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烟草蛋白酶体 α２型亚单位的克隆和序列分析
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　　摘要：为研究烟草识别病毒并将其降解为蛋白酶体基因，以拟南芥的蛋白酶体α２型亚单位基因全长 ｃＤＮＡ序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＦ０４３５２０．１）为信息探针，用电子克隆的方法从烟草栽培品种中克隆到１个蛋白酶体基因ＮｔＰＡＢ１，
并对其进行序列分析。结果表明，ＮｔＰＡＢ１包含完整的开放读码框，编码２１９个氨基酸，含有１个保守域ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ＿ａｌ
ｐｈａ＿ｔｙｐｅ＿２；通过同源比对和进化分析发现，ＮｔＰＡＢ１氨基酸序列与葡萄 ＰＡＢ１的序列一致性达到９８％。以上结果表
明，ＮｔＰＡＢ１是栽培烟草中未报道的编码蛋白酶体基因。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｒｅｎｘｕｅｌ＠１２６．ｃｏｍ。

　　马铃薯Ｙ病毒属的蚜传辅助因子（ＨＣ－Ｐｒｏ）是释放感染
所需病毒蛋白的三大蛋白酶之一［１］，ＨＣ－Ｐｒｏ抑制植物体内
起抗病毒作用的 ＲＮＡ干涉，但其具体分子机制尚无报
道［２－３］。近期研究发现，莴苣花叶病毒的 ＨＣ－Ｐｒｏ能干涉泛
素／２６Ｓ蛋白酶体系统中核心元件２０Ｓ蛋白酶体的活性，而泛
素／２６Ｓ蛋白酶体系统参与抗病毒反应［４］。Ｂａｌｌｕｔ等研究发
现，烟草花叶病毒、莴苣花叶病毒的 ＲＮＡ能够被蛋白酶体识
别水解，这暗示２０Ｓ蛋白酶体的核酸内切酶活性可能参与植
物体内的抗病毒过程［５］。

泛素／２６Ｓ蛋白酶体在植物发育的方方面面起着重要作
用，影响着一系列生理过程，包括胚胎发育和衰老［６］。泛素／
２６Ｓ蛋白酶体的核心元件是受到紧密调控并高度特异的２６Ｓ
蛋白酶体，由二级结构为圆柱形的２０Ｓ核心蛋白酶结合１个
１９Ｓ调控因子构成［７］。筒形的２０Ｓ蛋白酶体由４个环形结构
构成，包括在２个外侧的环形结构中的７个α亚基，而内侧的
２个环形结构上具有７个 β亚基，其大体的构型为 α１－α７／
β１－β７／／β１－β７／α１－α７／α１－α７［７］。尽管已经从烟草、土
豆、绿豆、豌豆等植物中纯化得到２０Ｓ蛋白酶体［８－１０］，但是目

前尚无关于栽培烟草中蛋白酶体 α２型亚单位基因序列的
报道。

随着近年来多个物种全基因组测序的完成和表达序列标

签（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｓ，ＥＳＴｓ）计划的发展，电子克隆技术
应运而生，其技术核心是利用生物信息学技术组装延伸 ＥＳＴｓ
序列，获得基因的部分乃至全长 ｃＤＮＡ序列。本研究采用电
子克隆的方法获得１个蛋白酶体 α２型亚单位基因 ＮｔＰＡＢ１，
并对其进行生物信息学分析，为进一步研究烟草中外源蛋白、

异常蛋白的降解奠定基础。

１　材料与方法

１．１　烟草ＰＡＢ１基因的电子克隆
以拟南芥的蛋白酶体 α２型亚单位基因全长 ｃＤＮＡ序列

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＦ０４３５２０．１）为信息探针［１１］，对 ＧｅｎＢａｎｋ
中ＥＳＴ＿ｏｔｈｅｒｓ数据库指定物种烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ）进行
Ｂｌａｓｔ比对，并利用菲莫公司林烟草和绒毛状烟草的全基因组
测序数据［１２］，将比对到的烟草栽培品种美国普通烟草的全部

