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摘　 要: 多蛋白桥联因子 １(ｍｕｌｔｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｒｉｄｇｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ １ꎬ ＭＢＦ１)在植物应对逆境胁迫中起着重要的作用ꎬ
而对于水稻中 ＭＢＦ１ 是否参与重金属胁迫响应机制目前尚未见相关报道ꎮ 为了揭示水稻 ＭＢＦ１ 家族与重金

属胁迫的相关性及其潜在作用机制ꎬ该研究利用 ＰＣＲ 技术克隆水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因的全长编码序列ꎬ通过生

物信息学对基因功能进行分析和预测ꎬ并通过实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)分析其在镉(Ｃｄ)胁迫下的表

达特征ꎮ 结果表明:(１)ＯｓＭＢＦ１ｃ 的全长编码序列为 ４６８ ｂｐꎬ共编码 １５５ 个氨基酸ꎬ相对分子量为 １６.１５４
ｋＤａꎮ (２)ＯｓＭＢＦ１ｃ 与大麦 ＴｄＭＢＦ１ａ.１ 亲缘关系最近ꎬ具有光、厌氧等环境因子诱导相关的顺式调节元件ꎮ
(３)重金属 Ｃｄ 可诱导 ＯｓＭＢＦ１ｃ 表达且在时间上和组织中的表达水平具有特异性ꎬ１００ μｍｏｌＬ￣１ Ｃｄ 处理 １ ｈ
后ꎬ地上部分 ＯｓＭＢＦ１ｃ 表达量明显上调ꎬ为对照组的 ７ 倍ꎻ１００ μｍｏｌＬ￣１ Ｃｄ 胁迫处理 ６ ｈ 后ꎬ根部 ＯｓＭＢＦ１ｃ 表
达量上调为对照组的 ３ 倍ꎮ 该研究结果进一步完善了非生物胁迫下 ＭＢＦ１ 家族的生物学功能研究ꎮ
关键词: 水稻ꎬ ＯｓＭＢＦ１ｃꎬ 基因克隆ꎬ 表达分析ꎬ 镉

中图分类号: Ｑ９４３　 　 文献标识码: Ａ　 　 文章编号: １０００￣３１４２(２０２２)１１￣１８２２￣０８

Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ ｇｅｎｅ ｉｎ ｒｉｃｅ
ＳＨＩ Ｙａｎｇ１ꎬ ＷＡＮＧ Ｍｅｎｇｔｉｎｇ１ꎬ ＪＩＮ Ｙｕｆａｎ１ꎬ ＹＵ Ｙｕｅ１ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘｕ１ꎬ ＬＩ Ｊｉａｈａｏ１ꎬ

ＪＩＡＮＧ Ｎａｎ１ꎬ ＬＩ Ｂｉｎ１ꎬ ＣＨＥＮ Ｊｉ２ꎬ ＨＵＡＮＧ Ｊｉｎ１∗

( １. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００５９ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇｒｏｎｏｍｙꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１１１３０ꎬ Ｃｈｉｎａ )

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｍｕｌｔｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｒｉｄｇｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ １ (ＭＢＦ１) ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅｒｅ ｉｓ
ｎｏ ｒｅｐｏｒｔ ａｂｏｕｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＭＢＦ１ ｉｎ ｒｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｗａｓ ｔｏ ｓｈｅｄ ｌｉｇｈｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＢＦ１ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｒｉｃｅ. Ｉｎ ｔｈｉｓ
ａｒｔｉｃｌｅꎬ ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｂｙ ＰＣＲꎬ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ ｕｎｄｅｒ Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＲＴ￣
ｑＰＣＲ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ ｗａｓ ４６８ ｂｐꎬ ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｄ １５５ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｉｔｈ

收稿日期: ２０２１－１１－２７
基金项目: 国家自然科学基金(３１８７０３８３) [Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３１８７０３８３)]ꎮ
第一作者: 石杨(１９９７－)ꎬ硕士ꎬ研究方向为水稻重金属响应基因的功能分析ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)７３８５６５５６４＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ

∗通信作者: 黄进ꎬ博士ꎬ研究员ꎬ主要从事水稻吸收、转运重金属相关基因的调控机制研究ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｈｕａｎｇｊｉｎ１８＠ ｃｄｕｔ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ



ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ １６.１５４ ｋＤａ. (２) ＯｓＭＢＦ１ｃ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＴｄＭＢＦ１ａ.１ꎬ ａｎｄ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＯｓＭＢＦ１ｃ ｗａｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ａｎａｅｒｏｂｉｃ. (３) Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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ｔｏ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｆｉｎｅｓ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ＭＢＦ１ ｆａｍｉｌｙ
ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｒｉｃｅꎬ ＯｓＭＢＦ１ｃꎬ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｃａｄｍｉｕｍ

　 　 近年来ꎬ随着人类工业化进程的加快ꎬ干旱、盐
碱化和重金属污染问题对农作物的威胁日趋严重ꎬ
其中重金属污染问题尤为突出ꎮ 镉(Ｃｄ)作为一种

重金属ꎬ因其具有高毒性ꎬ即使在土壤中以较低浓

度存在ꎬ也会对农作物产生极强的毒性ꎬ进而影响

农作物的生长发育(Ｔｏｐｐｉ ＆ Ｇａｂｂｒｉｅｌｌｉꎬ １９９９ꎻ金枫

等ꎬ２０１０)ꎮ 水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)作为我国重要的粮

食作物ꎬ其生长发育受到土壤中 Ｃｄ 的严重危害

(Ｚｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 因此ꎬ如何改善重金属对水

稻生长发育的影响并解决籽粒中的重金属积累问

题ꎬ对未来培育耐 Ｃｄ 水稻品种以及保障粮食生产

安全均具有重要意义ꎮ 目前ꎬ水稻应对重金属胁迫

的转录调控机制的研究较为广泛ꎬ相关转录因子、
转录调节因子等因对抗胁迫功能基因的表达起着

重要调节作用ꎬ而一直成为研究热点ꎮ 多蛋白桥联

因子 １(ｍｕｌｔｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｒｉｄｇｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ １ꎬ ＭＢＦ１)是植物

处于生物及非生物胁迫应答过程中起重要作用的

转录调节因子之一(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ ＭＢＦ１ 蛋

白主要由 Ｎ 端“ＭＢＦ１”结构域和 Ｃ 端“α￣螺旋￣β￣转
角￣α￣螺旋”结构域组成ꎬ可通过桥联转录激活因子

和 ＴＢＰ(ＴＡＴＡ￣Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｐｒｏｔｅｉｎ)调控多种信号转导

途径并激活多种防御因子ꎬ最终提高植物在逆境胁

迫 下 的 耐 受 性 ( Ｍｉｌｌｅｒｓｈｉｐ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｊａｉｍｅｓ￣
Ｍｉｒａｎｄａ ＆ Ｃｈｖｅｚ Ｍｏｎｔｅｓꎬ ２０２０ )ꎮ 拟 南 芥

(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)、小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ )、菊花

(Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ)中 ＭＢＦ１ 基因家族可参

与调控植物应对热、氧化和干旱等胁迫反应(Ｓｕｚｕｋｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻＰａｍｅｌａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ
然而ꎬＭＢＦ１ 是否参与植物应对重金属胁迫通路ꎬ以
及是否可能缓解植物因重金属而引起氧化损伤等

的相关研究却少见报道ꎮ 此外ꎬ对 ＭＢＦ１ 的研究也

仅仅局限于拟南芥、小麦等物种ꎬ在水稻中潜在的

功能和作用机制的研究则较少ꎬ而水稻作为我国重

要的粮食作物之一ꎬ研究其抗逆机理显得尤为重要ꎮ

本研究对水稻中的 ＭＢＦ１ 基因家族进行了生

物信息学分析ꎬ并以水稻为材料ꎬ利用 ＰＣＲ 方法克

隆得到了 ＯｓＭＢＦ１ｃ( ＬＯＣ＿Ｏｓ０６ｇ３９２４０)基因的全

长编码区( ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ＣＤＳ)ꎮ 在此基础上ꎬ
采用实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)方法对 Ｃｄ 处

理下不同水稻组织中 ＯｓＭＢＦ１ｃ 的相对表达量进行

分析ꎮ 旨在探究以下问题:(１)水稻 ＭＢＦ１ 蛋白家

族亲缘进化关系、理化性质以及结构特征ꎻ(２)水

稻 ＭＢＦ１ 基因家族成员在 Ｃｄ 胁迫下的表达变化

情况ꎻ(３)水稻 ＭＢＦ１ 在缓解 Ｃｄ 危害过程中的潜

在功能ꎮ 本研究结果将为耐镉水稻品种的培育提

供潜在的基因资源ꎬ同时为进一步解析该基因在

水稻中应对重金属胁迫的调控机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

水稻种子于 ４ ℃保存ꎮ 选健康种子放入适量

无菌水中ꎬ３０ ℃ 催芽 ４８ ｈꎮ 将发芽种子置于 １ / ２
ＭＳ 液体培养基中ꎬ３０ ℃温室进行光照 １６ ｈ /黑暗

８ ｈ 交替培养ꎬ５ ｄ 后选取同一生长阶段的幼苗进

行 ＣｄＣｌ２(１００ μｍｏｌＬ￣１) 胁迫处理ꎬ经时间梯度

(１、６、１２ ｈ)处理后采集地上部分和根部ꎬ并将其

立即用液氮进行速冻ꎬ置于－８０ ℃冰箱保存备用ꎮ
１.２ ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因克隆

１.２.１ 总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 第一链合成　 将 ＣｄＣｌ２
处理的水稻组织参照 Ａｉｄｌａｂ 公司的 ＥＡＳＹｓｐｉｎ Ｐｌｕｓ
植物 ＲＮＡ 快速提取试剂盒的说明书进行总 ＲＮＡ
的提 取ꎮ 提 取 成 功 后ꎬ 取 １ ０００ ｎｇ ＲＮＡꎬ 参 照

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 反转录试剂盒说明书进

行反转录合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ
１.２. ２ ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因的克隆 和 测 序 　 根据水稻

ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因的 ＣＤＳ 序列设计引物 ＯｓＭＢＦ１ｃ￣Ｆ /

３２８１１１ 期 石杨等: 水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因的克隆及表达分析



ＯｓＭＢＦ１ｃ￣Ｒ(表 １)ꎮ 以水稻 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用擎

科生物科技有限公司的金牌 Ｍｉｘ 酶对 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基

因的 ＣＤＳ 序列进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 利用胶回收试剂

盒对 ＰＣＲ 产物进行胶回收后ꎬ利用 Ｖａｚｙｍｅ 公司的

ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒连入

ｐＧＡＤＴ７ 载体ꎬ并转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 菌株ꎮ 挑

取阳性克隆培养后ꎬ使用天根生化科技公司的质

粒小提试剂盒提取重组质粒并进行酶切验证ꎬ送
往擎科生物科技有限公司(成都)进行测序ꎮ

表 １　 基因克隆和表达检测引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列 (５′→ ３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→ ３′)

长度
Ｌｅｎｇｔｈ
(ｂｐ)

ＯｓＭＢＦ１ｃ￣Ｆ ＣＡＴＡＣＡＡＴＣＡＡＣＴＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴ
ＧＣＣＧＡＣＧＧＧＧＡＧＧＴＴＧＡＧＣＧ

４３

ＯｓＭＢＦ１ｃ￣Ｒ ＴＧＧＣＧＡＡＧＡＡＧＴＣＣＡＡＡＧＣＴＴＴ
ＣＡＣＴＴＧＧＣＧＣＣＧＧＣＧＧＧＣＧＣＧ

４３

ＯｓＭＢＦ１ｃ￣ｑＦ ＡＣＡＴＣＡＣＧＣＡＧＧＡＣＴＧＧＧＡＧ ２０

ＯｓＭＢＦ１ｃ￣ｑＲ ＴＣＣＧＴＣＧＡＣＴＣＧＴＣＣＡＧＣＴＴ ２０

ＯｓＭＢＦ１ａ￣ｑＦ ＧＣＣＧＣＣＡＡＧＡＡＧＧＡＴＧＡＧＡ １９

ＯｓＭＢＦ１ａ￣ｑＲ ＣＣＴＴＧＴＴＴＧＴＴＣＣＡＧＧＣＧＴＴ ２０

Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣Ｆ ＡＴＣＡＣＧＣＴＧＧＡＧＧＴＧＧＡＧＴ １９

Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣Ｒ ＡＧＧＣＣＴＴＣＴＧＧＴＴＧＴＡＧＡＣＧ ２０

１.３ 生物信息学分析

从 ＥｎｓｅｍｂｌＰｌａｎｔｓ 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｐｌａｎｔｓ.
ｅｎｓｅｍｂｌ.ｏｒｇ / ｉｎｆｏ / ｄａｔａ / ｆｔｐ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)获得水稻、大麦

(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ )、二粒小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｄｉｃｏｃｏｉｄｅｓ)、
高粱(Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ )、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)的整个基因

组以及 ｇｆｆ３ 注释文件ꎬ使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件将整个基因

组序列翻译为蛋白序列ꎮ 利用 ＯｓＭＢＦ１ｃ 的氨基酸

序列在 Ｐｆａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ.ｘｆａｍ.ｏｒｇ / )网站中对其编

码蛋白的结构域进行分析ꎬ目的基因编码蛋白中含

有与非生物胁迫相关的 ＭＢＦ１ 结构域ꎬ先通过 Ｐｆａｍ
网站得到其 ＨＭＭ 结构模型ꎬ再通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件的

Ｓｉｍｐｌｅ ＨＭＭ Ｓｅａｒｃｈ 功能对水稻、二粒小麦、大麦、高
粱和玉米的蛋白序列进行分析ꎬ筛选确定所选物种

中的 ＭＢＦ１ 基因家族成员ꎮ
利 用 在 线 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工 具 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.

ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / ) 对 ＯｓＭＢＦ１ｃ 的基本理化性

质进行预测和分析ꎻ利用 ＳＣＯＰＭＡ 工具( ｈｔｔｐｓ: / /
ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ.ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ /

ＮＰＳＡ / ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)对蛋白质二级结构进行预

测ꎻ利用水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因编号在 Ｒｉｃｅ Ｇｅｎｏｍｅ
Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ 网 站 ( ｈｔｔｐ: / / ｒｉｃｅ. ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ.
ｍｓｕ. ｅｄｕ / ｉｎｄｅｘ. ｓｈｔｍｌ) 获得启动子序列ꎻ通过 Ｔｈｅ
ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 网 站 ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ.
ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )分析启动子顺式作用

元件ꎬ采用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件制图ꎮ
利 用 在 线 Ｍｕｌｔａｌｉｎ 软 件 ( ｈｔｔｐ: / / ｍｕｌｔａｌｉｎ.

