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　 　 摘要:　 为了全面分析桑树类甜蛋白家族基因特征ꎬ从桑树全基因组中鉴定类甜蛋白家族(Ｔｈａｕｍａｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎꎬＴＬＰ)基因ꎬ并对基因结构和组成、蛋白质结构域和系统进化以及密码子使用特性进行分析ꎮ 通过研究ꎬ筛选并

鉴定了 ２５ 个桑树 ＴＬＰ 家族成员ꎮ 多数具有典型的索马甜家族标签和保守氨基酸残基ꎮ 基因结构分析结果表明ꎬ
１２ 个 ＴＬＰ 基因家族成员含有 １ 个内含子ꎬ１０ 个成员含有 ２ 个内含子ꎬ且内含子相位较保守ꎮ 系统进化分析结果显

示ꎬ桑树 ＴＬＰ 分为 ８ 个聚类组ꎬ组内序列一致性较高ꎮ 密码子偏性分析结果显示ꎬ桑树 ＴＬＰ 家族基因密码子第 ３ 位

的核苷酸使用偏性较弱ꎬ多数基因的进化主要是由碱基随机突变造成的ꎬ属于低表达基因ꎬ少数基因受自然选择压

力影响ꎬ基因表达水平较高ꎬ在植物响应环境胁迫中发挥作用ꎮ
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　 　 病程相关蛋白分为 １７ 个家族ꎬ在防御植物病原

中发挥作用[１]ꎮ 植物类甜蛋白与甜蛋白(Ｔｈａｕｍａ￣
ｔｉｎ)氨基酸序列有很高的同源性ꎬ因此被称作类甜
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蛋白(Ｔｈａｕｍａｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＴＬＰ)ꎬ属于病程相关蛋

白第 ５ 家族ꎮ ＴＬＰ 基因家族是一个具有多个成员的

高度复杂的基因家族ꎬ参与寄主防御和多种发育进

程[２￣３]ꎮ 多数 ＴＬＰ 具有 Ｎ 端信号肽ꎬ在保证蛋白运

输到特定区域中起作用ꎮ 超过 ２０ 个来自不同物种

的 ＴＬＰ 具有抗真菌活性[４]ꎬ有些 ＴＬＰ 具有葡聚糖酶

活性[５]ꎬ结构域 Ｉ 和 ＩＩ 之间的酸性氨基酸是 ＴＬＰ 具

有 β￣１ꎬ ３ 葡聚糖酶活性所必需的[６]ꎮ ＴＬＰ 在多种

水果和作物中具有过敏原活性[７]ꎮ ＴＬＰ 蛋白也提高

了植物对多种非生物胁迫的耐受性[８]ꎮ 除了参与

植物的胁迫反应之外ꎬＴＬＰ 蛋白还参与生长发育的

多项进程ꎮ
密码子具有简并性ꎬ编码同种氨基酸的不同密

码子称为同义密码子ꎬ在物种的稳定上起着重要作

用ꎮ 特定物种或基因家族在长期进化中形成了适应

自身基因组环境的密码子使用特性ꎬ此现象称为密

码子偏好性(Ｃｏｄｏｎ ｂｉａｓ)ꎮ 同义密码子的偏好使用

可能与基因的 Ｇ、Ｃ 含量有关ꎬ同义密码子的选择使

用影响了基因的表达ꎬ能提高翻译的准确性和效率ꎬ
改变编码蛋白的疏水性[９]ꎮ 密码子偏好性的分析

有助于预测基因的表达水平ꎬ选择基因异源表达最

适宿主和优化密码子以提高异源表达水平等[１０]ꎮ
目前ꎬ 陆 续 从 多 种 物 种 中 发 现 了 ＴＬＰ 蛋

白[１１￣１２]ꎬ然而对桑树中 ＴＬＰ 家族基因及其编码的蛋

白研究较少ꎮ 桑树是一种常见的落叶树种ꎬ其叶片

多汁是桑蚕的主要饲料ꎬ在中国多个省份均有栽培ꎻ
桑椹可供食用ꎬ桑树皮可用于造纸ꎬ桑叶和根皮可入

药ꎬ具有较高的经济价值ꎮ 桑树病虫害种类多、危害

广ꎬ在一定程度上影响了蚕桑生产的发展ꎮ 鉴于川

桑(Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ)的基因组测序工作已完成ꎬ本研

究利用生物信息学方法对川桑基因组[１３] 中 ＴＬＰ 家

族基因的结构和组成、系统进化以及基因密码子使

用偏好性进行分析ꎬ为进一步揭示 ＴＬＰ 家族生物学

功能提供借鉴ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 桑树 ＴＬＰ 家族氨基酸序列获取

蛋白 １Ｚ３Ｑ 是小果野蕉(Ｍｕｓａ ａｃｕｍｉｎａｔｅ)中典

型的 ＴＬＰ 蛋白ꎬ常被用作 ＴＬＰ 蛋白结构和功能研究

的模板ꎮ 以蛋白 １Ｚ３Ｑ 氨基酸序列为探针序列ꎬ利
用 ＧｅｎＢａｎｋ 数据在线分析软件 ＢＬＡＳＴꎬ搜索桑树

(Ｍ. ｎｏｔａｂｉｌｉｓ)蛋白质数据库ꎬ同时以蛋白质标签结

构域为查询关键词在 Ｐｆａｍ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ.
ｓａｎｇｅｒ.ａｃ.ｕｋ / )进行确认ꎮ
１.２　 桑树 ＴＬＰ 蛋白理化特性分析

