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摘 要：半胱氨酸蛋白酶是一类重要蛋白水解酶，其广泛参与植物的生长发育及各种生物与非生物胁迫的应答。

根据 EST序列信息设计引物，从橡胶树的根中分离到 1条 1 056 bp的 cDNA。该序列包含 1个 1 023 bp的开放阅

读框(ORF)，13 bp的 5' UTR和 20 bp的 3' UTR。ORF预测编码 340个氨基酸，相对分子质量为 37 350，等电点

为 5.24，属于液泡定位的分泌型蛋白。该蛋白含有 1个 Inhibitor_I29和 1个 Peptidase_C1A结构域，可归为木瓜

蛋白酶 C1家族。该蛋白与蓖麻(Ricinus communis)和杨树(Populus trichocarpa)中同源蛋白的相似性都在 80%以上，

将基因命名为 HbCP3。表达分析显示，在橡胶树的根、树皮、木质部、芽、叶片、叶柄和乳管等组织中，基因仅

在根中表达。 
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Abstract: Cysteine proteinases (CPs), a type of important hydrolysis proteases, have played an essential role in plant 
growth and in response to biotic or abiotic stresses. Based on the available EST sequence, a 1 056 bp cDNA named by 
HbCP3 was segregated out by using specific primers from root tissues of rubber tree (Hevea brasiliensis Muell. Arg.). 
The cDNA contained a length of 1 023 bp ORF (open reading frame), 13 bp 5' UTR and 20 bp 3' UTR. Sequence analysis 
suggested that HbCP3 had a deduced code of 340 amino acids with a theoretical molecular weight (Mw) of 37 350 and 
with isolectric point (pI) of 5.24, and it belonged to a secretory protein located in vacuoles; The protein, containing one 
Inhibitor_I29 domain and one Peptidase_C1A domain, could be classified into the papain C1 family; Since the protein 
shared more than 80% similarity with its homologs Ricinus communis and Populus trichocarpa, it was hence named by 
HbCP3. Results of the expression analysis showed that among in all tissues, i.e., root, bark, xylem, bud, leaf, petiole and 
laticifer, HbCP3 only exhibited in root. 
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半胱氨酸蛋白酶，又叫巯基蛋白酶，是一类催

化活性位点、含有亲核半胱氨酸残基的蛋白水解

酶。在植物中，半胱氨酸蛋白酶广泛参与种子萌发、

幼苗发育、组织分化、衰老、细胞程序性死亡和胁

迫应答等多种生物学过程[1–2]。根据蛋白的结构特

征和进化关系，植物半胱氨酸蛋白酶可分为木瓜蛋
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白酶 C1、天冬氨酸内肽酶 C13、胱冬肽酶 C14、钙
依赖半胱氨酸蛋白酶 C2、泛素 C端水解酶 C12和
泛素特异蛋白酶 C19六大家族。目前，针对木瓜蛋
白酶开展的研究较多[1]。橡胶树(Hevea brasiliensis 
Muell. Arg.)隶属于大戟科，是一种原产于亚马逊河
流域的热带雨林乔木，由其生产的橡胶是天然橡胶

