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白及反式-肉桂酸 4-单加氧酶基因 C4H 的序列分析 
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【摘要】反式-肉桂酸 4-单加氧酶是植物中苯丙素和木质素合成的关键酶之一，研究 C4H 基因的序列信

息对揭示其蛋白结构及功能具有重要的指导意义。从白及转录组数据库中分离得到 BsC4H 基因，运用生物

信息学软件对该基因进行序列分析。分析得到的结果显示：该基因长度为 1993 bp，编码的蛋白质长度为 505 
aa、分子量为 58.01858 kD、理论等电点为 9.20，该基因的二级结构主要由 α螺旋结构和无规则卷曲结构组

成，三级结构预测为单体结构。氨基酸序列与铁皮石斛 C4H 基因相似性最高，达 95％，结构域分析发现该

蛋白具有高度结构保守域，但并不包含有跨膜结构域和信号肽，亚细胞定位分析发现该酶被定位于内质网

中。该研究结果为研究白及 BsC4H 基因提供了基础数据，也为研究其它物种 C4H 基因提供基础资料。 
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【Abstract】Trans-cinnamic acid 4-monooxygenase is one of the key enzymes in the synthesis of 
phenylpropanoid and Lignin in plants. The C4H gene of Bletilla striata (BsC4H) was isolated from our former 
constructed transcriptome database and then analyzed by a series of bioinformatics software. The results showed 
that the length of the gene was 1993 bp, which encoding a protein with 505 aa in length which have molecular 
weight of 58.01858 kd and theoretical isoelectric point of 9.20. The predicted secondary structure of this protein 
was composed of helix structure and irregular coil structure, the tertiary structure was predicted to be monomer 
structure. BsC4H sequences of amino acid showed 95% similarity to C4H gene derived from Dendrobium 
officinale. The domain detection showed that BsC4H protein had a highly conserved domain, but no 
transmembrane domain and signal peptide. While the detection of subcellular localization found BsC4H was mainly 
functioned in the endoplasmic reticulum. The results of this study provided basic data for the subsequent study of 
BsC4H and developed inspirment for of C4H studies of other species. 
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白及（Bletilla striata (Thunb.) Rchb.f．）是我国

一种常用中药，药用部位通常是其假鳞茎，具有收

敛止血，清热利湿，消肿生肌之功[1]；在临床上广

泛用于消化道出血，烫伤、烧伤，栓塞剂等应用[2]。

另外，白及可以制作外用制剂，比如膜剂、涂剂和

洗剂等[3]；白及还是一些化妆品的原料，还可用作

观赏的花草。 
反式-肉桂酸 4-单加氧酶，又称肉桂酸 4-羟化酶

（Cinnamate 4-hydroxylase, C4H）是苯丙烷代谢途径

中的第二个关键酶，它参与调节一些代谢途径的下

游产物，如在木质素、黄酮类和芳香类等化合物的

调节[4]，它属于细胞色素 P450 单加氧酶（P450s）
中的一种。细胞色素 P450 单加氧酶广泛存在于各种

微生物中，细胞色素 P450 单加氧酶具有催化活性混

杂性的特点，所以可催化羟化反应，环氧化反应和

脱烷基反应等氧化反应[5]。C4H 基因在苯丙烷代谢

中有重要作用，能催化反式肉桂酸生成对香豆酸[6]；

对香豆酸是肉桂酸的一个酚类衍生物，具有抗氧化

作用，它在植物中能够起着染色和保护植物免受环

境胁迫的作用[7]。C4H 基因的表达量可以影响许多

条代谢途径的进展方向，它不仅是苯丙烷代谢途径

的重要酶之一，而且在电子传递反应中也起着重要

作用[8]。 
目前，关于白及 C4H 基因（BsC4H）的研究报

道很少。因此，本文章通过生物信息分析对该基因

的结构、理化性质和功能等特征进行探究，为以后

研究 BsC4H 基因以及其它植物 C4H 基因提供基础

资料和参考。 
1 材料与方法 
1.1 材料 
白及材料来自于遵义正安地区，种植在本实验

室的种质资源圃，选取生长状态良好的嫩叶进行

DNA 提取。 
1.2 方法 
（1）序列来源 
BsC4H 基因的核苷酸序列来源于本课题组前期

构建并注解的白及核苷酸数据库[9]。 
（2）理化性质的分析 
应用 ProtScale 软件对反式-肉桂酸 4-单加氧酶

进行了亲疏水性分析，运用在线程序 Protparam tool
对 BsC4H 基因的氨基酸序列进行了氨基酸含量、分

子量和等电点的分析。 
（3）序列特征分析 
应用在线 NCBI 的 ORF Finder 

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder）检测 BsC4H
基因的阅读框和氨基酸序列，用 NCBI 的 blastp 进

