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　　摘要：为了研究拟南芥热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ对低温胁迫下细胞程序性死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ，简称 ＰＣＤ）中含
半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ，简称Ｃａｓｐａｓｅ）活性的影响，进一步确定拟南芥热
激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ与低温胁迫中ＰＣＤ的关系。以热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型（野生型、基因沉默型）的拟南芥为材
料，首先获得单细胞，于４℃处理１ｈ后，测定热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ的表达量，发现基因沉默型中ＡｔＨｓｆＡ１ａ的表达量低
于野生型。接着用４′，６－二脒基－２－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，简称 ＤＡＰＩ）进行染色，在荧光显
微镜下观察细胞形态，结果表明，低温胁迫后野生型未出现凋亡小体，基因沉默型的细胞出现了细胞凋亡小体。最后

根据荧光底物Ａｃ－ＤＥＶＤ－ｐＮＡ的断裂程度测定Ｃａｓｐａｓｅ－３活性，结果发现，低温处理后的拟南芥Ｃａｓｐａｓｅ－３活性明
显增强，而ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默型拟南芥Ｃａｓｐａｓｅ－３活性比野生型拟南芥的高，说明低温胁迫下拟南芥 ＡｔＨｓｆＡ１ａ能够
抑制Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白酶的活性。研究结果初步表明，在低温胁迫下拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ可以通过抑制
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白酶的活性而对细胞程序性死亡有一定的抑制作用，这对于揭示植物耐逆境反应机制具有重要意义。
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　　在自然界中，低温是影响植物生长发育、制约农作物增产
增收的主要因子。植物细胞在遭受各种低温胁迫时，转录因

子调控一系列防御基因的表达，启动相应的耐低温生理、生化

途径，从而获得耐低温能力。植物热激因子（ｈｅａｔｓｈｏｃｋ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，简称ＨＳＦ）是真核生物中结构和功能上相
对保守的一类转录因子家族，多个 ＨＳＦｓ家族成员形成了复
杂的分子网络［１－２］。根据寡聚域的区别，ＨＳＦ可分为 Ａ、Ｂ、Ｃ
三类，Ａ类ＨＳＦ（ＨｓｆＡ）主要负责基因表达的调控［３－４］。拟南

芥中存在２１个ＨＳＦｓ，研究表明，ＡｔＨｓｆＡ１ａ是 ＨｓｆＡ类中参与
逆境调控的重要转录因子［５－７］。研究发现，逆境胁迫可以诱

导植物细胞程序性死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ，简称 ＰＣＤ），
ＰＣＤ是一个由基因决定的自动结束生命的过程，表现出特殊
的细胞形态特征，具有复杂的生化基础［８－１０］。关于 ＨＳＦ对
ＰＣＤ的调控，在动物中获得了一些有价值的研究成果，研究
发现哺乳动物ＨＳＦ１诱导热激蛋白的表达可以保护细胞免受
胁迫引起的细胞凋亡［１１］，ＨＳＦ１可以调控干细胞中与 ＰＣＤ相
关基因ＦａｓＬ的表达［１２］，也可以调控肠癌细胞的抗细胞凋亡

基因ＢＡＧ３和ＸＡＦ－１的表达［１３－１４］。但是对于植物中ＨＳＦ与

ＰＣＤ的直接关系研究相对较少，尚不清楚热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ
是否调控ＰＣＤ以及如何调控 ＰＣＤ。含半胱氨酸的天冬氨酸
蛋白水解酶 （ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，简称
Ｃａｓｐａｓｅ）家族在介导细胞凋亡的过程中起着非常重要的作
用，其中Ｃａｓｐａｓｅ－３是凋亡信号通路中一个重要的蛋白酶，
也是凋亡的关键执行分子［１５－１６］。关于 Ｃａｓｐａｓｅ－３能否在
ＡｔＨｓｆＡ１ａ调控ＰＣＤ的过程中起作用值得研究。为了研究拟
南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ对低温胁迫下细胞程序性死亡中
Ｃａｓｐａｓｅ－３的影响，以热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型（野生
型、基因沉默型）的拟南芥为试验材料，在低温处理后，测定

