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　 　 摘要:　 热激转录因子(ＨＳＦ)基因是植物热胁迫响应的重要转录调节基因ꎬ在植物胁迫应答和其他抗逆反应过

程中起着关键作用ꎮ 为研究大蒜热激反应的分子机制ꎬ本研究基于大蒜转录组数据ꎬ以徐蒜 ６ 号为试验材料ꎬ采用同

源克隆方法获得编码 ＨＳＦ 的 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因ꎮ 序列分析结果显示ꎬＡｓＨＳＦＢ１ 含有 ８８２ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码 ２９３ 个氨

基酸ꎬ其蛋白质含有热激转录因子的特征结构域ꎮ 在进化关系上ꎬＡｓＨＳＦＢ１ 与拟南芥 ＡＴ４Ｇ１１６６０(ＡｔＨＳＦＢ２Ｂ)同源性

最高ꎮ 亚细胞定位结果表明ꎬＡｓＨＳＦＢ１ 蛋白主要定位在细胞核和细胞质上ꎮ 本研究采用同源重组技术成功构建

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５￣ＡｓＨＳＦＢ１ 过表达载体ꎬ为进一步研究该转录因子基因的功能ꎬ培育耐热大蒜品种奠定基础ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 分

析结果表明ꎬ不同大蒜品种中ꎬＡｓＨＳＦＢ１ 基因在叶片中相对表达水平均最高ꎬ具有组织表达特异性ꎻ３８ ℃高温胁迫处

理下ꎬ徐蒜 ６ 号中的 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因相对表达水平在 ２４ ｈ 时明显上调ꎻ４ ℃低温胁迫下ꎬ徐蒜 ８１５ 和徐蒜 ６ 号中 ＡｓＨＳ￣
ＦＢ１ 基因相对表达水平的变化趋势相似ꎬ均先上升后下降ꎬ在处理 ４ ｈ 时相对表达水平达到峰值ꎮ
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　 　 随着全球气候的变化ꎬ热胁迫已成为限制植物

代谢和作物生产力的主要环境胁迫之一[１￣２]ꎮ 热激

反应是真核生物响应热胁迫广泛存在的保守进化反

应ꎬ通常表现为停止正常的蛋白质合成和细胞活动

以实现热激蛋白(ＨＳＰ)的表达[３￣４]ꎮ 热激转录因子

(ＨＳＦ)可以通过直接或间接调控一些应答基因的表

达来调节植物对高温胁迫的响应[５￣６]ꎮ
ＨＳＦ 基因在植物中普遍存在ꎬ其数量、结构和调

控过程远比动物体内的 ＨＳＦ 复杂ꎮ 目前根据序列

相似性和寡聚化结构域的结构特征ꎬ可以将植物

ＨＳＦ 基因家族成员划分 Ｃｌａｓｓ Ａ、Ｃｌａｓｓ Ｂ 和 Ｃｌａｓｓ Ｃ ３
类[７]ꎮ ＨＳＦ 结 构 一 般 由 识 别 并 结 合 热 激 元 件

(ＨＳＥ)的 Ｎ 端 ＤＮＡ 结合域、调控 ＨＳＰ 转录的寡聚

化结构域、 核定位信号和核输出信号组成[８]ꎮ
Ｓｃｈａｒｆ 等[９]首次在番茄中克隆得到 ＨＳＦ 基因ꎮ Ｍｉ￣
ｓｈｒａ 等[１０]对番茄植株进行高温处理ꎬ发现 ＳｌＨｓｆＡ１
基因的表达量显著增加ꎮ 在拟南芥 ＨＳＦＡ２ 基因的

热胁迫研究中发现ꎬ该基因在高温胁迫下大量表达ꎬ
可能主导了拟南芥的抗高温胁迫响应[１１]ꎮ Ｌｉ 等[１２]

