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　 　 摘要:　 香蕉 ＭａＡＳＲ１ 基因在植物响应逆境胁迫时发挥着重要作用ꎬ为了进一步研究 ＭａＡＳＲ１ 基因转入拟南芥

后增强其抗旱性的分子机制ꎬ运用 ＤＮＡ 芯片技术来筛选野生型拟南芥和转 ＭａＡＳＲ１ 基因拟南芥在不做任何胁迫处

理和干旱胁迫处理条件下的差异基因ꎮ 发现 ＭａＡＳＲ１ 提高拟南芥抗旱性与乙烯信号途径有密切的关系ꎬ对基因芯

片中与乙烯途径相关的上调和下调大于 ２ 倍的差异基因进行了荧光定量 ＰＣＲ 的验证ꎮ 结果表明在干旱胁迫条件

下ꎬＭａＡＳＲ１ 的转入通过提高 ＡｔＡＣＳ６ 和 ＡｔＡＣＯ１ 的表达水平提高了拟南芥体内的乙烯合成水平ꎮ ＭａＡＳＲ１ 的转入可

以通过正调控乙烯反应和提高 ＥＲＦ 类基因的表达来赋予植物抗旱性ꎮ 以上结果为解析 ＭａＡＳＲ１ 基因作为转录因

子通过乙烯途径提高植物抗旱能力的分子机制奠定了基础ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＭａＡＳＲ１ ｇｅｎｅꎻ ＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙꎻ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｅｔｈｙｌｅｎｅꎻ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

