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　 　 摘要:　 为了深入研究百合响应高温胁迫的分子机制ꎬ本研究以麝香百合杂种系品种白天堂为试验材料ꎬ从中

分离得到 １ 个 ＭＢＦ１ｃ 基因ꎬ其开放阅读框为 ４３８ ｂｐꎬ编码 １４５ 个氨基酸ꎬ蛋白质分子量为１５ ９００ꎬ理论等电点为

１０􀆰 ２２ꎮ 多序列同源比对和进化树分析表明百合 ＭＢＦ１ｃ 具有典型的 ＭＢＦ１ 和 ＨＴＨ 结构域ꎬ归属 ｃ 亚型 ＭＢＦ１ꎬ因此

将克隆到的基因命名为 ＬｌＭＢＦ１ｃꎮ 亚细胞定位结果表明ꎬＬｌＭＢＦ１ｃ 可能介导了热激信号由细胞质向细胞核的转导ꎮ
实时荧光定量 ＰＣＲ 分析结果表明ꎬＬｌＭＢＦ１ｃ 在叶中的表达量最高ꎬ根中次之ꎬ鳞茎中最低ꎻＬｌＭＢＦ１ｃ 的表达受热激

诱导ꎮ 表明ꎬＬｌＭＢＦ１ｃ 基因可能与百合的热激反应密切相关ꎮ
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　 　 百合(Ｌｉｌｉｕｍ ｓｐｐ.)为百合科百合属球根花卉ꎬ具
有重要的观赏、食用和药用价值[１￣２]ꎮ 百合性喜冷凉、
湿润气候ꎬ耐热性较差ꎬ然而中国大部分地区夏季炎

热ꎬ高温造成百合生长停滞、植株矮小、少花盲花、茎
秆软、病虫害严重等现象ꎬ严重影响切花的产量和质

量ꎬ并造成种球退化ꎬ制约着中国百合商品化周年生
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产[３]ꎮ 所以ꎬ提高百合耐热性是解决这一问题的关

键ꎮ 在百合野生种中ꎬ麝香百合(Ｌｉｌｉｕｍ ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ
Ｔｈｕｎｂ)和台湾百合(Ｌｉｌｉｕｍ ｆｏｒｍｏｓａｎｕｍ Ｗａｌｌａｃｅ)的耐

热性较强ꎬ它们的杂交品种也具有较强的耐热性ꎮ 因

此ꎬ解析耐热百合品种的高温逆境响应机制ꎬ鉴定调

控耐热性的关键基因ꎬ对于采用基因工程技术来提高

百合的耐热性具有重要的理论和实践意义ꎮ
目前的研究结果[４] 表明ꎬ植物响应高温胁迫的

调控途径主要有:热激转录因子￣热激蛋白 (ＨＳＦ￣
ＨＳＰ)途径、钙离子￣钙调蛋白(Ｃａ２＋ ￣ＣａＭ)途径、活性

氧(ＲＯＳ)途径、激素调控途径、细胞未折叠蛋白响应

(ＵＰＲ)途径和核小体介导途径ꎮ 细胞内的这些调

控途径相互交叉组成了植物的热激信号转导网络ꎮ
近年来ꎬ植物多蛋白桥梁因子(Ｍｕｌｔｉｐｒｏｔｅｉｎ ｂｒｉｄｇｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ １ｃꎬＭＢＦ１ｃ)被鉴定为调控植物耐热性的重要

转录调节因子ꎮ ＭＢＦ１ｃ 又称转录辅激活因子(Ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ Ｃｏ￣ａｃｔｉｖａｔｏｒ)ꎬ可以连接通用转录因子

ＴＢＰ(ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｐｒｏｔｅｉｎ)和基因特异性转录

因子ꎬ从而增强特异性转录因子的 ＤＮＡ 结合活性ꎬ
最终促进靶基因的表达ꎮ 研究发现ꎬＭＢＦ１ｃ 涉及通

过激素、ＨＳＦ￣ＨＳＰ、ＲＯＳ 和 Ｃａ２＋信号途径调控植物的

耐热性[５￣７]ꎬ是植物热激信号转导网络的关键节点ꎮ
本研究以耐热性较好的麝香百合杂种系品种白

天堂(Ｌ. ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ ｃｖ. Ｗｈｉｔｅ Ｈｅａｖｅｎ)为试验材料ꎬ
从中克隆了 ＭＢＦ１ｃ 基因ꎬ分析百合 ＭＢＦ１ｃ 蛋白特

