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摘  要: HSP21 是植物响应高温胁迫的关键基因，在防止蛋白变性、保护细胞结构和维持植物正常生长发育等方

面发挥重要作用，克隆 HSP21 基因是揭示木薯抵抗高温胁迫分子机制的基础。为得到木薯 HSP21 同源基因及分

析其表达蛋白的性质，文中采用电子克隆技术对新基因进行组装和衍生，并使用生物信息学分析方法，对预测蛋

白的一级至高级结构、亲水性/疏水性、信号肽、蛋白同源性和系统进化等进行全面解析。结果表明，HSP21 基

因含有 969 个碱基对，其开放阅读框有 705 个碱基，预测蛋白含 234 个氨基酸。预测蛋白是非跨膜蛋白，具有碱

性和亲水性，主要定位于叶绿体内。通过多重序列比对和系统进化分析发现，木薯与巴西橡胶树、蓖麻和麻疯树

等植物的 HSP21 蛋白同源性较高。结果可为该基因的克隆和转化提供参考依据。 

关键词: 木薯，HSP21 基因，电子克隆，生物信息学  

In silico cloning and bioinformatics analysis of HSP21 in 
Manihot esculenta 

Shangguang Du, and Bo Yu 

Department of Biology, Nanchang Normal University, Nanchang 330000, Jiangxi, China 

Abstract:  HSP21 gene is a key gene to respond high temperature stress in plant and plays an important role in preventing 

protein denaturation, protecting cell structure and maintaining normal growth and development. Therefore, cloning HSP21 

gene is the basis for revealing the molecular mechanism of resistance to high temperature stress in cassava. To obtain cassava 

HSP21 homologous gene and analyze the properties of predicted protein, electronic cloning technology was used to assemble 

and derivate new gene in this study, and bioinformatics analysis method was used to analyze the primary to highest structure, 

hydrophilicity/hydrophobicity, signal peptide, protein homology and phylogenetic evolution of expressed protein. HSP21 gene 

was 969 bp, its open reading frame was 705 bp, and the predicted protein contains 234 amino acids. The predicted protein is a 

·生物技术与方法· 
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non-transmembrane protein that is alkaline and hydrophilic, and is mainly localized in the chloroplast. Through multiple 

sequence alignment and phylogenetic analysis, it was found that the cassava HSP21 protein has high homology with other 

plants such as Hevea brasiliensis, Ricinus communis, and Jatropha curcas. The results could provide reference for the study of 

cloning and transformation of this gene. 

