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毛竹 ｂＨＬＨ 转录因子的鉴定及其
在干旱和盐胁迫条件下的表达分析
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摘　 要: 以毛竹(Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ (Ｃａｒｒ.) Ｌｅｈａｉｅ)为材料ꎬ 利用生物信息学方法ꎬ 在基因组水平上对其

ｂＨＬＨ 基因家族成员进行鉴定和分析ꎬ 并对不同组织中该基因的表达模式以及部分基因在干旱和高盐胁迫条件下

的表达情况进行研究ꎮ 结果显示: 在毛竹中共鉴定出 １５３ 个具有完整保守结构域的 ｂＨＬＨ 基因家族成员(Ｐｅ￣
ｂＨＬＨ００１ ~ ＰｅｂＨＬＨ１５３)ꎬ 这些基因内含子数量为 ０ ~ １４ꎬ 其中 １３７ 个基因的启动子均含有与干旱、 盐胁迫相

关的顺式作用元件ꎻ ＰｅｂＨＬＨｓ 编码的蛋白长度为 １３４ ~ １４０１ ａａꎻ ｂＨＬＨ 家族成员的系统进化分析结果表明ꎬ
１５３ 个 ＰｅｂＨＬＨｓ 可被分为 １７ 个亚类ꎬ 其中 Ｃ 亚类的成员数量最多ꎬ 为 ４２ 个ꎻ 基于转录组数据的表达谱分析结

果发现ꎬ 有 １５１ 个 ＰｅｂＨＬＨｓ 在毛竹不同组织和不同生长发育时期有不同程度的表达量ꎻ 实时荧光定量 ＰＣＲ 实

验结果显示ꎬ 在干旱和盐胁迫处理后ꎬ 分别有 １４ 和 １３ 个 ＰｅｂＨＬＨｓ 基因的表达量上调ꎬ 分别有 ２ 和 ３ 个表达量

下调ꎬ 但表达模式存在一定差异ꎬ 说明他们在应答干旱和盐胁迫过程中可能发挥不同的作用ꎮ
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ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 碱 性 螺 旋￣环￣螺 旋 蛋 白 ( Ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣
ｈｅｌｉｘꎬ ｂＨＬＨ)家族作为植物中重要的转录因子家

族之一ꎬ 在植物的生长发育和胁迫应答中具有重要

作用[１]ꎮ ｂＨＬＨ 结构域是该家族转录因子特有的结

构域ꎬ 大约含有 ５０ ~ ６０ 个氨基酸残基ꎬ 由 ｂａｓｉｃ
区域和 ＨＬＨ 区域两部分组成ꎮ ｂａｓｉｃ 区域位于

ｂＨＬＨ 结构域的 Ｎ 端且含有 １３ ~ １７ 个氨基酸ꎬ 其

中约 ６ 个为碱性氨基酸ꎬ 具有 ＤＮＡ 顺式元件 Ｅ￣
ｂｏｘ (５′￣ＣＡＮＮＴＧ￣３′)的识别和结合位点ꎻ ＨＬＨ 区

域位于 ｂＨＬＨ 结构域的 Ｃ 端ꎬ 由两个既亲水又亲

脂的螺旋及螺旋之间的环状结构ꎬ 形成螺旋￣环￣螺
旋结构ꎬ 其主要作用是促进蛋白之间的相互作用形

成同源或异源二聚体ꎬ 并与基因启动子区域的 Ｅ￣
ｂｏｘ 元件相互作用[２－４]ꎮ

研究发现ꎬ 在水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)中有 １６７
个 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员 [５]、 拟南芥(Ａｒａｂｉ￣
ｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ) 有 １６２ 个[６]、 大白

菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌ. ｓｓｐ. Ｐｅｋｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｏｕｒ.) Ｏｌｓ￣
ｓｏｎ) 有 ２３０ 个[７]、 二穗短柄草 (Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ
ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ (Ｌ.) Ｒｏｅｍ. Ｅｔ Ｓｃｈｕｌｔ) 有 １４６ 个[８]、
苹果 (Ｍａｌｕｓ × ｄｏｍｅｓｔｉｃａ Ｂｏｒｋｈ ‘Ｇｏｌｄｅｎ Ｄｅｌｉ￣
ｃｉｏｕｓ’)有 １７５ 个[９] 等ꎮ 研究表明ꎬ ｂＨＬＨ 在植物

