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　　摘要：Ｄｏｆ（ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｗｉｔｈｏｎｅｆｉｎｇｅｒ）转录因子在植物响应非生物胁迫及生长发育过程中发挥着重要调控作用，
为探究Ｄｏｆ转录因子在向日葵中的生物学功能，以向日葵ＨａＤｏｆ１基因为研究对象，通过ＰＣＲ技术获得ＨａＤｏｆ１基因序
列，并对其编码蛋白的理化特性及结构特征进行一系列生物信息学分析。结果显示，ＨａＤｏｆ１基因编码４５１个氨基酸，
分子量为４９．２９ｋｕ，等电点为５．３６，属于不稳定性亲水蛋白，含有典型的ｚｆ－Ｄｏｆ保守结构域，预测定位于细胞核，且具
有多个潜在磷酸化修饰位点，主要集中在丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸残基上。ＨａＤｏｆ１蛋白的二级结构，无规则卷曲结构
的占比居主导地位，达７７．６１％，随后依次为α－螺旋和延伸链结构，β－转角结构的比例最低，仅为２．２２％。组织特
异性表达分析结果表明，ＨａＤｏｆ１基因在向日葵茎、种子和苞片中表达水平较高，说明其可能参与多器官发育调控。在
干旱和盐胁迫下，ＨａＤｏｆ１基因的表达水平与对照呈现显著性差异。结果可为解析 Ｄｏｆ蛋白在向日葵抗逆分子网络中
的作用提供理论基础，同时为作物抗逆遗传改良提供候选基因资源。
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　　向日葵（ＨｅｌｉａｎｔｈｕｓａｎｎｕｕｓＬ．）属菊科向日葵
属，是我国北方主要的经济作物之一［１］。向日葵的

生长对土壤条件的要求不高，具备耐贫瘠、耐盐碱、

抗旱力强以及适应性广等多项优势特性，因此得到

广泛种植与应用，被誉为盐渍土上的先锋作物，是

开发盐碱地及生物治理盐碱地的首选经济作物之

一［２－３］。近年来，伴随着我国种植业结构的优化调

整，向日葵在我国农业生产与生态环境建设中的地

位日益凸显［４－５］。然而，随着全球气候的不断变化，

各种作物开始面临盐碱、高温等多种非生物胁

迫［６］。为适应和抵御各种环境胁迫，植物在长期进

化过程中形成了复杂的适应性机制。转录因子作

为调节基因表达水平的重要物质，在植物逆境胁迫

应答过程中起着关键作用［７］。

单锌指ＤＮＡ结合蛋白（Ｄｏｆ）属于 Ｃ２－Ｃ２单锌
指蛋白超家族，包含１个保守的Ｄｏｆ结构域，该结构
包含５２个氨基酸残基，通过识别下游基因启动子中
的 ＡＡＡＧ／ＣＴＴＴ顺式调节元件来调控基因的表
达［８］。此外，Ｄｏｆ蛋白还包含Ｎ末端保守的ＤＮＡ结

合结构域和Ｃ末端转录调控域２个功能结构域［９］。

自 １９９３年从玉米中克隆出第 １个 Ｄｏｆ基因
（ＺｍＤｏｆ１）以来［１０］，研究学者对不同植物中的 Ｄｏｆ
类转录因子进行挖掘和功能分析，并对拟南芥、大

麦、大豆、番茄、水稻、玉米等植物基因组中的Ｄｏｆ成
员进行了综述报道［１１］。

Ｄｏｆ基因在植物生长发育、碳氮代谢和开花时
间方面均起一定调控作用。在拟南芥中，ＡｔＤｏｆ１．１
和ＡｔＤｏｆ５．４基因参与细胞周期调控［１２－１３］；ＡｔＤｏｆ６
基因负调控种子萌发，增强植物 ＡＢＡ敏感性［１４］；

ＡｔＤｏｆ４．７基因通过调控细胞壁水解酶基因的表达参
与控制花器官的脱落［１５］。在玉米中，ＺｍＤｏｆ１基因
调控氮代谢，过表达 ＺｍＤｏｆ１基因可显著提升转基
因拟南芥氮含量［１６］；ＺｍＤｏｆ３６基因可直接调控淀粉
合成相关基因，促进淀粉合成［１７］。在水稻中，

ＯｓＤｏｆ１８基因通过调控氨转运体影响水稻根系对氨
的吸收［１８］；ＯｓＤｏｆ１２基因参与水稻植株结构的形成，
并调控开花时间［１９－２０］。番茄的 ＳｌＤｏｆ１基因通过直
接调控多个成熟相关基因和转录因子来调节果实

