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大豆 ＰＭ３４ 基因生物信息学预测及表达分析
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摘　 要: 以大豆叶片总 ＲＮＡ 为模板ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法从吉豆 ２ 号品种中克隆获得大豆种子成熟蛋白(ＰＭ３４)
基因序列ꎬ利用生物信息学方法对大豆 ＰＭ３４ 基因编码的蛋白进行预测ꎮ 结果表明:该基因编码蛋白理论分

子量为 ３１.７ ｋＤａꎬ等电点为 ６.６０ꎬ为亲水性蛋白ꎻ该蛋白中无跨膜结构ꎻ该蛋白中不存在信号肽ꎮ ＰＭ３４ 基因编

码蛋白的二级结构中 α 螺旋占 １２.９７％ꎬ无规则卷曲占 ４１.３０％ꎬβ 折叠占 ４５.７３％ꎮ ＰＭ３４ 基因编码蛋白的三级

结构预测表明ꎬ同源模建的模板是 ３ｉｊｒ.１.Ａꎬ是一种短链脱氢酶 /还原酶ꎬ与该蛋白的同源性为 ５４.６５％ꎮ 在进化

关系上ꎬ与绿豆、苜蓿的亲缘关系相对较近ꎮ 采用实时定量 ＰＣＲ 方法(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ检测大豆 ＰＭ３４ 基因在大豆

各器官中的表达方式ꎬ结果表明该基因在大豆根、茎、叶、花中的表达活性低ꎬ而在种子中ꎬ尤其是成熟种子中

的相对表达活性很高ꎮ 该研究结果为大豆 ＰＭ３４ 基因结构和功能的进一步研究奠定了基础ꎮ
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　 　 大豆种子中含有丰富的蛋白质ꎬ蛋白氨基酸组

分齐全ꎬ其具有抗肿瘤ꎬ预防心血管疾病ꎬ增强免疫

力等保健作用(Ｍｉｎ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５)ꎮ 大豆种子发育过

程主要有 ３ 个时期ꎬ即形态建成期ꎬ成熟期和脱水干

燥期ꎮ 在种子成熟期阶段ꎬ淀粉、蛋白质、脂肪等物

质在种子中大量积累(Ｋｉｍ ＆ Ｌｉｍꎬ ２０１４)ꎬ其中蛋白

质占 ４０％左右ꎬ种子贮藏蛋白在种子形成过程中逐

渐合成和积累ꎬ是大豆种子萌发中氨基酸和氮的主

要来源(刘春等ꎬ２００８)ꎮ 种子蛋白包括贮藏蛋白、
结构蛋白、酶蛋白及其它功能性蛋白等ꎬ其中贮藏蛋

白占种子蛋白的 ７０％~８０％ꎮ 根据离心时具有的不

同沉降值将大豆贮藏蛋白分为 ２Ｓ、７Ｓ、１１Ｓ 和 １５Ｓ ４
种组分(Ｓｉｎｇｈ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５ꎻ Ｒｕｄａｋｏｖａ ｅｔ ａｌꎬ ２０１４)ꎬ
其它蛋白还包括脉酶、植物凝集素和胰蛋白酶抑制

剂等(Ｍｅｙｅｒｌ ｅｔ ａｌꎬ ２０１２)ꎮ 颜克亮等(２００８)分析大

豆种子形态建成期与成熟期基因差异表达情况ꎬ获
得在发育过程中可能影响大豆种子形态建成及蛋白

质、油脂合成代谢等调控的重要基因ꎬ检测表明大豆

种子成熟蛋白基因(ＰＭ３４)在大豆种子中表达量较

高(颜克亮等ꎬ２００８)ꎬ但并未对 ＰＭ３４ 基因编码蛋白

的结构ꎬ该基因在大豆各器官中的表达量做进一步

研究ꎬ此外ꎬ至今在各种植物中对 ＰＭ３４ 基因的研究

都鲜有报道ꎮ
本研究主要是克隆大豆 ＰＭ３４ 基因的序列ꎬ利

用生物信息学分析该基因编码蛋白的一级、二级、三
级结构及系统进化关系ꎻ此外ꎬ通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法

