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　 　 摘要：锚蛋白重复序列模体是生物体内最普遍的蛋白质序列模体之一，在多种细胞活动中主要介导蛋白质 － 蛋白质的相互

作用。 本研究利用菜豆基因组数据库，通过生物信息学手段对菜豆 ＡＮＫ 家族成员及分子生物学特性进行了鉴定。 结果显示，菜
豆基因组中含有 ３０ 个 ＡＮＫ 家族基因，分布于 ９ 条染色体上，其中第 ５ 条染色体上含有的 ＡＮＫ 基因最多，包含 １３ 个基因。 蛋白

结构域分析发现，ＡＮＫ２５ 除了含有 ＡＮＫ 结构域外还含有 ＲＩＮＧ 结构域。 亚细胞定位结果显示，ＡＮＫ２５ 主要分布在细胞膜上。 表

达模式分析发现，ＡＮＫ２５ 对干旱、盐和 ＡＢＡ 胁迫有响应。 本研究为进一步研究菜豆 ＡＮＫ 的分类及功能提供了有利的依据。
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锚蛋白重复序列（ＡＮＫ，ａｎｋｙｒｉｎ ｒｅｐｅａｔ）是生物

体广泛存在的一类蛋白结构。 大部分 ＡＮＫ 蛋白的

功能与蛋白互作相关［１⁃２］，并在不同功能的蛋白中

被发现［３］。 ＡＮＫ 最早在酵母细胞周期调节因子
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Ｓｗｉ６ ／ Ｃｄｃ１０ 及果蝇信号蛋白中发现［４］，在细胞周期

的调节、转录等方面扮演着重要的角色［５］。 随后在

蛋白骨架中发现了 ２４ 个氨基酸残基的 ＡＮＫ 序

列［６］。 有关动物中锚蛋白重复序列的研究报道很

多，其中主要包括细胞骨架形成体（ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ｏｒ⁃
ｇａｎｉｚｅｒｓ）、细胞周期蛋白依赖的蛋白激酶（ ＣＤＰＫ，
ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ） 抑制剂、转录调控

因子和发育调控因子。 膜蛋白等典型的锚蛋白重

复序列由 ３３ 个氨基酸残基组成，数量不等的 ＡＮＫ
单元串联起来形成大的 ＡＮＫ 结构域［７⁃８］ ，行使生

物功能。
植物 ＡＮＫ 蛋白在其生理过程中起到了重要的

作用［９⁃１０］。 在模式植物拟南芥中第一个被发现的

ＡＮＫ 蛋白编码基因是 ＡＫＲ［１１］，受光信号调控，在细

胞分化和生长过程中起到调节功能。 拟南芥 ＴＩＰ１
编码一个 Ｓ⁃ａｃｙｌ 转移酶，在植物的生长发育过程中

影响细胞的生长［１２］。 拟南芥 ＸＢＡＴ３２ 编码泛素连

接酶， 通 过 乙 烯 信 号 转 导 途 径 参 与 侧 根 的 形

成［１３⁃１４］。 另外，它的同源基因 ＸＢＡＴ３５ 编码蛋白也

具有泛素连接酶活性并参与乙烯信号转导途径［１５］。
拟南芥中 ＡＮＫ 蛋白 ＢＯＰＩ 参与叶的形态建成［１６］。

研究发现，锚蛋白还参与植物对生物胁迫和非

生物胁迫信号的响应。 例如，拟南芥 ＡＫＲ２ 参与非

生物胁迫过程中抗氧化物质的代谢［１７］；水稻 ＸＢ３
参与 ＸＡ２１ 介导的植物免疫过程［１８］；辣椒 ＣａＫＲ１ 可

同时响应生物胁迫和非生物胁迫过程，结果表明

ＣａＫＲ１ 是一个关键信号分子具有调节植物抗氧化

代谢和防御反应的能力［１９］。
菜豆（Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌ． ）又称芸豆、四季豆，

