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玉米生长调节因子(GRF)家族的全基因组
鉴定及在非生物胁迫下的表达研究

赵训超，盖胜男，魏玉磊，许晓萱，丁 冬，刘 梦，张今杰，邵文静，徐晶宇
(黑龙江八一农垦大学农学院/黑龙江省现代农业栽培技术与作物种质改良重点实验室，黑龙江 大庆 163319)

摘 要：以拟南芥作为种子序列进行Blastp序列比对，共鉴定15个ZmGRFs基因，对其理化性质、系统进化关

系等在非生物胁迫下的表达进行分析。根据系统发育树分析表明，ZmGRFs基因与单子叶植物水稻亲缘关系较近，

15个ZmGRFs基因分别定位在1、2、4、5、6、7、9、10号染色体上且各个基因之间高度同源，每个亚族之间基因结构及

保守基序均相对保守。ZmGRFs蛋白二级结构均以α-螺旋和无规卷曲为主。根据磷酸化位点预测分析表明，除

ZmGRF6和ZmGRF9不含酪氨酸外，其他ZmGRFs蛋白均含有潜在的丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸位点且各蛋白之间的

潜在的磷酸化位点数目差异较大。根据转录组数据分析表明，ZmGRF4和ZmGRF13基因在NaHCO3上调表达，同时

发现热、盐和干旱胁迫下ZmGRF4和ZmGRF13基因表达较高，冷胁迫下ZmGRF1/3/4/15基因表达较高。根据不同

组织部位表达谱分析显示，ZmGRF4和ZmGRF13在各个部位表达均较高。
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Abstract: Arabidopsis was used as a seed sequence for Blastp sequence alignment, a total of 15 ZmGRF genes

were identified; and their physical and chemical properties, phylogenetic relationships, etc. were analyzed under abi⁃
otic stress expression. The results showed that according to phylogenetic tree analysis the relationship between GRF

gene of maize and rice of monocotyledon plant was close; 15 ZmGRF genes were located on chromosomes 1, 2, 4, 5,
6, 7, 9 and 10 respectively, which there were highly homologous; gene structure and conserved motif function of
each subgroup were relatively conservative; secondary structure of ZmGRF protein was mainly alpha-helix and ran⁃
dom curl in maize; according to the prediction analysis of phosphorylation sites, except ZmGRF6 and ZmGRF9 not
contain tyrosine, other ZmGRF proteins contain potential serine, threonine and tyrosine sites, and the number of po⁃
tential phosphorylation sites varied greatly among proteins; transcriptome data analyzed the up-regulated expression
of ZmGRF4 and ZmGRF13 genes under NaHCO3 stress, meantime, ZmGRF4 and ZmGRF13 genes were found to
have high expression levels under heat, salt and drought stress; ZmGRF1/3/4/15 gene expression was higher under
cold stress; the expression profiles of different tissues were analyzed showed that ZmGRF4 and ZmGRF13 were
highly expressed in various parts of maize.

Key words: Maize; Growth regulating factor(GRF); Abiotic stress; Expression analysis
录用日期：2019-05-28
基金项目：黑龙江八一农垦大学优势特色学科建设项目专项(2042070002)
作者简介：赵训超(1994-)，硕士，主要从事植物分子育种研究。E-mail：zhaoxunchao2017@163.com

