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个不同

属的代表种中获得
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的基因全长% 这些基因均包含
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个外显子和
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个内含子! 编
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! 基因核苷酸多样
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% 同一基因在不同竹种间氨基酸序列一致性均达
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蛋白的理化性质非常相似! 均为亲水性蛋白!

含量较多的是丙氨酸"

7D7

&! 谷氨酸"
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&! 亮氨酸"
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&! 等电点为
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! 这
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个蛋白的二级结构也非常相似!
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螺旋结构含量最高! 无规则卷曲其次!

##
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!层析后分离组分的片段数目和在淀粉凝胶电泳中迁移的位置而命名为
")!!!!

蛋白"

"
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")!!!!

蛋

白是一类多基因家族蛋白% 存在
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个
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亚型% 用希腊字母命分别名为
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% 根据

蛋白核心区域构建进化树% 将它们分为
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类和非
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$ 在拟南芥
!"#$%&'()%) *+#,%#-#

和水稻
."/0#
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")!!!!

基因家族分别有
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个和
,

个成员% 序列中间区域同源性较高&

-".
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端同源性较低

&

").

!%
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端极不保守"

!1)

#

$ 随后在不同物种中对该基因家族研究发现% 序列核心结构的高度保守赋予

")!!!!

蛋白一些普遍的功能"
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' 参与调控植物生长发育 "

*2,

#

( 细胞信号传导 "
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#

( 响应逆境胁迫等生命代

谢过程"

"52""
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% 但不同成员之间表达模式存在差异% 基因功能出现分化"
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#

% 如
")!!!!

在细胞信号传导过程

中对
2-+%$%*'" '3 45!!6
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7!6

!的作用"
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% 水稻
")!!!!#

蛋白是
89:&%-; &:*9 !:

&

8&!:

!的细胞内受体 "

")

#

% 负

调控水稻开花) 人的
")!!!!"

和
")!!!!'

能对
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损伤做出反应"

"-

#

$ 倭竹族
89:;<=<$$<$

包括倭竹属
8%!

$:-'$:<$=):

% 刚竹属
>+/,,')*:?+/)

% 唐竹属
@%-'$:<$=):

% 大节竹属
7-&'):):

% 阴阳竹属
@+%$:*:9:

% 在

地下茎类型( 花序类型和叶解剖特征方面都表明这是一个自然的类群"

"3

#

$ 因此研究倭竹族中
")!!!!

基

因家族对于进一步认识倭竹族有很大的帮助$ 本研究从倭竹族
-

个不同属的代表种中分别获得
AB!C!C$

%

AD!C!C?

%

AD!C!C9

和
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的基因全长% 分析单核苷酸多态性&

(:>?%$ >&#%$'=:@$A'%BC'DA9:(C

%
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!位

点% 并对毛竹
>+/,,')*:?+/) 9&=,%)

非
"

类
")!!!!

蛋白进行理化性质分析及二级结构预测$

"

材料与方法

!"!

植物材料

选取倭竹族的
-

个不同属的代表种进行试验' 毛竹&刚竹属% 浙江农林大学翠竹园!% 鸡毛竹
8%!

$:-'$:<$=): *":-;=%,,:-)

&倭竹属% 浙江农林大学翠竹园!% 白纹阴阳竹
@+%$:*:9: ?+%-9-)%)

&阴阳竹属% 浙

江农林大学翠竹园!% 摆竹
7-&'):): )+%$:*:9'%&9)

&大节竹属% 浙江省临安市太湖源!% 唐竹
@%-'$:<$=):

*''*)%E

&唐竹属% 浙江省临安市太湖源!$ 所采集的试验材料均通过形态学鉴定% 采集后用液氮速冻% 保

存于
" ,5 #

冰箱% 以备基因组
6/7

的提取$

!"#

菌株! 载体和试剂

大肠埃希菌
F)?+9"%?+%: ?',% 6F!-(

&

G<H<I<J

中国大连!菌株由浙江农林大学智能实验楼竹子课题组

保存$ 载体
AK"4!G

&

8:CA%$

!

L$#='D

&

G<H<I<J

中国大连!购自宝生物工程&大连!有限公司$ 聚合酶链式反

应试剂( 胶回收试剂盒购自宝生物工程&大连!有限公司$

!"$

基因组
%&'

提取

用改进的十六烷基三甲基溴化铵&

0G7M

!法提取
-

种竹子的基因组
6/7

"

"*

#

$ 用质量浓度为
"N5O

的普

通琼脂糖凝胶电泳与紫外分光光度法检测提取
6/7

的完整性和纯度$

!"(

引物设计和目的基因的克隆

根据公布毛竹基因组数据库的
")!!!!

