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　 　 摘要:　 为研究月季 ＭＹＢ 类转录因子基因 ＲｃＭＹＢ１０２ 的生物学功能ꎬ以月季品种月月粉为材料ꎬ利用生物信息

学分析和实时荧光定量 ＰＣＲ 技术研究 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因在盐处理、激素处理、盐加激素共处理下不同组织不同处理

时间的表达特性ꎮ 克隆得到一个 ＭＹＢ 类转录因子基因ꎬ命名为 ＲｃＭＹＢ１０２ꎬ该基因全长为１ ４９２ ｂｐꎬ开放阅读框

(ＯＲＦ)为１ ０８６ ｂｐꎬ编码 ３６２ 个氨基酸ꎮ 序列比对发现ꎬＲｃＭＹＢ１０２ 在 Ｎ 端具有保守的 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 结构域ꎮ 系统进

化树分析结果表明 ＲｃＭＹＢ１０２ 与梅花 ＰｍＭＹＢ６、桃 ＰｐＭＹＢ６、甜樱桃 ＰａＭＹＢ１０２、苹果 ＭｄＭＹＢ７４、枇杷 ＥｊＭＹＢ４ 处于

同一分支ꎬ属于 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 类转录因子ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果表明:在盐胁迫下ꎬ外施水杨酸(ＳＡ)和茉莉酸甲

酯(ＭｅＪＡ)可诱导 ＲｃＭＹＢ１０２ 的表达ꎬ且均高于单盐胁迫处理和激素处理ꎮ 上述结果表明ꎬＲｃＭＹＢ１０２ 可能与 ＳＡ 和

ＭｅＪＡ 信号转导途径相关ꎬ推测其在月季响应盐胁迫过程中起到一定的作用ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓꎻ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ ＲｃＭＹＢ１０２ꎻ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 在众多的转录因子中ꎬＭＹＢ 类转录因子是数量

最大、功能最多的转录因子家族之一ꎮ 它们在植物

的生长发育、次生代谢、激素信号转导和植物的非生

物胁迫反应中都起着重要的作用[１￣２]ꎮ 在植物中ꎬ
Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 类型的ＭＹＢ 类转录因子数量较多[３]ꎬ且
参与了植物的初生和次生代谢、植物细胞形态和模

式建成以及植物生长发育等多个生命过程的调

节[４￣５]ꎮ
越来越多的报道证实 ＭＹＢ 转录因子广泛参与

植物逆境应答响应ꎬ包括生物逆境和非生物逆境ꎬ且
与植物响应高盐胁迫密切相关[６￣７]ꎮ 在小麦(Ｔｒｉｔｉｃ￣
ｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ)中有 １４ 个 ＭＹＢ 基因表达受盐胁迫诱

导ꎬ２ 个 ＭＹＢ 基因表达受盐胁迫抑制[８]ꎻ水稻(Ｏｒｙ￣
ｚａ ｓａｔｉｖａ)中有 １４ 个 ＭＹＢ 基因表达受盐胁迫诱导ꎻ
拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)中存在 １９７ 个 ＭＹＢ 基

因ꎬ其中 ３５􀆰 ０２％的 ＭＹＢ 基因在盐胁迫下上调表达ꎬ
５６􀆰 ８５％的 ＭＹＢ 基因在盐胁迫下下调表达[９]ꎻ甜瓜

(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ)幼苗有 ６ 个 ＭＹＢ 基因的表达量在盐

胁迫下发生了明显的变化[１０]ꎻ在花生(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙ￣
ｐｏｇａｅａ)的根中至少有 ８ 个 ＭＹＢ 基因在盐胁迫下诱

导表达[１１]ꎮ 大量研究结果表明ꎬＭＹＢ 转录因子还

参与对植物激素的应答反应ꎮ 如在大豆 (Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ)中 ＧｍＭＹＢＪ６ 的表达受到脱落酸(ＡＢＡ)、赤霉

