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　　摘要：为了探究ＭＹＢ（髓细胞组织增生病毒癌基因同源物）转录因子在虎杖苯丙烷代谢途径中的作用，以虎杖叶
片为材料，通过 ｃＤＮＡ末端快速扩增（ＲＡＣＥ）技术获得 １个 ＭＹＢ转录因子，命名为 ＰｃＭＹＢ２，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为
ＭＧ０２０５５７。序列分析表明，ＰｃＭＹＢ２基因的ｃＤＮＡ序列全长为 ９３８ｂｐ，开放阅读框（ＯＲＦ）为７３８ｂｐ，编码２４５个氨基
酸，推测蛋白质分子质量为２７．９１７ｋｕ。ＰｃＭＹＢ２编码的氨基酸序列具有Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ类转录因子的共同特征，其Ｎ端
具有Ｒ２、Ｒ３这２个 ＭＹＢ结构域，并且 Ｒ３结构域中包含 １个能与 ｂＨＬＨ转录因子相互作用的［Ｄ／Ｅ］Ｌｘ２［Ｒ／Ｋ］

ｘ３Ｌｘ６Ｌｘ３Ｒ基序。进化树分析表明，ＰｃＭＹＢ２蛋白与苜蓿中参与原花青素调控的 ＭｔＰＡＲ聚为１组。将该基因的 ＯＲＦ

片段连接到原核表达载体ｐＥＴ２０ｂ中，构建融合表达载体ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２，转化到大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）Ｒｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３）中进行表达。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳）检测显示表达蛋白与预期大小一致，表明
成功克隆ＰｃＭＹＢ２基因的ｃＤＮＡ全长序列，构建的原核表达载体ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２可用于该基因的功能研究。
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　　ＭＹＢ（ｖ－ｍｙｂａｖｉａｎｍｙｅｌｏｂｌａｓｔｏｓｉｓｖｉｒａｌｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏｌｏｇ，
即髓细胞组织增生病毒癌基因同源物）转录因子是最大的植

物转录因子家族成员之一。目前已经发现的 ＭＹＢ转录因子
不仅参与植物次生代谢调控、激素和环境因子的应答［１－２］，还

对细胞分化、器官的形成、植物抗病具有重要的调节作用［３］。

苯丙烷类物质在植物中普遍存在，包括黄酮醇、木质素、花青

素、原花青素、单宁等，ＭＹＢ转录因子对苯丙烷类代谢起重要
的调控作用［４］。

虎杖（ＰｏｌｙｇｏｎｕｍｃｕｓｐｉｄａｔｕｍＳｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ．）是蓼科多年
生草本植物，其根或根茎入药，传统中医临床用于治疗肝胆疾

病、肺热咳嗽、疮痈肿毒以及烫伤烧伤、急性细菌性痢疾与各

类炎症。虎杖根茎富含的白藜芦醇、类黄酮等药效成分都由

苯丙烷类代谢途径得到［５］。目前，对虎杖苯丙烷类代谢的研

究多集中在结构基因上，例如白藜芦醇合成酶基因 ＰｃＲＳ［６］、
查尔酮合成酶基因 ＰｃＣＨＳ［７］等。而 ＭＹＢ转录因子对虎杖苯
丙烷类代谢的调控作用鲜有报道。

笔者所在课题组前期已经从虎杖叶片中克隆到１个类黄
酮代谢相关的ＭＹＢ转录抑制因子 ＰｃＭＹＢ１［８］。在此基础上，
本研究又从虎杖叶片中克隆了 １个新的 ＭＹＢ转录因子
ＰｃＭＹＢ２，对其进行生物信息学分析，构建 ＰｃＭＹＢ２基因的原
核表达载体并诱导表达，为丰富 ＭＹＢ转录因子的功能奠定
基础。