检测大豆 ＰＭ３４ 基因在大豆各器官中的表达情况ꎬ
为大豆 ＰＭ３４ 基因结构功能研究及其他植物中

ＰＭ３４ 基因的研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料及主要试剂

大豆品种吉豆 ２ 号为本实验室保存ꎻ大肠杆菌

ＤＨ ５α 感受态购自北京索莱宝公司ꎻＴＲＩｚｏｌ ｒｅａｇｅｎｔ
购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＯｌｉｇｏ ( ｄＴ) １８、Ｍ￣ＭＬＶ 反转录

酶、Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ＥｘＴａｑ、ｐＭＤ１８￣Ｔ 克

隆载体、ＳＹＢＰ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ荧光定量试剂盒、限
制性内切酶 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 和 Ｋｐｎ Ｉ 均购自 Ｔａｋａｒａ 公司ꎻ

ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒购自维特洁公司ꎻ引物合成、
测序由上海生工生物工程公司完成ꎮ
１.２ 大豆 ＰＭ３４ 基因序列的克隆

取大豆 ４ 叶期的叶片ꎬ提取总 ＲＮＡꎬ按照逆转

录步骤合成大豆 ｃＤＮＡ 的第一条链ꎮ 根据大豆基因

组序列 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ. ｎｅｔ / ｓｏｙｂｅａｎ)ꎬ利用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 软件ꎬ设计引物ꎬ( Ｚ１: ５′￣ＡＴＧ￣
ＧＣＴＴＣＣＧＧＴＧＡＡＣＡＧＡ￣３′ꎻ Ｚ２: ５′￣ＴＴＡＡＣＣＡＴＴＣＡ￣
ＣＡＡＣＧＧＴＴＣＣＡＣ￣３′)ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 扩增大豆 ＰＭ３４ 基

因序列ꎮ 反应条件为预变性 ９４ ℃ ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃ ３０
ｓꎬ５８ ℃ ４０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ共 ３０ 个循环ꎻ７２ ℃后延

伸 １０ ｍｉｎꎮ ０.８％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物ꎬ凝
胶回收试剂盒回收扩增片段ꎬ按照试剂盒说明将扩

增片段与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 克隆载体连接ꎬ转化大肠杆菌

ＤＨ ５α 感受态ꎬ摇菌ꎬ重组质粒双酶切鉴定后测序ꎮ
１.３ 大豆 ＰＭ３４ 基因编码蛋白的生物信息学分析

利用 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒｖ ２.０ 和 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ
Ｓｅｒｖｅｒ (ｈｔｔｐ: / / ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ. ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ. ｈｔｍｌ)在
线软件ꎬ预测大豆 ＰＭ３４ 基因编码蛋白的一级结构:
基本理化性质和跨膜结构(王同淑等ꎬ２０１５)ꎻ利用

ＳｉｇｎａｌＰ４.０ 和 ＰＯＲＴＥＲ 在线软件ꎬ预测大豆 ＰＭ３４
基因编码蛋白的二级结构:信号肽和蛋白质二级结

构(许瑞瑞等ꎬ２０１２)ꎻ利用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＬＥ 在线软

件ꎬ预测大豆 ＰＭ３４ 基因编码蛋白的三级结(郑玲

等ꎬ２０１１)ꎮ
通过 ＮＣＢＩ 中 ＢＬＡＳＴꎬ对大豆 ＰＭ３４ 基因进行氨

基酸的同源性搜索ꎮ 利用多序列比对软件 ＣｌｕｓｔａｌＸ
和 ＭＥＧＡ ５.０ 软件ꎬ采用邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ Ｊｏｉｎｉｎｇ)ꎬ
１ ０００次自检举(ｂｏｏｔｓｔｒａｐｉｎｇ)ꎬ构建系统发育树(Ｓｕｎ
ｅｔ ａｌꎬ ２０１４ꎻ Ｓａｉｔｏｕ ＆ Ｎｅｉꎬ １９８７ꎻ Ｋｕｍａｒ ｅｔ ａｌꎬ ２００１ꎻ
Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌꎬ ２０１４)ꎮ
１.４ ＱＴＲ￣ＰＣＲ

