
热带作物学报2013，34(1)：046—053

垦垦!里旦!竺!!竺竺兰!垡!垫旦!竺璺!垦翌旦!

福州宦溪野生蕉(胁s口spp．，AB group)2个
P舛G成员的克隆及生物信息学分析

刘炜嫡．赖钟雄4

福建农林大学园艺植物生物工程研究所．福建福州 350002

摘 要 植物光系统I反应中心亚基V(photo即stem I reaction center sLlbunit V，简称PsAG或PS I—G)是光合

系统I的主要组件。具有维持PS I复合体稳定性的重要作用，并与抗盐密切相关。本研究以福州宦溪野生蕉

(M琊G spp．AB group)叶片为材料，采用同源克隆的方法，首次分离到PSAG基因的2个成员：嬲AGZ、

Ps4G2(GenBank登录号分别为Jx317082、JX317083)，分别为800、827 bp，分别编码150、160个氨基酸；

憨AGj、PsAG2的基因组序列分析表明2个成员均没有内含子。生物信息学分析表明：PSAGl、PsAG2具有PS

I的X亚基超家族(photosystem I reaction center subunitXpsaK)保守结构域，是不具有信号肽的跨膜蛋白，具有

亲水性；PSAGl、PSAG2均有4个位点发生磷酸化。宦溪野生蕉黝G在进化过程中形成了特殊的结构特征．
即P趴GJ和愿dG2没有内含子，并且在不同物种间保守区具有高度的一致性．为保持殿谢G功能的稳定性提供

了重要保证。
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Abstract PhotosYstem I I℃action center subunit V(I毪；AG or PSI—G)is one of the main components of photosvstem I，

and it is important for the stability of the PS I complex，and closely related with salt resistance．In this report，the

leaves of the wild banana(7盯嬲口spp．，AB Gmu讲f南m Huanxi Town were used as the mate“a18 for cloning f)5A G

genes by the homologous cloning method， and the two members of只SA G were firstly isoIated and named as

f姒GJ and PSAG2(the accessiofl numbeI_s were JX317082 and Ⅸ317083 in GenBank，respectivelv)． The
sequences of the full—lerlgth cDNA of．尸：SA GJ and．P：SA G2 weIe 800 bp and 827 bp，encoding 150 and 160

amino acids，respectively．The genomic DNA sequencing analysis of．尸：SA G，and．P：SH G2 indicated that there weI℃

no introns in the two meInbers． BioinfonIlatics analysis showed that both of the two members of PSAG were with

the supe卜family conservative domain of photosystem I reaction center subunit X(psaK)，and t}ley were hydrophilic
and 奶thout the signal peptide， belonging to the transmeHlbrane protein． Both PSAGl and PSAG2 had four

phosphoIylation sites． The special stmcture ch啪cteristics of f：SA G in the’dld banana(』lZ山口 spp．， AB Group)
from Huanxi Town fonned in the evolution， i．e，， without imrons and the hi幽 consistencv of the consen，ative

sequence among dif’ferent species，were essential to guamntee maintaining the stability of the庵f4 G functions．
Key words wild banana似凇o spp．，AB Group)from Huanxi T6wn；麟G；Gene cloning；Intron；Bioinforrnatics
doi 10-3969，j．issn．1000—2561．2013．01．010

