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　 　 苦瓜(Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ ｃｈａｒａｎｔｉａ Ｌ.)又名锦荔枝、赖
葡萄ꎬ为葫芦科(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｅ)苦瓜属一年生草质

藤本植物ꎮ «本草纲目»中记载“苦瓜苦寒、无毒、除
邪热、解劳乏、清心明目、益气壮阳”ꎮ 大量研究结

果表明ꎬ苦瓜含有多种活性成分ꎬ具有降血糖[１]、抗
癌[２]、抗病毒[３]、增强免疫力[４]等多种功效ꎮ

核糖体失活蛋白 ( Ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｓꎬＲＩＰ)是一类主要存在于植物中具有 ＲＮＡ Ｎ￣糖
苷酶活性的毒蛋白ꎬ能够破坏延伸因子与核糖体的

结合ꎬ将蛋白质的生物合成抑制在延伸阶段[５]ꎮ
ＲＩＰ 包括Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型ꎬＩ 型 ＲＩＰ 由分子量约为３０ ０００
的单肽链蛋白组成ꎻＩＩ 型 ＲＩＰ 由一个类似 Ｉ 型 ＲＩＰ
的酶活性 Ａ 链和一个稍大的凝聚素 Ｂ 链组成[６]ꎻＩＩＩ
型 ＲＩＰ 并不常见ꎬ仅在玉米和大麦中发现[７]ꎮ 近年

来ꎬ研究者从苦瓜中成功分离出了多种具有药用价

值的化合物ꎬ包括 α￣苦瓜素、β￣苦瓜素、γ￣苦瓜素、δ￣
苦瓜素和 ＭＡＰ３０ 等ꎬ这些小分子蛋白均属于Ⅰ型

ＲＩＰ [８]ꎮ 其中 α￣苦瓜素最早是由 Ｎｇ 等[９] 从苦瓜籽

中分离出的一种分子量为３０ ０００的Ⅰ型 ＲＩＰꎬ表现

出多样的生物活性ꎬ作为具有开发价值的蛋白质ꎬα￣
苦瓜素抗肿瘤、抗病毒和抗真菌的活性受到研究者

的关注ꎮ Ｎｇ 等[１０]的研究结果表明 α￣苦瓜素具有抗

绒毛癌和 Ｓ１８０ 肉瘤的活性ꎮ 蔡秀清[１１]的研究结果

证实重组表达 α￣苦瓜素对增殖表皮癌细胞有明显

的生长抑制效应ꎮ Ｐａｎ 等[１２] 的研究结果表明 α￣苦
瓜素具有预防和治疗鼻咽癌的功效ꎮ Ｍａｎｏｈａｒａｎ
等[１３]研究发现 α￣苦瓜素具有抗黑色素瘤和神经胶

质瘤的活性ꎮ Ｚｈｅｎｇ 等[１４] 的研究结果表明 α￣苦瓜

素具有抗 ＨＩＶ 的活性ꎮ 李双杰等[１５] 的研究结果表

明 α￣苦瓜素能抑制急性柯萨奇 Ｂ３ 病毒复制ꎮ 魏周

玲等[１６]的研究结果证实异源表达 α￣苦瓜素能够显

著抑制烟草花叶病毒ꎬ激活植物防卫反应ꎬ且对植物

细胞无明显毒性ꎮ Ｑｉａｎ 等[１７] 研究发现重组表达 α￣
苦瓜素蛋白可以增强水稻对稻瘟病菌的抗性ꎮ
Ｗａｎｇ 等[１８]研究结果表明重组表达 α￣苦瓜素具有抑

