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Analysis of Bioinformatics for Potato V-ATPase E Subunit Gene
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AAbstractbstract:: V-ATPase is widely distributed in eukaryotic cells and prokaryotic cells, responsible for proton transport on the

plasma membrane and acidification of different organelles in cells, including phagosomes, early neutrophils, lysosomes,

synaptosomes, golgi, clathrin aggregates, dense core secretory granules, and plant vacuoles. Bioinformatics software was

used to analyze the physicochemical properties, intracellular localization, conserved structure, and high-level structure of

amino acids of the V-ATPase E subunit. The gene evolution tree was constructed, based on the 20 species of V-type

ATPase E subunit sequences represented by species in the NCBI database. The sequence is 725 bp in length and

encodes a 241 amino acid protein with a theoretical relative molecular mass of 27 689.84 D. It is located in the cytoplasm.

There is no signal peptide sequence, no transmembrane region, and the isoelectric point is 7.28, belonging to hydrophilic

amino acid. These results could provide a basis for further study of the function of this gene in potato, especially in

molecular breeding of resistance to bacterial wilt.
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摘 要：V-ATP酶广泛分布于真核细胞和原核细胞中，负责质膜上的质子转运和胞内不同细胞器的酸化，包

括吞噬体、早期内小体、溶酶体、突触体、高尔基体、网格蛋白凝聚体、致密核心分泌颗粒和植物液泡。利用生物

信息学软件对V型ATP酶E亚基的理化性质、细胞内定位、保守结构及高级结构进行预测。基于NCBI数据库中有物

种代表性的20种V型ATP酶E亚基序列构建了进化树。该序列的全长为725 bp，可编码一条241个氨基酸的蛋白质，

理论相对分子质量为27 689.84 D，定位于细胞质中，无信号肽序列，无跨膜区，等电点为7.28，属于亲水性氨基酸。

相关结果期望为进一步研究该基因在马铃薯中特别是在抗青枯病分子育种中的功能提供相关依据。
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V型ATP酶（V-type ATPase，以下简称V-ATP
酶）主要存在于真核生物膜系统中，通过将氢离子

转运到囊泡或胞外，酸化细胞环境，以溶酶体和

高尔基体 2种细胞器参与其内吞途径[1]，其利用

ATP水解的能量转化为电化学势能，进而介导氢

离子的跨膜转运[2]。该酶在植物中的研究以拟南芥

居多。在拟南芥中，至少有 26个基因编码了全酶

的 12个亚基[3]。研究发现该酶在拟南芥不同的部

位所行使的功能具有很大的差异。如：V-ATP酶

C1亚基在膨大的子叶、黄化幼苗下胚轴、根伸长
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区中的表达，支持了V-ATP酶在细胞体积增大中

