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摘要： 目的　 鉴定三七 ＳＢＰ （ＰｎＳＢＰ） 家族， 并分析其蛋白序列特征、 功能特性及表达模式。 方法　 采用生物信息学

方法， 从三七基因组文件中鉴定出具有完整开放阅读框的 ＰｎＳＢＰ 基因， 对其蛋白理化性质、 亚细胞定位、 保守基序

（ｍｏｔｉｆ）、 启动子顺式元件、 蛋白互作网络、 表达模式进行分析。 结果　 共鉴定出 ３３ 个 ＰｎＳＢＰ 基因， 均具有 ＳＢＰ⁃ｂｏｘ
结构域， 系统进化树将拟南芥、 水稻、 三七的 ＳＢＰ 基因共分为 ８ 个亚家族， ＰｎＳＢＰ 启动子有许多激素响应元件及

ＭＹＢ 转录因子结合位点， 表达分析发现摘蕾会引起 ６ 个 ＰｎＳＢＰ 基因在芦头与主根中的表达升高， 推测 ＰｎＳＢＰ 家族可

能参与调控三七皂苷的生物合成。 结论　 本研究对 ＰｎＳＢＰ 转录因子家族进行全基因组鉴定， 初步筛选了在摘蕾后在

主根与芦头表达升高的， 转录调控皂苷生物合成过程的 ＰｎＳＢＰ 基因。
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　 　 转录因子通常指由核基因编码的一类蛋白质， 其可与

目的基因启动子部位的元件产生特异性结合， 进而调节目

的基因表达［１］ 。 转录因子在生物的生长发育、 激素信号转

导、 次生代谢产物合成和逆境胁迫应答中发挥着调控作用。
鳞状芽孢子启动子结合蛋白 （ＳＱＵＡＭＯＳＡ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ， ＳＢＰ） 基因家族首次发现于金鱼草［２］ ， 又称为 ＳＰＬ
转录因 子， 属 于 植 物 特 有 的 转 录 因 子， 能 特 异 识 别

ＳＱＵＡＭＯＳＡ （ＳＱ⁃ＵＡ） 启动子。 该基因家族通常含有 ７６ 个

氨基酸残基的高度保守 ＤＮＡ 结构域， 包含 ３ 个特征性结

构、 ２ 个锌指结构、 １ 个核定位信号结构［３］ 。
在金鱼草中， ＳＢＰ 蛋白在花发育早期调节 ＭＡＤＳ⁃ｂｏｘ 基

因的功能［４］ 。 近年来， ＳＢＰ 基因家族在各种物种中被广泛

鉴定和报道， 如拟南芥［５］ 、 水稻［６］ 、 小麦［７］ 、 黄瓜［８］ 、 杜

仲［９］ 、 人参［３］等。 ＳＢＰ 基因家族在植物生长发育、 逆境胁

迫信号转导中发挥着重要作用， 在拟南芥中 ＡｔＳＰＬ１０、
ＡｔＳＰＬ１１、 ＡｔＳＰＬ１２ 控制侧向器官发育［１０］ ， ＡｔＳＰＬ８ 影响花药

和胚珠内的微孢子发生和巨孢子发生， 并影响拟南芥中赤

霉素介导的发育过程［１０⁃１１］ 。 在水稻中， ＯｓＳＰＬ１２ 与 ＯｓＧＷ５
协同决定水稻种子粒形［１２］ ， ＯｓｍｉＲ１５６ 调节的 ＯｓＳＰＬ３ 和

ＯｓＳＰＬ１２ 通过 ＯｓｍｉＲ１５６⁃ＯｓＳＰＬ３ ／ ＯｓＳＰＬ１２ 模块下游转录因

子 ＯｓＭＡＤＳ５０ 的活性来抑制水稻冠根系发育［１３］ 。 杜仲中

ＥｕＳＢＰ⁃ｂｏｘ０８ 和 ＥｕＳＢＰ⁃ｂｏｘ０９ 基因参与了低温及干旱等非生

物胁迫时的响应［９］ 。
三七 Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ （Ｂｕｒｋ．） Ｆ． Ｈ． Ｃｈｅｎ 为五加科

