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为
M?J)I

蛋白家族成员#其生物学功能尚不清楚
<

采用实时荧光定量

NOP

和生理学实验相结合的方法#对
!"!$

基因的表达模式及其在拟南芥抗盐和冷胁迫响

应中的作用进行了分析
<

研究发现#

!"!$

在拟南芥根$茎生叶和果荚中表达较高#并且其表

达受盐和冷胁迫诱导
<!"!$

过表达株系对盐胁迫敏感#与野生型相比种子萌发率低$幼苗

主根较短%相反#

#

$

#

$

突变体对盐胁迫的敏感性则减弱
<!"!$

过表达和缺失突变体种子萌

发对冷胁迫无响应#但其主根在冷处理中分别比野生型短或者长
<

盐处理下#

!"!$

过表达

株系中盐胁迫反应相关基因的表达量显著降低#

#

$

#

$

突变体中则升高%冷处理下#

!"!$

过

表达株系中冷胁迫反应相关基因的表达量显著升高#

#

$

#

$

突变体中则降低
<

结果表明#

!"!$

在植物抗盐胁迫响应中起负调控作用#在抗冷胁迫响应中则可能起正调控作用
<
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在拟南芥基因组中约有
>%%

个基因编码
M?J)I

蛋白家族
<M?J)I

蛋白家族的共同特点是在氨基酸

序列中含有一段
M?J)I

基序#它们在植物生长发育

过程中发挥了重要调控作用&

&a"

'

<

除了植物#

M?J)I

蛋白在动物中也起到了重要的作用#如控制骨和软

骨的形成&

#

'

<M?J)I

蛋白通常通过形成
9OM

复合物

行使功能&

>

'

<9OM

复合物包含
!

个亚基分别为
O*..?

2,

(

9̂ N&

(

P_V&

和
M?J)I

蛋白&

'

'

#每个
M?J)I

蛋白

家族成员的
8

端都至少含
&

个大约
!%

"

"%

个保守

氨基酸的
M?J)I

基序#并与
9F

T

&

结合%

O

端是结构

不同的蛋白
?

蛋白相互作用结构域#包括富含亮氨酸

的重复序列!

UPP

"(

4̂.:G

和
bA!%

等&

@

'

<M?J)I

蛋

白通过识别并结合底物蛋白#介导靶蛋白通过泛素

化蛋白酶体途径降解
<

例如在生长素调节通路中#生

长素作为信号分子触发
M?J)I

蛋白
\PC&

形成
9OM

复合物#促使
CRR

)

RPM5

复合体中的
CRR

被泛素

化降解#释放出
RPM5

来调控下游的基因表达#进而

调节植物的生长发育(开花及逆境胁迫等等&

&%a&$

'

<

此外#赤霉素&

&D

'和茉莉酸甲酯&

&!

'等均以类似的方式

调控下游基因表达及植物的生长发育过程
<

近年来#已有研究报道
M?J)I

蛋白参与植物逆

境响应&

&"

'

<

有数据分析表明#在水稻中超过
!D

种不

同类型的
M?J)I

蛋白来应对不同类型的逆境胁

迫&

&#

'

#它们在逆境中可能大多数起正调节作用#其

他还有辣椒(菜豆和小麦也有类似 的 表 达 结

果&

&%

#

&>a&'

'

<

霍冬英等&

&@

'在对谷子进行转录组分析

时鉴定出
"$"

个
M?J)I

蛋白#其中
&@

个在干旱胁

迫下表达量上调
<M?J)I

基因
%-..$a/&&

过表达

明显减弱植株对干旱的抗性%

R6NN$a_&&

蛋白可

与
UZR&!

蛋白相互作用#表明
R6NN$a_&&

很可

能作为一个负调节因子#通过调节
UZR&!

蛋白的

水平调控植物的干旱抗性&

$%

'

<]G-,

X

等发现
M?J)I

蛋白
ABP

#在干旱响应中起到负调节的作用#

*$&

突变体对干旱的耐受性增强&

$&

'

%

ZAUD

在干旱中也

起到了一定的调节作用#通过
R_R

信号通路调控

植物的抗干旱胁迫能力&

$$

'

%

YRV$

作为独脚金内酯

的合成基因也参与了植物干旱胁迫响应#与野生型

相比#

0'1$

突变体的气孔关闭对
R_R

敏感程度

降低#抗旱能力较弱&

$

#

$Da$!

