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摘　 要: Ｇ２ /有丝分裂特异性细胞周期蛋白 ２(Ｇ２ / ｍｉｔｏｔｉｃ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｙｃｌｉｎ￣２ꎬＭｓｃ２)作为高等植物应对逆境胁

迫的关键调控蛋白ꎬ参与多个抗逆境胁迫的应答ꎮ 为探究 ＲｃＭｓｃ２ 基因的功能ꎬ该研究从蓖麻叶片组织中成

功克隆了 ＲｃＭｓｃ２ꎬ并利用生物信息学分析 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的结构和潜在功能ꎬ同时借助 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法分析

ＲｃＭｓｃ２ 基因的组织表达特性和非生物胁迫表达特性ꎮ 结果表明:(１)ＲｃＭｓｃ２ 基因位于蓖麻第 ５ 号染色体长

臂ꎬ该基因的 ＣＤＳ( ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)区是 １ ２９９ ｂｐꎬ编码 ４３２ 个氨基酸ꎮ ( ２) ＲｃＭｓｃ２ 蛋白拥有细胞周期

(ｃｙｃｌｉｎ)家族特征结构域ꎬ是一个不稳定酸性亲水蛋白ꎬ无跨膜域和信号肽ꎬ相对分子量为 ４９.３８ ｋＤꎮ (３)
ＲｃＭｓｃ２ 蛋白质的二级、三级结构以 α￣螺旋和无规则卷曲为主ꎮ (４)ＲｃＭｓｃ２ 蛋白与麻风树和巴西橡胶树的

ＣＹＣＢ２ 蛋白的序列同源性最高ꎬ且同被聚为 Ｇｒｏｕｐ Ⅱꎮ (５)３５Ｓ￣ＲｃＭｓｃ２￣ＧＦＰ 融合蛋白定位于细胞核ꎮ (６)
ＲｃＭｓｃ２ 基因在蓖麻的所有组织中均有表达且主要在根和茎中发挥作用ꎻ非生物胁迫分析表明 ＲｃＭｓｃ２ 基因

可以被脱落酸(ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ ＡＢＡ)、盐、干旱和低温处理诱导表达ꎬ并且 ＲｃＭｓｃ２ 基因对低温胁迫的响应最

敏感ꎮ 综上表明ꎬ该研究较全面地分析了 ＲｃＭｓｃ２ 基因的结构特征、系统进化和表达模式ꎬ为揭示 ＲｃＭｓｃ２ 基

因在蓖麻的生长发育和应答冷胁迫过程中的功能提供了理论参考ꎮ
关键词: 蓖麻ꎬ ＲｃＭｓｃ２ꎬ 基因克隆ꎬ 表达特性ꎬ 冷胁迫
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ｅｎｃｏｄｉｎｇ ４３２ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. (２) ＲｃＭｓｃ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ ｆａｍｉｌｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ａｎ ｕｎｓｔａｂｌｅ
ａｃｉｄｉｃ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ４９.３８
ｋＤ. (３) Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ α￣ｈｅｌｉｘ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ. (４) ＲｃＭｓｃ２
ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ＣＹＣＢ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ ａｎｄ Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓꎬ ａｎｄ ｗａｓ
ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ Ｇｒｏｕｐ Ⅱ. (５) ３５Ｓ￣ＲｃＭｓｃ２￣ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ. ( ６) ＲｃＭｓｃ２ ｇｅｎｅ ｗａｓ
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ＲｃＭｓｃ２ ｇｅｎｅ ｔｏ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｗａｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ. Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ｇｅｎｅꎬ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃａｓｔｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｃａｓｔｏｒꎬ ＲｃＭｓｃ２ꎬ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 蓖麻(Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ)是一种产于非洲的大

戟科多年生草本植物ꎬ可以在热带和温带地区种

植(Ｍａｇｈｕｌｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 因蓖麻油中含有丰富

的蓖麻油酸ꎬ现已被列为第二代生物质绿色能源

的重要原料( Ｔｒａｂｅｌｓｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 蓖麻拥有极

强的抗旱和耐盐碱能力ꎬ可以在较贫瘠的土地上

生长ꎬ但在苗期易受细菌感染和冷胁迫的危害ꎬ最
终导致植株成活率降低和籽粒品质下降( Ｓｅｖｅｒｉｎｏ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 内蒙古通辽位

于中纬度地区ꎬ在作物的生长期这里平均最低气

温最高为 １６.１ ℃ ꎬ最低仅有 １２.７ ℃ ꎬ这种低温环

境严重影响着蓖麻种子的萌发、生长和生物量的

积累(Ｔａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 因此ꎬ如何改善低温环境

对蓖麻生长发育的影响并选育出多抗非生物逆境

胁迫的新品种ꎬ对未来的蓖麻种植产业及满足工

业对蓖麻油的需求具有重要意义ꎮ
细胞分裂是生物生长发育中最基本的过程

( ｖａｎ Ｌｅｅｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎮ 真核细胞的细胞周期进

程主要是由细胞周期蛋白依赖性激酶(ＣＤＫ)的蛋

白激酶家族控制( Ｓｕｒｙａｄｉｎａｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎮ 根据

生物体的类别不同ꎬ细胞周期蛋白也根据它们在

细胞周期中发挥作用的阶段分为细胞周期蛋白 Ｍ
和细胞周期蛋白 Ｇ１(Ｃａｎａｕｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ Ｇ１ 周

期蛋白包括 Ｃ、Ｄ、Ｅ 和 Ｇ 共 ４ 种类型以调节 Ｇ１￣Ｓ
转换ꎬＭ 周期蛋白包括 Ａ 和 Ｂ 共 ２ 种类型ꎬ可以在

Ｓ￣Ｍ 转变、 Ｇ２￣Ｍ 过渡阶段和 Ｍ 阶段内起作用

(Ｋõｉｖｏｍäｇｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ Ｇ２ /有丝分裂特异性细

胞周期蛋白￣２( Ｇ２ / ｍｉｔｏｔｉｃ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｙｃｌｉｎ￣２ꎬＭｓｃ２)
属于 Ｂ 型细胞周期蛋白ꎬ可通过在 Ｇ２ 期到 Ｍ 期

