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　　摘要：一个未知功能的水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）ＭＹＢ转录因子Ｏｓ０１ｇ０８５３７００被克隆，并对其进行系统进化分析和表
达分析。结果表明，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００与单子叶植物 Ｏｓ０１ｇ０８５３７００同源蛋白具有更近的亲缘关系，与双子叶植物
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００同源蛋白具有相对较远的亲缘关系。组织表达分析结果表明，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００在水稻根、茎、叶和幼穗中
均有表达，在叶片中表达水平最高。激素处理响应表达分析结果表明，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００对脱落酸（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，ＡＢＡ）、
赤霉素（ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｃａｃｉｄ，ＧＡ）、生长素（ｉｎｄｏｌｅａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＩＡＡ）、多效唑（ｐａｃｌｏｂｕｔｒａｚｏｌ，ＰＡＣ）等激素处理的响应表达均达到
显著差异水平。胁迫处理响应表达分析结果表明，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００对低温（４℃）、高温（４２℃）、盐胁迫及干旱处理的响
应表达均达到显著差异水平。由此推测，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００可能参与水稻激素和逆境胁迫响应。本研究结果可为后续
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００转录因子的功能研究提供参考。
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　　ＭＹＢ转录因子在植物中普遍存在，并且在植物
的生长发育和代谢调控中起着重要的作用，如细胞

形态建成、次级代谢调控以及生物和非生物胁迫的

应答等。ＭＹＢ转录因子的 Ｎ端存在一类高度保守
的结构域———Ｒ结构域，它是一种由约５０个氨基酸
组成的折叠蛋白，其中包含了一系列高度保守的氨

基酸残基和间隔序列。在与ＤＮＡ的结合过程中，氨
基酸残基以螺旋 －转角 －螺旋（ＨＴＨ）的形式参与
其中。间隔序列在每隔１８个氨基酸的位置上形成
１个疏水核心，对 ＨＴＨ构型的维持至关重要［１－２］。

ＭＹＢ转录因子根据其所含的 Ｒ结构域数量分为４
个亚类。其一是含有单一 Ｒ结构域的 ＭＹＢ蛋白，
也称为１Ｒ－ＭＹＢ／ＭＹＢ－ｒｅｌａｔｅｄ，属于端粒结合蛋
白，对于维持染色体稳定性具有重要作用［２］。其二

是含有２个 Ｒ结构域的 ＭＹＢ转录因子亚类，被称
为Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ蛋白。在植物中，这是最常见的一
类蛋白，在细胞分化、激素应答、次生代谢等方面具

有重要作用，此外还参与环境胁迫以及抵抗病虫侵

害的响应［３］。其三是含有３个 Ｒ结构域的 ＭＹＢ转
录因子。研究表明，该转录因子与真菌中的 ３Ｒ－
ＭＹＢ蛋白存在较近的同源关系，同时调节细胞周期
和细胞分化过程，参与植物对逆境的耐受性调

节［４］。其四是含有 ４个 Ｒ结构域的 ＭＹＢ转录因
子，这些蛋白拥有４个与 Ｒ１／Ｒ２结构相似的重复，
因此被称为 ４Ｒ－ＭＹＢ蛋白［５－６］。然而，这个亚类

只在诸如拟南芥、葡萄和杨树等植物中发现了少数

基因。目前对于这个结构的研究还很有限，其功能

尚不十分清晰［７］。总之，ＭＹＢ转录因子是一类具有
不同Ｒ结构域数量的蛋白，它们在调控基因转录、
细胞分化、激素应答、次生代谢以及逆境响应等方

面发挥着重要作用。每个亚类的蛋白在功能和调

节机制上都有所不同，但它们共同构成了一个复杂

而多样化的调控网络。ＭＹＢ转录因子参与植物的
生长发育、代谢调控和调节植物对生物和非生物胁

迫的应答［８－９］。目前对水稻 ＭＹＢ家族基因的功能
有了一定的研究，ＭＹＢ转录因子 ＯｓＰＨＲ１、ＯｓＰＨＲ２
和ＯｓＰＨＲ３调控水稻根的生长，任何一个功能缺失
均会减弱主根根毛生长，而过表达任何一个则会导
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致茎部磷（Ｐ）积累［１０］。ＯｓＭＹＢ３６ａ、ＯｓＭＹＢ３６ｂ和
ＯｓＭＹＢ３６ｃ协同调控水稻根内皮层木质素沉积、凯
氏带的形成，并在根的养分选择性吸收中扮演着重

