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扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员鉴定与表达分析

胡尔西旦吐尔逊ꎬ 谷玉风ꎬ 刘欣欣ꎬ 葛风伟①

(新疆师范大学生命科学学院ꎬ 新疆 乌鲁木齐 ８３００５４)

摘要: 基于扭果花旗杆(Ｄｏｎｔｏｓｔｅｍｏｎ ｅｌｅｇａｎｓ Ｍａｘｉｍ.)转录组数据ꎬ鉴定其 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员ꎬ并通过生物信

息学方法分析该转录因子家族成员的理化性质、保守基序及结构域、系统进化关系、组织表达模式及逆境胁迫表达

模式ꎮ 结果表明:从扭果花旗杆转录组数据库中共筛选出 ６６ 个 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员ꎬ其氨基酸残基数为 ６３~
６６８ꎬ理论等电点为 ｐＩ ４.７４ 至 ｐＩ １０.１７ꎬ理论相对分子质量为 ７ ３９６.５６~ ７３ ５０８.４７ꎬ６５ 个家族成员属于亲水蛋白ꎬ６０
个家族成员定位在细胞核中ꎻ所有家族成员含有 ｍｏｔｉｆ１ 和(或)ｍｏｔｉｆ２ꎬ且都含有保守的 ｂＨＬＨ＿ＳＦ 超家族结构域ꎮ
扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员可划分为 １３ 个亚家族ꎬ亚家族含有的扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 家族成员最多(１０
个)ꎮ 组织表达模式分析结果表明:扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 基因在不同组织中的相对表达量有所差异ꎬＤｅ１１６８４.２２１４、
Ｄｅ１１６８４.２３６３９ 和 Ｄｅ１１６８４.３３１６９ 在叶中的相对表达量最高ꎬＤｅ１１６８４.２９０６ 和 Ｄｅ１１６８４.３１６６９ 在茎中的相对表达量

最高ꎬＤｅ１１６８４.７５４９ 在根中的相对表达量最高ꎬＤｅ１１６８４.７９００ 在根和叶中的相对表达量接近且显著(Ｐ<０.０５)高于

茎ꎮ 扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 基因对不同逆境胁迫有不同程度的响应:在 １５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ 胁迫下ꎬ７ 个 ｂＨＬＨ 基因的

相对表达量在不同时间均显著上调ꎻ在 ２５０ ｍｍｏｌＬ－１聚乙二醇(ＰＥＧ)胁迫下ꎬ６ 个 ｂＨＬＨ 基因的相对表达量在 ２ ｈ
时显著下调ꎻ在 ４ ℃胁迫下ꎬ６ 个 ｂＨＬＨ 基因的相对表达量在 ８ ｈ 时显著上调ꎮ 综合分析表明:扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 转

录因子家族成员具有 ｂＨＬＨ 转录因子家族的基本特征ꎻｂＨＬＨ 基因具有组织表达特异性ꎬｂＨＬＨ 家族成员可能参与

盐胁迫和低温胁迫的调控过程ꎮ
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ｐＩ １０.１７ꎬ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓｅｓ ａｒｅ ７ ３９６.５６－７３ ５０８.４７ꎬ ６５ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ａｒｅ
ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ａｎｄ ６０ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ａｒｅ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｎｕｃｌｅｕｓꎻ ａｌｌ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｃｏｎｔａｉｎ ｍｏｔｉｆ１
ａｎｄ (ｏｒ) ｍｏｔｉｆ２ꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｃｏｎｔａｉｎ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｂＨＬＨ＿ＳＦ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｄｏｍａｉｎ. Ｔｈｅ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｄ. ｅｌｅｇａｎｓ ｃａｎ ｂｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ １３ ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓꎬ ａｎｄ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ  ｃｏｎｔａｉｎｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ
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ｂＨＬＨ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｄ. ｅｌｅｇａｎｓ (１０). Ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｄ. ｅｌｅｇａｎｓ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｄｅ１１６８４. ２２１４ꎬ Ｄｅ１１６８４. ２３６３９ꎬ ａｎｄ Ｄｅ１１６８４. ３３１６９ ａｒｅ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ｌｅａｆꎬ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
Ｄｅ１１６８４.２９０６ ａｎｄ Ｄｅ１１６８４.３１６６９ ａｒｅ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ｓｔｅｍꎬ ｔｈａｔ ｏｆ Ｄｅ１１６８４.７５４９ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ｒｏｏｔꎬ
ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｏｆ Ｄｅ１１６８４.７９００ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｉｎ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｌｅａｆ ａｎｄ ｓｉｎｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０.０５) ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ
ｓｔｅｍ. ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｄ. ｅｌｅｇａｎｓ ｈａｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｖｅｒｓｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓｅｓ: ｕｎｄｅｒ
１５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ７ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓꎻ ｕｎｄｅｒ ２５０ ｍｍｏｌＬ－１ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ( ＰＥＧ) ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
６ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｔ ２ ｈꎻ ｕｎｄｅｒ ４ ℃ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
６ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｔ ８ ｈ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂＨＬＨ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｄ. ｅｌｅｇａｎｓ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ｆａｍｉｌｙꎻ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｈａｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬ ａｎｄ ｂＨＬＨ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｍａｙ ｉｎｖｏｌｖｅ ｉｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｄｏｎｔｏｓｔｅｍｏｎ ｅｌｅｇａｎｓ Ｍａｘｉｍ.ꎻ ｂＨＬＨꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 植物在生长过程中常遭受干旱、高盐及冻害等一

