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摘要: 以薄荷(Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.)ｃＤＮＡ 为模版ꎬ克隆获得 １ 个 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子基因ꎬ对该基因的组织表达

特性以及对转基因烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)叶片腺毛发育的影响效应进行分析ꎬ并对该基因编码的氨基酸序

列的特性及其与其他植物的同源性和亲缘关系以及亚细胞定位和转录激活活性进行研究ꎮ 结果显示:该基因被命

名为 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ꎬ其编码区(ＣＤＳ)全长 ２ ２２６ ｂｐꎬ编码 ７４１ 个氨基酸残基ꎻ该基因编码的氨基酸序列的理论相对分

子质量为８１ ３７５.６７ꎬ理论等电点为 ｐＩ ５.９２ꎮ ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因编码的氨基酸序列与其他植物 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子的氨

基酸序列具有一定的序列相似性ꎬ且均具有保守的 Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ、ｂＺｉｐ ｍｏｔｉｆ、ＳＴＡＲＴ ｄｏｍａｉｎ 和 ＳＡＤ ｄｏｍａｉｎꎬ其与同

科植物一串红(Ｓａｌｖｉａ ｓｐｌｅｎｄｅｎｓ Ｋｅｒ￣Ｇａｗｌ.)的 ＳｓＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子的序列相似度最高(８２. ５７％)ꎮ 在系统树上ꎬ
ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子与其他植物的多个腺毛发育相关的 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子聚为一支ꎬ同属于 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族ꎬ其
与黄花蒿(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ Ｌｉｎｎ.)的 ＡａＨＤ７ 转录因子的亲缘关系最近ꎮ ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子定位于细胞核中ꎬ为
核定位蛋白ꎬ且具有转录激活活性ꎮ ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因的相对表达量在薄荷不同组织中差异显著ꎬ其在幼叶和老叶

中较高ꎬ但在根和茎中较低ꎻＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转基因烟草叶片的腺毛密度明显高于野生型烟草ꎮ 研究结果表明:ＭｃＨＤ－
Ｚｉｐ３ 基因主要在薄荷叶片中表达ꎬＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子属于 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族ꎬ对薄荷腺毛发育具有调控功能ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔａｋｉｎｇ ｃＤＮＡ ｏｆ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ. ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅꎬ ａ ＨＤ￣Ｚｉｐ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ ｗａｓ
ｃｌｏｎｅｄꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｇｌａｎｄｕｌａｒ ｔｒｉｃｈｏｍｅｓ ｏｎ ｌｅａｆ
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ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓꎬ ａｎｄ
ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ
ｉｓ ｎａｍｅｄ ａｓ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (ＣＤＳ) ｉｓ ２ ２２６ ｂｐꎬ ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｓ ７４１
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎻ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ
ｉｓ ８１ ３７５.６７ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｉｓ ｐＩ ５.９２. Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｓｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｉｎ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＨＤ￣Ｚｉｐ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ
ｐｌａｎｔｓꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅｍ ｐｏｓｓｅｓｓ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎꎬ ｂＺｉｐ ｍｏｔｉｆꎬ ＳＴＡＲＴ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ＳＡＤ ｄｏｍａｉｎꎬ
ａｎｄ ｉｔｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｗｉｔｈ ＳｓＨＤ￣Ｚｉｐ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｓｐｌｅｎｄｅｎｓ Ｋｅｒ￣Ｇａｗｌ. ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ
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ｆａｍｉｌｙ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ (８２.５７％). Ｏｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅꎬ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ｍａｎｙ ＨＤ￣Ｚｉｐ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｇｌａｎｄｕｌａｒ ｔｒｉｃｈｏｍｅｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ ａｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ
ｏｎｅ ｂｒａｎｃｈꎬ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅｍ ｂｅｌｏｎｇ ｔｏ ＨＤ￣Ｚｉｐ Ⅳ ｓｕｂｆａｍｉｌｙꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ＡａＨＤ７
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ Ｌｉｎｎ. ｉｓ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ. ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｉｓ ａ ｎｕｃｌｅａｒ
ｌｏｃａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓꎬ ａｎｄ ｂｅｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｇｅｎｅ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｍ. ｃａｎａｄｅｎｓｉｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｉｎ ｙｏｕｎｇ ｌｅａｆ ａｎｄ ｏｌｄ ｌｅａｆꎬ ｂｕｔ ｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗ ｉｎ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｓｔｅｍꎻ ｔｈｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｇｌａｎｄｕｌａｒ
ｔｒｉｃｈｏｍｅｓ ｏｎ ｌｅａｆ ｏｆ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｎ. ｔａｂａｃｕｍ ｉｓ ｅｖｉｄｅｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ Ｎ.
ｔａｂａｃｕｍ. Ｉｔ ｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｇｅｎｅ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｌｅａｆ ｏｆ Ｍ. ｃａｎａｄｅｎｓｉｓꎬ ａｎｄ ＭｃＨＤ￣
Ｚｉｐ３ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｌｏｎｇｓ ｔｏ ＨＤ￣Ｚｉｐ Ⅳ ｓｕｂｆａｍｉｌｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｏｆ ｇｌａｎｄｕｌａｒ ｔｒｉｃｈｏｍｅｓ ｏｆ Ｍ. ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｇｅｎｅꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎻ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｇｌａｎｄｕｌａｒ ｔｒｉｃｈｏｍｅ

