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摘　 要：以甘蔗类似细胞色素 Ｃ 的 ＥＳＴ 序列 ＣＦ５７６９４３．１ 为探针，通过电子克隆技术获得了甘蔗细胞色素 Ｃ 基因（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｃ，Ｃｙｔ Ｃ）的一条 ｃＤＮＡ 全长序列，命名为 ＳｃＣｙｔ Ｃ。 用生物信息学方法对该基因氨基酸序列与组成、亚细胞定位、跨膜区与信

号肽、疏水性 ／ 亲水性、蛋白质二、三级结构以及功能等进行分析与预测。 结果表明：Ｃｙｔ Ｃ 基因全长 １ ０７３ ｂｐ，编码 １１２ 个氨基

酸，该基因位于细胞质，为非分泌型蛋白，无规卷曲为主要二级结构原件，含有 １ 个保守功能域，主要功能为翻译并且在不同植

物中具有高度保守性。 电子表达分析结果显示，该基因在甘蔗各个组织均有表达，其中在茎和根中的表达量比其他组织类型

中表达量高，此外，该基因的表达可能受到低温的调控。 为甘蔗细胞色素 Ｃ 基因的结构及其功能的研究奠定了一定的基础。
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　 　 细胞色素 Ｃ（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ，Ｃｙｔ Ｃ）是呼吸链中

一个重要的电子传递体，由核基因编码的多肽和线

粒体编码的亚铁血红素组成，其主要功能是通过分

子中的半胱氨酸巯基与血红素共价结合，通过血红



素辅基中心铁离子价态的变化在细胞色素 Ｃ 还原

酶（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ） 和细胞色素 ｃ 氧化酶

（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｏｘｉｄａｓｅ）之间传递电子［１－３］。 Ｃｙｔ Ｃ 松

散地结合在富含不饱和脂肪酸的线粒体内膜外侧心

磷脂上，表面带正电荷，无法自由通过线粒体外

膜［４］。 Ｃｙｔ Ｃ 一般由 １０３ ～ １１３ 个氨基酸组成，其分

子量小，多介于 １．２～１．３ ｋＤａ。 Ｃｙｔ Ｃ 蛋白含有 １８ 个

赖氨酸，属于碱性蛋白质，等电点 １０． ５ ～ １０． ８。 该

蛋白的性质很稳定，这是由于在 Ｃｙｔ Ｃ 中，血红素辅

基 ｈｅｍｅ 除与轴向配体甲硫氨酸和组氨酸形成配位

键外，还通过两个半光氨酸形成两个硫醚键和肽链

共价相连［５］。 此外，前人研究还发现，Ｃｙｔ Ｃ 在诱导

细胞凋亡［６－９］ 和抗氧化［１０］ 中也起着重要的作用。
另一方面，鉴于 Ｃｙｔ Ｃ 在生物进化中的高度保守性，
可以应用于生物系统进化分类。 综合以上，Ｃｙｔ Ｃ 的

相关研究一直受到生物学研究中的热点问题之一，
但在甘蔗中 Ｃｙｔ Ｃ 的研究还处于初步阶段，通过文

库的构建有测到相似基因的 ＥＳＴ［１１］，但具体的功能

验证研究仍然需要完善。
电子克隆（Ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｃｌｏｎｉｎｇ）是一种基于 ＥＳＴ 或

基因组的序列组装和拼接，快速地获得部分或全长

ｃＤＮＡ 的技术。 该技术首先被运用在人、鼠和水稻

等 ＥＳＴ 丰富的模式生物中［１２－１３］，随后在其它植物中

此技 术 得 到 广 泛 运 用， 在 甘 蔗 中 也 有 相 关 报

道［１４－１５］。 电 子 表 达 分 析 （ Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ）是通过整合某物种中特定基因的所有相关

表达序列标签（Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｔａｇ，ＥＳＴ）信息，
从而获得该基因表达相关信息的一种新型基因表达