ｔｏｕｌｏｕｓｅ.ｉｎｒａ.ｆｒ / ｍｕｌｔａｌｉｎ / )对其编码的氨基酸序列进

行比对ꎻ利用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件中 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ 法

构建 系 统 进 化 树ꎻ 通 过 Ｔｈｅ ＭＥＭＥ Ｓｕｉｔｅ 网 站

(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)对其同源

蛋白进行ｍｏｔｉｆ 分析ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 中的 Ｖｉｓｕａｌｉｚｅ Ｍｏｔｉｆ
Ｐａｔｔｅｒｎ 功能对多序列的 ｍｏｔｉｆ 元件进行分析与美化ꎮ
用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ. ｏｒｇ / ｃｇｉ / ｉｎｐｕｔ.
ｐｌ)ꎬ对水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白的相互作用进行预测ꎮ
１.４ ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因表达分析

以稀释 ２０ 倍的 Ｃｄ 处理水稻的 ｃＤＮＡ 为模板ꎮ
采用德国耶拿分析仪器股份公司 ( Ａｎａｌｙｔｉｋｊｅｎａ)
ｑＴＯＷＥＲ３ Ｇ 实 时 荧 光 定 量 基 因 扩 增 仪 检 测

ＯｓＭＢＦ１ｃ、ＯｓＭＢＦ１ａ 基因的表达量ꎮ 反应试剂采用

Ａｉｄｌａｂ 的２ × Ｓｙｂｒ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘꎮ 扩增体系为 ｃＤＮＡ
３ μＬ、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ５ μＬ、引物(２. ５ μｍｏｌＬ￣１)各 １
μＬꎮ 反应程序:９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ
５５ ℃复性 １５ ｓꎬ ７２ ℃延伸 ２０ ｓꎬ ７２ ℃后延伸 ３ ｍｉｎꎬ
４０ 个循环ꎮ 以水稻 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 作为内参基因ꎮ 每个

样品均设置 ３ 次重复ꎬ以 ２－ΔΔＣｔ方法分析定量数据ꎮ
１.５ 数据统计分析

使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ 软件对不同处理 Ｃｄ 浓度、不同

处理时间、不同组织的数据进行差异显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因结构分析及 ＣＤＳ 全长克隆

利用 Ｒｉｃｅ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ( ｈｔｔｐ: / /
ｒｉｃｅ.ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ.ｍｓｕ.ｅｄｕ / )查询得知ꎬ基因 ＯｓＭＢＦ１ｃ
位于水稻全基因组的第六号染色体上ꎬＯｓＭＢＦ１ｃ 基

因 ＣＤＳ 长度为 ４６８ ｂｐ(图 １:Ａ)ꎮ 基于水稻 ｃＤＮＡ
文 库ꎬ 使 用 ＯｓＭＢＦ１ｃ￣Ｆ / ＯｓＭＢＦ１ｃ￣Ｒ 引 物 扩 增

ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因 ＣＤＳ 片段ꎬ 获得大小约为 ４６８ ｂｐ 的

目的基因ꎬ其共编码 １５５ 个氨基酸ꎮ 用 １.５％琼脂糖

凝胶电泳检测获得的 ＰＣＲ 产物ꎬ条带大小(图 １:Ｂ)
与基因组数据库结果一致ꎮ

４２８１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



Ａ. ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因结构分析ꎻ Ｂ. ＯｓＭＢＦ１ｃ ＣＤＳ 扩增产物ꎻ Ｍ. ＤＬ２ ０００ 标记ꎻ Ｌ. ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因 ＣＤＳ 扩增产物ꎮ
Ａ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ ｇｅｎｅꎻ Ｂ. ＯｓＭＢＦ１ｃ ＣＤＳ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔꎻ Ｍ. ＤＬ２ ０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌ. ＣＤＳ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ
ＯｓＭＢＦ１ｃ ｇｅｎｅ.

图 １　 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因结构分析及 ＣＤＳ 全长扩增产物
Ｆｉｇ. １　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ ＣＤＳ

２.２ 水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因的生物信息学分析

使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具预测分析 ＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白的

基本理化性质ꎮ 结果显示ꎬＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白含有 １５５
个氨基酸ꎬ分子式为 Ｃ６９８ Ｈ１１８４ Ｎ２２４ Ｏ２０９ Ｓ３ꎬ分子量为

１６.１５４ ｋＤａꎬ理论等电点(ＰＩ)为 １０.６７ꎬ表明此蛋白

质呈碱性ꎻ蛋白质不稳定性指数 ３７.５９ꎬ表现为稳定

蛋白ꎻ进一步在 Ｅｘｐａｓｙ 网站上利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 软件对

ＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白亲 /疏水性进行分析ꎬ 结果显示ꎬ
ＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白多肽链的第 ２４ 位分值最低ꎬ 为

－２.１１１ꎻ第 １２６ 位分值最高ꎬ为 １.８５６ꎬ同时 ＯｓＭＢＦ１ｃ
亲水区域大于疏水区域ꎬ属于亲水性蛋白(图 ２:
Ａ)ꎻ二级结构预测发现(图 ２:Ｂ)ꎬ在 ＯｓＭＢＦ１ｃ 氨基

酸组成中ꎬ以无规则卷曲为主ꎬ占 ４６.４５％ꎬ其次为

α￣螺旋ꎬ占 ４５.１６％ꎬβ 转角占比最少ꎬ为 ４.５２％ꎮ
２.３ 水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因启动子顺式作用元件分析