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

(Ｌａｍｉａｃｅａｅ)薄荷属(Ｍｅｎｔｈａ Ｌｉｎｎ.)ꎬ为多年生草本植

物ꎬ其干燥地上部分可入药ꎬ具有疏散风热和清利头

目之效ꎬ可用于治疗风热感冒、口疮和胸胁胀闷

等[１]ꎮ 薄荷精油是薄荷的主要药用成分ꎬ而腺毛是

生成精油的“生物工厂” [２]ꎮ 薄荷腺毛为多细胞结

构ꎬ可分为分泌型腺毛和非分泌型腺毛 ２ 类ꎬ前者包

括头状腺毛和盾状腺毛ꎬ其中盾状腺毛是薄荷精油合

成、分泌和贮存的重要场所[３－４]ꎮ
腺毛的生长和发育受基因调控ꎬ且关于单细胞表

皮毛的起始和发育研究较为深入[５－６]ꎮ 从模式植物

拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕中已鉴

定获得 ７０ 多种与表皮毛相关的突变体ꎬ涉及 ３０ 多个

基因ꎬ其中ꎬ由 ３ 类转录因子构成的复合体 ＭＹＢ －
ｂＨＬＨ－ＷＤ４０ 对单细胞表皮毛的发育具有重要的调

控作用[６]ꎮ 相对于单细胞表皮毛ꎬ研究者对多细胞

表皮毛的发育调控研究尚不全面ꎬ目前报道的调控基

因主要包括 ２ 类:一类是以金鱼草(Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａｊｕｓ
Ｌｉｎｎ.)ＭＹＢ 家族转录因子 ＭＩＸＴＡ 为代表的同源基

因[７－９]ꎻ 另 一 类 为 同 源 异 型 － 亮 氨 酸 拉 链

(Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ￣ｌｅｕｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒꎬＨＤ－Ｚｉｐ)家族转录因子

基因[１０－１２]ꎮ
ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子家族属于 Ｈｏｍｅｏｂｏｘ 蛋白家

族ꎬ是植物中特有的一类转录因子[１３]ꎮ ＨＤ－Ｚｉｐ 转录

因子由 ＤＮＡ－同源结构域和亮氨酸拉链结构组成ꎬ其
中ꎬＤＮＡ－同源结构域由 ６０ 个氨基酸残基组成ꎬ主要

与 ＤＮＡ 特异性结合ꎻ亮氨酸拉链结构由 ３５ ~ ４２ 个氨

基酸残基组成ꎬ主要介导蛋白二聚体的形成[１４－１６]ꎮ
ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子根据其基因结构和进化关系ꎬ可分

为 ４ 个亚家族ꎬ即 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅰ、ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅱ、ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅲ

和 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳꎬ主要参与生物和非生物胁迫响应、细
胞分化、生长发育和形态建成等生物过程[１７]ꎮ 其中

ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族的基因在植物的表皮细胞中特异

表达ꎬ主要参与调控表皮细胞分化、根生长和毛状体

形成等[１８]ꎮ 在 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族中ꎬ有多个转录因

子能够调控植物腺毛的发育ꎬ例如:番茄 ( Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)的 ｗｏｏｌｌｙ 基因可以调控番茄 Ｔｙｐｅ
Ⅰ类型腺毛的起始和发育[１９]ꎻ 黄花蒿 ( Ａｒｔｅｍｉｓｉａ
ａｎｎｕａ Ｌｉｎｎ.)的 ＡａＨＤ１ 基因可以增加黄花蒿腺毛的

密度ꎬ且其 ＡａＭＩＸＴＡ１ 和 ＡａＨＤ８ 基因还能够形成复

合体ꎬ 共 同 调 控 腺 毛 的 发 生 和 发 育[１２ꎬ２０]ꎻ 黄 瓜

(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌｉｎｎ.)的 ＣｓＧＬ３ 基因对瓜体多细胞

腺毛的发育有重要的调节作用[２１]ꎮ
作为合成精油的重要场所ꎬ腺毛的发育对薄荷精

油的合成和积累具有重要作用ꎮ 为探索 ＨＤ－Ｚｉｐ 转

录因子在薄荷腺毛发育过程中的功能ꎬ进一步解析其

腺毛发育的分子机制ꎬ作者依据前期对薄荷转录组的

测序结果[２２]ꎬ从薄荷中克隆获得 １ 个 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚

家族转录因子基因ꎬ对其序列特性、组织表达特性、亚
细胞定位和转录激活活性进行分析ꎬ并通过该基因在

烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)中的过表达ꎬ分析其对

烟草腺毛发育的影响ꎬ以期为薄荷腺毛发育调控的分

子机制研究奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试薄荷品种‘６８－７’由上海日用化学工业研究

所选育ꎬ保存于江苏省中国科学院植物研究所薄荷种

质资源圃中ꎮ 于 ２０１８ 年 ４ 月ꎬ分别选取薄荷植株上

２
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生长状态良好的幼叶、老叶、茎和根ꎬ每 ３ 株的各组织

样品分别混合均匀ꎬ共取样 ３ 组ꎬ记为 ３ 个生物学重

复ꎮ 供试样品经液氮速冻后置于－８０ ℃条件下保存、
备用ꎮ

供试烟草品种 ‘ Ｋ３２６’ 和本氏烟草 (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ)种子由作者所在实验室保存ꎬ烟
草种子经体积分数 ７５％乙醇表面消毒 １ ｍｉｎ 后置于

ＭＳ 培养基上萌发ꎬ长至苗高 ８ ｃｍ 左右时ꎬ用于遗传

转化ꎻ本氏烟草种子直接播种于营养土中ꎬ生长 １ 个

月后用于侵染实验ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 第 １ 链的合成　 称取薄

荷不同组织样品各 １ ｇꎬ 置于液氮中研磨ꎬ 采用

ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂〔宝日医生物技术(北京)有限公

司〕提取总 ＲＮＡꎬ并采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ １０００ 微量紫外分

光光度计(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)检测总 ＲＮＡ
的质量和浓度ꎮ 取 １ μｇ 总 ＲＮＡꎬ 用 ＲＴ６ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒(北京擎科新业生物技术有限公

司)进行反转录ꎬ获得 ｃＤＮＡꎬ具体的操作过程详见试

剂盒使用说明书ꎮ
１.２.２ 　 基因克隆 　 根据前期对薄荷转录组测序结

果[２２]ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计引物(表 １)ꎬ并以

上述薄荷 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增体系总

体积 ２５.０ μＬꎬ包含金牌 Ｍｉｘ ２２.０ μＬ、模板 ｃＤＮＡ １.０
μＬ、１０ μｍｏｌＬ－１上游和下游引物各 １.０ μＬꎮ 扩增程

序为:９８ °Ｃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 ３０ ｓ、５５ ℃退火

３０ ｓ、７２ ℃延伸 ３５ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ最后于 ７２ ℃延伸

５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物用质量体积分数 １％琼脂糖凝胶进

行电泳分离ꎬ切取目标条带ꎬ用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒

(北京擎科新业生物技术有限公司)纯化回收ꎻ连接

至 ｐＣｌｏｎｅ００７ Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ Ｖｅｃｔｏｒ 载体(北京擎科新业