系列非生物胁迫ꎬ严重影响其正常生长发育过程ꎮ 为

了降低逆境造成的伤害ꎬ植物通过相关转录因子来调

控下游基因表达ꎬ从而提高自身的抗逆性ꎬ因此ꎬ转录

因子在植物逆境胁迫应答过程中起着非常重要的作

用[１－２]ꎮ 相关研究表明 ｂＨＬＨ 家族基因表达能提高

植物的抗逆能力[３]ꎮ
ｂＨＬＨ 家族是植物中较为庞大的转录因子家族

之一[４－６]ꎬ因其 Ｎ 端碱性螺旋－环－螺旋(ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ￣
ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ)特定的结构域而得名[７]ꎮ ｂＨＬＨ 转录因子

家族成员在植物应对逆境胁迫、次生代谢及调控生长

发育等过程中起到重要作用[８－９]ꎮ 相关研究[３ꎬ１０－１８]

表明:拟南芥 〔 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕
ｂＨＬＨ６８、番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.) ｂＨＬＨ９６、
胡杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｅｕｐｈｒａｔｉｃａ Ｏｌｉｖ.) ｂＨＬＨ３５、花生(Ａｒａｃｈｉｓ
ｈｙｐｏｇａｅａ Ｌｉｎｎ.)ｂＨＬＨ１１２ 及水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.)
ｂＨＬＨ１３０ 在干旱胁迫下ꎬ可通过调节脱落酸(ＡＢＡ)
依赖信号通路相关基因的表达来增强机体对活性氧

(ＲＯＳ) 的清除能力ꎬ从而提高植物的抗旱性ꎻ穇

〔Ｅｌｅｕｓｉｎｅ ｃｏｒａｃａｎａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｇａｅｒｔｎ.〕 ｂＨＬＨ５７、 甜菜

(Ｂｅｔａ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌｉｎｎ.) ｂＨＬＨ９３、水稻 ｂＨＬＨ０３５ 及拟南

芥 ｂＨＬＨ１２２ 在盐胁迫下ꎬ可通过 ＡＢＡ 非依赖途径调

控非生物胁迫耐受基因的表达ꎬ进而提升植物的耐盐

性ꎻ甜橙〔Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｏｓｂｅｃｋ〕 ｂＨＬＨ１８、烟
草 ( Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ.) ｂＨＬＨ１２３ 及 水 稻

ｂＨＬＨ０３５ 经过抗氧化应答、ＡＢＡ 非依赖途径提升植

物抗寒能力ꎮ 目前已有大量植物 ｂＨＬＨ 转录因子家

族成员被鉴定出来ꎬ如拟南芥有 １６２ 个[１９]、绿豆

〔Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｗｉｌｃｚｅｋ〕有 １２２ 个[２０]、白

菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｖａｒ. ｇｌａｂｒａ Ｒｅｇｅｌ)有 ２４９ 个[２１]、马铃

薯 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌｉｎｎ.) 有 １０８ 个[２２]、 大 豆

〔Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.〕有 ３４０ 个[２３]ꎮ
扭果花旗杆(Ｄｏｎｔｏｓｔｅｍｏｎ ｅｌｅｇａｎｓ Ｍａｘｉｍ.)是十字

花科(Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ)花旗杆属(Ｄｏｎｔｏｓｔｅｍｏｎ Ａｎｄｒｚ. ｅｘ
Ｌｅｄｅｂ.)多年生草本植物ꎬ主要分布于新疆达坂城地

区及甘肃西北部[２４]ꎬ是新疆达坂城荒漠植被组成的

重要种类ꎮ 该种具有较强的抗旱、抗风等优良特性ꎬ
在维持达坂城强风、干旱的荒漠生态系统稳定性中发

挥重要作用[２４－２６]ꎮ 本课题组长期致力于扭果花旗杆

的抗逆机制研究ꎬ并获得抗逆相关功能基因[２４－２８]ꎮ
为进一步挖掘扭果花旗杆抗逆功能基因ꎬ本研究利用

该植物转录组数据鉴定扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 转录因子

家族成员ꎬ并分析其组织表达模式和逆境胁迫表达模

式ꎬ为深入研究扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 转录因子的功能提

供数据支持ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

扭果花旗杆转录组数据(ＮＣＢＩ 数据库登录号为

ＰＲＪＮＡ１００００５２)为本课题组前期测序结果ꎮ
供试植物为在光照培养室(光照度 ３ ０００ ｌｘ、光

照时间 １６ ｈｄ－１、环境温度 ２３ ℃ ~ ２５ ℃)培养的野

生型扭果花旗杆幼苗ꎬ苗龄 ４０ ｄꎮ 采集根、茎、叶ꎬ液
氮速冻后用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡꎬ经反转录获得各组

织的 ｃＤＮＡꎬ于－８０ ℃冰箱保存ꎬ用于组织表达模式分

析ꎮ 各取 １０ 株幼苗ꎬ分别浇灌 １５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ
和２５０ ｍｍｏｌＬ－１聚乙二醇(ＰＥＧ)ꎬ另取 １０ 株幼苗进
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行低温(４ ℃)处理ꎬ于处理后 ０、２、６、８、１０ 和 １２ ｈ 取