制绿脓杆菌的活性ꎮ 王书珍[１９] 的研究结果证实重

组表达 α￣苦瓜素对尖镰孢、腐皮镰孢和铜绿脓杆菌

的生长有较强的抑制作用ꎮ
以往研究多集中在重组表达 α￣苦瓜素蛋白及

其生物活性方面ꎬ而对其完整基因结构和单倍型分

析的研究鲜有报道ꎮ 本研究拟通过 ＮＣＢＩ 数据库获

得 α￣苦瓜素基因编码序列ꎬ通过与苦瓜基因组序列

进行比对寻找目标区域ꎬ在目标区域两侧设计引物ꎬ
获取完整的 α￣苦瓜素基因序列ꎬ分析基因结构及编

码蛋白结构ꎻ通过同源比对构建系统进化树ꎬ分析

α￣苦瓜素蛋白与其他 ＲＩＰ 蛋白的亲缘关系ꎻ比较不

同苦瓜种质资源 α￣苦瓜素基因序列ꎬ分析 α￣苦瓜素

基因单倍型ꎬ并对不同单倍型编码的蛋白质序列进

行分析ꎬ以期为研究 α￣苦瓜素基因表达调控机制和

不同单倍型编码蛋白功能差异提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

供试苦瓜材料共 ３５ 份ꎬ来源于苦瓜初级核心种

质库[２０]ꎬ其中 ３ 份(种质编号:Ｙ５、Ｙ７、Ｙ１６)来自日

本ꎬ３ 份(种质编号:Ｙ３９、Ｙ４３、Ｙ５０)来自中国广东ꎬ１
份(种质编号:Ｙ５８)来自中国江西ꎬ５ 份(种质编号:
Ｙ６０、Ｙ６６、Ｙ６９、Ｙ７２、Ｙ７７)来自中国海南ꎬ４ 份(种质

编号:Ｙ８３、Ｙ８５、Ｙ８７、Ｙ９０)来自泰国ꎬ３ 份(种质编

号:Ｙ９６、Ｙ１００、 Ｙ１０１)来自中国云南ꎬ１ 份(种质编

号:Ｙ１０８) 来自中国湖南ꎬ４ 份 (种质编号:Ｙ１１２、
Ｙ１１３、Ｙ１１５、Ｙ１２１)来自中国广西ꎬ５ 份(种质编号:
Ｙ１２２、Ｙ１２４、Ｙ１３１、Ｙ１３４、Ｙ１３９)来自中国福建ꎬ３ 份

(种质编号:Ｙ１４０、Ｙ１４１、Ｙ１４４)来自斯里兰卡ꎬ３ 份

(种质编号:Ｙ１４６、Ｙ１４７、Ｙ１５３)来自印度ꎮ 不同苦

瓜种质资源农艺性状遗传多样性及核心种质亲缘关

系分析结果见文献[２１]ꎮ 试验于 ２０１６ 年 ９ 月初在

中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所试验

基地进行ꎬ将供试苦瓜种子用 ５０ ℃ 温水处理 ３０
ｍｉｎꎬ常温浸种 １２ ｈ 后ꎬ播种于营养钵中ꎬ按照常规

方法管理ꎮ 待苦瓜长至 ３ 叶 １ 心时ꎬ摘取叶片贮于

－２０ ℃冰箱备用ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 基因组 ＤＮＡ 提取　 采用改良的 ＣＴＡＢ 法[２２]

提取待测苦瓜材料的基因组 ＤＮＡꎮ
１.２.２ 　 α￣苦瓜素基因组序列分离 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ
α￣苦瓜素编码序列 Ｘ５７６８２. １ 比对苦瓜基因组序

列[２３]ꎬ该编码序列对应于 Ｓｃａｆｆｏｌｄ＿１７５ꎬ为了获得完

整的 α￣苦瓜素基因组序列ꎬ利用软件 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 在

编码序列的两侧设计引物(表 １)ꎬ获取编码序列在

内的 １ ｋｂ 左右的序列ꎮ 以苦瓜材料 Ｙ５ 基因组 ＤＮＡ
为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ采用离心柱型琼脂糖凝胶

ＤＮＡ 回收试剂盒(Ｏｍｅｇａ ｇｅｌ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｔꎬ美国)回
收目的条带ꎬ将目的条带连接到北京全式金生物技
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术有限公司的 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ５ 载体上ꎬ转化感受态细胞

Ｔｒａｎｓ１￣Ｔ１ꎬ筛选出阳性克隆ꎬ委托广州英韦创津生

物科技有限公司测序ꎮ

表 １　 扩增 α￣苦瓜素基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ α￣ｍｏｍｏｒｃｈａｒｉｎ

引物名称 　 正向引物序列(５′→３′) 　 反向引物序列(５′→３′)

