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　 　 鸡爪槭(Ａｃｅｒ ｐａｌｍａｔｕｍ Ｔｈｕｎｂ.)为槭树科槭属 植物ꎬ其叶色丰富ꎬ叶形优美ꎬ是中国极为重要的彩

叶树种ꎬ具有很高的观赏价值ꎬ在彩叶苗木生产中具

有十分重要的地位[１]ꎮ 在鸡爪槭苗木栽培和生产

过程中ꎬ干旱、盐胁迫、寒害和热胁迫等非生物胁迫

是制约鸡爪槭生产和园林应用的关键因素ꎬ因此挖

掘鸡爪槭抗性基因ꎬ解析其调控机制ꎬ可为获得优良

抗性的鸡爪槭品种及其分子遗传育种提供重要基

础ꎮ
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ＭＹＢ 转 录 因 子 大 家 族 包 括 ３ 个 亚 类ꎬ 即

ＭＹＢ１Ｒ、Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 和 ＭＹＢ３Ｒꎮ 其中ꎬ植物中最大

的亚类是 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 转录因子[２￣３]ꎮ 例如ꎬ模式植

物拟南芥具有 １２６ 个 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 转录因子[３]ꎬ而玉

米的基因组则具有 １７３ 个[４]ꎬ苹果具有 ２２２ 个[５]ꎬ番
茄具有 １２１ 个[６]ꎬ黑杨木具有 １９２ 个[７]ꎮ Ｒ２Ｒ３￣
ＭＹＢ 转录因子功能繁多ꎬ参与调控植物初生和次生

代谢反应、植物生长发育及生物和非生物胁迫等过

程ꎮ 例如ꎬ 苹果 ＭｄＭＹＢ２３ 受冷胁迫诱导ꎮ Ｍｄ￣
ＭＹＢ２３ 超表达的转基因苹果愈伤组织和拟南芥耐

寒性增强[８]ꎮ 水稻 ＯｓＭＹＢ２ 在盐、冷和干旱胁迫下

表达增强ꎬ超表达植株比野生型对盐、冷和干旱胁迫

的耐受性更强[９]ꎮ 而在拟南芥中ꎬ ＡｔＭＹＢ３０、 Ａｔ￣
ＭＹＢ６０ 和 ＡｔＭＹＢ９６(亚家族 １) [１０￣１２]ꎬＡｔＭＹＢ１３ 和 Ａｔ￣
ＭＹＢ１５(亚家族 ２) [１３]ꎬＡｔＭＹＢ１０２ 和 ＡｔＭＹＢ４１(亚家

族 １１) [１４￣１５]ꎬＡｔＭＹＢ３３ 和 ＡｔＭＹＢ１０１(亚家族 １８) [１６]ꎬ
ＡｔＭＹＢ２、ＡｔＭＹＢ６２ 和 ＡｔＭＹＢ１０８(亚家族 ２０) [１７]ꎬＡｔ￣
ＭＹＢ４４、 ＡｔＭＹＢ７０、 ＡｔＭＹＢ７３ 和 ＡｔＭＹＢ７７ ( 亚 家 族

２２) [１８￣１９]等均参与调控生物和非生物胁迫响应途

径ꎮ 菊花 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 转录因子 ＣｍＭＹＢ２ 不仅参与

非生物胁迫应答ꎬ还参与调控菊花和拟南芥开

花[１９￣２０]ꎮ 本研究根据转录组序列克隆鸡爪槭 Ｒ２Ｒ３￣
ＭＹＢ 转录因子基因ꎬ并对其基因和编码的氨基酸序

列进行比对分析ꎬ利用荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)技
术对其基因在不同组织和非生物胁迫下的表达进行

分析ꎬ为进一步研究鸡爪槭 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 转录因子响

应非生物胁迫和开花机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料及处理方式

供试鸡爪槭品种金陵黄枫种植于江苏省农业科

学院槭树良种基地ꎮ 取当年生新鲜枝条作为外植

体ꎬ通过组织培养快繁获得无菌幼苗ꎬ将幼苗练苗并

移栽到穴盘中培养ꎮ 取生长一致的约 １０ ｃｍ 左右的

幼苗用于低温(４ ℃)处理和高温(４０ ℃)处理ꎮ 将

组织培养获得的幼苗在 Ｈｏａｇｌａｎｄ’ ｓ 营养液中水培ꎬ
取生长一致的约 １０ ｃｍ 左右的幼苗用于盐胁迫(２００
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ)处理和干旱(２０％ ＰＥＧ６０００)处理ꎮ ４
种非生物胁迫处理均以上午９ ∶ ００为 ０ ｈꎬ分别在 ０
ｈ、１ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 取样ꎮ 低温处理和高温

