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摘　 要: 金铁锁是 “云南白药”等多种中成药的重要组成ꎬ其有效成分为三萜皂苷ꎬＭＹＣ 类转录因子在调节

植物三萜类次生代谢积累中有重要作用ꎮ 为研究 ｐｔＭＹＣ２ 基因在金铁锁三萜皂苷合成代谢途径的调控机

制ꎬ该研究基于金铁锁转录组测序数据ꎬ克隆得到 ｐｔＭＹＣ２ 转录因子的两个全长基因ꎻ通过生物信息学软件

对两条转录因子的同源性、理化性质、疏水性、跨膜结构、亚细胞定位、结构域、靶基因结合位点等进行初步

预测分析ꎮ 结果表明:两条转录因子所编码的蛋白属于亲水性蛋白ꎬ不存在跨膜区域ꎬ均是非分泌蛋白质ꎬ
且不存在信号肽ꎻ两条转录因子的亚细胞定位于细胞核ꎻ结构域分析显示ꎬ两个基因都含有 ｂＨＬＨ 家族结构

域ꎻ预测得到金铁锁三萜皂苷合成途径中 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ、ＳＥ、β￣ＡＳ 等基因的启动子可能存在与 ＭＹＣ２ 结合的

Ｅ￣ｂｏｘ特异性结合位点ꎮ 该研究结果将为进一步研究 ｐｔＭＹＣ２ 基因在金铁锁三萜皂苷合成代谢途径的调节

机制奠定基础ꎮ

关键词: 金铁锁ꎬ 转录因子ꎬ ＭＹＣ２ꎬ 三萜皂苷ꎬ 生物合成途径ꎬ 生物信息学分析

中图分类号: Ｑ９４３　 　 文献标识码: Ａ　 　 文章编号: １０００￣３１４２(２０１９)１０￣１３５０￣０９

Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｐｔＭＹＣ２

ＭＥＮＧ Ｗｅｎｊｕｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ａｉｌｉꎬ ＪＩＡＮＧ Ｌｅｘｉａｏꎬ ＺＨＵ Ｗｅｎｊｉｅꎬ ＤＵＡＮ Ｌｉ ꎬ ＱＩＡＮ Ｚｉｇａｎｇ∗

( Ｃｅｒｔｅｒ ｆｏｒ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ Ｆｉｎｅ Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｐｌａｎｔｓꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０５００ꎬ Ｃｈｉｎａ )

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｐａｔｅｎｔ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ “Ｙｕｎｎａｎ

Ｂａｉｙａｏ”ꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ ｉｓ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｓａｐｏｎｉｎ. ＭＹＣ２ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍ￣
ｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｗｅ ｃｌｏｎｅｄ ｔｗｏ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ( ｐｔＭＹＣ２￣１ ａｎｄ ｐｔＭＹＣ２￣２ ) ｏｆ Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ｍｅａｎ￣
ｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙꎬ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓꎬ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙꎬ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｈｅｌｉｃｅｓꎬ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎꎬ

收稿日期: ２０１９－０１－２９
基金项目: 云南省科学技术厅－云南中医学院应用基础联合专项项目(２０１７ＦＦ１１７￣００１)ꎻ云南省科学技术厅－云南中医学院应用
基础联合专项项目 ( ２０１７ＦＦ１１７￣０３０)ꎻ云南省应用基础青年项目 ( ２０１５ＦＤ０３６) [ Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ－Ｙｕｎｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｊｏｉｎｔ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｇｒａｍ(２０１７ＦＦ１１７￣００１)ꎻ
Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ－Ｙｕｎｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｊｏｉｎｔ
Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｇｒａｍ(２０１７ＦＦ１１７￣０３０)ꎻＹｕｎｎａｎ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂａｓｉｃ Ｙｏｕｔｈ Ｐｒｏｇｒａｍ(２０１５ＦＤ０３６)]ꎮ
作者简介: 孟文俊(１９９２－)ꎬ女ꎬ云南曲靖人ꎬ硕士研究生ꎬ主要从事中药资源开发与利用研究ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)１９０９２４２２５８＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ

∗通信作者: 钱子刚ꎬ博士ꎬ教授ꎬ主要从事中药资源开发与分子生物学研究ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｑｉａｎｚｉｇ＠ ａｌｉｙｕｎ.ｃｏｍꎮ