人参属多年生植物， 具有化瘀止血、 活血定痛的功效， 是

复方丹参滴丸、 复方血栓通、 云南白药等的主要成分。 三

七的药用成分为达玛烷型四环三萜型皂苷， 包括人参皂苷

Ｒｇ１、 Ｒｅ、 Ｒｂ１、 Ｒｄ， 三七皂苷 Ｒ１ 等七十余种单体皂

苷［１４］ 。 本研究基于已有的三七全基因组数据及课题组摘蕾

与留籽三七的转录组学数据， 采用生物信息学鉴定三七

ＰｎＳＢＰ 基因家族成员， 并进行基本理化性质、 保守结构域、
保守基序、 启动子顺式作用元件、 蛋白互作网络分析， 系

统进化树构建， 及表达谱分析， 以期为深入研究 ＰｎＳＢＰ 基

因家族在三七的生长发育、 激素信号转导、 代谢产物生产

方面的作用机制提供基础。
１　 方法

１􀆰 １　 三七 ＳＢＰ 基因序列的获得与鉴定　 本研究基于课题组

转录组测序数据 （ＮＣＢＩ 登录号 ＰＲＪＮＡ７５８４３３） 及三七全基

因组数据［１５］ （ＮＣＢＩ 登录号 ＰＲＪＮＡ６５８４１９）， 以人参 ＳＢＰ
ＣＤｓ 为查询序列， 通过本地 ｂｌａｓｔ 进行同源搜索， 在 Ｐｆａｍ 网

站 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｆａｍ． ｘｆａｍ． ｏｒｇ ／ ） 下载 ＳＢＰ 结构域的隐马可夫

模型 （ＰＦ０３１１０）， 通过 ｈｍｍｓｅａｒｃｈ 软件筛选出具有 ＳＢＰ⁃ｂｏｘ
结构域的基因， 并且通过 ＮＣＢＩ⁃ＣＤＤ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｂｗｒｐｓｂ ／ ｂｗｒｐｓｂ． ｃｇｉ ）、 ＳＭＡＲＴ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ． ｄｅ ／ ） 网站对得到的序列进行鉴定。
１􀆰 ２　 三七 ＳＢＰ 蛋白序列理化性质分析及亚细胞定位预

测　 三七 ＳＢＰ 蛋白理化性质基本参数通过 Ｅｘｐａｓｙ 网站

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ） 进行在线

计算， 亚细胞定位 由 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ．
ｈｇｃ． ｊｐ ／ ） 进行预测。
１􀆰 ３　 三七 ＳＢＰ 蛋白保守结构域及系统发育分析 　 将三七

ＳＢＰ 蛋白序列通过 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 进行多序列比对分析， 结果通
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过 Ｊａｌｖｉｅｗ 软件进行可视化。 从 ＴＡＩＲ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ． ｏｒｇ ／ ） 与 ＲＡＰ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｒａｐｄｂ．
ｄｎａ． ａｆｆｒｃ． ｇｏ． ｊｐ ／ ） 下载得到拟南芥与水稻的 ＳＢＰ 家族蛋

白序列， 通过 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 软件中 ＭＵＳＣＬＥ 进行多序列比对，
将比对结果通过 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 法 （Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｍｅｔｈｏｄ 设置

为 １ ０００， ｐ⁃ｄｉｓｔａｎｃｅ 模型） 构建系统进化树， 通过在线工

具 ｉＴＯＬ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｉｔｏｌ． ｅｍｂｌ． ｄｅ ／ ） 对进化树进行美化。
１􀆰 ４　 三七 ＳＢＰ 基因家族保守基序及保守位点分析 　 采用

ＭＥＭＥ 软件 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｍｅ⁃ｓｕｉｔｅ． ｏｒｇ ／ ｍｅｍｅ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｍｅｍｅ ／ ）
分析三七 ＳＢＰ 基因家族的保守基序， 将 Ｍｏｔｉｆ 数目设置为

１０， 其余参数为默认， 将此结果与 ＮＣＢＩ⁃ＣＤＤ 网站的分析

结果一同通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行可视化。
１􀆰 ５　 三七 ＳＢＰ 基因家族启动子区顺式作用元件分析 　 采

用 ＴＢｔｏｏｌｓ 从三七基因组文件中提取 ＳＢＰ 基因正向 １ ５００ ｂｐ
片段作为三七 ＳＢＰ 基因的启动子序列， 提交至 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ． ｂｅ ／ ｗｅｂｔｏｏｌｓ ／ ｐｌａｎｔｃａｒｅ ／
ｈｔｍｌ ／ ） 预测顺式作用元件， 并用 ＴＢｔｏｏｌｓ 对其结果进行可

视化。
１􀆰 ６　 三七 ＳＢＰ 基因家族蛋白互作网络预测 　 将三七 ＳＢＰ
蛋白采用 Ｓｔｒｉｎｇ 数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 对蛋白之

间的互作网络进行预测， 参考物种选择拟南芥， 同时 Ｓｔｒｉｎｇ
数据库可以对相关蛋白的功能进行 ＧＯ 注释。
１􀆰 ７　 三七 ＳＢＰ 基因家族表达分析　 ２０１９ 年 ８ 月从云南省

