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摘要:MYB基因家族在植物生长发育和应答逆境胁迫中有重要作用.通过RT-PCR和RACE技术从马尾松中克隆

获得了PmMYB169全长cDNA序列,分析了其在低磷胁迫下的表达特性.PmMYB169全长为1407bp,开放阅读

框为927bp,编码308个氨基酸.生物信息学分析表明,PmMYB169蛋白序列中存在 MYB家族结构区域,属于

R2R3类 MYB转录因子;同源性分析表明,PmMYB169在 MYB家族保守区域上同源性较高,它与北美云杉亲缘

关系最近.荧光定量PCR对低磷胁迫下PmMYB169的表达分析结果表明,PmMYB169的表达量随低磷胁迫时间

延长呈上调趋势,说明PmMYB169参与了低磷胁迫应答;对不同组织的表达分析发现,PmMYB169为组成型表

达,在马尾松根茎叶中均有表达,以叶的表达量最高.
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马尾松(Pinusmassoniana)是我国亚热带地区典型的针叶乡土树种,也是我国松树中分布面积最广的主要

树种之一,其以生长快、产量高、适应力强、分布面积广、经济价值高、应用广泛等特性,成为了我国南方地

区主要的优质针叶用材树种之一[1].作为马尾松生长的亚热带地区,森林多为酸性红壤,可溶性磷酸盐含量仅

为1.0μmol/L,有些地区含量甚至更少,严重地影响了马尾松的生长,制约了其商品材的质量[2].磷是植物生

长发育必不可少的营养元素,在核酸、磷脂和ATP的合成中起关键作用,参与新陈代谢通路调节和关键酶的

调控[3].传统上通过施加磷肥使土壤得到改良能解决有效磷的缺乏,但大量施用磷肥不仅会提高生产成本,也

会造成土壤磷素的异常累积,从而面临水体富营养化等生态问题[4].因此,重视土壤磷素缺乏的多样化特点,
有针对性地选育出磷高效利用优良品种,对提高磷素贫瘠人工林的生产力极为重要.

作为植物转录因子家族中数量最多的一类转录因子,MYB转录因子广泛地参与了植物生长发育、细

胞形态建成、次生物质代谢、信号转导及环境应答等多种生命活动[5].Hernández等[6]通过对大豆低磷胁

迫后转录组分析发现,大部分受到低磷诱导的转录因子都为MYB类转录因子.在前期工作中,通过耐低磷

种质转录组分析,发掘了应答低磷胁迫的 MYB类转录因子[7].在此基础上,本研究克隆了马尾松

PmMYB169基因的全长序列,并进行了序列分析和蛋白质结构、功能预测;在低磷胁迫下,分析了该基因

的时空性表达,旨在为揭示马尾松耐低磷胁迫机制提供新信息.

1 材料与方法

1.1 植物材料与胁迫处理

选择四川眉山林场一代种子园耐低磷家系的种子,经表面消毒后在30℃无菌水中过夜浸泡催芽,种
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植于石英砂介质的胸径12cm的营养钵中.待幼苗出芽28d后进行磷胁迫与对照处理,以全 Hoagland营

养液作为对照,磷胁迫处理的营养液配方参考秦晓佳等的方法[8],胁迫时间为12,24,36,48和60d,按胁

迫时间采集对应的马尾松幼苗,置于-80℃超低温冰箱中保存.
1.2 RNA提取与PmMYB169全长克隆

所有试剂和容器均作无RNase处理,容器用0.1%DEPC水浸泡过夜,高温高压灭菌.按照艾德莱生

物公司EASYspinPlus植物RNA快速提取试剂盒中的步骤进行总RNA提取.
根据前期课题组对低磷胁迫下马尾松转录组测序获得的 MYB基因EST序列片段 MYB169,共

558bp,在PrimerPremier5中设计特异性克隆全长的巢式引物(表1),按照SMARTRACE5'/3'Kit中

步骤对 MYB169基因进行3'和5'的巢式PCR扩增.目的片段经回收,连接到pRACE载体上,再将载体

转入感受态细胞中,均匀涂于添加有 Amp抗生素的LB平板上,37℃培养过夜;次日随机挑取单克隆

菌落,并用 M13载体引物进行菌落PCR验证,确认目的条带后送英骏公司进行测序.
表1 PmMYB169基因克隆所用引物列表

引物名称 引物序列(5'to3') 引物名称 引物序列(5'to3')