分析技术［１６－１７］。 目前，电子表达分析常与电子克隆

技术相结合，共同应用于新基因挖掘和基因功能分

析，已被成功应用于多种植物目标基因的表达分析，
此技术在甘蔗中也得到逐步运用［１５－１６］。

本研究利用电子克隆方法，以甘蔗类似细胞色

素 Ｃ 的 ＥＳＴ 序列 ＣＦ５７６９４３．１ 为探针，通过电子克

隆技术获得了甘蔗细胞色素 Ｃ 基因，用生物信息学

方法对该基因氨基酸序列与组成、亚细胞定位、跨膜

区与信号肽、疏水性 ／亲水性、蛋白质二、三级结构以

及功能等进行分析与预测，而后采用电子表达分析

技术分析该基因表达情况。 研究为深入解析甘蔗细

胞色素 Ｃ 基因的结构与功能提供了参考与借鉴依据。

１　 材料和方法

１．１　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因序列获得

以甘蔗类似细胞色素 Ｃ 的 ＥＳＴ 序列ＣＦ５７６９４３．１

为探针，使用 Ｂｌａｓｔｎ 检索甘蔗 ＥＳＴ 数据库，选取与探

针序列同源性较高的甘蔗 ＥＳＴ 序列，使用在线工具

ＣＡＰ３（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｂｉｌ． ｕｎｉｖ⁃ｌｙｏｎ１． ｆｒ ／ ｃａｐ３． ｐｈｐ） 进行拼

接，以拼好的 ｃｏｎｔｉｇ 重叠群为新探针，再次比对检

索，直到没有新的 ＥＳＴ 可供拼接为止［１５－１６］。 将拼接

所得的 ｃｏｎｔｉｇ 用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｏｒｆ ／ ｇｏｒｆ． ｈｔｍｌ）软件查找其开放读码框，有
完整的开放读码框则为基因序列。
１．２　 生物信息学软件分析

利用 ＥｘＰＡＳｙ 中 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｐＩ ／ Ｍｗ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｃｏｍｐｕｔｅ ＿ ｐｉ ／ ） 分析基因的理化性质；
ＳｉｇｎａｌＰ ４．１ Ｓｅｒｖｅｒ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／
ＳｉｇｎａｌＰ ／ ） 分 析 编 码 蛋 白 的 信 号 肽 有 无； 利 用

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ）分析蛋

白的亲疏水性；利用 Ｐｒｏｆｕｎ ２．２ Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＰｒｏｔＦｕｎ ／ ） 预测蛋白的功能；利
用 Ｐｓｏｒｔ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｐｓｏｒｔ．ｏｒｇ ／ ）分析查看蛋白的亚

细胞定位； ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ ／ ）进行蛋白质三级结构预测。 最后利用 Ｂｌａｓｔ
查找同源氨基酸序列。
１．３　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因的电子表达分析