　 　 环境的非生物胁迫ꎬ如干旱ꎬ极端温度ꎬ寒冷ꎬ重
金属ꎬ或高盐ꎬ严重损害植物生长和生产力ꎮ 干旱是

最严重的环境胁迫ꎬ超过任何其他环境因素ꎬ严重损

害植物的生长和发育ꎬ限制植物生产和作物的性

能[１]ꎮ 植物激素ꎬ如脱落酸(ＡＢＡ)、乙烯(ＥＴ)、水杨

酸(ＳＡ)和茉莉酸(ＪＡ)对植物的生长和发育有广泛的

影响ꎬ它们调节植物抵御生物和非生物胁迫的保护性

应答[２￣６]ꎮ 不同的非生物胁迫和生物胁迫ꎬ经常通过

共享或重叠激素信号转导通路来引发植物响应[７￣８]ꎮ
乙烯在试验中被证明可以关闭气孔[９]ꎬ环境诱

导乙烯积累可以导致气孔关闭也已经被报道[１０]ꎮ
乙烯应答因子 ＥＲＦ 类蛋白在植物生长发育尤其是

在植物应对非生物胁迫中起着非常重要的作

用[１１￣１２]ꎮ 在早期的研究中发现来自番茄的乙烯应

答因子蛋白 ＪＥＲＦ３ 通过调节氧化胁迫应答来增强

转基因烟草对干旱、盐和冷害的耐受力[１３]ꎮ ＪＥＲＦ１
和 ＪＥＲＦ３ 基因在转基因水稻中的过量表达会引起

一系列生理和分子的变化ꎬ从而增强水稻对干旱和

氧化胁迫的耐受力[１４]ꎮ 植物对环境胁迫的适应依

赖于参与胁迫感知、信号转导、及特定胁迫和代谢相

关基因表达的分子网络的激活[１５]ꎮ 研究结果表明

番茄 ＳｌＥＲＦ５ 在拟南芥对生物和非生物胁迫的转录

调控中发挥着重要作用[１６]ꎮ ＳｌＥＲＦ５ 基因在番茄中

的过量表达会增强番茄对干旱和高盐胁迫的耐受

力[１７]ꎮ 油菜乙烯应答因子 ＢｒＥＲＦ４ 在拟南芥中的

过量表达可以增强拟南芥对干旱和盐的耐受力[１８]ꎮ
拟南芥 ＥＲＦ０２２ 可以通过乙烯途径调节体细胞胚胎

发生的诱导[１９]ꎬ拟南芥 ＥＲＦ１ 通过结合不同的顺式

作用元件来调节非生物胁迫应答基因的表达[２０]ꎮ
ＯｓＥＦ１０９ 可以显著提高水稻对干旱胁迫的耐受

性[２１]ꎬ ＯｓＥＲＦ３ 的过表达改变了对乙烯生物合成的

调控ꎬ揭示了乙烯对植株耐旱性的正调节作用[２２]ꎮ
此外有一些 ＥＲＦ 类蛋白在植物响应胁迫时发

挥负调控的作用ꎬ比如拟南芥 ＡｔＥＲＦ４ 和 ＡｔＥＲＦ７ 作

为转录抑制因子来调控 ＡＢＡ 的应答[２３￣２４]ꎮ ＡｔＥＲＦ７
在拟南芥中的过量表达可以使保卫细胞降低对

ＡＢＡ 的敏感性ꎬ因此通过气孔增加了水分的损失ꎬ
ＡｔＥＲＦ７ 在拟南芥中的过量表达甚至抑制被 ＡＢＡ 诱

导的基因的表达从而降低了对干旱胁迫的耐受

力[２３]ꎮ ＡｔＥＲＦ４ 与 ＡｔＥＲＦ７ 发挥调控作用的原理相

似ꎬ它可以增强植物对盐胁迫的敏感性[２４]ꎮ
ＭａＡＳＲ１ 是从香蕉果实的 ｃＤＮＡ 文库中获得的

一个 ＡＳＲ 基因ꎬ本实验室前期的研究结果表明香蕉

植株在干旱胁迫条件下ꎬＭａＡＳＲ１ 基因在根部和叶

片中的表达量大幅上升ꎬ这说明 ＭａＡＳＲ１ 基因主要

参与植物在面临干旱胁迫时的应答反应[２５]ꎮ 为了

深入研究 ＭａＡＳＲ１ 基因在香蕉干旱胁迫中发挥作用

的抗性机制ꎬ将 ＭａＡＳＲ１ 基因转入模式植物拟南芥ꎬ
获得了转基因纯合株系 Ｌ１４[２５]ꎮ Ｌ１４ 在干旱胁迫条

件下的存活率优于野生型拟南芥植株[２５]ꎮ 并且在

转基因株系中ꎬＭａＡＳＲ１ 基因的表达量越大ꎬ则该株

系表现出来的抗旱能力则越强[２５￣２６]ꎮ 这些证据都

能说明 ＭａＡＳＲ１ 基因的转入能够提高拟南芥的抗旱

性[２５]ꎮ 为了进一步研究 ＭａＡＳＲ１ 基因转入拟南芥

后增强其抗旱性的分子机制ꎬ运用 ＤＮＡ 芯片技术来

筛选野生型拟南芥和转 ＭａＡＳＲ１ 基因拟南芥在不做

任何处理和干旱胁迫处理条件下的差异基因ꎬ希望

能进一步解析香蕉 ＭａＡＳＲ１ 基因通过乙烯途径提高

拟南芥抗旱性的作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

野生型拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ. Ｃｏｌｕｍｂｉａ ｅ￣
ｃｏｔｙｐｅ)是从美国俄亥俄州立大学拟南芥生物资源

中心购买的ꎮ 转 ＭａＡＳＲ１ 基因的转基因型拟南芥命

名为 Ｌ１４ꎬ是由本实验室构建植物表达载体后通过

农杆菌侵染的方法转化得到的ꎮ
１.２　 所用引物

本研究所用引物见表 １ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 对野生型和 ＭａＡＳＲ１ 转基因拟南芥幼苗的干

旱处理　 在 ＭＳ 固体培养基上播种野生型拟南芥

ＷＴ 和 ＭａＡＳＲ１ 转基因株系 Ｌ１４ 的种子ꎬ４ ℃条件下

处理 ３ ｄ (该步骤主要是对种子进行春化处理)ꎬ然
后在光照培养箱中培养ꎮ 温度为 ２１~２３ ℃ꎬ每日光

照和黑暗培养时间分别为 ８ ｈ 和 １６ ｈꎮ 光照度为

２ ０００ ｌｘꎬ相对湿度为 ７０％ꎮ １５ ｄ 后ꎬ选择生长出 ２~
４ 片叶片的幼苗ꎬ将其从培养皿中取出ꎬ置于盖有 ２
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个培养皿的滤纸之上ꎬ然后在光照培养箱中模拟干

旱胁迫条件进行处理ꎮ 处理时间分别为 ０ ｈ、２ ｈ 和

６ ｈꎬ然后分别取样 ０.２ ｇꎬ拟南芥的取样部位为整个

拟南芥幼苗植株ꎬ在液氮中冷冻之后于－ ７０ ℃ 保

存[２５]ꎮ

表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因名称
扩增长度

(ｂｐ) 　 　 引物序列(５′➝３′)

