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摘要　 ［目的］研究烟草半胱氨酸蛋白酶的生物学特性。 ［方法］通过 ＰＲＯＴＰＡＲＡＭ、ＣＬＵＳＴＡＬ、ＭＥＧＡ、ＴＭＨＭＭ、ＷＯＬＦ－ＰＳＯＲＴ、ＳＯＰＭＡ
工具对烟草半胱氨酸蛋白酶的理化特性、进化树和跨膜结构进行生物学分析。 ［结果］ＮｔＣＰ－３ 和 ＮｔＣＰ－４ 氨基酸个数（３６１）最大，ＮｔＣＰ－
５ 氨基酸个数（３４９）最小；ＮｔＣＰ－１、ＮｔＣＰ－２、ＮｔＣＰ－３ 和 ＮｔＣＰ－４ 为酸性，ＮｔＣＰ－５ 为碱性；ＮｔＣＰ 均属于稳定性蛋白，且 ＮｔＣＰ－１ 和 ＮｔＣＰ－２
的耐热性较好；ＮｔＣＰ－３ 和 ＮｔＣＰ－４ 属于亲水性蛋白，其余为两性蛋白；ＮｔＣＰ 被分为 ３ 个亚组，ＮｔＣＰ－１ 和 ＮｔＣＰ－２ 为一组，ＮｔＣＰ－３ 和 Ｎｔ⁃
ＣＰ－４ 为一组，ＮｔＣＰ－５ 单独成一组；ＮｔＣＰ 均属于跨膜蛋白，且 ＮｔＣＰ－５ 具有 ２ 个跨膜结构。 ［结论］烟草半胱氨酸蛋白酶的生物学特性为
广泛地参与烟草的生理反应奠定基础。
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　 　 半胱氨酸蛋白酶属于水解蛋白酶类的一部分，催化底物

反应［１］，在植物的部分生理反应时参与其中，如储存蛋白于

细胞中的沉淀［２］，或动员及降解［３－４］；抵抗或缓解非生物胁迫

（盐胁迫、干旱和损伤等） ［１，５－６］、生物胁迫（病菌侵染） ［７－８］；参
与植物细胞的衰老和程序性的死亡［９－１０］。 近年来，关于半胱

氨酸蛋白酶的生物学研究主要集中在草莓［１１］、番木瓜［１２］、西
瓜［１３］等，而有关烟草半胱氨酸蛋白酶的生物学特性研究鲜

见报道。 笔者通过鉴定烟草半胱氨酸蛋白酶理化特性、分析

各成员的进化树和跨膜结构，为初步研究烟草半胱氨酸蛋白

酶的特性提供依据。
１　 材料与方法

１．１　 烟草半胱氨酸蛋白酶家族成员的获取　 通过美国 ＮＣＢＩ
数据库［１４］，获取烟草半胱氨酸蛋白酶的蛋白序列，其登录号

分别为 ＡＢＷ７１２２６．１、ＢＡＡ９６５０１．１、ＡＣＢ７０４０９．１、ＡＡＷ７８６６０．１
和 ＡＤＶ４１６７２．１，并分别对其进行命名 ＮｔＣＰ － １、ＮｔＣＰ － ２、
ＮｔＣＰ－３、ＮｔＣＰ－４ 和 ＮｔＣＰ－５［１５］。
１．２　 方法　 以理化特性 ＰＲＯＴＰＡＲＡＭ 的工具［１６］，对烟草半

胱氨酸蛋白酶的氨基酸数、分子量、理论等电点、不稳定指

数、脂肪族指数和亲水性进行分析；以 ＣＬＵＳＴＡＬ 和 ＭＥＧＡ 工

具［１７－１８］对成员进行进化树分析；以 ＴＭＨＭＭ 工具［１９－２０］ 分析

各成员的跨膜结构。
２　 结果与分析

２．１　 烟草半胱氨酸蛋白酶的理化特性分析　 运用 ＰＲＯＴ⁃
ＰＡＲＡＭ 对 ＮｔＣＰ 进行相关理化特性分析，结果发现（表 １），
ＮｔＣＰ－１ 和 ＮｔＣＰ－２ 的氨基酸数相等，均为 ３６０ 个，ＮｔＣＰ－３ 和

ＮｔＣＰ－４ 均为 ３６１ 个氨基酸，ＮｔＣＰ－５ 为 ３４９ 个氨基酸；分子

量较大的蛋白为 ＮｔＣＰ－４，而 ＮｔＣＰ－５ 的分子量最小；经过烟

草半胱氨酸蛋白酶的等电点测定，ＮｔＣＰ 的酸碱性存在分化，
ＮｔＣＰ－１、ＮｔＣＰ－２、ＮｔＣＰ－３ 和 ＮｔＣＰ－４ 均呈现酸性，且 ＮｔＣＰ－３
和 ＮｔＣＰ－４ 的酸性相对较强，ＮｔＣＰ－５ 呈现碱性；ＮｔＣＰ－３ 和

