
对拟南芥转录因子 TCP 家族的生物信息学分析 

 [背景知识] 

转录因子的结构与调控作用 

转录因子(transcription factor)也称为反式作用因子(trans-acting 

factor)，是指能够与真核基因启动子区顺式作用因子特异性结合的 DNA 结合蛋

白。通过他们之间以及和其他相关蛋白之间的相互作用，激活或抑制转录。近年

来，相继从高等植物中分离出一系列调控干旱、高盐、低温、激素、病原反应及

发育等相关基因表达的转录因子。 

 

植物转录因子通过其功能域 DNA 及其它蛋白间的相互作用，激活或抑制诱导

型基因的表达。转录因子的 DNA 结合区决定了它与顺式作用元件结合的特异性，

而转录调控区决定了它对基因表达起激活还是抑制作用。此外，其自身活性还受

到核定位及寡聚化的影响。近年来，基因分子生物学研究领域的重点已经逐渐从

功能基因转到启动子的顺式作用元件和转录因子及其调控机理上。对转录因子的

结构与功能的分析鉴定，是阐明在各种条件下基因表达调控机理的重要内容之

一，揭示转录因子之间及它们与 DNA 之间相互作用的具体机制，就可以人为的控

制特定基因的表达，使植物基因转化能获得好的结果。 

 

TCP family 的转录因子 

最早发现 cycloidea ( cyc)和 teosinte branched 1 ( tb1)基因编码结构

相似的蛋白，它们都形成不典型的螺旋-环-螺旋结构(non-canonical 

basic-Helix-Loop-Helix (bHLH) structure)，在水稻 PCF DNA 结合蛋白中也发

现这种 bHLH 结构的存在。这种 bHLH 结构在结构和功能上都与经典的 HLH 不同，

于是将含有这种保守结构域的转录因子定义为一个新的转录因子家族——TCP

转录因子家族。（图一）TB1， CYC 和 PCFs 是这个家族最早的成员，除此之外，



dichotoma (dich) 基因和许多功能未知的蛋白也属于这个家族。TCP 有些成员

在保守区下游还有一个保守的 R 结构域（R-domain），可能形成一个亲水性 α

螺旋。 

 

 

 

 

 

 

 

TCP 蛋白与 DNA 的结合 

TCP 家族的蛋白具有结合 DNA 和二聚化的特性。利用 CYC，TB1 和水稻 PCF1，

2，3，5，6 蛋白研究发现，TCP 结构域组成的 baisic helix-loop-helix (bHLH)

结构是二聚化和结合 DNA 所必需的。根据 TCP 结构域预测，拟南芥基因组编码了

24 个 TCP 转录因子。 

TCP 蛋白可以分为两类：classI 和 classII，PCF1，2，3 属于 classI，PCF5，

6，7，8 和 CYC，TB1 属于 classII。它们的 DNA 结合序列中有一个共同的核心序

列 GGNCCC，但两侧的二核苷酸不同。3’端与 AC 相接或 5’端与 AC 的互补序列

GT 相接。对水稻 PCF 蛋白和玉米的 TB1 蛋白进行凝胶阻滞实验（EMSAs， 

图一、TCP 家族保守区，有些成员在保守区下游有 R-domain 

（摘自 Shunichi Kosugi and Yuko Ohashi, 2002） 



electrophoretic mobility shift analyses），发现寡核苷酸探针 GTGGTCCCAC

能够结合所有的蛋白，突变核心序列任一个 G，C 碱基突变为 A 或 T，都造成探

针失去结合活性，这暗示了核心序列的保守性。突变 3’端 AC 和 5’端 GT 中的

任一个，会造成某些 PCF 蛋白的结合活性下降，如果两个都突变，则所有 PCF

蛋白都失去了结合活性。对拟南芥基因组的搜索表明，拟南芥中只有少数几个包

含这个共有序列的启动子。 

 

