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连翘 bHLH 转录因子家族成员的鉴定与表达分析  
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摘  要：目的  基于连翘 Forsythia suspensa基因组数据筛选鉴定 bHLH转录因子家族成员并进行特征与功能分析。方法  利

用连翘基因组数据筛选鉴定连翘 bHLH转录因子家族，分析其蛋白理化性质、系统进化关系，并对 bHLH基因进行染色体定

位、基因结构、功能注释、顺式作用元件分析等特征分析。此外，采用外源茉莉酸甲酯（methyl jasmonate，MeJA）处理连

翘叶片，通过 qRT-PCR检测 FsbHLHs在处理后 48 h内的表达模式，并结合连翘脂素含量变化进行相关性分析。结果  筛选

出 170条具有完整 HLH保守结构域的 bHLH转录因子，分布在 14条染色体上，编码氨基酸长度在 67～885个 aa，相对分

子质量在 7 910.58～98 854.78，理论等电点（pI）为 4.71～10.44，系统发育分析将其划分为 13个亚家族，其中第 III亚家族

成员最多。通过顺式作用元件分析，FsbHLHs具有多种光调控、激素响应和胁迫响应相关的元件。对筛选获得的 8个 FsbHLH

基因在 MeJA处理下的表达模式与连翘脂素含量变化进行相关性分析，结果表明 FsbHLH26 和 FsbHLH139 2个基因极有可

能在连翘脂素的合成与积累中发挥关键调控作用。结论  筛选鉴定了 170 个 FsbHLH 基因家族成员，对其进行系统的生物

信息学分析和MeJA处理下基因表达模式分析，筛选到 FsbHLH26和 FsbHLH139可能是参与到连翘脂素生物合成的关键转

录因子，为探究连翘脂素生物合成的分子机制奠定基础。 
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Abstract: Objective  To screen and identify members of the bHLH transcription factor family based on genomic data from Forsythia 

suspensa and characterize their features and functions. Methods  Using the genomic data of F. suspensa, the bHLH transcription factor 

family was screened and identified, analysing their physicochemical properties and phylogenetic relationships, and characterizing the 

bHLH genes by analysing their chromosomal locations, gene structures, functional annotations, and cis-acting elements. In addition, F. 

suspensa leaves were treated with exogenous methyl jasmonate (MeJA) and expression pattern of FsbHLHs within 48 h after treatment 

was detected by qRT-PCR. Correlation analysis was conducted in combination with the changes in phillygenin content. Results  A total 

of 170 bHLH transcription factors with complete HLH conserved domains were identified, and these factors were distributed across 14 

chromosomes. Their amino acid lengths ranged from 67 to 885 aa, relative molecular masses from 7 910.58 to 98 854.78, and theoretical 

isoelectric points (pI) from 4.71 to 10.44. Based on phylogenetic analysis, FsbHLHs were grouped into 13 subfamilies, with subfamily 
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III being the largest. Through cis-acting element analysis, it was found that FsbHLHs contained multiple elements associated with light 

regulation, hormone response, and stress response. Subsequently, the correlation between MeJA-induced expression of eight FsbHLH 

genes and phillygenin content was analysed, and these results suggested that FsbHLH26 and FsbHLH139 were potentially critical 

regulators of phillygenin biosynthesis and accumulation. Conclusion  This study identified 170 members of the FsbHLH gene family. 

Through systematic bioinformatics analysis and gene expression pattern analysis following MeJA treatment, FsbHLH26 and 

FsbHLH139 may be the key transcription factors involved in the biosynthesis of phillygenin, laying the foundation for future research 

into the molecular mechanisms underlying phillygenin biosynthesis. 

