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摘　 要：从银叶真藓（Ｂｒｙｕｍ ａｒｇｅｎｔｅｕｍ）转录组数据库出发，使用 Ｐｆａｍ 数据库提供的 ＨＭＭ 模型共得到 ３３ 条长度大于 ２００ａａ，注释的

热休克蛋白 ＢａＨＳＰ７０；其中 ２条（ＢａＨＳＰ７０⁃１， ＢａＨＳＰ７０⁃２）具有完整 ＯＲＦ，ＮＣＢＩ 核酸数据库登录号为 ＫＰ０８７８７７ 和 ＫＰ０８７８７８。 使用生

物信息学在线分析工具和软件，对真藓 ＨＳＰ７０的两条蛋白质序列从氨基酸组成、保守结构域、理化性质、疏水性 ／ 亲水性、信号肽、蛋
白质结构、模体的识别及同源性分析等方面进行了预测和分析。 结果表明：２ 条 ＢａＨＳＰ７０ｓ 基因序列 ＯＲＦ 全长分别为 ２ ３９６ ｂｐ 和

２ ３５６ ｂｐ，分别编码 ６４９ａａ 和 ６５０ａａ。 序列模体分析表明 ＢａＨＳＰ７０ｓ 和其它报道的植物ＨＳＰ７０均含有 ４个相同的模体，并且各模体在蛋

白质序列上顺序一致。 通过对２条ＢａＨＳＰ７０ｓ 进行氨基酸多序列比对及基因树分析，发现ＢａＨＳＰ７０⁃１和ＢａＨＳＰ７０⁃２雪莲相似度最高，
分别是 ９１．２％和 ８６．６％。 本研究为进一步研究 ＨＳＰ７０基因的克隆和功能验证奠定了基础。
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　 　 热激蛋白 ７０（ Ｈｅａｔ Ｓｈｏｃｋ Ｐｒｏｔｅｉｎ ７０， ＨＳＰ７０）
是生物机体应对高温及其他胁迫环境时所产生的一

类特定的应激蛋白，在细胞内的大量表达可以明显

改善细胞的生存能力，提高生物机体对环境胁迫或

伤害的耐受性［１］。 ＨＳＰ７０ 在原核生物和真核生物

体内都存在，并存在于所有的细胞区室和器官中，序
列非常保守；在细胞内参与多肽的折叠［２］、寡聚蛋白

的组装和跨膜运输、蛋白质活性的调节，影响植物的

生长发育，是十分重要且基本的细胞功能蛋白［３－４］。
银叶真藓（Ｂｒｙｕｍ ａｒｇｅｎｔｅｕｍ）隶属于真藓科真

藓属，是藓类植物的典型代表种［５］。 它的形态结构

相对简单，但是可以生存在极端干旱、高温、高盐的

环境中，是中国荒漠区生物土壤结皮层的优势成分

和群落演替过程中的主要先锋种［６］，也是生态系统

稳定和退化生态系统恢复的重要指示植物之一［７］。
近年来，关于银叶真藓的形态发育［８］，系统分类［９］，
生理生化的研究已有报道［１０］，但有关其 ＨＳＰ７０ 蛋

白生物信息学分析未见报道。
前期研究过程中，项目组构建了银叶真藓干

燥－复苏过程的转录组数据库。 本研究从转录组数

据库出发，使用 Ｐｆａｍ 数据库中提供 ＨＳＰ７０ 的 ＨＭＭ
模型，从已注释的真藓 ＢａＨＳＰ７０ｓ 中得到了 ２ 条全

长 的 ＢａＨＳＰ７０ 序 列， 分 别 命 名 为 ＢａＨＳＰ７０⁃１
（ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ． ＫＰ０８７８７７） 和 ＢａＨＳＰ７０⁃２（ＧｅｎＢａｎｋ
Ｎｏ．ＫＰ０８７８７８）。 利用生物信息学相关软件分析了

