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不同水分条件下杜鹃花转录因子的转录组分析 
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摘要：为了解杜鹃花(Rhododendron pulchurum)转录因子在干旱胁迫下的表达模式，利用高通量测序技术，对不同水分条件

下“白凤 4 号”叶的转录因子表达谱进行分析。结果表明，在不同水分处理间有 34~161 个差异表达的转录因子，杜鹃花响应

不同水分的转录调控主要是通过 ERF、bHLH 和 MYB 基因的表达协同完成的;干旱胁迫时，特异调动了 NAC 的差异表达和

WRKY、bZIP、PLATZ 的上调表达, 干旱后复水时特异调动了 GATA 表达来调控。RT-qPCR 验证结果表明，基因表达趋势与

测序结果一致，证明了测序结果的有效性。这为明晰杜鹃花抗旱的分子机理及分子育种奠定了理论基础。 
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Abstract: In order to reveal the expression pattern of transcriptome factors (TFs) of Rhododendron pulchurum 

under drought stress, the expression profiles of transcription factors in „Baifeng 4‟ under different water 

conditions were analysed by using the high-throughput sequencing technology. The results showed that there were 

34-161 differential expression TFs among different water treatments. The transcriptional regulation in 

Rhododendron response to drought was synergistic effects of the expressions of ERF, bHLH and MYB genes. The 

special expression of NAC and up expression of WRKY, bZIP, PLATZ were found under drought stress, and the 

special expression of GATA in rehydration. The trend of gene expression was consistent with sequencing results 

by RT-qPCR, showing the validity of sequencing results. Therefore, these would be lay a theoretical foundation 

for understanding the molecular mechanism of drought resistance and molecular breeding of Rhododendron. 
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随着全球气候变暖，干旱已经成为植物面临的

主要非生物胁迫之一。在漫长的进化过程中，植物

形成了一套复杂的抗旱机制来应对干旱，包括形态

适应、生理生化响应及基因表达调控等 [1]。杜鹃

(Rhododendron sp.)是中国的十大名花之一，素有“花

中西施”的美誉，但由于其对水分比较敏感，再加

上城市土壤水分缺失，在园林绿化中经常受到干旱

胁迫的影响，进而限制了在园林中的进一步推广, 

因此，对于杜鹃花干旱响应机理的研究已显得尤为

迫切。目前，对杜鹃花干旱胁迫的研究主要集中在

种子萌发[2]和植株生理生化水平的适应性调节[3–5]
, 

而相关分子水平的研究鲜有报道。 
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植物体内的转录因子(transcription factor, TF)

是通过与靶基因启动子区的特定 DNA 序列(顺式作

用元件)结合，从而提高或抑制靶基因转录水平的调

控基因[6]。在植物基因组中，大约 7%的编码序列被

注释为 TFs
[7]，而且常常是以基因家族的形式出现。

这些转录因子家族，如 MYB
[8]、bHLH

[9]、NAC
[10]、

WRKY
[11]、bZIP

[12]和 ERF
[13]等对于构建植物应对

外界生物或非生物胁迫刺激的转录调控网络至关

重要。因此，基因工程中可以运用转录因子来提高

植物的抗逆性[14]，而挖掘抗逆转录因子则成为了基

因工程的基础工作之一。 

本研究在杜鹃花转录组测序研究的基础上，深

入挖掘杜鹃花应答不同水分条件的转录因子，为阐

明杜鹃花抗旱的分子机理及培育抗旱新品种奠定

基础。 

 

1 材料和方法 

 

1.1 材料和处理 

以长势良好的 2 年生杜鹃花„白凤 4 号‟ (Rhodo- 

dendron pulchurum „Baifeng 4‟)盆栽扦插苗为试验

材料，在人工气候室内进行处理，以正常浇灌为对

照(CK)，土壤含水量为(705)%; 停止浇水 2 d 为中

等干旱(middle drought，MD)，土壤含水量为(60  

5)%; 停止浇水 3 d 为严重干旱(severe drought, SD), 

土壤含水量为(455)%; 然后恢复正常浇水 3 d 设为

复水处理(rewatering, RW)，土壤含水量为(705)%, 

每个处理 30 株。人工气候室的光/暗为 12 h/12 h, 白

天温度 25℃，晚上温度 15℃，空气相对湿度为 65%。

每个处理摘取从上往下第 2~4 片成熟功能叶进行

RNA 提取，用于转录组测序。 

 

