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摘!要!以已公布的黑麦胞质核糖体蛋白基因(/#0(1的DBKL序 列 为 信 息 探 针$在 中 国 华 大 水 稻 基 因 组 数 据 库

中搜索与之高度同源的基因组重叠群’采用计算机拼接和M,G@FM方法 克 隆 了 水 稻 胞 质 核 糖 体 蛋 白 基 因 的 全 长

DBKL序列$命名为23#0(1’该DBKL序列全长+#+;6$编码#+!个氨基酸(其与黑麦)拟南芥和芸薹的N*核糖体

蛋白的氨基酸一致率分别为$$O)*!O和*!O’对23#0(1的基因组结构和基因的功能进行了分析和预测’

关键词!水稻(核糖体蛋白N*(基因克隆(基因结构

中图分类号!P*$%!!!文献标识码!L!!! 文章编号!&!%()+**!!!&&’"&!)&#$#)&%

!"#$%&#’()#"*+*,’*-.$/&$*%$0*’#12+*,"3)14"5#’67+%
8+9"6"7’#:("4$+*;$*$!"#$%&3("78+%$!!’()*"*+,-*<="

QRS-.GE.:$TLKQU.4:GV8.$WRLKQU.$SWLKQW1:=GN-8:=
!456+7-589*:;5<7=567=:7>?=7@A*-*6+/35-BA*=C@853C"-D5-/*C*-6$

45-,+-.’.=+/E86E=58F-+G*=3+6:$45-,+-.!#&&+%$?D+-5"

0964(’%4#R/.:=7-8DBKL1>2<8D<716H4/?.D2.;1/1?4H62178.:(/#0(14/4X582<621;8$4-.=-H<-1?1H1=15/2.D8

=8:1?.DD1:7.=04/1;74.:89>21?W54942.D8=8:1?89474;4/8A,-8>5HHGH8:=7-DBKL/8X58:D81>2.D8D<716H4/?.D
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/.=:894DD129.:=717-./4//8?;H89DBKL$7-8>5HHGH8:=7-DBKL1>2.D82.;1/1?4H62178.:04/DH1:89;<M,G@FM

4:9:4?894/23#0(1A,-8DBKL04/+#+;6.:H8:=7-4:9D1:74.:894D1?6H878168:2849.:=>24?81>%*";6$8:G

D19.:=462178.:1>#+!4?.:14D.928/.958/A,-89895D894?.:14D.9/1>Y/M@N*/-1089$$O)*!O4:9*!O.98:G
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1>23#0(104/4:4H<I89$4:9.7/>5:D7.1:04/6289.D789.:7-./64682A

>$1?"(-6#2.D8(2.;1/1?4H62178.:N*(=8:8DH1:.:=(=8:1?.D/725D7528

!!核糖体是生物细胞内重要的细胞器$在细胞内

通过解码 ?MKL/$然 后 与7MKL一 起 合 成 相 应 的

蛋白质’真核 生 物 的 核 糖 体 为$&N$由’&N和"&N
两个亚基构成$包含(!’种MKL分 子 和$&多 种

不同的蛋白质%#&’许多核糖体蛋白既具有结构上的

功能$同时又是翻译过程中必不可少的因子’随着

多种物种的核糖体蛋白基因的相继克隆成功$通过

同源分析查找核糖体蛋白保守氨基酸序列并推测其

功能已成为核糖体蛋白研究的重要手段之一%!&’目

前有关核糖 体 和 核 糖 体 蛋 白 的 研 究 主 要 集 中 在 昆

虫)哺乳动物)真菌和细菌$而植物方面的报道较少’
本研究采用生物信息学的方法$以黑麦胞质核

糖体 蛋 白 基 因(/#0(1%(&的DBKL 序 列 为 信 息 探

针$通过 同 源 序 列 搜 索)计 算 机 拼 接 和 M,G@FM的



方法从水稻幼 苗 组 织 中 分 离 了 水 稻 核 糖 体 蛋 白N*
基因的完整DBKL序列!并对其基因组结构和推测

的氨基酸序列进行了分析"

#!材 料 和 方 法

@A@!植物材料

粳稻地方品种韭菜青由南京农业大学水稻研究

所提供"种子经#&O的次氯酸钠消毒!用蒸馏水冲

洗后!在(&[下 浸 种 催 芽!点 播 到 置 有 纱 布 的 瓷 盘

中!恒温光照培养箱#!%[$培养两周!取幼苗于液氮

中速冻后!保存在)*&[冰箱备用"

