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ＦｍＪＡＺ１ 基因瞬时侵染水曲柳对
ＪＡ 通路相关基因表达的影响
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摘　 要: 该文对水曲柳 ＪＡＺ 蛋白家族的一员 ＦｍＪＡＺ１ 的功能及对其上下游基因影响进行了初步分析ꎮ 首

先ꎬ利用无缝克隆的方法构建 ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ 过表达载体ꎬ利用三亲杂交的方法将载体转入农杆菌ꎻ然
后ꎬ使用农杆菌对水曲柳组培苗进行瞬时侵染ꎬ得到 ＦｍＪＡＺ１ 过表达的侵染苗ꎻ最后ꎬ在侵染后 ３６ ｈ 使用茉

莉酸合成途径抑制剂(ＤＩＥＣＡ)对侵染苗进行处理ꎬ分别取 ０、１、３、６、１８、２１、２４ ｈ 七个时间点的样品ꎬ通过荧

光定量 ＰＣＲ 对 ＦｍＪＡＺ１、ＦｍＪＡＺ２、ＧＬ１、ＥＩＮ３、ＭＹＣ２ ５ 个基因的表达进行了分析ꎮ 结果表明:农杆菌瞬时侵

染水曲柳幼苗后ꎬＦｍＪＡＺ１ 表达显著升高ꎬ为空载侵染的 ３.２ 倍ꎬ说明 ＦｍＪＡＺ１ 瞬时转入水曲柳并完成基因表

达ꎬ侵染有效ꎮ 经过 ＤＩＥＣＡ 处理的侵染苗 ＦｍＪＡＺ１ 的相对表达量初期下降并出现明显波动ꎬ１８ ｈ 后恢复平

稳ꎬ证明它是 ＪＡ 通路的作用基因ꎮ 同时检测了 ４ 个 ＪＡ 通路相关基因的表达ꎬ在 １ ｈ 时 ＪＡＺ２、ＧＬ１ 表达下调ꎬ
其余均有轻微上调ꎬ随后各基因表达均有上调ꎮ ＦｍＪＡＺ１ 瞬时转化水曲柳后 ＦｍＪＡＺ１ 过表达ꎬ说明瞬时侵染

有效ꎻＤＩＥＣＡ 处理后 ＦｍＪＡＺ１ 表达显著下调说明 ＦｍＪＡＺ１ 的合成受 ＪＡ 调控ꎮ 在水曲柳中ꎬＦｍＪＡＺ１ 抑制转

录因子 ＧＬ１、ＥＩＮ３、ＭＹＣ２、ＦｍＪＡＺ２ 的表达ꎬ且 ＦｍＪＡＺ２ 的合成也受 ＪＡ 调控ꎮ 综上结果表明ꎬＪＡＺｓ 不仅调节

ＪＡ 通路的关键蛋白ꎬ还参与其他信号通路的调节ꎬ最终通过体内 ＪＡ 的表达与其他相关信号分子的协同表

达来调节植物的生长发育及其对应激的反应ꎮ
关键词: 水曲柳ꎬ ＦｍＪＡＺ１ 基因ꎬ 瞬时侵染ꎬ ＪＡ 通路ꎬ 基因表达
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　 　 茉莉酸类物质(ＪＡｓ)广泛存在于植物体中ꎬ作
为信号分子ꎬ不仅可以调节植物的生长发育ꎬ而且

可以介导植物体在生物与非生物胁迫下的防御反

应ꎮ Ｊａｓｍｏｎａｔｅ ＺＩＭ￣ｄｏｍａｉｎ( ＪＡＺ)蛋白( ＪＡＺｓ)属于

ＴＩＦＹ 蛋白家族ꎬ是茉莉酸通路重要调节蛋白ꎬ参与

多个信号通路ꎬ响应茉莉酸(ＪＡ)的刺激ꎬ释放与之

结合的 ＭＹＣ２ 转录因子ꎬ启动 ＪＡ 应答基因的转

录ꎮ 有研究显示 ＪＡ 介导的 ＪＡＺ 蛋白转录水平变

化与 ＩＡＡ、ＧＡ、ＥＴ 等多种植物激素信号的调节相

关ꎮ 由此可见ꎬＪＡＺ 蛋白不仅能抑制茉莉酸通路应

答ꎬ还可以通过与其他调控因子互作影响其他信

号通路ꎬ进而影响植物体生长与代谢ꎮ ＪＡＺ 蛋白也

由此成为植物激素调节网络的关键枢纽(刘庆霞

等ꎬ２０１２ꎻＨｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻＩｖáｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻＰéｒｅｚ
＆ Ｇｏｏｓｓｅｎｓꎬ ２０１３ꎻ孙程等ꎬ２０１４)ꎮ 目前在拟南