通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 对 ＯｓＭＢＦ１ｃ 顺式作用元件进行

可视化分析ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ ＯｓＭＢＦ１ｃ 的启动

子序列中含有参与调节厌氧感应的顺式作用元件

ＡＲＥ、ＧＣ￣ｍｏｔｉｆ、光响应元件 Ｇ￣ｂｏｘ、乙烯响应元件

ＥＲＥ 等ꎮ 这些顺式作用元件可能在水稻应对不同

非生物胁迫响应机制中对启动子的调控发挥重要

作用ꎬ其启动子中基序的存在说明该基因有可能

参与不同类型非生物胁迫的应对机制ꎮ
２.４ 水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 多重序列比对和同源性分析

将 ＯｓＭＢＦ１ｃ 氨基酸序列与水稻、大麦、小麦、
高粱和玉米等 ５ 种禾本科常见物种中同源基因的

氨基酸序列进行同源性分析 (图 ４) ꎮ 结果显示

Ａ. 疏水性区域预测ꎻ Ｂ. 二级结构预测ꎮ 蓝色. α￣螺旋ꎻ 红
色. 延伸链ꎻ 绿色. β￣转角ꎻ 紫色. 无规则卷曲ꎮ
Ａ. Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎꎻ Ｂ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ. Ｂｌｕｅ. α￣ｈｅｌｉｘꎻ Ｒｅｄ. Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｃｈａｉｎꎻ Ｇｒｅｅｎ. β￣
ｃｏｒｎｅｒꎻ Ｐｕｒｐｌｅ. Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ.

图 ２　 ＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白的生物信息学分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ３　 ＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白的顺式作用元件分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ

５２８１１１ 期 石杨等: 水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因的克隆及表达分析



ＴｄＭＢＦ１ａ.１. 二粒小麦 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ ＿０３７４７８６９８. １)ꎻ ＴｄＭＢＦ１ａ. ２. 二粒小麦 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ ＿０３７４０４７９３. １)ꎻ
ＴｄＭＢＦ１ｃ.１. 二粒小麦 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ ＿０３７４６３２６４. １)ꎻ ＴｄＭＢＦ１ｃ. ２. 二粒小麦 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ ＿０３７４６２８９９. １)ꎻ
ＨｖＭＢＦ１.２. 大麦( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＫＡＥ８７９４６７５.１)ꎻ ＨｖＭＢＦ１. １. 大麦( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＫＡＥ８８０８９１６. １)ꎻ ＯｓＭＢＦ１ａ. 水稻
(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ＿０１５６５０１４３.１)ꎻ ＯｓＭＢＦ１ｃ. 水稻(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ＿０１５６４１８３１.１)ꎻ ＳｂＭＢＦ１ａ. 高粱(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＸＰ＿００２４４５３９２.１)ꎻ ＳｂＭＢＦ１ｃ. 高粱( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ＿００２４３８６２４. １)ꎻ ＺｍＭＢＦ１ａ. 玉米(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＯＮＭ０４９２３. １)ꎻ
ＺｍＭＢＦ１ｂ. 玉米(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＰＷＺ２７８４６. １)ꎻ ＺｍＥＤＲＦ１. １. 玉米 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＡＣＧ４２７６８. １)ꎻ ＺｍＥＤＲＦ１. ２. 玉米
(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＡＣＧ３３３４６. １)ꎻ ＺｍＥＤＲＦ１. ３. 玉米( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＡＣＧ２９４６６. １)ꎻ ＺｍＭＢＦ１ｃ. １. 玉米( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＰＷＺ０６５５９.１)ꎻ ＺｍＭＢＦ１ｃ.２. 玉米( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＰＷＺ０６２２２.１)ꎻ 黑星. 保守位点ꎮ
ＴｄＭＢＦ１ａ.１. Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｄｉｃｏｃｏｉｄｅｓ(ＸＰ＿０３７４７８６９８.１)ꎻ ＴｄＭＢＦ１ａ.２. Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｄｉｃｏｃｏｉｄｅｓ(ＸＰ＿０３７４０４７９３.１)ꎻ ＴｄＭＢＦ１ｃ.１. Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｄｉｃｏｃｏｉｄｅｓ(ＸＰ＿
０３７４６３２６４.１)ꎻ ＴｄＭＢＦ１ｃ.２. Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｄｉｃｏｃｏｉｄｅｓ(ＸＰ＿０３７４６２８９９.１)ꎻ ＨｖＭＢＦ１.２. Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ(ＫＡＥ８７９４６７５.１) ꎻ ＨｖＭＢＦ１.１. Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ
( ＫＡＥ８８０８９１６.１)ꎻ ＯｓＭＢＦ１ａ. Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎬ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ. ｉｓ ＸＰ＿０１５６５０１４３.１)ꎻＯｓＭＢＦ１ｃ. Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ(ＸＰ＿０１５６４１８３１.１)ꎻ ＳｂＭＢＦ１ａ. Ｓｏｒｇｈｕｍ
ｂｉｃｏｌｏｒ(ＸＰ＿００２４４５３９２.１)ꎻ ＳｂＭＢＦ１ｃ. Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ (ＸＰ ＿００２４３８６２４.１)ꎻ ＺｍＭＢＦ１ａ. Ｚｅａ ｍａｙｓ ( ＯＮＭ０４９２３.１)ꎻ ＺｍＭＢＦ１ｂ. Ｚｅａ ｍａｙｓ
(ＰＷＺ２７８４６.１)ꎻ ＺｍＥＤＲＦ１.１. Ｚｅａ ｍａｙｓ(ＡＣＧ４２７６８.１)ꎻ ＺｍＥＤＲＦ１.２. Ｚｅａ ｍａｙｓ(ＡＣＧ３３３４６.１)ꎻ ＺｍＥＤＲＦ１.３. Ｚｅａ ｍａｙｓ (ＡＣＧ２９４６６.１)ꎻ
ＺｍＭＢＦ１ｃ. Ｚｅａ ｍａｙｓ(ＰＷＺ０６５５９.１)ꎻ ＺｍＭＢＦ１ｃ.２. Ｚｅａ ｍａｙｓ( ＰＷＺ０６２２２.１). Ｂｌａｃｋ Ｓｔａｒ. Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｉｔｅ.

