
 

玉米转录因子 ZmbHLH54 的克隆及其

响应干旱胁迫的功能 
杨紫琼，宋柏林，张楠楠，孟家兴，何学源，樊晓伟，吴建宇 

（河南农业大学生命科学学院，河南 郑州 450046） 

摘要：【目的】克隆碱性螺旋-环-螺旋蛋白（basic Helix-Loop-Helix，bHLH）转录因子家族中应答干旱胁

迫的新基因 ZmbHLH54，探究该基因在干旱胁迫环境中的响应机制。【方法】采用生物信息学方法分析该

基因结构、蛋白质性质，分析其系统进化关系、保守基序和启动子顺式作用元件；并通过干旱胁迫下对该

基因突变体材料进行表型鉴定、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）和过氧化物酶（peroxidase，

POD）活性测定，以及实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测相关基因表达水平变化，初步解析其干旱胁迫

响应机制。【结果】ZmbHLH54 基因具有典型的 bHLH 结构域，属于 bHLH 转录因子家族；编码区（CDS）

全长 690 bp，编码 229 个氨基酸；启动子区域存在多个与激素和干旱胁迫响应有关的元件；ZmbHLH54 蛋

白为亲水性蛋白，无跨膜螺旋结构；干旱胁迫 5 d 后，阴性对照植株出现明显的叶片卷曲萎蔫现象，而大部

分突变体幼苗仍保持叶片舒展状态或仅有轻微卷曲；干旱胁迫条件下，zmbhlh54 突变体中的 SOD 和 POD

活性显著高于阴性对照，且 zmbhlh54 突变体中活性氧（reactive oxygen species，ROS）清除相关基因（ZmSOD3

和 ZmSOD4）的表达上调，ROS 生成相关基因（Zm00001d036557）的表达被抑制。【结论】bHLH 转录因

子基因家族 ZmbHLH54 可能主要通过调节干旱胁迫下的 ROS 清除机制应答干旱胁迫，增强突变体苗期抗

旱性。 
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Abstract：【Objective】To identify a novel gene, ZmbHLH54, within the basic Helix-Loop-Helix

（bHLH）transcription factor family that responds to drought stress, and to investigate the response 

mechanism of this gene in a drought-stressed environment.【Method】Bioinformatics approaches 

were employed to systematically analyze the gene structure, protein characteristics, phylogenetic 

relationships, conserved motifs, and promoter cis-acting elements. Furthermore, phenotypic 

identification of the gene mutant material was conducted under drought stress conditions. The 

activities of superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (POD) were measured, and the expression 

levels of relevant genes were quantified using real-time fluorescent quantitative PCR (RT-qPCR). 
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These analyses provided preliminary insights into the mechanisms underlying drought resistance. 

【Result】This region is 690bp, encoding 229 amino acids. There are several elements related to 

hormone and drought stress response in promoter region. ZmbHLH54 is a hydrophilic protein 

without transmembrane helical structure. After 5 days of drought stress, the negative control plants 

showed obvious leaf curl and wilting, while most of the mutant seedlings still kept the leaf stretch 

state or only slightly curled. Under drought stress, SOD and POD activities in zmbhlh54 mutant 

were significantly higher than those in the negative control, and the expression of reactive oxygen 

species (ROS) scavenging genes (ZmSOD3 and ZmSOD4) was up-regulated in zmbhlh54 mutant. 

The expression of ROS gene (Zm00001d036557) was inhibited. 【Conclusion】The bHLH 

transcription factor family ZmbHLH54 may mainly respond to drought stress by regulating ROS 

clearance mechanism under drought stress, and enhances drought resistance of mutant at seedling 

stage. 
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非生物胁迫会干扰植物生理稳态，阻碍其生长发育并降低产量品质，最终对农业生产造

