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摘　 要： 楠木（Ｐｈｏｅｂｅ ｚｈｅｎｎａｎ）为樟科常绿乔木，是国家二级重点保护树种。 楠木生长缓慢，木材形成所需

周期较长，其原因有待进一步深入分析。 近年来转录因子已成为植物分子生物学研究的热点，高通量测序

技术的应用和发展促进了转录因子的挖掘和深入分析。 该研究基于我国特有濒危树种楠木的转录组数据，
通过与拟南芥基因组 ＭＹＢ 转录因子进行对比，对楠木 ＭＹＢ 转录因子进行挖掘和生物信息学分析，并结合

功能预测和不同组织表达对其进行深入分析。 结果表明：从楠木转录组数据中，共挖掘出 ８２ 个 ＭＹＢ 转录

因子，这 ８２ 个 ＭＹＢ 转录因子蛋白质所含氨基酸数目为 ５０～ １ １２１个、分子量为 ５．９０７～ １２３．６４ ｋＤａ，整体表现

为亲水性不稳定蛋白，以 α⁃螺旋和无规则卷曲为主要二级结构元件。 序列比对和进化树分析表明，楠木

ＭＹＢ 转录因子的结构域有高度保守性，含有［Ｗ］ －Ｘ（１９） －［Ｗ］ －Ｘ（１９）结构； ８２ 个 ＰｚＭＹＢ 可分为 ２２ 类，
参与生长发育、次生代谢、逆境响应等过程，与功能预测分析结果相一致。 同时，在楠木茎和叶中，差异表达

ＰｚＭＹＢ 数目为 １８ 个，其中上调 １０ 个、下调 ８ 个。 该研究结果不仅对楠木 ＭＹＢ 转录因子的挖掘和功能分析

以及分子生物学研究奠定了基础，而且还对其遗传改良和分子育种具有参考价值。
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　 　 转录因子又称反式作用因子，是指与基因启

动子顺式作用原件发生相互作用，能调控基因转

录的一类蛋白质。 其特点为普遍含有寡聚化位点

区、ＤＮＡ 结合区、核定位信号区和转录调控区 ４ 个

功能结构域（Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ，２００５）。 植物分子遗传学

的研究表明，转录因子在植物生长发育，生理代

谢，病原菌防御，细胞形态及模式建成等一系列生

理过程以及对外界环境的反应中起重要作用

（Ｄｕｂｏｓ ｅｔ ａｌ，２０１０）。 因此，利用转录因子对植物

进行各方面的调控具有良好前景。 植物的次生生

长对植物自身机体机械支持、水分运输、抗逆，以
及人类的生产活动具有重要意义（田敏等，２００７）。
在众多的转录因子家族中， ＮＡＣ、ＷＲＫＹ、 ＥＲＦ、
ＭＹＢ 等均参与植物的次生生长的代谢调控（陈莹

等，２００９）。 Ｍｉｔｓｕｄａ ｅｔ ａｌ（２００５）发现在拟南芥中，
ＮＳＴ１（ＮＡＣ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｗａｌｌ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ１，ＮＳＴ１）和 ＮＳＴ２ 主要参与对花药细胞次生壁

