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摘要： 目的　 鉴定三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族， 并分析其蛋白序列特征、 进化关系、 功能特性和表达模式。 方法　 采用

生物信息学方法对三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族进行全基因组鉴定， 实时荧光定量 ＰＣＲ 技术分析其在不同组织和不同时期

热处理后的表达。 结果　 三七含有 ２０ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因， 分布在 ８ 条染色体上。 ＰｎｏＨｓｐ７０ 分为 ４ 个亚族， 同亚族成员

的基因结构相似， 启动子含植物激素、 低温、 高温和干旱响应元件。 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因存在组织特异性表达， ＰｎｏＨｓｐ７０⁃６
等 １１ 个基因在早期快速响应热胁迫， ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１９ 和 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃２０ 在中期短暂响应热胁迫， ＰｎｏＨｓｐ７０⁃３ 等 ３ 个基因在

后期持续响应热胁迫。 结论　 本研究对三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族进行了全基因组鉴定， 初步筛选了 １６ 个响应热胁迫不

同阶段的 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因。
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　 　 三七是我国五加科人参属植物， 具散瘀止血、
消肿定痛之功， 用于治疗冠心病、 血栓等症［１］。
三七喜阴凉、 畏高温， 主要分布于西南中高海拔地

区［２⁃３］， 而全球变暖导致极端高温频发， 显著抑制

其生长与药用皂苷合成， 给产业带来重大损

失［４⁃５］， 故急需挖掘耐热基因资源， 并明确其对高

温胁迫的响应机制。 Ｈｓｐ７０ 是植物最保守的一类热

激蛋白， 由 Ｎ⁃段的 ＡＴＰ 酶结构域 （ ａｍｉｎｏ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ
ＡＴＰａｓｅ ｄｏｍａｉｎ， ＮＢＤ ）、 底 物 结 合 结 构 域

（ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ， ＳＢＤ） 及 Ｃ 端 “盖子”
构成［６］， 分为组成型和诱导型， 通过修复变性蛋

白、 维持细胞稳态增强耐热性［７⁃９］。 早期研究表

明， Ｈｓｐ７０ 表达量与耐热呈正相关， 如在烟草

Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ 和拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ 中过

表达 Ｈｓｐ７０ 基因均可提高耐热性［１０⁃１１］。 目前的相关

研究大多集中于分子机制方面， 如在拟南芥中

ＨＳＰ７０⁃３ 通过抑制 ＰＬＤδ 活性， 介导微管重组来调

节耐热性［１２］； 番茄 Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ＨＳＰ７０ 与

ＢＡＧ９ 互作稳定光系统， 增强耐热性［１３］； 苹果

Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ 叶绿体 Ｈｓｐ７０ 与 ＥＦ⁃Ｔｕ 互作防聚集，
提高耐热性［１４］。 然而， 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成

员、 进化关系及高温响应机制尚未见报道。
本研究通过生物信息学手段鉴定三七 ＰｎｏＨｓｐ７０

基因家族成员， 分析其基因结构、 保守基序、 顺式

作用元件和进化关系， 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测它

们在不同组织和热处理前后的表达， 探索其参与高

温胁迫的潜在作用， 筛选关键耐热候选基因， 为解

析功能及耐热育种提供理论依据。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 三七种子采自云南省文山州的三七种

植基地， 种植在含土壤 （２５％ 泥炭、 ２５％ 腐殖质和

５０％ 红土） 的苗盘中， 种植距离 １０ ｃｍ×１０ ｃｍ， 置

于 ２２ ℃、 １２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 黑暗光周期的人工气候

室。 幼苗每周浇水 ２ 次， 生长 １ 年后进行基因表达

分析。
１􀆰 ２　 三七 ＰｎｏＨＳＰ７０ 基因家族基因序列获得与鉴

定　 三七基因组及注释数据下载于云南农业大学草

药组学数据 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｈｅｒｂａｌｐｌａｎｔ． ｙｎａｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ）。
从 Ｐｆａｍ 数据库中下载 Ｈｓｐ７０ （ ＰＦ０００１２） 的种子

文件， 利用 ＨＭＭＥＲ ３􀆰 ０ 程序包中的 ｈｍｍｂｕｉｌｄ 命

令， 将获取的种子文件转化成隐马尔可夫模型

（ｈｉｄｄｅｎ ｍａｒｋｏｖ ｍｏｄｅｌ， ＨＭＭ）， 接着使用程序包中

的 ｈｍｍｓｅａｒｃｈ 命令， 在三七基因组蛋白质序列中检

索含有该模型的蛋白。 蛋白序列通过 ＮＣＢＩ 网站中

的 ＣＤ Ｓｅａｒｃｈ 工具 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｂｗｒｐｓｂ ／ ｂｗｒｐｓｂ． ｃｇｉ） 和 ＳＭＡＲＴ 数据
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库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／ ） 进行检

验， 筛选含有完整 Ｈｓｐ７０ 蛋白结构者。
采用 ＤＮＡＭＡＮ９ 软件， 对三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因

开放阅读框 （ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ） 的长度和

蛋白质的长度、 分子量、 等电点等理化性质进行预

测。 再通过 ＷＯＬＦ ＰＳＯＲＴ 在 线 工 具 预 测 三 七

ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白的亚细胞定位。
１􀆰 ３　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族蛋白多重序列比对与

系统进化树绘制 　 拟南芥 Ｈｓｐ７０ 家族蛋白序列来

自 ＴＡＩＲ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ． ｏｒｇ ／ ）， 水稻

（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ） Ｈｓｐ７０ 家 族 蛋 白 序 列 来 自 Ｒｉｃｅ
Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ Ｄａｔａｂａｓｅ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｉｃｅ．
ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ． ｍｓｕ． ｅｄｕ ／ ）。 采用 ＤＮＡＭＡＮ９ 软件对

