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摘要： 为了解落地生根(Kalanchoe daigremontiana)的 SAHH 基因功能，采用 RACE 技术从其叶片克隆了 SAHH 的全长 cDNA

序列，命名为 KdSAHH。结果表明，KdSAHH 全长为 1748 bp，含 1458 bp 完整的开放阅读框(ORF)，推测编码 485 个氨基酸。

预测落地生根 SAHH 蛋白分子量约为 53 kDa，理论等电点为 5.59~5.682。Scanprostie 和 DNAstar 预测表明，落地生根 SAHH

蛋白在进化上非常保守，与苜蓿的亲缘关系较近。以黄羽扇豆为模板，利用 SWISS-MODLE 和 Phyre 程序模拟的落地生根

SAHH 蛋白亚基三维结构有一定差异。这些为落地生根 KdSAHH 的表达和功能研究奠定了基础。
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Abstract: In order to understand the function of SAHH in Kalanchoe daigremontiana, a cDNA sequence, named 
as KdSAHH, was cloned by RT-PCR and RACE-PCR. The results showed that the full-length of KdSAHH cDNA 
was 1748 bp, encoding 485 amino acids. The predicted molecular weight (MW) of KdSAHH was about 53 kDa 
with estimated pI of 5.59–5.682. The Scanprostie and DNAstar prediction showed that KdSAHH protein with two 
conserved motifs was very conservative in evolution. There were high homology between KdSAHH and SAHHs 
in other species by amino acid alignment, and which had the closest relationship with that in Medicago sativa. 
Lupinus luteus used as template, there were differences in three-dimensional structure of KdSAHH simulated by 
SWISS-MODLE and Phyre. These would lay out basis for research in expression and function of KdSAHH.
Key words: Kalanchoe daigremontiana; S-adenosylhomocysteine hydrolase; SAHH; Clone; Bioinformatics



228 第23卷热带亚热带植物学报

落地生根(Kalanchoe daigremontiana)又名花蝴

蝶、倒吊莲、大还魂，为景天科(Crassulaceae)伽蓝菜

属中极易栽培的观赏植物。原产马达加斯加，在我

国主要分布在福建、台湾、广东、广西、云南等地，喜

温暖潮湿的气候，宜种植在排水良好的肥沃砂质土

壤上。落地生根是一种常见的药用植物，在我国很

早就用于治疗烫伤、急性中耳炎、热性胃痛等疾病，

最近的研究表明其叶片汁液提取物，对治疗糖尿病

有一定作用[1]。此外，落地生根具有特殊的器官发

生和体胚发生共存的无性繁殖模式，是研究体胚发

生或者器官发生(在其他细胞仍然未分化的情况下)
的理想模型[2–3]。

S-腺苷高半胱氨酸水解酶(S-adenosylhomocy-
steine hydrolase, SAHH)广泛存在于动物、植物、微

生物细胞内，能催化 S-腺苷高半胱氨酸(S-adeno-
sylhomocysteine, SAH)可逆水解生成腺苷(Adenosine, 
Ado)和 高 半 胱 氨 酸(Homocysteine, Hcy)。 而 S-腺
苷 蛋 氨 酸(S-adenosylmethionine, SAM)通 常 作 为

