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摘要  在影响生物体的众多非生物因子中, 热激转录因子(HSF)在干旱、高温、盐碱和低温

等胁迫响应中发挥关键作用。薏苡(Coix lacryma-jobi)是一种全球性药食同源作物, 在中国、

日本和韩国被广泛用于医药和食品领域。然而, 目前尚未见关于薏苡 HSF 基因家族(ClHSF)

的系统鉴定及其在抗旱、耐盐、耐寒和耐热中功能的研究报道。本研究共鉴定出 20 个 ClHSF

基因家族成员。基于基因结构、蛋白保守基序及与拟南芥、水稻和玉米的系统进化关系, 这

些成员可划分为 HSFA、HSFB 和 HSFC 三个亚家族。染色体定位分析表明, ClHSF 基因在

薏苡 9 条染色体上呈不均匀分布。进一步通过 qRT-PCR 技术检测发现, 在干旱、高温、盐

胁迫及低温等非生物胁迫条件下, 多个 ClHSFs 基因的表达水平呈现显著上调趋势, 表明该

基因家族可能在薏苡逆境胁迫响应机制中发挥重要调控作用。该研究揭示了 ClHSF 基因在

适应多种胁迫中的重要作用, 其中 ClHSF13、ClHSF14 和 ClHSF17 等特异性上调或下调基

因可作为薏苡抗逆品种选育的潜在候选基因。 

关键词  薏苡, HSF 基因家族, 非生物胁迫, 全基因组分析 

 

当前, 全球地表平均温度上升主要源于人类活动引起的温室气体排放, 气候变化显著

影响生物多样性, 并对其构成持续增强的威胁(Cahill et al., 2012; Friedrich et al., 2016; 

Jaureguiberry et al., 2022)。研究表明, 局域性物种灭绝事件已有多项例记录, 其中部分与

气候变化存在直接关联(Cahill et al., 2012; Román et al., 2020)。热激蛋白(HSPs)作为响应

高温胁迫的核心蛋白, 不仅参与环境应激反应, 还调控生长发育过程(Waters et al., 2013)。

热激转录因子(HSFs)是 HSPs 基因表达的关键调控因子, 在正常生理和胁迫条件下均参与

维持蛋白质稳态(Parker et al., 1984; Wu et al., 1984)。HSF 蛋白具有高度保守性, 包含 5

个特征结构域: DNA 结合域(DBD)、寡聚化域(OD)、核定位信号(NLS)、核输出信号(NES)

和 C 端激活域(CTD) (Guo et al., 2016; Guo et al., 2013)。 

研究人员最早从酵母和番茄中成功克隆获得 HSF 基因(Mishra et al., 2002)。目前已在
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拟南芥(Wang et al., 2012)、马铃薯(Tang et al., 2016)、大豆(Li et al., 2014)、高粱(Nagaraju 

et al., 2015)、鹰嘴豆(Chidambaranathan et al., 2018)、猕猴桃(Ling et al., 2023)、紫花苜

蓿(Ma et al., 2022)和黑麦(Ren et al., 2023)等多种植物中鉴定出 HSF 家族成员。研究表明, 

HSF 转录因子在植物响应热胁迫、氧化损伤及盐胁迫等非生物胁迫过程中发挥重要调控作

用。在拟南芥中, AtHSFA3 的过量表达虽能提高耐热性, 但会降低盐胁迫耐受性(Zhu et al., 

2016); AtHSFA2 可增强低氧耐受性并诱导特定基因表达(Baniwal et al., 2004); AtHSFA6b

在高盐和干旱胁迫下表达显著上调, 可能参与 ABA 信号途径(Zhang et al., 2020)。此外, 

HSFs 还可通过调控其他胁迫相关基因影响植物适应性: ZmHSF11 通过抑制氧化应激基因

降低耐热性(Duan et al., 2019); AtHSFA2 通过激活 APX2 和 HSP 等基因增强拟南芥耐热性

(Guotian et al., 2018); SlHSFA3 通过与 MAP 激酶互作参与热胁迫响应(Guo et al., 2015)。

最新研究显示, HSFs 还可通过调控谷胱甘肽代谢(Huang et al., 2021)、ABA 信号(Chen et 

al., 2021)和次生代谢(Jeffares et al., 2008)等途径参与植物耐热性调控, 并在体细胞胚胎发

育过程中发挥作用。 

薏苡(Coix lacryma-jobi)作为东亚和东南亚地区重要的栽培作物(Arora et al., 1977), 其

种子富含优质蛋白, 营养价值优于传统谷物(Zhu et al., 2016)。我国薏苡栽培历史悠久, 兼

具粮食生产和酿酒用途(Yang et al., 2010; Wang et al., 2016)。现代医学研究表明, 薏苡仁

提取物康莱特注射液在肿瘤临床治疗中具有重要应用价值(Zhang et al., 2019)。然而, 干旱

和极端温度等非生物胁迫显著影响薏苡的生长发育及产量形成 (Suzuki et al., 2014; 

Umezawa et al., 2006)。目前, 薏苡 HSF 基因的功能研究仍未见报道。 

基于最新发布的薏苡基因组数据, 本研究对 HSF 基因家族进行了系统分析。共鉴定出

20 个薏苡 HSF 基因(ClHSFs), 通过系统进化分析对其进行分类, 并深入解析了基因结构特

征、保守基序分布、基因复制事件与共线性关系、顺式调控元件组成及表达模式。研究结果

为揭示ClHSFs的生物学功能提供了理论依据, 同时为深入理解薏苡响应非生物胁迫的分子

机制提供了新的研究方向。 

1 材料与方法 

1.1 植物材料与胁迫处理 

将薏苡(Coix lacryma-jobi L.)栽培于人工气候室(温度 25–28°C, 相对湿度 70–80%)。待

幼苗生长至两周龄时, 分别施加以下胁迫处理: (1) 高温胁迫(40°C); (2) 低温胁迫(4°C); (3) 

