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　 　 摘要:　 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ是植物体内 ２ 个重要的转录因子家族ꎬ在调控植物抗病与耐盐方面不可或缺ꎮ 本研究通过转

录组数据分析、ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎬ分别鉴定出 ３０ 个和 ２８９ 个绿豆Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 家族成员ꎬ２ 个基因家族各有 １３ 个基因受

到纯化选择ꎬ并且Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 基因家族种内共线性关系均为片段重复ꎮ 耐盐材料的转录组数据分析结果表明ꎬ
ＶｒＣ３Ｈ５、ＶｒＣ３Ｈ７、ＶｒＣ３Ｈ１０ 和 ＶｒＣ３Ｈ１３ 等 ４ 个基因的表达量在盐胁迫后发生显著改变ꎮ ＶｒＣ３Ｈ５ꎬＶｒＣ３Ｈ７ 和 ＶｒＣ３Ｈ１３ ３
个基因对脱落酸(ＡＢＡ)处理、氯化钠(ＮａＣｌ)处理、干旱胁迫都有不同程度的响应ꎬＶｒＣ３Ｈ５ 在 ＡＢＡ 处理后基因表达量

上调超过了 １０ 倍ꎮ 在 ＮＢＳ 基因中ꎬ有 ８５ 个基因在盐胁迫 １０ ｄ 和 １５ ｄ 后出现显著差异表达ꎬ其中 ９ 个 ＮＢＳ 基因表达

变化值 ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ (ＦＣ 为表达倍数变化)大于 ２ꎮ ＶｒＮＢＳ２０ 转录因子通过调控 ＥＶＭ００２２３８５ 参与绿豆的耐盐功能ꎬＶｒＮ￣
ＢＳ２０ 可能是绿豆抗病与耐盐调控网络中的交叉点ꎮ 本研究结果为绿豆耐盐与抗病研究提供了丰富的基因资源ꎮ
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３０ ａｎｄ ２８９ ｍｕｎｇｂｅａｎ Ｃ３Ｈ ａｎｄ ＮＢＳ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｉｒｔｅｅｎ Ｃ３Ｈ ａｎｄ １３ ＮＢＳ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
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Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓａｌｔ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＶｒＣ３Ｈ５ꎬ ＶｒＣ３Ｈ７ꎬ ＶｒＣ３Ｈ１０

ａｎｄ ＶｒＣ３Ｈ１３ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｈａｎｇｅｄ ａｆｔｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ.
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ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ (ＡＢＡ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏ￣
ｒｉｄｅ (ＮａＣｌ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＶｒＣ３Ｈ５ ｗａｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １０ ｔｉｍｅｓ ａｆｔｅｒ
ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ８５ ＮＢＳ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｆｔｅｒ １０ ｄａｙｓ ａｎｄ １５ ｄａｙｓ ｏｆ ｓａｌｔ
ｓｔｒｅｓｓꎬ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｎｉｎｅ ＮＢＳ ｇｅｎｅｓ ｈａｄ ａ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ (ＦＣ ｗａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ)
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ａｎｄ ＶｒＮＢＳ２０ ｍａｙ ｂｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｐｏｉｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｍｕｎｇｂｅａｎ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｂｕｎｄａｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｍｕｎｇｂｅａｎ.
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　 　 绿豆 (Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ Ｌ.)ꎬ属于豆科豇豆属ꎬ含
有 ２２ 条染色体[１]ꎮ 作为功能性食品原料ꎬ绿豆籽粒

富含蛋白质、多种人体必需氨基酸、碳水化合物、膳
食纤维及生物活性物质ꎮ 随着人们生活水平的提高

和对健康饮食的需求ꎬ绿豆的高营养价值开始被人

们重视ꎬ绿豆的需求量逐渐增大[２]ꎮ 然而ꎬ盐胁迫

与病害严重制约着温带、亚热带及热带地区绿豆的

生产ꎬ尤其以印度、中国、泰国、缅甸和菲律宾等国家

为代表ꎮ 挖掘抗性基因并应用于抗性育种已成为主

要农作物抗性育种的主要方法之一ꎮ 目前ꎬ在挖掘

绿豆抗性基因方面的研究还不是很深入ꎬ有关绿豆

耐盐相关的全基因组关联分析和遗传定位的研究还

很少ꎮ 转录因子作为植物的内在调控因子ꎬ在植物

应对非生物与生物胁迫中具有重要的调控作用ꎮ 因

此ꎬ利用比较基因组学挖掘、鉴定绿豆抗病与盐胁迫

响应的转录因子对绿豆的遗传改良至关重要ꎮ
ＮＢＳ(Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ)和Ｃ３Ｈ(ＣＣＣＨ)是

植物体内 ２ 个重要的转录因子家族ꎬ具有独特的功

能和结构ꎬ在调控植物的抗病与耐盐信号转导方面

起重要作用[３￣５]ꎮ ＮＢＳ 转录因子家族是植物中大转

录因子家族之一ꎬ含有 ＴＩＲ、ＮＢＳ 和 ＬＲＲ 等结构域ꎮ
ＮＢＳ 结构域主要介导下游信号转导[６]ꎬＬＲＲ 结构域

主要介导蛋白质之间的互作ꎮ 根据转录因子 Ｎ 端

是否含有 ＴＩＲ 结构域将其分为两个亚类[７]ꎮ 一类

为含有 ＴＩＲ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ 结构域的 ＴＮＬ 型ꎻ另一类 Ｒ
基因编码的蛋白质通常被 ＣＣ(Ｃｏｉｌｅｄ￣Ｃｏｉｌ)替代ꎬ又
称 ＣＣ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ(ＣＮＬ)型[８]ꎮ 植物体内 ＮＢＳ 基因的