ＡｔＡｃｔｉｎ ２９５ ＣＣＡＡＣＡＧＡＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡ

ＡＴＧＴＣＴＣＴＴＡＣＡＡＴＴＴＣＣＣＧ

ＡｔＡＣＳ６ ３８７ ＡＧＡＣＧＧＴＴＧＣＴＴＴＣＴＧＴＴＴＡ

ＣＧＡＴＣＴＣＣＴＣＧＡＴＴＡＣＴＴＣＣ

ＡｔＥＲＦ１１ ２５４ ＧＴＣＡＴＧＧＣＡＣＣＧＡＣＡＧＴＴＡＡ

ＣＡＧＴＧＧＧＣＧＴＴＧＡＴＧＴＴＧＴＡ

ＡｔＥＲＦ６ ３４７ ＴＣＴＣＣＧＴＴＧＣＣＴＡＣＴＡＣＴＧＣ

ＴＡＡＴＧＣＣＴＣＴＴＣＴＣＣＴＣＴＧＣ

ＡｔＥＲＦ８ ２５３ ＡＡＡＡＴＧＧＣＴＴＴＧＡＣＴＧＴＴＣ

ＧＴＴＴＣＣＴＡＡＣＧＣＣＴＣＴＧＴＡ

ＡｔＥＲＦ５ ２９５ ＴＡＧＡＣＴＡＣＧＡＧＧＡＴＣＧＡＡＡＧＣ

ＡＡＣＧＧＴＣＡＡＣＴＧＧＧＡＡＴＡＡＣ

ＡｔＥＢＦ２ ３０９ ＧＣＡＡＡＣＴＧＴＣＴＧＧＧＣＡＴＣＡ

ＣＡＡＴＧＴＧＣＧＴＣＣＧＴＧＧＣ

ＡｔＥＲＳ２ ２３４ ＧＣＣＧＣＡＧＧＣＴＴＧＧＡＣＴＴＡＴ

ＡＴＧＧＡＣＣＧＣＡＣＡＧＧＡＣＡＣＣ

Ａｔ５ｇ６１６００ ３０８ ＡＡＧＣＣＡＡＣＡＣＣＴＴＣＴＣＡＣＡ

ＣＡＡＧＣＣＡＧＡＴＣＣＴＡＣＡＡＣＣ

ＡｔＥＲＦ４ ３２６ ＧＧＣＴＡＣＴＡＣＴＡＡＣＣＡＧＡＣＣＣＡＣ

ＴＣＧＣＴＧＡＡＧＧＣＡＣＡＡＣＴＡＡ

ＡｔＡＣＯ１ ３７８ ＧＣＡＧＡＴＴＧＧＧＡＡＡＧＣＡＧＴ

ＧＧＡＴＧＧＣＧＧＴＡＴＡＧＧＡＡＣ

ＡｔＥＴＲ２ ２８２ ＴＡＧＡＴＧＧＧＣＴＧＣＴＴＧＧＡＧ

ＡＡＣＣＧＡＡＧＧＡＧＣＡＡＣＧＡＣ

ＡｔＥＲＦ１３ ３７３ ＣＧＴＴＣＣＴＣＣＣＧＴＴＡＣＣＴＣＴ

ＧＣＴＴＴＣＣＣＴＣＴＴＣＴＧＣＴＣＣ

１.３.２ 　 野生型和 ＭａＡＳＲ１ 转基因拟南芥叶片总

ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的合成　 取干旱处理 ０ ｈ、２ ｈ
和 ６ ｈ 的试验材料ꎬ用 ＱＩＡＧＥＮ ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｋｉｔ 试剂

盒来提取拟南芥的总 ＲＮＡꎮ 然后用 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 的反

转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ 的第 １ 条链ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ

的引物序列见表 １ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 仪器型号为 Ｍｘ３０００Ｐ
(ＳｔｒａｔａｇｅｎｅꎬＵＳＡ)ꎬ以拟南芥看家基因 ＡｔＡｃｔｉｎ (基因

登录号 ＡＫ３１８６３７)为内参基因ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 程

序为 ９４ ℃ꎬ３０ ｓꎻ９４ ℃ ７ ｓꎬ５５ ℃(５７ ℃) １５ ｓꎬ７２ ℃
２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
１.３.３ 　 荧光定量 ＰＣＲ 数据分析 　 数据处理采用

Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件完成ꎬ利用 ＤＰＳ 软件对数据进行统

计分析ꎬ差异显著性检验和相关性分析ꎮ
１.３.４　 表达谱芯片的制作和分析　 提取 ＭａＡＳＲ１ 转

基因株系(编号为 Ｌ１４)和野生型拟南芥的总 ＲＮＡꎬ
委托博奥生物有限公司制作 ２ 种类型的表达谱芯

片ꎬ一种是转基因与野生型拟南芥在自然状态即未

作任何胁迫处理条件下的 ＤＮＡ 芯片ꎬ命名为 １４ ｖｓ
ＷＴꎬ其中 １４ 代表非胁迫处理下转基因株系 Ｌ１４ꎬ
ＷＴ 代表非胁迫处理下野生型拟南芥ꎻ另一种是干

旱处理 ２ ｈ 的 ＭａＡＳＲ１ 转基因拟南芥 Ｌ１４ 与野生型

表达谱芯片ꎬ命名为 Ｙ ｖｓ Ｗꎬ其中 Ｙ 代表干旱胁迫

处理下转基因株系 Ｌ１４ꎬＷ 代表干旱胁迫处理下野

生型拟南芥ꎮ ２ 种类型的芯片各重复 ３ 次以减少误

差ꎮ 并对所得到的 ＤＮＡ 芯片的结果进行生物信息

学分析和差异基因的筛选ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 表达谱芯片差异基因的通路分析

表达谱芯片的筛选标准为:Ｒａｔｉｏ≥２ 代表表达

上调大于 ２ 倍的基因ꎬＲａｔｉｏ≤０􀆰 ５ 代表表达下调大

于 ２ 倍的基因ꎮ １４ ｖｓ ＷＴ 一共得到 ７４７ 个差异基

因ꎬ其中上调基因 ５５９ 个ꎬ下调基因 １８８ 个ꎻＹ ｖｓ Ｗ
一共得到 ６５３ 个差异基因ꎬ其中上调基因 ２５６ 个ꎬ下
调基因 ３９７ 个[２７]ꎮ

在 １４ ｖｓ ＷＴ 芯片中得到的差异基因经分析共

找到 ６１ 个相关的 ｐａｔｈｗａｙꎬ主要涉及淀粉和蔗糖的

代谢ꎬ磷酸戊糖途径ꎬ糖酵解及糖异生ꎬ植物激素信

号转导等途径ꎮ 共有 ９ 个差异基因参与激素信号转

导途径(表 ２)ꎬ其中 ８ 个差异基因上调ꎬ１ 个差异基

因下调ꎮ
　 　 在 Ｙ ｖｓ Ｗ 芯片中得到的差异基因经分析共找

到 ５８ 个相关的 ｐａｔｈｗａｙꎬ主要涉及植物激素信号转

导ꎬ光合作用ꎬ叶绿素代谢ꎬ植物生长节律等代谢

途径ꎮ 共有 ２０ 个差异基因参与激素信号转导途

径(表 ３)ꎬ其中 ５ 个差异基因上调ꎬ１５ 个差异基因

下调ꎮ

３１５张丽丽等:ＭａＡＳＲ１ 基因通过乙烯途径提高拟南芥抗旱性的作用机制



表 ２　 １４ ｖｓ ＷＴ 芯片中差异基因的通路分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ １４ ｖｓ ＷＴ

