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#分析证明
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在栽培品种块根和叶片中表达显著高于野生型!二者均受外源脱落酸
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倍!然后下降'叶片中均为
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倍!时间滞后%进而对于其在大田条件

下多个栽培品种和野生型不同发育时期块根及叶片中的表达进行分析!证明
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在栽培品种发育不同时期
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#木薯属"
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#多年生

植物'

#
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)木薯*马铃薯和甘薯并称世界三大薯类作

物!所产淀粉广泛用于食品和工业原料!是重要的粮

食和经济作物'

!

(

)木薯野生祖先种与栽培种的全基

因组分析显示$木薯栽培种的淀粉合成相关基因转

录活性增强'

G

(

!而木薯块根淀粉积累是一个复杂的

生理代谢过程!会受到内源激素的调控!研究发现脱

落酸"

2M2

#对木薯块根淀粉积累起促进作用'

%

(

)

其他植物!如小麦内源激素
2M2

通过调节籽粒中

蔗糖
&

淀粉代谢的关键酶活性!促进籽粒灌浆'

J

(

!外

源
2M2

处理水稻种子后籽粒千粒重增加!产量增

加'

N

(

)

碱性亮氨酸拉链"

?\DS

#是家族成员众多的一

类转录因子)

?\DS

转录因子有高度保守的
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区!由一个碱性区和一个亮氨酸拉链组成'

F

(

)依据

?\DS

相似的碱性区和附加的保守序列将模式植物

拟南芥的
?\DS

基因划分为
#"

个亚族!分别为
2&D

和
K

亚族!其中
2

亚族与
2M2

相关!属于脱落酸响

应元件结合因子"

2M[

#
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(
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可以反式激活在

启动子区含有脱落酸响应元件"
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#的效应基因!它的表达受
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和

各种胁迫诱导'

$

(

)

2M[

参与
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信号通路!

2M2

结合
SfU

后破坏了
K+Vh!

蛋白激酶和
SS!/

的相

互作用!进而激活
K+Vh!

蛋白激酶使
2M[

磷酸化!

从而调节响应
2M2

信号相关基因的表达'

#"&#!
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南 芥
-*>!

过 表 达 植 株 中
+4+
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#

"

K)4*(98

9

:

+50,98#

#的表达水平低于野生型!高浓度盐处理

后
+4+

Q

#

在转基因植株中的转录水平高'

#G

(

)

基因 组 研 究 表 明 木 薯 碱 性 亮 氨 酸 拉 链
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#同样是一个大的转录因子家族'
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!目前

对其研究报道相对较少)本研究针对
?\DS2

亚族

基因$

0M(2/:F

和
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!通过测定它们在淀粉

积累效率不同木薯野生和栽培品种中的转录活性!

以及在外源
2M2

诱导下的表达模式!分析
0M?\DS

成员是否参与木薯块根淀粉合成代谢调节!旨在为

深入研究
?\DS

在
2M2

参与木薯块根淀粉调控中

的作用提供一些试验依据)

!

!

材料与方法

!"!

!

试验材料

试验选用栽培木薯
h6J"

*

K/E

*

2*

3

F

和野生亚

种
Y#%

"
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;

@
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!

OC'.

#!

G

个栽培种的块根淀粉含量高于野生型)

h6J"

和

Y#%

用于木薯全基因组测序)

K/E

是中国热带农

业科学院培育的代表性品种!用于
2M2

处理的组

培苗)种植在海南澄迈试验基地!在种植后
$"

"块

根形成期#*

#E"

"块根膨大期#和
!#"=

"块根成熟期#

分别取块根及功能叶用于分析)

选择苗龄
%J=

!长势均一的
K/E

组培苗进行

2M2

处理)每个培养瓶中加入
#@"PU#""

9

P(-

%

U

的
2M2

溶液!使其均匀覆盖于培养基表面)分别处

理
#

*

N

*
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和
!%0

!取处理后的叶片和块根做后续试验)

每个处理
G

次重复和
#

个对照"未经
2M2

处理#)

G

个

重复的混合样放入液氮中速冻!

dE"m

保存待用)

!"#

!

!.

个
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基因的确定及实时荧光定量表达

分析

在转 录 因 子 数 据 库 "
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%#中搜索到
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个木薯的
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转录因

子!结合本实验室已有的木薯转录组数据'

G

(

!挑选栽

培型与野生型块根中相对表达量比值
%

!