数量从几十个到上千个不等[８￣１０]ꎮ 同时ꎬＮＢＳ 基因

组成的不同会导致植物对病原体抗性形成差异[１１]ꎮ
ＮＢＳ 基因通常包含各种类型的重复ꎬ这些重复对

ＮＢＳ 基因的功能有着重要影响[１２]ꎮ ＮＢＳ 转录因子

基因已被证明在花生青枯病、大豆花叶病、番茄菟丝

子、葡萄霜霉病抗性调控中起着重要作用[１３￣１７]ꎮ
ＮＢＳ 转录因子基因在植物非生物胁迫中的研究还较

少ꎬ挖掘具有抗逆和抗病作用的多功能转录因子基

因对绿豆的抗病和耐逆育种至关重要ꎮ
Ｃ３Ｈ家族转录因子属于锌指蛋白ꎬ包含１~ ６ 个

ＣＣＣＨ 结构ꎬ主要含有 ３ 个半胱氨酸和 １ 个组氨酸残

基[１８￣１９]ꎮ 含有 Ｃ￣Ｘ７￣８￣Ｃ￣Ｘ５￣Ｃ￣Ｘ３￣Ｈ 基序的Ｃ３Ｈ蛋白是

最大的一类Ｃ３Ｈ转录因子[２０￣２１]ꎮ Ｃ３Ｈ基因家族参与植

物发育和逆境适应等过程ꎬ在激素调节下对植物的生

长起重要作用ꎮ 在水稻中ꎬＯｓＤＯＳ(Ｃ３Ｈ基因)参与茉

莉酸(ＪＡ)代谢ꎬ过表达该基因能显著延缓叶片衰

老[２２]ꎮ 在拟南芥中ꎬＣ３Ｈ１４ 和 Ｃ３Ｈ１５ 基因能够调节

花药发育和雄性育性[２３]ꎮ 此外ꎬ一些 Ｃ３Ｈ 锌指蛋白

还参与植物的非生物胁迫反应ꎮ ＺＦＰ１ 通过维持细胞

中离子平衡来调节渗透胁迫ꎬ提高植物的耐盐性ꎮ
Ｃ３Ｈ型锌指蛋白基因 ＡｔＳＺＦ１ 和 ＡｔＳＺＦ２ 能够正向调

控拟南芥的耐盐性[２４]ꎮ 过表达 Ｃ３Ｈ１８ 后ꎬ甘薯对干

旱和高盐环境的抗性显著增强[２５]ꎮ 在水稻中ꎬｚｆｐ５
突变体在盐胁迫和渗透胁迫下ꎬ萌发率、主根长、脯氨

酸含量、叶绿素含量及活性氧清除酶的活性显著小于

野生型ꎬ而 ＺＦＰ５ 基因过表达株系在盐胁迫和渗透胁

迫下ꎬ萌发率、主根长、脯氨酸含量、叶绿素含量及活

性氧清除酶的活性显著大于野生型[２６]ꎮ
转录因子在非生物胁迫调控中具有重要作用ꎬ

ＷＲＫＹ、ＭＹＢ、Ｃ３Ｈ和 ＨＤｚｉｐ 型转录因子含有相应的

顺式作用元件可以介导 ＡＢＡ 响应基因的表达ꎬ他们

在多种植物盐胁迫逆境下被诱导[２７]ꎮ 此外ꎬ水稻

ＥＲＦ１ 转录因子能够与 ＡＢＡ 信号通路下游 ＯｓＡＢＩ５
基因启动子结合ꎬ抑制其表达ꎬ增强水稻种子在盐胁

迫下的萌发率[２８]ꎮ 上述研究结果表明包括转录因

子在内的 ＡＢＡ 合成表达调控基因在植物非生物逆

境的响应与适应方面发挥了重要的作用ꎮ
目前ꎬ有关绿豆 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ基因家族成员组成、

序列及进化特征ꎬ与盐胁迫响应相关的 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ
候选基因还缺乏研究ꎮ 本研究以江苏省农业科学院

经济作物研究所保存的苏绿 １ 号为材料ꎬ鉴定绿豆

ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ基因家族成员ꎬ分析 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ基因家

族成员碱基序列及进化特征ꎬ并挖掘盐胁迫响应相

关的 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ候选基因ꎬ为绿豆的抗病与耐盐育

种提供基因资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料和处理

本研究使用的绿豆品种为江苏省农业科
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学院经济作物研究所保存的苏绿 １ 号ꎬ将其种

植于 ２８ ℃ 恒温温室ꎬ１６ ｈ 光期、８ ｈ 暗期培养

７ ｄ 后分别用 ２０％的 ＰＥＧ６０００、１００ μｍｏｌ / Ｌ的
脱落酸( ＡＢＡ) 和 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ的盐( ＮａＣｌ) 溶液

对幼苗进行胁迫处理ꎬ以无胁迫为对照ꎬ在处

理 ０ ｈ、４ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 后随机选取不同

处理幼苗 ５ 株ꎬ取根部组织约 ０ . １ ｇꎬ进行 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 分析ꎮ

选取 ２ 个耐盐材料 Ａ１ 和 Ａ３ 及 ２ 个不耐盐材

料 Ｃ１ 和 Ｃ２[２９]ꎬ幼苗出芽后第 １０ ｄꎬ分别用 １００
ｍｍｏｌ / Ｌ盐溶液处理ꎬ盐处理后 １０ ｄ 与 １５ ｄ 取上述

材料的叶片用以转录组分析ꎬ分析 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ家族

基因在盐胁迫下表达变化ꎮ
１.２　 绿豆 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ基因家族成员筛选、保守基序

和进化树分析
　 　 首先ꎬ从网站 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.ｏｒｇ 和 ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｒｅｓｅａｒｃｈｇａｔｅ. ｎｅｔ / ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ / ３４７０７６１９５ ＿
ｈｉｇｈ￣ｑｕａｌｉｔｙ＿ｇｅｎｏｍｅ＿ａｓｓｅｍｂｌｙ＿ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ＿ａｎｄ＿ｅｖｏｌｕ￣
ｔｉｏｎａｒｙ＿ ａｎａｌｙｓｉｓ＿ｏｆ＿ｔｈｅ＿ｍｕｎｇｂｅａｎ＿Ｖｉｇｎａ＿ｒａｄｉａｔａ＿ｇｅ￣
ｎｏｍｅ 下载拟南芥 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ蛋白氨基酸序列和绿

豆基因组编码的蛋白质序列ꎬ利用 ＮＣＢＩ ｂｌａｓｔ 软件

进行序列比对ꎬ设置 Ｅ￣ｖａｌｕｅ 为１×１０－１００ꎬ筛选得到

绿豆 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ候选基因ꎮ 其次ꎬ利用 ｐｆａｍ 网站

(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ￣ｌｅｇａｃｙ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ)分析上述候选基因

编码蛋白质的保守结构域ꎬ去除编码蛋白质中不

含 Ｃ￣Ｘ７￣８￣Ｃ￣Ｘ５￣Ｃ￣Ｘ３￣Ｈ 和 ＴＩＲ、ＮＢＳ、ＬＲＲ 结构域的

候选基因ꎮ 随后利用 ＭＥＭＥ 软件( ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣
ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)和 ＭＥＧＡ７ 软件ꎬ采用