Ｈｓｐ７０ 蛋白序列进行多序列比对， ＭＥＧＡＸ 基于邻

接法分别构建三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白系统进化树及三

七、 水 稻、 拟 南 芥 Ｈｓｐ７０ 蛋 白 系 统 进 化 树，
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 校 验 重 复 １ ０００ 次， ｉＴＯＬ 在 线 工 具

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｉｔｏｌ． ｅｍｂｌ． ｄｅ ／ ） 进行优化。
１􀆰 ４　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族基因结构与保守基序

分析 　 采 用 Ｇｅｎｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｄｉｓｐｌａｙ Ｓｅｒｖｅｒ 网 站

（ ＧＳＤＳ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｓｄｓ． ｃｂｉ． ｐｋｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｉｎｄｅｘ．
ｐｈｐ） 分析 Ｈｓｐ７０ 基因的内含子、 外显子与上下游

非翻 译 序 列， ＩｎｔｅｒＰｒｏ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ．
ｕｋ ／ ｉｎｔｅｒｐｒｏ ／ ） 网站分析三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白保守结

构 域， ＭＥＭＥ 网 站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｍｅ⁃ｓｕｉｔｅ． ｏｒｇ ／
ｍｅｍｅ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｍｅｍｅ） 挖掘 Ｈｓｐ７０ 蛋白保守基序， 分

布位点选择 Ａｎｙ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓ （ａｎｒ）， 基序

数量设置为 １０， 其他参数使用默认值。
１􀆰 ５　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族染色体定位、 物种

内共线性与选择压力分析 　 根据三七基因组注释

信息， 采用 ＴＢｔｏｏｌｓ 绘制染色定位图， ＭＣＳｃａｎＸ
软件进行三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族的物种内共线性

分析。 再采用 ＫａＫｓ＿ Ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ２􀆰 ０ 中的选择自然

梯度法 （ ｎａｔｕｒａｌ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｄｅｓｃｅｎｔ， ＮＧ） 计算同源

基因对的非同义替换率 （ ｎｏｎ⁃ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ， Ｋａ）、
同义替换率 （ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ， Ｋｓ） 比值， 进行选择

压分析。
１􀆰 ６　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族启动子顺式元件分

析　 采用 ＴＢｔｏｏｌｓ 提取三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因的起始密

码子 前 １ ５００ ｂｐ 序 列 作 为 启 动 子， 上 传 到

ＰｌａｎｔＣＡＲＥ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ． ｂｅ ／
ｗｅｂｔｏｏｌｓ ／ ｐｌａｎｔｃａｒｅ ／ ｈｔｍｌ ／ ）分析启动子顺式元件。
１􀆰 ７　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成员的基因表达模

式　 采集 ３ 株生长状态一致的一年生三七幼苗作为

对照组， 取根、 茎、 叶， 液氮冷冻保存， 用于组织

特异性表达分析； 采集 １２ 株三七幼苗， 置于植物

光照培养箱， ４０ ℃分别处理 ２、 ６、 １２、 ２４ ｈ， 每

个处理时间设置 ３ 株重复， 取叶片， 液氮冷冻保

存， 用于热处理后表达分析。 将冷冻样品用液氮研

磨后， 采用 Ｂｉｏｓｐｉｎ 多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提取试剂

盒提取总 ＲＮＡ， ＢｉｏＲＴ 高灵敏 ｃＤＮＡ 第一链合成试

剂盒进行逆转录， 以 ｃＤＮＡ 为模板， 利用 ＢｉｏＥａｓｙ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒进行实时荧光定量 ＰＣＲ （ ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ）。 内参基因选用 ＰｎｏＡｃｔｉｎ２， 引物设计通过

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６ 软件完成， 序列见表 １。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
体系为 ２０ μＬ， 程序为９５ ℃ １０ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ，
５７ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环， 每次实验设置 ３ 个重复，
采用 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因相对表达量。 最后， 采

用 ＴＢｔｏｏｌｓ 中的 ＨｅａｔＭａｐ 插件绘制组织特异性表达

热图， Ｏｒｉｇｉｎ 软件绘制热处理后的基因表达图。
２　 结果

２􀆰 １　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成员鉴定与蛋白理化

性质分析　 采用 Ｈｓｐ７０ 蛋白的 ＨＭＭ 模型筛选得到

２０ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成员， 根据它们在染色体

上的位置排序， 从上向下依次命名为 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１～
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃２０， 见表 ２。

理化性质预测结果显示， 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因

家族中的基因编码氨基酸数量为 ５５１ ～ １ ０７２ ａａ。
ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白的相对分子质量的差异与蛋白质大

小类 似， 除 相 对 分 子 质 量 最 大 的 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃９
（１１８􀆰 ８４ ｋＤａ） 和最小的 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃２ （５５􀆰 ９７ ｋＤａ）
外， 其余蛋白相对分子质量为 ６８􀆰 ２２ ～ ７５􀆰 ７０ ｋＤａ；
等电点为 ４􀆰 ８１ ～ ７􀆰 ８０， 其中有 ２ 个碱性蛋白质和

１８ 个酸性蛋白。 通过 ＷＯＬＦ ＰＳＯＲＴ 网站预测三七

ＰｎｏＨｓｐ７０ 家族蛋白的亚细胞定位， 发现其在细胞

质、 内质网、 叶绿体、 线粒体中均有分布， 以细胞

质中三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 家族成员最多， 占总数的

６０％ ， 见表 ２。
２􀆰 ２　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族二级结构分析　 三七

２０ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白的氨基酸序列均含有 α⁃螺旋、
延伸链和随机卷曲， 未检测到 β⁃转角结构， 见表