全株叶片提取总 ＲＮＡꎬ反转录获得 ｃＤＮＡꎬ用于基因

表达模式分析ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ｂＨＬＨ 家族成员鉴定 　 从转录组数据中获得

扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 家族成员核苷酸序列和氨基酸序

列ꎬ利用在线软件 ＳＭＡＲＴ(ｈｔｔｐ:∥ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ. ｄｅ / )、
ＮＣＢＩ － ＣＤＤ ( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｃｄｄ / )、
ＨＭＭＥＲ( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ. ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / Ｔｏｏｌｓ / ｈｍｍｅｒ / ) 和

ｐｆａｍ(ｈｔｔｐ:∥ｐｆａｍ￣ｌｅｇａｃｙ.ｘｆａｍ. ｏｒｇ / ｓｅａｒｃｈ / )进行保守

结构域分析ꎬ筛选出具有 ｂＨＬＨ 结构域的蛋白质ꎮ 为

了保证候选蛋白的可靠性ꎬ从拟南芥信息资源数据库

ＴＡＩＲ(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.ｏｒｇ)下载拟南芥 ｂＨＬＨ
转录因子氨基酸序列ꎬ利用 ＣＬＵＳＴＡＬＷ 在线软件

(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ｇｅｎｏｍｅ.ｊｐ / ｔｏｏｌｓ￣ｂｉｎ / ｃｌｕｓｔａｌｗ)对扭果花

旗杆 ｂＨＬＨ 候选蛋白和拟南芥 ｂＨＬＨ 蛋白进行氨基

酸序列比对ꎮ
１.２.２　 ｂＨＬＨ 家族成员理化性质分析 　 利用在线软

件 ＥｘＰａＳｙ( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析

已筛选出的扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 家族成员的氨基酸残

基数、理论相对分子质量、理论等电点和总平均亲水

性系数 ( ＧＲＡＶＹ)ꎮ 利用 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 在线软件

(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ)预测扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 家

族成员的亚细胞定位ꎮ
１.２.３　 ｂＨＬＨ 家族成员系统进化分析　 利用 ＭＥＧＡ－
Ｘ 软件将扭果花旗杆和拟南芥的 ｂＨＬＨ 家族成员进

行氨基酸序列比对并筛选保守结构域序列ꎬ经 ＮＪ 法

(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设为 １ ０００) 构建系统进化树ꎬ 利用

ＥｖｏｌＶｉｅｗ 在线软件 ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｗｗｗ. ｅｖｏｌｇｅｎｉｕｓ. ｉｎｆｏ /
ｅｖｏｌｖｉｅｗ￣ｖ２)美化进化树ꎮ
１.２.４　 ｂＨＬＨ 家族成员保守基序和保守结构域分析

利用 ＭＥＭＥ Ｓｕｉｔｅ 在线软件(ｈｔｔｐｓ:∥ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ /
ｍｅｍｅ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)获得扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 家族成员

保守基序文件(搜索参数设为 １０)ꎬ利用 ＮＣＢＩ－ＣＤＤ
网 站 ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ /
ｂｗｒｐｓｂ / ｂｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)获得扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 家族成员

的保守结构域文件ꎬ并利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件将结果可视

化ꎻ此外ꎬ利用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件比对扭果花旗杆 ｂＨＬＨ
家族成员氨基酸序列ꎬ分析保守基序包含的保守氨基

酸位点ꎮ
１.２.５　 部分 ｂＨＬＨ 基因表达模式分析　 随机选择７ 个

扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 基因 ( 分别为 Ｄｅ１１６８４. ２２１４、
Ｄｅ１１６８４.２９０６、 Ｄｅ１１６８４.７５４９、 Ｄｅ１１６８４.７９００、
Ｄｅ１１６８４.２３６３９、Ｄｅ１１６８４. ３１６６９、Ｄｅ１１６８４. ３３１６９)ꎬ并
以扭果花旗杆的 β－ａｃｔｉｎ 作为内参基因ꎬ进行组织表

达模式分析及非生物胁迫下的表达模式分析ꎮ 引物

序列及其相应的退火温度见表 １ꎮ 反应程序为 ９５ ℃
预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １０ ｓ、相应退火温度退火

１０ ｓ、７２ ℃ 延伸２０ ｓꎬ共循环 ４０ 次ꎮ 所有样品设置

３ 个生物学重复ꎬ采用 ２－ΔΔＣＴ法进行相对表达量分析ꎬ
采用 ＳＰＳＳ ２７ 软件进行统计学分析ꎬ采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件作图ꎮ