干旱胁迫(10%和 15% PEG6000, w/v); (4) 盐胁迫(100 mmol∙L–1和 150 mmol∙L–1 NaCl)。

每种胁迫处理 12 小时后采集叶片样本, 立即液氮速冻后保存于–80°C 超低温冰箱。选择 12 

h作为取样时间点, 是基于前期预实验结果及相关文献报道, 该时间点能有效检测到HSF基

因的早期表达响应(Duan et al., 2019)。每个处理设置 6 盆生物学重复, 每盆取样 3 次作为

技术重复。 

1.2 薏苡 ClHSF 基因的鉴定与染色体定位 
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基于国家基因组科学数据中心(BIG Data Center, https://ngdc.cncb.ac.cn/, 登录号: 

GWHAAYR00000000)提供的薏苡(Coix lacryma-jobi)全基因组数据(Hua et al., 2023), 我

们构建了非冗余蛋白质数据库。为鉴定薏苡中潜在的 HSF 编码基因, 从 Pfam 数据库

(https://pfam.xfam.org/, 2024 年 4 月 10 日检索)获取 HSF 特征性 DNA 结合域(DBD, 

PF00447)。采用隐马尔可夫模型(HMM)对薏苡全蛋白序列进行扫描, 设定 E 值阈值<10–5

筛 选 候 选 基 因 。 为 保 证 HSF 家 族 成 员 的 全 面 覆 盖 , 从 Phytozome 

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html)下载拟南芥 HSF 蛋白序列作为查询序列, 对

薏苡参考基因组进行 BLAST 比对(E 值阈值 1×10–10)。通过 NCBI 保守结构域数据库

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/, 2024 年 4 月 10 日访问)进一步验证候选基因的 HSF 结

构域(E 值阈值<1×10–5)。使用 ExPASy 在线工具(https://web.expasy.org/protparam/)预测蛋

白分子量与等电点, Cell-PLoc 2.0 (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/)进行亚

细胞定位预测。最终基于 TBtools 软件将鉴定的 ClHSF 成员定位至参考基因组, 并按其染

色体位置进行系统命名。为确保基因结构注释的准确性, 我们利用本研究中获得的 RNA-seq

数据, 使用 IGV 软件(Robinson et al., 2011)对所有初步鉴定的 ClHSF 基因的编码序列进行

了人工检查与校正。校正后的基因模型用于后续所有分析。 

 

1.3 系统进化树构建、基因结构与保守基序分析 

首先对拟南芥 HSF 蛋白(AtHSF)与薏苡 ClHSF 蛋白序列进行多序列比对(MSA), 采用

MEGA 4.0 软件内置的 Muscle 程序识别比对结果中的特异性结构域(Tamura et al., 2021)。

基于比对结果, 使用 MEGA 4.0 构建邻接法(Neighbor-Joining, NJ)系统进化树, 参数设置为: 

成对缺失(pairwise deletion)、泊松模型(Poisson model), 并通过 1000 次重复计算获得

bootstrap 支持值(Kumar et al., 2018)。为进一步解析 ClHSF 的进化关系, 从 Ensembl 植物

数据库(https://plants.ensembl.org/index.html, 访问日期: 2024 年 4 月 10 日)下载拟南芥(A. 

thaliana)、玉米(Z. mays)和水稻(O. sativa)的 HSF 蛋白序列, 构建多物种系统进化树。通过

NCBI 保守结构域数据库(NCBI-CDD, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd)鉴定 ClHSFs 的保

守结构域, 并利用 MEME 在线工具(https://meme-suite.org/meme/tools/meme, 访问日期: 

2024年4月10日)预测ClHSFs所含的保守基序。最终采用TBtools软件(Larkin et al., 2007)

对 ClHSF 基因的内含子-外显子结构、CDD 结构域及保守基序进行可视化呈现。 

 

1.4 ClHSF 基因的复制与共线性分析 

基于薏苡基因组数据, 采用 TBtools 软件对已定位到染色体的 HSF 基因进行共线性分

析。从 Ensembl Plants 数据库(https://plants.ensembl.org/index.html)下载 7 个物种拟南芥

(Arabidopsis thaliana)、二穗短柄草(Brachypodium distachyon)、大麦(Hordeum vulgare)、

水稻(Oryza sativa)、高粱(Sorghum bicolor)、普通小麦(Triticum aestivum)和玉米(Zea mays)
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的全基因组序列及基因注释文件。通过 MCScanX 算法, 系统分析薏苡 HSF 家族成员与这

些物种之间的共线性关系, 以揭示薏苡与选定物种间 HSF 同源基因的进化关联。 

1.5 ClHSF 基因启动子顺式作用元件分析 

利 用 PlantCARE 数 据 库 (Lescot et al., 2002) 

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/, 访问日期: 2024年 4月 10日)

