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　 　 摘要:　 解析水稻热激转录因子(Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｆａｃｔｏｒｓꎬ Ｈｓｆ)家族基因响应纹枯病病菌侵染和 ４种植物激素处理的表达特

征ꎬ可为进一步解析Ｈｓｆ 调控水稻纹枯病抗性与对相关逆境的响应提供重要依据ꎮ 利用生物信息学方法搜索并鉴定到 ２５个

水稻Ｈｓｆ 基因ꎬ对其系统进化树、相关分子特征、蛋白质结构域、基因结构及顺式作用元件进行预测和分析ꎬ用荧光定量ＰＣＲ法

分析它们对纹枯病病菌侵染的响应特征及 ４ 种激素[茉莉酸(Ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬＪＡ)、水杨酸(Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬＳＡ)、乙烯(Ｅｔｈｙｌｅｎｅꎬ
ＥＴＨ)和激动素(ＫｉｎｅｔｉｎꎬＫＴ)]处理后的表达模式ꎬ同时分析它们在水稻组织中的表达情况ꎮ 结果显示ꎬ水稻Ｈｓｆ 蛋白总体上可

划分为 ５组ꎬ３个ＯｓＨｓｆ 亚家族基因在进化关系上的距离较远ꎮ ２５个Ｈｓｆ 蛋白的相对分子质量大小不一ꎬ且多数蛋白质的稳定

性不高ꎬ但其基因结构较为保守ꎮ 这些基因可能与激素响应及光信号通路相关ꎮ 有 ５个基因呈组成型表达ꎬ另有 ７个基因呈

组织特异性表达ꎮ 水稻Ｈｓｆ 基因总体上受纹枯病病菌诱导的强度较低ꎬ其中 １１个上调表达的基因主要集中在 ＯｓＨｓｆＡ、ＯｓＨｓｆＢ
亚家族ꎬ４个下调表达的基因主要集中在ＯｓＨｓｆＣ亚家族ꎬ 提示Ｈｓｆ 基因可能在调控水稻对纹枯病抗性的功能上存在分化ꎮ ４
个基因(ＯｓＨｓｆＡ２ａ、ＯｓＨｓｆＡ３、ＯｓＨｓｆＢ２ａ、ＯｓＨｓｆＢ２ｃ)强烈响应纹枯病病菌的侵染ꎬ并且在叶鞘、叶片组织中的相对表达量较高ꎬ表明

这些基因可能参与调控水稻对纹枯病的抗性ꎮ 多数Ｈｓｆ 基因能够响应 ４种植物激素处理ꎬ总体来说ꎬ大部分 ＯｓＨｓｆ 基因在 ＪＡ、
ＳＡ和ＥＴＨ处理下呈下调表达ꎬ仅有少数基因呈上调表达ꎻＪＡ处理与ＳＡ处理相比ꎬ有１个Ｈｓｆ 基因受诱导表达的特征相反ꎬＳＡ
处理和 ＥＴＨ处理相比ꎬ有 ３个Ｈｓｆ 基因受诱导表达的特征相反ꎬＪＡ处理和 ＥＴＨ处理相比ꎬ有 ３个 Ｈｓｆ 基因受诱导表达的特征

相反ꎬＪＡ处理与 ＳＡ处理相比ꎬＳＡ处理与 ＥＴＨ处理相比ꎬＪＡ处理与 ＥＴＨ处理相比ꎬ表达特征相似的基因分别有 １８个、１６个和

１３个ꎮ ＯｓＨｓｆＡ２ａ、ＯｓＨｓｆＡ３、ＯｓＨｓｆＢ２ａ、ＯｓＨｓｆＢ２ｃ 等 ４个水稻的Ｈｓｆ 基因可能参与调控水稻对纹枯病的抗性ꎬ研究结果明确了水稻

中Ｈｓｆ 基因对不同激素处理的响应特征ꎬ为进一步研究Ｈｓｆ 在水稻逆境响应中的功能提供了参考依据ꎮ
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ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＪＡꎬ ＳＡ ａｎｄ ＥＴＨ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎬ ａｎｄ ｏｎｌｙ ａ ｆｅｗ ｓｈｏｗｅｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｏｎｅꎬ ｔｈｒｅｅ
ａｎｄ ｔｈｒｅｅ Ｈｓｆ ｗｉｔｈ ｏｐｐｏｓｉｔｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｉｎ ＪＡ ａｎｄ ＳＡꎬ ＳＡ ａｎｄ ＥＴＨꎬ ａｎｄ ＪＡ ａｎｄ ＥＴＨ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ １８ꎬ １６ ａｎｄ １３ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｆｏｕｒ ｒｉｃｅ Ｈｓｆ ｇｅｎｅｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＯｓＨｓｆＡ２ａꎬ ＯｓＨｓ￣
ｆＡ３ꎬ ＯｓＨｓｆＢ２ａꎬ ＯｓＨｓｆＢ２ｃꎬ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｒｉｃｅ ｓｈｅａｔｈ ｂｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓ￣
ｔｉｃｓ ｏｆ Ｈｓｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌａｒｉｆｉｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｓｆ ｉｎ ｒｉｃｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｒｉｃｅꎻ ＯｓＨｓｆ ｇｅｎｅꎻ ｓｈｅａｔｈ ｂｌｉｇｈｔꎻ ｄｅｆｅｎｓｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｈｏｒｍｏｎｅ

　 　 植物生长在复杂的环境中ꎬ无法规避不利环境

因素对其生长的干扰ꎬ因此ꎬ为了适应恶劣的生存环

境ꎬ植物已经形成了复杂的胁迫调节与反应网

络[１]ꎮ 植物对各种胁迫的反应主要是通过各类信

号元件对胁迫信号的感知与传导ꎬ由此激活大量胁

迫相关基因的表达及功能蛋白质的合成[２]ꎮ 在面

对外部胁迫时ꎬ许多功能蛋白质ꎬ如组织调节蛋白

质、离子通道蛋白质、转运蛋白质和抗氧化蛋白质等

大量合成并积累ꎬ而这些功能蛋白质主要受到特定

转录因子调节[３￣４]ꎮ 在上述植物转录因子中ꎬ热激转

录因子(Ｈｓｆ)是信号转导通路的终端元件ꎬ参与应

对各种非生物 /生物胁迫ꎬ对于维持植物生长发育是

必不可少的[５￣６]ꎮ
自 Ｈｓｆ 基因首次在番茄中克隆后[７]ꎬ其他植物

中的 Ｈｓｆ 基因也相继被确认并克隆ꎬ例如ꎬ拟南芥中

有 ２１ 个 Ｈｓｆ 基因ꎬ小麦中有 ７８ 个 Ｈｓｆ 基因[８]ꎬ玉米

中有 ２５ 个 Ｈｓｆ 基因[９]ꎬ水稻中有 ２５ 个 Ｈｓｆ 基因[１０]ꎮ
尽管不同物种中的 Ｈｓｆ 蛋白数量和序列有所不同ꎬ
但是其蛋白质结构是相对保守的ꎮ 根据植物 Ｈｓｆ 蛋
白结构ꎬ可将其分为 Ａ、Ｂ、Ｃ ３ 类[１１]ꎬ其中 Ａ 类 Ｈｓｆ
含有 ＤＮＡ 结合结构域(ＤＢＤ)、寡聚结构域(ＯＤ)、

核定位 /输出信号(ＮＬＳ、ＮＥＳ) 及转录激活结构域

(ＡＨＡ ｍｏｔｉｆ) [５ꎬ１１]ꎮ ＨｓｆＡ１ｓ 被认为是拟南芥、番茄

热激反应的主要调控因子[１２￣１３]ꎮ 而 Ｂ 类、Ｃ 类 Ｈｓｆ
缺乏 ＡＨＡ 结构域ꎬ没有明显的转录激活因子功

能[５]ꎬ大多数 Ｂ 类 Ｈｓｆ 的 Ｃ 端存在 １ 个抑制结构域ꎬ
使其缺乏转录激活功能ꎮ 目前ꎬ已知的 Ｈｓｆ 可以识

别并结合多个含有热激元件的热激基因的启动子序

列(ＨＳＥ)并调控其表达[５ꎬ１４]ꎮ
已有研究结果显示ꎬＨｓｆ 广泛参与了如高温胁

迫、低温胁迫、盐胁迫、干旱胁迫、病原菌危害等多种

非生物 /生物胁迫的响应及对生长发育的调控ꎬ其在

拟南芥、番茄中的报道较多ꎮ 在非生物胁迫方面ꎬ
ＡｔＨｓｆＡ２ 是诱导高水平热激反应的转录激活因子ꎬ
在拟南芥的耐热性中发挥了重要作用[１５]ꎻＡｔＨｓｆＡ３
受到干旱、高温诱导表达[１６￣１７]ꎻＡｔＨｓｆ５ 是 ＡｔＨｓｆＡ４ 的

