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摘要! 山核桃
6&$5& 7&4*&5+%3-3

为重要的油料干果树种! 其非同一般的高含油率必定有其特殊的成油机制% 为探索

其成油机制! 在已构建的山核桃脂肪代谢相关
=KL.

文库基础上! 对
=KL.

进行随机克隆测序! 对序列进行拼接&

功能注释! 基因本体论"

7@6@ >6M>3>78

!

NO

'分类及基于拟南芥
8$&9-:";3-3 4*&'-&%&

的
P56*1M

分类! 并对与脂肪代谢

相关的全长
=KL.

序列进行蛋白性质分析% 结果共得到
# %#%

条山核桃表达序列标签"

/QRH

'! 经拼接获得
#''

个编

码蛋白质的基因"

5627@6@

'! 其中
C!

个
=>6M27H

和
C&

个
H2673@MH

%

NO

分类将这些
5627@6@

分成细胞组分& 分子功能和

生物过程等
)

类! 并发现各序列编码的基因并不承担单一的功能! 有些序列在功能上有重叠( 同时参照拟南芥的

基因功能分类! 将
5627@6@

序列在功能上分成
C

类! 得到了
#$)

个全长
=KL.

序列! 其中包括
#$

个与脂肪代谢相关

的
=KL.

序列% 对
#!

个与脂肪代谢相关的全长
=KL.

序列进行蛋白性质分析! 发现它们均具有磷酸化位点( 除油

质蛋白外都没有跨膜区域! 且不具信号肽结构! 为非分泌蛋白! 属于某个蛋白家族( 不同的油体蛋白具有不同的

跨膜区! 且均具有信号肽结构! 属于
O3@>H26 H5S@? A10238

蛋白家族% 表
$

参
)-

关键词! 经济林学( 山核桃( 表达序列标签( 功能分类( 脂肪代谢( 蛋白分析

中图分类号!
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山核桃
!"#$" %"&'"$()*+*

是胡桃科
F@=2(:-(+/(/

山核桃属
!"#$"

的木本油料树种$ 其种仁的含油率

平均达到
G&H

$ 远远超过油菜新品系 %超油
!

号&

,#"**+%" )"-.*

'

I@9/41,2 61A!

()

$!AJH

*

!

#

"

$ 为高含油量

的树种$ 是中国特有的名优干果+ 油料树种的成油途径及机制虽有共性$ 但不同的物种又有各自的特异

性+ 山核桃非同一般的高含油率必定有其特殊的成油机制+ 表达序列标签)

/>94/33/- 3/E@/:+/ )(=3

$

KIL

*是从已构建的
+567

文库中随机挑取克隆$ 对
+567

进行测序得到的序列!

!M%

"

+ 由于
+567

由
.N!

67

反转录而来$

.N67

是基因表达的产物$ 因而
KIL

代表生物体某种组织某一时期的基因表达$ 也即

具有时空性的特点+

KIL

分析有助于认识生物体生长发育, 繁殖分化, 遗传变异, 衰老死亡等一系列生

理生化过程!

$

"

$ 目前主要用于发现新基因, 了解基因表达概况等$ 是获得未知基因, 发现新基因及开发

表达序列标签
!

简单重复序列)

KIL!IIN

*分子标记相对快速, 简便的方法+ 在利用
KIL

进行成油机制研

究方面$ 对薄荷
/()&'" " -+-(#+&"

腺毛的
KIL

进行了功能分析$ 以此来研究薄荷油的生物合成与分泌!

O

"

#

对
%

个时间点正在发育的蓖麻
0+%'+).* %122.)+*

$ 欧洲油菜
,#"**+%" )"-.*

$ 卫矛
3.1)$2.* "4"&.*

$ 旱

金莲
5#1-"(14.2 2"6.*

种子
KIL

进行深度测序$ 并对获得的序列进行比较分析发现$

%

物种在油脂储存

的组织, 光合能力及三酰甘油酯)

)4,(+*2=2*+/4123

$

L7P3

*的结构与含量上彼此有差异$ 但编码脂肪酸合

成核心酶的基因
KIL

是十分保守的$ 在种子发育过程中与发育时间紧密相关$ 参与甘油酯及其前体合

成的基因表达具有明显的物种特异性!

