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摘要 为探究甜樱桃热休克转录因子（heat shock transcription factors，HSF）在非生物胁迫中的功能，对甜

樱桃HSF基因家族成员进行全基因组特征分析，利用 qRT-PCR技术分析了HSF基因家族成员在甜樱桃不同

器官/组织中的表达谱，以及在高低温胁迫下的应答情况。结果显示，甜樱桃基因组中共有 17个HSF，根据在染

色体上的位置，依次命名为PavHSF1~PavHSF17，所有成员均为亲水蛋白，且均定位在细胞核中。除 6号和 8
号染色体外，其余染色体均有分布。启动子区域中存在低温等胁迫响应元件，暗示PavHSF可能参与非生物胁

迫响应。PavHSF在进化上分为 3类和 13个亚类，有2对共线性基因对；与单子叶植物的共线性基因对最少。组

织特异性表达分析显示，PavHSF在休眠花芽及叶芽中表达量最高，PavHSF3在甜樱桃所有组织中均呈现较高

表达水平。在高温胁迫下，PavHSF11、PavHSF13、PavHSF15、PavHSF16表达量显著升高，为主要响应高温的

基因；低温胁迫时，PavHSF13、PavHSF15、PavHSF17表达量上升最显著，暗示PavHSF13和PavHSF15为温度

胁迫响应转录因子。以上结果表明，PavHSF转录因子广泛参与了甜樱桃的生长发育，且与温度胁迫关系密切。
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甜樱桃（Prunus avium L.）是蔷薇科李属的重要

落叶果树，其果实富含可溶性糖、维生素等，具有很

高的营养价值［1］。对于甜樱桃而言，温度是影响花果

质量的一个重要因素，在低温情况下可以保持甜樱

桃果实的色泽和甜度，较大的温度波动会加速果实

的变质［2］。开花之前长期的寒冷和冻害会影响花芽

分化的质量，从而降低坐果率及果实品质［3］；在花盛

开期，长时间的高温和日灼会损伤花器官，导致柱头

干瘪、花粉活力下降以及授粉困难或无法完成

授粉［4］。

热休克转录因子（heat shock transcription fac‐
tors，HSFs）是植物中常见的转录因子（transcription 
factors，TFs），在逆境应答中发挥重要作用［5］。HSF
蛋白在植物中较为保守，蛋白序列的 N-末端具有

DNA-结合结构域（DNA-binding domain，DBD），在

C端具有一个寡聚化结构域（oligomerization domain，

OD）其中包含 2 个疏水的 7-肽重复区域 HR-A/B
（heptameric hydrophobic repeat regions）、核定位信号

（nuclear localization signal，NLS）、核输出信号（nucle‐
ar export signal，NES）、激活结构（AHA基序）和阻遏

物结构域（Repressor domain，RD）［6］。植物 HSF 以

HR-A/B区域特征分为A、B、C三类，其中AHA基序

是HSFA而特有的转录激活基序，HSFB和HSFC因

缺少AHA基序而不具有转录激活活性［7］。HSF的热

应激元件（heat stress elements，HSE）是由HS诱导基

因 TATA-box 上游回文结合基序的重复模式构成，

通常含有2个以上的HSE基序［8］。

在不同物种中 HSF 基因家族成员数量各不相

同，拟南芥（Arabidopsis thaliana）中鉴定到 21 个［9］，

半夏（Pinellia ternata）中有 22 个［5］，桃（Prunus persi⁃
ca）中有 18个［10］。HSF基因家族成员的功能研究已

有较多报道。茶树（Camellia sinensis）HSF基因家族
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成员共鉴定到 22 个，其中，CsHsf15 和 CsHsf16 在光

胁迫和低温胁迫下均具有较高的诱导率，且都含有

与光和低温响应相关的顺式作用元件，表明它们可

能在耐光和低温胁迫方面发挥潜在作用［11］。在康

乃馨（Dianthus caryophyllus）中鉴定到 17个 HSF，每

个 HSF 均会受高温和干旱诱导上调表达，其中 4 个

成员 DcaHsf-A2a、DcaHsf-A5、DcaHsf-B2b、DcaHsf-
C1 在低温时会被轻微诱导上调表达，表明 DcaHsf
可能在不同的应激反应途径中发挥关键作用［12］。

在蔷薇科果树苹果（Malus domestica）中鉴定到 25
个 HSF，高温下 12 个 HSF 的表达量显著升高，仅有

MdHsfA9b 和 MdHsfB4a ⁃ b 在温度升高时显著下

调［13］，说明 HSF 基因家族成员在植物生长过程中

可以通过激活或抑制响应多种胁迫反应。目前对

于甜樱桃 HSF 基因家族的研究尚为空白。因此，本

研究对甜樱桃 HSF 基因家族成员进行分析，利用

qRT-PCR 技术分析 HSF 基因家族成员在甜樱桃不

同器官/组织中的表达谱，以及对高低温胁迫的应

答，旨在为深入解析甜樱桃 HSF 基因的结构和功能

提供参考。

1　材料与方法

1.1　甜樱桃HSF基因的鉴定及理化性质预测

从 GDR 数据库（https：//www.rosaceae.org/）下

载甜樱桃基因组和 gff 注释文件（Prunus avium cv. 
‘Tieton’Genome v2.0）。从拟南芥基因组数据库

TAIR（https：//www. arabidopsis. org/）下载拟南芥

HSF 基因家族成员的蛋白序列，并进行 BLASTp 比

对。从 Pfam 蛋白家族数据库（http：//pfam. xfam.
org）下载对应于HSF结构域的隐马尔可夫模型文件

（PF00447）。 使 用 HMMER 3.0（http：//hmmer.
org/）软件，利用 PF00447从甜樱桃基因组数据库中

搜索 HSF 基因家族成员，使用 Pfam 和 SMART
（https：//smart.embl.de/smart/set_mode.cgi？NOR‐
MAL=1）程序确认HSF的结构域。通过ProtParam
在线分析平台（https：//web.expasy.org/protparam/）
对甜樱桃PavHSF蛋白进行相关理化性质分析，包括