Key words: Forsythia suspensa (Thunb.) Vahl; bHLH transcription factors; phillygenin; bioinformatics analysis; hormone treatment 

连翘 Forsythia suspensa (Thunb.) Vahl为木犀科

连翘属落叶灌木，广泛分布于我国山西、河南、陕

西等地区[1]，在北方地区兼具重要的早春观赏价值

与生态防护功能[2]。连翘气微香、味苦[3]，其果实入

药，具有清热解毒、消肿散结、疏散风热等功效[4]。

连翘的化学成分主要包括苯乙醇苷类、木脂素类、

五环三萜类、黄酮类等化合物[5]，是银翘散、连翘

消毒饮、双黄连口服液、清热解毒口服液等制剂的

主要原料[6]。木脂素类化合物是连翘中重要的特征

性成分之一，具有显著的抗炎、抗氧化、抗病毒及

保肝活性[7]。苯丙烷途径是连翘次生代谢的核心代

谢通路，为木脂素、苯乙醇苷等特征性成分的合成

与积累提供关键前体与代谢基础[8]。 

bHLH基因家族是植物中最大的转录因子家族之

一，所有成员都具有 50～60 个氨基酸组成的保守结

构域，其N端含有可特异性识别并结合DNA的碱性

区域，C端具有介导与其他转录因子形成同源二聚

体/异源二聚体的 HLH区[9]。根据系统进化关系，植

物 bHLH转录因子可划分为多个亚家族，不同亚家族成

员的功能呈现多样化，广泛参与调控植物生长发育、光

形态建成、逆境响应以及次生代谢等生物学过程[10-11]。

目前，大量研究都聚焦于bHLH基因家族在次级代谢，

如在苯丙素类化合物（类黄酮、木质素、阿魏酸）

生物合成中的调控作用[12-14]。 

茉莉酸甲酯（（methyl jasmonate，MeJA）是重要

的逆境信号分子与生长调控激素，不仅参与调控植

物抗病、抗虫等防御反应[15]，MeJA 作为诱导子可

以影响多种植物苯丙烷途径次生代谢产物的积累，

如连翘中的木脂素类、苯乙醇苷类[16]，甘草、黄芪

中的黄酮类[17-18]等。 

本研究基于连翘基因组数据筛选出 170个连翘

bHLH 家族成员，并进行了理化性质分析和染色体

定位、蛋白互作预测等一系列生物信息学分析。利

用实时荧光定量 PCR 对 MeJA 处理不同时间的连

翘叶片中的 FsbHLHs的时空表达模式进行了分析，

并同步测定连翘脂素含量，最终通过相关性分析，

筛选获得可能参与连翘脂素生物合成的 FsbHLH候

选转录因子，研究结果为解析连翘脂素生物合成途

径提供分子基础。 

1  材料 

研究所用连翘种子取自河南科技大学农学院

材料培养室，由侯典云教授鉴定为木犀科连翘属

植物连翘 F. suspensa (Thunb.) Vahl。选取饱满成

熟的连翘种子用清水浸泡 6 h 后，转移至营养土

中培育。选取生长状况一致的 3 月龄连翘幼苗，

分别喷施 0（对照）、0.2 mmol/L MeJA溶液，于

处理后 6、12、24、48 h取样。每个时间点选取 3

株连翘幼苗混样，经液氮速冻后放置于−80 ℃冰

箱保存备用。 

2  方法 

2.1  连翘 bHLH 家族的筛选与鉴定 

从 National Genomics Data Center 数据库中获

得连翘全基因组数据（NGDC ID: PRJCA023056），

以 Pfam 数据库中 bHLH 家族的隐马尔可夫模型

（HMM）PF00010 为检索模型，利用 TBtools-II

的 Simple HMM Search 工具对连翘全基因组蛋

白序列进行保守结构域检索。设置阈值为 E-

value≤1×10−5，初步获得候选序列。通过 SMART

（（ http://smart.embl.de/）和 NCBI CDD（ https:// 

www.ncbi.nlm. nih.gov/Structure/bwrpsb/ bwrpsb.cgi）

在线平台预测保守结构域，筛选出具有完整 bHLH

结构域的蛋白序列。 

2.2  连翘 bHLH 家族的染色体定位及理化性质分析 

基于连翘基因组数据对 FsbHLHs 进行染色体

定位，使用 TBtools-II 软件绘制定位图。FsbHLHs

的理化性质通过在线工具 Expasy ProtParam Tool

（（ https://web.expasy.org/protparam/）计算。利用

Cellular Localization Prediction 2.0（（http://www.csbio. 

sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/）进行家族成员的亚

细胞定位预测。 
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2.3  连翘 bHLH 家族保守基序和基因结构分析 