TCP 转录因子家族在植物中的作用 

金鱼草中 cyc 与 dich 基因对花的发育有很大作用。金鱼草开唇形花，两侧

对称但沿背腹轴花瓣形状显著不同。cyc 和 dich 两个基因的同时突变会产生辐

射对称的花。cyc 单个基因突变产生半辐射状的花，原腹部的花瓣移到侧旁，原

侧瓣移到背部。Dich 单个基因的突变只影响背部花瓣的形状。这两个基因的功

能有重叠但是对花的发育又有不同的作用。 

玉米中 Tb1 基因主要影响叶腋中的芽的生长发育，在驯化野生墨西哥类蜀黍

的过程中曾起重要作用。Tb1 突变株具有显性表型，侧旁的初生茎成倍增长并且

末端产生穗状的雄花，而野生型的侧枝带有停止发育的芽或是正在形成的雌花，

在墨西哥类蜀黍中，tb1 基因的表达水平被降至一半。这些都暗示，tb1 基因有

抑制侧枝生长和雄花形成的功能。Cyc 突变株也支持这个假设，其显性性状为背

部的雄蕊发育被抑制，可能是细胞周期受到抑制，因为在受抑制的雄蕊中检测不

到细胞周期的调控因子 cyclin D3b， cyclins B1 B2， cdc2b， cdc2c。 

水稻中 PCF1，PCF2 转录因子是促使分生组织中 PCAN (proliferation cell 

nuclear antigen)启动子的组织特异性表达所必需的，以产生 DNA 复制和修复机

器所需的一个组件。
 

我们的实验 

我们以 TCP family domain 搜索拟南芥全基因组序列（from MIPS），预测

共有 24 个含有 TCP 保守序列的基因，我们对其中 6个基因的 ORF 序列进行克隆。

从拟南芥总 RNA 出发，经过 RT－PCR 获得 6个可能的 TCP 转录因子 ORF 序列。然

(



后用改进的酵母单杂交方法来鉴定他们是否具有转录激活活性。 

[生物信息学分析] 

1．以下是我们进行研究的 TCP family 部分成员的 CDS 序列，我们通过 Gateway 

Cloning Technology 克隆到下列基因，测序得到如下结果： 

 

