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　　摘要：为揭示ＤＮＡ糖基化酶在调节蓖麻生长发育和影响基因印记过程中的分子机理，本研究基于蓖麻全基因
组、利用生物信息学的方法结合转录组数据和ＲＴ－ＰＣＲ半定量表达分析，鉴别蓖麻 ＤＮＡ糖基化酶氨基酸序列的
结构特征、系统发生和表达形式。结果显示：三种ＤＮＡ糖基化酶（ＤＭＥ、ＲＯＳ和ＤＭＬ）氨基酸均为不稳定氨基酸，具
有典型的与ＤＮＡ结合和碱基切除修复有关的保守结构域；系统进化分析发现三种ＤＮＡ糖基化酶在植物中同源性
强，而且是独立演化的结果；在不同组织的表达上，蓖麻的ＤＭＥ和ＲＯＳ基因具有相似的表达形式，即在根、茎和叶
中不表达，在胚乳中表达最高，而ＤＭＬ在各个组织中都未检测到基因的表达。
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　　ＤＮＡ分子上的５－甲基胞嘧啶（５－ｍｅＣ）经常
因发生甲基化而引起表观遗传上的ＤＮＡ修饰，广泛
存在于真核生物的基因组中。在开花植物中，大约

５０％基因组胞嘧啶被甲基化［１］，且发生在 ＣＧ、ＣＨＧ
（Ｈ为Ａ、Ｃ或 Ｔ）和 ＣＨＨ序列上，大部分甲基化存

在于转座子和其它重复序列中［２，３］。ＤＮＡ从头甲基
化主要是通过ＤＮＡ甲基转移酶来建立和维持［４］，在

基因组印迹、基因和转座子的沉默和基因组的防御

等方面具有重要的功能［５，６］。然而基因组最终的甲

基化水平和模式是由ＤＮＡ甲基化和ＤＮＡ脱甲基化

网络出版时间：2014-04-29 11:31
网络出版地址：http://www.cnki.net/kcms/doi/10.7505/j.issn.1007-9084.2014.02.007.html



过程共同决定的。与 ＤＮＡ甲基化相比，关于 ＤＮＡ
脱甲基化作用机制及其关键酶的研究相对较少。在

高等植物中，目前认为ＤＮＡ的脱甲基化的机制主要
有两种，一种是在 ＤＮＡ复制过程中的被动脱甲基
化，另一种是 ＤＮＡ的主动脱甲基化作用，主要靠
ＤＮＡ糖基化酶（ＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ）来实现［７，８］。

ＤＮＡ糖基化酶是一类植物特有的大分子蛋白
家族，能特异性识别和切除５－ｍｅＣ，然后通过碱基
切除修复途径（ｂａｓｅｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒ，ＢＥＲ），用没有
甲基化的胞嘧啶取代原有的甲基胞嘧啶，最终完成

ＤＮＡ的脱甲基化途径［８］。目前，在拟南芥中发现了

三种ＤＮＡ糖基化酶，包括ＤＥＭＥＴＥＲ（ＤＭＥ）［９］、ＲＥ
ＰＲＥＳＳＯＲＯＦＳＩＬＥＮＣＩＮＧ１（ＲＯＳ１）［１０］和 ＤＭＬ类。
其中，ＤＭＥ特异地在雌配子体的中央细胞中表达，
导致了胚和胚乳甲基化水平的差异和印记基因的表

达，从而控制胚乳和种子的发育［９，１２］；ＤＭＬ包括
ＤＭＬ２和ＤＭＬ３［１１］，主要在营养组织中发挥作用，其
主要功能是阻止某些特异位点的过度甲基化和维持

全基因组甲基化水平的稳定［１１］；ＲＯＳ１的主要功能
是抑制ｓｉＲＮＡ引起的 ＤＮＡ超甲基化过程和转基因
的转录沉默作用［１０］。近年来，越来越多的研究发现

ＤＮＡ糖基化酶在植物的生长发育、生物和非生物胁
迫、印迹基因的表达、胚乳和种子的发育方面具有重

要的功能［５～１０］。

蓖麻（ＲｉｃｉｎｕｓｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．）属于大戟科（Ｅｕ
ｐｈｏｒｂｉａｃｅａｅ）双子叶一年生或多年生草本植物，是世
界上最重要的非食用油料作物之一［１３，１４］。蓖麻胚