发现ꎬ玉米 ＺｍＨｓｆ０６ 基因可能在提高过表达拟南芥

植株的耐高温、抗旱能力中发挥主要作用ꎮ 在 ４２ ℃
高温处理下ꎬ不同时间段百合 ＬｌＨＳＦ１ 基因均有响

应ꎬ证实该基因与百合的耐热性相关[１３]ꎮ 此外ꎬ有
研究发现ꎬＨＳＦ 转录因子还参与调控植物配子形成

和根发育等过程[１４]ꎮ 例如ꎬ在拟南芥和向日葵中ꎬ
发现 ＨｓｆＡ９ 与胚胎发育、种子形成有关[１５￣１６]ꎮ 因而

挖掘植物 ＨＳＦ 相关基因ꎬ对植物耐热性分子机制与

育种途径、耐热性生理基础等研究具有重要意义ꎮ
大蒜(Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌ.)是具有医药作用的蔬

菜作物ꎬ在世界范围内广泛种植[１７￣１８]ꎮ 大蒜植株的

耐寒能力较强ꎬ但不耐高温ꎬ是低温长日照作物ꎬ因
此在栽培过程中ꎬ高温天气会严重影响大蒜的产量

和品质[１９￣２０]ꎮ 但目前关于大蒜中 ＡｓＨＳＦＢ１ 的表达

是否响应高温、低温胁迫的研究却鲜有报道ꎮ 本研

究拟对大蒜中 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因进行克隆ꎬ并进行生物

信息学分析ꎬ研究其在特定温度下的表达特性ꎬ以期

为进一步探索其功能提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料及其试验设计

以徐蒜 ６ 号、徐蒜 ８１５(江苏徐淮地区徐州农业

科学研究所园艺研究室保存)为试验材料ꎬ选取已

经解除休眠、饱满、无伤的鳞茎ꎬ播种于基质中ꎬ１４ ｄ
之后将大蒜幼苗移栽到添加霍格兰氏(Ｈｏａｇｌａｎｄ)营
养液的水培箱中ꎮ 此外ꎬ选择生长一致、健壮的植株

进行高温(３８ ℃)、低温(４ ℃)胁迫处理ꎮ 空气相对

湿度设置为 ３０％ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ 在处理 ０ ｈ、４
ｈ、８ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时取大蒜植株上部叶片ꎬ用液氮

冷冻ꎬ并在－８０ ℃条件下储存备用ꎮ
１.２　 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 反转录

利用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取大蒜的 ＲＮＡꎬ并使

用反转录试剂盒 ＲｅｖｅｒＴｒａ Ａｃｅ ｑＰＣＲ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎬ并将该 ｃＤＮＡ 用去离子水

稀释 １５ 倍用于基因克隆ꎮ
１.３　 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因的扩增

根据课题组建立的大蒜转录组数据库ꎬ检索得到

大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因序列ꎮ 使用软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６
设计 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因全长引物ꎬ根据同源重组引物设

计原则ꎬ选择 Ｂａｍ ＨⅠ、Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ２ 个限制性内切酶ꎬ设
计 克 隆 正 向 引 物: ５′￣ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＧＡＴＧＡＣＧＣ￣
ＣＡＧＣＧＧＴＣＧＡＴ￣３′)和反向引物 ５′￣ＣＧＡＡＧＣＴＴＣＧＴ￣
ＣＡＣＡＴＴＧＣＡＣＴＡＴＧＣＴＴＴＣＴＣＣＣ￣３′ꎮ 程序设置为:９４
℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５４ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 ６０ ｓꎬ共 ３４ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 回收 ＰＣＲ
目的条带ꎮ 本研究所有引物合成、测序工作均由生工

生物工程(上海)股份有限公司完成ꎮ
１.４　 利用同源重组法构建大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因表达

载体

　 　 利用 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ、Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ２ 个内切酶对 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３０５ 载体进行双酶切ꎬ获得线性化的载体ꎬ将含

有酶切位点的目的片段重组到 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５ 空载

体上ꎬ转化到大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ筛选阳性克隆测序ꎮ
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１.５　 大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因的生物信息学分析

