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摘　 要: ＳＰＬ 转录因子广泛参与植物生长发育、胁迫响应等过程ꎮ 目前ꎬ没有关于铁皮石斛 ＳＰＬ 膜结合

(ＳＰＬ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｏｔｉｆ)转录因子即 ＳＴＭ 转录因子的研究ꎮ 为了探究 ＳＴＭ 转录因子在铁皮石斛生长

发育及胁迫响应等方面的作用ꎬ该文在铁皮石斛全基因组水平鉴定出 ４ 个 ＳＴＭ 转录因子ꎬ并对 ＤｏＳＴＭ 基因

家族成员进行生物信息学分析ꎬ又利用逆转录 ＰＣＲ 研究了 ＤｏＳＴＭ 在不同组织部位及不同逆境处理下的表

达情况ꎮ 结果表明:(１)ＤｏＳＴＭ１－４ 为亲水蛋白ꎬ均具有 ＳＢＰ 保守结构域和一些激素响应位点ꎮ (２) ４ 个

ＤｏＳＴＭ 在根茎叶中均有表达ꎬＤｏＳＴＭ２ 在叶中的相对表达量最低ꎻＤｏＳＴＭ１ / ３ / ４ 的相对表达水平均无明显差

异ꎮ (３)ＤｏＳＴＭ１－４ 在低温、高温、干旱胁迫下的相对表达水平都有显著变化ꎬＤｏＳＴＭ１ / ３ / ４ 的表达量降低最

为明显ꎬ故推测 ＤｏＳＴＭ 与植物体内激素响应、温度变化响应及抗旱性有关ꎮ 这些结论为后续进一步开展铁

皮石斛 ＳＴＭ 转录因子的研究提供了参考ꎮ
关键词: 铁皮石斛ꎬ ＳＴＭ 转录因子ꎬ 基因鉴定ꎬ 功能分析ꎬ 基因表达
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　 　 石斛主要分布在东南亚和大洋洲的热带及亚

热带地区ꎬ喜生长在温暖潮湿的环境中ꎬ附着在树

干 或 岩 石 上 ( 罗 凯 等ꎬ ２０２１ )ꎮ 铁 皮 石 斛

(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)为兰科石斛属多年生草本

植物ꎬ具有极高药用价值ꎬ是一种药食两用中药

材ꎬ其成分主要包括多糖类、生物碱类、黄酮类以

及酚酸类等ꎬ在抗肿瘤和增强免疫力等方面具有

功效 (唐文文等ꎬ２０２１)ꎮ 近年来由于过度挖采导

致野生资源大量减少ꎬ故从分子水平研究铁皮石

斛的生长发育对其保育有重要意义 (曾丹琦等ꎬ
２０２１)ꎮ

ＳＰＬ( ｓｑｕａｍｏｕｓａ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｋｅ)
基因家族作为植物特有的一类转录因子ꎬ主要通

过结合下游基因启动子区的顺式作用元件来调控

下游基因表达ꎮ ＳＰＬ 转录因子在植物的生长发育、
信号传导、胁迫响应等方面有着重要的作用 (吴艳

等ꎬ２０１９)ꎮ 这类转录因子最早在金鱼草中被发现

(Ｈｕｉｊｓｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９２)ꎮ 之后有更多研究发现 ＳＰＬ
转录因子在植物生长发育以及在胁迫响应中起着

重要作用 (Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 在

甘蓝型油菜的愈伤组织、根、茎、叶、芽、花和角果

中有大量 ＢｏＳＰＬ 表达ꎬ并且这些基因可能在甘蓝

耐寒性中起重要作用 ( Ｓｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 据最

近报道ꎬ拟南芥 ＳＰＬｓ 可能参与其从幼年到成年的

营养转化、生殖期的形态变化、花青素生物合成和

防御胁迫 ( Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 其中ꎬＳＰＬ３ 在花

序和花器官的发育中发挥重要作用 (Ｇａｎｄｉｋｏｔａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００７)ꎬ在各种低磷胁迫反应以及低磷条件下

