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摘要: 应用 RT-PCR 和 RACE 法从麻疯树总 RNA 中分离出 pepc 基因全长 cDNA, 长度为 3 142 bp, 阅读框 2 898 bp,

编码 965 个氨基酸, 在 GenBank 中登录, 序列号为 EU069413。它的氨基酸序列与蓖麻、陆地棉、橙、大豆、花生、烟

草、油菜、拟南芥的氨基酸同源性分别为 94. 94% 、92. 46% 、90. 60% 、90. 50% 、90. 50% 、88. 33% 、84. 61% 、82. 44% 。

该基因编码了 pepc 基因家族中的 pepc1, 蛋白属于 C3 型 PEPC。推测了 pepc 编码蛋白分子量为 110. 6 kD, 并对其稳

定性、二级结构、疏水性等特性进行了分析, 最后确定了该蛋白的功能位点和结构域。
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Abstract: Applying RT-PCR and RACE method, 3 142 bp pepc gene was isolated from Jatropha curcas. The

sequence analysis showes that the pepc gene including an open reading frame is 2 898 bp in length, and encodes a

protein of 965 amino acid. Its amino acid sequence shares 94. 94% , 92. 46% , 90. 60% , 90. 50% , 90. 50% ,

88. 33% , 84. 61% , 82. 44% identity with those of pepc from Ricinus communis, Gossypium hirsutum, Citrus

sinensis, Glycine max, Arachis hypogaea, Nicotiana tabacum, Brassica napus, Arabidopsis thaliana, respectively.

The pepc gene has been accepted by GenBank, and the accession number of gene sequence is EU069413. The

deduced protein molecular weight of pepc is 110. 6 kD, and belong to pepc1 in gene family and C3 form. Its

stability, secondary structure, hydrophobicity profile were analysed, and the functional sites and characterized

domains were confirmed.
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  麻疯树 ( Jatropha curcas L. ) 又名小桐子, 为大

戟科 ( Euphorbiaceae) 麻疯树属 ( Jacropha L. ) 落叶

灌木或小乔木, 我国主要分布在广东、广西、云南、

贵州、四川、台湾、福建、海南等省区的热带及干热

河谷地区, 为栽培或半野生状态。麻疯树种仁中含

油量可达 60% 以上 , 是制备生物柴油的理想材料,

同时也是一个优秀的脂肪酸基因供体植物。

磷酸 烯醇 式 丙酮 酸 羧化 酶 ( PEPCase, 简 称
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PEPC) 主 参与植物 C4 代谢途径 CO2 固定作用,

最终提高 C4 植物的光合效率。目前, 对其在拟南

芥 ( Arabidopsis thaliana L. ) [ 1 ]
、玉 米 ( Zea mays

L. ) [ 2]
、高粱 ( Sorghum vulgare Pers. ) [ 3 ]

、蓖麻( Rici-

nus communis L. )
[ 4 ]

等植物和一些 C4 型草类
[ 5 - 7 ]

中的功能都有较深入的研究。利用生物技术将编

码 PEPC 的基因 pepc 转入 C3 植物 , 为改善 C3 植物

光合作用提供了一条重要的研究途径。另一方面,

在提高植物脂肪酸含量上 , PEPC 近年来也越来越

受到研究者的关注。蛋白质是光合作用的主要产

物, 据 Sugimoto 等
[ 8]

报道, 大豆 ( Giycine max ( L. )

Merrill) 的油脂含量与蛋白质含量呈高度的负相

关, 油菜 ( Brassica napus L. ) 中也存在这种情况 , 根

据陈锦清等
[ 9 - 11 ]

提出的“底物竞争”假说, PEPC 活

性的抑制有利于更多的碳源用于脂肪酸的合成。

此后, 应用 pepc 基因反义导入植物、微生物调控脂

肪酸合成的研究也陆续报道。候李君等
[ 1 2]