徐晶宇为本文通讯作者。E-mail：xujingyu2003@hotmail.com

玉 米 科 学 2020，28(4)：33～40，47 Journal of Maize Sciences



34 玉 米 科 学 28卷
生长调节因子(growth regulating factor，GRF)广

泛分布在真核生物中，在植物中以特有的转录蛋白

形式存在。在水稻中发现了第 1个GRF基因，它介

导赤霉素(GA)诱导深水水稻茎生长调控[1]。GRF转
录因子含有 2个独特的保守结构域均在N端区域，

包括QLQ和WRC结构域，同时在QLQ结构域中发

现SWI2和SNF2蛋白，WRC是能够与DNA结合的植

物特异性结构域，具有功能性核定位信号和锌指基

序[2]。有报道称GRF转录因子与生长调控因子(GIF)
相互结合共同调控植物生长发育[3]。目前，在水稻、

拟南芥、油菜、番茄等植物中GRF基因家族均已报

道 [4～6]。在拟南芥中 [7]，AtGRF1和 AtGRF2基因过量

表达与对照相比叶片显著增大。在木薯中，MeGRF4

在冷、盐、ABA和H2O2等胁迫下呈上调表达[8]。在番

茄中，SIGRF4和SIGRF12在低温胁迫有较高的表达

水平，高至对照2～3倍[9]。对于许多植物物种，植物

GRF家族基因在胁迫反应中的作用仍有待揭示。

玉米是我国的主要粮饲作物和加工原料，玉米

高产稳产是重点关注的问题。玉米在生长发育过程

会发生植株矮小、结实率低等现象。同时，玉米在我

国北方地区易遭受早春低温、干旱以及盐碱等多种

气象灾害[10]。由于GRF在植物生长和发育中有较高

的表达，同时还具有抵抗各种非生物胁迫的功能，因

此GRF对玉米生长发育和响应非生物胁迫研究至

关重要。

尽管ZmGRF基因家族已经报道，但家族鉴定仍

不够全面且只简单的进化分析，没有进行系统的生

物信息学分析及在非生物胁迫下的表达模式研究。

本研究鉴定 15个 ZmGRFs基因，对ZmGRFs基因家

族的基因特征、进化关系和保守基序分析等进行分

析，对ZmGRFs基因在不同组织部位及在非生物逆

境下的表达进行研究。

1 材料与方法

1.1 玉米ZmGRFs基因的鉴定

利用拟南芥 GRF蛋白序列作为种子序列，在

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)NCBI和(https://www.nc⁃
bi.nlm.nih.gov/)phytozome中进行 Blastp同源序列比

对，选取E<1e-10、蛋白质序列长度>200 aa的氨基酸

序列，利用 (http://smart.embl-heidelberg.de/)Smart在
线网站进一步确定ZmGRFs基因，利用DNAMAN软
件进行序列比对，去除 ZmGRFs候选基因的冗余

序列。

1.2 玉米ZmGRFs基因特征和系统进化树分析

利用 Expasy(https://web.expasy.org/protparam/)在

线网站分析ZmGRFs理化性质，通过进化树分析软

件MAGE6.0对玉米、水稻和拟南芥GRF蛋白序列构

建系统发育树，利用邻接算法且Bootstrap重复设置

为1 000。
1.3 玉米ZmGRFs基因结构和保守基序分析

利用在线网站 (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/)GSDS
预测基因结构，利用在线网站(http://meme-suite.org/)
MEME预测保守基序。

1.4 玉米ZmGRFs基因的染色体定位及磷酸化位

点预测分析

通过在NCBI数据库查找ZmGRFs基因染色体

位置，利用Mapinspect绘制染色体定位图谱，利用植

物基因组复制数据库(PGDD，http://chibba.agtec.uga.
edu/duplication/)下载玉米基因组同线性关系，利用

NetPhos 3.1 Server(http://www.cbs.dtu.dk/services/Net⁃
Phos/)在线软件对 ZmGRFs蛋白的氨基酸进行潜在

的磷酸化位点预测。

1.5 玉米ZmGRFs基因不同组织部位表达分析

玉米的不同组织、发育及器官的表达来自

Maize eFP(http://bar.utoronto.ca/efp_maize/cgi- bin/efp
Web.cgi)数据库，利用Heml软件对表达量数据进行

热图绘制。

1.6 ZmGRFs家族基因在不同胁迫处理下的表达

分析

以玉米自交系合344为实验材料，待长至2叶1
心时加入100 mmol/LNaHCO3进行碱处理，处理时间

0、12、24、72 h。同时，在NCBI中下载冷(SRR1238717，
SRR1819204， SRR1819205)、 热 (SRR1238715，
SRR1819196，SRR1819198)、干旱(SRR1765337-38)、
盐(SRR1238719)和UV(SRR1238720)[11,12]等处理条件

下的转录组数据。所用材料为玉米自交系B73，长
至 2叶 1心时进行处理，处理条件分别为 5℃冷处

理 16 h；50℃热处理4 h；300 mmol盐处理 20 h和UV
处理 2 h；干旱处理播种 4 d后进行 10 d缺水处理进

行取样。

2 结果与分析

2.1 ZmGRFs理化性质分析

通过同源序列比对，共鉴定15个ZmGRFs基因，

根据ZmGRFs基因在染色体上先后位置进行命名。

ZmGRFs的氨基酸大小 221～593 aa；在 ZmGRFs家
族中，分子量最大为 61.9 KDa，最小为 23 KDa；
ZmGRFs等电点在 5.09～10.19；在 ZmGRFs家族中