处理取样部位为第 ３ 和第 ４ 片完全展开叶ꎬ盐胁迫

处理和干旱处理取样部位为不定根ꎬ每个处理 ３ 个

重复ꎮ 未处理的穴盘苗和水培小苗植株ꎬ取其根、茎
和叶片ꎬ立即放入液氮中ꎬ－８０ ℃冰箱保存备用ꎬ每
个组织 ３ 个重复ꎮ 将 ３ 周龄的转基因拟南芥株系置

于光照培养箱 ( Ｓａｎｙｏꎬ ＭＩＲ￣１５４) ４ ℃ 处理 ２４ ｈꎬ
－９ ℃处理 ６ ｈ 后ꎬ转移到正常培养条件的光培箱培

养 １４ ｄꎬ统计观察成活率ꎮ 培养条件为光周期 １６ ｈ /
８ ｈ (光照 /黑暗)ꎬ温度 ２２ ℃ / １８ ℃ꎬ光照度 ２００
μｍｏｌ / (ｍ２􀅰ｓ)ꎬ相对湿度为 ７０％ꎮ
１.２　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成

总 ＲＮＡ 提取使用 Ｔｒｉｚｏｌ ( ＴａＫａＲａꎬ Ｔｏｋｙｏꎬ Ｊａ￣
ｐａｎ)提取法ꎬ使用 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ Ｉ(ＴａＫａＲａ 公司

产品)去除基因组 ＤＮＡꎮ 取 １ μｇ 总 ＲＮＡꎬ利用反转

录酶 Ｍ￣ＭＬＶ 反转录获得 ｃＮＤＡ 备用ꎮ
１.３　 鸡爪槭金陵黄枫 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因克隆及表达

载体构建

　 　 从鸡爪槭转录组库(ＳＲＸ８３３６８６ ＵＬＲｓ: ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｓｒａ / ) 中查找获得鸡爪槭

ＡｐＭＹＢ３０６ ｃＮＤＡ 全长序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０
设计 ＡｐＭＹＢ３０６ 全长引物和 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物ꎮ 利用高

保真酶 Ｅｘ Ｔａｑ(ＴａＫａＲａ 公司产品)进行 ＰＣＲ 扩增获

得 ＡｐＭＹＢ３０６ ｃＮＤＡ 全长序列ꎬ将扩增产物连接

ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体(ＴａＫａＲａ 公司产品)进行测序ꎬ获得

ＡｐＭＹＢ３０６ 在鸡爪槭金陵黄枫中的 ｃＮＤＡ 全长序列ꎮ
将 ＡｐＭＹＢ３０６ 开放阅读框(ＯＲＦ)使用含有酶切位点

ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ 序列的引物扩增ꎬ同时使用 ＢａｍＨ Ｉ
和 Ｎｏｔ Ｉ 对扩增产物和 ｐＥＮＴＲ１Ａ(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ Ｃａｒｌｓ￣
ｂａｄꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)进行双酶切ꎮ 将酶切后的产物回收

并利用连接酶 Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ(ＴａＫａＲａ 公司产品)进
行连接ꎬ获得载体 ｐＥＮＴＲ１Ａ￣ＡｐＭＹＢ３０６ꎮ 将该载体

进行单酶切ꎬ使之线性化ꎬ通过 ＬＲ(ＬＲ ＣｌｏｎａｓｅＴＭ ＩＩ
ｅｎｚｙｍｅ ｓｙｓｔｅｍꎬ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ) 重组构建到 ｐＭＤＣ４３ 载

