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　 　 摘要:　 以银杏基因组数据为基础ꎬ对银杏 ｂＨＬＨ 转录因子进行筛选和分析ꎬ从银杏基因组中鉴定出 ７２ 条

ｂＨＬＨ 转录因子ꎮ 进一步分析发现ꎬ不同 ｂＨＬＨ 转录因子序列长度和分子量差异较大ꎬ而理论等电点及亲水性等比

较接近ꎻ各家族成员均含有 Ｎ 端碱性氨基酸区和 Ｃ 端的螺旋￣环￣螺旋区ꎻ该家族可分为 １７ 个亚家族ꎬ相同亚家族成

员保守基序的类型十分相似ꎮ 通过启动子分析发现ꎬ多数银杏 ｂＨＬＨ 基因启动子均含有光响应元件、激素响应元件

和逆境胁迫响应元件等ꎮ 表达分析结果显示ꎬ有 ７ 条银杏 ｂＨＬＨ 基因的表达具有组织特异性ꎬ有 ６ 条基因在各组织

中表达水平都比较高ꎬ预测其在银杏生物学过程中具有十分重要的作用ꎮ
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　 　 ｂＨＬＨ(Ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ)转录因子是广泛

存在于动、植物中的转录因子超家族ꎬ因其“碱性螺

旋￣环￣螺旋”保守结构域而命名[１]ꎮ 鸟类成髓细胞

癌病毒中的 ｃ￣ＭＹＣ 原癌基因是第 １ 个被发现的

ｂＨＬＨ 家族成员基因[２]ꎬ之后该类型的基因又陆续

在多种动、植物中被发现[３]ꎮ 该家族蛋白质的

ｂＨＬＨ 保守结构域大约含有 ６０ 个氨基酸ꎬ其碱性区

域分布在多肽链的 Ｎ 端ꎬ并负责与特定 ＤＮＡ 的顺

时作用元件结合ꎻＨＬＨ 区域位于 Ｃ 末端ꎬ参与二聚

００４



体或者异二聚体的形成ꎬ从而行使其功能ꎮ
动物中 ｂＨＬＨ 家族数量较多ꎬ被分为 Ａ~ Ｆ 等 ６

个组ꎬ共计 ４５ 个家族[４]ꎮ 与动物相比ꎬ 植物中

ｂＨＬＨ 家族转录因子相对较少ꎬ而且大多数植物的

ｂＨＬＨ 蛋白在动物的该家族分类中属于 Ｂ 组[５]ꎬ根
据植物中 ｂＨＬＨ 蛋白的序列同源性ꎬ又可将其分为

不同的亚家族[５￣６]ꎮ 到目前为止ꎬ拟南芥中已鉴定的

ｂＨＬＨ 家族转录因子有 １６２ 种ꎬ并且与水稻中的

ｂＨＬＨ 转录因子一起被分成了 ２５ 个亚家族[７￣９]ꎮ 有

学者对拟南芥、毛果杨、水稻、小立碗藓以及 ５ 种藻

类的 ｂＨＬＨ 转录因子进行综合分析ꎬ并将其分成 ３２
个亚家族[１０]ꎮ 随着二代和三代测序技术的发展ꎬ苹
果、梨、樱桃、西瓜、甘薯、大白菜等越来越多植物的

ｂＨＬＨ 家族转录因子被鉴定出来[１１￣１７]ꎮ
植物中 ｂＨＬＨ 家族不但数量较多ꎬ还参与植物

生长发育、形态建成、逆境胁迫和次生代谢调控等多

种生物学过程[１８￣１９]ꎮ 近年来ꎬ植物 ｂＨＬＨ 家族蛋白

质的功能研究已经成为热点并且得到了快速发展ꎮ
拟南芥作为模式植物ꎬ其 ｂＨＬＨ 转录因子功能研究

相对较多ꎮ 有研究者发现 ＡｔｂＨＬＨ１１２ 对抗盐、抗旱

和抗渗透胁迫有正调控作用ꎬ但是对拟南芥根系的

发育有抑 制 作 用[２０￣２１]ꎮ ＦＩＴ 转 录 因 子 可 与 Ａｔ￣
ｂＨＬＨ３８ 和 ＡｔｂＨＬＨ３９ 共同调控拟南芥的铁代

谢[２２]ꎮ 光敏色素作用因子 ＰＩＦ４ꎬ也是一个 ｂＨＬＨ 家

族成员ꎬ对光敏色素 Ｂ 的信号转导有抑制作用[２３]ꎮ
另外ꎬ研究者在西瓜基因组中共计鉴定出 ９６ 个

ｂＨＬＨ 转录因子ꎬ并预测其中多个 ｂＨＬＨ 转录因子

可能在低温、ＡＢＡ 和盐胁迫中发挥重要作用[１３]ꎮ 还

有研究者发现水稻中 ＯｓｂＨＬＨ１ 基因可能与其抗低

温胁迫相关[２４]ꎮ
银杏是原产中国的特色经济树种ꎬ栽培历史悠

久ꎬ用途广泛ꎬ经济价值高ꎬ拥有中华树木“国宝”之
称[２５]ꎮ 植物中的 ｂＨＬＨ 家族研究在近年来得到了

快速发展ꎬ但是到目前为止ꎬ在银杏中被筛选出的

ｂＨＬＨ 转录因子并不多ꎬ仅有 １ 条被命名为 ｂＨＬＨ９１
的转录因子被克隆并进行了表达分析[２６￣２７]ꎮ 本研

究通过生物信息学方法ꎬ在全基因组范围内对银杏

ｂＨＬＨ 转录因子家族成员进行分离鉴定ꎬ并对鉴定

出的银杏 ｂＨＬＨ 转录因子进行理化性质、系统进化、
启动子结构和基因表达等方面进行分析ꎬ为 ｂＨＬＨ
转录因子功能的解析提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 银杏 ｂＨＬＨ 家族的筛选

