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药用植物大麻C2H2基因家族鉴定与表达分析
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摘要: C2H2型转录因子在植物生长发育及次生代谢调控中发挥重要作用, 本文利用生物信息学从基因组层面

鉴定大麻 (Cannabis sativa L.) C2H2基因家族成员, 基于大麻基因组数据及转录组数据, 使用TBtools、MEGA软件

以及NCBI、PlantTFDB、ExPASy、HMMSCAN、MEME、WoLFPSORT、PlantCARE等在线网站对其基因信息、染色体

定位、进化关系、保守基序、共线性关系等进行分析。结果显示, 大麻中含有30个C2H2型基因家族成员 (CsC2H2-1～

CsC2H2-30), 分布在大麻的 9条染色体上, 氨基酸大小介于 138～635个氨基酸, 理论等电点介于 5.85～9.52, 蛋白质

分子质量介于 15 909.48～68 445.53 Da。转录组结果分析显示, CsC2H2在大麻Diku品种的雌花、苞片、叶、茎及不

同品种雌花中表达量均存在差异。实时荧光定量PCR结果验证了CsC2H2-1、CsC2H2-5、CsC2H2-19在Diku品种的

雌花及苞片中表达显著, 为深入研究C2H2基因家族功能及大麻优质品种的选育提供理论参考。
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Abstract: C2H2 transcription factors play an important role in plant growth, development and the regulation

of secondary metabolism. This article identifies members of the C2H2 gene family in Cannabis sativa L. at the

genome level. Chromosomal location and linkage, evolutionary relationships, and identification of conserved motifs

was determined from the C. sativa genome and transcriptome data using bioinformatics tools and on-line websites

such as TBtools, MEGA software, NCBI, PlantTFDB, ExPASy, HMMSCAN, MEME, WoLFPSORT and PlantCARE.

The results show that C. sativa contains 30 members of the C2H2 gene family (named CsC2H2-1-CsC2H2-30)

distributed on 9 chromosomes. The encoded proteins range in length from 138 to 635 amino acids, and the theoretical

isoelectric points range from 5.85 to 9.52. Molecular weights range from 15 909.48 to 68 445.53 Da. Transcriptome

analysis showed that CsC2H2 was differentially expressed in the female flowers, bracts, leaves, and stems of the

Diku variety and female flowers of nine different varieties of C. sativa. Quantitative real-time PCR verified that

CsC2H2-1, CsC2H2-5, and CsC2H2-19 were significantly expressed in the female flowers and bracts of the Diku

variety. This provides a theoretical basis for in-depth study of the function of the C2H2 gene family and the breeding
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of high-quality C. sativa varieties.
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C2H2型基因家族是目前研究最为详尽的锌指家