ＡｌｐｈａＴＤ１ ＧＣＡＡＡＧＣＣＡＴＧＡＧＧＧＴ ＡＡＧＧＧＡＡＡＴＡＡＡＡＣＡＣ

ＡｌｐｈａＴＤ２ ＧＣＧＧＴＡＣＡＡＣＡＴＧＡＧＡ ＧＴＴＧＴＡＧＴＴＧＣＴＡＣＣＴＣ

ＡｌｐｈａＴＤ３ ＴＣＣＡＡＡＡＧＣＡＡＡＧＣＣＡＴＧＡＧＧＧ ＴＧＡＴＡＡＡＧＧＧＡＡＡＴＡＡＡＡＣＡＣＡＣＴＴ

　 　 ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μｌꎬ其中包括 １２ μｌ Ｐｒｅｍｉｘ
ＴａｑＴＭ(宝生物工程有限公司产品)ꎬ１ μｍｏｌ / Ｌ 引物ꎬ
１５０ ｎｇ 模板 ＤＮＡꎮ 扩增程序为 ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ
９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ５５ ℃ 退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃ 延伸 １. ５
ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎬ７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎꎬＰＣＲ 产物于 １０
℃保存ꎮ ２０ μｌ 扩增产物与 ３ μｌ 上样缓冲液、２ μｌ
ＵｌｔｒａＰｏｗｅｒ ＤＮＡ 染料混合经 １.５％琼脂糖凝胶于 １１０
Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎꎬ显色进行带型统计ꎮ
１.２.３　 α￣苦瓜素基因生物信息学分析　 利用在线软

件 ＦＧＥＮＥＳＨ(ｈｔｔｐ: / / ｌｉｎｕｘ１. ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ. ｃｏｍ / ｂｅｒｒｙ. ｐｈｔ￣
ｍｌ? ｔｏｐｉｃ ＝ ｆｇｅｎｅｓｈ＆ｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｇｒａｍｓ＆ｓｕｂｇｒｏｕｐ ＝
ｇｆｉｎｄ) 和 ＧＥＮＳＣＡＮ ( ｈｔｔｐ: / / ｇｅｎｅｓ. ｍｉｔ. ｅｄｕ / ＧＥＮ￣
ＳＣＡＮ.ｈｔｍｌ)分析 α￣苦瓜素基因结构ꎮ 利用在线软

件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ、 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ、 ＳｉｇｎａｌＰ４. １、 ＴＭＨＭＭ、
ＪＰＲＥＤ４、ＰＳＩＰＲＥＤ、ＩｎｔｅｒＰｒｏ 分析 α￣苦瓜素基因编码

蛋白的氨基酸序列、亲疏水性、信号肽、跨膜结构等ꎮ
根据 α￣苦瓜素蛋白序列在线进行 Ｂｌａｓｔｐ 同源性搜

索ꎬ获得与 α￣苦瓜素相似度较高的其他物种的蛋白

序列ꎬ采用 ＭＥＧＡ６.０６ 软件基于邻近相连法绘制系

统进化树ꎬ并进行 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 检测ꎬ系统树分支的置

信度ꎬ采用重复抽样分析方法ꎬ重复抽样次数为

１ ０００次ꎮ
１.２.４　 α￣苦瓜素基因单倍型分析　 以不同苦瓜种质

基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ扩增 α￣苦瓜素基因ꎬ目的片段

经回收、连接、转化、测序ꎬ采用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件进行多

序列比对、分组ꎬ分析 α￣苦瓜素基因单倍型ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 α￣苦瓜素基因全长的克隆

从 ＮＣＢＩ 数据库中获得 α￣苦瓜素基因相关片段

Ｘ５７６８２.１ꎬ通过与苦瓜基因组序列比对ꎬ序列对应于

Ｓｃａｆｆｏｌｄ＿１７５ꎬ为了获得完整的 α￣苦瓜素基因序列ꎬ
利用软件 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 在对应序列的两侧设计引物ꎬ
其中引物 ＡｌｐｈａＴＤ３ 能够在供试苦瓜材料 Ｙ５ 中成