PmMYB169GSP1 GGAGAGGAGAGGCATTTGACGAAC PmMYB169NGSP2 TACCCTGTCGGCTCTTGTCAGTGGA
PmMYB169GSP2 GACTCAGATTTAGAGGTTACCGAGATGG PmMYB169-F AGAATGAATCCAAGGTGGCCCTACT
PmMYB169NGSP1 GACGGCAGGAGTTGAGCAAAGGTTC PmMYB169-R ACGTCACATATGATGAGCATATGAA

1.3 序列分析

利用NCBI中在线软件VecScreen(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/)对序列的载体

与引物接头部分进行去除,用生物学软件DNASTAR中Seqman对测序序列进行拼接,并使用在线软件

ORFFinder(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)预测和分析其开放阅读框.根据获得的全长

序列经NCBI在线检索分别获得PmMYB169基因与其它植物的核酸和氨基酸序列的同源性,氨基酸序列

比对采用ClustalX2软件,进化树构建用 MEGA6;利用在线软件ExPASy(http://www.expasy.org/)
中ProtParam和ProtScale对获得的蛋白序列理化特性进行分析;用SignalP4.1Server(http://www.
cbs.dtu.dk/services/SignalP/)对蛋白的信号肽进行预测;用SOPMA(http://metadatabase.org/wiki/
SOPMA)在线软件对蛋白二级结构进行预测;用 TMHMM(http://www.cbs.dtu.dk/services/TM-
HMM/)在线软件对蛋白跨膜区域进行预测;用 WoLFPSORT(http://www.genscript.com/wolf-psort.
html)在线软件进行亚细胞定位预测;用SWISS-MODEL数据库(http://www.swissmodel.expasy.
org/)预测蛋白三维结构.
1.4 PmMYB169时空表达分析

根据PmMYB169基因序列,利用PrimerPremier5软件设计相应的荧光定量和半定量引物,以前期

确定的适合的UBC 和GADPH 作为荧光定量内参基因(表2).以马尾松不同磷胁迫时期和不同组织的cD-
NA为模板,根据PowerUpTMSYBRGreenMasterMix提供的说明配制荧光定量PCR体系,用ABI公司

的CFXConnectTMReal-TimeSystem进行荧光定量PCR扩增.重复3次,结果Ct值根据Livak和Schmit-
tgen(2001)2-ΔΔCt计算方法分析数据获得相对表达量.

表2 PmMYB169基因qPCR所用引物列表

基 因 引物名称 引物序列(5'to3')

UBC UBC-F GATTTATTTCATTGGCAGGC
UBC-R AGGATCATCAGGATTTGGGT

GADPH GADPH-F AGGAGAGGACCAAGATAGGAAT
GADPH-R CCGCTGATGGAGAAAT

PmMYB169 PmMYB169-qRTF TACCCTGTCGGCTCTTGT
PmMYB169-qRTR CTGGCTGCATCGTCTTCTATT

2 结果与分析

2.1 PmMYB169全长克隆

通过RACE方法对已有的MYB169基因EST序列进行扩增,设计巢式扩增引物PmMYB169GSP1、
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PmMYB169GSP2、PmMYB169NGSP1和PmMYB169NGSP2,经巢式PCR扩增获得3'端序列约740bp
(图1A),5'端序列约1100bp(图1B),拼接共获得全长1407bp;利用ORFFinder对拼接的全长进行开

放阅读框预测,获得预测的开放阅读框大小为927bp,非翻译区5'-UTR为187bp,非翻译区3'-UTR为

293bp,编 码 308 个 氨 基 酸;用 PrimerPremier5 在 开 放 阅 读 框 两 端 设 计 引 物 PmMYB169-F 和

PmMYB169-R,用以扩增基因cDNA全长,通过测序验证表明所扩增得到的产物大小与预期片段大小相同

(图1C),说明克隆PmMYB169成功.