成熟过程［２１］。茄子 ＳｍＣＤＦ２基因的过表达能够显
著提高拟南芥中花青素的含量，导致植株叶片呈现

更深的紫色，且能够延迟拟南芥的开花时间［２２］。

除了参与植物生长发育过程外，Ｄｏｆ转录因子
在植物响应非生物胁迫方面也起到重要作用。陆

—４４— 江苏农业科学　２０２６年第５４卷第８期



地棉的 ＧｈＤｏｆ１．７通过与 ＧｈＣＡＲ４蛋白互作，调控
ＡＢＡ信号通路，影响植物对盐胁迫的响应；过表达
陆地棉ＧｈＤｏｆ１．７基因可以增强拟南芥的耐盐性，而
利用病毒诱导 ＧｈＤｏｆ１．７基因或其互作蛋白
ＧｈＣＡＲ４沉 默，会 导 致 棉 花 耐 盐 性 降 低［２３］。

ＣｑＤｏｆ２７是藜麦耐冷性的负调控因子，通过抑制类
黄酮合成途径，减少抗氧化物质积累量，从而降低

植物的耐冷性［２４］。大多数胭脂萝卜 Ｄｏｆ家族成员
表现出镉敏感性，其中 ＲｓＤｏｆ３３作为一个多功能基
因，参与胭脂萝卜的镉胁迫响应、花青素生物合成

和叶片发育等生理过程［２５］。Ｄｏｆ转录因子通过调控
下游靶基因的表达，影响植物的渗透调节、活性氧

清除、脯氨酸积累等生理过程，从而提高植物对非

生物胁迫的耐受性。

加强向日葵抗逆、耐逆品种选育是减轻环境胁

迫对其生长发育造成损失的有效策略之一。近年

来，关于向日葵抗逆基因的挖掘逐渐受到重视，但

关于向日葵Ｄｏｆ基因家族功能的研究及系统分析报
道较少。本研究克隆向日葵ＨａＤｏｆ１基因，并结合生
物信息学方法对其理化性质、信号肽、蛋白结构等

进行系统分析。同时，利用转录组数据分析 ＨａＤｏｆ１
基因在不同组织中的时空表达模式，并通过 ｑＲＴ－
ＰＣＲ技术研究其在干旱和盐胁迫下的表达模式，初
步揭示ＨａＤｏｆ１基因的功能，以期为进一步探究 Ｄｏｆ
基因的生物学作用奠定基础，并为向日葵的分子遗

传改良提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料种植与处理
本研究选用的试验材料为耐盐碱、适应性强的

中早熟油葵杂交种 ＴＤ－５６７，购自山西益丰种业有
限责任公司。２０２３年１０月，挑选籽粒饱满、健康的
向日葵种子保湿催芽，露白后进行沙培，种植于太

原学院智能温室人工气候室内。待出芽萌发至离

土３～５ｃｍ后，挑选生长良好、长势一致的向日葵幼
苗，利用种植篮和海绵于霍格兰营养液中进行水

培。待幼苗４张真叶展平后，分别置于１５％ 聚乙二
醇（ＰＥＧ）溶液和２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液中进行干旱
和盐胁迫处理，分别在干旱胁迫处理０、３、６、９ｈ时
取样，盐胁迫处理０、６、１２、２４ｈ取样，以胁迫０ｈ时
为对照，将样品置于液氮中速冻后，保存至 －８０℃
冰箱，每个处理取３个生物学重复。
１．２　叶片ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成

利用研钵和研杵在液氮中将叶片研磨成粉末，

在十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法的基础上加入
氯化锂（武汉赛维尔生物科技有限公司）选择性沉

淀ＲＮＡ，提取植物总ＲＮＡ，通过Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００检测
ＲＮＡ浓度及纯度，并使用反转录试剂盒（莫纳生物
科技有限公司）进行ｃＤＮＡ的合成。
１．３　目的基因克隆

利用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计 ＨａＤｏｆ１基因的扩增
引物（表１），以 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增。本研
究利用高保真酶（全式金生物技术有限公司）对目

标基因进行扩增，扩增程序：９４℃预变性 ３ｍｉｎ；
９４℃ 变性５ｓ，５４℃退火１５ｓ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，
３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。利用琼脂糖凝胶电泳
确认 ＰＣＲ产物是否符合预期。将过表达载体
ｐＢＩ１２１菌液置于 ＬＢ＋Ｋａｎａ液体培养基中进行扩
摇，然后提取质粒，利用限制性内切酶 ＳａｃⅠ和
ＸｂａⅠ 对ｐＢＩ１２１载体进行双酶切，然后对目标片段
和酶切载体进行纯化回收，使用同源重组酶（南京