芥、水稻、青蒿等植物中关于 ＪＡＺ 蛋白家族的鉴定

及其对相关重要通路的影响的研究已初有成果

(吴华ꎬ２０１５ꎻ王青ꎬ２０１７ꎻ夏菁等ꎬ２０１８)ꎮ
水 曲 柳 ( Ｆｒａｘｉｎｕｓ ｍａｎｄｓｈｕｉｒａ ) 为 木 樨 科

(Ｏｌｅａｃｅａｅ)梣属(Ｆｒａｘｉｎｕｓ)乔木ꎬ是材质优良的珍贵

用材树种ꎬ用途广泛 (刘春浩等ꎬ ２０１７ꎻ孙爽等ꎬ
２０１７)ꎮ 在人工培育水曲柳过程中发现ꎬ水曲柳易

受到水曲柳翅果斑点病、水曲柳梢头白腐、小地老

虎、水曲柳芜菁等多种病虫害困扰ꎮ 因为 ＪＡ 通路对

植物体响应胁迫具有重要意义ꎬ且其在水曲柳抵抗

病虫害中发挥的作用及机制又尚未可知ꎬ本研究将

通过瞬时侵染的方法对水曲柳 ＪＡＺ 蛋白家族中的

一个成员 ( ＦｍＪＡＺ１) 的功能进行初步分析ꎬ使用

ＤＩＥＣＡ(茉莉酸合成途径抑制剂)对侵染苗进行处

理并对 ＪＡ 通路相关基因(ＭＹＢ 转录因子家族 ＧＬ１ꎬ
ＭＹＣ 转录因子家族 ＭＹＣ２ꎬ乙烯通路转录因子 ＥＩＮ３ꎬ
ＪＡＺ 家族 ＦｍＪＡＺ２) 的表达进行分析ꎬ从而探讨

ＦｍＪＡＺ１ 与 ＪＡ 通路相关基因的关系ꎬ以期为水曲柳

ＪＡＺ 蛋白功能鉴定及其与其他通路互作研究奠定基

础ꎬ也为水曲柳病虫害检测与防治提供更多参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 水曲柳 ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ 过表达载体构建

首先使用 ＢａｍＨＩ 和 ＫｐｎＩ 对载体进行双酶切ꎬ

３６６４ 期 杨少彤等: ＦｍＪＡＺ１ 基因瞬时侵染水曲柳对 ＪＡ 通路相关基因表达的影响



同时设计一对 ５′端包含 ２１ ｂｐ 线性化载体同源序

列的引物 (表 １)ꎬ使用该引物对 ＦｍＪＡＺ１ 进行

ＰＣＲꎬ将目的基因与载体温浴连接ꎬ并将连接好的

载体热激转入 Ｔ１ 全式金大肠杆菌感受态细胞进

行培养ꎬ进行测序鉴定ꎬ得到 ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ
过表达载体ꎮ

表 １　 ＦｍＪＡＺ１ 基因克隆及载体无缝

克隆 ＰＣＲ 引物名称及序列
Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＦｍＪＡＺ１

ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｖｅｃｔｏｒ ｓｅａｍｌｅｓｓ ｃｌｏｎｉｎｇ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＦｍＪＡＺ１￣Ｆ
ＦｍＪＡＺ１￣Ｒ
ＪＡＺ１￣ＢＫＧＵＳ￣Ｆ

ＪＡＺ１￣ＢＫＧＵＳ￣Ｒ

５′ ＡＴＧＧＧＴＴＣＡＴＣＧＧＡＡＡＴＴＡＴＡＧＡＴＴ ３′
５′ ＴＣＡＡＴＴＴＧＡＡＧＴＴＧＧＧＴＡＴＴＧＡＧＧＡ ３′
５′ａｃｇｇｇｇｇａｃｔｃｔａｇａｇｇａｔｃｃＡＴＧＧＧＴＴＣＡＴＣＧ￣
ＧＡＡＡＴＴＡＴＡＧＡＴＴ ３′
５′ｃａｔｇｇｔｃａａｇａｇｔｃｃｇｇｔａｃｃＡＴＴＴＧＡＡＧＴＴＧＧ￣
ＧＴＡＴＴＧＡＧＧＡＧＣ ３′