１　材料与方法

１．１　材料
试验于２０１７年１月至２０１８年２月在长江大学进行。虎

杖植株种植于长江大学苗圃。总 ＲＮＡ提取试剂盒、ｃＤＮＡ第
１链合成试剂盒和凝胶回收试剂盒购自 Ｔｉａｎｇｅｎ公司。引物
由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。限制性内切酶、

ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｐＭＤ１８－Ｔ载体购自 ＴａＫａＲａ公司。
ＳＭＡＲＴｅｒＴＭＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（ＲＡＣＥ为 ｃＤＮＡ末
端快速扩增技术）购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司。
１．２　方法
１．２．１　虎杖叶片总ＲＮＡ的提取和反转录　用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取
虎杖叶片总ＲＮＡ，用ｃＤＮＡ第１链合成试剂盒将总ＲＮＡ反转
录成ｃＤＮＡ备用，严格按照试剂盒说明书进行操作。
１．２．２　ＭＹＢ基因保守区域片段的获得　通过分析已公布的
苯丙烷类代谢相关的Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ转录因子的核酸序列和氨
基酸序列，在保守区域设计简并引物 ＭＹＢｆ２和 ＭＹＢｒ２（表
１）。以虎杖叶片ｃＤＮＡ为模板进行ＲＴ－ＰＣＲ（逆转录ＰＣＲ），
ＰＣＲ反应条件如下：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５９℃
退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。将
ＰＣＲ产物纯化后连接至 ｐＭＤ１８－Ｔ载体，转化大肠杆菌
ＤＨ５α，挑取若干单菌落进行 ＰＣＲ检测，并送生工生物工程
（上海）股份有限公司进行测序。

１．２．３　ｃＤＮＡ的３′端和５′端扩增　３′ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ第１
链的合成按照试剂盒使用说明书进行。根据 ＭＹＢ基因的保
守区域测序结果设计３′ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ引物（表１），ＰＣＲ扩
增并回收扩增产物，连接至 ｐＭＤ１８－Ｔ载体，转化大肠杆菌
ＤＨ５α，ＰＣＲ检测筛选阳性克隆并测序。
１．２．４　ＰｃＭＹＢ２全长ｃＤＮＡ拼接及生物信息学分析　将获得
的ＭＹＢ保守区域片段和两端序列进行拼接，获得ＰｃＭＹＢ２基
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表１　基因特异引物序列

引物类型 引物名称
引物序列

（５′→３′）

保守区域片段引物 ＭＹＢｆ２ ＧＧＡＡＡＧＴＣＣＴＧＣＡＧＧＣＴＧＡＧＮＴＧＧＡＹＮＡＡＹＴ
ＭＹＢｒ２ ＣＡＧＡＴＧＡＧＴＡＴＧＣＣＡＡＡＣＧＴＴＣＴＴＤＡＴＹＴＣＲＴＴ

３′ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ引物 ３′ＧＳＰ３ ＡＡＴＡＧＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＴＣＧＣＧＧＣＡＡＧＡ
３′ＧＳＰ４ ＣＡＡＧＡＴＴＧＣＣＡＧＧＡＣＧＡＡＣＡＧＡＴ
５′ＧＳＰ３ ＡＡＣＡＣＴＡＧＡＡＡＴＴＴＣＣＧＡＧＣＣＡＴＣＣ
５′ＧＳＰ４ ＧＣＡＡＧＧＡＡＡＴＣＡＴＣＴＣＡＡＴＴＡＡＡＡＴ

基因ＯＲＦ引物 ＹＯＲＦｆ２ ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＧＧＡＧＡＡＧＡＡＡＧＣＣＡ
ＹＯＲＦｒ２ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＡＡＡＴＴＴＣＣＧＡＧＣＣＡ

因的ｃＤＮＡ全长序列。将ＰｃＭＹＢ２序列在 ＮＣＢＩ（美国国立生
物技术信息中心）数据库中用 ＢＬＡＳＴ工具进行同源分析；利
用开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）ｆｉｎｄｅｒ软件分析开放
阅读框；利用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ软件分析编码蛋白的氨基酸序列组
成、分 子 质 量、等 电 点 等 理 化 性 质；采 用 ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬＳＯＰＭＡ进行蛋白二级结构分析。利用 ＤＮＡＭＡＮ软
件进行多重序列比对；利用软件Ｃｌｕｓｔａｌｘ２．１和ＭＥＧＡ５构建
系统进化树。用作同源性和进化树分析的序列均来源于

