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大豆 Glyma04G227700 生物信息学分析及与 Glyma08G11030 互作研究
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摘　 要:咖啡酸-O-甲基转移酶(caffeic acid-O-methyltransferase,COMT)是一种催化苯丙素类化合物羟基上氧原子的甲

基化酶。 前 期 研 究 表 明, 大 豆 抵 御 干 旱 胁 迫 的 F-box 基 因 Glyma08G11030 编 码 蛋 白 可 能 与 COMT 蛋 白

Glyma04G227700 发生互作,为了预测分析大豆 COMT 基因 Glyma04G227700 的功能及二者的互作关系,本研究克隆

Glyma04G227700 基因,并对其进行生物信息学分析,通过实时荧光定量检测方法分析其在大豆不同组织中的表达情

况,并利用酵母双杂交系统验证蛋白互作情况。 结果显示:Glyma04G227700 基因全长 1 095 bp,编码 366 个氨基酸,与
野大豆(RZC17879. 1 Glycine soja)亲缘关系较近。 Glyma04G227700 在大豆的根、茎、叶、子叶中都有表达,且在根和茎

中表达量较高,在子叶中表达量最低。 酵母双杂结果表明 Glyma08G11030 与 Glyma04G227700 蛋白不存在互作。
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Abstract: Caffeic acid-O-methyltransferase (COMT) is a kind of enzyme that catalyzes oxygen atom on hydroxyl group of
phenylpropanoid compounds. Previous studies had shown that F-box gene Glyma08G11030 encoding protein of soybean
drought stress resistance gene may interact with COMT protein Glyma04G227700. In order to predict and analyze the function
of soybean COMT gene Glyma04G227700 and the interaction between them. In this study, we cloned Glyma04G227700 gene
and analyzed it by bioinformatics method. And then we analyzed the expression of Glyma04G227700 gene in different soybean
tissues by real-time fluorescence quantitative detection method, and verified the protein interaction by yeast two-hybrid
system. The results showed that the total length of Glyma04G227700 gene was 1 095 bp, encoding 366 amino acids, and it
was closely related to the wild soybean (RZC17879. 1 Glycine Soja). Glyma04G227700 was expressed in the root, stem, leaf
and cotyledon of soybean, and the expression level was higher in root and stem, and the lowest in cotyledon. There was no
interaction between Glyma08G11030 and Glyma04G227700 in yeast double hybrid results.
Keywords: soybean; caffeic acid-O-methyltransferase(COMT); Glyma04G227700; gene cloning; bioinformatics analysis;
yeast two-hybrid; Glyma08G11030

　 　 木质素在植物中是一类从类苯丙酸途径的单

体中衍生形成的重要大分子有机物,主要存在于输

导组织之中,但在植物的根、茎、叶、果实以及木栓

层的细胞壁中都有分布。 木质素主要由 3 种木质

醇单体( monolignols) 聚合而成,3 种木质醇单体

均为苯丙烷类衍生的类苯丙酸化合物,分别是肉

桂醇(P-coumaryl alcohol)、松柏醇(coniferyl alcohol)
和芥子醇 ( sinapyl alcohol)。 根据单体类型,将木

质素分为 S-木质素、H-木质素以及 G-木质素 3 种类

型[1]。 咖 啡 酸-O-甲 基 转 移 酶 ( caffeic acid-O-
methyltransferase,COMT)是木质素合成过程中的关

键酶之一,在苯丙氨酸途径中,COMT 催化咖啡酸、
5-羟基松柏醛和 5-羟基松柏醇甲基化分别生成阿魏

酸、芥子醛和芥子醇,参与 S-木质素的合成[2]。
Southern 杂交表明大豆 COMT 基因为多基因家族,
其基因的长度范围为 1 000 ~ 2 000 bp,其酶的氨基

酸数目大致为 300 ~ 400,COMT 蛋白大小为 40 kDa
左右[3]。 大豆 COMT 蛋白氨基酸序列从 N 端到 C
端,共存在 5 个序列保守区,分别为 LVDGGGxG、
GINFDLPHV、EHVGGDMF、NGKVI 和 GGKERT[4-5]。
5 个保守区共包含 36 个氨基酸残基,靠近 C 端的

3 个保守区富含甘氨酸残基,其中 LVDGGGxG 和
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NGKVI 保守区被认为是 SAM 和金属离子 Mg2 + 的结

