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摘要: 根据脱落酸处理的蒲公英(Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.)的转录组数据ꎬ在蒲公英中克隆获得 １ 个编

码 ＲＡＶ 转录因子的基因序列ꎬ命名为 ＴｍＲＡＶ１ꎮ ＴｍＲＡＶ１ 的开放阅读框(ＯＲＦ)长度为 １ ０２６ ｂｐꎬ编码 ３４２ 个氨基酸ꎮ
ＴｍＲＡＶ１ 的理论相对分子质量为 ３８ ２２９ꎬ理论等电点为 ｐＩ ９.２０ꎮ ＴｍＲＡＶ１ 为不稳定蛋白ꎬ具有亲水性ꎬ没有跨膜结

构域和信号肽ꎬ含有 ４４ 个磷酸化位点ꎮ 氨基酸序列比对结果显示:ＴｍＲＡＶ１ 与莴苣(Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.) ＬｓＲＡＶ１
氨基酸序列的同源性最高(一致性为 ８５. ８８％)ꎬ具有高度保守的 ＡＰ２ 和 Ｂ３ 结构域ꎮ 系统发育分析结果表明

ＴｍＲＡＶ１ 与其他 ５ 种植物的 ＲＡＶ 转录因子聚在一起ꎮ ＴｍＲＡＶ１ 在蒲公英叶中的相对表达量显著(Ｐ<０.０５)高于根

和花ꎮ ＴｍＲＡＶ１ 受１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１脱落酸和 ２５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＮａＣｌ 的显著诱导ꎮ ＴｍＲＡＶ１ 能够显著上调脱落酸敏感型

转录因子基因 ＴｍＡＲＥＢ１ 的表达ꎮ ＴｍＲＡＶ１ 是核定位转录因子ꎬ与脱落酸信号核心蛋白家族成员 ＴｍＳｎＲＫ２.６ 互作ꎮ
综上所述ꎬ蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 响应脱落酸等多种信号ꎬ其编码蛋白与 ＴｍＳｎＲＫ２.６ 互作ꎬ并调控 ＴｍＡＲＥＢ１ 的表达ꎮ
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２. Ｊｉａｎｇｓｕ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ
Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ａｎｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (Ｎａｎｊｉｎｇ Ｂｏｔａｎｉｃａｌ Ｇａｒｄｅｎ Ｍｅｍ. Ｓｕｎ Ｙａｔ￣Ｓｅｎ)ꎬ
Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ〕ꎬ Ｊ. Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒ. ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎ.ꎬ ２０２４ꎬ ３３(１): ４７－５８

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ｏｆ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ. ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｂｓｃｉｓｉｃ
ａｃｉｄ (ＡＢＡ)ꎬ ａ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＲＡＶ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｔ. ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍꎬ ａｎｄ
ｎａｍｅｄ ａｓ ＴｍＲＡＶ１. Ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｏｆ ＴｍＲＡＶ１ ｉｓ １ ０２６ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ３４２
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｏｆ ＴｍＲＡＶ１ ｉｓ ３８ ２２９ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ
ｐｏｉｎｔ ｉｓ ｐＩ ９.２０. ＴｍＲＡＶ１ ｉｓ ａｎ ｕｎｓｔａｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙꎬ ｈａｓ ｎｏ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ
ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅꎬ ａｎｄ ｃｏｎｔａｉｎｓ ４４ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ. Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ
ｔｈａｔ ＴｍＲＡＶ１ ｈａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＬｓＲＡＶ１ ｉｎ Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.
(ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｉｓ ８５.８８％)ꎬ ａｎｄ ｈａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＡＰ２ ａｎｄ Ｂ３ ｄｏｍａｉｎｓ. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ＴｍＲＡＶ１ ａｎｄ ＲＡＶ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｆｉｖｅ ｐｌａｎｔｓ ａｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｔｏｇｅｔｈｅｒ.
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴｍＲＡＶ１ ｉｎ ｌｅａｆ ｏｆ Ｔ. ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０.０５) ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ
ｒｏｏｔ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒ. ＴｍＲＡＶ１ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＡＢＡ ａｎｄ ２５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ.
ＴｍＲＡＶ１ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ
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ＴｍＡＲＥＢ１. ＴｍＲＡＶ１ ｉｓ ａ ｎｕｃｌｅｕｓ￣ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ａｎｄ ｃａｎ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ＴｍＳｎＲＫ２.６. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ＴｍＲＡＶ１ ｉｎ Ｔ. ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ ｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ＴｍＳｎＲＫ２.６ꎬ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴｍＡＲＥＢ１.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.ꎻ ＴｍＲＡＶ１ꎻ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

　 　 蒲公英(Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.)为

一种药食同源的多年生植物ꎬ全草入药ꎬ具有清热解

毒、消肿散结等功效[１]ꎮ 蒲公英主要有效成分为酚

酸类、黄酮类和香豆素类等[２－３]ꎬ具有抗菌、抗炎、抗
氧化和抗肿瘤等药理作用[４－５]ꎮ 目前ꎬ已开发出多种

蒲公英产品ꎬ包括蒲公英根茶、蒲公英花茶、蒲公英挂

面和蒲公英酵素等ꎬ市场需求量大[６]ꎮ 蒲公英种质

资源良莠不齐ꎬ其产量和质量难以稳定控制ꎬ因此ꎬ如
何获得高品质的蒲公英新种质资源成为制约该产业

发展的一个重要因子ꎬ利用生物技术改良蒲公英种质

资源成为研究的热点之一[７]ꎮ
ＡＰ２ / ＥＲＦ(ａｐｅｔａｌａ２ / ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｆａｃｔｏｒ)转

录因子家族成员能够响应多种生物和非生物胁迫ꎬ激
活激素应答信号ꎬ从而参与调控植物的生长发育过

程[８]ꎮ 根据保守结构域的类型ꎬＡＰ２ / ＥＲＦ 转录因子

家族可分为 ４ 个亚家族:ＡＰ２(ａｐｅｔａｌａ２)、ＲＡＶ(ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ３ / ｖｉｖｉｐａｒｏｕｓ １ )、 ＥＲＦ
( ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｆａｃｔｏｒ ) 和 ＤＲＥＢ ( ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ￣
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ) [９－１１]ꎮ ＲＡＶ 转录因

子含有 Ｎ 端的 ＡＰ２ 结构域和 Ｃ 端的 Ｂ３ 结构域[１２]ꎬ
参与 多 种 逆 境 胁 迫ꎮ 例 如: 在 棉 花 ( Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ
ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌｉｎｎ.)中过表达拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕ＡｔＲＡＶ１ 和 ＡｔＲＡＶ２ 能提高棉花的抗

旱性ꎬ延迟开花时间并增加纤维长度[１３]ꎻ在拟南芥中

过表达大豆〔Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.〕ＧｍＲＡＶ－０３
能够提高拟南芥的抗旱和耐盐能力ꎬ表现出对脱落酸

(ＡＢＡ) 响 应 不 敏 感[１４]ꎻ 在 黄 瓜 ( Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ
Ｌｉｎｎ.)中ꎬＣｓＲＡＶ１ 响应脱落酸信号ꎬ从而提高黄瓜对

盐胁迫的耐受性[１５]ꎮ 进一步研究发现ꎬＲＡＶ 转录因

子还能参与植物对病原体的响应ꎮ 例如: 番茄

( Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.) ＳｌＲＡＶ２ 受外源基因

ＡｔＣＢＦ１ 的调控ꎬ进而调控致病相关基因的表达ꎬ从而

增强番茄对青枯雷尔氏菌(Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ)感
染的 耐 受 性[１６]ꎻ 木 薯 ( Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｃｒａｎｔｚ )
ＭｅＲＡＶ１ 和 ＭｅＲＡＶ２ 通 过 调 控 褪 黑 素 合 成 基 因

