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拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ对渗透胁迫
中 Ｃａｓｐａｓｅ３酶的调控

郭丽红１，２，王乔红３，张学兰３

（１．昆明学院 云南省高校特色生物资源开发与利用重点实验室，云南 昆明６５０２１４；
２．昆明学院 农学院，云南 昆明 ６５０２１４；３．昆明学院 生命科学与技术系，云南 昆明 ６５０２１４）

摘要：以热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型（野生型、基因突变型）的拟南芥为材料，ＰＥＧ处理后采用分光光度
法测定Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性，结果发现渗透胁迫处理后拟南芥 Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性明显增强，而 ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因突
变型拟南芥类Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性比野生型拟南芥的高，说明渗透胁迫下拟南芥ＡｔＨｓｆＡ１ａ能够抑制Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白酶的活性．为了从分子水平进一步鉴定 ＡｔＨｓｆＡ１ａ与 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白酶的关系，采用染色质免疫沉淀技
术和凝胶阻滞电泳体内外分析ＡｔＨｓｆＡ１ａ与 Ｃａｓｐａｓｅ３酶的关系，结果显示 ＡｔＨｓｆＡ１ａ在体内外与 Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白酶的启动子片段均有结合．研究结果初步表明，渗透胁迫下拟南芥热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ通过对Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白酶表达的调控而对细胞程序性死亡有一定的抑制作用，这对揭示植物耐逆境反应机理具有重要意义．
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　　植物细胞在遭受各种逆境胁迫时会出现复杂的
生理生化反应而形成相应的耐逆境能力．研究［１－３］

表明，植物耐多种逆境能力的形成与转录因子调控

一系列防御基因的表达息息相关．植物热激因子



（Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＨＳＦ）是真核生物中
相对保守的一个转录因子家族，其中拟南芥 ＡｔＨｓ
ｆＡ１ａ被证明是参与逆境调控的重要转录因子［４－６］．
研究也发现，逆境胁迫可以诱导植物细胞程序性死

亡（Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＰＣＤ）．天冬氨酸蛋白酶
（Ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，简称Ｃａｓｐａｓｅ）
家族在介导ＰＣＤ的过程中起着非常重要的作用，其
中Ｃａｓｐａｓｅ３是 ＰＣＤ信号通路中一个重要的蛋白
酶，也是 ＰＣＤ的关键执行分子［７－８］．在正常环境条
件下，Ｃａｓｐａｓｅ３以无活性的酶原的形式存在于细胞
质基质中，在遭受逆境胁迫后，Ｃａｓｐａｓｅ３被激活能
水解相应的底物，导致出现 ＰＣＤ［９－１０］．在哺乳动物
中研究［１１－１２］发现，ＨＳＦ１诱导热激蛋白的表达可以
保护细胞免受胁迫引起的 ＰＣＤ．由于目前在植物中
ＨＳＦ与ＰＣＤ的直接关系研究相对较少．因此，为了
研究拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ对逆境胁迫下 ＰＣＤ
中Ｃａｓｐａｓｅ３酶的调控，以热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同
基因型（野生型、突变型）的拟南芥为实验材料，渗

透胁迫处理后分析拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ对
ＰＣＤ中Ｃａｓｐａｓｅ３酶的调控．本实验的目的是为了进
一步鉴定拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ与渗透胁迫中
ＰＣＤ的关系，对于揭示热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ的作用机
理和ＰＣＤ的调控机制均具有重要意义．

１　材料与方法

１１　材料
拟南芥哥仑比亚种（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ，ｅｃｏｔｙｐｅ

Ｃｏｌｕｍｂｉａ）；ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因突变植株（简称ＭＴ）和野生
型（简称ＷＴ）．实验材料来源于美国拟南芥生物资源
中心（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｏｕｒｃｅｃｅｎｔｒｅ，ＡＢＲＣ）．
１２　方法
１２１　拟南芥ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型幼苗栽培

用０１％的ＨｇＣｌ２和７０％（体积分数）的乙醇进行

种子灭菌处理后，接种于ＭＳ固体培养基中，置于２５℃
光照下萌发．待种子长出３或４片真叶，把小苗移至土
壤中，用保鲜膜遮盖，遮阴恒温培养３ｄ后去膜进行
培养．
１２２　拟南芥小苗的ＰＥＧ渗透胁迫处理

摘取生长４周的拟南芥小苗进行ＰＥＧ渗透胁迫
处理，将不同基因型（野生型、突变型）的拟南芥样品置

于质量分数为２０％ＰＥＧ中，真空处理１０ｍｉｎ；对照组拟
南芥不做任何处理．然后用１×ＰＢＳ溶液清洗小苗，用

滤纸吸干植株上的液体，液氮快速冷冻后置于
!

