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巴西橡胶树 LI M结构域基因克隆与生物信息学分析

吴　瑞1，2，朱家红2，张全琪2，张治礼2，3
（1．海南大学 农学院，海南 海口 570228；2．中国热带农业科学院 热带作物生物技术研究所，

农业部热带生物技术重点开放实验室，海南 海口 571101；3．海南省农业科学院，海南 海口 571000）

摘　要：根据乙烯利刺激巴西橡胶树（Hevea brasiliensis）胶乳差异表达 cDNA 文库的 EST 序列信息，利用
RACE 技术从胶乳中成功克隆了 1 个含有 LIM 结构域的未知功能新基因 HbLIM 的全长 cDNA。 生物信息学
分析表明，该基因全长 cDNA 由 1 016 bp 的碱基组成，拥有 1 个 570 bp 的开放阅读框编码 189 个氨基酸残
基；推测氨基酸序列富含 Lys，Ser，Ala 和 Leu，含有 2 个 LIM 结构域和 2 个 N －豆蔻酰化位置。 序列相似性分
析表明，HbLIM 编码的氨基酸序列与蓖麻、杨毛、葡萄相应的 LIM 基因的相似性高达 98％，95％ 和 92％ 。 这
些研究结果为深入探讨 LIM 结构域蛋白在巴西橡胶树乳管发育及乳管代谢中的功能奠定了基础。
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LIM结构域蛋白是一个重要的发育调控因子，广泛参与动物、植物以及微生物细胞的发育调控过程，
包括基因转录、细胞形态建成和信号传导等［1］ 。 在真核生物中，LIM结构域蛋白通常含有 1 个或多个 LIM
结构域。 植物 LIM结构域蛋白存在于细胞质或细胞核中［2］，富含半胱氨酸和组氨酸，通常含有 1 个或多
个 LIM结构域及 1 个长的碳末端结构域且富含一段甘氨酸的重复［3］ 。 Baltz 证实，向日葵花粉 LIM 结构
域蛋白基因 sp3（后来命名为 HaPLIM1）与花粉管生长有关［4 － 5］ 。 烟草中的 NtLIM可能参与了激动蛋白细
胞骨架的稳定［6］ 。 由于大多数细胞类型的细胞核中都能检测到向日葵 HaWLIM1 蛋白，人们推测植物
LIM蛋白可能与动物 LIM蛋白一样也参与了基因转录，其可能是通过聚集和稳定转录复合体起作用［2］，
随后这一推测在烟草中得到证实［7 － 8］ 。 乙烯利刺激橡胶树增产技术已被广泛应用于天然橡胶生产，但关
于乙烯利刺激橡胶树增产过程中的信号转导、增产机理等分子基础仍不清楚。 为阐明乙烯利刺激橡胶树
增产的分子基础，本研究组成功构建了乙烯利诱导条件下的胶乳抑制性削减文库，并获得了一批差异表
达的 EST序列，其中 No． 123 EST序列编码的蛋白和其他植物来源的 LIM 蛋白具有较高的同源性。 这表
明，胶乳 LIM基因的表达受到了乙烯利的调控，并可能参与了乙烯利刺激橡胶树增产过程的分子调节。
另外，巴西橡胶树的乳管组织是合成和贮存胶乳的地方［9］，由一类特化的细胞组成，LIM结构域蛋白是否
参与了乳管细胞内细胞骨架的稳定也有待证实。 根据 No． 123 EST的序列信息，笔者利用 RACE － PCR技
术从胶乳中成功克隆了 1 个含有 LIM结构域的未知功能新基因的全长 cDNA，并对其序列结构和特征进
行了分析。 研究结果为深入探讨 LIM 结构域蛋白在巴西橡胶树乳管发育及乳管代谢中的功能奠定了
基础。
1　材料与方法