的唯一商业来源。目前，橡胶树主要移植于东南亚、

东亚和非洲等的部分国家和地区[3–4]。这些植胶区

多为不发达地区，关于橡胶树分子生物学的研究相

对滞后。橡胶树半胱氨酸蛋白酶基因 HbCP1 在乳
管、树皮和叶片中均有表达，且在胶乳中基因受割

胶和乙烯利诱导[5] 。本文报道 1个根特异性表达的
半胱氨酸蛋白酶基因 HbCP3，通过对其序列特征和
表达特性进行分析，以期为下一步的功能研究与利

用提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 基因克隆与表达分析所用材料  

橡胶树无性系热研 7–33–97的组培苗由中国热
带农业科学院橡胶研究所育种课题组提供。组培苗

装袋栽于大棚。选择长势一致、都具有 4个叶蓬且
最上层叶片完全绿化的植株，待下层叶片出现明显

黄化后(即用 SPAD–502 便携式叶绿素测定仪测得
最底层叶片的叶绿素含量约降为最上层叶片的

1/2)，分别采集根、树皮、木质部、芽、4个叶蓬的
叶片、最上层叶片的叶柄和来自叶柄的胶乳(乳管细
胞的细胞质成分)作为试验分析材料。 

1.1.2 菌株、质粒、酶、试剂盒及生化试剂  

菌株、质粒、酶、试剂盒及生化试剂详见文献

[6]。引物合成和基因测定委托北京三博远志生物技
术有限责任公司完成。 

1.2 方法 

1.2.1 总 RNA 的提取和 cDNA 第一链的合成  

胶乳和其他组织总 RNA 的提取参照文献

[6–7]；cDNA 第一链的合成参照 PrimeScript® RT 
reagent Kit With gDNA Eraser试剂盒说明书。 

1.2.2 基因克隆  

以从根转录组文库中筛选到的 EST(未发表)作

为查询序列，应用 BLASTn程序[8]同源搜索橡胶树

的基因组序列(热研 7–33–97，未发表)，然后根据序
列信息，采用 Primer 5在基因编码区的两侧设计引
物对 HbCP3F(5'–AGTACCACTTCCCATGGCATAC 
AC–3')和 HbCP3R(5'–TCTTGTGTGATTCTGAATA 
ATTATGCGGTAGG–3')。PCR扩增、产物克隆与测
序参照文献[6]。 

1.2.3 序列的生物信息学分析  

多序列比对和进化树的构建采用 ClustalW2[9]

和MEGA 4.0[10](用 Neighbor–Joing法，bootstrap值

设为 1 000)；蛋白的一级结构分析采用 ProtParam

和 ProtScale(http://web.expasy.org/)；保守结构域分

析、翻译后修饰、亚细胞定位分析和跨膜结构域的

预测参照文献[6]。 

1.2.4 基因的表达特性分析  

根据测序结果，设计引物对 HbCP3Fq(5'–ATGA 

GAAGGAGATGCGTTACCA–3')和 HbCP3Rq(5'–TA 

GCTTGTATGGTTTGCCTGC–3')；以 18SrRNA(18S 

F：5'–GCTCGAAGACGATCAGATACC–3'；18SR：

5'–TTCAGCCTTGCGACCATAC–3')作为参照基因，

进行半定量分析，72 ℃延伸时间设为 20 s，目的基因

和 18SrRNA的扩增循环数分别设为 25个和 18个。 

2 结果与分析 

2.1 基因克隆结果 

在前期构建的橡胶树根转录组文库(未发表)中，

获得 1条 1 305 bp的 EST，该序列包含 1个 1 023 bp

的 ORF，其编码蛋白与其他植物的半胱氨酸蛋白酶

同源。通过将 EST 及原始读段(read)比对到橡胶树

的基因组上，发现基因全长 1 393 bp，含有 1个 90 

bp的内含子，而 EST 的 3' 端存在 2 bp的多 A加

尾序列。以 HbCP3F和 HbCP3R为引物，以根反转

录的 cDNA作为模板进行 PCR扩增，成功获得 1条

约 1 000 bp的清晰条带(图 1)。测序结果表明，除不

含内含子外，PCR扩增到的序列与基因组的对应区

域完全一致(图 2)。因前期研究组已经克隆了另一个

半胱氨酸蛋白酶基因 HbCP2(邹智等, 待发表)，故

将新基因命名为 HbCP3。 
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M Takara DL 2 000；1 无模板的阴性对照；2 以