性及 ＭＢＦ１ｃ 基因在热胁迫下的表达模式ꎬ以期为进

一步研究 ＭＢＦ１ｃ 基因在百合耐热性调节方面的功

能及作用机制提供理论参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

试验材料为麝香百合杂种系品种白天堂组培

苗ꎬ培养条件为 ２２ ℃ꎬ光照时间为 １６ ｈ / ｄꎮ 亚细胞

定位使用的材料为紫皮洋葱(Ａｌｌｉｕｍ ｃｅｐａ)ꎮ
ＲＮＡ 提取试剂盒、大肠杆菌感受态 ＤＨ５α 购自

北京天根生化科技有限公司ꎬＤＮＡ 片段回收试剂盒、
质粒提取试剂盒购自北京百泰克生物技术有限公司ꎬ
５′￣Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ ｋｉｔ、ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体、Ｍ￣ＭＬＶ 逆转录试剂

盒、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ 聚合酶、Ｔ４ 连接酶、限制性内

切酶等购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ荧光定量试剂盒 ＳＹＢＲ
ＦＡＳＴ ｑＰＣＲ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｋｉｔ 购自 ＫＡＰＡ 公司ꎬ氨苄青霉

素(Ａｍｐ)、卡那霉素(Ｋａｎ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ其他常规

试剂均为进口或国产分析纯ꎮ 引物由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成(试验所用引物见表 １)ꎻ
ＤＮＡ 测序由北京六合华大基因科技有限公司完成ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 ＬｌＭＢＦ１ｃ 全长 ｃＤＮＡ 克隆　 用 ３７ ℃热激处

理百合组培苗 ２ ｈꎬ然后取 ０.１ ｇ 叶片用液氮研磨提

取 ＲＮＡꎮ ＲＮＡ 的提取根据多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提

取试剂盒说明书进行ꎮ 用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ Ｓｐｅｃｔｒｏ￣
ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ( ＴｈｅｒｍｏꎬＵＳＡ) 检测吸光值 ( Ａ２６０ / Ａ２３０ 和

Ａ２６０ / Ａ２８０)判断 ＲＮＡ 的质量ꎬ用 １％琼脂糖凝胶电泳

检测 ＲＮＡ 的完整性ꎮ ｃＤＮＡ 的合成根据 ＴａＫａＲａ 公

司的 Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ Ｍ￣ＭＬＶ(ＲＮａｓｅ Ｈ)说明书

进行ꎬ反转录接头引物为 ＡＰꎮ
基因保守片段的克隆:根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中

报道的其他植物 ＭＢＦ１ｃ ｍＲＮＡ 序列ꎬ通过 ＤＮＡｍａｎ
５ 软件进行同源比对ꎬ设计保守区兼并引物ꎮ 以反

转录的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用巢式 ＰＣＲ 扩增中间保守

片段ꎬ第一轮引物为 ＤＰＦ１(上游)和 ＤＰＲ１(下游)ꎬ
反应程序为:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５７ ℃ ３０ ｓꎬ７２
℃ ４０ ｓꎬ３３ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 取 １ μｌ 产物作第

二轮反应的模板ꎬ第二轮引物为 ＤＰＦ２ (上游) 和

ＤＰＲ２(下游)ꎬ反应程序为:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ
５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ３３ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ

基因 ３′端序列的克隆:通过 ＲＡＣＥ(Ｒａｐｉｄ Ａｍ￣
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ Ｅｎｄｓ)的方法获得目的基因的 ３′
端序列ꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ根据已经克隆的目的基

因保守片段设计 ２ 条上游特异引物ꎬ分别与下游的

３′接头引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 第一轮引物为 ＳＰＦ１ 和

ＡＰ１ꎬ反应程序为:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ６３℃ ３０
ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３３ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 第二轮引

物为 ＳＰＦ２ 和 ＡＰ２ꎬ反应程序为:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃
３０ ｓꎬ６２℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ５０ ｓꎬ３３ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ｍｉｎꎮ