族之一 , 在真核生物中分布广泛并能调控基因的表

达[1]。C2H2型锌指蛋白通常含有X2-Cys-X(2-4)-Cys-

X12-His-X(3-5)-His 构成的保守结构域 (Cys: 半胱氨

酸, His: 组氨酸, X: 任意氨基酸), 根据氨基酸残基数量

和位置的差异, 可以将锌指蛋白转录因子分为C2H2、

C2HC、C2HC5、C2C2、CCCH、C3HC4、C4、C4HC3、C6

和 C8 等类型[2-4]。Takatsuji 等[5]首次在矮牵牛中发现

植物C2H2型锌指蛋白EPF1。根据研究报道, 目前已

在多种植物中进行了C2H2基因家族成员的分析, 如

拟南芥中有 176个C2H2基因, 烟草、番茄、黄瓜、水稻、

杨树中分别含有 118、92、120、189、109个C2H2家族成

员[6-11]。植物C2H2型转录因子在植物生长发育、干旱

胁迫、盐胁迫、冷胁迫、外源激素胁迫等方面发挥作用,

也在DNA识别、RNA包装、转录激活、凋亡调控以及

蛋白质折叠和组装中发挥重要的作用[1,12]。拟南芥中

的RBE基因参与花原基的早期分化, 影响花瓣的生长

发育过程[13]。水稻中的 OsMSR15基因诱导其生长发

育过程中温度胁迫及干旱胁迫下的基因表达[14]。番茄

中的 SICZFP1基因调控冷胁迫下的基因表达, 是提高

作物耐寒性的一个关键基因; SlZF2基因通过影响番

茄中花青素和丙二醛的积累 , 进而改变叶和花的

形态[15,16]。

大 麻 (Cannabis sativa L.) 是 大 麻 科 (Cannabi‐

naceae) 大麻属 (Cannabis) 一年生草本植物, 是一种重

要的药用经济作物[17]。大麻的种植已有数千年的历

史, 被一些亚洲和欧洲国家广泛栽培, 在治疗慢性神经

性疼痛等方面发挥重要作用[18,19]。大麻中含有许多酚

萜类、萜类以及黄酮类等药用成分[20]。大麻素为大麻

特有的酚萜类化合物 , 主要通过脂肪酸途径和萜类

途径 (图 1) 生成大麻素生物合成的主要前体大麻萜

酚酸 (cannabigerolic acid, CBGA), 再经酶催化作用合

成终产物大麻二酚 (cannabidiol, CBD) 和四氢大麻酚

(tetrahydrocannabinol, THC)[21]。

Figure 1 Synthetic pathways of cannabinoids
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THC具有较强的致瘾性和致幻性, 具有抗癫痫、

抗炎及镇痛的作用, 但也会引发焦虑、抑郁等精神疾

病[22-26] 。CBD 类大麻素主要富集在雌性大麻的花及

苞片的有柄腺毛的囊腔中 , 可以抑制高剂量THC引发

的焦虑, 降低认知障碍和不适感, 并有治疗精神分裂症

的潜力[27-30]。

大麻种植历史悠久, 具有较高的经济价值和药用

价值[31]。因其含有非致幻性成分CBD等和致幻性成

分THC等, 不同行业及学者对其进行不同程度的划分,

Li等[32]明确了大麻种质资源管理三级分类体系, 即医

用大麻 (THC > 0.3%)、药用大麻 (THC < 0.3%, CBD含

量高) 和工业大麻 (THC < 0.3%, CBD含量低), 其中我

国法律明令禁止种植THC > 0.3%的大麻。以基因家

族角度解析大麻次生代谢产物合成途径, 挖掘功能基

因对大麻素生物合成的调控机制, 继而培育低THC高

CBD含量的大麻品种是现阶段生物信息学研究热点。

本文基于大麻的基因组数据及转录组数据, 对其C2H2

转录因子的基因信息、染色体定位情况、进化关系、保

守基序、共线性关系等进行分析, 探讨C2H2型转录因

子对次生代谢的调控作用, 并对可能参与大麻素合成

的基因进行了预测, 为大麻与C2H2型转录因子的后

续研究及培育高CBD低THC含量的优质大麻品种提

供理论依据。

材料与方法

材料 本研究所应用的大麻的基因组数据

(GCA_900626175.1) 来源于 NCBI (https://www. ncbi.

nlm.nih.gov/) 数据库[33], 品种为CRBRx的雌株。拟南

芥 C2H2 基因的数据来自 Englbrecht 等 [6]的研究 , 拟

南芥基因组数据 (GCA_000005425.2) 来自 NCBI 数

据库。9 个不同品种雌花同一批次的转录组数据

(PRJNA498707) 获取于NCBI数据库[34], 这 9个品种分

别 为 Mama Thai (MT)、White Cookies (WC)、Canna

Tsu (CT)、Black Lime (BL)、Terple (T)、Cherry Chem

(CC)、Black Berry Kush (BB)、Sour Diesel (SD) 和

Valley Fire (VF)。大麻品种 Diku (名称为 Dinamed

Kush CBD Autoflowering) 是 Purple Kush 和 Dinamed

Autoflowering CBD 杂交而得的雌性植株 , 其苞片、

茎、花、和叶的转录组数据 (NCBI Accession No: 苞

片 : SAMN16122880～SAMN16122882; 茎 :