成不利影响[1]。作为全球主要粮食作物之一，玉米在维持农业生产力和保障粮食安全方面具

有不可替代作用。然而，水分短缺将会对其产量造成显著影响[2]。玉米各生育阶段均易受到

干旱胁迫的威胁，苗期降低出苗率，营养生长期抑制株高和光合效率，中后期则改变同化物

分配（优先供应根系），导致穗部发育受阻、籽粒减少和成熟延迟，最终影响产量[2-5]。植物

应对非生物逆境时，转录因子是核心的调控手段，其通过结合靶基因启动子上的顺式元件，

调节抗旱相关基因表达，从而减轻干旱胁迫对植物生长的负面影响[6]。目前，已有多个转录

因子家族被报道参与干旱胁迫响应，其中包括 bZIP（basic leucine zipper）家族、AP2/ERF

（apetala2/ethylene-responsive factor）家族、WRKY（tryptophan-arginine-lysine-tyrosine）家

族及 bHLH（basic helix-loop-helix）家族[7-9]等。这些转录因子家族作为不同调控网络的核心

节点，在干旱胁迫响应和调控玉米生长发育中具有重要的生物学功能。AP2/ERF 类转录因

子 ZmERF21 通过与干旱、激素响应和信号转导等相关基因的启动子结合来调控其表达，以

此提升叶绿素含量以及抗氧化酶活性，进而显著增强玉米幼苗的耐旱性[9]。ZmbZIP33 则在

干旱胁迫期间以及复水之后，大幅提升了叶绿素含量、根长以及脱落酸（abscisic acid，AB

A）水平，最终增强了拟南芥的抗旱能力与恢复能力[7]。玉米气孔保卫细胞特异的 MYB（v

-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog）转录因子 ZmMYB56 通过调节 ZmTOM

7 的表达来调控玉米幼苗的气孔关闭和耐旱性[10]。ZmROP8 过表达能够增加过氧化物酶的活

性，减少过氧化氢（hydrogen peroxide，H2O2）的积累，增强转基因玉米的抗旱性，是玉米

抗旱性的正调节因子，而玉米转录因子 ZmAL14 通过抑制 ZmROP8，负调节玉米抗旱[11]。

ZmWRKY79 转录因子通过调控 ABA 生物合成，增强活性氧清除能力，减少 H2O2和丙二醛

（malondialdehyde，MDA）积累，提高抗氧化酶活性，从而在干旱胁迫中发挥积极作用[12]。

ZmHsf28 蛋白通过茉莉酸（jasmonic acid，JA）和 ABA 信号转导及其他信号通路的影响，

提高了单子叶植物玉米和双子叶植物拟南芥的抗旱性[13]。 

bHLH 转录因子因其高度保守的 bHLH 结构域而得名，家族成员数量庞大，近些年来，

诸多研究阐明了 bHLH 转录因子在植物应对干旱胁迫响应时的功能以及分子机制。在拟南

芥中过表达 AtbHLH112 基因，能够显著削减植株体内活性氧的水平，使脯氨酸（Pro）含量

得以提高，由此增强转基因拟南芥应对胁迫的耐受能力[14]。马铃薯中 bHLH118 和 bHLH66

蛋白在调控 ABA 介导的干旱响应过程中发挥相反的作用，过表达 IbbHLH118 会降低植株对

干旱胁迫的耐受性，而过表达 IbbHLH66 则可以提升植物的耐旱能力[15]。转录因子 SlbHLH96

通过刺激抗氧化剂、ABA 信号分子等来提高番茄的耐旱性[16]。水稻中 OsbHLH59 蛋白经过

选择性剪接产生不同的亚型，在平衡水稻生长和抗旱性方面具有不同的功能[17]。在玉米基因

组中，共有 208 个 bHLH 基因被鉴定[18]。研究人员利用含有 20%聚乙二醇 6000 的营养液进

行模拟干旱处理，对干旱-复水处理下玉米中差异表达的 bHLH 基因进行鉴定，共鉴定筛选



出 51 个差异表达 bHLH 基因，这 51 个玉米 bHLH 基因呈现不同的表达模式。此外，研究

表明，过表达玉米中的 bHLH 家族基因 ZmPIF3 能够增强水稻对干旱和盐胁迫的耐受性[19]。

ZmBES1/BZR1-1、-3 和-9 抑制转基因水稻和拟南芥的耐旱性，而 ZmBES1/BZR1-4 蛋白通

过调控 ZmMBP1 和 ZmPum6 来募集 ZmTLP5，从而调控拟南芥、水稻和玉米的耐旱性[20]。 

ZmbHLH47 蛋白通过 ZmbHLH4-ZmSnRK2.9 模块在 ABA 响应和玉米抗旱中的发挥正调控