以 Ｐｆａｍ 数 据 库 中 ｂＨＬＨ 家 族 的 保 守 域

ＰＦ０００１０ 为参考序列ꎬ用 ＨＭＭＥＲ ３.０ 软件在测试银

杏基 因 组 库 ( ＧｉｇａＤＢꎬ ｈｔｔｐ: / / ｇｉｇａｄｂ. ｏｒｇ / ｄａｔａｓｅｔ /
１００２０９) 中进行检索ꎮ 检索得到的序列用 ＮＣＢＩ￣
ＣＤＤ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｃｄｄ / ) 和

ＳＭＡＲＴ(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )在线程序

进行保守域预测ꎬ去除假阳性序列[２８]ꎮ 将预测的具

有 ｂＨＬＨ 保守域的序列作为银杏 ｂＨＬＨ 家族候选转

录因子ꎬ用于后续分析ꎮ
１.２　 银杏 ｂＨＬＨ 家族的理化性质及保守域和保守

基序分析

　 　 ｂＨＬＨ 家族候选蛋白质的氨基酸数、分子量、理
论等电点等理化性质用在线软件 ＥｘＰＡＳｙ 中的 Ｐｒｏｔ￣
Ｐａｒａｍ 模块( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 进

行分析ꎮ 用 ＤＮＡＭＡＮ(Ｌｙｎｎｏｎ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎꎬ ＵＳＡ)对
银杏 ｂＨＬＨ 家族候选基因编码的保守氨基酸序列进

行多序列比对ꎬ并用 ＭＥＭＥ 在线程序(ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ￣
ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ) 进行氨基酸的保守基序分

析[２９]ꎮ
１.３　 银杏 ｂＨＬＨ 转录因子家族的进化分析

从 ＰｌａｎｔＴＦＤＢ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｐｌａｎｔｔｆｄｂ.ｃｂｉ.ｐｋｕ.
ｅｄｕ.ｃｎ / )中下载拟南芥 ｂＨＬＨ 转录因子序列作为参

考ꎬ每个亚家族分别下载１~４ 条ꎬ共下载了 ４９ 条 Ａｔ￣
ｂＨＬＨ 家族转录因子[３０]ꎮ 将银杏候选 ｂＨＬＨ 蛋白序

列与 ２４ 个 ＡｔｂＨＬＨ 参考序列用 ＭＵＳＣＬＥ 法进行多

序列 比 对ꎬ 截 取 ｂＨＬＨ 保 守 域 序 列 并 用 软 件

ＭＥＧＡ５.０ 的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 邻接法构建进化树ꎬ校
验参数 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复１ ０００次[３１]ꎮ
１.４　 银杏 ｂＨＬＨ 转录因子家族基因结构分析

从银杏基因组数据库中提取筛选出 ｂＨＬＨ 基因

ＣＤＳ 序列对应的基因组序列ꎬ用 ＧＳＤＳ ２.０ 在线程序

绘制基因外显子￣内含子模式图ꎮ
１.５　 银杏 ｂＨＬＨ 家族基因的启动子分析

从银杏基因组数据库中截取银杏 ｂＨＬＨ 家族

基因成员起始密码子上游２ ０００ ｂｐ 序列作为启动

子区ꎬ利用植物顺式作用元件数据库 ＳＯＧＯ( ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｓｏｇｏ. ｄｎａ. ａｆｆｒｃ. ｇｏ. ｊｐ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｓｏｇｏ. ｃｇｉ? ｓｉｄ ＝
＆ａｍｐꎻ ｌａｎｇ ＝ ｅｎ＆ａｍｐꎻ ｐｊ ＝ ６４０＆ａｍｐꎻ ａｃｔｉｏｎ ＝
ｐａｇｅ＆ａｍｐꎻｐａｇｅ ＝ ｎｅｗｐｌａｃｅ＃ｏｐｅｎｎｅｗｗｉｎｄｏｗ)分析基

１０４冯　 磊等:银杏 ｂＨＬＨ 家族转录因子生物信息学及表达分析



因的顺式作用元件ꎮ
１.６　 银杏 ｂＨＬＨ 家族基因表达分析

银杏基因表达数据下载于 ＧｉｇａＤＢꎬ通过 Ｈｅａｔ￣
ｍａｐ ２.０ 作图ꎬ对采集于浙江省天目山的银杏胚(雌
树)、雄蕊(雄树)和幼苗(茎和叶混合样)的 ｂＨＬＨ
基因表达进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 银杏 ｂＨＬＨ 转录因子筛选与理化性质分析

