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摘要： TCP转录因子家族是植物特异的一类调控生长发育和逆境胁迫的重要转录因子。
为进一步研究TCP转录因子在水曲柳生长发育和非生物胁迫中的作用，对水曲柳FmTCP4

基因进行了克隆和详细的生物信息学分析，并且对其在非生物胁迫和激素信号诱导下
的基因表达作了分析。多序列比对结果表明，FmTCP4与拟南芥中调控发育的AtTCP4基
因以及水稻寒冷调控中起重要作用的TCP家族基因OsPCF5具有较高同源性。系统进化树
表明其与金鱼草和芝麻等同源基因亲缘关系较近。基因表达分析表明，FmTCP4响应了

寒冷、盐、干旱等非生物胁迫以及激素信号，说明其可能参与了植物的生长发育和逆
境胁迫的平衡。
关键词：水曲柳；TCP转录因子；基因克隆；生物信息分析

TCP genes encode a plant-specific transcription factors family, which acted as a key 

role in regulating plant growth and development and stress response. In order to further 

study the mechanism of TCP transcription factor in regulating the growth and development 

and abiotic stress of Ash, we cloned detailed analyzed bioinformatics of the FmTCP4, and 

analyzed the gene expression pattern under abiotic stress and hormone signal. Multiple 

sequence alignment results showed that they have high homology to Arabidopsis thaliana 

gene AtTCP4 and Oryza sativa gene OsPCF5, which participated the plant growth and cold 

regulation, respectively. Molecular evolution analysis results showed that the genetic 

distance of FmTCP4 gene between Antirrhinum majus and Sesamum indicum species is 

relatively close．Gene expression analysis shows, that FmTCP4 was responded under cold, 

salt, drought and other abiotic stress and hormone signals, it indicated that FmTCP4 may 

involved in regulating the balance of plant growth and development and stress response.

Key words Fraxinus mandschurica Rupr.; TCP transcription factor; gene clone; 

bioinformatics analysis



转录因子通过调节动物和植物基因的时空表达水平，在生物体的细胞增殖、正常
生长发育以及免疫反应过程中起到重要的调控作用[1]。TCP转录因子家族是根据玉米中
的TEOSINTEBRANCHE1（TB1）、金鱼草中的CYCLOIDEA（CYC）以及水稻中的
PROLIFERATING CELL FACTORS 1 和2（PCF1和PCF2）的三个基因的首字母来命名的[2-3]。
它们是植物特有的碱性螺旋环类（bHLH）转录因子，编码59个氨基酸。基于TCP结构
域序列上的差别，TCP转录因子家族被分为两个亚家族：classⅠ（又名PCF或TCP-P）和
classⅡ（又名TCP-C），主要是classⅠ和classⅡ相比，在TCP基本结构域上缺失了一个
短的氨基酸的结构（四个氨基酸残基），此外classⅠ和classⅡ的蛋白识别位点也有所
差别，分别为GGNCCCAC和G（T/C）GGNCCC[4-5]。TCP家族参与了植物发育中细胞增殖
和细胞分化的调控，其中classⅠ类在调控植物的生长以及胁迫应答中，起到正调控的
作用，而classⅡ则与Ⅰ类功能有所拮抗[4~6]。例如，AtTCP21（CHE）可以结合生物钟节
律基因CCA1的启动子，直接调控CCA1的启动子并影响CCA1的活性，进而调控植物对昼
夜节律[7]；拟南芥中，AtTCP14参与了种子的萌发，主要表达在种子维管束组织中，并
调控了种子胚根基因的表达以激活拟南芥种子的胚的发育[8]；AtTCP20对于细胞分裂和
生长协调是必不可少的，AtTCP20的转录激活域（VP16）或抑制域（EAR）被修饰后，
AtTCP20的表达量发生改变，影响植物的株高、叶片形态（卷曲）以及开花时间[9]；
OsTCP19在调节非生物胁迫中发挥了重要的作用，盐和干旱条件下水稻中OsTCP19基因
的表达量上调了5到6倍，并且在拟南芥中过量表达的OsTCP19引起ABI3、ABI4、IAA3的
上调表达和LOX2下调表达，导致植株的发育异常，例如侧根的减少等[10]。拟南芥的
classⅡ的成员AtTCP2、AtTCP3、AtTCP4、AtTCP10和AtTCP24，及其在不同物种的同源基
因，存在miR319的结合位点，miR319靶向TCP转录因子，影响叶片发育以及细胞分化。
例如，miR319的过表达，降低了TCP转录因子的表达，突变型叶片与野生型相比，成熟
缓慢，分化程度较低；相反，TCP转录因子过表达的植株具有成熟早、细胞分裂减缓的
特点[11-12]。