ＥＳＴ序列使用ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒ软件进行拼接，形成重叠群
（ｃｏｎｔｉｇ）。利用拼接获得的重叠群作为探针，再次进行同源
检索、拼接，重复以上过程直至没有更多 ＥＳＴ被检出，获得普
通烟草的ＰＡＢ１ｃＤＮＡ序列。最后，再以此片段在 ＮＣＢＩ数据
中进行ＢＬＡＳＴ比对，对比其他物种同源基因的相似性和一致
性，判断拼接所得 ｃＤＮＡ片段的正确性以及读码框（ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）序列的完整性。
１．２　烟草ＰＡＢ１基因的生物信息学分析

序列比对、ＯＲＦ查找和翻译在“ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／”
提供的相应模块上完成。采用 ＥｘＰＡＳｙ网站上 Ｐｒｏｔ－Ｐａｒａｍ、
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ｐＩ／Ｍｗ对蛋白质的理化性质进行基本分析；利用在线资源的
ＳｉｇｎａｌＰ４．１、ＴａｒｇｅｔＰ１．１、ＮｅｔＰｈｏｓ、ＳＯＰＭＡ软件进行信号肽、磷
酸化位点、蛋白的二级结构分析；利用ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０、ＭＥＧＡ４．０
软件进行氨基酸序列比对和进化树分析。

２　结果与分析

２．１　烟草栽培品种ＰＡＢ１基因的电子克隆
以拟南芥的蛋白酶体 α２型亚单位基因全长 ｃＤＮＡ序列

为检索探针，对ＧｅｎＢａｎｋ中烟草ＥＳＴ数据库进行ＢＬＡＳＴ检索
分析，同时比对菲莫公司２０１３年发布的烟草基因组测序数
据［１２］，发现１０条一致性（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）、相似性（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）较高的

ＥＳＴ序列。按照“１．１”节所述方法进行重叠群分析，结果显
示，１０条 ＥＳＴ可拼接成 １条独立的 ｃＤＮＡ序列，长度为
６６０ｂｐ，暂命名ＮｔＰＡＢ１（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＰＡＢ１）（图１）。
２．２　ＮｔＰＡＢ１蛋白基本参数和可能的翻译后修饰

ＮｔＰＡＢ１蛋白含有２１９个氨基酸，分子量为２３．７１ｋｕ，等
电点（ｐＩ值）为７．８。ＮＣＢＩ保守域检测表明，ＮｔＰＡＢ１蛋白含
有１个保守域 ＰＲＯＴＥＡＳＯＭＥ＿ＡＬＰＨＡ＿１，说明所克隆的 Ｎｔ
ＰＡＢ１基因是植物蛋白酶体基因家族成员（图２）。蛋白质不
稳定指数为３４．３１，属于不稳定蛋白；脂溶指数为８８．０８，总平
均亲水性为－０．１９３，具有轻度疏水性。

　　采用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１［１３］预测 ＮｔＰＡＢ１蛋白无信号肽。利用
ＴａｒｇｅｔＰ１．１［１４］在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＴａｒｇｅｔＰ／）对推导蛋白的定位特性分析显示，ＮｔＰＡＢ１没有特
殊定位偏好性。用ＮｅｔＰｈｏｓ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖ
ｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）预测表明，ＮｔＰＡＢ１蛋白存在 ２０个磷酸化位
点，其潜在丝氨酸（Ｓｅｒ）、苏氨酸（Ｔｈｒ）、缬氨酸（Ｔｙｒ）活性位
点数分别为５、３、１个，ＮｔＰＡＢ１蛋白存在较多的磷酸化位点，
说明磷酸化位点修饰对ＰＡＢ家族蛋白的活化起着重要作用。

