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拟南芥CCAAT-HAP3基因家族分析



研究背景
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研究背景
拟南芥基因组中CCAAT-HAP3 基因家族共有10 
个成员， LEC1 和L1L 属于LEC1-type，另外8 个
属于non-LEC1-type，不具有LEC1 基因的功能，
(Kwong et al., 2003)。
从蛋白序列上看，与所有的HAP3 一样，LEC1 
中部有一个保守的B 区(B domain)，N 端和C 端
分别有一个不保守的A 区(A domain)和C 区(C 
domain)
但LEC1 和L1L 在B 区有16 个氨基酸残基与该家
族其它的成员不同，这些残基与LEC1 的功能有
重要关系。



研究目标

研究LEC1基因在拟南芥中的进化，分析
其进化地位

分析LEC1型基因和非LEC1型基因编码蛋
白的主要差异，寻找关键的变异位点



研究方法
LEC1基因在拟南芥中的进化

收集拟南芥中所有10个HAP3家族的基因
和所有可变剪切体

分析这些可变剪切体的特性，进行蛋白
序列的取舍

分析序列特征，获取基本序列特征信息

寻找合适的外类群建树，分析LEC1基因
在拟南芥中的进化



研究方法
LEC1型基因和非LEC1型基因编码蛋白的主要
差异
多序列比对，MEME分析，寻找保守motif，
建立motif的系统发育树
对于保守Motif进行Blast分析，寻找保守结
构域
对Motif进行多序列比对，寻找可能的引起
功能变化的位点
实验验证
三维结构验证



数据收集
No Name 

Gene 
Symbol

TAIR ID RefSeq ID N GenPet ID L Gene ID

1atlec1a LEC1 AT1G21970.1 NM_102046.4 2NP_173616.2 238 838800
2atlec2a L1L AT5G47670.1 NM_124141.3 2NP_199578.2 234 834818
3atlec2b L1L AT5G47670.2  NM_001085258.1 1NP_001078727.1 205 834818
4atlec3a AT1G09030 AT1G09030.1 NM_100774.1 1NP_172377.1 139 837424
5atlec4a AT2G13570 AT2G13570.1 NM_126937.1 1NP_178981.1 215 815843
6atlec5a AT2G37060 AT2G37060.1 NM_001036423.1 6NP_001031500.1 173 818282
7atlec5b AT2G37060 AT2G37060.2 NM_179946.3 6NP_850277.2 173 818282
8atlec5c AT2G37060 AT2G37060.3 NM_201888.2 6NP_973617.1 173 818282
9atlec6a ATHAP3 AT2G38880.1 NM_129445.2 5NP_030436.1 141 818472

10atlec6b ATHAP3 AT2G38880.2 NM_001036434.1 5NP_001031511.1 141 818472
11atlec6c ATHAP3 AT2G38880.3 NM_001036435.1 3NP_001031512.1 112 818472
12atlec6d ATHAP3 AT2G38880.4 NM_179974.3 4NP_850305.2 140 818472
13atlec6e ATHAP3 AT2G38880.5 NM_001036433.1 3NP_001031510.1 112 818472
14atlec6f ATHAP3 AT2G38880.6 NM_179973.3 5NP_850304.2 141 818472
15atlec7a At2g47810 At2g47810.1 NM_130348.2 1NP_182302.1 160 819393
16atlec8a AT3G53340 AT3G53340.1 NM_115194.2 6NP_190902.2 176 824502
17atlec9a AT4G14540 AT4G14540.1 NM_117534.2 1NP_193190.1 161 827101
18atlec10a At5g47640  At5g47640.1  NM_124138.2 1NP_199575.1 190 834815

