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响应ABA胁迫的甘草bZIP转录因子的系统筛选与分析
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摘要: 甘草为我国最常用的大宗药材之一, 主要分布在干旱、半干旱区域, 有着重要的经济和生态价值。bZIP

转录因子在植物生物或非生物胁迫响应、生长发育、次生代谢产物合成等方面具有重要的调控作用。本研究利用

Illumina高通量测序技术对不同浓度脱落酸 (ABA) 处理的甘草转录组进行测序, 并基于已发表的甘草全基因组数

据, 以拟南芥基因组中发现的 bZIP序列为参照, 鉴定了甘草中的 bZIP转录因子。之后筛选ABA依赖 bZIP转录因

子基因作为候选基因, 对其编码蛋白理化性质、结构以及外源ABA胁迫下基因的表达模式进行分析。共鉴定到 69

个甘草 bZIP转录因子家族基因, 命名为GubZIP1-69, 并根据它们与拟南芥 bZIP的同源相似性分为A～I以及S这 10

个亚家族。通过计算 69个GubZIPs基因在不同外源ABA胁迫下的相对表达量, 筛选出可能参与ABA信号通路的

调控基因, 即GubZIP1、GubZIP5、GubZIP8、GubZIP30、GubZIP33和GubZIP56。外源ABA胁迫下候选GubZIPs基因

的表达模式分析结果显示, 与 0 mg·L-1浓度ABA处理下相比, 25 mg·L-1的ABA没有引起基因的表达模式发生变化,

而在 50 mg·L-1浓度ABA处理下的表达模式发生了明显的变化, 说明这些基因的表达响应 50 mg·L-1浓度的ABA, 即

基因相对表达量均在处理后 3 h下降, 6 h之后逐渐上升, 除了GubZIP8, 12 h后基因相对表达量较 0 h均显著上升。

本研究为进一步开展甘草 bZIP转录因子功能研究, 阐明其调控机制奠定了基础, 为今后利用分子育种方法培育优

质甘草品种提供了科学依据。
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Abstract: Licorice, one of the most commonly used medicinal materials in China, grows mainly in arid and

semi-arid regions and has important economic and ecological values. Basic leucine zipper (bZIP) transcription

factors in plants play an important role in regulating biological or abiotic stress responses, growth, and secondary

metabolite synthesis. bZIP transcription factors in the published whole genome database of Glycyrrhiza uralensis

were identified using bZIP sequences found in Arabidopsis thaliana genome as reference, and ABA-dependent

bZIP genes were identified by using Illumina high-throughput sequencing. The physical and chemical properties,

structure of the encoded proteins, and the gene expression patterns with exogenous ABA stress were analyzed. A

total of 69 bZIP transcription factor genes were identified in G. uralensis, named Gubzip1-69, and they were divided
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into 10 subfamilies (A-I and S) according to their similarity to bZIPs of A. thaliana. By calculating the relative

expression levels of the 69 GubZIPs genes under different concentrations of exogenous ABA stress, genes that may

be involved in the regulation of ABA signaling pathways were identified, namely GubZIP1, GubZIP5, GubZIP8,

GubZIP30, GubZIP33 and GubZIP56. The results of expression pattern analysis of these GubZIPs genes under

exogenous ABA stress showed that the expression pattern of GubZIPs genes changed significantly with 50 mg·L-1

ABA. The relative expression levels of these genes decreased 3 h after treatment, and gradually increased 6 h after

treatment. Except for GubZIP8, the relative expression levels of these genes were significantly increased after

12 h. Further research on the function of bZIP transcription factors of G. uralensis and elucidating their regulatory

mechanisms should be of interest and will provide a scientific basis for cultivating high-quality cultivars of

G. uralensis through molecular breeding methods.
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甘草 (Glycyrrhiza uralensis Fisch.) 为豆科多年生

草本植物, 主要分布在宁夏、甘肃、新疆和内蒙古等干

旱、半干旱区域[1]。甘草药用部位为根及根茎, 具有补

脾益气, 清热解毒, 祛痰止咳, 缓急止痛, 调和诸药的功

效[2], 为我国最常用的大宗药材之一, 素有“十方九草”

之说, 被称为“国老”, 在美国、日本等国家又被称为“仙

草”、“神草”[3]。现代药理研究发现甘草具有抗炎、抗

癌、抗病毒、保肝等多种功效[4-7]。除了药用, 甘草还作

为添加剂和矫味剂应用于食品、烟草、日化以及畜牧等

行业中。此外, 甘草是国家重点保护、管理的野生固沙

植物, 在保护生态环境、防止沙漠化方面起着重要作

用[8]。因甘草用途广泛, 自然资源匮乏, 被科技部列为

首批中药现代化建设中药材生产质量管理规范 (GAP)

