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7�摘　要：根据已克隆谷蛋白基因的保守氨基酸序列搜索基因组数据库，获得与之高度同源的水稻基因组序列，通过生物

软件进行基因预测和验证，用 ＲＴ-ＰＣＲ法克隆得到１个新的谷蛋白基因的ｃＤＮＡ 克隆。核酸序列分析和体外表达结果表
明，该基因ｃＤＮＡ序列全长为１５１７ｂｐ，含有１个编码４９５个氨基酸残基的开放阅读框（ＯＲＦ），推导的氨基酸序列与谷蛋白基

7�因家族的相 似性介于５３．６％～８２．８％，并 与 Ｂ 亚族谷蛋 白基因的同源 性更高，因此 命名为 ＧｌｕＢ-６（ＧｅｎＢａｎｋ 注册号
ＡＹ４２９６５１）。Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交显示，ＧｌｕＢ-６基因具有高度的胚乳表达特性。
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7�　　谷物种子贮藏蛋白主要存在于胚乳中，按其溶

解性的差异可分为球蛋白、清蛋白、谷蛋白和醇溶蛋

白 7�［１］ 7�。与小麦、玉米和大麦等谷物以醇溶蛋白为主

不同，水稻种子贮藏蛋白主要以谷蛋白的形式存在，

约占胚乳总蛋白的６０％～８０％，醇溶蛋白次之，含

量为５％～１０％ 7�［２-３］ 7�。研究证实，谷蛋白以蛋白体

（ｐｒｏｔｅｉｎｂｏｄｙ，ＰＢ）的形式贮存于胚乳中。Ｔａｎａｋａ

等 7�［４］ 7�从水稻成熟胚乳中分离出两种蛋白体：蛋白体

Ⅰ（ＰＢ-Ⅰ）和蛋白体Ⅱ（ＰＢ-Ⅱ），其中ＰＢ-Ⅰ由分子

量为１０、１３、１６和５７ｋＤ的多肽构成，而ＰＢ-Ⅱ含有

分子量为２２、２６、３７、３８和３９ｋＤ等多肽组分。分步

7�分离证实，ＰＢ-Ⅰ主要以醇溶蛋白为主，并含有微量

的球蛋白。相比之下，ＰＢ-Ⅱ由不同分子量的成熟

谷蛋白构成，并可分为２２ｋＤ和３７～３９ｋＤ两种类

型 7�［５］ 7�。然而，水稻体内并不存在直接编码２２ｋＤ和

３７～３９ｋＤ多肽的转录本，这是由于谷蛋白基因的

原始翻译产物是一类氨基酸残基，数目在４９６～

４９９，分子量约为５７ｋＤ的前体 7�［６］ 7�。新合成的谷蛋

白前体经过穿膜、剪切和酶解等一系列目前还不甚

清楚的复杂过程最终形成成熟谷蛋白 7�［７-８］ 7�。

7�研究表明，水稻谷蛋白基因属于多基因家族。

自从１９８６年首次克隆到一个谷蛋白基因以来，目前

至少已克隆到９个谷蛋白基因或ｃＤＮＡ 7�［９-１８］ 7�，其中

包含两个假基因 ＧｌｕＡ-４和ＧｌｕＢ-３ 7�［１３］ 7�。根据这些

基因序列的相似性可将其分为 ＧｌｕＡ和 ＧｌｕＢ两个

亚家族，亚族内基因间碱基相似性达到８０％以上，

亚族间同源性在６０％左右 7�［１１，１６，１９］ 7�，每个亚族各含

有５～８个基因拷贝。关于谷蛋白的生物合成途径
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7�的具体过程还不清楚，众多未知谷蛋白基因的存在

