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桑树 HD-Zip I 亚家族基因的鉴定及表达分析
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摘要：[目的 ] 研究桑树中 HD-Zip I亚家族成员的进化及结构等特点，明确该家族基因的器官特异性表达模

式，阐明 ABA及淹水、盐和脱水处理对桑树 HD-Zip I 基因表达水平的影响。[方法 ] 通过桑树基因组数据库

鉴定桑树 HD-Zip I 基因，并进行生物信息学分析；利用桑树与拟南芥 HD-Zip I蛋白的序列比对结果，构建系

统进化树；利用桑树 RNA-seq数据分析桑树 HD-Zip I 基因的组织/器官特异性表达谱；利用 qRT-PCR分析桑

树 HD-Zip I 基因在激素及非生物胁迫处理下的表达模式。[结果 ] 共鉴定出 14个桑树 HD-Zip I 基因，根据进

化关系可进一步将其分为 6个分枝，各分枝内的成员具有相似的基因结构及保守基序。RNA-seq数据分析发

现，MnHD-Zip 2 和 MnHD-Zip 6 在根、枝条、冬芽、雄花和叶片中均呈现高水平表达。激素处理后的基因表

达分析发现，MnHD-Zip 8、MnHD-Zip 9、MnHD-Zip 11、MnHD-Zip 12 和 MnHD-Zip 13 受到 ABA不同程度

的上调诱导，桑树其余 HD-Zip I 基因的表达水平均受到 ABA不同程度的抑制。非生物胁迫处理表达分析发

现，桑树 HD-Zip I 亚家族基因均受到 3种非生物胁迫不同程度的诱导表达。[结论 ] 桑树 β分枝成员受到盐和

脱水胁迫的显著诱导表达，且在各种器官中也有较广泛的高表达，因此，推测这些基因在桑树生长发育及逆境

胁迫中均发挥着重要的调控作用。此外，MnHD-Zip 8 和 MnHD-Zip 12 受到了盐、淹水及脱水胁迫的显著诱

导，由此推测它们在桑树逆境胁迫响应中具有潜在重要功能。
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作为一种固着生物，植物的生长发育时刻受到

各种外界环境条件的影响。面对各种逆境胁迫，植

物已经进化出包括形态、细胞、分子及生理生化水

平在内的复杂调控机制予以应答[1-3]。作为一种调

节蛋白，转录因子（Transcription factors，TFs）
通过调控目的基因的表达在植物生长发育及逆境胁

迫响应中发挥着重要作用[4-5]。

HD-Zip  (homeodomain  leucine  zipper)蛋白

是植物特有的转录因子，根据结构与功能差异可以

进一步将其分为 4个亚家族 (HD-Zip I～IV)[6]。植

物 HD-Zip  I蛋白仅包含 C-端的同源异型结构域

(Homeodomain, HD)和紧密相连的亮氨酸拉链结

构域 (leucine zipper，LZ)，它们广泛参与植物的

生长发育以及非生物胁迫应答等过程[7]。研究人员

已经对拟南芥（Arabidopsis thaliana L.）、水稻

（Oryza sativa L.）、番茄（Solanum lycopersicum
Mill.）、向日葵（Helianthus annuus L.）等植物

中的 HD-Zip I蛋白进行了家族成员鉴定及相关基

因的功能研究 [8-11]。拟南芥 ATHB12 和 ATHB7 都

受到 ABA和干旱胁迫的诱导表达，且 ATHB12 的

异源表达可增强转基因酵母对 NaCl的耐受能

力 [12-13]。水稻 Oshox22 基因影响内源 ABA的合

成，并通过依赖 ABA的信号转导途径调控水稻的

干旱和盐胁迫耐受能力[14]。向日葵 Hahb-4 基因受
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干旱和外源 ABA的强烈诱导表达，过表达该基因的

