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摘要: 根据前期茉莉酸甲酯处理的薄荷(Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.)转录组数据分析结果ꎬ从薄荷中克隆到 ＭｃＺＦＰ１ꎬ
并进行了基因和蛋白质特性、组织表达、非生物胁迫处理下的表达、亚细胞定位以及转录自激活活性分析ꎮ 结果显

示:薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 的开放阅读框长度为 ５５８ ｂｐꎬ编码 １８５ 个氨基酸ꎮ ＭｃＺＦＰ１ 具亲水性ꎬ无跨膜结构域ꎬ属于不稳定

蛋白ꎬ包含 Ｃ２Ｈ２ 保守结构域ꎬ含有 １３ 个丝氨酸、３ 个酪氨酸和 ３ 个苏氨酸的磷酸化位点ꎮ 进化树分析结果表明

ＭｃＺＦＰ１ 与一串红(Ｓａｌｖｉａ ｓｐｌｅｎｄｅｎｓ Ｋｅｒ￣Ｇａｗｌｅｒ)ＳｓＺＦＰ７ 的亲缘关系最近ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果表明:ＭｃＺＦＰ１ 在

薄荷不定根、茎、根状茎、幼叶、成熟叶和花中均有表达ꎬ在根状茎中的相对表达量最高ꎬ且受 １５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ、
３００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１甘露醇、２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１脱落酸和 ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１茉莉酸甲酯处理诱导表达ꎮ ＭｃＺＦＰ１ 定位于细胞核ꎬ
无转录自激活活性ꎮ 综上所述ꎬ薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 在不同组织中存在表达差异ꎬ参与调节激素和非生物胁迫响应过程ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＺＦＰ) ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎻ
ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 薄荷 (Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.) 隶属于唇形科

(Ｌａｍｉａｃｅａｅ)薄荷属(Ｍｅｎｔｈａ Ｌｉｎｎ.)ꎬ为常见的药用草

本植物ꎬ其地上部分干燥后可入药ꎬ主要归肺经和肝

经ꎬ具有疏风散热、清利头目和疏肝行气等功效ꎬ主治

风热感冒和风温初起等症状[１]ꎮ 薄荷的茎和叶均密

布腺毛ꎬ是产生、分泌及贮存薄荷精油的重要部

位[２－３]ꎮ 薄荷精油是其主要药用成分[４]ꎬ具有抑菌、
抗菌和保鲜等作用ꎬ也可作为重要香料在食品和日用

化工等领域广泛应用[５]ꎮ
土壤盐碱化、干旱、高温、冷害以及洪涝等非生物

胁迫会限制植物生长ꎬ降低作物产量ꎮ 薄荷属植物在

生长过程中易受到盐、干旱和高温等胁迫的影响ꎬ这
不仅危害其正常的生长发育ꎬ还会导致精油产量的严

重下降ꎬ甚至明显改变精油成分[６－８]ꎮ 薄荷对盐渍化

土壤有一定的适应性ꎬ但过量的盐分不利于其正常生

长ꎬ甚至导致植株死亡[９]ꎮ 在盐胁迫下ꎬ 辣薄荷

(Ｍｅｎｔｈａ × ｐｉｐｅｒｉｔａ Ｌｉｎｎ.)精油合成代谢反应中的基因

表达和酶活性等均受到抑制ꎬ导致精油产量显著下

降[１０]ꎮ 干旱胁迫会严重抑制辣薄荷的生长发育ꎬ降
低精油产量ꎬ并影响精油成分的丰富程度[１１]ꎮ 严重

的渗透胁迫会抑制辣薄荷叶片气体交换ꎬ改变植物细

胞结构特征ꎬ造成细胞水平上的损害ꎬ并降低辣薄荷

精油的含量和质量[１２]ꎮ 此外ꎬ在一定温度范围内ꎬ薄
荷属植物精油产量随着温度的升高而降低ꎬ其主要成

分薄荷醇含量显著降低ꎬ但胡薄荷酮含量升高[８]ꎮ
为了应对非生物胁迫ꎬ植物进化出复杂的调控机制ꎬ
主要通过激活或抑制一系列转录因子的表达来调

节[１３－１５]ꎮ 目前已发现一些转录因子参与了植物对非

生物胁迫的生理反应ꎬ主要包括脱水应答元件结合因

子 ( ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＤＲＥＢ)、乙烯应答元件结合因子( ｅｔｈｙｌｅｎｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒꎬＥＲＦ)、Ｖ－Ｍｙｂ 禽成髓细胞瘤病

毒癌基因同源物 ( Ｖ￣Ｍｙｂ ａｖｉａｎ ｍｙｅｌｏｂｌａｓｔｏｓｉｓ ｖｉｒａｌ
ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇꎬ ＭＹＢ)、 碱性亮氨酸拉链 ( ｂａｓｉｃ
ｌｅｕｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒꎬｂＺＩＰ)和锌指蛋白( ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＺＦＰ)等[１４－１９]ꎮ

锌指蛋白是一类在植物基因转录中发挥重要调

控作用的 ＤＮＡ 结合蛋白ꎬ其结构域中的半胱氨酸

(Ｃｙｓ)和组氨酸(Ｈｉｓ)残基与 Ｚｎ２＋ 配位形成稳定的

“手指”状结构ꎬ该结构通过与 ＤＮＡ 特异性结合ꎬ直
接调节靶基因的表达[２０－２１]ꎮ 根据锌指蛋白中 Ｃｙｓ 和

Ｈｉｓ 残基数目和顺序的不同ꎬ可将锌指蛋白转录因子

家族分为 Ｃ２Ｈ２、Ｃ８、Ｃ６、Ｃ３ＨＣ４、Ｃ２ＨＣ、Ｃ２ＨＣ５、Ｃ４、
Ｃ４ＨＣ３ 和 ＣＣＣＨ ９ 大类[２２]ꎮ Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白转录

因子家族是目前研究最为深入的家族之一ꎬ其含有植

物特有的 ＱＡＬＧＧＨ 保守序列ꎬ可与其他转录因子家

族结合ꎬ或协同各类植物信号激素共同发挥作用ꎬ调
控植物的多个生物学过程ꎬ包括营养生长、生殖发育、
光调节形态建成、逆境响应和激素信号转导等[２０－２４]ꎮ
目前已有许多研究报道了 ＺＦＰ 参与调控植物的非生

物胁 迫 反 应ꎮ 例 如: 拟 南 芥 〔 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白转录因子基因

ＡｔＺＦＰ３ 的过表达诱导了胁迫相关基因 ＫＩＮ１、ＲＤ２２、
ＲＤ２９Ｂ 和 ＡｔＰ５ＣＳ１ 的表达ꎬ增强了植物对盐胁迫和

渗透胁迫的耐受性ꎬ而拟南芥 ｚｆｐ３ 突变体对盐胁迫的

耐受性则显著降低[２５]ꎮ 在烟草 (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ
Ｌｉｎｎ.)和水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.)中ꎬ过表达水稻基

