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摘  要：目的  通过对杜仲 LBD 基因家族进行全面鉴定，以期为 EuLBDs 基因功能深入研究提供依据。方法  以杜仲基因

组数据库为基础，利用生物信息学方法，对杜仲 LBD 基因家族进行全面鉴定和表达模式分析。结果  从杜仲基因组中共鉴

定到 19 个 EuLBDs，分为 Class I 与 Class II 2 大类，进一步划分为 6 个亚家族（Ia、Ib、Ic、Id 与 IIa、IIb）。理化性质分析

显示：EuLBDs 编码 152～293 个氨基酸，理论等电点分布于 4.62～9.91，相对分子质量区域为 17 420～31 820，均为亲水性

蛋白，以 α-螺旋和不规则卷曲为主，亚细胞定位于细胞核中。EuLBD 基因家族含有类锌指、亮氨酸拉链和甘氨酸-丙氨酸-

丝氨酸（GAS）保守结构域。表达模式分析显示，EuLBDs 参与杜仲叶片发育，随着叶片发育，水平逐渐降低，EuLBDs 基

因表达不受叶片胶含量的影响。结论  从杜仲基因组水平对 LBD 基因家族进行了全面鉴定和生物信息学分析，为进一步研

究杜仲 LBDs 基因功能奠定基础。 
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Abstract: Objective  In order to provide a basis for further research on the function of EuLBDs gene, the LBD gene family of 

Eucommia ulmoides was comprehensively identified in this study. Methods  Based on E. ulmoides genome database, this study 

used bioinformatics methods to identify and analyze E. ulmoides LBD gene family. Results  A total of 19 EuLBDs were identified 

from E. ulmoides genome, which were divided into Class I and Class II groups and further divided into six subfamilies (Ia, Ib, Ic, Id 

and IIa, IIb). EuLBDs encodes 152—293 amino acids, and the theoretical isoelectric points distribution were 4.62—9.91, molecular 

weight between 17 420—31 820 by physicochemical analysis, all of EuLBD proteins were hydrophilic proteins. α-Helix and 
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irregular curl were the main structure of the secondary structure in the EuLBD gene family which was mainly expressed in nucleus. 

EuLBD gene family had sinusoidal structure, the leucine zipper and the glycine-alanine-serine (GAS) structure domain. Expression 

pattern analysis showed that EuLBDs involved in E. ulmoides leaves development, and the transcription level of EuLBDs gradually 

decreased with leaf development, which were not affected by the leaf gum content. Conclusion  In this study, the members of the 

LBD family were comprehensively identified and bioinformatics analysis from the genomic level of E. ulmoides, which laid a 

foundation for further functional research of EuLBD genes. 

Key words: Eucommia ulmoides Oliver; LBD gene family; phylogeny analysis; gene expression; EuLBDs 
 