所有基因均为疏水性(表1)。



2.2 ZmGRFs基因家族系统进化分析

为明确 ZmGRFs家族蛋白进化关系，选取拟南

芥、水稻和玉米构建系统进化树。图 1显示，15个
ZmGRFs共分为 4个亚族，其中，亚族Ⅲ仅含有拟南

芥的 AtGRF3、AtGRF4、AtGRF7、AtGRF8共 4个成

员，未发现玉米和水稻GRF转录因子；其余3个亚族

中，ZmGRFs与OsGRFs进化关系较近，同源性较高，

与拟南芥的亲缘关系较低。

表1 玉米ZmGRFs基因理化性质分析

Table 1 Physicochemical properties of ZmGRF genes in maize
基因名称

Gene name
ZmGRF1

ZmGRF2

ZmGRF3

ZmGRF4

ZmGRF5

ZmGRF6

ZmGRF7

ZmGRF8

ZmGRF9

ZmGRF10

ZmGRF11

ZmGRF12

ZmGRF13

ZmGRF14

ZmGRF15

基因 ID
Gene ID

GRMZM2G178261
GRMZM2G018414
GRMZM2G041223
GRMZM2G004619
GRMZM2G099862
GRMZM2G124566
GRMZM2G105335
GRMZM5G853392
GRMZM2G045977
GRMZM2G034876
GRMZM2G098594
GRMZM5G850129
GRMZM2G096709
GRMZM2G067743
GRMZM2G129147

染色体位置

Chromosome location
1:272415607..272419742
1:257246035..257248752
2:12202775..12207171
2:199378455..199380799
2:225828392..225831803
4:155831893..155833246
4:177152123..177154056
5:8709195..8711213
5:196193200..196194593
5:200344613..200348143
6:60352788..60355613
6:108478031..108479754
7:145016797..145019383
9:9818084..9819919
10:140394154..140397947

氨基酸(aa)
Amino acid

593
430
381
273
369
229
401
429
221
419
382
395
269
318
374

分子量(KDa)
Molecular

61.9
46.8
40.7
28.6
39.6
24.2
43.2
45.9
23.0
43.9
40.8
42.8
28.5
34.5
40.1

等电点

Isoelectric point
6.60
9.11
8.58
5.09
9.31

10.19
7.77
8.82
9.54
8.58
9.18
8.91
5.14
9.25
8.80

亲水性

Hydrophilic
-0.322
-0.696
-0.555
-0.677
-0.517
-0.338
-0.772
-0.479
-0.319
-0.423
-0.64
-0.453
-0.717
-0.708
-0.490

注：方块代表玉米物种，圆圈代表拟南芥物种基因，三角形代表水稻物种基因。Zm为玉米；Sb为高粱；Os为水稻。

Note: Squares represent maize species. Circles represent Arabidopsis species. Triangles represent rice species. Zm:Zea may，Sb:Sorghum bicolor，

Os:Oryza sativa.
图1 拟南芥、水稻和玉米GRFs蛋白进化关系

Fig.1 Phylogenetic relationships of GRFs proteins from rice, Arabidopsis and maize
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2.4 ZmGRFs基因家族保守基序分析

利用MEME在线软件共鉴定10个保守基序，所

有 ZmGRFs 蛋白均含有保守基序 1 和 2，表明

ZmGRFs功能相似。亚族Ⅰ的 4个 ZmGRFs蛋白均

含有保守基序 1、2 和 5；同时发现，ZmGRF4 和

ZmGRF13含有保守基序 7；亚族Ⅱ的 ZmGRF1和
ZmGRF8含有4个相同保守基序，ZmGRF2含有的基

序较少，仅含有2个；亚族Ⅲ的7个基因均含有保守

基序1、2、3和4(图3)。

2.3 ZmGRFs基因家族结构分析

利用GSDS在线软件进行分析ZmGRFs基因结

构。由图2可知，ZmGRFs的外显子数目在1～4个，

其中，ZmGRF12仅含有 1个外含子且没有内含子；

ZmGRFs的每个亚族的基因结构相似，亚族Ⅰ均含

有 3个外显子；亚族Ⅱ除 ZmGRF8含有 3个外显子

外，其余均含有4个外显子；亚族Ⅲ的外显子数目在

1～4个。

图2 玉米ZmGRFs家族基因结构分析

Fig.2 Gene structure analysis of ZmGRFs gene family in maize

注：灰线代表非保守序列，每个基序用方框表示(在底部编号)。每种蛋白质中基序的长度按比例绘制。

Note: Gray lines represent non-conserved sequences, and each motif is indicated by a box(numbered at the bottom). The lengths of the motifs in
each protein are drawn to scale.