更增加了上述研究的难度，因此尽可能地克隆到所

有的谷蛋白结构基因将是解决上述难题的有效途径

之一。本研究采用生物信息学方法，根据已克隆谷

蛋白基因的保守序列搜索水稻基因组数据库获得与

之高度同源的基因组序列，并通过软件预测和 ＲＴ-

ＰＣＲ的方法克隆得到一个新的Ｂ亚族谷蛋白基因，

并对该基因的结构特点、组织表达特性以及家族内

基因成员间的遗传进化关系进行了研究，为谷蛋白

基因的深入研究作出了有益的探索。

7�１　材料与方法

7�１．１　实验材料

7�供试 水 稻材 料 为 粳 稻 品 种 日 本 晴 （Ｏｒｙｚａ

ｓａｔｉｖａＬ．ｓｕｂｓｐ．ｊａｐｏｎｉｃａｃｖ．Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ），２００３

年正季种植于南京农业大学实验农场。分别收取水

稻花后１０～１５ｄ未成熟种子，并立即液氮冻存，保

存于 7�－８０℃低温冰箱中备用。

7�以大肠杆菌 ＤＨ５α为ｃＤＮＡ 克隆转化受体菌

株，大肠杆菌ＤＥ 7�３ 7�为体外表达受体菌株，购自Ｐｒｏ-

ｍｅｇａ公 司 的 ｐＧＥＭ-Ｔ 为 克 隆 载 体。ＲＮＡ ＬＡ

ＰＣＲ 7�ＴＭ 7�Ｋｉｔ、相关的限制性内切酶和 Ｔ 7�４ 7�ＤＮＡ连接

酶购自大连宝生物工程有限公司；ＰＣＲ引物由大连

宝生物工程有限公司合成。

7�１．２　水稻胚乳ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ一链的合成

7�采用冷酚法提取花后１０～１５ｄ未成熟种子胚

乳总ＲＮＡ 7�［２０］ 7�，ｃＤＮＡ一链的合成参照试剂盒说明。

7�１．３　谷蛋白基因 ＧｌｕＢ-６的ｃＤＮＡ克隆

7�根据已经克隆的Ｂ亚族谷蛋白基因 ＧｌｕＢ-１、

ＧｌｕＢ-２和ＧｌｕＢ-４的保守序列，运行 ＢＬＡＳＴ 程序

搜索ＧｅｎＢａｎｋ水稻基因组数据库，并利用相关软件

对所获得的高度同源基因组序列进行基因预测。其

中，ＧｅｎＢａｎｋ注册号为ＡＰ００５５１１的ＢＡＣ克隆可能

7�含有一个新的谷蛋白基因。根据预测的核酸序列设

计该基因特异性ＰＣＲ扩增引物：５′-ＧＣＴＡＴＧＡＣＴ

7�ＡＴＴＴＣＣＧＴＴＴＴＣＴＣＴＣ-３′和５′-ＴＴＴＣＣＴＡＡＴＡ

7�ＴＴＡＧＡＴＣＴＴＡＧＴＴＡＣＡＴ-３′。ＰＣＲ扩增反应条

件为９４℃下预变性３ｍｉｎ，９４℃下变性４０ｓ，５６℃下

7�退火４０ｓ，７２℃下延伸２ｍｉｎ，共３５个循环，最后在

７２℃下延伸１０ｍｉｎ，预计扩增产物长度为１５１７ｂｐ。

7�ＰＣＲ扩增产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳分离

后，切取、回收目的片段，并与ｐＧＥＭ-Ｔ载体连接过

夜。利用热激法将连接产物转化进入大肠杆菌

ＤＨ５α，采用蓝白斑对阳性克隆进行初步筛选。挑

取白色抗性菌落，小量培养后用碱裂解法提取质粒

ＤＮＡ。

7�１．４　ＤＮＡ序列分析

7�采用 ＢＡＩ３７３０ＸＬ ＤＮＡ Ａｎａｌｙｚｅｒ对 克 隆 在

ｐＧＥＭ-Ｔ载体中的特异ｃＤＮＡ 片段进行双向重复

测序。利用ＤＮＡＳＴＡＲ软件对测序结果与已知水

稻谷蛋白基因家族成员进行序列比对分析，并用

