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沙冬青响应非生物胁迫的转录因子基因鉴定与分析
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摘要： 以沙冬青〔Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ （Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ．） Ｃｈｅｎｇ ｆ．〕幼苗为实验材料，对其转录组进行测序，筛
选出质量体积分数 １８％聚乙二醇 ６０００ 模拟干旱胁迫下差异表达的转录因子基因；在此基础上，对干旱胁迫下差异

表达 ｂＨＬＨ 转录因子的系统进化关系以及干旱胁迫和 １００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ 胁迫下差异表达 ｂＨＬＨ 基因的表达模式

进行分析。 结果表明：沙冬青中存在 ４９ 个转录因子基因家族，共包含 １ ５７５ 个转录因子基因。 干旱胁迫下沙冬青

地上部有 ４４ 个转录因子基因表达量的差异倍数大于等于 ２ 倍，其中 ３３ 个转录因子基因上调表达，１１ 个转录因子

基因下调表达；地下部有 ５７ 个转录因子基因表达量的差异倍数大于等于 ２ 倍，其中 ５０ 个转录因子基因上调表达，
７ 个转录因子基因下调表达。 沙冬青响应干旱胁迫的差异表达转录因子基因主要分布于 ＡＰ２－ＥＲＥＢＰ、ＭＹＢ、
ＷＲＫＹ、ＮＡＣ 和 ｂＨＬＨ 基因家族。 沙冬青地上部和地下部表达量上（下）调 ２～５、５（含 ５） ～ １０（含 １０）及 １０ 倍以上的

差异表达转录因子基因数分别为 ２８、７ 和 ９ 个，以及 １１、２７ 和 １９ 个。 聚类分析结果显示：沙冬青 ６ 个差异表达

ｂＨＬＨ 基因编码的氨基酸序列与拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ （Ｌｉｎｎ．） Ｈｅｙｎｈ．〕ｂＨＬＨ 基因编码的氨基酸序列有不同程

度的相似性。 干旱胁迫和 ＮａＣｌ 胁迫下，沙冬青 ６ 个差异表达 ｂＨＬＨ 基因的表达受到不同程度的诱导。 本结果为研

究非生物胁迫过程中沙冬青调控机制提供了大量的转录因子基因资源。
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　 　 沙冬青〔Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ （Ｍａｘｉｍ． ｅｘ
Ｋｏｍ．） Ｃｈｅｎｇ ｆ．〕 隶属于豆科 （ Ｆａｂａｃｅａｅ） 沙冬青属

（Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ Ｃｈｅｎｇ ｆ．），是中国西北阿拉善荒漠

地区特有的常绿阔叶灌木，也是第三纪残遗物种，为
稀有濒危植物［１］。 沙冬青主要分布区生境严酷，气
候干旱，年蒸发量为年降水量的 ２０ 多倍；夏季酷热，
高温可达 ３５ ℃ 以上；冬季严寒，低温可至－３０ ℃ ～
－２０ ℃ ［２］。 此外，沙冬青在固定流沙以及防止沙漠化