功扩增ꎬＰＣＲ 扩增产物经回收、克隆、测序ꎬ共获得

１ ０９６ ｂｐ 的序列ꎬ序列经 ＦＧＥＮＥＳＨ 基因结构分析ꎬ
结果表明ꎬα￣苦瓜素基因 ｃＤＮＡ 全长 ９９３ ｂｐ(图 １)ꎬ
包括 ６０ ｂｐ 的 ５′￣ＵＴＲꎬ７２ ｂｐ 的 ３′￣ＵＴＲꎬ８６１ ｂｐ 的

ＯＲＦꎬ无内含子序列ꎮ 为了提高分析的准确性ꎬ本研

究另外采用 ＧＥＮＳＣＡＮ 软件再次进行 α￣苦瓜素基因

结构分析ꎬ其预测的 α￣苦瓜素基因 ＣＤＳ 序列及编码

的氨基酸序列同 ＦＧＥＮＥＳＨ 预测结果完全一致ꎮ

ＣＤＳｏ 是编码序列ꎻＰｏｌＡ 是多聚腺苷酸ꎻＴＳＳ 转录起始位点ꎮ
图 １　 α￣苦瓜素基因结构

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ α￣ｍｏｍｏｒｃｈａｒｉｎ ｇｅｎｅ
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２.２　 α￣苦瓜素基因编码氨基酸序列的生物信息学

分析

　 　 经 ＦＧＥＮＥＳＨ 分析ꎬα￣苦瓜素基因 ( Ｙ５) 编码

２８６ 个氨基酸ꎮ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件分析结果表明ꎬα￣苦
瓜素蛋白分子式为 Ｃ１４２２Ｈ２２５２Ｎ３８２Ｏ４１９Ｓ４ꎬ氮端为 Ｍｅｔꎬ
相对分子质量为 ３１ ５３２.０７ꎬ 理论等电点 ( ｐＩ) 为

９􀆰 １３ꎬ负电荷残基(Ａｓｐ＋Ｇｌｕ)为 ２４ 个ꎬ正电荷残基

(Ａｒｇ＋Ｌｙｓ)为 ２８ 个ꎬ脂肪系数为 １０１􀆰 ６４ꎬ总平均亲

水性为 ０􀆰 ０１６ꎬ不稳定指数为 ２９􀆰 ３３ꎬ属于稳定蛋白ꎬ
半衰期大于 １０ ｈꎮ 经 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 软件分析ꎬ８ 个高分

值峰(Ｓｃａｌｅ>１􀆰 ０)ꎬ分别分布在 ６ ~ １９、５７ ~ ６４、８５ ~
９１、９５~９６、１５１ ~ １５９、１７１ ~ １７９、２３４ ~ ２３６、２５９ ~ ２６０
等区域ꎬ这些区域属于高疏水性ꎬ１１ 个低分值峰

(Ｓｃａｌｅ< ０)ꎬ分别分布在 ３０ ~ ３９、４５ ~ ５５、７７ ~ ８１、
１０３~１１３、１１６ ~ １４９、１８２ ~ ２０４、２１１ ~ ２２０、２２２ ~ ２２７、
２２９~２３２、２４１~２５１、２６７~２８２ 等区域ꎬ这些区域属于

高亲水区域ꎬ推测该蛋白为亲水性蛋白ꎮ ＳｉｇｎａｌＰ４􀆰 １
分析结果表明 α￣苦瓜素蛋白具有信号肽ꎬ属于分泌

蛋白ꎬ切割位点位于第 ２３ 和 ２４ 氨基酸之间ꎮ 采用

ＴａｒｇｅｔＰ１.１ 对 α￣苦瓜素蛋白进行亚细胞定位预测ꎬ
结果显示 α￣苦瓜素蛋白定位在分泌路径(ＳＰ 值为

０􀆰 ９３４)ꎮ 经 ＴＭＨＭＭ 程序分析ꎬα￣苦瓜素蛋白不含

跨膜结构域ꎮ 结合 ＪＰＲＥＤ４ 和 ＰＳＩＰＲＥＤ 预测 α￣苦
瓜素蛋白二级结构显示ꎬα￣苦瓜素蛋白包含有 １３ 处

α￣螺旋ꎬ１２ 处 β￣折叠ꎬ３ 处 β￣转角ꎮ 该蛋白 ２４ ~ ２６５
区间具有核糖体失活蛋白结构域ꎮ 经 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ 分