拟南芥植株对缺水胁迫表现出更强的耐受能力[4]。

向日葵 HaHB1 基因的异源表达可提高拟南芥对低

温的耐受能力，并上调转基因株系内抗冻相关基因

的表达[15]。番茄 SlHB2 基因的下调表达则可诱导

胁迫相关基因的表达并提高植株对干旱和盐胁迫的

耐受能力 [7]。玉米 HD-Zip I 亚家族成员 Zmhdz10
的表达受外源 ABA和盐胁迫的强烈诱导，该基因

的过表达可明显提高水稻和拟南芥对干旱和盐胁迫

耐受能力[16]。综上可见, 植物 HD-ZIP I亚家族蛋白

在激素响应及应对非生物胁迫过程中发挥着重要的

调控作用。

作为一种重要的经济作物，桑树（Morus
notabilis L.）在我国已有几千年的栽种历史。桑叶

可养蚕，桑树皮可作造纸原料，桑果既可鲜食也可

以加工成果酒、果汁和果酱，桑树的根、茎、叶和

桑果还具备一定的药用价值。此外，桑树对干旱、

盐碱及水淹等逆境胁迫具有较强的耐受能力，是木

本植物抗逆境研究的优良材料。本研究从基因组水

平对桑树 HD-ZIP I 亚家族基因进行了鉴定和分

析，对家族蛋白的理化性质、进化关系及基因结构

等进行了分析。利用 RNA-seq数据研究了 HD-ZIP
I 亚家族基因的组织表达模式，通过 qPCR检测了

该家族基因在激素及非生物胁迫处理后的表达情

况。为进一步阐明桑树 HD-ZIP I 亚家族基因的生

物学功能和抗逆基因的挖掘奠定了基础。 

1　 材料与方法
 

1.1    桑树 HD-Zip I 亚家族成员的鉴定与分析

从拟南芥基因组数据库（https://www.arabi-
dopsis.org/tools/index.jsp）获取拟南芥 HD-Zip  I
蛋白序列[17]，并以此作为查询序列在 NCBI数据库

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）及桑树基因组数

据库（https://morus.swu.edu.cn/morusdb/）进行

Blast同源搜索，下载桑树 HD-Zip I 亚家族的基因

及氨基酸序列。所有序列均通过 InterPro（http://
www.ebi.ac.uk/interpro/）、NCBI  CDD （ https://
www.ncbi.nlm.  nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi）
及 SMART （http://smart.embl-heidelberg.de）数

据库进行保守结构域分析。利用 MEME Version
5.4.1（ http://meme-suite.org/tools/meme） 对 蛋

白保守基序进行预测，基序数量设为 10，其余参

数采用默认值。桑树 HD-Zip I蛋白的多序列分析

由 ClustalW及 DNAMAN 9软件完成，系统进化

分析采用邻接法（Neighbor-joining method, NJ）
由 MEGA 7.0完成，bootstrap值设置为 1 000 [18]。
蛋白分子量、等电点等均由在线软件（https://web.
expasy.org/protparam/）计算获得[19]。蛋白亚细胞

定位预测分析在 WoLFPsort（ https://wolfpsort.
hgc.jp/）网站中进行。基因的内含子与外显子分布

由 Tbtool (windows-x64_1_068)软件绘制，并利

用 Tbtool软件从桑树基因组数据中获取 HD-Zip I
基因起始密码子（ATG）上游 2 000 bp的启动子

序列，在 plant  CARE（http://bioinformatics.psb.
ugent.be/webtools/plantcare/html/）数据库对启动

子区域的顺式作用元件进行预测分析，并用 Tbtool
软件进行可视化[20]。 

1.2    RNA-seq 分析

利用桑树基因组数据库中根、枝条、冬芽、雄

花和叶的 RNA-seq数据，分析桑树 HD-Zip I 基因

的组织表达模式。相关基因的 RPKM值经 log2 转
换后，通过 Tbtool软件绘制热图。 

1.3    桑树 HD-Zip I 亚家族基因逆境胁迫表达分析 

1.3.1    材料处理及取样　桑树品种育 711扦插苗

于 25 ℃ 温室条件下（光照 16 h，黑暗 8 h）生长

45 d后，选取长势一致的单株进行处理。将 100
μmol·L−1 脱落酸（ ABA）溶液均匀喷施于幼苗叶

面进行激素处理，用 200 mmol·L−1的 NaCl对树苗

进行盐处理，拔出幼苗并洗掉根上的泥土置于室温

进行脱水处理，淹水至树苗地上部分 5 cm处作淹

水处理，以正常浇水树苗为对照（CK）。对以上

各处理的材料于处理后 0、3、6、12、24 h摘取

相同发育时期的叶片，利用液氮冷冻后置于–80 ℃
冰箱备用，每个时间点设置 3次重复，每次重复

取 3株树苗叶片。 

1.3.2    qRT-PCR 分析　RNAiso plus（TaKaRa）用

于材料总RNA提取，M-MLV反转录酶（Promega）
试剂盒用于合成 cDNA。利用 Primer Premier 5软

件设计特异性定量分析引物，以 ACTIN 基因作为

内标基因（表 1）。定量 PCR体系（10 μL）中包

含 qPCR Mix（2 × GoTaq®,  5.0 μL）、引物混合

物（10 μmol·L−1, 0.5 μL）、模板 cDNA（1.0 μL）、
Rnase-free H2O（3.5 μL）。在 eppendorf荧光定

量仪上进行定量分析（95 ℃ 预变性 2 min，95 ℃
变性 15 s，60 ℃ 退火延伸 30 s，40次循环），3次

技术重复，采用 2−∆∆CT 公式计算基因相对表达量，
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使用 Origin 9.0绘制柱形图。 

