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摘要: 本研究以AP2/ERF保守结构域序列为检索序列在甜菜(Beta vulgaris)基因组数据中搜索并鉴定BvERF转
录因子家族成员。通过系统分析, 发现甜菜基因组中共有68个BvERF家族基因, 系统进化分析将它们分为10个组。

BvERF家族中15个成员与甜菜块根转入快速生长阶段有关, 其中Bv_ammr可能与甜菜丰产性能有关, Bv_ignp、
Bv_sqfr和Bv_khde与苗龄113 d时丰产型品种生长速率较高有关, Bv_wnjc可能与块根生长速率负相关, Bv_fefj基
因与高糖型品系具有更多的维管束环有关。研究结果为进一步明确BvERF转录因子调控甜菜块根发育的分子

机制提供参考。
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乙烯响应因子(ethylene-responsive element bin- 
ding factor, ERF)又称为EREBP (ethylene-responsive 
element binding protein) (Nakano等2006)。ERF家
族是一个成员众多的基因家族, 它与AP2和RAV共

同组成AP2/ERF超家族(Riechmann等2000)。AP2/
ERF超家族的特征是包含一个具有60~70个氨基酸

的AP2/ERF保守结构域 ,  该结构域和蛋白质与

DNA的结合有关。AP2家族蛋白质包含两个AP2/
ERF保守结构域。RAV家族蛋白质包含一个AP2/
ERF保守结构域和一个B3保守结构域。ERF家族

蛋白质仅包含一个AP2/ERF保守结构域。ERF家
族也可被分为ERF亚家族和CBF/DREB亚家族。

ERF亚家族蛋白质的AP2/ERF保守结构域的第14
和19位分别是缬氨酸和谷氨酸, CBF/DREB亚家族

蛋白质的AP2/ERF保守结构域的第14和19位分别

是丙氨酸和天冬氨酸(Sakuma等2002)。ERF结构

域在烟草(Nicotiana tabacum)中首先发现, 它可以

特异性地结合乙烯应答基因DNA序列中的GCC盒
子(Ohme-Takagi和Shinshi 1995)。在拟南芥(Arabi-
dopsis thaliana) AP2蛋白中首次发现AP2结构域具

有重复模体(Jofuku等1994)。
前人已经对AP2/ERF转录因子的功能进行了

探索。AP2转录因子家族主要与调控植物生长发

育过程有关(Kirch等2003; Li等2013; Horstman等
2014; Kuluev等2015), 例如花的发育(Aukerman和
Sakai 2003)、叶片表皮细胞分化(Moose和Sisco 
1996)和种子发育(Jofuku等2005)。ERF家族与植

物对生物和非生物胁迫的应答密切相关(Kirch等
2003; Seo等2010; 莫纪波等2011; Dong等2015; 魏

海超等2015), 还与多个植物激素的信号转导通路

有关(Fujimoto等2000)。玉米(Zea mays)中的BD1
基因和水稻(Oryza sativa)中的FZP基因可编码两

个高度同源的ERF转录因子, 这两个基因都与小穗

分生组织特性的调控有关(Chuck等2002; Kirch等
2003; Komatsu等2003; Zhu等2003)。拟南芥中

TINY基因编码ERF转录因子, TINY的突变体表现

出由于细胞减少而导致的植株矮小(Wilson等1996); 
BOLITA编码的ERF转录因子与拟南芥叶片的细胞

扩展有关(Marsch-Martinez等2006)。DRN/ESR 
(DORNROSCHEN/ENHANCER OF SHOOT RE-
GENERATION1)与拟南芥茎尖的分生组织分化有

关, 其编码的ERF转录因子可以调控CLAVATA3和
WUSCHEL基因的表达, 从而参与调控干细胞分化

(Banno等2001; Kirch等2003)。
近年来, 随着多个植物基因组不断公布, AP2/

ERF转录因子超家族在这些植物中的分布情况也

已获报道, 如拟南芥(Nakano等2006)、水稻(Nakano
等2006)、大豆(Glycine max) (Zhang等2008; 魏海

超等2015; 翟莹等2016)、玉米(Zhuang等2010)、
葡萄(Vitis vinifera) (Licausi等2010)、小麦(Triticum 
aestivum) (Zhuang等2011a)、大麦(Hordeum vulgare) 
(Zhuang等2011b)、苹果(Malus pumila) (Girardi等
2013)和茄子(Solanum melongena) (邵欣欣等2015)。
甜菜(Beta vulgaris)是主要的糖料作物, 甜菜块根
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的丰产高糖是其主要育种方向。本研究组通过转

