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摘要　 ［目的］ 研究沙田柚类蛋白激酶基因编码的蛋白质序列所包含的生物信息学。 ［方法］ 利用高通量测序对沙田柚自交和异交花
柱进行转录组测序，通过差异分析得到沙田柚类蛋白激酶基因序列。 采用生物信息学方法，对其编码的蛋白质从序列特征、理化性质、
跨膜结构域、高级结构以及功能域等方面进行预测和分析。 ［结果］ 该基因全长为 ２ ３２３ ｂｐ，开放阅读框（ＯＲＦ）全长为 １ ５６０ ｂｐ（Ｇｅｎ⁃
ｂａｎｋ 登录号：ＭＧ９２５８２０），共编码 ５１９ 个氨基酸，分子质量为 ５７．３９ ｋＤ，等电点 ＰＩ 为 ８．５５。 该蛋白质含有 １ 个植物 ＳＴＫｃ ＩＲＡＫ 蛋白家族
的保守结构域，为亲水性稳定蛋白。 氨基酸序列分析表明，其编码的氨基酸与克莱门柚和甜橙的同源性分别为 １００％、９９％。 系统进化
树表明沙田柚类蛋白激酶基因与克莱门柚和甜橙亲缘关系很近，属于同一进化分支。 ［结论］ 该研究结果可为今后深入研究沙田柚自
交不亲和机理提供参考。
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收稿日期　 ２０１８－０２－２５

　 　 沙田柚（Ｃｉｔｒｕｓ ｇｒａｎｄｉｓ ｖａｒ．Ｓｈａｔｉｎｙｕ Ｈｏｒｔ）隶属于芸香科

柑橘属，具有配子体自交不亲和的特性。 植物自交不亲和

（ｓｅｌｆ⁃ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ， ＳＩ）是指具有完全花且能够产生雌雄配

子，雌蕊的柱头或花柱能特异性识别与自体基因型相同的花

粉，导致花粉不萌发或花粉管停止生长的一种现象［１］。 这种

现象在避免植物近亲繁殖方面具有重要的意义。 目前，关于

芸香科植物的自交不亲和性机理尚不明确，但在沙田柚自交

不亲和的形态学、细胞学和蛋白质化学等方面的研究已取得

了一定进展［２］。 秦新民等［３］ 分离并鉴定了沙田柚花粉管特

异蛋白；杨继华等［４－５］ 利用 ＩＥＦ ／ ＳＤＳ－ＰＡＧＥＳＨＵＡ 双向电泳

的方法测定了沙田柚自交花柱特异蛋白的分子量、等电点以

及 Ｎ－末端氨基酸序列；薛妙男等［６－７］确定了沙田柚自交花粉

管在花柱中生长的受阻部位；秦新民等［８－９］ 还确定了花柱通

道细胞中特异蛋白和花粉管中特异蛋白的产生部位及分布。
植物中的类蛋白激酶通过磷酸化和去磷酸化作用调节

植物的代谢，这些过程几乎涉及所有的生理和病理过程［１０］，
主要作用于植物的细胞抗逆反应［１１］、生长发育［１２－１３］、抗病防

卫［１４－１５］、自交不亲和［１６］以及胞外信号转导［１７］ 等方面。 笔者

通过对沙田柚自交和异交花柱进行转录组测序，获得了沙田

柚类蛋白激酶基因，并对该基因编码的蛋白质理化特征和基

因表达进行了分析，旨在为深入研究沙田柚自交不亲和的分

子机理提供分子理论依据。
１　 材料与方法

１．１　 材料　 所用材料为广西灵川县潮田乡大山口村果园内

１０ 年生的沙田柚果树花柱，分别采集使用人工自交（沙田

柚×沙田柚）和异交（酸柚×沙田柚）方式授粉后１～ ３ ｄ 的花

柱，立即放置于液氮中，随后存放到超低温冰箱（－８０ ℃）中
备用。
１．２　 方法

１．２．１　 ＲＮＡ 的提取。 根据改良的 Ｔｒｉｚｏｌ 法对植物总 ＲＮＡ 进

行提取［１８］。
１．２．２　 测序。 通过检测选择合格 ＲＮＡ 送至深圳华大基因科

技服务有限公司进行建库和测序。 用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ ２０００
对制备好的文库进行测序。
１．３　 序列分析和系统树构建　 将得到的测序结果序列在

ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔ 程序上进行基因序列的同源性比较分析；并利

用 ＤＮＡｍａｎ、Ｆｉｎｄｅｒ、ＴＭｐｒｅｄ、Ｓｗｉｓｓ⁃ｍｏｄｅｌ、ＮｅｔＰｈｏｓ２．０ 等软件

进行序列和蛋白质理化分析；在 ＧｅｎＢａｎｋ 上下载与该序列同

源性相近的其他物种的序列，用 ＤＮＡｍａｎ 软件对类蛋白激酶

基因编码的氨基酸序列构建系统进化树。
２　 结果与分析

２．１　 基因的生物信息学分析　 沙田柚类蛋白激酶基因（Ｕｎｉ⁃
ｇｅｎｅ１０２０８＿ Ａｌｌ ） 序 列 全 长 ２ ３２３ ｂｐ （ ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：

　 　 　安徽农业科学，Ｊ．Ａｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃ．Ｓｃｉ． ２０１８，４６（１６）：８８－９２



ＭＧ９２５８２０），在 ＮＣＢＩ 在线数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ） 中进行比对，寻找该基因的开放阅读框

（ＯＲＦ），用 ＤＮＡｍａｎ 软件对该基因进行翻译，结果显示：该序

列有 １ 个 １ ５６０ ｂｐ 的开放阅读框，编码的蛋白质含 ５１９ 个氨

基酸（图 １）。

图 １　 类蛋白激酶基因序列和推测氨基酸序列

Ｆｉｇ．１　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．２　 编码蛋白质的分析和疏水性预测　 将类蛋白激酶基因

编码的蛋白质序列放入理化性质在线预测网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）中进行蛋白质理化性质的预测分析，
结果显示：该基因编码的蛋白质分子式为 Ｃ２５６９Ｈ４０４４Ｎ６９８Ｏ７４５

Ｓ２４，分子质量为 ５７．３９ ｋＤ，等电点 ＰＩ 为 ８．５５。 构成该蛋白质

的氨基酸中，亮氨酸（Ｌｅｕ）所占比例最大，达 １３．７％，组氨酸

（Ｈｉｓ）所占比例最少，仅为 １．５％。 蛋白质不稳定系数（ｉｎｓｔａ⁃
ｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ）为 ３３．９４（＜４０），表明该蛋白质为稳定蛋白。 其

中，该蛋白质携带的负电荷氨基酸（Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ）总数为 ５２，正
电荷氨基酸（Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ）总数为 ５８。 利用 ＤＮＡｍａｎ 软件对该

蛋白质进行疏水性分析，结果见图 ２。 从图 ２ 可以看出，该基

因编码的肽链中疏水性最大值约为 ３．４８，位于第 １４１ 位氨基

酸，最小值约为－３．７１，位于第 １７２ 位氨基酸。 该蛋白质疏水

性平均值为－０．１２，鉴定该蛋白质为亲水性蛋白。
２．３　 跨膜预测 　 运用跨膜蛋白数据库 ＴＭＨＭＭ（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ／ ）对沙田柚类蛋白激酶跨

膜区域进行预测，结果表明该蛋白质属于跨膜蛋白，其中 １～
１４１ 位部分位于膜外，１４２～１６４ 位部分跨膜，１６５～５１９ 位部分

位于膜内（图 ３）。
２．４　 蛋白质磷酸化位点预测　 蛋白质磷酸化位点采用在线
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图 ２　 类蛋白激酶基因蛋白疏水性分析

Ｆｉｇ．２　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｎｇ ｏｆ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ
ｐｒｏｔｅｉｎ

预测软件 ＮｅｔＰｈｏｓ ３．１ Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／
ＮｅｔＰｈｏｓ ／ ）进行预测，结果显示，类蛋白激酶基因编码的蛋白

质共有 ３９ 个可能的磷酸化位点，其中丝氨酸（Ｓｅｒ）磷酸化位

点共有 ２６ 个，分别位于蛋白质的第 ４、２３、５３、７７、８５、９４、１０７、
１３５、１８３、１９１、２００、２２０、２４４、２９７、２９８、３０３、３７０、３７１、３７４、３７５、
３９８、４４２、４４３、４４６、４８３、４９３ 位；苏氨酸（Ｔｈｒ）磷酸化位点共有

９ 个，分别位于蛋白质的第 ６８、１０３、２３０、２３２、２３４、２３５、２５３、３００
和 ４１５ 位；酪氨酸（Ｔｙｒ）磷酸化位点仅 ４ 个，分别位于蛋白质

的第 ２３６、３８６、３９１、４０４ 位。 可知此蛋白质的磷酸化以丝氨酸

磷酸化为主，其次为苏氨酸和酪氨酸。
２．５　 功能结构域分析　 将编码的氨基酸序列用ＮＣＢＩ上的

图 ３　 类蛋白激酶基因序列跨膜区预测

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＴＭｐｒｅｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉ⁃
ｎａｓｅｓ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｓｅａｒｃｈ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｃｄｄ ／ ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）进行分析，发现该蛋白质具有 １ 个与