通过 Ｅｘｐａｓｙ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / )对

蛋白质生理生化特征进行预测ꎮ 使用 ＳＭＡＲＴ(ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / )对蛋白质结构域进

行预测ꎮ 使用 ＣＢＳ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ)
中的在线软件预测蛋白质信号肽和跨膜结构域ꎮ
１.３　 桑树 ＴＬＰ 基因碱基序列的获取与分析

从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中获得 ＴＬＰ 蛋白对应的基

因组序列和基因编码序列(Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬＣＤＳ)ꎮ
使用基因结构显示系统 ( ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ.
ｃｎ / ｉｎｄｅｘ.ｐｈｐ)绘制基因结构示意图ꎮ 通过 ＭＥＭＥ
ＳＵＩＴＥ 在 线 工 具 ( ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ /
ｍｅｍｅ)预测桑树 ＴＬＰ 转录因子蛋白质氨基酸序列

的保守基序(Ｍｏｔｉｆ)ꎮ 使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ 进行蛋白质氨

基酸序列比对ꎬ应用 ＭＥＧＡ５.０ 软件ꎬ采用 ＮＪ(Ｎｅｉｇｈ￣
ｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ)法构建系统进化树ꎮ
１.４　 桑树 ＴＬＰ 家族基因密码子偏性分析

使用软件 ＣｏｄｏｎＷ 对桑树 ＴＬＰ 家族基因 ＣＤＳ
序列密码子使用特性进行分析ꎮ 使用参数包括:基
因的同义密码子在第 ３ 位上碱基的出现频率ꎬ密码

子适应指数(ＣＡＩ)ꎬ密码子偏好指数(ＣＢＩ)ꎬ有效密

码子数 ( ＥＮＣ )ꎬ 密码子的第 ３ 位的 Ｇ、 Ｃ 含量

(ＧＣ３ｓ)ꎬ基因的 Ｇ、Ｃ 含量(ＧＣ)ꎬ同义氨基酸数(Ｌ￣
ｓｙｍ)等参数ꎮ 以 ＧＣ３ｓ 为横坐标ꎬＥＮＣ 为纵坐标ꎬ绘
制 ＥＮＣ 与 ＧＣ３ｓ 的关联分布图[１４]ꎮ 图中曲线为密

码子偏性仅受碱基突变影响时的 ＥＮＣ 预期值位置ꎬ
计算公式为: ＥＮＣ ＝ ２ ＋ ＧＣ３ｓ ＋ ２９ / [ ＧＣ３ｓ２ ＋ ( １ －
ＧＣ３ｓ) ２]ꎮ 分布点越靠近标准曲线表示密码子偏性

受碱基突变影响越大ꎬ越远离标准曲线表示密码子

偏性受到自然选择影响越大ꎮ 使用 ＥＭＢＯＳＳ ｅｘｐｌｏｒ￣
ｅｒ 网站(ｈｔｔｐ: / / ｅｍｂｏｓｓ.ｔｏｕｌｏｕｓｅ.ｉｎｒａ.ｆｒ / )在线软件对

同义密码子相对使用度(Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ
ｕｓａｇｅꎬＲＳＣＵ)进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 桑树 ＴＬＰ 家族蛋白鉴定

以典型 ＴＬＰ 蛋白 １Ｚ３Ｑ 氨基酸序列为探针ꎬ利
用生物信息学方法ꎬ从桑树蛋白质组中搜索到 ２５ 个

ＴＬＰ 家族成员ꎮ 利用 ＰＦＡＭ 和 ＳＭＡＲＴ 数据库进行

蛋白质结构分析ꎬ发现所有序列均含有典型索玛甜
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功能域(ＴｈａｕｍａｔｉｎꎬＴＨＮ)ꎬ１５ 个成员在 Ｎ 端存在潜

