
植物研究 2015，35( 1) : 52 ～ 59
Bulletin of Botanical Ｒesearch

基金项目:江西省观赏植物遗传改良重点实验室开放课题基金( 2011-KLB-02) 和国家自然科学基金资助项目( 31300567、31170628) 资助
第一作者简介:周华( 1980—) ，女，博士研究生，副研究员，主要从事植物遗传育种研究。

* 通信作者: E-mail: echoyyf@ caf． ac． cn
收稿日期: 2014 － 04 － 29

南方红豆杉 bHLH基因克隆与序列分析
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摘 要 以南方红豆杉为试材，利用 ＲT-PCＲ 方法从南方红豆杉 cDNA 中克隆了一个 bHLH 转录因子———
TcMYC，GenBank注册号为 KC878013。通过生物信息学分析，发现该基因全长 1 959 bp，编码一个 650 个氨基酸残
基的亲水蛋白; TcMYC相对分子量为 71． 4 kD，等电点 pI 为 4． 87。推测所克隆 TcMYC 基因编码的蛋白定位于细
胞核中，含有一个螺旋—环—螺旋结构，与东北红豆杉、葡萄和烟草的 MYC 基因编码的蛋白序列一致性分别为
98%、45%和 44%，进化树分析表明同科属植物的 MYC转录因子归为一类，红豆杉的 MYC 与其他草本被子植物
的 MYC转录因子亲缘关系都较远。在茉莉酸甲酯诱导的红豆杉细胞中，TcMYC 基因表达呈现略微下降趋势，推
测 TcMYC可能负向调控紫杉醇生物合成，为利用分子手段调控紫杉醇的生物合成提供了理论基础。
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Cloning and Sequence Analysis of bHLH Gene from Taxus chinensis var． mairei
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Abstract We cloned a new bHLH transcription factor named TcMYC by ＲT-PCＲ technology from Taxus
chinensis var． mairei，with GenBank accession number KC878013． By the Blast analysis，it belongs to MYC
subgroup． By the bioinformatic analysis，the sequences length of TcMYC is 1 959 bp encoding one opening
reading frame with 650 amino acid residues with hydrophilic property． The molecular weight of TcMYC is 71． 4
kD，and the theoretical pI is 4． 87． The predicated protein TcMYC is localized to cell nucleus，as well as
contained one helix-loop-helix structure． By Blast and multiple sequences alignment analysis，TcMYC shares
98%，45% and 44% identity with Taxus cuspidata，Vitis vinifera and Nicotiana tabacum，respectively． The
constructed tree shows that the MYC transcription factors of the plants belonging to the same family clustered
together，and as Taxus is a gymnosperms plant，TcMYC and TaMYC are not clustered with other angiosperms
plants． The expression of TcMYC is a little declined in Methyl jasmonate induced Taxus cell culture． TcMYC
may regulate Taxol biosynthesis in negative．
Key words Taxus; bHLH; gene cloning; bioinformatics; taxol

植物的次生代谢是植物在长期进化中与环境

相互作用的结果，其受到生物和非生物因子的调

控［1 ～ 2］。次生代谢产物能够提高植物自身生存竞
争能力，同时，也是中药的主要有效成分，对很多

人类疾病具有治疗作用。这些药用植物次生代谢

产物主要有萜类、生物碱类、黄酮类和甾醇等。紫
杉醇( Taxol) 是从红豆杉中提取的一种二萜类化合
物，是经美国 FDA认证的目前最有效的天然抗癌
药物之一，尤其对乳腺癌、卵巢癌等具有显著疗
效［3］。目前，红豆杉资源遭到严重破坏，紫杉醇供



需矛盾日益激化。因此，研究紫杉醇合成、调控不
仅有重要的科研意义，而且还有极大的应用价值，

而该领域也一直是国际上的研究的热点。
bHLH( basic Helix-Loop-Helix，bHLH) 在多种

植物中广泛存在，是构成真核生物蛋白的一个大

家族。研究证明 bHLH基序含有 60 个氨基酸，由
一个能与 DNA结合的碱性区域( Basic region) 和 α
螺旋 1-环-α-螺旋 2 ( Helix 1-Loop-Helix 2 ) 组成。
bHLH通常与 MYB 家族蛋白形成复合体，从而调
节下游目的基因的表达。目前已经从拟南芥( Ar-
abidopsis thaliana) 、水稻( Oryza sativa) 等多种植物
中分离、克隆出 bHLH 基因［4 ～ 7］，并对其调控功能

