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　 　 摘要:　 为解析生姜(Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ Ｒｏｓｃｏｅ)热激蛋白(Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＨＳＰ)基因家族的信息ꎬ本研究基

于生姜基因组数据ꎬ分析鉴定了 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因及其表达模式ꎬ并进一步利用实时荧光定量反转录聚合酶链式

反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测了 ８ 个 ＺｏＨＳＰ７０ 基因在高温胁迫下的表达特性ꎮ 研究结果表明ꎬ在生姜基因组中共鉴定到

３１ 个 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因ꎻ系统进化树显示ꎬＺｏＨＳＰ７０ 家族基因可分为 ５ 个亚家族ꎬ位于同一亚家族的 ＨＳＰ７０ 基因

具有相似的基因结构ꎮ ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因编码的蛋白质氨基酸序列长度在 １６３ ａａ 至 ９０９ ａａ 之间ꎬ相对分子量为

１８ １２０~１０１ ６１０ꎬ除了 ＺｏＨＳＰ７０￣２６ 蛋白为碱性蛋白外ꎬ其余均为酸性蛋白ꎮ 物种内共线性分析结果表明ꎬＺｏＨＳＰ７０
家族基因主要以片段复制为进化驱动力ꎮ 顺式作用调控元件分析发现ꎬＺｏＨＳＰ７０ 家族基因上游启动子区域内含有

与光响应、生长发育响应、逆境胁迫响应、激素响应相关的作用元件ꎮ 转录组测序数据分析结果显示ꎬＺｏＨＳＰ７０ 家

族基因有一定的组织表达特异性且响应干旱、低温等逆境胁迫ꎬ其中ꎬＺｏＨＳＰ７０￣１０、ＺｏＨＳＰ７０￣２４、ＺｏＨＳＰ７０￣３０ 等基

因在生姜不同生长时期、不同组织以及干旱、低温和淹水胁迫下均有较高表达ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果表明ꎬ与 ０ ｈ 相

比ꎬＺｏＨＳＰ７０￣２４ 基因在高温胁迫处理 ４ ｈ 时表达量显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ随着胁迫时间的延长ꎬ其基因表达量迅速

升高ꎬ至 ２４ ｈ 时表达量达到峰值ꎻ基因 ＺｏＨＳＰ７０￣４、ＺｏＨＳＰ７０￣１０、ＺｏＨＳＰ７０￣２０ 在高温胁迫处理 ４ ｈ 时表达量最高ꎬ其
余处理时间基因表达量均显著低于 ４ ｈ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但仍显著高于 ＣＫ 的表达量(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 本研究结果为进一步解

析生姜在不同非生物胁迫下 ＨＳＰ７０ 家族基因参与调控的分子机制提供了理论参考ꎮ
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ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ３１ ＺｏＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｇｉｎｇｅｒ ｇｅｎｏｍｅ. Ｔｈｅ ｐｈｙ￣
ｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＺｏＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｉｖｅ ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓꎬ ａｎｄ ＨＳＰ７０ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｕｂ￣
ｆａｍｉｌｙ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｍｉｌａｒ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ. Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＺｏＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ
ｇｅｎｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ １６３ ａａ ｔｏ ９０９ ａａꎬ ｗｉｔｈ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔｓ ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ １８ １２０ ｔｏ １０１ ６１０. ＺｏＨＳＰ７０￣２６ ｉｓ ａｎ ａｌｋａ￣
ｌｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｒｅ ａｃｉｄｉｃ. Ｉｎｔｒａ￣ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＺｏＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ
ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｄｒｉｖｅｎ ｂｙ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ＺｏＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｌｉｇｈｔꎬ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ
ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＺｏＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｈａｄ ｃｅｒｔａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ｇｅｎｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＺｏＨＳＰ７０￣１０ꎬ
ＺｏＨＳＰ７０￣２４ꎬ ａｎｄ ＺｏＨＳＰ７０￣３０ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｃｒｏｓｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓꎬ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ
ｄｒｏｕｇｈｔꎬ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｗａｔｅｒｌｏｇｇｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ ｈꎬ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＺｏＨＳＰ７０￣２４ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ４ ｈ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ (Ｐ<０.０５). Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｌｏｎｇａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＺｏＨＳＰ７０￣２４ ｇｅｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒａｐｉｄｌｙ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｔ ２４ ｈ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ｇｅｎｅｓ ＺｏＨＳＰ７０￣４ꎬ ＺｏＨＳＰ７０￣１０ꎬ ａｎｄ ＺｏＨＳＰ７０￣２０ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｔ ４ ｈ ｏｆ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｏｔｈｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ａｔ ４ ｈ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｂｕｔ ｓｔｉｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ￣
ｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ＣＫ (Ｐ<０.０５). Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｂｙ ｗｈｉｃｈ ＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｉｎｇｅｒ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｇｉｎｇｅｒꎻ ＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓꎻ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 高温胁迫是影响植物生长发育的主要环境因子之

一[１]ꎮ 近年来ꎬ全球气候变暖趋势加剧ꎬ极端高温天气

频发给植物生存繁衍带来严峻挑战[２]ꎮ 当植物长时间

暴露于高温环境中ꎬ其生理代谢与分子调控层面会启

动一系列适应性响应ꎬ以此提升自身的抗逆能力ꎬ而这

些响应过程大多与热激蛋白(Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ
ＨＳＰ)密切相关ꎮ ＨＳＰ 是一类普遍存在于动植物体内

的具有独特结构和功能的蛋白质[３￣４]ꎮ ＨＳＰ 作为多种

生命活动的分子伴侣ꎬ参与协助其他蛋白质的正确折

叠ꎬ维持蛋白质活性并协助蛋白质的跨膜运输[５]ꎮ 基

于相对分子量大小ꎬ植物 ＨＳＰ 可分为 ＨＳＰ１００、ＨＳＰ９０、
ＨＳＰ７０、ＨＳＰ６０、ＨＳＰ４０ 和小分子 ＨＳＰ[６]ꎮ 其中ꎬＨＳＰ７０
被认为是最高度保守的 ＨＳＰꎬ其蛋白由 Ｎ 端高度保守

的核苷酸结合域(ＮＢＤ)和 Ｃ 端的保守底物结合域

(ＳＢＤ)２ 个功能域组成ꎬ是分子伴侣和折叠催化细胞网

络的核心组成部分ꎬ具有协助蛋白质正确折叠、修复受

损蛋白质、防止蛋白质凝聚等多种生物功能[７￣８]ꎮ 植物

中ＨＳＰ７０ 主要定位于叶绿体、线粒体、细胞质和内质网

等细胞器中ꎬ且多数存在于细胞质中发挥作用[９￣１０]ꎮ
目前ꎬ在拟南芥[１１]、水稻[１２]、玉米[１３]、大豆[１４]等植

物中分别鉴定到 １８ 个、３２ 个、３５ 个和 ６１ 个 ＨＳＰ７０ 基

因ꎮ 研究结果表明ꎬＨＳＰ７０ 基因在植物生长发育中起

着重要的调控作用ꎬ例如在烟草中ꎬ定位于细胞核的

ＮｔＨＳＰ７０￣１基因可参与维持细胞核内 ＤＮＡ 的稳定性ꎬ
过表达 ＮｔＨＳＰ７０￣１基因烟草植株长势旺盛且在持续高

温胁迫下存活率较高[１５]ꎮ 异源过表达棉花 ＧｈＨＳＰ７０￣
２６转基因烟草植株的叶绿素含量和抗氧化酶活性比野

生型烟草更高ꎬ根系生长也更旺盛[１６]ꎮ 同时ꎬ已有大量

研究结果证实ꎬＨＳＰ７０ 家族基因在植物逆境胁迫响应

中发挥关键调控作用ꎮ 例如ꎬ大白菜基因组中鉴定出

的 ２８ 个 ＨＳＰ７０ 同源基因里ꎬ有 １６ 个转录水平在高温

处理下显著上调ꎬ暗示这类基因可能参与调控大白菜

的热胁迫应答过程[１７]ꎮ 拟南芥 ＡｔＨＳＰ７０￣３基因编码的

蛋白质可与磷脂酶发生互作ꎬ通过协助植物细胞重建

稳态ꎬ进而介导植株的耐热性[１８]ꎮ 在 ４６ ℃极端高温胁

迫下ꎬ过表达辣椒 ＣａＨＳＰ７０￣２ 基因的转基因拟南芥植

株存活率显著高于野生型[１９]ꎮ 与之相反ꎬ拟南芥 ＡｔＨ￣
ＳＰ７０￣１５基因缺失突变体表现出植株矮小、生长迟缓的

表型ꎬ且经高温处理后死亡率显著升高ꎬ这表明该基因

不仅调控拟南芥的正常生长发育ꎬ还正向调控其高温

胁迫耐受能力[２０]ꎮ 此外ꎬ有研究结果表明ꎬ玉米 ＨＳＰ７０
家族基因可通过提升叶片抗氧化酶活性ꎬ减轻细胞氧

化损伤ꎬ最终增强植株的高温胁迫耐受性[２１]ꎮ 综上ꎬ
ＨＳＰ７０家族基因在植物生长发育进程及逆境胁迫响应

中均具有不可或缺的调控功能ꎮ
生姜(Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ Ｒｏｓｃｏｅ)是姜科姜属多年