>At1g68800 

ATGTTTCCTTCTTTCATTACTCACATTCAAAGCCCTAATTCTCACCATCACTACTCTTCGCCTTCTTTT

CCTTTCTCTTCCGATTTTCTTGAGAGTTTTGATGAATCCTTCTTGATAAACCAATTCTTGTTACAGCAG

CAAGATGTAGCAGCAAATGTTGTTGAATCTCCTTGGAAATTTTGCAAGAAGCTTGAGCTTAAGAAGAAG

AATGAGAAGTGTGTTGATGGAAGCACCTCACAAGAGGTTCAATGGAGAAGGACGGTCAAAAAAAGGGAC

AGGCATAGTAAGATCTGCACGGCTCAAGGTCCTAGAGACCGGAGGATGAGGCTGTCTCTTCAGATTGCT

CGCAAGTTTTTCGATCTTCAAGACATGTTGGGTTTCGACAAGGCGAGCAAGACGATTGAATGGCTTTTC

TCCAAATCAAAGACTTCCATCAAACAACTTAAAGAAAGAGTGGCTGCATCGGAAGGAGGAGGAAAGGAT

GAACATCTCCAGGTTGATGAAAAGGAAAAGGATGAGACACTGAAGTTGAGAGTCTCAAAGAGAAGAACA

AAGACTATGGAGAGCTCTTTTAAGACTAAAGAGTCGAGAGAGAGAGCTAGAAAGCGAGCAAGAGAGAGA

ACAATGGCAAAGATGAAGATGAGATTATTTGAGACCTCGGAAACAATTTCAGATCCTCATCAAGAAACT

AGAGAGATCAAGATAACCAATGGTGTACAATTACTAGAAAAGGAAAATAAAGAACAAGAATGGAGTAAT

ACTAATGATGTTCACATGGTAGAGTATCAAATGGATTCTGTGAGCATCATAGAGAAGTTTCTTGGACTA

ACCAGTGACTCTAGCTCCTCTTCCATTTTTGGTGACTCCGAGGAATGTTACACAAGTCTTAGTTCAGTA

AGAGGTACAATTTCAGCAGCAGGTAACAGCAATGTGTTAACTAAAAACCCTAATTGA 

>At2g45680 

ATGGCGACAATTCAGAAGCTTGAAGAAGTTGCAGGCAAAGATCAAACTCTAAGAGCCGTTGATCTAACC

ATCATCAACGGCGTCAGAAACGTCGAAACTTCAAGACCTTTCCAAGTAAATCCCACAGTGAGTCTCGAG

CCCAAGGCGGAGCCGGTGATGCCGTCGTTTTCAATGTCTTTAGCTCCACCGTCTTCGACAGGACCACCA

TTGAAGAGAGCTTCGACTAAAGACCGTCACACGAAGGTTGAAGGAAGAGGGAGAAGGATACGGATGCCT

GCCACGTGTGCGGCTAGGATTTTTCAATTAACTCGAGAGTTAGGTCACAAATCCGACGGCGAAACGATT

CGGTGGTTGTTGGAGAACGCTGAGCCGGCGATTATAGCCGCCACGGGTACGGGAACGGTTCCCGCCATC

GCCATGTCGGTTAACGGAACCTTAAAAATCCCGACGACGACGAACGCTGATTCTGATATGGGTGAAAAT

CTGATGAAGAAGAAACGTAAACGACCTTCTAACAGTGAGTATATAGACATAAGCGACGCCGTTTCAGCT

TCCTCCGGTTTAGCTCCAATTGCCACGACGACAACGATCCAACCTCCGCAAGCTCTGGCATCATCCACT

GTGGCTCAGCAACTTCTGCCGCAAGGAATGTATCCGATGTGGGCTATTCCATCAAACGCAATGATTCCG

ACGGTCGGAGCTTTCTTCTTGATTCCACAAATCGCTGGTCCGTCGAATCAGCCTCAGTTATTAGCTTTT

CCCGCCGCCGCTGCTTCGCCGTCGTCTTACGTCGCCGCTGTTCAACAGGCTTCCACGATGGCTAGACCA

CCTCCTTTACAAGTTGTTCCAAGCAGCGGCTTTGTATCCGTTTCAGACGTTAGCGGTTCGAATTTATCA

AGAGCGACGTCGGTTATGGCTCCGAGCTCAAGCTCAGGCGTAACAACCGGTAGTTCATCGTCAATTGCA

ACAACAACGACGCACACGCTGAGAGACTTCTCCCTAGAGATATACGAGAAACAAGAGCTTCACCAGTTC

ATGAGCACCACAACAGCACGGTCATCGAACCACTGA 

>At3g02150 

ATGAATATCGTCTCTTGGAAAGATGCAAACGACGAAGTTGCAGGCGGCGCTACGACAAGACGTGAAAGA

GAAGTAAAAGAGGATCAAGAAGAAACCGAAGTCAGAGCCACCAGTGGCAAAACCGTAATTAAAAAGCAG



CCTACATCGATCTCTTCTTCTTCTTCTTCGTGGATGAAATCCAAGGATCCGAGGATTGTTAGGGTTTCA

CGCGCCTTTGGAGGCAAAGACCGTCACAGCAAAGTGTGTACGTTACGTGGACTACGTGACAGACGCGTG

AGATTATCAGTCCCAACGGCTATTCAGCTCTACGATCTTCAAGAACGGCTCGGTGTTGACCAGCCTAGC

AAAGCCGTTGACTGGTTGCTTGATGCAGCTAAAGAGGAGATCGACGAGCTACCTCCGTTACCTATCTCG

CCGGAAAATTTCAGCATCTTCAACCATCATCAGTCCTTCTTGAATCTTGGTCAACGGCCCGGTCAAGAT