但不限于氨基酸序列长度、理论等电点（pI）、分子质

量（MW）等基础参数，同时解析其不稳定指数、脂肪

系数及平均亲疏水性（GRAVY）等特征指标［14］。利

用 Wolf Psort 生物信息学工具（https：//wolfpsort.
hgc.jp/）对HSF蛋白进行亚细胞定位预测，以置信度

最高的预测位置作为最终的预测结果。

为检验鉴定出的成员是否真实存在于甜樱桃，

根据其 CDS 序列设计特异性引物，使用高保真酶

PrimeSTAR Max Premix（Takara，日本）进行克隆验

证（引物序列见表1）。

1.2　甜樱桃HSF基因的系统演化分析

对甜樱桃、拟南芥和梅（Prunus mume）［15］HSF蛋

白序列进行系统发育分析。首先通过 ClustalW 对

PavHSF 蛋白进行多序列比对，比对完成后使用

MEGA11 软件中 neighbor-joining （NJ）法构建系统

发育进化树，构建参数 Bootstrap 值设为 1 000，使用

在线平台 iTOL（https：//itol.embl.de/）进行系统进化

树的可视化构建。

使用在线MEME工具（https：//meme-suite.org/
meme/）分析并预测甜樱桃 HSF 家族成员的基序结

构，预测基序数量设置为 20，其中基序的最小宽度设

置为 6，基序的最大宽度设置为 50，其他的参数均选

择默认。从甜樱桃的基因组注释文件中提取甜樱桃

HSF 基因的结构，包括编码序列（coding sequence，
CDS）和非翻译区（untranslated region，UTR）。最

后，使用TBtools v2.138［16］进行可视化分析。

1.3　甜樱桃HSF基因共线性分析

通过使用 BLASTp 程序鉴定甜樱桃中的同源

HSF基因，其中 e值的阈值设置为<e-5。使用MCS‐
canX［17］默认参数分析甜樱桃 HSF 基因之间的共线

性关系。再使用 TBtools对产生的 HSF共线性基因

对进行可视化调整。

为分析甜樱桃与单子叶植物、模式植物、蔷薇科

果树的共线性关系，对其进行物种间共线性分析。

拟南芥和水稻（Oryza sativa）的基因组序列和相关注

释 文 件 通 过 Phytozome v13 网 站（https：//phyto‐
zome-next. jgi.doe.gov/）下载。同时利用 Ensemble 
plants在线网站（https：//plants.ensembl.org/index.ht‐
ml）下 载 桃（Prunus persica）（NCBIv2）和 苹 果

（ASM211411v1）的基因组序列和注释文件。采用

MCScanX 程序分析甜樱桃与拟南芥、水稻、桃和苹

果之间的共线性。

1.4　甜樱桃HSF基因启动子中顺式作用元件分析

每个甜樱桃HSF基因家族成员起始密码子上游

的2 000 bp被认为是启动子序列。利用TBtools基因

组学工具提取甜樱桃 PavHSF成员的候选启动子序

列，并利用在线预测平台 PlantCARE （http：//bioin‐
formatics. psb. ugent. be/webtools/plantcare/html/）进

行启动子顺式作用元件分析，预测顺式调控元件及
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其功能，并重点关注胁迫应答、生长发育调控和激素

响应等相关元件。最终使用 TBtools 对相关的顺式

元件进行可视化和总结，系统解析启动子区域中的

调控特征。

1.5　甜樱桃PavHSF基因表达的组织特异性分析

组织特异性试验材料采样于贵阳市乌当区百宜

镇贵州大学农业生物工程研究院果园大棚，品种为 9
年生甜樱桃‘布鲁克斯’。在 2023年 12月-2024年 5
月陆续完成不同组织部位采样。

不同组织样品包括：休眠叶芽（2023 年 12 月 26
日）、成熟叶片（2024年 3月 29日）、3个发育期的花：

即休眠花芽（2023 年 12 月 26 日）、开花前花蕾（2024
年 3月 19日）、盛花期花朵（2024年 3月 29日），以及 3
个发育期果实：幼果（2024 年 4 月 2 日）、转色期果实