生草本植物ꎬ常作为一年生蔬菜栽培ꎬ是药食同源的特

色蔬菜和重要的出口创汇农产品[２２]ꎮ 近年来ꎬ中国生

姜种植面积不断扩大ꎬ产量和出口量均居全球首位[２３]ꎮ
生姜为浅根系作物ꎬ喜温暖湿润环境ꎬ不耐高温胁迫ꎬ
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过高的环境温度易使其产生生理性热害ꎬ进而抑制植

株生长发育ꎬ造成产量和品质下降ꎬ严重时甚至导致植

株死亡[２４]ꎮ 已有研究结果表明ꎬＨＳＰ７０ 家族基因在植

物耐热调控方面具有重要作用ꎬ但目前关于生姜

ＨＳＰ７０家族基因的系统鉴定与功能解析仍较为匮乏ꎮ
因此ꎬ本研究基于生姜全基因组测序数据ꎬ对其 ＨＳＰ７０
家族基因进行全基因组鉴定及表达模式分析ꎬ为深入

揭示生姜 ＨＳＰ７０家族基因的生物学功能提供理论支撑

与数据参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 ＺｏＨＳＰ７０家族基因的鉴定及系统发育树的构建

　 　 从 ＮＣＢＩ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / )获取水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)ＨＳＰ７０ 蛋白氨基酸序

列ꎬ从 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ 数据库 ( ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.ｏｒｇ / )获取拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ)ＨＳＰ７０ 蛋白氨基酸序列ꎬ以水稻和拟南芥

ＨＳＰ７０ 蛋白氨基酸序列为种子序列ꎬ在生姜基因组

数据库[２５]使用 ＢＬＡＳＴ 工具进行同源序列比对ꎬ设
置比对阈值为Ｅ<１×１０－１０ꎬ初步获得生姜候选 ＨＳＰ７０
蛋白氨基酸序列ꎮ 从 Ｐｆａｍ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ.
ｘｆａｍ.ｏｒｇ)下载 ＨＳＰ７０ 保守结构域对应的隐马尔可

夫模型(Ｐｆａｍ 登录号:ＰＦ０００１２)ꎬ利用 ＨＭＭＥＲ 工

具( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / Ｔｏｏｌｓ / ｈｍｍｅｒ)对候选氨

基酸序列进行结构域匹配验证ꎬ同时通过 Ｉｎｔｅｒ￣
ＰｒｏＳｃａｎ 工具 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ)
对候选氨基酸序列的功能结构域进行注释分析ꎮ 结

合上述结果ꎬ去除重复、冗余及注释信息不完整的氨

基酸序列ꎬ得到初步筛选后的生姜 ＨＳＰ７０ 蛋白氨基

酸序列文件ꎬ最后利用 ＮＣＢＩ 保守结构域数据库

(ＣＤＤꎬｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｃｄｄ / )对上述

氨基酸序列进行结构域二次鉴定ꎬ剔除不包含典型

ＨＳＰ７０ 保守结构域的氨基酸序列ꎬ最终确定 ３１ 个生

姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因ꎮ
将经过序列比对和结构域筛选后的 ３１ 个生姜

ＨＳＰ７０ 蛋白氨基酸序列与 １８ 个拟南芥和 ３２ 个水

稻[２６]ＨＳＰ７０ 蛋白氨基酸序列利用 ＣｌｕｓｔａｌＷ２ 软件进

行多序列比对ꎬ并使用在线工具 Ｃｈｉｐｌｏｔ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｃｈｉｐｌｏｔ.ｏｎｌｉｎｅ / )对进化树进行修饰ꎮ
１.２　 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白特征分析和亚细胞定位分析

使用 ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白的理化性质ꎬ包

括其氨基酸序列长度、亲水性、相对分子量、不稳定

系数、原子总数和等电点ꎮ 使用在线工具 ＳＯＰＭＡ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｂｉｌ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ?
ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)对生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白的二

级结构进行分析对比ꎮ 利用在线工具 Ｐｉａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｓｂｉｏ.ｓｊｔｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / Ｐｌａｎｔ ｍｕｌｔｉ)预
测 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白的亚细胞定位ꎮ
１.３　 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因结构和保守基序分析

从生姜基因组 ＧＦＦ３ 文件中提取生姜 ＺｏＨＳＰ７０
家族基因的基因注释ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 工具对生姜 ３１
个 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因进行结构分析ꎬ在线分析生姜

ＨＳＰ７０ 家族基因的外显子和内含子的组成ꎻ使用

ＭＥＭＥ 在 线 网 站 ( ｈｔｔｐｓ / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｍｅｍｅ /
ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)对 ３１ 个 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因进行保守基

序识别ꎬ并通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件绘图ꎮ
１.４　 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的染色体定位

根据生姜基因组的注释信息ꎬ通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 获取

ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的染色体定位信息ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ
工具封装的本地 ＢＬＡＳＴ＋工具ꎬ对生姜全基因组编

码的蛋白质氨基酸序列进行比对ꎬ获得同源基因配

对结果ꎬ将该结果与基因组注释文件联合导入

ＴＢｔｏｏｌｓ 的 ＭＣＳｃａｎＸ 调用接口ꎬ分析生姜基因串联

重复与片段重复事件ꎬ并绘制 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的

染色体定位图ꎮ
１.５　 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因启动子顺式作用元件分析

通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 提取生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因起始密

码子上游２ ０００ ｂｐ 基因组 ＤＮＡ 序列ꎬ并用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
在线生物信息学数据库与分析平台(ｈｔｔｐ:/ / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａ￣
ｔｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )预测该启动

子区域的顺式作用元件ꎬ然后将所有顺式作用元件按

照功能进行分类ꎬ最后通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行可视化ꎮ
１.６　 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因共线性分析

通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 的ＭＣＳｃａｎＸ 和 Ｇｅｎｅ Ｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｅｘｔｒａｃｋ
功能对生姜基因组编码的蛋白质氨基酸序列进行比

对ꎬ得到生姜物种内的共线性关系ꎬ通过 Ｆａｓｔａ Ｓｔａｓｔｓ 功
能得到染色体长度文件ꎮ 用共线性关系文件、染色体

长度文件在 ＴＢｔｏｏｌｓ 的 Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｃｉｒｃｏｓ 功能区绘制

ＺｏＨＳＰ７０家族基因的物种内同源基因共线性图谱ꎮ 使

用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件对生姜和芭蕉(Ｍｕｓａ ｂａｓｊｏｏ)的基因和

注释文件进行比对ꎬ获得 Ｃｔｌ、Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ、ＧＦＦ 文件ꎬ借
助 ＴＢｔｏｏｌｓ 的 Ｄｕａｌ Ｓｙｓｔｅｎｙ Ｐｌｏｔ ｆｏｒ ＭＣｓｃａｎＸ 功能处理

以上文件ꎬ并绘制生姜 ＨＳＰ７０ 家族基因和芭蕉 ＨＳＰ７０
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家族基因的共线性关系图ꎮ
１.７　 基于转录组测序数据的 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因表

达模式分析

　 　 整合已报道转录组数据[２７￣２９]及本课题组有关生姜

不同组织、不同发育阶段、各种逆境胁迫下的测序数据

(登录号:ＰＲＪＮＡ３８０８４７、ＰＲＪＮＡ３８０９７２、ＰＲＪＮＡ５９２２１５、
ＰＲＪＮＡ７８８１９４、ＰＲＪＮＡ９１１４４３)ꎬ提取 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因

表达量ꎮ 包括生姜红色茎外表皮(ＲＯ)、红色茎内表皮

(ＲＩ)、根茎(Ｒｈ)、绿色茎(Ｇｒ)中 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的

表达量ꎬ根茎由下而上 ５ 个不同部位(Ｒｈ１~Ｒｈ５)及根

(Ｒ)和茎(Ｓ)中 ＺｏＨＳＰ７０家族基因的表达量ꎬ不同温度

(２５ ℃、４ ℃和 １２ ℃)下根茎中ＺｏＨＳＰ７０家族基因的表

达量ꎬ壳聚糖处理后当天、１ ｄ 和２ ｄ(ＣＫ０、ＣＫ１、ＣＫ２)以
及接种腐皮镰刀菌并添加壳聚糖处理当天、１ ｄ 和 ２ ｄ
(ＣＳ０、ＣＳ１、ＣＳ２)根茎中 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的表达量ꎬ
２５ ℃(ＣＫ)、２ ℃冷害(ＬＴ)、褪黑素(ＣＫ￣ＭＴ)、褪黑素加