析ꎬα￣苦瓜素蛋白存在 １ 个 ＲＮＡ Ｎ￣糖苷酶活性位

点ꎬ位于第 １８３ 位点ꎮ
２.３　 α￣苦瓜素蛋白系统进化树分析

α￣苦瓜素(Ｙ５)蛋白质序列经 ＮＣＢＩ 数据库比

对ꎬ结果表明ꎬ与苦瓜 Ｐ１６０９４. ２ 的序列相似度为

１００％ꎬ与 胶 苦 瓜 ( Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ ｂａｌｓａｍｉｎａ ) 的 ＲＩＰ
( ３ＭＲＷ ＿ Ａ ) 相 似 度 为 ９４％ꎬ 与 苦 瓜 ＭＡＰ３０
(ＡＡＢ３５１９４. ２) 相似度为 ５３％ꎬ与无棱丝瓜( Ｌｕｆｆａ
ａｅｇｙｐｔｉａｃａ)β￣丝瓜素(ＣＡＡ４４２３０.１)相似度为 ６７％ꎬ
与无棱丝瓜(Ｌｕｆｆａ ａｅｇｙｐｔｉａｃａ)α￣丝瓜素(Ｑ００４６５.１)
相似度为 ７０％ꎬ与有棱丝瓜( Ｌｕｆｆａ ａｃｕｔａｎｇｕｌａ) ＲＩＰ
(Ｐ８４５３０.２)的相似度为 ７２％ꎬ与栝楼(Ｔｒｉｃｈｏｓａｎｔｈｅｓ
ｋｉｒｉｌｏｗｉｉ)ｋａｒａｓｕｒｉｎ ＲＩＰ(Ｐ２４４７８.２)相似度为 ６３％ꎬ与
栝楼天花粉蛋白(ＴＣＳ) (ＡＡＡ３４２０６.１)的相似度为

６４％ꎬ与南瓜(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍｏｓｃｈａｔａ)ＲＩＰ(３ＢＷＨ＿Ａ)的
相似度为 ５９％ꎬ与异株泻根 ( Ｂｒｙｏｎｉａ ｄｉｏｉｃａ) ＲＩＰ
(Ｐ３３１８５.３)的相似度为 ６７％ꎮ

利用 ＭＥＧＡ６.０６ 软件ꎬ将 α￣苦瓜素蛋白(Ｙ５)与
其他 １０ 种 ＲＩＰ 蛋白进行系统发育树构建ꎬ结果(图
２)表明ꎬα￣苦瓜素(Ｙ５)蛋白与苦瓜 Ｐ１６０９４.２、胶苦

瓜 ３ＭＲＷ＿Ａ 核糖体失活蛋白聚为一组ꎬ亲缘关系最

近ꎮ 栝 楼 Ｐ２４４７８. ２ 和 ＡＡＡ３４２０６. １ꎬ 丝 瓜

ＣＡＡ４４２３０.１、Ｑ００４６５.１ 和 Ｐ８４５３０.２ 分别聚为一组ꎬ
这些 ＲＩＰ 可能由种内基因重复产生ꎮ α￣苦瓜素蛋白

(Ｙ５)与苦瓜 ＡＡＢ３５１９４.２ 蛋白的亲缘关系较远ꎬ表
明 α￣苦瓜素蛋白与 ＭＡＰ３０ 蛋白虽同属 ＲＩＰꎬ但分化

时间 较 早ꎮ 与 ＭＡＰ３０ 相 比ꎬ 栝 楼 天 花 粉 蛋 白

ＡＡＡ３４２０６.１ 与 α￣苦瓜素的亲缘关系较近ꎮ

图 ２　 苦瓜 α￣苦瓜素(Ｙ５)与其他物种 ＲＩＰ 蛋白的系统进化分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｍｏｎｇ α￣ｍｏｍｏｒｃｈａｒｉｎ (Ｙ５) ａｎｄ ＲＩＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ
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２.４　 α￣苦瓜素基因单倍型分析