ＭｅＴＤＣ２、ＭｅＴ５Ｈ 和 ＭｅＡＳＭＴ１ 的表达来提高木薯对细

菌性 枯 萎 病 的 抵 抗 能 力ꎬ 且 ＭｅＲＡＶ１、 ＭｅＲＡＶ２、
ＭｅＲＡＶ３、ＭｅＲＡＶ４、ＭｅＲＡＶ５、ＭｅＲＡＶ６ 和 ＭｅＲＡＶ７ 能共

同调 节 活 性 氧 含 量 和 下 游 抗 病 基 因 ＭｅｂＺＩＰ５、
ＭｅＮＲ２、ＭｅＩＡＡ５ 和 ＭｅＩＡＡ１７ 的表达ꎬ进而提高木薯的

抗病能力[１７－１８]ꎮ 水稻 ＲＡＶ 在受到条纹病毒和黑条矮

缩病毒侵染时其表达量显著变化[１９]ꎮ
前期研究结果显示:脱落酸可以显著促进蒲公英

次生代谢产物的积累ꎬ提高蒲公英的品质[２０]ꎮ 因此ꎬ
本研究通过对脱落酸处理的蒲公英转录组数据进行

分析ꎬ筛选出 １ 个差异表达的 ＲＡＶ１ 基因ꎬ对该基因

编码蛋白进行了氨基酸序列比对、系统进化关系、二
级结构、三级结构以及亚细胞定位等分析ꎬ并分析该

基因在蒲公英中的表达模式ꎬ验证其转录调控特性及

蛋白互作的功能ꎬ以期为研究 ＲＡＶ 转录因子参与蒲

公英逆境胁迫的生物学功能提供依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试野生蒲公英植株和种子均采自南京中山植

物园(东经 １１８°４９′４８″、北纬 ３２°０３′００″ꎬ海拔 １０６ ｍ)ꎮ
于 ３ 月至 ４ 月采集蒲公英全株ꎬ用蒸馏水清洗干净后

分别取根、叶和花ꎬ液氮速冻后于－８０ ℃保存ꎬ用于后

续 ＲＮＡ 提取ꎮ
于 ３ 月至 ４ 月采集蒲公英种子ꎬ于同年 ４ 月种植

于有机质土壤(南京寿德生物科技有限公司)与蛭石

(体积比 １ ∶ ３)的混合基质中ꎬ种植 １５ ｄ 后ꎬ将蒲公

英幼苗移栽至塑料盆(长 １０ ｃｍ、宽 １０ ｃｍ、高 １０ ｃｍ)
中ꎬ每盆 １ 株ꎬ然后置于人工培养箱(温度 ２６ ℃、光照

时间 １６ ｈ􀅰ｄ－１)中培养 ６０ ｄ 左右开始实验ꎮ 共设置

１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１脱落酸(ＡＢＡ)、１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１茉莉酸

甲酯 ( ＭｅＪＡ)、 １００ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ 赤霉素 ( ＧＡ)、 １００
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１水杨酸(ＳＡ)和 ２５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ ５ 个处

理ꎮ 选择长势基本一致的幼苗ꎬ每个处理用 ２００ ｍＬ

８４
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处理液将幼苗喷洒至叶湿润并灌根ꎮ 分别于处理 ０、
２、４、８ 和 ２４ ｈ 采集叶ꎬ用液氮速冻后保存于－８０ ℃冰

箱ꎬ用于后续 ＲＮＡ 提取ꎮ 每个处理各处理时间取

３ 株ꎬ作为 ３ 个生物学重复ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 提取、ｃＤＮＡ 合成及基因克隆 　 取蒲

公英新鲜叶片用液氮研磨ꎬ根据 ＲＮＡ 提取试剂盒

Ｅａｓｔｅｐ® Ｓｕｐｅｒ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ (ＬＳ１０４０)〔普
洛麦格(北京)生物技术有限公司〕的使用说明书提

取蒲 公 英 叶 片 的 ＲＮＡꎬ 使 用 ＵｎｉＣｌｏｎｅ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ
Ｓｅａｍｌｅｓｓ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ (ＳＣ６１２) (北京金沙生物科技有

限公司)试剂反转录获得蒲公英 ｃＤＮＡꎮ 根据蒲公英

ＲＡＶ１ 的全长编码序列 ( ＣＤＳ) 设计特异性引物

　 　 　 　 　 　

ＴｍＲＡＶ１－Ｆ 和 ＴｍＲＡＶ１－Ｒ(表 １)ꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板利

用高保真 ＤＮＡ 聚合酶 Ｐｈａｎｔａ® Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ － Ｆｉｄｅｌｉｔｙ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ (Ｐ５０５) (南京诺唯赞生物科技股份

有限公司)进行扩增ꎮ 扩增体系总体积 ２５.０ μＬꎬ包
括 Ｐｈａｎｔａ® Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ － Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０. ５
μＬ、２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｂｕｆｆｅｒ １２.５ μＬ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘ １.０ μＬ、
上游和下游引物各 ０.５ μＬ、ｃＤＮＡ １.０ μＬ 及 ｄｄＨ２Ｏ
９.０ μＬꎮ 使用 ＴＣ－Ｅ－４８Ｄ 基因扩增仪(杭州博日科

技股份有限公司)进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增程序:９４ ℃
预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓ、５４ ℃退火 ６０ ｓ、７２ ℃延

伸 ９０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃终延伸 ７ ｍｉｎꎮ 扩增产物使

用质量体积分数 １％ 琼脂糖凝胶进行电泳ꎬ使用

ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒(Ｂ５１８１３１)〔生工生

　 　 　 　 　
表 １　 用于蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 基因克隆和功能研究的引物相关信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＴｍＲＡＶ１ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.

引物 Ｐｒｉｍｅｒ 序列(５′→３′) １) Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′) １) 用途 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＴｍＲＡＶ１－Ｆ ＡＴＧＧＡＴＡＣＡＡＧＴＴＧＣＡＣＡＧ
ＴｍＲＡＶ１－Ｒ ＴＴＡＣＡＡＡＧＣＡＴＴＧＡＴＡＡＧＴＣ

基因克隆 Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ－ＴｍＲＡＶ１－Ｆ ＴＴＴＧＧＡＧＡＧＧＡＣＡＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＡＴＡＣＡＡＧＴＴＧＣＡＣＡＧ
ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ－ＴｍＲＡＶ１－Ｒ ＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧＡＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＣＡＡＡＧＣＡＴＴＧＡＴＡＡＧＴＣ

亚细胞定位 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

ｑＲＴ－ＴｍＲＡＶ１－Ｆ ＡＣＡＡＣＣＡＣＣＧＡＡＡＣＣＡＴＣＴＣ
ｑＲＴ－ＴｍＲＡＶ１－Ｒ ＡＡＣＧＴＧＣＣＡＡＧＣＣＡＴＡＣＴＣＴ
β－Ａｃｔｉｎ－Ｆ ＡＧＣＡＧＣＴＴＣＣＡＴＴＣＣＧＡＴＣＡ
β－Ａｃｔｉｎ－Ｒ ＧＧＴＴＡＣＡＴＧＴＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣ

实时荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

ｐＧｒｅｅｎ０８００－ＴｍＡＲＥＢ１－Ｆ ＣＡＧＣＣＣＧＧＧＧＧＡＴＣＣＧＴＴＡＣＧＧＡＴＧＣＴＡＴＧＡＧＣＴＡＣ
ｐＧｒｅｅｎ０８００－ＴｍＡＲＥＢ１－Ｒ ＡＧＡＡＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＡＧＴＡＧＡＡＡＴＴＣＴＣＴＣＡＡＣＴＴＴＧ

双荧光素酶分析 Ｄｕａｌ￣
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＢＤ－ＴｍＳｎＲＫ２.６－Ｆ ＡＴＧＧＣＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＴＣＧＡＴＣＧＧＣＧＣＴＴＡ
ＢＤ－ＴｍＳｎＲＫ２.６－Ｒ ＣＧＡＣＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＧＡＡＴＴＣＴＴＡＴＡＡＣＧＣＧＴＡＴＡＣＡＡＴＣ
ＡＤ－ＴｍＲＡＶ１－Ｆ ＧＣＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＡＧＴＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＴＡＣＡＡＧＴＴＧＣＡＣＡＧ
ＡＤ－ＴｍＲＡＶ１－Ｒ ＡＴＧＣＣＣＡＣＣＣＧＧＧＴＧＧＡＡＴＴＣＴＴＡＣＡＡＡＧＣＡＴＴＧＡＴＡＡＧＴＣ

