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摘  要：对前期在苹果（Malus × domestica Borkh.）中发现的受低温诱导的 bHLH 转录因子进行了生

物信息学分析，并以层积苹果种子和苹果芽为试材，用半定量和实时定量 PCR 技术分析其花芽休眠不同

阶段的表达变化。蛋白质二级结构预测结果表明，MdCIbHLH1 蛋白中以 α螺旋和无规则卷曲为主，β折

叠和延伸链较少，其中 α螺旋 145 个（27.31%）、β折叠 19 个（3.58%）、无规则卷曲 310 个（58.38%）、

延伸链 57 个（10.73%）。半定量和定量结果显示，在层积的苹果种子和休眠的花芽中 MdCIbHLH1 有相

同的表达模式，在休眠解除之前表达较高，随着休眠的解除其表达量下调。因此推测 MdCIbHLH1 的表达

对层积的苹果种子或者花芽休眠及解除具有调控作用。 
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Abstract：A bHLH transcription factor was found from apple（Malus × domestica Borkh.）induced 

by low temperature. To understand sequence characteristics of the gene，bioinformatics analysis was 

carried out. Furthermore，the gene expression patterns of the laminated apple seeds and lateral flower buds 

were analyzed during the period of dormancy and release by semi RT-PCR and real-time PCR. On the 

basis of secondary structure prediction，the results showed that MdCIbHIH protein was mainly α-helix and 

random coil，the contents of β-sheet and extended strand were less，including random coil 310（58.38%），

α-helix 145（27.31%）and β-sheet 19（3.58%），respectively，extending chain 57（10.73%）. qRT-PCR 

analysis showed that the expression patterns of MdCIbHLH1 was similar in the laminated apple seeds and 

lateral flower buds during the period of dormancy-release. The MdCIbHLH1 expression levels highly 

accumulated in dormant buds or apple seeds and were gradually down-regulated during the period of the 

release of dormancy. These results indicated that MdCIbHLH1 might play an important role in the 

regulation of dormancy-release in apple seeds and buds. 
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bHLH蛋白是植物第二大家族转录因子。在拟南芥中已发现有 162个基因编码 bHLH蛋白（Bailey 

