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转基因烟草中半胱氨酸跨膜基因CYS生物信息学分析 
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*共同通信作者, beyond_3862740@163.com; blliu@nwipb.cas.cn 

摘 要 在烟草中过量表达MYB转录因子LrAN2，能够激活上调花青素生物合成代谢通路，但富含半胱氨

酸跨膜结构域蛋白A(CYS)的表达量明显降低。作为植物中一种重要的生物氨基酸，CYS的生物学研究鲜有

报道。本研究克隆烟草的CYS基因，其全长为282 bp，编码氨基酸数94个。预测编码的蛋白分子量和等电

点分别为 24019.84 Da和5.23，并且序列中没有保守区。实验结果显示该蛋白具有亲水性，主要由α-螺旋

(19.35%)和不规则盘绕(65.59%)构成，CYS蛋白质不通过跨膜区，在膜外进行作用。系统发育树显示，烟

草CYS基因与辣椒CYS基因亲缘关系最近，其次是番茄的HTC基因和WIH2基因。本研究结果克隆并分析

CYS基因编码区序列，为CYS基因的功能研究提供参考依据。 
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Bioinformatics Analysis of Cysteine Transmembrane Gene CYS in 

Transgenic Tobacco 
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Abstract  Overexpression of MYB transcription factor LrAN2 in tobaccocan activate up-regulation of 

anthocyanin biosynthetic pathways, but the expression of cysteine-rich transmembrane domain protein A (CYS) is 

significantly reduced.As an important biological amino acid in plants, the biological research of CYS is rarely 

reported.In this study,the cloned tobacco CYS gene is 282bp long and encoding 94 amino acids.The predicted 

molecular weight and isoelectric point of the encoded protein are 24019.84 Da and 5.23, respectively,and there are 
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no conserved regions in the sequence.The experimental results show that the protein is hydrophilic,mainly 

composed of α-helix (19.35%) and irregular coil (65.59%),CYS protein does not pass through the transmembrane 

region and acts outside the membrane. Phylogenetic tree shows that the CYS gene in tobacco was closely related 

to the CYS gene in pepper, followed by HTC gene and WIH2 gene in tomato. The results of this study cloned and 

analyzed the sequence of the coding region of CYS gene to provide a reference for the functional study of CYS 

gene. 

Keywords Tobacco, CYS, Gene cloning, Bioinformatics analysis 

烟草是一年生茄科烟草属的植物，作为重要的经济作物之一，在世界各地广为种植。烟草不但能制成

卷烟等经济商品，其药用价值也是极高的，例如治疗慢性疾病及心血管疾病，止咳，杀菌等(王琴仙, 2016, 

河南农业, (32): 57)。此外，烟草蛋白中氨基酸数量大、种类多，加工以后可以生产出高附加值的肽类和氨

基酸产品，这些蛋白在饮食、生物化学以及医药等方面发挥重要的作用，具有广阔的应用前景(刘旭强等, 

2014)。本研究前期从黑枸杞中分离得到一类诱导植物花青素的合成的含有 MYB 结构域的 MYB 转录因子

LrAN2，该基因与其他茄科作物中调控花青素合成代谢相关的 MYB 转录因子聚为一类(Zong et al., 2019b)。

随着果实的发育，LrAN2 的表达量也随之升高，在烟草中过量表达 LrAN2 后烟草所有组织部位都不同程度

显现出紫色表型。将紫色烟草和绿色野生型进行转录组分析，结果显示紫色烟草所有参与花青素生物合成

相关结构基因都被激活，但也有部分基因在紫色烟草中表达量下调，其中富含半胱氨酸跨膜结构域蛋白

A(CYS)在紫色烟草中表达量下调最显著(Zong et al., 2019a)。 

半胱氨酸是生物体养分所需的条件必要氨基酸，它属于 α-氨基酸，且是生糖氨基酸(王煜等, 2018)。谷

胱甘肽(GSH)在人体内起到抗氧化的作用，它的大部分成分是半胱氨酸。在植物大多数的细胞结构中都含

有半胱氨酸。在植物中硫是比较重要的营养元素，植物将氧化态的硫吸收还原后，首先就是要合成半胱氨

酸使其进入各种代谢中(王小芳等, 2011)。半胱氨酸合成酶复合物可以较好的调节半胱氨酸合成，它可以通

过 O-乙酰丝氨酸硫醇裂合酶(OASS)与丝氨酸乙酰转移酶(SAT)生成。半胱氨酸蛋白酶一种重要的蛋白酶，

在各种植物生理反应中都发挥重要作用，包括种子发芽、花和叶发育、果实成熟以及豆科植物根瘤生长在

内，并参与植物对各种胁迫的反应(包括干旱, 病原体感染)等。研究发现在逆境(如盐碱, 低温和干旱)胁迫

下，半胱氨酸蛋白酶的 mRNA 数量会上升，当某些植物细胞发生程序性死亡时，半胱氨酸蛋白酶 mRNA

的数量同样会升高。因此，植物的发育会因为半胱氨酸蛋白酶活性的降低发生不同程度的变化(Zhao et al., 

2012)。 



 

