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黄芩 bHLH 转录因子基因家族生物信息学及表达分析 

陈 颖，刘  娟*，袁  媛*，周骏辉，黄璐琦 

中国中医科学院 中药资源中心，北京  100700 

摘  要：目的  通过生物信息学方法，克隆黄芩 Scutellaria baicalensis bHLH 基因，并初步探究其功能。方法  使用 BLAST 软

件从黄芩 cDNA 文库中筛选出 bHLH 基因，克隆其全长 cDNA 序列，测序验证后使用 ORF Finder 预测开放阅读框，并进行蛋

白序列特征分析，使用荧光定量PCR方法比较bHLH基因在不同器官以及受赤霉素刺激下的表达情况。结果  克隆的6个bHLH

转录因子基因（bHLH1～3，bHLH5～7），分属 6 个亚家族，其中 2 个有完整的开放阅读框。bHLH 基因相对表达水平分析发

现，100 μmol/L GA3处理后 bHLH2、bHLH3 表达量升高，bHLH1、bHLH5～7 表达量降低；bHLH 基因在黄芩的根与花中表达

量较高，其中 bHLH1、bHLH2、bHLH5、bHLH7 在花中表达量最高，bHLH3 在根中表达量最高；bHLH 基因与黄酮类成分生

物合成及调控基因表达水平具有一定相关性。结论  为进一步完善黄芩黄酮类成分的分子调控网络奠定基础。 
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Abstract: Objective  The information of bHLH transcription factor genes from transcriptome dataset of Scutellaria baicalensis was predicted by 

bioinformatics methods and the gene expression analysis was used to deduce its probable function. Methods  The bHLH genes were screened 

from the transcriptome dataset of S. baicalensis by using BLAST comparison software. Then the open reading frames (ORFs) from the full-length 

of cDNA of bHLH genes were predicted by ORF Finder online tool, and its protein characteristics were analyzed using bioinformatic method. 

The expression of bHLH genes was detected by qPCR in different organs and treatments stimulated by Gibberellin A3 (GA3). Results  Six genes 

of bHLH transcription factors were obtained, which belonged to six subfamilies of bHLHs of A. thaliana, two of which had completed ORFs. The 

results of gene expression showed that: The expression of bHLH2 and bHLH3 increased after 100 μmol/L GA3 treatment, and the expression of 

bHLH1, bHLH5, bHLH6 and bHLH7 decreased. The bHLH gene had the highest expression level in roots and flowers of S. baicalensis of them, 

among which bHLH1, bHLH2, bHLH5 and bHLH7 had highest expression in flowers and bHLH3 had highest expression in root. There was a 

correlation between bHLH gene and expression of biosynthesis and regulation genes of flavonoid. Conclusion  These results provided the basis 

for further improving the molecular regulation network of flavonoids of bHLH genes in S. baicalensis. 
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黄芩为唇形科多年生草本植物黄芩 Scutellaria 

baicalensis Georgi 的干燥根，其主要活性成分为黄芩

苷、黄芩素、汉黄芩苷、汉黄芩素等黄酮类化合物。

研究表明，温度、水分、光照等适度环境胁迫能够促

进黄芩活性成分的积累以及生物合成途径关键酶基

因的表达[1]。本课题组前期研究证明了内源赤霉素

（GA3）的变化与黄芩活性成分积累密切相关[2]，通过

对MYB转录因子的研究证明了SbMYB2和SbMYB8 

参与调控苯丙素类成分生物合成，且 SbMYB2 对黄酮

积累的影响受 GA3 信号转导的影响 [3]，构建了

“GA-MYB-PAL/CHS-黄酮类活性成分”调控网络，初

步阐明了环境影响道地黄芩品质形成的分子机制。 
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MYB蛋白激活类黄酮合成途径中后期相关酶基