根据 Ｐｆａｍ 数 据 库 ｂＨＬＨ 家 族 的 保 守 域

ＰＦ０００１０ 特征文件ꎬ在银杏基因组数据库中共检索

到 １３３ 条可能的 ｂＨＬＨ 转录因子序列ꎮ 候选序列用

ＮＣＢＩ￣ＣＤＤ 和 ＳＭＡＲＴ 在线程序对保守结构域进行

检测ꎬ剔除结构域不完整的序列ꎬ最后得到 ７２ 个银

杏 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员ꎮ 这些成员在 ＧｉｇａＤＢ
数据库中的登录号见表 １ꎮ

利用 ＥｘＰＡＳｙ 在线程序对银杏 ｂＨＬＨ 蛋白质的

理化特性进行分析ꎮ 由表 １ 可见ꎬ银杏 ｂＨＬＨ 转录

因子家族成员蛋白质氨基酸序列含有氨基酸数目为

１８１~１ ４７１ꎬ平均值为 ４９８ꎻ预测其分子量为２.０２２ ０×
１０４ ~１.６１４ １×１０５ꎬ平均值为５.５２４ ０×１０４ꎻ理论等电

点在 ４􀆰 ７５ 至 ９􀆰 ３８ 范围内ꎮ 从整体看ꎬ有 ６４％的银

杏 ｂＨＬＨ 家族蛋白质等电点小于 ７ꎬ等电点在酸性

范围内ꎬ蛋白质分子中富含酸性氨基酸ꎮ 蛋白质疏

水性分析结果表明ꎬ７２ 条序列的疏水性均小于 ０ꎬ说
明银杏 ｂＨＬＨ 蛋白质均为亲水蛋白质ꎬ但是不同蛋

白质之间亲水性存在差异ꎮ 另外ꎬ银杏 ｂＨＬＨ 蛋白

质含有大量脂肪族氨基酸ꎬ其中脂肪族氨基酸指数

最大的是 Ｇｂ＿１５５７９ꎮ
２.２　 银杏 ｂＨＬＨ 转录因子保守域分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ ９.０ 对银杏 ｂＨＬＨ 家族蛋白质保

守域进行多序列比对ꎬ发现银杏 ｂＨＬＨ 家族保守域

长度多数在 ６０ 个氨基酸左右ꎬ其中最长的有 ６９ 个

氨基酸ꎬ最短的有 ５１ 个氨基酸(图 １)ꎮ 在结构域序

列保守性方面ꎬ除了 Ｌｏｏｐ 区没有保守位点ꎬ其他区

域都有不同数量的保守位点ꎮ 在银杏 ｂＨＬＨ 蛋白质

的保守域中共有 ２４ 个位点上保守氨基酸的出现频

率高于 ５０％ꎬ与其他植物类似ꎬ其中谷氨酸 Ｇｌｕ￣１２、
精氨酸 Ａｒｇ￣１３、精氨酸 Ａｒｇ￣１５、精氨酸 Ａｒｇ￣１６、亮氨

酸 Ｌｅｕ￣２６、脯氨酸 Ｐｒｏ￣３２、酪氨酸 Ｔｙｒ￣６５、亮氨酸

Ｌｅｕ￣６９ 保守性均高于 ８６％ꎬ其中精氨酸 Ａｒｇ￣１５、精
氨酸 Ａｒｇ￣１６ 保守性为 １００％ꎮ

表 １　 银杏中 ｂＨＬＨ 转录因子的理化性质

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｇｉｎｋｇｏ

蛋白质 氨基酸数
分子量
(×１０４)

