
分子植物育种，2014 年，第 12 卷，第 4 期，第 780-787 页

Molecular Plant Breeding, 2014, Vol.12, No.4, 780-787

研究报告

Research Report

李 Ran 基因的克隆与生物信息学分析
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摘 要 本研究以芙蓉李为材料，采用同源克隆和 RACE 技术从芙蓉李叶片中分离得到 2 个李 Ran 基因

PsRan1 和 PsRan3，长度分别为 984 bp 和 952 bp。生物信息学分析结果表明，PsRan1 和 PsRan3 均编码 221
个氨基酸。PsRan1 和 PsRan3 与其他物种的 Ran 蛋白具有很高的相似性，均具有 Ran 蛋白的特征结构域，包

括与 GTP 结合与水解有关的结构域、C- 末端酸性结构域和影响因子结合结构域。NetPhos 2.0 Server 预测结

果表明二者具有 10 个相同的磷酸化位点。
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Abstract Using Furong plum as experimental material, 2 PsRan genes, PsRan1 and PsRan3, were isolated
through homologous cloning and RACE technology. PsRan1 and PsRan3 contained 984 bp and 952 bp in length
respectively. Sequence analysis indicated that both PsRan1 and PsRan3 encode 221 amino acids. PsRan1 and
PsRan3 showed high similarity with Ran proteins from other plants and contained characteristic domains of Ran
proteins, including domains involved in GTP-binding and hydrolysis, as well as the acidic C-terminal domain and
the effector-binding domain. Prediction of phosphorylation sites in these peptides using the NetPhos 2.0 server
showed both of these PsRan proteins contained 10 identical phosphorylation sites.
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Ran (Ras-like nuclear GTPase)是一类在真核生

物中高度保守的小 GTP 水解酶，在核质运输、纺锤

体和核膜形成等细胞过程中扮演着重要角色(Hetzer
et al., 2002; Weis, 2003; Di Fiore et al., 2004; Ciciarel-
lo et al., 2007; Clarke and Zhang, 2008; Meier and
Somers, 2011)。目前，关于动物 Ran 的功能与作用机

制的研究开展较多，而关于植物 Ran 的功能与作用

机制的研究较少。有研究表明植物和动物 Ran 的序

列上高度同源(Zang et al., 2010; Lü et al., 2011)，且超

表达植物 Ran 可使细胞周期缺陷型酵母突变体正常

生长(Wang et al., 2004)。以上研究结果表明，植物的

功能可能与动物 Ran 相似。Yano 等(2006)发现 A-
tRAN3 在拟南芥细胞周期进程中的时空分布模式与

动物 Ran 蛋白的研究结果一致，表明植物 Ran 与细

胞分裂有关，且其作用与动物 Ran 相似。多项研究表

明 Ran 与植物对激素和环境信号的响应有关(Fer-



reira et a l., 2006; Kriegs et al., 2006; Miche et al.,
2006; Wang et al., 2006; Jiang et al., 2007; Lee et al.,
2008; Xu and Huang, 2008; 2010; Yoshimura et al.,
2008; Chen et al., 2011; Mahong et al., 2012)。超表达

