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油菜含 MATH 结构域基因 BnaMT−1 的克隆及表达分析  
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摘 要：利用已构建的甘蓝型油菜种子发育过程 SSH文库，筛选得到 1个含MATH结构域的 EST序列，并以其

为信息探针，经电子克隆获得了该基因的全长 cDNA，命名为 BnaMT−1。BnaMT−1的开放阅读框(ORF)全长 1 209 bp，

编码 402个氨基酸，相对分子质量为 46 130.7，预测的理论等电点为 8.50，其结构包括信号肽、跨膜结构及 2个

连续的MATH结构域，为亲水性胞外分泌蛋白；进化树分析发现，该基因与拟南芥含MATH结构域基因亲缘关

系较近；利用半定量 RT−PCR技术对该基因在甘蓝型油菜湘油 15号不同组织及种子不同发育时期的表达分析表

明：BnaMT−1 在叶、花和果荚中都有表达，在根和茎中没有表达；种子发育过程中，BnaMT−1 均有表达，且表

达量于花后 30～35 d最高，之后表达量下降。推测该基因可能与种子发育及油脂合成代谢相关。 
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Cloning and expression analysis of a MATH−domain 
gene BnaMT−1 in Brassica napus 
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Abstract: An EST sequence containing MATH domain was selected from the SSH library constructed from the 
developing seeds. According to the sequence, a full cDNA was cloned using in silico cloning, named BnaMT−1. 
BnaMT−1 contained 1 209 bp and encoded a hydrophilic secretory protein of 402 amino acid residues containing a signal 
peptide, a transmembrane domain and two MATH domains. The estimated molecular weight and isoelectric point of the 
putative protein were 46 130.7 and 8.50, respectively. Phylogenetic analysis showed that BnaMT−1 was closely related to 
Arabidopsis thaliana. The expression map was done in the whole plant and at different developmental stages of seeds by 
semi−RT−PCR. The results showed that BnaMT−1 was expressed in leaf, flower and silique, but not in root and stem. 
BnaMT−1 was expressed through the seed developmental stages with the expression first up-regulated, then kept at the 
highest level from 30 days to 35 days after flowering, and down-regulated afterwards. It was inferred that the function of 
BnaMT−1 gene may be related to seed development.   
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安眠蛋白与 TRAF−C 同源结构域(meprin and 

TRAF−C homology domain，MATH)由 7个反向平

行的 β−螺旋折叠组成。安眠蛋白为一类细胞外金属

肽酶[1−3]，锚定于质膜上，与生长因子、胞外基质

蛋白、生物活性肽密切相关[4−5]。肿瘤抑制因子受体

协助因子(TNF−receptors associated factor, TRAFs)是

一类能介导和调控 TNF−Receptors(TNFR)家族不同

成员结合的受体蛋白[6−9]。TRAF 家族在其 C 端具
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有 180 个氨基酸残基，形成 7~8 个反向平行的 β−

螺旋折叠的 TRAF结构域，即MATH结构域。TRAF

结构域介导 TRAFs成员和受体、TRAFs成员之间、

TRAFs 成员和一些胞内蛋白或信号分子的相互作

用。含 MATH 结构域的蛋白在哺乳动物生长发育

和衰老过程中发挥重要作用，因而在医学上研究较

多。在植物中，较多的研究集中在模式植物拟南芥

上，在其他植物尤其是具有一定经济价值的植物中

报道较少。Kallijarvai 等[10]认为，所有包含 MATH

结构域的蛋白亚家族在蛋白互作过程中都起着非

常明显的调控作用。 

油菜为中国主要的油料作物[11]，其菜油产量与

品质的进一步提高是当前研究的重点，而对油菜储

存油脂的脂肪酸代谢调控的内在机制研究则是一

条重要途径。笔者以已经构建的油菜种子发育中同

化产物转化的 2个关键时期(20、35 d)的 SSH文库[12] 