根反转录 cDNA作为模板的 PCR扩增。 

图 1 HbCP2 基因的 PCR 扩增 
Fig.1 PCR amplification of HbCP3 gene 

 
编码区用大写的碱基字母标识，碱基下面为推测编码氨基酸；由

EST 界定的转录非翻译区用小写的碱基字母标识，其中包括 5' UTR、

内含子和 3' UTR；PCR扩增所使用的引物 HbCP3F和 HbCP3R用下划

线标识。 

图 2 HbCP3 基因的核酸及其推测编码的氨基酸序列 
Fig.2 Nucleotide sequence and deduced amino acids of HbCP3 gene 

 

2.2 基因序列的生物信息学分析 

2.2.1 HbCP3 基因及其编码蛋白的一级结构  

序列分析结果表明，HbCP3编码区的 GC含量
为 44.18%，预测编码 340 个 aa，相对分子质量为
37 350，等电点为 5.24，pH 7.0 时的带电荷数为
–8.46。就氨基酸组成而言，在构成该蛋白的 20 种
氨基酸中，丙氨酸(A)含量最高(11.8%)，甘氨酸(G)
含量次之(10.0%)，组氨酸(H)含量最低(1.5%)；就构
成氨基酸的理化特性而言，该蛋白包含 35 个强碱
性氨基酸(K、R)，44 个强酸性氨基酸(D、E)，109
个疏水氨基酸(A、I、L、F、W、V)和 95个极性氨
基酸(N、C、Q、S、T、Y)，脂肪族指数为 63.26，
不稳定系数(II)为 20.69；蛋白疏水性最强的残基是
14位的亮氨酸(L，分值为 3.189)，亲水性最高的残
基是 55 位的谷氨酸(E，分值为–2.511)，总平均疏
水指数为–0.458。除 N–端外，蛋白的其他区域主要
表现为亲水性。 

2.2.2 蛋白的保守结构域、翻译后修饰、亚细胞

定位及跨膜结构域分析  

结构域搜索显示，HbCP3含有 1个 Inhibitor_I29 
(39–96 位，PF08246，E 值为 2.31e–24)和 1 个
Peptidase_C1(123–339 位 ， PF00112 ， E 值 为

1.96e–125，其中包含保守的半胱氨酸、组氨酸和天
冬氨酰活性位点)结构域(图 3)。MotifScan 分析显
示，蛋白的 28–36位为酪氨酸磷酸化位点；9–14、
19–24、133–138、142–147、186–191、215–220、
272–277和 307–312位为 N–豆蔻酰化位点；29–32、
34–37、 92–95、 125–128、 169–172、 180–183、
222–225、233–236和 280–283位为酪氨酸蛋白激酶
II 磷酸化位点；98–100、164–166 和 222–224 位为
蛋白激酶 C磷酸化位点；119–122位为天冬氨酰糖
基化位点；141–152 位为巯基蛋白酶半胱氨酸活性
位点；282–292 位为巯基蛋白酶组氨酸活性位点；
299–318位为巯基蛋白酶天冬氨酰活性位点；38–48
位为类似 FARP的结构域；176–198位为类似 LCCL
的结构域。TMHMM 显示，HbCP3 的 N 端含有 1
个跨膜螺旋，其中 9–26 位为跨膜区。TargetP 和
SignalP 分析表明，HbCP3 是一个分泌型蛋白，其
中 1–27 位为信号肽，其酶切位点在 27 和 28 位之
间(图 3)。 

M       1       2 

1 kb 
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图 3 HbCP3 与其他物种中同源蛋白的多重比对结果 

Fig.3 Multiple sequence alignment of HbCP3 with its homologs from other species 
 

2.2.3 同源比对与进化分析  

同源分析表明，HbCP3与蓖麻(Ricinus communis，
XP_002531151 ， XP_002531152) 、 杨 树 (Populus 
trichocarpa，XP_002306369)中同源蛋白的相似性都
在 80%以上，而与拟南芥 SAGH12(AT5G45890)、橡
胶树 CP1(BG33750)及本研究组克隆到 HbCP2(邹智
等, 未发表)的相似性分别为 61%、50%和 89.4%，显
示出较高的保守性(图 4)。 

