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摘 要 本项目为了深入研究白菜(Brassica rapa)热激蛋白 90 (heat shock protein 90, HSP90)家族基因在温度

胁迫下的响应机理及相关功能，利用生物信息学的方法对白菜 HSP90基因家族成员进行了鉴定，同时分析

了这些家族成员的理化性质、基因结构、进化关系、染色体分布、启动子元件以及表达模式。结果表明：白菜中

至少含有 14个 HSP90基因，氨基酸长度在 490~820之间，呈酸性，分布于 10条染色体上，含有 1~19个不等

的内含子，10个保守基序；基于系统进化树分析，将 14个基因分为 5个簇；顺式作用元件分析得到 7个响应

温度胁迫基因；荧光定量分析表明这些基因在温度胁迫下存在显著差异，表明这些基因广泛参与温度胁迫响

应。本研究为后续白菜 HSP90基因功能挖掘提供一定基础。
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Abstract In order to study the response mechanism and related functions of the heat shock protein 90 (HSP90) gene

family under temperature stress in Chinese cabbage, we have identified HSP90 gene family members in Chinese

cabbage by bioinformatics analysis. And the physicochemical properties, gene structure, chromosome distribution,

evolutionary relationship, promoter elements, and expression patterns of these genes were analyzed. The results

showed that more than 14 HSP90 family genes were found in Chinese cabbage, and the amino acids length ranged

from 490 to 820. These genes were acidic and distributed on 10 chromosomes, including 1 to 19 introns and 10

conserved motifs. Phylogenetic analysis suggested that 14 genes were divided into 5 clusters. Analysis of

cis-elements found 7 genes responded to temperature stress. The transcription level of these genes was markedly

altered under thermal stresses, indicating that these genes were widely involved in temperature stress. This study

provided a foundation for further study the roles of HSP90 in Chinese cabbage.
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除 BrHSP90-14和 BrHSP90-5外，其它的 BrHSP90

