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　　摘要：植物Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白转录因子广泛参与植物的生长发育及对逆境应答反应等生命过程。为了更好地理
解番茄中Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白转录因子的种类和数量，利用番茄基因组数据库，鉴定出９２条番茄Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白。蛋
白质理化分析结果表明，不同亚家族成员的氨基酸长度差异较大，且多为碱性氨基酸；进化树分析结果表明，所有

Ｃ２Ｈ２家族成员被分为５个亚家族，每个亚家族成员数量差异较大；结构域分析显示每个成员都含有Ｃ２Ｈ２结构域，同
一亚家族间结构域的数量、种类、分布具有一致性；染色体定位结果显示，有９１个成员定位在１２条染色体上；组织表
达分析结果表明，Ｃ２Ｈ２转录因子基因家族成员在各个组织中都有表达，表达量具有差异性。本研究将为番茄 Ｃ２Ｈ２
型锌指蛋白的生物学功能分析提供参考。
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　　Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白是最常见的锌指蛋白之一，在真核生
物中发挥重要的生物学功能［１］。根据已有报道，对拟南芥及

杨树等植物中的Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白序列分析表明，多数成员
含有保守氨基酸序列Ｃ－Ｘ２～４－Ｃ－Ｘ３－Ｐ－Ｘ５－Ｌ－Ｘ２－
Ｈ－Ｘ３－Ｈ（其中 Ｃ表示半胱氨酸，Ｈ表示组氨酸，Ｘ表示任
意氨基酸，Ｐ表示苯丙氨酸，Ｌ表示亮氨酸）［２］。在锌指结构
中还存在１个非常保守的ＱＡＬＧＧＨ序列，它在转录因子对下
游ＤＮＡ序列的结合中发挥重要作用［３］。这些氨基酸序列与

Ｚｎ２＋一起形成紧密的 ββα四面体结构［４］。一些研究结果表

明，只有单锌指结构的 Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白转录因子可能是与
植物生长发育，尤其是生殖器官发育有关。例如，拟南芥中的

ＳＵＰＥＲＭＡＮ基因突变，会导致拟南芥雄蕊过度分裂［５］。而有

多个Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白的转录因子则更多地参与各种植物胁
迫，如拟南芥中的双锌指蛋白ＡＺＦ１、ＡＺＦ２、ＡＺＦ３，能提高植物
对盐的胁迫能力［６］。

Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白在其他植物中的生物信息学分析已有
发表，杨明磊等从烟草中鉴定出了１１６条 Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白
家族成员［７］。番茄全基因组测序工作在２０１２年就已经完成
并开放，此后，迅速地推动了对番茄基因组的生物信息学的分

析研究［８］。李晓旭等运用番茄全基因组信息完成 ＷＯＸ转录
因子家族的鉴定及其进化、表达分析［９］。阮美颖等借助番茄

全基因组测序数据鉴定了查尔酮合成酶基因家族成员［１０］。

番茄作为茄科植物功能基因组学研究的重要模式生物，目前

还没有其 Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白的信息学分析。本研究以番茄
Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白为研究对象，采用生物信息学手段对其物
理化学性质、进化关系、保守结构域、三维结构、表达情况等方

面进行分析，为番茄的 Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白的深入研究提供了
基础。

１　材料与方法

１．１　蛋白序列的鉴定与获得
根据有关Ｃ２Ｈ２蛋白的文献，在 ＴＡＩＲ数据库中，下载拟

南芥的Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白全长序列，再从Ｐｆａｍ数据库中下载
Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白种子序列（ＰｆａｍＩＤ：ＰＦ０００９６）。然后将２组
序列在番茄数据库中进行Ｂｌａｓｔｐ比对（Ｅ值≤１×１０－１５）。所
得结果在Ｐｆａｍ数据库中对Ｃ２Ｈ２结构域进行预测，淘汰不含
Ｃ２Ｈ２的序列。利用 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＳｅｒｖｅｒ在线工具预测
蛋白质的基本信息，包括分子量、等电点等。利用 ＷｏＬＦ
ＰＳＯＲＴ在线软件的进行亚细胞定位分析［１１］。

１．２　进化树的构建
利用ＭＵＳＣＬＥ软件将番茄Ｃ２Ｈ２家族成员的蛋白全长序

列进行多序列比对，比对结果通过 ＭＧＥＡ７软件构建邻接树，
检验次数Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ重复１０００次［１２］。