的作用；在根冠，V-ATP酶影响根系的生长以及

对中度盐胁迫的耐受性[4]。同时研究发现ATP酶 B
亚基可能参与拟南芥花粉萌发、花粉管生长、细

胞内物质流动和细胞应急胁迫、质子传递等生殖

生物学过程[5]。在对蝴蝶兰的研究中发现 V-ATP
酶E亚基在抵抗低温胁迫中有重要作用。

在拟南芥中，V-ATP酶E亚基有 3个亚型，各

亚型间在功能上具有不同程度的特化，其中

AtVHA-E1是胚胎发育表达的主要亚型，而AtVHA-
E2是花粉特异表达亚型，在配子体发育中具有专一

性但又不是必需的，主要在发育种子的胚乳及周围

组织中表达的是AtVHA-E3亚基。对突变体研究表

明，AtVHA-E3能够恢复 AtVHA-El缺失的表型，

而AtVHA-E2却不能。

目前，没有太多的V-ATP酶在马铃薯中的表

达、功能等相关研究。有文章报道，在马铃薯中克

隆一个V-ATP酶，使用对照和 150 mmoL NaCl耐受

性愈伤组织系的 Tonoplast富集囊泡作为模型系统

来研究其活性以及参与液泡作为马铃薯耐盐机制。

结果发现液泡膜上的 pH梯度和Na+/H+反向物质对

盐的响应增加强烈，使得Na+隔离到液泡，在这个

过程中V-ATP酶发挥一定的催化作用，推论该酶

有助于马铃薯耐盐性的表现[4]。

利用分子生物学公用数据库，对基因的分子

生物学特性、生化特性进行分析，预测其蛋白质

的结构。本研究以马铃薯幼苗为材料，克隆了 V
型 ATP酶 E亚基基因的全长，并对其序列进行分

析，为下一步验证马铃薯V-ATP酶 E亚基基因的

功能及在青枯菌胁迫中的分子调控机制研究奠定

基础。

1 材料与方法
1.1 V型ATP酶E亚基基因的电子克隆

将实验室前期工作中获得的一条受青枯菌诱导

上调表达的马铃薯（基因型为ED13）的EST序列，在

NCBI中运行 BLASTn程序[6]。作为 Query的 EST与

NCBI数据库中 XM006352196.2基因相似最高为

98%。通过Bioedit软件将序列拼接，直到不能延伸

为止。

1.2 V型ATP酶E亚基基因编码蛋白质的生物信息

学分析

用在线服务器NCBI ORF Finder（http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/gorf/gorf.html）分析核酸序列的开放阅读

框。通过 NCBI Conserved domains（https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi）预测相关的V-
ATP酶的保守结构域；运用 ProtParam（http://www.
expasy.org/cgi-bin/ProtParam.pl）和ProScale（http://www.
expasy. org/cgi-bin/Protscale.pl）[7]进行分析蛋白的分

子量（Molecular weight）、等电点（Theoretical pI）、亲

水 性 平 均 系 数（Grand average of hydropathicity，
GRAVY）、不稳定指数（Instability index）和脂溶指数

（Aliphatic index）。CBS服务器的SignalP4.1 server系
统（http://www.cbs.dtu.dk /services/SignalP/）用来分析

信号肽[8]。利用 WOLF（PSORThttps : / /wolfpsort. hgc.
jp/）和 TargetP2.0 Serverr（http : / /www. cbs. dtu. dk /
services / TargetP/）分 析 蛋 白 质 的 亚 细 胞 定 位[9]。

TMHMM Server分析蛋白质的跨膜区域[10]。NetPhos
2.0 Server（http:// www. cbs. dtu.dk/services/NetPhos/）
分析蛋白质磷酸化位点。PSIPRED analysis（http://
bioin f.cs.ucl.ac.uk/psipr ed/）进行蛋白质二级结构预

测[11]， SWISS models（https://swissmodel. expasy. org/）
进行蛋白质三级结构预测[12]。

1.3 V型ATP酶E亚基基因序列的进化分析

进入NCBI，输入目标基因的氨基酸序列，点击

BLAST进行同源性分析，按照相似度由高到底的顺

序，选择一定条数的序列依次下载，并使用MEGA
5.0软件的邻接法（Neighbor-Joining，NJ）用来构建系

统树，来进行进化地位分析[8]。

2 结果与分析
2.1 V型ATP酶E亚基基因序列

马铃薯V型ATP酶E亚基序列通过电子克隆获得

了一条碱基个数为 1 257的序列（图 1），通过ORF
Finder分析核酸序列的开放阅读框，得到这条序列

的开放阅读框碱基个数为726（126~852），以ATG为

起始密码子，以TAG为终止密码子，编码的蛋白质个

数为 241。NCBI Conserved domains保守结构域的预

测，得到一个保守结构域vATP-synt_E，该家族包括

液泡ATP合成酶E亚基以及古细菌ATP合成酶E亚基。
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2.2 V型ATP酶E亚基基因编码蛋白质的生物信息学

分析

每种氨基酸都有特定的理化性质，而整个蛋白

质的性质则往往是其组成氨基酸性质的加和。V型

ATP酶E亚基蛋白在马铃薯基因组中blastp，有4条
目标基因，这 4个基因染色体位置尚不明确，运用

ProtParam和ProScal进行分析V型ATP酶E亚基蛋白

理化性质分析，蛋白的分子量（Molecular weight）是

27 689.84 D、等电点（Theoretical pI）是7.28、不稳定

指数（Instability index）是44.06，该数值高于阈值40，
为不稳定蛋白，V型ATP酶E亚基蛋白属于不稳定

蛋白、半衰期在哺乳动物的网织红细胞中为 30 h，
在酵母细胞中大于20 h，在大肠杆菌体内大于10 h、
脂溶指数是增加球形蛋白热稳定性的一个积极因素，

该蛋白的脂溶指数（Aliphatic index）是95.06、正电荷

残基数（Arg + Lys）和负电荷残基数（Asp + Glu）各是

38个。蛋白质的种类、空间结构及活性、功能都与

肽链中氨基酸的种类及顺序有关（表1），该蛋白由

20种氨基酸组成，其中Glu（E）含量最高，为11.2%，

其次Lys（K）、Leu（L），占 9.1%；Thr（T）和Trp（W）含
量最低，分别为0.8%、0.4%，亲水性平均系数（Grand
average of hydropathicity，GRAVY）是-0.551，该数值为