的中药材之一。因此, 人工栽培甘草成为市场需求的

主要来源[9]。但是, 由于干旱等环境因子和甘草遗传

因素的影响, 栽培甘草和野生甘草的活性成分含量存

在显著差异, 栽培甘草的甘草酸含量普遍偏低, 达不到

药典标准, 制约了甘草资源的可持续发展[10]。

脱落酸 (abscisic acid, ABA) 属于倍半萜类激素 ,

在植物生长过程中起到重要的作用。ABA除了促使

叶片脱落外, 还能够通过内源合成、信号转导以及与其

他激素的互作等多方面调控次生代谢物质的合成[11]。

有研究用ABA处理一年生甘草后, 甘草的活性成分含

量明显增高, 这表明ABA与甘草活性成分的积累密切

相关[12]。ABA 信号调控途径是一个复杂的生物学过

程, 需要多种信号因子、转录因子和功能基因的参与。

有研究报道碱性亮氨酸拉链 (basic leucine zipper,

bZIP) 转录因子能够通过参与ABA信号转导通路来调

控次生代谢产物的合成[13]。Zhang等[14]为了阐明ABA

介导的青蒿素生物合成机制 , 采用 100 μmol·L-1 的

ABA处理黄花蒿 (Artemisia annua) 植株, 双荧光素酶

检测结果显示 ABA 能增强黄花蒿 bZIP 转录因子

AabZIP1 对青蒿素合成途径的关键酶基因 ADS、

CYP71AV1启动子的转录活性, 而且在AabZIP1转录因

子基因过表达且青蒿素含量明显增加的黄花蒿植株中

分离出 ABA 受体蛋白 AaPYL9, 表明 AabZIP1 可在

ABA诱导合成青蒿素过程中起到关键的作用。短角蒲

公英 (Taraxacum brevicorniculatum) 中的小橡胶粒子

蛋白 (SRPP) 可在橡胶粒子结构稳定和天然橡胶合成

中发挥重要作用[15]。Fricke等[16]研究发现短角蒲公英

bZIP 转录因子 A 亚家族成员 TbbZIP1 可与 TbSRPP1

基因启动子区域的顺式作用元件特异性结合, ABA能

促进 TbbZIP1和 TbSRPP基因的表达, TbbZIP1转录因

子在ABA信号转导途径中正向调控 TbSRPP1基因的

转录, 从而影响天然橡胶的合成。bZIP转录因子由碱

性 (basic) 区和亮氨酸拉链 (leucine zipper) 区两部分构

成。其碱性区高度保守, 位于 bZIP结构域的 N端, 亮

氨酸拉链区保守度较低, 位于 bZIP 结构域的 C 端[17]。

根据碱性区及其他保守序列的相似性, Jakoby等[18]将

拟南芥的 75个 bZIP转录因子 (AtbZIP) 分为A～I和 S

共 10个亚家族。TGA是拟南芥中抗病相关的 bZIP转

录因子, 当病原菌侵染植物后, 植物体内水杨酸含量上

升, 使得中介蛋白NPR1从多聚体转化成单体同 TGA

蛋白作用, 以此来调控致病相关基因PR的表达, 从而

增强植物的抗病性[19]。Zhang等[20]对拟南芥的研究发

现, 其 bZIP转录因子HY5和HYH通过上调花色素苷

生物合成途径下游的关键基因DFR, 促进花色素苷的

积累。bZIP转录因子在真核生物中分布广泛、相对保

守[17], 随着全基因组测序技术的进步, 目前已在多种高

等植物中发现了 bZIP转录因子, 如在玉米 (Zea mays)

基因组中鉴定出 125个 bZIP转录因子[21]、水稻 (Oryza

sativa) 89 个[22]、大豆 (Glycine max) 131 个[23]、阳芋

(Solanum tuberosum) 65个[24]、烟草 (Nicotiana tabacum)

132 个[25]、紫苜蓿 (Medicago sativa) 57 个[26]。bZIP 转

录因子在植物生物或非生物胁迫响应[27]、生长发育[28]、

次生代谢产物合成[14]等方面具有重要的调控作用。
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本研究测定不同浓度ABA处理的甘草转录组数

据并基于 Mochida等[29]发表的甘草全基因组数据, 以

拟南芥基因组中发现的 bZIP氨基酸序列为参照, 鉴定

出甘草 bZIP转录因子并进行分析, 为进一步开展甘草

bZIP 转录因子功能研究 , 阐明其调控机制奠定了

基础。

材料与方法

实验材料 材料采自于甘肃省武威市民勤县, 经

中国医学科学院药用植物研究所林余霖研究员鉴定为

豆科植物甘草 Glycyrrhiza uralensis, 凭证标本保存于

中国医学科学院药用植物研究所。样品分别用 0、25、

50 mg·L-1的ABA对两年生甘草的根部进行浸泡处理,

并在处理后 3, 6, 12 h收集根样品, 立刻放入液氮中冷

冻, 并将其储存在-80 ℃冰箱备用。

总 RNA 提 取 及 转 录 组 测 序 总 RNA 采 用

RNAprep Pure Plant Plus Kit试剂盒 (TIANGEN, DP441,

中国) 法提取, DNase I处理去除基因组DNA后, 根据

操作流程利用 Illumina 高通量测序平台进行 RNA

测序。

甘草 bZIP转录因子鉴定与分析 以拟南芥基因

组中发现的 bZIP 氨基酸序列为参照 , 利用 BLASTP

(the protein basic local alignment search tool) 对甘草基

因组中的 bZIP基因家族进行了E值阈值为 1×10-5的鉴

定, 并用DNAMAN软件去除冗余基因, 用Apollo软件

对编码序列、DNA 序列和蛋白质序列信息进行了校

正。利用 Gene Structure Display Server (GSDS 2.0) 在

线工具 (http://gsds.gao-lab.org/) 分析基因结构。利用

ExPaSy网站 (http://web.expasy.org/) 测定 bZIPs的氨基

酸数量、分子质量 (MW)、理论等电点 (PI)、不稳定指

数 (II)、脂肪族指数 (AI) 和亲水性总平均数 (GRAVY)