热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ的表达量并观察细胞形态，分析拟南芥热
激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ对低温胁迫下 Ｃａｓｐａｓｅ－３活性的影响。本
试验旨在鉴定拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ与低温胁迫下 ＰＣＤ
的关系，对于揭示热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ的作用机制和 ＰＣＤ的
调控机制均具有重要的意义。

１　材料与方法

１．１　材料
拟 南 芥 哥 伦 比 亚 种 （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ，ｅｃｏｔｙｐｅ

Ｃｏｌｕｍｂｉａ）；ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默的转基因拟南芥植株（ＳＴ）、野
生型拟南芥植株（ＷＴ），由云南省高校特色生物资源开发与
利用重点实验室提供。

１．２　方法
１．２．１　拟南芥ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型单细胞获得及低温处理
　用０．１％ＨｇＣｌ２和 ７０％乙醇对拟南芥种子进行灭菌处理
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后，将种子接种于ＭＳ固体培养基中，置于２５℃光照下萌发。
待种子长出３或４张真叶时，将小苗移至土壤中，用保鲜膜遮
盖，遮阴恒温培养３ｄ后去膜，４周后取不同基因型拟南芥叶
片，用无菌水冲洗干净后依次用 ７５％乙醇、０．１％ ＨｇＣｌ２灭
菌。将灭菌的拟南芥叶片切成边长为 ０．５ｍｍ的正方形叶
片，将叶片置于愈伤组织诱导培养基（ＭＳ培养基中添加
３ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ）上，置于２５℃温度条件下
光照培养（１６０００ｌｘ），诱导愈伤组织。将疏松透明的愈伤组
织放入液体培养基（以ＭＳ培养基为基本培养基，添加３ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ、０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ）中。在 １２０～１４０ｒ／ｍｉｎ、（２５±
０５）℃的摇床中进行振荡悬浮培养，每周更换新鲜液体培养
基２次，每次更换１／３体积，直至获得分散的单个悬浮细胞。
将单细胞培养液置于４℃低温处理１ｈ，以２５℃为对照温度。
１．２．２　拟南芥 ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型细胞低温处理后
ＡｔＨｓｆＡ１ａ表达量的测定　参照Ｇｕｏ等的方法［１７］。总ＲＮＡ提
取采用ＱＩＡＧＥＮＲＮＡ提取试剂盒，采用１．５％琼脂糖凝胶电
泳（１２０Ｖ）１５ｍｉｎ，在凝胶成像仪下检测总 ＲＮＡ。按照下列
配方反转录合成 ｃＤＮＡ：ＲＮＡ／ｍＲＮＡ（８μＬ）、Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
ＴｍＲＴ／ＲＩＥｎｚｙｍｅＭｉｘ（１μＬ）、ＡｎｅｈｏｒｅｄＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１８（１μＬ）、
２×ＴＳＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ（１０μＬ），加 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅｗａｔｅｒ定容至
２０μＬ，轻轻混匀后，在 ８５℃水浴锅中加热 ５ｍｉｎ以失活
ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ。以反转录产物作为 ＰＣＲ模板，Ａｃｔｉｎ２作为
内参，扩增引物如下：ＡｔＨｓｆＡ１ａ－Ｆ，５′－ＡＡＴＧＧＧＣＴＴＧＧＡＧＡＧ
ＡＴＧＡＡＴ－３′，ＡｔＨｓｆＡ１ａ－Ｒ，５′－ＡＡＴＧＣＣＧＡＧＡＣＴＴＣＣＣＡＧＡＴ－
３′；Ａｃｔｉｎ２－Ｆ，５′－ＴＴＧＴＣＡＣＡＣＡＣＡＡＧＴＧＣＡＴＣＡＴ－３′，
Ａｃｔｉｎ２－Ｒ，５′－ＡＡＧＣＴＧＧＧＧＴＴＴＴＡＴＧＡＡＴＧＧ－３′。ＰＣＲ扩
增程序：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６２℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个循环；
７２℃１０ｍｉｎ。扩增后的产物用１．５％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．２．３　拟南芥ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型细胞程序性死亡的形态
特征观察　取于４℃处理１ｈ的２种类型拟南芥单细胞，涂
在载玻片上，用０．１％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，再用磷酸缓冲盐
溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，简称 ＰＢＳ）洗５ｍｉｎ。将制备好
的装片用 ５ｍｇ／Ｌ４′，６－二脒基 －２－苯基吲哚（４′，６－
ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，简称 ＤＡＰＩ）染液染色１０ｍｉｎ，用
盖玻片封片，避光将制作好的装片放到载物台上，用荧光正置

