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　　干旱胁迫是植物普遍存在的非生物胁迫之
一［１］，栽培大豆是豆类作物中对缺水最敏感的一

种，缺水对栽培大豆产量和品质会产生巨大影

响［２］。野生大豆在抗逆性方面要优于栽培大豆，较

栽培大豆具有更多的抗逆基因［３－４］，为栽培大豆抗

旱育种提供了重要的种质资源。

ｂＨＬＨ转录因子家族是真核生物中广泛存在的
转录因子家族之一，对真核生物的生长发育、新陈

代谢和逆境胁迫等方面均有作用［５］。该家族基因

成员较多，多数研究都是针对整个家族进行开展

的［６］，目前除熟知的模式生物和作物［６－９］外，在黄

芩［１０］、沙冬青［１１］、樱桃［１２］中也有研究，但在豆科植

物中的研究［１３］尤其是逆境胁迫下的 ｂＨＬＨ转录因
子家族的报道较少。

随着高通量测序技术的发展，通过转录组测序

来获取差异表达基因已成为一种新的研究方

法［１４－１７］，目前，已从不同研究角度对大豆或野生大

豆基因进行了挖掘与分析［１８－１９］。本研究以３０ｄ苗
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龄的野生大豆为材料，对全转录组进行测序，以

ｂＨＬＨ转录因子为关键词进行筛选，并结合测序公
司的转录因子分析结果，从功能注释、蛋白进化和

互作等角度对序列进行分析，探讨 ｂＨＬＨ转录因子
与干旱之间的关系。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试野生大豆的种子采自河北省东部沿海地

区昌黎县，试验所用材料为野生大豆永４６的３０ｄ
苗龄幼苗；聚乙二醇（ＰＥＧ６０００）购自天津博美科生
物技术有限公司。

１．２　转录组测序
在野生大豆苗龄达３０ｄ时，取未处理（０ｈ）及

加入２０％ ＰＥＧ－６０００处理后６、１２、２４、４８ｈ的同一
个叶位复叶，并提取叶片总 ＲＮＡ。所得 ＲＮＡ经琼
脂糖凝胶电泳检测合格后送至深圳华大基因科技

有限公司进行测序，具体步骤参考张小芳等的

方法［２０］。

１．３　功能注释及ＡＢＣ转运蛋白关键词搜索
将测序结果通过ＢＬＡＳＴ比对到公共数据库，包

括ＮＣＢＩ蛋白数据库（ＮＲ）、基因本体论数据库
（ＧＯ）、京都基因与基因组百科全书数据库
（ＫＥＧＧ），之后以 ｂＨＬＨ转录因子为关键词进行筛
选，综合转录因子分析中提供的数据，最终获得

ｂＨＬＨ转录因子家族的相关序列信息。
１．４　蛋白互作网络构建

Ｓｔｒｉｎｇ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ／）是研究蛋白 －
蛋白作用的在线生物网站。将表达差异基因导入

该网站，获得蛋白互作数据，再通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ对结
果进行可视化分析。

２　结果与分析

２．１　ｂＨＬＨ转录因子家族基因簇注释信息
以ｂＨＬＨ转录因子为关键词对获得的转录组原

始数据进行搜索，结合转录因子分析中提供的数据，

共获得了１７７条基因簇。这些基因簇的表达量ＦＰＫＭ
值介于０～１４３．６之间，表达量在０～１２８２．３１之间。
具体注释情况见表１。这些被注释的基因簇中，在
ＧＯ中，被注释到细胞组分、分子功能和生物学过程
中的分别有１０、３８、１１条；在与 ＮＲ比对时，只有１０
条基因簇无注释。

表１　原始数据和筛选数据在各数据库中的分布

类型
基因族数量

（条）

基因簇数量（条）

ＧＯ细胞组分 ＧＯ分子功能 ＧＯ生物学过程 ＫＥＧＧ ＮＲ

原始数据 ３９１８３ ９６２５ １６１２３ １４２５１ ２３０３２ ３５５３４

筛选数据 １７７ １０ ３８ １１ １２３ １６７

２．２　ｂＨＬＨ转录因子显著差异表达基因统计分析
通过显著差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）的上调表达及下调表达情况可以了解
样本间的差异概况。对获取的基因簇信息进行差