OsRAN2 可通过改变调控蛋白的运输，影响水稻对渗

透胁迫和 ABA 的敏感性(Zang et al., 2010)。因此，植

物进入与打破休眠，必然与 Ran 的表达调控密切相

关。研究表明超表达 OsRAN2 的转基因水稻细胞植

株在低温胁迫条件下可维持活跃的细胞分裂，显著

提高植株的抗寒性(Chen et al., 2011)。Frankard 等

(2012)研究表明调控 Ran 结合蛋白 RanBP 的表达可

提高植物产量。综上所述，Ran 在植物生长发育过程

中发挥着重要作用。
李(Prunus salicina Lindl.)是一种在世界各地广

泛栽培的果树。李的果实美味多汁，营养丰富，是优

良的鲜食水果，还可以用于食品加工。李的花和果均

具有很高的观赏价值，是绿化环境的优良树种。此

外，李的果实还具有很高的药用价值(Lee et al., 2009;
Johnson et al., 2011)。目前，不同成熟期的李品种较

少，品种配置不科学，成熟期较为集中，产销矛盾突

出，严重影响了李产业的健康发展(孙猛等, 2009; 张

静茹, 2013, 果树实用技术与信息, (6): 7)。培育不同

成熟期的李品种，科学配置品种结构对李产业的持

续健康发展具有重要意义。研究表明超表达小麦

Ran1 可显著推迟水稻和拟南开花时间，通过 RNAi
抑制 Ran 的表达则可使水稻和拟南芥提前开花(王昕,
2004)。因此，Ran 可能与植物花期调控有关。李需要通

过低温积累打破休眠，才能正常开花(陈杰忠, 2003)，
低温积累不足将导致李延迟开花或开花异常，降低产

量。植物芽休眠的重要标志之一是细胞分裂停止，而

Ran 与细胞分裂密切相关(Wang et al., 2006)。此外，植

物休眠的开始与结束均是通过感受外界环境的信

号，进而改变细胞的基因表达谱来实现(Schrader et
al., 2004)。Ran 是控制细胞质核物质运输的一个重要

枢纽，因此，Ran 必然参与植物休眠的调控。
本研究中根据 NCBI 数据库中的植物 Ran 基因

序列，以李叶片为材料，克隆李 Ran 基因，并对所获

得的基因进行了生物信息学分析，旨在为阐明李

Ran 的功能及其作用机制奠定分子基础，为李新品

种培育、调节产期和阐明李休眠调控机制提供参考。

1 结果与分析

1.1 李 Ran 基因的cDNA 全长序列的克隆及序列分析

以李叶片总 RNA 的反转录产物为模板，Rf3/Rr2

为引物进行扩增，得到一条长度为 323 bp 的片段

(片段 1) (图 1A)。以 R3-2/AUAP 和 R3-3/AUAP 为

引物进行巢式 PCR 扩增，得到 2 条长度分别为为

562 bp (3' 片段 1)和 495 bp (3' 片段 2)的 3' 末端序列。
以 AUAP/R5-2 和 AUAP/R5-1 为引物进行巢式 PCR
扩增，得到一条长度为 265 bp 的 5' 末端序列(5' 片段)。
将获得的片段 1、3' 片段 1 和 5' 片段 3 条片段经

DNAMAN 拼接，得到条长度为 984 bp 的李叶片 Ran
全长 cDNA 序列，通过巢式 PCR 扩增得到一个长为

776 bp 的片段(图 1C)，将该片段与 3' 片段 2 得到一

个长为 952 bp 的片段，命名为 PsRan1 (GenBank 登

记号: KF642609)。PsRan1 和 PsRan3 均含有 666 bp
的开放阅读框，编码 221 个氨基酸(图 2)。采用 Pep-
tideMass 进行分析，预测结果显示 PsRan1 相对分子

量为 25.114 kD，等电点(pI)为 6.44；PsRan3 相对分子

量为 25.172 kD，等电点(pI)为 6.44。

图 1 李 PsRan 的 PCR 扩增结果

Figure 1 The amplification results of PsRan

1.2 李 Ran 基因的 cDNA 全长序列的生物信息学分析

在 NCBI 数据库中进行 BLAST (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi)分析，结果表明 PsRan1 和 Ps-
Ran3 编码的蛋白均与葡萄、龙眼、拟南芥、向日葵、大
豆、毛果杨、鹰嘴豆、苜蓿和蓖麻等植物的 Ran 蛋白

具有很高的相似性。采用 DNAMAN6 对 PsRan1 和

PsRan3 与其他植物 RAN 氨基酸序列进行多重比对

分析，结果表明 PsRan1 和 PsRan3 均具有与 GTP 结

合与水解有关的结构域，C- 末端酸性结构域和效应

因子结合结构域等 Ran 蛋白的特征结构域(图 3)。从

图 3 中可以看出，除了 AtRan4 外，这些结构域在不

同物种的 Ran 蛋白间高度保守。采用临位相邻法对

PsRan1 和 PsRan3 与其他植物的 Ran 蛋白进行亲缘
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图 2 PsRan1 和 PsRan3 的 cDNA 序列及其推导的氨基酸序列