2　 结果与分析
 

2.1    桑树 HD-Zip I 亚家族成员的序列获取及鉴定

经保守结构域分析并排除冗余序列后，共获

得 14个桑树 HD-Zip I成员，分别命名为 MnHD-
Zip 1～MnHD-Zip 14（表 2）。从表 2可以看出：

桑树 HD-Zip I蛋白的氨基酸数及其分子量变化较

大，分别介于173～351 aa和19 927.40～39 913.22；
等电点 pI则介于 4.54～8.88，弱酸性蛋白偏多。

平均亲水性值则位于−1.040～−0.657之间。蛋白

亚细胞定位结果表明，桑树 HD-Zip I蛋白主要定

位于细胞核。HD-Zip I亚家族蛋白的不同特点及成

员间的差异可能预示着该亚家族转录因子在桑树生

长发育过程中发挥着不同的调控作用。 

2.2    桑树 HD-Zip I 亚家族成员的多序列比对及进

化关系分析

蛋白多序列比对结果发现，桑树 HD-Zip I亚
家族成员均含有 HD-Zip家族转录因子的保守结构

域 HD（Homeomain）和 LZ（ leucine  zipper）。

其中，HD结构域的序列高度保守，LZ结构域的

氨基酸残基则相对多变（图 1）。
为分析桑树 HD-Zip  I亚家族成员的进化关

系，利用 MEGA  7.0软件构建了拟南芥和桑

树该家族蛋白的进化树。参考拟南芥该家族成员的

进化关系，将桑树 HD-Zip I亚家族成员分为 α、
β、γ、δ、ε、φ 6个分枝，其中，MnHD-Zip 3和

MnHD-Zip 4属于 α分枝，MnHD-Zip 5、MnHD-
Zip  2、MnHD-Zip  1、MnHD-Zip  7和 MnHD-Zip
6属于 β分枝，MnHD-Zip  8、MnHD-Zip  12和

MnHD-Zip  14属 于 γ分 枝 ， MnHD-Zip  11和

MnHD-Zip  13属 于 φ分 枝 ， MnHD-Zip  10和

MnHD-Zip 9分别属于 ε和 δ分枝（图 2）。 

2.3    桑树 HD-Zip I 家族基因结构及蛋白基序分析

蛋白 motif分析结果表明：桑树 HD-Zip I亚家

族蛋白检测出的 10个基序中，motif 1和motif 2为

该家族蛋白共有基序，进一步序列分析发现，motif 1
主要参与构成桑树MnHD-Zip I蛋白的 Homeomain
结构域，motif 2则是 leucine zipper结构域的主要

组成部分。桑树 HD-Zip I家族内各成员所含有的

motif种类及数量存在较大差异，如 MnHD-Zip
3和 MnHD-Zip 4共检测出 7个基序，MnHD-Zip
14仅发现 2个基序；同一进化分枝内各转录因子

所含有的基序种类及数量则表现出较高的相

似性，如 α分枝的 2个成员均含有 7个相同的

motif，φ分枝成员均含有motif 1、motif 2和motif 3
（图 3A）。

通过比较 MnHD-Zip I 基因的 mRNA和基因

表 1    桑树 HD-Zip I 基因 qRT-PCR 分析引物

  Table 1    Primers used in qRT-PCR analysis of HD-Zip I genes in mulberry
基因名称

Gene Name
引物序列（5′–3′）
Primer sequence

产物大小/bp
Product length

MnHD-Zip 1 F:TTGACGGAGAAACTTCAGGCTAA R:TGAAAGTAGGAGTCACCGCTGTC 209

MnHD-Zip 2 F:TCAGAGGGTGAGGTCTCCAAAG R:GATTGGTCGGCTTCAAACACA 161

MnHD-Zip 3 F:CAGGCAGGTTGCTATTTGGTTT R:ATTTTCTCGCCCTCCTTCGT 208

MnHD-Zip 4 F:TGAAAAATAGAGAGCCAACGGAGT R:TGGAAAGAGAGGTCTGCTTGTGAT 176

MnHD-Zip 5 F:GTGTTTGAGCCAGAGCAGTCG R:TCGCACACGGGTCATCATAAC 127

MnHD-Zip 6 F:GCCCTAATGTCCGTCTGCC R:CCGCTTCCTCCACACATCC 121

MnHD-Zip 7 F:GGCTTGAAGTTGAAGGATACGG R:GACATCCCATTTAGCCCAAGTG 142

MnHD-Zip 8 F:TGGCTTCCCAGTTCGAGTCA R:CCAATGTCGTTTTCCAATCCC 166

MnHD-Zip 9 F:AGAAATGCCGTCTTGAATCCG R:ATCCTTCAGACACCACCCCAA 183

MnHD-Zip 10 F:CCTCGTCAGATTGCTGTTTGG R:GTAACCGCCCGTTGACACTT 198

MnHD-Zip 11 F:GCTAACAAAGGACCAAGTCAGGC R:GGCATTTTCAAGCCTCACCTG 205

MnHD-Zip 12 F:TAGGAAAAGACGCTGAAGTTGTAGA R:TCAAGACAAGAACTCCCACCACT 140

MnHD-Zip 13 F:TGAACAAGGCTCAACAGATGC R:ATCATCCACGGCTGACACTG 101

MnHD-Zip 14 F:ATCCTTCCCAACCACCTTCC R:TTCCAGCGAGCCCTCTTGT 136

ACTIN F:CCAAGTCATCACAATCGGAGC R:TACCAGGGAACATAGTTGAACCAC 191
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表 2    桑树 HD-Zip I 家族基因及其编码蛋白信息

