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蛇苔过氧化物酶基因的序列分析与功能预测 
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摘 要：过氧化物酶在生物界分布极广，在细胞代谢的氧化还原过程中起重要的作用。为深入研究蛇苔过氧 

化物酶的理化性质及功能，对其同源性，亚细胞定位，结构和功能等进行了生物信息学预测和分析。结果表 

明：该序列有1 050 bp长的开放阅读框，编码349个氨基酸，与拟南芥等的POD相似性较高(相似性为71 )。 

预测 R68、F71、H72、P170、H200和 D276为该酶的活性位点 ，C41与 C122、C74与 C79、C128与 C328、C207与 

C239形成四对二硫键，对蛋白质的功能、天然构象和稳定性有重要作用，为研究苔类植物过氧化物酶的作用 

机制和功能等奠定了基础。 
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Abstract：Peroxidases is widespread in biological world．It plays an important role in the cell redox metabolism．In or— 

der to furher study the characteristics and functions of Conocephalum conicum poroxidase，we performed bioinformat— 

ics analysis of its homology，subellular location，tertiary structure，function and SO on．The results showed that the se— 

quence had a complete open read frame of about 1 050 bp and encodes 349 amino acids，and the sequence had similar 

POD with that ofArabidopsisthaliana(the similarity beween them is 71 )．This sequence was predicated to be C． 

conicum poroxidase which belonged to the poroxidase super family and R68 F71 H72、P170、H200 and D276 tO be 

the C．conicum P0D’S active sites in which the four groups of disulfide bonds：C4 and C122、C74 and C79、C128 and 

C328、C2o7 and C239 played a very important role in maintaining the protein’S function，natural conformation and 

stability．This study would set an important foundation for the study of the interaction mechanisms and functions of 

the C．conicum poroxidase． 
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过氧化物酶(Peroxidase，POD)是一类普遍存 

在于植物、动物、微生物中的氧化还原酶，参与生物 

体内的生理代谢(Rodriguez—Lopez JN等，2OO0)。 

在有机体的新陈代谢过程中，过氧化物酶主要催化 

由过氧化氢参与的各种还原剂的氧化反应，分解生 

物体内的氧化物或过氧化物及其它毒素(罗勇军等， 
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ORF Finder和 ProtParam(Gasteiger等 2005)等在 

线软件对蛇苔过氧化物酶的相对分子质量、氨基酸 

序列长度、理论等电点、氨基酸组成、原子组成、消光 

系数、半衰期、带正负电荷氨基酸的数量和稳定系数 

以及平均亲水性等进行分析。结果表明，该氨基酸 

序列中丙氨酸 Ala个数最多，其次是精氨酸 Arg(图 

2)，这与玉米、陆地绵等八种植物的预测结果一样， 

说明植物 POD在氨基酸组成上存在一定的保守保 

守性。蛇苔 POD由349个氨基酸组成，相对分子量 

为 37 903．5，其中有 40个正电荷氨基酸，36个负电 

荷氨基酸，它的理论等电点是 8．53，另外该蛋白是 
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图 2 蛇苔POD的开放阅读框和氨基酸序列 
Fig．2 ORF sequence and deduced amino acids of POD 
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稳定性较强的蛋白质，其不稳定系数为 39．17。 

2．2．2氨基酸序列同源性分析 使用 NCBI的Bas— 

ic BLAST中protein blast对蛇苔 POD所推导出的 

氨基酸序列进行蛋白质的同源性检索，结果显示蛋 

白质属于植物过氧化物酶超家族中的第三类酶过氧 

化物 酶，该 氨 基 酸 序 列 与 玉 米 (Zea mays， 

ACG31784)、陆 地 棉 (Gossypium hirsutum， 

AAL92037．1，AF488305
— 1)、水稻 (Oryza sativa 

Indica Group，EAY73397．1)和葡萄 (Vitis vini厂_ 

era，XP
一 002285642．1)的过氧化物酶相似性分别为 

53 、53 、49 和 51 。 

2．2．3氨基酸序列多序列比对和进化树的构建与分 

析 对核酸和蛋白质进行系统发生分析，不仅可以 

分析不同物种之间的进化关系，还可以对一个序列 

家族进行分析(蒋彦等，2003)。按照构建进化树的 

操作要求，从 blastp同源序列检索获得的1O种物种 

POD氨基酸序列进行发育分析，通过 Cluxtal 1．83 

在线软件中进行了多序列比对，再将多序列比对结 

果在 MEGA 3．1中进行进化树的构建(图 3)。 

结果显示，蛇苔 POD氨基酸序列与紫花苜蓿 

POD的氨基酸序列进化距离最小，核苷酸同源性最 

高即它们之间存在着最小的进化差异，推测它们可 

能有相似的演化过程。而与玉米 POD的进化距离 

差异最大。 

2．2．4蛇苔 POD亚细胞定位预测 蛋 白质的亚细 

胞定位信息对于深入了解该蛋白质的功能具有重要 

意义。利用基因的转运肽或 cDNA 与绿色荧光蛋 

白(GFP)融合研究蛋白质的亚细胞定位 已有报。 

利用 Wolfpsort在线软件对蛇苔 POD亚细胞定位 

进行预测，得到蛇苔POD蛋白质亚细胞主要定位于 

细胞壁 ，其次是液泡。同样的方法去分析玉米 、陆地 

绵和水稻时得出同样的结果。由此可以推断蛇苔 

POD与玉米、陆地绵、水稻的各自的 POD在其细胞 

中行使相似的生理学功能。 

2．2．5蛇苔 POD氨基酸亲水性／疏水性分析 蛋 白 

质的疏水性分析是蛋白质二级结构以及三级结构预 

测中一个必要的过程。亲水性／疏水性是氨基酸的 

重要特性，这对预测蛋白质的三维结构和蛋白质与 

蛋白质 之间的相 互作用起 着重要 影响 (Urry， 

2004)。通过分析得到蛋白质的亲／疏水区域，不仅 

为二级结构预测结果提供参考，而却为结构域以及 

功能域的划分提供依据，因此，亲水性／疏水性的预 

测和蛋白质结构的预测与功能分析均可提供参考。 
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采用 ANTHPROT 2000软件(Bairoch，1991)对蛇 