（2024年4月29日）、成熟果（2024年5月14日）。

2024 年 6 月 3 日，采集长势均一的带叶枝条，等

量分装 2份，分别进行高温（48 ℃）和低温（4 ℃）胁迫

处理分析HSF成员的表达模式。高温处理［18］：枝条

插入等量常温清水中置于 48 ℃人工气候培养箱中培

养，光照强度设置为 20 000 lx，湿度为 80%，分别于

0、6、12、24 h 取样；低温处理［19］：枝条插入等量常温

清水中置于 4 ℃人工气候培养箱中，保持光照、湿度

与高温处理条件一致，于 0、3、6、12、24、48 h 进行

取样。

以上试验均设置 3 个生物学重复。所有样品采

集后立即投入液氮速冻，于-80 ℃保存。使用植物

RNA 提取试剂盒（Omega，美国）提取 RNA，根据

StarScript III All-in-one RT Mix with gDNA Remov‐
er试剂盒（GenStar，中国）步骤合成 cDNA，以 700 ng
为定量，稀释10倍后置于-20 ℃保存。

以Primer Premier 5.0设计荧光定量引物（表 2），

选择PavRSP3和PavEF1-α2作为内参基因［20］，并设

置 3 个技术重复，使用荧光定量 PCR 仪（qTOWER 
3G，德国）进行荧光定量扩增。用 2-ΔΔCt 法计算

PavHSF 基因家族成员的相对表达量，使用 SPSS 
26.0软件进行显著性分析，组织特异性分析利用TB‐
tools 绘制热图，温度胁迫响应表达量使用软件 Ori‐
gin 2021绘图。

2　结果与分析

2.1　甜樱桃HSF基因家族成员鉴定及其理化性质

分析

基于 GDR数据库，通过生物信息学方法鉴定出

17 个 PavHSF 基因家族成员，命名为 PavHSF1-
PavHSF17（表 3）。分析结果显示，成员间氨基酸数

目存在显著差异，PavHSF10 基因编码 519 个氨基

表 1　甜樱桃PavHSF基因家族克隆引物

Table 1　Clone of Prunus avium L. PavHSF gene family

基因

Gene

PavHSF1

PavHSF2

PavHSF3

PavHSF4

PavHSF5

PavHSF6

PavHSF7

PavHSF8

PavHSF9

PavHSF10

PavHSF11

PavHSF12

PavHSF13

PavHSF14

PavHSF15

PavHSF16

PavHSF17

正向引物（5′―3′）
Forward primer

ATGAATTCCGATCACGACCCAG
ATGGAAGGAGCTTCGACTGC
ATGGTGAAATCGGCAGCGAAG
ATGGATGGAGTGGTGGTGAAAG
ATGGCTCCGACGTCGGTGGAG
ATGCACCAGCGCCTTTTCTT
ATGGAGGGCACTCAAGGTGG
ATGGCTGCTACAACTTCTTCAGG
ATGGATGAAGTTCAAGGTGGCG
ATGGGAGGTGCTAATAATAACGGC
ATGGCGTCGTTGCAGGCCG
ATGGACGGTGTGTGTGACCAG
ATGAACCCAAAAGACGAGAGCTAC
ATGGCGCAAAGGTCCGTTCC
ATGGAGCGTGGTGATGTTGAGG
ATGGTGGTTCCTGAAGGCGG
ATGAAAACCCATTTCTCAAATTTGATT

反向引物（5′―3′）
Reverse primer

TTACTTGGGACAGGAGGCCAAG
TCAAAGAGTGAGTGTTTCAGCATCC
TCACTTTCCTGATTGTGTTCCACG
TCAAGGCTTGGACCTGATTAGATAAC
TCAATTACACACCCTCTGATTAGCC
TCAACTAGCATGAGTGAGGCGC
TCATTCGGCCGCAGCAGGCAT
TCAGCATCGAACTTTATTGTGATGATC
TCACGTTTTCTCTACTGGAGTAAGATGC
TCAAACCCCTTTGGTATCTGATGTAAG
TCACTTTCCGAGCTCCAGCCACG
TTATTTGCATTCTTGAGATAGTAAAATG
TCATAGCGGCAGCCAATACAG
TCAGTTGCACACCTTCCCGC
TCACACGACCGTCGCTCCTTGAG
CAATTGGGGCCATGCCTTGA
TTATTTTTGGTTACATTGGAGGAAAAA

扩增产物/bp
PCR product

1 068
1 446
1 239
1 125
912

1 314
1 129
585

1 239
1 560
1 002
735
537
897
672

1 425
915

退火温度/℃
Tm

57
59
58
60
60
57
57
59
58
57
60
61
57
58
58
59
57
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酸，PavHSF13 基因仅编码 178 个氨基酸。PavHSF
基因家族成员蛋白分子质量为 19.63~56.04 ku。蛋

白 质 等 电 点 结 果 显 示 ，最 大 等 电 点 为 8.54
（PavHSF8），最 小 为 4.25（PavHSF13），除 了

PavHSF8的等电点大于 7，为碱性蛋白外，其余 16个

均为酸性蛋白，且该家族成员的所有蛋白平均亲疏

水性均小于 0，表明该家族的所有蛋白均为亲水蛋

白。PavHSF 的不稳定系数介于 33.56~66.41，大部

分蛋白不稳定系数高于 40，属于不稳定蛋白，仅有

PavHSF14不稳定系数小于 40，属于稳定蛋白。脂肪

系数为 49.36~78.66。亚细胞定位预测结果显示，该

家族的所有成员均定位于细胞核中。

使用特异性引物，根据引物的 Tm 值，以甜樱桃

‘布鲁克斯’花芽 cDNA 为模板进行克隆，得到预期

大小的 17个条带（图 1），条带大小与基因组中提取的

CDS序列长度基本一致，证明鉴定得到 17个非冗余

成员。

2.2　甜樱桃PavHSF的系统演化分析

将甜樱桃中 17 个 PavHSF、21 个拟南芥 AtHSF
和 18 个梅 PmHSF 的蛋白序列共 56 条进行比对，由

M为DL2000 Marker，1~17泳道分别为PavHSF1~PavHSF17。M is DL2000 Marker，and Lanes 1-17 are PavHSF1-PavHSF17.