不同植物的 ＨＳＦＢ１ 氨基酸序列比对利用 ＤＮＡ￣
ＭＡＮ ６.０ 软件完成ꎻ运用 ＥｘＰＡＳｙ 蛋白质组分析工具

中的 Ｐｒｏｔ￣Ｐａｒａｍ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｃｈ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔ￣
ｐａｒａｍ.ｈｔｍｌ)分析蛋白质的基本性质ꎻ利用 ＣＤＤ(ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｃｄｄ / )预测大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１
氨基酸保守域ꎻ用 ＳＯＰＭＡ 软件对大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 蛋白

进行二级结构预测及分析ꎻ利用 ＭＥＧＡ ５.０ 软件以

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 算法构建系统发育树[２１]ꎻ运用 ｐｌａｎｔ￣
ＣＡＲＥ 在线分析工具分析 ＡｓＨＳＦＢ１ 启动子ꎮ
１.６　 ＡｓＨＳＦＢ１ 蛋白的亚细胞定位

利用基因和载体的序列设计、重组新的引物ꎬ对去

掉终止密码子的 ＡｓＨＳＦＢ１基因进行扩增ꎮ 选取 ＢｓａⅠ/
Ｅｃｏ３１Ⅰ酶切位点ꎬ设计特异性引物(正向引物 ５′￣
ＣＡＧＴＣＧＴＣＴＣＡＣＡＡＣＡＴＧＡＣＧＣＣＡＧＣＧＧＴＣＧＡＴＴＣＡＣ￣
３′ꎬ反向引物 ５′￣ＣＡＧＴＣＧＴＣＴＣＡＴＡＣＡＣＡＴＴＧＣＡＣＴＡＴ￣
ＧＣＴＴＴＣＴＣＣＣＣＡＡＣＧＧ￣３′)来扩增 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因ꎬ切胶

回收 ＰＣＲ 产物检测无误后与线性化载体 ｐＢＷＡ(Ｖ)
ＨＳ￣ＧＦＰ 进行连接ꎬ连接产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ挑
取阳性单克隆进行测序验证后ꎬ即获得重组质粒 ｐＢ￣
ＷＡ(Ｖ)ＨＳ￣ＡｓＨＳＦＢ１￣ＧＦＰꎬ利用电击法将其重组融合表

达载体 ｐＢＷＡ (Ｖ) ＨＳ￣ＡｓＨＳＦＢ１￣ＧＦＰ 导 入 农 杆 菌

ＧＶ３１０１ꎮ 通过悬浮农杆菌、收集菌体ꎬ再经过重悬后ꎬ
用 １ ｍｌ 注射器分别将含有绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)和 ｐＢ￣
ＷＡ(Ｖ)ＨＳ￣ＡｓＨＳＦＢ１￣ＧＦＰ 的缓冲液注射到３０ ｄ 左右苗

龄烟草的叶片背面ꎬ将侵染后的烟草弱光培养 ４８ ｈ 后

使用激光共聚焦显微镜观察亚细胞定位情况ꎮ
１.７　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析

使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６ 软件设计 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因

的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 定量引物 (正向引物: ５′￣ＣＡＧＣＡＧ￣
ＣＡＧＴＧＡＣＡＧＴＡＧ￣３′ꎬ反向引物: ５′￣ＣＴＴＧＧＡＣＡＴＡ￣
ＡＧＣＧＡＧＴＡＧＡ￣３′)ꎮ 选择 ＳＮＡＤ 基因作为大蒜内参

基因(ＢＤ￣ＳＡＮＤ￣Ｆ:５′￣ＧＣＧＴＣＡＡＣＧＡＡＴＧＴＴＣＣＡＡＴ￣
ＴＡＣＣＡ￣３′ꎬＢＤ￣ＳＡＮＤ￣Ｒ: ５′￣ＴＣＴＣＴＴＣＡＧＴＣＴＣＡＡＣＴ￣
ＴＣＡＴＣＡＧＣＡＴ￣３′)ꎮ 通过 ＩＱＴＭ５ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓ￣
ｔｅｍ 完成 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测ꎮ 基因相对表达水平的计