因 ＯｓＺＦＰ１８２ 可 增 强 植 株 的 抗 盐 性ꎻ 过 表 达

ＯｓＺＦＰ２５２ 的转基因水稻植株中游离脯氨酸和可溶性

糖含量升高ꎬ胁迫防御基因的表达量增加ꎬ比野生型

有更高的盐和干旱胁迫耐受能力[２６－２７]ꎬ[２８]６５－７０ꎮ 　
目前ꎬ有关薄荷锌指蛋白转录因子基因的研究尚

未见报道ꎮ 通过分析作者所在课题组茉莉酸甲酯处

理的薄荷转录组数据ꎬ克隆获得 １ 个锌指蛋白转录因

子基因 Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３２５３ꎬ根据其蛋白质序列分析了结

构特征、理化性质及系统进化关系ꎬ并分析了该基因

编码蛋白的亚细胞定位和转录自激活活性ꎬ继而检测

该基因在薄荷不同组织以及 ＮａＣｌ、甘露醇、脱落酸和

茉莉酸甲酯处理后的表达变化ꎬ以期为进一步研究该

薄荷基因的生物学功能提供研究基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试薄荷生长于江苏省中国科学院植物研究所

资源圃(东经 １１８°４９′５０″、北纬 ３２°０３′３３″)ꎮ 于 ２０２２
年 ８ 月上旬ꎬ从长势基本一致的 ３ 株野生型薄荷(约
５ 个月株龄)上分别采集不定根、茎、根状茎、幼叶、成
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熟叶和花(盛花期)ꎬ即为 ３ 个生物学重复ꎮ 所采集

的样品迅速用液氮速冻后保存于 － ８０ ℃ 冰箱ꎬ待
用[２９]ꎮ 另取长势基本一致的薄荷茎尖于透明玻璃瓶

中水培生根ꎬ约 ２~３ ｄ 换 １ 次水ꎬ置于温度 ２５ ℃、光
照度 ３０ ０００ ｌｘ、光照时间 １６ ｈ􀅰ｄ－１的植物培养室中

培养 １４ ｄꎬ 然后分别进行高盐 ( １５０ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１

ＮａＣｌ) [１０]、 干 旱 ( ３００ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ 甘 露 醇 ) [３０]、
２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１脱落酸[３０] 和 ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１茉莉酸甲

酯[３１]水培处理ꎮ 每处理 ３ 株ꎬ即为 ３ 个生物学重复ꎮ
分别于处理 ０、２、４、８、１２ 和 ２４ ｈ 对其幼叶和不定根

取样ꎬ液氮速冻后ꎬ提取 ＲＮＡꎮ
供试本氏烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ)和

拟南芥〔哥伦比亚生态型(Ｃｏｌ－０)〕种子均由作者所

在实验室保存ꎮ 将本氏烟草种子播撒于泥炭土－蛭
石(体积比 １ ∶ １)混合基质(南京寿德生物科技有限

公司)中ꎬ生长 １ 个月后用于瞬时表达实验ꎻ拟南芥种

子在 ＭＳ 培养基上生长 １ 周后移栽至泥炭土－蛭石

(体积比 １ ∶ １)混合基质中ꎬ生长 ２ 个月后用于侵染

实验ꎮ
１.２　 主要试剂

Ｅａｓｔｅｐ® Ｓｕｐｅｒ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒(上海普洛麦

格生物产品有限公司)ꎻ两步法 ＲＴ－ｑＰＣＲ(去基因组)
试剂盒、Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 和

平末端 / ＴＡ 兼容性入门克隆试剂盒(南京诺唯赞生

物科技股份有限公司)ꎻ ２ × ＧＳ ＡｎｔｉＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ Ｍｉｘ(北京金沙生物科技有限公司)ꎻＮａＣｌ、
甘露醇、ＭＥＳ ｍｏｎｏｈｙｄｒａｔｅ、ＳａｎＰｒｅｐ Ｃｏｌｕｍｎ ＤＮＡ Ｇｅｌ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ、 ＳａｎＰｒｅｐ Ｃｏｌｕｍｎ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ － Ｐｒｅｐｓ
Ｋｉｔ、乙酰丁香酮、卡那霉素和大观霉素〔生工生物工

程(上海)股份有限公司〕ꎻ限制性内切酶 Ｘｈｏ Ⅰ和

ＥｃｏＲ Ⅰ(美国 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公司)ꎻ大肠杆菌

感受态 ＤＨ５α、根癌农杆菌感受态 ＧＶ３１０１、酵母感受

态 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ(北京擎科生物科技股份有限公司)ꎻ酵
母基础培养基 Ｍｉｎｉｍａｌ ＳＤ Ｂａｓｅ(上海诺宁生物科技

有限公司)ꎻ氨基酸缺失混合物 ＤＯ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ －Ｔｒｐ
和 ＤＯ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ －Ａｄｅ / －Ｔｒｐ / －Ｈｉｓ(上海懋康生物科

技有限公司)ꎻ脱落酸(上海如吉生物科技发展有限

公司)ꎻ茉莉酸甲酯(上海麦克林生化科技股份有限

公司)ꎻＭｕｒａｓｈｉｇｅ ＆ Ｓｋｏｏｇ (ＭＳ) Ｂａｓａｌ Ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ
Ｖｉｔａｍｉｎｓ(美国 Ｐｈｙｔｏ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｓｅ 公司)ꎻ
４′ꎬ６－二脒基－２－苯基吲哚(ＤＡＰＩ)染液、Ｘ－α－ｇａｌ 和
表面活性剂 Ｌ－７７(北京酷来搏科技有限公司)ꎮ

１.３　 方法

１.３.１　 基因克隆及载体构建　 薄荷幼叶总 ＲＮＡ 提取

按照 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书操作ꎬ检测质量后根据

反转录试剂盒说明书合成第 １ 链 ｃＤＮＡꎮ 根据作者

所在课题组已有的茉莉酸甲酯处理的薄荷转录组数

据(ＮＣＢＩ 登录号 ＳＲＰ１３２６４４)中检索到的 ｃＤＮＡ 序

列ꎬ 设 计 特 异 性 引 物 Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３２５３ － ＳＦ 和

Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３２５３－ ＳＲ (表 １)ꎮ 以得到的薄荷幼叶

ｃＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 扩增 Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３２５３ 全长基因ꎮ
ＰＣＲ 反应体系总体积 ５０ μＬꎬ包含 Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ－
Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μＬ、２ ×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｂｕｆｆｅｒ
２５ μＬ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘ １ μＬ、上游和下游引物各 ２ μＬ、
ｃＤＮＡ １ μＬ 以及 ｄｄＨ２Ｏ １８ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:９４ ℃
预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓ、５４ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延

伸 ５０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃复性 ７ ｍｉｎꎮ ４ ℃保存ꎮ ＰＣＲ
产物经质量体积分数１.０％琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ
使用 ＤＮＡ 胶回收试剂盒将目的片段回收ꎬ连接到作

者所在实验室通用载体 ｐＣＥ２ ＴＡ / Ｂｌｕｎｔ － Ｚｅｒｏ 上ꎬ
３７ ℃金属浴反应 ５ ｍｉｎꎬ加入大肠杆菌感受态 ＤＨ５α
并混匀ꎬ冰浴 ３０ ｍｉｎꎬ４２ ℃水浴热激 ４５ ｓꎬ加入 ＬＢ 液