对 ClHSF 基因启动子区(转录起始位点上游 2000 bp 序列)进行顺式调控元件预测。分析元

件类型包括激素响应元件(如 ABRE、G-box)、胁迫响应元件(如 DRE、TC-rich repeats)以

及光响应元件等。通过 TBtools 软件(Chen et al., 2020)对预测结果进行可视化展示, 并统计

各类元件的分布频率与位置特征。 

1.6 RNA 提取与 qRT-PCR 验证 

采用 TIANGEN 植物总 RNA 提取试剂盒提取样品 RNA, 使用 PrimeScript™ RT Master Mix 

(TaKaRa)进行 cDNA 反转录。qRT-PCR 反应使用 TransScript® One-Step gDNA Removal 

and cDNA Synthesis SuperMix 试剂盒, 按照制造商推荐程序设置反应参数, 每个实验组设

置 3 个技术重复。以 UBQ5 基因为内参(Schmittgen et al., 2008), 采用 2–∆∆Ct 方法计算基因

相对表达量。每个基因的 qRT-PCR 检测至少包含 3 个生物学重复的 cDNA 样本。基于

ClHSFs 基因序列, 通过 Primer3Plus 软件设计特异性引物(附表 1)。在 20 个鉴定的 ClHSF

基因中, 我们优先选择了 14 个具有完整 DBD 结构域、且在 RNA-seq 分析中表现出对至少

一种非生物胁迫有显著响应(>2 倍变化)的基因进行 qRT-PCR 验证, 以确保所选基因能代表

该家族的主要胁迫响应模式。 

表 1  通过 Primer3Plus 软件设计特异性引物 

Table 1  Design specific primers using the Primer3Plus software 

 

Gene Gene ID Forward primer (5’–3’) Reverse primer (5’– 3’) 

ClHSF01 Cl019516_T2 GTTGAAACAGGAACACCGCC TTCTCCCTGTGCAGCTTCAG 

ClHSF03 Cl020540_T1 CAGCGGGTTCTATAGCACCG TCAGTAGCCGCTGTTGACG 

ClHSF04 Cl000935_T1 GCCTGTCAAAACTGCACCTG ATCACACGGAGGCGTTGAAT 

ClHSF05 Cl003597_T1 CCAGCAGCAAGACAAGAGGA AGCTCAGGCATTCCAGGTTC 

ClHSF08 Cl027011_T1 CAGCCTACTCAACGCGATGA AATCCCACCACCACTTCGTC 

ClHSF09 Cl027124_T1 TTGTTTCAGGGTTCCGCAAG TGCTGCGTCCTTCCTCTTG 

ClHSF11 Cl008136_T1 AGCAGTAGCAAGGAACCGTC TGGAATTGGACCCGTCTTGG 

ClHSF12 Cl010934_T1 AGCAAGGTTCACCGATCCTG CAAATCCTCCTGGGGCATGT 

ClHSF13 Cl029438_T1 CCTCACAAGACGAGACCACC CCTTCACATCCCCCTTTGCT 

ClHSF14 Cl013647_T1 GCTATGCTCGCCAAGAAGGA ACACTTGGCCGAGAACAGAG 

ClHSF15 Cl014409_T1 ATCAGGACGAGGAGGAGGAC CTGGCGAGGAAGGACATGAG 
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ClHSF17 Cl032883_T2 GTCAAGCAAGGACCAGCTCT GCACGATCTTCCTGAACCCA 

ClHSF19 Cl023145_T1 CGGACGAGACAATCTCCTGG GGTGCTCACGTAGGTGTTGA 

ClHSF20 Cl041956_T1 GCAGGAGACAACAGGCATCT AAAGGCCAACGTCCAGAACA 

UBQ5  TGCTGCAGTTCTACAAGGTG GAAGTGGTTGGCCATGAAG 

 

2 结果与分析 

2.1 ClHSF 基因家族的全基因组鉴定 

采用隐马尔可夫模型(HMM)对薏苡基因组进行 HSF 蛋白结构域(PF00447)扫描, 共鉴

定出 20 个 HSF 基因。基于染色体定位信息, 将其系统命名为 ClHSF01–ClHSF20 (表 1)。

分析结果显示, 各 ClHSF 基因编码蛋白的理化性质存在明显差异: 氨基酸长度在 183 

(ClHSF14)–453 aa (ClHSF18)之间 ; 分子量范围为 20.039 (ClHSF14)–48.030 kDa 

(ClHSF18); 等电点(pI)分布在 4.67 (ClHSF11)–10.15 (ClHSF20)之间。亚细胞定位预测表

明, 所有 ClHSF 蛋白均定位于细胞核中。 

表 2  薏苡中鉴定出的 20 个 ClHSF 基因信息 

Table 2  Information of the 20 ClHSF genes identified in Coix lacryma‑jobi 
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Gene 

name 

Protein ID Sequence 

ID 

Chromos

ome 

stra

nd 

start End Protein 

length(aa

) 

Mw 

(KDa) 