进行了研究，发现 bHLH在植物生长发育和形态建
成、胁迫响应以及植物次生代谢中发挥着重要作
用［4，8 ～ 12］。然而，迄今为止，并无有关红豆杉 bHLH
调控紫杉醇生物合成的相关研究尚未见报道。
鉴于 bHLH转录因子在植物次生代谢以及胁

迫应答中具有重要作用，课题组前期利用高通量

测序技术对中国红豆杉( Taxus chinensis) 的枝条进
行了转录组测序，发现了 13 个 bHLH 转录因子的
Scaffolds［13］。本研究利用上述转录组数据，从中国
红豆杉的变种南方红豆杉 ( Taxus chinensis var．
mairei) 中克隆得到了一个 bHLH 基因，编码一个
650 个氨基酸的 OＲF，初步分析表明其属于 bHLH
家族的 MYC亚家族，研究利用生物信息学手段对
其进行了核苷酸以及蛋白质水平的预测，并对其

在茉莉酸甲酯( Methyl jasmonate，MeJA) 诱导曼地亚
红豆杉( Taxus ×media) 细胞中的表达进行了研究。

1 材料与方法

1． 1 实验材料
南方红豆杉 1 年生小苗种植于中国林业科学

研究院温室中。采集嫩叶、嫩枝，液氮速冻后，置
于 － 80℃保存备用。曼地亚红豆杉细胞系由中国
医学科学研究院药物研究所戴均贵老师馈赠。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 南方红豆杉枝叶总 ＲNA 的提取及 cDNA
的合成

南方红豆杉种植于中国林业科学研究院温室

中，采取嫩叶、嫩枝，液氮速冻之后，采用柱式植物
ＲNAout试剂盒( 购自北京天恩泽基因科技有限公
司) 提取总 ＲNA。混合两种器官的总 ＲNA，然后
按照 M_MLV 逆转录酶( 购自 Promega 公司) 说明
书进行反转录合成单链 cDNA，放置于 － 20℃冰箱

保存备用。
1． 2． 2 bHLH基因特异性引物的设计和基因的克隆
根据 NCBI( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov) 的

GenBank核酸库( 数据截止到 2012 年 11 月 5 日)
中搜索关键词“bHLH”和“Taxus”，获得了一个
hit，登录号为 FJ608574，以此序列为 query，利用本
地化 Blast 比对搜索课题组之前测序的红豆杉枝
条转录组数据，获得了一个一致性达到 98． 59%的
Scaffold序列，据此序列作为模板，设计特异性引
物，引物序列信息见表 1。以 1． 2． 1 中南方红豆杉
嫩叶和嫩枝提取的总 ＲNA混合反转录得到的 cD-
NA为模板，按照天根生化科技有限公司的 2 ×
PCＲ reagent说明书进行 PCＲ 扩增，采用 25 μL 体
系，略有改动。PCＲ反应条件: 95℃ 3 min，95℃ 30
s，57℃ 60 s，72℃ 90 s，30 times。PCＲ 产物经过
1. 0%的琼脂糖电泳之后，检测到一条大小在 1． 8
kB 大小的条带。利用通用型 DNA 纯化回收试剂
盒( 购自天根生化科技有限公司) 将此 PCＲ 产物
特异条带进行纯化和回收，并与 pMD19-T vector
( 购自 Takara公司) 进行连接，转化大肠杆菌，PCＲ
扩增筛选阳性菌株送去 Invitrogen 公司进行测序。
将所获得的 PCＲ 产物序列测序、拼接后，与 Gen-
Bank数据库进行 Blast比对分析。