连翘 bHLH 家族蛋白的保守基序通过 MEME

工具（（https://meme-suite.org/meme）进行分析，基序

检出数目设为 10。利用 TBtools-Ⅱ软件的 Gene 

Structure View (advanced)工具对保守基序、保守结

构域和基因结构进行可视化。 

2.4  连翘 bHLH 家族系统进化分析 

连翘和拟南芥及其他物种 bHLH 氨基酸序

列的 ClustalW 比对通过 MEGA12 软件完成，根

据多序列比对结果，采用邻接法构建系统发育

树，Bootstrap重抽样设为 1 000次，其余参数保

持默认[19]。利用 iTOL（https://itol.embl.de/）在

线网站对系统发育树进一步美化 [20]。拟南芥的基

因组数据来源于 TAIR 数据库（ https://www. 

arabidopsis.org/）。 

2.5  连翘 bHLH 家族顺式作用元件分析 

将连翘 bHLH基因起始密码子（ATG）上游 2 000 

bp 的基因组序列作为启动子区域，将这些序列提交

至PlantCARE在线分析工具（http:// bioinformatics.psb. 

ugent.be/webtools/ plantcare/ html/）进行顺式作用元件

预测。选取总数量排名在前 22的顺式作用元件，利

用 TBtools-Ⅱ软件对元件的分布特征绘制热图，呈现

各类元件在连翘 bHLH家族基因启动子中的分布差

异及富集特征。 

2.6  连翘与苯丙烷途径相关 bHLH 转录因子的

筛选 

从已有文献中获得相关物种中参与苯丙烷途

径的 bHLH蛋白序列，将收集到的蛋白序列与连翘

bHLH 蛋白进行系统发育分析，根据进化分支关系

确定了 8个候选基因进行后续实验。通过 STRING

（（https://cn.string-db.org/）网站预测筛选出的 bHLH

蛋白可能的相互作用关系，参考植物为拟南芥。 

2.7  MeJA 处理下连翘 bHLH 转录因子的表达

分析 

使用多糖多酚植物RNA提取试剂盒（RC411-01，

南京诺唯赞生物科技股份有限公司）提取MeJA处理

不同时间的连翘叶片的 RNA，利用 RT ProMix For 

qPCR（+gDNA clearer）（E0107S，广州吉格生物科技

有限公司）将RNA反转录成 cDNA，引物采用 Primer 

Premier 5.0软件设计（表 1）。荧光定量 PCR反应程

序：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 10 s；60 ℃退火 30 

s，40个循环。反应体系 10 μL：2×Ultra SYBR Green 

qPCR Mix 5 μL，上、下游引物各 0.25 μL，cDNA 4 

μL，ddH2O 0.5 μL。内参基因为 FsUKN1。 

2.8  数据分析 

利用Microsoft Excel 2019统计 qRT-PCR数据，

使用 2−ΔΔCt 法计算基因相对表达水平情况，通过

GraphPad软件进行单因素方差分析并绘制柱形图。 

表 1  qRT-PCR 引物 

Table 1  Primers for qRT-PCR 

基因 ID 引物名称 引物序列（5’→3’） 

FsbHLH26 FsbHLH26-F GCAAACATCCAAGAGGACGATAATG 

 FsbHLH26-R CAAAGCCTGGATACCTCTCTCATC 

FsbHLH29 FsbHLH29-F GAAAGGAAGCGCAGAGAGAA 

 FsbHLH29-R CTCAACGGACGTCGACTATTT 

FsbHLH33 FsbHLH33-F TGGAGCAAGAGAACAGAAAGAA 

 FsbHLH33-R GAGCCATGGAGATGAGAAAGAA 

FsbHLH42 FsbHLH42-F GGAAGTGCCAGAGAACCTAAAG 

 FsbHLH42-R CCTGCAGATAAGGACGCATAAA  

FsbHLH79 FsbHLH79-F ACGATGGTTTGTGTACCTACTT  

 FsbHLH79-R CTCTCTTCTTGGGTGCTTTCT 

FsbHLH128 FsbHLH128-F GACGAGAGAAGATCAGCGAAAG 

 FsbHLH128-R TGTCCTGGTTGAGATTGGAAAG 

FsbHLH139 FsbHLH139-F AACCACTTGGAATGGAGTGAA 

 FsbHLH139-R GAGTTTGAGGGCGTGCTATAA 

FsbHLH152 FsbHLH152-F CTGAAAGAGTCCGAAGAGAGAAG 

 FsbHLH152-R GAATCGCTCCACGAGATTGA 

FsUNK1 FsUNK1-F CAGACCAGCTTTGAGGAGTATC 

 FsUNK1-R GGCCAGAAACCAGTAGTCAATA 
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3  结果与分析 

