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　　摘要：为了探究ＤｏｂＨＬＨ９６基因的生物学特性及其在响应逆境胁迫中的功能，利用同源克隆技术从广东丹霞铁皮
石斛中克隆得到ＤｏｂＨＬＨ９６基因的ｃＤＮＡ全长序列。结果显示，ＤｏｂＨＬＨ９６开放阅读框全长为９６０ｂｐ，编码３１９个氨基
酸残基，理论相对分子量为３１．２ｋｕ，等电点为６．５１，具有ＨＬＨ结构域，符合ｂＨＬＨ结构特征。系统进化树结果显示，
ＤｏｂＨＬＨ９６蛋白序列与鼓槌石斛中的氨基酸序列同源性最高。ＤｏｂＨＬＨ９６在铁皮石斛花器官中的相对表达量最高，具
体的花组织排序为花蕾＞花柱＞萼片。分析结果显示，ＤｏｂＨＬＨ９６启动子元件具有与非生物胁迫、干旱、脱水、低温胁
迫及脱落酸（ＡＢＡ）响应等相关的顺式作用元件，而低温、干旱和ＡＢＡ处理均能显著诱导ＤｏｂＨＬＨ９６基因的表达，并且
在３种处理下该基因的表达模式基本一致，推测铁皮石斛的ＤｏｂＨＬＨ９６基因可能在转录水平上参与ＡＢＡ介导的低温、
干旱胁迫响应，可作为候选基因进一步研究其在抵御逆境胁迫中的调控功能。研究结果为深入研究 ＤｏｂＨＬＨ９６基因
的生物学功能提供了理论依据。
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　　植物在应对生物、非生物胁迫的过程中逐渐进
化形成了由转录因子参与调控的极为复杂而高效

的分子应答机制［１］，转录因子是植物参与胁迫应答

过程中具有重要调控作用的ＤＮＡ结合蛋白，被激活
后能够调控下游相关基因或其他转录因子表达，从

而提高植物的抗逆能力［２］。ｂＨＬＨ 转录因子
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ，ＴＦｓ）是植物中仅次于ＭＹＢＴＦｓ
的第二大转录因子基因家族，由约６０个氨基酸组成
２个高度保守的结构域，Ｎ端的碱性区域能与顺式
作用元件 Ｅ－ｂｏｘ（５′－ＣＡＮＮＴＣ－３′）结合；螺旋区
域通过２个α－螺旋的相互作用，形成同源／异源二
聚体，从而与靶基因启动子的相关部位结合，调控

下游基因表达［３］。已有研究发现，植物中的 ｂＨＬＨ
ＴＦｓ参与植株的生长发育、逆境胁迫、调节信号转导
与合成代谢等多种重要的生理代谢过程［４］。例如，

在拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）中异源过表达卷柏
（Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａｔａｍａｒｉｓｃｉｎａ）ＳｌｂＨＬＨｏｐｔ基因能够显著提
高植株在缺水胁迫、盐胁迫下的种子萌发率、绿色

子叶出苗率［５］；拟南芥中２个 ｂＨＬＨＴＦｓ（ＡｔＬＰ１和
ＡｔＬＰ２）可以调控植株叶片的长宽率及表皮毛形
态［６］；另有研究表明，拟南芥ｂＨＬＨＴＦｓ能与蓝光受
体隐花色素互作来调控开花时间，抑制 ＡｔｂＨＬＨ１１３
基因的表达，从而推迟植株开花、提高花青素含

量［７－８］；丹参（Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ）中的 ＳｍｂＨＬＨ９２基
因能够负调控植株毛状根中有关酚酸、丹参酮生物

合成关键酶的基因转录水平［９］。由此可见，ｂＨＬＨ
ＴＦｓ在植株生长发育和次生代谢物质的合成过程中
具有重要作用。另外，ｂＨＬＨＴＦｓ能够参与植物响应
非生物胁迫、病虫害等逆境胁迫过程，如百脉根

（Ｌｏｔｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）同源过表达ＬｊｂＨＬＨ７基因能够提高
植株的抗虫性［１０］；同源过表达 ＧｍｂＨＬＨ３基因的大
豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）毛状根复合植株和异源转基因拟南
芥对Ｃｌ－／盐胁迫的耐受性增强［１１］；在拟南芥中异