  Table 2    The detailed information of HD-Zip I members of mulberry
基因名称

Gene Name
登录号
Gene ID

蛋白长度/aa
Protein length

分子量/kDa
Molecular weight

等电点
PI

亲水性值
Hydropathicity

亚细胞定位
Subcellular localization

MnHD-Zip 1 L484_008420 281 31 634.93 4.70 −0.817 nucl：14

MnHD-Zip 2 L484_010105 325 36 528.92 4.68 −0.839 nucl：14

MnHD-Zip 3 L484_027159 326 36 766.68 6.54 −0.982 nucl：13.5, cyto_nucl: 7.5

MnHD-Zip 4 L484_021122 328 37 377.30 6.42 −1.020 nucl: 13.5, cyto_nucl: 7.5

MnHD-Zip 5 L484_021079 292 33 207.53 4.54 −0.922 nucl: 13, pero: 1

MnHD-Zip 6 L484_019806 342 39 104.85 5.03 −0.997 nucl: 13.5, cyto_nucl: 7.5

MnHD-Zip 7 L484_012750 351 39 913.22 4.94 −0.945 nucl: 13, pero: 1

MnHD-Zip 8 L484_001654 219 25 604.55 6.66 −1.029 nucl: 14

MnHD-Zip 9 L484_009043 209 24 036.19 6.93 −0.820 nucl: 14

MnHD-Zip 10 L484_002276 205 23 523.59 8.53 −0.888 nucl: 14

MnHD-Zip 11 L484_012158 197 23 221.98 6.66 −0.990 nucl: 14

MnHD-Zip 12 L484_015344 192 21 891.73 8.88 −0.718 nucl: 14

MnHD-Zip 13 L484_010529 173 19 927.40 7.89 −0.657 nucl: 14

MnHD-Zip 14 L484_023454 182 20 630.97 6.78 −1.040 nucl: 14

　　注：nucl：细胞核；cyto：细胞质；pero：过氧物酶体。
　　Notes: nucl: nucleus; cyto: cytosol; pero: peroxisome.
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图 1    桑树 HD-Zip I 蛋白 Homeodomain 及 leucine zipper 结构域多序列比对

Fig. 1    Multiple sequence alignments of Homeodomain and leucine zipper domains
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组序列，获得该家族基因的外显子 /内含子结构

（图 3B）。从图 3B可以看出：桑树 HD-Zip I家
族成员中，同一进化分枝成员具有相似的外显子

/内含子数量及分布规律，其中，β分枝的 MnHD-
Zip 1 基因独具 4个外显子，该分枝的其余成员则

均只含有 3个外显子；α和 δ分枝的所有成员都含

有 3个外显子；γ分枝成员中，MnHD-Zip 14 基因

有 3个外显子，其余两个成员同 ε分枝成员都只含

有 2个外显子；φ分枝成员的外显子数量最少，均

只含有 1个外显子。 

2.4    桑树 HD-Zip I 家族基因的启动子元件分析

为了进一步明确桑树 HD-Zip I 家族基因启动

子区域的相关顺式作用元件，探索该家族基因对激

素及逆境的响应机制，利用 PlantCARE对该家族

基因的启动子进行了分析，结果（表 3）表明：桑

树 14个 HD-Zip I 基因的启动子区检测出参与激素

及非生物胁迫响应的顺式作用元件共计 11种。其

中，激素响应元件 6种，即 ABRE（ABA响应元

件）、P-box（赤霉素响应元件）、TCA-element
（水杨酸响应元件）、CGTCA-motif（茉莉酸响应

元件）、 TGACG-motif（茉莉酸响应元件）和

AuxRR-core（生长素响应元件）；非生物胁迫响

应元件 5种，即 TC-rich repeats（防御和胁迫响

应元件）、LTR（低温胁迫响应元件）、ARE（厌

氧诱导元件）、MBS（干旱诱导的 MYB结合位

点）及WUN-motif（损伤反应元件）。

桑树 HD-Zip I 家族基因启动子区顺式作用元
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Fig. 2    Phylogenetic analysis of HD-Zip I family in
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件的数量和种类存在明显差异，但不同分枝成员的