显微镜在３５９ｎｍ激发光下观察细胞的形态学变化。
１．２．４　拟南芥ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ－３活性
的检测　将细胞在液氮中研磨后，悬浮在裂解液［含
５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值８．０的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ－１００，０．１ｍｇ／Ｌ苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）］中，在冰上轻轻摇
动培养３０ｍｉｎ后，于４℃、１２０００ｇ离心５ｍｉｎ，取上清液备
用。蛋白浓度测定采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ的方法［１８］。Ｃａｓｐａｓｅ－３的
活性通过测定荧光底物Ａｃ－ＤＥＶＤ－ｐＮＡ的断裂程度来衡量
［以单位时间、单位质量蛋白的对硝基苯胺（ｐ－ｎｉｔｒｏａｎｉｌｉｎｅ，
简称ｐＮＡ）的数量表示］，在４０５ｎｍ处测定自由荧光 ｐＮＡ的
吸光度［１９］。

２　结果与分析

２．１　拟南芥 ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型细胞中低温胁迫后
ＡｔＨｓｆＡ１ａ的表达情况

以ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默的转基因植株和野生型植株为试

验材料，拟南芥 ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默植株是本试验前期通过
ＲＮＡ干扰技术获得内源 ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默的转基因拟南芥
植株。由于ＲＮＡ干扰，该植株 ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因不能正常表达。
为了探究拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ对低温胁迫下细胞程序
性死亡中Ｃａｓｐａｓｅ－３活性的影响，首先必须研究在低温环境
下ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默的转基因植株和野生型中 ＡｔＨｓｆＡ１ａ基
因的表达情况。将２种基因型细胞在４℃低温处理１ｈ，以
２５℃ 为对照温度，然后提取总ＲＮＡ，逆转录获得ｃＤＮＡ，再用
ＡｔＨｓｆＡ１ａ引物进行ＰＣＲ扩增。由图１可以看出，在２５℃下野
生型的ＡｔＨｓｆＡ１ａ条带比基因沉默型的亮；在４℃下，２种基
因型的ＡｔＨｓｆＡ１ａ条带亮度明显增强，但野生型的 ＡｔＨｓｆＡ１ａ
条带也明显比基因沉默型的亮，说明基因沉默型的热激因子

的ＡｔＨｓｆＡ１ａ由于 ＲＮＡ干扰无法正常表达。以 Ａｃｔｉｎ２为对
照，计算相对表达量，从图２中可以看出，在同一温度下，野生
型中ＡｔＨｓｆＡ１ａ的表达量高于基因沉默型，经过低温胁迫处理
后的野生型中的表达量增量较多，而基因沉默型中的表达量

虽有所增加，但增加量相对较少。

２．２　拟南芥ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型细胞中低温胁迫后细胞程
序性死亡的形态特征

将热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型的细胞置于４℃低温
处理１ｈ后，通过 ＤＡＰＩ染色后封片，在荧光显微镜下观察。
从图３中可以看出，野生型拟南芥的单细胞在低温胁迫下，细
胞核开始发生变化，但未出现凋亡小体，基因沉默型的细胞出

现了细胞凋亡小体，细胞质的浓缩现象更突出。细胞程序性

死亡凋亡小体出现在热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ表达量低的基因沉
默型植株中，初步推测低温胁迫下拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ
对细胞程序性死亡有一定的抑制作用。
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２．３　拟南芥热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ低温胁迫后对Ｃａｓｐａｓｅ－３活
性的影响