这 ２ 条基因的序列特征、编码蛋白质的理化性质、蛋
白质结构、相关的生物学功能预测等，并与其他报道

的 ＨＳＰ７０ 进行了多序列比对与基因树分析［１１］。 研

究有助于进一步理解 ＢａＨＳＰ７０ｓ 蛋白抗逆调控机

制，并为后期 ＢａＨＳＰ７０ｓ 基因实验克隆和功能验证

奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 数据收集与预处理

本研究实验材料银叶真藓取自于新疆古尔班通

古特沙漠，通过无菌操作，在人工控制条件下进行组

织培养获得再生完整植株，提取银叶真藓在干

旱－复水过程中的 ＲＮＡ 构建 ＲＮＡ 测序文库［１２］；利
用华大基因提供的 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 二代测序 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技

术［１３］，使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件对序列进行组装［１４］，同时利

用相关蛋白质数据库对组装的 Ｃｏｎｔｉｇ 进行注释，从
而得到银叶真藓转录组 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数据库和蛋白质数

据库。 绿藻植物、小立碗藓、拟南芥、水稻、玉米等植

物的 ＨＳＰ７０ 基因从 ＮＣＢＩ 的 ＰＲＯＴＥＩＮ 数据库和

ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ 数据库中下载得到。 从 Ｐｆａｍ 数据库中

下载 ＨＳＰ７０ 的 ＨＭＭ 概率模型［１５］，文件命名为

ｈｓｐ７０．ｈｍｍ。
１．２　 真藓 ＨＳＰ７０ 基因的鉴定

使用 ＨＭＭＥＲ⁃３． １ 软件搜索 ＨＳＰ７０ 的同源序

列［１６］，其 中 ｅ⁃ｖａｌｕｅ 值 设 置 为 ５， 输 出 格 式 为

ｐｆａｍｔｂｌｏｕｔ， 输 入 命 令： ｈｍｍｓｅａｒｃｈ⁃Ｅ５⁃ｐｆａｍｔｂｌｏｕｔ
ＨＳＰ１ ｈｓｐ７０．ｈｍｍ Ｐｒｏｔｅｉｎ ＞ ｒｅｓｕｌｔ，获得具有 ＨＳＰ７０
结构域的序列；根据输出的比对信息，提取比对结果

具有全长的片段，再次输入 Ｐｆａｍ 提供的在线工具进

行验证，如图 １ 所示，具有完整的结构域。 同时使用

ＮＣＢＩ 提供的在线分析工具 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 确认序列的

起始密码子、终止密码子和长度；Ｂｌａｓｔ 两两比对结

果证明序列间的一致性达 ８３％，因此分别命名为

ＢａＨＳＰ７０⁃１ 和 ＢａＨＳＰ７０⁃２。
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图 １　 基于 Ｐｆａｍ 数据库确认 ＨＳＰ７０ 蛋白质结构域

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＳＰ７０ ｄｏｍａｉｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｐｆａｍ ｄａｔａｂａｓｅ

１．３　 ＨＳＰ７０ 的生物信息学分析

使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线分析工具检索蛋白质序列

的理化参数，包括分子质量，氨基酸组成，消光系数

等；使用 ＣＤＤ 分析保守结构域；使用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 程序

绘制亲疏水性序列谱，反映蛋白质在水环境下的折

叠情况；使用 ＮｅｔＮＥＳ 分析信号肽位点；使用 ＮＰＳＡ
在线分析工具提供的 ＭＲＬＣ 方法预测真藓 ＨＳＰ７０
蛋白的二级结构；使用瑞士模型工作区（Ｓｗｉｓｓ⁃Ｍｏｄｅｌ
Ｗｏｒｋｓｐａｃｅ）网络综合服务器对 ＨＳＰ７０ 蛋白质结构

做同源建模；使用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 对获取的 ＨＳＰ７０ 蛋白序

列进行多序列比对；除去比对后序列两侧的冗余序

列，提取序列间相似性较高的序列区域， 使用

ＭＥＧＡ５．２ 构建 ＮＪ 进化树并进行 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 检测［１７］，
使用工具和地址如表 １ 所示。

２　 结果与分析

２．１　 银叶真藓 ＨＳＰ７０ 基因序列分析

基于 Ｐｆａｍ 数据库提供的 ＨＭＭ 模型方法，从银叶

真藓转录组注释蛋白质库中鉴定出 ２ 条具有全长的

ＨＳＰ７０ 序列，分别命名为 ＢａＨＳＰ７０⁃１ 和 ＢａＨＳＰ７０⁃２，它
们在 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数据库中对应的的转录本核酸序列长度