将得到的同探针序列同源性较高的甘蔗 ＥＳＴ
序列在 ＮＣＢＩ 中逐一分析；根据这些 ＥＳＴ 序列的登

陆信息得出所有 ＥＳＴ 序列组织来源，最后计算出

在不同组织中的出现比例及各 ＥＳＴ 序列来源材料

受到的生物或非生物胁迫情况，分析该基因的组

织特异性表达情况和不同胁迫条件下的表达

特性［１４－１６］ 。

２　 结果与分析

２．１　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因的获得

以 甘 蔗 类 似 细 胞 色 素 Ｃ 的 ＥＳＴ 序 列

ＣＦ５７６９４３．１为探针，在甘蔗 ＥＳＴ 数据库中比对检

索，选中 １ 条同源性高的甘蔗 ＥＳＴ 序列。 ＣＡＰ３ 拼

接重组该 ＥＳＴ 聚类（Ｕｎｉｇｅｎｅ）的 ２８ 条非冗余甘蔗

ＥＳＴ 后获得 ２ 条重叠群序列，通过 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 软

件和 Ｂｌａｓｔ 分 析 比 对， 最 终 得 到 一 个 全 长 为

１ ０７３ ｂｐ的基因序列。 该 ｃＤＮＡ 序列具有完整的

开放阅读框（ＯＲＦ，３７７ ～ ７１５ ｂｐ），编码 １１２ 个氨基

酸，说明此序列为一条完整的甘蔗细胞色素 Ｃ 基

因的 ｃＤＮＡ 序列，命名为 ＳｃＣｙｔ Ｃ。 图 １为电子克隆

所得的序列。
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图 １　 电子克隆获得的甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因的 ｃＤＮＡ 序列及其推导的氨基酸序列（∗终止密码子）
Ｆｉｇ． １　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅＳｃＣｙｔ Ｃ

ｇｅｎｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｃｌｏｎｉｎｇ （∗ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ）

２．２　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因的生物信息学分析

２．２．１　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因编码氨基酸的一级结构预测

通过在线工具 ＥｘＰＡＳｙ 对甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因编

码氨基酸进行一级结构预测（见表 １），可知，在甘蔗

中 Ｃｙｔ Ｃ 的一些一级结构预测结构与前人在其他不

同植物中研究的 Ｃｙｔ Ｃ 表现普遍的理化性质大致相

符［５］。
２．２．２　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白二级结构预测和分析

通过在线软件 ＧＯＲ ＩＶ 对甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白进

行二级结构预测（见图 ２，表 ２），结果显示无规则卷

曲所占比例最大 ６５．１８％，主要集中在 １ ～ ５０ａａ。 α－
螺旋和延伸链所占的比例相差不远分别为１５．１８％
和 １９．６４％。 α－螺旋主要集中在 １００～１１０ａａ。

表 １　 ＳｃＣｙｔ Ｃ 的一级结构预测分析

Ｔａｂｌｅ１　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｃＣｙｔ Ｃ

一级结构特性 预测结果

编码的氨基酸数 ／ 个 １１２

等电点（ＰＩ） ９．４６

分子量（ ＭＷ） ／ Ｄａ １２ １６５．９

负电荷残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ） ９

正电荷残基（Ａｒｇ ＋Ｌｙｓ） １６

分子式 Ｃ５４５Ｈ８５２Ｎ１４８Ｏ１６０Ｓ４

不稳定系数（ＩＩ） ２６．１４

平均疏水性（ＧＲＡＶＹ） －０．６５１

脂肪系数（ＡＩ） ５９．３８

20 40 60 80

20 40 60 80

图 ２　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白二级结构预测

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣｙｔ Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ
注： 短竖线区， 无规则卷曲；中竖线区，延伸链；长竖线区，α－螺旋。
Ｎｏｔｅｓ： Ｓｈｏｒｔ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｂａｒ ａｒｅａ： Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ； Ｉｎ ｔｈｅ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｂａｒ ａｒｅａ： Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ； Ｌｏｎｇ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｂａｒ ａｒｅａ： Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ．
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表 ２　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白二级结构预测分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣｙｔ Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ

二级结构类型 氨基酸残基数目（个） 百分比（％）

α－螺旋 Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ １７ １５．１８

延伸链 Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ ２２ １９．６４

无规则卷曲 Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ ７３ ６５．１８

β－螺旋 Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ ０ ０

２．２．３　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白信号肽预测和分析

ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因的蛋白序列进行信号肽预测结果

如表 ３、图 ３ 所示：第 ２３ 位半胱氨酸残基具有最高

的原始剪切位点分值 ０．１１０ 和第 １ 位甲硫氨酸具有

最高的信号肽分值０．１１２，第 １２ 位脯氨酸残基具有

最高的综合剪切位点分值 ０．１１２。 由于最后算得氨

基酸残基的加权平均值较小 ０．１１２（≪０．５），则推测

ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因所编码的蛋白不存在信号肽，说明该蛋

白为非分泌性蛋白，在细胞质中合成后不能进行蛋

白转运。 与前人研究该基因在线粒体内膜外侧上，
不能自由通过线粒体外膜的结果相符［４］。

MASFSEAPPGNPKAGEKIFKTKCAQCHTVKKGAGHKQGPNLNGLFGRQSGTTAGYSYSAGNKNKAVVWEE
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图 ３　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白信号肽预测