甲基供体，SAH 就是 SAM 向甲基受体(如蛋白、

DNA、RNA)转移甲基时形成的。SAH/SAM 比值

控制着细胞内的甲基化反应，比值较低预示着细胞

内甲基化能力的降低[4–5]。大多数病毒在复制的过

程中，mRNA 的 5′ 端都需要一个“甲基帽”的结构，

通过抑制 SAHH 的表达，可以降低细胞内的甲基化

能力，从而抑制病毒的复制[5]。因此，医学上 SAHH
被选择作为多种新药研发的重要潜在靶点。SAHH
抑制剂对麻疹、甲型流感、乙型流感、狂犬病毒、疱

疹、艾滋病毒的复制有很强的抑制作用，临床上有

很大的应用前景[6]。

最近，越来越多的研究证明 DNA 甲基化在调

控基因表达和表观遗传学中有着非常重要的作用，

比如转录和转录后基因沉默[7]。拟南芥(Arabidopsis 
thaliana)完全突变体 HOG1 引起整个基因组的去

甲 基 化，导 致 种 子 不 育[8]。SAHH 的 错 位 突 变 或

RNAi 引起 SAHH 功能的部分缺失，则表现出生长

缓慢、生殖能力减弱、弱小[8–9]。同样，人体部分缺失

SAHH 将造成严重的缺陷，如缺乏中枢神经系统髓

鞘。而调控 SAHH 功能可能是通过胞嘧啶甲基转

移酶和组蛋白甲基转移酶来干扰 DAN 甲基化[10]。

SAHH 虽然在生物体中普遍存在，但其在落

地生根中的功能还没有见报道。我们从落地生根

干旱诱导的胎生苗差减文库中，筛选出 1 个 SAHH 
cDNA 片段，Real-time PCR 检验表明该片段在胎

生苗样本中的表达量是无胎生苗的 4 倍[11]。本研

究采用 RACE 技术克隆出落地生根的 SAHH 全长

序列，并通过 RT-PCR 方法扩增全长 ORF 序列，进

一步采用生物信息学技术对其编码的蛋白进行预

测分析，为 SAHH 的表达和功能研究奠定基础，也

为研究落地生根产生胎生苗的分子机制提供基因

资源。

1 材料和方法

1.1 材料

落地生根(Kalanchoe daigremontiana)种植于北

京林业大学草坪研究所温室，培养基质为腐叶土、

蛭石和珍珠岩按 4：2：1 混合，在 16 h 光照 /8 h 黑暗，

光照强度为25 μmol m–2s–1, 温度为(30±3)℃下培养。

采集叶片后快速在液氮中固定，置于 –80℃超低温

冰箱保存。

1.2 总RNA的提取以及反转录

使 用 TaKaRa MiniBEST universal RNA Extraction 
Kit 提 取 落 地 生 根 叶 片 的 总 RNA，然 后 使 用

Recombinant DNase I (RNase Free)进行 DNase I 处

理，除去 gDNA，最终溶于 DEPC 处理水中。根据

3′-Full Race Core Set with PrimeScriptTM RTase 的操

作说明合成第一链 cDNA，并在 –20℃下保存。

1.3 SAHH基因的克隆和测序

根据差减文库的测序结果，分别设计上游引物

F1: 5′-AGGTACGGCTGCCGACACTCGC-TCC-3′
和下游引物 R1: 5′-AGGTACCTGTAGGCAGCCG-
GCTTG-3′。以合成的 cDNA 为模板进行 PCR 扩

增。PCR 反 应 体 系 为 50 μL，包 括 2 μL cDNA 模

板，8 μL cDNA Dilution Buffer II，引 物 F1 和 R1              
(20 μmol L–1)各 1 μL, 2×GC Buffer I 25μL，TaKaRa 
LA Taq DNA 聚合酶(5 U μL–1) 0.5 μL, dH2O 12.5 μL。

反 应 程 序 为：94℃ 预 变 性 3 min；然 后 98℃10 s，

55℃30 s，72℃45 s，共 35 个 循 环；最 后 72℃ 延

伸 10 min。PCR 产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳后，

用 TaKaRa MiniBEST Agarose Gel DNA Extraction 
Kit Ver. 3.0 回收，用 F1/R1 为特异引物对回收后的

DNA 测序。

根据获得的 SAHH 基因 cDNA 片段序列设计 5′ 
RACE 特 异 引 物 R3: 5′-CTGTCWGTYTGAGGCT-
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TGATGGTG-3′ 和 R5: 5′-AACATCYTCAAGGGTC-
ARAACT-3′。 采 用 TaRaRa 5′-Full RACE Kit with 
TAP 对 5 μg 的总 RNA 进行 CIAP、TAP 处理，并与 5′ 
RACE Adaptor 连接后，反转录合成 cDNA。Outer 
PCR 反应完成后，立即取反应液 1 μL 进行 Inner 
PCR 反应。PCR 产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳后，

用 TaKaRa MiniBEST Agarose Gel DNA Extraction 
Kit Ver. 3.0 回 收。 接 着 用 TaKaRa DNA Ligation 
Kit Ver. 2.1 中 的 连 接 酶，将 PCR 产 物 与 T-Vector 
pMDTM 19 Simple 进行连接，热转化至大肠杆菌

(Escherichia coli)感受态细胞 JM109 中，涂布平板，

37℃过夜培养。挑选阳性菌落，提取质粒，用引物

pMD18 F/pMD18 R 分别对质粒测序。

根据获得的 SAHH 基因 cDNA 片段序列设计 3′ 
RACE 特异引物，F3:  5′-ACAGATGGGTGTTCC-
CYGAGAC-3′。以 2 μL 的 RNA 为模板，进行 PCR 反