中该可能参与了生长发育和形态建成ꎬ 如调控胚胎

发育[１０]、 影响果实开裂[１１]、 控制雌蕊发育[１２] 和

花粉粒形成[１３] 等ꎬ 也能对生物和非生物胁迫进行

应答反应ꎬ 特别是应对干旱、 高盐、 低温等非生物

胁迫的响应ꎮ 如西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ Ｌ.)中有 ８
个 ＣｌａｂＨＬＨｓ 基因的表达受低温胁迫的诱导ꎬ 有

１３ 个受 ＡＢＡ 胁迫的诱导ꎬ １４ 个受盐胁迫的诱

导[１４]ꎻ 在茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ.)中有 ３９ 个 Ｃｓ￣
ｂＨＬＨｓ 在干旱和高温胁迫下表达量上升ꎬ 表明这

些基因可以响应干旱和高温胁迫[１５]ꎮ 此外ꎬ 在拟

南芥中过量表达小麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.) 的

ＴａｂＨＬＨ３９ 可增强转基因拟南芥的抗旱性、 耐盐性

及抗冻性[１６]ꎬ 而葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ.) ＶｖｂＨＬＨ１
不仅能促使转基因拟南芥中黄酮类物质的积累ꎬ 同

时还可以通过 ＡＢＡ 信号的积累提高转基因植株的

耐盐性和耐旱性[１７]ꎮ
竹子是禾本科(Ｐｏａｃｅａｅ)竹亚科(Ｂａｍｂｕｓｏｉ￣

ｄｅａｅ)植物ꎬ 具有材性好、 成材快、 产量高等特

点ꎬ 是填补木材供给短缺的重要材料来源之一ꎮ 我

国是全世界竹种资源最丰富的国家ꎬ 但其主要分布

在南方的热带、 亚热带地区ꎬ 北方的低温、 干旱、
盐碱等条件严重限制了竹子的栽培与应用ꎮ 为了扩

大竹子的栽培面积ꎬ 针对竹子已开展了一些研究ꎬ
涉及到组织解剖、 生理生化、 分子遗传等各个方

面ꎬ 并取得了良好的进展ꎬ 其中竹子的分子生物学

研究近年来已成为热点ꎮ 继毛竹 (Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ
ｅｄｕｌｉｓ (Ｃａｒｒ.) Ｌｅｈａｉｅ)基因组草图发表以来[１８]ꎬ
已 从 全 基 因 组 水 平 对 包 括 ＷＲＫＹ[１９ꎬ ２０]、 ＡＰ２/
ＥＲＥＢＰ[２１]和 ＭＹＢ[２２] 等在内的多种抗逆相关转录因

子开展了相关研究[２３－２５]ꎬ 但有关 ｂＨＬＨ 转录因子

家族的研究相对较少ꎮ 因此ꎬ 本研究以毛竹为实验

材料ꎬ 利用生物信息学手段对其 ｂＨＬＨ 转录因子

家族的成员进行了系统分析ꎬ 利用转录组数据对

ｂＨＬＨ 基因在不同组织和不同生长发育时期的基因

１１６　 第 ５ 期　 　 　 　 　 　 徐秀荣等: 毛竹 ｂＨＬＨ 转录因子的鉴定及其在干旱和盐胁迫条件下的表达分析
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表达情况进行分析ꎮ 在此基础上ꎬ 对干旱和盐胁迫

处理下ꎬ １６ 个 ｂＨＬＨ 基因在毛竹叶片中的表达情

况进行了研究ꎬ 以期为全面了解毛竹 ｂＨＬＨ 转录

因子的分子特征ꎬ 解析其在竹子响应逆境胁迫过程

中的作用机制提供参考依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 毛竹 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员的鉴定

利用已发表的水稻 ｂＨＬＨ 氨基酸序列[５] 为探

针ꎬ 在 ＰＬＡＺＡ４􀆰０ 软件中根据序列同源性进行

Ｂｌａｓｔ 搜索ꎬ 从而获得毛竹 ｂＨＬＨ 候选基因ꎮ 利用

Ｐｆａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｓａｎｇｅｒ.ａｃ.ｕｋ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / Ｐｆａｍ / )
数据库及 ＮＣＢＩ 的 ＣＤＳ 两种搜索工具鉴定候选序

列中保守结构域的完整性[２６]ꎬ 剔除保守结构域不

完整的 ｂＨＬＨꎬ 最终获得毛竹 ｂＨＬＨ 家族成员的相

关序列ꎬ 并进行编号ꎮ
１􀆰 ２　 毛竹 ｂＨＬＨ 基因核苷酸序列分析

利用在线软件 ＧＳＤＳ ( ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ.
ｅｄｕ.ｃｎ)分析毛竹 ｂＨＬＨ 家族的基因结构[２７]ꎮ 另