光合作用的研究一直是生物科学领域的热点．

美国《Science》杂志把光系统Ⅱ精细机构研究成果

评为2011年10大科学突破之一【l】。光合作用中心

存在2种不同的光合蛋白复合色素体系．分别进行

2种不同的光化学反应，它们分别称作光合系统I

(简称PS I，蛋白复合体结合叶绿素a P700．吸

收远红光)和光合系统Ⅱ(简称PSⅡ，蛋白复合体

结合叶绿素a P680，吸收红光)[1】。20世纪70年代

末Nelso护首次提出PS I是由许多蛋白质亚基组成．并

认为大亚基是反应中心主体，且比小亚基具有更多

的功能。研究发现在PS I众多亚基里．大于60ku

的大亚基PsaA和PsaB形成异二聚体作为PS I的

反应中心，PsaC、PsaD和PsaE作为外周蛋白与

PsaL、PsaK、PsaF、PsaI和PsaJ 5个膜内周蛋白

收稿日期2012—09一18 修回日期2012—1l一05

基金项目国家香蕉产业技术体系专项资金(No．CARS一32一11)；福建省科技厅农业科技平台建设项目(No．2008 N2001)。

作者简介刘炜嫡(1986年一)，女，硕士生；研究方向：园艺植物生物技术。}通讯作者：赖钟雄，E—mail：LaizxOl@163．com。

万方数据



第1期 刘炜蝤等：福州宦溪野生蕉(M獬口spp．，AB group)2个PsAG成员的克隆及生物信垒学分堑二兰7一

存在于蓝细菌、绿藻、高等植物Ps I复合物中，

在蓝细菌的Ps I中发现了PsaM．在绿藻和高等植

物等真核生物中还发现PsaG、PsaH和PsaN亚基。

其中A、B、C、I、J亚基蛋白由叶绿体基因组编码，

而其他亚基蛋白由核基因组编码。因此，PsaG亚基

蛋白定位于叶绿体类囊体上．却是核基因编码的蛋

白。植物光系统I反应中心亚基V，(photosvstem I

reaction center subunitV．简称PSAG或PS I—G)