@AB!8C0的提取和%DC0第一链的合成

总 MKL 的 提 取 按 照 MKL 提 取 试 剂 盒

#MKL8\/</78?]̂ >12@H4:7!上海华舜公司$说明

书"取!#=总MKL用于DBKL第一链的合成#M8G
Z82/8724:/D2.67/</78?!@21?8=4$!用 MK4/8消 化

DBKL产物"

@AE!%DC0序列的拼接

以已公布的黑麦胞质核糖体蛋白基因(/#0(1
#Q8:_4:3注 册 号%LV##$#’+$的DBKL 序 列 为 信

息探针!运行;H4/7程 序 搜 索 华 大 水 稻 基 因 组 数 据

库#-776%&&;7:A=8:1?.D/A12=&2.D8$!寻 找 与 之 高 度

同源的水稻重叠群#D1:7.=$"采用黄骥等’’(推荐的

方法对重叠群进行外显子预测和可译框#168:2849G
.:=>24?8!YMV$的拼接"根据拼接好的YMV搜索

水稻9;CN,数据库!下载与之部分匹配的CN,!进

一步拼接获得全长DBKL"

@AF!8GH:)8扩增

根据拼接好 的 全 长DBKL序 列 设 计 特 异 性 引

物2#%%‘GD77D=D7=D4D==7=D74=G(‘!2!%%‘GD=7D=4D744DG
747=4D47=G(‘!以 合 成 的DBKL 第 一 链 为 模 板!以

+’[预 变 性%?.:)+’[变 性’&/!"&[退 火%&/!

*![延 伸#?.:!(’个 循 环)*![延 伸*?.:为 反 应

程序进 行@FM扩 增"扩 增 片 段 经#O琼 脂 糖 凝 胶

电泳检测 回 收 后 连 接 到 载 体6QCEG,#@21?8=4$!

BKL测序由上海申能博彩生物科技有限公司进行"

@AI!序列分析

DBKL序列的YMV查找和翻译采用BKL//./7
!a&软件!氨 基 酸 序 列 的 同 源 性 比 较 采 用 Q8:8B1D
软件!进 化 树 的 绘 制 和 编 辑 采 用FH5/74H\#a$#和

,288̂.80#a"软件!启动子区转录因子结合位点预

测在 E47]:/68D712#-776%&&000A=8:1?47.\A98$程

序下进行"

!!结 果 与 讨 论

BA@!!"#$%&的%DC0克隆与序列分析

以黑麦(/#0(1的DBKL序列为信息探针!在

中国华大水稻基因组数据库中发现水稻基因组重叠

群#(!%与之高度同源)根据外显子预测和计算机拼

接的完整DBKL设 计@FM引 物!通 过 M,G@FM的

方 法 克 隆 了 水 稻 核 糖 体 蛋 白 基 因 的 DBKL!该

DBKL全长+#+;6#图#$)包 含%‘端#&!;6和(‘端

!($;6的非翻译区)在%‘端第一个起始密码子L,Q
上游存在一个与之同读码框的终止密码子,LQ#图

#加框处$!因此克隆的DBKL中的可译框编码的是

水稻全长胞质核糖体蛋白Y/M@N*"将该DBKL命

名为23#0(1#Q8:_4:3注 册 号%LV%!+#*%$!其 与

黑麦(/#0(1 的DBKL 序 列 的 核 苷 酸 相 似 率 为

*$O"

23#0(1 的可译框 编 码#+!个 氨 基 酸!推 测 的

氨基酸序列中含有("个可与2MKL相互作用的赖

氨酸和精氨酸等保守氨基酸残基 ’!("在K端%$!
*’位 还 存 在 一 个 核 定 位 序 列#K5DH842,42=87.:=
N8X58:D8!K,N$#图#下划线处$!具有介导蛋白质

核定位的功能’%("

