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水稻OsMDH 基因的克隆及其生物信息学分析

彭 波1*,孙晓宇1,张庆茜1,彭 娟2,娄安琪1,孙艳芳1,
庞瑞华1,周 伟1,汪全秀1*

(1.信阳师范学院 生命科学学院/大别山农业生物资源保护与利用研究院,河南 信阳464000;

2.信阳市植保植检站,河南 信阳464000)

摘 要:水稻(OryzasativaL.)OsAAP6基因是控制水稻种子蛋白质含量的主效数量性状座位(quantitative
traitlocus,QTL)基因,对水稻品质性状产生重要影响,而 OsMDH蛋白能够与OsAAP6基因发生相互作用。

利用生物信息学策略对OsMDH蛋白的理化性质、蛋白结构及功能进行预测,探究OsMDH 基因的生物学功

能。结果表明:水稻OsMDH 基因的编码区(codingsequence,CDS)区长999bp,编码332个氨基酸;编码蛋白

为疏水蛋白且不存在信号结构,包含两个跨膜结构。通过蛋白互作分析,发现OsMDH可能与柠檬酸合酶、延

胡索酸酶等发生相互作用,参与三羧酸循环过程。

关键词:水稻;OsMDH 基因;结构域功能;生物信息学分析
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Abstract:OsAAP6geneofrice(OryzasativaL.)isamajorquantitativetraitlocus(QTL)genecontrolling
riceseedproteincontent,whichhaveanimportantimpactonricequalitytraits.OsMDHproteincaninteract
withOsAAP6gene.Thephysicalandchemicalproperties,proteinstructureandfunctionofOsMDHproteinare

predictedusingbioinformaticsstrategiestoexplorethebiologicalfunctionofOsMDH gene.Theresultsshow
thatthecodingsequence(CDS)ofOsMDH geneinriceis999bplong,encoding332aminoacids;Thecoding
proteinisahydrophobicproteinwithoutsignalstructure,includingtwotransmembranestructures.Through

proteininteractionanalysis,itisfoundthatOsMDH mayinteractwithcitratesynthase,fumarase,etc.,and

participateintheprocessoftricarboxylicacidcycle.
Keywords:OryzasativaL.;OsMDH gene;domainfunction;bioinformaticsanalysis

0 引言

水稻(OryzasativaL.)是一种重要的粮食作

物,我国有超过一半的人口以稻米为主食[1],并且

水稻也是作物分子遗传研究的模式植物[2-3]。稻米

的品质性状是一个复杂的遗传性状,受多个基因共

同协调控制,并且容易受到外界因素的影响(如光、
温度、水分、土壤等环境因子)[4-5]。影响稻米品质

的因素有很多,其中水稻种子蛋白质含量是决定性

因素之一,提高种子蛋白质含量,进而改善稻米品

质就显得尤为重要[6-7]。目前,已经定位到较多的

数量性状座位(quantitativetraitlocus,QTL)位点
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参与调控稻米淀粉、蛋白质含量[8-9]。前期研究表

