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　 　 摘要:　 以藜麦的高质量基因组为参考ꎬ对藜麦锌指同源异型结构域(ＺＦ￣ＨＤ)转录因子基因 ＣｑＺＦ￣ＨＤ 进行全基

因组鉴定ꎬ并利用生物信息学方法对其编码的蛋白质理化性质、二级结构、亚细胞定位、保守结构域以及基因结构、系
统进化关系进行了分析ꎮ 同时ꎬ利用前期转录组测序结果分析了 ＣｑＺＦ￣ＨＤ 家族基因在盐胁迫下的表达模式ꎮ 结果表

明ꎬ在藜麦中共鉴定出 ２１ 个 ＺＦ￣ＨＤ 转录因子ꎬ大部分定位在细胞质ꎬ二级结构以无规则卷曲为主ꎬ氨基酸序列长度

６８~２８４ ａａꎬ相对分子质量７.５４×１０３ ~３０.２０×１０３ꎬ理论等电点６.０１~９.５４ꎻ每个 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白都含有 ＺＦ 或 ＨＤ 保守结构域ꎬ
系统进化树将其划分为 ５ 个亚家族ꎮ 盐处理下表达分析结果显示ꎬ１１ 个 ＣｑＺＦ￣ＨＤ 基因响应藜麦盐胁迫ꎬ其中 ８ 个基

因呈上调表达ꎬ３ 个基因呈下调表达ꎬ说明 ＺＦ￣ＨＤ 家族基因在参与藜麦盐胁迫中发挥着不同的作用ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ￣ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ (ＺＦ￣ＨＤ) ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｒｅ ｐｌａｎｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｔｈａｔ ｐｌａｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ
ｉｎ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈꎬ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ＣｑＺＦ￣ＨＤ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｔ ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ
ｌｅｖｅｌ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ｑｕａｌｉｔｙ ｑｕｉｎｏａ ｇｅｎｏｍｅ ａｓ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ. Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓꎬ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏ￣
ｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＣｑＺＦ￣ＨＤｓꎬ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
ｍｅｔｈｏｄ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＣｑＺＦ￣ＨＤ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｗａｓ ａｌｓｏ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｔｒａｎ￣
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ｗｅｒｅ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍꎬ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｄｏｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌｓꎬ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ６８－

２８４ ａａꎬ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ７.５４× １０３ － ３０.２０×
１０３ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｗａｓ ６.０１－９􀆰 ５４. Ａｌｌ ｏｆ
ｔｈｅ ＺＦ￣ＨＤｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｉｖｅ ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ ｂｙ ｐｈｙｌｏｇｅ￣
ｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ａｎｄ ｅａｃｈ ｍｅｍｂｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
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ｍｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ １１ ＣｑＺＦ￣ＨＤｓ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ｑｕｉｎｏａꎬ ｅｉｇｈｔ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｅｓ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｑｕｉｎｏａꎻ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ￣ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ (ＺＦ￣ＨＤ)ꎻ ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅꎻ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 锌指同源异型结构域(ＺＦ￣ＨＤ)蛋白是植物所特

有的一类转录因子ꎬ在植物生长发育和各种胁迫反

应中发挥着重要作用[１￣２]ꎮ ＺＦ￣ＨＤ 转录因子的氨基

酸序列中具有保守的 ＨＤ 结构域(Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ)和
Ｃ２Ｈ２ 型 ＺＦ 结 构 域 ( Ｃ２Ｈ２￣ｔｙｐｅ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｄｏ￣
ｍａｉｎ) [３￣４]ꎮ ＨＤ 结构域是一种特征明确的 ＤＮＡ 结

合结构域ꎬ通过与 ＤＮＡ 结合调控靶基因的表达水

平ꎬ从而参与植物的生长发育[５]ꎮ ＺＦ 结构域广泛存

在于调控蛋白中ꎬ并与 ＤＮＡ 结合和蛋白质互作ꎬ在
植物抵御胁迫反应中起着重要作用[６￣７]ꎮ ＺＦ￣ＨＤ 蛋

白通常以一种核心序列 ＡＴＴＡ 与特异性 ＤＮＡ 序列

结合ꎬ形成同型二聚体或异型二聚体[１]ꎮ ＺＦ￣ＨＤ 家

族可分为 ＺＨＤ 和 ＭＩＦ (Ｍｉｎｉ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ) ２ 个亚家

族ꎬ其中ＭＩＦ 基因编码 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白的 ＺＦ 结构域ꎬ并
不编码 ＨＤ 结构域[３]ꎮ

