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摘   要：【目的】碱性亮氨酸拉链(basic leucine zipper, bZIP)蛋白是真核生物中最大且最保守的

转录因子之一，参与许多植物病原真菌的生长发育和致病过程。本文旨在对玉米大斑病菌

(Setosphaeria turcica) bZIP 转录因子进行全基因组鉴定，并探讨它们在 HT-毒素诱导过程中的表达

规律。【方法】从玉米大斑病菌基因组数据库中筛选鉴定 bZIP 家族成员，分析其理化性质、保

守结构域、亚细胞定位、顺式作用元件、系统进化关系和蛋白质互作网络，利用 RNA-seq 数据库

分析 bZIP 家族成员在 HT-毒素诱导过程中的表达情况。【结果】从玉米大斑病菌基因组筛选到

14 个 bZIP 家族成员(StbZIP1−14)，其理化性质差异较大，编码氨基酸 226−613 个，相对分子量

25.24−66.30 kDa，等电点 4.66−10.36；亚细胞定位均为细胞核，含有非生物因素胁迫、激素诱导、

细胞周期调控和增强子、核心启动子等 660 个顺式作用响应元件。与 11 个其他重要植物病原真

菌的系统进化分析结果表明，StbZIPs 可分为 10 个类群(groups)，与互隔交链孢霉(Alternaria 
alternata)的 AabZIPs 存在明显的共线性关系。分析 StbZIPs 在 HT-毒素诱导过程中的表达情况，

发现 StbZIP1、StbZIP5、StbZIP7、StbZIP10、StbZIP11 与 HT-毒素诱导显著相关，其中 StbZIP5
表达量最高并在 HT-毒素诱导 21 d 和 28 d 时显著上调。分析了 StbZIPs 的蛋白质互作网络，提供
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了 3 条以 StbZIP5 为中心的 StbZIPs 互作途径。【结论】玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族成员具

有显著的理化性质和结构差异、广泛的遗传多样性和显著的功能分化，并在 HT-毒素诱导过程中

发挥重要的转录调控作用。 

关键词：玉米大斑病菌；碱性亮氨酸拉链蛋白；系统进化分析；HT-毒素；表达分析  
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Abstract: [Objective] The basic leucine zipper (bZIP) factors are a group of large and 
conserved transcription factors in eukaryotes, and they are involved in the growth, 
development, and infection of pathogenic fungi in plants. This study aims to identify the bZIP 
transcription factors in the whole genome of Setosphaeria turcica and explore their functions 
during HT-toxin induction. [Methods] The members of the bZIP family were screened and 
identified from the genome database of Setosphaeria turcica, and their physicochemical 
properties, conserved domains, subcellular localization, cis-acting elements, phylogenetic 
relationship, and protein-protein interaction network were analyzed. The RNA-seq database 
was used to analyze the expression of bZIP family members during pathogen infection and 
HT-toxin induction. [Results] Fourteen bZIP family members (StbZIP1–14) were screened 
from the genome of Setosphaeria turcica, with significant differences in physical and chemical 
properties. These factors had the lengths of 226–613 aa, relative molecular weights of 
25.24–66.30 kDa, isoelectric points of 4.66–10.36, and the subcellular localization in the 
nucleus. These factors carried 660 cis-acting elements involved in abiotic stress, hormone 
induction, cell cycle regulation, enhancers, and core promoters. The phylogenetic analysis with 
11 other major pathogenic fungi in plants indicated that StbZIPs were clustered into 10 groups 
and had a clear co-linear relationship with AabZIPs of Alternaria alternata. The expression 
levels of StbZIP1, StbZIP5, StbZIP7, StbZIP10, and StbZIP11 were significantly correlated 
with HT-toxin induction, among which StbZIP5 had the highest expression level and 
demonstrated upregulated expression after 21 days and 28 days of HT-toxin induction. The 
protein-protein interaction network of StbZIPs predicted three StbZIPs interaction pathways 
centered on StbZIP5. [Conclusion] The members of the bZIP family of Setosphaeria turcica 
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have significant physicochemical and structural differences, extensive genetic diversity, and 
significant functional differentiation, playing an important role in transcriptional regulation 
during HT-toxin induction. 
Keywords: Setosphaeria turcica; basic leucine zipper protein; phylogenetic analysis; HT-toxin; 
expression analysis 
 
 

