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　 　 摘要:　 为明确玉米 ＺｍＺＩＭ 家族基因结构、位置、编码蛋白质性质及其对氮素的响应特征ꎬ本研究利用 ＴＢｔｏｏｌｓ、
ＭＥＧＡ Ｘ 等软件分析玉米 ＺｍＺＩＭ 家族基因的结构、染色体位置、顺式作用元件及系统发育关系及其编码蛋白质的理

化性质、保守结构域及基序ꎬ结合玉米不同发育时期不同器官的转录组数据及充足氮与低氮水平下四叶一心期玉米

地上部转录组数据解析玉米 ＺｍＺＩＭ 家族基因的表达模式及差异ꎮ 结果表明:从玉米全基因组中共鉴定到 ３２ 个玉米

ＺｍＺＩＭ 基因ꎬ主要分布于 １ 号、２ 号、５ 号和 ７ 号染色体ꎬ ８ 号和 １０ 号染色体上无 ＺｍＺＩＭ 基因ꎮ ３２ 个 ＺｍＺＩＭ 基因可

划分为 ４ 个亚类ꎬ其编码蛋白质由１３４~４６７ 个氨基酸残基构成ꎬ均为亲水性蛋白质且全部定位在细胞核中ꎮ ３２ 个 Ｚｍ￣
ＺＩＭ 基因启动子区域顺式作用元件主要有调控元件、光信号响应元件、激素信号响应元件、胁迫响应元件、生长发育

元件及蛋白质结合位点等 ６ 大类ꎮ 不同发育时期ꎬＺｍＺＩＭ 基因在玉米不同器官中存在差异性表达ꎻ在充足氮与低氮

处理下ꎬ随着处理时间的增加ꎬ玉米植株地上部 １２ 个 ＺｍＺＩＭ 基因无表达或相对表达量较低ꎬ６ 个 ＺｍＺＩＭ 基因相对表

达量较高且稳定ꎬ其余的 １４ 个 ＺｍＺＩＭ 基因的相对表达量差异较大ꎻＺｍＺＩＭ５、ＺｍＺＩＭ１６、和 ＺｍＺＩＭ３１ ３ 个基因的相对

表达量普遍高于其他基因ꎮ 充足氮条件下ꎬＺｍＺＩＭ８、ＺｍＺＩＭ１５、ＺｍＺＩＭ２０、ＺｍＺＩＭ２４、ＺｍＺＩＭ２９ 和 ＺｍＺＩＭ３１ 基因的相

对表达量普遍高于低氮条件ꎮ 本研究结果为玉米氮高效吸收利用基因筛选和利用奠定基础ꎮ
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(ＣＸ２ＣＸ２０ＣＸ２Ｃꎬ其中 Ｘ 代表任意氨基酸)ꎬ由 Ｎｉｓｈｉｉ
等[１]从拟南芥花序分生组织中发现ꎬ因此被命名为