源过表达葡萄（Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ）ＶｖｂＨＬＨ１基因能够增强
转基因拟南芥的耐旱、耐盐能力［１２］；异源过表达甜
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菜（Ｂｅｔａｖｕｌｇａｒｉｓ）ＢｖｂＨＬＨ９３基因的拟南芥能够通过
增强抗氧化酶活性、减少活性氧（ＲＯＳ）的产生来提
高转基因植株对盐胁迫的耐受性［１３］；异源过表达苹

果（Ｍａｌｕｓｐｕｍｉｌａ）ＭｄｂＨＬＨ１３０基因能够提高转基因
拟南芥的发芽率和存活率，增强其抗氧化性，缓解

脱落酸（ＡＢＡ）诱导的气孔关闭及叶片失水［１４］；过表

达水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）ｂＨＬＨＴＦ（ＯｓＰＴＦ１）能提高缺
磷条件下同源转基因植株的瞬时磷吸收速率［１５］。

另有研究发现，水稻中的 ＯｓｂＨＬＨ６基因能够通过调
节水杨酸、茉莉酸的信号转导来调节植株在感染稻

瘟病时的防御机制［１６］；小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ）过表
达ＴａｂＨＬＨ４９基因后能够提高植株的耐旱性［１７］；烟

草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ）ＮｔｂＨＬＨ１２３基因能够调控下
游ＮｔＣＢＦ基因表达，其过表达能够增强转基因烟草
中的抗氧化酶活性，从而调控植株的耐寒能力［１８］。

由此可见，ｂＨＬＨＴＦｓ对植物适应和抵御不同逆境胁
迫具有重要调控作用。

铁皮 石 斛 （Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅＫｉｍｕｒａｅｔ
Ｍｉｇｏ）是兰科石斛属多年生草本药用植物，其干燥
茎被《中华人民共和国药典》历版单独收载，具有益

胃生津、滋阴清热的功效，是我国传统名贵中药材，

被誉为“中华九大仙草之首”，主要分布于我国安

徽、浙江、福建等地。现代药理学研究发现，铁皮石

斛中有多糖、生物碱、氨基酸等多种有效成分，具有

增强免疫力、抗疲劳、抗氧化、降血压、保护肝脏等

作用［１９］。在自然条件下，野生铁皮石斛繁育率较

低，加上近年来生存环境恶化、人为过度采挖等因

素的影响，导致野生铁皮石斛种质资源遭到严重破

坏，已濒临灭绝［２０］。近些年来，随着组织培养、集成

栽培技术的发展，人们已经完成从野生获取铁皮石

斛到栽培铁皮石斛的转变，但目前还存在栽培品种

混杂、成品质量良莠不齐等问题［２１］。因此，深入研

究铁皮石斛ｂＨＬＨ转录因子响应逆境胁迫的分子遗
传机制，对于进一步通过遗传改良方法提高铁皮石

斛药用有效成分含量及培育高产、优质、抗逆的药

用铁皮石斛优良品种具有重要意义。本研究旨在

通过 筛 选 铁 皮 石 斛 转 录 组 数 据，克 隆 获 得

ＤｏｂＨＬＨ９６ｃＤＮＡ全长序列，并对其理化性质、蛋白
结构、进化关系等进行预测分析，对其组织表达特

性及其在低温、干旱胁迫和ＡＢＡ处理下的表达模式
进行初步分析，以期为进一步挖掘 ＤｏｂＨＬＨ９６基因
的生物学功能提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　植物材料与处理
本研究所用试验材料为广东丹霞铁皮石斛，由

韶关市石斛工程技术开发中心提供。将铁皮石斛

蒴果进行消毒处理后，播种于生根培养基中，无菌

培养约６个月后，选取生长状况一致的幼苗进行后
续试验。以正常生长的植株为对照，将低温处理组

置于４℃恒温、恒湿培养箱中；模拟干旱处理组用
２０％聚乙二醇（ＰＥＧ）－６０００进行浇灌，对照组浇灌
水；ＡＢＡ处理组用１００μｍｏｌ／ＬＡＢＡ浇灌，对照组浇
灌水；３个处理组均在处理０、１、３、６、９、１２、２４ｈ分别
进行取样，用液氮处理１ｍｉｎ后，于－８０℃超低温冰
箱中保存。每个样品设３次生物学重复。
１．２　基因克隆

以铁皮石斛叶片ＲＮＡ为模板，利用反转录试剂
盒［购自宝生物工程（大连）有限公司，ＲＲ０３６Ａ］合
成ｃＤＮＡ。根据美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）
数据库中的云南铁皮石斛同源序列（序列号：