诺唯赞生物科技股份有限公司）连接目标片段和酶

切载体获得重组质粒。采用热激法将重组质粒转

化至大肠杆菌内，涂布于 ＬＢ＋Ｋａｎａ的固体培养基
上进行培养，挑取单克隆送至生工生物工程（上海）

股份有限公司进行测序。

表１　引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′）

ＨａＤｏｆ１ Ｆ：ＣＡＣＧＧＧＧＧＡＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＴＣＧＧＡＴＣＣＴＧＣＴＡＴＣＡＡＧＣ；Ｒ：ＧＡＴＣＧＧＧＧＡＡＡＴＴＣＧＡＧＣＴＣＴＴＡＴＧＡＧＣＴＣＴＣＴＴＧＧＡＡＧＴＴＡＡＧ

ＡＣＴ２ Ｆ：ＧＡＴＴＴＧＣＣＧＧＴＧＡＴＧＡＴＧＣＴ；Ｒ：ＴＣＣＡＴＧＴＣＡＴＣＣＣＡＧＴＴＧＣＴ

ｑＰＣＲ－ＨａＤｏｆ１ Ｆ：ＧＡＧＧＡＧＧＴＴＡＣＡＧＡＧＣＣＧＡＡＴＧ；Ｒ：ＣＡＣＣＣＡＣＡＧＧＡＡＣＡＴＴＴＣＴＣＡＴＴ

１．４　生物信息学分析
利用Ｐｒｏｔｐａｒａｍ软件对蛋白质理化性质进行分

析，ＮＣＢＩｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎ鉴定蛋白保守结构域，
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件分析蛋白亲疏水性，ＴＭＨＭＭ２．０预测
跨膜结构，ＳｉｇｎａｌＰ－４．１预测信号肽，ＮｅｔＰｈｏｓ－３．１

预测磷酸化位点，ＳＯＰＭＡ和Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ预测蛋白
二级和三级结构，ＣＥＬＬＯｖ．２．５进行亚细胞定位预
测［２６］。在ＮＣＢＩ中利用 ＢＬＡＳＴｐ获取 ＨａＤｏｆ１在其
他植物中的同源蛋白，使用 ＤＮＡＭＡＮ进行序列比
对，并利用 ＭＥＧＡ７．０进行系统发育分析［２７］。从

—５４—江苏农业科学　２０２６年第５４卷第８期



ＳｕｎｆｌｏｗｅｒＧｅｎｏｍｅＤａｔａｂａｓｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｕｎｆｌｏｗｅｒｇｅｎｏｍｅ．
ｏｒｇ／）中下载向日葵参考基因组，并提取 ＨａＤｏｆ１基
因的序列和在不同组织中的 ＦＰＫＭ值，用于分析其
在不同组织中的表达模式［２８］。

１．５　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测
以 ＡＣＴ２基因作为内参基因［２９］，利用 ２×

ＵｎｉｖｅｒｓａｌＢｌｕｅＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ荧光定
量试剂盒和 Ｂｉｏ－ｒａｄ荧光定量 ＰＣＲ仪检测 ＨａＤｏｆ１
基因在盐胁迫和干旱胁迫下的表达模式情况。

ＨａＤｏｆ１基因和内参基因的引物序列如表１所示，相
对表达量采用２－ΔΔＣＴ进行计算［３０］。ｑＲＴ－ＰＣＲ的反
应体系：２×ＵｎｉｖｅｒｓａｌＢｌｕｅＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ７．５μＬ，ＷａｔｅｒＮｕｃｌｅａｓｅ－Ｆｒｅｅ４μＬ，反转录产物
（ｃＤＮＡ）２μＬ，ｑＰＣＲ－ＨａＤｏｆ１－Ｆ０．７５μＬ，ｑＰＣＲ－
ＨａＤｏｆ１－Ｒ０．７５μＬ。反应程序：９５℃预变性３０ｓ；

９５℃ １５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环；熔解曲线为６５～
９５℃，采集荧光信号。

２　结果与分析

２．１　ＨａＤｏｆ１基因克隆与检测
以向日葵 ＴＤ－５６７的 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ

扩增，并对获取的目的片段进行纯化回收，连接至

过表达载体 ｐＢＩ１２１中。将重组载体转化至大肠杆
菌ＤＨ５α中进行培养，然后进行菌落 ＰＣＲ检测，结
果见图１，在１３５６ｂｐ处存在１条明显的条带，与目
标基因片段大小相匹配，挑取单克隆送至生工生物工