含有碱性亮氨酸拉链(basic leucine zipper, 
bZIP)结构域的蛋白是真核生物中分布最广泛、

最保守的一类转录因子，在动物、植物和微生

物中具有广泛的调控活性，参与生长发育、氨

基酸合成、营养利用和各种胁迫反应 [1]。bZIP
转录因子都具有一段 60−80 个氨基酸残基的高

度保守区，称为 bZIP 基序，由碱性区域和亮氨

酸拉链区域组成，其中碱性区域具有保守的

N-x7-R/K 模式，负责核信号传导和序列特异性

DNA 结合，而亮氨酸拉链区域在不同蛋白之间

差异较大，它包括具有寡聚功能的多种重复亮

氨酸和其他疏水性氨基酸，促进 bZIP 转录因子

形成异源或同源二聚体[2]。在许多植物病原真

菌中都发现了 bZIP 转录因子，并具有非常广泛

的 功 能 多 样 性 。 互 隔 交 链 孢 霉 (Alternaria 

alternata)的 bZIP 转录因子广泛参与胁迫反应

调节和致病性[3]，构巢曲霉(Aspergillus nidulans)
的 bZIP 转录因子调控次生代谢、有性发育和多

种胁迫反应 [4]；烟曲霉 (Aspergillus fumigatus) 
bZIP 转录因子 flbB 与无性繁殖和胶霉毒素

(gliotoxin)的合成有关[5]；草酸青霉(Penicillium 

oxalicum)的 bZIP 转录因子 ClrC 除了参与胁迫

反应以外还与孢子发育和纤维素酶基因表达有

关[6]，稻瘟病菌(Pyricularia oryzae)的 bZIP 转录

因子 MoAP1 调控氧化应激反应和致病性[7]，水

稻恶苗病菌(Fusarium fujikuroi)的 bZIP 转录因

子广泛参与氧化应激、渗透胁迫调节、细胞壁

侵入和致病性[8]。 
玉米大斑病是一种全球性玉米病害，流行 

年份可造成玉米大量减产、品质下降。玉米大

斑病的发生依赖于玉米大斑病菌(Setosphaeria 

turcica)及其分泌产生的 HT-毒素(Helminthosporium 

turcicum toxin, HT-toxin)，不同生理小种间的致

病性差异主要与 HT-毒素的毒性组分及生物学

活性有关[9-10]。另外，HT-毒素可替代玉米大斑

病菌接种进行抗病玉米品种筛选，为玉米抗病

育种提供快速准确的抗性鉴定技术[11]。丝裂原

活化蛋白激酶(mitogen activated protein kinase, 
MAPK)途径对 HT-毒素的产生和生物学活性具

有非常重要的调控作用[12-13]。Li 等[14-15]利用候

选基因法克隆了玉米大斑病菌 Hog1-MAPK 同

源基因 STK1 (Setosphaeria turcica mitogen activated 
protein kinase I, STK1)，并且 STK1 基因敲除突

变体(ΔSTK1)分泌的 HT-毒素接种感病玉米自

交系 OH43，无侵染性病斑产生，且 HT-毒素的

毒性组分含量极显著下降。张淑红等[16-18]研究

发现，STK1 不仅具有调控盐胁迫和附着胞发育

的能力，而且存在一个寄主选择性毒素合成基

因簇参与 HT-毒素诱导过程。因此，STK1 基因

对玉米大斑病菌 HT-毒素的诱导具有显著的调

控作用，但调控机制尚不明确。目前尚无关于

玉米大斑病菌 bZIP 转录因子 (Setosphaeria 

turcica bZIP transcription factors, StbZIPs)的系

统研究，它们在 HT-毒素诱导过程中的表达规

律未见报道，因此，本研究利用生物信息学方

法从玉米大斑病菌基因组数据库中筛选鉴定

StbZIPs，分析其结构特征及与其他重要植物病

原真菌的系统进化关系，并利用 RNA-seq 转录 
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组数据库分析 StbZIPs 基因在 HT-毒素诱导过程

的表达情况，为阐明 StbZIPs 在玉米大斑病菌致

病过程中的功能提供依据。 

1  材料与方法 
1.1  供试菌种 

玉米大斑病菌野生型菌株 01-23 (WT)及其

STK1 基因敲除突变体(ΔSTK1)[14]均由唐山市农

业病原真菌与毒素重点实验室保存。 

1.2  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族

的鉴定和结构分析 
利用 bZIP 转录因子典型结构域 PF00170 搜

索玉米大斑病菌基因组数据库(https://mycocosm. 
jgi.doe.gov/Settu3/Settu3.home.html)[19-20]，获得

bZIP 基因家族；利用 NCBI CDD (https://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi)和
Interpro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/)进行结

构域分析及验证；利用 CELLO (http://cello.life. 
nctu.edu.tw/)进行亚细胞定位；利用 ProtParam 
(https://web.expasy.org/protparam/) 分析理化性

质；利用 MEME (https://meme-suite.org/meme/)
分析 Motif 特征；利用 SWISS 在线网站(https:// 
swissmodel.expasy.org/)预测蛋白质三级结构；

选取基因家族起始密码子上游 2 000 bp 启动子

片段，利用 PlantCARE (http://bioinformatics.psb. 
ugent.be/webtools/plantcare/html/)进行顺式作用

元件分析；利用 TBtools 软件[21]进行染色体定

位和可视化基因结构。 

1.3  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族

与重要植物病原真菌的系统进化和共线

性分析 
检索分子植物病理学的 Top10 病原真菌[22]

和互隔交链孢霉(A. alternata) JGI 基因组数据

库中含有典型结构域 PF00170 的 bZIP 转录因

子；利用 MEGA 11.0 软件对玉米大斑病菌及其

他 11 种植物病原真菌的 bZIP 转录因子家族进

行近邻相接法(neighbor-joining method, NJ)聚类

分析，构建系统发育树(bootstrap 重复 1 000 次)；
利用 TBtools 进行玉米大斑病菌 bZIP 转录因子

家族与亲缘关系最近的植物病原真菌的共线性

分析。 

1.4  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族

成员蛋白质互作网络预测  
以玉米大斑病菌(Setosphaeria turcica)为筛

选物种，Required score：0.400，false discovery 
rate (FDR) stringency：0.05，利用 String 在线平

台 (https://version-12-0.string-db.org/) 预测玉米

大斑病菌 bZIP 转录因子家族成员的蛋白质互

作网络，分析它们之间的关系以及与其他蛋白

质之间的相互作用。 

1.5  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子在

HT-毒素诱导过程中的表达分析 
利用改良 Fries 液体培养基[12]，在黑暗条件

下 25 ℃、180 r/min 振荡培养，进行玉米大斑病

菌野生型菌株 01-23 (WT)及其 STK1 基因敲除

突变体(ΔSTK1)的 HT-毒素诱导[12]。在 HT-毒素

诱导 7、14、21 和 28 d 时，用 4 层纱布滤去培

养基，菌丝用无菌水清洗 3 次后压干，并用液

氮处理后送深圳华大基因科技服务有限公司进

行 RNA-seq 转录组测序，分析 StbZIPs 的基因

表达规律，并对筛选出的关键 bZIP 转录因子进

行 RT-qPCR 验证。以 β-tubulin 基因为内参，采

用 Pangaea 6 实时荧光 PCR 系统。RT-qPCR 反应

体系(20 μL)：2×SYBR Green Abstart PCR Mix 
10.0 μL，cDNA 1.0 μL，正、反向引物(10 μmol/L)
各 1.0 μL，ddH2O 7.0 μL。RT-qPCR 反应条件：