乳中积累了大量的三酰甘油，其９０％是由蓖麻油酸
（顺式－１２－羟基十八碳－９－烯酸）组成［１５］。蓖麻

油酸在高温下不易挥发、低温下不易凝固，而被广泛

应用于工业、国防和航空等；另外，蓖麻油酸极性强，

结构稳定，能与酒精完全互溶即可制作成生物柴油。

目前，利用蓖麻油作为生物柴油的原料在生物柴油

产业化中已经受到了世界各个国家的高度关注和利

用［１６］。促进蓖麻的遗传改良、培育高产优良品种、

提高产量是当今蓖麻产业发展的主要任务。理解蓖

麻生长发育以及对环境的适应生理机制是蓖麻遗传

改良的前提。本研究通过对蓖麻 ＤＮＡ糖基化酶序
列进行同源比对和基因表达分析，为调查ＤＮＡ脱甲
基化作用对蓖麻的生长发育调控方面的影响，以及

理解蓖麻生长发育以及对环境适应的表观机制提供

一些依据。此外，蓖麻种子是典型的双子叶胚乳型

油料种子，深入研究其种子发育与储存物质累积的

生理机制对理解植物种子发育与储存物质累积的分

子基础具有借鉴意义。

１　材料与方法
１．１　蓖麻ＤＮＡ糖基化酶基因的获取与确定

以拟南芥 ＤＮＡ糖基化酶蛋白序列 ＡｔＤＭＥ
（ＡＴ５Ｇ０４５６０）、ＡｔＲＯＳ１（ＡＴ２Ｇ３６４９０）、ＡｔＤＭＬ３
（ＡＴ４Ｇ３４０６０）和 ＡｔＤＭＬ２（ＡＴ３Ｇ１００１０）（下载自拟
南芥基因组数据库：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ）为
基序，在蓖麻基因组数据库（ｈｔｔｐ：／／ｃａｓｔｏｒｂｅａｎ．ｊｃｖｉ．
ｏｒｇ）中进行 Ｂｌａｓｔｐ同源序列比对，以获得显著同源
的候选蛋白（Ｐ＜０．００１，相似度 ＞４０％），然后将得
到的候选蛋白序列在拟南芥基因组数据库中进行同

源比对以及 ＳＭＡＲＴ分析，进一步检测糖基化酶蛋
白的功能结构域的存在。

１．２　ＤＮＡ糖基化酶的分子进化树构建
利用候选蓖麻糖基化酶蛋白序列在 ＧｅｎＢａｎｋ

数据库中Ｂｌａｓｔｐ查找其它物种同源序列；利用Ｃｌｕｓｔ
ａｌＷ［１７］软件进行氨基酸多序列比对分析，利用
ＭＥＧＡ５．０软件中的Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统
进化树，设置 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ的值为１０００进行校正，生成
最终的系统发育树。

１．３　蓖麻 ＤＮＡ糖基化酶蛋白的理化特性及结构
分析

利用 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＳｅｒｖｅｒ工具（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ）分析蛋白质理化性质如分子
量、等电点、亲水性、稳定性等；利用 ＳｉｇｎａｌＰ４．０程
序 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ－
４．０／）进行信号肽分析；利用在线软件 Ｐｒｅｄｏｔａｒ１．０３
（ｈｔｔｐ：／／ｕｒｇｉ．ｖｅｒｓａｉｌｌｅｓ．ｉｎｒａ．ｆｒ／ｐｒｅｄｏｔａｒ／ｐｒｅｄｏｔａｒ．ｈｔ
ｍｌ）和ＰｒｏｔＣｏｍｐｖ．９．０（ｈｔｔｐ：／／ｌｉｎｕｘ１．ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ．ｃｏｍ／
ｂｅｒｒｙ．ｐｈｔｍｌ）对蛋白质进行亚细胞定位分析；利用
ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）在线工
具对蛋白结构域进行预测；利用 ＳＯＰＭＡ软件预测
蛋白的二级结构如：α－螺旋（α－ｈｅｌｉｘ，Ｈ）、β－转
角（β－ｔｕｒｎ，Ｔ）、无规则卷曲（ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ，Ｃ）以及延
伸链（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ，Ｅ）等。
１．４　蓖麻ＤＮＡ糖基化酶基因的表达分析