分别为 ２ ３９６ ｂｐ 和２ ３５６ ｂｐ。 用ＮＣＢＩ 提供的在线工具

ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 预测其编码蛋白质序列的长度为 ６４９ 和

６５０个氨基酸，开放式阅读框具有起始密码子和终止密
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码子，多序列比对分析表明，ＢａＨＳＰ７０ 最保守的序列区

段位于序列的第 ２００ 位至 ２５０ 位，氨基酸序列为

ＬＤＶＴＰＬＳＬＧＬＥＴＬＧＧＶＭＴＫＬＩＰＲＮＴＴＩＰＴＫＫＳＱＶＦＳＴＹＡＤ
ＮＱＴＧＶＬＩＱＶＹ，该区段位于核酸结合区 （Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｄｏｍａｉｎ， ＮＢＤ），具有结合并水解 ＡＴＰ 的活性

中心，它与 ＡＴＰ 的结合－水解过程调控着它对多肽的

亲和力。
２．２　 银叶真藓 ＨＳＰ７０ 保守域分析

本研 究 使 用 ＮＣＢＩ 提 供 的 ＣＤＤ 数 据 库 对

ＢａＨＳＰ７０ｓ 序列进行保守域分析［１８］，结果表明，银叶

真藓 ＨＳＰ７０ 序列含有 ＨＳＰ７０ 结构域，其中核酸结合

区结构域较为的保守，属于 ＮＢＤ ｓｕｇａｒ⁃ｋｉｎａｓｅ ＨＳＰ７０
ａｃｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，结果如图 ２ 所示；研究进一步表

明基于 ＨＭＭ 模型鉴定的完整基因属于热激蛋白

ＨＳＰ７０ 家族。

表 １　 研究使用生物信息学在线分析工具

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ Ｗｅｂ⁃Ｂａｓｅｄ ｔｏｏｌ ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ ｆｏｒ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

分析内容 在线分析工具 地址链接

全长鉴定 Ｐｆａｍ ｓｅａｒｃｈ ｐｆａｍ．ｘｆａｍ．ｏｒｇ ／ ｓｅａｒｃｈ

ＯＲＦ ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｏｒｆ ／ ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ

理化性质 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／

结构域分析 ＣＤＤ
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｃｄｄ ／ ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ

疏水性分析 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／

信号肽预测 ＮｅｔＮＥＳ １．１ ｓｅｒｖｅｒ
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＮＥＳ ／

二级结构 ＮＰＳＡ⁃ＭＲＬＣ ｎｐｓａ⁃ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ ／

三级结构 Ｓｗｉｓｓ⁃Ｍｏｄｅｌ Ｗｏｒｋｓｐａｃｅ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／

功能预测 Ｐｒｏｔｆｕｎ ２．２ Ｓｅｒｖｅｒ
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＰｒｏｔＦｕｎ ／

模体分析 ＭＥＭＥ ｍｅｍｅ．ｎｂｃｒ．ｎｅｔ ／ ｍｅｍｅ ／
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图 ２　 ＢａＨＳＰ７０ 保守结构域分析

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｒｙｕｍ ａｒｇｅｎｔｅｕｍ ＨＳＰ７０

２．３　 银叶真藓 ＨＳＰ７０ 蛋白理化性质分析

使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 对 ＨＳＰ７０ 蛋白质序列进行理化

性质分析，结果如表 ２ 所示：两个蛋白质序列消光系

数相同，ＢａＨＳＰ７０⁃１ 不稳定指数高于 ＢａＨＳＰ７０⁃２，说
明一般情况下 ＢａＨＳＰ７０⁃２ 相对较稳定；但是总体平

均亲水性 ＢａＨＳＰ７０⁃１ 相对较高。
２．４　 银叶真藓 ＨＳＰ７０ 蛋白质亲疏水性分析

蛋白质氨基酸组成是蛋白质折叠，发挥功能的

主要驱动力；蛋白质折叠时会形成疏水内核和亲水

的表面，同时在潜在的跨膜区出现高疏水值区域。
使用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 在线工具对 ＢａＨＳＰ７０ 蛋白质氨