的转变、Ｇ２ 期内和 Ｍ 期内的短暂时间内表达以响

应环境变化(Ｈéｇａｒａｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 最近研究发

现ꎬＣＹＣＢ２ 基因可能参与植物的盐胁迫、重金属胁

迫、脱落酸( ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ ＡＢＡ)和冷胁迫下的表

达(Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３ꎻ Ｆａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎬ烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)
ＮｔＣｙｃＢ２ 基因随着 ＮａＣｌ 处理时间的延长表达量减

少ꎬ而敲除 ＮｔＣｙｃＢ２ 基因可以提高植株在 ＮａＣｌ 胁
迫下的抵抗力(Ｙａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎻ高粱( Ｓｏｒｇｈｕｍ
ｂｉｃｏｌｏｒ)的 转 录 组 研 究 发 现 ＣＹＣＢ２ 基 因 在 １００
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１和 １５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１镉(Ｃｄ)金属离子胁迫

下表达量均为上升趋势ꎬ说明高粱的 ＣＹＣＢ２ 基因

可能参与抗重金属胁迫调控机制 ( Ｒｏｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)ꎻ拟南芥 ａｔｌ１７ 突变株与野生型植株相比ꎬ在
ＡＢＡ 不同浓度梯度处理下ꎬＣＹＣＢ２ꎻ１ 在 ａｔｌ１７ 的表

达量显著高于 ＷＴꎬ表明可能通过 ＡＢＡ 调控机制

抑制主根的生长而抵御逆境(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎻ甘
蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ) 的冷胁迫试验表明ꎬＣＹＣＢ２
基因在 ２ ｄ 和 ７ ｄ 的表达模式差异显著ꎬＣＹＣＢ２ꎻ１、
ＣＹＣＢ２ꎻ２、ＣＹＣＢ２ꎻ３和ＣＹＣＢ２ꎻ４的 Ｌｏｇ２值均高于对

照ꎬ但处理 ７ ｄ 的 ＣＹＣＢ２ 表达量显著低于 ２ ｄ 的ꎬ
表明 ＣＹＣＢ２ 基因可以在冷胁迫的短期内提高植株

的细胞分化能力来减轻冷胁迫带来的伤害( 'Ｃｏｓｉｃ'
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 但是ꎬＣＹＣＢ２ 基因在蓖麻中的潜在

功能及调控机制研究较少ꎬ而蓖麻作为重要的生

物原料ꎬ研究其抗逆机制就显得尤为重要ꎮ
蓖麻转录组数据中表达上调的 ＤＥＧｓ 有 ８４８

个ꎬ而 ＲｃＭｓｃ２(ＸＰ＿００２５２１７０４.１)在低温(相较于

适温 ２５ ℃)下的表达显著上调ꎬ并且作为拟南芥

ＣＹＣＢ２ꎻ３ 的同源基因ꎬ很可能在蓖麻的冷适应过

程中发挥作用(白雪等ꎬ２０１９)ꎮ 因此ꎬ我们克隆了

ＲｃＭｓｃ２ 基因ꎬ用烟草叶片细胞明确 ＲｃＭｓｃ２ 基因的

亚细胞位置ꎬ并通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术分析其在不同

７３３２ 期 耿柳婷等: 蓖麻 ＲｃＭｓｃ２ 基因功能分析



胁迫下的表达模式ꎮ 本研究旨在探讨以下问题:
(１)ＲｃＭｓｃ２ 蛋白理化性质、结构及物种间的进化

关系ꎻ(２)蓖麻 ＲｃＭｓｃ２ 基因的组织表达模式及非

生物胁迫下的表达模式ꎻ(３)蓖麻 ＲｃＭｓｃ２ 在冷胁

迫过程中的潜在功能ꎮ 本研究可为蓖麻的抗低温

育种提供潜在的基因资源ꎬ同时也可为解析蓖麻

ＲｃＭｓｃ２ 基因在应对冷胁迫方面的调控机制奠定

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

‘通篦 ５ 号’由通辽市农牧科学研究所提供ꎮ
植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒(ＭｏｎｚｏｌＴＭ Ｒｅａｇｅｎｔ)、反转

录试剂盒 ( ＭｏｎＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＩＩＩ Ａｌｌ￣ｉｎ￣Ｏｎｅ Ｍｉｘ ｗｉｔｈ
ｄｓＤＮａｓ)购自莫纳生物公司ꎮ Ｔ￣载体 ( ｐＭＤＴＭ １８￣Ｔ
ｖｅｃｔｏｒ)、限制性内切酶(Ｂｓａ Ｉ)和 ＤＮＡ 连接试剂盒

(ＤＮＡ Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｋｉｔ)购自宝日医生物公司ꎮ 高保真

ＰＣＲ 酶(ＫＯＤ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ)、ＰＣＲ 产物回收和纯化试

剂盒购自天根生化科技有限公司ꎮ Ｍａｘｉｍａ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ 和 ２Ｘ ＳＧ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自赛