酵母双杂交 Ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ

ｐＸＹ１０４－ＴｍＲＡＶ１－ｃＹＦＰ－Ｆ ＣＧＧＴＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＴＡＣＡＡＧＴＴＧＣＡＣＡＧ
ｐＸＹ１０４－ＴｍＲＡＶ１－ｃＹＦＰ－Ｒ ＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＣＡＡＡＧＣＡＴＴＧＡＴＡＡＧＴＣ
ｐＸＹ１０６－ＴｍＳｎＲＫ２.６－ｎＹＦＰ－Ｆ ＡＴＣＣＴＣＴＡＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴＧＧＡＴＣＧＡＴＣＴＧＣＧＣＴＴ
ｐＸＹ１０６－ＴｍＳｎＲＫ２.６－ｎＹＦＰ－Ｒ ＴＧＣＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣＣＡＴＴＧＣＡＴＡＡＡＣＴＡＴＣＴＣＣ

双分子荧光互补 Ｂｉｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ

Ｍ１３－Ｆ ＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧ
Ｍ１３－Ｒ ＧＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣ
３５Ｓ－Ｆ ＧＡＣＧＣＡＣＡＡＴＣＣＣＡＣＴＡＴＣＣ
３５Ｓ－Ｒ ＴＧＡＡＣＴＴＧＴＧＧＣＣＧＴＴＴＡＣＧＴＣ

载体通用引物 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒ
ｏｆ ｖｅｃｔｏｒ

ｐＧｒｅｅｎ０８００Ｆ ＣＧＡＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＡＡＧＣＴＴＧＡＴＡＴＣ
ＧＬＰ２Ｒ ＣＴＴＴＡＴＧＴＴＴＴＴＧＧＣＧＴＣＴＴＣＣ
Ｔ７Ｆ ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＧＡ
３′ＡＤ ＡＧＡＴＧＧＴＧＣＡＣＧＡＴＧＣＡＣＡＧ
３′ＢＤ ＴＴＴＴＣＧＴＴＴＴＡＡＡＡＣＣＴＡＡＧＡＧＴＣ
ｃＹＦＰ－Ｆ ＴＴＧＧＡＧＡＧＡＡＣＡＣＧＧＧＧＧＡＣＧＡＧ
ｃＹＦＰ－Ｒ ＧＣＧＧＡＣＴＧＧＴＡＧＣＴＣＡＧＧＴＡＧ
ｎＹＦＰ－Ｆ ＣＡＡＣＡＧＣＣＡＣＡＡＣＧＴＣＴＡＴＡＴＣＡ
ｎＹＦＰ－Ｒ ＴＴＴＣＣＣＡＡＴＧＣＣＡＴＡＡＴＡＣＴＣ

　 １)下划线示酶切位点 Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ.

９４
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物工程(上海)股份有限公司〕获得产物ꎬ将胶回收产

物连接到 ＴＡ 克隆载体(Ｃ６０１－０１)(南京诺唯赞生物

科技股份有限公司) 上ꎬ转化至大肠杆菌感受态

ＤＨ５α(ＴＳＣ－Ｃ０１)(南京擎科生物科技有限公司)ꎬ利
用 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１卡那霉素进行筛选ꎬ获得阳性克隆ꎬ
送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序ꎮ
１.２.２ 　 生物信息学分析 　 从 ＮＣＢＩ 网站( ｈｔｔｐｓ:∥
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )获得 ＴｍＲＡＶ１ 的同源序列ꎬ
并进行保守结构域分析ꎻ在 ＰｌａｎｔＴＦＤＢ 网站(ｈｔｔｐ:∥
ｐｌａｎｔｔｆｄｂ.ｇａｏ￣ｌａｂ.ｏｒｇ / )下载拟南芥转录因子氨基酸序

列ꎻ利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线工具 ( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析蛋白质理化特性ꎻ利用 Ｐｌａｎｔ －
ｍＰＬｏｃ 软件 ( ｈｔｔｐ:∥ ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ /
ｐｌａｎｔ￣ｍｕｌｔｉ / )预测亚细胞定位ꎻ利用 ＳｉｇｎａｌＰ － ６. ０ 软

件(ｈｔｔｐｓ: ∥ ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ. ｐｈｐ?
ＳｉｇｎａｌＰ￣６.０ / )分析信号肽ꎻ利用 ＴＭＨＭＭ２.０ 在线软

件(ｈｔｔｐｓ: ∥ ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＴＭＨＭＭ￣２.０ / )分析跨膜结构域ꎻ利用 ＮｅｔＰｈｏｓ－３.１ 网

站 ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＮｅｔＰｈｏｓ￣３.１ / )预测磷酸化位点ꎻ分别利用在线软件

ＳＯＰＭＡ ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ％２０＿ｓｏｐｍａ. ｈｔｍｌ)和 ＳＷＩＳＳ －
ＭＯＤＥＬ(ｈｔｔｐｓ:∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )分析二级结

构和三级结构ꎻ利用 ＧｅｎｅＤｏｃ 软件进行同源序列比对

分析ꎻ利用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件ꎬ采用邻接法绘制系统发

育树ꎬ自展支持率(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅ)为 １ ０００ꎮ
１.２. ３ 　 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ) 　 根据

ＴｍＲＡＶ１ 的 ＣＤＳ 序列设计荧光定量 ＰＣＲ 引物 ｑＲＴ－
ＴｍＲＡＶ１－Ｆ 和 ｑＲＴ－ＴｍＲＡＶ１－Ｒ(表 １)ꎬ分别提取蒲公

英不同组织和不同处理叶的总 ＲＮＡꎬ反转录获得

ｃＤＮＡꎮ 使用 ｑＲＴ － ＰＣＲ 酶 ＧＳ ＡｎｔｉＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(ＳＱ４１２)(北京金沙生物科技有限公

司)进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析ꎮ 扩增体系总体积 １０.０ μＬꎬ
包括 ＳＹＢＲ ５.０ μＬ、ｃＤＮＡ １.２ μＬ、上游和下游引物

０.４ μＬ及 ＲＮＡａｓｅ － ｆｒｅｅ ｄｄＨ２ Ｏ ３.０ μＬꎮ 使用 ＣＦＸ－
Ｏｐｕｓ ９６ 荧光定量 ＰＣＲ 仪(美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ 公司)进

行扩增ꎮ 扩增程序:９５ ℃ 预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃ 变性

１０ ｓ、５８ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃ 延伸 １５ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ在

７２ ℃采集信号ꎮ 以 β－Ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ利用 ２－ΔΔＣＴ

计算相对表达量[２１]ꎮ 每个处理 ３ 个技术重复ꎮ
１.２.４　 亚细胞定位分析　 使用限制性内切酶 Ｘｈｏ Ⅰ
对 ｐＨｅｌｌｓｇａｔａ８－ＧＦＰ(３５Ｓ:ＧＦＰ)空质粒进行酶切ꎬ回

收大片段ꎮ 使用特异性引物 ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ －ＴｍＲＡＶ１－Ｆ
和 ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ－ＴｍＲＡＶ１－Ｒ 克隆获得 ＴｍＲＡＶ１ 编码序

列ꎬ连接至 ｐＨｅｌｌｓｇａｔａ８－ＧＦＰ 载体并转化至大肠杆菌

感受态 ＤＨ５αꎬ使用载体上游引物 ３５Ｓ－Ｆ 和目的基因

下游引物 ｐＨｅｌｌｓｇａｔａ８－ＴｍＲＡＶ１－Ｒ 进行 ＰＣＲ 验证ꎬ将
验证成功的单菌落送交生工生物工程(上海)股份有

限公司测序ꎬ 测序成功的重组质粒 ｐＨｅｌｌｓｇａｔａ８ －
ＴｍＲＡＶ１－ＧＦＰ 通过农杆菌转化法转至根癌农杆菌感

受态 ＧＶ３１０１ꎬ挑取直径 １ ~ ２ ｍｍ 的农杆菌菌落进行

ＰＣＲ 验证(载体下游引物 ３５Ｓ－Ｒ 和目的基因上游引

物 ｐＨｅｌｌｓｇａｔａ８－ＴｍＲＡＶ１－Ｆ)ꎬ验证成功的农杆菌在 ＬＢ
培养基中过夜培养至 ＯＤ６００ 值约 ０.８ꎬ于 ４ ℃、５ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 ３ ｍｉｎꎬ去除上清液ꎻ使用重悬液 〔含