ＺＩＭꎮ 随后 ＧＡＴＡ 锌指结构在其他蛋白质中也被发

现ꎬ相应的蛋白质被归入植物特异性转录因子 ＧＡＴＡ
家族[２￣３]ꎮ ＺＩＭ 蛋白除了含锌指结构域外ꎬ还包含一

段由 ３６ 个氨基酸残基构成的结构域(Ｔ[Ｉ / Ｌ]Ｆ[Ｆ /
Ｙ]ＸＧꎬ其中 Ｘ 代表任意氨基酸)ꎬ但该结构域在各数

据库中使用的基序略有不同ꎮ Ｗｈｉｔｅ[４]报道了拟南芥

中另外两个分别由 ＡＴ４Ｇ１４７１３ 和 ＡＴ４Ｇ１４７２０ 基因编

码的 ＰＥＡＰＯＤ１ 蛋白和 ＰＥＡＰＯＤ２ 蛋白ꎬ含有 ＴＩＦＹ 及

一段特殊结构域ꎮ 与 ＺＩＭ 蛋白不同的是ꎬＰＥＡＰＯＤ 蛋

白不存在 ＧＡＴＡ 结构域ꎬ因此将其归类为 Ｃ２Ｃ２￣ＧＡ￣
ＴＡ 家族并不准确ꎬＶａｎｈｏｌｍｅ 等[５] 认为应将其重新命

名并归类为 ＴＩＦＹ 家族ꎮ 在 ＴＩＦＹ 超转录因子家族中

仅含有 ＴＩＦＹ 结构域的蛋白划分为 ＴＩＦＹ 亚族ꎬ含有

ＴＩＦＹ 结构域和 Ｊａｓ 结构域的划分为 ＪＡＺ 亚族ꎬ同时含

有 ＴＩＦＹ、ＧＡＴＡ 和 ＣＣＴ 结构域的划分为 ＺＭＬ 亚族ꎬ在
Ｎ 端包含一段 ＰＥＡＰＯＤ 蛋白且序列中含有 ＴＩＦＹ 结

构域的划分为 ＰＰＤ 亚族[４ꎬ６￣９]ꎮ 本研究沿用以 ＺＩＭ 命

名的蛋白质进行研究ꎮ 玉米是世界上最主要的粮食

作物之一ꎬ在工业、农业、食品等行业都起着重要的作

用[１０￣１１]ꎬ但生产中由于氮肥的过度施用ꎬ导致玉米的

氮肥利用效率较低[１２]ꎮ ＺＩＭ 家族在植物生长发育、
非生物胁迫(高盐、低温和干旱)应对及茉莉酸信号通

路调控等多种反应中发挥重要作用[１３￣１４]ꎮ 因此研究

玉米 ＺＩＭ 基因家族的特征、表达模式ꎬ解析玉米 ＺＩＭ
基因家族在氮素响应中的分子机制对选育氮高效玉

米品种具有重要意义ꎮ
自 ２０００ 年 Ｎｉｓｈｉｉ 等[１] 从拟南芥中首次鉴定到

ＡｔＺＩＭ１ 基因以来ꎬ水稻[１５]、葡萄[１６]、二穗短柄草[１３]、
大豆[１７]、棉花[１８￣１９]、小麦[２０]、西瓜[２１]、木薯[２２]、番

茄[６]、杜仲[１４]、柑橘[２３] 等植物中的 ＺＩＭ 基因继续得

到了鉴定ꎮ 同时 ＺＩＭ 家族基因的功能也得到了广泛

研究ꎮ 拟南芥 ＪＡＺ 蛋白可与 ＡｔＭＹＢ２１ 和 ＡｔＭＹＢ２４
的 Ｒ２Ｒ３ 结构域结合导致拟南芥雄性不育ꎬ接收到茉

莉酸信号后 ＣＯＩ１ 结合 ＪＡＺ 蛋白并被泛素化降解使

ＡｔＭＹＢ２１ 和 ＡｔＭＹＢ２４ 激活下游基因表达调控雄蕊发

育[２４]ꎻ苹果 ＭｄＡＢＩ４ 蛋白与 ＩＣＥ１ 和 ＪＡＺ 蛋白互作形

成 ＪＡＺ￣ＡＢＩ４￣ＩＣＥ１￣ＣＢＦ 模块调控 ＡＢＡ(脱落酸)信号

介导的苹果耐冷性[２５]ꎻ ＳｌＪＡＺ１０ 和 ＳｌＪＡＺ１１ 蛋白不仅

可通过茉莉酸信号来抑制番茄叶片衰老ꎬ还可通过协

同电信号、钙离子信号等调控番茄再生[２６]ꎻ丙烯可诱

导 ＭａＴＩＦＹ１ 基因表达ꎬ加快香蕉果实成熟[２７]ꎻ小麦

ＴａＺＩＭ￣Ａ１ 基因的表达量有明显的昼夜节律ꎬ且过表

达 ＴａＺＩＭ￣Ａ１ 基因会下调部分关键开花调控基因的表

达量进而导致小麦开花时间的推迟[２８]ꎻ盐胁迫下过

表达 ＴｄＴＩＦＹ１１ａ 基因可使小麦在高渗透压条件下仍

保持较高的成活率及发芽率[２９]ꎬ同样 ＰｎＪＡＺ１ 蛋白赋

予核桃种子较高的萌发率及耐盐性[３０]ꎻＴＩＦＹ 家族基

因积极参与毛果杨对高盐、极端温度、干旱等非生物

胁迫的调控过程[３１]ꎮ
虽然 ＺＩＭ 家族基因及其功能在多种植物中得

到了研究ꎬ但玉米 ＺＩＭ 家族基因的鉴定及氮素响应

特征研究还鲜见报道ꎮ 本研究基于玉米 Ｖ５ 版本的

基因组数据ꎬ利用生物信息学及 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件鉴定玉

米 ＺｍＺＩＭ 基因家族成员ꎬ从基因的结构、染色体位

置、系统进化关系、启动区域顺式作用元件及表达模

式及其编码蛋白质的理化性质、蛋白质结构、保守基

序等角度解析 ＺｍＺＩＭ 基因家族的特性ꎬ并通过充足

氮及低氮水平下玉米地上部的转录组测序ꎬ进一步
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分析玉米 ＺｍＺＩＭ 家族基因的表达量差异ꎬ旨在为

ＺｍＺＩＭ 家族基因对氮素的响应机制挖掘及氮高效

利用玉米种质选育提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 玉米 ＺｍＺＩＭ 家族基因的鉴定及其在染色体上

的分布

　 　 从 ＭａｉｚｅＧＤＢ 网站和 ＥｎｓｅｍｂｌＰｌａｎｔ 数据库分别

下载玉米 Ｂ７３＿ＲｅｆＧｅｎ＿Ｖ５ 版本 ＺＩＭ 家族蛋白质氨

基酸序列和全部蛋白质氨基酸序列ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 提

取 ＺＩＭ 家族的蛋白质氨基酸序列ꎬ通过氨基酸序列

比对后保留序列相同的蛋白质氨基酸序列ꎬ并在

ＮＣＢＩ 网站下载玉米 ＺＩＭ 家族蛋白质氨基酸序列ꎬ
将两种方式获得的 ＺＩＭ 家族蛋白质氨基酸序列再

次进行比对ꎬ选择两次比对结果中氨基酸序列均一

致的蛋白质氨基酸序列作为玉米 ＺＩＭ 家族蛋白质

氨基酸序列用于后续分析ꎮ 使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件的

Ｇｅｎｅ Ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｖｉｓｕａｌｉｚｅ ｆｒｏｍ ＧＸＦ 模块分析玉米 Ｚｍ￣
ＺＩＭ 家族基因在染色体上的位置[３２]ꎮ
１.２　 玉米 ＺｍＺＩＭ 基因编码蛋白质的理化性质分析

及亚细胞定位

　 　 采用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件中 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｃａｌｃ 程序

进行 ＺＩＭ 家族基因编码蛋白质的氨基酸数目、理论

等电点(ＰＩ)、不稳定指数、脂肪系数、平均亲水系数等

理化性质分析ꎮ 根据蛋白质氨基酸序列采用 Ｃｅｌｌ￣
ＰＬｏｃ２.０ 网站进行玉米 ＺＩＭ 蛋白的亚细胞定位ꎮ
１.３　 基因结构分析及蛋白质结构分析

利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件结合保守结构域数据库

(ＣＤＤ)和基因编码蛋白质氨基酸序列进行玉米 ＺＩＭ
家族保守结构域预测ꎮ 设置保守基序(Ｍｏｔｉｆ)最大

数值为 ２０ꎬ采用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件的 Ｓｉｍｐｌｅ ＭＥＭＥ Ｗｒａｐ￣
ｐｅｒ 模块进行玉米 ＺＩＭ 家族蛋白质保守基序预测ꎮ
根据 ＺｍＺＩＭ 家族基因的编号(ＩＤ)下载对应的基因

