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天麻抗真菌蛋白 GAFP—I的一级结构和 eDNA克隆 
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摘要 天麻抗真菌蛋 白 GAFP—I是从天麻 (岛 e 瑚．)厦生球茎分离 的 14kD蛋 白， 

它能强烈抑制腐生真菌菌丝的生长 ，在天麻限制和肪止密环菌 ( 胧豇衄)侵染球茎的 

防卫机制中起重要作用：本文报告 GA 一I的一级结构和 eDNA克隆的核苷酸序列。首先测 

得 N一末端 7个氨基酸序列为 SIIIILNSG一用以合成一个简并引物 ，由天麻营养球茎提取 IINA， 

通过 3 一RACE技术扩增到一个 600 bp的 eDNA片段 ，直接克隆到 pGE—T载体 中测定核苷酸 

序列。根据 cDNA核苷酸序列和用教肽酶 A测得 GAFP—I的 c一末端为 一AsG，确认该 eDNA 

吉有 429 bp编码 区，它编码一条 129个氨基酸的 GAFF'一I和 14个 氨基酸 的 C一末端扩展肽。 

同时，分离和纯化 GAFP—I经过羟胺裂解和 a一糜乳胰蛋白酶消化产生的肽段，经 自动 Ed． 

n1aII降解程序测出它们的氨基酸序列。结果表明，由此测出的 CetFP— I氨基酸序列和 由 eDNA 

核苷酸序列推导出的序列 98．4％一致。CAFP—I由 129个 氨基酸组 成 ，富舍 A蚰 (19)、Gh 

(14)，29和52位同有一对双硫键，计算分子量为 13958 Da。CAFP—I与雪花莲 (岛b旃咐rd- 

t~／／s L．)凝集素 LEC~A 2的氨基酸序列有很高的相似性，该凝集素 105个氨基酸全序列与 

GAFP—I相应序列之问相同和相匹配氨基酸达 65％，包括一对定位相同的双硫键。编码 CAFP 

— I的cDNA核苷酸序列 已发 Ger hnk数据库：acc嘲i0EI number AF123309 

美键词 主垦蛊 塞垦墨自GAFP—I，兰旦垦=墨苎垫，! 礁 ，羟胺裂解 
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GAFP—I determined m c日Jb y idase A indicate that the eDNA contains a 429 bp re 0I】encoding 

GAFF'一I of129∞ and a C—terminal axtetCfng ／~ptJde 0f14 ．Futhermore．peptides w∞ separated and 

purified from r蛔 lamine dea~,aged and a— chymotr3qzsin digested GAFF'一I，and sequenced autmna- 

ric Edman de 蚵0n．The determined aa sequei'lg3e wagfound tO be 98 4％ identicaltothe oee deduced 

from madeotide sequellceofthe eDNA GAFF'一Iis a singl polype0tide of129 aa，richin&sn(19 J and 

Gly(14J，with a umde晡d铲 bet'~eenthe 29th and 52th aa and a calculatedWt of13958 Da A hi gI】 

ata sequence~milarity was found beh GAFP— I and the snowdrop (C,a／amhuz n／va2／s L．) lectin 

LECGNA 2，thematchof aaw∞ 65％ 。including aT1identicallylocated disulfide b|id ．The nucleofide 8e- 

qtmn~ of eDNA e~acocling GAFF'一I has been sulmaitted to GenBank database under an accession number 

AF123309． 

Key words G∞ 如 data， n̂6 】” l rntSein GAFP—I，eDNA cloning．H,droxylamlue cleavage 

天麻 (C,astrod~ data)是一种特殊营养型的兰科植物 ，与密环菌 (Arm／／／ar／a me／／ea) 