图1 甜樱桃PavHSF基因家族成员扩增

Fig. 1 Amplification of the PavHSF gene family members in sweet cherries

表 2　qRT-PCR引物

Table 2　Primers used in quantitative real-time PCR

基因

Gene

PavHSF1

PavHSF2

PavHSF3

PavHSF4

PavHSF5

PavHSF6

PavHSF7

PavHSF8

PavHSF9

PavHSF10

PavHSF11

PavHSF12

PavHSF13

PavHSF14

PavHSF15

PavHSF16

PavHSF17

正向引物（5′―3′）
Forward primer

TCAGGCAGCTCAACACCTAT

TGTGCAGAAAAGAACAGAA

AGTTCTCGATTTTATTGTTGCCC

AACTTCTCCAGCTTCATTCG

ACATGCAGCTCACCAAGGA

ATCCTTGCTATAACATCAACTTGC

CAAGCCAATTCATAGTCATTC

CAGCTTAATACCTACGGGTTCAA

GATACCATTTTTGATGTTGGAGAG

AGCAGCAGAATGAGAGCAATAGG

CCTGCCCGGTTAACGGCGCT

AAACTCCTCAACCTCCTCCTCAT

CCAAAAGACGAGAGCTACCCAA

CCCGATCAGATCAATCGCATC

AGCCTCCTTCGCCCCAGGAG

GCCTCAGTGTGGATTGTGGAAG

GCGTTGGAAGAAGAAATGGAGA

反向引物（5′―3′）
Reverse primer

CAATCTCTCCGTCCAATC

GGAAGATGCTAGAGTGA

CTTTTCTCTGATCTGTGCCCTGAGG

TCTCTCTTCAATCTTTCA

AATCGCCACACCAAAAA

CTCACTCTGCCATCACTATCCCCT

AGTAGTTCAGCCAAGAAGGAGGT

TTCTGTTTCCTGAGGTTCTTGTT

CCAGATGTTTGTTCTTTTGAGGAT

AACTGGATGATGATGATGAGCCA

TGAGCTGGCGGACGAAGCTA

ACCTCCAATCTCACTCCAAACAA

GAAAGCACCAGAGGACCAAGAA

TCCCACCAACACCAACCCCA

TAACGGCACCACCACCAATCT

ATGATAAGCAGTGGGCATGTCT

GACGAGGACGACGTTGAGGTTA

扩增产物/bp
PCR product

201

222

201

235

205

248

250

245

248

249

228

219

204

244

231

212

206

退火温度/℃
Tm

57

59

58

57

58

59

58

56

57

59

60

59

58

58

60

60

58
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图 2 可知，甜樱桃 HSF 家族成员共分为 HSFA、HS‐
FB、HSFC三大类，其中 HSFA类蛋白有 10个，包括

HSFA1（PavHSF10）、HSFA2（PavHSF4）、HSFA3
（PavHSF13） 、 HSFA4 （PavHSF6、 PavHSF7、
PavHSF9） 、 HSFA5 （PavHSF2） 、 HSFA6
（PavHSF1） 、 HSFA8 （PavHSF3） 、 HSFA9
（PavHSF16）；HSFB 类 蛋 白 有 6 个（PavHSF5、
PavHSF8、 PavHSF11、 PavHSF12、 PavHSF14、
PavHSF15）；HSFC类蛋白有 1个（PavHSF17），暗示

HSF蛋白在进化过程中发生了功能分化。

2.3　甜樱桃PavHSF基因结构分析

为探究 PavHSF 基因家族成员间的系统发育关

系和基因结构的多样性，确定外显子和内含子的分

布，进一步对其蛋白序列进行比对。由图 3A 可知，

只有隶属于A3亚类的PavHSF13含有1个外显子，C
类的 PavHSF17有 5个外显子，其余成员均具有 2个

外显子。内含子数量差异较大，数量介于 0~4 个

之间。

利用 MEME 预测了 PavHSF 基因家族的 20 个

保守结构，其长度介于 6~50 个氨基酸残基。由图

3B 可知，PavHSF 基因家族成员间的基序数量差异

显著，基序数量介于 1~13 之间，说明这些蛋白可能

具有不同的生理功能与生化特征，同时大多数基因

都包含了motif 1、motif 2和motif 3，说明这些基因在

结构上是相对保守的。

由图 3C可知，除了PavHSF17和PavHSF15外，

其他成员均含有 HSF_DNA bind 结构域，其中，

PavHSF2 还具有 Myosin_tail_1 superfamily 结构域，

而 PavHSF9 则含有 TMF_TATA_bd superfamily 结

构域（图 3C）。

2.4　PavHSF染色体定位及基因共线性分析

依据基因在染色体上的定位可以推测其所发挥

的生物学功能。由图 4 可知，在甜樱桃基因组中，

PavHSF 基因家族 17个成员分布在 6条染色体上，6
号和 8号染色体上未发现该家族成员，而其余染色体

上呈现不均衡性分布，7号染色体上PavHSF基因家

族成员数量最多，共有 6个HSF基因，1号染色体有 4
个 HSF 基因，2 号染色体有 1 个 HSF 基因，在 3、4、5
号染色体上各有2个该基因家族成员。

