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题目：八月瓜种子硬度相关基因的挖掘及生物信息学分析

拟开展工作：挖掘组学数据中细胞壁合成与降解相关相关的基因/蛋白，并对相关基因进行生物信息
学分析和功能验证。

目的及意义：研究八月瓜种子硬度形成的分子机制，降低种皮硬度或使种皮变软，提高果实的可食
率，为八月瓜的分子育种提供理论基础。

涉及到的软件：除本学期学习的软件外，后期可能还会涉及到热图构建，蛋白质功能，群体结构分
析等相关软件等。

1. Topics of group members

G02B 牛娟
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棉花虽已实现三系配套，但由于恢复系

来源狭窄，恢复力不强等因素，在生产

上仍没有真正实现大规模三系杂交种生

产。因此，有必要针对棉花恢复基因及

其作用机制开展相关研究。

G02C 张学贤

题目：棉花育性恢复相关基因挖掘与功能验证

恢复系 不育系

利用恢复基因等基因系材料，通过转录组测序研究其基因差异表达情况，筛选与育性恢复相

关的差异表达基因，挖掘与棉花育性发育相关的候选基因并进行验证，探寻其对影响育性恢复的

分子机制，为优良恢复系选育提供理论依据。

1. Topics of group members



http://www.zzgss.cn

G02D 肖水平

题目：棉花纤维发育相关基因的克隆、生物信息学分析及功能验证

拟开展工作：对棉花纤维发育相关基因进行克隆；利用生物信息学方法对克隆到的基因序列

等进行分析 ；基因功能验证。

目的及意义：棉花纤维是重要的天然纺织原料。随着人们对高品质纤维需求的增加和纺织工

艺的改进，挖掘控制纤维性状的基因，深入研究棉花纤维发育的分子机制，对于实现棉花纤维

品质改良具有重要意义。

1. Topics of group members
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G02A 吴艳迪

题目：葡萄褪黑素合成基因 SNAT 原核表达分析

1. Topics of group members

实验内容：对葡萄中褪黑素合成基因SNAT进行初步序列分析及功能预测，设计引物克隆其cds

序列，连接至表达载体，转入大肠杆菌BL(DE3)中诱导产生可溶性蛋白，加入相应前体物质从酶

学功能方面初步鉴定克隆得到的葡萄SNAT基因的功能。

目的及意义：褪黑素在植物生长发育过程中发挥重

要作用，葡萄作为我国重要的栽培果树，鉴定葡萄中

褪黑素合成基因的功能有助于为采用分子手段调控葡

萄中內源褪黑素含量奠定基础
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2.  Background

褪黑素（N-乙酰-5-甲氧基色胺）是一种吲哚胺类物质, 它普遍存在

于细菌、真菌、藻类、植物、动物、人类等绝大多数生物有机体中。

图1. 褪黑素的化学结构
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在动物体内，褪黑素具有调节昼夜节律和光周期反应、改善睡

眠障碍、清除体内的自由基、减缓衰老、抗肿瘤、提高机体免疫力

等多种功能。

2.1 Function of melatonin in animals 
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2.2 Function of melatonin in plants 
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2.3 Biosynthesis of melatonin
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2.3 Biosynthesis of melatonin

The green arrows identify the preferred pathway in plants while the red arrows identify the major 

pathway in animals. SNAT, serotonin N-acetyltransferase

褪黑素合成路径相关基因只在模式植物中被鉴定，其他高等植物（比如

经济价值高的栽培果树——葡萄）中褪黑素合成基因的鉴定很有必要
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3.1 Screening of grape SNAT candidate genes

Run Blast: (blastp)    

OsSNAT Genebank: BAG86973.1; 

3.  Gene cloning

（Lei et al., 2013)
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Note： Principle for primer design

（1）引物长度控制在15-30bp以内（18-25bp）

（2）GC含量一般设为40%-60%

（3）Tm一般设为55 ℃-65 ℃，退火温度一般要

比解链温度低5 ℃

（4） 3’端不应超过4个连续的G或C

（5）引物自身不应存在互补序列，

（6）如扩增cds序列，引物3′端不要终止于密码子的

第3位，因密码子的第3位易发生简并，会影响扩增特异

性与效率。

3.  Gene cloning

Oligo 7
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3.2 Primer design（PCR ） (XM_002266325.4)
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4. sequence analysis and function prediction

