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白桦 BpHO 基因非生物胁迫及信号诱导的表达模式分析
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摘要:血红素加氧酶(heme oxygenase, HO)是一种普遍存在的敏感的和高活性的血红素分解代谢过程中的限速酶。
本文揭示了白桦 BpHO 在非生物胁迫及信号诱导调控的表达特征,为该基因在白桦中代谢调控功能的研究奠定基

础。 通过前期研究获得了白桦 HO 基因,命名为 BpHO,应用生物信息学软件分析了白桦 BpHO 基因的分子结构特

征,利用重金属镉(Cd)、盐(NaCl)以及 4 益低温进行非生物胁迫处理,利用硝普钠(SNP)和水杨酸(SA)进行信号

诱导,分析 BpHO 的表达特征。 生物信息学分析表明该基因全长 855 bp,含有完整的开放读码框,编码 284 个氨基

酸(Genebank 登录号:KJ197335)。 BpHO 为不稳定类疏水性蛋白,不存在信号肽,也不具有跨膜能力,琢鄄螺旋、延伸

链、无规则卷曲分布于整个蛋白。 分子进化分析结果表明,白桦 BpHO 基因与葡萄的遗传距离较近,说明二者亲缘

关系较近;与大豆、菜豆、豌豆的遗传距离较远,说明其亲缘关系较远。 非生物胁迫结果表明,BpHO 基因的表达水

平随非生物胁迫处理时间的不同而上下波动,但在处理 6 h 后 BpHO 基因对 4 种非生物胁迫处理都上调表达,说明

BpHO 基因对非生物胁迫具有响应。 信号诱导结果表明,外源 NO 调节了 BpHO 基因的转录表达,调控血红素加氧

酶的合成。 SA 也参与了 BpHO 基因的信号调控。 盐、低温、重金属镉胁迫均能促进 BpHO 的表达,但响应模式

不同。
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Heme oxygenase (HO) is the rate鄄limiting enzyme in the process of heme catabolism which is
ubiquitous, sensitive, and highly active . This paper reveals the BpHO expression pattern in signal
induction and regulation of secondary metabolism, in an attempt to lay the foundation for the study of
gene function in metabolic regulation of birch. In our previous research, the HO gene has been cloned
from birch ( Betula platyphylla), named BpHO. The molecular structure of BpHO was analyzed by
bioinformatics software. Abiotic stress by cadmium (Cd), salt (NaCl) and low temperature (4 益), and
signal induced by sodium nitroprusside ( SNP) and salicylic acid ( SA) were used in the study. The
expression patterns of BpHO induced by abiotic and signal induction were analyzed. Bioinformatics
analysis showed that BpHO is 855 bp, and contains the complete ORF, encoding 284 amino acids
(Genebank ID:KJ197335). BpHO is an unstable hydrophobic protein, which does not possess signal
peptide and the transmembrane ability either. The alpha helix, extension chain and random coil are
distributed throughout the protein. Molecular evolution analysis results showed that the genetic distance of
BpHO gene between birch and grape species is relatively close. The gene heredity distance is farther with
soybean, Kidney bean and pea, explaining the far genetic relationship with them. Abiotic stress results
indicated that BpHO gene expression levels varied with abiotic stress time with fluctuations, but after 6 h
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treatment BpHO gene for four abiotic stress treatments were up鄄regulated, indicating BpHO genes are
responsive to abiotic stresses. The results suggest that the signal induced by exogenous NO regulates
transcription expression of BpHO and the synthesis of heme oxygenase. Salicylic acid is also involved in
expression of BpHO. Salt, low temperature, heavy metal, and cadmium stress can promote the expression
of BpHO, while the response patterns differ.
Key words摇 Betula platyphylla; BpHO; bioinformatics analysis; abiotic stress