等性能。 Multiple Em for Motif Elicitation (MEME,

http://memesuite. org/) 被用来识别 motifs, E 值小于

1×10-30。应用 DNAStar Protean 软件提供的 Garnier-

Robson 法预测 bZIP 编码蛋白的二级结构 , SWISS-

MODEL 在线工具 (https://swissmodel.expasy.org/inter‐

active) 预测蛋白三级结构 , Pfam 网站 (http://pfam.

xfam.org/search/batch) 鉴定bZIP编码蛋白结构域。

bZIPs的系统发育分析 为了确定 bZIP家族的进

化关系, 利用 MAFFT软件对拟南芥和甘草的 bZIP全

长蛋白序列进行比对, 并利用 IQ-TREE软件构建了最

大似然 (ML) 系统发育树, Bootstrap重复次数为1 000。

qRT-PCR 验证 bZIP 转录因子基因表达 按照

PrimeScript™ II 1st Strand cDNA Synthesis Kit 试剂盒

中 (TaKaRa, 6210A, 中国) 的说明, 将RNA反转录得到

cDNA第 1链。使用 Primer Premier 6软件设计荧光定

量分析的引物 (表1)。以甘草 cDNA为模板, actin作为

内参基因, 反应体系按照 TB Green® Premix Ex Taq™
试剂盒 (TaKaRa, RR420A, 中国) 说明书配置, 每个反

应重复3次, 在CFX96 Real-Time PCR Detection System

中进行。根据得到的Ct值, 采用 2-ΔΔCt方法计算基因的

相对表达。

结果及分析

1 甘草bZIP全基因组鉴定及基因结构分析

本研究以 75个拟南芥 bZIP转录因子基因AtbZIPs

为参考, 对甘草 bZIP家族基因组序列数据进行检测。

基于甘草基因组和转录组数据 , 共鉴定到 69 个甘草

bZIP转录因子家族基因, 命名为GubZIP1-69。根据它

们与拟南芥AtbZIPs的同源相似性, 分为 10个亚家族,

分别为A～I以及 S亚家族, 每个亚家族基因的结构和

功能各不相同 (图 1)。其中S亚家族基因数目最多, 为

16 个 ; B 亚家族数目最少 , 只有 1 个。GubZIP44 和

GubZIP66 分别与拟南芥中未分组的 AtbZIP60 和

AtbZIP62序列聚为一支, 归为U亚家族。

对甘草GubZIPs基因的基因结构进行分析。结果

显示, 这些亚家族基因之间内含子的数量和长度上存

在差异 (图2)。GubZIPs基因的内含子数量为0～15个。

G亚家族平均内含子数量最多, S亚家族最少。G亚家

族的GubZIP59基因含有的内含子数量最多, 为 15个。

S亚家族中除了GubZIP45有1个内含子外, 其他基因都

没有内含子, F亚家族的GubZIP24也没有内含子。同一

亚家族的大多数成员具有相似的内含子/外显子结构,

这与系统发育树中描述的进化关系一致。

2 GubZIPs基因编码蛋白理化性质及motif结构分析

首先, 对 69个GubZIPs基因的物理特性进行了分

析。结果显示, 基因长度为 432～11 690 bp, 蛋白质编

Table 1 The primers of six GubZIPs genes of G. uralensis used

for qRT-PCR

Gene name
GubZIP1
GubZIP1
GubZIP5
GubZIP5
GubZIP8
GubZIP8
GubZIP30
GubZIP30
GubZIP33
GubZIP33
GubZIP56
GubZIP56
Actin
Actin

Primer name
qbZIP1-F
qbZIP1-R
qbZIP5-F
qbZIP5-R
qbZIP8-F
qbZIP8-R
qbZIP30-F
qbZIP30-R
qbZIP33-F
qbZIP33-R
qbZIP56-F
qbZIP56-R
Actin-F
Actin-R

Sequence (5′ to 3′)
GCGTAATCGACGAAAGGAAGC
TGAGGCGTGCATTCTCTTGA
TATCGAACCGTGAATCGGCA
TCACCCATTTGGGCTCTCAG
GCATCTCCTGGTGGAGCTTAT
TTCAGCTGTTCCACCTGGTC
TAGCACCCACGGCTCTACAA
TCACTGGAGGTCCAAATGCT
GCATGCATTGAGACCGAAGC
TAATGGGTTGCGTAGGGTGG
CAGCAAGCAAGGGAGAGGAA
TTGGTACCACTGTTGCTCCC
CTTGCTGGCCGTGATCTAAC
GCAACGGAATCTCTCAGCTC
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码区CDS长度为 396～2 367 bp, GubZIPs蛋白序列包

