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葡萄汁酵母 NOT5基因生物信息学分析
丁淑金，杨彦萍，邓茹友，马福仙，尹　拓，张汉尧*

（西南林业大学林学院，西南地区生物多样性保育国家林业局重点实验室，云南昆明 650224）

摘　要：目的：从转录组分析数据中得到葡萄汁酵母 NOT5 基因，并对其进行生物学信息分析，为后期研究该基因

的作用打下基础。方法：使用在线分析工具 COILS Server、SOPMA、Alpha Fold 等分析预测 NOT5 基因编码蛋白

质的一级结构、二级结构、三级结构及其结构域。结果：葡萄汁酵母 NOT5 基因核苷酸序列的开放阅读框为

1446 bp，可编码 481 个氨基酸，位于 XVI 染色体 690107~691789，在系统发育树中与真贝酵母（Saccharomyces
eubayanus NOT5 like protein XP018219088.1）NOT5 基因的亲缘关系最近；其编码的蛋白质是不稳定的亲水蛋白，

分子式为 C2493H3848N654O795S19，分子质量为 56311.02，不含信号肽，无跨膜区域，存在卷曲螺旋区域，亚细胞定

位于细胞质中的线粒体上；蛋白质的二级结构以随机卷曲为主；预测存在 Pfam Not3 和 Pfam NOT2_3_5 结构域；

以 Yeast Not1-Not2-Not5 (4by6.1.C) 为模板构建 NOT5 蛋白的三级结构，两者的序列一致性可以达到 89.88%。结

论：葡萄汁酵母 NOT5 基因编码的蛋白结构不稳定，可能在细胞中互连翻译和转录。
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Bioinformatics Analysis of the NOT5 Gene in Saccharomyces uvarum
DING Shujin，YANG Yanping，DENG Ruyou，MA Fuxian，YIN Tuo，ZHANG Hanyao *

（The Key Laboratory of Biodiversity Conservation of Southwest China State Forestry Administration, College of Forestry,
Southwest Forestry University, Kunming 650224, China）

Abstract：Objective:  In  this  paper,  we  obtained  the NOT5 gene  from Saccharomyces  uvarum by  transcriptome  analysis.
Analysis  of  its  biological  information  can  lay  the  foundation  for  the  later  study  of  the  role  of  the  gene.  Methods:  The
primary structure, secondary structure, tertiary structure, and structural domains of the encoded protein were predicted using
online analysis tools such as COILS Server, SOPMA, and Alpha Fold. Results: The length of the NOT5 gene was 1446 bp,
encoding  481  amino  acids,  and  it  was  located  on  chromosome  XVI  690107~691789.  The  genetic  relationship  analysis
showed  that  this  gene  was  the  closest  to Saccharomyces  eubayanus NOT5  like  protein  XP018219088.1,  and  had  high
homology.  Its  molecular  formula  was  C2493H3848N654O795S19,  and  its  molecular  mass  was  56311.02.  It  was  an  unstable
hydrophilic protein. The protein encoded by this gene did not contain a signal peptide, had no transmembrane region, had a
coiled helix region, and was subcellularly localized on the mitochondria in the cytoplasm. The secondary structure of the
protein was dominated by random coils. Pfam Not3 and Pfam NOT2_3_5 domains were predicted. Yeast Not1-Not2-Not5
(4by6.1.C)  was  used  as  the  template  to  construct  the  tertiary  structure  of NOT5 protein,  and  the  sequence  consistency
between the two could reach 89.88%. Conclusion: The structure of the protein encoded by the NOT5 gene was unstable, and
would interconnect translation and transcription in the cell.