CCGACCCAACTCGGGTTTAAAATCAATGGATGTGTACAAAAGTCTACTACTACTAGCCGCGAAGAAAAC

GATAGAGAGAAAGGAGAAAACGATGTCGTTTACACAAACAATCATCATGTTGGGTCTTATGGAACTTAT

CACAACCTGGAACATCATCATCATCATCACCAACATTTGAGTTTACAGGCAGATTATCATAGTCATCAA

CTACATAGTCTTGTCCCATTTCCATCACAAATTTTGGTATGTCCAATGACGACATCACCAACAACTACA

ACTATACAATCTTTGTTTCCATCATCATCGTCAGCTGGTTCAGGGACTATGGAGACATTAGATCCGAGG

CAAATGGTAAGCCATTTTCAAATGCCATTAATGGGTAATTCTTCATCTTCGTCTTCCCAAAACATTTCG

ACATTATATTCGTTGTTACATGGTAGTAGTAGCAACAATGGTGGTAGAGACATTGATAATCGGATGTCG

TCGGTCCAATTCAACCGAACTAATAGCACTACAACGGCTAACATGTCGAGGCATCTAGGCTCGGAGCGT

TGTACAAGTAGAGGAAGTGATCACCATATGTGA 

>At3g45150 

ATGGATTCGAAAAATGGAATTAACAACAGCCAAAAGGCAAGAAGGACTCCAAAAGACCGCCATTTGAAA

ATTGGTGGCCGTGATCGTCGCATTCGGATCCCGCCGAGTGTTGCTCCCCAACTATTTAGATTGACAAAA

GAACTCGGCTTTAAAACCGATGGTGAAACTGTCAGTTGGCTCCTCCAGAATGCCGAGCCTGCCATTTTC

GCAGCCACGGGACATGGTGTCACCACCACCTCCAATGAAGATATCCAGCCAAATAGGAATTTTCCTAGT

TACACCTTTAATGGTGATAATATTAGTAATAACGTTTTCCCTTGTACGGTTGTAAATACTGGTCATCGT

CAGATGGTGTTTCCGGTTTCTACAATGACAGATCATGCACCTTCAACTAATTACAGTACTATTAGTGAT

AATTACAATTCCACCTTTAATGGTAATGCTACCGCCAGTGATACAACATCAGCAGCAACAACAACAGCC

ACAACCACAGTTTGA 

>At5g08330 

ATGGCCGACAACGACGGAGCAGTGAGTAACGGCATCATAGTCGAGCAGACGTCAAACAAAGGACCTCTT

AACGCCGTTAAGAAACCACCGTCTAAAGATCGACACAGCAAAGTTGACGGAAGAGGAAGAAGGATTCGT

ATGCCAATCATTTGCGCAGCTCGAGTTTTTCAATTGACCAGAGAGTTAGGTCACAAGTCCGATGGTCAA

ACCATAGAGTGGCTTCTCCGTCAAGCTGAGCCTTCTATCATAGCCGCCACTGGAACTGGCACTACTCCG

GCGAGTTTCTCCACTGCTTCTCTCTCCACTTCTTCTCCGTTTACTCTCGGGAAACGTGTCGTCAGAGCG

GAGGAAGGAGAATCCGGCGGCGGAGGAGGAGGAGGGTTAACAGTGGGACACACAATGGGGACTTCGTTA

ATGGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGGTTTTGGGCTGTTCCGGCGAGGCCGGATTTCGGACAAGTCTGGAGC

TTTGCAACCGGAGCTCCACCGGAAATGGTTTTTGCGCAGCAGCAGCAACCAGCTACACTCTTCGTCCGC

CACCAGCAGCAACAGCAAGCTTCCGCCGCCGCAGCAGCTGCAATGGGTGAGGCTTCAGCAGCTAGAGTT

GGGAATTATCTTCCGGGTCATCATCTCAATTTGCTTGCTTCTTTGTCTGGTGGAGCTAACGGGTCGGGT

CGGAGGGAAGACGACCACGAACCACGTTGA 

>At5g41030 

ATGGTCATGGAGCCCAAGAAGAACCAAAATCTACCAAGTTTCTTAAACCCATCACGACAGAATCAGGAC

AACGACAAGAAGAGGAAACAAACAGAGGTTAAAGGTTTCGACATTGTGGTCGGCGAAAAGAGGAAGAAG

AAGGAGAATGAAGAGGAAGACCAAGAAATTCAGATTCTTTATGAGAAGGAGAAGAAGAAACCAAACAAA

GATCGTCACCTTAAAGTTGAAGGAAGAGGTCGTAGAGTTAGGTTACCTCCACTCTGTGCAGCAAGGATT

TATCAATTGACTAAAGAATTAGGTCACAAATCAGATGGTGAGACTCTTGAATGGTTGCTTCAACATGCT

GAGCCATCGATACTCTCTGCTACTGTAAATGGTATCAAACCCACTGAGTCTGTTGTTTCTCAACCTCCT

CTCACGGCTGATTTGATGATTTGTCATAGCGTTGAAGAAGCTTCAAGGACTCAAATGGAGGCAAATGGG

TTGTGGAGAAATGAAACAGGACAGACCATTGGAGGGTTTGATCTGAATTACGGAATTGGGTTTGATTTC



AATGGTGTTCCAGAGATTGGTTTTGGAGATAATCAAACGCCTGGACTTGAATTAAGGCTGTCTCAAGTT

GGGGTTTTGAATCCACAGGTTTTTCAACAAATGGGTAAAGAACAGTTCAGGGTTCTTCATCATCATTCA

CATGAAGATCAGCAGCAGAGTGCAGAGGAAAATGGTTCATAA 

 