８０℃
冰箱中保存以备后续使用．以蒸馏水为对照．
１２３　Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性测定

叶片在液氮中研磨后，悬浮在裂解液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ，ｐＨ８．０，１５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００，ａｎｄ
１００ｍｇ／ｍＬｏｆｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ）中，在冰上
轻轻摇动培养３０ｍｉｎ后，在４２°Ｃ下１２０００ｒ／ｉｎｍ离心
５ｍｉｎ，上清液备用．蛋白浓度测定采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ的方
法［１３］．Ｃａｓｐａｓｅ３的活性测定通过测定荧光底物 Ａｃ
ＤＥＶＤｐＮＡ的断裂程度来衡量，在４０５ｎｍ处测定自由
荧光ＰＮＡ的吸光度［１４］．
１２４　染色质免疫沉淀技术（ＣＨＩＰ）

根据Ｇｕｏ等［１５］的方法，将上述逆境处理和未处理

的小苗，在室温下浸入ｃｒｏｓｓｉｎｇｂｕｆｆｅｒ中（０．４ｍｍｏｌ／Ｌ
ｓｕｃｒｏｓｅ，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ＰＨ８），１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，
１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，１％ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ），在真空下培养
１５ｍｉｎ后，加入终浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸在真空下
培养５ｍｉｎ以终止交联反应．小苗用无菌去离子水冲洗
后，加入３倍体积的Ｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒｌ（５０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ
ＫＯＨ，ｐＨ７５，１４０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｌｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｌ％
ＴｒｉｔｏｎＸｌ００，０１％脱氧胆酸钠，ｌｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）在研钵
中研磨（在液氮中进行）．然后转移到１０ｍＬ的离心管
中．超声波切断拟南芥基因组ＤＮＡ，使其ＤＮＡ片段化
为１００～６００ｂｐ．１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心收集上清液后，
加６０μＬ抗△ＨｓｆＡ１ａ的抗血清于４℃共培养４ｈ．加
ＰｒｏｔｅｉｎＡＡｇａｒｏｓｅ进行沉淀，洗涤沉淀后进行先脱，洗
脱液分离纯化后进行 ＰＣＲ，引物对如下：Ｆ：５’ＧＴ
ＣＡＡＡＴＣＧＡＡＡＡＣＡＡＡＣ３’，Ｒ：５’ＴＧＴＴＴＴＴＴＣＧＴＴＴ
ＧＴＴＴＡ３’．
１２５　凝胶阻滞分析（ＥＭＳＡ）

根据Ｇｕｏ等［１５］的方法，采用化学发光法 ＥＭＳＡ
试剂盒（ＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔＥＭＳＡＫｉｔ），此试剂盒是一
种根据化学发光检测生物素标记的探针试剂盒．２０ｎｇ
ＡｔＨｓｆＡ１ａ与２０ｆｍｏｌ生物标记的探针在２５℃下培育
２０ｍｉｎ后，按照试剂盒程序进行凝胶阻滞分析．

２　结果与分析

２１　拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ渗透胁迫后对
Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性的影响

Ｃａｓｐａｓｅ３的活性测定通过测定荧光底物 Ａｃ
ＤＥＶＤｐＮＡ的断裂程度来衡量，在４０５ｎｍ处测定自
由荧光ＰＮＡ的吸光度．从图１中可以看出，与对照
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相比，经过ＰＥＧ处理１０ｍｉｎ后，野生型拟南芥和突
变型拟南芥Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性均明显增强了，但基因
突变型拟南芥 Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性高于野生型拟南芥
Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性，说明拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ
在渗透胁迫下对Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性有抑制作用．

２２　应用染色质免疫沉淀技术体内验证 ＡｔＨｓｆＡ１ａ
与Ｃａｓｐａｓｅ３启动子片段的结合状况
　　染色质免疫沉淀技术（Ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉ
ｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＣＨＩＰ）是体内研究转录因子与靶ＤＮＡ相
互作用的理想方法［１３］．甲醛交联蛋白质ＤＮＡ复合
物，用特异性抗体免疫沉淀及富集靶ＤＮＡ，免疫沉淀
的靶 ＤＮＡ用 ＰＣＲ扩增验证，ＡｔＨｓｆＡ１ａ与 Ｃａｓｐａｓｅ３
启动子片段的结合状况具体如图２．