1． 1　材料　实验材料取于中国热带农业科学院实验场种植的巴西橡胶树（Hevea brasiliensis）热研 7 －
33 － 97。



1． 2　试剂　RNA PCR（AMV）Ver． 3． 0 试剂盒和 SMARTTM RACE 试剂盒（Clontech）购于 Clontech 公司，
pGEM-T-Easy Vector，X-Gal，dNTPs和 IPTG 购于 Promega 公司，DNA 回收试剂盒购于上海生工，其他生化
试剂和常规试剂均为超纯和分析纯。
1． 3　RNA提取及 cDNA合成　参照张治礼等［10］的方法进行胶乳总 RNA 的提取，用 Takara 公司的 RNA
PCR（AMV）Ver． 3． 0 试剂盒进行反转录合成 cDNA，采用 SMARTTM RACE试剂盒（Clontech）合成 5′cDNA。
1． 4　基因克隆　乙烯利诱导条件下的胶乳抑制性削减文库中，筛选获得的 No． 123 EST 序列与蓖麻、杨
毛、葡萄等 LIM家族成员具有较高的同源性。 该序列具有终止密码子 TGA和 ploy结构。 根据已知的 EST
序列设计特异性引物 GSP1（5′-CCCTCAAGGGCTGCATAA-3′）与通用引物 UPM （5′AATACGACTCACTAT-
AGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3′）搭配用于基因 5′端的克隆。 PCR扩增体系为 25 μL体系：5′
cDNA模板 1． 0 μL，10 × EX-Taq Buffer（含有 15 mmol·L － 1 MgCl2）2． 5 μL，dNTPs（2． 5 mmol·L － 1 each）
0． 5 μL，Taq酶（5 U·μL － 1）0． 5 μL，引物 1 和引物 UPM各 1． 0 μL，ddH2O 补足 25 μL；PCR 反应条件为
94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 30 s，68 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环后 72 ℃再延伸 10 min。 扩
增出的 DNA片段连接到 pGEM-T载体上后送至天根生化科技有限公司进行测序。 对所获得的序列和已
有的 EST序列进行拼接，为了验证所拼接的序列同属一个基因，分别在 5′端起始密码子的上游和 3′端终
止密码子的下游设计特异引物进行 cDNA的全长扩增，然后将扩增的 DNA 片段连接到 pGEM － T 载体上
进行测序。 将测序结果与拼接结果进行比较。
1． 5　生物信息学分析　采用 NCBI站点提供的相关软件完成基因同源性分析和开放阅读框（ORF）识别；
氨基酸序列比对和进化树构建应用 DNAMAN 5． 2 软件完成；利用 Protparam 软件分析基因编码蛋白的氨
基酸组成、相对分子质量、等电点等理化性质；ScanProsite 软件进行蛋白功能结构域预测；利用 GOR 模型
算法对 LIM基因的氨基酸序列的二级结构进行在线预测；利用网络服务器 TMHMM － 2． 0 对 LIM 基因的
跨膜结构域分别进行在线预测和分析；用 Expasy网络服务器的 ProtScale Sever 在线工具对 LIM 基因的氨
基酸序列的疏水性 ／亲水性进行在线预测；用 Psort 进行亚细胞定位；用 Profun 分析蛋白质功能。 所用相
关分析软件的生物信息学网址如下：

软件（software） 网址（Web）
NCBI http：∥www． ncbi． nlm． nih． gov ／ blas
Protparam http：／ ／ us． expasy． org ／ tools ／ protparam． html
ScanProsite http：／ ／ us． expasy． org ／ prosite
TMHMM －2． 0 http：／ ／ www． ch． embnet． org ／ software ／ TMPRED＿form． html
Psort http：／ ／ www． Psort． org
Profun http：／ ／ www． cbs． dtu． dk ／ services ／ ProFun

