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中药火麻仁基原植物Hsp20基因家族鉴定及表达分析
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摘要: Hsp20 (heat shock protein 20) 基因家族在植物生长发育和胁迫响应中发挥着重要的作用。为探究大

麻 (Cannabis sativa L.) Hsp20 (CsHsp20) 基因的功能 , 本研究在全基因组和转录组水平上采用生物信息学手段

对 CsHsp20 基因家族进行系统性研究。结果表明 , 在大麻中鉴定到 35 个 CsHsp20 基因家族成员 (CsHsp20-1～

CsHsp20-35), 分布在 9条染色体上, 属于 10个亚家族, 同一亚家族成员之间蛋白基序分布相似。多种激素和胁迫响

应顺式作用元件存在于CsHsp20基因的启动子区, 表明其可参与植物的生长发育和多种胁迫响应。蛋白互作分析

表明CsHsp20蛋白与Hsp家族其他成员之间存在互作关系且受转录因子Hop和HSFA2的调控。转录组数据表明在

大麻的不同组织器官及不同发育时期中CsHsp20基因家族成员表达水平存在差异, 主要在火麻仁及其成熟期高表

达, 表明CsHsp20家族成员可调控火麻仁的生长发育。本研究为CsHsp20基因家族功能研究和火麻仁基原植物的

定向培育奠定了基础。

关键词: 火麻仁; 大麻; Hsp20基因家族; 生长发育; 表达模式

中图分类号: R931 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2022)04-1203-13

Genome-wide identification of the Hsp20 gene family in
Cannabis sativa and its expression profile

HUAI Hao1,2, DONG Lin-lin2, NING Kang2, HOU Cong2,4, DAI Fei3, LIU Xia4,

WANG Jun-zhi1, CHEN Shi-lin2*

(1. College of Biological & Pharmaceutical Sciences, China Three Gorges University, Yichang 443002, China;

2. Institute of Chinese Materia Medica, China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing 100700, China;

3. Yunnan Hemp Industrial Investment Co. Ltd., Kunming 650217, China; 4. School of Chemistry, Chemical

Engineering and Life Sciences, Wuhan University of Technology, Wuhan 430070, China)

Abstract: The heat shock protein 20 (Hsp20) gene family plays an important role in regulating the stress

response and plant development. The characteristics of Hsp20 in Cannabis sativa (CsHsp20), however, are still

unclear. We systematically analyzed the CsHsp20 family based on the whole-genome and transcriptome database

of Cannabis sativa using a series of bioinformatical tools. A total of 35 CsHsp20 genes (CsHsp20-1-CsHsp20-35)

were identified in Cannabis sativa; they distribute onto 9 chromosomes and belong to 10 subfamilies, each with

similar protein motifs. The promoter region of the CsHsp20 genes contains a variety of hormone-responsive and

stress-responsive cis-elements, indicating that CsHsp20 genes are involved in plant growth and development and

various stress responses. Protein interaction analysis showed that CsHsp20 proteins interacted with other members

of the Hsp family and were regulated by transcription factors Hop and HSFA2. Transcriptome data showed that the

expression levels of CsHsp20 genes were different among different tissues of Cannabis sativa and across different
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developmental stages. CsHsp20 genes were highly expressed mainly in hemp seed and its maturation stage,

suggesting that CsHsp20 gene family members regulate the growth and development of hemp seed. Our research

lays a foundation for the studying the function of CsHsp20 gene family and the directional cultivation of high-

quality non-psychoactive medicinal cannabis.

Key words: hemp seed; Cannabis sativa; Hsp20 gene family; development; expression profile

生物和非生物胁迫, 如病原微生物、干旱、盐、重金

属和高温等胁迫, 不利于植物的生长发育[1]。为避免

外界胁迫造成的不利影响, 植物进化出了一套有效的

自我防御机制 , 如热激蛋白 (heat shock protein 20,

Hsp20), 主要在植物发育过程和应对非生物胁迫中起

作用[2,3]。热激蛋白的分子质量介于 10～200 kDa, 依

据分子质量和作用机制可将其分成 6 个亚家族 :