为了探究在甜樱桃基因组中HSF基因复制事件

的发生，对甜樱桃 PavHSF 基因家族进行物种内共

线性分析。由图 5 可知，在 17 个 PavHSF 基因家族

成员中发现了 2 对基因具有片段重复，分别为

PavHSF4、PavHSF16 和 PavHSF5、PavHSF11，从

而推测这 2对基因之间曾经发生过复制，可能是同一

个基因进化产生的。

表 3　甜樱桃PavHSF基因家族成员理化性质

Table 3　Physicochemical properties of PavHSF gene family members in sweet cherry

基因名称

Gene name

PavHSF1

PavHSF2

PavHSF3

PavHSF4

PavHSF5

PavHSF6

PavHSF7

PavHSF8

PavHSF9

PavHSF10

PavHSF11

PavHSF12

PavHSF13

PavHSF14

PavHSF15

PavHSF16

PavHSF17

基因 ID
Gene ID

FUN_039901-T1
FUN_001900-T1
FUN_039952-T1
FUN_039968-T2
FUN_012791-T1
FUN_040080-T1
FUN_040081-T1
FUN_032033-T1
FUN_032297-T1
FUN_040170-T1
FUN_025026-T1
FUN_040310-T1
FUN_040313-T1
FUN_038395-T1
FUN_038574-T1
FUN_039218-T1
FUN_039458-T1

蛋白

长度/aa
Protein 
length

355
481
412
374
303
437
375
194
412
519
333
244
178
298
223
474
304

分子质量/ku
Molecular 

weight

41 160.23
53 695.59
46 484.94
41 863.82
33 670.72
49 944.75
42 909.17
22 059.16
46 580.85
56 044.11
36 194.94
28 139.46
19 639.05
33 543.99
24 936.75
52 792.07
34 713.27

等电点

Isolectric 
point

5.17
5.48
4.73
4.87
5.17
5.17
5.44
8.54
5.34
4.70
4.79
5.69
4.25
5.09
4.84
5.10
6.17

不稳定系数

Instability
 index

49.20
56.32
45.82
60.42
62.99
50.18
54.26
56.05
51.49
61.10
63.74
60.43
66.41
33.56
58.01
50.38
58.59

脂肪系数

Aliphatic in‐
dex

71.58
68.36
72.18
78.66
66.90
69.41
71.52
64.95
67.67
68.23
68.53
65.90
71.74
49.36
69.55
67.66
70.82

平均亲疏水性

Grand average of 
hydropathicity

−0.80
−0.75
−0.66
−0.55
−0.62
−0.74
−0.70
−0.61
−0.77
−0.58
−0.67
−0.88
−0.20
−1.03
−0.71
−0.67
−0.58

亚细胞定位

Subcellular
 localization 

prediction
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
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为进一步探究不同物种间 HSF 的进化关系，本

研究对甜樱桃与拟南芥（Arabidopsis thaliana）、水稻

（Oryza sativa）、桃（Prunus persica）、苹果（Malus do⁃
mestica）HSF基因开展共线性分析。由图 6可知，甜

樱桃与其他物种间HSF存在不同数量的共线性基因

对，与拟南芥、水稻、桃、苹果 HSF 分别存在 13、12、
21、34 对共线性基因对。甜樱桃与桃和苹果的共线

性基因对最多，符合三者同属蔷薇科植物的特征。

甜樱桃与单子叶植物 HSF 的共线性基因偏少，进一

步证实了该基因的保守性。

2.5　HSF基因家族启动子顺式作用元件分析

在基因上游的启动子顺式作用元件是基因生物

学功能的一项参考信息，本研究分析了 PavHSF 的

上游 2 000 bp 启动子的顺式作用元件。由图 7A 可

知，参与生物与非生物胁迫的作用元件数目最多，例

如低温响应元件（LTR）、干旱诱导结合位点（MBS）

等，其次是各种与激素响应相关的元件，包括但不限

于茉莉酸甲酯响应元件（CGTCA-motif、TGACG-
motif）、水杨酸响应元件（TCA-element）等，其中最

多的是脱落酸响应元件（ABRE），13 个成员均有该

响应元件（图 7B）。顺式作用元件预测的结果进一步

说明了 PavHSF 可能具有多重的生物学功能，推测

PavHSF 可能受激素的诱导调控而响应非生物

胁迫。

2.6　甜樱桃不同组织中PavHSF基因的表达模式

分析

由图 8可知，甜樱桃 8个组织中 PavHSF 的表达

模式差异较大。PavHSFA中，PavHSF2、PavHSF4、
PavHSF6、PavHSF7、PavHSF9、PavHSF10 均是在

幼果、休眠花芽和叶芽中有较高表达，而属于 A6 亚

类的 PavHSF1 和 A9 亚类的 PavHSF16 表达水平最

低；在 PavHSFB 中，PavHSF5 和 PavHSF14 在休眠

图中不同颜色分支代表不同亚类，3 个颜色的圆点分别表示 3 个不同物种。The different color branches in the figure represent different 
subclass，and the three colored dots represent the three different species，respectively.