摇 摇 血红素加氧酶( heme oxygenase, HO)是一种

普遍存在的敏感的和高活性的血红素分解代谢过

程中的限速酶,主要代谢产生哺乳动物体内的一

氧化碳( CO)、铁( Fe2 + )、胆绿素( BV)。 HO 有 3
种类型:HO鄄1、HO鄄2、HO鄄3,其中 HO鄄1 为氧应激诱

导型,HO鄄2 和 HO鄄3 为组成型[1鄄鄄6] 。 相关 HO 基因

已经在拟南芥(Arabidopsis thaliana)、大豆(Glycine
max)、 苜 蓿 ( Medicago sativa ) 和 小 麦 ( Triticum
aestivum)等中被证明。 例如,拟南芥中有 4 个基因

编码 HO,在光敏色素的生物合成中起到重要的作

用[1 - 2] 。 研究表明,HO鄄1 或其催化产物 CO 参与

植物对盐胁迫、重金属、紫外线辐射、程序性细胞

死亡的响应,以及气孔运动和不定根发育[1 - 4] ;同
时也可以被细胞接触剂,如生长因子、促炎细胞因

子、细菌内毒素、一氧化氮(NO)和肿瘤启动子等

诱导[6] 。
镉(Cd)是一种植物非必须的有毒的重金属,能

够诱导植物细胞程序性死亡(PCD) [7]。 镉容易被

植物吸收,产生各种毒性症状,如萎黄、萎蔫、生长减

少和细胞死亡[8]。 镉的毒性可以归因于许多生理

过程,例如减少在细胞间隙和叶绿体的数目,抑制叶

绿素合成和光合作用,生成游离的恶化自由基和活

性氧[9]。 水杨酸(SA),植物生长调节器,是一个重

要的信号分子,影响植物许多生理过程,如种子发

芽、产热、果实成熟、衰老等, SA 还介导植物响应许

多生物和非生物胁迫,如寒冷、高盐、以及重金属过

量; SA 还可以通过激活的致病相关基因的表达,诱
导植物防御细菌或病毒病原体[7,10鄄鄄11]。

白桦(Betula platyphylla),桦木科(Betuleae)桦
木属,落叶乔木,雌雄同株,生命力强,产于中国东

北、华北等地。 白桦具有极高的药用价值,其树叶

和树皮中含有次生代谢产物白桦三萜,具有清热

利湿,祛痰止咳,解毒消肿,抗癌等药理活性[7,12] 。
本文分析白桦 BpHO 的基因序列,研究在重金属

镉、低温(4 益)、盐的非生物胁迫下该基因的表达

模式,利用 NO 供体硝普钠 ( SNP) 和水杨酸对

BpHO 进行处理,观察信号诱导下 BpHO 的表达模

式,以揭示 BpHO 在非生物胁迫和信号诱导下的表

达特征。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材摇 料

本文所用材料为白桦组培苗及悬浮细胞。
1郾 2摇 方摇 法

白桦无菌苗由本试验室保存并采用组织培养法

在WPM 固体培养基中继代及扩繁。 分别用50 滋mol /
L 的镉(Cd)、200 mmol / L 的盐(NaCl)以及4 益的低温

对白桦组培苗进行非生物胁迫,每个处理均重复 3
次。 分别于处理后 6、12、24、48、96 h 取样。 分别测量

对照组和处理组的表达量,用处理组的测量结果减去

对照组的测量结果,若为正数说明表达水平上调,反
之说明表达水平下调。

硝普钠(SNP)为一种NO 供体,分解后产生NO;亚
铁氰化钾(potassium ferrocyanide ,KFeCN)为 SNP 的类

似物,其分解产物与 SNP 相同,但分解后不提供 NO;
cPTIO 为NO 专一性猝灭剂,可消除 SNP 分解后产生的

NO[7 -8,13 -15]。 使用 NT 液体培养基对白桦茎段细胞进

行悬浮培养,培养基中加入激素0. 01 mg / L TDZ 和 0. 1
mg / L 6鄄BA,将上述培养的白桦茎段细胞分别进行 SNP
(1 mol / L)和水杨酸(50 mmol / L)处理,加入后开始计