２．３　ＮｔＰＡＢ１蛋白的二级结构分析
通过ＳＯＰＭＡ方法分析ＮｔＰＡＢ１蛋白质的二级结构如图３

所示，可见参与 α－螺旋的氨基酸含量达到 ３７．９０％ （８３
个）；６３个氨基酸可能参与形成无规则卷曲，占２８．７７％；另外
有４９个氨基酸可能参与延伸链，占２２．３７％；２４个氨基酸可
能参与β－转角，占１０．９６％。说明 α－螺旋、无规则卷曲是
ＮｔＰＡＢ１蛋白质的主要结构。

２．４　ＮｔＰＡＢ１基因同源性分析和系统进化树分析
为分析 ＮｔＰＡＢ１与其他植物的蛋白酶体基因的同源性，

在ＮＣＢＩ数据库中进行 ＢＬＡＳＴｐ。结果表明，ＮｔＰＡＢ１所编码
的蛋白质的氨基酸序列与葡萄同源基因氨基酸相似性最高，

达到９８％，而在林烟草和本式烟草中未能找到该基因的同源

基因。另外ＮｔＰＡＢ１与杨树、百脉根、可可的相关基因的相似
性达到８５％以上。从 ＧｅｎＢａｎｋ上获得的多个植物 ＰＡＢ同源
基因编码蛋白的氨基酸序列，经过 ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０比对后生成
ａｌｎ比对文件，然后利用进化分析软件 ＭＥＧＡ４．０打开比对文
件，采用邻接（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｔ，Ｎ－Ｊ）算法构建系统进化
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树［１５－１６］。分析结果表明，ＮｔＰＡＢ１与葡萄ＰＡＢ基因编码蛋白 进化关系更近（图４）。

３　结论与讨论

马铃薯Ｙ病毒属（ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＹ，ＰＶＹ）是包含范围广、增
殖过程复杂但基因组简单的一类重要病毒，对农业生产造成

重大的经济损失［１７］。特别是在烟草行业，烟草马铃薯Ｙ病毒
分布于世界各烟区。在中国，近年来马铃薯 Ｙ病毒也有逐年
加重的趋势，在马铃薯、烟草及蔬菜混种或间种的地区发病尤

为严重，已经成为导致烟草减产和品质下降的主要病毒之一。

国外研究调查显示，烟草感染 ＰＶＹ后，其单位面积产值减少
１１％～１８％，烟叶等级指数也降低３６％～６２％。

近年来，随着生物技术的发展，发现了许多 ＰＶＹ侵染循
环中的作用因子，加深了对 ＰＶＹ侵染过程中各项机制的研
究。ＨＣ－Ｐｒｏ对于ＰＶＹ的传播至关重要，但是其具体分子机
制尚未研究清楚。Ｂａｌｌｕｔ等研究表明，莴苣花叶病毒的 ＨＣ－
Ｐｒｏ能够结合２０Ｓ蛋白酶体［４］。因此可知，２０Ｓ蛋白酶体对于
植物抵御病毒的危害具有重要作用。

本研究通过电子克隆方法从烟草栽培品种中克隆到１个
２０Ｓ蛋白酶体基因ＮｔＰＡＢ１，为利用该基因培育抗ＰＶＹ病毒栽
培烟草品系奠定了理论基础。下一步工作是通过改变烟草

２０Ｓ蛋白酶体的序列，使得ＰＶＹ病毒的ＨＣ－Ｐｒｏ无法识别靶
标序列，从而达到抗ＰＶＹ的目的。
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ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆ
ＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄ ＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，１９９８，９５（２２）：
１３０７９－１３０８４．　

［３］ＢｒｉｇｎｅｔｉＧ，ＶｏｉｎｎｅｔＯ，ＬｉＷＸ，ｅｔａｌ．Ｖｉｒａｌｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ
ａｒｅｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎＮｉｃｏｔｉａｎａｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ［Ｊ］．
ＴｈｅＥＭＢＯＪｏｕｒｎａｌ，１９９８，１７（２２）：６７３９－６７４６．