图3 玉米ZmGRFs蛋白保守基序分析

Fig.3 Conserved motif analysis of ZmGRFs protein in maize
2.5 ZmGRFs基因的染色体定位分析

由图 4所示，15个ZmGRFs不均等的定位在玉

米8条染色体上，其中，玉米2号染色体分布的基因

最多，含有ZmGRF3、ZmGRF4、ZmGRF5共3个基因；

ZmGRF13、ZmGRF14和ZmGRF15分别定位玉米 7、
9、10号染色体上。同线性分析显示，ZmGRFs含有6

对复制基因，表明ZmGRFs基因家族高度同源。

2.6 ZmGRFs家族成员磷酸化修饰位点预测

磷酸化修饰位点在蛋白激活及信号转导中发挥

极为重要的作用。利用Net Phos 2.0 Server在线软

件对 15个 ZmGRFs家族蛋白进行潜在的磷酸化位

点预测。由表 2所示，15个 ZmGRFs的氨基酸序列



2.7 ZmGRFs蛋白的二级结构预测分析

对ZmGRFs蛋白二级结构氨基酸数目进行预测

分析，氨基酸α-螺旋比例在 17.02%～34.40%，无规

则卷曲比例在41.15%～59.60%，延长链的比例介于

7.64%～20.52%，β-折叠的比例介于 3.72%～

10.48%，由此表明，ZmGRFs主要以 α-螺旋和无规

则卷曲为主。

图4 玉米ZmGRFs家族基因染色体上的分布

Fig.4 Chromosomal distribution of ZmGRFs family genes in maize

除 ZmGRF6 和 ZmGRF9 不 含 有 酪 氨 酸 ，其 余

ZmGRFs氨基酸均含有潜在的磷酸化位点。其中，

丝氨酸磷酸化位点数目最多，最少为酪氨酸；在

ZmGRFs中，磷酸化位点数目最多的是ZmGRF1，共
72个；ZmGRF9的磷酸化位点最少，最少为21个。

表2 玉米ZmGRFs蛋白的磷酸化位点预测

Table 2 The predicted phosphorylation sites of ZmGRFs proteins from maize
蛋白名称

Protein name
ZmGRF1
ZmGRF2
ZmGRF3
ZmGRF4
ZmGRF5
ZmGRF6
ZmGRF7
ZmGRF8

丝氨酸

Ser
56
46
32
12
34
18
20
46

苏氨酸

Thr
14
15
7
3

12
6

12
6

酪氨酸

Tyr
2
2
5
1
2
/
9
3

蛋白名称

Protein name
ZmGRF9
ZmGRF10
ZmGRF11
ZmGRF12
ZmGRF13
ZmGRF14
ZmGRF15

丝氨酸

Ser
16
40
42
31
10
25
35

苏氨酸

Thr
5

11
6

11
4
6
9

酪氨酸

Tyr
/
4
5
4
1
3
3

表3 玉米ZmGRFs二级结构的氨基酸数目和比例

Table 3 Secondary structure amino acid number and percentage of ZmGRFs in maize

蛋 白

Protein

ZmGRF1
ZmGRF2
ZmGRF3
ZmGRF4
ZmGRF5
ZmGRF6
ZmGRF7

α-螺旋

α-helix
数 量

Quantity
204
143
105
91
65
40
86

比例(%)
Proportion

34.40
33.26
27.56
33.33
17.62
17.47
21.45

延长链

Chain extension
数 量

Quantity
92
44
40
28
71
47
55

比例(%)
Proportion

15.51
10.23
10.50
10.26
19.24
20.52
13.72

β-折叠

β-sheet
数 量

Quantity
53
16
24
20
31
24
21

比例(%)
Proportion

8.94
3.72
6.30
7.33
8.40

10.48
5.24

无规则卷曲

Irregular curl
数 量

Quantity
244
227
212
134
202
118
239

比例(%)
Proportion

41.15
52.79
55.64
49.08
54.74
51.53
59.60
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续表3 Continued 3