Keywords:  Cassava, HSP21, in silico cloning, bioinformatics 

木薯 (Manihot esculenta Crantz)，又称树薯，

与甘薯、马铃薯并称为全球三大薯类，它是国内

外广泛种植的大戟科木薯属粮食作物，也是一种

价值很高的工业材料和养殖饲料，被誉为“淀粉之

王”、“地下粮仓”[1]。木薯具有耐贫瘠 [2]、耐干    

旱[3]、喜高温[4]的特点，单位面积产量较高，是一

种适应性很强的作物。目前木薯研究主要集中在

种质抗寒、农艺性状等方面，对抗高温分子机制

的研究较少[5]。 

小热休克蛋白 (Small heat shock proteins，

sHSPs) 基因广泛存在于植物中，它是热激蛋白基

因家族中一类重要的热应激基因，高温胁迫会激

发该基因的表达[6-7]。sHSPs 能有效抑制蛋白质变

性、保持细胞膜、细胞骨架稳定及诱导抵抗高温

胁迫相关基因的表达，所以它在维持植物正常生

命活动中发挥重要作用[8-11]。高温环境下，sHSPs

能够有效调节植物细胞膜的流动性，并与构象改变

的蛋白质结合，等温度恢复正常时，蛋白质与之分

离并恢复正常的构象；并且 sHSPs 能防止细胞发

生非正常凋亡，有效减少高温对植物的伤害[12-14]。 

HSP21 热激蛋白是一类重要的 sHSP 蛋白，

是一种进化上比较保守的蛋白质，它广泛分布于

植物的各个部位[15]。对拟南芥、水稻和烟草等模

式植物研究发现，HSP21 热激蛋白不仅在高温中

抵抗热胁迫，也在其他胁迫时保护细胞，并在植

物生长发育中发挥重要作用[16-17]。近年来，sHSP

基因的功能在模式植物中得到广泛的研究，而木

薯 sHSP 基因的功能还存在许多盲区，甚至 HSP21

基因尚未被克隆[16-17]。木薯是广泛种植于热带和

亚热带的耐热性作物，克隆 HSP21 基因可为其表

达载体构建、遗传转化以及热胁迫下光合保护机

制的研究奠定基础。传统的基因克隆技术主要包

含简并序列克隆技术、定位克隆技术和转座子标

签克隆技术等，这些方法虽能较好地完成基因克

隆的目的，但实验步骤繁琐、试剂用量大且时间

太长，并耗费大量人力和物力[18-19]。基因电子克

隆技术是利用现有数据库对目标基因的表达序列

标签 (EST 序列) 进行采集、组装和衍生，得到

所需要的 cDNA 序列，该技术不仅能准确、快速

地得到新基因，而且节省大量的人力物力。 

本研究使用电子克隆技术，利用拟南芥

HSP21 基因的核苷酸序列，得到木薯相应的 EST

序列，利用序列组装软件进行拼结、衍生，得到

木薯 HSP21 基因的 cDNA 序列，并利用生物信息

学方法预测其表达蛋白的性质。这为该基因的克

隆、表达载体构建、遗传转化以及热胁迫分子机

制的研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  木薯 HSP21 基因的电子克隆 

以拟南芥 HSP21 的基因序列  (Gene ID：

828881) 为探针，在木薯的 EST 库中通过 blastn

搜寻同源的 EST 序列，选择能够覆盖探针核苷酸

序 列 的 EST 序 列 ， 利 用 CAP3 在 线 软 件

(http://doua.prabi.fr/software/cap3) 对序列进行组

装和衍生，得到的 cDNA 继续对比，直至无新的

EST 序列可组装。 

1.2  木薯 HSP21 基因的序列分析 

分别利用 DNAMAN、ORFfinder 完成氨基酸

序列的翻译和开放阅读框的寻找；分别利用在线软

件(https://web.expasy.org/protparam/和 https://web. 

expasy.org/protscale/)分析表达蛋白的基本理化指



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1424 

数、亲水性 /疏水性 [1-3] ；分别利用在线软件

ProtComp v9.0 和 TMHMM 工具分析该蛋白亚细

胞定位和跨膜区域；利用 NetPhos 3.0 和 SignalP 

4.1 在线软件分析磷酸化位点与信号肽；使用

SOPMA 和 SWISS-MODEL 在线软件分析二级及

高级结构。 

1.3  系统进化树构建 

利用 ClustalX 2.0 对木薯、巴西橡胶树、蓖麻、

麻疯树等 12 种不同物种的 HSP21 氨基酸序列进

行多重比对[1-3]，参数默认，保存 aln 文件；然后

在 MEGA X 软件中打开该 aln 文件，建立 HSP21

同源蛋白的系统进化树，以 Kimura 双参数模型计

算遗传距离，设置检验方法 (Bootstrap method)，

循环次数为 1 000。 

2  结果与分析 

2.1  木薯 HSP21 基因 cDNA 克隆 

利用拟南芥 HSP21 核苷酸序列，在 NCBI 数

据库中进行木薯 EST 序列的 blastn，得到 4 条相关

的 EST 序列，并具有重叠群特点，使用 CAP3 在

线软件拼装和衍生，获得一段总长为 969 个碱基的

cDNA 序列 (图 1)。使用 ORFfinder 软件分析可知，

此 cDNA 的 ORF 框为 112–816 碱基 (图 2)，起始

和终止密码子分别是 ATG 和 TGA，表达蛋白含有

234 个氨基酸。Blastx 分析表明，该序列与巴西橡

胶树、蓖麻的 HSP21 蛋白具有较高的亲缘关     

系[19-21]，序列一致性分别为 83%和 73%，且能比对

到同源蛋白的首尾两端，即该 cDNA序列是完整的，

命名基因为 MeHSP21，表达蛋白为 MeHSP21。 
 

 
 

