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库尔勒香梨HB基因家族鉴定

及其在越冬过程中的表达分析
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摘 要：【目的】HB家族转录因子具有调控植物器官发育和响应非生物及生物胁迫的功能。揭示库尔勒香梨HB基因

家族成员在越冬过程中的表达模式及其调控机制，为深入研究库尔勒香梨HB家族基因的生物学功能提供理论基

础。【方法】基于库尔勒香梨的全基因组数据库，利用生物信息学对HB基因家族成员进行鉴定，并对这些基因的系统

发育、染色体定位、基因结构、启动子顺式作用元件及家族内共线性进行分析。同时，利用越冬转录组数据，对这些基

因在越冬过程的差异表达模式进行分析。【结果】库尔勒香梨基因组中共鉴定出93个HB基因家族成员，分为8个亚家

族。这些基因在17条染色体上不均匀分布，其编码的蛋白质在大小、相对分子质量和等电点等方面表现出显著多样

性。顺式作用元件分析表明，大量的HB基因含有响应光（97.85%）、脱落酸（78.49%）、赤霉素（50.54%）、低温（41.94%）

和干旱（54.84%）等环境应激的顺式作用元件。越冬适应性分析发现，39个HB基因在越冬过程中表现出显著的差异

表达，其中23个基因在12月最冷期的表达量达到最高，暗示HB基因在低温应激下的适应性。【结论】93个PsHBs基因

家族成员在越冬过程的不同时期，其表达模式存在差异。为深入理解HB基因在低温应激中的功能及其调控机制提

供新见解，并为库尔勒香梨的遗传改良及环境适应性研究奠定基础。
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Abstract:【Objective】The HB (Homeobox) family of transcription factors plays a crucial role in regu-

lating plant organ development and responding to both abiotic and biotic stresses. This study aims to

elucidate the expression patterns and regulatory mechanisms of HB gene family members in Pyrus sinki-

angensis during the overwintering process, providing a theoretical foundation for further exploration of

the biological functions of the HB gene family in this species.【Methods】Based on the whole-genome

database of P. sinkiangensis, bioinformatics tools were utilized to identify members of the HB gene fam-

ily. Comprehensive analyses were performed, including phylogenetic relationships, chromosomal local-

ization, gene structure, promoter cis-acting elements and family-wide collinearity. In addition, differen-

tial expression patterns of these genes during the overwintering process were examined using transcrip-

tome data.【Results】A total of 93 HB gene family members were identified in the P. sinkiangensis ge-

nome through bioinformatics approaches. Analysis of the physicochemical properties of these HB pro-

teins revealed that their lengths ranged from 176 to 1196 amino acids, with isoelectric points (pI) rang-

ing from 4.69 to 9.32. More than 75% of these proteins had a pI below 7.0, suggesting that the HB
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genes in P. sinkiangensis likely encoded acidic proteins. The molecular weight of these proteins ranged

from 20.18 ku to 135.08 ku, with PsHB69 being the largest and PsHB74 the smallest. Among all mem-

bers, only PsHB5 contained a signal peptide, while the remaining members lacked signal peptides, indi-

cating that the majority were not secreted proteins. Subcellular localization analysis showed that six

members (PsHB90, PsHB54, PsHB15, PsHB48, PsHB36 and PsHB12) were localized in the chloro-

plast, while the others were localized in the nucleus. Chromosomal localization analysis revealed that

the 93 HB gene family members were distributed across 17 chromosomes (Chr01-Chr17) in P. sinkian-

gensis. On chromosome 15, the highest number of HB members was distributed, totaling 12, while the

other chromosomes contained 2 to 9 members each. Additionally, two pairs of closely located members

on chromosomes 9 (PsHB46 and PsHB47) and 17 (PsHB92 and PsHB93) exhibited high sequence simi-

larity. All four belonged to the HD- ZIP IV subfamily, suggesting that these pairs may have resulted

from tandem duplication events. Phylogenetic analysis indicated that the HB gene family in P. sinkian-

gensis, along with Arabidopsis and Malus domestica, can be divided into eight subfamilies based on the

classification of the Arabidopsis HB gene family and the HD-ZIP I-IV gene families in Malus domesti-

ca. Among these subfamilies, HD-ZIP I and HD-ZIP IV contained the most members, with a total of 34

genes. In P. sinkiangensis, all HB members contained exons, with the number ranging from 2 to 20.