录组学研究发现丰产型品种与高糖型品系之间产

量与含糖率的差异主要是块根生长策略的不同引

起的: 丰产型品种的块根更侧重于细胞生长, 高糖

型品系块根更侧重于细胞分裂(Zhang等2017)。油

菜素内酯、生长素、细胞分裂素和赤霉素的信号

转导及多个转录因子家族皆与甜菜块根发育有关

(Zhang等2017)。但是由于ERF家族成员众多且表

达模式变化复杂, 尚未深入分析ERF家族基因与块

根发育的关系。因此, 本文筛选了甜菜基因组中

的ERF家族成员, 通过系统进化树、保守性氨基酸

模体分析进行功能分类, 并根据本研究组已发表

的转录组数据(SRP090408)分析其在甜菜块根不同

发育阶段的表达模式, 预测其与甜菜块根发育关

系, 为进一步阐明甜菜块根发育调控的分子机制

提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  植物材料

所用甜菜(Beta vulgaris L.)丰产型品种‘SD-
13829’由斯特儒博公司(Sollingen, Germany)提供, 
高糖型品系BS02为本研究组自育。

甜菜样品2014年种植于内蒙古农业大学教学

农场(40°52′54″N 111°43′53″E), 取样时间从苗龄37 
d起, 选择晴日下午取样, 间隔为7 d左右, 样品存放

于液氮中。

1.2  实验方法

1.2.1  基因组中鉴定BvERF家族基因序列

基于隐马尔可夫模型(Hidden Markov Model, 
HMM)的保守性AP2结构域序列下载自Pfam蛋白

家族数据库(http://pfam.xfam.org/)。为了筛选出甜

菜基因组全部的ERF转录因子基因, 利用该序列在

甜菜基因数据集RefBeet-1.1和RefBeet-1.2 (http://
bvseq.molgen.mpg.de/Genome/Download/index.shtml)
中进行BLASTP搜索, 所有可以编码完整AP2结构

域的都被归为甜菜ERF/AP2超家族基因, 并确保其

非冗余。将SMART分析(http://smart.embl-heidelberg. 
de/)作为二次检验的标准, 确保每一条蛋白质序列

都包含保守性AP2结构域, 其中仅含有一个AP2结
构域的蛋白质属于ERF家族。

1.2.2  BvERF家族成员系统进化特性分析

利用ClusterW在默认设置下对来自甜菜和拟

南芥的ERF蛋白氨基酸序列进行多序列比对, 然后

使用MEGA 6.0构建无根系统进化树; 统计方法为邻

接法(neighbor-joining), 对系统进化各个节点的检验

使用自举法(bootstrapping), 引导程序重复1 000次。

同时利用极大似然法和最小进化法分别构建系统

进化树, 以检验所得到的系统进化树。

1.2.3  基因结构分析和保守性模体鉴定

使用MEME (http://meme-suite.org/tools/
meme)在线统计分析BvERF蛋白序列中的保守性

模体, 模体数量设为14, 其他设为默认值。

1.2.4  BvERF家族基因在甜菜块根发育过程中的

表达模式分析

根据甜菜块根发育分子调控研究中获得的转

录组学数据(SRP090408), 分析所有BvERF基因在

块根发育过程中的表达模式, 将基因表达水平标

准化为Z值(Z-score)后用HemI (Heatmap Illustrator, 
version 1.0.1; http://hemi.biocuckoo.org/)作图(Deng
等2014)。
1.2.5  实时荧光定量PCR

甜菜RNA提取采用TRIzol法(韩晓敏2015)。
将cDNA稀释16倍作为实时荧光定量PCR反应的

模板, 耐高温DNA聚合酶和染料为iTaq™ Universal 
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, USA), 内参基因

