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玉米 ZmPFK 基因家族全基因组鉴定及响应胁迫表达分析 

孟  成   王  哲* 

作物抗逆与高效生产全国重点实验室 / 农业农村部西北旱区玉米生物学与遗传育种重点实验室 / 西北农林科技大学农学院, 陕西

杨凌 712100 

摘  要: 磷酸果糖激酶(phosphofructokinase, PFK)是糖酵解途径中的关键调控酶, 作为该代谢过程的限速酶, 它主导

着细胞内葡萄糖代谢的速率。与此同时, 己糖激酶不仅能够作为糖受体启动下游糖信号传导, 还可整合多种外界信号, 

进而激活其他信号转导途径, 参与调节植物对外界环境变化的响应机制。系统分析玉米 PFK 家族成员在基因组上的

分布、结构、进化以及表达特性, 对于深入研究该家族的生物学功能具有重要意义。本研究基于玉米 B73 (RefGen_v4)

基因组信息以及转录组数据等, 通过生物信息学手段对玉米 B73 自交系磷酸果糖激酶(PFK)家族成员进行全基因组

鉴定并对其理化性质、系统发育关系、基因结构、启动子顺式作用元件以及表达特性进行了分析。结果表明, 玉米

B73 自交系共有 20 个 PFK 家族成员, 它们主要分为 ATP 依赖性的磷酸果糖激酶(phosphofructokinase, PFK)和焦磷酸

盐依赖性的磷酸果糖激酶(phosphotransferase, PFP), 且不均匀的分布于各个染色体上。共线性分析表明, 玉米 PFK

基因与单子叶植物水稻(Oryza sativa)具有多对同源基因, 而与双子叶植物拟南芥(Arabidopsis thaliana)不存在直系同

源基因。启动子顺式作用元件预测表明, PFK 基因具有一些与生长发育和逆境响应的结合元件。转录组数据以及

qRT-PCR 表明, 各成员在组织表达与胁迫处理下存在不同的表达水平, 并且发现了多个响应非生物胁迫(盐胁迫、干

旱胁迫、热胁迫和冷胁迫)与生物胁迫(玉蜀黍平脐蠕孢菌、玉蜀黍凸脐蠕孢菌和禾谷镰孢胁迫)的 ZmPFK 基因, 表明

该家族成员在响应逆境胁迫中具有重要作用。将重组质粒 ZmPFK10-pET32a 转入大肠杆菌 BL21 中, 诱导表达后的

重组菌株 ZmPFK10-pET32a 在 700 mmol L–1 NaCl 和 45℃高温条件下的生长情况优于对照菌株。蛋白互作网络预测

与富集分析发现, 与 ZmPFK 蛋白存在互作的 3 个核心蛋白均参与糖酵解活动。上述结果为 PFK 家族成员的生物学

功能研究提供了理论基础。 
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Abstract: Phosphofructokinase (PFK) is a key regulatory enzyme in the glycolytic pathway, functioning as the rate-limiting en-
zyme that controls the pace of intracellular glucose metabolism. In parallel, hexokinase not only serves as a sugar sensor initiating 
downstream sugar signaling, but also integrates various external cues, thereby activating other signaling pathways and contribu-
ting to the regulation of plant responses to environmental stimuli. A systematic investigation of the gene structure, evolutionary 
relationships, and expression patterns of PFK family members in maize is crucial for advancing our understanding of their bio-
logical functions. In this study, a genome-wide identification of PFK family members was conducted in the maize inbred line B73 



第 3 期 孟成等: 玉米 ZmPFK 基因家族全基因组鉴定及响应胁迫表达分析 765 

 

using bioinformatics approaches. The physicochemical properties, phylogenetic relationships, gene structures, cis-acting regula-
tory elements, and expression profiles were comprehensively analyzed. Twenty PFK genes were identified in B73, categorized 
into ATP-dependent phosphofructokinases (PFKs) and pyrophosphate-dependent phosphotransferases (PFPs), and were found to 
be unevenly distributed across different chromosomes. Collinearity analysis revealed multiple homologous genes between maize 
and rice (Oryza sativa), but none with Arabidopsis thaliana. Promoter analysis indicated the presence of cis-regulatory elements 
associated with growth, development, and stress responses. Transcriptome data and qRT-PCR analysis demonstrated differential 
expression of ZmPFK genes across tissues and under various stress treatments. Several ZmPFK genes responded to abiotic 
stresses (salt, drought, heat, and cold) as well as biotic stresses caused by Cochliobolus heterostrophus, Exserohilum turcicum, and 
Fusarium graminearum, suggesting a potential role for the PFK family in stress adaptation. Moreover, the recombinant plasmid 
ZmPFK10-pET32a was introduced into Escherichia coli BL21, and the resulting strain exhibited enhanced growth under 700 
mmol L–1 NaCl and 45℃, compared to the control. Protein interaction network prediction and enrichment analysis further re-
vealed that three core proteins interacting with ZmPFK are involved in glycolysis. These findings provide a theoretical foundation 
for future functional characterization of PFK family members in maize. 
Keywords: maize; PFK; gene family; glycolysis; expression analysis 