A.3'-RACE扩增,B.5'-RACE扩增,C.ORFPCR扩增.

M.DL2000Marker,1-3. 依次为3',5'RACE与完整ORF扩增产物.

图1 PmMYB169基因RACEPCR电泳图

2.2 PmMYB169序列分析

利用NCBI中Blast对PmMYB169编码氨基酸进行同源性比对结果显示,PmMYB169与北美云杉

(PiceasitchensisABR16467.1)在 MYB保守结构域区域同源性最高,可达到87.88%,与杨树(Populus
trichocarpaXP_002314515.1)、大豆(GlycinemaxNP_001235865.1)、番茄(SolanumlycopersicumNP_

001233975.1)、石榴(PunicagranatumAJD79907.1)等15种植物 MYB转录因子结构域同源性都在68%~
73%(图2),说明马尾松PmMYB169在 MYB结构域上保守性较高,在进化过程中氨基酸的变化不大.在

PmMYB169的保守结构域中,存在典型的螺旋 转角 螺旋(HTH)结构,该结构可与DNA区域相结合,推

测可能具有转录调控作用.

右侧数字为 MYB保守结构域氨基酸个数.

图2 PmMYB169保守结构域氨基酸序列比对

利用 MEGA6软件对氨基酸比对结果进行系统发育树构建,Boot-strap值设定为1000.结果显示,

PmMYB169与同为松科的北美云杉(PiceasitchensisABR16467.1)进化距离最近(图3),说明PmMYB169
与北美云杉亲缘关系最近.木本植物杨树、可可树和梨树与PmMYB169亲缘关系较为接近,3个物种分布

在进化树同一分支上;与其亲缘关系较为接近的分支上也存在双子叶植物拟南芥、葡萄、大豆和玫瑰,这

可能由于 MYB结构域在进化过程中保守程度高所致.
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图3 马尾松PmMYB169系统发育分析

2.3 PmMYB169蛋白结构及理化特性分析

PmMYB169全长共1407bp,编码308个氨基酸,其中开放阅读框范围为188bp~1114bp.利用在

线软 件 ExPASy(http://www.expasy.org/)中 ProtParam 分 析 PmMYB169 编 码 蛋 白 的 理 化 性,
PmMYB169蛋白分子量为34703.2,理论等电点(PI)为6.32.氨基酸含量较丰富的是Leu(L)9.4%,Ser
(S)8.8%,Ala(A)7.5%,Arg(R)6.8%,Pro(P)6.8%.总蛋白质不稳定指数为51.60,属于不稳定蛋白

质.负电荷残基(Asp+Glu)总数为38,正电荷残基(Arg+Lys)总数为35.离体哺乳动物红细胞中半衰期为

30h,酵母体内为20h,大肠杆菌体内为10h.
利用ProtScaleSever在线分析结果显示,PmMYB169蛋白质得分最小负值为-2.478,最大正值为

1.211,总平均疏水指数(GRAVY)为-0.627,所以PmMYB169为亲水蛋白.利用TMHMM 在线预测分

析得到PmMYB169蛋白无跨膜部分存在.利用KinasePhos在线预测对PmMYB169蛋白进行蛋白磷酸化

位点预测结果显示,PmMYB169蛋白中含有磷酸化位点,包括8个丝氨酸(Ser)和2个苏氨酸(Thr)和2个

酪氨酸(Tyr).用SignalP4.1Server对PmMYB169预测结果显示,PmMYB169基因所编码的蛋白不存在

信号肽,为非分泌蛋白.利用 WoLFPSORT在线软件对PmMYB169蛋白进行亚细胞定位预测,结果显示

nucl:11,cyto:1,pero:1,推测PmMYB169蛋白最可能存在于细胞核中.
利用SOPMA在线软件对PmMYB169蛋白进行蛋白二级结构预测,结果显示PmMYB169蛋白由

30.84%的α 螺旋、13.64%的延伸链、5.84%β转角和49.68%的无规则卷曲构成(图4).