图 1　HbLIM 基因 cDNA5′端及
其全长的 PCR 扩增

　　（M． DL －2 000 marker；1．为 5′
　　RACE扩增产物；2． cDNA全长）

2　结果与分析

2． 1　巴西橡胶树 HbLIM 基因的克隆　在进行 5′RACE 扩增时，获得
了 1 条长约 500 bp的片段。 回收、克隆和测序后证实，该扩增片段长
度为 533 bp，并含有起始密码子的 ATG，将扩增获得的 5′端片段与已知
的 EST片段拼接后，获得 1 个含有完整阅读框架的 cDNA 序列。 根据
拼接的 cDNA序列在 5′端起始密码子的上游和 3′端终止密码子的下游
设计 1 对特异性引物，对基因的全长 cDNA序列进行扩增验证，测序结
果与拼接结果一致，表明本研究获得了基因的全长 cDNA 序列（图 1）。
该基因 cDNA全长 1 016 bp，其中 5′端非编码区 222 bp，3′端非编码区
215 bp，包含 1 个完整的开放阅读框序列（ORF）570 bp（GenBank 登录
号为：GQ901953）。
2． 2　生物信息学分析
2． 2． 1　HbLIM 编码蛋白的特征分析　HbLIM 基因编码 189 个氨基酸
残基。 对蛋白质结构域分析表明，该蛋白中含有 2 个 LIM结构域，分别
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位于氨基酸 8 ～ 68 和 106 ～ 166 之间，在 54 ～ 59 和 152 ～ 157 位之间还分别含有 1 个 N －豆蔻酰化位置
（图 2）。 利用 ProtParam软件预测，推测该蛋白的相对分子质量为 20． 89 KD，理论等电点 9． 04，属于稳定
蛋白。 该蛋白富含 Lys（23 个，占 12． 2％）、Ser（22 个，占 11． 6％）、Ala（15 个，占 8． 5％）和 Leu （14 个，占
7． 4％），没有 Trp，Pyl和 Sec。

氨基酸序列比对发现，不同蛋白区段序列的保守性变化很大（图 2）。 N －端和 2 个 LIM 结构域保守
性较高，LIM区间序列保守性较低，C －端区域的保守性最低。

图 2　几种不同来源的 LIM 蛋白的氨基酸序列比对
（HbLIM from Hevea brasiliensis ACX47456；RcLIM from Ricinus communis XP002530411；GhLIM from Gossypium hir-
sutum AAL38006；PtLIM from Populus trichocarpa XP002312139；AtLIM from Arabidopsis thaliana，NP191136；VvLIM
from Vitis vinifera，XP002269537；LIM 结构域和豆蔻酰化位点分别用实线框标记）

2． 2． 2　HbLIM基因的二级结构预测和跨膜区预测　利用 GOR 算法对 LIM 基因氨基酸序列的二级结构
进行在线预测，结果显示 HbLIM由 14． 52％的 α 螺旋、16． 13％ β 折叠和 69． 35％不规则的卷曲组成，α 螺
旋主要存在于序列的中间和末端，而 β 折叠则贯穿于整个序列中。 利用网络服务器 TMHMM － 2． 0 的在
线工具对 LIM的跨膜结构域进行在线预测和分析，结果表明，该基因编码蛋白无明显的跨膜结构。
2． 2． 3　HbLIM的氨基酸序列的疏水性 ／ 亲水性预测和分析　依据氨基酸分值越低亲水性越强，分值越
高疏水性越强的规律，用 Expasy网络服务器的 ProtScale Sever在线工具对 HbLIM 基因的氨基酸序列的疏
水性 ／亲水性进行在线预测，结果如图 2 所示，在 20 ～ 30，50 ～ 60 和 145 ～ 155 位氨基酸之间有 3 个明显的
疏水区，绝大部分为亲水区，推测其可能属于亲水性蛋白（见图 3）。
2． 2． 4　序列比较和系统进化分析　将 GenBank 中登录的玉米（Zea mays，NP001147673），拟南芥（Arabi-
dopsis thaliana，NP191136），棉花（Gossypium hirsutum，AAL38006），烟草（Nicotiana tabacum，AAD56951），蓖
麻（Ricinus communis，XP002530411），番茄 （Solanum lycopersicum，AAX95760），葡萄 （Vitis vinifera，
XP002269537），海岸松（Pinus pinaster，ACA33841），向日葵（Helianthus annuus，AAD56959），油菜 （Brassica
napus，ABB51614），麝香百合（Lilium longiflorum，ABY21316），蓝桉（Eucalyptus globulus，BAD91878），水稻
（Oryza sativa NP001053405），大豆（Glycine max ACU23614）等来源的 LIM 结构域基因与来源于橡胶树
（Hevea brasiliensis）的 LIM结构域基因进行比较，构建了系统进化树（图 4）。 结果表明，不同植物来源的
LIM可以分成明显的 2 组，其中巴西橡胶树 HbLIM与蓖麻的 RcLIM同源性最近。
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图 3　HbLIM 的氨基酸序列的疏水性 ／ 亲水性分析