玉米(Zea mays L.)是世界上种植面积最大的作

物之一, 在保障粮食安全和推动多产业发展方面发

挥着重要作用。然而, 各种生物与非生物胁迫严重

制约着玉米的生长, 从而降低其产量[1-3]。磷酸果糖

激酶(phosphofructokinase, PFK)是糖酵解途径中的

关键酶, 是调控细胞内葡萄糖代谢速率的关键节点, 

作为糖酵解途径的限速酶, 己糖激酶可以作为糖受

体进而引发下游糖信号传导, 也可以整合不同外界

信号触发其他下游信号途径, 从而调节植物对外界

的反应[4-5]。因此, 糖酵解代谢中的相关激酶在胁迫

响应中扮演着关键作用, 是连接能量代谢与逆境适

应的枢纽, 挖掘相关激酶并探究其作用具有重要的

意义。 

糖类物质作为光合作用的主要产物, 除了作为

碳源和能源外, 也是高等植物正常生长的关键信号

分子, 广泛参与植物代谢和信号传导[6-7]。有研究发

现, 不同类型的糖分子被不同受体感知后, 引发不

同的信号途径 , 形成复杂的信号转导网络 [8-11], 例

如 , 依赖己糖激酶的信号转导途径 (hexokinase- 

dependent signaling pathway) [12-14]、依赖糖酵解的

信号转导途径(glycolysis-dependent signaling path-

way) [15-16]等。糖代谢过程中的中间产物可以作为信

号转导以及响应胁迫信号的重要因子 [17], 由于信

号转导中最常见的机制之一是蛋白质磷酸化和去

磷酸化, 因此蛋白激酶在细胞信号转导以及能量代

谢中具有更加突出的作用。而且相对其他糖信号转

导途径而言, 依赖糖酵解的信号转导途径具有更加

多样的传导通路[18-21]。在植物中, PFK 主要分为 2

种类型: 一种是 ATP 依赖性的磷酸果糖激酶(PFK), 

它催化果糖-6-磷酸到果糖-1,6-二磷酸的过程是不

可逆的 ; 另一种是焦磷酸盐依赖性的磷酸果糖激

酶(PFP), 它催化果糖-1,6-二磷酸到果糖-6-磷酸的

过程是可逆的[22-23]。这 2 种类型都受到几种代谢物

的变构调节(ATP、柠檬酸等), 只有 PPi-PFK 被 2,6-

二磷酸果糖强烈激活[24]。因此, PFK 调节被认为是

控制糖酵解碳通量的关键因子[25-26]。随着测序技术

的发展, 目前已在拟南芥[27]、水稻[23]、棉花[28]、木

薯 [29]、柑橘 [30]、玉米 [31]等高等植物中鉴定到编码

磷酸果糖激酶的基因。作为糖代谢过程中的关键激

酶, 磷酸果糖激酶广泛参与植物生长发育以及胁迫

反应等过程。拟南芥 PFK 基因能够维持葡萄糖稳

态[32], PFK5 的氧化还原调节与 FBPase 共同控制叶

绿体中光/暗代谢转换 [26], PFP 基因在响应盐胁迫

和渗透胁迫过程中发挥着重要作用 [33]。水稻 PFK

基因家族成员在其生长发育及胁迫应答中同样扮

演重要角色。例如, PFP1-1 和 PFP1-2 影响水稻灌

浆期籽粒中的淀粉积累与可溶性糖合成, 而 PFP1-3

也控制稻米籽粒营养成分的组成[34-35]。PFKB1 可影

响叶绿体的发育与形成, 并对光合作用至关重要[36]。

此外, PFP 还参与植物抗病过程, 例如, 水稻 PFP2

和 PFP5 能够提高植株对立枯丝核菌(Rhizoctonia 

solani)的抗性[37]。而在水稻中, 在褪黑素突变体材

料中或者 OsPFKB1 和 OsPFPA1 在 DNA 去甲基化

后, PFK 的表达量显著降低, 可能导致植物能量代

谢的紊乱进而影响植物的生长发育[38]。而在近期也

有研究发现, 小麦中一些糖酵解途径基因与耐冷胁

迫直接相关, PFK 等糖酵解基因的上调表达可能为

植株提供能量以增强冷胁迫的耐受性[39]。本研究借

助玉米 B73 自交系基因组信息从全基因组水平挖

掘玉米 PFK 基因家族成员, 并系统分析该家族成

员的进化关系、基因结构、顺式作用元件、表达模

式以及构建蛋白互作网络等方面。本研究结果为进
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一步研究玉米中 PFK 基因的生物学功能提供了理

论支持。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

试验于 2025 年在西北农林科技大学作物抗逆

与高效生产全国重点实验室进行 , 以玉米自交系

B73 为供试材料。 

1.2  玉米 PFK 基因家族鉴定 

玉米基因组、蛋白序列与注释文件从 Maize 

GDB (https://chinese.maizegdb.org)数据库获得 , 拟

南芥、水稻的 PFK 家族蛋白序列从 Ensembl Plants 

(https://plants.ensembl.org/index.html)数据库中获得。

将拟南芥 PFK 蛋白作为参考序列, 并通过其蛋白序

列中所含结构域注释信息 , 在 Pfam (http://pfam- 

legacy.xfam.org/) 下 载 所 含 结 构 域 (PF00365) 的

HMMER 文件, 通过 TBtools 进行家族成员检索[40], 

通过 BLASTP 与 HMMER 检索的方法对玉米蛋白数

据库进行筛选, 将序列比对与结构域比对结果取交

集后, 再使用 SMART (http://smart.embl-heidelberg. 

de/)数据库对筛选出的 PFK 蛋白结构域进行查询, 

保留含有完整 PFK 结构域的 PFK 蛋白。玉米 PFK

家族蛋白长度和染色体位置等信息来自玉米在线数

据库 Maize GDB (https://chinese.maizegdb.org)。使用

ExPASy (http://www.expasy.org)分析鉴定的 PFK 蛋

白分子量(molecular weight, MW)和等电点(isoelectric 

point, pI)。利用在线网站 WoLF PSORT (https://www. 

genscript.com/wolf-psort.html)预测亚细胞定位 , 并

通过使用热图的形式进行展示。 

1.3  玉米PFK基因家族序列比对和系统进化分析 

使用 MEGA X 软件对拟南芥、水稻和玉米 PFK

家族蛋白序列进行多重序列比对, 使用邻接法构建

系统进化树 , Bootstrap 设置为 1000, 使用 iTOL 

(https://itol.embl.de/)对进化树进行可视化。 

1.4  玉米 PFK 基因结构和保守基序分析 

从 MaizeGDB 中获取玉米 PFK 基因 CDS 序列

和玉米基因组文件(B73 RefGen_v4), 使用 MEME 

(https://meme-suite.org/meme/)对玉米 PFK 蛋白中保

守基序进行分析, 最大基序数量设置为 12。为了更

深一步了解保守基序的相关信息 , 使用 InterPro 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/)数据库对这些蛋白

中的保守基序进行注释, 并使用 TBtools 对 ZmPFKs

基因结构进行可视化。 

1.5  玉米 PFK 基因家族染色体位置和基因复制 

基因长度和位置数据从 MaizeGDB (https:// 

chinese.maizegdb.org)玉米数据库 (B73 RefGen_v4)

