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丹参转录因子 SmbHLH93 的克隆及表达模式分析 
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摘  要：目的  克隆丹参碱性螺旋-环-螺旋（bHLH）类转录因子 SmbHLH93，并初步探究该基因的功能。方法  采用 PCR

和 RT-PCR 技术分别从 DNA 和 cDNA 水平克隆得到了 SmbHLH93 基因，进一步通过 BD Walking 获得了该基因的 5’启动子

区。生物信息学分析SmbHLH93蛋白的理化性质、结构特点和系统进化关系。结合启动子区分析软件和qPCR，研究SmbHLH93

在丹参不同部位和环境诱导下的表达模式。结果  获得 SmbHLH93 基因序列 954 bp 和 5’启动子区 1 583 bp，其中开放阅读

框（ORF）657 bp，有 3 个内含子和 4 个外显子，编码 218 个氨基酸，含有 bHLH 和 ACT_UUR-ACR-like 结构域，无跨膜

区域，可能定位于细胞核。表达模式分析结果显示该基因的表达量在根中最高，茎中最低，且随着花的形成逐渐降低。光和

低温诱导 SmbHLH93 的高表达，而水杨酸（SA）抑制其表达。结论  克隆得到丹参 bHLH 类转录因子新成员 SmbHLH93，

初步预测其参与了丹参花的发育过程和丹参次生代谢途径的调控。 
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Abstract: Objective  To clone and characterize a basic helix-loop-helix (bHLH) transcription factor SmbHLH93 from Salvia 

miltiorrhiza, and to predict its probable function. Methods  SmbHLH93 was cloned by PCR and RT-PCR from genomic DNA and 

cDNA, while its 5’ promoter region was cloned by BD Walking. Analysis on physico-chemical property, structure characteristic, and 

phylogenetic relationships of SmbHLH93 protein was carried out by bioinformatic method. Gene expression in different organs and 

inducing conditions was detected by qPCR. Results  Gene sequences of SmbHLH93 (954 bp) were obtained, including three introns 

and four exons, and the open reading frame was 657 bp, encoding 218 amino acids. Its promoter region had 1 583 bp nucleotides. The 

putative SmbHLH93 protein contains bHLH and ACT_UUR-ACR-like domains, without transmembrane helices, and located in the 

nucleus. The gene expression was highest in roots and lowest in stems. With the development of flowers, its expression decreased 

gradually. Light and low temperature could induce high expression of SmbHLH93, while salicylicacid (SA) inhibited its expression. 

Conclusion  A new member of bHLH transcription factor, SmbHLH93, is cloned from S. miltiorrhiza, and it could be involved in the 

development of flower and regulation of secondary metabolic pathways in S. miltiorrhiza. 
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bHLH 转录因子包含高度保守的碱性螺旋-环-

螺旋（basic helix-loop-helix，bHLH）结构域，普遍

存在于各种真核生物中，且在生命活动中发挥多种

功能[1]。研究表明，这类转录因子在动物中调节神 
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经、肌肉和心脏的发育；在酵母中调控磷吸收和糖