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ－ＮＮ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣｙｔ Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ

表 ３　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白信号肽预测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ－ＮＮ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣｙｔ Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ

指标 位点 分值 有无信号肽

ｍａｘ． Ｃ ２３ ０．１１０

ｍａｘ．Ｙ １２ ０．１１２

ｍａｘ．Ｓ １ ０．１２９

ｍｅａｎ Ｓ １－１１ ０．１１１

Ｄ １－１１ ０．１１２ 无

注： Ｃ ｓｃｏｒｅ：原始剪切位点的分值； Ｓ ｓｃｏｒｅ：信号肽的分值； Ｙ ｓｃｏｒｅ：
综合剪切位点的分值； Ｓ － ｍｅａｎ ：信号肽分值的平均值；Ｄ ｓｃｏｒｅ：
Ｓ ｍｅａｎ和 Ｙ－ｍａｘ 的加权平均值。
Ｎｏｔｅｓ： Ｃ ｓｃｏｒｅ： Ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ Ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ； Ｓ ｓｃｏｒｅ： Ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ
Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ； Ｙ ｓｃｏｒｅ： Ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ Ｓ－ｍｅａｎ ：ｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｓ－ｓｃｏｒｅ；Ｄ ｓｃｏｒｅ：Ａ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｓ－ｍｅａｎ ａｎｄ
ｔｈｅ Ｙ－ｍａｘ ｓｃｏｒｅｓ．

２．２．４　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白疏水性 ／亲水性的预测和

分析

ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因所编码氨基酸序列的疏水性 ／亲水

性预测结果如图 ４ 所示，第 １０７ 位具有最高分值为

０．７００，则疏水性最强；第 ９６ 位具有最低分值－２．１２２，
则亲水性最强。 Ｃｙｔ Ｃ 基因所编码蛋白序列 ＧＲＡＶＹ
值为－０．６５１，故推测甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 是一种亲水蛋白。
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图 ４　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白氨基酸疏水性 ／亲水性预测

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ／ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣｙｔ Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ
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２．２．５　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白质三级结构预测

甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白质三级结构预测结果如图 ５
所示：ＳｃＣｙｔ Ｃ 的空间结构以无规则卷曲和螺旋为

主。 将该蛋白与玉米、粟米和高粱中 Ｃｙｔ Ｃ 蛋白的

三级空间结构虚拟图，结果显示甘蔗的三级空间结

构在四个近缘物种中高度相似。

ScCytC Zeamays Setariaitalica Sorghumbicolor

图 ５　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白三级结构预测

Ｆｉｇ．５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈｉｒｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅＳｃＣｙｔ Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．２．６　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白的功能预测

甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白功能预测结果如表 ４ 所示，
该蛋白的最主要功能为翻译，也有一定可能性参与

了复制与转录、中间代谢、脂肪酸新陈代谢、能量新

陈代谢。
表 ４　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白功能预测

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣｙｔ Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ

功能类别 可能性

翻译（Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ） ６．０６０

复制与转录（Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ＿ａｎｄ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ） １．２６５

中间代谢（Ｃｅｎｔｒａｌ＿ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｒｙ＿ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） １．１０８

脂肪酸新陈代谢（Ｆａｔｔｙ＿ａｃｉｄ＿ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） １．１０１

能量新陈代谢（Ｅｎｅｒｇｙ＿ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） ０．８０７

２．２．７　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白的亚细胞定位

ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白亚细胞定位预测结果如表 ５ 所示，
甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白可能定位于细胞质或叶绿体中。