Key words：Saccharomyces uvarum；NOT5 gene；bioinformatics analysis；transcriptome；online analysis tools

 

葡萄汁酵母（Saccharomyces uvarum），是酿酒酵

母的姊妹种，最初被认为是贝酵母（S. bayanus）酵母

的同义词，但现在被认为是一个独立的种，随后成为

从事应用和基础研究的科学家感兴趣的对象。它与  
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它的姊妹种，包括真贝酵母（S. eubayanus）、奇异酵

母（S. paradoxus）和酿酒酵母（S. cerevisae）杂交，形

成在啤酒工业中很重要的杂交菌种。葡萄汁酵母是

一种耐低温酵母，通常用于寒冷地区的白葡萄酒发

酵[1−4]，也与苹果酒生产[5−9] 和一些传统发酵有关[10−12]。

此外，葡萄汁酵母在较低温度下发酵时具有更平衡的

香气特征[13]。然而，对这种酵母的起源和遗传多样性

和基因功能等领域的研究还非常少，需要对其进行更

多的研究。

生物信息学是在生命科学的研究中，以计算机

为工具对生物信息进行储存、检索和分析的科学。

它是当今生命科学和自然科学的重大前沿领域之一，

同时也将是 21 世纪自然科学的核心领域之一。生

物信息学是涉及多个领域的一门学科，主要是使用生

物算法及相关软件工具最终得到生物数据；其研究

重点主要在基因组学（Genomics）和蛋白质组学

（Proteomics）两方面，即从核酸和蛋白质序列出发，

分析序列的生物信息，推测其生物功能[14−16]。

CCR4-NOT 蛋白复合体是多亚基蛋白复合体，

从酵母到人类进化高度保守，酵母中所含有的核心亚

基，在人类中都有着相似的同源物。在酵母中，主要有

九种核心亚基[17−18]：CCR4、CAF1、CAF40、CAF130、
NOT1、NOT2、NOT3、NOT4、NOT5，至少存在有

1 MDa 和 2 MDa 两种不同的组成形式。较小复合

体组成形式可能只有核心亚基组成，较大的组成形式

可能与其他细胞因子相互作用形成的复合体。NOT
蛋白是 TATA 框缺失的负调节因子 [19]。NOT1 和

NOT2 最初被认为是 CDC 基因，即 CDC39 和 CDC36，
在限定温度下，该基因突变能够引起 G1 期停滞[20]。

在 CCR4-NOT 蛋白复合体结构中，NOT1 蛋白作为

支架蛋白，可与复合体中其他蛋白亚基结合，形成稳

定的复合物。除了复合体中的 CAF40 和 CAF130
外，其它主要成员均已通过遗传选择得到鉴定[19]。

CCR4-NOT 蛋白复合体中的成员 CCR4 作为去酰基

化酶，可阻遏抑制碳代谢，该基因的突变能使乙醇脱

氢酶 ADH2 基因的表达逃脱葡萄糖的抑制，与 CAF1
和 NOT1 相互作用，形成一个核酸酶组件，行使功

能[21]。CAF1 是 CCR4 蛋白相关因子的基因，起初被

鉴定为 POP2 基因，对葡萄糖的解阻遏是必须的[22]。

蛋白质降解的泛素化途径，同样备受近几年的关注。

NOT4 蛋白作为锌指结构 E3 泛素连接酶，它的 C 末

端组件与 NOT1 结合，N 末端结构与 Ubc4 结合，形

成一个泛素化组件[23−24]。

NOT5 蛋白亚基在转录和翻译过程中参与 RNA

聚合酶Ⅱ的组装[24]。真核生物 RNA 聚合酶 II（RNA
Pol  II）被发现对转录后 RNA 处理事件有指导作

用。它作为机器部件的着陆平台，涉及基因帽盖、拼

接和基因输出[25−27]。最近，一种更具挑衅性的 RNA

Pol II 亚单位 Rpb4 被认为转录过程中不仅在细胞核

中发挥作用而且在细胞质中发挥作用，促进 RNA 降

解和翻译过程[28−30]。NOT5 处于转录和翻译双向交

流的中心位置。在细胞核和细胞质中，NOT5 对核糖

核酸聚合酶 II 起着“桥梁”作用。在细胞质中，NOT5

与编码 RNA 聚合酶 II 的 mRNA 相互作用，支持共

伴侣与新产生的蛋白质的结合，以保持其可溶性和组

装能力。在细胞核中，NOT5 与聚合酶的 Rpb4 亚单

位相互作用，Rpb4 亚单位容易与聚合酶的其余部分

解离，Rpb4 在转录完成时与 mRNA 结合以促进细胞

质中的翻译和 mRNA 降解[24,31]。

已有研究表明，NOT5 参与广泛细胞过程的全转

录调节，但葡萄汁酵母 NOT5 基因的生物信息学分

析报道较少，影响了对其功能的全面了解。因此，本

文通过多种在线分析工具对 NOT5 基因的结构和功

能进行生物信息学分析，为以后研究该基因在细胞转

录和翻译中的作用提供参考。 

1　实验方法 

1.1　葡萄汁酵母 NOT5 基因的获取

实验所用数据来自课题组前期的转录组测序[32]