注: A: PsRan1; B: PsRan3
Figure 2 Sequence and deduced amino acid sequence of PsRan1 and PsRan3
Note: A: PsRan1; B: PsRan3

关系分析，发现 PsRan1 与 SlRAN1 和 SlRAN2 聚为

一类，PsRan3 单独聚为一类与 GmRan3 的亲缘关系

较近(图 4)。
蛋白质磷酸化作为一种蛋白质修饰的重要方式

广泛存在于生物体内，通过参与各种细胞过程调控

发挥作用。蛋白质磷酸化通过对蛋白质进行修饰改

变蛋白质的结构、稳定性、活性以及亚细胞定位，进

而影响细胞活动。采用 NetPhos 2.0 Server 对 PsRan1
和 PsRan3 的潜在磷酸化位点进行预测。结果表明，2
个李 Ran 蛋白均含有 10 个相同的潜在磷酸化位点，

分别为 2 个丝氨酸(13 和 156 位)，4 个苏氨酸(35, 45,
96 和 100 位)，4 个酪氨酸(42, 82, 83 和 101 位)。

2 讨论

Ran 蛋白最早因参与细胞核质运输而被从非洲

爪蟾蜍中纯化并鉴定(Moore and Blobel, 1993)。目前

Ran 的研究以其在动物中的功能为主，关于植物 Ran
的研究报道较少。研究人员已从番茄、蚕豆、小麦、洋
葱、大蒜、油菜、水稻、高羊茅和龙眼等植物中分离得

到 Ran 基因(Ach and Gruissem, 1994; Saalbach and
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Christov, 1994; Wang et al., 2004; 马立安和张忠明 ,
2009; Lü et al., 2011; 方智振, 2012)。其中，拟南芥基

因组含有 4 个 Ran 基因(AtRan1, AtRan2, AtRan3 和

AtRan4)，其中 AtRan1、AtRan2 和 AtRan3 的序列高

度同源，而 AtRan4 与其他 AtRan 的序列相似性仅为

65% (Vernoud et al., 2003)。AtRAN4 缺乏 RanGAP

图 3 推导的 PsRAN 与其他植物 RAN 氨基酸序列的多重比对

注: 拟南芥(AtRAN1, NP_197501; AtRAN2, NP_197502; AtRAN3, NP_200330; AtRAN4, NP_200319), 苜蓿(MtRAN, ACJ83982),
玉米(ZmRAN, NP_001149221), 葡萄(VvRAN, XP_002284967), 洋葱(AsRAN2, ABD17864)和水稻(OsRAN, NP_001043550); 比

对序列间相同和相似的氨基酸残基分别用黑色，灰色和浅灰色标出; 保守的 GTP 结合与水解结构域(G1~G5)用横线标出; 效应

因子结合结构域(RanGAP 结合)和酸性 C 端区域(酸性尾)分别用星号和三角形标出

Figure 3 Multiple alignments of the deduced PsRAN sequences with other RAN sequences
Note: Arabidopsis thaliana (AtRAN1, NP_197501; AtRAN2, NP_197502; AtRAN3, NP_200330; AtRAN4, NP_200319), Medicago
truncatula (MtRAN, ACJ83982), Zea mays (ZmRAN, NP_001149221), Vitis vinifera (VvRAN, XP_002284967), Allium cepa (As-
RAN2, ABD17864) and Oryza sativa (OsRAN, NP_001043550); Identical and similar amino acid residues among the aligned se-
quences are indicated by Black, grey and light gray shading, respectively; Conserved GTP binding and hydrolysis domains (G1~G5)
were indicated by lines; The effector-binding domain (RanGAP-binding) and the acidic C-terminal region (acidic tail) are indicated
with asterisks and triangles, respectively

