142323蛋白功能的研究在拟南芥、大麦、番茄等植物不同时期不同组织中均有文献报
道 ,功能涉及调节植物种子萌发、信号转导途径和碳氮代谢 ,调控质膜 H

+
- ATPase的活性并影响离子

泵和离子通道。Co2142323a能在油茶近成熟种子中表达 ,因此 ,寻找并鉴定其靶蛋白功能将为进一步研

究油茶 142323蛋白所调节的生理过程提供线索。
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