作为高等植物PS I的重要组件．具有维持PS I稳

定性的功能，缺乏PSAG容易导致光伤害嘲；最近

的研究表明，PsAG还与抗盐密切相关【4】。但是，其

分子生物学研究还很少。目前，在GenBank上登

录的完整的删G序列已在20种植物获得．其中
单子叶植物仅5种。在香蕉上，目前还没有PsAG

基因克隆的报道。

2006～2012年．我们在福建省发现大面积野生

蕉【5_Ⅻ，其中福州宦溪野生蕉具有深紫色的果实、

抗逆性强．具有很高的观赏及利用价值(10】。本研究

拟通过对影响光系统稳定性及具有抗盐功能的

丹AG的克隆．为挖掘福建野生香蕉的观赏及抗性

基因资源奠定基础。

1材料与方法
1．1材料

本实验的材料为宦溪野生蕉(肌o spp．，AB
Group)的叶片，由福建农林大学园艺植物生物工程

研究所野生香蕉种质资源圃提供。

1．2方法

1．2．1 宦溪野生蕉叶片总RNA、基因组DNA的提

取及其质量检测 宦溪野生蕉叶片总RNA提取按

照北京天恩泽基因有限公司的柱式植物RNA out 2．0

(Column Plant RNAout2．0)CAT#：90404B一50的试剂

盒说明书进行提取。

采用琼脂糖凝胶电泳对提取的总RNA进行质

量检测[111。

采用改良CTAB小量法提取宦溪野生蕉叶片基

因组DN A【121。

将提取的DNA用琼脂糖凝胶电泳检测后，然

后采用紫外分光光度计检测DNA的浓度和纯度。

1．2．2宦溪野生蕉PsAG基因克隆 采用Fementas

公司RevenAidTM First—Stmnd cDNA Svnthesis Kit

的试剂盒进行cDNA第一链合成，具体操作和流程

按照说明书完成，同时将Olig(dT)18 primer换成AP，

AP序歹U为5 7一GTACTAGTCGACGCGTGGCC一3’，将

该cDNA编号为cDNA一1．此cDNA主要用于克隆

PsAG 3’RACE和开放阅读框(0RF)。采用Invitrogen

公司5，RACE Svstem for Rapid Amplification of cDNA

Ends．Version 2．0的试剂盒进行5’RACE cDNA的

第一链合成。逆转录的步骤为：eDNA第一链的

合成．加同聚物尾。在加尾的基础上进行cDNA

第二链的合成。cDNA第一链的合成时加入0．2斗L

2 Dmol／¨L 5’PSAG特异引物j)sA G GSP：TTGAGG

TGGCGAGGATG7L～G7rAAG．cDNA第二链的合成

时加入10¨抽。儿接头引物：5’一GCTGTCAACGATA
CGCTACGTAACGGCATGACAG7rGTrIT]几：-ITllITn[，l_fI耵
rI．IW盯兀TI卜3’1．0“L，其他按照试剂盒完成，将
5’RACE cDNA编号为cDNA一2．主要用于5’RACE

的克隆。

根据GenBaJlk中的已经登录的多种植物的

删G基因核酸序列信息进行多重序列比对．分析
发现．3’端序列比较特异．故选择特异性较高的片

段进行3’端上游引物设计，此条引物为顺式引物。

分析其他物种删G核酸序列，发现PSA G全长较
短，约700 bp，故略过保守区域的克隆，在得到的

3’已知序列的基础上选择较特异的片段直接进行5’

引物设计．5’端引物为反式下游引物。宦溪野生蕉

删G开放阅读框引物设计根据拼接得到的宦溪野
生蕉删GJ．删G2全长．分别设计1条包含起始
密码子ATG的上游顺式引物，和包含终止密码子

TGA的下游反式引物。比较得到的删GJ和删G2
全长序列发现2个基因的相似性达到95．89％．差

异在于基因上游前33 bD的核酸序列及序列中间的

一个碱基，下游有约400 bp左右核酸序列～致，

故在差异大的区域设计开放阅读框的上游引物．用

同一条下游引物进行开放阅读框的验证。序列分析

及引物设计采用DNAMAN 6．0软件进行．引物合

成由北京华大基因公司完成。具体特异引物和通用

引物序列如表1：

麟GJ、删G2 3’扩增以cDNA一1为模板，
用3’GSP和3P、3NP为上下游引物进行3’RT—

PCR第一轮和第二轮扩增。

表1宦溪野生蕉PsAG基因克隆所用引物

引物名称 引物序列(5’一3’)

3’GSP—l

3’GSP一2

5’GSP一1

5‘GSP一2

j)SAGJ 0RF—F

．P：S‘4 G2 ORF—F

．尸：SA GJ、．尸：SA G2 ORF—R

GGCGTGACGCACTI℃GAGGCCGGC

ATCCTTGCCACCTCCAGCAATGGGT

CAAAATGTACAACCAGAAGCCTrC

GCCTTCTrACA‘n二ATI℃AACAGCGAT

ACATGGGCTTCCAGTCTC7I．I’CACCT

CCACAGTACA7rGGGCAAACACGAAC

AGTGACCAAGAATAACCCAAG
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将PCR产物进行1．0％琼脂糖凝胶电泳检测．