体培养基ꎬ于 １６０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床中培养 １ ｈ 后均匀涂

布于含 ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１卡那霉素的固体培养基上ꎬ然后

置于 ３７ ℃培养箱过夜培养ꎻ挑选单菌落ꎬＰＣＲ 验证

后得到阳性克隆ꎬ交由生工生物工程(上海)股份有

限公司测序ꎮ
１.３.２　 生物信息学分析　 利用 ＮＣＢＩ 的 Ｏｐｅｎ Ｒｅａｄｉｎｇ
Ｆｒａｍｅ Ｆｉｎｄｅｒ 在线程序 ( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )分析 ＭｃＺＦＰ１ ｃＤＮＡ 序列的开放阅读

框ꎻ利用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 在线工具(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析 ＭｃＺＦＰ１ 的理化性质ꎬ包括理论相对

分子质量、氨基酸组成、蛋白质稳定性以及理论等电

点等 相 关 参 数ꎻ 利 用 ＤＮＡＭＡＮ 软 件 比 对 分 析

ＭｃＺＦＰ１ 及其同源蛋白的氨基酸序列ꎻ利用 ＭＥＧＡ
１１.０软件ꎬ采用最大似然(ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ)法构建

ＭｃＺＦＰ１ 及其同源蛋白的系统进化树ꎮ 利用在线软

件 ＳＯＰＭＡ( ｈｔｔｐｓ:∥ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)分析 ＭｃＺＦＰ１ 的

二级结构ꎻ通过 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 网站( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )分析氨基酸的亲水性和疏水性ꎻ通过

ＳＭＡＲＴ 网站(ｈｔｔｐ:∥ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )分析

ＭｃＺＦＰ１ 的功能结构域ꎻ 利用 ＴＭＨＭＭ 在线软件

( ｈｔｔｐ: ∥ ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / ) 分 析
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ＭｃＺＦＰ１ 是否具有跨膜性ꎻ通过 ＮｅｔＰｈｏｓ － ３. １ 网站

(ｈｔｔｐｓ:∥ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ￣
３.１ / )预测 ＭｃＺＦＰ１ 的磷酸化位点[３２]ꎮ
１.３.３ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ)分析 　 根据

ＭｃＺＦＰ１ ｃＤＮＡ 序列设计 ｑＲＴ－ＰＣＲ 引物 ＭｃＺＦＰ１－ｑＦ
和 ＭｃＺＦＰ１－ｑＲꎬ内参基因 ＭｃＡｃｔｉｎ 的引物为 ＭｃＡｃｔｉｎ－
ｑＦ 和 ＭｃＡｃｔｉｎ－ｑＲ(表 １)ꎮ 按照实时荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒的说明书对薄荷不同组织以及不同处理下幼

叶和不定根中 ＭｃＺＦＰ１ 的表达量进行分析ꎮ ＰＣＲ 反

应体系总体积 ２０ μＬꎬ包含上游和下游引物各 １ μＬ、
２×ＧＳ ＡｎｔｉＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ Ｍｉｘ １０ μＬ、ｃＤＮＡ
１ μＬ 及 ｄｄＨ２Ｏ ７ μＬꎮ 使用 ＢＩＯ－ＲＡＤ ＣＦＸ－Ｏｐｕｓ ９６
荧光定量 ＰＣＲ 仪(美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ 公司)进行 ＰＣＲ 反

应ꎬ反应程序:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃变性 １０ ｓ、６０ ℃
退火及延伸共 ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ７２ ℃采集荧光信号ꎮ

每个样品 ３ 个技术重复ꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ法[３３] 计算相对

表达量ꎮ
１. ３. ４ 　 载 体 构 建 　 构建 ３５Ｓ: ＭｃＺＦＰ１ － ＧＦＰ 和

ｐＧＢＫＴ７－ＭｃＺＦＰ１(ＢＤ－ＭｃＺＦＰ１)２ 种表达载体ꎬ分别

用于分析 ＭｃＺＦＰ１ 的亚细胞定位和转录自激活活性ꎮ
ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ－ＧＦＰ 载体经限制性内切酶 Ｘｈｏ Ⅰ酶切后ꎬ
回收获得其线性化载体ꎬ使用引物 ＭｃＺＦＰ１－ＧＦＰ －Ｆ
和 ＭｃＺＦＰ１－ＧＦＰ－Ｒ(表 １)扩增目的片段ꎬ利用同源

重组 技 术 构 建 ３５Ｓ: ＭｃＺＦＰ１ － ＧＦＰ 表 达 载 体ꎮ
ｐＧＢＫＴ７ 载体经限制性内切酶 ＥｃｏＲ Ⅰ酶切后ꎬ获得

其线性化载体ꎬ使用引物 ＢＤ －ＭｃＺＦＰ１ － Ｆ 和 ＢＤ －
ＭｃＺＦＰ１－ Ｒ 扩增片段ꎬ 利用同源重组方法构建

ｐＧＢＫＴ７－ＭｃＺＦＰ１(ＢＤ－ＭｃＺＦＰ１)表达载体ꎮ 目的片

段的扩增、回收、连接目的载体、转化大肠杆菌以及单

菌落验证等步骤同“１.３.１”ꎮ

表 １　 用于薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 基因克隆和功能研究的引物及其序列
Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ
ＭｃＺＦＰ１ ｉｎ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物 Ｐｒｉｍｅｒ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３２５３－ＳＦ ＡＴＧＣＡＴＡＴＧＧＡＧＧＣＡＣＣＡ
Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３２５３－ＳＲ ＣＴＴＧＴＣＴＣＴＣＡＡＡＣＴＣＴＧＡ
ＭｃＺＦＰ１－ｑＦ ＣＣＡＴＣＡＧＡＡＣＧＣＣＣＡＣＡＧＡＡ
ＭｃＺＦＰ１－ｑＲ ＧＧＡＣＣＣＣＡＡＣＡＴＴＣＧＧＣＴＴＡ
ＭｃＡｃｔｉｎ－ｑＦ ＧＣＴＣＣＡＡＧＧＧＣＴＧＴＧＴＴＣＣ
ＭｃＡｃｔｉｎ－ｑＲ ＴＣＴＴＴＣＴＧＴＣＣＣＡＴＧＣＣＡＡＣ
ＭｃＺＦＰ１－ＧＦＰ－Ｆ ＴＴＴＧＧＡＧＡＧＧＡＣＡＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＣＡＴＡＴＧＧＡＧＧＣＡＣＣＡ
ＭｃＺＦＰ１－ＧＦＰ－Ｒ ＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧＡＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＧＡＧＴＴＴＧＡＧＡＧＡＣＡＡＧＴＣ
ＢＤ－ＭｃＺＦＰ１－Ｆ ＡＴＧＧＣＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＡＴＡＴＧＧＡＧＧＣＡＣＣＡ
ＢＤ－ＭｃＺＦＰ１－Ｒ ＴＣＧＡＣＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＧＡＧＡＣＡＡＧ
ＡｔＡｃｔｉｎ２－ｑＦ ＧＡＣＣＴＴＧＣＴＧＧＡＣＧＴＧＡＣＣＴＴＡＣ
ＡｔＡｃｔｉｎ２－ｑＲ ＧＴＡＧＴＣＡＡＣＡＧＣＡＡＣＡＡＡＧＧＡＧＡＧＣ