杜仲 Ecommia ulmoides Oliver 为杜仲科杜仲属

落叶乔木，是中国特有的单科、单属、单种的名贵

中药材，集“经济、生态、社会效益于一体[1]，为

我国二级保护植物。杜仲主要以树皮入药，具有抗

疲劳、抗肿瘤、预防太空骨质疏松，还具有利胆止

血、抗菌、利尿、免疫镇静等作用[2]。LBD 蛋白（lateral 

organ boundaries domain/ASYMMETRIC LEAVES2- 

Like）是植物特有的一类转录因子[3-6]，N-末端含有

由 100 个氨基酸残基 3 个基序（C-block、GAS-block

和 leu zipper coiled coil）组成的保守 LOB 结构域。

C-block 由 4 个半胱氨酸残基（CX2CX6CX3C）组

成，主要参与DNA与顺式作用元件结合，GAS-block

由 49 个氨基酸残基组成，以 FX2VH 序列开始，DP

（V/I）序列结束[7]，Leu zipper coiled coil 包含 1 个

“LX6LX3LX6C”序列的亮氨酸拉链结构，主要参

与蛋白质二聚化过程[8]。LBD 基因家族分为 Class I

和 Class II 2 大类，研究报道显示，Class I 类 LBDs

基因主要在侧生器官的原基边缘表达，调控根、叶、

花和胚胎生长发育[9]；Class II 类基因主要参与植物

花青素的合成以及氮代谢调控[10-17]。 

自第一个 LBD 基因从拟南芥中发现以后，其他

物种 LBD 蛋白也相继被报道。研究显示，LBD 转

录因子参与植物侧生器官发育、激素调节、氮素代

谢等多种生物学过程 [5,18]。在拟南芥中，AtASL1

（AtLBD36）、AtASL4（AtLOB）和 AtASL5（AtLBD12）

参与分生组织侧枝器官发育 [8,19-20] ， AtLBD29

（ AtASL16 ）、 AtLBD18 （ AtASL20 ）和 AtLBD16

（AtASL18）主要在侧根中表达[21-22]；AtLBD18 和

AtLBD33 形成异源二聚体，激活下游基因 E2Fa 转

录[23]，促使根部侧生分生组织细胞进入细胞周期，

影响拟南芥侧根发育[24-25]。AtLBD41 在拟南芥叶片

发育中发挥重要作用[20]，AtAS2 主要在幼嫩花器官

近轴面特异表达[6,26]，调控花器官发育[27]。TaLBDs

基因特异性调控小麦组织发育，Class Ib 亚家族主要

参与盐胁迫响应[28]。丹参 SmLBD23 异源转化拟南

芥，导致转基因植株花青素和总酚酸含量降低，干

扰植株叶中黄酮含量升高，根中黄酮含量降低；

SmLBD16 导致转基因拟南芥花青素和总酚酸含量

升高，由此说明，丹参 LBDs 基因参与花青素和总

酚酸代谢调控[5,29]。 

随着分子生物学的发展，LBDs 基因已在多个

物种中进行了研究（表 1），然而杜仲 LBD 基因家

族还未报道。本研究以杜仲基因组数据[30]为基础，

从基因组水平对 LBD 基因家族进行全面鉴定、理

化性质分析、进化关系、保守基序以及表达模式

分析，以期为进一步探索杜仲 LBDs 基因功能奠

定基础。 

1  材料 

杜仲材料种植于西北农林科技大学苗圃（陕西

杨凌），经西北农林科技大学李龙博士鉴定为杜仲

E. ulmoides Oliver。取生长正常，长势一致的 2 年 

表 1  不同物种 LBD 基因家族分布 

Table 1  Distribution of LBD gene family in different 

species 

物种 拉丁名 分类 总数 文献 

水稻 Oryza sativa L. 单子叶植物 35 31 

玉米 Zea mays L. 单子叶植物 44 32 

大麦 Hordeum vulgare L. 单子叶植物 24 33 

小麦 Triticum aestivum L. 单子叶植物 75 28 

二穗短柄草 Brachypodium distachyum L. 单子叶植物 28 34 

杜仲 Eucommia ulmoides Oliver 双子叶植物 19  

巨桉 Eucalyptus grandis Hill 双子叶植物 46  6 

拟南芥 Arabidopsis thaliana L. 双子叶植物 43  8 

毛果杨 PopuLus trichocarpa L. 双子叶植物 57  6 

黄瓜 Cucumis sativus L. 双子叶植物 39 35 

番茄 Solanum lycopersicum L. 双子叶植物 46  4 

马铃薯 Solanum tuberosum L. 双子叶植物 43 36 

辣椒 Capsicum annuum L. 双子叶植物 45 37 

蒺藜苜蓿 Medicago sativa L. 双子叶植物 56 38 

胡萝卜 Daucus carota L. 双子叶植物 59 39 

烟草 Nicotiana tabacum L. 双子叶植物 98 40 

桑树 Morus alba L. 双子叶植物 31 41 

葡萄 Vitis vinifera L. 双子叶植物 50 42 

苹果 Malus pumila Mill. 双子叶植物 58 43 

雷蒙德氏棉 Gossypium raimondii L. 双子叶植物 66  6 

芜青 Brassica rapa L. 双子叶植物 55 44 
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生“秦仲 1 号”“Qinzhong 1”杜仲幼苗的叶芽

（茎尖）、生长叶（3 cm 长叶片）、幼叶（完全

展开的新叶）、老叶（完全展开 60 d 叶片）；采

集高产胶杜仲品种“秦仲 2 号”“Qinzhong 2”

和低产胶杜仲品种“小叶”“Xiaoye”成熟叶片，

设置 3 个生物学重复，经液氮处理后冻存于

−80 ℃ 冰箱，用于 RNA 提取。无菌水、乙醇、

TRIzol、液氮、反转录试剂盒、qRT-PCR SYBR

试剂盒等。  

2  方法 

2.1  杜仲 LBD 基因家族鉴定及理化性质分析 

从杜仲基因组数据库 Genome Warehouse

（https://bigd.big.ac.cn/gwh/Assembly/13/show）中下

载 LBD 蛋白候选序列，利用 NCBI 在线分析软件

[Conserved Domain Search Service（CD Search）]分

析序列的结构域，保留含有完整 LOB 结构域的蛋白

序 列 。 通 过 在 线 软 件 ProtParam （ http://web. 

expasy.org/protparam/）分析蛋白的理化性质，使用

Plant-mPLoc （ http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/ 

plant-multi/）预测 EuLBDs 蛋白的亚细胞定位，利

用在线工具 ExPASY（https://www.expasy.org/tools）

预测 EuLBDs 氨基酸数量、相对分子质量、理论等

电点  [45] ，通过 Expasy （ https://web.expasy.org/ 

protscale/）软件分析蛋白的亲疏水性，利用 SOPMA

（ https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.plpage= 

npsa_sopma.html）[46]和 Phyre 2 （http://www.sbg. 

bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index） [47]软件

分别预测蛋白的二级结构和三级结构。 

2.2  杜仲 LBDs 蛋白系统发育树构建 

通过 Clustal X1.83[48]软件对杜仲、水稻、拟南

芥和毛果杨 LBDs 氨基酸序列进行多序列比对，利

用 MEGA 6.0 的邻接法（neighbor-joining，NJ）构

建系统发育树，重复次数设置为 1000 次，其他参数

为默认值[49]。 

2.3  保守基序及启动子分析 

为了分析 EuLBDs 蛋白的保守基序，通过

MEME（http://meme-suite.org/）在线软件对 EuLBD

基因家族成员进行基序分析（参数为 any number of 

Repetitions（anr），maximum number of Motifs＝10，

minimum width≥6，and maximum width≤50）[50]。

为了解析 EuLBDs 启动子区域顺式作用元件，对

EuLBDs 基因 ATG 上游 2000 bp 的序列进行查找分

离，利用 Plant CARE（ http://bioinformatics.psb. 