Each HB gene in P. sinkiangensis contained a coding sequence (CDS) region, although 59 members

lacked untranslated regions (UTRs). Conserved domain analysis of these proteins revealed that all mem-

bers possessed the HD domain, and a total of 25 types of domains were identified among the 93 mem-

bers. Besides the HD domain, the Homeodomain-associated Leucine Zipper (HALZ) domain was the

most abundant, which was thought to mediate protein-protein interactions. Collinearity analysis of the

HB gene family in P. sinkiangensis revealed 70 pairs of collinear genes. Interestingly, PsHB genes on

chromosomes 8 and 15 appeared as tandem duplicates but belonged to different subfamilies. Further ex-

amination of the Ka/Ks ratio of these duplicated genes revealed values ranging from 0.06 to 0.49.

Among the 70 pairs of collinear genes in P. sinkiangensis, 67 pairs had a Ka/Ks ratio of less than 1, indi-

cating that these genes were under purifying selection and that their sequences were conserved through-

out evolution. A cis-acting element analysis of the 2000 bp upstream promoter regions of the P. sinkian-

gensis PsHB gene family members identified 12 types of cis- elements related to plant hormone and

stress responses. Among these, 78.49% of the PsHB genes contained an abscisic acid- responsive ele-

ment (ABRE), and 50.54% contained gibberellin-responsive elements (P-box and GARE-motif). This

suggested that the HB gene family may play a role in mitigating environmental stress through hormone-

mediated pathways. Additionally, 41.94% and 54.84% of the PsHB genes contained low-temperature re-

sponsive elements (LTR) and drought- responsive elements (MBS), respectively. Transcriptome data

analysis during three stages of the overwintering process in P. sinkiangensis revealed that 39 out of the

93 PsHB genes were differentially expressed. Of these differentially expressed genes, more than half

(23 genes) showed peak expression during the coldest period in January (TM), 11 genes had the highest

expression at the end of the overwintering period in March (TF), and the remaining 5 genes exhibited

the highest expression at the beginning of overwintering in October. Notably, during the coldest period

in December, PsHB11 and PsHB78 were upregulated by 10.5-fold and 7.0-fold, respectively, indicating

that these two genes may play a significant role during bud dormancy. Approximately 42% of the HB

genes were significantly and differentially expressed during the overwintering period, with the majority

reaching their peak expression in December, the coldest month, suggesting that the PsHB gene family

played a critical role in cold stress resistance.【Conclusion】The expression patterns of the 93 PsHB
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同源盒基因家族（HB基因家族）广泛存在于植

