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　　摘要：利用拟南芥ａｃｔｉｎ基因序列为探针，采用电子克隆方法获得辣椒ａｃｔｉｎ基因ｃＤＮＡ序列，对其编码氨基酸序列
组成、理化性质、二级结构特点进行分析，并与其他植物ａｃｔｉｎ的进化关系进行了研究。结果表明，辣椒 ａｃｔｉｎ基因 ｃＤ
ＮＡ全长为１８６５ｂｐ，包含１个完整的开放读码框（１１３４ｂｐ），编码３７７个氨基酸，其分子量为４１７００．６ｕ，等电点为
５３１，为亲水蛋白。辣椒ａｃｔｉｎ与拟南芥ａｃｔｉｎ２同源性为９９．０％，进化关系上与番茄ａｃｔｉｎ９７亲缘关系较近。
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　　辣椒（ＣａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｍＬ．）别称秦椒、辣子、番椒等，属茄
科辣椒属一年生或多年生草本植物，原产于拉丁美洲热带地

区。辣椒以其特殊的口感与高维生素 Ｃ含量而深受消费者
喜爱，在我国大部分地区均有栽培，是重要的蔬菜作物。随着

基因高通量测序技术的迅猛发展，数据库表达序列标签（ｅｘ
ｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｓ，ＥＳＴ）序 列 数 量 激 增，电 子 克 隆
（ｉｎｓｉｌｉｃｏｃｌｏｎｉｎｇ）作为快速克隆目标基因技术应用愈加广
泛。电子克隆主要基于ＥＳＴ数据进行基因分析及试验验证，
与传统的克隆方法相比，具有高效率、低成本、操作简单等优

点，目前已在多种作物中得到了应用［１－１１］。本研究以拟南芥

ａｃｔｉｎ基因序列为探针，利用电子克隆方法获得１条辣椒ａｃｔｉｎ
基因序列，并对该基因及其编码蛋白进行生物信息学分析，旨

在为开发辣椒资源提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
以拟南芥ａｃｔｉｎ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｕ３７２８１）的 ｃＤＮＡ

序列为探针序列，采用电子克隆方法，获得辣椒ａｃｔｉｎ基因。
１．２　方法
１．２．１　ＢＬＡＳＴ搜索辣椒 ＥＳＴ数据库　以拟南芥 ａｃｔｉｎ基因
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｕ３７２８１）的 ｃＤＮＡ序列编码区为探针序
列，搜索辣椒表达序列标签（ＥＳＴ）数据库。选择ＥＳＴ序列，利
用ＣＡＰ３在线拼接软件（ｈｔｔｐ：／／ｐｂｉｌ．ｕｎｉｖ－ｌｙｏｎ１．ｆｒ／ｃａｐ３．
ｐｈｐ）进行序列拼接，将拼接后的序列作为探针再次ＢＬＡＳＴ搜
索辣椒表达序列标签数据库，直至序列无法延伸为止。最后

得到的拼接序列即为电子克隆得到的辣椒ａｃｔｉｎ基因序列。
１．２．２　辣椒ａｃｔｉｎ基因序列生物信息学分析　利用 ＮＣＢＩ开
放读码框搜寻软件 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）寻找电子克隆到的辣椒 ａｃｔｉｎ基因序列开

放读码。采用多序列比对软件Ｃｌｕｓｔａｌｗ２．１将其与拟南芥ａｃ
ｔｉｎ２基因编码的蛋白进行相似性比对分析。在线分析辣椒
ａｃｔｉｎ编码蛋白的一级结构特点（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔｍｌ），二级结构在（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．
ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝／ＮＰＳＡ／ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔ
ｍｌ）进行分析，采用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ）分析疏水性。
１．２．３　辣椒ａｃｔｉｎ基因编码蛋白同源性和进化分析　从Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中选择多个物种的ａｃｔｉｎ基因序列，利用 ＭＥＧＡ５．０５程
序对编码氨基酸序列进行同源性比对，利用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进
行氨基酸序列同源性比对分析，并构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　辣椒ａｃｔｉｎ基因ＥＳＴ序列的搜索、拼接
以辣椒ａｃｔｉｎ基因编码区为探针，在 ＮＣＢＩ网站辣椒 ＥＳＴ

数据库中进行检索，得到７条（Ｅ－ｖａｌｕｅ＝０）同源性 ＥＳＴ序
列，将序列保存到 ＦＡＳＴＡ文件中，采用在线拼接软件 ＣＡＰ３
进行拼接，得到３个ｃｏｎｔｉｇ，以ｃｏｎｔｉｇ２为探针继续对辣椒ＥＳＴ
数据库进行ＢＬＡＳＴ搜索，得到２１条序列（Ｅ－ｖａｌｕｅ＝０），拼
接得到最终ｃｏｎｔｉｇ，长度为１８６５ｂｐ，且此 ｃｏｎｔｉｇ无法再延伸，
因此判定其为电子克隆得到的辣椒 ａｃｔｉｎ基因 ｃＤＮＡ编码
序列。