默飞世尔科技 (上海) 公司ꎮ 大肠杆菌感受态

(ＤＨ５α)、保真酶(２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ)、引物合成和

测序由生工生物工程(上海)股份有限公司完成ꎮ
１.２ 材料处理

将健康的蓖麻种子消毒后置入适量的无菌水

中ꎬ于 ３０ ℃催芽 ３ ｄꎮ 出芽后将其平均分成 ４ 份ꎬ并

整齐地摆放在水培盘中ꎬ待 ２ 片子叶展开后开始浇

灌 １ / ４ Ｈｏａｇｌａｎｄ 溶液ꎬ每日补充 ２００ ｍＬꎮ 当幼苗长

至 ４ 叶龄时ꎬ剪取幼苗的组织(根、茎、子叶和真叶)
以检测 ＲｃＭｓｃ２ 基因的组织表达量ꎻ然后分别对其进

行 ４ ℃、１５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌ、１０％ ＰＥＧ ６０００ 和 １００
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＡＢＡ 胁迫ꎬ经时间梯度(０、２、４、８、１２、２４、
３０、４８ ｈ)处理后采集幼苗的真叶并迅速存于液氮

中ꎬ冷冻 ２４ ｈ 后转移至－７０ ℃冰箱备用ꎮ
１.３ ＲｃＭｓｃ２ 基因的克隆

１.３.１ 总 ＲＮＡ 提取和第一链 ｃＤＮＡ 的合成 　 参照

ＭｏｎｚｏｌＴＭ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒的说明书操作步骤ꎬ提取

４ ℃处理 １２ ｈ 的蓖麻组织的总 ＲＮＡꎬ并检测纯度ꎮ
以提取的 ＲＮＡ 作为模板ꎬ参照 ＭｏｎＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＩＩＩ
Ａｌｌ￣ｉｎ￣Ｏｎｅ Ｍｉｘ ｗｉｔｈ ｄｓＤＮａｓ 试剂盒说明书反转录合

成第一链 ｃＤＮＡꎬ作为克隆 ＲｃＭｓｃ２ 基因的模板ꎮ
１.３.２ ＲｃＭｓｃ２ 基因的克隆及测序　 根据 ＮＣＢＩ 数据

库公布的 ＲｃＭｓｃ２ 基因(ＸＰ ＿００２５２１７０４.１)的 ＣＤＳ
区设计引物 ＲｃＭｓｃ２￣Ｆ ｜ ＲｃＭｓｃ２￣Ｒ(表 １)ꎮ 以蓖麻

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用高保真酶(ＫＯＤ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ)扩

增 ＲｃＭｓｃ２ 基因的 ＣＤＳ 序列ꎬＰＣＲ 扩增反应程序:
９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ ５８ ℃退火 ４５
ｓꎬ ７２ ℃延伸 ９０ ｓꎬ ３５ 个循环ꎻ 最后延伸 １０ ｍｉｎꎮ
经电泳检测后将符合大小的片段回收ꎬ在 ３′端加

Ａ 碱基后利用 ＤＮＡ 纯化试剂盒纯化产物后连接至

Ｔ 载体ꎬ将 ｐＭＤＴＭ１８￣Ｔ￣ＲｃＭｓｃ２ 热击转化 ＤＨ５αꎬ在
Ｋａｎ＋培养基上筛选出阳性克隆送至生工生物工程

(上海)股份有限公司测序ꎮ

表 １　 本研究所用引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

用途
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＲｃＭｓｃ２￣Ｆ ＴＴＧＡＣＴＧＧＣＴＴＡＴＴＧＡＧＧＴＧ 基因克隆
Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇＲｃＭｓｃ２￣Ｒ ＣＡＡＣＣＡＡＣＣＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＡ

ＲｃＭｓｃ２￣Ｆｘ ＣＧＡＧＣＡＣＴＡＡＴＧＧＧＴＴＴＧＧＡ 实时荧光定量分析
ｑＲＴ￣ＰＣＲＲｃＭｓｃ２￣Ｒｘ ＣＣＡＴＣＡＡＴＡＴＣＣＡＣＡＡＴＡＧＧＣＴＣ

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＴＴＣＣＣＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＡＧ
Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＣＴＧ

ＲｃＭｓｃ２￣ＧＦＰ￣Ｆｘ ＣＡＧＴＧＧＴＣＴＣＡＣＡＡＣＡＴＧＡＡＴＧＴＡＴＣＴＧＡＴＧＡＧＡＡ 亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎＲｃＭｓｃ２￣ＧＦＰ￣Ｒｘ ＣＡＧＴＧＧＴＣＴＣＡＴＡＣＡＴＧＡＣＴＧＡＧＴＣＴＣＴＡＡＴＡＧＡＡ

　 注: 下划线是 Ｂｓａ Ｉ 酶切位点ꎬ左侧是保护碱基ꎬ右侧是荧光表达载体的末端同源序列ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｂｏｔｔｏｍ ｌｉｎｅ ｉｓ ｔｈｅ Ｂｓａ Ｉ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅꎬ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｉｓ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｂａｓｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｉｓ ｔｈｅ ｅｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ.

１.４ ＲｃＭｓｃ２ 蛋白质的生物信息学分析

借 助 ＥｘＰＡＳｙ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｔｒａｎｓｌａｔｅ / )工具将 ＲｃＭｓｃ２ 基因的编码序列翻译成蛋

白序列ꎮ 在 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ)下
载蓖麻的全基因组、蛋白组和注释文件ꎬ将 ＲｃＭｓｃ２
蛋白作为靶序列进行本地 ＢＬＡＳＴｐꎬ以明确 ＲｃＭｓｃ２

８３３ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



基因的具体位置ꎮ 使用蛋白分析网站 ＥｘＰＡＳｙ￣
ＰＲＯＳＩＴＥ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｒｏｓｉｔｅ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ) 分析 ＲｃＭｓｃ２
蛋白质的理化性质和亲水 /疏水性ꎮ 借助 ＮＣＢＩ￣ＣＤ￣
ＳＥＡＲＣＨ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ /
ｂｗｒｐｓｂ / ｂｗｒｐｓｂ. ｃｇｉ)、 ＰＳＯＲＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ / )
和 Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｙｈｉｔｓ.ｓｉｂ.ｓｗｉｓｓ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｍｏｔｉｆ＿
ｓｃａｎ / )工具分别预测蛋白的结构域、亚细胞位置和