G

"

# 对拟南芥
7#"8+91-*+* &'"4+")"

碳水化合物到种子油脂代谢途径

的
KIL

研究发现$ 许多基因是在种子中特异表达的!

J

"

# 研究人员早就注意到$ 催化脂肪酸代谢类似反应

的酶$ 其基因
KIL

丰度水平在统计学上存在显著的差异 !

Q

"

# 对高油油棕
34"(+* :.+)(()*+*

及低油耶枣

;'1()+< 9"%&$4+=(#"

的对比研究发现$

GJ%

个转录因子中仅有
O

个转录因子
KIL

水平
!

物种相差
#$

倍$

其中
RNS#!2,T/

的
KIL

水平油棕比耶枣要高
$G

倍$ 它控制油脂合成与参与种子发育的上游因子无关$

参与了不同的调控网络$ 该网络可能是棕榈果实所特有的!

#&

"

+ 近年来$ 随着实验技术的发展$ 仪器设备

的更新换代$ 研究人员对数种油料作物开展了成油相关的转录组学研究$ 如油茶
!"2(44+" 14(+=(#"

!

##

"

$ 油

棕!

#&

"和麻风树
>"&#1-'" %.#%"*

!

#!

"等$ 研究结果相对于
+567

文库的测序结果序列短$ 数据量大$ 多集中在

基因差异表达及
UKPP

)

T*1)1 /:+*+219/-,( 1' =/:/3 (:- =/:1./3

*途径等+ 山核桃无类似的研究报道$ 仅

报道了山核桃成油相关
+567

文库的构建!

#D

"

+ 本研究是在构建山核桃种子脂肪代谢相关
+567

文库的基

础上$ 对
+567

测序所得的
KIL

序列进行分析的结果$ 以期为后续深入研究山核桃成油机制提供线索+

#

材料和方法

*+*

材料

基于周秦等!

#%

"发现的山核桃油脂形成, 转化, 积累的关键时期$ 黄银芝等!

#D

"构建了山核桃脂肪代谢

相关的
+567

文库+ 该文库随机测序所得
KIL

序列即为本文的原材料+

*+,

方法

#A!A# +567

的克隆测序 参照
I.(4)LV +567 2,04(4* +1:3)4@+),1: T,) @3/4 .(:@(2

)

B21:)/+8

公司* 的描

述$ 制作测序平板$ 并随机挑取
#

个
!

噬菌体克隆$ 在重组噬菌体中经过活体剥离及完整质粒的环化$

将
!

噬菌体
!L4,92K>!

克隆转化成质粒载体
9L4,92K>!

的克隆$ 并转化大肠埃希菌
3*%'(#+%'+" %14+

+ 转化

子培养后 $ 分别用
9L4,92K>!

测序引物 )

$# 3/E@/:+,:= 94,./4 LBBP7P7LBLPP7BP7PBWD$ 3/E@/:+,:=

94,./4 L77L7BP7BLB7BL7L7PPP

*直接对菌液进行
XBN

!

#&

"

$ 检测
+567

片段的大小$ 并进行菌液保存+

将经过
+567

片段大小检测过的菌液 $ 送上海生物工程有限公司 $ 用
LG

)

$$ !L77L7BP7BLB7B!

L7L7PPP!D$

*和
9L4,92K>!

测序引物)

$$!BLBBP7P7LBLPP7BP7PB!D$

*进行测序+

#A!A!

数据处理与拼接 利用美国国家生物技术信息中心)

6BYS

*的在线软件
Z/+I+4//:

)

8))9[WW<<<A:+0,A

!D&



第
!"

卷第
"

期

#$%&#'(&)*+,-./0/1..#,-./0/1..#&(2%$

!去除测序结果中的载体序列" 利用
3456271

软件中的
0.897#

模块

去除冗余序列及小于
:;< =>

的
?0@

序列" 余下的高质量序列用
0.897#

模块中的
A1*)1.66

方法进行聚类

拼接" 生成编码蛋白质基因#

B#').#.6

!" 包括
/*#2')6

和
6'#)$.26

$

:&"&!

功能注释 对得到的
B#').#.6

" 先后在
4CDE

的非冗余蛋白数据库进行
D$762F

比对#序列对齐值大

于
G<

且序列同一性大于
!;H

!