ＬＯＣ１１０１１６４７４）设计引物（Ｆ：５′－ＡＴＧＴＣＡＴＴＣＧＡＡＡ
ＴＧＣＴＴＴＣＴＴ－３′；Ｒ：５′－ＴＴＡＧＡＡＣＧＡＣＡＧＧＧＧＣＧＧ
ＧＴＴ－３′），并委托生工生物工程（上海）股份有限公
司合成。使用２５．０μＬＰＣＲ扩增体系：１２．５μＬ２×
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（购自北京兰博利德生物技术有限公司，
Ｔ０２０１），各１．０μＬ上、下游引物，２．０μＬｃＤＮＡ，用
ｄｄＨ２Ｏ补足至 ２５．０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃
３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，３０个循环；
７２℃ ７ｍｉｎ。将扩增产物连接至植物表达载体
ｐＲＯＫⅡ中，转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞并选取
阳性单克隆进行测序。

１．３　生物信息学分析
在 ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ）中使用 ＢｌａｓｔＰ检索其他物种与铁皮石斛
ＤｏｂＨＬＨ９６蛋白的同源序列；用ＤＮＡＭＡＮ、ＭＥＧＡ１１
邻接法对这些序列进行多序列比对和系统进化树

的构建；蛋白结构域、理化性质分别用 Ｐｆａｍ数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｐｆａｍ．ｘｆａｍ．ｏｒｇ／）、ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）进行预测；二
级结构、亲疏水性用 ＳＰＬＩＴ４．０ＳＥＲＶＥＲ（ｈｔｔｐ：／／
ｓｐｌｉｔ．ｐｍｆｓｔ．ｈｒ／ｓｐｌｉｔ／４／）进行分析；三级结构用
ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）
进行构建；通过 ＮｅｗＰＬＡＣＥ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｄｎａ．
ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／ＰＬＡＣＥ／？ ａｃｔｉｏｎ ＝ ｎｅｗｐｌａｃｅ） 对
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ＤｏｂＨＬＨ９６启动子的顺式作用元件进行预测分析。
１．４　基因表达分析

将上述样品抽提 ＲＮＡ后送至深圳华大基因科
技有限公司构建ＲＮＡ文库并测序（ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ

２５００／ＭｉｓｅｑＴＭ）。移除接头和低质量的原始数据
（ｒａｗｒｅａｄｓ），用 Ｔｏｐｈａｔ２．０将高质量可用数据
（ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ）与铁皮石斛基因组参考序列进行比
对，用 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ进行组装，获得转录组数据，基因表
达量以 ＦＰＫＭ（ｆｒａｇｍｅｎｔｓｐｅｒｋｉｌｏｂａｓｅｍｉｌｌｉｏｎ）表示，
对铁皮石斛ＤｏｂＨＬＨ９６基因在低温、干旱和 ＡＢＡ胁
迫处理下的表达模式进行分析。用 ＳＰＳＳ２４．０软件
对数据进行处理和显著性分析。

２　结果与分析

２．１　铁皮石斛ＤｏｂＨＬＨ９６的克隆与序列分析
以铁皮石斛叶片 ｃＤＮＡ为模板，利用引物进行

特异性扩增，电泳结果显示，特异性条带的长度在

１０００ｂｐ左右，测序获得铁皮石斛 ＤｏｂＨＬＨ９６完整
的开放阅读框全长序列为９６０ｂｐ（图１－Ａ），编码
３１９个氨基酸残基（图 ２）。与参考序列（序列号：
ＬＯＣ１１０１１６４７４）进行对比发现有６个碱基差异，其
中１个非同义替换，５个同义替换。基因结构和染
色体定位分析结果显示，ＤｏｂＨＬＨ９６基因位于染色
体骨架ＮＷ＿０２１３１８８５２．１区域，含有２个内含子、３
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个外显子（图１－Ｂ）。
２．２　铁皮石斛ＤｏｂＨＬＨ９６蛋白理化性质分析

ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍ分析结果显示，ＤｏｂＨＬＨ９６
蛋白的分子式为 Ｃ１３５７Ｈ２１７４Ｎ３９８Ｏ４１７Ｓ１４，分子量为
３１２ｋｕ，理论等电点为 ６．５１，不稳定性指数为
８２５９，是不稳定蛋白。用 ＳＰＬＩＴ４．０ＳＥＲＶＥＲ在线
软件对其亲疏水性、蛋白二级结构进行预测，推测其