生物技术有限公司)ꎬ转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态

细胞中ꎬ挑取阳性克隆ꎬ交由北京擎科新业生物技术

有限公司测序验证ꎮ
１.２.３　 生物信息学分析　 使用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件对克隆获

得的 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因序列进行蛋白质编码区预测和

氨基酸翻译ꎻ使用 ＥｘＰＡＳｙ 网站( ｈｔｔｐ:∥ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｃｇｉ－ｂｉｎ / ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ / ｐｉ＿ｔｏｏｌ)预测该基因编码的

氨基酸序列的理论相对分子质量和理论等电点ꎻ使用

ＮＣＢＩ 网站 ＢＬＡＳＴ 程序 ( ｈｔｔｐ:∥ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ.)对该基因的核苷酸序列及其编码的氨

基酸序列进行比对搜索ꎻ使用 ＳＭＡＲＴ 网站(ｈｔｔｐ:∥

ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )预测该基因编码的氨基酸

序列的结构域ꎻ使用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 软件对 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转

录因子与其他植物的 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子进行多重比

对ꎻ基于 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子和其他植物的 ＨＤ－Ｚｉｐ
Ⅳ亚家族转录因子的氨基酸序列ꎬ使用 ＭＥＧＡ ４.０ 软

件ꎬ采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ(ＮＪ)法构建系统树ꎮ
１.２.４　 实时荧光定量 ＰＣＲ　 根据 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因序

列设计用于实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ－ＰＣＲ)的引物ꎬ
以薄荷肌动蛋白基因 ＭｃＡｃｔｉｎ 为内参基因[２２] 设计用

于 ｑＲＴ－ＰＣＲ 的引物(表 １)ꎬ以薄荷各组织 ｃＤＮＡ 为

模板进行 ｑＲＴ －ＰＣＲ 分析ꎮ 反应体系总体积 ２０. ０
μＬꎬ包含 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ １０.０ μＬ、ｃＤＮＡ
模板 ２. ０ μＬ、１０ μｍｏｌＬ－１ 上游和下游引物各 ０. ４
μＬ、去离子水 ７.２ μＬꎮ 使用 ｑＴＯＷＥＲ ２.２ 荧光定量

ＰＣＲ 仪(德国 Ａｎａｌｙｔｉｋ Ｊｅｎａ 公司)进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 反

应ꎬ扩增程序为:９８ ℃预变性 １ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 ５ ｓ、
６０ ℃退火 １０ ｓ、７２ ℃延伸 １５ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎻ７２ ℃采

集荧光信号ꎮ 使用 ２－ΔΔＣＴ法[２３] 计算基因的相对表达

量ꎬ设 ３ 个生物学重复ꎮ
１.２.５ 　 亚细胞定位 　 根据植物表达载体 ｐ３５ＳＧＫ－
ＧＦＰ 以及 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因序列设计引物(表 １)ꎬ使
用同源重组试剂盒 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ ＳｏＳｏｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ(北京擎

科新业生物技术有限公司)ꎬ并采用同源重组的方

法[２４]将 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因的编码序列与绿色荧光蛋

白(ＧＦＰ)的编码序列融合ꎬ构建用于亚细胞定位的重

组载体 ｐ３５ＳＧＫ－ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３－ＧＦＰ(其中 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３
基因不包含终止密码子)ꎻ将重组载体和对照载体

ｐ３５ＳＧＫ－ＧＦＰ 分别转化农杆菌 ＥＨＡ１０５ 感受态细胞ꎬ
之后挑取单克隆在 ＹＥＢ 液体培养基中培养至 ＯＤ６００

达到约 ０.６ꎻ收集菌体重悬后分别侵染本氏烟草叶片ꎬ
培养 ２ ｄ 后ꎬ使用 ＬＳＭ７１０ 型激光共聚焦显微镜(德
国 Ｚｅｉｓｓ 公司)观察本氏烟草叶片中的荧光信号并拍