基酸序列的亲水性和疏水性进行预测，选取信号最

为显著的 Ｋｙｔｅ＆ Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ 氨基酸标度值，其它参数

默认。

表 ２　 ＢａＨＳＰ７０ 一级结构理化性质分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｂｒｙｕｍ ａｒｇｅｎｔｅｕｍ ＨＳＰ７０

理化性质 ＨＳＰ７０⁃１ ＨＳＰ７０⁃２

氨基酸数 ６４９ ６５０

分子式
Ｃ３１０４Ｈ４９８４Ｎ８５６

Ｏ９９８Ｓ２１

Ｃ３１１１Ｈ５００５Ｎ８７５

Ｏ９９６Ｓ１６

理论等电点 ５．１２ ５．１４

负正电氨基酸残基数 ９８ ＆ ８１ ９１ ＆ ８３

不稳定性指数 ３３．５６ ２８．５９

脂肪指数 ８０．８８ ８２．６８

消光系数（Ｍ－１·ｃｍ－１） ４２ ０８０ ４２ ０８０

分子质量 ７０ ９３６．１ ７１ １１５．１

总平均亲水性 －０．４２９ －０．４５９
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　 　 如图 ３ 所示，横坐标表示序列位置，纵坐标表示

氨基酸的标度值。 ＨＳＰ７０⁃１ 有 １１ 个低分值峰，
ＨＳＰ７０⁃２ 有 ９ 个低分值峰，这些氨基酸的区域如图

方框标记，属于高亲水性区域。 其表面往往富集亲

水性氨基酸，同时也是蛋白质进化中氨基酸插入的

主要位点。 ＨＳＰ７０⁃１ 和 ＨＳＰ７０⁃２ 疏水性的波形图不

一样也反映两种蛋白在理化性质上有所差别。
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图 ３　 真藓 ＨＳＰ７０ 蛋白质疏水性和亲水性预测

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｙ ｏｆ
Ｂｒｙｕｍ ａｒｇｅｎｔｅｕｍ ＨＳＰ７０

２．５　 真藓 ＨＳＰ７０ 蛋白信号肽预测和分析

采用 基 于 神 经 网 络 模 型 （ Ｎｅｕｒａｌ Ｎｅｔｗｏｒｋｓ
ｍｏｄｅｌｓ）和隐马可夫模型（Ｈｉｄｄｅｎ Ｍａｒｋｏｖ Ｍｏｄｅｌｓ）的
ＮｅｔＮＥＳ １．１ ｓｅｒｖｅｒ 预测银叶真藓热激蛋白 ７０ 的富含

亮氨 酸 的 核 输 出 信 号［１９］； 结 果 如 图 ４ 所 示，
ＢａＨＳＰ７０⁃１ 在序列第 ４００ 位有富含亮氨酸的核输出

信号，ＢａＨＳＰ７０⁃２ 在序列第 ３１０ 位和第 ４００ 位出现

富含亮氨酸的核输出信号。此区段说明ＢａＨＳＰ７０

有核输出信号，可以被某些特定的输出蛋白所结合，
引导 ＨＳＰ７０ 蛋白经由核孔进入细胞质特定位置执

行相关功能。
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图 ４　 ＢａＨＳＰ７０ 核输出信号预测

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆｎｕｃｌｅａｒ ｅｘｐｏｒｔ ｓｉｇｎａｌ ｏｆ
Ｂｒｙｕｍ ａｒｇｅｎｔｅｕｍ ＨＳＰ７０

２．６　 真藓 ＨＳＰ７０ 蛋白二级结构分析

使用 ＮＰＳＡ 在线分析工具提供的 ＭＲＬＣ 方法对

ＢａＨＳＰ７０⁃１ 和 ＢａＨＳＰ７０⁃２ 蛋白质的二级结构预测

分析结果表明，ＨＳＰ７０ 蛋白二级结构主要由 α 螺

旋，β 折叠，和无规卷曲三种形式构成，其中 α 螺旋

所占比例较高，Ｎ－段主要分布无规卷曲结构，Ｃ－端
主要分布 α 螺旋，统计的比例如表 ３ 所示，二级结

构分布如图 ５ 所示。

表 ３　 银叶真藓 ＨＳＰ７０ 的二级结构预测分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＨＳＰ７０