磷饥饿诱导基因表达中都有 ＳＰＬ１ 的参与介导

(雷凯健等ꎬ２０１６)ꎮ

转录因子的研究是植物分子生物学的重要内

容ꎬ在植物抗逆等方面起着重要作用ꎮ 转录因子

和基因顺式作用元件的相互作用激活了相关抗逆

基因的表达ꎬ提高了植物的抗逆性ꎮ 有一类特殊

的转录因子存在ꎬ因其含有一段跨膜区被称为膜

结合转录因子ꎬ可直接整合在细胞内的膜结构上

(如细胞质膜、内质网膜、核膜等)ꎬ一般处于休眠

状态ꎬ当受到外界环境变化刺激后ꎬ膜结合转录因

子便从膜上释放ꎬ转变为激活状态ꎬ并转运到细胞

核内行使功能 (王楠等ꎬ２０１６)ꎮ ＳＰＬ 转录因子中

也有这类膜结合转录因子ꎬ且目前并没有专门研

究 ＳＰＬ 膜结合转录因子的报道ꎬ因此ꎬ本研究通过

ＢＬＡＳＴＰ 在铁皮石斛全基因组中鉴定出 ４ 个 ＳＰＬ
膜结 合 转 录 因 子ꎬ 命 名 为 ＤｏＳＴＭ ( ＳＰＬ ｗｉｔｈ
ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｏｔｉｆ)转录因子ꎬ并进行后续生物信

息学及表达分析ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

将铁皮石斛幼苗分别置于 １ / ２ＭＳ 培养基、含
１００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌ 的 １ / ２ＭＳ 液体培养基、含 ５
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１脱落酸的 １ / ２ＭＳ 液体培养基、质量分数

为 １０％ ＰＥＧ 的 １ / ２ＭＳ 液体培养基、４０ ℃ １ / ２ＭＳ
液体培养基、４ ℃ １ / ２ＭＳ 液体培养基中处理 ６ ｈꎬ
吸干水分后将幼苗按 ２００ ~ ３００ ｍｇ 装入 １.５ ｍＬ 离

心管中ꎬ并做好标记ꎬ迅速置于液氮中 １ ｍｉｎꎬ取出

放入－８０ ℃冰箱保存待用ꎮ 以盆栽铁皮石斛幼嫩

的根茎叶组织作为原材料ꎬ进行根茎叶差异表达

分析ꎮ

２４０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



１.２ 试剂

ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提取试剂

盒(北京擎科)、琼脂糖 (北京擎科)、２ ×ＴＳＩＮＧＫＥ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(北京擎科)、ＲＮＡ 无酶水(北京擎科)、
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂

盒(宝生物)、５０×ＴＡＥ(上海生工)ꎮ
１.３ 方法

１.３.１ 铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白的理化性质及亚细胞定位

分析　 从 ＮＣＢＩ 数据库中下载拟南芥 ＳＴＭ 蛋白序

列ꎬ将物种限定在铁皮石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)
并进行 ＢＬＡＳＴ 搜索ꎬ下载搜索到的铁皮石斛的 ＳＴＭ
蛋白序列ꎬ去除冗余序列ꎬ利用 ＴＭＨＭＭ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ￣２.０ / )预测跨膜结

构域ꎬ最终选取 ＸＰ＿０２０６８５８４８、ＸＰ＿０２０６８１９２３、ＸＰ＿
０２０６７２７９５、ＸＰ＿０２０６８８５４２ 这 ４ 个蛋白进行研究ꎬ并
分别命名为 ＤｏＳＴＭ１、 ＤｏＳＴＭ２、 ＤｏＳＴＭ３、 ＤｏＳＴＭ４ꎮ
利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )
分析铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白家族的理化性质ꎮ 用 Ｐｌａｎｔ￣
ｍＰＬｏｃ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ / )
(Ｃｈｏｕ ＆ Ｓｈｅｎꎬ ２００７)对 ＤｏＳＴＭ 蛋白家族进行亚细

胞定位分析ꎮ
１.３.２ 铁皮石斛 ＳＴＭ 家族的系统进化树分析 　 从

ＮＣＢＩ 数据库中下载野蕉 (Ｍｕｓａ ｂａｌｂｉｓｉａｎａ)、铁皮

石斛 (Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)、拟南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ)、蝴蝶兰 (Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｅｑｕｅｓｔｒｉｓ)、毛白杨

( Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ )、 扇 形 文 心 兰 ( Ｅｒｙｃｉｎａ
ｐｕｓｉｌｌａ)、玉米 (Ｚｅａ ｍａｙｓ)、水稻 (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)、生
姜 (Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ) 的 ＳＴＭ 蛋白序列 Ｆａｓｔａ 格