水曲柳（Fraxinus mandschurica Rupr.）系木犀科（Oleaceae）白蜡树属
（Fraxinus L.）落叶乔木，是东北珍贵硬阔叶用材树种之一，与胡桃楸、黄菠

萝合称为中国东北的”三大硬阔”。树干材质坚硬，纹理通直，被广泛地应
用于建筑、仪器、家具、室内装饰、车辆中；其种子含油量为24.38%，可制
肥皂；其树皮含鞣料3.09%，在某些地方，被作为中药“秦皮”用。但由于过

度开采导致水曲柳种群数量明显变少，如不及时保护则易导致濒临灭绝。因
此，对水曲柳科学研究、遗传改良、生态建设和社会经济发展具有重要的科
学和实践意义[13-14]。

本研究中获得了水曲柳TCP转录因子TCP4，命名为FmTCP4，FmTCP4与水
稻中TCP转录因子OsPCF5基因具有很高的同源性，在水稻中，OsPCF5受到了
miR319的调控，参与了水稻应对寒冷胁迫的调控。而FmTCP4在拟南芥中的同
源基因AtTCP4参与了拟南芥的种子形成、细胞增殖与分化过程的调控。例如
AtTCP4过量表达拟南芥的花粉不能产生可育的种子，并且miR396b激活编码的
AtTCP4可以直接抑制细胞增殖分化[6~11]；miR319调控的AtTCP4通过调控细胞周
期蛋白依赖性激酶抑制蛋白（ICK1）和激酶抑制蛋白（KRP1）调控细胞周期
[11]。本文对水曲柳TCP4的编码区进行了克隆，同时进行了详细的生物信息学

分析，对其在不同非生物胁迫以及激素等信号调控下的基因表达进行了测定，
为进一步研究水曲柳FmTCP4的功能奠定了基础。



1 材料与方法

1.1 材料和处理

水曲柳种子、叶片取自东北林业大学实验林场，将水曲柳幼苗置于恒温培养箱中培
养，培养基质为V（营养土）：V（蛭石）=3:1。并调整培养箱维持适宜温度和湿度，
日照长度为16h，保证植物正常生长。待水曲柳幼苗培养至20d时，取长势均一的植
株进行处理。分别用4℃低温、200mM NaCl和20% w/v PEG6000干旱进行胁迫处理；
用100μmol/L ABA和100μmol/L GA3进行激素信号处理，对照组不做任何处理。分别
于处理后0h、6h、12h、24h、48h和72h取水曲柳幼苗，置于液氮中冷冻，并于-80℃
下保存。NaCl、PEG600、ABA和GA3购自于sigma公司，Primer star Taq酶、One Step 
SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit等购自于宝生物工程（大连）有限公司。引物合成和测
序由生工生物工程（上海）股份有限公司完成。

1.2 方法
1.2.1 FmTCP4基因编码区全长的克隆
以水曲柳叶片作为材料，应用CTAB法提取总RNA。应用反转录试剂盒将RNA反转录为
cDNA。应用水曲柳转录组数据库，通过blastx和blastn比对分析确定TCP4基因序列并
设计引物，对TCP4基因编码区全长进行克隆（扩增引物见表1）。应用凝胶回收试剂
盒对特异性扩增产物回收纯化，纯化产物与pMD18-T载体连接，转化克隆进入JM109
感受态细胞，送生工生物工程（上海）股份有限公司测序。



表 1 克隆 FmTCP4 基因编码区对应引物 

Table 1 The primer used for cloning the coding regions in FmTCP4 gene 

引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence 

FmTCP4-F 5'-CCGCTCTACTCCACAACTCCC-3' 