应。PCR 产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳后，用 TaKaRa 
MiniBEST Agarose Gel DNA Extraction Kit Ver. 3.0
回收。接着使用 TaKaRa DNA Ligation Kit Ver. 2.1
中的连接酶，将 PCR 产物与 T-Vector pMDTM 19 
Simple 连接后，热转化至 E. coli 感受态细胞 JM109
中，涂布平板，37℃过夜培养。挑选阳性菌落，提取

质粒，用引物 pMD18 F/pMD18 R 分别对质粒测序。

对 SAHH 基因的 cDNA 片段、5′ 端和 3′ 端序

列进行拼接，获得 SAHH 基因的全长序列。并分别

设计上游引物 F6: 5′-CGGTGTTCGCCTGGAAGG-
GTGAGA-3′ 和下游引物 R7: 5′-CCCGCAGAACT-
CAAACACAAAAT-3′，以第一链 cDNA 为模板，采

用相同的反应体系及条件进行 PCR 反应。取 5 μL 
PCR 产物进行 1% 琼脂糖凝胶电泳。

1.4 生物信息学分析

应 用 NCBI 数 据 库 中 ORF Finder 软 件 寻 找

KdSAHH 序列中的 ORF，推导编码的氨基酸序列。

应 用 Expasy 的 ScanProstie (http://prosite.expasy.
org/scanprosite/)程序分析 SAHH 保守结构域。用

BLAST 程序检索相似蛋白，通过 DNAstar 软件对

不同物种的氨基酸序列进行多重比对，并构建系

统 发 育 树。 运 用 DNAstar、DNAman、Expasy 的

ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)分析 SAHH
蛋白的一级结构。根据 DANstar 中 Gamier-Robson
和 Chou-Fasman 方 法 以 及 Expasy 中 CFFSP 程 序

(http://www.biogem.org/tool/chou-fasman/)预测 SAHH
蛋白的二级结构。应用在线分析工具 Swiss-Model 
(http://swissmodel.expasy.org/)和 Phyre (http://www.
sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index)分 析

SAHH 蛋白三级结构。

2 结果和分析

2.1 SAHH基因的克隆与测序

以落地生根叶片第一链 cDNA 为模板，并用引

物 F1 和 R1 进行 PCR 扩增，获得约 700 bp 的目的

片段(图 1: A)。根据获得的 SAHH 基因 cDNA 片段

序列分别设计 5′ RACE 和 3′ RACE 特异引物，获得

约 1000 bp 和 500 bp 的目的片段(图 1: B, C)。将获

得的 cDNA 片段、5′ 端和 3′ 端序列进行拼接，以

落地生根叶片第一链 cDNA 为模板，采用引物 F6
和 R7 进行 PCR 扩增，获得约 1500 bp 的目的片段

(图 1: D)。因此，落地生根 SAHH 基因的 cDNA 全

长为 1748 bp (GenBank 登录号： KF953475)，命名

图 1 落地生根 SAHH 的 RT-PCR 扩增和 RACE 克隆。A: RT-PCR 扩增 ; B: 5′ RACE; C: 3′ RACE; D: RACE; M: 2000 bp DNA Marker。

Fig. 1 RT-PCR amplification and RACE clone of SAHH in Kalanchoe daigremontiana. A: RT-PCR amplification; B: 5′ RACE; C: 3′ RACE; D: RACE; 

M: 2000 bp DNA Marker.
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为 KdSAHH，含有 1458 bp 完整开放阅读框(ORF)，
不包括 PolyA 长度为 1725 bp，5′ 非翻译区 77 bp，