ugent.be/webtools/plantcare/htmL/）软件进行启动子

分析[51]。 

2.4  杜仲 EuLBD 基因家族表达模式分析 

从 NCBI 的 Short Read Arshive（SRA）数据库

中下载杜仲叶片不同发育时期（叶芽、初生叶、幼

叶、老叶）[52]及不同胶含量（低含量、高含量）[53]

转录组数据，EuLBDs 基因在不同组织中的相对表

达丰度用 FPKM 值表示，对该数值取对数（Log2）

进行统计分析，通过 MeV4-9-0 工具绘制基因表达

图谱，表达量最高的用红色方框表示，表达量最低

的用绿色方框表示。 

2.5  杜仲 LBDs 蛋白互作网络预测 

利用 STRING 软件（https://string-db.org/）上传

EuLBDs 蛋白序列，选择拟南芥数据库进行序列比

对，根据已知拟南芥蛋白互作关系，通过 Blast 比

对杜仲同源蛋白，通过 Cytoscape 3.7.0 软件进一步

分析，对 EuLBD 基因家族蛋白互作信息进行评估

和预测[54]。 

3  结果与分析 

3.1  杜仲 LBD 基因家族鉴定及理化性质分析 

利用 Genome Warehouse 数据库，通过生物信

息学方法，从杜仲基因组中鉴定到 19 个 EuLBDs

基因（表 2），通过 Pfam 和 NCBI 的 Conserved 

Domain Search 在线分析软件对 EuLBDs 蛋白结构

域进行检测。结果显示，19 个 EuLBDs 蛋白均含

有保守 LOB 特征结构域，分别命名为 EuLBD1～

EuLBD19。通过 ExPASy 工具，对 EuLBD 家族成

员进行蛋白质理化性质分析，最长蛋白 EuLBD12

编码 293 个氨基酸，最短蛋白 EuLBD3 编码 152 个

氨基酸，相对分子质量分布区域为 17 420～31 820，

等电点范围是 4.62（EuLBD8）～9.91（EuLBD9）。

亚细胞定位预测结果显示，EuLBDs 均定位在细

胞核中（表 2）。 

3.2  杜仲 LBD 转录因子亲疏水性分析 

利用 ProtScale 在线软件分析杜仲 LBDs 转录

因子的亲疏水性。结果如图 1 所示，19 条 EuLBDs

蛋白均存在明确的亲疏水区域，亲水区域多于疏

水区域，表明 EuLBDs 多肽链均为亲水性蛋白。

EuLBD1 的最低值为−2.133，在 218 位，最高值为

2.011，位于第 47 氨基酸残基处；EuLBD2 在 145

位处于最低值为−3.489，于 88 位氨基酸残基处达

到最高值是 1.922，其他蛋白的最低值、最高值及

具体位置见图 1。 
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表 2  杜仲 LBD 基因家族基本信息 

Table 2  Basic information of EuLBD gene family 

基因识别号 基因名 亚家族 CDS 长度/bp 蛋白大小/aa 相对分子质量 等电点 染色体定位 亚细胞定位 

EUC08714-RA EuLBD1 Ic 696 231 24 491.84 7.71 Super-Scaffold_114 细胞核 

EUC20345-RA EuLBD2 Ia 543 180 20 484.31 7.14 Super-Scaffold_16 细胞核 

EUC21682-RA EuLBD3 Id 459 152 17 422.81 8.68 Super-Scaffold_16 细胞核 

EUC11380-RA EuLBD4 Ic 591 196 21 621.70 6.99 scaffold109_obj 细胞核 

EUC25875-RA EuLBD5 Ia 570 189 20 764.88 8.45 scaffold165438_obj 细胞核 

EUC09084-RA EuLBD6 IIa 675 224 24 454.64 9.24 Super-Scaffold_119 细胞核 

EUC04110-RA EuLBD7 Id 696 231 26 321.49 5.13 Super-Scaffold_6 细胞核 

EUC23917-RA EuLBD8 Id 825 274 30 674.93 4.62 scaffold1884_obj 细胞核 

EUC20049-RA EuLBD9 IIb 732 243 26 477.14 9.91 Super-Scaffold_20 细胞核 

EUC25816-RA EuLBD10 Ia 627 208 22 350.64 5.93 scaffold1219_obj 细胞核 

EUC19372-RA EuLBD11 Ia 522 173 19 107.81 6.57 scaffold269_obj 细胞核 

EUC00496-RA EuLBD12 IIb 882 293 31 824.72 5.95 scaffold150_obj 细胞核 

EUC14736-RA EuLBD13 Ia 546 181 19 932.81 7.64 Super-Scaffold_10 细胞核 

EUC00643-RA EuLBD14 Ic 708 235 25 304.51 6.49 Super-Scaffold_172 细胞核 

EUC04109-RA EuLBD15 Id 657 218 24 519.67 4.92 Super-Scaffold_6 细胞核 

EUC02244-RA EuLBD16 Ib 522 173 19 288.75 5.42 Super-Scaffold_558 细胞核 

EUC25778-RA EuLBD17 Ia 522 173 18 884.42 4.93 scaffold1253_obj 细胞核 

EUC09243-RA EuLBD18 Ib 699 232 25 705.59 9.30 scaffold567_obj 细胞核 

EUC16341-RA EuLBD19 Ia 627 208 22 780.85 5.52 Super-Scaffold_38 细胞核 

 