中获得。使用 MCScanX 识别 ZmPFKs 基因的串联

和片段复制 , 染色体位置和基因复制的结果通过

TBtools 展示。使用 Tbtools 计算了重复基因对的非

同义(Ka)和同义(Ks)替代率, 分化率计算公式为: T = 

(Ks/2λ)×10–6, 其中 λ = 6.5 × 10–9。 

1.6  玉米 PFK 基因家族顺式作用元件分析 

从 Ensembl Plants (https://plants.ensembl.org/ 

index.html)数据库提取了 ZmPFKs 基因转录起始位

点前 2000 bp 的基因组序列。使用在线工具

PlantCARE (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/ 
plantcare/html/)进行顺式作用元件分析 , 并使用

TBtools 进行可视化作图。 

1.7  玉米 PFK 基因家族组织特异性分析 

不同组织的标准化转录组数据均来源于玉米数

据库网站 Maize GDB (https://chinese.maizegdb.org), 

主要分析了 ZmPFKs 基因在胚、胚乳、种子、穗、

叶、根、芽尖和花丝 8 个不同组织中的表达模式, 用

TBtools 软件制图, 结果以热图的形式展示出来。 

1.8  玉米 PFK 基因家族胁迫表达分析 

从植物公共 RNA-seq 数据库(https://plantrnadb. 

com/) 下 载 部 分 编 号 的 处 理 数 据 , 如 干 旱 胁 迫

(PRJNA290180)、盐胁迫(PRJNA368967)、低温胁迫

(PRJNA344653)和高温胁迫(PRJNA520822)的 RNA

测序数据, 研究 ZmPFKs 在非生物胁迫下的表达情

况。使用已发表的玉蜀黍平脐蠕孢菌(PRJNA491716)、

玉 蜀 黍 凸 脐 蠕 孢 菌 (PRJNA392457) 和 禾 谷 镰 孢

(PRJNA308408)侵染玉米叶片的 RNA-seq 数据, 从

而研究 ZmPFKs 在生物胁迫下的表达情况, 并使用

TBtools 进行可视化作图。 

根据转录组数据, 验证 ZmPFK5、ZmPFK6、

ZmPFK10、ZmPFK12、ZmPFK19 基因在盐胁迫、干

旱胁迫、热胁迫以及小斑病菌侵染后的表达量变化

(表 1)。以玉米自交系 B73 为供试材料, 首先水培玉

米 B73, 待其长至三叶一心期时, 分别加入 20%的

PEG、150 mmol L–1 NaCl 和 45℃热处理进行模拟干

旱胁迫、盐胁迫和高温胁迫, 24 h 后采集叶片。小斑

病接种试验采用从陕西杨凌小斑病叶上分离的 O 小

种进行小斑病苗期接种试验, 用 PDA 培养基培养病

原菌 10~14 d, 用加入 0.02% Tween 20 和 0.05%琼脂

的灭菌水配置孢子悬浮液(浓度为 5×104 个 mL–1), 
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孢子液均匀喷洒在第 4 片展开叶, 24 h 后取样。每个

处理进行 3 次生物学重复。 

使用 Omega E.Z.N.A. plant RNA kit 试剂盒提取来

自玉米 B73 中的总 RNA 后反转录。实时荧光定量 PCR

使用天根的 FastKing One Step RT-qPCR Kit (SYBR)试

剂盒, 并在 QuantStudio7 Flex 仪器中进行定量。选择

ZmEF-1α 作为内参基因, 相对基因定量采用 2–∆∆CT 计

算[41], 并使用 Origin 2024 进行可视化制图。 

1.9  ZmPFK10 在大肠杆菌 BL21 中功能验证 

以玉米 B73 材料 cDNA 为模板, 基因克隆后回 

收片段(表 2), 用 BamH I 酶切 pET32a 载体, 同源重

组后转入大肠杆菌感受态细胞, 单菌落检测后测序, 

提取 ZmPFK10-pET32a 质粒转化大肠杆菌感受态

BL21。使用 IPTG 分别诱导表达含有重组质粒

ZmPFK10-pET32a 和空载质粒 pET32a 的 BL21, 将

诱导后的菌液按梯度稀释为 100、10–1、10–2 的浓度。

稀释后的菌液各取微量滴在含有 700 mmol L1 NaCl

的 LB固体培养基上 37℃培养, 进行盐胁迫试验; 另

一组置 45℃培养箱中进行高温胁迫试验, 以空载为

对照组, 培养 16 h 后观察生长情况并照相。 

 
表 1  ZmPFK 基因 qRT-PCR 引物信息 
Table 1  qRT-PCR primer information for ZmPFK genes 

基因名称 Gene name 引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence (5'–3') 

ZmPFK5 ZmPFK5-F CCGAACCCCCTCCAAGACAA 

 ZmPFK5-R GCTGGTCTTGTGAACAACGATCT 

ZmPFK6 ZmPFK6-F GGGGAGGGTGGACTATTTGA 

 ZmPFK6-R GCTTGGAATAGCACGGATCA 

ZmPFK10 ZmPFK10-F CAAGATCGGCGTTGTGCTCTC 

 ZmPFK10-R AGCTGGGCCTCCCTTAAATCC 

ZmPFK12 ZmPFK12-F CCAGCCTATTCAACTGTCAAG 

 ZmPFK12-R CCACACACCAGTTCCCTGATAA 

ZmPFK19 ZmPFK19-F TGGTTGAGACCGAAATGGAC 

 ZmPFK19-R CCCAGGGTTTCGGTAGATGT 

ZmEF-1α ZmEF-1α-F TGGGCCTACTGGTCTTACTACTGA 

 ZmEF-1α-R ACATACCCACGCTTCAGATCCT 

 
表 2  ZmPFK10 基因引物信息 
Table 2  Primer information for ZmPFK10 

基因名称 Gene name 引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence (5'–3') 