物和动物中。HB基因家族的成员通常都包含一个

高度保守的同源异型框结构域（homeodomain，

HD），能够与特定的DNA序列结合，调控下游基因

的表达 [1- 3]。Mukherjee等 [4]根据蛋白质序列进化分

析，将植物中HB基因家族分为14类：HD-ZIPⅠ、HD-

ZIP Ⅱ、HD- ZIP Ⅲ、HD- ZIP Ⅳ、PLINC、WOX、

NDX、DDT、PHD、LD、SAWADEE、PINTOX、BEL和

KNOX[5]。其中HD-ZIP Ⅰ~Ⅳ亚家族共同含有HD和

亮氨酸拉链（leucine zipper，LZ）结构域[6]，HD-ZIP Ⅲ

亚族蛋白包含 START结构域和MEKHLA结构域，

HD-ZIP Ⅳ相比于HD-ZIP Ⅲ亚族不含有MEKHLA

结构域 [7- 8]。PLINC 亚族特有的是 PLINC 结构域；

WOX家族特有的是WUS Box结构域；NDX家族具

有 NDX A 和 NDX B 结构域；DDT 亚族特有的是

DDT和WSD结构域；PHD亚族特有的是PHD结构

域；LD亚族特有的是LD 1~5结构域；SAWADEE亚

族特有的是 SAWADEE结构域；PINTOX亚族特有

的是ACID PINT和PINTOX结构域；BEL亚族特有

的是 ZIBEL 结构域；KONX 亚族含有 KNOX 结构

域[4]。

HB基因家族编码的转录因子在植物生长发育、

形态建成以及逆境胁迫响应中发挥着关键作用[6]。

KNOX基因可以参与细胞分生组织能力的调控，从

而促进芽的形成 [9]。PtrWOX4 能够促进形成层分

化[10]，WOX11/12可以调控叶子边缘形状、大小和长

宽[11-12]。通过RNA干扰技术沉默 SlBL4基因的番茄

突变体表现出脱落区表皮细胞的显著增大，进而影

响了果柄的正常形成，并导致了果实的过早脱

落[13]。苹果中MdHB7和MdHB7-like基因在ABA和

干旱胁迫下被上调，其过表达显著提高了ABA水平

进而增强了植物的抗逆性[14]。CaHB12转录因子的

过表达提高了棉花的抗旱性，并通过抑制茉莉酸响

应基因负调控对大丽弧菌的抗性[15]。CaATHB-12沉

默提高了寒冷胁迫下辣椒果实中的抗氧化酶活性，

而过表达降低了低温胁迫下转基因拟南芥品系中抗

氧化酶活性，表明CaATHB-12参与辣椒果实中寒冷

胁迫的调节[16]。

库尔勒香梨（Pyrus sinkiangensis Yü）是蔷薇科

梨属中的一个优良新疆地方梨品种，属于多年生木

本植物，主要种植在中国新疆的库尔勒和阿克苏地

区。该品种因独特的香气和高品质深受消费者青

睐，并且已经有 1400多年的栽培历史，成为当地的

重要经济作物[17]。然而，随着气候变化的加剧，新疆

地区频繁出现极端低温天气，导致库尔勒香梨树体

受到严重的冻害[18-19]，进而引发腐烂病等病害，对梨

树的健康和产量产生严重影响。HB基因家族作为

一类调控植物发育和逆境胁迫应答的转录因子，在

库尔勒香梨的抗寒性研究中具有重要意义。目前关

于HB家族的研究主要集中在模式植物中，且绝大

部分为草本植物，例如拟南芥[20]、水稻[21]和马铃薯[22]

等，但是对于多年生木本植物的研究相对较为匮

乏。笔者在本研究中对库尔勒香梨基因组中HB基

因进行了比较全面的分析，为后续研究库尔勒香梨

HB基因功能研究提供一定的基础，也为库尔勒香梨

优良抗性品种的进一步选育提供理论指导，对库尔

勒香梨产业的可持续发展具有重要的经济价值和指

导意义。

1 材料和方法

1.1 试验材料

基因组测序所用的库尔勒香梨组培苗试验材料

由石河子大学生命科学学院保存。基因组数据的测

定由百迈克生物有限公司（http://www.biomarker.

com.cn/）完成。

1.2 试验方法

1.2.1 库尔勒香梨HB家族成员全基因组的鉴定 为

鉴定库尔勒香梨基因组中全部的HB家族成员，从

拟南芥（Arabidopsis thaliana）数据库（https://www.

arabidopsis.org/）和苹果（Malus domestica）数据库

（https://iris.angers.inra.fr/gddh13/）中下载全部的HB

家族成员的蛋白序列，使用本团队前期构建的库尔

gene family members varied across different stages of the overwintering process. These findings pro-

vide new insights into the functional roles and regulatory mechanisms of HB genes in response to cold

stress, laying a foundation for genetic improvement and environmental adaptability research in P. sinki-

angensis.

Key words: Pyrus sinkiangensis; Transcription Factor; HB Gene; Overwintering; Bioinformatics
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勒香梨全基因组数据 [23]（https://ngdc.cncb.ac.cn/，数

据编号为PRJCA007928）进行比对。以拟南芥和苹

果HB基因序列为靶序列，参考Li等[24]的方法筛选

库尔勒香梨的HB序列，利用BLASTp检索出库尔

勒香梨全基因组中的HB候选序列，用隐马尔可夫

模型（HMM）进一步检索库尔勒香梨HB基因结构

域（PF00046、PF02183），E值为e-5。检索后的序列利

用NCBI网站中的Batch CD-Search工具对笔者上一

步筛选出的库尔勒香梨HB基因家族蛋白结构域进

行预测，剔除不含有HB相关结构域的序列。将获

得的 PsHB基因家族蛋白序列的长度、相对分子质

量、等电点等信息，由在线网站ExPASY（http://www.