3.1  连翘 bHLH 转录因子的筛选鉴定及基本特征

分析 

在连翘中共鉴定出 170个 FsbHLHs，将它们命

名为 FsbHLH1～FsbHLH170。染色体定位分析显示

（（图 1），170 条 FsbHLHs 不均匀地分布在 14 条染

色体上。4 号染色体上分布的 FsbHLHs 最多（24

条），约占总 FsbHLHs的 14%，其中 FsbHLH57/83、

FsbHLH34/36以及FsbHLH1/59/110/113分别形成基

因簇。1号染色体分布的 FsbHLHs最少（（5条），约

占总 FsbHLHs的 3%。理化性质分析结果显示，连

翘 bHLH成员氨基酸数在 67～885个，相对分子质

量介于 7 910.58～98 854.78，蛋白质之间差异较大，

等电点范围为 4.71～10.44，67%的蛋白质等电点小

于 7.00，且除 FsbHLH166亲水系数为 0.013，其他

家族成员的亲水系数均小于 0，说明大多数连翘

bHLH家族成员为酸性、亲水蛋白。连翘 bHLH成

员不稳定性系数在 35.35～92.98，稳定性存在显著

差异，意味着连翘 bHLH蛋白有高度的功能分化。

对连翘 bHLH家族成员进行亚细胞定位预测可知，

FsbHLH110/163/168 可定位在叶绿体、细胞核，

FsbHLH117可定位在叶绿体、高尔基体、细胞核，

FsbHLH133可定位在高尔基体、细胞核，其余成员

均定位在细胞核。 

 