95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s，53 ℃ 30 s，循环 40 次，

在退火时采集荧光信号；利用 2−ΔCt 法计算基因

相对表达量。RNA-seq 转录组测序和 RT-qPCR
分析均设 3 个生物学重复。 
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1.6  HT-毒素生物学活性测定 
将 1.5 中剩余的培养基滤液参照范永山等[12]

的方法进行 HT-毒素提取，利用离体叶片法进

行生物学活性检测，以 10% DMSO 为毒素处理

的空白对照(CK1)，而以不接种病菌的改良 Fries
培养基提取的 HT-毒素为整体试验的空白对照

(CK2)，用病斑面积(长×宽×叶面积系数 0.7)表
示 HT-毒素生物学活性的大小。 

1.7  与玉米大斑病菌 bZIP 转录因子显著相

关的基因表达信息挖掘 
利用 batchCorrelation.r 软件包计算 HT-

毒素诱导显著相关 bZIP 转录因子与 RNA-seq
转录组数据库中其他基因的 Pearson 相关系

数，分别筛选出显著正相关和显著负相关的

10 个基因，利用生物信息学方法分析它们的

功能。 

1.8  数据统计分析和作图 
获得的基因表达数据，利用 GraphPad 

Prism 软件进行 two-way ANOVA 显著性分析和

作图。 

2  结果与分析 
2.1  玉米大斑病菌 bZIP 基因家族成员

的鉴定及其编码蛋白质的理化性质分析 
利用玉米大斑病菌基因组数据库的检索功

能，搜索到 14 个含有 bZIP 转录因子典型结构

域 PF00170 的蛋白质，分别命名为 StbZIP1−14。
它们位于 9 条 scaffold 上，其中 scaffold1、11、
19、20 和 26 上仅有 1 个 StbZIP 基因，在

scaffold3、6 和 7 上有 2 个 StbZIP 基因，在

scaffold4 上有 3 个 StbZIP 基因(图 1)。分析

StbZIPs 的理化性质并进行亚细胞定位预测  
(表 1)，结果表明，StbZIP1−14 包含氨基酸残基

226 (StbZIP14)−613 (StbZIP9)，平均 363.8 个氨

基酸残基；相对分子量 25.24 kDa (StbZIP14)− 
66.30 kDa (StbZIP12)，平均 39.4 kDa；疏水性

指数(−1.143)–(−0.617)，均为亲水蛋白；不稳定

指数 44.80−88.04，均为不稳定蛋白；等电点 
4.66 (StbZIP12)−10.36 (StbZIP13)，平均 6.86；
亚细胞定位均为细胞核。 

 

 
 

图 1  玉米大斑病菌 bZIP 基因家族的染色体定位 
Figure 1  Chromosomal localization of the bZIP gene family of Setosphaeria turcica. 
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表 1  玉米大斑病菌 bZIP 基因家族编码蛋白的理化性质和亚细胞定位 
Table 1  Physicochemical properties and subcellular location of the protein encoded by the bZIP gene family 
of Setosphaeria turcica 
Gene name Number of 

amino acids 
Molecular weight 
(kDa) 

Hydropathicity Instability index Isoelectric point 
 

Subcellular 
location 

StbZIP1 376 40.97  −0.636 67.89  4.98 Nuclear 

StbZIP2 335 37.16 −0.877 58.75  6.71 Nuclear 

StbZIP3 536 57.05 −0.911 60.19  7.78 Nuclear 

StbZIP4 372 42.25 −0.929 55.50  6.13 Nuclear 

StbZIP5 296 32.22 −0.617 48.00  5.64 Nuclear 

StbZIP6 298 32.49 −0.988 66.86  6.20 Nuclear 

StbZIP7 242 26.71 −0.849 88.04  8.91 Nuclear 

StbZIP8 304 32.87 −0.822 56.67  5.81 Nuclear 

StbZIP9 613 65.71 −0.857 44.80  4.90 Nuclear 

StbZIP10 229 25.68 −0.884 57.85  5.82 Nuclear 

StbZIP11 292 31.02 −0.632 64.83  9.43 Nuclear 

StbZIP12 604 66.30 −0.633 61.10  4.66 Nuclear 

StbZIP13 370 36.33 −1.016 77.85 10.36 Nuclear 

StbZIP14 226 25.24 −1.143 48.25  8.69 Nuclear 

 
2.2  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族

成员的系统进化与结构分析 
利用 MEGA 11.0 软件构建 StbZIP1−14 系

统发育树(图 2A)，结果发现 14 个 bZIP 转录因

子可以分为 5 组（group A−group E）。其中 group 
A 有 3 个转录因子：StbZIP4、StbZIP5 和

StbZIP11；group B 有 2 个转录因子：StbZIP2
和 StbZIP7；group C 有 2 个转录因子：StbZIP3
和 StbZIP12；group D 有 2 个转录因子：StbZIP1
和 StbZIP14；group E 有 5 个转录因子：StbZIP6、
StbZIP8、StbZIP9、StbZIP10 和 StbZIP13。从

图 2A 中可以发现，bootstrap 值较低，利用

DNAMAN 软件计算 StbZIP1−14 之间的序列相

似性仅为 13.83%，说明 StbZIP1−14 之间存在

较强的序列差异性。 
利用 MEME 分析 StbZIP1−14 的 Motif 特征

(图 2B)，共发现 5 种 Motif，每一种 StbZIP 含

有 1−3 个 Motif，并且均有 Motif 1 (图 2E)。 

StbZIP1 、 StbZIP7 、 StbZIP11 、 StbZIP12 和

StbZIP14 均只有 1 个 Motif 1；StbZIP2、StbZIP3、
StbZIP5、StbZIP6、StbZIP10 和 StbZIP13 除了

含有 Motif 1 外，还含有 1 个 Motif 3、Motif 4
或 Motif 5；StbZIP4、StbZIP8 和 StbZIP9 均含

有 3 个 Motif。Motif 2 仅出现在 StbZIP8 和

StbZIP9，Motif 4 仅出现在 StbZIP5 和 StbZIP8。
利用 MEME 网站的 Tomtom 软件搜索与 Motif 1
匹配的已知 Motif，结果发现，Motif 1 的 16−27
位存在 CTF/NF-I DNA-binding domain signature 
(PROSITE entry PS00349)、第 20−39 位含有

bacterial chemotaxis sensory transducers 
signature (PROSITE entry PS00538)、第 9−16 位

