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终制备获得了大量的ｐｒｏＴα，可以省去纯化蛋白的步骤，大大
节省了纯化所需的人力、物力和时间。采用 ＳＰＰ系统表达的
ｐｒｏＴα经ＲＰ－ＨＰＬＣ分析，纯度可达９７％以上。采用 ＳＰＰ系
统冷休克表达ｐｒｏＴα工艺简单，整个过程约在１周内完成，不
需要纯化过程即可获得纯度较高的产品，为利用基因工程方

法大量制备ｐｒｏＴα提供了一种简便而又切实可行的方法。
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杜梨 ｂＨＬＨ转录因子家族两成员的序列特征
及对非生物胁迫的转录响应

李晓刚，李　慧，杨青松，蔺　经，常有宏
（江苏省农业科学院果树研究所／江苏省高效园艺作物遗传改良重点实验室，江苏南京２１００１４）

　　摘要：为探索杜梨（ＰｙｒｕｓｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａＢｕｎｇｅ）ｂＨＬＨ转录因子家族的序列特征及表达特点，以８叶期杜梨幼苗为材
料，克隆获得２个 ｂＨＬＨ转录因子 ｂＨＬＨ１２２－１和 ｂＨＬＨ１２２－２，采用 ｑＰＣＲ方法研究它们在非生物胁迫下的表达情
况。结果表明，ｂＨＬＨ１２２－１和ｂＨＬＨ１２２－２开放阅读框为１３０２ｂｐ和１２５１ｂｐ，编码的蛋白分别含４３３个和４１６个氨
基酸残基，分别与苹果的ＭｄｂＨＬＨ１２２的同源性最高（８３．４９％和９３．５１％）。ｂＨＬＨ１２２－１和ｂＨＬＨ１２２－２主要在叶中
表达，盐、干旱以及渗透胁迫均能诱导 ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２的表达，但它们对 ＡＢＡ处理并无转录响应。
此外，ＰｂｂＨＬＨ１２２－２对上述逆境的应答要早于ＰｂｂＨＬＨ１２２－１，而ＰｂｂＨＬＨ１２２－１的表达量大于ＰｂｂＨＬＨ１２２－１。综
上所述，ｂＨＬＨ１２２－１和ｂＨＬＨ１２２－２均参与杜梨叶片对非生物胁迫的防御机制，该机制不受 ＡＢＡ信号调控，并且
ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－２在逆境条件下发挥的作用可能略有不同。
　　关键词：杜梨；ｂＨＬＨ１２２转录因子；非生物胁迫；表达特征
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　　ｂＨＬＨ（ｂａｓｉｃＨｅｌｉｘ－Ｌｏｏｐ－Ｈｅｌｉｘ，碱性 －螺旋 －环 －螺
旋）转录因子是真核生物中广泛存在的一大类转录因子，通

过特定的氨基酸残基与靶基因相互作用，进而调节相关基因

的表达［１］。ｂＨＬＨ转录因子家族成员在植物中数量众多，为
仅次于ＭＹＢ类转录因子的第二大基因家族［２］。例如，ｂＨＬＨ
转录因子在拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）基因组中为 １４７
个［３－４］，在水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）中有 １６７个［５］，菜豆中为 １５５
个［６］。ｂＨＬＨ转录因子广泛参与植物叶片花青素合成［７］、光

周期对花期的调控［８］、果实的发育成熟［９－１０］，以及缺铁条件

下根的应激反应［１，１１］等多种生命活动。除此之外，研究表明

ｂＨＬＨ基因家族中部分成员在植物适应逆境过程中发挥重要
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作用，例如，拟南芥的 ＡｔｂＨＬＨ１２２表达受干旱、高盐、渗透等
非生物胁迫强烈诱导，超量表达 ＡｔｂＨＬＨ１２可显著提高转基
因植株的抗逆能力［１２］；在野生稻（Ｏｒｙｚａｒｕｆｉｐｏｇｏｎ）Ｄｏｎｇｘｉａｎｇ
中过量表达 ＯｒｂＨＬＨ００１，可显著提升植株耐盐和耐寒能
力［１３］；分析菜豆１５５个ｂＨＬＨ转录因子在高盐条件下的表达
情况发现，其中１６个基因在根部和叶片中的表达量均有显著
升高［６］。