ＳＴＫｃ ＩＲＡＫ 蛋白相同的保守结构域，属于 ＰＫｃ ｌｉｋｅ 超家族，
预测结果如图 ４ 所示。
２．６　 蛋白质二级以及三级结构的预测　 运用在线分析软件

ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ －ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ －ｂｉｎ ／ ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍａ．
ｐｌ）对类蛋白酶蛋白二级结构进行预测，结果表明，在该蛋白

质的二级结构中， α －螺旋所占比例为 ３８． ５４％，延伸链

１３．２９％，无规则卷曲 ４８．１７％，二级结构预测结果如图 ５ 所示。
　 　 利用在线软件 Ｐｈｙｒｅ２ ［１９］对 ＲＩＮＧ Ｆｉｎｇｅｒ 蛋白氨基酸序

列三级结构进行预测，结构见图 ６。

图 ４　 类蛋白激酶基因蛋白保守结构域

Ｆｉｇ．４　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．７　 同源性分析　 从 ＮＣＢＩ 上下载其他 ９ 种植物的类蛋白

激酶基因编码的氨基酸序列，利用 ＤＮＡｍａｎ 构建系统发育

树，结果表明沙田柚类蛋白激酶基因编码的蛋白质与芸香科

的克莱门柚（Ｃｉｔｒｕｓ ｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ）和甜橙（Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ）的类蛋

白激酶基因编码的蛋白质相似性很高，相似度约为 １００％和

９９％。 该同源树显示该物种与克莱门柚和甜橙亲缘关系很

近，属于同一分支（图 ７）。
２．８　 类蛋白激酶基因在沙田柚自交和异交花柱中的表

达　 该研究克隆的类蛋白激酶在沙田柚自交花柱和异交花

柱中的表达有较为明显的差异：在未授粉花柱中其表达量

（ｒｅａｄｓ ｐｅｒ ｋｂ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｒｅａｄｓ，ＲＰＫＭ） ［２０］为 ０．０１，自交 １ ｄ
花柱中的表达量上升至 １．６１，自交 ２ ｄ 花柱中的表达量继续

上升至 ５．９７，自交 ３ ｄ 的其表达量上升至 ６．２３。 而在异交 １ ｄ
花柱中的表达量上升至 ４．０６，异交 ２ ｄ 花柱中的表达量继续

上升至 ６．４１，但异交 ３ ｄ 花柱中的表达量迅速下降至 １．８１。
从上述结果可以看出无论自交授粉还是异交授粉，第 １ 天花

柱中类蛋白激酶基因的表达都表现为迅速升高，利用 ＲＰＫＭ
对该基因在自交和异交花柱中的表达水平进行估算，设定错

误检测率（ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ，ＦＤＲ）≤０．００１ 且差异倍数 ≥２
倍的基因视作显著差异表达基因， 以 ＲＰＫＭ 值取 ２ 的对数

值（ｌｏｇ２）对自交 １ ｄ ／异交 １ ｄ、自交 ２ ｄ ／异交 ２ ｄ，以及自交

３ ｄ ／异交 ３ ｄ 花柱中类蛋白激酶基因的表达水平进行统计，
其数值分别为－１．３３、－０．１０、１．７８。

０９ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 安徽农业科学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２０１８ 年



　 注：ｈ．α－螺旋；ｃ．无规则卷曲；ｅ．延伸链

　 Ｎｏｔｅ：ｈ．α⁃ｈｅｌｉｘ；ｃ．Ｒａｎｄｏｍ ｓｏｉｌ；ｅ．Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ
图 ５　 类蛋白激酶蛋白的二级结构预测

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ６　 类蛋白激酶蛋白的三级结构

Ｆｉｇ．６ 　 Ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ
ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨论

蛋白激酶是一类催化蛋白质磷酸化反应的酶，能将腺苷

三磷酸（ＡＴＰ）上的 γ－磷酸转移到蛋白质分子的氨基酸残基

上［２１］。 类蛋白激酶蛋白的磷酸化以丝氨酸磷酸化为主，其
次为苏氨酸和酪氨酸，且与 ＳＴＫｃ ＩＲＡＫ 蛋白有相同的保守结

构域，属于 ＰＫｃ ｌｉｋｅ 超家族。 该研究通过序列同源性分析，
沙田柚类蛋白激酶基因编码的氨基酸与克莱门柚（Ｃｉｔｒｕｓ ｃｌｅ⁃
ｍｅｎｔｉｎａ）和甜橙（Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ） 的同源性分别为 １００％、
９９％，表明 Ｕｎｉｇｅｎｅ１０２０８＿Ａｌｌ 为类蛋白激酶基因。
　 　 植物蛋白激酶在植物体内起着信号转导的作用［１７，２２－２３］。
杜秀贞等［１０］发现小麦类蛋白激酶基因片段 ＴＡ５０－１０ 可以诱