表 １　 用于部分 ｂＨＬＨ 基因表达模式分析的引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ

基因
Ｇｅｎｅ

正向引物序列(５′→３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

反向引物序列(５′→３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｄｅ１１６８４.２９０６ ＧＡＣＧＡＧＡＧＡＧＡＡＴＣＡＡＣＡＣＴＣＡＴＣ ＴＣＧＡＣＴＧＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＧＧＡＣＴＣ ５３
Ｄｅ１１６８４.３３１６９ ＴＧＡＣＴＴＡＴＧＡＴＣＡＡＴＣＧＧＡＣＣＧ ＧＡＧＣＴＴＧＴＣＡＧＡＡＣＣＧＧＴＴＡＧＣ ５３
Ｄｅ１１６８４.７５４９ ＧＡＴＧＴＧＴＧＣＡＴＴＡＧＴＴＣＣＴＣＣＡＴＴ ＧＡＴＣＣＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＧＣＣＡＧＴ ５５
Ｄｅ１１６８４.７９００ ＧＴＣＡＡＧＧＴＡＣＴＧＡＧＣＡＴＧＡＧＣＡＧ ＣＡＣＴＴＧＡＴＧＣＴＣＣＧＴＣＡＴＣＧＴ ５５
Ｄｅ１１６８４.２２１４ ＧＣＡＡＧＧＡＣＡＣＡＡＴＣＴＧＧＡＧＧＴＣ ＣＡＣＧＣＴＴＧＧＣＴＣＴＧＡＴＣＴＴＡＣＡＣ ５８
Ｄｅ１１６８４.２３６３９ ＧＡＧＡＣＡＧＣＴＴＣＴＧＧＡＡＧＡＴＣＣＧ ＣＴＴＣＡＡＧＡＴＡＴＴＧＴＴＣＣＴＧＧＡＴＧＣ ５８
Ｄｅ１１６８４.３１６６９ ＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＧＣＧＡＴＣＴＣＴＧＴＧＴＣ ＧＧＴＡＧＣＡＧＧＡＧＴＧＧＴＧＡＡＧＴＡＣＡＴ ５８
β－ａｃｔｉｎ ＴＧＴＧＣＣＡＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧＧＴＴＴ ＴＴＴＣＣＣＧＣＴＣＴＧＣＴＧＴＴＧＴ ５５

２　 结果和分析

２.１　 ｂＨＬＨ 家族成员鉴定和理化性质分析

从扭果花旗杆转录组注释文件中获得 ９０ 个

ｂＨＬＨ 候选基因ꎬ剔除冗余后最终筛选得到 ６６ 个扭果

花旗杆 ｂＨＬＨ 基因ꎬ对其编码蛋白质的理化性质进行

分析ꎬ结果见表 ２ꎮ 结果显示:扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 家

族成员的氨基酸残基数为 ６３ ~ ６６８ꎬ理论相对分子质

量为 ７ ３９６.５６ ~ ７３ ５０８.４７ꎬ理论等电点为 ｐＩ ４.７４ 至
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ｐＩ １０.１７ꎬ仅有 １ 个 ｂＨＬＨ 蛋白的 ＧＲＡＶＹ 值为正值ꎬ
其余均为负值ꎬ由此判断ꎬ扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 家族成

员基本属于亲水蛋白ꎮ 亚细胞定位预测结果显示:除

Ｄｅ１１６８４.７５４９、Ｄｅ１１６８４.７８９９、Ｄｅ１１６８４.１７６９６、Ｄｅ１１４５４.０、
Ｄｅ１８１０７.０、Ｄｅ２５０４５.０ 定位在叶绿体或高尔基体外ꎬ
其余家族成员均定位在细胞核中ꎮ

表 ２　 扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员的理化性质１)

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｏｆ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｄｏｎｔｏｓｔｅｍｏｎ ｅｌｅｇａｎｓ Ｍａｘｉｍ.１)

蛋白质 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎ ｍ ｐＩ ＧＲＡＶＹ ＳＬ 蛋白质 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎ ｍ ｐＩ ＧＲＡＶＹ ＳＬ