pI Predicted subcellular localization 

ClHSF01 GWHPAAYR00

4191 

Cl019516_

T2 

Chr1      

– 

547488

37 

5475167

5 

395 43.80   

4.92 

Nuclear 

ClHSF02 GWHPAAYR00

4557 

Cl019723_

T1 

Chr1      

– 

741152

91 

7411809

5 

416 46.96   

5.52 

Nuclear 

ClHSF03 GWHPAAYR00

5972 

Cl020540_

T1 

Chr1      

– 

162792

626 

1627953

20 

217 23.06   

6.33 

Nuclear 

ClHSF04 GWHPAAYR01

3980 

Cl000935_

T1 

Chr2      

+ 

130464

53 

1304903

6 

297 33.93   

4.79 

Nuclear 

ClHSF05 GWHPAAYR01

8266 

Cl003597_

T1 

Chr2      

+ 

125740

209 

1257413

69 

281 32.136   

4.90 

Nuclear 

ClHSF06 GWHPAAYR02

0662 

Cl005150_

T2 

Chr2      

– 

165889

902 

1658941

97 

236 25.478   

9.54 

Nuclear 

ClHSF07 GWHPAAYR02

1040 

Cl005368_

T1 

Chr2      

– 

170371

682 

1703729

21 

259 28.634   

5.15 

Nuclear 

ClHSF08 GWHPAAYR02

5252 

Cl027011_

T1 

Chr3      

– 

538925

09 

5389378

2 

279 30.388   

4.84 

Nuclear 

ClHSF09 GWHPAAYR02

5428 

Cl027124_

T1 

Chr3      

+ 

622957

48 

6229677

1 

214 22.179   

5.30 

Nuclear 

ClHSF10 GWHPAAYR02

9476 

Cl006812_

T1 

Chr4      

+ 

620335

6 

6205815 230 25.376   

8.05 

Nuclear 

ClHSF11 GWHPAAYR03

1686 

Cl008136_

T1 

Chr4      

+ 

272182

84 

2721960

8 

318 33.226   

4.67 

Nuclear 

ClHSF12 GWHPAAYR03

6612 

Cl010934_

T1 

Chr4      

– 

156485

440 

1564878

99 

261 29.957   

4.74 

Nuclear 

ClHSF13 GWHPAAYR03

8668 

Cl029438_

T1 

Chr5      

– 

308732

4 

3088551 386 42.661   

4.92 

Nuclear 

ClHSF14 GWHPAAYR04

6011 

Cl013647_

T1 

Chr6      

– 

277286

67 

2772954

0 

183 20.039   

9.66 

Nuclear 

ClHSF15 GWHPAAYR04

7254 

Cl014409_

T1 

Chr6      

– 

423241

39 

4232499

6 

285 30.739   

6.06 

Nuclear 

ClHSF16 GWHPAAYR04

7809 

Cl014764_

T1 

Chr6      

– 

515651

54 

5156780

2 

292 32.348   

5.43 

Nuclear 

ClHSF17 GWHPAAYR05

2209 

Cl032883_

T2 

Chr7      

– 

115015

53 

1150511

4 

378 39.514   

8.29 

Nuclear 

ClHSF18 GWHPAAYR05

4538 

Cl034430_

T1 

Chr7      

– 

125351

024 

1253528

37 

453 48.030   

8.43 

Nuclear 

ClHSF19 GWHPAAYR06

3030 

Cl023145_

T1 

Chr9      

– 

185254

30 

1852642

2 

330 35.581   

6.29 

Nuclear 

ClHSF20 GWHPAAYR06

7071 

Cl041956_

T1 

contig104      

– 

311039 314014 435 47.562   

10.1

5 

Nuclear 
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2.2 ClHSF 基因的染色体分布 

染色体定位分析表明, 本研究鉴定的 20 个 ClHSF 基因中, 19 个不均匀地分布在薏苡 8

条染色体上(ClHSF20 未定位到特定染色体)。基于国家基因组科学中心(BIG Data Center)

的基因组数据 , 我们确定了各基因的精确染色体位置 (图 1), 并据此将其系统命名为

ClHSF01–ClHSF20。 

 

图 1  薏苡 ClHSF 基因成员的染色体分布图。左侧刻度尺标示染色体长度(单位: Mb)。染色体区域中, 红色

代表高基因密度区, 蓝色代表低基因密度区。各 ClHSF 基因根据其系统进化分组采用不同颜色标记: HSFA

亚家族(红色)、HSFB 亚家族(蓝色)、HSFC 亚家族(绿色)。 

Figure 1  Chromosomal distributions of ClHSF members in coix. The scale on the left represents the 

length of the chromosomes. In this chromosomal region, red denotes a higher gene density and blue, a 

lower gene density. 

 

2.3 ClHSF 基因的系统进化分析与分类 

为了研究 ClHSF 基因的分类情况, 我们利用拟南芥、水稻、玉米和薏苡的 87 个 HSF 基因

构建了系统进化树。HSF 蛋白的进化树分析显示可分为三类: HSFA、HSFB 和 HSFC (图

2)。其中 HSFA 类包含的 ClHSF 成员最多(59 个), 其次是 HSFB 类(24 个), HSFC 类成员最

少(4 个)。通过对 20 个 ClHSF 序列的分析, 可将其划分为三个不同的 HSF 基因亚家族: 

HSFA 亚 家 族 包 含 ClHSF1/2/3/4/5/7/8/9/12/13/14/15/16/20; HSFB 亚 家 族 包 含

ClHSF6/10/11/17/18/19; HSFC 亚家族未发现薏苡成员。 
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图 2  基于邻接法构建的薏苡、拟南芥、水稻和玉米 HSF 蛋白系统进化树。该进化树使用 MEGA 4.0 软件

分析, 采用 1000 次 bootstrap 重复检验。不同颜色的叶片背景代表不同的 HSF 蛋白分组: 红色代表 HSFA

亚家族, 蓝色代表 HSFB 亚家族, 绿色代表 HSFC 亚家族。不同形状的节点代表不同物种: 红色五角星代

表薏苡, 蓝色圆形代表拟南芥, 紫色方块代表水稻, 黄色方块代表玉米。分支上的数字表示 bootstrap 支持

值(仅显示>50%的值)。标尺表示每个位点的氨基酸替换率。 

Figure 2  Utilizing the neighbor-joining approach with 1000 bootstrap replicates, the Neighbor-Joining 

phylogenetic tree of Hsf proteins from Coix, Arabidopsis, Oryza sativa, and Zea mays was built with 

MEGA 4.0 software. Various colored leaf backgrounds stood for various groupings: red for the HSFA 

subfamily, blue for the HSFB subfamily, and green for the HSFC subfamily. Different node shapes 

represent different species: red five-pointed stars for Coix, blue circles for Arabidopsis thaliana, purple 

squares for Oryza sativa, and yellow squares for Zea mays. Numbers on branches indicate bootstrap 

support values (only values >50% are shown). The scale bar represents the amino acid substitution rate 

per site. 