属豆科菜豆属菜豆种植物，是人类主要食用豆类作物

之一。 干旱、盐害等逆境已成为影响普通菜豆生产的

主要限制因素之一。 因此，研究普通菜豆抗逆分子机

理，发掘并利用抗旱、耐盐基因，改良普通菜豆品种抗

逆性，对降低生产成本具有重要理论和现实意义。 目

前，尚未有菜豆 ＡＮＫ 基因的相关研究报道。 本研究

利用生物信息学方法，鉴定菜豆 ＡＮＫ 家族基因，分析

基因结构域序列保守性及其家族进化关系，为进一步

研究菜豆 ＡＮＫ 的分类及功能提供理论基础。

１　 材料与方法

１ １　 供试材料

菜豆品种龙泉 ３０７。 培养条件为温度 ２２ ℃，湿
度 ６５％ ，每天光照时间为 １６ ｈ，黑暗时间为 ８ ｈ。

１ ２　 保守域预测

菜豆基因组数据和 ｃＤＮＡ 数据均来源于菜豆最

新数据库版本 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．
ｎｅｔ ／ ｓｅａｒｃｈ． ｐｈｐ）。
１ ３　 家族进化树构建和蛋白结构域分析

利用 ＭＥＧＡ ５ 对 ３０ 个菜豆 ＡＮＫ 基因进行多序

列比对分析，将分析结果用邻接法生成系统进化树，
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设为 １０００。

利 用 ＳＭＡＲＴ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．
ｄｅ ／ ）在线工具分析 ＡＮＫ 蛋白结构域，利用 ＤＯＧ ２ ０
绘制 ３０ 个 Ｆ⁃ｂｏｘ 家族蛋白的功能结构域示意图。
１ ４　 染色体的分布分析

通过 ＭａｐＩｎｓｐｅｃｔ 程序显示每个基因在染色体上

的位置，得到各个基因在染色体上分布状况。 利用

ＤＮＡＭＡＮ 分析菜豆中 ＡＮＫ 家族基因中的重复片

段，并将分析结果标注在染色体上。
１ ５　 启动子顺式作用元件分析

从菜豆基因组数据库 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ． ｎｅｔ ／ ｓｅａｒｃｈ． ｐｈｐ）中选取菜豆 ＡＮＫ 基因起

始密码子上游 １５００ ｂｐ 序列作为启动子区，利用植物

顺式作用元件数据库 ＰＬＡＣＥ ２６ ０（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｎａ．
ａｆｆｒｃ． ｇｏ． ｊｐ ／ ＰＬＡＣＥ ／ ）分析基因的顺式作用元件。
１ ６　 基因的扩增

根据菜豆 ＡＮＫ２５ 的 ＣＤＳ 序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉ⁃
ｅｒ ５ ０ 设计引物 ＡＮＫ２５⁃Ｆ：５′⁃ＡＧＧＴＧＡＧＧＴＧＡＧＧＴ⁃
ＧＧＴＡＧＡＧＡＧ⁃３′和 Ｒ：５′⁃ＡＡＡＣＡＴＣＡＴＡＣＣＡＡＧＡＡ⁃
ＣＡＧＣＡＴＣ⁃３′。 采用 Ｔｒｉｚｏｌ（ＴｉａｎＧｅｎ 北京）提取叶片

总 ＲＮＡ，用 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｃｒｉｐｔ（ＴａｋａＲａ）反转录试剂盒获

得的 ｃＤＮＡ 为模板扩增 ＡＮＫ２５， 并将其连接到

ｐＥＡＳＹ⁃Ｂｌｕｎｔ 载体上。
１ ７　 ＲＮＡ 提取和 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析

利用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒 （ ＴＩＡＮＧＥＮ，北京） 提取总

ＲＮＡ，以总 ＲＮＡ 作为模板，采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料法

进行荧光定量 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ。 采用实时荧光定量

ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ ７３００）进行 ＰＣＲ 扩增。 反应体系

包括 ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（含荧光染料）９ μＬ、
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ引物各 ０ ５ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ９ μＬ 和 ｃＤＮＡ 模