合部位[6-7]。

作为木质素单体合成途径的关键酶,COMT 主

要控制 S-木质素的合成从而影响 S / G 的含量,S / G

比值升高会对植物的生长产生不良影响,如生长停

滞、花畸形、次生木质部细胞壁变薄、抵御病害能力

下降等[8]。 已有大量关于 COMT 基因的研究,如在

玉米[9]、烟草[10]、高羊茅[11] 和苏丹草[12] 等多种植

物中,COMT 基因突变或者表达下调会导致木质素

含量显著下降,植株抗倒性降低。 在橡树遭遇割胶

(非生物胁迫)时,橡树 HbCOMT1 基因表达量明显

上升[13]。 番茄植株中 COMT 基因过量表达后,其在

干旱胁迫的光合作用和抗氧化能力提高[14-15]。 同

时有研究显示过表达 COMT 植物的木质素含量增

加,且木质素组成改变,从而植物在干旱胁迫的适

应能力提高[16]。 由此可见 COMT 基因对植物抗逆

反应发挥着极其重要的作用,而大豆 COMT 基因的

研究目前较为缺乏,仅有关于改变木质素含量从而

提高大豆抗倒伏性的研究[17]。 探究大豆 COMT 编

码基因 Glyma04G227700 的功能将对提高大豆抵御

胁迫能力具有重要意义。

本研究克隆大豆 COMT 基因 Glyma04G227700,

利用生物信息学与实时定量荧光 PCR 方法分析该

基因特征及其在不同组织中的表达量。 本课题组

前 期 对 大 豆 抵 御 干 旱 胁 迫 F-box 基 因

Glyma08G11030[18]进行研究,利用酵母双杂交系统

从大 豆 cDNA 文 库 中 筛 选 互 作 蛋 白, 发 现

Glyma04G227700 为可能与 Glyma08G11030 蛋白发

生互作的蛋白,本研究进一步采用酵母双杂交系统

验证 Glyma04G227700 和 Glyma08G11030 蛋白是否

存在互作关系,旨在为进一步研究大豆 COMT 基因

的具体功能提供理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

供试大豆品种为 Williams 82,高保真限制性内

切酶 EcoRⅠ与 SacⅠ购买自全式金公司。 大肠杆菌

DH5α 感受态细胞、AH109 酵母感受态细胞由本实

验室制备。 pGADT7 载体由本实验室保存。 引物合

成及测序工作由上海生工生物公司完成。

1. 2　 方法

1. 2. 1　 大豆总 RNA 提取与反转录　 使用 Bio Flux

植物总 RNA 提取试剂盒分别提取水培 20 d 大豆的

根、茎、 叶和子叶的总 RNA。 使用天根公司的

FastKing cDNA 第一链合成试剂盒将提取的 RNA 反

转为 cDNA,于 - 80 ℃保存备用。

1. 2. 2 　 基因克隆 　 根据 Glyma04G227700 序列,

使用 DNAMAN 9 设计特异性引物: n04G227700-F

(5′-ATGGGTTCAACAGGTGAGA-3′);n04G227700-R

(5′-TTAAACCTTTTTGAGAAATTCC-3′)。 以大豆根

部 cDNA 为模板 PCR 扩增 Glyma04G227700 基因序

列,使用全式金公司 Star Take 高保证酶试剂盒扩

增,详细扩增体系参照说明书。 使用天根公司的

PCR 产物纯化回收试剂盒纯化回收 PCR 扩增产物,

使用 TaKaRa 公司的 pMD18-T Vector Cloning Kit 将

回收产物与 pMD18-T 载体进行连接。 连接产物转

化至大肠杆菌 DH5α 感受态细胞中,经菌液 PCR 验

证为阳性菌株后送至上海生工生物公司进行测序。

1. 2. 3 　 生物信息学分析 　 通过 NCBI ( https: / /

www. ncbi. nlm. nih. gov / ) 下 载 不 同 物 种 中 与

Glyma04G227700 同源性较高的的氨基酸序列并进

行 多 序 列 比 对, 使 用 BLAST 检 索 GenBank、

DNAMAN 8 与 MAGE 5 进行多序列比对和同源

性分析。

使用 ProtParam 在线软件( http: / / web. expasy.