表 1 实验所用引物列表
Table 1 The primers list

引物名称 上游引物
Forward primer

下游引物
Ｒeverse primer

TcMYC全长 ATGATGGGGAACGA-
GGGGAC

TCACCTAAGGCCA-
GAATCTG

TcMYC表达引物 GACCTAGGGTTTGG-
GGTAGA

GCAGAAGCCACTA-
AGCTCTG

actin AAGAGAAGCTTGCT-
TATGTAGC

TCTGATATCCACAT-
CACACTTC

1． 2． 3 TcMYC基因的生物信息学分析
分别利用 ExPaSy、WOLF PSOＲT 等生物信息

学软件对 TcMYC 的理化性质、结构域、高级结构
及其生物学功能进行预测与分析 ( 表 2 ) ，利用
CLUSTAL X 1． 81 和 MEGA5． 0 软件进行进化树分
析，采用邻接算法( neighbor joining，NJ) 进行。
1． 2． 4 MeJA处理曼地亚红豆杉细胞
将生长状态良好的红豆杉细胞转移至含有茉

莉酸甲酯 MeJA的培养基( 6，7-V 固体培养基) 中，
MeJA购自 Sigma 公司，终浓度为 200 μL·L －1，进

行诱导处理，同时以未添加 MeJA 的细胞系为对
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照，3 个重复。培养 7 d后，分别收集 MeJA诱导后
的细胞和对照细胞，液氮速冻，－ 80℃保存。

表 2 实验所用生物信息在线分析工具
Table 2 The softwares of informatics analysis

检索内容
Items

软件名称
Softwares

在线网址
Online webs

理化性质
Physical and

chemical properties
ExPaSy-Protparam http: / /www． expasy． org /protparam /

结构域分析
Conserved domains

search
CD Search http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /

Structure /cdd /wrpsb． cgi

二级结构分析
Secondary structure

prediction
SOPMA

http: / /npsa-pbil． ibcp． fr /cgi-bin /
npsa_automat． pl? page = npsa_sop-
ma． html

亲水性 /疏水性分析
Hydrophilic /

hydrophobic analysis
ProtScale http: / /web． expasy． org /protscale /

亚细胞定位
Subcellular localization

WOLF PSOＲT
Cell-PLoc 2． 0

http: / /wolfpsort． org /
http: / /www． csbio． sjtu． edu． cn /
bioinf /Cell-PLoc-2 /

模体分析
Motif analysis ProScan

http: / /npsa-pbil． ibcp． fr /cgi-bin /
npsa _ automat． pl? page = /NPSA /
npsa_proscan． html

三维结构模拟
Tertiary structure

prediction
Phyre2 http: / /www． sbg． bio． ic． ac． uk /

phyre2 /

1． 2． 5 TcMYC基因的表达分析
分别提取 MeJA 处理下曼地亚红豆杉细胞和

对照细胞的总 ＲNA，反转录合成 cDNA，利用 Tc-
MYC全长序列设计特异性引物( 表 1) ，以 actin 为
看家基因，进行实时荧光定量 PCＲ 实验。PCＲ 反
应体系为 20 μL，10 μL 2 × SYBＲ Premix Ex Taq
( 购自 Takara公司) ，1 μL特异性引物，1 μL cDNA
模板。PCＲ 方法采用两步法: 95℃预变性 30 s，
95℃变性 5 s，55℃退火延伸 34 s，40 个循环。每个
PCＲ反应复孔 3 次，数据采用软件 ＲEST2009 进行
分析［14］。

2 结果分析

2． 1 基因克隆
利用本地化 Blast 程序在中国红豆杉枝条转

录组数据中筛查获得了一个 bHLH 基因的序列，
以此序列为模板在南方红豆杉枝叶中进行了 ＲT-
PCＲ扩增，结果获得了一个 1 979 bp 长度的序列，
并发现该序列编码一个 650 个氨基酸的开放阅读
框。在 NCBI中进行 BlastX比对，发现与东北红豆
杉( Taxus cuspidata) 的 MYC转录因子具有 98%的
一致性，与葡萄( Vitis vinifera) 、大豆( Glycine max)
的 MYC2 转录因子分别具有 45%和 44%一致性。

因此，本研究所克隆基因被命名为 TcMYC ( Gen-
Bank accession number KC878013) 。
2． 2 保守结构域分析
图 1 为利用 DNAman 对南方红豆杉、东北红