BAB!J68:.K与其他物种核糖体蛋白.K的序列比

较

将Y/M@N*与不同 植 物 来 源 的 核 糖 体 蛋 白N*
进行了同源性 比 较#图!$!发 现 它 与 同 属 禾 本 科 的

黑麦的同源性最高!氨基酸的相似率和一致率分别

为+%O和$$O)而与十字花科拟南芥和芸薹’"(的核

糖体蛋白N*的氨基酸相似率分别为+&O和$$O!
氨基酸的一致率均为*!O"Y/M@N*与其他物种的

N*蛋白也有 较 高 的 同 源 性!如 与 人 类’*(#@!($!#$*
烟草 天 蛾’$(#@’$#%%$和 酵 母’+(#N%!*!+$的 核 糖 体

蛋白N*的氨基酸相似率分别为*(O*"$O和"’O!
说明核糖体蛋白N*是一种进化上较为保守的蛋白

质"
以Y/M@N*的氨基 酸 序 列 搜 索Q8:_4:3的:2

数据库!运行FH5/74H\程序绘制进化树#图($!结果

表明%水稻*黑麦*拟南芥和芸薹同是植物!亲缘关系

较近!归为同一类)烟草天蛾*黏虫*黑腹果蝇和冈比

亚按蚊同是昆虫!归为一类)而人和小鼠同是哺乳动

物!归在一类"

!$# 遗!传 !"#"$%&’(#)*+,+-.$!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



图@!水稻!"#$%&的%DC0的核苷酸及推测的氨基酸序列

L+,=@!GM$6$/&$*%$"3*&%#$"4+-$’%+-6’*--$-&%$-’7+*"’%+-63"(!"#$%&
下划线示核定位序列!"示终止密码子

K,N./5:982H.:89!/716D191:./.:9.D4789;<4/782./3""#

图B!水稻J68:.K氨基酸序列与黑麦!00DBNBIN"#拟南芥!00!NEO@E"#芸薹!POQRFI"的相似性比较

L+,=B!0#+,*7$*4"3’7+*"’%+-6$/&$*%$6"3(+9"6"7’#5("4$+*.K3("7!’()*"*+,-*!J68:.K$00CSFFNT"$

%./*0./.’.*0.!.%8:.K$00DBNBIN"$1’*2,345","+6*0,*7*!0(’4M$00!NEO@E"$8’*"",/*40.’*/.*!U(’"#$POQRFI"=
黑框表示序列一致性$灰框表示序列相似性

_H4D3;1\8/.:9.D478/8X58:D8.98:7.7<$4:9H.=-7=24<;1\8//8X58:D8/.?.H42.7<.:7-84H.=:?8:7A

($#!!期!!!!!!!!!!顾志敏等%水稻胞质核糖体蛋白基因23#0(1的克隆与序列分析



图E!核糖体蛋白.K的进化树

进化树以水稻和其他物种已克隆的核糖体蛋白的氨基酸序列联配而构建!

L+,=E!:M1#",$*$4+%4($$"3(+9"6"7’#5("4$+*.K
,-86-<H1=8:87.D728804/D1:/725D789>21?7-84?.:14D.9/8X58:D84H.=:?8:71>2.D82.;1/1?4H

62178.:N*4:917-82DH1:892.;1/1?4H62178.:N*A

BAE!水稻!"#$%&的基因组结构分析

用生物信 息 学 的 方 法 对 水 稻23#0(1 的 基 因

组结构进行了分析"并与拟南芥的核糖体蛋白基因

#Lb&$"$""$进行了比较#表#$"发现两个基因在基

因组结构上有很高的相似性"均包含"个外显子和

%个内含子"外显子的大小相近"可译框都始于第二

个外显子"说明不同植物核糖体蛋白N*基因的结构

是高度保守的!

表@!水稻与拟南芥.K蛋白基因结构比较

G’9#$@!)"75’(+6"*"34M$.K,$*$64(&%4&($9$4?$$*(+%$’*-0(’9+-"56+6

物种

N68D.8/

基因结构

Q8:8/725D7528

C#$G# ]#$G# CG! ]G! CG( ]G( CG’ ]G’ CG% ]G% CG"
水稻

M.D8
未知

R:3:10:
*&*!$ $* $& *’ #&& #!’ $*& #$( %%" #!(

拟南芥

L24;.916/./
未知

R:3:10:
!’"!$ ##$ *" *( ##( #!% !(’ #$’ $( ##$

!!#$C和]分别表示外显子和内含子%!$表中数字表示外显子或内含子中的核苷酸数目!