序列ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件的 Ｇｅｎｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ Ｖｉｅｗ 模块

对下载的 ＺｍＺＩＭ 基因序列进行基因非编码区

(ＵＴＲ)及编码序列(ＣＤＳ)分析ꎮ
１.４　 启动子顺式作用元件分析

首先利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件的 ＧＸＦ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ Ｅｘｔｒａｃｔ
模块提取玉米基因组全部基因 ＣＤＳ 上游２ ０００ ｂｐ 的序

列ꎬ随后使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 中 Ｆａｓｔａ Ｅｘｔｒａｃｔ 模块提取 ＺｍＺＩＭ
家族基因 ＣＤＳ 上游２ ０００ ｂｐ 序列ꎬ再利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
在线网站预测启动子区域的顺式作用元件ꎬ对各个基

因中存在的无过多生物学意义的元件如 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ、
ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 等元件进行删减后ꎬ保留注释文件中具有抗

逆、光响应、激素响应等功能的顺式作用元件ꎬ利用

ＴＢｔｏｏｌｓ 中 Ｂａｓｉｃ ＢｉｏＳｅｑｕｅｎｃｅ Ｖｉｅｗ 模块对玉米 ＺｍＺＩＭ
家族基因启动子区域顺式作用元件可视化ꎮ
１.５　 系统发育树分析

采用 ＭＥＧＡ￣Ｘ 软件的 ＭＵＳＣＬＥ 模块对玉米

ＺｍＺＩＭ 蛋白进行多序列比对[３３]ꎬ设置 Ｂｏｏｋｓｔｒａｐ 值

为１ ０００ꎬ利用邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)构建系

统发育进化树ꎬ并利用 ｉＴＯＬ 在线网站进行进化树的

可视化ꎮ
１.６　 表达模式分析

以玉米自交系 Ｂ７３ 为试验材料ꎬ先在育苗盘中育

苗ꎬ待发芽后选取长势相近的个体移栽至人工搅拌均

匀的基质中ꎬ每 ３ ｄ 补水 １ 次ꎬ保证基质水分适宜ꎬ期
间适当施加尿素及复合肥保证植株正常生长ꎮ 在玉

米生长发育的不同阶段对不同组织取样并进行转录

组测序ꎬ每样品 ３ 个重复ꎮ 利用 ＦａｓｔＱＣ ｖ１１.９[３４] 和

Ｆａｓｔｐ 软件进行测序结果的质量控制ꎬ按照默认参数

去除重复和低质量的 ｒｅａｄꎬ得到高质量序列(Ｃｌｅａｎ
ｄａｔａ)ꎮ 利用 Ｈｉｓａｔ２ ｖ２.２.１[３５] 将 Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 比对到玉

米参考基因组(Ｂ７３＿ＲｅｆＧｅｎ＿ｖ５)ꎬ然后利用 Ｓａｍｔｏｏｌｓ
ｖ１.１９[３６]软件将 ＳＡＭ 文件转化成 ＢＡＭ 文件并排序ꎬ
参考基因组数据和注释信息下载自 ＭａｉｚｅＧＤＢ 数据

库ꎮ 提取玉米 ＺｍＺＩＭ 家族基因的 ＦＰＫＭ 值ꎬ统计获

得 ＺｍＺＩＭ 家族基因的相对表达量ꎮ 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软

件进行不同生长发育阶段不同组织 ＺｍＺＩＭ 家族基因

表达量的热图(Ｈｅａｔ ｍａｐ)制作与分析ꎮ
１.７　 ＺｍＺＩＭ 家族基因对氮素的响应

以玉米自交系 Ｂ７３ 为试验材料ꎬ于 ２０２３ 年 ３ 月

进行水培处理ꎮ 种子发芽后移入含 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＮＯ３

的 Ｈｏａｇｌａｎｄ 培养液中ꎬ每 ３ ｄ 更换 １ 次培养液ꎬ待植

株长至四叶一心时移入充足氮(５􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＮＯ３)
和低氮(０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＮＯ３ ＋４􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ)的水

培液中进行不同氮素水平培育ꎬ并于处理后 ０ ｈ、０􀆰 ５
ｈ、１􀆰 ０ ｈ、１􀆰 ５ ｈ、２􀆰 ０ ｈ、３􀆰 ０ ｈ、４􀆰 ０ ｈ、６􀆰 ０ ｈ、８􀆰 ０ ｈ 时

进行地上部取样ꎬ取得样品采用植物总 ＲＮＡ 提取试

剂盒(南京诺唯赞医疗科技有限公司产品) 提取

ＲＮＡ 后ꎬ送北京贝瑞和康生物技术有限公司进行转

录组测序ꎬ测序结果参照材料与方法 １􀆰 ６ 中的方法

进行质量控制与表达量分析ꎬ进而得到不同氮素水

平下 ＺｍＺＩＭ 家族基因表达量的热图ꎮ

９７５孙扬名等:玉米 ＺｍＺＩＭ 家族基因鉴定及其对氮素的响应特征



２　 结果与分析

２.１　 玉米 ＺＩＭ 家族基因的鉴定及分析

根据 ＭａｉｚｅＧＤＢ 网站及 ＮＣＢＩ 网站比对后共鉴定

出 ３２ 个玉米 ＺＩＭ 基因ꎮ 将获得的 ３２ 个 ＺＩＭ 基因按

照其在染色体分布位置依次命名为 ＺｍＺＩＭ１ ~ Ｚｍ￣
ＺＩＭ３２ꎮ ３２ 个 ＺＩＭ 基因不均匀分布在玉米 ８ 条染色

体上(图 １)ꎮ 其中 １ 号染色体含有 １０ 个 ＺｍＺＩＭ 基

因ꎬ２ 号、５ 号染色体各分布 ６ 个 ＺｍＺＩＭ 基因ꎬ３ 号、７
号染色体分别分布 ２ 个和 ５ 个 ＺｍＺＩＭ 基因ꎬ４ 号、６
号、９ 号染色体各分布 １ 个 ＺｍＺＩＭ 基因ꎮ 值得注意的