３。 各 Ｈｓｐ７０ 基因编码蛋白质二级结构中 α⁃螺旋含

量为 ３４􀆰 ６４％ ～ ４７􀆰 ０１％ ， 延伸链含量为 １７􀆰 ４４％ ～
２３􀆰 ０９％ ， 随机卷曲含量为 ３５􀆰 ５４％ ～４３􀆰 ７９％ ， 表明

α⁃螺旋和随机卷曲是 ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白的主要二级结

构元件。 值得注意的是， 所有蛋白均缺乏 β⁃转角

结构， 这一特征可能与 Ｈｓｐ７０ 家族蛋白特有的三

维构象有关。
４３３
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表 １　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成员的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列信息

基因 Ｇｅｎｅ ＩＤ 正向（５′→３′） 反向（５′→３′）
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１ Ｐｎｏ０１Ｇ００４６８９ ＡＣＡＣＡＧＡＣＧＡＣＧＡＴＡＧＡＧＧＴＴＧＡＴＴ ＣＴＣＣＡＣＡＧＧＣＴＣＣＡＴＡＣＡＣＴＴＣＣ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃２ Ｐｎｏ０１Ｇ００５８７０ ＣＴＣＡＴＣＡＡＣＴＧＣＴＣＡＧＡＣＣＡＣＣＡＴＴ ＡＣＡＣＴＴＣＴＣＡＡＣＡＧＧＣＴＣＣＡＴＡＣＡＣ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃３ Ｐｎｏ０１Ｇ００８６６８ ＣＴＣＡＡＧＧＡＡＧＴＧＧＡＧＧＣＴＧＴＧＴ ＧＣＴＣＧＴＣＡＴＧＴＧＡＡＴＣＡＴＣＧＴＣＴＴ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃４ Ｐｎｏ０２Ｇ００４４３３ ＣＧＡＡＧＣＡＧＣＡＧＡＧＡＡＧＧＣＴＡＡＧＡＴＴ ＧＧＣＡＣＣＡＧＡＡＧＣＡＴＣＡＧＣＡＧＴＴＡＴ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃５ Ｐｎｏ０２Ｇ００４２０９ ＴＣＡＡＧＧＡＴＧＣＣＧＴＧＧＴＴＡＣＡＧＴＴＣ ＧＣＡＡＣＡＴＴＣＡＧＴＣＣＡＧＣＧＡＴＡＡＣＡＣ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃６ Ｐｎｏ０３Ｇ０１４８２３ ＡＣＴＴＣＡＡＴＧＡＣＴＣＴＣＡＧＣＧＡＣＡＧＧ ＡＡＧＣＡＡＴＧＧＣＧＧＣＡＧＣＡＧＴＴ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃７ Ｐｎｏ０３Ｇ０１４８２８ ＡＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＣＡＴＣＧＣＴＴＡＴ ＡＡＣＡＴＣＡＡＧＡＣＴＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＡＧＡ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃８ Ｐｎｏ０３Ｇ０１５０１０ ＣＴＧＡＡＧＡＴＧＡＧＧＡＧＣＡＣＧＡＧＡＡＧＡＡ ＴＴＧＣＣＡＴＣＣＡＧＣＣＡＣＴＣＣＡＴＴＧ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃９ Ｐｎｏ０３Ｇ０１５２３２ ＴＧＣＴＧＣＣＡＴＣＧＣＴＴＡＣＧＧＴＣＴＴ ＣＡＣＡＴＴＣＴＴＣＴＧＡＣＴＧＣＴＧＣＣＴＧＡＡ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１０ Ｐｎｏ０３Ｇ０１５５６９ ＡＧＧＡＴＧＣＣＡＴＴＧＡＧＡＡＧＴＣＧＡＴＡＣＡ ＣＣＡＴＡＣＣＡＧＧＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＧＡＴ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１１ Ｐｎｏ０５Ｇ００４１８４ ＣＴＧＡＧＴＧＧＴＧＡＡＧＧＣＡＡＴＧＡＧＡＡＧＧ ＡＣＡＧＴＣＡＴＴＡＣＡＣＣＴＣＣＡＧＣＡＧＴＣＴ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１２ Ｐｎｏ０５Ｇ００４１９１ ＣＡＣＣＧＡＣＡＣＣＧＡＧＣＧＡＴＴＧＡＴ ＴＴＧＴＣＴＣＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＣＡＧＴＡ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１３ Ｐｎｏ０６Ｇ００４１７５ ＧＡＴＧＧＴＧＣＡＡＧＡＡＧＣＣＧＡＧＡＡＧＴＡＴ ＴＧＡＣＣＧＴＧＴＴＣＣＴＣＡＴＧＴＴＧＴＡＡＧＣ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１４ Ｐｎｏ０６Ｇ００５６９７ ＴＧＡＣＡＡＧＡＡＧＡＧＧＡＴＧＧＡＧＧＡＴＧＣＴ ＧＣＧＡＴＴＡＧＧＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＧＴＴＣ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１５ Ｐｎｏ０７Ｇ００３０７４ ＡＡＧＡＧＡＣＡＧＧＣＧＧＴＧＧＴＧＡＡＴＣ ＣＣＴＣＣＴＣＡＴＣＡＡＣＣＴＣＡＧＡＣＡＴＣＴＴ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１６ Ｐｎｏ０９Ｇ００１８６４ ＴＴＣＡＴＣＣＡＣＴＧＣＴＣＡＧＡＣＣＡＣＡＡＴＴ ＡＣＡＣＴＴＣＴＣＡＡＣＡＧＧＣＴＣＣＡＴＡＣＡＣ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１７ Ｐｎｏｌ２Ｇ００８３００ ＴＣＡＣＴＡＴＴＣＧＴＴＣＡＴＣＴＧＧＡＧＧＴＣＴ ＧＴＡＧＧＣＡＧＴＴＧＴＧＴＣＡＧＣＡＴＴＧＴＴ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１８ Ｐｎｏｌ２Ｇ０１４１８４ ＴＧＡＴＴＣＧＣＡＧＡＧＧＡＣＡＧＣＡＡＣＡＡ ＣＣＡＧＴＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧＴＡＧＧＴＴＣ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１９ Ｐｎｏ９３Ｇ００００１１ ＣＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＣＴＴＡ ＴＣＧＣＣＡＣＣＴＴＴＣＴＴＧＴＣＣＡＡＡＣＣ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃２０ Ｐｎｏ５５６Ｇ０００００１ ＡＧＣＣＡＧＧＡＧＧＡＧＡＴＴＧＡＧＣＧＴＡＴ ＴＴＧＴＣＡＧＣＣＡＧＣＴＴＧＴＣＣＴＴＧＴＣ
ＰｎｏＡｃｔｉｎ２ ＫＦ８１５７０６􀆰 ２ ＣＣＡＴＧＣＡＡＴＣＣＴＴＣＧＧＴＴＧＧ ＴＡＧＣＡＧＡＧＣＴＧＣＴＴＴＴＧＧＣＡ