素(ＧＡ３ ) 和萘乙酸 (ＮＡＡ) 的诱导[１２]ꎻ在甜樱桃

(Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ)叶片中 ＰａｃＭＹＢＡ 的表达受盐、茉莉

酸甲酯(ＭｅＪＡ)和水杨酸(ＳＡ)的诱导[１３]ꎮ 大量研

究结果表明水杨酸和茉莉酸作为重要的化学信号ꎬ
均能激活很多防卫反应[１４]ꎮ 内源与外源的水杨酸、
茉莉酸均有诱导植物的获得性抗性的作用ꎬ提高植

物对生物和非生物逆境胁迫的抗性ꎬ如诱导月季抗

黑斑病ꎬ缓解重金属对植物的毒害作用ꎬ提高植物抗

盐胁迫能力等作用[１５￣１６]ꎮ
月季(Ｒｏｓａ ｈｙｂｒｉｄａ)是蔷薇科蔷薇属多年生常

绿木本植物ꎮ 月季被誉为“花中皇后”ꎬ是中国十大

传统名花之一ꎬ是世界第一大切花和重要园林花

卉[１７]ꎮ 切花生产中设施内土壤盐渍化问题限制了

月季切花的品质和产量ꎮ 此外ꎬ盐碱地区的环境胁

迫严重制约了月季在当地园林绿化中的应用ꎬ高盐

胁迫导致大多数月季品种生长不良、病虫害加重ꎬ严

重影响月季的生长发育和观赏效果ꎮ 目前对于月季

耐盐性的研究远滞后于花色、花型、花香等其他农艺

性状ꎮ 国内外对月季抗盐性的研究主要集中在形态

和生理水平上ꎬ而在分子水平上对于月季耐盐性的

研究较少[１８￣２０]ꎮ 关于月季盐胁迫分子机理的解析

和发掘抗盐的月季品系已成为当下首要解决的问

题ꎮ 大量研究结果表明在盐碱土中ꎬ植物在承受盐

胁迫的同时还要抵御高 ｐＨ 胁迫伤害ꎮ ＮａＨＣＯ３ 或

Ｎａ２ＣＯ３等碱性盐胁迫对植物所造成的破坏作用明

显大于由 ＮａＣｌ 或 Ｎａ２ＳＯ４等中性盐所造成的胁迫伤

害[２１]ꎮ 同时关于植物抗盐特性的研究多集中在草

本植物ꎬ且多以 ＮａＣｌ 为胁迫因子ꎬ关于 ＮａＨＣＯ３胁

迫下木本植物抗盐特性的研究相对较少[２２]ꎮ
前期我们利用月季品种月月粉在高盐胁迫下的

转录组测序数据ꎬ筛选获得 １ 个表达水平具有显著

性差异的 ＭＹＢ 类基因 ＲｃＭＹＢ１０２ꎮ 为验证月季品种

月月粉转录因子基因 ＲｃＭＹＢ１０２ 是否参与高盐胁迫

逆境应答ꎬ本研究分析 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因对盐胁迫以

及抗性相关的激素分子(ＭｅＪＡ 和 ＳＡ)的诱导表达

模式ꎬ同时进一步对月季 ＲｃＭＹＢ１０２ 进行生物信息

学分析ꎬ对其基本生物学功能进行预测ꎬ为深入剖析

月季的抗盐机制和培育新的抗盐碱品种提供重要基

因源和理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

中国二倍体古老月季品种月月粉(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎ￣
ｓｉｓ Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ) ꎬ购自昆明杨月季园艺有限责任公

司ꎬ并将其栽植于唐山师范学院温室内培养ꎮ 选用

生长状况良好、植株健壮、无病虫害、株高 ２５ ｃｍ 左

右的当年生月季扦插生根的幼苗进行试验ꎮ
１.２　 材料处理

先在每个栽培槽中用 １０ Ｌ 的 １ / ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营

养液缓苗 １ 周ꎮ 之后用全 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液进行盐

胁迫(２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＣＯ３)、激素处理(１ μｍｏｌ / Ｌ
ＭｅＪＡ、２００ μｍｏｌ / Ｌ ＳＡ)和盐加激素共同处理(２００
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＣＯ３＋ １ μｍｏｌ / Ｌ ＭｅＪＡ、 ２００ ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＨＣＯ３＋２００ μｍｏｌ / Ｌ ＳＡ)ꎬ每个处理分别在 ０ ｈ、２
ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 对月季根系和叶片进行取样ꎬ
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－８０ ℃冰箱中保存备用ꎮ 每个处理 ５ 株ꎬ３ 次重复ꎮ
盐处理浓度参照丁晗[２３] 的研究结果ꎬＭｅＪＡ 处理浓