图 4　LIM 结构域蛋白的系统进化分析

2． 2． 5　HbLIM 编码蛋白的亚细胞定位和蛋白质功能分
类　用 Psort分析了 HbLIM的亚细胞定位，结果显示，该
蛋白定位于细胞质的可能性为 65％，定位于线粒体基质
的可能性为 10％ 。 ProtFun 预测显示，该基因编码蛋白
具有转录、信号转导和转录调控功能的可能性分别为
0． 08，0． 073 和 0． 328。
3　讨　论

LIM是 3 种转录因子 Lin － 11，Isl － 1 和 Mec － 3 名
称首字母的缩写［11］ 。 目前发现的 LIM 蛋白已有 60 多
种，它们分别参与了多种基因的转录调控和细胞的发育
与分化［12］ 。 LIM蛋白对胚胎发育、细胞分化和细胞骨架
形成的调节主要通过蛋白质与蛋白质之间的相互作用

实现，还可能参与介导了转录因子、信号通路蛋白和细
胞骨架蛋白相关蛋白质间的相互作用。

巴西橡胶树乳管是合成和贮存胶乳的组织，由维管形成层分化而来［9］ 。 已有的研究表明，肌动蛋白
细胞骨架可能在巴西橡胶树乳管排胶和乳管堵塞中起重要作用［13］ 。 动物细胞中 LIM 结构域蛋白 CRP
（cysteine-rich protein）和 MLP（Muscle LIM Protein）可作为蛋白质识别的界面而介导蛋白质的相互作
用［14］，能与斑联蛋白和 α －辅肌动蛋白相结合，是肌动蛋白胞质骨架形成的必要成分［15］ 。 巴西橡胶树
HbLIM与其他植物 LIM 结构域蛋白一样，与动物的 CRP ／ MIP 蛋白具有相当数量的相同序列，暗示植物
LIM基因可能具有与 CRP类似的功能。 笔者推测认为，HbLIM可能通过蛋白与蛋白之间的相互作用参与
了巴西橡胶树乳管发育、排胶和乳管堵塞。 LIM蛋白具有转录、信号转导和转录调控等功能。 施用乙烯利
可以延缓巴西橡胶树乳管堵塞和延长排胶时间，提高胶乳产量。 HbLIM 的转录受到乙烯利的诱导，但
HbLIM是否参与了胶乳代谢以及乙烯利刺激胶乳生产的分子过程尚不清楚。
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Cloning and Bioinformatics Analysis of a LIM Domain Protein Gene
from Hevea brasiliensis

WU Rui1，2，ZHU Jia-hong2，ZHANG Quan-qi2，ZHANG Zhi-li2，3
（1． College of Agriculture，Hainan University，Haikou 570228，China；

2． Key Laboratory of Ministry of Agriculture for Tropical Crop Biotechnology，Institute of Tropical Biosciences and Biotechnology，
Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences，Haikou 571101，China；
3． Hainan Academy of Agricultural Sciences，Haikou 571100；China）

Abstract： Based on the information of EST sequences from latex SSH cDNA library stimulated by ethephon，
RACE was used to isolate the full length cDNA of an unknown functional novel gene with two LIM domains from
H． brasiliensis，HbLIM． Bioinformatics analysis results showed which comprises of 1 016bp with a 570bp ORF
and encodes a 189 animo acid residues． The deduced animo acid sequence with two LIM domains and two N-
myristoylation sites is rich in Lys，Ser，Ala and Leu and has high identity of 98％，95％ and 92％ to the homo-
logues from Pollen specific，Populus trichocarpa and Vitis vinifera． These results were very important for elucida-
tion of the functions of LIM-domain protein in latercifer development and metabolism in H． brasiliensis．
Key words：Hevea brasiliensis；Gene cloning；LIM gene；bioinformatical analysis
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