作用[21]。ZmPTF1 基因通过对玉米根系发育以及脱落酸合成起到促进作用，正向调控玉米耐

旱[22]。转录因子 ZmbHLH124 直接结合干旱应答基因 ZmDREB2A 的启动子区并激活其表达

从而显著提高玉米耐旱性[23-24]。 

综上，bHLH 转录因子在抗旱作物遗传改良中具有巨大潜力。然而，目前只有有限数量

的 bHLH 转录因子被确认参与赋予玉米耐旱性，有关 bHLH 转录因子在玉米干旱胁迫响应

中的功能研究仍较少。本研究为探究转录因子 ZmbHLH54 在抵抗干旱胁迫方面的作用，克

隆了 ZmbHLH54 基因，并利用 ZmbHLH54 基因的突变体材料，初步确认了 ZmbHLH54 对玉

米苗期干旱胁迫响应的负调控。同时，通过相关基因表达量的检测及生理指标测定，初步证

实转录因子 ZmbHLH54 主要通过调节活性氧清除系统应答玉米苗期干旱胁迫。此外，对

ZmbHLH54 基因启动子上顺式作用元件的分析结果表明，该基因可能涉及玉米抗逆信号网

络的整合与调控。因此，本研究结果将为深入解析玉米 bHLH 转录因子应答干旱胁迫的分子

调控网络以及玉米抗旱品种改良提供新的基因资源和重要理论依据。 

1 材料与方法 

1.1试验材料 

本试验材料以 B73 为遗传背景，经过化学诱变剂甲基磺酸乙酯（Ethylmethanesulfonate，

EMS）诱变得到的突变体。其中，杂合突变体植株分离得到纯合阳性突变体植株和阴性对照

植株分别以 zmbhlh54 和 ZmbHLH54 表示。将材料置于温度为 28 ℃，光周期为 16 光照/8 黑

暗的培养箱中进行培育，待幼苗生长 2 周后，挑选生长状态均匀一致的玉米幼苗进行干旱胁

迫处理。 

1.2 DNA 与蛋白序列的生物信息学分析 

通过 MaizeGDB（https://maizegdb.org/）和 Gramene（https://www.gramene.org/）玉米基

因组数据库，检索并获取 ZmbHLH54（Zm00001d011847）基因的全长 cDNA 序列、基因组

序列、编码蛋白序列及结构信息。利用 SMART 在线工具（https://smart.embl.de/）预测保守

结构域，并通过 Expasy Protpara 在线软件（https://web.expasy.org/protparam/）分析蛋白质的

分子质量、等电点、不稳定系数以及氨基酸组成。使用 TMHMM 在线软件（https://services.

healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/）对蛋白质的跨膜结构进行预测。借助 ProtScale 工具

（https://web.expasy.org/protscale/）分析其亲疏水性。利用 Predict Protein 工具（https://pred

ictprotein.org/）预测二级结构。从 NCBI 网站（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）上获取不同物

种的蛋白氨基酸序列，利用 MEME 软件分析其保守基序，通过 MEGA 软件构建系统发育进

化树。此外，使用 PlantCARE（https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/）在

线网站对启动子区的顺式作用元件进行查找分析。 

1.3实时荧光定量 PCR 分析 

取 0.15 g 叶片组织样品在液氮中研磨成粉末，利用全式金 TransZol 提取试剂盒高效完

整地提取叶片组织总 RNA，待 RNA 完全溶解后检测其质量浓度与纯度，使用诺唯赞公司试

剂盒进行反转录（HiScript Ⅳ 1st Strand cDNA Synthesis Kit(+gDNA wiper)，Vazyme）和



qRT-PCR（ChamQ SYBR qPCR Master Mix）扩增。以 EF1a 基因（F：TGGGCCTACTGG

TCTTACTACTGA，R：ACATACCCACGCTTCAGATCCT）作为内参。反应程序为：95 ℃

预变性 30 s；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 30 s，共进行 40 个循环。采用 2-ΔΔCt 法分析计算

