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包含了多种生物进程相关转录因子靶位点，包括生物胁迫、非生物胁迫、生长素调控等；ＺｊｂＨＬＨ１０６基因响应盐胁迫诱
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　　盐胁迫是影响植物生长、发育的重要生物胁迫
之一，植物应对盐胁迫的生物学反应，在细胞、分子

和生理水平上都已经有了较为清晰的阐述。盐胁

迫调控是一个复杂的过程，涉及诸多因素包括脱落

酸水平的增加，渗透保护剂、抗氧化剂和保护蛋白

的积累等［１－２］。胁迫诱导的基因产物不仅与耐受胁

迫相关，同时也参与到基因表达调控、信号转导

等［３－４］。转录因子（ＴＦ）是植物体内重要的基因，很
多类转录因子能特异响应外界环境的胁迫，调控逆

境相关基因的表达，影响或者启动植物抗逆相关的

生物学进程［５］。在植物体内，已经鉴定出非常多的

转录因子参与到植物的非生物胁迫调控路径［６］。

ｂＨＬＨ（ｂａｓｉｃｈｅｌｉｘ－ｌｏｏｐ－ｈｅｌｉｘ）是一类重要的转录
因子家族，其成员众多，在植物体内仅次于 ＭＹＢ转
录因子家族［７］。拟南芥中鉴定出了１６２个ｂＨＬＨ成
员［８］，在水稻中也鉴定出了 １６７个 ｂＨＬＨ成员［９］。

ｂＨＬＨ结构域约含６０个氨基酸，包含了２个功能不
同的结构域。ＤＮＡ结合区域位于 Ｎ端，约含有１５
个氨基酸［１０］，ＨＬＨ（ｈｅｌｉｘ－ｌｏｏｐ－ｈｅｌｉｘ）区域主要由

疏水残基组成，形成２个两亲的α螺旋，由１个可变
长度的环区隔开，该区域位于结构域的 Ｃ端末端，
以二聚体形式起作用［１１－１２］。ｂＨＬＨ转录因子通常
识别和结合Ｅ－ｂｏｘ序列（ＣＡＮＮＴＧ），如 Ｇ－ｂｏｘ序
列（ＣＡＣＧＴＧ）［１３－１４］。ｂＨＬＨ家族基因与很多非生
物类胁迫相关，例如 ＡｔＩＣＥ１基因（ＭＹＣ－ｌｉｋｅ
ｂＨＬＨ）与植物的抗冻胁迫相关［１５］，ＡｔｂＨＬＨ９２参与
了渗透胁迫相关的生物学反应［１６］，ＯｓｂＨＬＨ１参与了
寒冷胁迫［１７］，ＯｓＲＥＲＪ１响应损伤及干旱胁迫［１８］。

在拟南芥鉴定到了１个耐盐基因 ｂＨＬＨ１０６基因，该
基因在拟南芥未分化的愈伤组织响应盐胁迫的诱

导，并且缺失了ＡｔｂＨＬＨ１０６的拟南芥突变体对 ＮａＣｌ
敏感，且过表达的 ＡｔｂＨＬＨ１０６株系对盐胁迫的抗性
增强［１９］。

本研究通过同源序列比对在结缕草基因组中

鉴定和获得了ＺｊｂＨＬＨ１０６基因，通过ＲＴ－ＰＣＲ获得
了该基因编码序列（ＣＤＳ），保守结构域分析发现该
基因具有典型的 ｂＨＬＨ结构域，并且通过盐胁迫处
理以及实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）研究该基因
在盐胁迫下的表达量变化。鉴定和研究 ＺｊｂＨＬＨ１０６
基因有助于研究和阐述结缕草耐盐相关的分子机