在黄顶菊中首次发现 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白ꎬ可能是编码

Ｃ４ 磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶基因的调控因子[８]ꎮ 随

后ꎬ在拟南芥[１]、水稻[９]、番茄[１０]、大白菜[４]、棉花[１１]

和苦荞[１２]等植物中也发现了 ＺＦ￣ＨＤ 基因ꎬ并对其进

行了基因家族鉴定及功能分析ꎮ 拟南芥中有 １７ 个

ＺＦ￣ＨＤ 成员ꎬ它们作为转录因子ꎬ具有独特的生理特

性ꎬ在花的发育中起着非常重要的作用[３]ꎮ ＡｔＺＨＤ１
能够与 ＥＲＤ１ (ＥＡＲＬＹ ＲＥＳＰＯＮＳＥ ＴＯ ＤＥＨＹＤＲＡＴＩＯＮ
ＳＴＲＥＳＳ １)启动子特异性结合ꎬ并且其表达受干旱、盐
和脱落酸(ＡＢＡ)处理诱导ꎬＮＡＣ 和 ＡｔＺＨＤ１ 的过表达

增强了拟南芥的耐旱性[１３]ꎮ ＡｔＨＢ３３ 受 ＡＲＦ２ (Ａｕｘｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒ２)负调控ꎬ是种子萌发和主根生长所必

需的[１４]ꎮ ＯｓＺＨＤ１ 和 ＯｓＺＨＤ２ 通过调控鳞状细胞的

数量和排列方式而引起水稻叶片卷曲[１５]ꎻＯｓＺＨＤ２ 的

过表达不仅能促进根的生长ꎬ还能增加水稻产量[１６]ꎮ
干旱、ＮａＣｌ 和低温处理对番茄 ＳｌＺＨＤ１８ 基因具有明

显的诱导作用ꎬ而热胁迫对其没有明显诱导作用[１０]ꎮ
在响应干旱胁迫和高盐胁迫时ꎬ葡萄 ＶｖＺＨＤ 基因呈

上调表达[１７]ꎮ 因此ꎬＺＦ￣ＨＤ 基因不仅在植物的各个

生长发育阶段发挥着一定的作用ꎬ还参与了植物对盐

分等逆境胁迫的响应ꎮ
藜麦是一种新型全营养作物ꎬ也是未来最具潜

力的农作物之一ꎮ 然而ꎬ关于藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因的研

究至今尚未见报道ꎮ 随着藜麦基因组的公布[１８]ꎬ使
得在全基因组范围内分析藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族成

为可能ꎮ 本研究以现有的藜麦基因组信息为基础ꎬ
借助生物信息学手段对藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族进行

全基因组鉴定ꎬ并对其基因结构、系统进化关系以及

ＺＦ￣ＨＤ 蛋白的理化性质和保守结构域等进行分析ꎬ
同时利用转录组数据探究其在盐胁迫下的表达情

况ꎬ为进一步解析 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族与藜麦耐盐性的

关系及其抗性遗传改良奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族的鉴定和藜麦 ＺＦ￣ＨＤ
蛋白理化性质分析

　 　 从植物转录因子数据库 ＰｌａｎｔＴＦＤＢ(ｈｔｔｐ: / / ｐｌａ￣
ｎｔｔｆｄｂ.ｇａｏ￣ｌａｂ.ｏｒｇ / )下载拟南芥 ＡｔＺＦ￣ＨＤ 转录因子

的氨基酸序列ꎬ并在藜麦基因组数据库 Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉ￣
ｕｍ ｑｕｉｎｏａ ｖ１. ０ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ. ｊｇｉ. ｄｏｅ. ｇｏｖ / ｐｚ /
ｐｏｒｔａｌ.ｈｔｍｌ ＃! ｉｎｆｏ? ａｌｉａｓ ＝ Ｏｒｇ ＿ Ｃｑｕｉｎｏａ ＿ ｅｒ) 进行

Ｂｌａｓｔｐ 比对ꎬ设置 Ｅ￣ｖａｌｕｅ 为 １× ｅ－５ꎮ 在 Ｐｆａｍ ( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ / ) 和 ＣＤＤ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｃｄｄ)上在线分析候选 ＣｑＺＦ￣ＨＤ 蛋白的

保守结构域ꎬ去除编码不完整蛋白质和不含 ＺＦ 或

ＨＤ 结构域的蛋白质ꎬ最终得到藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 转录因

子家族所有成员ꎮ 利用 ＥｘＰａｓｙ 网站(ｈｔｔｐ: / / ａｕ. ｅｘ￣
ｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌ. ｈｔｍｌ)分析藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白家族的氨

基酸序列长度、相对分子质量和理论等电点ꎮ
１.２　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白的二级结构和亚细胞定位

