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摘 要:高迁移率族蛋白(HMG)是真核生物染色质动态调控的关键因子。为了解小麦 HMG家族在干

旱和磷饥饿胁迫下的动态响应规律,基于普通小麦参考基因组(IWGSCRefSeqV1.0),通过生物信息学方法

鉴定TaHMG家族成员,对其理化性质、系统进化、共线性及启动子顺式作用元件进行分析,并整合公共转录

组数据与qRT-PCR,检测该家族成员的组织表达特性,及其在干旱胁迫(15%PEG6000)和缺磷胁迫(0μmol·

L-1Pi)不同时间(0、1、3、6、12、24h)的表达模式。结果表明,共鉴定出32个TaHMG基因,系统进化分析将

其划分为 HMGA(9个)和 HMGB(23个)两个亚家族;共线性分析表明该家族进化受纯化选择主导;启动子

分析显示,TaHMG基因富含脱落酸(ABRE)及茉莉酸甲酯等激素与胁迫响应元件。qRT-PCR检测出Ta-6D-
HMGB1、Ta-3D-HMGB1 及Ta-7D-HMGB2 在 叶 片 中 高 表 达,Ta-2D-HMGB1、Ta-5A-HMGB1 和Ta-7D-
HMGB1在茎中高表达。干 旱 胁 迫 下,5个TaHMG 基 因 在 处 理 早 期(3或6h)即 被 快 速 诱 导,而Ta-7D-
HMGB2呈现先抑制(0~3h)后上调(6h)的表达模式;缺磷胁迫下,不同TaHMG基因表达高峰出现在处理后

12或24h。综上,小麦 HMG家族基因通过差异化表达适应非生物胁迫,其中Ta-7D-HMG2、Ta-3D-HMGB1
等胁迫响应基因可作为抗逆分子育种的候选基因。
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Abstract:High mobilitygroup(HMG)proteinsarekeyregulatorsofchromatindynamicsineu-
karyotes.ToinvestigatethedynamicresponsesofthewheatHMGfamilytodroughtandphosphate
starvation,agenome-wideidentificationoftheTaHMGgeneswasperformedbasedonthecommon
wheatreferencegenome(IWGSCRefSeqV1.0).Bioinformaticanalyseswereconductedtodetermine
thephysicochemicalproperties,phylogeny,collinearity,andpromotercis-elementsofthefamily
members.Publictranscriptomedataandquantitativereal-timePCR(qRT-PCR)wereintegratedto
examinetissue-specificexpressionpatternsandtemporalexpressionprofilesunderdroughtstress
(15%PEG6000;0,1,3,6,12,and24h)andphosphatestarvation(0μmol·L-1Pi;0,1,3,6,

12,and24h).Atotalof32TaHMGgeneswereidentified,whichwerephylogeneticallydividedinto
twosubfamilies:HMGA(9members)andHMGB(23members).Collinearityanalysisindicatedthat
thefamilyevolvedpredominantlyunderpurifyingselection.PromoteranalysisrevealedthatTaHMG



genesareenrichedinhormoneandstress-responsiveelements,includingabscisicacid(ABRE)and
methyljasmonate(MeJA)-responsivemotifs.qRT-PCRshowedthatTa-6D-HMGB1,Ta-3D-HMGB1
andTa-7D-HMGB2werehighlyexpressedinleaves,whereasTa-2D-HMGB1,Ta-5A-HMGB1,and
Ta-7D-HMGB1werehighlyexpressedinstems.Underdroughtstress,fiveTaHMG geneswererapidly
inducedatearlystage(3or6h),whileTa-7D-HMGB2wasinitiallysuppressed(0-3h)andsubse-
quentlyup-regulated(6h).Underphosphatestarvation,expressionpeaksofdifferentmembersoc-
curredat12or24hposttreatment,revealingtemporalspecificityandfunctionaldivergenceamong
genes.Collectively,membersofthewheatHMGfamilyadapttoabioticstressesthroughdifferentialexpres-
sion,andstress-responsivegenessuchasTa-7D-HMG2andTa-3D-HMGB1representpromisingcan-
didatesformolecularbreedingofstresstolerance.
Keywords:Triticumaestivum;HMGfamily;Droughtstress;Phosphorusstress;Geneexpression

  高迁移率族蛋白(HMG)是一类广泛存在于

真核生物中的非组蛋白,因其在凝胶电泳中的高

迁移速率而得名[1]。该蛋白家族通过其保守的

HMG-box结构域,能以非序列特异性方式结合

DNA,从而广泛参与染色质组装、基因转录调控、

DNA损伤修复等核心细胞过程[2-3]。植物中,根
据序列特征与DNA结合特性,HMG蛋白主要分

为 HMGA、HMGB和 HMGN 三个亚家族[2]。
其中,HMGB蛋白已被证实作为水杨酸结合蛋白

参与先天免疫调控[4]。据报道,山新杨(Populus
davidiana×P.bolleana)HMG2、水稻(Oryza
sativa)OsHMGB707等基因可快速响应盐和干