et al.，2003）。bHLH 转录因子家族具有两个保守的 bHLH 功能域：一是分布在 N 端的碱性区域，

与 DNA 结合有关；另一是分布在 C 端的由疏水氨基酸残基构成的 HLH 区域（Carretero-Paulet et al.，

2010）。植物中 bHLH 转录因子通常以同源二聚体或异源二聚体的形式结合到基因启动子区域的 

E-Box（CANNTG）顺式作用元件，从而调控下游基因的表达（Feller et al.，2011）。例如，Chinnusamy

等（2003）研究发现拟南芥 bHLH 转录因子 ICE1（inducer of CBF expression 1）能特异地与 CBF3 启

动子区域的 E-Box 结合，激活 CBF3 及其下游靶基因的表达，在冷胁迫下提高植株的抗寒性。Fursova 

等（2009）在拟南芥中分离了另一 bHLH 转录因子 ICE2，过量表达 ICE2 能够促进 CBF1/DREB1B

转录因子的表达，提高植株的抗寒性。植物茉莉酸信号途径中的抑制子 JAZ（Jasmonate ZIM-domain）

蛋白能与 bHLH 转录因子 ICE1、ICE2 相互作用，抑制其转录功能，从而抑制下游 CBF 及其下游靶

基因的表达，影响植物的抗冷性（Hu et al.，2013）。Zhao 等（2013）在香蕉的研究中发现，bHLH

转录因子 MaMYC2s 能与 MaICE1 互作，进而调控下游抗性基因的表达来提高香蕉果实的抗冷性。

此外，光周期相关的bHLH转录因子PIF4和PIF7能同CBF1和CBF2启动子区域的G-box（CACGTG）

及 CBF3 启动子区域的 E-box 结合，从而负调控 CBFs 的表达（Kidokoro et al.，2009；Lee & 

Thomashow，2012）。在水稻中，bHLH 转录因子 rd22BP1 能够绑定到 rd22 基因启动子的 E-box 上，

调控其转录，提高植物对胁迫的抗性（Abe et al.，1997）；在野生水稻中，OsbHLH2 基因过量表达

能提高转基因植物抗氧化胁迫的能力（Zhou et al.，2009）。在烟草和柠檬中过量表达枳中的 bHLH

转录因子 PtrbHLH 能够明显地提高植株的抗寒性，进一步研究发现 PtrbHLH 基因能够结合到 POD

基因的启动子上调控其表达，促进植物在低温胁迫下对 ROS 的清除（Huang et al.，2013）。 

落叶果树休眠的开始和解除是一个循序渐进的过程，温度、光周期、水分等对芽的休眠及解除

都会产生影响，但温度是最主要的影响因子（Schmitz et al.，2014），尤其对苹果和桃等果树而言。

果树芽的生理休眠和解除涉及到植物的新陈代谢、激素调节、营养物质的吸收与运输、信号转导等，

这些过程都与基因的表达调控一一对应（王连荣 等，2008；Footitt et al.，2013；付立中 等，2014）。

将 CBF1 导入草莓，发现草莓转基因植株的抗寒性显著强于未转基因植株（袁维风 等，2006；金万

梅 等，2007）。在苹果中过表达桃 CBF 基因（PpCBF1），不仅提高了对低温的抗性，同时还表现

出了典型的休眠表型，暗示 CBF 基因可能与休眠诱导密切相关（Wisniewski et al.，2011）。本实验

室前期筛选到了一个受低温诱导的 bHLH 转录因子，转基因拟南芥、烟草、苹果都能够不同程度地

提高抗冷性（Feng et al.，2012），暗示 bHLH 转录因子可能通过调控 CBF 的转录表达参与苹果的

休眠及解除。 

本研究中对低温响应的 bHLH 转录因子在苹果花芽休眠及解除不同时期的表达进行了分析，为

从分子水平揭示苹果花芽休眠及解除机理提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料的收集与处理 

‘嘎啦’苹果（Malus × domestica‘Royal Gala’）的花芽取自山东省泰安市夏张镇，采样时间

为 2012 年 12 月 10 日，2013 年 2 月 12 日、3 月 6 日、3 月 23 日、3 月 30 日、4 月 6 日、4 月 13
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日。设 5 个重复。样品取回后将花芽剥出迅速放入液氮中，速冻后于–80 ℃保存备用。 

将苹果种子从充分成熟的果实剥出后选择大小均匀、饱满、无病虫害的，洗净、阴干、挂标签，

常温备用。干种子洗净用清水浸泡 24 h 后与湿度 50%的干净细河沙混匀（沙︰种子 = 4︰1，体积比），

于 4 ℃条件下层积，每隔 10 d 观察和统计 1 次萌发的种子数，并且取出部分种子–80 ℃保存备用。 

1.2  MdCIbHLH1 的生物信息学分析 

通过 Proteomics Server（http：//web. expasy. org/protparam）预测 MdCIbHLH1 的氨基酸序列、

分子质量、等电点、稳定性指数等；利用 Protscale（http：//web. expasy. org/protscale）进行疏水性

分析；利用 TMHMM（http：//www. cbs. dtu. dk/services/TMHMM）进行跨膜结构域分析；用

SWISS-MODEL（http：//swissmodel. expasy. org/）预测蛋白三级结构；使用 SOPMA（http：// npsa-pbil. 

ibcp. fr/cgi-bin/npsa_automat. pl?page = npsa_sopma. html）对蛋白质二级结构进行预测；利用 MEGA 

4.0 软件，采用 Neighbor-joining（NJ）法构建系统发育树。 

1.3  MdCIbHLH1 在不同休眠时期的表达分析 

分别提取不同时期苹果花芽和层积好种子的总 RNA，根据大连宝生物公司 PrimeScriptTM RT 

reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect Real Time）试剂盒说明书合成 cDNA。根据 MdCIbHLH1 序列