表 ２　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成员特征

基因 染色体定位 氨基酸数量 ／ ａａ 分子质量 ／ ｋＤａ 理论等电点 不稳定系数 脂肪指数 亲水系数总平均值 亚细胞定位

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１ １ ６５３ ７１􀆰 ６７ ４􀆰 ９７ ３４􀆰 ３７ ８２􀆰 ３０ －０􀆰 ４２ Ｃｙ

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃２ １ ５１１ ５５􀆰 ９７ ５􀆰 ４４ ２９􀆰 ６９ ８６􀆰 ２４ －０􀆰 ２８ Ｃｙ

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃３ １ ６６６ ７３􀆰 ３４ ４􀆰 ８８ ３３􀆰 ０８ ８６􀆰 ９８ －０􀆰 ４６ ＥＲ

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃４ ２ ６７９ ７３􀆰 ２８ ５􀆰 ７４ ３８􀆰 ４１ ８７􀆰 ０８ －０􀆰 ３４ Ｍｔ

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃５ ２ ６６９ ７３􀆰 ６７ ４􀆰 ８７ ２９􀆰 ５３ ８６􀆰 ８８ －０􀆰 ４５ ＥＲ

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃６ ３ ６５０ ７１􀆰 １８ ４􀆰 ９７ ３６􀆰 １８ ８２􀆰 ３８ －０􀆰 ４３ Ｃｙ

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃７ ３ ６１７ ６８􀆰 ２２ ６􀆰 １７ ３５􀆰 ９２ ８８􀆰 ０４ －０􀆰 ３２ Ｃｙ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃８ ３ ６２５ ６８􀆰 ８５ ５􀆰 ８３ ３６􀆰 ２２ ８６􀆰 ４６ －０􀆰 ３２ Ｃｙ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃９ ３ １ ０７２ １１８􀆰 ８４ ７􀆰 ８０ ３３􀆰 ３２ ８３􀆰 ７７ －０􀆰 ３８ Ｃｙ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１０ ３ ６４８ ７０􀆰 ９１ ４􀆰 ８４ ３４􀆰 ７１ ８２􀆰 ６２ －０􀆰 ４０ Ｃｙ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１１ ５ ６４９ ７１􀆰 ０９ ４􀆰 ８４ ３４􀆰 １０ ８１􀆰 ７６ －０􀆰 ４１ Ｃｙ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１２ ５ ６４８ ７０􀆰 ９７ ４􀆰 ９２ ３４􀆰 １２ ８２􀆰 ６４ －０􀆰 ４３ Ｃｙ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１３ ６ ６５１ ７１􀆰 １８ ４􀆰 ８４ ３３􀆰 ８３ ８１􀆰 ３５ －０􀆰 ４１ Ｃｙ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１４ ６ ６２４ ６９􀆰 ０９ ７􀆰 ４９ ３２􀆰 ６１ ７８􀆰 １２ －０􀆰 ４２ Ｃｙ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１５ ７ ７０８ ７５􀆰 ６６ ５􀆰 １２ ２７􀆰 １３ ８６􀆰 ６１ －０􀆰 ３３ Ｃｐ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１６ ９ ６４８ ７１􀆰 １６ ４􀆰 ８１ ３３􀆰 ２４ ８３􀆰 ３８ －０􀆰 ４１ Ｃｙ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１７ １２ ６７３ ７２􀆰 ２７ ６􀆰 １７ ３８􀆰 ３９ ８４􀆰 ８１ －０􀆰 ３５ Ｍｔ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１８ １２ ７０８ ７５􀆰 ７０ ５􀆰 ２５ ２９􀆰 ７０ ８６􀆰 １９ －０􀆰 ３２ Ｃｐ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１９ － ６６８ ７３􀆰 ６２ ４􀆰 ８４ ２９􀆰 ６９ ８７􀆰 ０１ －０􀆰 ４４ ＥＲ
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃２０ － ６５９ ７２􀆰 ６４ ４􀆰 ８７ ２９􀆰 １４ ８８􀆰 １９ －０􀆰 ４２ ＥＲ

　 　 注： Ｃｙ 为细胞质， ＥＲ 为内质网， Ｃｐ 为叶绿体， Ｍｔ 为线粒体。

２􀆰 ３　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族进化树构建与基因结

构分析　 为了研究三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因的进化关系

与生物学功能， 对已报道的 ３２ 个水稻 Ｈｓｐ７０ 蛋白、
１８ 个拟南芥 Ｈｓｐ７０ 蛋白与三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白进行