为亲水性蛋白（图 ３－Ａ），其二级结构由 ２２．２６％

α－螺旋、９．０９％ β－折叠构象延伸链和６８．６５％无规
则卷曲组成（图３－Ｂ）。用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ构建的
ＤｏｂＨＬＨ９６蛋白的三级结构如图 ３－Ｃ所示，可见
ＤｏｂＨＬＨ９６蛋白与植物转录因子ＭＹＣ２的相似度为
３１．２５％。在Ｐｆａｍ上分析铁皮石斛ＤｏｂＨＬＨ９６蛋白
的保守结构域，结果显示，ＤｏｂＨＬＨ９６蛋白具有ＨＬＨ
结构域（图４），属于 ｂＨＬＨＴＦｓ家族特有的基因结
构域，表明本研究克隆获得的基因为ＤｏｂＨＬＨ９６。

２．３　ＤｏｂＨＬＨ９６蛋白的同源性和系统发育关系
分析

在ＮＣＢＩ上利用ＢｌａｓｔＰ对铁皮石斛的 ｂＨＬＨ９６
氨基酸序列进行同源序列分析，选择不同物种同源

性较高的序列进行比对发现，与其同源性最高的是

鼓槌石斛（ＫＡＨ０４５７１９４），相似度为９６５％，其次是
建兰（ＱＤＬ８８３２２．１），相似度为８４９５％，与小兰屿
蝴蝶兰（ＸＰ＿０２０５７２２１３．１）的相似度为８３．３９％，此
外与海枣（ＸＰ＿０２６６６２２６９．２）的相似度也较高。多
重序列对比结果显示，ＤｏｂＨＬＨ９６蛋白序列与其他
植株的ｂＨＬＨ蛋白序列均在 ８８～１３９的位置含有
ＨＬＨ结构域（图 ５）。用 ＭＡＧＡ１１０构建进化树，
发现铁皮石斛ＤｏｂＨＬＨ９６蛋白与鼓槌石斛ｂＨＬＨ蛋
白聚在同一分支（图６），表明其亲缘关系最近。

２．４　ＤｏｂＨＬＨ９６的表达模式分析
为了研究ＤｏｂＨＬＨ９６在铁皮石斛不同组织中的

表达情况，从 ＮＣＢＩ中下载 ８个铁皮石斛组织（花
柱、花蕾、叶、唇瓣、灰白根、绿根尖、萼片和茎）的差

异表达数据［２２］。结果显示，ＤｏｂＨＬＨ９６在铁皮石斛
的不同部位均有表达，但是其相对表达量存在显著

差异，相对表达量排序为花蕾 ＞花柱 ＞萼片 ＞叶 ＞
灰白根＞唇瓣＞茎＞绿根尖（图７）。
２．５　ＤｏｂＨＬＨ９６在不同胁迫下的表达分析

ｂＨＬＨ转录因子可响应多种非生物胁迫，从而
提高植株的抗逆性。启动子元件分析结果显示，

ＤｏｂＨＬＨ９６基因启动子序列中含有低温响应、干旱
响应、水分胁迫响应以及 ＡＢＡ响应等元件（表１）。
因此，对ＤｏｂＨＬＨ９６基因在低温、干旱和ＡＢＡ处理
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下的表达表达模式进行分析，结果表明，随着时间

的增加，ＤｏｂＨＬＨ９６的相对表达量在低温处理下呈
先下降后上升而后再下降的趋势，在处理后６ｈ达
到最高值（图８－Ａ）。在ＡＢＡ处理下，ＤｏｂＨＬＨ９６相
对表达量的变化趋势与低温处理的变化趋势基本

一致，同样是先下降后上升再下降，且相对表达量

在处理后６ｈ最高（图８－Ｂ），表明 ＤｏｂＨＬＨ９６相对

表达量在ＡＢＡ处理、冷胁迫处理下具有相同的表达
模式；在干旱处理下，ＤｏｂＨＬＨ９６相对表达量的变化
趋势与ＡＢＡ处理类似，其表达水平在处理后９ｈ最
高（图８－Ｃ）。　