理论
等电点

脂肪族氨
基酸指数

蛋白质疏水
性平均值

Ｇｂ＿３０３８７ ６９１ ７.４９６ ７.１１ ６１.５１ －０.６４０

Ｇｂ＿３２２６５ ７４３ ８.４１９ ６.１７ ８４.９９ －０.４９０

Ｇｂ＿２１４１５ ７２７ ８.１５１ ５.６８ ７７.９２ －０.５１４

Ｇｂ＿１９４０２ ４６４ ５.２０５ ６.５６ ７６.２５ －０.７７９

Ｇｂ＿０１６２５ １ ４７１ １６.１４１ ４.７５ ６９.７８ －０.５２８

Ｇｂ＿３６２９４ ６３０ ７.０７２ ６.３９ ７５.８１ －０.５６４

Ｇｂ＿２８７８６ ５８５ ６.５６３ ６.１７ ７５.１６ －０.５７５

Ｇｂ＿１３８６７ ８３１ ８.８９４ ６.４９ ６１.０５ －０.５８３

Ｇｂ＿１０００１ ７３２ ８.０７０ ４.９７ ７５.８３ －０.４４０

Ｇｂ＿０７１５６ ７５３ ８.００６ ６.３０ ６４.２４ －０.４７５

Ｇｂ＿１７７３７ ８２２ ９.１８７ ５.５１ ７０.７１ －０.６１１

Ｇｂ＿３５２５９ ２５０ ２.８３０ ４.７８ ７６.０８ －０.５７２

Ｇｂ＿２６３９１ ３５１ ３.８８４ ５.１４ ８０.８５ －０.４１８

Ｇｂ＿２６３９９ ５３６ ５.９８８ ６.４９ ７６.４７ －０.５２１

Ｇｂ＿０４７２７ １ ３１５ １４.８４５ ８.６５ ８８.４０ －０.１８４

Ｇｂ＿１５５７９ ２１２ ２.３９３ ８.８５ ９９.７６ －０.３０９

Ｇｂ＿２０７５４ ３３５ ３.６５６ ６.５０ ６９.６７ －０.５１５

Ｇｂ＿２８８５０ ５２０ ５.６０８ ７.１５ ６０.２１ －０.６４８

Ｇｂ＿１３７２８ ４１３ ４.５４７ ６.３６ ７８.８９ －０.４２９

Ｇｂ＿４０３０４ ３９４ ４.３３６ ６.５１ ７３.５８ －０.５２５

Ｇｂ＿１８８７７ ６２７ ６.７９１ ５.７６ ７２.７０ －０.５８１

Ｇｂ＿０５３２０ ５８５ ６.２２０ ６.７５ ６３.２３ －０.６９４

Ｇｂ＿３７０１７ ５５８ ６.０５４ ６.２９ ６５.２３ －０.５９６

Ｇｂ＿２２２０１ ５５７ ５.８８９ ６.５５ ６７.１５ －０.５９７

Ｇｂ＿１２７４４ ３３３ ３.６１２ ７.７１ ８０.０３ －０.４７１

Ｇｂ＿０４３４１ ２４５ ２.８１０ ５.０７ ８９.９２ －０.５７１

Ｇｂ＿２７３０２ ２３９ ２.６３６ ８.８８ ７３.０５ －０.４７７

Ｇｂ＿３０８３９ ６４１ ７.１０５ ６.９９ ７３.９３ －０.４９３

Ｇｂ＿２７８６９ ３７２ ４.０５６ ６.７１ ６２.７７ －０.５１３

Ｇｂ＿１２２６４ ７５０ ８.３５０ ７.７３ ７１.５６ －０.４６４

Ｇｂ＿１５０９６ ５７３ ６.４１８ ５.１２ ７２.３７ －０.６８５

Ｇｂ＿０６１８２ ２８７ ３.１５８ ８.５６ ６１.８１ －０.６３４

Ｇｂ＿１５４４２ ６５１ ７.３４４ ９.３８ ８８.８０ －０.２９６

Ｇｂ＿２２２７５ ４０３ ４.５６１ ６.７９ ８２.４６ －０.４９９

Ｇｂ＿２０３００ ４８８ ５.３６０ ６.４１ ７８.７９ －０.５５０

Ｇｂ＿１３５５０ ５３８ ５.９１０ ６.５２ ６０.０４ －０.６１９

Ｇｂ＿３９４９１ ２４８ ２.８５７ ９.０５ ７４.３１ －０.５８３
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续表 １　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ １

蛋白质 氨基酸数
分子量
(×１０４)