SAMN16122883～SAMN16122885; 花 :

SAMN16122886～SAMN16122888; 叶 :

SAMN16122889～SAMN16122891) 来自本课题组。

番 茄 SlZF2 转 录 因 子 数 据 来 自 NCBI 数 据 库

(HQ738351)。

C2H2基因家族成员获取及理化性质分析 利用

TBtools软件[35]提取大麻全部蛋白序列, 将蛋白序列文

件在 PlantTFDB 网站进行 C2H2 基因家族成员的预

测 , 并通过 HMMSCAN (https://www. ebi. ac. uk/Tools/

hmmer/search/phmmer) 网站去除不含 C2H2锌指结构

域的家族成员, 通过TBtools软件得到大麻C2H2基因

家族的全部蛋白序列。利用ExPASy (http://web.expasy.

org/protparam/) 在线工具对大麻 C2H2 锌指蛋白的分

子质量、氨基酸大小、等电点、不稳定系数、蛋白质疏水

性等理化性质进行预测。采用 WoLFPSORT 网站

(https://wolfpsort.hgc.jp/) 在线预测大麻 C2H2 锌指蛋

白的亚细胞定位状况。利用TBtools软件确定不同的

大麻C2H2基因家族成员在染色体上的分布情况, 并

进行可视化分析。

C2H2 基因家族成员基因结构及 Motif分析 利

用NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/

bwrpsb.cgi) 网站的 CD-search 功能对大麻 C2H2 基因

家族成员的保守结构域进行分析。通过MEME (http:

//meme-suite. org/tools/meme) 网 站 进 行 保 守 基 序

(Motif) 分析, 识别的Motif数设置为 10。将大麻C2H2

基因家族成员的进化树、Motif以及保守结构域利用

TBtools软件合并处理并可视化分析。

C2H2 基因家族成员系统进化分析及共线性分

析 利用 MEGA-X 软件采用邻接法 (Neigh-Joining,

NJ), Bootstrap 值设置为 1 000, 将大麻与拟南芥的

C2H2 型锌指蛋白合并构建 NJ 树 , 并用 Evolview

(https://www.evolgenius. info/evolview) 在线网站对其

美化。利用TBtools软件对大麻、拟南芥的共线性关系

进行可视化分析。

C2H2基因家族成员顺式作用元件分析 利用在

线网站 PlantCARE (http://bioinformatics. psb.ugent. be/

webtools/plantcare/html/) 对大麻 C2H2 基因启动子上

游 2 000 bp的序列进行顺式作用元件分析, 并将结果

用TBtools可视化。

C2H2基因家族成员表达模式分析 利用课题组

自测的杂交品种Diku的雌花、叶、苞片、茎的转录组数

据以及 9个不同品种雌花的数据[34]进行大麻C2H2基

因的表达模式分析, 并利用TBtools软件绘制热图, 进

行可视化分析。

实时荧光定量 PCR分析 本实验对转录组数据

中表达量差异的 CsC2H2-1、CsC2H2-5、CsC2H2-19、

CsC2H2-24 进行实时荧光定量 PCR (quantitative real-

time PCR, qRT-PCR) 验证 , 内参基因选择 EF1a, 利用

NCBI设计引物 (表 1)。实验样品为大麻Diku品种的

花、苞片、叶和茎, 每组实验 3个重复, 采用WARYONG
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试剂盒提取样品RNA, 用TransGen试剂盒进行 cDNA