将蓝藻

的 pepcA 基因正反义导入大肠杆菌 , 结果显示, 转

反义插入 pepcA基因的宿主菌脂类含量增加, 蛋白

质含量下降 , 而转正义 pepcA 基因的宿主菌出现了

相反的结果 , 进一步支持了“底物竞争”假说。此

外, 大豆
[ 13 ]

、水稻 ( Oryza sativa L. ) [ 1 4]
也获得了反

义 pepc 转基因材料 , 提高了籽粒的油脂含量。因

此, 通过反义抑制技术控制麻疯树 pepc 基因的表

达, 是提高麻疯树种子含油量的有效途径。本研究

从麻疯树克隆了 pepc 基因全长 cDNA, 并对其所编

码的氨基酸序列进行了生物信息学分析, 为鉴定麻

疯树 pepc 基因功能和进一步培育高油麻疯树新品

种奠定了前期基础。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

植物材料: 麻疯树未成熟种子采自贵州省贞丰

县, 为防止种子 RNA 在运输途中降解, 于 5 月至 8

月在原产地摘下果实后迅速剥出种仁, 切碎, 浸泡在

TaKaRa 公司生产的 Sample Protector 中, 邮寄收货后

弃保存液, 立即放入 - 80 ℃冰箱冷藏。

菌株和质粒: 大肠杆菌( Escherichia coli ( T. Es-

cherich 1885) ) DH5α购自 TaKaRa 公司, pGEM-T

vector 购自 Promage 公司。

试剂与酶: 总 RNA 提取试剂植物 RNAout 购自

天泽基因公司 , 反转录酶 ( AMV) 、PCR 试剂、限制

性内切酶、T4 DNA 连接酶和其它工具酶购自 TaKa-

Ra 公司 , RACE 试剂盒购自 Clontech 公司 , PCR 引

物由上海生工合成 , 凝胶回收试剂盒购自博大泰克

公司。

1.2 试验方法

1. 2. 1 种子 RNA 提取  将种子碎块在液氮中迅

速研磨成粉末状, 取 50 ～ 100 mg 转入 1. 5 mL 离

心管中, 具体步骤按植物 RNAout 操作手册进行。

提取完毕后取 5 μL RNA 用 1% 的琼脂糖凝胶电泳

检测。

1. 2. 2 引物设计与 RT-PCR 扩增 cDNA 第一链合

成按 TaKaRa AMV 反应步骤进行, pepc 基因 3’端的

PCR 扩增所用引物根据 GenBank 中麻疯树、绿玉树

( Euphorbia tirucalli L. ) 、陆地棉( Gossypium hirsutum

L. ) 、油菜等基因序列, 利用 Primer 5. 0 软件设计: 上

游引物: 5′GCAATACCATGGATCTTCG3′; 下游引物:

5′TTAACCGGTATTTTGCATTC3′。20 μL 反应体系,

94 ℃预变性 4 min, 94 ℃ 1 min, 49 ℃ 1 min, 72 ℃ 1

min, 经 30 个循环后, 72 ℃延伸 7 min。

1. 2. 3 5′RACE 扩增全长 cDNA 根据获得的 3�端

cDNA 片段设计基因特异性引物( GSP1) 和巢式基因

特异性引物 ( GSP2) 。GSP1: 5′CCAGCAGCAATGC-

CCTTCATGGTCAA 3′; GSP2: 5′TGCTGCACCAAAGC-

CAAGCCAGACTG 3′。 按 Clontech 的 SMARTTM

RACE cDNA Amplification Kit操作手册进行 5′RACE

扩增。

1. 2. 4 PCR 产物的克隆 利用凝胶回收试剂盒电

泳回收 PCR 产物, 并与 TA 克隆载体 pGEM-T vector

连接, 4 ℃过夜, 转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞,

在含 X-gal 的 Amp 平板上筛选重组子, 重组子经酶

切后作电泳鉴定。

1. 2. 5 核酸、氨基酸生物信息学分析 提取重组子

质粒后送上海生工测序, 用 Primer5. 0 分析基因序

列, 用 DNAman 进行同源性序列比对。运用 NCBI

中保守功能域( CDD) 搜索程序分析结构功能域。在

数据库 ( http: / / cn. expasy. org/prosite/ ) 搜索蛋白质

Motif。

2 结果与分析

2.1 麻疯树未成熟种子总 RNA 提取

植物组织中的 RNA 非常容易降解, 最好用鲜样

提取, 作者的实验材料来自贵州省, 因此运输中的样
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品保存是个十分关键的问题。经反复试验, TAKA-