为Actin, 扩增体系为20 μL, 扩增程序为: 95°C 2 
min; 95°C 10 s, 55°C 10 s, 72°C 30 s, 循环40次。实

验包含3次生物学重复和3次技术重复。相对表达

量的计算用2−ΔCt法。

2  实验结果

2.1  BvERF家族基因生物信息学分析

利用AP2/ERF保守性结构域的氨基酸序列在

甜菜基因组数据中搜索, 并排除重复序列, 得到

88个蛋白质序列。经简单模块构架搜索(SMART, 
http://smart.embl-heidelberg.de/), 共得到88个AP2/
ERF超家族成员, 其中68个仅包含一个AP2/ERF结
构域的保守性序列, 即为BvERF家族成员, 命名为

BvERF基因家族。

根据甜菜中ERF转录因子家族的AP2保守结

构域序列与拟南芥中ERF转录因子的AP2保守结

构域序列构建系统进化树, 根据BvERF与拟南芥

ERF家族成员的进化关系将BvERF转录因子的功

能进行分类。
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构建了基于AP2/ERF保守结构域序列多序列

比对的系统进化树, 包含68个甜菜ERF家族成员和

122拟南芥ERF家族成员。根据系统进化树并结合

拟南芥中已有的研究结果, 将进化树中的ERF家族

成员分为10个组; 仍有3个甜菜ERF成员未明确分组

(图1)。其中分入第IX组中BvERF家族成员为14个, 
分入第VII组中为3个。3个BvERF和9个AtERF家族

成员未能明确分组。

系统进化树显示, BvERF与AtERF一样可以被

分为10个组(图1), 与大豆不同, 并未出现特异性分

组(Zhang等2008), 可能是由于甜菜基因组比大豆

基因组小约一倍(Zhang等2008; Schmutz等2010), 
甜菜ERF家族成员复杂程度较大豆低。BvERF与
AtERF家族成员共同进行系统进化分析导致3个
BvERF与9个AtERF家族成员未明确分组, 是因为

系统进化分析时引入直系同源基因会改变系统进

化树的分支情况(Yanagisawa 2002; Wu等2016; 李
慧峰等2015)。

使用MEME程序对BvERF蛋白序列进行保守

性模体预测, 经分析共得到22个保守性模体。根

据系统进化树的分组和保守性模体分析的分组如

图2所示, BvERF家族成员皆含有模体2, 模体1存在

于除Bv_gpem、Bv_tyqu和Bv_urkh之外的所有成

员中, 模体3仅存在于分组II和III中, 模体10和12仅
存在于分组II中, 模体7和11仅存在于分组III中, 模
体9仅存在于分组IV和未明确分组的Bv_emgs和
Bv_naps中, 模体6仅存在于分组V中, 模体8仅存在

于分组V和IX中, 模体17仅存在于分组VI和未明确

分组的Bv_jfsa中, 模体18仅存在于分组VII中, 模
体15仅存在于分组I和X中, 模体13仅存在于分组

IX中, 模体20仅存在于分组X中。

模体3仅存在于分组II和III中, 表明分组II和

图1  ERF系统进化分析和分组

Fig.1  Phylogenetic profiling and groups of ERF gene family
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图2  甜菜ERF转录家族蛋白保守性模体分布

Fig.2  Distribution of conserved motifs for BvERF proteins
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III功能相近(图2)。上述结果与系统进化树的分组

结果互相验证, 并且与拟南芥中的结果类似(Nakano
等2006)。Bv_emgs和Bv_naps与分组IV都包含特

异性模体9, 据此可以将系统进化树中未分组的

Bv_emgs和Bv_naps分入分组IV。同理Bv_jfsa可分

入组VI。
2.2  BvERF家族基因在甜菜块根膨大过程中的表

达模式分析

甜菜丰产型品种‘SD13829’和高糖型品系BS02
块根在苗龄37~59 d生长缓慢, 随后在苗龄82 d转
入块根快速生长阶段, 直到苗龄113 d; 在整个生长