图 1  杜仲 LBDs 转录因子亲疏水性预测 

Fig. 1  Prediction of hydrophilic and hydrophobic of EuLBDs transcription factor
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3.3  杜仲 LBDs 蛋白结构分析 

EuLBDs 蛋白二级结构分析显示，α-螺旋、无

规则卷曲、延伸链和 β-转角在杜仲 LBD 蛋白家族

中均有分布。α-螺旋在 DNA 结合基序中发挥重要

作用，无规则卷曲易受侧链相互作用，构成活性部

位和功能部位。杜仲 LBDs 蛋白二级结构有 2 种类

型，其中 α 螺旋＞无规则卷曲＞延伸链＞β 转角的

数量最多，有 11 个基因，所占比例为 57.89%；8

个基因二级结构顺序为无规则卷曲＞α 螺旋＞延伸

链＞β 转角，比例是 42.11%，具体情况见表 3。 

采用 Phyre2 在线软件进行杜仲 LBDs 蛋白高级

结构同源建模预测，结果如图 2 所示，除 EuLBD17

三级结构出现特异性外，其余蛋白三级结构非常相

似，均由 α-螺旋、β-折叠和随机卷曲等组成，19 个

EuLBDs 中随机卷曲所占比例最大，空间结构不同，

决定 EuLBDs 蛋白功能的差异。 

表 3  杜仲 LBD 基因家族二级结构分析 

Table 3  Secondary structures analysis of EuLBD gene family 

基因名 拟南芥同源基因 最低值 位点 最高值 位点 α-螺旋（占比/%） 延伸链 E（占比/%） β 转角（占比/%） 无规则卷曲（占比/%） 
EuLBD1 AT4G00220.1 −2.133 218 2.011  47  80（34.63） 13（5.63） 11（4.76） 127（54.98） 
EuLBD2 AT3G58190.1 −3.489 145 1.922  88 100（55.56）  8（4.44）  4（2.22）  68（37.78） 
EuLBD3 AT1G75240.1 −3.000  60 1.900  27  71（46.71） 11（7.24）  3（1.97）  67（44.08） 
EuLBD4 AT2G42430.1 −2.944 176 1.978  87  86（43.88）  7（3.57）  3（1.53） 100（51.02） 
EuLBD5 AT1G07900.1 −2.133  25 1.956 123  91（48.15） 13（6.88）  2（1.06）  83（43.92） 
EuLBD6 AT3G49940.1 −2.744 181 1.811  51  71（31.70）  23（10.27） 13（5.8） 117（52.23） 
EuLBD7 AT3G13850.1 −3.367 118 1.656  86 124（53.68） 16（6.93）  6（2.6）  85（36.80） 
EuLBD8 AT3G13850.1 −2.911 169 1.878 194 111（40.51） 14（5.11）   6（2.19） 143（52.19） 
EuLBD9 AT1G68510.1 −2.389 211 2.133 220  70（28.81）  36（14.81）  14（5.76） 123（50.62） 
EuLBD10 AT2G28500.1 −1.700 195 2.533 167  91（43.75） 13（6.25）   3（1.44） 101（48.56） 
EuLBD11 AT2G30130.1 −2.038 166 1.789 108  78（45.09） 16（9.25）   5（2.89）  74（42.77） 
EuLBD12 AT1G67100.1 −2.656 272 1.289 249  93（31.74）  41（13.99）  17（5.80） 142（48.46） 
EuLBD13 AT2G30130.1 −1.978 114 1.911 124 105（58.01） 16（8.84）   1（0.55）  59（32.60） 
EuLBD14 AT3G03760.1 −3.110 219 2.622  32 108（45.96）  26（11.06）   8（3.40）  93（39.57） 
EuLBD15 AT3G13850.1 −3.122 165 1.411 107 106（48.62） 13（5.96）   3（1.38）  96（44.04） 
EuLBD16 AT3G11090.1 −2.189  20 1.922 104 108（45.96）  26（11.06）   8（3.40）  93（39.57） 
EuLBD17 AT1G07900.1 −2.133  25 2.078  47  90（52.02） 13（6.94）   0（0.00）  71（41.04） 
EuLBD18 AT2G30340.1 −3.100  30 1.711 126 110（47.41）  27（11.64）  10（4.31）  85（36.64） 
EuLBD19 AT1G07900.1 −2.100 185 2.044  43  87（41.83）  24（11.54）   1（0.48）  96（46.15） 
 

 

图 2  杜仲 LBDs 蛋白三级结构预测 

Fig. 2  Tertiary structure prediction of EuLBD proteins

EuLBD1             EuLBD2            EuLBD3            EuLBD4           EuLBD5 

EuLBD6             EuLBD7            EuLBD8            EuLBD9          EuLBD10 

EuLBD11           EuLBD12           EuLBD13           EuLBD14          EuLBD15 

EuLBD16           EuLBD17           EuLBD18           EuLBD19  



 中草药 2022 年 5 月 第 53 卷 第 10 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2022 May Vol. 53 No. 10 ·3147· 