多序列对比， 构建系统进化树， 见图 １。 由此可

知， Ｈｓｐ７０ 基因家族共分为 ５ 个亚族 （Ａ ～ Ｅ）， 其

中 Ａ 亚族中 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因数量最多， 有 １２ 个； Ｂ
亚族数量次之， 有 ４ 个； Ｃ ／ Ｄ 亚族中 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基

５３３

２０２６ 年 １ 月

第 ４８ 卷　 第 １ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２６

Ｖｏｌ． ４８　 Ｎｏ． １



　 　 　表 ３　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成员二级结构组成

基因 α⁃螺旋 ／ ％ 延伸链 ／ ％ β⁃转角 ／ ％ 无规则卷曲 ／ ％

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１ ４１􀆰 ８１ １８􀆰 ６８ ０ ３９􀆰 ５１

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃２ ３４􀆰 ６４ ２３􀆰 ０９ ０ ４２􀆰 ２７

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃３ ４４􀆰 ２９ １７􀆰 ８７ ０ ３７􀆰 ８４

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃４ ４０􀆰 ０６ １７􀆰 ８２ ０ ４２􀆰 １２

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃５ ４４􀆰 ３９ １７􀆰 ９４ ０ ３７􀆰 ６７

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃６ ４２􀆰 １５ １８􀆰 ４６ ０ ３９􀆰 ３８

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃７ ４３􀆰 １１ １９􀆰 ４５ ０ ３７􀆰 ４４

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃８ ４２􀆰 ８８ １９􀆰 ６８ ０ ３７􀆰 ４４

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃９ ４７􀆰 ０１ １７􀆰 ４４ ０ ３５􀆰 ５４

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１０ ４１􀆰 ５１ １８􀆰 ８３ ０ ３９􀆰 ６６

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１１ ４１􀆰 ２９ １８􀆰 ４９ ０ ４０􀆰 ２２

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１２ ４２􀆰 ７５ １８􀆰 ６７ ０ ３８􀆰 ５８

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１３ ４１􀆰 ６３ １８􀆰 １３ ０ ４０􀆰 ２５

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１４ ３９􀆰 ２６ １９􀆰 ３９ ０ ４１􀆰 ３５

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１５ ４１􀆰 ９５ １７􀆰 ８０ ０ ４０􀆰 ２５
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１６ ４１􀆰 ５１ １８􀆰 ６７ ０ ３９􀆰 ８１
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１７ ４１􀆰 ０１ １７􀆰 ９８ ０ ４１􀆰 ０１
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１８ ３８􀆰 ４２ １７􀆰 ８０ ０ ４３􀆰 ７９
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１９ ４４􀆰 ０１ １７􀆰 ９６ ０ ３８􀆰 ０２
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃２０ ４５􀆰 ０７ １７􀆰 ９１ ０ ３７􀆰 ０３

因数量最少， 各有 ２ 个； Ｅ 组是 Ｈｓｐ１１０ 亚家族，
其成员在结构上与 Ｈｓｐ７０ 相似， 属于 Ｈｓｐ７０ 家族，
但没有发现 ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白。 与三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因

家族 系 统 进 化 树 类 似， Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ 亚 族 中

ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成员分别位于细胞的细胞质、
内质网、 叶绿体、 线粒体。 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家

族成员与水稻和拟南芥 Ｈｓｐ７０ 基因家族成员的相

似程度较高。 进一步分析发现， 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０、
拟南芥的 Ｈｓｐ７０ 基因家族间存在一对直系同源基

因， 即 ＡｔＨｓｐ７０⁃４ ／ ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１２， 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基

因家 族 中 存 在 ６ 对 旁 系 同 源 基 因， 分 别 为

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃４ ／ ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１７、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃８ ／ ＰｎｏＨｓｐ７０⁃
１４、ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１９ ／ ＰｎｏＨｓｐ７０⁃３、ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１５ ／ ＰｎｏＨｓｐ７０⁃
１８、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１６ ／ ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１３、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１ ／ ＰｎｏＨｓｐ７０⁃
１１。 在进化关系上比较相近的一类 Ｈｓｐ７０ 基因在结

构和功能上均比较相似， 可以利用拟南芥同源基因

的研究结果， 以推测三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因的生物学

功能。
采用 ＭＥＭＥ 在线工具分析 １０ 个三七 ＰｎｏＨｓｐ７０

基因家族蛋白的保守基序， 其长度为 ２１ ～ ５０ ａａ。
通过 ＩｎｔｅｒＰｒｏ 网站分析， 发现 Ｍｏｔｉｆ １、 ２、 ３、 ６、 ７
属于 ＮＢＤ， Ｍｏｔｉｆ ４ 属于 ＳＢＤ， Ｍｏｔｉｆ ８ 为 ＮＢＤ 与

ＳＢＤ 之间的链接区域 （Ｃｏｉｌ）， 见图 ２Ａ。 通过分析

三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 保持基序的分布图， 发现相同组中

注： Ｐｎｏ 为三七， Ａｔ 为拟南芥， Ｏｓ 为水稻。 自展值 ０～１００。

图 １　 三七与拟南芥、 水稻的 Ｈｓｐ７０ 基因家族系统发育

进化树

的 ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白具有高度相似的保守基序， 例如

Ｃ 组中的 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃４ 和 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１７， 保守基序的

分布顺序、 位置、 数量完全一致。 ４ 组 ＰｎｏＨｓｐ７０
基因组间的差异性和组内的相似性说明其结构可能

在 ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白的亚细胞定位方面起到一定的决

定作用。
利用 ＧＳＤＳ 网站对三七中 ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白进行

基因结构分析， 发现三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因含有内含

子、 外显子的数量差异很大， 见图 ２Ｂ。 Ａ 组中的

三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因外显子、 内含子最少， 分别介

于 １～４、 ０ ～ ３ 个之间。 在 Ａ 组中， 含外显子和内

含子 个 数 最 多 均 为 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃９， 最 少 均 为

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１。 而 Ｂ 组和 Ｄ 组中的三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基