度参照严加坤等[２４] 的研究结果ꎬＳＡ 处理浓度参照

付乃鑫等[２５]的研究结果ꎮ
１.３　 总 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 合成

ＲＮＡ 的提取采用 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 多糖多酚植物

总 ＲＮＡ 提取试剂盒ꎬ反转录获得 ｃＤＮＡ 的步骤参照

Ｒｏｃｈｅ 公司反转录试剂盒ꎮ 上述操作过程均按照试

剂盒说明书进行ꎮ
１.４　 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因的克隆

以月季品种月月粉生根的组培苗为材料ꎬ进行

ＲｃＭＹＢ１０２ 基因的克隆ꎮ 根据前期盐胁迫转录组测序

数据(ＳＲＡ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ:ＰＲＪＮＡ５８７４８２ꎻＩＤ:ＳＵＢ６４８２５２３)
和月季全基因组数据[２６]ꎬ检索序列号 ＲＣ５Ｇ００５６４００ꎬ
以月季品种月月粉 ｃＤＮＡ 序列为模板设计 ＣＤＳ 全长

扩增特异引物(表 １) ꎬ并进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 反应

体系为１０×ＫＯＤ Ｂｕｆｆｅｒ ５􀆰 ０ μｌꎬＭｇＳＯ４ ３􀆰 ０ μｌꎬｄＮＴＰｓ
５􀆰 ０ μｌꎬｃＤＮＡ １􀆰 ０ μｌꎬ上、下游引物各 １􀆰 ５ μｌꎬＫＯＤ
Ｐｌｕｓ 高保真酶 １􀆰 ０ μｌꎬ用无菌 ｄｄＨ２Ｏ 补齐至 ２０ μｌꎮ
混匀离心后放于 ＰＣＲ 仪中进行扩增ꎮ ＰＣＲ 反应程

序:９４􀆰 ０ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９４􀆰 ０ ℃ １５ ｓꎬ５６􀆰 １ ℃ ３０ ｓꎬ６８􀆰 ０ ℃
１ ｍｉｎꎬ以上程序 ３５ 个循环ꎻ６８􀆰 ０ ℃ ５ ｍｉｎꎬ４ ℃反应

终止ꎮ 将 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ利用

ＴａＫａＲａ Ｍｉｎｉ ＢＥＳＴＡｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试

剂盒(大连 ＴａＫａＲａ 公司产品)回收目的条带ꎬ并与

ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体连接ꎮ 连接产物转化大肠杆菌ꎬ蓝白斑

筛选ꎬ挑取白色单菌落鉴定ꎬ根据菌落 ＰＣＲ 结果ꎬ将
鉴定出的阳性克隆交由诺赛生物工程有限公司测序ꎮ
１.５　 月季转录因子基因 ＲｃＭＹＢ１０２ 的生物信息学

分析

　 　 根据前期盐胁迫转录组测序数据(ＳＲＡ ａｃｃｅｓ￣
ｓｉｏｎ: ＰＲＪＮＡ５８７４８２ꎻ ＩＤ: ＳＵＢ６４８２５２３)和月季全基

因组数据[２６]ꎬ获取 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因 ＣＤＳ 和基因全长

序列ꎮ 根据所获得的 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因 ｃＤＮＡ 和基因

全长序列ꎬ使用 ＤＮＡＭＡＮ 软件分析 ＲｃＭＹＢ１０２ 氨

基酸序列同源性ꎬ使用 ｃｌｕｔａＬＸ 进行氨基酸序列比

对分析ꎬ使用 ＭＥＧＡ ６.０ 软件进行系统进化树分析ꎮ
１.６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

采用软件 Ｐｒｉｍｅｒ５.０ 设计 ＲｃＭＹＢ１０２ 的实时荧

光定量引物ꎬ内参基因为 ＲｃＡｃｔｉｎꎬ引物序列见表 １ꎮ
ＲｃＭＹＢ１０２ 基因的表达量在 ＡＢＩ７５００ 荧光定量 ＰＣＲ
仪上进行检测ꎮ ２０ μｌ 反应体系:３ μｌ ｃＤＮＡ 模板ꎬ１
μｌ 上游引物ꎬ１ μｌ 下游引物ꎬ１０ μｌ ＳＹＢＲ􀅸 Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ(２×)ꎬ５ μｌ ｄｄＨ２Ｏꎮ 反应程序为:９４ ℃预

变性 ３０ ｓꎬ９４ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火、延伸 ２ ｍｉｎꎬ４０
个循环ꎮ 每处理进行 ３ 次生物学重复和 ３ 次平行样