１.３. ５ 　 亚细胞定位 　 利用在线工具 ＣＥＬＬＯ２ＧＯ
(ｈｔｔｐ:∥ｃｅｌｌｏ.ｌｉｆｅ.ｎｃｔｕ.ｅｄｕ.ｔｗ / ｃｅｌｌｏ２ｇｏ / )预测 ＭｃＺＦＰ１
的亚细胞定位[３２]ꎮ 通过根癌农杆菌介导的烟草叶片

瞬时表达技术[３４]确定 ＭｃＺＦＰ１ 蛋白在细胞中的分布

情况ꎮ 转化测序正确的 ３５Ｓ:ＭｃＺＦＰ１－ＧＦＰ 质粒至根

癌农杆菌感受态 ＧＶ３１０１ꎬ经抗性筛选及菌落 ＰＣＲ 验

证后ꎬ将阳性单菌落接种于含 ５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１利福平和

５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１大观霉素的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ２８ ℃恒温

摇床培养至菌液 ＯＤ６００ 值为 １. ０ꎬ 于 ４ ℃、 ５ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ收集菌体ꎬ用配制好的侵染液

〔包含 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ２－(Ｎ－吗啉代)乙烷磺酸一水、
１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＭｇＣｌ２ 和 ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 乙酰丁香酮ꎬ
ｐＨ ５.６〕重悬至 ＯＤ６００值约 １.０ꎮ 使用注射器将菌液注

射到生长状态好的本氏烟草叶片背面ꎬ暗培养 ３ ｄ
后ꎬ取适当大小的叶片组织ꎬ用稀释 ５０~１００ 倍的 ４′ꎬ
６－二脒基－２－苯基吲哚(ＤＡＰＩ)染液染色 １ ~ ２ ｈ 后ꎬ
使用 Ｚｅｉｓｓ 激光扫描共聚焦显微镜(德国 Ｚｅｉｓｓ 公司)
分别在波长 ４８８ 和 ４０５ ｎｍ 激发光及明场下观察并

拍照ꎮ
１.３.６　 转录自激活活性验证　 按照产品说明书分别

转化 ｐＧＢＫＴ７－ＭｃＺＦＰ１(ＢＤ－ＭｃＺＦＰ１)、ｐＧＢＫＴ７ 空质

粒(ＢＤ－ｐｌａｓｍｉｄ)及 ｐＧＢＫＴ７－ＡｔＳＩＺ１(ＢＤ－ＡｔＳＩＺ１)质
粒至酵母感受态 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ 中ꎮ 将转化产物分别涂布

于 ＳＤ / －Ｔｒｐ 固体培养基中ꎬ２８ ℃培养 ３~４ ｄ 后ꎬ挑选

单菌落ꎬＰＣＲ 验证后得到阳性单克隆 ＢＤ－ＭｃＺＦＰ１、
ＢＤ－ｐｌａｓｍｉｄ 和 ＢＤ－ＡｔＳＩＺ１ꎬ分别用 ＳＤ / －Ｔｒｐ 液体培

养基摇菌至 ＯＤ６００值约 １.０ꎬ将不同酵母菌液梯度稀释

１０、１００ 和 １ ０００ 倍后ꎬ分别在 ＳＤ / －Ｔｒｐ 和 ＳＤ / －Ａｄｅ /
－Ｔｒｐ / －Ｈｉｓ 固体培养基上进行点斑验证ꎬＢＤ－ＡｔＳＩＺ１
作为阳性对照ꎬＢＤ－ｐｌａｓｍｉｄ 作为空质粒对照ꎮ 培养

基置于２８ ℃恒温培养箱中培养 ２~３ ｄꎬ观察并拍照ꎮ
１.３.７　 拟南芥的遗传转化及筛选鉴定　 拟南芥遗传

转化采用蘸花法[３５]ꎮ 将“１.３.５”中的阳性农杆菌接

种于含 ５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１利福平和 ５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１大观霉素的

５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中ꎬ在 ２８ ℃恒温摇床过夜培养

至菌液 ＯＤ６００值约 １.８ꎻ于 ４ ℃、５ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心

５ ｍｉｎꎬ收集菌体后用 ５０ ｍＬ 重悬液(含 ２.５ ｇ 蔗糖和

２０ μＬ表面活性剂 Ｌ－７７ꎬｄｄＨ２Ｏ 定容至 ５０ ｍＬ)重悬ꎮ
将植株的花序在侵染液中浸泡 １~２ ｍｉｎ 后拿出ꎬ除去

多余菌液ꎬ放入温度 ２３ ℃、光照度 ３０ ０００ ｌｘ、光照时

间 １４ ｈ􀅰ｄ－１的光照培养箱中生长 ７ ｄ 后再次侵染ꎬ待
果荚成熟后收集成熟种子ꎮ 将氯气灭菌后的种子播
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撒在卡那霉素抗性的 １ / ２ ＭＳ 固体培养基上进行生长

筛选ꎬ挑选具有抗性的拟南芥幼苗ꎬ初步鉴定为阳性

苗ꎮ 将阳性拟南芥幼苗栽植于营养土中生长ꎬ采用

ＣＴＡＢ 法[３６]提取其莲座叶的 ＤＮＡꎬ利用 ＲＮＡ 提取试

剂盒提取其莲座叶的 ＲＮＡ 并反转录为 ｃＤＮＡꎬ将二者

分别作为模板ꎬ引物为 ＭｃＺＦＰ１－ＧＦＰ－Ｆ 和 ＭｃＺＦＰ１－
ＧＦＰ－Ｒꎬ进行 ＰＣＲ 检测ꎬ内参引物为 ＡｔＡｃｔｉｎ２－ｑＦ 和

ＡｔＡｃｔｉｎ２－ｑＲꎬ反应体系与运行程序同“１.３.１”ꎮ ＰＣＲ
产物使用质量体积分数 １.０％的琼脂糖凝胶电泳检

测ꎮ 以 ＭｃＺＦＰ１ － ｑＦ 和 ＭｃＺＦＰ１ － ｑＲ 为鉴定引物ꎬ
ＭｃＡｃｔｉｎ－ｑＦ 和 ＭｃＡｃｔｉｎ－ｑＲ 为内参引物(表 １)ꎬ对野

生型拟南芥以及转基因阳性苗中 ＭｃＺＦＰ１ 的表达水

平进行实时荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎮ ＰＣＲ 反应体系、运
行程序及计算方法同“１.３.３”ꎮ
１.４　 数据处理和统计分析

利用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２６.０ 软件对数据进行统计分析ꎬ
数据为 ３ 次重复的具有标准差的平均值ꎮ 通过单因

素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)和邓肯检验进行显著

性分析ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 基因克隆及系统进化树构建

以薄荷幼叶 ｃＤＮＡ 为扩增模板扩增目的基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３２５３ꎬ其 ＰＣＲ 扩增产物的电泳结果见图 １ꎬ
该基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列见图 ２ꎮ
结果显示:ＰＣＲ 扩增获得 １ 条长度约 ５５０ ｂｐ 的条带ꎬ
该基因开放阅读框长度为 ５５８ ｂｐꎬ编码 １８５ 个氨基

酸ꎮ 与拟南芥 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白转录因子的进化关

　 　 　

系分析结果(图 ３)表明:该蛋白与拟南芥 ＡｔＺＦＰ１ 的

相似性最高ꎬ故将 Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３２５３ 命名为 ＭｃＺＦＰ１ꎮ
２.２　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 结构分析

对薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 进行生物信息学分析ꎬ结果显

示:ＭｃＺＦＰ１ 的分子式为 Ｃ９２０Ｈ１４５２Ｎ２９２Ｏ２６６Ｓ９ꎬ理论相对

分子质量为 ２１ １４７.９９ꎬ不稳定指数为 ６４.８９ꎬ属于不

稳定蛋白ꎬ脂肪指数为 ６１.７３ꎬ理论等电点为 ｐＩ ９.７７ꎻ
该蛋白的总平均亲水指数(ＧＲＡＶＹ)为－０.８７８ꎬ且大

多数肽链处于 ０.０ 以下的区域(亲水区) (图 ４－Ａ)ꎬ
预测其为亲水性蛋白ꎮ 功能结构域分析结果(图 ４－
Ｂ)显示:ＭｃＺＦＰ１ 具有典型的 ＺＦＰ 家族保守结构域ꎮ
二级结构预测结果(图 ４－Ｃ)显示:ＭｃＺＦＰ１ 的二级结

构包括 ２４.３２％的 α 螺旋、３.２４％的 β 转角、１７.３０％的

延伸链和 ５５.１４％的无规卷曲ꎮ 跨膜结构域分析结果

(图 ４－Ｄ)显示:ＭｃＺＦＰ１ 不具有跨膜性ꎮ 磷酸化位点

预测结果(图 ４－Ｅ)显示:在阈值大于 ０.５ 的条件下ꎬ
ＭｃＺＦＰ１ 有 １９ 个磷酸化位点ꎬ包括 １３ 个丝氨酸、３ 个

酪氨酸和 ３ 个苏氨酸的磷酸化位点ꎮ

Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ＭｃＺＦＰ１.

图 １　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ ＰＣＲ 扩增产物的电泳结果
Ｆｉｇ. １ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ
ＭｃＺＦＰ１ ｉｎ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.

∗: 终止密码子 Ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ.

图 ２　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ. ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭｃＺＦＰ１ ｉｎ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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分支上的数值为进化分支长度(仅标出大于或等于 ０.１ 的数值)ꎬ代表遗传变异度 Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｒｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｂｒａｎｃｈ ｌｅｎｇｔｈｓ (ｏｎｌｙ ｖａｌｕｅｓ
ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｏｒ ｅｑｕａｌ ｔｏ ０.１ ａｒｅ ｓｈｏｗｅｄ) ａｎｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ. 括号中编号为 Ｔａｉｒ 登录号 Ｎｏｓ. ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｔａｉｒ.

图 ３　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１(Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３２５３)与拟南芥 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白转录因子的同源性分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＭｃＺＦＰ１ (Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３２５３) ｉｎ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ Ｃ２Ｈ２￣ｔｙｐｅ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

Ａ: ＭｃＺＦＰ１的亲水性和疏水性Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｏｆ ＭｃＺＦＰ１ꎻ Ｂ: ＭｃＺＦＰ１的功能结构域Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＭｃＺＦＰ１ꎻ Ｃ: ＭｃＺＦＰ１的二级结构
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭｃＺＦＰ１ꎻ Ｄ: ＭｃＺＦＰ１的跨膜结构域 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＭｃＺＦＰ１ꎻ Ｅ: ＭｃＺＦＰ１的磷酸化位点 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ＭｃＺＦＰ１.

图 ４　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 的生物信息学分析结果
Ｆｉｇ. ４　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＭｃＺＦＰ１ ｉｎ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.

０４
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２.３　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 的氨基酸序列同源性分析及系统

进化树构建

　 　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 与其他 １０ 种植物同源蛋白的氨基

酸序列比对和系统进化树见图 ５ꎮ 结果显示:薄荷

ＭｃＺＦＰ１ 及其他 １０ 种植物同源蛋白的氨基酸序列均

具有一段 ＱＡＬＧＧＨ 保守序列ꎬ是典型的锌指蛋白转

录因子ꎮ 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 与一串红 ( Ｓａｌｖｉａ ｓｐｌｅｎｄｅｎｓ
Ｋｅｒ￣Ｇａｗｌｅｒ) 同源蛋白 ＳｓＺＦＰ７ ( ＮＣＢＩ 登录号 ＸＰ ＿
０４２０６３５９１.１)最先聚在一起ꎬ说明二者的亲缘关系

最近ꎮ

括号中编号为 ＮＣＢＩ 登录号 Ｎｏｓ. ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ＮＣＢＩ.

图 ５　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 与其他植物同源蛋白的氨基酸序列比对(Ａ)和系统进化树(Ｂ)
Ｆｉｇ. ５　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ (Ａ) ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ (Ｂ) ｏｆ ＭｃＺＦＰ１ ｉｎ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ. ｗｉｔｈ

ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

２.４　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 的表达模式分析

薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 在不同组织以及不同非生物胁迫

下幼叶和不定根中的表达水平见图 ６ꎮ 结果显示:薄
荷 ＭｃＺＦＰ１ 在其不定根、茎、根状茎、幼叶、成熟叶和

花中均有表达ꎬ其中ꎬ在根状茎中的相对表达量最高ꎬ
显著高于其他组织ꎻ在不定根和幼叶中的相对表达量

也较高ꎻ在茎、成熟叶和花中的相对表达量较低ꎮ
在 １５０ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ ＮａＣｌ 处理下ꎬ薄荷幼叶中

ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量随着处理时间的延长总体呈

“升高—降低—升高”的变化趋势ꎬ其中ꎬ处理 ２ 和 １２
ｈ ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量与处理 ０ ｈ 差异不显著ꎻ处
理 ４ 和 ８ ｈ 的 ＭｃＺＦＰ１ 相对表达量分别显著高于和

１４
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低于处理 ０ ｈꎻ处理 ２４ ｈ ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量升至

最高ꎬ为处理 ０ ｈ 的 ２.７ 倍ꎮ 薄荷不定根中 ＭｃＺＦＰ１
的相对表达量在处理 ０、２、４、８、１２ ｈ 差异不显著ꎬ在
处理 ２４ ｈ 急剧升高ꎬ其相对表达量为处理 ０ ｈ 的

１２５.３ 倍ꎮ
在 ３００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 甘露醇处理下ꎬ薄荷幼叶中

ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量随着处理时间的延长总体呈

“升高—降低—升高—降低”的变化趋势ꎬ其中ꎬ处理

２ 和 ８ ｈ ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量与处理 ０ ｈ 差异不显

著ꎻ处理 ４ ｈ ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量达到峰值ꎬ为处理

　 　 　

０ ｈ 的 ６.７ 倍ꎻ处理 １２ 和 ２４ ｈ ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量

显著高于处理 ０ ｈꎮ 薄荷不定根中 ＭｃＺＦＰ１ 的相对表

达量随着处理时间的延长总体呈先升高后降低的变

化趋势ꎬ其中ꎬ处理 ２、４ 和 １２ ｈ ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达

量高于处理 ０ ｈꎬ但差异不显著ꎻ处理 ８ 和 ２４ ｈ
ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量显著高于处理 ０ ｈꎬ且在处理

８ ｈ 达到峰值ꎬ为处理 ０ ｈ 的 １４.９ 倍ꎮ
在 ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 脱落酸处理下ꎬ薄荷幼叶中

ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量随着处理时间的延长总体呈

先升高后降低的变化趋势ꎬ处理 ２ ~ ２４ ｈ ＭｃＺＦＰ１ 的

　 　 　

ＡＲ: 不定根 Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔꎻ Ｓ: 茎 Ｓｔｅｍꎻ Ｒ: 根状茎 Ｒｈｉｚｏｍｅꎻ ＹＬ: 幼叶 Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｆꎻ ＭＬ: 成熟叶 Ｍａｔｕｒｅ ｌｅａｆꎻ Ｆ: 花 Ｆｌｏｗｅｒ. Ｍ: 甘露醇 Ｍａｎｎｉｔｏｌꎻ
ＡＢＡ: 脱落酸 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎻ ＭｅＪＡ: 茉莉酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ. 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　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 的表达模式
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＭｃＺＦＰ１ ｉｎ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.

