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生物在长期进化过程中，形成了自身的昼夜节

律系统来适应地球昼来夜往的周期性变化。生物节

律的大量研究成果主要来自于动物。直到１７２０年，
ＤｅＭａｉｒａｎ开始研究持续黑暗条件下含羞草的昼夜
节律，才开创了植物生物钟研究的先河。近年来，植

物节律基因功能的研究逐渐兴起［１］。

输入、输出途径和核心振荡器组成了植物的生

物钟系统。生物钟核心循环由复杂的调控网络构

成，而调控是在不同层次上进行［２］。其中，对拟南芥

生物钟基因的研究发现中心循环是由两个类似于

ＭＹＢ转录因子的ＬＨＹ（ｌａｔｅｅｌｏｎｇａｔｅｄｈｙｐｏｃｏｔｙｌ）、ＣＣＡ
（ｃｉｒｃａｄｉａｎｃｌｏｃｋａｓｓｏｃｉａｔｅｄ１）以及 ＴＯＣ１（ＴＩＭＩＮＧＯＦ
ＣＡＢＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ１）为主组成的反馈通路［３］。

ＣＣＡ／ＬＨＹ抑制ＴＯＣ１基因转录，ＴＯＣ１又能直接或间
接地通过未知组分来调控 ＣＣＡ１和 ＬＨＹ基因的表
达，清晨，ＬＨＹ和 ＣＣＡ１表达水平达到最高峰［４］，而

ＴＯＣ１的表达高峰出现在入夜时分。正是基于这种
转录和翻译水平的反馈调节机制，植物的生物节律

才能呈昼夜周期性振荡变化［５］。

生物钟增强了植物的环境耐受性，即对于增强

植物的适应性、抗逆性，改造作物的地域性等方面起

重要作用。如拟南芥中，ＣＢＦ１、ＣＢＦ２和 ＣＢＦ３可能
直接受到植物生物钟元件 ＣＣＡ１／ＬＨＹ基因的调
控［６］，参与植物的抗逆行为。水曲柳节律基因 ＬＨＹ
启动子响应盐、高温与低温的非生物胁迫［７］。

迄今，生物钟调控胁迫应答反应的机制研究较

少，而且主要集中在拟南芥中。目前，关于白桦生

物钟基因的研究还未见报道。本研究中，作者利用

前期研究获得的白桦ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１和ＢｐＧＩ的全
长基因，对其编码的蛋白分别进行了生物信息学分

析，构建了其系统进化树，并分析了三种节律基因

的昼夜表达变化及其在相关信号分子诱导与逆境

胁迫条件下的表达模式。本文揭示了 ＢｐＬＨＹ、Ｂｐ
ＴＯＣ１和 ＢｐＧＩ节律基因在白桦中的节律表达及对
信号诱导和非生物胁迫的响应模式，为进一步研究

生物节律对木本植物生长与发育的调控奠定了

基础。

１　材料与方法

１．１　材料
实验所用材料为两年生白桦实生苗、组培苗与

悬浮培养细胞。

１．２　方法
选取长势良好白桦实生苗，于人工气候箱中培

养，控制湿度７０％和温度２５℃，保持１２ｈ光照１２ｈ
黑暗的光周期变化。一周后，从０ｈ开始，到２４ｈ为
止，每隔３ｈ取白桦叶片，置于液氮速冻并在 －８０℃
冰箱中保存。

白桦组培苗采用ＷＰＭ固体培养基继代培养，选
取继代２０天后长势相同的白桦苗置于光照培养箱
中，除低温处理外控制温度２５℃。分别用２０μｍｏｌ
·Ｌ－１镉（ＣｄＣｌ２）、２００ｍｍｏｌ·Ｌ

－１的盐（ＮａＣｌ）以及
４℃低温处理，每个处理均３次重复。处理后６ｈ、１２
ｈ、２４ｈ、４８ｈ、９６ｈ取样并－８０℃冻存。

白桦茎段悬浮细胞采用 ＮＴ液体培养基（激素
为０．０１ｍｇ·Ｌ－１ＴＤＺ＋０．１ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ）培养，每
瓶接种鲜质量８ｇ的悬浮细胞，继代周期７天，第８
天时分别用５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１硝普钠（ＳＮＰ）和５０ｍｍｏｌ
·Ｌ－１水杨酸（ＳＡ）处理，对照添加等体积无菌水，６
ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ取样并 －８０℃冻存，每个处
理重复３次。