是 ＺｍＺＩＭ 基因有时在染色体上成簇分布ꎬ每簇包含

３ 个 ＺｍＺＩＭ 基因ꎬ如 １ 号染色体含有 ２ 个 ＺｍＺＩＭ 基

因簇 (ＺｍＺＩＭ１、ＺｍＺＩＭ２、ＺｍＺＩＭ３ 和 ＺｍＺＩＭ６、Ｚｍ￣
ＺＩＭ７、ＺｍＺＩＭ８)ꎬ５ 号染色体含有 １ 个 ＺｍＺＩＭ 基因簇

(ＺｍＺＩＭ２２、ＺｍＺＩＭ２３、ＺｍＺＩＭ２４)ꎮ ３２ 个 ＺｍＺＩＭ 基

因的编码蛋白质共鉴定出 ３ 个典型的特征结构域(图
２)ꎬ其中含 ＴＩＦＹ 结构域的共 ２７ 个ꎬ含 ＣＣＴ 结构域的

共 ３１ 个ꎬ仅 ＺｍＺＩＭ４ 基因的编码蛋白质不含有 ＣＣＴ
结构域ꎬ同时含锌指结构域 ＧＡＴＡ、ＴＩＦＹ 结构域和

ＣＣＴ 结构域的编码蛋白质共 ４ 个 ( ＺｍＺＩＭ９、 Ｚｍ￣
ＺＩＭ２０、ＺｍＺＩＭ２５ 及 ＺｍＺＩＭ２６)ꎮ

图 １　 玉米 ＺｍＺＩＭ家族基因在染色体上的定位

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＺｍＺＩＭ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ

　 　 上述 ３２ 个 ＺｍＺＩＭ 蛋白由１３４~ ４６７ 个氨基酸残

基构成ꎬ相对分子质量为１４ １６１.２３~５２ ５０１.３９ꎬ理论

等电点(ＰＩ)为４.６０~ １０􀆰 １８ꎬ其中等电点大于 ７􀆰 ０ 的

蛋白质有 ２３ 个ꎬ表明大多数 ＺｍＺＩＭ 蛋白偏碱性ꎬ３２
个 ＺｍＺＩＭ 蛋白均为亲水性蛋白(表 １)ꎮ 亚细胞定

位预测结果显示ꎬ３２ 个蛋白质均定位在细胞核中ꎮ
２.２　 玉米 ＺｍＺＩＭ 家族基因结构分析及编码的蛋白

质结构域预测

　 　 ３２ 个 ＺｍＺＩＭ 基因中 ＺｍＺＩＭ１３、ＺｍＺＩＭ１７ 和 Ｚｍ￣
ＺＩＭ２７没有非编码区(ＵＴＲ)ꎬ其余 ２９ 个 ＺｍＺＩＭ基因均

含１~ ２ 个 ＵＴＲ 及多个编码序列(ＣＤＳ)ꎮ ＺｍＺＩＭ１４、

ＺｍＺＩＭ１９、ＺｍＺＩＭ２５、ＺｍＺＩＭ２６、ＺｍＺＩＭ２８、ＺｍＺＩＭ２０ 和

ＺｍＺＩＭ９含有不少于 ７ 个 ＣＤＳ(图 ３)ꎬ这些基因形成剪

切体的潜在能力较高ꎮ ＺＩＭ３１ 和 ＺＩＭ５ 具有较为相似

的结构ꎬ表明这 ２ 个基因的进化过程可能较为相似ꎮ
　 　 ３２ 个 ＺｍＺＩＭ 基因编码的蛋白质均含有多个保

守基序(Ｍｏｔｉｆ) (图 ４)ꎮ 其中ꎬＭｏｔｉｆ１、Ｍｏｔｉｆ３、Ｍｏｔｉｆ４
出现次数较多ꎬ表明 ＺｍＺＩＭ 家族基因可能具有较为

相似的功能ꎬ一些基因编码的蛋白质独有特定的

Ｍｏｔｉｆ 说明这些基因可能有特殊的功能ꎮ 基因编码

的蛋白质保守基序的多样性与基因编码的蛋白质的

保守结构域多样化基本一致ꎮ
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图 ２　 玉米 ＺｍＺＩＭ基因编码蛋白的保守结构域

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＺｍＺＩＭ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ

表 １　 玉米 ＺｍＺＩＭ 家族成员蛋白质特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＺｍＺＩＭ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ

基因

编号　 　 基因名称 登记号
所在

染色体

基因编码的蛋白质

氨基酸
数目(ａａ)