如为目的片段．运用试剂盒将目的片段切胶回收。

然后连接pMD 18一T载体，转化大肠杆菌DH5仅，

挑取阳性单克隆子．进行菌液PCR鉴定后送上海

博尚生物公司测序。

麟GJ、只姐G2 5’扩增、ORF验证与髑AGJ、
憨AG2 3’扩增步骤一样。PsAGJ、PsAG2 3’扩

增、5’扩增、ORF验证过程中用到的模板、引物、

退火温度、延伸时间如表2。

采用删GJ『、删G2 ORF的上下游引物分别
扩增宦溪野生蕉麟GJ、删G2基因组DNA。扩
增片段回收做TA克隆后测序。

1．2．3 宦溪野生蕉PSAG基因进化树的构建 从

NCBI上下载具有代表性的植物麟G序列构建进
化树，这些植物分别为：绿藻中的微单胞菌属

(胁crD，加n∞spp．RCC299)、苔癣植物植物中的念

珠藻(死心以口m以曲)、单子叶植物中禾本目中的玉
米(殇口耽那)、泽泻目中的无根萍属(形D露阮。琳打面i田砌、

双子叶植物十字花目中的拟南芥∞m6以Dps蠡￡^以i帆o)、

豆目中的蒺藜苜蓿(』I如d幻卿tm耽越以口)、葡萄目
中的葡萄(y缸括移流瓣m)、石竹目中的菠菜(却in∞^)。

然后运用Ch她Ⅸ1嚣和MAGA 5-0(M痢咖咖hkelihood

Tree)软件进行系统进化树的构建。进化树中数字

代表bootstLap值，重复检测1 000次。

2结果与分析
2．1 宦溪野生蕉叶片总l州A的提取与质量检测

将提取的宦溪野生蕉叶片总RNA经琼脂糖凝

胶电泳检测结果如图1。

从图1中可见总RNA条带清晰．基本上没有

DNA、多酚、多糖、蛋白质等污染，表明提取的宦溪

野生蕉叶片总RNA质量较高，可以用于基因克隆。

表2 P．珏GJ、朋AG2 3’PCR扩增过程中用到的模板、引物、退火温度、延伸时间

1：⋯j』l{、、：!：3 l¨m砷1。增，。物：3：5’I{、(，卜：∥增f41物：4．5：，”lG，(1I仆，}：r增J“’物；6，7：，懂1(：=2 Ol“扩增产物；8，9：止凌野
生蕉基因组DNA JF泓GJ、尸鲋G2基因扩增产物；M：DL 2 000 MAKER，分子量从上到下分别是2000、1 000、750、500、250和100bp。

图1 宦溪野生蕉P．sAGJ、只姒G2各个阶段PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳图

2．2宦溪野生蕉PsAGJ、朋AG2基因克隆结果
2．2．1 宦溪野生蕉PsAGJ、只鲋G2 cDNA 3’RACE

克隆 经过2轮巢式3’RACE PCR扩增后．产物

的琼脂糖凝胶电泳检测结果如图1。在目的片段大小

400 bp左右的位置出现一条较亮的条带，切胶回收

目的条带，加以纯化，再进行TA克隆。菌液PCR后，

挑选单一较亮的目的条带的菌液送去公司测序。测

序共得到365 bp基因序列。并且所得到的序列包

含有3’特有的“A尾巴”结构，因此可以认为该

序列是宦溪野生蕉删G的3 7端核酸序列。
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2．2．2 宦溪野生蕉只sAGJ、PsAG2 cDNA 5’RACE