ＮｔＣＰ－４ 的不稳定指数相对较大，但均小于 ４０，即 ＮｔＣＰ 均属

于稳定性蛋白；ＮｔＣＰ － １ 和 ＮｔＣＰ － ２ 的脂肪指数较大，即
ＮｔＣＰ－１和 ＮｔＣＰ－２ 的耐热性较好；ＮｔＣＰ－３ 和 ＮｔＣＰ－４ 的亲水

性平均指数均小于－０．５，即 ＮｔＣＰ－３ 和 ＮｔＣＰ－４ 属于亲水性

蛋白，ＮｔＣＰ－１、ＮｔＣＰ－２ 和 ＮｔＣＰ－５ 的值大于－０．５，且小于０．５，
则 ＮｔＣＰ－１、ＮｔＣＰ－２ 和 ＮｔＣＰ－５ 属于两性蛋白质。
２．２　 烟草半胱氨酸蛋白酶的进化树分析　 运用 ＮｔＣＰ 的氨

基酸序列与玉米和番茄的半胱氨酸蛋白酶的氨基酸序列进

行同源比对，并构建进化树，结果如图 １ 所示。 根据同源性，
可将 ＮｔＣＰ 分为 ３ 个类别：第 １ 类为 ＮｔＣＰ－１ 和 ＮｔＣＰ－２ 与玉

米的 ＣＡＡ６８１９２ 的同源性最大，其值为 １００％；第 ２ 类为

ＮｔＣＰ－３ 和 ＮｔＣＰ－４ 与番茄的 ＣＥＬ２６６３３ 同源性较大，其同源

性为 ８５％； 第 ３ 类 为 ＮｔＣＰ － ５ 与 玉 米 的 ＯＮＬ９９０２１ 和

ＡＢＷ９７７００，以及番茄的 ＡＡＭ１９２０９、ＡＦＰ７３３５４ 和 ＡＦＰ７３３５３
的同源最大（８８％），表明烟草中的ＮｔＣＰ－１和ＮｔＣＰ－２聚成

安徽农业科学，Ｊ．Ａｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃ．Ｓｃｉ． ２０１８，４６（１６）：１７－１９ 　 　 　



一类，ＮｔＣＰ－３ 和ＮｔＣＰ－４ 聚成另一类，ＮｔＣＰ－５ 为一类。 通过

进化树分析，说明烟草的 ＮｔＣＰ 具有多种保守性序列，每个

ＮｔＣＰ具有特异的保守性序列，且该蛋白酶的进化与玉米和

番茄的进化较为相似，ＮｔＣＰ－１ 和 ＮｔＣＰ－２ 与 ＮｔＣＰ－３、ＮｔＣＰ－
４、ＮｔＣＰ－５ 的分化时间较长。

表 １　 ＮｔＣＰ 的相关理化特性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＮｔＣＰ

蛋白名称
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ

氨基酸数
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｎｕｍｂｅｒ

分子量
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ

理论等电点
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ

ｐｏｉｎｔ
不稳定指数

Ｕｎｓｔａｂｌｅ ｉｎｄｅｘ
脂肪族指数

Ａｌｉｐｈａｔｉｃ Ｉｎｄｅｘ
亲水性平均指数
Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ａｖｅｒａｇｅ

ｉｎｄｅｘ
ＮｔＣＰ－１ ３６０ ３９ １８４．４３ ６．２６ ２８．９９ ８０．１７ －０．１４１
ＮｔＣＰ－２ ３６０ ３９ １９９．４９ ６．９４ ２５．３０ ７９．６４ －０．１５０
ＮｔＣＰ－３ ３６１ ４０ ５５３．６４ ５．９３ ３６．８３ ６８．５９ －０．５７８
ＮｔＣＰ－４ ３６１ ４０ ５６３．５４ ５．６３ ３８．９６ ６７．７６ －０．５６８
ＮｔＣＰ－５ ３４９ ３８ ８２２．９７ ７．９７ ２７．４６ ６９．０８ －０．４１２

注：ＮｔＣＰ 表示的物种为烟草；ＺＭ 表示的物种为玉米；ＳＬ 表示的物

种为番茄

Ｎｏｔｅ：ＮｔＣＰ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ；ＺＭ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃｏｒｎ；ＳＬ ｒｅ⁃
ｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｏｍａｔｏｅｓ
图 １　 烟草半胱氨酸蛋白酶与玉米和番茄的进化树