时,分别于 6、12、24、48、72 h 取样[7]。 对白桦悬浮细胞

分别用 SNP(1 mol / L)、KFeCN(1 mol / L)、cPTIO + SNP
(150 mmol / L) 处理 12 h,分析白桦悬浮细胞中 HO 基

因表达水平在信号诱导下的变化[7]。 RNA 的提取以及

荧光定量试验方法参照文献[7]进行操作。
利用在线分析软件 Protparam[16] 分析 BpHO 氨

基 酸 序 列 的 理 化 性 质。 利 用 在 线 分 析 软 件

ProtScale[16]的 Kyte and Doolittle 算法分析 BpHO 蛋

白亲水 /疏水性。 利用在线分析工具 Signa lP[17] 的

神经网络算法对 BpHO 蛋白进行预测并分析 BpHO
蛋白的信号肽。 利用在线工具 TMPred[18] 预测和分

析 BpHO 蛋白的跨膜结构。 应用GOR4[19]分析 BpHO
蛋白的二级结构。 利用 NCBI 数据库对 BpHO 基因

序列以及推测的编码蛋白进行同源序列比对[7]。
应用 PRALINE 在线多序列比对软件分析对 BpHO
推测的编码蛋白以及上述物种中的同源蛋白,进行

同源序列比对分析。 利用 MEGA 5. 0 软件,应用

Neighbor鄄Joining 算法构建系统进化树[20]。
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2摇 结果与分析

2郾 1摇 氨基酸理化性质分析

前期研究克隆了白桦 BpHO 全长基因 855 bp,编
码 284 个氨基酸,含有完整的开放读码框,并已上传

至 NCBI,登录号:KJ197335。 分析 BpHO 理化性质,其
蛋白等电点(pI)为 5. 04;不稳定系数为42. 31,为不稳

定类蛋白(不稳定系数大于 40 时,预测蛋白质为不稳

定蛋白,反之则为稳定蛋白);总平均疏水性为0. 773,
说明该蛋白为疏水性蛋白。 蛋白质亲疏水性氨基酸

的组成是蛋白质折叠的主要驱动力,通过亲水性预测

可以反映蛋白质的折叠情况[21] ( > 0. 5 区域为疏水

区, < - 0. 5 区域为亲水区,介于 + 0. 5 ~ - 0. 5 之

间主要为两性区域)。 结果表明(图 1),BpHO 蛋白

共有 855 个疏水区,4 个亲水区域。

图 1摇 白桦 BpHO 基因的亲水 / 疏水性分析

Fig. 1摇 Analysis of hydrophilic / hydrophobic BpHO gene in birch
摇

2郾 2摇 信号肽及跨膜结构域的预测和分析

信号肽是 N 端的一段氨基酸序列,一般由 16 ~
26 个氨基酸残基组成,指导分泌性蛋白到内质网膜

上合成,在蛋白质合成结束之前被切除,其中包括疏

水核心区、信号肽的 C 端和 N 端[7,21]。 结果表明,
摇 摇

BpHO 蛋白不存在信号肽。
跨膜结构是一段氨基酸片段,一般由 20 个左右

的疏水性氨基酸残基组成,主要形成 琢鄄螺旋[21]。 图

2 表明,BpHO 蛋白既没有从外到内的跨膜能力,也
没有从内到外的跨膜能力。

图 2摇 白桦 BpHO 蛋白跨膜结构域预测和分析

Fig. 2摇 Prediction and analysis of BpHO protein
transmembrane domain in birch

摇

2郾 3摇 蛋白质二级结构域的预测与分析

BpHO 蛋白是由 45. 07% 的 琢鄄螺 旋 ( Alpha
helix)、9. 86%的延伸链(Extendedstrand)和 45. 07%
的无规则卷曲(Random coil)所组成的,并且分布于