１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ２ － ( Ｎ －吗啉代) 乙烷磺酸 ( ＭＥＳ)、
１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＭｇＣｌ２和 ０.２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１乙酰丁香酮〕进
行重悬ꎬ使菌液 ＯＤ６００ 值约 １. ０ꎬ注射到本氏烟草

(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ)叶片背面进行瞬时表

达ꎬ暗培养 ２~３ ｄ 后ꎬ使用 ＬＳＭ９００ 激光共聚焦显微

镜 ( 德 国 Ｚｅｉｓｓ 公 司 ) 观 察 结 果ꎮ 以 注 射 含 有

ｐＨｅｌｌｓｇａｔａ８－ＧＦＰ 空质粒的农杆菌的叶片为对照ꎬ实
验重复 ３ 次ꎮ
１.２.５　 双荧光素酶(Ｄｕａｌ￣ＬＵＣ)分析　 根据蒲公英基

因组 ( ｈｔｔｐｓ:∥ ｎｇｄｃ. ｃｎｃｂ. ａｃ. ｃｎ / ｓｅａｒｃｈ / ) 查找得到

ＴｍＡＲＥＢ１ 基因的启动子片段ꎬ利用 ｐｒｉｍｅｒ５.０ 设计引

物 ｐＧｒｅｅｎ０８００ － ＴｍＡＲＥＢ１ － Ｆ 和 ｐＧｒｅｅｎ０８００ －
ＴｍＡＲＥＢ１－Ｒꎬ并按照“１. ２. ４”中载体构建的方法将

ｐｒｏＡＲＥＢ１ 构建到 ｐＧｒｅｅｎ０８００(ＢａｍＨ Ⅰ酶切位点)载
体上ꎬ得到 ｐＧｒｅｅｎ０８００－ｐｒｏＴｍＡＲＥＢ１ 重组质粒(用于

驱动萤火虫荧光素酶报告基因)ꎬ转至根癌农杆菌感

受态 ＧＶ３１０１ꎻ然后与含有 ｐＨｅｌｌｓｇａｔａ８－ＴｍＲＡＶ１－ＧＦＰ
重组质粒(用于驱动海肾荧光素酶报告基因)的农杆

菌按照体积比 １ ∶ １ 共同注射于本氏烟草叶片背面ꎮ
实验步骤参照“１.２.４”ꎬ暗培养 ２~３ ｄ 后ꎬ根据双荧光

素酶试剂盒 ＴｒａｎｓＤｅｔｅｃｔ® Ｄｏｕｂｌｅ －Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ
Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ(ＡＴ３２１)(北京全式金生物技术股份有限公

司)说明书对叶片进行处理ꎬ使用 Ｔａｎｏｎ ５２００ Ｍｕｌｔｉ
全自动化学发光 /荧光图像分析系统(上海天能生命

科学有限公司)观察ꎮ 将含有 ｐＨｅｌｌｓｇａｔａ８－ＧＦＰ 空质

粒与 ｐＧｒｅｅｎ０８００－ｐｒｏＴｍＡＲＥＢ１ 重组质粒的农杆菌按

照体积比 １ ∶ １ 共同注射于本氏烟草叶片背面作为

对照[２１]ꎮ
１.２.６ 　 酵母双杂交(Ｙ２Ｈ)实验 　 在蒲公英基因组

０５
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中ꎬ通过同源比对筛选获得脱落酸信号核心蛋白家族

成员 ＡｔＳｎＲＫ２.６ 的同源基因 ＴｍＳｎＲＫ２.６ꎮ 设计同源

重组引物 ＢＤ－ＴｍＳｎＲＫ２.６－Ｆ 和 ＢＤ－ＴｍＳｎＲＫ２.６－Ｒ
将 ＴｍＳｎＲＫ２.６ 连接到 ｐＧＢＫＴ７(ＥｃｏＲ Ⅰ酶切位点)载
体上ꎬ 同 时 设 计 引 物 ＡＤ － ＴｍＲＡＶ１ － Ｆ 和 ＡＤ －
ＴｍＲＡＶ１－Ｒ 将 ＴｍＲＡＶ１ 构建到 ｐＧＡＤＴ７(ＥｃｏＲ Ⅰ酶切

位点) 载体上ꎬ 方法参照 “ １. ２. ４”ꎮ 将构建好的

ｐＧＡＤＴ７－ＴｍＲＡＶ１ 和 ｐＧＢＫＴ７－ＴｍＳｎＲＫ２.６ 重组质粒

共同转化至酵母菌感受态 Ｙ２Ｈ 中ꎬ在 ＳＤ / －Ｔｒｐ / －Ｌｅｕ
培养基上生长 ３ ~ ５ ｄ 后转移至含 Ｘ－α－ｇａｌ 的 ＳＤ/
－Ａｄｅ / －Ｈｉｓ / － Ｔｒｐ / － Ｌｅｕ 培养基 上 观 察 是 否 变 蓝ꎮ
ｐＧＡＤＴ７ 及 ｐＧＢＫＴ７ 空质粒共转化 Ｙ２Ｈ 作为阴性对照ꎮ
１. ２. ７ 　 双 分 子 荧 光 互 补 ( ＢｉＦＣ) 分 析 　 分别将

ＴｍＲＡＶ１ 和 ＳｎＲＫ２.６ 构建到 ｐＸＹ１０４－ｃＹＦＰ(ＢａｍＨ Ⅰ
酶切位点) 和 ｐＸＹ１０６ － ｎＹＦＰ ( Ｓａｌ Ⅰ酶切位点) 载

体上ꎬ获得 ｐＸＹ１０４ － ＴｍＲＡＶ１ － ｃＹＦＰ 和 ｐＸＹ１０６ －
ＳｎＲＫ２.６－ｎＹＦＰ 重组质粒ꎬ按照“１.２.４”中的方法转化

至根癌农杆菌感受态 ＧＶ３１０１ꎬ将含有 ｐＸＹ１０４ －
ＴｍＲＡＶ１－ｃＹＦＰ 和 ｐＸＹ１０６－ＳｎＲＫ２.６－ｎＹＦＰ 重组质粒

的农杆菌按照体积比 １ ∶ １ 混合后共同注射于本氏烟

草叶片背面ꎬ暗培养 ２~３ ｄꎬ使用 ＬＳＭ９００ 激光共聚焦

显微镜观察ꎮ ｃＹＦＰ 和 ｎＹＦＰ 空质粒共同转化作为阴

性对照ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＴｍＲＡＶ１ 基因克隆及蛋白质生物信息学分析

２.１.１　 基因克隆及测序分析　 以蒲公英叶片 ｃＤＮＡ
作为模板ꎬ使用特异性引物 ＰＣＲ 扩增得到 １ 条长度

约 １ ０００ ｂｐ 的条带(图 １)ꎬ将胶回收片段连接转化后

进行测序ꎬ测序结果与预期结果一致ꎬＴｍＲＡＶ１ 开放

阅读框(ＯＲＦ)长度为 １ ０２６ ｂｐꎬＧＣ 含量为 ４７.９５％ꎬ
编码 ３４２ 个氨基酸(图 ２)ꎮ

Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ＴｍＲＡＶ１.

图 １　 蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ ＰＣＲ 扩增产物的电泳结果
Ｆｉｇ. １ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ
ＴｍＲＡＶ１ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.

