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　　摘要：根据甘草悬浮细胞经茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）诱导前后的转录组测序结果，筛选到１个响应 ＭｅＪＡ诱导的 ＭＹＢ
转录因子基因，通过克隆该基因片段并进行序列分析确定该基因编码１个甘草ＭＹＢ转录因子，将其命名为ＧｌＭＹＢ１０。
该基因开放阅读框全长为１１７２ｂｐ，编码产物包含３４０个氨基酸，对其编码产物的基本理化性质、亲水性和疏水性、保
守结构域等方面进行了生物信息学分析和预测，对 ＧｌＭＹＢ１０基因编码产物的氨基酸序列进行聚类分析。结果表明，
其与木豆中ＭＹＢ类转录因子的同源性最高。应用ｑＲＴ－ＰＣＲ分析该基因的表达水平发现，ＧｌＭＹＢ１０基因在甘草悬浮
细胞受ＭＪ诱导后的表达量明显高于未诱导组，并且诱导９ｈ后表达量最高。通过对ＧｌＭＹＢ１０基因进行克隆与表达分
析，为探索该基因在甘草悬浮细胞黄酮类化合物生物合成中的调控作用奠定基础。
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　　甘草（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ），豆科多年生草本植物，
主要分布在内蒙古、宁夏、新疆、甘肃等西部地区，具有抗炎、

抗病毒、抗癌防癌、保肝解毒、调节免疫功能以及降血脂、抗动

脉粥样硬化等心脑血管药理活性，是应用最广的补益类药食

兼用的大宗药材［１］。近年来，由于无节制采挖、过度放牧及

不合理工农业占地等，野生甘草资源逐年锐减，栽培品种收获

期过长使得靠大面积人工栽培来满足市场需求存在诸多困

难。植物细胞大规模培养技术是目前公认的最有前景的珍贵

植物药物资源的替代生产技术之一，可以很好地解决天然植

物资源匮乏问题。但由于植物细胞遗传与生理的不稳定性及

细胞间的不一致性等各种原因，使得甘草悬浮细胞中主要目

标产物———黄酮类化合物的含量很低，阻碍了通过细胞培养

工业化生产药用成分的进程。

转录因子作为转录起始过程中 ＲＮＡ聚合酶所需的辅助
因子，可激活特定次生代谢产物系列合成酶的协同表达，有效

地促进目标次生代谢产物的合成。因而利用转录因子构建高

产的转基因细胞系成为提高产量的有效途径之一。ＭＹＢ类
转录因子是植物中数量最多、功能最多样化的一类转录因

子［２］，许多研究表明 ＭＹＢ转录因子家族在植物黄酮类化合
物合成代谢调控中发挥更主要的作用［３］。Ｍｏｙａｎｏ等发现
ＭＹＢ３４０和ＭＹＢ３０５在金鱼草花中特异表达，ＭＹＢ３０５激活了
苯丙烷代谢途径的第１个酶苯丙氨酸酶（ＰＡＬ），ＭＹＢ３４０激
活了Ｐａｌ基因启动子的转录，这２种转录因子还能激活黄酮
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代谢途径中其他两个基因的表达，因而将植物次生代谢的早

期和晚期步骤连接起来［３］。原花青素（ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ）［３］、
黄酮醇（ｆｌａｖｏｎｏｌ）［４－６］、异黄酮（ｉｓｏｆｌａｖｏｎｏｉｄ）［７］等类黄酮的合
成均受到ＭＹＢ类转录因子的调控。

茉莉酸甲酯（ｍｅｔｈｙｌｊａｓｍｏｎａｔｅ，ＭｅＪＡ）是植物次生代谢途
径中最主要的信号分子，它常常作为第二信使参与植物次生

代谢物尤其是黄酮类化合物的合成调控［８］。为进一步探明

ＭＹＢ转录因子在甘草黄酮类化合物合成中的作用，本研究利
用甘草悬浮细胞受 ＭｅＪＡ诱导后的转录组测序数据进行分
析，得到 １条响应 ＭｅＪＡ胁迫的 ＭＹＢ转录因子基因
ＧｌＭＹＢ１０，通过ＲＴ－ＰＣＲ的方法克隆得到该基因，再通过生
物信息学软件分析该基因的特征，同时利用荧光定量ＰＣＲ比
较甘草细胞悬浮体系中添加ＭｅＪＡ后各时间段ＧｌＭＹＢ１０基因
的表达水平，为深入研究ＭＹＢ转录因子基因在甘草黄酮类化
合物生物合成途径上的分子调控机制提供依据，对进一步构