N为外显子数目
L为蛋白序列长度



数据收集
Name TAIR ID GenPet ID L uniprot AC Uniprot ID Length 

atlec1a AT1G21970.1 NP_173616.2 238 Q9SFD8 NFYB9_ARATH 208
atlec2a AT5G47670.1 NP_199578.2 234 Q84W66 NFYB6_ARATH 234
atlec2b AT5G47670.2  NP_001078727.1 205 Q84W66 NFYB6_ARATH 205
atlec3a AT1G09030.1 NP_172377.1 139 O04027 NFYB4_ARATH 139
atlec4a AT2G13570.1 NP_178981.1 215 Q9SIT9 NFYB7_ARATH 215
atlec5a AT2G37060.1 NP_001031500.1 173 Q8VYK4 NFYB8_ARATH 173
atlec5b AT2G37060.2 NP_850277.2 173 Q8VYK4 NFYB8_ARATH 173
atlec5c AT2G37060.3 NP_973617.1 173 Q8VYK4 NFYB8_ARATH 173
atlec6a AT2G38880.1 NP_030436.1 141 Q9SLG0 NFYB1_ARATH 141
atlec6b AT2G38880.2 NP_001031511.1 141 Q9SLG0 NFYB1_ARATH 141
atlec6c AT2G38880.3 NP_001031512.1 112 Q3EBK1 Q3EBK1_ARATH 112
atlec6d AT2G38880.4 NP_850305.2 140
atlec6e AT2G38880.5 NP_001031510.1 112 Q3EBK1 Q3EBK1_ARATH 112
atlec6f AT2G38880.6 NP_850304.2 141 Q9SLG0 NFYB1_ARATH 141
atlec7a At2g47810.1 NP_182302.1 160 O82248 NFYB5_ARATH 160
atlec8a AT3G53340.1 NP_190902.2 176 Q67XJ2 NFYBA_ARATH 176
atlec9a AT4G14540.1 NP_193190.1 161 O23310 NFYB3_ARATH 161

atlec10a At5g47640.1  NP_199575.1 190 Q9FGJ3 NFYB2_ARATH 190



GSDS分析基因结构



分析引起蛋白序列改变引起的可变剪
切

拟南芥CCAAT-HAP3基因家族共有10个基
因，18个剪接体，

大部分只产生一个序列

ATLEC6(AT2G38880)剪接以后都分别产生3
个不同的蛋白剪接体

ATLEC2(AT5G47670)剪接以后都分别产生2
个不同的蛋白剪接体



ATLEC6产生的3个剪接体分析



SMART分析结果
（ http://smart.embl‐heidelberg.de/ ）



总结
• 含有140个氨基酸的序列与141个氨基酸的序列只有

C端最后一两个氨基酸的差异，在这里不予考虑，
可能是测序错误，很难影响功能

• 含有141个氨基酸的序列的蛋白SMART分析发现，
存在一个含112个氨基酸的剪接体所没有的，富含
Gly的低重复区域，序列为“GDNKGSGKSGDGSN”，
因此推测较短的剪接体的功能可能被影响了。

• 这次的分析采用较长的含141个氨基酸的蛋白序列。



ATLEC2产生的2个剪接体分析
在Swiss-prot的注释信息中标明，较短的剪切体
缺少了N端前1-29个氨基酸

SMART分析显示，这个蛋白含有与上述atlec6一
样的2个结构域，分别位于61-126和213-222，没
有影响到缺少的那一部分碱基

这段区域的缺失对于整个蛋白的结构是否有影
响需要实验证实。这次选用较长剪接体。



蛋白序列选择
蛋白序列基本采用Swiss-Prot注释信息中的较长
的序列，LEC1则采用GenPet中的序列

在所有的HAP3家族的基因中，仅有
ATLEC1(NFYB9_ARATH )、
ATLEC2(NFYB6_ARATH )和
ATLEC3(NFYB4_ARATH )是经过证实在蛋白水平
上存在的，其他只是在转录水平上证明是存在
的。