１．３　三维结构域的预测与分析
利用ＭＥＭ在线工具进行蛋白序列 ｍｏｔｉｆ搜索，下载保守

序列并将结果可视化［１３］。在 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ上查找三维结
构模板，选择最适三维结构模板，使用Ｐｙｍｏｌ软件标出保守结
构域。

１．４　染色体定位
利用Ｐｅｒｌ程序解析番茄基因组信息文件，确定 Ｃ２Ｈ２基

因家族成员在染色体上的位置，通过 ＭａｐＧｅｎｅ２软件绘制定
位图谱［１４］，根据图谱绘制统计表格。

１．５　基因家族的表达分析
在ＮＣＢＩ中下载番茄转录组测序数据，通过 Ｒ语言

Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ程序对转录组数据进行分析，鉴定并提取 Ｃ２Ｈ２
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家族转录组数据，使用Ｒ语言ｇｐｌｏｔｓ程序包绘制热图。

２　结果与分析

２．１　番茄Ｃ２Ｈ２基因家族成员的鉴定及蛋白质理化性质、亚
细胞定位分析

通过筛选鉴定，最终获得 ９２条番茄 Ｃ２Ｈ２锌指蛋白序
列。将它们进行蛋白质理化性质分析，结果（表 １）显示，
Ｃ２Ｈ２基因家族蛋白质长度介于９６～６７３个氨基酸之间，蛋白

质分子量介于１１００６．４～７５３１０．４ｕ，同一亚家族中的氨基酸
长度也有较大差异。番茄Ｃ２Ｈ２基因家族所有成员的蛋白质
序列等电点ＰＩ介于５．５２～１０．０１之间，变化较大，但是同一
亚家族的蛋白质成员等电点变化较小，亚家族Ⅳ蛋白质成员
等电点多集中８．３１～９．３８之间，亚家族Ⅲ蛋白质成员等电点
均大于９．５，总体上看，番茄 Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白多数为碱性氨
基酸。亚细胞定位分析表明，９５％以上的家族成员在细胞核
中起作用，直接证明了该基因家族所鉴定蛋白序列的可靠性。

表１　番茄Ｃ２Ｈ２锌指蛋白家族理化特征分析

亚家族 个数
分子量

（ｕ）
氨基酸数目

（个）

理论等电点 亚细胞定位

≥７ ＜７ ｎｕｃｌ ｃｙｓｋ ｃｙｔｏ ｐｌａｓ
Ⅰ ３０ １１００６．４～４０８８８．７ ９６～３６０ ２０ １０ ２９ １ ０ ０
Ⅱ ２５ １７３６９．１～７５３１０．４ １５２～６７３ １４ １１ ２４ ０ ０ １
Ⅲ ３ １５５９３．８～１７０９２．４ １３７～１５２ ３ ０ ３ ０ ０ ０
Ⅳ ５ １７４４４．８～３９３８６．３ １５３～３６４ ５ ０ ５ ０ ０ ０
Ⅴ ２９ ２４６１１．７～６８００７．６ ２１１～６５６ ２３ ６ ２８ ０ １ ０

２．２　番茄Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白的进化分析及结构域分布
为揭示番茄Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白成员之间的进化关系，将

９２条番茄Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白全长序列进行多序列比对，根据
系统进化树将番茄 Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白成员分为５个亚家族
（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ），如图１所示，每个亚家族分别有３０、２５、
３、５、２９个成员。进化树分析显示，进化树支持率高于９６％的
姊妹对有３０对。利用 ＭＥＭＥ对番茄 Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白进行
结构域分析，并绘制图谱。结果显示所有该基因家族成员都

含有Ｃ２Ｈ２锌指结构域（Ｍｏｔｉｆ１），同一亚家族每个蛋白质序列
含有的结构域数量、种类及其分布位置具有较高的一致性。

亚家族Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ绝大部分蛋白质序列仅含有１个 Ｃ２Ｈ２
锌指结构域，且多靠近于肽链的 Ｎ－端。亚家族Ⅱ大多数成
员蛋白质序列仅含有 Ｍｏｔｉｆ１、Ｍｏｔｉｆ２，所含结构域数量上也较
一致，多数蛋白序列含有２个 Ｃ２Ｈ２锌指结构域。亚家族Ⅴ
的所有成员所含有的结构域的数量及种类都较其他亚家族