 

2.4 ClHSF 基因的结构与保守基序分析 

为了阐明薏苡 HSF 基因家族的结构特征, 我们对 20 个 ClHSF 基因成员进行了蛋白结

构域和内含子-外显子结构的全面分析。通过 ClHSF 全序列比对构建的系统进化树(图 3A)

清晰地展示了各成员间的进化关系。分析结果显示, ClHSF 基因平均含有 2 个外显子, 数量

变异范围为 1–4 个(图 3B)。使用 MEME 在线程序对 ClHSF 蛋白保守基序的分析鉴定出 15

个特征性 motif, 其中 Motif 1、Motif 2 和 Motif 3 在几乎所有 ClHSF 蛋白中都存在(图 3C)。
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保守结构域分析表明, 所有 ClHSF 蛋白都含有高度保守的 HSF_DNA-bind 超家族结构域。

此外, 我们还发现 7 个 ClHSF 含有额外结构域: ClHSF04 含有 PRK10246 超家族结构域, 

ClHSF16 含有 ZIP_TSC22D-like 超家族结构域, ClHSF12 含有 MDN1 超家族结构域, 

ClHSF08 含有 DUF5401 超家族结构域, ClHSF15 含有 Smc 超家族结构域, ClHSF19 含有

bzip 和 UPF0182 超家族结构域, ClHSF11 含有 BRLZ 结构域(图 3D)。总体而言, 外显子和

内含子的序列与数量、基序模式以及保守结构域分布都支持 ClHSF 基因的进化关系。 

 

 

图 3  ClHSF 基因成员的结构特征展示 

(A) 基于ClHSF蛋白全序列, 通过MEGA 4.0软件构建的邻接法系统进化树; (B) ClHSF蛋白保守基序分布

图, 共鉴定出 15 个特征性基序; (C) ClHSF 蛋白保守结构域预测结果, 彩色方框代表不同保守结构域, 灰色

条形表示蛋白序列长度; (D) ClHSF 基因的外显子-内含子结构示意图, 其中黄色方框表示编码区(CDS), 灰

色方框标注 5'和 3'非翻译区, 黑色线条代表内含子区域。 

Figure 3  Members of the ClHSF gene are arranged as follows in their structure 

(A) Using the full sequences of ClHSF proteins, MEGA 4.0 was used to create the Neighbor-Joining 

phylogenetic tree; (B) The distribution of conserved motifs in ClHSF proteins, with a total of 15 motifs 

identified; (C) The predicted conserved structural domains of ClHSF proteins, where colored boxes 

indicate conserved domains and grey bars denote protein sequence length. (D) The ClHSF genes' 

exon-intron structure, with gray boxes denoting the 5' and 3' untranslated regions and yellow boxes 

showing exons (CDS) and black lines indicating introns. 

 

2.5 ClHSF 基因的全基因组复制事件与共线性分析 

我们采用 MCScanX 软件对薏苡 ClHSF 基因成员的全基因组复制事件进行分析。研究
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结果显示, 薏苡基因组中的复制基因对呈现明显的共线性模式(图 4A)。其中红色线条标示

ClHSF 基因, 灰色线条表示所有复制基因对。分析共鉴定出 8 个 ClHSF 基因, 形成 4 对复

制基因。值得注意的是, 2 号染色体包含 4 个基因, 1 号和 6 号染色体各含有 3 个基因, 其余

染色体通常分布 1–2 个基因, 而 8 号和 10 号染色体未发现基因分布。这表明这些基因可能

来源于全基因组复制事件, 凸显了这些事件在推动 ClHSF 基因家族扩张中的关键作用。 

为更深入研究 ClHSF 基因的复制情况, 我们构建了 7 个比较共线性图谱(图 4B)。与

ClHSF 基因关联性最强的物种依次为: 短柄草(23 个)、小麦(18 个)、高粱(24 个)、水稻(21

个)、玉米(18 个)和拟南芥(2 个)。比较基因组学分析表明, 串联复制和片段复制事件在单子

叶与双子叶植物进化过程中对基因家族扩张及多样性形成具有重要贡献。 

 

 

图 4  ClHSF 基因的染色体间关联示意图及与七种典型植物物种的共线性分析。 

(A) ClHSF 基因的染色体间关联示意图, 图中红色线条标示薏苡基因组内复制的 HSF 基因对, 各染色体编

号居中标注以便准确定位。灰色背景线条表示全基因组范围内的其他同源基因对, 黑色刻度标示染色体物

理距离; (B) ClHSF 基因与七种典型植物物种的共线性分析。 

Figure 4  Diagrammatic representations of the ClHSF gene interchromosomal connections and Synteny 

investigation comparing seven typical plant species with the ClHSF genes.  

