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巴西橡胶树核糖体蛋白 S6基因的克隆及生物信息学分析

李德军 ,邓　治 ,陈春柳 ,陈守才

(中国热带农业科学院 橡胶研究所/农业部橡胶生物学重点开放实验室 ,海南 儋州 571737)

摘要:核糖体蛋白S6是核糖体蛋白家族的重要成员, 在核糖体中发挥重要作用。利用农业部橡胶生物学重点开放实

验室获得的部分序列设计引物 ,采用 3′-RACE技术从巴西橡胶树胶乳中获得一个核糖体蛋白 S6 基因的完整阅读框,

该基因编码 249 个氨基酸的多肽 ,含有一个典型的真核生物核糖体蛋白 S6 结构域。在 HbRPS6 氨基酸序列中没有预

测到跨膜区和信号肽 ,二级结构分析表明:HbRPS6属于混合型蛋白。对10个 RPS6系统进化分析表明:巴西橡胶树的

RPS6基因在进化上具有保守性,与植物类玉米的 RPS5 基因亲缘关系最近 ,而与动物和酵母的亲缘关系相对较远。

该基因的克隆和生物信息学分析为深入研究其功能奠定了基础。
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Cloning and Bioinformatic Analysis of the Gene Encoding the Ribosomal

Protein S6 from Hevea brasiliensis
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Abstract:The ribosomal protein S6 is the key member of ribosomal protein family , and it play s an important role in the ribo-

somal proteins.The primers designed based on the known sequences acquired from Key Laboratory of Rubber Bidoye of

Minisby of Ag riculture, the gene was cloned with 3′-RACE technique from Hevea brasiliensis latex.The open reading frame

encoded 249 amino acids , containing a conserved ribosomal S6 domain , so the gene was named as HbRPS6.No signal peptide

and transmembrane structure were predicted within HbRPS6.The result of secondary structure predicted showed that the

protein was classified as mixed type.The result of phy logenetic tree indicated that HbRPS6 displayed a high deg ree of se-

quence similarity to ZmRPS5 , but not to animals and yeast.This paper will be benefit to fur ther analyze the functions of

HbRPS6.
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　　核糖体蛋白 S6在细胞核中组装成 45SrRNA 前

体 ,位于细胞质 40S 核糖体亚单元头部区域[ 1] 。核糖

体蛋白S6直接与mRNA 、tRNA和起始因子交联 ,因此

其位于翻译起始区域。核糖体蛋白 S6是真核生物核

糖体主要磷酸化蛋白。在动物和果蝇中 ,核糖体蛋白

S6C-端 5个丝氨酸残基被磷酸化
[ 2-4]

。细胞核中的核

糖体蛋白 S6磷酸化在活跃的核糖体生物发生过程中

产生 ,而细胞质中的核糖体蛋白 S6磷酸化被认为是促

进选择性翻译转录本 、核糖体蛋白和具有 5′端寡聚嘧

啶的延伸因子 mRNAs[ 3 , 5-6] 。核糖体蛋白 S6高度磷酸

化的核糖体有利于活化多核糖体[ 7-8] 。研究表明核糖

体蛋白S6磷酸化不足以吸收 5′端寡聚嘧啶的延伸因

子 mRNAs ,因为附属的翻译因子 ,如细胞核酸结合蛋

白和 La自体抗原也参与吸收 5′端寡聚嘧啶的延伸因

子 mRNAs的过程
[ 9]
。此外 ,生长或有丝分裂刺激等独

立于核糖体蛋白S6磷酸化机制也可以调控 5′端寡聚

嘧啶的延伸因子 mRNAs的翻译
[ 10-11]

。

外界刺激 、胞间信号和发育阶段激活蛋白激酶和
磷酸酶相对活性能调节哺乳动物核糖体蛋白 S6磷酸

化的状态。核糖体蛋白 S6磷酸化需要激活一个核糖

体蛋白S6激酶 ,S6K1或 S6K2[ 3, 12] 。鼠 2种激酶的单

突变体和双突变体均表现出不同程度的缺欠[ 13-16] 。有
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丝分裂 、胰岛素和大量氨基酸能引发信号传导级联反

应 ,该反应通过改变蛋白构象的分级磷酸化激活

S6K1。此途径包括磷脂酰肌醇3激酶 、蛋白激酶B 、不

规则蛋白激酶C 、磷酸肌醇酯依赖性蛋白质激酶1和雷

帕霉素激酶靶
[ 12]
。通过调控雷帕霉素靶活性 ,细胞间

ATP 浓度直接控制S6激酶活性[ 17] 。完成细胞周期G1

期进入 S期后 S6激酶才具有活性 ,S6激酶活性在调节

哺乳动物和果蝇细胞大小中发挥重要作用[ 12, 18-22] 。核

糖体蛋白 S6磷酸化被认为是 S6激酶激活的下游效

应 ,该过程的直接效应是调控 5′端寡聚嘧啶的延伸因

子mRNAs翻译。相比之下 ,负调控核糖体蛋白 S6磷

酸化还不清楚。在动物中 ,丝/苏氨酸蛋白磷酸酶 2A

通过调控雷帕霉素靶和 S6 激酶激活控制以上过

程
[ 22-26]