板 １ μＬ。 反应条件为 ９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ；９５ ℃变性

１５ ｓ，５６ ℃ 退火 ２０ ｓ，６８ ℃ 延伸 ３０ ｓ，３５ 个循环。
ＰＣＲ 引 物 序 列 为： Ｆ： ５′⁃ＣＴＧＡＡＴＣＴＴＴＣＧＴＣＴＧＣＴ⁃
ＧＡＧ⁃３′和 Ｒ：５′⁃ＡＧＡＡＴＧＧＡＣＡＡＡＣＴＧＧＴＧＧＧ⁃３′。 采

用 ２⁃ΔΔＣｔ法计算各基因表达量。
１ ８　 亚细胞定位分析

采用 Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ（ＴａｋａＲａ）单酶切技术（ＢａｍＨ Ｉ）
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构建 ＡＮＫ２５： ｈＧＦＰ 融合表达蛋白 （ Ｆ：５′⁃ ＴＡＴＣＴ
ＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＴＣＡＧ ⁃３′ Ｒ：５′⁃ ＴＧＣＴＣＡＣ⁃
ＣＡＴＧＧＡＴＣＣＴＣＡＣＴＧＴＴＧ⁃３′）。 取 ４ 周左右的拟南

芥叶片切成细条，放入 １５ ｍＬ 新鲜的酶解液中，避
光，２３ ℃抽真空酶解 ３ ｈ，制备原生质体。 取融合表

达的重组质粒转化原生质体。 １２ ～ １６ ｈ 后置于激

光共聚焦显微镜下观察。

２　 结果与分析

２ １　 菜豆 ＡＮＫ 家族成员的鉴定及命名

通过 ＮＣＢＩ 搜索，菜豆 ＡＮＫ 基因家族有 ３０ 个成

员，从 ＡＮＫ１ 到 ＡＮＫ３０（表 １）。 采用 Ｐｆａｍ 进行结构

域分析发现这 ３０ 个基因编码的蛋白都具有完整的

ＡＮＫ 结构域（图 １）。 这些 ＡＮＫ 家族成员中蛋白最

长有 ６８５ 个氨基酸，最短的有 ２２５ 个氨基酸，其等电

点范围为 ４ ８４ ～ １０ １５（表 １）。

图 １　 ３０ 个菜豆 ＡＮＫ 家族基因保守域

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＡＮＫ ｉｎ
３０ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ

表 １　 菜豆 ＡＮＫ 家族基因的基本信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＮＫ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ

基因 基因序列号 氨基酸 等电点 分子量（ｋＤ） 染色体定位 ＡＮＫ 保守域位置

Ｇｅｎｅ Ｇｅｎｅ ＩＤ ｎｕｍｂｅｒ Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｐＩ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ＡＮＫ ｄｏｍａｉｎ ｌｏｃａｔｉｏｎ

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ１ Ｐｈｖｕｌ ０１１Ｇ１１７４００ ６５０ ８ ９８ ７２ ６５ １１ ３１６ ～ ３４２

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ２ Ｐｈｖｕｌ ００５Ｇ０４６３００ ６７９ ６ ３１ ７６ ５８ ５ ３３５ ～ ３６２，４０７ ～ ４２７

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ３ Ｐｈｖｕｌ ００５Ｇ０４６９００ ６２８ ６ ４４ ７１ １０ ５ ２８０ ～ ３０７，３５２ ～ ３７２

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ４ Ｐｈｖｕｌ ００５Ｇ０４６６００ ６５９ ４ ８７ ７４ ４０ ５ ３１６ ～ ３４３，３８８ ～ ４０８

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ５ Ｐｈｖｕｌ ００５Ｇ０４７２００ ４３９ ８ ４７ ４９ ５４ ５ ８７ ～ １１４，１５９ ～ １７９

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ６ Ｐｈｖｕｌ ００５Ｇ０４６７００ ４２５ ６ ３８ ４７ ９３ ５ ３２１ ～ ３４７，３９３ ～ ４１３

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ７ Ｐｈｖｕｌ ００５Ｇ０４７０００ ４００ ８ ７５ ４５ １４ ５ ５６ ～ ８３

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ８ Ｐｈｖｕｌ ００５Ｇ０４６４００ ３５８ ７ ０９ ４０ ３８ ５ ６ ～ ３３，７８ ～ ９８