方面有重要作用。 鉴于沙冬青具有在严苛环境条件

下生存的能力及在生态上的重要地位，可将其作为植

物抗逆研究的重要材料。
目前已经从沙冬青中分离克隆得到多个参与逆

境胁迫的抗性相关基因，这些抗逆相关基因编码的蛋

白质可分为 ２ 大类：一类为具有保护作用的功能性蛋

白质，主要为与逆境胁迫相关的蛋白质，如晚期胚胎

发育丰富蛋白 ＡｍＬＥＡ［３］ 和脱水素蛋白 ＡｍＤＨＮ［４］

等；与渗透调节物质合成和降解相关的酶类，如肌醇

半乳 糖 苷 合 成 酶 ＡｍＧｏｌＳ［５］ 和 脯 氨 酸 转 运 体

ＡｍＰｒｏＴ［６］等；与植物毒性物质降解、抗氧化防御能力

相关的酶类，如超氧化物歧化酶 ＡｍＳＯＤ、谷胱甘肽过

氧化 物 酶 ＡｍＧＰＸ 以 及 抗 坏 血 酸 过 氧 化 物 酶

ＡｍＡＰＸ［７］等。 另一类为参与逆境条件下信号转导和

转录调控相关的蛋白质，主要包括响应及转导胁迫信

号的磷酸酶 ＡｍＣＢＬ［８］，以及与胁迫相关的转录因子

ＡｍＤＲＥＢ［９］和 ＡｍＭＹＢ［１０］等。
转录因子是一类在转录调控过程中具有十分重

要作用的蛋白质，在植物逆境响应调控网络中起关键

作用［１１］。 当植物受到逆境胁迫后，转录因子与下游

基因启动子部分特异性结合并对基因的表达进行调

控，进而调节细胞内的逆境应答物质含量以响应逆境

胁迫。 由于转录因子在转录调控过程中具有不可或

缺的作用，在对逆境胁迫响应的研究中，当前的研究

热点聚焦于转录因子及其与下游靶基因的识别与调

控［１１］。 通过转录组测序技术，可以获得大量的在逆

境胁迫下的植物转录本数据，并为筛选响应逆境胁迫

的转录因子，以及为后续调控机制的研究提供充足的

基因资源。
本研究对非生物胁迫处理前后沙冬青幼苗进行

转录组测序及分析，以期为更深入地研究沙冬青响应

非生物胁迫的分子机制提供基因资源库，并为进一步

鉴定下游的重要非生物响应基因以及研究其调控机

制奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

沙冬青种子由甘肃民勤沙生植物园提供。 将沙

冬青种子用流动的清水冲洗干净后，挑取大小一致、
籽粒饱满的种子用体积分数 ７０％乙醇浸泡 ３０ ｓ，无菌

水清洗 ４～５ 次后，在黑暗条件下清水浸泡 １ ｄ，使种

子充分吸胀。 将吸胀的沙冬青种子转移到铺满浸润

无菌水的吸水纸的灭菌培养皿中，置于 ２５ ℃培养箱

中遮光萌发催芽。 ３ ｄ 后，将发芽后长势基本一致的

沙冬青幼苗转移至塑料盒中，用改良的 １ ／ ２Ｈｏａｇｌａｎｄ
营养液（ｐＨ ５􀆰 ８）进行培养［６］，每隔 ２ ｄ 更换 １ 次营

养液。
对在 １ ／ ２Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液中培养 ３ 周的沙冬青

幼苗进行质量体积分数 １８％聚乙二醇 ６０００ （ ＰＥＧ
６０００）模拟的干旱胁迫以及 １００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ 模拟

的盐胁迫。 分别于胁迫 １、６、１２、２４ 和 ４８ ｈ 对地上部

和地下部的组织取样，并以胁迫 ０ ｈ 的样品为对照，
将样品用液氮速冻后置于－８０ ℃冰箱中保存。

２
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１􀆰 ２　 转录因子分析及差异表达基因选择

沙冬青转录组数据来源于作者所在实验室前期

实验结果。 采用 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂〔宝生物工程（大
连）有限公司〕分别提取正常培养 ３ 周以及质量体积

分数 １８％聚乙二醇 ６０００ 处理 ６ ｈ 的沙冬青幼苗地上

部和 地 下 部 的 总 ＲＮＡ， 构 建 ｃＤＮＡ 文 库。 使 用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ ２０００ 测序仪（美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司）对
上述样品进行转录组测序，测序结果经过质量控制过

滤去除无效序列，拼接后得到 ４４ ９５９ 条沙冬青

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序列，以 ｆａｓｔａ 格式保存。
利用 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ 软件（ ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／

Ｔｏｏｌｓ ／ ｐｆａ ／ ｉｐｒｓｃａｎ ／ ）和 ＰｌｎＴＦＤＢ ３􀆰 ０ 数据库（ ｈｔｔｐ：∥
ｐｌｎｔｆｄｂ．ｂｉｏ．ｕｎｉ⁃ｐｏｔｓｄａｍ．ｄｅ ／ ｖ３􀆰 ０ ／ ）对沙冬青转录组数

据中拼接获得的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行转录因子预测。 通过

Ｈｍｍｓｅａｒｃｈ 软件搜寻植物转录因子基因的保守域，并
将具有这些植物转录因子基因保守域的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 归

类到相应的转录因子基因家族中。 通过 ＲＰＫＭ
（ｒｅａｄｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｒｅａｄｓ）法计算沙冬青

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的表达丰度（ＲＰＫＭ 值），根据在干旱胁迫处

理条件与对照条件下基因的表达丰度计算其表达量

的差异［１２］。 将表达量差异倍数大于等于 ２ 倍的转录

因子视为差异表达转录因子。
１􀆰 ３　 总 ＲＮＡ 提取及荧光定量 ＰＣＲ

采用 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂〔宝生物工程（大连）有限

公司〕分别提取经干旱胁迫和 ＮａＣｌ 胁迫的沙冬青幼

苗地上部和地下部的总 ＲＮＡ，根据 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒〔宝生物工程（大
连）有限公司〕说明书合成第 １ 链 ｃＤＮＡ，用于后续基

因定量表达分析。 通过 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计 ６
个在转录组中差异表达的 ＡｍｂＨＬＨ 基因的荧光定量