旱胁迫,通过调控下游基因表达提升植株耐逆

性[5-7]。研究表明,HMG蛋白可通过介导染色质

结构重塑与转录重编程,在植物适应逆境过程中

发挥核心作用。该基因家族在菠菜(Spinaciaol-
eracea)[8]、甘蓝型油菜(Brassicanapus)[9]及灰

葡萄孢(Botrytiscinerea)[10]等被证实参与生长

发育及胁迫响应过程。
小麦中已初步鉴定出30个TaHMGB成员,

其中TaHMGB11在干旱与高盐胁迫中发挥负调

控功能[11]。目前对小麦 HMG家族还缺乏系统

性认知,家族成员响应磷胁迫的转录调控规律尚

不清楚。因此,本研究以普通小麦为材料,对小麦

HMG家族进行全基因组水平的系统鉴定与生物

信息学分析,基于转录组数据筛选响应逆境的

TaHMG基因,分析其在干旱与缺磷胁迫下的动

态响应模式。

1 材料与方法

1.1 材料处理

试验材料为普通小麦品种永良4号,由内蒙

古河套地区绿色农产品安全生产与预警控制实验

室种质资源库提供。选取籽粒饱满、大小均匀的

种子,经蒸馏水浸种24h后,置于铺有两层无菌

纱布的培养盆中进行发芽。待胚根伸长至2~3
cm时,将幼苗转移至水培盒,采用pH5.8~6.2
的霍格兰营养液培养至两叶一心期,分别进行干

旱与磷胁迫处理。
水培营养液设置:(1)改良型霍格兰营养液

(Coolaber,北京,中国)(对照);(2)含15%(W/V)

PEG6000的霍格兰营养液(干旱胁迫);(3)缺磷

改良型霍格兰营养液(Coolaber,北京,中国)(缺
磷胁迫)。每处理3次生物学重复,每个重复内每

个时间点均独立设置10株幼苗。分别于干旱及

磷胁迫处理后0、1、3、6、12、24h进行取样,每次

采集各重复内幼苗第二片完全展开叶,每重复取

5株的叶片混合样。不同组织qRT-PCR取样:分
别采集对照的根、茎、叶组织样本,每次取样将同一

重复内剩余5株幼苗的相同组织混合,置于同一离

心管中,立即液氮速冻,随后转移至-80℃冰箱保

存,后续利用宝生物工程(大连)有限公司的总

RNA提取试剂盒提取小麦样品总 RNA,通过

RNA反转录试剂盒获得cDNA。

1.2 方法

1.2.1 小麦HMG家族成员鉴定与理化性质

以从Tair数据库(https://www.arabidopsis.
org)获取的拟南芥(Arabidopsisthaliana)HMG蛋白

序列(HMGA:AT1G14900.1;HMGB:AT3G28730.1
等16条)(表1)为查询序列,结合两种策略对小麦

蛋白数据库(IWGSCRefSeqV1.0)进行搜索:①
使用TBtools进行Blastp同源搜索(E≤10-5)[12];

②基于Pfam 数据库[13]结构域隐马尔可夫模型

(HMGA特征为AT-hook+H1/H5结构域,HMGB
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表1 拟南芥HMG家族成员的基因ID与功能注释表

Table1 GeneIDsandfunctionalannotationsofArabidopsisthalianaHMGfamilymembers

家族成员分类
Familymember
classification

基因ID
GeneID

基因注释
Geneannotation

HMGA AT1G14900.1 编码一种属于 HMGA(高迁移率A组)蛋白质亚群的蛋白质,该蛋白质与富含 A/T的DNA片
段相互作用。

HMGB

AT4G35570.1

AT1G20696.2
AT2G17560.1
AT3G51880.2
AT1G20693.1
AT4G23800.1
AT4G11080.1
AT2G34450.2
AT5G23405.1
AT1G55650.1
AT3G13350.1
AT1G76110.1
AT5G23420.1
AT3G28730.1