因的表达，需要依赖 bHLH 转录因子。bHLH 转录因

子广泛存在于真核生物中，因含有保守性较高的碱

性/螺旋-环-螺旋（basic/helix-loop-helix，bHLH）结

构而得名[4]。bHLH 转录因子在高等植物组织中普遍

存在，参与调控了植物体生长发育、信号传导、次

生代谢及抗逆反应等诸多生理生化进程[5-8]。研究表

明，bHLH 转录因子对植物次生代谢产物积累有重要

影响，如长春花中 bHLH 转录因子 CrMYC2 参与调

控萜类生物碱的合成[9]，红豆杉中 bHLH 转录因子

TcJAMYC 参与调控紫杉醇生物合成通路[10]。此外，

在拟南芥、矮牵牛、龙胆、紫苏等多种植物中均分

离鉴定出了调控苯丙素类化合物次生代谢的 bHLH

转录因子基因[11-12]。同时，bHLH 转录因子在植物对

逆境的响应中也起到了重要作用，参与了对干旱、

低温、高盐、缺铁、低磷、低铝等多种非生物性胁

迫的应答[13-18]。目前关于 bHLH 转录因子的研究主

要集中在拟南芥、水稻、葡萄等模式植物中，黄芩

中 bHLH 转录因子的功能及理化性质鲜见报道。本

实验通过黄芩 bHLH 转录因子的生物信息学分析，

进一步比较 bHLH 与黄芩次生代谢产物合成基因的

表达，完善黄芩黄酮类成分的分子调控网络，为阐

明道地黄芩品质形成的分子机制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

黄芩 S. baicalensis 种子为中国中医科学院中药

资源中心实验室保存，由中国中医科学院袁媛研究

员鉴定。 

1.2  样品制备 

将黄芩种子于湿润的滤纸上萌发，萌发苗 2 周

后移栽至花盆中，25 ℃、16 h 光照室温条件下培养。

以 100 μmol/L GA3 喷施黄芩叶片，并分别于喷施后

的 0、1、2、3 h 取样，−80 ℃冰箱保存备用。夏季

黄芩花期时，于同一植株不同部位分别取花、根、

茎、叶，清水清洗后以滤纸除去多余水分，−80 ℃

冰箱保存备用。 

1.3  黄芩 bHLH 基因的调取 

从 TAIR 数据库中下载拟南芥 bHLH 核酸序列，

以此作为探针，通过 BLAST 比对，在黄芩 cDNA 文

库中搜寻同源序列，识别标准为 E≤1×e−15，Score≥

100，匹配数（b）＝1。 

1.4  生物信息学分析 

通过 ORF Finder 在线工具（ http://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/）预测 bHLH 片段的

开放阅读框序列。运用在线软件 Protparam（expasy. 

ch/tools/protparam.html）预测 bHLH 编码蛋白的理

化性质；使用 WOLF PSORT（http://wolfpsort.org/）

进行蛋白质亚细胞定位信号的预测；使用 SignalP 

4.1 Server（http:www.cbs.dtu.dk/services/SignalP）进

行分泌蛋白的预测；使用 CFSSP（http://swissmodel. 