理论
等电点

脂肪族氨
基酸指数

蛋白质疏水
性平均值

Ｇｂ＿３５９０８ ５５３ ６.２１６ ７.６７ ８４.４１ －０.３０１

Ｇｂ＿２４９９２ ６１９ ６.７６４ ６.４５ ６５.５６ －０.６１６

Ｇｂ＿１７２３３ ４８４ ５.４２０ ５.１８ ７５.２１ －０.５４９

Ｇｂ＿２１１０５ ４６９ ５.２６９ ５.２６ ７３.８６ －０.５７３

Ｇｂ＿１０６９７ ３３８ ３.７７０ ６.８７ ７７.２８ －０.５４７

Ｇｂ＿０５２７７ ２６２ ３.０３５ ５.３４ ９０.７３ －０.６４６

Ｇｂ＿３６３６９ ３３２ ３.７４０ ７.６１ ６７.６５ －０.６８１

Ｇｂ＿３７６６８ ２７３ ３.０６７ ６.３１ ８９.４１ －０.３８２

Ｇｂ＿３９７５８ ６１１ ６.５３７ ８.１２ ５６.６９ －０.６３１

Ｇｂ＿１２４９３ １ ２６９ １４.０５４ ８.９３ ８７.４９ －０.１３０

Ｇｂ＿３７６６７ ２８８ ３.２５４ ７.０７ ９０.４５ －０.３９２

Ｇｂ＿０５２７６ １８８ ２.１８１ ５.０５ ７６.７６ －０.８５６

Ｇｂ＿３２３５１ ４７１ ５.２９０ ５.４７ ７７.２４ －０.６２９

Ｇｂ＿４１４２４ ２３６ ２.６３７ ６.１４ ６５.００ －０.７４３

Ｇｂ＿０５２３２ １ ３３５ １４.６９７ ４.９６ ７７.６２ －０.４６７

Ｇｂ＿３１７８５ ２６６ ３.０２６ ６.２５ ８３.５７ －０.４２３

Ｇｂ＿０５２３３ １８１ ２.０２２ ６.５ ９５.８６ －０.２３４

Ｇｂ＿３３１８５ ３７１ ４.０７２ ８.０６ ６４.４２ －０.７０１

Ｇｂ＿０９７１０ ３７３ ４.２６１ ７.７４ ７５.６０ －０.６３６

Ｇｂ＿０７２２３ ４７２ ５.２１４ ９.２８ ７６.２９ －０.４４２

Ｇｂ＿０１０９６ ３７７ ４.２０７ ５.６１ ８８.９９ －０.３８９

Ｇｂ＿１０５７０ ２８５ ３.２２７ ９.２８ ８６.８８ －０.２７２

Ｇｂ＿４０８２９ ４２２ ４.７１３ ６.１２ ６４.００ －０.７６４

Ｇｂ＿０５３０７ ４３８ ４.７７７ ８.１６ ６８.８１ －０.６７１

Ｇｂ＿２９７５０ ４３２ ４.８１８ ９.３６ ７１.２０ －０.４６４

Ｇｂ＿３３９２８ ３９０ ４.４８８ ６.４９ ８２.０３ －０.６５０

Ｇｂ＿１９５１７ ３０３ ３.４６２ ８.４９ ８７.７９ －０.５４１

Ｇｂ＿２０４７１ ２３４ ２.６２３ ６.３５ ６１.８４ －０.７９０

Ｇｂ＿３１１７５ ２８０ ３.１６６ ９.３５ ８１.８２ －０.４２４

Ｇｂ＿３３７６５ ２８７ ３.２４３ ５.８２ ９２.７２ －０.１９６

Ｇｂ＿１３１２３ ３４０ ３.８４５ ７.１２ ７９.７６ －０.５２４

Ｇｂ＿２６７３７ ２７９ ３.１７０ ８.９０ ９０.４７ －０.３４７

Ｇｂ＿２６７３５ ３１２ ３.４９２ ６.３７ ８５.５８ －０.３７６

Ｇｂ＿３１４０７ ２５４ ２.９４７ ７.７５ ９４.９２ －０.４６１

Ｇｂ＿１１９６０ ３０４ ３.４６２ ６.５９ ８５.５９ －０.３９５

２.３　 银杏 ｂＨＬＨ 转录因子系统发生树分析

根据预测到的银杏 ｂＨＬＨ 蛋白质和随机选择

的拟南芥 ｂＨＬＨ 各亚家族蛋白质保守结构域氨

基酸序列的相似性ꎬ利用 ＭＥＧＡ ５.１ 构建系统发

育树ꎮ 参考拟南芥和水稻的 ｂＨＬＨ 家族转录因

子的亚家族分类结果 [９] ꎬ预测得到的银杏 ７２ 个

ｂＨＬＨ 转录因子和随机选择的拟南芥 ｂＨＬＨ 转录

因子被分成了 ２１ 个亚家族ꎬ其中第 ＩＩ、Ｖａ、ＶＩ 和

第 Ｘ 亚家族只含有拟南芥 ｂＨＬＨ 转录因子ꎮ 也

就是说ꎬ银杏的 ７２ 个 ｂＨＬＨ 转录因子被分成了

１７ 个亚家族(图 ２) ꎮ 在所有含有银杏 ｂＨＬＨ 蛋

白质的 １７ 个亚家族中ꎬ第 Ｉｂ 亚家族中的银杏

ｂＨＬＨ 成 员 数 量 最 多ꎬ 共 １６ 个ꎻ 第 ＩＶｂ、 ＶＩＩＩｃ、
ＩＶｃ、Ｖｂ、ＸＩ 和 ＩＸ 亚家族中的成员数量相对较少ꎬ
数量仅为１ ~ ２ 个ꎮ 根据进化树分类结果以及各

亚家族某些成员在模式植物拟南芥和水稻中的

作用ꎬ初步判断银杏 ｂＨＬＨ 蛋白质的功能ꎮ 比如

Ｉａ 亚家族蛋白质可能与细胞分裂和器官分化相

关ꎬＩｂ 亚家族蛋白质可能与铁代谢调控相关ꎬＩＩＩｂ
亚家族可能在植物的抗低温胁迫中起重要作用

等 [３２] ꎮ 银杏 ｂＨＬＨ 转录因子在其各种生理过程

中的具体功能ꎬ还需要进一步研究ꎮ
２.４　 银杏 ｂＨＬＨ 转录因子保守基序分析

为了进一步研究银杏中 ｂＨＬＨ 蛋白质结构的

多样性ꎬ通过 ＭＥＭＥ 在线程序对银杏 ７２ 个 ｂＨＬＨ
蛋白质进行保守基序(Ｍｏｔｉｆ)分析ꎬ识别获得 ２０
个保守基序(图 ３) ꎮ 由图 ３ 可见ꎬ属于同一个亚

家族的 ｂＨＬＨ 基因家族成员有着十分相似的 Ｍｏ￣
ｔｉｆ 类型和数量ꎬ但同时同一个亚家族成员的 Ｍｏｔｉｆ
模式也存在差异ꎮ 在所有保守基序中ꎬＭｏｔｉｆ １、
Ｍｏｔｉｆ ２ 和 Ｍｏｔｉｆ １２ 是 ｂＨＬＨ 蛋白质保守结构域的