含有 ribosomal protein S12 signature (PROSITE 
entry PS00055)、第 1−6 位含有 nuclear transition 
protein 1 signature (PROSITE entry PS00541)，
表明该 Motif 可能参与 DNA 结合、趋化性、核

糖体蛋白组装、核转运等生理活动。 
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图 2  玉米大斑病菌 bZIP 家族成员的系统进化和结构分析。A：系统进化树；B：基序；C：结构域；

D：基因结构；E：Motif 1。 
Figure 2  Phylogenetic and structural analysis of the bZIP family members of Setosphaeria turcica. A: 
Phylogenetic tree; B: Motifs; C: Domains; D: Gene structure; E: Motif 1. 
 

NCBI CDD和 Interpro分析StbZIP1−14的结构

域种类及分布(图 2C)，结果发现除了典型的 bZIP
结构域和 bZIP 超家族(bZIP superfamily)以外，还有

其他 5 种 bZIP 结构域(bZIP_GCN4、bZIP_ATF2、
bZIP_YAP、bZIP_u1 和 bZIP_HAC1-like)，3 种 Aft1
结构域(Aft1_HRA、Aft1_HRR 和 Aft1_OSA)，2
种 PAP1 结构域和 1 种 Smc 超家族。除了 StbZIP3

存在 4 种结构域、StbZIP8 和 StbZIP9 含有 2 种结

构域以外，其他 StbZIP 均仅含有 1 种结构域。 
利用 TBtools 分析 StbZIP1−14 的基因结构

(图 2D)，结果发现 StbZIP2、StbZIP12、StbZIP13
和 StbZIP14 存在 UTR 序列；StbZIP2 和 StbZIP14
基因结构最简单，仅有 1 个 CDS；StbZIP3 基因

结构最复杂，含有 4 个 CDS；StbZIP1、StbZIP4、
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StbZIP5、StbZIP7 和 StbZIP12 含有 2 个 CDS；
Group E 中的 StbZIP 基因均有 3 个 CDS。 

2.3  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族

成员的三级结构模型预测 
利用 SWISS 在线网站预测 StbZIP1−14 的三

级结构，除了 StbZIP9 以玉米小斑病菌(Bipolaris 

oryzae) bZIP 蛋白为模板(Seq identity 87.09%)、

StbZIP10 以大麦网斑病菌 (Pyrenophora teres) 

bZIP 蛋白为模板 (Seq identity 87.61%)，其他

StbZIP 均以玉米大斑病菌 Et28A 的 bZIP 蛋白为

模板(Seq identity 100%)构建三级结构模型(图 3)。

全 局 模 型 质 量 估 测 (global model quality 
estimation, GMQE)范围为 0.52−0.70，平均为

0.60，表明所建三级结构模型质量较好。 

2.4  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族

成员的顺式作用元件分析 
选取玉米大斑病菌 bZIP 基因家族起始密

码子上游 2 000 bp 启动子片段，利用 PlantCARE

进行顺式作用元件分析(图 4)，共发现了 25 种

660 个顺式作用元件，平均每个 bZIP 转录因子

有顺式作用元件 47.1 个，其中 StbZIP12 顺式作

用元件最多，有 62 个；StbZIP7 顺式作用元件

最少，有 35 个。StbZIPs 的顺式作用元件可分

为 4 类：(1) 光、低温、缺水、创伤等非生物因

素胁迫反应元件，共有 280 个。其中光反应元

件最多，有 222 个，其次为低温反应元件，有

13 个 ； (2) 茉 莉 酸 甲 酯 (methyl jasmonate, 

MeJA)、脱落酸(abscisic acid, ABA)、生长素

(auxin)和赤霉素(gibberellin)等激素类诱导元件，

共有 227 个。其中 MeJA 反应元件最多，有 142 个；

其次为 ABA 反应元件，有 65 个；(3) 增强子

和核心启动子等元件，共有 151 个，其中增强子

有 105 个，核心启动子有 46 个；(4) 细胞周期

调控元件，仅有 2 个。 
 

 
 

图 3  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族成员的三级结构模型 
Figure 3  Tertiary structure model of bZIP transcription factor family members of Setosphaeria turcica. 
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图 4  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族成员的顺式作用元件分析 
Figure 4  Analysis of cis-regulatory element of bZIP transcription factor family members of Setosphaeria 
turcica. 

 
2.5  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族

与重要植物病原真菌的系统进化和共线

性分析 
利用 bZIP 转录因子典型结构域 PF00170

搜索互隔交链孢霉(A. alternata)等 11 种重要植

物病原真菌的 bZIP 转录因子，结果发现可引起

棉 花 枯 萎 病 菌 的 尖 孢 镰 孢 菌 (Fusarium 
oxysporum)的 bZIP 转录因子数量最多，达到 34 个；

其次为互隔交链孢霉(A. alternata)、禾生炭疽菌

(Colletotrichum graminicola) 、 稻 瘟 病 菌 (P. 
oryzae)，均为 15 个；亚麻栅锈病菌(Melampsora 
lini)的数量最少，仅有 3 个。12 种植物病原真菌