expasy.org）分析。库尔勒香梨HB基因家族的亚细

胞定位预测利用 SignaIP4.1（http://www.cbs.dtu.dk/

services/SignalP-4.1/）完成。

1.2.2 库尔勒香梨HB基因在染色体上的分布 库

尔勒香梨HB基因家族的染色体定位分析参照林艺

灵等[5]的方法。

1.2.3 库尔勒香梨 HB 基因家族系统进化树构建

库尔勒香梨HB基因家族系统进化树构建参照林艺

灵等 [5]的方法。利用MEGA11软件 [25]构建进化树。

进化树美化使用 tvBOT 在线网站（https://www.chi-

plot.online/tvbot.html）完成[26]。

1.2.4 库尔勒香梨HB基因结构和所编码蛋白的保

守结构域分析 基因结构的注释和MEME保守基

序分析参考叶明辉等[22]的方法。使用NCBI中蛋白

结构保守结构域预测网站 CDD（https://www.ncbi.

nlm.nih.gov/cdd/）来搜索库尔勒香梨HB蛋白包含的

结构域，可视化图形利用TBtools软件[27]完成。

1.2.5 库尔勒香梨HB基因家族共线性和选择压力

分析 库尔勒香梨HB基因家族共线性和选择压力

分析参考林艺灵等[5]的方法。

1.2.6 库尔勒香梨HB基因家族启动子顺式作用元

件分析 利用PlantCARE[28]在线网站对库尔勒香梨

HB基因家族ATG上游 2000 bp的启动子序列进行

预测分析。使用基因结构可视化网站 GSDS v2.0

（http://gsds.gao-lab.org/）进行可视化。

1.2.7 越冬过程中库尔勒香梨HB基因的表达特性

分析 根据本课题组前期库尔勒香梨1年生枝条韧

皮部的转录组序列数据[23]进行库尔勒香梨HB基因

家族的表达分析，库尔勒香梨越冬转录组测定的取

样时间分别是 2019年 10月中旬的越冬初期（TB）、

2020年 1月中旬的越冬最冷期（TM）和 2020年 3月

中旬的越冬末期（TF）。根据基因组 ID号从转录组

数据中提取HB基因在越冬过程中的基因表达量信

息，以|log2foldchange| ≥1为条件筛选差异表达基因，

使用TBtools绘制热图。

笔者选取 3 个 HB 基因（PsHB3、PsHB23 和

PsHB66）用于 qRT-PCR 验证。使用 Primer Premier

软件设计用于实时荧光定量PCR的引物，PsHB3使

用的引物序列（5'→3'）上游：GTGGGTCTGTGTC-

TAATCTTGG，下游：GCATCAGGGTTCAAGGTC-

TAG；PsHB23 使 用 的 引 物 序 列（5' →3'）上 游 ：

GGTCTCTGAAGGCGAAGTATC，下游：AAGAAT-

CACCAGGCTCCAAG；PsHB66 使用的引物序列

（5'→3'）上游：TCAAAGTCCCACAAGTTCTCC，下

游 ：AGGTGAATGATCCGAAGCTATG。 采 用

ROCHE LightCycler® 480 system 仪器检测各基因

的表达水平，以 SYBR Green（KAPA Biosystems，

Wilmington，MA，USA）作为荧光染料。PCR总体系

为10 μL，每管分别加入2 ng RNA模板、上下游引物

各为 0.5 μL和 5 μL荧光染料，最后用去离子水补足

至10 μL。以PsGADPH作为内参基因，采用2−ΔΔCt法

计算基因的相对表达水平。

1.3 数据处理

数据统计分析采用Excel和SPSS v23.0统计软

件（SPSS Inc.; Chicago，IL，USA）。作图与相关性分

析采用 Origin 2020 软件（OriginLab; Northampton，

MA，USA）和TBtools软件。

2 结果与分析

2.1 库尔勒香梨HB家族成员鉴定及理化性质分析

以拟南芥和苹果HB基因家族的蛋白序列作为

参考，最终在库尔勒香梨基因组中鉴定出 93个HB

基因。根据其在库尔勒香梨染色体上的分布位置情

况，将这些基因命名为库尔勒香梨HB（PsHB）1~93

（表1）。基因编码的蛋白长度、相对分子质量、等电

点、信号肽的预测和亚细胞定位的预测如表 1 所

示。HB蛋白的长度范围在 176~1196个氨基酸，分

子质量范围在 20.18~135.08 kDa 之间，最大的是

PsHB89，最小的是 PsHB4。由此可见，库尔勒香梨

HB基因家族的氨基酸和相对分子质量的差异是比

较大的。等电点（pI）的范围为 4.69~9.32（表 1），其

中超过75%的蛋白等电点在7.0以下，表明库尔勒香
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表 1 库尔勒香梨 HB 基因家特征

