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　　摘要：植物的丝氨酸羧肽酶（ｓｅｒｉｎｅｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅｓ，简称ＳＣＰ）是一类属于 α／β水解酶家族的蛋白酶，在许多生
化途径（包括次生代谢产物的生物合成、催化酰基转移、除草剂共轭、种子萌发相关蛋白质的降解过程）中起着重要作

用。丝氨酸羧肽酶基因是植物的一种抗逆基因，在植物生长发育及抵抗逆境方面发挥着重要作用。蓖麻作为重要的

油料作物，用途广泛。本研究利用ｃＤＮＡ末端快速克隆（ＲＡＣＥ）方法克隆蓖麻ＲｃＳＣＰ基因的３′端、５′端片段，最后设计
全长引物获得蓖麻ＲｃＳＣＰ全长序列，并对其进行生物信息学分析。结果表明，丝氨酸羧肽酶蛋白基因的ｃＤＮＡ完整开
放阅读框序列为１３７７ｂｐ，推测它可编码４５８个氨基酸；蓖麻ＲｃＳＣＰ蛋白含有丝氨酸羧肽酶蛋白家族保守区，预测它
定位于细胞质中。
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　　丝氨酸羧肽酶（ｓｅｒｉｎｅｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅｓ，简称 ＳＣＰ）是一
类属于α／β水解酶家族的蛋白酶，在植物生长发育过程中参
与多肽和蛋白质的加工、修饰、降解等多个重要环节，并且在

许多生化途径包括次生代谢产物的生物合成、催化酰基转移、

除草剂共轭、种子萌发相关蛋白质降解过程中起着重要作

用［１］。目前，已从多种植物中分离得到 ＳＣＰ蛋白及丝氨酸羧
肽酶类蛋白（ｓｅｒｉｎｅｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅｓ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｓ，简称

ＳＣＰＬｓ）［２－４］。ＳＣＰ基因是一种抗逆基因，在植物生长发育及
抵抗逆境方面起着重要作用。叶玲飞通过对水稻耐旱方面的

研究发现，水稻ＯｓＳＣＰ基因缺失会导致植株耐旱性和耐高温
性降低［５］，表明ＳＣＰ基因在耐旱、耐高温方面发挥重要作用；
刘丽等将玉米ＺｍＳＣＰ基因导入到烟草中发现，转基因烟草的
抗病性、耐盐性、抗氧化性均有提高，且其自身防卫基因的表

达量也有明显升高［６］，这些均表明ＳＣＰ基因在植物抵抗逆境
方面起着重要作用。

蓖麻（ＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．）是世界十大油料作物之一，是
双子叶一年生或多年生大戟科蓖麻属草本植物［７］。蓖麻原

产于非洲，属热带多年生灌木，我国的蓖麻由印度传入，至今

已有１４００多年的历史［８］。蓖麻有７００多种工业用途，主要
用途是从蓖麻籽粒中提取蓖麻油［９］。蓖麻根系发达，枝叶生

长量大，能在沙化土壤中生长，起到防风固沙的作用。蓖麻育

种的研究主要集中在诱变育种和杂交育种方面，已育成一批

旨在提高产量和改善品质的新品种，在生产上取得显著的成

绩［７］。然而针对抵抗逆境育种的研究很少，关于蓖麻抗逆相

关基因功能及抗逆分子育种的研究很少。研究表明，ＳＣＰ在
植物抵抗逆境方面起重要作用。本研究以蓖麻为材料，采用

ｃＤＮＡ末端快速克隆（ｒａｐｉｄ－ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ，简称
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ＲＡＣＥ）等技术，获取蓖麻丝氨酸羧肽酶基因ＲｃＳＣＰ，并进行生
物信息学分析，为进一步研究ＲｃＳＣＰ基因的转化及功能验证
奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
蓖麻种植于内蒙古民族大学植物生物技术实训室，品种