程（上海）股份有限公司进行测序。通过与参考基因

组比对，与参考基因序列一致，长度为１３５６ｂｐ，编码
４５１个氨基酸，表明成功克隆向日葵 Ｄｏｆ基因，命名
为ＨａＤｏｆ１。

２．２　ＨａＤｏｆ１蛋白理化性质分析
对ＨａＤｏｆ１蛋白进行理化性质分析，结果显示，

该蛋白的分子量为４９２９ｋｕ，等电点为５．３６，包含
４５１个氨基酸，其中包括 ５０个带正电荷的氨基酸
（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ），以及６０个带负电荷的氨基酸（Ａｓｐ和
Ｇｌｕ），在所有氨基酸种类中，脯氨酸（Ｐｒｏ）占比最大，
为１１．１％；其次为丝氨酸（Ｓｅｒ），占比为 １０．４％。
ＨａＤｏｆ１蛋白由５种原子构成，分别为Ｃ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、Ｓ，总

计拥有６７７９个原子，分子式为Ｃ２１４０Ｈ３３１９Ｎ６０１Ｏ６９９Ｓ２０，
蛋白质不稳定系数为５９．３０，预测其属于不稳定类
型。蛋白保守结构域预测结果（图２）显示，ＨａＤｏｆ１
蛋白包含１个保守的ｚｆ－Ｄｏｆ结构域，位于第１２３～
１８１位氨基酸之间。亚细胞定位预测结果显示，
ＨａＤｏｆ１基因编码的蛋白主要定位于细胞核内，可能
在细胞核内发挥作用。

２．３　ＨａＤｏｆ１蛋白亲／疏水性、跨膜区结构、信号肽
和磷酸化位点预测

利用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件对 ＨａＤｏｆ１蛋白进行亲疏水
性分析，结果（图３－Ａ）表明，氨基酸序列中第２２１
位的Ｓｅｒ（丝氨酸）所对应的峰值为１．４３３，具有最强

的疏水性；氨基酸序列中第 １１２位的 Ｇｌｎ（谷氨酰
胺）所对应的峰值为 －３．５４４，具有最强的亲水性。
根据亲疏水性分值分析，分值小于０的区域相较大
于０的区域具有更多亲水区，其平均亲水性计算值
为－０．８７８，因此预测 ＨａＤｏｆ１蛋白为亲水性蛋白。
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通过ＴＭＨＭＭ对ＨａＤｏｆ１蛋白质的跨膜区进行预测，
结果（图３－Ｂ）表明，ＨａＤｏｆ１蛋白不存在跨膜结构，
因此为非跨膜蛋白。利用ＳｉｇｎａｌＰ软件对ＨａＤｏｆ１蛋
白的信号肽进行预测分析，结果（图３－Ｃ）显示，该
蛋白缺乏信号肽结构，不属于分泌蛋白。利用

ＮｅｔＰｈｏｓ－３．１预测 ＨａＤｏｆ１的磷酸化位点，结果（图
３－Ｄ）表明，该蛋白具有较多的潜在磷酸化氨基酸，
其中包括３８个丝氨酸（Ｓｅｒ）磷酸化位点，１７个苏氨
酸（Ｔｈｒ）磷酸化位点和 ４个酪氨酸（Ｔｙｒ）磷酸化
位点。

２．４　ＨａＤｏｆ１蛋白二级和三级结构预测
利用 ＳＯＰＭＡ软件对 ＨａＤｏｆ１蛋白的二级结构

进行预测，结果（图４－Ａ）表明，ＨａＤｏｆ１蛋白的二级
结构形态包括α－螺旋、β－转角、延伸链及无规则
卷曲等类型，其中无规则卷曲占比最高，达

７７６１％；α－螺旋次之，占比１２．１９％；延伸链结构
居于第３位，占比７．９８％，β－转角则相对较少，低
至２２２％。三级结构预测结果如图４－Ｂ所示，与
二级结构相似，包含较多无规则卷曲，表明其结构

的一致性。

２．５　不同物种同源性分析
将向日葵的ＨａＤｏｆ１蛋白序列与青蒿、菊花、莴

苣和可可树的Ｄｏｆ１蛋白序列进行多重比对分析，结
果（图５）显示，ＨａＤｏｆ１蛋白与其他物种的Ｄｏｆ１蛋白

一样，包含保守的 Ｃ２－Ｃ２锌指序列。利用 ＭＥＧＡ
７．０对包括拟南芥、葡萄、玉米和水稻等在内的 １５
个物种的Ｄｏｆ蛋白进行系统进化分析，结果（图６）
表明，向日葵与菊科植物，如青蒿、菊花、除虫菊、小
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蓬草、莴苣等的Ｄｏｆ蛋白同源性较高，均超过７０％，
其中与青蒿的 ＡａＤｏｆ１蛋白同源性最高，达到
７９０９％；而与水稻、玉米的Ｄｏｆ蛋白相似性较低，分
别为４４．０１％、３６．９３％。
２．６　ＨａＤｏｆ１基因表达模式分析