ＰＣＲ 引物，引物序列见表 １，并以编号为 ｃｏｍｐ６２３９２
的基因（ＡｍｅＩＦ１） ［７］ 作为沙冬青的内参基因，引物由

上海英骏生物技术有限公司合成。 根据 ＳＹＢＲ 􀳏
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ试剂盒〔宝生物工程（大连）有限公

司〕说明书，在 Ｂｉｏ－Ｒａｄ ＣＦＸ－９６ 实时定量 ＰＣＲ 仪

（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司）上进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 反应。 反应

体系总体积 ２０􀆰 ０ μＬ，包含 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０􀆰 ０
μＬ、正向引物和反向引物各 ０􀆰 ４ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ 稀释 ５ 倍

后的 ｃＤＮＡ ５􀆰 ０ μＬ 及 ｄｄＨ２Ｏ ４􀆰 ２ μＬ。 反应程序为：
９５ ℃预变性 ３０ ｓ；９５ ℃ 变性 １０ ｓ、６０ ℃ 退火 １５ ｓ、
７２ ℃延伸 １５ ｓ，４０ 个循环。 每个样品 ３ 次重复，采用

２－ΔΔＣＴ法［１３］计算基因的相对表达量。

表 １　 用于沙冬青 ＡｍｂＨＬＨ 基因荧光定量 ＰＣＲ 扩增的引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡｍｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ （Ｍａｘｉｍ． ｅｘ
Ｋｏｍ．） Ｃｈｅｎｇ ｆ．

基因编号
Ｇｅｎｅ ＩＤ

正向引物序列（５′→３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （５′→３′）

反向引物序列（５′→３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ （５′→３′）

ｃｏｍｐ６２３９２（ＡｍｅＩＦ１） ＣＴＧＡＣＡＴＧＣＧＣＣＧＴＡＧＧＡＡＣＧ ＣＣＣＴＧＣＴＴＡＴＧＣＣＡＧＴＣＴＴＴＴ
ｃｏｍｐ５５４１５ ＴＧＣＡＧＣＡＴＣＡＡＧＴＧＧＡＧＴＴＣ ＴＣＡＴＣＡＡＣＴＧＧＣＡＡＣＴＡＣＴＴＣＴ
ｃｏｍｐ３８０４０ ＡＴＴＧＣＴＣＡＧＡＴＧＧＧＣＧＡＡＧＧ ＡＴＧＴＡＧＣＣＧＴＧＣＧＴＡＧＴＧＴＣ
ｃｏｍｐ５８２５０ ＴＧＡＣＴＴＧＴＣＣＡＴＣＡＴＣＴＧＧＴＴＴＧ ＡＧＧＡＧＧＣＴＴＡＧＣＣＡＴＡＧＡＣＡＣ
ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １ ＧＡＴＴＴＧＣＴＣＧＣＡＴＣＡＣＴＧＧＧ ＧＧＡＡＣＡＧＴＧＴＧＡＣＡＣＣＡＧＡＣＡ
ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２ ＧＣＴＣＡＴＴＧＡＣＧＣＣＡＡＡＴＴＣＴ ＴＧＧＴＣＴＧＣＧＧＧＴＡＣＡＡＡＡＣＡ
ｃｏｍｐ６５９１９ ＡＡＧＡＧＡＴＧＧＴＴＣＣＣＧＣＴＴＧＧ ＴＣＴＧＧＡＧＧＧＴＴＴＡＴＣＣＣＣＧＴ

２　 结果和分析

２􀆰 １　 干旱胁迫下沙冬青转录因子基因鉴定

对转录组测序拼接的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行转录因子分

析，结果表明：沙冬青中共有 １ ５７５ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ （即

１ ５７５个转录因子基因），归类到 ４９ 个转录因子基因

家族（图 １）。 在沙冬青各转录因子基因家族中基因

数最多的为 ＭＹＢ 基因家族，共有 ２２２ 个转录因子基

因；之后依次为 ＡＰ２－ＥＲＥＢＰ 基因家族（１４４ 个转录

因子基因）、ｂＨＬＨ 基因家族（１１４ 个转录因子基因）、
ＤＢＰ 基因家族（１０６ 个转录因子基因）、ＮＡＣ 基因家

族（８２ 个转录因子基因）和 ＷＲＫＹ 基因家族（７９ 个转

录因子基因）。
２􀆰 ２　 干旱胁迫下沙冬青差异表达转录因子基因分析

干旱胁迫下沙冬青地上部共有 ４４ 个转录因子基

因差异表达，其中，３３ 个转录因子基因上调表达，
１１ 个转录因子基因下调表达；地下部共有 ５７ 个转录

因子基因差异表达，其中，５０ 个转录因子基因上调表

达，７ 个转录因子基因下调表达（表 ２）。 ＮＡＣ 基因家

３
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图 １　 沙冬青转录因子基因家族分类
Ｆｉｇ． １ 　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｆｒｏｍ
Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ （Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ．） Ｃｈｅｎｇ ｆ．