所得数据，利用 NCBI 的 BLAST 工具获取与葡萄汁

酵母 NOT5 基因同源性高的 EST 序列；再用 CAP3
在线软件拼接、组装，获得基因序列。首先，从 NCBI
（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）上获取 NOT5 基因

序列，用 Nucleotide BLAST  （https://blast.ncbi.nlm.

nih.gov/Blast.cgi）得到 6 个与 NOT5 基因相似性高

的同源序列（表 1）。序列的比对由 ClusterW 程序完

成。并用 MEGA7.0 软件找出保守序列，再用保守序

列从课题组前期的转录组测序数据中克隆得到葡萄

汁酵母 NOT5 基因序列。 

1.2　葡萄汁酵母 NOT5 基因的分析

克隆得到目的基因序列后，借助 Open Reading
Frame Finder 工具查找目的核苷酸序列中存有的开

 

表 1    物种名称与相关信息表

Table 1    Species name and related information table

物种名 染色体所在位置和登录号

Saccharomyces eubayanus strain 216.1 chromosome XVI （685015~686528）CP064146.1

Saccharomyces eubayanus strain CBS12357 chromosomeXVI （689524~691037）CP030960.1

Saccharomyces eubayanus NOT5-like protein partial mRNA （166~1679）XM_018368508.1

Saccharomyces eubayanus strain 450.1 chromosome XVI （690544~692057）CP064165.1

Saccharomyces pastorianus strain CBS1483 chromosome SeXVI（608978~61049）CP049013.1

Saccharomyces paradoxus Not5 partial mRNA（166~1669）XM_033913933.1
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放阅读框，预测基因的氨基酸序列。利用 ExPASy

中的 ProtParam 预测 NOT5 蛋白质的分子式、分子

质量和不稳定系数等理化性质。蛋白质的亲水

性、信号肽和亚细胞定位情况分别利用 ProtScale、

SignalP 5.0 server、Targetp 和 CELL v2.5 等网站进

行预测（表 2）。通过 TMHMM 在线软件研究蛋白质

跨膜区。借助 Predict Protein 进行蛋白质的二级结

构分析。借助 Smart 在线工具对蛋白的结构域进行

分析。采用 PROSITE 数据库对蛋白质作出 Motif

查询，并运用 MEME 在线工具比较蛋白质的保守元

件。蛋白质空间结构模型通过 Alpha Fold 网站建

立。将所得到的氨基酸序列导入 BLAST 中，获得与

该氨基酸序列同源性较高的 10 条氨基酸序列，建立

系统发育树，分析亲缘关系。将这些氨基酸序列导

入 Mega 7.0 中，对蛋白序列进行多序列比对，然后用

邻接法（Neighbour-Joining，NJ）进行建树分析。 

2　结果与分析 

2.1　目标序列编码的蛋白

Open Reading Frame Finder 查询结果表明，起

始密码子和终止密码子分别是 ATG 和 TAA，该核

苷酸序列的开放阅读框长 1446 bp，可编码 481 个氨

基酸（图 1）。 

2.2　NOT5 基因染色体定位

将基因名输入 NCBI 功能基因数据库查询，得

知其 RNA 名称 CCR4-NOT core subunit  NOT5，外

显子数为 1，基因组序列是 NC_001148.4，基因编号

为 856186，染色体定位如图 2，位于 XVI 染色体

690107~691789。 

2.3　NOT5 基因的亲缘关系分析

从图 3 可知，葡萄汁酵母 NOT5 基因与 Saccha-
romyces eubayanus NOT5 like protein XP018219088.1
的 NOT5 基因亲缘关系最为接近，二者同源性较高，