克隆 经过5’RACE PCR巢式扩增，在500 bp

大小左右的位置有一条较亮的特异条带(图1)，切

胶回收并做TA克隆．测序分别得到删GJ 5’核

酸序列513 bp、只明G2 5’核酸序列540 bp。

2．2．3 宦溪野生蕉咫AGJ『、咫AG2全长拼接 利

用DNAMAN6．0进行PSAGJ、PSAG2序列拼接，

结果如图2、3。

PSAGI 5端．sea_——-·———___·___-———___—______-_-——______—___——_--啼

PSAG一3端．seq————————————-—-————--—————--—一
图2宦溪野生蕉P．鼢GJ全长核酸序列拼接图

PsAG2 5端．se：．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．叫 828

PsAC一3端．seq————_—-—————————--—_————————-．

图3宦溪野生蕉只珏G2全长核酸序列拼接图

2．2．4 宦溪野生蕉PsAG』、只姒G2 ORF扩增

(1)利用PsAGJ、筠HG2 ORF特异引物进行

PCR扩增后，在600 bp左右出现目的条带(图1)，

进行TA克隆后送测序，测序得到571、603 bp序

列．这与之前得到的删G』、麟G2 ORF序列一
致，故验证了之前克隆的宦溪野生蕉PsAGJ、

PSAG2核酸序列的正确性。

(2)将麟G．f、删G2 ORF核酸序列BLAST
后结果如图4、5。从图4、5可以看出其与短柄

草、玉米等多种植物的麟G高度同源。
(3)从图4、5 ORF BLAST结果可以看出，不

同物种间虽然麟G的同源性差异比较大。但是，
其保守区域在不同物种间保持高度的一致性(覆盖

度基本上为52％．少数为51％、53％或54％。最

大相似度在83％。86％之间，多为85％)。

(4)运用DNAMAN分析宦溪野生蕉麟GJ、
PsAG2基因发现PsAGJ、删G2分别编码了150、
160个氨基酸．将这些氨基酸BLAST后发现与蓖

麻、拟南芥等多种植物的删G编码的氨基酸序
列高度同源。故再次验证了得到的蹦GJ、麟G2为
只sAG。

(5)将本试验得到的2个麟G成员的ORF序
列与小果野蕉(M nc“minmo，AA G．roup)基因组测

序公布的Psf4G序列(见http：肥anana—genome．cimd．

fr)进行多序列比对，结果如图6。

(6)由图6可以看出，3个麟G ORF序列前57
bp有明显差异，宦溪野生蕉在第55～57 bp处多了

3个碱基CCT．其中宦溪野生蕉PsAGJ在前面还

少了30个碱基，麟G2虽然第1。30 bp之间长度
一致．但也有2个碱基不同。宦溪野生蕉删G在

鉴拦盛．土墨一

图4 宦溪野生蕉，SAG』oRF核酸序列BLAST结果

g图图田瞳图田

四田田田000Ⅲ
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图5 宦溪野生蕉PIS_AG2 ORF核酸序列BLAST结果
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圈6 宦溪野生蕉2个雕AG成员的oI强序列与小果野蕉基因组的飚AG序列比对结果

60。480之间也有个别碱基不同。这表明在进化过

程中宦溪野生蕉和小果野蕉的蹦G在基因结构上
已产生一定的差异，推测在功能上也有所不同。

2．3 宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2生物信息学分析

2．3．1 宦溪野生蕉删GJ『、删G2编码蛋白理化
性质预测与分析 采用ProtParam工具对尸sAGJ、

鹏G2编码蛋白的理化性质进行预测。由预测可知
PsAGl、PsAG2蛋白原子组成为C弼H。，斜加2，1Sl、
C799Hl 248N2160趋6S2；总原子数为2 340、2 49l；分子

量为16 460．8 Da、17 560．1 Da；等电点pI为10．13、

10．05，因此属于碱性蛋白；氨基酸正电(Arg+Lvs)

与负电(Asp+Glu)分别为18，10；在哺乳动物网状

100

200

300

400

480

红细胞、酵母和大肠杆菌体外表达半衰期分别为

30h，大于20h和大于10h；不稳定系数是30．94、

31．91，小于阈值，因此推测PSAGl、PSAG2蛋白

属于稳定蛋白；脂肪系数为86．40、84．06：此外，

280 nm处的摩尔消光系数为11 460 L／(mo卜cm)、

12 950 U(mo卜cm)，吸光值为0．696、0．737。总平

均疏水性为—o．145、_0．109，预测该蛋白是亲水蛋白。

2．3．2 宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2蛋白的亲疏水特

性进行预测及分析 宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2

蛋白经过ProtScale程序的亲水性和疏水性预测表

明：宦溪野生蕉PSAGl、PsAG2最大的疏水性值

都为2．011，最大的亲水性值都为一1．867．且都发
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现有6处最大亲水峰，值在一1．5以下。正值代表