Hsp20、Hsp40、Hsp60、Hsp70、Hsp90 和 Hsp100, 由于

Hsp20 蛋白的分子质量介于 15～42 kDa 之间 , 因此 ,

Hsp20 蛋白又被称为小热激蛋白 (sHsp)[4]。Hsp20 是

由植物在高温等相关胁迫下产生的主要热激蛋白家

族[5]。Hsp20 蛋白是 ATP 非依赖型分子伴侣 , 可形成

200～800 kDa的低聚蛋白复合物, 由 9至 50个亚单位

组成[6,7]。Hsp20可以阻止真核细胞和原核细胞中蛋白

质变性, 从而维持蛋白质的稳定性和正常功能[2,8]。α-

晶体蛋白结构域 (ACD) 由大约80～100个氨基酸残基

构成, 该结构域主要由 β-sandwich结构组成, 其N端具

有相对多样化的结构 , 是 Hsp20 蛋白的特征结构

域[9,10]。ACD 在底物相互作用中发挥功能 , 其 N 端区

域参与底物结合, C端延伸区域负责同源齐聚化[11-14]。

ACD 包含两个保守区域: 一个在N端共识区, 另一个

在C端共同区通过疏水 β6环连接, 这两个保守区分别

由4个反平行片和3条β链组成[8,15]。

植物Hsp20蛋白由核内多基因家族共同编码, 在

不同种类的植物中, 该蛋白的数量各不相同[16]。例如

拟南芥有 19 个 Hsp20 蛋白[17], 水稻有 39 个 Hsp20 蛋

白[18], 大豆有 51 个 Hsp20 蛋白[19], 辣椒有 35 个 Hsp20

蛋白[20], 番茄有 42 个 Hsp20 蛋白[21]。Hsp20 基因家族

可响应多种环境胁迫。如在水稻中过表达OsHSP16.9

基因可提高其抗盐和抗旱能力[22]。将MsHSP17.7基因

转入拟南芥中并过表达, 发现转基因拟南芥对热、盐和

氧化胁迫的耐受性有所提高[23]。此外, Hsp20基因还

能调控植物的生长发育过程, 如VvHsp20基因参与了

葡萄果实的发育[24]; 在拟南芥中, Hsp20基因会影响拟

南芥种子早期发育[25]; 在小麦中, 研究人员发现叶绿体

小热激蛋白 (sHSP26) 不仅参与种子的成熟和萌发, 还

能提高种子对高温的耐受性[26]。因此, 植物 Hsp20蛋

白是一类多功能的小分子蛋白。

大麻 (Cannabis sativa L.) 属于大麻科 (Cannabi‐

naceae) 大麻属 (Cannabis), 一年生草本植物, 在医药、

食品、纺织等工业领域应用广泛[27]。陈士林团队率先

提出了药用大麻 (non-psychoactive medicinal cannabis)

的定义 : 即大麻植株中四氢大麻酚 (THC) 含量小于

0.3%, 大麻二酚 (CBD) 含量高[28]。药用大麻富含酯类、

萜类和黄酮类等活性物质, 其中的大麻素成分具有神

经保护作用[29]。研究表明CBD不仅具有抗炎、抗焦虑

和镇痛等功效, 而且对神经精神性疾病具有一定的疗

效[29,30]。大麻的种子, 又称火麻仁, 富含大量的营养成

分, 如蛋白质、不饱和脂肪酸和微量元素, 是一种良好

的药食同源材料, 火麻仁已被开发成火麻油、饮料、高

蛋白营养品等[31]。火麻仁味甘性平, 临床应用广泛, 不

仅能用于润燥、滑肠、通淋和便秘, 还有助于缓解月经

紊乱、癫痫等临床症状[31]。现代研究表明, 火麻仁富含

多种活性物质, 其中独特的酚类和生物活性肽, 具有抗

氧化、抗炎、神经保护、降血压等药理作用[32]。因此, 通

过培育高油高蛋白含量的火麻仁基原植物, 进而获得

优质的火麻仁资源是目前大麻品种选育的研究重点。

随着大麻全基因组测序的完成, 大麻遗传信息获得解

析[33], 然而, 在大麻中, Hsp20基因家族成员尚未确定

且功能缺少系统研究。所以基于基因结构及功能预测

分析, 挖掘调控大麻生长发育的功能基因至关重要。

本研究采用生物信息学技术在大麻中鉴定了

CsHsp20 基因家族成员 , 分析了其序列特征、系统发

育、基因结构及保守基序 (motif)、共线性关系、顺式作

用元件、蛋白互作网络及表达模式, 并利用同源建模法

预测了 CsHsp20 基因家族的蛋白 3D 结构。为后续

CsHsp20基因家族功能研究和火麻仁基原植物的定向

培育奠定了基础。

材料与方法

CsHsp20基因的全基因组鉴定 从拟南芥数据库

TAIR (https://www. arabidopsis. org/) 中 检 索 拟 南 芥

Hsp20蛋白序列并下载, 然后用作查询, 对大麻蛋白质

数据库进行BLASTP搜索 (value为 1e-5)。从 PFAM数

据库 (http://pfam.xfam.org/) 中下载Hsp20蛋白保守域

(PF00011), 基于大麻蛋白质数据库, 通过HMMER 3.0
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软件搜索具有该结构域的蛋白 (value为 1e-5)。将上述