负值则说明该蛋白为亲水性蛋白，在整个肽链当中

呈极不均匀分布（图2）；疏水性氨基酸很明显的少于

亲水性的氨基酸，并且亲水性在第50~100个氨基酸

区间较高；疏水性在第 100~150个氨基酸区间比较

高，所以V型ATP酶E亚基蛋白属于亲水性蛋白。

信号肽主要由疏水性氨基酸组成，运用

SignalP4.1 server进行信号肽分析，预测结果为，该

序列不存在信号肽，这与马铃薯V-ATP酶E亚基蛋

白这一膜蛋白性质相符合。基因编码的蛋白质在细

胞中的分布与该蛋白的功能紧密相关，从而在一定

程度上反映了该基因的功能。利用 WOLF 和

TargetP2.0 Serverr分析蛋白质的亚细胞定位，该蛋

白细胞质可能在细胞质（Cyto）、叶绿体（Chlo）、细胞

核（Nucl）、线粒体（Mito）和过氧化物酶体（Pero）中，

主要分布在细胞质和叶绿体中。蛋白质序列含有跨

膜区，可能作为膜受体起作用，也可能是定位与膜

的锚定蛋白。将蛋白质序列在 TMHMM Serverv 2.0
中检索，预测其无跨膜区。NetPhos 2.0 Server进行

磷酸化位点的预测，其结果显示，该氨基酸序列共

10个磷酸化位点，8个Ser、1个Thr和1个Tyr。
了解蛋白质的空间结构不仅有利于认识蛋白质的

功能，也有利于认识蛋白是如何执行其功能的。
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图1 V型ATP酶E亚基基因序列和推导的氨基酸

Figure 1 V-type ATPase E subunit gene sequence and deduced amino acid
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表1 V型ATP酶E亚基蛋白的氨基酸组成

Table 1 Amino acid composition of V-type ATPase E subunit protein

氨基酸 Amino acid
Ala（A）
Arg（R）
Asn（N）
Asp（D）
Cys（C）
Gln（Q）
Glu（E）
Gly（G）
His（H）
Tyr（Y）

个数 Number
20
16
9
11
5
11
27
8
16
4

比例（%）Ratio
8.3
6.6
3.7
4.6
2.1
4.6
11.2
3.3
6.6
1.7

氨基酸 Amino acid
Ile（I）
Leu（L）
Lys（K）
Met（M）
Phe（F）
Pro（P）
Ser（S）
Thr（T）
Trp（W）

Val（V）

个数 Number
16
22
22
5
4
8
13
2
1
21

比例（%）Ratio
6.6
9.1
9.1
2.1
1.7
3.3
5.4
0.8
0.4
8.7

图2 氨基酸结合水性

Figure 2 Amino acid binding water
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图3 利用SWISS model预测得蛋白质三级结构

Figure 3 Tertiary structure of protein predicted by SWISS model

SWISS model预测得到蛋白质三级结构（图3），利用

SWISS model预测的蛋白质三级结构与模板之间的序

列同源性为 32.09%（V-typeproton ATPase subunit
E，SMTL ID：3j9t.1P）。该蛋白质的三级结构有α螺
旋、延伸链、β转角和不规则卷曲4种形式。其中最

主要的二级结构是α螺旋，共由168个氨基酸参与形

成4段α螺旋区域，占全部氨基酸的69.71%；19个氨

基酸参与形成延伸链，占全部氨基酸的7.88%；β转

角由9个氨基酸形成，占全部氨基酸的3.73%；45个
氨基酸形成不规则卷曲，占比为18.67%。

2.3 V型ATP酶E亚基基因系统进化分析

通过系统进化树，可以研究生物进化和系统发

育过程，概括各种生物之间的亲缘关系。运行

MEGA 5.0软件，将与该序列匹配度较高的 20条序

列输入，构建进化树（图4）。从图4中可以看出，马

铃薯V-ATP酶E亚基与马铃薯E亚基属于同一分支，

Position

Sco
re

Hphob./Kyte&Doolittle
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与烟草、烟草变种和潘那利番茄V-ATP酶E亚基的