文山州的三七种植基地 （２３°３０′２２􀆰 ６３″ Ｎ， １０４°０２′４５􀆰 ９２″
Ｅ， 海拔 １ ４００ ｍ） 采集活力与生长水平相近的 ３ 年生三七

３０ 株， 将其分为 ２ 组， 每组 １５ 株。 一组在花期进行摘蕾处

理 （Ａ 组）， 另一组留籽 （Ｂ 组） 作为对照， １０ 月收集每

株三七的叶子 （Ｌ）、 主根 （Ｒ）、 芦头 （ Ｊ）， 进行转录组

学分析， 转录组测序、 数据的拼接与分析由嘉兴迈维代谢

生物科技有限公司完成 （完整的数据分析及结果已发

表［１６］）。 选出 ＰｎＳＢＰ 家族的转录本定量数据， 对 ＦＰＫＭ 值

进行 ｌｏｇ２ 转化， 通过上海美吉生物医药科技有限公司生信

云分析平台 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｌｏｕｄ． ｍａｊｏｒｂｉｏ． ｃｏｍ ／ ｐａｇｅ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ） 绘

制聚类热图。
２　 结果

２􀆰 １　 三七 ＳＢＰ 基因的鉴定及其编码蛋白的理化性质　 从三

七中鉴定出 ３３ 个 ＰｎＳＢＰ 基因， 将其命名为 ＰｎＳＢＰ１ ～
ＰｎＳＢＰ３３， 基本理化性质见表 １。 Ｅｘｐａｓｙ 网站的预测结果表

明， ＰｎＳＢＰ 基因家族编码的蛋白氨基酸数量在 １ ０８８
（ＰｎＳＢＰ６） ～ １３３ ａａ （ＰｎＳＢＰ１２） 之间； 蛋白分子量在 １２３
６８７􀆰 ０２ （ＰｎＳＢＰ１２） ～１５２ １４􀆰 ０９ ｋＤａ （ＰｎＳＢＰ２６） 之间； 理

论等电点在 １０􀆰 ０５ （ＰｎＳＢＰ１１） ～ ６􀆰 ５７ （ＰｎＳＢＰ２２） 之间；
稳定性方面， ３３ 个 ＰｎＳＢＰ 蛋白的稳定系数都大于 ４０， 为不

稳定蛋白； 从脂溶性指数看， ＰｎＳＢＰ 家族的蛋白脂溶性系

数都大于 ４０， 均为脂溶性蛋白； 亲水性方面， ＰｎＳＢＰ３３、
ＰｎＳＢＰ１３ 为亲水性蛋白， 其余为疏水性蛋白。 亚细胞定位

的预测结果来看， ＰｎＳＢＰ 家族中， ＰｎＳＢＰ４ 定位在内质网、
ＰｎＳＢＰ２４ 定位在叶绿体， ＰｎＳＢＰ３３、 ＰｎＳＢＰ１３、 ＰｎＳＢＰ２９、
ＰｎＳＢＰ１２、 ＰｎＳＢＰ６ 定位在质膜上， 其余都定位在细胞