图 ２　 蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ. ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＴｍＲＡＶ１ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ. ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２.１.２ 　 同源序列比对及系统发育树构建 　 蒲公英

ＴｍＲＡＶ１ 与其他植物 ＲＡＶ 的氨基酸序列比对结果

(图 ３)显示:蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 与其他植物的 ＲＡＶ 具

有高度保守的 ＡＰ２ 和 Ｂ３ 结构域以及核定位信号ꎬ且
与莴苣( Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.) ＬｓＲＡＶ１(ＮＣＢＩ 登录号

ＸＰ＿０２３７４６２６０.１)的同源性最高ꎬ一致性达 ８５.８８％ꎮ

将 ＴｍＲＡＶ１ 与莴苣等 ４ 个物种的 ＲＡＶ 以及拟南

芥 ＡＰ２、ＥＲＦ 和 ＲＡＶ 亚家族进行系统发育树的构建ꎬ
结果(图 ４)显示:蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 与莴苣 ＬｓＲＡＶ１、
朝鲜 蓟 〔 Ｃｙｎａｒａ ｃａｒｄｕｎｃｕｌｕｓ ｖａｒ. ｓｃｏｌｙｍｕｓ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｂｅｎｔｈ.〕 ＣｃＲＡＶ１、 向日葵 ( Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌｉｎｎ.)
ＨａＲＡＶ１ 和 除 虫 菊 〔 Ｔａｎａｃｅｔｕｍ ｃｉｎｅｒａｒｉｉｆｏｌｉｕｍ
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Ｔｍ: 蒲公英 Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.ꎻ Ｌｓ: 莴苣 Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ. (ＸＰ＿０２３７４６２６０.１)ꎻ Ｃｃ: 朝鲜蓟 Ｃｙｎａｒａ ｃａｒｄｕｎｃｕｌｕｓ ｖａｒ. ｓｃｏｌｙｍｕｓ
(Ｌｉｎｎ.) Ｂｅｎｔｈ. (ＸＰ＿０２４９８８０００.１)ꎻ Ｈａ: 向日葵 Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌｉｎｎ. (ＸＰ＿０２２０２０６４４.１)ꎻ Ｔｃ: 除虫菊 Ｔａｎａｃｅｔｕｍ ｃｉｎｅｒａｒｉｉｆｏｌｉｕｍ ( Ｔｒｅｖｉｒａｎｕｓ)
Ｓｃｈｕｌｔｚ Ｂｉｐｏｎｔｉｎｕｓ (ＧＥＷ１８０７５.１)ꎻ Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ. (ＡＴ１Ｇ１３２６０). 括号中编号为 ＮＣＢＩ 登录号 Ｎｏｓ. ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｃｋｅｔｓ
ａｒｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ＮＣＢＩ. ＡＰ２ꎬＢ３: ＤＮＡ 保守结构域 ＤＮＡ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎꎻ ＮＬＳ: 核定位信号 Ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ.

图 ３　 蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 与其他植物 ＲＡＶ 的氨基酸序列比对
Ｆｉｇ. ３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴｍＲＡＶ１ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ. ａｎｄ ＲＡＶｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

Ｔｍ: 蒲公英 Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.ꎻ Ｌｓ: 莴苣 Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ. (ＸＰ＿０２３７４６２６０.１)ꎻ Ｃｃ: 朝鲜蓟 Ｃｙｎａｒａ ｃａｒｄｕｎｃｕｌｕｓ ｖａｒ. ｓｃｏｌｙｍｕｓ
(Ｌｉｎｎ.) Ｂｅｎｔｈ. (ＸＰ＿０２４９８８０００.１)ꎻ Ｈａ: 向日葵 Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌｉｎｎ. (ＸＰ＿０２２０２０６４４.１)ꎻ Ｔｃ: 除虫菊 Ｔａｎａｃｅｔｕｍ ｃｉｎｅｒａｒｉｉｆｏｌｉｕｍ ( Ｔｒｅｖｉｒａｎｕｓ)
Ｓｃｈｕｌｔｚ Ｂｉｐｏｎｔｉｎｕｓ (ＧＥＷ１８０７５.１) . 括号编号为 ＮＣＢＩ 登录号 Ｎｏｓ. ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ＮＣＢＩ. 以“ＡＴ”开头的编号均为拟南芥中蛋
白质的 ＮＣＢＩ 登录号 Ｎｏｓ. ｓｔａｒｔｉｎｇ ｗｉｔｈ “ＡＴ” ａｒｅ ａｌｌ ＮＣＢＩ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

图 ４　 蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 与莴苣等 ４ 种植物的 ＲＡＶ 以及拟南芥 ＡＰ２、ＥＲＦ 和 ＲＡＶ 亚家族的系统发育树
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＴｍＲＡＶ１ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ. ｗｉｔｈ ＲＡＶｓ ｉｎ ｆｏｕｒ ｐｌａｎｔｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ

ＡＰ２ꎬ ＥＲＦꎬ ａｎｄ ＲＡＶ ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.
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(Ｔｒｅｖｉｒａｎｕｓ) Ｓｃｈｕｌｔｚ Ｂｉｐｏｎｔｉｎｕｓ〕 ＴｃＲＡＶ１ 先聚在一

起ꎬ再与拟南芥 ＲＡＶ 亚家族聚为一支ꎮ
２.１. ３ 　 蛋 白 质 理 化 性 质 及 结 构 分 析 　 蒲公英

ＴｍＲＡＶ１ 的分子式为 Ｃ１６７８Ｈ２６５４Ｎ４８６Ｏ５１７ Ｓ１０ꎬ理论相对

分子质量为 ３８ ２２９ꎬ理论等电点为 ｐＩ ９.２０ꎮ ＴｍＲＡＶ１
中带正电荷和负电荷的氨基酸残基分别为 ４９ 和 ４０
个ꎮ ＴｍＲＡＶ１ 的不稳定指数为 ４６.４５ꎬ为不稳定蛋白ꎻ
脂肪指数为 ６６. ９３ꎻ总平均亲水指数 ( ＧＲＡＶＹ) 为

－０.６９２ꎬ是亲水性蛋白ꎮ Ｐｌａｎｔ－ｍＰＬｏｃ 预测结果显示

ＴｍＲＡＶ１ 是核定位转录因子ꎮ ＴｍＲＡＶ１ 上没有跨膜

结构域ꎬ也没有信号肽(图 ５－ＡꎬＢ)ꎮ ＴｍＲＡＶ１ 上有

４４ 个磷酸化位点ꎬ其中丝氨酸 ２３ 个ꎬ苏氨酸 １７ 个ꎬ
络氨酸 ４ 个(图 ５ －Ｃ)ꎮ 二级结构预测结果显示:
ＴｍＲＡＶ１ 中含有 ２７. ４９％ α 螺旋、 ７. ３１％ β 折叠、
　 　 　

１８.７１％ β 转角和 ４６.４９％无规卷曲(图 ５－Ｄ)ꎮ 以氨

基酸相似性为 ７７.２７％的拟南芥 ＡｔＲＡＶ１(１ｗｉｄ.１.Ａ)
为模板分子构建 ＴｍＲＡＶ１ 的三级结构ꎬ预测结果(图
５－Ｅ)显示:ＴｍＲＡＶ１ 的三级结构也由 α 螺旋、β 折

叠、β 转角和无规卷曲构成ꎬ与其二级结构预测结果

一致ꎮ
２.２　 ＴｍＲＡＶ１ 表达分析

蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 在不同组织和不同处理叶中的

表达模式见图 ６ꎮ 结果显示:蒲公英不同组织中

ＴｍＲＡＶ１ 的相对表达量由高到低依次为叶、花、根ꎬ且
不同组织间差异达到显著(Ｐ < ０. ０５)水平ꎮ 在 １００
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１脱落酸处理下ꎬＴｍＲＡＶ１ 的相对表达量随

着处理时间的延长整体呈先升高后降低的变化趋势ꎬ
在处理 ２~８ ｈ 较高ꎮ 在 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１茉莉酸甲酯处

　 　 　 　 　 　 　

Ａ: 跨膜结构域预测 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎꎻ Ｂ: 信号肽预测 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅꎻ Ｃ: 磷酸化位点预测 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
ｓｉｔｅꎻ Ｄ: 二级结构预测 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎻ Ｅ: 三级结构预测 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ.

图 ５　 蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 的生物信息学分析
Ｆｉｇ. ５　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＴｍＲＡＶ１ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.