２ ℃冷害(ＬＴ￣ＭＴ)处理后根茎中 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的

表达量ꎬ盐胁迫(ＮａＣｌ)、干旱胁迫(ＰＥＧ)、淹水胁迫

(ＷＬ)、淹水胁迫前叶面喷施纳米硅溶液(ＷＬ＋Ｓｉ)生姜

根(Ｒ)、茎(Ｓ)、叶(Ｌ)、根茎(Ｒｈ)中 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因

的表达量ꎮ 最后通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 的 ＨｅａｔＭａｐ Ｐｌｏｔ 功能软

件完成表达模式的可视化ꎮ
１.８　 微小 ＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)对 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因转

录后的调控

　 　 为解析 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的转录后调控机制ꎬ
首先从已发表的研究结果中整理获取生姜 ｍｉＲＮＡ 成

熟体序列[３０]ꎬ随后将上述 ｍｉＲＮＡ 序列与 ＺｏＨＳＰ７０ 家

族基因的 ＣＤＳ 序列上传至 ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ 在线分析工

具(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｚｈａｏｌａｂ.ｏｒｇ / ｐｓＲＮＡ) [３１￣３２]ꎬ预测 ｍｉＲ￣
ＮＡ 与 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的靶向调控关系ꎬ２３ 个

ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因被预测到与已知 ｍｉＲＮＡ 存在可信

的靶位点ꎬ最终利用 Ｒ 语言 ｇｇａｌｌｕｖｉａ 包构建桑基图ꎬ
可视化呈现ｍｉＲＮＡ 与 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因转录后之间

的调控网络[３３]ꎮ
１.９　 样品处理

供试材料为山东大姜姜种ꎬ由长江大学香辛作

物研究院保存ꎮ 选取健康饱满的姜种ꎬ置于温度 ２５
℃、相对湿度 ７０％、光周期为 ２４ ｈ 全黑暗的人工气

候培养箱中催芽ꎬ待芽长至 １.５ ｃｍ 时ꎬ移栽至长江

大学西校区玻璃温室进行盆栽培育ꎮ 盆栽容器规格

为上口径 ２５ ｃｍ、底径 ２１ ｃｍ、高 ２６ ｃｍꎬ育苗基质采

用丹麦品氏托普泥炭土与珍珠岩ꎬ二者的体积比为

３ ∶ １ꎮ 待生姜幼苗株高达 ５０ ｃｍ 左右时ꎬ筛选长势

一致、无病虫害的健康幼苗用于后续高温胁迫试验ꎮ
预试验结果表明ꎬ４０ ℃高温胁迫处理 ７ ｄ 后ꎬ生姜植

株叶片出现萎蔫、枯黄等典型热害症状ꎬ但未达到致

死程度[２４]ꎮ 结合夏季塑料大棚田间观测条件———
晴朗天气中午前后冠层温度常高达 ４０ ℃以上ꎬ本研

究最终设定 ４２ ℃为高温胁迫温度ꎬ该条件既能够模

拟田间极端高温环境ꎬ又可避免材料快速死亡以保

证取样有效性ꎮ 分别于高温胁迫处理 ０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、
１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 时采集植株功能叶片ꎬ经液氮速冻

后迅速转移至－８０ ℃超低温冰箱中保存备用ꎮ
提取生姜叶片 ＲＮＡꎬ检测浓度并反转录成 ｃＤ￣

ＮＡꎬ进行实时荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎬ引物信息见表 １ꎮ
以 ＲＢＰ 基因为内参ꎬ使用 ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试

剂(南京诺唯赞生物科技股份有限公司产品)进行

实时荧光定量反转录 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测ꎮ 反应

体系(２０ μＬ)为正、反向引物各 １ μＬꎬＳＹＢＲ ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂 １０ μＬꎬｃＤＮＡ １ μＬꎬ最后用 ｄｄＨ２Ｏ
补足至 ２０ μＬꎮ 扩增程序:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃
变性 ５ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ４０ 次循环ꎮ 每个样品重复

３ 次ꎮ 用 ２－△△Ｃｔ 方法计算相对表达水平[３４]ꎮ 使用

Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 新复极差法在 ０.０５ 水平对各处理数据进

行差异显著性检验ꎮ

表 １　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因与内参基因 ＲＢＰ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

引物

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ ) ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ

ＺｏＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ＲＢＰ ｉｎ ｇｉｎｇｅｒ

基因 ＩＤ　 　 基因名称　 引物序列(５′→３′) 　 　
Ｍａｋｅｒ０００４４７７５ ＺｏＨＳＰ７０￣３ Ｆ:ＣＡＡＡＧＡＧＣＣＡＡＡＣＡＡＧＧＧＧ

Ｒ:ＣＣＡＡＧＧＧＴＧＡＧＴＧＧＡＧＣＡＡ
Ｍａｋｅｒ０００２３２０３ ＺｏＨＳＰ７０￣４ Ｆ:ＡＡＧＧＣＡＧＴＣＡＴＣＡＣＡＧＴＣＣＣ

Ｒ:ＡＡＡＡＧＴＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＡＧＧ
Ｍａｋｅｒ００００６０７１ ＺｏＨＳＰ７０￣１０ Ｆ:ＣＴＧＡＴＧＡＧＧＣＴＧＴＴＧＣＴＴＡＴＧ

Ｒ:ＧＣＴＣＴＴＴＣＴＴＴＧＴＧＧＧＧＡＴＧ
Ｍａｋｅｒ０００３７８１９ ＺｏＨＳＰ７０￣１７ Ｆ:ＴＡＧＧＡＡＧＴＧＧＧＧＴＴＧＡＴＧＴＡＡＧ

Ｒ:ＡＧＡＡＡＴＴＧＧＴＧＣＧＧＣＴＧＴ
Ｍａｋｅｒ０００３０４５４ ＺｏＨＳＰ７０￣２０ Ｆ:ＡＡＧＧＴＧＧＴＡＴＴＣＴＴＣＧＴＧＧＡＧ

Ｒ:ＧＧＧＧＡＴＧＧＴＡＧＴＡＴＴＴＣＴＧＴＴＧ
Ｍａｋｅｒ０００１０３４７ ＺｏＨＳＰ７０￣２４ Ｆ:ＴＴＣＣＣＣＡＧＡＴＣＡＣＡＧＴＴＴＧＣ

Ｒ:ＧＡＣＴＴＧＴＡＣＴＴＣＴＣＣＧＣＴＴＣＣ
Ｍａｋｅｒ０００００８５８ ＺｏＨＳＰ７０￣３０ Ｆ:ＧＧＡＴＣＡＴＣＡＡＴＧＡＧＣＣＣＡＣ

Ｒ:ＡＧＡＣＡＴＣＡＡＡＡＧＴＡＣＣＧＣＣＡ
Ｍａｋｅｒ００００１０３５ ＺｏＨＳＰ７０￣３１ Ｆ:ＣＴＣＧＧＡＴＴＧＴＴＴＣＧＧＧＡＣ

Ｒ:ＡＡＣＧＧＣＧＧＡＧＴＴＡＧＴＧＧＴ
ＡＣＴ ＲＢＰ Ｆ:ＣＣＴＡＴＧＡＡＧＣＧＴＡＧＡＡＡＣＡＣＡＡＧ

Ｒ:ＧＡＡＧＧＡＣＡＡＣＡＴＣＣＣＡＡＡＴＣ
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２　 结果与分析

２.１　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因及系统发育

　 　 经过序列比对和保守结构域分析ꎬ本研究从生

姜基因组数据库中共鉴定出 ３１ 个 ＨＳＰ７０ 家族基

因ꎬ将其命名为ＺｏＨＳＰ７０￣１~ ＺｏＨＳＰ７０￣３１ꎮ 对 １８ 个

拟南芥 ＨＳＰ７０ 家族基因和 ３２ 个水稻 ＨＳＰ７０ 家族基

因以及鉴定到的 ３１ 个 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因构建系统

发育树(图 １)ꎮ 基于进化关系分析ꎬ生姜 ＺｏＨＳＰ７０
家族基因可归类为 ５ 个亚家族ꎬ其中ꎬ第Ⅵ和第Ⅰ亚

家族基因最多ꎬ分别为 １０ 个和 ９ 个ꎬ第Ⅳ亚家族只

有 ＨＳＰ７０￣２ １ 个基因ꎮ

图 １　 生姜、拟南芥和水稻 ＨＳＰ７０ 家族基因的系统发育分析结果

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ａｎｄ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ

２.２　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白特征及亚细胞定位

３１ 个生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白理化性质的基本信息

如表 ２ 所示ꎬＺｏＨＳＰ７０ 蛋白的氨基酸序列平均长度

为 ６０９ ａａꎬ分布范围在 １６３ ａａ 至 ９０９ ａａ 之间ꎬ其中ꎬ
ＺｏＨＳＰ７０￣６ 氨 基 酸 序 列 长 度 最 短 ( １６３ ａａ )ꎬ
ＺｏＨＳＰ７０￣１７ 氨 基 酸 序 列 长 度 最 长 ( ９０９ ａａ )ꎮ
ＺｏＨＳＰ７０￣６ 相对分子量最低(１８ １２０)ꎬＺｏＨＳＰ７０￣１７
相对分子量最高 (１０１ ６１０)ꎮ 等电点平均值为

５􀆰 ５３ꎬ分布范围为４.９６~９􀆰 ５３ꎬＨＳＰ７０￣２６ 的等电点大

于 ７􀆰 ００ꎬ呈碱性ꎬ其余蛋白质的等电点均小于 ７􀆰 ００ꎬ

为酸性蛋白ꎮ ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白不稳定系数介于 ２９.６６
( ＨＳＰ７０￣１ 蛋 白 ) 和 ４７. ９４ ( ＨＳＰ７０￣１４ 蛋 白 )ꎮ
ＨＳＰ７０￣１４、 ＨＳＰ７０￣１３、 ＨＳＰ７０￣１５、 ＨＳＰ７０￣９、 ＨＳＰ７０￣
２８、ＨＳＰ７０￣２０、ＨＳＰ７０￣５、ＨＳＰ７０￣８ 蛋白的不稳定系

数在 ４０􀆰 ００ 以上ꎬ为不稳定蛋白ꎬ其余蛋白质不稳定

系数在 ４０.００ 以下ꎬ为稳定蛋白ꎮ ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白亲

水性指数为－０.７３７~０􀆰 １０２ꎬＨＳＰ７０￣２ 蛋白和 ＨＳＰ７０￣
２６ 蛋白的亲水性指数大于 ０ꎬ为疏水性蛋白ꎬ其余均

小于 ０ꎬ为亲水性蛋白ꎮ 信号肽预测发现ꎬＨＳＰ７０￣１、
ＨＳＰ７０￣８、ＨＳＰ７０￣１７ 蛋白具有信号肽ꎬ为分泌蛋白ꎬ
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其余蛋白质均不具备信号肽ꎬ不属于分泌蛋白ꎮ 亚

细胞定位预测分析发现ꎬ大部分 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白定位

于线粒体ꎬ６ 个分布在叶绿体ꎬ７ 个定位于细胞核ꎮ
此外ꎬ如图 ２ 所示ꎬＺｏＨＳＰ７０ 蛋白家族成员的二级结

构完整ꎬ其中 α 螺旋的占比最大ꎬ达到 ３３.４５％~
５１􀆰 ５１％ꎬ 其 次 是 无 规 则 卷 曲ꎬ 达 到 ２６.６７％~
４０􀆰 ８９％ꎬβ 转角的占比最少ꎬ 仅占整体结构的

１.７２％~１１􀆰 ０４％ꎮ

表 ２　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白的特性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＺｏＨＳＰ７０ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｇｉｎｇｅｒ

基因名称　 　 基因 ＩＤ
ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因编码的蛋白质

氨基酸序列
长度(ａａ)

相对
分子量 等电点 不稳定系数

亲水性
指数

有无
信号肽 亚细胞定位

ＺｏＨＳＰ７０￣１ Ｍａｋｅｒ０００１２３９４ ６６３ ７３ １１０ ５.１０ ２９.６６ －０.４５８ 有 细胞核、内质网

ＺｏＨＳＰ７０￣２ Ｍａｋｅｒ０００６４３３６ ５９５ ６４ ４９０ ５.５４ ３８.５８ ０.１０２ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣３ Ｍａｋｅｒ０００４４７７５ ５４７ ６０ ６３０ ４.９６ ３０.９５ －０.５３３ 无 细胞核、内质网

ＺｏＨＳＰ７０￣４ Ｍａｋｅｒ０００２３２０３ ６８４ ７３ ２７０ ５.７４ ３９.４９ －０.２６７ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣５ Ｍａｋｅｒ０００２３２８７ ８４５ ９３ ３４０ ５.０８ ４１.５５ －０.４６５ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣６ Ｍａｋｅｒ０００５５７２９ １６３ １８ １２０ ５.３４ ３２.８７ －０.２５７ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣７ Ｍａｋｅｒ０００６９５８７ ５８６ ６３ ９４０ ５.６８ ３５.０８ －０.３３２ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣８ Ｍａｋｅｒ０００１３２９５ ８９１ ９９ ４２０ ５.１６ ４１.２８ －０.４０４ 有 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣９ Ｍａｋｅｒ０００５４３４８ ８１１ ８９ ９８０ ５.５９ ４２.７８ －０.３７１ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣１０ Ｍａｋｅｒ００００６０７１ ４７３ ５２ ２４０ ５.０３ ３６.９７ －０.５１２ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣１１ Ｍａｋｅｒ０００７７７２３ ６７６ ７２ ８７０ ５.３９ ３８.４２ －０.２５３ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣１２ Ｍａｋｅｒ０００７７８９３ ４９８ ５４ ５１０ ５.２２ ３６.０１ －０.４４８ 无 细胞核

ＺｏＨＳＰ７０￣１３ Ｍａｋｅｒ０００７８１４４ ８９５ ９９ ０１０ ５.２０ ４４.５３ －０.４２０ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣１４ Ｍａｋｅｒ０００７８８５７ ４０６ ４６ ２９０ ５.０８ ４７.９４ －０.７０３ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣１５ Ｍａｋｅｒ０００７８９９１ ４１４ ４６ ４００ ６.４３ ４３.８２ －０.１１６ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣１６ Ｍａｋｅｒ０００５０５８３ ６８９ ７６ １３０ ５.０７ ３０.９７ －０.４０１ 无 细胞核、内质网

ＺｏＨＳＰ７０￣１７ Ｍａｋｅｒ０００３７８１９ ９０９ １０１ ６１０ ５.１４ ３９.０６ －０.３９１ 有 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣１８ Ｍａｋｅｒ０００６８４５９ ５１８ ５６ ７３０ ４.９８ ３５.８６ －０.４３１ 无 线粒体、内质网

ＺｏＨＳＰ７０￣１９ Ｍａｋｅｒ０００２９０５６ ７００ ７４ ９８０ ５.１３ ３１.７０ －０.３１６ 无 叶绿体

ＺｏＨＳＰ７０￣２０ Ｍａｋｅｒ０００３０４５４ ７１３ ７７ ０００ ６.１８ ４２.０４ －０.２７９ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣２１ Ｍａｋｅｒ０００５７５８３ ５３９ ５９ ４８０ ５.２０ ３２.２１ －０.４６７ 无 线粒体、内质网

ＺｏＨＳＰ７０￣２２ Ｍａｋｅｒ０００００３０８ ６９０ ７４ ３２０ ５.１１ ３２.５１ －０.２７９ 无 叶绿体

ＺｏＨＳＰ７０￣２３ Ｍａｋｅｒ０００００５９７ ８１９ ８７ ８７０ ６.４０ ３７.９６ －０.３６１ 无 叶绿体

ＺｏＨＳＰ７０￣２４ Ｍａｋｅｒ０００１０３４７ ４７５ ５２ ３４０ ５.０３ ３５.６７ －０.４８６ 无 叶绿体

ＺｏＨＳＰ７０￣２５ Ｍａｋｅｒ０００１１６８１ ６９９ ７４ ８３０ ５.３４ ３４.８６ －０.３０５ 无 叶绿体

ＺｏＨＳＰ７０￣２６ Ｍａｋｅｒ０００３６７４４ ５５５ ５９ ２８０ ９.５３ ３３.９１ ０.０５４ 无 叶绿体

ＺｏＨＳＰ７０￣２７ Ｍａｋｅｒ０００６１５５４ ５６２ ６２ １９０ ５.３１ ３５.７０ －０.３７７ 无 细胞核

ＺｏＨＳＰ７０￣２８ Ｍａｋｅｒ０００７３４２９ ４３１ ４９ ７９０ ５.５３ ４２.１３ －０.７３７ 无 细胞核、线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣２９ Ｍａｋｅｒ０００７３４５５ ４６５ ５１ ７７０ ６.６１ ３９.５９ －０.１０４ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣３０ Ｍａｋｅｒ０００００８５８ ４７３ ５２ ２６０ ５.０８ ３５.９８ －０.５２２ 无 线粒体

ＺｏＨＳＰ７０￣３１ Ｍａｋｅｒ００００１０３５ ４９９ ５４ ６３０ ５.２１ ３３.０２ －０.４６０ 无 细胞核

２.３　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因结构和保守基序

对 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的外显子、内含子结构进

行可视化ꎬ结果如图 ３Ａ 所示ꎮ 从图 ３Ａ 可知ꎬ生姜 ３１
个 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因均包含内含子与编码区域