ZmPFK10-F gccatggctgatatcggatccATGGCGGCGGCGGCGGTG ZmPFK10 

ZmPFK10-R acggagctcgaattcggatccTAGCGCAGCACCGAGTTCC 

 
1.10  玉米 PFK 家族蛋白网络与 KEGG 富集分析 

蛋白互作网络是通过蛋白与蛋白之间的相互作

用而组成, 是一种新的预测与研究蛋白质互作的分

析手段。为了探究 ZmPFK 家族蛋白与其他蛋白的相

互作用 , 将选定的 20 个 ZmPFK 蛋白序列基于

STRING (https://cn.string-db.org/)数据库进行分析。

最低要求交互百分数选择最高置信度 0.9, 显示的最

大交互数量不超过 5 个。将所有结果通过 cytoscape 

(https://cytoscape.org/) 软 件 进 行 可 视 化 。 使 用

STRING 数据库提供的 KEGG 数据库, 设置选择相

似度大于 0.9, 最大 FDR 值小于等于 0.05, 对选择的

候选核心蛋白进行富集分析。 

2  结果与分析 

2.1  玉米 PFK 基因家族的鉴定 

为了鉴定玉米 PFK 基因家族成员, 将拟南芥

PFK 蛋白作为参考序列, 并通过其蛋白序列中所含

结构域注释信息, 下载其结构域(PF00365)的 Pfam

文件, 通过 BLASTP 与 HMMER 检索的方法对玉米

蛋白数据库进行筛选, 并使用 SMART 数据库分析

候选蛋白的结构域, 筛选得到 20 个含有 PFK 结构域

的 ZmPFKs 基因。根据 ZmPFKs 在染色体上的位置,  
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将这些基因命名为 ZmPFK1~ZmPFK20, 并进一步

分析了 ZmPFKs 基因的染色体位置、编码蛋白的长

度、分子量(MW)、等电点(pI)等(表 3)。结果显示, 

ZmPFKs 编码的蛋白质长度为 147~764 aa, 分子量

为 15,528.91~83,089.25 D, pI 为 5.69~9.10, 因此

ZmPFK 家族蛋白既有酸性蛋白也有碱性蛋白。此外, 

多序列比对结果显示, 不同家族蛋白中 PFK 结构域

的长度存在着较大差异, 大多为 270~360 个氨基酸, 

只有 ZmPFK14 的 PFK 结构域长度为 80 个氨基酸。

亚细胞定位预测 ZmPFKs 蛋白主要定位于细胞质、

叶绿体和细胞骨架中(图 1)。 

2.2  玉米 PFK 基因家族成员进化分析 

为了研究不同物种 PFK 基因之间的系统进化关

系。利用 20 个玉米 PFK、11 个拟南芥 PFK 和 13

个水稻 PFK 蛋白序列构建系统发育进化树(图 2-A), 

并进行蛋白序列相似度比对(图 2-B)。结果显示, 玉

米 PFK 家族成员可分为 ATP 依赖性磷酸果糖激酶

(PFK)与焦磷酸依赖性果糖-6-磷酸转移酶(PFP) 2 种

类型, 其数量分别是 13 个和 7 个, 其中类群 I、IV、

V 为 ATP 依赖性磷酸果糖激酶(PFK), 类群 II、III

为焦磷酸依赖性果糖-6-磷酸转移酶(PFP)。根据蛋白

相似度比对结果, 各成员间也是呈现较为明显的 5

个类群, 5 个类群之间 PFK 家族成员数量存在差异, 

其中类群 I 有 3 个 PFK 家族成员(ZmPFK1、ZmPFK3、

ZmPFK4), 类群 II 包含 2 个 PFK 家族成员(ZmPFK10、

ZmPFK17 ) ,  同类群 IV 家族成员 (ZmPFK14、

ZmPFK20), 均是成员数量最少的类群, 而类群 III

和 V 数量分别有 5 个和 8 个 PFK 家族成员。通过对

进化树结果分析发现, 拟南芥 PFK 基因与水稻 PFK

基因数量分别为 11 个和 13 个, 分别占成员总数的 

 
表 3  玉米 PFK 基因家族基本信息 
Table 3  Basic information of the maize PFK gene family 

基因名称 

Gene 

name 

基因 ID 

Gene ID 

染色体位置 

Chromosome localization

氨基酸长度 

Amino acid length

(aa) 

分子量 

Molecular weight

(D) 