因外显子、 内含子最多， 分别为 ８、 ７ 个， 同样 Ｃ
组中的三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因都具有 ６ 个外显子、 ５
个内含子。 Ａ 组中的基因大都是 ０ ～ １ 个短外显子

加上 １～２ 个长外显子组成的。 除 Ａ 组外， 其余 ３
组中基因的内含子、 外显子数目都相同， 且基因结

构非常相似。
２􀆰 ４　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族氨基酸序列分析　 由

图 ３ 可知， 与其他物种相同， 三七的 ＰｎｏＨｓｐ７０ 家

族蛋白也有 ３ 个结构域， 即 ＮＢＤ、 ＳＢＤ 和 Ｃ⁃端结

构域 （Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ， ＣＴＤ）， 其中 ＮＢＤ 和 ＳＢＤ
是高度保守的区域， 而 ＣＴＤ 区域的保守性极低。
三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白序列中都含有 Ｈｓｐ７０ 家族 ３ 段

完 整 的 签 名 序 列， 分 别 为 ＧＩＤＬＧＴＴＹＳＣＶ、
ＦＤＬＧＧＧＴＦＤＶＳ、 ＶＬＶＧＧＳＴＲＩＰＫ， 说明这 ２０ 个蛋
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注： Ｍｏｔｉｆ 为保守基序， ＵＴＲ 为非翻译区， ＣＤＳ 为编码区序列。

图 ２　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 家族成员保守基序和基因结构

白属于 Ｈｓｐ７０ 家族。 进一步分析发现， 大多数预

测定位在细胞质中的 ＰｎｏＨｓｐ７０ 家族蛋白羧基末端都

存在一段高度保守的序列 ＥＥＶＤ， 如 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１、
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃６、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１０、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１１、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃
１２、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１３ 和 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１６。 同样， 在内质

网定位的 ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白羧基段存在高度保守的序

列 ＨＤＥＬ， 定位于线粒体和叶绿体的三七 ＰｎｏＨｓｐ７０
羧基段的高度保守序列分别为 ＰＥＡＤＹＥＥＶ （Ｒ ／ Ｋ）
Ｋ 和 ＤＶＩＤＡＤＦＴＤＳＫ。 但还有部分定位于细胞质的

蛋白羧基端没有发现高度保守的短 肽 段， 如

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃２、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃７、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃８、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃９
和 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１４。
２􀆰 ５　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族染色体定位与选择压

分析　 在鉴定出的 ２０ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因中， 只有 １８
个不均匀分布在 ８ 条染色体上， 并均位于末端。 其

中， ３ 号染色体上分布最多， 有 ５ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基

因， 而 １ 号染色体上有 ３ 个， ７、 ９ 号染色体各有 １
个， 其余染色体上各有 ２ 个， 见图 ４。

ＰｎｏＨｓｐ７０ｓ 基因组内共线性结果显示， 共有 ３
对基因存在共线性关系， 属于片段复制； 存在 １ 个

ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因同时和多个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因存在共线

性 关 系 的 情 况， 例 如 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１１ 同 时 与

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃６ 和 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１３， 见图 ５。 另外， 这 ３
对基因 Ｋａ ／ Ｋｓ 值均小于 １， 最大值为 ０􀆰 ２６３ ５９

　 　 　

注： 黑色框线内为 ＭＡＰＫ 保守结构域， 红色框线内为羧基端高

度保守序列； 胞质型标志性基序为 ＥＥＶＤ， 内质网型 ＨＳＰＣ 末

端标志性基序为 ＫＤＥＬ， 线粒体为 ＤＹＥＥＶ （Ｒ ／ Ｋ） Ｋ， 叶绿体

为 ＤＶＩＤＡＤＦＴＤＳＫ。

图 ３　 三七 ２０ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 成员氨基酸

图 ４　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成员染色体定位

（ＰｎｏＨｓｐ７０⁃７＆ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１４）， 最小值为 ０􀆰 ０３４ ８６
（ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１１＆ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１３）， 见表 ４。
２􀆰 ６　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族启动子顺式作用元件

分析　 由图 ６ 可知， 三七 ２０ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因含有

１１ 种不同的顺式作用元件， 分为激素响应元件和

胁迫响应元件。 在三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族启动子

序列预测到了多个激素响应元件， 包括生长素

（ａｕｘｉｎ ）、 赤 霉 素 （ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｓ， ＧＡｓ）、 脱 落 酸

（ ａｂｓｃｉｓｉｃ Ａｃｉｄ， ＡＢＡ ）、 茉 莉 酸 甲 酯 （ ｍｅｔｈｙｌ
７３３
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　 　 　 　 　 表 ４　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 同源基因对 Ｋａ ／ Ｋｓ 分析结果

序列对 非同义替换率（Ｋａ） 同义替换率（Ｋｓ） Ｋａ ／ Ｋｓ 比值 纯化选择 复制类型

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃６＆ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１１ ０􀆰 ０６７ ２５ １􀆰 ６３２ ３１ ０􀆰 ０４１ ２０ 是 片段复制

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃７＆ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１４ ０􀆰 １６８ ５１ ０􀆰 ６３９ ２９ ０􀆰 ２６３ ５９ 是 片段复制

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１１＆ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１３ ０􀆰 ０１６ ０８ ０􀆰 ４６１ ２５ ０􀆰 ０３４ ８６ 是 片段复制

注： 染色体上的刻度条表示染色体长度 （Ｍｂ）， 红线连接的

基因具有共线关系。

图 ５　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成员共线性关系

ｊａｓｍｏｎａｔｅ， ＭｅＪＡ） 和水杨酸 （ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ， ＳＡ）。
其中， １５ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 启动子序列含有 ＭｅＪＡ 作用