下载毛竹 ｂＨＬＨ 基因编码区 ５′端上游 ２０００ ｂｐ 的

序列ꎬ 以此区域作为启动子[２８]ꎮ 利用 Ｐｌａｎｔ ＣＡＲＥ
( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ /
ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )在线分析毛竹 ｂＨＬＨ 基因启动子

区域的顺式作用元件[２９]ꎮ
１􀆰 ３　 毛竹 ｂＨＬＨ 蛋白序列分析

使用 ＥｘＰａＳｙ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ) 在

线工具对毛竹 ｂＨＬＨ 家族成员进行蛋白质分子

量、 等电点等基本参数的分析[３０] ꎮ 利用 ＭＥＭＥ
(ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ) 在线软件对毛竹 ｂＨＬＨ
序列的保守元件进行预测分析[３１]ꎮ
１􀆰 ４　 毛竹 ｂＨＬＨ 的系统进化分析

利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 工具对毛竹和水稻 ｂＨＬＨ 家族

的氨基酸序列进行多重比对分析ꎮ 利用 ＭＥＧＡ ７􀆰０
软件ꎬ 使用邻接法(使用系统默认值)构建系统发

育进化树ꎬ 重复次数设置为 １０００ 次ꎮ
１􀆰 ５　 毛竹 ｂＨＬＨ 基因在不同组织的表达分析

利用本实验室前期获得的毛竹转录组数据[１８]

分析 ｂＨＬＨ 基因的组织表达模式ꎮ 以 ｂＨＬＨ 基因

的 ＲＰＫＭ ( Ｒｅａｄｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ
ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ)值表示基因的表达丰度ꎮ 为方便

统计ꎬ 对每个表达数值取以 ２ 为底数的对数

( ｌｏｇ２)ꎬ 经均一化后使用 Ｍａｔｒｉｘ２ｐｎｇ 软件绘制基

因表达热图ꎮ
１􀆰 ６　 毛竹 ｂＨＬＨ基因在干旱和盐胁迫下的表达分析

将毛竹实生苗在温度 ２５℃、 光周期为光 １６ ｈ /
暗 ８ ｈ 的条件下培养ꎮ 以长势一致的两个月的毛竹

实生幼苗为材料ꎬ 分别用 ２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶液

和 ２０％ ＰＥＧ ６０００ 溶液灌溉至基质饱和ꎬ 进行盐

和干旱胁迫处理ꎮ 在处理后 ０、 １、 ３、 ６、 １２、
２４ ｈ 采集毛竹叶片ꎬ 液氮速冻后置于－８０℃冰箱保

存ꎬ 用于基因表达分析ꎮ 每个处理至少有 １０ 株幼

苗ꎬ 重复 ３ 次ꎮ 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取毛竹叶片的总

ＲＮＡꎬ 反转录合成 ｃＤＮＡ 后ꎬ 于－２０℃冰箱保存、
备用ꎮ

在综合分析毛竹 ｂＨＬＨ 基因启动子顺式作用

元件的基础上ꎬ 选取 １６ 个启动子富含逆境胁迫应

答顺式作用元件且在叶片中表达量较高的基因ꎬ 进

行基因定量表达分析ꎮ 使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计定

量 ＰＣＲ 引物 (表 １)ꎮ ＰＣＲ 反应体系为 １０ μＬꎬ 包

括: ２ × ＳＹＢＲ Ⅱ Ｇｒｅｅｎ １ Ｍａｓｔｅｒ ５􀆰０ μＬꎻ 正、 反

向引物各 ０􀆰３ μＬ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎻ ｃＤＮＡ 模板 １􀆰０ μＬꎻ
Ｈ２Ｏ ３􀆰４ μＬꎮ 两步法进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ 程序为:
９５℃预变性 ６ ｍｉｎꎻ ９５℃变性 １０ ｓꎬ ６２℃退火

１０ ｓꎬ 共 ４０ 个循环ꎮ 同时以 ＰｅＮＴＢ 基因为内

参[３２]ꎬ 采用 ２－ΔΔＣｔ法分析基因的相对表达量[３３]ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 毛竹 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员的鉴定