在的信号肽序列(表 １)ꎮ 大多数 ＴＬＰ 蛋白均具有

索玛甜家族标签 Ｇ￣Ｘ￣[ＧＦ]￣Ｘ￣Ｃ￣Ｘ￣Ｔ￣ [ＧＡ]￣Ｄ￣Ｃ￣Ｘ￣
(１ꎬ２)￣Ｇ￣Ｘ￣(２ꎬ３)￣Ｃ[１５]和 ５ 个保守的 ＲＥＤＤＤ(１ 个

精氨酸ꎬ１ 个谷氨酸ꎬ３ 个天门冬氨酸)残基ꎬ后者参

与蛋白质维持适当的拓扑结构和酸裂周围的表面静

电势ꎬ对 ＴＬＰ 抗真菌活性必不可少[１６]ꎮ 本研究选取

２０ 个序列一致性较强的桑树 ＴＬＰ 蛋白进行序列比

对ꎬ发现均具有典型的索马甜家族标签和保守氨基

酸残基ꎮ
２.２　 桑树 ＴＬＰ 家族蛋白氨基酸序列分析

通过 ＥｘＰＡＳｙ 对桑树 ２５ 条 ＴＬＰ 蛋白氨基酸序

列进行分析ꎬ发现 １９ 条 ＴＬＰ 蛋白分子量介于 ２.４×
１０４ ~３.８×１０４ꎬ酸性氨基酸数量略多于碱性氨基酸ꎮ
鉴定的 ２５ 条 ＴＬＰ 蛋白氨基酸序列中ꎬ有 ２１ 条与蛋

白 １Ｚ３Ｑ 相似性高于 ４０％ꎬＥ 值小于 １×１０－２０(表 １)ꎮ

表 １　 桑树 ＴＬＰ 家族信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＰ ｆａｍｉｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｍｕｌｂｅｒｒｙ

基因编号 氨基酸长度
(ａａ) 等电点 分子量 Ｅ 值 相似度

(％) 　 　 　 结构域

Ｌ４８４＿００１５７７ ３０４ ５.１８ ３２ ０１９ ４.００×１０－５０ ４３ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２４９８２ ２５３ ８.３１ ２７ ３６０ ６.００×１０－４８ ４１ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２４９８３ ３６５ ４.４４ ３６ ９４７ ８.００×１０－４７ ４４ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２０１５３ ２８８ ８.２４ ３１ ００７ ３.００×１０－５１ ４７ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０１０４８２ １８４ ９.３４ １９ ３２４ ４.００×１０－６ ３５ ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２３７５２ ９７ ８.９７ １０ ４３７ ２.００×１０－２３ ６２ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２３７５３ １３４ ８.０６ １５ １０４ ８.００×１０－１９ ５４ ＴＨＮ 结构域＋ＣＯＰ 结构域

Ｌ４８４＿０２３７５５ ５５８ ５.２９ ６１ ５４４ ２.００×１０－６９ ５４ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域＋水解酶结构域

Ｌ４８４＿０２５３４９ ２４６ ５.２５ ２６ ２４０ ３.００×１０－３８ ３９ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０１７３７９ ２４９ ９.０７ ２６ ３５０ １.００×１０－４８ ４１ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２２５８９ ２４４ ４.６８ ２５ １９５ ３.００×１０－４８ ４３ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２２５９０ ２４４ ８.９ ２６ ２０２ ４.００×１０－４４ ４０ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２２５９１ ２４０ ８.８７ ２５ ０４９ ５.００×１０－２６ ４１ ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２２５９２ ２４４ ５.０１ ２６ ０８８ ５.００×１０－４５ ４１ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿００４０３１ ６２１ ８.９８ ７０ ０５９ ２.００×１０－１５ ４２ ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０１０９２０ ２２８ ７.３６ ２４ １６３ ５.００×１０－４９ ４３ ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２４１９１ ２５９ ５.８４ ２８ ０３５ ４.００×１０－５２ ４５ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２０２２４ ５０８ ５.２６ ５４ ８４８ ７.００×１０－７０ ５５ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２１２１８ ２５１ ４.５３ ２５ ７２６ １.００×１０－４７ ４３ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿００９４６１ ２６４ ６.８４ ２８ ４５５ ５.００×１０－４２ ３８ ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２１８７８ ３３５ ５.７１ ３５ ８８４ ３.００×１０－５２ ４４ ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２１８７９ ３４１ ４.５５ ３５ ７７８ ３.００×１０－４８ ４２ ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２６５８７ ３４３ ６.４４ ３７ ９２２ ３.００×１０－７０ ５４ 信号肽＋ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２６６４４ ３３３ ８.２１ ３６ １０１ ５.００×１０－１８ ３２ ＴＨＮ 结构域

Ｌ４８４＿０２６６６９ ３４７ ５.９２ ３６ ７２６ ２.００×１０－５１ ４５ ＴＨＮ 结构域

Ｅ 值和相似度表示与小果野蕉 １Ｚ３Ｑ 蛋白比对的数据ꎮ

　 　 同时从 ＮＣＢＩ 中获得桑树 ＴＬＰ 蛋白对应的基因

组序列和 ＣＤＳ 序列ꎮ 通过对基因结构、内含子位置

和相位进行分析ꎬ发现 ４ 种基因结构类型(图 １)ꎮ
根据剪接位置的不同ꎬ内含子分为 ３ 种相位类型ꎬ０

型内含子位于两个密码子之间ꎬ１ 型位于密码子的

第 １ 和第 ２ 碱基之间ꎬ２ 型位于密码子的第 ２ 和第 ３
碱基之间[１７]ꎮ 相位的改变会导致后续阅读框发生

改变ꎬ因此内含子的相位通常是比较保守的ꎮ １２ 个
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含 １ 个内含子的桑树 ＴＬＰ 基因中ꎬ１０ 个均为 １ 型相