(ＣＤＳ)ꎬ但在基因序列长度及内含子、外显子数量上

具有明显差异ꎮ 基因 ＺｏＨＳＰ７０￣６和 ＺｏＨＳＰ７０￣１１ 的编

码区域数量最多ꎬ均为 １４ 个ꎬ基 因 ＺｏＨＳＰ７０￣５、
ＺｏＨＳＰ７０￣７、ＺｏＨＳＰ７０￣１０、ＺｏＨＳＰ７０￣１８、ＺｏＨＳＰ７０￣２８ 和

５７７杨培华等:生姜 ＨＳＰ７０ 家族基因鉴定及其响应高温胁迫的表达分析



ＺｏＨＳＰ７０￣３１ 均只包含 １ 个编码区域ꎬ其余家族基因

的编码区域数量在２~１３ 个ꎮ ＺｏＨＳＰ７０￣３、ＺｏＨＳＰ７０￣６、
ＺｏＨＳＰ７０￣１１、ＺｏＨＳＰ７０￣２３、 ＺｏＨＳＰ７０￣２６ 和 ＺｏＨＳＰ７０￣
２９ 都包含上游和下游非翻译序列ꎬ基因 ＺｏＨＳＰ７０￣４、
ＺｏＨＳＰ７０￣９、 ＺｏＨＳＰ７０￣１２、 ＺｏＨＳＰ７０￣１６、 ＺｏＨＳＰ７０￣２０、
ＺｏＨＳＰ７０￣２２ 和 ＺｏＨＳＰ７０￣２５ 只含有下游非编码区ꎬ还

有 １６ 个家族基因上下游均不含非编码序列ꎮ 如图

３Ｂ 所示ꎬ从 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因中鉴定到 １０ 个 ｍｏｔｉｆꎬ
其 中 ＺｏＨＳＰ７０￣１４ 不 含 ｍｏｔｉｆ 结 构ꎻ ＺｏＨＳＰ７０￣１、
ＺｏＨＳＰ７￣４和 ＺｏＨＳＰ７０￣１６ 含有的 ｍｏｔｉｆ 最多ꎬ均为 １０
个ꎬ此外ꎬ有 １７ 个 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因同时含有 ｍｏｔｉｆ６
和 ｍｏｔｉｆ７ꎬ说明 ｍｏｔｉｆ６ 和 ｍｏｔｉｆ７ 高度保守ꎮ

图 ２　 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白二级结构

Ｆｉｇ.２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＺｏＨＳＰ７０ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ３　 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因结构和保守基序

Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ＺｏＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ
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２.４　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的染色体定位

如图 ４ 所示ꎬ３１ 个 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因分别

定位于 １０ 条不同的染色体上ꎮ 其中ꎬ定位于 ２０
号染色体上的基因最多ꎬ有 ８ 个ꎬ１２ 号染色体和

８ 号染色体上分别有 ６ 个和 ４ 个基因ꎬ１８ 号染色

体上定位到 ３ 个基因ꎬ２ 号染色体、１０ 号染色体、
１６ 号染色体、２２ 号染色体上分别定位到 ２ 个基

因ꎬ４ 号染色体和 １４ 号染色体上定位到的基因数

量最少ꎬ均为 １ 个基因ꎮ

图 ４　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的染色体分布

Ｆｉｇ.４　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＺｏＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｇｉｎｇｅｒ

２.５　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因启动子区域顺式作用

元件

　 　 如图 ５ 所示ꎬ从 ３１ 个 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因上游

２ ０００ ｂｐ 启动子区域共鉴定到 ５８ 种顺式作用元

件ꎬ这些顺式作用元件分为光响应元件、生长发育

响应元件、植物激素响应元件和逆境胁迫响应元

件 ４ 组ꎮ 其中ꎬ光响应元件种类最多ꎬ有 ２１ 种ꎬ植
物激素响应元件和生长发育响应元件均有 １３ 种ꎬ
逆境胁迫响应元件有 １１ 种ꎮ 光响应元件 Ｇ￣ｂｏｘ 和

Ｂｏｘ４ 元件数量最多ꎬ分别有 １１１ 个和 ６９ 个ꎮ 逆境

响应元件中ꎬＺｏＨＳＰ７０ 家族基因中有 ２５ 个含有厌

氧诱导元件 ＡＲＥꎬ且该元件数量最多ꎬ有 ６０ 个ꎮ
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生长发育响应元件中核心启动子元件 ＴＡＴＡ 元件

和 ＣＡＡＴ 元件数量最多ꎬ分别有１ ０２９个和 ４２９ 个ꎬ
且每个 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因都包含这 ２ 种元件ꎮ 激

素响应元件中ꎬ茉莉酸甲酯响应元件 ＣＧＴＣＡ 和

ＴＧＡＣＧ 数量分别为 ９２ 个和 ５８ 个ꎬ脱落酸响应元

件 ＡＢＲＥ 数量为 ９０ 个ꎬ２４ 个 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因

含有该元件ꎮ

图 ５　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的顺式作用元件分析结果

Ｆｉｇ.５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ＺｏＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｇｉｎｇｅｒ

２.６　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的共线性

为进一步探究生姜物种内 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的

复制情况ꎬ本研究对基因组进行共线性分析ꎬ结果如

图 ６Ａ 所示ꎬ１１ 对 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因出现了片段复

制ꎬ分别分布在 ２ 号染色体、４ 号染色体、８ 号染色体、
１２ 号染色体、１６ 号染色体和 ２０ 号染色体上ꎬ其中ꎬ１２
号染色体上有 ５ 个共线基因对ꎮ 物种间的共线性关

系如图 ６Ｂ 所示ꎬ生姜和芭蕉间有 ２５ 对片段复制ꎬ分
别分布在生姜 ８ 号染色体、１０ 号染色体、１２ 号染色

体、１４ 号染色体、１６ 号染色体、１８ 号染色体、２０ 号染

色体和 ２２ 号染色体上ꎬ其中ꎬ１２ 号染色体和 ２０ 号染

色体上共线基因对最多ꎬ均为 ５ 对ꎮ
２.７　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的表达模式

如图 ７ 所示ꎬＺｏＨＳＰ７０ 家族基因在生姜不同组

织和处理下的表达模式具有较大差异ꎮ 基因

ＺｏＨＳＰ７０￣１０、ＺｏＨＳＰ７０￣２４ 和 ＺｏＨＳＰ７０￣３０ 在生姜红

色茎外表皮(ＲＯ)、红色茎内表皮(ＲＩ)、根茎(Ｒｈ)、
绿色茎 ( Ｇｒ) 中具有较高的表达量ꎮ ＺｏＨＳＰ７０￣１、
ＺｏＨＳＰ７０￣６、ＺｏＨＳＰ７０￣７、 ＺｏＨＳＰ７０￣１２、 ＺｏＨＳＰ７０￣１３、
ＺｏＨＳＰ７０￣２２、 ＺｏＨＳＰ７０￣２７、 ＺｏＨＳＰ７０￣２８、 ＺｏＨＳＰ７０￣
２９、ＺｏＨＳＰ７０￣３１ 等 １０ 个基因在这些组织中几乎不

表达(图 ７Ａ)ꎮ ＺｏＨＳＰ７０￣１０、ＺｏＨＳＰ７０￣１６、ＺｏＨＳＰ７０￣
２４ 和 ＺｏＨＳＰ７０￣３０ 在根茎的 ５ 个不同部位中均有较

高的表达量ꎬＺｏＨＳＰ７０￣１０ 和 ＺｏＨＳＰ７０￣３０ 在茎中的

表达量最高ꎬＺｏＨＳＰ７０￣２４ 在根中的表达量最高ꎮ
ＺｏＨＳＰ７０￣２７、ＺｏＨＳＰ７０￣２８ 和 ＺｏＨＳＰ７０￣２９ 在根茎的

５ 个不同部位中均无表达 (图 ７Ｂ)ꎮ 在 ４ ℃ 时ꎬ
ＺｏＨＳＰ７０￣１０ 基因表达量与 ＣＫ(２５ ℃)相比下降ꎬ在
１２ ℃时其表达量出现回升ꎬ此外 ＺｏＨＳＰ７０￣１０ 相较