利用在线网站 ＧＯＲＩＶ (ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ.ｉｂｃｐ.
ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｇｏｒ４. ｈｔｍｌ)
分析藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白的二级结构特征ꎮ 使用

ＰＳＯＲＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ１. ｈｇｃ. ｊｐ / ｆｏｒｍ. ｈｔｍｌ) 对 ＺＦ￣ＨＤ
蛋白进行亚细胞定位预测ꎮ
１.３　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族的基因结构和藜麦 ＺＦ￣
ＨＤ 蛋白保守结构域分析

　 　 根据藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因的基因组序列和编码序

列ꎬ确定基因的外显子和内含子起止位置ꎬ并利用在

线软件 ＧＳＤＳ ２.０ ( ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / )绘

制基因结构图ꎮ 经 ＣＤＤ 分析得到藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白

保守结构域的氨基酸序列起始位点ꎬ利用 ＩＢＳ １.０ 软

件[１９]将保守结构域位置进行可视化显示ꎬ再使用

ＣｌｕｓｔａｌＸ ２.０ 软件[２０]对保守结构域氨基酸序列进行

多重比对ꎮ

５０３时丕彪等:藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 转录因子的全基因组鉴定及其对盐胁迫的响应分析



１.４　 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族的系统进化分析

利用 ＭＥＧＡ ５.０[２１]内置软件 ＣｌｕｓｔａｌＷ 对藜麦(２１
个)和拟南芥(１７ 个)ＺＦ￣ＨＤ 蛋白的氨基酸序列进行

多重比对ꎬ再利用 ＭＥＧＡ ５.０ 软件对比对结果进行系

统进化关系分析ꎬ用邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＪ)构
建无根进化树ꎬｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复次数设置为１ ０００次ꎮ
１.５　 盐胁迫下藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因的表达分析

利用本课题组已经完成的藜麦高通量测序转录

组数据ꎬ分析藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族在盐胁迫下的表

达模式ꎮ 用 ３％的双氧水对供试藜麦品种 ３７ＴＥＳ 的种

子进行表面消毒 １ ｍｉｎꎬ然后用无菌水将种子冲洗干

净ꎬ在光周期为 １６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗的 ２８ ℃恒温光照

培养箱进行发芽试验ꎮ 培养 ７ ｄ 后ꎬ将长势一致的幼

苗转移到 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液[２２] 中进行水培ꎬ继续培养

２８ ｄꎮ 然后进行 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理ꎬ分别在 ０ ｈ、
０􀆰 ５ ｈ、２􀆰 ０ ｈ 和 ２４􀆰 ０ ｈ 时取根部ꎬ用于转录组测序和

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证ꎬ每个处理设 ３ 次重复ꎮ 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ
基因家族成员的转录组表达量经 ｌｏｇｘ

２均一化处理ꎬ使
用 ＨｅｍＩ 软件[２３]绘制盐胁迫下转录组基因表达图谱ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族的全基因组鉴定与特征

分析

　 　 以拟南芥 ＡｔＺＦ￣ＨＤ 基因编码的蛋白质氨基酸序

列为查询对象ꎬ在藜麦全基因组数据库进行 Ｂｌａｓｔｐ 比

对ꎬ得到 ２３ 个具有编码 ＺＦ 或 ＨＤ 结构域的 ＣｑＺＦ￣ＨＤ
基因ꎬ其中有 ２ 个 ＣｑＺＦ￣ＨＤ 编码不完整蛋白质ꎬ最终

鉴定出 ２１ 个藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族成员ꎬ分布在 １６
条 ｓｃａｆｆｏｌｄ 上(表 １)ꎮ 理化性质分析结果表明ꎬ不同

ＺＦ￣ＨＤ 蛋白氨基酸序列的长度差异较大ꎬ其中

ＡＵＲ６２０２１４３８ 最小ꎬ为 ６８ ａａꎬＡＵＲ６２０１９００７ 最大ꎬ为
２８４ ａａꎮ 除 ＡＵＲ６２０２７１８２ 和 ＡＵＲ６２０４４１９１ 因蛋白质

氨基酸序列含有几个连续未定义的氨基酸而无法计

算其相对分子质量和等电点(ｐＩ)外ꎬ其余 １９ 个 ＺＦ￣
ＨＤ 蛋白的相对分子质量为７.５４×１０３ ~ ３０.２０×１０３ꎬｐＩ
为６.０１~９􀆰 ５４ꎮ ｐＩ 小于 ７ 的只有 ＡＵＲ６２０２１４３８(６􀆰 ６８)
和 ＡＵＲ６２０３９７９６(６􀆰 ０１)ꎬ为酸性蛋白质ꎬ其他 ＺＦ￣ＨＤ
的 ｐＩ 均大于 ７ꎬ为碱性蛋白质ꎮ