基因 motif分布的相对比较均匀，通过比较发现，亲

缘关系越近的基因，motif 分布的数量和位置越相

似，具有高度的保守性，可以推测在其结构域和功能

单位都基本相似。而白菜 HSP90家族在内含子的数

量上也存在较大的差异性，1~19不等。

为了进一步了解白菜 HSP90基因家族谱系及功

能特点，对白菜、甘蓝 (Brassica oleracea L.)、黑芥

(Brassica nigra)、拟南芥 HSP90家族基因共同构建系

统进化树，通过构建系统进化树将其分为 5 个簇

(Group 1~Group5)，而 BrHSP90基因则不均匀的分布

在 5个簇中，其中簇 1最多，有 5个，而簇 2仅一个

BrHSP90基因。通过聚类分析发现，白菜与拟南芥、

甘蓝和黑芥的 HSP90基因有较高的同源性，推测直

系同源基因之间可能具有相同的功能。

1.3白菜 HSP90家族的染色体分布及共线性分析

利用 TBtools工具预测了候选 HSP90家族基因

在染色体上的分布情况。在白菜中，HSP90基因家族

成员在各条染色体上呈不均等分布(图 3)。其中，染

色体 A04与 A07未发现 BrHSP90家族成员，A03染

色体上分布最多，有 4个基因，其次是 A02，有 3个

基因。此外，还有部分 BrHSP90基因存在串联重复，

导致 BrHSP90存在同源基因，扩大了白菜的 HSP90

基因组。利用MCScanX软件对白菜、黑芥、甘蓝和拟

南芥 HSP90 基因进行共线性分析发现(图 4)，4 个

HSP90基因家族存在共线性关系。通过 Ka/Ks分析

发现(表 2)，12个基因对 Ka/Ks<<1，说明这些基因在

进化中经历了较强的纯化选择作用。

1.4白菜 HSP90基因家族的顺式作用元件

对白菜 HSP90家族基因的启动子进行了顺式作

用元件分析，除启动子区域的核心元件外，主要分析

了与激素调控和逆境胁迫等相关元件的分布。结果

发现 14个 HSP90基因的顺式作用元件均预测到了

与激素调控和逆境胁迫相关。其中 BrHSP90-1、

BrHSP90-3、BrHSP90-4、BrHSP90-5、BrHSP90-9、

BrHSP90-13 和 BrHSP90-14 等 7 个 基因含有低温

响应元件，这 7个基因可能在温度胁迫中起主要作用；

BrHSP90-1、BrHSP90-13同时具有低温、干旱和逆境

胁迫等响应元件；除 BrHSP90-3和 BrHSP90-4外，其

他 12个基因均含有茉莉酸甲酯响应元件(CGTCA-

motif和 TGACG-motif)。因此，白菜 HSP90基因家族

成员可在不同非生物胁迫下进行转录调控(图 5)。

热激蛋白(heat shock proteins, HSP)广泛存在于

真菌、动物和植物的细胞中，是一类受到生物逆境胁

迫或非生物逆境胁迫诱导而表达提高的蛋白，在生

物进化过程中具有高度的保守性。其按照分子量大

小可以分为 5 个亚族，即 HSP100、HSP90、HSP70、

HSP60 以及小分子热激蛋白 (small heat shock pro-

teins, sHSPs) (Wang et al., 2004)。而 HSP90是真核生

物细胞质中广泛存在的一类高度保守的特异蛋白，

常作为分子伴侣参与逆境胁迫以及植物的生长发育

过程(Oh et al., 2014)，主要涉及激酶底物空间结构的

形成、DNA修复、底物激活、应激初始信号传导和转

录因子空间结构的维持等 (Zuehlke and Johnson,

2010)。在胁迫或正常条件下，HSP90基因家族具有

阻止蛋白聚集和促进失活蛋白重折叠的功能，与机

体中存在的其他伴侣蛋白一起形成了协助蛋白折叠

的机制(Picard, 2002)。

目前，HSP90 基因家族在水稻(Oryza sativa L.)

(Hu et al., 2009)、拟南芥(Arabidopsis thaliana) (Krishna

and Gloor, 2001)等多种作物已被鉴定，但在白菜中的

作用机理尚不清楚。白菜属于十字花科(Cruciferae)芸

薹属(Brassica)植物，因喜冷凉，在春、秋、冬季节栽培

较多，是中国重要的绿叶蔬菜之一，目前在世界范围

内广泛种植。本研究利用生物信息学的方法对白菜

HSP90基因家族进行鉴定，并分析了基因的结构和

表达模式，为进一步研究白菜 HSP90基因的功能提

供一定基础。

1结果与分析

1.1白菜 HSP90家族的鉴定

利用 HMMER软件及 SMART等网站在白菜中

搜索到 14个基因家族成员，为了区别于其他的物

种，基因的命名方式采用白菜名称的缩写加上基因

染色体位置顺序依次编号，即从 BrHSP90-1 到

BrHSP90-14。对所有的 HSP90蛋白进行理化性质分

析(表 1)，分析结果显示 14个 HSP90蛋白的氨基酸

长度在 490~820之间，平均氨基酸长度为 721.5。14个

HSP90家族氨基酸等电点范围在 4.93~5.65，说明白

菜的 HSP90基因中含有丰富的酸性氨基酸。不同 HS-

P90的分子量变化较大，波动范围为 56.52~93.77 kD。

通过 WoLF PSORT网站预测显示，6个基因亚细胞

定位在溶酶体上，4个基因定位于叶绿体上。

1.2白菜 HSP90家族的基因结构及进化分析

在白菜HSP90家族中共找到了 10个motif (图 1)。
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图 1白菜 HSP90基因家族蛋白结构域与基因结构

Figure 1 Protein domain and sequence structure of HSP90 gene family in Brassica rapa

图 2白菜(Br), 甘蓝(Bo), 黑芥(Bni), 拟南芥(At) HSP90家族基因系统进化树

Figure 2 The unrooted phylogenetic tree of HSP90 gene family in Brassica rapa (Br), Brassica oleracea L. (Bo), Brassica nigra (Bni)

and Arabidopsis thaliana (At)
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图 3白菜 HSP90家族基因在染色体上的分布

Figure 3 The distribution of HSP90 gene family on chromosomes in Brassica rapa

图 4白菜, 甘蓝, 黑芥和拟南芥中 HSP90基因的共线关系

Figure 4 Syntenic analysis of HSP90 genes in Brassica rapa, Brassica oleracea L., Brassica nigra and Arabidopsis thaliana
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1.5白菜 HSP90家族基因的表达模式分析

为了研究 HSP90家族基因在不同胁迫下的表达

模式，将启动子顺式作用元件分析得到的 7个与温

度胁迫相关的基因，在乌菜‘WS-1’中进行荧光定量

分析。结果发现在空间表达中 (图 6)，BrHSP90-1、

BrHSP90-3、BrHSP90-4、BrHSP90-5 和 BrHSP90-9

在茎上的相对表达水平最高，而 BrHSP90-13 和

BrHSP90-14 在叶上的相对表达水平最高。此外，

表 2白菜和拟南芥 HSP90基因家族 Ka/Ks分析

Table 2 Analysis of Ka/Ks of HSP90 gene family in Brassica rapa and Arabidopsis thaliana