ＧｅｎＢａｎｋ，具体情况列于表２。
表２　多重序列比较和进化分析所用ＭＹＢ蛋白

蛋白名称 蛋白编号 物种

ＡｔＭＹＢ５ ＡＴ３Ｇ１３５４０ 拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）
ＶｖＭＹＢ５ａ ＡＹ５５５１９０ 葡萄（Ｖｉｔｉｓｓｐｐ．）
ＶｖＭＹＢＰＡ１ ＡＭ２５９４８５ 葡萄（Ｖｉｔｉｓｓｐｐ．）
ＤｋＭＹＢ４ ＡＢ５０３７０１ 柿子（Ｄｉｏｓｐｙｒｏｓｋａｋｉ）
ＡｔＭＹＢ１２３ Ａｔ５ｇ３５５５０ 拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）
ＤｋＭＹＢ２ ＡＢ５０３６９９ 柿子（Ｄｉｏｓｐｙｒｏｓｋａｋｉ）
ＭｔＰＡＲ ＨＱ３３７４３４ 苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ）
ＰｃＭＹＢ２ ＭＧ０２０５５７ 虎杖（Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ）
ＡｔＭＹＢ７５ Ａｔ１ｇ５６６５０ 拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）
ＡｔＭＹＢ１１３ Ａｔ１ｇ６６３７０ 拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）
ＰｈＡＮ２ ＡＦ１４６７０２ 矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａｈｙｂｒｉｄａ）
ＶｖＭＹＢＡ１ ＡＢ０９７９２３ 葡萄（Ｖｉｔｉｓｓｐｐ．）

１．２．５　ＰｃＭＹＢ２基因原核表达载体的构建　根据原核表达
载体和ＰｃＭＹＢ２基因 ｃＤＮＡ序列信息，设计１对特异性引物
ＹＯＲＦｆ２和 ＹＯＲＦｒ２扩增该基因 ＯＲＦ。ＰＣＲ扩增条件如下：
９４℃ 预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后，将 ＰＣＲ产
物经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定并回收。用ＮｃｏⅠ和 ＸｈｏⅠ分
别酶切ＰＣＲ回收产物和原核表达载体，用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连
接回收纯化的目的片段和切开的载体，并转化大肠杆菌

ＤＨ５α，经ＮｃｏⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切以及测序鉴定后获得的阳性
克隆即为重组原核表达载体，将其命名为ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２。
１．２．６　重组菌 ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）诱导表达　
利用软件Ｅ．ｃｏｌｉＣｏｄｏｎＵｓａｇｅＡｎａｌｙｚｅｒ２．１对ＰｃＭＹＢ２序列进
行稀有密码子分析。选择能提供稀有密码子的 Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）菌株作为宿主菌。将测序正确的重组质粒
ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２转化至表达菌株 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３），得
到重组菌 ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）。挑取单菌落接
种于含氨苄青霉素（５０μｇ／ｍＬ）的ＬＢ培养基内，３７℃振荡过
夜培养。次日以１％量接种于含有相应抗生素的 ＬＢ培养基

内，３７℃ 培养至Ｄ６００ｎｍ约为０．５时，吸出１ｍＬ菌液作对照，
其余加入异丙基硫代半乳糖苷（简称 ＩＰＴＧ，终浓度为
０．５ｍｍｏｌ／Ｌ），诱导３ｈ后，收集１ｍＬ菌液，将收集的菌液于
４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，向沉淀中加入２００μＬ
ＰＢＳ（磷酸缓冲盐溶液），充分混匀后加入５０μＬ５×ＳＤＳ（十二
烷基硫酸钠）上样缓冲液，１００℃煮沸１０ｍｉｎ，４℃冷却。取
１５μＬ样品上样，用１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（十二烷基硫酸钠 －聚
丙烯酰胺凝胶电泳）检测。电泳结束后，用考马斯亮蓝染色，