2 ． 以 下 是 这 些 TCP family 成 员 的 全 长 ORF ，

（http://us.expasy.org/tools/#translate）： 

>At1g68800 

MFPSFITHIQSPNSHHHYSSPSFPFSSDFLESFDESFLINQFLLQQQDVAANVVESPWKFCKKLELKKK

NEKCVDGSTSQEVQWRRTVKKRDRHSKICTAQGPRDRRMRLSLQIARKFFDLQDMLGFDKASKTIEWLF

SKSKTSIKQLKERVAASEGGGKDEHLQVDEKEKDETLKLRVSKRRTKTMESSFKTKESRERARKRARER

TMAKMKMRLFETSETISDPHQETREIKITNGVQLLEKENKEQEWSNTNDVHMVEYQMDSVSIIEKFLGL

TSDSSSSSIFGDSEECYTSLSSVRGTISAAGNSNVLTKNPN 

>At2g45680 

MATIQKLEEVAGKDQTLRAVDLTIINGVRNVETSRPFQVNPTVSLEPKAEPVMPSFSMSLAPPSSTGPP

LKRASTKDRHTKVEGRGRRIRMPATCAARIFQLTRELGHKSDGETIRWLLENAEPAIIAATGTGTVPAI

AMSVNGTLKIPTTTNADSDMGENLMKKKRKRPSNSEYIDISDAVSASSGLAPIATTTTIQPPQALASST

VAQQLLPQGMYPMWAIPSNAMIPTVGAFFLIPQIAGPSNQPQLLAFPAAAASPSSYVAAVQQASTMARP

PPLQVVPSSGFVSVSDVSGSNLSRATSVMAPSSSSGVTTGSSSSIATTTTHTLRDFSLEIYEKQELHQF

MSTTTARSSNH 

>At3g02150 

MNIVSWKDANDEVAGGATTRREREVKEDQEETEVRATSGKTVIKKQPTSISSSSSSWMKSKDPRIVRVS

RAFGGKDRHSKVCTLRGLRDRRVRLSVPTAIQLYDLQERLGVDQPSKAVDWLLDAAKEEIDELPPLPIS

PENFSIFNHHQSFLNLGQRPGQDPTQLGFKINGCVQKSTTTSREENDREKGENDVVYTNNHHVGSYGTY

HNLEHHHHHHQHLSLQADYHSHQLHSLVPFPSQILVCPMTTSPTTTTIQSLFPSSSSAGSGTMETLDPR

QMVSHFQMPLMGNSSSSSSQNISTLYSLLHGSSSNNGGRDIDNRMSSVQFNRTNSTTTANMSRHLGSER

CTSRGSDHHM 

>At3g45150 

MDSKNGINNSQKARRTPKDRHLKIGGRDRRIRIPPSVAPQLFRLTKELGFKTDGETVSWLLQNAEPAIF

AATGHGVTTTSNEDIQPNRNFPSYTFNGDNISNNVFPCTVVNTGHRQMVFPVSTMTDHAPSTNYSTISD

NYNSTFNGNATASDTTSAATTTATTTV 

>At5g08330 

MADNDGAVSNGIIVEQTSNKGPLNAVKKPPSKDRHSKVDGRGRRIRMPIICAARVFQLTRELGHKSDGQ

TIEWLLRQAEPSIIAATGTGTTPASFSTASLSTSSPFTLGKRVVRAEEGESGGGGGGGLTVGHTMGTSL

MGGGGSGGFWAVPARPDFGQVWSFATGAPPEMVFAQQQQPATLFVRHQQQQQASAAAAAAMGEASAARV

GNYLPGHHLNLLASLSGGANGSGRREDDHEPR 

>At5g41030 

MVMEPKKNQNLPSFLNPSRQNQDNDKKRKQTEVKGFDIVVGEKRKKKENEEEDQEIQILYEKEKKKPNK

DRHLKVEGRGRRVRLPPLCAARIYQLTKELGHKSDGETLEWLLQHAEPSILSATVNGIKPTESVVSQPP

LTADLMICHSVEEASRTQMEANGLWRNETGQTIGGFDLNYGIGFDFNGVPEIGFGDNQTPGLELRLSQV

GVLNPQVFQQMGKEQFRVLHHHSHEDQQQSAEENGS 

 

3．首先对 ORF 蛋白序列进行结构域搜寻（http://smart.embl-heidelberg.de/）

得到如下结果： 



Name  保守序列 

At1g68800 

 

name begin end E-value

low complexity 19 38 - 

low complexity 59 73 - 

Pfam:TCP 74 283 3.30e-87
 

VDGSTSQEVQWRRTVKKRDRHSK

ICTAQGPRDRRMRLSLQIARKFF

DLQDMLGFDKASKTIEWLFSKSK

TSIKQLKERVAASEGGGKDEHLQ

VDEKEKDETLKLRVSKRRTKTME

SSFKTKESRERARKRARERTMAK

MKMRLFETSETISDPHQETREIK

ITNGVQLLEKENKEQEWSNTNDV

HMVEYQMDSVSIIEKFLGLTSDS

SSS 

At2g45680 name begin end E-value 

Pfam:T
CP 

59 280 4.80e-84 

low 
complex

ity 

281 296 - 

low 
complex

ity 

308 328 - 

 

SLAPPSSTGPPLKRASTKDRHTKVEGR

GRRIRMPATCAARIFQLTRELGHKSDG

ETIRWLLENAEPAIIAATGTGTVPAIA

MSVNGTLKIPTTTNADSDMGENLMKKK

RKRPSNSEYIDISDAVSASSGLAPIAT

TTTIQPPQALASSTVAQQLLPQGMYPM

WAIPSNAMIPTVGAFFLIPQIAGPSNQ

PQLLAFPAAAASPSSYVAAVQQASTMA

RPPPLQ 

At3g02150 name begin end E-value

low 
complexit

y 

49 56 - 

Pfam:TC
P 

58 293 7.10e-98

low 
complexit

y 

307 314 - 

 