图 1  FsbHLH 的染色体分布分析 

Fig. 1  Chromosome distribution analysis of FsbHLH 

3.2  连翘 bHLH 蛋白系统发育分析 

将连翘 170个 bHLH家族成员与随机挑选的拟

南芥亚家族成员进行多序列比对，并用MEGA12.0

软件构建系统发育树（（图 2）。参考拟南芥 bHLH家

族成员分类标准[21]并做了调整，将连翘 bHLH家族

成员分为 13个亚家族，其中Ⅰ亚家族 19个成员；Ⅱ

亚家族最少 2个成员；III亚家族最多 46个成员；

Ⅳ亚家族 19个成员；Ⅴ亚家族 10个成员；Ⅵ亚家

族 7个成员；Ⅶ亚家族 3个成员；Ⅷ亚家族 17个

成员；Ⅸ亚家族 7个成员；Ⅺ亚家族 8个成员；Ⅻ

亚家族 17个成员；ⅩⅤ亚家族 5个成员；ⅩⅦa亚

家族 10个成员，共计 170个。进化树显示，Ⅰ、III、

Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅷ族又进一步划分为Ⅰa、Ⅰb、IIIa、

IIIb、IIIc、IIId、IIIe、IIIf、Ⅳa、Ⅳb、Ⅳc、Ⅳd、

Ⅴa、Ⅴb、Ⅶa、Ⅶb、Ⅷa、Ⅷb几个小家族。部

分亚家族仅在拟南芥中存在，绝大多数分支上都包

含有连翘 bHLH蛋白和拟南芥蛋白，表明其具有同

源性。蛋白序列相似度越高，表明其亲缘关系越近，

同一类群成员的功能往往更为保守。推测同一进

化分支的连翘与拟南芥 bHLH 蛋白可能功能相似

或相同。 

3.3  连翘 bHLH 转录因子保守基序、蛋白结构域

及基因结构分析 

通过 bHLH家族蛋白保守基序预测分析，共得

到 10个保守基序（（图 3）。所有序列都至少含有motif 

1、motif 2或 motif 3中的一个，其中 motif 1和 motif 

3 两个基序富含参与 DNA 结合的关键碱性氨基酸

残基，构成了 bHLH蛋白的碱性区域，负责特异性

识别并与 DNA 结合，它们可能同时或者单独出现

在1个基因上，在转录调控方面发挥协同功能；motif 

2 为 HLH 区域，负责与自身以外的蛋白形成同源

或异源二聚体进而发挥特定功能。170个成员除了

含有经典的 bHLH 结构域，还有 EIN3 superfamily

结构域、bHLH-MYC_N superfamily 结构域、

ACT superfamily 结构域、植物信号传导相关的

PLN03217 superfamily 结构域、与跨膜相关的  
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图 2  FsbHLHs 的系统进化树 

Fig. 2  Phylogenetic tree of FsbHLHs 

 

图 3  FsbHLHs 的保守基序、保守结构域和基因结构 

Fig. 3  Conserved motif, conserved domain and gene structure of FsbHLHs 
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PLN03091superfamily 结构域等，不同亚家族呈现出

特征性的结构域组成模式。对基因结构的分析显示，

FsbHLHs 的外显子数量为 1～11 个，仅有 6.47%的

FsbHLHs只含 1个外显子，大多数基因含有多数外显

子。连翘 FsbHLHs结构相对复杂，仅有部分亲缘关系

较近的 FsbHLHs基因，其 CDS序列高度保守。 

3.4  连翘 bHLH 转录因子功能注释与分析 

对连翘 FsbHLHs进行 GO功能注释（（图 4-A），

结果显示，bHLH 转录因子共获得 277次生物学过

程（（biological process，BP）注释、160次细胞组分

（（cellular component，CC）注释、588 次分子功能

（（molecular function，MF）注释，由于单个蛋白可同

时参与多个生物学过程、执行多种分子功能并定位

于不同细胞组分，因此注释次数多于蛋白序列总

数，体现了连翘 bHLH家族基因功能的多样性与冗

余性。对连翘 FsbHLHs 进行 KEGG 功能富集分析

（（图 4-B），结果显示，有 5条富集到植物MAPK信

号通路（（MAPK signaling pathway-plant）中，4条富

集到植物激素信号转导（ plant hormone signal 

transduction）中，1条富集到植物昼夜节律（（circadian 

rhythm-plant）中。 

3.5  连翘 bHLH 基因的顺式作用元件分析 

筛选并绘制了连翘 bHLH 高频顺式作用元件

（（图 5），共 22个。依据其已知生物学功能，将其划 

 

A-GO功能注释；B-KEGG富集分析。 

A-GO functional annotation; B-KEGG enrichment analysis. 

图 4  连翘 bHLH 家族的功能富集分析 

Fig. 4  Functional enrichment analysis of bHLH family in F. suspensa 

分为光响应、植物激素响应、胁迫响应 3大类。Box 

4、G-box、CAT-box、GT1-motif、I-box、TGT-motif

与光响应有关；ARE、LTR、MBS、TC-rich repeats、

W-box、WRE3、WUN-motif、as-1与胁迫与防御响

应相关；ABRE、ERE、CGTCA-motif、TGACG-motif、

P-box、TCA-element与激素响应相关。此外，170个

连翘 bHLH 基因的启动子序列中分别含有 542 个

MYB元件，737个MYC元件，表明该家族基因受

到 MYB 转录因子的广泛调控，并存在显著的自身

调控与家族间交叉调控，提示其在复杂转录网络中

发挥重要作用。 

3.6  连翘苯丙烷合成途径相关 bHLH 转录因子功

能分析 

选取其他物种中参与苯丙烷生物合成途径

的 bHLH蛋白与连翘 bHLH家族蛋白构建系统进

化树（图 6），结果表明， FsbHLH29/42、

FsbHLH26/33/79、FsbHLH128/139/152 共 8 个

FsbHLH转录因子分别与 TabHLH1、SmbHLH59、

AtbHLH62/PpbHLH133/AcbHLH144 聚为一支，

将这些基因确定为候选基因，推测连翘 bHLH蛋

白同样具有参与苯丙烷代谢通路并调节次级产

物积累的潜在功能。 
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图 5  FsbHLHs 启动子中的顺式作用元件 

Fig. 5  Cis-acting elements in promoter of FsbHLHs 

 