Ｆｉｇ．１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｗｉｔｈ ｃｏｒｎ
ａｎｄ ｔｏｍａｔｏ

２．３　 烟草半胱氨酸蛋白酶的跨膜结构分析　 由于蛋白的跨

膜结构存在，有利于蛋白锚定于质膜上，进而在特定的位置

发挥作用。 因此，对ＮｔＣＰ 进行跨膜结构的预测，详情如图 ２。
从图 ２ 可看出，ＮｔＣＰ 各成员均包含多个跨膜螺旋域，ＮｔＣＰ－１
和 ＮｔＣＰ－２ 共同具有 ３ 个从内向外的跨膜螺旋域，分别处于

１６４～１８４ 位（ｓｃｏｒｅ ＝ ３２１）、１９８～２１６ 位（ｓｃｏｒｅ ＝ １５３）、３４３～ ３６０
位（ｓｃｏｒｅ ＝ ９２）的氨基酸，其特有的分别为 ４ ～ ２９（ ｓｃｏｒｅ ＝
２ ３９１）、６～２２（ｓｃｏｒｅ＝ ２ ２１９），而从外向内共有的跨膜螺旋域

为 ２ 个，分别处于 １９５ ～ ２１５（ ｓｃｏｒｅ ＝ ７）、３０５ ～ ３２５（ ｓｃｏｒｅ ＝
４６４），其特有的分别为 ６ ～ ２９（ｓｃｏｒｅ ＝ ２ ２２０）、６ ～ ２２（ｓｃｏｒｅ ＝
２ ２１９）；ＮｔＣＰ－３ 和 ＮｔＣＰ－４ 共同具有 ３ 个从内向外的跨膜螺

旋域，分别为 ４ ～ ２１（ｓｃｏｒｅ ＝ １ ２２９）、１４７ ～ １６５（ｓｃｏｒｅ ＝ ４２４）、
２５１～２７１（ｓｃｏｒｅ＝ ７６），从外向内共有的跨膜螺旋域为 １ 个 １４８
～１６５（ｓｃｏｒｅ＝ １２７），其特有的分别为 ４～２１（ｓｃｏｒｅ＝ ９１３）、３～１９
（ｓｃｏｒｅ ＝ ８１０）；ＮｔＣＰ－５从内向外的跨膜螺旋域为３个，分别

注：ｉ 表示膜内，ｏ 表示膜外

Ｎｏｔｅ：ｉ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ，ｏ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ
图 ２　 ＮｔＣＰ 的跨膜结构

Ｆｉｇ．２　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＮｔＣＰ
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为 ３～ ２２（ｓｃｏｒｅ ＝ ２ １９３）、１５１～ １６８（ｓｃｏｒｅ ＝ ２１４）和２７４ ～ ２９４
（ｓｃｏｒｅ＝ ８７２），从外向内的跨膜螺旋域为 ２ 个，分别为 ６～ ２４
（ｓｃｏｒｅ＝ １ ８２９）和 ２７４～２９４（ｓｃｏｒｅ ＝ ７６１）。 当 ｓｃｏｒｅ ＞ ５００ 时，
蛋白序列存在跨膜结构的可能性较大。 综上所述，ＮｔＣＰ－１、
ＮｔＣＰ－２、ＮｔＣＰ－３ 和 ＮｔＣＰ－４ 均具有 １ 个跨膜结构，分别位于

相应序列的第 ４～２９、６～２２、４～２１ 和 ４～１９ 位氨基酸；ＮｔＣＰ－５
具有 ２ 个跨膜结构（６～２２和 ２７４～２９４）。
３　 结论与讨论

通过检测烟草半胱氨酸蛋白酶的等电点，ＮｔＣＰ － １、
ＮｔＣＰ－２、ＮｔＣＰ－３ 和 ＮｔＣＰ－４ 呈酸性，ＮｔＣＰ－５ 呈碱性，有利于

ＮｔＣＰ 在酸碱环境保持活性，且 ＮｔＣＰ 均属于稳定性蛋白，进
而为其广泛地参与植物的生理反应提供保障［２１］；ＮｔＣＰ－１ 和

ＮｔＣＰ－２ 的热稳定性较强，且属于两性蛋白质，即有利于 Ｎｔ⁃
ＣＰ－１ 和 ＮｔＣＰ－２ 参与较多的生理反应；通过进化树分析，Ｎｔ⁃
ＣＰ 被分为 ３ 个亚组，表明烟草半胱氨酸蛋白酶在进化的过

程中发生分化，进而分化为不同类型的蛋白家族（Ｐａｐａｉｎ、ｌｅ⁃
ｇｕｍａｉｎ、ｃａｓｐａｓｅ、ｃａｌｐａｉｎ） ［１－２，２２－２３］；烟草半胱氨酸蛋白酶均含

有跨膜结构，且均位于蛋白序列的 Ｎ 端，表明 ＮｔＣＰ 属于跨膜

蛋白，进而有助于膜外的 Ｎ 端接受信号，作用于效应区域（蛋
白序列的 Ｃ 端），从而发挥作用［２４］。
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