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木薯 ＭｅＨＳＦ１０ 基因克隆及表达分析
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( １.韶关学院 英东生命科学学院ꎬ 广东 韶关 ５１２００５ꎻ ２. 中国热带农业科学院热带生物技术研究所ꎬ 海口 ５７１１０１ )

摘　 要: 热激转录因子(ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ＨＳＦ) 是植物中重要的逆境调控因子ꎮ 许多研究表明

ＨＳＦ 可通过对信号通路下游的逆境相关基因进行调控而提高植物适应逆境的能力ꎬ如提高植株在干旱和氧

化损伤等逆境中的耐受能力ꎮ 为研究 ＨＳＦ 在木薯抗逆和采后储存中的功能ꎬ该研究以木薯品种 ＳＣ１２４ 为材

料ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术从木薯叶片克隆得到一个木薯 ＨＳＦ 家族基因ꎬ将其命名为 ＭｅＨＳＦ１０ꎮ 结果表明:(１)
该基因全长为 １ ０９８ ｂｐꎬ编码 ３６５ 个氨基酸残基ꎬ蛋白质相对分子量为 ４０.７ ｋＤꎬ理论等电点为 ８.１５ꎬ蛋白的

亚细胞定位预测为细胞核ꎮ 蛋白质序列分析结果表明 ＭｅＨＳＦ１０ 与麻风树 ＪｃＨＳＦ 和橡胶树 ＨｂＨＳＦ 的相似性

最高ꎬ分别为 ８０.３１％和 ９０.５４％ꎮ ＭｅＨＳＦ１０ 基因的蛋白序列含有 ＨＳＦ 蛋白家族的保守结构域ꎬ如 ＤＢＤ、ＨＲ￣
Ａ Ｃｏｒｅ、ＨＲ￣Ｂ Ｃｏｒｅ、插入序列和核定位信号 (ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌꎬ ＮＬＳ)ꎬ表明 ＭｅＨＳＦ１０ 基因编码的蛋

白质属于 ＨＳＦＣ 家族成员ꎮ (２)为分析 ＭｅＨＳＦ１０ 基因在木薯不同组织中的表达情况ꎬ对该基因在木薯 １１ 个

组织中的表达进行分析ꎬ结果表明 ＭｅＨＳＦ１０ 基因在木薯所有组织中都有表达ꎬ在叶片中的表达最高ꎮ (３)
ＭｅＨＳＦ１０ 基因的启动子序列元件分析结果显示其含有脱落酸( ａｂｓｃｉｓｃｉ ａｃｉｄꎬ ＡＢＡ)响应(ＡＢＡ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｍｏｔｉｆ)、干旱诱导 (ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｔｉｆ) 和光响应 ( ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｍｏｔｉｆ) 等元件ꎮ (４)表达分析结果也表

明ꎬＭｅＨＳＦ１０ 基因能被干旱和 ＡＢＡ 处理显著诱导ꎬＭｅＨＳＦ１０ 基因在木薯块茎的采后生理性变质过程中也被

显著诱导表达ꎮ 综上结果表明ꎬＭｅＨＳＦ１０ 基因可能在转录水平参与 ＡＢＡ 介导的木薯干旱胁迫响应和木薯

块茎的采后生理性变质ꎬ这为进一步研究其在木薯抗逆和采后储存中的功能奠定基础ꎮ
关键词: 热激转录因子ꎬ ＭｅＨＳＦ１０ꎬ 非生物胁迫ꎬ 采后生理性变质(ＰＰＤ)ꎬ 表达分析
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(ＰＰＤ) ｐｒｏｃｅｓｓ. Ａｌｌ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ＭｅＨＳＦ１０ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＡＢＡ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ
ａｎｄ ｔｈａｔ ＭｅＨＳＦ１０ ｉｓ ａｌｓｏ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＰＤ ａｎｄ ｍａｙ ｏｐｅｒａｔｅ ｍａｉｎｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ＲＯＳ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｎｅｔｗｏｒｋｓ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ
ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆｆｅｒｅｄ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｂａｓｉｃ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｅＨＳＦ１０ ｉｎ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｐｏｓｔ￣
ｈａｒｖｅｓｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｏｆ Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ (ＨＳＦ)ꎬ ＭｅＨＳＦ１０ꎬ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｐｏｓｔ￣ｈａｒｖｅｓｔ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎ
(ＰＰＤ)ꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 植物在漫长的进化过程中已经进化出了应对