应用ＣＴＡＢ法提取白桦总 ＲＮＡ，ＴＯＹＯＢＯ反转
录试剂盒将１μｇＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ，ｃＤＮＡ模板
稀释 １０倍用于 ＲＴＰＣＲ。按照 ＴＯＹＯＢＯ（ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ）试剂盒说明，使用ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ７５００进
行荧光定量实验，ＰＣＲ使用１０μＬ体系，即 ＴＨＵＮ
ＤＥＲＲＩＲＤＳＹＢＲｑＰＣＲＭｉｘ５μＬ，引物（表１）各０．３
μＬ，样品ｃＤＮＡ１μＬ，灭菌去离子水补至１０μＬ。反
应程序如下：９５℃ ３０ｓ，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３４ｓ（２、３共
４０个循环），９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，５℃ １５ｓ。每个
样品三次重复。采用－△△ＣＴ法进行结果分析，正
值代表表达量上调，反之亦然。

９３６
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表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

引物名称 序列

ＢｐＬＨＹＦ ５′ＡＣＡＣＧＡＴＡＡＧＴＴＴＣＧＴＧＡＧＣＴＧＧＡ３′
ＢｐＬＨＹＲ ５′ＡＡＧＡＧＧＡＴＡＣＧＣＴＴＧＧＡＡＧＧＧＧＡＧ３′
ＢｐＴＯＣ１Ｆ ５′ＧＧＴＧＡＧＧＡＴＴＴＴＧＴＴＧＴＧＣＧＡＴＡ３′
ＢｐＴＯＣ１Ｒ ５′ＴＧＧＡＡＧＧＴＣＡＡＧＴＴＣＡＧＣＴＡＧＴＡ３′
ＢｐＧＩＦ ５′ＴＧＡＴＧＣＡＣＴＴＧＣＣＡＡＡＡＴＧＡＣＣ３′
ＢｐＧＩＲ ５′ＣＡＡＣＡＡＡＡＧＣＡＧＣＴＡＣＣＧＣＣＧＴ３′

βａｃｔｉｎＦ ５′ＴＣＡＡＣＣＧＣＣＴＴＧＴＣＴＣＴＣＡＧＧ３′

βａｃｔｉｎＲ ５′ＴＧＧＣＴＣＧＡＡＴＧＣＡＣＴＧＴＴＧＧ３′

２　结果与分析
２．１　氨基酸的理化性质分析

将ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与ＢｐＴＯＣ１全长基因，利用在线
分析软件 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ［８］对其编码的氨基酸序列的理
化性质进行分析。不稳定系数大于４０时为不稳定
蛋白，脂溶系数大于７５．５０是为脂溶性蛋白，反之亦
然［９］。结果显示 ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与 ＢｐＴＯＣ１均为非脂
溶性不稳定蛋白（表２）。
２．２　蛋白质一级结构分析
２．２．１　蛋白质疏水区域／亲水区域预测　利用在线
分析软件ＰｒｏｔＳｃａｌｅ［８］中的 ＫｙｔｅａｎｄＤｏｏｌｉｔｔｌｅ算法对
ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与ＢｐＴＯＣ１蛋白进行亲水／疏水性分

表２　ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１与ＢｐＧＩ生物信息学分析

基因名称 ＢｐＬＨＹ ＢｐＴＯＣ１ ＢｐＧＩ
Ｇｅｎｂａｎｋ登入号 ＫＲ８１３３１６ ＫＲ８１３３１７ ＫＲ８１３３１５
基因全长／ｂｐ ２２８３ １６２３ ３５０７
开放读码框 完整 完整 完整

编码氨基酸数 ７６０ ５４０ １１６８
蛋白等电点 ４．９０ ５．０１ ４．８１
蛋白不稳定系数 ４８．６１ ３６．４０ ４３．３４
蛋白脂溶系数 ３２．１１ ３１．０５ ２６．４０
疏水区 １９１６ １１６２ ２２３７
亲水区 ０ １ ８
总平均疏水性 ０．７３１ ０．９０４ ０．７３９