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 法ꎬ迭代１ ０００次ꎬ对 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ家

族基因进行进化树分析ꎬ再利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件对

ＮＢＳ 和 Ｃ３Ｈ家 族 基 因 进 行 保 守 基 序 的 聚 类 分

析[３０] ꎮ
１.３　 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ家族基因染色体定位、启动子和共

线性分析
　 　 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件的 ＧＦＦ３ / ＧＴＦ Ｇｅｎｅ Ｐｏｓｉｔｉｏｎ
( Ｉｎｆｏ.) Ｐａｒｓｅ 模块获取上述候选基因在染色体上

的位置ꎮ 利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 网站分析Ｃ３Ｈ基因家族

成员上游启动元件( ５′上游选２ ０００ ｂｐ) ꎬ筛选与

植物逆境响应相关的元件ꎬ并进行可视化作图ꎮ
根据拟南芥与绿豆 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ基因家族成员的

序列ꎬ分析 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ家族物种间共线性特点ꎮ
同时ꎬ采用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件对绿豆 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ家族物

种内共线性特点进行分析ꎬ并估算共线性基因的

非同义替换率(Ｋａ)和同义替换率(Ｋｓ) ꎬ以Ｋａ / Ｋｓ
值估测基因家族在进化过程中受到的选择压力ꎮ
１.４　 绿豆 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ基因家族成员在盐胁迫下表

达变化分析
　 　 使用 ＦｌａＰｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂

盒(北京金沙生物科技有限公司产品)提取绿豆根部

总 ＲＮＡꎮ 使用ＵｎｉｏｎＳｃｒｉｐｔ Ｆｉｒｓｔ￣ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｍｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ ｗｉｔｈ ｄｓＤＮａｓｅ (北京金沙生物科技有限

公司产品) 反转录合成绿豆 ｃＤＮＡꎮ 使用 ＣｈａｍＱ
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂(南京诺唯赞生物股份

有限公司产品)及 ＡＢＩ ｐｒｉｓｍ ７５００ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓ￣
ｔｅｍ (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司产品ꎬ美国)进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
分析ꎮ ＰＣＲ 扩增程序为:９５ ℃ 预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃变

性 １０ ｓꎬ６０ ℃退火 １０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 基因特异性引物

设计采用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件ꎬ使用的内参基因为 ＶｒＡＣ￣
ＴＩＮ３ (Ｖｒａｄｉ０３ｇ００２１０) [２９]ꎬ具体引物信息见表 １ꎮ 每

个基因表达量检测设置 ３ 个重复ꎮ
绿豆 ＮＢＳ 和Ｃ３Ｈ基因家族候选基因相对表达量

分析采用 ２－△△Ｃｔ 计算方法ꎬ采用 ＦＰＫＭ(Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
Ｐｅｒ Ｋｉｌｏｂａｓｅ ｐｅｒ Ｍｉｌｌｉｏｎ) 计算方法分析转录组数

据[３１]ꎮ 使用 ＳＰＳＳ 软件中的 ｔ 检验法对基因表达水

平进行差异显著性分析ꎮ
１.５　 差异转录因子调控基因的预测

将差异表达显著的Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 转录因子氨基酸

序列上传至网站 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ. ｏｒｇ 进行转

录因子调控基因预测ꎬ设置显著作用值为 ０.４０ꎬ分析

转录因子显著调控的基因ꎬ利用 ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件对结

果进行可视化作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 绿豆Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 基因家族成员分布

通过 ＮＣＢＩ ｂｌａｓｔ 比对及 ＭＥＭＥ、ｐｆａｍ 网站保守

基序分析ꎬ在绿豆全基因组共筛选得到 ３０ 个Ｃ３Ｈ基

因(表 ２)ꎬ２８９ 个 ＮＢＳ 基因ꎮ ３０ 个Ｃ３Ｈ基因主要分

布在 １ 号、３ 号、５ 号、６ 号、８ 号染色体上ꎬ１０ 号染色

体没有 Ｃ３Ｈ基因ꎬ ９ 号染色体仅有 １ 个 Ｃ３Ｈ基因

ＥＶＭ００２９９０４.１ꎬ１ 号、３ 号和 ８ 号染色体上分别有 ５
个Ｃ３Ｈ基因(图 １ａ)ꎮ ２８９ 个 ＮＢＳ 基因主要分布在 １
号、７ 号、８ 号、９ 号和 １０ 号染色体上ꎬ４ 号和 ６ 号染

色体分别有 ７ 个和 ５ 个 ＮＢＳ 基因(图 １ｂ)ꎬ另有 １４
个 ＮＢＳ 基因分布在重叠群上ꎮ

９９０１刘金洋等:绿豆Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 转录因子家族成员鉴定及盐胁迫响应分析



表 １　 引物列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

引物　 　 序列 (５′→３′) 　 　 　 　 　 　 产物大小
(ｂｐ)

ＥＶＭ００１７２９９￣Ｆ ＣＣＣＧＡＧＣＡＡＣＴＡＡＧＧＧＴＧＴＴ １７０

ＥＶＭ００１７２９９￣Ｒ ＣＧＡＧＴＣＡＴＣＧＧＡＧＡＣＡＴＧＧＧ

ＥＶＭ００１８４３２￣Ｆ ＴＡＧＣＴＣＧＣＡＧＣＡＡＡＣＡＡＴＧＣ １９４

ＥＶＭ００１８４３２￣Ｒ ＧＧＡＡＣＧＧＴＡＧＧＡＧＡＣＴＧＣＡＣ

ＥＶＭ００１９２９９￣Ｆ ＡＴＡＣＧＣＣＣＧＡＧＣＡＡＣＴＡＡＧＧ １８８

ＥＶＭ００１９２９９￣Ｒ ＣＡＡＡＧＡＣＣＣＣＧＡＡＣＧＡＧＴＣＡ

ＥＶＭ００２４６５３￣Ｆ ＣＣＧＣＡＡＧＴＴＣＣＴＣＴＡＣＴＣＣＧ １８９

ＥＶＭ００２４６５３￣Ｒ ＴＣＧＴＴＧＧＴＧＴＧＡＧＣＧＡＡＧＡＡ

ＶｒＡＣＴＩＮ３￣Ｒ ＴＴＣＴＴＴＡＴＧＧＴＴＧＧＧＴＴＴＧＣ １９２

ＶｒＡＣＴＩＮ３￣Ｆ ＧＣＴＣＧＴＣＴＡＣＣＴＣＣＴＴＴＧＴＧ

２.２　 Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 基因家族进化树及保守结构分析

　 　 Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 基因家族进化树分析结果显示ꎬ
Ｃ３Ｈ家族分为 ３ 个分支(图 ２ａ)ꎬ位于同一分支的基