生物活性位点ꎮ 使用在线工具 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０(ｈｔｔｐｓ: / /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ.ｐｈｐ? ＳｉｇｎａｌＰ￣５.０)、
ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ(ｈｔｔｐｓ: / / ｄｔｕ. ｂｉｏｌｉｂ. ｃｏｍ / ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ)
和 Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｙｈｉｔｓ.ｓｉｂ.ｓｗｉｓｓ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｍｏｔｉｆ＿
ｓｃａｎ)分别预测该蛋白的信号肽、跨膜域和生物活性

位 点ꎮ 利 用 ＵｎｉｐｒｏｔＫＢ 数 据 库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｕｎｉｐｒｏｔ. ｏｒｇ / ｈｅｌｐ / ｕｎｉｐｒｏｔｋｂ)在线 ＢＬＡＳＴｐ 程序下载

ＲｃＭｓｃ２ 蛋白质的同源序列ꎬ使用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 和 ＭＥＧＡ
１１.０ 软件对下载的序列进行比对及可视化分析ꎬ将
多序列比对结果提交至 ＥＮＤｓｃｒｉｐｔ / ＥＳＰｒｉｐｔ(ｈｔｔｐｓ:/ /
ｅｓｐｒｉｐｔ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ＥＳＰｒｉｐｔ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ＥＳＰｒｉｐｔ. ｃｇｉ)网站进行

美化并将进化树提交至 ｉＴＯＬ(ｈｔｔｐｓ: / / ｉｔｏｌ. ｅｍｂｌ.ｄｅ)
网站进行美化ꎮ 蛋白质的二级结构在 ＳＯＰＭＡ
(ｈｔｔｐｓ:/ / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍａ.ｐｌ)
进行可视化预测ꎮ 将 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白质提交至 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＬＥ(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )预测其三级

结构并借助 ＳＡＶＥＳ ｖ６.０(ｈｔｔｐｓ:/ / ｓａｖｅｓ.ｍｂｉ.ｕｃｌａ.ｅｄｕ / )
工具对预测模型打分ꎬ检测合格后对其蛋白质的三

级结构进行分析ꎮ
１.５ ＲｃＭｓｃ２ 基因的表达分析

根据 ＲｃＭｓｃ２ 基因的 ＣＤＳ 序列设计 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引

物 ＲｃＭｓｃ２￣Ｆｘ ｜ ＲｃＭｓｃ２￣Ｒｘ(表 １)ꎬ以 ＲｃＡｃｔｉｎ (ＮＣ＿
０６３２６２.１)基因作为内参基因ꎬ分析 ＲｃＭｓｃ２ 基因的

组织表达模式及胁迫处理下的表达模式ꎮ 以 Ｔｒｉｚｏｌ
法提取蓖麻组织的总 ＲＮＡꎬ并反转录成单链 ｃＤＮＡ
作为 ＰＣＲ 扩增的模板ꎬ严格按照 ２Ｘ ＳＧ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 的说明书操作步骤ꎬ在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ Ⅱ
型 ＰＣＲ 仪上完成对基因的扩增ꎮ 反应程序:预变性

９５ ℃ ３ｍｉｎꎬ变性 ９５ ℃ ５ ｓꎬ退火和延伸 ６０ ℃３０ ｓꎬ
４５ 个循环ꎮ 用 ２ －(ΔΔＣｔ)法计算 ＲｃＭｓｃ２ 基因的相对表

达量ꎮ
１.６ ＲｃＭｓｃ２ 蛋白质亚细胞定位

使用限制性酶 Ｂｓａ Ｉ 对 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００￣ＣａＭＶ
３５Ｓ￣ＧＦＰ 进行酶切后回收目的片段ꎮ 将 ｐＭＤＴＭ１８￣
Ｔ￣ＲｃＭｓｃ２ 作 为 重 组 ＤＮＡ 的 模 板ꎬ 扩 增 引 物 为

ＲｃＭｓｃ２￣ＧＦＰ￣Ｆｘ ｜ ＲｃＭｓｃ２￣ＧＦＰ￣Ｒｘꎮ 使用 ＫＯＤ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 先将模板序列连接在 ｐＫＹ￣３５Ｓ￣ＧＦＰ 载体上ꎬ

再将产物转化至 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ最后筛选出

阳性克隆并送至生工生物工程(上海)股份有限公

司测 序ꎮ 确 认 测 序 结 果 正 确 后 将 ｐＫＹ￣３５Ｓ￣
ＲｃＭｓｃ２￣ＧＦＰ 载体转至农杆菌中ꎬ最终在烟草叶片

的表皮细胞中瞬时表达以确定 ＲｃＭｓｃ２ 基因的亚细

胞位置ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＲｃＭｓｃ２ 基因的克隆

根据前期转录组数据信息ꎬ提取蓖麻叶片总

ＲＮＡꎬ质量符合反转录操作要求(图 １:Ａ)ꎮ 并以

ｃＤＮＡ 为模板进行目的基因的扩增ꎬ得到大约１ ３００
ｂｐ 的条带(图 １:Ｂ)ꎬ并经过 Ｔ￣Ａ 克隆、转化、阳性菌

落的克隆和测序ꎬ得到 １ ２９９ ｂｐ 的 ＯＲＦꎬ推导其编

码为 ４３２ 个 ａａ (图 ２)ꎬ 并命名为 ＲｃＭｓｃ２ꎬ 本地

ＢＬＡＳＴｐ 检索发现其定位在第 ５ 号染色体长臂ꎮ

Ａ. 蓖麻总 ＲＮＡ 的提取ꎻ Ｂ. ＲｃＭｓｃ２ 基因 ＣＤＳ 区扩增ꎮ
１. ＰＣＲ 产物ꎻ ２. ＤＬ ２ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎮ
Ａ. Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｆｒｏｍ Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓꎻ Ｂ.
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＣＤＳ ｒｅｇｉｏｎ ｆｒｏｍ ＲｃＭｓｃ２ ｇｅｎｅ. １. ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎻ ２. ＤＬ ２ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ.