4.1 Sequence align（DNAMAN，Needle）

序列匹配率是99.33 %

但是其编码的氨基酸
序列相同，而且也并
未出现移码现象
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4.2 Search from the database

4.2.1 Search from UniProt datase
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4.2.2 Search from NCBI database



http://www.zzgss.cn

4.3 Phylogeny analysis of SNAT in different species 

烟草

番茄

牵牛

苹果

拟南芥

枣

番木瓜

蔓生花

毛白杨

木豆

大豆

荷花

油棕

海枣

铁皮石斛

蝴蝶兰

高粱

狗尾草

小米

二穗短柄草

粗山羊草

火炬松

绿藻

蓝藻

紫菜

猕猴

通过Blastp搜索NR数据库中同源序列，选取

identity ﹥ 70%以上且注释为serotonin N-

acetyltransferase的序列25条；搜索swiss-prot

数据库中搜索到已审阅的identity ﹥ 60%的拟

南芥、水稻serotonin N-acetyltransferase同源

序列3条；另从Uniprot数据库中找出5种已审

阅的动物serotonin N-acetyltransferase序列加

入系统进化树构建，共33个物种进行MEGA

建树。



http://www.zzgss.cn

4.4 Alignment of SNAT amino acid sequence

根据Mega建树图，选出与葡萄

serotonin N-acetyltransferase序列

亲缘最近的其它3个物种序列，

另加2个模式生物拟南芥、水稻

序列进行Clustal Omega法多序

列比对。

星号标记的为高度保守序列位

点。
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4.5.1 Analysis of domain

乙酰转移酶结构域
低复杂度区域

4.5 Primary Structure Analysis of Grape SNAT Amino Acid Sequence



http://www.zzgss.cn

4.5.2  Analysis of ProtParam
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4.6.1 Hydrophilic and hydrophobic analysis （ProtScale）

数值越高表明该区域多肽链
的疏水性越强,该蛋白存在数
段亲水性较强的区域，蛋白
总体亲水性较强。

4.6 Secondary Structure Analysis of Grape SNAT Amino Acid Sequence
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4.6.2  Signal peptide prediction

该蛋白无信号肽序列
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4.6.3 Transmembrane helix analysis （TMHMM）

该蛋白无跨膜结构
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4.6.4  Transit peptide prediction
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4.6.4  Subcellular localization（Target P）

Localization of OsSNAT. (A) Bright-field image of Agrobacterium- infiltrated tobacco. (B) The red fluorescence of OsSNAT-mCherry and 

(C) the yellow fluorescence of chlorophyll (Chl) were monitored 12 hr after XVE induction, and (D) the two fluorescence images were 

merged. N. benthamiana leaves infiltrated with Agrobacterium with XVE-inducible OsSNAT-mCherry were grown for 2 days in a growth 

room before XVE induction and visualization by confocal microscopy. Bars = 25 lm.
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4.3 3D structure prediction

(Phary2)
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4.7 Function prediction of SNAT protein  

4.7.1 The protein interaction network of Human SNAT 
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4.7.2 Metabolic pathway of rice
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葡萄中SNAT（5-羟色胺-N-乙酰基转移酶）是不是可能也具有

与人，拟南芥中SNAT相似的功能，可以将5-羟色胺转化为N-乙酰-

5-羟色胺？

Problem

推理 验证

5. Combine with molecular experiment 
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目的基因 表达载体Pgex-4T-1

重组表达载体

大肠杆菌BL21(DE3)

可溶性蛋白

目的蛋白

连接

转化

纯化+western blot

诱导

酶学功能验证

5.1 Experiment process
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5.2 Rare codon analysis of amino acid

稀有密码子均匀分布，而且没有连续三个的稀有密码子排列，对翻译蛋白的可

溶性影响不大
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5.3 Plasmid profile of pGEX-4T-1 

含有GST促溶标签，有助

于重组蛋白的可溶性表达
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5.4 Analysis of restriction enzyme sites of target genes
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请各位老师、同学批评指导

谢谢！