。少数几个研究表明磷酸盐代谢回转可以调

节。在鼠细胞中蛋白磷酸酶 1被认为是重要的核糖体

蛋白 S6磷酸化酶
[ 27]
,在人造血细胞中导癌素 A 敏感

丝/苏氨酸磷酸酶在S6激酶的下游发挥作用[ 10] 。因此

磷酸酶通过间接调控 S6激酶活性或直接从核糖体蛋

白中去除磷酸盐控制核糖体蛋白S6磷酸化的负调控。

近年来研究发现 ,鼠核糖体蛋白 S6磷酸化缺欠表现为

肌肉无力[ 28] 。

有证据表明 ,核糖体蛋白 S6磷酸化在植物发育和

应对环境改变时能被调控。在热激组培番茄细胞 、玉

米胚和缺氧的玉米根中 , 30kD 核糖体蛋白被磷酸

化
[ 29-31]

。相比之下 ,玉米胚轴在吲哚乙酸处理和吸收

后 ,30kD核糖体蛋白磷酸化程度增加 ,这种现象也出

现在细胞分裂素处理的南瓜子叶中[ 30 ,32-33] 。在正常生

长的拟南芥组培细胞中 ,核糖体蛋白S6以三种磷酸化

和一种非磷酸化形式积累 ,在热激反应中转化成低磷

酸化形式[ 34] 。在血清受激的哺乳动物细胞中表达人类

S6k1同源基因 ,拟南芥 AtS6k2 ,在体外能磷酸化动植

物核糖体蛋白 S6。在哺乳动物细胞中激活 AtS6k2被

磷脂酰肌醇 3激酶抑制子-渥曼青霉素抑制 ,但不能被

雷帕霉素靶抑制子-雷帕霉素抑制。对雷帕霉素不敏

感的 AtS6k2在激酶氨基端存在差异 ,这些差异为哺乳

动物雷帕霉素敏感所必须。植物中存在磷脂酰肌醇 3

激酶 、雷帕霉素激酶、丝/苏氨酸蛋白磷酸酶2A和蛋白

磷酸酶 1
[ 35-37]

