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　 　 摘要:　 ＴＣＰ 转录因子是植物特有的一类调控生长发育和逆境胁迫反应的重要调控因子ꎮ 为探究铁皮石斛

(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)ＴＣＰ２ 基因(ＤｏＴＣＰ２)的表达特性和抗逆响应能力ꎬ通过同源克隆技术从广东丹霞铁皮石斛

品种的叶组织中成功分离出 ＤｏＴＣＰ２ 基因ꎬ并对该基因序列进行生物信息学分析及表达模式探究ꎮ 结果显示ꎬ
ＤｏＴＣＰ２(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＰＰ５３４４６３)ｃＤＮＡ 全长１ １２２ ｂｐꎬ位于第 ７ 号染色体ꎬ含有 ４ 个外显子和 ３ 个内含子ꎬ编码

长度为 ３７３ 个氨基酸的多肽链ꎬ与参考序列(序列号:ＬＯＣ１１０１１４７０９)进行比对分析ꎬ发现存在 ４ 个碱基差异ꎬ其中

３ 个为同义替换ꎮ ＤｏＴＣＰ２ 蛋白理论相对分子量为４０ ６００ꎬ理论等电点为 ８􀆰 ９４ꎬ为亲水性稳定蛋白质ꎬ具有 ＴＣＰ 保

守结构域ꎬ定位于细胞核ꎬ无信号肽和跨膜结构域ꎬ含有 ４６ 个磷酸化位点ꎮ ＤｏＴＣＰ２ 与鼓槌石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｃｈｒｙｓｏ￣
ｔｏｘｕｍ)ＴＣＰ 蛋白序列同源性高达 ９７􀆰 ８７％ꎬ且遗传距离最近ꎮ ＤｏＴＣＰ２ 基因具有组织表达特异性ꎬ在根组织中的相

对表达量极显著高于其他组织ꎬ可能在根发育和营养物质的吸收以及运输等过程中发挥作用ꎮ ＤｏＴＣＰ２ 基因在低

温胁迫处理 ６ ｈ 时的相对表达量极显著上调(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ暗示 ＤｏＴＣＰ２ 可能在低温胁迫响应中发挥重要作用ꎻ在模

拟干旱和外源脱落酸(ＡＢＡ)处理下ꎬＤｏＴＣＰ２ 基因的相对表达量呈现下降趋势ꎬ且在处理 ２４ ｈ 后相对表达量最低ꎬ
与处理前差异达到极显著水平(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ推测该基因可能通过 ＡＢＡ 信号通路在调控铁皮石斛应答干旱胁迫中发

挥负调控作用ꎮ 本研究结果可为深入探究 ＤｏＴＣＰ２ 基因的抗逆功能及其在植物应对非生物胁迫响应中的潜在作用

机制提供前期研究基础ꎮ
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ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤｏＴＣＰ２ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅꎻ ＴＣＰ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎻ ＤｏＴＣＰ２ ｇｅｎｅꎻ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ

　 　 植物的生长发育深受寒冷、干旱、高温等环境胁

迫因素的影响ꎮ 为有效应对并适应这些复杂多变的

环境条件ꎬ植物在生理响应、代谢途径、形态建成和

分子水平上进化出复杂的调控机制[１￣２]ꎮ 转录因子ꎬ
如 ＴＣＰ、ＭＹＢ、ＨＤ￣ＺＩＰ、ｂＨＬＨ、ＡＰ２ / ＥＲＦ、ＷＲＫＹ 等

家族能够直接与基因启动子区域的特定 ＤＮＡ 元件

发生相互作用ꎬ或经由其他分子介导间接识别这些

元件ꎬ从而在时间和空间维度上精确响应植物细胞

内的信号转导及外界环境刺激ꎬ进而参与植物的生

长发育和逆境胁迫的调控[３￣９]ꎮ
ＴＣＰ ( Ｔｅｏｓｉｎｔｅ ｂｒａｎｃｈｅｄ１ / ｃｙｃｌｏｉｄｅａ / ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ

ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒ)转录因子作为植物界特有的一类关键调

控蛋白ꎬ在植物生长发育的诸多环节中发挥着至关

重要的作用[５ꎬ１０]ꎮ Ｃｕｂａｓ 等[１１] 通过分析玉米(Ｚｅａ
ｍａｙｓ Ｌ.) 中 ＴＢ１、金鱼草( Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａｊｕｓ Ｌ.) 中

ＣＹＣ 和水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)中 ＰＣＦ 的保守区域ꎬ发
现三者均包含一个高度保守的 ｂＨＬＨ(碱性螺旋￣环￣
螺旋)二级结构域ꎬ因此ꎬ取这 ３ 个成员的首字母定