图 6  基于同源比对的连翘苯丙烷途径相关 bHLH 转录因

子筛选 

Fig. 6  Screening of bHLH transcription factors related to 

phenylpropanoid pathway of F. suspensa based on 

homologous alignment 

3.7  连翘 bHLH 蛋白互作分析 

为预测 8个连翘 FsbHLHs蛋白的潜在互作网络，

将序列提交至 STRING数据库，以拟南芥为参考物种

进行跨物种互作分析。对筛选出的连翘 bHLH 蛋白进

行相互作用分析的结果表明（图 7），与其互作的蛋白

主要为MYB家族转录因子、TIFY/JAZ蛋白，此外还

与 PUB10、AFPH2、F4J108_ARATH存在互作。 

3.8  MeJA 处理下连翘 bHLH 基因表达与连翘脂

素含量的动态变化及相关性 
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图 7  连翘 8 个 bHLH 转录因子的互作蛋白分析 

Fig. 7  Analysis of interaction proteins of eight bHLH 

transcription factors in F. suspensa 

FsbHLH128、FsbHLH139、FsbHLH152表达量相较

于对照组有显著变化，FsbHLH42、FsbHLH128 在

处理 12 h时表达量达到峰值，2个基因表达量分别

相较于对照组上调 1.91、2.50 倍，FsbHLH26、

FsbHLH33、FsbHLH79、FsbHLH139、FsbHLH152

在MeJA处理 24 h时表达量达到峰值，5个基因表

达量分别相较于对照组上调 7.65、5.38、4.43、12.54、

2.44倍，受MeJA显著诱导；而 FsbHLH29在前 12 

h表达量较对照组无显著变化，在 24 h显著下降至

最低，48 h时又回升至与对照一样的水平，受MeJA

抑制。MeJA处理后，8个基因均呈现差异表达（（部

分上调，部分下调），因此推断其可能参与连翘苯丙

烷代谢通路。 

 

A-叶片中 FsbHLHs 基因在 MeJA 处理下的相对表达水平，与 CK 比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；B-不同处理时间连翘脂素含量变

化，不同字母表示差异显著，P＜0.05；C-相关性分析。 

A-relative expression level of FsbHLHs genes in leaves under MeJA treatment, comparison with CK: *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001; B-changes of 

phillygenin content in different treatment time, different letters show significant difference, P < 0.05; C-correlation analysis. 

图 8  MeJA 处理下连翘 bHLH 基因表达与连翘脂素含量的动态变化及相关性 

Fig. 8  Dynamic changes and correlation between bHLH gene expression and phillygenin content in F. suspensa under MeJA 

treatment 
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同时，利用高效液相色谱法（（HPLC）测定茉莉