析（＜－０．５区域为亲水区，＞０．５区域为疏水区，＋
０．５ －０．５之间为两性区域），分析显示 ＢｐＧＩ、
ＢｐＬＨＹ与ＢｐＴＯＣ１均为疏水性蛋白（表２）。
２．２．２　信号肽及跨膜结构域的预测和分析　蛋白
质Ｎ端的一段１６ ２６个氨基酸序列为信号肽，包
括疏水核心区、信号肽的 Ｃ端和 Ｎ端，能够指导分
泌型蛋白的跨膜转移。利用在线分析工具 Ｓｉｇｎａ
ｌＰ［１０］的神经网络算法对ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与ＢｐＴＯＣ１蛋
白进行预测，结果如图２－２，其中 ＢｐＧＩ（图１左）、
ＢｐＬＨＹ（图１中）与ＢｐＴＯＣ１（图１右）编码的蛋白的
Ｙ，Ｃ值均不高，分值曲线非常不典型，判断三种蛋白
均没有信号肽，为非分泌蛋白。

图１　白桦ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与ＢｐＴＯＣ１信号肽预测

　　利用在线工具 ＴＭＰｒｅｄ［１１］对 ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与
ＢｐＴＯＣ１蛋白的跨膜结构进行了分析，结果表明 Ｂｐ
ＧＩ（图２左）蛋白有２６个跨膜结构域，从里向外有
１４个跨膜区，从外向里有１２个跨膜区。ＢｐＬＨＹ（图
２中）蛋白有４个跨膜结构域，从里向外有２个跨膜
区，从外向里有２个跨膜区。ＢｐＴＯＣ１（图２右）蛋白
有３个跨膜结构域，从里向外有２个跨膜区，从外向
里有 １个跨膜区。综上，ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与 ＢｐＴＯＣ１
均为跨膜蛋白。

２．３　蛋白质二级结构域的预测与分析
据ｓｋｏｌｎｉｃｋ等的研究，蛋白质二级结构可分为

Ｈ、Ｅ、Ｔ和 Ｃ四型，分别代表螺旋、折叠、卷曲和线
圈。当Ｈ＞４５％、Ｅ＜５％时，为 ａｌｌａｌｐｈ型；当 Ｈ＜
５％，Ｅ＞４５％时，为ａｌｌｂｅｔａ型；当Ｈ＞３０％，Ｅ＞２０％
时，为 ａｌｐｈａｂｅ型，其他情况为 ｍｉｘｅｄ型［１２－１３］。应

用ＳＯＰＭＡ［１４］软件对 ＢｐＧＩ（图 ３左）、ＢｐＬＨＹ（图 ３
中）与 ＢｐＴＯＣ１（图３右）蛋白的二级结构进行预测
和分析，结果如图３所示，三种蛋白均为ｍｉｘｅｄ型。
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图２　白桦ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与ＢｐＴＯＣ１跨膜结构域分析

图３　白桦ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与ＢｐＴＯＣ１二级结构预测

图４　白桦ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与ＢｐＴＯＣ１系统发育进化树
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２．４　节律基因的同源进化分析
利用ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｘｔ进行氨基酸序列比对，选取

了同源性较高的序列，利用 ＭＥＧＡ５．０软件中
ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ算法构建系统进化树［１５］。白桦Ｂｐ
ＧＩ、ＢｐＬＨＹ与 ＢｐＴＯＣ１分属于三个大的分支，白桦
ＢｐＧＩ与同是双子叶植物的葡萄、毛果杨、蓖麻的 ＧＩ
在同一小分支上，亲缘关系最近，蛋白相似度非别为

８５％、８５％、８３％；同样，白桦ＢｐＬＨＹ与欧洲栗ＬＨＹ、
葡萄 ＬＨＹ，白桦 ＢｐＴＯＣ１与欧洲栗 ＴＯＣ１、毛果杨
ＴＯＣ１、蓖麻 ＴＯＣ１也分属于两个小分支，除白桦
ＢｐＬＨＹ与欧洲栗 ＬＨＹ蛋白相似度为６９％以外，其
余蛋白相似度均在７１％以上，进一步说明 ＧＩ、ＬＨＹ
与ＴＯＣ１在双子叶植物中进化是保守的。
２．５　节律基因 ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与 ＢｐＴＯＣ１日变化
表达