以热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型的细胞为试验材料，低
温胁迫处理后，根据荧光底物 Ａｃ－ＤＥＶＤ－ｐＮＡ的断裂程度
测定Ｃａｓｐａｓｅ－３活性。从图４中可以看出，与２５℃处理相
比，经过低温４℃处理１ｈ后，野生型拟南芥和沉默型拟南芥
Ｃａｓｐａｓｅ－３活性均明显增强，但基因沉默型拟南芥 Ｃａｓｐａｓｅ－
３活性高于野生型拟南芥的 Ｃａｓｐａｓｅ－３活性，这与图２的热
激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ的表达量呈负相关，说明拟南芥热激因子
ＡｔＨｓｆＡ１ａ在低温胁迫下对Ｃａｓｐａｓｅ－３活性有抑制作用。

３　讨论与结论

近年来的研究发现，在正常环境中，ＨＳＦ主要以无活性单
体的形式存在，受到逆境胁迫时，单体向有活性的同源三聚体

形式转变，三聚体能与热激元件结合，从而导致抗逆基因的表

达［３－５］。本研究采用ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默的转基因植株为试验
材料，该植株是利用 ＲＮＡ干扰技术将 ２个反向重复的
Ｃ－ＡｔＨｓｆＡ１ａ序列克隆到植物发夹 ＲＮＡ表达载体中，从而筛
选出稳定、有效的内源ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默的转基因拟南芥植
株。通过ＲＴ－ＰＣＲ方法检测低温胁迫后热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ
的表达情况，结果表明，尽管低温处理后不同基因型热激因子

ＡｔＨｓｆＡ１ａ的表达量均会增加，但是与野生型相比，ＡｔＨｓｆＡ１ａ基
因沉默型植株在低温胁迫后表达量明显较少。表达量的减少

势必会影响热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ执行生理功能。植物在逆境
中会发生细胞程序性死亡，本研究结果也表明，低温胁迫后野

生型细胞核开始发生变化，但未出现凋亡小体，而基因沉默型

的细胞出现了细胞凋亡小体，细胞程序性死亡凋亡小体出现

在热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ表达量低的基因沉默型植株中，表明冷
胁迫下拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ对细胞程序性死亡有一定
的抑制作用。至于拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ是如何抑制细
胞程序性死亡的，涉及复杂的生化基础。研究发现各种富含

半胱氨酸Ｃａｓｐａｓｅ被激活后，能够在靶蛋白的特异天冬氨酸
残基部位进行切割，从而造成细胞程序性死亡，其中

Ｃａｓｐａｓｅ－３是凋亡信号通路中一个重要的蛋白酶，也是凋亡
的关键执行分子［１２］。Ｃａｓｐａｓｅ－３正常以酶原（３２ｋｕ）的形式
存在于胞浆中，没有活性。在凋亡的早期阶段，Ｃａｓｐａｓｅ－３被
激活；活化的Ｃａｓｐａｓｅ－３由２个大亚基（１７ｋｕ）和２个小亚基
（１２ｋｕ）组成，裂解相应的胞浆、胞核底物，最终导致细胞凋
亡［１３］。关于热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ抑制ＰＣＤ是否与 Ｃａｓｐａｓｅ－３
活性有关需要深入研究。为了研究拟南芥热激因子

ＡｔＨｓｆＡ１ａ对低温胁迫下细胞程序性死亡中 Ｃａｓｐａｓｅ－３活性
的影响，探究拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ与逆境中 ＰＣＤ的关
系，本试验将ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型（野生型、沉默型）的拟南
芥幼苗于４℃低温处理１ｈ后，在用 ＲＴ－ＰＣＲ技术分析拟南
芥热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ表达量和观察细胞形态的基础上，根据
荧光底物Ａｃ－ＤＥＶＤ－ｐＮＡ的断裂程度，测定 Ｃａｓｐａｓｅ－３的
活性，经过低温处理后的拟南芥类 Ｃａｓｐａｓｅ－３活性明显增
强，说明低温可以诱导细胞程序性死亡。而结果也显示，基因