图2 甜樱桃（Prunus avium L.）、拟南芥（Arabidopsis thaliana ）、梅（Prunus mume）HSF蛋白的系统发育分析

Fig. 2 Phylogenetic analysis of the HSF proteins of Prunus avium L.， Arabidopsis thaliana and Prunus mume
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A：PavHSF基因结构，其中黄色为非编码区UTR，绿色为外显子编码序列CDS，黑线为内含子，底部刻度表示基因长度；B：PavHSF的

保守基序，20个不同颜色的色块代表 20个不同的基序；C：PavHSF的保守结构域。A：Gene structures of PavHSF， yellow boxes are non-
coding regions （UTR）， green squares are exon coding sequence （CDS）， and black lines are introns. The bottom scale indicates the length of 
the gene； B：Conserved motif of PavHSF， the 20 different color blocks represent 20 different motifs； C：Conserved domain of PavHSF.

图3 甜樱桃PavHSF基因家族基因结构（A）、保守基序（B）及保守结构域（C）分析

Fig. 3 Gene structures（A）， conserved motif （B） and conserved domain（C） analysis of sweet cherry PavHSF gene family

图4 甜樱桃PavHSF基因家族成员的染色体定位

Fig. 4 Chromosomal localization of sweet cherry PavHSF gene family members
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花 芽 、叶 芽 和 幼 果 中 均 具 有 较 高 表 达 水 平 ，

PavHSF15 在所有组织中的表达水平均相对较低；

PavHSFC中的唯一成员PavHSF17在 8个组织中均

呈现低表达。PavHSF3在所有组织中均高表达，推测

该成员可能在甜樱桃多个生长发育过程中均可发挥作

用。与之相反，PavHSF1、PavHSF15、PavHSF16、
PavHSF17 在所有组织中的表达水平较低。总体来

说，PavHSF在幼果、休眠花芽和叶芽中表达量较高，

而在成熟叶片、开花前花蕾和完整花中的表达量相

对较低。

2.7　甜樱桃PavHSF对温度胁迫的响应

由图 9 可知，48 ℃高温胁迫处理下，PavHSF 基

因家族成员的表达水平普遍呈上升趋势。具体而

言 ，随 处 理 时 间 延 长 ，PavHSF1、PavHSF8、

PavHSF10、PavHSF11、PavHSF12、PavHSF13、
PavHSF15 整 体 上 呈 现 持 续 升 高 的 趋 势 ；而

PavHSF4、PavHSF5、PavHSF7 表达水平呈现先升

高再降低的趋势；其他成员的表达水平随处理时间

的增加出现波动，处理6 h时表达量显著上升，12 h时

降 低 ，随 后 24 h 时 再 次 升 高 ，其 中 PavHSF11、
PavHSF13、PavHSF15、PavHSF16在高温处理下表

达量显著增加，受高温胁迫影响较大，推测这 4个成

员是响应高温胁迫的关键基因。

由图 10 可知，4 ℃低温胁迫处理下，PavHSF12
表达水平显著降低，与高温处理下表达水平相反。

PavHSF13、PavHSF15、PavHSF17表达量分别显著

升高 65、40、50 倍，推测 PavHSF13、PavHSF15 和

PavHSF17 为应对低温环境的主要成员。其他大部

蓝色线表示甜樱桃的 8条染色体；灰色线代表甜樱桃基因组中的所有共线性基因对，红色线表示甜樱桃 PavHSF中的 2对共线性基因

对。The blue lines represent the eight chromosomes of the sweet cherry； the gray lines represent all collinear gene pairs in the sweet cherry ge‐
nome， and the red lines represent 2 collinear gene pairs in PavHSF in the sweet cherry.

图5 甜樱桃PavHSF基因家族物种内共线性分析

Fig. 5 Within-species collinearity of the sweet cherry PavHSF gene family
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分成员表达量在12 h前无明显变化或稍降低，12 h后

逐渐升高，推测细胞可能优先激活冷休克蛋白（cold 
shock proteins，CSPs）［21］及其他应激通路，间接激活

HSF 以促进伴侣蛋白（HSP）的表达，从而上调

HSF。

3　讨 论

甜樱桃作为一种重要的经济果树，高低温胁迫

会影响其花芽分化，导致产量减少、经济收益降低。

植物 HSF 是重要的转录因子，参与调节各种胁迫响

应基因的表达，对多种非生物胁迫的耐受响应起关

键作用［22］。HSF家族成员通常会通过识别并靶向热

激元件 HSE 从而激活相关下游基因的表达，调控植

物的耐热性［23］。

本研究首次在甜樱桃中鉴定了 17 个 HSF 基因

家族成员（PavHSF1~PavHSF17），成员数量小于番

茄（Solanum lycopersicum L.）［24］、棉 花（Gossypium 
hirsutum）［25］、白菜（Brassica rapa pekinensis）［26］，但是