本研究经 Ｂｌａｓｔ 搜索ꎬ 在毛竹基因组中找到 １６８
条 ｂＨＬＨ 候选序列ꎬ 共获得具典型 ｂＨＬＨ 结构域的同

源基因 １５３ 个ꎬ 依次命名为 ＰｅｂＨＬＨ００１ ~ Ｐｅ￣
ｂＨＬＨ１５３ꎮ 序列分析结果显示ꎬ 预测 ＰｅｂＨＬＨｓ 编码

的蛋白序列差异较大ꎬ 长度为 １３４(ＰｅｂＨＬＨ００５) ~
１４０１(ＰｅｂＨＬＨ０８３) ａａꎬ 对应分子量为 １３􀆰４ ｋＤ ~
１５２􀆰６ ｋＤꎬ 理论等电点 ｐＩ 为 ４􀆰５２ (ＰｅｂＨＬＨ１３２) ~
１０􀆰１３ (ＰｅｂＨＬＨ０２４)ꎮ 蛋白亲疏水性分析发现ꎬ 平

均疏水值在－０􀆰０１４ ~ －０􀆰８７６ 间ꎬ 表明大多数

ＰｅｂＨＬＨｓ 属于亲水蛋白ꎬ 但亲水性存在一定差

异ꎬ 亲水性最强的是 ＰｅｂＨＬＨ０５１ꎬ 最弱的是 Ｐｅ￣
ｂＨＬＨ０４３ꎮ
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表 １　 实时定量 ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

上游引物(５′－３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ (５′－３′)

下游引物(５′－３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ (５′－３′)

ＰｅｂＨＬＨ０１１ ＣＡＴＴＴＣＧＧＣＴＡＣＧＧＧＴＣＧ ＣＴＣＣＧＣＡＣＴＧＧＧＣＡＣＡＡＣ

ＰｅｂＨＬＨ０３５ ＡＧＣＴＣＴＧＣＧＣＡＡＣＴＣＡＴＧＧＣＴ ＣＧＧＣＣＴＣＴＣＣＡＣＧＣＴＧＣＡＴＡ

ＰｅｂＨＬＨ０４５ ＣＣＧＴＴＣＧＣＣＡＧＡＴＴＣＴＴＣＧ ＣＣＧＣＣＣＴＣＡＣＣＧＴＴＡＣＣＡ

ＰｅｂＨＬＨ０６２ ＣＡＡＧＴＡＧＣＧＣＡＴＣＴＴＴＧＣＴＴＡＡＧ ＡＧＣＴＣＧＡＴＧＡＧＡＴＣＡＡＡＣＣＴＧＡＧ

ＰｅｂＨＬＨ０６７ ＣＣＴＣＴＴＣＧＣＧＴＣＣＡＧＣＡＣＣＡ ＧＣＴＣＣＴＧＣＣＧＴＣＧＡＡＧＣＴＧＡ

ＰｅｂＨＬＨ０７２ ＣＡＧＣＣＧＴＧＧＣＧＡＧＡＣＡＣＴＴ ＣＡＧＣＴＣＴＧＧＴＡＡＴＧＧＣＧＡＡＴＧＡ

ＰｅｂＨＬＨ０７４ ＴＧＧＧＴＧＣＧＡＡＴＣＡＧＧＣＧ ＴＧＡＴＴＣＣＣＡＧＴＡＡＡＡＧＣＡＧＣＡＣ

ＰｅｂＨＬＨ０９５ ＴＣＴＣＧＣＴＣＣＡＣＡＣＣＧＧＡＧＧＴ ＧＴＴＧＣＧＣＴＧＣＴＴＧＧＣＣＡＧＴＴ

ＰｅｂＨＬＨ１００ ＧＧＣＣＴＡＣＧＣＡＣＣＧＴＣＧＴＣＴＴ ＧＣＴＣＧＡＣＧＣＧＧＡＡＧＧＣＡＧＡＴ

ＰｅｂＨＬＨ１０２ ＡＧＴＣＧＴＣＣＡＡＴＧＣＣＡＣＣＧ ＴＧＡＴＣＣＴＣＣＣＴＧＣＡＣＡＡＡＣＧ

ＰｅｂＨＬＨ１１０ ＣＣＧＣＧＧＣＴＴＣＣＡＡＣＡＣＣＴＧ ＴＧＧＡＧＣＴＴＧＧＴＴＧＡＧＣＡＣＣＡＣＴ

ＰｅｂＨＬＨ１１２ ＣＧＧＡＧＴＧＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴ ＧＴＧＣＡＧＣＣＧＣＡＧＴＴＧＣＣＡＡＴ

