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　　ｂＨＬＨ（ｂａｓｉｃＨｅｌｉｘＬｏｏｐＨｅｌｉｘ，碱性螺旋环螺
旋）转录因子是植物中广泛存在的一类大的转录因

子家族，其结构域由约６０个氨基酸组成，包含 Ｎ端
碱性区域和 Ｃ端螺旋环螺旋区域［１－３］。目前研究

发现，ｂＨＬＨ 转 录 因 子 主 要 通 过 识 别 Ｅｂｏｘ

（ＣＡＮＮＴＧ）来调控下游靶基因，Ｅｂｏｘ的形式多种多
样，其中，Ｇｂｏｘ（ＣＡＣＧＴＧ）最常见［４－５］。已有研究

表明，ｂＨＬＨ转录因子在植物生长发育、逆境反应、
信号转导等一系列过程中起重要作用［１，６］，如，

ｂＨＬＨｓ参与雌蕊发育［７］、花期控制［８］、根毛的分
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化［９］、花器官和叶腋分生组织形成［１０］、光信号途

径［１１］、油菜素内酯和脱落酸信号传导［１２］。其中，

ｂＨＬＨ对抗逆的调控作用尤其值得关注，目前已经
发现和鉴定了多种环境胁迫应答的 ｂＨＬＨ转录因
子，并发现ｂＨＬＨ转录因子在植物抗逆方面的调控
作用，如，拟南芥ｂＨＬＨ１２２能够调控气孔的开度，抑
制水分散失速率，同时抑制 ＡＢＡ的分解，能够调控
拟南芥的抗旱、耐盐能力［２］；拟南芥ｂＨＬＨ９２转录因
子参与调控干旱和渗透胁迫响应［１３］；拟南芥 ＩＣＥ１
基因正向调控冷害响应过程［１４］。ｂＨＬＨ 蛋白
（ＪＡＭ１）可负调控茉莉酸（ＪＡ）信号途径，在 ＪＡ介导
的植物应激反应中起到举足轻重的作用［１５］。水稻

ＯｓｂＨＬＨ１４８基因在抗旱过程中作为一个起始应答因
子调节受ＪＡ调节的基因的表达［１６］。拟南芥中过表

达ＯｒｂＨＬＨ２或 ＯｒｂＨＬＨ００１基因提高了拟南芥的耐
盐、抗冷和渗透胁迫能力［１７］。小麦 ＴａｂＨＬＨ１基因主
要通过ＡＢＡ依赖途径在植物的抗渗透胁迫中起到
至关重要的作用［１８］。上述研究表明，ｂＨＬＨ转录因
子在调控植物抗逆过程中起重要作用。

刚毛柽柳（ＴａｍａｒｉｘｈｉｓｐｉｄａＷｉｌｌｄ．）属柽柳科柽
柳属植物，是盐生木本植物，灌木或小乔木。柽柳具

有很强的耐盐碱、干旱和高温能力，是研究木本植物

抗逆分子机理，分离重要耐盐功能基因的理想物种

之一。前期研究工作表明，刚毛柽柳 ＴｈｂＨＬＨ１基因
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＭ１０１０９４）能够响应盐、干旱等
非生物胁迫，且在根、茎及叶器官的表达模式不同；

过表达ＴｈｂＨＬＨ１能够提高柽柳的耐盐、抗旱能力；
利用酵母单杂交技术，鉴定出 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子能
够识别 Ｇｂｏｘ元件，并且在盐或干旱胁迫下，Ｔｈ
ｂＨＬＨ１通过结合Ｇｂｏｘ来激活基因表达的能力显著
增强［１９］。为了进一步研究 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子还可
通过识别哪些元件来调控基因的表达，笔者我们利

用以转录因子为中心的酵母单杂交技术（ＴＦｃｅｎ
ｔｅｒｅｄＹ１Ｈ）［２０］，通过对随机 ＤＮＡ文库的筛选，来鉴
定ＴｈｂＨＬＨ１转录因子识别的新元件。本研究将为
鉴定 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子直接调控的下游靶基因奠
定基础。

１　材料与方法
１．１　植物材料

刚毛柽柳种植于沙与草炭土混合物中（比例为

３∶１），取 ２月苗龄植株用于实验研究。小叶烟草
（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）种植于草炭土∶蛭石∶珍珠岩

混合物中（比例为３∶１∶１），取６周苗龄植株用于实验
研究。植物材料置于温度（２２±２）℃、相对湿度
６５％ ７５％、光照强度４００μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１、光周期
１６ｈ光照／８ｈ黑暗的人工气候室培养。
１．２　ＴｈｂＨＬＨ１酵母表达载体的构建

在ＴｈｂＨＬＨ１基因的５’端和３’端分别引入 Ｓｍａ
Ｉ线性化的 ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２载体的同源序列，设计引
物（表 １）。以柽柳 ｃＤＮＡ为模板，扩增出含有
ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２载体同源序列的 ＴｈｂＨＬＨ１基因，将其
用同源融合方法连接到 ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２载体上，构建
ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ＴｈｂＨＬＨ１酵母表达载体。
表１　构建ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ＴｈｂＨＬＨ１载体引物序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ＴｈｂＨＬＨ１

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列（５’３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）

Ｒｅｃ２ＴｈｂＨＬＨ１Ｆ
ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＧＧＣＣＡＴＴＡ
ＴＧＧＣＣＣＡＴＧＧＣＴＡＡＴＡＡＴＣＣＡＧＧＡＧ