式ꎮ 用 ＭＥＧＡ￣Ｘ 邻近法构建进化树ꎬ序列比对采

用 ＣｌｕｓｔａｌＷꎬ 选 择 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｍｅｔｈｏｄꎬ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ 选择 ５００ꎬＭｏｄｅｌ 选择 ｐ￣ｄｉｓｔａｎｃｅꎬＧａｐｓ /
Ｍｉｓｓｉｎｇ Ｄａｔａ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 选 择 Ｐａｒｔｉａｌ ｄｅｌｅｔｉｏｎꎬ Ｓｉｔｅ
Ｃｏｖｅｒａｇｅ Ｃｕｔｏｆｆ 设定为 ５０ꎬ进行建树ꎮ 建树结果在

ＩＴＯＬ(ｈｔｔｐｓ: / / ｉｔｏｌ.ｅｍｂｌ.ｄｅ / )中进行美化ꎮ
１.３.３ 铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白质二级结构预测 　 利用

ＳＯＰＭＡ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)在线网站对铁

皮石斛 ＳＴＭ 蛋白质的二级结构进行分析ꎬ参数为

默认值ꎮ
１.３.４ 铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白质序列比对及保守基序

分析　 将 ４ 个 ＤｏＳＴＭ 蛋白导入 ＭＥＭＥ (Ｂａｉｌｅｙ ＆
Ｅｌｋａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９４ ) 在 线 网 站 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣
ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)进行分析ꎬ将 ｍｏｔｉｆｓ 的

数量设定在 １０ꎬ其他参数默认ꎬ进行分析ꎮ 将铁皮

石斛 ＳＴＭ 蛋白序列 Ｆａｓｔａ 格式导入 ＭＥＧＡ￣Ｘ 中进

行构树ꎬ序列比对采用 ＣｌｕｓｔａｌＷꎬ选择 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｍｅｔｈｏｄꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ 选择 ５００ꎬＭｏｄｅｌ 选择

ｐ￣ｄｉｓｔａｎｃｅꎬＧａｐｓ / Ｍｉｓｓｉｎｇ Ｄａｔａ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 选择 Ｐａｒｔｉａｌ
ｄｅｌｅｔｉｏｎꎬＳｉｔｅ Ｃｏｖｅｒａｇｅ Ｃｕｔｏｆｆ 设定为 ５０ꎬ进行构树ꎮ
从 ＮＣＢＩ 数 据 库 中 下 载 铁 皮 石 斛 ＳＴＭ 蛋 白 的

ＣＤＤꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ ( Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０) 对 ＤｏＳＴＭ
保守基序、保守结构域、进化树进行绘图ꎮ 将铁皮

石斛 ＳＴＭ 蛋白的 ＣｌｕｓｔａｌＷ 比对结果导入 ＥＳＰｒｉｐｔ
３.０ 在线网站( ｈｔｔｐｓ: / / ｅｓｐｒｉｐｔ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ＥＳＰｒｉｐｔ / ｃｇｉ￣
ｂｉｎ / ＥＳＰｒｉｐｔ.ｃｇｉ)进行分析ꎮ
１.３.５ 铁皮石斛 ＳＴＭ 基因结构及顺式作用元件分

析　 从 ＮＣＢＩ 数据库中下载铁皮石斛的基因组信

息ꎬ用 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行基因结构绘制ꎬ同时获得启动子

上游 ２ ０００ ｂｐ 的序列信息ꎬ获得的序列信息用

ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ( Ｌｅｓｃｏｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２ ) 网 站 ( ｈｔｔｐ: / /
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )
进行顺式作用元件预测ꎬ并用 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行绘图ꎮ
１.３.６ 引物设计　 利用 ４ 个 ＤｏＳＴＭ 的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ
将所得的 ｃＤＮＡ 序列用 Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 进行引物设