RA 的 Sample Protector 可在常温下保存样品 1 周。

将麻疯树种仁浸泡在 Sample Protector 中, 经过贵州

贞丰至浙江富阳的长途运输, 提取总 RNA, 其 OD260 /

OD28 0为 1. 91, 电泳显示 28 S rRNA 和 18 S rRNA 都

比较清晰明亮( 图 1) , RNA 完整性较好。

M: 标准分子量 ; 1、2: 麻疯树总 RNA

图 1 麻疯树种子总 RNA

2.2 pepc 基因 cDNA 的分离

通过两步法 RT-PCR 反应, 电泳后出现一条特

异性的亮带( 图 2) , 大小在 600 bp 左右, 与预期片段

一致, TA 克隆到 pGEM-T vector 后测序, 测序结果与

其它物种的 pepc 基因进行比对, 发现该片段长 597

bp, 为 pepc 基因的 3’末端, 最末端碱基截至到终止

密码子。将 该片 段 在 GenBank 中 登 录, 登 录号

为 EF158047。

M: 标准分子量 DL2000; 1、2 : RT-PCR 产物

图 2 pepc 基因 3�端 RT-PCR 扩增

根据 3’端的测序结果设计了一对 5’RACE 特

异引物 GSP1 和 GSP2, 以总 RNA 为模板, 反转录第

1 链 cDNA, 第 1 次 PCR 反应后, 将反应产物稀释 20

倍, 再进行第 2 次巢式 PCR, 电泳结果显示: 第 1 次

反应出现了 1 条分子量较大的带和几条较小的带

( 图 3) , 较大的带在 2 000 ～ 3000 bp 之间, 经第 2

次 PCR 之 后, 较 大 的带 继 续存 在, 回收 克 隆到

pGEM-T vector 后测序。

M: 标准分子量 ; 1、2: 巢式 PCR 反应产物 ;