基因的相对表达量，每个处理设置 3 个重复。 

1.4干旱胁迫生理指标测定 

1.4.1 超氧化物歧化酶（SOD）活性检测  先称取 0.1 g 干旱胁迫后叶片，使用索莱宝公

司 SOD 活性检测试剂盒处理样品，再采用酶标仪记录 560 nm 处吸光值，最后根据说明书上

的公式进行 SOD 活性计算。SOD 活性计算时按样本鲜质量计算，单位为 U·g-1。其中，在

黄嘌呤氧化酶偶联反应体系中抑制百分率为 50%时，反应体系中的 SOD 酶活力定义为 1 个

酶活性单位。 

1.4.2 过氧化物酶（POD）活性检测  先称取 0.1 g 干旱胁迫后叶片，再使用索莱宝公司

POD 活性检测试剂盒，按照说明书处理样品，最后用酶标仪记录 470 nm 下 30 s 时吸光值

A1 和 90 s 时的吸光值 A2 并根据公式计算 POD 活性。POD 活性计算时按样本鲜质量计算，

单位为 U·g-1。其中，每 g 组织在每毫升反应体系中每 min A470 nm 变化 0.01 为一个 POD 酶

活性单位。 

2 结果与分析 

2.1 ZmbHLH54 蛋白的基本理化性质分析  

ZmbHLH54 基因定位于玉米的第 8 号染色体，编码区长度为 690 bp，包含 1 个内含子

区，编码 229 个氨基酸（图 1-A），具有典型的 HLH 结构域（图 1-B），表明其属于 bHLH

转录因子家族蛋白。进一步对 ZmbHLH54 的氨基酸序列进行预测和分析，结果显示，其分

子式为 C1114H1745N303O346S7；分子质量为 25.14 kD，理论等电点（pI）为 6.12；氨基酸组成

成分分析显示，Ser（S）含量最高，所占比例为 11.8%；其次为 Leu（L），所占比例为 11.4%；

含量最低的是 Trp（W）和 Cys（C），所占比例为 0.4%和 1.7%。ProtScale 软件分析的结果

证实 ZmbHLH54 蛋白为亲水性蛋白（图 1-C）。 

 

A：ZmbHLH54 基因的基本结构；B：ZmbHLH54 蛋白的结构域；C:ZmbHLH54 蛋白的亲疏水性预测 

A: The basic structure of ZmbHLH54 gene;B: The domain of ZmbHLH54 protein；C：The prediction of 

hydrophilicity of ZmbHLH54 protein 

图 1 ZmbHLH54 基因结构及蛋白质性质分析 

Fig.1 The analysis of structure and protein properties of ZmbHLH54 gene  

2.2 ZmbHLH54 蛋白结构分析 



利用 Predict Protein 进行二级结构预测，分析 ZmbHLH54 蛋白的二级结构，该蛋白序列

主要含有 α 螺旋、延伸链、不规则卷曲（图 2-A）。其中，不规则卷曲有 128 个氨基酸，所

占比例为 55.90%；α 螺旋有 79 个氨基酸，所占比例为 34.50%；延伸链有 22 个氨基酸，所

占比例为 9.61%。因此，ZmbHLH54的主要结构为无规则卷曲和 α螺旋，所占比例达到 89.40%。

利用 TMHMM 进行跨膜螺旋区预测，ZmbHLH54 蛋白不具有跨膜螺旋结构（图 2-B）。 

 

A：ZmbHLH54 蛋白质的二级结构预测；B：ZmbHLH54 蛋白的跨膜结构预测 

A：The secondary structure prediction of ZmbHLH54 protein；B：The transmembrane structure prediction of 