基因 ５′端序列的克隆:按照 ＴａＫａＲａ 公司 ５′￣Ｆｕｌｌ
ＲＡＣＥ ｋｉｔ 说明书进行ꎬ用 Ｒａｎｄｏｍ ９ ｍｅｒｓ 引物进行反

转录ꎮ 根据已经获得的目的基因片段设计 ２ 条下游

特异引物 ＳＰＲ１ 和 ＳＰＲ２ꎬ与试剂盒自带的 ２ 条 ５′端接

头引物进行巢式 ＰＣＲ 扩增ꎮ 第一轮 ＰＣＲ 扩增引物

为 ５′ＲＡＣＥ Ｏｕｔｅｒ ｐｒｉｍｅｒ 和特异引物 ＳＰＲ１ꎬ反应程序

为:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５９ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ５０ ｓꎬ２５
个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 取第一轮产物 １ μｌ 进行第二

轮反应ꎬ引物为 ５′ ＲＡＣＥ Ｉｎｎｅｒ ｐｒｉｍｅｒꎬ特异引物为

ＳＰＲ２ꎬ反应程序为:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ６２ ℃ ３０

１２１１曹　 兴等:百合转录辅激活因子 ＬｌＭＢＦ１ｃ 基因的克隆与表达分析



ｓꎬ７２ ℃ ４０ ｓꎬ３３ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ
开放阅读框(Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬＯＲＦ)序列的校

正:将已经获得的目的基因 ５′片段、中间片段和 ３′片
段用 ＤＮＡＭＡＮ ５ 拼接ꎬ并在 ＮＣＢＩ 网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )上预测其 ＯＲＦꎬ在起始密码子上游

设计特异引物 ＳＰＦ３(上游)ꎬ在终止密码子下游设计

特异引物 ＳＰＲ３(下游)ꎬ用保真性较高的 ＴａＫａＲａ
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ􀅸 ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 扩增目的基因的

ＯＲＦ 序列ꎮ 反应程序为:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５５
℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ４０ ｓꎬ３３ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ

ＰＣＲ 产物用 １％的琼脂糖凝胶电泳检测后切胶

回收ꎬ连接到 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体并转化至大肠杆菌

ＤＨ５α 感受态中ꎬＡｍｐ 抗性培养基过夜培养后ꎬ挑取

单克隆进行菌落 ＰＣＲ 检测ꎬ将含有目的基因片段的

阳性克隆送北京六合华大基因科技有限公司测序ꎮ
１.２.２　 ＬｌＭＢＦ１ｃ 的生物信息学分析　 用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍ￣
ｉｅｒ ５ 软件将目的基因的 ＯＲＦ 序列翻译成氨基酸序

列ꎻ用 ＥＸＰＡＳＹ (ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / )中的

ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＳＭＡＲＴ、ＳｉｇｎａｌＰ、ＴＭＨＭＭ、ＰＳＯＲＴ 等工具

对氨基酸序列进行生物信息学分析ꎻ用 ＮＣＢＩ 的

ＢＬＡＳＴ 功能和 ＤＮＡＭＡＮ ５ 对 ＬｌＭＢＦ１ｃ 进行多重比对

分析ꎻ用 ＭＥＧＡ ５ 软件构建系统进化树ꎮ
１.２.３　 ＬｌＭＢＦ１ｃ 的亚细胞定位　 利用 ＤＮＡＭＡＮ ５ 分

析 ＬｌＭＢＦ１ｃ 的 ＯＲＦ 序列的酶切位点ꎬ结合 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３００ 载体ꎬ选用 Ｓａｌ Ｉ 和 Ｓｐｅ Ｉ 作为融合表达载体

构建的酶切位点ꎬ并设计上游特异引物 ＳＰＦ４ 和下游

特异引物 ＳＰＲ４ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 双酶切 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３００ 空载质粒和 ＰＣＲ 扩增产物ꎬ纯化酶切产物并

用 Ｔ４ 连接酶连接ꎬ获得 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＬｌＭＢＦ１ｃ￣ＧＦＰ
重组表达载体ꎬ双酶切和测序验证连接是否成功ꎮ 用

基因枪轰击法[８]将构建好的 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＬｌＭＢＦ１ｃ￣
ＧＦＰ 重组表达载体轰击到在 ＭＳ 培养基上预培养 ２４
ｈ 的洋葱表皮细胞中ꎬ分别置于 ２２ ℃和 ３７ ℃暗培养

２４ ｈꎬ空载 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＧＦＰ 作为对照ꎮ 用激光共

聚焦显微镜(Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＴＥ２０００￣Ｅ)观察和拍照ꎬ并
用 ＥＺ￣Ｃ１ 软件分析和处理照片ꎮ
１.２.４　 ＬｌＭＢＦ１ｃ 的表达分析　 选择生长良好、长势