因具有较高的同源性和保守型ꎮ Ｃ３Ｈ基因家族不同

分支保守基序差异性较大ꎬ分支Ⅰ９ 个基因ꎬ含有 ２
种保守基序(基序 １ 和基序 ２)ꎻ分支Ⅱ７ 个基因ꎬ含
有保守基序 ４ꎻ分支Ⅲ １４ 个基因ꎬ含有保守基序 ３
(图 ２ｂ、图 ２ｃ)ꎮ ＮＢＳ 基因家族分为两个分支ꎬ分支

Ⅰ含有成员数为 １５５ꎻ分支Ⅱ含有成员数为 １３４(图
３)ꎮ 两分支保守基序差异性较小ꎮ 虽然 ＮＢＳ 基因

家族所含的保守结构相似ꎬ但是这些基因的碱基序

列长度差异性较大ꎮ 在位于 １１ 条染色体上的 ２７５
个基因中ꎬ分支Ⅰ基因的平均长度为３ ３８１.５ ｂｐꎬ分
支Ⅱ基因的平均长度为４ ０７０.９ ｂｐꎬ分支Ⅰ和分支Ⅱ
成员在基因碱基序列长度方面差异较大ꎬ说明 ＮＢＳ
基因家族的功能多样性ꎮ
　 　 Ｃ３Ｈ基因家族成员上游２ ０００ ｂｐ 碱基序列除

了具有光响应、逆境和无氧响应元件外ꎬ还具有多

种植物激素(茉莉酸甲酯、赤霉素、水杨酸及 ＡＢＡ
等)响应元件(图 ２ｄ)ꎮ 其中有 １２ 个Ｃ３Ｈ基因的启

动子区域存在 ＡＢＡ 响应元件ꎬ１４ 个Ｃ３Ｈ基因启动

子区域存在茉莉酸甲酯响应元件ꎬ１２ 个Ｃ３Ｈ基因

的启动子区域存在赤霉素响应元件ꎬ１４ 个Ｃ３Ｈ基

因启 动 子 区 域 存 在 干 旱 胁 迫 响 应 元 件 [ ＭＢＳ
(ＣＡＡＣＴＧ)]ꎮ 这些结果说明Ｃ３Ｈ基因家族与植物

的生长发育以及响应逆境有关ꎬ这种特征在其他

植物中亦有体现[２４] ꎮ

表 ２　 苏绿 １ 号Ｃ３Ｈ基因家族成员及其编码的氨基酸序列长度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃ３Ｈ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

基因　 　 所在
染色体

编码区大小
(ｂｐ)

编码的氨基酸
序列长度(ａａ)