疏水性氨基酸，负值为亲水性氨基酸．亲水性氨基

酸明显多于疏水性氨基酸．且预测结果显示scale为

Hydropathicity，即为亲水性，这与PSAGl、PsAG2

理化性质中预测结果相同．因此推测宦溪野生蕉

PSAGl、PSAG2整个多肽链表现为亲水性。

2．3．3 宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2蛋白信号肽分

析预测 信号肽常用来特指指导蛋白质跨过内质

网的信号．更广泛的讲．它通常为任何一段连续的

疏水氨基酸序列．多在N一末端．新生的多肽由它

引导就能够通过内质网膜进入腔内．最终被分泌到

胞外。用SignaIP4．0 Server对宦溪野生蕉PSAGl、

PSAG2进行信号肽的预测和分析，结果表明C、Y、

S 3个值均小于0．5．由此预测宦溪野生蕉PSAGl、

PSAG2不具有信号肽。

2．3．4 宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2蛋白的跨膜结

构预测与分析 使用TmDred工具在线分析宦溪

野生蕉PSAGl、PSAG2蛋白跨膜结构，结果表明

PSAGl、PSAG2可能都存在2个跨膜螺旋，分值都

超过500。因此预测宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2蛋

白具有跨膜结构．是一个跨膜蛋白。

2．3．5 宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2亚细胞定位预

测与分析 亚细胞定位是指某种蛋白或表达产物

在细胞内的具体存在部位．预测蛋白亚细胞定位可

以更好的了解基因的功能．

通过PSORT对宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2亚

细胞进行定位预测及分析，预测结果表明：宦溪野

生蕉PSAGl、PSAG2定位在微体细胞(过氧物酶体)

