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紫花苜蓿被誉为“牧草之王”, 是世界上分布最广、

最古老的栽培牧草, 也是我国种植面积最大的人工牧草。

而产量是紫花苜蓿长期以来的主要育种目标之一。

研究背景——紫花苜蓿



1998年，Choe等人就从一个拟南芥T-DNA插入突变体中鉴定得到

DWF4基因，DWF4基因的突变体具有许多特别明显的表型，首先

突变体植株生长速度相对较缓，它的叶片小而聚集。（Azpiroz et 

al.1998）

研究背景——DWF4基因的发现



DWF4基因在模式植物拟南芥当中是编码细胞色素氧化酶CYP90B 1，

是BR（油菜素内酯）合成限速酶基因。

研究背景——DWF4基因功能

Campestanol和6-deoxo cathasterone能够使突变体表型恢复，其他中间产物

和植物激素都不可以，该试验说明DWF4基因所编码的细胞色素氧化酶在BR合

成路径中催化的是C-22经化反应(Choe etaL 1998)。

在拟南芥DWF4突变体中定量检测到有较高含量的C-22羟化反应的前体物质

的累积，表明CYP90B 1主要是用来催化C-22羟基化反应过程的。

DWF4基因通过异位表达能够显著提高植物体内羟基化BR（油菜素内酯）的

含量.



研究目的及意义

BR作为是一种发现较晚的一种植物激素，对其在植物体内的功能的重要

性是目前公认的，但其一些功能的具体作用机制还不甚清楚。

植物BR的研究主要集中于产量、品质以及植物性状的改良等。由于对

BR的合成过程的研究己经较为明朗，目前对BR的研究主要集中在BR生物合成的

调控和信号转导上，且研究对象多是集中在模式植物拟南芥、水稻等，而对于

紫花苜蓿的BR合成及信号转导方面的研究较少。

紫花苜蓿具有高产、优质、抗逆性强、蛋白质含量高和适口性好等特点，因

此，对紫花苜蓿进行BR的分子生物学研究意义十分重大。



物种 GeneID 拉丁名 登录号 长度

拟南芥 824229 Arabidopsis thaliana NM_001339479.1 2092

玉米 100191562 Zea mays XM_008669815.3 2052

胡杨 105110409 Populus euphratica NM_001304313.1 1672

陆地棉 107896149 Gossypium hirsutum NM_001326836.1 1565

紫花苜蓿 Medicago sativa 2302

DWF4基因的基本信息：紫花苜蓿中没有该基因登录号

2 基因分析



DWF4基因的基本信息（因紫花苜蓿基因组尚未发表，以蒺藜苜蓿为例）
以紫花苜蓿DWF4蛋白序列在蒺藜苜蓿基因组中进行BlastP比对（Ensemble数据
库中进行）

2 基因分析



将紫花苜蓿DWF4蛋白序列在Uniprot数据库中进行BlastP比对，结果如下：

登录号 蛋白名称 物种 拉丁名 Identity

G7KDI9 Cytochrome P450 
family protein

蒺藜苜蓿 Medicago truncatula 96.5%

A0A1S2YYQ0 cytochrome P450 
90B1-like

鹰嘴豆 Cicer arietinum 90.7%

A4PBE7 Cytochrome P450 
enzyme

豌豆 Pisum sativum 89.3%

A0A151TI98 Cytochrome P450 
90B1

木豆 Cajanus cajan 85.1%

2 基因分析

细胞色素P450(CYP450)是一类超基因家族编码的血红素单加氧酶，参与

生物体内多种催化反应，主要分为生物合成和生物解毒两大类功能｡

单家族簇：CYP51、CYP74 、CYP97、CYP710、CYP711、
CYP727和CYP746七个家族。

CYP72

CYP71

CYP85

CYP86

多家族簇

CYP450

https://www.uniprot.org/uniprot/G7KDI9
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1S2YYQ0
https://www.uniprot.org/uniprot/A4PBE7
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A151TI98


2 基因分析

CYP450存在保守的血红素结合域(Heme-binding region)FxxGxRxCxG，
同时也是判断一个基因是否属于CYP450家族的依据。



将以上蛋白序列下载并进行多序列比对和进化树分析，在MEME网站
（http://meme-suite.org ）中对其进行保守结构域分析，发现其有5个比较
保守的结构域， motif如下

2 基因分析

同时以DWF4为基因名搜索，搜索其他物种
中相关同源基因，结果如下:

登录号 蛋白名称 物种 拉丁名

O64989 Cytochrome P450 90B1 拟南芥 Arabidopsis thaliana

D7EYE5 Steroid 22-alpha-hydroxylase protein 玉米 Zea mays

G8D3C4 Steroid 22-alpha hydroxylase 胡杨 Populus euphratica

A0A1W4 Steroid 22-alpha-hydroxylase 陆地棉 Gossypium hirsutum

A0A2D1GVF1 Cytochrome P450 monooxygenase 亚麻 Linum usitatissimum

http://meme-suite.org/


进化树及motif综合结果如下：

2 基因分析



• 一级结构分析

• 二级结构分析

• 亚细胞定位

• 三级结构分析

3 蛋白结构分析



3 蛋白结构分析——一级结构分析

紫花苜蓿中的DWF4蛋白分子式
为 C2544H3946N674O695S20。

总共有 489 个氨基酸，相对分子
质量为 55.73kDa，理论等电点为
9.0，带负电的残基数( Asp + Glu) 
为 48，带正电荷的残基数( Arg + 
Lys) 为 57。

DWF4蛋白出现频率较高的氨基
酸残基为 Leu( 11.7% ) 、
Lys( 7.4% ) 、ILe( 7. 0% ) ，且不具
有 Sec 与Pyl。

不稳定系数 40.87，可以推测此
蛋白质不稳定。

https://web.expasy.org/protparam/

https://web.expasy.org/protparam/


α螺旋
310螺旋
Pi 螺旋
Β桥
延伸链
Β转角
弯曲区域
无规则区域
不明确的状态
其他状态

3 蛋白结构分析——二级结构预测

https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html

https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html


3 蛋白结构分析——二级结构预测

http://web.expasy.org/proscale

亲疏水性预测分析：氨基酸表现
为亲水性时数值为负值，表现为
疏水性时数值为正，数值绝对值
越高表明亲疏水性越强。

该蛋白总平均亲水性为：-0. 160

http://web.expasy.org/proscale


蛋白的跨膜结构分析：膜外
蛋白，没有较为明显的跨膜结
构。

红色柱子表示可能是跨膜区域
的可信度，综合来说，0到50
为跨膜蛋白，50到150可能性
各一半，所以并不确定。150

以后部分可能是蛋白质的膜外
部分。

运用SignalP － 4. 1预测信号肽

3 蛋白结构分析

TMHMM Server 2.0 
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/


进行BLAST序列比对，在找到同源相似较近的物种进行亚细胞定位。发现Medicago
truncatula（蒺藜苜蓿）的细胞色素P450 90B1 ，与目的蛋白相似度较高，占97%左右。

3 蛋白结构分析——亚细胞定位



在uniprot中进行检索，发现了该蛋白的注释信息
亚细胞定位：在膜上，主要是内质网。

3 蛋白结构分析



3 蛋白结构分析——三维结构分析

https://swissmodel.expasy.org/interactive/KLh3mG/templates/

细胞色素P450 2C9结构相近

https://swissmodel.expasy.org/interactive/KLh3mG/templates/


3 蛋白结构分析——三维结构评价

https://swissmodel.expasy.org/assess/3dDVEZ/01

https://swissmodel.expasy.org/assess/3dDVEZ/01
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