各种逆境的抵御机制 (Ｏｈａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 研究

结果表明ꎬ热休克反应在植物响应非生物胁迫过程

中具 有 重 要 作 用ꎬ 热 激 转 录 因 子 ( ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ＨＳＦ)是其中重要的调控因子ꎬ
ＨＳＦ 可通过对信号通路下游的逆境相关基因进行

调控而提高植物适应逆境的能力ꎮ ＨＳＦ 能够提高

植株在热、干旱和氧化损伤等逆境中的耐受能力ꎬ
在植物应对非生物胁迫过程中具有非常重要的作

用(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎮ ＨＳＦ 还能够提高植物适应不同非生物胁迫

的能力ꎬ如 ＴａＨＳＦＡ４ａ 可提高水稻在重金属环境中

的生存能力 (Ｓｈｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎻＳｌＨｓｆＡ１ 可提高番

茄在高温环境的生存能力 ( Ｓｃｈａｒｆ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎻ
ＣａｒＨｓｆＢ２ 可提高拟南芥在干旱环境中的生存能力

(Ｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎻＡｔＨＳＦＡ６ａ 和 ＡｔＨＳＦＡ６ｂ 也可提

高拟 南 芥 在 高 盐 和 低 温 环 境 中 的 生 存 能 力ꎻ
ＡｔＨＳＦＡ２ 可提高拟南芥在高渗、高盐和高氧化水平

环境中的生存能力(Ｍｉｌｌｅｒ ＆ Ｍｉｔｔｌｅｒꎬ ２００６ꎻ Ｂａｎｔｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎮ 因此ꎬ不同物种的 ＨＳＦ 基因均能提高

不同植株应对不同逆境胁迫的能力ꎮ

木薯(Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ)是广泛种植于热带及

亚热带地区的重要粮食作物ꎮ 在我国ꎬ木薯种植

面积 ５.０×１０５ ｈｍ２ꎬ年产量约 １.０×１０１０ ｋｇꎬ年产值超

过 １４０ 亿元ꎬ是我国热带和亚热带地区一种重要

的经济作物 (张鹏等ꎬ２０１４)ꎮ 木薯是我国和世界

上具有巨大发展潜力的能源植物ꎬ可用于生产工

业淀粉ꎬ燃料乙醇ꎬ生物基材料(张鹏等ꎬ２０１４ꎻＨｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ颜彦等ꎬ２０１８)ꎮ 木薯本身拥有较好

的抗旱和耐贫瘠等特点ꎬ随着绿色能源需求的不

断增加ꎬ木薯作为生物质能源的潜力越来越被重

视ꎮ 此外ꎬ木薯块根采后易出现“采后生理性变

质” ( ｐｏｓｔ￣ｈａｒｖｅｓｔ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎꎬ ＰＰＤ)ꎬ
导致其储藏期时间短ꎬ严重影响了其在工业生产

中的开发利用(Ｚｉｄｅｎｇａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ张振文和李开

绵ꎬ２０１２ꎻＸｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 目前ꎬ关于 ＨＳＦ 基因

在木薯中的功能研究还鲜有报道 (Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８ꎬ Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 因此ꎬ克隆木薯 ＨＳＦ 相关