的

0M(2/:

基因!初步筛选到
#"

个
0M(2/:

基因"表

#

#)将初步筛选到的
#"

个
0M(2/:

基因!根据基因
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号依次命名为
0M(2/:#

"
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取木薯栽培种
h6J"

*

2*

3

F

*

K/E

和野生型

Y#%

的块根及功能叶!利用实时定量
S/V

"
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#

检测
#"

个
0M(2/:

在不同品种和不同组织部位的

差异 表 达)用
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"
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引物并检测引物的特异性!

Q

S/V

引物序列见表
!

)

使用木薯
H,+89@"!̀ #GFJ""

作为内参基因'

#%

(

)用

H>G"""S bS/V

仪!大 连 宝 生 物 公 司 的
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试剂进行

试验)
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程序$
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预变性
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!

$Jm

变性

#J9

!
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退火
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延伸
!"9
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个循环!溶

解曲线
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!

JJ m G"9

!
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!并用
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%

Y#%*((5

Y#%

%

h6J"

块根

Y#%

%

h6J"*((5

H,+89@"!̀ "N#$"" %%@%J G@$% ##@!$ "@"$

H,+89@"J̀ "!NF"" NF@#E N@#E #"@EN "@"$

H,+89@#"̀ "E"F"" E%@NG $@%F E@$% "@##

H,+89@"#̀ !%$$"" %%@JG #E@!N !@%% "@%#

H,+89@"J̀ #F%J"" NN@G" !$@JJ !@!% "@%J
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H,+89@#È "GF$"" 0M(2/:$ 2̀ /2_̀ _̀2̀ //_/__/_̀ _̀ /2_/_////_222̀ _/_̀ /_̀ /

H,+89@K"$J$"" 0M(2/:# /2̀ /__/2/22/_/_̀ /̀_/_ `̀ _̀̀ _̀̀ 2_2__̀ 2_̀ /_/̀ _

H,+89@"!̀ "N#$""

内参

V8.8*8+48

22_̀ /̀ /_//_2/22/22̀ / 2̀_/2_//̀ _2̀ /2̀ //_/_

!"'

!

植物总
3F;

提取及单链
7:F;

的合成

使用
VW2

;

-,+5S-)9V8,

3

8+5

植物总
VW2

提

取试剂!购于天根"北京#公司)进行木薯总
VW2

的提取)

VW2

质量及浓度通过琼脂糖凝胶电泳和

微量紫外分光光度计检测)使用
S*1P8K4*1

;

5

_H

V_*8,

3

8+5h15a150

3

BW2O*,98*

反转录试剂盒

"G
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第
!

期 孟宇红等$木薯
0M(2/:F

和
0M(2/:$

基因的克隆及其转录活性分析

购于宝生物"大连#公司合成单链
4BW2

!并用木薯

通用
2451+

引物检测第一链
4BW2

)

VW2

保存于

dE"m

!

4BW2

保存于
d!"m

)

!"(

!

!.

个木薯
)*AG$<

与
!#1

个拟南芥
/$AG$<

氨基酸序列比对

在转 录 因 子 数 据 库 "

055

;

$%%

;

-,+55.=?@4?1@

;

I)@8=)@4+

%#中搜索拟南芥
?\DS

基因!得到
#!F

个
?\DS

)下载拟南芥所有
(2/:

基因的氨基酸序

列与木薯候选的
#"

个
(2/:

基因的氨基酸序列经

/U6K_2UY

进行序列比对!之后使用
HÒ 2J@"

构建 系 统 进 化 树)进 化 树 的 构 建 使 用
W'

"

W81

3

0?(*&'(1+1+

3

#法!并经
#"""

次
M((595*,

;

统

计检测)

!"/

!

)*+,-.1

和
)*+,-.B

基因的克隆及
)*AG$<0

HI<

载体的构建

从木薯基因组数据库"

055

;

9

$%%

;

0

:

5(<(P8@

A3

1@

=(8@

3

(7

#中搜索目的基因序列"从
#"

个
0M(2/:

中

选择
!

个
0M(2/:

#!并用
S*1P8*&MU2K_

设计特异

性扩增引物!引物序列信息$

0M(2/:F

上游引物"

JZ

_̀ __/2_̀ _̀_̀ __2̀ 2̀2__̀ _̀ GZ

#和 下

游引物 "

JZ_//__̀ /2//2/2/222_̀ ` GZ

#&

0M(2/:$

上 游 引 物 "

JZ22̀ 222/_̀ 22/2&

`̀ 22/̀ _/_̀ GZ

#和下游引物"

JZ/__///__&

//2/_̀ /_2_2//_GZ

#)用大连宝生物公司的

S*1P8*K_2VH,>BW2 S(-

:

P8*,98

!以
h6J"

块

根
4BW2

为模板进行基因扩增)

S/V

程序$

$E m

预变性
J9

!