Seq-1

BraA01g014950.3C

BraA01g041350.3C

BraA01g014950.3C

BraA01g041350.3C

BraA01g014950.3C

BraA02g036390.3C

BraA02g036390.3C

BraA03g013140.3C

BraA05g037940.3C

BraA06g038950.3C

BraA06g038950.3C

BraA10g010950.3C

Seq-2

BraA03g051700.3C

BraA05g037940.3C

BraA08g020490.3C

AT3G07770.1

AT4G24190.2

BraA06g038950.3C

BraA09g024330.3C

AT5G56000.1

AT3G07770.1

BraA09g024330.3C

AT2G04030.1

AT5G52640.1

Ka

0.018 861 069

0.024 392 025

0.021 282 861

0.051 411 986

0.033 353 549

0.036 219 286

0.031 151 454

0.022 283 778

0.052 349 239

0.015 832 208

0.021 059 849

0.059 674 389

Ks

0.479 316 515

0.321 753 698

0.384 677 958

0.527 180 605

0.402 241 677

0.344 193 344

0.440 839 999

0.616 973 951

0.514 083 417

0.396 994 171

0.511 283 262

0.790 288 592

Ka/Ks

0.039 349 925

0.075 809 618

0.055 326 438

0.097 522 529

0.082 919 178

0.105 229 477

0.070 663 856

0.036 117 858

0.101 830 242

0.039 880 203

0.041 190 178

0.075 509 617

图 5白菜 HSP90家族基因启动子顺式作用元件功能

Figure 5 Functions of promoter cis-acting elements in HSP90 family genes in Brassica rapa
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BrHSP90-1 在各个组织中有明显差异表达，表明

BrHSP90-1可能在茎的生长发育中发挥了作用。

为了进一步分析白菜 HSP90家族基因在温度胁

迫下的表达情况，将‘WS-1’分别在高温和低温胁迫

下处理(图 7)。结果发现，白菜中 HSP90家族基因在

经过温度胁迫处理后都有不同程度的上调，而

BrHSP90-3 和 BrHSP90-4 在高温胁迫下超高量表

达，说明 BrHSP90-3和 BrHSP90-4可能在响应高温

胁迫时发挥调控作用。

2讨论

植物响应温度胁迫对植物的生长发育具有重要

的意义，温度胁迫通常会改变生物体中相关基因的

表达。当植物受到高温胁迫时，一些蛋白质的合成受

到抑制，而热激蛋白的合成反而会被促进，热激蛋白

可提高植物细胞的应激能力，尤其是耐热能力。

HSP90是一种进化上高度保守的多效分子伴侣，在

植物生长发育过程中起着重要的作用。据报道，

HSP90基因参与激酶和转录因子折叠、应激信号转

导和 DNA修复。它们在维持和调节细胞内蛋白质的

构象和功能方面起着重要的作用(Ticha et al., 2020)。

HSP90已经在许多植物物种中被鉴定，然而，关于白

菜中 HSP90的研究很少。在这里，本文重点对白菜

HSP90基因进行相关分析。

本研究利用生物信息学的方法在白菜中共分离

和鉴定 14个 HSP90基因，与前人在水稻(Hu et al.,

2009)、拟南芥(Krishna and Gloor, 2001)和大豆(Glycine

max) (Xu et al., 2013)中分别鉴定出 9个、7个和 12个

HSP90基因相比，白菜中 HSP90基因家族最多，共有

14个。这些 HSP90家族基因在白菜的环境适应性发

挥着关键的作用，使其能够在高温胁迫等应激环境

中生存。在本研究中，白菜 HSP90的等电点范围为

4.93~5.65，蛋白均呈酸性，这与已经报道的拟南芥

(Krishna and Gloor, 2001)、番茄(Solanum lycopersicum)

图 7白菜 HSP90基因家族在温度胁迫下的表达分析

Figure 7 Expression analysis of HSP90 gene family under temperature stress in Brassica rapa

图 6白菜 HSP90基因在不同组织器官中的表达分析

Figure 6 Expression analysis of HSP90 gene family in various tissues and organs in Brassica rapa

白菜 HSP90基因家族的鉴定及表达分析 7
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(刘云飞等, 2014)和烟草(Nicotiana tabacum L.) (Song