(A) Diagrammatic representations of the ClHSF gene interchromosomal connections.Duplicated HSF 

gene pairs within Coix are delineated by red lines. Chromosome numbers are centrally annotated for 

precise identification; (B) Synteny investigation comparing seven typical plant species with the ClHSF 

genes. 

 

2.6 ClHSF 基因的启动子顺式作用元件分析 
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为探究ClHSF 基因响应非生物胁迫的调控机制, 我们对 20 个ClHSF 基因上游 2000 bp

序列的顺式作用元件进行了分析。研究发现, 这些基因的启动子区含有大量与胁迫、环境及

激素响应相关的顺式作用元件, 表明不同 ClHSF 基因可能具有多样化的潜在功能。大多数

ClHSF 基因启动子含有赤霉素(gibberellin)、水杨酸(salicylic acid)、生长素(auxin)、茉莉酸

甲酯(MEJA)和脱落酸(abscisic acid)等激素响应元件(图 5)。其中, 17 个 ClHSF 基因含有赤

霉素响应元件, 12 个基因含有茉莉酸甲酯(MEJA)响应元件。启动子区包含低温响应(LTR)、

缺氧诱导、MYB 转录因子结合位点介导的胁迫响应, 以及分生组织表达元件调控的生长发

育相关元件。光响应元件(light response element)在几乎所有 ClHSF 基因启动子中均存在。

此外, 还发现与细胞周期调控、昼夜节律控制等相关的顺式作用元件。综合分析表明, ClHSF

基因可能通过复杂的顺式调控网络参与多种激素信号转导、生长发育调控及非生物胁迫响应

过程。 

图 5  ClHSF 基因上游 2000 bp 启动子区顺式作用元件的分布特征及其组成分析 

Figure 5  The distribution of cis-acting elements found in the 2000 bp upstream promoter region of the 

ClHSF genes, the cis-acting element on the putative promoter of the ClHSF genes 

 

2.7 ClHSF 基因在不同植物组织和多种非生物胁迫下的表达模式 

为了全面了解 ClHSF 在不同组织中的表达模式, 我们检测了种子、茎、根和叶的

RNA-seq 数据。使用 TBtools 软件, 我们绘制了四种器官 log2FC 值的热图来检测 ClHSF

转录本的表达(图 6A)。不同组织中 ClHSF 的表达水平存在差异。几乎所有 ClHSF 基因至少

在一种组织中显示出不同的表达水平。例如, 叶片中 ClHSF01、ClHSF05、ClHSF11、

ClHSF13 和 ClHSF20 的含量最高, 其次是茎、种子和根。而另一个独特的 ClHSF08 仅在

根中不表达, 一个特定的、ClHSF18 在茎和种子中表达, 在其他组织中不表达。所有检测的
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组织都有一些 ClHSF20 基因表达, 但某些器官的表达水平高于其他器官。例如, 叶片中

ClHSF01、ClHSF04、ClHSF11、ClHSF14 和 ClHSF20 的表达水平最高, 而根中 ClHSF09、

ClHSF15、ClHSF06 和 ClHSF03 的表达水平最高。 

我们利用 RNA-seq 数据检测了 ClHSF 基因在热、冷、干旱和盐胁迫处理下的表达水平, 

以探索这些基因在不同非生物胁迫下的潜在作用。在这些处理中, 每个 ClHSF 基因都有表

达, 且至少被一种胁迫处理激活。图 6B 显示, 其中 19 个被冷胁迫激活, 20 个被热胁迫激活, 

18 个被干旱激活, 18 个被盐胁迫激活; 同时部分 CIHSF 基因可被相应胁迫处理抑制。综上, 

热胁迫对 ClHSF 基因的激活效应最为显著, 而干旱与盐胁迫下被激活的 ClHSF 基因数量相

对较少。 

图 6  ClHSF 基因表达谱分析。 

(A) ClHSF 基因在四种不同组织样本中的表达谱层次聚类分析。(B) 非生物胁迫处理下 HSF 基因的表达谱

特征。 

Figure 6  Profiles of ClHSF gene expression.  

(A) Hierarchical clustering of ClHSF gene expression profiles across four samples, spanning several 

tissues. (B) HSF gene expression profiles under abiotic stress treatment. 

 

2.8 ClHSF 基因在盐处理和干旱处理下的表达谱 

采用qRT-PCR技术检测了14个ClHSF基因在盐胁迫和干旱胁迫下的表达模式(图8)。

盐胁迫分析显示, ClHSF03、ClHSF04、ClHSF05、ClHSF09、ClHSF11、ClHSF14、ClHSF17、

ClHSF19 和 ClHSF20 表达显著下调(P<0.0001), 而 ClHSF08、ClHSF13 和 ClHSF15 则显

著上调(图 7A)。干旱胁迫实验表明, 随着 PEG6000 浓度增加, 多数基因呈现先上调后下调

的表达趋势(图 7B)。其中, PEG_1 处理下, ClHSF03、ClHSF05、ClHSF08、ClHSF13 和
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ClHSF19 分别较对照上调 14.24、3.82、30.33、65.94 和 23.14 倍, ClHSF20 则下调 0.28

倍(P<0.0001)。这些结果表明 ClHSF 基因在薏苡响应盐胁迫和干旱胁迫过程中发挥重要调

控作用。 

图 7  盐胁迫和干旱胁迫处理的薏苡叶片中 ClHSF 基因表达研究 

(A) 盐处理实验设计: NaCl_1: 100 mmol∙L–1 NaCl 处理; NaCl_2: 150 mmol∙L–1 NaCl 处理。(B) 干旱处理

实验设计: PEG_1: 10% PEG6000 处理; PEG_2: 15% PEG6000 处理。14 个选定 ClHSF 基因在盐胁迫处

理下的相对表达水平。实验结果以均值±标准差表示。经 LSD 检验, 不同字母标记表示基因表达差异显著

(P<0.05), 相同字母表示差异不显著(P>0.05)。 

Figure 7  ClHSF gene expression study in coix leaves treated with salt and drought.  