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ方法对构建的系统发生树进行评估，同时

利用Ｎｊ-ｐｌｏｔ和Ｔｒｅｅｖｉｅｗ软件对系统发生树进行处

7�理。

7�１．５　ＧｌｕＢ-６的体外表达分析

7�根据测序结果合成５′端分别含有 ＢａｍＨⅠ和

ＨｉｎｄⅢ的特异性引物，引物序列为：５′-ＣＧＣＧＧＡＴ

7�ＣＣＡＴＧＡＣＴＡＴＴＴＣＣＧＴＴＴＴＣＴＣＴ-３′；５′-ＣＧＣＡ

7�ＡＧＣＴＴＣＴＡＡＴＡＴＴＡＧＡＴＣＴＴＡＧＴＴＡＣＡ-３′。

以 ＧｌｕＢ-６ｃＤＮＡ为模板，利用上述引物进行ＰＣＲ

扩增，经过 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切、回收之后装

入ｐＥＴ-３０ａ 7�＋ 7�表达载体，并转化进入ＤＥ 7�３ 7�菌株。在

５０ｍＬ含有ｋａｎ抗生素的ＬＢ培养基中２８℃下培养

7�上述菌株至 ＯＤ 7�６００ 7�达到０．５时，加入ＩＰＴＧ至终浓

度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，２５℃下继续培养５ｈ；取５ｍＬ上述

7�菌液，５０００ｒ／ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ，收集菌体并重悬于

裂解缓冲液中（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ-ＨＣｌｐＨ７．９，含

０．０２％Ｔｗｅｅｎ２０）；经３０ｍｉｎ沸水浴，离心，分别收

取上清和沉淀，加入适量的裂解缓冲液和等体积的

２×ＳＤＳ加样缓冲液，进行ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析。

7�１．６　ＧｌｕＢ-６的组织表达分析

7�采用Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交检测 ＧｌｕＢ-６的组织表达特

7�性。冷酚法提取花后１０～１５ｄ水稻的根、茎、叶和

未成熟胚乳总 ＲＮＡ，电泳检测，并利用 ＤＵ８０００型

分光光度计测定浓度。每个样品取２０μｇ总ＲＮＡ，

６５℃下变性１０ｍｉｎ，经琼脂糖／甲醛凝胶电泳分离

后毛细管法转移至带正电的尼龙膜上。为避免杂交

结果在不同谷蛋白基因间出现“串话”现象，利用

ＰＣＲ扩增 ＧｌｕＢ-６３′端特异性基因片段作为杂交探

针，扩增用引物对序列为：５′-ＣＧＣＴＡＡＴＧＣＣＴＴＣＧ

7�ＴＧＡＧＣＣＡＣ-３′，５′-ＡＣＴＣＴＧＡＡＧＴＣＴＣＧＣＣＴＴＴ

7�ＡＧＡＴＴＣ-３′。以α- 7�３２ 7�ＰｄＣＴＰ为标记，采用寡聚核

苷酸延伸法合成放射性探针，并进行杂交，所用探针

总量为５０ｎｇ；杂交条件为４２℃下预杂交３ｈ、杂交

１６ｈ，杂交后在４５℃下用２×ＳＳＰＥ／０．５％ＳＤＳ溶液

洗膜３０ｍｉｎ，并重复３次；５５℃下以０．１×ＳＳＰＥ／

０．５％ＳＤＳ溶液洗膜１５ｍｉｎ，重复３次，待膜稍微干

燥之后压入磷屏仪曝光５～８ｈ，并对杂交结果进行
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7�扫描分析。