'

<

M?J)I

蛋白还参与植物抗冷胁迫和盐胁迫响

应
<

低温胁迫下#

W2PD@D

表达上调#导致
M?J)I

基因

234&WP8R

降解#抑制其翻译过程#因而降低生

长素效应并抑制植物生长#进而提高植物的低温适

应性&

$"

'

<

枳是柑橘的变种#广泛种植在低温环境条

件下
<

研究发现#低温驯化处理的枳中
M?J)I

基因

在转录及蛋白表达水平上均提高&

$#

'

<

在盐胁迫中#

水稻
M?J)I

基因
",5,&@

被快速诱导表达
<

当在水

稻和拟南芥中过表达
",5,&@

时#转基因植株表现

出较强的耐盐性#耐盐相关基因的表达量提高#表明

B5Y5+@

正向调节植物的耐盐性&

$>

'

<

我们研究发现
M?J)I

基因
!"!$

!

!6($1$

#

#

7$89&):

;

"调控植物开花&

$'

'

#但该基因是否参与植

物抗逆境响应过程尚不清楚
<

本研究采用实时荧光

定量
NOP

和生理学方法相结合#研究了
!"!$

基因

的表达模式#及其在植物抗盐和冷胁迫响应过程中

的作用#为深入研究其调控机制奠定了基础
<

1

!

材料与方法

1<1

!

植物材料和载体

拟南芥野生型
O).?!

和
O).?%

#

!"!$

过表达株

系
5

<

=!"!$$1&

#

5

<

=!"!$$1$

和
5

<

=!"!$$1#

#

以及
#

$

#

$

突变体!

>%?@

*

%&#&#'A

"均为哥伦比亚

生态型#由本实验室保存
<

1<2

!

胁迫处理

拟南芥种子经过
&"c J.4-:G

浸泡
"W2,

#然后

用无菌水洗
>

"

'

次#在
!d

冰箱放置
$

"

DH

后#播

种在
&

)

$Y9

固体培养基上
<

放置在连续光照培养箱

培养
&$H

后#将幼苗拔出放置于
8-O.

溶液中进行

&$&
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盐胁迫处理#或者将培养皿转移到
!d

进行冷胁迫

处理不同时间#收集样品#液氮速冻后#保存在
a>%

d

冰箱中#用于后续的
P8R

分析
<

1<3

!

种子萌发分析

拟南芥种子经过
&"c J.4-:G

浸泡
"W2,

#然后

用无菌水洗
>

"

'

次后将一部分种子播种于添加

&"%WY 8-O.

的
&

)

$Y9

固体培养基上#放置在
$$

d

连续光照培养箱中培养%另一部分种子播种于
&

)

$Y9

培养基上#在
&&d

连续光照培养箱中培养
<

每个处理播种
"%

粒种子
<

以种子露出胚根为标

准#于第
$H

统计种子萌发率#连续统计
#H<

1<4

!

主根伸长分析

拟南芥种子经过
&"c J.4-:G

浸泡
"W2,

#用无

菌水洗
>

"

'

次#在
!d

冰箱放置
$

"

DH

后#播种在

&

)

$Y9

固体培养基上
<

连续光照培养箱中垂直培养

>H

后#分别进行盐处理和冷处理
<

盐胁迫处理$将

幼苗转移到添加
%

(

&%%

(

&"%

(或
$"%WY 8-O.

的
&

)

$Y9

培养基上#垂直培养
"H

#测量幼苗主根的长

度
<

冷胁迫处理$将幼苗直接转入
&&d

连续光照培

养箱中垂直培养
"H

测量幼苗主根的长度
<

每个处

理至少测量
&%

株幼苗
<

1<5

!

实时荧光定量
678

采用
P8R25)N.*5

!

\-F-P-

#

(-

T

-,

"提 取 总

P8R

#按照
N+2W49:+2

T

6P\+4

X

4,6 2̂6b26G

X

A8RZ?

+-54+

!

\-F-P-

#

(-

T

-,

"试剂盒说明合成
:A8R<:A8R

模板稀释
&%

"

$%

倍#在实时荧光定量
NOP

仪

!

YID%%%N

"上#按照
9e_PN+4W2IZI\-

[

\Y

!

N4+/4:6

P4-.62W4

"!