特征保守基序ꎮ 在所有银杏 ｂＨＬＨ 蛋白质中ꎬ序
列 Ｇｂ＿３１４０７ 的 Ｍｏｔｉｆ 类型最为简单ꎬ仅有 ２ 个成

员ꎬ最复杂的是 ＩＩＩｄ＋ｅ 亚家族成员ꎬ其 Ｍｏｔｉｆ 数量

为９ ~ １０ 个ꎬ且该亚家族成员除 Ｇｂ＿３１４０７ 没有

Ｍｏｔｉｆ １３ 以外ꎬ各成员含有的 Ｍｏｔｉｆ 类型完全相

同ꎮ 有一些 Ｍｏｔｉｆ 具有亚家族特异性ꎬ比如 Ｍｏｔｉｆ
１５、Ｍｏｔｉｆ １６ 和 Ｍｏｔｉｆ １８ 仅在亚家族 Ｉｂ 中含有ꎻ
Ｍｏｔｉｆ １７ 是 ＩＶｄ 亚家族特有的保守基序ꎻ而 Ｍｏｔｉｆ
８ 和 Ｍｏｔｉｆ １１ 只在亚家族 ＩＩｄ＋ｅ 被发现ꎻＸＩＩ 亚家

族中特有的 Ｍｏｔｉｆ 有 ４ 个ꎬ分别是Ｍｏｔｉｆ ７、Ｍｏｔｉｆ ９、
Ｍｏｔｉｆ １９ 和 Ｍｏｔｉｆ ２０ꎮ
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图 １　 银杏 ｂＨＬＨ 家族蛋白质保守结构域分析

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｄｏｍａｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｇｉｎｋｇｏ ｂＨＬＨ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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图 ２　 银杏 ｂＨＬＨ 蛋白质家族的系统进化树分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂＨＬＨ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｇｉｎｋｇｏ

２.５　 银杏 ｂＨＬＨ 家族基因的基因结构分析

运用 ＧＳＤＳ ２.０ 软件绘制银杏基因内含子￣外显

子结构图并对其结构进行分析和整理ꎮ 由图 ４ 可

知ꎬ银杏 ｂＨＬＨ 基因家族分为内含子富集和内含子

缺失 ２ 类ꎬ其中 Ｇｂ ＿０６１８２、Ｇｂ ＿１１９６０、Ｇｂ ＿１２２６４、
Ｇｂ＿１７７３７、Ｇｂ ＿ ２７３０２、 Ｇｂ ＿ ２７８６９、 Ｇｂ ＿ ２８７８６、 Ｇｂ ＿
３６２９４ 无内含子ꎬＧｂ＿３９４９１、Ｇｂ＿３７６６８、Ｇｂ＿３７６６７、
Ｇｂ＿３１７８５、Ｇｂ ＿ ２０７５４、 Ｇｂ ＿ １２７４４、 Ｇｂ ＿ １０００１、 Ｇｂ ＿

０５２７６ 仅 １ 个内含子ꎬ以上成员均属于内含子缺失

组ꎻＧｂ＿３０８３９ 含 ９ 个内含子(占比 １％)ꎬＧｂ＿１５４４２、
Ｇｂ＿３９７５８ 含 ８ 个内含子(占比 ３％)ꎬＧｂ＿４０８２９、Ｇｂ＿
３６３６９、Ｇｂ＿３３１８５、Ｇｂ＿３２２６５、Ｇｂ＿３０３８７、Ｇｂ＿２９７５０、
Ｇｂ＿ ２４９９２、 Ｇｂ ＿ １３８６７、 Ｇｂ ＿ １３５５０、 Ｇｂ ＿ １２４９３、 Ｇｂ ＿
０７２２３ 含 ７ 个内含子(占比 １５％)ꎬＧｂ＿６５３２０、Ｇｂ＿
０７１５６、Ｇｂ＿２０３００、Ｇｂ＿２１４１５、Ｇｂ＿２２２０１ 含 ６ 个内含

子(占比 ７％)ꎬＧｂ＿３７０１７、Ｇｂ＿２８８５０ 含 ５ 个内含子
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图 ３　 银杏中 ｂＨＬＨ 转录因子预测的 Ｍｏｔｉｆ 分布图

Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｍｏｔｉｆ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｇｉｎｋｇｏ

(占比 ３％)ꎬ以上成员均属内含子富集组ꎮ 其中含

有 ２ 个内含子的 ｂＨＬＨ 基因 １７ 个ꎬ所占成员总数比

例最多ꎬ达 ２４％ꎮ 此外ꎬ基因结构分析结果表明ꎬ银

杏 ｂＨＬＨ 基因家族各成员基因长度具有明显的差

异ꎮ 其中最短的 Ｇｂ ＿０５２７６ 只有 ８５９ ｂｐꎻ而 Ｇｂ ＿
０１６２５ 序列最长ꎬ达到了２５７ ６１２ ｂｐꎮ
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图 ４　 银杏 ｂＨＬＨ 家族基因外显子与内含子基因结构分布

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｎ ｇｅｎｅ ｏｆ ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｇｉｎｋｇｏ

２.６　 银杏 ｂＨＬＨ 家族基因启动子分析

银杏 ｂＨＬＨ 基因启动子序列分析结果(表 ２)显
示ꎬ７２ 个 ｂＨＬＨ 基因的启动子调控区域均含有与光

调控、脱落酸、叶肉特异性表达、花粉特异性表达、茎
特异 性 表 达 有 关 的 转 录 因 子 作 用 元 件ꎬ 例 如

ＧＴ１ＣＯＮＳＥＮＳＵＳ、 ＥＢＯＸＢＮＮＡＰＡ、 ＣＡＣＴＦＴＰＰＣＡ１、
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ＰＯＬＬＥＮ１ＬＥＬＡＴ５２ 和 ＮＯＤＣＯＮ２ＧＭꎮ 统计结果表