7�２　结果与分析

7�２．１　水稻 ＧｌｕＢ-６的ｃＤＮＡ克隆与序列分析

7�根据谷蛋白Ｂ亚族基因保守序列搜索水稻基

因组数据库，利用软件对所获得的高度同源基因组

序列进行预测，并根据预测结果设计引物，经 ＲＴ-

ＰＣＲ扩增、电泳得到１个长度约为１．５ｋｂ的特异片

7�段（图１）。序列测定结果表明，该ｃＤＮＡ 片段长度

为１５１７ｂｐ，与预期长度完全符合。氨基酸序列推

导发现，该基因含有１个由４９５个氨基酸残基组成

的读码框（图２），分子量约为５７ｋＤ，与谷蛋白分子

量相符。利用ＤＮＡＳＴＡＲ将该ｃＤＮＡ序列与原始

基因组数据比较发现（数据未公布），新克隆基因包

含４个外显子，与典型的谷蛋白基因十分相似，并且

在同一编码阅读框的起始密码子上游６６ｂｐ处存在

一个终止密码子，而且在上述推导的终止密码子和

起始密码子之间不存在甲硫氨酸。由于真核生物来

源基因一般都是从第１个甲硫氨酸进行翻译，据此

推断该ｃＮＤＡ 已经包含起始密码子在内的编码信

息；序列分析显示在该ｃＤＮＡ 序列下游１４８９ｂｐ处

也存在１个翻译终止密码子ＴＡＡ，表明已获得３′端

7�完整信息。因此初步认为已获得该ｃＤＮＡ 片段完

整的编码序列，并命名为 ＧｌｕＢ-６（ＧｅｎＢａｎｋ注册号

为ＡＹ４２９６５１）。

7�２．２　谷蛋白基因家族氨基酸序列比较

7�利用ＤＮＡＳＴＡＲ软件对包括ＧｌｕＢ-６在内的谷

7�蛋白基因家族进行氨基酸序列比对和聚类分析。结

果表明（表１、图２），谷蛋白基因家族氨基酸序列具

有较 高 程 度 的 相 似 性，总 体 上 处 于 ５７．８％ ～

９５．４％，并存在多个高度保守的区段。但是，不同基

因间的相似性存在着差异，如ＧｌｕＢ-６与ＧｌｕＡ-１和

7�ＧｌｕＡ-２间 的相 似性 只有 ５７．８％，而 ＧｌｕＡ-１ 与

ＧｌｕＡ-２间却高达９５．４％。系统发生树结果显示

（图３），谷蛋白基因家族可以被明显地聚类为 Ａ、Ｂ

两个亚族，两者分别包含３个和５个家族成员。亚

族内序列的一致性明显高于亚族间，Ａ亚族和Ｂ亚

族内基因氨基酸序列的相似性分别处于８１．９％～

９５．４％和６９．５％～９１．５％水平，而 Ａ、Ｂ亚族间只

有５７．８％～６４．７％。

7�统计分析结果还表明，ＧｌｕＢ-６与该基因家族其

他成员的相似性处于５３．６％～８２．８％，并与Ｂ亚族

谷蛋白基因具有更高的相似性，介于 ６９．５％ ～

８２．８％，这与谷蛋白家族的总体趋势相类似。系统

发生树同样显示，ＧｌｕＢ-６与Ｂ亚族谷蛋白基因在进

化关系上更为密切，属于典型的 Ｂ亚族谷蛋白基

因。

7�２．３　ＧｌｕＢ-６体外表达和组织表达分析

7�ＧｌｕＢ-６基因编码区经亚克隆到原核表达载体

ｐＥＴ３０ａ 7�＋ 7�，并转化到大肠杆菌ＤＥ 7�３ 7�进行体外表达。

表 达产物经ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳分析，结果（图４）显

7�图１　水稻谷蛋白基因 ＧｌｕＢ-６的ＲＴ-ＰＣＲ 扩增图

7�Ｆｉｇ．１．ＲＴ-ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｉｃｅｇｌｕｔｅｌｉｎＧｌｕＢ-６ｃＤＮＡ．

7�Ｍ－ＤＮＡ分子量标准；ＧｌｕＢ-６－ＧｌｕＢ-６ｃＤＮＡ扩增产物。

7�Ｍ，ＷｉｄｅｒａｎｇｅＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；ＧｌｕＢ-６，ＧｌｕＢ-６ＲＴ-ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔ．

7�表１　谷蛋白基因氨基酸序列相似性比较

7�Ｔａｂｌｅ１．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｒｉｃｅｇｌｕｔｅｌｉｎｆａｍｉｌｙ．

7�谷蛋白基因

7�Ｇｌｕｔｅｌｉｎｇｅｎｅ
7�ＧｌｕＡ-３ ��7�ＧｌｕＡ-１ ��7�ＧｌｕＡ-２ �(7�ＧｌｕＢ-６ �e7�ＧｌｕＢ-２ �z7�ＧｌｕＢ-１ !f7�ＧｌｕＢ-４ #R7�ＧｌｕＢ-５