密切相关。天麻依靠入侵于营养球茎 中的菌丝得到营养物供顶生球茎生长发育。我们证明 

(胡忠等，1988，1994)，在密环菌侵染诱 导下，球茎大量台成一种 14kD蛋白质 ，称为天 

麻抗真菌蛋白 (cA )，积累于顶生球茎的表皮和皮层，由于它能强烈抑制腐生性真菌生 

长，从而阻止密环菌侵染顶生球茎 ，使其得以正常生长 本文首次报告 GAFF'一I的一级 

结构及其 eDNA克隆的核苷酸序列 鉴于用常规程序测定 GAFP—I的氨基酸全序列很 困 

难，我们首先测定 N一末端部分氨基酸序列，据以台成一个简并引物，利用 3 一RACE技 

术从 RNA扩增到包含 GAFP—I编码区的 cDNA片段，克隆并测序。由 eDNA的核苷酸序 

列推出 GAFP—I的氨基酸序列 ，在此导引下 ，对 GAFF'一I进行裂解和酶解 ，用 自动 Ed． 

man降解程序测定各纯化的肚段氨基酸序列 ，建立 GAFP—I的一级结构。 

1 材料和方法 

1．1 蛋白质样品的制备 

收集人工栽培正在生长中的天麻顶生球茎，洗净后置 一2o℃备用 提取 GAFP—I的 

方法见胡 忠等 (1988) 制备的 GAFP—I再用 S—Hyper D10柱 (Beckman公司)进行高 

效阳离子交换层析纯化 ，SDS—PAGE检测为 14kD单一带。 

1．2 蛋白质变性 

热变性。GAFP—I溶于 7 mol／L盐酸胍溶液 (pH7．5)，沸水浴中加热 10 min，置 lkD 

透析袋中对 0．05 mol／L碳酸氢铵透析．收集蛋白质沉淀，蒸馏水洗涤后备用。 

三氯乙酸 (TCA)变性。5 mg／mL的 GAFP—I溶液于冰浴 中加入 5o％的 TCA至其浓 

度为 10％，离心得蛋白质沉淀，蒸馏水洗涤后备用。 

1．3 蛋白质 N一末端和 c一末端氨基酸的测定 

热变性 GAFP—I溶于 0．1mot／L乙酸，于 ABI一476A氨基酸序列仪测得 N一末端 12 

个氨基酸序列。鉴于上述方法解出的 N一末端氨基酸不确定 ，另用常规 Dan@ 一C1荧光标 

记和聚酰胺薄膜层析法对 TCA变性蛋白质样品的 N一末端进行测定和验证 

c一末端用羧肽酶 A (B．M公司产品)按常规方法测定 (徐秀璋，19ss)。TCA变性蛋白悬 
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于0．1 mol／L甲基吗啉乙酸缓冲液 (pH8 I)，5．~／mL，37℃，加入 0．I rag酶后于0、5、30、80 

n各取出0．2 mL，离心去沉淀，冻干，用氨基酸自动分析仪测定氨基酸组成和含量。 

I．4 肽段的制备和到序 

羟胺裂解法。按 Bornsfein et al(1977)方法操作，反应产物过 Biogel 2凝胶柱脱盐， 

第一洗脱峰为沉淀物 ，冻干后用 15％的 SDS一聚丙烯酰胺 电泳分离，蛋白带按 ABI一476A 

氨基酸序列仪所附方法转移到膜上进行序列测定。第二个肽洗脱峰冻干，经 Rp一唧 ￡纯 

化后测序。 

a一糜乳胰蛋白酶和胰蛋白酶酶解按常规方法操作 (徐秀璋，1988)。热变性 GAFP— 

I悬于 1％的碳酸氢铵溶液 (pH8．0)，加 1／50量的酶，37℃醇解2—4 h，离心去沉淀，上 

清液冻干。酶解产物经反相高效液相色谱分离纯化，也用高教离子交换色谱分离纯化 ，收 

集主要肚峰，冻干后测定氨基酸序列或测定氨基酸组成。 

1．5 RNA分离和 cDNA第一链合成 

取生长中天麻的营养茎洗净后于液氮中粉碎 ，置 一7O℃备用。按 Jones et a／(1985) 