最后成像分析。

２　结果与分析

２．１　虎杖ＰｃＭＹＢ２基因的ｃＤＮＡ全长的获得及序列分析
提取虎杖叶片总 ＲＮＡ用于 ＲＴ－ＰＣＲ，利用简并引物

ＭＹＢｆ２和ＭＹＢｒ２，以ｃＤＮＡ为模板扩增 ＭＹＢ基因保守区域，
挑选阳性克隆测序得到 １个长 １８９ｂｐ的保守区域片段
（图１－Ａ）。设计特异引物３′ＧＳＰ３和３′ＧＳＰ４，参照试剂盒说
明书进行３′ＲＡＣＥ，扩增得到１个长５６８ｂｐ的带有多聚 Ａ尾
巴的片段（图１－Ｂ）。设计特异引物５′ＧＳＰ３和５′ＧＳＰ４，参照
试剂盒说明书进行５′ＲＡＣＥ，扩增得到１个长８４９ｂｐ的片段
（图１－Ｃ）。将获得的两端序列与保守区域片段序列进行拼
接得到１个长９３８ｂｐ的 ｃＤＮＡ序列，命名该基因为 ＰｃＭＹＢ２
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＭＧ０２０５５７）。
　　序列分析表明，ＰｃＭＹＢ２基因的５′端有长度为１０２ｂｐ的
非编码区，３′端有长度为９８ｂｐ的非编码区，ＯＲＦ由７３８个核
苷酸组成，编码１个含有２４５个氨基酸的蛋白质，起始密码子
为ＡＴＧ（图２划线部分），终止密码子为 ＴＡＧ（图 ２）。利用
ＥｘＰＡＳｙ的软件 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ预测 ＰｃＭＹＢ２编码蛋白的理化性
质，推测该蛋白分子式为 Ｃ１２２８Ｈ１８９０Ｎ３５４Ｏ３７６Ｓ９，总原子数为
３８５７个，分子质量为２７．９１７ｋｕ，理论等电点（ｐＩ）为５．８。带
正电荷的氨基酸残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）总数为３０个，带负电荷的氨
基酸 残 基 （Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）总 数 为 ３５个。采 用 ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬＳＯＰＭＡ进行 ＰｃＭＹＢ２的编码蛋白二级结构分析，
ＰｃＭＹＢ２的编码蛋白二级结构中 α－螺旋占３５．５１％，β－转
角占１２．６５％，延伸链占１２．２４％，无规则卷曲占３９．５９％。
２．２　虎杖ＰｃＭＹＢ２蛋白的同源性分析及进化树构建

利用Ｂｌａｓｔ进行同源性分析，结果表明，虎杖 ＰｃＭＹＢ２蛋
白 与 苜 蓿 ＭｔＰＡＲ （ＨＱ３３７４３４）、拟 南 芥 ＡｔＭＹＢ５
（ＡＴ３Ｇ１３５４０）、葡萄 ＶｖＭＹＢ５ａ（ＡＹ５５５１９０）、柿子 ＤｋＭＹＢ４
（ＡＢ５０３７０１）、葡 萄 ＶｖＭＹＢＰＡ１（ＡＭ２５９４８５）、拟 南 芥
ＡｔＭＹＢ１２３（Ａｔ５ｇ３５５５０）、柿子ＤｋＭＹＢ２（ＡＢ５０３６９９）的氨基酸
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序列一致性较高，相似性分别为 ７２％、７２％、７２％、６８％、
６８％、６６％、６２％。