et al., 2019)的结果一致。通过分析白菜、黑芥、甘蓝和

拟南芥系统进化树发现，一共分为 5个簇，每簇中白

菜与其他物种具有较高的同源性；簇 2中 HSP90基

因家族成员数量最少，且每个物种仅一个基因，推测

这 4 个物种可能在进化发育中产生了基因丢失事

件。基因结构的多样性决定了它的功能 (Skolnick

and Fetrow, 2000)，白菜 14个 HSP90家族基因具有

数量不等的外显子与内含子，聚类分析发现亲缘关

系相近的成员基因结构相似；启动子顺式作用元件

发现，白菜 HSP90家族基因在激素响应和抗逆性等

方面可能发挥着一定的作用。

研究表明，HSP90基因参与了非生物胁迫的响

应(Panaretou et al., 1998)，对植物的抗逆、抗病和生

长发育起着重要的作用 (Sangster and Queitsch,

2005)。本研究分析了白菜 HSP90家族基因在温度胁

迫下的转录水平，发现大部分白菜 HSP90家族基因

在经过温度胁迫处理后与正常相比，均有显著性差

异，这与已经报道的辣椒(Capsicum annuum L.) (王静

等, 2020)和番茄结果一致，说明这些基因广泛参与

对温度胁迫的响应。其中，BrHSP90-1、BrHSP90-9、

BrHSP90- 13和 BrHSP90-14响应低温胁迫，推测这

些基因可能在冷驯化中发挥着重要的作用，与已经

报道的甘蓝型油菜(Brassica napus)的结果一致(Kr-

ishna et al., 1995)；而 BrHSP90-3、BrHSP90-4 和

BrHSP90-5 则响应高温胁迫，则表明 BrHSP90-3、

BrHSP90-4和 BrHSP90-5在热胁迫信号途径中可能

发挥调节作用。本研究利用生物信息学的方法对白

菜 HSP90家族基因进行分析和预测，发现该基因家

族在白菜中广泛响应温度胁迫，为进一步研究白菜

HSP90基因的功能奠定了基础。

3材料与方法

3.1白菜 HSP90家族的全基因组鉴定

首先从白菜数据库(Wang et al., 2011) (http://

brassicadb.org/brad/)下载白菜的全基因组蛋白序列

文件及基因注释文件(V3.0)，从 Ensembl Plants网站

(http://plants.ensembl.org/index.html)下载拟南芥、甘

蓝和黑芥的全基因组蛋白序列文件及基因注释文件

(V3.0)；然后从 Pfam (Finn et al., 2016)网站(http://pfam.

xfam.org/search#tabview=tab1) 下载隐马尔科夫模型

HSP90 (PF00183)，用其作为搜索模型，以 E<0.001为

搜索标准，利用 HMMER (V3.2.1)软件构建本地蛋白

数据库并进行搜索。为防止遗漏，利用 NCBI-CDD数

据库 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/

bwrpsb.cgi)和 SMART 网站 (http://smart.embl-heidel-

berg.de/)进行结构域预测，剔除不含有 HSP90家族蛋

白结构域的序列。利用在线网站 ExPASy-Compute

pI/Mw tool (https://web.expasy.org/compute_pi/)对 HS-

P90 家基因家族的理化性质进行分析，最后利用

WoLF PSORT网站(https://wolfpsort.hgc.jp/)在线预测

HSP90家族成员的亚细胞定位。

3.2白菜 HSP90家族基因结构分析及进化分析

利用在线网站 MEME (Finn et al., 2016) (http://

meme-suite.org/tools/meme)预测 BrHSP90 蛋白序列

的保守基序，检索最大的 motif数为 10，其他均为默

认参数，构建蛋白保守基序示意图。根据基因组注释

文件利用 TBtools (Chen et al., 2020)工具对基因的结

构进行可视化。通过 MEGA 7.0软件比对拟南芥和

芸薹属白菜、甘蓝和黑芥的 4个物种共 49条 HSP90

蛋白序列，并采用邻接法(neighbor-joining)构建系统

进化树，从而分析白菜 HSP90与其他物种 HSP90的

进化关系。

3.3白菜 HSP90的染色体定位及同源基因分析

利用 TBtools工具根据基因组的注释信息将白

菜 HSP90基因家族成员定位到染色体上，通过拟南

芥和芸薹属白菜、甘蓝和黑芥的基因组所有蛋白序

列的自身比对，利用 MC ScanX获取物种间的共线

性关系，并利用 TBtools工具进行可视化。

3.4白菜 HSP90家族顺式作用元件分析

利用 TBtools工具提取 HSP90基因转录起始上

游 2 000 bp长度的序列作为其启动子区，并在 Plant-

CARE (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/pl-

antcare/html/)上对 BrHSP90启动子区的顺式作用元

件进行预测和分析，最后利用 TBtools工具进行启动

子位置可视化。

3.5白菜 HSP90家族的表达模式分析

本试验材料‘WS-1’是安徽农业大学蔬菜育种

团队通过人工授粉多代自交获得的高代自交系

(Yuan et al., 2019)。将‘WS-1’种子播于穴盘中，20 d

后，幼苗长出 4~5片真叶，随机分为 3组，每组 50株。

进行高温(40℃/30℃)、低温(3℃/8℃)和常温(25℃/

18℃)处理。分别取处理 0、3、6、9、12 h的叶片及正常

生长的根、茎、叶和柄进行液氮速冻。RNA提取及
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cDNA第 1链的合成均采用试剂盒(宝日医生物技术

有限公司,北京)，按照说明书进行操作，并用凝胶电

泳进行检测。利用 Oligo 7.0将白菜 HSP90家族基因

的 CDS序列进行引物设计并合成(表 3)。
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