多，该亚家族成员可以分为２类：一类不含有 Ｍｏｔｉｆ５，只有１
条蛋白质序列，只含有１个结构域 Ｍｏｔｉｆ１，其他大部分蛋白序
列含有３种以上的结构域；另一类包含Ｍｏｔｉｆ５的蛋白序列，大
部分包含５个以上不同的结构域。以上分析表明，每个亚家
族所包含的结构域在数量和种类上有较高的一致性，从侧面

反映了进化树的可靠性。

２．３　番茄Ｃ２Ｈ２锌指蛋白结构域特征分析
利用ＭＥＭＥ软件对全长蛋白质序列预测，得到６个结构

域（图２），对每个结构域进行分析发现，Ｍｏｔｉｆ１中含有２９个
比较保守的氨基酸序列，且存在Ｃ２Ｈ２结构域。其他Ｍｏｔｉｆ不
存在Ｃ２Ｈ２结构域。Ｍｏｔｉｆ２中含有２１个保守氨基酸，其中有
Ｃ－Ｘ２－Ｃ－Ｘ１２－Ｈ结构序列，Ｘ保守性不高。Ｍｏｔｉｆ３有４１
个保守氨基酸，且保守性较高。Ｍｏｔｉｆ４、Ｍｏｔｉｆ５、Ｍｏｔｉｆ６保守氨
基酸数目较少，但保守性较高。

通过多序列比对发现，所有番茄上都含有 Ｃ－Ｘ２～４－
Ｃ－Ｘ３－Ｐ－Ｘ５－Ｌ－Ｘ２－Ｈ－Ｘ３－Ｈ，即 Ｃ２Ｈ２结构域，且也
都存在ＱＡＬＧＧＨ序列，这与其他作物研究结果一致。从三维
空间结构图（图２）可以看出，中心位置 Ｚｎ２＋与２个 Ｈｉｓ和２
个Ｃｙｓ相结合形成紧密的ββα四面体结构以维持整个锌指结
构的稳定。

２．４　番茄Ｃ２Ｈ２基因家族染色体定位分析
利用番茄基因组数据库，将９２条番茄 Ｃ２Ｈ２转录因子成

员定位在１２条染色体上，定位结果显示，９２个 Ｃ２Ｈ２基因中
有９１个基因分布于１２条染色体中，且呈不均匀分布（表２）。
６号染色体上分布最多，共有１３个家族成员；１号和５号染色
体分布次之，分别含有１２个和１０个家族成员；１２号染色体
上分布最少，仅含有 １个候选基因。亚家族Ⅰ有 １个基因
（Ｓｏｌｙｃ００ｇ０１５７３０．１．１）无法确定在染色体上的位置，只定位
在１个ｓｃａｆｆｏｌｄ上，即０号染色体上。

通过各个亚家族在染色体上的分布定位图还发现，同一

家族各成员在染色体上的分布也存在差异。亚家族Ⅴ的各个
成员分布比较均匀，共有２９个基因定位在染色体上，且在１１
条染色体上均有分布，只在１２号染色体无分布；亚家族Ⅰ共
有２９个候选基因定位在１０条染色体上，只在２号、１２号没
有分布。亚家族Ⅱ的２５个基因定位在１０条染色体上，只在
２号、１０号染色体上无分布。家族Ⅲ、Ⅳ本身基因数量较少，
分布也较集中，都主要在２号染色体上。
２．５　番茄Ｃ２Ｈ２基因家族的组织表达分析

在ＮＣＢＩ中下载番茄转录组测序数据，通过 Ｒ语言进行
分析鉴定，使用 Ｒ语言 ｇｐｌｏｔｓ程序包绘制热图，一共筛选到
１１个Ｃ２Ｈ２基因家族成员的表达数据。将数据进行可视化处
理后可以看出：Ⅰ家族的 Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０７４３０．２在各个组织都有
较高表达量，Ｓｏｌｙｃ１０ｇ０４９８７０只在根部和种子中表达量较高；
Ⅱ家族有２个成员在各组织表达量较高，另２个在各组织表
达量则较低；Ⅴ家族的４个成员整体表达量比较均匀，与其他
家族不同的是，它在根部的表达量较低（图３）。