图 1  木薯 HSP21 基因的 cDNA 拼接图 
Fig. 1  Assembled cDNA drawing of cassava HSP21 gene. 

2.2  MeHSP21 基因表达蛋白理化性质分析 

使用 ProtParam tool 分析 cDNA 表达蛋白的

理化参数，该蛋白质分子式、分子量和理论等电

点分别为 C1134H1847N327O359S10、26.10 kDa和 7.71，

是碱性蛋白质；脂肪系数、负电荷残基 (天冬氨酸+

谷氨酸) 和正电荷残基 (精氨酸+赖氨酸) 分别是

74.91、35.00 和 36.00；不稳定系数和平均总亲水性

分别是 36.01 和–0.584，属于稳定亲水蛋白 (表 1)。

预测蛋白含有 20 种氨基酸，含量最多的是丝氨酸

(Ser)，最少的是组氨酸 (His) 和酪氨酸 (Tyr)。 

2.3  MeHSP21基因表达蛋白疏水性/亲水性分析 

对木薯 MeHSP21 蛋白的一级结构进行

ProtScale 分析，该多肽链的第 216 位 Phe 和第  

174 位的 Lys 分别具有最高分值 (1.500) 和最低

分 (–2.867)，即前者疏水性最强，后者亲水性最强 

(图 3)。利用 ProtParam 分析可知，氨基酸序列平

均疏水指数为–0.584，即该蛋白为亲水性蛋白。 

2.4  亚细胞定位和跨膜区分析 

使用 ProtComp v.9.0 在线软件分析目标蛋白

亚细胞定位 (表 2)，在叶绿体中此蛋白质具有最

大分数 (9.27)；即表达蛋白可能是主要定位于叶

绿体内的功能蛋白。利用 TMHMM v.2.0 在线分

析 (图 4)，此蛋白质没有明显的跨膜区，为非生

物膜上的功能蛋白。 

2.5  磷酸化位点与信号肽分析 

蛋白质磷酸化是成熟后修饰的重要方式，磷

酸化修饰和表达蛋白的功能成正相关[22-24]。利用

NetPhos 3.0 服务在线分析 (图 5)，此蛋白含有的

丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸磷酸化位点数目分别是

19、8、0。利用 SignalP 4.1 信号肽分析，第 17 位

的 赖 氨 酸 残 基 拥 有 最 高 原 始 剪 切 位 点 分 值

(C-score) 和最高综合剪切位点分值 (Y-score)，

分别为 0.132 和 0.147，且多肽链首位蛋氨酸残基

的最高信号肽分值 (S-score) 为 0.181 (图 6)。所

有分值均低于平均分 0.5，即该蛋白是无信号肽结

构的非分泌蛋白。 
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图 2  木薯 HSP21 基因的 cDNA 及预测蛋白序列分析 
Fig. 2  The sequence analysis of cDNA and predicted protein of HSP21 gene in cassava. 
 
表 1  表达蛋白理化性质预测 
Table 1  Physicochemical properties prediction of expressed protein 

Items Results 

Molecular formula C1134H1847N327O359S10 

Molecular weight 26.10 kDa 

Theoretical pI 7.71 

Total number of negatively charged residues (Asp+Glu) 35.00 

Total number of positively charged residues (Arg+Lys) 36.00 

Instability index 36.01 

Aliphatic index 74.91 

Grand average of hydropathicity –0.584 
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图 3  木薯 HSP21 蛋白疏水性/亲水性预测 
Fig. 3  Predicted hydrophilicity/hydrophobicity of 
HSP21 protein in cassava. 