位ꎻ１０ 个含 ２ 个内含子的桑树 ＴＬＰ 基因中ꎬ７ 个属

于 １ 型、２ 型相位ꎮ 含有相同内含子相位的基因可

能来源于同一祖先ꎬ而含有不同内含子相位的基因

可能发生了独立的内含子获取或丢失ꎬ属于较古老

的基因ꎮ

图 １　 桑树 ＴＬＰ 家族基因结构

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＴＬＰ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｍｕｌｂｅｒｒｙ

　 　 使用 ＭＥＭＥ ＳＵＩＴＥ 在线软件对桑树 ＴＬＰ 家族蛋

白保守氨基酸Ｍｏｔｉｆ 进行分析ꎬ搜索参数最小宽度 ６ 个

氨基酸ꎬ最大宽度为 ５０ 个氨基酸ꎮ 发现 ５ 类 Ｍｏｔｉｆ 的
保守性较强ꎬ分别为基序 １ (ＳＧＱＤＦＹＤＶＳＬＶＤＧＦＮ￣
ＬＰＶＳＶＡＰＳＧＧＳＧＧＣ)、基序 ２(ＰＤＴＣＫＰＴＶＹＳＲＩＦＫＡＡＣ￣
ＰＲＡＹＳＹＡＹＤＤ)、 基 序 ３ ( ＧＳＤＡＡＴＦＴＩＫＮＮＣＫＹＴＶＷ￣
ＰＧＩＬＳＧＡＧＫＰＱ)、基序 ４(ＴＧＦＥＬＰＰＧＺＳＲＳＬＴＶＰＰＧＷＳ￣
ＧＲＦＷＧＲＴＧＣ)、基序 ５(ＣＫＳＡＣＥＡＦＮＴＰＥＹＣＣ)ꎮ ２３ 条

序列中包含Ｍｏｔｉｆ １ 基序ꎬ２２ 条序列中含有Ｍｏｔｉｆ ２、３ 和

５ 基序ꎬ１８ 条序列中含有Ｍｏｔｉｆ ４ 基序ꎮ
２.３　 桑树 ＴＬＰ 家族基因系统进化分析

Ｚｈａｏ 等[１８]通过对杨树(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ)的
５０ 个 ＴＬＰ、拟南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) 的 １０ 个

ＴＬＰ、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)的 １０ 个 ＴＬＰ 进行系统进化

分析ꎬ发现杨树与拟南芥和水稻类似ꎬＴＬＰ 也聚类为

１０ 个聚类组ꎮ 本研究中去除短链和分离序列ꎬ选取

２２ 个桑树 ＴＬＰ、１０ 个拟南芥 ＴＬＰ、１０ 个水稻 ＴＬＰ 和

１０ 个杨树 ＴＬＰ 构建 ＮＪ 系统进化树(图 ２)ꎬ以稻瘟

病 菌 ( Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ ) ＴＬＰ ( ＮＣＢＩ 登 录 号

ＥＡＱ７１４３１)作为外群ꎮ 与前人研究结果[１２ꎬ１８] 类似ꎬ
拟南芥、水稻和杨树的 １０ 个 ＴＬＰ 分别属于 １０ 个聚

类组ꎬ桑树 ２２ 个 ＴＬＰ 分属于其中的 ８ 个聚类组ꎬ且
各个组中 ＴＬＰ 数量很不均衡ꎮ 其中ꎬ最大的聚类组

８ 包含 ５ 个成员ꎬ聚类组 ２ 包含 ４ 个成员ꎬ聚类组 ５
和聚类组 ６ 均包含 ３ 个成员ꎬ聚类组 １、７ 和 １０ 均包

含 ２ 个成员ꎬ聚类组 ９ 包含 １ 个成员ꎬ聚类组 ３ 和聚

类组 ４ 不含桑树 ＴＬＰꎮ 多项研究结果表明ꎬ聚类组 ５
中的其他物种成员能响应病原或环境胁迫[６ꎬ１９]ꎮ 具

有抗真菌活性的 ＴＬＰ 往往也具有 β￣１ꎬ３ 葡聚糖酶活

性[５]ꎮ 葡聚糖酶活性使 ＴＬＰ 能结合并降解真菌细

胞壁的主要组分 β￣１ꎬ ３ 葡聚糖ꎬ为 ＴＬＰ 进一步破坏

真菌细胞膜奠定了基础[２０]ꎮ 聚类组 ５ 中的 Ｌ４８４＿
０２３７５５ 编码蛋白含有 ＴＨＮ 和水解酶结构域ꎬ可能

具有抑菌或葡糖苷酶活性ꎬ具体活性有待深入研究ꎮ
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ＴＬＰ 后缀的 Ｃｌａｄｅ 序号参照文献[１２]、[１８]ꎮ
图 ２　 桑树 ＴＬＰ 家族基因系统进化树

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＴＬＰ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｍｕｌｂｅｒｒｙ
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２.４　 桑树 ＴＬＰ 家族基因密码子使用特性