说明此试验得到的 NOT5 基因序列无误，同时也说

明该 NOT5 基因与葡萄汁酵母 NOT5 编码的蛋白质

功能可能相似。 

2.4　葡萄汁酵母 NOT5 基因编码的蛋白质一级结构

分析 

2.4.1   葡萄汁酵母 NOT5 基因编码蛋白的理化性质

分析　蛋白质分子式为 C2493H3848N654O795S19，分子

质量为 56311.02，该蛋白质的理论 pI 值为 4.89。在

该条基因上，各氨基酸均有表达，其中谷氨酸（Glu）和
赖氨酸（Lys）含量较高，所占比例分别为 10% 和

9.1%。蛋白质不稳定系数为 57.62，脂肪系数为

64.03，总平均亲水性为−0.929，且 N 端氨基酸为蛋氨

 

图 1    葡萄汁酵母 NOT5 基因基因编码出的蛋白质序列

Fig.1    Sequence of protein encoded by the NOT5 gene of
Saccharomyces uvarum

 

 

表 2    NOT5 基因生物信息学分析内容及相关软件、网址

Table 2    NOT5 gene bioinformatics analysis content, related software and website

分析内容 分析软件 网址

理化性质分析 ProtParam http://www.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam
亲疏水性分析 ProtScale https://web.expasy.org/cgi-bin/protscale/protscale.pl
信号肽预测 SignalP 5.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

亚细胞定位预测 TargetP-2.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
Coil区分析 COILS Server https://embnet.vital-it.ch/cgi-bin/COILS_form_parser

跨膜结构分析 TMHMM http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
二级结构预测 SOPMA https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_sopma.pl

Motif搜索 PROSITE https://prosite.expasy.org/cgi-bin/prosite/PSScan.cgi
结构域分析 SMART http://smart.embl-heidelberg.de/smart/

三级结构预测 Alpha Fold https://www.alphafold.ebi.ac.uk/

 

Chromosome XVI - NC_0011484.4

LTP1

688172 694838

TKL1NOT5
SUP16YPR071W

图 2    NOT5 基因染色体定位图

Fig.2    Chromosomal localization map of the NOT5 gene
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酸（Met），因此判定其为不稳定蛋白（蛋白质不稳定

系数大于 40.0）。 

2.4.2   亲疏水性分析　据图 4 可知，在 73、74、75、
170、171、244 氨基酸位点附近的分值分别是−3.3、
−3.267、−3.267、−3.278、−3.278、−3.033，根据 20 种

氨基酸的亲疏水性特性，氨基酸的正值越高则疏水性

越强，反之疏水性越弱，亲水性越强 [26]，由分析结果

可知 NOT5 蛋白在上述位点处具有较高亲水性，推

测此区域可能存在折叠。其最低分和最高分分别为-
3.3 和 1.667，可能存在跨膜区（Scare>1.5）。从整体

分析来看，负值的比例远远大于正值的比例，因此可

推测 NOT5 所编码的蛋白为亲水性蛋白，与理化性

质分析结果中平均亲水系数为−0.929 相一致。 

2.4.3   信号肽预测　根据 2.4.2 亲疏水性分析结果显

示，NOT5 基因编码的蛋白质为水溶性蛋白，推测该

蛋白质可能无信号肽。将该氨基酸序列提交到

SignalP 5.0 server 中分析，结果如表 3 与图 5 所示，

与前文分析结果一致，该蛋白存在信号肽概率为 0%。 

2.4.4   亚细胞定位预测　亚细胞定位与蛋白质的功

能存在着非常密切的联系。PSORT Ⅱ在线软件预测

结果如表 4 所示，该蛋白可能位于线粒体中的概率

最大，因此该蛋白极有可能位于细胞质中的线粒体

上，是参与物质代谢的调控因子。 

2.5　葡萄汁酵母 NOT5 基因编码蛋白质二级结构预测 

2.5.1   Coil 区分析　卷曲螺旋是左手超螺旋结构的

总称，由两个或多个缠绕在不同天然蛋白质之间的

 