%

:;!:I

&

" 在非冗余核酸数据库进行
D$762#

比对#序列对齐值大于
"<<

且序列

同一性大于
J;H

!

%

:J

&

$ 同时" 用基因本体论#

).#. *#2*$*)K

"

LM

!分类" 并参照
D.+7#

%

:G

&对拟南芥基因组研

究的方法" 对获得的功能已知的
/345

片段进行分类$

:&"&N

全长
/345

序列的获得 利用
D$762F

与其他生物已知的对应基因进行比对" 将包含经
MOP Q'#R.1

#

*>.# 1.7R'#) Q17%. Q'#R.1

!#

(22>S,,TTT&#/='&#$%&#'(&)*+,)*1Q,)*1Q&(2%$

!预测且含有
MOP

#开放阅读框!的
/3"

45

视为全长
/345

$

:&"&;

序列提交
L.#D7#U

数据库 将序列转化为通用的
P50@5

格式" 再利用
0.8B'#

软件#

(22>S,,TTT&

#/='&#$%&#'(&)*+,0.8B'#,'#R.F&(2%$

!将序列转化为
L.#D7#U

提交格式" 并提交
L.#D7#U

$

:&"&I

山核桃脂肪代谢相关全长
/345

序列的蛋白分析 对获得的参与脂肪代谢的全长
/345

序列进行

蛋白分析$ 利用
D'*?R'2

软件和瑞士生物信息学研究所#

0T'66 E#62'2B2. *Q D'*'#Q*1%72'/6

!

?FA50K

服务器

#

(22>S,,TTT&.F>76K&*1),

!上的
A1*2A717%

程序分析蛋白的分子量' 等电点' 氨基酸组成等$ 利用
?FA50K

服

务器上的
A1*20/7$.

程序对蛋白疏水性进行分析$ 利用丹麦科技大学#

3@V

!

CD0

服务器#

(22>S,,TTT&/=6&R2B&

RU,6.1+'/.6

!上的
4.2A(*6 "&< 0.1+.1

程序'

@9W99 0.1+.1 "&<

程序和
0')#7$A "&<

程序分别对蛋白的磷酸化

位点' 跨膜区和信号肽位点进行分析$ 利用日本国家基础生物学研究所的
A0MO@ EE

程序#

(22>S,,>6*12&

#'==&7/&X>,Q*1%"&(2%:

!对蛋白做亚细胞定位分析$ 用美国国家生物技术信息中心#

4CDE

!的
C*#6.1+.R 3*"

%7'# 3727=76.

#

C33

!程序#

(22>S,,TTT&#/='&#$%&#'(&)*+,/RR,

!预测该蛋白的保守结构域$

"

结果与分析

!"#

非冗余
$%&

序列的获得

随机测序得到
: <:<

条山核桃
?0@

" 去除低质量的序列和载体污染序列" 经
3456271

软件拼接后获

得
:GG

个编码蛋白质基因#

B#').#.6

!" 其中
Y"

个
/*#2')6

和
YI

个
6'#)$.26

" 序列总长度为
"<:&:!: U=

" 平

均长度为
: <IY&GN =>

$

!"!

功能注释

将
B#').#.6

进行
D$762F

分析和
MOP

预测" 确认序列包含完整的
C30

区" 获得全长
/345

序列$ 经

分析"

:GG

条单一序列中共
:N!

个全长
/345

序列$ 将
B#').#.6

序列与
4CDE

的非冗余蛋白质数据库及

非冗余核酸数据库比对" 提取有高度同源性的注释信息" 获得功能注释的序列
:J;

条$ 对这些有功能注

释的序列再进行功能分类$

"&"&: LM

!

).#. *#2*$*)K

"分类 基因本体论
LM

从基因参与的生物过程' 所处的细胞位置' 发挥的分子

功能等
!

方面描述基因及其产物的功能$

:J;

条序列经分析分别归入细胞组分' 分子功能和生物过程
!

类#表
:

!" 且发现各序列编码的基因并不承担单一的功能" 有些序列在功能上有重叠$ 细胞组分' 分子

功能和生物过程
!