２４
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相对表达量均显著高于处理 ０ ｈꎬ其中ꎬ处理 ８ ｈ 达到

峰值ꎬ为处理 ０ ｈ 的 ６.４ 倍ꎮ 薄荷不定根中 ＭｃＺＦＰ１
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其中ꎬ处理 ２ 和 ４ ｈ ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达

量与处理 ０ ｈ 差异不显著ꎬ处理 ８、１２ 和 ２４ ｈ ＭｃＺＦＰ１
的相对表达量显著高于处理 ０ ｈꎬ且在处理 １２ ｈ 达到

峰值ꎬ为处理 ０ ｈ 的 １０.２ 倍ꎮ
在 ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１茉莉酸甲酯处理下ꎬ处理 ２ ~

２４ ｈ 薄荷幼叶中 ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量均显著高于

处理 ０ ｈꎮ 薄荷不定根中 ＭｃＺＦＰ１ 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其中ꎬ
处理 ２、４ 和 ８ ｈ ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量显著高于处理

０ ｈꎬ且在处理 ８ ｈ 达到峰值ꎬ为处理 ０ ｈ 的 ２９.２ 倍ꎻ处
理 １２ 和 ２４ ｈ ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量与处理 ０ ｈ 差异

不显著ꎮ
２.５　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 的亚细胞定位分析

利用在线工具 ＣＥＬＬＯ２ＧＯ 预测薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 的

亚细胞定位ꎬ该蛋白定位于细胞核的数值(２.７７３)远
大于定位于细胞内其他部位的数值(０.００５ ~ １.４７１)ꎬ
预测 ＭｃＺＦＰ１ 可能定位于细胞核ꎮ 进一步构建

ＭｃＺＦＰ１ 与绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)的融合表达载体ꎬ并
利用农杆菌介导的本氏烟草叶片瞬时表达分析其亚

细胞定位ꎮ 荧光信号检测结果(图 ７)显示:ＭｃＺＦＰ１－

ＭｃＺＦＰ１－ＧＦＰ: ＭｃＺＦＰ１ 与绿色荧光蛋白的融合蛋白 Ｍｅｒｇｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ
ＭｃＺＦＰ１ ｗｉｔｈ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ＤＡＰＩ: ４′ꎬ６－二脒基－２－苯基吲
哚 ４′ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎻ Ｍ: 叠加视野 Ｍｅｒｇｅｄ ｆｉｅｌｄ.

图 ７　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 的亚细胞定位
Ｆｉｇ. ７ 　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＭｃＺＦＰ１ ｉｎ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ
Ｌｉｎｎ.

ＧＦＰ 融合蛋白与细胞核指示染料 ４′ꎬ６－二脒基－２－苯
基吲哚(ＤＡＰＩ)的定位标记基本一致ꎬ说明了 ＭｃＺＦＰ１
是定位于细胞核的蛋白质ꎮ
２.６　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 的转录自激活活性分析

转录自激活验证实验结果 ( 图 ８ ) 表明: 转

ｐＧＢＫＴ７ 空质粒 ( ＢＤ － ｐｌａｓｍｉｄ)、 ｐＧＢＫＴ７ －ＭｃＺＦＰ１
(ＢＤ－ＭｃＺＦＰ１)及 ｐＧＢＫＴ７－ＡｔＳＩＺ１(ＢＤ－ＡｔＳＩＺ１)的酵

母均可以在 ＳＤ / － Ｔｒｐ 固体培养基上正常生长ꎻ转
ＢＤ－ｐｌａｓｍｉｄ 和 ＢＤ －ＭｃＺＦＰ１ 的酵母均不能在 ＳＤ /
－Ａｄｅ / －Ｔｒｐ / －Ｈｉｓ 固体培养基上生长ꎬ而转 ＢＤ－ＡｔＳＩＺ１
的酵母则能正常生长ꎬ表明 ＭｃＺＦＰ１ 不具有转录自激

活活性ꎮ

１ꎬ１ / １０ꎬ１ / １００ꎬ１ / １ ０００: 分别表示酵母菌液不稀释以及稀释 １０、１００ 和 １ ０００ 倍 Ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｙｅａｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｓ ｎｏｔ ｄｉｌｕｔｅｄ ａｎｄ ｄｉｌｕｔｅｄ １０ꎬ １００ꎬ ａｎｄ
１ ０００ ｔｉｍｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ＢＤ－ｐｌａｓｍｉｄ: 转 ｐＧＢＫＴ７ 空质粒的酵母 Ｙｅａｓｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｐＧＢＫＴ７ ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄꎻ ＢＤ－ＭｃＺＦＰ１: 转 ｐＧＢＫＴ７－ＭｃＺＦＰ１
的酵母 Ｙｅａｓｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｐＧＢＫＴ７￣ＭｃＺＦＰ１ꎻ ＢＤ－ＡｔＳＩＺ１: 转 ｐＧＢＫＴ７－ＡｔＳＩＺ１ 的酵母 Ｙｅａｓｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｐＧＢＫＴ７￣ＡｔＳＩＺ１.

图 ８　 薄荷 ＭｃＺＦＰ１ 的转录自激活活性验证
Ｆｉｇ. ８　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｓｅｌｆ￣ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭｃＺＦＰ１ ｉｎ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.

２.７　 过表达 ＭｃＺＦＰ１ 转基因拟南芥的获得及鉴定

３５Ｓ:ＭｃＺＦＰ１－ＧＦＰ 转基因拟南芥阳性苗的鉴定

结果见图 ９ꎮ 结果显示:初步鉴定叶片绿色健康、根
系生长良好的拟南芥幼苗为转基因阳性苗ꎬ命名为

ＯＥ１ 和 ＯＥ２ꎮ 以拟南芥植株 ＤＮＡ 为模板ꎬ从 ＤＮＡ 水

平对转基因拟南芥阳性苗进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ同时以拟

南芥植株 ＲＮＡ 反转录产物为模板ꎬ利用 ＲＴ－ＰＣＲ 技

术鉴定转基因阳性苗ꎬ鉴定结果显示:得到的 ２ 个转

３４
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Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ３５Ｓ:ＭｃＺＦＰ１－ＧＦＰ－ＯＥ１ꎻ ２: ３５Ｓ:ＭｃＺＦＰ１－ＧＦＰ－ＯＥ２ꎻ ３: 野生型 Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎻ Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.)
Ｈｅｙｎｈ. 图 Ｄ 中不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒａｐｈ Ｄ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ.