豆杉、拟南芥、烟草 ( Nicotiana tabacum ) 、长春花
( Catharanthus roseus) 、葡萄的 MYC 基因编码的蛋
白进行多序列比对分析，发现 TcMYC 与拟南芥等
其他植物的 MYC 类型的 bHLH 转录因子在 N 端
和 C 端存在着明显的保守区域。利用 NCBI 在线
工 具 Conserved Domains Search Service ( CD
Search) 对 TcMYC进行保守结构域的分析，结果如
图 2 所示，N 端包含有一个 MYB /MYC 类转录因
子特有的保守域，下游 C端有一个 HLH结构域。
2． 3 TcMYC蛋白质的理化性质分析
运用 ExPaSy-Protparam工具对 TcMYC编码蛋

白的理化性质进行了预测，其分子量为 71． 4 kD，
等电点 pI 为 4． 87，不稳定指数 ( instability index)
为 44． 12，脂肪指数 ( Aliphatic index ) 为 77． 62，
亲水性 ( Grand average of hydropathicity，GＲAVY)
为 － 0． 458，表明此蛋白为亲水性蛋白，脂溶性
较差。
2． 4 蛋白亲水性 /疏水性预测
疏水 /亲水的平衡是蛋白质结构的特征，影响

着蛋白质结构与功能的诸多方面。因此，本研究
中利用 ProtScale对 TcMYC进行了亲水性 /疏水性
分析( 图 3 ) ，发现，TcMYC 编码的氨基酸序列中，
具有多个明显的亲水区域，大部分氨基酸属于亲

水性氨基酸。因此，TcMYC属于亲水性蛋白。
2． 5 TcMYC二级结构分析
利用 SOPMA对 TcMYC编码的二级结构进行

分析发现，其主要由 3 种形式组成，其中 α －螺旋
( Alpha helix ) 占 35． 23%，无规则卷曲 ( Ｒandom
coil ) 占 52． 15%，延伸链 ( Extended strand ) 占
10. 15%，α-螺旋和延伸链主要分布于蛋白的 C 端
和 N端，N末端以延伸链的形式存在，C-末端以无
规则卷曲形式存在( 图 4) 。
2． 6 亚细胞定位
采用 WOLF PSOＲT 对 TcMYC 的亚细胞定位

进行预测，结果发现 TcMYC 在细胞中定位的可能
性是细胞核 ＞细胞质。因此，推测 TcMYC 可能定
位于细胞核内。再次使用 Cell-PLoc2． 0 软件进行
了验证，预测结果表明 TcMYC 极有可能存在于植
物细胞核中。这也进一步证明 TcMYC 编码一个
转录因子蛋白的结论。
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图 1 TcMYC与其他植物MYC蛋白的多序列比对分析 TcMYC．南方红豆杉; JAMYC．东北红豆杉; NTMYC1b．烟草; CＲMYC2．长

春花; ATMYC2．拟南芥; VVMyc2．葡萄

Fig． 1 Multiple alignment result of TcMYC and other plant MYC proteins TcMYC． T． chinensis var． mairei; JAMYC． T． cuspida-

ta; NTMYC1b． N． tabacum; CＲMYC2． C． roseus; ATMYC2． A． thaliana; VVMyc2． V． vinifera

图 2 TcMYC保守结构域分析
Fig． 2 TcMYC conserved domains search
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图 3 TcMYC亲水性 /疏水性分析
Fig． 3 Distributing curve of hydropathy of the TcMYC a-
mino acid

2． 7 模体分析
利用 NPS( Network Protein Sequence Analysis)

提供的 ProScan对 TcMYC进行蛋白质模体位置进
行分析，结果发现 TcMYC 可能在翻译后发生了多
种修饰。分析结果发现其具有 3 个潜在的 N 糖基
化位点( N-glycosylation site) ，1 个潜在的 cAMP-和
cGMP依赖的蛋白激酶磷酸化位点( cAMP-and cGMP-
dependent protein kinase phosphorylation site) ，6 个潜
在的蛋白激酶 C磷酸化位点( Protein kinase C phos-
phorylation site) ，17 个潜在的酪蛋白激酶 II 磷酸
化位点( Casein kinase Ⅱ phosphorylation site) ，3 个
潜在的 N-豆蔻酰化位点 ( N-myristoylation site) ，1
个潜在的酰胺化位点( Amidation site) ( 表 3) 。

表 3 TcMYC蛋白序列在 NPS中的模体预测分析
Table 3 Scanning of TcMYC protein for site /signatures
with ProScan software