要角色［１１］。水稻ＭＹＢ家族的 ＣＴＭｙｂ１能通过结合
蛋白酶基因（Ｒｅｐ１）启动子的 ＣＡＲＥ元件，参与调控
赤霉素诱导的 Ｒｅｐ１的表达［１２］。此外，ＭＹＢ转录因
子在叶绿素降解调控和盐胁迫响应方面也有重要

作用，ＯｓＲＬ３在黑暗诱导衰老以及盐胁迫条件下显
著表达。同时，ＯｓＲＬ３的表达受脱落酸的诱导，且突
变体ｏｓｒｌ３对外源ＡＢＡ的敏感性低于野生型。说明
ＭＹＢ转录因子ＯｓＲＬ３可通过ＡＢＡ信号途径调控叶
片衰老和盐胁迫响应［１３］。ＯｓＭＹＢ３０在水稻耐冷性
方面有重要作用，敲除 ＯｓＭＹＢ３０基因，突变体耐冷
性增强；过表达 ＯｓＭＹＢ３０基因，突变体耐冷性减
弱［１４］，同时还发现过表达 ＯｓＭＹＢ３０增强了稻瘟病
抗性，而敲减 ＯｓＭＹＢ３０会降低稻瘟病抗性，表明
ＯｓＭＹＢ３０正调控免疫反应［１５］。ＯｓＭＹＢ３０还能激活
木质素和肉桂酸合成，增强水稻的免疫反应，包括

对真菌和细菌的抗性［１６］。ＯｓＭＹＢ２２是茉莉酸信号
通路的关键组成部分，能直接与几丁质结合蛋白基

因ＯｓＣＥＢｉＰ的启动子结合，并与ＯｓＭＹＣ２互作，协同
激活ＯｓＣＥＢｉＰ的表达，参与调控水稻对稻瘟病菌的
基础抗性［１７］。

尽管水稻中已有若干 ＭＹＢ转录因子的功能被
报道，但是该基因家族成员众多，还有很多基因的

功能依然未知。本研究鉴定到一个新的编码 ＭＹＢ
转录因子的基因 Ｏｓ０１ｇ０８５３７００。通过生物信息学
技术，分析该基因的理化性质和结构，构建系统进

化树，并利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ技术检测不同条件下
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达模式，旨在探讨 Ｏｓ０１ｇ０８５３７００
的蛋白结构及进化关系、Ｏｓ０１ｇ０８５３７００在正常条件
以及激素和非生物胁迫条件下的表达模式，为进一

步研究该基因的功能提供理论支持和研究方向。

１　材料与方法

１．１　水稻材料
本试验以粳稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａｓｓｐ．ｊａｐｏｎｉｃａ）中花

１１（Ｚｈｏｎｇｈｕａ１１，ＺＨ１１）为供试材料。试验时间为
２０２２年３—５月，试验地点为广东省广州市。
１．２　试验处理和取样
１．２．１　Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达模式分析取样　水稻
幼苗在自然条件下使用木村Ｂ营养液［１８］进行培养，

在水稻幼苗生长至３～４叶期时，收集水稻的根组织

样品，用于Ｏｓ０１ｇ０８５３７００基因的组织表达分析。孕
穗期分别取大田自然生长条件下的茎、叶和幼穗

（２～３ｃｍ）组织样品，用于 Ｏｓ０１ｇ０８５３７００基因的组
织表达分析。每个试验设置３次生物学重复。
１．２．２　植物激素处理、非生物胁迫处理及取样
１．２．２．１　植物激素处理　将在光照培养箱中（光
照和黑暗时间均为１２ｈ，光照时温度２８℃，黑暗时
温度２５℃）培养至３～４叶期的水稻幼苗分别移至
含有各种植物激素的木村 Ｂ营养液中进行处理。
ＰＡＣ、ＧＡ、ＩＡＡ和 ＡＢＡ等激素的处理浓度为
０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ，除营养液中加入相应的激素外，处理
时其他培养条件与之前的培养条件均一致，分别于