等电点 

Isoelectric point 

不稳定指数

Instability index

类群

Group

ZmPFK1 Zm00001d032172_T004 Chr.1 527 58,192.72 8.23 37.93 PFK

ZmPFK2 Zm00001d032386_T003 Chr.1 618 67,282.41 6.79 43.40 PFP

ZmPFK3 Zm00001d033002_T001 Chr.1 525 57,475.48 7.04 30.57 PFK

ZmPFK4 Zm00001d005756_T002 Chr.2 567 62,602.72 8.16 36.79 PFK

ZmPFK5 Zm00001d039499_T002 Chr.3 528 57,293.35 7.94 33.10 PFK

ZmPFK6 Zm00001d043563_T002 Chr.3 764 83,089.25 6.00 42.66 PFK

ZmPFK7 Zm00001d051629_T003 Chr.4 624 67,945.26 7.24 40.27 PFP

ZmPFK8 Zm00001d017830_T001 Chr.5 618 67,473.40 7.85 38.79 PFP

ZmPFK9 Zm00001d036206_T004 Chr.6 552 60,828.26 8.22 36.37 PFK

ZmPFK10 Zm00001d037278_T001 Chr.6 564 61,051.75 6.30 32.83 PFP

ZmPFK11 Zm00001d037910_T001 Chr.6 526 57,323.34 7.64 35.38 PFK

ZmPFK12 Zm00001d038775_T001 Chr.6 575 63,221.28 6.00 40.19 PFK

ZmPFK13 Zm00001d020006_T001 Chr.7 544 59,642.11 5.69 47.32 PFP

ZmPFK14 Zm00001d020866_T001 Chr.7 147 15,528.91 9.10 21.54 PFK

ZmPFK15 Zm00001d008816_T002 Chr.8 531 57,650.68 7.92 34.33 PFK

ZmPFK16 Zm00001d010375_T001 Chr.8 538 58,039.24 7.60 33.38 PFK

ZmPFK17 Zm00001d044754_T001 Chr.9 580 62,806.72 5.96 31.91 PFP

ZmPFK18 Zm00001d045326_T004 Chr.9 542 59,506.65 8.22 35.55 PFK

ZmPFK19 Zm00001d045919_T001 Chr.9 476 52,076.02 6.64 40.21 PFP

ZmPFK20 Zm00001d025659_T001 Chr.10 477 51,231.13 6.21 34.54 PFK

PFK: ATP 依赖性的磷酸果糖激酶; PFP: 焦磷酸盐依赖性的磷酸果糖激酶。 

PFK: ATP-dependent phosphofructokinase; PFP: pyrophosphate-fructose-6-phosphate phosphotransferase. 
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图 1  ZmPFKs 蛋白亚细胞定位 
Fig. 1  ZmPFKs protein subcellular localization 
PFK 蛋白亚细胞定位结果, 数值越高表明定位概率越大。cysk: 
细胞骨架; cyto: 细胞质; chlo: 叶绿体; nucl: 细胞核; mito: 线粒
体; vacu: 液泡; plas: 细胞膜; extr: 细胞外基质。 
Subcellular localization prediction of PFK proteins, the higher 
values the indicate greater localization. cysk: cytoskeleton; cyto: 
cytoplasm; chlo: chloroplast; nucl: nucleus; mito: mitochondrion; 
vacu: vacuole; plas: plasma membrane; extr: extracellular matrix. 

 
25.0%与 29.5%, 且各类群之中均包含拟南芥与水稻

的 PFK 基因, 这说明 PFK 蛋白序列与功能在不同的

物种间具有保守性。 

2.3  玉米PFK家族成员基因结构与保守基序分析 

根据 ZmPFK 的基因序列, 对 20 个 ZmPFKs 基

因结构和保守基序进行研究(图 3)。结果表明, 不同

亚群的外显子长度与数量存在差异, I、II、IV 类群

基因成员具有相同数量的外显子, 分别为 13、16、2

个。而 III、V 类群的内含子数量存在差异, 因此这

种基因结构的多样性可能会影响基因的剪接与表达, 

导致 ZmPFK 基因在不同的代谢过程中发挥多种功

能。为了更深入研究玉米 PFK 蛋白的结构特征, 使

用 MEME 对蛋白中的保守基序进行分析 , 通过

TBtools 进行结果的可视化, 共鉴定出 12 个保守基

序, 命名为 Motif 1~Motif 12, 其中 Motif 1 注释信息

为 PFK 结构域, 且除 Motif 8 之外, 其余基序均与磷

酸果糖激酶相关。结果显示 , Motif 1 存在于所有

ZmPFKs 基因中 , 是玉米 PFK 家族保守的基序 , 

ZmPFK14 中保守序列数量最少, 只有 Motif 1、Motif 

12。保守基序聚类表明该家族成员大概可以分为 3

种类型, 即 V 类群, II 与 III 类群, I 与 IV 类群。除此

之外, 在各成员中 Motif 1、Motif 2、Motif 3、Motif 

4 是最频繁出现的, 这部分基序可能是该基因家族

在进化过程中最保守的序列。 

2.4  玉米 PFK 家族成员染色体位置和基因复制 

为了研究 ZmPFKs 基因在染色体上的分布, 从

Maize GDB 中获取 ZmPFKs 基因染色体位置信息

(图 4), 20 个 ZmPFKs 基因在每个染色体上不均匀分

布, 其中 2 号、4 号、5 号和 10 号染色体各只有 1 个

基因, 1 号和 9 号染色体均有 3 个基因, 而 6 号染色体

有 4 个家族成员, 其余染色体都只有 2 个基因。 

基因复制在促进基因家族多样性方面非常重

要。为了研究 ZmPFK 家族成员在玉米基因序列间的

演化以及与不同物种间基因的演化结果, 对 20 个

ZmPFK 基因进行了共线性分析, 共有 5 对 ZmPFKs

基 因 (ZmPFK5/ZmPFK15 、 ZmPFK7/ZmPFK8 、

ZmPFK7/ZmPFK19、ZmPFK8/ZmPFK19、ZmPFK9/ 

ZmPFK18)进行了基因复制 , 它们均被鉴定为片段

复制, 表明片段复制在 ZmPFKs 基因的进化过程中

更为重要。为了确定 ZmPFKs 基因之间的进化关系, 

对每对重复基因的 Ka和 Ks值以及 Ka/Ks值进行计算。

结果显示, 所有基因对之间的 Ka/Ks 值均小于 1, 且

重复基因对的分化时间在 17.97~74.41 Mya 之间, 这

表明所有的重复基因所发生的负向纯化选择在家

族的进化中具有重要作用。不同物种间的共线性分

析表明, 玉米与单子叶植物水稻具有更高的同源性

(图 5)。 

2.5  玉米 PFK 家族成员顺式作用元件分析 

通过 PlantCARE 数据库对 20 个 ZmPFK 基因的

翻译起始密码子上游 2000 bp 的顺式作用元件进行

分析(图 6), 一共筛选到了 20 个与胁迫响应、植物激

素响应和植物生长发育相关的顺式作用元件, 其中

13 个激素相关元件(ABRE、MYB、MYC、P-box、

CARE、TCA、TATC-box、AuxRR-core、CGTCA- 

motif、TGACG-motif、TGA-element、TCA-element、

GARE-motif)、6 个应激反应元件(STRE、LTR、MBS、

TC-rich repeats、MBSI、W-box)和 1 个植物生长发 
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图 2  玉米、拟南芥和水稻中 PFK 进化关系 
Fig. 2  Phylogenetic tree of PFK genes in maize, Arabidopsis, and rice 
A: PFK 系统发育树, AtPFK (拟南芥), OsPFK (水稻), ZmPFK (玉米)。红、黄、蓝、绿、紫分别表示 I~V 五种类群; B:PFK 蛋白序列比
对, 热图中颜色越深表明相似度越高。 
A: phylogenetic tree of PFK proteins, AtPFK (Arabidopsis thaliana), OsPFK (Oryza sativa), and ZmPFK (Zea mays). Red, yellow, blue, 
green, and purple represent groups I–V; B: multiple sequence alignment of PFK protein sequences, darker colors in the heatmap indicate 
higher sequence similarity. 
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图 3  玉米 PFK 家族保守基序和基因结构分析 
Fig. 3  Conserved motifs and gene structure analysis of the maize PFK family 
A: 保守基序; B: 基因结构。A: conserved motif; B: gene structure. 