元件分布则具有一定的相似性，如 β分枝成员启动

子均不含有 P-box元件，γ和 φ分枝成员的启动子

区都没有 MBS元件。从数量上看，MnHD-Zip
9 基因启动子区拥有的元件数最多（18个），

MnHD-Zip  2、 MnHD-Zip  4、 MnHD-Zip 6 和

MnHD-Zip 10 的启动子所含元件最少（9个）。从

顺式作用元件的种类看，ABRE元件数量最多，

除 MnHD-Zip 6 外的 13个 MnHD-Zip I 基因启动

子区共含有 36个 ABRE；ARE元件次之，在 12个

MnHD-Zip I 基因启动子区中共有 31个；AuxRR-
core元件最少，仅在 MnHD-Zip 2 基因启动子区中

出现 1次。以上结果表明，MnHD-Zip I 基因启动

子区的顺式作用元件在数量和种类方面存在明显差

异，预示该家族基因可能在激素及非生物胁迫响应

中具有不同的生物学功能。 

2.5    桑树 HD-Zip I 家族基因的组织表达模式分析

为了解桑树 HD-Zip I 家族基因的组织表达模

式，对桑树基因组数据库中根、枝条、冬芽、雄花

和叶片的转录组数据进行分析，结果（图 4）表

明：从组织特异性方面看，大部分桑树 HD-Zip I 家
族基因在雄花和枝条中的表达量相对较高，根和叶

片中大部分基因的表达量则相对较低；从进化分枝

方面看，同一分枝基因具有相似的组织特异性表

达。β分枝的5个成员中，MnHD-Zip 2 和MnHD-Zip
6 在根、枝条、冬芽、雄花和叶片中均呈现高水平

表达，MnHD-Zip 5 在除叶片外的器官/组织中也有

较高水平的表达，预示该分枝内的基因在桑树的不

同组织 /器官生长发育调控中发挥着重要作用。

α分枝中 2个成员的组织/器官特异性表达呈现高

度的一致性，均在雄花和枝条中高水平表达；γ分

枝中，MnHD-Zip 8 和MnHD-Zip 14 在雄花和枝条

中的转录水平也都较高，说明 α和 γ分枝的 4个

基因在桑树雄花发育及枝条生长方面具有潜在调控

功能。此外，φ分枝的 MnHD-Zip 13 基因分别在

雄花、根、枝条和 δ分枝的 MnHD-Zip 9 基因分别

在雄花、冬芽中也有较高水平的表达，暗示它们也

在桑树相应组织/器官的生长发育中发挥着重要调

控作用。 

2.6    激素处理下的基因表达分析

为了分析桑树 HD-Zip I 家族基因对激素的响

应情况，对桑树苗进行了 ABA处理，以正常浇水

桑树苗为对照，利用 qRT-PCR技术分别检测了处

理 0、3、6、12、24 h后叶片中 MnHD-Zip I 基因

的转录水平，结果（图 5）表明：多数桑树 HD-
Zip I 基因并未受到 ABA的上调诱导，甚至很多基

因的转录水平被 ABA所抑制。β分枝中，MnHD-
Zip 1、MnHD-Zip 2 与 MnHD-Zip 5 的表达模式相

表 3    桑树 HD-Zip I 家族基因启动子区顺式作用元件分析

  Table 3    Analysis of cis acting elements in HD-Zip I gene’s promoter region

分枝
Clades

基因名
Gene name

激素响应元件
Phytohormone response element

非生物胁迫响应元件
Abiotic stress response element

ABRE P-box TCA-element CGTCA-motif TGACG-motif AuxRR-core TC-rich repeats LTR ARE MBS WUN-motif

β

MnHD-Zip 5 2 0 0 0 1 0 2 0 4 1 1

MnHD-Zip 2 1 0 2 1 1 1 0 1 2 0 0

MnHD-Zip 1 3 0 1 4 4 0 0 0 1 2 0

MnHD-Zip 7 1 0 1 0 0 0 3 0 5 1 0

MnHD-Zip 6 0 0 0 2 2 0 0 0 4 0 1

α
MnHD-Zip 3 1 1 1 3 3 0 0 0 2 0 0

MnHD-Zip 4 3 0 0 1 1 0 0 1 1 2 0

γ

MnHD-Zip 12 8 0 0 1 1 0 0 0 2 0 1

MnHD-Zip 8 2 1 3 0 0 0 0 1 2 0 2

MnHD-Zip 14 1 0 0 3 3 0 0 2 0 0 2

φ
MnHD-Zip 11 6 0 0 0 0 0 0 0 5 0 1

MnHD-Zip 13 2 1 4 2 2 0 1 2 1 0 0

δ MnHD-Zip 9 4 2 2 4 4 0 0 0 2 0 0

ε MnHD-Zip 10 2 0 2 2 2 0 0 0 0 1 0
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似，MnHD-Zip 6 和 MnHD-Zip 7 则呈现另一种相

似的表达趋势；但 ABA处理后，β分枝中所有基

因的表达水平都受到不同程度的抑制。α分枝的

MnHD-Zip 3 和 MnHD-Zip 4 基因也具有相似的表

达模式，且其转录都在 3、24 h时间点被 ABA
显著抑制。 γ分枝中， MnHD-Zip 8 和 MnHD-
Zip 12 的转录水平在处理 12 h后均达到对照的