二级结构类型
氨基酸数目 所占比例 ／ ％

ＨＳＰ７０⁃１ ＨＳＰ７０⁃２ ＨＳＰ７０⁃１ ＨＳＰ７０⁃７

α 螺旋 ２５６ ２４５ ３９．４５ ３７．６９

β 折叠 １２０ １２１ １８．４９ １８．６２

无规卷曲 ２７３ ２８４ ４２．０６ ４３．６９
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无规卷曲 β折叠 α螺旋
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图 ５　 银叶真藓 ＨＳＰ７０ 二级结构

Ｆｉｇ．５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｂｒｙｕｍ ａｒｇｅｎｔｅｕｍ ＨＳＰ７０

２．７　 三维结构模型分析

使用瑞士模型工作区（Ｓｗｉｓｓ⁃Ｍｏｄｅｌ Ｗｏｒｋｓｐａｃｅ）
网络综合服务器对 ＨＳＰ７０ 蛋白质结构做同源建

模［２０］，建模方式采用自动方式，同源模型建立主要

分四个步骤：（１）鉴定模板结构，即首先将蛋白质序

列通过 Ｂｌａｓｔ 比对，发现数据库中一致性较高的序

列；根据服务器分析结果，ＨＳＰ７０⁃１ 和 ＨＳＰ７０⁃２ 同时

与数据库中的 Ｈｓｃ７１ ｋＤａ ｐｒｏｔｅｉｎ 结构最相似，前者

一致性达到 ５５％，后者达 ５４％；（２）目标序列和模板

序列结构的比对，即已找到的模板序列为参考序列

进行比对，对于氨基酸序列完全一致的区域，建立相

同的三级结构并进行结构叠和；（３）建立模型，根据

网络综合服务器提供的算法，构建蛋白质模型，对于

比对出未知的蛋白质，首先找出主链结构，然后侧链

建模，最后利用能量计算的方法进行结构优化；（４）
模型质量的评估，即对构建好的模型用全局发和局

部法进行质量评估。
本次模型评估使用全局法中的 ＱＭＥＡＮｓｃｏｒｅ４

记分值估算。 构建的蛋白质三维结构如图 ６ 所示，
对于 ＨＳＰ７０⁃１，可信度值为 ０．５２，可信度较高，模板

序列方法使用 Ｘ⁃ｒａｙ，分辨率为 １．９０ Å，比对的范围

在第 ７ ～ ５５９ 个氨基酸，覆盖度达到 ０． ８５；对于

ＨＳＰ７０⁃２，可信度值为 ０．３４，模型可参考，模板序列

方法使用 Ｘ⁃ｒａｙ，分辨率为 １．９０ Å，比对的范围在第

７～５５９ 个氨基酸，覆盖度达到 ０．８５。

HSP70�1 HSP70�2
图 ６　 ＨＳＰ７０⁃１和 ＨＳＰ７０⁃２蛋白质的三维结构模型

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ＨＳＰ７０⁃１ ａｎｄ ＨＳＰ７０⁃２

２．８　 功能预测

使用 ＣＢＳ 的 Ｐｒｏｔｆｕｎ 软件预测真藓 ＨＳＰ７０ 基因

编码的功能［２１］，如表 ４ 所示，热激蛋白 ７０ 具有转录

调控、 生 长 因 子、 结 构 蛋 白 的 可 能 性 较 高， 在

ＢａＨＳＰ７０⁃１ 中可能性依次为 ０．４４２，０．４５６，０．４３６；在
ＢａＨＳＰ７０⁃２ 分别中可能性依次为 ０． ３９６， ０． ３７２，
０．４６５；这符合生物学上植物受到外界环境胁迫时，
胁迫诱导产生 ＨＳＰ７０ 蛋白，ＨＳＰ７０ 作为分子伴侣识

别细胞内的信号来引导转运新合成多肽的折叠以使

其形成正确的构象发挥生物学功能的功能。

表 ４　 真藓 ＨＳＰ７０ ＧＯ 功能预测

Ｔａｂｌｅ ４　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｒｙｕｍ ａｒｇｅｎｔｅｕｍ ＨＳＰ７０