　 　 　 　 　 通　 　 路 基因数量 上调基因数量 下调基因数量

ＲＮＡ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ １ １ ０
Ａｒｇｉｎｉｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １ １ ０
Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ４ ２ ２
Ｐｅｎｔｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐａｔｈｗａｙ ４ １ ３
Ｆｒｕｃｔｏｓｅ ａｎｄ ｍａｎｎｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２ ０ ２
Ｖａｌｉｎｅꎬ ｌｅｕｃｉｎｅ ａｎｄ ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ １ ０ １
Ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ １ １ ０
Ａｍｉｎｏａｃｙｌ￣ｔＲＮＡ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １ ０ １
Ｒｉｂｏｓｏｍｅ １ １ ０
Ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ / Ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ５ ２ ３
Ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ １ １ ０
Ｓｔｉｌｂｅｎｏｉｄꎬ ｄｉａｒｙｌｈｅｐｔａｎｏｉｄ ａｎｄ ｇｉｎｇｅｒｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １ １ ０
Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １ １ ０
Ｓｔａｒｃｈ ａｎｄ ｓｕｃｒｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ３ ２ １
Ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １ ０ １
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １ ０ １
Ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ２ ２ ０
Ｐｙｒｕｖａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １ １ ０
Ｂｕｔａｎｏａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １ １ ０
Ｃｉｔｒａｔｅ ｃｙｃｌｅ (ＴＣＡ ｃｙｃｌｅ) １ １ ０
Ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １ １ ０
Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １ ０ １
Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ￣ ａｎｔｅｎｎａ ｐｒｏｔｅｉｎｓ １ １ ０
Ｌｉｍｏｎｅｎｅ ａｎｄ ｐｉｎｅｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ １ １ ０
Ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ２ ０ ２
Ｐｕｒｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２ １ １
Ｐｏｒｐｈｙｒｉｎ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２ ０ ２
Ｓｅｌｅｎｏｃｏｍｐｏｕｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １ １ ０
Ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ９ ８ １
Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ２７ １３ １４
Ａｌａｎｉｎｅꎬ ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｎｄ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２ ０ ２
Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １ １ ０
Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅꎬ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ａｎｄ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １ ０ １
ＳＮＡＲＥ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ３ ３ ０
ＤＮＡ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ １ １ ０
Ｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ａｎｄ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ２ ０ ２
ａｌｐｈａ￣Ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２ １ １
Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ２ ０ ２
Ｎｏｎ￣ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ￣ｊｏｉｎｉｎｇ￣ １ １ ０
Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｎｄ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ３ ３ ０
Ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １ ０ １
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｏｒｔ １ ０ １
Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ２ １ １
Ｖａｌｉｎｅꎬ ｌｅｕｃｉｎｅ ａｎｄ ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １ １ ０
Ｐｌａｎｔ￣ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ２０ １９ １
Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ３８ １８ ２０
Ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂａｃｋｂｏｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ２ １ １
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ １ １ ０
Ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ６ ４ ２
Ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ １ １ ０
Ｂａｓｅ ｅｘｃｉｓｉｏｎ ｒｅｐａｉｒ １ １ ０
Ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １ １ ０
Ｇｌｙｏｘｙｌａｔｅ ａｎｄ ｄｉｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １ ０ １
Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ２ ０ ２
Ｃｙａｎｏａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２ ２ ０
Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ３ １ ２
Ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ￣ｑｕｉｎｏｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １ １ ０
Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １ ０ １
Ｇｌｕｃｏｓｉｎｏｌａｔｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １ １ ０
Ｓｐｌｉｃｅｏｓｏｍｅ ２ ２ ０
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表 ３　 Ｙ ｖｓ Ｗ 芯片中差异基因的通路分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｙ ｖｓ Ｗ

　 　 　 　 　 通　 　 路 基因数量 上调基因数量 下调基因数量
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５１５张丽丽等:ＭａＡＳＲ１ 基因通过乙烯途径提高拟南芥抗旱性的作用机制



　 　 通过对表达谱芯片进行详细的生物信息学分析

(主要包括 Ｎｅｔｗｏｒｋ 分析ꎬＧｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ 分析以及

Ｐａｔｈｗａｙ 分析)ꎬ发现 ＭａＡＳＲ１ 基因提高植物抗旱性

与植物激素信号转导途径有密切的关系ꎮ 本研究重

点研究了与乙烯途径的关系ꎬ经分析得到了与乙烯

途径相关的几个关键基因ꎬ分别是:ＡＣＯ１(ＡＣＣ ＯＸ￣
ＩＤＡＳＥ １)ꎬ即 ＡＣＣ 氧化酶基因ꎻＡＣＳ６(１￣ＡＭＩＮＯＣＹ￣
ＣＬＯＰＲＯＰＡＮＥ￣１￣ ＣＡＲＢＯＸＹＬＩＣ ＡＣＩＤ (ＡＣＣ) ＳＹＮ￣
ＴＨＡＳＥ ６)ꎬ即 ＡＣＣ 合成酶基因ꎻＡｔＥＲＦ４ ( ＥＴＨＹＬ￣
ＥＮＥ ＲＥＳＰＯＮＳＩＶＥ ＥＬＥＭＥＮＴ ＢＩＮＤＩＮＧ ＦＡＣＴＯＲ)ꎬ
即乙烯应答元件结合因子基因ꎻＡｔＥＲＦ５、ＡｔＥＲＦ６、
ＡｔＥＲＦ８、 ＡｔＥＲＦ１１、 ＡｔＥＲＦ１３、 ＡｔＥＴＲ２ ( ＥＴＨＹＬＥＮＥ
ＲＥＳＰＯＮＳＥ ２)ꎬ即乙烯受体基因ꎻＡｔＥＲＳ２(ＥＴＨＹＬ￣
ＥＮＥ ＲＥＳＰＯＮＳＥ ＳＥＮＳＯＲ ２)ꎬ即乙烯反应传感蛋白

基因ꎻＡｔＥＢＦ２(ＥＩＮ３￣ＢＩＮＤＩＮＧ Ｆ ＢＯＸ ＰＲＯＴＥＩＮ ２)ꎬ
即结合 ＡｔＥＩＮ３ 的 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白基因ꎻＡｔ５ｇ６１６００(ｅｔｈｙｌ￣
ｅｎｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ)ꎬ即乙