Ａ: ３５Ｓ:ＭｃＺＦＰ１－ＧＦＰ 转基因拟南芥 Ｔ０代阳性苗 Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ３５Ｓ:ＭｃＺＦＰ１￣ＧＦＰ Ｔ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ
Ｂ: 转基因拟南芥 ＤＮＡ 水平鉴定 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ａｔ ｔｈｅ ＤＮＡ ｌｅｖｅｌꎻ Ｃ: ＲＴ－ＰＣＲ 技术检测 ＭｃＺＦＰ１ 基因表达 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＭｃＺＦＰ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲꎻ Ｄ: ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测ＭｃＺＦＰ１ 在转基因植株中的表达水平 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭｃＺＦＰ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ
ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ.

图 ９　 ３５Ｓ:ＭｃＺＦＰ１－ＧＦＰ 转基因拟南芥阳性苗的鉴定
Ｆｉｇ. ９　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ３５Ｓ:ＭｃＺＦＰ１￣ＧＦＰ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

基因苗确定为阳性苗ꎮ 利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术

检测转基因植株中 ＭｃＺＦＰ１ 的相对表达量ꎬ结果表明

所获得的 ＯＥ１ 和 ＯＥ２ 是 ＭｃＺＦＰ１ 转基因阳性苗ꎮ

３　 讨论和结论

盐和干旱等非生物胁迫因子会使植物代谢水平

降低ꎬ生长发育受到抑制ꎬ甚至可能对植物造成不可

逆的损害ꎬ严重时可能导致植物死亡[３７]ꎮ 薄荷受到

高盐和干旱胁迫后ꎬ其精油的产量会受到抑制ꎬ精油

成分也会受到影响ꎬ从而影响生产加工ꎮ 逆境胁迫

下ꎬ转录因子通过调控一系列抗逆基因的表达ꎬ提高

植物的抗逆性[３８]ꎮ Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白类转录因子是

植物体内分布最广泛且在许多生理生化反应中具有

关键调控作用的一类转录因子ꎬ其成员在植物的生长

发育以及应对环境胁迫中发挥着重要作用[３９]ꎮ
本研究从薄荷中克隆了 １ 个 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白

转录因子基因 ＭｃＺＦＰ１ꎮ ＭｃＺＦＰ１ 具有 Ｃ２Ｈ２ 保守结

构域ꎬ与许多锌指蛋白转录因子具有较高的同源性ꎬ
该蛋白定位于细胞核ꎬ表明 ＭｃＺＦＰ１ 是典型的锌指蛋

白转录因子ꎬ其功能可能类似于已报道的 Ｃ２Ｈ２ 型锌

指蛋白类转录因子ꎬ在植物的生长发育以及应对环境

胁迫中具有潜在的作用ꎬ如营养生长、生殖发育、光调

节 形 态 建 成、 逆 境 响 应 和 激 素 信 号 转 导

等[２０－２７]ꎬ[２８]１８－２５ꎮ 此外ꎬＭｃＺＦＰ１ 在薄荷的不定根、茎、
根状茎、幼叶、成熟叶和花中均有表达ꎬ在根状茎中相

对表达量最高ꎬ在不定根和幼叶中相对表达量也较

高ꎬ在茎、花和成熟叶中相对表达量较低ꎬ暗示该基因

可能主要在根状茎和不定根的发育或者行使相关功

能中发挥作用ꎮ
ＺＦＰ 亚家族在植物发育与抗逆中发挥着重要的

调控作用[４０]ꎮ 拟南芥 ＡｔＺＦＰ１ 正调控表皮毛发

育[４１]ꎬ并在植株顶端包括顶端分生组织以及发育中

的叶和维管系统中高表达ꎬ可能参与茎顶端发育[４２]ꎮ
近年来ꎬ在一些药用植物中也报道了 ＺＦＰ 参与植物

抵抗逆境胁迫ꎮ 沙蒿(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｄｅｓｅｒｔｏｒｕｍ Ｓｐｒｅｎｇ.)锌
指蛋白转录因子基因 ＡｄＺＦＰ１ 的转录本在一定程度

上受外源脱落酸以及盐、低温、高温、干旱胁迫的诱

导ꎬ在烟草中过表达 ＡｄＺＦＰ１ 可显著提高植株的耐旱

性[４３]ꎮ 人参(Ｐａｎａｘ ｇｉｎｓｅｎｇ Ｃ. Ａ. Ｍｅｙｅｒ) ＰｇＺＦＰ 基

因 家 族 中 ＰｇＺＦＰ３１、 ＰｇＺＦＰ７８ － ０１、 ＰｇＺＦＰ３８ 和

ＰｇＺＦＰ３９－０１ 在受到盐胁迫时表达量显著升高ꎬ推测

其可能在人参对盐胁迫的响应中发挥着重要作

用[４４]ꎮ 本研究中ꎬ薄荷幼叶和不定根中 ＭｃＺＦＰ１ 的

相对表达量在 １５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ 和 ３００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１

甘露醇处理 ２４ ｈ 内存在显著变化ꎬ说明其响应高盐

和干旱胁迫ꎮ 脱落酸作为一种重要的胁迫激素ꎬ参与

植物对盐和干旱等非生物胁迫的响应[４５]ꎮ 拟南芥

ＡｔＺＦＰ３ 及其同源基因 ＡｔＺＦＰ１、 ＡｔＺＦＰ４、 ＡｔＺＦＰ６ 和

ＡｔＺＦＰ７ 均是脱落酸响应的负调控因子ꎬ拟南芥中过

表达 ＡｔＺＦＰ３ 导致种子对脱落酸的敏感性降低ꎬ而
ｚｆｐ３ / ｚｆｐ４ 双突变体对脱落酸的敏感性增强[４６]ꎮ 拟南

芥 ＡｔＺＦＰ３ 通 过 调 控 脱 落 酸 信 号 途 径 中 的

ＲＥＳＰＯＮＳＩＶＥ ＴＯ ＡＢＳＣＩＳＩＣ ＡＣＩＤ１８ ( ＲＡＢ１８ ) 和

４４
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ＡＢＳＣＩＳＩＣ ＡＣＩＤ－ＩＮＳＥＮＳＩＴＩＶＥ４(ＡＢＩ４)等基因的表达

来负调控脱落酸信号途径ꎬ进而调控拟南芥种子萌

发ꎬ影 响 其 营 养 和 生 殖 生 长ꎮ 马 铃 薯 ( Ｓｏｌａｎｕｍ
ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌｉｎｎ.) ＳｔＺＦＰ１ 受脱落酸诱导表达ꎬ在拟南

芥 ｒｄ２９Ａ 启动子的驱动下ꎬＳｔＺＦＰ１ 在转基因烟草中

的异位表达提高了烟草对盐和干旱胁迫的耐受性ꎬ表
明 ＳｔＺＦＰ１ 可能通过脱落酸依赖性途径参与调控马铃

薯对盐和干旱胁迫的反应[１９]ꎮ 茉莉酸甲酯作为一种

新型的植物生长调节剂ꎬ与植物的抗逆性密切相关ꎬ
可以通过保护植物的光合系统、提高抗氧化酶活性和

提高渗透调节物质含量等方式缓解植物受到的逆境

伤害[４７－５１]ꎮ 水稻 ＯｓＷＲＫＹ７６ 和 ＯｓｂＨＬＨ１４８ 直接与

ＯｓＤＲＥＢ１Ｅ 启动子结合ꎬ激活 ＯｓＤＲＥＢ１Ｅ 的表达以响

应干旱胁迫ꎬＯｓＨＬＨ１４８ 介导的茉莉酸信号途径正调

控水稻的耐旱性[５２]ꎮ 苹果(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ Ｍｉｌｌ.)中
Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白转录因子基因 ＭｄＺＡＴ１０ 受茉莉酸