Table 1 HB gene family characteristics of Pyrus sinkiangensis

PsHB1

PsHB2

PsHB3

PsHB4

PsHB5

PsHB6

PsHB7

PsHB8

PsHB9

PsHB10

PsHB11

PsHB12

PsHB13

PsHB14

PsHB15

PsHB16

PsHB17

PsHB18

PsHB19

PsHB20

PsHB21

PsHB22

PsHB23

PsHB24

PsHB25

PsHB26

PsHB27

PsHB28

PsHB29

PsHB30

PsHB31

PsHB32

PsHB33

PsHB34

PsHB35

PsHB36

PsHB37

PsHB38

PsHB39

PsHB40

PsHB41

PsHB42

PsHB43

PsHB44

PsHB45

PsHB46

Psin01G003020

Psin01G004170

Psin01G007480

Psin01G011730

Psin01G015770

Psin01G018160

Psin02G001270

Psin02G007830

Psin02G013720

Psin02G023910

Psin03G007200

Psin03G008180

Psin04G003580

Psin04G012400

Psin05G020650

Psin05G023400

Psin05G026110

Psin05G026820

Psin06G000780

Psin06G006440

Psin06G007660

Psin06G013140

Psin06G014330

Psin06G018210

Psin07G000160

Psin07G012370

Psin07G016270

Psin07G019720

Psin07G021980

Psin08G001850

Psin08G001860

Psin08G003340

Psin08G005490

Psin08G005500

Psin08G007010

Psin08G008400

Psin08G011400

Psin08G014640

Psin09G002810

Psin09G003930

Psin09G007830

Psin09G008500

Psin09G012920

Psin09G015610

Psin09G015920

Psin09G021490

371

824

243

176
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梨的HB基因编码的可能是一类酸性蛋白。所有的

成员中仅 PsHB5具有信号肽，剩下的 PsHB成员没

有信号肽。将库尔勒香梨 PsHB 蛋白序列上传至

SignaIP4.1网站，发现有6个成员（PsHB90、PsHB54、

PsHB15、PsHB48、PsHB36 和 PsHB12）定位在叶绿

体上，其余全部定位于细胞核。

2.2 库尔勒香梨HB基因家族染色体定位分析

93个库尔勒香梨HB基因家族成员分别定位在

17条染色体上（图 1）。其中在库尔勒香梨Chr15上

HB基因家族的成员数量最多，为12个，其余染色体

上的成员个数较少（2~9个）。多数成员存在染色体

的上端和下端，在染色体中部分布较少。有1/3以上

的成员集中分布在Chr14~17这4条染色体上面。另

外，在 9 号染色体和 17 号染色体上的 PsHB46、

PsHB47和PsHB92、PsHB93两对成员位置相近且序

列具有高度一致性。同时，它们4个均属于HD-ZIP
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图 1 库尔勒香梨 HB 基因家族染色体定位分析

Fig. 1 Chromosome localization analysis of HB gene family in P. sinkiangensis

Ⅳ家族的成员。

2.3 库尔勒香梨HB基因家族系统进化树分析

为了解库尔勒香梨 HB 基因家族间的进化关

系，构建了库尔勒香梨、拟南芥和苹果 HB 基因家

族系统进化树（图 2）。参考拟南芥HB基因家族与

苹果HD-ZIPⅠ~Ⅳ基因家族分类，使用ClustalW多

重序列比对方法将笔者获得的库尔勒香梨HB蛋白

序列进行对比，最终根据进化关系将其分为 8个亚

家族。其中HD-ZIPⅠ和Ⅳ家族的成员在基因组中

包含HB的成员数量较多，两者共有 34个，占所有

成员的 1/3以上。最少的亚家族是DDT，有 2个成

员。

2.4 库尔勒香梨HB基因结构和蛋白保守结构域分

析

库尔勒香梨中 HB 成员均包含 CDS（Coding

DNA Sequence），数目在2~20个（图3），34个成员有

非翻译区（Untranslated Region，UTR）。库尔勒香梨

HD-ZIPⅠ亚家族的CDS数量为2~4个，且CDS和内

含子（Intron）排列的分布规律一致，为 CDS-Intron-

CDS。由于一些基因在长度上差异较大，不同亚家

族的内含子和外显子的分布位置和数目也存在很大

差异。

使用NCBI网站中提供的Batch CD-Search工具

对库尔勒香梨HB基因家族蛋白结构域进行预测，

结果显示均含有HD结构域（图 3）。所有库尔勒香

梨PsHB成员共有 25种结构域，除HD结构域外，同

源异型盒相关亮氨酸（HALZ）结构域的数量最多。

2.5 库尔勒香梨HB基因家族共线性和选择压力分

析

通过TBtools中的MCScanX插件分析库尔勒香
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梨HB基因家族的共线性关系，结果（表2和图4）表明