ZmbHLH54 protein 

图 2 ZmbHLH54 蛋白质的结构分析 

Fig.2 The structure analysis of ZmbHLH54 protein 

2.3 ZmbHLH54 蛋白进化树及保守基序分析 

为研究玉米 ZmbHLH54 基因与其他物种的亲缘关系，以 ZmbHLH54 基因的蛋白序列作

为检索序列，利用邻接法（neighbor joining，NJ）构建系统进化树。由图 3-A 可知，在众多

物种中，高粱与 ZmbHLH54 在进化树上分支紧邻，表明二者可能源于较近的祖先；大麦、

小麦与其进化距离最远，即亲缘关系最远。对同源物种的 5 个保守基序进行分析，结果发

现，这 6 个物种具有类似的保守基序，由此推测它们具备某些相似的生物学功能（图 3-B）。 

 

A：为 ZmbHLH54 蛋白的进化树分析，其中 Sorghum bicolor 为高粱；Zea mays 为玉米；Oryza sativa 

Japonica Group 为粳稻； Triticum aestivum 为小麦；Hordeum vulgare 和 Hordeum vulgare subsp. vulgare 为

大麦。B：6 种物种的保守基序分析。 



A：Evolutionary tree analysis of ZmbHLH54 protein, Sorghum bicolor is sorghum；Zea mays is corn； Oryza 

sativa Japonica Group is Japonica rice；Triticum aestivum is wheat；Hordeum vulgare and Hordeum vulgare subsp. 

vulgare are barley. B：Analysis of conserved motifs of 6 species. 