ＰｅｂＨＬＨ１１５ ＡＡＣＧＴＣＴＣＧＣＧＣＣＴＧＣＡＧＡＡ ＡＣＧＡＧＣＡＧＧＡＧＧＧＣＣＡＴＡＧＧ

ＰｅｂＨＬＨ１２３ ＴＧＡＣＣＣＡＧＣＡＴＣＡＡＧＣＡＣＣＣＴ ＧＧＡＣＡＣＧＴＣＧＴＧＧＡＡＴＧＴＴＣＣＣＴ

ＰｅｂＨＬＨ１２４ ＣＣＧＣＣＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＡＣＧＡＣ ＣＧＡＧＣＡＧＣＧＣＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧ

ＰｅｂＨＬＨ１４０ ＴＣＡＡＧＴＧＣＧＣＡＣＣＧＡＧＣＡＧＴ ＴＧＣＣＡＧＧＡＴＴＴＧＧＣＧＴＧＧＣＴ

ＰｅＮＴＢ ＴＣＴＴＧＴＴＴＧＡＣＡＣＣＧＡＡＧＡＧＧＡＧ ＡＡＴＡＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＧＡＧＧＡＧＴＴＴ

２􀆰 ２　 毛竹 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员基因结构及蛋

白保守结构域

本研究发现ꎬ ＰｅｂＨＬＨｓ 的基因长度差异较大ꎬ
最长为 ２９５２ ｂｐ (ＰｅｂＨＬＨ０３９)ꎬ 最短为 ４０５ ｂｐ
(ＰｅｂＨＬＨ０３４)ꎻ 内含子数为 ０ ~ １４ 个ꎬ 其中有