一致的白天堂组培苗作为基因表达分析的材料ꎮ
ＬｌＭＢＦ１ｃ 在不同组织中的表达:分别取常温(２２

℃)培养的百合组培苗的根、鳞茎和叶片ꎮ ＬｌＭＢＦ１ｃ
在不同热激时间下的表达:用 ３７ ℃热激百合的组培

苗ꎬ分别在处理 ０􀆰 ５ ｈ、１􀆰 ０ ｈ、２􀆰 ０ ｈ、４􀆰 ０ ｈ 和 ８􀆰 ０ ｈ

时取叶片ꎬ以常温(２２ ℃)为对照ꎮ ＬｌＭＢＦ１ｃ 受 Ｃａ２＋

处理的表达:分别在 ２２ ℃、３７ ℃条件下ꎬ用 ２０ ｍｌ ２０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＧＴＡ 溶液浸没百合组培

苗根系 ２􀆰 ０ ｈ 后取叶片ꎬ用去离子水处理作为对照ꎮ
所取组织用液氮速冻并保存于－８０ ℃的超低温

冰箱中备用提取 ＲＮＡꎬＲＮＡ 的提取与反转录方法同

方法 １.２.１ꎮ 采用荧光定量 ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ ｑＰＣＲ)的方法检测基因的表

达ꎬＬｌＭＢＦ１ｃ 的扩增引物为 ｑＦ１ 和 ｑＲ１ꎬ内参基因

１８Ｓ ｒＲＮＡ的扩增引物为 １８Ｓ ｑＦ 和 １８Ｓ ｑＲꎮ 试验参

照 ＳＹＢＲ ＦＡＳＴ ｑＰＣＲ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｋｉｔ 荧光定量试剂盒

说明书进行ꎬ仪器为 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ
ｓｙｓｔｅｍ ＰＣＲ 仪ꎮ 反应程序为:９５ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３
ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 每个样品重复

３ 次ꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ方法[９] 分析基因的相对表达量ꎬ
用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 和 ＳＰＳＳ １８ 软件分析数据ꎮ

表 １　 逆转录和 ＰＣＲ 扩增引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ＰＣＲ ａｍ￣
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物 序列 (５′→３′)

ＡＰ ＧＣＴＧＴＣＡＡＣＧＡＴＡＣＧＣＴＡＣＧＴＡＡＣＧＧＣＡＴＧＡＣＡＧＴＧＴ(１８)