3′ 非翻译区 213 bp，AU 模体(ATTTA)位于第 1665
位碱基处(图 2)。

2.2 SAHH蛋白分析

根 据 KdSAHH 基 因 序 列 推 导 KdSAHH 蛋

白 由 485 个 氨 基 酸 组 成。 经 ScanProsite 分

析，KdSAHH 存 在 两 个 高 度 保 守 的 结 构 域：

SAHH1 (SCNIFSSQDHAAAAI)和 SAHH2 
(GKVAVVCGYGDVGKGCAA)。将落地生根与其

他物种的 SAHH 蛋白进行比对，表明 SAHH 蛋白

在进化上非常保守(图 3)，落地生根的 KdSAHH 与

苜蓿(Medicago sativa)的亲缘关系较近，与非洲爪

蛙(Xenopus laevis)、果蝇(Drosophila melanogaster)、

人类(Homo sapiens)的亲缘关系较远(图 4)。

2.3 KdSAHH蛋白理化性质分析

利用 DNAstar、DNAman、Expasy 中的 Protparam
预测落地生根 KdSAHH 蛋白的理化性质。结果表

明，3 种预测的结果基本一致，其中 DNAman 预测

的分子量最小，为 53.1683 kDa; DNAstar 预测的最

大，为 53.1782 kDa。Expasy 预测的理论等电点最

小，为 5.59。DNAman 和 Expasy 预测含量最多的

氨基酸都是 Ala。Expasy 预测蛋白质不稳定指数

为 35.57，说明 SAHH 是稳定的蛋白质。

2.4 SAHH蛋白二级结构的预测

采 用 DNAstar、Expasy 分 别 预 测 落 地 生 根

KdSAHH 蛋 白 的 二 级 结 构。 按 照 DNAstar 中 的

图 2 落地生根 SAHH 基因序列。ATG: 起始密码子；TGA: 终止密码子；阴影区域(ATTTA): AU 模体。

Fig. 2 SAHH sequence of Kalanchoe daigremontiana. ATG: Start codon; TGA: Stop codon; Shaded area (ATTTA): AU motif.
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图 3 落地生根和其他物种的SAHH氨基酸序列比对。□: 保守基序; AT-1: 拟南芥 SAHH-1; AT-2: 拟南芥 SAHH-2; CR: 长春花; DM: 黑腹果蝇; 

HS: 智人; KD: 落地生根; LL: 黄花羽扇豆; MS: 紫花苜蓿; NS: 樟子松烟草; PC: 欧芹; Ph: 蝴蝶兰; XL: 非洲爪蛙。

Fig. 3 Amino acid sequence alignment of SAHH in Kalanchoe daigremontiana and other species. □: Conserve motif; AT-1: SAHH1 in Arabidopsis 

thaliana; AT-2: SAHH2 in A. thaliana; CR: Catharanthus roseus; DM: Drosophila melanogaster; HS: Homo sapiens; KD: K. daigremontiana; LL: 

Lupinus luteus; MS: Medicago sativa; NS: Nicotiana sylvestris; PC: Petroselinum crispum; Ph: Phalaenopsis sp.; XL: Xenopus laevis.

苏振声等：落地生根S-腺苷高半胱氨酸水解酶基因的克隆及生物信息学分析
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Gamier-Robson 方 法，KdSAHH 蛋 白 主 要 含 有 α
螺旋和 β 折叠，其中 α 螺旋 20 个，β 折叠 33 个，两

者交替分布，转角和无规则卷曲分别有 29 个和 27
个(图 5: A)。 而 按 照 DNAstar 中 的 Chou-Fasman
方 法，KdSAHH 蛋 白 共 有 19 个 α 螺 旋，15 个 β
折叠和 33 个 β 转角(图 5: B)。

采用 CFSSP 软件预测 KdSAHH 蛋白的二级结

构(图 6)，α 螺旋和 β 折叠是 KdSAHH 最主要的二

级结构元件，α 螺旋和 β 折叠呈间隔分布，而 β 转角

和无规则卷曲则散布于整个蛋白质中，其中可能形

成 α 螺旋的氨基酸残基有 352 个，占氨基酸总数的

72.6%；可能形成 β 折叠的残基有 321 个，占 66.2%；

可能形成 β 转角的氨基酸残基有 58 个，占 12%。

2.5 SAHH蛋白三级结构的预测

利用同源建模的方法，采用 SWISS-MODEL
对 KdSAHH 蛋白的三级结构进行预测。结果表明 , 
KdSAHH 蛋白与黄羽扇豆(Lupinus luteus, 3ondA)
的同源性为 90.52%，建模残基为 1~ 485，建模相对

准确(图 7)。
将 KdSAHH 的氨基酸序列提交到 Phyre 网站，

并通过 PSI-BLAST 方法寻找同源性较高的序列进

行建模。结果表明落地生根的 KdSAHH 与黄羽扇

豆(c3oneA)的同源性最高，达到 91% (图 8)。

图 4 不同物种 SAHH 蛋白的聚类分析

Fig. 4 Cluster analysis of SAHH protein in different species

图 5 Gamier-Robson (A)和 Chou-Fasman (B)预测 KdSAHH 蛋白的二级结构

Fig. 5 Secondary structure of KdSAHH predicted by Gamier Robson (A) and Chou-Fasman (B)