图 ４　 ＯｓＭＢＦ１ｃ 氨基酸序列及其他植物同源序列间多重比较
Ｆｉｇ. ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＯｓＭＢＦ１ｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

６２８１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



ＯｓＭＢＦ１ｃ 与这些植物的 ＭＢＦ１ 氨基酸序列同源性

介于 ４１.２９％ ~ ９８.５９％之间ꎮ 其中ꎬ水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ
与二粒小麦 ＴｄＭＢＦ１ａ.１ 的同源性最高ꎬ而与玉米

ＺｍＥＤＲＦ １. １ 的 同 源 性 最 低ꎮ 为 进 一 步 了 解

ＯｓＭＢＦ１ｃ 与其他植物的 ＭＢＦ１ 蛋白之间的进化关

系ꎬ利用 ＭＥＧＡ ７.０ 的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 方法构建系

统进化树(图 ５)进行分析ꎬ结果显示 ＯｓＭＢＦ１ｃ 与

二粒小麦 ＴｄＭＢＦ１ｃ.１、ＴｄＭＢＦ１ｃ.２、大麦 ＨｖＭＢＦ１.１
的亲缘关系最近ꎬ该结果与基因同源性比对结果

相一致ꎮ

图 ５　 水稻与其他物种 ＯｓＭＢＦ１ｃ 的系统发育树
Ｆｉｇ. ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ ｉｎ

ｒｉｃｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.５ ＭＢＦ１ 同源蛋白保守基序分析

利用 ＭＥＭＥ 对 １７ 条不同物种中 ＭＢＦ１ 蛋白

进行了保守基序分析(图 ６)ꎬ共鉴定获得 １０ 个保

守基序(ｍｏｔｉｆ)ꎮ 除 ＺｍＭＢＦ１ａ 外ꎬ其他同源蛋白的

ｍｏｔｉｆ 分布相对均匀ꎬ其分布数量与位置也基本相

同ꎬ且在 ＭＢＦ１ 的同源蛋白中均存在 ｍｏｔｉｆ １ 与

ｍｏｔｉｆ ２ꎬ这说明此蛋白质在进化过程中具有高度保

守性ꎬ进而推断 ＯｓＭＢＦ１ｃ 可能与其他物种中的

ＭＢＦ１ 具有相同的功能特性ꎮ
２.６ 水稻 ＭＢＦ１ 基因家族表达特性分析

分析了 ＯｓＭＢＦ１ａ、ＯｓＭＢＦ１ｃ 在水稻进行 １００
μｍｏｌＬ￣１ Ｃｄ 处理下的表达情况ꎮ 结果显示ꎬ在 １００
μｍｏｌＬ￣１ Ｃｄ 处理下ꎬ地上部分 ＯｓＭＢＦ１ａ、ＯｓＭＢＦ１ｃ
基因的表达水平均表现为上调ꎬ其中 ＯｓＭＢＦ１ｃ 在 １
ｈ 达最高点ꎬ约为对照组(０ ｈ)的 ７ 倍ꎻ随后呈下降

趋势ꎬ处理 ６ ｈ 的基因相对表达量约为对照组的 ５.５
倍ꎬ处理 １２ ｈ 的基因相对表达量变为对照组的 ３.５
倍(图 ７:Ａ)ꎻＯｓＭＢＦ１ａ 基因表达量在 ６ ｈ 达最高

点ꎬ约为对照组(０ ｈ)的 ４.２ 倍ꎬ而在 １２ ｈ 时基因表

图 ６　 水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白的保守基序分析
Ｆｉｇ. ６　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ＯｓＭＢＦ１ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ. 水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因的表达分析ꎻ Ｂ. 水稻 ＯｓＭＢＦ１ａ 基因

的表达分析ꎻ ∗∗. 与对照差异显著(Ｐ<０.０１)ꎻ ∗∗∗. 与对

照差异极显著(Ｐ<０.００１)ꎮ 下同ꎮ
Ａ. ＯｓＭＢＦ１ｃ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｉｃｅꎻ Ｂ. ＯｓＭＢＦ１ａ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｉｃｅꎻ ∗∗. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ (Ｐ<０.０１)ꎻ ∗∗∗. Ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ (Ｐ<０.００１). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ７　 １００ μｍｏｌＬ￣１ Ｃｄ 胁迫水稻地上部分中
ＯｓＭＢＦ１ｃ、ＯｓＭＢＦ１ａ 基因的相对表达量变化