义了这一新的 ＴＣＰ 结构域[１２]ꎮ ＴＣＰ 结构域位于 Ｎ
端ꎬ由 ５８~６２ 个氨基酸残基组成ꎬ根据 ＴＣＰ 结构域

结合位点碱基序列的不同ꎬＴＣＰ 家族被分为两大类:
ＣｌａｓｓⅠ(也称 ＰＣＦ 或 ＴＣＰ￣Ｐ 类)和 ＣｌａｓｓⅡ(也称

ＴＣＰ￣Ｃ 类)ꎮ 其中ꎬＣｌａｓｓ Ⅱ类 ＴＣＰ 转录因子又可以

进一步细分为 ＣＩＮ 和 ＣＹＣ / ＴＢ１ ２ 个亚类[１２￣１４]ꎮ

ＴＣＰ 转录因子已在众多植物中得到鉴定ꎬ并展

现出多样化的功能ꎬ目前在拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉ￣
ａｎａｎ) [１５]、番茄( Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌ.) [１６]、胡杨

( Ｐｏｐｕｌｕｓ ｅｕｐｈｒａｔｉｃａ Ｏｌｉｖｉｅｒ ) [１７]、 茶 树 ( Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｋｕｎｔｚｅ) [１８]、辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌ.) [１９]

和金银花(Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｔｈｕｎｂ.) [２０] 等植物中被

报道ꎮ 先前的研究结果表明ꎬＴＣＰ 转录因子具有多

种功能ꎬ它参与细胞增殖协调、花序发育、枝条分枝、
植物激素合成以及抵抗逆境胁迫等多种生命进程的

调控[２１￣２４]ꎮ 例如ꎬ在番茄中ꎬＳｌＴＣＰ７ 基因表达量上

调会导致番茄茎分枝数量显著增加ꎬ且该基因与

ＩＡＡ(生长素)、ＡＢＡ(脱落酸)等信号转导途径存在

负相关ꎬ共同调节番茄的腋芽发育及茎分枝过

程[２５]ꎻ在水稻中ꎬＯｓＰＣＦ７ 基因被明确定位于细胞核

内ꎬ其上调表达能够促使水稻分蘖数量明显提

升[２６]ꎮ 另外ꎬ在模式植物拟南芥中ꎬＡｔＴＣＰ１４ 转录

因子通过有效抑制茉莉酸信号通路ꎬ显著增强植株

的抗病性[２７]ꎮ 值得注意的是ꎬ在水稻中的 ｍｉＲＮＡ￣
ｍＲＮＡ 调控网络分析中ꎬＴＣＰ１４ 转录因子被揭示可

与 ｍｉＲＮＡ３１９ａ￣３ｐ 发生相互作用ꎬ共同响应干旱胁

迫[２８]ꎻ在水曲柳(Ｆｒａｘｉｎｕｓ ｍａｎｄｓｃｈｕｒｉｃａ Ｒｕｐｒ.)中ꎬ
ＦｍＴＣＰ４ 能够通过调节下游基因的表达量提高对低

温、盐碱以及干旱胁迫的耐受性[２９]ꎮ 然而ꎬ铁皮石

斛中 ＴＣＰ 转录因子在非生物胁迫下的调控机制尚

９８５刘羽佳等:铁皮石斛 ＤｏＴＣＰ２ 基因克隆及非生物胁迫下的表达分析



不明确ꎮ
铁皮石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)是兰科石斛属

的药食两用植物ꎬ因其独特的药用功效而广受关注ꎮ
铁皮石斛主要分布地域涵盖安徽、浙江、福建、云南、
广西及广东等多个省份ꎬ通常附生于悬崖峭壁或树木

之上ꎬ独特的生长习性以及对极端生存环境的适应

性ꎬ塑造了铁皮石斛出色的抗逆特性ꎮ 基于已经公布

的铁皮石斛基因组数据ꎬＺｈａｎｇ 等[３０] 共鉴定出 ２５ 个

铁皮石斛 ＴＣＰ 转录因子基因ꎬ然而这些 ＴＣＰ 基因的

具体功能尚未明确ꎬ这制约了 ＴＣＰ 基因在铁皮石斛

抗逆育种中的应用ꎮ 本研究拟以广东丹霞地区特有

的铁皮石斛品种为材料ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术从其叶组

织中克隆得到 ＤｏＴＣＰ２ 基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ结合多种

生物信息学方法ꎬ对该基因编码序列的特征以及系统

发育进化关系进行分析ꎬ并通过转录组测序技术结合

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析方法对 ＤｏＴＣＰ２ 基因在铁皮石斛的根、
茎、叶及花等不同组织部位中的表达特征及其在非生

物胁迫下的响应模式进行较为系统的研究ꎬ为后续进

一步探究 ＤｏＴＣＰ２ 基因的功能特性及其复杂的表达

调控网络奠定前期研究基础ꎬ对于利用分子育种技术

培育出具备优异抗逆性状的铁皮石斛新品种具有重

要意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试材料是由韶关学院生物与农业学院分子生

物学与基因工程研究室培育的广东丹霞地区特有的

铁皮石斛品种ꎮ ＴＲＩｚｏｌ 试剂、ＤＮＡ 聚合酶、ＤＮＡ 连

接酶、ｐＵＣｍ￣Ｔ 线性载体、ＰＣＲ 引物以及 ＤＮＡ 测序

服务均由生工生物工程(上海)股份有限公司提供ꎮ
Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒和第一链 ｃＤＮＡ 反转录试剂