明:OsAAP6是一个控制水稻种子蛋白质含量的

主效QTL基因[10];通过酵母单杂交试验,发现苹

果 酸 脱 氢 酶(malatedehydrogenase,MDH)是

OsAAP6基因的上游调控因子[11],但OsMDH 基

因在水稻体内的功能尚不清楚。
苹果酸脱氢酶(MDH)是糖代谢的关键酶,主

要功能是催化苹果酸生成草酰乙酸[12]。苹果酸脱

氢酶可以分为依赖 NAD的苹果酸脱氢酶和依赖

NADP的苹果酸脱氢酶[13]。在植物中,MDH 在

为C4代谢、pH平衡、气孔和叶脉运动、呼吸、脂肪

酸b-氧化和豆类根瘤功能提供苹果酸方面有重要

作用。苹果酸脱氢酶主要通过 NADH 作为辅助

因子催化草酰乙酸生成苹果酸和NAD。苹果酸从

叶绿体输出后,可以作为细胞质中 NADH 的来

源,并促进线粒体 ATP的产生,为糖代谢过程提

供能量[14]。已有研究表明,拟南芥基因组中共存

在9种编码 MDH 的不同亚型[15],分别是2种质

体亚型、2种线粒体、2种过氧化物酶亚型、3种胞

质亚型。拟南芥中线粒体苹果酸脱氢酶mMDH2
基因正向调控缺铁胁迫响应[16],胞质苹果酸脱氢

酶1(CytMDH1)氧化影响cytMDH1的动力学、
二级结构和热力学稳定性[17]。质体 NAD依赖性

苹果酸脱氢酶(plNAD-MDH)和线粒体苹果酸脱

氢酶1(mMDH1)的突变都可以挽救 MOD1中的

ROS积累和PCD表型[18]。叶绿体NADP-苹果酸

脱氢酶,其活性的硫醇开关氧化还原调节对于维持

叶绿 体 中 的 NADPH 稳 态 至 关 重 要[19]。质 体

NAD依赖性苹果酸脱氢酶,通过与FtsH12-FtsHi
蛋 白 酶 复 合 物 的 相 互 作 用 参 与 早 期 叶 绿 体 发

育[20]。但是,OsMDH 基因在水稻体内的生物学

功能尚不明确。因此,本研究借助生物信息学方法

对水稻OsMDH基因的结构和功能进行分析,以期

为深入解析OsAAP6调控水稻种子蛋白质含量的

分子机制提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 基因来源

本研究组通过酵母单杂交试验筛选到一个能

够与OsAAP6基因相互作用的基因OsMDH [21]。

1.2 试验材料

取中花11水稻幼叶组织冻存于-8℃,用于

提取水稻的总RNA,以及反转录试验。

1.3 中花11OsMDH 基因的克隆

采用NCBI(nationalcenterforbiotechnology
information)在 线 网 站,通 过 基 因 序 列 号

(NM_001404028)查找并获得水稻 OsMDH 基因

的序列。根据基因序列,设计特异性扩增引物(表

1),引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。以

中花11水稻幼叶组织提取的cDNA为模板,采用

TaqMix酶进行目的基因的扩增,PCR反应体系

参考说明书。PCR产物经过琼脂糖凝胶电泳后,
将目的片段进行胶回收,得到的产物送安徽通用生

物股份有限公司进行测序。
表1 本研究使用的引物序列

Tab.1 Primersequenceusedinthisstudy

引物名称 引物序列(5’-3’)

OsMDH
F:TGGGGTACCAATGGCGAAGGAACCGATG
R:CGCTCTAGATTAGTTGAGGCATGAGTAAG

         注:下划线是酶切位点。

1.4 水稻OsMDH 基因编码蛋白质的生物信息学

分析

采用在线网站(expertproteinanalysissysterm,

ExPASY)[22],对OsMDH蛋白质的理化性质进行

分析预测;采用在线网站(https://services.health-
tech.dtu.dk/),对OsMDH蛋白质的磷酸化位点进

行预测;采用在线网站(https://novopro.cn/tools/

signalp),对 OsMDH 蛋白质有无信号肽进行预

测;采 用 在 线 网 站 (http://web.expasy.org/

protscale/)[23],对 OsMDH 蛋白质的亲疏水性进

行预测;采用在线网站(http://www.cbs.dtu.Dk/

services/TMHMM/),对 OsMDH 蛋白质的跨膜

区域进行预测;采用在线网站(https://npsa-prabi.
ibcp.fr/cgi-bin/secpred_sopma.pl),对 OsMDH蛋

白质 的 二 级 结 构 进 行 预 测;采 用 在 线 网 站

(https://swissmodel.expasy.org)[24],对 OsMDH
蛋白质的高级空间结构进行分析预测;采用在线网

站(https://cn.string-db.org),对 OsMDH 蛋白质

与其他蛋白质的互作关系进行分析预测;在 NCBI
数据库中获得其同源氨基酸序列,借助 MAGE6.0
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软件进行OsMDH 基因的进化树分析。