Ｒｅｃ２ＴｈｂＨＬＨ１Ｒ
ＴＣＴＡＧＡＧＧＣＣＧＡＧＧＣＧＧＣＣＧＡＣＡＴＧＴＴＡＴＧＡ
ＡＡＧＧＧＧＡＴＴＴＧＴＣ

　　注：　为ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２载体的同源序列。
Ｎｏｔｅ：　 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ｖｅｃ

ｔｏｒ．

１．３　随机ＤＮＡ文库的构建
根据酵母单杂交系统（ＢＤＭａｔｃｈｍａｋｅｒＴＭＯｎｅ

ＨｙｂｒｉｄＬｉｂｒａｒｙＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ＆ＳｃｒｅｅｎｉｎｇＫｉｔ．Ｃｌｏｎ
ｔｅｃｈ，ＰａｌｏＡｌｔａ，ＣＡ，ＵＳＡ）中酵母报告载体 ｐＨＩＳ２
的序列，设计 Ｙ１和 Ｙ２两条简并引物，一条特异性
引物Ｙ３（表２），分别以Ｙ１和Ｙ２为模板，Ｙ３为引物
进行ＰＣＲ扩增（图１）。将扩增产物连接到ｐＨＩＳ２载
体上，构建随机 ＤＮＡ文库，具体方法见参考文献
［２０］。

表２　构建随机ＤＮＡ文库引物序列
Ｔａｂｌｅ２　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇａｒａｎｄｏｍｓｈｏｒｔ

ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎｌｉｂｒａｒｙ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列（５’－３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

Ｙ１  ＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＧＡＡＴＴＣＣＣＡＮＮＮＮＮＮＣＧＧＧＧＡＧＣＴＣ

ＡＣＧＣＧＴＴＣＧＣＧＡ

Ｙ２  ＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＧＡＡＴＴＣＣＣＹＮＮＮＮＮＮＣＧＧＧＧＡＧＣＴＣ

ＡＣＧＣＧＴＴＣＧＣＧＡ
Ｙ３ ＣＧＣＧＡＡＣＧＣＧＴＧＡＧＣＴＣ

　　注：　为ＳｍａＩ线性化ｐＨＩＳ２载体两端的序列，　为随机ＤＮＡ序
列，Ｎ：Ａ／Ｇ／Ｃ／Ｔ；Ｙ：Ｃ／Ｔ

Ｎｏｔｅ：　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｎｂｏｔｈｅｎｄｓｏｆｔｈｅＳｍａＩｌｉｎｅａｒ
ｉｚｅｄｐＨＩＳ２ｖｅｃｔｏｒ，　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｒａｎｄｏｍＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，Ｎ：Ａ／Ｇ／Ｃ／Ｔ；Ｙ：Ｃ／Ｔ

１．４　酵母表达载体与随机ＤＮＡ文库共转化酵母
按照酵母单杂交系统操作说明书进行 Ｙ１８７酵

３４
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图１　随机ＤＮＡ序列构建示意图

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇａｒａｎｄｏｍＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ．

母感受态细胞的制备。将效应载体 ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２
ＴｈｂＨＬＨ１和随机 ＤＮＡ文库共转化 Ｙ１８７酵母感受
态细胞，筛选柽柳ＴｈｂＨＬＨ１转录因子识别的顺式作
用元件。具体方法如下：向５００μＬＹ１８７酵母感受
态细胞中加入 ２μｇ效应载体 ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２Ｔｈ
ｂＨＬＨ１和１．５μｇ随机ＤＮＡ文库质粒，共转化 Ｙ１８７
酵母感受态细胞。将转化后的产物分别涂布于

ＳＤ／Ｔｒｐ、ＳＤ／Ｌｅｕ、ＳＤ／Ｌｅｕ／Ｔｒｐ（ＤＤＯ）和 ＳＤ／
Ｈｉｓ／Ｌｅｕ／Ｔｒｐ（ＴＤＯ）＋３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１３ＡＴ的筛选
培养基上，３０℃倒置培养３ ５ｄ。
１．５　阳性克隆的互作分析

挑取ＴＤＯ＋３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１３ＡＴ筛选培养基上
的阳性克隆菌落，于 ＴＤＯ液体培养基中 ３０℃震荡
（２５０ｒ·ｍｉｎ－１）培养１ ２ｄ；提取酵母质粒，转化大
肠杆菌，提取质粒进行测序。测序结果与 ｐＨＩＳ２载
体序列进行比对，获得 ｐＨＩＳ２载体插入的 ＤＮＡ序
列，然后通过 ＰＬＡＣＥ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／
ＰＬＡＣＥ／）和 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．
ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）分析插入序列中
是否含有已知的顺式作用元件。

将顺式作用元件及其突变元件的寡核苷酸片段

３次串联，构建到 ｐＨＩＳ２载体上，引物见表３。将构
建好的效应载体（ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ＴｈｂＨＬＨ１）和重组
报告载体（ｐＨＩＳ２Ｃｉｓ）共转化 Ｙ１８７酵母感受态细
胞，转化后的酵母分别涂布于 ＤＤＯ和 ＴＤＯ＋３０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１３ＡＴ固体培养基上，３０℃倒置培养３ ５
ｄ。挑取阳性克隆菌落，于 ＴＤＯ液体培养基中３０℃
震荡培养１ ２ｄ，将菌液分别稀释１０、１００、１０００、
１００００倍，取２μＬ点于 ＴＤＯ＋３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１３ＡＴ
培养基上，３０℃倒置培养２ ３ｄ，拍照。
１．６　报告载体与效应载体的构建