明ꎬ有 ６３％和 ７９％的银杏 ｂＨＬＨ 基因成员含有植物

生长激素响应元件(ＡＲＦＡＴ 和 ＮＴＢＢＦ１ＡＲＲＯＬＢ)ꎬ
６５％的 ｂＨＬＨ 基因含脱落酸响应元件(ＡＢＲＥＬＡＴ￣
ＥＲＤ１)ꎬ７１％和 ６８％的 ｂＨＬＨ 基因含有赤霉素响应

元件(ＧＡＲＥＡＴ 和 ＣＡＲＥＯＳＲＥＰ１)ꎬ５７％的 ｂＨＬＨ 基

因含有乙烯响应元件(ＥＲＥＬＥＥ４)ꎬ９２％的 ｂＨＬＨ 基

因含有与根瘤菌有关的特异性保守序列响应元件

(ＮＯＤＣＯＮ１ＧＭ)ꎬ９６％的 ｂＨＬＨ 基因含有胁迫响应元

件(ＣＣＡＡＴＢＯＸ１)ꎬ９９％的 ｂＨＬＨ 基因含有疾病防御响

应元件(ＢＩＨＤ１ＯＳ)ꎬ９７％的 ｂＨＬＨ 基因含有糖响应元

件(ＷＢＯＸＨＶＩＳＯ１)ꎬ５７％的 ｂＨＬＨ 基因含有种子特异

性表达元件(ＳＥＦ１ＭＯＴＩＦ)ꎮ 说明各 ｂＨＬＨ 基因的表

达与银杏抗逆境以及生长发育有重要联系ꎮ

表 ２　 银杏 ｂＨＬＨ 基因家族启动子保守顺式元件

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｇｉｎｋｇｏ

元件名称　 　 　 核心序列　 　 　 出现频率 (％) 特性

ＡＲＦＡＴ ＴＧＴＣＴＣ ６３ 植物生长素、植物生长激素

ＮＴＢＢＦ１ＡＲＲＯＬＢ ＡＣＴＴＴＡ ７９ 植物生长素、植物生长激素

ＡＳＦ１ＭＯＴＩＦＣＡＭＶ ＴＧＡＣＧ ６９ 植物生长素、植物生长激素

ＡＢＲＥＬＡＴＥＲＤ１ ＡＣＧＴＧ ６５ ＡＢＡ(脱落酸)

ＥＢＯＸＢＮＮＡＰＡ ＣＡＮＮＴＧ １００ ＡＢＡ(脱落酸)

ＧＡＲＥＡＴ ＴＡＡＣＡＡＲ ７１ ＧＡ(赤霉素)

ＣＡＲＥＯＳＲＥＰ１ ＣＡＡＣＴＣ ６８ ＧＡ(赤霉素)

ＥＲＥＬＥＥ４ ＡＷＴＴＣＡＡＡ ５７ Ｅｔｈｙｌｅｎｅ(乙烯)

ＷＢＯＸＡＴＮＰＲ１ ＴＴＧＡＣ ９９ Ｓｔｒｅｓｓ(非生物胁迫)

ＮＯＤＣＯＮ１ＧＭ ＡＡＡＧＡＴ ９２ 根瘤菌有关的特异性保守序列、在植物细胞被感染后对基因转录起调节作用

ＣＣＡＡＴＢＯＸ１ ＣＣＡＡＴ ９６ 胁迫响应元件

ＢＩＨＤ１ＯＳ ＴＧＴＣＡ ９９ 疾病防御响应

ＧＴ１ＣＯＮＳＥＮＳＵＳ ＧＲＷＡＡＷ １００ 光响应

ＷＢＯＸＨＶＩＳＯ１ ＴＧＡＣＴ ９７ 糖响应

ＣＩＡＣＡＤＩＡＮＬＥＬＨＣ ＣＡＡＮＮＮＮＡＴＣ ８５ 生物钟

ＣＡＣＴＦＴＰＰＣＡ１ ＹＡＣＴ １００ 叶肉特异性表达相关元件、磷酸烯醇丙酮酸羧化酶相关元件

ＰＯＬＬＥＮ１ＬＥＬＡＴ５２ ＡＧＡＡＡ １００ 花粉特异性表达、花药生长相关元件

ＳＥＦ１ＭＯＴＩＦ ＡＴＡＴＴＴＡＷＷ ５７ 种子特异性表达元件

ＮＯＤＣＯＮ２ＧＭ ＣＴＣＴＴ １００ 茎特异性表达相关元件

出现频率是指含有该顺式作用元件的基因数量与 ｂＨＬＨ 总数的比值ꎮ

２.７　 银杏 ｂＨＬＨ 家族基因表达分析

从银杏基因组数据库中下载基因表达数据ꎬ将
其中 ｂＨＬＨ 基因的表达数据用 ｈｅａｔｍａｐ ２.０ 作图(图
５)ꎮ 由图 ５ 可知ꎬ在银杏所有 ｂＨＬＨ 家族基因中有 ８
个在胚、雄蕊和幼苗 ３ 个器官中都没有检测到表达ꎬ
另外有 ７ 个基因的表达具有组织特异性ꎮ 由图 ５ 可