名称
Format name

序列号
No．

模体类型
Motif model

氨基酸序列
Motif model

概率值
Ｒandomized
probability

N糖基化位点
N-glycosylation site PS00004 N-{ P} -［ST］-{ P}

269 to 272 NNSA
481 to 484 NVSK
560 to 563 NNSK

5． 138e-03

cAMP-和 cGMP依赖的
蛋白激酶磷酸化位点
cAMP-and cGMP-

dependent protein kinase
phosphorylation site

PS00004 ［ＲK］( 2) -x-［ST］ 112 to 115 KＲVS 1． 572e-03

蛋白激酶 C磷酸
化位点

Protein kinase C
phosphorylation site

PS00005 ［ST］-x-［ＲK］

111 to 113 SKＲ
349 to 351 SYK
424 to 426 SIK
510 to 512 THK
584 to 586 SPK
612 to 614 TVK

1． 423e-02

酪蛋白激酶Ⅱ磷酸
化位点

Casein kinase Ⅱ
phosphorylation site

PS00006 ［ST］-x( 2) -［DE］

83 to 86 SDPE
105 to 108 TDEE
119 to 122 SAFE
124 to 127 TASD
126 to 129 SDQE
153 to 156 STVD
160 to 163 TDEE
194 to 197 TGPE
251 to 254 TFTD
385 to 388 SFAE
412 to 415 SSVE
419 to 422 SDIE
424 to 427 SIKE
434 to 437 TFVE
483 to 486 SKMD
612 to 615 TVKE
643 to 646 SVAD

1． 482e-02

N-豆蔻酰化位点
N-myristoylation site PS00008 G-{ EDＲKHPFYW} -

x( 2) -［STAGCN］-{ P}

68 to 73 GASASW
558 to 563 GLNNSK
628 to 633 GIVYSQ

1． 397e-02

酰胺化位点
Amidation site PS00009 x-G-［ＲK］-［ＲK］ 443 to 446 ＲGＲK 8． 636e-04

图 4 TcMYC编码蛋白的二级结构预测分析 蓝色: α螺旋;红色:延伸链;紫色:无规则卷曲
Fig． 4 The predicated secondary structure of TcMYC Blue: Alpha helix; Ｒed: Extended strand; Purple: Ｒandom coil
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2． 8 MYC基因编码氨基酸的三维结构分析
利用 phyre2 在线预测 TcMYC 转录因子的三

维结构，可以看到该蛋白含有一个螺旋—环—螺
旋结构( 图 5) 。
2． 9 进化树分析
将 TcMYC编码的蛋白序列与 Blast 结果中相

似性较高的已知其他植物的 bHLH 进行进化树分
析。结果如图 6 所示，科属亲缘关系相近的植物
归为一类，如茄科的烟草和番茄( Solanum lycoper-
sicum) 聚在一起，十字花科的拟南芥和野甘蓝
( Brassica oleracea) 聚在一起，豆科的大豆和蒺藜
苜蓿( Medicago truncatula) 聚在一起。红豆杉是一
种木本裸子植物，而其他植物大多为草本被子植

物，因此，红豆杉的 MYC 转录因子与其他植物的
MYC转录因子距离都比较远。

图 5 TcMYC蛋白三维结构分析
Fig． 5 3D structure of TcMYC

图 6 植物中部分MYC转录因子的系统进化树
Fig． 6 Phylogenetic tree of TcMYC and other plant bHLH transcription factors

2． 10 TcMYC 基因在茉莉酸甲酯处理曼地亚红
豆杉细胞中的表达分析

利用荧光定量 PCＲ 方法和 ＲEST2009 荧光定
量 PCＲ数据分析软件，以 actin 为看家基因，分析
MeJA诱导 7 d 后红豆杉细胞中 TcMYC 的表达变
化。结果表明在受到 MeJA诱导 7 d 后，TcMYC 的
表达出现些许下降的趋势 ( 图 7 ) ，推测其可能在
紫杉醇的生物合成过程中起到了负向调控作用。

3 讨论

植物转录因子响应环境胁迫，同时刺激次生

代谢物质产生，参与萜类等多种化合物次生代谢

过程。近年来，也有一些关于转录因子调控紫杉
醇生物合成的报道。例如，姚瑞枫等［15］利用酵母

图 7 TcMYC在 MeJA 诱导后曼地亚红豆杉细胞中的
表达

Fig． 7 The expression of TcMYC in Taxus × media cell
cultures under MeJA induced
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单杂交文库对与紫杉醇生物合成途径中的 dbat基
因启动子的顺式元件结合的转录因子进行了筛选