１２ 个基因 ( ７􀆰８４％) 没有内含子ꎬ 有 ９４ 个基因

(６１􀆰４３％)内含子数≤５ (图 １: Ａ)ꎮ 进化关系相近

的成员间通常具有相似的外显子 /内含子模式ꎬ 即

外显子的数量、 位置和长度均相近ꎮ 蛋白基序预测

结果表明ꎬ 毛竹 ｂＨＬＨ 蛋白家族成员共包含 １５ 个

未知基序(图 １: Ｂ)ꎬ 每个蛋白序列均含有保守基

序 ４ 和 ５ꎬ 且都位于 ＨＬＨ 结构域ꎬ 推测这两个基

序可能与 ＨＬＨ 结构域的功能密切相关ꎮ
２􀆰 ３　 毛竹 ｂＨＬＨ 系统进化分析

研究表明ꎬ 毛竹与水稻同属于禾本科ꎬ 在进化

上其亲缘关系较近ꎬ 而且水稻作为单子叶模式植

物ꎬ 对其 ｂＨＬＨ 家族已进行了比较深入的研究ꎬ
其 １６７ 个 ＯｓｂＨＬＨｓ 被分为了 ２２ 个亚类[５]ꎮ 本研

究利用水稻和毛竹的 ｂＨＬＨ 氨基酸序列ꎬ 构建了

系统进化树ꎬ 结果表明(图 ２)ꎬ 与水稻的 ２２ 个亚

类相比较ꎬ 毛竹 １５３ 个 ＰｅｂＨＬＨｓ 成员分布在 １７
个亚类中ꎬ 其中两个物种都是 Ｃ 亚类的成员数量

最多ꎬ Ｂ、 Ｉ 和 Ｑ 亚类中毛竹的成员数量较少ꎬ 仅

为 １ 个ꎻ 而 Ｇ、 Ｈ、 Ｊ、 Ｏ 和 Ｔ 这 ５ 个亚类中不包

含毛竹 ｂＨＬＨ 家族成员ꎮ
２􀆰 ４　 毛竹 ＰｅｂＨＬＨｓ 在不同组织中的表达分析

本研究利用转录组数据对毛竹 ＰｅｂＨＬＨｓ 在不

同组织中的表达模式进行了分析ꎬ 结果显示(图
３)ꎬ １５３ 个 ＰｅｂＨＬＨｓ 在毛竹不同组织之间的表达

存在明显差异ꎮ 其中 １５１ 个 ＰｅｂＨＬＨｓ 在毛竹不同

组织和不同生长发育时期有不同程度的表达ꎬ 而

ＰｅｂＨＬＨ１３０ 和 ＰｅｂＨＬＨ１４８ 没有检测到基因表达ꎮ
另外ꎬ Ａ、 Ｅ、 Ｎ 和 Ｕ ４ 个亚类的 ＰｅｂＨＬＨｓ 主要在

花序中表达ꎬ 在笋中的表达量相对较低或未检测到

表达ꎻ 而 Ｋ 和 Ｖ 亚类的大部分基因在笋中的表达

量相对较高ꎮ ｂＨＬＨ 家族成员的表达差异ꎬ 表明不

同 ＰｅｂＨＬＨｓ 在毛竹不同组织和不同发育阶段可能

发挥不同的作用ꎮ
２􀆰 ５　 干旱和盐胁迫下毛竹叶片中 ＰｅｂＨＬＨｓ 的表

达分析

毛竹 ＰｅｂＨＬＨｓ 上游启动子序列分析结果表

明ꎬ １３７ 个 ＰｅｂＨＬＨｓ 基因的启动子均含有与干

旱、 盐和低温等胁迫相关的作用元件ꎬ 其中有 ９４
个(６２％)富含响应干旱和盐胁迫的顺式作用元件ꎬ
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图 １　 毛竹 ｂＨＬＨ家族基因结构(Ａ)和蛋白保守基序(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (Ａ) ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｔｉｆ (Ｂ) ｏｆ ｂＨＬＨ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ
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分枝上的数字表示自展值ꎮ Ｐｅ: 毛竹ꎻ Ｏｓ: 水稻ꎻ Ａ ~ Ｕ: 代表不同亚类ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｎ ｍａｊｏｒ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｅｓｔｉｍａｔｅｓ ｆｏｒ １０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｅ ａｎａｌｙｓｅｓ. Ｐｅ: Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓꎻ Ｏｓ: Ｏｒｙｚａ
ｓａｔｉｖａꎻ Ａ－Ｕ: ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｇｒｏｕｐｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ２　 毛竹与水稻 ｂＨＬＨ转录因子的系统进化分析
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ ａｎｄ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ

如 ＬＴＲ、 ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ 和 ＭＢＳ 等(表 ２)ꎮ 为了

探究毛竹 ＰｅｂＨＬＨｓ 在干旱和盐胁迫条件下的表达

模式ꎬ 本研究结合转录组表达谱数据(图 ３)ꎬ 选取

了 １６ 个在叶片中相对表达量较高的 ＰｅｂＨＬＨｓꎬ 进

行干旱和盐胁迫条件下的表达分析ꎮ
研究 结 果 显 示ꎬ 在 干 旱 胁 迫 条 件 下ꎬ Ｐｅ￣

ｂＨＬＨ１１０ 和 ＰｅｂＨＬＨ１２４ 的表达模式相似ꎬ 呈先下

降后上升再下降的趋势ꎬ 在 ２４ ｈ 时的表达量均低于

对照(图 ４)ꎮ 其他 １４ 个 ＰｅｂＨＬＨｓ 的表达量最终呈

上调的趋势ꎬ 其中除 ＰｅｂＨＬＨ１０２ 以外ꎬ 其他基因的

表达量在处理前期(１２ ｈ 之前)均发生明显变化ꎬ 各基

因表达量的最大值约为对照的２~７倍ꎬ 但在不同基因

中最大值出现的时间存在一定差异ꎬ 如 ＰｅｂＨＬＨ０１１
和 ＰｅｂＨＬＨ０４５在处理后 １ ｈ 就达到了最大值ꎻ Ｐｅ￣
ｂＨＬＨ１００和 ＰｅｂＨＬＨ１２４ 在处理后 ６ ｈ 达到最大值ꎮ
１４个 ＰｅｂＨＬＨｓ 表达量的变化呈 ４ 种基本变化趋势

(图 ４)ꎬ 即持续上升(ＰｅｂＨＬＨ１１２ 和 ＰｅｂＨＬＨ１２３)、
先上升后下降(ＰｅｂＨＬＨ０６７ 和 ＰｅｂＨＬＨ１４０)、 先上升

后 下 降 再 上 升 ( ＰｅｂＨＬＨ０１１、 ＰｅｂＨＬＨ４５、 Ｐｅ￣
ｂＨＬＨ０６２、 ＰｅｂＨＬＨ０７２、 ＰｅｂＨＬＨ０７４、 ＰｅｂＨＬＨ０９５、
ＰｅｂＨＬＨ１００ 和 ＰｅｂＨＬＨ１１５)和先下降后上升(Ｐｅ￣
ｂＨＬＨ０３５和 ＰｅｂＨＬＨ１０２)ꎮ
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图 ３　 ＰｅｂＨＬＨｓ在毛竹不同组织中的表达模式
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＰｅｂＨＬＨｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ

表 ２　 １６ 个 ＰｅｂＨＬＨｓ基因启动子序列中与干旱和盐胁迫相关的顺式作用元件分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ １６ ＰｅｂＨＬＨｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

低温应答元件
Ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ (ＬＴＲ)

ＴＣ 富集重复
ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ

ＭＹＢ 结合位点
ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ (ＭＢＳ)

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

数量
Ｎｏ.