FmTCP4-R 5'-GCTACTAGCTCACCCAGACAATAAAC-3' 

 

1.2.2 FmTCP4基因编码区序列的生物信息分析
利用DNAMAN软件对获得的水曲柳FmTCP4基因的核苷酸序列进行分析，并推测其蛋白质编码氨

基酸序列。应用Protparam[15]在线分析软件分析FmTCP4蛋白的理化性质。使用ProtScale[15]在线分
析软件中的Kyte and Doolittle算法分析FmTCP4蛋白的亲水/疏水性。应用SignalP[16]在线分析工具的
神经网络算法预测并分析FmTCP4蛋白的信号肽。使用TMPred[17]在线工具预测并分析FmTCP4蛋白的
跨膜结构。应用COILS[18]在线分析工具预测和分析FmTCP4蛋白的卷曲螺旋。使用wolf psort[19]在线
工具对FmTCP4蛋白进行亚细胞定位分析。应用GOR4软件分析FmTCP4蛋白的二级结构[20-21]。利用
NCBI数据库Conserved Domain Search Service（CD Search）在线分析软件，分析FmTCP4的保守结构域。
应用NCBI数据库Blast对FmTCP4氨基酸序列进行同源序列比对，搜索不同物种中的同源基因及蛋白。
并先采用ClustalX将氨基酸序列进行多序列比对的分析，然后利用MEGA 5.0软件，算法为Neighbor-
Joining，自检举1000次，构建系统发育进化树[22-23]。

1.2.3 FmTCP4基因在逆境胁迫和激素信号下的表达分析
以水曲柳微管蛋白基因Tu作为内参基因，引物见表2。PCR反应体系如下：模板cDNA 2μL，

Master Mix 10μL，正反向引物（10μmol/L）各1μL，用ddH2O补足至总体积20μL。利用Applied 
Biosystems7500荧光定量PCR仪进行扩增，反应程序：95℃、30s→95℃、5s→60℃、34s（共40个循
环）→95℃、15s→60℃、1min→95℃、15s。每份样品重复3次。目标基因表达水平运用相对定量的
2－△△Ct法[24]（2－△△Ct=（CT目的基因－CT管家基因）实验组－（CT目的基因－CT管家基因）
对照，其中CT是热循环仪检测到反应体系中荧光信号的强度值）计算。



2 结果与分析
2.1 FmTCP4基因编码区全长的鉴定

以水曲柳叶片cDNA为模板进行PCR扩增，扩增结果如图1所示。测序后，通过NCBI
数据库blastn比对，确定获得了水曲柳TCP4基因序列，并命名为FmTCP4，上传至
Genbank数据库，登录号为：KX905155，FmTCP4基因编码区全长为1251bp。经过比对，
与拟南芥AtTCP4基因核苷酸序列（AT3G15030.1）的一致性为55.91%；与芝麻
（Sesamum indicum）TCP4基因核苷酸序列（XM_011084436.1）的一致性为77%；与
烟草（Nicotiana sylvestris）TCP4基因核苷酸序列（XM_009786850.1）的一致性为71%。

图1 FmTCP4基因PCR扩增片段
Fig. 1 PCR amplified fragments of FmTCP4



获得的水曲柳FmTCP4基因编码区全长，应用DNAMAN软件进行分析和预测，
推测的氨基酸序列长度为416个氨基酸，如图（图2）所示。



2.2 FmTCP4蛋白质一级结构的分析
2.2.1 氨基酸序列理化性质分析
利用在线分析软件Protparam对FmTCP4基因的氨基酸序列的理化性质进行分析。
FmTCP4蛋白相对分子质量为45453.91；等电点（pI）为6.27；不稳定系数为
58.77（不稳定系数小于40时，预测蛋白质稳定，反之则不稳定），为不稳定
类蛋白；总平均疏水性为-0.733，说明该蛋白为亲水性蛋白。



2.2.2 疏水区域/亲水区域预测

蛋白质亲疏水性氨基酸的组成是蛋白质折叠的主要驱动力，通过亲水性预测可以反映蛋白质的
折叠情况。利用在线分析软件ProtScale的Kyte and Doolittle算法FmTCP4蛋白进行亲水/疏水性分
析（＞0.5的区域为疏水区，＜-0.5的区域为亲水区，介于＋0.5～-0.5之间主要为两性区域）。
结果表明，FmTCP4蛋白共有16个疏水区和29个亲水区（见图3）。