计ꎬ引物大小设定为 １８ ~ ２２ ｂｐꎬＰＣＲ 产物大小设

定为 ４００ ~ ８００ ｂｐꎬ其他参数均为默认参数ꎬ在输出

的引物中选择靠近 ３′端的作为试验所用引物ꎬ选
用 ＥＦ１￣α 做内参ꎬ相应的引物序列如表 １ 所示ꎮ

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＤｏＳＴＭ１ Ｆ:ＧＴＣＴＡＴＣＡＧＣＧＴＣＴＣＣＴＧＣＣ
Ｒ:ＣＧＣＧＣＡＴＡＧＴＣＴＴＣＡＧＧＡＧＴ

ＤｏＳＴＭ２ Ｆ:ＣＴＴＴＣＴＧＡＴＧＣＡＡＴＣＧＧＧＣＧ
Ｒ:ＡＴＡＡＧＧＣＡＴＧＴＴＧＡＣＧＧＣＣＡ

ＤｏＳＴＭ３ Ｆ:ＴＧＡＧＣＣＧＡＧＣＡＧＴＧＡＡＧＡＡＧ
Ｒ:ＧＧＡＧＣＡＣＣＴＣＧＧＡＡＧＡＡＣＡＡ

ＤｏＳＴＭ４ Ｆ:ＡＧＣＡＧＴＧＡＴＴＧＴＧＧＧＣＡＴＧＡ
Ｒ:ＡＴＧＣＡＡＧＴＧＣＡＧＧＡＡＧＣＴＣＡ

ＥＦ１￣α Ｆ:ＣＣＡＣＣＡＣＣＣＣＣＡＡＡＴＡＣＴＣＣ
Ｒ:ＴＣＣＣＴＡＡＣＡＧＣＧＡＡＡＣＧＴＣＣ

１.３.７ 铁皮石斛 ＳＴＭ 基因表达分析 　 将铁皮石斛

幼苗分别置于 １ / ２ＭＳ 液体培养基、含 １００ ｍｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１ ＮａＣｌ 的 １ / ２ＭＳ 液体培养基、含 ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１脱落

酸的 １ / ２ＭＳ 液体培养基、含 １０％ＰＥＧ 的 １ / ２ＭＳ 液

３４０１６ 期 杨乐等: 铁皮石斛 ＳＰＬ 膜结合(ＳＴＭ)转录因子的全基因组鉴定及表达分析



体培养基、４０ ℃ １ / ２ＭＳ 液体培养基、４ ℃ １ / ２ＭＳ
液体培养基中处理 ６ ｈꎬ迅速置于液氮中 １ ｍｉｎꎬ取
出放入－ ８０ ℃ 冰箱保存待用ꎮ 首先ꎬ用 ＲＮＡｐｒｅｐ
Ｐｕｒｅ 多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取 ６ 种

处理的铁皮石斛幼苗的 ＲＮＡ 和铁皮石斛幼苗根

茎叶 的 ＲＮＡꎬ 并 用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 进行 ｃＤＮＡ 第一链的合成ꎮ 然

后ꎬ以 ｃＤＮＡ 第一链为模板ꎬ ２ × ＴＳＩＮＧＫＥ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 及引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 反应程序:９８ ℃
预变性 ２ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 １５ ｓꎬ５５ ℃退火 １５ｓꎬ７２ ℃
延伸 １ ｍｉｎꎬ变性－退火－延伸 ３０ 个循环ꎻ７２ ℃继续

延伸 １０ ｍｉｎꎮ 最后ꎬ进行 １％凝胶电泳ꎬ拍照记录

电泳条带ꎮ
１.３.８ 数据处理及分析　 用 ＩｍａｇｅＪ 测定电泳条带的

灰度值ꎬＥｘｃｅｌ 对所得灰度值进行处理ꎬ将处理后的

数据导入 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 中进行分析及作图ꎬ分
析方法选用 Ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｔ￣ｔｅｓｔꎬ显著水平均设为 ０.０５ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白家族理化性质及亚细胞定

位分析

ＤｏＳＴＭ 蛋白家族的理化性质分析结果表明ꎬ
ＤｏＳＴＭ１－ ４ 的 氨 基 酸 数 目 分 别 为 １ ０２５、 ９７７、
１ １０４、８３０ꎬ相对分子质量分别为 １１３.５３、１０９.０９、
１２１.６７、９３.１７７ꎻ等电点 ｐＩ 在 ６.０７ ~ ８.０６ 之间ꎻ不
稳定系数在 ４４.３７ ~ ５８.４１ 之间ꎬ较为不稳定ꎻ脂肪

系数在 ７８.１５ ~ ８３.０４ 之间ꎻ总平均亲水系数均为

负数ꎬ在－０.４０５ ~ －０.３３５ 之间ꎬ表明 ＤｏＳＴＭ 蛋白均

为亲水蛋白质(表 ２)ꎮ 亚细胞定位预测结果显示

ＤｏＳＴＭ１－ ３ 定位在细胞核ꎬＤｏＳＴＭ４ 定位在叶绿

体ꎮ 将筛选到的铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白 ＤｏＳＴＭ１－４ 进

行跨膜结构域预测 (图 １)ꎬ结果显示跨膜结构域

位于 Ｃ 末端 ２２ 个氨基酸残基处ꎮ

表 ２　 ＤｏＳＴＭ 蛋白家族理化性质
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＤｏＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ

基因符号
Ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

蛋白 ＩＤ
Ｐｒｏｔｅｉｎ ＩＤ

氨基酸大小
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｚｅ

( ａａ)

分子量
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ
(ｋＤａ)

等电点
ｐＩ

不稳定系数
Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

脂肪系数
Ｆａｔ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

总平均
亲水系数
ＧＲＡＶＹ

ＬＯＣ１１０１０２０２４ ＤｏＳＴＭ１ ＸＰ＿０２０６８５８４８ １ ０２５ １１３.５３ ６.７９ ５５.３４ ８０.４０ －０.３４７

ＬＯＣ１１００９９１８３ ＤｏＳＴＭ２ ＸＰ＿０２０６８１９２３ ９７７ １０９.０９ ８.０６ ５０.０８ ８２.７２ －０.３３５

ＬＯＣ１１００９２５４５ ＤｏＳＴＭ３ ＸＰ＿０２０６７２７９５ １ １０４ １２１.６７ ６.６４ ５８.４１ ７８.１５ －０.４０５

ＬＯＣ１１０１０３９７５ ＤｏＳＴＭ４ ＸＰ＿０２０６８８５４２ ８３０ ９３.１７７ ６.０７ ４４.３７ ８３.０４ －０.２８０

２.２ 铁皮石斛 ＳＴＭ 基因家族的系统进化分析

系统进化分析显示 ９ 个物种的 ３４ 个 ＳＴＭ 蛋

白聚为 ４ 组 (Ａ－Ｄ)(图 ２)ꎬＡ 组的 ＳＴＭ 蛋白共有

３ 个ꎬＢ 组的 ＳＴＭ 蛋白共有 ６ 个ꎬＣ 组的 ＳＴＭ 蛋白

共有 ９ 个ꎬＤ 组的 ＳＴＭ 蛋白共有 １６ 个ꎮ 其中ꎬ
ＤｏＳＴＭ１－２ 蛋白共同聚类在 Ｂ 组ꎬ有可能是较近发

生的基因复制事件所造成ꎻＤｏＳＴＭ４ 聚类在 Ｃ 组ꎻ
ＤｏＳＴＭ３ 蛋白聚类在 Ｄ 组ꎮ
２.３ 铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白的二级结构

对 ＤｏＳＴＭ 蛋白质的二级结构进行分析ꎬ二级

结构占比如表 ３ 所示ꎬ二级结构图如图 ３ 所示ꎮ 结

果表明ꎬ铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白的二级结构包括 α 螺

旋、伸展链、β 转角和无规卷曲ꎬ其中ꎬ铁皮石斛

ＳＴＭ 蛋白的 α 螺旋占比为 ２８.６２％ ~ ３３.７６％ꎬ伸展

链占比为 １１.６８％ ~１４.７０％ꎬβ 转角占比为４.０９％ ~

４.７８％ꎬ无规卷曲占比为 ４９.５６％ ~５５.３４％ꎮ
２.４ 铁皮石斛 ＳＴＭ 家族蛋白结构分析

对 ４ 个 ＤｏＳＴＭ 蛋白进行多序列比对 (图 ４)ꎬ
结果 显 示 ＤｏＳＴＭ１ － ２ 蛋 白 序 列 同 源 性 较 高ꎮ
ＤｏＳＴＭ 蛋白的保守基序分析结果表明 ４ 个 ＤｏＳＴＭ
蛋白均有 ＳＢＰ 保守结构域ꎬ而 ＤｏＳＴＭ１ / ３ 还同时

包含 Ａｎｋ＿２ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙꎬＤｏＳＴＭ２ 则还包含 ＡＮＫＹＲ
(图 ５)ꎮ 同源的 ＤｏＳＴＭ１ 与 ＤｏＳＴＭ２ 含有 ｍｏｔｉｆ １－
１０ꎬ而 ＤｏＳＴＭ３ 与其相比缺少 ｍｏｔｉｆ ７ / １０ꎬＤｏＳＴＭ４
不仅缺少 ｍｏｔｉｆ ７ / １０ꎬ还缺少 ｍｏｔｉｆ ３ / ４ (图 ５)ꎮ 表

