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　 　 ［摘要］ 　目的 　从转录组数据库中发掘并分析了参与菘蓝落叶松脂素生物合成的关键合成酶之一 ———漆酶（laccase）的
基因序列 ，并进行生物信息学分析 ，为以后的功能研究提供可靠依据 。方法 　利用生物信息学分析软件 ，从已有菘蓝转录组

数据库中寻找漆酶并分析其各项特征 ，主要包括理化性质 、同源性分析 、蛋白结构分析和茉莉酸甲酯（MeJA ）诱导后表达特征
等分析 。结果 　菘蓝漆酶基因（Iilacs）中的 Iilac３和 Iilac５在 MeJA诱导下的转录水平与药效成分的积累相一致 ，推测其可

能为参与落叶松脂素合成的潜在的功能基因 。结论 　通过对菘蓝漆酶进行详细的生物信息学分析 ，可为今后功能蛋白的筛

选和进一步研究其生理生化机制和结构特征打下坚实的基础 。
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Bioinformatics analysis of laccases involved in active lignans′ biosynthesis in Isa唱
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［Abstract］ 　 Objective 　 Identifying laccases ，as one of the key synthetases in the lariciresinol biosynthetic pathway ，by an唱
alyzing the transcriptome sequencing results in Isatis indigotica would provide a dependable foundation for later functional
study of Isatis indigotica′s laccases ．Methods 　 Bioinformatical softwares and kinds of analytical methods online were used to
find out the characteristics of the laccases from I ． indigotica ，including physical and chemical properties ，homology ，and the
properties af ter induction of MeJA ．Results 　 The transcriptional results showed that Iilac３ and Iilac５ from I ．indigotica were
corresponded with the accumulation of the effective metabolites ，making them the potential functional genes participated in lar唱
iciresinol synthesis ．Conclusion 　 Through the detailed bioinformatical analysis of Iilacs ，which laid a solid foundation for the
further study of the physiological and biochemical mechanisms and structural characteristics of the functional proteins ．

　 　 ［Key words］ 　 Isatis indigotica Fort ；laccase ；bioinformatics ；lariciresinol

　 　 菘蓝 （ Isatis indigotica Fort ．）为十字花科
（Cruciferae）菘蓝属（ Isatis）植物 ，其干燥根为板蓝

根 ，其干燥叶为大青叶 ，是一种常用药用植物 。板蓝

根和大青叶具有清热解毒 ，凉血利咽之功效 ，广泛应

用于流行性感冒 、流行性乙型脑炎 、流行性腮腺炎 、

急慢性肝炎和带状疱疹等病毒性疾病的防治［１］
。

　 　前期研究表明 ，板蓝根的抗病毒有效成分主要

是以落叶松脂素（lariciresinol）和其衍生物（开环异

落叶松脂素 、罗汉松树脂和开环异落叶松脂素二葡

萄糖苷）为代表的木脂素类成分［２唱４］
。 目前 ，菘蓝抗

病毒成分的生物合成途径已经非常清楚 ，如图 １ 所

示 ，该途径中的关键酶基因包括聚合蛋白酶 （diri唱
gentprotein ，DIR ） 、松脂醇还原酶 （pinoresinol re唱
ductase ，PLR） 、开环异落叶松脂素脱氢酶（secoiso唱
lariciresinol dehydrogenase ，SIRD ）和糖基转移酶
（UDP唱sugar唱dependent glycosyl transferase ，UGT ）
等［５］

。其中 DIR 作为催化松柏醇到松脂醇这个步

８０２
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骤的关键酶需要在氧化酶（例如漆酶）的催化下才能

够发挥其立体选择性作用［６］
；而漆酶作为广泛存在于

植物中的含铜离子的氧化酶 ，不仅参与了植物木质素

的形成［７］
，还能够降解有毒物质［８］

，正受到越来越多

的关注 。本研究从菘蓝转录组库［９］中筛选出了 ３０条

菘蓝漆酶基因（Iilacs） ，包括 １６条完整基因和 １４条片

段基因 ，对其中的 １６条完整基因进行了详细的生物

信息学分析 ，以期为 Iilacs的后续研究提供依据 。

图 1 　菘蓝抗病毒活性成分落叶松脂素生物合成途径示意图

1 　材料与方法

1 ．1 　 菘蓝漆酶的寻找与确认 　 以 laccase 为关键
词 ，在美国国立生物技术信息中心（National Center
of Biotechnology Information ，NCBI）公共数据库中
分别搜索漆酶的相关核苷酸和蛋白序列 。将获得的