ｄｏｍａｉｎꎬ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｄｉｄ ｎｏｔ ｅｘｉｓｔ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ
ｒｅｇｉｏｎꎬ ａｎｄ ｂｏｔｈ ｏｆ ｔｈｅｍ ｗｅｒｅ ｎｏｎ￣ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ. Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｆ ｔｗｏ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃ￣
ｔｏｒｓ ｌｏｃａｌｉｚｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ. Ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｂｏｔｈ ｇｅｎｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｔｈｅ ｂＨＬＨ ｆａｍｉｌｙ ｄｏｍａｉｎ. Ｗｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｇｅｎｅｓ( ＨＭＧＲꎬ ＦＰＳꎬ ＳＥ ａｎｄ β￣ＡＳ)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｔｈｅ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｓａｐｏｎｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈ￣
ｗａｙ ｏｆ Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓꎬ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｔｈｅ Ｅ￣ｂｏｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｔｕ￣
ｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｔＭＹＣ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｓａｐｏｎｉｎｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ＭＹＣ２ꎬ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｓａｐｏｎｉｎꎬ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｂｉｏｉｎｆｏｒ￣
ｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 金铁锁(Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓ)是云南道地

的濒危药用植物ꎬ是“云南白药”等多种中成药的

重要组成ꎮ 其活性成分是齐墩果烷型三萜皂甙ꎬ
具有显著的镇痛和抗炎等药理活性( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎮ 由于其显著的药理活性ꎬ该药药用资源已

开始匮乏ꎮ 因此ꎬ揭示相关转录因子在金铁锁三

萜皂苷合成途径的调控机制ꎬ定向增加金铁锁三

萜皂苷的积累ꎬ显得尤为重要ꎮ
茉莉酸(ＪＡｓ)是植物中重要的植物激素(包括

ＪＡ 及其甲酯衍生物 ＭｅＪＡ)ꎬ它是植物响应生物或

非生 物 胁 迫 的 重 要 信 号 转 导 分 子 ( Ｄｅｖｏｔｏ ＆
Ｔｕｒｎｅｒꎬ２０１０ꎻ王云锋等ꎬ２０１９)ꎮ 其通过在次生代

谢过程中调节相关酶基因ꎬ可以合成次生代谢产

物ꎬ如类黄酮和萜类化合物ꎬ从而提高植物的抗逆

性ꎮ 其中 ＭＹＣ２ 转录因子是茉莉酸( ＪＡｓ)信号途

径中的重要转录因子ꎬ其可以通过和靶基因的启

动子结合ꎬ调节下游基因的表达 ( Ｎｉｍｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９)ꎮ 当植物处于正常状态下ꎬ植物体内的核蛋

白 ＪＡＺ(Ｊａｓｍｏｎａｔｅ￣ＺＩＭ Ｄｏｍａｉｎ)及一些共同抑制物

(如 ＴＯＰＬＥＳＳ 或 ＴＰＬ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＴＰＬｓ)能够抑

制 ＪＡ 信号途径中的转录因子ꎬ使其不能正常和靶

基因的启动子结合ꎬ从而抑制转录因子激活下游

基因的表达(Ｃｈｉｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ 相反ꎬ当植物受

到胁迫时ꎬＪＡ 可以与异亮氨酸共轭以形成茉莉酸

异亮氨酸共轭物 ＪＡ￣Ｉｌｅꎮ ＪＡ￣Ｉｌｅ 具有一定的生物活

性ꎬ能使 ＪＡＺ 蛋白与 Ｓｋｐ１ / Ｃｕｌｌｉｎ１ / Ｆ￣ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＣＯＩ１( ＳＣＦ ＣＯＩ１)形成共轭复合体ꎬ该复合物被 ２６
Ｓ 蛋白酶降解ꎬ其释放转录因子并调节下游应激基

因的表达ꎬ促进次生代谢产物的积累 ( Ｔｈｉｎｅｓ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ 目前ꎬ已有一些关于 ＭＹＣ２ 转录因子

调节植物次生代谢产物合成的研究报道ꎬ如烟草

中尼古丁的合成需要 ＮｔＭＹＣ２ 的参与ꎬＮｔＭＹＣ２ａ 和

ＮｔＭＹＣ２ｂ 可与抑制因子 ＮｔＪＡＺ１ 形成核配合物ꎬ并
调节茉莉酸诱导的尼古丁生物合成的多个步骤

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ )ꎮ Ｈｏｎｇ ｅｔ ａｌ. ( ２０１２ ) 发 现

ＭＹＣ２ 通 过 直 接 结 合 到 倍 半 萜 合 酶 ＴＰＳ２１ 和

ＴＰＳ１１ 的启动子区激活表达ꎬ调节萜类合酶基因

表达 和 挥 发 性 倍 半 萜 的 合 成ꎮ 在 长 春 花 中ꎬ
ＣｒＭＹＣ２ 作为早期茉莉酸甲酯响应因子ꎬ通过调节

ＯＲＣＡ 基因表达进而调控一系列吲哚类生物碱

(ＴＩＡｓ) 合成酶基因的表达( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ
但是ꎬ对金铁锁转录因子的研究尚未见有报道ꎮ
目前ꎬ课题组前期已经克隆了金铁锁齐墩果烷型