算采用 ２－△△Ｃｔ法[２２]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因的克隆及其编码的蛋白质

理化性质的分析

　 　 以徐蒜 ６ 号未经胁迫处理叶片的 ｃＤＮＡ 为模板

进行扩增ꎬ得到 １ 个长约 ８００ ｂｐ 的目的片段(图

１)ꎮ 测序结果显示 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因含有 １ 个长度为

８８２ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码 ２９３ 个氨基酸ꎮ ＮＣＢＩ
ＢｌａｓｔＰ 结果显示ꎬＡｓＨＳＦＢ１ 属于 ＨＳＦ 家族成员ꎮ

通过 ＥｘＰａＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测显示 ＡｓＨＳＦＢ１ 蛋

白的分子式为 Ｃ１ ３６３Ｈ２ １７０Ｎ３８８Ｏ４４７ Ｓ１１ꎬ相对分子质量

为３.１４９×１０４ꎬ理论等电点(ｐＩ)为 ６􀆰 ７６ꎬ带正电荷的

残基总数[精氨酸(Ａｒｇ)＋赖氨酸(Ｌｙｓ)]为 ３３ 个ꎬ带
负电荷的残基总数 [天冬氨酸 ( Ａｓｐ) ＋ 谷氨酸

(Ｇｌｕ)]为 ３３ 个ꎻ不稳定系数为 ５３􀆰 ３７ꎬ说明 ＡｓＨＳ￣
ＦＢ１ 蛋白属于不稳定蛋白质ꎻＡｓＨＳＦＢ１ 蛋白富含丝

氨酸 ( Ｓｅｒꎬ １４􀆰 ７％)、甘氨酸 ( Ｇｌｙꎬ ８􀆰 ２％)、亮氨酸

(Ｌｅｕꎬ７􀆰 ５％)(图 ２)ꎮ ＡｓＨＳＦＢ１ 蛋白的二级结构主

要由螺旋 ( ３３􀆰 １１％)、延伸结构 ( １２􀆰 ３６％)、转角

(４􀆰 １％)和无规则卷曲(５０􀆰 １７％)构成ꎮ

１~４:ＡｓＨＳＦＢ１ 基因扩增产物ꎻＭ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ５０００ꎮ
图 １　 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因的 ＰＣＲ 扩增图谱

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＡｓＨＳＦＢ１ ｇｅｎｅ

２.２　 大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因相关生物信息学分析

２.２.１　 保守域结构预测 　 通过 ＮＣＢＩ ＣＤＳ 对徐蒜

６ 号中 ＡｓＨＳＦＢ１ 蛋白的保守域进行预测ꎬ结果(图
３)表明ꎬＡｓＨＳＦＢ１ 的第 １４ 位至第 １０６ 位氨基酸间

含有 ＨＳＦ￣ＤＮＡ 结构域ꎬ属于 ＨＳＦ 家族ꎮ
２.２.２　 同源性比对分析　 将大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 与 ＮＣＢＩ
数据库中水仙(Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｔａｚｅｔｔａꎬ登录号:ＱＢＣ３６０００.
１)、薯蓣 (Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ｃａｙｅｎｅｎｓｉｓꎬ登录号:ＱＢＣ３６０００.
１)、杨梅(Ｍｏｒｅｌｌａ ｒｕｂｒａꎬ登录号:ＫＡＢ１２１０７２６.１)、金
杜鹃(Ｒｈｏｄａｍｎｉａ ａｒｇｅｎｔｅａꎬ登录号:ＸＰ ＿０３０５３６７１７.
１)和猕猴桃(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓꎬ登录号:ＰＳＲ９３４２５.
１)５ 种植物的 ＨＳＦＢ１ 氨基酸序列通过 ＤＮＡＭＡＮ ６.０
进行序列比对ꎬ结果(图 ４)表明ꎬ大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 氨