体[２１]上ꎬ最终获得载体 ｐＭＤＣ４３￣ＡｐＭＹＢ３０６ꎬ提取质

粒－２０ ℃保存备用ꎮ
１.４　 ＡｐＭＹＢ３０６ 序列比对和系统进化树的构建

从 ＧｅｎＢａｎｋ 下载 ＡｐＭＹＢ３０６ 同源蛋白质氨基

酸序列ꎬ与 ＡｐＭＹＢ３０６ 氨基酸序列共同使用 Ｃｌｕｓｔ￣
ａｌＷ 软件进行多重比对分析[２２]ꎮ 使用 ＭＥＧＡ ７.０ 软

件ꎬ基于 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ 方法构建系统进化树ꎮ
１.５　 ＡｐＭＹＢ３０６ 亚细胞定位

通过 基 因 枪 ( ＰＤＳ￣１００ꎬ Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ Ｈｅｒｃｕｌｅｓꎬ
ＣＡꎬ ＵＳＡ) 轰击洋葱表皮细胞ꎬ将 ２ μｇ 质粒 ｐＭ￣
ＤＣ４３￣ＡｐＭＹＢ３０６ 和 ｐＭＤＣ４３ 空载(对照)分别瞬时
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转入洋葱表皮细胞ꎮ 将转化的洋葱表皮细胞在 ＭＳ
(Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ ａｎｄ Ｓｋｏｏｇ)培养基上 ２３ ℃暗培养 １６ ｈꎬ
通过激光共聚焦显微镜(ＬＳＭ８００ꎬ Ｚｅｉｓｓꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)
观察 ＧＦＰ 蛋白的表达情况ꎮ
１.６　 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因表达分析

利用荧光定量 ＰＣＲ 技术对 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因进

行表达分析ꎬ使用 ＡｐＡｃｔｉｎ 基因(ＭＮ０２６８６４)作为内

参基因ꎮ 每个 ｑＰＣＲ 体系终体积为 ２０􀆰 ０ μｌꎬ均由

１０􀆰 ０ μｌ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ(ＴａＫａＲａ 公司产品)ꎬ
０􀆰 ４ μｌ 上游和下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ) (Ｆ:５′￣ＴＧＴＣ￣
ＣＣＣＴＧＡＡＡＡＡＣＣＡＡＡＴＡ￣３′ꎻＲ:５′￣ＴＴＣＣＴＣＣＣＣＣＡＴ￣
ＣＡＧＣＡＡＡ￣３′)ꎬ５􀆰 ０ μｌ 模板 ｃＤＮＡ(１ ｎｇ / μｌ)和 ０􀆰 ４
μｌ ＲＯＸ 组成ꎮ 使用 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 荧光定量仪

(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ７５００ꎬ Ｃａｒｌｓｂａｄꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)进行

相对实时荧光定量 ＰＣＲꎮ 反应条件为 ９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５
℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３５ ｓ ４０ 个循环ꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ
９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ １５ ｓ[２３]ꎮ 使用 ２－△△Ｃｔ方法计算相

对表达量ꎬ每个反应 ３ 个生物学重复ꎮ
１.７　 转 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因拟南芥

将构建好的质粒 ｐＭＤＣ４３￣ＡｐＭＹＢ３０６ 转化农杆

菌 ＥＨＡ１０５ꎬ利用蘸花法侵染拟南芥花序ꎬ在含有潮

霉素(Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ)的培养基上筛选获得转基因阳性

株系ꎮ 选择 ２ 个独立的转基因株系用于表型分析ꎮ
１.８　 ＡｐＭＹＢ３０６ 与拟南芥 ＡｔＦＴ 启动子结合性试验

将 １􀆰 ０ ｋｂ 的 ＡｔＦＴ 启 动 子 构 建 到 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３８１￣ＬＵＣ 载体ꎬ与 ｐＭＤＣ４３￣ＡｐＭＹＢ３０６ 分别转

化农杆菌 ＧＶ３１０１ꎬ将含有阳性质粒的农杆菌和增强

表达菌株 Ｐ１９ 培养至 ＯＤ 值 １􀆰 ５ 左右ꎮ 然后离心ꎬ
收集菌体ꎬ将菌体使用侵染缓冲液[１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ２￣
(Ｎ￣吗啡啉)乙磺酸(ＭＥＳ)、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２和 １００
μｍｏｌ / Ｌ 乙酰丁香酮(ＡＳ)]重悬ꎮ 根据试验要求将