基因的核酸序列设计引物&表
"

!% 由上海生工生物工程有限公

司合成$

表
!

扩增各基因的引物序列

G<;%$ " ED:C$D ($P&$>#$( &($@ Q'D #%'>:>? =9$ =<D?$= ?$>$(

基因名称 基因序列号 正向引物&

-$!!$

! 反向引物&

-$!!$

!

AD!C!C$ EF5"5555)" 770G0700RGGRGGG70000 0RR0GGG70GR0000G0

AD!C!C? EF5"55555, 777GRG0R0RRR7RR7R 007GGR7GG07G00G0007RG

AD!C!C9 EF5"555")3 77G00G007RRGGGR7G0GG0 R07R0RG00G00G707R0

AD!C!C3 EF5"555")+ 7GRG0G70GR0GR7RR07700 G7R7G770R07R000G70GRG

聚合酶链式反应&

E0I

!反应体系总体积为
+5 N5 )S

% 其中含
"55 >?

模板
6/7

) 上游引物( 下游引

物各
"N5 )C'%

*

S

""

)

)55 )C'%

*

S

""

@/GE

)

+%"3N3* >T<= G:H 6/7

聚合酶)

+N5 )S"5%E0I

反应缓冲液&内

含
K?0%

+

!$ 程序分别为
4) #

预变性
- C:>

%

4) #

变性
!5 (

%

-5 #

退火
!5 (

%

*+ #

延伸
" C:>

%

!-

个循

环%

*+ #

延伸
"5 C:>

%

) #

保存$ 各竹种至少重复
+

次% 以确保扩增结果的可靠性$ 扩增产物在质量浓

度为
"5N5 ?

*

T?

2" 琼脂糖凝胶上电泳% 稳压
"-5 L

%

!5 C:>

$ 对电泳分离后的目的片段纯化回收$

许在恩等' 倭竹族
")!!!!

非
"

类基因编码区单核苷酸多态性 ,"
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序列测定!

$%&

分析及系统进化关系分析

将回收的目的基因连接到
&'(#)!*

!

+,-&./

"载体上# 转化# 挑取单克隆进行
012

检测# 分别选取

!%

个阳性克隆进行测序# 所得准确序列用
(34-56

#

(65+&7

和
'894 7:%

等软件进行分析$

!"'

毛竹
!(!)!)

非
!

类基因生物信息学分析

用
0;<=&5;5-

软件分别对一级结构中氨基酸残基组成% 蛋白质分子质量和亲
>

疏水性及等电点等特性

的在线分析$ 用
3/=0?<+ !:%

预测
#@!A!A

蛋白中的磷酸化位点$ 用
BC0'4

软件在线预测分析蛋白中的

!!

螺旋!

!!?/.,D

#

E

"#

"!

转角!

"!=F;6

#

*

"# 无规则卷曲!

;56G<- H<,.

#

1

"以及延伸链!

/D=/6G/G +=;56G

#

8

"$

!

结果与分析

*"! #

个竹种
!(!)!)

非
!

类基因组全长的获得和序列分析

利用
@

对引物对
7

个竹种进行
012

扩增# 克隆
!"

个基因# 分别命名为
!"#$!%!&'

#

!"()!&!&*

#

!"()!%!%"

#

!"()!%!%+

#

,-($!%!%'

#

,-($!%!%*

#

,-($!%!%"

#
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#
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#
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#
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#
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#
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#
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#
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#

.-#)!&!&*

#

.-#)!&!&"

#

.-#)!&!&+

# 所

有基因序列大小见表
!

$ 各基因在不同竹种中的变异程度不同# 以测序竹种毛竹中各基因为参照序列#

#)!&!&'

基因在白纹阴阳竹和摆竹中均有插入序列# 而在鸡毛竹和唐竹中均有缺失# 且在鸡毛竹中缺失

最多$

#)!&!&*

基因在摆竹% 鸡毛竹和唐竹中均有缺失$

#)!&!&"

在唐竹中有插入序列# 而在其他
A

个竹

种中均缺失
IJ$ K&

$

#)!&!&+

基因在鸡毛竹中有插入序列# 而在其他竹种中均存在序列缺失# 且序列缺

失均约
I"" K&

# 且这些插入缺失序列均在非翻译区$ 由此可见& 扩增的
@

个基因在本族中的变异程度不

同#

#)!&!&+

基因在本族中的变异幅度最大# 其次为
#)!&!&'

# 再次为
#)!&!&"

# 最后为
#)!&!&*

# 说明
#)!

&!&*

基因在本族中进化趋势更一致些$

将基因组序列与
H(34

序列进行比对发现#

7

个竹种中所有
#)!&!&'

#

#)!&!&*

#

#)!&!&"

及
#)!&!&+

均

有
7

个外显子和
@

个内含子!表
A

"# 外显子序列所占比例均低于
7"L

$ 从内含子剪接位点的保守性看#

这些内含子均遵循
9*!49

法则$ 对
@

个基因编码序列!