杜梨（ＰｙｒｕｓｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａＢｕｎｇｅ）具备良好的耐旱、耐寒、耐
涝等特性，为梨生产中广泛选用的砧木之一，其抗逆分子机制

已成为目前的研究热点之一［１４－１７］，但ｂＨＬＨ转录因子在杜梨
抗逆机制中的研究尚未见报道。本研究选取杜梨幼苗为材

料，克隆获得２条与拟南芥ＡｔｂＨＬＨ１２２同源的ＰｂｂＨＬＨ１２２－
１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－２的ＤＮＡ和ｃＤＮＡ序列，并用定量ＰＣＲ分
析２条基因在不同非生物胁迫条件下的表达情况，探明杜梨
ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２对非生物胁迫的转录响
应，从而为进一步研究它们在杜梨逆境响应过程中的功能提

供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试杜梨的成熟种子采集于山东泰安，试验所用材料为

８叶龄杜梨幼苗。脱落酸（ＡＢＡ）、氯化钠（ＮａＣｌ）、聚乙二醇
（ＰＥＧ－６０００）和甘露醇（Ｍａｎｎｉｔｏｌ）购自 Ｓｉｇｍａ公司，ＲＮＡ
ｐｌａｎｔｐｌｕｓＲｅａｇｅｎｔ和 ＰｆｕＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自天根生化科技
（北京）有限公司，ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ、
ＰｏｗｅｒＳｃｒｉｐｔⅡＴＭ反转录酶和 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ购自
宝生物工程（大连）有限公司，ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒
购自爱思进生物技术（杭州）有限公司，所有引物均由上海英

骏生物技术有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２的克隆　取经
１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理６ｈ的杜梨８叶龄幼苗，叶片总 ＲＮＡ
用ＲＮＡｐｌａｎｔｐｌｕｓＲｅａｇｅｎｔ提取，基因组ＤＮＡ采用ＣＴＡＢ法提
取。按照ＰｏｗｅｒＳｃｒｉｐｔⅡＴＭ反转录酶和ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥｃＤＮＡ
ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ说明书将总ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ第一链。采
用Ｌｉｕ等报道的在逆境处理中表达量显著提高的拟南芥
（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）转录因子（ＮＣＢＩ登录号：ＮＰ＿５６４５８３．１）
作为模板［１２］，通过 ｔｂｌａｓｔＮ方法在 ＮＣＢＩ数据库中 （将
Ｏｒｇａｎｉｓｍ限定为Ｐｙｒｕｓ）搜索获得２条与其高度同源的梨属植
物白 梨 （Ｐｙｒｕｓ×ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ）基 因 ＬＯＣ１０３９６７８４１和
ＬＯＣ１０３９６３５４４。根据上述 ２条基因序列，分别设计引物
７８４１－Ｆ（５′－ＡＴＧＧＡＡＴＣＧＧＡＴＣＴＴＣＡＧＣＡＧＣＡＴ－３′）／
７８４１－Ｓ（５′－ＣＴＡＣＴＧＣＴＧＣＴＴＧＴＴＴＧＡＡＣＡＧＧＴ－３′）和
３５４４－Ｆ（５′－ＡＴＧＧＡＡＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＡＧＣＡＧＣＡＴ－３′）／
３５４４－Ｓ（５′－ＣＴＡＣＴＧＣＴＧＣＴＴＧＴＴＴＧＡＧＣＡＡＧＴ－３′）用 Ｐｆｕ
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ扩增编码区的 ｃＤＮＡ和 ＤＮＡ序列。ＰＣＲ反
应体系为：ｂｕｆｆｅｒ２μＬ、ｃＤＮＡ２μＬ上下游引物各 ０．８μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ１４．２μＬ，ＰｆｕＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．２μＬ，总计 ２０μＬ。
ＰＣＲ反应参数为：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃
２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ特异产物用 ＡｘｙＰｒｅｐ
ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收，连接、转化并 ＰＣＲ验证阳性菌株