AT1G04880.1

AT1G23420.1

编码一种属于 HMGB(高迁移率B组)蛋白亚群的蛋白质,该蛋白质具 HMG-box结构域;不能
被ck2α磷酸化。

编码一种属于 HMGB(高迁移率B组)蛋白亚群的蛋白质,该蛋白质具有 HMG-box结构域;可
以被ck2α磷酸化。

编码含有三份HMG(高迁移率组)盒子结构域的蛋白质。与有丝分裂和减数分裂染色体相互作用。

HMG-box(高迁移率组)DNA结合家族蛋白。

HMG(高迁移率组)盒子蛋白与含有ARID/BRIGHTDNA结合结构域的蛋白。

含有ARID/BRIGHTDNA结合结构域的高迁移率族(HMG)框蛋白。
编码 HMGB6,一种属于 HMGB(高迁移率B组)蛋白亚群的蛋白质。
编码促进染色质转录(FACT)复合体SSRP1的一个成分;STP16与FLC的启动子结合。
编码一种RID-HMGDNA结合蛋白,通过与转录因子AGL66和AGL104相互作用调控基因表
达,在花粉管生长中起作用。
对胚珠外被的形成和不对称生长至关重要。该家族的转录因子含有明显的Cys(2)-Cys(2)锌指
结构域和与高迁移率组(HMG)转录因子。

特征为HMG-box结构域)的 HMMER搜索(E≤
10-5)。取两种结果的交集,利用SMART[14]、

NCBI-CDD及Pfam在线工具进行保守结构域交

叉验证,保留同时满足完整结构域特征的成员

(HMGA需同时含有AT-hook和 H1/H5,HMGB
需含有HMG-box),最终确定为小麦HMG家族成

员。根据结构域组成划分为 HMGA与 HMGB
亚家族,按染色体物理位置及鉴定顺序系统命名

(如Ta-1A-HMGA1)。
利用ExPASyProtParam(https://web.ex-

pasy.org/protparam/)[15]分析氨基酸数目、分子

量、理论等电点等理化性质,PSORT[16]预测亚细

胞定位。

1.2.2 染色体定位、共线性与系统进化

基于小麦GFF3注释文件,利用 TBtools绘

制TaHMG 基 因 的 染 色 体 定 位 分 布 图。使 用

MCScanX进行小麦种内及与水稻、大麦(Hor-
deumvulgare)间的全基因组共线性分析,通过

TBtools可视化。选取共线性同源基因对,利用

TBtools计算非同义替换率(Ka)与同义替换率

(Ks)的比值(Ka/Ks),判断选择压力类型。从En-
semblPlants数据库下载大麦、水稻、玉米(Zea
mays)及拟南芥的基因组数据,采用与小麦相同

的方法鉴定上述物种的 HMG同源蛋白。使用

MEGA6.0以邻接法(Bootstrap=1000)构建系

统进化树,通过TVBOT在线工具优化。

1.2.3 基因结构、保守基序与启动子元件

利用 MEME在线程序(最大基序数=10)分
析蛋白保守基序,结合NCBI-CDD验证。基于小

麦GFF3注释文件解析各基因的外显子-内含子

结构。提取各基因转录起始位点上游2000bp
的启动子序列,利用PlantCARE数据库预测顺式

作用元件类型及分布,通过TBtools整合展示。

1.2.4 小麦HMG家族成员时空及胁迫表达模式

从 WheatOmics(http://wheatomics.sdau.
edu.cn)数据库获取相关转录组数据,涵盖小麦品

种中国春(ChineseSpring)五叶期的根、茎、叶、
穗、籽粒组织,不同胁迫处理下的表达谱,包括热

胁迫(1和6h)、磷饥饿(根、叶)、低温(4℃)处
理,盐胁迫下中国春(CS)与优质强筋小麦QM不

同时间点的表达,以及埃及小麦品种Giza168与

Gemmiza10在干旱胁迫(PEG处理6、12、24、48
h)下的数据,利用TBtools软件对获取的基因表

达量(TPM值)进行标准化处理,绘制热图以直观

展示TaHMG基因在不同组织及胁迫条件下的相

对表达水平。

1.2.5 干旱及磷胁迫下TaHMG基因表达

基于1.2.4中公共转录组表达谱数据,筛选出
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7个响应逆境胁迫的候选基因(Ta-2D-HMGB1、
Ta-3D-HMGB1、Ta-5A-HMGB1、Ta-6D-HMGB1、
Ta-6D-HMGB2、Ta-7D-HMGB1和Ta-7D-HMGB2),
以不同处理小麦样本的cDNA为模板,进行qRT-
PCR实时荧光定量分析,利用PrimerPremier5.0
软件设计引物(表2)。反应体系为20μL,具体组

分、体积及扩增程序参照GoTaq○RqPCRMaster
Mix试剂盒说明书进行。

1.3 数据处理与分析

小麦TaHMG基因的相对表达量采用2-ΔΔCt

法[17]计算。用SPSS27.0软件进行单因素方差

分析(ANOVA),评估不同处理组间的表达差异,
利用Tukey’sHSD检验进行多重比较。使用

GraphPadPrism9.5软件绘制表达量柱状图。
所有统计分析均以P<0.05为差异显著性标准。

2 结果与分析

2.1 小麦HMG家族成员鉴定与理化性质分析

本研究共鉴定出32个小麦HMG家族成员,
根据结构域特征划分为 HMGA(9个)和 HMGB
(23个)两个亚家族(图1),其基因按染色体位置

与鉴定顺序系统命名(如Ta-4A-HMGA1、Ta-1A-
HMGB1等)。蛋白理化性质分析(表3)表明,TaHMG

表2 小麦qRT-PCR引物序列

Table2 PrimersequencesusedforqRT-PCRinTriticumaestivum

引物名称
Primername

引物序列
Primersequence(5'-3')

