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要$该研究采用
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方法从丹参中克隆出一条乙烯应答因子结合蛋白"
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类转录因子是植物所特有的一大类 转录因子蛋白!在植物中有着庞大的家族组成!如在



拟南芥中有
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"

N2EE2EE

!

=Z:

X

9=1=)Y=0

>

A10/]==9=7=1Z

!

6F6

#

*

!)%

+或

者
\F6

序列"

JNEE2NENJ

#

*

*)$

+

'

6FG

家族蛋白成

员主要参与调控植物激素乙烯"
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#等!病原菌和胁迫"低温(干旱及高盐#等的

应答反应'如大豆
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#等的诱导表达!在烟草中

过量表达该基因可以增强植物对盐和病原菌的抗

性*
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'转基因烟草中过量表达
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可以提高

植物对高盐和干旱的抗性'在水稻和番茄中过表达

番茄
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可提高植物耐寒能力*
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的过表达可提高水稻抗旱性*
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中过表达大豆
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#的干燥根及根茎!在临床上被

广泛应用于心脑血管疾病的治疗*
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'对其主要药

用成分合成途径相关基因的研究是人们关注的热

点!但是对植物抗性相关的重要调控基因研究较少'

在丹参转录组高通量测序*
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+的基础上筛选出一条

与长春花
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是长春花中长春碱合

成的重要调控基因!同时也是植物抗性的重要调控

基因*

#%

+

!因此在丹参中!
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极有可能参与植物抗

性的调控'对丹参
1$2

基因的研究有助于阐明丹

参的抗胁迫反应机制'本研究从植物丹参中克隆了

一条
1$2

基因!分析其分子特征及其在丹参不同

组织及激素和胁迫诱导下的表达!为丹参
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功能

研究及其在丹参抗胁迫中的作用提供参考'
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糖液体培养基中培养
%C

!菌液用双层无菌纱布过

滤!并用无菌水调制成透光率为
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打孔器于丹参叶片每株打孔
%

个#(立枯丝核菌侵染"用菌悬液喷施丹参!每株喷施

约
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#(低温"
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#等胁迫处理&

O=4N

及假黄孢

单菌处理参见文献*
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+'处理后不同时间取样!以

未作处理的丹参幼苗为对照'种子萌发生长至花期

分别取根(茎(叶和花不同器官材料'材料收集后!

立即液氮速冻!并于
'&"c

冻存备用'
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丹参
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第一链合成

以丹参叶片为材料!参照博日植物
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提取

试剂盒说明书提取丹参基因组
\UN

'采用
MO6)

2N

公司
D981ZFUN3/Z

进行上述各种丹参材料总

FUN

的提取!获得的总
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基因克隆及序列分析
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表达分析
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$*a

和
$#a

'

L7MFN#

在
-$

&

#%"

位

氨基酸间具有典型的
ND!

保守功能域!还含有

EOT_)#

(

EOT_)%

和
EOT_)*

等
%

个保守元件"图

!

#'

L7MFN#

与拟南芥
6FG#

"

NJ%2!%!*"

#具有

很高的一致性!保守元件与
ND!

%

6FG

结构域的分

布也基本一致 *

#+

+

'

经
DYAZD8Y87

程序预测!

L7MFN#

蛋白分子量

为
#$,""I\

!等电点为
$,&(

'利用
L/

?

189D*,#

L=Y]=Y

和
DLMFJ

程序对丹参乙烯响应因子进行亚

定位分析!均显示
L7MFN#

无信号肽!可能与小麦

R#-

"

6FG

类转录因子#一样通过自身富含赖氨酸

和精氨酸的核定位信号区"

USL

#进入核内行使功

能!参与了
2EE)KÂ

调控的生物胁迫信号传导

途径*

#-

+

'

=<@

!

丹参
01,2!$

表达分析

=<@<$

!

01,2!$

在丹参不同器官中的表达
!

以丹

参
!

?&:*);

基因为内参!采用实时荧光定量
DEF

技

术考察
!

年龄丹参苗中
!"#$%#

基因在丹参不同

器官中的表达情况'结果显示"图
%

#!

!"#$%#

在

丹参的根(茎(叶和花中的表达存在很大差异!主要

在根中表达!叶中表达量最低'

=<@<=

!

01,2!$

在不同胁迫条件下的表达
!

为探

讨
!"#$%#

在丹参胁迫反应中的作用!分别用
#""

"

7A9

%

SNHN

(

$77A9

%

S O=4N

(

!""77A9

%

S

乙烯

利(

*c

低温(伤害(脱水(立枯丝核菌和假黄孢单菌

处理丹参实生苗!采用实时荧光定量
DEF

检测

!"#$%#

基因的表达'

图
%

!

!"#$%#

基因在丹参不同器官中的表达

不同的小写字母表示不同器官间存在显著差异"

@
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C/[[=Y=1ZAY

?

810

"

@

$

","$

#

图
*

!

不同处理下
!"#$%#

基因的表达模式分析

N,O=4N

和
NHN

&

H,

立枯丝核菌和假黄孢单菌&

E,

脱水&

\,

乙烯&

6,

低温&

G,

机械伤害&

不同小写字母表示同一胁迫处理不同时间点间存在显著差异"
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>
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!!

结果表明!

!"#$%#

在
O=4N

处理
*:

后!表

达量显著性上调!

&:

后表达量降低"图
*

!

N

#&

NHN

处理后!

!"#$%#

基因表达量在处理后
*:

出现显

著性提高!在处理后
!*:

达到最大"图
*

!

N

#&在立

枯丝核菌"图
*

!