甲酯诱导表达ꎬ调控苹果叶片对干旱胁迫的响应ꎬ同
时加速茉莉酸诱导的叶片衰老过程[５３－５４]ꎮ 本研究

中ꎬ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１脱落酸和 ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１茉莉酸甲

酯处理可诱导薄荷幼叶和不定根中 ＭｃＺＦＰ１ 的表达ꎬ
推测 ＭｃＺＦＰ１ 可能通过介导脱落酸信号和茉莉酸信

号调控薄荷对盐和干旱等非生物胁迫的应答ꎮ
综上所述ꎬ本研究成功克隆了薄荷 ＭｃＺＦＰ１ꎬ并

对其进行了生物信息学分析ꎮ ＭｃＺＦＰ１ 定位于细胞

核但不具备转录自激活活性ꎬ该基因在薄荷植物体内

的组织中广泛表达ꎬ在根状茎和不定根中的表达水平

较高ꎬ受盐和干旱胁迫诱导表达显著ꎬ并响应脱落酸

信号和茉莉酸信号ꎮ 此外ꎬ筛选并获得了 ＭｃＺＦＰ１ 转

基因拟南芥 Ｔ０ 代阳性苗及其种子ꎬ这将有助于进一

步深入研究 ＭｃＺＦＰ１ 的功能ꎮ 本研究结果为薄荷

ＭｃＺＦＰ１ 的后续功能验证以及培育优质的耐盐、耐旱

薄荷品种提供了基础ꎮ
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１ꎬ ｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｐｈｏｔｏｍｏｒｐｈｏｇｅｎｉｃ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ [ Ｊ] .
Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０００ꎬ ４２(２): ２７９－２９０.

[４３] 　 ＹＡＮＧ Ｘꎬ ＳＵＮ Ｃꎬ ＨＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＲＩＮＧ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ａｎｋｙｒｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｄｅｓｅｒｔｏｒｕｍ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２００８ꎬ ３３(１): １０３－１１２.

[４４] 　 ＪＩＡＮＧ Ｙꎬ ＬＩＵ Ｌꎬ ＰＡＮ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｃ２Ｈ２ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ
ｉｎ ｇｉｎｓｅｎｇꎬ Ｐａｎａｘ ｇｉｎｓｅｎｇ Ｍｅｙｅｒ[ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０２２ꎬ
１２(１): １０１６５.

[４５] 　 ＤＥＲＫＳＥＮ Ｈꎬ ＲＡＭＰＩＴＳＣＨ Ｃꎬ ＤＡＡＹＦ Ｆ. Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃｒｏｓｓ￣ｔａｌｋ ｉｎ
ｐｌａｎｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１３ꎬ ２０７: ７９－８７.

[４６] 　 ＪＯＳＥＰＨ Ｍ Ｐꎬ ＰＡＰＤＩ Ｃꎬ ＫＯＺＭＡ￣ＢＯＧＮÁＲ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＺＩＮＣ ＦＩＮＧＥＲ ＰＲＯＴＥＩＮ３ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｓ ｗｉｔｈ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ
ａｎｄ ｌｉｇｈｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[ Ｊ] .
Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ １６５(３): １２０３－１２２０.

[４７] 　 ＺＨＡＮＧ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｑꎬ ＺＨＡＩ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｒｅｖｅａｌｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｔｏ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ [ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ
２０１７ꎬ ７: ４０８１９.

[４８] 　 ＦＡＴＭＡ Ｍꎬ ＩＱＢＡＬ Ｎꎬ ＳＥＨＡＲ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ ｐｒｏｔｅｃｔｓ
ｔｈｅ ＰＳ Ⅱ ｓｙｓｔｅｍ ｂｙ ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ Ｄ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ａｃｃｅｌｅｒａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ ｉｎ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ
ｗｈｅａｔ ｐｌａｎｔｓ[Ｊ] . Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓꎬ ２０２１ꎬ １０(８): １２１６.

(下转第 ５８ 页　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｏｎ ｐａｇｅ ５８)

６４
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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
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＢＩ３ꎬ ＡＢＩ４ꎬ ａｎｄ ＡＢＩ５ ｄｕｒｉｎｇ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｅａｒｌｙ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[ Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０１４ꎬ ８０
(４): ６５４－６６８.

[３９] 　 ＭＩＴＴＡＬ Ａꎬ ＧＡＭＰＡＬＡ Ｓ Ｓ Ｌꎬ ＲＩＴＣＨＩＥ Ｇ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ＡＢＡ￣Ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ３ ( ＡＢＩ３) / Ｖｉｖｉｐａｒｏｕｓ１ ａｎｄ ＡｔＡＢＩ５ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０１４ꎬ １２(５): ５７８－５８９.

[４０] 　 ＬＩＮ Ｚꎬ ＬＩ Ｙꎬ ＷＡＮＧ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ＳｎＲＫ２ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [ Ｊ ] . Ｎａｔｕｒｅ
Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ２０２１ꎬ １２(１): ２４５６.

[４１] 　 ＮＡＫＡＳＨＩＭＡ Ｋꎬ ＦＵＪＩＴＡ Ｙꎬ ＫＡＮＡＭＯＲＩ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｒｅｅ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＳｎＲＫ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬ ＳＲＫ２Ｄ / ＳｎＲＫ２. ２ꎬ ＳＲＫ２Ｅ /
ＳｎＲＫ２.６ / ＯＳＴ１ ａｎｄ ＳＲＫ２Ｉ / ＳｎＲＫ２.３ꎬ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＡＢＡ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ａｒｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｏｒｍａｎｃｙ[Ｊ] .
Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ５０(７): １３４５－１３６３.

[４２] 　 ＹＡＮＧ Ｘꎬ ＧＡＶＹＡ Ｓ Ｌꎬ ＺＨＯＵ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｓｔｏｍａｔａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇ ａ ＳｎＲＫ２ ｋｉｎａｓｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｃｏｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｓｔｅｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ＳＰＥＥＣＨＬＥＳＳ [ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅ
Ａｄｖａｎｃｅｓꎬ ２０２２ꎬ ８(４０): ｅａｄｄ２０６３.

[４３] 　 ＪＩＡ Ｍꎬ ＬＩ Ｘꎬ ＷＡＮＧ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. ＳｎＲＫ２ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ⅰ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｂｙ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｎｇ ＨＢ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ＡＣＯ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｐｐｌｅ[ Ｊ] . Ｎｅｗ
Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２０２２ꎬ ２３４(４): １２６２－１２７７.

[４４] 　 ＷＡＮＧ Ｐꎬ ＸＵＥ Ｌꎬ ＢＡＴＥＬＬＩ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ＳｎＲＫ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ａｎｄ
ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ｏｆ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ａｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ
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