Ta-2D-HMGB1-F GTTTAGATGCGTGCTCCTGG

Ta-2D-HMGB1-R CTGTGGAGGTCCACGAAAGAA

Ta-3D-HMGB1-F GTTGTCCTGGATCCGAGTGG

Ta-3D-HMGB1-R CAACCACAGGCACGACACTA

Ta-5A-HMGB1-F GTTGTCCTGGATCCGAGTGG

Ta-5A-HMGB1-R CAACCACAGGCACGACACTA

Ta-6D-HMGB1-F GCAGGTTATGCCTACTGCCT

Ta-6D-HMGB1-R AACCCACAGCATTTCATGCG

Ta-6D-HMGB2-F GGGGGCCCTTTTAGACTTGT

Ta-6D-HMGB2-R GCATTGGAACAGCTGGTAGC

Ta-7D-HMGB1-F TGTCCTGGGCAACCTGAATC

Ta-7D-HMGB1-R ATCGACCACCACATCAACCC

Ta-7D-HMGB2-F TGCCCCTGCTTGTACCTAGA

Ta-7D-HMGB2-R TGGGGCGACAACAGCTTAAT

Actin-F CTGGAATGGTCAAGGCTGGT

Actin-R TTGAGCTTCATCGCCCACAT

  Os:水稻;Zm:玉米;At:拟南芥;Ta:小麦;Hv:大麦。

Os:Oryzasativa;Zm:Zeamays;At:Arabidopsisthaliana;Ta:Triticumaestivum;Hv:Hordeumvulgare.

图1 小麦与其他植物HMG家族成员系统进化树

Fig.1 PhylogeneticevolutionarytreeofHMGfamilymembersinT.aestivumandotherplantspecies
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表3 小麦HMG家族基本信息

Table3 SummarytheHMGfamilyinT.aestivum

基因名称
Genename

基因ID
GeneID

编码氨基酸
Encodedamino

acid

分子量
Molecular
weight/kD

等电点
Isoelectric
point

不稳定系数
Instability
index

脂肪系数
Aliphatic
index

平均亲水性系数
Averageof
hydropathicity

亚细胞定位
Subcellular
localization

Ta-1B-HMGB1 TraesCS1B02G140400.1 638 70.94 5.36 40.83 75.78 -0.624

Ta-2A-HMGB1 TraesCS2A02G404100.1 121 12.97 7.83 48.53 31.74 -1.177

Ta-2A-HMGB2 TraesCS2A02G445000.1 544 61.75 9.69 56.68 59.34 -1.178

Ta-2B-HMGB1 TraesCS2B02G422000.1 120 12.95 8.69 48.22 31.17 -1.204

Ta-2B-HMGB2 TraesCS2B02G466000.1 546 61.76 9.62 56.30 58.81 -1.184

Ta-2D-HMGB1 TraesCS2D02G401100.1 121 13.02 7.83 48.45 34.13 -1.139

Ta-3A-HMGB1 TraesCS3A02G111900.1 654 72.13 6.41 38.62 73.64 -0.594

Ta-3B-HMGB1 TraesCS3B02G270900.1 240 27.25 10.36 78.99 50.88 -0.912

Ta-3D-HMGB1 TraesCS3D02G114000.2 655 72.45 6.19 37.80 72.17 -0.636

Ta-3D-HMGB2 TraesCS3D02G242800.1 129 15.10 9.81 67.30 39.38 -1.277

Ta-3D-HMGB3 TraesCS3D02G497500.1 167 18.67 9.19 45.65 51.44 -0.744

Ta-4A-HMGA1 TraesCS4A02G268000.1 232 24.10 6.35 81.54 64.53 -0.624

细胞核
Nucleus

Ta-4B-HMGA1 TraesCS4B02G046400.1 228 23.42 8.03 71.36 69.96 -0.466

Ta-4D-HMGA1 TraesCS4D02G045700.1 232 24.04 8.01 78.23 64.09 -0.629
叶绿体

Chloroplast

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

Ta-5A-HMGA1 TraesCS5A02G204700.1 189 19.46 10.35 43.84 55.50 -0.789

Ta-5A-HMGB1 TraesCS5A02G352100.1 126 13.77 8.91 31.86 42.78 -1.237
细胞核
Nucleus

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

Ta-5A-HMGA2 TraesCS5A02G390500.1 173 18.38 10.38 46.12 55.61 -0.931 叶绿体
Chloroplast