表 １　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族的基本信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＺＦ￣ＨＤ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｑｕｉｎｏａ

基因 亚家族 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 位置(ｂｐ)及基因方向
蛋白质氨基酸
序列长度(ａａ)

相对分子质量
(×１０３) 等电点(ｐＩ)

ＡＵＲ６２００４０６２ ＺＨＤ Ⅱ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿２３７０: ８０６７６１３~８０６８５０３ (－) ２６７ ３０.２７ ９.０５

ＡＵＲ６２０２７１８２ ＺＨＤⅠ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿２９２４: ２６４９７７~２７６１３２ (－) ２７０ － －

ＡＵＲ６２０００６０６ ＺＨＤ Ⅲ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿２０８８: ６５１６４４６~６５１７１８０ (－) ２４４ ２７.６８ ８.３９

ＡＵＲ６２０１９００７ ＺＨＤⅠ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿３８７６: １６２９３５２~１６３０９９５ (＋) ２８４ ３０.２０ ９.３９

ＡＵＲ６２０２７８４８ ＺＨＤⅠ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿３７８４: ２４６６９１４~２４７３２４４ (＋) ２５８ ２７.３０ ９.１４

ＡＵＲ６２００７５７５ ＺＨＤ Ⅱ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿２６４６: ６２４８２２~６２５６８２ (－) ２５７ ２８.９７ ９.１７

ＡＵＲ６２０２１６８２ ＭＩＦ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿１６７５: ２３４５０８８~２３４５３５７ (－) ８９ ９.７５ ８.７８

ＡＵＲ６２００８４１４ ＭＩＦ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿３４２２: ４２７４９６０~４２７５２３２ (＋) ９０ ９.８６ ８.７８

ＡＵＲ６２０４４１９１ ＺＨＤⅠ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿３６９９: ２１７２５~２２２９４ (－) １６５ － －

ＡＵＲ６２０３９７９８ ＭＩＦ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿１８２８: ２０６３９３５~２０６４２３７ (－) １００ １０.８６ ８.９７

ＡＵＲ６２０３４４２３ ＭＩＦ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿２７４２: ２０９３４００~２０９３７０２ (－) １００ １０.６５ ８.７２

ＡＵＲ６２０２３９１７ ＭＩＦ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿３３８９: ７５８４３６~７５８７３２ (－) ９８ １０.７２ ８.３４

ＡＵＲ６２０３８３２９ ＭＩＦ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿２１６９: １６２０９８８~１６２６８４０ (－) １１８ １３.２２ ９.５４

ＡＵＲ６２０３４４２１ ＭＩＦ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿２７４２: ２０７１７６２~２０７２０１３ (－) ８３ ９.１９ ７.６６

ＡＵＲ６２０３９７９７ ＭＩＦ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿１８２８: １９８５３３１~１９８５６００ (－) ８９ ９.９０ ８.６８

ＡＵＲ６２０２１４３７ ＭＩＦ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿２８６２: ２０５７８６６~２０５８１１１ (－) ８１ ８.９４ ８.９３

ＡＵＲ６２０１０９２５ ＭＩＦ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿３７９９: ８４４０３４~８４４２６４ (－) ７６ ８.９４ ８.９３

ＡＵＲ６２０２１４３８ ＭＩＦ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿２８６２: ２０５９４４０~２０５９６４６ (－) ６８ ７.５４ ６.６８

ＡＵＲ６２０３９７９６ ＺＨＤ Ⅳ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿１８２８: １８５２３９６~１８５２７４６ (＋) １１６ １２.５６ ６.０１

ＡＵＲ６２０２８７７２ ＺＨＤ Ⅳ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿２８３７: ７９５１４~８０７６３ (＋) １５３ １６.２７ ９.１８

ＡＵＲ６２０１０９２６ ＭＩＦ Ｃ＿Ｑｕｉｎｏａ＿３７９９: ８４５５７９~８４５７８８ (－) ６９ ７.８０ ８.６７
－:因蛋白质氨基酸序列含有几个连续未定义的氨基酸而无法计算其相对分子质量和等电点(ｐＩ)ꎮ
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２.２　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白的二级结构和亚细胞定位预

测

　 　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因编码的蛋白质二级结构主要

包括 α￣螺旋、延伸链和无规则卷曲ꎬ均不含 β￣折叠ꎬ
其中 ＡＵＲ６２０２１６８２、ＡＵＲ６２００８４１４、ＡＵＲ６２０２１４３８、
ＡＵＲ６２０３９７９６、ＡＵＲ６２０２８７７２ 和 ＡＵＲ６２０１０９２６ 也没