漆酶核苷酸和蛋白序列分别作为检索序列 ，通过

blastall ２ ．２ ．２６ 软件的 blastn 和 tblastn 算法在菘
蓝转录组库［９］中寻找漆酶基因 。将得到的候选菘蓝

漆酶基因通过 blastx 与 NCBI 数据库进行比对 ，删

除非漆酶序列 。将筛选后的漆酶取其开放阅读框

（ORF ，open reading frame） ，翻译成氨基酸序列后 ，

通过 NCBI数据库的 blastp功能 ，确认其是否具有

完整的漆酶功能域 ，从而判断其是否为漆酶 。

1 ．2 　菘蓝漆酶的生物信息学分析 　 将获得的菘蓝

漆酶氨基酸序列 ，用 ProtParam 在线工具对其进行
组成成分和理化性质的预测分析 ；用 SignalP ４ ．１

Server 、TargetP １ ．１ Server 和 TMHMM Server v ．
２ ．０ 分别对其进行信号肽 、导肽和跨膜结构域的预

测分析 ；用 ClustalX２本地软件对其进行多重比对 ，

并用 GeneDoc 显示比对结果 ，分析序列的结构特

征 ；Pairwise相似性通过 p唱distance计算模式 ，将多

重比对结果导入 MEGA ５ ．０５软件计算获得 。以上

程序均采用默认设置 。菘蓝漆酶蛋白的二级结构预

测用 SOPMA 在线工具完成 ；蛋白高级结构同源建

模采用 Phyre２ 在线分析工具的从头计算 （Inten唱

sive）模式完成 ；NJ 进化树 （neighbor唱joining ，邻位

连接法）构建使用 MEGA ５ ．０５ 软件完成 。重复抽

样次数（No ．of bootstrap replication）设为 １ ０００ ，用

自举（Bootstrap）方法检验进化树的拓扑结构 ，将大

于 ５０％ 的 Bootstrap值显示在进化树上 。

2 　结果

2 ．1 　菘蓝漆酶基因的获得与确认 　 通过参考序列

与菘蓝转录组的同源比对以及候选漆酶基因与 NC唱
BI的确认比对 ，最后从菘蓝转录组中寻找到了 ３０

条 Iilacs 。漆酶作为一种多酚氧化酶 ，含有 ３ 个特

定的铜离子结构域 。为了确认这 ３０ 条 Iilacs是否
为真正的漆酶基因 ，我们对其进行了铜离子结构域

的寻找 ，发现 ３０条 Iilacs中 ，１６条分别具有 ３个完

整的铜离子结构域 ，为完整的漆酶基因 ；剩下的 １４

条为漆酶的片段基因 。

2 ．2 　菘蓝漆酶蛋白与同源蛋白的相似性比较 　 将

１６条完整基因编码的蛋白通过 NCBI 的同源性比
较 ，发现它们均与拟南芥（A rabidopsis thaliana）或
者芜菁（Brassica rapa）的漆酶蛋白有很高的相似
度（表 １） 。其中与芜菁匹配上的菘蓝漆酶蛋白有 ９

个 ，相似度均在 ９０％ 以上 ，最高的为 IiLAC５
（９７％ ） 。与拟南芥匹配的有 ７ 个 ，相似度最高的是

IiLAC６ ，与拟南芥漆酶 A tLAC４ 的相似度高达
９５％ 。 I iLAC７ 和 IiLAC８ 均与 A tLAC８ 匹配上 ，

它们的相似度分别为 ７７％ 和 ７６％ 。

９０２
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表 1 　菘蓝漆酶蛋白与同源蛋白的相似性比较

序列编号 命名
同源基因

名称 来源 相似性（％ ） NCBI 登录号
comp８２２５＿c０＿seq１ tI iLAC１ laccase２２ B ． rap a ９１ XP＿００９１４６７３９ 骀．１