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

Ta-5B-HMGA1 TraesCS5B02G203600.1 189 19.32 10.43 48.06 51.48 -0.825

Ta-5B-HMGB1 TraesCS5B02G354800.1 124 13.67 9.24 27.89 40.24 -1.289
细胞核
Nucleus

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

Ta-5B-HMGA2 TraesCS5B02G395400.1 161 17.12 10.28 44.82 57.95 -0.926 叶绿体
Chloroplast

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

Ta-5D-HMGA1 TraesCS5D02G211400.1 189 19.46 10.31 45.61 54.02 -0.838

Ta-5D-HMGB1 TraesCS5D02G359600.1 124 13.60 9.10 28.93 41.85 -1.248
细胞核
Nucleus

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

Ta-5D-HMGA2 TraesCS5D02G400300.1 161 17.14 10.28 48.12 60.93 -0.904 叶绿体
Chloroplast

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

Ta-6A-HMGB1 TraesCS6A02G189700.1 454 50.85 8.23 45.23 62.58 -0.825
Ta-6A-HMGB2 TraesCS6A02G253900.1 139 15.39 6.45 41.46 28.99 -1.529
Ta-6B-HMGB1 TraesCS6B02G271600.1 139 15.40 8.56 38.08 28.99 -1.531
Ta-6D-HMGB1 TraesCS6D02G180000.1 454 50.79 7.75 49.05 62.80 -0.829
Ta-6D-HMGB2 TraesCS6D02G235400.1 139 15.40 6.46 43.03 28.99 -1.529
Ta-7A-HMGB1 TraesCS7A02G552400.1 161 17.21 6.48 37.77 41.55 -1.253
Ta-7B-HMGB1 TraesCS7B02G230000.1 215 23.62 5.10 46.06 57.77 -1.013
Ta-7D-HMGB1 TraesCS7D02G326200.1 216 23.68 5.03 41.63 56.62 -1.032
Ta-7D-HMGB2 TraesCS7D02G538400.1 135 14.70 4.88 45.49 40.74 -1.288

细胞核
Nucleus

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

蛋白长度120~655aa,分子量12.95~72.45
kD,等电点4.88~10.43(其中21个为碱性蛋

白);25个成员为不稳定蛋白(不稳定系数>40);
所有成员平均亲水系数均为负值(-1.531~
-0.594),属亲水性蛋白。亚细胞定位预测显示,

27个蛋白成员位于细胞核,5个基因(Ta-4B-HM-
GA1、Ta-4D-HMGA1、Ta-5A-HMGA2、Ta-5B-HM-
GA2、Ta-5D-HMGA2)编码蛋白定位于叶绿体。

2.2 系统进化、染色体分布与共线性分析

系统进化树(图1)包含小麦(32个)、拟南芥

(17个)、玉米(23个)、大麦(14个)和水稻(12个)
共98个HMG蛋白,分为 HMGA和 HMGB两大

分支。拟南芥仅1个成员(At1G14900.1)属 HM-

GA分支,其余属 HMGB分支;小麦 HMGB亚家

族成员(23个)显著多于HMGA(9个)。染色体定

位显示(图2),32个TaHMG 基因分布于19条染色

体,每条1~3个,其中3D、5A、5B、5D各含3个,1A
和1D染色体上无分布。物种内共线性分析发现

(图3A)46个TaHMG 共线基因对,其中29个基因

对满足序列相似度和同义位点的要求,所计算的

Ka/Ks值均小于0.5,说明该家族进化中经历多次基

因复制事件且主要受纯化选择。跨物种共线性分析

显示(图3B),小麦与大麦间有34对直系同源基因,
小麦与水稻间有35对,表明核心成员在禾本科祖先

中已基本分化完成,并在多倍化进程中保持稳定的

共线性结构。
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图2 TaHMG基因染色体定位

Fig.2 ChromosomelocalizationofTaHMGgene

  A:种内;B:种间。
A:Intraspecific;B:Interspecific.

图3 小麦TaHMG共线性分析

Fig.3 CollinearilyanalysisofTaHMGfromT.aestivum
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2.3 基因结构及保守基序分析