为了探究ＨａＤｏｆ１基因在向日葵生长发育中的
功能，提取 ＨａＤｏｆ１基因在向日葵 １０个组织中的
ＦＰＫＭ值，分析结果（图７－Ａ）表明，该基因在向日
葵茎中具有较高的表达量，其次为种子、苞片、雄

蕊，ＦＰＫＭ值均大于 ２；而在花粉中表达量最低，
ＦＰＫＭ值为０．２７５。此外，探究 ＨａＤｏｆ１基因在干旱
和盐胁迫下的表达情况，实时荧光定量ＰＣＲ分析结
果（图７－Ｂ、图７－Ｃ）显示，在干旱胁迫下，ＨａＤｏｆ１
基因的相对表达量呈现先上升后下降的趋势；在盐

胁迫下，ＨａＤｏｆ１基因的表达量随胁迫时间的延长呈

现逐渐上升的趋势，且都与对照具有显著性差异，

表明该基因可能在向日葵响应非生物胁迫中起到

调控作用。

３　讨论

Ｄｏｆ基因作为植物特有的一类转录因子，在植
物响应非生物胁迫及生长发育过程中发挥着重要

的调控作用［３１］，目前拟南芥、水稻和玉米等植物中

的Ｄｏｆ基因功能被陆续报道［９］，而关于向日葵 Ｄｏｆ
基因克隆和逆境胁迫响应方面的研究报道较少。

本研究通过ＰＣＲ技术从向日葵中克隆到ＨａＤｏｆ１基
因，并构建过表达载体，进一步对其理化性质、蛋白

结构与表达模式等进行分析。

本研究结果显示，向日葵 ＨａＤｏｆ１基因编码４５１
个氨基酸残基，将其氨基酸序列与青蒿、菊花、莴苣
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等植物的Ｄｏｆ蛋白序列进行比对，序列中包含一个
保守的Ｃ２－Ｃ２型锌指结构域，表明 ＨａＤｏｆ１蛋白具
有Ｄｏｆ家族成员的典型特征［３２］。ＨａＤｏｆ１蛋白的氨
基酸序列中包含较多的潜在磷酸化位点，推测其可

能通过磷酸化共价修饰调节 ＨａＤｏｆ１蛋白与下游基
因启动子顺式作用元件的结合［３３］。ＨａＤｏｆ１蛋白的
二级结构包含较多的无规则卷曲，与前人报道的菜

心Ｄｏｆ蛋白二级结构［３２］一致。系统进化分析结果

表明，向日葵ＨａＤｏｆ１、青蒿 ＡａＤｏｆ１、菊花 ＣｍＤｏｆ１、除
虫菊ＴｃＤｏｆ２、莴苣 ＬｓＤｏｆ１、小蓬草 ＥｃＤｏｆ１具有较近
的亲缘关系，可能与其均属于菊科植物有关。

基因在植物不同组织中的表达水平可能暗示

该基因参与特定组织或器官的生长发育［９］。

ＨａＤｏｆ１基因在向日葵茎、种子、苞片等不同组织中
均有表达，表明该基因可能与向日葵不同组织的生

长发育相关。在前人的报道中，菠菜超过 ４０％的
ＳｏＤｏｆ基因在叶片中表达水平较高，而近 ５０％的
ＳｏＤｏｆ基因在生殖器官（如雄花和雌花）中表达活
跃，表明 ＳｏＤｏｆ基因可能参与叶片和生殖器官的发
育过程［３４］。在拟南芥中，ＨａＤｏｆ１的同源基因 ＣＤＦ２
与ＤＣＬ１相互作用，并调控一组 ｍｉＲＮＡ的积累，其
中ＣＤＦ２直接结合某些 ｍｉＲＮＡ的启动子区域，并作
为这些ｍｉＲＮＡ基因的转录激活因子或抑制因子发
挥作用，调控植物发育；在基因层面上，ＣＤＦ２与

ｍｉＲ１５６或ｍｉＲ１７２在同一通路中发挥作用，共同调
控开花时间［３５］。推测ＨａＤｏｆ１基因在向日葵生长发
育、ｍｉＲＮＡ转录方面也可能发挥重要作用，但其具
体功能还需进一步验证。

在非生物胁迫下检测基因表达水平，可为筛选

和鉴定非生物胁迫响应关键基因提供重要参考。

本研究对ＰＥＧ模拟干旱和盐胁迫下 ＨａＤｏｆ１的表达
量进行检测，结果表明，ＨａＤｏｆ１基因在逆境胁迫下
的表达水平显著高于对照。由此推测，ＨａＤｏｆ１基因
在调控向日葵响应非生物胁迫中起到重要作用，但