的结合位点，为植物特异性的 Ran 蛋白(Haizel et al.,
1997)，但目前尚未见 AtRan4 基因的相关报道。本研

究从芙蓉李叶片中分离得到 2 条 PsRan 的 cDNA 序

列，分别编码不同的蛋白。不同植物 Ran 蛋白之间的

相似性和亲缘关系进行分析结果表明，李 Ran 蛋白

与他植物 Ran 高度同源，且二者均具有 Ran 蛋白的
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可能受气候条件影响。Chen 等(2011)分析了不同胁

迫下水稻 OsRAN2 的表达模式，发现与盐胁迫和干

旱胁迫相比，低温可显著影响 OsRAN2 的表达。Paul
和 Kumar (2011)研究发现低温可导致茶叶休眠组织

和旺盛生长的组织中 CsRan2 表达量上升，而室温条

件下休眠组织中 CsRan2 表达量下降。Li 等(2007)发
现低磷处理可提高玉米根系中 Ran B1 蛋白的丰度。
Jiang 等(2007)用 150 mmol/L NaCl 处理 48 h 后，发

现拟南芥根系中 Ran-1 蛋白的丰度显著提高，表明

Ran 可能在盐胁迫条件下发挥着特殊的作用。Yoshi-
mura 等(2008)分析了野生西瓜响应干旱胁迫的根系

蛋白质组变化情况，发现两个 Ran 蛋白的表达量受

干旱诱导。Zhai 等(2013)分析了长期积水对玉米冠状

根 miRNA 的表达谱，发现作用于 Ran 的 miRNA 的

表达发生了显著的变化。Lee 等(2008)研究表明，不

同光源可通过光敏色素介导信号转导途径调控拟南

芥 Ran 基因的表达。Mahong 等(2012)分析了短时间

强光胁迫对单细胞真核藻类(Chlamydomonas rein-
hardtii)的影响，发现强光胁迫可导致 Ran 蛋白表达

量下调。Wang 等(2006)研究发现超表达 TaRAN1 的

水稻和拟南芥植株对生长素的敏感性显著提高，表

明 TaRAN1 可能与胁迫响应机制有关。以上研究均

表明 Ran 与植物胁迫响应有关，由此可见，Ran 蛋白

在植物胁迫响应过程中发挥着重要的作用。李 Ran
基因在胁迫响应过程中的作用机制，也是进一步研

究的重点。

3 材料与方法

3.1 材料

以古田芙蓉李幼嫩的叶片为材料，样品取自福

建省农业科学院果树研究所李种质资源圃。叶片

采集后立即用液氮冰冻，然后转移至 -80℃冰箱中

保存备用。

3.2 方法

3.2.1 李叶片总 RNA 的提取及 cDNA 合成

采用天泽柱式植物 RNAout 2.0 试剂盒(北京天

恩泽)进行李叶片总 RNA 的提取，详细步骤参见说

明书；总 RNA 的质量根据紫外分光光度法和琼脂糖

凝胶电泳分析结果进行确定，取符合试验要求的总

RNA 用于后续研究。采用 Fermentas 公司的第一链

cDNA 合成试剂盒和 Invitrogen 公司的 SuperScriptTM

Ⅲ Reverse Transcriptase 进行 cDNA 合成，具体方法

图 4 李与其他植物的 RAN 蛋白系统发育关系分析

注:拟南芥(AtRAN1,NP_197501,AtRAN2,NP_197502,AtRAN3,
NP_200330); 葡萄(Vv RAN3-like, XP_002285018), 高粱(Gm-
RAN3-like, XP_003526422); 番 茄 (SlRAN1, NP_001234016,
SlRAN2, NP_001234023); 洋葱(AsRAN2, ABD17865); 江南卷

柏(SmRAN,XP_002972496);小立碗藓(PpRAN,XP_001779455);
烟草(RANA1, P41918); 欧洲油菜(RAN2, ABD17866); 水稻