expasy.org/）进行蛋白质二级结构的分析；使用

MEGA 5.0 构建系统进化树（neighbor-joining tree，

NJ tree）（bootstrap 值设为 1 000）。 

1.5  RNA 提取和 cDNA 合成 

样品总 RNA 采用植物总 RNA 提取试剂盒

（Tiangen 公司）提取，经 1%琼脂糖凝胶电泳检测

确定RNA 完整性后，用核酸定量仪测定RNA 浓度，

按照 cDNA 合成试剂盒（TaKaRa 公司）说明书进

行反转录。 

1.6  基因克隆 

在黄芩 bHLH 基因序列的基础上设计 PCR 引

物，由生工生物工程（北京）有限公司合成，见表

1 。 反 应 体 系 按 照 TransStart® FastPfu DNA 

Polymerase 高保真酶（全式金公司）说明书配制，

50 μL 反应体系，包括 5×TransStart® FastPfu Buffer 

10 μL，dNTP 4 μL，正、反向引物各 1 μL，TransStart® 

FastPfu DNA Polymerase 高保真酶 1 μL，cDNA 模

板 1 μL，dd H2O 32 μL。反应程序为 95 ℃预变性 1 

min；95 ℃变性 20 s，55 ℃退火 20 s，72 ℃延伸

1 min，40 个循环；72 ℃复性 5 min。 

表 1  PCR 引物序列 

Table 1  Sequences of PCR primers  

基因名称 正向引物序列 (5’→3’) 反向引物序列 (5’→3’) 产物长度/bp 

bHLH1 GGGGGTTGCTGTGGGGAATCT GCTGATAATTGGCACCAGTTTGTT 878 

bHLH2 GGGGGGCGCAAAACTATGT ATTTAAAAGCGGAGCTTTCTATTAC 851 

bHLH3 GGGGACACAAAAACAACATATTCC TTAGAGTACCTAATGGTGTTTAGG 822 

bHLH5 GGGGGTCCTTCATTATTTCATTTGG GCTTCTTCATCTTTTCGCTAATCCT 1 318 

bHLH6 TCCAAAAGGGTACATTCATGTAAGG TCCTGATCAGGTCTACCCATGAAT 293 

bHLH7 GGGGAAGAAAAACCATGGGC TTGAGAATTGGGTGGTTCAACTT 893 
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1.7  实时荧光定量 PCR 

依照黄芩bHLH基因序列设计实时荧光定量PCR

引物，由生工生物工程（北京）有限公司合成，见表

2。反应体系按照 SYBR Premix Ex TaqTM Kit（Takara

公司）说明书配制，10 μL 反应体系，包括正反向引

物各 0.5 μL，SYBR Premix Ex Taq 5 μL，cDNA 模板

1 μL，ddH2O 3 μL。每个反应重复 3 次（包括阴性对

照），在 Light Cycler 480 II 型 RT-PCR 仪（Roche 公司）

上进行，结束后进行熔解曲线分析，反应程序参照

SYBR Premix Ex TaqTM Kit（Takara 公司）说明书。

各基因表达量以内参基因 Sb 18 S 作为标准进行相对

定量[19]，目的基因表达量采用 2−ΔΔCt法计算。 

表 2  实时荧光定量 PCR 引物 

Table 2  Real-time PCR primers sequences 

基因名称 正向引物序列 (5’→3’) 反向引物序列 (5’→3’) 产物长度/bp 

bHLH1 CAACGAAGGGATAGACTAAACGAC CATACGGACAGCATCAACCAAA 111 

bHLH2 CCAAGGAAACGAGGACGGA ACAGCTCTTAGAGCATAGAAACGC 116 

bHLH3 CGAAGATGGGAGAGAAGATAA TTGGGCTACGAGGTTCAT 240 

bHLH5 AAATGGTAACGCTGCTAACGG GGCAAGGGACTGAGTCTGGT 263 

bHLH6 TCCAAAAGGGTACATTCATGTAAGG TCCAAAAGGGTACATTCATGTAAGG 244 

bHLH7 GGGGAAGAAAAACCATGGGC TTGAGAATTGGGTGGTTCAACTT 464 

PAL1 GCGAATAGTGTTCATGATGAGGAT CAATGGCTGCCTTTCCAGTT 148 

PAL2 GATTCTGCGTCCAACTCAGTGA GCGTCGGCATTATCCCTG 182 

PAL3 GGCCACCAAGATGATCGA CAATGGCCAATCTTGCATTG 143 

CHS GCAGTCCACTTATGCTGATTAC GTGAAGTTGTCGTTCTCCTTC 156 

MYB2 GTAGTCCAAAAGCACTCACC TCCAAAAAAATAAACTAAGCA 233 

MYB8 GATGAAAATCCCAAGAGCAACA GCGTCGTCACTTCCACTATCC 174 

Sb18S CGTTGACTACGTCCCTGCCCTT GTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGAC 130 

 

2  结果 

2.1  黄芩 bHLH 转录因子特性分析 

从黄芩 cDNA 文库中比对得到 26 个 bHLH 基

因片段，拼接后全长测序验证，产物电泳图如图 1

所示，共获得 6 个 bHLH 基因。ORF Finder 预测表

明，bHLH2、bHLH3 为全长 cDNA，bHLH1、bHLH5、

bHLH6、bHLH7 读码框均不完整，使用 ProtParam 

预测读码框完整的 2 个黄芩 bHLH 转录因子的理化

性质，见表 3。 
 

 