核上。
表 １　 三七 ＰｎＳＢＰ 蛋白的理化性质与亚细胞定位

基因 蛋白长度 ／ ｂｐ 分子量 ／ ｋＤａ 理论等电点 脂溶性指数 不稳定系数 平均疏水系数 亚细胞定位
ＰｎＳＢＰ１ １３３ １５ ２１４􀆰 ０９ ９􀆰 ２４ ４３􀆰 ３８ ７９􀆰 ４４ －１􀆰 ２５３ 细胞核
ＰｎＳＢＰ２ ４３０ ４８ ２０１􀆰 ７１ ９􀆰 １０ ６７􀆰 ５８ ５１􀆰 ６７ －０􀆰 ５２５ 细胞核
ＰｎＳＢＰ３ ３１１ ３４ ７２７􀆰 ９８ ８􀆰 ８２ ５０􀆰 ５１ ６３􀆰 ５６ －０􀆰 ９３０ 细胞核
ＰｎＳＢＰ４ ４２１ ４６ １０９􀆰 ３３ ７􀆰 ４０ ６５􀆰 ６８ ４６􀆰 ９０ －０􀆰 ５０８ 内质网
ＰｎＳＢＰ５ ２９３ ３２ ９４９􀆰 ０４ ８􀆰 ９８ ６６􀆰 ５９ ５３􀆰 ７２ －０􀆰 ６１３ 细胞核
ＰｎＳＢＰ６ １ ０８８ １１９ ８２２􀆰 ５３ ８􀆰 ４５ ８１􀆰 ９９ ５５􀆰 ０６ －０􀆰 ３６８ 质膜
ＰｎＳＢＰ７ ４８８ ５３ ８３５􀆰 ００ ８􀆰 ７７ ６８􀆰 １１ ４７􀆰 ４５ －０􀆰 ５９２ 细胞核
ＰｎＳＢＰ８ １ ０１０ １１２ ８００􀆰 ２０ ８􀆰 ８７ ７５􀆰 ６５ ５８􀆰 ７３ －０􀆰 ４３２ 细胞核
ＰｎＳＢＰ９ ７７４ ８７ ７２４􀆰 ５１ ７􀆰 ７７ ６９􀆰 ６３ ５４􀆰 ５４ －０􀆰 ２３３ 细胞核
ＰｎＳＢＰ１０ １８６ ２１ ３３３􀆰 ３２ ９􀆰 ８６ ６１􀆰 ８３ ７１􀆰 １８ －０􀆰 ８２９ 细胞核
ＰｎＳＢＰ１１ ３１８ ３５ ９０５􀆰 ６２ １０􀆰 ０５ ７７􀆰 ５８ ４３􀆰 ４７ －０􀆰 ４００ 细胞核
ＰｎＳＢＰ１２ １０８２ １２３ ６８７􀆰 ０２ ９􀆰 ４１ ９２􀆰 ３６ ５４􀆰 ０３ －０􀆰 ０９０ 质膜
ＰｎＳＢＰ１３ ７０２ ８０ ８０５􀆰 ０５ ９􀆰 ７２ １０４􀆰 ２５ ４８􀆰 ３６ ０􀆰 ２０３ 质膜
ＰｎＳＢＰ１４ ９９１ １１０ １２２􀆰 ３０ ７􀆰 ９８ ８５􀆰 ０７ ４９􀆰 １５ －０􀆰 ３２８ 细胞核
ＰｎＳＢＰ１５ ４６８ ５１ ０４２􀆰 ８４ ８􀆰 ４２ ５８􀆰 ５９ ５２􀆰 ５６ －０􀆰 ５８１ 细胞核
ＰｎＳＢＰ１６ ３８７ ４２ ６００􀆰 ５７ ７􀆰 ６７ ６４􀆰 ２４ ５０􀆰 ４２ －０􀆰 ６１９ 细胞核
ＰｎＳＢＰ１７ ２１５ ２４ １４６􀆰 ８４ ９􀆰 ８０ ５７􀆰 １６ ７４􀆰 ５１ －０􀆰 ８３１ 细胞核
ＰｎＳＢＰ１８ １４１ １６ １４３􀆰 ０８ ９􀆰 ０１ ４２􀆰 ９１ ７９􀆰 ４７ －１􀆰 １６４ 细胞核
ＰｎＳＢＰ１９ ３０８ ３４ ０４２􀆰 ８４ ９􀆰 ０３ ５８􀆰 ２５ ６１􀆰 ３５ －０􀆰 ７３８ 细胞核
ＰｎＳＢＰ２０ １８７ ２１ ０３２􀆰 ５５ ９􀆰 １７ ５６􀆰 ７９ ５９􀆰 ０３ －０􀆰 ８７４ 细胞核
ＰｎＳＢＰ２１ １８２ ２０ ４０４􀆰 ７６ ８􀆰 ８７ ４５􀆰 ６６ ６１􀆰 ３４ －１􀆰 ０５１ 细胞核
ＰｎＳＢＰ２２ ７５２ ８４ １６５􀆰 ９５ ６􀆰 ５７ ８２􀆰 ５５ ５２􀆰 ３５ －０􀆰 ３１８ 细胞核
ＰｎＳＢＰ２３ ３８３ ４２ ０７９􀆰 ００ ７􀆰 ６３ ６５􀆰 ６９ ５２􀆰 ５２ －０􀆰 ５９０ 细胞核
ＰｎＳＢＰ２４ ２６７ ３０ ２８３􀆰 １８ ８􀆰 ８５ ６３􀆰 ４８ ４４􀆰 ７６ －０􀆰 ７７９ 叶绿体
ＰｎＳＢＰ２５ ３８３ ４０ ９８９􀆰 １１ ８􀆰 ８８ ４６􀆰 ３４ ６１􀆰 ６８ －０􀆰 ７５４ 细胞核
ＰｎＳＢＰ２６ １３３ １５ ２１４􀆰 ０９ ９􀆰 ２４ ４３􀆰 ３８ ７９􀆰 ４４ －１􀆰 ２５３ 细胞核
ＰｎＳＢＰ２７ ２９４ ３２ ８８０􀆰 １２ ８􀆰 ８０ ６７􀆰 ０４ ５６􀆰 ３１ －０􀆰 ５８４ 细胞核
ＰｎＳＢＰ２８ １９５ ２１ ５８５􀆰 １２ ９􀆰 ４４ ６２􀆰 ５１ ６９􀆰 ２７ －０􀆰 ５７９ 细胞核
ＰｎＳＢＰ２９ ７９７ ９１ １１６􀆰 ４５ ９􀆰 ２０ ９２􀆰 ７０ ５９􀆰 ０５ －０􀆰 ０８７ 质膜
ＰｎＳＢＰ３０ １９８ ２１ ５８２􀆰 ８７ ８􀆰 ５６ ４５􀆰 ８６ ５９􀆰 ４３ －１􀆰 ０７５ 细胞核
ＰｎＳＢＰ３１ ５３３ ５８ ７９７􀆰 ３６ ８􀆰 ４５ ６６􀆰 ０２ ４６􀆰 ９３ －０􀆰 ５９７ 细胞核
ＰｎＳＢＰ３２ １ ００３ １１２ ９０３􀆰 ８２ ９􀆰 ３２ ８７􀆰 ２４ ５０􀆰 ２１ －０􀆰 ２８０ 细胞核
ＰｎＳＢＰ３３ ２９４ ３２ ０２５􀆰 ８６ ９􀆰 ４９ １１１􀆰 ４６ ４５􀆰 ３２ ０􀆰 ３３２ 质膜