合成, 以及FOREVER STAR试剂盒进行实时荧光定量

PCR分析。反应程序为: 95 ℃酶激活5 min, 95 ℃变性

30 s, 56 ℃退火 20 s, 72 ℃延伸 1 s, 循环次数 40。仪器

为Rotor-Gene Q (QIAGEN, 德国)。CsC2H2s的相对表

达量采用2–ΔΔCt法计算。

结果与分析

1 大麻C2H2基因鉴定及理化性质分析

通过 PlantTFDB 数据库和 HMMSCAN 网站的对

比及结果分析 , 共从大麻基因组中鉴定出 30 个大麻

C2H2基因家族成员。根据TBtools 软件将大麻C2H2

基因家族成员进行染色体分布可视化分析 (图2), 并根

据基因在染色体上的分布情况 , 依次将 30 个大麻

C2H2基因家族成员命名为CsC2H2-1～CsC2H2-30。观

察发现, 经鉴定出的大麻C2H2基因家族成员在大麻

的 9条染色体上 (NC1～9) 呈现出不均匀分布的情况,

其中在NC1号染色体上分布的成员较多, 共包含 6个

基因, 在NC5和NC8号染色体上分布最少, 仅有一个

家族成员。有 5组基因簇呈现在大麻的 4条染色体上,

依次为NC1号中的CsC2H2-3和CsC2H2-4, NC2号中

的 CsC2H2-7 和 CsC2H2-8, NC3 号中的 CsC2H2-11 和

CsC2H2-12, NC7 号中的 CsC2H2-22 和 CsC2H2-23 以

及CsC2H2-25和CsC2H2-26。

大麻C2H2基因家族的信息特征及理化性质分析

(表 2、3) 显示, 氨基酸大小介于 138～635个氨基酸之

间, 理论等电点介于 5.85～9.52, 蛋白质分子质量介于

15 909.48～68 445.53 Da。不稳定系数均大于 40, 且

GRAVY均为负值, 该结果表明大麻的C2H2蛋白均为

不稳定的亲水蛋白。亚细胞定位分析显示, 所有成员

均定位在细胞核中, 但一些成员有可能也在细胞质、细

胞外基质、叶绿体以及过氧化物酶体中发挥作用。

2 大麻C2H2基因结构及Motif分析

结合大麻 C2H2基因家族的 Motif、UTR (untrans‐

lated region, 非编码区)、CDS、内含子以及进化关系, 对

基因结构进行可视化分析 (图 3)。其中, 所有CsC2H2

成员中均存在Motif 1, 其次分别有 22个、16个和 15个

成员中存在 Motif 2、Motif 5 和 Motif 7。CsC2H2-16、

CsC2H2-22、CsC2H2-23、CsC2H2-24 只含有 Motif 1,

CsC2H2-13所含保守基序最多。CsC2H2-2、CsC2H2-6、

CsC2H2-20、CsC2H2-25 和 CsC2H2-26 所含保守基

序相似, 以上 5个成员在系统进化关系上 (图 4) 同属

A1a 亚家族 , 这可能与其行使某些特定的功能有关。

在被研究的 30 个大麻 C2H2 基因家族成员中 , 10 个

CsC2H2成员含有内含子, 内含子数目为 1～5, 内含子

数目较少。

通过 MEME 网站对 30 个大麻 C2H2 锌指蛋白保

守基序进行研究, 将 10个Motif区块进行可视化分析

Figure 2 Chromosome locations of CsC2H2 genes. NC1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 10 of chromosomes represent NC_044370.1, NC_044371.1,

NC_0443 72.1, NC_044373.1, NC_044374.1, NC_044375.1, NC_044376.1, NC_044377.1, NC_044379.1

Table 1 Quantitative primers of CsC2H2s

Gene
CsC2H2-1
CsC2H2-5
CsC2H2-19
CsC2H2-24
EF1a

Forward primer sequence (5'-3')
CACGTCTCGAACAACCTCCA
CATCCGAAGGCATAGGGTCC
TGGCGGTCATATGAGGAGAC
TTATGGCCCCTACCGCTACT
ACCAAGATTGACAGGCGTTC

Reverse primer sequence (5'-3')
AAAGGCGAGAAACTCCTCCG
CAGGCGGATCTTTTTGAGCG
ATAATTCCCGGGAGGAGCCA
GCGAAAATCGGTCCCAAAGG
CCTTCTTCTCCACAGCCTTG
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(图 5), 其中 Motif 1 含有 CX2CX3FX5LX2HX3H 结构