酵解途径；在植物中参与表皮分化、响应环境胁迫

或调控次生代谢[2-4]。植物 bHLH 家族成员数量众

多，是被子植物中的第二大类转录因子[5]，迄今为

止在拟南芥中发现了 147 个，水稻中 167 个[6]。 

丹参 Salvia miltiorrhiza Bunge 为唇形科多年

生草本植物，以其干燥根及根茎入药，是我国常用

的道地药材之一，用于治疗心脑血管疾病、乳腺癌

和肝炎等[7-10]。之前的转录组（SRX021907）研究

显示，丹参中有 76 个 bHLH 类转录因子[11]，这些

转录因子很可能参与丹参生长发育和次生代谢的

调控过程。目前，bHLH 类转录因子在拟南芥中研

究较多，而在丹参中只克隆得到了 SmbHLH1。本

研究从丹参转录组中得到了 1条 bHLH类转录因子

的 unigene，以此为基础克隆获得 SmbHLH93 基因

及其 5’启动子区。对启动子区、蛋白质的结构性质

和系统进化等进行生物信息学分析。研究该基因在

不同部位以及不同处理条件下的表达模式。根据分

析结果初步预测了 SmbHLH93 的功能，为进一步

深入研究该基因奠定基础，为今后该领域的研究提

供了新的理论依据。 

1  材料与试剂 

丹参种子采购于陕西天士力植物药业商洛有

限公司商州药源基地，发育至开花阶段后经由陕

西师范大学植物组田先华教授鉴定，为中药丹参

的药源植物丹参 Salvia miltiorrhiza Bunge。种子在

含有土与蛭石（1∶1）的基质中萌发，于人工气候

箱内培养（RXZ 型—500D，宁波），光照强度 8 000 

lx，光周期为光照 16 h/黑暗 8 h；温度（25±2） ℃，

湿度 48%。培养 60 d 的丹参幼苗用于各种胁迫处

理。500 μmol/L 水杨酸（SA）、8 ℃的低温、黑

暗 3 d 后持续光照处理丹参幼苗，其他条件不变。

取培养 2 年的丹参的根、茎、叶和花，花分为 3

个时期取材：花苞刚刚形成（F-I 期）、花瓣明显

成型但未绽开（F-II 期）、花盛开（F-III 期）。所

有材料经液氮速冻，−80 ℃保存，用于提取总

RNA。 

DNA、质粒、RNA 提取和胶回收试剂盒（购自

OMEGA）；2×Taq Master Mix（购自西安润德生物

技术有限公司）；pMD19-T simple vector、LA Taq 酶、

SYBR® Premix Ex Taq II、PrimeScript® RT reagent Kit

（购自 TaKaRa）。引物由北京奥科鼎盛生物科技有限

公司合成。Escherichia coli DH5α为本实验室保存。 

2  方法 

2.1  SmbHLH93 基因以及启动子区的克隆 

提取培养 60 d 的丹参幼苗的 DNA 和 RNA。用

PrimeScript® RT reagent Kit 将 RNA 反转录为

cDNA。根据丹参转录组数据库中 Unigene9499_ 

danshen 片段，经电子克隆得到 SmbHLH93。采用

Primer Premier 5.0 软件设计引物 SmbHLH93F 和

SmbHLH93R（表 1），在 gDNA 和 cDNA 水平上进

行 PCR 和 RT-PCR，获得该基因的 DNA 全长和开

放阅读框（ORF）。反应程序为 95 ℃预变性 3 min；

94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，

30 个循环；72 ℃复性 10 min。在全长序列的基础

上设计引物 GSP1、GSP2、GSP3 和 GSP4（表 1），

联合接头引物 AP1 和 AP2，通过 BD Genome 

WalkerTM DNA walking[12]获得 5’启动子区。回收产

物连接至 pMD19-T simple vector，转化 DH5α，筛

选阳性克隆送至华大基因进行测序。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

引物 序列 (5’-3’) 

SmbHLH93F ATGTCAATTCCCTTCCTCGACGG 

SmbHLH93R TTACAAACATCTCCCTCCGTAGCCT 

GSP1 CCAAACCCCAGATTTCAACC 

GSP2 GACCTCATCTCGCCGCCCGAATT 

GSP3 GCAGGATCGAAACTTGAAAGCTGATGAGC

GSP4 CAAAAAGCAGTCGAATTAATTTGGGAGCCA

AP1 GTAATACGACTCACTATAGGGC 

AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT 

RTb93F GCCGAAGATTAGCAAGATG 

RTb93R CCTTGAAGTAGTTCCGAATG 

ActinF AGGAACCACCGATCCAGACA 

ActinR GGTGCCCTGAGGTCCTGTT 
 

2.2  SmbHLH93基因序列和蛋白的生物信息学分析 

用 BLAST（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. 

cgi）和 DNAStar 寻找 ORF 并翻译。通过 GSDS 在

线工具（http://gsds.cbi.pku.edu.cn/）分析 SmbHLH93

的基因结构。采用 ExPASy-ProtParam（http://web. 

expasy.org/protparam/）分析蛋白质的理化性质；

ExPASy-ProtScale（http://web.expasy.org/protscale/）

分析蛋白质的亲疏水性；TMHMM（http://www. cbs. 

dtu.dk/services/TMHMM/）分析蛋白质的跨膜结构

域；SOPMA（http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_ 

automat.pl?page=npsa_sopma.html）分析蛋白质的二
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级结构；SWISS-MODEL（http://swissmodel.expasy. 