设计 Semi RT-PCR 引物。MdCIbHLH1-F：5′-ATGGACGACAGGGAGGAC-3′，MdCIbHLHl-R：5′-GGA 

GGAGGAAGAGTCCAC-3′。选取 MdActin（GenBank accession number CN938024）为内参基因。PCR

反应体系为：200 ng cDNA 1 μL，2.5 μL 10× Taq buffer，2 μL dNTPs（2.5 mmol · L-1），上、下游引

物各 1 μL（10 μmol · L-1）和 0.5 μL（5 U · μL-1）Taq 酶（全式金，北京），加去离子水至 25 μL。PCR

反应程序为：94 ℃预变性 5 min，94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，72 ℃ 5 min，28 ~ 32 个循环；

PCR 产物 1%琼脂糖凝胶电泳。荧光定量 PCR 使用的仪器为 BIO-RAD IQ5，所有 PCR 反应都设 3

次重复。PCR 反应体系为：SYBR GreenⅠ Master 10 μL，上、下游引物浓度为 0.5 μmol · L-1，模板

1 μL，加去离子水至 20 μL。PCR 反应程序为：94 ℃预变性 10 min，94 ℃ 10 s，60 ℃ 60 s，40 个

循环；每次循环第 2 步进行荧光采集，最后退火至 65 ℃。 

试验结果用 2-ΔΔCT 法对数据进行定量分析。 

1.4  农杆菌介导的拟南芥的转化 

将 MdCIbHLH1 全长连接到过表达载体 pBI121 载体上。利用农杆菌介导法，将过量表达载体

pBI121-MdCIbHLH1 转入拟南芥中，经过 50 mg · L-1 Kan 抗性筛选后，PCR 检测得到阳性转基因植

株，经过连续 3 代筛选得到 T3 代纯合体，收取种子，进行表型分析。 

2  结果与分析 

2.1  MdCIbHLH1 蛋白生物信息学分析 

本实验室前期发现了一个受低温诱导的 bHLH 转录因子，通过电子克隆和 RACE 技术获得该

bHLH 转录因子的 cDNA 全长，将该基因命名为 MdCIbHLH1（Cold-Induced bHLH1；NCBI 序列号

为 EF495202.1），并通过序列分析可知 MdCIbHLH1 开放阅读框长度 1 596 bp，可编码 531 个氨基

酸（Feng et al.，2012）。本试验通过 ExPASy Proteomics Server 预测了氨基酸序列的分子质量、等

电点、稳定性指数、脂溶性指数、两亲性指数。MdCIbHLH1 基因分子量为 57.37 kD，理论等电点
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为 5.51，碱性氨基酸残基（Arg + Lys）为 54，酸性氨基酸残基（Asp + Glu）为 64，分子式可写为

C2460H3920N728O807S24，在溶液中不稳定性指数为 49.52，脂溶性指数为 71.79，总平均亲水性指数为

–0.544。 

经 SOPMA 对 MdCIbHLH1 蛋白二级结构进行预测，发现蛋白中以 α螺旋和无规则卷曲为主，β

折叠和延伸链较少，其中 α螺旋 145 个（27.31%）、β折叠 19 个（3.58%）、无规则卷曲 310 个（58.38%）

和延伸链 57 个（10.73%）。 

利用 SWISS-MODEL Workspace 在线分析工具对 MdCIbHLH1 蛋白三级结构进行预测。三级结

构预测采用同源建模方法，搜索蛋白质结构数据库（PDB），得到同源序列 1an4.1.C（2.9 Å），将其

作为 MdCIbHLH1 蛋白三级结构预测模板，依据模板调整待预测蛋白序列主链原子位置生成预测蛋

白三级结构模型。预测信息显示，预测模型与同源模板序列同源性为 34.62%。 

2.2  MdCIbHLH1 保守功能域及进化树分析 

Feng 等（2012）对 MdCIbHLH1 保守功能域分析发现，其含有典型的 bHLH 结构域，进化树分

析结果表明 MdCIbHLH1 和 AtbHLH116（AtICE1）以及 AtbHLH033（AtICE2）聚在一起。由于

MdCIbHLH1 基因与拟南芥 ICEs 基因的相似性，将 MdCIbHLH1 与已知的其它植物，例如拟南芥

（Arabidopsis thaliana）、荠菜（Capsella bursa-pastoris）、水稻（Oryza sativa）和甜杨（Populus 

suaveolens）等的 ICEs 基因进行进化树和氨基酸序列进行比较，结果（图 1）发现 MdCIbHLH1 与

PtICE1、PsICE1、PsICE2 聚在一起，表明其亲缘关系最近，并且蛋白质序列上 C 端都包含 Helix- 

Loop-Helix 保守区。以上结果表明 MdCIbHLH1 与其它 ICEs 蛋白在功能结构域上保守性非常高。由

此可以推断，本研究中得到的基因是 ICEs 基因在苹果中的一个同源基因。 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  MdCIbHLH1 与其它植物 ICEs 蛋白进化树 