,可是这些蛋白在调控核糖体蛋白 S6磷

酸化中的作用还没有报道。

天然橡胶(顺式-1 , 4-聚异戊二烯)具有很强的弹

性、良好的绝缘性 、坚韧的耐磨性 、隔水隔气的气密性

和耐曲折的性能 ,是关系到国计民生的主要战略物

资 ,是不可缺少的工业原料之一 ,历来受到世界主

要产胶国和消费国的重视。世界上产胶植物有

2 000余种 ,其中巴西橡胶树(Hevea brasi liensis)以

其产量高 、品质好 、经济寿命长 、易栽培采割 、成本

低廉等众多优点而倍受青睐 。然而 ,目前还没有巴

西橡胶树的核糖体蛋白 S6 的研究和报道。本研究

以巴西橡胶树为研究材料 ,根据胶乳抑制性消减文
库中得到的部分 RPS 6 基因序列设计引物 , 采用

cDNA快速扩增技术克隆巴西橡胶树 RPS6 基因 ,

并通过生物信息学手段分析基因功能 。

1　材料与方法
1.1　材料

巴西橡胶树品系为热研 8-79 ,定植于中国热带农
业科学院橡胶研究所实验场五队。菌种 Escherichia

coli JM109为农业部橡胶生物学重点实验室保存。

DNA凝胶回收试剂盒购自 Axygen 公司 , PCR试剂 、

DNase I(RNase free)、RNase 抑制剂 、pMD18-T 载体 、

3′-RACE试剂盒和 T4 DNA连接酶购自大连宝生物公

司。引物合成和 DNA 测序由上海生工生物工程技术

服务有限公司完成。

1.2　方法

1.2.1　总 RNA的提取和 cDNA第一链的合成　胶乳

总 RNA的提取参照傅荣昭等提供的方法进行[ 38] 。取

5μg 总RNA用于 cDNA第一链的合成(方法参见Pro-

mega和大连宝生物公司说明书 、相关试剂盒说明书)。

1.2.2　HbRPS6的克隆与序列测定　在构建橡胶树

胶乳抑制消减文库中得到一段长510 bp的 EST 序列 ,

在NCBI网站做BlastX比对发现该EST 序列编码一段

含有起始密码子的 40S核糖体蛋白S6。为得到橡胶树

40S核糖体蛋白S6的整个编码区序列 ,根据已知序列

设计引物 ,3′-RACE外侧引物 5′-ct tccgtggatatggaagac-

3′和内侧引物 5′-tgat ttgcctgggttgactg-3′,采用 3′-RACE

技术获得基因序列。具体 3′RACE操作见大连宝生物

公司说明书。进行3′-RACE时 ,以50 ng cDNA第一链

为模板 ,使用基因特异的外侧引物和试剂盒提供的外

侧引物进行第 1轮 PCR扩增 ,扩增程序为:首先 ,95℃

变性5 min ,然后 ,94℃变性30 S ,58℃退火30 S ,72℃延

伸 2 min ,共 30个循环 ,最后 ,72℃延伸 10 min。PCR

产物稀释100倍后 ,取1μL稀释产物作为模板 ,以基因

特异的内侧引物和试剂盒提供的外侧引物进行第 2轮

嵌套扩增 ,PCR扩增程序同第 1轮。扩增产物在 1.2%

的琼脂糖凝胶电泳分离 PCR扩增产物 ,回收纯化目的

条带 ,并克隆到 pMD18-T 载体上 ,送公司测序。

1.2.3　生物信息学分析　用 DNASTA R软件预测

基因的最长开放阅读框 、并进行蛋白的基本性质和

系统进化分析 。在 NCBI网站上对氨基酸序列进行

比对和保守结构域分析[ 39-40] , 利用在线工具 TM-

HMM V2.0 、SignalP v3.0 、COILS[ 41] 、SMART

v4.0
[ 42]
等分析核糖体蛋白 S5的跨膜区 、信号肽和

结构域 ,通过 PredictPro tein Server
[ 43]
对 HbRPS6
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蛋白二级结构进行预测。