特异性抑制因子[１８]ꎻ ＡｔＨｓｆＡ６ａ 是拟南芥脱落酸

(ＡＢＡ)信号通路中关键的转录激活因子[１９]ꎻＡｔＨｓ￣
ｆＢ１、ＡｔＨｓｆＢ２ｂ 是拟南芥中抑制热激基因表达的转

录抑制因子[１１ꎬ ２０]ꎻ过表达 ＬｐＨｓｆＡ１ａ 可强化番茄的

耐热性[２１]ꎮ 在生物胁迫方面ꎬＡｔＨｓｆ１ｂ 能够增强拟

南芥对细菌(Ｐｓｔ ＤＣ３０００)、卵菌(Ｈｐａ ＷＡＣ０９)的抗
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性[２２]ꎻＡｔＨｓｆＢ１、ＡｔＨｓｆＢ２ｂ 可通过调控防御相关基因

ＡｔＰｄｆ１.２ 的表达来增强植物对病原菌的抗性[２３]ꎻ
ＬｐＨｓｆＡ１ａ 参与 Ｒ 基因介导的对线虫的抗性[２４]ꎮ 在

生长发育方面ꎬＡｔＨｓｆＢ４ 可以控制根部细胞的分裂ꎬ
此前的研究结果表明ꎬＡｔＨｓｆＢ４ 突变体( ｓｃｚ￣２)主根

长度显著变短[２５￣２６]ꎮ 在正常生长条件下ꎬ拟南芥 ｈｓ￣
ｆｂ１￣１、ｈｓｆｂ２ｂ￣１ 双突变幼苗与野生型相比拥有更长

的下胚轴ꎻＡｔＨｓｆＢ２ａ 是拟南芥配子体发育所必需

的[２７]ꎻＡｔＨｓｆＡ９ 在拟南芥种子萌发过程中高表达ꎬ有
助于胚胎生长及种子活化[２８]ꎮ

目前ꎬＨｓｆ 家族成员已在多种作物中被鉴定ꎬ
但是除了在拟南芥中的研究较多外ꎬ在其他物种

中缺乏深入的研究ꎬ使得 Ｈｓｆ 基因在相关抗逆机制

中的功能研究进展缓慢ꎮ 虽然目前研究者已经在

水稻中鉴定到 ２５ 个典型 Ｈｓｆ 成员ꎬ对其基因结构

及进化关系也有了初步研究结果[１０ꎬ ２９] ꎬ个别 Ｈｓｆ
的功能也得到了初步研究ꎮ 例如ꎬＯｓＨｓｆＢ４ｄ 能够

结合 ＯｓＨｓｐ１８.０￣ＣＩ 的启动子并激活其表达ꎬ最终

增强水稻对白叶枯病的抗性[３０] ꎻＯｓＨｓｆＡ４ａ 基因过

表达的水稻能够增强对金属镉的耐受性[３１] ꎻＯｓＨｓ￣
ｆＡ２ｃ、ＯｓＨｓｆＢ４ｂ 蛋白可以相互作用ꎬ结合在分子伴

侣基因 ＯｓＨｓｐ１００ 的启动子上并激活其转录ꎬ调控

水稻对多种胁迫的反应[３２] ꎻ过表达 ＯｓＨｓｆＡ７ 会使

水稻的根毛、侧根长度显著变短ꎬ说明 ＯｓＨｓｆＡ７ 在

水稻根系发育过程中起着重要作用[３３] ꎻＯｓＨｓｆＡ１ａ、
ＯｓＨｓｆＡ２ａ 通过参与水稻乙烯通路来提高水稻的耐

热性[３４] ꎻ高温可以显著诱导 ＯｓＨｓｆＢ２ｂ 的表达ꎬ进
一步研究发现ꎬＯｓＨｓｆＢ２ｂ 能够正调控水稻的耐高

温性ꎬ负调控对高盐胁迫的耐受性[３５] ꎮ 但总体而

言ꎬ目前关于大多数水稻 Ｈｓｆ 基因的功能仍不清

楚ꎬ有待进一步研究ꎮ
由立枯丝核菌(Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ)引起的纹枯

病是水稻最具破坏性的真菌性病害之一ꎬ纹枯病

病菌主要通过侵染水稻的叶鞘、叶片组织及破坏

水稻正常生长ꎬ从而造成水稻产量损失、稻米品质

下降[３６￣３７] ꎮ 有研究发现ꎬ植物激素在参与纹枯病

抗性调控方面具有重要作用[３８￣４１] ꎮ 例如ꎬ水稻

ＷＲＫＹ 转录因子 ＷＲＫＹ３０、ＷＲＫＹ８０ 能够通过调

控 ＪＡ、ＥＴＨ 的生物合成和代谢ꎬ从而调节水稻对纹

枯病的抗性[４２￣４３] ꎮ ＯｓＡＣＳ２ 是重要的 ＥＴＨ 合成相

关基因ꎬ相较于野生型ꎬ其过表达植株体内的 ＥＴＨ
大量合成ꎬ增强了水稻对纹枯病的抗性[４４] ꎮ 外源

喷施 ＳＡ 可以抑制纹枯病病菌的增殖ꎬ从而提高水

稻对纹枯病的抗性[４５] ꎮ ＯｓＯＳＭ１ 是水稻 ＪＡ 信号

通路的相关基因ꎬＯｓＯＳＭ１ 的过表达被证实能够增

强水稻对纹枯病的抗性[４６] ꎮ 薛芗等[４７] 发现ꎬ外源

施用 ＥＴＨ 类物质能够增强水稻对纹枯病的抗性ꎬ
相反ꎬ施用 ＥＴＨ 合成抑制剂会降低水稻对纹枯病

的抗性ꎬ与野生型相比ꎬＥＴＨ 受体突变体更易感纹

枯病ꎮ Ｔａｈｅｒｉ 等[４８]研究发现ꎬ维生素 Ｂ２(ＶＢ２
)能够

激活水稻体内 ＪＡ 或 ＥＴＨ 信号通路并诱导相关防

御基因的表达ꎬ证明用 ＶＢ２
处理水稻的确增强了其

对纹枯病的抗性ꎮ 另有研究发现ꎬＶＢ２
增强水稻对

纹枯病的抗性与其激活 ＪＡ 介导的苯丙烷代谢通

路相关[４９] ꎮ 然而ꎬＨｓｆ 基因是否参与水稻对纹枯病

病菌的防御反应还未见报道ꎮ
为了明确哪些 Ｈｓｆ 家族基因参与水稻对纹枯病

病菌的防御反应并解析其可能参与的激素信号途

径ꎬ本研究拟系统分析 ２５ 个水稻 Ｈｓｆ 家族基因对纹

枯病病菌侵染的响应特征及用 ４ 种激素[茉莉酸

(Ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬＪＡ)、水杨酸(Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬＳＡ)、乙
烯(ＥｔｈｙｌｅｎｅꎬＥＴＨ)和激动素(ＫｉｎｅｔｉｎꎬＫＴ)]处理后

的表达模式ꎬ同时分析它们在水稻不同组织中的表

达情况ꎮ 研究结果旨在进一步丰富 Ｈｓｆ 家族基因在

生物胁迫过程中的响应机制ꎬ尤其是在水稻对纹枯

病抗性方面的功能和机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 水稻植株培养

本研究选取的水稻材料为 Ｄｏｎｇｊｉｎꎮ 种子经浸

种(４８ ｈ)、催芽(３６ ｈ)后分别播种于 ９６ 孔发芽盒、
长条盆中ꎬ发芽盒、长条盆分别放置在 ２８ ℃培养箱、
人工气候室中ꎬ湿度保持在 ８０％ꎬ光照培养时间为