库尔勒香梨HB基因家族有70对共线性基因。共鉴定

出了 6 个串联复制事件（PsHB30/PsHB31、PsHB33/

PsHB34、PsHB46/PsHB47、PsHB61/PsHB62、PsHB70/

PsHB71/PsHB72、PsHB92/PsHB93），分别位于第 8、

8、9、14、15和 17号染色体上。笔者发现，在第 8号

染色体和15号染色体上PsHB基因以串联复制的形

式出现，但属于不同的亚家族，这表明在串联复制

之后，这些基因的序列发生了很大程度的改变，可

以通过结构域的重组获得蛋白质的多样化。通过

鉴定库尔勒香梨HB家族复制基因的Ka/Ks值发现，

Ka/Ks值的取值范围在0.06~0.49之间。库尔勒香梨

70对共线性基因中 67对复制基因鉴定出Ka/Ks值

小于 1。表明整体序列偏向于保守型，进化时受纯

化选择影响。其中 3对复制基因鉴定产生异常值，

异常值产生的原因可能是序列分歧度太大，进化距

离太远。

2.6 库尔勒香梨HB基因顺式作用元件分析

对 PsHB 基因家族成员上游 2000 bp 的启动子

进行顺式作用元件分析，鉴定出与植物激素和胁迫

响应相关的 12种启动子顺式作用元件（图 5）。其

中，激素类相关的响应元件包括茉莉酸甲酯响应元

件（CGTCA-motif、TGACG-motif）、水杨酸响应元件

（TCA- element、SARE）、赤霉素响应元件（P- box、

GARE-motif）、脱落酸响应元件（ABRE）和生长素响

应元件（TGA-element、AuxRR-core）等 5 类。PsHB

基因中，78.49%含有 ABRE，50.54%含有 P- box、

GARE-motif。与胁迫响应相关的元件有 7类，包括
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图 2 拟南芥、苹果和库尔勒香梨 HB 基因家族系统进化树

Fig. 2 Phylogenetic tree of HB gene families in Arabidopsis thaliana, Malus domestica and P. sinkiangensis
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图 3 库尔勒香梨 HB 基因结构及其所编码蛋白的保守结构域

Fig. 3 HB gene structure and the conserved domains of the encoded proteins in P. sinkiangensis

表 2 库尔勒香梨 HB 基因家族共线性关系及非同义替换率（Ka）和同义替换率（Ks）

Table 2 Collinearity of HB gene family and non-synonymous replacement rate (Ka) and synonymous replacement rate (Ks)

in P. sinkiangensis
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图 4 库尔勒香梨 HB 基因共线性分析

Fig. 4 Collinearity analysis of HB gene in P. sinkiangensis
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图 5 PsHB 基因家族中启动子的顺式元件

Fig. 5 The cis-element of promoter in PsHB gene family
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无防御和应激反应元件（TC- rich repeats、TATC-