１.２ 对水曲柳组培苗进行瞬时侵染

１.２. １ 三 亲 杂 交 转 化 农 杆 菌 　 将含有 ＦｍＪＡＺ１￣
ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ、空载的大肠杆菌菌液分别同 Ｈｅｌｐｅｒ
菌液和 ＬＢＡ４４０４ 农杆菌菌液在不含抗性的液体

ＬＢ 培养基中 ２８ ℃培养 ２４ ｈ 进行杂交ꎬ取杂菌在

含有 Ｒｉｆａｍｐｉｎ 和 Ｋａｎａ 抗性的液体培养基 ２８ ℃培

养 ２４ ｈ 培养进行筛选ꎬ对得到的杂菌进行菌液

ＰＣＲ 验证ꎬ最终得到分别含有空载和 ＦｍＪＡＺ１￣
ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ 载体的农杆菌ꎮ
１.２.２ 水曲柳 ＦｍＪＡＺ１ 瞬时侵染　 设计对照组和实

验组ꎬ其中对照组使用含有空载的农杆菌侵染水

曲柳组培苗ꎬ实验组使用含有 ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣
ＧＵＳ 载 体 的 农 杆 菌 侵 染 水 曲 柳 组 培 苗ꎬ 选 用

ＯＤ６００ 值为 １. ０ 的农杆菌与乙酰丁香酮浓度为

１２０ μｍｏｌＬ￣１的 ＷＰＭ 培养基置于摇床上共培养 ２
ｈ 进行侵染(徐威等ꎬ２００３ꎻＬｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９ꎻＪｅｓｓｉｃａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ梁童瑶ꎬ２０１５)ꎮ 在侵染前将选好的水曲

柳组培苗置于质量分数为 ２５％蔗糖高渗溶液中浸

泡 １０ ｍｉｎꎬ提高组培苗韧性ꎬ减少操作过程中组培

苗的损耗ꎮ 将侵染结束的组培苗置于 ＷＰＭ 培养

基继续培养ꎮ

图 １　 构建 ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ 过表达载体原理图
Ｆｉｇ. １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆｃｏｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

１.３ ＦｍＪＡＺ１ 及茉莉酸通路相关调控基因的荧光

定量 ＰＣＲ
首先在侵染后 ３６ ｈ 使用茉莉酸合成途径抑制

剂(ＤＩＥＣＡ)对完成瞬时侵染的水曲柳组培苗进行

喷施处理ꎬ将两种处理过的侵染苗分别设置 ０、１、３、
６、１８、２１、２４ ｈ ７ 个时间点进行取样(取整株 １０ ｃｍ
水曲柳组培苗为样品)ꎬ每个时间点设置三组平行

实验ꎬ每三株为一组ꎬ留一组不进行处理ꎮ 取样时

使用液氮进行冷冻并置于－８０ ℃冰箱保存ꎬ待所有

实验组取样完毕后ꎬ使用 Ｔｒｉｓ￣ｃＴＡＢ 法提取样品

ＲＮＡꎬ对 ＲＮＡ 进行反转录ꎬ选取水曲柳微管蛋白基

因 ＦｍＴＵ 为内参对 ７ 个时间点的 ＦｍＪＡＺ１、ＦｍＪＡＺ２、
ＧＬ１、ＥＩＮ３、ＭＹＣ２ 表达进行荧光定量 ＰＣＲꎮ
１.４ 材料

菌种:Ｔ１ 全式金感受态细胞、ＬＢＡ４４０４ 农杆

菌、Ｈｅｌｐｅｒ 菌ꎮ 试 剂 盒 和 工 具 酶: 南 京 诺 唯 赞

ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ® Ｕｌｔｒａ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒、
ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ａｌｌ￣ｉｎ￣Ｏｎｅ Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

４６６ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



图 ２　 ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ 过表达载体结构图
Ｆｉｇ. ２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ(Ｏｎｅ￣Ｓｔｅｐ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａｌ)试剂

盒、ＢａｍＨＩ 酶、ＫｐｎＩ 酶、ＬａＴａｑ 酶ꎮ 化学试剂及其

他:卡那霉素、利福平、琼脂糖、ＬＢ 培养基、水曲柳

组培苗、ＤＩＥＣＡ(茉莉酸合成途径抑制剂)、蔗糖、
乙酰丁香酮、ＷＰＭ 培养基、Ｔｒｉｓ￣ｃＴＡＢ、氯仿、无水

乙醇、５ ｍｏｌＬ￣１氯化锂、７０％乙醇、ＤＥＰＣ 水ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 三亲杂交转化农杆菌