相对分子
质量

等电点
不稳定
指数

脂肪
系数

亲水性
平均系数

Ｚｍ００００１ｅｂ００５９８０ ＺｍＺＩＭ１ ＮＰ＿００１１５１１４５ １ １６４ １７ ２１５.７６ ９.１５ ７２.８５ ７５.８５ －０.２１２

Ｚｍ００００１ｅｂ００５９９０ ＺｍＺＩＭ２ ＮＰ＿００１３５７４８８ １ ２０２ ２１ ２３７.０２ ７.８９ ４８.９４ ７２.２８ －０.３５１

Ｚｍ００００１ｅｂ００６０００ ＺｍＺＩＭ３ ＮＰ＿００１１４９５２５ １ １８１ １８ ７４０.３６ ９.１６ ６３.４５ ７４.３１ －０.２０６

Ｚｍ００００１ｅｂ００９６２０ ＺｍＺＩＭ４ ＮＰ＿００１１４２７７４ １ １９７ ２１ ３３６.３１ ５.３２ ４５.９２ ８１.２７ －０.３４８

Ｚｍ００００１ｅｂ０１９４７０ ＺｍＺＩＭ５ ＮＰ＿００１１４３８１１ １ ２２８ ２３ ９７５.２２ ７.７３ ４７.８６ ６９.１７ －０.４１９

Ｚｍ００００１ｅｂ０４８７４０ ＺｍＺＩＭ６ ＸＰ＿００８６６４９８８ １ ２１６ ２３ １０６.２３ １０.０５ ４４.５７ ６４.７７ －０.４５９

Ｚｍ００００１ｅｂ０４８７７０ ＺｍＺＩＭ７ ＮＰ＿００１１５１３４６ １ １６２ １６ ６９１.１６ １０.１８ ４８.６７ ８３.２７ －０.１０６

Ｚｍ００００１ｅｂ０４８７８０ ＺｍＺＩＭ８ ＮＰ＿００１１５１２６１ １ １８２ １８ ６３６.３９ ９.６９ ５９.２１ ８５.６０ －０.０７６

Ｚｍ００００１ｅｂ０５３１７０ ＺｍＺＩＭ９ ＮＰ＿００１１４９５６６ １ ２９９ ３１ ９３４.４０ ４.６０ ５４.９２ ６４.４１ －０.７０５

Ｚｍ００００１ｅｂ０６１６５０ ＺｍＺＩＭ１０ ＸＰ＿０３５８２０１９０ １ １８４ ２１ ０８０.２２ ６.１２ ６０.４３ ７３.８０ －０.３９２

Ｚｍ００００１ｅｂ０６８０５０ ＺｍＺＩＭ１１ ＮＰ＿００１１７０６７４ ２ ２１６ ２２ ７９７.７７ ６.６４ ７１.８０ ７４.２１ －０.４１４

Ｚｍ００００１ｅｂ０８４９８０ ＺｍＺＩＭ１２ ＮＰ＿００１１４２２０２ ２ １８０ １８ ９１１.３８ ９.９０ ５７.７３ ６５.２８ －０.３３６

Ｚｍ００００１ｅｂ０８７５４０ ＺｍＺＩＭ１３ ＸＰ＿０２０４０４８９５ ２ １３４ １４ ５３２.８４ ７.９３ ６３.７１ ９４.６３ －０.１２８

Ｚｍ００００１ｅｂ０９９２４０ ＺｍＺＩＭ１４ ＮＰ＿００１２８８５０６ ２ ３９１ ４０ ９２１.２１ ９.６１ ７０.５８ ６６.０９ －０.２８３

Ｚｍ００００１ｅｂ１００１３０ ＺｍＺＩＭ１５ ＮＰ＿００１１３０１６３ ２ ２２７ ２３ ９６４.９９ ５.６７ ５４.８２ ７０.２２ －０.４３７

Ｚｍ００００１ｅｂ１０９１９０ ＺｍＺＩＭ１６ ＮＰ＿００１１４８８５２ ２ ２３７ ２５ ２３３.８２ ９.５２ ４９.１３ ７５.９１ －０.４３３

Ｚｍ００００１ｅｂ１３２９２０ ＺｍＺＩＭ１７ ＸＰ＿０２３１５７８５６ ３ １７０ １８ ０６７.７８ ６.６０ ６６.９０ ８１.７６ －０.１２０
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续表 １　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ １
基因

编号　 　 基因名称 登记号
所在

染色体

基因编码的蛋白质

氨基酸
数目(ａａ)