后，送上海英骏生物技术有限公司进行序列测定。

１．２．２　ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－２的生物信息学分析
　ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２的核苷酸翻译采用
ＢｉｏＸＭ软件，利用 ＧｅｎｅＳｔｒｕｃｔｕｒｅＤｉｓｐｌａｙＳｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓ．
ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）分析内含子和外显子组成［１８］。

使 用 ＥｘＰａＳｙ－ＰｒｏｔｐａｒａｍＴｏｏｌ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析氨基酸基本理化特性。氨基酸序列比对采
用 ＤＮＡＭＡＮ软件完成，ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎｓＳｅａｒｃｈＳｅｒｖｉｃｅ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）分
析保守域。用 ＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｉｍｓ．ｕｔ－ｏｋｙｏ．ａｃ．ｊｐ／
ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）进行亚细胞定位预测。ＭＥＧＡ５．０构建系统进化
树。 ＳＯＰＭＡ ＳＥＣＯＮＤＡＲＹ ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ ＰＲＥＤＩＣＴＩＯＮ
ＭＥＴＨＯＤ（ｈｔｔｐ：／／ｎｈｊｙ．ｈｚａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｋｅｃｈ／ｓｗｘｘｘ／ｊａｋｊ／ｄｉａｎｚｉ／
Ｂｉｏｉｎｆ７／Ｅｘｐａｓｙ／Ｅｘｐａｓｙ８．ｈｔｍ）预测蛋白的二级结构，ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ）预测并绘
制三维立体结构。所用序列均来自 ＮＣＢＩ（（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）。
１．２．３　ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－２表达研究　选择长
势健壮、大小一致的杜梨８叶龄幼苗分别置于含１００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ、１０％ ＰＥＧ－６０００、１８０ｍｍｏｌ／ＬＭａｎｎｉｔｏｌ或 ２０μｍｏｌ／Ｌ
ＡＢＡ的１／４改良ＭＳ营养液中，处理０、０．５、１、３、６、９、１２ｈ后，
分别收集叶片和根，保存于－７０℃冰箱待用。以各处理或对
照样品的 ２μｇ总 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ第一链，利用
ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２跨内含子特异性引物
７８４１－Ｅ－Ｆ（５′－ＧＡＧＣＴＴＧＴＡＣＣＧＡＡＣＡＴＧＧＡＣＡＡＧ－３′）／
７８４１－Ｅ－Ｓ（５′－ＣＴＡＣＴＧＣＴＧＣＴＴＧＴＴＴＧＡＡＣＡＧＧ－３′）和
３５４４－Ｅ－Ｆ（５′－ＡＧＣＴＴＧＴＡＣＣＡＡＡＣＡＴＧＧＡＣＡＡＧ－３′）／
３５４４－Ｅ－Ｓ（５′－ＣＴＡＣＴＧＣＴＧＣＴＴＧＴＴＴＧＡＧＣＡＡＧ－３′），在
Ｂｉｏ－ｒａｄ荧光定量ＣＦＸ９６ＴＭＰＣＲ仪进行实时定量ＰＣＲ。选用
ＰｂＡｃｔｉｎ基因引物ｑＰＢａｃｔＳ（５′－ＡＡＣＧＧＡＣＡＴＣＡＡＧＣＣＡＡＡＡＡ
ＡＡ－３′）／ｑＰＢａｃｔＡ（５′－ＣＡＧＴＴＡＧＣＡＣＧＣＡＡＴＴＣＡＧＣＣＡ－
３′）为内参。反应体系为：ＳＹＢＲ荧光染料１０μＬ、ｃＤＮＡ２μＬ、
上下游引物各０．８μＬ、ｄｄＨ２Ｏ６．４μＬ，总计２０μＬ。反应条件
为９５℃３０ｓ；９５℃ ２０ｓ、５８℃ ３０ｓ、７２℃ １０ｓ，４０个循环。
按照２－ΔΔＣＴ法计算出待测基因相对表达量，应用Ｅｘｃｅｌ２００３整
理试验数据并作图。

２　结果与分析

２．１　ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－２基因特征
以经１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理６ｈ的杜梨８叶龄幼苗叶片