MKSKDPRIVRVSRAFGGKDRHSKVCTL

RGLRDRRVRLSVPTAIQLYDLQERLGV

DQPSKAVDWLLDAAKEEIDELPPLPIS

PENFSIFNHHQSFLNLGQRPGQDPTQL

GFKINGCVQKSTTTSREENDREKGEND

VVYTNNHHVGSYGTYHNLEHHHHHHQH

LSLQADYHSHQLHSLVPFPSQILVCPM

TTSPTTTTIQSLFPSSSSAGSGTMETL

DPRQMVSHFQMPLMGNSSSS 

At3g45150 

 

name begin end E-value

Pfam:TC
P 

1 165 4.10e-63

 

MDSKNGINNSQKARRTPKDRHLKIGGR

DRRIRIPPSVAPQLFRLTKELGFKTDG

ETVSWLLQNAEPAIFAATGHGVTTTSN

EDIQPNRNFPSYTFNGDNISNNVFPCT

VVNTGHRQMVFPVSTMTDHAPSTNYST

ISDNYNSTFNGNATASDTTSAATTTAT

TTV 



At5g08330 

 
 

name begin end E-value
Pfam:TCP 15 194 2.90e-66

low 
complexity

213 230 - 

 

EQTSNKGPLNAVKKPPSKDRHSKVDGRG

RRIRMPIICAARVFQLTRELGHKSDGQT

IEWLLRQAEPSIIAATGTGTTPASFSTA

SLSTSSPFTLGKRVVRAEEGESGGGGGG

GLTVGHTMGTSLMGGGGSGGFWAVPARP

DFGQVWSFATGAPPEMVFAQQQQPATLF

VRHQQQQQASAA 

At5g41030 

 

name begin end E-value
Pfam:TCP 52 227 9.90e-67

 

EDQEIQILYEKEKKKPNKDRHLKVE

GRGRRVRLPPLCAARIYQLTKELGH

KSDGETLEWLLQHAEPSILSATVNG

IKPTESVVSQPPLTADLMICHSVEE

ASRTQMEANGLWRNETGQTIGGFDL

NYGIGFDFNGVPEIGFG 

DNQTPGLELRLSQVGVLNPQVFQQMGKE

QFRVLH 

 

我们可以看到，克隆得到的全长 ORF 均符合预测，含有固定的 TCP 保守区。由此我们

对得到的克隆进行了进一步的酵母单杂实验，以验证这些因子是否具有转录因子特有的激

活活性和 DNA 结合活性. 

 

3 我们对全长 ORF 通过软件 clustalx 进行多序列比对，得到如下结果： 

 

由多序列比对图上我们可以看到，在大约 90~150AA的地方有保守序列，即 SMART 分析

中的 TCP DOMAIN. 

 

4．我们进行的酵母单杂实验数据如下(L12 及 L34 为 TCP family 特有的两个结合序



列)： 

 Activation Binding(L12) Binding(L34) 

At1g68800 - - - 

At2g45680 - - - 

At3g02150 - - - 

At3g45150 + + + 

At5g08330 + + - 

At5g41030 - - - 

 

从上表中我们看到，实验中只得到 At3g45150 和 At5g08330 两个基因是既有

激活活性又有结合活性。下附激活活性验证的酵母单杂显色图： 

 

 

 

5．对 TCP family 中几个蛋白进行二级结构的分析（GORⅥ），得到如下数据： 

 

AT2G45680 

 

        10        20        30        40        50        60        70 

         |         |         |         |         |         |         | 

MATIQKLEEVAGKDQTLRAVDLTIINGVRNVETSRPFQVNPTVSLEPKAEPVMPSFSMSLAPPSSTGPPL 

cccccchhhhhchhhhhhhhhhhhhccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc 