其生物学功能及分子调控机理仍有待深入研究。

Ｄｏｆ基因在其他植物中的表达模式分析结果显示，
猕猴桃ＡｃＤｏｆ基因在干旱和盐处理下表现出不同程
度的响应，其中 ＡｃＤｏｆ２２基因在抗旱性强的猕猴桃
品种中高表达，并在干旱胁迫下持续上调表达，

ＡｃＤｏｆ２２的过表达可以增强猕猴桃的抗旱性，并激
活下游干旱胁迫标志基因 ＡｃＤＲＥＢ２Ａ的表达，进而
增强抗旱性［３６］。在干旱条件下，玉米ＺｍＤｏｆ２１基因
在抗旱性强的自交系中的表达水平显著高于干旱

敏感材料，过表达 ＺｍＤｏｆ２１能提升转基因拟南芥在
干旱胁迫下的 ＳＰＡＤ值以及叶片相对含水量、脯氨
酸含量，同时增强超氧化物歧化酶和过氧化物酶活

性，降低离子渗透率，从而提高抗旱性［３７］。刚毛柽

柳ＴｈＤｏｆ１．４通过激活ＴｈＺＦＰ１的表达，协同提升脯

—９４—江苏农业科学　２０２６年第５４卷第８期



氨酸水平和抗氧化能力，从而增强抗逆性［３８］。这些

研究互相佐证，进一步强化了 Ｄｏｆ基因家族在植物
响应多重逆境胁迫中的重要作用。本研究对

ＨａＤｏｆ１基因进行了克隆以及生物信息学的系统分
析，结果可为向日葵抗逆分子遗传改良提供理论

依据。
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ＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＤＯＦｆａｍｉｌｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ｉｎｄｕｃｅｓｆｌｏｒａｌｏｒｇａｎ

ａｂｓｃｉｓｓｉｏｎｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１０，

１５３（３）：１０３１－１０４５．

［１６］ＹａｎａｇｉｓａｗａＳ．Ｄｏｆｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎｓ：ｐｌａｎｔ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｖｅｒｓｅｐｈｅｎｏｍｅｎａｕｎｉｑｕｅｔｏｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．

Ｐｌａｎｔ＆ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００４，４５（４）：３８６－３９１．

［１７］ＷｕＪＤ，ＣｈｅｎＬ，ＣｈｅｎＭＣ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＤＯＦ－ｄｏｍａｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒＺｍＤＯＦ３６ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｓｔａｒｃｈｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｍａｉｚｅ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２０１９，１０：４６５．

［１８］ＷｕＹＦ，ＹａｎｇＷＺ，ＷｅｉＪＨ，ｅｔａｌ．ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＯｓＤＯＦ１８

ｃｏｎｔｒｏｌｓａｍｍｏｎｉｕｍｕｐｔａｋｅｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇａｍｍｏｎｉｕｍｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｉｎ

ｒｉｃｅｒｏｏｔｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌｅｓａｎｄＣｅｌｌｓ，２０１７，４０（３）：１７８－１８５．

［１９］ＷｕＱ，ＬｉＤＹ，ＬｉＤＪ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｓＤｏｆ１２ａｆｆｅｃｔｓ

ｐｌａｎｔａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅｉｎｒｉｃｅ（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＰｌａｎｔ

Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１５，６：８３３．

［２０］ＬｉＤＪ，ＹａｎｇＣＨ，ＬｉＸＢ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｉｃｅ

ＯｓＤｏｆ１２［Ｊ］．Ｐｌａｎｔａ，２００９，２２９（６）：１１５９－１１６９．

［２１］Ｒｏｊａｓ－ＧｒａｃｉａＰ，ＲｏｑｕｅＥ，ＭｅｄｉｎａＭ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＤＯＦｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒＳｌＤＯＦ１０ｒｅｇｕｌａｔｅｓｖａｓｃｕｌａｒｔｉｓｓｕｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｏｖａｒｙ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｔｏｍａｔｏ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２０１９，

１０：２１６．

［２２］胡艺伟．光调控茄子花青素合成途径中 ＳｍＣＤＦ２的功能研究

［Ｄ］．上海：上海交通大学，２０２０．

［２３］ＬｉＹ，ＴｉａｎＭＭ，ＦｅｎｇＺ，ｅｔａｌ．ＧｈＤｏｆ１．７，ａｄｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，

ｐｌａｙｓｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｕｎｄｅｒｓａｌｉｎｉｔｙｓｔｒｅｓｓｉｎｕｐｌａｎｄｃｏｔｔｏｎ