comp１２８０９＿c０＿seq１ 潩I iLAC２ laccase ７ B ．rap a ９１ XP＿００９１４６９４１ 骀．１

comp１３３７６＿c０＿seq１ 潩I iLAC３ laccase ５ B ．rap a ９４ XP＿００９１４３２２０ 骀．１

comp１３９１０＿c０＿seq１ 潩I iLAC４ laccase １７ B ． rap a ９５ XP＿００９１３１９５８ 骀．１

comp１５３３９＿c０＿seq１ 潩I iLAC５ laccase ３ B ．rap a ９７ XP＿００９１４１０５０ 骀．１

comp１５３５６＿c０＿seq１ 潩I iLAC６ laccase ４ A ． thaliana ９５ NP＿５６５８８１ p．１

comp２４６７４＿c０＿seq１ 潩I iLAC７ laccase ８ A ． thaliana ７７ NP＿１９５７２４ p．１

comp２４６７４＿c０＿seq２ 潩I iLAC８ laccase ８ A ． thaliana ７６ NP＿１９５７２４ p．１

comp２７８２９＿c０＿seq２ 潩I iLAC９ laccase １３ B ．rap a ９５ XP＿００９１２２３７０ 骀．１

comp２９３１４＿c０＿seq１ 潩I iLAC１０ laccase １１ B ．rap a ９６ XP＿００９１２５４８８ 骀．１

comp３０６２８＿c０＿seq１ 潩I iLAC１１ laccase １ B ．rap a ９２ XP＿００９１１０３６３ 骀．１

comp３２６４１＿c０＿seq１ 潩I iLAC１２ laccase ６ A ． thaliana ９１ NP＿１８２１８０ p．１

comp３２６４１＿c０＿seq２ 潩I iLAC１３ laccase ６ A ． thaliana ９１ NP＿１８２１８０ p．１

comp３２６４１＿c０＿seq３ 潩I iLAC１４ laccase ６ A ． thaliana ９１ NP＿１８２１８０ p．１

comp３２６４１＿c０＿seq４ 潩I iLAC１５ laccase ６ A ． thaliana ９１ NP＿１８２１８０ p．１

comp２３６０９９＿c０＿seq１ 破I iLAC１６ laccase ２ B ． rap a ９３ XP＿００９１４４３９６ 骀．１

2 ．3 　菘蓝漆酶蛋白的理化特性分析 　将 １６条完整

的菘蓝漆酶蛋白通过 ProtParam （http ：／／web ．ex唱
pasy ．org／protparam ／）进行理化特性的分析 ，结果

如表 ２所示 。 １６条菘蓝漆酶的氨基酸残基数在 ５６９

左右 ，其中 I iLAC６ 最少 ，为 ５５８ ；IiLAC７ 最多 ，为

５９３ 。相对分子质量在６１ ０００ ～ ６６ ０００之间 。 所有

漆酶蛋白的碱性氨基酸均多于酸性氨基酸 ，呈碱性 ，

它们的等电点也均在 ８ ．０ 以上 ，进一步证实菘蓝漆

酶蛋白为碱性蛋白 。蛋白的稳定性由不稳定系数来

衡量 ，当蛋白的不稳定系数大于 ４０时其稳定性比较

差 。在 １６ 条菘蓝漆酶中有 １３ 条的不稳定系数在

４０以下 ，说明大多数菘蓝漆酶蛋白的稳定性较好 。

菘蓝漆酶蛋白亲水性平均系数 （grand average of
hydropathicity ，GRAVY）均小于 ０ 。

表 2 　菘蓝漆酶蛋白的理化性质分析

蛋白名称
氨基酸残
基数（个）

相对分子
质量（ × １０３ ）

理论等电点
酸性氨基
酸数（个）

碱性氨基
酸数（个）

不稳定系数 脂肪系数
亲水性平
均系数

I iLAC１ g５６１ o６１ 2．８６ ９ 2．００ ３７ 櫃４６ �３１ 唵．４６ ８４ 洓．５８ － ０ 鞍．１２２

I iLAC２ g５６８ o６２ 2．４６ ８ 2．８６ ３６ 櫃４３ �３８ 唵．８７ ８５ 洓．９９ － ０ 鞍．０１３