为全面了解桑树 ＴＬＰ 家族基因密码子使用特

性ꎬ对基因密码子使用的多个参数进行分析ꎮ 结果

(表 ２)显示ꎬ桑树 ＴＬＰ 家族基因密码子第 ３ 位的核

苷酸使用偏性不强ꎬ仅有 １０ 个基因 ＧＣ３ｓ 数值高于

６０％ꎬ说明这些基因偏好 ＧＣ 作为第 ３ 位密码子ꎮ
ＥＮＣ 值反映基因编码密码子选择性强弱ꎬ其数值一

般为 ２０~６１ꎬ高表达基因密码子 ＥＮＣ 值越靠近 ２０ꎬ
表示对某些同义密码子偏性越大ꎬ基因表达对密码

子的使用偏性越强[１４]ꎮ ＣＡＩ 值表示密码子适应指

数ꎬ其值越高表示基因表达水平越强ꎮ 分析发现ꎬ桑
树 ＴＬＰ 家族基因 ＥＮＣ 值介于 ４２􀆰 ４ 至 ６１􀆰 ０ 之间ꎬ
６８％的基因 ＥＮＣ 值大于 ５０􀆰 ０ꎬＣＡＩ 值介于 １７􀆰 ４ 至

３５􀆰 ６ 之间ꎬ只有 ７ 个基因的 ＣＡＩ 值高于 ２５􀆰 ０ꎬ说明

桑树 ＴＬＰ 家族基因密码子使用偏好性不强ꎬ多数属

于低表达基因ꎬ响应植物生长或外界刺激信号的能

力较弱ꎬ仅有少数基因属于高表达基因ꎬ这部分基因

可能在植物响应环境胁迫中发挥作用ꎮ ８０％的桑树

ＴＬＰ 家族基因 Ｇｒａｖｙ 值为负值ꎬ表示多数蛋白属于

亲水性蛋白ꎮ

表 ２　 桑树 ＴＬＰ 家族基因密码子使用特性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｏｆ ＴＬＰ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍｕｌｂｅｒｒｙ

基因 Ｔ３ｓ Ｃ３ｓ Ａ３ｓ Ｇ３ｓ ＣＡＩ ＣＢＩ ＧＣ３ｓ ＧＣ Ｇｒａｖｙ ＥＮＣ Ｌ￣ｓｙｍ Ｌ￣ａａ

Ｌ４８４＿００１５７７ ３０.３ ３３.０ ３２.１ ２６.３ １９.７ －５.４ ４８.３ ５１.０ １０.３ ６１.０ ２９４ ３０４

Ｌ４８４＿００４０３１ ３３.４ ３３.０ ２８.３ ３２.５ １７.４ －３.３ ５０.７ ４６.５ －１９.１ ５６.８ ５９４ ６２１

Ｌ４８４＿００９４６１ ３０.６ ３５.２ ２８.３ ３３.９ ２１.２ －３.６ ５３.１ ４９.２ －３.１ ５８.５ ２５４ ２６４

Ｌ４８４＿０１０４８２ ２６.４ ３５.０ ２３.０ ３３.３ １７.４ ０.１ ５７.５ ５９.２ －３３.７ ６０.７ １８１ １８４

Ｌ４８４＿０１０９２０ ３７.７ ３１.２ ２７.７ ２４.７ ２０.１ ２.３ ４５.７ ５１.５ －２６.６ ５９.３ ２１９ ２２８

Ｌ４８４＿０１７３７９ ２１.４ ５９.４ ７.６ ２８.２ ２７.０ ２２.４ ７４.６ ６２.４ －１.６ ４２.４ ２４４ ２４９

Ｌ４８４＿０２０１５３ ３４.７ ３３.１ ２９.３ ２５.０ ２０.６ －２.５ ４７.１ ４８.４ ９.４ ６０.６ ２７８ ２８８

Ｌ４８４＿０２０２２４ ３４.３ ３９.３ ２６.２ ２３.６ ２４.７ ４.８ ５０.７ ４９.１ －２２.０ ５８.９ ４９１ ５０８

Ｌ４８４＿０２１２１８ ２３.５ ４７.４ １８.０ ３０.１ ２５.４ ７.１ ６５.３ ５８.４ －０.９ ４６.５ ２４５ ２５１

Ｌ４８４＿０２１８７８ １４.８ ５３.５ ２０.６ ３３.２ ２５.７ ２１.０ ７１.３ ５９.４ －４６.４ ４６.７ ３２７ ３３５

Ｌ４８４＿０２１８７９ ２４.８ ４１.０ ２３.５ ３０.３ ２２.５ ６.４ ５９.４ ５４.４ －４.２ ５７.０ ３３５ ３４１

Ｌ４８４＿０２２５８９ １９.１ ５３.５ ２３.０ ２４.９ ２８.４ ２４.６ ６５.７ ５８.２ ４.１ ４９.３ ２３９ ２４４

Ｌ４８４＿０２２５９０ １６.１ ５６.９ １３.１ ３７.５ ３５.６ ３０.１ ７６.２ ５８.７ －２３.５ ４４.１ ２４０ ２４４

Ｌ４８４＿０２２５９１ １４.２ ５２.９ ２８.４ ２４.４ ２２.３ １４.７ ６４.５ ５７.２ ２.８ ５１.７ ２３４ ２４０

Ｌ４８４＿０２２５９２ １６.０ ５６.６ １２.６ ３８.６ ３５.２ ３０.８ ７６.７ ５９.８ －２３.２ ４５.７ ２４０ ２４４

Ｌ４８４＿０２３７５２ ２３.２ ４７.６ ２３.３ ２６.１ １７.８ －０.３ ６１.３ ５６.７ －１２.１ ４４.５ ９３ ９７

Ｌ４８４＿０２３７５３ ３４.５ ３９.５ ２５.８ ２６.５ １８.７ －０.７ ５１.９ ４６.５ －４９.９ ６１.０ １３３ １３４

Ｌ４８４＿０２３７５５ ３０.２ ４１.０ ２６.８ ２８.５ ２１.６ ３.５ ５４.４ ４８.９ －２８.６ ５７.１ ５４４ ５５８

Ｌ４８４＿０２４１９１ ３９.２ ３２.８ ３０.３ １９.８ ２２.２ ０.０ ４２.９ ４６.８ －１０.５ ５８.０ ２５２ ２５９

Ｌ４８４＿０２４９８２ １６.１ ５０.９ １４.３ ３８.５ ２１.８ １４.１ ７４.５ ６０.７ －７.９ ４８.８ ２４７ ２５３

Ｌ４８４＿０２４９８３ ２４.５ ３７.６ ２３.５ ２９.８ ２０.１ ５.９ ５８.４ ５７.６ －５.０ ５８.１ ３５６ ３６５

Ｌ４８４＿０２５３４９ ２５.９ ４７.６ １９.４ ２９.０ ２３.１ １０.３ ６２.５ ５５.７ ８.０ ５１.８ ２４０ ２４６

Ｌ４８４＿０２６５８７ ３２.２ ４０.３ ２８.８ ２３.１ ２４.１ ８.７ ５１.１ ４９.５ －３６.６ ６１.０ ３３３ ３４３

Ｌ４８４＿０２６６４４ ３２.３ ３９.７ ２１.２ ３０.９ ２６.３ ７.８ ５６.４ ５１.２ －３６.６ ６１.０ ３２１ ３３３

Ｌ４８４＿０２６６６９ ２７.６ ４０.３ ２２.１ ２９.６ ２２.８ ３.４ ５８.１ ５５.５ －２.６ ５６.３ ３３９ ３４７
Ｔ３ｓ、Ｃ３ｓ、Ａ３ｓ、Ｇ３ｓ:同义密码子第 ３ 位上 Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ 的出现频率ꎻＣＡＩ:密码子适应指数ꎻＣＢＩ:密码子偏好指数ꎻＧＣ３ｓ:密码子的第 ３ 位的 Ｇ＋Ｃ 含
量ꎻＧＣ:基因的 Ｇ、Ｃ 含量ꎻＧｒａｖｙ:平均亲水性值ꎻＥＮＣ:有效密码子数ꎻＬ￣ｓｙｍ:同义氨基酸数ꎻＬ￣ａａ:氨基酸数ꎮ

　 　 ＥＮＣ 值与 ＧＣ３ｓ 关联分布图中的 ＧＣ３ｓ 分布反

映了植物所受的选择压力ꎬＧＣ３ｓ 分布越广泛ꎬ表明

密码子使用偏好性受碱基突变压力越大ꎬＧＣ３ｓ 分布

范围越小ꎬ表明密码子使用偏好性受自然选择压力

影响越大[２１]ꎮ 在 ＥＮＣ 值与 ＧＣ３ｓ 关联分析中ꎬ基因

分布越靠近标准曲线表明密码子使用偏好性越不受

自然选择压力的影响ꎬ基因分布在标准曲线下方或

较远区域ꎬ表明该基因受到选择压力或其他因素的
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影响较大[２２]ꎮ 桑树 ＴＬＰ 家族多数基因 ＥＮＣ 值靠近