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 数量 Ｎｏ. 序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
数量
Ｎｏ.

ＰｅｂＨＬＨ０１１ ＣＡＡＣＴＧ ２
ＰｅｂＨＬＨ０３５ ＣＣＧＡＡＡ １ ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ １
ＰｅｂＨＬＨ０４５ ＣＣＧＡＡＡ １
ＰｅｂＨＬＨ０６２ ＣＡＡＣＴＧ ３
ＰｅｂＨＬＨ０６７ ＣＣＧＡＡＡ １ ＣＡＡＣＴＧ １
ＰｅｂＨＬＨ０７２ ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ １
ＰｅｂＨＬＨ０７４ ＣＣＧＡＡＡ ２ ＧＴＴＴＴＣＴＴＡＣ １
ＰｅｂＨＬＨ０９５ ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ １ ＣＡＡＣＴＧ ３
ＰｅｂＨＬＨ１００ ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ １
ＰｅｂＨＬＨ１０２ ＣＣＧＡＡＡ ２ ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ １ ＣＡＡＣＴＧ ２
ＰｅｂＨＬＨ１１０ ＣＣＧＡＡＡ １ ＧＴＴＴＴＣＴＴＡＣ １
ＰｅｂＨＬＨ１１２ ＣＣＧＡＡＡ １ ＣＡＡＣＴＧ １
ＰｅｂＨＬＨ１１５ ＣＣＧＡＡＡ ３
ＰｅｂＨＬＨ１２３ ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ ２ ＣＡＡＣＴＧ ２
ＰｅｂＨＬＨ１２４ ＣＣＧＡＡＡ １
ＰｅｂＨＬＨ１４０ ＧＴＴＴＴＣＴＴＡＣ １
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图 ４　 干旱胁迫条件下毛竹叶片中 ＰｅｂＨＬＨｓ的表达模式
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＰｅｂＨＬＨｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 在盐胁迫处理条件下ꎬ 有 １３ 个基因的表达最终

呈现出上调的趋势(图 ５)ꎬ 其中 ４ 个基因的表达量

持续上升(ＰｅｂＨＬＨ０６２、 ＰｅｂＨＬＨ０７２、 ＰｅｂＨＬＨ１１０
和 ＰｅｂＨＬＨ１１２)ꎻ ６ 个基因的表达量为先上升后下

降 (ＰｅｂＨＬＨ０３５、 ＰｅｂＨＬＨ０７４、 ＰｅｂＨＬＨ０９５、 Ｐｅ￣
ｂＨＬＨ１０２ 和 ＰｅｂＨＬＨ１４０)ꎻ ４ 个基因的表达量呈先

上升后下降再上升的变化规律(ＰｅｂＨＬＨ０１１、 Ｐｅ￣
ｂＨＬＨ０６７、 ＰｅｂＨＬＨ１００ 和 ＰｅｂＨＬＨ１１５)ꎮ 另 外ꎬ
ＰｅｂＨＬＨ０４５ 和 ＰｅｂＨＬＨ１２３ 的表达量均呈先上升后