基因并进行表达分析ꎬ对深入研究其在木薯抗逆

过程和 ＰＰＤ 过程中的表达调控作用具有重要意

义ꎮ 本研究利用前期木薯转录组数据ꎬ通过 ＰＣＲ
技术克隆到一个热激转录因子 ＭｅＨＳＦ１０ 基因ꎬ并

７７５１９ 期 曾坚等: 木薯 ＭｅＨＳＦ１０ 基因克隆及表达分析



对其编码蛋白序列、保守结构域和进化关系进行

初步分析ꎬ同时ꎬ也对 ＭｅＨＳＦ１０ 在干旱胁迫、ＡＢＡ
处理和 ＰＰＤ 过程中的表达模式进行分析ꎬ为研究

ＭｅＨＳＦ１０ 基因功能及抗逆分子机理提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

本研 究 选 用 的 木 薯 材 料 为 ＳＣ１２４ 品 种

(Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ｃｖ. ＳＣ１２４)ꎬ由中国热带农业科

学院热带生物技术研究所保存ꎮ 植物 ＲＮＡ 提取

试剂盒(货号: ＤＰ４３７)购自天根生化科技有限公

司ꎬ ｃＤＮＡ 反 转 录 试 剂 盒 (货 号: Ｋ１６２２ ) 购 自

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司ꎮ ＰＣＲ 引物由上海生工生物工程股

份有限公司合成ꎮ
１.２ 材料处理

将木薯茎秆切成合适长度的小节(包含 ３ ~ ４
个芽点)ꎬ将其种入蛭石和营养土比例为 １ ∶ １(Ｖ /
Ｖ)的基质中生长ꎮ 待生长约 ６０ ｄ 后ꎬ选取生长状

况一致的木薯幼苗作为后续实验材料ꎮ 采用 ２０％
(Ｗ / Ｖ)ＰＥＧ￣６０００ 进行干旱模拟处理ꎬ对照植株浇

灌水ꎬ在处理 ０、３、５、７ ｄ 后采集木薯叶片样品用液

氮速冻后放入超低温冰箱保存ꎻ使用 １００ μｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１ ＡＢＡ 进行浇灌ꎬ在处理 ０、３、５、７ ｄ 后采集木薯

叶片样品用液氮速冻后放入超低温冰箱保存ꎻ取
生育期 １０ 个月的木薯块根ꎬ置于 ２５ ℃、７０％ 相对

湿度的培养箱内进行暗培养ꎬ分别在 ０、６、１２、４８ ｈ
取样ꎬ采集的木薯样品用液氮速冻后放入超低温

冰箱保存ꎬ每个样品设 ３ 次生物学重复ꎮ
１.３ 基因克隆

分别使用 ＲＮＡ 提取试剂盒和反转录试剂盒进

行 ＲＮＡ 提 取 和 反 转 录ꎮ 根 据 木 薯 同 源 序 列

( Ｍａｎｅｓ. ０２Ｇ０８７４００. １ ) 设 计 引 物 ( Ｐ１:
５′￣ＡＴＧＡＧＣＡＡＡＡＡＡＧＡ ＡＡＡＡＡＡＡＧ￣３′ꎻ Ｐ２:
５′￣ＣＴＡＡＡＡＧＣＣＡＣＣＡＣＣＴＡＡＡＡＧＣＧ￣３′)ꎬ以木薯

叶片 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＭｅＨＳＦ１０ 基因扩增ꎮ 扩增

产物连接至 ｐＭＤ￣１８Ｔ 载体ꎬ转化大肠杆菌并挑选

阳性单克隆进行测序ꎮ
１.４ 生物信息学分析

使用 ＮＣＢＩ 中的 ＢＬＡＳＴｐ 搜索其他物种中和

ＭｅＨＳＦ１０ 同源的蛋白质序列ꎻ使用 Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ 软

件预测亚细胞定位ꎻ使用 ＮＣＢＩ￣ＣＤＤ 数据库预测保

守结构域ꎻ通过 ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 计算蛋白质的理

论等电点和相对分子质量ꎻ采用 ＤＮＡＭＡＮ６ 软件进

行序列比对ꎻ 利用 ＭＥＧＡＸ 中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ
(ＮＪ)法构建进化树ꎻ采用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设计引物ꎻ
利用 Ｐｌａｎｔｃａｒｅ 进 行 启 动 子 元 件 分 析 ( ｈｔｔｐ:/ /
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )ꎮ
１.５ 基因的表达分析