明 ４ 个 ＤｏＳＴＭ 的蛋白结构并不高度保守ꎮ
２.５ 铁皮石斛 ＳＴＭ 基因结构及顺式作用元件分析

ＤｏＳＴＭ 基因结构分析如图 ６ 所示ꎬ发现 ４ 个

ＤｏＳＴＭ 均有 １０ 个编码区(由于 ｇｆｆ３ 未注释 ＵＴＲꎬ
故未标识非编码区)ꎮ 顺式作用元件分析发现 ４ 个
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图 １　 ＤｏＳＴＭ 蛋白跨膜结构预测
Ｆｉｇ. １　 ＤｏＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

Ｍｂ. 野蕉ꎻ Ｄｏ. 铁皮石斛ꎻ Ａｔ. 拟南芥ꎻ Ｐｅ. 蝴蝶兰ꎻ Ｐｔ. 毛
白杨ꎻ Ｅｇ. 油棕ꎻ Ｅｐ. 扇形文心兰ꎻ Ｚｍ. 玉米ꎻ Ｏｓ. 水稻ꎻ
Ｚｏ. 生姜ꎮ
Ｍｂ. Ｍｕｓａ ｂａｌｂｉｓｉａｎａꎻ Ｄｏ. Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅꎻ Ａｔ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ｐｅ. Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｅｑｕｅｓｔｒｉｓꎻ Ｐｔ. Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａꎻ
Ｅｇ. Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓꎻ Ｅｐ. Ｅｒｙｓｉｎａ ｐｕｓｉｌｌａꎻ Ｚｍ. Ｚｅａ ｍａｙｓꎻ
Ｏｓ. Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎻ Ｚｏ. Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ.

图 ２　 ９ 种植物 ＳＴＭ 蛋白进化关系
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ

ＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｎｉｎｅ ｐｌａｎｔｓ

ＤｏＳＴＭ 中 均 有 光 响 应 区 和 光 响 应 元 件ꎬ 其 中

ＤｏＳＴＭ１－３ 共同包含茉莉酸甲酯响应区ꎬ而防御应

表 ３　 铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白的二级结构占比
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ

Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ ＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

α 螺旋
α￣ｈｅｌｉｘ
(％)

伸展链
Ｅｘｔｅｎｄｅｄ

ｓｔｒａｎｄ (％)

β 转角
β￣ａｎｇｌｅ
(％)

无规卷曲
Ｒａｎｄｏｍ
ｃｏｉｌ (％)

ＤｏＳＴＭ１ ３３.７６ １１.９０ ４.７８ ４９.５６

ＤｏＳＴＭ２ ３３.０６ １２.０８ ４.０９ ５０.７７

ＤｏＳＴＭ３ ２８.６２ １１.６８ ４.５３ ５５.３４

ＤｏＳＴＭ４ ２９.５２ １４.７０ ４.５８ ５１.２０

急响应只在 ＤｏＳＴＭ２ / ４ 中具备ꎬ除此之外 ＤｏＳＴＭ４
还含有生长素响应元件(图 ７)ꎮ 而 ＤｏＳＴＭ１ 则可

以对脱落酸作出响应ꎬＤｏＳＴＭ３ 作为包含顺式作用

元件最多的 ＳＴＭ 蛋白ꎬ它还可以对赤霉素、水杨

酸、生长素及低温作出响应ꎮ
２.６ 铁皮石斛 ＳＴＭ 的表达分析

２.６.１ 铁皮石斛 ＳＴＭ 在根茎叶中的表达情况 　 我

们对 ＤｏＳＴＭ 在根茎叶 ３ 个不同器官的相对表达水

平进行了分析 (图 ８)ꎮ 本研究发现ꎬＤｏＳＴＭ 在根

茎叶中均有表达ꎬＤｏＳＴＭ２ 在叶中的相对表达量显

著降低ꎬ而在茎中的表达水平则无明显差异ꎬ
ＤｏＳＴＭ１ / ３ / ４ 的 相 对 表 达 水 平 均 无 明 显 差 异ꎬ
ＤｏＳＴＭ１ 在茎和叶中的表达量相差无几ꎬ但略高于
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蓝色代表 α 螺旋ꎬ红色代表伸展链ꎬ绿色代表 β 转角ꎬ紫色代表无规卷曲ꎮ
Ｂｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ α￣ｈｅｌｉｘꎬ ｒｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎬ ｇｒｅｅｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ β￣ａｎｇｌｅꎬ ａｎｄ ｐｕｒｐｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ.