1—6-bHLH1, bHLH2, bHLH3, bHLH5, bHLH6, bHLH7  

M-Marker 

图 1  黄芩 bHLH 基因 PCR 产物电泳图 

Fig. 1  Electrophoretogram of bHLH genes PCR products 

of S. baicalensis 

表 3  黄芩 bHLH 转录因子特性 

Table 3  Characteristics of bHLH TFs of S. baicalensis  

名称 长度/bp 全长 cDNA 相对分子质量 氨基酸数 等电点 

bHLH1 624 否 — — — 

bHLH2 723 是 26.731 232 8.94 

bHLH3 699 是 26.716 372 5.29 

bHLH5 1 116 否 — — — 

bHLH6 222 否 — — — 

bHLH7 825 否 — — — 

 

对于含有全长 cDNA 的 2 个黄芩 bHLH 转录因

子，使用 WOLF PSORT 进行蛋白质亚细胞定位的

信号预测，结果表明，bHLH2、bHLH3 均位于细胞

核中。SignalP 4.1 Server 软件分析表明 bHLH2、

bHLH3 均非分泌蛋白。 

2.2  黄芩 bHLH 转录因子二级结构分析 

使用 CFSSP 软件对黄芩中 bHLH2、bHLH3 转

录因子二级结构预测，α-螺旋、β-折叠、β-转角所

占比例见表 4。α-螺旋在 bHLH 二级结构中所占比

例最高，β-转角所占比例相对较低。 

 
M    1    2    3    4    5     6 

2 000 bp 

1 000 bp 
750 bp 
500 bp 

250 bp 

100 bp 
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表 4  黄芩 bHLH 转录因子二级结构特性 

Table 4  Secondary structure of bHLH TFs of S. baicalensis  

名称 α-螺旋/% β-折叠/% β-转角/% 

bHLH2 77.5 21.7 13.8 

bHLH3 81.5 53.0 13.8 
 

2.3  系统进化树分析 

选取拟南芥和黄芩中的 bHLH 转录因子氨基酸

序列，使用 MEGA 5.0 NJ 法构建黄芩 bHLH 转录因

子系统进化树，见图 2。Toeldo-Oritz 等[20]将拟南芥

中的 147 个 bHLH 基因分为 21 个亚组，系统进化 

 
At-拟南芥  圆点为黄芩序列；进化树由 MEGA 5.0 软件构建，在每个节点的数字为 1 000 次自引导值中该节点存在的百分数 

At-Arabidopsis thaliana; dot, bHLH genes of S. baicalensis. The Phylogenetic analysis of the full-length sequences of the bHLH proteins from S. 

baicalensis and A. thaliana was constructed using NJ method. Bootstrap values (shown at the corresponding nodes) reported as percentages were 

obtained from 1000 replicates. The black arcs indicate different groups (or subgroups) of bHLH domains 