行在线的同源序列检测，使用 DNAMAN 软件进行

多物种氨基酸序列比对，然后用用 MEGA5.10 软件

的构建系统进化树。 
（4）结构域和二级、三级结构的分析 
运用在线软件 InterProScan 和 GenBank 对基因

进行了功能域分析，应用SPOMA和SWISS-MODEL
进行了 BsC4H 蛋白的二级结构与三级结构预测。 

（5）功能分析 
应用在线软件 WORFPSOPRT 对 BsC4H 基因的

氨基酸序列进行了亚细胞定位，用 Signalp5.0 软件

进行信号肽分析，用 TMHMM Server v.2.0 对该蛋白

进行跨膜结构域分析。 
2 结果与分析 
2.1 理化性质分析 
运用 Expasy 网站的 Protparam tool 程序分析白

及 BsC4H 蛋白序列分子量为 58.01858kD、理论等电

点为 9.20，原子组成 C2640H4173N719O718S17，带

的负电荷残基为 60 个，带的正电荷残基为 69 个，

结果表明该蛋白为碱性蛋白。通过 ProtScale 程序对

该蛋白进行了亲疏水性分析对比（如图 1），发现该

蛋白为亲水性蛋白质，其亲水峰值为-2.772，疏水峰

值为 2.867。 
2.2 氨基酸序列的分析 
从白及转录组数据库中获得了BsC4H基因的核

苷酸序列全长为 1993bp，用 ORF Finder 进行开放阅

读框检索发现该基因共编码了 505 个氨基酸残基。

通过软件 DNAMAN 进行进行了多物种 C4H 基因的

氨基酸序列比对，发现 BsC4H 的氨基酸序列与洋葱

（Allium cepa）、铁皮 石斛（Dendrobium officinale）、
油棕（Elaeis guineensis）、深圳拟兰（Apostasia 
shenzhenica）、小兰屿蝴蝶兰（Phalaenopsis equestris）
等植物 C4H 基因的的氨基酸序列具有同源性（如图

2），从结果中可看出该基因具有高度的保守性。根

据同源性对比发现BsC4H基因的氨基酸序列与铁皮

石斛氨基酸（NCBI 登录号：XP_020701874.1）的同

源性相似性最高，达 95%。 
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图 1 BsC4H 蛋白亲疏水性分析图 

 
图 2 8 个物种的 C4H 基因的氨基酸序列比对。同源性：黑色 100%，红色 75%，蓝色 25%，白色 0%。 
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2.3 系统发育树分析 
BsC4H基因的氨基酸序列与多个物种C4H基因

氨基酸序列通过 MEGA 5.10 软件构建了系统进化树

进行分析。分析结果如图 3 所示，由其结果可看出

白及 TC4M 基因与其它物种 TC4M 基因，如与洋葱

(AAS48416.1)、油棕(XP_010921158.1)等表现出较远

的亲缘关系，而与处于同一分支的小兰屿蝴蝶兰

(XP_020572760.1)亲缘关系最近。 
2.4 保守结构域和二级结构、三级结构的预测分

析 
使用在线软件 InterProScan 预测 BsC4H 蛋白的

保守结构域（如图 4A），共有 2 个 C4H 家族，1 个

同源家族，1 个保守位点。2 个 C4H 家族其中一个

位于 34-495 位(IPR001128)属于细胞色素 P450 酶含

有血红素的单加氧酶的一个超家族；另外一个位于

62-470 位(IPR002421) 细胞色素 P450 中 e 类细胞色

素 p450 蛋白，属于序列集群 i 组，是成员中最丰富

的。属于细胞色素 P450 酶同源家族位于 23-503 位

（IPR036396）。位于 440-449 位(PS00086)的半胱氨

酸血红素铁结合位点，此处存在半胱氨酸残基是与

第 5 位血红素铁结合。运用 Genbank 对该氨基酸进

行保守结构域分析（如图 4B），该蛋白有细胞 P450
酶结构域，这结果与 InterProScan 分析的结果一致。 

运用在线软件 SPOMA 对 BsC4H 蛋白的二级结

构的预测分析（如图 5A）。发现其二级结构中含有

49.70%的 α-螺旋结构，32.67%的无规则结构，12.28%
的 线 状 结 构 ， 5.35% 的 β 折 叠 结 构 。 使 用

SWISS-MODEL 构建了该蛋白的三级结构，发现其

三级结构为单体结构（如图 5B），进一步运用

QMEAN4 软件分析得到表 1，由表 1 可知该蛋白的

三级结构更稳定。 

表 1 BsC4H 蛋白三级结构的 QMEAN4 检测值 

计分功能(Scoring function) Z 分数(Z-score) 