整个蛋白(图 3)。 由此可知,BpHO 蛋白较不稳定,
为不稳定蛋白。
2郾 4摇 氨基酸序列比对及系统进化树构建

对 BpHO 氨基酸序列进行同源序列比对并构建

系统进化树(图 4)。 Blast X 比对结果如表 1 所示。
获得 的 BpHO 蛋 白 序 列, 与 毛 果 杨 ( Populus
trichocarpa)、 大 豆、 葡 萄 ( Vitis vinifera )、 可 可

(Theobroma cacao)、甜橙 ( Citrus sinensis) 和蓖麻

(Ricinus communis)等物种中的同源蛋白序列相比

具有很高的保守性。
表 1摇 HO 基因序列与其他物种同源比对

Tab. 1摇 HO gene sequence homology with other species

种名

Species
登录号

Accession No.
比对得分

Alignment score
与 BpHO 蛋白的一致性

Consistency with BpHO protein / %

碧桃 Prunus persica XM_007202348. 1 806 84

葡萄 Vitis vinifera XM_002285156. 1 729 83

可可 Theobroma cacao XM_007013383. 1 770 83

甜橙 Citrus sinensis XM_006475777. 1 736 82

草莓 Fragaria vesca XM_004287271. 1 681 82

毛果杨 Populus trichocarpa XM_002324619. 2 659 81

蓖麻 Ricinus communis XM_002524448. 1 650 81

黄瓜 Cucumis sativus XM_004150814. 1 673 80

大豆 Glycine max XM_003522859. 2 618 80

菜豆 Phaseolus vulgaris XM_007138250. 1 596 79

豌豆 Pisum sativum AF276228. 1 560 78
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图 3摇 白桦 BpHO 蛋白二级结构预测

Fig. 3摇 Prediction of secondary structure of BpHO protein in birch
摇

图 4摇 白桦 BpHO 基因系统发育进化树

Fig. 4摇 Phylogenetic tree of BpHO gene
摇

摇 摇 系统进化树是物种的进化史,通过构建系统进

化树可以根据这些物种的祖先描述它们的进化关

系[7]。 结果表明(图 4), 12 条蛋白序列大致分为 2
个大 类: 其 中 毛 果 杨、 蓖 麻、 可 可、 甜 橙、 黄 瓜

( Cucumis sativus )、 碧 桃 ( Prunus persica )、 草 莓

(Fragaria vesca)、葡萄和白桦聚成一个大类,豌豆

(Pisum sativum)、大豆和菜豆(Phaseolus vulgaris)聚

成一类。 白桦 BpHO 蛋白与葡萄的遗传距离较近说

明有着较近的亲缘关系;与大豆、菜豆、豌豆等的的

遗传距离较远,说明其亲缘关系较远。
2郾 5摇 BpHO 在白桦中的表达模式

2郾 5郾 1摇 非生物胁迫下 BpHO 在白桦中的表达

非生物胁迫下 BpHO 基因的表达水平随处理时

间的不同而上下波动(图 5),但在处理 6 h 后 BpHO
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基因对 3 种非生物胁迫处理都上调表达,说明 BpHO
基因对非生物胁迫具有响应。 镉处理结果表明在处

理 6 和 48 h 上调表达,而在处理 24 和 96 h 时下调

表达,在处理 12 h 后表达量与对照几乎一致。 低温

处理表达结果表明,处理 6 和 48 h 上调表达,其余

时间下调表达。 而 NaCl 处理只有在 12 h 下调表

达,其他时间都为上调表达。 所有的处理都是在

48 h时,表达量最高。 说明 BpHO 对非生物胁迫有

响应,而对不同的胁迫方式的响应模式不同。

图 5摇 白桦 BpHO 基因在非生物胁迫下的表达

Fig. 5摇 Expression of BpHO under abiotic stress in birch
摇

2郾 5郾 2摇 信号诱导下 BpHO 在白桦中的表达

SNP 处理 6 h 后,HO 的表达量达到最大值,约
为最低值 24 h 的 4 倍;12 h 的表达量较 6 h 有所降

低,但仍高于 24 h,约为 24 h 的 1. 5 倍;48 h 的表达

量仅次于 6 h 处理的悬浮细胞,约为最低值 24 h 的 2
倍;72 h 处理材料中的 HO 表达量与 48 h 基本相同,
与对照相比所有处理的 BpHO 表达量均有所提高