2倍以上，但到 24 h后，它们的表达水平又显著

低于对照； MnHD-Zip  14 基因的表达则在 3、
24 h时间点受到 ABA的显著抑制。φ分枝中，

MnHD-Zip 11 基因的表达水平在 12 h被显著上调，

随后快速下降并显著低于对照；MnHD-Zip 13 则

在处理 3 h时便受到 ABA的快速上调诱导，随后

开始降低直至显著低于对照。MnHD-Zip 9 基因仅

在处理 6 h时被显著上调诱导，3、12、24 h则均

被显著抑制。 MnHD-Zip  10 基因的表达在 6、
24 h也受到 ABA的抑制。 

2.7    非生物胁迫处理下的基因表达分析

为分析非生物胁迫对桑树 HD-Zip I 家族基因

表达的影响，对桑树苗进行了淹水、盐及脱水处

理，以正常浇水桑树苗为对照，利用 qRT-PCR技

术分别检测了处理 0、3、6、12、24 h后叶片中

MnHD-Zip I 基因的转录水平，结果（图 6）表明：

桑树 HD-Zip I 亚家族基因均受到 3种非生物胁迫

不同程度的诱导表达，且多数基因的表达水平在处

理后 12 h上升至峰值。β分枝的 5个成员中，

MnHD-Zip 1 基因的转录水平在脱水胁迫处理后

3～24 h的几个时间点均被显著诱导上调；在盐处

理后 12 h，该基因的表达被诱导上调约 14倍；

MnHD-Zip 5 和 MnHD-Zip 2 基因转录水平的变化

趋势与 MnHD-Zip 1 较相似，且这 2个基因在盐处

理后 12  h的表达水平均有 10倍以上的上调；

MnHD-Zip 6 和 MnHD-Zip 7 表达水平的变化呈另

一种相似的趋势，且都在盐处理后 12 h出现 2倍

以 上 的 上 调 表 达 。 α分 枝 的 MnHD-Zip 3 和

MnHD-Zip 4 基因的表达水平都只在盐处理后 12
h有 2倍以上的上调；处理后 24 h，2个基因的表

达水平又同时下调至 CK以下。γ分枝中，MnHD-
Zip 8 基因在盐和脱水胁迫处理后 6～24 h，其表

达水平都出现 2倍以上的上调诱导，在淹水胁迫 3
h时也显著上调诱导；MnHD-Zip 12 基因在淹水、

盐和脱水处理后 6、12 h也被显著诱导上调表达；

MnHD-Zip 14 在盐处理后 12 h显著上调，在处理

后 3、24 h该基因的表达同时受到 3种非生物胁迫

不同程度的下调诱导。φ分枝中，MnHD-Zip 11 在

盐胁迫下全程上调诱导表达，淹水处理后 12 h该

基因的表达量也显著高于对照；MnHD-Zip 13 基

因在盐处理后 12 h被显著诱导上调。MnHD-Zip
9 基因在脱水胁迫处理后 3～24 h表达水平均显著

诱导上调。MnHD-Zip 10 仅在盐处理后 12 h受到
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显著的上调诱导，在非生物胁迫处理后 3、6 h，
其表达量显著低于 CK。
 

3　 讨论

自桑树基因组测序工作完成以来[21- 22]，PHR、

bHLH、Trihelix、bZIP、MYB、ERF等家族的转

录因子已进行过相关的分析与研究 [23-25]，但桑树

HD-Zip I亚家族成员的系统鉴定及其对淹水等非生

物胁迫及激素响应的研究还未见报道。本研究通过

系统进化分析、基因结构分析、顺式作用元件预

测、基因的组织/器官特异性表达分析、ABA和淹

水等非生物胁迫诱导后的转录水平检测等，对桑树

HD-Zip I 亚家族基因进行了鉴定和研究。通过全基

因组分析，本研究共鉴定到 14个桑树 HD-Zip I 亚
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Fig. 5    Temporal differential expression of MnHD-Zip I genes under ABA
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家族基因，与拟南芥、水稻和玉米（Zea mays L.）中

同一亚家族基因的数量相似，但明显少于苹果

（Malus pumila Mill.）和杨树（Populus L.）[8-9, 26-28]。

根据氨基酸序列的相似性，桑树 HD-Zip I亚
家族蛋白可进一步被分为 6个分枝，这一研究结果

同拟南芥、水稻、玉米的研究结果相似[8-9, 26]。从

成员分布看，桑树 HD-Zip I亚家族中，β分枝有

5个成员，γ分枝有 3个成员，α和 φ分枝各有

2个成员，δ和 ε分枝各 1有个成员。可见，桑树

该亚家族成员相对集中在 β分枝，而 δ和 ε分枝成

员数偏少，这与拟南芥中各分枝成员相对均衡的分

布规律不尽一致[8]。

桑树 HD-Zip I亚家族蛋白含有多个基序，其

中，家族成员共有基序 motif 1和 motif 2分别参与

构成该家族蛋白的 Homeomain结构域和 leucine
zipper结构域，说明 motif 1、motif 2为桑树 HD-
Zip I亚家族蛋白的特征性基序。此外，同一分枝