KRASTKDRHTKVEGRGRRIRMPATCAARIFQLTRELGHKSDGETIRWLLENAEPAIIAATGTGTVPAIAM 

ccccccccchhhhccceeeecchhhhhhhhhhhhhccccccchhhhhhhhccchhhhhhccccceeeeee 

SVNGTLKIPTTTNADSDMGENLMKKKRKRPSNSEYIDISDAVSASSGLAPIATTTTIQPPQALASSTVAQ 

eccceeeecceecccchhhhhhhhhhcccccccceeeeechhhhccccccccccccccccchhhhhhhhh 

QLLPQGMYPMWAIPSNAMIPTVGAFFLIPQIAGPSNQPQLLAFPAAAASPSSYVAAVQQASTMARPPPLQ 

hhhcccccceeeeccccccccccceeeeccccccccchhhhhhhccccccchhhhhhhhhhcccccccce 

VVPSSGFVSVSDVSGSNLSRATSVMAPSSSSGVTTGSSSSIATTTTHTLRDFSLEIYEKQELHQFMSTTT 

eeccccceeeeccccccccceeeeeecccccceeeccccceeecccccccccchhhhhhhhhhhhcceee 

激活活性检测 

1．At1g68800，白色，- 

2．At3g45150，兰色，+ 

3．At2g45680，白色，- 

4．At5g08330，兰色，+ 

5．At3g02150，白色，- 

6．At5g41030，白色，- 



ARSSNH 

eeeeec 

Sequence length :   356 

GOR4 : 

   Alpha helix     (Hh) :   104 is  29.21% 

   310  helix       (Gg) :     0 is   0.00% 

   Pi helix        (Ii) :     0 is   0.00% 

   Beta bridge     (Bb) :     0 is   0.00% 

   Extended strand (Ee) :    57 is  16.01% 

   Beta turn       (Tt) :     0 is   0.00% 

   Bend region     (Ss) :     0 is   0.00% 

   Random coil     (Cc) :   195 is  54.78% 

   Ambigous states (?)  :     0 is   0.00% 

   Other states         :     0 is   0.00% 

 

保守区域         

 

 
AT3G45150 

        10        20        30        40        50        60        70 

         |         |         |         |         |         |         | 

MDSKNGINNSQKARRTPKDRHLKIGGRDRRIRIPPSVAPQLFRLTKELGFKTDGETVSWLLQNAEPAIFA 

ccccccccccccccccccchhhhcccccceeeccccccchhhhhhhhcccccccchhhhhhhccchhhhh 

ATGHGVTTTSNEDIQPNRNFPSYTFNGDNISNNVFPCTVVNTGHRQMVFPVSTMTDHAPSTNYSTISDNY 

hcccceeeccccccccccccccccccccceecceecceeecccccceeeccceeccccccccceeeeccc 

NSTFNGNATASDTTSAATTTATTTV 

cccccccccccccceeeeeeeeeec 

Sequence length :   165 

GOR4 : 



   Alpha helix     (Hh) :    25 is  15.15% 

   310  helix       (Gg) :     0 is   0.00% 

   Pi helix        (Ii) :     0 is   0.00% 

   Beta bridge     (Bb) :     0 is   0.00% 

   Extended strand (Ee) :    32 is  19.39% 

   Beta turn       (Tt) :     0 is   0.00% 

   Bend region     (Ss) :     0 is   0.00% 

   Random coil     (Cc) :   108 is  65.45% 

   Ambigous states (?)  :     0 is   0.00% 

   Other states         :     0 is   0.00% 

 

保守区 

 

 

AT5G08330 

 

        10        20        30        40        50        60        70 

         |         |         |         |         |         |         | 

MADNDGAVSNGIIVEQTSNKGPLNAVKKPPSKDRHSKVDGRGRRIRMPIICAARVFQLTRELGHKSDGQT 

ccccccccccceeeeecccccccccccccccccccccccccceeeechhhhhhhhhhhhhhccccccchh 

IEWLLRQAEPSIIAATGTGTTPASFSTASLSTSSPFTLGKRVVRAEEGESGGGGGGGLTVGHTMGTSLMG 

hhhhhhcccceeeeecccccccceeeeccccccccccccceeeeeecccccccccceeeeeeeeeeeeee 

GGGSGGFWAVPARPDFGQVWSFATGAPPEMVFAQQQQPATLFVRHQQQQQASAAAAAAMGEASAARVGNY 

cccccceeeecccccccceeeeeccccchhhhhhccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhccc 



LPGHHLNLLASLSGGANGSGRREDDHEPR 

ccccchhhhhhccccccccccccccceec 

Sequence length :   239 

GOR4 : 

   Alpha helix     (Hh) :    64 is  26.78% 

   310  helix       (Gg) :     0 is   0.00% 

   Pi helix        (Ii) :     0 is   0.00% 

   Beta bridge     (Bb) :     0 is   0.00% 

   Extended strand (Ee) :    49 is  20.50% 

   Beta turn       (Tt) :     0 is   0.00% 

   Bend region     (Ss) :     0 is   0.00% 

   Random coil     (Cc) :   126 is  52.72% 

   Ambigous states (?)  :     0 is   0.00% 

   Other states         :     0 is   0.00% 

 