族中差异表达转录因子基因的数量最多，地上部和地

下部分别有 ８ 和 ９ 个差异表达转录因子基因；之后依

次为 ＡＰ２－ＥＲＥＢＰ 基因家族（地上部和地下部分别有

６ 和 ９ 个差异表达转录因子基因）、ＭＹＢ 基因家族

（地上部和地下部均有 ７ 个差异表达转录因子基因）
和 ＷＲＫＹ 基因家族（地上部和地下部分别有 ７ 和 ２ 个

差异表达转录因子基因）。
干旱胁迫下沙冬青差异表达转录因子基因表达

量差异倍数的分布情况见图 ２。 由图 ２ 可以看出：干
旱胁迫下沙冬青差异表达转录因子基因在地上部和

地下部的表达模式不同，地上部表达量的差异倍数为

２～５ 倍的转录因子基因最多，而地下部表达量的差异

倍数为 ５（含 ５） ～１０（含 １０）倍的转录因子基因最多。
在地上部，表达量的差异倍数在 １０（含 １０）倍以内的

转录因子基因有 ３５ 个，占地上部差异表达转录因子

表 ２　 干旱胁迫下沙冬青地上部和地下部差异表达转录因子基因
分析１）

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ａｂｏｖｅ⁃ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ⁃ｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ
ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ （Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ．） Ｃｈｅｎｇ ｆ． ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ１）

转录因子基因家族
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

地上部
Ａｂｏｖｅ⁃ｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔ

地下部
Ｕｎｄｅｒ⁃ｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔ

ＮＵ ＮＤ ＮＵ ＮＤ

ＮＡＣ ８ ０ ９ ０
ＡＰ２－ＥＲＥＢＰ ３ ３ ９ ０
ＭＹＢ ６ １ ７ ０
ＷＲＫＹ ７ ０ １ １
ＤＢＰ ３ ０ ５ ０
ｂＨＬＨ １ ０ ３ ２
ＧＲＡＳ ０ １ ３ ０
ＨＳＦ ２ ０ ２ ０
Ｃ２Ｃ２－ＧＡＴＡ ０ ２ ０ １
Ｃ３Ｈ １ １ １ ０
ＯＦＰ １ ０ １ ０
Ｃ２Ｃ２－ＹＡＢＢＹ ０ １ ０ ０
ＣＰＰ ０ １ ０ ０
ｍＴＥＲＦ ０ １ ０ ０
ＳＢＰ １ ０ ０ ０
ＡＢＩ３ＶＰ１ ０ ０ ２ ０
Ｃ２Ｃ２－Ｄｏｆ ０ ０ １ １
ＬＯＢ ０ ０ ２ ０
ＭＡＤＳ ０ ０ １ １
ＬＩＭ ０ ０ ０ １
Ｓｉｇｍａ７０－ｌｉｋｅ ０ ０ １ ０
ＴＣＰ ０ ０ １ ０
ｚｆ－ＨＤ ０ ０ １ ０

合计 Ｔｏｔａｌ ３３ １１ ５０ ７

　 １） ＮＵ： 上调差异表达转录因子基因 数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅｓ； ＮＤ： 下调差异表达
转录因子基因数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅｓ．

基因总数的 ７９􀆰 ５％。 其中，表达量上（下）调 ２ ～ ５ 倍

的转录因子基因有 ２３ 个，占地上部差异表达转录因

子基因总数的 ５２􀆰 ３％；表达量上（下）调 ５（含 ５） ～
１０（含１０）倍的转录因子基因有 １２ 个，占地上部差异

表达转录因子基因总数的 ２７􀆰 ３％。 表达量的差异倍

数在 １０ 倍以上的转录因子基因有 ９ 个，占地上部差

异表达转录因子基因总数的 ２０􀆰 ５％。
在地下部，表达量的差异倍数在 １０（含 １０）倍以

内的转录因子基因有 ３８ 个，占地下部差异表达转录

因子基因总数的 ６６􀆰 ７％。 其中，表达量上（下）调 ２ ～
５ 倍的转录因子基因有 １４ 个，占地下部差异表达转

录因子基因总数的 ２４􀆰 ６％；表达量上（下）调 ５（含
５） ～１０（含 １０）倍的转录因子基因有 ２４ 个，占地下部

４
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□： 地上部 Ａｂｏｖｅ⁃ｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔ； ： 地下部 Ｕｎｄｅｒ⁃ｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔ． ＦＣ： 差异
倍数 Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ． Ⅰ： －１０≤ＦＣ≤－５； Ⅱ： －５＜ＦＣ＜－２； Ⅲ： ２＜ＦＣ＜５；
Ⅳ： ５≤ＦＣ≤１０； Ⅴ： ＦＣ＞１０． 负数表示基因下调表达，正数表示基因
上调表达 Ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｍｅａｎ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｍｅａｎ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ．