三亲杂交后对农杆菌进行菌液 ＰＣＲ 验证ꎬ对

含有 ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ 载体农杆菌 ＰＣＲ 得到 ５００ ~ ７５０
ｂｐ 片段(即载体 ＣＤＳ 区域)ꎬ基因片段大于 ５００
ｂｐꎬＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ 农杆菌 ＰＣＲ 得到片段在

１ ０００ ~ ２ ０００ ｂｐꎬ验证结果空载和 ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣
ＧＵＳ 载体均转入农杆菌ꎮ
２.２ 水曲柳瞬时侵染诱导过表达

瞬时侵染过程中组培苗不可避免的受到外界

刺激ꎬＪＡ 含量定会有所升高ꎬ以空载侵染作为对

照ꎬ通过 ＦｍＪＡＺ１ 过表达来验证瞬时侵染结果ꎮ 对

７ 个时间点中 ＦｍＪＡＺ１ 的表达量进行 ２－ΔΔＣｔ处理计

算比较 Ｃｔ 值ꎬ得到相对表达量柱状图ꎬ 如图 ４ 所

５６６４ 期 杨少彤等: ＦｍＪＡＺ１ 基因瞬时侵染水曲柳对 ＪＡ 通路相关基因表达的影响



表 ２　 ｑＰＣＲ 引物名称及序列
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｑＲＴ￣Ｔｕｂｕｌｉｎ ￣Ｆ
ｑＲＴ￣Ｔｕｂｕｌｉｎ ￣Ｒ
ｑＲＴ￣ＦｍＪＡＺ１￣Ｆ
ｑＲＴ￣ＦｍＪＡＺ１￣Ｒ
ｑＲＴ￣ＦｍＪＡＺ２￣Ｆ
ｑＲＴ￣ＦｍＪＡＺ２￣Ｒ
ｑＲＴ￣ＭＹＣ２￣Ｆ
ｑＲＴ￣ＭＹＣ２￣Ｒ
ｑＲＴ￣ＧＬ１￣Ｆ
ｑＲＴ￣ＧＬ１￣Ｒ
ｑＲＴ￣ＥＩＮ３￣Ｆ
ｑＲＴ￣ＥＩＮ３￣Ｒ

５′ ＡＧＧＡＣＧＣＴＧＣＣＡＡＣＡＡＣＴＴＴ ３′
５′ ＴＴＧＡＧＧＧＧＡＡＧＧＧＴＡＡＡＴＡＧＴＧ ３′
５′ ＧＧＣＧＧＴＣＡＡＡＴＧＡＴＡＧＴＴＴＴＣＧ ３′
５′ ＧＡＴＧＴＴＴＧＴＧＧＣＧＧＡＴＴＣＡＧ ３′
５′ ＡＧＡＧＧＣＡＧＣＡＡＣＡＡＴＧＧＡＧＴＣ ３′
５′ ＴＣＴＴＴＡＡＣＧＴＧＧＴＴＣＧＧＣＡＡＴ ３′
５′ ＣＡＴＧＣＴＴＴＣＧＴＴＴＡＣＴＴＣＧＧＧ ３′
５′ ＣＴＡＴＣＣＧＣＣＴＣＴＴＴＡＡＣＣＡＣＡＧ ３′
５′ ＴＴＡＴＴＣＡＧＴＧＧＣＴＣＡＴＣＧＴＣＡＡＧ ３′
５′ ＡＡＣＴＣＣＡＴＡＡＴＴＣＧＣＡＴＣＴＴＣＧ ３′
５′ ＣＡＧＡＧＧＣＧＧＴＴＴＣＣＡＴＴＡＧＡＧ ３′
５′ ＣＡＡＡＴＣＡＴＧＣＧＧＣＴＴＣＴＴＧＴＡ ３′

Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋꎻ １. 阴性对照ꎻ ２. ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ 载体ꎻ
３ꎬ ４. ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳꎮ
Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋꎻ １. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２. ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ
ｖｅｃｔｏｒꎻ ３ꎬ ４. ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ.