处理后 ０、１、２、８、２４ｈ收取水稻叶片。
１．２．２．２　非生物胁迫处理　将在光照培养箱中
（光照和黑暗时间均为１２ｈ，光照时温度２８℃，黑
暗时温度２５℃）培养至３～４叶期的水稻幼苗分别
转移到含有０．２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２０％ ＰＥＧ－６０００的水
培营养液中，并在４２℃和４℃的光照培养箱中进行
处理，处理０、１、２、８、２４ｈ时进行取样。处理时其他
培养条件与之前的培养条件均一致。

１．３　ＲＮＡ提取和ｑＲＴ－ＰＣＲ扩增
１．３．１　总ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ第一链合成　利用
ＴＲＩｚｏｌ试剂将细胞或组织破碎，并与ＲＮＡ结合形成
复合物，然后通过乙醇沉淀将 ＲＮＡ分离出来，再根
据南京诺唯赞生物科技公司的反转录试剂盒

（Ｖａｚｙｍｅ，Ｒ３１２－０１）说明书的操作步骤，进行反转
录合成ｃＤＮＡ的第１链。
１．３．２　ｑＲＴ－ＰＣＲ分析　根据 Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的
ＣＤＳ序列，设计ｑＲＴ－ＰＣＲ特异引物ＭＹＢ－Ｆ／ＭＹＢ－
Ｒ（表１），以水稻 Ａｃｔｉｎ１作为内参基因。采用 ＡＢＩ
ＰＲＩＳＭ ７５００ＨＴ实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪 检 测
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达量，根据南京诺唯赞生物科技
公司的ｑＲＴ－ＰＣＲ试剂盒（Ｖａｚｙｍｅ，Ｑ７１１－０２）说明
书配置反应体系。反应程序为：９５℃ ３ｍｉｎ；９５℃
５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环。每个样品均设置３个技
术重复，采用 ２－ΔΔＣＴ计算 Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的相对表
达量。

表１　ｑＲＴ－ＰＣＲ所用引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′）

ＭＹＢ－Ｆ ＧＧＴＣＡＡＣＣＴＧＣＣＡＧＡＡＧＡＡＧＡ

ＭＹＢ－Ｒ ＴＴＴＣＧＴＧＴＣＣＡＣＧＡＧＧＧＡＧＣ

Ａｃｔｉｎ１－Ｆ ＧＣＡＴＣＴＣＴＣＡＧＣＡＣＡＴＴＣＣＡ

Ａｃｔｉｎ１－Ｒ ＡＣＣＡＣＡＧＧＴＡＧＣＡＡＴＡＧＧＴＡ
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１．４　生物信息学分析
利用 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）

数据库获取Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的编码区和氨基酸序列。
利用ＭＥＧＡ７．０的ＣｌｕｓｔａｌＷ软件进行氨基酸序列多
重比对，再使用近邻法构建系统进化树。同时，利

用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／
ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）在 线 分 析 工 具 对

Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的启动子序列（起始密码子 ＡＴＧ上
游２０００ｂｐ的基因组序列）进行顺式作用元件

分析。

２　结果与分析

２．１　Ｏｓ０１ｇ０８５３７００基因及蛋白结构分析
通过ＮＣＢＩ网站比对分析显示，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００基

因包含２个外显子、１个内含子，编码区全长９００ｂｐ，
共编码 ２９９个氨基酸。Ｏｓ０１ｇ０８５３７００包含 ２个高
度保守的 ＳＡＮＴ结构域（图１），属于含有２个 Ｒ结
构域的ＭＹＢ转录因子亚类、Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ蛋白。

