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背景
C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S黑米性状的关键调控基因：Kala4

Kala4基因的鉴定
2015年，Oikawa等人鉴定到关

键基因Kala4

（Os04g0557500），它编码

bHLH型转录因子，是玉米花青

素调控基因R/B的水稻同源基因。

黑米形成的原因
黑米并非编码区突变所致，而是

Kala4启动子区复杂重排，使其

在种皮异位高表达。Kala4蛋白

可激活花青素合成下游基因，驱

动花青素累积。

等位基因的传播
系统进化分析表明，Kala4等位

基因最初产生于热带粳稻，后通

过自然杂交与基因渗入传播到籼

稻和温带粳稻中。
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背景
C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S

从“现象发现”到“机制深度解析”的研究缺口

01
保守结构域与DNA结合特异性
Kala4蛋白的保守结构域如何决定其DNA结合特

异性尚不明确，这对于理解其在基因调控中的作

用机制至关重要。

02
对其他关键基因的调控
除已知靶点，Kala4是否还调控多酚合成通路中

的其他关键基因未知，这关系到其在多酚合成调

控网络中的全面作用。

03
与Rc基因的异同
与红米基因Rc相比，Kala4在蛋白互作网络与调

控逻辑上的异同不清楚，这有助于深入理解不同

基因在水稻颜色形成中的作用。

04
启动子结构变异的影响
Kala4启动子结构变异如何影响转录因子结合位

点与表观修饰模式未知，这对于揭示基因表达调

控机制有重要意义。
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序列分析
C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S

Tools：Uniprot
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序列分析

Tools：CNCB

BLAST

在CNCB中进行BLAST，结果包含21 条同源蛋白序列的核心参数，涵盖玉米（Zea mays）、拟南芥
（Arabidopsis thaliana）、番茄（Solanum lycopersicum）、豌豆（Pisum sativum）、猕猴桃
（Actinidia chinensis）。

C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S
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序列分析

Tools：CNCB

百分比一致性矩阵（Percent Identity Matrix）

目标水稻序列与玉米同源序列一致性达 
61.11%，呈现显著的禾本科物种近缘特征

猕 猴 桃 序 列 与 豌 豆 序 列 一 致 性 为 
66.67%，拟南芥两条同源序列一致性高达 
78.52%，体现了双子叶植物 bHLH家族
的种间保守性；

番茄同源序列与其他物种序列一致性均
低于28%，属于分化程度较高的独立分支。

C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S
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序列分析

Tools：MEGA

最大似然法（ML） 邻接法（NJ）

邻接法仅基于序列遗传距离构建
进化树，最大似然法结合进化模
型，更贴合基因在植物系统发育
中的真实演化路径

bHLH基因在植物祖先分化为单
子叶、双子叶支系之前，就已发
生旁系同源基因复制事件，产生
了多个基因亚型；

番茄基因单独成支是因该bHLH
基因亚型在茄科物种演化中发生
了适配其特有功能的序列分化

C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S系统发育树构建



Part3 蛋白理化数据分析
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蛋白理化数据分析

Tools：Expasy-Protparam，Expasy-ProtScale

该蛋白质属于中等长度，略偏酸性，属
于小分子量蛋白，该蛋白N 端氨基酸为甲硫
氨酸

为 “不稳定蛋白”，推测蛋白在体外易
降解。

蛋白整体偏亲水，更易溶于水相环境。

C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S
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蛋白理化数据分析

Tools：Expasy-Protparam，Expasy-ProtScale

整体偏亲水，无连续、高强度的疏水区域，有稳定的强亲水区。

C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S亲疏水性



Part4 蛋白结构分析
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蛋白结构分析
C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S

二级结构

Tools：sopma
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蛋白结构分析
C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S二级结构

该蛋白二级结构以“高柔性无规卷曲 + 中等占比 α- 螺旋” 为核心，β- 折叠占比适中，结构特征匹配转录
因子的功能需求。

Tools：sopma
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蛋白结构分析

Tools：AlphaFold

C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E Skala4蛋白结构预测

模型整体置信度较高
Very high/High 置信度，对应 KALA4 的bHLH 核心结构域（α- 螺旋 + HLH 区，是功能关键区）
Low/Very low 置信度，对应之前 SOPMA 预测的 “无规卷曲”，是柔性调控区
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蛋白结构分析

Tools：AlphaFold

C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E Skala4蛋白结构域3D结构

PAE 热图中大部分区域呈深绿色，说明蛋白核心区域的残基相对位置很稳定，进一步印证了核心结构域的可
靠性。

图中绿色区域是蛋白的核心折叠区，是 KALA4 作为 bHLH 转录因子的核心功能域。
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蛋白结构分析
C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S三级结构,以7fdo.1.A为模板

Tools：swiss-model
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蛋白结构分析
C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S三级结构,以A0A446LCK5.1.A为模板

以A0A446LCK5.1.A为模板（来自 AlphaFold DB 的预测模型），目标蛋白与模板的序列一
致性高达 72.15%（远高于之前模型的 48.72%）—— 序列相似度越高，模型的结构参考性越
强。

Tools：swiss-model
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互作关系

Tools：spring

C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S互作网络

KALA4 作为 bHLH 转录因子，通过与 10 个功能关联蛋白互作，核心参与植物表皮发育、毛状体分化（bHLH 家族经
典功能），同时协同调控 “微管组织、细胞周期” 等过程，支撑表皮细胞的形态建成。



Part6 下一步计划



第 24  页

下一步计划
C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S

1.蛋白保守结构与及亚细胞定位预测

2.启动子顺式元件分析
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小组成员及分工
C H I N E S E A C A D E M Y O F
A G R I C U L T U R A L S C I E N C E S

G13A-林淑琴:互作关系、蛋白二、三级

结构

G13B-石雯:进化树构建、蛋白理化数据

分析

G13C-唐紫瑄：PPT汇报

G13D-李慧：PPT制作
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敬请老师和同学批评指正
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