理，并且为结缕草耐盐相关的分子改良育种工作提

供了优质的候选基因。
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１　材料与方法

１．１　材料准备
日本结缕草种子来源于北京林业大学草坪研

究所，将日本结缕草种子放入水中浸泡２４ｈ进行催
芽处理，之后播种于直径１５ｃｍ的花盆中培养，营养
土与蛭石体积比为３∶１。植物发芽后培养４周时
间，之后用２００ｍｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ溶液浇灌处理，选取
３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ、４ｈ、２４ｈ及４８ｈ的结缕草根，迅速
放于超低温冰箱（－８０℃），以备后续试验使用。
１．２　ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成

取２００ｍｇ结缕草根系样品，在液氮中充分研
磨，通过 ＴＲＩｚｏｌ法（ＴｈｅＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ ＴＲＩｚｏｌＴＭ Ｐｌｕｓ
ＲＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ）提取样品的总 ＲＮＡ。取１μｇ
的总 ＲＮＡ，利 用 ＴＡＫＡＲＡ 的 反 转 录 试 剂 盒
（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ），反转
录成单链的ｃＤＮＡ，用于后续试验。
１．３　基因序列的分析及克隆

在拟南芥基因组中（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．
ｏｒｇ／）中下载 ｂＨＬＨ１０６基因序列（ＩＤ：ＡＴ２Ｇ４１１３０），

通过同源序列比对在日本结缕草中鉴定 ＺｊｂＨＬＨ１０６
的序列。利用 ＮＣＢＩ在线引物设计程序（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｉｍｅｒ－ｂｌａｓｔ）设计日
本结缕草ＺｊｂＨＬＨ１０６基因的引物（表１），通过聚合
链式反应（ＰＣＲ）克隆目标基因。
１．４　启动子区域分析

根据日本结缕草提供的序列基因信息，将基因

开放阅读框前２０００ｂｐ序列作为启动子序列进行下
载。利用在线软件 ＰｌａｎｔＰＡＮ３．０（ｈｔｔｐ：／／ｐｌａｎｔｐａｎ．
ｉｔｐｓ．ｎｃｋｕ．ｅｄｕ．ｔｗ／ｐｒｏｍｏｔｅｒ．ｐｈｐ）分析基因的启动子
序列。

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ分析
根据 ＮＣＢＩ在线引物设计程序（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｉｍｅｒ－ｂｌａｓｔ），对目标序列
进行实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）的引物设计
（表１）。利用ＴＯＹＯＢＯ公司的 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒
（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ）对
ＺｊｂＨＬＨ１０６基因进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ试验，内参序列选
用Ａｃｔｉｎ序列（表１）。