２．２　Ｏｓ０１ｇ０８５３７００同源蛋白序列比对及进化分析
将Ｏｓ０１ｇ０８５３７００与其他植物的同源蛋白进行

氨基酸序列比对，结果显示，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００与其他
同源蛋白在４７～２５９位之间的氨基酸高度相似（图
２）。构建的 Ｏｓ０１ｇ０８５３７００及其同源蛋白的系统进
化树 表 明，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００ 与 沼 生 菰 （Ｚｉｚａｎｉａ
ｐａｌｕｓｔｒｉｓ）的同源蛋白聚为一支，与小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ）、大 麦 （Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ）、玉 米 （Ｚｅａ
ｍａｙｓ）、高粱（Ｓｏｒｇｈｕｍｂｉｃｏｌｏｒ）、谷子（Ｓｅｔａｒｉａｉｔａｌｉｃａ）
和稷（Ｐａｎｉｃｕｍｍｉｌｉａｃｅｕｍ）的同源蛋白的亲缘关系相对
较近；与毛地黄（Ｄｉｇｉｔａｒｉａｅｘｉｌｉｓ）、黄桐（Ｅｎｄｏｓｐｅｒｍｕｍ
ｃｈｉｎｅｎｓｅ）、大麦草（Ｈｏｒｄｅｕｍｓｅｃａｌｉｎｕｍ）和二穗短柄
草（Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ）、拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ）的同源蛋白亲缘关系相对较远（图３）。
２．３　Ｏｓ０１ｇ０８５３７００基因启动子区域的顺式作用元
件分析

将 Ｏｓ０１ｇ０８５３７００起 始 密 码 子 ＡＴＧ 上 游
２０００ｂｐ的基因组序列设置为该基因的启动子序
列，然 后 利 用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在 线 分 析 软 件 对
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的启动子序列进行顺式作用元件分
析。结果表明，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的启动子区域存在２３
个脱水响应元件、１１个光响应元件、３个低温响应元
件、１个水杨酸响应元件、３个热激响应元件、３个
ＭＹＢ转录因子结合的相关元件和１个脱落酸响应
元件（表２）。
２．４　Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达分析
２．４．１　Ｏｓ０１ｇ０８５３７００表达模式分析　为了分析
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达模式，本研究提取了 ＺＨ１１苗

期的根以及孕穗期的茎、叶和幼穗的总 ＲＮＡ，并利
用 ｑＲＴ－ＰＣＲ进行检测。结果 （图 ４）显示，
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００在水稻根、茎、叶和幼穗中均有表达，
但在叶片中的表达水平相对较高。

２．４．２　外源激素处理对Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达影响
分析　为了研究Ｏｓ０１ｇ０８５３７００对激素的响应特征，
本试验分别检测不同激素处理下水稻叶片中

Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达水平。结果表明，脱落酸
（ＡＢＡ）处理后，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达水平呈现持续
下降的趋势；处理２４ｈ时，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达水
平达到最低（图５－Ａ）。赤霉素（ＧＡ）处理２ｈ时，
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达水平呈现最高状态，随后有所
下降 （图 ５－Ｂ）。生 长 素 （ＩＡＡ）处 理 后，
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达水平呈现先上升后下降的趋
势；处理２ｈ时，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达水平达到峰值
（图５－Ｃ）。多效唑（ＰＡＣ）处理后，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００
的表达量总体呈现上升的趋势；在处理２４ｈ时表达
水平相对最高（图５－Ｄ）。说明Ｏｓ０１ｇ０８５３７００受以
上４种激素诱导表达。
２．４．３　逆境胁迫处理对Ｏｓ０１ｇ０８５３７００基因的表达
影响分析　启动子顺式作用元件分析表明，
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００启动子区域存在多个与逆境胁迫响
应相关的元件，推测Ｏｓ０１ｇ０８５３７００基因可能参与水
稻逆境胁迫响应。因此，对水稻幼苗进行低温、干

旱、盐害和高温胁迫处理，并检测 Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的
表达变化。结果表明，低温处理后，水稻叶片中

Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达水平呈现先升后降再升的趋
势，处理２４ｈ时的表达水平达到最高（图６－Ａ）。
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ＰＥＧ－６０００处理２４ｈ时，水稻叶片中Ｏｓ０１ｇ０８５３７００
的表达量达到最大值（图 ６－Ｂ）。ＮａＣｌ处理后，
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达水平呈现先降后升再降的趋
势，处理 ８ｈ时，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达量达到最高