的成员在所含有的基序种类及数量方面具有高度的

相似性。家族基因结构分析也得出类似的结论，即

桑树 HD-Zip I亚家族中属于同一分枝的基因具有
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图 6    桑树 HD-Zip I 家族基因胁迫处理后的差异表达分析

Fig. 6    Temporal differential expression of MnHD-Zip I genes under abioticstresses
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高度相似的外显子/内含子数量及分布规律，这一

分析结果进一步印证了桑树 HD-Zip I亚家族蛋白

进化树分枝关系的可靠性。

基因启动子区域中的不同顺式作用元件通常暗

示该基因具备对相应激素或者胁迫诱导的响应能

力 [29]。研究发现，桑树 HD-Zip I 亚家族基因的启

动子区存在多种参与激素及非生物胁迫响应的顺式

作用元件，如 ABRE（ABA响应元件）、MBS
（干旱诱导的 MYB结合位点）及 WUN-motif（损

伤反应元件）等，这些元件的大量存在表明桑树

HD-Zip I 基因在激素及非生物胁迫响应及相关的生

长调控方面发挥着潜在的重要作用。后续的基因表

达分析发现，桑树 HD-Zip I 亚家族基因的表达都

受到激素和非生物胁迫不同程度的诱导，这一结

果很好地证实了上述顺式作用元件分析所得出的

结论。

研究表明，HD-Zip I 亚家族基因的表达具有组

织和器官特异性，通常受到包括干旱、极端温度及

渗透胁迫等外界环境因素的影响[6]。作为一类植物

转录因子，HD-Zip I蛋白广泛参与了植物的生长发

育以及非生物胁迫应答等生命过程，包括花序发育

及开花时间调节、侧根发育调控、抗逆境胁迫调节

等[15-16, 30-32]。本研究对 14个桑树 HD-Zip I 亚家族

基因在根、枝条、冬芽、雄花和叶片中的转录水平

进行了分析，结果发现，MnHD-Zip I 基因在所检

测的 5个组织中均有不同程度的表达。从组织特异

性上看，该家族基因主要在雄花及枝条中有相对较

高的表达量，大部分基因在根和叶片中的表达量则

相对偏低，这与柑橘（Citrus sinensis cv. Valencia）
HD-Zip I 基因主要在叶片和花中高表达的结果不太

一致 [33]。但桑树 HD-Zip I 基因是否具有与水稻

HD-Zip I 家族基因相同的花发育调控功能还需后续

实验进一步验证[34]。从进化树分枝看，处于同一进

化分枝内的基因具有相似的组织/器官表达特异性，

其中，β分枝的成员在多数组织/器官中都呈现高

水平表达，暗示该分枝成员在桑树生长发育中具有

潜在重要功能；同时，这一结果与黄瓜（Cucumis
sativus L.）的研究结果较吻合[35]。

激素及非生物胁迫处理后的表达模式分析结果

表明，ABA处理对除 MnHD-Zip  8、 MnHD-Zip
9、MnHD-Zip 11-13 外的桑树 HD-Zip I 亚家族基

因的表达没有显著上调诱导作用，不少成员甚至出

现下调诱导，如 β分枝及 α分枝的所有基因均在

处理后 24 h受到明显下调诱导，这一结果与拟南

芥、黄瓜、水稻、向日葵和玉米中该家族基因的研

究结果不同 [4, 8, 16, 35-38]。研究发现，与 MnHD-Zip
8 同属 γ分枝的荔枝 LcHB2 基因受到乙烯处理的

上调诱导，且该基因在果实离区高水平表达。

LcHB2蛋白可与 LcCEL2 和 LcCEL8 基因启动子

区的顺式元件结合并激活这 2个基因的表达，从而

促进果实脱落 [39]。棉花 γ分枝蛋白 GhHB12则可

通过抑制下游 GhFT、GhFUL 和 GhSOC1 基因的

表达起到调控棉花开花时间的作用[40]。MnHD-Zip
8 基因也受到 ABA的诱导表达，且其在桑树花器

官中也呈现高水平表达，推测 MnHD-Zip 8 基因可

能也在桑树花器官发育中发挥相应的重要功能。植

物HD-Zip I亚家族 β分枝的基因中，拟南芥 ATHB1
和 ATHB16 分别在叶片细胞的发育及株高、花序

发育方面具有重要调控功能[41-42]，番茄 LeHB-1 基

因则参与调控花发育及果实成熟调控[10]，说明 β分

枝成员在植物中发挥着多方面的发育调控功能。本

研究结果表明，桑树中 β分枝成员受到盐和脱水胁

迫的显著诱导表达，且在各种器官中也有较广泛的

高表达，因此，推测这些基因在桑树生长发育及逆

境 胁 迫 中 均 有 潜 在 的 调 控 作 用 。 γ分 枝 中 ，

Oshox22 基因的沉默转基因株系具有较高的干旱

和盐胁迫耐受能力[14]，向日葵 Hahb-4 基因过表达

株系也对缺水胁迫表现出更强的耐受能力[4, 11, 43]，

说明该分支成员在植物非生物胁迫调控中发挥着重

要作用。本研究中，桑树 γ分枝基因 MnHD-Zip
8 和 MnHD-Zip 12 受到盐、淹水及脱水胁迫的显

著诱导，由此推测，它们在桑树应对上述逆境胁迫

中具有潜在重要功能。总体看，桑树 HD-Zip I 亚
家族基因受到淹水、盐和脱水处理的诱导表达，其

中，盐和淹水处理的诱导作用最明显。盐和脱水处

理后，大部分 MnHD-Zip I 基因的表达水平随时间

的推移呈逐步升高后再降低的趋势，且多数基因在

处理后 12 h时达到峰值，出现这一现象的原因可

能与基因表达的节律性存在一定联系[40]。 

4　 结论

本研究从桑树基因组数据库中鉴定出 14个

HD-Zip I 亚家族基因，这些基因可进一步被划分

为 6个进化分枝。基因结构及蛋白保守基序分析结

果表明，同一进化分枝内的桑树 HD-Zip I成员具

有结构方面的相似性。RNA-seq数据分析发现，

MnHD-Zip 2 和 MnHD-Zip 6 基因在根、枝条、冬
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芽、雄花和叶片中均呈现高水平表达，MnHD-
Zip5、MnHD-Zip1 和 MnHD-Zip 7 也在多数器官