为通蓖５号，取新鲜叶片为供试材料。ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、
克隆载体ｐＭＤ１８－Ｔ、３′ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ试剂盒均购自宝生
物工程（大连）有限公司，感受态细胞ＪＭ１０９保存于笔者所在
实验室，其他试剂均为国产分析纯。

１．２　蓖麻叶片总ＲＮＡ的提取及引物设计
使用改良的 ＴＲＩｚｏｌ提取法提取总 ＲＮＡ［１０－１１］，几乎没有

ＤＮＡ和蛋白质的污染，其纯度较高且具有较好的效果。采用
ＲＡＣＥ法克隆蓖麻ＳＣＰ基因ｃＤＮＡ全长。根据其他植物上的
ＮＨＸ蛋白的保守序列设计，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件，设
计３′ＲＡＣＥ简并引物３Ｆ１、３Ｆ２；结合已经克隆得到的蓖麻ＳＣＰ
３′端基因片段，设计５′ＲＡＣＥ特异性引物５Ｆ１、５Ｆ２；采用ＤＮＡ
ＭＡＮ软件对测定的核苷酸５′端、３′端序列进行电子序列的拼
接合并，从而获得ｃＤＮＡ全长，在该基因编码区域的两端设计
全长特异性引物Ｆ、Ｒ。各引物序列见表１。

表１　ＲｃＳＣＰ基因克隆引物

引物名称 引物序列（５′→３′）
３Ｆ１ ＣＲＧＲＲＧＣＷＴＧＢＴＣＭＴＣＲＣＳＧＧＭＧＷＡ
３Ｆ２ ＴＷＴＧＹＴＳＣＴＮＡＲＣＴＳＧＣＫＣＡＷＣＴＳＡ
５Ｆ１ ＡＡＴＣＣＡＴＧＡＧＡＣＣＡＧＡＡＧＡＡＣＴＣＡＧ
５Ｆ２ ＧＧＡＴＴＧＣＣＴＡＧＡＧＣＡＡＣＧＣＣＴＴＴＣＡ
Ｆ ＡＴＧＧＡＡＡＴＡＡＴＧＧＣＡＴＴＴＧＣＡＧＴＧＧ
Ｒ ＴＣＡＧＡＡＴＧＣＴＴＣＣＧＧＴＡＧＡＧＧＣＴＧＣ

　　注：Ｗ、Ｍ、Ｂ、Ｒ、Ｙ、Ｎ、Ｓ、Ｋ为简并碱基。

１．３　蓖麻ＳＣＰ基因全长ｃＤＮＡ的克隆
蓖麻ＳＣＰ基因 ３′端片段克隆按照 ３′－ＦｕｌｌＲＡＣＥＣｏｒｅ

ＳｅｔｗｉｔｈＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴａｓｅ（６１０６，ＴａＫａＲａ）试剂盒说明书进
行。使用３′ＲＡＣＥＡｄａｐｔｏｒ（来自３′－ＦｕｌｌＲＡＣＥＣｏｒｅ）为反转
录引物进行反转录，反应条件：４２℃ ６０ｍｉｎ；７０℃ １５ｍｉｎ；
４℃ 保存。第 １轮 ＰＣＲ利用引物 ３Ｆ１和 ３′ＲＡＣＥＯｕｔｅｒ
Ｐｒｉｍｅｒ（来自 ３′－ＦｕｌｌＲＡＣＥＣｏｒｅ）进行扩增，反应条件为
９４℃３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５６℃ ４０ｓ，７２℃ ６０ｓ，２０个循环；
７２℃ １０ｍｉｎ；４℃保存。第 ２轮 ＰＣＲ利用引物 ３Ｆ２和 ３′
ＲＡＣＥＩｎｎｅｒＰｒｉｍｅｒ（来自３′－ＦｕｌｌＲＡＣＥＣｏｒｅ）进行扩增，反应
条件为９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６℃４０ｓ，７２℃６０ｓ，３０个循
环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保存。蓖麻 ＳＣＰ基因５′端片段克隆反
应按照５′－ＦｕｌｌＲＡＣＥＫｉｔｗｉｔｈＴＡＰ（６１０７，ＴａＫａＲａ）说明书进
行。使用Ｒａｎｄｏｍ９ｍｅｒｓ（来自５′－ＦｕｌｌＲＡＣＥＫｉｔ）为反转录
引物进行反转录获得ｃＤＮＡ第１条链。第１轮ＰＣＲ利用引物
５Ｆ１和５′ＲＡＣＥＯｕｔｅｒＰｒｉｍｅｒ（来自５′－ＦｕｌｌＲＡＣＥＫｉｔ）进行扩
增，反应条件为９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃４０ｓ，７２℃６０ｓ，
２０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；４℃保存。第２轮 ＰＣＲ利用引物
５Ｆ２和５′ＲＡＣＥＩｎｎｅｒＰｒｉｍｅｒ（来自５′－ＦｕｌｌＲＡＣＥＫｉｔ）进行扩
增，反应条件为９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃４０ｓ，７２℃６０ｓ，
３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保存。反转录使用 ＯｌｉｇｏｄＴ为