Ｆｉｇ. ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ
ａｎｄ ＯｓＭＢＦ１ａ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｈｏｏｔ ｏｆ ｒｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ

ｕｎｄｅｒ １００ μｍｏｌＬ￣１ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ

达量呈下降趋势ꎬ约为对照组(０ ｈ)的 ０.２ 倍(图 ７:
Ｂ)ꎻ根部 ＯｓＭＢＦ１ａ、ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因的相对表达量较

地上部分变化幅度较小ꎬ而与对照相比ꎬ个别处理

时间呈显著性差异ꎮ 结果还显示ꎬ１００ μｍｏｌＬ￣１ Ｃｄ
处理下ꎬ根部 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因在 ６ ｈ 达最高点ꎬ约为

对照(０ ｈ)的 ３ 倍(图 ８:Ａ)ꎬ根部 ＯｓＭＢＦ１ａ 基因在

１２ ｈ 达最高点ꎬ约为对照(０ ｈ)的 ４.４ 倍(图 ８:Ｂ)ꎮ
２.７ ＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白互作网络分析

利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库构建了水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋

白的蛋白互作网络图(图 ９)ꎮ 结果显示ꎬＯｓＭＢＦ１ｃ
蛋白与 ＯｓＲＲＭ、ＨＳＦＡ６Ａ 和 ＨＳＦＡ６Ｂ 具有较强的

７２８１１１ 期 石杨等: 水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因的克隆及表达分析



Ａ. 水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因的表达分析ꎮ Ｂ. 水稻 ＯｓＭＢＦ１ａ 基

因的表达分析ꎮ
Ａ. ＯｓＭＢＦ１ｃ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｉｃｅꎻ Ｂ. ＯｓＭＢＦ１ａ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｉｃｅ.

图 ８　 １００ μｍｏｌＬ￣１ Ｃｄ 胁迫水稻根部中 ＯｓＭＢＦ１ｃ、
ＯｓＭＢＦ１ａ 基因的相对表达量变化

Ｆｉｇ. ８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ
ａｎｄ ＯｓＭＢＦ１ａ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｏｆ ｒｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ

ｕｎｄｅｒ １００ μｍｏｌＬ￣１ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ

相关性ꎬ其中 ＨＳＦＡ６Ａ、ＨＳＦＡ６Ｂ 在植物应对高温、
干旱和重金属等多种非生物胁迫过程中起着重要

作用ꎮ 通过预测与 ＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白互作的靶蛋白ꎬ
将更加有助于深入探究水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白的功能

和调控机理ꎮ

图 ９　 水稻中 ＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白相互作用网络
Ｆｉｇ. ９　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＯｓＭＢＦ１ｃ ｉｎ ｒｉｃｅ

３　 讨论与结论

水稻在生长发育过程中可能会受到盐、低温、
干旱、重金属等各种逆境胁迫ꎬ其中重金属所产生

的危害严重制约着水稻产量和品质ꎮ 水稻在长期

进化过程中ꎬ逐渐形成了一套复杂的网络调控机

制ꎬ以 应 对 重 金 属 逆 境 胁 迫 ( 董 蔚 等ꎬ ２０１８ )ꎮ
ＭＢＦ１ 蛋白作为转录共激活因子ꎬ参与植物中各种

发育过程和非生物胁迫反应 ( Ｊａｉｍｅｓ￣Ｍｉｒａｎｄａ ＆
Ｃｈｖｅｚ Ｍｏｎｔｅｓꎬ ２０２０)ꎮ 植物中 ＭＢＦ１ 研究较多的

是模式植物拟南芥ꎬ在拟南芥中具有 ３ 个 ＭＢＦ１ 基

因ꎬ 即 ＡｔＭＢＦ１ａ、 ＡｔＭＢＦ１ｂ 和 ＡｔＭＢＦ１ｃꎬ 其 中

ＡｔＭＢＦ１ａ、ＡｔＭＢＦ１ｃ 可增强拟南芥对热、渗透和盐

等非生物胁迫的耐受性( Ｓｕｚｕｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻＫｉｍ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ Ｚｈａｎｇ 等(２０１９)研究表明ꎬ水稻中

存 在 ２ 个 ＭＢＦ１ 家 族 基 因ꎬ 即 ＯｓＭＢＦ１ａ、
ＯｓＭＢＦ１ｃꎬ这与该文利用生物信息技术筛选出的结

果一致ꎬ而对该家族基因在重金属胁迫下的功能

研究却较少ꎮ ＯｓＭＢＦ１ｃ 的基因结构中含有 １ 个外

显子ꎬ与拟南芥 ＡｔＭＢＦ１ｃ 相同ꎮ 而 ＯｓＭＢＦ１ｃ 的同

源基因 ＯｓＭＢＦ１ａ 包含 ４ 个外显子ꎬ也与拟南芥

ＡｔＭＢＦ１ａ、ＡｔＭＢＦ１ｂ 的 外 显 子 数 相 同 ( Ｔｓｕｄａ ＆
Ｙａｍａｚａｋｉꎬ ２００４)ꎮ 本研究结果进一步表明 ＭＢＦ１
在不同植物物种间进化具有保守性ꎬ但在同一物

