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摇 摇 摘要:摇 为研究新疆天山雪莲水孔蛋白基因(AQP)家族并对其基因家族成员进行鉴定及分类,从雪莲转录组

数据库中获得了 33 条天山雪莲水孔蛋白基因序列,利用生物信息学软件,将其与拟南芥中 38 条水孔蛋白基因序

列进行分析、分类和保守序列分析,结果显示天山雪莲 33 条 AQP 基因家族序列与拟南芥 38 条 AQP 基因序列一样

分成 4 个亚族,即质膜水孔蛋白(Plasma membrane intrinsic protein,PIP)基因、液泡膜内在水孔蛋白(Tonoplast intrin鄄
sic protein, TIP)基因、类 Nodulin(NOD26)膜内在水孔蛋白(NOD26鄄like membrane intrinsic protein, NIP)基因和膜内

小基本蛋白(Small and basic membrane intrinsic protein, SIP)基因。 拟南芥与天山雪莲 AQP 基因间具有较高的保守

性。 对天山雪莲 AQP 基因家族进行了系统进化树构建,并分析了水孔蛋白氨基酸组成成分、理化性质,预测了二级

结构,发现水孔蛋白不同亚族间氨基酸数目、氨基酸序列间的亲水性存在一定差异,水孔蛋白的二级结构以 琢 螺

旋、茁 折叠、无规则卷曲为主。 从这 33 条 AQP 基因序列中克隆了 3 个水孔蛋白基因,测序结果证明天山雪莲转录

组数据库基因序列准确率较高。
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Identification and bioinformatics analysis of aquaporin gene (AQP) family
in Saussurea involucrate Kar.
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摇 摇 Abstract:摇 To identify the aquaporin ( AQP) gene family of Saussurea involucrate Kar. , 33 sequences of the
AQP were acquired from transcriptome database. Using a variety of bioinformatics softwares, the gene sequences of
S. involucrate Kar. AQP and Arabidopsis thaliana AQP were analyzed and classified. 33 S. involucrate Kar. AQP
genes as well as 38 Arabidopsis AQP genes were classified into four subfamilies, plasma membrane intrinsic protein
gene( PIP) , tonoplast intrinsic protein gene ( TIP) , NOD26 鄄like membrane intrinsic protein gene ( NIP) and
small and basic membrane intrinsic protein gene( SIP) . AQP genes were highly conservative between Arabidopsis
and S. involucrate Kar. . There were some differences in the number of amino acids and the hydrophilicity of amino
acid sequence among different subfamilies of AQP gene. The secondary structure of AQP protein were dominated by

alpha helix, beta bridge, and random coil. The
sequencing of three AQP gene cloned from 33 AQP
gene sequences verified the accuracy of gene se鄄
quences in transcriptome database.
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摇 摇 水孔蛋白(Aquaporin,AQP)是能选择性地高效

转运水分子的通道蛋白,分子质量一般为 23 000 ~
31 000,属于古老的膜内在蛋白超家族,具有典型的

跨膜结构域[1鄄2]。 截止到目前,已经发现了大量的水

孔蛋白基因,广泛存在于植物、动物、微生物等各类

生物体中。 已发现的水孔蛋白具有高度保守的结构

特征与功能结构域。 水孔蛋白功能的确定最早是在

1992 年,Preston 等[3]利用爪蟾卵母细胞异源表达系

统成功证明了从人红细胞质膜分离的 CHIP28 的水

转运活性,CHIP28 作为第一个被证实的水通道蛋白

被定名为 AQP1。
根据水孔蛋白不同的亚细胞定位区域,可以将

水孔蛋白分为 4 类:质膜水孔蛋白 ( Plasma mem鄄
brane intrinsic protein,PIP)、液泡膜内在水孔蛋白

( Tonoplast intrinsic protein, TIP )、 类 Nodulin
(NOD26) 膜内在水孔蛋白 (NOD26鄄like membrane
intrinsic protein, NIP)和膜内小基本蛋白(Small and
basic membrane intrinsic protein, SIP) [4鄄5]。 根据水