于同家族其他基因在不同温度下均有较高的表达

量ꎻＺｏＨＳＰ７０￣３０ 基因表达量在 ４ ℃时与 ＣＫ 相比为

上调表达ꎬ１２ ℃时其表达量虽然低于 ４ ℃时ꎬ但仍

高于 ＣＫꎻＺｏＨＳＰ７０￣２４ 在 ４ ℃ 时与 ＣＫ 相比为下调

表达ꎬ１２ ℃时特异性高表达(图 ７Ｃ)ꎮ
基因 ＺｏＨＳＰ７０￣１０ 在单独接种腐皮镰刀菌后有

着较高的表达水平ꎻ接种腐皮镰刀菌＋壳聚糖处理 １
ｄ 表达量降至最低水平ꎬ接种腐皮镰刀菌＋壳聚糖后

３ ｄ 表达量回升ꎮ ＺｏＨＳＰ７０￣１、ＺｏＨＳＰ７０￣３、ＺｏＨＳＰ７０￣
５、ＺｏＨＳＰ７０￣１６、ＺｏＨＳＰ７０￣２４ 和 ＺｏＨＳＰ７０￣３０ 等多个

基因在接种腐皮镰刀菌后随着处理时间的推移表达

量逐渐降低ꎮ 基因 ＺｏＨＳＰ７０￣２７ 在不同处理下均不

表达(图 ７Ｄ)ꎮ 基因 ＺｏＨＳＰ７０￣１０ 在低温胁迫处理

后表达量显著升高ꎬ与单独低温胁迫处理相比ꎬ低温

加褪黑素处理下基因 ＺｏＨＳＰ７０￣１０ 的表达量显著下

调ꎮ 同 ＣＫ 相比ꎬ低温胁迫和低温胁迫加褪黑素处

理下ꎬ基因 ＺｏＨＳＰ７０￣２４ 和 ＺｏＨＳＰ７０￣３０ 表达显著下

调ꎮ 此 外ꎬ 与 ＣＫ 相 比ꎬ 在 褪 黑 素 处 理 下 基 因

ＺｏＨＳＰ７０￣１６ 的表达量显著升高(图 ７Ｅ)ꎮ
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Ａ:ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因种内共线性分析ꎻＢ:生姜 ＨＳＰ７０ 家族基因和芭蕉 ＨＳＰ７０ 家族基因共线性分析(图上数字表示染色体名称)ꎮ
图 ６　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 基因种内及种间共线性分析结果

Ｆｉｇ.６　 Ｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＺｏＨＳＰ７０ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｇｉｎｇｅｒ
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　 　 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因在不同非生物胁迫下生姜叶

片、根、根茎和茎中的表达情况如图 ７Ｆ 所示ꎮ 基因

ＺｏＨＳＰ７０￣１０在各处理下的表达水平均是整个家族基因

中最高的ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ在盐胁迫下叶片中基因

ＺｏＨＳＰ７０￣４、ＺｏＨＳＰ７０￣１６、ＺｏＨＳＰ７０￣１９和 ＺｏＨＳＰ７０￣２４ 的

表达量显著高于 ＣＫꎮ 此外ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬ盐胁迫下

ＺｏＨＳＰ７０￣２４在根中显著下调表达ꎬ基因 ＺｏＨＳＰ７０￣１６ 盐

胁迫下在根茎中显著上调表达ꎮ 干旱胁迫下ꎬ基因

ＺｏＨＳＰ７０￣２４在生姜根系中具有较高的表达水平ꎬ与 ＣＫ
相比ꎬ干旱胁迫下基因 ＺｏＨＳＰ７０￣１０、ＺｏＨＳＰ７０￣３０ 和

ＺｏＨＳＰ７０￣３１在根系中均上调表达ꎮ 淹水胁迫下ꎬ基因

ＺｏＨＳＰ７０￣１０的表达量下调ꎬ淹水胁迫前纳米硅处理ꎬ其
表达量与 ＣＫ 持平ꎮ 淹水胁迫下基因 ＺｏＨＳＰ７０￣３、
ＺｏＨＳＰ７０￣４、ＺｏＨＳＰ７０￣１２、ＺｏＨＳＰ７０￣３１ 在根系中显著上

调表达ꎬ淹水胁迫前纳米硅处理ꎬ这些基因的表达水平

降低ꎮ 淹水胁迫下基因 ＺｏＨＳＰ７０￣２４ 在根系中显著下

调表达ꎬ淹水胁迫前纳米硅处理ꎬ其表达量进一步降

低ꎮ 此外ꎬ淹水胁迫下基因 ＺｏＨＳＰ７０￣１０ 在生姜根系中

下调表达ꎬ而淹水胁迫前纳米硅处理ꎬ其表达量上升ꎮ
２.８　 ｍｉＲＮＡ 对 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因转录后的调控

ｍｉＲＮＡ 与 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因之间的靶向关系

分析结果显示ꎬ２３ 个 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因可能受到

５３ 个生姜 ｍｉＲＮＡ 的转录后调控ꎮ 其中ꎬｍｉＲ１６９ｅ＿３
通 过 翻 译 抑 制 调 控 ＺｏＨＳＰ７０￣４ 基 因 的 表 达ꎬ
ｍｉＲ１７１ｂ￣５ｐ＿１ 通过翻译抑制调控 ＺｏＨＳＰ７０￣１３ 基因

的表达ꎬｍｉＲ３９６ｇ￣５ｐ＿１ 通过翻译抑制调控 ＺｏＨＳＰ７０￣
７ 基因的表达ꎬ ｍｉＲ４７７ａ ＿ ４ 通过翻译抑制调控

ＺｏＨＳＰ７０￣２９ 基因的表达ꎬｍｉＲ３１９ｂ￣３ｐ 和 ｍｉＲ３１９ｂ＿２
可能同时通过翻译抑制调控 ＺｏＨＳＰ７０￣２７ 基因的表

达ꎬ而 其 余 ４７ 个 ｍｉＲＮＡ 则 以 剪 切 抑 制 调 控

ＺｏＨＳＰ７０ 基因的表达ꎮ 同一个 ｍｉＲＮＡ 可靶向多个

ＺｏＨＳＰ７０ 基因ꎬｍｉＲ３９６ｂ￣５ｐ 可能靶向 ５ 个 ＺｏＨＳＰ７０
基因ꎬ包括基因 ＺｏＨＳＰ７０￣６、ＺｏＨＳＰ７０￣１６、ＺｏＨＳＰ７０￣
２４、ＺｏＨＳＰ７０￣２５ 和 ＺｏＨＳＰ７０￣２６ꎮ ｍｉＲ３９６ｄ 可能靶

向 基 因 ＺｏＨＳＰ７０￣１９、 ＺｏＨＳＰ７０￣２２、 ＺｏＨＳＰ７０￣２３、
ＺｏＨＳＰ７０￣２５ 和 ＺｏＨＳＰ７０￣２６ꎮ 此外ꎬｍｉＲ３９６ａ￣５ｐ 和

ｍｉＲ３９６ｂ￣５ｐ 可 能 同 时 靶 向 基 因 ＺｏＨＳＰ７０￣２４ 和

ＺｏＨＳＰ７０￣２６ꎬ而 １４ 个 ｍｉＲＮＡ 可能共同调控基因

ＺｏＨＳＰ７０￣２７ 的表达ꎮ １０ 个 ｍｉＲＮＡ 可能共同调控基

因 ＺｏＨＳＰ７０￣２５ 的表达ꎮ 这一发现表明多个 ｍｉＲＮＡ
可以靶向调控 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因ꎬ形成错综复杂的

ｍｉＲＮＡ￣ｍＲＮＡ 调控网络ꎬ参与 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因转

录后的调控和表达重塑ꎮ
２.９　 基于 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析的生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基

因表达水平

　 　 为进一步探索 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因在高温胁迫下

的表达量ꎬ本研究采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 对挑选的 ８ 个

ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因(ＺｏＨＳＰ７０￣３、ＺｏＨＳＰ７０￣４、ＺｏＨＳＰ７０￣
１０、ＺｏＨＳＰ７０￣１７、ＺｏＨＳＰ７０￣２０、ＺｏＨＳＰ７０￣２４、ＺｏＨＳＰ７０￣３０、
ＺｏＨＳＰ７０￣３１)的表达量进行分析ꎮ 结果(图 ８)显示ꎬ与
０ ｈ 相比ꎬ高温胁迫 ４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时 ８ 个基