ｃＤＮＡ为模板，以７８４１－Ｆ／７８４１－Ｓ为引物，克隆获得１条长
度为１３０２ｂｐ的ｃＤＮＡ序列，编码１条含有４３３个氨基酸的
多肽，命名为 ＰｂｂＨＬＨ１２２－１；以 ３５４４－Ｆ／３５４４－Ｓ为引物，
克隆获得１条长度为１２５１ｂｐ的 ｃＤＮＡ序列，编码１条含有
４１６个氨基酸的多肽，命名为 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２。以 ＤＮＡ为模
板，以 ７８４１－Ｆ／７８４１－Ｓ为引物，克隆获得 １条长度为
２１０５ｂｐ的ＤＮＡ序列；以３５４４－Ｆ／３５４４－Ｓ为引物，克隆获
得１条２０５６ｂｐ的 ＤＮＡ序列。对扩增得到的 ｃＤＮＡ序列和
对应的ＤＮＡ进行分析发现：ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和 ＰｂｂＨＬＨ１２２－
２基因均由６个外显子和５个内含子组成（图１）。序列比对
表明杜梨的ＰｂｂＨＬＨ１２２－１与白梨（Ｐｙｒｕｓ×ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ）的
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ＬＯＣ１０３９６７８４１序列完全一致，而 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２与白梨的
ＬＯＣ１０３９６３５４４序列完全一致，因此不再登陆新的基因序列。
２．２　ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－２的生物信息学特征

运用 ＥｘＰａＳｙ－Ｐｒｏｔｐａｒａｍ Ｔｏｏｌ对 ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和
ＰｂｂＨＬＨ１２２－２编 码 蛋 白 的 理 化 性 质 进 行 了 预 测。
ＰｂｂＨＬＨ１２２－１ 分 子 式 Ｃ２０１４Ｈ３１８０Ｎ６１２Ｏ６６９Ｓ１９，分 子 量
４７．２９ｋｕ，预测的等电点（ｐＩ）为６．２７，亲水性为－０．７７５，表明
此蛋白为亲水性蛋白，脂溶性较差。ＰｂｂＨＬＨ１２２－２分子式
Ｃ１９２６Ｈ３０２８Ｎ５８０Ｏ６４５Ｓ１９，分子量４５．２３ｋｕ，预测的等电点（ｐＩ）为
５．８６，亲水性为－０．７５８，表明此蛋白为亲水性蛋白，脂溶性较
差。由表１可见，ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－２所编码的
多肽相似性为 ８４．６３％。ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２
分别与苹果的 ＭｄｂＨＬＨ１２２的同源性最高（８３．４９％和

９３５１％）。利用ＤＮＡｍａｎ对拟南芥（ＮＰ＿５６４５８３）、苹果（ＸＰ＿
００８３５２４１０）、大豆（ＸＰ＿００３５４０７０８），芝麻（ＸＰ＿０１５５７１３６２）、
枣子（ＸＰ＿０１５８７６０１９）的ｂＨＬＨ１２２基因编码的蛋白进行多序
列比对分析，发现 ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２与拟南
芥等其他植物的ｂＨＬＨ１２２转录因子在 Ｃ端存在着明显的保
守区域。利用 ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎｓＳｅａｒｃｈＳｅｒｖｉｃｅ（ＣＤＳｅａｒｃｈ）
对ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２进行保守结构域的分
析，ＰｂｂＨＬＨ１２２－１在 Ｃ端 ３６６～４１７位氨基酸（ＰＲＳＩＡＥＲＶ
ＲＲＴＲＩＳＥＲＭＲＫＬＱＥＬＶＰＮＭＤＫＱＴＮＴＳＤＭＬＤＬＡＶＥＹＩＫＤＬＱＴＱＶ
Ｑ）存在１个 ＨＬＨ结构域，而 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２在 Ｃ端 ３４９～
４００位氨基酸（ＰＲＳＩＡＥＲＶＲＲＴＲＩＳＥＲＭＲＫＬＱＥＬＶＰＮＭＤＫＱＡ
ＨＴＳＤＭＬＤＬＡＶＥＹＩＫＤＬＱＴＱＶＱ）也存在１个 ＨＬＨ结构域，结
果如图２所示。