实验所用蓖麻品种为淄博３０６（ＺＢ３０６）。蓖麻
种子萌发后移植于西双版纳热带植物园温室中。自

然条件下生长６０ｄ后开始取材，分别采集根尖、茎、
叶、发育中的雌花和花粉，自花授粉后３５ｄ的胚和胚
乳，将组织样品立即放在液氮中保存。利用ＴａＫａＲａ
公司的植物总 ＲＮＡ提取试剂盒对各个组织的总
ＲＮＡ进行抽提；利用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ仪器测定 ＲＮＡ的浓
度和质量并用琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ的完整性；
利用Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ公司的ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉ试剂
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盒对分离的ｐｌｏｙＡ＋ＲＮＡ进行反转录。利用ｐｒｉｍ
ｅｒ３．０在线软件对 ＲｃＤＭＥ、ＲｃＲＯＳ１和 ＲｃＤＭＬ的
ＣＤＳ序列进行引物设计（表１），所有引物由上海捷
瑞生物工程有限公司合成。以各个组织反转录的

ｃＤＮＡ为模板进行ＲＴ－ＰＣＲ（Ｓｅｍｉ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅ

ａｌｔｉｍｅ－ＰＣＲ），ＰＣＲ反应条件为９４℃预变性４ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循
环；７２℃延伸 ７ｍｉｎ。对胚乳中得到的 ＲｃＤＭＥ、
ＲｃＲＯＳ１、ＲｃＤＭＬ的ＰＣＲ产物进行纯化并测序验证。

表１　ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

扩增长度
ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

ＲｃＤＭＥ－Ｆ ＡＧＧＡＴＴＴＣＣＴＡＡＡＣＣＧＡＣＴＧＧＴ ４３２ ５８．９
ＲｃＤＭＥ－Ｒ ＣＡＡＡＡＴＧＴＣＴＧＣＡＴＴＣＴＧＣＴＣＴ ５７．４
ＲｃＲＯＳ１－Ｆ ＧＣＡＡＣＣＡＧＡＡＡＡＧＣＡＡＡＧＡＧＣＡ ４６７ ６２．３
ＲｃＲＯＳ１－Ｒ ＡＡＣＴＧＡＡＧＴＧＡＴＴＣＧＧＧＣＡＧＴＧ ６１．６
ＲｃＤＭＬ－Ｆ ＡＧＡＣＡＡＧＡＡＡＧＡＣＡＡＣＣＡＡＡＧＧ ４７５ ５５．７
ＲｃＤＭＬ－Ｒ ＡＴＧＡＣＴＧＧＧＴＡＣＴＣＴＴＣＣＡＡＡＡ ５５．９

２　结果与分析
２．１　蓖麻 ＤＮＡ糖基化酶基因的获取确定与氨基

酸序列比对

利用拟南芥糖基化酶ＡｔＤＭＥ（ＡＴ５Ｇ０４５６０）、Ａｔ
ＲＯＳ１（ＡＴ２Ｇ３６４９０）、ＡｔＤＭＬ３（ＡＴ４Ｇ３４０６０）和 Ａｔ
ＤＭＬ２（ＡＴ３Ｇ１００１０）的蛋白序列在蓖麻基因组数据
库进行同源序列比对，最终获得了三个相应的蓖麻

同源 蛋 白：ＲｃＤＭＥ（２９４２８．ｍ０００３２７）、ＲｃＲＯＳ１
（２９０９２．ｍ０００４５２）和ＲｃＤＭＬ（２９９９１．ｍ０００６７４）。氨
基酸序列同源性分别为５０％、４２％和４８％。同时，
ｃＤＮＡ测序显示出一致的核苷酸组成和序列长度。
ＳＭＡＲＴ和Ｐｆｍ结构功能域分析发现三个酶蛋白都
有糖基化酶活性的保守功能域：ＥＮＤＯ３ｃ和 ＦＥＳ（图