增厚的调控，过表达的 ＮＳＴ１ 的转基因拟南芥中某

些木质素生物合成基因的表达增强。 ＷＲＫＹ 是通

过结合植物次生代谢生物合成途径关键酶基因的

启动子元件进而来调节代谢过程（ Ｋａｋｅｓｈｐｏｕｒ ｅｔ
ａｌ，２０１５）。 ＭＹＢ 类转录因子则是参与植物苯丙烷

类 次 生 代 谢 途 径 的 调 节 （ Ｇｅｅｔｈａｌａｋｓｈｍｉ ｅｔ ａｌ，
２０１５）。 在木质素生物合成关键酶的编码基因的

启动子上已经发现与转录调节相关的 ＡＣ 元件，
ＡＣ 元件多存在于苯丙烷途径基因的启动子区，一
些 ＭＹＢ 类转录因子可结合于此，从而参与木质素

生物合成，在次生细胞壁形成中具有重要的调控

作用（Ｌｉ ｅｔ ａｌ，２０１５）。
ＭＹＢ 转录因子是最大的植物转录因子基因家

族之一，其共同特征是在其 Ｎ 端有一段 ５１ ～ ５２ 个

氨基酸组成的 ＭＹＢ 结构域，各个 ＭＹＢ 重复片段

编码三个 α⁃螺旋，其中第二个和第三个的 α⁃螺旋

折叠为螺旋－转角－螺旋结构，可在特异识别位点

与 ＤＮＡ 的大沟结合（Ｈａｉ ｅｔ ａｌ，２０１２）。 根据 ＭＹＢ
结构域重复个数（Ｒ）将 ＭＹＢ 转录因子分为 ４ 类。
ＭＹＢ 转录因子主要参与植物细胞周期、细胞分化、
逆境胁迫应答、次生生长代谢以及叶片等器官的

形态建成等生物学过程（ Ｌｉ ｅｔ ａｌ，２０１４）。 目前，
ＭＹＢ 转录因子已在拟南芥、金鱼草、大豆、烟草、苹
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果、白桦、白杨等物种中分离并鉴定出来（ Ｃａｏ ｅｔ
ａｌ，２０１６）。 Ｄｕ ｅｔ ａｌ（２０１２）对 １５７ 个玉米 ＭＹＢ 转

录因子和 １２５ 个拟南芥 ＭＹＢ 转录因子进行分析，
结果表明有 ４ 个亚组的 ＭＹＢ 转录因子与木质素

合成以及次生壁增厚有关。 其中拟南芥 ＡｔＭＹＢ２６
的异源过表达促使木质部增厚。 刘慧子等（２０１６）
从白桦 ＭＹＢ 家族中鉴定了 １７ 条 ＭＹＢ 家族基因，
研究表明，绝大部分的 ＭＹＢ 基因与形成层发育，
木质 部 形 成 相 关。 叶 胜 龙 （ ２０１５ ） 对 毛 白 杨

ＭＹＢ０５５ 转录因子在次生壁合成中的调控机制进

行研究，通过对转基因植株的测定，结果发现

ＭＹＢ０５５ 的过量表达可使木质部在茎中的异位沉

积，提高毛白杨中木质素的含量。 对转 ＭＹＢ０５５
基因植株中关键酶基因的表达量分析得知，不仅

苯丙氨酸代谢途径上基本的关键酶基因表达量有

所上升，而且与木质素合成途径特异相关的关键

酶基因、纤维素合成相关基因、木聚糖合成相关基

因的表达量也都有所上升。 上述研究表明，植物

中 ＭＹＢ 转录因子可以参与木质素合成调控网络

进而调节植物木质部形成，从而调节植物发育和

木材形成。
楠木，又名桢楠，为樟科常绿乔木，是国家二

级重点保护树种，也是我国的特产树种（张炜等，
２０１２）。 其自然分布较少，现主要分布在贵州东北

部，四川盆地西部的阔叶林中，在园林中，常作为

庭荫树或行道树。 近年来，关于楠木的研究报道，
多集中在楠木的育苗与栽培、病虫害防治、人工林

生长规律等的研究（杜娟和卢昌泰，２００９）。 这些

研究结果表明，楠木生长缓慢，木材形成所需周期

较长，其原因有待进一步深入分析。 因此，本研究

从楠木转录组数据入手，结合楠木不同组织高通

量测序数据，对 ＭＹＢ 转录因子挖掘，并对其表达

进行分析，为楠木木材形成及发育研究提供基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

楠木种子采自四川省峨眉山，种植于四川省

林业科学研究院基地。 本研究分别取茎和叶为材

料，迅速置于液氮中。 将材料送北京百迈客生物

科技有限公司，提取 ＲＮＡ 后，构建测序文库，利用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ ２０００ 平台进行测序，每个组织重

复 ２ 次。 对原始测序数据进行过滤后采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ
（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｒｉｎｉｔｙｒｎａｓｅｑ． ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ． ｎｅｔ ／ ）软件对经过

滤的高质量数据进行组装获得 ｕｎｉｇｅｎｅ 序列。
１．２ 方法

１．２．１ ＰｚＭＹＢ 序列鉴定与理化性质分析 　 从拟南

芥 转 录 因 子 数 据 库 Ｐｌａｎｔｔｆｄｂ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｌａｎｔｔｆｄｂ．
ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ ／ ）下载转录因子序列，并以此作为