盒购自兰博利德生物技术(北京)有限公司ꎮ 质粒

ＤＮＡ 抽提、ＤＮＡ 胶回收和 ＰＣＲ 产物纯化等所需的

试剂盒购自无锡百泰克生物技术有限公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 植物材料准备与胁迫处理 　 成熟的铁皮石

斛蒴果经表面消毒后ꎬ接种于培养基中ꎮ 培养条件

设为白天光照 １６ ｈꎬ夜晚光照 ８ ｈꎬ培养温度设定为

(２５±２) ℃ꎮ 在无菌环境下培养约 １８０ ｄ 后ꎬ挑选出

生长状态优良且植株高度达到５~６ ｃｍ 的组培幼苗ꎬ
以供后续进行胁迫处理试验[３１]ꎮ 另外ꎬ分别采集了

一年生铁皮石斛在花期时的根、茎段、叶片、花及种

子和原球茎ꎮ 这些采集的样本均经过液氮快速冷冻

处理ꎬ并储存于超低温冰箱中ꎬ以备后续用于组织特

异性表达分析ꎮ 每种样本均设置 ３ 次生物学重复ꎮ
分别设置低温处理、 干旱处理 [使用聚乙二醇

(ＰＥＧ)模拟干旱]处理和外源 ＡＢＡ 处理ꎬ用于非生

物胁迫下基因表达分析试验ꎮ 具体方法参照理雅

等[３２]的方法ꎮ 每种样本均设置 ３ 次生物学重复ꎮ
１.２.２　 铁皮石斛总 ＲＮＡ 的提取及基因克隆　 采用 ＴＲ￣
Ｉｚｏｌ 法提取方法 １.２.１ 中采集的样本的总 ＲＮＡꎬ精确测

定 ＲＮＡ 浓度后ꎬ按照反转录试剂盒的说明合成第一链

ｃＤＮＡꎮ 以美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)数据库

收 录 的 云 南 铁 皮 石 斛 ＴＣＰ２ 基 因 ( 序 列 号:
ＬＯＣ１１０１１４７０９)为参考序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软

件设计特异性的 ＤｏＴＣＰ２ 扩增引物(表 １)ꎮ ＰＣＲ 扩

增体系包括:１０􀆰 ０ μＬ 的２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ、各１􀆰 ０ μＬ
的 １０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ上下游引物、２􀆰 ０ μＬ 的 ５０ ｎｇ / μＬ
ｃＤＮＡꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０􀆰 ０ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序

为:９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ随后进行 ３０ 个循环ꎬ每个循

环包括 ９４ ℃ 变性 ３０ ｓ、５８ ℃ 退火 ３０ ｓ、７２ ℃ 延伸

６０ ｓꎻ最后 ７２ ℃ 延伸 ７ ｍｉｎꎮ 纯化回收经检测后的

ＰＣＲ 扩增产物ꎬ构建 ｐＵＣｍ￣Ｔ￣ＤｏＴＣＰ２ 载体ꎬ委托生

工生物工程(上海)股份有限公司进行测序验证ꎮ

表 １　 本研究所用引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 　 　 引物序列 (５′→３′) 产物长度 (ｂｐ) ＤＮＡ 熔解温度(℃) 用途　 　 　 　 　 　

ＤｏＴＣＰ２￣Ｆ ＡＴＧＡＡＡＧＣＧＧＡＧＧＧＧＡＴＣＣＡＣ １ １２２ ６９.９８ 基因扩增

ＤｏＴＣＰ２￣Ｒ ＴＣＡＡＣＣＣＴＴＣＣＴＣＴＣＡＣＣＣＴＴＣ ７１.８９

ｑＤｏＴＣＰ２￣Ｆ ＡＴＣＧＣＴＧＣＡＧＡＡＧＴＡＧＴＧＧ １５１ ４９.８８ 实时荧光定量

ｑＤｏＴＣＰ２￣Ｒ ＧＴＧＡＡＧＡＧＴＡＡＣＣＧＧＧＴＴＣ ５２.８１

ｑＤｏＡｃｔｉｎ￣Ｆ ＣＣＣＴＡＣＣＴＣＣＴＡＣＣＴＣＴＧＣＧ １５０ ５９.９１ 内参基因

ｑＤｏＡｃｔｉｎ￣Ｒ ＧＣＡＡＡＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣＡＣＣＡＴ ５８.８９
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１.２. ３ 　 生物信息学分析 　 利用 ＮＣＢＩ 数据库的