表１　ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－２与其他植物ｂＨＬＨ１２２的同源性比对

物种 登录号 基因名称
相似度（％）

ＰｂｂＨＬＨ１２２－１ ＰｂｂＨＬＨ１２２－２
拟南芥Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ ＮＰ＿５６４５８３．１ ＡｔｂＨＬＨ１２２ ３８．３２ ３７．７７
大豆Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ ＸＰ＿００３５４０７０８．１ ＧｍｂＨＬＨ１２２ ５４．５９ ５４．８２
芝麻Ｒｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ ＸＰ＿０１５５７１３６２．１ ＲｃｂＨＬＨ１２２ ５２．５６ ５４．７１
苹果Ｍａｌｕｓｄｏｍｅｓｔｉｃａ ＸＰ＿００８３５２４１０．１ ＭｄｂＨＬＨ１２２ ８３．４９ ９３．５１
枣Ｚｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂａ ＸＰ＿０１５８７６０１９．１ ＺｊｂＨＬＨ１２２ ５７．５９ ５８．８１
棉花Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍｒａｉｍｏｎｄｉｉ ＸＰ＿０１２４４６６６４ ＧｒｂＨＬＨ１２２ ５１．００ ５２．７４
麻风树Ｊａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓ ＸＰ＿０１２０９２７６９．１ ＪｃｂＨＬＨ１２２ ５０．５６ ５０．２３
苜蓿Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ ＸＰ＿００３５９７４６１．１ ＭｔｂＨＬＨ１２２ ４５．７０ ４７．５５
杜梨Ｐｙｒｕｓｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ ＰｂｂＨＬＨ１２２－１ １００．００ ８４．６３

ＰｂｂＨＬＨ１２２－２ ８４．６３ １００．００
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　　系统进化分析结果表明，ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－
２与苹果的ＭｄｂＨＬＨ１２２的亲缘关系最近，与豆科的大豆以及
苜蓿的ｂＨＬＨ１２２也处于同一个进化分支上，表明它们有较近
的亲缘关系（图３）。二级结构分析表明（图４），ＰｂｂＨＬＨ１２２－１
中α螺旋占 ２７．９４％，无规则卷曲占 ６８．５９％，延伸链占
３．４６％，而ＰｂｂＨＬＨ１２２－２中α螺旋占 ３０．５３％，无规则卷曲
占 ６６．１１％，延 伸 链 占 ３．３７％。ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和
ＰｂｂＨＬＨ１２２－２在Ｃ端均有明显的连续 α螺旋，与保守结构
域的分析完全一致。利用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ自由匹配模板，预
测拟南芥ＡｔｂＨＬＨ１２２、ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－２的Ｃ
端保守域的３维结构（图５），可以看到三个蛋白 Ｃ端保守域
均含有１个螺旋－环－螺旋结构，仅在“环”位置上有微小差
异，根据结构决定功能的原理，推测 ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和
ＰｂｂＨＬＨ１２２－２与拟南芥ＡｔｂＨＬＨ１２２会有相似的功能。
２．３　ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－２的表达特点

正常生长条件下，ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２在
杜梨的根和叶中都有表达，其中叶中的相对表达量显著高于

根部，而ＰｂｂＨＬＨ１２２－１的表达量略高于 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２（图
６）。盐胁迫条件下，ＰｂｂＨＬＨ１２２－１在６ｈ后达到表达高峰
（图７－Ａ），而ＰｂｂＨＬＨ１２２－２的表达高峰在１ｈ之后便已出

现（图７－Ｂ）；ＰＥＧ－６０００模拟干旱胁迫条件下，ＰｂｂＨＬＨ１２２－１
直至１２ｈ才出现表达高峰（图７－Ｃ），而 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２在
３ｈ出现高峰（图７－Ｄ）；甘露醇处理条件下，ＰｂｂＨＬＨ１２２－１
于处理９ｈ后出现表达高峰（图７－Ｅ），而 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２仍
是在３ｈ就出现表达高峰（图 ７－Ｆ）；ＡＢＡ处理条件下，
ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－２的表达量在１２ｈ内均无显
著变化（图７－Ｇ、图７－Ｈ）。综上所述，盐、干旱以及渗透胁
迫均能提高 ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２的表达量，
ＰｂｂＨＬＨ１２２－２的相对表达量虽然不及 ＰｂｂＨＬＨ１２２－１，但是
其到达表达峰值的时间均比ＰｂｂＨＬＨ１２２－１早，由此表明，２
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个基因在杜梨应对非生物胁迫过程中所发挥的作用可能有所