有 α￣螺旋结构(表 ２)ꎮ 大部分 ＺＦ￣ＨＤ 成员的二级

结构成分中ꎬ无规则卷曲占比最高ꎬ其次是延伸链ꎬ
α￣螺旋占比相对较少ꎮ 亚细胞定位预测结果显示ꎬ
１４ 个 ＺＦ￣ＨＤ 成员定位于细胞质ꎬ３ 个成员定位于细

胞核ꎬ３ 个成员定位于线粒体基质ꎬ１ 个成员定位于

叶绿体基质ꎬ说明它们可能调控着植物不同的生物

学过程ꎮ

表 ２　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白的二级结构和亚细胞定位

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉ￣
ｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＺＦ￣ＨＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｑｕｉｎｏａ

ＺＦ￣ＨＤ 蛋白
α￣螺旋

占比 (％)
延伸链

占比 (％)
无规则卷曲
占比 (％)

亚细胞
定位

ＡＵＲ６２００４０６２ ２０.９７ １８.３５ ６０.６７ 细胞质

ＡＵＲ６２０２７１８２ １７.７８ ３２.２２ ５０.００ 细胞质

ＡＵＲ６２０００６０６ ３０.３３ １８.０３ ５１.６４ 细胞核

ＡＵＲ６２０１９００７ ２３.５９ １５.４９ ６０.９２ 细胞核

ＡＵＲ６２０２７８４８ １８.９９ １６.６７ ６４.３４ 细胞核

ＡＵＲ６２００７５７５ ２４.１２ １５.９５ ５９.９２ 细胞质

ＡＵＲ６２０２１６８２ ０ ４０.４５ ５９.５５ 细胞质

ＡＵＲ６２００８４１４ ０ ４３.３３ ５６.６７ 细胞质

ＡＵＲ６２０４４１９１ ７.８８ ３０.９１ ６１.２１ 细胞质

ＡＵＲ６２０３９７９８ １４.００ ２９.００ ５７.００ 细胞质

ＡＵＲ６２０３４４２３ １６.００ ２１.００ ６３.００ 叶绿体基质

ＡＵＲ６２０２３９１７ １３.２７ ３２.６５ ５４.０８ 线粒体基质

ＡＵＲ６２０３８３２９ ３１.３６ ２２.８８ ４５.７６ 线粒体基质

ＡＵＲ６２０３４４２１ ６.０２ ２８.９２ ６５.０６ 细胞质

ＡＵＲ６２０３９７９７ ５.６２ ３１.４６ ６２.９２ 线粒体基质

ＡＵＲ６２０２１４３７ １８.５２ ２７.１６ ５４.３２ 细胞质

ＡＵＲ６２０１０９２５ ６.５８ ３２.８９ ６０.５３ 细胞质

ＡＵＲ６２０２１４３８ ０ ４４.１２ ５５.８８ 细胞质

ＡＵＲ６２０３９７９６ ０ ３３.６２ ６６.３８ 细胞质

ＡＵＲ６２０２８７７２ ０ ３３.６２ ６６.３８ 细胞质

ＡＵＲ６２０１０９２６ ０ ３７.６８ ６２.３２ 细胞质

２.３　 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族的系统进化关系分析

为更好地了解藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族成员之间

的同源性关系ꎬ将 １７ 个拟南芥 ＡｔＺＦ￣ＨＤ 基因与 ２１
个藜麦 ＣｑＺＦ￣ＨＤ 基因编码的蛋白质氨基酸序列进

行多重比对并构建系统进化树(图 １)ꎮ 聚类分析结

果显示ꎬ３８ 个 ＺＦ￣ＨＤ 转录因子可以划分为 ５ 个亚家

族:ＭＩＦ、ＺＨＤⅠ、ＺＨＤⅡ、ＺＨＤ Ⅲ和 ＺＨＤ Ⅳꎬ位于不

同亚家族的蛋白质可能发挥着不同的生物学作用ꎮ
藜麦的 ＺＦ￣ＨＤ 基因在 ＭＩＦ 亚家族数目较多ꎬ为 １２
个ꎬ在 ＺＨＤⅠ存在 ４ 个ꎬ在 ＺＨＤ Ⅱ和 ＺＨＤ Ⅳ均含 ２
个ꎬ在 ＺＨＤ Ⅲ只存在 １ 个ꎬ即 ＡＵＲ６２０００６０６ꎮ 藜麦