\-F-P-

"试剂盒的说明进行实时荧光定量

NOP

分析
<NOP

反应程序为
@!d

预变性
&%W2,

#

@!

d

变性
D%5

#

">d

退火
D%5

#

>$d

延伸
D%5

#共
!"

个

循环
<

每个实验重复
D

次#看家基因
%A23B$

作为分

子内标
<

用于定量
NOP

的引物序列见表
&<

2

!

结
!

果

2<1

!

!"!2

组织器官表达模式分析

基因的时空表达模式暗示了它可能存在的功

能#可为基因的生物学功能研究提供重要线索&

$@

'

<

采用实时荧光定量
NOP

检测
!"!$

基因在拟南芥

不同组织器官中的表达#发现
!"!$

在根(茎生叶和

果荚中的表达水平相对较高#比种子和幼苗中的表

达量约高
"

倍!图
&

"

<

根是植物吸收水分的器官#根

部越发达更有利于逆境生存
<!"!$

在不同组织器

官中的表达量暗示了
!"!$

可能主要在根和果荚的

生长发育中发挥作用
<

表
1

!

定量
678

引物

9*#:1

!

;

<*=(>(*(>?-678

@

)>A-)'

引物名称 引物序列
"

+

aD

+

%->">&6!

%->">&64

%->">$6!

%->">$64
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%->">D64

%-A"4&"'6!
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A/!&64

A/!D6!

A/!D64

!"!$6!

!"!$64

%A23B$6!

%A23B$64
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图
&

!

在拟南芥不同组织器官中

!"!$

基因的表达分析

M2

X

<&

!

ZI

T

+4552),)/!"!$2,H2//4+4,6

)+

X

-,5)/%&'()*$

+

,),

2:2

!

!"!2

基因表达对盐和冷胁迫的响应

利用
T

.-,6ORPZ

!

G66

T

$))

J2)2,/)+W-62:5<

T

5J<

*

X

4,6<J4

)

4̀J6)).5

)

T

.-,6:-+4

)

G6W.

)"网 站#对

!"!$

基因上游
&!!%J

T

启动子序列中的顺式作用

元件进行分析#结果发现系列胁迫响应相关元件

09Z

和
\O?+2:G+4

T

4-65<

因此推测
!"!$

基因的表

达很可能受到逆境胁迫调控
<

为了进一步分析
!"!$

基因表达是否响应逆境

胁迫#采用实时荧光定量
NOP

检测了冷胁迫和盐胁

迫条件下#

!"!$

基因的表达情况
<

从图
$

中可看

出#

!"!$

基因的表达量受盐和冷处理诱导#分别在

%<"G

和
&G

达到最高#随后降低#处理
#G

时#开始

有所回升!图
$

"

<

表明
!"!$

为盐和冷胁迫反应响

应相关基因#可能在盐胁迫和冷胁迫响应过程中发

$$&



第
#

期 刘选明等$

M?J)I

基因
!"!$

在拟南芥盐和冷胁迫响应中的功能分析

挥作用
<

2:3

!

!"!2

过表达株系和缺失突变体种子萌发和

主根伸长对盐胁迫的响应

为了进一步研究
!"!$

是否参与拟南芥抗盐胁

迫响应#我们分析了
!"!$

在拟南芥种子萌发和幼

苗生长时期的抗盐胁迫作用
<

试验中#分别将
!"!$

的过表达株系!

5

<

=!"!$$1

"(缺失突变体
#

$

#

$

#以

及野生型!

O).?!

和
O).?%

"的种子播种于添加了
&"%

WY 8-O.

的
&

)

$Y9

培养基中#在播种后的第
$H

开始统计萌发率#连续统计
#H<

统计分析结果显示#

在
&"%WY 8-O.

处理下#拟南芥种子萌发受到抑

制
<

与野生型相比#过表达株系
5

<

=!"!$$1

种子萌

发对
8-O.

更加敏感#种子萌发率比野生型低%相

反#

#

$

#

$

突变体的种子萌发率则比野生型高
<

培养

第
#H

时#过表达株系
5

<

=!"!$$1

种子萌发约

D%c

#而野生型!

O).?!

"的种子萌发率为
>&c

%

#

$

#

$

突变体种子萌发率为
#'c

#野生型!

O).?%

"的种子萌

发率为
""c

!图
D

!

-

""

<

8-O.

处理时间)
G

!