(A) The following were the ways of treatment: NaCl_1: coix treated with 100 mmol∙L–1 NaCl; NaCl_2: coix 

treated with 150 mmol∙L–1 NaCl. (B) The following were the methods of treatment: PEG_1: 10% and 

PEG_2: 15% of PEG6000, respectively, are treated. relative expression levels of 14 ClHSF genes that 

were chosen and treated with salt. The mean ± standard deviation represents the final results. Genes 

have been shown to differ significantly based on the LSD test; a significant difference (P<0.05) is 

indicated by the opposite letter, which indicates no significant difference (P>0.05). 

 

2.9 ClHSF 基因在温度胁迫下的表达谱分析  

为研究 HSF 基因对非生物胁迫的响应, 我们检测了薏苡基因表达对温度胁迫的反应。

结果表明 ClHSF 基因表达水平具有温度依赖性。在不同温度条件下(图 8), 14 个基因表现出

显著表达变化。具体而言: 高温胁迫下, ClHSF01、ClHSF04、ClHSF05、ClHSF08、ClHSF12、

ClHSF13、ClHSF15、ClHSF17 和 ClHSF19 显著上调(P<0.0001), 其中 ClHSF01 表达量

比对照组高 11.72 倍, ClHSF08 高 64.34 倍, ClHSF12 高 7.76 倍; 而 ClHSF03、ClHSF09、
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ClHSF11 和 ClHSF14 显著下调(P<0.0001), ClHSF09 仅为对照组的 0.06 倍。低温胁迫下, 

ClHSF01、ClHSF03、ClHSF04、ClHSF011、ClHSF14、ClHSF15 和 ClHSF19 均显著上

调(P<0.0001), 其中 ClHSF01 变化最显著(比对照组高 8.68 倍), ClHSF15 高 0.153 倍。由

此推断这些基因在响应高低温胁迫中起重要调控作用, 对薏苡适应极端温度环境具有不可

或缺的功能。 

 

图 8  薏苡叶片 ClHSF 基因在不同温度处理下的表达分析。实验处理条件为: 高温组 40°C 处理, 低温组

4°C 处理。结果显示 14 个 ClHSF 基因在不同温度条件下的相对表达量(数据以均值±标准差表示)。经 LSD

检验, 不同小写字母表示组间差异显著(P<0.05), 相同字母表示差异不显著(P>0.05)。 

Figure 8  ClHSF gene expression study in coix leaves treated at various temperatures. The following 

were the ways of treatment: Heat: coix when treated at 40°C; cold: coix when treated at 4°C. relative 

expression levels of 14 ClHSF genes that were chosen and treated with different temperatures. The 

mean ± standard deviation represents the final results. Genes have been shown to differ significantly 

based on the LSD test; a significant difference (P<0.05) is indicated by the opposite letter, which 

indicates no significant difference (P>0.05). 

 