标准曲线ꎬ且 ＧＣ３ｓ 分布较广泛ꎬ说明基因进化主要

受碱基突变压力影响ꎬ只有少数 ＥＮＣ 值远离标准曲

线的基因受到较强的自然选择压力影响(图 ３)ꎮ
　 　 同义密码子相对使用度(ＲＳＣＵ)是指同义密码子

实际使用数与理论使用数的比值ꎮ 若 ＲＳＣＵ＝ １ꎬ表示

密码子使用无偏性ꎻ若 ＲＳＣＵ>１ꎬ表示密码子使用频

率高ꎻ若 ＲＳＣＵ<１ꎬ表示密码子使用频率低ꎮ 使用 ＥＭ￣
ＢＯＳＳ ｅｘｐｌｏｒｅｒ 网站 ｃｕｓｐ 软件分析并计算 ＴＬＰ 家族基

因 ＲＳＣＵ 值(表 ３)ꎮ 结果表明ꎬ桑树不同基因编码蛋

白的密码子 ＲＳＣＵ 值不同ꎬ说明桑树 ＴＬＰ 家族基因密

码子存在偏性ꎬ但多数 ＲＳＣＵ 值偏离中心数值 １ 的强

度较弱ꎬ又说明密码子使用偏性不强ꎮ

图 ３　 桑树 ＴＬＰ 家族基因有效密码子数(ＥＮＣ)与同义密码子第

３ 位 Ｇ、Ｃ 含量(ＧＣ３ｓ)的关系

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎ (ＥＮＣ)
ａｎｄ Ｇ / Ｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ３ｒｄ ｓｉｔｅ ｏｆ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ
(ＧＣ３ｓ) ｏｆ ＴＬＰ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍｕｌｂｅｒｒｙ

表 ３　 桑树 ＴＬＰ 家族基因同义密码子使用情况

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｕｓａｇｅ ｏｆ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｏｆ ＴＬＰ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍｕｌｂｅｒｒｙ

氨基酸 密码子 ＲＳＣＵ 值 氨基酸 密码子 ＲＳＣＵ 值 氨基酸 密码子 ＲＳＣＵ 值 氨基酸 密码子 ＲＳＣＵ 值

Ａｌａ ＧＣＡ ０.７４ Ｈｉｓ ＣＡＣ １.１６ Ｇｌｎ ＣＡＡ １.０１ Ｔｈｒ ＡＣＡ ０.８６

Ａｌａ ＧＣＣ １.４０ Ｈｉｓ ＣＡＴ ０.８４ Ｇｌｎ ＣＡＧ ０.９９ Ｔｈｒ ＡＣＣ １.３１

Ａｌａ ＧＣＧ ０.９１ Ｌｙｓ ＡＡＡ ０.８１ Ａｒｇ ＡＧＡ １.３７ Ｔｈｒ ＡＣＧ ０.８２

Ａｌａ ＧＣＴ ０.９５ Ｌｙｓ ＡＡＧ １.１９ Ａｒｇ ＡＧＧ １.２７ Ｔｈｒ ＡＣＴ １.０１

Ｃｙｓ ＴＧＣ １.４２ Ｌｅｕ ＣＴＡ ０.７５ Ａｒｇ ＣＧＡ ０.８７ Ｖａｌ ＧＴＡ ０.５１

Ｃｙｓ ＴＧＴ ０.５８ Ｌｅｕ ＣＴＣ １.９２ Ａｒｇ ＣＧＣ ０.６５ Ｖａｌ ＧＴＣ １.３７

Ａｓｐ ＧＡＣ １.０５ Ｌｅｕ ＣＴＧ ０.５８ Ａｒｇ ＣＧＧ １.２７ Ｖａｌ ＧＴＧ １.０６

Ａｓｐ ＧＡＴ ０.９５ Ｌｅｕ ＣＴＴ ０.９５ Ａｒｇ ＣＧＴ ０.５７ Ｖａｌ ＧＴＴ １.０６

Ｇｌｕ ＧＡＡ ０.８３ Ｌｅｕ ＴＴＡ ０.６４ Ｓｅｒ ＡＧＣ １.５０ Ｉｌｅ ＡＴＡ ０.６７

Ｇｌｕ ＧＡＧ １.１７ Ｌｅｕ ＴＴＧ １.１７ Ｓｅｒ ＡＧＴ ０.６３ Ｉｌｅ ＡＴＣ １.３４

Ｐｈｅ ＴＴＣ １.２６ Ａｓｎ ＡＡＣ １.２２ Ｓｅｒ ＴＣＡ ０.８８ Ｉｌｅ ＡＴＴ ０.９９

Ｐｈｅ ＴＴＴ ０.７４ Ａｓｎ ＡＡＴ ０.７８ Ｓｅｒ ＴＣＣ １.１５

Ｇｌｙ ＧＧＡ ０.７７ Ｐｒｏ ＣＣＡ ０.８７ Ｓｅｒ ＴＣＧ ０.８４

Ｇｌｙ ＧＧＣ １.６３ Ｐｒｏ ＣＣＣ ０.９８ Ｓｅｒ ＴＣＴ １.０１

Ｇｌｙ ＧＧＧ ０.８８ Ｐｒｏ ＣＣＧ １.２１ Ｔｙｒ ＴＡＣ １.１１

Ｇｌｙ ＧＧＴ ０.７２ Ｐｒｏ ＣＣＴ ０.９４ Ｔｙｒ ＴＡＴ ０.８９
甲硫氨酸和色氨酸为单密码子编码ꎬ３ 个终止密码子均不存在偏性ꎬ未列出ꎮ

３　 讨 论

ＴＬＰ 属于多基因家族ꎬ是一类重要的病程相关

蛋白ꎬ研究发现来自多个物种的 ＴＬＰ 具有抗真菌活

性[４]ꎮ 目前已鉴定 ２８ 个拟南芥 ＴＬＰ、３１ 个水稻 ＴＬＰ
和 ５５ 个杨树 ＴＬＰ [４ꎬ１８]ꎮ 本研究通过生物信息学方

法获得 ２５ 个桑树 ＴＬＰ 蛋白氨基酸序列ꎬ均具有典

型的 ＴＨＮ 结构域ꎬ多数具有信号肽ꎬ属于胞外分泌

蛋白ꎬ具有较高的亲水性ꎬ说明桑树 ＴＬＰ 蛋白在胞

外基质中能较好地发挥功能ꎬ是否参与了将胞内胁

迫信号传递给周围细胞有待深入研究ꎮ
Ｓｈａｔｔｅｒｓ 等[１２] 通过对昆虫、线虫、水稻、拟南芥

ＴＬＰ 家族蛋白氨基酸序列进化分析发现ꎬ动物 ＴＬＰ
蛋白单独分在一支ꎬ并可能是以单一祖先序列的形

式来自于植物ꎬ而水稻和拟南芥 ＴＬＰ 蛋白分布于多

个支系ꎬ并存在染色体内和染色体间的复制ꎮ 单子
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叶和双子叶植物进化上发生分离后ꎬＴＬＰ 基因在 １０
个进化枝上发生了不对称的增加[１０]ꎮ 植物、动物和

真菌等真核生物 ＴＬＰ 碱基序列进化分析结果显示ꎬ
陆生植物进化过程中 ＴＬＰ 基因含量和多样性显著

增加[２３]ꎮ Ｌｉｕ 等[４]将获得的 １１８ 个 ＴＬＰ 碱基序列分

为 ９ 组ꎬ植物 ＴＬＰ 主要属于 ５ 个组(Ⅳ、Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ、
Ⅸ)ꎬ认为 ＴＬＰ 基因来自于大约１.０× １０９ 年前的植

物、动物和真菌的共同祖先ꎮ 对从 １８ 个植物基因组

序列获取的 ＴＬＰ 多家族基因比较发现ꎬ从莱茵衣藻

(Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ)到杨树(Ｐ. ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ)
ＴＬＰ 发生了多样性的进化[２３]ꎮ 与之前的研究结

果[１０ꎬ１８]类似ꎬ桑树 ＴＬＰ 主要包含在 ８ 个聚类组中ꎬ
且组内序列一致性较高ꎬ这是基因进化过程中基因

发生复制的结果ꎬ是基因家族扩张的重要事件ꎮ 有

３ 个桑树 ＴＬＰ 分布在第 ５ 聚类组中ꎬ其编码的蛋白

质三级结构与抗菌蛋白 １Ｚ３Ｑ 有较高的一致性ꎬ说
明这些蛋白质在进化上比较保守ꎬ该组的其他物种

ＴＬＰ 具有抗真菌活性[６ꎬ１９]ꎬ说明该组的 ３ 个成员可

能在植物响应真菌病原胁迫过程中发挥重要作用ꎬ
值得深入研究ꎮ

密码子是蛋白质编码的基本结构单位ꎬ通过分

析密码子参数的变化可以多角度了解进化事件ꎮ 氨

基酸密码子第 ３ 位碱基的改变通常不会引起编码氨

基酸的改变ꎬ因此多数氨基酸往往由不止一个三联

密码子编码ꎮ 通常用 Ｇ、Ｃ 含量来反映突变的整体

趋势ꎬ因此 ＧＣ３ｓ 常被用作密码子使用偏好性的重

要依据ꎮ 桑树 ＴＬＰ 家族基因偏好以 Ｇ 或 Ｃ 作为第 ３
位密码子ꎮ 双子叶植物偏爱 Ａ / Ｔ 结尾的密码子ꎬ单
子叶植物偏爱 Ｇ / Ｃ 结尾的密码子[２２ꎬ２４]ꎮ 高水平的

ＧＣ３ｓ 表示基因表达受 ＤＮＡ 甲基化或基因改变导致

的加速进化的影响[２５]ꎮ 在我们的研究中ꎬ双子叶植

物桑树 ＴＬＰ 家族基因的密码子第 ３ 位的核苷酸使

用偏性并不强ꎬ且有部分基因偏好 Ｇ、Ｃ 作为第 ３ 位

密码子ꎻ桑树 ＴＬＰ 家族基因 ＥＮＣ 值、ＣＡＩ 值以及

ＥＮＣ￣ｐｌｏｔ 分析结果显示ꎬ该家族基因主要受碱基突

变选择压力影响ꎬ部分基因也受到自然选择压力的

影响ꎮ 因该家族多数基因主要受内因碱基突变影

响ꎬ这部分基因在植物生长发育或应对胁迫过程中

的作用可能较弱ꎬ而另外少数 ＧＣ３ｓ 值较高的基因

主要受外因自然选择压力的影响ꎬ这部分基因 ＥＮＣ
值也相对较小ꎬ说明这些基因表达水平较高ꎬ在植物

应对环境胁迫中可能发挥了作用ꎬ这些基因值得进

一步深入研究ꎮ
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