 

 

图 4  玉米 PFK 基因在染色体上的分布 
Fig. 4  Chromosomal distribution of maize PFK genes 
 

 

(图 5) 
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图 5  拟南芥、水稻和玉米的共线性分析与玉米 PFK 家族共线性分析 
Fig. 5  Synteny analysis of PFK genes in Arabidopsis thaliana (At), Oryza sativa (Os), and Zea mays (Zm) 
A: 玉米与拟南芥基因组间的共线性关系; B: 玉米与水稻基因组间的共线性关系; C: 玉米基因组内共线性关系。灰线代表物种间基因
组所有共线性关系, 红线表示 PFK 基因在物种间的共线性关系。Zm: 玉米; At: 拟南芥; Os: 水稻。渐变色注图表示染色体上每 10 kb
基因数量。 
A: syntenic relationships between maize and Arabidopsis genomes; B: syntenic relationships between maize and rice genomes; C: in-
tra-genomic synteny within maize. Gray lines indicate all genomic syntenic relationships, red lines highlight PFK gene synteny. Zm: Zea 
mays; At: Arabidopsis thaliana; Os: Oryza sativa. Gradient bars indicate the number of genes per 10 kb on chromosomes. 

 
育相关元件(WRE3)。几乎每一个家族成员都具有激

素相关元件与应激反应元件, 且与脱落酸相关的元

件的数量最多, 其中 STRE、MYB 和 MYC 存在于所

有 ZmPFKs 基 因 的 启 动 子 序 列 。 此 外 , 发 现

TATC-box 只存在于 PFK 成员中, PFP 类群成员相较

于 PFK 类群成员的顺式作用元件数量更少。 

2.6  玉米 PFK 家族成员组织特异性表达 

为了研究 ZmPFKS 基因在植物各组织中的表达, 

从 MaizeGDB 网站下载了 20 个 ZmPFKs 基因在 8

个组织中的标准化数据进行制图(图 7)。结果表明, 

ZmPFK9、ZmPFK11、ZmPFK13、ZmPFK14、ZmPFK16

和 ZmPFK19 在 8 个组织中表达水平均相对较低, 

ZmPFK2、ZmPFK7、ZmPFK8、ZmPFK10、ZmPFK17

在大部分组织中均有较高的表达。PFP 类型的家族成

员在各部位的表达量相对较高, 这表明 PFP 蛋白可

能在植物生长发育阶段具有更加重要的作用。 
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图 6  玉米 PFK 基因启动子顺式作用元件预测 
Fig. 6  Prediction of cis-acting elements in the promoters of maize PFK genes 

W-box: WRKY 转录因子特异结合位点; ABRE: 脱落酸响应元件; TGA-element: 生长素响应元件; CCAAT-box: 以核心序列 5'-CCAAT-  

3'命名; MBS、MBSI、MYB: MYB 转录因子结合位点; STRE: 应激响应元件; MYC: MYC 转录因子特异结合位点; WRE3: 伤口响应元 

件; TCA: 以元件中包含 TCA 序列命名; CGTCA-motif: 以核心序列 5'-CGTCA-3'命名; LTR: 低温响应元件; P-box: 赤霉素响应元件;  

GARE-motif: 赤霉素响应元件; AuxRR-core: 生长素响应核心元件; TATC-box: 以核心序列 5'-TATC-3'命名; TC-rich repeats: 以富含 

TC 重复序列命名; CARE: C 和 G 框相关联的顺式作用元件。 
W-box: the binding site for WRKY transcription factors; ABRE: abscisic acid responsive element; TGA-element: auxin-responsive element 
(AuxRE); CCAAT-box: named for its core consensus sequence 5'-CCAAT-3'; MBS, MBSI, and MYB: recognized by MYB transcription 
factors; STRE: stress response element; MYC: recognized by MYC transcription factors; WRE3: wound-responsive element 3; TCA: named 
for its core sequence, which often contains “TCA”; CGTCA-motif: named for its core sequence 5'-CGTCA-3'; LTR: low-temperature respon-
sive element; P-box: gibberellin-responsive element (GARE); GARE-motif: gibberellin-responsive element motif; AuxRR-core: auxin re-
sponse region core; TATC-box: named for its core sequence 5'-TATC-3'; TC-rich repeats: DNA sequences characterized by 
thymine-cytosine-rich repeats; CARE: C-box and G-box associated cis-acting element. 

 
2.7  玉米 PFK 家族成员胁迫表达模式分析 

根据公共转录组数据初步分析 ZmPFKs 在外界

胁迫下的表达情况并进行可视化制图(图 8)。在盐胁

迫下 , ZmPFK1、ZmPFK7、ZmPFK8、ZmPFK9、

ZmPFK10 的表达量上升, ZmPFK16、ZmPFK19 的表

达量下调。在高温、干旱以及低温胁迫下, 大多数

ZmPFK 基因变化幅度不明显, ZmPFK13、ZmPFK16、

ZmPFK20 在高温胁迫后表达量下降 2~3 倍, 干旱胁

迫下 ZmPFK2、ZmPFK13 表达量上调。 

为了研究玉米 ZmPFKs 基因家族在不同病菌侵

染过程下的表达量变化, 基于公共转录组数据, 选

择玉蜀黍平脐蠕孢菌、玉蜀黍凸脐蠕孢菌和禾谷镰

孢侵染的 RNA-seq 数据研究 ZmPFKs 在生物胁迫下

的表达情况。结果表明, 在 3 种病原菌侵染玉米的

叶片或根部之后, 没有检测到 ZmPFK9、ZmPFK11、

ZmPFK14 的表达。在玉蜀黍平脐蠕孢菌(玉米小斑

病 菌 ) 侵 染 玉 米 叶 片 后 , ZmPFK3 、 ZmPFK4 、

ZmPFK6、ZmPFK8、ZmPFK10、ZmPFK12、ZmPFK16、

ZmPFK20 表达量上升, 而 ZmPFK5、ZmPFK19 表达

量下降; 玉蜀黍凸脐蠕孢菌(玉米大斑病菌)侵染后, 

ZmPFK1、ZmPFK6、ZmPFK19 表达量先下降后上升, 

而 ZmPFK2、ZmPFK7 的表达量先上升后下降; 禾谷

镰孢侵染玉米根部之后, ZmPFK15、ZmPFK16 表达

量上升, ZmPFK20 表达量下降。 

根据转录组分析结果, 挑选 ZmPFK5、ZmPFK6、

ZmPFK10、ZmPFK12、ZmPFK19, 采用 qRT-PCR 试 
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图 7  玉米 PFK 基因组织特异性表达 
Fig. 7  Tissue-specific expression of PFK genes in maize 