图 １　 总 ＲＮＡ 的提取和 ＲｃＭｓｃ２ 基因的扩增
Ｆｉｇ. １　 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ＲｃＭｓｃ２

ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２.２ ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的生物信息学分析

２. ２. １ ＲｃＭｓｃ２ 蛋 白 的 基 本 理 化 性 质 分 析 　
Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 工具预测结果显示ꎬＲｃＭｓｃ２ 蛋白的分子

式为 Ｃ２１８６Ｈ３４２６Ｎ５８４Ｏ６６２Ｓ２８ꎬ共计 ６ ８８６ 个原子ꎬ相对

分子质量为 ４９. ３８ ｋＤꎬ理论等电点为 ５. ２６ꎬ说明

ＲｃＭｓｃ２ 蛋白呈酸性ꎻ该蛋白由 ２０ 种氨基酸组成ꎬ
其中谷氨酸(Ｇｌｕ)数量最庞大ꎬ占总数的 ９％ꎬ而色

氨酸(Ｔｒｐ)数量最少ꎬ仅占总数的 ０.７％ꎬ带负电荷

的氨基酸(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ)有 ６０ 个ꎬ带正电荷的氨基酸

(Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ)有 ４６ 个(图 ２)ꎻ不稳定系数为 ４５.２４
( >４０ 阈值)ꎬ表明该蛋白是不稳定蛋白ꎻ总平均疏

水性为－０.３５３( <０)ꎬ预测该蛋白是亲水蛋白ꎻ蛋白

的脂肪指数为 ８１.６９ꎮ 另外ꎬＲｃＭｓｃ２ 蛋白拥有一

９３３２ 期 耿柳婷等: 蓖麻 ＲｃＭｓｃ２ 基因功能分析



个 Ｃｙｃｌｉｎ ＿ Ｃ ( ｐｆａｍ ＩＤ: ＰＦ０２９８４) 结构域和一个

Ｃｙｃｌｉｎ＿Ｎ(ｐｆａｍ ＩＤ: ＰＦ００１３４)ꎬ是 Ｂ 型细胞周期蛋

白(ｃｙｃｌｉｎ)家族的一员(图 ３)ꎮ
２.２.２ ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的多序列对比及同源性分析 　
采用 线 上 ＢＬＡＳＴ 比 对 发 现ꎬ 麻 风 树 ( Ｊａｔｒｏｐｈａ
ｃｕｒｃａｓꎬ ＸＰ＿０１２０６５３７５.１ )、 巴 西 橡 胶 树 ( Ｈｅｖｅａ
ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓꎬ ＸＰ＿０２１６４５０３４.１ )、 柳 树 ( Ｓａｌｉｘ
ｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓꎬＸＰ ＿０２４４５６９０７. １)、可可树 ( Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ
ｃａｃａｏꎬＥＯＸ９０６８２. １)、 榴莲 ( Ｄｕｒｉｏ ｚｉｂｅｔｈｉｎｕｓꎬ ＸＰ ＿
０２２７４０３２７.１ )、 棉 花 ( Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｍｕｓｔｅｌｉｎｕｍꎬ
ＴＹＩ８８７２８.１)、大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎬＮＰ＿００１３５２０３５.１)
和豇豆(Ｖｉｇｎａ ａｎｇｕｌａｒｉｓꎬＸＰ＿０１４５２１１７７.１)与该蛋白

的序列一致性依次是 ８７.４％、８５.５％、８１.１％、７９.７％、
７９.７％、７７.５％、７２.７％和 ７２.７％ꎬ表明细胞周期蛋白

在物种间高度保守ꎬ特别是 Ｎ 端蛋白的一致性较

高ꎬ说明不同物种间的蛋白功能可能相似(图 ４)ꎮ
另外ꎬ位于结构域内部的第 ２８３ 位氨基酸是细胞

周期蛋白底物特异性位点ꎬＲｃＭｓｃ２ 蛋白是 Ｅ(谷氨

酸)ꎬ而其他植物是 Ｋ(赖氨酸)ꎬ这可能导致蓖麻

ＲｃＭｓｃ２ 蛋白与其他植物的 ＣＹＣＢ２ 蛋白拥有不同

的底物特异性ꎮ ＭＥＧＡ １１.０ 中邻接法构建的进化

树结果显示(图 ５)ꎬ８ 种植物的细胞周期蛋白共被

聚为 ３ 类ꎮ 同处于 Ｇｒｏｕｐ Ⅰ大豆和豇豆的蛋白在

进化中钝化ꎬ步长值为 １００％ꎻＧｒｏｕｐ Ⅱ中蓖麻与麻

风树和巴西橡胶树的步长值为 ９９.９％ꎬ与多序列

比对结果相同ꎻＧｒｏｕｐ Ⅲ中棉花与榴莲和可可树的

步长值为 １００％ꎮ Ｇｒｏｕｐ Ⅰ、Ｇｒｏｕｐ Ⅱ和 Ｇｒｏｕｐ Ⅲ分

别对应豆科、大戟科和锦葵科植物ꎬ足以说明此进

化树构建结果准确ꎬ表明 ＣＹＣＢ２ 蛋白在物种间的

进化高度保守ꎮ 因此ꎬＲｃＭｓｃ２ 蛋白与麻风树和巴

西橡胶树的序列一致性最高ꎬ亲缘关系最近ꎮ
２.２.３ ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的信号肽、跨膜域及生物活性位

点预测　 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ 预测 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白中存在信号