类又可以分成不同的亚类" 发挥不同的功能#表
:

!$

"&"&"

基于拟南芥基因功能的分类!

9EA0 QB#/2'*#7$ /727$*)B.

" 根据所参与的细胞过程将
/345

序列分

为
G

类#表
"

!" 分别是能量代谢#

.#.1)K

!" 细胞结构#

/.$$ 621B/2B1.

!" 转录#

217#6/1'>2'*#

!" 疾病防御

#

R'6.76. R.Q.#6.

!" 蛋白质合成#

>1*2.'# 6K#2(.6'6

!" 转运#

217#6>*12.16

!" 信号转导#

6')#7$ 217#6RB/2'*#

!" 新

陈代谢及次生代谢#

%.27=*$'6% 7#R 6./*#R71K %.27=*$'6%

!$ 从表
"

中可以看出" 与疾病防御相关的
/345

数量最多" 共有
NN

条" 占功能注释
/345

序列的
";&:H

" 其中尤以热激蛋白为多$ 在此类
/345

序列

#表
!

!中" 主要包括温度诱导载脂蛋白#

2.%>.172B1."'#RB/.R $'>*/7$'#Z @E[

!" 过氧化物酶#

>.1*F'R76.

!'

铜
,

锌过氧化物歧化酶#

/*>>.1,\'#/ 6B>.1*F'R. R'6%B276.

!和热激蛋白#

(.72"6(*/U >1*2.'#

!等非生物胁迫相关

蛋白" 也包括一些病程相关蛋白$ 细胞色素#

/K2*/(1*%.

!是生物体内的一类重要的多功能血红素氧化还

原酶类" 在生物防御外界不良环境影响方面起重要作用$ 另外还有谷胱甘肽转移酶#

)$B272('*#. 217#6"

Q.176.

!" 金属硫蛋白#

%.27$$*2('*#.'# >1*2.'#

!和泛素蛋白#

B='8B'2'#">1*2.'#

!等" 它们在植物抗病防御中也

黄银芝等( 山核桃种子脂肪代谢期
?0@

序列的初步分析
"!:
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表
!

基于拟南芥基因功能的
"#$%

序列分类

'()*+ ! ,*(--./.0(1.23 2/ 0456 -+78+30+- )(-+9 23 :+3+ /8301.23- .3 !"#$%&'()%)

*+#,%#-#

功能分类 所得
0456

数目 占功能注释
0456

百分比
;<

能量代谢!

+3+=:>

"

!$ #%?@

细胞结构!

0+** -1=8018=+

"

A $B#

转录!

1=(3-0=.C1.23

"

! #B#

疾病防御!

9.-+(-+ 9+/+3-+

"

%% !$B#

蛋白质合成!

C=21+.3 ->31D+-.-

"

@# #EBE

转运!

1=(3-C2=1+=-

"

$ !BA

信号转导!

-.:3(* 1=(3-9801.23

"

#! FBA

新陈代谢及次生代谢!

G+1()2*.-G

(39 -+0239(=> G+1()2*.-G

"

HI H&B@

未知功能!

83J32K3

"

!A HFBF

合计
HE$ H&&

表
&

山核桃脂肪代谢期部分
"'$(

序列的基因本体论分类结果

'()*+ H LM!)(-+9 0*(--./.0(1.23 2/ 83.:+3+- /=2G -+78+30+9 0456- 2/ (3 2.* G+1()2*.-G!=+*(1+9 *.)=(=> .3 .#"/# 0#*+#/1-)%)

注释基因分类
83.:+3+;

个 亚类 百分比
;<

细胞组分
AI

细胞器部件!

2=:(3+**+ C(=1

"

@HBF

细胞部件!

0+** C(=1

"

!@B$

细胞器!

2=:(3+**+

"

H$B@

细胞!

0+**

"

HHB!

大分子复合体!

G(0=2G2*+08*(= 02GC*+N

"

#&B!

胞外区!

+N1=(0+**8*(= =+:.23

"

$B#

无归类!

830*(--./.+9

"

@B#

分子功能
A@

具有催化活性!

0(1(*>1.0 (01.O.1>

"

%FB!

结合!

).39.3:

"功能
!$BI

转运活性!