蛋 白

Protein

ZmGRF8
ZmGRF9
ZmGRF10
ZmGRF11
ZmGRF12
ZmGRF13
ZmGRF14
ZmGRF15

α-螺旋

α-helix
数 量

Quantity
143
46

137
65

115
89
90
99

比例(%)
Proportion

33.33
20.81
32.70
17.02
29.11
33.09
28.30
26.47

延长链

Chain extension
数 量

Quantity
55
34
32
67
63
31
35
46

比例(%)
Proportion

12.82
15.38
7.64

17.54
15.95
11.52
11.01
12.30

β-折叠

β-sheet
数 量

Quantity
20
16
28
34
27
19
22
26

比例(%)
Proportion

4.66
7.24
6.68
8.90
6.84
7.06
6.92
6.95

无规则卷曲

Irregular curl
数 量

Quantity
211
125
222
216
190
130
171
203

比例(%)
Proportion

49.18
56.56
52.98
56.54
48.10
48.33
53.77
54.28

图5 ZmGRFs蛋白二级结构的预测

Fig.5 Prediction of secondary of ZmGRFs protein

2.8 ZmGRFs基因不同发育阶段表达分析

由图6显示，为ZmGRFs在不同组织发育阶段的

表达分析表明，ZmGRF4和ZmGRF13在不同组织发

育阶段表达均较高；ZmGRF1在发育前期的主根、节

间及生长后期的根中表达较高；ZmGRF2在发育前

期表达较高；ZmGRF6/8/9/11/12在各发育阶段表达

均较低。

2.9 ZmGRFs基因在非生物胁迫下的表达量分析

图 7为玉米 NaHCO3处理的表达分析，结果显

示，ZmGRF4和ZmGRF13与对照相比表达量较高，

ZmGRF1/5/7与对照相比表达量较低，其他基因表达

量变化不显著。

图8显示，在热胁迫下，ZmGRF4和ZmGRF13表

达较高；在冷胁迫下，ZmGRF1/3/4/15表达较高。冷

胁迫与热胁迫表达相比，冷胁迫表达较高，表明

ZmGRFs基因较响应冷胁迫。在盐胁迫下，ZmGRF4

和ZmGRF13较其他基因相比表达较高；在热胁迫下

ZmGRF4和ZmGRF13表达也均较高，表明ZmGRF4



和ZmGRF13在热和盐胁迫下均有响应。在UV胁迫

下，除 ZmGRF5/6/9/12/14不表达外，其他基因表达

相对较高。在干旱胁迫下，ZmGRF4/13表达相对较

高，与热和盐胁迫表达趋势一致，由此推测，

ZmGRF4和ZmGRF13在非生物胁迫下具有高表达。

图6 ZmGRFs基因在不同组织和发育阶段的表达

Fig.6 The expression profile of ZmGRF genes in different tissues and developmental stages

图7 ZmGRFs基因在NaHCO3下的FPKM表达热图分析

Fig.7 Heat map analysis of FPKM expression of ZmGRFs gene in NaHCO3
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3 结论与讨论

GRF在植物生长和发育中扮演重要的角色，本

研究共确定 15个玉米 ZmGRFs基因。前人研究认

为，在N端GRF含有保守的QLQ和WRC保守结构

域，同时在 15个ZmGRFs蛋白中也均发现含有QLQ
和WRC保守结构域[13]。对ZmGRFs基因家族进行系

统进化分析表明，将 15个 ZmGRFs分为 4个亚族。

同时发现毛竹、陆地棉GRFs家族也被分为 4个亚

族，且毛竹与水稻的GRF同源关系较近，本研究也

发现玉米与水稻的GRF同源关系较近。

许多研究表明，GRF蛋白在调节植物生长发育

扮演重要角色[14，15]。在拟南芥中，AtGRF4、AtGRF6和

AtGRF10在根和嫩芽中有较高的表达[16]。本研究不

同组织部位表达发现，除ZmGRF8/9/12/14外大多数

ZmGRFs基因对玉米发育均有调控作用，与前人的

研究结果相符。GRFs基因除调节植物生长发育外，

还对多种胁迫有响应。本研究通过分析非生物胁迫

下表达显示，ZmGRF4和ZmGRF13在热、盐、UV和
干旱胁迫下表达相对较高，在NaHCO3胁迫处理下

ZmGRF3和 ZmGRF14表达较高，表明 ZmGRF4和

ZmGRF13在非生物胁迫下有较高的表达。
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