方法制备总 RNA。从 50 g鲜球茎得 4mgRNA。 

以 RNA为模板合成第一链 eDNA (GIBCO BRL公司试剂盒) 引物为 (dr)17一adap． 

tor，adaptor为 5 一CCG GAA TIE TAG AGC TCG AG一3 。 

1．6 PcR扩增和 eDNA的克隆 

按 GAFP—I的 N一末端 7个氨基酸的序列台成含次黄苷 (I)的简并引物 G1N1：wsI 

GAYMGI Y11_Al̂YWSI GG，以上述 adaptor为配对引物，以第一链 cDNA为模板作 PcR反 

应。反应条件为 95℃变 陛30 8，52℃退火 30 s，72℃延伸 60 s，35个循环。1．5％琼脂糖凝 

胶电泳显示一条 600 bp产物。该产物 回收后直接克隆到 pGM—T载体系统 (Pr0Irm异且公司 

产品)，转化大肠杆菌DH5a，在x一烈 平板上筛选出重组质粒，送交 Takara Biotech公司 

测序 ，克隆编号 pG1N1。 

根据上述克隆测序结果，根据其 222—242位核苷酸序列合成一条特异的引物 G1N2： 

cGC cAA&AC GGT AAC TAC TA，以 adaptor为配对引物 同前进行 PcR反应 ，得到一条 

360bp扩增产物 ，克隆并测序 ，克隆编号 pGIN2。设置 pG1N2重叠是为了提高 eDNA核苷 

酸序列特别是其 3 一端核苷酸序列测定的可靠性。 

2 结果 

2．1 GAFP—I氨端和羧端的氨基酸序刊 

用自动氨基酸序列仪测得 GAFP—I氨端 12个氨基酸残基的序列为：s(A)DR LN S 

G HQ L D T。Edmm~降解产生的 N一端第一个氨基酸除出现 PrH—Ser外 ，还有 唧 一Ala。 

为了验证是否有 2个 N一末端，利用了 D肌耐 一CI标记末端测定法，在 Dansyl—CI试剂与 

样品藕合后，在酸性条件下用乙酸乙脂抽提除去 Dansyl标记的游离氨基酸 ，再将 Dansyl标 

记的蛋白质水解，确认 GAFP—I的 N一末端只是 Sex。 

用羧肽酶 A酶切 GAFP—I，由氨基酸的释放 (图 1)证 明 c端的氨基酸序列为 一Ala 

— Ser—Glv 
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2．2 cDNA克隆的核苷酸序列 

用引物 G1N1和 G1N2通过 3 一RACE分别扩增到 6OO bp的 eDNA片段 (图 2)和 360 

bP的 cDNA片段。由此分别得到克隆 pG1N1和 pG1N2。克隆 pG1N1的核苷酸序列见图 3。 

克隆 pG1N2的核苷酸序列与图 3的第 222位以后的序列完全重叠 由图3序列可知，它包 

含一个 429 bp的编码区，编码一条 143个氨基酸残基的多肽链 根据 GAFP—I的 c末端 

序列可知 ，该多肽链包含 129个氨基酸的 GAFP—I和 14个氨基酸的 c一末端扩展肽。 

图 1 用羧肤酶 A消化GAFF"一I自C一末端释放出氪基酸 

的动态 可见 C端氨基酸序列为 一Ala—Set—C．1y。 

F喀．1 ．amino acidsId朗日ed horn C—tennmus GAFF'一l di— 

gested cattx,xype~'dase A The C—terminal is Ma 

— S 一 

379 

433 

0p 

1)53 
1 078 

872 

603 

o 

281 

图2 利用引物 GlNl通过 3。一RACE扩增 GAFP—I的第一- 

链 cDNA得到一条 fi00 bP的 PCR产物 分子量标记 X174／ 

Hae 

F ．2 APCR am#ifiedixoduetof6O0 bPhorn1st alTtmt cDNA of 
GAFF'一I by 3 一~ttCE 山 primerGlNl DNA W1 DWa~ i"is 

