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摘　 要： ｂＨＬＨ 转录因子在植物的生长发育、胁迫应答和次生代谢中具有重要的调控作用。 该研究通过

ＰＣＲ 技术从银杏（Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ）叶中分离得到了一个 ｂＨＬＨ 基因的 ｃＤＮＡ 序列，并将其命名为 ＧｂｂＨＬＨ９１。
序列分析结果显示扩增的 ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因 ｃＤＮＡ 序列长度为１ ４２５ ｂｐ，开放阅读框是１ ０６５ ｂｐ，编码 ３５４ 个氨

基酸，分子量为 ４０．１ ｋＤａ，等电点为 ８．２０。 系统进化分析结果显示，从用于进化树构建的 ｂＨＬＨ 蛋白质聚类

情况来看，银杏 ＧｂｂＨＬＨ９１ 蛋白与裸子植物油松（Ｐｉｎｕｓ ｔａｂｕｌｉｆｏｒｍｉｓ） ｂＨＬＨ 蛋白亲缘关系最近，且与被子植

物无油樟（Ａｍｂｏｒｅｌｌａ ｔｒｉｃｈｏｐｏｄａ）ｂＨＬＨ 蛋白相似性达到 ６０％，表明该基因在进化过程中相对比较保守。 实时

荧光定量 ＰＣＲ 分析发现银杏 ｂＨＬＨ９１ 基因在银杏的各个组织中均有表达，其中在银杏叶中表达量最高，在
根和茎中基因的表达量次之，在银杏雌花和果中表达量较少，在雄花中的表达水平最低；ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因在

不同发育时期的银杏叶片中，表达量也存在一定的差异，其中在 ４ 月中旬该基因的表达水平达到最高，而后

随着叶片的生长发育，该基因的表达水平呈现下降趋势。 该研究结果为进一步验证 ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因的功能

奠定了前期基础。
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　 　 银杏（Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ）是一种十分古老的珍贵

树种，享有植物界 “活化石”的美誉，银杏用途广

泛，具有重要的观赏、经济和药用等价值。 银杏叶

活性成分主要是类黄酮和萜内酯。 类黄酮作为植

物次生代谢主要成分之一，在植物体内具有保护

植 物 免 受 紫 外 线 损 伤 （ Ｈａｒｂｏｒｎｅ ＆ Ｗｉｌｌｉａｍｓ，
２０００）、调节植物的花色或果实颜色 （ Ｌｅｐｉｎｉｅｃ ｅｔ
ａｌ， ２００６）、调节生长素运输和防御病原体和昆虫

（Ｄｉｘｏｎ ｅｔ ａｌ， ２００５），以及响应外界胁迫等功能

（Ｃｏｍｉｎｅｌｌｉ ｅｔ ａｌ， ２００５）。 银杏类黄酮是预防治疗

早期阿尔茨海默病，心血管疾病和癌症等疾病的

有效药用成分（Ｄｉａｍｏｎｄ ｅｔ ａｌ， ２０００）。 银杏也是

一种童期特别长的中生代孑遗裸子植物，一般实

生苗种植 １５ ～ ２０ ａ 才能开花结果，这给银杏优良

品种的选育带来了严重的影响。
ｂＨＬＨ（ｂａｓｉｃ Ｈｅｌｉｘ⁃Ｌｏｏｐ⁃Ｈｅｌｉｘ）转录因子构成了

真核生物蛋白质中的一个大家族，其成员在生物的

生长发育调控过程中起着极为重要的作用（王勇

等，２００８）。 ｂＨＬＨ 蛋白在动物中有 ６ 大类 （Ａ－Ｆ），
其中 Ａ 类含有 ２０ 个家族，Ｂ－Ｆ 分别含有 １２、７、１、３、
１ 个家族 （ Ｌｅｄｅｎｔ ＆ Ｖｅｒｖｏｏｒｔ， ２００１）； 植物中的

ｂＨＬＨ 蛋白大多属于 Ｂ 组，系统发育分析拟南芥

（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ）、 水稻 （ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ）、 白杨

（ Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ ）、 苔 藓 （ Ｂｒｙｏｐｈｙｔａ ） 及 藻 类