分别提取大豆根、茎、叶、花、未成熟种子(开花

后 ３０ ｄ)、成熟种子(开花后 ９０ ｄ)的总 ＲＮＡꎬ按照逆

转录的步骤分别合成 ｃＤＮＡ 的第一条链ꎮ 以上不同

大豆器官、不同发育阶段的材料 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进行

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反 应ꎮ 大 豆 的 内 参 基 因 为 β￣ｔｕｂｕｌｉｎ
(ＧＭＵ１２２８６)ꎬ上、下游引物分别为(Ｂ１: ５′￣ＧＧＡＡＧ￣
ＧＣＴＴＴＣＴＴＧＣＡＴＴＧＧＴＡ￣３′ꎻ Ｂ２: ５′￣ＡＧＴＧＧＣＡＴＣＣＴ￣

１２２１１０ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 赵艳等: 大豆 ＰＭ３４ 基因生物信息学预测及表达分析



ＧＧＴＡＣＴＧＣ￣３′) ( Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５ )ꎮ 根 据 大 豆

ＰＭ３４ 基因的核苷酸序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０
软件设计检测大豆 ＰＭ３４ 基因在大豆各器官中表达

量的引物ꎬ上游引物为 Ｙ１: ５′￣ＴＧＣＧＡＡＡＣＴＡＴＴＧ￣
ＧＡＣＴＡＣＡＣＧ￣３′ꎬ下游引物为 Ｙ２:５′￣ＧＡＡＡＧＡＧＧＣＴ￣
ＧＧＴＡＴＣＡＡＡＧＧ￣３′ꎮ 反应循环参数为 ９５ ℃ １０ ｓꎬ５８
℃ ２０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓ(Ｐａｎ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５ꎻ Ａｃｈａｒｙａ ｅｔ ａｌꎬ
２０１４ꎻ Ｓｃｈｍｉｄｔ ＆ Ｄｅｌａｎｅｙꎬ ２０１０)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 大豆 ＰＭ３４ 基因序列的克隆

根据大豆基因组中的序列ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 方法克隆

获得大豆 ＰＭ３４ 基因核苷酸序列ꎬ长为 ８８２ ｂｐ 的条

带(图 １)ꎮ 将该片段连接到 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体上ꎬ获得

重组质粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＰＭ３４ꎮ 从大肠杆菌菌液中提取

质粒ꎬ用 ＨｉｎｄＩＩＩ 和 ＫｐｎＩ 进行双酶切鉴定ꎬ得到与预

期相符的片段(图 １)ꎮ 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件ꎬ将测序

结果与大豆基因组中该段序列进行同源性比对ꎬ同
源性达到 １００％ꎮ

图 １　 ＰＣＲ 扩增产物及 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＰＭ３４ 酶切鉴定
Ｍ. ２ ０００ 分子标识ꎻ １. ＰＣＲ 扩增产物ꎻ ２. ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＰＭ３４ 酶切鉴定ꎮ
Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＰＭ３４　 Ｍ. ２ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｔｈｅ
ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔꎻ ２. Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ａｎｄ Ｋｐｎ Ｉ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＰＭ３４.

２.２ 大豆 ＰＭ３４ 基因的生物信息学预测

２.２.１ 大豆 ＰＭ３４ 基因编码蛋白的一级结构预测 　
利用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 在线软件进行蛋白质基本理化性质

分析ꎬ预测得知大豆 ＰＭ３４ 基因编码蛋白的分子式

为 Ｃ１４０４Ｈ２２１３Ｎ３８５Ｏ４３１Ｓ１２ꎬ分子量为 ３１.７ ＫＤꎬ 等电点

(ｐＩ)为 ６.６０ꎬ带正电残基(Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ) 总数为 ３０ꎬ带
负电残基(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ)总数为 ３１ꎬ总的亲水性平均系