I iLAC３ g５８１ o６４ 2．０９ ８ 2．７７ ４０ 櫃４７ �３２ 唵．２３ ８２ 洓．５６ － ０ 鞍．１２０

I iLAC４ g５７２ o６３ 2．６１ ９ 2．１９ ３５ 櫃４７ �３１ 唵．６２ ８１ 洓．９６ － ０ 鞍．１３２

I iLAC５ g５７０ o６４ 2．２１ ９ 2．６１ ３７ 櫃５３ �４２ 唵．７６ ７７ 洓．６８ － ０ 鞍．２４６

I iLAC６ g５５８ o６１ 2．５０ ９ 2．３３ ３３ 櫃４８ �３３ 唵．１１ ８７ 洓．４４ － ０ 鞍．０６７

I iLAC７ g５９３ o６６ 2．７３ ８ 2．７３ ３６ 櫃４２ �４２ 唵．４７ ８２ 洓．１６ － ０ 鞍．０９０

I iLAC８ g５８５ o６５ 2．６４ ８ 2．９１ ３４ 櫃４２ �４２ 唵．５２ ８２ 洓．７９ － ０ 鞍．０７５

I iLAC９ g５６８ o６３ 2．１４ ８ 2．０６ ４１ 櫃４３ �３９ 唵．３１ ８１ 洓．５５ － ０ 鞍．１３２

I iLAC１０ {５６１ o６２ 2．３０ ８ 2．８５ ４０ 櫃４７ �３４ 唵．８０ ８３ 洓．５３ － ０ 鞍．１０５

I iLAC１１ {５７８ o６５ 2．０７ ８ 2．０４ ５２ 櫃５４ �３１ 唵．２０ ７９ 洓．５８ － ０ 鞍．２２５

I iLAC１２ {５６９ o６３ 2．７８ ８ 2．２０ ４５ 櫃４８ �２９ 唵．２８ ８３ 洓．０９ － ０ 鞍．１６９

I iLAC１３ {５６９ o６３ 2．７８ ８ 2．２０ ４５ 櫃４８ �２９ 唵．２８ ８３ 洓．０９ － ０ 鞍．１６９

I iLAC１４ {５６９ o６３ 2．７８ ８ 2．２０ ４５ 櫃４８ �２９ 唵．２８ ８３ 洓．０９ － ０ 鞍．１６９

I iLAC１５ {５６９ o６３ 2．７８ ８ 2．２０ ４５ 櫃４８ �２９ 唵．２８ ８３ 洓．０９ － ０ 鞍．１６９

I iLAC１６ {５７８ o６４ 2．２８ ９ 2．５５ ２７ 櫃４８ �３６ 唵．９４ ８１ 洓．７６ － ０ 鞍．１２９

2 ．4 　菘蓝漆酶蛋白信号肽和导肽的预测和分析 　

IiLACs信号肽预测结果显示 ，１６ 个参与分析的

IiLACs都具有信号肽 。 为了验证这个结果 ，同时

利用导肽（导向序列）分析软件对菘蓝漆酶进行了导

肽分析 ，结果表明这 １６个漆酶的导肽均为分泌途径

的信号肽 ，且预测长度与信号肽预测结果一致
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（IiLAC１６除外） 。

2 ．5 　菘蓝漆酶蛋白的跨膜结构域的预测和分析 　

利用在线工具 TMHMM Server v ．２ ．０ 对 IiLACs
进行跨膜结构分析 ，结果显示 ，IiLAC１ 、４ 、６ 、９ 、１１ 、
１２ 、１３ 、１４ 、１５ 、１６不存在跨膜结构 ，整条肽链都位于

细胞膜之外 ；I iLAC２ 、３ 、５ 、７ 、８ 、１０分别具有 １个跨

膜结构域 。 其中 ，I iLAC２ 的跨膜结构域位于该漆

酶序列的第 ７位氨基酸至 ２６位氨基酸 ；IiLAC３的
跨膜结构域位于第 １２ 位氨基酸至 ３０ 位氨基酸 ，

IiLAC５和 IiLAC１０的跨膜域均位于第 ７位氨基酸

至 ２９位氨基酸 ，IiLAC７ 和 I iLAC８的跨膜结构域
均位于第 ２０位氨基酸至 ４２位氨基酸 。

2 ．6 　菘蓝漆酶蛋白的多重序列比对分析 　将 １６条

IiLACs进行多重序列比对 ，结果如图 ２所示 。其中

图 2 　菘蓝漆酶的多重序列比对
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黑色背景部分是共同含有的氨基酸 ；灰色背景部分