沉默型拟南芥类Ｃａｓｐａｓｅ－３活性相对较高，野生型拟南芥类
Ｃａｓｐａｓｅ－３活性相对较低，与热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ的表达量呈
负相关，说明低温胁迫下热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ抑制拟南芥
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白酶的活性。至于热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ影响
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白酶活性是通过调控细胞程序性死亡其他基因
的表达来调控 Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白酶活性大小，还是直接调控
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白酶表达，还需要通过染色质免疫沉淀分析、凝
胶阻滞电泳及酵母双杂交等方法进行进一步研究。本研究初

步表明，热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ可能通过抑制类Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白
酶的活性而对细胞程序性死亡有一定的抑制作用，从而保护

植物免受逆境的伤害。从分子水平鉴定拟南芥热激因子

ＡｔＨｓｆＡ１ａ与逆境中ＰＣＤ关键基因Ｃａｓｐａｓｅ－３的关系，对于揭
示植物抗逆机制具有重要的意义。
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中国美利奴羊 ＴＬＲ４基因多态性的 ＰＣＲ－ＳＳＣＰ鉴定
王会敏，罗　成，齐江姣，王元元，李村院，高剑峰

（石河子大学生命科学学院，新疆石河子８３２００３）

　　摘要：为了研究中国美利奴羊ＴＯＬＬ样受体（ＴＬＲ４）基因第３外显子上的单核苷酸多态性（ＳＮＰＳ）和单氨基酸多态
性（ＳＡＰＳ）。利用生物信息学方法对ＮＣＢＩ上公布的有关绵羊的 ＴＬＲ４序列进行下载并用 ＳｅｑＭａｎ对下载的绵羊 ＴＬＲ４
基因外显子进行多态性比对分析，然后采用ＰＣＲ－ＳＳＣＰ并结合测序的方法对１１９只中国美利奴羊 ＴＬＲ４基因的外显
子３的扩增片段进行分析。通过分析发现，在中国美利奴羊第３外显子１１８０ｂｐ处有１个突变位点，由 Ｇ突变成 Ｔ，
氨基酸由天冬氨酸（Ｄ）变成酪氨酸（Ｙ），即该位点为有义突变。在１５３７ｂｐ处也有１个突变位点，即由Ｇ突变成了Ａ，
氨基酸由丙氨酸（Ａ）变成苏氨酸（Ｔ），在ＴＬＲ４第３外显子的其他位点并没有ＳＮＰＳ位点，说明中国美利奴羊 ＴＬＲ４基
因上的第３外显子区域有２个多态位点。
　　关键词：中国美利奴羊；ＴＬＲ４基因；多态性；生物信息学方法；ＰＣＲ－ＳＳＣＰ；外显子；突变位点
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免疫学。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｉａｎｆｅｎｇｇ＠ｓｈｕｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　Ｔｏｌｌ样受体（ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）最早是从果蝇体内
分离得到的，它对果蝇腹背侧体轴的发展方向和非特异性免

疫反应起重要的作用［１］。Ｍｅｄｚｈｉｔｏｖ等首次在人体分离出果
蝇ＴＬＲ的同系物，从而发现人类及哺乳动物存在一个ＴＬＲ家
族，它是一种重要的模式识别受体，能识别微生物的多种成分

如ＤＮＡ、ＲＮＡ、脂多糖、脂蛋白等，从而激活非特异性和特异
性免疫反应，抵抗细菌、病毒的侵入［２］。ＴＬＲ家族至少有１０
个ＴＬＲ成员，它们分别在不同的免疫应答机制中扮演各自的
重要角色。ＴＬＲ基因的多态性可以使机体对疾病的遗传具有
易感性和抗性，基因ＴＬＲ位点多态性与炎性应答损伤和感染
性疾病的遗传易感性相关［３－５］。ＴＯＬＬ样受体４是一种Ⅰ型
跨膜蛋白，包括富含半胱氨酸的胞内区、富含亮氨酸的胞外区

和跨膜区［６］。ＴＬＲ４广泛表达于哺乳动物细胞表面，在抗感染
免疫中发挥重要作用。目前，关于 ＴＬＲ４的多态主要集中在
人和小鼠的研究上。例如，刘继峰等对ＴＬＲ２、ＴＬＲ４基因多态
性与尖锐湿疣患者易感性及复发性的相关性进行研究［７］。
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