(图 6)。 因此,SNP 能够影响白桦中 BpHO 基因的

表达,初步说明外源 NO 影响了血红素加氧酶的

合成。

图 6摇 BpHO 在 SNP 处理后的表达

Fig. 6摇 Expression of BpHO after SNP treatment
摇

为了确定是否为外源 NO 导致 BpHO 基因表达

水平的变化。 本研究又用 SNP、KFeCN、 cPTIO +
SNP 处理白桦茎段细胞 12 h,分析白桦茎段细胞中

BpHO 基因表达水平的变化[7]。 结果表明(图 7),
白桦 BpHO 基因的表达量在 SNP 处理组中要高于

KFeCN 及 cPTIO + SNP 处理组。 这组实验证实了

BpHO 基因的转录表达可以被外源 NO 调节, 外源

NO 可以调控血红素加氧酶的合成。

图7摇 白桦 BpHO基因在 SNP、KFeCN、cPTIO + SNP 处理后的表达

Fig. 7摇 Expression of BpHO after SNP, KFeCN and cPTIO + SNP
摇

水杨酸(SA)作为一种植物生长调节剂,参与植

物体内多种代谢产物的调控[7,10]。 我们对白桦进行

水杨酸处理 ,用来确定水杨酸对白桦 BpHO 表达的

影响。 由结果可以看出(图 8),处理 6 h 的材料,表
达量明显升高,约为对照的 2 倍,但在处理 12 h 后

表达量急剧减少,处理 24 h 后表达量又开始上调约

为对照组的 3 倍,但在处理 48 h 后表达量明显降

低,96 h 处理的材料与对照相比基本不变。 综上可

知,SA 参与了 BpHO 基因的信号调控。

图 8摇 白桦 BpHO 基因在水杨酸作用下的表达模式

Fig. 8 Expression pattern of BpHO after salicylic acid treatment in birch
摇

3摇 讨论与结论

一氧化碳(CO)是对流层中最重要的反应性的

微量气体;自 17 世纪以来,CO 一直被称为一种有毒

气体;然而,在过去的几年中,已经有大量证据表明

CO 的炎症反应是一个显著调制器,影响细胞增殖以

及细胞因子和生长因子产生的过程[6]。 在动物中,
一氧化碳(CO),主要是由血红素加氧酶(HO)合成,
HO 已被证实参与许多信号和细胞毒剂生理和免疫

过程[2]。 许多在动物身上发现的 HO 基因或相应的

蛋白质,已经确定来自不同植物物种,包括拟南芥

属、大豆、 番茄 ( Lycopersicon esculentum)、 马铃薯

(Solanum tuberosum)、苜蓿、水稻(Oryza sativa)、玉
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米(Zea mays)、高粱(Sorghum moench)等[3]。 已有