基酸序列与水仙、金杜鹃的 ＨＳＦＢ１ 氨基酸序列的一

致性较高ꎬ说明 ＨＳＦＢ１ 具有较高的保守性ꎮ
２.２.３　 亲水性 / 疏水性分析　 对大蒜的 ＡｓＨＳＦＢ１ 蛋
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图 ２　 大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 中各氨基酸含量

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｆ ＡｓＨＳＦＢ１ ｆｒｏｍ ｇａｒｌｉｃ

图 ３　 大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 氨基酸序列的保守域预测

Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＡｓＨＳＦＢ１ ｆｒｏｍ ｇａｒｌｉｃ

ＮｔＨＳＦＢ１:水仙(Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｔａｚｅｔｔａ)ꎻＤｃＨＳＦＢ１:薯蓣(Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ｃａｙｅｎｅｎｓｉｓ)ꎻＭｒＨＳＦＢ１:杨梅(Ｍｏｒｅｌｌａ ｒｕｂｒａ)ꎻＲａＨＳＦＢ１:金杜鹃(Ｒｈｏｄａｍｎｉａ ａｒｇｅｎｔ￣
ｅａ)ꎻＡｃＨＳＦＢ１:猕猴桃(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)ꎮ

图 ４　 ＡｓＨＳＦＢ１ 与其他物种同源蛋白质氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.４　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＡｓＨＳＦＢ１ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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白进行疏水性 /亲水性预测ꎬ结果(图 ５)表明ꎬ该蛋

白质的亲水性平均系数(ＧＲＡＶＹ)为－０.５０２ꎬ具有较

强的亲水性ꎬ属于亲水性蛋白质ꎮ
２.２.４　 ＡｓＨＳＦＢ１ 进化树的分析　 通过 ＭＥＧＡ ５.０ 软

件对大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 与拟南芥 ＨＳＦ 家族进行同源性分

析ꎮ 图 ６ 显示ꎬＡｓＨＳＦＢ１ 与 ＡＴ４Ｇ１１６６０、ＡＴ５Ｇ６２０２０.
１、ＡＴ２Ｇ４１６９０ 进化距离最近ꎬ且属于同一分支ꎮ
ＡｓＨＳＦＢ１ 与 ＡＴ４Ｇ１１６６０(ＡｔＨＳＦＢ２Ｂ)的同源性最高ꎬ
其次与 ＡＴ５Ｇ６２０２０.１(ＡｔＨＳＦＢ２Ａ)类热激转录因子的

同源性也比较高ꎬ因此ꎬ大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 属于 ＨＳＦＢ 亚

家族成员ꎮ

图 ５　 ＡｓＨＳＦＢ１ 蛋白亲水性 /疏水性分析

Ｆｉｇ.５　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ＡｓＨＳＦＢ１

图 ６　 大蒜、拟南芥 ＨＳＦ 蛋白系统进化树

Ｆｉｇ.６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＳＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｇａｒｌｉｃ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

２.２.５　 ＡｓＨＳＦＢ１ 启动子的生物信息学分析 　 利用

ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 启动子预测元件分析 ＡｓＨＳＦＢ１ 启动子的

顺式调节元件ꎬ并列出 １１ 种常见的元件(图 ７、表
１)ꎬ这些元件包括厌氧诱导必需的顺式作用调节元

件 ＡＲＥꎬ赤霉素响应元件 ＧＡＲＥ￣ｍｏｔｉｆꎬ参与 ＭｅＪＡ 反

应的顺式调控元件 ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆꎬ参与脱落酸反应

的顺式作用元件 ＡＢＲＥꎬ核心启动子元件 ＴＡＴＡ￣
ｂｏｘꎬ蛋白质结合位点 ＨＤ￣Ｚｉｐ３ꎬ启动子增强的顺式

调节元件 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 以及 ４ 个光响应元件(Ｂｏｘ ４、Ｇ￣
Ｂｏｘ、Ｇａｐ￣ｂｏｘ 和 ＡＣＥ)ꎮ
２.３　 基于同源重组克隆技术构建大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 表
达载体