三萜皂苷生物合成途径中多个关键酶基因ꎬ但转

录因子对这些基因的转录调控机制尚不清楚ꎮ 鉴

于此ꎬ本研究克隆了金铁锁中相关的 ｐｔＭＹＣ２ 基

因ꎬ并进行了生物信息学分析ꎬ预测可能与克隆的

ｐｔＭＹＣ２ 相互作用的靶基因ꎮ 为揭示金铁锁三萜皂

苷代谢途径的转录因子调控机制奠定一定的

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 植物材料

金铁锁采集于云南省丽江市ꎬ经云南中医学

院钱子刚教授鉴定为石竹科金铁锁属植物金铁锁

(Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓ)ꎮ
１.２ 主要仪器

高速冷冻离心机 ( ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ)ꎻ电泳仪 ( ＢＩＯ￣
ＲＡＤ 公司)ꎻＤＹＣ￣３３Ａ 微型电泳槽 ( ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公
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司)ꎻ凝胶成像系统(ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司)ꎻ ＰＣＲ 反应扩

增仪(ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司)ꎻ移液枪( ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ)ꎻ常用

耗材均购自昆明鼎国生物技术有限公司ꎮ
１.３ 主要试剂

ＴａＫａＲａ Ｍｉｎｉｂｅｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ
ＲＮＡ 提取试剂盒( ＴａＫａＲａ 生产批号为 ＡＫ１６０２)ꎻ
ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ１ １ ｓｔ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ
(ＴａＫａＲａ 生产批号为 ＡＫ４５０１ ) 反转录试剂盒ꎻ
ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｙｉｏｎ Ｋｉｔ
Ｖｅｒ ４.０ 割胶回收试剂盒 ( ＴａＫａＲａ 生产批号为

ＡＫ１９０１) ａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ
Ｖｅｒ ４. ０ 质粒提取试剂盒ꎻＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ (
ＴａＫａＲａ 生产批号为 Ａ２１０１Ａ)等ꎮ
１.４ 方法

１.４.１ 引物设计 　 依据金铁锁转录组中调控因子

ｐｔＭＹＣ２ 的两条基因序列分别设计一对扩增引物

(表 １)ꎮ

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｐｔＭＹＣ２￣１￣Ｆ ＡＴＧＡＡＴＡＣＴＴＧＧＴＣＴＴＣＴＡＣＡＡＡ

ｐｔＭＹＣ２￣１￣Ｒ ＴＴＡＡＡＧＡＴＡＡＧＡＡＡＧＴＡＴＴＴＧＧ

ｐｔＭＹＣ２￣２￣Ｆ ＡＴＧＡＡＴＴＴＴＴＧＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡ

ｐｔＭＹＣ２￣２￣Ｒ ＴＣＡＧＴＴＴＴＴＣＴＣＣＡＡＴＴＴＡＧＣＴＴ

１.４.２ 转录因子 ｐｔＭＹＣ２ 的克隆　 采用总 ＲＮＡ 提取

试剂盒提取金铁锁根中总 ＲＮＡꎻ采用 Ｔａｋａｒａ 的

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ１１ ｓｔ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒将总

ＲＮＡ 反转得到第一链 ｃＤＮＡꎬ以该 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
利用设计的引物进行两条 ｐｔＭＹＣ２ 的全长扩增ꎮ
其中 ＰＣＲ 体系如表 ２ 和表 ３ꎮ

经过多次筛选ꎬ确定的 ｐｔＭＹＣ２￣１ 的体系:９８
℃、１ ｍｉｎꎬ９８ ℃、１０ ｓꎬ４８ ℃、１５ ｓꎬ７２ ℃、４５ ｓ 共 ３２
个循环ꎻ７２ ℃、１０ ｍｉｎꎬ４ ℃终止ꎮ ｐｔＭＹＣ２￣２ 的体系:
９８ ℃、 １ ｍｉｎꎬ９８ ℃、１０ ｓꎬ５５ ℃、１５ ｓꎬ７２ ℃、４５ ｓ 共

３２ 个循环ꎻ７２ ℃、１０ ｍｉｎꎬ４ ℃ 终止ꎮ ＰＣＲ 产物用

１.０％琼脂糖凝胶电泳后ꎬ使用试剂盒(ＴａＫａＲａ)割

胶回收并纯化ꎬ经过测序得到序列信息ꎮ

表 ２　 ｐｔＭＹＣ２￣１ ＰＣＲ 反应体系
Ｔａｂｌｅ ２　 ｐｔＭＹＣ２￣１ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

试剂
Ｒｅｇｅｎｔ

使用量
Ｖｏｌｕｍｅ (μＬ)