1=(3-C2=1+= (01.O.1>

"

IBF

结构分子活性!

-1=8018=(* G2*+08*+ (01.O.1>

"

%B@

营养库活性!

381=.+31 =+-+=O2.= (01.O.1>

"

@B!

抗氧化调节剂活性!

(31.2N.9(31 =+:8*(12= (01.O.1>

"

!B#

翻译调节活性!

1=(3-*(1.23 =+:8*(12= (01.O.1>

"

#B#

结合核酸转录因子活性!

380*+.0 (0.9 ).39.3: 1=(3-0=.C1.23 /(012= (01.O.1>

"

#B#

酶调节活性!

+3P>G+ =+:8*(12= (01.O.1>

"

#B#

无归类!

830*(--./.+9

"

FB$

生物过程
AE

细胞过程!

0+**8*(= C=20+--

"

$#B$

刺激反应!

=+-C23-+ 12 -1.G8*8-

"

#$B$

生物调节!

).2*2:.0(* =+:8*(1.23

"

#&B%

代谢过程!

G+1()2*.0 C=20+--

"

IB!

细胞组分组织或生物发生!

0+**8*(= 02GC23+31 2=:(3.P(1.23 2= ).2:+3+-.-

"

$B!

多种生物过程!

G8*1.!2=:(3.-G C=20+--

"

!B#

发育过程!

9+O+*2CG+31(* C=20+--

"

!B#

生长!

:=2K1D

"

#B&

生物黏附!

).2*2:.0(* (9D+-.23

"

#B&

定位建立!

+-1()*.-DG+31 2/ *2 0(*.P(1.23

"

#B&

定位!

*20(*.P(1.23

"

#B&

运输!

1=(3-C2=1

"

#B&

合计
!II

起着重要作用# 在与能量代谢蛋白

相关的
0456

序列中发现了
#%

个与

脂肪酸代谢相关的基因序列!表
%

"$

主 要 有 硬 脂 酰 基
6,Q

去 饱 和 酶

!

-1+(=2>*!6,Q 9+-(18=(-+

"$ 长链脂肪

酸
,26

连接酶 !

*23:!0D(.3!/(11>!(0.9

,26 *.:(-+

"$ 乙酰
!,26

羧化酶羧基

转移酶
!

亚基蛋白 !

(0+1>*!,26 0(=!

)2N>*(-+ 0(=)2N>*1=(3-/+=(-+ )+1( -8)!

83.1 C=21+.3

"$ 苹 果 酸 酯 合 成 酶

!

G(*(1+ ->31D(-+

"$ 苹果酸酯脱氢酶

!

G(*(1+ 9+D>9=2:+3(-+

"和
!!

磷酸甘油

酸酯脱水酶!

!!CD2-CD2:*>0+=(1+ 9+D>!

9=(1(-+

"等$ 其中
#!

个为全长
0456

序列 % 另外还发现
$

条油体蛋白

!@!
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表
!

与疾病防御相关的
"#$%

序列!部分"

#$%&' ! ()*'$*' +','-*'!.'&$/'+ 0(12 *'34'-0'* )- /5' -4/ 6, !"#$" %"&'"$()*+*

!

7$./

"

假定基因 来源 序列对齐值
8%)/*

匹配率
89

7'.6:)+$*' !",(--+" .-(+/(#" ;<= >!

!0%0,+* ,(-. ;<? >=

4%)34)/)-!*7'0),)0 7.6/'$*' "! 1#"2+3.4*+* -$#"&" @?< ="

4%)34)/)-!06-A4B$/)-B '-CDE' F" 5(" ,"$* !@G >;

F! 4%)34)/)-!7.6/')- &)B$*' 1#"2+3.4*+* &'"-+")" "@; <G

4%)34)/)- 0$.%6:D&!/'.E)-$& 5D+.6&$*' )*6CDE' H; 6+%+)0* %.,,0)+* ;;@ I<

76&D4%)34)/)- 7+&+* 8+)+/(#" IG! >>

0D/605.6E' , 9.#0* +)3+%" ">I >I

0677'.8C)-0 *47'.6:)+' +)*E4/$*' 9(-"*&.," ,"-"2"&'#+%0, "<" I;

0D*/')-' 7.6/')-$*' :-$%+)( ,"; ;=? G?