1.2 转录组测序 

杜鹃花叶片的 RNA 提取和转录组序列测定及

分析参考 WU 等[1]的方法，获得 Clean reads 后通过

De novo 组装得到基因序列，然后，对差异表达的

基因进行分析。本研究中，基因的表达量用 RPKM

值来统计，且界定 Log2Ratio 绝对值≥ 1、FDR≤ 0.01

的基因为差异表达基因。在此基础上，通过 BLAST

与 Nr 库进行比对，筛选出差异表达的转录因子。 

 

1.3 差异表达转录因子 Real-time PCR 验证  

转录组测序数据的有效性和准确性用实时荧

光定量(RT-qPCR)法来验证。随机挑选 6 个差异表

达的转录因子，用 Primer Premier 5.0 设计荧光定量

PCR 引物(表 1)，以杜鹃叶片的 cDNA 为模板，以

Actin 基因为内参，并参考 WU 等[1]的方法分析基因

的相对表达量。RPKM 值用于统计基因的表达量, 

是表示10
6个 reads中来自于某基因1 kb长度的 reads。

每个样品 4 次重复。 

 

2 结果和分析  
 

2.1 差异表达基因和转录因子数据统计  

以杜鹃花„白凤 4 号‟在 4 种处理下的植株叶片

混合样本转录组数据构建参照文库，分析叶片的转 

 

表 1 6 个转录因子的 RT-qPCR 引物 

Table 1 qRT-PCR primers of 6 TFs 

基因 Gene log2 Ratio 表达 Expression 引物序列 Primer sequence (5′→3′) 

Unigene0010741 -4.823 下调 Down F1: TATCCCAGCCACGGTATCG 

R1: CTGATTCACGCACTTTGTTCG 

Unigene0000760 11.478 上调 Up F3: CCAATGGAAGGACTTTACAACG 

R3: TGTTGTTTCCTCCGCTCCA 

Unigene0011014 12.262 上调 Up F5: AGCCGCTTTTTCCTACGACA 

R5: ATCTGACCCCTTCTTGTTCCC 

Unigene0032946 

 
-4.354 下调 Down F8: CTGAAAGAAAGCAGCAGCACA 

R8: GCTCAGACACTCCAAACCCAC 

Unigene0010741 -4.298 下调 Down F9: TATCCCAGCCACGGTATCG 

R9: CTGATTCACGCACTTTGTTCG 

Unigene0048411 -5.467 下调 Down F16: ATGGCGGACAGAAGGATGG 

R16: AAGCCCTTGAGTGTCTTTAGCC 

Actin F: GCAACGGATATCTCGGCTCTCGC 

R: GGATGGCCTCGGGCGCAACT 
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录组表达谱信息，不同处理间共得到了 962~12 558

个差异表达基因(differential expression genes, DEGs) 