ＢＬＡＳＴＰ 在线工具进行比对分析ꎬ筛选出与 ＤｏＴＣＰ２
蛋白氨基酸序列相似度高的其他物种中的同源序

列ꎮ 氨基酸多序列的比对使用 ＤＮＡＭＡＮ ９.０ 软件

进行ꎬ基于比对结果ꎬ利用 ＭＥＧＡＸ １１ 软件的邻接

法构建进化树ꎮ 通用 ＩｎｔｅｒＰｒｏ 在线工具对蛋白质结

构域进行预测ꎬ并借助 ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具分析

蛋白质的理化性质ꎮ 为进一步探究蛋白质结构特

征ꎬ分别采用 ＳＰＬＩＴ ４.０ ＳＥＲＶＥＲ、ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 和

Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２.０ 在线工具对蛋白质的二级结构、亲疏

水性、三级结构和亚细胞定位进行预测分析ꎻ利用

ＴＭＨＭＭ ２.０、ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ 和 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ 工具分别预

测蛋白质的跨膜区域、信号肽和磷酸化位点ꎻ启动子

序列的顺式作用元件通过 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 工具进行解

析ꎮ 所有使用的工具及其对应网址可参见理雅

等[３２]和 Ｌｉｕ 等[３３]的研究ꎮ
１.２.４　 转录组分析 　 将方法 １.２.１ 中采集的样本

ｃＤＮＡ 委托深圳华大基因科技有限公司完成高通量

测序服务ꎬ每个样本均设置 ３ 次生物学重复ꎮ 转录

本表达分析参见理雅等[３２] 和崔迪等[３４] 的研究ꎮ 基

因表达量以 ＴＰＭ(每百万读取中的转录本数)进行

标准化处理ꎮ
１.２.５　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)分析　 使用 ＢＩＯ￣
ＲＡＤ ＣＦＸ ＣｏｎｎｅｃｔＴＭ荧光定量 ＰＣＲ 仪和 Ｔａｑ ＳＹＢＲ 􀅺
Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｐｒｅｍｉｘ 试剂盒对 ＤｏＴＣＰ２ 基因在铁皮石

斛不同组织以及不同胁迫下的表达量进行 ｑＰＣＲ 检

测ꎬ基因特异性和肌动蛋白(ＤｏＡｃｔｉｎ)内参引物见表

１ꎮ 每种样本均设置 ３ 次生物学重复ꎮ ｑＰＣＲ 反应

体系及反应程序参见理雅等[３２] 和崔迪等[３４] 的方

法ꎮ 每个样本进行 ３ 次技术重复ꎬ并采用 ２－△△Ｃｔ法

计算基因的相对表达量ꎮ
１.３　 统计分析

采用 ＷＰＳ ２０１９ 软件对数据进行预处理ꎬ并利

用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２７. ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.５ 软件对数

据进行差异显著性分析和数据可视化处理ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＤｏＴＣＰ２ 基因克隆与序列分析

ＤｏＴＣＰ２ 基因的 ＰＣＲ 扩增以铁皮石斛叶组织

ｃＤＮＡ 作为模板ꎬ获得 １ 条清晰且高度特异性的目

的条带(图 １Ａ)ꎬ经由核酸测序及序列比对分析ꎬ确
认该基因全长序列为１ １２２个碱基对ꎬ编码 ３７３ 个氨

基酸的开放阅读框ꎬ其结构为 ４ 个外显子区域和 ３
个内含子区域相间排布ꎬ且定位于铁皮石斛第 ７ 号

染色体 (图 １Ｂ)ꎮ 与已知的参考序列 (序列号:
ＬＯＣ１１０１１４７０９)进行对比分析发现ꎬＤｏＴＣＰ２ 基因序

列中存在 ４ 个碱基差异ꎬ且其中只有 １ 个碱基差异

导致了氨基酸序列的非同义替换(图 ２)ꎬ该基因序

列已上传至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库ꎬ登录号为 ＰＰ５３４４６３ꎮ

Ｍ:ＤＬ ２ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻＤｏＴＣＰ２:ｃＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
图 １　 ＤｏＴＣＰ２ 基因克隆(Ａ)及染色体定位(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 ＤｏＴＣＰ２ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ (Ａ) ａｎｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ (Ｂ)

２.２　 铁皮石斛 ＤｏＴＣＰ２ 蛋白理化性质分析

ＤｏＴＣＰ２ 蛋白序列内嵌有一个高度保守的 ＴＣＰ 结

构域ꎬ将该结构域归类于 ＴＣＰ 转录因子超家族(图
３Ａ)ꎮ ＤｏＴＣＰ２ 蛋白的分子式为 Ｃ１ ７６８Ｈ２ ７８１Ｎ５２３Ｏ５４９Ｓ１３ꎬ

其理论相对分子量为４０ ６００ꎬ理论等电点为 ８􀆰 ９４ꎬ不
稳定性指数为 ３３􀆰 ９０ꎬ属于亲水性稳定蛋白质(图
３Ｂ)ꎮ ＤｏＴＣＰ２ 蛋白二级结构以无规则卷曲为主ꎬ而
α￣螺旋和 β￣折叠则占比较低ꎬ分别为 ７􀆰 ５１％ 和
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箭头表示 ＤｏＴＣＰ２ 基因与参考序列间存在的碱基差异ꎮ 左边数字表示核苷酸 / 氨基酸起始位点ꎻ字母行上面的数字表示核苷酸整数位点ꎮ
图 ２　 ＤｏＴＣＰ２ 基因 ｃＤＮＡ 序列及其推导的氨基酸序列分析