苔过氧化物酶的亲／疏水性进行预测(图4)。 

— — — — —  
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图 3 根据多序列比对结果构建的进化树 

Fig．3 Alignment phylogenetic tree constructed 

according to the results of multiple sequence 
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图 4 根据蛇苔 POD的氨基酸序列预测的亲水性和疏水性 

Fig．4 Prediction of hydrophilicity／hydrophobicity 

of the amino acids deduced by POD gene 

in Conocephalum conicum 

从图 4可 以看 出，整个蛋 白质 中疏水性最强分 

别是处于 16位点和 18位点 的半胱氨酸 (Cys，C)和 

丙氨酸(Ala，A)，两者的疏水值都是 12．000；而疏水 

性最弱的是第 298位点上 的天冬酰胺 (Asp，D)，分 

值为一27．O()，由图表看出，在总体水平上大部分的氨 

基酸属于亲水性氨基酸(疏水分值为负)，故可以推 

测蛇苔过氧化物酶是亲水蛋白。 

2．2．6蛇苔POD信号肽分析 预测蛋白质结构同 

时对其进行信号肽分析有助于蛋白质功能域的区分 

及蛋白质细胞定位。信号肽序列通常在被转运多肽 

链的 N端 ，这些序列在 10～40个氨基酸残基范围 ， 

氨基端至少含有一个带正电荷的氨基酸，在中部有 

图 5 蛇苔 POD二硫键形成的空间结构图 

Fig．5 Spatial structure for disulfide bonds 

of Conocephalum conicum POD 

一 段长度为 1o～15个氨基酸残基的由高度疏水性 

的氨基酸组成的肽链(王镜岩等，2002)。使用 Sig— 

nalP3．0 Server—prediction软件预测，信号肽切割位 

点预测用 Y—score maximum来判断，对是否为分泌 

蛋白用 mean S—score来判断。分析结果得出蛇苔 

POD序列存在信号肽，信号肽的切割预测位点为氨 

基酸第 3o位与第 31位之间，即 ANA—QL，信号肽 

切割位点的一3和一1位分别 为丙氨酸 Ala和亮氨酸 

I eu都为小而中性氨基酸，在该 N端氨基酸序列有 

一 个带正电荷的赖氨酸。并预测出玉米也存在类似 

的信号肽 。 

2．2．7 N端信号肽修饰 蛋 白质的翻译后修饰是一 

个重要的细胞调控机制，蛋白质的理化性质、折叠、 

构造 、稳 定性 甚至 功能会 因此 而发生 改变 (Diella 

等，2004；Farriol Mathis等，2004)。用 TermiNator 

(Farriol—Mathis等，2004)对蛇苔 POD的 N端修饰 

进行预测。发现蛇苔 POD与玉米、陆地绵、水稻、葡 

萄一样，都是去除了第一位的甲硫氨酸Met，起始于 

第二位的氨基酸。 

2．2．8蛋白质三级结构及功能位点预测 蛋白质的 
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图 7 蛇苔和大豆双重序列 比对 

Fig．7 The results of a double sequence alignment of Conocephalum conicum and soybean 

“*”表示该列的氨基酸残基完全相同；“：”表示可发生保守性替换；“．”表示可发生半保守性替换； 
“

— — 一 ”为二硫键间形成键；矩形框为活性氨基酸残基。 

(“*”residues in that colum are identical in all sequences in the alignment；“：”conserved substitutions are observed．．‘．”semi—observed 

substitutions are observed；“— — 一 ”disulfide bonds；the rectangular box indicates active amino acid residues． 

在细胞中，分泌型 POD具有不 同的亚细胞定 

位，大部分分泌型 POD定位于细胞壁上，少数分布 

于质膜和液泡中(Hiraga等，2001)。通过预测蛇苔 

POD定位于细胞壁和液泡中，该 POD与已报道的 

POD蛋白很相似，都为亲水性，有信号肽和 N端信 

号肽序列修饰，因此可推断克隆得到的片段就是分 

泌型蛇苔 POD的 cDNA片段。蛇苔 POD二硫键 

连接方式主要为 1—4，2～3，5—8，6～7型，和银杏等植物 

分泌型过氧化物酶一致(Cheng，2010)，该二硫键在 

保持蛋白质三级结构稳定性和生理活性方面具有重 

要作用，但二硫键的类型复杂、多样，在错误配对时 

会影响蛋白质多肽链的正确折叠，因此天然蛋白质 

二硫键存在的类型还需要通过实验证明。 

分泌型 POD多数是 以血红素为辅基的酶类 

(Jacek等，2002)，血红素为电子传递反应的载体， 

蛇苔 POD的 R68、F71、H72、P170、H200和 D276 

活性位点被隐藏在疏水的区域内，并且它不能直接 

氧化生物大分子，而是依靠低分子的中介物从其血 

红素基团传递等效的氧化作用到其要修饰的靶点。 

目前本实验室已经着手对该蛇苔 POD在毕赤酵母 

中进行表达，从实验上对其功能进行验证。这些分 

析和实验工作不仅丰富了过氧化物酶的基因资源， 

而且为进一步研究苔类植物过氧化物酶的生理功 

能、作用机制、分子进化与功能活性改造等奠定了 

基础。 
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