ＶｒＣ３Ｈ１(ＥＶＭ０００５０１７.１) １ 号 ５ ８０８ １ ９３６

ＶｒＣ３Ｈ２(ＥＶＭ０００４３０７.１) １ 号 １０ ４７７ ３ ４９２

ＶｒＣ３Ｈ３(ＥＶＭ０００１９７６.１) １ 号 ４ ４０８ １ ４６９

ＶｒＣ３Ｈ４(ＥＶＭ００１１１６０.２) １ 号 １ ７３６ ５７８

ＶｒＣ３Ｈ５(ＥＶＭ００１７２９９.１) １ 号 ２ ６３１ ８７７

ＶｒＣ３Ｈ６(ＥＶＭ００１９９５０.１) ２ 号 ７４０ ２４６

ＶｒＣ３Ｈ７(ＥＶＭ００１９２９９.１) ２ 号 ５７８ １９２

ＶｒＣ３Ｈ８(ＥＶＭ０００６１５２.１) ３ 号 ２ ０８５ ６９５

ＶｒＣ３Ｈ９(ＥＶＭ００２７９７４.１) ３ 号 ３ ５６４ １ １８８

ＶｒＣ３Ｈ１０(ＥＶＭ００１８４３２.１) ３ 号 ４２８ １４３

ＶｒＣ３Ｈ１１(ＥＶＭ００２６４１３.１) ３ 号 ４ １３２ １ ３７７

ＶｒＣ３Ｈ１２(ＥＶＭ００１４０４５.１) ３ 号 ２ ５５１ ８５０

ＶｒＣ３Ｈ１３(ＥＶＭ００２４６５３.１) ４ 号 １ ５８８ ５２９

ＶｒＣ３Ｈ１４(ＥＶＭ００１４０７５.１) ４ 号 １ ４１６ ３７２

ＶｒＣ３Ｈ１５(ＥＶＭ０００２６６８.１) ５ 号 ６０５ ２０２

ＶｒＣ３Ｈ１６(ＥＶＭ００２８１７２.１) ５ 号 ９２３ ３０８

ＶｒＣ３Ｈ１７(ＥＶＭ００３３８２２.１) ５ 号 ６ ０７３ ２ ０２４

ＶｒＣ３Ｈ１８(ＥＶＭ０００８０１３.３) ６ 号 ５４５ １８２

ＶｒＣ３Ｈ１９(ＥＶＭ０００８７０４.１) ６ 号 １ ５８３ ５２８

ＶｒＣ３Ｈ２０(ＥＶＭ００１３６１９.１) ６ 号 ７８８ ２６３

ＶｒＣ３Ｈ２１(ＥＶＭ００１８９３３.１) ７ 号 ３ ２３１ １ ０７７

ＶｒＣ３Ｈ２２(ＥＶＭ００１７５０６.１) ７ 号 ２ ６６２ ８８７

ＶｒＣ３Ｈ２３(ＥＶＭ００３０７４３.１) ８ 号 ２ ０２３ ６７４

ＶｒＣ３Ｈ２４(ＥＶＭ０００２６９０.１) ８ 号 ３０３ １０１

ＶｒＣ３Ｈ２５(ＥＶＭ００２２３３６.１) ８ 号 １ １４７ ３８２

ＶｒＣ３Ｈ２６(ＥＶＭ０００２８６８.１) ８ 号 ９６８ ３２３

ＶｒＣ３Ｈ２７(ＥＶＭ０００６４９２.１) ８ 号 ４ ０６３ １ ３５４

ＶｒＣ３Ｈ２８(ＥＶＭ００２９９０４.１) ９ 号 ３ ２８５ １ ０９５

ＶｒＣ３Ｈ２９(ＥＶＭ００１１７１５.１) １１ 号 １ １６５ ３８８

ＶｒＣ３Ｈ３０(ＥＶＭ００２８８７６.１) １１ 号 ５ ０５７ １ ６８６

２.３　 绿豆和拟南芥Ｃ３Ｈ与 ＮＢＳ 基因家族之间共线

性分析
　 　 绿豆和拟南芥Ｃ３Ｈ、ＮＢＳ 基因家族共线性分析

结果显示ꎬ绿豆Ｃ３Ｈ基因家族和 ＮＢＳ 基因家族分别

有 １８ 个基因和 ７ 个基因与拟南芥基因具有共线性

(图 ４ａ、图 ４ｂ)ꎮ 这说明Ｃ３Ｈ基因家族在基因序列上

具有较高的保守性ꎬ而 ＮＢＳ 基因家族在基因序列上

差异性较大ꎬ表明其功能可能具有多样性ꎮ
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ａ:Ｃ３Ｈ家族基因在染色体上的位置ꎻｂ:ＮＢＳ 家族基因在染色体上的位置ꎮ

图 １　 绿豆Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 基因家族成员在 １１ 条染色体上的分布情况

Ｆｉｇ.１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｎｇｂｅａｎ Ｃ３Ｈ ａｎｄ ＮＢＳ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｎ １１ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ

１０１１刘金洋等:绿豆Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 转录因子家族成员鉴定及盐胁迫响应分析



ａ:Ｃ３Ｈ基因家族系统进化树ꎬ不同的颜色表示不同的基因家族分支ꎮ ｂ:Ｃ３Ｈ基因家族基因结构ꎻｃ:Ｃ３Ｈ基因家族 ｐｆａｍ 结构ꎻｄ:Ｃ３Ｈ基因家族

顺式作用元件ꎮ
图 ２　 绿豆Ｃ３Ｈ基因家族进化树和Ｃ３Ｈ基因家族基因结构及顺式作用元件

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｍｕｎｇｂｅａｎ Ｃ３Ｈ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｃ３Ｈ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ
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图 ３　 绿豆 ＮＢＳ 基因家族进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｍｕｎｇｂｅａｎ ＮＢＳ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

　 　 基因组内的共线性分析结果表明ꎬ分别有 １３ 个

Ｃ３Ｈ基因和 １３ 个 ＮＢＳ 基因存在共线性(图 ４ｃ、图
４ｄ)ꎮ Ｃ３Ｈ共线性基因占所有成员的 ４３􀆰 ３％ꎻＮＢＳ 共

线性基因仅占所有成员的 ４.５％ꎬ即 ＮＢＳ 基因组内

部共线性较差ꎮ 上述的共线性关系均为片段重复

(表 ３)ꎬ并且这些基因共线性关系的 Ｋａ / Ｋｓ 值(非
同义替换率 /同义替换率)均小于 １ꎬ说明他们均受

到纯化选择ꎮ

２.４　 Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 家族基因盐胁迫下表达特性分析

有 ８５个ＮＢＳ 基因在盐处理 １０ ｄ 后存在显著差异

表达ꎬ占总家族成员的 ２９􀆰 ４１％ꎻ１４１ 个 ＮＢＳ 基因在盐处

理 １５ ｄ 后存在显著差异表达ꎬ占总家族成员的 ４８􀆰 ７９％ꎻ
有 ８５个基因在盐处理１０ ｄ 和１５ ｄ 后均出现显著差异表

达ꎮ 在这 ８５ 个差异表达基因中ꎬ有 ５９ 个基因 的

｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜值(ＦＣ 为差异倍数)大于 ０􀆰 ５(图 ５Ａ)ꎬ其中 ４６
个基因的表达上调ꎬ１３ 个基因的表达下调ꎮ 此外ꎬＶｒＮ￣
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ＢＳ２０(ＥＶＭ００３１１２７. １)、ＶｒＮＢＳ１３４(ＥＶＭ００３２９５３. １)、ＶｒＮ￣
ＢＳ１３５(ＥＶＭ００２２３０３.１)、ＶｒＮＢＳ１９６(ＥＶＭ００３２７３８.１)、ＶｒＮ￣
ＢＳ１６７(ＥＶＭ００３３７２６.１)、ＶｒＮＢＳ１７３(ＥＶＭ００３３０２９.１)、ＶｒＮ￣
ＢＳ２１３(ＥＶＭ００００１８２.１)ꎬＶｒＮＢＳ２０８(ＥＶＭ０００７８９１.１)和 ＶｒＮ￣
ＢＳ２２３(ＥＶＭ００３３９０１.１)等 ９ 个基因表达变化幅度较大

( ｜ｌｏｇ２ＦＣ ｜>２)ꎮ Ｃ３Ｈ基因家族中有 ４ 个Ｃ３Ｈ基因在盐处

理 １０ ｄ 后存在显著差异表达ꎬ占总家族成员的 １３􀆰 ３３％ꎮ
９个Ｃ３Ｈ基因在盐处理 １５ ｄ 后存在显著差异表达 (图
５Ｂ)ꎬ 占 总 家 族 成 员 的 ４０􀆰 ００％ꎮ 其 中ꎬ ＶｒＣ３Ｈ５
(ＥＶＭ００１７２９９. １)、 ＶｒＣ３Ｈ７ ( ＥＶＭ００１９２９９. １ )、 ＶｒＣ３Ｈ１０
(ＥＶＭ００１８４３２.１)和ＶｒＣ３Ｈ１３(ＥＶＭ００２４６５３.１)４个基因表达

水平变化幅度较大ꎮ

表 ３　 Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 基因家族成员的 Ｋａ、Ｋｓ和 Ｋａ / Ｋｓ分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｋａꎬ Ｋｓ ａｎｄ Ｋａ / Ｋｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｃ３Ｈ ａｎｄ ＮＢＳ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ

基因家族 共线性基因 复制类型
非同义替换率

(Ｋａ)
同义替换率

(Ｋｓ) Ｋａ / Ｋｓ 选择压力

Ｃ３Ｈ ＥＶＭ００１６０１８.１ 与 ＥＶＭ００２７９７４.１ 片段重复 ０.３４０ １７７ ９３１ １.２８３ ００１ ９８４ ０.２６５ １４２ １７１ 纯化选择