图 ２　 干旱胁迫下沙冬青差异表达转录因子基因表达量的差异倍数
分布
Ｆｉｇ． ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ
（Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ．） Ｃｈｅｎｇ ｆ． ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

差异表达转录因子基因总数的 ４２􀆰 １％。 表达量的差

异倍数在 １０ 倍以上的转录因子基因有 １９ 个，占地下

部差异表达转录因子基因总数的 ３３􀆰 ３％。
２􀆰 ３　 干旱胁迫下沙冬青差异表达 ｂＨＬＨ 转录因子

的系统进化分析

ｂＨＬＨ 类转录因子是植物体内一类重要的转录

因子家族，在植物响应逆境胁迫过程中起着重要的调

控作用。 对沙冬青转录组数据的分析结果显示：沙冬

青中存在 １１４ 个 ｂＨＬＨ 基因，当受到干旱胁迫后，表
达量的差异倍数大于等于 ２ 倍的 ｂＨＬＨ 基因有 ６ 个。
在转录组数据中对这 ６ 个 ｂＨＬＨ 基因进行搜索，获得

各基因序列开放阅读框的全长，这 ６ 个 ｂＨＬＨ 基因在

转录组中的编号分别为 ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １、ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２、
ｃｏｍｐ５５４１５、 ｃｏｍｐ５８２５０、 ｃｏｍｐ６５９１９ 和 ｃｏｍｐ３８０４０。
利用 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴｐ 软件对这 ６ 个 ｂＨＬＨ 基因编码

的氨基酸序列进行同源性比对，分析结果表明：
这 ６ 个ｂＨＬＨ 基 因 编 码 的 氨 基 酸 序 列 与 拟 南 芥

〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ （Ｌｉｎｎ．） Ｈｅｙｎｈ．〕ｂＨＬＨ 基因编码

的氨基酸序列有不同程度的相似性。
对沙冬青中 ６ 个差异表达 ｂＨＬＨ 基因和拟南芥

ｂＨＬＨ 基因编码的氨基酸序列进行聚类分析（图 ３）。
结果显示：沙冬青中编号为 ｃｏｍｐ５５４１５ 的基因编码的

氨基酸序列与拟南芥中编号为 ＡＴ１Ｇ７３８３０􀆰 １ 的基因

（ＢＥＥ３，ＢＲ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ３）编码的氨基酸序列

的相似度为 ４６％，编号为 ｃｏｍｐ３８０４０ 的基因编码的

氨基酸序列与编号为 ＡＴ４Ｇ３７８５０􀆰 １ 的基因编码的氨

基酸序列的相似度为 ４１％，编号为 ｃｏｍｐ５８２５０ 的基

因编码的氨基酸序列与编号为 ＡＴ１Ｇ１０１２０􀆰 １ 的基因

编码 的 氨 基 酸 序 列 的 相 似 度 为 ４２％， 编 号 为

ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １ 和 ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２ 的基因编码的氨基酸

序列与编号为 ＡＴ３Ｇ４３７９０􀆰 ３ 的基因 （ ＺＩＦＬ２， ｚｉｎｃ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｆａｃｉｌｉｔａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ２）和编号为 ＡＴ５Ｇ１３７５０􀆰 １ 的基

因（ＺＩＦＬ１， ｚｉｎｃ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆａｃｉｌｉｔａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ １）编码的氨基

酸序列的相似度较高，相似度分别为 ５４％和 ５９％，编
号为 ｃｏｍｐ６５９１９ 的基因编码的氨基酸序列与编号为

ＡＴ４Ｇ３４５３０􀆰 １ 的基因 （ ＣＩＢ１， ｃｒｙｐｔｏｃｈｒｏｍｅ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｂａｓｉｃ⁃ｈｅｌｉｘ⁃ｌｏｏｐ⁃ｈｅｌｉｘ １）编码的氨基酸序列的相似度

可达 ５５％。

ＡＴ４Ｇ３７８５０􀆰 １， ＡＴ１Ｇ１０１２０􀆰 １， ＡＴ１Ｇ７３８３０􀆰 １， ＡＴ４Ｇ３４５３０􀆰 １， ＡＴ５Ｇ１３７５０􀆰 １，
ＡＴ３Ｇ４３７９０􀆰 ３： 拟南芥 ｂＨＬＨ基因的编号 ＩＤ ｏｆ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ （ Ｌｉｎｎ．） Ｈｅｙｎｈ．； ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １， ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２， ｃｏｍｐ５５４１５，
ｃｏｍｐ５８２５０，ｃｏｍｐ６５９１９，ｃｏｍｐ３８０４０： 沙冬青 ｂＨＬＨ 基因的编号 ＩＤ ｏｆ
ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ （Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ．） Ｃｈｅｎｇ ｆ．