   

3.4  杜仲 LBDs 蛋白系统进化分析 

利用MEGA 6.0分析软件，对19个杜仲EuLBDs，

35 个水稻 OsLBDs[31]，43 个拟南芥 AtLBDs[8]和 57

个毛果杨 PtLBDs[55]蛋白进行 1000 次重复搜索，构建

系统进化树。结果如图 3 所示，154 个 LBDs 蛋白分

为 Class I 和 Class II 2 个大亚家族，其中 Class I 亚家

族进一步划分为：Ia、Ib、Ic、Id 和 Ie 小亚家族；Class 

II 亚家族划分为：IIa 和 IIb。154 个 LBDs 蛋白共分为

7个小亚家族（如图3所示），Class Ia亚家族所含LBDs

成员数量最多，共有 37 个 LBDs 蛋白，分别包含 3

个 EuLBDs，13 个 AtLBDs，8 个 OsLBDs 和 13 个

PtLBDs 蛋白；其次是 Class Id 亚家族，由 31 个 LBDs

蛋白组成，Class Ib 亚家族含有 28 个 LBDs 蛋白；29

个 LBDs 蛋白属于 Class Ic 亚家族，Class Ie 亚家族所

含蛋白数量最少，仅有 3 个 AtLBDs；Class IIa 和 Class 

IIb 亚家族分别含有 14、13 个 LBDs。EuLBDs 在 Class 

Ic 亚家族中的分布最多，有 7 个蛋白，所占比例为

36.8%，除 Class Ic 亚家族外，EuLBDs 在 7 个亚家族

中的蛋白数量最少，这可能与 EuLBDs 在 4 个物种中

数量最少有关。

 
利用 MEGA 6.0 的邻接法构建系统进化树，不同物种的 LBDs 蛋白用不同颜色点标记，红色方形代表拟南芥，绿色三角形代表水稻，紫色圆形

代表毛果杨，杜仲 LBDs 蛋白由黑色菱形标记 

The phylogenetic tree was generated with MEGA 6.0 software using the neighbour-joining method, LBD proteins from the different species were 

marked with different colored dots, red boxes represented Arabidopsis, green triangles represented rice, purplecycles represented Populus, and E. 

ulmoides LBDs proteins were marked by black rhombuses 

图 3  杜仲、水稻、拟南芥和毛果杨 LBDs 蛋白系统进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of LBD proteins from E. ulmoides, Oryza sativa, Arabidopsis thaliana, and Populus trichocarpa
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3.5  杜仲 LBD 转录因子基序分析 

为了解析 EuLBDs 基因结构多样性和进化关

系，利用 MEME 在线分析软件，对 19 条 EuLBDs

蛋白保守结构域进行分析。结果如图 4 所示，

EuLBDs 蛋白由 1～10 个 Motifs 组成（表 4），均含

有保守 LOB 结构域（Motif 1 和 Motif 2），表明 19

个 EuLBDs 均属于 LBD 家族成员。EuLBDs 蛋白（除

EuLBD5 外）均含有 Motif 3，有些 Motifs 只存在于

特定亚家族，Motif 5 仅在 Class Ib 亚家族中存在，

Motif 4、Motif 7 和 Motif 10 只存在于 Class Ic 亚家

族，只有 Class IIa 亚家族含有 Motif 9，这可能与不

同亚家族功能不同相关。

 

A-利用 MEGA 6.0 的邻接法构建 EuLBD 基因家族系统进化树 B-EuLBDs 基因结构分析  C-保守基序氨基酸分布 

A-phylogenetic tree of EuLBD gene family was generated with MEGA 6.0 software using the neighbour-joining method  B-gene structure analysis of 