异表达基因筛选，这些差异表达基因在不同处理时

间点的两两对比情况见表２。以未处理材料作为参
照，上／下调基因随处理的时间延长而减少。

表２　显著差异表达基因分析

项目
样本的两两比较

Ⅱ／Ⅰ Ⅲ／Ⅰ Ⅳ／Ⅰ Ⅴ／Ⅰ Ⅲ／Ⅱ Ⅳ／Ⅱ Ⅴ／Ⅱ Ⅳ／Ⅲ Ⅴ／Ⅲ Ⅴ／Ⅳ

显著上调表达的差异基因数（个） ２７ １５ １４ ９ ９ ９ １９ １２ １１ １１

显著下调表达的差异基因数（个） １３ ８ ４ ５ ５ １６ １６ １０ １３ １３

差异倍数在５倍以上的基因数（个） １２ ５ ７ ４ ４ ８ １１ ４ ４ ４

　　注：Ⅰ—未处理样本；Ⅱ—处理６ｈ样本；Ⅲ—处理１２ｈ样本；Ⅳ—处理２４ｈ样本；Ⅴ—处理４８ｈ样本。

２．３　ｂＨＬＨ转录因子显著差异表达基因功能分析
２．３．１　ＧＯ功能分析　ＧＯ富集分析可将差异表达
基因分为３类。由图１可知，差异表达基因分属于
２个细胞组分、７个分子功能和１６个生物学过程中，
主要富集于胞内带膜细胞器（９个）、结合蛋白活性
上（３０个）。生物学过程的注释项目最多，且各注释

项目分布较离散，富集因子在３个以上的仅有细胞
形态建成、转录、激素响应、红光和远红光响应以及

分生组织分化。

２．３．２　ＫＥＧＧ富集分析　ＫＥＧＧ可以把从已经完
整测序的基因组中得到的基因目录与更高级别的

细胞、物种和生态系统水平的系统功能关联起来。

—５２—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１９期



基于ＫＥＧＧ富集分析，共建成了４条通路，分别为
Ｋ１０７９８（ｐｏｌｙ［ＡＤＰ－核糖］聚合酶）、Ｋ１０８６３
（ａｐｒａｔａｘｉｎ，ＡＰＴＸ）、Ｋ１２１２６（光敏色素作用因子 ３）
和Ｋ１３４２２（转录因子ＭＹＣ２），各通路包含的差异基
因数量分别为１、２２、４５、７３个。包含注释基因最多

的Ｋ１３４２２同时参与了植物激素信号转导途径（图
２）和丝分裂原活化蛋白激酶途径（图３），主要参与
了单萜类生物合成、吲哚生物碱的生物合成、衰老、

防御反应、伤害刺激和根部生长等过程。

２．３．３　ＮＲ聚类分析　ＮＲ即非冗余蛋白库，在该
数据库中有注释差异表达基因可以获得对应的蛋

白序列数据。通过对蛋白序列进行汇总，可以按该

数据库有注释的差异表达基因将蛋白分为 ６４个
ｂＨＬＨ转录因子家族成员。用邻接法对差异表达基
因进行分析，可将具有蛋白序列注释的基因分为６４
个分类（图 ４）。在这些分类中，自成 １类的包括
ＢＥＥ３、ｂＨＬＨ３５、ｂＨＬＨ１４９、ｂＨＬＨ９０、ｂＨＬＨ１２８，除此
之外，还有１５个ｂＨＬＨ转录因子家族成员的注释为
１个，但未单独分类；ｂＨＬＨ２５和 ｂＨＬＨ１８的注释超
过１０个，但由于蛋白存在不同的亚型，并非所有的
同一家族成员都聚在一类中；ｂＨＬＨ３６与 ＭＹＣ２聚

在一类；ｂＨＬＨ４７与 ｂＨＬＨ６６、ｂＨＬＨ８２聚在一类；
ｂＨＬＨ６７和ｂＨＬＨ７０聚在一类；ｂＨＬＨ８４与 ｂＨＬＨ７１
聚在一类；ｂＨＬＨ９１与 ＣＢＦ３聚在一类；ｂＨＬＨ１１１与
ｂＨＬＨ１３０聚在一类；ｂＨＬＨ１２０与 ｂＨＬＨ１３１聚在一
类；ｂＨＬＨ１２６与 ｂＨＬＨ１８聚在一类；ｂＨＬＨ１４３与
ｂＨＬＨ０８６聚在一类；ｂＨＬＨ１４４与 ｂＨＬＨ１３聚在一
类；ｂＨＬＨ１４７与 ｂＨＬＨ１４０聚在一类；ｂＨＬＨ１４８与
ｂＨＬＨ１０６聚在一类；其他参与注释的 ｂＨＬＨ转录因
子家族成员还包括 ｂＨＬＨ３、ｂＨＬＨ１２２、ｂＨＬＨ３０、
ｂＨＬＨ１３５、ｂＨＬＨ９３、ｂＨＬＨ８７、ｂＨＬＨ６８等。
２．４　ｂＨＬＨ转录因子差异基因蛋白互作分析