阶段, 丰产型品种‘SD13829’的块根生长速率明显

大于高糖型品系BS02 (图3)。
根据甜菜块根发育过程中的转录组数据对68

个BvERF基因的表达模式进行了分析。参照系统

进化分析, 各组基因的表达模式相近(图4)。15个
基因在甜菜块根快速生长阶段(苗龄82 d)在两个品

种中皆表达上调(图5-A)。聚类分析将其中13个基

因分为两个亚组, A1亚组成员的表达水平于苗龄

82 d出现峰值, A2亚组成员的表达水平同样在苗龄

82 d出现峰值; 与A1亚组成员不同的是A2成员在

高糖型品系的块根中还存在一个位于苗龄37 d的
峰值(图5-A)。除时间梯度的表达模式外, 分析

BvERF基因在丰产型品种块根与高糖型品系块根

中表达水平之间的差异(图5-B), 聚类分析将其中

14个成员分为B1、B2和B3。
根据图5-B所示, 苗龄82 d, B1亚组中的Bv_

ammr在丰产型品种‘SD13829’块根中的表达水平

明显高于高糖型品系BS02块根。苗龄82 d, B2亚

组中各成员在两个品种块根中的表达水平之间差

异不明显。苗龄113 d, B2亚组中的Bv_ignp和Bv_
sqfr在丰产型品种‘SD13829’块根中的表达水平明

显高于高糖型品系BS02块根。在苗龄37和134 d, 
B2亚组中的5个BvERF基因在丰产型品种‘SD13829’
块根中的表达水平明显低于高糖型品系BS02块
根。在苗龄113 d, B3亚组中的Bv_wnjc和Bv_khde
在丰产型品种‘SD13829’块根中的表达水平明显高

于高糖型品系BS02块根; 其中Bv_wnjc从苗龄37 d
至苗龄82 d在丰产型品种‘SD13829’块根中的表达

水平明显低于高糖型品系BS02块根。

2.3  BvERF基因在甜菜不同器官中的表达特异性

根据BvERF基因在甜菜块根发育过程中表达

模式的分析, 从与块根生长速率相关的15个基因

中筛选出11个基因, 分析两个品种于苗龄82 d在甜

菜块根、叶柄和叶片中的相对表达量, 以明确其

在不同器官中的表达差异。结果表明, Bv_gcqz在
块根中的表达水平显著高于叶柄和叶片中的表达

水平, Bv_djqs在块根和叶柄中的表达水平都较高, 
Bv_ghsa、Bv_gzjr、Bv_iajz、Bv_ignp、Bv_khde、
Bv_oogs、Bv_quwj、Bv_wnjc和Bv_fefj在叶片中的

表达水平显著高于块根和叶柄中的表达水平(图
6)。这一结果使通过器官差异性表达调控块根发

育成为可能。

3  讨论

ERF是一个数量庞大的转录因子家族。近年

来, 基因家族分析成为帮助人们研究基因进化和

功能分析的重要方法。随着第二代测序技术的发

图3  甜菜块根生长规律

Fig.3  Taproot growth rhythm of sugar beet
A: 块根生长曲线; B: 块根生长速率。根据Zhang等(2017)并略作修改。
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展和植物基因测序工作的不断完成, 已经有学者

对多个植物基因组中的ERF家族进行了鉴定和研

究(Nakano等2006; Zhang等2008; 魏海超等2015; 
翟莹等2016; Zhuang等2010, 2011a, 2011b; Licausi
等2010; Nakano等2006; Girardi等2013)。ERF基因