参考 序 列 进 行 对 比； 从 Ｐｆａｍ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｐｆａｍ． ｘｆａｍ． ｏｒｇ ／ ） 下 载 ＭＹＢ 家 族 保 守 序 列

（ＰＦ００２４９），对转录组数据进行注释，并剔除假阳

性序 列。 利 用 ＥｘＰａＳｙ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ） 对

ＰｚＭＹＢ 编码的氨基酸进行一二级结构分析。 利用

ＰｒｏｔＣｏｍｐ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｉｎｕｘ１． ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ． ｃｏｍ ／ ａｌｌ． ｈｔｍ ）、
ＳｉｇｎａｌＰ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ⁃
２．０ ／ ）对 ＰｚＭＹＢ 编码蛋白的亚细胞定位、信号肽进

行分析。
１．２．２ ＰｚＭＹＢ 序列保守结构域及进化树分析 　 利

用 ＤＮＡＭＡＮ ５．０ 对 ＰｚＭＹＢ 进行多序列比对；利用

在线软件 ＭＥＭＥ 数据库（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｅｍｅ． ｎｂｃｒ． ｎｅｔ ／
ｍｅｍｅ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｍｅｍｅ．ｃｇｉ）对 ＰｚＭＹＢ 进行保守序列

预测。 利用从 Ｐｌａｎｔｔｆｄｂ 数据库下载的拟南芥 ＭＹＢ
转录因子作为参考序列，运用 ＭＥＧＡ ５．０ 软件构建

邻接树，构建方法为 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重

复１ ０００次。
１．２．３ ＰｚＭＹＢ 序列的功能分析 　 运用 ＢｌａｓｔＸ 将含

有 ＰｚＭＹＢ 核 苷 酸 序 列 对 比 到 Ｎｏｎ⁃ｒｅｄｕｎｄａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ（ Ｎｒ）、Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｄａｔａｂａｓｅ（Ｎｔ）、Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｄａｔａｂａｓｅ（ ＧＯ） 和 Ｔｈｅ
ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
Ｇｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ）数据库中，对比参数为 ｅ＜ １０ ⁃１０，
预测生物学功能。
１．２．４ ＰｚＭＹＢ 的表达模式分析　 基于转录组数据，
利用定量软件 ＲＳＥＭ 进行表达量水平评估，并利

用 ＦＲＫＭ 值表示对应 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的表达丰度。 使用

ＥＢＳｅｑ 进行差异表达分析，获得两个样品之间的差

异表达基因集（ ＦＤＲ＜０． ０１；Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ≥２）。 将

数据均一化后，使用 Ｒ 语言 ｇｐｌｏｔｓ 程序包绘制

热图。
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２　 结果与分析

２．１ 楠木转录因子的挖掘及生物信息学分析

基于楠木转录组数据，与拟南芥转录因子进

行对比分析，共对比出转录因子２ ２７５个，涉及 ５３
种（表 １）。 其中，ＷＲＫＹ 转录因子家族是数量最

多的一类，共鉴定出 ４８９ 个，其次为 ＮＡＣ 和 ＭＹＢ

转录因子家族，数量分别为 ３７４ 和 １４７ 个。 本研

究主要对 ＭＹＢ 转录因子家族进行分析，对初步得

到的 １４７ 个 ＭＹＢ 转录因子进一步分析，利用 Ｐｆａｍ
的 ＭＹＢ 模型 （ ＰＦ００２４９） 进一步对比筛选，并于

ＮＣＢＩ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ 对比，手动去除冗余及不

完整编码序列等，共鉴定获得 ８２ 个序列含有 ＭＹＢ
结构。 通过系列分析，从楠木转录组数据中共鉴

定出 ＭＹＢ 家族序列 ８２ 条。

表 １　 基于拟南芥数据的楠木转录因子挖掘
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｃａｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｚＭＹＢ ｆｒｏｍ Ｐｈｏｅｂｅ ｚｈｅｎｎａｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