Ｆｉｇ.２　 ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＤｏＴＣＰ２ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

８􀆰 ８５％(图 ３Ｃ)ꎮ ＤｏＴＣＰ２ 蛋白定位于细胞核内ꎬ且
无跨膜结构域和信号肽(图 ３Ｄ、３Ｅ)ꎬ符合转录因子

的结构特征ꎻ另外ꎬ其三级结构构象(图 ３Ｆ)与水稻

ＰＣＦ６ 转录因子的相似度高达 ８５􀆰 ４５％ꎬ进一步印证

了 ＤｏＴＣＰ２ 作为 ＴＣＰ 转录因子家族成员的典型结构

特征ꎮ 此外ꎬ蛋白质磷酸化位点预测结果(图 ３Ｇ)
显示ꎬＤｏＴＣＰ２ 共含有 ４６ 个潜在的磷酸化位点ꎬ其
中丝氨酸(Ｓｅｒ)位点数量最多ꎬ达到 ３４ 个ꎻ苏氨酸

(Ｔｈｒ)位点数量次之ꎬ共有 ９ 个ꎻ酪氨酸(Ｔｙｒ)位点

较少ꎬ仅有 ３ 个ꎮ 这些磷酸化位点可能在 ＤｏＴＣＰ２
蛋白的功能调控中发挥着重要作用ꎮ
２.３　 铁皮石斛 ＤｏＴＣＰ２ 蛋白同源性和系统发育关

系分析

　 　 在 ＮＣＢＩ 数据库中共筛选了 ８ 条与 ＤｏＴＣＰ２ 蛋白

同源性超过 ６０％的兰科植物 ＴＣＰ 蛋白序列ꎬ涵盖鼓槌

石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｃｈｒｙｓｏｔｏｘｕｍꎬ序列号 ＫＡＨ０４５５８５９.１)、
墨兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｓｉｎｅｎｓｅ Ｊａｃｋｓｏｎ ｅｘ Ａｎｄｒ. Ｗｉｌｌｄ.ꎬ序列

号 ＡＴＵ３２５５８.１)、建兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｅｎｓｉｆｏｌｉｕｍ Ｓｗ.ꎬ序列

号 ＡＴＵ３２５３５.１)、红唇卡特兰(Ｃａｔｔｌｅｙａ ｔｒｉａｎａｅ Ｌｉｎｄｅｎ ＆
Ｒｃｈｂ.ｆ.ꎬ序列号 ＡＱＲ５９３５０.１)、小兰屿蝴蝶兰(Ｐｈａｌａｅ￣
ｎｏｐｓｉｓ ｅｑｕｅｓｔｒｉｓ Ｒｃｈｂ.ｆꎬ序列号 ＸＰ＿０２０５８０５２０.１)、蕙兰

(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｆａｂｅｒｉ Ｒｏｌｆｅꎬ序列号 ＡＪＤ１４７５３.１)、香荚兰

( Ｖａｎｉｌｌａ ｐｌａｎｉｆｏｌｉａ Ｊａｃｋｓ. ｅｘ Ａｎｄｒｅｗｓꎬ 序 列 号

ＫＡＧ０４９９４６９.１)、深圳拟兰(Ａｐｏｓｔａｓｉａ ｓｈｅｎｚｈｅｎｉｃａ Ｚ.Ｊ.Ｌｉｕ
＆ Ｌ.Ｊ.Ｃｈｅｎꎬ序列号 ＰＫＡ５２３５４.１)ꎬ并进行了多重序列比

对分析ꎮ 结果(图 ４)显示ꎬ所分析的蛋白质序列均

含有 ＴＣＰ 转 录 因 子 家 族 的 保 守 结 构 域ꎬ 其 中

ＤｏＴＣＰ２ 蛋白与鼓槌石斛(ＫＡＨ０４５５８５９.１)的序列同

源性最高ꎬ为 ９７􀆰 ８７％ꎻ与墨兰(ＡＴＵ３２５５８.１)和建兰

(ＡＴＵ３２５３５.１)的序列同源性次之ꎬ分别为 ８８􀆰 ５９％
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图 ３　 ＤｏＴＣＰ２ 蛋白质结构域(Ａ)、亲疏水性(Ｂ)、二级结构(Ｃ)、跨膜结构域(Ｄ)、信号肽(Ｅ)、三级结构(Ｆ)及磷酸化位点(Ｇ)预测分析