　 　 将重组得到 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５￣ＡｓＨＳＦＢ１ 质粒进行

酶切鉴定ꎬ能够切出大小为 ８００ ｂｐ 左右的片段(图
８)ꎬ说明成功构建了 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５￣ＡｓＨＳＦＢ１ 植物

过表达载体(图 ９)ꎮ
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不同颜色的片段是推定的元素序列ꎮ
图 ７　 大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 启动子的顺式元件分析

Ｆｉｇ.７　 Ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｓＨＳＦＢ１ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ｇａｒｌｉｃ

表 １　 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 预测大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 启动子结果

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡｓＨＳＦＢ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ｇａｒｌｉｃ ｂｙ
ＰｌａｎｔＣＡＲＥ

顺式作用
元件

序列 功能 数量

Ｇ￣Ｂｏｘ ＡＣＡＣＧＴＧＧＣ 光响应元件 ３

ＡＲＥ ＡＡＡＣＣＡ 厌氧诱导必需的顺式作
用元件

２

ＧＡＲＥ￣ｍｏｔｉｆ ＴＣＴＧＴＴＧ 赤霉素响应元件 １

ＡＣＥ ＣＴＡＡＣＧＴＡＴＴ 光响应元件 １

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ 参与 ＭｅＪＡ 反应的顺式
调控元件

２

Ｇａｐ￣ｂｏｘ ＣＡＡＡＴＧＡＡ(Ａ/ Ｇ)Ａ 光响应元件 １

ＡＢＲＥ ＡＣＧＴＧ 参与脱落酸反应的顺式
作用元件

３

ＨＤ￣Ｚｉｐ３ ＧＴＡＡＴ(Ｇ/ Ｃ)ＡＴＴＡＣ 蛋白质结合位点 １

ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ ＴＡＴＡ 核心启动子元件 ４５

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ ＣＡＡＴ 启动子增强的顺式调节
元件

１８

Ｂｏｘ ４ ＡＴＴＡＡＴ 光响应元件 ５

２.４　 大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 蛋白亚细胞定位

为明确 ＡｓＨＳＦＢ１ 在细胞中的位置ꎬ以 ＧＦＰ 空

载体为阳性对照ꎬ在本氏烟草中进行亚细胞定位测

定ꎮ 图 １０ 显示ꎬ细胞核及细胞质上均有荧光信号ꎬ
说明 ＡｓＨＳＦＢ１ 蛋白主要定位在细胞核和细胞质中ꎮ
２.５　 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因在不同组织中、不同温度处理

下的表达

　 　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析结果(图 １１)表明ꎬ徐蒜 ８１５、徐蒜

６ 号 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因在叶片中的相对表达水平均表现

为显著高于其在根和鳞茎中的相对表达水平ꎬ而根和

鳞茎间 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因的相对表达水平差异不显著ꎮ
图 １２ 显示ꎬ ３８ ℃ 高温处理下ꎬ徐蒜 ８１５ 中

ＡｓＨＳＦＢ１ 相对表达水平在高温处理 ４ ｈ、２４ ｈ 时与 ０
ｈ(对照)相比显著升高ꎬ在处理 ２４ ｈ 时达到峰值ꎬ是

Ｍ:５ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１~６:ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５￣ＡｓＨＳＦＢ１ 重组质粒ꎮ
图 ８　 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ、Ｈｉｎｄ Ⅲ双酶切 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５￣ＡｓＨＳＦＢ１ 质

粒电泳结果

Ｆｉｇ.８ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５￣ＡｓＨＳＦＢ１ ｄｉ￣
ｇｅｓｔｅｄ ｂｙ Ｂａｍ Ｈ Ⅰ ａｎｄ Ｈｉｎｄ Ⅲ