将相应处理的样品提取 ＲＮＡꎬ建库并测序ꎬ这
部分工作由上海美吉生物技术有限公司完成ꎮ 测

序平台是 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＧＡＩＩ ( Ｉｌｌｕｍｉｎａꎬ Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏꎬ ＣＡꎬ
ＵＳＡ )ꎮ 使 用 ＦＡＳＴＸ￣ｔｏｏｌｋｉｔ ( ｈｔｔｐ: / / ｈａｎｎｏｎｌａｂ.
ｃｓｈｌ.ｅｄｕ / ｆａｓｔｘ＿ｔｏｏｌｋｉｔ / )移除接头序列和低质量序

列ꎻ 利 用 Ｔｏｐｈａｔ ２. ０ ( Ｔｒａｐｎｅｌｌ ａｎｄ Ｐａｃｈｔｅｒ
ＬＳａｌｚｂｅｒｇꎬ ２００９) 软件将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 和木薯基因组

参考序列 ( ｖｅｒｓｉｏｎ ４.１) 进行比对ꎬ将比对结果用

Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ (Ｔｒａｐｎｅｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２) 来组装转录组数

据ꎬ转录本至少存在于两个样本中才保留ꎮ ＡＢＡ
处理、聚乙二醇( ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌꎬＰＥＧ)处理和

ＰＰＤ 过程中的基因表达水平使用 ＦＰＫＭ (Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ) 表示ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＭｅＨＳＦ１０ 基因的克隆

利 用 拟 南 芥 ＡｔＨＳＦ８ 基 因 ( 登 录 号:
ＡＴ３Ｇ２４５２０ ) 的 蛋 白 质 序 列 为 参 考 序 列ꎬ 在

Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库中进行 ＢＬＡＳＴｐ 比对搜索ꎬ得到了

一个 和 木 薯 相 似 性 较 高 的 基 因 序 列 ( Ｍａｎｅｓ.
１６Ｇ１１６２００.１)ꎮ 根据该基因设计引物后进行扩增ꎬ
对目的基因进行测序后得到一个全长为 １ ０９８ ｂｐ 的

片段 (图 １)ꎬ 编码 ３６５ 个氨基酸ꎬ 将其命名为

ＭｅＨＳＦ１０ 基因ꎮ ＭｅＨＳＦ１０ 基因和参考序列之间存

在 １ 个碱基差异ꎬ属于同义突变(图 ２)ꎮ ＭｅＨＳＦ１０
基因序列含有 １ 个内含子和 ２ 个外显子ꎮ ＭｅＨＳＦ１０
蛋白的分子式预测为 Ｃ１７９０Ｈ２８４９Ｎ５０１Ｏ５５１Ｓ１７ꎬ相对分子

量 ４０. ７ ｋＤꎬ理论等电点为 ８. １５ꎬ不稳定系数为

６０.５７ꎬ属于不稳定蛋白ꎮ 蛋白的亚细胞定位预测为

细胞核ꎮ 蛋白保守结构域分析显示 ＭｅＨＳＦ１０ 包含

有 ＨＳＦ 家族结构域(图 ３)ꎬ进一步证明克隆得到的

基因为木薯 ＨＳＦ 基因ꎮ
２.２ ＭｅＨＳＦ１０ 氨基酸序列同源性比对和系统发育

分析

在 ＮＣＢＩ 数据库中使用 ＭｅＨＳＦ１０ 基因的蛋白

质序列为探针ꎬ 进行 Ｂｌａｓｔ 搜索ꎬ 下载同源性较高

８７５１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



图 １　 木薯 ＭｅＨＳＦ１０ 基因 ＰＣＲ 产物的琼脂糖凝胶电泳结果(Ａ)和 ＭｅＨＳＦ１０ 基因在染色体 １６ 的位置(Ｂ)
Ｆｉｇ. １　 ｃＤＮＡ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＭｅＨＳＦ１０ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ (Ａ) ａｎｄ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭｅＨＳＦ１０ ｇｅｎｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １６(Ｂ)