下降的趋势ꎬ 且最终表达量均低于对照ꎻ 而 Ｐｅ￣
ｂＨＬＨ１２４ 则为先下降后上升、 再下降再上升ꎬ 最终

表达量降低ꎬ ２４ ｈ 时的表达量约为对照的 １６％ꎮ

３　 讨论

毛竹基因组的发表与应用[１８ꎬ ３４ꎬ ３５]ꎬ 对从基因

组水平鉴定转录因子家族成员的特点提供了便利ꎮ
根据 ｂＨＬＨ 转录因子特有的保守结构域ꎬ 本研究

通过生物信息学方法ꎬ 利用已有毛竹基因组数据

库ꎬ 并结合毛竹重测序获得的数据[３５]ꎬ 共鉴定出

１５３ 个 ＰｅｂＨＬＨｓꎬ 比前人报道的 １３７ 个[３６] 增加了

１６ 个ꎬ 但仍然少于水稻的 １６７ 个[５]ꎮ 系统进化树

分析结果表明ꎬ 与水稻相比ꎬ 毛竹 ｂＨＬＨ 家族成

员并没有分布在所有亚类中ꎬ 有 ５ 个亚类中没有毛

竹 ｂＨＬＨ 家族的成员ꎬ 推测这可能是毛竹进化成

现代二倍体的过程中发生了基因的丢失ꎮ 另外ꎬ 毛

竹在 Ｃ 亚类中的 ｂＨＬＨ 成员数量最多ꎬ 这与水

稻[５]、 拟南芥[６] 和苹果[９] 的聚类结果相似ꎬ 该亚

类转录因子的功能主要被预测为逆境响应和参与依

赖 ＡＢＡ 的信号传导[１４]ꎮ 本研究中毛竹 Ｃ 亚类的 ４
个基因(ＰｅｂＨＬＨ０７２、 ＰｅｂＨＬＨ１０２、 ＰｅｂＨＬＨ１１２
和 ＰｅｂＨＬＨ１２３)在干旱和盐胁迫过程中的表达变

化支持了这一推测ꎮ 毛竹 ｂＨＬＨ 家族在 Ｂ、 Ｉ 和 Ｑ
亚类中的成员数量最少ꎬ 仅为 １ 个ꎬ 说明该亚类内

的成员进化速度相对缓慢ꎬ 推测这些基因在功能上

相对比较保守[７]ꎬ 可能对毛竹的生长发育有着非

常重要的调控作用ꎮ
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图 ５　 盐胁迫下毛竹叶片中 ＰｅｂＨＬＨｓ基因的表达模式
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＰｅｂＨＬＨｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 基因的表达模式是反映基因功能的一个主要方

面ꎮ 本研究转录组表达谱分析结果显示ꎬ 有 １５１
个 ＰｅｂＨＬＨｓ 在毛竹不同组织和不同生长发育时期

有不同程度的表达ꎬ 表明他们在毛竹中功能的多样

性ꎮ ＰｅｂＨＬＨｓ 上游启动子序列中富含多种环境胁

迫应答相关的作用元件ꎬ 表明其功能受到环境的影

响ꎮ 干旱和盐胁迫处理后ꎬ 毛竹叶片中同一基因表

达的差异以及不同 ＰｅｂＨＬＨｓ 基因间表达量的差异

进一步说明 ＰｅｂＨＬＨｓ 功能的多样性和复杂性ꎮ 此

外ꎬ 在植物体内 ｂＨＬＨ 基因的表达是一个复杂的

调控网络ꎬ ｂＨＬＨ 启动子区域内含有 ｂＺＩＰ 特异性

识别的 ＡＢＲＥ 元件间接参与 ＡＢＡ 信号通路ꎮ 在香

杨( Ｐｏｐｕｌｕｓ ｋｏｒｅａｎａ Ｒｅｈｄｅｒ) 中 ＰｋｂＨＬＨ２ 作为

ＰｋｂＺＩＰ２ 下游的转录因子ꎬ 通过 ＰｋｂＺＩＰ２ 的诱导

激活作用ꎬ 再诱导其自身作用靶基因的表达ꎬ 成为

功能性蛋白ꎬ 使植物表现出干旱耐性[３７]ꎮ 另有研

究推测ꎬ 非生物胁迫响应过程中一些可能的 ｂＨＬＨ
下游靶基因ꎬ 如 ＣＢＦ / ＤＲＥＢ 可能在植物响应非生

物胁迫中起关键作用[３８]ꎮ 毛竹 ｂＨＬＨ 的表达调控

比 较 复 杂ꎬ ＢａｍｂｏｏＮＥＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.

ｃａｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / ｂａｍｂｏｏ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)在线分析预测结

果表明ꎬ ＰｅｂＨＬＨ０７２ 受到 ｂＺＩＰ 转录因子的调控ꎬ
与 Ｃ￣ｘ８￣Ｃ￣ｘ５￣Ｃ￣ｘ３￣Ｈ 型锌指蛋白相互作用ꎬ 与 β￣
半乳糖苷酶 ２(ＰＨ０１００１９０７Ｇ０４００)、 谷氨酸脱羧

酶(ＰＨ０１０００５７１Ｇ０４１０)等基因呈现正向共表达ꎬ
而与热激蛋白(ＰＨ０１００２２４２Ｇ０１２０)、 磷酸酶家族

蛋白 (ＰＨ０１０００１５６Ｇ０８３０) 等基因呈现负向共表

达ꎮ 因此 ＰｅｂＨＬＨｓ 在毛竹中的功能是多样的ꎬ 其

表达调控将是一个复杂的调控网络ꎬ 要揭示其对竹

子生长发育以及在抗逆中的作用机制尚需进行大量

的研究工作ꎮ
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