2.2.3 信号肽的预测和分析
信号肽是由16～26个氨基酸残基组成的氨基酸序列，在新合成多肽链中用于指导蛋
白质的跨膜转移，位于蛋白质的N端，包括疏水核心区、信号肽的C端和N端[25]。
利用在线分析工具SignalP的神经网络算法对FmTCP4蛋白进行预测。结果表明，
FmTCP4（见图4）蛋白可能不存在信号肽。

C值：原始剪切位点的分值；S值：信号肽的分值；Y值：综合剪切位点的分值
图4 FmTCP4蛋白信号肽的预测和分析（神经网络算法）

Fig. 4 Prediction and analysis of signal peptides in FmTCP4 protein using the neural 
network algorithm



2.2.4 跨膜结构的预测和分析
跨膜结构是蛋白质与膜结合的一段氨基酸片段，一般由20个左右的疏水性氨基酸残基组成，
主要形成α-螺旋[26]。利用在线工具TMPred对FmTCP4蛋白进行跨膜结构分析。结果表明，
FmTCP4蛋白有2个跨膜结构域。其中，由内到外（i→o）的跨膜结构域有2个，分别位于
283~304位和364~389位，分数分别为743和403；由外到内（o→i）的跨膜结构域有2个分别位
于283~304位和363~390位，分数分别为167和667（分数>500为显著跨膜结构），其由内到外
的跨膜结构域与由外到内的跨膜结构域基本重合。经N-terminus outside模型分析表明，其中
i→o的283~304位，和o→i的363~390位具有强烈的跨膜螺旋结构。据此分析，FmTCP4蛋白（图
5）既有由内到外的跨膜能力，又有由外到内的跨膜能力。



2.2.5 亚细胞定位预测
利用在线工具WoLF PSORT分别对FmTCP4蛋白进行亚细胞定位分析。FmTCP4蛋白在细
胞核得分为13。说明FmTCP4蛋白可能主要存在于细胞核中，并在细胞质到细胞核的调
控中起作用。



2.3 FmTCP4蛋白质二级结构的预测和分析
应用GOR4对FmTCP4蛋白的二级结构进行分析。FmTCP4蛋白是由α螺旋（Alpha helix）、延伸链
（Extended strand）、无规则卷曲（Random coil）所组成的，并且分布于整个蛋白。FmTCP4蛋白
由34.38%的α螺旋、12.02%的无规则卷曲和53.61%延伸链组成（见图6）。



2.4 FmTCP4蛋白质三维结构的预测
利用在线分析工具Swiss-Model，对FmTCP4蛋白进行三级结构同源建模，用Swiss-
PdbViewer软件对建模结果进行处理[27-29]。FmTCP4蛋白同源建模结果如图7所示，呈
现螺旋-环-螺旋结构。同时，利用软件的α-碳与酰胺平面交角图功能，可以找到1个残
基与1个特定平面的构象角（二面角），通过分析二面角，可以判断一个模型的质量。
对FmTCP4（见图8）蛋白的二面角分析结果表明，蛋白质残基位于核心区域，说明空
间结构稳定，所以同源建模的方法对FmTCP4蛋白的氨基酸序列的建模结果可靠。





