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背景 拟南芥的环境适应性 
 温度是影响植物分布的重要因素 

野生拟南芥的地理分布(Koornneef et al., 2004 ) ） 



背景 
 CBF 亚家族参与不依赖ABA途径的冷诱导调控网络 

CBF 亚家族与拟南芥对冷胁迫的响应 

(Chinnusamy et al., 2007) 



背景 
 中国居群的三个CBF转录激活活性存在适应性差异 

CBF的功能存在差异和分化 

        国内两个典型居群（重庆铜梁、陕西城固）CBF转
录因子的激活活性示意（Kang, 2013） 



研究目的 

 能否从生物信息学的角度来预测3个CBF 基因的功能

是否冗余 

 预测这三个基因对植物适应环境可能起到的作用以

及它们在自然居群中的微演化模式 



研究目的 

 能否从生物信息学的角度来预测3个CBF 基因的功能

是否冗余 

 预测这三个基因对植物适应环境可能起到的作用以

及它们在自然居群中的微演化模式 



研究方法与结果 

 利用点阵图分析基因组重复序列（DOTTUP） 

搜索CBF 亚家族3个基因 

发现有3段序列彼此相似度都很高： 

400-1400bp； 

3500-4500bp； 

7000-8000bp。 



研究方法与结果 
 基因结构预测（FGENESH） 

 共预测出4个基因，1、3、4相似度较高；为之前观测到

的重复序列； 

2经TAIR对比发现为假基因； 

可以发现，这3个基因都以反向互补链为模板链，且都只

有一个外显子，结构十分简单。 



研究方法与结果 
 搜索基因（BLASTP） 

可获得三个基因的注释信息； 

Softberry预测的基因1是DREB1C/CBF2； 

预测的3是DREB1A/CBF3； 

预测的4是DREB1B/CBF1； 

为3个与植物抗冻相关的转录因子； 

在第四条染色体上串联重复排列。 



研究方法与结果 
 序列比对（NEEDLE） 

        全长序列： 

编码区序列： 

       氨基酸序列： 

3个基因尤其是氨基酸序
列彼此之间相似度都很高 



研究方法与结果 

 编码区密码子使用情况对比（CUSP） 

CBFs理化性质的预测比较 

三个CBF基因编码区密码子各位点GC含量类似，与ALB3这种其他家族的
基因存在差别 
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研究方法与结果 

 CBF蛋白氨基酸组成分析 
蛋白名称 CBF1 CBF2 CBF3 

小氨基酸 53.052% 51.389% 52.315% 

脂肪链氨基酸 22.535% 24,537% 25.926% 

芳香族氨基酸 11.737% 11.574% 12.500% 

非极性氨基酸 52.113% 51.852% 51.852% 

极性氨基酸 47.887% 48.148% 48.148% 

带电 26.761% 27.315% 28.704% 

碱性 12.207% 12.500% 13.426% 

酸性 14.554% 14.815% 15.278% 



研究方法与结果 
 三个CBF蛋白等电点分析（IEP） 
   

蛋白名称 CBF1 CBF2 CBF3 

等电点 4.7395 4.7520 4.8673 

三者等电点很近，能以等电状态存在于相同的酸性环境，因此其生化沉淀和电泳
条件十分类似 
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研究方法与结果 
 蛋白亲水性分析(OCTANOL) 

CBF1                                            CBF2                                             CBF3 

三者疏水结构域很类似，暗示与其发生相互作用的分子类型也很类似 



研究方法与结果 
 二级结构预测(PSIPRED) 

CBF1                                     CBF2                                   CBF3 



研究方法与结果 
 启动子序列分析（~700bp） 

三
者
启
动
子
序
列
有
一
定
的
差
异
； 

不
能
确
定
功
能
完
整
的
最
小
启
动

子
区
域
是
否
相
同
； 

TATA

框
处
序
列
存
在
差
异
； 

因
此
三
者
在
表
达
模
式
上
可
能
存

在
不
同 



小结 
 三个CBF其基因编码区序列、蛋白氨基酸序列相似

度很高 

 三者的氨基酸组成方式、亲水性等理化性质也十分

相似 

 二级结构预测结果有差别 

 启动子序列存在一定的差异 



分析与讨论 三个CBF的功能是否冗余？ 
 根据已有的研究结果，三者在功能上是存在差异的 

 从生信预测的结果来看并不矛盾 

 

 基因重复产生的异源基因在演化的过 

     程中其功能发生了分化 



研究目的 

 能否从生物信息学的角度来预测3个CBF 基因的功能

是否冗余 

 预测这三个基因对植物适应环境可能起到的作用以

及它们在自然居群中的微演化模式 



研究方法与结果 

 中国长江流域居群自成一支，分布于已知分布范围
的最南端 

自然居群的系统发育树构建 
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研究方法与结果 

 长江流域居群的CBF1、CBF2转录激活活性极为保守，而
CBF3的激活活性与居群所处生境温度负相关 

 重庆居群（CQtlx）等南方居群的CBF2编码区存在移码突
变，提前终止，因此没有激活活性；其CBF3编码区存在一
个点突变（G53→R53），也导致了活性的丧失 

 长江流域居群拥有一个重要的特点：CBF3的启动子存在大
片段缺失和插入，使基因无法正常表达 

已有实验结果（未发表） 



分析与讨论 

 长江流域居群来源于欧洲，从西部省市进入长江流域，
由于其CBF3无法表达，在高温胁迫下得以保留而存活 

 而后居群向北扩散，低温胁迫开始发挥作用，其中
CBF2活性正常的居群得以保留，而在陕西等地扩散开
来。 

 三个CBF由于功能不一样，对于物种演化所起的作用也
是不一样的 

中国居群的可能演化模式 



分析与讨论 

 此位点在同家族中极为保守 

 氨基酸性质由疏水氨基酸变为亲水、碱性氨基酸，可能会影

响CBF3与其他蛋白或DNA的相互作用 

 R可以被甲基化，增加了蛋白翻译后修饰调控的可能性 

 氨基酸R基团变大，空间位阻变大，可能影响与DNA 的相互

作用 

 

新的问题：重庆居群的CBF3 
编码区点突变如何影响转录活性？（G53→R53） 



分析与讨论 同源蛋白模拟相互作用 

模板：ERF1A，同属于AP2家族，对应CBF3第53位氨基酸
的位点通过氢键与DNA发生相互作用 



分析与讨论 同源模建并构造点突变 

模拟突变后侧链无论朝
向哪个方向，都可能对
蛋白结构或者对蛋白与
其他分子的相互作用有
极大的影响 



小结 
 CBF转录因子亚家族中的三个成员是由基因重复产生的，

但其功能在演化过程中发生了分化 

 三个CBF功能上的的分化反过来作用于演化过程，尤其对
中国拟南芥居群的微演化起着重要的作用 

 三者影响演化过程的方式是不一样的，CBF1相对保守，
CBF2在自然居群中存在移码突变造成的提前终止，CBF3
在自然居群中存在启动子的缺失插入，还存在单个氨基酸
位点突变引起的活性完全丧失 
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