box）、伤口响应元件（WUN- motif）、光响应元件

（ACE、GT1-motif、3-AF1 binding site、AAAC-motif、

MRE、Sp1、G-Box/box）、氧诱导响应元件（ARE）、低

温响应诱导元件（LTR）、缺氧特异性诱导元件（GC-

motif）和干旱响应诱导元件（MBS）。其中，含有

MBS 和 LTR 元件的 PsHB 基因分别占 41.94%和

54.84%。而 PsHB25、PsHB55、PsHB61、PsHB84 和

PsHB91 这 4 个基因含有与创伤修复相关的元件。

这些结果表明PsHB基因广泛参与库尔勒香梨的胁

迫响应及激素信号转导过程。

2.7 库尔勒香梨HB基因家族在越冬过程中的表达

分析

对库尔勒香梨越冬过程中3个时期转录组数据

分析发现，有39个基因在越冬过程中差异表达。图

6-A显示，在鉴定出来的差异表达基因中有超过半

数的基因（21个）在 3月份越冬末期（TF）高表达，11

个基因在12月份的越冬最冷期（TM）高表达，其余7

个基因在10月份越冬初期（TB）高表达。其中在12

月份的越冬最冷期，PsHB11和PsHB78相比于越冬

初期分别上调10.5和7.0倍，表明这两个基因可能在

芽休眠期发挥一定的作用。大约 42%的PsHB基因

在越冬过程中显著差异表达，并且大部分基因在越

冬最冷时期12月份时表达量达到最高，提示库尔勒

香梨中的HB基因家族在越冬时期低温胁迫中发挥

作用。荧光定量 PCR的结果显示，PsHB3、PsHB23

和PsHB66基因在越冬过程中的表达趋势与转录组

测序一致（图6-B）。
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3 讨 论

前人的研究已经对多个物种中的HD-Zip转录

因子进行了鉴定。例如，拟南芥中发现了110个HB

基因 [20]，胡萝卜（Daucus carota）中鉴定出了 140 个

HB 基因 [29]，水稻（Oryza sativa）中有 107 个 HB 基

因[21]，油菜（Brassica rapa）中有 113个HB基因[30]，毛

杨果（Populus trichocarpa）中有 156 个 HB 基因 [31]。

而在笔者的研究中，库尔勒香梨的基因组中共鉴定

出了 93个HB基因。与其他物种相比，库尔勒香梨

中HB基因的数目相对来说比较少，库尔勒香梨HB

基因可能在进化过程中发生了部分基因缺失。根据

库尔勒香梨基因组基因结构的注释，PsHBs基因在

所有 17条染色体上分布不均匀，染色体编号为 14、

15和 17这几条染色体上的PsHBs基因约占总数的

三分之一。因此，笔者推测这 3 条染色体上存在

PsHBs基因的进化热点。类似的结果也在其他物种

中得到了验证。例如，在毛杨果中Chrs 1、2和 5同

样是约占PtrHBs基因总数的三分之一 [31]。葡萄中

的VvHBs基因在Chrs 4、8和 18上占基因总数的三

分之一[5]。

根据拟南芥和苹果HB基因家族的分类和系统

发育树，笔者将库尔勒香梨的HB基因划分为8个亚

家族，包括 HD- ZipⅠ~Ⅳ、WOX、BEL、KNOX 和

DDT。与拟南芥相比，库尔勒香梨的HB基因家族

缺 少 了 PINTOX、NDX、LD、PLINC、PHD 和

SAWADEE类成员 [20]。而在其他物种中对HB基因

家族的鉴定也发现存在差异，如在水稻、油菜中也仅

分别鉴定出10个和9个HB基因亚家族[21,30]。将与其

同为蔷薇科的苹果HB基因家族成员数量进行比较

分析，发现HD-Zip Ⅱ家族成员的数量是一致的，均

为 13个[32]。而且库尔勒香梨HD-Zip Ⅰ、HD-Zip Ⅲ

和HD-Zip Ⅳ亚家族成员的数量与苹果中亚家族的

数量相似，分别为19、8和15个。表明库尔勒香梨和

A. 库尔勒香梨越冬过程 3 个时期 HB 基因的表达情况；每个时期拥有 3 次重复，其中红色代表高表达，蓝色代表低表达。B. 通过 qRT-

PCR 验证转录组测序结果。其中 qRT-PCR 结果以柱状图表示，转录组测序结果相应数据使用折线图表示。

A. Expression of HB genes during the three stages of overwintering process in P. sinkiangensis; Each stage has three replicates, with red represent-

ing high expression and blue representing low expression. B. Verification of transcriptome sequencing results by qRT-PCR. The qRT-PCR results are

expressed as bar graphs, while the corresponding data from the transcriptome sequencing are represented by line graphs.

图 6 PsHB 基因在越冬过程中的表达情况

Fig. 6 Expression of PsHB gene family in P. sinkiangensis during overwintering
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苹果作为蔷薇科植物，在进化过程中表现出一定程