35 d 的 EST 文库为基础，克隆了 1 个含有 MATH

结构域的基因全长序列，命名为 BnaMT−1，对该

基因进行了生物信息学分析，并对油菜不同组织

及种子不同发育时期的表达进行了研究，现将结

果报道如下。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

甘蓝型油菜(Brassica napus L.)湘油15号种子及

大肠杆菌DH5α均由湖南农业大学植物代谢调控实

验室提供； pMD−19载体购自 TaKaRa公司；

LongAmp Taq DNA Polymerase购自BioLabs公司；

Taq MasterMix购自康为世纪生物公司；RNA转录试

剂盒购自Fermentas公司；DNA凝胶回收试剂盒购

自TransGen公司；dNTPs、DNAmarker购自天根

生物公司。 

1.2 方 法 

1.2.1 甘蓝型油菜 BnaMT−1 基因的克隆 

以 BnaMT−1的 EST为探针，与已经完成测序的

BRAD[13]数据库(http://brassicadb. org/brad/)进行比对，

获得 3 条同源性较高的片段，分别为 KBrB045I12、

KBrB004019、KBrH001N23，将 3个片段对应的基因

组序列于MIT数据库(http://genes.mit.edu/GENSCAN. 

Html)进行基因扫描，通过mRNA拼接后得到完整的

BnaMT−1cDNA序列，全长为 1 261 bp，CDS 全长

为 1 215 bp。根据此序列的起始外显子与终止子设计

引物：BnaMT−1F，5′−ATGAAGAGTCGTTACACA 

AAGACCG−3′；BnaMT−1R，5′−CTAACTAGGAAA 

GTACTTGGTTGTA−3′。提取湘油 15 号花后 35 d

种子 RNA，通过 RNA反转录试剂盒合成 cDNA第

一链，并以此 cDNA 为模板扩增 BnaMT−1 基因全

长，反应体系为：5×Long Amp Taq Buffer 3 μL，

dNTPs 0.45 μL，Long Taq DNA聚合酶 0.6 μL，引

物各 0.6 μL，模板 0.75 μL，加 ddH2O至 15 μL。反

应程序：95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 10 s，61 ℃退

火 30 s，65 ℃延伸 2 min，共 35个循环；65 ℃延伸

10 min。经琼脂糖凝胶电泳检测后，将目的条带回收

并连入 pMD−19 载体，热激法将连接质粒转化大肠

杆菌 DH5α 感受态细胞中，重组子经鉴定后送南京

金斯瑞生物技术公司测序。 

1.2.2 BnaMT−1 基因的生物信息学分析 

测序结果用 DNA Star 进行拼接，得到完整

BnaMT−1基因全长 CDS，将此序列在 BRAD数据

库进行 BLAST比对，确定其正确性；通过 NCBI

对该 CDS序列进行氨基酸推导及结构域分析，采

用文献[14]中的生物学网站和软件对 BnaMT−1基因

编码的蛋白的亲水性/疏水性、信号肽、二级结构及

跨膜结构进行分析和预测；采用 MEGA 4.1 软件将

BnaMT−1 与所含 MATH 结构域比较具有代表性的

物种的序列进行聚类分析。 

1.2.3 BnaMT−1基因在湘油15号不同组织中的表达 

分别提取湘油 15 号同一植株的根、茎、叶、

花及开花后 5 d的果荚总 RNA以及花后 20、25、

30、35、40 d 种子的总 RNA，反转录后以 cDNA

为模板，对 β−Actin 基因和目标基因进行半定量

RT−PCR表达分析。 

目的基因的扩增引物为：B−ESTF，5′−GGCG 
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CGCCGGATCCGTAAAGCGAAATGAACCC−3′；