将顺式作用元件及其突变元件的寡核苷酸片段

３次串联，与 ＣａＭＶ３５Ｓｍｉｎｉｍａｌｐｒｏｍｏｔｅｒ（４６ｂｐ）连
接，引入ＨｉｎｄⅢ和ＮｃｏⅠ酶切位点，进行 ＤＮＡ序列
合成。将合成的序列定向连接到 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１载
体上，分别构建报告载体ｐＣＡＭＬＴＲＥ１、ｐＣＡＭＬ１Ｍ７、
ｐＣＡＭＷＲＫＹ７１０Ｓ和ｐＣＡＭＷＭ７（图２Ａ，引物见表

表３　构建酵母报告载体ｐＨＩＳ２Ｃｉｓ引物序列
Ｔａｂｌｅ３　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇｐＨＩＳ２Ｃｉｓ

ｙｅａｓｔｒｅｐｏｒｔｅｒｖｅｃｔｏｒｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列（５’３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）

ｐＨＩＳ２ＬＴＲＥ１Ｆ ＡＡＴＴＣＣＣＧＡＡＡＣＣＧＡＡＡＣＣＧＡＡＡＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２ＬＴＲＥ１Ｒ ＣＴＴＴＣＧＧＴＴＴＣＧＧＴＴＴＣＧＧＧ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ１Ｆ ＡＡＴＴＣＡＡＧＡＡＡＡＡＧＡＡＡＡＡＧＡＡＡＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ１Ｒ ＣＴＴＴＣＴＴＴＴＴＣＴＴＴＴＴＣＴＴＧ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ２Ｆ ＡＡＴＴＣＣＣＡＡＡＡＣＣＡＡＡＡＣＣＡＡＡＡＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ２Ｒ ＣＴＴＴＴＧＧＴＴＴＴＧＧＴＴＴＴＧＧＧ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ３Ｆ ＡＡＴＴＣＣＣＧＣＣＡＣＣＧＣＣＡＣＣＧＣＣＡＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ３Ｒ ＣＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧＧ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ４Ｆ ＡＡＴＴＣＣＣＧＡＡＣＣＣＧＡＡＣＣＣＧＡＡＣＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ４Ｒ ＣＧＴＴＣＧＧＧＴＴＣＧＧＧＴＴＣＧＧＧ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ５Ｆ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ５Ｒ ＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ６Ｆ ＡＡＴＴＣＣＣＧＣＣＣＣＣＧＣＣＣＣＣＧＣＣＣＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ６Ｒ ＣＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＧＧＧ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ７Ｆ ＡＡＴＴＣＡＡＡＣＣＣＡＡＡＣＣＣＡＡＡＣＣＣＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ７Ｒ ＣＧＧＧＴＴＴＧＧＧＴＴＴＧＧＧＴＴＴＧ
ｐＨＩＳ２ＷＲＫＹ７１０ＳＦ ＡＡＴＴＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２ＷＲＫＹ７１０ＳＲ ＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＣＡＧ
ｐＨＩＳ２ＷＭ１Ｆ ＡＡＴＴＣＣＧＡＣＣＧＡＣＣＧＡＣＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２ＷＭ１Ｒ ＣＧＴＣＧＧＴＣＧＧＴＣＧＧ
ｐＨＩＳ２ＷＭ２Ｆ ＡＡＴＴＣＴＡＡＣＴＡＡＣＴＡＡＣＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２ＷＭ２Ｒ ＣＧＴＴＡＧＴＴＡＧＴＴＡＧ
ｐＨＩＳ２ＷＭ３Ｆ ＡＡＴＴＣＴＧＣＣＴＧＣＣＴＧＣＣＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２ＷＭ３Ｒ ＣＧＧＣＡＧＧＣＡＧＧＣＡＧ
ｐＨＩＳ２ＷＭ４Ｆ ＡＡＴＴＣＴＧＡＡＴＧＡＡＴＧＡＡＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２ＷＭ４Ｒ ＣＴＴＣＡＴＴＣＡＴＴＣＡＧ
ｐＨＩＳ２ＷＭ５Ｆ ＡＡＴＴＣＣＡＡＣＣＡＡＣＣＡＡＣＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２ＷＭ５Ｒ ＣＧＴＴＧＧＴＴＧＧＴＴＧＧ
ｐＨＩＳ２ＷＭ６Ｆ ＡＡＴＴＣＴＧＣＡＴＧＣＡＴＧＣＡＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２ＷＭ６Ｒ ＣＴＧＣＡＴＧＣＡＴＧＣＡＧ
ｐＨＩＳ２ＷＭ７Ｆ ＡＡＴＴＣＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＧＡＧＣＴ
ｐＨＩＳ２ＷＭ７Ｒ ＣＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＧ

　　注：　为粘性末端。　Ｎｏｔｅ：　 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓｔｉｃｋｙｅｎｄｓ．

４），ｐＣＡＭＧｂｏｘ、ｐＣＡＭＧＭ７载体为本实验室构建
保存，上述报告载体统称为 ｐＣＡＭＣｉｓ。将 ＴｈｂＨＬＨ１
基因定向连接到 ｐＲＯＫⅡ表达载体上，构建效应载
体ｐＲＯＫⅡＴｈｂＨＬＨ１（图２Ａ，引物见表４）。
１．７　瞬时转化烟草验证 ＴｈｂＨＬＨ１与顺式作用元
件结合