 XP 002531151

 XP 002531152

 HbCP2

 HbCP3

 XP 002306369

 AtSAG12 AT5G45890

 HbCP1 ABG33750

100

100

50

100

0.05  
图 4 HbCP3 蛋白的进化分析 

Fig.4 Phylogenetic analysis of HbCP3 and its homologs from other species 

 

2.3 基因的表达特性分析 

由于 NCBI公共数据库中已释放了一些橡胶树

芽、乳管、树皮、叶片的转录组数据[11–14]，因此，

笔者首先对这些数据进行了同源搜索，结果都未找

到同源读段，这表明 HbCP3不在这些组织中表达，

或其表达丰度太低而测序深度不够。在此基础上，

本研究中以相同浓度的反转录 cDNA(包括根、树

皮、木质部、芽、4 个叶蓬的叶片、叶柄、胶乳和

乙烯利诱导的衰老叶片)作为模板，用内参 18SrRNA

及目标基因的定量引物分别进行 PCR扩增，结果显

示，18SrRNA 的表达比较稳定，而 HbCP3 仅在根

组织中被检测到(图 5)。 

 
P1、P2、P3、P4分别表示从下往上的 4个叶蓬的叶片；P4ETH表示被乙烯利诱导的 P4衰老叶片。 

图 5 HbCP3 基因的表达特性分析 
Fig.5 Expression profiles of HbCP3 gene 

 

3 结论与讨论 

半胱氨酸蛋白酶因其在植物生长发育及胁迫

应答等生物学过程中广泛参与蛋白的降解及实现

氮素循环利用而备受关注。HbCP3与本研究组克隆
到的另一个半胱氨酸蛋白酶基因 HbCP2 的相似性
为 89.4%，而与另外一个研究组报道的 HbCP1[5]相

比，虽然两者在核酸水平上无明显同源，但在蛋白

水平上，二者的相似性高达 50%。与 HbCP1 蛋白
一样，HbCP3 包含 1 个 Inhibitor_I29 和 1 个
Peptidase_C1A结构域，隶属于木瓜蛋白酶C1家族。
不同的是，HbCP3只含有 340个氨基酸，比 HbCP1
的 457 个氨基酸少，同时，HbCP3 缺乏 HbCP1 N
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端的 RTX和 C端的 GRAN结构域。表达分析显示，
HbCP3的表达特性与 HbCP1明显不同，HbCP1在
乳管、树皮和叶片中都有表达，且在胶乳中的表达

丰度明显高于树皮和叶片[5]。在本研究所分析的根、

树皮、木质部、芽、叶片、叶柄和乳管等组织中，

HbCP3仅在根中被检测到，表现出明显的组织特异
性，而这得到了转录组测序[11–14]与半定量 RT–PCR
的一致证实。由于 HbCP3 与拟南芥半胱氨酸蛋白
酶中 AtSAGH12 的相似性最高，而 AtSAGH12是一
个衰老叶片特异表达的基因[15–16]，因而笔者特意分

析了 HbCP3 在不同衰老程度叶片以及用乙烯利诱
导的衰老叶片中的表达特性，结果显示基因在这些

材料中也都没有得到扩增，这进一步证实 HbCP3
是一个根特异性表达的基因(至少在本研究所分析
的各种组织中)。生物信息学分析显示，HbCP3 的
不稳定系数小于 40，总平均疏水指数小于零，且 N
端含有一段与 AtSAGH12类似的分泌型信号肽，而
AtSAGH12 定位于液泡[17]，这表明 HbCP3 为液泡
定位的、稳定的亲水性蛋白。 
综上所述， HbCP3 很可能是一个行使

AtSAGH12类似功能的半胱氨酸蛋白酶，至于其组
织特异性分化是否赋予其新的功能或生物学意义

还有待研究。 
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