ｃＤＮＡ ２

ｐｔＭＹＣ２￣１￣Ｆ １

ｐｔＭＹＣ２￣１￣Ｒ １

ｄｄＨ２Ｏ ８.５

Ｐｒｉｍｅｒ ｍａｘ ｐｅｒｍｉｘ １２.５

总和 Ｔｏｔａｌ ２５

表 ３　 ｐｔＭＹＣ２￣２ ＰＣＲ 反应体系
Ｔａｂｌｅ ３　 ｐｔＭＹＣ２￣２ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

试剂
Ｒｅｇｅｎｔ

使用量
Ｖｏｌｕｍｅ (μＬ)

ｃＤＮＡ ２

ｐｔＭＹＣ２￣２￣Ｆ １

ｐｔＭＹＣ２￣２￣Ｒ １

ｄｄＨ２Ｏ ８.５

Ｐｒｉｍｅｒ ｍａｘ ｐｅｒｍｉｘ １２.５

总和 Ｔｏｔａｌ ２５

１.４.３ 转录因子 ｐｔＭＹＣ２ 的 Ｔ 克隆载体构建 　 将纯

化后的产物与 １ μＬ ＰＭＤＴＭ １８￣Ｔ ｖｅｃｔｏｒ ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ
构建 １０ μＬ 连接体系ꎬ连接后转化至酵母感受态

细胞中ꎬ涂布于 ＬＢ 固体培养基(氨苄青霉素抗性)
上ꎬ３７ ℃温育培养ꎬ后挑单克隆过夜培养ꎬ使用质

粒提取试剂盒按说明提取质粒ꎬ进行 ＰＣＲ 验证后

进行测序ꎮ
１.４.４ 转录因子 ｐｔＭＹＣ２ 的生物信息学分析 　 对金

铁锁的转录调控因子 ｐｔＭＹＣ２ 的两个基因进行生

物信 息 学 分 析ꎮ 在 ＮＣＢＩ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ) 网站上通过 ＢＬＡＳＴ 程序进行序列

同源 性 比 对ꎻ 使 用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )寻找其开放阅读框ꎻ通
过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )
预测蛋白质的理化性质ꎮ 使用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )软件进行疏水性分析ꎻ
在 ＴＭＨＭＭ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭ￣

２５３１ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



ＨＭＭ / )网站预测蛋白的跨膜区域ꎻ运用在线工具

ＳｉｇｎａｌＰ３. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＳｉｇｎａｌＰ￣３.０ / )服务器进行蛋白质信号肽预测分析ꎻ
通过 ＴａｒｇｅｔＰ １. １ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴａｒｇｅｔＰ / ) 和 Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２. ０ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ￣２ / ) 预测

蛋白质的亚细胞定位情况ꎻ使用 ＳＭＡＲＴ( ｈｔｔｐ: / /
ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / )软件对 ｐｔＭＹＣ２￣１ 和 ｐｔ￣
ＭＹＣ２￣２ 的保守结构域进行预测ꎻ应用在线软件

ＣＦＳＳＰ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｂｉｏｇｅｍ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌ / ｃｈｏｕ￣ｆａｓｍａｎ /
ｉｎｄｅｘ.ｐｈｐ)对蛋白质的二级结构进行预测ꎮ 通过

ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｉｎ￣
ｔｅｒａｃｔｉｖｅ)进行三级结构预测ꎻ应用 ＭＥＧＡ ５. ０ 软

件构建系统进化树ꎻ在 ＮＣＢＩ 中使用 Ｂｌａｓｔ 来搜索

目标基因的相似性ꎬ参照最高相似物种的序列搜

索该序列的基因组序列ꎬ并下载目标基因上游

２ ０００ ｂｐ 的区域作为该目标基因的启动子序列ꎬ采
用 ＪＡＳＰＡＲ２０１６ ｓｅｒｖｅｒ 预测可能与 ｐｔＭＹＣ２ 互作的

靶基因及结合信息位点ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 金铁锁转录因子 ｐｔＭＹＣ２ 的克隆

提取金铁锁根的总 ＲＮＡ 进行 １.０％琼脂糖凝

胶电泳检测ꎬ得到的 ＲＮＡ 条带清晰ꎬ表明提出金

铁锁 ＲＮＡꎮ 将 ＲＮＡ 反转为 ｃＤＮＡꎬＰＣＲ 扩增后经

过 １.０％琼脂糖凝胶电泳检测并测序验证ꎮ 将全

长构建入 Ｔ 克隆载体ꎬ测序后结果表明扩增序列

与转录组序列基本一致ꎮ
２.２ 金铁锁转录因子基因的生物信息学分析

２.２.１ 转录因子基因同源性分析　 通过 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ
进行同源性分析ꎬ由结果可知ꎬ两个转录因子 ｐｔ￣
ＭＹＣ２ 与其他植物的 ＭＹＣ２ 转录因子具有同源性ꎬ
根据结果推测扩增出金铁锁 ｐｔＭＹＣ２￣１ 和 ｐｔＭＹＣ２￣
２ 基因ꎮ
２.２.２ 转录因子基因编码蛋白质理化性质分析 　
ｐｔＭＹＣ２￣１ 转录因子的蛋白理化性质由 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ
在线工具预测后ꎬ分析结果显示 ｐｔＭＹＣ２￣１ 转录因