　　选取约２ｃｍ×２ｃｍ大小的烟草叶片，背面向上
平铺于１／２ＭＳ培养基上，暗培养２ｄ，备用。将构建
的报告载体（ｐＣＡＭＣｉｓ）、效应载体（３５Ｓ∶ＴｈｂＨＬＨ１）
及３５Ｓ∶ＬＵＣ质粒混合（２∶２∶１），按照 ＰＤＳ１０００基因
枪操作法瞬时转化烟草叶片，将转化后的烟草置于

人工气候室中暗培养４８ｈ，分别测定ＧＵＳ和ＬＵＣ酶
活，计算ＧＵＳ／ＬＵＣ比值，方法参见Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ等 ［２１］。

４４
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　　Ａ：报告载体及效应载体构建示意图；Ｂ：ＧＵＳ酶活分析盐及

干旱胁迫下ＴｈｂＨＬＨ１对 Ｇｂｏｘ、ＬＴＲＥ１及 ＷＲＫＹ７１０Ｓ元件的识

别能力。

Ａ：ＤｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｎｄｅｆｆｅｃｔｏｒｖｅｃｔｏｒｓｕｓｅｄｉｎＧＵＳａｃ

ｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓ．Ｂ：ＧＵＳａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇａｆｆｉｎｉｔｙｏｆＴｈ

ｂＨＬＨ１ｔｏＧｂｏｘ，ＬＴＲＥ１ｏｒＷＲＫＹ７１０Ｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓａｌｔｏｒ

ｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ．

图２　盐、干旱胁迫下ＴｈｂＨＬＨ１对Ｇｂｏｘ、ＬＴＲＥ１及

ＷＲＫＹ７１０Ｓ元件的识别能力

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｂｉｎｄｉｎｇａｆｆｉｎｉｔｙｏｆＴｈｂＨＬＨ１ｔｏＧｂｏｘ，ＬＴＲＥ１ｏｒ

ＷＲＫＹ７１０Ｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓａｌｔｏｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ．

表４　构建报告载体及效应载体引物序列
Ｔａｂｌｅ４　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇｒｅｐｏｒｔｅｒ

ａｎｄｅｆｆｅｃｔｏｒｖｅｃｔｏｒｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列（５’３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）

ｐＣＡＭＬＴＲＥ１Ｆ
ＡＧＣＴＴＣＣＧＡＡＡＣＣＧＡＡＡＣＣＧＡＡＡＡＣＣＣＴＴＣ
ＣＴＣＴＡＴＡＴＡＡＧＧＡＡＧＴＴＣＡＴＴＴＣＡＴＴＴＧＧＡＧ
ＡＧＡＡＣＡＣＧＧＣ

ｐＣＡＭＬＴＲＥ１Ｒ
ＣＡＴＧＧＣＣＧＴＧＴＴＣＴＣＴＣＣＡＡＡＴＧＡＡＡＴＧＡＡ
ＣＴＴＣＣＴＴＡＴＡＴＡＧＡＧＧＡＡＧＧＧＴＴＴＴＣＧＧＴＴＴ
ＣＧＧＴＴＴＣＧＧＡ

ｐＣＡＭＬ１Ｍ７Ｆ
ＡＧＣＴＴＡＡＡＣＣＣＡＡＡＣＣＣＡＡＡＣＣＣＡＣＣＣＴＴＣＣ
ＴＣＴＡＴＡＴＡＡＧＧＡＡＧＴＴＣＡＴＴＴＣＡＴＴＴＧＧＡＧＡ
ＧＡＡＣＡＣＧＧＣ

ｐＣＡＭＬ１Ｍ７Ｒ
ＣＡＴＧＧＣＣＧＴＧＴＴＣＴＣＴＣＣＡＡＡＴＧＡＡＡＴＧＡＡＣ
ＴＴＣＣＴＴＡＴＡＴＡＧＡＧＧＡＡＧＧＧＴＧＧＧＴＴＴＧＧＧＴ
ＴＴＧＧＧＴＴＴＡ

ｐＣＡＭＷＲＫＹ７１０ＳＦ
ＡＧＣＴＴＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＡＣＣＣＴＴＣＣＴＣＴＡＴＡ
ＴＡＡＧＧＡＡＧＴＴＣＡＴＴＴＣＡＴＴＴＧＧＡＧＡＧＡＡＣＡ
ＣＧＧＣ

ｐＣＡＭＷＲＫＹ７１０ＳＲ
ＣＡＴＧＧＣＣＧＴＧＴＴＣＴＣＴＣＣＡＡＡＴＧＡＡＡＴＧＡＡ
ＣＴＴＣＣＴＴＡＴＡＴＡＧＡＧＧＡＡＧＧＧＴＧＴＣＡＧＴＣＡ
ＧＴＣＡＡ

ｐＣＡＭＷＭ７Ｆ
ＡＧＣＴＴＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＡＣＣＣＴＴＣＣＴＣＴＡＴＡ
ＴＡＡＧＧＡＡＧＴＴＣＡＴＴＴＣＡＴＴＴＧＧＡＧＡＧＡＡＣＡ
ＣＧＧＣ

ｐＣＡＭＷＭ７Ｒ
ＣＡＴＧＧＣＣＧＴＧＴＴＣＴＣＴＣＣＡＡＡＴＧＡＡＡＴＧＡＡＣ
ＴＴＣＣＴＴＡＴＡＴＡＧＡＧＧＡＡＧＧＧＴＴＧＴＧＴＧＴＧＴ
ＧＴＧＡ

ｐＲＯＫⅡＴｈｂＨＬＨ１Ｆ ＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＣＣＡＴＧＧＣＴＡＡＴＡＡＴＣＣＡＧ
ＧＡＧＡＴＧ