7�ＧｌｕＡ-３ 7�８２ �l．３ 7�８１ ��．９ 7�５９ ��．８ 7�６３ ��．３ 7�６３  �．９ 7�６４ "�．７ 7�５８ $�．３

7�ＧｌｕＡ-１ 7�１９ �.．１ 7�９５ ��．４ 7�５７ ��．８ 7�６１ ��．１ 7�６１  �．７ 7�６３ "�．５ 7�５８ $�．５

7�ＧｌｕＡ-２ 7�１９ �.．６ 7�４ �l．８ 7�５７ ��．８ 7�６１ ��．１ 7�６１  �．９ 7�６２ "�．７ 7�５８ $�．１

7�ＧｌｕＢ-６ 7�５３ �.．６ 7�５６ �l．３ 7�５５ ��．９ 7�８２ ��．８ 7�８２  �．０ 7�７７ "�．０ 7�６９ $�．５

7�ＧｌｕＢ-２ 7�４７ �.．２ 7�４８ �l．６ 7�４８ ��．６ 7�１９ ��．８ 7�９１  �．５ 7�８３ "�．２ 7�７１ $�．１

7�ＧｌｕＢ-１ 7�４６ �.．３ 7�４８ �l．４ 7�４８ ��．０ 7�２０ ��．６ 7�９ ��．０ 7�８２ "�．３ 7�７１ $�．８

7�ＧｌｕＢ-４ 7�４５ �.．６ 7�４４ �l．８ 7�４６ ��．２ 7�２６ ��．７ 7�１８ ��．２ 7�１９  �．８ 7�７５ $�．６

7�ＧｌｕＢ-５ 7�５４ �.．６ 7�５４ �l．４ 7�５５ ��．６ 7�３８ ��．２ 7�３２ ��．１ 7�３３  �．９ 7�２６ "�．５

7�　　注：上三角为相似性百分比，下三角为差异性百分比。

7�Ｎｏｔｅ：Ｔｏｐｔｒｉａｎｇｌｅｆｏｒｌｉｋｅｎｅｓｓｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，ｂｏｔｔｏｍｔｒｉａｎｇｌｅｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ．

7�３１１ 7�牛洪斌等：水稻谷蛋白基因 ＧｌｕＢ-６的ｃＤＮＡ克隆及表达
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7�图２　谷蛋白基因家族成员氨基酸序列的相似性比较

7�Ｆｉｇ．２．ＡｌｉｇｍｅｎｔｏｆｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＧｌｕＢ-６ａｎｄｏｔｈｅｒｒｉｃｅｇｌｕｔｅｌｉｎｇｅｎｅｓ．

7�基因注册号分别为：ＧｌｕＢ-１（ＡＹ４２７５６９），ＧｌｕＢ-２（ＡＹ４２７５７０），ＧｌｕＢ-４（ＡＹ４２７５７１），ＧｌｕＢ-５（ＡＹ１９６９２３），ＧｌｕＢ-６（ＡＹ４２９６５１），ＧｌｕＡ-１

7�（Ｌ２６８１９），ＧｌｕＡ-２（Ｍ２１８５６）和ＧｌｕＡ-３（Ｘ５４３１３）。

7�ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆｔｈｅｓｅｃＤＮＡｓａｒｅＧｌｕＢ-１（ＡＹ４２７５６９），ＧｌｕＢ-２（ＡＹ４２７５７０），ＧｌｕＢ-４（ＡＹ４２７５７１），ＧｌｕＢ-５（ＡＹ１９６９２３），

ＧｌｕＢ-６（ＡＹ４２９６５１），ＧｌｕＡ-１（Ｌ２６８１９），ＧｌｕＡ-２（Ｍ２１８５６）ａｎｄＧｌｕＡ-３（Ｘ５４３１３）．
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链的跨膜运输、信号肽的剪切、类囊体的形成直至成

熟谷蛋白形成这一系列过程中都存在严格的调控。

通过对谷蛋白合成途径的深入探索，将为彻底阐明

蛋白质生物合成途径、基因表达调控特点和代谢机

制提供契机。
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