2.5 FmTCP4蛋白氨基酸序列比对及保守结构域的预测
利用NCBI数据库Blast对FmTCP4基因序列以及推测的编码蛋白进行同源序列比对，Blastp
比对结果表明，FmTCP4蛋白与芝麻Sesamum indicum（XP_011098249.1）、烟草
Nicotiana sylvestris（XP_009785152.1）、金鱼草Antirrhinum majus（AAO43102.1）、马
铃薯Solanum tuberosum（XP_006348284.1）、番茄Solanum lycopersicum
（NP_001234335.2）、辣椒Capsicum annuum（XP_016541752.1）、莲Nelumbo nucifera
（XP_010277724.1）、葡萄Vitis vinifera（XP_003634670.2）、毛果杨Populus trichocarpa
（XP_006370036.1）、蓖麻Ricinus communis（XP_015574905.1）、可可Theobroma 
cacao（XP_017980250.1）、陆地棉Gossypium hirsutum（XP_016702532.1）、黄瓜
Cucumis sativus（XP_004146031）、巨桉Eucalyptus grandis（XP_010060659.1）、拟南芥
Arabidopsis thaliana（AT3G15030.1）和水稻Oryza sativa Japonica Group（XP_015634268.1）
同源性较高，一致性分别为68%、64%、64%、62%、61%、59%、56%、56%、54%、
53%、53%、51%、50%、50%、45%和39%。并应用ClustlW在多序列比对软件对FmTCP4
蛋白以及上述物种中的同源蛋白，进行同源序列比对分析，结果如图（图9）。对多物
种同源蛋白氨基酸序列比对结果显示，我们获得的FmTCP4蛋白序列，与芝麻、烟草、

金鱼草、马铃薯、番茄、辣椒、莲、葡萄、毛果杨、蓖麻、可可、陆地棉、黄瓜、巨
桉、拟南芥和水稻等物种中的同源蛋白序列相比具有很高的保守性，尤其在靠近N端的
TCP保守结构域的一致性很高。





蛋白质结构域是蛋白质中一段保守结构的氨基酸序列，可能与进化，蛋白功能等相关。
蛋白质的结构域一般会形成稳定的折叠，形成特定的3D结构。不同的蛋白中可能存在

相同的结构域。蛋白质结构域分析目前广泛的应用于蛋白质功能的预测之中。蛋白质
结构域通常有25个氨基酸到500个氨基酸组成。结构域通常会形成功能元件。利用NCBI
数据库Conserved Domain Search Service（CD Search）[30]在线分析软件，根据其催化残
基、辅酶结合位点、底物结合位点、抑制剂结合位点、四聚体接口对水曲柳FmTCP4蛋
白的保守结构域进行预测，判断该编码蛋白包含有1个TCP结构域，位于近N端位置，
属于TCP超家族（图10），与前面的多序列比对结果一致。



2.6 FmTCP4蛋白系统进化树的构建

系统进化树是物种的进化史，通过构建系统进化树可以根据这些物种的祖先描述它们的进化关系
[31]。先采用ClustalX对NCBI比对的氨基酸序列进行多序列比对的分析，然后利用MEGA 5.0软件，
应用Neighbor-Joining算法构建系统进化树（见图11）。结果表明，13个物种的13条蛋白序列与拟
南芥AtTCP4一致性都比较高，包括拟南芥AtTCP4在内，大致分为7类：其中水曲柳FmTCP4蛋白与

芝麻和金鱼草聚为一类，马铃薯、辣椒和烟草聚为一类，莲和葡萄聚为一类，陆地棉、可可、毛
果杨和蓖麻聚为一类，而拟南芥、黄瓜分别单独聚为一类，巨桉与水稻与其他物种FmTCP4同源蛋
白关系更远，也分别单独聚为一类。

图11 根据FmTCP4蛋白NCBI Blastp比对结果构建的系统进化树
Fig. 11 Phylogenetic tree of FmTCP4 protein based on the Blastp results from NCBI



2.7 FmTCP4在非生物胁迫下的表达模式
水曲柳FmTCP4基因的表达量随着非生物胁迫处理时间的延长发生明显变化（图12），
其中，在寒冷（4℃）处理后，FmTCP4基因的表达呈现出先下调后上调的表达趋势，其
中，在12h达到下调表达峰值，为对照的0.56倍，并在24h出现上调表达最高峰，表达量
达到对照的26.45倍；在NaCl处理后，FmTCP4基因的表达呈现先上调后下调的趋势，且
处理组的表达量均高于对照组，并在6h，达到峰值，为对照的70.69倍；在干旱
（PEG6000）处理下，FmTCP4基因表达呈现先上调后下调再上调后下调的趋势，且处理
组的表达量均高于对照组，并于24h达到峰值，为对照的206.26倍。结果表明，FmTCP4
明显响应了这三种非生物胁迫，并且其响应模式并不相同。