图 3 ZmbHLH54 蛋白进化分析 

Fig.3 Evolutionary analysis of ZmbHLH54 protein 

2.4 ZmbHLH54 的启动子顺式元件分析 

顺式作用元件凭借其特定核苷酸序列，可与转录因子或其他调控蛋白相结合，从而对基

因转录的起始、速率以及效率发挥调控效能[25]。根据表 1 可知，在 ZmbHLH54 基因的启动

子区域内包含多种顺式作用元件，例如光响应元件如 G-box、ATCT-motif、Box4 和 TCT-

motif 等，这些元件可感知外界光信号的变化，无论是光质、光强还是光周期的改变，都能

触发其与特定转录因子的结合；生长发育相关元件如 AAGAA - motif、circadian 元件和 O2-

site 等元件参与玉米整个生长周期的调控；激素响应元件如其中包含与 ABA 相关的 ABRE

元件，以及与生长素、JA、茉莉酸甲酯、水杨酸（salicylic acid，SA）等激素相关的元件；

胁迫响应元件如与干旱胁迫相关的 MYB 和 MYC 元件，在干旱条件下，能够启动一系列

胁迫响应基因表达。这些发现表明，ZmbHLH54 基因的启动子区域可能具有复杂的调控机

制，能够响应多种外界刺激和内部发育信号。 

表 1 ZmbHLH54 基因启动子顺式元件分析 

Table 1 Cis-element analysis of ZmbHLH54 gene promoter 

主要元件 位点个数 功能注释 

Main element Number of sites Function annotation 

MYB-like sequence 1 MYB 响应元件 

O2-site 2 参与玉米醇溶蛋白代谢调节的顺式作用调节元件 

TATA-box 50 核心启动子元件之一 

ATCT-motif 1 参与光响应的保守 DNA 模块中的一部分 

STRE 2 应激响应元件 

TCA-element 1 水杨酸响应元件 

G-Box 1 光响应元件 

MYB 2 MYB 响应元件 

MYC 2 MYC 响应元件 

circadian 1 参与昼夜节律控制的顺式调控元件 

TCT-motif 1 光响应元件的一部分 

CGTCA-motif 1 茉莉酸甲酯响应元件 

AAGAA-motif 1 脱落酸响应元件 

Box4 2 参与光响应的保守 DNA 模块中的一部分 

ABRE 1 脱落酸响应元件 

2.5 zmbhlh54 突变体植株抗旱性分析 

为明确 ZmbHLH54 基因在玉米干旱胁迫中的作用，利用 EMS 突变体验证其功能。突变

体的突变位点位于编码区，第 325 个碱基由 G 突变为 A，导致密码子由 GGC 变为 AGC，

对应的氨基酸发生非同义突变，由甘氨酸突变为丝氨酸（图 3）。利用 zmbhlh54 突变体植

株和阴性对照植株作为研究对象，在苗期开展多次干旱胁迫试验。结果显示，尚未实施干旱

胁迫时，阴性对照与突变体幼苗生长态势均良好，形态无显著差异；干旱胁迫 5 d 后，阴性

对照幼苗出现明显的卷叶萎蔫现象，而大部分突变体植株仍保持叶片舒展的状态或仅有轻微

的卷叶情况（图 4）。根据以上结果可知， zmbhlh54 突变体植株在干旱胁迫下表现出更强



的抗旱性，其生长状态显著优于阴性对照植株。 

 

A：突变体突变位点的鉴定，图中蓝色选中碱基为突变碱基，对应的氨基酸由甘氨酸（Gly）突变为丝

氨酸（Ser）。 

A：Identification of mutant mutation sites，the selected base in blue is the mutant base，and the corresponding 

amino acid is mutated from glycine （Gly）to serine （Ser）. 

图 4 zmbhlh54 突变体干旱胁迫下玉米苗期表型鉴定 

Fig.4 Identification of maize seedling phenotype of zmbhlh54 mutant under drought stress 

2.6干旱胁迫下 ZmbHLH54 相关基因表达的调控分析 

玉米在干旱胁迫下的生理响应涉及多层次信号网络互作，包括借助调控抗氧化酶 SOD、

POD 的活性来达成氧化还原平衡状态以及通过 ABA 信号诱导气孔快速关闭以减少蒸腾失

水等。本研究检测了渗透相关（ZmDREB2A 和 ZmERD1）、ABA 合成相关（ZmNCED 和

ZmAO2）、ABA 分解代谢相关（ZmABA80X1a 和 ZmABA80A3a）、ABA 信号传导相关（ZmPP2C

和 ZmABI2）、钙信号转导相关（ZmCAM1 和 ZmCPK1）以及与 ROS 生成（Zm00001d036557）

和清除（ZmSOD3 和 ZmSOD4）相关基因在突变体植株和阴性对照植株中的表达水平（图

5）。结果表明，干旱胁迫下，基因 ZmDREB2A、ZmAO2、ZmSOD3 以及 ZmSOD4 在 zmbhlh54

突变体中的表达量显著高于阴性对照，而 NAD（P）H 脱氢酶基因（Zm00001d036557）则呈

现相反趋势，其他基因在突变体中的响应趋势不显著。综上可知，ZmbHLH54 基因可能主要

通过调节干旱胁迫下的 ROS 清除机制，使突变体植株表现为对干旱胁迫更耐受。 



 

ZmbHLH54 代表阴性对照植株，zmbhlh54 代表纯合阳性突变体。*代表 p＜0.05，**代表 p＜0.01，ns 代

表不显著。ZmbHLH54 are negative control plants, zmbhlh54 are homozygous positive mutants. * means p < 0.05， 

** means p < 0.01，ns means not significant. 

图 5 zmbhlh54 突变体植株及阴性对照植株干旱胁迫响应相关基因表达量检测 

Fig.5 Detection of drought stress responsive gene expression levels in zmbhlh54 mutant and negative control 

plants 

2.7 zmbhlh54 突变体植株干旱胁迫下 ROS清除酶活性分析 

实时荧光定量 PCR 结果表明，ROS 代谢通路关键基因呈现显著差异表达，而植物的抗

氧化能力主要依赖于抗氧化酶的作用，其中 SOD 和 POD 占据关键地位。因此，我们对干旱

胁迫下 zmbhlh54 突变体与阴性对照植株的 SOD 和 POD 活性指标进行了测定，结果如图 6

所示，干旱胁迫后，zmbhlh54 突变体植株的 SOD 和 POD 活性显著高于阴性对照，表明

zmbhlh54 突变体中植株清除活性氧的能力被增强。 



 