重复ꎮ 相对表达量采用 ２－△△Ｃｔ [△Ｃｔ ＝ ＣｔＲｃＭＹＢ１０２ －
ＣｔＲｃＡｃｔｉｎꎬ△△Ｃｔ ＝ △Ｃｔ( ｘ ｈ) －△Ｃｔ (０ ｈ)] 计算ꎬ用
ＳＰＳＳ 软件进行统计分析ꎮ

表 １　 试验中所用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

用途　 　 　 　 　 　 正向引物 (５′→３′) 　 　 　 　 反向引物 (５′→３′) 　 　 　 　

ＲｃＡｃｔｉｎ ＴＣＴＴＴＣＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＧＴＧ ＴＣＴＴＴＣＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＧＴＧ

ＲｃＭＹＢ１０２ 开放阅读框扩增 ＡＴＧＧＧＡＡＧＡＧＣＡＣＣＧＴＧＴＴＧＴＧ ＴＴＡＣＡＣＡＴＧＡＡＴＧＡＡＡＴＣＡＴＣＣＡＡＡＡＴＧ

ＲｃＭＹＢ１０２ 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增 ＴＴＴＴＧＧＧＣＡＡＣＡＡＧＴＧＧＴＣ ＡＡＧＣＣＴＣＴＴＣＣＴＡＡＴＧＴＧＧＧＴ

２　 结果与分析

２.１　 月季转录因子基因 ＲｃＭＹＢ１０２ 的生物信息学

根据前期盐胁迫转录组测序数据和月季全基因

组数据ꎬ获得了月季 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因的 ｃＤＮＡ 和基

因碱基序列全长(图 １)ꎮ 测序结果表明ꎬＲｃＭＹＢ１０２
基因全长为１ ４９２ ｂｐꎬ开放阅读框(ＯＲＦ) 为１ ０８６
ｂｐꎬ编码 ３６２ 个氨基酸ꎮ
　 　 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对 ＲｃＭＹＢ１０２ 蛋白质氨基

酸序列进行同源性比对ꎬ发现 ＲｃＭＹＢ１０２ 蛋白质氨

基酸序列与苹果 ＭｄＭＹＢ７４、枇杷 ＥｊＭＹＢ４、梅花 Ｐｍ￣
ＭＹＢ６、桃 ＰｐＭＹＢ６、甜樱桃 ＰａＭＹＢ１０２、马铃薯 Ｓｔ￣
ＭＹＢ３４、 番 茄 ＳｌＭＹＢ７４、 辣 椒 ＣｂＭＹＢ３９、 栓 皮 栎

ＱｓＭＹＢ１０２ 蛋 白 氨 基 酸 序 列 分 别 有 ７５􀆰 ４８％、
７５􀆰 ６２％、 ７１􀆰 １３％、 ７０􀆰 ３４％、 ７０􀆰 ６０％、 ６４􀆰 ５８％、
６２􀆰 ６０％、６４􀆰 ５１％、６６􀆰 ５８％的相似性ꎮ 利用 ｃｌｕｔａＬＸ
软件对转录因子 ＲｃＭＹＢ１０２ 进行氨基酸序列比对ꎬ
发现 ＲｃＭＹＢ１０２ 蛋白氨基酸序列含有 ２ 个 ＭＹＢ 家
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Ｍ:ＤＬ ２０００ ｍａｋｅｒꎻＡ:ＲｃＭＹＢ１０２ ＯＲＦ 克隆ꎮ
图 １　 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因的 ｃＤＮＡ 扩增

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＲｃＭＹＢ１０２

族特征结构域(Ｒ２ 和 Ｒ３ 结构域)ꎬ分别由 ４８ 和 ４６
个氨基酸构成ꎬ且在结构域中存在多个保守色氨酸

残基(图 ２)ꎮ
为了进一步预测月季 ＲｃＭＹＢ１０２ 的基因功能ꎬ

利用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０ 构建了月季 ＲｃＭＹＢ１０２ 蛋白与其他

植物的 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 类蛋白的氨基酸序列进化树ꎮ
结果表明ꎬ月季 ＲｃＭＹＢ１０２ 与梅花 ＰｍＭＹＢ６、桃