 

 
 
图 4  木薯 HSP21 蛋白跨膜区域预测 
Fig. 4  Predicted transmembrane region of HSP21 protein 
in cassava. 
 
表 2  木薯 HSP21 蛋白亚细胞定位分析 
Table 2  Analysis of subcellular localization of HSP21 
protein in cassava 

Location LocDB PotLocDB 
Neural 

nets 
Pentamers Integral

Nuclear - - - - - 

Plasma 
membrane 

- - 0.96 - 0.10

Extracellular - - 0.99 0.28 0.52

Cytoplasmic - - - - - 

Mitochondrial - - - 1.05 0.05

Endoplasmic 
reticulum 

- - - 0.02 - 

Peroxisomal - - 0.96 - 0.05

Golgi 
apparatus 

- - 0.11 0.20 0.01

Chloroplast 10.00 3.00 - 3.96 9.27

Vacuolar - - - 0.08 - 

Note: “-” represents a value of “0.00”. 

 
 
图 5  木薯 HSP21 蛋白磷酸化位点分析 
Fig. 5  Analysis of phosphorylation sites of HSP21 
protein in cassava.  
 

 
 
图 6  木薯 HSP21 蛋白信号肽分析 
Fig. 6  Analysis of signal peptide of HSP21 protein in 
cassava. 
 

2.6  高级结构的预测 

使用 SOPMA分析 MeHSP21蛋白的二级结构

可知，多肽链中含有 3 种氨基酸序列，分别是

16.24%的 α 螺旋、17.52%的延伸链和 66.24%的无

规则卷曲序列 (图 7)。选取“5nms.pdb”模板，利

用 SWISS-MODEL 预测该蛋白三级结构，序列一

致性和覆盖度分别是 77.86%、60%，空间结构主

要由 α螺旋、β折叠和无规则卷曲构成；利用 VMD 

1.9.3 软件绘制其三维结构，见图 8。 

2.7  氨基酸同源性分析及进化树构建 

利用 NCBI 数据库对木薯 MeHSP21 的氨基酸

序 列 比 对 发 现 ， 木 薯 与 巴 西 橡 胶 树 Hevea 

brasiliensis (XP_021679758.1) 、哥伦比亚锦葵

Herrania umbratica (XP_021290181.1)、蓖麻 Ricinus  
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图 7  木薯 HSP21 蛋白的二级结构分析 
Fig. 7  Analysis of the secondary structure of HSP21 
protein in cassava. 
 

 
 
图 8  木薯 HSP21 蛋白的三级结构分析 
Fig. 8  Tertiary structure analysis of HSP21 protein in 
cassava. 
 
communis (XP_002532054.1) 、可可 Theobroma 

cacao (EOY23687.1)、长蒴黄 Corchorus olitorius 

(OMO97779.1) 、 麻 疯 树 Jatropha curcas 

(XP_012071995.1)、圆果黄麻 Corchorus capsularis 

(OMO95089.1) 等植物的 HSP21 同源蛋白序列一

致性分别为 83%、74%、73%、74%、73%、74%、

72%。利用 DNAMAN 对 HSP21 的氨基酸序列多

重比对 (图 9)，以上 8 种植物的 HSP21 蛋白具

有一定的相似性，观察发现，HSP21 的 72–234

氨基酸序列具有很高的相似性，其中  136–234

氨基酸序列 (ACD 结构域，α-crystallin domain)