的 ＡＵＲ６２００７５７５ 和 ＡＵＲ６２００４０６２ 与 拟 南 芥 的

ＡＴ２Ｇ１８３５０ 和 ＡＴ１Ｇ７５２４０ 处于同一分支ꎬ说明它们

的亲缘关系较近ꎬ可能具有类似的功能ꎮ
２.４　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因结构特征分析

基因结构分析结果表明ꎬ藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族

的基因结构比较简单ꎬ均不含非翻译区ꎬ但不同成员

间也存在一定差异(图 ２)ꎮ 其中ꎬ１３ 个基因只有 １
个外显子ꎬ没有内含子ꎻ７ 个基因具有 ２ 个外显子和

１ 个内含子ꎻ１ 个基因(ＡＵＲ６２０２７１８２)具有 ４ 个外显

子和 ３ 个内含子ꎮ ＡＵＲ６２０１９００７ 和 ＡＵＲ６２０２７８４８
同属 ＺＨＤⅠ亚家族ꎬ有着相同的基因结构和相似的

ＣＤＳ 长度ꎬ但因内含子长度差别较大使其基因全长

存在显著差异ꎮ
　 　 为进一步研究藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白的特征区域ꎬ在
ＣＤＤ 网站上对其进行保守结构域分析ꎬ结果表明 ２１
个 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白均含有 ＺＦ 或 ＨＤ 结构域ꎬ但这 ２ 个

结构域在各个亚家族成员的分布有所不同(图 ３)ꎮ
ＭＩＦ 亚家族所有成员 ＨＤ 结构域缺失ꎬ均只含有 １
个 ＺＦ 结构域ꎬ并且同源基因对编码蛋白质的氨基

酸数量和结构域位置都具有较高的相似性ꎻＺＨＤⅠ
亚家族中除 ＡＵＲ６２０４４１９１ 只含有 １ 个 ＺＦ 结构域

外ꎬ其他 ３ 个成员都含有 ＺＦ 和 ＨＤ 结构域ꎻＺＨＤ Ⅱ
和 ＺＨＤ Ⅲ的成员都含有 ＺＦ 和 ＨＤ 结构域ꎻＺＨＤ Ⅳ
的 ２ 个成员的保守结构域均位于蛋白质的 Ｎ 端ꎬ
ＡＵＲ６２０３９７９６ 只 含 有 １ 个 ＨＤ 结 构 域ꎬ 而

ＡＵＲ６２０２８７７２ 只含有 １ 个 ＺＦ 结构域ꎮ
　 　 对藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白保守结构域氨基酸序列进

行多重比对ꎬ发现 ＺＦ 结构域由３１~ ５５ 个氨基酸组

成ꎬＨＤ 结构域由３１~ ５８ 个氨基酸组成ꎬ并且它们都

有多个保守的氨基酸位点ꎬＨＤ 结构域在藜麦 ＺＦ￣
ＨＤ 家族中的保守性比 ＺＦ 结构域更强 (图 ４)ꎮ 保

守区域可能通过与其他 ＤＮＡ 结合或互作ꎬ从而导致

ＺＦ￣ＨＤ 转录因子的功能多样性ꎮ
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图 １　 藜麦和拟南芥 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族系统进化树

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＺＦ￣ＨＤ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｑｕｉｎｏａ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

图 ２　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因结构

Ｆｉｇ.２　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＺＦ￣ＨＤ ｉｎ ｑｕｉｎｏａ
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图 ３　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因进化树及其编码的蛋白质保守结构域

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＺＦ￣ＨＤ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｑｕｉｎｏａ

图 ４　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白 ＺＦ 结构域(Ａ)和 ＨＤ 结构域(Ｂ)的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.４　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＺＦ ｄｏｍａｉｎ (Ａ) ａｎｄ ＨＤ ｄｏｍａｉｎ (Ｂ) ｏｆ ｑｕｉｎｏａ ＺＦ￣ＨＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.５　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 家族基因在盐胁迫下的表达模式

分析

　 　 为挖掘藜麦耐盐相关 ＺＦ￣ＨＤ 基因ꎬ提供藜麦耐盐

遗传改良基因资源ꎬ利用课题组前期完成的转录组数

据ꎬ对 ＺＦ￣ＨＤ 家族基因在盐胁迫下的表达模式进行分

析ꎮ 结果如图 ５ 所示ꎬ藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 家族基因在盐胁迫

处理后的表达模式存在差异ꎬ其中 １０ 个基因表达量未

发生变化ꎬ即不参与对盐胁迫的响应ꎬ１１ 个基因表达量

在不同处理时间发生不同程度的变化ꎮ 与对照(０ ｈ)
相比ꎬＡＵＲ６２０２７８４８、ＡＵＲ６２００８４１４和 ＡＵＲ６２０２８７７２ 基因
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在各 个 时 间 点 都 呈 上 调 表 达ꎬ 而 ＡＵＲ６２００４０６２、
ＡＵＲ６２０００６０６和 ＡＵＲ６２０２３９１７ 则呈下调表达ꎮ 盐胁迫