子开放阅读框 １ ７１３ ｂｐꎬ编码了 ５７０ 个氨基酸ꎻ预
测分 子 式 为 Ｃ２７７９ Ｈ４４０７ Ｎ７８７ Ｏ８８５ Ｓ２３ꎻ 分 子 量 为

６ ３７４.６８ꎻ理论等电点为 ６.０６ꎻ在组成的氨基酸当

中ꎬ丝氨酸(Ｓｅｒ)占比达 １１.４％ꎬ相对较高ꎻ不稳定

参数为 ４７.６６ꎬ推测 ｐｔＭＹＣ２￣１ 蛋白为不稳定蛋白ꎻ
脂肪族指数为 ７６.９１ꎮ 使用相同的方法来预测 ｐｔ￣
ＭＹＣ２￣２ 转录因子的理化性质ꎬｐｔＭＹＣ２￣２ 的开放阅

读框长度为 １ ９０２ ｂｐꎬ转录因子编码 ６６３ 个氨基

酸ꎻ推测蛋白质分子式为 Ｃ３０１８Ｈ４７６３Ｎ８６３Ｏ９７２ Ｓ２０ꎻ分
子量为 ６９ ３３０.４２ꎻ理论等电点为 ５.３３ꎻ在组成的氨

基酸当 中ꎬ 也 是 丝 氨 酸 ( Ｓｅｒ ) 占 比 最 高ꎬ 达 到

１０.６％ꎻ不稳定参数为 ５２.４ꎬ推测 ｐｔＭＹＣ２￣２ 的蛋白

为不稳定的蛋白ꎻ脂肪指数为 ７０.８８ꎮ
２.２.３ 转录因子基因编码蛋白质的疏水性分析 　
采用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 对金铁锁转录因子 ｐｔＭＹＣ２￣１ 和 ｐｔ￣
ＭＹＣ２￣２ 的氨基酸序列的疏水性 /亲水性进行分

析ꎬ从结果可知 (图 １ꎬ图 ２)ꎬ 在 ３７９ ｂｐ 左右位置

图 １　 ｐｔＭＹＣ２￣１ 蛋白的亲疏水性分析图
Ｆｉｇ. １　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｔＭＹＣ２￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ２　 ｐｔＭＹＣ２￣２ 蛋白的亲疏水性分析图
Ｆｉｇ. ２　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｔＭＹＣ２￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ
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ｐｔＭＹＣ２￣１ 蛋白有一个典型的亲水性区域ꎻ在 ８９ ｂｐ
左右位置 ｐｔＭＹＣ２￣２ 蛋白有一个典型的亲水性区域ꎮ
２.２.４ 转录因子基因编码蛋白质的跨膜区分析 　
通过 ＴＭＨＭＭ２.０ 对两个转录因子进行蛋白跨膜结