序列特征分析
Name Brief TAIR ID RefSeq ID N GenPet ID L Group

atlec3a LEC3 AT1G09030.1 NM_100774.1 1NP_172377.1 139G1

atlec4a LEC4 AT2G13570.1 NM_126937.1 1NP_178981.1 215G1

atlec7a LEC7 At2g47810.1 NM_130348.2 1NP_182302.1 160G1

atlec9a LEC9 AT4G14540.1 NM_117534.2 1NP_193190.1 161G1

atlec10a LEC10 At5g47640.1  NM_124138.2 1NP_199575.1 190G1

atlec1a LEC1 AT1G21970.1 NM_102046.4 2NP_173616.2 238G2

atlec2a LEC2 AT5G47670.1 NM_124141.3 2NP_199578.2 234G2

atlec5a LEC5 AT2G37060.1 NM_001036423.1 6NP_001031500.1 173G3

atlec6a LEC6 AT2G38880.1 NM_129445.2 5NP_030436.1 141G3

atlec8a LEC8 AT3G53340.1 NM_115194.2 6NP_190902.2 176G3



G1组序列分析

•ATLEC3序列与其他蛋白相似性
最差,其中和LEC7最像
•ATLEC7稍好
•LEC4和LEC9,LEC1O相似性较高
•LEC9和LEC10相似性最高



G2组序列分析



G3组序列分析

•LEC5和LEC8相似性最高
•LEC6与这两者相似性较低



构建拟南芥HAP3家族的蛋白系统发育
树

外类群为水稻HAP3
家族蛋白

NFYB2_ORYSJ 

在拟南芥中NFYB2是LEC10





结论1
• 拟南芥HAP3家族的10个蛋白构建的NJ树与系列分析
结果很好地吻合了

• 在拟南芥中，HAP3家族的一部分基因有5-6个外显
子，而另一部分则只有很少的1-2个外显子，这两

部分蛋白似乎正向两个不同的方向变化，产生不同
的作用

• 在只有1个外显子的蛋白中，又开始产生较多的外
显子（LEC2还有一个可能有功能差异的一个外显子
的剪接体），并且正在产生新的功能。



多序列比对寻找保守区域

结果：在序列长度接近的时
候，CLUSTALW的比对结果更
为理想



MEME分析寻找保守模体
http://meme.sdsc.edu/





MOTIF 1的序列



对MOTIF1 进行多序列比对



使用MEGA4.0对这个Motif建NJ树

这棵树跟整个蛋白的建树结果一致，可能
是因为这个MOTIF比较大



WebLogo显示该motif的保守性



在NCBI中通过BLAST寻找这个结构域
的同源



Pfam中寻找这个结构域的结构和功能

•CCAAT结合因子 (CBF)是一个哺

乳动物转录因子，结合在很多种
基因的CCAAT模体上，
•这个转录因子是一个由A.B两个

不同的蛋白亚基共同作用形成的
一个蛋白。
•没有DNA存在时，这两个亚基也
是结合在一起的。
•A、B亚基中的保守区域对蛋白
结构起到非常重要的作用。
•推测这10个HAP3家族的基因编
码的为B亚基



寻找仅仅LEC1突变体含有的氨基酸变
异



该Motif对蛋白功能的作用

B结构域也就是我们找到的
motif对于LEC1基因的功能是
必须的。

充分？

Lee et al，2003



实验结果

Lee et al，2003



SwissModel中预测的LEC1蛋白部分结
构

RMS:0.07



点突变分析蛋白结构



点突变分析蛋白结构



结论2
HAP3家族的这10个蛋白的保守模体在整个蛋
白的功能中起到了关键性的作用

关键基因的关键性结构域的变化，导致蛋白
结构的变化

蛋白结构的变化导致了新的功能的产生

功能发生改变的方式需要蛋白结构信息来进
行解释



讨论
建立系统发育树时外类群的选择还需要
有更多的考虑

LEC1基因似乎是个刚刚进化出来的基因，
是研究基因进化的很好地材料

D55K似乎对蛋白产生新的功能起到了关
键性的作用，对于这个蛋白结构的分析
是很有意义的一件工作
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