Cβ相互作用能(C beta interaction energy) -3.18 

所有原子成对能(All-atom pairwise energy) -1.61 

融化剂能(Solvation energy) 0.59 

扭转角能(Torsion angle energy) -3.82 

Qmean 评分(Qmean score) -4.11 

2.5 信号肽、跨膜结构域、亚细胞定位预测分析 
使用在线软件 SignalP 5.0预测BsC4H 蛋白的信

号肽（如图 6A），其剪切位点在发生在 19-20 位氨

基酸之间，其 mean S-score 值为 0.1644<0.5，由此推

断该蛋白不是分泌蛋白。通过在线软件 TMHMM 
Server v.2.0 分析（如图 6B），由此推断 BsC4H 蛋

白无跨膜结构域。用在线工具 WOLFPSOPRT 亚细

胞定位分析预测 BsC4H 蛋白定位在内质网中。 

 
图 3 氨基酸序列进化树分析 
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A. 

 
B. 

图 4 蛋白序列的保守结构域分析。A. InterProScan 分析结果，B. GeneBank 的 Conserved domains 分析结果。 

 
A. 

 
B. 

图 5 BsC4H 蛋白的二级和三级结构分析。A. 蓝色是 α-螺旋结构，红色是线状结构，绿色是 β折叠结构，橙色是无规则结构。

B. SWISS-MODEL 预测的三级结构。 

https://swissmodel.expasy.org/interactive/4EgJYx/models/�
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A 

 
B 

图 6 BsC4H 蛋白的亚细胞定位分析。A. 信号肽预测，B. 跨膜结构域分析。 
 

3 讨论 
近年来，植物 C4H 基因的克隆和表达分析在甘

薯[8]、山葡萄[10]、莲雾果实[11]和芍药[12]等植物中已

有许多的文献报道，而在白及中未有报道。通过对

白及 BsC4H 基因核苷酸和氨基酸序列分析，与其它

物种相比较，如图 2 所示 BsC4H 基因与其它物种具

有非常高的覆盖率，所以 BsC4H 基因具有高度的保

守性。通过 BsC4H 蛋白进化树分析，发现 BsC4H
与铁皮石斛处于同一分支上，亲缘关系非常接近，

由此可以推断BsC4H与铁皮石斛的功能与作用机制

具有更高的相似性。 
对 BsC4H 蛋白的结构分析主要是细胞色素

P450 酶结构域，还有个半胱氨酸血红素铁结合位点，

通过 GenBank 能证明它的保守结构域。在 BsC4H 结
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构预测中主要是 α-螺旋结构与无规则卷曲结构元件

组成，蛋白二级结构中 α-螺旋结构最经典，在抗菌

的效应研究中也发现与 α-螺旋结构有关，而与其抑

制剂的活性位点没有关系[13]，而它的三级结构为单

体结构。 
Emmanuel Chekwube Ossai[14]在亲水性材料上

关于亲水性有所研究；而在其它领域中认为亲水性

材料与免疫调节有关，亲水性材料的免疫调节作用

与其水合特性及其在复合介质中抵抗非特异性结合

的能力密切相关[15]；根据一些研究表明自组装的生

物过程与亲水性的相互作用是有关的[16]，这些功能

是否能够体现在更多的亲水性蛋白上，需要进一步

的深层次研究。 
植物中的黄酮类化合物主要是在内质网上生成

的，由一些与黄酮类物质合成有关的调控酶作用其

中，以多复合酶体的形式在苯丙烷中参与电子信号

的传递并进行黄酮类物质的合成[17]。通过亚细胞定

位发现白及 BsC4H 蛋白定位于内质网上，其催化反

式肉桂酸生成对香豆酸，是影响苯丙素代谢能力的

关键因素[18]。结合 BsC4H 信号肽与跨膜结构分析，

其不具有信号肽及跨膜结构。 
本研究通过对白及BsC4H基因进行生物信息学

分析探究该基因的结构与功能，以进一步对研究白

及的其他作用机制和功能提供理论基础，也对后续

研究其它植物的 BsC4H 基因提供基础依据和资料。 
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