ＰｐＭＹＢ６、甜樱桃 ＰａＭＹＢ１０２、苹果 ＭｄＭＹＢ７４、枇杷

ＥｊＭＹＢ４ 处于同一分支ꎬ亲缘关系较近(图 ３)ꎮ
２.２　 月季 ＲｃＭＹＢ１０２ 在不同处理下的表达模式

２.２.１　 高盐胁迫对 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因表达的影响　 对

月季品种月月粉进行高盐胁迫处理时ꎬＲｃＭＹＢ１０２
基因表达明显受到诱导(图 ４)ꎮ ＲｃＭＹＢ１０２ 基因在

根和叶中的相对表达量均呈现先升高后降低的趋

势ꎮ ＲｃＭＹＢ１０２ 基因在根中相对表达量在处理 ２４ ｈ
时最高达到 ２３􀆰 ９２ꎬＲｃＭＹＢ１０２ 基因在叶中的相对表

达量在处理 ６ ｈ 时达到最高值ꎬ为 ２７􀆰 ６７ꎮ
２.２.２　 外源激素对 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因表达的影响　 如

图 ５ 和图 ６ 所示ꎬ在外源激素 ＳＡ 和 ＭｅＪＡ 作用下ꎬ
ＲｃＭＹＢ１０２ 基因在叶和根中的表达模式存在明显的

差异ꎬ并且叶中的相对表达量明显高于根中ꎮ 在 ＳＡ
处理下ꎬ月季 ＲｃＭＹＢ１０２ 在根中的相对表达量呈现

下降的趋势ꎬ在 ＳＡ 处理 ２ ｈ 时 ＲｃＭＹＢ１０２ 的相对表

达量最高ꎬ其值达到 ３􀆰 ０８ꎻ在叶中 ＲｃＭＹＢ１０２ 的表达

量呈现上升的趋势ꎬ在处理 ４８ ｈ 时相对表达量最

高ꎬ其值达到 ２５􀆰 ３８ꎮ 在 ＭｅＪＡ 处理下ꎬ在根中 Ｒｃ￣
ＭＹＢ１０２ 的相对表达量呈现上升的趋势ꎬ在处理 ４８
ｈ 时的相对表达量最高ꎬ其值达到 ４􀆰 ４７ꎻ在叶中 Ｒｃ￣
ＭＹＢ１０２ 的相对表达量呈现先升高再下降的趋势ꎬ
在处理 ２４ ｈ 时的相对表达量最高ꎬ其值达到 ３３􀆰 ４１ꎮ

上述结果表明ꎬＲｃＭＹＢ１０２ 基因的表达具有组织特

异性ꎬ推测 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因主要在月季叶片中起重

要作用ꎮ
２.２.３　 高盐胁迫和外源激素共处理对 ＲｃＭＹＢ１０２ 基

因表达的影响 　 进一步利用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 对 Ｒｃ￣
ＭＹＢ１０２ 基因在高盐和外源激素同时处理下的表达