２．２　辣椒ａｃｔｉｎ基因序列生物信息学分析
２．２．１　辣椒ａｃｔｉｎ基因序列开放读码分析　利用 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ
软件对辣椒ａｃｔｉｎ基因的ｃＤＮＡ序列进行分析，获得最长开放
读码框１１３４ｂｐ，起始密码子位于第３５５ｂｐ，终止密码子位于
第１４８９ｂｐ，编码３７７个氨基酸（图１）。
２．２．２　同源分析　利用 Ｃｌｕｓｔａｌｗ１．８３软件对拟南芥与辣椒
ａｃｔｉｎ基因编码的氨基酸序列进行同源比对，结果显示，二者
同源性为９９％（图２）。
２．２．３　辣椒ａｃｔｉｎ蛋白的一级结构特点　辣椒 ａｃｔｉｎ蛋白的
一级结构特点分析结果表明，该蛋白由Ａｌａ、Ａｒｇ等２０种氨基
酸组成。其中Ｇｌｙ含量最高（８．０％），Ｔｒｐ最低（１．１％），分子
量为４１７００．６ｕ，等电点为５．３１，分子式为 Ｃ１８４９Ｈ２９１５Ｎ４９３Ｏ５６３
Ｓ２０，由５８４０个原子组成，消光系数为４４６００（２８０ｎｍ），估计
半衰期为３０ｈ（哺乳动物网状细胞，体外），热稳定指数（Ⅱ）
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为３４．７５，表明其为稳定蛋白，脂溶指数为８４．５９，总平均亲水
性为－０．１９０（图３）。
２．２．４　辣椒ａｃｔｉｎ蛋白的二级结构特点　辣椒 ａｃｔｉｎ蛋白二
级结构预测结果表明，其含有α－螺旋（Ｈｈ）３３．１６％、延伸链
（Ｅｅ）２４．４０％、无规卷曲（Ｃｃ）３４．７５％、β－折叠（Ｔｔ）７．６９％。
疏水性分析结果表明，１１７位亲水性最高（－２．３６７），１４０位

Ｌｅｕ疏水性最高（２．２００），推断其为亲水性蛋白质。
２．２．５　辣椒ａｃｔｉｎ进化分析　从ＮＣＢＩ网站下载拟南芥（Ａｒａ
ｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）、番茄（Ｓｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍ）、水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉ
ｖａ）３个物种９条ａｃｔｉｎ基因编码蛋白序列，同辣椒 ａｃｔｉｎ蛋白
一起采用 ＭＥＧＡ５．０５软件构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ系统发育
树。从图４可以看出，１０条序列可分为两大分支，番茄ａｃｔｉｎ８
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（ＸＰ＿００４２４４００２）、番茄 ａｃｔｉｎ７（ＸＰ＿００４２５００６５）单组分开聚
类，番 茄 ａｃｔｉｎ９７（ＸＰ＿００４２４９２８６）、番 茄 ａｃｔｉｎ５８（ＸＰ＿
００４２３６７４７）、拟南芥ａｃｔｉｎ１１（ＮＰ＿１８７８１８）聚为１个亚组，电子
克隆到的辣椒ａｃｔｉｎ与番茄ａｃｔｉｎ９７（ＸＰ＿００４２３６７４７）亲缘关系
最近，聚在１个亚组，拟南芥 ａｃｔｉｎ８（ＮＰ＿１７５３５０）、拟南芥 ａｃ
ｔｉｎ２（ＮＰ＿１８８５０８）聚为１个亚组。

３　结论与讨论

肌动蛋白普遍存在于真核生物中，植物ａｃｔｉｎ基因起源于
共同的祖先，通过多次复制与变异保留下来，因此 ａｃｔｉｎ基因
在核苷酸与氨基酸水平上具有高度保守性、同源性。ａｃｔｉｎ基

因编码蛋白一般由３７５～３７７个氨基酸组成，分子量约 ４２ｋｕ，
是细胞骨架的主要成分之一［１２］。本试验获得的辣椒 ａｃｔｉｎ基
因编码３７７个氨基酸，分子量为４１ｋｕ，与多种植物ａｃｔｉｎ基因
核苷酸序列的同源性在８３％以上，氨基酸同源性在９７％以
上，表明ａｃｔｉｎ基因的高度保守性，可能与其参与构成细胞骨
架的重要功能紧密相关。拟南芥上至少发现了２０个ａｃｔｉｎ基
因，水稻、杨树、棉花上分别发现了１８个、２２个、１５个［１３］。不

同的基因编码、不同类型的肌动蛋白异形体参与不同的生理

活动与生命过程，如细胞器运动、花粉管顶端生长、细胞形状

控制、细胞有丝分裂等。ａｃｔｉｎ基因家族因其保守性高，在各
种组织中表达相对稳定，被视为看家基因，是研究其他基因表

达调控模式的分子内标，在定量与半定量ＰＣＲ研究中用作内
参，以确定目标基因的相对表达量［１４］。内参基因 ａｃｔｉｎ的克
隆是研究特定植物基因的重要基础，近年来已在多个物种中

分离鉴定出ａｃｔｉｎ基因。
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