的可能性最大，可信度都达0．640．而PSAGl定位

在线粒体基质、叶绿体基质和线粒体内膜的可信度

分别为0．425、O．400、0．102：PSAG2定位在细胞质、

溶酶体、线粒体基质的可信度分别为0．450、O．254、

0．100。因此推断宦溪野生蕉PSAGl、PsAG2编码

的蛋白是一种微体细胞蛋白(过氧物酶体)。

2．3．6 宦溪野生蕉PSAGl、PsAG2保守结构域分析

将宦溪野生蕉麟GJ、删G2基因编码的氨
基酸序列在NCBI中进行比对的结果。结果表明宦溪

野生蕉麟GJ、PsAG2编码的氨基酸序列有一个
光系统I的X亚基超家族(photosystem I reaction

center subunitX，psaK)保守结构域。尸sA GJ、尸sA G2

基因PSI—PSAK supe曲mily分布的氨基酸位点分别

约为7～150、1～160。

2．3．7 宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2同源蛋白质家

族比较分析 宦溪野生蕉PsAGl、PSAG2通过程

序InterProScan的EBI—InterPm数据库进行同源蛋

白质家族比较分析的结果．结果表明宦溪野生蕉

PSAGl、PSAG2与PSI—PSAK supe血milv具有同源

性．这与NCBI上所得的宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2

保守结构域结果一致，这类蛋白质在细菌、蓝藻细

菌中收集的家族成员最多．有109个蛋白质成员．

在病毒中最少．只有3个蛋白质成员。

2．3．8 宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2蛋白磷酸化位

点分析 运用NetPhos 2．0 SeⅣe软件对宦溪野生

蕉麟GJ『、麟G2基因编码的氨基酸进行磷酸化
位点的预测及分析．结果表明宦溪野生蕉PSAGl、

PSAG2整个多肽链中预测分值大于阈值0．5的氨基

酸位点各有4个．推测宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2

磷酸化位点各有4个．其中丝氨酸磷酸化位点分布

于肽链的N端．苏氨酸磷酸化位点一个分布在N

端．另一个靠近C端，没有酪氨酸磷酸化位点。

在PSAGl氨基酸肽链第13、35位发生丝氨酸磷酸

化。在肽链第8、100位苏氨酸发生磷酸化；在

PSAG2氨基酸肽链第23、45位发生丝氨酸磷酸

化，在肽链第18、110位苏氨酸发生磷酸化。由此

推知宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2在2个Ser、2个

Thr氨基酸位点发生磷酸化修饰。宦溪野生蕉

PSA GJ、麟G2序列翻译后在肽链13位、23位N
末端有Ser磷酸化位点，分值最高，为O．992，推

测Ser磷酸化位点可能会影响宦溪野生蕉PSAGl、

PSAG2构象和定位等。这些磷酸化位点都在PS I—

PSAK supe凼milv氨基酸这一结构功能域内，可能
对该结构功能域有调控作用。

2．3．9 宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2蛋白质卷曲螺旋

预测 利用COILS分析工具．预测分析了宦溪野生

蕉PSAGl、PSAG2形成卷曲螺旋的情况．window=

14．21和28 3个参数的结果都表明宦溪野生蕉

PSAGl、PSAG2没有形成卷曲螺旋。

2．3．10 宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2蛋白二级结构

预测 运用JPred对宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2

二级结构进行预测，结果显示：PSAGl、PSAG2的

无规则卷曲所占比例为56．67％、60．00％；仪螺旋为

18．67％、16．25％；伸展构象为24．67％、23．75％。

故宦溪野生蕉PsAGl、PSAG2二级结构主要以无

规则卷曲为主、伸展构象其次，0【螺旋比较少。

此外，运用PSIPRED对宦溪野生蕉PSAGl、

PSAG2二级结构进行预测也是主要以无规则卷曲

为主．伸展构象和仅螺旋比例相差不大。

2．3．11 宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2蛋白三级结构

预测 图7为宦溪野生蕉PSAGl、PSAG2的氨基

酸序列由SWISS—MODEL预测的蛋白质的三级结
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构，左图为PsAGl，右图为PsAG2。由图7可以