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ９ Ｐｈｖｕｌ ００５Ｇ１３９９００ ５４５ ９ ５２ ５９ ５３ ５ １３５ ～ １５９，２０１ ～ ２２６，２３５ ～ ２５８

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ１０ Ｐｈｖｕｌ ０１１Ｇ０６９２００ ５４６ ９ ９６ ５８ ９３ １１ １３９ ～ １６３，１７０ ～ １９３，２０５ ～ ２２９

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ１１ Ｐｈｖｕｌ ００９Ｇ２６３２００ ５６０ １０ ０５ ６１ ６５ ９ １６６ ～ １８９，１９７ ～ ２２７，２６６ ～ ２９８

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ１２ Ｐｈｖｕｌ ００７Ｇ１５６４００ ４７９ ７ ９６ ５３ ４７ ７ ８３ ～ １０９

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ１３ Ｐｈｖｕｌ ００７Ｇ００８９００ ６８５ １０ １５ ７４ ９６ ７ ２５８ ～ ２８０，３２５ ～ ３５５，３６０ ～ ３８４

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ１４ Ｐｈｖｕｌ ００１Ｇ１７１７００ ５２１ ９ ５２ ５７ ０４ １ １２１ ～ １４５，１５２ ～ １７７

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ１５ Ｐｈｖｕｌ ００５Ｇ１６７３００ ６２２ ８ ４１ ６９ ２０ ５ １７２ ～ １９３

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ１６ Ｐｈｖｕｌ ００５Ｇ１４３２００ ４４４ ７ ３３ ４７ ６２ ５ ８０ ～ １０７，１１３ ～ １３４，１５８ ～ １８８，１９５ ～ ２２５

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ１７ Ｐｈｖｕｌ ０１１Ｇ２１１０００ ４３８ ８ ０９ ４９ ０９ １１ ８０ ～ １０２

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ１８ Ｐｈｖｕｌ ００１Ｇ１７１６００ ５７５ １０ ２４ ６３ ４０ １ ２１８ ～ ２４７

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ１９ Ｐｈｖｕｌ ００６Ｇ０４０１００ ２７３ ６ ４４ ３１ ５０ ６ ８９ ～ １１０

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ２０ Ｐｈｖｕｌ ００１Ｇ１１３９００ ５２２ ７ １３ ５６ ８７ １ １７２ ～ ２０３，２４３ ～ ２７０，２７２ ～ ３０３

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ２１ Ｐｈｖｕｌ ００２Ｇ０６８９００ ２４２ ４ ８４ ２５ ９４ ２ ８６ ～ １１７，１１９ ～ １５０，１５２ ～ １８２，１８５ ～ ２１６

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ２２ Ｐｈｖｕｌ ００４Ｇ０５１２００ ５３４ ９ ４９ ５８ ３７ ４ １７１ ～２０１，２６９ ～３００，３０４ ～３３５，３９１ ～４２２，４２５ ～４５５

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ２３ Ｐｈｖｕｌ ００１Ｇ２５９１００ ６４８ ６ ６７ ７０ ９６ １ ２４１ ～ ２６８

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ２４ Ｐｈｖｕｌ ０１１Ｇ１６４１００ ２６７ １０ ３ ３０ ４８ １１ ３５ ～ ６５

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ２５ Ｐｈｖｕｌ ０１１Ｇ０６４６００ ４４７ ７ ６２ ４８ ３２ １１ ４６ ～ ７６，８０ ～ １０７，１１２ ～ １３４，１５８ ～ １８７，１９５ ～ ２２５
Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ２６ Ｐｈｖｕｌ ００７Ｇ１６７５００ ４６１ ６ ４５ ４９ ６５ ７ ２４９ ～ ２７９，２８２ ～ ３０４，３７２ ～ ４０４，４０６ ～ ４３１
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　 ６ 期 张　 婷等：菜豆 ＡＮＫ 基因家族鉴定及 ＡＮＫ２５ 的表达模式分析