孔蛋白的氨基酸序列特征又可将 4 类水孔蛋白次

分,如质膜水孔蛋白分为 PIP1、PIP2 和 PIP3 共 3 种

类型。 不同类型的水孔蛋白,在植物生长发育过程

和响应胁迫刺激时功能也有所不同[6]。
植物水孔蛋白在实现水分的快速跨膜运输,调

节细胞内外的渗透平衡中起着重要作用,具有生物

调节的功能。 Sahara [7]以及 Tanghe[8] 采用全基因

组基因表达分析对不同的酵母耐冻菌株和冷冻敏感

型菌株抗冻性进行分析,发现了水通道蛋白基因

(AQP1 和 AQP2)与抗冻性有很大相关性。 进一步

在酵母细胞中删除这些基因,菌株对冰冻更敏感,而
互补这些基因表达或过表达一个外源的 AQP 基因

则提高了酵母的抗冻性能,表明水孔蛋白在酵母的

抗冻性方面起着重要作用。
新疆天山雪莲(Saussurea involucrata Kar. )是新

疆特有的珍奇名贵植物,又名新疆雪莲、大苞雪莲

等,俗名雪兔子, 属菊科 ( Compositae) 凤毛菊属

(Saussurea) 雪莲亚属植物,为多年生一次性开花结

实的高山冰缘草本植物[9],天山雪莲常年生长在高

海拔雪线附近的悬崖峭壁,为适应这种严寒、缺氧、
高辐射等极端的自然环境,新疆雪莲形成了一套与

环境相适应的特殊生理和生化机制,主要表现为在

低温条件下能够正常生长发育。 由于水孔蛋白在植

物的生长、发育及抗逆中发挥着不可忽视的作用,因

此,本研究拟利用已分离的拟南芥 AQP 基因编码的

氨基酸序列,根据雪莲转录组数据库信息,查找比对

雪莲 AQP 基因序列,对雪莲水孔蛋白基因家族进行

分类、序列同源性分析、进化关系研究,为新疆天山

雪莲 AQP 基因功能分析提供信息参考,为阐明 AQP
基因家族在雪莲生长发育中的调控作用奠定理论基

础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 天山雪莲 AQP 基因家族成员的确定

从雪莲转录组数据库中分离所有水孔蛋白基因

序列, 利用在线工具 Pfam ( http: / / pfam. janelia.
org / ) 和 SMART ( http: / / smart. embl鄄heidelberg.
de / ) [9]对获得的候选雪莲 AQP 家族成员的氨基酸

序列进行保守 MIP 蛋白结构域预测,存在该结构域

即属于 AQP 基因家族。
1. 2摇 天山雪莲 AQP 家族蛋白质结构分析

天山雪莲 AQP 家族蛋白质二级结构分析是利

用在线工具 SOPMA( http: / / npsa鄄pbil. ibcp. fr / cgi鄄
bin / npsa _ automat. pl? page = npsa. sopma. html )
[10]进行,预测其 琢鄄螺旋、茁鄄折叠和无规则卷曲等在