2 结果与分析

2.1 水稻OsMDH 基因的克隆

以水稻中花11幼叶组织提取的cDNA为模

板。利用特异性引物(表1)对OsMDH 基因进行

扩增,经1%的琼脂糖凝胶电泳分离发现在1000
bp左右有条带,并进行测序。测序结果如图1所

示,表 明 该 基 因 的 开 放 阅 读 框 (openrending
frame,ORF)为999bp,编码332个氨基酸。对

OsMDH 基因的编码区序列进行分析,结果显示:4
种密 码 子 的 平 均 使 用 频 率 为 C(26.44%)>T
(25.73%)>G(24.09%)>A(23.74%),其 中

(A+T)的 含 量 为 49.47%,(G+C)的 含 量 为

50.53%,表明水稻OsMDH蛋白质密码子中G+C
含量与A+T含量基本一致。该蛋白质对密码子的

使用无偏爱性。

   注:下划线是起始密码子与终止密码子。

图1 水稻OsMDH 基因的测序结果

Fig.1 SequencingresultsofriceOsMDHgene

2.2 水稻OsMDH 基因编码的氨基酸序列分析

采用DNAStar软件对水稻OsMDH 基因编码

的氨基酸进行分析,共编码332个氨基酸。结果显

示:在OsMDH氨基酸序列中,丙氨酸(10.8%)含
量最高;其次为精氨酸(9.6%)和亮氨酸(8.1%)。
各氨基酸含量预测如表2。

2.3 水稻OsMDH 基因编码蛋白质的理化性质

理化性质预测结果显示:水稻 OsMDH 蛋白

质的分子量约为35570Da,pI为5.75,不稳定系数

为34.66(小于40),表明水稻OsMDH蛋白质的稳

定性较好。亲疏水性预测结果显示:其亲水性平均

值为0.007,为疏水性蛋白质(规定蛋白质亲水性平

均值大于0为疏水性蛋白质)。其详细理化性质预

测如表3。

表2 氨基酸含量预测

Tab.2 Predictionofaminoacidcontent

简称 类别 数量 占比/%
A Ala 36 10.8
R Arg 11 3.3
N Asn 15 4.5
D Asp 15 4.5
C Cys 6 1.8
Q Gln 11 3.3
E Glu 20 6.0
G Gly 24 7.2
H His 6 1.8
I Ile 19 5.7
L Leu 27 8.1
K Lys 19 5.7
M Met 11 3.3
F Phe 7 2.1
P Pro 18 5.4
S Ser 24 7.2
T Thr 20 6.0
W Trp 4 1.2
Y Tyr 7 2.1
V Val 32 9.6
O Pyl 0 0.0
U Sec 0 0.0
B 0 0.0
Z 0 0.0
X 0 0.0

表3 基本理化性质预测

Tab.3 Predictionofbasicphysicalandchemicalproperties

性质 数量 备注

相对分子量 35570

理论pI值 5.75

脂肪指数 92.83 蛋白质稳定

亲水性 0.007 疏水蛋白质

负电荷的残基数
(Asp+Glu) 35个

正电荷的残基数
(Arg+Lys) 30个

 注:水稻OsMDH 蛋白质分子式为C1568H2524N426O480S17。

2.4 水稻OsMDH磷酸化位点、亲/疏水性及跨膜

区预测

预测磷酸化位点有22个左右,其中丝氨酸较

多,苏氨酸次之、酪氨酸最少(图2)。推测该蛋白

质可能被这3种磷酸激酶磷酸化和激活,从而发挥

其相应功能。已有研究表明,苹果酸脱氢酶参与水

稻种子淀粉的合成[22]。
该蛋白质属于非分泌性蛋白质,没有发现信号

肽结构(图3)。氨基酸中的极性基团能够与水发

生较强反应,具有亲水性;非极性基团水之间的相
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互作用较弱,具有疏水性[25-26]。图4亲疏水性预测