探索工作，得到了 6 个可编码结合蛋白的基因。
戴怡龄［16］从东北红豆杉中分离克隆出两个 AP2
类转录因子，其中 TcDＲEB 还能与紫杉醇合成途
径中的 TS( Taxadiene synthease，TS) 等 4 个关键酶
基因的启动子相结合。但是，有关 bHLH 转录因
子对红豆杉响应环境胁迫以及调控紫杉醇生物合

成的研究尚鲜见报道。本研究利用同源序列搜索
方法，在中国红豆杉转录组数据中获得了推测的

MYC转录因子基因序列，并利用 ＲT-PCＲ 技术成
功从南方红豆杉中克隆获得了该转录因子编码基

因。通过 TcMYC与其他植物 MYC 类似 bHLH 蛋
白的多序列比对以及蛋白结构分析，发现该基因

编码蛋白含有 MYB /MYC类转录因子特有的保守
域，含有一个螺旋—环—螺旋结构，并且分析表明
其很可能在细胞核内行使功能，初步确定该基因

是 bHLH转录因子家族中 MYC2 的同源基因。转
录因子在植物次生代谢途径中起到多步调控作

用，本研究获得的 TcMYC 基因为揭示 bHLH 转录
因子对红豆杉中紫杉醇等次生代谢物生物合成的

调控作用和分子机制奠定了分子基础，并有利于

今后利用基因工程手段获得高紫杉醇产量的细

胞系，缓解红豆杉资源利用与开发矛盾尖锐的

现状。
MYC转录因子是 bHLH转录因子家族中的一

种，是一类含有螺旋串的转录因子家族，两个基本

亚区相连。该家族成员都具有螺旋—环—螺旋基
序( bHLH，basic helix-loop-helix) ，位于蛋白质的 C-
端，此区域为碱性，MYC转录因子与顺式作用元件
上 DNA结合，同时与 bHLH 类蛋白之间形成同异
源二聚体有密切关系［17］。研究表明，隶属于
bHLH家族的 MYC2 转录因子受到赤霉素 GA 和
茉莉酸 JA信号的协同调控，能够影响植物挥发性
萜类的生物合成［18］。也有研究表明外源应用茉莉
酸 JA或茉莉酸甲酯 MeJA 能够诱导紫杉醇的合
成［19 ～ 20］。本研究中获得的 TcMYC 基因在 MeJA
处理曼地亚红豆杉细胞 7 d 后的表达并没有出现
预期的升高，而是出现略微下降的趋势，可能对紫

杉醇的生物合成起到了负调控作用。课题组前期
进行了 MeJA诱导红豆杉曼地亚细胞系的转录组
测序研究。结果发现在 MeJA 诱导的曼地亚红豆
杉细胞转录组中预测出 6 条与 TcMYC 具有较高
同源性的 contig 序列( E ＜ － 10 ) ，其中 3 条 MeJA

诱导后表达没有变化，3 条在 MeJA 诱导后表达升
高［21］。分析原因，可能是为了维持植物体内的生
理平衡，一些 bHLH 转录因子家族成员对植物具
有正调控作用，还有一些成员对植物的生理过程

具有负调控作用。例如，张子佳等［22］也发现了多
个响应 PEG模拟干旱胁迫的 bHLH转录因子的基
因呈现干旱抑制表达的模式，表明 bHLH 家族成
员可能负调控植物响应干旱胁迫过程。本研究获
得的南方红豆杉 TcMYC基因可能负向参与调控紫
杉醇的次生代谢，其是否参与红豆杉发育以及抗

逆等其他方面的功能还有待进一步实验验证。
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中国高校科技期刊研究会受教育部科技司委托开展了“第五届中国高校精品·优秀·
特色科技期刊奖”评比活动。共有 1 500 多种全国高校科技期刊( 自然科学类) 参评，经专
家评审，本届共评出精品科技期刊 49 种，优秀科技期刊 108 种，特色科技期刊 30 种。《植物
研究》在评比中荣获“第五届中国高校优秀科技期刊奖”。
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