构分析ꎬ预测结果显示ꎬ这两个基因编码的蛋白均

不存在跨膜区域ꎬ都不属于跨膜蛋白ꎮ
２.２.５ 转录因子基因编码蛋白质的信号肽、亚细胞

定 位 预 测 分 析 　 ｐｔＭＹＣ２￣１ 和 ｐｔＭＹＣ２￣２ 使 用

ＳｉｇｎａｌＰ ３. ０ 软件进行信号肽预测ꎬ从神经网络模

型分析ꎬ可以判断两种蛋白质都没有信号肽ꎮ 隐

马尔 福 模 型 进 一 步 证 实ꎬ 金 铁 锁 ｐｔＭＹＣ２￣１ 和

ｐｔＭＹＣ２￣２编码的蛋白质均是非分泌蛋白质ꎬ并且

不存 在 信 号 肽ꎮ 由 在 线 细 胞 定 位 分 析 工 具

ＴａｒｇｅｔＰ１.１ 服务器分析 ｐｔＭＹＣ２￣１ 和 ｐｔＭＹＣ２￣２ 编码

的蛋白的定位情况ꎬ结果显示都定位在其他细胞

器ꎬ再由 Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２.０ 进行具体定位分析ꎬ两个因

子均定位在细胞核ꎮ
２.２.６ 转录因子基因结构域分析 　 使用 ＳＭＡＲＴ 软

件对 ｐｔＭＹＣ２￣１ 和 ｐｔＭＹＣ２￣２ 的保守结构域进行预

测ꎬ结果得知 ｐｔＭＹＣ２￣１ 从 ３９ 到 ２１８ 位置之间存在

一个 高 度 保 守 的 结 构 功 能 域 ｂＨＬＨ ( 图 ３ )ꎮ
ｐｔＭＹＣ２￣２ 从 ２８ 到 ２０８ 位置之间存在一个高度保

守的结构功能域 ｂＨＬＨ(图 ４)ꎮ 即 ｂＨＬＨ 家族成

员共有的典型结构域ꎮ

图 ３　 ｐｔＭＹＣ２￣１ 结构域预测
Ｆｉｇ. ３　 ｐｔＭＹＣ２￣１ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

图 ４　 ｐｔＭＹＣ２￣２ 结构域预测
Ｆｉｇ. ４　 ｐｔＭＹＣ２￣２ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

２.２.７ 转录因子基因编码蛋白质的二级结构及三

级结构预测　 通过二级结构在线预测软件 ＣＦＳＳＰ
对 ｐｔＭＹＣ２￣１ 和 ｐｔＭＹＣ２￣２ 分别进行分析ꎬ结果如下

图所示ꎬｐｔＭＹＣ２￣１ 编码蛋白二级结构中ꎬα￣螺旋

(Ｈ)占 ７０％ꎬ β 折叠 ( Ｅ) 占 ５７. ２％ꎬ转角 ( Ｔ) 占

１４.０％ꎮ ｐｔＭＹＣ２￣２ 编码蛋白二级结构中ꎬα￣螺旋

(Ｈ)占 ６５.９％ꎬβ 折叠( Ｅ)占 ５１. ３％ꎬ转角( Ｔ)占

１４.４％ꎮ 两个基因编码的蛋白质的二级结构均是

混合型ꎮ 以拟南芥 ＡｔＭＹＣ２ 蛋白 (登录号 ＮＭ￣

１０２９９８.３)为参比模板ꎬ利用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 对 ｐｔ￣
ＭＹＣ２￣１ 和 ｐｔＭＹＣ２￣２ 的蛋白质三维立体结构进行

预测ꎮ 结果如下图所示(图 ５、图 ６ 和图 ７)ꎬ金铁

锁 ｐｔＭＹＣ２ 蛋白的 ｂＨＬＨ 区域与拟南芥 ＡｔＭＹＣ２ 蛋

白的 ｂＨＬＨ 区域结构结构相似ꎮ 相同 ｂＨＬＨ 和不

同 ｂＨＬＨ 转录因子的 α￣螺旋之间可以相互作用ꎬ
形成同源或异源二聚体从而与靶基因启动子的不

同部位结合ꎬ发挥转录调控作用ꎮ
２.２.８ 转录因子基因系统进化树的构建 　 将金铁
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图 ５　 ｐｔＭＹＣ２￣１ 三级结构预测
Ｆｉｇ. ５　 ｐｔＭＹＣ２￣１ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

图 ６　 ｐｔＭＹＣ２￣２ 三级结构预测
Ｆｉｇ. ６　 ｐｔＭＹＣ２￣２ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

锁 ｐｔＭＹＣ２￣１ 和 ｐｔＭＹＣ２￣２ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中多

种植物的转录因子进行比对分析后ꎬ选取相似性

高的植物的 ＭＹＣ２ 转录因子ꎬ利用 ＭＥＧＡ ５. ０ 中

的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 方法ꎬ构建系统进化树ꎮ 结果

表明 ｐｔＭＹＣ２￣１ 与藜麦的 ＭＹＣ２ 亲缘关系接近(图
８)ꎮ ｐｔＭＹＣ２￣２ 也与藜麦中的 ＭＹＣ２ 亲缘关系接近

图 ７　 ＡｔＭＹＣ２￣２ 三级结构
Ｆｉｇ. ７　 ＡｔＭＹＣ２￣２ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

(图 ９)ꎮ 由于藜麦属于藜科ꎬ金铁锁属于石竹科ꎬ
藜科与石竹科均属于较原始的类群ꎬ亲缘关系较

近ꎬ所以本研究克隆得到的金铁锁 ｐｔＭＹＣ２ 与藜麦

的 ｃｑＭＹＣ２ 聚为一类ꎮ
２.２.９ 转录因子与靶基因结合位点信息分析　 ＭＹＣ
类转录因子对目的基因的调控ꎬ是通过与目的基

因启动子的 Ｅ￣ｂｏｘ 特异性结合域的结合实现的ꎮ
由于金铁锁还未进行过全基因组测序ꎬ本研究通

过 Ｂｌａｓｔ 软件对金铁锁三萜皂苷合成途径上的关键

酶基因 ＨＭＧＲ、ＳＥ、ＦＰＳ、β￣ＡＳ 分别进行相似性搜

索ꎬ其 中ꎬ 金 铁 锁 ＨＭＧＲ 的 基 因 序 列 与 胡 杨

(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｅｕｐｈｒａｔｉｃａ) 的相似性最高ꎬ ＳＥ１ 与甜菜