org / protparam / )分析 Glyma04G227700 氨基酸序列

分子量、等电点和亲疏水性等理化参数。 使用

PROSITE( http: / / prosite. expasy. org / ) 在线软件预

测 Glyma04G227700 蛋白的功能结构域。

1. 2. 3　 Glyma04G227700 表达模式分析　 以大豆不

同组织 RNA 反转录的 cDNA 作为模板,使用全式金

PerfectSt art􀅹 Green qPCR SuperMix 荧光定量试剂盒

进行 qRT-PCR,以 GmCYP2 作为内参基因。 使用

DNAMAN 9 设计 Glyma04G227700 定量引物 qPCR-

04g-F ( GTGCCCCAGTACTCCCTATG), qPCR-04g-R

( GGCGCAATATACGGTCCAAC ), 采 用 2 -△△CT 方

法[19]对数据进行定量分析。

1. 2. 4 　 酵母双杂交 　 利用博迈德生物公司 2 ×

Seamless Cloning Mix 同源重组试剂盒,设计带有酶切

位点 EcoRⅠ与 SacⅠ的引物,04G-AD-F(ccatggaggccag-
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tgaattcATGGGTTCAACAGGTGAGACT ), 04G-AD-R

( tctgcagctcgagctTTAAACCTTTTTGAGAAATTCCAT),

扩增 Glyma04G227700 基因序列。 将复制好的片段

连 接 到 pGADT7 载 体, 构 建 prey 载 体 AD-

Glyma04G227700。 将 prey 载体与本实验室保存的

bait 载体 BD-Glyma08G11030 共转化[20] 入酵母菌株

AH109,在 SD-Leu-trp、 SD-Leu-Trp-His 和 SD-Leu-

Trp-His-Ade 培养基上培养。 以共转化 pGADT7 空

载体与 pGBKT7 空载体的 AH109 菌株以及共转化

BD-Glyma08G11030 与 pGADT7 空载体的 AH109 菌

株作为阴性对照。

2　 结果与分析

2. 1　 Glyma04G227700 克隆和生物信息学分析

以大豆根部 cDNA 为模板扩增 Glyma04G227700
基因,扩增片段检测结果如图 1a 所示。 将基因扩增

片段与 pMD18-T 载体连接后转化入大肠杆菌

DH5α,菌液 PCR 验证结果如图 1b 所示。 测序结果

说明成功克隆 Glyma04-G227700 基因,基因编码区

全长 1 098 bp。 多序列比对及进化树分析结果表

明,Glyma04G227700 基因与野大豆(RZC17879. 1)
亲缘关系较近(图 2 和图 3)。

　 　 注:M. DL2000 maker;a. 目的片段扩增;1 ~ 2. Glyma04G227700 编码区扩增产物;b. 菌液 PCR 检测

Glyma04G227700-pMD18-T;1、3、5、7 ~ 10. 阳性菌株。

Note:M. DL2000 maker; a. Target fragment amplification;1-2. Amplification products of Glyma04G227700

coding region;b. Detection of Glyma04G227700-pMD18-T by bacterial fluid PCR;1,3,5 and 7-10. Positive strain.

图 1　 Glyma04G227700 基因克隆

Fig. 1　 Cloning of Glyma04G227700 gene

图 2　 Glyma04G227700 蛋白与其他植物的高同源蛋白多序列比对

Fig. 2　 Multiple sequence alignment of Glyma04G227700 protein with other plant proteins
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图 3　 Glyma04G227700 蛋白与其他植物的高同源蛋白进化树分析

Fig. 3　 Phylogenetic analysis of Glyma04G227700 protein and high homology proteins of other plants

　 　 编 码 蛋 白 的 理 化 性 质 分 析 结 果 表 明,
Glyma04G227700 蛋白为 365 个氨基酸,分子量为

39 949. 31 kD,等电点为 5. 74。 序列中共 20 种氨基

酸,其中 Leu 含量最高,为 10. 1% ,Trp 含量最低,为
0. 8% 。 负电荷残基(Asp + Glu)42 个,正电荷残基

(Arg + Lys) 33 个。 该蛋白偏酸性,脂肪系数为

93. 75,不稳定指数为 31. 8,属于不稳定蛋白质。
PROSITE 在线软件预测显示,Glyma04G227700

蛋白在 3 ~ 153 位存在 1 个高度保守的 SAM 结构域

(图 4)。

图 4　 Glyma04G227700 蛋白结构域分析

Fig. 4　 Analysis of Glyma04G227700 protein domain

2. 2 　 大豆不同部位的 Glyma04G227700 表达量

分析

荧光定量 PCR 检测结果表明,大豆水培 20 d
后,根和茎中 Glyma04G227700 基因表达量较高,叶
次之,子叶中表达量最低(图 5)。

图 5　 大豆不同部位的 Glyma04G227700 基因表达量分析

Fig. 5　 Analysis on relative expression of Glyma04G227700
gene in different soybean tissues