看出，蛋白主要由仅一螺旋和无规则卷曲组成。

图7宦溪野生蕉PsAGl、PsAG2蛋白三维结构预测

2．3．12 宦溪野生蕉憨AGJ、咫AG2 ORF的二级

结构分析 利用Mfold进行麟CJ、咫c4G2 ORF
二级结构预测，见图8。PSAGJ、麟G2碱基仅少
量差别，但其二级结构有较大差别，可能与RNA

的调控有关。

dG=一229．26【Initially一249．40】

12A“915—08—20-08

dG=一225．70(Initiany一243．10】

12Augl5—08—22一lO

图8 宦溪野生蕉飚A6J、戤重62 oRF的二级结构分析

2．3．13 宦溪野生蕉PsAGl、PsAG2蛋白系统进化

树构建 从PSAG进化树中可以看出。从总体上

分为2大类．绿藻中的微单胞菌属和苔癣植物植物

中的念珠藻聚为一大类。其余的为另一大类，在这

一大类中其中单子叶植物中禾本目中的玉米首先从

大类中分出来为单独一类．其次是宦溪野生蕉的2

个PsAG成员聚为一类．然后双子叶植物中的葡

萄、单子叶植物中的泽泻目中的无根萍属、双子叶

植物十字花目中的拟南芥先后分出来成为一小类，

最后是双子叶植物中石竹目中的菠菜和豆目中的蒺

藜苜蓿聚为小类。宦溪野生蕉2个PSAG成员与葡

萄的进化距离最近(图9)。

Vitis PSAGl一Musa

Mma

图9宦溪野生蕉PsAGl、PSAG2蛋白系统进化树

2．4 宦溪野生蕉飕A饼、憨AG2基因组DNA的
克隆

以PsAGJ、韪AG2 ORF的上下游引物分别扩增

宦溪野生蕉的基因组DNA(图1)，分别得到600bp

左右的目的条带，做TA克隆后测序得到453 bp和

483 bp序列(GenBank登录号分别为J)【6786lO、

J)(678609)。将得到的DNA序列与蹦GJ、麟G2
0RF比对后发现序列一致．表明宦溪野生蕉

麟GJ、麟G2不存在内含子。

3讨论与结论
3．1宦溪野生蕉雕AG基因结构特征保证了其功
能的稳定性

宦溪野生蕉尸sAGJ、船AG2 ORF BLAST结果

表明．不同物种间虽然删G的同源性差异比较
大．但其保守区域在不同物种间保持高度的一致

性。这种高度一致性比较少见。保守区域与该基因

的功能应该是密切相关的．这种保守区的高度一致

性保证了PSAG行使维持PsI稳定性的重要功能。

同时．删G没有内含子．避免了基因表达过程中
ORF产生可变剪接体的可能．能够进一步保证形

成正常的mRNA以及表达出正常的蛋白质。蹦G
的这2个结构特征保证了麟G功能上的稳定性．
在拟南芥的研究中发现．缺乏麟G会导致
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Ps I复合体不稳定，容易受到光伤害口l。表明麟G
的存在对植物生长发育的重要性。本研究结果表

明，香蕉的进化过程中。麟G的结构特征为保持
删G功能的稳定性提供了重要保证。
此外。2个删G成员的核苷酸序列及氨基酸
序列都同源性高，且蛋白的三级结构也差异不大．

这种基因的功能冗余进一步保证了删G功能上的稳
定性；但是．用Mfold预测的mRNA二级结构发现

2个基因成员有较大差异，可能与其表达调控有关。

3．2 宦溪野生蕉PsAG蛋白预测特征反映了其功

能上的多样性

Ih以ainen等【13】在拟南芥的研究中发现PS I—G

(即PsAG)在光系统I中参与反应中心与外周天线蛋

白之间的相互作用。Zy枷lo等【3】还发现拟南芥PsAG
具有维持PS I的稳定性、避免光伤害的功能。宦

溪野生蕉PSAGl、PsAG2蛋白理化性质预测表明

其为亲水蛋白。这与PSAGl、PSAG2蛋白亲疏水

性预测结果一致。宦溪野生蕉PSAGl、PsAG2蛋

白不具有信号肽但属于跨膜蛋白。宦溪野生蕉

只sAGJ『、麟G2基因编码的氨基酸序列有一个光系
统I的X亚基超家族(photosystem I reaction center

subunit X psaK)保守结构域，推测PsAGl、PsAG2

与这一超家族在功能上可能有一定的联系或相似

性。亚细胞定位表明PSAGl、PsAG2定位于微体

细胞(过氧物酶体)的可能性最大，PSAGl定位于

叶绿体、PsAG2定位于细胞质中的可能性也较高．

即PsA GJ『、f．SA G2 mRNA可能在细胞核合成后穿过

核孔进入细胞质。在核糖体合成PsAGl、PsAG2

蛋白，然后跨叶绿体外膜、内膜进入叶绿体基质，

最后定位于叶绿体基粒(类囊体)进行光反应发挥功

能．这与之前研究的PSAG定位于叶绿体中的结论

一致。蛋白质磷酸化是生物体内一种普通的调节方

式，在细胞信号转导的过程中起重要作用。磷酸化

位点分析表明在PSAGl氨基酸肽链第13、35位发

生丝氨酸磷酸化，在肽链第8、100位苏氨酸发生

磷酸化：在PSAG2氨基酸肽链第23、45位发生丝

氨酸磷酸化，在肽链第18、110位苏氨酸发生磷酸

化。这些磷酸化可能影响基因的构象和定位．且磷

酸化位点都在Ps I—PsAK supe以mily这一结构功
能域内，可能对该结构功能域有调控作用。PsAG

的以上特征可能与该基因蛋白参与PSI中反应中心

与外周天线蛋白之间的相互作用以及维持PsI的稳

定性、避免光伤害的功能有关。

此外，Zhang等14】还发现在盐藻∞u加ZieZk s以i砌
的PSAG与耐盐性密切相关问。蛋白质的磷酸化过

程也是植物细胞发生抗性反应的重要步骤。本研究

中PSAG的丝氨酸磷酸化、苏氨酸磷酸化位点。可

能与其抗盐功能有关。
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