验验证 ZmPFK 在盐胁迫、高温胁迫、干旱胁迫以及

小斑病原菌侵染下的表达量变化(图 9)。结果发现, 所

选基因均响应小斑病菌侵染, ZmPFK6、ZmPFK10、

ZmPFK12 表达量上调而 ZmPFK5、ZmPFK19 表达量

下调; 而在盐处理后, 只有 ZmPFK6 基因在处理前后

表达无差异; ZmPFK6、ZmPFK10、ZmPFK19 响应干

旱处理, 且 ZmPFK6、ZmPFK10 表达量显著上调, 而

ZmPFK19 表达量降低; 只有 ZmPFK10、ZmPFK12 响

应高温胁迫, ZmPFK10 表达量上调而 ZmPFK12 表达

量下调。 

2.8  ZmPFK10 克隆与功能验证 

根据 ZmPFK10 的 CDS 序列 , 设计引物后进行

PCR 扩增(图 10)。结果显示 , 获得一条 1000~2000 

bp 之间的特异性条带。在未处理的 LB 培养基上 , 

转化大肠杆菌 BL21 的对照菌和重组菌的生长差

异不明显。而在含有 700 mmol L–1 NaCl 的 LB 培

养基上和高温胁迫下的培养结果显示 , ZmPFK10

的 菌 落 生 长 情 况 优 于 空 载 菌 落 。 结 果 表 明 , 

ZmPFK10 的表达能提高大肠杆菌 BL21 的耐盐和

耐高温能力(图 11)。  

 

图 8  ZmPFK 基因在非生物胁迫与生物胁迫下的表达 
Fig. 8  Expression of ZmPFK gene under abiotic and biotic stresses 
A: 非生物胁迫, Salt 为盐胁迫, Heat 为热胁迫, Drought 为干旱胁迫, Cold 为冷胁迫; B: 生物胁迫, C.h 为玉蜀黍平脐蠕孢菌, E.t 为玉蜀
黍凸脐蠕孢菌, F.g 为禾谷镰孢。 
A: abiotic stress. Salt indicates salt stress, Heat indicates heat stress, Drought indicates drought stress, Cold indicates cold stress; B: biotic 
stress. C.h indicates Cochliobolus heterostrophus, E.t indicates Exserohilum turcicum, F.g indicates Fusarium graminearum. 
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图 9  ZmPFK 基因实时荧光定量结果 
Fig. 9  Real-time quantitative analysis of ZmPFK gene expression 
C. h: 玉蜀黍平脐蠕孢菌侵染。t 检验进行显著性分析。ns: 差异不显著。 
C. h: C. heterostrophus infection. Significance was assessed by Student’s t-test. ns: no significant difference; *: P < 0.05; **: P < 0.01; 
***: P < 0.001. 

 

 

图 10  ZmPFK10 的扩增 
Fig. 10  Amplification of ZmPFK10 
第 1 泳道为 2000 bp 的 Marker; 第 2 泳道为加入模板的克隆; 第
3 泳道为未加模板的阴性对照。 
Lane 1: 2000 bp DNA ladder; lane 2: clone with template; lane 3: 
negative control. 

 

2.9  玉米 PFK 家族蛋白网络互作分析 

为了鉴定 ZmPFK 的互作蛋白, 使用 STRING 数

据库预测了 12 种与 ZmPFK 蛋白存在相互作用的蛋 

 

图 11  ZmPFK10 在大肠杆菌 BL21 中的功能验证 
Fig. 11  Functional verification of ZmPFK10 in E. coli BL21 

 
白(图 12-A)。使用 STRING 数据库检索之后发现, 这
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12 种蛋白可以分为磷酸转移酶、1,6-二磷酸果糖醛

缩酶、2,6-二磷酸果糖磷酸酶、磷酸己糖异构酶、醛

缩酶五种类型。磷酸己糖异构酶 A0A1D6I644 

(ZmPHI3)、C0PAU7_MAIZE (ZmPHI2)、ZmPHI1 是

ZmPFK 蛋白网络的 3 个核心 , 与除 ZmPFK7、

ZmPFK13、ZmPFK14 和 ZmPFK19 以外其他家族蛋

白均具有相互作用关系。蛋白网络分析表明, ZmPFK

蛋白最为可能和磷酸己糖异构酶联系密切并具有相

互作用。KEGG 富集分析表明, 多个 ZmPFK 家族成

员与 ZmPHI1 (图 12-B)、ZmPHI3 (图 12-C)蛋白可能

互作, 共同驱动磷酸戊糖途径、糖酵解/糖异生途径

和半乳糖途径。 

 

图 12  ZmPFK 蛋白互作网络和核心互作蛋白的 KEGG 富集分析 
Fig. 12  Protein-protein interaction network of ZmPFK and KEGG enrichment analysis of core interacting proteins 

 