从图２可以知道，在渗透胁迫下，以Ｃａｓｐａｓｅ３基
因启动子区的片段为引物，有扩增产物，说明ＡｔＨｓｆＡ１ａ
在体内直接与Ｃａｓｐａｓｅ３的基因启动子区的结合．
２３　应用凝胶阻滞分析体外验证 ＡｔＨｓｆＡ１ａ与
Ｃａｓｐａｓｅ３启动子片段的结合状况

凝胶阻滞分析（ＥＭＳＡ）又称为电泳迁移率变动
分析，它是一种在体外证实目的蛋白与靶ＤＮＡ直接
结合的方法［１３］．采用电泳迁移率变动分析（ＥＭＳＡ）
分析ＡｔＨｓｆＡ１ａ与Ｃａｓｐａｓｅ３基因启动子区的特异性
片段的结合情况如图３．从图３可以知道，在 ＥＭＳＡ
中与ＡｔＨｓｆＡ１ａ结合的ＤＮＡ正好与染色质免疫沉淀

技术（ＣＨＩＰ）体内筛选 ＡｔＨｓｆＡ１ａ的 Ｃａｓｐａｓｅ３基因
启动子区的片段一致，进一步验证ＡｔＨｓｆＡ１ａ直接与
Ｃａｓｐａｓｅ３的基因启动子区的结合．

３　讨论

本实验采用 ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因突变植株为实验材
料，该植株是利用ＴＤＮＡ插入突变使ＡｔＨｓｆＡ１ａ不能
有效的表达，这样就能从生理水平鉴定拟南芥热激因

子ＡｔＨｓｆＡ１ａ与逆境中细胞程序性死亡中的Ｃａｓｐａｓｅ３
的关系．研究发现，植物在逆境中各种Ｃａｓｐａｓｅ被活化
后，对目的蛋白的特异Ａｓｐ残基进行水解，从而造成
细胞程序性死亡，其中 Ｃａｓｐａｓｅ３是凋亡的关键
酶［１６］．根据荧光底物 ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ的断裂程度，用
分光光度法测定Ｃａｓｐａｓｅ３酶的活性，结果显示，经过
渗透胁迫处理后的拟南芥类Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性明显增
强了，说明渗透可以诱导细胞程序性死亡．同时结果
还显示，基因突变型拟南芥类Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性相对
较高，野生型拟南芥类Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性相对较低，说
明渗透胁迫下热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ抑制拟南芥
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白酶的活性．至于热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ抑
制Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白酶活性是通过调控细胞程序性死亡
其他基因的表达来调控Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白酶活性大小，
还是直接调控Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白酶表达，还需要通过染
色质免疫沉淀分析和凝胶阻滞电泳进一步的研究．目
前技术条件下，染色质免疫沉淀技术（Ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍ
ｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＣＨＩＰ）是一种在体内研究转
录因子与靶ＤＮＡ相互作用的理想的方法．染色质免
疫沉淀技术可以找出在生理条件下转录因子与靶

ＤＮＡ序列的结合位点，从而反映体内基因表达调控
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的真实情况［１５］．本研究利用染色质免疫沉淀技术分
析ＡｔＨｓｆＡ１ａ在体内与 Ｃａｓｐａｓｅ３的基因启动子区的
结合状况，结果发现，ＡｔＨｓｆＡ１ａ在体内能够直接与
Ｃａｓｐａｓｅ３的基因启动子区的结合，初步表明 ＡｔＨｓ
ｆＡ１ａ在体内可以调控Ｃａｓｐａｓｅ３基因的表达．为了验
证ＡｔＨｓｆＡ１ａ对 Ｃａｓｐａｓｅ３基因表达的调控是直接的
还是间接的，采用凝胶阻滞分析（ＥＭＳＡ）在体外证实
ＡｔＨｓｆＡ１ａ与Ｃａｓｐａｓｅ３基因启动子区的结合情况，结
果表明在体外 ＡｔＨｓｆＡ１ａ与 Ｃａｓｐａｓｅ３基因启动子区
能够直接结合，进一步证实了 ＡｔＨｓｆＡ１ａ直接对
Ｃａｓｐａｓｅ３基因的调控．于是得出结论热激因子ＡｔＨｓ
ｆＡ１ａ可能通过抑制类Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白酶的表达而对细
胞程序性死亡有一定的抑制作用，从而保护植物免受

逆境的伤害．
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