保守区   

 

AT5G41030 

 

        10        20        30        40        50        60        70 

         |         |         |         |         |         |         | 

MVMEPKKNQNLPSFLNPSRQNQDNDKKRKQTEVKGFDIVVGEKRKKKENEEEDQEIQILYEKEKKKPNKD 

ccccccccccccccccccccccchhhhhhhhhcccceeehhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhccccccc 

RHLKVEGRGRRVRLPPLCAARIYQLTKELGHKSDGETLEWLLQHAEPSILSATVNGIKPTESVVSQPPLT 

hhhhhhcccceeeccccchhhhhhhhhhccccccchhhhhhhhccccchhhhhhccccccceeccccccc 



ADLMICHSVEEASRTQMEANGLWRNETGQTIGGFDLNYGIGFDFNGVPEIGFGDNQTPGLELRLSQVGVL 

cceeecchhhhhhhhhhhhcccccccccceeccccccccccccccccceeecccccccchhhhhhccccc 

NPQVFQQMGKEQFRVLHHHSHEDQQQSAEENGS 

cchhhhhhceeeeeeeecccchhhhheeeeeec 

Sequence length :   243 

GOR4 : 

   Alpha helix     (Hh) :    92 is  37.86% 

   310  helix       (Gg) :     0 is   0.00% 

   Pi helix        (Ii) :     0 is   0.00% 

   Beta bridge     (Bb) :     0 is   0.00% 

   Extended strand (Ee) :    30 is  12.35% 

   Beta turn       (Tt) :     0 is   0.00% 

   Bend region     (Ss) :     0 is   0.00% 

   Random coil     (Cc) :   121 is  49.79% 

   Ambigous states (?)  :     0 is   0.00% 

   Other states         :     0 is   0.00% 

 

保守区        

 

    由上图我们可以看到，这几个蛋白二级结构都非常相似，以α螺旋和随机 coil 为

主。 

 

 6.对蛋白进行三级结构预测（SWISS MODEL）,由于序列较短，结构简单，没有三级结

构。以下是 HTTP://SWISSMODEL.EXPASY.ORG/  的回复 email: 



0.1

At5g08330

At5g41030

At2g45680

At3g45150

At3g02150

At1g68800

       Your modeling request could not be carried out. 

 

       Please look at the TraceLog file issued by the server. 

       The degree of similarity of your sequence with proteins of  

       known 3D structure may be to low. 

 

At present, SWISS-MODEL will generate models for sequences 

which respond to these criteria: 

 

BLAST search P value : < 0.00001 

Global degree of sequence identity (SIM) : > 25 % 

Minimal projected model length = 25 aa. 

 

 

7.CLUSTALX建树： 

 

， 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

建树的结果让我们发现, At1g68800 和 At3g02150 处于同一分支上，他们都既没有激

活活性也没有结合活性，符合我们的实验结果；同样既有激活活性又有和结合活性的

At5g08330

At5g41030 

At2g45680 

At3g45150 

At1g68800 

At3g02150 



At3g45150 和 At5g08330 在进化关系上比较接近，At5g41030 和 At2g45680 与 At3g45150

和 At5g08330 在进化上如此接近却是既没有激活活性又没有结合活性，这是为什么呢？一

是可能它们具有激活活性和结合活性的结构域在进化过程中丢失了，但是其他部分仍然保

存，所以建树结果显示在进化上它们仍然与 At3g45150 和 At5g08330 非常接近；另一种可

能是我们的酵母双杂实验本身不够精细，几个氨基酸的差别会在实验过程中导致结合序列

无法识别，如果改用 EMSA 可能会获得更可信的实验结果；还有一个因素就是在转酵母的

IN VIVO 实验中，插入质粒载体的序列的蛋白产物很容易就会产生变化甚至丢失，这个也会

导致蛋白原本的性能丢失，或者导致表达量的巨大变化，需要寻求更可靠的方法。将带有

待测序列的载体质粒整合至酵母染色体基因组的方法可以保证在传代的过程中质粒不丢

失。 

[实验前景展望] 

实验证明，通过序列搜索得到的预测 TCP 转录因子家族中的成员并不都有转录激活

活性和 DNA 结合活性。在拟南芥 TCP 家族全部成员全部检测完之后，拟用凝胶阻滞实验

（EMSA）作体外验证。同时，正在进行中的实验有筛选拟南芥 TCP 家族 knock-out 植株。

由于已知 TCP 转录因子家族成员主要在分生组织中作用，与细胞分化和生长有很大联系，

希望能够观察到 knock-out 株的表型，进一步分析在拟南芥中 TCP 家族成员的作用机制. 
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