结果进行合并去重, 剩下的序列作为大麻Hsp20候选

蛋白并提交到 NCBI-CDD (https://www.ncbi.nlm.nih.

gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb. cgi) 和 InterPro (http://

www.ebi.ac.uk/interpro/) 数据库中来验证 Hsp20 的保

守域。没有 Hsp20 的保守结构域或分子质量在 15～

42 kDa外的序列被排除。所有非冗余和高可信度的序

列均被确定为大麻 Hsp20 (CsHsp20) 基因家族成员。

依据它们的染色体位置命名。蛋白质的理化性质如分

子质量 (Mw)、等电点 (pI) 和亲水性指数 (GRAVY) 基

于 ExPASy (https://web.expasy.org/protparam/) 进行研

究 , 利用 CELLO v2.5 (http://cello.life.nctu.edu.tw/) 进

行亚细胞定位预测。

CsHsp20 基因的系统发育分析 利用源自拟南

芥、水稻、大豆的Hsp20蛋白的全长氨基酸序列[7]与本

研究鉴定的 35个 CsHsp20蛋白序列联合进行系统发

育分析。所有Hsp20蛋白序列均采用ClustalW工具进

行多序列比对, 然后利用 MGEA 7.0软件构建系统发

育树 (采用NJ邻接法), bootstrap值设置为1 000。

CsHsp20基因结构及保守 motif分析 大麻基因

组注释文件来自 NCBI 数据库 (https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/)。使用在线软件Gene Structure Display Server

(GSDS2.0) (http://gsds.gao-lab.org/index.php) 来展示基

因的结构。MEME 在线工具 (http://meme-suite.org/)

用来分析 CsHsp20蛋白的保守基序。最大 motif数设

置为10。

CsHsp20 家族成员在染色体上的分布及共线性

分析 基于本课题组自测的大麻基因组数据 , 使用

MapChart 软件来绘制 CsHsp20 基因的位置。利用

TBtools 工具中的 MCScanX 程序来分析基因复制事

件, 使用默认参数。TBtools工具来展示大麻和其他 4

个物种 (拟南芥、水稻、葡萄和玉米) 之间的Hsp20基因

共线性关系。

CsHsp20基因启动子区调控元件分析 从大麻全

基因组数据库中提取 35个 CsHsp20基因启动子区域

的序列 (上游 1.5 kb), 然后提交到 PlantCARE (http://

bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) 中

来预测顺式作用元件。利用TBtools工具进行可视化。

CsHsp20基因互作网络分析 由于拟南芥和大麻

之间的Hsp20蛋白序列具有同源性, 因此基于二者之

间的同源序列, 使用 STRING数据库 (https://string-db.