表 １（续）

基因 基因序列号 氨基酸 等电点 分子量（ｋＤ） 染色体定位 ＡＮＫ 保守域位置

Ｇｅｎｅ Ｇｅｎｅ ＩＤ ｎｕｍｂｅｒ Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｐＩ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ＡＮＫ ｄｏｍａｉｎ ｌｏｃａｔｉｏｎ

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ２７ Ｐｈｖｕｌ ００６Ｇ０８６６００ ３２０ ５ ９４ ３５ ８８ ６ ２２１ ～ ２５３，２５５ ～ ２８５

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ２８ Ｐｈｖｕｌ ０１１Ｇ１４４３００ ２２５ ６ ５２ ２５ ５６ １１ ７６ ～ １０３

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ２９ Ｐｈｖｕｌ ００３Ｇ１５０９００ ５０８ ７ ６１ ５５ ０２ ３ ５２ ～ ８１，８４ ～ １１４，１１７ ～ １３８，１７９ ～ ２０９，２２２ ～ ２５２

Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ３０ Ｐｈｖｕｌ ００４Ｇ１１９８００ ５１０ ６ ８１ ５５ ０１ ４ ４６ ～ ７５，７７ ～ １０６，１７７ ～ ２０７，２２０ ～ ２５０

２ ２　 染色体的分布

根据基因位置信息绘制了 ３０ 个 ＡＮＫ 家族基因

在谷子染色体上的定位图（图 ２）。 ３０ 个基因分布

在 ９ 条染色体上，其中第 ５ 条染色体上的 ＡＮＫ 家族

基因最多，含有 １０ 个基因；第 ２、３ 和第 ９ 染色体上

都只有 １ 个 ＡＮＫ 家族基因，其他各染色体上含有

２ ～ ６ 个ＡＮＫ 家族基因。

图 ２　 菜豆 ＡＮＫ 家族基因的染色体分布

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＡＮＫ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｐ ｖｕｌｇａｒｉｓ

２ ３　 菜豆 ＡＮＫ 家族成员分类、蛋白结构域分析和

进化树构建

对苹果、水稻、拟南芥和菜豆亚家族基因比较结

果显示，菜豆亚家族最少，仅含有 ４ 类（表 ２）。 其

中，从拟南芥 ＡＮＫ 基因家族 １０５ 个成员中选取与菜

豆 ＡＮＫ 结构域相似性高的 ５５ 个成员进行系统进化

分析。 其中菜豆 ３０ 个 ＡＮＫ 基因中含有 ＡＮＫ⁃Ｍ 亚

家族基因 １０ 个，ＡＮＫ⁃ＴＭ 亚家族基因 １７ 个，ＡＮＫ⁃
ＲＦ 亚家族基因 １ 个和 ＡＮＫ⁃ＭＳ 亚家族基因 ２ 个。
对菜豆 ３０ 个 ＡＮＫ 蛋白与拟南芥基因组中 ５５ 个 ＡＮＫ

表 ２　 菜豆、拟南芥、水稻和苹果 ＡＮＫ 蛋白的分类及数量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＡＮＫ ｉｎ Ｐ ｖｕｌｇａｒｉｓ，Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ，Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ，ａｎｄ Ｍａｌｕｓ × ｄｏｍｅｓｔｉｃａ