含132～788个氨基酸, 蛋白的分子质量MW为15.68～

85.39 kDa。理论等电点 PI值在 4.97到 10.18之间, 平

均为 7.26, 有 39个蛋白的 PI值小于 7.00, 30个蛋白的

PI值大于 7.00, 说明 GubZIPs蛋白氨基酸酸碱性较为

平衡。只有GubZIP24、GubZIP43和GubZIP56蛋白的

不稳定指数 II值小于40, 为稳定蛋白, 其余为不稳定蛋

白。脂肪族指数 AI 值在 46.20～92.93 之间。这些

GubZIPs蛋白家族成员的总平均亲水性指数 GRAVY

均为负值, 均为亲水性蛋白 (表2)。

利用MEME在线预测甘草 bZIP基因家族的保守

motif, 结果预测了 15个motif, 分别为motif1～motif15

(表 3)。除 GubZIP20 外 , 所有的 bZIP 蛋白质都含有

motif1, 说明motif1在甘草 bZIP蛋白质中分布最广, 保

守性最强。不同motif在蛋白质序列中的分布可为研究

不同亚家族基因功能差异作为参考, 一些motif只存在

特定的基因家族中, motif14是G家族特有的, motif2、

motif5、motif6、motif7和motif8是D家族特有的, motif9

和 motif11 是 A 家族特有的 , motif15 是 I 家族特有的 ,

motif10只存在于 I家族和 E家族, motif12只存在于G

家族、B家族和 S家族。同一个亚家族所含有的motif

高度相似, 支持了它们的密切进化关系 (图3)。

3 甘草bZIP转录组表达水平分析

为了研究 GubZIPs 基因在不同外源 ABA 胁迫下

的表达模式, 本研究测定了它们的转录组数据, 并计算

其 FPKM 值。69个 GubZIPs基因在不同外源 ABA 胁

迫下的相对表达量如图 4所示。有 30个GubZIPs基因

表达量相比于对照组在所有条件下均升高 , 其中

GubZIP1、GubZIP5、GubZIP8、GubZIP30、GubZIP33 和

GubZIP56这 6个基因表达量是对照组的至少 3倍, 说

明这些基因对 ABA胁迫更敏感, 可能参与了 ABA信

号通路的调控 , 可作为候选基因继续研究。此外 ,

GubZIP26、GubZIP45、GubZIP48、GubZIP53和GubZIP55

基因表达量相比于对照组在所有条件下均下降。

GubZIP54在所有条件下均检测不到或没有表达。

4 候选GubZIPs基因编码蛋白结构分析

应用DNAStar Protean软件提供的Garnier-Robson

法 预 测 GubZIP1、GubZIP5、GubZIP8、GubZIP30、

GubZIP33和GubZIP56蛋白的二级结构, 二级结构以α

螺旋为主, 除GubZIP33没有 β折叠外, 都伴有 β折叠、

转角 (turn)、无规则卷曲 (coil) 结构。应用 SWISS-

MODLE 同源建模预测蛋白三级结构 , 结果显示

GubZIP1和GubZIP30蛋白为同源二聚体结构, 可以与

镁离子结合; GubZIP8和GubZIP33蛋白为异源二聚体

结构, 可以与鸟苷二磷酸、鸟苷三磷酸和镁离子结合;

GubZIP56 蛋白为单体结构 , 可以与锌离子结合 ;

GubZIP5蛋白为同源二聚体结构 (图5)。

不同结构域组合所产生的蛋白质本质上是不同的,

蛋白质结构域的识别对于分析蛋白质功能尤为重要。

图 6 列出了 GubZIP1、GubZIP5、GubZIP8、GubZIP30、

GubZIP33和GubZIP56的蛋白结构域。结果显示所有

的候选基因都含有 bZIP_1 结构域 , GubZIP56 除了含

有bZIP_1结构域还含有锌指蛋白结构域 (zf_UDP)。

5 外源ABA胁迫下候选GubZIPs基因的表达模式分析

转录组数据结果表明, 不同浓度的外源ABA浸泡

甘草根时 , GubZIP1、GubZIP5、GubZIP8、GubZIP30、

GubZIP33和 GubZIP56基因优先表达, 说明这些基因

可能参与了ABA信号通路的调控。为进一步验证这

些基因的表达模式, 分别用 0、25、50 mg·L-1的ABA对

两年生甘草的根部进行浸泡处理 3、6和 12 h后, 采用

qRT-PCR检测GubZIP1、GubZIP5、GubZIP8、GubZIP30、

GubZIP33 和 GubZIP56 基因的表达情况 (图 7)。结果

显示这些基因的表达模式与 ABA 的浓度相关 , 在 0

和 25 mg·L-1 浓度 ABA 处理下表达模式相同 , 除了

GubZIP5 和 GubZIP30 在 0 mg·L-1浓度 ABA 处理下相

对表达量变化不显著外, 其他基因相对表达量均在处

理后 3 h显著上升, 6 h之后逐渐下降, 12 h后基因相对

表达量较 0 h均显著下降。在 50 mg·L-1浓度ABA处理

下, 基因的表达模式与 0和 25 mg·L-1浓度ABA处理下

Figure 1 Phylogenetic relationships of bZIP genes of G. uralensis

and A. thaliana. A total of 69 GubZIPs from G. uralensis and 75

AtbZIPs from A. thaliana were included to construct maximum

likelihood (ML) tree. Node labels represent values for bootstrap

support
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Figure 2 Exon-intron structure of GubZIPs genes based on their phylogenetic relationships
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Table 2 List of GubZIPs genes and their basic characterizations. CDS: Coding sequence; AA: Amino acids; MW: Molecular weight; PI:

Theoretical pI; II: Instability index; AI: Aliphatic index; GRAVY: Grand average of hydropathicity

Gene

name

GubZIP1

GubZIP2

GubZIP3

GubZIP4

GubZIP5

GubZIP6

GubZIP7

GubZIP8

GubZIP9

GubZIP10

GubZIP11

GubZIP12

GubZIP13

GubZIP14

GubZIP15

GubZIP16

GubZIP17

GubZIP18

GubZIP19

GubZIP20

GubZIP21

GubZIP22

GubZIP23

GubZIP24

GubZIP25

GubZIP26

GubZIP27

GubZIP28

GubZIP29

GubZIP30

GubZIP31

GubZIP32

GubZIP33

GubZIP34

GubZIP35

Gene

/bp

591

4 555

534

4 931

471

4 707

715

531

435

435

3 281

3 962

3 812

3 180

5 918

4 291

648

4 778

432

5 269

3 368

6 203

3 626

762

6 036

6 867

8 104

8 182

8 515

2 386

2 670

7 271

669

591

5 663

CDS

/bp

591

996

534

1 089

471

831

495

531

435

435

1 044

1 215

594

981

1 419

1 005

648

963

432

912

1 107

1 392

2 367

762

1 308

1 185

1 584

1 305

1 515

1 161

963

1 356

438

591

1 029

AA

size

196

331

177

362

156

276

164

176

144

144

347

404

197

326

472

334

215

320

143

303

368

463

788

253

435

394

527

434

504

386

320

451

145

196

342

MW

/kDa

22.49

35.30

20.99

41.20

17.38

31.00

18.44

19.64

16.51

16.89

38.51

43.86

22.94

36.25

52.39

36.54

24.40

33.79

16.27

31.92

42.38

51.14

85.39

27.94

46.64

44.90

58.76

46.71

55.97

42.79

36.13

49.38

16.41

22.51

36.26

PI

6.55

9.07

9.63

6.27

5.90

5.40

9.09

5.37

6.83

9.13

7.90

6.43

10.18

6.10

8.30

7.08

6.89

6.70

9.00

4.97

6.14

8.53

5.74

7.12

6.82

6.85

6.29

9.42

6.33

9.43

6.14

8.78

7.87

5.65

7.68

II

56.12

50.86

67.25

57.73

50.70

60.86

66.27

76.73

73.60

66.40

54.06

61.02

55.48

59.36

57.34

48.12

62.61

47.16

52.09

59.28

67.61

56.99

49.41

27.75

52.39

57.73

66.54

43.15

49.14

58.25

66.27

52.14

54.46

61.84

52.18

AI

76.07

48.94

58.42

80.11

71.41

92.93

71.52

58.75

81.94

83.26

77.90

66.86

83.25

69.23

78.60

65.69

68.98

63.09

77.83

46.20

60.16

71.97

62.98

54.39

58.39

63.17

72.47

60.94

75.89

72.05

54.94

77.69

86.90

73.11

52.31

GRAVY

-0.687

-0.735

-1.136

-0.488

-0.612

-0.393

-0.940

-0.706

-0.678

-0.756

-0.329

-0.683

-0.652

-0.715

-0.511

-0.776

-0.989

-0.560

-0.683

-0.768

-1.183

-0.616

-0.627

-0.803

-0.830

-0.911

-0.623

-0.680

-0.497

-0.721

-0.977

-0.495

-0.632

-0.734

-0.830

Gene

name

GubZIP36

GubZIP37

GubZIP38

GubZIP39

GubZIP40

GubZIP41

GubZIP42

GubZIP43

GubZIP44

GubZIP45

GubZIP46

GubZIP47

GubZIP48

GubZIP49

GubZIP50

GubZIP51

GubZIP52

GubZIP53

GubZIP54

GubZIP55

GubZIP56

GubZIP57

GubZIP58

GubZIP59

GubZIP60

GubZIP61

GubZIP62

GubZIP63

GubZIP64

GubZIP65

GubZIP66

GubZIP67

GubZIP68

GubZIP69

Gene

/bp

10 560

2 806

4 603

3 991

2 415

3 741

6 302

2 430

2 974

781

3 941

7 179

2 737

3 880

474

4 548

666

2 699

2 501

5 344

2 955

6 397

3 817

11 690

606

4 988

3 062

513

1 965

3 175

4 432

5 662

504

3 259

CDS

/bp

1 452

1 236

1 083

975

609

1 248

1 239

897

1 017

396

1 674

2 001

1 131

1 275

474

1 671

666

1 038

738

1 038

987

1 530

726

1 545

606

900

1 149

513

942

1 071

1 602

1 605

504

1 374

AA

size

483

411

360

324

202

415

412

298

338

132

557

666