模式进行分析ꎮ 结果如图 ７ 和图 ８ 所示ꎬ在盐胁迫

处理下增施 ＳＡ 处理可明显诱导 ＲｃＭＹＢ１０２ 表达ꎮ
在盐胁迫下增施 ＳＡꎬＲｃＭＹＢ１０２ 在根中的相对表达

量呈现平稳上升的趋势ꎬ在处理 ４８ ｈ 时相对表达量

最高ꎬ为 ４２􀆰 ５８ꎻ而 ＲｃＭＹＢ１０２ 在叶中的相对表达量

呈现下降的趋势ꎬ在处理 ２ ｈ 时相对表达量最高ꎬ为
４２􀆰 ０１ꎮ 在盐胁迫下增施 ＭｅＪＡꎬＲｃＭＹＢ１０２ 在根中

的相对表达量呈现上升的趋势ꎬ在处理 ４８ ｈ 时相对

表达量最高为 １１９􀆰 ９９ꎻＲｃＭＹＢ１０２ 在叶中的相对表

达量呈现先升高再下降ꎬ之后又升高再下降的趋势ꎬ
分别在处理 ６ ｈ 和 ２４ ｈ 时出现最高峰ꎬ其值分别为

２４􀆰 ４８ 和 ２６􀆰 ８０ꎮ 与单独盐胁迫处理(图 ４)结果相

比可知ꎬ增施 ＳＡ 和 ＭｅＪＡ 处理ꎬＲｃＭＹＢ１０２ 在根中的

相对表达量均高于同一时间盐胁迫处理下的表达水

平ꎬ且增施 ＭｅＪＡ 较增施 ＳＡ 的诱导效果更加显著ꎮ
上述结果表明ꎬＲｃＭＹＢ１０２ 基因在月季的信号传递

及耐盐防御反应中起到重要的作用ꎬＲｃＭＹＢ１０２ 可

能主要通过 ＭｅＪＡ 信号转导途径参与月季对盐胁迫

的应答ꎮ

３　 讨 论

ＭＹＢ 类转录因子是植物最大的转录因子家族

之一[２７]ꎬ参与到植物多种生物胁迫和非生物胁迫过

程中ꎬ从而使植物适应不同的逆境环境[２８￣２９]ꎮ 本研

究中以月季品种月月粉为材料ꎬ利用高盐胁迫下月

季根系转录组数据ꎬ结合实时荧光定量分析结果ꎬ筛
选得到 １ 个显著上调表达的 ＭＹＢ 类转录因子基因

ＲｃＭＹＢ１０２ꎬ并在月季品种月月粉中进行了克隆ꎮ 同

源比对结果表明月季 ＲｃＭＹＢ１０２ 氨基酸序列具有

Ｒ２ 和 Ｒ３ 保守结构域ꎬ属于 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 类型转录因

子ꎮ 研究结果表明ꎬ大部分响应盐胁迫的 ＭＹＢ 基因

均为 Ｒ２Ｒ３ 类型ꎮ 如拟南芥 ＡｔＭＹＢ７３ 基因调控着对

盐胁迫的响应[３０]ꎻ苹果(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ)ＭｄＭＹＢ７３
基因负调控着苹果的抗盐性[３１]ꎻ小麦 ＴａＭＹＢ７３ 基

因 受 盐 胁 迫 诱 导 表 达[３２]ꎮ 本 研 究 中ꎬ 月 季

ＲｃＭＹＢ１０２基因也受到高盐胁迫诱导表达ꎬ说明 Ｒｃ￣
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ＰｐＭＹＢ６ꎻ Ｑｓ:栓皮栎 ＱｓＭＹＢ１０２ꎻＳｔ:马铃薯 ＳｔＭＹＢ３４ꎻＳｌ:番茄 ＳｌＭＹＢ７４ꎻＣｂ:辣椒 ＣｂＭＹＢ３９ꎻ Ａｔ:拟南芥 ＭＹＢ１０２ꎻＴａ:小麦 ＴａＭＹＢ３３ꎻＧｍ:大
豆 ＧｍＭＹＢ９２ꎮ

图 ２　 ＲｃＭＹＢ１０２ 与其他植物 ＭＹＢ 类同源蛋白质氨基酸序列多重比对

Ｆｉｇ.２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＲｃＭＹＢ１０２ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ＭＹＢ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

图 ３　 ＲｃＭＹＢ１０２ 的系统进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＲｃＭＹＢ１０２

５２５１包　 颖等:月季盐胁迫响应转录因子基因 ＲｃＭＹＢ１０２ 的克隆及表达分析



图 ４　 盐胁迫下 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因的表达特性

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＲｃＭＹＢ１０２ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ
ｓｔｒｅｓ

图 ５　 ＳＡ 处理下 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因的表达特性

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＲｃＭＹＢ１０２ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ＳＡ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ６　 ＭｅＪＡ 处理下 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因的表达特性

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＲｃＭＹＢ１０２ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ Ｍｅ￣
ＪＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＭＹＢ１０２ 参与了月季高盐逆境胁迫的应答ꎮ
系统进化树结果显示ꎬＲｃＭＹＢ１０２ 与 ＡｔＭＹＢ４９、

ＡｔＭＹＢ４１、ＡｔＭＹＢ７４ 和 ＡｔＭＹＢ１０２ 蛋白距离极近ꎮ
前人研究结果表明ꎬ与月季 ＲｃＭＹＢ１０２ 处于同一分

支的拟南芥 ＡｔＭＹＢ７４ 和 ＡｔＭＹＢ１０２ 都参与了盐胁

迫的响应ꎮ 野生型拟南芥在 ＮａＣｌ 和 ＡＢＡ 处理下ꎬ
ＡｔＭＹＢ７４ 的基因转录水平有明显的升高ꎬ证明 Ａｔ￣

图 ７　 盐胁迫与外施 ＳＡ 处理下 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因的表达特性

Ｆｉｇ.７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＲｃＭＹＢ１０２ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ
ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ＳＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ８　 盐胁迫与外施 ＭｅＪＡ 处理下 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因的表达特性