３　讨论

Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白是最常见的锌指蛋白之一，对真核生
物的生长发育及逆境胁迫的耐受能力都有着重要作用。近些

年来，国内外有关植物Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白的研究逐步增多，并
发现了多种与植物生长发育及胁迫耐受性相关的Ｃ２Ｈ２型锌
指蛋白［１５］。

在本研究中，鉴定了９２条 Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白成员，９５％
以上的家族成员定位在细胞核中，直接证明了该基因家族所
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鉴定蛋白序列的可靠性。９２个成员能分成５个亚家族，各亚
家族间数量差异较大，同一亚家族中的各个成员所含有结构

域的数目和种类高度一致，蛋白质序列相似度较高，不同亚家

族之间差异明显，表明不同亚家族成员可能具有不同的生物

学功能，这也验证了进化树的可靠性。

植物中不同的锌指蛋白转录因子中所含有的锌指蛋白数

目不同，一般１个到４个不等，含有不同个数锌指蛋白转录因

子在植物中有各自不同的作用机制。番茄结构域分析结果表

明，大多数成员只含有１个Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白，亚家族Ⅱ含有
２个Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白。单锌指蛋白具备了对靶ＤＮＡ的转录
调节功能，双锌指蛋白锌指区的距离决定了靶ＤＮＡ结合区域
的大小和序列的专一性识别，与其他亚家族相比，Ⅱ亚家族可
能更具有特异性作用［１６］。在 Ｃ２Ｈ２结构域中存在 ＱＡＬＧＧＨ
基序，为植物所特有，对于Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白转录因子结合
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ＤＮＡ序列具有重要作用，表明植物 Ｃ２Ｈ２锌指蛋白家族可能
控制植物中一些所特有的生命过程［１７］。

对Ｃ２Ｈ２基因家族所有成员染色体定位分析发现，Ｃ２Ｈ２
基因家族成员分布较广泛，同一亚家族成员多分散于不同的

染色体上，这也从侧面说明了Ｃ２Ｈ２基因家族成员作用广泛。
番茄Ｃ２Ｈ２家族基因在番茄的根、茎、叶、花、果皮、种子等各
个组织都有表达量，且表达模式多样化，同一家族的不同基因

在组织特异性表达模式上存在差异。同一亚家族之间表达模
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表２　番茄各个亚家族成员染色体分布情况

染色体
分布数量（个）

亚家族Ⅰ 亚家族Ⅱ 亚家族Ⅲ 亚家族Ⅳ 亚家族Ⅴ 合计

１号 ５ ４ ０ １ ３ １２
２号 ０ ０ ３ ３ ２ ８
３号 ２ ２ ０ ０ ３ ７
４号 １ ２ ０ ０ ４ ７
５号 ３ ５ ０ ０ ２ １０
６号 ４ ４ ０ ０ ５ １３
７号 １ １ ０ ０ １ ３
８号 １ ２ ０ １ １ ５
９号 ５ １ ０ ０ ３ ９
１０号 ５ ０ ０ ０ １ ６
１１号 ２ ３ ０ ０ ４ ９
１２号 ０ １ ０ ０ ０ １
０号 １ ０ ０ ０ ０ １
合计 ３０ ２５ ３ ５ ２９ ９２

式也不相同，各个成员在不同组织中的表达情况也存在明显

的差异，这表明各基因的表达具有一定的组织特异性，猜测这

是基因的表达模式受到基因型和环境因素的共同调控的结

果。该基因家族成员广泛参与了番茄的多种生物学进程，但

具体生物学功能还需要分子生物学实验验证。

４　结论

从番茄全基因组中一共鉴定出了９２条番茄 Ｃ２Ｈ２型锌
指蛋白转录因子，氨基酸序列分析结果表明，所有成员均含有

Ｃ２Ｈ２保守结构域。进化树分析结果表明，番茄Ｃ２Ｈ２型锌指
蛋白成员可以分为５个亚家族，只有Ⅱ亚家族含有２个Ｃ２Ｈ２
保守结构域。与其他植物一样，所有的 Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白保
守结构域都具有其典型的保守序列。番茄Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白

成员在染色体分布不均匀，最多的达到１３个，最少的只有１
个。各个成员在不同组织中的表达情况也存在明显的差异，

这表明各基因的表达具有一定的组织特异性。
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