３５



植 物 资 源 与 环 境 学 报 第 ３３ 卷　

理下ꎬＴｍＲＡＶ１ 的相对表达量随着处理时间的延长呈

“升高—降低—升高”的变化趋势ꎬ在处理 ２ 和 ８ ｈ 分

别显著高于和低于其他处理时间ꎮ 在 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

赤霉素处理下ꎬＴｍＲＡＶ１ 的相对表达量随着处理时间

的延长呈先升高后降低的变化趋势ꎬ在处理 ４ ｈ 达到

最高ꎮ 在 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１水杨酸处理下ꎬＴｍＲＡＶ１ 的相

对表达量随着处理时间的延长呈先升高后降低的变

化趋势ꎬ在处理 ２ ｈ 达到最高ꎮ 在 ２５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＮａＣｌ 处理下ꎬＴｍＲＡＶ１ 的相对表达量在处理 ２４ ｈ 内

呈逐渐升高的趋势ꎮ

ＡＢＡ: 脱落酸 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎻ ＭｅＪＡ: 茉莉酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅꎻ ＧＡ: 赤霉素 Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎꎻ ＳＡ: 水杨酸 Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ. 同一图中不同小写字母表示差
异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｒａｐｈ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ.

图 ６　 蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 的表达模式
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＴｍＲＡＶ１ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.

２.３　 ＴｍＲＡＶ１ 亚细胞定位分析

蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 的亚细胞定位结果(图 ７)显示:
对照组 ３５Ｓ:ＧＦＰ 细胞膜和细胞核上有绿色荧光ꎬ而
ＴｍＲＡＶ１ 仅在细胞核中有荧光ꎬ说明 ＴｍＲＡＶ１ 定位

于细胞核中ꎮ
２.４　 ＴｍＡＲＥＢ１ 启动子分析及 ＴｍＲＡＶ１ 双荧光素

酶分析

　 　 蒲公英 ＴｍＡＲＥＢ１ 启动子含有多个顺式作用原

件ꎬ其中包括 ２ 个 ＴＧＴＴＧ－ｍｏｔｉｆ、２ 个 ＣＡＡＣＡ－ｍｏｔｉｆ、
１ 个 Ｗ－ｂｏｘ、１ 个 ＡＢＲＥ、１ 个 Ｇ－ｂｏｘ 和 １ 个 ＴＧＡＣＧ－
ｍｏｔｉｆ(图 ８)ꎮ

双荧光素酶分析结果(图 ９)显示:实验组(含有

３５Ｓ:ＴｍＲＡＶ１－ＧＦＰ 与 ｐＧｒｅｅｎ０８００－ｐｒｏＴｍＡＲＥＢ１ 的农

　 　 　

Ｂ: 明场 Ｂｒｉｇｈｔꎻ ＤＡＰＩ: ４′ꎬ６－二脒基－２－苯基吲哚 ４′ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎻ ＧＦＰ: 绿色荧光蛋白 Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｍ: 叠加视
野 Ｍｅｒｇｅｄ ｆｉｅｌｄ.

图 ７　 蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 的亚细胞定位
Ｆｉｇ. ７　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＴｍＲＡＶ１ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ
Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.
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图 ８　 蒲公英 ＴｍＡＲＥＢ１ 启动子分析结果
Ｆｉｇ. ８　 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＴｍＡＲＥＢ１ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.

１: 对照组 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ２: 实验组 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ. 图 Ｂ 中不同
小写字母表示差异显著(Ｐ< ０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒａｐｈ Ｂ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ.

Ａ: 本氏烟草叶片背面荧光活性图 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｍａｐ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｃｋ
ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ ｌｅａｆꎻ Ｂ: 实验组与对照组荧光活性相对
表 达 量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

图 ９　 蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 与 ｐｒｏＴｍＡＲＥＢ１ 的双荧光素酶分析结果
Ｆｉｇ. ９　 Ｄｕａｌ￣ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＴｍＲＡＶ１ ａｎｄ ｐｒｏＴｍＡＲＥＢ１
ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.

杆菌共同注射本氏烟草)的荧光素酶活性是对照组

(含有 ３５Ｓ:ＧＦＰ 空质粒与 ｐＧｒｅｅｎ０８００－ｐｒｏＴｍＡＲＥＢ１
的农杆菌共同注射本氏烟草)的 ４.８２ 倍ꎬ二者间存在

显著(Ｐ < ０. ０５) 差异ꎬ说明 ＴｍＲＡＶ１ 能够显著上调

ＴｍＡＲＥＢ１ 的表达ꎮ
２.５　 ＴｍＲＡＶ１ 酵母双杂交分析

将蒲公英的脱落酸信号核心蛋白家族成员

ＴｍＳｎＲＫ２.６ 与 ＴｍＲＡＶ１ 进行酵母双杂交分析ꎬ结果

(图 １０)显示:ＴｍＲＡＶ１ 与 ＴｍＳｎＲＫ２.６ 能够在酵母体

内互作ꎮ
２.６　 ＴｍＲＡＶ１ 双分子荧光互补分析

双分子荧光互补分析结果(图 １１)显示:将含有

ＴｍＲＡＶ１－ｃＹＦＰ 和 ＴｍＳｎＲＫ２.６－ｎＹＦＰ 的农杆菌共同

注射本氏烟草叶片时能够看到黄色荧光蛋白(ＹＦＰ)
荧光信号ꎬ但是 ｃＹＦＰ 和 ｎＹＦＰ 共同转化(阴性对照)
中没有荧光信号ꎬ说明 ＴｍＲＡＶ１ 能够与 ＴｍＳｎＲＫ２.６
在本氏烟草体内形成异源二聚体ꎮ

ＤＤＯ: ＳＤ / － Ｔｒｐ / － Ｌｅｕ 培养基 ＳＤ / － Ｔｒｐ / － Ｌｅｕ ｍｅｄｉｕｍꎻ ＱＤＯ: ＳＤ /
－Ａｄｅ / －Ｈｉｓ / －Ｔｒｐ / －Ｌｅｕ 培养基(含 Ｘ－α－ ｇａｌ) ＳＤ / －Ａｄｅ / －Ｈｉｓ / － Ｔｒｐ /
－Ｌｅｕ ｍｅｄｉｕｍ (ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｘ￣α￣ｇａｌ) .

图 １０　 蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 与 ＴｍＳｎＲＫ２.６ 酵母双杂交分析结果
Ｆｉｇ. １０ 　 Ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＴｍＲＡＶ１ ａｎｄ
ＴｍＳｎＲＫ２.６ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.

Ｂ: 明场 Ｂｒｉｇｈｔꎻ ＹＦＰ: 黄色荧光蛋白 Ｙｅｌｌｏｗ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｍ: 叠
加视野 Ｍｅｒｇｅｄ ｆｉｅｌｄ.

图 １１　 蒲公英 ＴｍＲＡＶ１ 与 ＴｍＳｎＲＫ２.６ 双分子荧光互补分析结果
Ｆｉｇ. １１　 Ｂｉｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ
ＴｍＲＡＶ１ ａｎｄ ＴｍＳｎＲＫ２.６ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.
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３　 讨论和结论

ＡＰ２ / ＥＲＦ 超家族成员 ＲＡＶ 转录因子是植物中

特有的一类转录因子ꎬ主要参与植物的生长发育及其

非生物胁迫响应过程ꎬ已经在多种植物中有相关报

道ꎬ如水稻 (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.)、小黑杨 (Ｐｏｐｕｌｕｓ ×
ｘｉａｏｈｅｉ Ｔ. Ｓ. Ｈｗａｎｇ ｅｔ Ｌｉａｎｇ )、 御 谷 〔 Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍ
ｇｌａｕｃｕｍ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｂｒｏｗｎ〕、枇杷〔Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ ｊａｐｏｎｉｃａ
(Ｔｈｕｎｂ.) Ｌｉｎｄｌ.〕、甘蔗(Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ Ｌｉｎｎ.)
等[１１ꎬ２２－２５]ꎮ 本研究从蒲公英中克隆得到 １ 个 ＲＡＶ 转