Ｆｉｇ.８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＲｃＭＹＢ１０２ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ
ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ＭｅＪＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＭＹＢ７４ 能够响应盐胁迫[３３]ꎻ同时 ＡｔＭＹＢ１０２ 基因对

盐胁迫、ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ 也均有应答[３４]ꎮ 上述结果均

表明ꎬ转录因子 ＲｃＭＹＢ１０２ 可能与月季抗盐性有着

密切的关系ꎮ
ＳＡ 和 ＭｅＪＡ 是植物中重要的信号分子ꎬ在植物

防御反应中起着重要的作用ꎮ 前人研究结果表明ꎬ
ＭＹＢ 转录因子也参与了植物激素应答过程ꎮ 如小

麦的 ＴａＭＹＢ４ 基因的表达受到了 ＳＡ、ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ
的调控[３５]ꎻ在外源激素 ＳＡ、ＡＢＡ、ＭｅＪＡ 和 ＧＡ３处理

下ꎬ白木香(Ａｑｕｉｌａｒｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)的 ＡｓＭＹＢ１、ＡｓＭＹＢ２ 基

因被诱导表达[３６]ꎮ 本研究结果显示ꎬ外源激素 ＳＡ
和ＭｅＪＡ 都可以诱导月季 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因的表达ꎬ且
叶中的表达量相对较高ꎬ表明叶片对于外源激素 ＳＡ
和 ＭｅＪＡ 的响应更为敏感ꎬＲｃＭＹＢ１０２ 基因主要在月

季叶片中发挥生物学功能ꎮ
植物激素除了参与植物的生长发育ꎬ还会响应

非生物胁迫如干旱、盐渍和低温等[３７￣４０]ꎮ 如外施适

量的水杨酸和茉莉酸甲酯使龙须菜(Ｇｒａｃｉｌａｒｉｏｐｓｉｓ
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ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ)中的 ＨＳＰ７０、ＭｎＳＯＤ、ＣＡ、ＮＲ 基因的

表达量提高ꎬ并且施用这 ２ 种激素均可以提高龙须

菜抵抗高温的能力[４１]ꎻ在烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)
中ꎬ外施 ＳＡ 时 ＭＹＢ 类转录因子基因的表达量会显

著升高ꎬ同时烟草中抗病相关蛋白质含量也会增

加[４２]ꎻＨｕｓｓａｉｎ 等研究结果显示ꎬ外施赤霉素可以诱

导拟南芥中 ＭＹＢ 基因的表达ꎬ进而影响其花药育性

和开花时间[４３]ꎮ 本研究对月季在高盐与 ＳＡ 共处理

以及高盐和 ＭｅＪＡ 共处理下 ＲｃＭＹＢ１０２ 基因的表达

模式进行了分析ꎮ 结果发现在盐胁迫与外施激素共

同处理下ꎬ在月季根和叶片中ꎬＲｃＭＹＢ１０２ 基因的表

达水平比高盐和激素单独处理时都要明显升高ꎬ且
在盐胁迫下增施 ＭｅＪＡ 较增施 ＳＡ 的诱导效果更加

明显ꎮ 前期研究结果也证明ꎬ盐胁迫处理 ４８ ｈꎬ月季

品种月月粉幼苗基部叶片明显褐化死亡ꎬ外施 ＭｅＪＡ
和 ＳＡ 均可以减缓盐胁迫对月季品种月月粉幼苗的

伤害[４４]ꎮ 由此可以推断 ＭｅＪＡ 和 ＳＡ 参与了月季品

种月月粉响应高盐胁迫过程ꎮ 本研究对 ＲｃＭＹＢ１０２
基因的生物信息学和表达模式分析有利于揭示月季

的耐盐机制ꎬ同时为月季遗传改良奠定基础ꎮ

４　 结 论

本研究结果表明ꎬ作为典型的 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 类转

录因子 ＲｃＭＹＢ１０２ꎬ参与了月季盐胁迫响应和对激

素 ＳＡ 和 ＭｅＪＡ 的应答过程ꎬ可能对月季体内激素信

号的接受、传导和高盐胁迫应答机制具有重要的作

用ꎮ 该结果为深入剖析月季的抗盐机制和培育新的

抗盐碱品种提供了重要基因源和理论依据ꎮ
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