为研究ＰｃＭＹＢ２蛋白与其他ＭＹＢ蛋白的进化关系，选取
其他物种参与原花青素和花青素代谢的 ＭＹＢ转录因子序列
构建进化树，进化树可明显分为２个分支（图３）。参与花青
素调控的拟南芥 ＡｔＭＹＢ７５、拟南芥 ＡｔＭＹＢ１１３、矮牵牛
ＰｈＡＮ２、葡萄ＶｖＭＹＢＡ１等序列聚为１支。而ＰｃＭＹＢ２与参与
原花青素调控的ＭＹＢ转录因子聚在另外１个分支上，该分支
上有拟南芥 ＡｔＭＹＢ５、葡萄 ＶｖＭＹＢ５ａ、柿子 ＤｋＭＹＢ４、葡萄
ＶｖＭＹＢＰＡ１、拟南芥 ＡｔＭＹＢ１２３、柿子 ＤｋＭＹＢ２、苜蓿 ＭｔＰＡＲ。
因此推测虎杖ＰｃＭＹＢ２的功能可能与原花青素合成有关。

促进原花青素合成的 ＭＹＢ转录因子的 Ｃ端差异很大，
根据Ｃ端功能基序的不同，目前已知的促进原花青素合成的
ＭＹＢ可分为４个组［９］。第１组 ＭＹＢ转录因子的 Ｃ端具有
ＤＤｘＦ［Ｓ／Ｐ］ＳＦＬ［Ｎ／Ｄ］ＳＬＩＮ［Ｅ／Ｄ］保守序列。第２组 ＭＹＢ
转录因子的Ｃ端包括Ｖ［Ｈ／Ｙ］［Ｌ／Ｎ］ＰＫＰｘＲ、［Ｓ／Ｔ］Ｌ［Ｅ／Ｄ］
ＫＬＹ［Ｅ／Ｄ］ＥＹ［Ｌ／Ｆ］ＱＬＬ和 ＬＤ［Ｓ／Ｙ］ＦＡｘＳＬＬ［Ｉ／Ｖ］保守序
列。第３组ＭＹＢ转录因子的Ｃ端具有 Ｖ［Ｉ／Ｖ］Ｒ［Ｔ／Ｐ］［Ｋ／
Ｒ］Ａ［Ｉ／Ｌ／Ｖ］［Ｒ／Ｋ］Ｃ保守序列。第 ４组 ＭＹＢ转录因子

ＭｔＰＡＲ的Ｃ端不具有特定的保守序列。进化树分析表明，本
研究中的虎杖ＰｃＭＹＢ２与ＭｔＰＡＲ的进化距离最近，同属于第
４组（图３）。

　　利用 ＤＮＡＭＡＮ软件进行多重序列比对发现，虎杖
ＰｃＭＹＢ２蛋白与其他 ＭＹＢ转录因子的保守区域主要集中在
Ｎ端，虎杖 ＰｃＭＹＢ２蛋白在 Ｎ端具有２个典型的 ＭＹＢＤＮＡ
结合域，即Ｒ２、Ｒ３结构域，为典型的 Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ转录因子
（图４）。ＰｃＭＹＢ２蛋白符合Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ类转录因子的特征，
并且在 ＰｃＭＹＢ２蛋白 Ｎ端的 Ｒ３结构域中包含 １个能与
ｂＨＬＨ转录因子相互作用的［Ｄ／Ｅ］Ｌｘ２［Ｒ／Ｋ］ｘ３Ｌｘ６Ｌｘ３Ｒ基
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序。但是ＰｃＭＹＢ２蛋白的Ｃ端不具有特定的保守序列。
２．３　原核表达载体ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２的构建