１）。ＥＮＤＯ３ｃ是具有核酸内切酶 ＩＩＩ（ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ
ＩＩＩ）活性的功能域，它能修复 ＤＮＡ上受损的嘧啶碱
基，同时通过 β切除机制切除非嘌呤／非嘧啶位点
的磷酸二酯键［１８］，ＦＥＳ是 ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅＩＩＩ上的铁硫
结合域（Ｆｅ－Ｓｃｌｕｓｔｅｒ），其中有四个保守的半胱氨
酸残基，预测功能与 ＤＮＡ结合有关［１９］。蓖麻 ＤＮＡ
糖基化酶的蛋白序列比对结果显示，这三个蓖麻糖

基化酶蛋白均含有一个 Ｈｅｌｉｘ－Ｈａｉｒｐｉｎ－Ｈｅｌｉｘ的结
构元件和其后的一个甘／脯氨酸富集链和一个保守
的天冬氨酸（图２），这些结构元件被认为是ＤＮＡ糖
基化酶碱基切除超家族的典型特点［２０～２２］，保守的天

冬氨酸在碱基切除反应中作为电子供体参与反应，

提供酶催化活性。

图１　蓖麻ＤＮＡ糖基化酶蛋白结构域
Ｆｉｇ．１　ＰｒｅｄｉｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎｓｏｆＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅｏｆＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ

注：ＥＮＤＯ３ｃ结构域：★标示保守天冬氨酸，"标示单功能糖基化酶保守天冬酰胺，
●标示ｈａｉｒｐｉｎ上的保守甘氨酸；ＦＥＳ结构域：方框里是保守半胱氨酸

Ｎｏｔｅ：ＥＮＤＯ３ｃｄｏｍａｉｎ：★ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｓｐａｒｔａｔｅｒｅｓｉｄｕｅｓ，" ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｓｐａｒａｇｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓ
ｉｎｍｏｎｏｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅｓ，● ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｃｏｎｓｅｒｖｅｄｇｌｙｃｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓ．ＦＥＳｄｏｍａｉｎ：ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅｓｉｎｂｏｘｅｓ

图２　蓖麻糖基化酶蛋白两个保守结构域组成
Ｆｉｇ．２　ＴｗｏｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓｏｆＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｏｆＲ．ｃｏｍｍｕｎｉｓ
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图３　ＲｃＤＭＥ与其他植物ＤＭＥ氨基酸序列比对
Ｆｉｇ．３　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｏｆＲｃＤＭＥａｎｄＤＭＥｈｏｍｏｌｏｇｕｅｏｆｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ
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　　鉴于ＤＭＥ糖基化酶在植物繁殖、印迹基因的表
达和胚乳发育中的关键作用，我们进一步解析了

ＲｃＤＭＥ蛋白的结构与功能的关系。应用 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ
上的ＢｌａｓｔＰ工具进行同源序列查找，结果显示 Ｒｃ
ＤＭＥ与小桐子（Ｊｃｒ４Ｓ０２１５９．１０／ｐａｒｔｉａｌ）、拟南芥Ａｔ
ＤＭＥ（ＮＰ＿１９６０７６．２）、琴叶拟南芥（４８７２３９）、黄瓜
ＣｓａＤＭＥ（Ｃｕｃｓａ．３０８９５０．１）、毛果杨 ＰｔｒＤＭＥ（Ｐｏｔｒｉ．
００８Ｇ０２５９００．１）、烟草（Ｔｈｅｃｃ１ＥＧ０４３６８１ｔ１）的ＤＭＥ蛋
白的同源性分别是：６４％、５０．１％、５２．９％、５２．６％、
６０．９％和６１％。氨基酸序列比对结果显示（图３），
ＤＭＥ有三个保守的序列区域，ＤｏｍａｉｎＡ，Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ
Ｄｏｍａｉｎ和ＤｏｍａｉｎＢ［２３］。其中ＧｌｙｃｏｓｙｌａｓｅＤｏｍａｉｎ包
含了ＤＮＡ糖基化酶的两个保守功能域，即 ＥＮＤＯ３ｃ
和ＦＥＳ功能域；除此之外，在 ＲｃＤＭＥ和 ＲｃＲＯＳ１蛋
白的Ｎ端还包含一个保守的赖氨酸富集区域，该区