3  讨论 

糖酵解是生物体产生能量的共同代谢反应, 糖

酵解途径中相关产物和反应酶能够参与信号转导、

能量代谢等过程[14,27]。其中, 己糖激酶、磷酸果糖

激酶和丙酮酸激酶分别催化糖酵解途径中 3 个不

可逆反应。己糖激酶在植物中的生理功能已经被

鉴定 [4-5], 但关于磷酸果糖激酶参与胁迫响应的研

究较少, 作为第二步限速反应的关键酶, 其激酶活

性能够磷酸化 6-磷酸果糖, 暗示其可能影响与其他

糖类代谢激酶协同作用, 参与植物胁迫响应。 

本研究在全基因组水平共鉴定出 20 个家族成

员(13 个 ATP 依赖型 PFK 和 7 个焦磷酸依赖型 PFP)。

这一家族规模显著大于拟南芥(11 个)和水稻(13 个), 

暗示玉米作为 C4作物可能对糖酵解通路调控的复杂

性需求更高。进化结果显示, 拟南芥、水稻与玉米

中的 PFK 基因分布于所有类群中, 表明 PFK 蛋白在

单子叶与双子叶植物间具有保守性。蛋白序列比对

表明, PFK 比 PFP 具有更多的类群, 这表明 PFK 类 

型在进化过程中可能具有更加复杂的功能。而且 , 

玉米与水稻的同源基因对数量显著多于与拟南芥的

同源基因对 , 这一结果与单子叶植物(玉米、水稻)

和双子叶植物(拟南芥)的进化分歧一致[42]。基因结

构分析表明, PFK 和 PFP 类型基因的外显子数量差

异显著, 且内含子长度存在高度变异性, 这种结构

差异可能通过可变剪接机制产生功能多样的转录本, 

从而增强基因家族的功能可塑性[43-44]。基因复制是

驱动基因家族扩张和功能分化的重要机制[45-46]。研

究发现, 玉米 PFK 基因家族的扩张主要通过片段

复制实现, 5 对重复基因的 Ka/Ks 值均小于 1, 表明

这些基因在进化过程中受到强烈的纯化选择压力 , 

功能分化有限, 这与前人在棉花和木薯中的发现一

致 [28-29]。共线性分析表明, 玉米与水稻中存在多对

直系同源基因(如 ZmPFK1/OsPFK3), 但未发现与拟

南芥的直系同源关系, 表明单子叶与双子叶植物在

糖代谢基因进化上可能存在显著分歧, 这种分化可

能与玉米作为 C4作物对高光效和逆境适应的独特需

求相关。 
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启动子顺式作用元件分析表明, ZmPFK 基因包

含多种激素调节和逆境响应的元件。所有家族成员

均含有脱落酸(ABRE)、干旱(MBS)和低温(LTR)响应

元件, 表明 PFK类型基因可能更直接地参与 ABA介

导的胁迫信号通路, 印证了糖信号与 ABA 途径协同

调控逆境响应的经典模型[47]。组织特异性表达分析

显示, PFK 类型基因(如 ZmPFK5 和 ZmPFK18)在光

合组织 (叶和穗 )中高表达 , 而 PFP 类型基因 (如

ZmPFK7 和 ZmPFK10)在代谢活跃的根和胚乳中占

主导, 与水稻中 PPi-PFK 在低氧组织中活跃的报道

一致[23]。由此推断, 叶片中 PFK 的高表达可能通过

增强糖酵解速率支持光合产物的快速转化 , 而根

中 PFP 的活跃可能通过焦磷酸代谢适应低氧或盐

碱环境[23]。 

测序技术的进步为探究植物基因功能提供理论

支撑, 通过整合和发掘这些信息数据可以更好地了

解基因在不同条件下的表达情况。前人研究发现 , 

不同植物中的 PFK 基因能够响应不同的生物胁迫与

非生物胁迫[39,48]。通过对 ZmPFK 基因在不同胁迫条

件下的表达情况分析, 发现 ZmPFK对生物胁迫的响

应更加全面 , 存在更多差异表达的基因 , 这表明

PFK 基因可能催化糖酵解过程产生更多的中间代谢

产物 , 影响大分子多糖(纤维素等)的产生进而增强

植物细胞对外界胁迫的防御。结合转录组数据与定

量试验验证发现, 在盐、高温、干旱以及小斑病菌

侵染后 ZmPFK10 均呈现明显的上调趋势, 此外, 通

过原核表达试验验证了 ZmPFK10 在盐胁迫和高温

胁迫下的功能, 表明 ZmPFK10 可能是响应胁迫的关

键基因。综上所述, PFK 型(ATP 依赖型)基因可能通

过增强糖酵解代谢来提供能量从而支持渗透调节和

抗氧化防御; 而 PFP 作为焦磷酸依赖型酶, 其活性

受果糖-2,6-二磷酸(F-2,6-BP)的调控, PFP 型基因可

能通过调节焦磷酸代谢平衡缓解 ATP 匮乏, 反映其

对能量波动环境更强的适应性。 

研究表明, PFK 通过磷酸化和激活 AMP 依赖的

蛋白激酶(AMPK)来增加糖酵解通量 , 并且糖酵解

通量的速率调整是通过调节有关酶的活性来实现的, 

因此糖酵解代谢速率直接影响植物应对逆境胁迫的

能力[18,25]。通过蛋白互作网络分析表明, ZmPFK 与

磷酸己糖异构酶(ZmPHI1/3)、醛缩酶等糖代谢酶具

有互作关系, 通过 KEGG 分析发现其富集于糖酵解

和磷酸戊糖途径, 这揭示了糖酵解-磷酸戊糖途径耦

合模型: 胁迫下 PFK 基因上调可加速 ATP 生成, 又

能通过磷酸戊糖途径提供 NADPH 以维持氧化还原

稳态, 协同增强抗逆性, 这与前人在拟南芥中发现

的 PFK 与磷酸己糖异构酶的互作一致 [26], 上述内

容进一步证实了 PFK 基因在糖酵解过程中的核心

作用。 

4  结论 

玉米 B73 自交系基因组中共鉴定出 20 个

ZmPFK 家族成员, 分为 2 种类型。ZmPFK 启动子中

富含多种生物与非生物胁迫的顺式作用元件, 转录

组数据以及定量试验发现了多个受不同胁迫诱导的

ZmPFK 成 员 , 且 利 用 大 肠 杆 菌 系 统 验 证 了

ZmPFK10 能够增强菌株 BL21 的耐盐性与耐高温能

力。蛋白互作网络分析发现 , ZmPFK 蛋白与磷酸

己糖异构酶 (ZmPHI1/3)、醛缩酶等糖代谢酶可能

具有互作关系 , 且互作蛋白富集于糖酵解和磷酸

戊糖途径。  
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