种内的 ＭＢＦ１ａ / ｂ 与 ＭＢＦ１ｃ 却有较大差异ꎮ 该现

象表明植物在进化压力的选择下ꎬ就 ＭＢＦ１ 基因

家族整体而言保持了较强的保守性ꎬ但该家族成

员之间这种保守的差异却暗示着 ＭＢＦ１ｃ 可能与

ＭＢＦ１ａ / ｂ 分别具有不同的生物学功能ꎮ 此外ꎬ对
水稻 ＯｓＭＢＦ１ｃ 基因启动子顺式作用元件分析表

明ꎬ该基因启动子中包括激素、低温等逆境应激元

件ꎬ由此可推测水稻在重金属胁迫下ꎬ该基因可能

发挥防御和应激作用ꎮ 此外ꎬ系统进化树结果显

示ꎬＯｓＭＢＦ１ａ、 ＯｓＭＢＦ１ｃ 分别与大麦 ＨｖＭＢＦ１. ２、
ＨｖＭＢＦ１.１ 亲缘关系较近ꎮ 目前ꎬ虽无 ＨｖＭＢＦ１.１、
ＨｖＭＢＦ１.２ 基 因 功 能 的 相 关 报 道ꎬ 但 在 Ｌａｉ 等

(２０２０) 研究发现ꎬ大麦中的 ＭＢＦ１ 可能受脱落酸

影响ꎬ并激活参与降低 ＲＯＳ 含量的基因ꎮ 由于重

金属胁迫可使植物产生 ＲＯＳꎬ因此水稻 ＭＢＦ１ 蛋白

是否与大麦 ＭＢＦ１ 蛋白家族具有相似功能ꎬ通过降

低水稻 ＲＯＳ 含量来提高水稻重金属耐受性仍需进

一步探究ꎮ
前 人 在 研 究 拟 南 芥、 大 麦 草 ( Ｈｏｒｄｅｕｍ

ｂｒｅｖｉｓｕｂｕｌａｔｕｍ)等植物中 ＭＢＦ１ 应对非生物胁迫中

的作用时发现ꎬＭＢＦ１ 基因的表达模式与其功能有

明显的相关性ꎮ 例如ꎬＺｈａｎｇ 等(２０２０) 研究发现ꎬ
经 ３５０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 处理 ６ ｈ 后的大麦草中

ＨｂＭＢＦ１ａ 基因相对表达量有明显上调ꎬ经过表达

ＨｂＭＢＦ１ａ 基因的拟南芥也同时呈现出较强的耐盐

性ꎮ 本研究发现ꎬＣｄ 胁迫可以显著诱导水稻各器

官中 ＯｓＭＢＦ１ｃ、ＯｓＭＢＦ１ａ 基因的上调表达ꎬ并在水

８２８１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



稻根部和地上部分中对胁迫的响应模式不同ꎬ该
结果与 Ｚｈａｎｇ 等(２０２０)对盐胁迫下 ＨｂＭＢＦ１ａ 表

达情况相类似ꎮ 同时ꎬ通过对比地上和地下部分

的表达模式发现ꎬ在不同 Ｃｄ 处理时间表达情况呈

细微差异ꎬ在地上部分组织中ꎬＯｓＭＢＦ１ｃ 普遍呈上

调趋势ꎬ而 ＯｓＭＢＦ１ａ 在 Ｃｄ 胁迫处理 １２ ｈ 后表达

量却显著降低ꎻ在根部ꎬＯｓＭＢＦ１ｃ 在 ６ ｈ 表达达到

最 高、 而 ＯｓＭＢＦ１ａ 在 １２ ｈ 达 到 最 高ꎬ 推 测

ＯｓＭＢＦ１ｃ 可能参与水稻早期地上组织应对重金属

胁迫的调控机制ꎬ而 ＯｓＭＢＦ１ａ 更多地参与水稻后

期根部 Ｃｄ 解毒机制ꎮ
目前ꎬ尚未有研究证明 ＭＢＦ１ 蛋白通过何种分

子机制对非生物胁迫做出反应ꎬ进而调节应激反

应ꎮ 但是ꎬ可以推测的是 ＭＢＦ１ 作为转录辅因子ꎬ
当细胞从非应激状态到应激状态ꎬ较为灵活的 Ｎ
端结构域可与不同的胁迫应答基因结合ꎬ从而一

起参与调控植物的应激反应 ( Ｍｉｌｌｅｒｓｈｉｐ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４)ꎮ 本研究蛋白互作预测显示ꎬＯｓＭＢＦ１ｃ 蛋白

与 ＯｓＲＲＭ、ＨＳＦＡ６Ａ 和 ＨＳＦＡ６Ｂ 等蛋白的相关性

较强ꎬ这些蛋白在植物干旱、热激和盐等胁迫方面

有着重要意义(Ｎｏｒｂｅｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 在水稻中ꎬ
ＯｓＭＢＦ１ｃ 是否可与这些蛋白共同调控重金属应激

反应以及通过何种分子机制对重金属应激做出反

应等问题仍需进一步探究ꎮ
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