植物叶片在衰老过程中，半胱氨酸蛋白酶通过对叶片蛋白的降解生成大量细胞氮以供给循环利用(Xiao 

et al., 2014)。半胱氨酸蛋白酶以半胱氨酸残基为活动中心，并且它参与了高等植物的多种蛋白质水解功能

(Roberts et al.,2012 )。近年来，植物衰老有关的半胱氨酸蛋白酶研究集中在 mRNA 水平以及翻译后蛋白酶

活性方面(Maciel et al.,2011)。目前研究人员在辣椒中克隆一个新的衰老相关基因 CaCp，它属于木瓜蛋白

酶超家族且与其他已知半胱氨酸蛋白同源性高度相似，在辣椒对盐胁迫和渗透胁迫的防御反应中起到负调

控作用，从而延缓了叶片衰老。同时，研究者从番茄叶片衰老文库中分离的两个上调的 cDNA，SENU2 和

SENU3，编码半胱氨酸蛋白酶，SENU2、SENU3 mRNA 与叶片衰老密切有关(Zang et al., 2010)。 

在烟草中过量表达 MYB 转录因子的同时抑制了 CYS 的表达，本研究计划分离 CYS 基因组和编码区

序列，初步了解 CYS 基因相关生物信息学基础，为后续烟草中 CYS 功能研究做好前期基础工作。 

1结果与分析 

1.1目的基因的克隆 

实验材料分别为转基因紫色烟草(图 1A)和阴性对照烟草 Samsun(图 1B)。提取了烟草总 RNA，RNA 电

泳图如下(图 2A)，18S 和 28S 条带清晰明显，RNA 样本可进行下一步实验。将上述提取 RNA 进行反转录

后，利用特异性引物 CYS-F: ATGAGTTACTACAATCAAC 和 CYS-R: TCAGAAGCATGCATCTAGGA 进行

扩增，得到目的条带 282bp 大小序列，扩增结果(图 2B)显示目的条带特异。 

 

       A                      B 

图1转基因紫色烟草(A)和阴性对照烟草 (B) 

Figure 1Transgenic purple tobacco(A) negative control tobacco(B) 

 

        A                           B 



 

图2烟草RNA检测(A)和烟草cDNA的扩增(B) 

注: 1: 烟草RNA重复1; 2: 烟草RNA重复2 

Figure 2 RNA detection map of tobaccoamplification (A) amplification of tobacco cDNA (B) 

Note: 1: Tobacco RNA repeat 1; 2: Tobacco RNA repeat 2 

扩增片段回收后进行 TA 克隆，菌落 PCR 检测结果扩增出条带与目的条带大小相符，均在 282 bp 左右

(图 3)。 

 

图3菌落PCR检测 

注: M: 5000 bpDNA Marker; 1~10: 克隆菌 

Figure 3 PCR detection of colony of clonal bacteria  

Note: M: 5000 bpDNA Marker; 1~10: Clonal bacteria;  

1.2 CYS基因的序列分析 

ExPaSy-Protparam软件分析CYS基因的全长为282 bp (图4)。预测蛋白分子量24019.84 Da，等电点5.23，

不稳定指数(Instability index)为73.95，表明该蛋白不稳定。脂肪指数(Aliphatic indix)常常用作蛋白热稳定增

加的阳性因素，是蛋白质中脂肪侧链如丙氨酸，亮氨酸等所占的比重，该蛋白脂肪指数为24.82。 

 

图4 CYS基因全长 

Figure 4 Full length of CYS gene 

 



 

1.3 CYS蛋白能域及亲水性的分析 

使用ProtScale 软件进行亲疏水性分析，平均亲水性范围在-2~2之间，该蛋白的亲水性系数为-0.490，

表明其具有一定的亲水性特性(图5)。 

 

图5 CYS 亲, 疏水性分析 

Figure 5 CYS affinity, hydrophobic analysis 

1.4 CYS二级结构及其蛋白质跨膜分析 

将CYS基因二级结构导入SOPMA软件进行分析，发现其主要结构形式为α-螺旋(19.35%)和不规则盘绕

(65.59%)，另外还具有延伸链(10.75%)和β-转角(4.3%) (图6)。 

 