４７０２

２０２３ 年 ６ 月

第 ４５ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２３

Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． ６



２􀆰 ２　 三七 ＳＢＰ 蛋白保守结构域及系统发育分析 　 通过对

３３ 个 ＰｎＳＢＰ 蛋白的保守结构域进行对比分析， 结果见图 １，
大部分 ＰｎＳＢＰ 蛋白都具有较完整且保守的 ＳＢＰ 结构域， 该

结构域包括 ２ 个锌指结构 （Ｃ３Ｈ 和 Ｃ２ＨＣ） 和 １ 个核定位信

号 （ＮＬＳ）， 大部分 ＰｎＳＢＰ 成员 Ｎ 端的锌指结构为 Ｃｙｓ⁃Ｃｙｓ⁃
Ｃｙｓ⁃Ｈｉｓ （ Ｃ３Ｈ ） 型， 而 ＰｎＳＢＰ９、 ＰｎＳＢＰ２３、 ＰｎＳＢＰ１３、

ＰｎＳＢＰ２９ 的锌指结构为 Ｃｙｓ⁃Ｃｙｓ⁃Ｃｙｓ⁃Ｃｙｓ （Ｃ４） 型； Ｃ 端的

锌指 结 构 为 Ｃｙｓ⁃Ｃｙｓ⁃Ｈｉｓ⁃Ｃｙｓ （ Ｃ２ＨＣ） 型， 但 ＰｎＳＢＰ１０、
ＰｎＳＢＰ１１、 ＰｎＳＢＰ１２、 ＰｎＳＢＰ３、 ＰｎＳＢＰ３３ 的 Ｃ 端锌指结构有

缺失或突变； 核定位信号结构与 Ｃ 端的锌指结构有重合，
ＰｎＳＢＰ１０、 ＰｎＳＢＰ１１、 ＰｎＳＢＰ１２、 ＰｎＳＢＰ３３、 ＰｎＳＢＰ２、
ＰｎＳＢＰ２８、 ＰｎＳＢＰ２４ 的核定位信号末端有突变或缺失。

图 １　 三七 ＰｎＳＢＰ 基因的蛋白保守结构域

　 　 通过 ＭＥＭＥ 网站分析 ＰｎＳＢＰ 蛋白的 Ｍｏｔｉｆ 结果见图 ２ａ，
１０ 个 Ｍｏｔｉｆ 的序列见图 ２ｂ， 其中最保守的是 Ｍｏｔｉｆ３、 Ｍｏｔｉｆ１、
Ｍｏｔｉｆ２， 分别为 Ｃ２ＨＣ 锌指结构域、 核定位信号 ＮＬＳ、 Ｃ３Ｈ
锌指结构域， 这 ３ 个 Ｍｏｔｉｆ 共同构成 ＳＢＰ⁃ｂｏｘ 保守结构域。
同时， 进化树每个分支上的 Ｍｏｔｉｆ 位置与组成都较为相似。
ＮＣＢＩ⁃ＣＤＤ 网站提取的三七 ＰｎＳＢＰ 蛋白的保守位点结果用

ＴＢｔｏｏｌｓ 进行可视化见图 ２ｃ， 每个 ＰｎＳＢＰ 蛋白都只有 １ 个

ＳＢＰ⁃ｂｏｘ， 表明得到的 ３３ 个 ＰｎＳＢＰ 蛋白都具有较高的保

守性。
为了解 ＰｎＳＢＰ 家族各成员的进化关系， 通过 ＭＥＧＡ 软

件 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 法对 １５ 个 ＡｔＳＢＰ 基因、 １９ 个 ＯｓＳＢＰ 基