$Em

变性
#"9

!

JJm

退火
J9

!

F!m

延

伸
#J9

!

G"

个循环后
F!m

延伸
J9

!用
HÒ 2J@"

进行测序后序列比对)

0M(2/:

基因插入
;

/2HMD2#G"!

载体中!所

用引物见表
G

)通过激光扫描共聚焦显微镜观察

0M?\DS&̀ [S

的融合蛋白亚细胞定位)

表
'

!

构建
)*AG$<@HI<

载体所用引物

_,?-8G

!

S*1P8*98

Q

)8+489.(*4(+95*)451+

3

0M?\DS&̀ [S

;

-,9P1=

基因
DB

8̀+89DB

基因

8̀+8

上游引物"

JZ&GZ

#

[(*a,*=98

Q

)8+48

下游引物"

JZ&GZ

#

V878*9898

Q

)8+48

H,+89@#"̀ "E"F"" 0M(2/:F

33

,5442_̀ /_22__/___̀ /_//

3

54

3

,4//22̀ `̀ //_̀

H,+89@#È "GF$"" 0M(2/:$

33

,5442_̀ `̀ 2̀/_22_2_/22/_

3

54

3

,4//2_̀ 2̀//̀ `

!!

注$小写字母表示酶切位点)

W(58

$

U(a8*4,98-8558*91+=14,588+<

:

P84)551+

3

91589@

#

!

结果与分析

#"!

!

木薯
)*+,-.1

在木薯栽培种和野生型中具有

不同的表达谱

荧光定量表达分析结果!

0M(2/:#

"

0M(2/:#"

在栽培品种
h6J"

块根中的相对表达量均高于野生

亚种
Y#%

!表达量比值在
#@%

"

#EJ@"

倍!其中

0M(2/:$

最高!

0M(2/:#

最低!

0M(2/:F

达到
!@G

倍!

N

个 成 员 如
0M(2/:!

*

0M(2/:G

*

0M(2/:%

*

0M(2/:F

*

0M(2/:E

和
0M(2/:$

表达差异达到显著

和极显著水平"图
#

"

,

##)而在功能叶中!

0M(2/:%

*

0M(2/:$

和
0M(2/:#"

在栽培品种的相对表达量高

于野生型!相差倍数
+

!

"图
#

"

?

##)特别是
0M(2/:$

在块根和功能叶中的相对表达量栽培品种均显著高

于野生型!倍数在
G$

"

#EJ

)表明块根淀粉积累效率

高的栽培品种块根中存在
0M(2/:

成员的优势表达!

且在功能叶中也有少数成员高表达)

#"#

!

系统分类表明
)*+,-.1

和
)*+,-.B

与
;J;

信号通路相关

从转 录 因 子 数 据 库 "

055

;

$%%

;

-,+55.=?@4?1@

;

I)@8=)@4+

%#中搜索到拟南芥
?\DS#!F

个!

#"

个

0M?\DS

与
-9?\DS

的蛋白质序列构建进化树)

?\DS

转录因子家族总共划分为
#"

个亚族!分别为

2

*

M

*

/

*

B

*

O

*

[

*

`

*

T

*

D

和
K

亚 族!而 木 薯

0M?\DSJ

*

0M?\DSF

和
0M?\DS$

属于
?\DS

家族的

2

亚族!

0M?\DS!

*

0M?\DSG

和
0M?\DS#"

属于
K

亚

族!

0M?\DS#

和
0M?\DS%

属于
`

亚族!

0M?\DSE

属于
/

亚族!

0M?\DSN

属于
M

亚族"图
!

#)

2

亚族

在
2M2

信号转导中起重要作用!

/

亚族可能调控

贮藏蛋白在拟南芥胚乳里的表达!

`

亚族在光信号

转导和种子成熟过程中起作用!

K

亚族在蔗糖信号

以及响应胁迫中起作用等)系统分类结果证明!

0M(2/:F

和
0M(2/:$

属于
2

亚族!归于
2M[

类!

是
2M2

信号通路成员)

#G
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!

)*AG$<1

和
)*AG$<B

定位于细胞核内

激光共聚焦显微镜下观察
B2SD

染色后的洋

葱表皮细胞!

0M?\DSF&̀ [S

和
0M?\DS$&̀ [S

表

达的蛋白均定位于细胞核!在细胞壁及细胞质内

无绿色荧光!而对照试验
/,HcGJ9

$$

[̀S

在整

个洋葱表皮细胞都有
[̀S

分布"图
G

#)据此!