家族分类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

家族分类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

家族分类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

家族分类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

ＭＹＢ １４７ ＣＰＰ ２２ ＨＢ⁃ＰＨＤ ８ Ｎｉｎ⁃ｌｉｋｅ １２

ＡＰ２ １９ ＤＢＢ ７ ＨＤ⁃ＺＩＰ ４９ ＲＡＶ １

ＡＲＦ ５７ Ｄｏｆ ２４ ＨＲＴ⁃ｌｉｋｅ １ ＳＢＰ ２９

ＡＲＲ⁃Ｂ ２５ Ｅ２Ｆ ／ ＤＰ ７ ＨＳＦ ３４ ＳＲＳ ３

Ｂ３ １４ ＥＩＬ ３ ＬＢＤ １８ ＳＴＡＴ １

ＢＢＲ⁃ＢＰＣ ６ ＥＲＦ ８６ ＬＦＹ １ ＴＡＬＥ ２１

ＢＥＳ１ １６ ＦＡＲ１ ８３ ＬＳＤ ３ ＴＣＰ １５

ｂＨＬＨ １３１ Ｇ２⁃ｌｉｋｅ ４１ ＭＡＤＳ ３１ Ｔｒｉｈｅｌｉｘ ４３

ｂＺＩＰ ６５ ＧＡＴＡ ２２ ＮＡＣ ３７４ ＶＯＺ １

Ｃ２Ｈ２ １０２ ＧｅＢＰ ６ ＮＦ⁃Ｘ１ ３ Ｗｈｉｒｌｙ ２

Ｃ３Ｈ ８３ ＧＲＡＳ ５６ ＮＦ⁃ＹＡ ８ ＷＯＸ ５

ＣＡＭＴＡ １３ ＧＲＦ ５ ＮＦ⁃ＹＢ １０ ＷＲＫＹ ４８９

ＣＯ⁃ｌｉｋｅ ２１ ＨＢ⁃ｏｔｈｅｒ ２６ ＮＦ⁃ＹＣ ９ ＹＡＢＢＹ ３

ＺＦ⁃ＨＤ １４

　 　 ８２ 个 ＰｚＭＹＢ 蛋白质的氨基酸数目在 ５０ ～
１ １２１之间，对应分子量为 ５．９０８ ～ １２３．６３６ ｋＤａ；其
中有 ４９ 个蛋白的理论等电点大于 ７，有 ３３ 个小于

７；ｐＩ 最小值为 ４．６８（ ＰｚＭＹＢ４３），最大值为 １０． ４４
（ＰｚＭＹＢ６９），所有蛋白的理论等电点平均值为

７．７６。 从不稳定系数来看，有 １０ 个蛋白的不稳定

系数小于 ４０（稳定蛋白），其他 ７２ 个大于 ４０（不稳

定蛋白），说明楠木 ＭＹＢ 转录因子家族整体是不

稳定蛋白。 由脂肪系数可知，８１ 个 ＰｚＭＹＢ 蛋白质

小于 １００， 为 亲 水 性 蛋 白； 只 有 １ 个 大 于 １００
（ＰｚＭＹＢ８０）。 ＳＯＰＭＡ 分析表明，ＰｚＭＹＢ 蛋白质二

级结构均含有 α⁃螺旋、β⁃转角、扩展链和无规则卷

曲结构。 其中，２３ 个以 α⁃螺旋为主要构成元件，
以无规则卷曲构成次要元件；５９ 个以无规则卷曲

为主要构成元件，以 α⁃螺旋构成次要元件；β⁃转角

和扩展链所占百分比少。
ＰｒｏｔＣｏｍｐ 分析表明，８２ 个 ＰｚＭＹＢ 蛋白质中共

有 ６７ 个（８１．７１％）定位在细胞核中；其余 １５ 个 ＭＹＢ
成员定位在细胞质中，可能参与细胞质基因的转录

调控。 采用 ＳｉｇｎａｌＰ 对信号肽进行预 测， ８２ 个

ＰｚＭＹＢ 蛋白质中， ７ 个存在信号肽 （ ＰｚＭＹＢ７８、
ＰｚＭＹＢ４、ＰｚＭＹＢ１２、ＰｚＭＹＢ１３、ＰｚＭＹＢ２１、ＰｚＭＹＢ２７、
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ＰｚＭＹＢ３３），为分泌蛋白。 信号肽位于分泌蛋白的 Ｎ
端，由 １５ ～ ３０ 个氨基酸组成，在蛋白质定位和蛋白