图 ３　 干旱胁迫下沙冬青差异表达 ｂＨＬＨ 基因和拟南芥 ｂＨＬＨ 基因
编码的氨基酸序列的聚类分析
Ｆｉｇ． ３ 　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ
（Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ．） Ｃｈｅｎｇ ｆ． ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ
ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ （Ｌｉｎｎ．） Ｈｅｙｎｈ．

２􀆰 ４　 干旱胁迫和 ＮａＣｌ 胁迫下沙冬青差异表达

ｂＨＬＨ 基因的表达模式

通过荧光定量 ＰＣＲ 对干旱胁迫和 ＮａＣｌ 胁迫下

沙冬青地上部和地下部 ６ 个差异表达 ｂＨＬＨ 基因的

表达模式进行分析，结果分别见图 ４ 至图 ７。
由图 ４ 可以看出：随着干旱胁迫时间的延长，沙

冬青地上部差异表达 ｂＨＬＨ 基因的相对表达量略有

波动，除编号为 ｃｏｍｐ５５４１５ 的基因的相对表达量在干

旱胁迫 １ ｈ 明显提高外，其他 ５ 个差异表达 ｂＨＬＨ 基

因的相对表达量总体上低于 ２􀆰 ０。

５
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ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １，ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２，ｃｏｍｐ５５４１５，ｃｏｍｐ５８２５０，ｃｏｍｐ６５９１９，ｃｏｍｐ３８０４０： 基因编号 Ｇｅｎｅ ＩＤ．

图 ４　 干旱胁迫下沙冬青地上部差异表达 ｂＨＬＨ 基因的表达模式
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ａｂｏｖｅ⁃ｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔ ｏｆ

Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ （Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ．） Ｃｈｅｎｇ ｆ． ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １，ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２，ｃｏｍｐ５５４１５，ｃｏｍｐ５８２５０，ｃｏｍｐ６５９１９，ｃｏｍｐ３８０４０： 基因编号 Ｇｅｎｅ ＩＤ．

图 ５　 干旱胁迫下沙冬青地下部差异表达 ｂＨＬＨ 基因的表达模式
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｕｎｄｅｒ⁃ｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔ ｏｆ

Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ （Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ．） Ｃｈｅｎｇ ｆ． ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

６
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ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １，ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２，ｃｏｍｐ５５４１５，ｃｏｍｐ５８２５０，ｃｏｍｐ６５９１９，ｃｏｍｐ３８０４０： 基因编号 Ｇｅｎｅ ＩＤ．

图 ６　 ＮａＣｌ 胁迫下沙冬青地上部差异表达 ｂＨＬＨ 基因的表达模式
Ｆｉｇ． ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ａｂｏｖｅ⁃ｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔ ｏｆ

Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ （Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ．） Ｃｈｅｎｇ ｆ． ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １，ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２，ｃｏｍｐ５５４１５，ｃｏｍｐ５８２５０，ｃｏｍｐ６５９１９，ｃｏｍｐ３８０４０： 基因编号 Ｇｅｎｅ ＩＤ．

图 ７　 ＮａＣｌ 胁迫下沙冬青地下部差异表达 ｂＨＬＨ 基因的表达模式
Ｆｉｇ． ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｕｎｄｅｒ⁃ｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔ ｏｆ

Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ （Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ．） Ｃｈｅｎｇ ｆ． ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

７
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　 　 由图 ５ 可以看出：随着干旱胁迫时间的延长，沙
冬青地下部编号为 ｃｏｍｐ５８２５０ 和 ｃｏｍｐ６５９１９ 的基因

的相对表达量呈先降低后升高的趋势，在干旱胁迫处

理后期，这 ２ 个基因的相对表达量略高于对照；编号

为 ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １、ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２ 和 ｃｏｍｐ５５４１５ 的基因

的相对表达量总体上高于对照；而编号为 ｃｏｍｐ３８０４０
的基因的相对表达量在干旱胁迫处理前期高于对

照，在干旱胁迫处理后期低于对照。 此外，编号为

ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １、ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２ 和 ｃｏｍｐ５５４１５ 的基因的

相对表达量在干旱胁迫 ６ ｈ 达到峰值， 编号为

ｃｏｍｐ３８０４０５ 的基因的相对表达量在干旱胁迫 １ ｈ 达

到峰值。
由图 ６ 可以看出：随着 ＮａＣｌ 胁迫时间的延长，沙

冬青地上部编号为 ｃｏｍｐ６５９１９ 和 ｃｏｍｐ３８０４０ 的基

因的相对表达量略有下降；编号为 ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２、
ｃｏｍｐ５５４１５ 和 ｃｏｍｐ５８２５０ 的基因的相对表达量总体