含有不同载体的菌液混合ꎬ同时在每一个组合中添

加菌株 Ｐ１９ꎮ 将混合后的菌液离心ꎬ黑暗静止 ３ ｈꎬ
然后注射烟草叶片ꎮ 注射后的烟草暗培养 １ ｄꎬ光培

养 ２ ｄ 后摘下侵染叶片ꎬ在背面喷施荧光素酶

(ＬＵＣ)底物甲虫荧光素(Ｂｅｅｔｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ)ꎬ暗处理 ５
ｍｉｎꎬ使用天能化学发光仪器 ５２００Ｍｕｌｔｉ 进行曝光拍

照ꎮ
１.９　 数据分析

试验数据采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 和 ＳＰＳＳ １９.０ 进行统

计整理及分析ꎬ差异显著性采用 ＡＮＯＶＡ 分析ꎬＤｕｎ￣
ｃａｎ’ｓ 检验(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因碱基序列

根据转录组中的序列设计全长特异引物ꎬ以鸡爪

槭金陵黄枫 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用高保真酶 ＰＣＲ 技术

获得一个Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 转录因子基因的全长序列ꎬ通过

同源比对和生物信息学分析将其命名为 ＡｐＭＹＢ３０６ꎮ
ＡｐＭＹＢ３０６ 开放阅读框(ＯＲＦ)具有１ ０６５ ｂｐꎬ编码一

条 ３５５ 个氨基酸残基的多肽ꎮ 推测蛋白质相对分子

质量 约 为 ３.９６７× １０４ꎬ 理 论 等 电 点 为 ６􀆰 ３５ꎮ 将

ＡｐＭＹＢ３０６ 基因编码的氨基酸序列在 ＮＣＢＩ 站点进行

ＢＬＡＳＴｐ 比对ꎬ发现 ＡｐＭＹＢ３０６ 编码的氨基酸序列与

龙眼 (Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓ ｌｏｎｇａｎ) ＭＹＢ２２ 基 因 ( Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
Ｎｕｍｂｅｒ: ＱＣＨ４１１３４. １ )、 柑 桔 ( Ｃｉｔｒｕｓ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ )
ＭＹＢ６０ 基因(Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｕｍｂｅｒ:ＡＢＫ５９０３９.１)、小柑

桔(Ｃｉｔｒｕｓ ｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ)ＭＹＢ３０６ 基因(Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｕｍ￣
ｂｅｒ:ＸＰ＿００６４３１１４４.１)、葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ)ＭＹＢ３０６ 基

因(Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｕｍｂｅｒ:ＸＰ＿００２２８３５７５.１)、榴莲(Ｄｕｒｉｏ
ｚｉｂｅｔｈｉｎｕｓ) ＭＹＢ３０６ 基 因 ( Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｕｍｂｅｒ: ＸＰ ＿
０２２７５１９２２.１)、哥伦比亚锦葵 (Ｈｅｒｒａｎｉａ ｕｍｂｒａｔｉｃａ)
ＭＹＢ３０６ 基因(Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｕｍｂｅｒ:ＸＰ＿０２１２９７５７３.１)和
可可(Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ)ＭＹＢ３０６ 基因(Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｕｍ￣
ｂｅｒ:ＸＰ＿００７０３２５２９.１)编码的氨基酸序列进行比对

(图 １)ꎬ 同 源 性 依 次 为 ７８􀆰 ９９％、 ６７􀆰 ５％、 ６５􀆰 ５７％、
６６􀆰 ９５％、６５􀆰 ６６％、６７􀆰 ８０％、６７􀆰 ８０％ꎮ ＡｐＭＹＢ３０６ 蛋白分

别在１４~６３ ａａ 和６７~１１１ ａａ 处含有 ２ 个 ＭＹＢ 结构域ꎬ
为典型的 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 转录因子ꎮ 另外将 ＡｐＭＹＢ３０６ 蛋

白氨基酸序列与其他物种中的同源序列进行多重比

较ꎬ并进行聚类分析ꎬ构建系统进化树ꎮ 从系统进化树

中可以看出 ＡｐＭＹＢ３０６ 与龙眼 ＤｌＭＹＢ２２ 亲缘关系最

近ꎬ推测其可能具有类似的功能(图 ２)ꎮ
２.２　 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因组织表达特性及定位