域被认为与核染色质的相互作用有关［２４］。

２．２　蓖麻ＤＮＡ糖基化酶蛋白的系统发育
为了进一步分析蓖麻 ＤＮＡ糖基化酶的进化关

系，我们选择了与蓖麻糖基化酶相似性较高的其它

物种的同源蛋白（表 ２），用 ＭＥＧＡ５．０软件中
Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建其系统发育树。如图４结
果所示，三类糖基化酶明显地聚类在三个独立的支

上，且在ＲＯＳ１和 ＤＭＬ分支上，单子叶和双子叶植
物具有明显的分化，而 ＤＭＥ仅存在双子叶植物中，
而在单子叶植物如水稻、玉米和高粱中没有发现其

同源物。蓖麻的三种 ＤＮＡ糖基化酶在各支上均与
其同科植物如小桐子、木薯有近的亲缘关系，而与模

式植物拟南芥的亲缘关系较远，暗示着蓖麻ＤＮＡ糖
基化酶在功能上可能与拟南芥存在着一定的差异。

表２　进化树分析所用物种的基本信息
Ｔａｂｌｅ２　Ｂａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｐｅｃｉｅｓｉｎｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅ

物种名称
Ｎａｍｅ

简写名称
Ｓｈｏｒｔ

分类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

物种名称
Ｎａｍｅ

简写名称
Ｓｈｏｒｔ

分类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

蓖麻 Ｃａｓｔｏｒ Ｒｃ Ｄ 番木瓜 Ｐａｐａｙａ Ｃｐａ Ｄ
小桐 Ｊａｔｒｏｐｈａ Ｊｃｒ Ｄ 大豆 Ｓｏｙｂｅａｎ Ｇｍａ Ｄ
木薯 Ｍａｎｉｏｃ Ｍｅｓ Ｄ 葡萄 Ｇｒａｐｅ Ｖｖｉ Ｄ
拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ａｔｈ Ｄ 棉花 Ｃｏｔｔｏｎ Ｇｒａ Ｄ
琴叶拟南芥 Ａ．ｌｙｒａｔａ Ａｌｙ Ｄ 毛果杨 Ｐ．ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｐｔｒ Ｄ
芜菁 Ｔｕｒｎｉｐ Ｂｒａ Ｄ 玉米 Ｍａｉｚｅ Ｚｍａ Ｍ
黄瓜 Ｃｕｃｕｍｂｅｒ Ｃｓａ Ｄ 水稻 Ｒｉｃｅ Ｏｓａ Ｍ
碧桃 Ｐｅａｃｈ Ｐｐｅ Ｄ 高粱 Ｓｏｒｇｈｕｍ Ｓｂｉ Ｍ
烟草 Ｔｏｂａｃｃｏ Ｔｃａ Ｄ 二穗短柄草 Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ Ｂｄｉ Ｍ

　　注：Ｄ双子叶植物；Ｍ单子叶植物　　Ｎｏｔｅ：Ｄ，ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎ；Ｍ，ｍｏｎｏｃｏｔｙｌｅｄｏｎ

图４　蓖麻ＤＮＡ糖基化酶蛋白系统发育树
Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅｆｒｏｍＲ．ｃｏｍｍｕｎｉｓａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ
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２．３　蛋白质理化性质、亚细胞定位预测和二级结构
分析

蓖麻 ＲｃＤＭＥ、ＲｃＲＯＳ１、ＲｃＤＭＬ基因分别编码
１８７６、１６３４、１７１２个氨基酸残基，相对分子质量分
别为２１２２７９．８、１８３１６３．６和１９１３６１．９ｋＤ，均为分
子量较大的三种酶蛋白。ＲｃＤＭＥ、ＲｃＤＭＬ和
ＲｃＲＯＳ１的酸性氨基酸数目稍微多于碱性氨基酸，
其理论等电点分别为６．９０、６．８８、６．８８，由此可知，
蓖麻的三个糖基化酶均属于中性偏酸性蛋白（表