域 , 分布于大麻 C2H2 锌指家族的所有成员中 , 表明

Motif 1是CsC2H2锌指结构域发挥作用的关键, 其次

Motif 2、Motif 5和Motif 7保守基序分布较多, 丰富了

CsC2H2锌指结构域的种类。

3 大麻C2H2型锌指蛋白系统进化分析及共线性分析

通过对大麻和拟南芥的 C2H2 家族成员的系统

进化研究 , 利用 MEGA-X 软件以邻接法 (neighbor

joining, NJ) 构建系统进化树 (图 4), 根据 Englbrecht

等[6]的分类方法进行分类, 系统进化关系显示大麻的

C2H2家族可分为 10个亚家族, 分别为A1a、A1b、A1c、

A1d、C1a、C1b、C1-1i、C1-2i、C1-3i 和 C1-3iD, 其中

A1a、A1c、C1a、C1b、C1-1i、C1-2i 和 C1-3i 中分别含有

5、1、2、2、8、8、4个大麻C2H2家族成员, 其他亚家族中

无 CsC2H2 成员。大麻 C2H2 型转录因子与拟南芥

C2H2型转录因子在系统进化上的同源关系表明, 两

者可能在某些生物学功能上起着相同或相似的作用。

番茄 SlZF2 蛋白与 CsC2H2-1、CsC2H2-5 同源关系较

近 (图6)。

大麻和拟南芥中, 共发现 13条存在共线性关系的

基因 (图 7), 分别为 CsC2H2-1/AT3G19580、CsC2H2-3/

AT2G17180、 CsC2H2-3/AT4G35280、 CsC2H2-6/

AT5G66730、 CsC2H2-10/AT3G10470、 CsC2H2-10/

AT5G04390、 CsC2H2-12/AT5G03510、 CsC2H2-16/

AT3G23130、 CsC2H2-17/AT4G16610、 CsC2H2-19/

AT5G59820、 CsC2H2-25/AT1G14580、 CsC2H2-25/

AT2G02070和CsC2H2-29/AT5G15480。大麻与拟南芥

在共线性分析中有同源关系的基因, 在系统发育中同

样为近缘关系, 表明基因在进化的过程中具有一定的

保守性 , 其可能以相同或相似的遗传形式作用于植

物体。

4 C2H2基因家族成员顺式作用元件分析

对基因家族成员的启动子序列 (基因上游2 000 bp)

进行顺式作用元件预测, 结果 (图 8) 显示, 大麻C2H2

基因家族 30个成员中全部含有光响应元件, 且光响应

元件数目最多, 数目最少的为缺氧特异性诱导响应元

件, 只存在于CsC2H2-20, 其次为类黄酮生物合成基因

调控元件, 存在于CsC2H2-7和CsC2H2-8。该基因家

Table 2 Information of CsC2H2 gene family

Gene name

CsC2H2-1
CsC2H2-2
CsC2H2-3
CsC2H2-4
CsC2H2-5
CsC2H2-6
CsC2H2-7
CsC2H2-8
CsC2H2-9
CsC2H2-10
CsC2H2-11
CsC2H2-12
CsC2H2-13
CsC2H2-14
CsC2H2-15
CsC2H2-16
CsC2H2-17
CsC2H2-18
CsC2H2-19
CsC2H2-20
CsC2H2-21
CsC2H2-22
CsC2H2-23
CsC2H2-24
CsC2H2-25
CsC2H2-26
CsC2H2-27
CsC2H2-28
CsC2H2-29
CsC2H2-30