结果

Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤｏＴＣＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ (Ａ)ꎬ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ (Ｂ)ꎬ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (Ｃ)ꎬ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｃｅ ｄｏｍａｉｎ
(Ｄ)ꎬ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ (Ｅ)ꎬ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (Ｆ) ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ (Ｇ)

和 ８８􀆰 ３３％ꎮ 另外ꎬ为了解 ＤｏＴＣＰ２ 在进化上的位

置ꎬ本研究选取了以上 ８ 个兰科植物以及水稻、玉
米、拟南芥等共计 ２４ 个不同植物的 ＴＣＰ 蛋白构建

了系统发育进化树ꎮ 结果(图 ５)显示ꎬ兰科植物的

ＴＣＰ 蛋白均聚类于同一分支ꎬ且 ＤｏＴＣＰ２ 与鼓槌石

斛(ＫＡＨ０４５５８５９.１)的遗传距离最为接近ꎬ这与多重

序列比对分析结果相吻合ꎬ进一步证实了二者之间

亲缘关系最为紧密ꎮ

２.４　 ＤｏＴＣＰ２ 基因的表达特征分析

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析结果表明ꎬＤｏＴＣＰ２ 基因在根中的

表达量最高ꎬ在花、种子、叶片、原球茎中的相对表达量

依次降低ꎬ茎中的相对表达量最低(图 ６)ꎮ ＤｏＴＣＰ２ 在

根中的相对表达量是茎的 ８２.１８ 倍ꎬ呈现出明显的差异

性ꎬ这一结果提示ꎬＤｏＴＣＰ２ 基因可能在铁皮石斛根部

发育、营养元素的汲取及转运等一系列生理过程中发

挥着至关重要的作用ꎮ
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ＫＡＨ０４５５８５９.１:鼓槌石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｃｈｒｙｓｏｔｏｘｕｍ)ꎻＡＴＵ３２５５８.１:墨兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｓｉｎｅｎｓｅ Ｊａｃｋｓｏｎ ｅｘ Ａｎｄｒ. Ｗｉｌｌｄ.)ꎻＡＴＵ３２５３５.１:建兰(Ｃｙｍ￣
ｂｉｄｉｕｍ ｅｎｓｉｆｏｌｉｕｍ Ｓｗ.)ꎻＡＱＲ５９３５０.１:红唇卡特兰(Ｃａｔｔｌｅｙａ ｔｒｉａｎａｅ Ｌｉｎｄｅｎ ＆ Ｒｃｈｂ. ｆ.)ꎻＸＰ＿０２０５８０５２０.１:小兰屿蝴蝶兰(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｅｑｕｅｓｔｒｉｓ
Ｒｃｈｂ.ｆ)ꎻＡＪＤ１４７５３.１:蕙兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｆａｂｅｒｉ Ｒｏｌｆｅ)ꎻＫＡＧ０４９９４６９.１:香荚兰(Ｖａｎｉｌｌａ ｐｌａｎｉｆｏｌｉａ Ｊａｃｋｓ. ｅｘ Ａｎｄｒｅｗｓ)ꎻＰＫＡ５２３５４.１:深圳拟兰

(Ａｐｏｓｔａｓｉａ ｓｈｅｎｚｈｅｎｉｃａ Ｚ.Ｊ.Ｌｉｕ ＆ Ｌ.Ｊ.Ｃｈｅｎ)ꎮ 划实线的部分表示 ＴＣＰ 结构域ꎮ 右侧数字表示每行氨基酸的数量ꎮ
图 ４　 ＤｏＴＣＰ２ 与不同兰科物种 ＴＣＰ 蛋白的多重序列比对分析结果

Ｆｉｇ.４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ＤｏＴＣＰ２ ａｎｄ ＴＣＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｏｒｃｈｉｄ ｐｌａｎｔｓ