Fig. 1  Phylogenetic tree of MdCIbHLH1 compared with bHLH proteins of other plants 

 

2.3  MdCIbHLH1 在花芽休眠过程中的表达分析 

如图 2 所示，在休眠芽中 MdCIbHLH1 有很高的积累；随着花芽休眠的逐渐解除，表达量逐渐

降低，在花芽打破休眠时（3 月 23 日）达到最低值，在休眠破除后到幼嫩子叶萌动时期（4 月 6 日）

MdCIbHLH1 基因的表达出现阶段性的升高；当子叶开始展开时（4 月 13 日）MdCIbHLH1 基因的表

达下调，维持一个较低的表达水平。因此推断 MdCIbHLH1 基因与苹果花芽休眠维持及解除都有一
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定的关系。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 2  苹果花芽休眠及解除过程中 MdCIbHLH1 的表达变化 

Fig. 2  Expression change of MdCIbHLH1 of lateral flower buds during the dormancy and release in apple 

 

2.4  MdCIbHLH1 在种子层积过程中的表达分析 

由图 3 可以看出，层积 10 d 的种子基本上无萌发；20 d 后开始萌发；30 d 时发芽率达到 20%左

右；40 d 和 50 d 后发芽率分别达到 44%和 83%。MdCIbHLH1 在干种子中的表达量最高，随着种子

的萌发率表达量逐渐降低（图 3）。MdCIbHLH1 在种子萌发过程中的表达变化与花芽休眠及解除过

程中的表达相似，表明了 MdCIbHLH1 也可能参与种子的休眠以及休眠的解除过程。 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  层积苹果种子休眠解除过程中 MdCIbHLH1 的表达变化以及种子萌发率 

Fig. 3  Expression change of MdCIbHLH1 and seed germination of apple seed in the stratification process 
 