 

图 6 CYS的二级结构预测分析 

注: 蓝色: α-螺旋; 紫色: 无规则卷曲; 红色: 延伸链; 绿色: β-转角 

Figure 6 Prediction and analysis of secondary structure of CYS 



 

Note: Blue: Alpha helix; Purple: Random coil; Red: Extended strand; Green: Beta turn 

用TMHMM-2.0 软件分析烟草CYS基因的跨膜区，结果显示该蛋白质的跨膜螺旋数量(Number of 

predicted TMHs)为0，推测该蛋白质不具有跨膜区，在膜外进行作用(图7)。 

 

图7 CYS蛋白质跨膜分析 

注: 红线: 跨膜区; 蓝线: 膜内; 粉线: 膜外 

Figure 7 Transmembrane analysis of CYS protein 

Note: Red line: Transmembrane region; Blue line: Inside the membran; Pink line: Outside the membran 

用SWISS-MODEL数据库对CYS基因编码蛋白进行同源建模和预测，构建得到该蛋白的三维空间模型

(图8)，同时在数据库中比对获得与其相似性较高的蛋白：6seh.1.B蛋白，该蛋白属于结构特异性核酸内切

酶亚基SLX4，比对覆盖率为0.20，序列一致性为21.05，相似性为0.32。 

 

图8 CYS基因同源建模的3D蛋白模型 

Figure 8 CYS gene homology modeling 3D protein model 

1.5 CYS亲缘性分析和多序列比对 

在MEGA4软件中将CYS基因对比其他植物的氨基酸序列构建出系统进化树(图9)，结果表明，烟草中

CYS基因与辣椒中CYS基因亲缘关系相似度最高，其次是番茄基因中的HTC和WIH2。 



 

 

图9 CYS蛋白系统进化树 

Figure 9 CYS protein phylogenetic tree 

2讨论 

本研究从烟草中克隆获得 CYS 基因并对其进行序列分析，发现 CYS 蛋白具有亲水性，CYS 蛋白质不

通过跨膜区，而是在膜外进行作用。烟草 CYS 基因在植物中与辣椒和番茄的亲属关系最为相近。 

当前对烟草中半胱氨酸的生物分析较少，大多数集中在烟草半胱氨酸蛋白酶的基因和蛋白序列分析以

及硒代半胱氨酸甲基转移酶基因生物信息学分析。殷雪艳等(2018)对烟草半胱氨酸蛋白酶基因结构分析显

示NtCP中的成员在外显子和内含子之间存在着差别，NtCP具有核心保守基序区 (Motif-1—Motif -2—Motif 

-4)，Motif -1 和 Motif-2 都含有谷氨酰胺和半胱氨酸，同时 NtCP 均含有信号肽(殷雪艳等, 2018)。且 NtCP

为稳定蛋白，为其参与植物生理反应提供了重要的保障(马世明等, 2018)。烟草半胱氨酸蛋白酶具有跨膜结

构，而且处于蛋白质序列的 N 端，说明 NtCP 是跨膜性蛋白，这有利于膜外 N 端接受信号分子，从而作用

于蛋白质序列的 C 端发挥作用(Slee et al., 1999)。对硒代半胱氨酸甲基转移酶(CsSMT)基因生物信息学分析

发现 CsSMT 编码产物为稳定的亲水性蛋白，没有跨膜结构，也没有信号肽，定位于细胞质基质，CsSMT

基因 mRNA 与拟南芥同型半胱氨酸 s-甲基转移酶基因聚为一组(刘声传等, 2013)。以上对半胱氨酸蛋白酶

及甲基转移酶的生物信息学分析为本研究提供了参考，同时也对半胱氨酸生物信息学方面有了更充分的补



 