ＤＰＦ１ ＣＡＲＧＡＣＴＧＧＧＡＲＣＣＲＧＴＧＧＴ

ＤＰＲ１ ＣＮＡＧＶＲＣＳＹＫＣＴＣＣＡＴＣＴＴＧＧＣ

ＤＰＦ２ ＧＡＡＧＣＴＮＧＡＮＧＡＡＧＮＲＡＣＤＧＡＧＣＣ

ＤＰＲ２ ＴＣＣＡＴＣＴＴＶＧＣＶＡＧＣＡＣＶＧＣＣＴＧ

ＳＰＦ１ ＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＡＴＣＣＡＧＡＡＧＧＣＣＡＧＧ

ＡＰ１ ＧＣＴＧＴＣＡＡＣＧＡＴＡＣＧＣＴＡＣＧＴＡＡＣＧ

ＳＰＦ２ ＣＴＧＡＴＴＡＡＣＧＡＧＣＧＧＧＴＧＣＡＧＧＴＧ

ＡＰ２ ＣＧＣＴＡＣＧＴＡＡＣＧＧＣＡＴＧＡＣＡＧＴＧ

５′ＲＡＣＥ
ｏｕｔｅｒ ｐｒｉｍｅｒ

ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＣＡＧＣＣＴＡＣＴＧＡＴＧＡＴＣＡＧＴＣＧＡＴＧ

ＳＰＲ１ ＴＣＡＴＣＣＡＧＣＴＴＣＣＧＣＧＣＡＴＡＣＡＣ

５′ＲＡＣＥ
ｉｎｎｅｒ ｐｒｉｍｅｒ

ＣＡＴＧＧＣＴＡＣＡＴＧＣＴＧＡＣＡＧＣＣＴＡ

ＳＰＲ２ ＣＴＣＧＣＡＧＣＧＣＣＴＧＧＴＴＣＡＣＣ

ＳＰＦ３ ＧＴＴＣＧＡＣＴＴＣＴＣＴＧＧＴＡＡＴＣＡＴＣ

ＳＰＲ３ ＡＴＴＣＡＴＣＡＡＣＴＣＣＴＧＣＣＴＡＴＴＣＣ

ＳＰＦ４ ＴＡＴＧＴＣＧＡＣＡＴＧＣＣＧＡＧＣＣＧＡＴＣＡＧＣＡＧ

ＳＰＲ４ ＡＡＧＡＣＴＡＧＴＣＴＴＡＡＴＣＴＴＡＣＣＣＣＴＧＡＧＣ

ｑＦ１ ＧＣＴＧＡＴＴＡＡＣＧＡＧＣＧＧＧＴＧＣ

ｑＲ１ ＣＡＡＣＴＣＣＴＧＣＣＴＡＴＴＣＣＡＡＡＧ

１８ＳｑＦ ＡＧＴＴＧＧＴＧＧＡＧＣＧＡＴＴＴＧＴＣＴ

１８ＳｑＲ ＣＣＴＧＴＴＡＴＴＧＣＣＴＣＡＡＡＣＴＴＣＣ
表中下划线表示酶切位点ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 百合 ＬｌＭＢＦ１ｃ 的 ｃＤＮＡ 全长克隆

通过同源克隆的方法获得目的基因的中间保守

片段序列ꎬ通过 ＲＡＣＥ 的方法获得目的基因的 ３′端

和 ５′端序列ꎬ利用 ＤＮＡＭＡＮ ５ 拼接得到全长为 ６２０
ｂｐ 的序列ꎬ其中 ＯＲＦ 区序列长为 ４３８ ｂｐꎬ编码 １４５
个氨基酸(图 １)ꎮ ＢＬＡＳＴ 的结果显示ꎬ该基因与其

他物种的 ＭＢＦ１ｃ 基因有较高的同源性ꎬ将其命名为

ＬｌＭＢＦ１ｃꎮ

图 １　 百合 ＬｌＭＢＦ１ｃ 基因开放阅读框及编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＬｌＭＢＦ１ｃ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２.２　 百合 ＬｌＭＢＦ１ｃ 蛋白的生物信息学分析

ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线工具预测百合 ＬｌＭＢＦ１ｃ 蛋白包

含 １４５ 个氨基酸残基ꎬ分子式为 Ｃ６９６Ｈ１１８２Ｎ２１６Ｏ２０１Ｓ３ꎬ
分子量为 １５ ９００ꎮ 亲水性平均系数 ( ＧＲＡＶＹ) 为

－０.４７(<０)ꎬ属于亲水蛋白ꎬ不稳定系数为 ３６􀆰 １２( <
４０)ꎬ属于稳定蛋白ꎬ半衰期在大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ)中大于 １０ ｈꎬ在酵母菌( Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉ￣
ａｅ)中大于 ２０ ｈꎮ 氨基酸组成成分分析结果表明ꎬ
ＬｌＭＢＦ１ｃ 肽链负电荷残基(天冬氨酸 Ａｓｐ ＋ 谷氨酸

Ｇｌｕ)为 １６ꎬ正电荷残基(精氨酸 Ａｒｇ ＋ 赖氨酸 Ｌｙｓ)
为 ２９ꎬ理论等电点(ＰＩ)为 １０.２２ꎬ属于碱性蛋白ꎮ 蛋

白质信号肽预测程序 ＳｉｇｎａｌＰ 预测分值为 ０􀆰 １１( <
０􀆰 ５０)ꎬ表明 ＬｌＭＢＦ１ｃ 不含信号肽ꎮ 蛋白跨膜区域

预测软件 ＴＭＨＭＭ 未发现 ＬｌＭＢＦ１ｃ 有明显的跨膜

区域ꎬ蛋白质亚细胞定位工具 ＰＳＯＲＴ 预测 ＬｌＭＢＦ１ｃ
主要定位于细胞质、细胞核内ꎮ 将 ＬｌＭＢＦ１ｃ 与拟南

芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)、芜菁(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ)、水稻

(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)、小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ)、葡萄(Ｖｉｔｉｓ
ｖｉｎｉｆｅｒａ)的 ＭＢＦ１ｃ 氨基酸序列进行同源比对ꎬ结果