图 ３　 ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ 过表达载体
转入农杆菌 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ. ３　 ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ＦｍＪＡＺ１￣ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

示ꎬ瞬时侵染后 ３６ ｈ(尚未进行 ＤＩＥＣＡ 处理ꎬ即图

中 ０ ｈ )ＦｍＪＡＺ１ 相对表达量为 ３.２４９ ０１( >１)ꎬ相
对空载侵染表达上调ꎬＦｍＪＡＺ１ 基因转入水曲柳组

培苗ꎬ说明瞬时侵染有效ꎮ
由于 ＤＩＥＣＡ 处理抑制了 ＪＡ 的合成ꎬＦｍＪＡＺ１ 的

表达也受到抑制并出现波动ꎬ处理后 １ ｈ 的 ＦｍＪＡＺ１

表 ３　 三亲杂交验证引物名称及序列
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｒｅｅ￣ｐａｒｅｎｔ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ’ ｓ

ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ￣Ｆ
ｐＲＯＫ２￣ＧＵＳ￣Ｒ

５′ＡＧＧＴＧＧＣＴＣＣＴＡＣＡＡＡＴＧＣＣ ３′
５′ＴＣＣＡＣＡＧＴＴＴＴＣＧＣＧＡＴＣＣＡ ３′

相对表达量为 １.０７１ ３１ꎬ远低于最初的 ３.２４９ ０１ꎬ
这说明 ＦｍＪＡＺ１ 过表达受到 ＤＩＥＣＡ 抑制ꎬＦｍＪＡＺ１
的合成受 ＪＡ 调控ꎮ 随着时间的延长ꎬＤＩＥＣＡ 抑制

作用减弱ꎬＪＡ 逐渐积累ꎬ处理 ３ ｈ 后相对表达量为

３.９９０ ０４ꎬ 较 １ ｈ 有 大 幅 上 升ꎻ 处 理 后 ６ ｈ 的

ＦｍＪＡＺ１ 表达量达到峰值 ６.８０２ ９５ꎮ 随后 １８、２１、
２４ ｈ 相对表达量回落ꎬ此时 ＦｍＪＡＺ１ 表达量仍是空

载的 １.８、１.９ 倍ꎬ表现出过表达的特征ꎬ这一方面

说明瞬时侵染有效ꎬ另一方面显示 ＤＩＥＣＡ 抑制减

弱后 ＦｍＪＡＺ１ 表达水平出现反弹的动态变化ꎬ也验

证了 ＦｍＪＡＺ１ 确实是 ＪＡ 通路的关键基因ꎮ

数据为 ＦｍＪＡＺ１ 侵染后的表达水平ꎬ大于 １ 为上调ꎬ小于 １
为下调ꎮ 下同ꎮ
Ｄａｔａ ａｒｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦｍＪＡＺ１ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ
ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ １ ｉｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １ ｉｓ ｄｏｗｎ￣
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ４　 ＤＩＥＣＡ 处理后各个时间点 ＦｍＪＡＺ１ 表达量
Ｆｉｇ. ４　 ＦｍＪＡＺ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ

ａｆｔｅｒ ＤＩＥＣＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

对各个时间点 ＪＡ 通路上下游的相关基因—
ＦｍＪＡＺ２、ＧＬ１、ＥＩＮ３、ＭＹＣ２ 的相对表达量进行分

析ꎬ得到 ＦｍＪＡＺ２、ＧＬ１、ＥＩＮ３、ＭＹＣ２ 与 ＦｍＪＡＺ１ 的

相对表达量数据图 (图 ５ － ８)ꎮ ＤＩＥＣＡ 处理 １ ｈ
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ＦｍＪＡＺ１ 过表达被抑制时ꎬＦｍＪＡＺ２、ＧＬ１ 表达下

调ꎬ随后 ＤＩＥＣＡ 抑制作用减弱 ＦｍＪＡＺ１ 过表达恢

复并显著上调时ꎬ其余基因表达均显示上调ꎮ

图 ５　 ＤＩＥＣＡ 处理后各个时间点 ＧＬ１ 和
ＦｍＪＡＺ１ 相对表达量的比较

Ｆｉｇ. ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＬ１
ａｎｄ ＦｍＪＡＺ１ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ａｆｔｅｒ ＤＩＥＣＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ６　 ＤＩＥＣＡ 处理后各个时间点 ＦｍＪＡＺ２ 和
ＦｍＪＡＺ１ 相对表达量的比较

Ｆｉｇ. ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦｍＪＡＺ２
ａｎｄ ＦｍＪＡＺ１ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ａｆｔｅｒ ＤＩＥＣＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　 讨论与结论