１６ ｈꎬ黑暗培养时间为 ８ ｈꎮ
１.２　 水稻纹枯病病菌的培养及人工接种

本研究所用水稻纹枯病病菌菌株 ＹＮ￣７ 由本实

验室采集并保存ꎮ 纹枯病病菌的培养及接种参照已

报道的方法[５０￣５１]ꎮ 首先将整张木片裁剪成长×宽＝
１ ｃｍ×２ ｍｍ 的小木片ꎬ并将其均匀放置在塑料培养

皿中ꎬ向培养皿中加入 ５ ｍｌ 马铃薯葡萄糖肉汤(Ｐｏ￣
ｔａｔｏ ｄｅｘｔｒｏｓｅ ｂｒｏｔｈꎬ ＰＤＢ)培养液ꎬ将培养好的纹枯病

病菌菌块接种在培养皿中间ꎬ于 ２８ ℃黑暗培养 ３ ｄꎬ
挑选长满纹枯病病菌菌丝的小木片作为接种物ꎮ 以

在人工气候室中生长至分蘖末期的 Ｄｏｎｇｊｉｎ 植株为

１１６高　 鹏等:水稻热激转录因子家族基因对纹枯病病菌和植物激素的响应特征



接种对象ꎬ用镊子将上述接种物夹取到自上而下第

３ 叶叶鞘内壁自上而下约 ２ ｃｍ 处ꎬ分别在接种前与

接种后 ６ ｈ、９ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 取以接种位置为中

心的 １ ｃｍ 长的叶鞘组织并提取 ＲＮＡꎮ
１.３　 激素喷施处理

以在培养箱中生长至 ４ 叶期的 Ｄｏｎｇｊｉｎ 植株

为处理对象ꎬ分别配制并喷施 １００ μｍｏｌ / Ｌ茉莉

酸、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ激动素、 ８ ｍｍｏｌ / Ｌ水杨 酸 和 ５００
μｍｏｌ / Ｌ乙烯ꎬ同时设置空白对照(喷施清水) ꎬ分
别在喷施前与喷施后 ４ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 取叶片并提

取 ＲＮＡꎮ
１.４　 系统进化树分析

从 ＮＣＢＩ 网站( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ)
下载水稻基因组序列文件及水稻基因组注释信息文

件ꎬ用 ＴＢｔｏｏｌｓ 提取水稻的 Ｈｓｆ 蛋白氨基酸序列ꎬ并
用 Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｂｕｉｌｄ ａ ＭＬ Ｔｒｅｅ 工具软件进行系统进化

树构建ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 设置为１ ０００次重复ꎮ
１.５　 生物信息学分析

水稻 Ｈｓｆ 蛋白特征、蛋白质结构域、基因结构和

启动子顺式作用元件的分析借助 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件完成ꎮ
用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件对水稻 Ｈｓｆ 的蛋白质氨基酸序列、基
因碱基序列及启动子(２ ０００ ｂｐ)序列进行提取ꎬ用
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｃａｌｃ 软件对水稻 Ｈｓｆ 蛋白的各项

理化性质进行分析ꎻ用 Ｂａｔｃｈ ＳＭＡＲＴ 软件对其蛋白

质结构域进行分析ꎻ用 Ｇｅｎｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｖｉｅｗ 软件对

其基因结构进行分析ꎻ结合 Ｓｉｍｐｌｅ ＢｉｏＳｅｑｕｅｎｃｅ Ｖｉｅ￣
ｗｅｒ 与 ＰｌａｎｔＣａｒｅ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ.
ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )在线网站对顺式作用

元件进行分析ꎮ
１.６　 ＲＮＡ 提取与荧光定量 ＰＣＲ 分析

水稻各样品的 ＲＮＡ 提取使用南京诺唯赞生

物科技股份有限公司生产的 ＲＮＡ￣ｅａｓｙ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒ꎮ ｃＤＮＡ 的合成使用南京诺唯赞

生物科技股份有限公司生产的 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ １ｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ ( ＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ) ꎮ 以水

稻 Ａｃｔｉｎ 基因(登录号:ＬＯＣ＿Ｏｓ０１ｇ１２９００)作为内

参ꎬ各 Ｈｓｆ 基因的荧光定量 ＰＣＲ 引物见表 １ꎬ设置

３ 个生物学重复ꎬ每个生物学重复包含 ３ 次技术

性重复ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 分析的体系配置及上机

操作参照南京诺唯赞生物科技股份有限公司的

ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 说明书进行ꎮ 参

照 ２ －△△Ｃｔ方法计算各 Ｈｓｆ 基因在不同处理下的相

对表达量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 水稻 Ｈｓｆ 蛋白的系统进化分析

通过 ＮＣＢＩ 网站 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ)对 Ｈｓｆ 基因进行检索ꎬ最终从水稻全基因组中

确定 ２５ 个 ＯｓＨｓｆ 基因ꎬ包括 １３ 个 ＯｓＨｓｆＡ 基因、８ 个

ＯｓＨｓｆＢ 基因和 ４ 个 ＯｓＨｓｆＣ 基因ꎮ 进一步对这 ２５ 个

基因在水稻染色体上的物理位置进行汇总ꎬ发现

ＯｓＨｓｆ 基因在染色体 １~染色体 １０ 上均有分布ꎬ在染

色体 １１、染色体 １２ 上不存在ꎬ其中染色体 ４、染色体

５、染色体 １０ 上各有 １ 个 ＯｓＨｓｆ 基因ꎬ染色体 ３ 上的

ＯｓＨｓｆ 基因最多ꎬ有 ６ 个(图 １Ａ)ꎮ
　 　 根据各 ＯｓＨｓｆ 蛋白的氨基酸序列ꎬ进一步利用

ＴＢｔｏｏｌｓ 构建 Ｈｓｆ 蛋白的系统进化树ꎮ 由图 １Ｂ 可以

看出ꎬ这些蛋白质可分为 ３ 个大组ꎬ即组Ⅰ~组Ⅲꎬ
其中组Ⅰ包含 １ 个亚组ꎬ组Ⅱ、组Ⅲ各包含 ２ 个亚

组ꎮ 因此ꎬ总体上可将水稻 Ｈｓｆ 蛋白划分为组Ⅰ￣１、
组Ⅱ￣１、组Ⅱ￣２、组Ⅲ￣１ 和组Ⅲ￣２ꎬ其中 ８ 个 ＯｓＨｓｆＢ
均出现在组Ⅱ￣１ꎬ４ 个 ＯｓＨｓｆＣ 均出现在组Ⅲ￣１ꎬ组
Ⅰ￣１、组Ⅱ￣２ 各包含 １ 个 ＯｓＨｓｆＡꎬ其余 ＯｓＨｓｆＡ 分布

在组Ⅱ￣１、组Ⅲ￣１、组Ⅲ￣２ 中ꎮ 表明 ３ 个 ＯｓＨｓｆ 亚家

族基因在进化关系上距离较远ꎮ 此外ꎬ单独成组的

ＯｓＨｓｆＡ９、ＯｓＨｓｆＡ１ 与其他 ＯｓＨｓｆＡ 可能存在某种差

异ꎮ 上述结果提示ꎬＯｓＨｓｆ 基因可能已经在功能上产

生了分化ꎮ
２.２　 水稻 ＯｓＨｓｆ 家族基因的生物信息学分析

为了进一步了解 ＯｓＨｓｆ 家族基因的相关分子

特征ꎬ本研究利用生物信息学对其基因结构和启

动子顺式作用元件以及编码的蛋白质特征、蛋白

质结构域进行分析ꎮ 结果显示ꎬ水稻中的 ＯｓＨｓｆ 蛋
白大 小 和 相 对 分 子 质 量 分 别 为 ２５０ ~ ５０６ ａａ、
２７ ２２０ ~ ５５ ２８０ꎻ１８ 个 Ｈｓｆ 蛋白的理论等电点(ＰＩ)
为４.６５ ~ ６􀆰 ５５(呈酸性)ꎬ７ 个为７.０５ ~ ９􀆰 ３６ (呈碱

性)ꎻ不稳定系数( ＩＩ)为３２.０５ ~ ６９􀆰 ４９ꎬ仅 ＯｓＨｓｆＣ２ｂ
的不稳定系数低于 ４０􀆰 ００ꎬ提示其稳定性较好ꎻ脂
溶指数、亲水指数分别为５７.３９ ~ ７９􀆰 ７６、 －０.９０１ ~
－０.２６５(表 １)ꎮ
　 　 图 ２Ａ 所示ꎬ大多数 Ｈｓｆ 蛋白包含热激因子结构