是不完全相同的部分 ；HWH 、HAH 、HLH 和 HCH
是 ４个铜离子结合位点 ；蓝色下划线部分为漆酶显

蓝色的重要结构位点 。

2 ．7 　菘蓝漆酶蛋白氨基酸的相似性比较及系统发
生树构建 　对这 １６条菘蓝漆酶进行序列相似性比

较 ，发现蛋白序列间两两比较 （pairwise compari唱
son）相似性从 ４０ ．１％ （ I iLAC７ 与 I iLAC１６ ）到
１００％ （ IiLAC１２ ，IiLAC１３ ，I iLAC１４ 和 IiLAC１５）
不等 ，绝大多数序列间的相似性在 ４５％ 左右 。通过

MEGA ５ ．０ 使用 neighbor唱joining （NJ）法 ，在重复

１ ０００次计算下构建了 １６条 IiLACs 与模式植物拟
南芥漆酶蛋白的系统发生树（图 ３） 。其中 IiLAC６ 、
IiLAC１０ 、 IiLAC４ 分 别 与 A tLAC４ 、 A tLA１１ 、
A tLAC１７有很高的相似度 ，而拟南芥中这 ３个漆酶

的功能主要与木质素的合成有关［１０ ，１１］
，提示菘蓝中

的这 ３条漆酶极有可能行使相同的功能 。 研究表

明［１２］
，A tLAC２ 在盐胁迫下的转录水平会大幅提

高 ，同时改变根的伸长以适应环境 。 因此 ，与

A tLAC２最接近的 IiLAC１６ 可能与植物的抗逆机
制有关 ，这需要进一步实验验证 。 IiLAC７ 和
IiLAC８与 A tLAC８ 在同一小簇 ，报道称 ，A tLAC８
与花的发育有关（突变掉 A tLAC８ 后 ，拟南芥会提

前开花 ，而且花枝的叶片会减少）
［１２］

，那么 IiLAC７
和 IiLAC８可能具有相似的作用 。

2 ．8 　菘蓝漆酶蛋白的二级和三级结构预测分析 　

菘蓝漆酶蛋白序列的二级结构预测结果如表 ３ 所

示 ，其蛋白序列由 ４ 个结构组件组成 ，分别是 α唱螺

旋 、β唱折叠 、延伸链和无规则卷曲 。从表中可以看出

无规则卷曲和延伸链为主导 ，α唱螺旋次之 ，β唱折叠所

占比例最小 。

　 　 IiLACs 蛋白的三级结构预测采用 Phyre２ 线
串法的从头计算模式完成 ，结果如图 ４所示 。

2 ．9 　 MeJA 诱导后的菘蓝漆酶蛋白表达特征分析
　对菘蓝毛状根用 MeJA（５０ μmol／L）进行处理 ，收

获不同处理时间的样品 ，提取 RNA 进行转录组测
序得到菘蓝基因的表达谱［９］

。分析菘蓝漆酶的表达

特征热图 ，从绿色到红色表达量逐渐升高 （图 ５） 。

从图 ５中可以看出 １６ 条 IiLACs 的表达量呈现不
同的变化趋势 ，其中 IiLAC１ 、IiLAC１３和 IiLAC１４
因表达量太低而未能检测到 。 I iLAC８在 １ h和 ６ h
的表达量均很高 。 I iLAC３ 、 IiLAC４ 、 IiLAC５ 、
IiLAC６和 I iLAC１０ 的表达量随着时间推移而增
加 ，均在 ６ h的时候达到顶峰 ，随后逐步下降 ，与落