因、 ３３ 个 ＰｎＳＢＰ 基因的氨基酸序列构建系统发育进化树，
并进行聚类分析见图 ３。 以上 ＳＢＰ 蛋白共被聚类为 ８ 个亚家

族， 进化树中相距较近的蛋白功能往往是相似的， 可据此

预测 ＰｎＳＢＰ 蛋白的功能。 ＰｎＳＢＰ 家族的 ３３ 个成员中， 在

Ⅰ～Ⅷ亚家族中分别占有 ３、 ５、 ７、 ４、 ２、 ３、 ３、 ６ 个。
２􀆰 ３　 三七 ＳＢＰ 基因家族启动子区顺式作用元件分析　 获取

三七 ＳＢＰ ３３ 个基因起始密码子正向 １ ５００ ｂｐ 的序列， 经在

线工具 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 分析的结果用 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行可视化见图 ４，
结果表明， 除了 ＰｎＳＢＰ１６、 ＰｎＳＢＰ３３ 外， 其余的 ＰｎＳＢＰ 启

动子均具有光响应元件； 其中 １２ 个基因启动子具有生长素

响应元件， ２１ 个基因的启动子含有茉莉酸甲酯响应元件，
１７ 个基因启动子含有脱落酸响应元件， １９ 个基因启动子具

有赤霉素响应元件， ２３ 个基因启动子具有水杨酸响应元件；
３０ 个基因启动子含有厌氧响应元件， １４ 个基因启动子具有

防御与压力的响应元件， １２ 个基因启动子具有低温响应元

件， ４ 个基因启动子具有受伤响应元件； ５ 个基因启动子具

有昼夜节律控制响应元件； ２１ 个基因启动子具有 ＭＹＢ 结合

位点。 这些顺式作用元件在 ＰｎＳＢＰ 基因家族参与调控三七

的生长发育过程及抗逆、 响应胁迫的过程中发挥着重要

作用。
２􀆰 ４　 三七 ＳＢＰ 家族蛋白的互作网络分析　 Ｓｔｒｉｎｇ 网站分析

得到的蛋白互作网络显示见图 ５， ＰｎＳＢＰ 家族有 ８ 个蛋白之

间存在互作关系， 存在 １５ 条互作关系， 分别为 ＰｎＳＢＰ１５⁃
ＰｎＳＢＰ３１、 ＰｎＳＢＰ３１⁃ＰｎＳＢＰ２７、 ＰｎＳＢＰ３１⁃ＰｎＳＢＰ２５、 ＰｎＳＢＰ３１⁃
ＰｎＳＢＰ１２、 ＰｎＳＢＰ２９⁃ＰｎＳＢＰ３１、 ＰｎＳＢＰ２３⁃ＰｎＳＢＰ２７、 ＰｎＳＢＰ２３⁃
ＰｎＳＢＰ２５、 ＰｎＳＢＰ２３⁃ＰｎＳＢＰ１２、 ＰｎＳＢＰ２７⁃ＰｎＳＢＰ２５、 ＰｎＳＢＰ２９⁃
ＰｎＳＢＰ２７、 ＰｎＳＢＰ２９⁃ＰｎＳＢＰ２５、 ＰｎＳＢＰ２９⁃ＰｎＳＢＰ１２、 ＰｎＳＢＰ２９⁃
ＰｎＳＢＰ２８、 ＰｎＳＢＰ３１⁃ＰｎＳＢＰ２３、 ＰｎＳＢＰ２５⁃ＰｎＳＢＰ１２， 其中线条

颜色越深， 互作强度越强， 颜色越浅， 互作强度越弱。
ＧＯ 富集分析结果， 可预测 ＰｎＳＢＰ 基因家族的蛋白功

能见图 ６。 在分子功能方面， ＰｎＳＢＰ 蛋白主要参与 ＤＮＡ 结

合转录因子活性、 金属离子结合、 基因结合等方面； 在细

胞组成方面， ＰｎＳＢＰ 蛋白参与宿主细胞核、 核、 细胞内膜

结合细胞器等部位的组成； 在生物过程方面， ＰｎＳＢＰ 蛋白

参与调节细胞过程、 转录调控， ＤＮＡ 模板化、 发芽系统发

育、 发育过程的调节、 花药发育等过程。
２􀆰 ５　 摘蕾对三七 ＳＢＰ 基因家族的表达影响　 ＳＢＰ 基因家族

在留籽三七不同部位的表达见图 ７。 由此可知， 同一基因在

不同部位的表达有差异， ＰｎＳＢＰ 基因在三七的 ３ 个部位中
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注： ａ 为保守基序分析结果， ｂ 为保守位点分析结果， ｃ 为保守基序的序列。