３）。对蛋白质亲／疏水性进行预测，正值越大表明
越疏水，负值越大表明越亲水，由此推断这三个蛋白

都为亲水性蛋白，其中 ＲｃＤＭＥ的亲水性最高。三
个蛋白的不稳定参数为４９．９２、４７．１１和５６．８３，均
为不稳定蛋白。这些理化性质的分析将对蛋白酶的

分离与提纯有重要的意义。利用 ＳｉｇｎａｌＰ４．０对蓖

麻糖基化酶的氨基酸进行信号肽预测，结果显示这

三种蛋白均不存在信号肽。利用ＰｒｏｔＣｏｍｐｖ．９．０在
线软件对蓖麻三种糖基化酶进行亚细胞定位预测分

析，如表４所示，ＲｃＤＭＥ蛋白定位于细胞核的得分
为９．７６，定位于细胞质的得分为０．０２，定位于线粒
体的得分０．２３，而在细胞中其他部分的定位得分均
为０．００，从而推测该蛋白可能最终定位于细胞核，
说明ＲｃＤＭＥ可能为核靶向蛋白。类似地，ＲｃＲＯＳ１
蛋白也可能定位于细胞核中，但ＲｃＤＭＬ蛋白却在细
胞质的定位得分最高，预示着ＲｃＤＭＬ蛋白可能在细
胞质中发挥功能。利用 ＳＯＰＭＡ对蓖麻糖基化酶的
二级结构预测表明（表５），三种蛋白主要是由 α－
螺旋和无规则卷曲构成，而延伸链和 β－转角散布
于整个蛋白质中。

表３　蓖麻ＤＮＡ糖基化酶基因编码蛋白序列的理化性质
Ｔａｂｌｅ３　ＰｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｅｄｂｙＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅｇｅｎｅｓｏｆＲ．ｃｏｍｍｕｎｉｓ

基因座位
ｇｅｎｅｌｏｃｉ

蛋白
ｐｒｏｔｅｉｎ

编码的氨基酸
Ｃｏｄｅｄａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ

分子量
ＭＷ
／ｋＤ

碱性氨基酸
Ａｌｋａｌｉｎｅ
ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

酸性氨基酸
Ａｃｉｄｉｃ

ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ
ｐＩ 亲水性

Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ
稳定性
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

信号肽
Ｓｉｇｎａｌ
ｐｅｐｔｉｄｅ

２９４２８．ｍ０００３２７ ＲｃＤＭＥ １８７６ ２１２２７９．８ ２３０ ２３６ ６．９ －０．７８４ ４９．９２不稳定
Ｕｎｓｔａｂｌｅ Ｎｏ

２９０９２．ｍ０００４５２ ＲｃＲＯＳ１ １６３４ １８３１６３．６ １９５ １９９ ６．８８ －０．６７３ ４７．１１不稳定
Ｕｎｓｔａｂｌｅ Ｎｏ

２９９９１．ｍ０００６７４ ＲｃＤＭＬ １７１２ １９１３６１．９ ２２２ ２２６ ６．８８ －０．６ ５６．８３不稳定
Ｕｎｓｔａｂｌｅ Ｎｏ

表４　蓖麻ＤＮＡ糖基化酶基因编码蛋白的亚细胞定位分析
Ｔａｂｌｅ４　Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｄｅｄｂｙＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅｇｅｎｅｓｏｆＲ．ｃｏｍｍｕｎｉｓ
亚细胞定位

Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ＲｃＤＭＥ ＲｃＲＯＳ１ ＲｃＤＭＬ

细胞核 Ｎｕｃｌｅａｒ ９．７６ ９．５２ ２．４３
细胞膜 Ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ ０．１０
胞外 Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ０．２２
细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ０．０２ ５．１０
线粒体 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ０．２３ ０．２０
高尔基体 Ｇｏｌｇｉ ２．３６
液泡 Ｖａｃｕｏｌａｒ ０．０６

表５　蓖麻ＤＮＡ糖基化酶基因编码蛋白的二级结构分析
Ｔａｂｌｅ５　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｅｄ

ｂｙＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅｇｅｎｅｓｏｆＲ．ｃｏｍｍｕｎｉｓ
二级结构

Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ＲｃＤＭＥ ＲｃＲＯＳ１ ＲｃＤＭＬ

α－螺旋
Ａｌｐｈａｈｅｌｉｘ
（Ｈｈ）

５２７（２８．０９％）４４１（２６．９９％）５１４（３０．０２％）

β－转角
Ｂｅｔａｔｕｒｎ
（Ｔｔ）

６１（３．２５％） ５２（３．１８％） ９８（５．７２％）

延伸链
Ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ

（Ｅｅ）
１６９（９．０１％） ２１８（１３．３４％）２５３（１４．７８％）

无规则卷曲
Ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ
（Ｃｃ）

１１１９（５９．６５％）９２３（５６．４９％）８４７（４９．４７％）

２．４　蓖麻ＤＮＡ糖基化酶基因的表达分析
以蓖麻品种 ＺＢ３０６为实验材料，检测 ＲｃＤＭＥ、

ＲｃＲＯＳ１和ＲｃＤＭＬ在根、茎、叶、雌花和雄花、胚和
胚乳组织器官的表达特性。ＲＴ－ＰＣＲ检测结果表
明，ＲｃＤＭＥ和ＲｃＲＯＳ１在雄花、雌花、胚和胚乳中均
有表达，并且在雄花中的相对表达量最低，在胚乳中

的相对表达量最高；而ＲｃＤＭＬ在各个组织均未检测
到（如图５Ａ）。为了进一步检测这三种蛋白在组织
间的表达情况，我们从 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中下载了蓖
麻五个组织转录组数据（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｓｒａａｃｃｅｓｓｉｏｎＳＲＸ００７４０２ｔｏＳＲＸ００７４０８）［２５］。表
达谱分析发现，蓖麻ＲｃＤＭＥ和ＲｃＲＯＳ１在各个组织
器官，包括叶片、雄花、萌发的种子和胚乳的两个发

育阶段中均有表达，在胚乳组织中表达量最高且在

发育过程中表达量有所增高，其次是在雄花中有所

表达，后在叶片和萌发的种子有最低的表达。而蓖

麻ＲｃＤＭＬ基因在检测的所有组织中都未发现相应
的转录产物（图５Ｂ），与ＲＴ－ＰＣＲ的结果一致。

３　结论与讨论
ＤＮＡ的主动脱甲基化过程在植物生长发育，响

应环境变化和基因组防御过程中发挥着重要的作

６８１ 中国油料作物学报　２０１４，３６（２）



注：Ａ：ＲＴ－ＰＣＲ半定量检测蓖麻ＤＮＡ糖基化酶基因表达．１根，２茎，３叶，４雌花，５雄花，６胚，７胚乳；
Ｂ：转录组数据分析蓖麻ＤＮＡ糖基化酶基因表达［２５］

Ｎｏｔｅ：Ａ：ＲＴ－ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅｇｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ．
１：ｒｏｏｔ；２：ｓｔｅｍ；３：ｌｅａｆ；４：ｆｅｍａｌｅｆｌｏｗｅｒ；５：ｍａｌｅｆｌｏｗｅｒ；６：ｅｍｂｒｙｏ；７：ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ．
Ｂ：ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅｇｅｎｅｓｆｒｏｍＢｒｏｗｎ’ｓｓｔｕｄｙ［２５］

图５　蓖麻ＤＮＡ糖基化酶基因组织特异表达
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅｇｅｎｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｉｎＲ．ｃｏｍｍｕｎｉｓ

用［８］。另外，在植物中ＤＮＡ主动脱甲基化能够有效
地阻止ｓｉＲＮＡ介导的 ＤＮＡ甲基化过程［８，２６］。最近

在植物中发现了一组 ＤＮＡ糖基化酶如 ＤＭＥ［９］、
ＲＯＳ１［１０］和ＤＭＬ［１１］能够通过碱基切除修复机制去
除ＤＮＡ上的甲基化标记。本研究利用拟南芥鉴定
的ＤＮＡ糖基化酶［１１］通过同源序列比对在蓖麻基因

组中鉴定了三种同源的ＤＮＡ糖基化酶，分别命名为
ＲｃＤＭＥ、ＲｃＲＯＳ１和 ＲｃＤＭＬ。这三种氨基酸均为不
稳定氨基酸，编码较长的氨基酸序列，其中包含了典

型的与 ＤＮＡ结合和碱基切除修复有关的保守结构
域ＤｏｍａｉｎＡ，ＧｌｙｃｏｓｙｌａｓｅＤｏｍａｉｎ和ＤｏｍａｉｎＢ［２３］，但
在氨基酸序列的Ｎ端存在着高的变异区。然而，在
ＲｃＤＭＥ和ＲｃＲＯＳ１氨基酸序列的Ｎ端存在一个保守
的赖氨酸富集区，此区域被认为与核染色质结合有