org/) 研究 CsHsp20蛋白的互作网络。利用 Cytoscape

软件来展示预测的互作网络。

CsHsp20基因家族成员表达模式分析 利用课题

组前期自测的高CBD含量品种大麻 (AA126) 的根、茎、

叶、雌花、雄花和种子的转录组数据及 5个不同发育时

期 (5个时期依据种子的发育状态来定义, S1: 第一阶段,

顶端分生组织, 雌花未出现; S2: 第二阶段, 此时雌花已

出现, 柱头呈现白色; S3: 第三阶段, 此时授粉完成, 柱

头呈现橙色; S4: 第四阶段, 此时种子呈现绿色尚未成

熟; S5: 第五阶段, 此时种子成熟且呈现出棕褐色) 的

数据进行 CsHsp20基因的表达模式分析, 基于 FPKM

值 , 利用在线云平台工具 (https://www.omicstudio.cn/

index) 绘制热图, 进行可视化分析。

CsHsp20 基因家族成员蛋白 3D 结构分析 三

维结构决定着蛋白质所能够执行的特定功能 , 对于

理解蛋白质的作用至关重要。根据 CsHsp20 蛋白序

列 , 基于同源建模法 , 利用 Swiss-Model 网站 (https://

swissmodel.expasy.org/) 获取了CsHsp20蛋白的三维结

构模型。

结果与分析

1 CsHsp20基因的鉴定及理化性质分析

通过 HMM 分析和 BLASTP 比对分别鉴定到了

41 个和 47 个大麻 Hsp20 基因 , 将两次鉴定的结果合

并、去除重复序列后提交到 NCBI-CDD 和 InterPro 数

据库中验证ACD结构域。排除没有ACD结构域及分

子质量不在 15～42 kDa范围内的序列, 最终得到 35个

CsHsp20 基因 , 并依据它们的染色体定位进行命名。

对这些 CsHsp20 蛋白的序列特征进行分析 (表 1), 发

现这些CsHsp20蛋白的氨基酸长度变化范围在 133～

324个氨基酸之间, 平均长度为 184个氨基酸。此外,

蛋白质分子质量介于 15.1～36.49 kDa, 理论等电点介

于 4.62～9.37, 等电点的平均值为 6.45, GRAVY 均为

负值, 表明这些CsHsp20蛋白均为亲水性蛋白。亚细

胞定位结果显示, 21个CsHsp20蛋白定位在细胞质中,

6个CsHsp20蛋白定位在叶绿体中、4个CsHsp20蛋白

定位在线粒体中, 还有 4个 CsHsp20蛋白定位在细胞

核中。

2 CsHsp20基因的系统发育分析

为了研究CsHsp20基因家族的系统发育关系, 选

取了 19个拟南芥Hsp20蛋白序列、20个水稻Hsp20蛋

白序列 (其中 1个序列差异太大被排除) 和 46个大豆

Hsp20蛋白序列, 用来构建系统发育树 (图 1), 系统发

育关系表明 4个物种共 121个Hsp20基因被分成 12个

亚家族 , 这 12 个亚家族 cytosol Is (CI)、(CII)、(CIII)、

(CIV)、(CV)、(CVI)、(CVII)、mitochondria Is (MI)、

(MII)、plastids (P)、peroxisomes (Po) 和 endoplasmic

reticulum (ER) 分别含有 45、12、6、4、5、2、1、7、5、12、5

和 9个Hsp20基因。然而, 仍然有 8个CsHsp20基因不
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能归到任何亚家族中。除了 8个未分类的CsHsp20基