整体结构中所占的比例。
1. 3摇 天山雪莲和拟南芥中 AQP 蛋白的保守氨基

酸序列分析

摇 摇 利用 MegAlign 生物信息分析软件压缩包分别

对拟南芥和天山雪莲 NIP、PIP、TIP 以及 SIP 进行多

序列比对,分析比对结果。
1. 4摇 天山雪莲与拟南芥 AQP 蛋白质系统发生分析

由于拟南芥和天山雪莲 AQP 蛋白的氨基酸序

列具有高度保守的功能结构域,因此可以进行多序

列的比对和构建系统进化树。 拟南芥 AQP 基因及

其编码的氨基酸序列来源于 TAIR(http: / / www. ara鄄
bidopsis. org)数据库。 AQP 氨基酸序列多重比对由

ClustalX 软件完成,参数为默认值[11]。 采用邻接法

(Neighbor鄄joining method)构建系统发生树[12],其输

出用 MEGA 软件[13]完成。
1. 5摇 天山雪莲 PIP 基因的克隆与序列分析

1. 5. 1 摇 sikPIP1鄄5、 sikPIP2鄄1、 sikPIP2鄄7 基因引物

设计摇 从天山雪莲水孔蛋白基因家族中选取了 3 条

基因 ( sikPIP1鄄5、 sikPIP2鄄1、 sikPIP2鄄7) 序列, 利用

Primer 5. 0 设计 PCR 引物(表 1)进行克隆,并对克

隆结果进行测序及序列分析。

5421夏雯雯等:天山雪莲水孔蛋白基因(AQP)家族鉴定与生物信息学分析



表 1摇 PCR 分析用引物

Table 1摇 Gene primers for PCR

基因 引物 摇 摇 摇 摇 摇 摇 引物序列 (5忆寅3忆)

sikPIP1鄄5 P1 TGCGGATCCGCATGAGTTTTAGAGAGAGAAATGTCG

P2 TGCGTCGACATTAATTTGTAGCATTGCTTCTGA

sikPIP2鄄1 P1 TGCGGATCCTAATGGAGGGTAAGGAAGA

P2 TGCGTCGACATAAGTTTAAGATCTGCTC

sikPIP2鄄7 P1 TGCGGATCCATGTCGAAAGAGGTGAGTGAG

P2 TGCGTCGACATTTGTAGCATTGCTTCTGAA

1. 5. 2 摇 sikPIP1鄄5、sikPIP2鄄1、sikPIP2鄄7 基因克隆 摇
摇 采用 Trizol 法提取天山雪莲总 RNA,用反转录试

剂盒将 RNA 反转录成 cDNA。 用上下游引物进行

PCR 扩增。 同时以去离子水为模板作为阴性对照。
PCR 反应程序为 95 益 预变性 5 min;95 益 变性 1
min,59 益复性 1 min,72 益延伸 1 min,30 个循环;
72 益延伸 7 min,4 益保温。 PCR 产物经琼脂糖凝

胶电泳后,用胶回收试剂盒回收目的片段,在 16 益
用 pGM鄄Teasy 载体连接 16 ~ 24 h,转化 TOP10 感受

态细胞。 经抗性筛选及 PCR 鉴定后,保存阳性克

隆,并送华大基因进行测序。 对测序结果进行生物

信息学分析。

2摇 结果与分析

2. 1摇 天山雪莲 AQP 基因家族成员的确定

利用 Pfam 和 SMART 对天山雪莲转录组数据库

中的七十几条水孔蛋白基因序列进行功能域分析,
通过 MIP 最终确定了 33 条天山雪莲 AQP 基因家族

成员。 从以往的研究结果来看,水稻有 37 条水孔蛋

白基因[14],其中 PIP 基因序列 14 条,TIP 基因序列

10 条,NIP 基因序列 11 条和 2 条 SIP 基因序列。 拟

南芥水孔蛋白基因家族包含 38 条基因序列[15],其
中 PIP 14 条,TIP 11 条,NIP 10 条,SIP 3 条。 玉米

含有 13 条水孔蛋白基因家族序列[16],苔藓含 23 个

AQP,番茄含 37 个 AQP,白杨含 55 个 AQP 等[17]。
将这 33 条水孔蛋白氨基酸序列与拟南芥水孔蛋白

氨基酸比对,根据其亚细胞定位将雪莲 AQP 基因家

族成员分为 4 类:sikPIP、sikNIP、sikTIP、sikSIP,其中

sikPIP 中又可分为 sikPIP1 和 sikPIP2 亚类,共 17
条,sikPIP1 有 6 条,sikPIP2 有 11 条;sikNIP 共 4 条,
为 sikPIP1、 sikPIP4、 sikPIP5、 sikPIP6; sikTIP 共 10