-

"盐胁迫处理不同时间#

!"!$

基因表达水平

冷处理时间)
G

!

J

"冷胁迫处理不同时间#

!"!$

基因表达水平

图
$

!

盐和冷胁迫处理下#

!"!$

基因表达分析

M2

X

<$

![

?NOP-,-.

7

525)/!"!$

X

4,44I

T

+4552),*,H4+5-.6)+:).H56+455

!!

随后#分析了不同浓度
8-O.

处理下拟南芥幼

苗主根的伸长情况
<

试验中将过表达
5

<

=!"!$$1

与野生型!

O).?!

"#以及缺失突变体
#

$

#

$

与野生型

!

O).?%

"播种在
&

)

$Y9

培养基上#垂直培养
>H

后转

移到含有
%

(

&%%

(

&"%

(

$"%WY 8-O.

的
&

)

$Y9

培

养基上#继续垂直培养
"H

#测量主根长度#结果显

示#随着
8-O.

处理浓度增加#主根伸长受到抑制#

5

<

=!"!$$1

与野生型!

O).?!

"#以及缺失突变体

#

$

#

$

与野生型!

O).?%

"之间的主根长度差异越明显

!图
D

!

-

""

<

在
&"%WY 8-O.

处理下#主根长差异最

为明显#过表达株系
5

<

=!"!$$1

主根比野生型短

约
!:W

#

#

$

#

$

突变体比野生型长约
D:W

!图
D

!

J

""

<

以上研究结果表明#

!"!$

过表达导致种子萌

发和植株主根伸长对盐更加敏感#对盐的耐受性减

弱%

#

$

#

$

突变体对盐的敏感性则减弱#说明
!"!$

在抗盐胁迫响应过程中抑制种子萌发和主根伸长
<

!

-

"过表达
5

<

=!"!$$1

(缺失突变体
#

$

#

$

和野生型种子在
&"%WY 8-O.

处理下萌发表型及其萌发率

D$&
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!

J

"过表达
5

<

=!"!$$1

(缺失突变体
#

$

#

$

和野生型幼苗在
%

(

&%%

(

&"%

和
$"%WY 8-O.

处理下主根的表型及长度统计

图
D

!

盐胁迫下#

!"!$

对种子萌发和幼苗主根伸长的响应

M2

X

<D

!

\G42,/.*4,:4)/!"!$6)544H

X

4+W2,-62),

#

.4,

X

6G)/+))6*,H4+5-.656+455

2:4

!

!"!2

过表达株系和缺失突变体种

子萌发和主根伸长对冷胁迫的响应

为了进一步研究
!"!$

是否参与拟南芥抗冷胁

迫响应#我们测定了冷处理下#过表达株系
5

<

=6

!"!$$1

和缺失突变体
#

$

#

$

的种子萌发率和主根伸

长情况
<

试验中#分别将
5

<

=!"!$$1

过表达株系(

#

$

#

$

缺失突变体#以及野生型!

O).?!

和
O).?%

"播种

于
&

)

$Y9

培养基中#然后放置于
&&d

培养箱培养#

在播种后的第
$H

开始统计萌发数#连续统计
#H<

结

果显示#冷处理条件下#过表达
5

<

=!"!$$1

(缺失突

变体
#

$

#

$

的种子萌发率与野生型之间并无显著性差

异!图
!

!

-

""#表明
!"!$

过表达或者缺失对冷处理条

件下的种子萌发并无明显影响
<

随后#检测冷处理条

件下主根的伸长情况
<

结果显示#与野生型相比#过表

达株系
5

<

=!"!$$1

主根伸长对冷更为敏感#其主根

比野生型短%

#

$

#

$

突变体幼苗主根伸长对冷的敏感

性则减弱#其主根比野生型长!图
!

!

J

""#表明
!"!$

在冷胁迫响应中#主要抑制主根伸长
<

2:5

!

!B!2

过表达和缺失突变体中盐胁迫和冷胁

迫相关基因表达分析

为了进一步了解
!"!$

在盐胁迫响应过程中的

作用机制#采用实时荧光定量
NOP

检测了盐处理条

件下#过表达
5

<

=!"!$$1

(缺失突变体
#

$

#

$

#以及

野生型 !

O).?!