ＪＡＺ 蛋白是 ＪＡ 通路的抑制因子ꎬＦ￣ｂｏｘ 蛋白

ＣＯＩ１ 可以感知生物活性 ＪＡｓꎬ然后通过泛素－蛋白

酶体途径降解 ＪＡＺｓꎬ进而激活参与植物生长、发育

和防御的基因表达(图 ９)ꎮ 当缺乏 ＪＡ 作为激活信

号时ꎬＪＡ 通路下游各转录因子(ＭＹＣ２、ＧＬ１、ＥＩＮ３)
受 ＪＡＺｓ 蛋白抑制下游调控开关关闭ꎻ当 ＪＡ 作为激

图 ７　 ＤＩＥＣＡ 处理后各个时间点 ＭＹＣ２ 和
ＦｍＪＡＺ１ 相对表达量的比较

Ｆｉｇ. ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＹＣ２
ａｎｄ ＦｍＪＡＺ１ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ａｆｔｅｒ ＤＩＥＣＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ８　 ＤＩＥＣＡ 处理后各个时间点 ＥＩＮ３ 和
ＦｍＪＡＺ１ 相对表达量的比较

Ｆｉｇ. ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＩＮ３
ａｎｄ ＦｍＪＡＺ１ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ａｆｔｅｒ ＤＩＥＣＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

活信号存在时ꎬＣＯＩ１、ＪＡ￣Ｉｌｅ 以及 ＪＡＺ 蛋白组成共

受体复合物ꎬＣＯＩ１ 通过 ２６Ｓ 蛋白酶调控泛素依赖

的 ＪＡＺ 蛋白降解进而释放抑制状态下的转录因

子ꎬ 其中 ＣＯＩ１ 是 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白并且在 ＳＣＦＣＯＩＩ泛素连

接酶复合体中作为底物特异性受体存在(图 ９)
(吴德伟等ꎬ２０１８ꎻ李罡等ꎬ２０１９)ꎮ 对侵染后 ３６ ｈ
的水曲柳组培苗使用 ＤＩＥＣＡ 进行处理ꎬ图 ４ 中处

理后 ＦｍＪＡＺ１ 的表达出现了一个短暂的波动ꎬ其中

１ ｈ 的 ＦｍＪＡＺ１ 表达量较未处理时上调不明显ꎬ此
时 ＤＩＥＣＡ(茉莉酸合成途径抑制剂)处理抑制 ＪＡ
合成ꎬＦｍＪＡＺ１ 的响应随之受到抑制ꎬ因此ꎬ在水曲

７６６４ 期 杨少彤等: ＦｍＪＡＺ１ 基因瞬时侵染水曲柳对 ＪＡ 通路相关基因表达的影响



柳中 ＦｍＪＡＺ１ 合成受到 ＪＡ 的调控ꎬ是 ＪＡ 通路下游

转录因子ꎮ
有研究表明ꎬＪＡ 的合成会受到 ＪＡ 和其合成过

程的中间产物的正向反馈调节ꎬ且已知 ＪＡ 合成的

正向反馈回路为 ＳＣＦＣＯＩ１￣ＪＡＺ 调控模式ꎬ可以激活

ＪＡ 合成途径中相关酶 ＬＯＸ、ＡＯＣ、ＡＯＳ 和 ＯＰＲ３ 的

表达ꎻ其合成也受负调节因子 ＪＡＺ 的蛋白酶体降

解途径的调控ꎬ同时受 ＭＹＣ２ 的正调控ꎬ从而使植

物体内 ＪＡ 含量及其合成相关基因的表达处于一

个稳定的水平(陈碧思ꎬ２０１７)ꎬ因此ꎬ处理后 ３ ~ ６
ｈ 植物体内 ＪＡ 含量会逐渐升高ꎬ ＦｍＪＡＺ１ 相对表

达量有显著上调ꎬ此时的 ＦｍＪＡＺ１ 一方面响应 ＪＡ
信号恢复过表达ꎬ另一方面过表达抑制 ＪＡ 下游转

录因子的表达ꎮ

图 ９　 ＧＬ１、ＥＩＮ３、ＭＹＣ２ 转录因子参与的茉莉酸
信号转导通路(改自吴德伟等ꎬ２０１８)

Ｆｉｇ. ９　 ＧＬ１ꎬＥＩＮ３ ａｎｄ ＭＹＣ２ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｒｅ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＪＡ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ

(Ａｄａｐｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)

ＭＹＢ 转录因子通过与 ＪＡＺｓ 互作调节茉莉酸

通路ꎬ 在 拟 南 芥 中 ＪＡＺ 蛋 白 能 够 作 用 于 ＷＤ￣
ｒｅｐｅａｔ / ｂ ＨＬＨ / ＭＹＢ 复合体的 ｂ ＨＬＨ (ＧＬ３、ＥＧＬ３
和 ＴＴ８) 和 ＭＹＢ (ＭＹＢ７５、ＧＬ１) 抑制复合体的活