与 蔷 薇 科 草 莓（Fragaria × ananassa）、中 国 李

（Prunus salicina Lindl.）和桃［27］的数量十分相近。甜

樱桃 17个PavHSF在基因结构上高度相似（图 2），且

通过物种间共线性分析（图 5）发现，甜樱桃与桃和苹

果的共线性基因对最多，符合三者都为蔷薇科植物

的特征，甜樱桃 HSF 与单子叶植物的共线性基因偏

少，进一步表明 HSF 在植物中的进化较为保守。通

过定量分析进一步揭示了其在高温和低温胁迫下的

动态表达特征。HSFA1 类转录因子有一个独特的

功能，其作为获得性耐热性的主调节器，不能被任何

拟南芥（At）、水稻（Os）、桃（Pp）、苹果（Md）与甜樱桃（Pav）中HSF的共线性关系；橙色方块（Chr1~Chr8）为甜樱桃的染色体；绿色方块

（Chr1~Chr5）为拟南芥的染色体；粉色方块（Chr1~Chr12）为水稻的染色体；蓝色方块（Chr1~Chr8）为桃的染色体；紫色方块

（Chr1~Chr17）为苹果的染色体。The collinearity of PavHSF in Arabidopsis （At），rice （Os），peach （Pp），apple （Md） and sweet cherry 
（Pav）；the orange squares （Chr1-Chr8） are the chromosomes of sweet cherries；the green squares （Chr1-Chr5） are chromosomes of Arabidop⁃

sis thaliana；the pink squares （Chr1-Chr12） are the chromosome of rice；the blue squares （Chr1-Chr8） are the peach chromosomes；the purple 
squares （Chr1-Chr17） are the chromosomes of the apple.

图6 甜樱桃与其他物种间HSF基因的共线性分析

Fig. 6 Syntenic relationship of the HSF genes between sweet cherry and other species
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其他HSF取代［8］，HSFA2对诱导的高水平耐热性的

关键作用不仅取决于这种 HSF 在胁迫植物中的丰

度，而且还取决于与 HSFA1的异源寡聚化，HSFA1
和 HSFA2 这 2 种蛋白共同形成了一种 HSP 编码基

因的超激活复合物，其活性远高于单独的 2 种 HS‐
Fs［28］。 而 在 甜 樱 桃 中 ，PavHSF10（HSFA1）和

PavHSF4（HSFA2）在高温 48 ℃时均会表现出明显

的升高，因此猜测 PavHSF10 和 PavHSF4 可以形成

超激活复合物，从而增加了耐热性。值得注意的是，

不同 PavHSF成员在温度胁迫响应中表现出显著的

功能分化。例如，在 48 ℃高温处理下，PavHSF11、
PavHSF13、PavHSF15 和 PavHSF16 的表达量显著

升高，其中PavHSF13和PavHSF15在高温和低温胁

迫下均被强烈诱导（高温处理 24 h 时分别上调约 30
倍和 20 倍，低温处理 48 h 时分别上调约 65 倍和 40
倍）。这表明这 2 个基因可能具有双重温度响应特

性，既能参与耐热响应，又可能在冷胁迫信号通路中

发 挥 关 键 作 用 。 而 在 枇 杷（Eriobotrya japonica 
Lindl.）果树中［29］，EjHSF1 也具有对温度的双重响

应，可以通过 HSP 途径参与应答冷害和木质化。这

种双重响应可能反映了果树对复杂气候环境的适应

性进化。相关研究发现小麦（Triticum aestivum L.）
HSF基因TaHSFA6f在 40 ℃和 4 ℃处理下均有显著

的上调。其可能通过调控下游 HSPs 和抗氧化基因

的表达，协同应对高温、低温等多种胁迫［30］。此外，

PavHSF17在低温胁迫下的表达量显著升高，但在高

温处理中表达波动较小，暗示 PavHSF17 的功能可

能更偏向于冷胁迫响应。而结合系统进化分析，HS‐
FC类成员在蔷薇科中相对保守，但其功能在甜樱桃

中可能进一步特化，成为低温信号通路的调控因子。

这一结果为解析HSF基因在不同温度胁迫下的功能

分化提供了新视角。

组织特异性表达分析显示，PavHSF多数普遍在

休眠花芽（FL1）、叶芽（LB）及幼果（FR1）中表达量

较高，而在成熟叶片（ML）和盛花期花朵（FL3）中表

达水平较低。例如，PavHSF3在所有组织中均高表

达，暗示其可能在甜樱桃基础生理过程中具有广泛

调控作用，可能参与基础胁迫应答。而 PavHSF2、

A：PavHSF启动子上游 2 000 bp顺式作用元件分析，其中不同颜色方块代表不同的作用元件；B：启动子区域内顺式作用元件数量统计，

其中蓝色方块代表响应生物与非生物胁迫的元件，灰色代表激素响应元件，橙色代表植物生长响应元件，黄色代表光响应元件。A： Anal‐
ysis of cis-acting elements of 2 000 bp upstream of PavHSF promoter， where different color squares represent different acting elements； B：Sta‐
tistics of cis-acting elements in each member promoter region， where blue squares represent elements responding to biotic and abiotic stresses， 
gray represents hormone response elements， orange represents plant growth response elements， and yellow represents light response elements.