以 ＡｌｐｈａＴＤ３ 为引物ꎬ以其余 ３４ 份苦瓜种质基

因组 ＤＮＡ 为模板进行扩增ꎬ回收目的片段进行测

序ꎬ以 α￣苦瓜素(Ｙ５)为参考序列进行比对ꎬ在 α￣苦
瓜素基因组区域共发现 ５ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ分别是＋２６７
位点的 Ｔ / Ａꎬ＋３０６ 位点的 Ｃ / Ａꎬ＋３１２ 位点的 Ａ / Ｇꎬ
＋８４０位点的 Ａ / Ｃꎬ＋９０３ 位点的 Ｔ / Ｇꎬ５ 个 ＳＮＰ 位点

均位于编码区(图 ３)ꎮ 通过 ＳＮＰ 分组发现ꎬ３５ 份苦

瓜种质资源 α￣苦瓜素基因共存在 ５ 种单倍型ꎮ 其

中 Ｙ５、Ｙ７、Ｙ１６、Ｙ３９、Ｙ５８ 属于第一组ꎻＹ４３、Ｙ５０、
Ｙ９０、 Ｙ１０１、 Ｙ１０８、 Ｙ６０、 Ｙ６６ 属 于 第 二 组ꎻ Ｙ１１３、
Ｙ１１５、Ｙ１４０、Ｙ１４１、Ｙ１４４、Ｙ１００、Ｙ１１２、Ｙ１２１、Ｙ１２２、
Ｙ１３４ 属 于 第 三 组ꎻ Ｙ７７、 Ｙ８３、 Ｙ９６、 Ｙ１３１、 Ｙ１３９、
Ｙ１４６、Ｙ１４７、Ｙ１５３ 属于第四组ꎬＹ６９、Ｙ７２、Ｙ８５、Ｙ８７、
Ｙ１２４ 属于第五组ꎬ第二组存在 １ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ＋２６７

位点的 Ｔ / Ａꎻ第三组共包括 ２ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ分别是

＋２６７位点的 Ｔ / Ａꎬ＋９０３ 位点的 Ｔ / Ｇꎻ第四组共包括

５ 个 ＳＮＰꎬ分别是＋ ２６７ 位点的 Ｔ / Ａꎬ＋ ３０６ 位点的

Ｃ / Ａꎬ＋３１２ 位点的 Ａ / Ｇꎬ＋８４０ 位点的 Ａ / Ｃꎬ＋９０３ 位

点的 Ｔ / Ｇꎻ第五组共包括 ４ 个 ＳＮＰꎬ分别是＋２６７ 位

点的 Ｔ / Ａꎬ＋３１２ 位点的 Ａ / Ｇꎬ＋８４０ 位点的 Ａ / Ｃꎬ＋
９０３ 位点的 Ｔ / Ｇꎮ 其中来源于日本的资源均属于第

一组ꎬ来源于广西和斯里兰卡的资源均属于第三组ꎬ
来源于印度的资源均属于第四组ꎮ

以 α￣苦瓜素(Ｙ５)编码的蛋白质序列为参考ꎬ对
５ 种单倍型编码的蛋白质序列进行比对ꎬ结果(图
４)显示ꎬ共存在 １ 个氨基酸变异位点ꎬ为第 ２８１ 位

Ｈ / Ｑꎬ氨基酸变异位点对应于第 ５ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ第
１、第 ２、第 ３、第 ４ ＳＮＰ 位点并未引起氨基酸的改变ꎮ

图 ３　 不同苦瓜种质 α￣苦瓜素基因 ＳＮＰ 分布

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ＳＮＰ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ α￣ｍｏｍｏｒｃｈａｒｉｎ ｇｅｎｅ ｉｎ ｂｉｔｔｅｒ ｇｏｕｒｄ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

３　 讨 论

苦瓜性味苦寒ꎬ具有清心涤热、明目解毒之功

效ꎮ α￣苦瓜素是从苦瓜籽中提取的蛋白ꎬ属于 Ｉ 型

ＲＩＰ [２４]ꎬ具有 Ｎ￣糖苷酶[２５]、ＲＮＡ 水解酶[２６]、ＤＮＡ 水

解酶[２７]、免疫抑制[２８]等活性ꎬ具有显著的抗病毒[２９]