区别，并且它们所参与的信号途径不受ＡＢＡ调控。

３　讨论

ｂＨＬＨ转录因子家族成员蛋白质Ｃ端都具有螺旋－环 －
螺旋的碱性保守功能域，该区域由２个含有疏水性氨基酸的
偶极性α螺旋组成，第一个 α螺旋也称识别螺旋，与识别蛋
白结合特异的ＤＮＡ序列有关；第二个α螺旋位于第一个α螺
旋之上，基本上平行于双螺旋链，这种结构有利于氢键形成和

范德华力作用，对于 ＤＮＡ结合至关重要［１９］。这 ２个 ｂＨＬＨ
蛋白通过结合到下游基因的启动子上来调控下游基因的表

达。本研究中克隆获得的２个杜梨 ｂＨＬＨ转录因子，生物信
息学分析发现它们所编码的蛋白在 Ｃ端都具有螺旋 －环 －
螺旋保守功能域。然而，并不是所有的 ｂＨＬＨ基因家族成员
只在蛋白质Ｃ端拥有保守结构域，例如云南红皮梨的１；个
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ｂＨＬＨ转录因子（ＨＭ６２２２６５）除了在 Ｃ端具有螺旋 －环 －螺
旋保守功能域外，在 Ｎ端也拥有 ｂＨＬＨ－ＭＹＣ保守结构
域［２０］。不同的结构决定不同的功能，云南红皮梨 ｂＨＬＨ转录
因子（ＨＭ６２２２６５）主要参与了果实成熟过程中对果皮着色的
调控作用，而ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和ＰｂｂＨＬＨ１２２－２则极有可能只
参与植株对逆境条件的响应。

ｂＨＬＨ家族基因在逆境条件下被诱导表达的条件差异很
大。例如，棉花的 ＧｈｂＨＬＨ１３０在逆境胁迫条件下，显著受高
盐、干旱、ＡＢＡ、低温胁迫的迅速诱导，而 ＧｈｂＨＬＨ１能够迅速
响应ＡＢＡ处理和干旱胁迫，却不受高盐和低温的影响［２１］。

本研究中，ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２同源性为
８４．６３％，在Ｃ端都具有螺旋－环 －螺旋保守功能域，表明其
具有相似的功能，其表达规律也相似。然而，其在对逆境响应

的过程中仍然具有一些差异。在高盐、干旱以及渗透胁迫条

件下，ＰｂｂＨＬＨ１２２－２在 １～３ｈ内即可达到表达峰值，而
ＰｂｂＨＬＨ１２２－１通常需要６～１２ｈ才能达到表达峰值。然而，
从表达量上来看，ＰｂｂＨＬＨ１２２－１在上述条件下的相对表达
量要略高于 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２。由此表明，ＰｂｂＨＬＨ１２２－１和
ＰｂｂＨＬＨ１２２－２在逆境条件下发挥的作用可能略有不同。

在植物中，转录信号的级联在植物激素ＡＢＡ和非生物胁
迫的信号通路之间组成了一个复杂的信号网络，转录因子在

其中发挥了重要作用［２２－２３］。然而，拟南芥中 ＡｔｂＨＬＨ１２２显
著受高盐、干旱和甘露醇的诱导，而ＡＢＡ则不能诱导其表达，
表明其可能直接调控逆境响应基因，而并不是通过ＡＢＡ代谢
途径参与植株抗逆活动［１２，２４］。本研究中无论是ＰｂｂＨＬＨ１２２－１
还是 ＰｂｂＨＬＨ１２２－２均对 ＡＢＡ胁迫无响应，表明与
ＡｔｂＨＬＨ１２２具有相似的功能特点。
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