7.6/'$*6E' *4%4-)/ %'/$ /D7' 6+%+)0* %.,,0)+* !G= >@

(J2K 0&$** B&4/$/5)6-' /.$-*,'.$*' <.40-0* &#+%'.%"#4" !;G I?

B&4/$.'+6:)- <.40-0* &#+%'.%"#4" @<= <@

&$0/6D&B&4/$/5)6-' &D$*' 6+%+)0* %.,,0)+* !@! GI

7'0/)- E'/5D&'*/'.$*' !+&#0* 2(#=",+" !I? IG

05)/)-$*' 6+%+)0* %.,,0)+* !>; I;

/'E7'.$/4.'!)-+40'+ &)760$&)- <.40-0* 2"-*",+/(#" !!G I=

FL 7.6/')- MMM 6+%+)0* %.,,0)+* @!= <<

E'/$&&6/5)6-')-!&)N' 7.6/')- 0&$** MM >"=0* *$-8"&+%" >@ >?

E'/$&&6/5)6-')-!&)N' 7.6/')- ?0(#%0* *02(# >! IG

5'$/!*560N 7.6/')- 6+%+)0* %.,,0)+* !@;@ !<?

:-$%+)( ,"; ""> <>

5'$/ *560N 7.6/')- >? 7+&+* 4*(03.#(&+%0-"&" =?" >;

5'$/!*560N 7.6/')- G? @(8(" 2#"*+-+()*+* !!! >!

0D/6*6&)0 0&$** M *E$&& 5'$/ *560N 7.6/')- /D7' @ 6'.3.3()3#.) *+,*++ @@> G>

0D/6*6&)0 0&$** M *E$&& 5'$/!*560N 7.6/')- JOP@GQ; !"*&")(" *"&+8" ""; GG

0D/6*6&)0 0&$** MM *E$&& 5'$/!*560N 7.6/')- JOP@GQ; 7+&+* 8+)+/(#" @>? <G

05&6.67&$*/ 05$7'.6-)- "@ 7+&+* 8+)+/(#" "?< I=

!

6&'6*)-

"# 油体蛋白主要在植物种子中特异表达# 覆盖于油体表面# 在油体发生到分解消失过程中及对

维持油体的稳定起着重要的生物学作用$

@>""?

%

&

&'( )*+,-+.

数据库
/01

序列的递交

将有功能注释的
0(12

序列递交
R'-S$-N

数据库 # 最终被接受的序列为
@G;

条 # 登录号为

T1GI<@@<!T1GI<">?

# 占全部
4-)B'-'*

的
>!Q@9

&

&'2

山核桃
"3$%

序列的蛋白分析

利用生物信息学的方法获得了
@"

个与脂肪代谢相关的全长
0(12

序列# 它们分别编码硬脂酰基载

体去饱和酶蛋白 !

T1GI<@!>

"# 依赖
12(P

的甘油醛
!!!

磷酸脱氢酶 !

T1GI<@<!

"#

!!

酮
!2LP

合成酶
!

!

T1GI<@>G

"# 长链脂肪酸
L62

连接酶!

T1GI<"?@

"# 线粒体丙酮酸脱氢酶激酶亚型
@

!

T1GI<"?;

"# 苹果酸

合成酶 !

T1GI<"?>

"# 乙酰辅酶
2

羧化酶
!

亚基蛋白羧基 !

T1GI<""<

"# 磷脂酰乙醇胺结合蛋白

!

T1GI<"!@

"# 脂质结合域!

T1GI<"="

"# 海藻糖
!<!

磷酸合成酶!

T1GI<"I=

"# 油体蛋白
@

!

T1GI<@GG

"# 油体

蛋白
"

!

T1GI<"G<

"& 将这些序列翻译成氨基酸序列# 并进行蛋白基本结构分析和保守功能域预测& 结果

表明# 这些蛋白均具有磷酸化位点# 可能具有磷酸化和自我磷酸化活性' 除油质蛋白外# 其他都没有跨

膜区域# 且不具信号肽结构# 为非分泌蛋白# 均属于某个蛋白家族& 油体蛋白中# 油体蛋白
!@

有
!