相对分子
质量

等电点
不稳定
指数

脂肪
系数

亲水性
平均系数

Ｚｍ００００１ｅｂ１６４１６０ ＺｍＺＩＭ１８ ＸＰ＿０２０４０６７９８ ３ １７３ １７ ９３７.５８ ９.７２ ５９.５０ ７６.８８ －０.０１４

Ｚｍ００００１ｅｂ１７９３９０ ＺｍＺＩＭ１９ ＮＰ＿００１１５１８７３ ４ ４２６ ４４ ５４６.６０ ９.６８ ６６.４５ ６０.６１ －０.４１２

Ｚｍ００００１ｅｂ２１５４４０ ＺｍＺＩＭ２０ ＮＰ＿００１１４８２８７ ５ ２７８ ２９ ８２８.９０ ８.５９ ５３.９８ ６７.５２ －０.４７４

Ｚｍ００００１ｅｂ２２０３１０ ＺｍＺＩＭ２１ ＸＰ＿００８６４４６９７ ５ １５５ １６ １８８.５５ ９.８４ ５６.７８ ７７.０３ －０.０９２

Ｚｍ００００１ｅｂ２２３５８０ ＺｍＺＩＭ２２ ＸＰ＿００８６４４８７１ ５ ２１８ ２３ １００.９６ ９.６０ ４６.２７ ６２.８４ －０.５３３

Ｚｍ００００１ｅｂ２２３５９０ ＺｍＺＩＭ２３ ＸＰ＿００８６４４８７２ ５ １９８ ２１ ２６５.９６ ８.８９ ６７.９１ ６７.７３ －０.４８０

Ｚｍ００００１ｅｂ２２３６２０ ＺｍＺＩＭ２４ ＮＰ＿００１１５２５７２ ５ １６０ １６ ９３０.３６ ９.９１ ５５.０７ ８２.６９ －０.３２８

Ｚｍ００００１ｅｂ２２６７４０ ＺｍＺＩＭ２５ ＮＰ＿００１１４４６４８ ５ ３５７ ３８ ００１.９７ ５.１７ ５１.７３ ６０.０３ －０.６６７

Ｚｍ００００１ｅｂ２７３０２０ ＺｍＺＩＭ２６ ＮＰ＿００１３９９０００ ６ ３５７ ３７ ９９８.２８ ５.０９ ４５.３８ ６８.７４ －０.５６０

Ｚｍ００００１ｅｂ３０７２１０ ＺｍＺＩＭ２７ ＸＰ＿０２０３９７１２５ ７ ４６７ ５２ ５０１.３９ ５.３３ ４４.９４ ７５.４０ －０.５２８

Ｚｍ００００１ｅｂ３１２１７０ ＺｍＺＩＭ２８ ＮＰ＿００１１４１０２９ ７ ４０４ ４２ ５２５.９０ ９.７２ ６８.２７ ６３.５１ －０.３０８

Ｚｍ００００１ｅｂ３１４０１０ ＺｍＺＩＭ２９ ＮＰ＿００１１８２８１２ ７ ２１８ ２２ ５３５.３９ ８.６９ ３８.５０ ７１.３８ －０.３８９

Ｚｍ００００１ｅｂ３２５５３０ ＺｍＺＩＭ３０ ＸＰ＿０２０３９６６８２ ７ １３７ １４ １６１.２３ １０.０８ ５９.５３ ７７.８８ －０.０４５

Ｚｍ００００１ｅｂ３２７４５０ ＺｍＺＩＭ３１ ＮＰ＿００１３０８７７９ ７ ２３３ ２４ ９６５.４６ ９.２７ ４３.５３ ７６.３５ －０.４３４

Ｚｍ００００１ｅｂ３８４６３０ ＺｍＺＩＭ３２ ＸＰ＿０２０３９９６４５ ９ １３７ １４ １６１.２３ １０.０８ ５９.５３ ７７.８８ －０.０４５

图 ３　 玉米 ＺｍＺＩＭ家族基因结构

Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＺｍＺＩＭ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｍａｉｚｅ

２.３　 玉米 ＺＩＭ 家族基因启动子顺式作用元件

　 　 ３２ 个 ＺｍＺＩＭ 基因启动子区域包含的顺式作用

元件主要有 ６ 大类:调控元件、光信号响应元件、激

素信号响应元件、胁迫响应元件、生长发育元件及蛋

白质结合位点等(图 ５)ꎮ 其中ꎬ光信号响应元件和

激素信号响应元件数量最多ꎬ分别出现 ４５３ 次及
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Ｍｏｔｉｆ１~Ｍｏｔｉｆ２０ 为保守基序 １~保守基序 ２０ꎮ
图 ４　 玉米 ＺｍＺＩＭ基因编码蛋白质的保守基序

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＺｍＺＩＭ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ

３４１ 次ꎬ且每个 ＺｍＺＩＭ 中均有 １ 个以上的光信号响

应元件ꎮ 这表明 ＺｍＺＩＭ 家族可能调控多种信号通

路ꎬ从而对玉米生长发育及多种胁迫作出应答ꎮ 同

时ꎬＺｍＺＩＭ 家族可能受光信号通路的影响从而存在

表达的周期性ꎮ 胁迫响应元件出现 １４１ 次ꎮ 上述结

果说明 ＺｍＺＩＭ 家族可能在调控玉米胁迫应答、激素

调节和光信号响应中发挥重要作用ꎮ
２.４　 玉米 ＺＩＭ 蛋白系统发育树分析

玉米 ＺｍＺＩＭ 家族蛋白质系统发育树显示 ３２ 个

ＺｍＺＩＭ 蛋白可以划分为 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４ ４ 个亚类ꎮ 其

中ꎬＳ４ 亚类包含 １９ 个基因的编码蛋白质ꎬＳ１ 亚类包

含 ３ 个基因的编码蛋白( ＺｍＺＩＭ１４、ＺｍＺＩＭ１９、Ｚｍ￣
ＺＩＭ２８)ꎬＳ２ 和 Ｓ３ 亚类各含有 ５ 个基因的编码蛋白

质ꎬ分别是 ＺｍＺＩＭ９、ＺｍＺＩＭ１２、ＺｍＺＩＭ２０、ＺｍＺＩＭ２５、
ＺｍＺＩＭ２６ 和 ＺｍＺＩＭ１１、 ＺｍＺＩＭ１８、 ＺｍＺＩＭ２１、 Ｚｍ￣

ＺＩＭ３０、ＺｍＺＩＭ３２(图 ６)ꎮ
２.５　 玉米 ＺＩＭ 家族基因表达模式分析

不同生长发育时期ꎬ玉米自交系 Ｂ７３ 不同组织

ＺｍＺＩＭ 基因的表达模式如图 ７ 所示ꎮ 从图中可以看

出ꎬ３２ 个 ＺｍＺＩＭ 基因的表达差异显著ꎮ １５ 个基因

( ＺｍＺＩＭ１、 ＺｍＺＩＭ２、 ＺｍＺＩＭ４、 ＺｍＺＩＭ９、 ＺｍＺＩＭ１０、
ＺｍＺＩＭ１２、ＺｍＺＩＭ１３、ＺｍＺＩＭ１４、ＺｍＺＩＭ１７、ＺｍＺＩＭ１８、
ＺｍＺＩＭ２２、ＺｍＺＩＭ２３、ＺｍＺＩＭ２６、ＺｍＺＩＭ２７、ＺｍＺＩＭ３２)
在玉米生长过程中多个组织中几乎不表达或低表达ꎬ
ＺｍＺＩＭ２１、ＺｍＺＩＭ２５ 和 ＺｍＺＩＭ３０ 在玉米生长过程中