录因子基因 ＴｍＲＡＶ１ꎬＴｍＲＡＶ１ 与莴苣 ＬｓＲＡＶ１ 氨基

酸序列的一致性达到 ８５. ８８％ꎬ属于 ＲＡＶ 亚家族ꎮ
ＴｍＲＡＶ１ 有 ４４ 个磷酸化位点ꎬ因此可能被 ＳｎＲＫ２ 等

蛋白激酶磷酸化[２６]ꎮ 亚细胞定位结果显示 ＴｍＲＡＶ１
定位于细胞核ꎬ这与转录因子在细胞核中发挥的作用

一致ꎬ且与先前的预测结果相同ꎮ ＴｍＲＡＶ１ 具有 Ｎ
端 ＡＰ２ 结构域和 Ｃ 端 Ｂ３ 结构域ꎬ与已有研究报

道[２７]一致ꎬ因此 ＴｍＲＡＶ１ 可能与 ＡＧＣＣＧＣＣ(ＧＣＣ－
ｂｏｘ)、ＣＡＡＣＡ－ｍｏｔｉｆ 和 ＣＡＣＣＴＧ 序列结合[１７ꎬ２８]ꎮ

ＲＡＶ 参与调节激素、干旱和盐胁迫反应[２９－３０]ꎮ
ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果表明蒲公英叶中的 ＴｍＲＡＶ１ 受多种激

素和 ＮａＣｌ 胁迫诱导ꎮ ＴｍＲＡＶ１ 受 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１脱落

酸的显著调控ꎬ其相对表达量在处理 ２４ ｈ 内整体先

升高后降低ꎬ在处理 ２ ~ ８ ｈ 较高ꎬ说明 ＴｍＲＡＶ１ 可能

参与脱落酸信号通路ꎮ 在 ２５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ 处理

下ꎬＴｍＲＡＶ１ 的相对表达量在处理 ２４ ｈ 内持续升高ꎬ
说明 ＴｍＲＡＶ１ 能够持续响应 ＮａＣｌ 胁迫ꎬ后续实验需

要降低 ＮａＣｌ 溶液的浓度或者延长处理时间至 ３ ~
５ ｄ[１５ꎬ３１]ꎮ 在 １００ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ 茉莉酸甲酯处理下ꎬ
ＴｍＲＡＶ１ 的相对表达量在处理 ０ ~ ８ ｈ 先升高后降低

并在处理 ２ ｈ 达到峰值ꎬ而在处理 ２４ ｈ 又再次升高ꎬ
可能涉及茉莉酸信号负调控作用机制[３２－３３]ꎮ 在 １００
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１赤霉素处理下ꎬＴｍＲＡＶ１ 的相对表达量在

处理 ２４ ｈ 内也先升高后降低ꎬ显示 ＴｍＲＡＶ１ 可能参

与赤霉素信号通路ꎮ 在水稻中水杨酸处理上调了

ＯｓＲＡＶ１、ＯｓＲＡＶ３、ＯｓＲＡＶ４、ＯｓＲＡＶ７、ＯｓＲＡＶ８、ＯｓＲＡＶ１１、
ＯｓＲＡＶ１２ 和 ＯｓＲＡＶ１３ 的 表 达ꎬ 下 调 了 ＯｓＲＡＶ９、
ＯｓＲＡＶ１４ 和 ＯｓＲＡＶ１５ 的表达[１９]ꎮ 本研究中 ＴｍＲＡＶ１
在 １００ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ 水杨酸处理下表达模式与 １００
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 赤霉素处理相似ꎮ 根据上述研究结果ꎬ
ＴｍＲＡＶ１ 受脱落酸调控最为显著ꎬ因而可能参与脱落

酸信号转导ꎮ 脱落酸信号是植物抵御环境胁迫的重

要组成部分[３４]ꎬ因此ꎬ后续研究应聚焦于脱落酸对

ＴｍＲＡＶ１ 的调控机制ꎮ
脱落酸应答元件结合蛋白(ＡＲＥＢ)是脱落酸敏

感型转录因子ꎮ 在拟南芥中ꎬ ＡｔＡＲＥＢ１ 能够介导

ＡＢＲＥ 依赖性脱落酸信号转导ꎬ从而增强拟南芥的抗

旱 性[３５]ꎮ 丹 参 ( Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｕｎｇｅ ) 中 的

ＳｍＡＲＥＢ１ 能够响应脱落酸信号ꎬ调控酚酸合成[３６]ꎮ
在番茄中过表达 ＳｌＡＲＥＢ１ 能够提高植株在盐碱胁迫

下的抗氧化能力[３７]ꎮ 因此ꎬＡＲＥＢ 转录因子参与植

物抵抗逆境胁迫ꎬ并调控植物次生代谢ꎮ 在拟南芥

中ꎬＡｔＲＡＶ１ 抑制 ＡｔＡＢＩ５ 的表达ꎬ进而促进种子萌发和

幼苗发育[３８]ꎮ 在棉花中过表达 ＡｔＲＡＶ１ / ２ 和 ＡｔＡＢＩ５
能够增强棉花的抗旱能力ꎬ并最终提高产量[３９]ꎮ
ＴｍＡＲＥＢ１ 与已报道的莴苣 ＬｓＡＢＩ５ 同源性较高ꎬ可能

存在 ＴｍＲＡＶ１－ＴｍＡＲＥＢ１ 调控模式[２０]ꎮ 本研究初步

证明 ＴｍＲＡＶ１ 促进 ＴｍＡＲＥＢ１ 表达ꎬ且 ｐｒｏＴｍＡＲＥＢ１
启动子上含有 ＣＡＡＣＡ－ｍｏｔｉｆ(ＲＡＶ１ 转录因子结合元

件)ꎬ后续将通过酵母单杂交和电泳迁移率实验验证

ＴｍＲＡＶ１ 是否直接靶向结合 ＣＡＡＣＡ－ｍｏｔｉｆꎮ
ＳｎＲＫ２ 蛋白激酶是脱落酸信号通路中的关键蛋

白质家族之一[４０]ꎮ 在拟南芥中ꎬＡｔＳｎＲＫ２ 能够调控

其种子的发育和休眠[４１]ꎬ其中ꎬＡｔＳｎＲＫ２.２、ＡｔＳｎＲＫ２.３
和 ＡｔＳｎＲＫ２.６ 还能够通过响应脱落酸信号调控气孔

关闭ꎬ适应干旱环境[４２]ꎮ 苹果(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.)中
的 ＭｄＳｎＲＫ２.４ 和 ＭｄＳｎＲＫ２.９ 参与渗透胁迫响应ꎬ被
激活并进而磷酸化 ＭｄＨＢ１ 和 ＭｄＡＣＯ１ꎬ促进乙烯合

成ꎬ从而调控果实成熟[４３]ꎮ 拟南芥中的 ＡｔＳｎＲＫ２ 能

够磷酸化 ＡｔＡＢＩ５[４１]、ＡｔＡＲＥＢ３[４４] 和 ＡｔＲＡＶ１[２９] 等转

录因子ꎬ参与脱落酸信号通路下游的信号转导ꎮ 本研

究通过酵母双杂交和双分子荧光互补实验初步验证

了 ＴｍＲＡＶ１ 与脱落酸信号途径核心蛋白家族成员

ＴｍＳｎＲＫ２.６ 互作ꎬ后续将通过 Ｐｕｌｌ－ｄｏｗｎ 和 ＣｏＩＰ 实

验验证 ＴｍＲＡＶ１ 和 ＴｍＳｎＲＫ２.６ 是否直接互作ꎮ
基于上述研究ꎬ后期将通过获得 ＴｍＲＡＶ１ 转基因

蒲公英进一步验证 ＴｍＲＡＶ１ 在脱落酸信号途径中的

具体作用机制ꎬ为蒲公英优质资源创新提供基础ꎮ
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０３ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ａｎｄ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＡＢＡ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１７ꎬ ８: ９０５.

[１５] 　 ＬＩ Ｊꎬ ＳＯＮＧ Ｃꎬ ＬＩ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｕｃｕｍｂｅｒ
ＲＡＶ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣｓＲＡＶ１ ｉｎ ｓａｌｔ
ａｎｄ ＡＢＡ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｃｕｃｕｍｂｅｒ[ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ
２０２３ꎬ １４: １１１５８７４.

[１６] 　 ＬＩ Ｃ Ｗꎬ ＳＵ Ｒ Ｃꎬ ＣＨＥＮＧ Ｃ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｏｍａｔｏ ＲＡＶ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ｉｓ ａ ｐｉｖｏｔａｌ ｍｏｄｕｌａｔｏｒ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＡＰ２ / ＥＲＥＢＰ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｄｅｆｅｎｓｅ ｐａｔｈｗａｙ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ １５６(１): ２１３－２２７.