H

#和假黄孢单菌"图
*

!

H

#感染处理

后!

!"#$%#

的表达量都在处理后
*&:

出现显著

上调&乙烯利处理
%:

后!

!"#$%#

呈现最高响应!

随后在
+:

表达量有所降低!但仍显著高于正常水

平"图
*

!

\

#&低温"图
*

!

6

#和脱水"图
*

!

E

#

!

种非生

物胁迫处理下!基因表达量出现下调现象!且在相应

的检测期内均低于对照水平&机械伤害
+

&

&:

后!

!"#$%#

基因表达出现显著上升!此后回复正常水

平"图
*

!

G

#'

%

!

讨
!

论

丹参是中国大宗中药材之一!需求量大'但种

植过程中!各种病虫害十分普遍!可造成
#$a

&

*$a

的损失!是影响丹参质量和产量的重要因素之

一*

#*

+

'研究丹参抗性基因功能将为丹参抗性育种

奠定基础'

ND!

%

6FG

类转录因子以含有识别

\UN

的
ND!

结合结构域为特征!是植物特有的一

类转录因子'

L8I;78

等*

#&

+按照含有
ND!

结构域

数目将
ND!

%

6FG

类转录因子超家族分为
ND!

(

6FG

和
FǸ

等
%

个家族!其中
6FG

家族仅含有
#

个
ND!

特征结构域'

U8I81A

等*

#(

+依据结构特征进

一步将拟南芥的
#!!

条
6FG

序列分为
#!

个不同的

组'其中!

T_

组成员"如
6FG#

(

NZ6FG#

和
MFN$(

等#在植物抗生物和非生物胁迫中发挥着重要作用!

尤其在抗病原菌方面*

!")!!

+

'如干涉
#$%$(

的拟南芥

株系对灰霉病的抗性减弱!过表达
#$%$(

可增强植

株对灰霉病的抗性*

!#

+

'过表达拟南芥
6FG#

不仅可

增强拟南芥植株抗盐和抗旱性能!同时也可以增

强植物对灰霉病"

8+*,

E

*)<:);5,5&

#和短小芽孢杆菌

"

@'5:*+<

>

-&5,5''&:C:C"5,);&

#等 病 原 菌 的 抗

性*

!"

+

'本研究克隆得到的
!"#$%#

编码蛋白具有

一个典型的
ND!

保守功能域!与拟南芥中的
6FG#

一致性最高!且其它保守元件分布也完全相同*

#-

+

'

按照
U8I81A

等*

#-

+对拟南芥中
6FG

转录因子的分

类方法!

L7MFN#

与拟南芥
6FG#

同属于第
'

组成

员"

H%

#'说明本研究克隆得到的
L7MFN#

属于

6FG

基因家族成员!可能与拟南芥
6FG#

一样在丹

参胁迫反应中发挥着重要作用'

研究表明!

6FG

家族
T_

组成员的编码基因的

表达受茉莉酸"

4N

#(乙烯"

6J

#和水杨酸等抗性相

关激素的诱导*

#-

+

!通过整合不同胁迫信号途径调控

下游抗性基因*

!%

+

'如
1$2#

的表达受高盐(干旱(

高温(

4N

和
6J

等因素的诱导!但受
NHN

的抑

制*

!"

+

&拟南芥
#$%$(

和水稻
#<1$2#

的表达都受

到
4N

和
6J

的诱导*

!#

!

!*

+

'该研究同样表明!

!"#?

$%#

的表达不仅受到
6J

(

O=4N

的诱导!还可以响

应物理伤害和病原菌侵染'同属于
6FG

家族
'

组

的成员的
#<1$2#

和
1$2#

对
NHN

的响应也不尽

相同'

1$2#

的 表 达 受
NHN

的 抑 制*

!!

+

!而

#<1$2#

的表达则受
NHN

的诱导'本研究表明!

!"#$%#

的表达同样受到
NHN

的诱导'进一步说

明
6FG

家族
'

组的不同成员在整合不同的信号途

径上有所差别!其在不同植物胁迫信号途径中发挥

的作用也可能有所差别'

6FG

蛋白还普遍参与植物抗旱(抗冷等胁迫反

应'如烟草中过量表达
0"1$2%

可以提高烟草对

高盐和干旱的抗性&在水稻(番茄(烟草和苜蓿中过

量表达
6FG

基因均可以提高植物的抗旱性*

-)(

+

'番

茄
61$2%

受低温诱导!在烟草中过表达
61$2%

可

增强烟草抗旱(抗盐和抗冻能力*

!$

+

'拟南芥
6FG#

(

MFN$(

和
NZ6FG#

的过表达都可增强植物的抗旱

能力'但本研究的结果表明!在脱水或低温情况下!

!"#$%#

基因的表达量出现了显著性下调'可能

是由于拟南芥
1$2#

的表达受到高温的诱导*

!"

+

!在

低温条件下该类基因表达受到抑制'干旱胁迫下

!"#$%#

基因的表达量出现了显著性下调!可能是

因为
!"#$%#

的启动子区域无相应的调控元件!

L7MFN#

不参与植物的抗旱反应'

综上所述!

L7MFN#

属于
6FG

家族第
'

组成

员成员!其编码基因受到
6J

(

O=4N

(

NHN

(物理伤

害和病原菌浸染等外界环境条件的诱导!在低温或

脱水处理中表达受抑制'说明
L7MFN#

可能普遍

参与植物的抗性反应!但其具体调控的靶基因是否

与其同源基因"

1$2#

等#雷同尚待进一步研究'
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