图 ２　 三七 ＰｎＳＢＰ 基因的保守基序与保守位点分析

图 ３　 三七、 拟南芥、 水稻 ＳＢＰ 蛋白的系统进化树

的表 达 依 次 为 芦 头 ＞ 主 根 ＞ 叶 片。 其 中， ＰｎＳＢＰ１２、
ＰｎＳＢＰ１９、 ＰｎＳＢＰ８、 ＰｎＳＢＰ６、 ＰｎＳＢＰ１４ 在各部位中的表达

都较高。 少数基因在叶中的表达高于芦头与根部， 如

ＰｎＳＢＰ６、 ＰｎＳＢＰ７、 ＰｎＳＢＰ３１。 对比摘蕾与留籽处理， 部分

ＰｎＳＢＰ 基因在摘蕾后， 其在主根与芦头中的表达升高， 如

ＰｎＳＢＰ５、 ＰｎＳＢＰ３２、 ＰｎＳＢＰ１５、 ＰｎＳＢＰ１８、 ＰｎＳＢＰ１、
ＰｎＳＢＰ２５。
３　 讨论

近年已有一些药用植物陆续完成全基因组测序， 如铁

图 ４　 三七 ＰｎＳＢＰ 基因启动子顺式作用元件分析

皮石斛［１７］ 、 甘草［１８］ 、 人参［１９］ 、 天麻［２０］ 、 红景天［２１］ 、 菊

花［２２］ ， 三七是在 ２０１７ 年首次完成全基因组测序［２３］ ， ２０２０
年高伟团队完成第一个染色体水平的三七基因组测序［１５］ ，
得到了 ２􀆰 ６６ ＧＢ 的三七参考基因组， 为三七的分子生物学

研究奠定基础。 本研究鉴定出 ３３ 个 ＰｎＳＢＰ 基因家族成员，
同科的人参［３］ ＳＢＰ 家族成员有 ３０ 个， 拟南芥［２４］ 有 １６ 个，
水稻［６］有 ２０ 个， 小麦［２５］５８ 个， 谷子［２６］２０ 个， ＳＢＰ 家族在

不同物种中的数目各异， 这可能与各物种发生的全基因组

复制事件不同有关。 ＰｎＳＢＰ 家族的 ３３ 个基因， 均含有较保

守的 ＳＢＰ⁃ｂｏｘ 结构域， 与其他物种一致。
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图 ５　 三七 ＰｎＳＢＰ 基因家族的蛋白互作网络

　 　 根据进化分析， 三七、 拟南芥和水稻的 ＳＢＰ 基因家族

被分为 ８ 个亚家族。 同一亚家族的基因亲缘关系较近， 基

因功能也较为相似。 Ⅰ亚家族中拟南芥 ＡｔＳＢＰ８ 参与调节孢

子发生、 萼片上的毛状体形成和雄蕊花丝伸长［１１］ ， 水稻

ＯｓＳＢＰ８ 控制叶舌和叶耳的发育［２７］ ， 该亚族可能主要调控

植物的营养生长， 推测 ＰｎＳＢＰ３、 ＰｎＳＢＰ１７、 ＰｎＳＢＰ２８ 主要

与三七叶片的生长发育有关； Ⅷ亚族中， 拟南芥 ＡｔＳＢＰ３、
ＡｔＳＢＰ４、 ＡｔＳＢＰ５ 参 与 花 的 发 育， 调 控 成 花 转 变［２８］ ，
ＯｓＳＢＰ１３ 调控水稻粒径大小， 从而影响水稻的产量［２９⁃３０］ ，
该亚家族可能主要调控植物生殖器官的生长发育， 推测

ＰｎＳＢＰ１、 ＰｎＳＢＰ１８、 ＰｎＳＢＰ２１、 ＰｎＳＢＰ２４、 ＰｎＳＢＰ２６、
　 　 　 　

注： ａ 为生物功能， ｂ 为分子功能， ｃ 为细胞组成。

图 ６　 三七 ＰｎＳＢＰ 基因家族的 ＧＯ 功能注释及富集分析

图 ７　 摘蕾对三七 ＰｎＳＢＰ 基因家族在不同部位的表达影响
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ＰｎＳＢＰ３０ 参与三七花、 果实、 种子的生长发育； Ⅵ亚家族