序号 亚家族 类型 苹果 水稻 拟南芥 菜豆

Ｎｕｍｂｅｒ Ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｍａｌｕｓ × ｄｏｍｅｓｔｉｃａ Ｏ ｓａｔｉｖａ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｐ ｖｕｌｇａｒｉｓ
１ ＡＮＫ⁃Ｍ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｏｎｌｙ ａｎｋｙｒｉｎ ｒｅｐｅａｔｓ １４３ ７３ １８ １０
２ ＡＮＫ⁃ＴＭ 　 Ａｎｋｙｒｉｎ⁃ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ８３ ３７ ４０ １７
３ ＡＮＫ⁃ＴＰＲ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ＴＰＲ ｏｒ ＰＰＲ ｒｅｐｅａｔｓ ４ ２２ １
４ ＡＮＫ⁃ＲＦ 　 Ｒｉｎｇ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ８ ９ ５ １
５ ＡＮＫ⁃ＺＦ 　 Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ １５ ７ ６
６ ＡＮＫ⁃ＢＴＢ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ＢＴＢ ｄｏｍａｉｎ ８ ６ ７
７ ＡＮＫ⁃ＩＱ 　 Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｔｉｆ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １２ ４ ４
８ ＡＮＫ⁃ＰＫ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ １８ ４ ７
９ ＡＮＫ⁃ＢＰＡ 　 ＡＲＦ ＧＴＰａｓｅ⁃ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ５ ３ ４
１０ ＡＮＫ⁃ＩＴ 　 Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌｓ １０ ０ １
１１ ＡＮＫ⁃ＳＢＰ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ＳＢＰ ｄｏａｍｉｎｓ ５ ０ ０
１２ ＡＮＫ⁃ＧＰＣＲ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ＧＰＣＲ＿ｃｈａｐｅｒｏ＿１ ｄｏａｍｉｎｓ ９ ０ ０
１３ ＡＮＫ⁃ＭＳ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ Ｍｏｔｉｌｅ＿Ｓｐｅｒｍ ｄｏａｍｉｎｓ ３ １ ０ ２
１４ ＡＮＫ⁃ＫｉｎｅｓｉｎＲ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ Ｋｉｎｅｓｉｎ⁃ｒｅｌａｔ ｄｏａｍｉｎｓ ７ ０ ０
１５ ＡＮＫ⁃ＵＢＮ２ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ＵＢＮ２＿３ ｄｏａｍｉｎｓ ５ ０ ０
１６ ＡＮＫ⁃Ｏ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｄｏｍａｉｎｓ ２６ １０ １３
总数 Ｔｏｔａｌ ３５１ １７５ １０５ ３０
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蛋白进行多重序列比对和系统进化分析。 分析结果

显示，可以划分为 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ ４ 类（图 ３），每类家族

成员中均含有菜豆、拟南芥的基因（图 ３）。 为了了

解 ＡＮＫ 基因家族在菜豆中可能的结构演变过程，对
菜豆 ３０ 个 ＡＮＫ 基因做了蛋白结构域分析（图 ４）。
根据图中显示，３０ 个 ＡＮＫ 蛋白中，３３ ３％ 的蛋白只

含有 ＡＮＫ 结构域，其他蛋白含有多个功能域，其中

５６ ７％的蛋白含有 ＡＮＫ⁃ＴＭ（跨膜蛋白），２ 个蛋白

含有 ＡＮＫ⁃ＭＳＰ（ｍａｊｏｒ ｓｐｅｒｍ ｐｒｏｔｅｉｎ），１ 个蛋白含有

ＡＮＫ⁃ＲＩＮＧ（指环蛋白）。 近来研究表明，ＲＩＮＧ 指区

域参与特殊的泛素化事件，可能是所有的 ＲＩＮＧ 指

蛋白都如 Ｅ３ 泛素蛋白质连接酶，参与一系列生物

学领域［４５］。 泛素使蛋白质达到降解，而且是细胞蛋

白质功能一个强大的调节器。
在植物中，ＲＩＮＧ 蛋白是数量最多的一类 Ｅ３ 泛

素连接酶，通过调节蛋白的泛素化过程参与细胞内

的多种生理过程。 而只有极少数的 ＲＩＮＧ 蛋白的生

物学功能得到了阐明或预测。 因此，本研究对

ＡＮＫ２５ 基因进行了进一步研究。

ＡＴＡＮＫ：拟南芥 ＡＮＫ 家族；Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ：菜豆 ＡＮＫ 家族

ＡＴＡＮＫ：ＡＮＫ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ，Ｐｈｖｕｌ ＡＮＫ：ＡＮＫ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ
图 ３　 菜豆 ＡＮＫ 家族基因邻接系统树