［４］ＢａｌｌｕｔＬ，ＤｒｕｃｋｅｒＭ，ＰｕｇｎｉèｒｅＭ，ｅｔａｌ．ＨｃＰｒｏ，ａｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｏ
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ｆｅｃｔｓｉｔｓｅｎｚｙｍｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＶｉｒｏｌｏｇｙ，
２００５，８６（９）：２５９５－２６０３．

［５］ＢａｌｌｕｔＬ，ＰｅｔｉｔＦ，ＭｏｕｚｅｙａｒＳ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｓｕｎｆｌｏｗｅｒ［Ｊ］．
ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔＢｉｏｐｈｙｓｉｃａａｃｔａ，２００３，１６４５（１）：３０－３９．

［６］ＨｅｌｌｍａｎｎＨ，ＥｓｔｅｌｌｅＭ．Ｐｌａｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ：Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｙｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００２，２９７（５５８２）：７９３－７９７．

［７］ＶｉｅｒｓｔｒａＲＤ．Ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓｉｎｐｌａｎｔｓ：ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．
ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，１９９６，３２（１／２）：２７５－３０２．
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５５（１）：１１４－１２１．

［９］ＫｒｅｍｐＡ，ＳｃｈｌｉｅｐｈａｃｋｅＭ，ＫｕｌｌＵ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｓｏｍｅｓｅｘｉｓｔｉｎｐｌａｎｔｃｅｌｌｓ
ｔｏｏ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＣｅｌｌＲｅｓｅａｒｃｈ，１９８６，１６６（２）：５５３－５５７．

［１０］ＳｋｏｄａＢ，ＭａｌｅｋＬ．Ｄｒｙｐｅａｓｅｅｄｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ：ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｅｎｚｙ
ｍｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９２，９９（４）：１５１５－１５１９．
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２０Ｓｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ［Ｊ］．
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９９８，１４９（２）：６７７－６９２．

［１２］ＳｉｅｒｒｏＮ，ＢａｔｔｅｙＪＮ，ＯｕａｄｉＳ，ｅｔａｌ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｏｍｅｓａｎｄｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｏｆＮｉｃｏｔｉａｎａｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓａｎｄＮｉｃｏｔｉａｎａｔｏｍｅｎｔｏｓｉｆｏｒｍｉｓ［Ｊ］．
ＧｅｎｏｍｅＢｉｏｌｏｇｙ，２０１３，１４（６）：Ｒ６０．

［１３］ＰｅｔｅｒｓｅｎＴＮ，ＢｒｕｎａｋＳ，ｖｏｎＨｅｉｊｎｅＧ，ｅｔａｌ．ＳｉｇｎａｌＰ４．０：ｄｉｓｃｒｉｍｉ
ｎａｔｉｎｇｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｆｒｏｍ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｇｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ
Ｍｅｔｈｏｄｓ，２０１１，８（１０）：７８５－７８６．

［１４］ＥｍａｎｕｅｌｓｓｏｎＯ，ＢｒｕｎａｋＳ，ｖｏｎＨｅｉｊｎｅＧ，ｅｔａｌ．Ｌｏｃａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ
ｔｈｅｃｅｌｌｕｓｉｎｇＴａｒｇｅｔＰ，ＳｉｇｎａｌＰａｎｄｒｅｌａｔｅｄｔｏｏｌｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，２００７，２（４）：９５３－９７１．

［１５］ＳａｉｔｏｕＮ，ＮｅｉＭ．Ｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ：ａｎｅｗｍｅｔｈｏｄｆｏｒ
ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙａｎｄ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，１９８７，４（４）：４０６－４２５．

［１６］ＴａｍｕｒａＫ，ＤｕｄｌｅｙＪ，ＮｅｉＭ，ｅｔａｌ．ＭＥＧＡ４：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ（ＭＥＧＡ）ｓｏｆｔｗａｒｅｖｅｒｓｉｏｎ４．０［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２００７，２４（８）：１５９６－１５９９．

［１７］李萌萌，陈士华，吴兴泉．马铃薯块茎坏死环斑病研究进展［Ｊ］．
江苏农业科学，２０１５，４３（４）：１４３－１４６．
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