ZmbHLH54 代表阴性对照植株，zmbhlh54 代表纯合阳性突变体。*代表 p＜0.05，**代表 p＜0.01，ns 代

表不显著。ZmbHLH54 are negative control plants, zmbhlh54 are homozygous positive mutants. * means p < 0.05， 

** means p < 0.01，ns means not significant. 

图 6 zmbhlh54 突变体植株干旱胁迫下的 ROS 清除酶活性测定结果 

Fig.6 Determination of ROS scavenging enzyme activity in zmbhlh54 mutant plants under drought stress 

3 结论与讨论 

研究表明，bHLH 蛋白家族于植物的生长发育进程以及应对逆境胁迫反应等方面，均发

挥着至关重要的作用。本研究通过对玉米 ZmbHLH54 基因进行生物信息学分析，并以 EMS

阳性突变体和阴性对照为试验材料进行干旱处理，初步验证了该基因对玉米苗期抗旱性的负

调控作用，即突变该基因增强玉米抵御干旱胁迫的能力。这一发现为进一步揭示 bHLH 转录

因子家族蛋白的生物学功能提供了重要理论依据。 

在植物生长进程中，转录因子通过启动子元件有序调控各项生命活动，而胁迫响应元件

在植物抵御非生物胁迫（如干旱、高盐、低温等）及生物胁迫时至关重要。在干旱、高盐、

低温等非生物胁迫下，启动子区域的 MYB 和 MYC 等元件可启动一系列胁迫响应基因的表

达，帮助植物适应恶劣的环境条件[25]。玉米 ZmbHLH54 基因的启动子区域包括干旱胁迫相

关元件（MYB 和 MYC）、ABA 响应元件（ABRE）以及应激响应元件（STRE）等多个胁

迫应答相关的元件。研究表明，拟南芥 MYB 转录因子 WER 与 bHLH 转录因子 GL3/EGL3

形成复合物，直接结合并激活基因 GL2 的表达，促进非根毛细胞的产生 [26]。SmJAZs-

SmbHLH37/SmERF73-SmSAP4 模块介导了 JA 平衡重要草本植物丹参药用活性成分和耐盐

性的分子机制[27]。然而，关于 bHLH 转录因子应答干旱胁迫的上游调控机制及分子模块尚

不明确，顺式作用元件的分析为研究 ZmbHLH54 分子调控网络奠定了重要基础。此外，bHLH

转录因子 MYC2 是 JA 信号通路的核心调控因子，而 JA 作为一种重要的逆境信号分子，在

植物应对多种胁迫（如抗虫、抗病、干旱、温度、盐和重金属胁迫）中具有重要作用[28]。植

物激素中的 SA 和 ABA，在植物对不利环境的响应中也起着不可或缺的作用[29]。ZmbHLH54

基因启动子区域除了干旱胁迫相关的元件，还包括光响应元件以及多个激素响应相关的元

件，如 ABA 响应元件、SA 响应元件、JA 响应元件等。因此， ZmbHLH54 基因不仅参与玉

米干旱胁迫响应的分子调控，还可能在植物应对盐碱、高温等多种非生物胁迫过程中发挥关

键作用，其功能可能涉及玉米抗逆信号网络的整合与调控。 

植物抗旱性包括多种机制，在细胞水平上，干旱信号会促进脯氨酸和海藻糖等代谢产物

的产生，激发抗氧化系统以维持氧化还原稳态，并通过氧化物酶防止细胞损伤和膜完整性破

坏；此外，干旱信号也会诱导包括 ABA 等植物激素途径的响应，并触发各细胞器中 Ca2+浓



度快速和瞬时的变化，从而使植物合理应对胁迫 [30-31]。本研究检测了干旱胁迫调节下

zmbhlh54 突变体及阴性对照材料中，渗透调节系统、钙信号响应、ROS 信号通路以及 ABA