对照的 １２.４８ 倍ꎻ徐蒜 ６ 号中 ＡｓＨＳＦＢ１ 相对表达水

平在高温处理 ２４ ｈ 时达到最高ꎬ是对照的 １７.８２ 倍ꎮ
４ ℃低温处理下ꎬ随着处理时间的增长ꎬ徐蒜 ８１５ 和

徐蒜 ６ 号中 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因的相对表达水平均呈现

先升高后下降的趋势ꎬ并且均在处理 ４ ｈ 和 ４８ ｈ 分

别达到最高和最低ꎮ

３　 讨 论

在热激反应中 ＨＳＦ 作为关键调控因子ꎬ主要通

过调控下游热激蛋白基因以及耐热性相关基因的表

达来发挥抗逆作用[２３￣２４]ꎮ 当植物遭受高温胁迫时ꎬ
ＨＳＦ 不再以单体的形式存在于细胞质中ꎬ而是形成

特殊结构三聚体进入细胞核ꎬ通过特异性识别启动

子区的热激元件来激活热激基因转录ꎬ进而生成

ＨＳＰ 来抵抗高温胁迫[２５￣２６]ꎮ 本研究从大蒜品种徐

蒜 ６ 号中克隆得到 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因ꎬ保守结构域分析

结果表明 ＡｓＨＳＦＢ１ 属于 ＨＳＦ 家族ꎬ具有典型的

ＨＳＦ￣ＤＮＡ 结构域ꎮ 通过多重序列比对分析ꎬ发现大

蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 氨基酸序列与水仙、金杜鹃 ＨＳＦＢ１ 氨
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ＣａＭＶ ３５Ｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ:ＣａＭＶ ３５Ｓ 启动子ꎻＨｙｇＲ:潮霉素抗性基因ꎻＫａｎＲ:卡纳霉素抗性基因ꎻｏｒｉ:复制起始位点ꎻｐＶＳ１ ＲｅｐＡ:质粒 ｐＶＳ１ 的复制

蛋白ꎻｐＶＳ１ ＳｔａＡ:质粒 ＰＶＳ１ 的稳定性蛋白ꎻＧＵＳＰｌｕｓ:β￣葡萄糖苷酸酶报告基因ꎮ
图 ９　 植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５￣ＡｓＨＳＦＢ１ 的构建

Ｆｉｇ.９　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５￣ＡｓＨＳＦＢ１

图 １０　 ＡｓＨＳＦＢ１ 蛋白亚细胞定位结果

Ｆｉｇ.１０　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡｓＨＳＦＢ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ:徐蒜 ８１５ꎻＢ:徐蒜 ６ 号ꎮ 图中不同小写字母表示不同组织的 ＡｓＨＳＦＢ１ 相对表达水平间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 １１　 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因在大蒜不同组织的相对表达水平

Ｆｉｇ.１１　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡｓＨＳＦＢ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｇａｒｌｉｃ

５７１杨青青等:大蒜热激转录因子基因 ＡｓＨＳＦＢ１ 的克隆、亚细胞定位及其表达分析



Ａ:徐蒜 ８１５ 号 ３８ ℃高温处理ꎻＢ:徐蒜 ８１５ 号 ４ ℃低温处理ꎻＣ:徐蒜 ６ 号 ３８ ℃高温处理ꎻＤ:徐蒜 ６ 号 ４ ℃低温处理ꎮ 图中不同小写字母表

示不同处理时间的 ＡｓＨＳＦＢ１ 相对表达水平间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 １２　 在高温、低温处理下大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因的相对表达水平

Ｆｉｇ.１２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡｓＨＳＦＢ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｇａｒｌｉｃ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

基酸序列的一致性较高ꎬ表明 ＨＳＦＢＬ 具有较高的保

守性ꎮ 大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 与拟南芥 ＨＳＦ 家族成员构建

的进化树显示ꎬ大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 属于 ＨＳＦＢ 亚家族成

员ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果显示:不同大蒜品种中 ＡｓＨＳＦＢ１
基因对 ３８ ℃高温和 ４ ℃低温 ２ 种逆境环境均有响