Ｄｅ１１６８４.１９０ ３３４ ３５ ３３７.３２ ６.１９ －０.４２３ Ｎ Ｄｅ１１６８４.２７２４２ ３４０ ３８ ５０４.９２ ８.５４ －０.６０２ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.１５７０ ２２５ ２４ ３６３.０９ ７.７５ －０.７２０ Ｎ Ｄｅ１１６８４.２７３６３ ２８４ ３１ ４４１.９９ ５.３１ －０.６６０ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.１５８８ １０７ １２ ４３１.３４ １０.１７ －０.７５０ Ｎ Ｄｅ１１６８４.３０８２１ ６６８ ７３ ５０８.４７ ５.２２ －０.６６９ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.２１７５ ３１９ ３６ １２３.５０ ５.４７ －０.６７１ Ｎ Ｄｅ１１６８４.３１６６９ １３５ １５ ４８６.３７ ６.５８ －０.７５０ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.２２１４ ４０５ ４４ ８５７.０２ ７.３８ －０.７１４ Ｎ Ｄｅ１１６８４.３２０９５ ４７１ ５２ ６１０.５０ ６.８４ －０.４５９ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.２９０６ ３６５ ４１ ７９９.６７ ６.１２ －０.８０４ Ｎ Ｄｅ１１６８４.３３１６９ ２３３ ２６ ５７３.０６ ９.２５ －０.７７０ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.３００４ ４１８ ４６ ０２８.９９ ８.４５ －０.７３４ Ｎ Ｄｅ１１６８４.３５１４９ ４１０ ４５ ２４５.１６ ８.２４ －０.８９４ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.３２４４ ４６６ ５２ ８１３.６９ ８.１８ －０.９２６ Ｎ Ｄｅ１１６８４.３５１５０ ２４７ ２７ ８１２.８７ ６.２９ －０.８６９ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.３９９４ ６３ ７ ３９６.５６ ８.９０ －１.０６８ Ｎ Ｄｅ１１６８４.３５５８６ ４５３ ５０ ２９０.２６ ５.８０ －０.６４９ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.４４２８ ２３１ ２５ ３４７.６１ ９.８６ －０.５２９ Ｎ Ｄｅ３４４７.０ ４３８ ４９ ６４０.１６ ８.６７ －０.４１０ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.４４９１ ３２０ ３５ ６３７.６１ ４.７４ －０.６００ Ｎ Ｄｅ４３３０.０ ３１５ ３６ ８８９.５８ ５.８７ －０.７２４ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.５５４６ ５１１ ５５ ３６２.９８ ６.１４ －０.８２７ Ｎ Ｄｅ５５７８.０ ３５５ ３９ ３４５.１３ ５.８５ －０.５１２ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.６５７６ ２９７ ３３ ３５５.３７ ５.４８ －０.５１０ Ｎ Ｄｅ５８１９.０ ２４４ ２７ ９４５.７２ ５.４０ －０.４２８ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.７５４９ １５２ １６ ９７９.０７ ８.０１ －０.３０６ Ｃ Ｄｅ６０２４.０ １４１ １５ ７４４.００ ６.１０ －０.１４０ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.７８４６ ６１６ ６７ ８５７.９６ ６.１７ －０.５２９ Ｎ Ｄｅ６４８７.１ １４９ １７ ５１５.７５ ９.３４ －１.０４７ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.７８９９ １５２ １７ ３５１.１６ １０.０２ ０.０３９ Ｃ Ｄｅ９０５９.０ ２１８ ２５ ６９０.６３ ９.５２ －０.８８１ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.７９００ ３９０ ４０ ６５０.１１ ６.３１ －０.４５５ Ｎ Ｄｅ９０８７.０ ６１５ ６９ ０６２.３５ ４.９９ －０.４７３ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.８７０６ ２３９ ２７ ０２２.９４ ９.０８ －０.５９７ Ｎ Ｄｅ９２２８.０ １０１ １１ ５１７.９８ ９.８７ －０.８７６ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.８７５８ ５０７ ５４ ８９６.７９ ５.７７ －０.４８０ Ｎ Ｄｅ１１４５４.０ １１１ １２ １００.５１ ６.４５ －０.４２３ Ｃ
Ｄｅ１１６８４.１１３５１ １３９ １５ ７８３.８２ ６.１３ －０.１４１ Ｎ Ｄｅ１４０９４.０ １９５ ２２ １９９.４７ ７.９２ －０.５３１ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.１２５５８ ２２１ ２４ １６９.１１ ８.１８ －０.５９８ Ｎ Ｄｅ１４３８０.０ ３７２ ４１ ３１５.８４ ６.１３ －０.７５６ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.１４１２９ ２３７ ２６ ９０７.５１ ６.３９ －０.７２３ Ｎ Ｄｅ１６１９９.０ ３３０ ３６ ９９２.２２ ５.２６ －０.７３９ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.１５５０５ ４７３ ５３ ３３７.６３ ５.７５ －０.７１７ Ｎ Ｄｅ１６８５３.０ ５２４ ５８ ４７１.５２ ５.５６ －０.６５２ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.１５６６２ ３２５ ３７ ０８８.０６ ５.６６ －０.６８９ Ｎ Ｄｅ１８０５４.０ ３２４ ３４ ８８２.４１ ８.２８ －０.８４１ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.１６１５６ ６６０ ７１ ６３８.９０ ５.４３ －０.５４１ Ｎ Ｄｅ１８０６６.０ ２４０ ２７ ４５２.２７ ６.０３ －０.６５６ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.１６３０１ ３２６ ３６ ８３９.３６ ８.８４ －０.９９７ Ｎ Ｄｅ１８１０７.０ ２７６ ３０ ６８５.９１ ９.５８ －０.４１０ Ｇ
Ｄｅ１１６８４.１７６９６ １２１ １４ ５３１.１４ ９.５７ ０.３８１ Ｃ Ｄｅ１８８３２.０ ３８９ ４３ ６８４.１５ ８.９８ －０.６４２ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.１８５８１ ３０６ ３３ ３６１.５９ ９.３９ －０.６７３ Ｎ Ｄｅ１９４８８.０ ２６９ ３０ ２７７.５０ ９.４７ －０.６０４ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.２０５６７ ３６４ ３９ ８５６.１４ ５.３５ －０.８１９ Ｎ Ｄｅ２１５２６.０ ３７９ ４２ ３３８.８６ ７.６７ －０.５１８ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.２１１２９ ２６６ ２８ ０１６.８１ ７.９１ －０.６０２ Ｎ Ｄｅ２２１９５.０ ４０４ ４６ ６００.７８ ５.４３ －０.５９１ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.２２０１７ ８４ １０ ２４９.００ ９.７２ －０.６４６ Ｎ Ｄｅ２２４０８.１ １５７ １７ ７８２.４６ ８.９７ －０.５５４ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.２３６３９ ２７７ ３１ ８３０.８９ ６.４７ －０.８１４ Ｎ Ｄｅ２３９４９.０ ２０２ ２４ １９４.９３ ６.４９ －１.１７７ Ｎ
Ｄｅ１１６８４.２５７２２ １９０ ２０ ５３８.３３ ９.１４ －０.４６１ Ｎ Ｄｅ２５０４５.０ ２６８ ３１ １７８.６４ ９.５４ －０.４１４ Ｇ

　 １) ｎ: 氨基酸残基数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅꎻ ｍ: 理论相对分子质量 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓꎻ ｐＩ: 理论等电点 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ
ｐｏｉｎｔ. ＧＲＡＶＹ: 总平均亲水性系数 Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙꎻ ＳＬ: 亚细胞定位 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ. Ｎ: 细胞核 Ｎｕｃｌｅｕｓꎻ Ｃ: 叶绿体
Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔꎻ Ｇ: 高尔基体 Ｇｏｌｇｉ ａｐｐａｒａｔｕｓ.