因, 剩下的 27个CsHsp20基因被分成 10个亚家族。其

中 16 个 CsHsp20 基因在 CI-CV 中 , 这表明细胞质是

CsHsp20家族成员的主要功能场所。

3 CsHsp20基因结构及保守motif分析

外显子-内含子结构不仅能反映基因进化的特征,

而且还为基因功能分化提供了重要的线索。CsHsp20

家族成员的外显子-内含子结构分析结果显示 (图 2),

19个CsHsp20基因无内含子, 15个CsHsp20基因仅含

有 1 个内含子, 一个 CsHsp20 基因 (CsHsp20-30) 含有

6个内含子。处在同一亚家族中的CsHsp20家族成员,

它们的基因结构也相似。

通过 MEME网站预测了 35个 CsHsp20蛋白的保

守motif, 鉴定到了 10个保守的motif (图 2)。这些保守

的 motif 长度介于 11～50 个氨基酸之间 (图 3), 基于

NCBI-CDD 数据库对这 10 个 motif 进行注释发现 ,

motif 1、motif 2和motif 3被注释为保守的ACD结构域。

其中, 34个CsHsp20蛋白成员含有motif1, 含有motif 2

和 motif 5 的 CsHsp20 成员各有 32 个 , 此外 , 18 个

CsHsp20蛋白成员含有 motif 8, 16个 CsHsp20蛋白成

员含有motif 3。CsHsp20-5、CsHsp20-10、CsHsp20-11、

CsHsp20-14、CsHsp20-15、CsHsp20-16、CsHsp20-17、

CsHsp20-18、CsHsp20-27和CsHsp20-35蛋白所含的保

守motif相似, 这 10个成员在系统发育关系上同属CI

亚家族, 这可能与其某些特定的功能相关。同一亚家

族成员之间的motif组成相似, 这些结果表明CsHsp20

基因家族成员在序列和功能上没有显著差异。

4 CsHsp20 家族成员在染色体上的分布及共线性

分析

由于在基因组注释文件中, CsHsp20-35基因无法

定位在染色体上, 所以只有 34个CsHsp20基因在 9条

大麻染色体上不均匀地分布 (图 4)。1号和 2号染色体

上CsHsp20基因的数量最多, 分别有 9个, 而 3号染色

体上只有 1个 CsHsp20基因, 这些结果表明, CsHsp20

Table 1 Basic information of CsHsp20 genes identified in Cannabis sativa

Gene name

CsHsp20-1

CsHsp20-2

CsHsp20-3

CsHsp20-4

CsHsp20-5

CsHsp20-6

CsHsp20-7

CsHsp20-8

CsHsp20-9

CsHsp20-10

CsHsp20-11

CsHsp20-12

CsHsp20-13

CsHsp20-14

CsHsp20-15

CsHsp20-16

CsHsp20-17

CsHsp20-18

CsHsp20-19

CsHsp20-20

CsHsp20-21

CsHsp20-22

CsHsp20-23

CsHsp20-24

CsHsp20-25

CsHsp20-26

CsHsp20-27

CsHsp20-28

CsHsp20-29

CsHsp20-30

CsHsp20-31

CsHsp20-32

CsHsp20-33

CsHsp20-34

CsHsp20-35

Gene ID

XP_030490809.1

XP_030490810.1

XP_030486745.1

XP_030486747.1

XP_030488139.1

XP_030488011.1

XP_030487941.1

XP_030491708.1

XP_030488503.1

XP_030504301.1

XP_030504472.1

XP_030505988.1

XP_030503425.1

XP_030503294.1

XP_030503293.1

XP_030506109.1

XP_030506322.1

XP_030506389.1

XP_030492869.1

XP_030498784.1

XP_030496271.1

XP_030496178.1

XP_030500431.1

XP_030500432.1

XP_030501888.1

XP_030479775.1

XP_030478987.1

XP_030484237.1

XP_030481883.1

XP_030483092.1

XP_030508304.1

XP_030508810.1

XP_030502953.1

XP_030493133.1

XP_030485488.1

Chr

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

2

2

2

3

4

4

4

5

5

5

7

7

8

8

8

9

9

X

X

Chromosome

location

3085138-3086065

3085138-3086065

3192668-3193595

3192668-3193595

16088327-16088803

26709460-26709897

90317603-90318190

97332136-97332610

99529712-99530523

73362176-73362649

75207638-75208114

77265290-77265721

77281435-77281863

77290249-77290713

77302713-77303177

77322938-77323411

77346098-77346562

95194121-95194594

11745785-11746694

7456382-7457170

31444855-31445436

31448353-31448901

493071-494740

493071-494740

7189722-7190201

11645467-11645886

13387006-13387470

4995542-4996895

58221037-58221489

59927548-59930535

43837311-43837826

59085550-59086514

21935109-21935663

28634577-28636460

25700-26176

Gene

length/bp

927

927

927

927

476

437

587

474

811

473

476

431

428

464

464

473

464

473

909

788

581

548

1 669

1 669

479

419

464

1 353

452

2 987

515

964

554

1 883

476

ORF

length/bp

652

649

652

649

476

437

487

400

697

473

476

431

428

464

464

473

464

473

679

691

581

548

691

682

479

419

464

634

452

875

421

487

554

973

476

Deduced protein

Size (aa)

217

216

217

216

158

145

162

133

232

157

158

143

142

154

154

157

154

157

226

230

193

182

230

227

159

139

154

211

150

293

140

162

184

324

158

Mw/kDa

24.36

24.3

24.36

24.3

17.86

16.54

18.1

15.1

25.9

18.02

18.08

16.17

16.05

17.52

17.5

18.01

17.55

18.02

25.89

26.19

21.95

20.61

25.77

25.49

17.79

15.66

17.5

23.6

17.15

33.07

15.87

19.14

20.21

36.49

17.9

pI

6.22

5.61

6.22

5.61

6

8.67

6.75

4.93

7.88

5.72

6.2

4.62

5.64

5.82

5.82

6.34

5.83

5.72

6.47

8.96

6.14

6.14

7.72

7.72

5.55

5.79

6.19

7.78

8.68

6

6.98

9.37

5.77

4.98

6

GRAVY

-0.694

-0.693

-0.693

-0.692

-0.654

-0.599

-0.483

-0.394

-0.625

-0.687

-0.741

-0.266

-0.566

-0.618

-0.595

-0.671

-0.602

-0.693

-0.976

-0.729

-0.46

-0.354

-0.584

-0.623

-0.478

-0.586

-0.555

-0.744

-0.645

-0.627

-0.404

-0.658

-0.441

-0.601

-0.661

Subcellular

location

Mitochondrion

Mitochondrion

Mitochondrion

Mitochondrion

Cytoplasm

Nucleus

Cytoplasm

Chloroplast

Chloroplast

Cytoplasm

Cytoplasm

Chloroplast

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Chloroplast

Cytoplasm

Cytoplasm

Chloroplast

Chloroplast

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Nucleus

Cytoplasm

Nucleus

Cytoplasm

Nucleus

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm
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基因的数量与染色体长度之间无相关性。一个染色体

区域内长度为 200 kb 的范围内包含两个或两个以上

的基因被称为串联复制事件[34]。本研究发现 2号染色

体上 CsHsp20-13 和 CsHsp20-14 是一对串联复制基

因; CsHsp20-14 和 CsHsp20-15 是一对串联复制基因;