org/ ）分析蛋白质的三维立体结构； TargetP

（http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/）和 NucPred

（https://www.sbc.su.se/～maccallr/nucpred/）分析蛋

白 质 的 亚 细 胞 定 位 。 运 用 PlantProm-TSSP

（http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=tssp&g

roup=programs&subgroup=promoter）和 PlantCARE

（ http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/ 

html/）分析启动子区的顺式作用元件以及预测转录起始

位点。多重序列相似性比对由 ClustalX2 和

ExPASy-BoxShade（http://www.ch.embnet.org/ software/ 

BOX_form.html）完成。通过 MEGA4.0 邻接法

（Neighbor-Joining，NJ）构建系统树。 

2.3  SmbHLH93 的表达模式分析 

提取不同部位和各种处理的 RNA，用

PrimeScript® RT reagent Kit 反转录得到 cDNA，

作为实时荧光定量 PCR 的模板。内参为丹参持

家 基 因 β-actin （ DQ243702.1 ）。 设 计 引 物

RTb93F、RTb93R、ActinF 和 ActinR（表 1），

检测 SmbHLH93 在不同部位和各种处理下的表

达量。qPCR 反应程序：95 ℃  3 min；95 ℃  10 

s，60 ℃  30 s，50 个循环。每个样品重复 3 次。

运用比较 Ct 值的“ΔΔCt”法对定量数据进行计

算处理分析，样品间的差异显著性则通过

SPSS13.0 软件进行分析。  

3  结果与分析 

3.1  SmbHLH93 基因的克隆和分析 

根据设计的全长引物扩增获得 SmbHLH93 序列

954 bp。用BLAST 和DNAStar 比对分析，发现该基因

ORF 全长 657 bp，有 4 个外显子，3 个内含子（图 1）。 
 

 

黑色方块显示的是外显子，黑线显示的是内含子 

Exons are showed by black box, introns are showed by line 

图 1  SmbHLH93 的基因结构示意图 

Fig. 1  Structure of SmbHLH93 gene 

3.2  蛋白质结构预测和分析 

SmbHLH93 基因编码 218 个氨基酸。通过 NCBI

对序列的保守区进行分析，发现该序列含有 

Helix-loop-helix 保守结构域，并且具有与 DNA 的

E-box/N-box 结合的特殊位点，初步认定该基因编码

的是 bHLH 家族蛋白。进一步 BLAST 比对后发现该

基因与拟南芥等物种的 bHLH93 蛋白相似度较高，故

将其编码基因命名为 SmbHLH93。此外，SmbHLH93

蛋白还具有 ACT_UUR-ACR-like 结构域，属于 ACT

超家族。 

采用 ExPASy-ProtParam 分析蛋白质理化性质，

相对分子质量为 24 860，理论 pI 为 8.43，是碱性蛋

白质。带负电荷的残基（Asp＋Glu）总数 32，带正

电荷的残基（Arg＋Lys）总数 35。不稳定指数 57.56，

是不稳定蛋白，其半衰期在体外的哺乳动物网状细

胞中为 30 h，酵母体内大于 20 h，大肠杆菌体内大

于 10 h。运用 ExPASy-ProtScale 预测该蛋白为亲水

性蛋白（图 2）。用 SOPMA 软件预测 SmbHLH93

蛋白的二级结构，表明该蛋白含有 119 个 α螺旋，

占 54.59%；27 个延伸链，占 12.39%；11 个 β转角，

占 5.05%；61 个无规卷曲，占 27.98%。对三级结构

预测中，SWISS-MODEL 分析得到该基因氨基酸序

列 59～102的 44个残基形成了 helix-loop-helix典型

的 U 型结构。通过 TMHMM 软件分析得知，该编

码蛋白质无跨膜区域，全部位于膜外。亚细胞定位

预测结果表明，该蛋白可能定位于细胞核，不定位

于叶绿体和线粒体。 

 

纵坐标正值为疏水，负值为亲水 

On ordinate, positive value indicates hydrophobicity, while negative 

value indicates hydrophilicity 

图 2  SmbHLH93 蛋白的亲疏水性分析 

Fig. 2  Hydrophobicity and hydrophilicity analysis  

on SmbHLH93 protein 

3.3  启动子区的克隆及分析 

BD Walking获得起始密码子上游 1 583 bp 的 5’ 

侧翼序列。通过在线预测软件 PlantProm-TSSP 和

PlantCARE 分析获得的启动子区（图 3），发现转录

起始位点（transcription initiation site，TIS）位于 ATG

上游 325 bp 处，定位为“+1”。在 TIS 上游存在多

个 CAAT-box，并且在−22 bp 处存在一个 TATA-box，

−1 198 bp 处还存在一个启动增强子。该基因包含多 
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转录起始位点标记为“+1 TIS”，顺式作用元件用阴影、下划线或方框表示 