个跨

膜区# 油体蛋白
!"

有
"

个跨膜区# 且均具有信号肽结构# 属于
U&'6*)- *47'. ,$E)&D

蛋白家族&

黄银芝等( 山核桃种子脂肪代谢期
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序列的初步分析
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表
!

山核桃中与脂肪代谢相关的
"#$%

序列

'()*+ % ,(--. (/01 2+-()3*042!5+*(-+1 /678 4+9:+;/+4 0; -<+ ;:- 3= !"#$" %"&'"$()*+*

假定基因 来源 序列对齐值
>)0-4

匹配率
>?

4-+(53.*!8@A 1+4(-:5(4+ ,"&#-.'" %/#%"* B!$ CD

;86A!1+E+;1+;- F*./+5(* 1+<.1+!G!E<34E<(-+ 1+<.153F+;(4+ 0+*/1 *"&+2/1 D!" DH

)+-(!I+-3(/.*!8@A 4.;-<(4+ ! ,"&#-.'" %/#%"* %D" D"

*3;F!/<(0;!=(--.!(/01 @38 *0F(4+ 3+%+)/* %-11/)+* C!C BC

20-3/<3;150(* E.5:J(-+ 1+<.153F+;(4+ I0;(4+ 043=352 H 45$%+)( 1"6 %K% D"

2(*(-+ 4.;-<(4+ 3+%+)/* %-11/)+* H "H! CK

(/+-.*!@38 /(5)3L.*(4+ /(5)3L.*-5(;4=+5(4+ )+-( 4:):;0- E53-+0; 7/-)$1/* "1(#+%")/* $!" D%

E<34E<(-01.*+-<(;3*(20;+ )0;10;F E53-+0; 3+%+)/* %-11/)+* !B$ BK

E(-+**0;!$ 3+%+)/* %-11/)+* !"B KC

-5+<(*34+!K!E<34E<(-+ 4.;-<(4+ 3+%+)/* %-11/)+* D!! CC

3*+340; !-#$5/* "2(55")" HGD C"

!!E<34E<3F*./+5(-+ 1+<.15(-(4+ H 8(2(" 9#"*+5+()*+* !BG D$

-5(;4(*13*(4+ :+1-%"#./* 5-);") KGK C!

2(*(-+ 1+<.153F+;(4+ !+&#/55/* 5")"&/* */9*.< %HH BC

G

结论与讨论

参照基因本体论!

F+;+ 3;-3*3F.

"

MN

#和拟南芥基因功能分类等生物信息学分析" 有利于对蛋白质功

能$ 代谢通路$ 相互作用等进行全面$ 快速$ 准确地分析% 尽管近年来流行使用
O78!4+9

来分析基因

的转录表达" 虽然能分析相关的代谢途径及基因表达水平的差异等" 但基于方法本身所得的序列都较

短" 而基于
/678

文库的测序" 因方法上没有
O78!4+9

过程将
O78

片段化的步骤" 因而所得的
PQ'

序

列往往更长" 能够反映特定时空基因的表达情况" 且较容易获得全长的
/678

序列%

从基于基因本体论分类的分子功能注释结果来看" 建库时期的种子处于新陈代谢活跃的阶段" 以参

与细胞器部件$ 细胞部件$ 细胞过程的
/678

为多" 且发现具有催化活性的序列所占比例较高" 有酶或

酶的结构域存在" 说明各种酶活动活跃% 事实上" 文库构建所用样品的时间为
C

月
HH"!G

日&

HG

'

%

C

月
HH

日前" 山核桃种子通过细胞分裂" 体积逐渐增大至正常大小(

C

月
HH

日后为种子内部物质转化期&

!H"!!