Locus name

gene-LOC115703078
gene-LOC115723701
gene-LOC115716789
gene-LOC115716796
gene-LOC115713627
gene-LOC115700551
gene-LOC115703664
gene-LOC115703667
gene-LOC115706081
gene-LOC115706013
gene-LOC115710655
gene-LOC115708962
gene-LOC115709909
gene-LOC115711191
gene-LOC115714922
gene-LOC115713903
gene-LOC115717123
gene-LOC115719844
gene-LOC115721051
gene-LOC115720754
gene-LOC115719653
gene-LOC115723725
gene-LOC115723168
gene-LOC115723817
gene-LOC115723093
gene-LOC115722487
gene-LOC115695523
gene-LOC115699729
gene-LOC115698836
gene-LOC115701170

Accession No.

rna-XM_030630564.1
rna-XM_030653198.1
rna-XM_030645693.1
rna-XM_030645703.1
rna-XM_030642115.1
rna-XM_030628118.1
rna-XM_030630904.1
rna-XM_030630907.1
rna-XM_030633597.1
rna-XM_030633507.1
rna-XM_030639012.1
rna-XM_030636985.1
rna-XM_030638164.1
rna-XM_030639517.1
rna-XM_030643680.1
rna-XM_030642383.1
rna-XM_030646068.1
rna-XM_030649029.1
rna-XM_030650282.1
rna-XM_030649931.1
rna-XM_030648772.1
rna-XM_030653203.1
rna-XM_030652600.1
rna-XM_030653286.1
rna-XM_030652511.1
rna-XM_030651704.1
rna-XM_030622581.1
rna-XM_030627264.1
rna-XM_030626032.1
rna-XM_030628882.1

Chr

(NC)

1
1
1
1
1
1
2
2
2
2
3
3
3
3
4
4
5
6
6
6
6
7
7
7
7
7
8
10
10
10

Table 3 Physical and chemical properties of CsC2H2 gene family.

N indicates nucleus, C indicates cytoplasm, E indicates extracell,

H indicates chloroplast, and P indicates peroxisome

Gene name

CsC2H2-1
CsC2H2-2
CsC2H2-3
CsC2H2-4
CsC2H2-5
CsC2H2-6
CsC2H2-7
CsC2H2-8
CsC2H2-9
CsC2H2-10
CsC2H2-11
CsC2H2-12
CsC2H2-13
CsC2H2-14
CsC2H2-15
CsC2H2-16
CsC2H2-17
CsC2H2-18
CsC2H2-19
CsC2H2-20
CsC2H2-21
CsC2H2-22
CsC2H2-23
CsC2H2-24
CsC2H2-25
CsC2H2-26
CsC2H2-27
CsC2H2-28
CsC2H2-29
CsC2H2-30

AA

273
601
165
165
264
539
274
212
366
464
138
357
556
149
356
287
335
333
192
558
374
209
365
271
627
635
312
493
570
277

PI

8.71
8.69
8.91
8.91
8.87
9.02
8.99
8.66
9.13
6.97
8.36
7.71
8.77
9.37
5.85
7.72
8.31
9.52
8.47
8.49
6.07
5.85
6.35
6.8
8.67
9.2
8.95
8.41
6.85
6.95

MW

/Da

28 810.79
65 789.02
17 705.17
17 705.17
28 367.54
56 238.16
31 140.52
24 111.93
42 191.41
51 112.83
15 909.48
39 125.65
61 741.4
16 403.73
39 711.97
32 273.8
37 094.64
36 418.6
21 415.37
60 912.44
42 994.72
22 882.49
41 101.21
30 374.44
68 445.53
67 621.1
34 189.54
54 380.14
63 518.01
30 948.4

Instability

index

76.55
53.18
54.5
54.5
56.35
53.25
51.89
55.45
55.07
68.49
66.04
48.82
58.69
43.01
47.8
66.3
55.36
55.65
60.51
49.82
59.15
61.42
61.74
51.36
50.42
54.45
45.15
43.65
45.03
72.89

GRAVY

-0.728
-0.825
-0.483
-0.483
-0.645
-0.33
-0.711
-1.074
-0.811
-0.997
-1.628
-0.727
-1.013
-0.425
-0.478
-0.93
-0.736
-0.862
-0.66
-0.719
-1.106
-1.087
-0.994
-0.931
-0.889
-0.818
-0.846
-0.725
-0.744
-0.774