烯响应结合元件家族蛋白基因[２７]ꎮ
２.２　 表达谱芯片中野生型及 ＭａＡＳＲ１ 转基因拟南

芥乙烯应答相关基因的表达

　 　 ＡＣＳ６ 与 ＡＣＯ１ 参 与 乙 烯 生 物 合 成 过 程ꎬ
ＡｔＥＲＦ４、 ＡｔＥＲＦ５、 ＡｔＥＲＦ６、 ＡｔＥＲＦ８、 ＡｔＥＲＦ１１、
ＡｔＥＲＦ１３ 乙烯应答元件结合因子ꎬ 从 ＡｔＥＲＦ４ ~
ＡｔＥＲＦ１１ 都参与乙烯介导的信号途径ꎮ 利用 Ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ 检测野生型及 ＭａＡＳＲ１ 转基因拟南芥

不同时间的干旱处理及在不做任何胁迫处理条件下

乙烯相关基因的表达变化ꎬ来进行芯片结果的验证ꎮ
如图 １ 所示ꎬ参与乙烯生物合成途径的 ＡｔＡＣＳ６

和 ＡｔＡＣＯ１ꎬＭａＡＳＲ１ 转基因拟南芥在未受干旱胁迫

和干旱胁迫 ２ ｈ 时的基因表达量均高于野生型ꎬ而
在干旱胁迫 ６ ｈ 时野生型拟南芥基因的表达量则明

显高于 ＭａＡＳＲ１ 转基因拟南芥ꎮ
参与乙烯信号途径的 ＥＲＦ 类基因ꎬ ＡｔＥＲＦ６、

ＡｔＥＲＦ１１ 和 ＡｔＥＲＦ１３ 基因变化趋势相同ꎬＭａＡＳＲ１
转基因拟南芥在未受干旱胁迫和干旱胁迫 ２ ｈ、６ ｈ
时的基因表达量均高于野生型ꎻＡｔＥＲＦ５ 和 ＡｔＥＲＦ８
基因变化趋势相同ꎬ在未受干旱胁迫时 ＭａＡＳＲ１ 转

基因拟南芥的基因表达量明显高于野生型ꎬ在干旱

胁迫 ２ ｈ 时 ＭａＡＳＲ１ 转基因拟南芥与野生型基因表

达量基本相同ꎬ而在干旱胁迫 ６ ｈ 时野生型拟南芥

基因表达量明显高于转基因拟南芥ꎻＡｔＥＲＦ４ 基因变

化趋势与前两类均不同ꎬ在未受干旱胁迫处理时ꎬ转

基因拟南芥基因表达量与野生型差异不显著ꎬ而在

干旱胁迫 ２ ｈ 和 ６ ｈ 时ꎬ转基因拟南芥基因表达量则

明显高于野生型ꎮ
乙烯受体基因 ＡｔＥＴＲ２ 和 ＡｔＥＲＳ２ 在未受干旱胁

迫和干旱胁迫 ２ ｈ 和 ６ ｈ 时ꎬＭａＡＳＲ１ 转基因拟南芥

基因表达量都高于野生型ꎮ
未受干旱胁迫时 ＡｔＥＢＦ２ 在 ＭａＡＳＲ１ 转基因拟

南芥中的基因表达量明显高于野生型ꎮ 干旱胁迫 ２
ｈ 和 ６ ｈ 时的基因表达量在 ＭａＡＳＲ１ 转基因拟南芥

和野生型中没有显著差异ꎮ
未受干旱胁迫和干旱胁迫 ２ ｈ 时ꎬ乙烯响应结

合元件家族蛋白 Ａｔ５ｇ６１６００ 在 ＭａＡＳＲ１ 转基因拟南

芥中的表达量均高于野生型ꎬ在干旱胁迫 ６ ｈ 时

ＭａＡＳＲ１ 转基因拟南芥表达量低于野生型ꎬ达到了

极显著差异ꎮ
从表 ４ 中芯片检测数据与 Ｒｅａｌｔｉｍｅ￣ＰＣＲ 数据

之间相关性分析可以看出ꎬ相关系数均大于 ０.７ꎬ这
说明芯片检测数据与 Ｒｅａｌｔｉｍｅ￣ＰＣＲ 数据是极显著

正相关的关系ꎬ说明得到的芯片数据是可靠的ꎮ

３　 讨 论

ＡｔＡＣＳ６ 即 ＡＣＣ 合成酶ꎬ是整个乙烯合成途径

中的关键酶和限速酶ꎬＳＡＭ 在 ＡＣＣ 合酶(ＡＣＣ ｓｙｎ￣
ｔｈａｓｅꎬ ＡＣＳ)的催化下产生氨基环丙烷羧酸(１￣ａｍｉｎ￣
ｏｃｙｃｌｏ￣ ｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬ ＡＣＣ)ꎬＡＣＣ 在 Ａｔ￣
ＡＣＯ１ 即 ＡＣＣ 氧化酶的催化下产生乙烯ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ
结果表明ꎬ在干旱胁迫 ２ ｈ 时ꎬＡｔＡＣＳ６ 和 ＡｔＡＣＯ１ 在