度的保守性，并且在形态发育、生长和逆境响应等方

面可能存在类似的基因调控机制。这种相似性可能

源于他们的共同祖先或者遗传机制的保守性，这对

笔者理解这些植物的遗传调控网络以及他们之间的

关系具有重要意义。库尔勒香梨HB基因中存在70

对片段重复基因，表明在库尔勒香梨进化过程中可

能促进了基因组的重组和重排，进而增加了遗传多

样性，在进化过程中发挥了重要作用。此外，还存在

6对串联重复基因，这将可能导致基因副本间的相

互作用，可能影响基因的表达和功能，有助于库尔勒

香梨在逆境胁迫下进行基因组调节和进化，表明HB

基因家族成员的扩增以片段重复为主。在9号染色

体和 17号染色体上的PsHB46、PsHB47和PsHB92、

PsHB93两对成员位置相近并且序列具有高度的一

致性，它们 4个都属于HD-ZIP Ⅳ家族的成员，推测

可能是基因间的串联重复造成的。8号染色体第 2

个位置和 15号染色体上PsHBs基因以串联复制的

形式出现，但属于不同的亚家族。这表明在串联复

制之后这些基因的序列发生了很大程度的改变，可

以通过结构域的重组获得蛋白质的多样化，推测这

些基因可能在串联复制后失去了原有的功能或获得

了新的功能。

转录因子与基因启动子或增强子上的顺式作

用元件结合以在各种生物过程中调节基因表

达[33-35]。笔者分析了库尔勒香梨所有PsHBs基因上

游 2000 bp 启动子区的顺式作用元件，发现这些启

动子含有多种参与激素和非生物胁迫反应的顺式作

用元件，包括茉莉酸甲酯（MeJA）反应元件、光反应

元件、ABA反应元件和厌氧诱导反应元件。这些结

果在油菜中也存在[30]，大多数HB基因启动子含有与

光反应、激素反应和应激反应相关的顺式作用元

件。其中只有 PsHB25、PsHB55、PsHB61、PsHB84

和PsHB91这5个基因含有创伤修复相关的元件，暗

示其可能在库尔勒香梨受到创伤时发挥一定作用。

表明PsHBs基因广泛参与库尔勒香梨的胁迫响应和

激素信号转导。

植物在越冬过程中，ABA是最主要的诱导剂和

维持者[36]。大量的HD-Zip I蛋白在受到ABA信号

诱导时参与植物应对胁迫的过程[37]。PsHBs基因上

游 2 kb的启动子中包含大量的ABA响应元件。此

外，笔者前期的研究中发现，库尔勒香梨越冬过程中

PsHBs基因随着越冬过程中环境温度的波动，其表达

水平也随之发生动态变化。PsHB基因的上调表达可

能与越冬过程中ABA信号的调控相关联。油菜型甘

蓝HB7/12提高了拟南芥种子在萌发时对ABA的敏

感性，并且过表达株系具有更高的抗旱性[38]。油菜型

甘蓝 HB7/12 与越冬最冷时期高表达的 PsHB3 和

PsHB23同属HD-Zip Ⅰ亚家族，具有大量的ABA响

应元件并且在越冬过程中具有较高的表达量。因

此，推测PsHB3和PsHB23基因在库尔勒香梨越冬

过程中扮演着参与ABA信号调控的重要角色，并响

应越冬时期低温胁迫。这一结果深化了对库尔勒香

梨越冬适应性的理解，为未来探究其越冬机制提供

了重要线索。然而，需进一步的研究来明确HB基

因在ABA信号调控中的具体调控机制，以及他们在

库尔勒香梨越冬过程中的具体作用机制。

综上所述，本研究全面鉴定并分析了库尔勒香

梨HB基因家族，揭示了其在环境响应特别是越冬

适应性中的重要潜在作用。这些结果不仅丰富了对

库尔勒香梨基因组资源的了解，还为深入探究HB

基因家族在其他植物物种中的功能提供了参考。

4 结 论

通过对库尔勒香梨全基因组的系统分析，成功

鉴定出 93个HB基因家族成员。这些基因在 17条

染色体上不均匀分布，且编码的蛋白质在大小、相对

分子质量和等电点等参数表现出显著的差异。系统

进化分析将这些基因归为BEL、DDT、HD-ZIPⅠ~Ⅳ、

KNOX和WOX等 8个亚家族。顺式作用元件分析

显示，大部分HB基因含有响应脱落酸、赤霉素、低

温、干旱和无氧等环境应激的元件，暗示这些基因可

能在库尔勒香梨的环境适应性中发挥重要作用。越

冬适应性分析进一步发现，在越冬过程中有 39 个

HB基因表现出显著的差异表达，还有 11个基因在

最冷的12月（TM时期）表达量达到最高。这些结果

表明，HB基因家族可能在库尔勒香梨的越冬适应性

中扮演关键角色。综上所述，本研究不仅为库尔勒

香梨的基因组研究提供了新的资源，也为探讨HB

基因在其他植物中的功能及其在环境适应性中的调

控机制提供了重要参考。
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