EuLBDs  C-conserved motif amino acid distribution 

图 4  EuLBDs 蛋白保守基序分析 

Fig. 4  Conservative motif analysis of EuLBD proteins 

表 4  杜仲 LBDs 蛋白保守基序分布 

Table 4  Conserved motif distribution of EuLBD proteins 

基序名 E 值 位

置 

宽度 最佳匹配 

Motif1 1.2×10−264 1

8 

41 SLVYEANARJRDPVYGCVGAISSLQRQVSZLQAELAVAQAZ 

Motif2 2.6×10−225 1

9 

29 SPCAACKFLRRRCAEDCILAPYFPPDQPK 

Motif3 6.4×10−182 1

5 

29 FAAVHKVFGASNISKLLQELPESQRADAV 

Motif4 1.6×10−20 4 19 VNMQCZQANLMALICMEMS 

Motif5 3.1×10−16 2 49 DNENNGDHNNMTMMWQPELIARQELAVQQEGNQENDEMQSFFETIDDRQ 

Motif6 4.0×10−12 3 29 ANATLFLAKFYGRAGLLNLLNAGPDHLRP 

Motif7 3.6×10−9 2 40 MTAGSGAVHYISTPSSSPSSSPNQYSPPRSFQTSPPQPPQ 

Motif8 0.047 2 19 QQNSFLQQSPLLPPYENTW 

Motif9 0.110 3 22 WPYGDRRRFYEIRKLQKREKPI 

 Motif10 0.190 4  7 AWEPLWT 

3.6  杜仲 LBDs 蛋白序列保守性分析 

利用 DNAMAN7.0 工具对 19 个 EuLBDs 蛋白

保守结构域进行比对，结果如图 5 所示，EuLBDs

蛋白 N 端均含有 1 个由 15 个氨基酸残基组成的

CX2CX6CX3C 保守基序，暗示其可能与下游基因

顺式元件的结合有关，Class II 类蛋白 C 端含有赖

氨酸组成的类似亮氨酸拉链（LX6LX3LX6L）二

级结构（图 5），参与转录因子二聚化。Class Ia、

Ib 和 Ic 亚家族含有 1 个 GAS 模块（GAS-block），

该模块 C 端含有保守的脯氨酸（P）和甘氨酸（G），

脯氨酸在 LBD 基因家族生物学功能中发挥重要

作用[56]。
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图 5  杜仲 LBDs 蛋白保守结构域序列比对 

Fig. 5  Sequence alignment of conserved domains of EuLBD proteins

3.7  杜仲 LBDs 启动子顺式作用元件分析 

为了探索 EuLBDs 基因的功能和表达调控模

式，利用 PlantCARE 在线软件对 EuLBDs 起始密码

子（ATG）上游 2000 bp 进行顺式作用元件分析，

结果如图 6 所示，EuLBDs 启动子不仅含有基本顺

式作用元件，还存在 3 种类型元件：（1）生长发育

调控元件，如赤霉素响应元件 ABRE；生长素响应

元件 AuxRR-core；水杨酸响应元件 CGTCA-motif；

（2）胁迫响应调控元件，如干旱胁迫响应元件 MBS、

低温响应元件 LTR 和厌氧胁迫相关元件 ARE；（3）

光响应元件，如 GT1-motif、GATA-motif、Sp1、G-Box

和 ACE 等，推测 EuLBDs 可能在杜仲生长发育、逆

境胁迫以及光周期调控中发挥重要作用。EuLBDs

基因中光响应元件数量最多，共有 232 个，包含 55

个 Box 4，34 个 G-box 元件，暗示 EuLBDs 基因的

转录可能受光周期调控。EuLBDs 基因启动子区域

含有 48个ABRE 元件，表明 EuLBDs 可能参与ABA

调控。

 

图 6  杜仲 LBDs 启动子顺式作用元件分析 

Fig. 6  Cis-elements analysis in promoter of EuLBDs 

3.8  杜仲 LBD 基因家族表达模式分析 

为了探索EuLBDs 基因在杜仲叶片不同发育时期

及杜仲胶形成中的功能，根据转录组数据，检测

EuLBDs 基因表达模式（图中显示基因编号与文中基

因命名一致）。结果如图 7 和 8 所示，不同 EuLBDs

基因在杜仲叶片不同发育时期及杜仲胶含量中表达

丰度存在显著差异，大部分 EuLBDs 基因在杜仲叶片

发育中表达丰度较低，其中有 4 个 EuLBDs 基因

（EuLBD3、EuLBD9、EuLBD13 和 EuLBD15）在杜仲

叶片中不表达，表明 EuLBD3、EuLBD9、EuLBD13 
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T1-1～T1-3-叶芽  T2-1～T2-3-初生叶  T3-1～T3-3-幼叶  T4-1～T4-3-老叶，热图右侧为色标，绿色表示低表达丰度，红色表示高转录水平 

T1-1—T1-3-leaf buds  T2-1—T2-3-growing leaves  T3-1—T3-3-young leaves  T4-1—T4-3-old leaves. The color scale was shown on the right of 

the heat map, green indicated lower, red indicated high transcription levels. 

图 7  EuLBDs 基因在杜仲叶片不同发育时期的表达模式 

Fig. 7  Expression patterns of EuLBDs genes at different development stages of E. ulmoides leaves

 