因的表达整体呈现显著上升趋势(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 基因

ＺｏＨＳＰ７０￣３在整个处理时间表达量呈现先升高后降低

再升高再降低的变化趋势ꎬ２４ ｈ 时表达量达到峰值ꎻ基
因 ＺｏＨＳＰ７０￣４、ＺｏＨＳＰ７０￣１０和 ＺｏＨＳＰ７０￣２０ 在高温处理

４ ｈ 时表达量最高ꎻ基因 ＺｏＨＳＰ７０￣１７ 和 ＺｏＨＳＰ７０￣３１ 在

高温处理 ２４ ｈ 时表达量最高ꎮ 基因 ＺｏＨＳＰ７０￣２４ 在高

温处理 ４ ｈ 时表达量急剧下降ꎬ然后随着高温处理时间

延长其基因表达量迅速上升ꎬ并在 ２４ ｈ 达到峰值ꎮ 基

因 ＺｏＨＳＰ７０￣３０表达量呈现先急剧升高后大幅下降再

趋于稳定的趋势ꎬ高温处理 ８ ｈ 时其表达量最高ꎮ

３　 讨 论

近年来生姜产业已成为乡村振兴的关键产业之

一[３５]ꎬ随着全球气候变暖ꎬ极端高温对生姜生长发育造

成不利影响ꎬ严重限制了其产业的可持续发展[３６]ꎮ 本

研究利用生物信息技术对生姜 ＨＳＰ７０家族基因进行系

统鉴定ꎬ从生姜基因组数据库中鉴定出 ３１ 个 ＺｏＨＳＰ７０
家族基因ꎮ 通过构建生姜、拟南芥和水稻的 ＨＳＰ７０ 家

族基因系统发育进化树ꎬ初步将 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因分

为 ５ 个亚家族ꎮ 对 ＺｏＨＳＰ７０家族基因编码蛋白的理化

特性分析结果显示ꎬ绝大多数 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白为亲水性

蛋白ꎬ且具有较高的蛋白质稳定性ꎮ 亚细胞定位预测

结果表明ꎬ大多数 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白亚细胞定位于线粒体

和叶绿体中ꎬ另有部分成员分别定位于细胞核及内质

网中ꎮ 凡超等[２６] 对荔枝 ＬｃＨＳＰ７０ 蛋白进行亚细胞定

位预测发现ꎬ其家族蛋白质多数定位于细胞质ꎬ少数定

位于细胞核、线粒体和内质网中ꎬ与本研究结果具有相

似性ꎮ 而徐波等[３７] 对薏苡 ＣｌＨＳＰ７０ 蛋白的预测结果

显示ꎬ该物种 ＨＳＰ７０ 蛋白除分布于上述亚细胞结构外ꎬ
还存在质膜与胞外ꎮ 上述研究结果表明ꎬＺｏＨＳＰ７０ 蛋

白可在植物细胞的多个位点行使生物学功能ꎬ同时也

反映出 ＨＳＰ７０ 蛋白的亚细胞定位模式在不同物种间存

在一定差异性ꎮ
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Ａ:生姜不同组织 ＺｏＨＳＰ７０家族基因的表达量(ＲＯ:红色茎外表皮ꎻＲＩ:红色茎内表皮ꎻＲｈ:根茎ꎻＧｒ:绿色茎)ꎮ Ｂ:生姜不同发育阶段及根和茎中

ＺｏＨＳＰ７０家族基因的表达量(Ｒｈ１~Ｒｈ５:根茎由下而上 ５ 个不同部位ꎻＲ:根ꎻＳ:茎)ꎮ Ｃ:不同温度处理下生姜根茎中 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的表达量

(ＣＫ:对照ꎬ２５ ℃)ꎮ Ｄ:壳聚糖处理不同时间以及接种腐皮镰刀菌并添加壳聚糖处理后不同时间根茎中ＺｏＨＳＰ７０家族基因的表达量(ＣＫ０:对照ꎬ壳聚

糖处理当天ꎻＣＫ１:壳聚糖处理后 １ ｄꎻＣＫ２:壳聚糖处理后 ２ ｄꎻＣＳ０:接种腐皮镰刀菌并添加壳聚糖处理当天ꎻＣＳ１:接种腐皮镰刀菌并添加壳聚糖处理

１ ｄꎻＣＳ２:接种腐皮镰刀菌并添加壳聚糖处理 ２ ｄ)ꎮ Ｅ:冷害及褪黑素处理后生姜中 ＺｏＨＳＰ７０家族基因的表达量(ＣＫ:对照ꎬ２５ ℃ꎻＣＫ＿ＭＴ:对照ꎬ褪黑

素处理ꎻＬＴ:冷害处理ꎬ２ ℃ꎻＬＴ＿ＭＴ:褪黑素加 ２ ℃冷害处理)ꎮ Ｆ:不同非生物胁迫下生姜各组织中 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因的表达量(ＣＫ＿Ｌ:对照叶片ꎻ
ＮａＣｌ＿Ｌ:盐胁迫处理叶片ꎻＰＥＧ＿Ｌ:干旱胁迫处理叶片ꎻＳｉ＿Ｌ:喷施纳米硅溶液处理叶片ꎻＷＬ＿Ｌ:淹水胁迫处理叶片ꎻＷＬ＿Ｓｉ＿Ｌ:淹水胁迫前喷施纳米硅

溶液处理叶片ꎻＣＫ＿Ｒ:对照根ꎻＮａＣｌ＿Ｒ:盐胁迫处理根ꎻＰＥＧ＿Ｒ:干旱胁迫处理根ꎻＳｉ＿Ｒ:喷施纳米硅溶液处理根ꎻＷＬ＿Ｒ:淹水胁迫处理根ꎻＷＬ＿Ｓｉ＿Ｒ:淹
水胁迫前叶面喷施纳米硅溶液处理根ꎻＣＫ＿Ｒｈ:对照根茎ꎻＮａＣｌ＿Ｒｈ:盐胁迫处理根茎ꎻＰＥＧ＿Ｒｈ:干旱胁迫处理根茎ꎻＳｉ＿Ｒｈ:喷施纳米硅溶液处理根茎ꎻ
ＷＬ＿Ｒｈ:淹水胁迫根茎ꎻＷＬ＿Ｓｉ＿Ｒｈ:淹水胁迫前叶面喷施纳米硅溶液处理根茎ꎻＣＫ＿Ｓ:对照茎ꎻＳｉ＿Ｓ:喷施纳米硅溶液处理茎ꎻＷＬ＿Ｓ:淹水胁迫茎ꎻ
ＷＬ＿Ｓｉ＿Ｓ:淹水胁迫前叶面喷施纳米硅溶液处理茎)ꎮ ＦＰＫＭ:每百万条比对上的读段中ꎬ每千碱基长度的转录本所对应的片段数ꎮ

图 ７　 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因在不同组织和处理下的表达量

Ｆｉｇ.７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｉｎｇｅｒ ＺｏＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

１８７杨培华等:生姜 ＨＳＰ７０ 家族基因鉴定及其响应高温胁迫的表达分析



图柱上不同小写字母表示不同处理时间间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ８　 ８ 个生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因在高温胁迫下的表达量

Ｆｉｇ.８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ＺｏＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｇｉｎｇｅｒ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 基因编码区的保守基序是生物体中一种重要的

功能和进化标志ꎬ它们在基因表达调控、蛋白质功能

维持以及生物进化研究中都具有重要意义[３８]ꎮ 根据

系统发育进化树可知ꎬ生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因可分

为 ５ 个亚家族ꎮ 将生姜保守基序与系统进化树结合

分析发现ꎬ位于同一系统发育分组的 ＺｏＨＳＰ７０ 家族

基因具有相似的保守基序ꎬ而不同分组的保守基序的

数量及类型各不相同且有特定的基序出现ꎮ 第Ⅰ亚家

族 ＺｏＨＳＰ７０￣６和第Ⅵ亚家族 ＺｏＨＳＰ７０￣２８ 保守基序较

少ꎬ第Ⅵ亚家族 ＺｏＨＳＰ７０￣１４ 甚至没有保守基序ꎮ 较

少的保守基序可能使得基因组在进化过程中更容易

发生变异和重组ꎬ使生物体具有更强的进化灵活性ꎬ
从而快速适应环境变化ꎮ 外显子和内含子在基因表

达和调控中相互协作ꎬ共同确保基因的正确转录、剪
接和翻译ꎬ在基因结构的进化和功能分化中起着至关

重要的作用[３９]ꎮ 生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因结构显示ꎬ
ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因编码区域数量介于 １~１４ 个ꎬ不同

基因的外显子和内含子结构具有一定差异ꎮ 类似的ꎬ
玉米[４０]、枣树[４１]、棉花[４２] 等物种中所鉴定到的

ＨＳＰ７０ 家族基因均包含了丰富的内含子和外显子结

构ꎬ同一亚家族内的基因在内含子和外显子结构上具

有较高的相似性ꎬ而不同亚家族基因间具有较大差

异ꎮ 这些结构的差异可以增加基因功能的多样性ꎬ有
助于植物在不同的逆境条件下调节基因表达ꎬ进而增

强其适应能力ꎮ
基因复制包括串联复制和片段复制ꎬ是基因家族

扩张和植物基因组进化的主要驱动力[４３]ꎮ 前人研究发

现ꎬ１２ 个黄瓜 ＣｓＨＳＰ７０ 家族基因中出现了 １ 对片段复

制基因[４４]ꎻ２１ 个南瓜 ＣｍｏＨＳＰ７０ 家族基因中出现 ９ 对

片段复制基因[４５]ꎬ说明片段复制是南瓜和黄瓜 ＨＳＰ７０
家族基因扩张的主要驱动力ꎮ 本研究中 ３１ 个生姜

ＺｏＨＳＰ７０家族基因出现了 １１ 对片段复制基因ꎬ这表

明ꎬ生姜 ＺｏＨＳＰ７０家族基因可能主要以片段重复促进

其基因家族的扩增和进化ꎮ 鉴于生姜和芭蕉在进化中
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有着较为相近的亲缘关系[４６]ꎬ本研究对生姜和芭蕉