(表 2)，其中对照与中等干旱处理间的 DEGs 最少，

而严重干旱和复水处理间的 DEGs 最多。 

将这些差异表达基因通过BLAST与Nr库进行

比对，总共有 505 个转录因子(图 1)，其中含有转录

因子最多的是严重干旱与复水处理间(161 个，占本

组 DEGs 总数的 1.3%)，其次是对照和严重干旱处

理间(101 个，占 2.6%)，最少的是对照与中等干旱处

理间(34 个，占 3.7%)。进一步分析表明，与对照相

比，随着干旱程度加深直至复水，转录因子的数量

呈先上升后下降的趋势，且转录因子都以上调表达

为主。与中等干旱相比，从严重干旱到复水，转录

因子数量下降，但仍以上调表达为主。特别值得关

注的是，复水与严重干旱相比，转录因子数量骤然

增加，且以下调表达为主。 

2.2 转录因子家族统计分析 

在获得转录因子数量基本信息后，进一步统计

分析转录因子家族及其成员的数量关系。差异表达

基因数量排前 5 位的家族共有 254 个转录因子，占

转录因子总数(505 个)的一半以上(图 2)，其中 ERF

家族(75 个)、WRKY 家族(56 个)、bHLH 家族(50 个)、

MYB 家族(42 个)和 bZIP 家族(13 个)占 92.9%，且

干旱处理的差异表达转录因子都比复水处理的多,

而 NAC 和 PLATZ 家族转录因子只在干旱处理中差

异表达，GATA 家族转录因子则只在复水处理中差

异表达。 

 

2.3 转录因子表达情况统计分析 

由表 3 可知，ERF、bHLH 和 MYB 等 3 个家族

在干旱和复水处理都有上调和下调表达的基因 , 

WRKY 和 PLATZ 家族基因在干旱胁迫中只上调表

 

表 2 差异表达基因的统计 

Table 2 Statistic of differential expression genes  

处理 Treatment 
上调 

Up 

下调 

Down 

总和 

Total 

对照 Control 中等干旱 Middle drought 602 360 962 

对照 Control 严重干旱 Severe drought 2 281 1 593 3 874 

对照 Control 复水 Rewatering 2 964 858 3 822 

中等干旱 Middle drought 严重干旱 Severe drought 2 156 1 336 3 492 

中等干旱 Middle drought 复水 Rewatering 6 235 1 342 7 577 

严重干旱 Severe drought 复水 Rewatering 9 098 3 460 12 558 

 

 

图 1 干旱处理的转录因子数量。CK: 对照; MD: 中等干旱; SD: 严重干旱; RW: 复水。下同。 

Fig. 1 Number of transcription factors under drought stress. CK: Control; MD: Middle drought; SD: Severe drought; RW: Rewatering. The same is following Figure. 
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图 2 差异表达基因数量居前 5位的转录因子家族统计 

Fig. 2 Statistic of top five transcription factor families with DEGs 

 

表 3 差异表达基因数量居前 5 位的家族基因转录因子数量 

Table 3 Number of transcription factor in top 5 families with DEGs  

处理 Treatment 
表达 

Expression  

家族基因转录因子数量 

Number of transcription factor in gene family 

对照 CK 

 

中等干旱 Middle drought   ERF bHLH bZIP NAC PLATZ 

 上调 Up  6  1  2 1 2 

 下调 Down  2  6  0 1 0 

对照 CK 严重干旱 Severe drought   ERF WRKY MYB bHLH NAC 

 上调 Up 12 13  4 5 5 

 下调 Down  6  0  6 5 1 

中等干旱 Middle drought  严重干旱 Severe drought  WRKY ERF bHLH MYB bZIP 

 上调 Up 17 14  7 3 4 

 下调 Down  0  3  2 3 0 

对照 CK  

 

复水 Rewatering  ERF bHLH bZIP MYB WRKY 

 上调 Up  1  1  3 1 1 

 下调 Down  4  3  0 2 1 

中等干旱 Middle drought  复水 Rewatering  ERF MYB WRKY bHLH bZIP 

 上调 Up  5  6  4 5 4 

 下调 Down  5  0  1 0 0 

严重干旱 Severe drought  

 

复水 Rewatering  WRKY MYB ERF bHLH GATA 

 上调 Up 19 11  3 9 6 

 下调 Down  0  6 14 6 2 
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达，且 PLATZ 家族基因只在中等干旱时差异表达, 

bZIP 家族基因在干旱和复水处理都只上调表达, 

GATA则通过基因的上调和下调响应旱后复水的刺

激。 

 