家族分析为进一步研究ERF在植物生长发育和胁

迫应答过程中的功能研究提供了参考。甜菜是以

收获块根为目的的糖料作物, 为了探明ERF转录因

子在甜菜块根发育分子调控机制中扮演的角色, 
须对甜菜ERF家族进行系统进化和功能分析。甜

菜基因组大小为567 Mb, 而拟南芥和水稻基因组

的长度分别为145和420 Mb, 成员数分别为122和
139 (Nakano等2006); 除大麦以外, 其他几个植物中

ERF转录因子家族皆包含100个以上的成员(Zhuang
等2011b), 表明BvERF基因家族保守性较差(张计

育等2012), 进化过程中有多个基因丢失。

结果分析显示, 15个BvERF基因在苗龄82 d时
的表达模式与此时块根生长速率的变化模式一致

(图3和5-A), 表明甜菜块根的快速生长与图5-A所

示的15个BvERF基因的表达水平有关。A2亚组的

BvERF基因在丰产型品种和高糖型品系块根发育

过程表达模式的差异表明A2组的BvERF基因还与

丰产型品种‘SD13829’和高糖型品系BS02块根生

长速率的差异有关(图3和5-A)。在此基础上, 结合

块根生长规律对各发育阶段上述15个BvERF基因

在两个品种之间的表达差异进行分析可以深入了

解BvERF基因与丰产型品种和高糖型品系间产量

差异的关系。苗龄82 d, Bv_ammr在两个品种间的

表达水平差异与两个品种间的块根生长速率差异

一致(图3和5-B), 可能与不同甜菜品种的丰产性能

图4  BvERF家族基因在块根发育过程中的表达模式分析

Fig.4  Analysis for expression pattern of BvERF family gene in taproot development
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图5  BvERF家族基因在块根发育过程中的表达模式聚类分析

Fig.5  Clustering analysis for expression pattern of BvERF family gene in taproot development
A: 时间梯度的表达模式; B: Log2表示Log2(丰产型品种‘SD13829’块根中的基因表达水平/高糖型品系BS02块根中的基因表达水平)。

有关。苗龄113 d,  Bv_ignp、Bv_sqfr、Bv_wnjc和
Bv_khde在两个品种中的表达水平差异与此时两个

品种间块根生长速率的差异一致。从苗龄37 d至苗

龄82 d, Bv_wnjc在两个品种块根中的表达水平差

异与两者之间的生长速率差异成反比(图3和5-B)。
如图1所示Bv_wnjc位于分组IX, 其直系同源基因

为AtERF092 (ERF1), 可提高植物耐受生物胁迫的

能力(Gu等2000; Berrocal-Lobo等2002; Gu等2002)。
除此之外有研究表明第IX组的基因表达水平在不

同程度上受多种防御相关激素(例如乙烯、茉莉酸

甲酯和水杨酸)的诱导(Gu等2000; Oñate-Sánchez和
Singh 2002), 这与高糖型品系具有木质化程度更高

的维管束环这一典型性状相符。上述结果表明, 
Bv_ignp、Bv_sqfr和Bv_khde与苗龄113 d时丰产型

品种生长速率较高有关, Bv_wnjc可能与块根生长

速率负相关。

在苗龄37和134 d, B2亚组中的Bv_fefj、Bv_
iajz、Bv_ignp、Bv_oogs和Bv_sqfr基因在品种间差

异表达的模式与块根重量差异的模式相反(图3和

5-B)。值得关注的是, 与Bv_fefj直系同源的At-
ERF109参与调控维管形成层的细胞分裂(Etchells
等2012), 推断Bv_fefj可能具有调控甜菜次生形成

层细胞分裂的功能, 这与本研究组研究表明高糖

型品系的生长策略更侧重于细胞分裂(Zhang等2017)
相一致, 推断Bv_fefj基因与高糖型品系具有更多的

维管束环有关。在后续的研究中, 将对Bv_ammr、
Bv_wnjc与Bv_fefj进行克隆, 转化甜菜, 进一步研究

这些基因在甜菜块根发育中的功能, 并探索通过

基因工程手段改良甜菜。
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Functional analysis of ERF transcription factor family in taproot 
development of sugar beet
CAO Guo-Li, ZHANG Yong-Feng, SUN Ya-Qing, LI Guo-Long, ZHANG Shao-Ying*

Sugar Beet Physiological Research Institute, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, China

Abstract: In this study, in order to identify BvERF transcription factor family, the sequence of AP2/ERF con-
served domain was used as baits to search in sugar beet (Beta vulgaris) genome. According to phylogenetic 
analysis, conservative motif analysis and the expression pattern profiling of BvERF, 68 BvERFs were identified, 
and classified into 10 groups. A total of 15 members of BvERF family were involved in taproot turning to rapid 
growth. Among them, Bv_ammr may be related to the high yield characteristic of sugar beet. Bv_ignp, Bv_sqfr 
and Bv_khde were related to that the taproot of high taproot yield cultivar grew more rapidly than the taproot of 
high sucrose content cultivar. Bv_wnjc may be negatively relevant to the growth rate of taproot. Bv_fefj may be 
involved in taproot with more vascular ring in high sucrose content line. These results provide a reference for 
the further study of the molecular mechanism that was involved in how BvERF regulates the taproot develop-
ment of sugar beet.
Key words: sugar beet; taproot development; BvERF
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