(Ｂｅｔａ ｖｕｌｇａｒｉｓ ｓｕｂｓｐ.)的相似性最高ꎬＳＥ２、ＦＰＳ、β￣
ＡＳ 的序列与藜麦(Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ｑｕｉｎｏａ)的相似性

最高ꎬ分别下载相似性最高物种基因上游 ２ ０００ ｂｐ
的区域作为该基因的启动子序列(启动子序列见

附录)ꎬ分析预测可能与 ｐｔＭＹＣ２ 互作的靶基因及

结合信息位点ꎬ结果如表 ４ 所示ꎮ

３　 讨论

金铁锁是西南地区的珍稀濒危药材ꎬ 为多种
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图 ８　 ｐｔＭＹＣ２￣１ 蛋白与其他植物 ＭＹＣ２ 蛋白的系统发育分析
Ｆｉｇ. ８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｔＭＹＣ２￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓ

图 ９　 ｐｔＭＹＣ２￣２ 蛋白与其他植物 ＭＹＣ２ 蛋白的系统发育分析
Ｆｉｇ. ９　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｔＭＹＣ２￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｐｓａｍｍｏｓｉｌｅｎｅ ｔｕｎｉｃｏｉｄｅｓ

著名中成药的重要组成ꎬ其有效成分为五环三萜

皂苷ꎮ 由于其显著的药理活性ꎬ金铁锁资源遭到

大量的挖掘破坏ꎬ已处于濒危状态ꎬ目前已被

ＩＵＣＮ 收录为濒危种ꎮ ＭＹＣ 类转录因子是植物茉

莉酸类激素响应途径中的核心转录因子ꎬ近年来ꎬ
在烟草(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)、拟南芥(Ｈｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
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表 ４　 转录因子与靶基因结合位点预测
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

转录因子
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ

靶基因
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

结合位点 (正链)
Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

(Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｈａｉｎ)

起点
Ｓｔａｒｔｉｎｇ ｐｏｉｎｔ

终点
Ｅｎｄｉｎｇ
ｐｏｉｎｔ

ｐｔＭＹＣ２ 羟基￣３￣甲基戊二酰辅酶 Ａ 还原酶 (ＨＭＧＲ)
３￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣３￣ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ
ＣｏＡ￣ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ (ＨＭＧＲ)

ＣＡＣＡＴＧ １ ４９４ １ ４９９

ｐｔＭＹＣ２ 鲨烯环氧酶 (ＳＥ)
Ｓｑｕａｌｅｎｅ ｅｐｏｘｉｄａｓ (ＳＥ)

ＣＡＣＡＴＧ １ ４６３ １ ４６８

ｐｔＭＹＣ２ β￣香树素合酶 (β￣ＡＳ)
β￣ａｍｙｒｉｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ (β￣ＡＳ)

ＣＡＣＡＴＧ １ ７４７ １ ７５２

ｐｔＭＹＣ２ 法尼基焦磷酸合酶 (ＦＰＳ)
Ｆａｒｎｅｓｙｌ ｐｙｒｏｐｈａｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ (ＦＰＳ)

ＣＡＣＧＴＧ １ ７４７ １ ７５２

２０１２)、长 春 花 ( Ｈｅｄｈｉｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ )、 红 豆 杉

(Ｌｅｎｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)等植物中克隆得到的 ＭＹＣ２ 转

录因子ꎬ研究发现其都参与调节了次生代谢产物

的合成ꎮ 在发现的众多 ＭＹＣｓ 转录因子中ꎬＭＹＣ２
是研究较多的一类转录因子ꎮ 鉴于此ꎬ本研究开

展对金铁锁转录因子 ｐｔＭＹＣ２ 的研究ꎬ以期能够获

得参与金铁锁有效成分调控的 ｐｔＭＹＣ２ 转录因子ꎬ
为后期完成金铁锁有效成分的定向积累奠定

基础ꎮ
本研究克隆得到两条具有完整开放阅读框

ＯＲＦ 的 ｐｔＭＹＣ２ 转录因子ꎬｐｔＭＹＣ２￣１ 与 ｐｔＭＹＣ２￣２
的 ＯＲＦ 长度分别为 １ ７１３ ｂｐ 和 １ ９０２ ｂｐꎬ分别编

码 ５７０ 个和 ６３３ 个氨基酸残基ꎬ分子量为 ６３.７５ ｋＤ
和 ６９.３３ ｋＤꎮ 通过 ＳＭＡＲＴ 软件分析ꎬｐｔＭＹＣ２￣１ 与

ｐｔＭＹＣ２￣２ 都存在一个高度保守的结构功能域

ｂＨＬＨꎬ具有 ｂＨＬＨ 家族成员共有的典型结构域ꎮ
从三 级 结 构 预 测 图 可 以 看 出ꎬ 所 获 得 的 两 条

ｐｔＭＹＣ２ 基因与拟南芥的 ＡｔＭＹＣ２ 有相似的三级结

构ꎬ都具有 ｂＨＬＨ 家族共有的 α 螺旋 １￣环￣α 螺旋 ２
( ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ) 保守结构域ꎬ该 ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ
结构可以与靶基因启动子相结合ꎬ从而发挥对基

因的调控作用( Ｓｔｅｖｅｎｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ 同时ꎬ将该

两条序列与其他氨基酸序列进行 ＢｌａｓｔＸ 同源比对

发现ꎬ本研究克隆得到的两条 ＭＹＣ２ 编码的蛋白与

烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)的 ＮｔＭＹＣ２ 编码蛋白同源

性在 ５０％以上ꎬ烟草中该转录因子主要是参与调

控了烟草中尼古丁的生物合成 ( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２０１２)ꎬ故推测该两条 ｐｔＭＹＣ２ 转录因子也可能与

金铁锁次生代谢产物的调控有关ꎮ
ＭＹＣ２ 转录因子主要是通过与目的基因 ＤＮＡ

的结合来调控基因的表达ꎮ 而这些与目的基因的

特异性结合区域ꎬ一般都存在于目的基因的启动

子上(沈乾等ꎬ２０１２)ꎮ 因此ꎬ预测 ＭＹＣ２ 启动子与

靶基因的特异性结合区域是研究转录因子调控的

前提ꎮ ｂＨＬＨ 蛋白可分为 ＡꎬＢꎬＣꎬＤꎬＥ 和 Ｆꎬ这取

决于 ｂＨＬＨ 的基本 ＤＮＡ 结合模式ꎮ Ｂ 类 ｂＨＬＨ 可

与具有 ５′￣ＣＡＣＧＴＧ￣３′特征的 Ｅ￣ｂｏｘ 结合ꎬ其中包

括 ＭＹＣ 家族( Ｌｅｄｅｎｔ ＆ Ｖｅｒｖｏｏｒｔꎬ２００１)ꎮ 因此ꎬ本
研究以 Ｅ￣ｂｏｘ 作为结合片段ꎬ选取课题组前期研究

三萜皂苷合成途径中的几个关键酶基因作为靶基

因ꎬ通过 Ｂｌａｓｔ 软件对这些关键酶基因进行相似性

搜索ꎬ以搜索到的相似性最高的物种为参考ꎬ选取

参考 基 因 上 游 ２ ０００ ｂｐ 作 为 启 动 子ꎬ 分 析 与

ｐｔＭＹＣ２ 靶基因的结合信息位点ꎮ 预测结果显示ꎬ
金铁锁三萜皂苷合成途径中的 ３￣羟基￣３￣甲基戊二

酰辅酶 Ａ 还原酶(ＨＭＧＲ)、鲨烯环氧酶( ＳＥ)、法
尼基焦磷酸合成酶(ＦＰＳ)、β￣香树素合酶( β￣ＡＳ)
等基因启动子中都有可能具有 Ｅ￣ｂｏｘ 的特异结合

位点ꎬｐｔＭＹＣ２ 转录因子有可能与这些基因互作从

而对其进行调控ꎮ 沈乾等( ２０１６)在对青蒿 ＭＹＣ
类转录因子的研究中发现ꎬ转录因子 ＡａＭＹＣ２ 能与

青蒿素生物合成途径中的 Ｐ４５０ 基因 ＣＹＰ７１ＡＶ１ 和

ＤＢＲ２ 基因的启动子结合ꎬ进而参与调控青蒿素的

生物合成过程ꎮ 本研究通过对 ｐｔＭＹＣ２ 与靶基因

７５３１１０ 期 孟文俊等: 金铁锁转录因子 ｐｔＭＹＣ２ 的克隆和生物信息学分析



结合位点的预测分析ꎬ为后续开展的实验提供了

丰富的基因资源ꎮ
综上所述ꎬ本研究克隆得到了两条 ｐｔＭＹＣ２ 转

录因子ꎬ并对其进行生物信息学分析ꎬ为后期即将

开展的酵母双杂等验证该两条转录因子功能的实

验提供了科学依据ꎮ
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