的序列ꎬ其中与橡胶树 (ＸＰ ＿０２１６４３０７８.１) 和麻

风树 (ＸＰ＿０２０５３５０２５.１) 的氨基酸序列相似性最

高ꎬ分别为 ９０.５４％和 ８０.３１％ꎮ 多重序列比对结果

显示ꎬＭｅＨＳＦ１０ 基因的蛋白序列含有 ＨＳＦ 蛋白家

族的保守结构域(图 ４)ꎮ 在 Ｎ 端 ６ ~ １００ 氨基酸残

基位 置 含 有 高 度 保 守 的 ＤＮＡ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｄｏｍａｉｎ
(ＤＢＤ)ꎬ在 Ｎ 端 １７０ ~ ２１０ 氨基酸残基位置含有

ＨＲ￣Ａ Ｃｏｒｅ、ＨＲ￣Ｂ Ｃｏｒｅ 和插入序列ꎬ在 Ｎ 端 ２２７ ~
２４２ 氨基酸残基位置含有核定位信号 ( ｎｕｃｌｅａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌꎬ ＮＬＳ)ꎬ这些结果表明 ＭｅＨＳＦ１０
基因编码的蛋白质属于 ＨＳＦＣ 家族成员ꎮ 系统发

育分 析 结 果 显 示ꎬ 木 薯 ＭｅＨＳＦ１０ 和 橡 胶 树 的

ＨｂＨＳＦ 聚在一起ꎬ氨基酸序列一致性最高(图 ５)ꎮ
２.３ ＭｅＨＳＦ１０ 基因的组织表达分析

本研究通过下载得到木薯 １１ 个没有经过任何

处理的组织的表达数据进行研究 ＭｅＨＳＦ１０ 基因在

木 薯 不 同 组 织 中 的 表 达 变 化 情 况 ( ｓｈｉｎｙ.
ｄａｎｆｏｒｔｈｃｅｎｔｅｒ.ｏｒｇ / ｃａｓｓａｖａ＿ａｔｌａｓ / )ꎮ 它们分别是叶