导植物抗病，且具有谱性。蛋白激酶在生长发育方面也有显

注：Ｕｎｉｇｅｎｅ１０２０８＿Ａｌｌ （沙田柚），Ｃｉｔｒｕｓ ＿ｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ＿ＸＰ＿００６４３１３６．１（克莱门柚），Ｃｉｔｒｕｓ ＿ｓｉｎｅｎｓｉｓ＿ＸＰ＿００６４８２５０８．１ （ 甜 橙 ），Ｈｅｖｅａ ＿ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ＿
ＸＰ＿０２１６５４７６１．１（橡胶树），Ｒｉｃｉｎｕｓ＿ｃｏｍｍｕｎｉｓ（蓖麻），Ｊａｔｒｏｐｈａ＿ｃｕｒｃａｓ＿ＸＰ＿０１２０８２５５８．１（麻风树），Ｐｏｐｕｌｕｓ＿ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ＿ ＸＰ ００２２ ９８５２０．１（毛果

杨），Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ＿ｃａｃａｏ＿ ＸＰ０１７９ ７５ ７０３．１（可可树），Ｊｕｇｌａｎｓ＿ｒｅｇｉａ＿ＸＰ＿０１８８２３０７１．１（核桃），Ｍｏｒｕｓ＿ｎｏｔａｂｉｌｉｓ＿ＸＰ０１００９１９２８．１（川桑）
图 ７　 基于氨基酸序列的类蛋白激酶蛋白系统发育树

Ｆｉｇ．７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ｐｒｏｔｅｉｎ
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著的作用。 李涛等［２４］ 发现类蛋白激酶基因 ＯｓＡＧＷＩ 可以通

过控制水稻颖壳外表皮细胞以及维管束的发育来实现对籽

粒大小的控制。 该研究获得的类蛋白激酶基因自交 １ ｄ 花柱

中的表达量上升至 １．６１，自交 ２ ｄ 花柱中的表达量继续上升

至 ５．９７，自交 ３ ｄ 的表达量仍上升至 ６．２３。 而在异交 １ ｄ 花柱

中的表达量上升至 ４．０６，异交 ２ ｄ 花柱中的表达量也继续上

升至 ６．４１，但异交 ３ ｄ 花柱中的表达量却下降至 １．８１。 自交

１ ｄ ／异交 １ ｄ、自交 ３ ｄ ／异交 ３ ｄ 花柱的 ｌｏｇ２（ＲＰＫＭ ｒａｔｉｏ）分
别为－１．３３，１．７８，达到差异表达的水平。 此外，该基因与沙田

柚授粉相关，在未授粉花柱中其表达量非常低（０．０１），自交

授粉 １ ｄ 时达 １．６１，异交授粉 １ ｄ 也达 ４．０６。 但该基因与沙田

柚自交不亲和性的关系尚待进一步研究。
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和土壤结构系数上升，呼吸速率提高 ２０％，降低了化肥使用。
水稻种植的稻田进行水产品养殖，虾、鱼等水生动物摄食与

活动，土壤温度降低 ０．０４～０．５０ ℃，氧化还原电位提高 ２０％，
水体溶解氧含量增加 ５０％，有利于鱼虾生长，改善了土壤通

透性，促进水稻根系发育，稻田土壤脲酶活性提高 ５％、脱氢

酶活性提高 １０％、蛋白酶活性提高 ７％，土壤菌相的改变有效

抑制了 ２０％的 ＣＨ４ 等稻田温室气体排放。 同时，田间杂草密

度降低，裸藻和枝角类的优势度显著增加，圆蛛类、狼蛛类和

跳蛛类等有益昆虫种群数量也明显提高，降低了农药的使用

量，减少了病害的发生［３，８］。
４　 讨论

该试验中水稻的品种筛选有待研究，提高稻虾田水稻品

质将会提高其经济效益。 稻田在虾养殖结束后，鳜鱼粗养的

养殖密度有进一步提高的空间，关键是饵料鱼的配套和鳜养

殖水质调节技术，若提高到 １５００ ｋｇ ／ ｈｍ２，将会提升效益。
关于稻田稻－虾－鳜鱼的轮作模式是一个开放性系统，还

需要进一步的数据研究与检测跟踪，作为一种循环经济模

式、一种种养结合的营利模式具有深化研发和试验示范推广

价值。 现代环境价值理念要求技术与科技“生态化”，将是否

有利于自然资源节约、利用和再生，是否有利于生态环境的

稳定与完善，作为衡量科技成败得失的重要指标。 这是深生

态学（Ｄｅｅｐ ｅｃｏｌｏｇｙ）对浅生态学（Ｓｈａｌｌｏｗ ｅｃｏｌｏｇｙ）的突破［７］。
农业稻作系统和水产养殖系统的耦合，对科技工作者和生产

经营者的物质观、生态观、人文观和价值观都提出了新要求

和新挑战。
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