可以确定
0M?\DSF

和
0M?\DS$

均具有细胞核

定位特征)

?\DS

是一个大的转录因子家族!该

试验证明木薯中这
!

个成员属于转录因子功能

蛋白)

!!

h6J"

!

K/E

和
2*

3

F

是栽培木薯&

Y#%

是野生木薯)

h6J"

!

K/E,+=2*

3

F,*84)-517,58=4,99,7,@Y#%19a1-=4,99,7,@

同组柱形图不同小写字母表示品种间表达差异显著"

:

,

"@"J

#

B1..8*8+5-8558*9,?(785084(-)P+1+=14,5891

3

+1.14,+5=1..8*8+4891+ 8>

;

*8991(+

?85a88+5085a(7,*185189(.4,99,7,@

图
!

!

!.

个
)*+,-.

基因在栽培和野生型块根$

)

%与叶片$

A

%中的表达差异

[1

3

@#

!

_199)8&9

;

841.148>

;

*8991(+(.58+0M(2/:

3

8+891+*((5

"

,

#

,+=

-8,789

"

?

#

(.4)-517,58=,+=a1-=9

;

84189

!G
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第
!

期 孟宇红等$木薯
0M(2/:F

和
0M(2/:$

基因的克隆及其转录活性分析

图
#

!

构建
!.

个
)*AG$<

系统发育树

[1

3

@!

!

/(+95*)451+

3;

0

:

-(

3

8+85145*88(.58+0M?\DS9

!!

绿色!

[̀S

是绿色荧光蛋白!激光共聚焦显微镜下发出绿色荧光&蓝色!

B2SD

染

液染色!激光共聚焦显微镜下发出蓝色荧光)标尺$

!"

9

P

*̀88+

!

[̀S,*8

3

*88+.-)(*8948+5

;

*(581+9

!

a01408P15

3

*88+.-)(*8948+48)+=8*

-,98*4(+.(4,-P14*(94(

;:

&

M-)8

!

B2SD=

:

895,1+1+

3

,+=8P159?-)8.-)(*8948+48)+=8*

-,98*4(+.(4,-P14*(94(

;:

@M,*

$

!"

9

P

图
'

!

)*AG$<1

和
)*AG$<B

在洋葱表面亚细胞定位

[1

3

@G

!

0M?\DSF,+=0M?\DS$-(4,581+508+)4-8)9(.(+1(+9)*.,4848--

GG
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)*+,-.1

和
)*+,-.B

受外源
;J;

诱导上调

表达

2M2

处理木薯后
#0

!

0M(2/:F

被强烈诱导表

达且相对表达量达到峰值!此时根中和叶片的相对

表达量分别是对照的
#"@F

和
%@J

倍&

0M(2/:F

的

相对表达量随处理时间的增加而逐渐降低!

!%0

时

与初始水平一致"图
%

#)

0M(2/:$

同样被
2M2

诱

导上调!

#0

根中的相对表达量达到峰值!是对照的

N@G

倍&在叶片中的相对表达量在
N0

达到最高!是

对照的
%@J

倍&

0M(2/:$

在
2M2

处理下的相对表

达量先升高后下降!

!%0

根中的相对表达量低于初

始水平"图
J

#)尽管在幼苗培养条件下与自然生长

发育条件有很大差异!仍然可以捕捉到木薯根和叶

片中
0M(2/:F

和
0M(2/:$

受到外源
2M2

信号诱

导而增强表达!说明
!

个
?\DS

成员确实参与
2M2

信号途径)

!!

#U

和
#V

$叶片!块根
2M2

处理
#0

&

NU

和
NV

$叶片!块根
2M2

处理
N0

&

#!U

和
#!V

$叶片!块根
2M2

处理
#!0

&

!%

和
!%V

$叶片!块根
2M2

处理
!%0

)下同)

#U,+=#V

!

-8,.,+=*((5,*85*8,58=?

:

2M2.(*#0

&

NU,+=NV

!

-8,.,+=*((5,*85*8,58=?

:

2M2.(*N0

&

#!U,+=

#!V

!

-8,.,+=*((5,*85*8,58=?

:

2M2.(*#!0

&

!%U,+=!%V

!

-8,.,+=*((5,*85*8,58=?

:

2M2.(*!%0@_089,P8

?8-(a@

图
(

!

)*+,-.1

受
;J;

诱导在叶片$

)

%和块根$

A

%中的表达分析

[1

3

@%

!

_088>

;

*8991(+

;

*(.1-89(.0M(2/:F1+=)48=?