376

424

157

556

221

345

245

345

328

509

241

514

201

299

382

170

313

356

533

534

167

457

MW

/kDa

53.54

45.14

41.15

35.94

22.82

45.34

44.11

32.66

37.90

15.68

61.74

76.37

40.44

46.23

17.65

60.84

25.65

38.40

28.15

37.71

35.90

57.09

27.07

54.98

23.15

32.85

41.10

19.57

34.83

39.62

59.57

59.10

18.85

50.66

PI

5.93

9.28

6.48

8.50

9.69

9.79

5.78

5.89

5.03

10.16

6.69

8.77

6.19

5.91

6.92

6.48

5.97

5.87

10.16

7.15

6.34

8.88

7.80

5.91

5.97

5.11

5.96

9.12

6.62

5.51

8.61

7.03

9.37

6.47

II

55.30

59.35

52.51

59.78

54.95

50.55

57.17

38.23

60.28

61.21

68.37

46.34

54.69

58.88

52.81

58.75

70.18

69.00

44.91

59.05

39.51

59.87

67.50

54.52

77.57

46.45

46.34

69.61

49.53

58.25

63.40

72.28

64.14

43.47

AI

76.81

62.82

80.81

67.44

51.14

61.83

53.30

69.73

83.96

84.92

52.39

82.66

62.87

57.85

83.82

58.83

67.47

69.65

61.67

62.20

53.54

73.26

75.27

53.75

68.36

68.16

57.30

66.59

69.17

64.94

62.80

67.17

60.24

79.02

GRAVY

-0.578

-0.857

-0.421

-0.810

-1.259

-0.832

-0.902

-0.577

-0.372

-0.559

-1.009

-0.567

-0.717

-0.794

-0.499

-0.837

-0.985

-0.741

-1.335

-0.810

-1.107

-0.649

-0.868

-0.818

-0.885

-0.656

-0.769

-0.712

-0.794

-0.265

-0.809

-0.759

-0.985

-0.482

Table 3 The protein motifs and its composition of GubZIP of G. uralensis

Motif

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

Width

29

50

40

21

49

41

41

21

26

28

20

21

20

29

27

Multilevel consensus sequence

EKRQRRMLSNRESARRSRLRKQAYVQELE

VDGILAHYDELFRLKGIAAKADVFHLLSGMWKTPAERCFLWIGGFRPSEL

RKVZTLQTENTTLSAZLTKLQREYEKLSSENNELKLRLZA

RQPALGELTLEEFLVKLGALS

LKJJVPQJEPLTEQQJLGIYNLQQSSQQAEDALSQGMEALQQSLSDTJA

VNSGAAAFDVEYARWLEEQNRQINELRAAVNSHASDTELRL

ANYMGQMAMAMGKLGTLEGFVRQADNLRQQTLQQMHRILTT

SRLKLTQLEQELQRARQQGLF

LQRQGSLTLPGALSKKTVDEVWRDIQ

MEQQAQLKDALNEALKKEVZRLRVATGZ

KPLGSMNLDELLKNIWTAEA

PPPPHGFMASSPTPHPYMWGV

AEVSRLREENEELRQRLELL

PPPPPPYPAMYPHGGIYAHPSIPIGSSPF

SGSGEFESEEAKKAMPPDKLAEJALID

E value

2.5×10-990

2.8×10-334

3.5×10-151

4.3×10-146

8.3×10-195

2.7×10-155

5.0×10-127

8.3×10-87

4.7×10-76

5.9×10-66

2.0×10-56

1.7×10-50

2.6×10-54

6.3×10-45

9.3×10-32
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相反, 基因相对表达量均在处理后 3 h下降, 6 h之后逐

渐上升, 除了 GubZIP8, 12 h 后基因相对表达量较 0 h

均显著上升。

讨论

ABA 信号调控途径是一个复杂的生物学过程 ,

需要多种信号因子、转录因子和功能基因的参与, 其

过程大致如下 : ABA 可与其受体 PYR/PYL/RCAR

(pyrabactin resistance/PYR-like/regulatory components of

ABA receptors, PYLs) 蛋白家族结合[30]。ABA的共受体

A类型的蛋白磷酸酶2C (PP2Cs) 如ABI1、ABI2、HAB1

和PP2CA可使PYL与ABA的亲和力增加近 100倍[31]。

ABA进入PYL的中央疏水区域, 诱导疏水区域处于关

闭状态, 并创建一个PP2Cs结合表面[32]。在PYL-ABA-

PP2C复合物的里面, PP2C中一个色氨酸残基插入到

ABA结合区域, 将ABA锁定在该区域, 复合物中PP2C

的蛋白磷酸酶活性被 ABA-PYL 复合体所抑制[30]。

ABA-PYL对PP2Cs的结合和抑制导致蔗糖非酵解型蛋

白激酶 SnRK2s (sucrose non-fermenting 1-related protein

kinase 2s) 从PP2Cs的结合中释放出来。释放的SnRK2s

通过自身磷酸化激活, 并磷酸化许多下游的效应蛋白包

括转录因子、SLAC1 (slow anion channel-associated 1)、

RbohD/F (respiratory burst oxidase homologs), 以此来实

现信号的传递以及细胞对ABA的响应[33]。ABA激活

的 SnRK2s 也可以使质膜 NADPH 氧化酶 RbohF 磷酸

化, 在质外体空间产生O2-, O2-随后形成H2O2, 作为信号

分子调节包括气孔关闭在内的各种ABA应答过程[34]。

H2O2也可以调节Ca2+信号从而影响ABA的应答[35]。除

了诱导 H2O2和 Ca2+信号 , ABA 也引发一氧化氮 (NO)