结果显示:蛋白质的疏水性区域明显多于亲水区

域,推测该蛋白质为疏水蛋白质(图4)。跨膜区域

预测结果显示:该蛋白质含有两个跨膜区域,推测

在生物的生命过程中担任某些转运作用(图5)。

图2 磷酸化位点预测

Fig.2 Predictionofphosphorylationsites

图3 信号肽预测

Fig.3 Predictionofsignalpeptide

图4 亲/疏水性预测

Fig.4 Hydrophilicity/hydrophobicityprediction

图5 跨膜区预测

Fig.5 Predictionoftransmembraneregion

2.5 水稻OsMDH蛋白质结构预测

二级 结 构 预 测 显 示:该 蛋 白 质 由 α螺 旋

(44.58%)、β转角(3.92%)、无规则卷曲(33.73%)、延
伸 链 (17.77%)等 4 种 结 构 组 成 (图 6)。以

Os10g0478200(5nue.1.A)为模板构建水稻OsMDH
蛋白质的三级结构。预测结果显示:二者之间的序

列一致性为88.55%,GMQE值为0.96,该蛋白质结

构包含大量的α螺旋与无规则卷曲(图7),其中包含

硫酸根离子,呈现出苹果酸脱氢酶的催化特性。

图6 二级结构预测图

Fig.6 Secondarystructureprediction

图7 三级结构预测

Fig.7 Tertiarystructureprediction

2.6 水稻OsMDH蛋白质互作关系分析

采用STRING在线工具分析水稻OsMDH蛋

白质与其他蛋白质的互作关系,发现OsMDH蛋白

质与柠檬酸合酶(OS02T0232400-01,参与三羧酸

循环的蛋白质)、延胡索酸酶(OS03T0337900-01,
参与三羧酸循环的蛋白质)的互作关系均高达

0.998,说明OsMDH参与三羧酸循环过程。此外还

与 苹 果 酸 酶 (MS)、L-天 冬 氨 酸 氧 化 酶

(OS02T0134400-01 )、 柠 檬 酸 合 酶

(OS02T0194100-01属于柠檬酸合酶家族)、柠檬酸

合酶(OS11T0538900-01,属于柠檬酸合酶家族)、
642
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苹果酸酶1(OS01T0723400-01)、天冬氨酸氨基转

移酶(OsJ_08730)、苹果酸酶(OsJ_24330)、苹果酸

酶(OS10T0503500-01)等蛋白质相互作用(图8)。

图8 水稻OsMDH蛋白质互作分析

Fig.8 AnalysisofOsMDHproteininteractioninrice

2.7 水稻OsMDH 基因的聚类分析

根据已有研究,在 NCBI网站上下载拟南芥

(Arabidopsisthaliana)、小麦(Triticumaestivum
L.)、大麦(HordeumvulgareL.)、玉米(Zeamays
L.)、高粱(SorghumbicolorL.)中OsMDH 的同源

基因序列,运用 MEGA6.0软件构建其聚类图(图

9)。由聚类图可以看出,水稻OsMDH 基因与拟

南芥、小麦、大麦、玉米、高粱中很多预测的基因存

在较高的相似性,并且该基因与玉米、高粱的进化

关系较近。

    注:方框.水稻OsMDH 基因。

图9 水稻OsMDH 基因的进化树分析

Fig.9 Geneticphylogenetictreeanalysisof
OsMDHgeneinrice

3 结论

水稻OsMDH蛋白质由332个氨基酸组成,无
信号肽,属于疏水蛋白质,存在2个跨膜结构域,与
多种蛋白质共同参与三羧酸循环,并且OsMDH
基因与其他主要粮食作物(如小麦、大麦、玉米、高
粱)中很多预测的基因存在较高的相似性。这些结

果为后期研究OsMDH 基因的功能奠定了理论基

础,并为解析OsAAP6调控水稻种子蛋白质含量

的分子机制提供重要信息。
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