数为－０.２８６ꎬ该蛋白属于亲水性蛋白ꎮ 氨基酸组成

见表 １ꎮ 此外ꎬ通过 ＴＭＨＭＭ 在线软件对大豆 ＰＭ３４
基因编码蛋白进行跨膜区预测ꎬ结果表明该蛋白无

跨膜结构ꎮ
２.２.２ 大豆 ＰＭ３４ 基因编码蛋白的二级结构预测 　
利用 ＳｉｇｎａｌＰ４.０ 软件预测得知ꎬ大豆 ＰＭ３４ 基因编

码的蛋白不存在信号肽ꎻ用 ＰＯＲＴＥＲ 在线软件预测

蛋白二级结构表明ꎬ此蛋白的 α 螺旋占 １２.９７％ꎬ无
规则卷曲占 ４１.３０％ꎬβ 折叠占 ４５.７３％ꎮ
２.２.３ 大豆 ＰＭ３４ 基因编码蛋白的三级结构预测 　
利用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在线软件预测表明ꎬ同源模建

的模板是 ３ｉｊｒ.１.Ａꎬ它是一种短链脱氢酶 /还原酶ꎬ与
大豆 ＰＭ３４ 基因编码蛋白的同源性为 ５４.６５％ꎮ 预

测的三级结构如图 ２ꎮ
２.２.４ 系统进化树分析　 除有报道该基因为大豆种

子成熟蛋白基因外ꎬ在各种植物中对 ＰＭ３４ 基因的

研究都很少ꎮ 本研究在 ＮＣＢＩ 中搜索与大豆 ＰＭ３４
基因编码氨基酸序列同源性高的序列ꎬ分别来源于

大豆 ( Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)、 绿豆 ( Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ )、 菜豆

(Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ)、苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ)ꎬ桑
树 (Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ)和拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ)ꎮ 利用

ＣｌｕｓｔａｌＸ 和 Ｍｅｇａ５.０ 软件ꎬ构建大豆 ＰＭ３４ 基因编码

氨基酸序列的系统进化树ꎬ进化关系如图 ３ 所示:大
豆 ＰＭ３４ 基因(ＡＡＦ８９６４５)与大豆葡萄糖、核糖醇脱

氢酶基因 ( ＮＰ ００１２４２８１５) 关系最近ꎬ同源性为

９５.５６％ꎮ 其次是绿豆葡萄糖、核糖醇脱氢酶基因

(ＸＰ ０１４５１３２８７)ꎬ苜蓿葡萄糖、核糖醇脱氢酶基因

(ＸＰ ００３５９１０９４)ꎬ同源性分别为 ８９.４２％、８８.４０％ꎮ
而与 拟 南 芥 葡 萄 糖、 核 糖 醇 脱 氢 酶 基 因 ( ＮＰ
５６４６７０.２)及拟南芥氧化还原酶基因(ＸＰ ００２８９１９１５)
的亲缘关系最远ꎬ同源性分别为６７.１６％、６４. ３７％ꎮ
以上结果比较符合传统的分类系统ꎬ大豆、绿豆、苜
蓿同属双子叶植物中的豆科植物ꎬ拟南芥属于单子

叶植物中的十字花科植物ꎮ
２.３ 大豆 ＰＭ３４ 基因的表达特性

大豆持家基因 β￣ｔｕｂｕｌｉｎ 为内参ꎬ利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
方法对大豆根、茎、叶、花、未成熟种子和成熟种子中

ＰＭ３４ 基因的相对表达量进行分析ꎮ 图 ４ 结果显

示ꎬ大豆 ＰＭ３４ 基因在大豆根、茎、叶、花中的表达

低ꎬ相对于叶中的表达量ꎬ大豆 ＰＭ３４ 基因在根、茎、
花中表达活性分别为 １０.４、０.０８、０.４９ꎻ 而在大豆种子

２２２１ 广　 西　 植　 物　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３６ 卷



表 １　 大豆 ＰＭ３４ 基因编码蛋白的氨基酸组成
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ＰＭ３４ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

比例
Ｒａｔｉｏ (％)

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

比例
Ｒａｔｉｏ (％)

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

比例
Ｒａｔｉｏ (％)

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

比例
Ｒａｔｉｏ (％)

丙氨酸 Ａｌａ (Ａ)

精氨酸 Ａｒｇ (Ｒ)

天冬酰胺 Ａｓｎ (Ｎ)