表１　引物序列及信息

引物名称
序列

（５′→３′）
序列长度

（ｂｐ） 用途

ｂＨＬＨ＿Ｆ ＴＧＣＴＣＴＣＴＣＴＴＣＣＧＧＴＣＣＡＴ １１２０ 逆转录ＰＣＲ
ｂＨＬＨ＿Ｒ ＡＴＴＡＡＣＧＧＣＧＣＣＡＴＣＡＣＡＡＧ

ｑＲＴ＿Ｆ ＡＧＡＴＡＧＡＣＡＡＧＧＣＧＴＣＧＣＴＧ １６６ 实时荧光定量ＰＣＲ
ｑＲＴ＿Ｒ ＣＡＧＡＣＡＧＡＧＧＣＣＴＣＧＡＡＣＡＣ

Ａｃｔｉｎ＿Ｆ ＧＴＴＴＡＧＧＴＧＣＣＣＡＧＡＧＧＴＣＣ １５６ 实时荧光定量ＰＣＲ
Ａｃｔｉｎ＿Ｒ ＡＡＣＡＴＴＧＴＣＧＡＡＣＣＴＣＣＧＣＴ

２　结果与分析

２．１　日本结缕草ｂＨＬＨ１０６基因的扩增
拟南芥的ＡｔｂＨＬＨ１０６基因响应盐胁迫诱导，可

能在盐胁迫中参与了重要的作用。本研究通过登

陆拟南芥网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／），下
载拟南芥ＡｔｂＨＬＨ１０６序列（ＡＴ２Ｇ４１１３０），通过同源
比对分析，在结缕草的基因组 （ｈｔｔｐ：／／ｚｏｙｓｉａ．
ｋａｚｕｓａ．ｏｒ．ｊｐ／）中进行同源序列比对，获得日本结缕
草的 ＺｊｂＨＬＨ１０６序列（Ｚｊｎ＿ｓｃ０００１４．１．ｇ０８１６０．１．
ｓｍ．ｍｋ）。根据所提供的序列设计特异性引物（表１
中的ｂＨＬＨ＿Ｆ和ｂＨＬＨ＿Ｒ），通过 ＲＴ－ＰＣＲ扩增出
了包含完整编码区（ＣＤＳ）的序列，测序发现总长度
为１１２０ｂｐ，与目标序列基本一致（图 １）。

２．２　ＺｊｂＨＬＨ１０６基因序列分析
在结缕草的参考基因组中，ｂＨＬＨ１０６（结缕草基
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因ＩＤ：Ｚｊｎ＿ｓｃ０００１４．１．ｇ０８１６０．１．ｓｍ．ｍｋ）编码区内
出现了６３ｂｐ未测通的序列（图２－Ａ标注ＮＮＮＮ的
区域），这部分序列的遗失可能影响了该基因开放

阅读框（ＯＲＦ）的预测结果。测序结果发现，基因实
际的ＣＤＳ区域与基因组预测的 ＯＲＦ区域确实存在
一定的差异，实际序列具有２个外显子和１个内含
子，而基因组预测得到的ＯＲＦ序列存在３个外显子
和２个内含子。

除去这 ６３ｂｐ序列的差异，实际克隆的

ＺｊｂＨＬＨ１０６在ＣＤＳ区域第３４０个碱基出现了Ｔ变成
了Ｇ（亮氨酸Ｌ变成了缬氨酸 Ｖ），第６４６个碱基出
现了Ａ变Ｇ的情况（苏氨酸Ｔ变成了丙氨酸Ａ），这
２个位点可能是 ＳＮＰ位点。通过 ＮＣＢＩ保守结构域
的寻找，在第１个外显子区域发现了 ｂＨＬＨ的保守
结构域（ｃｄ１１４５５：ｂＨＬＨ＿ＡｔＡＩＧ１＿ｌｉｋｅ），突变的位点
存在于第２个外显子区域，可能该区域氨基酸的变
化并不影响该蛋白功能。

２．３　ＺｊｂＨＬＨ１０６基因启动子序列分析
在日本结缕草基因组中下载了ＺｊｂＨＬＨ１０６基因

ＣＤＳ区域前 ２０００ｂｐ作为启动子区域，通过
ＰｌａｎｔＰＡＮ３．０在线软件分析，发现较多的启动子结
合区域，并且存在很多比较典型的区域，比如花期

相关的Ｄｏｆ、ＦＡＲ１，生长素相关的 Ａｕｘ／ＩＡＡ、ＡＲＦ，花
发育相关的 ＭＡＤＳ、ＳＢＰ，非生物胁迫相关的 ｂＨＬＨ、
ＭＹＢ、ＮＡＣ等（表２）。启动子区域的分析预示着该
基因可能在植物体内很多的生物学进程中受到了调