保守基序与基因结构整合分析(图4)表明,
同一进化分支成员基序组成相似,HMGB分支普

遍含 Motif1、2、5,HMGA分支全部含 Motif3、

4、5、6。10个保守基序中 Motif2分布最广(20
个成员),不同基序长度(28~50aa)与组成差异反

映了功能分化。蛋白结构域分析显示,HMGB成

员主要含典型 HMG-box结构域(Ta-7B-HMGB1
仅含 NHP6Bsuperfamily),HMGA成员含典型

H15结构域。基因结构上,HMGB成员通常拥有

更多CDS区域。

2.4 启动子顺式作用元件分析

本研究提取 TaHMG各成员翻译起始位点

上游2000bp启动子序列,进行顺式作用元件预

测。结果表明(图5A),该家族基因启动子区广泛

分布多种激素应答及非生物胁迫响应相关元件。
干旱诱导元件 MBS共检出25次(图5B),分

布于16个TaHMG 成员中,覆盖家族成员总数的

64%,表明干旱响应是该家族基因转录调控网络

的重要组成部分。此外,启动子区还检测到其他

非生物胁迫相关元件,其中厌氧诱导元件 ARE
出现频次最高,在25个成员中共计56次;低温响

应元件LTR分布于18个成员,共计31次。

激素应答元件中以脱落酸响应元件 ABRE
数量最多,共计128个,广泛分布于各成员启动子

区(图5B)。茉莉酸甲酯响应相关元件CGTCA-
motif与TGACG-motif出现次数完全一致,均为

117次,且在所有TaHMG成员中协同存在,提示

二者可能通过组合方式协同增强对茉莉酸信号的

转录应答。相对而言,生长素应答元件TGA-ele-
ment分布较少,仅在12个成员中出现15次,频
次明显低于上述激素及非生物胁迫相关元件。

综上,TaHMG 基因启动子区富含多种逆境

相关顺式作用元件,其中干旱诱导元件 MBS的

普遍存在,为进一步解析该家族成员在干旱胁迫

中的功能分化提供了关键线索。

2.5 基于公共转录组数据的逆境表达模式分析

利用公共转录组数据分析了小麦TaHMG 基

因在热、磷、盐、低温及干旱胁迫下的表达动态。结

果(图6)显示,不同胁迫下TaHMG 基因呈现胁迫

特异性和品种依赖性的多样化表达模式。
在热胁迫下(图6A),Ta-6D-HMGB2、Ta-7B-

HMGB1等基因持续上调(热激0h<热激1h<热

激6h);Ta-2D-HMGB1、Ta-2A-HMGB1、Ta-4D-
HMGA1等基因持续下调;Ta-2B-HMGB2无变化。
另有10个成员(Ta-5B-HMGB1、Ta-5A-HMGA2等)

图4 小麦HMG家族保守基序(A)、蛋白保守结构域(B)和基因结构(C)分析

Fig.4 Analysisofconservedmotifs(A),conserveddomains(B),andgenestructures(C)oftheHMGfamilyinT.aestivum

·5301·第8期 刘 伟等:小麦 HMG家族鉴定及其对干旱与磷胁迫的响应



图5 TaHMG基因启动子区顺式作用元件(A)及响应元件(B)
Fig.5 Cis-actingelements(A)andresponseelements(B)inthepromoterregionofTaHMGgenes

在热激诱导后6h回落。
在磷饥饿胁迫下(图6B),根与地上部表达相反。

根中10个成员(Ta-6B-HMGB1、Ta-5A-HMGB1等)上
调,Ta-6A-HMGB1和Ta-3A-HMGB1下调,Ta-
3D-HMGB1不变;地上部,根上调基因及Ta-3D-
HMGB1 均 下 调,Ta-6A-HMGB1 上 调,Ta-7A-
HMGB1无变化。

在盐胁迫下(图6C),小麦品种CS与QM 差

异显著。CS中上调基因动态更替:6h以Ta-6B-
HMGB1等3个为主,12h新增Ta-1B-HMGB1、
Ta-5B-HMGA1和Ta-6B-HMGB2,24h转为Ta-
3D-HMGB1、Ta-3A-HMGB1,48h 激 活Ta-1B-
HMGB1、Ta-3D-HMGB3。QM中上调基因较少:

6h共5个,12h减至2个,24~48h以Ta-1B-

HMGB1、Ta-3D-HMGB1等4个基因为主。两个

品种下调基因数均随胁迫时间延长而增加。
低温胁迫下(图6D),4℃处理诱导16个成

员 上 调 (Ta-7A-HMGB1、Ta-7D-HMGB2 等),

Ta-3D-HMGB1无变化,其余下调。干旱胁迫下

(图6E),小麦品种Giza168与Gemmiza10策略

相反。Giza168以抑制为主:仅Ta-5A-HMGB1
持续 上 调;12个 基 因(Ta-4B-HMGA1、Ta-2D-
HMGB1等)在上调2h后下调;11个基因(Ta-
2B-HMGB1、Ta-5D-HMGB1等)持续下调,其中

Ta-7A-HMGB1降幅最大;Ta-7D-HMGB1和Ta-
2B-HMGB2无响应。Gemmiza10以激活为主:

11个基因(Ta-5B-HMGA2、Ta-3B-HMGB1 等)
持续上调,Ta-7D-HMGB1仍无响应。
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  A:热胁迫;B:磷饥饿胁迫;C:盐胁迫(中国春与小麦品种QM);D:低温胁迫;E:干旱胁迫(PEG6000)。