平均有 bZIP 转录因子基因 13.9 个。玉米大斑病

菌有 14 个 bZIP 转录因子家族成员，排在第 5 位。 
对 12 种植物病原真菌的 157 个 bZIP 转录

因子家族成员进行系统进化分析(图 5A、5B)， 
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图 5  12 种重要植物病原真菌 bZIP 转录因子家族成员的系统进化和共线性分析 
Figure 5  Phylogenetic and synteny analysis of the bZIP transcription factor family members of 12 
important plant pathogenic fungi. A: Phylogenetic branched tree (lower groups: G1−G5; upper groups: 
G6−G11); B: Phylogenetic circle tree (→StbZIP: Setosphaeria turcica bZIPs; *AabZIP: Alternaria 
alternata bZIPs; BgbZIP: Blumeria graminis bZIPs; BcbZIP: Botrytis cinerea bZIPs; CgbZIP: 
Colletotrichum graminicola bZIPs; FgbZIP: Fusarium graminearum bZIPs; FobZIP: Fusarium 
oxysporum bZIPs; MlbZIP: Melampsora lini bZIPs; MgbZIP: Mycosphaerella graminicola bZIPs; 
PgbZIP: Puccinia graminis f. sp. tritici bZIPs; PobZIP: Pyricularia oryzae bZIPs; UmbZIP: Ustilago 
maydis bZIPs); C: Synteny analysis (A−J: StbZIP1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 11, 12, 14; a−j: AabZIP1, 2, 3, 4, 6, 
9, 10, 12, 13, 14). 

 
结果发现它们可分为两大类 11 个群组。第一大

类 包 括 群 组 G1−G5 ， 第 二 大 类 包 括 群 组

G6−G11。除了 G1 外，其他群组均有玉米大斑

病菌 bZIP 转录因子，其中 StbZIP13 位于 G2，
StbZIP12 位于 G3，StbZIP11 位于 G4，StbZIP8、

StbZIP9、StbZIP10、StbZIP14 位于 G5，StbZIP3
位于 G6，StbZIP6 位于 G7，StbZIP1、StbZIP2
位于 G8，StbZIP4 位于 G9，StbZIP5 位于 G10，
StbZIP7 位于 G11，从而表明玉米大斑病菌 bZIP
转录因子家族成员具有更广泛的遗传多样性。
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另外，在所有群组中，玉米大斑病菌 bZIP 转录

因子均与 A. alternata 的 AabZIP 亲缘关系最近，

推测具有相似的系统进化规律。 
系统进化分析结果表明，StbZIP 转录因子

与 A. alternata 亲缘关系最接近，因此利用

NCBI 获得玉米大斑病菌和 A. alternata 的基因

组信息，利用 TBtools One Step MCScanX 和

Dual Systeny Plot for MCScanX 进行 StbZIP 转

录因子基因的共线性分析(图 5C)。结果表明，

在基因组水平，StbZIP1、StbZIP2、StbZIP3、

StbZIP4、StbZIP5、StbZIP8、StbZIP10、StbZIP11、

StbZIP12 和 StbZIP14 等 10 个玉米大斑病菌

bZIP 转录因子基因与 A. alternata 存在共线性

关系。 

2.6  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族

成员蛋白质互作网络预测 
玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族成员的

蛋白质互作网络预测结果显示，StbZIP5 与

StbZIP1、StbZIP2、StbZIP3、StbZIP11 之间存

在直接的强互作，StbZIP3 与 StbZIP2、StbZIP9

存在直接的强互作， StbZIP2 与 StbZIP9、

StbZIP7 与 StbZIP12 存在直接的弱互作；

StbZIP9 可通过位于细胞膜上的类固醇 5-α 还原

酶家族蛋白 (steroid 5-alpha reductase family 

protein, SRD5α) R0KQ73 与 StbZIP8、StbZIP10

产生强互作，StbZIP2 和 StbZIP3 可通过 TRAF

型 锌 指 蛋 白 (TRAF-type zinc finger domain 

containing protein, TRAFD) R0I9X4 与 StbZIP7

产生强互作、与 StbZIP12 产生弱互作，StbZIP1、

StbZIP2、StbZIP3 和 StbZIP11 可通过细胞核内

的碱性螺旋环螺旋域蛋白(basic helix-loop-helix 

protein, BHLH) R0KCG5 与 StbZIP4 产生弱互

作，StbZIP6、StbZIP13 和 StbZIP14 未发现直

接或间接互作(图 6)。 

通过功能富集，玉米大斑病菌 bZIP 转录因

子家族参与的生物过程主要有转录调控、超长

链脂肪酸生物合成和细胞代谢调控，参与的生

物学功能主要有转录因子活性、MAPK 活性和

杂环化合物结合等，参与的代谢活动主要有沙

门 氏 菌 感 染 、 核 苷 酸 结 合 寡 聚 化 结 构 域

(nucleotide binding oligomerization domain, 
NOD)样受体信号通路、不饱和脂肪酸的生物合

成和内质网内蛋白质加工等(表 2)。 

2.7  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子在

HT-毒素诱导过程中的表达分析 
分析玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族在

HT-毒素诱导 7、14、21 和 28 d 时的 FPKM 相

对基因表达量(图 7)，结果发现 14 个转录因子

家族成员中， StbZIP1、 StbZIP5、 StbZIP7、

StbZIP10、StbZIP11、StbZIP12 具有较高的相对

基因表达量，其中 StbZIP1、StbZIP7、StbZIP10、

StbZIP11 在 HT-毒素诱导过程中均在 STK1 基因

野生型 (WT)和敲除突变体 (ΔSTK1)间差异显

著，STK1 基因敲除后，StbZIP1 相对基因表达

量显著上调 (P<0.05) ， StbZIP7 极显著上调

(P<0.01)，而 StbZIP10 和 StbZIP11 显著下调

(P<0.05)。StbZIP12 在 HT-毒素诱导过程中 WT

和 ΔSTK1 间差异均不显著。 

StbZIP5 在 HT-毒素诱导 7 d 和 14 d 时，

WT 和 ΔSTK1 间差异不显著，但 HT-毒素诱导

21 d 和 28 d 时，相对基因表达量却极显著上调

(P<0.01)，从而表明 StbZIP5 具有与其他 bZIP

转录因子成员显著不同的基因表达规律。另外，

由于 StbZIP5 在 14 个转录因子家族成员中具有

最高的相对基因表达量，因此作为玉米大斑病

菌关键 bZIP 转录因子进行后续研究。 
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图 6  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族的蛋白质互作网络。节点数：34；边数：156；平均节点度：

9.18；平均局部聚类系数：0.516；预期边数：33；富集 P 值：<1.0E−16；线条的粗细代表互作强度，

线条越粗互作强度越大；A：TRAFD；B：SRD5α；C：BHLH。 
Figure 6  Protein-protein interaction network of bZIP family members in Setosphaeria turcica. Number of 
nodes: 34; Number of edges: 156; Average node degree: 9.18; Average local clustering coefficient: 0.516; 
Expected number of edges: 33; Enrichment P-value: <1.0E−16; Line thickness indicates the interaction 
strength; The thicker lines denote stronger interactions; A: TRAFD; B: SRD5α; C: BHLH. 