取鸡爪槭幼苗根、茎和叶提取总 ＲＮＡꎬ并反转

录成 ｃＤＮＡꎬ利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术分析

ＡｐＭＹＢ３０６ 基因在不同组织中的表达ꎮ 结果表明ꎬ
ＡｐＭＹＢ３０６ 基因在茎中表达量最高ꎬ叶片次之ꎬ根中

表达量最低(图 ３)ꎮ
为了检测 ＡｐＭＹＢ３０６ 蛋白的亚细胞定位情况ꎬ

本研究在洋葱表皮细胞中瞬时表达了 ｐ３５Ｓ::ＧＦＰ￣
ＡｐＭＹＢ３０６ꎮ 结果表明 ＡｐＭＹＢ３０６ 蛋白在细胞核中

积累ꎮ 同时ꎬ在整个细胞中都观察到了阳性对照

ｐ３５Ｓ::ＧＦＰ 瞬时表达产生的 ＧＦＰ 信号(图 ４)ꎮ

４１５１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２０ 年 第 ３６ 卷 第 ６ 期



各氨基酸来源及序列登录号为:ＤｌＭＹＢ２２(龙眼 ＱＣＨ４１１３４. １)、ＣｍＭＹＢ６０(柑桔 ＡＢＫ５９０３９. １)、ＣｃＭＹＢ３０６(小柑桔 ＸＰ ＿００６４３１１４４. １)、
ＶｖＭＹＢ３０６(葡萄 ＸＰ＿００２２８３５７５.１)、ＤｚＭＹＢ３０６(榴莲 ＸＰ＿０２２７５１９２２.１)、ＨｕＭＹＢ３０６(哥伦比亚锦葵 ＸＰ＿０２１２９７５７３.１)和 ＴｃＭＹＢ３０６(可可

ＸＰ＿００７０３２５２９.１)ꎮ
图 １　 鸡爪槭 ＡｐＭＹＢ３０６ 氨基酸序列与其他物种 ＭＹＢ 氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＡｐＭＹＢ３０６ ｆｒｏｍ Ａｃｅｒ ｐａｌｍａｔｕｍ ｗｉｔｈ ＭＹＢ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ２　 ＡｐＭＹＢ３０６ 与其他物种中同源蛋白质的系统进化树分析

Ｆｉｇ. ２ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｐＭＹＢ３０６ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏ￣
ｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

不同字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ３　 ＡｐＭＹＢ３０６ 在鸡爪槭金陵黄枫各组织中的表达

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｐＭＹＢ３０６ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ａｃｅｒ
ｐａｌｍａｔｕｍ Ｊｉｎｌｉｎｇｈｕａｎｇｆｅｎｇ

２.３　 ＡｐＭＹＢ３０６基因在不同胁迫处理下的表达

２.３.１　 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因在低温和高温胁迫下的表达

　 如图 ５ 所示ꎬＡｐＭＹＢ３０６ 基因表达受低温(４ ℃)
和高温(４０ ℃)诱导ꎮ ＡｐＭＹＢ３０６ 基因在低温和高

温条件下ꎬ表达量均在 ２４ ｈ 内持续升高ꎬ并在 ２４ ｈ
表达量达到最高值ꎬ分别是 ０ ｈ 表达量的 ８􀆰 ９ 倍和
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第 １ 列为绿色荧光通道下图片ꎬ第 ２ 列为白光通道下图片ꎬ第 ３
列为叠加图片ꎬ标尺＝ ５０ μｍꎮ
图 ４　 ＡｐＭＹＢ３０６ 在洋葱表皮细胞中的亚细胞定位

Ｆｉｇ.４　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｐＭＹＢ３０６ ｉｎ ｏｎｉｏｎ
ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ

５􀆰 ８ 倍ꎬ表明 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因受低温和高温胁迫显

著诱导ꎮ
２.３.２　 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因在盐和干旱胁迫下的表达　
如图 ６ 所示ꎬ在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理下ꎬＡｐＭＹＢ３０６
基因被迅速诱导表达ꎬ在处理 ８ ｈ 后ꎬＡｐＭＹＢ３０６ 表