上升高；而编号为 ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １ 的基因的相对表达量

在 ＮａＣｌ 胁迫 １２ ｈ 高于对照并达到峰值，在其他胁迫

时间则低于对照。
由图 ７ 可以看出：随着 ＮａＣｌ 胁迫时间的延长，

沙冬青地下部编号为 ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １、 ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２、
ｃｏｍｐ５５４１５ 和 ｃｏｍｐ３８０４０ 的基因的相对表达量呈先

升高后降低的趋势，均在 ＮａＣｌ 胁迫 ６ ｈ 达到峰值；编
号为 ｃｏｍｐ５８２５０ 和 ｃｏｍｐ６５９１９ 的基因的相对表达量

无显著变化，均在 ＮａＣｌ 胁迫 １２ ｈ 降至最低。

３　 讨　 　 论

转录因子在植物响应逆境胁迫的过程中起重要

的调控作用，通过调控下游功能基因的表达，从而显

著增强植物对逆境的耐受能力。 沙冬青是一种古老

的沙漠植物，在逆境胁迫条件下具有很强的抗逆能

力，是挖掘植物抗逆相关基因的优质物种。 本研究的

转录组测序结果显示：干旱胁迫下沙冬青 ＮＡＣ、ＡＰ２－
ＥＲＥＢＰ、ＭＹＢ、ＷＲＫＹ 和 ｂＨＬＨ 基因家族的差异表达基

因数较多，说明这些基因在响应干旱胁迫的过程中起

到重要作用。
在质量体积分数 １８％聚乙二醇 ６０００ 模拟的干旱

胁迫条件下处理 ６ ｈ，沙冬青中数个包含 ＮＡＣ 和

ＭＹＢ 结构域的转录因子基因差异表达。 大量研究结

果表明：ＮＡＣ 转录因子家族成员参与植物的生长发

育、衰老及次生壁合成等生物过程，在逆境应答响应

过程中具有重要功能［１４－１５］。 ＭＹＢ 转录因子家族成

员对植物的生长发育、次级代谢和激素信号转导以及

在响应生物和非生物胁迫过程中均发挥重要的调控

作用［１６－１７］。 本研究结果表明：沙冬青在受到干旱胁

迫后，其地上部和地下部分别有 ８ 和 ９ 个 ＮＡＣ 基因

表达量上调，以及 ６ 和 ７ 个 ＭＹＢ 基因表达量上调。
这 ２ 类转录因子家族基因在沙冬青受到干旱胁迫后

响应强烈，说明其参与了沙冬青干旱胁迫响应的调控

过程。
ＡＰ２－ＥＲＥＢＰ 是植物特有的一类转录因子家族，

可分为 ＡＰ２ 和 ＥＲＥＢＰ ２ 个亚家族［１８］。 ＡＰ２－ＥＲＥＢＰ
转录因子家族成员参与植物逆境响应过程的调控，进
而提高植物对逆境的耐受能力［１９］。 本研究认为，沙
冬青地上部有 ６ 个 ＡＰ２－ＥＲＥＢＰ 基因在受到干旱胁

迫后差异表达，表达量上调和下调的转录因子基因各

有 ３ 个；地下部有 ９ 个 ＡＰ２－ＥＲＥＢＰ 基因表达量上

调。 ＡＰ２－ＥＲＥＢＰ 转录因子家族不同基因在干旱胁

迫下呈现不同的上调或下调表达模式，表明该转录因

子家族中不同成员在干旱胁迫响应过程中的调控方

式存在差异。
本研究中，沙冬青地上部有 ７ 个 ＷＲＫＹ 基因表达

量上调，地下部有 ２ 个 ＷＲＫＹ 基因差异表达，表达量

上调和下调的 ＷＲＫＹ 基因各 １ 个，说明 ＷＲＫＹ 转录

因子家族在沙冬青干旱胁迫响应过程中起到重要作

用。 通常，一个 ＷＲＫＹ 基因能够响应多种胁迫条件，
进而对不同的生理过程进行正调控或负调控［２０］。 研

究结果表明：在 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ 中过表

达 ＧｈＷＲＫＹ１７ 基因可增强 Ｎ． ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ 对干旱和

高盐胁迫的耐受能力［２１］，但是在水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ
Ｌｉｎｎ．）中过表达 ＯｓＷＲＫＹ４５ 基因则导致水稻对盐胁