基因本体论分类
ＨＳＰ７０⁃１ ＨＳＰ７０⁃２

概率 可能性 概率 可能性

信号传导 ０．０６５ ０．３０４ ０．０５６ ０．２６

受体 ０．００３ ０．０１８ ０．００３ ０．０１８

激素 ０．００１ ０．２０６ ０．００１ ０．２０６

结构蛋白 ０．０１２ ０．４３６ ０．０１３ ０．４６５

运载体 ０．０２５ ０．２３１ ０．０２５ ０．２３１

离子通道 ０．０１３ ０．２２３ ０．０１３ ０．２１９

电压门控离子通道 ０．００４ ０．１８６ ０．００４ ０．１７８

阳离子通道 ０．０１ ０．２１８ ０．０１ ０．２１６

转录 ０．０４９ ０．３８ ０．０４ ０．３１

转录调控 ０．０５５ ０．４４２ ０．０５ ０．３９６

胁迫应答 ０．０１９ ０．２１４ ０．０１６ ０．１８３

免疫应答 ０．０３ ０．３５３ ０．０３２ ０．３８２

生长因子 ０．００６ ０．４５６ ０．００５ ０．３７２

金属离子转移 ０．０１８ ０．０３９ ０．０１２ ０．０２５

２．９　 序列模体识别

使用 ＭＥＭＥ 程序包对绿藻植物（Ｈｅｌｉｃｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ
ｓｐ）、银叶真藓、小立碗藓（Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ）、水
稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ）、拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ）、玉
米（Ｚｅａ ｍａｙｓ）ＨＳＰ７０ 蛋白进行序列模体识别分析，
模体分布参数设置为＂Ａｎｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓ＂ ，其
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它参数默认。 结果如图 ７ 所示，从序列中发现了 ５
个 ｍｏｔｉｆ，其中以上物种含有公共 Ｍｏｔｉｆ５， Ｍｏｔｉｆ１，
Ｍｏｔｉｆ２， Ｍｏｔｉｆ４，并且模体在 ＨＳＰ７０ 基因上的分布顺

序是一致的，间隔区长度也相近；其中，银叶真藓的

ＨＳＰ７０⁃１ 和 ＨＳＰ７０⁃２ 含有相同的模体结构；真藓

ＨＳＰ７０ 蛋白的保守基序串联形式与水稻所具有的

保守基序最相近，包括所有发现的 ５ 种模体，并且模

体间的顺序完全一致。 与绿藻和小立碗藓比较发

现，绿藻 ＨＳＰ７０ 序列的 Ｃ 端和小立碗藓序列的 Ｎ 端

多含有 Ｍｏｔｉｆ４，但是末端出现的 Ｍｏｔｉｆ４ 保守度相对

中间区段的 Ｍｏｔｉｆ 较低；与拟南芥和玉米比较发现，
银叶真藓 ＨＳＰ７０ 序列在 Ｃ 端多含有一个 Ｍｏｔｉｆ３。
从植物由低等进化到高等的进化的角度来看，说明

了 ＨＳＰ７０ 序列家族在关键的功能结构域上保持着

较高的一致性，可能这些保守的、顺序一致的模体在

ＨＳＰ７０ 功能中发挥关键作用，但同时根据两端的较

低模体的保守度，又丰富了 ＨＳＰ７０ 在进化上的复杂

性和多样性。
数据库登录号 Name
633913550 Helicosporidium_sp.
KP087878 B.argenteum�2
KP087877 B.argenteum�1
O2XNF3 physcomitrella_Patens
Q2RQK4 Oryza_sativa
O65719 Arabidopsis_thaliana

414866115 Zea_mays

0 100 200 300 400 500
Motif1 Motif2 Motif3 Motif4 Motif5

MotifLocation

图 ７　 ＨＳＰ７０ 序列模体分析

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｅ ｍｏｔｉｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＳＰ７０ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｐｌａｎｔ

２．１０　 同源性分析及基因树构建

将银叶真藓 ＨＳＰ７０ 蛋白质序列与胶球藻、团
藻、扁藻等低等绿藻类植物和小立碗藓，拟南芥、水
稻、玉米、小麦等高等植物的 ＨＳＰ７０ 蛋白进行多序

列比对发现，从低等绿藻类的植物到高等维管植物

的蛋白质序列有较高的同源性。 使用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 软

件进行多序列比对，选取比对结果中保守区段的蛋

白质序列，使用 ＭＥＧＡ５．２ 软件 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ 提供的邻

位连接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ）对同源的序列构建基因

树，对于参数选项设置：检验方法选择 “ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｍｅｔｈｏｄ”，重复次数为 １ ０００ 次进行检测，以确保基

因树分枝的稳定性，其它参数选择默认值。
构建的基因树如图 ８ 所示：基因树大致可以分

为 ５ 支，高等植物节节草、小麦、菠菜、玉米等聚在一

支（分支 Ｉ）；低等植物螺旋藻、胶球藻、团藻、原藻、
植物病原藻、扁藻、爱尔兰海藻、小立碗藓等聚在一

支（分支 ＩＩ）；高等植物苜蓿、桑、玉米、节节草、小麦

聚在一支（分支 ＩＩＩ）；低等植物爱尔兰海藻、团藻、植
物病原藻、等较低等植物聚在一支（分支 ＩＶ）；高等

植物苹果、菠菜、桑、雪莲、铁皮石斛、银叶真藓聚在

一支（分支 Ｖ）。 选取的 ５ 条拟南芥 ＨＳＰ７０ 序列分

别位于基因树不同的分支上，在高等植物和低等植

物类群分支中都有分布，说明不同 ＨＳＰ 家族内部成

员序列差别较大，分布广泛；而根据下载到 ＨＳＰ７０
蛋白质序列的注释信息，分析发现定位于不同亚细

胞器的 ＨＳＰ７０ 蛋白距离较近，其中，小立碗藓、拟南

芥、黄瓜的叶绿体 ＨＳＰ７０ 在基因树上位置较近（菱
形标识），而小麦、节节草、原藻、拟南芥的线粒体

ＨＳＰ７０ 在基因树上位置较近（三角形标识）。 此外，
银叶真藓的两条 ＨＳＰ７０ 序列与雪莲的亲缘关系较

近，聚为一支（圆形标识），同源性分别是 ９１．２％和

８６．６％，其次是轮藻，同源性分别是 ７６．５％和 ７２．４％。

３　 结　 论

本研究以真藓转录组数据库为基础，通过 Ｐｆａｍ
数据库提供的 ＨＳＰ７０ 隐马可夫模型从数据库中鉴

定出 ２ 条含有完整 ＯＲＦ 的 ＨＳＰ７０ 序列：ＨＳＰ７０⁃１ 和

ＨＳＰ７０⁃２，二者一致性达 ８３％，全长含有 ６４９ａａ 和

６５０ａａ，其编码的基因在 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数据库中的长度分

别为 ２ ３９６ ｂｐ 和 ２ ３５６ ｂｐ。 序列模体识别和解析研

究发现真藓和其它植物含有 ４ 个相同的模体，并且

各模体在蛋白质序列上分布顺序一致，可能在生命

活动中发挥关键作用，Ｎ 端和 Ｃ 端也发现有保守度

比较低的模体，丰富了 ＨＳＰ７０ 在进化上的复杂度和

多样 性。 真 藓 ＨＳＰ７０ 蛋 白 属 于 亲 水 性 蛋 白，
ＨＳＰ７０⁃１有 １１ 个亲水区，ＨＳＰ７０⁃２ 有 ９ 个亲水区。
二级结构、三级结构预测发现包括 α 螺旋，β 折叠，
β 转角和卷曲螺旋结构。 三级结构可信度高，在以

后的研究中模型可参考。 银叶真藓的两条热激蛋白

序列 ＢａＨＳＰ７０⁃１ 和 ＢａＨＳＰ７０⁃２ 位于高等植物的进

化支上，与雪莲同源性最高，同源性分别是 ９１．２％和
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８６．６％。 综上所述，该研究获得的真藓两条 ＨＳＰ７０
蛋白的序列和基因序列，并且认识了 ＨＳＰ７０ 蛋白质

的生物化学特性，蛋白质结构功能，以及在植物同源

关系中的位置。

图 ８　 不同植物 ＨＳＰ７０ 蛋白质序列基因树

Ｆｉｇ．８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ＨＳＰ７０ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｐｌａｎｔ
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