2.4 高表达转录因子分析 

从表 4 可见，差异表达基因在干旱处理和复水

处理中的表达量 (|log2(Fold change)| ≥ 4)分别为 

-4.707~13.216、-4.545~10.749 和-11.911~4.357, 且

在干旱处理中以上调表达为主，在复水处理中以下调

表达为主。其中，上调表达最显著的是 NF-Y 家族基

因；其次是 ERF 家族基因。下调表达最显著的是

ERF 类转录因子，在复水处理中下调最为显著。此外，

在干旱处理中 bZIP家族基因的上调表达及热应激转

录因子 HsF 家族基因的差异表达也比较显著。 

 

2.5 差异表达转录因子 Real-time PCR 验证  

随机选取 2 个上调表达和 4 个下调表达的转录

因子，用 Real-time PCR 方法验证测序数据的有效

性(表 5)。结果表明，6 个转录因子在不同处理中的

表达趋势与转录组结果一致，从而验证了转录组测

序数据的有效性。 

 

表 4 高表达的转录因子 

Table 4 Highly expressed genes in three comparison groups 

处理 

Treatment 

基因号 

Gene ID 
log2 Ratio 

表达 

Expression  

家族 

Family 

对照 CK 严重干旱 Severe drought  Unigene0046348 -4.707 下调 Down ERF 

  Unigene0032946 -4.162 下调 Down HsF 

  Unigene0010315 -4.112 下调 Down ERF 

  Unigene0003704  4.562 上调 Up ERF 

  Unigene0014934  4.643 上调 Up ERF 

  Unigene0050240  4.849 上调 Up ERF 

  Unigene0020993  4.887 上调 Up WRKY 

  Unigene0050469  5.284 上调 Up NAC 

  Unigene0036536  5.666 上调 Up ERF 

  Unigene0028197  6.278 上调 Up bZIP 

  Unigene0008122 10.913 上调 Up bZIP 

  Unigene0000760 11.478 上调 Up HsF 

  Unigene0053268 11.911 上调 Up ERF 

  Unigene0011014 12.262 上调 Up ERF 

  Unigene0046231 13.216 上调 Up NF-Y 

中等干旱 Middle drought  严重干旱 Severe drought Unigene0025366 -4.545 下调 Down HSF 

  Unigene0032946 -4.354 下调 Down HsF 

  Unigene0010741 -4.298 下调 Down ORG 

  Unigene0010315 -4.048 下调 Down ERF 

  Unigene0000760  4.491 上调 Up HsF 

  Unigene0003704  4.613 上调 Up ERF 

  Unigene0053024  5.167 上调 Up bHLH 

  Unigene0050240  5.998 上调 Up ERF 

  Unigene0046231  6.760 上调 Up NF-Y 

  Unigene0012598 10.749 上调 Up ERF 

严重干旱 Severe drought  复水 Rewatering Unigene0053268 -11.911 下调 Down ERF 

  Unigene0050469 -5.855 下调 Down NAC 

  Unigene0000760 -5.658 下调 Down HsF 

  Unigene0050240 -5.071 下调 Down ERF 

  Unigene0008122 -4.923 下调 Down bZIP 

  Unigene0011014 -4.747 下调 Down ERF 

  Unigene0036536 -4.360 下调 Down ERF 

  Unigene0003704 -4.208 下调 Down ERF 

  Unigene0053024 -4.146 下调 Down bHLH 

  Unigene0050958  4.357 上调 Up NF-Y 
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表 5 差异表达转录因子的 RT-qPCR 验证 

Table 5 RT-qPCR validation of differential expression transcription factors 

基因号 Gene ID 处理 Treatment 相对表达量 Relative expression RPKM 

Unigene0010741 对照 CK 1.008±0.073 22.139 

严重干旱 Severe drought 0.223±0.017 15.329 

Unigene0000760 对照 CK 1.030±0.185 0.001 

严重干旱 Severe drought 3.530±0.307 0.127 

Unigene0011014 对照 CK 1.010±0.105 0.001 

严重干旱 Severe drought 7.119±0.696 0.316 

Unigene0032946 中等干旱 Middle drought 1.066±0.225 50.804 

严重干旱 Severe drought 0.755±0.039 2.484 

Unigene0010741 中等干旱 Middle drought 1.017±0.100 15.379 

严重干旱 Severe drought 0.067±0.015 0.782 

Unigene0048411 中等干旱 Middle drought 1.022±0.113 3.342 

复水 Rewatering 0.733±0.140 0.878 

 