２.２　 ｂＨＬＨ 家族成员保守基序和保守结构域分析

保守基序分析结果(图 １)显示:扭果花旗杆 ６６
个 ｂＨＬＨ 家族成员中ꎬ所有家族成员含有 ｍｏｔｉｆ１ 和

(或)ｍｏｔｉｆ２ꎬ其中ꎬ６４ 个家族成员含有 ｍｏｔｉｆ１ꎬ５６ 个家

族成员含有 ｍｏｔｉｆ２ꎬ５４ 个家族成员同时含有 ｍｏｔｉｆ１ 和

ｍｏｔｉｆ２ꎬ说明 ｍｏｔｉｆ１ 和 ｍｏｔｉｆ２ 为保守基序ꎬ其余基序在

不同成员间差异较大ꎬ具有一定的特异性ꎮ

对保守基序 ｍｏｔｉｆ１ 和 ｍｏｔｉｆ２ 的序列进行分析ꎬ结
果(图 ２)显示:二者共由 ５０ 个氨基酸组成ꎬ其中 ２９
个位点保守性大于 ５０％ꎬ５ 个位点保守性大于 ８５％ꎮ

保守结构域分析结果(图 ３)显示:扭果花旗杆所

有 ｂＨＬＨ 家族成员都含有保守的 ｂＨＬＨ＿ＳＦ 超家族

结构域ꎬ 含有 ｍｏｔｉｆ５ 的 Ｄｅ１１６８４.３３１６９、 Ｄｅ１６８５３.０、
Ｄｅ１１６８４.１６１５６、 Ｄｅ１１６８４.３０８２１、 Ｄｅ１１６８４.７８４６、
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: Ｍｏｔｉｆ１ꎻ : Ｍｏｔｉｆ２ꎻ : Ｍｏｔｉｆ３ꎻ : Ｍｏｔｉｆ４ꎻ : Ｍｏｔｉｆ５ꎻ : Ｍｏｔｉｆ６ꎻ
: Ｍｏｔｉｆ７ꎻ : Ｍｏｔｉｆ８ꎻ : Ｍｏｔｉｆ９ꎻ : Ｍｏｔｉｆ１０.

图 １　 扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员保守基序分析
Ｆｉｇ. １ 　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｄｏｎｔｏｓｔｅｍｏｎ ｅｌｅｇａｎｓ Ｍａｘｉｍ.

图 ２　 扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员保守基序 ｍｏｔｉｆ１(上图)
和 ｍｏｔｉｆ２(下图)序列分析
Ｆｉｇ. ２ 　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ｍｏｔｉｆ１ ( ｔｈｅ
ｆｉｇｕｒｅ ａｂｏｖｅ) ａｎｄ ｍｏｔｉｆ２ ( ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｂｅｌｏｗ) ｏｆ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｄｏｎｔｏｓｔｅｍｏｎ ｅｌｅｇａｎｓ Ｍａｘｉｍ.

: ｂＨＬＨ－ＳＦ 超家族 ｂＨＬＨ￣ＳＦ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙꎻ : ｂＨＬＨ－ＭＹＣ－Ｎ 超家族
ｂＨＬＨ￣ＭＹＣ￣Ｎ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙꎻ : ＰＴＺ００１１２ 超家族 ＰＴＺ００１１２ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙꎻ
: ＡＣＴ 超家族 ＡＣＴ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙꎻ :ＰＳＤ３ 超家族 ＰＳＤ３ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙꎻ
: ＰＡＢＰ－１２３４ 超家族 ＰＡＢＰ￣１２３４ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙꎻ : ＤＵＦ４１４０ 超家族

ＤＵＦ４１４０ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ.

图 ３　 扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员保守结构域分析
Ｆｉｇ. ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｄｏｎｔｏｓｔｅｍｏｎ ｅｌｅｇａｎｓ Ｍａｘｉｍ.

Ｄｅ１１６８４.３２０９５、Ｄｅ３４４７.０、Ｄｅ９０８７.０、Ｄｅ２２１９５.０ 还含有

ｂＨＬＨ－ＭＹＣ＿Ｎ 超家族结构域ꎻ此外ꎬＤｅ１１６８４.３０８２１
含有 ＰＴＺ００１１２ 超 家 族 结 构 域ꎬ Ｄｅ１１６８４.３５５８６、
Ｄｅ１１６８４.１５６６２、Ｄｅ１１６８４.２９０６ 和 Ｄｅ５５７８.０ 含有 ＡＣＴ
超家族结构域ꎬＤｅ１１６８４.１１３５１ 含有 ＰＳＤ３ 超家族结

构域ꎬＤｅ１１６８４.１８５８１ 含有 ＰＡＢＰ －１２３４ 超家族结构

域ꎬＤｅ１１６８４.１４１２９ 含有 ＤＵＦ４１４０ 超家族结构域ꎮ
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２.３　 系统进化分析