建转基因高产细胞株具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料
本试验于２０１７年１０月在内蒙古科技大学植物细胞培养

实验室进行。供试的甘草品种为乌拉尔甘草，种子购自内蒙

古鄂尔多斯市达拉特旗。愈伤组织由幼嫩的甘草无菌苗下胚

轴和子叶诱导而来，在附加０．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ
与０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的固体 ＭＳ培养基上培养和继代。悬浮
培养系统：取６ｇ分散性强、生长状态良好的固体细胞置于
２５０ｍＬ三角瓶中，１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，悬浮培养基为１００ｍＬ
液体ＭＳ培养基＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，光照度
３６μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），光照时间１６ｈ／ｄ，培养温度２５℃［７］。

反转录试剂盒购自北京全式金生物技术有限公司，质粒

ＤＮＡ小量抽提试剂盒、胶回收试剂盒、ＰＣＲ产物纯化试剂盒、
ｐＵＣｍ－Ｔ载体均购自生工生物工程（上海）股份有限公司。
Ｔ４－ＤＮＡ连接酶、限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ均购自宝生
物工程（大连）有限公司。大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）Ｔｏｐ１０
购自天根生化科技（北京）有限公司。

１．２　方法
１．２．１　甘草悬浮细胞总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的合成　将悬
浮培养的甘草细胞抽滤后迅速转移至研钵中研磨，同时向研

钵不间断地添加液氮，研磨成细细的粉末即可。总ＲＮＡ提取
步骤严格按照ＴａＫａＲａＴｏｔａｌＲＮＡ提取试剂说明书进行操作。
以提取的甘草悬浮细胞总 ＲＮＡ为模板，利用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＫｉｔ合成ｃＤＮＡ第１链。
１．２．２　引物设计　根据对转录组测序结果中目标基因的
ＯＲＦ序列使用Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计特异引物：ＧｌＭＹＢ１０－Ｆ，５′－Ａ
ＣＣＴＣＣＴＣＣＡＣＴＡＣＴＣＴＴＣＡＴＴＡ－３′；ＧｌＭＹＢ１０－Ｒ，５′－ＴＣＡＴＡＡ
ＡＧＡＴＣＣＡＡＡＴＴＧＧＣＡ－３′，由生工生物工程（上海）股份有限公
司合成。

１．２．３　ＧｌＭＹＢ１０基因的克隆　以ｃＤＮＡ作为模板，利用合成
引物进行快速体外扩增。产物用生工生物工程（上海）股份

有限公司ＳａｎＰｒｅｐ柱式 ＤＮＡ胶回收试剂盒进行纯化。纯化
后的ＰＣＲ产物与 ｐＵＣｍ－Ｔ载体在 Ｔ４－ＤＮＡ连接酶作用下
于１６℃过夜酶连，之后转化到Ｔｏｐ１０大肠杆菌中，３７℃培养

箱过夜培养。长出单菌落后，画线培养，菌落 ＰＣＲ验证。
ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切过夜电泳再次验证目的基因与ｐＵＣｍ－Ｔ
克隆载体已导入大肠杆菌 Ｔｏｐ１０。菌液送往生工生物工程
（上海）股份有限公司测序分析。

１．２．４　序列分析　使用序列分析软件ＤＮＡＭＡＮ将测序结果
进行拼接，找出 ＧｌＭＹＢ１０开放阅读框（ＯＲＦ），并翻译获得其
编码的氨基酸序列；在 ＧｅｎＢａｎｋ中下载其他植物的 ＭＹＢ转
录因子氨基酸序列与 ＧｌＭＹＢ１０进行 Ｂｌａｓｔ同源性对比，得出
不同植物ＭＹＢ转录因子氨基酸序列；利用ＭＥＧＡ７．０软件构
建系统发育进化树。把甘草 ＧｌＭＹＢ１０蛋白进行分析
（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／），推测蛋白的分子量。
利用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）对甘
草ＧｌＭＹＢ１０蛋白进行亲水性／疏水性分析。通过 ＰＯＲＴＥＲ
（ｈｔｔｐ：／／ｄｉｓｔｉｌｌ．ｕｃｄ．ｉｅ／ｐｏｒｔｅｒ／）进行分析，对该蛋白中各个氨
基酸残基对应的二级结构进行预测。将 ＧｌＭＹＢ１０基因编码
的氨基酸序列提交至ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ在线分析软件，预测蛋
白质的三级结构。