２.５　 ＤｏＴＣＰ２ 基因在不同处理条件下的表达模式

分析

　 　 启动子序列的顺式作用元件分析结果显示ꎬ
在 ＤｏＴＣＰ２ 基因起始密码子上游 ２􀆰 ０ ｋｂ 区域内ꎬ
存在对干旱的响应、对低温的响应、对高渗环境

的响应及 ＡＢＡ 应答相关的元件(表 ２) ꎮ 因此ꎬ本
研究进一步探究了 ＤｏＴＣＰ２ 基因在响应低温胁

迫、模拟干旱条件及外源 ＡＢＡ 处理条件下的表

达模式ꎮ 转录组数据分析和 ｑＰＣＲ 结果均显示ꎬ
低温能够诱导 ＤｏＴＣＰ２ 基因的高效表达(图 ７) ꎬ
其表达水平整体随着胁迫时间的延长呈上调趋

势ꎬ并在胁迫 ６ ｈ 后相对表达量达到峰值ꎬ此时

ＴＰＭ 值是未胁迫的 ７􀆰 ３５ 倍(图 ７Ａ) ꎬ相对表达量

是未胁迫时的 １６􀆰 １５ 倍(图 ７Ｄ) ꎬ暗示该基因可

能在低温胁迫响应过程中发挥重要作用ꎮ 值得

关注的是ꎬＤｏＴＣＰ２ 基因在 ＰＥＧ 和 ＡＢＡ 处理下的

表达水平随着处理时间的延长整体呈下降趋势

(图 ７) ꎬ其中 ＰＥＧ 处理 ２４ ｈ 后 ＤｏＴＣＰ２ 相对表达

量显著降低ꎬＴＰＭ 值比处理前下降 ２２􀆰 ２６％ (图

７Ｂ) ꎬ相 对 表 达 量 比 处 理 前 下 降 ６６􀆰 ７９％ ( 图

７Ｅ) ꎮ ＡＢＡ 处理 ２４ ｈ 后ꎬＤｏＴＣＰ２ 相对表达量最

低ꎬＴＰＭ 值比处理前降低 ４４􀆰 ９８％(图 ７Ｃ) ꎬ相对

表达量比处理前降低 ７７􀆰 ９１％(图 ７Ｆ) ꎬ达到显著

差异水平ꎮ 基于上述结果ꎬ我们推测 ＤｏＴＣＰ２ 基

因可能通过参与 ＡＢＡ 信号通路ꎬ从而在铁皮石

斛干旱胁迫响应中发挥重要作用ꎮ
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实心圆点表示 ＤｏＴＣＰ２ 蛋白ꎮ
图 ５　 ＤｏＴＣＰ２ 与不同植物 ＴＣＰ 同源蛋白系统进化树

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＴＣＰ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＤｏＴＣＰ２ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

不同小写字母表示不同组织间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ不同大写字

母表示不同组织间差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ６　 ＤｏＴＣＰ２ 基因在铁皮石斛不同组织中的表达水平

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤｏＴＣＰ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ

表 ２　 ＤｏＴＣＰ２ 基因启动子顺式作用元件分析结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤｏＴＣＰ２ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

序号 元件名称　 核心序列　 　 　 数目 功能预测　 　

１ ＡＡＧＡＡ￣ｍｏｔｉｆ ＧＡＡＡＧＡＡ １ 对脱落酸的响应

２ ＡＢＲＥ ＡＣＧＴＧ １ 对脱落酸的响应

３ Ｇ￣ｂｏｘ ＣＡＣＧＴＧ ２ 对低温及干旱的响应

４ ＭＹＣ ＣＡＴＴＴＧ １ 对低温及干旱的响应

５ ＭＹＢ ＣＡＡＣＴＧ / ＣＡＡＣＡＧ /
ＴＡＡＣＴＧ / ＣＡＡＣＣＡ

６ 对低温及干旱的响应

６ ＭＢＳ ＣＡＡＣＴＧ ２ 对干旱的响应

７ ＳＴＲＥ ＡＧＧＧＧ ５ 对高渗环境的响应
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Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ分别为 ＤｏＴＣＰ２ 基因在低温处理、聚乙二醇模拟干旱处理和外源脱落酸处理下的转录水平ꎻⅣ、Ⅴ、Ⅵ分别为 ＤｏＴＣＰ２ 基因在低温

处理、聚乙二醇模拟干旱处理和外源脱落酸处理下的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 表达水平ꎮ 不同小写字母表示不同处理时间之间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ不同

大写字母表示不同处理时间之间差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ＴＰＭ:每百万读取中的转录本数ꎮ
图 ７　 ＤｏＴＣＰ２ 基因在非生物胁迫下的表达情况分析

Ｆｉｇ.７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤｏＴＣＰ２ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

３　 讨 论

ＴＣＰ 转录因子是植物界中一类普遍存在的调控

蛋白ꎬ在植物生长、发育调控以及对非生物胁迫的响

应中发挥着关键作用[５ꎬ２１￣２２]ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[３０] 于 ２０２１
年基于已经公布的铁皮石斛基因组数据ꎬ鉴定出了

２５ 个 ＴＣＰ 转录因子家族成员ꎮ 本研究成功克隆了

ＤｏＴＣＰ２ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ长度为 １ １２２ ｂｐꎬ该
序列编码 １ 个包含 ３７３ 个氨基酸残基的多肽链ꎬ且
该多肽链内含有 ＴＣＰ 保守结构域ꎬ属于 ＴＣＰ 转录因