域(ＨＳＦ ｄｏｍａｉｎ)、复合螺旋区域(Ｃｏｉｌｅｄ ｃｏｉｌ ｒｅｇｉｏｎ)
和低复杂性区域(Ｌｏｗ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｒｅｇｉｏｎ)等 ３ 种结构

域ꎮ 进一步结合 Ｈｓｆ 蛋白系统进化树分析发现ꎬ３
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个 ＯｓＨｓｆＡ(ＯｓＨｓｆＡ４ｄ、ＯｓＨｓｆＡ４ｂ 和 ＯｓＨｓｆＡ２ｅ)仅包

含 ＨＳＦ ｄｏｍａｉｎ 和 Ｃｏｉｌｅｄ ｃｏｉｌ ｒｅｇｉｏｎꎬ且前两者均属于

组Ⅱ￣１ꎻ ＯｓＨｓｆＢ４ａ、 ＯｓＨｓｆＢ４ｃ、 ＯｓＨｓｆＣ２ａ、 ＯｓＨｓｆＣ２ｂ、
ＯｓＨｓｆＣ１ａ 和 ＯｓＨｓｆＡ７ 仅含有 ＨＳＦ ｄｏｍａｉｎ、Ｌｏｗ ｃｏｍ￣
ｐｌｅｘｉｔｙ ｒｅｇｉｏｎꎬ４ 个 ＯｓＨｓｆＣ 中仅有 ＯｓＨｓｆＣ１ｂ 含有 ３
种类型结构域ꎻ多数 Ｈｓｆ 蛋白包含 １ 个 ＨＳＦ ｄｏｍａｉｎ、
１ 个 Ｃｏｉｌｅｄ ｃｏｉｌ ｒｅｇｉｏｎ 和多个 Ｌｏｗ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｒｅｉｇｏｎꎬ

其中含有 ３ 个以上 Ｌｏｗ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｒｅｉｇｏｎ 的 Ｈｓｆ 蛋白

均出现在组 Ⅱ￣１ 中ꎬ 且多属于 ＯｓＨｓｆＢꎻ ＯｓＨｓｆＡ、
ＯｓＨｓｆＣ 一般仅含有 ３ 个或 ３ 个以下 Ｌｏｗ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ
ｒｅｉｇｏｎꎮ 上述结果显示ꎬ对于不同类型的 Ｈｓｆ 蛋白ꎬ
因其蛋白质结构不同ꎬ在植物体内的功能亦可能有

所不同ꎮ

图 １　 水稻 ＯｓＨｓｆ 蛋白的系统发育树(Ａ)及其基因在日本晴基因组染色体上的分布(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ (Ａ) ａｎｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ (Ｂ) ｏｆ ｒｉｃｅ ＯｓＨｓｆ

　 　 对 ２５ 个 ＯｓＨｓｆ 基因的外显子 /内含子组成进行

分析ꎬ结果显示ꎬＯｓＨｓｆ 基因的结构总体较为保守ꎬ多
数基因含有相似数量的外显子、内含子ꎬ除 ＯｓＨｓｆＡ９、
ＯｓＨｓｆＢ２ｂ、ＯｓＨｓｆＢ２ｃ、ＯｓＨｓｆＡ２ｃ 和 ＯｓＨｓｆＡ２ｄ 外ꎬ其余

基因均只含有 ２ 个外显子ꎬ同时该家族基因的内含

子数量整体较少ꎬ大多数成员的内含子数量少于 ４
个(图 ２Ｂ)ꎮ

进一步对 ＯｓＨｓｆ 基因上游 ２ ｋｂ 的启动子序列中

的顺式作用元件进行预测ꎬ对预测结果中注释为水

稻响应元件的部分进行汇总ꎬ最终获得 ８ 种共计 ９５
个顺式作用元件ꎮ 进一步分析发现ꎬ有 ４ 种元件与

激素反应有关且占比较高ꎬ分别是 ＡＢＲＥ、ＣＡＲＥ、Ｐ￣
ｂｏｘ 和 ＴＡＴＣ￣ｂｏｘꎬ其中 ＡＢＲＥ 元件为脱落酸响应元

件ꎬ其余 ３ 种为赤霉素响应元件ꎮ 此外ꎬ光响应元件

Ｓｐ１ 和转录核心元件 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 的出现频率也较高

(图 ２Ｃ)ꎮ
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表 １　 水稻 ＯｓＨｓｆ 家族基因荧光定量 ＰＣＲ 引物及其编码的蛋白质分子特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＯｓＨｓｆ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

序号 基因号 基因
蛋白质
大小
(ａａ)

蛋白质
相对分子

质量
等电点

不稳定
系数

脂溶
指数

亲水性
指数

引物序列　 　 　

１ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ６３７５０ ＯｓＨｓｆＡ１ ５０６ ５５ ２８０ ４.９７ ５４.０１ ７４.９８ －０.４３４ Ｆ:５′̄ ＣＴＴＴＧＣＣＴＧＡＡＧＡＡＧＧＴＧＡＴＧＡ￣３′
Ｒ:５′̄ ＴＡＧＣＡＧＧＡＡＧＴＴＴＣＴＧＧＧＴＧＴＣＡ￣３′

２ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５３３４０ ＯｓＨｓｆＡ２ａ ３７６ ４０ ８５０ ４.９７ ５０.９１ ６９.３１ －０.５３３ Ｆ:５′̄ ＣＴＴＣＴＧＧＡＡＴＴＴＧＣＡＣＣＴＡＧＴＡＴＣＡＧ￣３′
Ｒ:５′̄ ＡＧＡＧＧＣＡＣＣＡＧＴＴＧＣＡＴＡＴＧＧ￣３′

３ ＬＯＣ＿Ｏｓ０７ｇ０８１４０ ＯｓＨｓｆＡ２ｂ ３７２ ４１ ５２０ ４.６５ ５１.４９ ６９.２２ －０.６９７ Ｆ:５′̄ ＴＴＴＴＡＧＴＴＧＡＡＴＴＴＣＴＧＣＴＴＧＣＴＡＣＴＧ￣３′
Ｒ:５′̄ ＴＧＧＣＣＴＡＡＣＡＡＣＧＡＡＣＡＡＡＴＣＡ￣３′

４ ＬＯＣ＿Ｏｓ１０ｇ２８３４０ ＯｓＨｓｆＡ２ｃ ３５８ ４０ ７８０ ４.９２ ５８.７８ ７２.４６ －０.８０２ Ｆ:５′̄ ＧＣＡＧＡＡＡＣＡＧＧＴＣＣＡＧＡＴＧＡＴＧ￣３′
Ｒ:５′̄ ＴＧＴＧＣＣＡＡＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＡＡ￣３′

５ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ０６６３０ ＯｓＨｓｆＡ２ｄ ３７９ ４３ ７１０ ８.４７ ５４.４８ ６９.７４ －０.７２５ Ｆ:５′̄ ＧＴＴＧＴＧＡＡＡＣＴＡＡＧＧＣＡＣＡＡＧＣＡ￣３′
Ｒ:５′̄ ＣＡＴＧＴＴＧＣＡＧＣＣＴＣＴＣＴＴＣＣＡ￣３′

６ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５８１６０ ＯｓＨｓｆＡ２ｅ ３５７ ４０ ２６０ ５.６４ ５３.０４ ６２.１８ －０.８１６ Ｆ:５′̄ ＡＧＧＴＣＴＣＣＴＣＣＣＣＣＡＴＧＧＴ￣３′
Ｒ:５′̄ ＣＧＡＴＧＧＴＡＡＴＴＡＴＴＧＣＧＧＣＡＡＴ￣３′

７ ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ３２５９０ ＯｓＨｓｆＡ３ ４９８ ５５ １００ ４.７３ ５８.４１ ７８.５５ －０.５６９ Ｆ:５′̄ ＴＧＣＴＧＣＣＡＧＡＧＡＡＣＡＴＡＧＧＡＣＴＴ￣３′
Ｒ:５′̄ ＧＴＧＴＧＴＣＡＡＡＴＣＣＣＴＧＡＡＣＣＡＡ￣３′