迫更为敏感［２２］。
ｂＨＬＨ 转录因子家族具有典型的碱性螺旋－环－

螺旋结构域，其不仅参与了植物体内一系列的生长发

育调控过程［２３－２５］，而且在植物响应干旱［２６－２７］、高

盐［２８－２９］、脱落酸［３０］、低温［３１］、缺铁［３２］ 和低磷［３３］ 等非

生物胁迫过程中也发挥着重要作用。 本研究结果显

示：沙冬青 ｂＨＬＨ 转录因子家族中有 １１４ 个基因，其
中有 ６ 个 ｂＨＬＨ 基因在干旱胁迫处理下表达量的差

异倍数大于等于 ２ 倍。 这 ６ 个 ｂＨＬＨ 基因不仅在干

旱胁迫下差异表达，而且在 ＮａＣｌ 胁迫下的表达也受

到不同程度的诱导。 将沙冬青 ６ 个 ｂＨＬＨ 基因（编
号分别为 ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １、 ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２、 ｃｏｍｐ５５４１５、

８
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ｃｏｍｐ５８２５０、 ｃｏｍｐ６５９１９ 和 ｃｏｍｐ３８０４０ ） 和 拟 南 芥

ｂＨＬＨ 基因编码的氨基酸序列进行聚类分析，结果显

示：根据氨基酸序列的相似度，编号为 ｃｏｍｐ５５４１５
的基因 编 码 的 氨 基 酸 序 列 与 拟 南 芥 中 编 号 为

ＡＴ１Ｇ７３８３０􀆰 １ 的基因（ＢＥＥ３）编码的氨基酸序列最

为相似，而编号为 ＡＴ１Ｇ７３８３０􀆰 １ 的基因对应的转录

因子调控植物的生长发育，促进下胚轴的伸长［３４］。
此外，编号为 ｃｏｍｐ５８２５０ 的基因编码的氨基酸序列与

拟南芥中编号为 ＡＴ１Ｇ１０１２０􀆰 １ 的基因编码的氨基酸

序列的相似度为 ４２％，编号为 ｃｏｍｐ６５９１９ 的基因编

码的氨基酸序列与拟南芥中编号为 ＡＴ４Ｇ３４５３０􀆰 １ 的

基因（ＣＩＢ１）编码的氨基酸序列的相似度为 ５５％。 拟

南芥中编号为 ＡＴ１Ｇ１０１２０􀆰 １ 和 ＡＴ４Ｇ３４５３０􀆰 １ 的基因

对应的转录因子均参与蓝光信号响应过程，调控花周

期开放［３５－３６］。 而与编号为 ｃｏｍｐ３８０４０ 的基因对应的

转录因子最为相似的拟南芥中编号为 ＡＴ４Ｇ３７８５０􀆰 １
的基因对应的转录因子参与乙烯和生长素的响应

过程［３７］， 从 而 调 控 逆 境 胁 迫 的 响 应。 编 号 为

ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 １ 和 ｃｏｍｐ６４９１８􀆰 ２ 的基因编码的氨基

酸序列与拟南芥中编号为 ＡＴ３Ｇ４３７９０􀆰 ３ 的基因

（ＺＩＦＬ２）和编号为 ＡＴ５Ｇ１３７５０􀆰 １ 的基因（ＺＩＦＬ１）编

码的氨基酸序列的相似度最高，编号为 ＡＴ３Ｇ４３７９０􀆰 ３
和 ＡＴ５Ｇ１３７５０􀆰 １ 的基因与拟南芥体内钾离子的平衡

相关，参与调节气孔运动，从而增强拟南芥的抗旱

性能［３８－３９］。
本研究结果可为沙冬青干旱胁迫调控机制研究

提供庞大的转录因子基因资源，然而，大多数转录因

子基因在干旱胁迫响应中的功能还未明确，其调控的

下游基因及其结合位点，以及对下游靶基因的调控机

制尚不清楚，仍需进一步深入研究。

４　 结　 　 论

对沙冬青转录组的分析结果表明：沙冬青中存在

４９ 个转录因子基因家族，共有 １ ５７５ 个转录因子基

因。 当受到质量体积分数 １８％聚乙二醇 ６０００ 模拟的

干旱胁迫处理 ６ ｈ 后，沙冬青地上部有 ４４ 个转录因

子基因差异表达，地下部有 ５７ 个转录因子基因差异

表达。 ｂＨＬＨ 基因家族中 ６ 个差异表达的转录因子基

因对干旱胁迫以及 ＮａＣｌ 胁迫有不同程度的响应，说
明其在逆境胁迫调控网络中具有重要作用。
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ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｐｌａｙｓ ａ ｄｕａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｏｌａｒ ａｕｘｉｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｄｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ，
２０１３， ２５： ９０１－９２６．
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