(图 ２)表明ꎬＬｌＭＢＦ１ｃ 蛋白与其他物种的 ＭＢＦ１ｃ 蛋

白类似ꎬ在靠近 Ｎ 端１１~ ８１ 个氨基酸残基内含有 １
个典型的 ＭＢＦ１ 结构域ꎬ在靠近 Ｃ 端部分(８８~ １４３
ａａ)含有 １ 个 α 螺旋￣转角￣α 螺旋(Ｈｅｌｉｘ￣Ｔｕｒｎ￣Ｈｅｌｉｘꎬ
ＨＴＨ)结构域ꎮ
　 　 将百合 ＬｌＭＢＦ１ｃ 和其他植物的ＭＢＦ１ 氨基酸序

列ꎬ用 ＭＥＧＡ ５ 构建系统进化树ꎬ结果(图 ３)显示

ＭＢＦ１ 家族有 ２ 个分枝ꎬ第Ⅰ类 ＭＢＦ１(Ｇｒｏｕｐ Ⅰ)包
括 ａ 亚型(Ｓｕｂｔｙｐｅ ａ)与 ｂ 亚型(Ｓｕｂｔｙｐｅ ｂ)ꎻｃ 亚型

(Ｓｕｂｔｙｐｅ ｃ)与 ａ、ｂ 亚型相似度较低ꎬ归属第Ⅱ类

ＭＢＦ１(Ｇｒｏｕｐ Ⅱ)ꎮ 百合 ＬｌＭＢＦ１ｃ 归属于 ｃ 亚型ꎬ与
油棕(Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ)的亲缘关系最近ꎬＢＬＡＳＴ 的

结果显示相似度达 ７９％ꎮ
２.３　 百合 ＬｌＭＢＦ１ｃ 亚细胞定位

利用基因枪将构建好的重组表达载体 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３００￣ＬｌＭＢＦ１ｃ￣ＧＦＰ 轰击到经过 ２４ ｈ 预培养的

洋葱表皮细胞中ꎬ分别置于常温、热胁迫条件下暗培

养 ２４ ｈ 后放置于激光共聚焦显微镜下观察ꎮ 结果

(图 ４)表明ꎬ常温下ꎬ空载对照 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＧＦＰ
的绿色荧光分布在细胞膜、细胞质和细胞核中ꎻ热胁

迫下ꎬ 绿色荧光的分布无明显变 化ꎮ 常 温 下ꎬ
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ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＬｌＭＢＦ１ｃ￣ＧＦＰ 的绿色荧光分布在细

胞 质 和 细 胞 核 中ꎻ 热 胁 迫 下ꎬ ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣
ＬｌＭＢＦ１ｃ￣ＧＦＰ 的绿色荧光则主要分布在细胞核中ꎮ

表明 ＬｌＭＢＦ１ｃ 可能介导了热激信号由细胞质向细

胞核的转导ꎬ并在细胞核内进一步行使功能ꎮ

图中颜色表示同源性ꎮ
图 ２　 百合 ＭＢＦ１ｃ 与其他植物 ＭＢＦ１ｃ 氨基酸序列同源比对

Ｆｉｇ.２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＬｌＭＢＦ１ｃ ａｎｄ ＭＢＦ１ｃ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

节点上的数值表示 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 验证中基于 １ ０００ 次重复该节点可信度的百分比(％)ꎮ
图 ３　 百合 ＭＢＦ１ｃ 与其他植物 ＭＢＦ１ 家族系统进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ＬｌＭＢＦ１ｃ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ＭＢＦ１ｓ

２.４　 百合 ＬｌＭＢＦ１ｃ 的表达分析

利用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测了 ＬｌＭＢＦ１ｃ 的时

空表达ꎮ 结果表明ꎬ常温条件下ꎬＬｌＭＢＦ１ｃ 在百合

根、鳞茎和叶中均有表达ꎬ其中叶中的表达量最高ꎬ
根中次之ꎬ鳞茎中最低(图 ５)ꎮ 热激处理后ꎬ在０.５~
８􀆰 ０ ｈ 内百合叶片中 ＬｌＭＢＦ１ｃ 的相对表达量呈现出

先上升后下降的趋势ꎬ但始终高于对照ꎬ在热激处理

２ ｈ 时达到峰值ꎬ为对照的 ５􀆰 ５３ 倍(图 ６)ꎮ 常温条

件下ꎬ与对照相比ꎬＣａＣｌ２ 或 ＥＧＴＡ 处理的 ＬｌＭＢＦ１ｃ
的相对表达量差异不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ ３７ ℃热胁迫

下ꎬＣａＣｌ２ 处理显著促进了 ＬｌＭＢＦ１ｃ 的表达 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ而 ＥＧＴＡ 处理则显著抑制了 ＬｌＭＢＦ１ｃ 的表