中具有较高的表达水平。激素处理后的基因表达分

析发现，除 MnHD-Zip 8、MnHD-Zip 9、MnHD-
Zip 11、MnHD-Zip 12 和 MnHD-Zip 13 外，其余

MnHD-Zip I 基因的表达水平均受到 ABA不同程度

的抑制。非生物胁迫处理后的基因表达分析发现，

桑树 HD-Zip I 亚家族基因均受到 3种非生物胁迫

不同程度的诱导表达，其中，γ分枝基因 MnHD-
Zip 8 受到盐和脱水胁迫诱导后大幅度上调表达，

MnHD-Zip 12 也受到盐胁迫的强烈上调诱导。综

合以上结果推测，β分枝中的所有基因在桑树生长

发育及逆境胁迫中均有潜在的重要调控作用，γ分

枝成员 MnHD-Zip 8 和 MnHD-Zip 12 则在桑树逆

境胁迫响应中具有潜在重要功能。
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Identification and Expression Analysis of the HD-Zip I
Subfamily Genes in Mulberry

HU Jing-tao, LI Ya-njie, DUAN Yan-yan, RUAN Yu, GU Xin, XIAO Guo-sheng
(College of Biology and Food Engineering, Chongqing Three Gorges University, Wanzhou　404100, Chongqing, China)

Abstract: [Objective] The aims of this study were to investigate the gene structure and phylogenetic of the
mulberry (Morus alba L.) HD-Zip I subfamily members, clarify the tissue-specific expression of these genes
in  different  organs,  and  reveal  the  expression  level  of  the  family  genes  under  ABA  and  abiotic  stress.
[Method]  Identification  of  putative HD-Zip  I  subfamily  genes  from  MorusDB  and  bioinformatics  analysis
were performed. The evolutionary tree was constructed based on the multiple sequence alignment of the
Arabidopsis and mulberry. RNA-seq data was used to analyze the tissue-specific expression of mulberry
HD-Zip I genes. The transcription level of the family genes under hormone and abiotic stress was detected
by qRT-PCR. [Result] A total of 14 HD-Zip I genes were identified in the mulberry genome. These mem-
bers could be divided into six classes by phylogenetic tree. Members in the same class were similar in the
gene structure and protein motifs. The expression level of both MnHD-Zip 2 and MnHD-Zip 6 were high in
root, branch, winter bud, male flower, and leaf according to the RNA-seq data. All the MnHD-Zip I gene ex-
cept MnHD-Zip 8, MnHD-Zip 9, MnHD-Zip 11, MnHD-Zip 12, and MnHD-Zip 13 were inhibited by ABA. The
result of qRT-PCR showed that all the mulberry HD-Zip I genes could be induced by the abiotic stresses.
[Conclusion] The β clades genes that  were highly  expressed in  most  of  the organs were observably   in-
duced by the NaCl and dehydration. These results indicates that genes from the β clades of MnHD-Zip I
play important roles in the development and stress response. In addition, MnHD-Zip 8 and MnHD-Zip 12
were dramatically up regulated by waterlogging, NaCl and dehydration, which indicates that these genes
have essential roles in stress regulation of mulberry.
Keywords: Mulberry; HD-Zip I transcription factor; identification; gene expression analysis
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