（图６－Ｃ）。高温处理后，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达量
呈现先上升后下降再上升的趋势，在处理２４ｈ时表
达水平最高（图６－Ｄ）。说明Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达
受低温、高温、干旱和盐胁迫诱导。
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表２　Ｏｓ０１ｇ０８５３７００启动子的顺式作用元件

顺式作用元件
数量

（个）

脱水响应 ２３

低温响应 ３

水杨酸响应 １

热激响应 ３

光响应 １１

ＭＹＢ转录因子结合 ３

脱落酸响应 １
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３　结论与讨论

ＭＹＢ蛋白在多种生物中呈现出多种多样的细
胞功能［１９－２０］。本研究克隆了１个新的水稻ＭＹＢ基
因家族成员Ｏｓ０１ｇ０８５３７００，其编码的氨基酸序列包
含２个ＭＹＢ蛋白家族典型的结构域（图 １），具有
ＭＹＢ蛋白家族成员的典型基序。系统进化分析表
明，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００转录因子与单子叶植物物种中
ＭＹＢ１０２同源蛋白具有更近的亲缘进化关系，与双
子叶物种中ＭＹＢ１０２同源蛋白具有相对较远的进化
关系（图３），形成了有明显差异的亚类分枝，推测
ＭＹＢ１０２蛋 白 在 物 种 进 化 过 程 中 被 选 择。
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００启动子区域存在多个与水稻生长发
育和逆境胁迫相关的顺式作用元件（表 ２），说明
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００可能参与水稻相关细胞活动的
调控。

研究表明，植物的激素和非生物胁迫对ＭＹＢ基
因家族的调控起着重要作用［２１］。以盐胁迫为例，研

究发现，ＯｓＭＹＢ２基因的表达在盐胁迫下上调，这表
明ＯｓＭＹＢ２转录因子对盐胁迫具有响应能力。此
外，研究还发现高表达 ＯｓＭＹＢ２基因的水稻品种种
子在ＡＢＡ的诱导下表现出更高的萌发敏感性，这进
一步说明ＡＢＡ参与了水稻 ＯｓＭＹＢ２基因对盐胁迫

的响应机制［２２］。有研究表明，编码水稻 ＭＹＢ家族
转录因子的基因ＯｓＭＰＳ也受到盐胁迫和 ＡＢＡ的诱
导，但其表达受到赤霉素和生长素的抑制［２３］。本研

究中的植物激素响应表达分析结果显示，在不同激

素 处 理 （ＡＢＡ、ＧＡ３、ＩＡＡ、ＰＡＣ）下，叶 片 中
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达量均与对照达到显著差异水
平，这说明Ｏｓ０１ｇ０８５３７００可能参与多种激素调控响
应（图５）。同时，Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达受盐胁迫诱
导（图６－Ｃ），说明 Ｏｓ０１ｇ０８５３７００可能通过上述激
素信号转导途径参与盐胁迫响应。ＭＹＢ转录因子
中ＯｓＭＹＢ４、ＯｓＭＹＢ３Ｒ－２、ＯｓＭＹＢＳ３参与水稻冷胁
迫响应［２４－２６］。ＯｓＭＹＢＲ１、ＯｓＭＹＢ６参与水稻干旱胁
迫响应［２７－２８］。Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的表达在低温、高温
和干旱胁迫中出现显著变化，推测Ｏｓ０１ｇ０８５３７００可
能参与水稻逆境胁迫响应（图６）。

ＭＹＢ转录因子在各物种细胞活动中必不可少，
本研究克隆了水稻 ＭＹＢ转录因子家族基因
Ｏｓ０１ｇ０８５３７００，并了解其蛋白的演化关系、蛋白结构
域和保守基序、基因启动子顺式作用元件等，鉴定

了Ｏｓ０１ｇ０８５３７００的组织表达模式、激素和胁迫处理
的响应表达模式，为后续通过其他方式验证

Ｏｓ０１ｇ０８５３７００及其同源基因的功能提供了研究方
向和科学依据。
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