ＥＶＭ０００１９７６.１ 与 ＥＶＭ００１４０７５.１ 片段重复 ０.２１８ １９７ ４５２ ０.６６３ １４０ ７５９ ０.３２９ ０３６ ４０６ 纯化选择

ＥＶＭ００１６０１８.１ 与 ＥＶＭ０００８７０４.１ 片段重复 ０.１６０ ３７６ ８０７ ０.６１０ ９９４ １３１ ０.２６２ ４８５ ０２１ 纯化选择

ＥＶＭ００１７２９９.１ 与 ＥＶＭ００１７５０６.１ 片段重复 ０.１４２ ３８９ ３９２ １.３４０ ３０６ ７１５ ０.１０６ ２３６ ４２４ 纯化选择

ＥＶＭ００１９２９９.１ 与 ＥＶＭ００００００５.１ 片段重复 ０.１５２ ９２３ ０９８ １.０４６ ８３０ ９３４ ０.１４６ ０８１ ９４４ 纯化选择

ＥＶＭ００２７９７４.１ 与 ＥＶＭ０００８７０４.１ 片段重复 ０.３６５ ８０２ １７６ １.５０５ ９６９ ２０８ ０.２４２ ９０１ ４９８ 纯化选择

ＥＶＭ００２６４１３.１ 与 ＥＶＭ００３０７４３.１ 片段重复 ０.２３０ ５５９ ４３２ ２.０９１ ０８０ １８１ ０.１１０ ２５８ ５３３ 纯化选择

ＥＶＭ００２８１７２.１ 与 ＥＶＭ０００４７８７.１ 片段重复 ０.３３６ ０２５ ７５１ １.４５９ ７８５ ５５３ ０.２３０ １８８ ４３５ 纯化选择

ＥＶＭ００２２３３６.１ 与 ＥＶＭ００２８８７６.１ 片段重复 ０.２２３ ４０４ ２６８ １.２４５ ０３１ ５０５ ０.１７９ ４３６ ６３８ 纯化选择

ＥＶＭ００３０７４３.１ 与 ＥＶＭ００１１７１５.２ 片段重复 ０.１３８ １２３ ７１５ １.００１ ８９１ ５７３ ０.１３７ ８６２ ９３８ 纯化选择

ＮＢＳ ＥＶＭ０００３１６７.１ 与 ＥＶＭ００２７２０２.１ 片段重复 ０.６４４ ８３２ ８６２ ２.５０３ ４０５ ４９３ ０.２５７ ５８２ ２６７ 纯化选择

ＥＶＭ００２３７４８.１ 与 ＥＶＭ００１９１９７.１ 片段重复 ０.０７７ ８７１ ４８８ ０.０９６ １９９ ９９１ ０.８０９ ４７４ ９９５ 纯化选择

ＥＶＭ０００８０１２.１ 与 ＥＶＭ００１２９５３.１ 片段重复 ０.１２１ １３４ １７８ ０.２６３ ３７２ ８５５ ０.４５９ ９３４ １８１ 纯化选择

ＥＶＭ０００７８９１.１ 与 ＥＶＭ００３０６４２.１ 片段重复 ０.１５４ １６２ ９６８ ０.３２５ ０５３ ３５８ ０.４７４ ２６９ ７２８ 纯化选择

ＥＶＭ０００２２７６.２ 与 ＥＶＭ００３２６９１.１ 片段重复 ０.５１３ ３００ ４１３ １.３４９ ３５３ ９９０ ０.３８０ ４０４ ５６２ 纯化选择

ＥＶＭ００１９４０１.１ 与 ＥＶＭ００１１１５７.１ 片段重复 ０.３５０ ３３４ １２０ １.２５９ ００９ ６３８ ０.２７８ ２６１ ６６７ 纯化选择

ＥＶＭ０００８５２４.１ 与 ＥＶＭ００３２２８６.２ 片段重复 ０.４９１ ０６８ ９７５ １.３３５ ４５９ １０６ ０.３６７ ７１５ ４７１ 纯化选择

ＥＶＭ００１３１３０.１ 与 ＥＶＭ００２７２０２.１ 片段重复 ０.９７１ ７３０ ９７２ ＮａＮ ＮａＮ 纯化选择

ＮａＮ:序列分歧度太大ꎮ

　 　 ４ 个表达水平差异较大的Ｃ３Ｈ基因 ＶｒＣ３Ｈ５、
ＶｒＣ３Ｈ７、ＶｒＣ３Ｈ１０ 和 ＶｒＣ３Ｈ１３ 在 ＡＢＡ、ＮａＣｌ、ＰＥＧ６０００
处理后的相对表达量变化如图 ５Ｃ 所示ꎮ ＶｒＣ３Ｈ５、
ＶｒＣ３Ｈ７ 和 ＶｒＣ３Ｈ１３ ３ 个基因对 ＡＢＡ、ＮａＣｌ、ＰＥＧ６０００
处理有不同程度的响应ꎮ ＶｒＣ３Ｈ５ 对 ＡＢＡ 响应较为

明显ꎬ处理 ４ ｈ 后达到最高值ꎬ其表达量变化超过 １０
倍ꎬ之后出现下降ꎮ ＶｒＣ３Ｈ７ 在 ＡＢＡ 处理后 ４ ｈ 表达

量达到最高值ꎬ之后出现下降ꎻ在 ＮａＣｌ、ＰＥＧ６０００处理

后 ＶｒＣ３Ｈ７ 表达量下降显著ꎮ ＶｒＣ３Ｈ１３ 在ＡＢＡ 处理后

的 ４ ｈ 表达量达到最高值ꎬ之后大幅下降ꎬ４８ ｈ 后表

达量恢复正常ꎮ
２.５　 差异转录因子调控基因及其互作

在显著作用值>０.４ 时ꎬ有 ２ 个Ｃ３Ｈ差异转录因子调

控基因ꎮ 其中ꎬＶｒＣ３Ｈ５调控 ＥＶＭ０００１８４７、ＥＶＭ００２０９３８和

ＥＶＭ００３２８４３ 基 因ꎬ 且 ＥＶＭ０００１８４７、 ＥＶＭ００２０９３８ 和

ＥＶＭ００３２８４３这 ３ 个基因之间存在显著互作关系(图
６Ａ)ꎻＶｒＣ３Ｈ７ 调控 ＥＶＭ００１９９６７、ＥＶＭ０００６２４０、ＥＶＭ００２１７５７
和 ＥＶＭ００３１７４７ 基因ꎬ其中 ＥＶＭ００３１７４７ 与 ＥＶＭ００２１７５７、
ＥＶＭ００１９９６７与 ＥＶＭ０００６２４０存在显著互作关系(图 ６Ｂ)ꎻ
ＮＢＳ 家族中仅有 ＶｒＮＢＳ２０ 调控 ＥＶＭ００２２３８５ 基因ꎬ而
ＥＶＭ００２２３８５与另外 ９ 个基因存在显著互作关系(图
６Ｃ)ꎮ
　 　 在 Ｃ３Ｈ 转 录 因 子 调 控 的 ７ 个 基 因 中ꎬ
ＥＶＭ０００１８４７、ＥＶＭ００３２８４３ 和 ＥＶＭ００２１７５７ 在盐处