Subcellular

location

N
N

N, H, E
N, H, E

N
N

N, E
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N

N, P
N

N, C
N
N
N

N, C
N, C

N
N
N
N
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Figure 3 Genetic structure and conserved motif analysis of CsC2H2

Figure 4 Phylogenetic tree of the C2H2 zinc finger protein of C. sativa (●) and Arabidopsis thaliana (▲)
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族还含有茉莉酸甲酯诱导响应元件、赤霉素响应元件、

脱落酸响应元件等多种顺式作用元件, 可见该基因家

族顺式作用元件种类繁多、功能多样。

5 C2H2基因家族成员表达模式分析

通过对课题组自测的 Diku 品种以及源自数据

库中的 9 个不同品种雌花的转录组数据进行聚类

Figure 5 Ten conserved motifs of the CsC2H2 zinc finger protein

·· 1492



刘美琦等: 药用植物大麻C2H2基因家族鉴定与表达分析

分析, 构建大麻中C2H2基因表达模式的热图 (图 9A、

B), 在 Diku 品种的聚类分析中 (图 9A), CsC2H2-1、

CsC2H2-5 和 CsC2H2-19 表达量高于其他基因 , 说明

以上三者可能参与了Diku品种的生长发育过程, 并且

其在苞片中表达量均为最高 , 说明其可能在 Diku 品

种苞片的生长发育过程中发挥关键作用。CsC2H2-24

在 Diku 品种的叶中特异性表达 , 说明该基因可能只

调控叶的生长发育。CsC2H2-3、CsC2H2-4、CsC2H2-

7、CsC2H2-8、CsC2H2-11、CsC2H2-16、CsC2H2-18、

CsC2H2-23、CsC2H2-27 在花、叶、苞片和茎中均没有

表达, 推测以上未表达的基因可能是环境依赖型转录因

子或者在Diku品种某一特定的生长发育过程中参与

表达。CsC2H2在 9个不同品种及大麻Diku品种雌花

的表达中 (图 9B), CsC2H2-1、CsC2H2-5和CsC2H2-19

同样表达量最高 ; CsC2H2-3、CsC2H2-4、CsC2H2-11、

CsC2H2-18、CsC2H2-27未参与表达, 其他基因表达量

相对低水平呈现。

6 CsC2H2基因家族成员的实时荧光定量PCR分析

利用qRT-PCR检测CsC2H2-1、CsC2H2-5、CsC2H2-

19、CsC2H2-24在大麻Diku品种不同组织部位的表达

情况, 结果 (图10) 显示, CsC2H2-1、CsC2H2-5、CsC2H2-

19在大麻Diku品种各组织部位的表达情况与转录组

趋势略有不同, 但整体来说这三个基因在花、苞片和茎中

的表达量高于在叶中的表达, 且CsC2H2-1、CsC2H2-5、

CsC2H2-19在花和苞片中表达量极高, CsC2H2-24表

达量极低甚至不表达, 证明 qRT-PCR结果与转录组结

果一致。

Figure 6 Unrooted neighbor-joining phylogenetic tree of SlZF2

and CsC2H2

Figure 7 The collinear relationship between C. sativa and Arabidopsis thaliana. Red indicates the distribution of CsC2H2 genes on

chromosomes, and blue indicates the collinearity between C. sativa and Arabidopsis thaliana

Figure 8 The cis-acting elements within the promoters of CsC2H2
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讨论