肽的可能性是 ０.００１ ２ꎬ推测该蛋白中无信号肽结

构ꎮ ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ 预测结果显示ꎬＲｃＭｓｃ２ 蛋白的

４３２ 个氨基酸残基上均无从外到内的跨膜域ꎬ因此

推测 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白不具备跨膜能力ꎮ Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ 预

测显示在 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白内部有 ６ 个潜在的 Ｎ￣糖基化

位点(分别位于第 ２ ~第 ５ 位、第 １８９ ~第 １９２ 位、第
３０３~第 ３０６ 位、第 ３７０~第 ３７３ 位、第 ３７８~第 ３８１ 位

和第 ４１１~第 ４１４ 位氨基酸)ꎬ４ 个潜在的酪氨酸蛋

白激酶Ⅱ磷酸化位点(分别位于第 ６３ ~第 ６６ 位、第
１４２~第 １４５ 位、第 ３３７ ~第 ３４０ 位和第 ４１９ ~第 ４２２
位氨基酸)ꎬ３ 个潜在的肉豆蔻基 Ｎ￣肉豆蔻酰化位

点(分别位于第 ２０ ~第 ２５ 位、第 ４８ ~第 ５３ 位和第

６１~第 ６６ 位氨基酸)和 ７ 个潜在的蛋白激酶 Ｃ 磷酸

化位点(分别位于第 ８２ ~ 第 ８４ 位、第 １００ ~ 第 １０２
位、第 ２８０~第 ２８２ 位、第 ３２２~第 ３２４ 位、第 ４００~第

４０２ 位、第 ４１２ ~第 ４１４ 位和第 ４１８ ~ 第 ４２０ 位氨基

酸)ꎬ共 ２０ 个生物活性位点ꎮ 这些位点的预测为解

释 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白在逆境中功能提供理论基础ꎮ
２.２.４ ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的高级结构预测 　 分析 ＲｃＭｓｃ２
蛋白质的二级、三级结构ꎬ可为蛋白功能研究提供

基础支撑ꎮ ＲｃＭｓｃ２ 蛋白质的二级结构预测结果

(图 ６)显示ꎬ它是由 ５２.５５％的 α￣螺旋、４０.５１％的无

规则卷曲、５.７９％的延伸链和 １.１６％的 β￣转角共同

构成ꎮ 从 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白质的三级结构预测图(图 ７:
Ａ)中可以看出ꎬＲｃＭｓｃ２ 蛋白主要由 α￣螺旋构成ꎮ
ＳＡＶＥＳ ｖ６.０ 模型检测工具结果(图 ７:Ｂ)显示ꎬ编码

ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的 ４３２ 个氨基酸残基中有 ９１.１％位于

ｃｏｒｅ 区域(红色区域 > ９０％ꎬＡ、Ｂ、Ｌ 区)ꎬ８.９％位于

次允许区域(ａ、ｂ、ｌ、ｐ 区)ꎬ表明 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 预测

的此蛋白质三级结构模型具有可靠性ꎮ
２.３ ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的亚细胞定位分析

ＰＳＯＲＴ 预测 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的亚细胞定位在细

胞核的可能性最大ꎮ 因此ꎬ为了验证 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白

亚细 胞 的 具 体 位 置ꎬ 成 功 构 建 了 由 农 杆 菌

( ＧＶ３１０３ ) 介 导 的 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００￣ＣａＭＶ ３５Ｓ￣
ＲｃＭｓｃ２￣ＧＦＰ 表达载体ꎬ并在烟草表皮细胞中瞬时

表达ꎮ 结果(图 ８)显示ꎬ３５Ｓ￣ＧＦＰ 的绿色荧光蛋白

在细胞核、细胞质和细胞膜中均有分布(图 ８:Ａ－
Ｄ)ꎬ而 ３５Ｓ￣ＲｃＭｓｃ２￣ＧＦＰ 中荧光蛋白则主要分布在

细胞核和细胞膜(图 ８:Ｅ)ꎬ将结果合并后ꎬ叠加场

中的 ３５Ｓ￣ＲｃＭｓｃ２￣ＧＦＰ 主要在烟草叶片的细胞核和

细胞膜处有绿色荧光ꎬ但 ＲｃＭｓｃ２ 定位在细胞核的

可能性较大ꎬ与 ＰＳＯＲＴ 预测结果一致ꎬ可为后续证

明 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的抗逆功能提供依据ꎮ
２.４ ＲｃＭｓｃ２ 基因的表达特征分析

２.４. １ ＲｃＭｓｃ２ 基因的组织表达模式分析 　 采用

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术分析 ＲｃＭｓｃ２ 基因在蓖麻不同组织中

的表达水平(图 ９)ꎮ 结果发现ꎬＲｃＭｓｃ２ 基因在种子

和幼苗期均有表达ꎬ呈显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 其中ꎬ
ＲｃＭｓｃ２ 基因在根中的表达量显著高于其他组织ꎬ表
达量分别是子叶、茎、真叶的 ２.１３、１４.１１、１４.９４ 倍ꎮ
这表明 ＲｃＭｓｃ２ 基因拥有明显的组织表达特异性ꎬ并
且有可能在根和茎中表达以抵御不利环境ꎮ
２.４.２ ＲｃＭｓｃ２ 基因的非生物胁迫表达模式分析 　
采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ 研究蓖麻幼苗叶片的 ＲｃＭｓｃ２

０４３ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



图 ２　 ＲｃＭｓｃ２ 基因 ｃＤＮＡ 序列及编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ. ２　 ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ｇｅｎｅ

图 ３　 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的结构域预测结果
Ｆｉｇ. ３　 Ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

１４３２ 期 耿柳婷等: 蓖麻 ＲｃＭｓｃ２ 基因功能分析



红色背景表示相似性 １００％ꎬ蓝色框表示相似性>９０％ꎻ 标记处位于第 ２８３ 位 ａａꎻ 横线上侧表示 ｃｙｃｌｉｎ 结构域(１５６~ ３０１ ａａ)ꎮ
Ｒｅｄ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ １００％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙꎬ ｂｌｕｅ ｆｒａｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ> ９０％ꎻ ｍａｒｋｅｒ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ａｔ ２８３ ａａꎻ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ
ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｃｙｃｌｉｎ ｄｏｍａｉｎ ( １５６－３０１ ａａ ).