H<G,6M +/NF/6H/

#

1(B

"进行比对# 显示
#)!&!&'

#

#)!&!&*

#

#)!&!&"

#

#)!&!&+

基因在不同竹种中的一致性均达到
)7L

以上# 表明各竹种间的
I@!A!A

基因高

度同源$ 因此只放
#)!&!&'

比对结果来代表
#)!&!&'

#

#)!&!&*

#

#)!&!&"

#

#)!&!&+

的比对结果!图
I
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表
*

不同竹种中
!(!)!)

基因家族的基因组长度

*5K./ ! O/6M=? <P I@!A!A M/6/+ ,6 G,PP/;/6= K5-K<< +&/H,/+

竹种
基因组长度

>K&
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"

! I)7

!
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!
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"
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!

"#

"

# )#7

!
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"

摆竹!
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"

! #)7

!
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"
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!

"!

"
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!
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"

# )##

!
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"

毛竹!

0/

"

! #)! # )A@ ! #A% ! %!%
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"S%

"

# )A%

!
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"
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!
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QA$

"

# )!#

!
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"

说明& 括号中的数字表示以毛竹为参考序列# 该基因在所对应的竹种中插入!正号表示"和缺失!负号表示"的序列$

*"* !(!)!)

非
!

类基因序列的
$%&

多样性分析

由于在非翻译区序列存在比较多的片段缺失和插入# 因此# 只对
#)!&!&'

!

ST) K&

"#

#)!&!&*

!

SS#

K&

"#

#)!&!&"

!

ST) K&

"#

#)!&!&+

!

ST$ K&

"
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序列进行
B30

分析!表
A

"$

#)!&!&'

#

#)!&!&*

#

#)!&!&"

#

#)!

&!&+

分别检测到
!#

#

#)

#

!$

及
#S

个
B30+

# 其出现频率分别为
#B30>AT K&

#

#B30>@# K&

#

#B30>A% K&

#

#B30>@$ K&

$ 经
(6+5&7

推算#

#@!A!A

家族基因的编码区都是
#@!A!A

保守结构区# 这表明
#@!A!A

基因在

编码区域受到较强的选择压力$

运用
(65+&7

软件对核苷酸多样性指数
!

分析显示#

!

#)!&!&+

U%:%%) #$

明显低于其他基因 # 其次

!

#)!&!&*

U%:%#% )T

#

!

#)!&!&'

U%:%#! #S

# 且在
#)!&!&"

中表现出最高的多态性指数
!

#)!&!&"

U%:%#7 !#

!表
A

"$

#@!A!

A

基因编码区内# 非同义突变
B30+

是同义突变的
B30+

的
AJ$

倍$ 对
#@!A!A

基因
TA

个
B30

位点进行突

变类型分析显示#

$#

个位点发生转换#

!!

个位点发生颠换# 大部分是
49

和
1*

之间的变换# 其中
#)!

T!
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图
" !"!#!$%

的编码序列比对

#$%&'( " )*$%+,(+- ./ &"!$!$% 012 3(4&(+5(3

$!$%

的
267

!

"!

个位点发生转换!

8

个位点发生颠换"

&"'$'$(

的
267

!

"9

个位点发生转换!

!

个位点

发生颠换"

&"!$!$)

的
267

!

":

个位点发生转换!

;

个位点发生颠换"

&"!$!$*

的
267

!

"!

个位点发生转

换!

<

个位点发生颠换#

!"# $%!#!#

非
!

类基因系统发生树分析

利用
=>?) @AB

软件! 对各竹种中所获基因蛋白序列构建系统进化树$图
C

%& 结果显示' 双子叶植

物拟南芥所有的
"<!!!!

基因聚类在一起! 而单子叶植物竹子和水稻的基因聚成另一大类! 进一步分类!

许在恩等' 倭竹族
"<!!!!

非
!

类基因编码区单核苷酸多态性 8!
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表
!

不同竹种中
"#!!!!

基因的
$%&

多态性

&'()* + ,-.)*/012* 3/)45/6371858 19 :;!+!+ <*9*8

基因
外显子

数量

=>?

序列

长度
@(3

外显子

比例
@A

?,B

数量

多态性频率
@

!