基于 ６６ 个扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 家族成员和 １６０ 个

拟南芥 ｂＨＬＨ 家族成员的氨基酸序列构建系统进化

树ꎮ 结果(图 ４)表明:这 ２ 个种类的 ｂＨＬＨ 家族成员

可分为 １４ 个亚家族ꎬ其中ꎬ亚家族Ⅹ只含有拟南芥的

ｂＨＬＨ 家族成员ꎬ亚家族含有的扭果花旗杆 ｂＨＬＨ
家族成员最多ꎬ共 １０ 个ꎻ亚家族Ⅺ和亚家族Ⅻ含有的

扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 家族成员最少ꎬ各仅 ２ 个ꎮ

红色和黑色编号分别代表扭果花旗杆和拟南芥的 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员 Ｒｅｄ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ｎｕｍｂｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ
Ｄｏｎｔｏｓｔｅｍｏｎ ｅｌｅｇａｎｓ Ｍａｘｉｍ. ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ４　 扭果花旗杆和拟南芥 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员的系统进化树
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｄｏｎｔｏｓｔｅｍｏｎ ｅｌｅｇａｎｓ Ｍａｘｉｍ. ａｎｄ

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

２.４　 ｂＨＬＨ 基因组织表达模式分析

对 ７ 个扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 基因在根、茎、叶中的

表达情况进行分析ꎬ结果(图 ５)显示:Ｄｅ１１６８４.２２１４
的相对表达量在根和茎中接近ꎬ且显著(Ｐ<０.０５)低
于叶中ꎻＤｅ１１６８４.２９０６ 的相对表达量在茎中最高、根
中次之、叶中最低ꎬ三者间差异显著ꎻＤｅ１１６８４.７５４９ 的

相对表达量在根中最高、茎中次之、叶中最低ꎬ三者间

差异显著ꎻＤｅ１１６８４.７９００ 的相对表达量在根和叶中接

近ꎬ且显著高于茎ꎻＤｅ１１６８４.２３６３９ 的相对表达量在叶

中最高、茎中次之、根中最低ꎬ三者间差异显著ꎻ
Ｄｅ１１６８４.３１６６９ 的相对表达量在茎中最高、叶中次之、
根中最低ꎬ三者间差异显著ꎻＤｅ１１６８４.３３１６９ 的相对表

达量在叶中最高、茎中次之ꎬ三者间差异显著ꎮ
２.５　 ｂＨＬＨ 基因在非生物胁迫下的表达模式分析

Ｄｅ１１６８４.２２１４ 等基因在 ３ 种非生物胁迫下的表

达结果(图 ６)表明:在 １５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ 胁迫下ꎬ
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Ｒ: 根 Ｒｏｏｔꎻ Ｓ: 茎 Ｓｔｅｍꎻ Ｌ: 叶 Ｌｅａｆ. 不同小写字母表示在不同组织间差异显著(Ｐ< ０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ< ０.０５)
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ.

图 ５　 ７ 个扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 基因的组织表达模式分析
Ｆｉｇ. ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｄｏｎｔｏｓｔｅｍｏｎ ｅｌｅｇａｎｓ Ｍａｘｉｍ.

不同小写字母表示在不同胁迫时间间差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ
ｔｉｍｅｓ.

图 ６　 ７ 个扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 基因在 １５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ、 ２５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＰＥＧ 和 ４ ℃下的表达模式分析
Ｆｉｇ. ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｄｏｎｔｏｓｔｅｍｏｎ ｅｌｅｇａｎｓ Ｍａｘｉｍ. ｕｎｄｅｒ

１５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌꎬ ２５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＰＥＧꎬ ａｎｄ ４ ℃

Ｄｅ１１６８４.２２１４、 Ｄｅ１１６８４.２９０６、 Ｄｅ１１６８４.７９００、
Ｄｅ１１６８４.３１６６９ 和 Ｄｅ１１６８４.３３１６９ 的 相 对 表 达 量 在

２ ｈ 时 显 著 ( Ｐ<０.０５ ) 上 调ꎬ Ｄｅ１１６８４.７５４９ 和

Ｄｅ１１６８４.２３６３９的相对表达量在 ８ ｈ 时显著上调ꎮ 在

２５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＰＥＧ 胁 迫 下ꎬ Ｄｅ１１６８４.２２１４、
Ｄｅ１１６８４.２９０６、Ｄｅ１１６８４.２３６３９ 和 Ｄｅ１１６８４.３１６６９ 的相

对表达量在 １０ ｈ 时显著上调ꎬＤｅ１１６８４.７５４９ 的相对

表达量在 ８ ｈ 时显著上调ꎻ除 Ｄｅ１１６８４.７５４９ 外ꎬ其余

６ 个 ｂＨＬＨ 基因的相对表达量均在 ２ ｈ 时显著下调ꎮ

在 ４ ℃胁迫下ꎬ７ 个 ｂＨＬＨ 基因的相对表达量整体上

在 ８ ｈ 时显著上调ꎮ 以上结果说明扭果花旗杆 ｂＨＬＨ
家族成员可能参与抗盐和抗寒调控过程ꎮ

３　 讨论和结论

ｂＨＬＨ 转录因子家族广泛分布于真核生物

中[２９]ꎬ并在植物生长及抗逆过程中发挥重要作用ꎬ为
进一步挖掘新疆干旱区植物抗逆基因资源ꎬ本研究对
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扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员进行了鉴定ꎬ共
鉴定出 ６６ 个扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 家族成员ꎬ少于拟南