图 ４　 ＲｃＭｓｃ２ 氨基酸序列及其他植物同源序列间多重比较
Ｆｉｇ. ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

基因在低温(４ ℃)、高盐(１５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌ)、
脱落酸 ( １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＡＢＡ) 和干旱 ( １０％ ＰＥＧ
６０００)胁迫下的表达特征ꎮ 结果显示ꎬＲｃＭｓｃ２ 基因

在不同胁迫下随着时间梯度而差异表达(图 １０)ꎬ
呈现出不同的表达模式ꎮ ＲｃＭｓｃ２ 基因积极应答盐

胁迫和干旱胁迫ꎬ分别在 ２ ｈ 和 ４ ｈ 开始表达ꎬ且
均在 ４ ｈ 出现峰值ꎬ表达量分别是对照组(０ ｈ)的

３.０９ 倍和 ４.８２ 倍(图 １０:ＢꎬＤ)ꎻＲｃＭｓｃ２ 基因在低

温和 ＡＢＡ 处理下呈延迟表达模式ꎬ均在 １２ ｈ 出现

最大值ꎬ 而 ＡＢＡ 胁迫 １２ ｈ 后 ＲｃＭｓｃ２ 的表达量骤
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蓝色. Ｇｒｏｕｐ Ⅰꎻ 粉色. Ｇｒｏｕｐ Ⅱꎻ 紫色. Ｇｒｏｕｐ Ⅲꎮ
Ｂｌｕｅ. Ｇｒｏｕｐ Ｉꎻ Ｐｉｎｋ. ＧｒｏｕｐⅡꎻ Ｐｕｒｐｌｅ. Ｇｒｏｕｐ Ⅲ.

图 ５　 不同植物的 ＣＹＣＢ２ 蛋白的聚类分析
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＹＣＢ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

降ꎬ表明 ＲｃＭｓｃ２ 基因在低温条件下的表达可能经

ＡＢＡ 激活而持续表达至 ４８ ｈꎬ说明 ＲｃＭｓｃ２ 可能是

一个冷诱导基因ꎬ并且延迟 １２ ｈ 后才被激活表达ꎮ

３　 讨论与结论

细胞周期蛋白与 ＣＤＫｓ 复合以控制 ＣＤＫｓ 的

活性、底物和亚细胞位置ꎬ在植物细胞周期的细胞

分裂过程中发 挥 着 极 其 重 要 的 作 用 ( Ｌｏｙｅｒ ＆
Ｔｒｅｍｂｌｅｙ.ꎬ ２０２０)ꎬ而 ＣＹＣＢ２ 蛋白主要在 Ｇ２ 期发

挥作用(Ａｙｄｉｎｏｇｌｕꎬ ２０２０)ꎮ ＣＹＣＢ２ 基因隶属于多

基因家族ꎬ在大豆(Ｆｏｎｓｅｃａ￣Ｇａｒｃíａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)、苜
蓿(Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０) 和拟南芥 ( Ｓｔｅｒｋｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)的基因组中分别有 １３、１２ 和 １１ 个 ＣＹＣＢ２ 基

因ꎬ并且都含有相同的结构域ꎬ即 Ｃｙｃｌｉｎ ＿ Ｃ 和

Ｃｙｃｌｉｎ＿Ｎꎬ且已有相关功能方面的研究ꎬ而关于蓖

麻的 Ｍｓｃ２ 蛋白功能研究较少ꎮ 因此ꎬ本研究根据

蓖麻低温转录组数据克隆出 ＲｃＭｓｃ２ 基因ꎬ发现其

推导出 ４３２ 个氨基酸ꎬ 虽然蛋白长度短于拟南芥

紫色. 无规则卷曲ꎻ 绿色. β￣转角ꎻ 蓝色. α￣螺旋ꎻ 红色. 延伸链ꎮ
Ｐｕｒｐｌｅ. Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌꎻ Ｇｒｅｅｎ. β￣ｔｕｒｎꎻ Ｂｌｕｅ. α￣ｈｅｌｉｘꎻ Ｒｅｄ. Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｃｈａｉｎ.

图 ６　 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白质的二级结构预测
Ｆｉｇ. ６　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ. ＲｃＭｓｃ２ 蛋白质的三级结构预测ꎻ Ｂ. ＲｃＭｓｃ２ 蛋白质的三级结构的检测ꎮ
Ａ. Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｂ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ７　 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白质的三级结构预测和检测
Ｆｉｇ. ７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ｐｒｏｔｅｉｎ
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ＡꎬＥ. 绿色荧光场ꎻ ＢꎬＦ. 叶绿体荧光通道ꎻ ＣꎬＧ. 明场ꎻ ＤꎬＨ. 叠加场ꎮ ３５Ｓ￣ＧＦＰ 为空载体ꎬ３５Ｓ￣ＲｃＭｓｃ２￣ＧＦＰ 为包含 ＲｃＭｓｃ２ 的融

合蛋白载体ꎮ
Ａꎬ Ｅ. Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｆｉｅｌｄꎻ Ｂꎬ Ｆ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｈａｎｎｅｌꎻ Ｃꎬ Ｇ. Ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄꎻ Ｄꎬ Ｈ. Ｍｅｒｇｅｄ ｆｉｅｌｄ. ３５Ｓ￣ＧＦＰ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｍｐｔｙ
ｖｅｃｔｏｒｓꎬ ａｎｄ ３５Ｓ￣ＲｃＭｓｃ２￣ＧＦＰ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｗｉｔｈ ＲｃＭｓｃ２.