　　 每日６时到１８时光照，１８时到次日６时黑暗，
以０时基因的表达量作为对照，ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与 Ｂｐ
ＴＯＣ１三种节律基因的转录表达变化趋势如图６所
示。其中，ＢｐＴＯＣ１的表达量呈现白天低夜间高的趋
势，白天９时表达量略有上升，是０时的３．５３倍，随
后表达量下降，１５时开始表达量显著增高，在２１时
达到最高峰，为０时的７．６０倍。ＢｐＬＨＹ从０时开始
表达量开始上升，在３时达到最高水平，是 ０时的
４８８倍，在１２时到２１是之间为痕量表达。ＢｐＧＩ的
表达量则呈现白天高夜晚低的趋势，从凌晨６时开
始表达量逐渐上升，９时达到最高水平，为 ０时的
３０．２９倍，之后一直维持高表达水平，１８时表达量开
始下降，但２１时的表达量仍是０时的１３．１９倍。

图５　白桦ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与ＢｐＴＯＣ１近日节律变化

２．６　非生物胁迫诱导ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与 ＢｐＴＯＣ１表
达模式分析

　　在 ２０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｃｄ、４℃和 ２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ处理下，ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与 ＢｐＴＯＣ１响应时间、程
度各有不同，但均有不同程度的上调表达。

ＢｐＬＨＹ基因响应时间较早，表达量均在１２ｈ达

到最高值，分别是对照的７．３１、２３．２９和２４．９０倍；
之后表达量开始下降，９６ｈ表达量均低于对照组，分
别是对照的２．０５％、２．８５％和２．２５％；ＢｐＧＩ基因表
达量在前４８ｈ均高于对照组且呈逐渐增高的趋势，
４８ｈ达到最高值，分别是对照的３．０８、３．０６和２．２８
倍，９６ｈ基因表达量下降并低于对照组；ＢｐＴＯＣ１基
因表达量在２４ｈ前都低于对照组，之后的表达量才
开始上调并高于对照，在４８ｈ达到最高值，分别是
对照的９．３４、７．１４和２．５７倍。

由此可见 ＢｐＬＨＹ对非生物胁迫的响应时间最
早，ＢｐＧＩ次之，最晚的是 ＢｐＴＯＣ１，其转录水平４８ｈ
才开始升高。在响应程度方面，ＢｐＬＨＹ基因表达量
在非生物胁迫下上调幅度最大。总之，白桦节律基

因ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与 ＢｐＴＯＣ１对 Ｃｄ、４℃和 ＮａＣｌ非生
物胁迫均有响应。

２．７　信号分子诱导 ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与 ＢｐＴＯＣ１表达
分析

　　图 ７显示 ＳＡ、ＳＮＰ信号分子诱导下 ＢｐＬＨＹ与
ＢｐＴＯＣ１基因下调表达明显，而 ＢｐＧＩ基因表达量增
加。在ＳＡ与ＳＮＰ诱导下，ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１基因表达
量虽有上下浮动，但总体表现为下调表达。ＢｐＴＯＣ１
表达量在１２ｈ达到最低水平，分别为对照的２４．４％
和２９．９％；ＢｐＬＨＹ表达量分别在９６ｈ、４８ｈ达到最
低点，分别为对照的２．２５％和５．３０％。在 ＳＡ诱导
下，ＢｐＧＩ基因表达量０ ４８ｈ表现为上调表达，１２ｈ
表达量最高，为对照的３．８０倍，之后表达量开始减
少；ＳＮＰ诱导下，ＢｐＧＩ基因表达量逐渐增加，７２ｈ是
达到对照的２．５０倍。

综上，ＳＡ、ＳＮＰ诱导下，ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１基因转
录水平明显降低，ＢｐＬＨＹ表达量甚至会达到对照
１０％以下，而ＢｐＧＩ基因却被上调表达。

３　讨论
生物钟作为一种内源计时系统，使生物可以根

据外界环境的变化调节自身的生理过程，提高生物

的生存及竞争能力［１６］。研究表明，拟南芥生物钟的

中央振荡器是由ＴＯＣ１和 ＬＨＹ／ＣＣＡ１之间的反馈调
节构成，其中ＴＯＣ１、ＬＨＹ的近日节律表达变化与我
们的实验结果类似（图６），即白桦中 ＢｐＬＨＹ基因的
表达量在接近凌晨时达到最高值，之后表达水平不

断下降，傍晚时表达量最低，接近痕量表达；而作为

反应调节蛋白基因的白桦 ＢｐＴＯＣ１基因的表达量在
傍晚时开始增加，夜间保持较高的表达水平，直至白
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图６　非生物胁迫下白桦ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１表达