图 ３　 ＳＯＰＭＡ 预测的 ＤｏＳＴＭ 蛋白二级结构
Ｆｉｇ. ３　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＤｏＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＳＯＰＭＡ

根ꎬ而 ＤｏＳＴＭ３－４ 则在叶中的相对表达水平高于

茎ꎬ且都低于根ꎮ
２.６.２ 铁皮石斛 ＳＴＭ 在胁迫处理下的表达情况 　
铁皮石斛多生长在悬崖峭壁ꎬ会受到多种非生物

胁迫ꎬＳＴＭ 转录因子也有被报道参与多种抗逆反

应 ( 王 楠 等ꎬ ２０１６ )ꎬ 故 本 研 究 进 一 步 分 析 了

ＤｏＳＴＭ 在不同胁迫条件下的表达情况 (图 ９)ꎮ 结

果表明ꎬＤｏＳＴＭ１ 在 ４ ℃ 低温、４０ ℃ 高温和 １０％
ＰＥＧ 胁迫处理下的相对表达水平低于对照组ꎬ而
在 ＡＢＡ 胁迫处理下的相对表达水平无显著差异ꎬ
但 ＮａＣｌ 胁迫处理下ꎬ表达量略有降低ꎻＤｏＳＴＭ２ 在

４ ℃低温和 ４０ ℃高温胁迫处理下的相对表达水平

与对照组相比显著降低ꎬ在脱落酸、ＮａＣｌ、１０％ＰＥＧ
胁迫处理下无明显差异ꎻＤｏＳＴＭ３ 在 ＮａＣｌ、４ ℃ 低

温和 ４０ ℃高温胁迫处理下的相对表达水平与对

照组相比显著降低ꎬ在脱落酸和 １０％ＰＥＧ 胁迫处

理下与对照组相比稍有差异ꎻ与 ＤｏＳＴＭ３ 相似的

是ꎬＤｏＳＴＭ４ 在 ４ ℃ 低温和 ４０ ℃ 高温胁迫处理下

有显著变化ꎬ在脱落酸胁迫处理下也发生显著变

化ꎬ但在 ＮａＣｌ 胁迫处理下并无明显差异ꎮ

３　 讨论与结论

本研究从铁皮石斛基因组上鉴定出 ４ 个 ＳＴＭ
蛋白序列ꎬ对 ４ 个 ＳＴＭ 编码的蛋白进行生物信息

学分析ꎮ 结果表明ꎬ４ 个 ＤｏＳＴＭ 蛋白均为亲水蛋

白质ꎻＤｏＳＴＭ１ / ３ / ４ 的等电点均小于 ７ꎬＤｏＳＴＭ２ 则

大于 ７ꎬ这一点与大部分 ＳＴＭ 蛋白家族成员的理

论等电点大于 ７ 有出入 (张晓红等ꎬ２０１６ꎻ刘闯等ꎬ
２０１７ꎻ祁香宁等ꎬ２０１８)ꎮ ＳＰＬ 基因家族蛋白含有 １
个高度保守的 ＳＢＰ￣ＢＯＸ 结构域ꎬ它是 ＳＰＬ 蛋白和

ＤＮＡ 分子特异性结合所必需的ꎮ 这与我们在保守

结构域预测时的发现一致ꎮ
李豆等 (２０２１)将白桦 ＢｐＳＰＬ６ 基因启动子驱

动 ＧＵＳ 基因在转基因拟南芥营养生长期的根尖及

根的其他部位表达ꎬ发现在营养生长时期其在根
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图 ４　 ＤｏＳＴＭ 蛋白的多重序列比对
Ｆｉｇ. ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＤｏＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ

部的表达也随植物的生长逐渐增加ꎬ与前人研究

一致ꎬ故他推测 ＢｐＳＰＬ６ 基因可能在植物的根发育

过程中起作用ꎮ 这与我们测得 ＤｏＳＴＭ２－４ 在根中

的相对表达水平略高一致ꎬ推测 ＤｏＳＴＭ 可能参与

根的发育ꎮ
激素参与了植物生长发育的各个方面ꎬ已有

多项研究表明 ＳＰＬ 基因参与植物的激素响应过

程ꎮ 对白桦 ＢｐＳＰＬ６ 基因启动子的顺式作用元件

分析表明 (李豆等ꎬ２０２１)ꎬ其启动子区含有 １０ 种

激素响应元件 (生长素、赤霉素、水杨酸、脱落酸

等)ꎮ 这与我们得到的 ＤｏＳＴＭ 顺式作用元件分析

结果类似ꎬ并且与在脱落酸胁迫条件下 ＤｏＳＴＭ３－４
的相对表达水平发生显著变化一致ꎮ 利用 ＲＮＡ￣
ｓｅｑ 研究发现拟南芥 ＳＰＬ１０ 对茉莉酸、水杨酸和生

长素等激素响应过程有广泛影响ꎮ ＡｔＳＰＬ１０ 通过

调节生长素的生物合成抑制根的再生 (Ｙｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０)ꎮ 赤霉素通过调节茎分生组织中的 ＡｔＳＰＬ３－
５ 基因促进开花 (Ｇａｌｖãｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 在 ＤｏＳＴＭ
启动子上也发现了多种激素响应元件ꎬ故推测