图 2  黄芩 bHLH 转录因子系统进化树 

Fig. 2  Phylogenetic tree of bHLH TFs of S. baicalensis  

树结果表明，黄芩 bHLH1 和 AT4G14410 、

AT3G23210 聚在第 6 亚组上，可能参与铁稳态的调

节 [21] ； bHLH2 与 AT1G32640 、 AT5G46760 、

AT4G17880 聚在第 8 亚组上，可能参与水分胁迫应

激反应[22]；bHLH3 与 AT3G26744 与 AT1G12860 聚

在第 9 亚组上，可能参与植物应对低温等非生物性

胁迫功能[23]；bHLH5 与 AT1G27660 聚在第 12 亚组

上，可能与植物昼夜节律调节有关[24]；bHLH6 与

AT1G68920、AT1G26260、AT4G34530 聚在第 18

亚组上，可能参与介导植物开花时间的光控制[25]，

bHLH7 与 AT5G09460、AT5G64340 聚在第 13 亚组

上，可能与植物茎伸长调节有关[26]。 

2.4  基因表达分析 

为了进一步了解黄芩bHLH基因的表达模式和表

达水平，通过实时荧光定量 PCR 分别分析了 6 个黄

芩 bHLH 基因以及与黄芩黄酮类成分合成相关的

CHS、PAL1、PAL2、PAL3、MYB2、MYB8 基因在

100 μmol/L GA3处理下 0、1、2、3 h 表达量，以及比

较其在根、茎、叶、花 4 个部位之间表达量的差异。 

100 μmol/L GA3处理下，bHLH2、bHLH3、PAL2

基因表达量在处理后 1 h 显著升高，bHLH1、

bHLH5、bHLH6、PAL3、MYB2 在处理 2 h 后表达

量均下降，bHLH7、CHS、PAL1、MYB8 基因在处

理后 1 h 表达量降低，随后又逐渐升高，见图 3。经

简单相关及偏相关分析后发现 100 μmol/L GA3处理

下，bHLH1、bHLH5 与 CHS 基因相对表达水平显

著正相关（r＝0.911 9、0.958 6）；bHLH2、bHLH3

与 PAL2 相对表达水平显著正相关（r＝0.976 3，

0.984 6）；bHLH7 与 MYB8 基因相对表达水平呈正

相关（r＝0.962 5）。 

黄芩中 6 个 bHLH 转录因子在花、茎、叶、根

4 个部位中的表达量差异明显，由图 4 可见，一方

面，黄芩所有相关基因在花中均有较高的表达量，

显著高于茎和叶中的表达量；另一方面，bHLH3、

CHS 以及 MYB8 基因在黄芩主要药用部位根中有

较高的表达量。此外，黄芩中的 bHLH 转录因子在 
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*P＜0.05  ** P＜0.01，下同 

*P < 0.05  ** P < 0.01, same as below 

图 3  GA3 处理下黄芩中 bHLH 和类黄酮物质合成相关基因表达变化 (n = 3) 

Fig. 3  Effect of GA3 treatment on expression of bHLH and flavonoids biosynthetic related genes in S. baicalensis (n = 3) 

 

图 4  黄芩中 bHLH 和类黄酮物质合成相关基因不同部位表达变化 (n = 3) 

Fig. 4  Expression levels of bHLH and flavonoid biosynthetic related genes in S. baicalensis in different organs (n = 3) 
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某些部位表达量极低，如 bHLH3 在叶中、bHLH6

在根中几乎不表达。经简单相关及偏相关分析后发

现 bHLH1、bHLH2 和 bHLH5 与 PAL1 在黄芩不

同部位中相对表达水平呈正相关（r＝0.980 2、

0.984 3、0.985 0），bHLH3 与 MYB8 相对表达水平

呈正相关（r＝0.917 8），bHLH7 及与 MYB2 相对

表达水平正相关（r＝0.999 1）。 

3  讨论 

黄芩为中医临床常用中药材，其主要活性成分

为黄酮类化合物，本项目组前期从“气候因子-基因

调 控 - 活 性 成 分 ” 关 联 入 手 ， 建 立 了 黄 芩

“GA-MYB-PAL/CHS-黄酮类活性成分”的调控网

络。在此基础上，本实验共获得了 6 个黄芩 bHLH

基因，分别命名为 bHLH1～3、bHLH5～7。系统进

化树结果显示 bHLH3 与 AT5G43650 聚在一支上，

AT5G43650 在拟南芥中过表达可以适度地增加植

物体对脱水和冷处理的响应[27]。低温处理会降低黄

芩根中总黄酮和黄芩苷的含量，10% PEG 模拟脱水

条件下，黄芩悬浮细胞中黄芩素量显著提高且 PAL

基因转录水平显著提高[28-29]，bHLH3 基因在 GA3处

理下与 PAL2 基因相对表达水平呈正相关，据此推

测 bHLH3 转录因子可能参与调控黄芩黄酮类活

性成分积累。bHLH2 与 AT1G32640 聚在一支上，

AT1G32640 在拟南芥中参与调控水分胁迫应激反

应[30]，且水分胁迫会增加黄芩根和叶中的黄酮含

量[31]，bHLH2 与 PAL 基因表达水平也呈现正相关，

据此推测 bHLH2 转录因子可能与水分胁迫影响黄

芩中黄酮类成分积累有关。本实验研究结果为进一

步了解转录因子调控黄芩活性成分生物合成分子机

制奠定基础，并为完善黄芩中黄酮类活性成分调控

网络提供了依据。 
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