Ｆｉｇ ３　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ＡＮＫ ｍｅｍｂｅｒｓ

２ ４　 亚细胞定位分析

将 ＡＮＫ２５ 构建到荧光表达蛋白 ＧＦＰ 的 Ｎ 端。
利用原生质体转化技术，将 ＡＮＫ２５⁃ＧＦＰ 融合表达载

体和空载体分别转入拟南芥原生质体，在激光共聚

焦显微镜下观察。 绿色荧光蛋白在拟南芥原生质体

中获得高效瞬时表达，对照 ＧＦＰ 蛋白在细胞核、细
胞膜和细胞质中均有绿色荧光信号；而 ＡＮＫ２５ 融合

蛋白的绿色荧光信号主要分布在细胞膜上，表明
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图 ４　 菜豆 ＡＮＫ 家族基因的保守结构域

Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＮＫ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ＡＮＫ２５ 蛋白主要定位在细胞膜上（图 ５）。
２ ５　 启动子顺式作用元件分析

目前发现的与胁迫相关的元件有 ＡＢＡ⁃ｒｅｓｐｏｎ

ｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ（ＡＢＲＥ）、ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
（ＤＲＥ）、ＭＹＢ 和 ＭＹＣ 等元件。 本研究选择起始密

码子上游 ２０００ ｂｐ 序列作为启动子区，研究 ＡＮＫ２５
基因启动子区元件。 结果显示，菜豆 ＡＮＫ２５ 家族基

因启动子区域含多个 ＡＢＲＥ、ＤＲＥ、ＭＹＢ 和 ＭＹＣ 元

件（图 ６）。 ＡＢＲＥ 和 ＤＲＥ 分别通过与 ＡＲＥＢ 和

ＤＲＥＢ 转录因子特异结合，对干旱、高盐和低温产生

应答；ＭＹＢ 和 ＭＹＣ 都属于转录因子，与干旱、ＡＢＡ
的诱导表达相关。 说明 ＡＮＫ２５ 基因与植物的逆境

胁迫应答具有很强的关联。
２ ６　 ＡＮＫ２５ 基因在各种逆境胁迫下的表达模式

分析

为了进一步解析非生物胁迫和外源激素对

ＡＮＫ２５ 基因表达的影响，对菜豆幼苗分别进行干

旱、ＮａＣｌ、高温和 ＡＢＡ 胁迫处理，通过荧光定量 ＰＣＲ
检测不同处理条件下 ＡＮＫ２５ 的表达量。 对生长 ３
周的菜豆幼苗，分别进行干旱 （６％ ＰＥＧ）、 ＮａＣｌ
（１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、脱落酸（ＡＢＡ，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）、高温、
低温处理，并于 ０ ｈ、０ ５ ｈ、１ ｈ、２ ｈ、５ ｈ、１２ ｈ和 ２４ ｈ
分别取样。 如图 ７ 所示，在干旱胁迫下，ＡＮＫ２５ 基因

的表达量呈上升趋势并在 ２４ ｈ 的表达量最高，是对

照的 ６ 倍；ＮａＣｌ 处理下在 ２ ｈ 时表达量达最高，是对

照的 ２０ 倍；ＡＮＫ２５ 对 ＡＢＡ 的响应强烈，在 ０ ５ ｈ 的

表达量最高，是对照的 ４０ 倍；在高温处理条件下，
ＡＮＫ２５ 基因对高温的响应不明显。

图 ５　 ＡＮＫ２５ 蛋白的亚细胞定位

Ｆｉｇ ５　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＮＫ２５ ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨论与结论

ＡＮＫ 是普遍存在于真核、原核及病毒中的一种
蛋白质序列模体［２０］，主要参与蛋白质与蛋白质的相
互作用，响应多种生物和非生物胁迫反应［２１］，调控

植物的生长发育等过程。 已有研究表明植物 ＡＮＫ
蛋白的一些家族成员参与了光信号调控、叶的形态

建成、胚胎发育、侧根的形成以及对生物胁迫和非生

物胁迫信号的响应等［２２⁃２３］。 ＡＮＫ 基因在植物中分

布较广，蛋白种类及数量物种间存在着较大差异。
其中，拟南芥 ＡＮＫ 基因家族有 １０５ 个成员［２４］，水稻

中有 １７５ 个成员［２５］，而在苹果中找到了 ３５１ 个 ＡＮＫ
蛋白［２６］。 本研究将菜豆的 ＡＮＫ 蛋白分为 ４ 类，第 １
类有 １０ 个基因，仅含有ＡＮＫ 结构域；第２ 类有１７ 个，
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图 ６　 菜豆 ＡＮＫ 家族基因启动子逆境相关顺式作用元件的数量分布