条,其中 sikTIP1 有 4 条,sikTIP2 有 4 条,sikTIP3 和

sikTIP5 各 1 条。 sikSIP 包括 sikSIP1 和 sikSIP2 2 条

序列,他们编码的蛋白质长度不等,最短的含 225 个

氨基酸,最长的含 888 个氨基酸。 4 类水孔蛋白的

等电点(pI)值最高的达到 5郾 42,最低的为 5郾 07。
2. 2摇 天山雪莲 AQP 家族蛋白质结构分析

对 33 条天山雪莲 AQP 家族氨基酸序列分析表

明,AQP 蛋白二级结构绝大多数由 琢 螺旋、茁 折叠、茁
转角和无规则卷曲 4 种形式组成。 其中sikPIP编码

的蛋白质二级结构中 茁 折叠、茁 转角和无规则卷曲

略多于 琢 螺旋。 sikNIP、sikSIP 编码的蛋白质则以 琢
螺旋、茁 折叠形式为主。 sikTIP 编码的蛋白质二级

结构中,茁 折叠、茁 转角和无规则卷曲远多于 琢 螺旋

形式。 33 条雪莲 AQP 基因编码的氨基酸序列分析

显示其亲水性也存在细微差别(表 2)。
2. 3摇 天山雪莲和拟南芥中 AQP 蛋白的保守序列

分析

摇 摇 通过比对发现,拟南芥和天山雪莲的 NIP 氨

基酸序列在 260 至290 氨基酸之间存在 2 段共有

的高度保守序列,该序列位于 MIP 保守功能域。
拟南芥和天山雪莲的 PIP1 和 PIP2 在 80 至90 氨

基酸之间存在差异,天山雪莲 sikPIP1 和 sikPIP2
同样存在差异。 拟南芥 PIP 和天山雪莲 PIP 的氨

基酸序列存在 4 段高度保守区域。 这种序列上的

相似性说明天山雪莲水孔蛋白可能具有与拟南芥

水孔蛋白相似的功能。 拟南芥 3 条 SIP 和天山雪

莲的 2 条 SIP 氨基酸序列比对结果显示,其高度保

守区域集中在 130 ~ 240 氨基酸。 将拟南芥和天

山雪莲的 TIP 氨基酸序列比对可以发现,在 200 ~
280 氨基酸两者表现出一致的差异性,其高度保守

的序列也集中在这部分(表 3)。
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表 2摇 天山雪莲 AQP 家族蛋白质结构分析

Table 2摇 The structure of proteins encoded by AQP family in Saussurea involucrate