2.8 FmTCP4在激素信号下的表达模式
水曲柳FmTCP4在激素信号处理下，随时间的变化，发生了明显的表达变化（图13）。

其中，在ABA处理后，FmTCP的表达呈现出先上调表达，后下调表达的趋势，其中，在
6h时达到上调表达的峰值，为对照的1.91倍，而在12h后，表达受到抑制，低于对照组，
其中在12h表达量最低，为对照的0.38倍；在赤霉素处理后，FmTCP4的表达量先上升后
下降，且处理组的表达量均高于对照组，其中在24h达到峰值，为对照组的151.49倍。
结果表明，FmTCP4响应了ABA和GA3的信号刺激。



3 结论与讨论
在拟南芥中，AtTCP4转录因子通过影响miR319调控了细胞增殖和分化的平衡

[6,11]，并且在水稻中研究发现miR319调控的OsPCF5（AtTCP4同源基因）在应对寒冷
胁迫中也发挥了重要的作用[32]。本研究根据水曲柳序列设计引物克隆所得FmTCP4，
进行同源序列比对，结果表明与拟南芥AtTCP4基因以及水稻OsPCF5有较高同源性。

本研究通过生物软件，对FmTCP4蛋白进行了预测和生物信息学分析。经预测
分析，结果表明FmTCP4蛋白为亲水性蛋白质，可能不存在信号肽。这个蛋白既有
由内到外的跨膜能力，又有由外到内的跨膜能力。FmTCP4蛋白亚细胞定位预测表

明，其可能主要存在于细胞核中。结合跨膜结构的预测与亚细胞定位的预测，说
明FmTCP4蛋白可能在细胞质到细胞核的调控中起作用。对FmTCP4蛋白的二级结构
的分析表明，FmTCP4蛋白由α-螺旋、无规则卷曲、延伸链所组成。通过对FmTCP4
蛋白进行的三级结构同源建模，绘制出了FmTCP4蛋白可能的结构模型（见图7、
8），表明了FmTCP4基因编码蛋白的结构为bHLH（basic helix-1oop-helix）结构。
将FmTCP4的氨基酸序列应用NCBI网站的Blastp进行比对，比对结果表明，FmTCP4

蛋白与芝麻、烟草、金鱼草、马铃薯、番茄、辣椒、莲、葡萄、毛果杨、蓖麻、
可可、陆地棉、黄瓜、巨桉、拟南芥和水稻等物种的对应蛋白的同源性较高。同
时应用比对结果构建了系统进化树（见图9）。进化树表明，水曲柳FmTCP4蛋白
与芝麻和金鱼草中的同源蛋白聚为一类，说明它们在进化上亲缘关系较近。



本研究同时对FmTCP4基因在非生物胁迫和激素信号下的表达进行了分析。低温胁
迫限制了许多野生植物和作物的地理分布，是影响生产率的一个重要因素[33]。不同

植物由于分子机制的的不同，其对于寒冷胁迫的耐受性也各不相同。研究抗寒基因
及其响应机制在生产中也越来越具有实际意义。本实验中，寒冷处理下FmTCP4基因
的表达呈现出先下调后上调的表达趋势，并且在寒冷处理前期，FmTCP4基因的表达
量低于对照组，这与之前的研究结果，寒冷胁迫下miR319过表达的水稻OsPCF5
（FmTCP4同源基因）表达下调的结果类似[32]。结果表明FmTCP4可能在增强水曲柳
寒冷耐受性方面发挥了一定的作用。此外，在发现NaCl和干旱分别处理下，FmTCP4
基因均上调表达，这与之前关于水稻TCP转录因子OsTCP19基因的研究相似，盐、干
旱胁迫下，OsTCP19基因明显上调表达[10]。在植物激素信号的调控下，ABA处理后，
FmTCP的表达呈现出先上调表达后下调表达的趋势，赤霉素处理后FmTCP4的表达量
先上升后下降，结果证明FmTCP基因也响应了植物激素信号。

综上所述，水曲柳FmTCP4基因同时参与非生物胁迫（寒冷、盐、干旱）的和植
物激素ABA以及GA3的响应，在水曲柳中，FmTCP4可能作为的调控植物正常生长发
育以及逆境胁迫响应的节点而发挥作用，然而水曲柳TCP转录因子调控网络及分子机
制仍有待进一步研究。
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