由于细胞色素 Ｃ 是生物氧化的一个非常重要的电

子传递体，在线粒体和叶绿体中，细胞色素常常结合

在电子传递和相关代谢途径的复合物酶中，则预测

结果与实际相符。
表 ５　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白的亚细胞定位

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆＳｃＣｙｔ Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ

亚细胞定位 概率

细胞质（ｃｙｔｏｐｌａｓｍ） ０．６５０

叶绿体基质（ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｓｔｒｏｍａ） ０．２００

叶绿体内囊体膜（ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｔｈｙｌａｋｏｉｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ） ０．２００

叶绿体内囊体空间（ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｔｈｙｌａｋｏｉｄ ｓｐａｃｅ） ０．２００

２．２．８　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白的保守结构域分析

ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白的保守结构域预测结果如图 ６ 所

示，甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白包含 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍ Ｃ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ
一个保守结构域。

Putativeconserveddomainshavebeendetected,clickontheimagebelowfordetailedresults
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图 ６　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白的保守结构域分析

Ｆｉｇ．６　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳｃＣｙｔ Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．２．９　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白的同源氨基酸序列比对与

进化分析

使用 ＮＣＢＩ 中的 Ｂｌａｓｔｐ 程序，对甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋

白的氨基酸进行同源性分析。 选择玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ＿
ｇｂ ｜ ＮＰ＿００１１７００２８．１ ｜ ｜ ）、粟米（Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ＿ｇｂ ｜ ＸＰ
＿００４９６２０４３．１ ｜ ｜ ）、高粱（ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ ＿ ｇｂ ｜ ＸＰ ＿

００２４３９８２０．１ ｜ ｜ ）、马铃薯 （ Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ ＿ ｇｂ ｜
ＡＦＸ６６９７７．１ ｜ ｜ ）番茄（Ｓｏｌａｎｕｎ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ＿ｇｂ ｜ ＸＰ＿
００４２３０４３０．１ ｜ ｜ ）、水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｇｒｏｕｐ＿
ｇｂ ｜ ＮＰ＿００１０５ ５５７８．１ ｜ ｜ ）、向日葵（Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ
＿ ｇｂ ｜ Ｐ０００７０． ３ ｜ ） 和二穗短柄草 （ Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ
ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ＿ｇｂ ｜ ＸＰ＿００３５６８４２６．１ ｜ ）进行分析，蛋白的
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氨基酸序列相似性分别为 ９９ ％、９９ ％、９８％、９４％、
９４％、９３ ％、９２％和 ９１ ％。

用软件 ＤＮＡＭＡＮ 软件多重地对甘蔗与上述 ８
个近缘物种中的 Ｃｙｔ Ｃ 蛋白的氨基酸序列（图 ７），
并输出有根系统进化树（图 ８）。 从图 ７ 可以看出，
同属单子叶植物的甘蔗和玉米同源性最高。 图 ８ 系

统进化树显示：单子叶植物甘蔗、玉米、粟米和粟米

为一分支，同属双子叶植物的番茄、马铃薯和甘蔗同

源性较低，但不同物种件同源性高达 ９０％以上，仅
有几个氨基酸的差别。 因此，该基因在不同物种间

具有高度的保守性，它们对应的蛋白属于同一个

家族。

玉米NP_001170028.1
粟米XP_004962043.1
高粱XP_002439820.1
水稻NP_001055578.1
向日葵P00070.3
二穗短柄草XP_003568426.1
马铃薯AFX66977.1
番茄XP_004230430.1
甘蔗ScCytC
Consensus

玉米NP_001170028.1
粟米XP_004962043.1
高粱XP_002439820.1
水稻NP_001055578.1
向日葵P00070.3
二穗短柄草XP_003568426.1
马铃薯AFX66977.1
番茄XP_004230430.1
甘蔗ScCytC
Consensus