ＭａＡＳＲ１ 转基因株系的表达水平与野生型相比明显

提高ꎮ 这表明在干旱胁迫条件下ꎬＭａＡＳＲ１ 的转入

提高了拟南芥体内的乙烯合成水平ꎮ
　 　 在植物的乙烯反应途径中ꎬ第一步是乙烯与受

体分子相结合ꎮ 在拟南芥中共有 ５ 个乙烯受体ꎬ它
们表现出功能冗余ꎮ 多种乙烯受体的存在是乙烯反

应顺利进行所必需的ꎬ即使其中的一个受体功能丧

失了或者发生了突变ꎬ乙烯反应也不受影响ꎮ 乙烯

受体对乙烯反应起负调控作用ꎬ拟南芥中乙烯反应

的诱导是由于这些蛋白质的失活而不是激活[２８]ꎮ
受体本身处于开启状态ꎬ抑制乙烯反应ꎬ乙烯与受体

的结合使受体关闭[２９]ꎮ 乙烯缺乏时ꎬ乙烯受体与

ＣＴＲＩ 结合ꎬ形成 ＥＴＲ￣ＣＴＲＩ 复合体ꎬ激活 ＣＴＲＩ 的负

调控活性ꎬ 不产生乙烯反应ꎻ乙烯存在时ꎬ乙烯与受

体结合ꎬＣＴＲＩ不能被激活ꎬ产生乙烯反应ꎮ乙烯受
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不同小写字母表示组间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ不同大写字母表示组间差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 １　 野生型及 ＭａＡＳＲ１ 转基因拟南芥乙烯应答相关基因表达的 Ｒｅａｌｔｉｍｅ￣ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｒｅａｌｔｉｍｅ￣ＰＣＲ ｉｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｈｅ ＭａＡＳＲ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅ Ｌ１４

表 ４　 芯片数据与荧光定量 ＰＣＲ 结果的相关性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｈｉｐ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ

时间(ｈ)
相关系数

ＡＣＳ６ ＡＣＯ１ ＡｔＥＲＦ４ ＥＲＦ５ ＡｔＥＲＦ６ ＡｔＥＲＦ８ ＡｔＥＲＦ１１ ＡｔＥＲＦ１３ ＥＴＲ２ ＥＲＳ２ ＥＢＦ２ Ａｔ５ｇ６１６００

０ ０.９６２ ０.９８２ ０.８９０ ０.９８２ ０.９２７ ０.９６６ ０.９１５ ０.９５７ ０.９２８ ０.９７７ ０.８９０ ０.９９３

２ ０.９８３ ０.９３６ ０.９４１ ０.８９３ ０.９８１ ０.９９９ ０.８７４ ０.８６７ ０.９８８ ０.９９９ ０.９１７ ０.９６１

体和 ＣＴＲＩ 都是乙烯信号转导的负调控器ꎬ乙烯与

受体结合钝化其负调控活性[３０]ꎮ 位于乙烯信号转

导下游和末端的 ＥＩＮ２、ＥＩＮ３ 和 ＥＲＦ１ 都是乙烯信号

转导的正调控器[３１]ꎮ ＥＢＦ２ 即结合 ＥＩＮ３ 的 Ｆ￣ｂｏｘ

７１５张丽丽等:ＭａＡＳＲ１ 基因通过乙烯途径提高拟南芥抗旱性的作用机制



蛋白ꎬＥＢＦ１ / ＥＢＦ２ 通过一条泛蛋白 /蛋白酶体途径

作用于 ＥＩＮ３ 蛋白ꎬ使 ＥＩＮ３ 蛋白迅速降解ꎮ 说明

ＥＢＦ１ / ＥＢＦ２ 间接对乙烯反应起负调控作用[３２]ꎮ
　 　 ＥＲＦｓ 类的转录因子在植物对非生物胁迫的应

答中发挥重要作用ꎮ ＥＲＦ 转录因子可以与顺式作

用元件 ＤＲＥ / ＣＲＴ 结合ꎬ而 ＤＲＥ / ＣＲＴ 广泛存在于与

植物对干旱、冷害和盐害等非生物胁迫等密切相关

的功能基因的启动子中ꎮ ＥＲＦ 转录因子可以通过

识别顺式作用元件 ＤＲＥ / ＣＲＴ 调节胁迫相关基因的

表达ꎬ从而调节植物对非生物胁迫的应答反应ꎮ 水

稻中 ＥＲＦｓ 转录因子 ＴＳＲＦ１ 的过量表达可以提高水

稻的抗旱性[３３]ꎻ在水稻中克隆和鉴定了 ４ 个 ＥＲＦ
类转录因子 ＯｓＢＩＥＲＦ１~ＯｓＢＩＥＲＦ４ꎬ它们都参与植物

对非生物胁迫的应答[３４]ꎮ 可溶性糖和脯氨酸是参

与植物渗透调节的关键因素ꎬ它们可以增强植物对

环境胁迫的适应能力[３５￣３６]ꎮ ＪＥＲＦ３ 基因在水稻中

的过量表达能提高在干旱胁迫下可溶性糖和脯氨酸

的积累水平从而抵御干旱[３７]ꎮ
以上研究结果都表明ꎬＥＲＦｓ 转录因子在植物的

非生物胁迫应答中具有非常重要的作用ꎮ 从表达谱

芯片的分析结果和 ＲＴ￣ＰＣＲ 的结果显示ꎬ在 ２ ｈ 干

旱胁迫条件下 ＡｔＥＲＦ４、ＡｔＥＲＦ６、ＡｔＥＲＦ８、ＡｔＥＲＦ１１、
ＡｔＥＲＦ１３ 的表达量在转基因拟南芥中比野生型有明

显的提高ꎬ其中 ＡｔＥＲＦ８ 的表达量在转基因拟南芥

中 与 野 生 型 相 比 差 异 显 著ꎬ ＡｔＥＲＦ４、 ＡｔＥＲＦ６、
ＡｔＥＲＦ１１、ＡｔＥＲＦ１３ 的表达量在转基因拟南芥中与野

生型相比差异极显著ꎮ 在 ２ ｈ 干旱胁迫条件下ꎬ
ＡｔＥＲＦ５ 的表达在野生型和转基因型中没有明显变

化ꎻ但在未进行干旱胁迫时 ＡｔＥＲＦ５ 的表达量在转

基因拟南芥中比野生型有明显的提高ꎬ差异极显著ꎮ
以上结果表明 ＭａＡＳＲ１ 可以通过提高 ＡｔＥＲＦ 类基因

的表达来赋予拟南芥植物抗旱性ꎮ 在干旱胁迫条件

下 ＡｔＥＴＲ２ 和 ＡｔＥＲＳ２ 的表达量在转基因拟南芥中比

野生型有所提高ꎬ由于乙烯受体有功能冗余ꎬ所以乙

烯受体 ＡｔＥＴＲ２ 和 ＡｔＥＲＳ２ 表达量的变化不会影响最

后的乙烯反应ꎮ 在干旱胁迫 ２ ｈ 时ꎬ乙烯负调控因

子 ＡｔＥＢＦ２ 的表达量在转基因拟南芥中与野生型没

有明显差异ꎬ在干旱胁迫 ６ ｈ 时ꎬＡｔＥＢＦ２ 的表达量

在转基因拟南芥中比野生型明显下降ꎬ因此是有利

于乙烯反应的进行ꎮ 在干旱胁迫 ２ ｈ 时ꎬ乙烯应答

蛋白基因 Ａｔ５ｇ６１６００ 在转基因拟南芥中的表达量比

野生型显著提高ꎮ

目前尚没有 ＡｔＡＳＲ 基因通过调节乙烯途径来提

高植物抗旱性的报道ꎬ以上芯片生物信息学分析以

及 ＲＴ￣ＰＣＲ 的研究结果表明ꎬＭａＡＳＲ１ 基因可以通

过正调控乙烯反应和提高 ＡｔＥＲＦ 类基因的表达来

赋予植物抗旱性ꎮ 并且在干旱胁迫条件下ꎬＭａＡＳＲ１
的转入通过提高 ＡｔＡＣＳ６ 和 ＡｔＡＣＯ１ 的表达水平提高

了拟南芥体内的乙烯合成水平ꎬ这为深入解析

ＭａＡＳＲ１ 基因提高植物抗旱性的作用机理奠定了基
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