元件， １３ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 启动子序列含有 ＡＢＡ 作用元

件， ９ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 启动子序列含有 ＳＡ 作用元件，
含有生长素和赤霉素响应元件的 ＰｎｏＨＳＰ７０ 分别有

６、 ９ 个。 同时， 在三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族启动子

序列中还预测到了厌氧诱导相关响应元件 ＡＲＥ、
低温胁迫相关响应元件 ＬＴＲ、 干旱相关应答元件

ＭＢＳ、 热胁迫相关应答元件 ＨＳＥ， 以及防御和胁迫

响应 元 件 （ ＴＣ⁃ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ ） 和 创 伤 响 应 元 件

（ＷＵＮ⁃ｍｏｔｉｆ）。 在 ４ 个基因的启动子区域都发现了

低 温 响 应 元 件 （ ＬＴＲ ）， 但 只 在 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃６、
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１０ 基因的启动子区域发现了热响应元件

（ＨＳＥ）； ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１４ 的启动子区域只有 １ 个赤霉

素响应元件 （Ｐ⁃ｂｏｘ）， 推测可能为特异性响应赤

霉素； ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１６ 顺式作用元件丰富度最高， 共

有 ８ 种， 能 响 应 大 多 数 激 素。 总 之， 三 七

ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族启动子中含有响应 ５ 种激素和 ６
种胁迫的元件， 在三七抵抗逆境和生长发育过程中

起到至关重要的作用。
２􀆰 ７　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成员组织特异性表

达　 为挖掘三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族潜在的生理功

能， 利用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术进一步分析其在根、 茎、

图 ６　 三七 ２０ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因启动子中的顺式作用元件

叶中的表达情况。 由图 ７ 可知， 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 家

族基因除 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃５， ９， １２， １４ 无表达外， 其他

１６ 个基因表达存在组织特异性； 在根中， 大多数

表达较低， 其中最高的为 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃４ 和 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃
１０； 在 茎 中， 优 势 表 达 基 因 有 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃６、
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃３ 和 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１９； 在叶中， 优势表达基

因数 量 较 少， 其 中 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１０ 最 高， 提 示

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１０、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃６、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃３ 基因可能

具有重要的生理功能。

注： 红色表示表达上调， 蓝色表示表达下调， 数值表示表达量。

图 ７　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族组织表达

２􀆰 ８　 热胁迫三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成员表达分

析　 在热处理期间， １６ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因表达存在

较大差异， 主要呈现 ３ 种表达模式， 见图 ８。 早期

快速响应模式下， Ａ 亚族 ８ 个基因 （ＰｎｏＨｓｐ７０⁃８ 除

外）、 Ｃ 亚族 ２ 个基因和 Ｄ 亚族 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１７ 在热

处理 ２ ｈ 后基因表达量迅速上升 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其中

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃２、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１０ 和 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１６ 达到峰值

并持续到 ６ ｈ， 其他成员在热处理 ６ ｈ 后达到峰值，
８３３
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随后呈下降趋势。 中期短暂响应模式下， Ｂ 亚族

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１９、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃２０ 基因表达量只在热处理

６ ｈ 后达到峰值 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其他处理时期保持在

对照水平。 后期持续响应模式下， ＰｎｏＨｓｐ７０⁃３、

ＰｎｏＨｓｐ７０⁃４、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃８ 在热处理 ２ ｈ 后基因表达

量先短暂下降， 随着处理时间延长呈逐渐上升的趋

势； 其余基因在热处理不同时期均未检测到明显的

表达， 可能不参与植物抵御高温胁迫。

注： 与 ０ ｈ 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族成员在热胁迫下的相对表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３　 讨论

为探索 Ｈｓｐ７０ 在三七耐热过程中的功能， 本

研究首次对三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族进行了全基因

组鉴定并进行生信与热胁迫表达分析。 三七

ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族共含 ２０ 个成员， 根据亚细胞定

位分析， 多数定位在细胞质， 少数定位于内质网，
线粒体和叶绿体， 这与大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ 和沉香

Ａｑｕｉｌａｒｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ 的情况相似［１５⁃１６］。 细胞质中 Ｈｓｐ
会重新定位到细胞核中， 以保护细胞免受热胁迫对

细胞核造成的损害［［１７］， 故推测 ＰｎｏＨｓｐ７０ 蛋白可

能主要在细胞质中发挥关键作用， 防御热损伤， 提

高植物耐热性。
三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族共有 ４ 个亚族， 同一

亚族所含保守基序的类型， 数目和顺序相似， 表明

这部分基因具有一个通用的调控框架使其能够有效

应对环境胁迫［１８］， 但不同亚族之间的保守基序存

在显著差异， 提示 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因在进化过程中发

生了 功 能 多 样 性 演 变。 本 研 究 发 现， ２０ 个

ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因的外显子⁃内含子结构存在较大的差

异， 意味着三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族在生物学过程

可能发挥不同的功能。 内含子的数量通常与转录调

控有关， 较少的基因能迅速激活而响应各种胁

迫［１９⁃２０］， 而 ＰｎｏＨｓｐ７０ Ａ 亚族成员所含的外显子、
内含子数目相比其他亚族成员更少， 推测这部分

ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因可能有助于增强三七对高温环境的

适应能力。
基因复制在植物进化过程中扩张基因家族、 增

加遗传新异性、 提高抗逆性等方面具有重要作

用［２１］。 本研究发现， 大部分 ＰｎＨｓｐ７０ 基因不均匀

地分散在染色体的末端， 表明其进化过程可能存在
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负责基因复制、 分化的复杂基因排列［２２］。 片段复