Transcription initiation site is marked as +1 TIS and cis-acting elements are shadowed, underlined or framed 

图 3  SmbHLH93 基因 5’启动子区序列分析 

Fig. 3  Sequence analysis of 5’ promoter region of SmbHLH93 gene 

个顺式作用元件，其中与光调控相关的最多，有

BOX4、G-box、Sp1 等。还存在 GA3 响应元件

GARE-motif，低温响应元件 LTR，SA 响应元件

TCA-element、缺氧响应元件 GC-motif 等。 

3.4  同源性分析和系统发育比较 

采用 MEGA4.0 构建系统进化树（图 4）。目前，

bHLH93 基因被研究发现的并不多，而在有限的被

发 现 的 物 种 中 SmbHLH93 与 AtbHLH93

（NP_569014.1）、MtbHLH93（XP_003603699.1）、

TcbHLH93（EOY15558.1）同源性最高。与拟南芥

其他 bHLH 转录因子的同源性也较高，其中与花粉

发育相关基因 AtDYT1（NP_193864.1）和 AtAMS

（NP_179283.2）的亲缘关系最近。SmbHLH93 氨

基酸序列与 MtbHLH93、TcbHLH93、AtbHLH93、 

 

图 4  SmbHLH93 与其他物种 bHLH 类转录因子 

的系统进化树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of SmbHLH93 with bHLH  

transcription factors from other species 

可可（EOX91851.1）
葡萄（XP_002264407.1） 
蓖麻（XP_002528891.1） 
桃（AGS13700.1） 
草莓（XP_004288312.1） 
大豆（XP_003517154.1） 
大豆（XP_003531971.1） 
可可（EOY15558.1） 
苜蓿（XP_003603699.1） 
SmbHLH93 
拟南芥（NP_569014.1） 
拟南芥（NP_193864.1） 
拟南芥（NP_179283.1） 
拟南芥（NP_568666.1） 
拟南芥（NP_189056.2） 
丹参（AFJ05597.1） 
拟南芥（AEE34875.1） 
酿酒酵母（NP_116692.1） 
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GmbHLH93-like 亚型 I（XP_003531971.1）和亚

型 XI（XP_003517154.1）相似度很高，为 69%、

69%、66%、68%和 69%。对以上序列和功能可能

相关的拟南芥 bHLH转录因子 AtAMS和 AtFAMA 

（NP_172746.2）进行多重序列比对（图 5）。与其

他物种的 bHLH93 氨基酸序列进行比对，发现该

蛋白在 bHLH 结构域和 C 端非常保守。虽然与

AtAMS和AtFAMA的整体相似度只有 30%和 45%，

但 bHLH 结构域的一致性很高，C 端也有较高相

似性。根据比对结果，以及参考植物 bHLH 分类

图[13]，SmbHLH93 更接近于 bHLH 家族的亚型 I

或者亚型 XI。 

3.5  不同部位以及花的不同发育阶段表达特异性 

qPCR 分析 SmbHLH93 在不同部位的表达，结 

 

图 5  SmbHLH93 蛋白与其他物种 bHLH 类转录因子相似性分析 

Fig. 5  Similarity analysis of SmbHLH93 protein and bHLH transcription factors from other species 

果显示该基因在根、茎、叶、花中均有表达。其在

根中的表达显著高于叶和茎，表达量大约是叶中的

7 倍，几乎是茎中的 13 倍（图 6-A）。在花的 3 个

不同发育阶段中，F-I 期的表达量最高，其次是 F-II

期，F-III 期最低，随着花的发育成熟其表达量呈递

减趋势（图 6-B）。在各个部位中不均匀的表达可能

与 SmbHLH93 行使不同的功能密切相关。 

3.6  不同诱导条件下表达模式分析 

光处理可诱导 SmbHLH93 基因的表达（图 7-A），

黑暗处理 3 d 后（光照 0 h）SmbHLH93 表达量下降，

光照 2 h 后恢复正常，之后表达量逐渐升高，在 24 h

达到最高值，是对照（ck）的 6 倍，24 h 后逐渐降低

到与 ck 相近的正常值。低温处理 6 h 内，SmbHLH93

表达量稍微有所下降，8 h 达到最大值，达到 0 h 的

4 倍左右（图 7-B）。持续低温 24 h 以后，SmbHLH93

的表达量普遍提高。SA 处理下（图 7-C），SmbHLH93

的表达一直受到明显的抑制，在 24 h 有所恢复，不

过仍显著低于对照，之后表达量又开始下降。 

4  讨论 

植物 bHLH是一类非常古老而庞大的基因家族，

广泛参与植物的生长发育、应对环境胁迫和调控次生

代谢。目前在拟南芥中研究较多，已经发现了与气孔

发育相关的 AtSCREAM2、AtFAMA 和 AtSPCH[14-15]， 

 