控作用，直接或间接地参与到相关的生物学途径中。

表２　日本结缕草ｂＨＬＨ１０６启动子区域分析

启动子区域

（ｂｐ） ＰｌａｎｔＰＡＮ３．０（启动子分析软件）

１～２０００ α－ａｍｙｌａｓｅ、ＡＰ２、ＡＲＩＤ、Ｓｏｘ、ＡＴ－Ｈｏｏｋ、Ａｕｘ／ＩＡＡ、Ｂ３、
ＡＲＦ、ＢＢＲ－ＢＰＣ、ＢＥＳ１、ｂＨＬＨ、ｂＺＩＰ、Ｃ２Ｈ２、Ｃ３Ｈ、
Ｄｅｈｙｄｒｉｎ、Ｄｏｆ、ＥＩＮ３、ＥＩＬ、ＥＲＦ、ＦＡＲ１、ＧＡＴＡ、ＧｅＢＰ、
ＧＲＡＳ、ＧＲＦ、ＨＤ－ＺＩＰ、ＬＥＡ、ＭＡＤＳ、ＭＹＢ、Ｍｙｂ／ＳＡＮＴ、
ＭＹＢ－ｒｅｌａｔｅｄ、ＮＡＣ、ＳＢＰ、ＴＣＰ、ＷＲＫＹ、ＺＦ－ＨＤ

２．４　盐胁迫处理对日本结缕草 ＺｊｂＨＬＨ１０６表达的
影响

本研究对结缕草进行盐胁迫处理，提取盐胁迫

处理后 ０ｍｉｎ（ＣＫ）、３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ、４ｈ、２４ｈ和
４８ｈ的结缕草根系的ＲＮＡ，反转录成单链ｃＤＮＡ，通
过ｑＲＴ－ＰＣＲ（引物见表１）分析该基因的表达量水
平，３个生物学重复取自不同单株的结缕草根系，每
组试验进行３个技术重复。结果（图３）显示，日本
结缕草 ＺｊｂＨＬＨ１０６也在盐胁迫的作用下，出现了表
达量升高的现象。在３０ｍｉｎ～１ｈ的增幅较为明显，
２ｈ时出现了较大幅度的升高，到４ｈ的时候达到了
峰值，之后表达量开始下调，尽管４８ｈ的时候表达
量下调了很多，但是相比于未进行盐处理的对照

（ＣＫ），ＺｊｂＨＬＨ１０６的表达量依然出现显著性的增加。
初步研究表明 ＺｊｂＨＬＨ１０６响应盐胁迫诱导，可能直
接或间接参与结缕草耐盐胁迫相关的生物学进程。
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３　讨论与结论

日本结缕草是一类耐旱、抗盐的禾本科草坪草

类植物，但是对于结缕草耐盐基因功能系统的研究

工作较少，在分子生物学调控方面所知甚少。发掘

和研究结缕草的抗逆基因有助于理解植物对逆境

环境的抗性研究，也有助于结缕草本身的分子育种

相关工作。拟南芥ＡｔｂＨＬＨ１０６是一类耐盐相关的基
因，该基因与拟南芥的耐盐性呈现正相关。本研究

根据序列相似性原理，从日本结缕草中鉴定出了

ＺｊｂＨＬＨ１０６基因，通过ＲＴ－ＰＣＲ扩增出了该基因的
ＣＤＳ序列，该序列包含有 ｂＨＬＨ（ｃｄ１１４５５：ｂＨＬＨ＿
ＡｔＡＩＧ１＿ｌｉｋｅ）的保守结构域，启动子分析发现了很
多典型的转录因子结合结构域，表明该基因参与了

体内很多生物学进程。对日本结缕草进行盐胁迫

处理，发现该基因响应盐胁迫诱导。植物在受到胁

迫后，ＲＯＳ会出现大量积累，因此 ＲＯＳ相关的基因
可能会出现一个激增的现象。ＺｊｂＨＬＨ１０６在盐胁迫
处理３０ｍｉｎ～１ｈ并没有出现一个大幅度的激增，表
明该基因可能与植物的ＲＯＳ途径并无直接的关联。
随着盐离子在植物体内的积累，ＺｊｂＨＬＨ１０６的表达
量逐渐升高，在４ｈ达到了峰值后出现了下降，很可
能是因为植物逐渐适应了现有的盐胁迫环境，因此

ＺｊｂＨＬＨ１０６表达逐渐下调。本研究克隆了日本结缕
草耐盐基因 ＺｊｂＨＬＨ１０６，为日本结缕草耐盐的分子
理论研究提供了思路和参考，也为植物耐盐相关分

子育种提供了优质的候选基因。
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