和磷脂分子如PA (磷脂酸) 的合成[36], NO抑制SnRK2s

和 PYLs, PA调节Rbohs蛋白活性[36], 继而进行信号转

导, 通过调节蛋白与转录因子等特异结合, 激活干旱胁

Figure 3 Classification of G. uralensis bZIP family and conversed motifs

·· 824



武立伟等: 响应ABA胁迫的甘草bZIP转录因子的系统筛选与分析

迫下ABA依赖基因的表达, 使植物对干旱胁迫做出响

应[37,38]。甘蓝型油菜中参与干旱胁迫下的ABA信号转

导途径的相关转录因子BnMYC2、BnNAC485[39]和蛋白

激酶BnCIPK6、BnCBL1和BnGA1[40,41]基因也被鉴定或

分离出来, 这些基因在ABA的处理下其表达会上调。

bZIP 转录因子是普遍存在于植物中的一类转录

因子, 本研究以 75个拟南芥AtbZIPs基因为参考, 基于

甘草基因组和转录组数据, 共鉴定到 69个甘草 bZIP转

录因子家族基因, 与拟南芥AtbZIPs序列构建系统发育

树, 根据同源相似性, 将甘草 bZIP转录因子 (GubZIPs)

分为A～I以及S这 10个亚家族。拟南芥AtbZIPs中有

3 个基因 AtbZIP60、AtbZIP62 和 AtbZIP72 并未分到这

10个亚家族中, 甘草的GubZIP44和GubZIP66分别与

拟南芥中的AtbZIP60和AtbZIP62序列聚为一支, 将其

归为U亚家族。每个亚家族基因都在植物的生长发育

过程中起到重要的作用, A亚家族主要参与ABA和各

种胁迫信号; B和F亚家族在盐胁迫中起到重要的作用;

C亚家族较为保守, 可以响应环境胁迫和病原侵染; D亚

家族的作用体现在抗击病原和植物发育两个方面; E亚

家族与花粉壁的形成有关, 且调控花粉发育的几个代谢

途径; G和H亚家族主要参与光信号的感应和传导; I和

S亚家族都参与微管系统的调节, 但S亚家族功能更为

广泛, 受干旱、低温、无氧和机械损伤处理激活, 还参与

花发育等[42]。其中, A亚族 bZIP基因的信号传递主要

依赖于ABA信号途径, 如拟南芥A亚族的AREB/ABF

(ABA-response element binding protein/ABA-responsive

element binding factor) 类 bZIP转录因子, 可激活非生

物逆境胁迫下的ABA依赖基因的表达[43]。其中, ABF1

主要参与低温、ABA胁迫应答, ABF2与ABF4主要参

与干旱、高盐、高温及氧化胁迫应答, 而 ABF3则受到

ABA、低温胁迫的诱导[43-45]。

有研究表明 bZIP转录因子对盐和干旱胁迫有很

Figure 4 Expression profiles analysis of GubZIPs genes under various ABA stresses at different times. CK indicated the plants without

soaking and was used as control. The 3, 6 and 12 h labels indicated the time after treatment. The 0, 25, and 50 mg·L-1 labels indicated the

different ABA concentrations. The bar on the top right corner represented the FPKM values, and different colors denote various expression

levels
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强的响应功能 , 其基因的高表达分别使拟南芥[23]、棉

花[46]、水稻[47]和玉米[48]具有良好的耐旱性和耐盐性。

此外, bZIP转录因子能够通过参与ABA信号转导通路

来调控次生代谢产物的合成。植物次生代谢产物种类

繁多、结构迥异, 一般可分为萜类、酚类 (如黄酮类) 和

含氮化合物 (如生物碱等) 3大类, bZIP转录因子对这

3 类化合物生物合成的调控均有报道[13]。Zhang 等[14]

首先从黄花蒿腺毛高表达的 64个 bZIP转录因子中鉴

定出 6个 A 亚家族成员, 并将这 6个转录因子及青蒿

素合成途径的关键酶基因 ADS 和 CYP71AV1 转化烟

草叶片, 双荧光素酶检测结果预测AabZIP1可激活这

2个关键酶基因的启动子, 酵母单杂交实验结果显示

AabZIP1可与ADS和CYP71AV1基因启动子元件ABRE

直接结合 , 并激活 2 个关键酶基因的表达; 之后构建

Figure 6 Protein functional domains of GubZIPs genes

Figure 5 Secondary and tertiary structures of the encoded proteins
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黄花蒿AabZIP1过表达载体转化黄花蒿植株, 可使青

蒿素含量明显增加, 说明转录因子AabZIP1正向调控

青蒿素的合成; 最后又通过实验阐明了ABA介导的青

蒿素生物合成机制。OsbZIP23转录因子在水稻抗旱

性中起重要作用, 有研究发现OsbZIP23可以正向调控

OsPP2C49, 而在水稻中过表达OsPP2C49会导致ABA

反应敏感性显著降低和快速脱水 , ABA 生物合成的

关键基因 OsNCED4也受到 OsbZIP23的正调控, 表明

OsbZIP23 在水稻 ABA 信号转导、生物合成和抗旱性

中起中枢调节作用[49]。Okada等[50]构建了水稻 bZIP转

录因子OsTGAP1基因过表达载体转化水稻, 使萜类植

保素生物合成途径中的 5个关键酶基因表达量大幅提

高, 萜类植保素含量明显增加; 当敲除OsTGAP1基因时,

上述5个关键酶基因几乎不表达, 萜类植保素的合成受

到显著抑制, 说明OsTGAP1是萜类植保素生物合成途

径的核心调控因子。覆盆子果实的颜色有红色、金色和

黑色, 黄酮类次生代谢产物花青素是影响其果实颜色

的重要因素, 研究表明 bZIP转录因子可影响红色覆盆

Figure 7 Expression patterns of GubZIPs genes in response to ABA. The relative expression of GubZIPs was examined after treatments