达量达到最高值ꎬ是 ０ ｈ 表达量的 ３.１ 倍ꎬ随后表达

量略有降低ꎬ但仍高于对照ꎮ ＡｐＭＹＢ３０６ 基因在

２０％ ＰＥＧ６０００ 模拟干旱条件下ꎬ表达量迅速升高ꎬ
并在处理 ８ ｈ 后 ＡｐＭＹＢ３０６ 表达量达到最高值ꎬ随
后逐渐降低ꎬ表明 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因受盐和干旱胁迫

诱导显著ꎮ
２.４　 ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥的抗冻性和开花期

变化

　 　 将获得的 ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥阳性株系进

行筛选和鉴定ꎬ选取表达量最高的 ２ 个独立株系用

于后 续 功 能 鉴 定ꎮ 如 图 ７ 所 示ꎬ 对 野 生 型 和

ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥株系(３５Ｓ::ＡｐＭＹＢ３０６￣１、
３５Ｓ::ＡｐＭＹＢ３０６￣２)进行冷冻处理后ꎬＡｐＭＹＢ３０６ 超

表达拟南芥株系较野生型成活率明显升高ꎮ 推测

ＡｐＭＹＢ３０６ 基因提高了拟南芥的抗冻性ꎮ
　 　 对 ＡｐＭＹＢ３０６ 超 表 达 拟 南 芥 株 系 ( ３５Ｓ::
ＡｐＭＹＢ３０６￣１、３５Ｓ::ＡｐＭＹＢ３０６￣２)进行表型观测发

现ꎬＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥较野生型拟南芥开花

延迟(图 ８)ꎮ 野生型拟南芥在播种后(３６.６±１.２) ｄ
开花ꎬ而 ３５Ｓ::ＡｐＭＹＢ３０６￣１、３５Ｓ::ＡｐＭＹＢ３０６￣２ 则

分别在播种后(４２.３±１􀆰 ５) ｄ 和(４１.５±１􀆰 １) ｄ 开花

(图 ８ｂ)ꎮ 测量野生型和 ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥

株系的莲座叶数量ꎬ发现野生型莲座叶数量为１２.２±
０􀆰 ９ꎬ而 ３５Ｓ::ＡｐＭＹＢ３０６￣１、３５Ｓ::ＡｐＭＹＢ３０６￣２ 莲座

叶数量多于野生型ꎬ分别为１６.１± １􀆰 ２ 和１５.７± １􀆰 １

(图 ８ｃ)ꎮ 对开花关键基因 ＡｔＦＴ 和 ＡｔＦＬＣ 的表达进

行荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎬ 发现 ＡｔＦＴ 的表达量在

ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥株系中明显降低(图 ８ｄ)ꎬ
ＡｔＦＬＣ 的表达量则无明显变化(图 ８ｅ)ꎮ