酸处理后连翘叶片连翘脂素的含量变化（图 8-B）。

结果显示，在MeJA处理下，连翘脂素含量变化呈

现先波动后骤降的特征，处理 6 h时缓慢下降，为

14.06 mg/g，随后在 12 h和 24 h时显著上升并在

24 h达到最高，为 57.65 mg/g，最终于 48 h快速

降低到整个处理时期的最低值。进一步进行相关性

分析，结果表明（（图 8-C），FsbHLH26和 FsbHLH139

基因的表达水平与连翘脂素的含量呈显著相关，表

明这 2个基因可能在连翘脂素的合成与积累过程中

发挥重要的调控作用。此外，连翘 bHLH成员部分

基因对呈现出显著的共表达趋势，如 FsbHLH26、

FsbHLH79 分别与 FsbHLH79/139、FsbHLH139 呈

显著相关。以上结果说明连翘 bHLH可能在响应茉

莉酸信号时存在协同调控或功能关联。 

4  讨论 

植物次级代谢产物的合成与积累，是其适应复杂

环境、抵御生物与非生物胁迫、维持正常生长发育及

提升生态竞争能力的重要物质基础[22]。转录因子作为

关键调控因子，在次级代谢产物生物合成的转录调控

网络中发挥着核心开关作用[23]，其中，bHLH转录因

子家族在植物中广泛参与次级代谢物的合成调控，如

苹果[24]、黄花蒿[25]、丹参[26]、菠萝[27]。本研究首次鉴

定了 FsbHLHs 并对其进行生物信息学分析，并初步

探究了 FsbHLHs 在 MeJA 处理下的表达模式及连翘

中重要活性物质连翘脂素的含量变化。 

本研究基于连翘基因组数据共鉴定出 170 个

FsbHLHs，比大麦（103个）、拟南芥（162个）数

量多，比美洲狼尾草（（196个）、烟草（（309个）少，

bHLH 家族成员数量的差异，可能与各物种基因组

大小、进化历程以及对特定生境的适应策略有关。

对 FsbHLHs进行亚细胞定位预测，发现所有 bHLH

成员均被预测定位于细胞核，部分成员同时被预测

定位于叶绿体或高尔基体等非核细胞器，这类多定

位现象在植物转录因子中并非特例[28-29]，可能是部

分 bHLH在进化过程中除了核定位信号外，还获得

了叶绿体转运肽等相关结构域[30]，使得生物信息学

软件同时分析出多种靶向信号。保守基序分析表明

所有 FsbHLH 蛋白序列均至少包含 Motif 1、Motif 

2 与 Motif 3 中的一种，提示上述 3 个基序在维持

bHLH 行使生物学功能过程中具有不可或缺的重要

作用。顺式作用元件分析表明，FsbHLHs启动子区

域的顺式作用元件类型主要包括光响应、植物激素

响应、胁迫响应 3大类，与猕猴桃[31]、小果白刺[32]、

生姜[33]的研究相似，这提示了bHLH家族在光信号、

激素调控及逆境胁迫响应等方面的调控机制具有

跨物种保守性。 

系统进化分析将连翘 bHLH 划分为 13 个亚家

族，第 III 亚家族成员数量多余其他物种[31, 34]，表

明 FsbHLH家族在进化过程中呈现出明显的亚家族

扩张偏好性。III族大多数蛋白表达为MYC样和FIT

（（fer-like iron deficiency-induced transcription factor），

已有研究显示，MYC2/3/4可直接与靶基因结合，参

与茉莉酸介导的植物生长和发育过程[35-37]；FIT 的

转录调控能够影响许多铁缺乏诱导基因的表达从

而影响植物对铁元素的获取[38]。第 III 亚家族多参

与胁迫响应、激素信号传导及次级代谢产物合成等

重要生物学过程，提示连翘 bHLH 的第 III 亚家族

成员扩张是连翘在长期进化中为适应复杂生活环

境、提升抗逆能力而形成的适应性进化策略。 

研究表明，MeJA 作为重要的信号分子，能显

著影响连翘叶片中次级代谢产物的生物合成与积

累水平[16]。本研究对连翘 FsbHLHs进行了MeJA处

理下的表达模式分析，并测定了连翘中连翘脂素的

含量，经过相关性分析发现，MeJA 处理下

FsbHLH26、FsbHLH139 的表达量与连翘脂素含量

变化显著相关。蛋白互作预测显示 FsbHLH26编码

的蛋白可与 TIFY/JAZ 蛋白发生相互作用，而

TIFY/JAZ蛋白是茉莉酸信号通路的关键调控因子，

因此推测 FsbHLH26可能通过参与茉莉酸依赖的信

号传导途径，在转录水平直接或间接影响连翘脂素

的合成与积累，类似的调控模式在丹参等药用植物

中已有相关研究报道[26]。 

本研究对连翘 bHLH 基因家族进行全基因组鉴

定，系统分析了其基本理化性质、染色体定位、保守

基序、蛋白结构域、基因结构、顺式作用元件、系统

进化关系、蛋白互作情况，同时分析了苯丙烷途径相

关 FsbHLHs 在 MeJA 处理下的表达模式，测定连翘

脂素含量变化，并对其相关性进行了研究，筛选出可

能参与连翘脂素合成的关键转录因子，为后续解析连

翘次生代谢转录调控网络提供了分子靶点。随着多组

学联合分析、基因功能沉默与过表达等分子生物学技

术在药用植物研究中的不断应用，后续可依托本研究

锁定的候选基因，系统解析连翘脂素合成的转录调控

网络，进而借助分子育种实现连翘种质改良，推动连

翘脂素等活性成分的靶向性高效累积。 
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