相对表达量基本稳定ꎬ其余 １４ 个基因在玉米生长过

程中相对表达量存在较大差异ꎮ 在第 ９ 叶片展开期

第 ８ 叶中 ＺｍＺＩＭ８、ＺｍＺＩＭ１５、ＺｍＺＩＭ２４、ＺｍＺＩＭ２８ 和

ＺｍＺＩＭ２９ 等基因的相对表达量较高ꎬ在第 １４ 叶片展

开期第 １３ 叶中 ＺｍＺＩＭ７、ＺｍＺＩＭ１１、ＺｍＺＩＭ１９、Ｚｍ￣
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图 ５　 玉米 ＺｍＺＩＭ基因启动子顺式作用元件

Ｆｉｇ.５　 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＺｍＺＩＭ ｇｅｎｅ ｉｎ ｍａｉｚｅ

ＺＩＭ２９、ＺｍＺＩＭ３０ 和 ＺｍＺＩＭ３１ 等基因的相对表达量

较高ꎮ
２.６　 玉米 ＺＩＭ 家族基因对氮素的响应

充足氮和低氮处理后ꎬ玉米自交系 Ｂ７３ 地上部

ＺｍＺＩＭ 基因表达量的变化分别如图 ８ 和图 ９ 所示ꎮ
从图中可以看出ꎬ２ 种氮素水平下ꎬ随着氮素处理时

间的增加ꎬ３２ 个 ＺｍＺＩＭ 基因的相对表达量出现不

同的变化特征:１２ 个 ＺｍＺＩＭ 基因 (ＺｍＺＩＭ４、Ｚｍ￣
ＺＩＭ６、 ＺｍＺＩＭ１０、 ＺｍＺＩＭ１２、 ＺｍＺＩＭ１３、 ＺｍＺＩＭ１７、
ＺｍＺＩＭ１８、ＺｍＺＩＭ２１、ＺｍＺＩＭ２２、ＺｍＺＩＭ２７、ＺｍＺＩＭ３０

和 ＺｍＺＩＭ３２)在 ２ 种氮素水平下均不表达或表达量

极低ꎻＺｍＺＩＭ９、ＺｍＺＩＭ１１、ＺｍＺＩＭ１９、ＺｍＺＩＭ２０、Ｚｍ￣
ＺＩＭ２５ 和 ＺｍＺＩＭ２６ ６ 个 ＺｍＺＩＭ 基因相对表达量较

高ꎬ且变化比较稳定ꎬ其余 １４ 个 ＺｍＺＩＭ 基因的相对

表达量差异较大ꎮ 与处理初始相比ꎬ充足氮处理 ８ ｈ
后 ＺｍＺＩＭ１、 ＺｍＺＩＭ３、 ＺｍＺＩＭ８、 ＺｍＺＩＭ２９ 和 Ｚｍ￣
ＺＩＭ３１ 基因的相对表达量提高了 ４ 倍以上ꎮ ２ 种氮

素水平下ꎬＺｍＺＩＭ５、ＺｍＺＩＭ１６ 和 ＺｍＺＩＭ３１ 基因的

相对表达量普遍高于其他基因ꎮ 充足氮处理下ꎬ
ＺｍＺＩＭ８、ＺｍＺＩＭ１５、ＺｍＺＩＭ２０、ＺｍＺＩＭ２４、ＺｍＺＩＭ２９
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图 ６　 玉米 ＺｍＺＩＭ 蛋白系统发育树

Ｆｉｇ.６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＺｍＺＩＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ

和 ＺｍＺＩＭ３１ 基因的相对表达量普遍高于低氮处理ꎬ
这表明该家族基因对氮素变化的响应较为明显ꎮ 因

此ꎬ可以认为玉米 ＺｍＺＩＭ 基因在氮素响应调控中确

实发挥了重要功能ꎮ

３　 讨 论

转录因子参与生物体众多生理生化过程的调

控ꎬ从基因组及转录组水平入手解析转录因子家族

结构和功能有助于明确转录因子基因家族的特

性[３７￣３９]ꎮ ＺＩＭ 蛋白是植物特有的一类转录因子ꎬ在
植物应对非生物胁迫、光响应、激素信号传导等方面

起着重要的作用ꎮ 本研究通过挖掘 ＺｍＺＩＭ 家族基

因的染色体位置、结构、顺式作用元件、表达模式及

其对氮素的响应特征ꎬ初步明确了 ＺｍＺＩＭ 基因的功

能及对氮素的响应机制ꎮ
本研究基于最新版本玉米基因组信息鉴定出玉

米全基因组中含有 ３２ 个 ＺｍＺＩＭ 基因ꎬ对前人研究

结果进行了补充与完善[４０]ꎮ 玉米 ＺｍＺＩＭ 基因在染

色体上的分布较为分散ꎬ在 １ 号染色体及 ５ 号染色

体有成簇密集分布的现象ꎬ这可能与基因的重复、互
补功能相关ꎮ 根据 ＺｍＺＩＭ 家族成员结构相似程度

及系统进化关系将 ３２ 个玉米 ＺｍＺＩＭ 基因分为 ４ 个

亚类ꎮ 本研究中对该家族成员的分类标准和范畴与

其他学者研究有所不同ꎮ 其他学者[５] 侧重 ＴＩＦＹ 家

族的分类 ꎬ而本研究则是重点关注蛋白质中是否存

在 ＴＩＦＹ 结构域、ＣＣＴ 结构域及 ＧＡＴＡ 锌指结构域而

进行分类ꎮ 尽管本研究中 ＺｍＺＩＭ４ 蛋白仅含 ＴＩＦＹ
结构域ꎬ但多次验证后本研究认为该蛋白质仍属于
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Ｔ１:萌发 ２４ ｈ 后的种子ꎻＴ２:播种 ６ ｄ 后初始根ꎻＴ３:第 ３ 叶片展开期的茎ꎻＴ４:第 ５ 叶片展开期第 ２ 叶片ꎻＴ５:第 ９ 叶片展开期第 ８ 叶片ꎻＴ６:第
１４ 叶片展开期第 １１ 叶片ꎻＴ７:第 １４ 叶片展开期第 １３ 叶片ꎻＴ８:第 １４ 叶片展开期心叶ꎻＴ９:雄穗完全抽出时第 １３ 叶片ꎻＴ１０:水泡期第 １３ 叶

片ꎻＴ１１:授粉 １０ ｄ 后的籽粒ꎻＴ１２:授粉 １２ ｄ 后的籽粒ꎻＴ１３:授粉 １４ ｄ 后的籽粒ꎻＴ１４:授粉 １６ ｄ 后的籽粒ꎻＴ１５:授粉 １２ ｄ 后的胚乳ꎻＴ１６:授粉

１４ ｄ 后的胚乳ꎻＴ１７:授粉 １６ ｄ 后的胚乳ꎻＴ１８:授粉 １６ ｄ 后的幼胚ꎮ 图中数字表示基因在不同时期的相对表达量ꎮ
图 ７　 玉米 ＺｍＺＩＭ基因表达模式

Ｆｉｇ.７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＺｍＺＩＭ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ

ＺＩＭ 家族ꎬ这为 ＺＩＭ 家族的进化分析提供了基础ꎮ
Ｓｈｉｋａｔａ 等[３]研究结果表明长日照条件下(１６ ｈ

光照 / ８ ｈ 黑暗)过表达 ＡｔＺＩＭ 可使拟南芥细胞增大

进而导致拟南芥下胚轴及叶柄伸长ꎬ短日照条件下

(８ ｈ 光照 / １６ ｈ 黑暗)过表达 ＡｔＺＩＭ 则使拟南芥叶

片变小ꎬ这说明光周期能影响到该家族基因的表达ꎬ
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图中数字为相对表达量ꎮ
图 ８　 充足氮处理下玉米 ＺｍＺＩＭ基因表达

Ｆｉｇ.８　 ＺｍＺＩＭ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｉｚｅ ｕｎｄｅｒ ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

进而调控植株形态ꎮ 本研究中 ＺｍＺＩＭ 基因启动子

区域顺式作用元件预测结果显示ꎬＺｍＺＩＭ 基因中光

信号响应元件数量最多ꎬ每个 ＺｍＺＩＭ 基因至少含有

１ 个胁迫响应元件及激素相应元件ꎬ这表明该家族

在响应外源激素及非生物胁迫的过程中发挥重要功

能ꎮ 此外ꎬＺｍＺＩＭ 家族基因在玉米叶片中表达量普

遍较高ꎬ且在不同生长发育期表达量有显著差异ꎬ推

测 ＺｍＺＩＭ 基因可能与其他基因互作来调控玉米叶

片的发育ꎮ
在充足氮及低氮环境下ꎬ随着氮素处理时间的

增加ꎬ１２ 个 ＺｍＺＩＭ 基因不表达或表达量极低ꎬＺｍ￣
ＺＩＭ９、ＺｍＺＩＭ１１、ＺｍＺＩＭ１９、ＺｍＺＩＭ２０、ＺｍＺＩＭ２５ 和

ＺｍＺＩＭ２６ 等 ６ 个 ＺｍＺＩＭ 基因相对表达量较高ꎬ且
变化比较稳定ꎬ其余 １４ 个 ＺｍＺＩＭ 基因的相对表达
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图中数字为相对表达量ꎮ
图 ９　 低氮处理下玉米 ＺｍＺＩＭ基因表达

Ｆｉｇ.９　 ＺｍＺＩＭ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｉｚｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

量差异较大ꎻＺｍＺＩＭ５、ＺｍＺＩＭ１６、和 ＺｍＺＩＭ３１ 等 ３
个基因的相对表达量普遍高于其他基因ꎮ 充足氮条

件下ꎬＺｍＺＩＭ８、ＺｍＺＩＭ１５、ＺｍＺＩＭ２０、ＺｍＺＩＭ２４、Ｚｍ￣
ＺＩＭ２９ 和 ＺｍＺＩＭ３１ 等基因的相对表达量普遍高于

低氮条件下相对表达量ꎮ 上述结果说明 ＺｍＺＩＭ 基

因可积极响应氮素条件的变化ꎬ一些成员在低氮条

件下高表达以增强玉米对外界氮素的吸收、同化及

转运用来维持植株自身的生长ꎬ而另一部分成员在

充足氮素条件下高表达一方面促进氮素的同化及转

运ꎬ另一方面通过其生长发育响应元件与其他基因

互作来调控玉米的生长发育来维持玉米植株碳氮平

衡ꎮ 因此ꎬ可以认为玉米 ＺｍＺＩＭ 家族基因在氮代谢

过程中可能发挥重要作用ꎬ在未来的研究中可通过

ＺｍＺＩＭ 基因的过表达试验、敲除突变体试验及共表
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达网络分析ꎬ从表型及遗传角度进一步验证和解析

ＺｍＺＩＭ 基因的功能ꎬ明确 ＺｍＺＩＭ 基因在玉米氮代

谢中的作用ꎮ
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