和抗肿瘤[３０]功效ꎬ吸引了众多研究者的广泛关注和

深入研究ꎮ
为了进一步明确 α￣苦瓜素基因的完整结构ꎬ本

试验从苦瓜中克隆出全长 α￣苦瓜素基因序列ꎬ包括

６０ ｂｐ 的 ５′￣ＵＴＲꎬ７２ ｂｐ 的 ３′￣ＵＴＲꎬ８６１ ｂｐ 的 ＯＲＦꎬ
以往研究多集中在编码区序列ꎬ本研究获取的 α￣苦

１２１１刘子记等:苦瓜 α￣苦瓜素基因克隆与单倍型分析



图 ４　 不同 α￣苦瓜素基因单倍型编码蛋白质

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ α￣ｍｏｍｏｒｃｈａｒｉｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

瓜素基因 ５′￣ＵＴＲ 和 ３′￣ＵＴＲ 区可为研究 α￣苦瓜素

基因的表达调控奠定基础ꎮ α￣苦瓜素蛋白结构分析

发现ꎬα￣苦瓜素蛋白存在核糖体失活蛋白结构域和

１ 个 ＲＮＡ Ｎ￣糖苷酶活性位点ꎬ进一步证明该蛋白属

于核糖体失活蛋白ꎮ
将 α￣苦瓜素蛋白(Ｙ５)与其他 １０ 种 ＲＩＰ 蛋白进

行系统进化分析ꎬ结果表明ꎬ苦瓜 α￣苦瓜素(Ｙ５)蛋
白与苦瓜 Ｐ１６０９４.２、胶苦瓜 ３ＭＲＷ＿Ａ 聚为一组ꎬ亲
缘关系最近ꎮ 其中 Ｐ１６０９４.２ 为已报导的 α￣苦瓜素

蛋白序列[３１]ꎬα￣苦瓜素(Ｙ５)与 Ｐ１６０９４.２ 的相似性

达 １００％ꎬ进一步验证了本研究克隆的基因为 α￣苦
瓜素基因ꎮ 与葫芦科其他植物的 ＲＩＰ 蛋白相比ꎬα￣
苦瓜素(Ｙ５)蛋白与丝瓜 ＲＩＰ ＣＡＡ４４２３０.１、Ｑ００４６５.
１ 和 Ｐ８４５３０.２ 的亲缘关系较近ꎬ而与苦瓜 ＭＡＰ３０
蛋白的亲缘关系较远ꎮ

通过分析 ３５ 份苦瓜种质 α￣苦瓜素基因序列ꎬ
共发现 ５ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ５ 个 ＳＮＰ 均位于编码区ꎬ通
过 ＳＮＰ 分组发现ꎬ３５ 份苦瓜种质资源共存在 ５ 种单

倍型ꎮ 其中来源于日本的资源均属于第一组ꎬ来源

于广西和斯里兰卡的资源均属于第三组ꎬ来源于印

度的资源均属于第四组ꎮ 该研究结果表明ꎬα￣苦瓜

素基因 ＳＮＰ 变异与来源地存在一定关系ꎬ但同样存

在来源地相同ꎬＳＮＰ 变异不同的情况ꎬ这可能是由于

长期引种和人工选择的原因造成的ꎮ 与以往发表的

α￣苦瓜素部分基因序列(Ｘ５７６８２.１[３１]、ＨＥ５８２６３５.１、
ＡＹ８０４２１７.１)相比ꎬ其中第 ２、第 ５ ＳＮＰ 位点从未报

道ꎬ第 １ ＳＮＰ 位点在 Ｘ５７６８２.１ 和 ＡＹ８０４２１７.１ 中存

在ꎬ第 ３ ＳＮＰ 位点在 ＡＹ８０４２１７.１ 中存在ꎬ第 ４ ＳＮＰ
位点在 ＡＹ８０４２１７.１ 中存在ꎮ 对 α￣苦瓜素 ５ 种单倍

型编码的蛋白质序列进行比对ꎬ结果显示ꎬ共存在 １
个氨基酸变异位点ꎬ氨基酸变异位点对应于第 ５
ＳＮＰ 位点ꎮ 该氨基酸变异位点是否影响 α￣苦瓜素

蛋白的功能特性还有待于进一步研究ꎮ
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