性ꎬＪＡ 通过诱导 ＪＡＺ 蛋白降解ꎬ 解除 ＪＡＺ 蛋白对

ＷＤ￣ｒｅｐｅａｔ / ｂ ＨＬＨ / ＭＹＢ 复合体的抑制作用ꎬ 从而

促进色素苷的积累和表皮毛的产生ꎬ 增强植物对

病虫害和紫外等非生物胁迫的抗性(图 ９) (吴德

伟等ꎬ２０１８)ꎮ 未处理时 ＦｍＪＡＺ１ 过表达而 ＧＬ１ 表

达下调可以证明 ＦｍＪＡＺ１ 对 ＧＬ１ 表达具有抑制作

用(图 ５)ꎮ 因此 ３ ｈ 时 ＪＡ 积累ꎬ诱导 ＦｍＪＡＺ１ 降

解ꎬ其对 ＧＬ１ 抑制大大解除ꎬＧＬ１ 过表达ꎮ 但是在

１ ｈ 时ꎬＪＡ 含量减少ꎬＦｍＪＡＺ１ 表达减弱ꎬＧＬ１ 没有

显示出上调趋势ꎮ 由于 ＭＹＢ 转录因子过表达会

增加 ＪＡ 的合成(陈碧思ꎬ２０１７)ꎬ由数据可得ꎬ体内

ＪＡ 含量大幅降低ꎬＧＬ１ 保持下调ꎻＧＬ１ 过表达ꎬＪＡ
合成增加ꎬ推测 ＪＡ 与 ＧＬ１ 存在互相调控ꎮ

目前对与 ＪＡＺｓ 各成员具体功能研究较少ꎬ现
有研究显示大部分 ＪＡＺｓ 蛋白质都能够与其自身或

其他蛋白质存在相互作用形成同源或异源二聚体

参与信号转导ꎬ并且 ＪＡＺｓ 之间可能存在着功能冗

余现象(闫会转ꎬ２０１４)ꎮ 如图 ６ 中所示ꎬ未处理时

ＦｍＪＡＺ１ 过表达ꎬＦｍＪＡＺ２ 表达下调ꎬ说明 ＦｍＪＡＺ１
可以抑制 ＦｍＪＡＺ２ 表达ꎮ １ ｈ ＦｍＪＡＺ１ 表达受抑

制ꎬ ＦｍＪＡＺ２ 依 然 表 达 下 调ꎬ 说 明 ＦｍＪＡＺ２ 同

ＦｍＪＡＺ１ 一样ꎬ表达受 ＪＡ 调控ꎮ 在 ＦｍＪＡＺ１ 表达

平稳时 ＦｍＪＡＺ２ 再次出现显著上调ꎬ加上处理后

ＦｍＪＡＺ２ 变化趋势与其他转录因子相似ꎬ由此推测

水曲柳中 ＦｍＪＡＺ２ 与 ＦｍＪＡＺ１ 不同ꎬ它的主要功能

不在于调控 ＪＡ 通路下游基因ꎬ可能存在对植物体

正常生长发育的调控ꎮ
ＭＹＣ２ 转录因子在 ＪＡ 与其他激素及转录因子

互作调控的多种发育过程中发挥重要作用ꎬ ＭＹＣ２
转录因子是 ＭＹＣ / ｂＨＬＨ 家族中的重要成员ꎬ 是

ＪＡ 信号途径中最重要的转录因子ꎬ它可以正向或

负向调节多种茉莉酸介导的响应ꎬ并且与大多数

的 ＪＡＺｓ 都互作(孙程等ꎬ２０１４ꎻ闫会转ꎬ２０１４)ꎬ其
不仅是大量 ＪＡ 信号通路分支的核心调控因子ꎬ 还

可以调控植物组织和器官的生长发育(李罡等ꎬ
２０１９)ꎮ 同样都是 ＪＡ 下游转录因子ꎬＭＹＣ２ 和 ＧＬ１
不同处理后并没有下调ꎬ甚至有轻微上调ꎬ一方面

是由于 ＭＹＣ２ 可以诱导 ＪＡ 合成ꎬ另一方面是植物

体正常情况下存在与 ＪＡＺｓ 竞争性结合 ＭＹＣ２ 的因

子ꎬ使 ＭＹＣ２ 表达从而介导 ＪＡ 信号ꎬ维持植物体
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生长和防御之间的平衡(闫会转ꎬ２０１４)ꎮ 从图 ７
可看出ꎬＭＹＣ２ 上调程度随 ＦｍＪＡＺ１ 变化而变化ꎬ
可见在水曲柳中 ＭＹＣ２ 是 ＪＡ 通路主要调控的转