将 ＰｃＭＹＢ２基因的 ＯＲＦ区域（７３８ｂｐ）构建到载体
ｐＥＴ２０ｂ中，获得原核表达载体 ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２。对原核表
达载体 ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２进行菌液 ＰＣＲ鉴定，获得 １条
７３８ｂｐ左右的特异性片段（图 ５－Ａ）。将原核表达载体
ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２用 ＮｃｏⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切，切出大小约为
７３８ｂｐ的片段，该片段为ＰｃＭＹＢ２基因的ＯＲＦ片段，如图５－
Ｂ的箭头所示。同时测序结果表明，连入表达载体 ｐＥＴ２０ｂ中
的ＰｃＭＹＢ２基因ＯＲＦ片段与目的序列一致，未出现碱基突变
和移码现象。利用软件 Ｅ．ｃｏｌｉＣｏｄｏｎＵｓａｇｅＡｎａｌｙｚｅｒ２．１对
ＰｃＭＹＢ２基因ＯＲＦ片段序列进行稀有密码子分析，结果表明，
ＰｃＭＹＢ２基因ＯＲＦ片段序列的稀有密码子占２６％，因此选择能
提供稀有密码子的Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）菌株作为宿主菌。将
ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２质粒转化大肠杆菌感受态 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３）后，得到重组菌ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）。
２．４　重组菌ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）的诱导表达

ＰｃＭＹＢ２基因的 ＯＲＦ由２４５个氨基酸组成，理论蛋白分
子质量为２７．９１７ｋｕ，融合 Ｈｉｓ－Ｔａｇ（组氨酸标签）后理论分

子质量为 ２８．７４ｋｕ。由１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果（图６）可知，
与未诱导的重组菌 ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）相比，
ＩＰＴＧ诱导的重组菌 ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）出现特
异条带，特异条带的大小与理论值相符，而空载体 ｐＥＴ２０ｂ／
Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）菌种诱导前后均无特异条带表达。结果表明，
重组菌 ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）已成功表达目的蛋
白ＰｃＭＹＢ２，如图６箭头所示。

３　结论与讨论

已有的研究表明，苜蓿 ＭｔＰＡＲ、拟南芥 ＡｔＭＹＢ５、葡萄
ＶｖＭＹＢＰＡ１、拟南芥 ＡｔＭＹＢ１２３等均属于调控原花青素合成
的转录激活因子［１０］，本研究的虎杖 ＰｃＭＹＢ２与这些 ＭＹＢ聚
为１支，推测ＰｃＭＹＢ２可能是参与虎杖原花青素合成的转录
激活因子。

虽然花青素和原花青素都受ＭＹＢ调控，但原花青素的调
控比花青素要复杂。调控花青素合成的 ＶｖＭＹＢＡ１［１１］、
ＰｈＡＮ２［１２］、ＡｔＭＹＢ７５［１３］、ＡｔＭＹＢ１１３［１４］等序列 Ｃ端都具有保
守ＫＰＲＰＲ［Ｓ／Ｔ］Ｆ序列。而调控原花青素合成的 ＭＹＢ的 Ｃ端
差异很大，根据Ｃ端保守基序的不同 ＭＹＢ可分为４个组，保
守基序不同导致功能也发生了分化［９］。例如，拟南芥

ＡｔＭＹＢ５、ＡｔＭＹＢ１２３由于Ｃ端保守基序不同而分属于２个不
同的组。ＡｔＭＹＢ１２３特异调控拟南芥种皮中原花青素的生物
合成［１５］，而ＡｔＭＹＢ５不仅调控原花青素合成，还参与调控种
皮发育和毛状体的形成［１６］。来自于葡萄的 ＶｖＭＹＢＰＡｌ［１７］、
ＶｖＭＹＢＰＡ２［１８］、ＶｖＭＹＢ５ａ［１９］和 ＶｖＭＹＢ５ｂ［２０］分属于３个不同
的组，其中 ＶｖＭＹＢＰＡ１、ＶｖＭＹＢＰＡ２在浆果成熟时特异调控
原花青素合成，但是 ＶｖＭＹＢ５ａ和 ＶｖＭＹＢ５ｂ对原花青素和花
青素合成均起调控作用。苜蓿中也有类似报道，苜蓿