A-SmbHLH93 在根茎叶中的表达  B-SmbHLH93 在花的 3 个发育

阶段的表达；不同字母表示有显著差异（P＜0.05），下同 

A-expression of SmbHLH93 in root, stem, and leaf  B-expression of 

SmbHLH93 in three flower stages 

Relative expression represented by different letters shows significant 

difference (P < 0.05), same as below 

图 6  SmbHLH93 在丹参不同部位以及花不同发 

育阶段的表达 

Fig. 6  Expression of SmbHLH93 in different fractious and  

flower stages of S. miltiorrhiza 
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A-光照  B-8 ℃  C-500 μmol·L−1 SA 

A-light  B-8 ℃  C-500 μmol·L−1 SA 

图 7  不同诱导条件下 SmbHLH93 的表达 

Fig. 7  Expression of SmbHLH93 under different induction conditions 

与花粉发育相关的 AtSPL、AtDYT1 和 AtAMS[16-17]，

与抗低温胁迫相关的 AtICE1[18]以及与 MYB 类转录

因子协同调节花青素代谢途径的 GL3 和 EGL3[19]

等。然而，关于 bHLH93 的研究并不多，其中已被

报道进行功能研究的只有 AtbHLH93。研究显示

AtbHLH93 蛋白能与 AtFAMA 形成异源二聚体，负

调控气孔的形成[20]，且在雄性不育 AtSPL 突变体

中 AtbHLH93 的表达量代偿性提高，可能参与花

的发育[21]。本研究首次克隆得到了 SmbHLH93，其

氨基酸序列与 MtbHLH93、TcbHLH93、AtbHLH93、

GmbHLH93-like 亚型 I 和亚型 XI 相似度较高，虽然

这些序列两两之间的相似度都没有超过 70%，但多

重序列比对却发现它们的 bHLH 结构域和 C 端非常

保守，说明 bHLH93 在不同物种中其 bHLH 结构域

和 C 端以外的序列变异较大，进化不够保守。

SmbHLH93蛋白除了与AtbHLH93有较高的相似性，

与花粉发育相关的AtDYT1和AtAMS亲缘关系也很

近，其中 bHLH 结构域与 AtAMS 的一致性很高，C

端也有较高相似性。该基因在花的 F-I 期至 F-III 期，

随着花的盛开和花粉发育的成熟，表达量逐渐降低

的趋势也符合这一功能特点。推测 SmbHLH93 参与

了花的发育过程。 

与 AtbHLH93、AtDYT1 和 AtAMS 不同，

SmbHLH93 蛋白除了属于 bHLH 家族，还属于 ACT

超家族，具有 ACT_UUR-ACR-like 结构域。比对发

现 AtSCREAM2 和 AtFAMA 也有该结构域。

ACT_UUR-ACR-like 由各种形式的 ACT 结构域组

成。而 ACT 结构域最早是在细菌中发现，通常通

过特异性结合小分子配体来调控酶的功能，参与

氨基酸和嘌呤的生物合成或者细菌代谢和转录的

调节[22-23]。在拟南芥和水稻中发现有些蛋白含有多

个重复的 ACT 结构域，其结构与细菌传感器蛋白

GlnD 相似，推测具有调节和传感作用[24-26]。说明

SmbHLH93 不仅具有转录因子调节基因表达的功

能，还可能与其他配体结合调控酶的功能或参与信

号传导，至于是否与 AtSCREAM2 和 AtFAMA 有相

似的功能，今后可以通过干涉、过表达、酵母双杂

和功能互补等实验进行验证。 

浇灌 0.5～3 mmol/L 的 SA，丹参酮 IIA、隐丹

参酮和丹酚酸 B 量明显提高[27]。本研究中丹参幼苗

经 0.5 mmol/L 的 SA 处理后，SmbHLH93 的表达立

刻受到了明显的抑制，虽然在24 h表达量有所升高，

但仍显著低于对照。由此看来 SmbHLH93 与丹参次

生代谢途径的调控相关，但具体调控机制还不清楚，

需要进一步的实验来进行证明。 
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