图７　ＳＡ、ＳＮＰ信号诱导下白桦ＢｐＧＩ、ＢｐＬＨＹ与ＢｐＴＯＣ１表达
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天表达量有所降低。由此可见白桦 ＢｐＬＨＹ与 Ｂｐ
ＴＯＣ１两基因的表达量变化趋势同样表现出昼夜循
环节律且与拟南芥中生物钟的中央振荡器同类基因

的表达模式相吻合，说明白桦 ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１与拟
南芥中同类基因发挥的功能相近，白桦中可能存在

着与拟南芥相似的负反馈调节网络。ＧＩ基因是生
物钟基因输出途径中的一个重要参与者，白桦中Ｂｐ
ＧＩ的表达量在白天一直维持表高水平，夜晚时表达
量下降直至痕量表达。ＢｐＧＩ的表达模式虽与拟南
芥、大麦、洋葱等的ＧＩ的节律表达模式不同，但是同
样表现出了昼夜振荡节律，说明该基因也参与生物

钟的网络调控，这为进一步丰富白桦生物钟ＢｐＧＩ功
能的研究奠定了基础。

植物中受生物钟调控的基因，约有 ６８％与渗
透、盐、冷、热以及氧化胁迫有关［１７］，即生物钟可以

在可预期的环境胁迫下调节相关基因的表达。当植

物受到氧化胁迫时，ＣＣＡ１基因能够上调 ＲＯＳ基因
的表达，这种调控与 ＣＣＡ１的表达量关系密切［１８］。

ＴＯＣ１在干旱胁迫信号途径和生物钟之间起到分子
开关的作用［１９］，与 ＴＯＣ１同一家族的 ＰＲＲ５／ＰＲＲ７／
ＰＲＲ９分别在植物适应低温、高温、和干旱胁迫中起
到关键作用，ＧＩ在植物生长发育和环境适应方面也
起着重要作用，如调控植物耐冷和耐热响应［２０－２２］。

本文的结果同样显示（图７），白桦悬浮细胞在 ｃｄ、
４℃、ＮａＣｌ处理后 ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１、ＢｐＧＩ基因都有上
调表达，值得注意的是 ＢｐＬＨＹ基因响应时间最早，
并且转录水平能够达到对照的２０倍以上，ＢｐＧＩ基
因作为生物钟输出途径的一员，其在４８ｈ对非生物
胁迫也做出响应。虽然三种生物钟基因的响应时间

不同，但足以说明ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１与ＢｐＧＩ在白桦非
生物胁迫应答中起到重要作用。

水杨酸（ＳＡ）和一氧化氮（ＮＯ）都是能够诱导植
物对非生物胁迫反应的抗逆信号分子，可诱导或增

强抗氧化酶系统活性，进而清除体内过量的活性氧

（ＲＯＳ），减少细胞的脂质过氧化，增强植物在干旱、
盐、低温、高温及重金属等非生物逆境下的生存能

力。本研究中，白桦悬浮细胞经 ＳＮＰ、ＳＡ处理后，除
ＳＮＰ处理后的６ｈ的 ＢｐＬＨＹ基因表达量上调之外，
其他时间段 ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１基因均下调表达，当白
桦受到非生物胁迫时，ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１基因表达量
增加（图７），推测原因为白桦在受到外界环境胁迫
时，ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１基因表达量增加，通过调控或协
同来增强抗氧化物代谢途径来缓解胁迫损伤；而当

外源ＳＡ、ＳＮＰ加入后，诱导或增强了抗氧化酶系统
活性，这也是研究中白桦 ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１表达量下
调的可能原因。

４　结论
综上所述，本研究分析了白桦生物钟基因 ＢｐＬ

ＨＹ、ＢｐＴＯＣ１与 ＢｐＧＩ的昼夜表达模式，进一步解释
了重金属镉、低温、盐非生物胁迫及 ＳＡ、ＳＮＰ诱导下
白桦ＢｐＬＨＹ、ＢｐＴＯＣ１、ＢｐＧＩ基因表达特征，白桦存在
类似于拟南芥等植物中的节律基因，这些参与昼夜

节律的基因参与逆境调控。本文为进一步研究白桦

节律基因作用机制提供了依据，同时为深入研究生

物钟在协同调控植物发育和胁迫应答反应中的作用

奠定了基础。
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