?,B@(3

"

转换型
?,B

颠换型

?,B

同义

?,B8

非同义

?,B8

核苷酸多样性

! "

C

!"!#!$% D EFG +$ !: :@+F :+ F D :$ "H%#! #E %I%:! EF

&"!$!$' D EE: +G :G :@;: :$ + + :$ %I%:% GF %I%:: F+

&"!$!$( D EFG +E !$ :@+% :G E ; !! %I%:D !: %I%:D F!

&"!#!#) D EF$ ;: :E :@;$ :+ ; + :; %I%%G :$ %I%:% +F

说明#

!

和
"

C

为核苷酸多样性指数$

所有竹子的
&"!#!#%

和水稻的
JK:;!(

!

L8JK:;(

"聚成一个小分支%

&"!#!#(

%

&"!#!#'

和
&"!#!#)

也是同样

的结果% 且
&"!#!#%

和
&"!#!#(

的同源性最高% 其次与
&"!#!#'

% 最后与
&"!#!#)

$ 以上结果也暗示
:;!+!+

基因家族各基因在单双子叶植物中发生不同程度的进化% 在单子叶植物中%

:;!+!+

基因家族各基因进化

程度存在差异% 基因间的进化程度快于物种的进化程度$

图
! :;!+!+

蛋白的进化树分析

K1<-6* ! B74)/<*9*01. 06** ('8*2 /9 07* ./53)*0* '519/ '.12 8*M-*9.*8 /N #;!+!+ 36/0*19 19 '6'(12/3818O 61.* '92 ('5(//

'(#

毛竹
&)*#!!!!

非
!

类基因的生物信息学分析

由上述结果可以看出# 倭竹族各竹种间
&"!#!#%

%

&"!#!#'

%

&"!#!#(

%

&"!#!#)

基因同源性
GDA

以上%

因此% 以毛竹
&"!#!#%

%

&"!#!#'

%

&"!#!#(

%

&"!#!#)

基因为代表进行的生物信息学分析$

!I;I:

毛竹
B*:;!+!+

非
!

类基因家族蛋白的理化性质分析 用
PQBR?4

在线分析
:;!+!+

基因家族各蛋白

的理化性质% 结果显示# 蛋白间理化性质比较相似% 分子量为
!$S+% T>'

% 均为酸性等电点% 谷氨酸&

丙氨酸和亮氨酸含量高% 等电点均小于
D

% 不稳定指数均高于
;%

% 属于不稳定蛋白% 平均疏水性值均为

负值% 为亲水性蛋白$ 磷酸化位点预测结果显示# 总的可能被磷酸化的位点数
:GS!;

个% 多肽链中丝氨

酸磷酸化位点% 苏氨酸磷酸化位点% 以及酪氨酸磷酸化位点的数目各不相同% 其中%

*(!"!$!$%

和
*(!"!

$!$)

可能被磷酸化的位点多达
!!

和
!;

个% 说明被磷酸化的可能性比较高$

!I;I!

毛竹
B*:;!+!+

非
!

类基因二级结构分析 用
?LBUR

软件分析
B*:;!+!+

蛋白的二级结构$ 结果显

F;
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示!图
!

"# 各蛋白中
!!

螺旋含量最高# 大于
#$%

# 无规则卷曲含量约占
"&%'(!%

#

"!

转角含量最低#

仅在
()!*+'*,-#%

# 延伸链约为
"$%

$

*

个蛋白中
!!

螺旋和无规则卷曲散布于整个蛋白结构#

"!

转角零

星分布其中# 多在蛋白质分子的表面# 以改变多肽链的方向$ 其中
./"*!!!!0

蛋白
1

端
!!

螺旋的含量明

显比其他
!

个少#

./"*!!!!/

中
"!

转角的含量最高!

*,-#+

"# 推测其多肽链转变方向更多# 结构可能更为

复杂$

图
! ./"*!!!!

家族基因二级结构的分布

23456/ ! .6/7308/7 9/0:;7<6= 98650856/ <>:;4 ./"*!!!! ?<>3@=

!

讨论

"*!!!!

基因家族是一类酸性的# 可溶性蛋白# 蛋白序列约
(&$

个氨基酸# 通常以同源二聚体或异源

二聚体存在%

"A

&

$ 研究发现' 大豆
!"#$%&' ()*

中有
"A

个
"*!!!!

基因#

"#

个基因表达 %

"B

&

# 水稻中有
A

个

"*!!!!

基因# 且每个基因都表达%

&

&

# 拟南芥中有
"!

个
"*!!!!

基因#

"(

个基因表达%

"(

&

$

"*!!!!