达(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ７)ꎬ表明 ＬｌＭＢＦ１ｃ 也可能通过 Ｃａ２＋

信号途径参与百合的热激反应ꎮ
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图 ４　 ＬｌＭＢＦ１ｃ 在洋葱表皮中的亚细胞定位

Ｆｉｇ.４　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＬｌＭＢＦ１ｃ ｉｎ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ

不同小写字母表示在 ０.０５ 水平差异显著ꎮ
图 ５　 ＬｌＭＢＦ１ｃ 在不同组织中的表达

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｌＭＢＦ１ｃ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｓ

∗表示与对照相比差异显著ꎮ
图 ６　 叶片 ＬｌＭＢＦ１ｃ 在 ３７ ℃不同热激时间下的表达

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｅａｆ ＬｌＭＢＦ１ｃ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ３７ ℃ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｔｉｍｅ

３　 讨 论

目前ꎬ有关百合的耐热研究主要集中在以下几

个方面: ( １) 百合对高温胁迫的形态和生理响

不同小写字母表示在 ０.０５ 水平差异显著ꎮ

图 ７　 叶片 ＬｌＭＢＦ１ｃ 受 Ｃａ２＋处理的表达

Ｆｉｇ. ７ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｅａｆ ＬｌＭＢＦ１ｃ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ

Ｃａ２＋

应[１０￣１４]ꎮ (２)百合种质耐热性比较[１５￣１７]ꎮ (３)利用

物理、化学方法或杂交育种途径提高百合的耐热

性[１８￣２３]ꎮ (４)百合响应高温胁迫的分子机制ꎮ 百合

ＬｌＨＳＦＡ１、ＬｌＨｓｆＡ２、ＬｌＨＳＰ７０、ＬｉｍＨＳＰ１６.４５ 的表达受

高温诱导ꎬ在拟南芥中过表达这些基因显著提高了

植株的耐热性[２４￣２７]ꎮ 百合钙调蛋白 ＬｌＣａＭ３ 为响应

Ｃａ２＋和热胁迫的重要信号分子ꎬＣａ２＋ / ＬｌＣａＭ３ 可能在

ＨＳＦＡ１ 的上游发挥作用[２８]ꎮ 尚爱芹等[２９]利用农杆

菌介导的方法将拟南芥干旱应答元件结合蛋白 Ａｔ￣
ＤＲＥＢ２Ａ(Ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ２Ａ)基因转化百合ꎬ高温胁迫下ꎬ转基因植株的

ＰＯＤ、ＳＯＤ 等酶活性及脯氨酸含量高于野生型植株ꎬ
耐热性明显强于野生型植株ꎮ 以上的研究结果表明

ＲＯＳ、ＳＡ、ＨＳＦ￣ＨＳＰ 和 Ｃａ２＋ 信号途径均参与了百合
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耐热性的调控ꎮ 近年的研究结果表明ꎬ转录辅激活

因子 ＭＢＦ１ 涉及通过激素、ＨＳＦ￣ＨＳＰ、ＲＯＳ 和 Ｃａ２＋信

号途径调控植物的耐热性ꎬ是植物热激信号转导网

络的关键节点ꎬ在植物耐热性的转录水平调控中发

挥重要作用ꎮ 根据氨基酸序列的不同ꎬ植物中的

ＭＢＦ１ 可分为 ａ、ｂ、ｃ ３ 个亚型ꎬａ 亚型与 ｂ 亚型相似

度较高ꎬ归属第Ⅰ类 ＭＢＦ１ꎻｃ 亚型与 ａ、ｂ 亚型相似

度较低ꎬ归属第Ⅱ类 ＭＢＦ１[３０]ꎮ 与Ⅰ类 ＭＢＦ１ 相比ꎬ
Ⅱ类(ｃ 亚型)ＭＢＦ１ 在植物耐热性的调控中起主要

作用[３１￣３３]ꎮ 因此ꎬ我们选择植物热激信号转导网络

的可能整合因子 ＭＢＦ１ｃ 作为研究对象ꎮ 本研究以

耐热性较好的麝香百合杂种系品种白天堂为试验材

料ꎬ从中克隆了 ＭＢＦ１ｃ 基因ꎮ 同源比对及系统进化

树分析的结果显示 ＬｌＭＢＦ１ｃ 归属 ｃ 亚型 ＭＢＦ１ꎬ具
有典型的 ＭＢＦ１ 和 ＨＴＨ 结构域ꎮ

ＭＢＦ１ 的结构和功能在真核生物中高度保守:
Ｃ￣末端形成 ＭＢＦ１ＣＴＤ结构域ꎬ为 ＴＢＰ 的结合域ꎬＮ￣末
端能够结合激活蛋白ꎬ通过桥接通用转录因子 ＴＢＰ
和基因特异性转录因子ꎬ增强特异性转录因子的