８ ＬＯＣ＿Ｏｓ０１ｇ５４５５０ ＯｓＨｓｆＡ４ｂ ４４０ ４９ ３９０ ５.２６ ５９.６９ ５７.３９ －０.９０１ Ｆ:５′̄ ＣＴＧＧＴＣＣＡＴＣＡＡＧＡＧＡＴＣＡＡＣＣＴ￣３′
Ｒ:５′̄ ＣＣＡＧＡＡＧＣＣＡＴＣＧＴＴＴＧＣＡ￣３′

９ ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ４５４１０ ＯｓＨｓｆＡ４ｄ ４５９ ５１ １６０ ５.１４ ５５.３６ ６７.５８ －０.６４５ Ｆ:５′̄ ＡＧＧＡＣＧＡＴＧＴＡＡＡＡＧＣＡＧＡＡＴＴＡＧＧ￣３′
Ｒ:５′̄ ＧＣＴＣＧＧＴＧＡＴＣＴＧＡＴＣＡＡＣＣＴＴ￣３′

１０ ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２９３４０ ＯｓＨｓｆＡ５ ４７５ ５２ ８８０ ５.３０ ５５.９０ ６１.０９ －０.７３９ Ｆ:５′̄ ＧＧＡＴＧＣＡＣＧＡＧＴＡＧＣＣＡＧＴＧＡ￣３′
Ｒ:５′̄ ＡＧＧＡＡＣＴＧＣＴＣＣＣＡＧＡＡＣＴＴＧＴＣ￣３′

１１ ＬＯＣ＿Ｏｓ０６ｇ３６９３０ ＯｓＨｓｆＡ６ ３３１ ３６ １００ ４.９１ ６１.５１ ７９.７６ －０.３４８ Ｆ:５′̄ ＴＴＣＧＣＴＧＡＴＴＣＴＴＧＧＴＴＡＧＴＴＴＧＡ￣３′
Ｒ:５′̄ ＧＣＣＣＧＣＣＧＡＧＧＡＡＧＴＣ￣３′

１２ ＬＯＣ＿Ｏｓ０１ｇ３９０２０ ＯｓＨｓｆＡ７ ４０２ ４３ ９１０ ７.０５ ５０.３８ ６９.４０ －０.３８６ Ｆ:５′̄ ＣＣＴＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧＴＴＧＡＴＧＡＣＴ￣３′
Ｒ:５′̄ ＴＣＴＴＣＴＣＡＴＧＣＣＴＣＴＡＧＴＧＴＴＣＣＡ￣３′

１３ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ１２３７０ ＯｓＨｓｆＡ９ ４１０ ４５ ４７０ ５.０４ ５９.２３ ６７.５４ －０.６７６ Ｆ:５′̄ ＣＡＴＴＡＧＴＴＣＴＴＣＧＧＴＧＡＣＣＡＡＣＣＴ￣３′
Ｒ:５′̄ ＣＡＣＣＣＴＧＡＧＧＡＣＧＣＣＡＴＴＴ￣３′

１４ ＬＯＣ＿Ｏｓ０９ｇ２８３５４ ＯｓＨｓｆＢ１ ３０２ ３２ ８００ ９.３６ ５６.３０ ６４.３４ －０.５８９ Ｆ:５′̄ ＡＴＡＣＧＴＧＣＧＧＣＣＣＴＧＴＧＴＴＡ￣３′
Ｒ:５′̄ ＴＣＡＧＣＣＴＴＧＡＣＴＣＣＴＣＧＴＡＣＴＧＴ￣３′

１５ ＬＯＣ＿Ｏｓ０４ｇ４８０３０ ＯｓＨｓｆＢ２ａ ３０５ ３２ ８１０ ５.１９ ６１.４７ ６１.８４ －０.７３９ Ｆ:５′̄ ＴＧＡＧＡＡＡＡＴＴＧＧＡＴＧＧＣＡＣＡＴＧ￣３′
Ｒ:５′̄ ＣＴＧＴＡＡＡＧＴＧＧＣＴＧＣＡＧＴＴＴＧＣ￣３′

１６ ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ４３３３４ ＯｓＨｓｆＢ２ｂ ３９０ ４１ ３７０ ５.２１ ５５.３０ ６５.６７ －０.４７３ Ｆ:５′̄ ＡＧＴＴＧＣＧＴＡＣＴＴＧＣＧＴＣＡＡＣＡ￣３′
Ｒ:５′̄ ＴＧＧＧＴＡＧＧＧＡＧＴＴＧＧＴＣＴＣＧＴＡ￣３′

１７ ＬＯＣ＿Ｏｓ０９ｇ３５７９０ ＯｓＨｓｆＢ２ｃ ４５４ ４７ ０１０ ５.１２ ５８.７０ ６１.６５ －０.３９８ Ｆ:５′̄ ＡＣＡＧＡＧＣＡＡＣＴＴＣＧＴＧＡＴＧＣＡ￣３′
Ｒ:５′̄ ＧＴＣＴＧＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＣＡＡＡＡ￣３′

１８ ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ３６７００ ＯｓＨｓｆＢ４ａ ３８０ ４１ ３９０ ９.１８ ６４.７０ ７２.７６ －０.３９１ Ｆ:５′̄ ＣＣＧＣＣＡＧＣＴＣＡＡＣＡＣＡＴＡＴＧ￣３′
Ｒ:５′̄ ＡＣＣＣＴＴＣＡＡＧＣＴＴＣＣＡＴＣＡＡＴＧ￣３′

１９ ＬＯＣ＿Ｏｓ０７ｇ４４６９０ ＯｓＨｓｆＢ４ｂ ３１０ ３４ ４５０ ６.５５ ５６.１０ ６３.６１ －０.５９３ Ｆ:５′̄ ＴＧＡＧＴＧＣＧＡＧＡＣＡＧＴＧＡＧＡＣＡＣＴ￣３′
Ｒ:５′̄ ＧＣＣＡＴＡＧＣＴＡＧＡＡＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡ￣３′

２０ ＬＯＣ＿Ｏｓ０９ｇ２８２００ ＯｓＨｓｆＢ４ｃ ３９４ ４２ ０４０ ８.６５ ６４.４４ ６５.７９ －０.３８８ Ｆ:５′̄ ＣＧＡＡＣＡＡＧＣＡＡＡＴＣＡＧＧＴＴＴＴＣＴ￣３′
Ｒ:５′̄ ＴＣＣＡＧＴＡＣＣＧＡＧＴＡＴＧＴＡＣＧＴＴＡＴＧＴＧ￣３′

２１ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ２５１２０ ＯｓＨｓｆＢ４ｄ ３０５ ３３ ９５０ ５.９４ ６９.４９ ６６.５９ －０.５４２ Ｆ:５′̄ ＧＴＧＧＣＴＧＡＣＡＧＧＴＧＧＧＡＧＴＴ￣３′
Ｒ:５′̄ ＧＡＣＧＡＣＴＴＣＣＴＣＣＧＧＴＧＧＡＴ￣３′

２２ ＬＯＣ＿Ｏｓ０１ｇ４３５９０ ＯｓＨｓｆＣ１ａ ３３９ ３６ ８６０ ６.２１ ５５.１４ ６９.１４ －０.３７６ Ｆ:５′̄ ＧＧＡＴＧＣＡＴＧＧＡＣＡＴＴＴＣＴＴＣＴＴＧ￣３′
Ｒ:５′̄ ＧＣＡＧＡＧＡＴＴＡＡＴＡＴＡＡＧＣＡＣＴＴＴＧＡＴＧＡＡ￣３′

２３ ＬＯＣ＿Ｏｓ０１ｇ５３２２０ ＯｓＨｓｆＣ１ｂ ２５０ ２７ ２２０ ８.９３ ４５.８６ ６７.６０ －０.３６８ Ｆ:５′̄ ＧＡＧＣＧＣＴＴＴＴＴＴＣＴＴＡＴＣＣＴＧＴＴＣ￣３′
Ｒ:５′̄ ＣＣＧＡＴＣＧＴＧＴＡＡＴＴＣＧＣＡＡＧＴＡＴ￣３′

２４ ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ１３８００ ＯｓＨｓｆＣ２ａ ２９８ ３１ ９２０ ６.０８ ４６.４９ ６９.７７ －０.３１１ Ｆ:５′̄ ＴＴＴＧＣＣＣＴＣＣＣＣＡＡＡＧＴＧＴ￣３′
Ｒ:５′̄ ＣＡＡＣＡＴＧＧＣＴＡＣＴＡＧＧＡＧＡＧＣＴＡＣＣＴＡ￣３′