3、4: 第一次 PCR 反应产物

图 3 pepc 基因 5�RACE反应

2.3 PCR 产物测序与分析

测序得知该片段长 2 617 bp, 应用 InforMax 软件

中的 AlignX 与其他物种进行比对, 表明该片段是麻疯

树 pepc 基因 cDNA 片段。将 5’端和 3’端拼接后, 所

得 cDNA 长 3 142 bp, 包括一个 2 898 bp 的开放阅读

框, 在起始密码子前还有一段 244 bp 的序列。将核苷

酸序列在 NCBI 服务器上用 Blast搜索软件进行同源

基因检索, 结果表明: 与数据库其他植物的磷酸烯醇

式丙酮酸羧化酶基因序列有较高的同源性, 选择部分

植物的基因运用 DNAman 进行多重序列比对, 与蓖

麻、油菜、烟草( Nicotiana tabacum L. ) 、拟南芥的序列

同源性分别为 89% 、75%、79% 、77% , 证明克隆的片

段为麻疯树的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶基因 cDNA

全长。在 GenBank中登录, 序列号为 EU069413。

2.4 PEPC 蛋白氨基酸序列同源性及系统进化

分析

运用 Primer5. 0 软件将 cDNA 序列翻译成氨基

酸序列, 结果得到麻疯树 pepc 基因编码 965 个氨基

酸, 与油菜、大豆、烟草、花生( Arachis hypogaea L. ) 、

橙( Citrus sinensis( L. ) Osbeck) 、蓖麻、陆地棉、拟南

芥的编码序列进行多重比对分析, 结果表明: 它与蓖

麻的氨基酸同源性最高, 可达 94. 94% ; 其次是陆地

棉, 为 92. 46% ; 与橙、大豆、花生、烟草、油菜、拟南

芥的同源性分别 为 90. 60% 、90. 50% 、90. 50% 、

88. 33% 、84. 61% 、82. 44% 。

对这几个氨基酸序列进行进一步的系统进化分

析( 图 4) , 可发现麻疯树与蓖麻的最先聚合, 接着与

陆地棉聚合, 然后与花生和玉米聚合, 与麻疯树

PEPC 进化关系较远的是拟南芥和油菜。在进化树

上最先聚合的是亲缘关系较近的物种, 如油菜和拟

南芥都是十字花科 ( Brassicaceae) 植物, 因此它们遗
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传距离最近, 而麻疯树和蓖麻同属于大戟科 ( Eu-

phorbiaceae) , 相对于上述其它物种遗传距离也应该

是最近的。

此外, 在图 4 中可以看出: 麻疯树 PEPC 与蓖麻

2 个基因家族中的 PEPC1 先聚合, 而其他 2 个成员

PEPC3 和 PEPC4 距离较远, 其他含有多个 PEPC 基

因家族成员的植物如陆地棉、大豆、拟南芥, 它们的

PEPC1 较其他成员而言与本研究克隆的 pepc 基因

编码的蛋白遗传距离更近, 因此, 本研究克隆的 pepc

基因属于基因家族中的 PEPC1。

图 4 麻疯树 PEPCase 的进化树

  研究表明: C4 型 PEPC 的 C 末端对应于第 774

位或左右附近的一个氨基酸残基都为丝氨酸 ( S) ,

而所有 C3 型植物 PEPC 相应位置均为丙氨酸 ( A) 。

本研究克隆的麻疯树 PEPC 在 C 末端第 774 位氨基

酸是丙氨酸, 表明是一个 C3 型基因。

2.5 麻疯树 pepc基因编码的蛋白质特性及功能位

点、结构功能域确定

麻疯树 pepc 基因编码的蛋白质推测其分子量为

110. 6 kD, 该蛋白酸性氨基酸占总氨基酸的 14. 6% ,

碱性氨基酸占总氨 基酸的 13. 5% , 理 论等电点

6. 18, 稳定系数为 46. 5, 单条肽链属于不稳定蛋白。

用 DNAman分析蛋白的二级结构, α螺旋 ( α-helix,

373 个 AA) 占 38. 56% , β折叠片 ( β-pleated sheet,

107 个 AA) 占11. 09% , 无规卷曲 ( Coil, 485 个 AA)