３　讨论

ｂＨＬＨＴＦｓ广泛存在于动植物中，其蛋白结构最

—７６—江苏农业科学　２０２３年第５１卷第１期



早于 １９８９年在小鼠的肌肉中被发现并得到鉴
定［２３］，目前已在多种植物中被发现并得到鉴定，其

蛋白功能特性大多数是通过在模式植物拟南芥中

研究发现的［４］。前人研究发现，真核生物中的

ｂＨＬＨ家族成员分为六大类（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ），６组
成员能与不同碱基序列特异性结合，例如 Ａ组能与
Ｅ－Ｂｏｘ核心序列特异性结合，Ｅ组优先结合
ＣＡＣＧＮＧ序列，它们在生物体内发挥不同的生物学
功能，其中Ｄ组缺少１个典型的碱性区域，被称为
非典型的ｂＨＬＨ蛋白，主要与其他 ｂＨＬＨ蛋白形成
同源二聚体，从而抑制其转录活性［２４］。本研究克隆

得到的 ＤｏｂＨＬＨ９６的开放阅读框全长序列为
９６０ｂｐ，编码３１９个氨基酸残基，但是预测保守结构

表１　ＤｏｂＨＬＨ９６基因启动子元件分析

功能预测 元件名称 元件序列
数量

（个）

组织特异表达 ＧＡＴＡＢＯＸ ＧＡＴＡ １６

花粉特异表达 ＰＯＬＬＥＮ１ＬＥＬＡＴ５２ ＡＧＡＡＡ １１

低温响应 ＭＹＣＣＯＮＳＥＮＳＵＳＡＴ ＣＡＮＮＴＧ １６

ＬＴＲＥＣＯＲＥＡＴＣＯＲ１５ ＣＣＧＡＣ ３

干旱、水分胁迫响应 ＬＴＲＥＣＯＲＥＡＴＣＯＲ１５ ＣＣＧＡＣ ３

ＭＹＢ１ＡＴ ＷＡＡＣＣＡ ２

ＢＯＸＩＩＮＴＰＡＴＰＢ ＡＴＡＧＡＡ ２

ＣＢＦＨＶ ＲＹＣＧＡＣ ２

ＤＲＥＣＲＴＣＯＲＥＡＴ ＲＣＣＧＡＣ １

ＡＢＡ响应 ＤＰＢＦＣＯＲＥＤＣＤＣ３ ＡＣＡＣＮＮＧ ３

域时发现，该蛋白仅有１个 ＨＬＨ结构域，缺少碱性
区域，属于Ｄ组的非典型ｂＨＬＨ蛋白。

ｂＨＬＨＴＦｓ在植物不同组织器官中的表达水平
存在显著差异，具有不同的功能。管丽婷研究发

现，火龙果（Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓｕｎｄａｔｕｓ）ＨｕｂＨＬＨ２基因主要
在根中表达，而在茎、果实中的表达量较低［２５］；甘蓝

型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ）ＢｎｂＨＬＨ１２２－１在各组织器

官中均有表达，从苗期到花期，在根、叶中的表达量

升高，但在茎中的相对表达量始终较低［２６］；烟草

ＮｔｂＨＬＨ１１２在叶中的相对表达量较高，尤其是在衰
老叶片中的相对表达量最高，在根、花蕾中的相对

表达量较低［２７］。本研究发现，ＤｏｂＨＬＨ９６在花器官
中的相对表达量最高，而在其他组织中的相对表达

量较低，暗示该基因在调控铁皮石斛花器官的分

化、生殖发育过程中发挥了重要作用。另外，顺式

作用元件分析结果显示，ＤｏｂＨＬＨ９６启动子序列中
含有与花粉及其他组织特异表达相关的元件，因此

推测ＤｏｂＨＬＨ９６基因编码非典型的 ｂＨＬＨ蛋白可能
与其他ｂＨＬＨ蛋白互作，在铁皮石斛开花和生殖发
育过程中起着重要的调控作用。

ｂＨＬＨＴＦｓ在植物应对非生物胁迫的应答过程
中具有重要的调控作用，其参与调控逆境的信号通

路可以分为３种：独立于 ＡＢＡ的信号通路、依赖于
ＡＢＡ的信号通路以及 ２种信号通路相互重叠［４］。

以往的研究表明，ＩＣＥ１－ＣＢＦ－ＣＯＲ是植物抵御低
温胁迫的主要信号转导途径［２８］，如在柠檬（Ｃｉｔｒｕｓ×
ｌｉｍｏｎ）中异源过表达枳（Ｐｏｎｃｉｒｕｓｔｒｉｆｏｌｉａｔａ）ＰｔｒＩＣＥ１
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基因能够提高转基因植株中的抗氧化酶活性，减少