CsHsp20-16和CsHsp20-17是一对串联复制基因; 4号

染色体上 CsHsp20-21和 CsHsp20-22是一对串联复制

基因。此外, 还鉴定到两对片段复制基因, 它们分别是

CsHsp20-11和CsHsp20-26; CsHsp20-12和CsHsp20-27

(表2)。

为了进一步研究CsHsp20基因家族的系统发育机

制, 构建了 4个大麻同源比较图谱, 其中包括两个单子

叶植物 (水稻和玉米) 和两个双子叶植物 (拟南芥和葡

萄) (图 5)。分别有 6个、3个、12个和 2个CsHsp20s基

因与拟南芥、水稻、葡萄和玉米之间存在共线性关系。

和这 4个物种 (拟南芥、水稻、葡萄和玉米) 之间的同源

对分别有 8对、3对、12对和 3对。在大麻和拟南芥之

间, CsHsp20-3和CsHsp20-10都有两个共线性基因对,

在大麻和玉米之间 , CsHsp20-10 有两个共线性基因

对 , 推测 CsHsp20-3 和 CsHsp20-10 可能在 Hsp20 基因

家族进化过程中有着重要的作用。

5 CsHsp20基因启动子区调控元件分析

基因启动子区的顺式作用元件往往能够反映出基

因的功能。结果发现在这些CsHsp20基因的启动子上

存在大量的与激素相关的元件, 然而, 在CsHsp20-22和

CsHsp20-32两个基因上没有鉴定到筛选的这 8个特定

Table 2 Segmentally and tandemly duplicated CsHsp20 gene pairs

Gene name
CsHsp20-11
CsHsp20-12
CsHsp20-13
CsHsp20-14
CsHsp20-16
CsHsp20-21

Gene ID
XP_030504472.1
XP_030505988.1
XP_030503425.1
XP_030503294.1
XP_030506109.1
XP_030496271.1

Gene name
CsHsp20-26
CsHsp20-27
CsHsp20-14
CsHsp20-15
CsHsp20-17
CsHsp20-22

Gene ID
XP_030479775.1
XP_030478987.1
XP_030503294.1
XP_030503293.1
XP_030506322.1
XP_030496178.1

Duplication type
Segmental duplication
Segmental duplication
Tandem duplication
Tandem duplication
Tandem duplication
Tandem duplication

Figure 1 Phylogenetic tree of Hsp20 proteins from Cannabis sativa and other plants including Arabidopsis, rice and soybean was

constructed using MEGA7.0 based on the NJ method; bootstrap was 1 000 replicates
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的顺式作用元件 (图6)。其中在7个CsHsp20基因中鉴

定到了脱落酸响应元件 (ABRE); 在 5个CsHsp20基因

中鉴定到了生长素响应元件 (TGA); 在5个CsHsp20基

因中鉴定到了茉莉酸甲酯响应元件 (MeJA-responsive);

在 4 个 CsHsp20 基因中鉴定到了水杨酸响应元件

(TCA); 在 1个CsHsp20基因中鉴定到了赤霉素响应元

件 (gibberellin-responsive)。表明在大麻的生长发育过

程中, Hsp20基因广泛参与激素代谢过程和信号转导

过程。此外, 在这些CsHsp20基因中还鉴定到一些与

胁迫相关的元件 (图 6), 包括低温响应元件 (LTR)、抗

性与胁迫相应元件 (TC-rich repeats) 和参与干旱胁迫

诱导的MYB结合位点元件 (MBS), 表明CsHsp20基因

不仅参与大麻的生长发育, 而且还能响应生物与非生

物胁迫。

6 CsHsp20基因互作网络分析

为了更好地了解CsHsp20基因家族参与的生物学

功能和调控网络, 采用基于同源分析方法预测了它们

之间的蛋白-蛋白相互作用 (protein-protein interaction,

PPI) (图 7)。发现了 5 个与拟南芥同源的 CsHsp20 蛋

白和 10个对应的互作蛋白。大部分与 CsHsp20 相互

作用的蛋白是 Hsp 超家族成员。例如 Hsp20、Hsp70、

Hsp90和 Hsp100。此外, 也发现了与 CsHsp20蛋白相

互作用的转录因子 , 如 HSFA2 和 Hop3, 这些互作蛋

白可能在调控大麻 Hsp20 蛋白的功能上有着重要的

作用。

7 CsHsp20基因家族成员表达模式分析

为了研究CsHsp20基因的表达模式, 基于大麻的

不同组织和不同生长时期的转录组数据绘制了热图 (图

8)。结果表明在大麻的不同组织器官中, CsHsp20 基

因表达水平不同 (图8A)。另外发现绝大部分 CsHsp20

基因高表达的部位是种子 , 例如 , CsHsp20-10、CsH‐

sp20-16、CsHsp20-29, 说明这些基因的表达与种子有

关。此外, 还发现不同的发育时期中CsHsp20基因的

表达存在差异 (图 8B)。在 S1～S5时期, 分别有 5、7、

5、13 和 19 个 CsHsp20 基因高表达。从 S1 到 S5 时期,

种子逐渐发育成熟, 表达的CsHsp20基因的数量在增

加。表明CsHsp20基因参与了大麻种子发育。

8 CsHsp20基因家族成员蛋白3D结构分析

基于同源建模法来预测CsHsp20基因家族的蛋白

3D结构。28个CsHsp20蛋白序列与模板蛋白序列的

一致度超过了 30%, 35个CsHsp20蛋白序列与模板蛋

白序列的平均一致度为 51.98%, 表明预测结果是可靠

Figure 2 Phylogenetic relationship, gene structure (A) and conserved motifs (B) of Hsp20 genes in Cannabis sativa. The yellow boxes and