充。 

植物中半胱氨酸的研究主要是对辣椒、番茄、小麦等植物，例如有关半胱氨酸对植物衰老，耐盐性，

渗透胁迫抵御等研究。在辣椒中发现富含半胱氨酸/组氨酸的丰富 DC1 域蛋白基因 CaDC1 在微生物感染过

程中对植物防御起着积极的调节作用。栽培番茄(Solanum lycopersicum Zinc Finger2[SIZF2])是一种半胱氨酸

-2/组氨酸-2 型锌指转录因子，它具有 ERF 相关的两亲性抑制结构域，在植物发育过程中广泛表达，能够

延缓衰老和提高番茄的耐盐性。小麦花叶病毒编码半胱氨酸富集蛋白 19K 的结构和功能，发现在 19K-crp

氮端的 Cys8、Cys11、Cys39、Cys49 的突变会很大程度的降低 19K-cys 的稳定性。这些研究都是在植物生

长过程中半光氨酸对于植物发育所起的作用，为更好地培育植物奠定了基础，也为本研究的开展提供了依

据。 

本研究通过对CYS生物信息学分析了解，推测出CYS表达量的下调很有可能与植物表型的变化相关。

跨膜蛋白位于细胞与外界的交界部位，介导细胞与外界的信号传递，并执行许多十分重要的细胞生物学功

能(宋江华和张立新, 2009)，在植物中跨膜蛋白的生物调节与其他生物合成代谢通路密切相关。 

3材料与方法 

3.1实验材料 

本实验研究所需要的烟草材料来源于中国科学院西北高原生物研究所。实验所需材料紫色烟草转基因

Samsun和绿色烟草Samsun两者均种植于青海省麦类分子育种重点实验室植物培养间，并进行隔离保存与种

植。种植环境为254 ℃光照8 h/天。 

3.2基因组RNA及cDNA准备 

烟草 RNA 提取。以下离心操作均在 4 ℃环境下和 12 000 r/min 速度下进行。步骤如下：(1)取中等大

小的一块烟草叶片，加少量固体的亚硫酸钠，通过液氮冷冻后研磨成粉末，放到离心管中。(2)加入 500 μL 

TRIzol 提取液，混匀。(3)离心 5 min 后将上层液体分离向其中加入 200 μL 的三氯甲烷，振荡。(4)离心 15 min

后取最上层液体并滴入 0.5 mL 异丙醇溶液，混匀。(5)离心 10 min 后将上层液体倒掉并滴入 1 mL 的乙醇

清洗沉淀物。(6)离心5 min以后将上层液体倒掉待沉淀物干燥后加入40 μL的DEPC水溶解(余乃通等, 2017)。 

烟草RNA反转录。具体操作：取 2 μL的烟草RNA依次加入 1 μL的 Oligo(dT)18，10 μL的 2×TS Reaction 

Mix，1 μL 的 Trans Script RT，取 RNase free water 补至 20 μL，42 ℃孵育 30 min，85 ℃加热 5 min，然后

冰浴 5 min，短暂离心，得到烟草 cDNA (刘小丽等, 2016)。 



 

3.3 CYS基因的分离与克隆 

将获得的 cDNA利用高保真DNA聚合酶在 GeneAmp PCR System 9700 PCR仪上扩增该基因组的序列

以及 CDS 序列，PCR 产物运用琼脂糖凝胶电泳检测。然后利用 SanPrep 柱式 DNA 胶回收试剂盒回收 PCR

产物。在所得到的物体中加入 0.2 μL 的 Taq DNA polymerase (Tiangen) 72 ℃ 10 min 加 A，然后用 pGEM-T 

Easy 克隆载体做 T 连接，连接后的产物转化到大肠杆菌 DH5α 感受态中，涂布到氨苄抗性的 LB 培养基

上，在 37 ℃恒温条件下培养 12~15 h，跑胶筛选阳性克隆，穿刺送到华大基因股份有限公司测序。利用

SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽提试剂盒提取阳性的质粒备用。 

3.4 CYS基因序列及其编码蛋白分析 

本研究使用 Vector NTI Suite 9.0 软件挑选了所需要的基因片段，运用 NCBI(www.ncbi.nlm.nih.gov)的在

线数据库同源比对分析，然后在 ExPaSy-Protparam (http://expasy.org/tools/protparam.html) 软件中分析了

CYS 基因的 cDNA 序列开放阅读框并且推测了它的氨基酸序列。使用 NCBI 模块中的 BlastP 软件

(https://acronyms.thefreedictionary.com/BLASTP)，以及 ProScale 软件分别对烟草目的基因氨基酸序列进行了

蛋白质的保守区及疏水性的预测。用 TMHMM-2.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/)阐明了其蛋

白序列的跨膜区。利用 SWISS-MODEL 软件(http://www.swissmodel.expasy.org/interactive)构建了 CYS 基因

同源建模的 3D 蛋白模型。在 MEGA4 (www.megasoftware.net/mega4/)在线软件中将烟草 CYS 基因编码的

氨基酸序列与其他相关植物氨基酸序列进行比对，比较分析与烟草 CYS 基因氨基酸序列亲缘性比较近的

几种生物的氨基酸序列的同源性。 
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