ｐＲＯＫⅡＴｈｂＨＬＨ１Ｒ ＴＣＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＣＴＴＡＴＧＡＡＡＧＧＧＧＡＴＴＴ
ＧＴＣＴＣＡＧ

　　注：　为粘性末端，　为ＳｍａＩ线性化ｐＲＯＫⅡ载体两端的序列。Ｎｏｔｅ：　 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓｔｉｃｋｙｅｎｄｓ，　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｎｂｏｔｈｅｎｄｓｏｆｔｈｅＳｍａＩｌｉｎｅａｒｉｚｅｄｐＲＯＫⅡ ｖｅｃｔｏｒ．

２　结果与分析
２．１　酵母表达载体与随机ＤＮＡ文库的获得

ＴｈｂＨＬＨ１基因用同源融合的方法连接到
ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２载体上。菌落ＰＣＲ结果显示：扩增条
带特异且大小与预期一致（图 ３）。用 ｐＧＡＤＴ７
Ｒｅｃ２Ｆ／Ｒ载体引物进行测序，确定 ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２
ＴｈｂＨＬＨ１酵母效应载体构建成功。

根据酵母报告载体ｐＨＩＳ２序列设计的Ｙ１和Ｙ２
引 物 中 包 含 ７ 碱 基 序 列：“ＡＮＮＮＮＮＮ”、
“ＴＮＮＮＮＮＮ”、“ＣＮＮＮＮＮＮ”和“ＧＮＮＮＮＮＮ”（反补
序列为Ｙ２中的“ＮＮＮＮＮＮＣ”）；也包含８碱基序列：
“ＡＮＮＮＮＮＮＣ”、“ＣＮＮＮＮＮＮＣ”和“ＴＮＮＮＮＮＮＣ”。
因此，理论上利用酵母单杂交系统筛选上述随机

ＤＮＡ文库，能鉴定出 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子所识别的

不超过７或８个碱基的任意 ＤＮＡ序列。将 ＰＣＲ产
物连接到ｐＨＩＳ２载体上，收集所有阳性克隆提取质
粒，即为随机ＤＮＡ文库。

　　Ｍ：ＤＬ２０００标准分子量；１ ３：阳性转化子

Ｍ：ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１ ３：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

图３　ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ＴｈｂＨＬＨ１载体构建菌落ＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ＴｈｂＨＬＨ１ｖｅｃｔｏｒ

２．２　ＤＮＡ文库筛选和识别序列鉴定
为了鉴定 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子识别的 ＤＮＡ序

列，将酵母效应表达载体（ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ＴｈｂＨＬＨ１）

５４
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与随机ＤＮＡ文库质粒共转化酵母，通过酵母单杂交
系统进行筛选，在 ＴＤＯ＋３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１３ＡＴ培养
基上共获得６个阳性克隆菌落，经ＴＤＯ＋５０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１３ＡＴ培养基进一步筛选后，有２个克隆可正常
生长，且长势与阳性对照（ｐ５３ＨＩＳ２／ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２
ｐ５３）的长势一致，即克隆２和５；其余４个克隆则无
法正常生长（图４）。因此，笔者进一步研究这２个
阳性克隆。通过酵母质粒提取试剂盒提取酵母质

粒，将其转化大肠杆菌感受态细胞，选取阳性克隆进

行测序，将测序结果与ｐＨＩＳ２载体序列进行比对，获
得２个插入 ＤＮＡ序列。通过 ＰＬＡＣＥ和 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
对获得序列进行顺式作用元件预测，来分析 Ｔｈ
ｂＨＬＨ１转录因子所识别的顺式作用元件，结果见表
５，其中，“ＣＣＣＣＣＣＧＡＡＡＣＧＧＧ”包含 ＬＴＲＥ１元件
（ＣＣＧＡＡＡ）； “ＣＣＣＣＧＣＴＧＡＣＣＧＧＧ” 包 含

ＷＲＫＹ７１０Ｓ元件（ＴＧＡＣ）。
２．３　酵母单杂交鉴定 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子所识别
的顺式作用元件

　　将效应载体（ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ＴｈｂＨＬＨ１）分别和
ｐＨＩＳ２ＬＴＲＥ１、ｐＨＩＳ２ＷＲＫＹ７１０Ｓ及其 突 变 载 体
（ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ１７、ｐＨＩＳ２ＷＭ１７）共转化酵母，通过
ＤＤＯ和ＴＤＯ＋３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１３ＡＴ固体培养基３０℃
倒置培养３ ５ｄ。挑取 ＤＤＯ或 ＴＤＯ＋３０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１３ＡＴ上生长的酵母菌落接种于 ＤＤＯ或 ＴＤＯ液
体培养基中，３０℃震荡培养至 ＯＤ６００＝０．８ １．０，菌
液适当稀释后取２μＬ，分别点于 ＤＤＯ和 ＴＤＯ＋５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１３ＡＴ固体筛选培养基上，３０℃倒置培养
２ ３ｄ，结果（图 ５Ａ、Ｂ）表明：ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２Ｔｈ
ｂＨＬＨ１分别与 ｐＨＩＳ２ＬＴＲＥ１或 ｐＨＩＳ２ＷＲＫＹ７１０Ｓ
共转化的酵母在含有 ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１３ＡＴ的
ＴＤＯ筛选培养基上可正常生长，且长势与阳性对照

表５　ＴｈｂＨＬＨ１转录因子识别的插入序列分析
Ｔａｂｌｅ５　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｉｎｄ

ｔｏＴｈｂＨＬＨ１
随机ＤＮＡ插入序列 （５′－３′）
ＲａｎｄｏｍＤＮＡｉｎｓｅｒｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）

元件预测

Ｍｏｔｉｆｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＣＣＣＣＣＣＧＡＡＡＣＧＧＧ ＬＴＲＥ１：“ＣＣＧＡＡＡ” ［２２］

ＣＣＣＣＧＣＴＧＡＣＣＧＧＧ ＷＲＫＹ７１０Ｓ：“ＴＧＡＣ” ［２３］

　　注：　为文库的插入序列，左侧的ＣＣＣ及右侧的 ＧＧＧ为载体侧
翼序列，因为载体序列也可能和插入序列形成新的元件，所以要考虑

左右两端各３个碱基的插入序列。
Ｎｏｔｅ：　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｌｉｂｒａｒｙ，ｔｈｅｌｅｆｔ

ＣＣＣａｎｄｔｈｅｒｉｇｈｔＧＧＧａｒｅｔｈｅｖｅｃｔｏｒｆｌａｎｋｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｔｈｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｂａｓｅｓｏｎｔｈｅｌｅｆｔａｎｄｒｉｇｈｔｓｉｄｅｓｓｈｏｕｌｄｂｅｃｏｎｓｉｄ
ｅｒｅｄ，ｂｅｃａｕｓｅｔｈｅｖｅｃｔｏｒｓｅｑｕｅｎｃｅｍａｙａｌｓｏｆｏｒｍｎｅｗｍｏｔｉｆｓｗｉｔｈｔｈｅｉｎ
ｓｅｒｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．

　　ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ：ｐ５３ＨＩＳ２／ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ｐ５３；

ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ：ｐ５３ＨＩＳ２／ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ＴｈｂＨＬＨ１．

图４　ＴｈｂＨＬＨ１转录因子筛选随机ＤＮＡ文库结果

Ｆｉｇ．４　ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆＴｈｂＨＬＨ１ｗｉｔｈｔｈｅｒａｎｄｏｍＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｌｉｂｒａｒｙ．

（ｐ５３ＨＩＳ２／ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ｐ５３）的长势一致。ＬＴＲＥ１
元件不同碱基位点突变的报告载体（ｐＨＩＳ２Ｌ１Ｍ１
７）与ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２ＴｈｂＨＬＨ１共转化的酵母在含５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１３ＡＴ的 ＴＤＯ筛选培养基上均长势较弱
或无法正常生长；而 ＷＲＫＹ７１０Ｓ元件不同碱基位点
突变的报告载体（ｐＨＩＳ２ＷＭ１７）与 ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ２
ＴｈｂＨＬＨ１共转化的酵母在含５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１３ＡＴ的
ＴＤＯ筛选培养基上均无法正常生长。上述结果表
明：ＴｈｂＨＬＨ１转录因子可识别ＬＴＲＥ１和ＷＲＫＹ７１０Ｓ
顺式作用元件。

２．４　瞬时转化烟草鉴定 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子所识
别的顺式作用元件

　　为了验证在植物体内 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子对
ＬＴＲＥ１和ＷＲＫＹ７１０Ｓ元件的识别能力，通过基因枪
法将报告载体 （ｐＣＡＭＣｉｓ）、效应载体 （３５Ｓ∶
ＴｈｂＨＬＨ１）及３５ＳＬＵＣ质粒共转化烟草叶片，通过测
定ＧＵＳ和ＬＵＣ酶活性，计算 ＧＵＳ／ＬＵＣ比值来均一
化遗传转化效率，结果见图２Ｂ。效应载体（３５Ｓ∶Ｔｈ
ｂＨＬＨ１）分别与报告载体 ｐＣＡＭＧｂｏｘ、ＬＴＲＥ１及
ＷＲＫＹ７１０Ｓ共转化烟草叶片，其 ＧＵＳ／ＬＵＣ的比值
较高，且在盐和干旱胁迫条件下，ＧＵＳ／ＬＵＣ比值显
著增加，与阳性对照值（单独转化 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１）相
比，说明ＧＵＳ基因大量表达；而ｐＲＯＫＩＩＴｈｂＨＬＨ１分
别与上述元件的突变元件共转化烟草，则 ＧＵＳ／ＬＵＣ
值较低，且在盐和干旱胁迫条件下ＧＵＳ／ＬＵＣ值无明
显变化，与阴性对照值（单独转化报告载体 ｐＣＡＭ
Ｃｉｓ）基本一致，说明 ＧＵＳ基因未表达。上述结果表
明：在盐和干旱胁迫条件下，ＴｈｂＨＬＨ１能够识别 Ｇ
ｂｏｘ、ＬＴＲＥ１和ＷＲＫＹ７１０Ｓ元件来激活基因的表达，
而不能与其突变元件结合来激活基因的表达（图

２Ｂ），该结果与酵母单杂交结果一致，说明在植物体
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图５　ＴｈｂＨＬＨ１对ＬＴＲＥ１和ＷＲＫＹ７１０Ｓ元件的识别结果

Ｆｉｇ．５　ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆＴｈｂＨＬＨ１ｗｉｔｈｔｈｅＬＴＲＥ１ａｎｄ