L-1～L-3：低胶含量叶片；H-1～H-3：高胶含量叶片。热图右侧

为色标，绿色表示低表达丰度，红色表示高转录水平 

L-1—l-3: Leaves with low gum content; H-1—H-3: Leaves with high 

gum content. The color scale was shown on the right of the heat map, 

green indicated lower, red indicated high transcription levels 

图 8  EuLBDs 基因在杜仲不同胶含量叶片中的表达模式 

Fig. 8  Expression pattern of EuLBDs genes in leaves with 

different gum content 

和 EuLBD15 在杜仲叶片发育中不发挥作用。

EuLBDs 基因随着杜仲叶片发育，表达水平逐渐降

低，EuLBD12FPKM 值在叶芽中是 357.0，幼叶中为

62.0，成熟叶中是 2.2，老叶中仅为 0.2，表明大部

分 EuLBDs 基因参与杜仲叶片发育，特别在叶片发

育的早期阶段。 

为了检测 EuLBDs 在杜仲胶形成中发挥的作

用，利用不同胶含量的转录组数据，检测 EuLBDs

的表达水平。结果如图 8 所示，EuLBDs 基因在杜

仲不同胶含量中的表达水平均较低，几乎检测不到，

转录水平不随胶含量的高低而改变，由此说明

EuLBDs 在杜仲胶形成过程中发挥的作用较小，这

可能与 EuLBDs 在杜仲成熟叶中表达量较低有关。 

3.9  杜仲 LBDs 蛋白互作网络预测 

表达模式分析显示，EuLBD6 和 EuLBD19 在杜

仲叶片不同发育阶段和杜仲胶形成中表达量较高，

表明 EuLBD6 和 EuLBD19 在杜仲叶片发育和胶形成

过程中发挥重要作用。为了检测EuLBD6和EuLBD19

与其他蛋白的互作关系，利用 STRING 数据库，预测

EuLBD6 和 EuLBD19 互作蛋白。结果如图 9-A 所示，

EuLBD6 可以与 10 个蛋白发生相互作用，其中 8 个

属于 EuLBD 家族，一个是 MYB-like 转录因子，另一

个为 NLP7 蛋白；EuLBD19 可与 5 个蛋白产生互作关

系（图 9-B），其中 3 个为EuLBD 蛋白，一个Auxin-like

转录因子，一个 MYB-like 蛋白，暗示 EuLBD6 和

EuLBD19 可能参与杜仲生长素信号调控。 

为了探索 EuLBD 基因家族潜在调控关系，构建

了 EuLBD 家族共表达调控网络。结果如图 10 所示，

调控网络中共有 14 个节点（代表 EuLBDs 蛋白）和

19 条边（代表蛋白质之间的相互作用），表明 19 个

EuLBDs 中有 14 个蛋白表现出共表达相关性，其中

EuLBD12 互作蛋白数量最多，可与 8 个 EuLBDs

蛋白发生互作关系，暗示 EuLBD12 可能是 EuLBD

基因家族的核心蛋白，EuLBD6、EuLBD4 和

EuLBD1，分别可以与 4 个 EuLBDs 蛋白互作，其

余 EuLBDs 蛋白互作关系较少。 

4  讨论 

杜仲全基因组测序完成以后，已有多个基因家

族进行了分析报道，例如 MAPK[57]、LOX[58]、

HMGRS[59]、MK[60]、ACOTS[61]、HMGS[62]基因家族

等。LBD 转录因子是植物特有的一类转录因子，在 
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图 9  EuLBD6 (A) 和 EuLBD19 (B) 蛋白相互作用网络 

Fig. 9  Interaction network of EuLBD6 (A) and EuLBD19 (B) 

 

图 10  EuLBD 基因家族蛋白互作网络 

Fig. 10  Protein interactions network of EuLBD gene family

植物侧生器官发育、激素响应、逆境胁迫、花青素

和氮素代谢等途径中发挥了重要作用[63]。本研究以

杜仲基因组数据为基础，通过全基因组查找和生物

信息学分析，鉴定出 19 个含有完整 LOB 结构域的

LBD 转录因子，基因数量均少于二穗短柄草（28

个）[34]、拟南芥（43个）[8]、水稻（35个）[31]、玉米（44

个）[32]、杨树（57个）[6]、番茄（46个）[4]、辣椒（56

个）[37]、烟草（45个）[40]、葡萄（98个）[42]，杜仲基

因组大小是 1.18 Gb[64]，是水稻（441 Mb）[65]的 2

倍多，为二穗短柄草（300 Mb）[66]的 3 倍多，是拟

南芥（164 Mb）的 7 倍，为番茄（850 Mb）的 1 倍

多，然而 LBD 基因数量与基因组大小不成正比，这

可能与杜仲和双子叶共同祖先发生分化后，进行全

基因组复制（WGD）及基因丢失事件有关。 

拟南芥、水稻、杜仲和毛果杨 LBD 蛋白聚类分

析结果显示，19 个 EuLBDs 分为 2 个大亚家族，分

别是 Class I 和 Class II，进一步划分为 7 个小亚家

族（Ia、Ib、Ic、Id、Ie、IIa 和 IIb）（图 3）。Class I

大亚家族含有 16 个 EuLBDs 蛋白，Ia 亚家族中所

含 EuLBDs 蛋白数量最多，有 7 个 EuLBDs，Ie 亚

家族不含 EuLBDs。Class II 大亚家族含有 3 个

EuLBDs（分别是 EuLBD6、EuLBD9、EuLBD12）。

系统进化结果显示，杜仲 EuLBD5、EuLBD6、

EuLBD11 和 EuLBD15 与 拟 南 芥 AtLBD37

（AtASL39）、AtLBD38（AtASL40）和 AtLBD39

（AtASL41）聚为一支，属于 Class II 大亚家族。

AtLBD37、AtLBD38 和 AtLBD39 参与拟南芥花青素

合成和氮代谢 [5,13,23]，推测 EuLBD5、EuLBD6、

EuLBD11 和 EuLBD15 可能具有功能相似性。

EuLBD14 是 AtLBD6 的同源基因，AtLBD6（AtAS2）

参与拟南芥花序发育调控[67]，暗示 EuLBD14 在杜

仲花序发育中可能发挥重要作用。 AtLBD16

A B 
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（ AtASL18 ）、 AtLBD17 （ AtASL15 ）和 AtLBD29