图7 甜樱桃PavHSF上游启动子序列的顺式作用元件分析

Fig. 7 Cis-acting elements of the promoter sequence upstream of the sweet cherry PavHSF gene
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PavHSF6、PavHSF14等在幼果中高表达，可能与果

实早期发育中的细胞分裂和分化相关。值得注意的

是 ，休 眠 花 芽 中 多 个 PavHSF 的 高 表 达（如

PavHSF5、PavHSF7）可能与其对低温环境的适应有

关，甜樱桃花芽分化需经历冬季积累足够的低温以

打破自然休眠，而 HSF 基因在此过程中可能通过调

控伴侣蛋白（如HSPs）的表达，保护花芽细胞免受低

温损伤。这一结果与启动子分析中发现的低温响应

元件（LTR）和非生物胁迫元件（如 MBS）相吻合，进

一步支持了PavHSF在甜樱桃抗逆中的核心地位。

在植物中，启动子区域中的顺式作用元件可能

会在发育过程或胁迫应答时结合特定的转录因子而

发挥作用［31］，在 PavHSF 的启动子中含有低温响应

元件（LTR）、干旱诱导结合位点（MBS）等非生物胁

迫相应作用元件和大量激素响应元件，例如茉莉酸

甲 酯（CGTCA-motif）、脱 落 酸（ABRE）、水 杨 酸

（TCA-element）等元件，暗示PavHSF可能通过激素

信号通路参与胁迫应答。例如拟南芥中 ABA 信号

传导途径转录因子 ABI3 可以通过调控 AtHsfA9 提

高耐热性［32］。在花生（Arachis hypogaea L.）、小麦中

均发现HSF中的成员可以调控植物响应干旱和盐胁

迫［33-34］。此外，在卷心菜（Brassicarapa L. ssp. pekin⁃
ensis）和水稻（Oryza sativa L.）中发现HSF可以调节

植物对低温的抗性，抵御低温胁迫［35-36］。本研究结

果表明，PavHSF在甜樱桃响应高低温胁迫时发挥重

要的调控作用，结合定量分析，筛选出 PavHSF13、

ML：成熟叶片；LB：叶芽；FL1：休眠花芽；FL2：开花前花蕾；FL3：盛开花朵；FR1：幼果；FR2：转色期果；FR3：成熟果。ML：Mature leaf；
LB： Leaf buds；FL1：Dormant flower bud；FL2：Flower bud before flowering；FL3：Blooming flowers；FR1：Small fruit；FR2：Fruit of red-
fleshed；FR3：Ripe fruit.

图8 PavHSF在甜樱桃8个不同组织中的表达模式

Fig. 8 Expression pattern of PavHSF in eight different tissues of sweet cherry
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不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05），下同。Different lowercase letters indicate significance difference among treatments（P<
0.05），the same as below.

图9 48 ℃高温处理下甜樱桃PavHSF的表达模式

Fig. 9 Expression pattern of sweet cherry PavHSF treated under 48 ℃ high temperature

图10 4 ℃低温处理下甜樱桃PavHSF的表达模式

Fig. 10 Expression pattern of sweet cherry PavHSF treated under 4 ℃ low temperature
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PavHSF15和PavHSF17等关键候选基因，但本研究

尚未对关键候选基因进行深入研究，未来可通过对

关键候选基因进行遗传转化，探究其在温度胁迫下

的功能，深入研究其响应温度胁迫的分子机制。
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Identification of HSF gene family in sweet cherry and its expression 
profiles under temperature stress

WANG Yuqing,HOU Qiandong,CHEN Fali,QIAO Guang,WEN Xiaopeng

College of Life Sciences/Institute of Agro-bioengineering/Ministry of Education Key Laboratory
 of Plant Resource Conservation and Germplasm Innovation in Mountainous Regions，Guizhou University，

Guiyang 550025，China

Abstract Sweet cherry （Prunus avium L.） is an important economic fruit tree，and the quality of its 
flower bud is greatly affected by temperature.The characteristics of whole genome of the heat shock tran‐
scription factors （HSF） family in sweet cherry were identified，and the expression profiles of the HSF gene 
family members in different organs/tissues of sweet cherry and their responses under high and low tempera‐
ture stresses were analyzed using qRT-PCR technology.The results showed that there were 17 HSF mem‐
bers in the genome of sweet cherry，named as in sequence from PavHSF1 to PavHSF17 based on the loca‐
tions on chromosomes.All members of this family are hydrophilic proteins localized in the nucleus，and dis‐
tributed on chromosomes except for the chromosome 6 and 8.There were low temperature and other stress 
responsive elements in the promoter region，indicating that PavHSF may be involved in the response to abi‐
otic stress.PavHSF can be divided into 3 categories and 13 subtypes in evolution，with 2 pairs of collinear 
gene.The number of gene pairs collined with monocotyledonous plants is the least.The results of analyzing 
tissue-specific expression showed that PavHSF members had the highest level of expression in dormant 
flower buds and leaf buds，while PavHSF3 was highly expressed in all tissues of sweet cherry.The expres‐
sion of PavHSF11，PavHSF13，PavHSF15 and PavHSF16 under the high temperature was significantly 
increased，indicating that they are main genes responding to the high temperature. The expression of 
PavHSF13，PavHSF15 and PavHSF17 under the low temperature increased most significantly，indicating 
that they are transcription factors responding to the low temperature.It is indicated that PavHSF family is 
widely involved in the growth and development of sweet cherry，and closely related to the temperature 
stress.It will provide a basis for further cloning genes and studying functions of HSF family in sweet cherry.

Keywords sweet cherry； heat shock transcription factors； gene family analysis；high temperature 
stress； low temperature stress； expression analysis 
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