引物，反应条件为６５℃ ５ｍｉｎ；４２℃ ６０ｍｉｎ；７０℃ ５ｍｉｎ；
４℃ 保存。ＰＣＲ利用引物 Ｆ、Ｒ进行扩增，反应条件为９４℃
３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃ ４０ｓ，７２℃ ６０ｓ，３０个循环；７２℃
１０ｍｉｎ；４℃保存。ＰＣＲ产物用北京索莱宝科技有限公司的
琼脂糖凝胶回收试剂盒回收纯化，与 ｐＭＤ１８－Ｔ连接，转化
ＪＭ１０９感受态细胞，菌落ＰＣＲ和酶切验证正确的阳性克隆送
至北京华大基因研究中心测序。

１．４　蓖麻ＳＣＰ基因生物信息学分析
对测序结果进行分析，确定克隆获得蓖麻 ＳＣＰ基因

ｃＤＮＡ序 列 完 整 开 放 阅 读 框。利 用 ＳＷＩＳＳ－Ｍｏｄｅｌ、
ＤＮＡＭＡＮ、ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ等生物学软件进行生物信息学分析。

２　结果与分析

２．１　蓖麻叶片总ＲＮＡ活性的检测
将提取好的蓖麻总 ＲＮＡ用 ＤＥＰＣ水进行１０倍稀释，然

后进行琼脂糖凝胶电泳（图１），并检测其纯度 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
值＝２．１０，纯度较好，满足下一步试验要求。

２．２　蓖麻ＲｃＳＣＰ基因克隆
采用ＲＡＣＥ法克隆蓖麻ＳＣＰ基因，利用设计的３′端、５′端

引物及ｃＤＮＡ全长特异性引物进行扩增，最后得到蓖麻 ＳＣＰ
基因 ｃＤＮＡ全长 １３７７ｂｐ的片段（图 ２），命名为 ＲｃＳＣＰ
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＸ２６７６７６）。

２．３　蓖麻ＲｃＳＣＰ基因生物信息学分析
利用ＤＮＡＭＡＮ软件对获得的蓖麻 ＲｃＳＣＰ基因全长序列

进行分析。该序列包括１３７７ｂｐ完整的开放阅读框，可推测
编码４５８个氨基酸的多肽。该多肽的分子量为５１．２４５ｋｕ，等
电点（ｐＩ值）为 ５．６７，ｐＨ值 ７．０时电荷为 －６．２９。预测
ＲｃＳＣＰ基因的保守区，使用美国国立生物技术信息中心（ＮＣ
ＢＩ）网站的保守区分析（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ）（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃ
ｂｉ．Ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ／ｃｇｉ）功能，结果表明，蓖
麻ＲｃＳＣＰ含有丝氨酸羧肽酶蛋白家族保守区，表明ＲｃＳＣＰ与
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这些家族的蛋白具有相似的功能，是蓖麻的一种丝氨酸羧肽