Saccharomyces cerevisiae YJM993-Not5p AHY78235.1
Saccharomyces cerevisiae YJM1574 Not5p AJV94724.1
Saccharomyces cerevisiae YJM1463 Not5p AJV91731.1
Saccharomyces cerevisiae YJM1418 Not5p AJWO6731.1
Saccharomyces paradoxus Not5 XP033769824.1
Saccharomyces kudriavzevii IFO1802 NOT5 like protein EJT44684.1
Saccharomyces cerevisiae × Saccharomyces kudriavzevii VIN7 Not5p EHM99749.1
Saccharomyces arboricola H-6 not5p EJS41350.1
NOT5
Saccharomyces eubayanus NOT5 like protein XPO18219088.1
Zygosaccharomyces parabailii YPRO72W AQZ10509.1
Kluyveromyces lactis Not5QEU61849.1
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图 3    NOT5 基因编码蛋白系统进化树分析

Fig.3    Analysis of genetic relationship of the NOT5 gene encoding protein
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图 4    葡萄汁酵母 NOT5 编码蛋白质的亲水性

Fig.4    Hydrophilicity of the protein encoded by the NOT5 gene
of S. uvarum

 

 

表 3    葡萄汁酵母 NOT5 基因编码蛋白质的信号号肽预测

Table 3    Signal peptide prediction of protein encoded by the
NOT5 gene

蛋白类型 信号肽（Sec/SPI） 其他

可能性 0.0004 0.9997
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图 5    NOT5 基因编码蛋白质的信号肽预测

Fig.5    Signal peptide prediction of the protein encoded by the NOT5 gene
 

 

表 4    葡萄汁酵母 NOT5 基因编码蛋白质的亚细胞定位预测

Table 4    Prediction of subcellular localization of the protein encoded by the NOT5 gene

亚细胞定位 线粒体 内质网 高尔基体 细胞质 细胞核

概率（%） 56.5 17.4 17.4 4.3 4.3
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α-螺旋组成[33]。使用 COILS 在线分析工具，该工具

以 Lupas 算法为基础，预测该蛋白质的卷曲螺旋，结

果如图 6 所示，该蛋白质残基在 3 个不同窗口（win-
dow14、21、28）均显示有卷曲螺旋区域。
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图 6    NOT5 基因编码蛋白质的 Coil 区分析
Fig.6    Analysis of the Coil region of the protein encoded by the

NOT5 gene
  

2.5.2   跨膜结构分析　结果如图 7 表明，该蛋白全部

位于细胞膜外表面，未发现可能的跨膜区，故该蛋白

不跨膜，推测该蛋白是非脂溶性蛋白质，此分析结果

与 2.4.2 亲疏水性分析结果一致。 

2.5.3   蛋白质二级结构预测　借助网站 Predict
Protein 进行这组蛋白质的二级结构分析，预测结果

如图 8 和表 5 所示，据图和表可知该蛋白质二级结

构中各元件的占比；因此在 NOT5 所编码的蛋白质

二级结构中，随机卷曲和 α-螺旋是主要元件。 

2.6　葡萄汁酵母 NOT5 基因编码蛋白质结构域 

2.6.1   葡萄汁酵母 NOT5 基因编码蛋白质 Motif 搜

索　将 NOT5 基因编码的氨基酸序列提交到 PRO-

SITE 在线分析工具中，对该基因编码的蛋白质进行

的 Motif 搜索。结果如图 9 所示，该蛋白在 314~335

位存在富含赖氨酸的区域。 

2.6.2   葡萄汁酵母 NOT5 基因编码蛋白质的结构域

分析　借助 Smart 在线工具对 NOT5 蛋白的结构域

进行研究图 10 和表 6，结果如图，该氨基酸序列中，

存在 Pfam Not3 和 Pfam NOT2_3_5 结构域。 

2.7　葡萄汁酵母 NOT5 基因编码蛋白质的三级结构

预测

预测结果显示（图 11），以白色念珠菌（strain

SC5314/ATCC MYA-2876）（Yeast）为模板构建 NOT5

蛋白的三级结构，橙色部分（较少）表示孤立的非结构

化区域，说明建模质量较好。此图清晰的表明该蛋白

主要由卷曲、螺旋和折叠所构成，与二级结构预测

相符。 

 