图 6 CFSSP 预测 KdSAHH 蛋白的二级结构

Fig. 6 Secondary structure of KdSAHH predicted by CFSSP
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图 7 SWISS-MODLE 预测的 SAHH 三级结构。红色: α 螺旋; 黄色: β 折叠; 蓝色: C 末端; 绿色: N 末端。

Fig. 7 Three-dimensional structure of SAHH predicted by SWISS-MODLE. Red: α Helices; Yellow: β sheets; Blue: C terminal; Green: N terminal.

图 8 Phyre 预测的 SAHH 三级结构

Fig. 8 Three-dimensional structure of SAHH predicted by Phyre

3 讨论

SAHH 广泛存在于各种生物和组织中。本研

究采用 RT-PCR 和 RACE 技术成功克隆了落地生

根 KdSAHH 的全长 cDNA 序列 , KdSAHH 基因全

长 1748 bp，编码 485 个氨基酸，预测 KdSAHH 蛋

白分子量约为 53 kDa，与其它生物的 SAHH 蛋白

相 似[12–13]。KdSAHH 的 等 电 点 为 5.59~5.682，与

SAHH 作为酸性蛋白酶的功能相符。

氨基酸序列比对表明，虽然不同来源的 SAHH
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在氨基酸序列上存在差异，但 SAHH 在进化过程

中还是非常保守的，均存在两个 SAHH 标志序列

(SCNIFSSQDHAAAAI 和 GKVAVVCGYGDVGK-
GCAA)。KdSAHH 的二级结构以 α 螺旋和 β 折叠

为主，β 转角和无规则卷曲含量相对较低。α 螺旋

是一种稳定结构，在多数膜结构中处于脂双层中，

起到跨膜传递作用。而均匀分布在整个蛋白质中

的无规则卷曲可能使 KdSAHH 具有热稳定性，因

为无规则卷曲可以使空间结构中的自由能达到最

大化而利于结构稳定[14]。

蛋白质的二级结构预测为三级结构模型的

构建建立了起始点[15]，目前对蛋白质天然结构的

预测方法有同源建模法、折叠识别法、从头预测

法[16]。一般情况下，待预测蛋白与模板蛋白的同

源性大于 30%，得到的结构才相对准确。本研究

中，采用 Expasy 预测的 KdSAHH 蛋白与黄羽扇豆

(3ondA)同源性为 90.52%；同样，利用 Phyre 预测的

KdSAHH 与黄羽扇豆(c3oneA)同源性为 91%。尽

管两种预测方法与选用的模板同源性都非常高，但

是预测的三维结构仍有一定差异。通过预测蛋白

质的三维结构有助于了解其性质，但还不能完全判

断其功能，这是因为蛋白质的某些氨基酸在生物体

内能被酶催化，生成一些新的氨基酸，从而改变特

定蛋白的空间结构，导致其功能变化[17]。

SAHH 基因在 DNA 甲基化过程中起着重要作

用。根据这一原理，SAHH 作为药物设计靶点已

生产出的多种抑制剂，在抗病毒、抗癌、抗关节炎等

方面都有非常良好的药理作用[18]。此外，SAHH
在抵御各种逆境胁迫中也起到了至关重要的作用。

早在 1995 年，Masuta 就报道了翻译表达 SAHH 可

以提高烟草(Nicotiana tabacum)的抗病毒能力[5]；遏

蓝 菜(Thlaspi arvense)和 草 菇(Volvariella volvacea)
中 SAHH 参与了低温胁迫的响应[19–21]。SAHH 还

在植物的生长发育过程起重要作用，佘义斌报道

SAHH 与棉花(Gossypium hirsutum)纤维细胞的发育

有关[13]。金晓霞等报道 SAHH 可能与黄瓜(Cucumis 
sativus)性别分化有关[22]。Tanaka 等[23]的研究表明烟

草体外花芽形成诱导了 SAHH 基因的表达。目前

我们正在构建 KdSAHH 基因的植物过表达载体和

干扰载体，KdSAHH 基因在胎生苗发育过程中的

作用和落地生根胎生苗发育的分子机制还有待于

深入研究。
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