[１７] 　 ＷＥＩ Ｙꎬ ＣＨＡＮＧ Ｙꎬ ＺＥＮＧ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＲＡＶ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｒｅ
ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｇａｉｎｓｔ ｃａｓｓａｖａ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｂｌｉｇｈｔ ｖｉａ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅｓ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｉｎｅａｌ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１８ꎬ ６４(１): ｅ１２４５４.

[１８] 　 ＷＡＮＧ Ｐꎬ ＹＡＮ Ｙꎬ ＬＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｃｏ￣ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＶ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ＲＯＳ ｂｕｒｓｔ ａｎｄ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ ｕｎｄｅｒｌｉｅｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｃａｓｓａｖａ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ
Ｃｅｌｌ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０２２ꎬ ４１(５): １２６１－１２７２.

[１９] 　 ＣＨＥＮ Ｃꎬ ＬＩ Ｙꎬ ＺＨＡＮＧ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ＲＡＶ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅｉｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｐａｔｔｅｒｎｓ ｔｏ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｖｉｒｕｓｅｓꎬ ２０２１ꎬ １３
(５): ７５２.

[２０] 　 ＬＩＵ Ｑꎬ ＷＵ Ｚꎬ ＨＡＮ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ａｎｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈａｔ ＴｍｂＺＩＰ１￣Ｔｍ４ＣＬ１
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｕｌｅ ｍｅｄｉａｔｅｓ ＡＢＡ￣ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｃｈｉｃｏｒｉｃ ａｃｉｄ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉａ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｅꎬ
２０２３ꎬ ３２２: １１２４２９.

[２１] 　 ＬＩＵ Ｑꎬ ＹＡＯ Ｌꎬ ＸＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｏｙｌ ＣｏＡ: ｑｕｉｎａｔｅ ｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｏｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ａｎｔｕｎｇｅｎｓｅ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｏ ５￣
ｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１９ꎬ １６２:
１４８－１５６.

[２２] 　 ＰＥＮＧ Ｚꎬ ＷＡＮＧ Ｍꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. ＥｊＲＡＶ１ / ２ ｄｅｌａｙ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥｊＦＴｓ ａｎｄ ＥｊＳＯＣ１ｓ ｉｎ ｌｏｑｕａｔ
[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２１ꎬ １２: ８１６０８６.

[２３] 　 靳春慧ꎬ 文小卉ꎬ 刘羽婷ꎬ 等. 小黑杨 ＲＡＶ１ 与 ＲＡＶ２ 基因的克

隆与表达分析[ Ｊ] . 西北农林科技大学学报(自然科学版)ꎬ
２０２３ꎬ ５１(９): ５８－６９.

[２４] 　 周梦蝶ꎬ 王泽玉ꎬ 王辰雨ꎬ 等. 御谷 ＲＡＶ１ 基因及启动子的克隆

与生物信息学分析 [ Ｊ] . 分子植物育种ꎬ ２０２２ꎬ ２０ ( １５):
４８８０－４８９０.

[２５] 　 ＴＡＶＡＲＥＳ Ｅ Ｑ Ｐꎬ ＤＥ ＳＯＵＺＡ Ａ Ｐꎬ ＲＯＭＩＭ Ｇ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｅｎｄｏｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＲＡＶ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｄｕｒｉｎｇ ａｅｒｅｎｃｈｙｍａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１９ꎬ ７０(２): ４９７－５０６.

[２６] 　 庞彩红ꎬ 李双云ꎬ 夏　 阳ꎬ 等. 植物非 ＡＢＡ 依赖型 ＳｎＲＫ２ 研究

进展[Ｊ] . 植物生理学报ꎬ ２０１８ꎬ ５４(１): １９－２４.
[２７] 　 ＦＥＮＧ Ｋꎬ ＨＯＵ Ｘ Ｌꎬ ＸＩＮＧ Ｇ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ＡＰ２ / ＥＲＦ

ｓｕｐｅｒ￣ｆａｍｉｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｐｌａｎｔ[ Ｊ] . Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｒｅｖｉｅｗｓ ｉｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０２０ꎬ ４０(６): ７５０－７７６.

[２８] 　 ＷＥＳＳＬＥＲ Ｓ Ｒ. Ｈｏｍｉｎｇ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡＰ２ ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｄｏｍａｉｎ[Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００５ꎬ １０(２): ５４－５６.

[２９] 　 ＸＩＥ Ｚꎬ ＮＯＬＡＮ Ｔ Ｍꎬ ＪＩＡＮＧ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＰ２ / ＥＲＦ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｉｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ａｎｄ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１９ꎬ １０: ２２８.

[３０] 　 ＭＡＴÍＡＳ￣ＨＥＲＮÁＮＤＥＺ Ｌꎬ ＡＧＵＩＬＡＲ￣ＪＡＲＡＭＩＬＬＯ Ａ Ｅꎬ
ＭＡＲÍＮ￣ＧＯＮＺÁＬＥＺ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. ＲＡＶ ｇｅｎｅｓ: ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｏｒａｌ

７５
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ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｅｙｏｎｄ [ Ｊ] . Ａｎｎａｌｓ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１４ꎬ １１４ ( ７):
１４５９－１４７０.

[３１] 　 杨金荣ꎬ 崔婉宁ꎬ 张　 瑜ꎬ 等. 基于转录组数据的半夏 ＡＰ２ /
ＥＲＦ 基因家族鉴定及逆境响应分析[ Ｊ] . 中国实验方剂学杂

志ꎬ ２０２３ꎬ ２９(５): １７６－１８４.
[３２] 　 ＹＵＥ Ｐꎬ ＪＩＡＮＧ Ｚꎬ ＳＵＮ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊａｓｍｏｎａｔｅ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ａ ＣｓＭＰＫ６￣

ＣｓＭＹＣ２ ｍｏｄｕｌｅ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β￣ｃｉｔｒａｕｒｉｎ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｆｒｕｉｔ ｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｏｒａｎｇｅ (Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)
[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２０２３ꎬ ３５(４): １１６７－１１８５.

[３３] 　 ＬＩＵ Ｙꎬ ＤＵ Ｍꎬ ＤＥＮＧ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. ＭＹＣ２ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｊａｓｍｏｎａｔｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｖｉａ ａｎ ａｕｔｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｆｅｅｄｂａｃｋ ｌｏｏｐ
[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２０１９ꎬ ３１(１): １０６－１２７.

[３４] 　 ＡＬＩ Ａꎬ ＰＡＲＤＯ Ｊ Ｍꎬ ＹＵＮ Ｄ Ｊ. Ｄｅｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＢＡ￣ｓｉｇｎａｌｉｎｇ:
ｔｈｅ ｓｗｉｎｇ ｆｒｏｍ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｔｏ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２０ꎬ １１: ３７９.

[３５] 　 ＦＵＪＩＴＡ Ｙꎬ ＦＵＪＩＴＡ Ｍꎬ ＳＡＴＯＨ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＲＥＢ１ ｉｓ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ＡＢＲＥ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＡＢＡ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｈａｔ ｅｎｈａｎｃｅｓ
ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[ Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２００５ꎬ
１７(１２): ３４７０－３４８８.

[３６] 　 ＪＩＡ Ｙꎬ ＢＡＩ Ｚꎬ ＰＥＩ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＳｍＳｎＲＫ２. ６
ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｈｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ
ｂｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ＳｍＡＲＥＢ１ [ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ
２０１７ꎬ ８: １３８４.

[３７] 　 ＸＵ Ｚꎬ ＷＡＮＧ Ｆꎬ ＭＡ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＳｌＡＲＥＢ１ ｉｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉｎｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ｔｏｍａｔｏ[Ｊ] . Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓꎬ ２０２２ꎬ １１(９): １６７３.

[３８] 　 ＦＥＮＧ Ｃ Ｚꎬ ＣＨＥＮ Ｙꎬ ＷＡＮＧ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＲＡＶ１
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｂｙ ＳｎＲＫ２ ｋｉｎａｓｅｓꎬ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
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