B−ESTR，5′−CCATGG TCTAGAACAGGAGAATG 

GAGCAAA−3′。反应体系为：Taq MasterMix 7.5 μL，

引物各 0.5 μL，cDNA模板 1 μL，ddH2O加至 15 μL。

反应程序：94 ℃预变性 4 min，94 ℃变性 40 s，57 ℃

退火 40 s，72 ℃延伸 1 min，共 28个循环； 72 ℃

延伸 7 min。 

Actin的扩增引物为：ActF，5′−TTCAATGTCCC 

TGCCATGTATGT−3′；ActR，5′−TCTTAGCCGTCT 

CCAGCTCTTGC−3′；反应程序和体系与扩增目的

基因的程序和体系相同。 

2 结果与分析 

2.1 BnaMT−1 基因克隆 

利用引物 BnaMT−1F/ BnaMT−1R，以湘油 15

号 35 d种子 cDNA为模板进行 PCR扩增，得到 1

条约 1 200 bp的扩增条带(图 1)，条带大小与预期相

符。测序结果表明，扩增产物长度为 1 209 bp，序

列与电子克隆产物同源性为 99%。由此表明，所

克隆的片段为甘蓝型油菜 BnaMT−1 基因的 CDS

全长序列。 

 
M  DNA MarkerⅢ；1  BnaMT−1基因 CDS。 

图 1  BnaMT−1 基因 CDS 的 PCR 扩增片段 

Fig.1  PCR product of BnaMT−1 gene full-length CDS 

2.2 BnaMT−1 基因序列及蛋白质理化性质 

BnaMT−1 基因编码 402 个氨基酸(图 2)。
BnaMT−1蛋白相对分子质量为 46 130.7，等电点(pI)
为 8.50；疏水性/亲水性分析表明，多肽链第 17位
半胱氨酸(Cys)疏水性最强，第 151 位天冬酰胺
(Asn)、第 152、301位赖氨酸(Lys)和第 344位精氨
酸(Arg)亲水性最强。整体看来，亲水性氨基酸均
匀分布在整条肽链中，并多于疏水性氨基酸，整个

肽链表现为亲水性，可以认为 BnaMT−1蛋白是亲
水性蛋白。用隐马尔可夫模型(HMM)进行信号肽
分析，结果显示此蛋白中有 1个信号肽，成熟位点
在 24~25 的丙氨酸(Ala)和丝氨酸(Ser)之间，1~24
个氨基酸为信号肽部分，从第 25 个氨基酸开始为
成熟蛋白部分。亚细胞定位预测结果显示该基因被

定位于胞外，为分泌蛋白。 
1 atgaagagtcgttacacaaagaccggtcctgctgtaattctcttgttttgtctattcatcatcacctctgcctcttca 

     M  K  S  R  Y  T  K  T  G  P  A  V  I  L  L  F  C  L  F  I  I  T  S  A  S  S   
79 agttccttcatacagcaagccactgatgacttcaccacaaacttgcaattggacgatggagatggaccagacccaatc 