X l74／H IⅡ 

AGG GAT CGG TTG AAT TCG GGC CAC CAA CTT GAT ACC GGG GGC Tĉ CTA GCA 

R D R L N S G H O L D T G G S L A 

GGO GGO TAC CTA TTC ATA ATA CAA AAC GAT TGT AAT OTT GTC TTA TAT GAT 

G G Y L F l l O N D C N L V L Y D 

AAC AGA GCG GTC TGG GCA TCA GGA ACC AAC GGA AAG GcC TOT GGO TGC GTG 

N R A V W A S G T N G K A S G C V 

AAG ATG CAG AAT GAT GGO AAC CTC GTT ATT TAT AGC GGT AGC AGG GCA ATA 

K ■ 0 N D G N L V l Y S G S R A I 

GCA AGC AAC ACC AAT CGO CAA AAC GGT AAC TAC TAT CTG ATC CTT CAG AGA 

A S N T N R O N G N Y Y L l L 0 R 

CGT AAC GTC GTO ATA TAC GAT AAT TCT AAT AAT GcG ATT TGG GCA ACC CAC 

R N V V l Y D N S N N A l ■ A T H 

AAC GTT GGA AAT GCT GAA ATC ACT GTO ATC CCA CAC AGC AAC GGC ACA GCG 

N V G N A E l T V I P H S N G T A 

GCG TOT GGO GCA GCA CAG AAC AAG GTC AAT GAA TTA TAC ATA Tcc ATG TAC 

A S G l A A 0 N K V N E L Y l S M Y ● 

CGGTCTAAGAGAATAGOTAGOTAGOTATGCGcGCATGcGTCTGTTCTCTGTGcGTGCACAAGAATAAAATC 

505 TGTTGAGGTGTTGGGATGTTCATATTAAATAAATTAAGCTGCTTTCT 

图3 C．3FP—I的 cDNA克隆 1N1的揞苷酸序列和由编码区揞苷酸序列推导出的氪基酸 

序列。 *指示终止密码．箭头指示 C一束端切軎I位点。 

Fi$3 The nltdeotlde sequmce ofIhe eDNA timepG1N1 and the n0 acid I deduced the∞ of ∞ · 

coding啦 ．* indi,m~ the stop m ml"owindicatesthe cleavaSe site at C—ter,zA,m · 

0  

至兰 。枇 瞄 兰圣 

弱 
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S 0 R L N S G H 0 L 0 T G G S L A E 

0 N S N N  ̂ l H 

L—————————-Ch 7————-_J 

09 N V G N  ̂ E I T V 

— — — __ch 1———————_J 

。 。 _ 。 。。 。 。 。 ● ● ^ _ -̂ ● _ 一  

27 A S G 

r——_HA 3— —  

P H S N G T A A 

囝 4 GAFP 1的一级结构。一对双硫键位于29位和 52位氪基酸之问。Ĥ 、Ch和 T分别表示从 

羟胺裂解、凝乳胰蛋白酶和胰置 白酶酶解产物纯化的肚段。肚段的编号见图 6和 7。实线表示由氨 

基酸序列仪刮出的或由氨基酸组成分析证实的氨基酸宁列 箭头示教肚酶 ^测 出的 C一束端复基 

酸。 

n_4 1he ptlnm~ structure 0rGA 一I．A dlmahqdeisIocBled the rm dues 29fll 52th HA，Ch 

蚰d T e pLideB derivedfixto 山 - ne cleavage，a—chymotxylzin and时 dlgetaed Ĝ FP—I re‘ 

specfivdy 'l~elr ehah删哪be ∞rn珥 tothoseInFig6 and F1 Solid indicmethe曲血0 ac 8e 啪髓 

ob 耐 fixto autmmie qI】 吨 or verified bythe ∞d ectaga~fionⅢIaI 日is the i~dicatethe 

∞ detem~ ed with mdrmyI~ t／dase A． 

2．3 GAFP—I的一级结构 

由GAFP—I的 cDNA核苷酸序列推导出的氮基酸垒序列见图 3。以该序列为导 向进行 

GAFP—I肽段的分离、纯化和测序，建立 GAFP—I的氨基酸垒序列和双硫键定位 (图4)。 

由cDNA导出的氮基酸序列预期 GAFP—I含有 3个 Ash—Gly肽键 (46—4-7，81—82 

和 122—123)。羟胺是专一裂解 Ash—Gly的有效试剂。GAFP—I的羟胺裂解产物 SDS— 

PAGE分离到 3条带 ，分子量各为 14、10和 5kD。14kD带是未裂解的 GAFP—I。10和 

5kD带编号为HAI和 HA2。测序结果 (图5)表明，HA1包含 HA 1—1和 HA 1—2两条肽 

链，由一对双硫键连接，因此每一个 Edman降解都得到两个 删 一ila，各解出 24个氮基 

酸序列 (图4)，与图3推导出的序列的第 1和第 18位为R和Q不一致。HA2解出22个氮 

基酸序列也与预期一致 (图 3，4)。K43是羟胺裂解的另-／1,肽，它包含了 c一末端。 

=； }}； 乃 
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图 5 用 自动氨基酸序列仪测定肽 HAl前5个残基 (循环 2—6)J”生的 PrH一氪基酸图。每个 