(Ｌ)ꎬ中脉(Ｍ)ꎬ叶柄(Ｐ)ꎬ茎( Ｓ)ꎬ侧芽(ＬＢ)ꎬ顶端

分生组织( ＳＡＭ)ꎬ根( ＳＲ)ꎬ须根( ＦＲ)ꎬ根顶端分

生组织(ＲＡＭ)ꎬ分化胚组织(ＯＥＳ)ꎬ松散性胚性愈

伤组织(ＦＥＣ)ꎮ 结果显示 ＭｅＨＳＦ１０ 基因在不同组

织中的表达水平不一样ꎬ在叶片中的表达水平最

高ꎬ在分化程度较低的组织 ＦＥＳ、ＲＡＭ 和 ＳＡＭ 中

的表达水平较低(图 ６)ꎮ
２.４ ＭｅＨＳＦ１０ 基因在不同胁迫条件下的表达分析

根据基因组数据ꎬ通过对 ＭｅＨＳＦ１０ 基因起始

密码子上游 １ ５００ ｂｐ 的序列进行启动子元件分

析ꎬ结果表明启动子中包含 １ 个干旱诱导元件

ＭＢＳ、３ 个 ＡＢＡ 响应元件 ＡＢＲＥ (表 １)ꎮ 因此ꎬ在
ＡＢＡ 处理和模拟干旱胁迫下对 ＭｅＨＳＦ１０ 基因的

表达水平进行分析ꎮ 结果表明 ＭｅＨＳＦ１０ 基因在

ＡＢＡ 处理下表达上调ꎬ在模拟干旱胁迫下表达也

上调ꎬ分别最高提高了 ２.３ 倍和 ２.４ 倍(图 ７)ꎮ
为研究 ＭｅＨＳＦ１０ 基因与木薯块根采后生理性

变质(ＰＰＤ)过程之间的关系ꎬ对 ＭｅＨＳＦ１０ 基因在

木薯采后生理性变质过程中的表达水平进行了分

析ꎮ 结果显示在采后生理性变质过程中 ＭｅＨＳＦ１０
基因的表达明显受到诱导ꎬ在 ６ ｈ 时没有显著变

化ꎻ而 １２ ｈ 时达到最高水平ꎬ提高了约 ４.３ 倍ꎻ４８ ｈ
后表达水平下降ꎬ但仍然高于 ０ ｈ (图 ８)ꎮ

３　 讨论与结论

热激转录因子在自然界中有多个基因家族成

员ꎬ它们含有不同的保守结构域ꎬ如 ＤＮＡ 结合功

能域(ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎꎬ ＤＢＤ)、寡聚化功能域

(ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎꎬ ＯＤ)、核定位信号( ｎｕｃｌｅａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｎｇａｌꎬＮＬＳ) 等ꎮ 根据保守结构域 ＯＤ
的特点可以分为 ＨＳＦＡ、ＨＳＦＢ 和 ＨＳＦＣ 三个家族

(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ 不同植物中拥有不一样的

ＨＳＦ 家族数量ꎬ例如:拟南芥中有 ２１ 个ꎬ水稻中 ２５
个ꎬ玉米中 ２５ 个ꎬ小麦中则超过 ５６ 个ꎮ 这些植物

中都含有 ＨＳＦ 基因家族的保守结构域ꎬ并有其相

关功能研究(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻＭｉｔｔａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ
Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｓｃｈａｒｆ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｘｕｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎬ而关于木薯的报道较少ꎮ 本研究分离的

ＭｅＨＳＦ１０ 基因序列全长为 １ ０９８ ｂｐꎬ编码 ３６５ 个氨

基酸ꎮ 序列分析表明ꎬ该基因含有 ＨＳＦＣ 家族的保

守结构域 (李菲等ꎬ ２０１７)ꎬ系统发育分析结果显

示 ＭｅＨＳＦ１０ 与橡胶树 ＨｂＨＳＦ 和麻风树 ＪｃＨＳＦ 的

亲缘关系较近ꎮ
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箭头表示 ＭｅＨＳＦ１０ 与参考序列之间存在 １ 个碱基差异ꎮ
Ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｏｎｅ ＳＮＰ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭｅＨＳＦ１０ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.

图 ２　 ＭｅＨＳＦ１０ 基因 ＯＲＦ 序列
Ｆｉｇ. ２　 ＯＲＦ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭｅＨＳＦ１０ ｇｅｎｅ

　 　 ＨＳＦ 基因在所有的水稻组织中都有表达ꎬ而
ＨＳＦ９ 则 只 在 向 日 葵 和 拟 南 芥 的 种 子 中 表 达

(Ａｌｍｏｇｕｅｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２ꎻＳｃｈａｒｆ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎬ番茄