将拟南芥 ＡｔＦＴ １.０ ｋｂ 长度的启动子序列构建

到无启动子、下游具有 ＬＵＣ 标签的载体上ꎬ转化农

杆菌后ꎬ与 ＡｐＭＹＢ３０６ 共同侵染烟草叶片ꎬ暗培养 １
ｄꎬ光照培养 ２ ｄ 后喷施 ＬＵＣ 底物ꎬ用 ＣＣＤ 冷冻相机

观察ꎮ 结果表明ꎬ阴性对照(只加 ＡｔＦＴｐｒｏ)亮度较

强ꎬ添加 ＡｐＭＹＢ３０６ 后ꎬ亮度变弱ꎬ说明 ＡｐＭＹＢ３０６
与 ＡｔＦＴ 启动子结合ꎬ并抑制了其表达(图 ９)ꎮ 推测

ＡｐＭＹＢ３０６ 可能通过抑制 ＡｔＦＴ 启动子表达使得

ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥株系开花延迟ꎬ其调控机

制还需进一步研究ꎮ

３　 讨 论

随着全球环境的不断恶劣ꎬ干旱、洪涝等极端天

气频现ꎮ 植物的生长受逆境胁迫影响越来越严重ꎮ
因此寻找抗逆胁迫下的应答基因ꎬ解析其分子调控

机制ꎬ是进行植物抗逆分子改良与育种的前提ꎮ 本

研究从鸡爪槭金陵黄枫中克隆获得了一个 ＭＹＢ 转

录因子基因ꎬ分析发现该基因编码的转录因子含有

２ 个 ＭＹＢ 保守结构域ꎬ属于 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 类转录因

子ꎬ经过蛋白质氨基酸序列比对和生物信息学分析

将其命名为 ＡｐＭＹＢ３０６ꎮ
研究结果表明ꎬ不同的 ＭＹＢ 家族成员具有不同

的组织表达特性ꎬ可能在不同的组织器官中发挥重

要作用ꎮ 如柳枝稷 ＰｖＭＹＢ４ 在根、茎、叶、叶鞘和花

序中均有表达ꎬ但在叶和叶鞘中表达量最高[２４]ꎮ 大

部分的番茄 Ｒ２Ｒ３ＭＹＢ 转录因子基因在根、茎、叶和

果实中均有表达ꎬ但表达水平不同ꎬ如 ＳｌＭＹＢ１６ 在

茎、叶和未成熟的果实中表达量都很高ꎬ但在根中表

达 量 相 对 较 低ꎬ ＳｌＭＹＢ２、 ＳｌＭＹＢ２０、 ＳｌＭＹＢ２９、
ＳｌＭＹＢ４３、 ＳｌＭＹＢ４５、 ＳｌＭＹＢ５３、 ＳｌＭＹＢ５８、 ＳｌＭＹＢ７３、
ＳｌＭＹＢ７４、ＳｌＭＹＢ７９、ＳｌＭＹＢ９２、ＳｌＭＹＢ９３ 和 ＳｌＭＹＢ１０２
在根 中 的 表 达 量 则 高 于 其 他 组 织 器 官[６]ꎮ
ＡｐＭＹＢ３０６ 在根、茎和叶中均有表达ꎬ但在茎和叶中

的表达量远高于根中的表达量ꎮ 转录因子可结合到

靶基因的启动子部位ꎬ进而激活或抑制靶基因的表

达ꎬ该过程发生于细胞核中ꎬ因此转录因子必须要进

入细胞核中ꎬ才能发挥其转录调控的基本功能ꎮ 我

们通过瞬时表达洋葱表皮细胞ꎬ发现 ＡｐＭＹＢ３０６ 蛋
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图 ５　 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因在低温和高温处理下的表达

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｐＭＹＢ３０６ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ６　 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因在盐和干旱胁迫下的表达

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｐＭＹＢ３０６ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

ＷＴ:野生型ꎻ３５Ｓ::ＡｐＭＹＢ３０６￣１、３５Ｓ::ＡｐＭＹＢ３０６￣２:ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥株系ꎮ ａ:野生型及 ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥株系冷冻处理后

的表型ꎻｂ:野生型及 ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥株系冷冻处理后的成活率ꎮ
图 ７　 转 ＡｐＭＹＢ３０６ 基因拟南芥抗冻性分析

Ｆｉｇ.７　 Ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｐＭＹＢ３０６ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

白定位于细胞核中ꎬ具有调控转录的基本条件ꎮ 越

来越多的证据表明ꎬＭＹＢ 转录因子家族在参与植物

胁迫应答调控中起着关键作用[１８ꎬ２５￣２６]ꎮ 水稻 Ｏｓ￣
ＭＹＢ５５ 通过直接激活谷氨酸代谢途径基因 ＧＳ１、
ＧＡＴ１ 和 ＧＡＤ１ 提高对高温胁迫的抗性ꎬ超表达 Ｏｓ￣
ＭＹＢ５５ 可提高在高温胁迫下的产量[２５]ꎮ 拟南芥 Ａｔ￣
ＭＹＢ４４ 负调控 ＳＯＳ２ 的基因 ＡＢＩ１、 ＡＢＩ２、 ＰＰ２ＣＡ、
ＨＡＢ１ 和 ＨＡＢ２ꎬ使得超表达拟南芥对干旱和盐胁迫