子家族ꎮ ＤｏＴＣＰ２ 蛋白与鼓槌石斛 ＴＣＰ 蛋白序列同

源性极高ꎬ且在进化树中 ＤｏＴＣＰ２ 与兰科植物 ＴＣＰ
蛋白的遗传距离很近ꎬ表明该基因在兰科植物中高

度保守ꎬ在进化历程中经历了相似的选择压力和进

化事件ꎬ可能对兰科植物的生存和适应性至关重要ꎮ
另外ꎬＤｏＴＣＰ２ 基因在根组织中相对表达量显著高

于其他组织(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而马铃薯( Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓ￣
ｕｍ Ｌ.) ＳｔＴＣＰ１６ 基因在成熟茎中表达量最高ꎬ
ＳｔＴＣＰ１９ 基因在幼小块茎中表达量最高[３５]ꎬ柑橘

(Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ)ＣｓＴＣＰ２ 基因在果实中的表

达量最高[３６]ꎬ毛白杨 ( Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ Ｃａｒｒ.) 的

ＰｔｏＴＣＰ２０ 基因在茎和维管组织中的表达水平最

高[３７]ꎬ表明不同物种的 ＴＣＰ 在不同组织或器官中

的表达具有显著的组织特异性模式ꎬ这与本研究结

果一致ꎮ
此外ꎬ本研究对低温胁迫、ＰＥＧ 和 ＡＢＡ 处理模

拟逆境胁迫条件下 ＤｏＴＣＰ２ 基因的表达特性进行了

分析ꎮ 低温环境对野生植物及农作物的地理分布构

成了显著限制ꎬ成为制约其生产潜力的关键因素之

一[３８]ꎮ 因此ꎬ对抗寒基因的挖掘及其响应机制的解

析ꎬ在农业生产领域具有重要意义ꎮ 以往的研究结

果显示ꎬ在水稻中过表达 ｍｉＲ３１９ 能够通过对靶基

因 ＯｓＰＣＦ５ 和 ＯｓＰＣＦ８ 表达量的下调调控从而提高

低温驯化后的水稻幼苗耐冷性[１２]ꎻ类似的ꎬ在拟南

芥中过表达菊花脑 ( Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｎａｎｋｉｎｇｅｎｓｅ)
ｍｉＲ３１９ 的靶基因 ＣｎＴＣＰ４ 能够导致转基因植株对

低温过度敏感[３９]ꎻ而金银花中的 ６ 个 ＴＣＰ 基因家族

成 员 ( ＬｊＴＣＰ８ / ＬｊＴＣＰ１３ / ＬｊＴＣＰ１４ / ＬｊＴＣＰ１５ /
ＬｊＴＣＰ１６ / ＬｊＴＣＰ１７)在低温胁迫下的基因表达量均

呈现不同程度的上升趋势[２０]ꎮ 本研究发现ꎬ低温胁

迫处理后 ＤｏＴＣＰ２ 基因表达水平整体上呈上调趋

势ꎬ且在胁迫 ６ ｈ 后相对表达量最高ꎬ推测该基因可

能在调控铁皮石斛的低温耐受性方面发挥了一定的

作用ꎬ但具体响应机制尚不清楚ꎬ有待深入研究ꎮ 另

外ꎬＴＣＰ 也能够通过参与 ＡＢＡ 信号通路来调节植物

对非生物胁迫的耐受能力ꎮ 例如ꎬ在水稻中过表达
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ＯｓＴＣＰ１９ 基因能够通过 ＡＢＡ 信号通路促进脂肪滴

合成、降低水分损失和减少氧离子ꎬ进而提高转基因

株系对干旱和高盐的耐受性[４０]ꎻ在拟南芥中异源过

表达玉米的 ＺｍＴＣＰ４２ 基因能够调控种子萌发阶段

对 ＡＢＡ 的敏感度ꎬ进而增强转基因植株的抗旱能

力[４１]ꎮ 本研究中ꎬＤｏＴＣＰ２ 基因在 ＰＥＧ 和 ＡＢＡ 处

理下的表达水平均呈现出一致的下调趋势ꎬ推测

ＤｏＴＣＰ２ 基因可能经由 ＡＢＡ 信号通路ꎬ在铁皮石斛

对干旱胁迫的响应过程中发挥负调控作用ꎮ 然而ꎬ
关于具体哪些基因参与 ＤｏＴＣＰ２ 介导的这一调控机

制ꎬ目前尚属未知ꎮ 因此ꎬ深入探究 ＤｏＴＣＰ２ 响应非

生物胁迫的分子调控机制ꎬ对于推动铁皮石斛抗逆

性育种研究具有重要意义ꎮ
综上所述ꎬＤｏＴＣＰ２ 基因可能在铁皮石斛抗寒

响应中发挥正调控作用ꎻ在转录水平上ꎬＤｏＴＣＰ２ 可

能依赖于 ＡＢＡ 信号通路在铁皮石斛应对干旱胁迫

过程中发挥负调控作用ꎮ 因此ꎬ可将 ＤｏＴＣＰ２ 视为

一个极具潜力的候选基因深入探究其在逆境胁迫下

所介导的复杂响应机制与适应策略ꎬ以期为铁皮石

斛的抗逆性育种研究提供研究基础ꎮ
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