ＷＲＫＹ７１０Ｓｍｏｔｉｆｓ．

内ＴｈｂＨＬＨ１转录因子除识别 Ｇｂｏｘ元件外，还可识
别ＬＴＲＥ１和ＷＲＫＹ７１０Ｓ元件。

３　讨论
转录因子在响应由环境因素引起的基因表达调

控方面发挥着重要的作用［２４］。它能够通过特异的

ＤＮＡ蛋白质、蛋白质蛋白质之间的相互作用，调节
下游靶基因的表达，从而抵御外界环境胁迫［２５－２６］。

ｂＨＬＨ转录因子通过识别 Ｇｂｏｘ元件参与植物非生
物胁迫的应答，在植物的抗逆过程中起重要作

用［４－５］，而 对 ｂＨＬＨ 转 录 因 子 识 别 ＬＴＲＥ１和
ＷＲＫＹ７１０Ｓ元件参与植物非生物胁迫的应答未见报
道。在前期的研究工作中，笔者鉴定出柽柳 Ｔｈ

ｂＨＬＨ１转录因子可识别 Ｇｂｏｘ元件，并且在盐或干
旱胁迫下，ＴｈｂＨＬＨ１通过结合 Ｇｂｏｘ元件来激活基
因表达的能力显著增强［１９］。本研究通过 ＴＦＣｅｎ
ｔｅｒｅｄＹ１Ｈ技术［２０］鉴定出 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子可识
别ＬＴＲＥ１和ＷＲＫＹ７１０Ｓ顺式作用元件（图５），为了
验证在植物体内 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子能够识别上述
元件，本研究利用共转化 ｒｅｐｏｒｔｅｒ和 ｅｆｆｅｃｔｏｒ法对烟
草叶片进行瞬时转化。在盐或干旱胁迫条件下，进

行ＧＵＳ酶活测定及分析，发现ＴｈｂＨＬＨ１与Ｇｂｏｘ元
件结合后对基因的转录激活能力最强，与 ＬＴＲＥ１元
件结合后对基因的转录激活能力最弱（图２Ｂ）。这
些数据表明，在植物体内ＴｈｂＨＬＨ１转录因子可通过
识别 Ｇｂｏｘ、ＷＲＫＹ７１０Ｓ及 ＬＴＲＥ１顺式作用元件来
激活基因表达。

Ｄｕｎｎ等［２２］鉴定出大麦（ＨｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅＬ．）低
温响应基因（ｂｌｔ４．９）启动子中的 ＬＴＲＥ１（ＣＣＧＡＡＡ）
元件，该元件参与大麦 ｂｌｔ４．９基因的低温应答。
Ｘｕｅ［２７］研究发现，ＨｖＣＢＦ１转录因子通过结合
ＬＴＲＥ１５（ＣＣＧＡＣ）和 ＬＴＲＥ１（ＣＣＧＡＡＡ）元件来调控
大麦中的冷应答基因。Ｍａｔｔｏｎ等［２３］鉴定出马铃薯

（ＳｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍＬ．）病程相关基因ＳＴＨ２启动子
中含有ＷＲＫＹ７１０Ｓ（ＴＧＡＣ）元件，该元件参与马铃
薯ＳＴＨ２基因的调控。本研究鉴定出 ＴｈｂＨＬＨ１转
录因子除识别 Ｇｂｏｘ元件外，还可识别 ＬＴＲＥ１和
ＷＲＫＹ７１０Ｓ元件。目前，大量研究表明，ｂＨＬＨ转录
因子通过识别相应的顺式作用元件来参与植物耐寒

途径的调控，如 Ｆｅｎｇ等［２８］从苹果中分离鉴定的一

个低温响应基因 ＭｄＣＩｂＨＬＨ１，该基因能特异结合到
拟南芥ＣＢＦｓ启动子的 ＭＹＣ识别位点并激活其表
达。Ｈｕａｎｇ等［２９］从枳ＰｔｒｂＨＬＨ中克隆到受低温诱导
的基因，发现ＰｔｒｂＨＬＨ可以结合 ＰＯＤ基因启动子区
域中的 Ｅｂｏｘ元件，通过调控 ＰＯＤ介导的 Ｈ２Ｏ２清
除参与植物对冷胁迫信号的应答，来提高过表达烟

草或柠檬的耐寒性。鉴于上述工作，我们推测柽柳

ＴｈｂＨＬＨ１转录因子不仅通过识别Ｇｂｏｘ元件参与植
物耐盐、抗旱途径调控，还可能通过与 ＬＴＲＥ１或
ＷＲＫＹ７１０Ｓ元件结合来调控耐寒、抗病等相关途径。
在后续试验中，笔者将开展 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子耐
寒、抗病等相关研究工作，同时进行逆境胁迫下过表

达及野生型柽柳的转录组测序，找出 ＴｈｂＨＬＨ１转录
因子调控的下游靶基因。通过分析靶基因启动子中

是否含有 Ｇｂｏｘ、ＬＴＲＥ１及 ＷＲＫＹ７１０顺式作用元
件，来鉴定 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子直接调控的下游靶

７４
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基因。

４　结论
本研究通过 ＴＦＣｅｎｔｅｒｅｄＹ１Ｈ技术鉴定出刚毛

柽柳ＴｈｂＨＬＨ１转录因子除识别 Ｇｂｏｘ元件外，还可
识别ＬＴＲＥ１及 ＷＲＫＹ７１０Ｓ顺式作用元件。利用共
转化 ｒｅｐｏｒｔｅｒ和 ｅｆｆｅｃｔｏｒ法对烟草叶片进行瞬时转
化，在盐或干旱胁迫条件下，进行 ＧＵＳ酶活测定及
分析，发现ＴｈｂＨＬＨ１与Ｇｂｏｘ元件结合后对基因的
转录激活能力最强，与ＬＴＲＥ１元件结合后对基因的
转录激活能力最弱。结果表明，在植物体内 Ｔｈ
ｂＨＬＨ１转录因子可通过识别 Ｇｂｏｘ、ＷＲＫＹ７１０Ｓ及
ＬＴＲＥ１顺式作用元件来激活基因表达。本研究为研
究ＴｈｂＨＬＨ１转录因子抗逆功能提供了新思路，为进
一步揭示柽柳 ＴｈｂＨＬＨ１转录因子抗逆分子调控机
制奠定了基础。
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［２２］ＤｕｎｎＭＡ，ＷｈｉｔｅＡＪ，ＶｕｒａｌＳ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｍｏｔｅｒ

ｅｌｅｍｅｎｔｓｉｎａｌｏｗ－ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｇｅｎｅ（ｂｌｔ４．９）ｆｒｏｍｂａｒ

ｌｅｙ（ＨｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅＬ．）［Ｊ］．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，１９９８，３８

（４）：５５１－５６４．

８４
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［２３］ＭａｔｔｏｎＤＰ，ＰｒｅｓｃｏｔｔＧ，ＢｅｒｔｒａｎｄＣ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｉｓ

ａｃｔｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｌａｔ

ｅｄｇｅｎｅＳＴＨ２ｉｎｐｏｔａｔｏ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，１９９３，２２

（２）：２７９－２９１．

［２４］ＣｈｅｎＹＹ，ＬｉＭＹ，ＷｕＸＪ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂａｓｉｃ

ｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘｆａｍｉｌｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｒｏｌｅｉｎｒｅｓｐｏｎ

ｓｅｓｔｏａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｉｎｃａｒｒｏｔ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｒｅｅｄｉｎｇ，２０１５，３５：

１２５．

［２５］杨鹏程，周　波，李玉花．植物花青素合成相关的ｂＨＬＨ转录

因子 ［Ｊ］．植物生理学报，２０１２，４８（８）：７４７－７５８．

［２６］光杨其，宋桂成，张金凤，等．１个新棉花 ｂＨＬＨ类基因 Ｇｈ

ｂＨＬＨ１３０的克隆及表达分析 ［Ｊ］．棉花学报，２０１４，２６（４）：

３６３－３７０．

［２７］ＸｕｅＧＰ．ＡｎＡＰ２ｄｏｍａｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＨｖＣＢＦ１ａｃｔｉｖａｔｅｓｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｌｄｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｇｅｎｅｓｉｎｂａｒｌｅｙｔｈｒｏｕｇｈｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈ

ａ（Ｇ／ａ）（Ｃ／ｔ）ＣＧＡＣｍｏｔｉｆ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２００２，

１５７７：６３－７２．

［２８］ＦｅｎｇＸＭ，ＺｈａｏＱ，ＺｈａｏＬＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｏｌｄｉｎｄｕｃｅｄｂａｓｉｃｈｅｌｉｘ

ｌｏｏｐｈｅｌｉｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｇｅｎｅＭｄＣＩｂＨＬＨ１ｅｎｃｏｄｅｓａｎＩＣＥ

ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｉｎａｐｐｌｅ［Ｊ］．ＢＭＣＰｌａｎｔＢｉｏｌ，２０１２，１２：２２．

［２９］ＨｕａｎｇＸＳ，ＷａｎｇＷ，ＺｈａｎｇＱ，ｅｔａｌ．Ａｂａｓｉｃｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＰｔｒｂＨＬＨ，ｏｆＰｏｎｃｉｒｕｓｔｒｉｆｏｌｉａｔａｃｏｎｆｅｒｓｃｏｌｄ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅａｎｄｍｏｄｕｌａｔｅｓｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｏｆｈｙｄｒｏ

ｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１３，１６２（２）：１１７８－１１９４．

（责任编辑：张　研
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）

欢迎订阅２０１９年《中国农业科学》

《中国农业科学》是由农业部主管、中国农业科学院与中国农学会共同主办的综合性学术期刊，是中文核

心期刊、中国科技核心期刊、中国精品科技期刊、ＣＳＣＤＱ１区期刊、中国权威学术期刊 Ａ＋期刊、中国最具国
际影响力学术期刊，是了解中国农业相关领域科研进展的首选期刊。《中国农业科学》以研究论文、综述、简

报等形式报道农牧业基础科学和应用基础科学最新成果。设有作物遗传育种·种质资源·分子遗传学；耕

作栽培·生理生化·农业信息技术；植物保护；土壤肥料·节水灌溉·农业生态环境；园艺；食品科学与工

程；畜牧·兽医·资源昆虫等栏目。读者对象为国内外农业科研院（所）、大专院校的科研、教学与管理人员。

《中国农业科学》大１６开，每月１、１６日出版，国内外公开发行。每期２００页，定价４９．５０元，全年定价
１１８８．００元。国内统一连续出版物号：ＣＮ１１－１３２８／Ｓ，国际标准连续出版物号：ＩＳＳＮ０５７８－１７５２，邮发代号：２
－１３８，国外代号：ＢＭ４３。
《中国农业科学》全国各地邮局均可订阅，也可直接向编辑部订购。

邮编：１０００８１；地址：北京中关村南大街１２号《中国农业科学》编辑部
电话：０１０－８２１０９８０８，８２１０６２８１；传真：０１０－８２１０６２４７
网址：ｗｗｗ．ＣｈｉｎａＡｇｒｉＳｃｉ．ｃｏｍ；Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｇｎｙｋｘ＠ｃａａｓ．ｃｎ
联系人：林鉴非
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