（Ａｌｇａｅ） 的 ｂＨＬＨ 转录因子，可以将这些植物的

ｂＨＬＨ 基因细分为 ３２ 个亚家族 （ Ｃａｒｒｅｔｅｒｏｐａｕｌｅｔ ｅｔ
ａｌ， ２０１０）。 ｂＨＬＨ 转录因子在不同的植物组织中广

泛存在，可参与植物的生长发育、胁迫应答以及植

物的次生代谢等。 例如，在拟南芥中，编码 ｂＨＬＨ 蛋

白质的雄性不育基因 ＤＹＴ１ 能够在绒毡层中高水平

表达， 控制绒毡层的分化和发育 （ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ，
２００６）；在许多植物中，ｂＨＬＨ 转录因子也可以上调

次生代谢途径中酶基因的表达，调控植物中类黄

酮、生物碱、萜类等活性成分生物合成 （张鑫等，
２０１４）。 ｂＨＬＨ 参与调控类黄酮代谢往往和其他转

录因 子 如 ＭＹＢ， ＷＤＲ 等 形 成 复 合 物 来 实 现

（Ｎａｋａｔｓｕｋａ ｅｔ ａｌ， ２００８）。 ｂＨＬＨ 转录因子在植物体

内也可以响应外界生物胁，将葡萄 ＶｖｂＨＬＨ１ 转入拟

南芥中表达，能够促进类黄酮的积累和 ＡＢＡ 信号传

递，从而提高拟南芥对盐和干旱的抵抗力（Ｗａｎｇ ｅｔ
ａｌ， ２０１６）。 ｂＨＬＨ 转录因子是蛋白质的一个超级大

家族，其在不同植物体内的分子机制尚未研究清楚。
目前，有关 ｂＨＬＨ 转录因子的功能研究在银杏

上尚未见报道。 本研究以银杏为试材，首次通过

ＰＣＲ 技术从银杏叶中分离出目的基因 ＧｂｂＨＬＨ９１，
分析了该转录因子结构特点，以及 ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因

在银杏各组织、银杏叶不同发育时期中的表达水

平，为后期验证生物学功能奠定了基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

用于试验的 ３０ 年生银杏种植于长江大学西校

区校园，水肥管理条件相同，长势一致。 随机选取

３０２２ 期 何昌文等： 银杏 ｂＨＬＨ９１ 转录因子基因的克隆及表达分析



１ 株银杏树进行样品采集，在 ４ 月中旬，采集用于

不同部位分析的根、茎、叶、雄花、雌花，在 ５ 月中

旬，采集果实；在 ４ 月初到 ７ 月中旬采集用于不同

时间表达分析的银杏叶片，每两周采集一次。 样

品采集过程中带一次性手套和口罩。 采集后立即

在液氮中速冻，带回实验室并保存在－８０ ℃ 冰箱

中用于后续 ＲＮＡ 的提取实验。
１．２ 方法

１．２．１ ＲＮＡ 的提取 　 将采集的银杏各组织样品在

液氮中碾成粉末状，参照 Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ
（ＴａＫａＲａ， ＭｉｎｉＢＥＳＴ）试剂盒说明书提取各组织总

ＲＮＡ。 通过使用分光光度计在 ＯＤ２６０ ／ ２８０ 吸光值和

１％（ｗ ／ ｖ）琼脂凝胶电泳，检测总 ＲＮＡ 的质量、浓
度和纯度。
１．２．２ ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因 ｃＤＮＡ 合成与克隆测序 　 采

用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ
（ＴａＫａＲａ，大连）试剂盒把提取的银杏 ＲＮＡ 反转录

得到 ｃＤＮＡ。 根据课题组前期测序得到的银杏转

录组数据，设计 ｂＨＬＨ 基因特异引物，送往上海生

工合成。 上游引物 ＧｂｂＨＬＨＦ 为 ５′⁃ＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧ⁃
ＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＴ⁃３′，下游引物 ＧｂｂＨＬＨＲ 为 ５′⁃
ＴＡＴＴＧＣＴＣＴＡＡＡＡＡＡＣＣＴＴＴＡＡＧＧＧＡＣＧ⁃３′。 以 ｃＤＮＡ
为模板扩增银杏 ｂＨＬＨ 基因。 ＰＣＲ 反应体系 ５０
μＬ：包括 ｄｄＨ２Ｏ ４０． ５ μＬ，１０ ×Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ ） ５ μＬ，
ｄＮＴＰ（１０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１）１ μＬ，上下游引物各 １ μＬ，模
板 １ μＬ，Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５ Ｕ·μＬ⁃１）０．５ μＬ。
ＰＣＲ 扩增条件：９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃、３０ ｓ，６０
℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ９０ ｓ，共 ３２ 个循环；最后 ７２
℃延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃结束。 ＰＣＲ 扩增产物经 １％凝