ＨＳＰ７０家族基因进行共线性分析ꎬ发现生姜与芭蕉

ＨＳＰ７０家族基因存在 ２５ 对大片段复制基因ꎬ表明生姜

与芭蕉的 ＨＳＰ７０家族基因具有较高的同源性ꎮ
启动子顺式作用元件是转录因子的结合位点ꎬ

决定转录效率并调控下游基因的表达ꎬ影响植物胁

迫响应、激素响应和生长发育进程等多种过程[４７]ꎮ
相关研究结果表明ꎬＨＳＰ７０ 家族基因广泛响应植物

的生长发育及抗逆性调控[４８]ꎮ 本研究在 ＺｏＨＳＰ７０
家族基因上游２ ０００ ｂｐ 的启动子区域共鉴定到 ５８
种顺式作用元件ꎬ涉及光响应、逆境胁迫响应、生长

发育响应、激素响应 ４ 大类ꎮ 光响应元件与逆境胁

迫响应元件分析结果显示ꎬＧ￣ｂｏｘ(光响应元件)与

Ｂｏｘ４(光响应元件)的数量占比最高ꎬ其次为 ＧＴ１￣
ｍｏｔｉｆ(光响应元件)与 ＡＲＥ(厌氧诱导响应元件)ꎮ
彭慧敏等[３６] 对荔枝 ＨＳＰ７０ 家族基因的研究发现ꎬ
１８ 个 ＬｃＨＳＰ７０ 基因的启动子区域共包含 ４７ 个 ＡＲＥ
元件、５８ 个 Ｇ￣ｂｏｘ 元件、４３ 个 Ｂｏｘ４ 元件ꎬ该研究结

果与本研究的元件分布特征一致ꎮ 此外ꎬ本研究中

与生长发育相关的顺式作用元件以 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 和

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 为核心元件ꎻ在激素响应元件中ꎬＣＧＴＣＡ
(茉莉酸甲酯响应元件)的数量最多ꎬ其次为 ＡＢＲＥ
(脱落酸响应元件)ꎮ 丁亚东等[４９] 研究发现ꎬ辣椒

２０ 个 ＣａＨＳＰ７０ 家族基因中ꎬ有 １７ 个基因的启动子

区域含有 ＣＧＴＣＡ 元件ꎬ１６ 个含有 ＡＢＲＥ 元件ꎮ Ｎｉ
等[１６]的研究结果证实ꎬ棉花 ＧｈＨＳＰ７０￣２６ 家族基因

的启动子区域存在 ＡＢＲＥ 元件ꎬ且该元件可通过响

应脱落酸(ＡＢＡ)信号介导棉花的逆境胁迫响应过

程ꎮ 综上分析推测ꎬＺｏＨＳＰ７０ 家族基因可能通过启

动子区域内的各类顺式作用元件在调控生姜生长发

育进程、介导植物激素信号应答以及响应非生物胁

迫等方面发挥重要作用ꎮ
植物微小 ＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)可通过抑制靶基因的转

录或翻译实现其负调控作用ꎬ在植物生长发育及逆境

胁迫响应中发挥重要作用[５０]ꎮ 例如ꎬｍｉＲ３９６ 通过靶

向生长调节因子(Ｇｒｏｗｔｈ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓꎬＧＲＦ)来调

节细胞的增殖和分化ꎬ从而影响拟南芥的生长发育ꎬ
并增 强 其 抗 逆 能 力[５１]ꎮ 在 烟 草 中 过 表 达 Ｓｐ￣
ｍｉＲ３９６ａ￣５ｐ 可以增加水分保持能力、脯氨酸含量ꎬ并
减少活性氧(ＲＯＳ)的积累ꎬ从而提高烟草对盐、干旱

和冷害的耐受性[５２]ꎮ 本研究发现 ｍｉＲ３９６ｂ￣５ｐ 和

ｍｉＲ３９６ｄ 等都可能靶向多个 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白ꎬ推测

ｍｉＲＮＡ３９６ 可能与 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白形成调控模块影响

生姜的生长发育以及应激响应ꎬ因此ꎬ后续可通过分

子生物学试验进一步解析 ｍｉＲ３９６ 如何调控 ＺｏＨＳＰ７０
家族基因来介导植物对胁迫的响应ꎮ

为进一步揭示 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因在生姜不同组

织及生长条件下的表达模式ꎬ本研究借助已发表的生

姜基因转录组数据ꎬ分析了 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因在不同

生长时期、不同部位以及不同生长条件下的表达情况ꎮ
结果表明ꎬ基因 ＺｏＨＳＰ７０￣１０在生姜不同组织和不同生

长条件下的表达量是整个 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因中最高

的ꎬ且在低温胁迫下显著上调ꎬ推测其在生姜生长发育

调控及低温响应中具有重要作用ꎮ 大量研究结果证

实ꎬＨＳＰ７０家族基因参与植物的逆境响应ꎬ例如ꎬ甜菜

ＢｖＨＳＰ７０￣２、ＢｖＨＳＰ７０￣１５ 和 ＢｖＨＳＰ７０￣１７ 基因受盐胁迫

诱导后上调表达[８]ꎮ 苹果 ＭｄＨＳＰ７０￣３８ 基因在盐胁迫

下被诱导显著上调表达ꎬ且过表达该基因的苹果植株

耐盐性增强[５３]ꎮ ＧｈＨＳＰ７０￣２６ 基因正向调控棉花的干

旱胁迫响应[１６]ꎮ 黄瓜 ＣｓＨＳＰ７０￣１基因受干旱胁迫诱导

后显著上调表达[４４]ꎮ 本研究中ꎬＺｏＨＳＰ７０ 家族基因在

多种非生物胁迫或生物胁迫下被显著诱导ꎬ例如ꎬ
ＺｏＨＳＰ７０￣１０基因在不同生长条件下均有较高表达量ꎬ
ＺｏＨＳＰ７０￣３１ 基因在淹水胁迫下表达水平升高ꎬ
ＺｏＨＳＰ７０￣２４基因在盐胁迫和低温胁迫下被显著诱导ꎬ
说明 ＺｏＨＳＰ７０家族基因的表达受到不同胁迫的诱导ꎬ
因此ꎬ后续应进一步探究不同 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因在生

姜胁迫响应中的具体作用机制ꎮ
大量研究结果表明ꎬＨＳＰ７０ 家族基因受到高温胁

迫的诱导ꎬ例如ꎬ枣树中ꎬＺｊＨＳＰ７０￣３、ＺｊＨＳＰ７０￣５、ＺｊＨ￣
ＳＰ７０￣６等多个 ＨＳＰ７０家族基因在 ４２ ℃高温胁迫下被

显著诱导[４１]ꎮ 在大豆中ꎬ６１ 个 ＧｍＨＳＰ７０ 家族基因中

有５５ 个在４２ ℃的高温处理下表现出上调表达ꎬ上调倍

数从 ２ 倍到 ２４１ 倍不等[１４]ꎮ 番茄的 ２５ 个 ＨＳＰ７０ 家族

基因中有 ２０ 个在高温胁迫下显著上调表达ꎬ尤其是

ＳＩＨＳＰ７０￣２０、ＳＩＨＳＰ７０￣２２ 受高温诱导上调表达最显

著[５４]ꎮ 为了进一步验证生姜 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因在高

温胁迫下的表达模式ꎬ本研究挑选了 ８ 个在多数组织

和逆境胁迫处理下均有表达的基因进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检

测ꎬ发现与 ０ ｈ 相比ꎬ基因 ＺｏＨＳＰ７０￣４、ＺｏＨＳＰ７０￣１０ 和

ＺｏＨＳＰ７０￣２０在高温胁迫 ４ ｈ、８ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 表达均显著

上调ꎬ且在高温胁迫 ４ ｈ 表达量最高ꎬ说明这几个基因

对高温胁迫的响应较早ꎮ 其余 ５ 个基因也都不同程度

响应高温胁迫ꎬ推测这些基因可能在生姜耐热性中发

３８７杨培华等:生姜 ＨＳＰ７０ 家族基因鉴定及其响应高温胁迫的表达分析



挥关键作用ꎬ但其具体功能有待进一步探究ꎮ

４　 结 论

本研究从生姜基因组数据库中共鉴定出 ３１ 个

ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因ꎬ系统发育分析将其分为 ５ 个亚家

族ꎮ 大多 ＺｏＨＳＰ７０ 蛋白为亲水性蛋白ꎬ亚细胞定位

于多个部位ꎬ主要定位于叶绿体、线粒体中ꎮ 除 １ 个

蛋白质为碱性外其余均为酸性蛋白ꎮ 表达模式分析

结果显示ꎬＺｏＨＳＰ７０ 家族基因可能参与调控生姜生长

发育和非生物胁迫响应ꎬ对高温胁迫的响应尤为显

著ꎬ但不同 ＺｏＨＳＰ７０ 家族基因在应答非生物胁迫时

的具体表达模式和功能有待进一步深入探究ꎮ
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