和
O).?%

"中胁迫反应关键基因

>">&

#

>">$

和
>">D

的表达&

D%aD#

'

<

结果显示#

>">&

#

>">$

和
>">D

均受盐处理诱导#但在过表达

5

<

=!"!$$1

中的水平低于野生型
O).?!

#在突变体

#

$

#

$

中的表达水平则高于野生型
O).?%

!图
"

!

-

""#

表明
!"!$

负调节盐胁迫响应相关基因的表达
<

为了探究
!"!$

是否对冷胁迫下游基因产生影

响#我们检测了冷胁迫相关基因
A/!&

#

A/!D

和

A"4&"'

&

D>a!%

'

#在过表达
5

<

=!"!$$1

(缺失突变体

#

$

#

$

及野生型中的表达
<

实时荧光定量
NOP

结果

显示#

A/!&

#

A/!D

和
A"4&"'

受冷处理迅速诱导#

它们在过表达株系
5

<

=!"!$$1

中的表达量高于野

生型
O).?!

#而在突变体的表达量则低于野生型
O).?

%

!图
"

!

J

""#表明
!"!$

上调冷胁迫响应相关基因

表达
<

!$&
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期 刘选明等$

M?J)I

基因
!"!$

在拟南芥盐和冷胁迫响应中的功能分析

!

-

"过表达
5

<

=!"!$$1

(缺失突变体
#

$

#

$

和野生型种子在
&&d

下萌发率统计

!

J

"过表达
5

<

=!"!$$1

(缺失突变体
#

$

#

$

和野生型幼苗在
&&d

下根表型及主根长度统计

图
!

!

冷胁迫下#过表达
5

<

=!"!$$1

或者缺失突变体
#

$

#

$

对种子萌发和幼苗主根伸长的影响

M2

X

<!

!

\G42,/.*4,:4)/!"!$6)544H

X

4+W2,-62),

#

.4,

X

6G)/+))6*,H4+:).H56+455

!

-

"

&"%WY 8-O.

处理后#

>">&

(

>">$

和
>">D

在过表达
5

<

=!"!$$1

(缺失突变体
#

$

#

$

和野生型幼苗中的表达

!

J

"在
!d

处理后#

A/!&

(

A/!D

和
A"4&"'

在过表达
5

<

=!"!$$1

(缺失突变体
#

$

#

$

和野生型幼苗中的表达

图
"

!

盐和冷处理下#胁迫响应相关基因表达分析

M2

X

<"

!

\G44I

T

+4552),)/56+455+45

T

),5234

X

4,45H*+2,

X

5-.6-,H:).H56+455

"$&
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D

!

讨
!

论

植物在抵御不同胁迫环境下产生了不同的响应

机制&

D>

'

<

在盐胁迫处理中#过表达
5

<

=!"!$$1

种

子萌发和主根长度的敏感性高于野生型#盐胁迫关

键基因
>">&

#

>">$

和
>">D

&

D%aD#

'的转录水平均低

于野生型#这说明
!"!$

在盐胁迫响应中抑制种子

萌发和主根伸长#负调节胁迫反应相关基因的表达
<

冷条件处理下#

!"!$

过表达株系的主根伸长表现

为对冷更为敏感#但是种子萌发对冷并没有明显响

应#说明
!"!$

在冷胁迫响应中可能具有生长发育

时期阶段性
<A"4&"%

#

A/!&

和
A/!D

是冷胁迫中

的关键基因&

D'a!$

'

<

这些基因在冷处理过表达株系

5

<

=!"!$$1

中的增加程度高于野生型
O).?!

#在缺

失突变体
#

$

#

$

中的表达量则低于野生型
O).?%

#这

与盐胁迫响应机制不同#

MBM$

在冷胁迫响应中正

调节胁迫反应相关基因的表达
<

因此推测#

MBM$

在

植物抗冷胁迫中可能起正调控作用#这还需要从生

理生化水平上作进一步研究
<

M?J)I

蛋白是在植物泛素化降解过程中充当识

别底物的作用#通过调节不同底物蛋白的水平行使

多种功能
<

在本研究中#我们发现
M?J)I

蛋白
MBM$

参与了逆境胁迫#不同非生物胁迫的处理中#

!"!$

的功能表现并不完全一致#表明
!"!$

在植物抗逆

境胁迫响应中的多重性特征
<

今后#我们将进一步通

过鉴定其靶蛋白深入研究其调控逆境胁迫响应过程

的分子机制
<
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