3 讨论 

薏苡(Coix lacryma-jobi L.var.ma-yuen (Roman.) Stapf)是我国重要的药食同源作物, 

兼具药用价值与食用价值。随着其基因组测序的完成, 为抗性基因挖掘及优良性状鉴定提供

了基因组基础, 对培育抗逆性强、品质优良的薏苡新品种具有重要指导意义。 

热激转录因子(HSF)是植物生长发育和防御过程中至关重要的转录调控因子, 通过调控

热激蛋白(HSPs)及其他功能基因的表达(Baniwal et al., 2004), 在植物响应冷、热、旱、盐

等非生物胁迫中发挥关键作用(Zhang et al., 2020)。尽管 HSF 基因家族已在黄瓜、小麦、

© 植物学报  Chinese Bulletin of Botany



 15 

葡萄等重要经济作物中得到广泛研究(Duan et al., 2019; Guo et al., 2015; Huang et al., 

2021), 但在薏苡中的研究尚未见报道。 

本研究在薏苡基因组中鉴定出20个HSF基因家族成员, 其染色体分布具有明显特异性, 

其中2号染色体呈现显著的基因富集特征。数量上, 薏苡HSF基因少于玉米(25个) (Lin et al., 

2011)和水稻(25 个) ( Wan et al., 2010), 略少于拟南芥(21 个) (Guo et al., 2016)。这一差异

可能反映了物种特异性基因复制或丢失事件, 与禾本科植物在进化过程中经历的复杂基因

组重组事件相关(Wang et al., 2015)。 系统进化分析将 ClHSF 基因划分为 3 个亚家族, 与拟

南芥、大麦和玉米 HSF 蛋白的聚类模式一致。基因结构分析表明, 所有 ClHSF 成员均具有

保守的外显子结构和特征性 motif(1-3)。共线性比较显示, 薏苡与高粱 HSF 基因具有高度同

源性, 进一步揭示了两者之间最强的共线性关系(图 4B), 这与两者同属禾本科黍亚科

(Panicoideae)、亲缘关系较近的结论一致(Hua et al., 2023), 为阐明禾本科植物 HSF 基因

的进化机制提供了重要依据。 

启动子顺式作用元件分析表明, 20 个 ClHSF 基因的启动子区含有参与植物生长发育、

激素调控和逆境响应的多种顺式元件。值得注意的是, ClHSF04、ClHSF05 等基因启动子区

含有脱落酸响应元件(盐胁迫)、MYB 结合位点(干旱诱导)和光响应元件(低温响应)等特异性

调控元件。ABRE 和 MBS 元件分别在 ABA 信号介导的盐胁迫和干旱胁迫响应中起关键作

用, 这与水稻(Tao et al., 2024)和月季(Zhu et al., 2025)中的研究结果一致, 暗示这些

ClHSF 可能通过类似的激素信号途径参与胁迫应答。组织表达谱显示, ClHSF 基因呈现器官

表达特异性: ClHSF01/04/05 等在叶片中高表达 , ClHSF06/10/19 等在茎中优势表达 , 

ClHSF03/15/17 等在根中显著富集, ClHSF03/12/16 等在种子中活跃表达, 这种表达模式差

异提示不同 ClHSF 成员可能在器官发育与环境适应中发挥特异性调控作用。qRT-PCR 分析

表明, ClHSF 基因对非生物胁迫呈现特异性响应模式。盐胁迫显著调控 ClHSF11/13-15/19

等基因表达(图 7A), 而温度胁迫主要影响 ClHSF05/08-09/13-15/17 等基因的表达谱(图 8)。

值得注意的是, HSFA 亚家族的 ClHSF13/14 基因表现出广谱胁迫响应特性, 可能与其代谢

调控功能相关。该研究结果为阐明薏苡抗逆分子机制提供了新见解, 并为禾本科作物抗逆遗

传改良提供了潜在基因资源。 

 

4 结论 

本研究在薏苡基因组中鉴定出 20 个 ClHSF 基因家族成员, 这些基因不均匀地分布在 9

条染色体上。根据系统发育分析, 这些 ClHSF 成员可分为 HSFA、HSFB 和 HSFC 三个亚

类。基因复制分析表明, 串联重复和片段重复共同促进了 ClHSF 基因家族的扩张。表达分

析显示, 在热、冷、旱、盐等胁迫条件下, 不同亚类的 ClHSF 基因均呈现显著差异表达。这

些基因的表达模式不仅揭示了其在薏苡生长发育中的重要作用, 更表明了其对温度和干旱

胁迫的高度敏感性。本研究结果系统解析了 ClHSF 基因家族的进化特征及其在不同环境胁
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迫下的潜在功能, 为薏苡抗逆育种提供了重要的理论基础和基因资源。 
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INTRODUCTION: Heat shock transcription factors (HSFs) are pivotal regulators in plant 

responses to a variety of abiotic stresses, including heat, drought, salinity, and cold. They 

function primarily by modulating the expression of heat shock proteins (HSPs) and other 

stress-responsive genes, thereby maintaining protein homeostasis under adverse 

environmental conditions. Although HSF gene families have been systematically 

characterized in several major crops and model plants, comprehensive information 

regarding HSF genes in Coix lacryma-jobi L., a widely cultivated medicine-food 

homologous crop in East and Southeast Asia, remains absent from the current literature. 
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RATIONALE: Given the increasing frequency of extreme climatic events that threaten 

crop productivity, it is imperative to explore the genetic resources that may confer 

enhanced stress tolerance in underutilized yet nutritionally and medicinally valuable crops 

such as coix. The recent release of a high-quality reference genome for coix provides an 

unprecedented opportunity to systematically identify and analyze the HSF gene family in 

this species. Elucidating the evolutionary relationships, structural features, and expression 

patterns of ClHSF genes under developmental and abiotic stress conditions will contribute 

to a better understanding of their functional roles and inform future molecular breeding 

efforts aimed at improving coix resilience. 

 

RESULTS: In this study, a total of 20 ClHSF genes were identified at the whole-genome 

level and were found to be unevenly distributed across nine chromosomes. Phylogenetic 

analysis classified these genes into three subfamilies—HSFA, HSFB, and 

HSFC—consistent with the clustering patterns observed in Arabidopsis, rice, and maize. 

All identified ClHSF proteins contained the conserved HSF DNA-binding domain, and 

gene structure and conserved motif analyses further supported their evolutionary 

relationships. Collinearity analysis revealed that both tandem and segmental duplication 

events have contributed to the expansion of the ClHSF gene family, with a notably high 

degree of synteny observed between coix and sorghum. Promoter cis-acting element 

analysis identified multiple hormone- and stress-responsive elements, including ABRE, 

MBS, and LTR, suggesting that ClHSF genes are regulated through complex signaling 

networks. RNA-seq and qRT-PCR analyses demonstrated that ClHSF genes exhibited 

tissue-specific expression patterns and were differentially responsive to heat, cold, salt, 

and drought treatments. Notably, several genes, including ClHSF13, ClHSF14, and 

ClHSF17, showed significant and specific upregulation or downregulation under multiple 

stress conditions, highlighting their potential as key regulators in the stress adaptation 

machinery of coix. 

 

CONCLUSION: This study provides the first systematic characterization of the HSF gene 

family in coix, revealing its evolutionary history, structural diversity, and dynamic 

expression in response to developmental cues and abiotic stresses. The identification of 

stress-responsive ClHSF members offers valuable candidate genes for future functional 

studies and genetic improvement programs. Collectively, these findings establish a 

foundational framework for understanding the molecular mechanisms through which 

ClHSF genes contribute to stress tolerance and adaptive growth in coix. 
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