理 后 出 现 显 著 差 异 表 达 ( 图 ６Ｄ )ꎮ 其 中ꎬ
ＥＶＭ０００１８４７ 基因表达量极显著上调ꎮ ＮＢＳ 转录因

４０１１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２３ 年 第 ３９ 卷 第 ５ 期



ａ:绿豆Ｃ３Ｈ家族基因与拟南芥Ｃ３Ｈ家族基因间共线性分析ꎻｂ:绿豆 ＮＢＳ 家族基因与拟南芥 ＮＢＳ 家族基因间共线性分析ꎻｃ:绿豆Ｃ３Ｈ家族基

因内共线性分析ꎻｄ:绿豆 ＮＢＳ 家族基因内共线性分析ꎮ ＬＧ０１、ＬＧ０２、ＬＧ０３􀆺􀆺分别为绿豆染色体 １、染色体 ２、染色体 ３􀆺􀆺ꎻｃｈｒ１、ｃｈｒ２、
ｃｈｒ３、ｃｈｒ４、ｃｈｒ５ 分别为拟南芥染色体 １ 、染色体 ２、染色体 ３、染色体 ４、染色体 ５ꎮ

图 ４　 Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 家族基因共线性分析

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃ３Ｈ ａｎｄ ＮＢＳ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ

子调控的基因仅 ＥＶＭ００２２３８５ꎬ但有 ５ 个基因在盐

处理后与 ＥＶＭ００２２３８５ 一样出现显著差异表达ꎮ
其中 ＥＶＭ０００９１８８ 基因表达量极显著上调 (图

６Ｄ)ꎮ
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Ａ:盐胁迫下 ＮＢＳ 家族基因差异表达特性分析ꎮ Ｂ:盐胁迫下Ｃ３Ｈ家族基因差异表达特性分析ꎮ Ｃ:ＮａＣｌ、ＡＢＡ(脱落酸) 和干旱( ２０％

ＰＥＧ６０００)胁迫下绿豆 ＶｒＣ３Ｈ５ ꎬＶｒＣ３Ｈ１０ꎬＶｒＣ３Ｈ７ꎬ和 ＶｒＣ３Ｈ１３ 的相对表达量ꎮ ａ:Ｃ１￣Ｔ１ꎻｂ:Ｃ１￣Ｔ２ꎻｃ:Ｃ２￣Ｔ１ꎻｄ:Ｃ２￣Ｔ２ꎻｅ:Ａ１￣Ｔ１ꎻｆ:Ａ１￣Ｔ２ꎻｇ:Ａ３￣

Ｔ１ꎻｈ:Ａ３￣Ｔ２(Ａ１ 和 Ａ３:两个耐盐材料ꎻＣ１ 和 Ｃ２:两个不耐盐材料ꎮ Ｔ１ 和 Ｔ２ 分别表示盐胁迫处理后的第 １０ ｄ 和 １５ ｄ)ꎮ∗、∗∗、∗∗∗分别表示

与 ０ ｈ 相比ꎬ在 ０􀆰 ０５０、０􀆰 ０１０ 和 ０􀆰 ００１ 水平差异显著ꎮ
图 ５　 盐胁迫下Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 家族差异表达基因热图及 ４ 个Ｃ３Ｈ基因在 ＮａＣｌ、ＡＢＡ(脱落酸)和干旱(２０％ＰＥＧ６０００)逆境胁迫下的相对表达

量

Ｆｉｇ.５　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｃ３Ｈ ａｎｄ ＮＢＳ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

ｏｆ ｆｏｕｒ Ｃ３Ｈ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌꎬ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ (ＡＢＡ) ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ (２０％ ＰＥＧ６０００) ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３　 讨论与结论

３.１　 ＶｒＣ３Ｈ５、ＶｒＣ３Ｈ７ 和 ＶｒＣ３Ｈ１０ 基因参与干旱

胁迫的响应
　 　 从低等植物莱茵衣藻到高等植物拟南芥、水稻、

玉米等都普遍存在Ｃ３Ｈ基因[３２￣３４]ꎮ Ｃ３Ｈ型锌指蛋白

在调节植物发育和胁迫响应中起着重要作用ꎮ 过表

达水稻 ＯｓＣ３Ｈ３８ 基因能显著提高转基因水稻的耐

盐性ꎬ改善水稻的生理指标[３２]ꎻ盐胁迫会引起拟南

芥 ＡｔＺＦＰ１ 的表达量上调ꎬ过表达 ＡｔＺＦＰ１ 基因能显
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Ａ、Ｂ:分别为 ＶｒＣ３Ｈ５ 和 ＶｒＣ３Ｈ７ 转录因子调控的基因及其互作ꎻＣ 为 ＶｒＮＢＳ２０ 转录因子调控的基因及其互作ꎻＤ 为与 ＶｒＣ３Ｈ５、ＶｒＣ３Ｈ７ 和

ＶｒＮＢＳ２０ 转录因子调控的基因及其互作基因在盐处理后的表达水平ꎮ ａ:ＥＶＭ０００１８４７ꎻｂ:ＥＶＭ００２０９３８ꎻｃ:ＥＶＭ００３２８４３ꎻｄ:ＥＶＭ００１９９６７ꎻｅ:
ＥＶＭ０００６２４０ꎻ ｆ: ＥＶＭ００２１７５７ꎻ ｇ: ＥＶＭ００３１７４７ꎻ ｈ: ＥＶＭ００２２８８４ꎻ ｉ: ＥＶＭ００１６３４２ꎻ ｊ: ＥＶＭ０００３０７５ꎻ ｋ: ＥＶＭ０００９１８８ꎻ ｌ: ＥＶＭ０００５１６１ꎻ ｍ:
ＥＶＭ００１６９３７ꎻｎ:ＥＶＭ００１０７８２ꎻｏ:ＥＶＭ００１８７２５ꎻｐ:ＥＶＭ００１９５５９ꎮ ＣＫ:对照组ꎻＴ１＋Ｔ２:盐处理后 １０ ｄ 和 １５ ｄ 处理组ꎮ ∗、∗∗、∗∗∗分别表示差