制是指基因组中大片段 ＤＮＡ 的重复［２３］， 三七基因

组中有 ３ 对 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因属于该类型， 可能是家

族扩张的主要原因， 此外三者 Ｋａ ／ Ｋｓ 值均小于 １，
表明三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族在进化过程中经历了

明显的纯化选择［２４］， 其中 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃７、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃
１４ 的最小， 说明这 ２ 个基因分化速度最慢， 导致

两者 保 守 基 序 的 结 构 一 致。 因 此， 推 测 三 七

ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因复制和分化事件可能导致其进化出

新的耐热分子机制。
顺式作用元件在启动子区域的基因调控和表达

中发挥着重要作用［２５］， 三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因启动子

区主要包括激素响应、 胁迫响应等多种顺式作用元

件， 说明该基因家族参与植物的胁迫反应、 生长调

控、 激素信号转导途径， 其中 Ａ 亚族中 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃
６、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１０ 启动子区含有 ＨＳＥ。 此外， 分析

ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族在热胁迫下的表达情况时发现，
大多数 Ａ 亚族成员， 如 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃６、 ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１０
在早期快速响应热胁迫， 可能与其基因结构、 亚细

胞定位、 启动子区含 ＨＳＥ 等密切相关； 其他

ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因在中期和后期不同程度地响应热胁

迫， 这与莴苣、 拟南芥、 水稻等植物在高温下的表

达模式相似［２６⁃２８］， 推测三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族在

响应热胁迫的不同时期中可能存在功能分工。
４　 结论

本研究在三七中分析鉴定了 ２０ 个 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基

因， 分为 ４ 个亚族， 同一亚族成员在进化上保守，
基因结构相似， 参与植物激素和逆境胁迫的响应，
ＰｎｏＨｓｐ７０⁃１０ 等具有明显的组织特异性， 对高温胁

迫的响应存在 ３ 种表达模式。 上述结果可为进一步

研究三七 ＰｎｏＨｓｐ７０ 基因家族在热胁迫中的生物学

功能提供理论依据， 但其具体机制还需后续深入

探索。
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渴络欣胶囊联合常规治疗对糖尿病肾病患者的有效性和安全性
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上海市中医临床重点实验室项目 （２０ＤＺ２２７２２００）
作者简介： 蔡梦洁 （１９９４—）， 女， 博士， 主治医师， 从事中医药防治糖尿病及其并发症研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： １８８１７７７２００６＠ １３９．ｃｏｍ
∗通信作者： 陆　 灏 （１９６９—）， 男， 博士生导师， 主任医师， 从事中医药内分泌研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｔａｎｇｎｉａｏｂｉｎｇ１０７＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探讨渴络欣胶囊联合常规治疗对糖尿病肾病患者的有效性和安全性。 方法　 采用回顾性队列研究， 采集

３ 家医院患者的临床数据， 分为对照组 （常规治疗） 和暴露组 （渴络欣胶囊联合常规治疗）， 每组 ２ ０６２ 例， 分析蛋

白尿改善事件发生率、 肾脏复合终点事件、 实验室指标 （ｅＧＦＲ、 Ｃｒ、 ＢＵＮ、 ＵＡ、 ＵＡＣＲ、 α１⁃ＭＧ、 ＨｂＡ１ｃ、 ＴＣ、 ＴＧ、
ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＨＤＬ⁃Ｃ）、 安全性指标变化。 结果 　 暴露组蛋白尿改善事件发生率是对照组的 ６􀆰 ０２９ 倍 （９５％ ＣＩ ４􀆰 ５６０ ～
７􀆰 ９７２）， 校正后 ＨＲ 为 ５􀆰 ７２５ （９５％ ＣＩ ４􀆰 ２４５ ～ ７􀆰 ７２１）； ２ 组肾脏复合终点事件风险比较， 差异无统计学意义 （Ｐ＞
０􀆰 ０５， ＨＲ＝ ０􀆰 ８９５， ９５％ ＣＩ ０􀆰 ７４８～１􀆰 ０７２）。 给药 ２ 个月 （１ 个疗程） 后， 暴露组 Ｃｒ、 ＢＵＮ、 ＵＡ、 ＵＡＣＲ、 α１⁃ＭＧ 低于

对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ２ 组 ｅＧＦＲ、 ＨｂＡ１ｃ、 ＴＣ、 ＴＧ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＨＤＬ⁃Ｃ 比较， 差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 ２ 组肝功能、
血常规总体上正常， 渴络欣胶囊主要不良反应为腹泻。 结论　 渴络欣胶囊可安全有效地改善糖尿病肾病患者微量白蛋

白尿水平。
关键词： 渴络欣胶囊； 常规治疗； 糖尿病肾病； 微量白蛋白尿； 回顾性队列研究
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　 　 糖尿病肾病是最常见的糖尿病并发症之一［１］，
也是终末期肾病最主要的原因［２］， 给患者带来了

巨大的经济负担， 严重影响其生活质量。 研究表

明， 在糖尿病肾病早期积极干预微量白蛋白尿时可

减缓病情发展， 甚至逆转［２］。 目前已证明， 血管

紧张素转换酶抑制剂 （ＡＣＥＩ 类） 或血管紧张素 ＩＩ
受体拮抗剂 （ＡＲＢ 类）、 钠⁃葡萄糖协同转运蛋白 ２

抑制剂 （ＳＧＬＴ⁃２）、 胰高糖素样肽⁃１ （ＧＬＰ⁃１）、 非

奈利酮等药物均可改善微量蛋白尿。
中成药作为糖尿病肾病的辅助疗法， 具有良好

的临床效益， 而且不良反应少［３］。 渴络欣胶囊来

源于中国中医科学院广安门医院首席研究员林兰教

授的临床经验方， 联合常规治疗可进一步缓解微量

蛋白尿［４］和临床症状， 保护肾功能［５⁃６］， 改善糖脂
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