酶蛋白（图３）。运用ＳＯＰＭＡ软件预测蓖麻ＲｃＳＣＰ蛋白的二
级结构，结果表明，该蛋白的 α－螺旋为３１．８８％，延伸链为
２７．２９％，β－转角为１１．１４％，无规则卷曲为２６．６９％（图４）。
利用在线程序ＳＷＩＳＳ－Ｍｏｄｅｌ的自动模式对该蛋白的三级结
构进行预测分析，得到该蛋白的三级结构（图５）。利用ＤＮＡ

ＭＡＮ软件对蓖麻ＲｃＳＣＰ与大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ，ＸＰ＿００３５３１９１３．
１）、拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ，ＮＰ＿５６４２９８．１）、麻风树
（ＪａｔｒｏｐｈａｃａｒｃａｓＬ．，ＸＰ＿０１２０８８７２９．１）的丝氨酸羧肽酶蛋白
的氨基酸序列进行对比，同源性分别为 ７７．６６％、７６７９％、
８６３９％（图６）。
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　　利用ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ软件对蓖麻 ＲｃＳＣＰ蛋白进行亚细胞
定位预测，结果显示，蓖麻ＲｃＳＣＰ在线粒体得分最高，为４，其
次是细胞质基质、内质网、细胞核，得分均为２，细胞膜得分最
低，为１。因此，ＲｃＳＣＰ可能分布在细胞内的细胞质中，且主
要分布在线粒体中。利用 ＤＮＡＭＡＮ软件对不同植物来源的
丝氨酸羧肽酶蛋白之间的遗传关系进行系统发育分析。结果

表明，ＲｃＳＣＰ与麻风树、胡杨、毛果杨等双子叶植物的丝氨酸
羧肽酶蛋白等的亲缘关系较近，而与玉米、水稻等单子叶植物

的丝氨酸羧肽酶蛋白亲缘关系较远（图７）。序列比较结果及
进化树分析结果表明，ＲｃＳＣＰ应为丝氨酸羧肽酶蛋白基因。

３　结论与讨论

经ＲＡＣＥ法克隆得到１３７７ｂｐ的蓖麻丝氨酸羧肽酶蛋白
基因ｃＤＮＡ完整的开放阅读框序列，推测它可编码４５８个氨
基酸的多肽。蓖麻 ＲｃＳＣＰ蛋白含有丝氨酸羧肽酶蛋白家族
保守区。对ＲｃＳＣＰ蛋白亚细胞定位进行预测，并将其定位于
细胞质中。蓖麻ＲｃＳＣＰ蛋白与其他植物的丝氨酸羧肽酶蛋
白具有较高同源性，而且与双子叶植物的丝氨酸羧肽酶蛋白

亲缘关系较近。

丝氨酸羧肽酶是一类拥有数百个蛋白成员的水解酶类的

蛋白家族，广泛存在于高等生物中［１］。丝氨酸羧肽酶不仅在

抵抗逆境方面有着极大的作用，也影响着植物的生长发育。

Ｌｉ等从水稻中获得１个ＧＳ５基因，编码１个丝氨酸羧肽酶，发

现ＧＳ５基因通过调节水稻谷粒大小，进而影响水稻的产
量［１２］。Ｂｉｅｎｅｒｔ等对转入 ＮｔＳＣＰ１、ＮｔＳＣＰ２基因的烟草进行过
表达研究发现，ＳＣＰ蛋白影响着植物细胞的伸长［１３］。随着丝

氨酸羧肽酶蛋白研究的深入，丝氨酸羧肽酶已在多种植物中

被克隆和表达分析，这有利于在分子水平鉴定丝氨酸羧肽酶

蛋白的结构和功能特性。将来进一步对丝氨酸羧肽酶基因在

植物体内作用机制的研究，有望在提高作物耐性基因工程方

面取得重要突破，为生产和应用作出贡献。利用分子生物学

方法研究该基因，并转化到蓖麻植株内，以期培育出抗逆效果

优良的蓖麻新品种。
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