异达 ０.０５０、０.０１０ 和 ０.００１ 显著水平ꎮ
图 ６　 绿豆Ｃ３Ｈ和 ＮＢＳ 转录因子与其互作基因的差异表达分析

Ｆｉｇ.６　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ３Ｈ ａｎｄ ＮＢＳ ｉｎ ｍｕｎｇｂｅａｎ

著提高 ＮａＣｌ 处理下拟南芥的发芽率和出苗率[２４]ꎮ
在植物应对盐胁迫的代谢过程中ꎬＣ３Ｈ等转录因子

发挥着重要的调节功能[３５]ꎬ挖掘绿豆耐盐相关的
Ｃ３Ｈ基因对绿豆的耐盐遗传改良至关重要ꎮ 植物主

要通过 ＡＢＡ 信号途径应对外界盐胁迫[３６￣３８]ꎬ例如ꎬ
在拟南芥中发现盐胁迫诱导的类胡萝卜素合成ꎬ能
够提供丰富的 ＡＢＡ 前体以确保 ＡＢＡ 合成ꎬ增强植

株的耐盐性[３５]ꎮ 水稻细胞壁纤维素合酶类蛋白
ＯｓＣＳＬＤ４ 可以增强水稻 ＡＢＡ 合成基因的表达ꎬ提高

水稻耐盐性[３９]ꎮ
本研究通过序列比对和系统发育树分析ꎬ发现

３０ 个Ｃ３Ｈ家族成员可划分成 ３ 个亚家族ꎬ同一亚家

族的基序分布模式基本一致ꎬ如 Ｉ 亚家族都具有相

同的 ３ 个基序ꎬ不同亚家族之间基序数量差异较大ꎮ
这 ３ 个亚家族基因在进化过程中均存在片段复制现

象ꎬ并且均受到纯化选择ꎮ Ｃ３Ｈ家族成员启动子区

域均存在干旱胁迫响应元件ꎮ
在耐 盐 转 录 组 数 据 分 析 中ꎬ 发 现 ＶｒＣ３Ｈ５、

ＶｒＣ３Ｈ７、ＶｒＣ３Ｈ１０ 和 ＶｒＣ３Ｈ１３ ４ 个基因变化幅度较

大ꎬ同时在盐处理 １５ ｄ 后仍存在显著差异表达ꎮ 这

４ 个基因对盐处理较敏感ꎬ可能是与盐胁迫响应相

关的候选基因ꎮ
在候选基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析中ꎬ ＶｒＣ３Ｈ５ 在

ＡＢＡ 处理后的 ４ ｈ 后表达量达到最高值ꎬ表达量变

化超过 １０ 倍ꎮ ＶｒＣ３Ｈ７ 在 ＡＢＡ 处理后的 ４ ｈ 后表达
量达到最高值ꎬ是对照组的 ３ 倍ꎮ ＶｒＣ３Ｈ１０ 在 ＡＢＡ
处理后的 ２４ ｈ 后表达量达到最高值ꎬ是对照组的 １１
倍ꎬ之后出现下降ꎮ 在 ＰＥＧ６０００ 和 ＮａＣｌ 处理后
ＶｒＣ３Ｈ５、ＶｒＣ３Ｈ７ 和 ＶｒＣ３Ｈ１３ ３ 个基因的表达量均出
现下降ꎬ而 ＶｒＣ３Ｈ１０ 基因的相对表达量没有显著变

化ꎮ
转录因子调控基因分析结果表明 ＶｒＣ３Ｈ５ 和

ＶｒＣ３Ｈ７ 参与了耐盐调控网络ꎮ ＶｒＣ３Ｈ５、ＶｒＣ３Ｈ７ 和
ＶｒＣ３Ｈ１０ 基因对盐胁迫的响应情况和转录组分析的

结果较为一致ꎬ表明盐胁迫影响了这些基因的表达ꎮ
３.２　 绿豆 ＶｒＮＢＳ２０ 可能同时具有抗病和耐盐功能

　 　 ＮＢＳ 基因家族在大豆花叶病、葡萄霜霉病、小麦
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叶锈病等植物病害的抗性调控中具有重要作用[４０]ꎮ
ＮＢＳ 基因是否还参与耐盐调控值得探索ꎮ

为了挖掘盐胁迫响应的 ＮＢＳ 基因ꎬ研究发现有

８５ 个 ＮＢＳ 基因在盐处理 １０ ｄ 和 １５ ｄ 后均出现显著

差异表达ꎮ 在这 ８５ 个差异表达基因中ꎬ有 ５９ 个基

因盐处理后 １５ ｄ 表达变化值 ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ > ０􀆰 ５ꎻ９ 个

ＮＢＳ 基因盐处理后 １５ ｄ 表达变化值 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ >２􀆰 ０ꎮ
对这些基因的抗病性能还需要进一步分析ꎮ

在候选基因的互作网络分析中仅发现 １ 个 ＮＢＳ
转录因子 (ＶｒＮＢＳ２０) 调控 ＥＶＭ００２２３８５ 基因ꎮ 同

时ꎬＶｒＮＢＳ２０ 的功能注释为抗烟草花叶病毒蛋白 Ｎꎬ
而与其同源的拟南芥 ＡＴ５Ｇ１７６８０ 基因编码的蛋白

质对 ｆｌｇ２２ 病 原 菌 具 有 免 疫 应 答 作 用[４１]ꎮ 与

ＥＶＭ００２２３８５ 互作的 １０ 个基因中有 ５ 个基因在盐处

理 后 出 现 显 著 差 异 表 达ꎮ 这 ５ 个 基 因 中

ＥＶＭ０００９１８８ 的表达量在盐处理后出现显著上调ꎬ
其他 ４ 个基因表达量显著下调ꎮ 说明ꎬＶｒＮＢＳ２０ 可

能不仅具有抗病的活性ꎬ同时还参与绿豆的耐盐调

控ꎮ
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