ＤｏＳＴＭ 可能参与多种激素响应ꎮ
大量研究表明 ＳＰＬ 基因能够响应低温、高温

等非生物胁迫的信号ꎮ 如 Ｓｔｉｅｆ 等 (２０１４)发现在
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图 ５　 ＤｏＳＴＭ 蛋白保守基序预测
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤｏＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＣＤＳ 表示编码区ꎬ黑线表示内含子ꎮ
ＣＤＳ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｉｎｔｒｏｎ.

图 ６　 ＤｏＳＴＭ 基因结构
Ｆｉｇ. ６　 ＤｏＳＴＭ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

图 ７　 ＤｏＳＴＭ 顺式作用元件分析
Ｆｉｇ. ７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＤｏＳＴＭ

高 温 条 件 下ꎬ ＳＰＬ２ / ９ / １１ 基 因 被 ｍｉＲ１５６￣ｆ 和

ｍｉＲ１５６￣ｈ 调控使其表达降低ꎬ进而延长植物对高

温胁迫的耐受性ꎮ 除高温条件外ꎬ葡萄对低温条

件也 较 敏 感ꎬ 在 低 温 条 件 下 ( ５ ℃)ꎬ 体 内 的

ＶｖＳＢＰ３ 和 ＶｖＳＢＰ５ 表达均被上调ꎬ而 ＶｖＳＢＰ４ 和

ＶｖＳＢＰ７ 表达明显被下调ꎬ表明 ＶｖＳＢＰ３ 和 ＶｖＳＢＰ５
参与葡萄的低温胁迫反应 (吴艳等ꎬ２０１９)ꎮ 这与

ＤｏＳＴＭ１－４ 在低温、高温胁迫条件下的相对表达量
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ＥＦ１￣α 为内参ꎮ ∗∗表示 Ｐ<０.０１ꎬｎ＝ ３ꎮ
ＥＦ１￣α ｉｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ. ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｐ<０.０１ꎬ ｎ＝３.

图 ８　 ＤｏＳＴＭ 在根茎叶中的相对表达水平
Ｆｉｇ. ８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＤｏＳＴＭ

ｉｎ ｒｏｏｔꎬ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ

发生显著变化一致ꎮ
对白桦 ＢｐＳＰＬ６ 转基因拟南芥进行了 ＮａＣｌ 和

ＰＥＧ 胁迫实验ꎬ发现受到胁迫后ꎬ其表达量有下降

(李豆等ꎬ２０２１)ꎬ与我们观测到的在 ＰＥＧ 胁迫条

件下ꎬＤｏＳＴＭ 的相对表达水平显著下调一致ꎬ推测

ＤｏＳＴＭ 很可能参与植物的干旱胁迫响应ꎮ 崔扬等

(２０１９)发现玉米遭受干旱胁迫时ꎬＺｍＳＰＬ１６ 在根

中的表达量显著上调ꎬ这与 ＤｏＳＴＭ４ 结果一致ꎬ但
与 ＤｏＳＴＭ１ / ３ 不一致ꎬ具体原因有待进一步研究ꎮ

本研究在铁皮石斛全基因组水平鉴定出 ４ 个

ＳＴＭꎬ生物信息学分析显示他们均为亲水蛋白ꎬ大
部分定位在细胞核ꎬ都具有高度保守的 ＳＢＰ 结构

域以及与激素响应有关的顺式作用元件ꎮ 表达分

析显示他们在根中的表达量略高于茎和叶ꎬ胁迫

分析显示其在低温、高温及干旱胁迫下相对表达

水平显著变化ꎬ且部分 ＤｏＳＴＭ 可以对脱落酸作出

响应ꎮ 以上研究结果为进一步研究 ＤｏＳＴＭ 转录因

子的生物学功能奠定了基础ꎮ
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