:

2M21+-8,.

"

,

#

,+=95(*,

3

8*((5

"

?

#

图
/

!

)*+,-.B

受
;J;

诱导在叶片$

)

%和块根$

A

%中的表达分析

[1

3

@J

!

O>

;

*8991(+

;

*(.1-89(.0M(2/:$1+=)48=?

:

2M21+-8,.

"

,

#

,+=95(*,

3

8*((5

"

?

#

#"/

!

)*+,-.B

在栽培木薯中的转录活性高于野生型

对于另一个基因
0M(2/:F

在栽培品种和野生

型不同发育时期块根及叶片中均有表达!表达差异

不能够明确区别)如在块根发育
$"=

!

#E"=

时

h6J"

*

K/E

和
2*

3

F

中表达量高于
Y#%

!而在
!#"=

时差异不明显&叶片中!

$"=

时
Y#%

的表达量高于

几个栽培品种!其他时间点表达量差异不显著"图

N

#)

0M(2/:$

在栽培与野生型的块根和叶片中表

现出完全不同的表达模式)在野生型
Y#%

整个生

长期的块根和叶片中相对表达量均很低!而在不同

木薯栽培品种不同发育时期的块根和叶片中均保持

较高表达量!块根中表达量更高一些)其表达量总

体有前期高后期下降的趋势!如在
h6J"

块根形成

期相对表达量最高!在块根膨大期和块根成熟期的

相对表达量相同!最高值与最低值相差
!

倍&在
K/E

块根形成期和块根膨大期的表达量相近!是块根成

%G
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第
!

期 孟宇红等$木薯
0M(2/:F

和
0M(2/:$

基因的克隆及其转录活性分析

熟期的
#@%

倍&在
2*

3

F

块根膨大期相对表达量高!

是块根形成期和成熟期的
G@N

倍"图
F

#)此外!

0M(2/:F

比
0M(2/:$

在块根和叶片发育不同时期

整体表达量更高)

!!

同组不同小写字母表示表达量差异显著"

:

,

"@"J

#系指每组材料间表达差异显著性)下同)

_08P,*I8=1+508.1

3

)*8*8.8*95(50891

3

+1.14,+48(.=1..8*8+481+8>

;

*8991(+

Q

),+515

:

?85a88+

8,40

3

*()

;

(.P,58*1,-9@_089,P8?8-(a@

图
0

!

)*+,-.1

在木薯栽培型及野生型叶片$

)

%和块根$

A

%中的差异表达

[1

3

@N

!

K

;

,51(&58P

;

(*,-8>

;

*8991(+

;

*(.1-89(.0M(2/:F1+-8,.

"

,

#

,+=*((5

"

?

#

(..()*4,99,7,7,*185189

'

!

讨
!

论

'"!

!

木薯
AG$<

成员在块根中有优势表达&可能与

其淀粉积累效率有关

0M(2/:$

在栽培木薯块根中的转录活性显著

高于野生型!

0M(2/:$

在同一木薯同时期块根和叶

片中的表达水平低于
0M(2/:F

)

0M(2/:F

在栽培种块根形成期"

$"=

#和块根

膨大期"

#E"=

#块根中的相对表达量都显著地高于

野生型!

0M(2/:$

在栽培种整个生长期块根中的相

对表达量都显著的高于野生型!特别是
0M(2/:$

在
Y#%

块根中几乎不表达)栽培木薯淀粉含量显

著高于野生型'

G

(

!木薯栽培品种淀粉含量"干重#为

!ER

"

G!R

!野生型
Y#%

淀粉含量是
GR

"

JR

)

综上所述!推测
0M(2/:F

和
0M(2/:$

可能参与木

薯块根淀粉合成)现有研究发现$

?\DS

可以调节淀

粉合成!例如!水稻
/

亚族的
YN(2/:JE

在胚乳中高

表达!其蛋白可直接与
N

个淀粉合成相关基因

"

YN-W:JG

!

E"

!

YN++//.

!

+*@#

!

YN*@//(

和

/+-!

#的启动子区结合并调控它们的表达活性!是

水稻籽粒中淀粉合成的重要调节因子'

#N

(

)玉米
D

亚族的
2)(2/:$#

可与玉米淀粉合成相关基因启

动子的
2/_/2_

元件结合!进而调节玉米淀粉相

关基因的表达'

#F

(

)据此推测
0M(2/:

可能调节木

薯块根淀粉合成相关基因的表达或淀粉合成酶的

活性)
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关基因转录活性增强!因而与其上游启动子结合的
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