１．２．５　甘草细胞 ＧｌＭＹＢ１０基因在不同 ＭｅＪＡ诱导处理时间
的表达分析　以甘草悬浮细胞系为研究对象，将生长状态良
好的种子细胞接种于新鲜培养基培养 ４８ｈ后，添加
１００ｍｏｌ／ｍＬＭｅＪＡ进行诱导，以加入无水乙醇（配制 ＭｅＪＡ的
溶剂）为对照组，分别在添加后１、３、６、９、１２ｈ取样，提取总
ＲＮＡ，并反转录成ｃＤＮＡ，方法同“１．２．１”节，对ＧｌＭＹＢ１０基因
进行荧光定量 ＰＣＲ，以 Ａｃｔｉｎ作为内参基因，参照 ２×ＳＹＢＲ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ－ＰＣＲＫｉｔ（ＴａＫａＰａ）荧光定量试剂盒说明书
进行荧光定量试验，采用２－ΔΔＣＴ法对数据进行分析。

２　结果与分析

２．１　甘草悬浮细胞总ＲＮＡ的提取
紫外分光光度计测得总ＲＮＡ的Ｄ２８０ｎｍ／Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ

均在２．０左右，纯度较好，所提ＲＮＡ浓度均在１５００ｎｇ／μＬ左
右，可用作下一步试验，琼脂糖凝胶电泳结果见图１。

２．２　甘草ＭＹＢ转录因子ＧｌＭＹＢ１０基因的克隆
反转录试剂盒一步法将甘草无菌苗总 ＲＮＡ反转录成

ｃＤＮＡ，测其浓度均在１８００ｎｇ／μＬ左右，利用设计合成的引
物对其进行 ２０μＬ体系快速扩增（图 ２）。对 ＰＣＲ产物中
１０００ｂｐ左右处的条带进行回收后与ｐＵＣｍ－Ｔ载体连接，转
化到大肠杆菌Ｔｏｐ１０，３７℃过夜倒置培养至出现单菌落，划
线再培养过夜至长出菌落，依次挑取菌落１／３左右按 １０μＬ
体系进行菌落 ＰＣＲ验证，１％琼脂糖凝胶电泳检测。由图３
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可见，大肠杆菌 Ｔｏｐ１０菌落中的目的基因已被插入，挑取该
菌落摇菌提质粒，用ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶过夜跑电泳再次验
证，送往生工生物工程（上海）股份有限公司测序。

２．３　甘草ＧｌＭＹＢ１０基因的生物信息学分析
克隆到的 ＧｌＭＹＢ１０转录因子 ｃＤＮＡ序列包含 １个

１１７２ｂｐ的ＯＲＦ，共编码３４０个氨基酸；用Ｐｒｏｔｐａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）对ＧｌＭＹＢ１０蛋白在线分析，推测

其分子量为 ３８．７１８１４ｋｕ，等电点为 ８．５１。选取甘草
ＧｌＭＹＢ１０蛋白与其他植物中功能已确定的转录因子蛋白序
列，经ＭＥＧＡ７．０软件邻接（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）法构建系统
发育树结果见图４。根据图４中所示分枝的长度，计算出乌
拉尔甘草与其他物种亲缘关系，其由近及远依次为赤豆、甜

橙、大豆、木豆、紫苜蓿、狭叶羽扇豆、蓖麻、鹰嘴豆、四季豆。

其中，与豆科植物赤豆亲缘关系较近，相比之下，与豆科亲缘

关系较远。

　　利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）
对ＧｌＭＹＢ１０转录因子蛋白进行亲水性／疏水性分析，发现其
亲水区域大于疏水区域，所以该蛋白属于亲水蛋白。通过

ＳＯＰＭＡ对ＧｌＭＹＢ１０转录因子蛋白的二级结构预测，结果显
示，该蛋白中α－螺旋为２７．７３％、β－折叠为０、β－转角为
９４４％、无规卷曲为４０．７１％、延伸链为２２．１２％，α－螺旋和
无规卷曲为为主要的结构元件，而 β－转角和延伸链则散布
于蛋白中。通过 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ对 ＧｌＭＹＢ１０基因所编码的
氨基酸序列在线分析，预测蛋白质的三级结构，从图５看出，
该蛋白含有大量的α－螺旋与无规卷曲和 β－转角，与二级
结构预测结果相符。

２．４　荧光定量ＰＣＲ表达分析
使用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ化学染料，运用的ｑＲＴ－ＰＣＲ方法对正