2　结果与分析
2.1　HbRPS6的克隆

利用已知序列设计特异性嵌套引物 ,利用 3′-

RACE技术从橡胶树胶乳 cDNA中扩增出了 1 条约

600 bp的 PCR产物(见图 1)。回收 PCR扩增产物并

将其连接到 pMD-18T 载体中 ,转化大肠杆菌 JM109 ,
获得的转化产物通过 PCR及双酶切双重验证 ,阳性克

隆送上海生工生物工程技术服务有限公司完成其测

序 ,测序结果与已知序列拼接获得长 1 036 bp的序列

(见图 2)。该基因预测最长开放阅读框长 750 bp ,5′非

翻译区长 49 bp ,3′非翻译区长 220 bp。该基因开放阅

读框长编码 249个氨基酸 ,NCBI网站 BlastP 比对结果

表明与核糖体蛋白 S6 一致性最高 , 因此命名为

HbRPS6。

图 1　3′-RACE技术扩增 HbRPS6电泳

1:以巴西橡胶树胶乳 cDNA 为模板, HbRPS6第 2轮扩增;2:以水

为模板的阴性对照;M为 DL2000分子量标记

图 2　HbRPS6核苷酸序列及其编码的氨基酸序列

2.2　HbRPS6的序列分析

为了解 HbRPS6蛋白的性质 ,我们用生物信息学

方法对 HbRPS6蛋白进行了深入分析。DNASTAR软

件预测 HbRPS6蛋白分子量约为28 kDa ,理论等电点
为10.79。HbRPS6蛋白氨基酸序列没有预测到跨膜

螺旋序列 ,与PredictProtein服务器上预测的结果相同。

NCBI保守结构域分析结果表明 ,HbRPS6蛋白的1-190

位氨基酸含有核糖体蛋白 S6e结构域 ,而 SMART 软

件预测核糖体蛋白 S6e结构域的位置在 1-129位氨基

酸处 ,187-223位氨基酸处为卷曲螺旋(见图 3)。

图 3　HbRPS6蛋白结构域预测

A:NCBI 网站 HbRPS6 蛋白结构域预测结果;B:SMART 软件

HbRPS6蛋白结构域预测结果。黑色部分表示 HbRPS6蛋白结构

域 ,横线部分为超螺旋结构

另外应用 PredictProtein Server 对 HbRPS6 蛋白

的二级结构进行预测 ,在 HbRPS6蛋白的二级结构组

分中 ,α螺旋(H)占 28.51%,β折叠(E)占 22.09%,无

规则卷曲(L)占 49.40%,故 HbRPS6蛋白属于混合型

蛋白。

2.3　HbRPS6的进化分析

为进一步分析 HbRPS6的系统进化关系。利用

DNASTAR软件对包括 HbRPS6基因在内的 10个不

同来源的RPS6基因进行了系统进化分析(见图 4)。

图 4　HbRPS6基因的系统进化分析

利用DNASTAR 软件对来自橡胶树 Hb 、拟南芥(At1和 At2)、玉米

(Zm1和 Zm2)、烟草 Nt、人 Hs、鼠 Rn、果蝇 Dm和酵母 Sc在内的 10

个 RPS6基因的进化树

10个 RPS6基因明显分成三大类 ,拟南芥 、烟草 、

玉米和橡胶树分成一类 ,人、鼠和果蝇归为一类 ,酵母
单独分为一类。从进化树中可以看出 ,橡胶树的 RPS6

基因被划分为植物类 ,与动物和酵母的亲缘关系较远。

在植物类中 ,与玉米亲缘关系最近。在动物类中 ,人和

鼠的 RPS6基因相同。

3　讨论
核糖体是细胞内一种核糖核蛋白颗粒 ,主要由

rRNA和蛋白质构成 ,其基本功能是按照 mRNA的指

令将氨基酸合成蛋白质多肽链 ,所以核糖体是细胞内

蛋白质合成的分子机器。除以上基本功能外 ,核糖体

蛋白S6磷酸化在植物发育和应对环境改变时发挥重

要作用
[ 29-34]

。核糖体蛋白 S6在低等和高等生物中广

泛存在 ,是核糖体蛋白家族的重要成员。虽然核糖体

蛋白S6行使重要生物学功能 ,但对其研究相对较少 ,

在植物中尤为如此。

该研究首次克隆了巴西橡胶树核糖体蛋白S6基

因 ,并利用生物信息学方法系统分析了基因功能。
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HbRPS6蛋白含有保守的核糖体蛋白S6结构域 ,说明

巴西橡胶树的核糖体蛋白 S6在进化上具有高度保守

性。生物信息学分析表明 , HbRPS6蛋白不含有信号

肽 , 推断该蛋白不是通过分泌而产生的。此外 ,

HbRPS6蛋白也不存在跨膜区 ,提示它不能作为膜受

体起作用 ,也不可能是定位于膜的锚定蛋白或者离子

通道等 ,对 HbRPS6蛋白的深入研究将揭示其在巴西

橡胶树中的功能。

进化分析结果表明 ,巴西橡胶树的 RPS6基因和

植物类的拟南芥 、烟草和玉米 RPS6基因分成一类 ,与

玉米亲缘关系最近。相比之下 ,与动物和酵母的亲缘

关系相对较远 ,而在动物类中 ,人和鼠的RPS6基因相

同 ,这与相应物种间的传统分类地位相符合。为深入

研究 HbRPS6的功能 ,我们正通过 RT-PCR技术分析

HbRPS6在不同组织和各种逆境条件下的表达模式 ,

同时已构建了 HbRPS6的过表达载体 ,试图通过反向

遗传学手段在模式植物中分析 HbRPS6 生物学功

能。
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(上接第 3页)

3　讨论
建立高效再生体系是进行马铃薯遗传转化的前

提 ,而影响马铃薯植株再生频率的因素较多 ,其内在因

素主要是马铃薯的基因型和外植体种类 ,而外在因素

主要是培养基的激素种类浓度[ 7] 。试验结果表明:两

个品种的不同外植体在不同培养基中虽然都能诱导出

愈伤组织 ,但差异较大 ,这与前人的研究结果一致。在

本研究中 ,无论是茎段还是叶片 ,“Wen-40”都能分化出

芽 ,建立高效再生体系 ,而“紫花白”却不能 ,这说明马

铃薯作为受体进行遗传转化时 ,选择高植株再生率的

基因型可能比选择外植体类型更重要。同时 ,高浓度

的6-BA和高浓度的GA 3对马铃薯愈伤组织诱导有促

进作用 ,而一定浓度的 IAA有利于马铃薯芽的分化。

在利用农杆菌介导法进行基因转化时 ,转化后期

为抑制农杆菌的生长和筛选具有抗生素抗性标记的转

化体 ,常在培养基中加入一定浓度的抗生素。适合的

抗生素浓度既要能有效地抑制非转化细胞生长 ,又要

不影响转化细胞的正常生长。因此 ,建立基因转化受
体系统时必须针对不同的受体材料确定适合的筛选浓

度。Km是一种很强的细胞生长抑制剂 ,也是植物转基

因技术中用于抗性筛选的抗生素 ,而 Cef 是一种广谱

的抗菌剂 ,能有效抑制农杆菌的生长。本研究结果表

明:25 mg·L
-1
的 Km能完全抑制马铃薯茎段的诱导分

化 ,而200 mg·L
-1
的 Cef对马铃薯茎段的诱导分化有

显著的抑制作用。因此 ,在开展马铃薯转基因技术研

究时 ,25 mg·L
-1
的 Km是合适的转基因植株的抗性筛

选 ,而在进行除菌培养时 , Cef 浓度低于 200 mg·L
-1

为宜。
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