图4 PmMYB169蛋白二级结构与三维结构预测

利用SWISS-MODEL数据库预测PmMYB169蛋白三维结构.结果表明,PmMYB169的三维建模模
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板编号为3zqc.3.A(MYB3蛋白),与模板有较高相似度的是在16-114位氨基酸,相似度为36.11%.
这与在NCBIConserveddomains中预测的保守蛋白结构域范围一致,预测分析显示PmMYB169蛋白结

构在16-63位有一个 MYB家族结构域;在69-114位有另一个 MYB家族结构域,即PmMYB169基

因为 MYB家族中数量庞大的R2R3类 MYB基因.
2.4 PmMYB169的时空表达分析

以特定内参基因作为衡量标准,通过实时定量PCR对马尾松不同组织器官及不同磷胁迫时间的表达

进行分析,能够在一定程度上反映PmMYB169基因在不同器官中表达差异和在磷转运调节过程中的作用.
结果显示,PmMYB169在根茎叶中均有表达,且在60d低磷胁迫处理后表达量达到最高值,嫩叶中最高,
嫩根中次之,嫩茎中最低.随着磷胁迫时间增加各组织中表达量均呈现上升-下降-上升的趋势,在根和

茎中,36d的表达量最低,60d的表达量最高;而在叶中,24d的表达量最低,60d的表达量最高.与对照

组相比,茎中除24d和60d的表达量高于对照组,其他时间段表达量都低于对照组;根中只有36d的表

达量低于对照组;叶中只有24d的表达量低于对照组(图5).

图5 磷胁迫下不同器官PmMYB169的表达模式

3 讨 论
在MYB结构域中色氨酸起着疏水作用,对维持HTH构型有着特别重要的意义.有时色氨酸残基会被

芳香族氨基酸或疏水氨基酸所取代,尤其是R3结构域的第一个色氨酸常被亮氨酸、异亮氨酸或苯丙氨酸

所取代[9].根据氨基酸残基的重复数目,可以将 MYB家族分为4个大类,1R-MYB、R2R3-MYB、3R-
MYB和4R-MYB,其中以R2R3类 MYB家族为多数[10].近年来在棉花[11]、大豆[12]、云杉[13]、香梨[14]等

植物中克隆了不少 MYB家族的基因,不仅丰富了 MYB家族成员,并且逐渐完善了 MYB家族基因对植物

在生长发育、信号转导和逆境响应方面的作用与机制.研究发现陆地棉GhMYB11基因在棉花幼苗叶片响

应黄萎病菌(Verticilliumdahliae)侵染、干旱、盐和氧化胁迫中表达显著上调[15],可能在生物与非生物胁

迫中起到重要的作用.
MYB转录因子作为转录因子家族中重要的成员,通过与真核基因启动子区域中顺式作用元件特异性

结合,激活或抑制转录,从而达到调节植物生长发育.在逆境胁迫中,MYB转录因子同样也起到了关键作

用,近年来研究表明,当植物受到外界环境胁迫时,植物通过其信号转导途径能有效的调控体内相关功能

基因表达,进而引发一系列生理生化反应,并形成高效有序的信号调控网络,从而降低或消除给植物带来

的危害[16].如拟南芥中MYB68基因,高温胁迫下在根的中柱鞘细胞中特异表达,其表达量的增高,使得

MYB68突变体生活力低于野生型,从而参与高温应答[17].Ren等[18]在甘蓝型油菜中成功克隆出与拟南芥
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AtPHR1同源的基因BnPHR1,该基因在根中表达,表达水平受外界磷水平调控,其超表达能使高亲和磷

转运因子AtPT2与BnPT2表达量大幅度提高.R2R3类 MYB转录因子,作为 MYB转录因子家族中最庞

大的一类,在调控次生代谢、细胞形态发生、激素刺激和环境胁迫应答、分生组织形成及细胞周期控制等

方面都有广泛的作用[19].如欧美杨中克隆的PeMYBF1在雄花序与雌花序中特异性表达,可能参与欧美杨

花的发育调控,在发育不同时期花序中PeMYBF1基因表达水平受到严格调控[20].
本文克隆得到的马尾松 MYB转录因子PmMYB169,其推定蛋白具有典型的螺旋 转角 螺旋结构,存