［Ｊ］．Ｐｌａｎｔｓ，２０２３，１２（２１）：３７４０．

［２４］ＳｕｎＷ Ｊ，ＸｕＨＳ，ＺｈａｎＪＹ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＤＮＡ

ｂｉｎｄｉｎｇｗｉｔｈ ｏｎｅｆｉｎｇｅｒ２７ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｃｈｉｌｌｉｎｇｔｏｌｅｒａｎｃｅｂｙ

ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｆｌａｖｏｎｏｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｑｕｉｎｏａ［Ｊ］．

Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０２５，

３０９：１４３００９．

［２５］ＧｏｕＣＭ，ＬｉＪ，ＣｈｅｎＢ，ｅｔａｌ．ＧｅｎｏｍｅｗｉｄｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＤｏｆ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｉｎＣａｒｍｉｎｅｒａｄｉｓｈｒｅｖｅａｌｓＲｓＤｏｆ３３ｒｏｌｅｉｎ

ｃａｄｍｉｕｍ ｓｔｒｅｓｓａｎｄａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０２５，１５：４７６６．

［２６］金时酉，刘　畅，焦　鹏，等．玉米抗冷相关基因 ＺｍＳＡＭＤＣ克

隆及生物信息学分析［Ｊ］．吉林农业大学学报，２０２１，４３（６）：

６５１－６５６．

［２７］ＫｕｍａｒＳ，ＳｔｅｃｈｅｒＧ，ＴａｍｕｒａＫ．ＭＥＧＡ７：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ

ｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｖｅｒｓｉｏｎ７．０ｆｏｒｂｉｇｇｅｒｄａｔａｓｅｔｓ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１６，３３（７）：１８７０－１８７４．

［２８］ＢａｄｏｕｉｎＨ，ＧｏｕｚｙＪ，ＧｒａｓｓａＣＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｕｎｆｌｏｗｅｒｇｅｎｏｍｅ

ｐｒｏｖｉｄｅｓｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｏｉｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ｆｌｏｗｅｒｉｎｇａｎｄＡｓｔｅｒｉｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１７，５４６（７６５６）：１４８－１５２．

［２９］ＬｉＪＪ，ＩｓｌａｍＦ，ＨｕａｎｇＱ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ＷＲＫＹｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｉｎＨｅｌｉａｎｔｈｕｓａｎｎｕｕｓＬ．ａｎｄｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐｒｏｆｉｌｅｓｕｎｄｅｒｂｉｏｔｉｃａｎｄａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｅｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０２０，１５

（１２）：ｅ０２４１９６５．

［３０］ＬｉｖａｋＫＪ，ＳｃｈｍｉｔｔｇｅｎＴＤ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄａｔａ

ｕｓｉｎｇｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄｔｈｅ２－ΔΔＣＴ Ｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．

Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００１，２５（４）：４０２－４０８．

［３１］张焕欣，李国权，杨惠栋，等．甜瓜 Ｄｏｆ家族全基因组鉴定与表

达分析［Ｊ］．园艺学报，２０１９，４６（１１）：２１７６－２１８７．
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［３２］朱云娜，蔡墩旭，郑开聪，等．菜心Ｄｏｆ基因克隆、生物信息学分

析及表达分析［Ｊ］．分子植物育种，２０２２，２０（１３）：４２２４－４２３３．

［３３］何佳琦，翟　莹，张　军，等．大豆转录因子 ＧｍＤｏｆ１．５的克隆

与非生物胁迫诱导表达［Ｊ］．浙江农业学报，２０２１，３３（１）：

１－７．　　

［３４］ＹｕＨＹ，ＭａＹＹ，ＬｕＹＪ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆｔｈｅＤｏｆｇｅｎｅ

ｆａｍｉｌｙｕｎｄｅｒａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｅｓｉｎｓｐｉｎａｃｈ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，

２０２１，１１：１４４２９．

［３５］ＳｕｎＺＦ，ＧｕｏＴＴ，ＬｉｕＹ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｒｏｌｅｓｏｆＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＣＤＦ２ｉｎ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０１５，１１（１０）：ｅ１００５５９８．Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，

２０２４，２５（１６）：９１０３．

［３６］ＺｈａｏＣ，ＢａｉＨ，ＬｉＣＳ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ＤＯＦｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｉｎｋｉｗｉｆｒｕｉｔ（Ａｃｔｉｎｉｄｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆＡｃＤＯＦ２２ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．

ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０２４，２５（１６）：９１０３．

［３７］曹丽茹，王国瑞，马晨晨，等．玉米逆境胁迫响应因子 ＺｍＤｏｆ２１

的克隆及功能分析［Ｊ］．玉米科学，２０２４，３２（１０）：２３－３２．

［３８］ＺａｎｇＤＤ，ＷａｎｇＬＮ，ＺｈａｎｇＹＭ，ｅｔａｌ．ＴｈＤｏｆ１．４ａｎｄＴｈＺＦＰ１

ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｃａｓｃａｄｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｓａｌｔｏｒ

ｏｓｍｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｉｎＴａｍａｒｉｘｈｉｓｐｉｄａ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，

２０１７，９４（４）：４９５－５０７．

陆红臣，刘陈玮，王　凡，等．蚕豆ＶｆＳＯＣ１基因的克隆及非生物胁迫下表达分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２６，５４（８）：５１－５８．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２６．０８．００７

蚕豆 ＶｆＳＯＣ１基因的克隆及非生物胁迫下表达分析
陆红臣，刘陈玮，王　凡，卞晓春，徐仁超，吴春芳

（江苏沿江地区农业科学研究所，江苏南通２２６０１２）

　　摘要：在蚕豆中克隆开花信号整合因子ＳＯＣ１，分析其编码蛋白的理化特性，明确该基因的组织表达特性并初步探
究其在蚕豆非生物胁迫应答中的潜在功能，以期为蚕豆花期调控以及抗逆育种提供理论依据。研究以拟南芥 ＳＯＣ１
蛋白序列为检索模板，通过本地ＢＬＡＳＴ获得候选基因ＶｆＳＯＣ１（ＩＤ：Ｖｆａｂａ．Ｔｉｆｆａｎｙ．Ｒ１．４ｇ１１２２００．１）的编码序列；以蚕豆
品种通鲜２号混合组织ｃＤＮＡ为模板，设计特异性引物通过ＰＣＲ扩增、测序后获得ＶｆＳＯＣ１编码区序列；利用多种生物
信息学工具对ＶｆＳＯＣ１的蛋白特性、保守结构域、启动子顺式调控元件及蛋白互作网络进行系统性分析；采用实时荧
光定量ＰＣＲ对ＶｆＳＯＣ１在蚕豆多个组织（根、茎、叶、蕾、荚果等）及非生物胁迫（干旱胁迫、盐胁迫、低温胁迫）和激素
（脱落酸、茉莉酸甲酯）下的表达水平进行分析。结果表明，ＶｆＳＯＣ１ＣＤＳ长度为６２７ｂｐ，编码２０８个氨基酸，蛋白分子
量为２４．２１ｋｕ，预测等电点为７．５３，平均亲水性系数为－０．７１，无跨膜结构域，属于不稳定的亲水核蛋白；ＶｆＳＯＣ１含有
ＭＡＤＳ＿ＭＥＦ２＿ｌｉｋｅ和Ｋ－ｂｏｘ结构域，属于ＭＡＤＳ－ｂｏｘ家族成员；启动子分析揭示ＶｆＳＯＣ１含有Ｇ－ｂｏｘ、ＡＢＲＥ等顺式
元件，可响应光周期、激素及逆境胁迫；系统进化分析表明其与豌豆（８５．９９％）、苜蓿（７５．６０％）亲缘关系最近；表达分
析显示ＶｆＳＯＣ１在叶片、荚果和种子中高表达，且显著响应干旱（６ｈ峰值）、盐胁迫（１ｈ诱导）、脱落酸（１２ｈ响应）及
低温（３０ｄ积累）；蛋白互作网络预测其与开花调控核心蛋白（ＬＦＹ、ＦＲＩ、ＶＲＮ２等）存在互作。上述结果表明：ＶｆＳＯＣ１
是蚕豆中１个典型的ＭＡＤＳ－ｂｏｘ家族基因，参与多种逆境胁迫响应，可能通过整合春化信号及激素通路在花期调控
中起核心作用，是具备多功能潜力的候选基因，可用于后续转基因功能验证与分子育种研究。

　　关键词：蚕豆；ＶｆＳＯＣ１；克隆；非生物胁迫；表达分析
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　　蚕豆（ＶｉｃｉａｆａｂａＬ．）为一年生或越年生草本植 物，是长三角及周边地区重要越冬作物之一，具备

多元利用价值，既可作为粮食和蔬菜，还可用于饲

料生产及绿肥还田［１－２］。蚕豆籽粒中蛋白质含量

高，同时富含碳水化合物、矿物质（钙、铁、锌等）、维

生素以及多种生物活性化合物，具有重要的食用价

值［３］。我国蚕豆种植面积和总产均居世界首位，实

践证明蚕豆春化可促使花期提早，设施条件下产量

显著增加，可有效提高种植效益［３－５］。近期蚕豆基

因组的发布为相关的分子生物学研究提供了重要
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