移位中起着重要作用；其它 ＰｚＭＹＢ 蛋白则不存在信

号肽，这些蛋白可能在细胞质中合成，不进行蛋白

质转运。
２．２ ＰｚＭＹＢ 基因家族的结构分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ 和 ＭＥＭＥ 对 ＰｚＭＹＢ 蛋白进行

结构域对比分析和保守图绘制（图 １，图 ２）。 对于

４２ 个 Ｒ１ 型 ＭＹＢ 序列，其保守结构域氨基酸数目

为 ２１ ～ ４８ 个，Ｒ１ 保守基序类型为［Ｗ］ －Ｘ（１９） －
［Ｗ］－Ｘ（１９） －［Ｗ］，含有 ３ 个高度保守的色氨酸

残基（Ｗ），色氨酸残基间隔 １９ 个氨基酸残基序

列。 此外，含有相对保守的谷氨酸 （ Ｅ），甘氨酸

（Ｇ），精氨酸（Ｒ）残基。 对 ３９ 个 Ｒ２Ｒ３ 型 ＰｚＭＹＢ
进行对比分析，得到含有 ６０ 个氨基酸残基的 Ｒ２
结构域和含有 ３９ 个氨基酸残基的 Ｒ３ 结构域。 Ｒ２
结构与 Ｒ１ 结构相似，也含有 ３ 个色氨酸残基，且
色氨酸残基间隔 １９ 个氨基酸残基。 对于 Ｒ１ 和

Ｒ２，替代第一个色氨酸残基的通常为苯丙氨酸

（Ｆ）和亮氨酸（ Ｌ）。 同时，Ｒ２ 含有相对保守氨基

酸残基序列半胱氨酸（ Ｃ）甘氨酸（Ｇ）赖氨酸（Ｋ）
丝氨酸（Ｓ）半胱氨酸（Ｃ）精氨酸（Ｒ）亮氨酸（Ｌ）精
氨酸（Ｒ），以及甘氨酸（ Ｇ），谷氨酸（ Ｅ），精氨酸

（Ｒ） 等 保 守 氨 基 酸 残 基。 与 Ｒ１ 和 Ｒ２ 不 同，
ＰｚＭＹＢ 中 Ｒ３ 保守结构域含有 ２ 个色氨酸残基，均
表现为高度保守，均未发生替换现象；此外含有多