 
2.8  玉米大斑病菌 StbZIP5 的 RT-qPCR
验证及 HT-毒素生物学活性测定 

HT-毒素的生物学活性测定结果表明，CK1
和 CK2 均无病斑产生；HT-毒素诱导第 7 天和

第 14 天时 WT 和 ΔSTK1 均未出现明显病斑；WT
在第 21 天时开始出现灰色病斑，第 28 天时则

形成典型的褐色病斑；而 ΔSTK1 与 CK 表现基

本相同，未出现典型的侵染性病斑(图 8A)，说

明 WT 的致病活性非常高，而 ΔSTK1 几乎完全

丧失了致病活性。在诱导 21 d 后，HT-毒素的

生物学活性显著增强，通过比较病斑面积，第

28天的HT-毒素生物学活性约为第21天的3.00倍。 
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表 2  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族蛋白互作网络的功能富集分析 
Table 2  Functional enrichment analysis of protein-protein interaction network of bZIP family members in 
Setosphaeria turcica 
Category Term ID Term description Observed 

gene count 
Background 
gene count 

Strength 

GO process GO:0006355 Regulation of transcription, DNA-templated 16 603 0.96 

 GO:0031323 Regulation of cellular metabolic process 18 1 003 0.79 

 GO:0051171 Regulation of nitrogen compound metabolic process 18 1 010 0.79 

 GO:0080090 Regulation of primary metabolic process 18 1 030 0.78 

 GO:0060255 Regulation of macromolecule metabolic process 18 1 106 0.75 

 GO:0006357 Regulation of transcription by RNA polymerase II 12 440 0.97 

 GO:0050794 Regulation of cellular process 19 1 550 0.62 

 GO:0042761 Very long-chain fatty acid biosynthetic process  2 5 2.14 

GO function GO:0003700 DNA-binding transcription factor activity 15 242 1.33 

 GO:0000976 Transcription cis-regulatory region binding 10 149 1.36 

 GO:0000981 DNA-binding transcription factor activity, RNA polymerase 
II-specific 

10 213 1.21 

 GO:0003677 DNA binding 14 698 0.84 

 GO:0000977 RNA polymerase II transcription regulatory region 
sequence-specific DNA binding 

 6 84 1.39 

 GO:0000978 RNA polymerase II cis-regulatory region sequence-specific 
DNA binding 

 5 63 1.44 

 GO:0004707 MAP kinase activity  3 5 2.31 

 GO:0097159 Organic cyclic compound binding 18 2 696 0.36 

 GO:1901363 Heterocyclic compound binding 18 2 684 0.36 

KEGG map00062 Fatty acid elongation  5  32 1.73 

map05132 Salmonella infection  5  36 1.68 

map04621 NOD-like receptor signaling pathway  4  33 1.62 

map01040 Biosynthesis of unsaturated fatty acids  5  90 1.28 

map04141 Protein processing in endoplasmic reticulum  6 197 1.02 

map01212 Fatty acid metabolism  5 143 1.08 

 
StbZIP5 的 RT-qPCR 分析结果与 RNA-seq

转录组基本一致(图 8B、8C)。HT-毒素诱导第

21 天和第 28 天时，StbZIP5 在 ΔSTK1 的相对基

因表达量显著高于 WT，均达到极显著差异。 

2.9  与 StbZIP5 显著相关的基因表达信

息挖掘 
利用 batchCorrelation.r 软件包计算 StbZIP5

与 HT-毒素诱导转录组数据库中其他基因的

Pearson 相关系数，分别筛选出显著正相关和显

著负相关的 10 个基因(表 3、表 4)。 
与 StbZIP5 显著正相关的表达基因有细胞

周期蛋白 B 及相关激酶激活蛋白、上游转录因

子 L-myc-2、核糖核苷二磷酸还原酶、二羧酸

氨基酸通透酶、隐球菌甘露糖基转移酶、真菌
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单端孢霉烯族毒素外排泵 TRI12、谷氨酰胺

tRNA 合成酶、多药耐药相关蛋白/米托蒽醌耐药

蛋白、微小染色体维持蛋白 MCM2 和多梳增强

蛋白，主要与细胞分裂、DNA 复制、氨基酸转运、

蛋白质合成和单端孢霉烯族毒素分泌等有关。 
与 StbZIP5 显著负相关的表达基因有黄素

氧化还原酶/12 氧代植物二烯酸还原酶、醇脱氢

酶 III、乙醛酸/羟基丙酮酸还原酶、6-磷酸葡萄

糖酸脱氢酶、锌结合氧化还原酶、纤维素酶、γ-
氨基丁酸渗透酶、葡萄糖-甲醇-胆碱氧化还原

酶、泛素融合降解蛋白 UFD1 和货物运输蛋白

ERV29，主要与茉莉酸合成、关键代谢物转化、

氧化磷酸戊糖途径、γ-氨基丁酸转运、蛋白质

降解和细胞分泌有关。 
 
 

 
 
 