     S  S  F  I  Q  Q  A  T  D  D  F  T  T  N  L  Q  L  D  D  G  D  G  P  D  P  I   
157 cagggagaagcacattactttcacacacatgttcaagacggagatggaccagatccaatccagggagaagcccattac 
     Q  G  E  A  H  Y  F  H  T  H  V  Q  D  G  D  G  P  D  P  I  Q  G  E  A  H  Y   
 235 ttacataaccatgaccaagaggtctcatcacgtgactataaagtctcagcttcaaacgcaatagtgaagggtctcaga 
     L  H  N  H  D  Q  E  V  S  S  R  D  Y  K  V  S  A  S  N  A  I  V  K  G  L  R   
 313 agtcgtcctccatcttcttactctctaaagatggagtcgttcaacaccctacttaagtcgaaatactcagagagatat 
     S  R  P  P  S  S  Y  S  L  K  M  E  S  F  N  T  L  L  K  S  K  Y  S  E  R  Y   
 391 gtatctcgtcctttctcagccgctggctataactggacacttgttgtgtacccgaacgggaacaagaatgataaaggt 
     V  S  R  P  F  S  A  A  G  Y  N  W  T  L  V  V  Y  P  N  G  N  K  N  D  K  G   
 469 tcagggtacctctcgctttacgcagccatagacaactccactctcgctccacatgaagaggtttacgttgatctcagg 
     S  G  Y  L  S  L  Y  A  A  I  D  N  S  T  L  A  P  H  E  E  V  Y  V  D  L  R   
 547 ttttacgtcttcaacaagaaagagaagaagtactttaccatccaagatgtttggagatataataatttcaaaacgatg 
     F  Y  V  F  N  K  K  E  K  K  Y  F  T  I  Q  D  V  W  R  Y  N  N  F  K  T  M   
 625 tgggggttctctcaggttctccctggttatacatttaaaagcccctataatggatacctctatgatggagatcactgc 
     W  G  F  S  Q  V  L  P  G  Y  T  F  K  S  P  Y  N  G  Y  L  Y  D  G  D  H  C   
 703 gagtttggtgttgatgtgaccactcccactgtctttcaaacatcagaacttttcactgttgctaacaatttcaaaacc 
     E  F  G  V  D  V  T  T  P  T  V  F  Q  T  S  E  L  F  T  V  A  N  N  F  K  T   
 781 ccgacattcacctggagacttctgaagttctccacgttgctcgaagatacttacttgtctgatactttctccatcgga 
     P  T  F  T  W  R  L  L  K  F  S  T  L  L  E  D  T  Y  L  S  D  T  F  S  I  G   
 859 ggaagacgttggaatatacaagtgaatccaagtggtcgtgacaagggaaagggaaaagctttgtccatgtatcttatc 
     G  R  R  W  N  I  Q  V  N  P  S  G  R  D  K  G  K  G  K  A  L  S  M  Y  L  I   
 937 gttaatcataacgaggaactcagaccttttgagaggatttatgttcgtgctaagcttcgagttcttaacaaattcaaa 
     V  N  H  N  E  E  L  R  P  F  E  R  I  Y  V  R  A  K  L  R  V  L  N  K  F  K   
1015 ttcagaaacgttgaaaggcaaactgataactggttcagtcgttgggaaactggacgtgcttatggttggggttctagt 
     F  R  N  V  E  R  Q  T  D  N  W  F  S  R  W  E  T  G  R  A  Y  G  W  G  S  S   
1093 gaatttgtccctctctctaatctcaaagattcatcaaaggggtttcttgtggatgataagttgactgttcaagtcgaa 
     E  F  V  P  L  S  N  L  K  D  S  S  K  G  F  L  V  D  D  K  L  T  V  Q  V  E   
1171 attgaagccgtttctacaaccaagtactttcctagttag 1209 
     I  E  A  V  S  T  T  K  Y  F  P  S  * 

图2  BnaMT−1基因序列及推导的氨基酸序列 

Fig.2  Gene sequence and deduced amino acid sequence of BnaMT−1 

1 200 

M    
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2.3 蛋白结构特征与进化树分析 

BnaMT−1编码的蛋白质由 19.15%的 α−螺旋、

5.47%的 β−转角、27.36%的 β−折叠和 48.01%的随

机卷曲组成，随机卷曲结构是主要组成部分。通过

NCBI对蛋白质保守结构域分析(图 3)，该蛋白包含

2个连续的MATH结构域。 

 
图3  BnaMT−1基因的保守结构域分析结果 

Fig.3  Analysis of the conserve domain of BnaMT−1 

通过 TMHMM Server 2.0 对蛋白质 BnaMT−1
的跨膜区进行预测，该蛋白的 1~11 位氨基酸为膜
内结构；12~34位氨基酸为跨膜区域；35~402位氨
基酸为膜外结构。由此可以推断 BnaMT−1 编码蛋
白存在跨膜结构域，属跨膜蛋白。通过 NCBI将该
基因编码的氨基酸序列与含有 MATH 结构域的拟