2.5  MdCIbHLH1 过量表达影响拟南芥种子的萌发 

通过观察过表达株系种子萌发情况以及大小和饱满程度，发现过量表达 MdCIbHLH1 拟南芥种

子萌发率明显低于野生型，并且种子干瘪（图 4，图 5）。以上结果进一步证明了 MdCIbHLH1 可能

影响休眠。 
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3 讨论 

3  讨论 

在植物中，从 bHLH 蛋白的发现到现在已经有一段时间了，不同的物种研究表明 bHLH 蛋白在

植物抗逆性中起着重要的作用。尽管如此，bHLH 蛋白在多年生果树抗寒分子机理研究上还是有些

滞后。本试验对前期在苹果中筛选到的受低温诱导的 bHLH 转录因子 MdCIbHLH1 进行了生物信息

学分析，研究表明 MdCIbHLH1 具有与其它植物 bHLH 转录因子保守的 bHLH 结构域，并且与其它

植物的低温诱导基因 ICEs 有较高的同源性。2010 年苹果基因组测序完成，它的基因组比拟南芥基

因组更复杂（Velasco et al.，2010）。本试验前期研究也发现 MdCIbHLH1 基因与拟南芥 ICEs 基因

具有差异，并且更具复杂性（Feng et al.，2012）。在拟南芥中，AtICE1 能特异的结合到 AtCBF3 启

动子的 MYC1-MYC4 识别位点上，并且与 MYC2 的作用最强（Chinnusamy et al.，2003）。但是

MdCIbHLH1 只能特异地结合到 MYC4 这一个位点上。这说明 MdCIbHLH1 与 AtICEs 或它们的下游

基因具有一定的非保守性，无论是在基因结构还是在调控机制上都不是完全保守的，具有部分差异

（Feng et al.，2012）。 

在模式植物拟南芥中，bHLH 转录因子 PIL5[PIF3-like 5（PIL5）]作为一个调控种子萌发分子

开关，连接光信号途径和激素信号途径（Oh et al.，2004）。前人研究表明，在暗处理条件下 PIL5

不仅能够结合到 GA 合成或分解基因（GA3ox1、GA3ox2 和 GA2ox2）和 ABA 合成或分解代谢基因

（ABA1、NCED6、NCED9 和 CYP707A2）的启动子上，而且还能够结合到两个 DELLA 基因（GAI

和 RGA）的启动子区调控它们的转录表达，通过影响 GA 和 ABA 的合成或分解来调控种子的萌发

（Oh et al.，2007）。后来研究者利用 ChIP-chip 和基因芯片等技术对 PIL5 的下游靶基因进行了分

析，结果显示 PIL5 还能够结合到与激素相关的转录调节因子，如 ABI3、ABI5、ARF18、BIM1 和

JAZ1 等，参与调控脱落酸、生长素、油菜素内酯（BR）和茉莉酸（JA）等激素的信号途径来影响

种子萌发（Oh et al.，2009）。既然光能够通过 bHLH 转录因子 PIL5 调控种子的休眠，那么 MdCIbHLH1

也可能参与苹果种子和花芽的休眠及解除。通过对不同时期层积苹果种子和花芽进行表达分析，结

果显示 MdCIbHLH1 参与了苹果花芽与种子的休眠以及解除过程；并且转基因拟南芥种子的萌发试

验进一步证明了 MdCIbHLH1 影响休眠过程。以上结果说明了 MdCIbHLH1 在调控花芽或者种子休

图 4  MdCIbHLH1 转基因拟南芥（L1 ~ L3）种子萌发率 

Fig. 4  The seed germination rate in MdCIbHLH1  

transgenic Arabidopsis（L1–L3） 

图 5  MdCIbHLH1 转基因拟南芥种子表型 

Fig. 5  The seed phenotype in MdCIbHLH1  

transgenic Arabidopsis 
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眠及解除过程中起着非常重要的作用。但是，不同于层积种子，MdCIbHLH1 在花芽休眠解除后期

出现表达峰值，可能是由于 3 月底到 4 月初经常出现倒春寒现象，MdCIbHLH1 表达的升高有利于

提高花芽等幼嫩组织的抗冷性。 

众所周知，温度、光照、激素是影响种子萌发的关键因素。Yamauchi 等（2004）研究表明 4 ℃

低温通过上调 GA 合成代谢基因（AtGA20ox1、AtGA20ox2 和 AtGA3ox1）和下调 GA 分解代谢基因

（AtGA2ox2）来提高拟南芥种子内活性 GAs 的含量进而促进萌发。苹果种子必须经过一定时间的低

温层积才能萌发。然而关于层积打破休眠的机理仍未清楚，但已有研究表明层积处理的苹果种子内

GA3 和 GA7 含量增加，其增加的时间与种子获得萌发能力的时期相一致，说明 GA3 和 GA7 在打破

休眠和促进种子萌发方面起着重要作用（Dębska et al.，2013；El-Yazal et al.，2014）。前期对于苹

果中GA和ABA合成代谢基因的启动子分析发现，其启动子含有典型的bHLH转录因子结合的E-box

和 G-box。由此可以推断，MdCIbHLH1 参与苹果花芽和种子休眠及解除的分子调控机制可能是通过

结合到 GA 或者 ABA 合成基因的启动子上，调控花芽或种子内源 GA 或者 ABA 的含量，进而影响

到花芽或种子的休眠及解除。转基因拟南芥种子出现干瘪的表型，也可能是由于内源 GA 或者 ABA

变化所致。 

目前，对休眠与萌发的研究以休眠较浅的模式植物拟南芥或者水稻等为主，但这些植物休眠很

浅，不能完全代表深休眠的木本植物。木本植物种子的休眠程度各异、原因复杂多样，与上述模式

植物种子存在一定的差距。本研究中随着苹果花芽和种子休眠的解除，MdCIbHLH1 的表达量逐渐

降低。可见，MdCIbHLH1 对苹果的种子以及芽的休眠及解除起调控作用。这对研究果树休眠的机

理，结合实践制定出有效的果树栽培措施奠定了理论基础。 
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