图 7  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族成员在 HT-毒素诱导过程的基因表达分析。A：HT-毒素诱导   
7 d；B：HT-毒素诱导 14 d；C：HT-毒素诱导 21 d；D：HT-毒素诱导 28 d。 
Figure 7  Gene expression analyses of bZIP transcription factor family members under HT-toxin induction 
of Setosphaeria turcica. A: HT-toxin induced for 7 days; B: HT-toxin induced for 14 days; C: HT-toxin 
induced for 21 days; D: HT-toxin induced for 28 days. *: Significant difference (P<0.05); **: Significant 
difference (P<0.01). 
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图 8  玉米大斑病菌 StbZIP5 基因在 HT-毒素诱导过程中的表达模式及 HT-毒素活性测定。A：HT-毒
素活性测定(CK1：10% DMSO；CK2：无接种培养基提取毒素；WT：野生型菌株 01-23；ΔSTK1：STK1
基因敲除突变体；玉米自交系：B73)；B：RNA-seq 转录组分析；C：RT-qPCR 分析。**：P<0.01。 
Figure 8  Expression model of StbZIP5 genes and HT-toxin activity assay during HT-toxin induction in 
Setosphaeria turcica. A: HT-toxin activity assay (CK1: 10% DMSO; CK2: Toxin extraction from medium 
without inoculation; WT: Wild type strain 01-23; ΔSTK1: STK1 gene knockout mutant; Maize inbred line: 
B73); B: RNA-seq transcriptome analysis; C: RT-qPCR analysis. **: Significant difference (P<0.01). 

 

表 3  与 StbZIP5 显著正相关的基因及功能注释 
Table 3  Genes and functional annotations significantly positively correlated with StbZIP5 
Protein ID Pearson correlation coefficient P-value Functional annotations 
23404 0.903 309 1.51E−09 KOG0653 细胞周期蛋白 B 及相关激酶激活蛋白 

Cyclin B and related kinase-activating proteins 
183743 0.884 096 1.01E−08 KOG2483 上游转录因子 L-myc-2 蛋白 

Upstream transcription factor L-myc-2 protein 
88054 0.871 526 2.96E−08 PF06609 真菌单端孢霉烯族毒素外排泵 TRI12 

Fungal trichothecene efflux pump TRI12  
170849 0.861 527 6.43E−08 1.17.4.1 核糖核苷二磷酸还原酶 

Ribonucleoside-diphosphate reductase 
167954 0.859 894 7.25E−08 KOG2261 多梳增强蛋白 

Polycomb enhancer protein 
120128 0.823 684 7.61E−07 2.A.3.10.13 二羧酸氨基酸通透酶 

Dicarboxylic amino acid permease 
173072 0.818 696 1.01E−06 PF11735 隐球菌甘露糖基转移酶 1 

Cryptococcal mannosyltransferase 1 
31852 0.815 767 1.19E−06 KOG0054 多药耐药相关蛋白/米托蒽醌耐药蛋白 

Multidrug resistance associated protein/mitoxantrone resistance protein 
90802 0.812 871 1.39E−06 PF12619 微小染色体维持蛋白 2，MCM2 

Mini-chromosome maintenance protein 2, MCM2 
169347 0.796 459 3.22E−06 KOG1148 谷氨酰胺 tRNA 合成酶 

Glutaminyl-tRNA synthetase 
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表 4  与 StbZIP5 显著负相关的基因及功能注释 
Table 4  Genes and functional annotations significantly negatively correlated with StbZIP5 
Protein ID Pearson correlation coefficient P-value Functional annotations 
169431 −0.938 05 1.33E−11 KOG0134 黄素氧化还原酶/12 氧代植物二烯酸还原酶 

Flavin oxidoreductase/12-oxophytodienoate reductase 
103699 −0.931 60 3.84E−11 KOG0022 醇脱氢酶 III 类 

Alcohol dehydrogenase, class III 
168344 −0.930 87 4.30E−11 KOG0069 乙醛酸/羟基丙酮酸还原酶 

Glyoxylate/hydroxypyruvate reductase 
162784 −0.927 51 7.14E−11 KOG2653 6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶 

6-phosphogluconate dehydrogenase 
162878 −0.914 40 4.18E−10 KOG1238 葡萄糖脱氢酶/胆碱脱氢酶/扁桃腈裂合酶 

Glucose dehydrogenase/choline dehydrogenase/mandelonitrile lyase 
109963 −0.906 43 1.07E−09 KOG1198 锌结合氧化还原酶 

Zinc-binding oxidoreductase 
167947 −0.901 18 1.90E−09 KOG1816 泛素融合降解蛋白 1 

Ubiquitin fusion-degradation protein, UFD1 
19810 −0.900 69 2.01E−09 3.2.1.4 纤维素酶 

Cellulase 
165740 −0.900 11 2.13E−09 KOG3998 货物运输蛋白 ERV29 

Putative cargo transport protein ERV29 
164621 −0.899 16 2.36E−09 2.A.3.4.2 γ-氨基丁酸渗透酶 

γ-aminobutyric acid permease 
 

3  讨论与结论 
bZIP 是最具多样性的转录因子家族之一，

在许多生物中都发现了 bZIP 转录因子家族。植

物中 bZIP 转录因子的数量最多，拟南芥

(Arabidopsis thaliana)有 75 个 bZIP 基因[23]，玉

米(Zea mays) 125 个[24]，苹果(Malus domestica) 
114 个[25]，小麦(Triticum aestivum) 227 个[26]，

板栗(Castanea mollissima Blume) 59 个[27]。动物

界的 bZIP 相对较少，智人(Homo sapiens)中有

56 个[28]，黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)有
27 个[29]，秀丽隐杆线虫(Caenorhabditis elegans) 
31 个[30]。真菌中的 bZIP 基因数量差距较大，