叶松脂素的积累变化相一致［９］
，表明它们极有可能

图 3 　菘蓝与拟南芥漆酶蛋白的系统发生树

表 3 　菘蓝漆酶二级结构主要构成组件比例

名称
α唱螺旋
（％ ）

延伸链
（％ ）

β唱折叠
（％ ）

无规则卷曲
（％ ）

I iLAC１ 枛１７ #．４７ ２９ 浇．９５ ９ C．８０ ４２ 耨．７８

I iLAC２ 枛２０ #．０７ ２８ 浇．７０ １１ C．４４ ３９ 耨．７９

I iLAC３ 枛１８ #．０７ ２９ 浇．７８ ８ C．６１ ４３ 耨．５５

I iLAC４ 枛１３ #．９９ ３１ 浇．４７ ９ C．０９ ４５ 耨．４５

I iLAC５ 枛１７ #．３７ ２８ 浇．７７ ９ C．６５ ４４ 耨．２１

I iLAC６ 枛１５ #．５９ ３４ 浇．２３ １０ C．５７ ３９ 耨．６１

I iLAC７ 枛１６ #．８６ ３０ 浇．６９ ９ C．７８ ４２ 耨．６６

I iLAC８ 枛１６ #．２４ ３０ 浇．６０ ９ C．９１ ４３ 耨．２５

I iLAC９ 枛１６ #．５５ ３２ 浇．９２ ８ C．９８ ４１ 耨．５５

I iLAC１０ ǐ１４ #．８０ ３４ 浇．０５ １０ C．７０ ４０ 耨．４６

I iLAC１１ ǐ１６ #．９６ ３２ 浇．１８ ９ C．８６ ４１ 耨．００

I iLAC１２ ǐ１７ #．４０ ２９ 浇．５３ １０ C．１９ ４２ 耨．８８

I iLAC１３ ǐ１７ #．４０ ２９ 浇．５３ １０ C．１９ ４２ 耨．８８

I iLAC１４ ǐ１７ #．４０ ２９ 浇．５３ １０ C．１９ ４２ 耨．８８

I iLAC１５ ǐ１７ #．４０ ２９ 浇．５３ １０ C．１９ ４２ 耨．８８

I iLAC１６ ǐ１３ #．３２ ３１ 浇．１４ １０ C．２１ ４５ 耨．３３

参与落叶松脂素的生物合成 。 而 IiLAC７ 在 ２４ h
的时候表达量才有提高 ，说明其响应较慢 。

IiLAC１１和 IiLAC１６ 随着时间的推移 ，在 ２４ h 时
表达量受到了明显的抑制 。
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图 4 　菘蓝漆酶蛋白的三维结构预测图

3 　讨论

　 　漆酶作为一种氧化酶在造纸 、食品 、纺织 、污水

处理和化学合成等行业中有着不错的前景 。从真菌

到细菌再到植物 ，漆酶的研究范围越来越广 ，功能研

究也在不断深入 ，然而漆酶在植物中的研究才触及

冰山一角 。漆酶在体内代谢功能研究领域里除了与

木质素合成相关的研究成果比较丰硕以外 ，其他的

功能还有待进一步挖掘 。本研究从文献入手 ，找到

了与漆酶相关的药效成分代谢途径 ，借助生物信息

学手段 ，对可能参与落叶松脂素生物合成途径的漆

酶进行了全面的分析 ，不仅分析了菘蓝漆酶的序列

同源性 、基本理化性质 、蛋白结构 、信号肽等 ，还与其

他植物漆酶蛋白进行横向比较 ，使 I iLACs 从结构
上 、功能上更加清晰与分明 。

　 　 MeJA 作为植物次生代谢中重要的信号分子 ，
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能够调控大量次生代谢产物的积累 。通过分析发现

MeJA 诱导后 ，菘蓝木脂素类的含量积累变化与

IiLAC３ 、I iLAC４ 、I iLAC５ 、IiLAC６ 和 I iLAC１０ 的
表达量相一致 ，而 I iLAC４ 、IiLAC６和 IiLAC１０可
能与木质素合成相关 ，因此 ， IiLAC３ 和 IiLAC５
极有可能是参与落叶松脂素合成的相关漆酶蛋白 ，

但仍有待进一步实验验证 。本文通过对重要基因的

挖掘 、分析以及筛选 ，为进一步研究参与菘蓝落叶

松脂素生物合成相关的漆酶基因的代谢机制 、结构

功能提供了线索和依据 ，为通过基因工程提高菘蓝

抗病毒成分 ———落叶松脂素的含量提供了有利

基础 。 　 　

图 5 　菘蓝漆酶在MeJA诱导下的表达
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