常悬浮培养的细胞与添加ＭｅＪＡ诱导培养的细胞分别在添加
后不同时间点进行取样和ＧｌＭＹＢ１０基因的表达分析，数据采
用２－ΔΔＣＴ法进行分析，即先根据“ΔＣＴ＝ＣＴ，目的基因 －ＣＴ，内参基因”
计算，再根据“ΔΔＣＴ＝ΔＣＴ，试验组 －ΔＣＴ，对照组”进行计算，最后依

据“相对表达＝２－ΔΔＣＴ”计算出相对表达数值。以处理时间为
横坐标，相对表达量为纵坐标做图。

　　由图６可以看出，在１～１２ｈ期间，ＧｌＭＹＢ１０基因在添加
ＭｅＪＡ诱导后的几个时间点相对表达量都大于对照组，并且在
９ｈ表达量最高，说明转录因子 ＧｌＭＹＢ１０基因的表达明显响
应信号分子ＭｅＪＡ的诱导。
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３　讨论与结论

转录因子是生物体内的一种蛋白因子，它能与结构基因

上游特异性 ＤＮＡ序列结合，并对基因的转录起调控作
用［９－１０］。研究表明，在许多功能基因的启动子中都含有ＭＹＢ
结合元件（核心序列为 ＴＡＡＣＴＧ），在逆境胁迫下，ＭＹＢ转录
因子与该元件的结合能够激活胁迫应答基因的表达。另外，

ＭＹＢ基因明显受环境因子所诱导，如信号分子脱落酸
（ＡＢＡ）、水杨酸（ＳＡ）、茉莉酸（ＪＡ）等［１１－１４］，Ｃｈｅｎ等对１２５个
Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ成员的研究结果表明，约３２％成员受 ＪＡ诱导，
约４％下调［１５］。这些初步的结果表明，ＭＹＢ转录因子广泛地
参与了对调控植物逆境胁迫响应有重要作用的激素应答过

程。ＭｅＪＡ是茉莉属素馨花中香精油的有气味化合物，在植物
中广泛分布，广泛参与了植物防御信号的转导与放大过

程［１２］，引起细胞抗逆反应产物的表达，对多种次生代谢产物

的合成具有诱导作用，被认为是非常有效的诱导子。ＭｅＪＡ已
在多种药用植物细胞培养中使用，效果显著［１３－１５］，如外源的

ＭｅＪＡ对于重要的药用次生代谢产物如紫杉醇、长春碱、东蓑
若碱、尼古丁、青蒿素等均有显著的诱导合成作用［１６－１７］。

本研究将添加ＭｅＪＡ诱导后表达差异显著的 ＭＹＢ转录
因子ＧｌＭＹＢ１０基因克隆出来，该基因具有长度为１１７２ｂｐ的
完整 ＯＲＦ，编码 ３４０个氨基酸，该蛋白相对分子量为
３８．７１８１４ｋｕ，理论等电点为８．５１，亲水区域大于疏水区域，
属于亲水蛋白。对该基因进行生物信息学分析，序列比对发

现其属于典型的ＭＹＢ基因家族。另外以甘草悬浮细胞为研
究对象，在种子细胞接种于新鲜培养基４８ｈ后加入信号分子
ＭｅＪＡ诱导，用荧光定量 ＰＣＲ技术检测诱导不同时间后
ＧｌＭＹＢ１０基因的表达情况，结果表明，添加ＭｅＪＡ诱导后明显
提高了 ＧｌＭＹＢ１０基因的表达，且在诱导后９ｈ表达量最高，
ＭｅＪＡ诱导后不同时间段的差异性表达有利于进一步了解转
录因子ＧｌＭＹＢ１０在甘草细胞悬浮培养过程中调控黄酮合成
的作用。
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ｏｆＴａｘｕｓｃｈｉｎｅｎｉｓｉｓｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＥｎｇＪ，２００４，１９（３）：

２４９－２５６．

［１５］ＣｈｅｎＹＨ，ＹａｎｇＸＹ，ＫｕｎＨ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＭＹＢｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｏｆＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ：ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ

ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅｒｉｃｅＭＹＢｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌｅｓＢｉｏｌｏｇｙ，

２００６，６０（１）：１０７－２４

［１６］徐亮胜，薛晓锋，付春祥，等．茉莉酸甲酯与水杨酸对肉苁蓉悬

浮细胞中苯乙醇甙合成的影响［Ｊ］．生物工程学报，２００５，２１

（３）：４０２－４０６．

［１７］康亚兰，裴　瑾，刘　薇，等．药用植物黄酮类化合物代谢合成

途径及相关功能基因的研究进展［Ｊ］．中草药，２０１４，４５（９）：

１３３６－１３４１．
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