个高度保守氨基酸残基，如亮氨酸 （ Ｌ），谷氨酸

（Ｅ），甘氨酸（Ｇ），精氨酸（Ｒ）等。 上述结果表明，
ＰｚＭＹＢ 结构域具有高度保守性，除了含有色氨酸

残基外，还含有其他保守氨基酸残基和序列，这样

的结构可以更好的维持 ＰｚＭＹＢ 的螺旋转角螺旋

结构，从而与 ＤＮＡ 分子进行结合而发挥功能。
２．３ ＰｚＭＹＢ 系统进化树分析

植物中的 ＭＹＢ 转录因子数量众多，基因功能

种类繁多，且在拟南芥中研究较为透彻。 为了比

较系统的研究 ＰｚＭＹＢ 蛋白家族的进化关系并预

测其功能，采用 ＭＥＧＡ５．１０ 软件构建 ＰｚＭＹＢ 和 Ａｔ⁃
ＭＹＢ 进化树（图 ３）。 基于拟南芥 ＭＹＢ 转录因子

划分的 ２５ 个亚家族（ Ｓ１－Ｓ２５），对 ＰｚＭＹＢ 家族进

行系统进化树构建，由图 ３ 可知，在 Ｓ９、Ｓ１０、Ｓ２５

这 ３ 个亚家族中未发现 ＰｚＭＹＢ 家族蛋白，其余 ２２
个亚家族中均有 ＰｚＭＹＢ 分布。 基于拟南芥中的

研究，ＰｚＭＹＢ 可主要分为以下几类。
植物次生代谢方面，ＭＹＢ 转录因子在基因水

平上研究最清楚的是黄酮类化合物的生物代谢途

径，它是苯丙烷类代谢途径中的一个重要分支，主
要参与黄酮类化合物的合成（李军等，２０１６）。 在

拟南芥中，Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６、Ｓ７ 亚家族参与花青素和黄酮

类化合物合成途径（Ｌｉ ｅｔ ａｌ，２０１６）。 该亚家族中，
涉 及 ＰｚＭＹＢ４８、 ＰｚＭＹＢ５、 ＰｚＭＹＢ３４、 ＰｚＭＹＢ１８、
ＰｚＭＹＢ５０、ＰｚＭＹＢ７６ 和 ＰｚＭＹＢ３１，其可能参与花

青素和黄酮类化合物的合成。 楠木的 ＰｚＭＹＢ２２
具有类似的功能，可能具有调控单宁酸的过程。

植物 生 长 发 育 方 面， ＡｔＭＹＢ５８、 ＡｔＭＹＢ６３、
ＡｔＭＹＢ７２在拟南芥纤维和导管中激活木质素的生物

合 成 （ Ｔａｋ ｅｔ ａｌ， ２０１７ ）； ＡｔＭＹＢ５２、 ＡｔＭＹＢ５４、
ＡｔＭＹＢ６９、 ＡｔＭＹＢ０ ／ １ 能够促进纤维细胞中细胞壁

的增 厚 （ Ｏｍｅｒ ｅｔ ａｌ， ２０１３ ）。 由 此 推 测 楠 木

ＰｚＭＹＢ１２、ＰｚＭＹＢ１５、ＰｚＭＹＢ９、ＰｚＭＹＢ１６、ＰｚＭＹＢ４６、
ＰｚＭＹＢ４１、ＰｚＭＹＢ６９、ＰｚＭＹＢ７１、ＰｚＭＹＢ４９、ＰｚＭＹＢ５３
可能参与木质素的生物合成及细胞壁的增厚等次

生生长过程。 在拟南芥中，Ｓ１５ 亚家族、Ｓ２１ 亚家

族、Ｓ３ 亚家族和 Ｓ８ 亚家族参与木质素的生物合成、
次生细胞壁合成的调控网络（Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ，２０１７）。 基

于此，ＰｚＭＹＢ１７、ＰｚＭＹＢ１４ 可能参与毛状体的生成；
ＰｚＭＹＢ４０、ＰｚＭＹＢ３２、ＰｚＭＹＢ３８、ＰｚＭＹＢ４ 可能参与

调控叶腋分生组织的表达。
植物抗逆性方面，拟南芥 Ｓ１８ 亚家族，Ｓ３ 亚家

族，Ｓ２２ 亚 家 族 和 Ｓ１ 亚 家 族 参 与 非 生 物 胁 迫

（Ａｏｙａｇｉ ｅｔ ａｌ，２０１４） （如高温和干旱）和生物胁迫

（如细菌、霉菌） （ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ，２０１１）。 通过聚类分

析，在 ＰｚＭＹＢ 中有 １６ 个与抗逆相关的 ＡｔＭＹＢ 亚

家 族 聚 集 在 一 起， 涉 及 ＰｚＭＹＢ７７， ＰｚＭＹＢ８２，
ＰｚＭＹＢ７０ 和 ＰｚＭＹＢ７３ 等，说明 ＰｚＭＹＢ 转录因子

可能参与楠木的胁迫响应等生理过程。
２．４ ＰｚＭＹＢ 功能预测

利用 ＢＬＡＳＴ 软件将含有 ＰｚＭＹＢ 序列与 Ｎｒ、
Ｎｔ、ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 数据库进行对比，获得注释文件。
结果表明，８２ 条 ＰｚＭＹＢ 序列均得到注释。 在 Ｎｒ
数据库和 ＫＯＧ 数据库中 ８２ 条序列均得到注释；其
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图 １　 ＰｚＭＹＢ 的氨基酸序列对比
Ｆｉｇ． １　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰｚＭＹＢ

图 ２　 ＰｚＭＹＢ 的 ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ 结构域
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＰｚＭＹＢ

次是在 ＧＯ 数据库中，注释条数为 ６９ 条。 ＫＥＧＧ
数据库注释数量为 ４９ 条。 ＧＯ 分类注释表明，注
释序列涉及 ２３ 个 ＧＯ 分类。 其中，注释到分子功

能（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ）、细胞组分（Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｃｏｍｐｏ⁃

ｎｅｎｔ）和生物学过程（ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｒｏｃｅｓｓ）分类号分

别为 ５１、２０、５２ 个。 在分子功能类中，主要与结合

活性有关，注释最多的 ＧＯ 分类为 ｂｉｎｄｉｎｇ；在细胞

进程和生物学进程类中，主要以 ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
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图 ３　 ＰｚＭＹＢ 家族基因的进化分析
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰｚＭＹＢ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

和 ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓ 居多。 综合可知，ＰｚＭＹＢ 主

要作为转录因子发挥作用，其通过结合到 ＤＮＡ 区

域发挥相应的调控功能，主要涉及植物的生物体

生长发育和物质代谢等过程。
２．５ ＰｚＭＹＢ 表达分析

从楠木高通量转录组测序数据库中提取茎和

叶的转录组数据，得出 ＰｚＭＹＢ 家族转录因子在组

织中的表达量，并绘制热图（图 ５）。 图 ５ 结果表

明，ＰｚＭＹＢ 在组织表达模式上存在差异，大多数成

员在茎和叶组织中均有表达，表达模式呈现多样

化。 其中，在叶中表达的 ＰｚＭＹＢ 有 ６１ 个，在茎中

表达的有 ７０ 个。 有 ８ 个 ＰｚＭＹＢ 家族成员在叶组

织中有表达，而在茎中不表达；有 １７ 个在茎组织

中有表达，而在叶中不表达。 对茎叶中都表达的

ＰｚＭＹＢ 进行差异分析，结果表明在茎叶中差异表

达 ＰｚＭＹＢ 共 １８ 个，上调表达 １０ 个，下调表达 ８ 个

（以叶片为对照组，茎为实验组）。 其中，在茎中

ＰｚＭＹＢ４、ＰｚＭＹＢ１７、ＰｚＭＹＢ２６ 和 ＰｚＭＹＢ７８ 的表达
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图 ４　 ＰｚＭＹＢ 家族基因的 ＧＯ 分类
Ｆｉｇ． ４　 ＧＯ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｆ ＰｚＭＹＢ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

量高，而在叶组织中表达呈下调；而 ＰｚＭＹＢ６、
ＰｚＭＹＢ６５、 ＰｚＭＹＢ６７ 和 ＰｚＭＹＢ７２ ＰｚＭＹＢ８０、
ＰｚＭＹＢ５８、ＰｚＭＹＢ７３ 和 ＰｚＭＹＢ６３ 在叶片中表达量