（AtASL16）与杜仲 EuLBD1 和 EuLBD13 互为同源

基因，AtLBD16（AtASL18）、AtLBD17（AtASL15）

和 AtLBD29（AtASL16）诱导愈伤组织形成，参与

植物的再生过程[68-69]，表明 EuLBD1 和 EuLBD13

在杜仲愈伤组织形成中可能具有相似的功能。 

基因结构决定基因功能，EuLBDs 蛋白结构分

析发现，同一亚家族含有相似的结构域，

LX6LX3LX6L结构域（Motif 1）存在于所有EuLBDs

转录因子中，表明 EuLBDs 转录因子结构具有保守

性。不同 EuLBDs 转录因子结构存在差异，除

EuLBD4 和 EuLBD11 不含 CX2CX6CX3C 结构域

（Motif 2）外，其他 EuLBDs 蛋白均含有 Motif 2，

Class I 大亚家族基因结构较为复杂，不仅含有保守

的 LOB 结构域，还含有特异结构域，这可能与基因

功能的多样性有关。 

研究报道，水稻、小麦、拟南芥、毛果杨、

番茄、辣椒、巨桉等物种 LBD 蛋白参与植物叶片

发育、侧生根形成、次生木质部和韧皮部发育、

细胞分裂素、生长素以及非生物胁迫等生物学过

程[15, 24, 43, 70-71]。基因表达与其功能特征密切相关，

利用转录组数据，分析 EuLBDs 基因在杜仲叶片不

同发育时期（图 7）以及杜仲胶含量中的表达模式

（图 8）。结果显示，EuLBDs 基因在杜仲叶芽中转录

水平最高，随着叶片发育，表达水平逐渐减低，推

测 EuLBDs 参与杜仲叶片发育，特别是叶芽形成期。

EuLBD6、EuLBD12 和 EuLBD16 在叶片 4 个发育阶

段表达量均较高，表明 EuLBD6、EuLBD12 和

EuLBD16 在杜仲叶片生长发育中发挥重要作用，这

为进一步探索 EuLBDs 基因在杜仲叶片发育中的功

能提供了重要的候选基因。EuLBD4、EuLBD9、

EuLBD13、EuLBD15 和 EuLBD18 转录水平较低，

在各发育阶段表达丰度几乎为 0，暗示 EuLBD4、

EuLBD9、EuLBD13、EuLBD15 和 EuLBD18 在杜仲

叶片中发挥的作用较小。AtLBD6 参与拟南芥旗叶

形成，超表达 AtLBD6 导致转基因植株叶片细小、

卷曲[12]。在水稻中，降低 OsLBD37 和 OsLBD38 表

达水平，影响水稻抽穗时间关键基因 Ehd1 的表达，

导致水稻延迟抽穗[72]。在巨桉中，EgLBD37 在韧皮

部高量表达[6]，超表达 EgLBD37 导致转基因植株次

生木质部增厚，韧皮纤维增多[73]，表明 LBD 基因

家族在植物叶片发育、花序形成、次生发育等过程

发挥重要作用。 

进化分析显示，EuLBD6 是拟南芥 AtLBD38 的

同源基因，在 N/NO3缺失条件下，超表达 AtLBD38

强烈抑制花青素合成关键调控因子 PAP1 和 PAP2，

以及类黄酮合成过程中花青素特异基因的表达；相

反，lbd38 突变体在 N/NO3充足条件下积累花青素，

组成性表达花青素生物合成基因，AtLBD38 抑制多

种氮应答基因表达，表明 AtLBD38 是花青素生物合

成和氮有效性利用的新抑制因子[74]。蛋白互作网络

结果显示，EuLBD6 不仅可以与 LBD 蛋白发生相互

作用，还可与 MYBL2 蛋白互作，在拟南芥中

mir858a 通过翻译抑制花青素生物合成关键负调控

因子 MYBL2 的表达，是拟南芥幼苗花青素生物合

成的正调控因子[75]，推测 EuLBD6 在杜仲花青素合

成中可能也发挥重要作用。EuLBD19 与 LBD1 互为

同源基因，PtaLBD1 在韧皮部和形成层中表达量最

高，显性抑制因子 PtaLBD1 通过与抑制因子 SRDX

区域融合，减少杨树直径增长，抑制韧皮部发育，

并且高度不规则，表明 PtaLBD1 在杨树次生木质部

生长过程中具有广泛的调控作用[76]，暗示 EuLBD19

在杜仲次生生长过程中可能也发挥重要作用。 

综上所述，本研究以杜仲全基因组数据为背景，

对杜仲 LBD 转录因子家族进行了全面的生物信息

学分析，共鉴定出 19 个 EuLBDs 基因，分为 Class I

与 Class II 2 大类，划分为 6 个亚家族（Ia、Ib、Ic、

Id 与 IIa、IIb）。理化性质分析显示：EuLBDs 编码

152～293 个氨基酸，理论等电点分布于 4.62～9.91，

相对分子质量区域为 17 420～31 820，均为亲水性

蛋白，以 α-螺旋和无规则卷曲为主，亚细胞定位于

细胞核中。EuLBDs 蛋白含有类锌指、亮氨酸拉链

和甘氨酸-丙氨酸-丝氨酸（GAS）保守结构域。表

达模式分析显示，EuLBDs 参与杜仲叶片发育，随

着叶片发育，转录水平逐渐降低，EuLBDs 基因表

达不受叶片胶含量的影响，本研究为深入研究杜仲

EuLBDs 基因功能奠定了理论基础。 
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