为了进一步从蛋白水平对ｂＨＬＨ转录因子家族
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差异表达基因的生物学功能和调控作用进行研究，

构建蛋白互作网络图（图５）。在众多差异表达基因
中，有１５个存在蛋白互作关系，根据互作网络的作
用关系，从中选出了ＧＬＹＭＡ０１Ｇ２３２３０．１（ＦＡＭＡ）、
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ＧＬＹＭＡ０８Ｇ３６５９０．１（ｂＨＬＨ７１）、ＧＬＹＭＡ０９Ｇ３３７３０．２
（ＭＹＣ２）、ＧＬＹＭＡ１７Ｇ１０７４０．１（ｂＨＬＨ４７）这 ４个蛋
白，可将其对应的基因作为干旱胁迫的候选基因。

３　讨论与结论

ｂＨＬＨ转录因子家族是植物第二大类转录因子
家族［２１］，具有典型的碱性螺旋 －环 －螺旋结构域，
不仅参与了植物体内气孔发育［２２］和激素信号传

导［２３］等过程，而且在植物响应干旱［２４］、高盐［２５］、脱

落酸（ＡＢＡ）［２６］、缺铁［２７］和低温［２８］等非生物胁迫过

程中也发挥着重要作用。如ＡｔｂＨＬＨ１２２显著受干旱
的诱导［２９］，ＡｔｂＨＬＨ６８参与拟南芥体内 ＡＢＡ的合
成［３０］；ＧｈｂＨＬＨ１３０在逆境胁迫条件下，显著受干旱
和 ＡＢＡ 胁 迫 的 诱 导［３１］， ＯｓｂＨＬＨ１４８［３２］、
ＰｅｂＨＬＨ３５［３３］的过表达增加了植物的耐旱性。

ＦＡＭＡ是气孔发育的关键转录因子，调控气孔
母细胞的分裂。ＦＡＭＡ突变体会产生不成熟的气
孔，进而影响气孔的闭合，对水分的控制能力减

弱［３３］；在对干旱条件下的ｂＨＬＨ转录因子家族进行
分析时发现，ＦＡＭＡ可以同时与 ｂＨＬＨ７１、ｂＨＬＨ９３
互作，ｂＨＬＨ７１和 ｂＨＬＨ９３之间也有互作；目前对
ｂＨＬＨ７１尚未见报道，推测 ｂＨＬＨ９３与甾醇合成有
关［９］，具体功能机制还有待进一步研究。

ＭＹＣ２是ＭＹＣ类转录因子中研究最深的，在植
物受到环境胁迫时，一方面，可以启动 ＪＡ基因的表
达，另一方面，有研究表明，ＭＹＣ２转录因子对于植

物抗氧化能力发挥重要的正调控作用［３４－３５］。在本

研究中，注释到的ＭＹＣ类转录因子在模拟干旱处理
１２ｈ时表达量变化倍数最多的可达７倍以上，最少
的也可达 ２倍，且 ＭＹＣ类转录因子间存在相互
作用。

另外１组存在蛋白互作的转录因子是 ｂＨＬＨ４７
与 ｂＨＬＨ１０４。在蛋白序列聚类分析时，ｂＨＬＨ４７与
ｂＨＬＨ６６、ｂＨＬＨ８２聚在一类，目前关于 ｂＨＬＨ４７的
报道尚不多见，Ｂｒｕｅｘ等对拟南芥根表皮细胞进行
转录组分析时，同时注释到了 ｂＨＬＨ６６和 ｂＨＬＨ８２，
发现它们对根毛伸长有重要作用［３６］。对 ｂＨＬＨ１０４
的研究报道主要集中在金属镉胁迫［３７］和调控铁平

衡［３８］方面，关于其干旱胁迫响应功能尚未见报道。

野生大豆永 ４６在干旱胁迫下差异表达的
ｂＨＬＨ转录因子家族基因丰富，本研究共获得 １７７
条相关序列，包括 ６４个 ｂＨＬＨ家族成员。在处理
６ｈ时，注释的差异表达基因最多，且差异在５倍以
上基因最多；在ＧＯ分析中，生物学过程注释最为丰
富；通过进一步的蛋白进化树和蛋白网络互作分析

最终得到４个候选基因。
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［３４］韩　笑．茉莉酸信号途径调控拟南芥子叶下表皮气孔发育的研
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