呈 现 上 调。 根 据 表 达 模 式 推 测， ＰｚＭＹＢ４、
ＰｚＭＹＢ１７、ＰｚＭＹＢ２６ 和 ＰｚＭＹＢ７８ 可能参与楠木茎

的次 生 生 长 和 木 质 素 合 成 等 途 径； ＰｚＭＹＢ３１、
ＰｚＭＹＢ７６ 可能参与楠木叶片的次级代谢、产物代

谢和物质合成等途径，这也与功能预测相一致。
后续可通过对 ＰｚＭＹＢ 基因进行克隆，并转化模式

植物 等 深 入 分 析， 进 一 步 验 证 挖 掘 的 ＰｚＭＹＢ
功能。

３　 讨论与结论

由于木本植物杂合性强，基因组数据相对较

大和复杂，很难在短时间内获得其全基因组数据

信息，这严重制约了木本植物的相关研究（江香梅

等，２０１４）。 但是随着高通量测序技术的发展，使
得转录组测序技术更加准确和快速。 尽管与全基

因组测序相比，转录组测序具有一定的局限性，但
是作为一种高效的方法广泛应用于植物研究，尤
其是非模式植物。 对于没有参考基因组的木本植

物，可以先采用转录组测序等高通量测序技术构

建相应的数据库信息，从而提供相应的遗传背景

信息。 本研究采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ２０００ 平台对楠木

茎叶组织进行转录组测序，得到了丰富的基因信

息和高质量的拼接序列，为楠木及其近缘植物的

生物学研究提供了有利的数据支持。 同时，基于

相关基因的分析，也为其问题解决和后续研究开

展提供了参考和支持。
ＭＹＢ 基因家族是一类在植物生长发育过程中

起重要作用的转录因子。 在植物中，第一个 ＭＹＢ
基因 ＺｍＭＹＢＣ１ 从 玉 米 中 克 隆 得 到 （ 马 婧 等，
２００９），现已从拟南芥、金鱼草、大豆、烟草、苹果、
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图 ５　 ＰｚＭＹＢ 家族基因在组织中的表达模式
Ｆｉｇ． ５　 Ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｚＭＹＢ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

白桦、白杨、梨等植物中已经克隆上千个 ＭＹＢ 家

族序列（张丽等，２０１３），这为其他物种 ＭＹＢ 基因

家族的挖掘和分析提供了有利条件。 本文正是基

于前人的研究，利用课题组构建的楠木转录组数

据库，运用生物信息学手段，对 ＭＹＢ 家族进行分

析，共鉴定出 ＭＹＢ 家族基因 ８２ 个，氨基酸数目在

５０ ～ １ １２１之间，可能是由于可变剪切导致了不同

基因编码区和非编码区在基因全长的比例呈现多
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态性（谢腾等，２０１４）。 二级结构预测表明，其主要

元件为 α⁃螺旋和无规则卷曲等；８１．７１％的 ＰｚＭＹＢ
定位在细胞核中，这说明大部分 ＰｚＭＹＢ 可能与靶

基因的 ＤＮＡ 结合区域结合而发挥作用。 同时对

保守结构域进行分析，ＰｚＭＹＢ 基因家族具有高度

保守性，含有两个高度保守的色氨酸残基以及氨

基酸残基间隔数目，第一个色氨酸残基位置可被

苯丙氨酸替代，这与其他报道结果相一致（Ｚｈａｏ ｅｔ
ａｌ，２０１４）

作为一种重要的模式植物，拟南芥中 ＭＹＢ 家

族基因功能研究较为清晰。 对 ＰｚＭＹＢ 与 ＡｔＭＹＢ
进行同源进化树构建，研究 ＰｚＭＹＢ 与拟南芥的进

化关系，从而对 ＰｚＭＹＢ 进行功能的预测，为后续

的功能验证提供参考。 基于同源性分析，与拟南

芥 Ｓ４⁃Ｓ７ 亚 家 族 聚 类 的 ＰｚＭＹＢ４８、 ＰｚＭＹＢ５、
ＰｚＭＹＢ３４ 等 ７ 个 ＰｚＭＹＢ 可能参与到花青素与类

黄酮等物质合成途径中相关基因的转录调控。 如

ＰｚＭＹＢ３１ 可能转录激活类黄酮生物合成途径中的

ＣＨＳ，ＣＨＩ 和 ＦＬＳ 等上游基因，ＰｚＭＹＢ１８、ＰｚＭＹＢ５０
可能与 ＡｔＭＹＢ７５、ＡｔＭＹＢ９０ 功能类似，与 ｂＨＬＨ 等

形成复合体，从而转录调控 ＡＮＳ 等花青素合成途

径中的下游基因。 同时，研究表明 ＭＹＢ 家族与植

物纤维素和木质素等植物次生细胞壁合成的关键

调节因子，如过表达 ＡｔＭＹＢ４６ 和 ＡｔＭＹＢ８３ 通过调

控上述物质合成，导致次生细胞壁沉积（ Ｚｈｏｕ ｅｔ
ａｌ， ２００９ ）。 由 此 推 测， 楠 木 中 ＰｚＭＹＢ１２、
ＰｚＭＹＢ１５、ＰｚＭＹＢ９ 等 １０ 个可能参与楠木次生细

胞壁的生成。 楠木作为我国二级濒危植物，其生

长缓慢，６０ ａ 才能进入快速生长期，从而严重制约

了楠木的发展和大面积种植，如果能够运用分子

生物学的方法对其品种进行改良和筛选，从而加

速其生长和次生物质积累，将具有重要的意义。
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