胶电泳检测，利用凝胶回收试剂盒切胶回收预期

目的基因产物，纯化后连接到 ｐＭＤ１８⁃Ｔ（ ＴａＫａＲａ，
大连）载体上，并转化到 ＤＨ５α 大肠杆菌感受态细

胞中，转化后的菌液均匀涂抹在平板上进行蓝白

斑筛选，挑选白色菌落做菌液 ＰＣＲ，将检测含有目

的基因的菌液送往生工生物工程（上海）股份有限

公司测序。
１．２．３ 生物信息学分析 　 利用在线生物信息学工

具 ｂｌａｓｔｘ 和 ｂｌａｓｔｐ （ ＮＣＢＩ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ＢＬＡＳＴ ／ ），对 ＰＣＲ 扩增的核苷酸序列和氨

基酸序列进行了比对。 使用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ Ｓｕｉｔｅ ｖ１１．５

和 ＤＮＡＭＡＮ ８ 来分析 ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因的 ｃＤＮＡ 序

列，进行 ＯＲＦ 的查找和蛋白质的翻译。 利用在线

工具 ＥｘＰＡＳｙ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）
对 ＧｂｂＨＬＨ９１ 氨基酸的分子量、等电点等理化学

性质进行分析。 利用软件 Ａｌｉｇｎ Ｘ （ Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ
Ｓｕｉｔｅ Ｖ １１．５）对多种植物的 ｂＨＬＨ 蛋白质进行多

重比对分析；在用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ ２．０ 软件进行多重序列

比对的基础上，借助 ＭＥＧＡ ６．０ 软件采用邻接法

（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统进化树，使用 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
对系统树可信性进行检验，重复１ ０００次。
１．２．４ 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析 　 使用 Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ（ ＴａＫａＲａ， ＭｉｎｉＢＥＳＴ）试剂盒分别提

取银杏根、茎、叶、雄花、雌花、果的总 ＲＮＡ，以及不

同发育时期叶片的总 ＲＮＡ。 按照试剂盒 Ｐｒｉｍｅ⁃
ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 说明书把

提取的 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ。 根据 ＧｂｂＨＬＨ９１ 的

ｃＤＮＡ 序列设计实时荧光定量引物，上游引物 Ｇｂ⁃
ｂＨＬＨＲＴＳ 为 ５′⁃ＣＧＴＧＡＡＧＧＴＧＣＣＴＴＧＧＣＴＧＡＴ⁃３′，
下游引物 ＧｂｂＨＬＨＲＴＡ 为 ５′⁃ＴＧＣＧＡＣＧＴＴＴＣＣＴＴＴ⁃
ＧＡＡＴＧＡＧＴ⁃３′。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 内 参 基 因 选 用 的 是

ＧＡＰＤＨ，其上游引物序列 ＧＡＰＤＨ⁃Ｆ：５′⁃ＣＴＧＧＣＧ⁃
ＴＡＧＡＧＴＡＴＧＴＧＧＴＴＧＡＡＴ⁃３′，下游引物序列 ＧＡＰ⁃
ＤＨ⁃Ｒ：５′⁃ＣＡＣＧＣＣＡＡＣＡＡＣＧＡＡＣＡＴＧ⁃３′。 实时荧

光定量 ＰＣＲ 在 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司的 ＰＣＲ 仪 Ｍｉｎｉ Ｏｐｔｉ⁃
ｃｏｎＴＭＲｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ 上进行，用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
荧光染料法进行实时定量表达分析，具体操作步

骤参照 ＴａＫａＲａ 公司的 ＳＹＢＲ􀅹 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ
（ＴｌｉＲＮａｓｅ Ｈ Ｐｌｕｓ）试剂盒说明书。 每种实验样品

进行定量 ＰＣＲ 扩增时均 进 行 三 次 技 术 重 复，
ｂＨＬＨ９１ 和内参基因 ＧＡＰＤＨ 以三次重复的 ｃＤＮＡ
为模板进行定量 ＰＣＲ 扩增，并分别设置一个阴性