#$C4:9].:9.D4788\1:4:9.:721:28/68D7.Z8H<%!$,-8424;.4:/.:9.D4787-8:5?;821>:5DH8427.984D.9/.:.:721:128\1:A

BAF!水稻!"#$%&启动子区转录因子结合位点 预

测

应用 E47]:/68D712程 序 预 测 了23#0(1 起 始

密码子上游!3;的基因组序列中的调控元件"发现

该区域存在#个 TG;1\元件"#个]G;1\元件"!个

QG;1\元件和!个L_L应答元件#表!$!

BAI!讨!!论

核糖体广泛存在于高等植物的细胞质&叶绿体

和线粒体中!核糖体的生成可以分为(步"首先核

糖体蛋白在细胞质中合成并运送到核内%然后在核

仁内与2MKL组装成核糖体%最后核糖体运送到胞

质中加工 成 熟!由 于 真 核 生 物 的 核 糖 体 是 由 大 约

$&种核糖体蛋白组成"所以核糖体的组装需要这$&
余种核糖体蛋白的均衡产生和一种共同协调的合成

机制’#&(!对于原核生物核糖体蛋白N*的研究结果

表明"N*是主 要 的#"N2MKL结 合 蛋 白 之 一"也 是

核糖体L位&@位交叉连接7MKL分子的主要蛋白

质’##("位于(&N核 糖 体 小 亚 基 的 头 部"面 对 着 解 码

’$# 遗!传 !"#"$%&’(#)*+,+-.$!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



中心区!在 昆 虫 和 哺 乳 动 物 等 真 核 生 物 的 核 糖 体

中"N*位于’&N小 亚 基 的 表 面"所 处 区 域 被 认 为 可

能与蛋白质合成启动因子8HVG(交联#!$!本文首次

从单子叶模式植物水稻中克隆了核糖体蛋白N*基

因"将有助于进一步研究植物核糖体的结构和核糖

体蛋白N*的生物学功能!

表B!!"#$%&启动子区可能的转录因子结合位点

G’9#$B!GM$5"66+9#$9+*-+*,6+4$63"(4(’*6%(+54+"*’#3’%4"(+*4M$5("7"4$("3!"#$%&

序!列

N8X58:D8
位!置

@1/.7.1:
可能元件

@5747.Z88H8?8:7
可能性

@21;4;.H.7<

==4D7,,QL#%D747=4 #!’*!#!"#!% TG;1\ &a+!
44D44QLLL4=477D7= *!(!*(+ ]G;1\ &a$#
D=4=4=7=LFQ,==D47 !"’!!$& QG;1\ &a+!

=4=4D=4=4=7=LFQ,==D47D74777 !%$!!$’ L_L应答元件 &a*#

==444=7=LFQ,==D47 !#*!!(( QG;1\ &a+!
4=4===444=7=LFQ,==D47D7=D7D !##!!(* L_L应答元件 &a*#

!!#%核心序列用大写字母表示"!#%_4/864.2/.:D46.74H98:1787-8D128/8X58:D8A

!%阿拉伯数字表示调控元件和起始密码子之间的核苷酸数"!!%,-8424;.4:/.:9.D4787-8:5?;82/1>:5DH8427.984D.9/;87088:8H8?8:7/

4:9/7427D191:A

!!已经克隆的不同生物的核糖体蛋白N*基因所

编码的氨基酸数目都在#+&个左右"根据基因的基

因组结构和推测的氨基酸序列比较"说明核糖体蛋

白基因是非常保守的!结合其启动子区域预测的调

控元件"表明核糖体蛋白N*基因的功能可能是多方

面的!许多植物在受到低温胁迫时"体内的一些代

谢过程发生变化"如优化蛋白质合成体系的翻译能

力"加快相关基因的合成"从而适应环境的改变"抵

抗低温胁迫的伤害!黑麦(/#0(1基因在分生组织

的表达量高 于 非 分 生 组 织&幼 苗 受 到 低 温 胁 迫 时"

(/#0(1表达量急剧降低"以后逐渐回升"当低温胁

迫(&天后"其表达量恢复到低温胁迫前的水平"从

而维持低温下黑麦幼苗的生长#($!在水稻中是否也

有类似的现象还不清楚"须进一步研究该基因的表

达特性和表达谱!
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