ＭｔＰＡＲ［２１］、ＭｔＭＹＢ５和 ＭｔＭＹＢ１４［２２］分属于 ３个组，其中
ＭｔＰＡＲ特异调控苜蓿种皮中原花青素合成，而 ＭｔＭＹＢ５和
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ＭｔＭＹＢ１４对苜蓿原花青素和黏液质都有调控作用。此外，桃
ＰｐＭＹＢ７调控原花青素合成，但该序列与前人报道的 ４组
ＭＹＢ转录因子皆不相同［２３］。综上所述，不同组 ＭＹＢ转录因
子之间在序列、表达、功能上已产生分化，表明植物原花青素

合成调控的复杂性。本研究的虎杖 ＰｃＭＹＢ２与苜蓿 ＭｔＰＡＲ
的进化距离最近，同属于第４组，在 Ｃ端都不具有保守基序，
在Ｎ端的Ｒ３结构域中都包含１个能与ｂＨＬＨ转录因子相互
作用的［Ｄ／Ｅ］Ｌｘ２［Ｒ／Ｋ］ｘ３Ｌｘ６Ｌｘ３Ｒ基序。ＭＹＢ转录因子往
往通过［Ｄ／Ｅ］Ｌｘ２［Ｒ／Ｋ］ｘ３Ｌｘ６Ｌｘ３Ｒ基序与 ｂＨＬＨ蛋白互作，
才能充分发挥调控原花青素合成的作用［１５，２４］。虽然 ＰｃＭＹＢ２
与ＭｔＰＡＲ具有类似的序列特点，但 ＰｃＭＹＢ２表达特性、调控
模式及功能等，还需要通过进一步转化模式植物加以研究。

本 研 究 中 的 ＰｃＭＹＢ２基 因 （ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号 为
ＭＧ０２０５５７）与前期获得的 ＰｃＭＹＢ１基因［８］相比较，核酸序列

相似性仅为６１％，氨基酸序列一致性低于５０％；ＰｃＭＹＢ１蛋
白属于Ｓｇ４亚家族，是一个类黄酮代谢的转录抑制因子，而本
研究的ＰｃＭＹＢ２蛋白可能是参与原花青素合成的转录激活因
子，推测ＰｃＭＹＢ１和ＰｃＭＹＢ２蛋白在苯丙烷代谢中具有不同
的功能。稀有密码子的存在往往影响真核基因在原核系统中

的表达［２５］，为解决此问题，本研究选择能提供稀有密码子的

Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）菌株作为宿主菌，并成功表达 ＰｃＭＹＢ２蛋白。
后续将纯化该蛋白用于体外凝胶迁移（ＥＭＳＡ）试验，从而鉴
定 ＰｃＭＹＢ２蛋白与元件的作用情况，有利于进一步研究
ＰｃＭＹＢ２蛋白的生物学功能。

本研究从虎杖叶片中成功克隆了１个Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ类转
录因子ＰｃＭＹＢ２基因，ＰｃＭＹＢ２基因含有长为７３８ｂｐ的开放
读码框，编码２４５个氨基酸残基。ＰｃＭＹＢ２蛋白与苜蓿参与
原花青素调控的ＭｔＰＡＲ聚为一组。ＰｃＭＹＢ２蛋白的 Ｎ端 Ｒ３
结构域中包含１个能与 ｂＨＬＨ转录因子相互作用的［Ｄ／Ｅ］
Ｌｘ２［Ｒ／Ｋ］ｘ３Ｌｘ６Ｌｘ３Ｒ基序。本研究构建了 ＰｃＭＹＢ２基因的原
核表达载体 ｐＥＴ２０ｂ－ＰｃＭＹＢ２，并在大肠杆菌表达菌株
Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中成功表达。
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兴化龙香芋脱毒快繁组培技术体系的建立与优化

王　立，殷剑美，张培通，韩晓勇，郭文琦，李春宏
（江苏省农业科学院经济作物研究所，江苏南京２１００１４）

　　摘要：以兴化龙香芋茎尖为材料，通过设计 Ｌ９（３
３）正交试验，以 ＭＳ＋３０．０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋６．０ｇ／Ｌ琼脂为基本培养