表 5    二级结构中各元件的比例（%）

Table 5    Proportion of components in a secondary structure (%)

α-螺旋（Hh） 扩展链（Ee） β-转角（Tt） 无规卷曲（Cc）

41.16 5.41 2.91 50.52
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图 7    NOT5 基因编码蛋白质的跨膜结构分析

Fig.7    Analysis of transmembrane structure of the protein encoded by the NOT5 gene
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图 8    NOT5 基因编码蛋白质的二级结构预测

Fig.8    Secondary structure prediction of protein encoded by the NOT5 gene
注：蓝色曲线表示 α-螺旋；红色表示延伸链；绿色表示 β-折叠；浅紫色表示随机卷曲。

 

第  43 卷  第  18 期 丁淑金 ，等： 葡萄汁酵母 NOT5 基因生物信息学分析 · 149 · 



3　讨论与结论
NOT1 蛋白一级结构由 2108 个氨基酸组成，在

其氨基酸序列 1009~1058 和 1294~1354 中，富含较

多的谷氨酰胺；NOT2 蛋白一级结构由 191 个氨基酸

组成，包含有两个功能域，即 C 末端功能域和 N 末端

功能域；NOT3 蛋白一级结构[24] 由 836 个氨基酸组

成，在氨基酸序列的 39~68、120~161、258~290 处有

螺旋结构，其氨基酸序列的 1~81 为 HR1 组件[24]，在

信号转导过程中能够结合小 G 蛋白；NOT4 蛋白的

一级结构由 587 个氨基酸组成，在其氨基酸序列的

33~77 间有环形的锌指组件。人类 NOT4 蛋白

CNOT4 的体外泛素化实验证明 [33]，NOT4 蛋白是

E3 泛素连接酶。它的螺旋卷曲结构和 Pham:rrm 基

序能够被 RNA 结合蛋白识别，而且也能被一些单链

的 DNA 结合蛋白识别；NOT5 蛋白一级结构中含有

560 个氨基酸序列，它的 N 末端 1~150 位氨基酸序

列上与 NOT3 蛋白 1~148 位有 44% 的同源性 [21]，

同 NOT3 蛋白一样，在其氨基酸序列的 39~66 和

126~176 区段，也存在螺旋卷曲基序，NOT3 和 NOT5

高度相似性，且 NOT5 和 NOT3 之间可能存在功能

冗余。人类和果蝇只有一个同源域，被称为 CNOT3。
在人类细胞中，CNOT3 被可变剪切产生一个长的和

短的蛋白，即 CNOT3L 和 CNOT3S。目前，没有数

据证明 CNOT3 蛋白是酵母 NOT3 的蛋白同源物，

还是 NOT5 蛋白的同源物。而且在酵母中，这两个

基因功能并不完全冗余，NOT5 缺失突变的表型比

NOT3 的更明显[21]。本研究结果得到的 NOT5 基因

可编码 481 个氨基酸，该蛋白质残基在 3 个不同窗

口（Window14、21、28）均显示有卷曲螺旋区域；与已

报道的文献部分相似，但也不完全一致，这或许是由

于研究对象不同所导致。

NOT5 蛋白亚基在转录和翻译过程中参与 RNA
聚合酶Ⅱ的组装[24]。在细胞核中，该蛋白复合体主要

参与染色质修饰、转录延伸、转录偶联过程中 DNA
损伤修复等[31]。在细胞质中，该复合物作为重要的去

酰基化酶，在 mRNA 的衰变、转录抑制和转录后调

节过程中的翻译抑制起重要作用。此外，CCR4-
NOT 蛋白复合体也具有 E3 泛素连接酶活性，参与

蛋白质降解。每个功能的作用机制仍在讨论中。要

画出一幅清晰的画面有一定的困难，因为它与许多调

节细胞质和细胞核中 mRNAs 和蛋白质的过程有关。
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