应ꎮ 对大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因表达特性进行深入研究ꎬ
发现不同品种大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因在不同组织(根、
鳞茎、叶片)中均有表达且具有组织表达特异性ꎬ在
叶片中的相对表达水平最高ꎮ

目前ꎬ关于植物中 ＨＳＦ 家族 Ｂ 亚族的研究并不

多ꎮ 在番茄中ꎬＨＳＦＢ１ 作为协同激活因子ꎬ与 ＨＳＦＡ
家族成员共同参与对高温胁迫的调节[２７]ꎮ 拟南芥

中过表达鹰嘴豆 ＣａｒＨＳＦＢ２ 基因增强了拟南芥的耐

热性[２８]ꎮ 拟南芥中的 ＨＳＦＢ２ａ、ＨＳＦＢ２ｂ 可以通过与

ＨＳＦＡ１ａ、ＨＳＦＡ１ｂ 结合ꎬ从而提高拟南芥的耐热性ꎬ
属于热诱导型转录因子[２９]ꎮ 由于大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 是

ＨＳＦＢ 亚家族成员ꎬ而 Ｂ 亚家族成员不含芳香族￣疏
水￣酸性氨基酸尾巴(ＡＨＡ)序列ꎬ因此大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１
基因可能是通过与 ＨＳＦＡ 类基因的协同作用来增强

植株的抗热能力ꎮ 在魔芋[３０] 和香石竹[３１] 中都成功

克隆到 ＨＳＦＢ１ 基因ꎬ发现魔芋 ＡａＨＳＦＢ１ 和香石竹

ＤｃＨＳＦＢ１ 蛋白 Ｎ 端均有典型的 ＤＢＤ 结构域ꎬ这一

点与大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 蛋白 Ｎ 端也具有 ＤＢＤ 结构域的

结果一致ꎬ并且大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 与来源于其他物种的

ＨＳＦＢ１ 均存在 ＨＳＦ 保守结构域ꎮ ＨＳＦＢ 基因的表达

存在物种、组织的差异ꎬ芹菜品种津南实芹中 ＡｇＨＳ￣
ＦＢ２ 基因在叶片和根中的相对表达水平明显高于

茎[３２]ꎮ 魔芋 ＡａＨＳＦＢ１ 基因在球茎中的表达量低于

根和叶片[３０]ꎮ 在本研究中ꎬ大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因在

叶片中的相对表达水平显著高于根和鳞茎ꎮ

通过对大蒜幼苗进行高温、低温逆境胁迫处理ꎬ
在不同的处理时间(０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ)进行

取样ꎬ可以较为深入地研究温度对大蒜 ＡｓＨＳＦＢ１ 表

达模式的影响ꎮ 结果表明:３８ ℃高温胁迫处理下ꎬ
徐蒜 ８１５ 和徐蒜 ６ 号中 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因均能响应热

胁迫ꎬ并且都在处理 ２４ ｈ 时相对表达水平达到最

高ꎻ４ ℃低温处理时ꎬ在大蒜幼苗经历低温的 ４８ ｈ 之

内ꎬ徐蒜 ８１５ 和徐蒜 ６ 号中 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因相对表达

水平总体呈现先升高后下降的趋势ꎬ均在低温胁迫

４ ｈ 时达到峰值ꎬ随后开始下降ꎮ ＡｓＨＳＦＢ１ 基因在

相同温度处理下表现出品种的差异ꎬ３８ ℃高温处理

下ꎬ徐蒜 ６ 号中 ＡｓＨＳＦＢ１ 基因的相对表达水平总体

高于徐蒜 ８１５ꎮ 综上所述ꎬ大蒜热激转录因子基因

ＡｓＨＳＦＢ１ 可能参与其对高温、低温逆境的响应过程ꎬ
但作用机制还需要进一步研究ꎮ
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