对照（模板为 ｄｄＨ２Ｏ）。 反应程序为 ９５ ℃、３０ ｓ，９５
℃、５ ｓ； ６０ ℃、３０ ｓ，共 ４０ 个循环。 用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ
Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 分析输出结果，采用 ２－ △△Ｃｔ法计算 Ｇｂ⁃
ｂＨＬＨ９１ 基因相对表达水平。

２　 结果与分析

２．１ ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因全长 ｃＤＮＡ 克隆和序列分析

利用试剂盒提取银杏叶总 ＲＮＡ，其 ＯＤ２６０ ／ ２８０吸

４０２ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



光值在 １．８ ～ ２．１ 之间，琼脂糖凝胶电泳检测显示

质量 较 好 （ 图 １ ）， 可 用 于 反 转 录 实 验。 利 用

ＧｂｂＨＬＨ 基因特异性引物，从反转录获得的银杏

ｃＤＮＡ 中 ＰＣＲ 扩增得到一条 ＧｂｂＨＬＨ 基因序列。
经 ＮＣＢＩ 网站的 Ｂｌａｓｔｘ 在线程序比对分析显示该

ｃＤＮＡ 序列与无油樟的 ｂＨＬＨ９１ 序列具有 ６０％相

似性；在转录因子数据库中 ＰｌａｎｔＴＦＤＢ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｌａ⁃
ｎｔｔｆｄｂ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ ／ ） 运行 Ｂｌａｓｔ 工具比对拟南芥

转录因子数据库，比对结果为拟南芥 ｂＨＬＨ 转录因

子家族的 ｂＨＬＨ９１。 两次比对结果表明从银杏中

克隆的 ｂＨＬＨ 基因应为 ｂＨＬＨ９１ 基因，因此命名为

ＧｂｂＨＬＨ９１。 该序列长度为１ ４２５ ｂｐ，包含１ ０６５ ｂｐ
的开放阅读框，编码 ３５４ 个氨基酸（图 ２）。

图 １　 银杏叶 ＲＮＡ 琼脂糖凝胶电泳
Ｆｉｇ． １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＲＮＡ

ｆｒｏｍ Ｇ． ｂｉｌｏｂａ ｌｅａｖｅｓ

２．２ 银杏 ＧｂｂＨＬＨ９１ 编码蛋白质特征性分析

ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因编码 ３５４ 个氨基酸，在线工具

ＥｘＰＡＳｙ 分析结果显示，ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因编码的蛋白

质分子量为 ４０．１ ｋＤａ，等电点为 ８．２０。 蛋白质序列

同源比对分析借助在线工具 ＢＬＡＳＴＰ （ ＮＣＢＩ） 和

Ａｌｉｇｎ Ｘ（Ｖｅｔｃｔｏｒ ＮＴＩ １１．５）完成。 同源比对结果发

现，ＧｂｂＨＬＨ９１ 蛋白质与其他植物的 ｂＨＬＨ 蛋白质

具有 一 定 的 相 似 性 （ 图 ３ ）。 其 中， 和 无 油 樟

（Ａｍｂｏｒｅｌｌａ ｔｒｉｃｈｏｐｏｄａ， ＸＰ＿００６８５４１５１）、油松（Ｐｉｎｕｓ

ｔａｂｕｌｉｆｏｒｍｉｓ， ＡＪＰ ＿ ０６２４４ ）、 陆 地 棉 （ Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ
ｈｉｒｓｕｔｕｍ， ＸＰ ＿０１６７５３８３０）、可可 （ Ｔｈｅｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ，
ＥＯＹ１７５６５）、核桃（Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ， ＥＯＹ１７５６５）、葡萄

（Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ， ＣＡＮ７７００１）、蓖麻（Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ，
ＸＰ ＿ ００８３４７０４４ ）、 苹 果 （ Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃ， ＸＰ ＿
００２５３４３５４）的 ｂＨＬＨ 蛋白质之间的一致性分别为

６０％、５１％、５１％、５２％、５１％、５２％、５０％、５０％。 比对

结果显示银杏 ＧｂｂＨＬＨ９１ 与其它植物的 ｂＨＬＨ 蛋白

质具有共同的保守域 Ｈｅｌｉｘ⁃Ｌｏｏｐ⁃Ｈｅｌｉｘ，表明银杏

ＧｂｂＨＬＨ９１ 属于 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员。
２．３ ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因系统进化分析