3 结论和讨论 
 

随着转录组测序技术的飞速发展和多个生物

信息平台的加入，即使在没有基因组数据的前提

下，转录组测序结果也可以为明确植物特定生理功

能相关的代谢途径、挖掘未知基因及明晰基因调控

机制提供大量信息。利用该技术，前人已挖掘了陆

地棉(Gossypium hirsutum)
[15]

、枇杷(Eriobotrya japo- 

nica)
[16]和梭梭(Haloxylon ammodendron)

[17]等作物

中的抗逆基因，并分析了相关基因的调控机制。 

本研究中，杜鹃花协同调动了 ERF、bHLH、MYB

基因的差异表达来响应干旱胁迫和水分刺激，而在

面临干旱胁迫时，增加 NAC 的差异表达和 WRKY、

bZIP、PLATZ 上调表达来协同响应；在水分刺激下,

则偏向于增加 GATA 的差异表达来协同调节。同时,

在不同水分条件下，NF-Y 家族基因的差异表达尤其 

明显，这说明这些转录因子在杜鹃花在应对干旱胁 

迫和水分刺激中具有重要调节作用。 

PLATZ 和 GATA 同属锌指蛋白，前者含有 2 个

锌指结构域：C-X2-H-X11-C-X2-C-X(4-5)-C-X2-CX(3-7)- 

H-X2-H 和 C-X2-C-X(10-11)-C-X3-C
[18]，而后者在大多

数植物中只含有 1 个锌指结构域 C-X2-C-X18-C-X2- 

C
[19]。这两类基因在植物抗逆中的作用研究相对较

少，但其调控作用已得到验证。有研究表明，大豆

(Glycine max)中 GmPLATZ1 可以被干旱、盐和 ABA

诱导表达[20]，水稻(Oryza sativa)中的 GATA 响应冷

处理[21]并能被 ABA 诱导表达[22]，茉莉酸甲酯处理

的穇(Eleusine coracana)中 GATA 基因可以通过与

JAZ 互作调控茉莉酸信号的转导[23]。 

NF-Y 类转录因子，含有 3 个亚基(NF-YA、NF- 

YB 和 NF-YC)，这 3 个亚基形成异源三聚体后特异

地结合真核生物启动子元件 CCAAT 盒，从而调控

基因的转录，行使复杂的调控作用[24]。NF-Y 三聚体

及其亚基参与抗旱调节已在拟南芥(Arabidopsis)、大

豆、大白菜 (Brassica pekinensis)和小麦 (Triticum 

aestivum)等植物中得到了验证。而且这种调控作用

可能是通过参与 ABA 的合成和信号转导[25]、调控

植物叶片的气孔开度[26]、促进脯氨酸的积累[27]、增

加叶片叶绿素和可溶性蛋白含量[28]以及提高植物

抗氧化能力[29]来实现的。同时，在植物抗旱中，NF-Y

转录因子的转录还受到 MicroRNAs 的调节[25]和

bZIP 转录因子的协调作用[30]。   

由此可见，ERF、bHLH、MYB、WRKY、NAC

及 bZIP 等转录因子在杜鹃花干旱胁迫和水分刺激

应答中可能起着主导作用，同时这些转录因子与

PLATZ、GATA 以及 NF-Y 等其他家族转录因子之间

可能存在共表达性或协同作用，从而形成复杂且精

细的调控网络来响应不同水分条件的刺激。 

综上所述，本研究借助转录组测序技术，分析

了干旱和复水处理中杜鹃„白凤 4 号‟叶的转录因子

种类和表达规律，将为下一步筛选杜鹃花抗旱关键

基因、研究杜鹃花干旱胁迫应答调控网络和分子育

种等提供理论依据。 
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