南芥、水稻、苔藓、红藻、绿藻、真菌、病毒、线

虫、小鼠、人类的序列比对，发现 BnaMT−1 与拟
南芥同源性最高，用MEGA 4.1构建MATH结构域
在不同物种间的进化树(图 4)，该基因与拟南芥来源
的相关基因先聚在一起，然后再与其他生物来源的

含MATH基因再一次聚在一起。 
 

 
 

图4  MATH结构域在不同物种间的进化树 

Fig.4  Phylogenetic analysis of MATH domain in different species 

2.4 BnaMT-1 基因在湘油 15 号不同组织中的表达 

从图 5 可以看出，BnaMT−1 基因仅在湘油 15
号的叶、花及果荚中有表达，叶的表达量最高，而

在根与茎中没有表达。 

 
1  根；2  茎；3  叶；4  花；5  果荚(花后5 d)。 

图5 BnaMT−1在湘油15号不同组织中的表达 

Fig.5  Expression analysis of BnaMT−1 in different Xiangyou 15 tissues 

从图 6可以看出，BnaMT−1基因在花后 20~40 d 
的种子中均有表达，表达量在 30 d 以前呈上升趋
势，30~35 d表达量维持高水平，35 d 以后表达量
呈下降趋势。 

 
1  20 d；2  25 d；3  30 d；4  35 d；5  40 d。 

图6  BnaMT−1基因在种子不同发育时期的表达 

Fig.6  Expression analysis of BnaMT− 1 in seeds at 

different developmental stages 

BnaMT−1

Actin

1     2     3     4    5 

BnaMT−1

Actin

1       2      3      4       5 

◆BnaMT−1 

Arabidopsis thaliana 

Physcomitrella patens 

Oryza sativa 

Caenorhabditis elegan 

Mus musculus 

Marberg Virus 

Homo sapiens 

Gelidium amansii 

Prochlorococcus sp. 

Aspergillus flavus 

0.4             0.3             0.2             0.1             0.0

100 
68

72 

53 

55 

41 
57 

17 



 
 

第 38卷第 3期                赵黎明等 油菜含MATH结构域基因 BnaMT−1的克隆及表达分析                255 

 

3 结论与讨论  

MATH结构域蛋白在人体中参与多项生命活
动过程，与多种疾病有着直接的联系[15]。刘青等[16]

构建了 TRAF−6 与绿色荧光蛋白融合的真核表达载
体，为研究其在口腔疾病发病中的相关功能奠定了

基础。王妮丹等[17]构建了融合蛋白 TRAF1−DsRed
的真核表达载体，用于研究相关的 TRAF1 的信号传
导通路。但在植物中只是对其相关结构、参与的代

谢途径等进行了初步研究，而具体功能与作用机理

仍不清楚。Jane 等[18]从甘蓝型油菜种子的蛋白储存

液泡(PSV)膜上发现了 1 种具有 2 个连续的 MATH
结构域蛋白 BPEPs，BPEPs 可与某些蛋白发生特异
性的相互作用，且可能与 PSVs的结构稳定性有关。
笔者在甘蓝型油菜湘油 15 号中克隆得到 BnaMT−1
基因全长 CDS，生物信息学分析发现，BnaMT−1基
因编码蛋白为胞外分泌蛋白，与 BPEPs 同源性为
72%，且在结构上有高度的相似性，均具有 1个跨膜
结构域及 2个连续的MATH结构域。在油菜种子发
育的 20~35 d，是淀粉合成向油脂合成转换的关键时
期，也是胚快速生长的时期，35 d 时，种子油脂合
成进入高峰期。通过对 BnaMT−1 基因在湘油 15 号
种子不同发育时期的表达分析发现，BnaMT−1表达
水平在花后 20~30 d快速上升，并在 35 d左右仍保
持高水平表达，这与种子中油脂的合成动态基本保

持一致；结合BnaMT−1与BPEPs结构的高度一致性，
推测BnaMT−1基因编码蛋白可能与BPEPs具有类似
的功能，参与维持油菜 PSVs结构的稳定性，在种子
发育及油脂合成代谢中发挥重要作用。 
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