的抗性增强[１８]ꎮ 小麦 ＴａＭＹＢ３３ 响应 ＡＢＡ 调控的

胁迫应答ꎬ超表达拟南芥株系耐旱性和耐盐性增强ꎬ
这些是通过 ＴａＭＹＢ３３ 提高细胞活性氧的清除能力

和积累渗透压调节物实现的[２６]ꎮ 桃 ＰｐＭＹＢ３ 的表

达量变化则与温度的变化趋势一致ꎬ推测 ＰｐＭＹＢ３
可能负调控桃的抗寒性[２７]ꎮ 小麦 ＴａＭＹＢ１６５ 在小

麦苗期和灌浆期均响应热胁迫ꎬ热胁迫处理后ꎬ过表

达拟南芥株系较野生型成活率升高[２８]ꎮ 燕子花 Ｉｌ￣
ＭＹＢ３０６ 也参与了非生物胁迫的调控[２９]ꎮ 本研究通

过荧光定量 ＰＣＲ 技术分析了 ＡｐＭＹＢ３０６ 在不同胁
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ａ:ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥株系较野生型开花延迟ꎻｂ:ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥株系和野生型拟南芥播种至开花天数ꎻｃ:ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达

拟南芥株系和野生型拟南芥开花时的莲座叶数目ꎻｄ:开花关键基因 ＡｔＦＴ 表达量ꎻｅ:开花关键基因 ＡｔＦＬＣ 表达量分析ꎮ ３５Ｓ::ＡｐＭＹＢ３０６￣１、
３５Ｓ::ＡｐＭＹＢ３０６￣２:ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥株系ꎻＷＴ:野生型ꎮ

图 ８　 ＡｐＭＹＢ３０６ 超表达拟南芥株系表型分析

Ｆｉｇ.８　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｐＭＹＢ３０６ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ａ:正常光照下的烟草叶片(背面)ꎻｂ:ＣＣＤ 冷冻相机拍摄的化学发光图片ꎮ
图 ９　 烟草瞬时表达试验验证 ＡｐＭＹＢ３０６ 与拟南芥 ＦＴ 启动子的结合

Ｆｉｇ.９　 Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ＡｐＭＹＢ３０６ ｔｏ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＦＴ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｏｂａｃｃｏ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

迫下的反应ꎬ发现 ＡｐＭＹＢ３０６ 受高温、低温、干旱和

盐胁迫诱导表达ꎬ在该 ４ 种胁迫诱导下表达量明显
上调ꎬ暗示 ＡｐＭＹＢ３０６ 参与了胁迫响应过程ꎬ但其响

应机制还需进一步研究ꎮ
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开花是高等植物生活史的重要过程[３０￣３２]ꎬ目前

已知的调控植物开花的主要途径有:光周期途径

(Ｐｈｏｔｏｐｅｒｉｏｄ ｐａｔｈｗａｙ)、春化途径(Ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｈ￣
ｗａｙ) [３３]、赤霉素途径(Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｐａｔｈｗａｙ)和自主途

径(Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ ｐａｔｈｗａｙ) [３４]ꎮ 研究结果表明ꎬ多个

ＭＹＢ 转录因子参与了开花时间的调节ꎮ 菊花 Ｃｍ￣
ＭＹＢ２ 超表达株系开花提前ꎬＣｍＭＹＢ２ 通过赤霉素

途径调控菊花开花[２０]ꎮ 杨树 ＰｔｒＭＹＢ１９２ 基因超表

达拟南芥株系较野生型开花延迟ꎬ其中春化途径关

键基因 ＦＬＣ 表达量升高ꎬ而光周期途径关键基因

ＣＯ 表达量降低[３５]ꎮ 拟南芥 ＭＹＢ３０ 通过直接调节

ＦＴ 基因的表达调控开花[３６]ꎮ 本研究 ＡｐＭＹＢ３０６ 超

表达拟南芥株系较野生型开花延迟ꎬ进一步研究发

现 ＡｐＭＹＢ３０６ 可结合拟南芥 ＦＴ 的启动子序列ꎬ并抑

制其表达ꎬ ＦＴ 基因是开花途径的整合子ꎬ推测

ＡｐＭＹＢ３０６ 通过抑制 ＦＴ 的表达调节拟南芥开花ꎮ
相关研究结果为 ＡｐＭＹＢ３０６ 进一步的功能研究奠定

了基础ꎬ为培育鸡爪槭抗逆和不同花期新种质提供

了候选基因ꎮ
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