录因子ꎬ主要受 ＪＡＺｓ 调控ꎮ ＦｍＪＡＺ１ 虽是 ＭＹＣ２ 抑

制因子ꎬ在 ＦｍＪＡＺ１ 过表达时 ＭＹＣ２ 表现出上调ꎻ
ＦｍＪＡＺ１ 上调程度下降时ꎬＭＹＣ２ 也随之变化ꎬ可见

二者 之 间 存 在 由 ＪＡ 介 导 的 反 馈 机 制ꎬ 即 当

ＦｍＪＡＺ１ 过表达时ꎬＭＹＣ２ 过表达促进 ＪＡ 合成ꎬ进
而降解 ＦｍＪＡＺ１ꎬ但是 ＪＡ 合成又会诱导 ＦｍＪＡＺ１
表达ꎬＦｍＪＡＺ１ 和 ＭＹＣ２ 由此通过 ＪＡ 互相钳制ꎬ导
致其随彼此变化而变化ꎮ

乙烯是重要的植物激素ꎬ茉莉酸和乙烯具有

协同和依赖作用ꎮ ＥＩＮ３ 转录因子负责促进乙烯传

感下游基因转录ꎮ 当 ＪＡＺｓ 结合 ＥＩＮ３ 时会部分抑

制其活性ꎻ当有 ＪＡ 存在时ꎬ ＪＡＺｓ 被降解ꎬ使得

ＥＩＮ３ 全部激活这样乙烯转录因子 ＥＩＮ３ 通过与

ＪＡＺｓ 的联系使得乙烯调控分级进行 (孙程等ꎬ
２０１４)ꎮ 如图 ８ 所示ꎬ处理后 １ ｈ ＦｍＪＡＺ１ 对 ＥＩＮ３
抑制作用持续存在ꎬ随着 ＪＡ 含量恢复ꎬＦｍＪＡＺ１ 对

ＥＩＮ３ 抑制作用随之解除 ＥＩＮ３ 过表达ꎮ 但是同为

转录因子ꎬ为何 ＥＩＮ３ 的上调程度远不及 ＭＹＣ２ 和

ＧＬ１? 推测原因可能是在水曲柳中也存在 ＭＹＣ２
抑制 ＥＩＮ３ 表达的机制ꎬＭＹＣ２ 几十倍的上调表达

影响了 ＪＡ 对 ＥＩＮ３ 的诱导ꎮ
综上所述ꎬ我们对 ＦｍＪＡＺ１ 功能结合其与上下

游基因关系进行了初步分析ꎬ并对相关基因与 ＪＡ
通路关系进行合理推测ꎮ 在水曲柳中 ＦｍＪＡＺ１ 表

达与 否 取 决 于 植 物 体 内 ＪＡ 含 量ꎬ 数 据 显 示ꎬ
ＦｍＪＡＺ１ 不仅具有对 ＪＡ 通路重要转录因子基因

ＭＹＣ２ 的抑制功能ꎬ并且对 ＭＹＢ 转录因子家族成

员基因 ＧＬ１、乙烯通路转录因子基因 ＥＩＮ３ 同样具

有抑制功能ꎬ区别在于ꎬＭＹＣ２、ＧＬ１ 转录因子虽然

受 ＦｍＪＡＺ１ 抑制ꎬ但在一定条件下它可以调控

ＦｍＪＡＺ１ 的降解ꎮ ＦｍＪＡＺ２ 也受 ＦｍＪＡＺ１ 的抑制且

其表 达 也 由 ＪＡ 决 定ꎬ 但 其 功 能 不 详ꎬ 应 当 与

ＦｍＪＡＺ１ 不同ꎮ
通过对 ＦｍＪＡＺ１ 以及对 ＪＡ 通路相关基因的分

析可以看出ꎬ在水曲柳中ꎬＪＡＺｓ 不仅调控 ＪＡ 通路

的关键蛋白ꎬ也参与调控其他其他信号通路ꎬ并最

终通过体内 ＪＡ 表达及其它相关信号分子的协同

表达来调节其生长发育和对胁迫的响应ꎬ水曲柳

中相关信号分子的研究和互作机制的揭示将对水

曲柳人工栽培ꎬ水曲柳抵抗病虫害能力的增强具

有重要意义ꎮ
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