花粉组织中的 ＨＳＦＡ２ 相比其他花组织表现出更高
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图 ３　 ＭｅＨＳＦ１０ 蛋白质保守结构域分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｅＨＳＦ１０ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＸＰ＿０２１６４３０７８.１ 橡胶树ꎻＸＰ ＿０１２０７６６８０. １ 麻风树ꎻＸＰ ＿００２３２４４１８. ２ 毛果杨ꎻＡＫＶ５６４１７. １ 小叶杨ꎻＫＡＢ５５１４２８４. １ 柳树ꎻＸＰ ＿
０１２４５２１９５.１ 雷蒙德氏棉ꎻＫＡＢ２０２４１９３.１ 海岛棉ꎻＸＰ＿００７０１３１８５.２ 可可ꎻＥＯＹ３０８０４.１ 可可ꎻＸＰ＿０２２７５５０５３.１ 榴莲ꎮ
ＸＰ＿０２１６４３０７８.１ (Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ)ꎻ ＸＰ＿０１２０７６６８０.１ (Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ)ꎻ ＸＰ＿００２３２４４１８.２ (Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ)ꎻ ＡＫＶ５６４１７.１ (Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｓｉｍｏｎｉｉ)ꎻ ＫＡＢ５５１４２８４. １ ( Ｓａｌｉｘ ｂｒａｃｈｉｓｔａ)ꎻ ＸＰ ＿０１２４５２１９５. １ (Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｒａｉｍｏｎｄｉｉ)ꎻ ＫＡＢ２０２４１９３. １ (Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｂａｒｂａｄｅｎｓｅ)ꎻ ＸＰ ＿
００７０１３１８５.２ (Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ)ꎻ ＥＯＹ３０８０４.１ (Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ)ꎻ ＸＰ＿０２２７５５０５３.１ (Ｄｕｒｉｏ ｚｉｂｅｔｈｉｎｕｓ).

图 ４　 ＭｅＨＳＦ１０ 与其他植物 ＨＳＦ 蛋白的多序列比对分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｅＨＳＦ１０ ａｎｄ ＨＳＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

的表达 (Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 因此ꎬ不同 ＨＳＦ 基因

会由于功能的差异在不同植物的不同组织中呈现

出不同的表达水平ꎮ ＭｅＨＳＦ１０ 基因的启动子序列

分析 结 果 显 示 其 含 有 大 量 的 光 诱 导 元 件ꎬ 而

ＭｅＨＳＦ１０ 在叶片中的表达水平最高ꎬ因而推测该

基因可能与叶片中的光合作用相关ꎮ
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方框标出 ＭｅＨＳＦ１０ꎮ
ＭｅＨＳＦ１０ ｗａｓ ｍａｒｋｅｄ ｂｙ ｂｏｘ.

图 ５　 木薯 ＭｅＨＳＦ１０ 蛋白与其他物种 ＨＳＦ 蛋白构建的系统进化树
Ｆｉｇ. ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＭｅＨＳＦ１０ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ａｎｄ ＨＳＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

表达量为 ＦＰＫＭꎮ 下同ꎮ Ｌ. 叶ꎻ Ｍ. 中脉ꎻ Ｐ. 叶柄ꎻ Ｓ. 茎ꎻ
ＬＢ. 侧 芽ꎻ ＳＡＭ. 顶 端 分 生 组 织ꎻ ＦＲ. 须 根ꎻ ＳＲ. 根ꎻ
ＲＡＭ. 根顶端分生组织ꎻ ＯＥＳ. 分化胚组织ꎻ ＦＥＣ. 松散性胚
性愈伤组织ꎮ
Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ＦＰＫＭ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ. Ｌ. Ｌｅａｆꎻ
Ｍ. Ｍｉｄｖｅｉｎꎻ Ｐ. Ｐｅｔｉｏｌｅꎻ Ｓ. Ｓｔｅｍꎻ ＬＢ. Ｌａｔｅｒａｌ ｂｕｄꎻ ＳＡＭ. Ｓｈｏｏｔ
ａｐｉｃａｌ ｍｅｒｉｓｔｅｍꎻ ＦＲ. Ｆｉｂｒｏｕｓ ｒｏｏｔꎻ ＳＲ. Ｓｔｏｒａｇｅ ｒｏｏｔꎻ ＲＡＭ.
Ｒｏｏｔ ａｐｉｃａｌ ｍｅｒｉｓｔｅｍꎻ ＯＥＳ. Ｏｒｇａｎｉｚｅｄ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎻ
ＦＥＣ. Ｆｒｉａｂｌｅ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｉ.

图 ６　 ＭｅＨＳＦ１０ 基因在木薯不同组织中的表达分析
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｅＨＳＦ１０ ｇｅｎｅ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ / ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ

启动子是基因表达调控的重要元件ꎬＭｅＨＳＦ１０
基因的启动子序列分析结果显示其含有干旱诱导

表 １　 ＭｅＨＳＦ１０ 基因启动子元件分析结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｅＨＳＦ１０ ｇｅｎｅ

序号
Ｎｏ.