the black lines represent the exons and introns respectively. The conserved motifs analysis of the Hsp20 gene based on their phylogenetic

relationship were identified using MEME software. Different color boxes represented the different types of motifs
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Figure 3 Ten conserved motifs of the CsHsp20 proteins

Figure 4 Chromosomal locations of CsHsp20 genes on Cannabis sativa chromosomes
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的。这些 CsHsp20 蛋白的 3D 结构描述都是 sHsp

(Hsp20) 或ACD结构域。进一步说明之前所鉴定的结

果是可信的。除了 8 个无法归类的 CsHsp20 蛋白外 ,

其他的CsHsp20蛋白可以依据系统发育树来分类, 同

一亚家族成员的3D结构相似 (图9)。

讨论

本研究鉴定到了 35个CsHsp20基因, 并通过生物

信息学手段对其进行系统性研究, 解析了CsHsp20基

因家族成员的理化性质、结构特点及潜在功能。转录

组数据表明在大麻的不同组织器官及不同发育时期

中, CsHsp20基因家族成员的表达水平均有差异, 它们

主要在火麻仁及其成熟期高表达, 表明CsHsp20基因

家族成员能调控火麻仁的生长发育。

35 个 CsHsp20 基因被分成 10 个亚家族 (CI、CII、

CIII、CIV、CV、MI、MII、ER、P 和 Po)。而拟南芥的

Hsp20 基因家族成员可分为 12 个亚家族 (CI-CVII、

MI、MII、ER、P和 Po)[17]。研究发现辣椒中Hsp20缺乏

CIV、CV和CVIII亚家族[20], 水稻Hsp20家族缺乏CIV

和CVII亚家族[35]。由此可见, 在植物中Hsp20亚家族

存在基因缺失事件, CsHsp20亚家族的缺失可能是由

于该家族成员在进化过程中被丢失。

基因结构分析表明 97.14% 的 CsHsp20 基因没有

内含子或只有一个较短的内含子, 植物倾向于保留那

些没有内含子或含有短内含子的基因[35]。CI、CII 和

ER 亚家族的 CsHsp20 基因均无内含子 , CIII、CIV、

CV、MI、MII、P和 Po亚家族成员只有一个内含子。这

与之前的辣椒[20]和番茄[21]的报告基本一致。内含子的

数量与基序排列进一步证实了CsHsp20基因分类的可

靠性。研究表明含有较少或没有内含子的基因在植物

中具有更高的表达水平[36,37], 为了及时响应各种胁迫,

基因必须被快速激活, 而含有较少或没有内含子结构

的基因可以被快速激活[38]。Hsp20基因能响应多种胁

迫, 尤其是在热胁迫下高表达[7], 更进一步说明本研究

Figure 5 Synteny analysis of Hsp20 genes between Cannabis sativa and four representative plant species. Gray lines in the background

indicate the collinear blocks within Cannabis sativa and other plant genomes, while the red lines highlight the syntenic Hsp20 gene pairs.

The specie names with the prefixes 'C. sativa', 'A. thaliana', 'V. vinifera', 'O. sativa' and 'Z. mays' indicate Cannabis sativa, Arabidopsis

thaliana, Vitis vinifera, Oryza sativa, and Zea mays, respectively
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是可靠的。