２５ ＬＯＣ＿Ｏｓ０６ｇ３５９６０ ＯｓＨｓｆＣ２ｂ ２７８ ２８ ９７０ ７.８１ ３２.０５ ６２.６３ －０.２６５ Ｆ:５′̄ ＧＣＡＣＴＧＡＡＴＡＡＡＧＡＴＧＴＧＣＴＴＡＧＣＴＡＴＧ￣３′
Ｒ:５′̄ ＡＧＡＧＧＣＣＡＴＴＧＣＣＡＣＡＴＣＡＴ￣３′
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ｌｏｗ＿ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ＿ｒｅｇｉｏｎ:低复杂性区域ꎻＨＳＦ:热激因子结构域ꎻｃｏｉｌｅｄ＿ｃｏｉｌ＿ｒｅｇｉｏｎ:复合螺旋区域ꎻＵＴＲ:非翻译区ꎻＣＤＳ:编码区ꎮ
图 ２　 水稻 ＯｓＨｓｆ 家族成员的蛋白质结构域分析(Ａ)以及 ＯｓＨｓｆ 家族基因结构分析(Ｂ)和顺式作用元件分析(Ｃ)
Ｆｉｇ.２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＯｓＨｓｆ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ (Ａ)ꎬ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＯｓＨｓｆ ｆａｍｉｌｙ (Ｂ) ａｎｄ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ (Ｃ) ｉｎ ｒｉｃｅ
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２.３　 水稻 ＯｓＨｓｆ 基因的组织表达模式分析

为了进一步分析 ２５ 个 ＯｓＨｓｆ 基因在水稻不同

组织中的表达模式ꎬ本研究以 Ｄｏｎｇｊｉｎ 植株为材料ꎬ
在孕穗早期分别选取根、茎、叶片、叶鞘及穗的组织

样品ꎬ以检测 ＯｓＨｓｆ 家族基因在水稻 ５ 个组织中的

表达特征ꎮ 图 ３ 结果显示ꎬ２５ 个 ＯｓＨｓｆ 基因中有 ５
个基因表现为组成型表达模式ꎬ其中 ＯｓＨｓｆＡ７、ＯｓＨｓ￣
ｆＣ２ｂ 在选取的 ５ 份组织样品中均有较高表达量ꎬ而

ＯｓＨｓｆＡ２ａ、ＯｓＨｓｆＡ３ 和 ＯｓＨｓｆＡ６ 的表达量相对较低ꎮ
另外ꎬ有 ７ 个基因呈组织特异性表达ꎬ其中 ＯｓＨｓ￣
ｆＡ２ｄ、ＯｓＨｓｆＢ２ａ 和 ＯｓＨｓｆＢ２ｃ 主要在叶片、叶鞘组织

中表现出较高表达量ꎻＯｓＨｓｆＢ２ｂ、ＯｓＨｓｆＢ４ａ 主要在根

部表现出较高表达量ꎻＯｓＨｓｆＢ４ｂ、ＯｓＨｓｆＢ４ｃ 在茎中的

表达量明显高于其他组织ꎮ 上述结果表明ꎬ组织差

异化表达的水稻 Ｈｓｆ 基因可能在不同组织部位发挥

相关功能ꎮ

图例数据表示各 Ｈｓｆ 基因在各组织中的表达量ꎮ
图 ３　 ＯｓＨｓｆ 基因在水稻不同组织中的表达模式

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＯｓＨｓｆ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｔｉｓｓｕｅｓ

６１６ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２３ 年 第 ３９ 卷 第 ３ 期



２.４　 水稻 ＯｓＨｓｆ 基因响应纹枯病病菌侵染的表达

特征

　 　 为研究水稻 ＯｓＨｓｆ 基因响应纹枯病病菌侵染的

表达特征ꎬ本研究检测并分析了各 ＯｓＨｓｆ 基因在纹

枯病病菌侵染后不同时间点(０ ｈ、６ ｈ、９ ｈ、１２ ｈ、２４
ｈ、４８ ｈ)的表达特征ꎮ 图 ４Ａ 显示ꎬ２５ 个基因中有 １５
个对纹枯病病菌的侵染有响应ꎬ未响应的有 ６ 个ꎬ另外

４ 个基因(ＯｓＨｓｆＢ２ｂ、ＯｓＨｓｆＢ４ａ、ＯｓＨｓｆＢ４ｂ、ＯｓＨｓｆＢ４ｃ)未

检测到表达ꎬ可能与其主要在根部组织或茎 组织中特

异性表达有关ꎮ 在响应纹枯病病菌侵染的 １５ 个基因

中ꎬ受诱导上调表达的基因有 １１ 个(ＯｓＨｓｆＡ２ａ、ＯｓＨｓ￣
ｆＡ２ｂ、ＯｓＨｓｆＡ２ｃ、ＯｓＨｓｆＡ３、ＯｓＨｓｆＡ４ｂ、ＯｓＨｓｆＡ４ｄ、ＯｓＨｓｆＡ６、
ＯｓＨｓｆＢ１、ＯｓＨｓｆＢ２ａ、ＯｓＨｓｆＢ２ｃ、ＯｓＨｓｆＣ１ｂ)ꎬ下调表达的基

因有 ４ 个(ＯｓＨｓｆＡ２ｄ、ＯｓＨｓｆＣ１ａ、ＯｓＨｓｆＣ２ａ、ＯｓＨｓｆＣ２ｂ)ꎬ但
总体受诱导表达的强度较低ꎮ

将各样品处理后表达量与处理前表达量相比ꎬ得到各基因在不同处理后的基因表达差异倍数(ＦＣ)ꎬ进一步计算 ｌｏｇ２ＦＣꎬ当 ｌｏｇ２ＦＣ 为负值时

表明基因下调表达ꎬ为正值时表明基因上调表达ꎮ
图 ４　 水稻 ＯｓＨｓｆ 基因对纹枯病病菌(Ａ)和茉莉酸、水杨酸、激动素和乙烯(Ｂ)的响应

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ＯｓＨｓｆ ｔｏ Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ (Ａ)ꎬ ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬ ｋｉｎｅｔｉｎ ａｎｄ ｅｔｈｙｌｅｎｅ (Ｂ)

　 　 就不同亚家族而言ꎬ４ 个 ＯｓＨｓｆＣ 基因中仅有

ＯｓＨｓｆＣ１ｂ 上调表达ꎬ其余 ３ 个 ＯｓＨｓｆＣ 均呈下调表

达ꎻ８ 个 ＯｓＨｓｆＢ 基因中ꎬ除了上述 ４ 个未检测到表达

的基因外ꎬ另外 ４ 个 ＯｓＨｓｆＢ 中除 ＯｓＨｓｆＢ４ｄ 未响应

外ꎬ其余 ３ 个 ＯｓＨｓｆＢ 均受纹枯病病菌诱导而上调表

达ꎻ１３ 个 ＯｓＨｓｆＡ 亚家族基因受纹枯病病菌诱导表达

的模式相对均衡ꎬ其中 ５ 个不受纹枯病病菌诱导ꎬ７
个表现为上调表达ꎬ１ 个表现为下调表达ꎮ 根据响

应时期ꎬ在纹枯病病菌接种早期(６~１２ ｈ)受诱导上

调表达的基因为 ＯｓＨｓｆＡ３、ＯｓＨｓｆＡ４ｄ、ＯｓＨｓｆＡ６、ＯｓＨｓ￣

ｆＢ１ 和 ＯｓＨｓｆＣ１ｂꎬ下调表达的基因为 ＯｓＨｓｆＡ２ｄ、ＯｓＨｓ￣
ｆＣ１ａ、ＯｓＨｓｆＣ２ａꎻ在晚期(２４ ~ ４８ ｈ)受诱导上调表达

的基因为 ＯｓＨｓｆＡ２ａ、ＯｓＨｓｆＡ２ｂ、ＯｓＨｓｆＡ２ｃ、ＯｓＨｓｆＡ４ｂ、
ＯｓＨｓｆＢ２ａ、ＯｓＨｓｆＢ２ｃꎬ下调表达的基因为 ＯｓＨｓｆＣ２ｂꎮ
　 　 以上结果表明ꎬＯｓＨｓｆ 家族基因间ꎬ尤其是各亚