合成、分解和信号转导相关基因的表达情况。结果表明，ROS 清除相关的基因 ZmSOD3、

ZmSOD4 的表达量在 zmbhlh54 突变体中被显著上调，而与 ROS 生成相关的 NAD（P）H 脱

氢酶基因（Zm00001d036557）则与之相反。在正常情况下，ROS 的生成和清除维持在微妙

的平衡状态；然而，在干旱胁迫条件下，这种平衡可能会受到干扰，从而导致活性氧产量急

剧增[32]。由此我们推测，ZmbHLH54 基因可能参与干旱胁迫下的 ROS 稳态调节。在植物应

对 ROS 的防御体系中，SOD 能将氢氧化物自由基转化为 H2O2，随后 POD 通过催化降解作

用将 H2O2 分解为水和氧气[33]。当 ROS 水平超过一定阈值时，会触发进行性氧化损伤，导致

生长减慢甚至程序性细胞死亡。为了抵御干旱胁迫，植物必须清除多余的活性氧并恢复稳态

水平的活性氧。本研究结果表明，干旱胁迫下 zmbhlh54 突变体可以增强 ROS 清除相关基因

的转录。此外，进一步对 SOD 和 POD 活性进行测定发现，干旱条件下突变体植株中这两种

酶的活性相较于阴性对照显著提升。由此可知，zmbhlh54 突变体可能主要通过增强 ROS 清

除酶的活性，有效清除体内过量的 ROS 而增强抗旱能力。研究发现，当水稻遭受干旱胁迫

时会增强 OsCHI3 的转录，进而促进幼苗中类黄酮积累；而类黄酮除了直接清除 ROS 外，

还作为信号分子促进 ABA 生物合成。ABA 则通过增强抗氧化物酶活性进一步加强水稻 ROS

的清除能力，最终提高水稻苗期耐旱性[34]。类似的，小麦 bZIP 转录因子 TaFDL2-1A 通过正

调节 ABA 生物合成、ABA 反应和 ROS 清除，以提高转基因小麦的抗旱性[35]。本研究中，

干旱胁迫下，ABA 合成相关基因 ZmAO2 的表达在 zmbhlh54 突变体与阴性对照中同样存在

显著差异；并且，ZmbHLH54 基因启动子区域存在多个 ABA 响应相关的顺式作用元件。因

此，我们推测 ZmbHLH54 基因应答干旱胁迫时，同样涉及 ROS 信号与 ABA 信号的相互影

响。此外，干旱胁迫下 ZmDREB2A 基因的表达在突变体中也显著被上调。前期研究表明，

ZmbHLH124 蛋白在渗透胁迫信号通路中作用于基因 ZmDREB2A 的上游，它通过与

ZmDREB2A 的启动子直接结合，促进 ZmDREB2A 的表达，从而提高玉米耐旱性[23]。将谷子

中分离到的 EcDREB2A 在烟草中超量表达发现，烟草转基因植株通过调节活性氧稳态和上

调应激响应基因，表现出更强的耐热性[36]。因此，后续将进一步验证蛋白 ZmbHLH54 与

ZmbHLH124 是否形成同源二聚体并协同调控 ZmDREB2A 的表达，同时深入探究 ZmbHLH54

基因通过干扰 ROS 平衡响应逆境胁迫的分子机制。 

综上，本研究鉴定到玉米 bHLH 蛋白家族响应干旱胁迫的新基因 ZmbHLH54，并初步证

实该基因通过 ROS 清除系统介导的途径增强突变体苗期抗旱性。下一步将通过构建该基因

的转基因材料，进一步验证基因功能，并解析其分子调控机制。后续研究也将聚焦于分析该

基因的自然变异，筛选耐旱优异等位基因，从而改良骨干自交系。此外，目前 CRISPR 敲除

技术在基因编辑中的成功率显著高于过表达系统，且具有无需外源元件筛选与整合的优势，

而基因 ZmbHLH54 突变后增强玉米苗期抗旱性。因此，之后可直接利用基因编辑技术敲除

该基因而实现玉米种质抗旱性的改良。总之，本研究结果为创制抗旱新种质提供了重要的理

论基础和基因资源。 
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