高度相似。 

利用 ClustalX 2.0 和 MEGA X 对 HSP21 蛋白

的氨基酸序列进行系统发育分析 (图 10)[1-3]，木薯

与巴西橡胶树 H. brasiliensis、蓖麻 R. communis、

麻疯树 J. curcas 处于同一分支，这 4 种植物同属

于大戟科，具有很高的同源性；而樱桃李、草莓

等蔷薇科植物的 HSP21 同源蛋白亦聚在另一分

支，这与它们在植物进化系统所在位置完全吻  

合[25-27]。 

3  讨论 

木薯是我国南方地区广泛种植的薯类作物，

以其地下块茎含有丰富的淀粉而成为一种世界性

的粮食作物[28]，并且，它又是重要的工业原料和

动物饲料[29]，因此具有重要的经济价值[30]。利用

基因克隆技术改良木薯品种是开发其种质资源的

基础，随着万种植物基因组计划的开展和深度测

序水平的不断提高，越来越多的植物基因组被测

序。电子克隆技术因具有快速、准确和成本低的

优点在基因功能研究中发挥重要的作用。 

 

 
 
图 9  木薯与其他植物的 HSP21 氨基酸序列多重比对 
Fig. 9  Multiple alignment of HSP21 amino acid sequences of cassava and other plants. 
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图 10  不同植物中 HSP21 同源蛋白的系统进化树 
Fig. 10  Phylogenetic tree of HSP21 in different plants. 

 
科学家现已完成了木薯野生祖先种和栽培种

的全基因组测序，并克隆出 K+通道蛋白 AKT1、

钙调蛋白转录因子 CAMTA、金属硫蛋白 MT 和

乙烯信号转导蛋白 EIL 等蛋白质的相关基因，阐

释了木薯离子吸收、生长发育调控、活性氧耐受

及免疫应答等机理，但对热胁迫抵抗的分子机制

知之甚少[31-32]。在 30 ℃的高温下，植物叶绿体结

构受损严重、类囊体膜功能异常、光系统Ⅰ和Ⅱ

活力大幅降低，光合作用遭受严重抑制 [33-34]，

HSP21 蛋白是定位于木薯叶绿体内的功能蛋白，

在热胁迫中起到防止蛋白变性、稳定叶绿体结构

和维持细胞光合作用正常进行的作用[7,12]。因此，

克隆该基因对揭示热胁迫下光合功能保护的分子

机制具有十分积极的意义。 

研究表明，HSP21 亲水蛋白存在于叶绿体内，

是叶绿体发育必需的功能蛋白[12]，本研究结果与

之吻合 (图 3、4、6)。在不同植物中，HSP21 氨

基酸序列虽有一定的变异性，但有些结构特征是

保守的[35-36]。对拟南芥、水稻和烟草等研究发现，

HSP21蛋白的N端是由长度可变的氨基酸序列组成 

(平均长度 55 个氨基酸)，C 端的 ACD 结构域由  

6–8 个反向平行的 β 折叠构成  (约 90 个氨基

酸)[37-39]。本研究发现，木薯 C 端 ACD 结构域含

有 98 个氨基酸，由 6 个 β 折叠构成 (图 8–9)，这

和以往报道吻合 [37-39]。和其他植物相比，木薯

HSP21 蛋白 N 端的序列一致性较小 (含有 50 个

氨基酸)，N 端区域能够调节 HSP21 与变性蛋白

的结合[39]，可能在木薯抵抗高温胁迫中发挥重要

作用。 

本文利用拟南芥 HSP21 基因序列，得到木薯

的相应 EST 序列，利用软件进行拼结、衍生，得

到木薯 MeHSP21 基因的 cDNA 序列，并利用生

物信息学方法预测表达蛋白的性质。该蛋白是含

有 234 个氨基酸、具有碱性和亲水性的非跨膜蛋

白，主要在叶绿体内发挥作用。通过氨基酸序列

比对发现，木薯 MeHSP21 蛋白与巴西橡胶树、

蓖麻和麻疯树等植物的 HSP21 蛋白同源性较高。

本研究为该基因的克隆、表达载体的构建和遗传

转化提供参考。 
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