Ｆｉｇ ６　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓ⁃ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ ＡＮＫ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

图 ７　 ＡＮＫ２５ 在各种胁迫下的表达模式

Ｆｉｇ ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＡＮＫ２５ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

除了含有 ＡＮＫ 蛋白外，还含有 ＡＮＫ⁃ＴＭ 跨膜结构

域；第 ３ 类有 ２ 个，除了含有 ＡＮＫ 蛋白外，还含有

ＡＮＫ⁃ＭＳＰ（主要的精子蛋白）结构域；第 ４ 类有且仅

有 １ 个在含有 ＡＮＫ 结构域之外还含有 ＲＩＮＧ（指环

蛋白）结构域。 植物锚蛋白的研究主要集中在有关

信号转导中的发育调控、物质转运及蛋白磷酸化［２７］

等。 因此，研究 ＡＮＫ 模体对于认识这类植物蛋白质

家族成员的结构和功能具有十分重要的作用，也必

定会给植物信号传导的研究带来新的切入点。
泛素介导的蛋白质降解过程主要有 ３ 种酶参与，

包括泛素活化酶（Ｅ１），泛素结合酶（Ｅ２）以及泛素连

接酶（Ｅ３）。 在 ＡＴＰ 供能的情况下，Ｅ１ 的半胱氨酸残

基与泛素 Ｃ 末端的甘氨酸形成高能硫酯键，使得泛素

激活，活化的泛素分子被转移到 Ｅ２ 的丝氨酸残基上，
随后 Ｅ２ 和 Ｅ３ 共同识别底物蛋白，对其进行泛素化修

饰。 ＲＩＮＧ 结构域属于泛素连接酶 Ｅ３ 的一部分，泛素

连接酶 Ｅ３ 对靶蛋白的特异性识别起到关键的作

用［２８］。 有研究表明 ＲＩＮＧ 结构域家族的 Ｅ３（ＲＩＮＧ
Ｅ３ ｓ）别构激活泛素结合酶 Ｅ２ 从而促进由 Ｅ２ 直接催

化的底物 Ｌｙｓ 残基的泛素化［２９］，该结构域首先在未

知基因编码的蛋白中发现［３０］，随后在许多关键的调

节蛋白中发现［３１］。 其中在菜豆 ＡＮＫ 家族中仅有

ＡＮＫ２５ 含有 ＲＩＮＧ 结构域，ＲＩＮＧ 结构域对该类 Ｅ３ 酶

活起着重要作用［３２⁃３３］，在蛋白质的翻译后修饰中起着
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关键性作用，在植物体内参与多种生物胁迫和非生物

胁迫应答反应［３４⁃３５］。
植物对非生物胁迫的响应是一个复杂的过程，受

不同分子和细胞通路的调控。 ＡＮＫ 家族在植物响应

非生物胁迫的过程中发挥着重要的作用。 Ｘ Ｗ Ｙｕａｎ
等［２１］在番茄中的研究发现，ＡＮＫ 家族基因在盐、干旱

等非生物胁迫下被诱导上调表达，能增强植物的抗逆

性。 本研究中 ＡＮＫ２５ 基因对盐、干旱和 ＡＢＡ 有响应，
可能参与了植物的抗逆性，这为今后进一步研究菜豆

ＡＮＫ 家族基因的功能提供了基础。
３０ 个菜豆 ＡＮＫ 基因分为 ４ 类，分布于 ９ 条染

色体上，其中第 ５ 条染色体最多。 菜豆 ＡＮＫ２５ 是唯

一一个仅含有 ＲＩＮＧ 结构域的蛋白，主要分布在细

胞膜上。 ＡＮＫ２５ 基因启动子含多个 ＡＢＲＥ、ＤＲＥ、
ＭＹＢ 和 ＭＹＣ 等非生物胁迫相关元件，参与干旱、盐
和 ＡＢＡ 的响应。
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