关［２４］，与亚细胞定位结果一致，而ＲｃＤＭＬ在Ｎ端缺
乏该区域，亚细胞定位结果显示其定位在细胞质中。

近年来很多研究发现ＤＮＡ糖基化酶ＤＭＥ介导
的 ＤＮＡ主动脱甲基化作用对印迹基因的表
达［２７，２８］、胚乳和种子发育有至关重要的作用［９］。母

源等位基因 ｄｍｅ突变体种子表现出发育异常甚至
败育［９］。因此，我们进一步对 ＲｃＤＭＥ糖基化酶的
氨基酸序列，系统进化和组织特异性表达进行了详

细分析。根据Ｃｈｏｉ等人的研究，ＤＮＡ糖基化酶可以
分为两种：双功能糖基化酶具有碱基切除和３′磷酸
二酯健连接的功能；单功能糖基化酶仅具有ＤＮＡ糖
基化酶活性，ＤＮＡ缺口的产生还需要 ＡＰ核酸内切
酶的参与。因此，推断 ＲｃＤＭＥ是一种单功能 ＤＮＡ
糖基化酶，因为在氨基酸序列的１４５５位是一个天
冬氨酸（双功能糖基化酶为组氨酸）。保守的天冬

氨酸能够裂解水分子，然后通过亲核反应替换受损

的或者错配的碱基［９］。从系统发育树来看，ＤＭＥ仅
出现在双子叶植物中，类似的结果也被 Ｚｅｍａｃｈ等
人在水稻基因组甲基化研究中发现，说明ＤＭＥ在双
子叶植物中较为保守［２９］。ＤＭＥ在单子叶植物中的
缺失可能是 ＤＮＡ糖基化酶家族的分离进化而引
起［２９］。另外，在其他古老的低等植物中也发现了

ＤＭＥ的同源物，显示出 ＤＭＥ起源于单个古老的基
因［２３］。而ＲＯＳ１和ＤＭＬ糖基化酶在单子叶和双子
叶植物出现之前就已经产生了分化。蓖麻 ＤＮＡ糖
基化酶在进化树上均与拟南芥表现出较远的亲缘关

系。ＲＴ－ＰＣＲ和转录组数据分析显示 ＲｃＤＭ基因
在雄花、雌花、种子的胚和胚乳中都表达，不同于拟

南芥ＤＭＥ在中央细胞中特异表达，说明 ＲｃＤＭＥ和
拟南芥的 ＤＭＥ在功能上存在一定的差异，ＲｃＤＭＥ
可能参与不同组织的基因组脱甲基化作用和组织的

正常发育。ＲｃＲＯＳ１和ＲｃＤＭＥ基因表现出相似的表
达模式，它们是否在功能上存在冗余还需要深入的研

究。而蓖麻ＲｃＤＭＬ基因在各个组织中都未检测到。
虽然在拟南芥组织中检测到了ＤＭＬ２和 ＤＭＬ３的表
达，而且其功能的缺失会导致基因组部分区域的低甲

基化，但是ＤＭＬ的缺失突变并不影响植物的正常生
长发育，因此认为ＤＭＬ可能不是植物生长发育所必
需的，而与保护基因免受过度甲基化过程有关［１１］。

蓖麻作为一种重要的非食用油料作物，从表观

遗传水平上研究蓖麻生长发育和抗逆性，特别是胚

乳发育的调控机制具有非常重要的现实意义。而

且，蓖麻种子具有大的胚乳组织，在整个种子发育阶

段持续存在，为研究表观调控因子和印记基因在胚

乳发育和种子形成过程中的功能提供了很好的系

统。本研究对蓖麻ＤＮＡ糖基化酶的分离鉴定，理化

７８１代梦媛等：蓖麻ＤＮＡ糖基化酶的序列与基因表达分析



性质分析，亚细胞定位预测及其组织表达为深入研

究其功能和蓖麻遗传改良提供了理论基础。
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