循环都有 2个相同量的 PTH氨基酸，这证实 HA1是由 HA1—1和 HA1—2二十肽组成 ，这 2个 

肽的前 5个氨基酸序列各为SDKLh"一和 GKASG一 

Fig．5 PTH—a且rdea~d丘啪 pepfideHAl infirst 5 residues of automatic EdrIl自IL g d li帅B(cycle 2— 

6J．In— hcycle PTH一 of appea~that v ￡ hkat HAl consislsof pepfidu HA1—1 0f 

SDRI 一 and HAI一2 0f G】 SG一 ． 

图6是 a一糜乳胰蛋白酶酶解 GAFP—I的产物通过 RP—HPLC纯化的图谱。根据肽段 

Chl、Ch3、Ch4、Ch5、Ch6、Ch7的氨基酸组成分析结果，确定它们在全序列中的位置 

(图 4)，完全符合图 3推导出的氨基酸序列。肽 Ch8由一对双硫键连接的两条肽链组成 

由序列测定定位双硫键在 29和 52位氨基酸之间 (图4) 

图 7是用阳离子交换高效液相色谱纯化 a一糜乳胰蛋白酶和胰蛋 白酶酶解 GAFP—I 

产物的图谱 ，得到 3个含色氨酸的碱性肽段 ChS2、TS2和 TS3，测序结果 (图 4)表明它 

们的氨基酸序列与预期结果一致。 

结果表明用 Edman降解和氨基酸组成分析测定的 GAFP—I的氨基酸序列与 由 eDNA 

核苷酸序列推导出的氨基酸序列 98 4％ 是一致的。GAFP—I是 129个氨基酸组成 的多肽 

链 ，富含天冬酰胺 (19)和甘氨酸 (14)，内含一对双硫键，计算分子量为 13958 Da。 

2．4 蛋白质氨基酸序 列相似性比较 

通过检索蛋白质数据库得知，GAFP—I的氨基酸序列与雪花莲 ( n／va／／s)凝 

集素 LECGNA2(Van Damme et a／ 1991)的氨基酸序列有很高的相似性。图 8将两个蛋白 

质的氨基酸全序列由 N一末端对齐比较 ，可见凝集素的 105个氨基酸中有 65％与 GAFP— 

I序列相同或匹配，而且一对双硫键均定位于 29位和 52位氨基酸之间。 
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定蛋白质全序列的直接方法。分离和纯化由酶解或化学裂解一个未知序列蛋白质产生的肽 

段既费时费钱且有丢失肽段的危险。DNA的 PcR扩增、克隆和测序技术的迅速发展简化 

了蛋白质测序工作。本实验证明 GAFF'一I由 eDNA的核苷酸序列推导出的氨基酸序列与 

直接测出的氨基酸序列 98．4％ 是一致的。看来 ，解一个大多肽链的氨基 酸全序列，如下 

路径快捷得多。首先用直接方法测出 N端和 C端部分氨基酸序列，据以台成引物，通过 

RT—PcR技术从总 RNA制备编码该多肽链的 eDNA，从 eDNA的核苷酸序列导出多肽链的 

氨基酸全序列，在此导引下通过直接法测氨基酸序列予以验证。目前蛋 白质 C一末端酶解 

测序法不足以确认借以合成一个寡核苷酸引物所须的5个以上氨基酸序列，因此尚须应用 

3 一RACE技术确定编码 eDNA序列，解出蛋白质 C一端肽的序列。 

3．2 不同于 目前文献报告的多种抗真菌活性多肽，如 Thionin类、植物 Defenin等 (Brock． 

aert el a1．1997)，GAFF'一1只对腐生性真菌有很强的抑制作用。GAFP—I的一级结构与 

雪花莲凝集素高度相似，后者是一种甘露糖专一的凝集素。这暗示 GAFP—I抗菌活性的 

专一性可能与其对腐生性真菌表面某种糖配基的专一结合有关。 

致谢 美国夏威夷大学辛世文教授、杨文静博士和云南省农业科学院鄢波博士帮助进行 eDNA克隆 

和测序。 
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