０􀆰 ５ ｈ 时ꎬＡＵＲ６２０１９００７ 和 ＡＵＲ６２００７５７５ 的表达量上调

至最高值ꎬ在２􀆰 ０ ｈ 和２４􀆰 ０ ｈ 时表达量有所下降并明显

低于对照ꎬ说明这 ２ 个基因可能迅速响应早期盐胁迫ꎮ
盐胁迫下 ＡＵＲ６２０２１６８２的表达量呈先降低后升高再降

低的趋势ꎬ在 ２􀆰 ０ ｈ 时达到最高峰ꎻＡＵＲ６２０３９７９８ 和

ＡＵＲ６２０３９７９６的表达量呈先降低后上升的趋势ꎬ在２４􀆰 ０
ｈ 达到最大值ꎮ 为验证转录组数据的可靠性ꎬ课题组已

对用于测序的样品进行了 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析(图 ６)ꎬ结果

表明两者具有很强的相关性(Ｒ２ ＝０.７９７ ３)ꎬ证明 ＲＮＡ￣
ｓｅｑ 表达数据是可靠的[２４]ꎮ 同时ꎬＺＦ￣ＨＤ 家族基因在

盐胁迫下呈现出的不同表达模式也说明它们在藜麦盐

响应过程中可能发挥着不同的作用ꎮ

图 ５　 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 家族基因在不同盐胁迫时间下的表达模式

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＺＦ￣ＨＤ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｉｍｅ ｉｎ ｑｕｉｎｏａ

图 ６　 ３ 个藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因在盐胁迫下的表达

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ＺＦ￣ＨＤ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｑｕｉｎｏａ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨 论

土壤盐分是干旱半干旱地区现代农业的主要非

生物胁迫之一ꎬ严重影响种子萌发、植物生长发育和

作物产量[２５￣２６]ꎮ 据统计ꎬ约有８×１０８ ｈｍ２的土地(占世

界土地总面积的 ６􀆰 ５％)受到盐胁迫的危害[２７]ꎮ 为了

适应盐胁迫ꎬ植物进化出了一系列的响应机制来提高

其耐盐性ꎬ包括复杂的生理特性、代谢和信号通路以

及分子调控网络等ꎮ 随着植物基因组测序的完成及

全基因组数据库的公布ꎬ越来越多的耐盐基因被挖掘

出来ꎬ其中鉴定和分析植物基因家族就是挖掘关键功

能基因的一种有效手段ꎮ 植物特异性 ＺＦ￣ＨＤ 基因编
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码一个转录因子家族ꎬ该家族存在于陆生植物的主要

类群中ꎬ包括维管植物和非维管植物ꎬ但在原核生物、
绿藻和真菌中没有发现ꎮ ＺＦ￣ＨＤ 基因家族参与多种

过程ꎬ包括植物发育和生理过程ꎬ以及对生物胁迫和

非生物胁迫的抗性ꎮ 目前ꎬ在拟南芥、水稻、玉米和棉

花等多种植物中均已鉴定出 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族ꎬ但关

于藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族的研究至今尚未见报道ꎮ 在

本研究中ꎬ我们鉴定并分析了藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因的全

基因组及其在盐胁迫反应中的表达ꎮ
在藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因家族中共鉴定出 ２１ 个成员ꎬ

其数量要多于模式植物拟南芥(１７)和水稻(１５)ꎬ可
能是因为基因组复制事件导致了异源四倍体物种藜

麦 ＺＦ￣ＨＤ 基因的扩增ꎮ ２１ 个 ＺＦ￣ＨＤ 基因不均匀地

分布在藜麦 １６ 条 ｓｃａｆｆｏｌｄ 上ꎬ其编码蛋白质的氨基酸

数量和相对分子质量存在差异ꎬ并以碱性蛋白质居

多ꎮ 基因外显子和内含子结构的差异主要有 ３ 种机

制ꎬ即外显子或内含子的获得或丢失ꎬ外显子化或假

外显子化和插入或缺失[２８￣２９]ꎮ 藜麦所有 ＺＦ￣ＨＤ 成员

中ꎬ１３ 个基因没有内含子ꎬ７ 个基因只有 １ 个内含子ꎬ
１ 个基因具有 ３ 个内含子ꎬ这种差异可能是上述 ３ 种

机制参与所致ꎮ 有研究结果表明ꎬ植物基因内含子的

数量越少ꎬ其对外界环境的适应性越强[３０]ꎮ 将拟南

芥和藜麦的 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白构建系统进化树ꎬ３８ 个 ＺＦ￣
ＨＤ 转录因子划分为 ５ 个亚家族ꎬ２ 种植物 ＺＦ￣ＨＤ 在