蛋白广泛存

在于所有真核生物中# 参与调控细胞内各种生命代谢过程# 如
"*!!!!

蛋白对代谢过程的调节#

"*!!!!

蛋

白与植物的胁迫响应等$ 基于公布的毛竹基因组数据库%

($

&

# 本研究采用本地
C@<98

在毛竹基因组数据库

中发现了
A

个
"*!!!!

基因# 同时在
0D1E

库中也找到了
A

个
0D1E

序列# 表明
A

个
"*!!!!

基因均表达#

但基因组序列上的
A

个基因与
0D1E A

条序列不能完全匹配$ 本课题组在雷竹中也检测到了
+,!-!-.

#

+,!-!-$

#

+,!-!-'

#

+,!-!-/

的表达!另文发表"$ 根据毛竹
A

个基因的序列设计引物# 从倭竹族
&

个不同

属的代表种白纹阴阳竹( 摆竹( 毛竹( 鸡毛竹和唐竹中分别克隆了其中
*

个基因#

+,!-!-0

#

+,!-!-1

#

+,!-!-'

#

+,!-!-/

# 这
*

个基因均属于非
#

类# 同一基因在各竹种间序列同源性非常高# 系统进化树显

示#

"*!!!!

基因的直系同源基因同源性大于旁系同源基因# 表明进化过程中竹种间基因的变化比较小$

从表
!

的数据看# 同一基因在不同竹种间的变异程度不同#

+,!-!-1

基因的变异程度最小# 各竹种

间仅有
('* FG

的变异$ 而
+,!-!-/

基因的变异程度最大# 与毛竹中
2'+,!-!-/

相比# 摆竹中
34+,!-!-/

缺

失
"$B FG

# 表明
+,!-!-1

基因受到的选择压力更大%

("

&

$ 深入分析序列发现# 插入或缺失的序列均存在非

编码区# 表明该家族的基因在不同竹种中的功能还比较保守$ 然而通过对编码区序列比对发现# 各基因

在不同竹种间存在比较多的
H1.

位点# 其中
A(+

的
H1.

位点会导致氨基酸变异# 表明该家族基因既有

一定的保守性# 也会发生一定的变异$ 从核苷酸多样性指数
!

数值看#

+,!-!-/

最低# 而
+,!-!-'

最高#

表明这几个基因的多态性指数还存在一定差异$

竹类植物中存在丰富的
H1.

位点%

((

&

#

H1.

位点的频率因研究样本及所研究基因而有差异# 如
8/86<!

许在恩等' 倭竹族
"*!!!!

非
#

类基因编码区单核苷酸多态性 A&
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&'()*+,+&(-,!.(/, 0,.()1.-*21(3!)*3&1(3(34 +'*&,(3

在刚竹属不同竹种间可达
# 5678$9: ;+

!

!:

"

#

77<

基因在紫

竹
!"# $%&'(

不同栽培类型间达
= 5678=%9> ;+

!

!?

"

$ 本研究中
#?!:!:

基因在不同属间频率平均为
# 5678:@9A

;+

$ 不同物种间
567

位点的频率差异也非常大# 苹果
)(*+, -+.%*(

中每
#?B ;+

就有
#

个
567

位点!

!>

"

# 核桃

/+&*($, '0&%(

中
CDE

基因中每
?% ;+

就有
#

个
567

位点 !

!$

"

# 茶树
1(.0**%( ,%$0$0,%,

中每
#A9> ;+

就有
#

个
567

位点!

!@

"

$

从氨基酸序列的一级结构看#

#?!:!:;

#

#?!:!:)

#

#?!:!:,

和
#?!:!:F

蛋白的理化性质的差异并不大#

等电点在
?9@>G?9B"

# 平均疏水性型在
""9?::G"9?AB

# 脂肪指数在
A>9::GAA9:=

# 主要由谷氨酸% 丙氨酸

和亮氨酸组成# 总的可能被磷酸化的位点数达
=BG!?

个# 表明该家族参与磷酸化的信号转导过程$ 二级

结构表明
!!

螺旋含量最高#

"!

转角含量最低# 而
7,=?!:!:,

中
"!

转角的含量最高&

?9@$H

'#

7,#?!:!:)

的

最低&

!9:?H

'# 推测#

7,#?!:!:,

的多肽链转变的方向更多# 结构可能更复杂$ 在
7,#?!:!:)

和
7,#?!:!:F

的蛋白结构多肽链的
C

端# 有一大段
!!

螺旋结构# 推测
7,#?!:!:)

和
7,#?!:!:F

的蛋白在此处存在下游

基因结合位点$

?
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