为了研究 ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因的系统进化，本研究

选取来自不同科属的 １０ 个物种的 ｂＨＬＨ 氨基酸序

列，利用软件 ＣｌｕｓｔａｌＸ ２．０ 和 ＭＥＧＡ ６．０ 通过邻接

法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ）构建了系统进化树。 系统进

化树结果显示，进化树分为裸子植物、被子植物门

两大分支（图 ４）。 其中，银杏 ＧｂｂＨＬＨ９１ 与同为

裸子植物的松科植物油松（Ｐｉｎｕｓ ｔａｂｕｌｉｆｏｒｍｉｓ， ＡＪＰ
＿０６２４４）ｂＨＬＨ 聚类在一个分支，表明在这些用于

进化树构建的蛋白质中，二者亲缘关系相对更近。
单子 叶 植 物 禾 本 科 的 玉 米 （ Ｚｅａ Ｍａｙ， ＮＰ ＿
００１１４９２９９ ）、 水 稻 （ Ｏｒｙｚａ ｂｒａｃｈｙａｎｔｈａ，
ＡＡＯ００６８７）、节节麦（Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃ， ＥＭＴ０７６２８）亲
缘关系相对较近，聚类在同一个进化分支上；而双

子叶植物，如大戟科的麻风树（Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ， ＸＰ＿
０１２０６５７２７ ）、 蓖 麻 （ Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ， ＸＰ ＿
００２５３４３５４），蔷薇科的苹果（Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃ， ＸＰ ＿
００８３４７０４４ ）、 白 梨 （ Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ， ＸＰ ＿
００９３７３８５５）， 豆 科 的 野 生 大 豆 （ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ，
ＫＨＮ２５９３９）、蒺藜苜宿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ， ＸＰ ＿
０１３４５７３９９）聚在另一大类。 这些结果表明在基因

的进化中，同科植物的 ｂＨＬＨ 基因进化关系较近，
与植物本身之间的亲缘关系一致，表明 ｂＨＬＨ 基因

在进化过程中比较保守。
２．４ ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因的表达分析

利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）测定

了银 杏 各 组 织 和 不 同 发 育 时 期 银 杏 叶 中

ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因的表达水平。 结果表明，ＧｂｂＨＬＨ９１
基因在银杏各个组织中都有表达（图 ５：Ａ），其中

ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因在银杏叶中表达量最高， 根中表达

５０２２ 期 何昌文等： 银杏 ｂＨＬＨ９１ 转录因子基因的克隆及表达分析



注： 起始密码子和终止密码子加粗表示，下划线为引物。
Ｎｏｔｅ： Ｉｎｉｔｉａｌ ｃｏｄｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ ａｒｅ ｉｎ ｂｏｌｄ， ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ．

图 ２　 银杏 ＧｂｂＨＬＨ９１ 序列及预测氨基酸序列
Ｆｉｇ． ２　 ＧｂｂＨＬＨ９１ ｃＤＮＡ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｇ． ｂｉｌｏｂａ

量次之，在雄花、雌花和果中表达量较低，该结果

说明 ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因在银杏各个组织中的表达量

具有较大的差异性。 ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因在不同发育

时期的银杏叶片中表达量也有差异（图 ５：Ｂ），其
中 ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因的表达量在 ４ 月、５ 月表达量较

高，并在 ４ 月中旬达到最大值，而后表达水平呈现

逐渐下降趋势。 ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因表达量的差异可

能与该蛋白质在银杏中的分子功能有关。

３　 讨论与结论

ｂＨＬＨ 转录因子是植物中的一大重要转录因

子家族。 本研究从银杏中分离得到了 ＧｂｂＨＬＨ９１
转录因子基因。 前期研究表明，ｂＨＬＨ 基因在植物

体内可参与植物的生长发育、胁迫应答和次生代

谢。 目前，有关 ｂＨＬＨ９１ 转录因子的研究报道较
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注： 完全相同的氨基酸用白色前景和黑色背景显示； 相对保守的氨基酸用白色前景和

灰色背景表示； 不相似氨基酸用黑色前景和白色背景表示。
Ｎｏｔｅ： Ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｗｈｉｔｅ ｆｏｒｅｇｒｏｕｎｄ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ； Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ

ｗｉｔｈ ｗｈｉｔｅ ｆｏｒｅｇｒｏｕｎｄ ａｎｄ ｇｒｅｙ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ； Ｄｉｓｓｉｍｉｌａｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｃｋ ｆｏｒｅｇｒｏｕｎｄ ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ．

图 ３　 ＧｂｂＨＬＨ９１ 氨基酸序列多重比对
Ｆｉｇ． ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＧｂｂＨＬＨ９１

少，拟南芥 ｂＨＬＨ０９１ 在花药中大量表达，可以与

ｂＨＬＨ０１０、ｂＨＬＨ０８９ 结合，一起参与拟南芥花药的

生 长 发 育 （ Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ， ２０１５ ）。 ｂＨＬＨ０１０ ／
ｂＨＬＨ０８９ ／ ｂＨＬＨ０９１ 主要通过与 ＤＹＴ１ 相互作用

的反馈调节来调控拟南芥花药的发育转录过程

（Ｃｕｉ ｅｔ ａｌ， ２０１６）。 与拟南芥 ｂＨＬＨ０９１ 基因的表

达模式不同，本研究中，ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因在雄花中

的表达量最低，而在叶中、茎中表达量相对较高。
在不同发育时期的银杏叶中，４ 月该基因的表达量

较高，而此时也是银杏雄花的发育时期。 银杏是

童期非常长的一种植物，其开花调控机制可能存

在着物种的特异性，推测 ｂＨＬＨ９１ 基因在银杏和拟

南芥中的具体调控功能或者调控方式可能不同。
Ｂａｉ ｅｔ ａｌ（２０１１）研究发现，烟草 ｂＨＬＨ 基因 ＮｔＡｎ１ａ
和 ＮｔＡｎ１ｂ 的异位表达能显著提高烟草中花青素含

量。 在本研究中，ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因在银杏的叶片中

表达量最高，雄花中最低。 另外，相对于其他组织

而言，黄酮类化合物在银杏叶中含量最高（高丽雅

等，２００７）；因此，ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因在银杏叶片中表

达量最高，推测该基因在银杏中也可能与类黄酮

的代谢合成有关。 转录因子在植物抵抗逆境胁迫

信号传导过程中发挥着重要的作用。 研究发现，
一些植物 ｂＨＬＨ 转录因子不但参与植物的次生代

谢，同时还参与响应植物的非生物胁迫。 比如拟
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图 ４　 不同植物物种的 ｂＨＬＨ 基因系统进化树
Ｆｉｇ． ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｂＨＬＨ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ５　 ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因在银杏不同器官（Ａ）和不同发育期叶（Ｂ）中的表达水平
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧｂｂＨＬＨ９１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ（Ａ） ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ（Ｂ） ｏｆ Ｇ． ｂｉｌｏｂａ

南芥 ＡｔｂＨＬＨ６１ ／ ９３ ／ １２２ （ Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ， ２０１３； Ｌｉｕ ｅｔ
ａｌ， ２０１４） 转录因子、水稻 ＯｒｂＨＬＨ２ （ Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ，
２００９）、水稻 ＯｓｂＨＬＨ１４８（ Ｓｅｏ ｅｔ ａｌ， ２０１１）转录因

子等。 在刚毛柽柳中，ＴｈｂＨＬＨ１ 转录因子可以提

高胁迫相关基因的表达从而来提高植物的抗性（ Ｊｉ
ｅｔ ａｌ， ２０１６）。 苦荞 ＦｔｂＨＬＨ３ 基因在拟南芥中表

达，可以通过 ＡＢＡ 信号途径提高拟南芥抵御干旱

胁迫的能力（Ｙａｏ ｅｔ ａｌ， ２０１７）。 ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因在

银杏叶片、根中表达量较高，推测 ＧｂｂＨＬＨ９１ 转录

因子可能在银杏根部也参与响应了外界逆境

胁迫。
总之，本研究克隆获得了银杏一个 ＧｂｂＨＬＨ９１

转录因子基因，对该转录因子结构特点进行了分

析；并分析了 ＧｂｂＨＬＨ９１ 基因在银杏不同组织、不同

发育时期银杏叶中的表达情况，为进一步弄清 Ｇｂ⁃
ｂＨＬＨ９１ 转录基因在银杏中的调控功能奠定了基础。
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