每个亚家族均有分布ꎬ说明基因复制是植物基因组进

化中基因家族扩增的主要驱动力ꎮ 藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 蛋白

在结构上与其他物种是相似的ꎬ含有 ＺＦ 和 ＨＤ 结构

域ꎬ但在亚家族分布上也有不同之处ꎬ比如与拟南

芥[１]和小麦[２] 等植物相比ꎬ藜麦的 ＭＩＦ 亚家族成员

同样只含有 ＺＦ 结构域ꎬ而 ＺＨＤ 亚家族并非都同时含

有 ＺＦ 和 ＨＤ 结构域ꎮ 氨基酸序列分析结果显示ꎬ藜
麦 ＺＦ 和 ＨＤ 结构域都具有高度保守性ꎬ并且 ＨＤ 结

构域的保守性更强一些ꎬ结构域中保守区域可能通过

与其他 ＤＮＡ 结合或互作ꎬ从而导致 ＺＦ￣ＨＤ 转录因子

的功能多样性ꎮ 二级结构和亚细胞定位分析结果显

示ꎬ大部分 ＺＦ￣ＨＤ 成员中无规则卷曲占比最高ꎬ其次

是延伸链ꎬα￣螺旋占比相对较少ꎬ其中 ３ 对同源基因

不含 α￣螺旋ꎻ１４ 个 ＺＦ￣ＨＤ 属于胞质蛋白ꎬ分别有 ３ 个

成员定位于细胞核和线粒体基质ꎬ１ 个定位于叶绿体

基质ꎬ说明它们在参与藜麦生物学过程中可能发挥着

不同的作用ꎮ
植物以一种复杂的方式响应盐胁迫ꎬ涉及许多基

因、蛋白质以及代谢和信号通路的协同功能与相互作

用[３１￣３２]ꎮ 基因表达调控是植物应对和适应盐胁迫的关键

现象之一[３３￣３５]ꎮ 相关研究结果表明ꎬＺＦ￣ＨＤ 在植物耐盐

胁迫中扮演着重要的角色[１０ꎬ １７]ꎮ 本研究利用课题组已

经完成的藜麦在 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理下不同时间点的

高通量测序转录组数据ꎬ分析了所有 ＺＦ￣ＨＤ 基因在响应

盐胁迫的表达模式ꎬ发现 １０ 个成员不参与响应盐胁迫ꎬ
另外 １１个成员的表达量在不同处理时间呈现出不同变

化ꎬ说明它们在藜麦响应盐胁迫过程中发挥着不同的作

用ꎮ ＡＵＲ６２０２７８４８、ＡＵＲ６２００８４１４ 和 ＡＵＲ６２０２８７７２ 基因在

盐处理 ０􀆰 ５~２４􀆰 ０ ｈ 时表达量受到明显诱导ꎬ这些基因可

能在藜麦抵抗盐胁迫过程中发挥着重要的作用ꎮ 而

ＡＵＲ６２００４０６２、ＡＵＲ６２０００６０６ 和 ＡＵＲ６２０２３９１７ 为盐敏感基

因ꎬ盐 胁 迫 明 显 抑 制 了 其 表 达ꎮ ＡＵＲ６２０１９００７ 和

ＡＵＲ６２００７５７５在盐胁迫 ０􀆰 ５ ｈ 时表达量较高ꎬ在胁迫后期

显著下降ꎬ说明这 ２个基因可在早期迅速响应盐胁迫ꎬ可
能直接受到盐胁迫信号的诱导ꎮ 关于 ＺＦ￣ＨＤ 在藜麦抵

抗盐胁迫中的功能及作用机理仍需要借助遗传转化手段

进行验证ꎮ

４　 结 论

本研究对藜麦 ＺＦ￣ＨＤ 转录因子进行了全基因

组鉴定ꎬ共获得 ２１ 个家族成员ꎬ划分为 ５ 个亚家族ꎬ
都具有典型的 ＺＦ 或 ＨＤ 保守结构域ꎮ ２１ 个 ＺＦ￣ＨＤ
基因在盐胁迫处理下呈现出不同的表达模式ꎬ推测

不同 ＺＦ￣ＨＤ 家族基因在藜麦响应盐胁迫过程中可

能发挥着不同的作用ꎮ
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