with diverse concentrations of exogenous ABA for the indicated period. The actin gene in G. uralensis was used as internal control. The

gene expression value at 0 h was set as 1. The values are expressed as means ± SD (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 vs expression value at 0 h
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子中花青素的合成[51]。柿子中MYB转录因子DkMyb4

可正向调控原花青素合成途径基因的表达, 进而影响

其含量[52]。Akagi等[53]从柿子果实中分离出一个高表

达的 bZIP转录因子基因DkbZIP5, 构建过表达载体转

化柿子叶片, 检测发现DkMyb4基因表达量增加, 愈伤

组织中积累大量的原花青素。bZIP调控次生代谢产物

合成的机制较为复杂, 有 1个转录因子调控一种次生

代谢产物生物合成的情况[16], 也有 2个或 2种不同转录

因子共同调节的现象[53,54]。Zhang等[55]发现丹参 bZIP

基因家族中的 SmbZIP7 和 SmbZIP20 可能参与丹参

酮生物合成的调控。刘宝玲等[56]发现在干旱和盐胁迫

条件下 , 多数谷子 SibZIPs 基因不同程度地被诱导表

达, 预示着部分 SibZIP成员在谷子干旱和盐胁迫响应

中起重要作用, 共表达关联性分析进一步揭示 19个谷

子SibZIP转录因子可通过与蛋白激酶或NPR1相关调

节蛋白等互作介导谷子胁迫响应。bZIP转录因子识

别核心序列为ACGT的顺式作用元件。ABRE (ABA-

responsive element) 在依赖ABA的基因表达中作为顺

式作用元件, 在很多ABA响应基因中均存在, 能被很

多 bZIP类转录因子识别, 调控逆境诱导表达基因的表

达[57]。Nieva等[58]研究发现玉米的两个 bZIP转录因子

EmBP-2和ZmBZ-1都是与ABREs结合并参与了ABA

诱导基因 rab28的表达, 它们的活性受ABA和磷酸化

的调节。Dröge-Laser 等[59]用无毒的丁香假单胞菌处

理大豆 bZIP 转录因子 G/HBF-1, 其被快速磷酸化, 并

与关键酶 CHS 基因启动子区顺式作用元件 H-box 和

G-box相结合, 激活CHS基因的表达, 黄酮类植保素的

含量大幅增加。有的bZIP转录因子在化合物生物合成

的过程中起到负调控作用。所有萜类吲哚生物碱的合

成都起源于中心分子异胡豆苷, 而异胡豆苷合酶 (STR)

是催化其生成的关键酶。Sibéril等[54]发现长春花 bZIP

转录因子CrGBF1和CrGBF2能特异性结合G-box区;

将Crgbf1和Crgbf2融合基因转化长春花细胞, 检测到

STR启动子被显著抑制, 说明GBF1和GBF2负调控关

键酶 STR基因的表达, 减少萜类吲哚生物碱的合成与

积累。植物次生代谢产物生物合成的途径烦琐, 且受

到多种酶催化, 但转录因子可以激活多个次生代谢产

物合成酶基因协同表达, 从而有效调控次生代谢途径,

因此寻找调控酶基因表达的转录因子对植物次生代谢

研究有着重要的意义, 已有越来越多的转录因子也在

不同的药用植物中被鉴定[60-63]。

本研究基于不同浓度ABA处理的甘草转录组数

据, 计算了 69个GubZIPs基因在不同外源ABA胁迫下

的相对表达量, 并以此筛选出 6个可能参与ABA信号

通路的调控的基因 , 即 GubZIP1、GubZIP5、GubZIP8、

GubZIP30、GubZIP33和GubZIP56, 作为候选基因继续

研究。为验证候选基因的表达模式, 采用qRT-PCR检测

不同浓度ABA处理下基因的表达情况。本研究实验

过程中将两年生甘草浸泡在ABA溶液中, 与传统的甘

草种植相比, 实验过程中甘草根所处的环境主要为水,

故设计 0 mg·L-1的ABA处理作为参照。结果显示基因

在 25 mg·L-1浓度 ABA 处理下的表达模式与 0 mg·L-1

浓度 ABA处理下相同, 说明 25 mg·L-1的 ABA浓度过

低, 没有引起基因的表达发生变化, 而在 50 mg·L-1浓

度 ABA处理下的表达模式与 0 mg·L-1浓度 ABA处理

下相比发生了明显的变化, 说明这些基因的表达响应

50 mg·L-1 浓度的 ABA。本研究不仅有利于对甘草

bZIP转录因子分类、性质和结构的认识与了解, 还为

进一步开展甘草 bZIP转录因子功能研究, 阐明其调控

机制奠定了基础。
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