2. 3　 酵母双杂交

如图 6 所 示, AD-Glyma04G227700 分 别 与

pGBKT7 载 体 及 BD-Glyma08G11030 共 转 化 的

AH109 菌株在 SD-Leu-trp 培养基和 SD-Leu-Trp-His
培养基上均能正常生长,而在 SD-Leu-Trp-His-Ade
培养基上无法生长。 BD- Glyma08G11030与 pGADT7
载体共转化的 AH109 菌株只能在 SD-Leu-Trp 培养基

上生长,在 SD-Leu-Trp-His 培养基及 SD-Leu-Trp-
His-Ade 培养基上均无法生长。 而 pGADT7 载体与

pGBKT7 载体共转化的 AH109 菌株在 SD-Leu-Trp
培养基上可以正常生长,在 SD-Leu-Trp-His 培养基

及 SD-Leu-Trp-His-Ade 培养基上均无法生长。 推断

Glyma04G227700 蛋白与 Glyma08G11030 蛋白并不

存在互作关系。



186　　 大 豆 科 学 2 期

　 　 注:a. SD-Leu-Trp;b. SD-Leu-Trp-His;c. SD-Leu-Trp-His-Ade。
Note:a. SD-Leu-Trp;b. SD-Leu-Trp-His;c. SD-Leu-Trp-His-Ade.

图 6　 酵母双杂结果

Fig. 6　 Results of yeast two-hybrid

3　 讨论

COMT 基因作为木质素单体生物合成的关键酶

基因,它的主要功能是调控不同类型的木质素单体

从而改变植物抗性。 COMT 基因在植物不同组织部

位的表达不同,直接影响不同部位木质素构成的差

异。 兴安落叶松的 COMT 基因在根、茎、针叶中均

有表达,但在茎中的表达量最高,这与茎中需要合

成更多的木质素来维持机械化强度相对应[21];砀山

酥梨的 COMT 基因,开花后 47 d 在果中部表达量最

高,63 d 在近果核部表达量最高,且基因总表达量

在开花后呈现先升高后降低的趋势,并在 63 d 达到

最大值,这与其石细胞的发育规律有很大的相关

性[22];丹参 COMT 基因在茎中表达最丰富,其次是

叶中,而根中表达量最低,这与其机械支持和保护

功能相符[23]。 在本研究中同属 COMT 基因的大豆

Glyma04G227700 基因在根、茎、叶和子叶中都有表

达,而在根和茎中表达量最高,这与根和茎在生长

过程中需要更多的木质素来维持疏导组织和维持

机械支持相对应。 在调控植物抗性方面, Zhang
等[24]过表达白颖薹草中的 CrCOMT 基因,转基因植

物在盐胁迫下表现出更强的生长和生理性能,如侧

根数量、脯氨酸水平和叶绿素含量等均显著提高。
过表达 SlCOMT1 使番茄内源褪黑素的含量和耐盐

性提高,同时使干旱胁迫下番茄植株的光合作用和

抗氧化能力提高,诱导了胁迫相关信号基因的表

达,使番茄抗旱能力提高[15]。
蛋白质在生物体机制中是必不可少的,生命活

动的每时每刻都存在着蛋白质间的相互作用[25]。
目前有关蛋白质互作的研究方法有很多,包括酵母

双杂交、免疫共沉淀 ( Co-IP)、双分子荧光互补

(BiFC)、pull-down 等[20]。 本研究酵母双杂交检验

结果表明 Glyma08G11030 与 Glyma04G227700 并不

互作。 酵母双杂交系统虽具有简单易行、筛选

效率高等优点,是筛选互作蛋白最常用的方法[26],
但需 要 结 合 其 他 方 法 来 进 一 步 确 定 结 果。
Glyma08G11030 与 Glyma04G227700 是否互作仍有

待采用其他方法进一步研究。

4　 结论

本研究从大豆中克隆了 Glyma04G227700 基

因,全长 1 095 bp,编码 366 个氨基酸,与野大豆

( RZC17879. 1 Glycine soja ) 亲 缘 关 系 较 近。
Glyma04G227700 在大豆的根、茎、叶、子叶中有表

达,且根和茎中 Glyma04G227700 基因表达量较高,
子叶 中 表 达 量 最 低。 酵 母 双 杂 结 果 表 明

Glyma08G11030 与 Glyma04G227700 蛋白不存在互

作。 研究结果为进一步研究该家族基因功能奠定

了基础。
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