家族基因间响应纹枯病病菌诱导表达的特征存在一

定差异ꎮ
２.５　 水稻 ＯｓＨｓｆ 基因响应植物激素的表达

ＪＡ、ＳＡ 和 ＥＴＨ 广泛参与植物的抗病信号途径ꎬ
近年来 ＫＴ 也被发现参与植物抵御腐生性病原菌
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(如纹枯病病菌)的侵染响应[３８]ꎮ 为此ꎬ本研究拟进

一步分析各 ＯｓＨｓｆ 基因在 ＪＡ、ＫＴ、ＳＡ 和 ＥＴＨ 处理下

及不同处理时间点(０ ｈ、４ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ)的表达情

况ꎮ 图 ４Ｂ 结果显示ꎬ多数基因均响应上述 ４ 种激素

处理ꎮ ２５ 个基因中ꎬ对 ＪＡ 无响应的有 ３ 个(ＯｓＨｓ￣
ｆＡ２ａ、ＯｓＨｓｆＡ５、ＯｓＨｓｆＢ２ｂ)ꎬ有响应的有 ２２ 个ꎬ且只有

２ 个基因(ＯｓＨｓｆＡ２ｃ、ＯｓＨｓｆＣ１ｂ)受到 ＪＡ 诱导而上调

表达ꎬ其余均为下调表达ꎻ在 ＫＴ 处理中ꎬ有 ４ 个基

因(ＯｓＨｓｆＡ６、ＯｓＨｓｆＢ２ｂ、ＯｓＨｓｆＢ４ｃ、ＯｓＨｓｆＢ４ｄ)未表现

出响应ꎬ响应的 ２１ 个基因中ꎬ仅 ＯｓＨｓｆＣ１ｂ 上调表

达ꎬ其余 ２０ 个均下调表达ꎻ在 ＳＡ 处理中ꎬ有 ３ 个基

因(ＯｓＨｓｆＡ７、ＯｓＨｓｆＢ４ｃ、ＯｓＨｓｆＣ２ｂ)未响应ꎬ在响应的

２２ 个基因中ꎬ有 ２ 个基因(ＯｓＨｓｆＢ２ｂ、ＯｓＨｓｆＣ１ｂ)上调

表达ꎬ其余 ２０ 个下调表达ꎻ在 ＥＴＨ 处理中ꎬ有 ６ 个

基因 (ＯｓＨｓｆＡ７、ＯｓＨｓｆＢ１、ＯｓＨｓｆＢ４ａ、ＯｓＨｓｆＢ４ｂ、ＯｓＨｓ￣
ｆＢ４ｃ、ＯｓＨｓｆＣ２ｂ)未响应ꎬ响应的 １９ 个基因中ꎬ３ 个基

因(ＯｓＨｓｆＡ２ａ、ＯｓＨｓｆＢ２ｂ、ＯｓＨｓｆＣ１ａ)为上调表达ꎬ１６
个基因为下调表达ꎮ 总体来说ꎬ大部分 ＯｓＨｓｆ 基因

在上述 ４ 种植物激素处理下呈下调表达ꎮ 对比发

现ꎬ ＪＡ 处理与 ＳＡ 处理相比ꎬ 有 １ 个 Ｈｓｆ 基因

(ＯｓＨｓｆＡ２ｃ)受诱导表达的特征相反ꎬ相似的有 １８ 个

(ＯｓＨｓｆＡ６、 ＯｓＨｓｆＡ１、 ＯｓＨｓｆＡ２ｂ、 ＯｓＨｓｆＡ２ｄ、 ＯｓＨｓｆＡ２ｅ、
ＯｓＨｓｆＡ３、 ＯｓＨｓｆＡ４ｂ、 ＯｓＨｓｆＡ４ｄ、 ＯｓＨｓｆＡ９、 ＯｓＨｓｆＢ１、
ＯｓＨｓｆＢ４ａ、ＯｓＨｓｆＢ４ｂ、ＯｓＨｓｆＢ４ｄ、ＯｓＨｓｆＢ２ａ、ＯｓＨｓｆＢ２ｃ、
ＯｓＨｓｆＣ１ａ、ＯｓＨｓｆＣ１ｂ、ＯｓＨｓｆＣ２ａ)ꎻＳＡ 处理和 ＥＴＨ 处

理相比ꎬ有 ３ 个 Ｈｓｆ 基因(ＯｓＨｓｆＡ２ａ、ＯｓＨｓｆＣ１ａ、ＯｓＨｓ￣
ｆＣ１ｂ) 受诱导表达的特征相反ꎬ相似的有 １６ 个

( ＯｓＨｓｆＡ５、 ＯｓＨｓｆＡ２ｃ、 ＯｓＨｓｆＡ６、 ＯｓＨｓｆＡ１、 ＯｓＨｓｆＡ２ｂ、
ＯｓＨｓｆＡ２ｄ、 ＯｓＨｓｆＡ２ｅ、 ＯｓＨｓｆＡ３、 ＯｓＨｓｆＡ４ｂ、 ＯｓＨｓｆＡ４ｄ、
ＯｓＨｓｆＡ９、 ＯｓＨｓｆＢ２ｂ、 ＯｓＨｓｆＢ４ｄ、 ＯｓＨｓｆＢ２ａ、 ＯｓＨｓｆＢ２ｃ、
ＯｓＨｓｆＣ２ａ)ꎻＪＡ 处理和 ＥＴＨ 处理相比ꎬ有 ３ 个 Ｈｓｆ 基
因(ＯｓＨｓｆＡ２ｃ、ＯｓＨｓｆＣ１ａ、ＯｓＨｓｆＣ１ｂ)受诱导表达的特

征相反ꎬ相似的有 １３ 个 (ＯｓＨｓｆＡ６、ＯｓＨｓｆＡ１、ＯｓＨｓ￣
ｆＡ２ｂ、ＯｓＨｓｆＡ２ｄ、 ＯｓＨｓｆＡ２ｅ、 ＯｓＨｓｆＡ３、 ＯｓＨｓｆＡ４ｂ、 ＯｓＨｓ￣
ｆＡ４ｄ、 ＯｓＨｓｆＡ９、 ＯｓＨｓｆＢ４ｄ、 ＯｓＨｓｆＢ２ａ、 ＯｓＨｓｆＢ２ｃ、
ＯｓＨｓｆＣ２ａ)ꎮ

就不同亚家族而言ꎬ１３ 个 ＯｓＨｓｆＡ 中有 ８ 个基因

(ＯｓＨｓｆＡ１、ＯｓＨｓｆＡ２ｂ、ＯｓＨｓｆＡ２ｄ、ＯｓＨｓｆＡ２ｅ、ＯｓＨｓｆＡ３、ＯｓＨｓ￣
ｆＡ４ｂ、ＯｓＨｓｆＡ４ｄ、ＯｓＨｓｆＡ９)在 ４ 种激素处理下的表达模式