以看出ꎬ 在 胚 中 表 达 水 平 较 高 的 有 Ｇｂ ＿ ２０４７１
(３６􀆰 ８６)、Ｇｂ＿４１４２４(８１􀆰 ９３)和 Ｇｂ＿１５５７９(４０􀆰 ２７)ꎬ
另外 Ｇｂ＿０５３０７、Ｇｂ＿２８７８６ 和 Ｇｂ＿０１６２５ 表达量(ＲＰ￣
ＫＭ 值)也达到 １０ 以上ꎻ雄蕊中表达量超过 １０ 的基

因有 １９ 个ꎬ需要特别指出的是 Ｇｂ ＿４１４２４ 和 Ｇｂ ＿
１５５７９ 基因的表达量分别高达 ７９􀆰 ４８ 和 ２９７􀆰 ０３ꎬ而
且 Ｇｂ＿１５５７９ 在 ３ 个样品中表达量都比较高ꎬ在雄蕊

中表达量是所有测试基因中表达最高的ꎻ在银杏幼

苗中表达量超过 １０ 的基因有 １７ 个ꎬ其中 Ｇｂ ＿
２０４７１、Ｇｂ＿４１４２４、Ｇｂ＿２１１０５ 和 Ｇｂ＿１５５７９ 的表达量

分别高达 ３６􀆰 ６１、５７􀆰 ８６、６４􀆰 ２６ 和 ７０􀆰 ７０ꎮ 总体来看

Ｇｂ＿２０４７１、Ｇｂ＿４１４２４、Ｇｂ＿２８７８６ 和 Ｇｂ＿１５５７９ 在 ３ 个

样品中表达水平都比较高ꎮ 其中 Ｇｂ ＿ ２８７８６ 和

Ｇｂ＿１５５７９分别属于 ＩＩＩｄ＋ｅ 和 ＩＩＩａ＋ｃ 亚家族ꎬ可能参
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与银杏中茉莉酸代谢的调控ꎻＧｂ＿２０４７１ 和 Ｇｂ＿４１４２４
属于 ＩＶｃ 亚家族ꎬ可能参与植物金属稳态的调节ꎮ

图 ５　 银杏不同组织 ｂＨＬＨ 基因的表达模式

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｉｎｋｇｏ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

３　 讨 论

本研究通过对银杏全基因组进行搜索ꎬ最终筛

选出了 ７２ 个 ｂＨＬＨ 基因ꎬ并且对它们的理化性质、
保守结构域、基因结构、系统进化和基因表达等情况

进行了详细的分析ꎮ 银杏 ｂＨＬＨ 转录因子的保守区

域中有 Ｈｉｓ、Ｇｌｕ、Ａｒｇ 和 Ｌｅｕ 等高度保守的氨基酸残

基[３３]ꎮ 通过系统发育分析可将银杏和拟南芥的

ｂＨＬＨ 成员分为 ２１ 个亚家族[１１ꎬ３４￣３５]ꎮ 本研究对筛

选的银杏 ｂＨＬＨ 的表达模式进行了分析ꎬ发现有些

基因在胚(雌树)、雄蕊(雄树)和幼苗(茎和叶混合

样)３ 种样品中都未被检测到表达ꎬ可能这些基因在

特定时间或某种胁迫条件下才会表达ꎮ 还有些基因

的表达具有组织特异性ꎬ也有几个基因在 ３ 种样品

中的表达水平都比较高ꎬ说明有些 ｂＨＬＨ 基因在某

些特定组织中才会发挥作用ꎬ也有些基因在所有组

织中都发挥作用ꎮ
近年来ꎬｂＨＬＨ 转录因子在植物次生代谢调控

中的作用受到许多研究者的关注ꎬ相关研究取得很

大进展ꎮ Ｇｏｎｚａｌｅｚ 等[３６] 和 Ｘｉｅ 等[３７] 发现了多个

ｂＨＬＨ 转录因子与拟南芥花青苷代谢相关ꎮ Ｄｏｍ￣
ｂｒｅｃｈｔ 等[３８]和 Ｓｃｈｗｅｉｚｅｒ 等[３９] 还发现多个 ｂＨＬＨ 转

录因子在黄酮代谢中发挥重要调控作用ꎮ 此外ꎬ
ｂＨＬＨ 家族转录因子还在吡啶类生物碱代谢、糖苷

生物碱代谢、紫杉烷类代谢、异喹啉类生物碱代谢和

萜类代谢等多种植物代谢途径中被发现[４０￣４１]ꎮ 黄

酮和萜类是银杏中主要的药用成分ꎬ其代谢通路中

多数关键基因已经被研究ꎬ但是其转录调控研究还

在摸索阶段ꎮ ｂＨＬＨ 转录因子在银杏黄酮和萜类代

谢中的调控作用是将来研究的一个重要方面ꎮ
总之ꎬ转录因子是一类重要的基因调控蛋白质ꎬ

生物体的一系列生理生化活动都离不开转录因子的

调节ꎬ它不仅可以调节生物体的新陈代谢和生长发

育ꎬ而且在响应外界胁迫方面也起着重要的作

用[４２]ꎮ 本研究利用生物信息学方法ꎬ对银杏 ｂＨＬＨ
基因家族进行了系统深入的分析ꎬ为未来的基因克

隆提供了丰富的资源ꎬ可为将来深入研究该家族基

因的表达调控、结构和功能等提供参考ꎮ
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