中 ＡｔＳＢＰ９ 和 ＡｔＳＢＰ１５ 促进拟南芥营养生长向生殖生长的转

变以及调控开花时间等方面［２４］ ， ＯｓＳＢＰ１７ 影响花序出现早

花的表型， 并使叶片增大， 数量减少［３１］ ， 此亚族成员调控

植物 器 官 的 形 成 与 发 育， 推 测 ＰｎＳＢＰ７、 ＰｎＳＢＰ２５、
ＰｎＳＢＰ３１ 参与调控三七叶、 花的形成及发育。

摘蕾是三七栽培过程中重要的农艺措施， 据课题组前

期研究， 摘蕾会升高 ＣＹＰ７１６Ａ４７、 ＣＹＰ７１６Ａ５３Ｖ２、 ＵＧＴＰｇ１
基因在芦头中的表达［１６］ ， 代谢组结果表明， 摘蕾会使三七

芦头中的原人参三醇、 人参皂苷 Ｋ 含量升高； 此外， 分析

ＰｎＳＢＰ 启 动 子 顺 式 作 用 元 件 发 现， ＰｎＳＢＰ１、 ＰｎＳＢＰ５、
ＰｎＳＢＰ２５、 ＰｎＳＢＰ３２ 的启动子上有 ＭＹＢ 结合位点， 研究表

明， 摘蕾会升高 ＰｎＭＹＢ 家族的表达， ＰｎＳＢＰ１、 ＰｎＳＢＰ５、
ＰｎＳＢＰ２５、 ＰｎＳＢＰ３２ 的表达升高可能与 ＰｎＭＹＢ 家族的表达

升高有关。 本研究初步推测， ＰｎＭＹＢ 与部分 ＰｎＳＢＰ 家族之

间有互作， 协同调控三七皂苷在芦头中的生物合成过程，
但此推论仍需后续试验进一步验证。 而 ＰｎＳＢＰ１５ 的启动子

有防御与胁迫响应元件， 摘蕾对于三七植株而言是个非生

物胁迫， 因此表达会升高。
４　 结论

综上所述， 本研究通过生物信息学手段对三七 ＰｎＳＢＰ
转录因子基因家族进行了初步探索。 验证了 ＳＢＰ⁃ｂｏｘ 结构

域在 ＰｎＳＢＰ 家族基因中高度保守， 启动子上许多激素响应

元件及 ＭＹＢ 结合位点， 挖掘出 ＰｎＳＢＰ 基因家族中 ６ 个基因

在摘蕾后在主根与芦头中的表达升高， 结合课题组先前的

转录组与代谢组学研究及本研究结果， 初步推测 ＰｎＳＢＰ１、
ＰｎＳＢＰ５、 ＰｎＳＢＰ２５、 ＰｎＳＢＰ３２ 与 ＰｎＭＹＢ 家族有互作关系，
协同参与调控三七皂苷的生物合成。 本研究结果为深入探

索 ＰｎＳＢＰ 基因家族的功能及参与三七生长发育、 胁迫响应、
代谢产物合成的作用机制提供了理论基础。
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摘要： 目的　 探究白及不同部位无机元素分布特征， 并对其重金属进行健康风险评估。 方法　 采用 ＩＣＰ⁃ＭＳ 法测定白

及不同部位中 ２６ 种无机元素含量。 采用人工胃肠消化模型测定无机元素转移率， 采用靶标危害系数法 （ＴＨＱ） 和致

癌风险 （ＣＲ） 进行健康风险评估。 结果　 白及不同部位中无机元素存在显著差异； Ｐｂ、 Ｃｄ、 Ｈｇ、 Ａｓ 等含量均符合

《中医药⁃中药材重金属限量》 ＩＳＯ 国际标准， 重金属 Ｃｕ、 Ａｓ、 Ｃｄ、 Ｈｇ、 Ｐｂ、 Ｃｒ 在人工胃肠液中转移率分别为

５６􀆰 ２７％ 、 ３０􀆰 ６３％ 、 ８２􀆰 ６２％ 、 ０、 ２７􀆰 ６１％ 、 ６􀆰 ３５％ 。 白及块茎和须根对成人和儿童的 ＴＨＱ 和 ＣＲ 值均低于安全阈值。
结论　 该方法准确高效， 可用于白及标准建立、 质量控制和安全评价。
关键词： 白及； 无机元素； 风险评估； 电感耦合等离子体质谱法 （ＩＣＰ⁃ＭＳ）
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　 　 白及为兰科植物白及 Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ （Ｔｈｕｎｂ．） Ｒｅｉｃｈｂ． ｆ．
的干燥块茎， 始载于 《神农本草经》 ［１］ ， 具有收敛止血、
消肿生肌的功效， 临床广泛用于治疗咯血、 吐血、 外伤出

血、 烧烫伤、 消化道溃疡、 皮肤皲裂等。 现代研究表明其

具有止血、 抗肿瘤、 抗菌、 抗炎等活性［２］ 。 白及中含有多

糖、 双苄类， 二氢菲类、 联苯类、 无机元素等多种成
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