活性氧的积累，进而提高植株对低温的耐受性［２９］；

在烟草中过表达枳ＰｔｒｂＨＬＨ基因能够显著增强植株
内的ＰＯＤ活性，提高转基因植株在低温条件下的耐
寒性［３０］。本研究发现，铁皮石斛 ＤｏｂＨＬＨ９６基因在
低温和 ＡＢＡ处理下的表达模式一致，暗示
ＤｏｂＨＬＨ９６基因可能是通过依赖于ＡＢＡ的信号通路
响应低温胁迫。值得一提的是，本研究还在

ＤｏｂＨＬＨ９６ 启 动 子 序 列 中 发 现 了

ＭＹＣＣＯＮＳＥＮＳＵＳＡＴ（ＣＡＮＮＴＧ）元件，该元件为
ＩＣＥ１－ＣＢＦ－ＣＯＲ调控网络中 ＩＣＥ１能够识别并结
合的１个关键序列［３１］。因此，推测 ＤｏｂＨＬＨ９６基因
可能在有ＡＢＡ存在时通过ＡＢＡ信号途径调控下游
基因的表达，从而参与铁皮石斛低温胁迫应答过

程。在没有 ＡＢＡ存在时，ＤｏｂＨＬＨ９６可能通过 ＩＣＥ１
－ＣＢＦ－ＣＯＲ低温信号途径抵御低温胁迫，但具体
响应机制尚未可知。此外，前人研究发现，ｂＨＬＨ
ＴＦｓ在干旱胁迫应答时主要通过调节 ＡＢＡ的敏感
性、气孔开闭、叶毛状体和根毛的发育来增强植株

对干旱的耐受性［３２］。例如在拟南芥中过表达苹果

（Ｍａｌｕｓｐｕｍｉｌａ）ｂＨＬＨ转录因子ＭｄＣＩＢ１基因能通过
提高脯氨酸含量、降低过氧化物积累及增强抗氧化

酶活性来增强转基因植株的耐旱能力［３３］；苦荞

（Ｆａｇｏｐｙｒｕｍｔａｔａｒｉｃｕｍ）ＦｔｂＨＬＨ３基因在拟南芥中异
源过表达，转基因植株能通过ＡＢＡ依赖的信号途径
正向调节干旱／氧化胁迫耐受性［３４］；在水分胁迫下，

外源ＡＢＡ处理可提高甘蔗（Ｓａｃｃｈａｒｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ）
内源ＡＢＡ含量，增强抗氧化酶活性［３５］。上述研究

均证实，ＡＢＡ能通过感知和传递逆境信号，提高
ＡＢＡ的信号转导能力，进一步调控植株的抗逆性。
本研究发现，ＤｏｂＨＬＨ９６基因的表达明显受到低温、
干旱和 ＡＢＡ处理的诱导，并且在 ３种处理下，

ＤｏｂＨＬＨ９６的表达水平整体呈现相似的变化趋势。
另外，ＤｏｂＨＬＨ９６基因启动子序列含有与非生物胁
迫、ＡＢＡ、低温及脱水响应相关的顺式作用元件，提
示ＤｏｂＨＬＨ９６基因可能通过 ＡＢＡ介导的信号途径
来响应低温、干旱胁迫，但具体分子调控机制暂不

明确。因此，今后应深入挖掘 ＤｏｂＨＬＨ９６基因响应
干旱和低温胁迫的分子调控机制，为铁皮石斛的遗

传改良提供进一步的理论基础。
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［９］ＺｈａｎｇＪＨ，ＬǚＨＺ，ＬｉｕＷ Ｊ，ｅｔａｌ．ｂＨＬＨｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
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—９６—江苏农业科学　２０２３年第５１卷第１期
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［１９］刘雪娜，吴雪娇，刘顺航，等．铁皮石斛的药理作用及其保健食

品研发进展［Ｊ］．保鲜与加工，２０２１，２１（１０）：１４４－１５０．
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表达模式及胁迫响应分析［Ｊ］．四川大学学报（自然科学版），
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ｂｕｃｋｗｈｅａｔｇｅｎｅ，ＦｔｂＨＬＨ３，ｅｎｈａｎｃｅｓｄｒｏｕｇｈｔ／ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，
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［３５］李长宁．水分胁迫下外源脱落酸提高甘蔗抗旱性的机理研究

［Ｄ］．南宁：广西大学，２０１２：６７－７０．

—０７— 江苏农业科学　２０２３年第５１卷第１期