元件名称
Ｅｌｅｍｅｎｔ ｎａｍｅ

数目
Ｎｕｍｂｅｒ

功能预测
Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

１ ＡＢＡ 响应元件
ＡＢＲＥ

３ ＡＢＡ 响应
Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ

２ 光响应元件
Ｂｏｘ ４

５ 光响应
Ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ

３ 光响应元件
Ｇ￣Ｂｏｘ

３ 光响应
Ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ

４ 干旱诱导元件
ＭＢＳ

１ 干旱诱导
Ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ

５ 茉莉酸甲酯反应元件
ＴＧＡＣＧ￣ｅｌｅｍｅｎｔ

１ 茉莉酸诱导
ＭｅＪＡ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

相关元件 ＭＢＳ 和 ＡＢＲＥ 元件ꎮ 因此ꎬ本研究分别

对木薯进行干旱和 ＡＢＡ 处理ꎬ结果表明 ＭｅＨＳＦ１０
基因的表达明显受到干旱胁迫和 ＡＢＡ 处理的诱

导ꎮ 在拟南芥中ꎬＡｔＨｓｆＡ９ 通过 ＡＢＡ 信号通路提高

植株应对干旱胁迫的能力 (Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎬ过
表达 ＡｔＨＳＦＡ２ 和 ＡｔＨＳＦＡ８ 基因可提高拟南芥植株

对盐和渗透胁迫的适应能力ꎻ过表达 ＯｓＨＳＦ２９ 和

ＯｓＨＳＦ１７ 基因可以提高水稻植株对盐和渗透胁迫

的适应能力 (Ｊｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 因此ꎬ推测 ＭｅＨＳＦ１０
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图 ７　 ＭｅＨＳＦ１０ 基因在 ＡＢＡ(Ａ)和 ＰＥＧ(Ｂ)处理下的表达分析
Ｆｉｇ. ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｅＨＳＦ１０ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ＡＢＡ (Ａ) ａｎｄ ＰＥＧ (Ｂ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ８　 ＭｅＨＳＦ１０ 基因在木薯块茎
ＰＰＤ 过程中的表达分析

Ｆｉｇ. ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｅＨＳＦ１０ ｇｅｎｅ
ｉｎ ＰＰＤ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｃａｓｓａｖａ ｔｕｂｅｒｏｕｓ ｒｏｏｔｓ

可能通过依赖于 ＡＢＡ 信号通路的途径来响应干旱

胁迫ꎬ但具体是哪些基因参与了 ＭｅＨＳＦ１０ 介导的

分子调控仍不清楚ꎮ ＭｅＨＳＦ１０ 在木薯生理性变质

过程中的高表达则表明ꎬ该基因可能和木薯块茎

的生理性变质相关ꎮ 研究报告指出 ＨＳＦ 和植物应

对氧 化 胁 迫 密 切 相 关ꎬ 在 水 稻 中 ＯｓＨｓｆＣ２ａ 和

ＯｓＨｓｆＡ５ 是植株 ＲＯＳ 感知和含量积累的重要基因

(Ｍｉｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｍｉｔｔａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 在烟草

中ꎬ过表达胡杨 ＰｅＨＳＦ 基因则通过调节叶片中的

ＲＯＳ 平衡提高烟草应对非生物逆境胁迫的能力

(Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 因此ꎬ推测 ＭｅＨＳＦ１０ 可能和

氧化胁迫相关ꎬ进而影响木薯块茎的生理性变质ꎮ
但 ＭｅＨＳＦ１０ 基因如何参与木薯块茎的生理性变质

仍不清楚ꎮ 因此ꎬ对这些结果的进一步研究将有

可能为木薯的抗逆和延缓生理性变质提供理论参

考ꎮ 下一步将通过对基因功能的研究来验证该基

因在木薯抗旱和延缓生理性变质中的作用ꎮ
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