ＤＮＡ 结合活性ꎬ促进依赖于该转录因子的基因的表

达ꎮ 虽然 ＭＢＦ１ 是一种核受体辅激活因子ꎬ但在常

温下ꎬＡｔＭＢＦ１ｃ 主要在细胞质中表达ꎬ热激则促进

了它在细胞核中的表达[３２]ꎮ 对 ＬｌＭＢＦ１ｃ 的生物信

息学分析结果表明 ＬｌＭＢＦ１ｃ 没有明显的跨膜区域ꎬ
预测其主要定位于细胞质、细胞核内ꎮ 进一步的亚

细胞定位显示热胁迫增强了 ＬｌＭＢＦ１ｃ 在细胞核内

的相对表达ꎬ表明 ＬｌＭＢＦ１ｃ 可能介导了热激信号由

细胞质向细胞核的转导ꎬ并在细胞核内进一步行使

转录辅激活功能ꎬ这与对小麦 ＴａＭＢＦ１ｃ 的研究结果

类 似[７]ꎮ 葡 萄 ＶｖＭＢＦ１ｃ、 大 麦 ＨｖＭＢＦ１ｃ、 芥 蓝

ＭＢＦ１ｃ、拟南芥 ＡｔＭＢＦ１ｃ、小麦 ＴａＭＢＦ１ｃ 受热激诱

导表达[３３￣３６]ꎬ小麦 ＴａＭＢＦ１ｃ 启动子区域包含 ＨＳＥ
响应元件[７]ꎮ 本研究中ꎬ３７ ℃热胁迫显著促进了百

合 ＬｌＭＢＦ１ｃ 的表达ꎬＬｌＭＢＦ１ｃ 基因启动子克隆及其

响应元件分析工作正在进行中ꎮ 在前期工作中ꎬ我
们发现 Ｃａ２＋ 信号转导途径涉及调控百合的耐热

性[２８]ꎬ有研究结果表明 ＭＢＦ１ｃ 的表达也受 Ｃａ２＋ 信

号系统的调控[３１ꎬ３７]ꎬ因此我们研究了 ＣａＣｌ２、钙离子

螯合剂 ＥＧＴＡ 处理对 ＬｌＭＢＦ１ｃ 表达的影响ꎬ发现

ＬｌＭＢＦ１ｃ 的表达受热胁迫与 Ｃａ２＋处理协同诱导ꎬ表
明 ＬｌＭＢＦ１ｃ 也可能通过 Ｃａ２＋ 信号途径参与百合的

高温胁迫反应ꎮ 亚细胞定位与基因表达的结果表明

ＬｌＭＢＦ１ｃ 可能参与了百合的热激响应ꎮ
近年来的研究结果进一步揭示了 ＭＢＦ１ｃ 调控

植物耐热性的机制ꎮ ＡｔＭＢＦ１ｃ 能够结合 ＣＴＡＧＡ 元

件ꎬ调控 ＤＲＥＢ２Ａ 和 ＨＳＦＢ 的表达来增强拟南芥的

耐热性[３２ꎬ３８￣３９]ꎬＡｔＭＢＦ１ｃ 还可以与海藻糖磷酸合成

酶ＡｔＴＰＳ５(Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ５)或胁迫相

关蛋白 ＡｔＳＡＰ５(Ｓｔｒｅｓｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ５)互作ꎬ由
此提高植株海藻糖的含量或 ＨＳＰ 基因的表达量来

增强拟南芥的耐热性[３２ꎬ６]ꎮ 超表达小麦 ＴａＭＢＦ１ｃ
水稻植株中 ６ 个 ＨＳＰ 基因和 ２ 个 ＴＰＳ 基因的表达

量显 著 高 于 野 生 型ꎬ 具 有 较 好 的 耐 热 性[７]ꎮ
ＬｌＭＢＦ１ｃ 能否真正调控百合的耐热性ꎬ需要进一步

分析基因的功能ꎮ
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