'

"

包括脂肪链的增长" 油脂合成" 饱和脂肪酸向不饱和脂肪酸转化等一系列新陈代谢过程% 从基于拟南芥

基因功能分类来看" 细胞抗性与防御部分所占比例最大" 其中尤以热激蛋白为多% 热激蛋白又名胁迫蛋

白&

!&

'

" 高度保守&

!G"!%

'

" 存在于所有生物及所有生物的细胞中" 胞外的热激蛋白可以刺激免疫系统中专门

存在抗原的细胞" 其功能之一是保护细胞防止其受到胁迫
>

凋亡&

!G

'

( 主要的热激蛋白属于几个基因)蛋

白*家族&

!%

'

% 热激的主要影响之一是使蛋白不能折叠" 或不完全折叠" 或不合适地折叠&

!$

'

" 过多地发生

依赖于胁迫强度及细胞体系的变化&

!%

'

% 山核桃果实成熟阶段主要在
C

月" 在当地正是高温的炎炎夏日%

热激蛋白的出现有利于种子抵抗高温胁迫而进行正常的发育%

R4EB&

促进蛋白质的折叠过程" 在环境胁

迫的条件下" 蛋白折叠对它的依赖性更强&

!B

'

%

R4ED&

对参与信号转导的近百个蛋白起调节作用" 且与

R4EB&

等形成基于
R4EB&>R4ED&

的多蛋白陪伴机制" 并通过该机制将参与信号转导的蛋白与
R4ED&

组合

成复合体&

!B

'

% 过氧化物酶在植物抵抗病原菌侵染的过程中起着防卫的作用&

!C

'

" 同时诸如山葵过氧化物酶

)

<354+5(104< E+53L01(4+

*可参与酚类氧化过程" 使之形成多聚体及寡聚体" 以减少酚类物质在植物体内的

毒性% 山核桃富含单宁" 植物单宁)即植物多酚*为植物体内的复杂酚类次生代谢产物% 温度诱导载脂蛋

白)

'ST4

*是植物载脂蛋白中的一类" 与非生物胁迫反应相关" 在温度胁迫中起保护光合系统作用&

!D

'

" 是

叶黄素循环中的关键酶" 在光氧化损害防卫中发挥功能&

G&

'

" 同时作为耐热的必要组份" 在严重热激诱导

的脂类过氧化过程中起着防卫作用&

GH

'

% 铜
>

锌过氧化物歧化酶则催化过氧化氢)

R

!

N

!

*产生游离的羟基 &

G!

'

"

而过氧化氢的累积是植物在逆境或衰老时体内活性氧代谢加强导致的% 这也是为什么山核桃脂肪代谢期

防御性
PQ'

数量多的原因" 这和其果实生物发育期所处的高温干旱环境胁迫有关%

研究发现
HG

条与山核桃脂肪代谢相关的序列" 其中包括乙酰
!@38

羧化酶羧基转移酶
"

亚基蛋白%

!G%



第
!"

卷第
"

期

乙酰
!#$%

羧化酶是脂肪酸生物合成过程中的关键酶之一! 它在生物体内催化形成丙二酰
#$%

"

&'($)*(!

#$%

#! 而后者是脂肪酸生物合成和脂酰链延伸系统等重要代谢反应的底物! 被认为是生物体内一个基

本的代谢底物和特定蛋白活性的调控代谢物$

!!

%

& 乙酰
!#$%

羧化酶活性的过量产生可以增加大肠杆菌中

脂肪酸生物合成的速率$

!+

%

& 这说明研究中构建的山核桃脂肪代谢相关
,-.%

文库及本文的研究结果对山

核桃油脂脂肪代谢的研究是有帮助的& 此外! 我们还构建了山核桃脂肪快速增长期'

/

月
01

日至
2

月
00

日(的
,-.%

文库$

!1

%

! 可以补充本文库信息的不足& 但脂肪快速增长期伴随着果实的生长! 也即果实逐

渐增大! 内部胚由小变大! 液态胚乳逐渐增多! 并在胚的发育过程中为胚的生长提供营养! 而胚乳本身

则逐渐为生长的胚所吸收而消失! 整个种壳内逐渐为胚所占据& 因此! 此期大部分营养物质还是供应果

实与种子本身的生长之用& 基因表达产物蛋白质分子的各种生物功能与其复杂的结构密切相关& 本研究

利用生物信息学方法对脂肪代谢相关全长
,-.%

序列进行了详细的蛋白分析! 蛋白一些性质)如跨膜区

结构域* 磷酸化位点* 二级保守结构域等(的预测会给我们了解该蛋白质的结构域或功能提供一些线索!

同时也可为后续蛋白结构与功能* 蛋白与核酸的互作* 蛋白间的互作分析打下基础&

+
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