例如 Luo 等[31]从 23 种青霉属(Penicillium)真菌

中发现了 454 个 bZIP 基因，平均每种青霉有

19.7 个 bZIP 基因，其中拜赖青霉(Penicillium 

arizonense) bZIP 基因最多，有 28 个；斜卧青霉 

(Penicillium decumbens)的 bZIP 基因最少，仅有

12 个，是拜赖青霉 bZIP 基因数的 42.9%。本研

究对 12 个重要植物病原真菌进行 bZIP 基因挖

掘，发现平均有 13.9 个 bZIP 基因，但尖孢镰

刀菌 (Fusarium oxysporum)的 bZIP 基因多达  
34 个，而亚麻栅锈病菌(M. lini)仅发现 3 个 bZIP
基因。因此，植物病原真菌的 bZIP 基因具有更

广泛的遗传多样性，这可能与病菌独特的生理

功能和适应机制有关。 
细胞定位分析预测结果表明，玉米大斑病

菌 StbZIP 家族成员均定位于细胞核，主要是由

于 StbZIPs 蛋白存在核信号肽。StbZIP 家族成

员均包含一个高度保守的基本基序 Motif 1 和

至少一种 bZIP结构域，但不同家族成员的 Motif

结构组成及结构域种类存在显著区别，具有 1、2

和 3 个 Motif 的 StbZIP 家族成员数量分别为 5、

6 和 3 个，而具有 1、2 和 4 种结构域的 StbZIP 
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家族成员数量分别为 11、2 和 1 个。根据结构

域类型可预测 StbZIP 家族成员的功能。例如

bZIP_GCN4 结构域与氨基酸生物合成有关[32]，

bZIP_ATF2 与恶性肿瘤发生有关 [33]，Aft1 和

PAP1 结构域参与减数分裂重组和渗透胁迫调

节[34]，bZIP_YAP 在细胞增殖、迁移和分化中

起重要作用[35]，bZIP_HAC1-like 参与未折叠蛋

白响应途径[36]，而 Smc 超家族具有维持染色体

蛋白的作用[37]。多数 StbZIP 家族成员仅具有

一种结构域，推测 StbZIP 家族成员在进化过程

中形成了较专一的功能特点，在不同条件下完

成不同的生理功能。顺式作用元件分析结果也

表明，玉米大斑病菌的 14 个 StbZIP 家族成员

具有 25 种 660 个顺式作用元件，广泛参与非

生物因素胁迫反应、激素诱导反应、细胞周期

调控，说明 StbZIP 家族成员具有广泛的功能独

立性。 
Dean 等[22]统计了全球最重要的 10 种植物

病原真菌，考虑到互隔交链孢霉(A. alternata)
在植物病害研究中的重要性，本文对包括玉米

大斑病菌在内的 12 种植物病原真菌的 bZIP 家

族成员进行了系统进化分析，结果发现 StbZIPs
具有更广泛的遗传多样性，并且与 A. alternata 亲

缘关系最近，有 10 个 StbZIP 基因与 A. alternata

存在共线性。 
蛋白质互作分析结果发现，玉米大斑病菌

bZIP 转录因子家族成员之间存在 3 条互作途径

(图 9)：StbZIP5→StbZIP2/StbZIP3→TRAFD→ 
StbZIP7/StbZIP12 (Pathway 1)、StbZIP5→StbZIP2/ 
StbZIP3→StbZIP9→SRD5α→StbZIP8/StbZIP10 
(Pathway 2)和 StbZIP5→StbZIP1/StbZIP2/ StbZIP3/ 
StbZIP11→BHLH→StbZIP4 (Pathway 3)。由于

TRAFD 和 BHLH 均具有转录因子活性，因此

Pathway 1 和 Pathway 3 主要参与转录调控，而

SRD5α 与类固醇合成有关，因此 Pathway 2 主

要参与超长链脂肪酸生物合成，与 StbZIPs 互

作网络的功能富集结果相符(表 2)。 
从图 9 可以看出，StbZIP5 在 StbZIPs 互作

网络中处于关键地位，并且 StbZIP5 在 HT-毒素

诱导过程中表达量最高，是 StbZIP7 的 6.5 倍，

StbZIP1 的 12.9 倍，因此 StbZIP5 在 HT-毒素诱

导过程中也处于重要的地位。综合分析 StbZIPs

在 HT-毒素诱导过程中的表达规律，在 Pathway 
1 中，StbZIP5 和 StbZIP7 均为显著上调，因此

它们在 HT-毒素诱导过程中可能以正协同方式

进行转录调控；在 Pathway 2 中 StbZIP5 显著上

调，而 StbZIP10 显著下调，因此它们可能负协

同调控 HT-毒素诱导过程中的超长链脂肪酸生 
 

 
 

图 9  玉米大斑病菌 bZIP 转录因子家族成员的蛋白质互作途径。↑：HT-毒素诱导过程中表达量显著上

调；↓：HT-毒素诱导过程中表达量显著下调；  ：强相互作用； ：弱相互作用。 
Figure 9  Protein interaction pathways of the bZIP transcription factor family members in Setosphaeria 
turcica. ↑: Significantly up-regulated during HT-toxin induction; ↓: Significantly down-regulated during 
HT-toxin induction;   : Strong interaction;   : Weak interaction.  
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物合成；在 Pathway 3 中 StbZIP5 和 StbZIP1 显

著上调，而 StbZIP11 显著下调，因此它们可能

负协同作用于 HT-毒素诱导过程中的转录调控。 
分析HT-毒素诱导过程中与 StbZIP5显著相

关的表达基因，发现 StbZIP5 与真菌单端孢霉

烯族毒素外排泵 TRI12 显著正相关。单端孢霉

烯族毒素是由镰刀菌属等真菌产生的倍半萜烯

类真菌毒素，其 A 族代表 T-2 毒素是毒性最强的

真菌毒素，B 族代表呕吐毒素(deoxynivalenol, 
DON)是污染最广的真菌毒素。TRI12 在单端孢

霉烯族毒素合成、分泌和耐受方面具有重要作

用[38-39]。与 StbZIP5 显著负相关的表达基因多

与关键代谢物的合成、转化、运输及分泌有关，

该结果与 StbZIPs 互作 Pathway 2 的功能及表达

分析相符，从而表明 StbZIP5 在 HT-毒素诱导过

程中参与了广泛的代谢调控作用。 
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