在2个 MYB家族结构域,为 MYB基因家族里数量最多的R2R3类 MYB基因.氨基酸序列同源性比较表

明,PmMYB169与松科云杉属亲缘关系最近,与蔷薇科梨属(AGL81356.1)亲缘关系也较近,保守序列中氨基

酸序列相似度也较高.Wang等在欧洲梨中克隆出的PcMYB10,作为R2R3类 MYB转录因子,参与表皮花青

素积累[21].通过对PcMYB10启动子的甲基化程度分析发现,启动子高水平甲基化会降低PcMYB10在绿色表

皮中的表达.推测本文的PmMYB169除了在非生物胁迫中对磷吸收转运方面有一定作用外,还可能在花青素

积累方面也存在功能性表达.
PmMYB169在根、茎和叶中的实时定量分析表明,PmMYB169在此3个器官中均有表达,且叶中表

达量最高,这个结果与Zhou等人在水稻中克隆的OsPHRl和OsPHR2表达部位和表达情况基本一致[22],
推测可能由于PmMYB169特异性结合顺式作用元件,调控磷转运相关基因,参与植株从营养液中吸收磷、
磷从根到茎的转运及磷在叶衰老时的再分配.低磷胁迫不同时间段PmMYB169的实时定量分析表明,随

着胁迫时间的增加,PmMYB169在不同组织中表达水平整体上升,但在个别处理天 数,如36d,
PmMYB169在根和茎中表达量出现低谷,而叶中表达量出现低谷则是在24d,这个结果与王秀红等人在玉

米中克隆的ZmPHR1在磷饥饿处理不同天数,不同组织中基因的表达量有不同,表现为先上调后下调再

上调的趋势相近[23],推测前期PmMYB169可能对磷胁迫反应不太敏感,只是微弱的上调,在60d后由于

植株受到磷胁迫影响,PmMYB169表达量提高,使高亲和磷转运蛋白在根、茎和叶表达增大,从而提高植

株对的磷吸收,也可能是PmMYB169与调控磷转运相关基因的上游顺式作用元件结合,从而调控磷转运.
后期将通过遗传转化深入探讨PmMYB169的功能.

本研究通过对马尾松 PmMYB169的克隆和其在低磷胁迫下的表达分析,从低磷胁迫下马尾松

PmMYB169基因的时空表达差异动态角度,探讨了其在耐低磷方面的可能重要作用,为后续深入了解马尾

松抗逆机理及提高马尾松耐低磷生长提供了候选基因.
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CloningandExpressionAnalysisofPmMYB169
GenefromPinusmassoniana
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Abstract:MYBgenefamilyplaysanimportantroleinplantgrowthanddevelopmentandinresponsesto
abioticstresses.Inastudyreportedinthispaper,afull-lengthcDNAsequenceofPmMYB169wascloned
frommassonpine(Pinusmassoniana)usingRT-PCRandRACE,anditsexpressionunderlowphosphor-
usstresswasanalyzed.PmMYB169was1407bpintotallength,withanopenreadingframe(ORF)of
927bp,encoding308aminoacids.BioinformaticsanalysisrevealedthatPmMYB169sequencebelongedto
R2R3-MYB,whichcontainedMYBfamilystructurewiththeconservativedomains.Phylogeneticanalysis
showedthatPmMYB169wasmostclosetotheMYBgeneofPiceasitchensisandhadfairlyhighhomology
inMYBfamilyconservativedomains.FluorescencequantitativePCRanalysisrevealedthattheexpression
ofPmMYB169demonstratedatrendofup-regulationwiththeprolongingofphosphorusdeficit,sugges-
tingitsinvolvementinthelowphosphorusresponsepathway.Furthermore,PmMYB169genewasconsti-
tutivelyexpressedbecauseitcouldbedetectedinroot,stemandleafoftheplant,amongwhichleaf
showedthehighestexpression.
Keywords:Pinusmassoniana;phosphorusdeficiency;MYBtranscriptionfactor;genecloning;expres-

sionanalysis
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