本研究基于生物信息学分析, 对大麻 C2H2基因

家族的染色体定位情况、进化关系、保守基序、共线性

关系等可视化构图并分析。C2H2型转录因子广泛存

在于真核生物中, 研究表明, C2H2基因可能在植物的

生长发育、水分胁迫及次生代谢等方面发挥重要的作

用, 基于大麻基因组数据分析, 共鉴定出 30个CsC2H2

基因家族成员, 分布在大麻的 9条染色体上, 各成员之

间理化性质存在差异。保守基序分析显示, Motif 1在

各个成员中均有体现, 在大麻 Motif 1及 Motif 2结构

中, 存在QALGGH基序, 该基序主要存在于植物蛋白

中, 在C2H2锌指结构域中相对较为保守, QALGGH基

序对DNA结合活性至关重要, 并且也在植物的生长发

育过程中发挥关键作用[4,36,37]。

在大麻染色体中, 有 5组基因簇串联重复, 表明了

C2H2基因在进化过程中自身发生了复制。大麻与拟

Figure 9 Expression analysis of CsC2H2 genes. A: CsC2H2 gene expression patterns in leaf, bract, flower, and stem of Diku variety; B:

Expression of CsC2H2 in female flowers of ten different varieties. (Diku: Dinamed Kush CBD Autoflowering; CC: Cherry Chem; CT: Canna

Tsu; WC: White Cookies; BB: Black Berry Kush; BL: Black Lime; VF: Valley Fire; SD: Sour Diesel; MT: Mama Thai; T: Terple)

Figure 10 The relative expression levels of the CsC2H2s in different tissues
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南芥间的共线性分析显示, 大麻的某些 C2H2基因在

进化的过程中与拟南芥的基因存在着同源关系, 可见

C2H2基因在进化的过程中存在一定的功能保守性。

AZF2 (AT3G19580) 基因与拟南芥水分胁迫反应有关,

可见其同源基因CsC2H2-1也可能在大麻中发挥相似

作用[38]。

转录组结果分析显示 , CsC2H2-1、CsC2H2-5 和

CsC2H2-19在Diku品种及 9个不同品种雌花中均表达

显著, 表明其为大麻生命活动过程中的关键转录因子,

可能参与次生代谢产物的合成过程。qRT-PCR结果验

证了以上三者在花及苞片中表达显著, 其他未参与表

达的基因可能是环境依赖型转录因子或者在大麻某一

特定的生长发育过程中参与表达, 但具体表达形式还

有待进一步分析。大麻素属于酚萜类化合物, 其生物

合成途径包括酚类化合物与萜类化合物。酚类化合物

中的黄酮类及其衍生物具有抗肿瘤、抗衰老、提高机体

免疫等药理作用[39,40]。花青素是酚类中的类黄酮物

质, 是广泛存在于植物体内的一类次级代谢产物[41]。

拟南芥中的 ZAT6 (AT5G04340) 基因[42]正向调节花青

素和总黄酮的浓度; SlZF2基因[16]在番茄的生长发育

进程中广泛表达, 易受盐胁迫及干旱胁迫的诱导, 该

C2H2基因通过影响花青素和丙二醛的积累, 进而改

变叶和花的形态。在系统进化关系上 , CsC2H2-1、

CsC2H2-5 与 ZAT6 及 SlZF2 同源关系较高且在大麻

苞片的腺毛中表达量最高 , 由此表明 CsC2H2-1、

CsC2H2-5可能参与大麻次生代谢过程中酚类化合物

的合成, 进而影响大麻素的合成。SlZF2基因亦有通

过脱落酸生物信号传导影响植株发育的作用, 且对基

因成员上游 2 000 bp的启动子序列的顺式作用元件预

测显示 , CsC2H2-1、CsC2H2-5 均含有脱落酸响应元

件, 说明大麻可能受脱落酸信号介导次生代谢产物的

合成[16]。

本研究利用生物信息学对大麻的C2H2基因家族

进行分析 , 验证了 CsC2H2-1、CsC2H2-5、CsC2H2-19

在大麻Diku品种花及苞片中表达显著, 证明以上基因

在植物的生长发育过程及次生代谢调控中发挥重要作

用, 有助于更加全面地了解基因家族的生物学功能, 为

培育高CBD、低THC的优质大麻品种及C2H2型基因

家族的功能研究提供理论支撑。
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