基，分别加入不同质量浓度的２，４－二氯苯氧乙酸（２，４－Ｄ）、６－苄氨基腺嘌呤（６－ＢＡ）、噻苯隆（ＴＤＺ）、萘乙酸
（ＮＡＡ）和活性炭，进行兴化龙香芋脱毒快繁组培技术体系的研究。结果表明，兴化龙香芋愈伤组织的最佳诱导培养
基为ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋３０．０ｇ／Ｌ蔗糖，不定芽的最佳诱导培养基为 ＭＳ＋
０５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋３０．０ｇ／Ｌ蔗糖，不定芽增殖的最佳培养基为 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
ＴＤＺ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋３０．０ｇ／Ｌ蔗糖，组培苗生根的最佳培养基为１／２ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ活性炭＋３０ｇ／Ｌ蔗糖。
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　　兴化龙香芋是江苏省泰州市兴化地区特有的芋头品种，
其母芋近圆形，肉质白、粉而香，子芋少，呈椭圆形，肉质粉且

糯［１］。兴化龙香芋采用垛田种植，生长方式独特，种植历史

悠久，耐贮运，品质优良，含有丰富的蛋白质、淀粉以及钙、铁

等矿物质，是人们喜食的蔬菜品种之一。随着纪录片《舌尖

上的中国》的热播，兴化的垛田龙香芋成功申请了国家地理

标志保护，其品牌价值迅速提升，市场需求量巨大。但是，由

于生产上常采用块茎繁殖龙香芋，长期的自繁留种易引起兴

化龙香芋的种性退化，导致芋病毒病的普遍发生，从而严重影

响兴化龙香芋的产量和品质［２］。目前，采用组织培养技术对

芋组织进行脱毒快繁的研究已有报道，通过组织培养脱毒技

术不但可以降低芋植株的发病率，还能明显提高芋头的产量

和品质［３－５］。

正交试验不仅可以大大减少工作量，还可以通过分析极

差和方差结果，发现组培过程中的关键因素，获得最佳培养条

件和培养基最优组合，因此在植物组织培养中具有重要的应

用价值［６］。本研究通过对兴化龙香芋茎尖组培技术进行研

究，旨在建立并优化兴化龙香芋茎尖脱毒快速繁殖组织培养

技术体系，探索兴化龙香芋农家优良品种脱毒复壮的有效方

法，为优良龙香芋种源的生产提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
选择大小一致、外表无创伤的兴化龙香芋球茎，用０．５％

Ｋ２ＭｎＯ４浸泡５ｍｉｎ后，用沙土覆盖至整个芋块的２／３处，放
置于光照培养箱中，在温度为２５℃、相对湿度为７０％的条件
下催芽１０ｄ左右。
１．２　试验方法
１．２．１　外植体的选取及消毒灭菌　待球茎顶芽生长到３～
４ｃｍ长时，剥除外层 ２～３层鳞片，切下顶芽，切成带球茎
１ｃｍ３左右的芽，用流动的水冲洗１０ｍｉｎ。在无菌条件下进
行以下操作：用７０％乙醇表面消毒２次，每次３０ｓ，然后放在
５％次氯酸钠溶液中消毒１０ｍｉｎ，最后用无菌水清洗３～４次，
获得无菌外植体；使用体视显微镜和解剖针将顶芽外层的鳞

芽剥除，获得长１．０ｍｍ左右的茎尖生长点。
１．２．２　愈伤组织的诱导　在无菌条件下，对上述所得的无菌
外植体进行不定芽的诱导。培养条件：白天温度为（２５±
１）℃，夜间温度为（２０±１）℃，湿度为６５％～７０％，光照度为
３０００ｌｘ，光照时间为１２ｈ／ｄ。诱导培养基以 ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗
糖 ＋６．０ｇ／Ｌ琼脂为基本培养基（ｐＨ值为５．８），按照表１的配
方分别添加０．１、０．５、１．０ｍｇ／ＬＴＤＺ（噻苯隆），０．１、０．５、１．０ｍｇ／Ｌ
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