多种证据表明,在动物和植物,HO 的表达是由多种

应激诱导的刺激,包括缺氧,盐胁迫,重金属,紫外线

辐射和 NO 等。 因此无论是在动物还是植物中,
HO 蛋白或相应基因的生物功能被认为与抵抗氧

化应激和细胞应激有关,使其具有基本适应性和

防御反应[3] 。
非生物胁迫是限制植物生长及产量的全球性问

题。 经过长期的自然选择,植物逐渐进化出一套完

整的适应非生物胁迫的能力[2]。 例如盐是一种主

要的非生物胁迫因子,在盐条件下,钠离子通过非选

择性阳离子通道和高亲和力 K + 转运进入根部表皮

细胞。 这样的带电 Na + 离子能够使质膜去极化,导
致 K + 立即通过去极化活化的外向整流的 K +

(KOR)通道泄漏。 这耗尽细胞内 K + ,损害细胞的

新陈代谢并可能导致盐水条件下细胞程序性死亡。
因此,离子平衡的维护是植物抵御盐胁迫的重要因

素。[7,14鄄鄄15,22鄄鄄23]。 已有研究表明,低剂量的 NaCl 诱
导血红素加氧酶的形成,但加入 CO 后,上述反应发

生抑制[2]。 这与我们的结果类似(图 5),除 12 h 的

处理外,所有 NaCl 处理的白桦细胞,BpHO 基因都

上调表达;推测 12 h 处理后 BpHO 基因下调表达的

原因可能是,6 h 盐胁迫处理后,BpHO 基因上调表

达,代谢产生 CO 抑制了 BpHO 基因的表达。 Cao
等[2]的结果表明,在低渗胁迫和盐胁迫的拟南芥幼

苗,HO 基因在根组织中显著表达。 因此,可以进一

步推断血红素加氧酶可能参与植物耐受非生物胁

迫。 Bose 等[23]的研究表明,血红素加氧酶通过增加

膜电位复极化的速率防止 K + 的损失;同时血红素

加氧酶上调 H + 鄄ATP 酶的活性,从而导致更高的速

率的膜电位复极化和盐胁迫期间实现更好的保留

K + 。 但在转录水平的盐诱导增加的 H + 鄄ATP 酶的

表达,还需要进一步的研究来揭示这一过程的具体

细节,这项工作强调的血红素加氧酶在盐胁迫期间

具有保留 K + 和排斥 Na + 的有益作用,因此血红素

加氧酶能在今后的育种中有针对性地施加于耐盐

作物。
能够诱导植物对逆境反应的抗逆信号分子:水

杨酸(SA)和一氧化氮(NO),是公认的植物防御细

胞凋亡的信号分子。 研究表明,NO 与 SA 共同参与

植物的生理反应[10,15,24];同时,NO 可以诱导血红素

加氧酶的合成[7]。 我们的结果显示(图 6),随着处

理时间的延长,植物 BpHO 基因的表达量上下波动,
在 12 h 时 BpHO 基因表达量达到最低值,但是在处

理 24 h 后 BpHO 基因的表达量有所升高,这种表达

机制还不清楚。 研究表明,当加入 CO 或 BR 时,可

以抑制 SA 诱导 BpHO 的产生[1];这与我们的结果类

似(图 8)。 SA 能够诱导 BpHO 基因活性,但在 SA
处理 12 和 48 h 的材料中,BpHO 基因表达量下降,
推测 BpHO 基因代谢分解产生 CO 和 BR,抑制了

BpHO 基因的表达。 Cui 等[1]的结果表明,血红素加

氧酶对 SA 的诱导缓解氧化应激和镉的毒性引起的

镉应力具有益效果;事实上,血红素加氧酶的这种细

胞保护活动可能是它的酶促反应的催化的产物。 同

时药理学证据表明,SA 可能是上一个线性信号传导

途径中的氧化应激的过程,以此来减轻镉的毒

性[1]。 我们的结果也证实了镉胁迫, 可以提高

BpHO 基因的表达(图 5)。
综上所述,本研究证实了重金属镉、低温、盐胁

迫等非生物胁迫可以诱导 BpHO 基因表达,初步说

明血红素加氧酶参与植物耐受非生物胁迫。 外源信

号水杨酸和一氧化氮均能够促进 HO 的合成,说明

HO 基因对信号诱导和次生代谢调控响应明显。 本

研究为进一步研究 HO 在木本植物中的表达和生物

学功能提供了依据,同时为深入研究 BpHO 基因响

应非生物胁迫和信号诱导奠定了基础。
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