基因的复制事件影响基因家族的扩张和基因组的

进化机制[39], 其中串联复制和片段复制是主要的复制

模式[40]。在本次研究中, 35个CsHsp20基因不均匀地

分布在 9条大麻染色体上, 大麻基因组大小约是拟南

芥的 6.5 倍, 但是 CsHsp20 基因的数量 (35 个) 是拟南

芥 (19个) 的1.8倍, 这种差异可能是由于两个物种的全

基因组中基因复制事件导致的, 这与马铃薯中 Hsp20

基因的研究相似[7]。在大麻中有 12个Hsp20基因存在

复制事件, 包括 2对片段复制和 4组串联复制, 说明在

CsHsp20基因家族的扩张和进化中, 串联复制和片段

复制起着重要作用。物种间共线性分析结果显示, 一

些同源基因对只出现在大麻和双子叶植物 (拟南芥和

葡萄) 之间, 而在大麻和单子叶植物 (水稻和玉米) 之

间不存在 , 如 CsHsp20-3、CsHsp20-33、CsHsp20-34 与

其他 4个物种间的同源对只出现在拟南芥和葡萄中。

这些结果说明在单子叶植物和双子叶植物开始分化形

成以后才出现这些同源基因对。

Hsp20 基因的表达模式已在许多物种中有过报

道 , 如水稻[18]、拟南芥[41]、辣椒[20]和番茄[21], 本研究首

Figure 6 Predicted cis-elements in CsHsp20 promoters

·· 1211



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(4): 1203 −1215

次在大麻中对CsHsp20基因的表达模式进行研究。植

物的Hsp20基因没有统一的基因表达模式[7]。基于转

录组数据, 发现CsHsp20基因的表达在大麻的不同组

织器官及不同发育时期中存在差异 , 其中绝大多数

CsHsp20 基因在火麻仁中有较高的表达 , 少数基因

在其他的组织器官中高表达。随着火麻仁的逐渐成

熟 , 越来越多的 Hsp20 基因在火麻仁中高表达 , 说明

CsHsp20基因参与了火麻仁的发育过程。基因启动子

区的顺式作用元件在调控基因表达过程中起着重要作

用。在CsHsp20基因的启动子上, 鉴定到了大量与激

Figure 8 Expression profiles of CsHsp20 genes in different tissues including root, stem, leaves, female flower (FF), male flower (MF) and

seed (A). Expression profiles of CsHsp20 genes in different stages, S1: Phase I; S2: Phase II; S3: Phase III; S4: Phase IV; S4: Phase V (B)

Figure 7 Predicted protein-protein interaction networks of CsHsp20 proteins with other proteins in Cannabis sativa using STRING tool.

The blue rectangle represent CsHsp20 proteins, and the circles on the inside represent proteins that interact with CsHsp20. Different colors

including red, orange, green, pink, purple, and cyan represent HSFA2 transcription factor, Hsp20 family proteins, Hsp70 family proteins,

Hsp90 family proteins, Hsp100 family proteins and Hop3 protein respectively
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素响应和胁迫响应相关的作用元件, 说明CsHsp20基

因家族成员参与了逆境胁迫响应。在CsHsp20基因的

启动子区没有鉴定到与高温胁迫相关的顺式作用元

件, 具体原因有待深入研究。激素能调节植物的生长

和发育, 当植物受到环境胁迫时, 胁迫响应元件就会起

作用来调节植物以应对周围的环境胁迫[24]。前人对于

植物Hsp20基因的研究主要体现在其对逆境胁迫的响

应上, 尤其是热胁迫响应, 如马铃薯[7]和小麦[42]等。本

研究通过顺式作用元件分析预测了CsHsp20基因的潜

在功能, 发现CsHsp20基因不仅能响应一些逆境胁迫,

如温度、干旱等, 而且可能会参与大麻生长发育, 转录

组数据在一定程度上证明了该预测的可靠性。

Hsp超家族成员可以相互作用来调节植物的生长、

发育和响应多种胁迫[9]。本研究中大部分与CsHsp20

蛋白相互作用的是Hsp超家族成员, 这与茶树中的研

究结果一致[9]。在CsHsp20蛋白互作网络分析中, 发现

了蛋白Hop3。研究表明Hop能够连接Hsp70和Hsp90

蛋白来调控拟南芥响应胁迫[42]。因此, Hop3可能作为

一个分子伴侣连接 CsHsp20 和其他的 Hsp 超家族成

员来调控大麻响应各种胁迫。此外, 研究已证实HSF

转录因子能调控Hsp基因的表达, 参与植物的发育和

响应非生物胁迫[43,44]。本研究发现5个CsHsp20蛋白与

HSFA2转录因子之间存在互作关系, 这表明CsHsp的

表达可能也受转录因子 HSFA2的调控。上述结果表

明以 Hop和 HSF为主的大麻 Hsp互作网络普遍存在,

且在大麻生长发育和胁迫响应中发挥重要作用。

本研究基于中药火麻仁基原植物大麻的基因组和

转录组数据来鉴定CsHsp20基因家族成员, 并利用生

物信息学手段对其进行系统性研究, 解析了 CsHsp20

基因家族成员的理化性质、结构特点、系统发育关系及

潜在功能, 并通过转录组数据分析了CsHsp20基因家

族成员的表达模式, 推测部分CsHsp20基因在调控火

麻仁的生长发育中发挥着重要的作用。由于目前实验

条件限制, 这些CsHsp20基因的生物学功能尚未得到

Figure 9 The 3D structure modeling of CsHsp20 proteins
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验证。本研究为CsHsp20基因家族功能研究和优质火

麻仁基原植物的定向培育奠定了基础。
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