(OsRAN, NP_001043550)
Figure 4 Phylogenetic relationships of RAN proteins from Prunus
salicina and selected plant species
Note: Arabidopsis thaliana (AtRAN1, NP_197501, AtRAN2,
NP_197502, AtRAN3, NP_200330);Vitis vinifera (VvRAN3-like,
XP_002285018); Glycine max (GmRAN3-like, XP_003526422);
Solanum lycopersicum (SlRAN1,NP_001234016,SlRAN2,NP_00-
1234023); Allium sativum (AsRAN2, ABD17865); Selaginella
moellendorffii (SmRAN, XP_002972496); Physcomitrella patens
subsp. patens (PpRAN, XP_001779455); Nicotiana tabacum
(RANA1, P41918); Brassica napus (RAN2, ABD17866); Oryza
sativa Japonica Group (OsRAN, NP_001043550)

特征结构域(Ma et al., 2007)。本研究的结果进一步证

明植物 Ran 蛋白高度保守。同时，该结果还表明李

Ran 蛋白与其他植物的 Ran 蛋白具有相似的功能。2
个李 Ran 蛋白在氨基酸序列上存在的差异较小，与

拟南芥 RAN 蛋白(AtRAN1, AtRAN2 和 AtRAN3)之
间的差异相似，仅个别氨基酸位点存在差异。方智振

(2012)从龙眼体胚中分离到了多个 DlRan 基因，这些

基因编码的蛋白之间的差异与 2 个李 Ran 蛋白的差

异相似。这些位点的差异是否与李 Ran 蛋白的具体

功能有关？对植物 Ran 蛋白不同成员的功能比较分

析尚未见报道，2 个李 Ran 蛋白的功能还需通过基

因超表达与基因敲除试验进一步研究。
Falchi 等(2010)对桃发育和成熟过程中小 G 蛋

白的表达情况进行研究，发现 Ran 基因的表达模式
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参照说明书。

3.2.2 引物设计

根据GenBank 上的其他植物的 Ran 序列，设计

简并引物，用于李 Ran cDNA 片段的扩增，并根据获

得的 cDNA 片段设计引物，用于李 Ran 基因 cDNA
的 3' 和 5' 末端序列的扩增。对获得的片段进行拼接，

并根据拼接结果设计引物，进行拼接结果的验证。引

物合成委托北京六合华大基因科技股份有限公司完

成。本研究中所用到的引物清单(表 1)。

表 1 李 Ran 基因克隆引物列表

Table 1 Primers used for cloning of Ran genes from plum

名称

Name
Rf-3
Rr-2
AUAP
R3-2
R3-3
R5-1
R5-2
Rf-6
Rr-4
Rr-8
Rr-18

引物序列(5'-3')
Primer sequence (5'-3')
GARCCTACHATTGGTGTNGARGTTC
GAAAGGCTTCTCRAAGTTGTARTT
GGCCACGCGTCGACTAGTAC
GTCTGTGAGAACATTCCAATTGTTCT
GATGTGAAGAACAGGCAGGTCAAG
CGGCTGTGTCCCAGCAATAGAATCT
CAATCGAGCAGTAACATCAAACATG
ACTCGTTTGCTCTCTGCGCCACTC
CTAATAGGCGAATAGAATTAACGGC
CATATTAGCTGAATTTAAATCCGCCT
ACGAAAACCATCCTAGCGGAG

3.2.3 李 Ran 基因片段的回收、克隆和测序

采用琼脂糖凝胶(1.0%)电泳对 PCR 扩增产物进

行检测，采用 Biomega 凝胶回收试剂盒进行目的片

段的回收，采用 Takara 公司的 pMD18-T Vector 进

行李 Ran 基因目的片段的克隆。筛选阳性克隆子委

托上海博尚生物技术有限公司完成测序。

3.2.4 李 Ran 基因序列的分析

李 Ran 基因序列的分析采用 NCBI 的 Blast 和

DNAMAN 6.0 软件对进行分析。采用 PeptideMass 软

件进行李 Ran 蛋白分子量和等电点的计算(http://us.
expasy.org/tools/peptidemass.html)。采用 MEGA5 进

行 Ran 分子进化树的构建。采用 NetPhos 2.0 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/service s/NetPhos/)进行磷酸化

位点预测。
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