天冬氨酸 Ａｓｐ (Ｄ)

半胱氨酸 Ｃｙｓ (Ｃ)

９.９

３.８

４.１

４.８

１.７

谷氨酰胺 Ｇｌｎ (Ｑ)

谷氨酸 Ｇｌｕ (Ｅ)

甘氨酸 Ｇｌｙ (Ｇ)

组氨酸 Ｈｉｓ (Ｈ)

异亮氨酸 Ｉｌｅ (Ｉ)

５.１

５.８

８.５

２.０

５.５

亮氨酸 Ｌｅｕ (Ｌ)

赖氨酸 Ｌｙｓ (Ｋ)

甲硫氨酸 Ｍｅｔ (Ｍ)

苯丙氨酸 Ｐｈｅ (Ｆ)

脯氨酸 Ｐｒｏ (Ｐ)

５.８

６.５

２.４

３.８

５.８

丝氨酸 Ｓｅｒ (Ｓ)

苏氨酸 Ｔｈｒ (Ｔ)

色氨酸 Ｔｒｐ (Ｗ)

酪氨酸 Ｔｙｒ (Ｙ)

缬氨酸 Ｖａｌ (Ｖ)

６.１

６.５

０.３

３.８

７.８

图 ２　 大豆 ＰＭ３４ 基因编码蛋白的三级结构预测

Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ＰＭ３４ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

中ꎬ尤其是成熟种子中的相对表达活性很高ꎬ相对于

叶中的表达量ꎬ大豆 ＰＭ３４ 基因在未成熟种子和成

熟种子中的表达活性分别为 ２１９.７９ 和 ９３０.６５ꎮ

３　 讨论与结论

ＰＭ３４ 基因是大豆种子成熟蛋白基因ꎬ其编码

蛋白可能在种子发育过程中起作用ꎮ ＰＭ３４ 基因在

各种植物中鲜有报道ꎮ 本研究提取大豆吉豆 ２ 号品

种的总 ＲＮＡꎬ克隆大豆 ＰＭ３４ 基因的序列ꎬ测序结果

表明克隆的 ＰＭ３４ 基因序列与大豆基因组(ｗｉｌｌｉａｍｓ
８２)中的相应序列一致ꎬ说明品种间无差异ꎮ 通过

生物信息学相关软件对该基因编码蛋白的理化性

质、信号肽、跨膜结构域、蛋白质二级结构、蛋白质三

级结构及系统进化等方面进行预测ꎬ这些结果有助

于该基因所编码蛋白的功能研究ꎮ
本研究中根据大豆 ＰＭ３４ 基因编码的氨基酸序

列构建系统进化树ꎬ在 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 中进行大豆

ＰＭ３４ 基因编码蛋白序列的搜索并构建进化树ꎮ 无

论是同源性达到 ９５.５６％的来源于大豆的基因ꎬ还是

绿豆、苜蓿中高同源性的基因ꎬ甚至是进化关系最远

的拟南芥中的基因ꎬ这些基因都是葡萄糖、核糖醇脱

氢酶基因ꎬ说明大豆 ＰＭ３４ 基因很可能是另一个大

豆葡萄糖、核糖醇脱氢酶基因ꎬ该方面仍需进一步的

实验验证ꎮ
由 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果可知ꎬ大豆 ＰＭ３４ 基因的表达

主要集中在种子中ꎬ在其他器官中的相对表达量较

低ꎬ属于种子特异表达基因ꎬ这可能与其是种子成熟

蛋白基因有关ꎬ此外ꎬ其上游的启动子很可能具有调

控下游基因在种子中特异表达的特性(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ
２０１２ꎻ Ｆｕ ｅｔ ａｌꎬ ２０１０ꎻ Ｚａｖａｌｌｏ ｅｔ ａｌꎬ ２０１０)ꎮ 本研究

为大豆 ＰＭ３４ 基因及其上游启动子的结构和功能研

究提供理论基础ꎮ 大豆 ＰＭ３４ 基因是否为另一个大

豆葡萄糖、核糖醇脱氢酶基因ꎬＰＭ３４ 基因及其启动

子的功能研究将是下一步实验内容ꎮ
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