水孔蛋白摇 摇 摇 摇 摇 琢鄄螺旋 茁鄄折叠 茁鄄转角 无规则卷曲 亲水性区域

sikNIP1 15(25. 8% ) 23(39. 6% ) 10(17. 2% ) 10(17. 2% ) 头、尾

sikNIP4 11(22. 9% ) 19(39. 5% ) 7(14. 5% ) 11(22. 9% ) 头、中后尾

sikNIP5 15(20. 2% ) 28(37. 8% ) 17(22. 9% ) 14(18. 9% ) 头尾

sikNIP6 0(0) 6(33. 3% ) 7(38. 8% ) 5(27. 7% ) 尾部

sikPIP1鄄1 15(23. 0% ) 21(32. 3% ) 15(23. 0% ) 14(21. 5% ) 头、中后

sikPIP1鄄2 17(25. 7% ) 21(31. 8% ) 15(22. 7% ) 13(19. 7% ) 头、中后尾

sikPIP1鄄3 2(14. 2% ) 7(50. 0% ) 4(28. 5% ) 1(7. 1% ) 中间偏后

sikPIP1鄄4 0(0) 8(40. 0% ) 7(35. 0% ) 5(25. 0% ) 中后部

sikPIP1鄄5 3(13. 6% ) 7(31. 8% ) 6(27. 2% ) 6(27. 2% ) 中前头部

sikPIP1鄄6 1(2. 2% ) 16(35. 5% ) 12(26. 6% ) 16(35. 5% ) 头、中后

sikPIP2鄄1 5(29. 4% ) 5(29. 4% ) 6(35. 2% ) 1(5. 8% ) 头、中间

sikPIP2鄄2 11(22. 9% ) 18(37. 5% ) 11(22. 9% ) 8(16. 6% ) 头、中后尾

sikPIP2鄄3 6(19. 3% ) 11(35. 4% ) 6(19. 3% ) 8(25. 8% ) 中前

sikPIP2鄄4 10(17. 8% ) 21(37. 5% ) 11(19. 6% ) 12(21. 4% ) 头、中后

sikPIP2鄄5 8(25. 8% ) 15(48. 3% ) 8(25. 8% ) 10(32. 2% ) 中间

sikPIP2鄄6 12(20. 0% ) 23(38. 3% ) 15(25. 0% ) 10(16. 6% ) 头、中后尾

sikPIP2鄄7 11(19. 2% ) 20(35. 1% ) 15(26. 3% ) 11(19. 2% ) 头、中后尾

sikPIP2鄄8 0(0) 3(27. 2% ) 5(45. 5% ) 3(27. 2% ) 中后尾

sikPIP2鄄9 0(0) 6(35. 3% ) 5(29. 4% ) 6(35. 3% ) 尾部

sikPIP2鄄10 3(16. 7% ) 8(44. 4% ) 5(27. 8% ) 2(11. 1% ) 头、中后

sikPIP2鄄11 3(33. 3% ) 3(33. 3% ) 2(22. 2% ) 1(11. 1% ) 头、中后

sikSIP1 13(24. 1% ) 21(38. 8% ) 9(16. 7% ) 11(20. 3% ) 中后尾

sikSIP2 13(24. 1% ) 21(38. 8% ) 9(16. 7% ) 11(20. 3% ) 中后尾

sikTIP1鄄1 8(17. 4% ) 17(37. 0% ) 9(19. 6% ) 12(26. 1% ) 后尾

sikTIP1鄄2 1(2. 3% ) 16(36. 4% ) 11(25. 0% ) 16(36. 4% ) 头尾

sikTIP1鄄3 11(21. 1% ) 18(34. 6% ) 10(19. 2% ) 13(25. 0% ) 头尾

sikTIP1鄄4 0(0) 17(40. 4% ) 13(30. 9% ) 12(28. 5% ) 头尾

sikTIP2鄄1 0(0) 13(39. 4% ) 12(36. 4% ) 8(24. 2% ) 中后尾

sikTIP2鄄2 8(16. 3% ) 19(28. 8% ) 11(22. 4% ) 11(22. 4% ) 中后尾

sikTIP2鄄3 11(20. 8% ) 21(39. 6% ) 12(22. 6% ) 9(16. 9% ) 中后尾

sikTIP2鄄4 10(25. 0% ) 18(45. 0% ) 11(27. 5% ) 11(27. 5% ) 中后尾

sikTIP3 9(24. 3% ) 15(40. 5% ) 8(21. 6% ) 5(13. 5% ) 头部

sikTIP5 1(2. 2% ) 16(35. 5% ) 12(26. 7% ) 16(35. 5% ) 头、中后
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表 3摇 水孔蛋白基因亚家族高度保守序列