图 ７　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 蛋白与其它植物种蛋白的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．７　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｃＣｙｔ Ｃ ｅｎｃｏｄｅｓ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 ８　 九种植物基于 Ｃｙｔ Ｃ 基因氨基酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ．８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｎｉｎｅ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｙｔ Ｃ ｇｅｎｅ

２．３　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因的电子表达分析

　 　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因的电子表达结果如表 ６ 和

图 ９所示，在甘蔗根尖、根颈、花序、叶片、茎、全株和

芽中组成型表达，与其他组织类型中表达量相比，其
中在根和茎中的表达量高。 此外，该基因的表达受

低温调控（见表 ６，图 ９）。
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表 ６　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因电子表达分析的 ＥＳＴ 分类结果

Ｔａｂｌｅ ６　 ＥＳＴ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

基因名 ＥＳＴ 序列 组织类型 数量 胁迫类型 数量

ＳｃＣｙｔ Ｃ ２８ 根（ｒｏｏｔ） ７

根颈（ｃｒｏｗｎ） ３

花序（ｉｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ） ３

叶片（ｌｅａｆ） ２

茎（ｓｔｅｍ） ７

愈合组织（ｃａｌｌｕｓ） １ ｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ １

茎尖（ｍｅｒｉｓｔｅｍ） ４

种子（ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｓｅｅｄ）１
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图 ９　 甘蔗 ＳｃＣｙｔ Ｃ 基因电子表达分析结果

Ｆｉｇ．９　 Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＳｃＣｙｔ Ｃ ｇｅｎｅ

３　 结　 论

电子克隆和电子表达分析技术由于其简便高效

的特性已经被广泛应用于已用于动植物基因克隆及

其表达分析［１１－１８］。 甘蔗 ＥＳＴ 数据库中包含了大约

２８ 万条 ＥＳＴ，已经能够非常好地覆盖甘蔗的全基因

组，这也说明了基于电子克隆和电子表达分析技术

克隆目标基因并对其表达特性进行分析的可行性和

准确性。 本研究通过电子克隆技术获得了甘蔗细胞

色素 Ｃ 基因的一条 ｃＤＮＡ 全长序列，生物信息学方

法结果表明：甘蔗 Ｃｙｔ Ｃ 基因全长 １ ０７３ ｂｐ，编码 １１２
个氨基酸，蛋白质结构稳定，分子量为 １．２９ ｋＤａ，氨
基酸带正电荷，偏碱性。 该基因位于细胞质或叶绿

体中，编码蛋白为非分泌型亲水蛋白，无规卷曲为主

要二级结构原件，含有 １ 个保守功能域，主要功能为

翻译。 分析还揭示，甘蔗细胞色素 Ｃ 是分子量小，带
正电荷，稳定的亲水蛋白，这与前言研究结果是相似

的［４－５］。 甘蔗的 Ｃｙｔ Ｃ 蛋白与其他植物同源序列比

对，表现出高度保守性，其三级结构与同为 Ｃ４ 单子

叶植物的玉米、粟米和高粱极为相似，与单子叶植物

马铃薯、番茄的同源性也高达 ９０％以上，这从一定程

度上说明 Ｃｙｔ Ｃ 蛋白可以成为研究生物进化的代表

性蛋白。 另一方面，本研究利用 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数据库分

析了甘蔗细胞色素 Ｃ 基因的电子表达情况，检索到

２８ 条同源性较高的 ＥＳＴ 序列，该基因在甘蔗各个组

织均有表达，其中在茎和根中的表达量比其他组织

类型中表达量高，此外，该基因的表达可能受到低温

的调控。 但是，鉴于 Ｃｙｔ Ｃ 基因与电子传递链相关，
定位于叶绿体，理论上在叶片中的表达量应较高，故
电子表达分析的结果需进一步通过定量 ＰＣＲ 或者

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ 杂交等技术分析的修正与完善。 本研究为

进一步深入研究甘蔗天细胞色素 Ｃ 基因的结构及其

功能奠定了一定的基础。
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