相同ꎬ均为下调表达ꎬ其余 ５ 个基因中ꎬＯｓＨｓｆＡ２ａ 未响

应 ＪＡ 处理ꎬ但在 ＫＴ、ＳＡ 处理后表现为下调表达ꎬ在
ＥＴＨ 处理后表现为上调表达ꎻＯｓＨｓｆＡ５ 同样未响应 ＪＡ

处理ꎬ而在其余 ３ 种激素处理后表现为下调表达ꎻＯｓＨｓ￣
ｆＡ２ｃ 受到 ＪＡ 的诱导表现为上调表达ꎬ受到其余激素的

诱导表现为下调表达ꎻＯｓＨｓｆＡ６未响应 ＫＴ 处理ꎬ而在其

余 ３ 种激素处理下表现为下调表达ꎻＯｓＨｓｆＡ７ 不响应

ＳＡ、ＥＴＨ 的诱导ꎬ而在 ＪＡ、ＫＴ 处理后表现为下调表达ꎮ
８ 个 ＯｓＨｓｆＢ 中ꎬＯｓＨｓｆＢ２ａ、ＯｓＨｓｆＢ２ｃ 在 ４ 种激素处理下

均表现为下调表达ꎬ另有 ＯｓＨｓｆＢ１、ＯｓＨｓｆＢ４ａ 和 ＯｓＨｓ￣
ｆＢ４ｂ 未响应乙烯处理ꎬ但在其余 ３ 种激素处理下表现

为下调表达ꎻＯｓＨｓｆＢ２ｂ 不响应 ＪＡ、ＫＴ 处理ꎬ而在 ＳＡ、
ＥＴＨ 处理下表现为上调表达ꎻＯｓＨｓｆＢ４ｃ 仅在 ＪＡ 处理下

表现为下调表达ꎬ未响应其余激素处理ꎻＯｓＨｓｆＢ４ｄ 未响

应 ＫＴ 处理ꎬ在其余 ３ 种激素处理下表现为下调表达ꎮ
４ 个 ＯｓＨｓｆＣ 中ꎬＯｓＨｓｆＣ２ａ 在 ４ 种激素处理下均表现为

下调表达ꎻＯｓＨｓｆＣ１ａ 在 ＥＴＨ 处理下表现为上调表达ꎬ
在其余 ３ 种激素处理下表现为下调表达ꎻＯｓＨｓｆＣ１ｂ 的

表达模式则与 ＯｓＨｓｆＣ１ａ 相反ꎬ仅在 ＥＴＨ 处理下表现为

下调表达ꎻＯｓＨｓｆＣ２ｂ 未响应 ＳＡ、ＥＴＨ 处理ꎬ在 ＪＡ、ＫＴ 处

理下表现为下调表达ꎮ 上述结果表明ꎬ部分 ＯｓＨｓｆ 家族

基因可能参与到 ＪＡ、ＫＴ、ＳＡ 和 ＥＴＨ 等 ４ 种植物激素调

控的信号传导网络中ꎬ并且发挥了不同的作用ꎮ

３　 讨 论

水稻 Ｈｓｆ 基因与植物的胁迫响应息息相关ꎬ通过

近 ３０ 年的研究与发展ꎬ越来越多的水稻 Ｈｓｆ 基因功能

和机制得到明确与解析ꎬ但这些研究多数围绕 Ｈｓｆ 基因

对非生物胁迫的响应ꎬ而对水稻病虫害等生物胁迫响

应的功能研究不多见ꎮ 纹枯病作为水稻最主要的病害

之一ꎬ会对水稻产量、品质造成重大影响ꎬ为了探索 Ｈｓｆ
基因与水稻纹枯病抗性间的关系ꎬ本研究首先构建了

水稻 Ｈｓｆ 家族基因的系统进化树ꎬ将水稻 Ｈｓｆ 分为Ⅰ̄１、
Ⅱ̄１、Ⅱ̄２、Ⅲ￣１、Ⅲ￣２等 ５ 组ꎬ并且 ３ 个 ＯｓＨｓｆ 亚家族基因

在进化关系上的距离较远ꎬ这与前人报道的结果[１０]基

本一致ꎬ暗示 ＯｓＨｓｆ 亚家族基因在功能上可能已经产生

了分化ꎮ 结合 Ｈｓｆ 蛋白结构域预测及系统进化树结

果ꎬ本研究发现ꎬ不同 Ｈｓｆ 蛋白包含的结构域类型及各

类型的数量有所不同ꎬ同时ꎬ结构域类型、数量相同或

某特定结构域数量相同的 Ｈｓｆ 多集中在同一组中ꎬ暗
示不同类型的 Ｈｓｆ 蛋白因其蛋白质结构不同ꎬ可能在

植物体内发挥不同功能ꎬ然而目前关于水稻 Ｈｓｆ 基因的

大多数生物学功能还未知ꎬ值得我们进一步研究ꎮ
水稻纹枯病的发生贯穿秧苗期至穗期ꎬ尤其是在

抽穗期前后ꎬ纹枯病的发生最为严重ꎮ 一般情况下ꎬ纹
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枯病病菌主要侵染水稻的叶鞘、叶片ꎬ在重发病情况下

甚至会蔓延至穗部[４７]ꎮ 本研究对 ２５ 个 ＯｓＨｓｆ 基因的

组织表达模式及其对纹枯病病菌的响应特征进行了分

析ꎬ结果表明ꎬＯｓＨｓｆＡ２ｄ、ＯｓＨｓｆＢ２ａ 和 ＯｓＨｓｆＢ２ｃ 在叶鞘、
叶片中表现为特异的高表达ꎬ此外ꎬ呈组成型表达的 ５
个基因在叶鞘或叶片中均有较高的表达量ꎮ 当被纹枯

病病菌侵染后ꎬ２５ 个基因中有 １５ 个对纹枯病病菌的侵

染有响应ꎬ但总体受诱导的强度较低ꎬ其中 １１ 个上调

表达的基因主要集中在 ＯｓＨｓｆＡ、ＯｓＨｓｆＢ 亚家族ꎬ４ 个下

调表达的基因主要集中在ＯｓＨｓｆＣ 亚家族ꎬ暗示不同Ｈｓｆ
基因对逆境响应的功能已发生了分化ꎬ部分 Ｈｓｆ 基因可

能参与调控水稻对纹枯病的抗性ꎮ 鉴于纹枯病病菌主

要侵染水稻叶鞘和叶片ꎬ因此既受纹枯病病菌侵染诱

导表达且在叶鞘、叶片中表现为较强表达的基因才可

能影响水稻对纹枯病的抗性ꎮ 因此ꎬ结合响应纹枯病

病菌侵染和组织表达结果ꎬ笔者推测 ４ 个基因(ＯｓＨｓ￣
ｆＡ２ａ、ＯｓＨｓｆＡ３、ＯｓＨｓｆＢ２ａ、ＯｓＨｓｆＢ２ｃ)最可能参与调控水

稻对纹枯病的抗性ꎬ后期有必要通过基因敲除、过表达

等方法进一步验证其在水稻纹枯病抗性中的功能ꎮ
ＪＡ、ＫＴ、ＳＡ 和 ＥＴＨ 是植物免疫信号转导通路中关键的

信号分子ꎬ此前的研究结果也表明ꎬ这 ４ 种激素均参与

调控水稻对纹枯病的免疫反应[４２￣４５]ꎮ 上述 ４ 个候选基

因中ꎬ除 ＯｓＨｓｆＡ２ａ 未响应 ＪＡ 处理且在 ＥＴＨ 处理后表

现为上调表达外ꎬ其余均受 ＪＡ、ＫＴ、ＳＡ 和 ＥＴＨ 诱导下

调表达ꎬ结合此前Ｗｕ 等[３４]的报道ꎬＯｓＨｓｆＡ２ａ 通过参与

水稻 ＥＴＨ 通路来提高水稻的耐热性ꎬ因此我们推测

ＯｓＨｓｆＡ２ａ 可能通过 ＥＴＨ 信号途径ꎬ同时介导水稻的耐

热性及对纹枯病的抗性ꎬ后续可通过创制 ＯｓＨｓｆＡ２ａ 过

表达及敲除转基因材料进一步验证此假设ꎮ 对上述

ＯｓＨｓｆ 基因进行深入研究并明确其是否参与水稻纹枯

病的抗性调控ꎬ有利于进一步完善对植物免疫信号转

导通路的研究ꎬ丰富人们对水稻抗纹枯病的信号传导

网络的认识ꎮ
在植物细胞信号传导通路中ꎬＪＡ、ＳＡ 信号通路之

间存在相互拮抗效应ꎬ但也能发挥协同作用[３８]ꎬ此外ꎬ
ＳＡ、ＥＴＨ 信号的相互作用通常以协同为主ꎬ在部分情况

下ꎬ这 ３ 种激素也可能共同参与到植物的免疫反应

中[５２]ꎮ 通过分析 Ｈｓｆ 家族基因在 ４ 种激素(ＪＡ、ＳＡ、
ＥＴＨ 和 ＫＴ)处理下的表达模式ꎬ我们发现多数基因均

能够响应 ４ 种激素处理ꎬ因而猜测这些基因可能参与

到这 ４ 种植物激素调控的信号传导网络中ꎮ 通过比较

各 Ｈｓｆ 基因对各激素的响应模式ꎬ我们发现在 ＪＡ、ＳＡ

处理后响应相反的基因有 １ 个ꎬ响应相似的基因有 １８
个ꎬ在 ＳＡ 和 ＥＴＨ、ＪＡ 和 ＥＴＨ 处理后响应相反的基因

均有 ３ 个ꎬ响应相似的基因分别有 １６ 个、１３ 个ꎬ这些结

果不仅印证了不同植物激素信号通路间存在的协同作

用与拮抗效应ꎬ也说明这些 ＯｓＨｓｆ 基因可能通过参与不

同激素信号来调控相应的逆境响应或生长发育功能ꎬ
研究结果将为进一步解析水稻 Ｈｓｆ 基因的功能和作用
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