图 ８　 ＲｃＭｓｃ２ 蛋白在本氏烟草叶片中的亚细胞定位
Ｆｉｇ. ８　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｅａｆ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ

柱子上方的不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｒ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ９　 ＲｃＭｓｃ２ 基因的组织表达分析
Ｆｉｇ. ９　 Ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ｇｅｎｅ

ＣＹＣＢ２ꎻ３(ｖａｎ Ｌｅｅｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎬ但明显长于苜

蓿的 ＭｅｄｔｒＣｙｃＢ１ꎻ２、ＭｅｄｔｒＣｙｃＢ２ꎻ１ 和 ＭｅｄｔｒＣｙｃＢ２ꎻ
２ 蛋白(Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的理化

性质与大豆 ( Ｆｏｎｓｅｃａ￣Ｇａｒｃíａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)、苜蓿

(Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)、番茄(Ａｎｗａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)和

高粱(Ｒｏｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)等的细胞周期蛋白存在一

定差异ꎬ这可能是导致不同物种的细胞周期蛋白

参与不同逆境的直接原因ꎮ ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的序列

特征分析表明ꎬ该蛋白主要由 α￣螺旋组成且是一

个亲水蛋白ꎬ无信号肽结构ꎬ这与前人研究结果一

致(Ｌａｒａ￣Ｎúñｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｓｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ
研究发现ꎬ高等植物的蛋白肉豆蔻酰化修饰

可以帮助其应对多种不利环境 ( Ｉｓｈｉｔａｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０００ꎻ Ｐｏｄｅｌｌ ＆ Ｇｒｉｂｓｋｏｖꎬ ２００４)ꎮ 然而ꎬ受环境诱

导表达的蛋白并非单独起作用ꎬ而是多个蛋白共

同协作ꎬ从而提高植株在逆境中的活力(豆玉娟

等ꎬ２０１４)ꎮ ＲｃＭｓｃ２ 蛋白存在 ３ 个 Ｎ￣肉豆蔻酰化

作用位点ꎬ极有可能在低温下诱导与低温相关的

蛋白来共同合作来抵御低温环境ꎬ进而提高蓖麻

植株 在 低 温 环 境 下 的 存 活 能 力ꎮ 研 究 显 示ꎬ
ＣＹＣＢ２ 蛋白在细胞核( Ｓａｂｅｌｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)、纺锤

体(Ｂｕｌａｎｋｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)、内质网、细胞质和细

胞膜(Ｂｏｒｕｃ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ａ)中均有分布ꎬ而 ＣＹＣＢ２
型蛋白则主要定位在细胞核 ( Ｌａｒａ￣Ｎúñｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１ꎻ Ｃｈｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ并会根据环境的不同来

调整 位 置 以 适 应 逆 境 ( Ｂｏｒｕｃ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ｂ )ꎬ
ＲｃＭｓｃ２ 蛋白的亚细胞定位结果表明ꎬ该蛋白明显

定位在细胞核ꎬ并且作为一个核蛋白ꎬ极可能在冷

胁迫过程中发挥着重要作用ꎮ
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图 １０　 ＲｃＭｓｃ２ 基因在不同胁迫下的表达模式
Ｆｉｇ. １０　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＲｃＭｓｃ２ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

　 　 研究显示ꎬ植物的 ＣＹＣＢ２ 基因家族成员在应对

多逆境胁迫时可以激发各种防御机制来提高植株

的存活率(Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ
同时ꎬ该家族成员还拥有明显的胁迫表达时空特异

性ꎬ高粱的 ＣＹＣＢ２ 基因的表达与 Ｃｄ 浓度呈显著正

相关ꎬ即在 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理下的表达量显著

低于 １５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１(Ｒｏｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎻ甘蓝的 ４ 个

ＣＹＣＢ２ 基因(ＣＹＣＢ２ꎻ１ ~ ＣＹＣＢ２ꎻ４)在冷处理 ２ ~ ７ ｄ
基因表达量相似ꎬ均在第 ２ 天表达出现峰值( 'Ｃｏｓｉｃ'
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ ＲｃＭｓｃ２ 基因在 ＡＢＡ、ＰＥＧ、４ ℃ 和

ＮａＣｌ 胁迫下的叶片中均有表达ꎬ而该基因在高盐和

干旱胁迫下的表达模式相仿ꎬ均在处理的前 ４ ｈ 就

已经表达并出现峰值ꎬＲｃＭｓｃ２ 基因在脱落酸和低温

处理下呈延迟表达模式ꎬ其中该基因在低温环境下

持续表达至 ４８ ｈꎬ表明该基因是一个冷调控基因ꎬ并
且极有可能被 ＡＢＡ 激活ꎬ说明该基因响应多环境压

力的诱导ꎬ但其对低温的响应时间更持久ꎮ 另外ꎬ
细胞周期蛋白家族基因成员还有明显的组织表达

特异性ꎬ拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)突变株( ｇｉｇ１
和 ｕｖｉ４)内的 ＣＹＣＢ２ꎻ２ 和 ＣＹＣＢ１ꎻ１ 在子叶和下胚

轴中拥有明显的组织表达特异性ꎬ并且可能在地塞

米松(ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ)的诱导下在下胚轴中起作用

(Ｉｗａｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 本研究表明ꎬ蓖麻 ＲｃＭｓｃ２ 基

因在种子期与幼苗期均有表达ꎬ并且拥有明显的组

织表达特异性ꎬ该基因极大可能在低温环境下在蓖

麻的茎和叶中发挥作用ꎬ但在不同组织中调控机制

还需深入探索ꎮ 因此ꎬ本研究为蓖麻 ＲｃＭｓｃ２ 基因在

应答冷胁迫方面的分子机制提供了参考ꎮ
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