A:Heatstress;B:No-Pistress;C:Saltstress(CSandQM);D:Lowtemperaturestress;E:Droughtstress(PEG6000).
图6 小麦TaHMG基因在不同组织及不同胁迫下的表达

Fig.6 ExpressionofTaHMGgenesindifferenttissuesandunderdifferentstressesinT.aestivum

2.6 小麦TaHMG基因的组织表达模式

为明确TaHMG 基因在小麦中的组织表达特性,
选取Ta-6D-HMGB2、Ta-7D-HMGB2等7个在转录组

胁迫条件下特异表达的基因进行qRT-PCR分析。从

图7可知,Ta-2D-HMGB1、Ta-5A-HMGB1、Ta-6D-
HMGB2和Ta-7D-HMGB1在茎中优先表达,表
达量显著高于根和叶;Ta-3D-HMGB1和Ta-6D-
HMGB1在叶中特异性高表达;Ta-7D-HMGB2

在叶中表达水平也显著高于茎和根。

2.7 小麦TaHMG 基因在干旱与磷胁迫下的表达

为明确TaHMG基因在小麦逆境胁迫中的表

达特异性,将选取的7个特异表达基因分别在干

旱与磷胁迫中进行qRT-PCR检测。干旱胁迫下

(图8),Ta-3D-HMGB1、Ta-5A-HMGB1、Ta-2D-
HMGB1、Ta-6D-HMGB1和Ta-6D-HMGB2的表

达在胁迫早中期(3h/6h)迅速升高,而于24h下

·7301·第8期 刘 伟等:小麦 HMG家族鉴定及其对干旱与磷胁迫的响应



降,呈现典型的早期应答模式。与之相反,Ta-
7D-HMGB2的表达呈先抑制后上调的趋势,暗示

其可能参与干旱胁迫的后期适应或恢复过程。
在磷胁迫下(图9),Ta-7D-HMGB1和Ta-7D-

HMGB2在12h为表达高峰,而Ta-2D-HMGB1、

Ta-3D-HMGB1、Ta-5A-HMGB1、Ta-6D-HMGB1
和Ta-6D-HMGB2 则在24h表达最高。其中,

Ta-2D-HMGB1和Ta-5A-HMGB1在3h显著下

调后持续回升,说明不同成员在磷胁迫应答中可

能存在功能分工与时序协调。

  柱上不同字母表示同一基因在不同组织间的表达差异显著(P<0.05)。

Differentlettersabovethebarsindicatesignificantdifferencesintheexpressionofthesamegeneamongdifferenttissues(P<0.05).

图7 小麦TaHMG基因在不同组织中的表达

Fig.7 ExpressionoftheTaHMGgenesindifferenttissuesofT.aestivum

  柱上不同字母表示同一基因在不同干旱胁迫时间下表达差异显著(P<0.05)。

Differentlettersabovethebarsindicatesignificantdifferencesintheexpressionofthesamegeneatdifferentdroughtstresstime
points(P<0.05).

图8 小麦TaHMG基因在干旱胁迫下的表达

Fig.8 ExpressionpatternsofTaHMGgenesinT.aestivumunderdroughtstress

  柱上不同字母表示同一基因在不同磷胁迫时间下的表达差异显著(P<0.05)。
Differentlettersabovethebarsindicatesignificantdifferencesintheexpressionofthesamegeneatdifferentphosphorusstresstime

points(P<0.05).
图9 小麦TaHMG基因在磷胁迫下的表达

Fig.9 ExpressionpatternsofTaHMGgenesinT.aestivumunderphosphorusstress
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3 讨论

高迁移率族蛋白(HMG)作为关键染色质调

控因子,在植物逆境响应中发挥重要作用。本研

究首次在异源六倍体普通小麦中完成了HMG基

因家族的全基因组鉴定与表达分析。结果表明,

TaHMG家族在进化上相对保守,在结构和调控

元件上呈现分化,并通过差异化的表达模式广泛

参与干旱与磷饥饿胁迫响应。
基因家族的扩张常与全基因组加倍事件密切

相关。普通小麦经历了两次近代多倍化,共鉴定

出32个TaHMG 成员,其数量显著多于拟南芥

(15个)等二倍体,与多倍化物种的甘蓝型油菜

(45个)趋势相近。这表明多倍化是TaHMG家

族扩张的核心动力。亚家族水平上,HMGB成员

(23个)远超 HMGA(9个),这与拟南芥[3]、甘蓝

型油菜[9]等分布相似,暗示 HMGB亚家族在植

物中承担更基础且多样的染色质调控功能[7,18]。
然而,家族的扩张并未伴随功能快速分化。共线

性与Ka/Ks分析显示,所有满足序列相似度和同

义位点数要求的TaHMG同源基因对均受纯化选

择(Ka/Ks<0.5),且小麦与水稻、大麦间存在大

量同源基因,揭示该家族在进化中高度保守,核心

DNA结合与染色质重塑功能受到严格维护[2,19]。
系统进化与结构域分析证实了 TaHMG分

为 HMGA 和 HMGB两个经典亚家族,并呈现

“组内保守、组间分化”的基序特征。HMGB成员

通常拥有更复杂的基因结构(更多外显子),可能

与其更精细的转录调控潜力有关[2,20]。启动子区

顺式作用元件分析为功能偏好提供了重要线索:

TaHMG家族显著富集脱落酸响应元件(ABRE,

128个)、茉莉酸甲酯响应元件(CGTCA-motif与

TGACG-motif,各117个)以 及 干 旱 诱 导 元 件

MBS(存在于64%的成员中)。值得注意的是,

CGTCA-motif与 TGACG-motif在所有家族成

员中协同出现且拷贝数完全一致,提示二者可能

协同强化茉莉酸信号响应。上述特征表明,TaH-
MG家族可能通过 ABA和JA信号通路广泛参

与非生物胁迫,尤其是干旱应答[21-23]。
结合转录组与qRT-PCR分析,本研究发现

TaHMG在干旱和磷饥饿下的表达呈现品种特异

性、组织特异性及时序分化特征。干旱胁迫下,

Giza168与Gemmiza10两个品种表现出完全相

反的调控策略:Giza168以抑制为主,Gemmiza

10则激活11个成员持续高表达,这种极端分化

模式在小麦HMGB家族中尚无系统报道。关键

基因在PEG6000模拟干旱下呈早期(3~6h)瞬
时诱导、24h回落的趋势,与拟南芥AtHMGB2/3
在渗透胁迫下的响应特征相反[24],推测这可能源

于该 小 麦 基 因 启 动 子 区 存 在 脱 水 响 应 元 件

(DRE/Core),能够被早期干旱信号快速激活,而

AtHMGB2/3主要受 ABA负调控,导致二者在

渗透胁迫下的转录方向相反。组织表达显示,

Ta-2D-HMGB1 与Ta-5A-HMGB1 在 茎 中 高 表

达,可能与维管组织发育或水分运输调控相关,支
持已知的小麦茎干旱适应性机制[25-27]。磷胁迫

下,发现TaHMG 在根与地上部呈相反表达趋势

(根上调、地上部下调),这种组织特异性反向调控

与磷信号通路中miR399-PHO2的器官协同模式

相似[28],暗示TaHMG可能参与磷稳态的器官间

协调。
本研究利用qRT-PCR揭示了磷胁迫下小麦

HMG家族清晰的时序分化特征:Ta-7D-HMGB1/2
于12h达峰值,Ta-2D-HMGB1等5个基因于24
h达峰值,该现象在其他植物HMG 中未见报道。
灰葡萄孢(Botrytiscinerea)BcHMG 在 NaCl和

KCl胁迫下显著下调[10],与本研究中部分成员在

磷胁迫早期的抑制类似,可能反映 HMG蛋白在

逆境初期染色质紧缩、转录活性降低的保守机制;
而本研究中后期(24h)表达的回升,则与灰葡萄

孢部分成员侵染后期的上调[10]相似,共同体现了

该家族时序调控的复杂性。
此外,Ta-5A-HMGB1 与Ta-7D-HMGB1 基

因在干旱胁迫下呈现出一类特殊的表达模式:胁
迫初期短时间内表达水平下调至较低水平,随后

再度回升至较高水平。为探究这一异常表达现象

的原因,本研究对试验材料、处理环境及操作流程

进行了系统核查,未发现明显的外界干扰因素。
独立生物学重复试验结果表明,该表达趋势具有

较好的可重复性,排除了试验误差所致的可能性。
后续将通过加密取样时间点、结合基因功能验证

等研究进一步明确其产生原因。
尽管本研究系统鉴定了小麦TaHMG基因在

干旱与磷饥饿下的品种特异性、组织特异性及时

序分化表达模式,为抗逆育种提供了理论基础与

候选基因,但仍存在以下局限:干旱下品种间表达

分化的遗传基础尚不明确,需扩大品种范围并联

合启动子SNP与转基因验证;磷胁迫下早期抑
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制-后期激活的非单调机制有待ATAC-seq解析;
目前仅验证了7个基因,全家族表达谱有待完善。

综上,TaHMG基因通过品种特异性、组织特

异性和时序差异化的表达调控,广泛参与小麦干

旱与磷饥饿胁迫应答。本研究为深入理解该家族

基因在非生物逆境中的功能分化提供了重要靶

点,并为后续抗逆育种奠定了基础。
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