占 50. 26% , 说明麻疯树 pepc 基因编码的蛋白质主

要以无规卷曲为主, 间或 α螺旋和 β折叠。经亲水

性 /疏水性及跨膜蛋白分析、信号肽分析, 该蛋白无

跨膜区及信号肽。

所有的 PEPC 氨基酸序列由 2 个不同的区域构

成, 1 个保守区域( C 末端区) 和 1 个可变区域 ( N末

端区) , C 末端有 100 个氨基酸总是保守不变的。本

文选择的几个物种 PEPC 都为 C3 型, 其氨基酸序列

具有多个高度保守的序列, 在麻疯树 PEPC 的第 159

至 312 个氨基酸之间这些物种仅有 12 个氨基酸略

有差异, 其它都是不变的保守序列, 另一处较大的保

守区在 745 和 789 个氨基酸之间, 除拟南芥以外, 这

45 个氨基酸在这几个物种间是共有的序列。

由于 C 末端的高度保守, 来源不同的 PEPC 长

度的差异似乎由在 N末端或内部区域中添加或缺失

额外的序列引起的。有几个高度保守的残基和基序

可能与酶的活性位点和调控有关。通过 CDD 搜索,

发现在 11 ～ 965 氨基酸位点之间是一个典型的大

Ppc 结构域 ( 图 5-a) 。根据 PROSITE 数据库分析,

其氨基酸序列含有 2 个大的 PEPC 活性位点, 分别

位于 168 ～ 179 氨基酸位点( PS00781, VlTAHPTQs-

vRR) 和 591 ～ 603 氨基酸位点( PS00393, VMIGYS-

DSgKDAG) ( 图 5-b) 。搜索蛋白质的 Motif, 发现 46

个功能位点 ( 图 5-c ) , 分为 7 种模式: 3 个依赖于

cAMP和 cGMP的蛋白激酶磷酸化位点 ( cAMP- and

cGMP-dependent protein kinase phosphorylation site,

PS00004) , 15 个酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点 ( Casein

kinase Ⅱ phosphorylation site, PS00006) , 16 个蛋白

激酶 C 磷酸化位点 ( Protein kinase C phosphorylation

site, PS00005) , 2 个 N-端糖基化位点 ( N-glycosyla-

tion site, PS00001) , 1 个酰胺化位点( Amidation site,

PS00009) , 7 个 N-端十四烷酰化位点 ( N-myristoyla-

tion site, PS00008 ) , 2 个酪氨酸激酶磷酸化位点

( Tyrosine kinase phosphorylation site, PS00007) 。

253



第 3 期 范正琪等: 麻疯树磷酸烯酮式丙酮酸羧化酶 pepc 基因全长 cDNA 克隆及序列分析

a: PEPC 的保守区 ; b: 2 个大的 PEPC 活性位点 ; c: EPC 功能位点

图 5 疯树 PEPC 蛋白的保守功能结构区域分析

3 讨论

PEPC 是植物特别是 C4 和 CAM 植物光合作用

的关键酶, 而在 C3 植物中, 该酶为 Krebs 循环补充

四碳二羧酸水平起着回补反应的功能
[ 15 ]

。菊科

( Asteraceae) 黄菊属 ( Flaveria Juss. ) 植物是研究 C4

PEPC 进化的一个独特例子, 黄菊属的一些物种分别

含有 C3、C4 及 C3 -C4 中间型 PEPC, 研究证明了 C4

PEPC 基因是由 C3 PEPC 基因进化而来的
[ 16]

。已有

大量的研究投入在应用 pepc 基因的超表达提高 C3

植物如水稻
[ 17 - 18 ]

、小麦
[ 1 9 - 2 0]

等经济作物的光合速

率, 以期达到提高产量的目的。

目前, 麻疯树 pepc 基因只克隆到了 3’末端的片

段
[ 21]

, pepc 基因在 C 末端的高度保守为 pepc 基因的

克隆提供了可靠的序列信息, 本研究是根据多个物

种 pepc 基因的比对后, 首先克隆了麻疯树 pepc 基因

3’末端的 cDNA 序列片段, 然后才进行 5’RACE 最

后获得全长的。它的氨基酸序列在进化树中最先与

同一个科大戟科的蓖麻聚合, 遗传距离最近, 然后才

与锦葵科( Malvaceae) 的落地棉、芸香科 ( Rutaceae)

的橙、豆科 ( Leguminosae) 的大豆和花生聚合, 与十

字花科的油菜和拟南芥距离较远, 表明 PEPC 在进

化过程中既具有较强的保守性, 又存在不同的种属

间的差异。

籽粒脂肪酸含量的提高一直是油料植物分子育

种的难点。自从提出“底物竞争”假说以后, 人们开始

利用 pepc 基因的反义抑制使光合作用产物从蛋白质

方向到脂肪酸方向转化, 从而提高脂肪酸的含量, 已

经获得成功并得到高油新品种的有油菜
[ 11 ]

、大豆
[ 13]

、

水稻
[ 14]

等作物。本研究以麻疯树未成熟种子总 RNA
为模板, 利用 RT-PCR 和 5’RACE 克隆了 pepc 基因全

长 cDNA, 而且作者已经构建了麻疯树 pepc 基因的正

义、反义表达载体, 试图将该基因正向、反向插入植物

基因组, 为“底物竞争”假说奠定坚实的实验基础, 并

为培育高油麻疯树新品种提供参考依据。
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