芥(１６２ 个) [１９]、马铃薯(１０８ 个) [２２]、西瓜〔Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ
ｌａｎａｔｕｓ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｍａｔｓｕｍ. ｅｔ Ｎａｋａｉ〕(９６ 个) [３０]ꎬ接近

于 山 药 ( Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ｐｏｌｙｓｔａｃｈｙａ Ｔｕｒｃｚａｎｉｎｏｗ ) ( ６７
个) [９]、马尾松(Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ Ｌａｍｂ.)(６４ 个) [３１]、
甜樱桃〔Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｏｅｎｃｈ〕(６６ 个) [３２]１７ꎻ
不同植物 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员数量的差异可能

与基因组复制事件、 进化差异或基因组大小有

关[３２]１８ꎮ 本研究中ꎬ５３.０％的扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 蛋白

的理论等电点小于 ｐＩ ７ꎬ属于酸性蛋白ꎻ９７.０％的扭果

花旗杆 ｂＨＬＨ 蛋白 ＧＲＡＶＹ 值为负数ꎬ为亲水蛋白ꎬ
与萱草〔Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ ｆｕｌｖａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｌｉｎｎ.〕 [３３] 和银杏

(Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ Ｌｉｎｎ.) [３４] ｂＨＬＨ 蛋白理化性质基本一

致ꎬ这可能是 ｂＨＬＨ 蛋白正常发挥其生物学功能的必

要条件ꎮ 藜芦(Ｖｅｒａｔｒｕｍ ｎｉｇｒｕｍ Ｌｉｎｎ.) [８]、马尾松[３１]

和大苞萱草 (Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ ｍｉｄｄｅｎｄｏｒｆｆｉｉ Ｔｒａｕｔｖｅｔｔｅｒ ｅｔ
Ｃ. Ａ. Ｍｅｙｅｒ) [３５]的亚细胞定位预测结果显示大多数

ｂＨＬＨ 家族成员定位于细胞核内ꎬ且扭果花旗杆 ６０
个 ｂＨＬＨ 家族成员也定位于细胞核中ꎬ可能参与细胞

核内基因的表达调控ꎮ
扭果花旗杆与拟南芥 ｂＨＬＨ 家族成员系统进化

关系分析表明:扭果花旗杆 ６６ 个 ｂＨＬＨ 家族成员被

分成 １３ 个亚家族ꎬ并且同一亚家族成员大多数具相

同 的 保 守 结 构 域[２２]ꎻ 其 中ꎬ Ｄｅ１１６８４.３５１５０ 和

Ｄｅ１１６８４.１６３０１ 与拟南芥开花及花青素合成相关基因

ＡＴ３Ｇ１９５００.１(ＡＴｂＨＬＨ１１３)和盐胁迫应答相关基因

ＡＴ１Ｇ６１６６０.１( ＡＴｂＨＬＨ１１２) 聚在一起ꎬ由此推测ꎬ这
２ 个基因的功能可能与扭果花旗杆开花和逆境响应

相关[３６－３７]ꎮ
植物的 ｂＨＬＨ 基因往往表现出组织特异性[２２]ꎬ

如黄芩( Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ Ｇｅｏｒｇｉ) ｂＨＬＨ３ 在叶中

及 ｂＨＬＨ６ 在 根 中 几 乎 不 表 达[３８]ꎻ 甘 蓝 ( Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｃａｐｉｔａｔａ Ｌｉｎｎ.)ｂＨＬＨ１２１ 在叶中的相对表

达量显著高于其他组织ꎬ可能参与甘蓝叶的生长发育

调控[３９]ꎮ 扭果花旗杆 ７ 个 ｂＨＬＨ 基因的组织表达结

果表明:Ｄｅ１１６８４.３３１６９、Ｄｅ１１６８４.７５４９、Ｄｅ１１６８４.２２１４
和 Ｄｅ１１６８４.２３６３９ 在根、茎和叶中的相对表达量均具

有显著差异ꎬ由此可知ꎬ扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 基因可能

参与不同组织生长发育调控ꎮ
盐、干旱和低温等非生物胁迫可以诱导植物

ｂＨＬＨ 的表达[４０－４１]ꎬ如葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.)ｂＨＬＨ１

转入拟南芥后增加了拟南芥中黄酮类化合物的积累ꎬ
增强了其耐盐性和耐旱性[４２]ꎻ甜菜盐应答基因 ｂＨＬＨ
可能参与 ＡＢＡ 信号途径调控ꎬ从而提升植株耐盐

性[４３]ꎻ烟草 ｂＨＬＨ１２３ 的过表达增强了转基因烟草植

株的耐寒性[４４]ꎮ 本研究对 ７ 个扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 基

因在 １５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ、２５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＰＥＧ 和

４ ℃胁迫下的表达分析发现:在 ＮａＣｌ 胁迫下ꎬ７ 个基

因的相对表达量在不同时间均显著上调ꎻ６ 个基因的

相对表达量在 ＰＥＧ 胁迫 ２ ｈ 时显著下调ꎻ７ 个基因的

相对表达量在 ４ ℃胁迫 ８ ｈ 时显著上调ꎮ 由此预测

扭果花旗杆 ｂＨＬＨ 家族成员可能参与抵御盐胁迫和

低温胁迫的调控过程ꎮ
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