Table 3摇 Highly conserved sequence of aquaporin subfamily

水孔蛋白基因摇 摇
亚家族摇 摇 高度保守核苷酸序列

AtNIP 和 sikNIP GC*TC*ATGAA*CC*G***GAA***TAGGACC*GCACC*GC**T***TA*T*TTGG**TAC*T

AtPIP 和 sikPIP TGGTCTTTCT**GAGC**AT*GC*GAGTTCAT*GCCAC*TTTCCTA**ACTGTATGGG**TTGTCTACAC*GTCTTCTC

AtSIP 和 sikSIP TT / G*TGT*GGTTC*AC*ATGAATCCTGC*TGCGTTTGG*TGGGCATAT*CACA*ACAATGGGAC / GCATTT*GTGTA*TGC

AtTIP 和 sikTIP CTGCA*ACCCTAAGAAGAAGGG**TTGGCAACATGC*CC*TCGCAATTGGT*TCATTGT*GGTGCCAACAT*
*代表序列比对中的不同碱基。

2. 4 摇 天山雪莲与拟南芥 AQP 蛋白质系统发生

分析

摇 摇 根据天山雪莲 AQP 蛋白家族成员含不同特征

的结构域与氨基酸序列差异,对天山雪莲 33 条 AQP
蛋白与拟南芥中 AQP 蛋白全长氨基酸序列构建系

统进化树(图 1)。 大部分天山雪莲 AQP 蛋白亚族

分类与拟南芥的 AQP 家族蛋白质相应亚族分类情

况吻合,表明拟南芥和天山雪莲这一家族在进化过

程中亲缘关系相近。 有几条序列跟其所在亚族分

开,说明在进化过程中其亲缘关系较远。

图 1摇 天山雪莲和拟南芥 AQP 蛋白系统进化树

Fig. 1摇 Phylogenetic tree of AQP protein in S. involucrate Kar. and Arabidopsis thaliana

2. 5摇 天山雪莲 PIP 基因的克隆与序列分析

摇 摇 从天山雪莲转录组数据库中选取了 3 个水孔蛋

白基因( sikPIP1鄄5、sikPIP2鄄1、sikPIP2鄄7),通过 PCR
扩增,获得 3 个长度分别为 840 bp、597 bp、867 bp
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左右的 DNA 片段(图 2)。 测序结果经生物信息学

分析,3 条质膜内在水孔蛋白基因序列均有 MIP 保

守功能域。 与天山雪莲转录组数据库中的序列比

对,sikPIP1鄄5、sikPIP2鄄1、sikPIP2鄄7 序列一致性分别

为 99郾 52% 、100郾 00% 、97郾 64% 。

M;DNA marker; 1 ~ 3 分别代表基因 sikPIP1鄄5、sikPIP2鄄1、sikPIP2鄄7。
图 2摇 水孔蛋白基因 sikPIP1鄄5、sikPIP2鄄1、sikPIP2鄄7 的 PCR 扩增

Fig. 2摇 PCR amplification of aquaporin genes sikPIP1鄄5, sikPIP2鄄1 and sikPIP2鄄7

3摇 讨 论

植物体内的水孔蛋白(AQP)家族的功能主要

是关于水、甘油和可溶性小分子的转运,其转运机制

目前并不是十分清楚。 目前已知不同类型的水孔蛋

白在植株生长各个阶段不同部位有序调控表达,从
而完成植物本身一个完整的生命过程。

前期我们从已构建的天山雪莲 cDNA 文库中筛

选出 3 个水孔蛋白基因 sikPIP1鄄5 、sikPIP2鄄1 和 sik鄄
PIP2鄄7,其中 sikPIP2鄄7 在转基因烟草中表现出了较

强的抗冻和抗旱效果[18]。 该基因与拟南芥的 At鄄
PIP2鄄7 同源性最高。 AtPIP2鄄7 基因在拟南芥中不

同器官和不同逆境胁迫中的响应是不同的[16],该基

因在拟南芥叶片中受干旱胁迫时表达下降,而在根

中受低温诱导表达下调,却能被盐胁迫诱导表达上

调。 这种表达模式也可以用来推测 sikPIP2鄄7 基因

抗冻和抗旱特性。
本研究首次通过生物信息学手段获得 33 个雪

莲 AQP 基因。 利用模式植物中功能已知的拟南芥

AQP 蛋白家族为参考序列,对天山雪莲测序数据结

果进行 AQP 基因家族的鉴定,AQP 蛋白家族的组分

和结构分析,AQP 基因家族进化和保守基序分析等

系统研究,并克隆了 3 个天山雪莲质膜内在水孔蛋

白基因,证明天山雪莲转录组数据库提供的基因序

列与测序结果一致性达 95郾 00% 以上。 本研究为将

来揭示天山雪莲 AQP 基因家族的功能奠定了重要

基础,也为天山雪莲其他基因家族的研究和其他拥

有大量测序数据的植物基因家族研究提供了参考信

息。
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