同源性也相对较高，而与木薯、巴西橡胶树、蓖麻、

可可、榴莲属、米莎草（芭蕉亚种）、莲属、金鱼草

等同源性较远。

3 讨 论
从马铃薯中克隆了V-ATP酶E亚基基因的全长

序列，并对其进行了生物信息学分析，结果表明，

该序列没有信号肽，具有多种功能保守域，编码的

蛋白质为一亲水性蛋白，具有水解酶活性，研究结

果与其他生物V-ATPase E亚基的特征一致。

V-ATP酶在细胞内参与多种生化反应，例如含

有与肌动蛋白结合和位点，参与细胞骨架的形成以及

细胞的运动；具有调节hsp70活性的结构域，预测具

有调节蛋白质的折叠、多肽在细胞器膜上的易

位、协调对压力的反应，以及特定的蛋白质降解

有关；多种酶的催化活性，参与细胞的生长，细

胞内酸化的主要调节剂、参与物质的转运 [13,14]、参

与到多种信号传导的过程 [15]，涉及多种胁迫生理

调控 [16,17]，过表达 V-ATPase E亚基的转基因拟南

芥植物增强了对盐和甘露醇耐受性 [18]。其作用机

制有待于进一步研究。显然，试验结果为进一步

研究V-ATPase E亚基基因功能及在青枯菌胁迫下

的响应机制提供了依据。

V型 ATP酶 E亚基蛋白位于 KEGG 中，V-
ATP酶 E亚基参与的途径分类范围属于生物特异

性生物系统，包括吞噬、氧化磷酸化和代谢途

径。吞噬作用是通过细胞摄取相对大颗粒的过

程，并且是组织重塑，炎症和防御感染因子的中

心机制。当吞噬细胞表面上的特异性受体识别颗

粒表面上的配体时，形成吞噬体。形成后，新生

的吞噬体逐渐获得消化特征。吞噬体的这种成熟

涉及与其他膜细胞器的调节相互作用，包括再循

环内体，晚期内体和溶酶体。吞噬体和溶酶体融

合释放出有毒产物，杀死大多数细菌并将其降解

成碎片。表明V-ATPase E亚基基因可能响应青枯

菌胁迫。

V-ATP酶的分布广泛且结构复杂，对细胞的

生理功能有着重要作用，研究表明V-ATP酶的表

达及相应的调控有多种方式。V-ATP酶的功能调

控方式包括 V1和 V0 2个结构域的解离和结合，

内部巯基的可逆氧化，激活剂和抑制剂的影响，

靶标膜的选择几个方面。V-ATP酶的表达调控方

式包括转录水平的调控和转录后水平的调控。其

中，翻译后修饰（PTM）是调节基因表达的关键水

平之一，其决定了真核细胞翻译后蛋白质的命

运，对疾病的诊断和预防有用，真核 V-ATP酶 E
功能可以通过催化 V1区和膜嵌入的 V0区的可逆

图4 V型ATP酶E亚基系统进化树

Figure 4 V-type ATPase E subunit phylogenetic tree

71
99

92

84
58

67

68
97 91
100 63

98
9968

97
80100

V-type proton ATPase subunit E Solanum tuberosum
XP_015085352.1 S. pennellii
NP_001305088.1 S. lycopersicum
AAF91469.1 S. lycopersicum
XP_006352258.1 S. tuberosum
PHU08511.1 Capsicum chinense
PHT39737.1 C. baccatum
XP_016555457.1 C. annuum
XP_019238954.1 Nicotiana attenuata
XP_009772790.1 N. sytvestris
XP_009620180.1 N. tomentosiformis
PAL51018.1 Cuscuta australis
XP_019257270.1 N. attenuata
XP_009788991.1 N. sytvestris
XP_016452494.1 N. tabacum
XP_006343898.1 S. tuberosum
XP_004245546.1 S. lycopersicum
PHT57659.1 C. baccatum
XP_016566244.1 C. annuum
XP_009598327.1 N. tomentosiformis
XP_016437756.1 N. tabacum
XP_016510276.1 N. tabacum
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解离来调节，具体的调控机制有待进一步研究。
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