照记录ꎮ
１.２.６　 转录激活检测 　 使用酵母细胞分析 ＭｃＨＤ－
Ｚｉｐ３ 转录因子的转录激活活性ꎬ根据 ＤＮＡ－ＢＤ 载体

ｐＧＢＫＴ７ 和 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因序列设计引物(表 １)ꎬ使
用同源重组试剂盒 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ ＳｏＳｏｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ(北京擎

科新业生物技术有限公司)构建重组载体 ｐＧＢＫＴ７－
ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ꎮ 用重组载体和空载体 ｐＧＢＫＴ７(对照)
分别转化酵母 ＡＨ１０９ 感受态细胞ꎬ并在 ＳＤ / －Ｔｒｐ 培

养基上进行筛选ꎬ之后分别在 ＳＤ / －Ｔｒｐ 和 ＳＤ / －Ｔｒｐ / －
Ｈｉｓ / －Ａｄｅ(＋３ＡＴ)培养基上培养ꎬ４ ｄ 后观察其生长

３
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表 １　 用于薄荷 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因克隆和功能研究的引物及其序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.

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

ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３－Ｆ ＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＴＴＧＧＡＧＡＧＡＴＧＧ 基因克隆 Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ
ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３－Ｒ ＴＣＡＧＴＴＧＣＡＴＴＧＡＡＧＣＣＣＡＧ

ｑＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３－Ｆ ＣＣＡＣＣＴＧＧＣＡＴＣＧＴＣＴＴ 实时荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
ｑＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３－Ｒ ＧＣＴＧＣＴＣＴＧＧＣＴＣＡＣＡＴ

ｑＭｃＡｃｔｉｎ－Ｆ ＣＣＡＧＧＡＡＴＴＧＣＴＧＡＴＡＧＧＡＴＧＡＧ 实时荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
ｑＭｃＡｃｔｉｎ－Ｒ ＧＣＧＣＣＡＣＣＡＣＣＴＴＡＡＴＣＴＴＣ

ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３－ＳＬ－Ｆ ＴＧＧＡＧＡＧＧＡＣＡＧＧＧＴＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＴＴＧＧＡＧＡＧＡＴＧＧ 亚细胞定位 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３－ＳＬ－Ｒ ＣＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＣＣＧＴＴＧＣＡＴＴＧＡＡＧＣＣＣＡＧＣＴ

ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３－ＴＡ－Ｆ ＧＡＧＧＡＧＧＡＣＣＴＧＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＴＴＧＧＡＧＡＧＡＴＧＧ 转录激活检测 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３－ＴＡ－Ｒ ＡＣＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧＴＴＧＣＡＴＴＧＡＡＧＣＣＣＡＧ

ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３－ＯＥ－Ｆ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＴＴＧＧＡＧＡＧＡＴＧＧ
ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３－ＯＥ－Ｒ ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＣＡＧＴＴＧＣＡＴＴＧＡＡＧＣＣＣＡＧ

烟草细胞的遗传转化 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ ｃｅｌｌ

　 １)下划线字母表示同源臂碱基ꎬ斜体字母表示酶切位点 Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｂａｓｅｓ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｒｍꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｔａｌｉｃ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｔｈｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ.

状况ꎮ 采用含有 β－半乳糖苷酶的菌落印迹法[２５] 进

行 ＬａｃＺ 活性检测ꎬ有转录激活作用的酵母菌株会激

活 ＬａｃＺ 基因并产生 β－半乳糖苷酶ꎬ分解 Ｘ－Ｇａｌ 产生

５－溴－４－氯靛蓝ꎬ酵母细胞被染为蓝色ꎮ
１.２.７　 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因过表达烟草　 根据植物表达

载体 ｐ３５ＳＧＫ 和 ＭｃＨＤ － Ｚｉｐ３ 基因序列设计引物

(表 １)ꎬ利用双酶切(选择 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ)的方法

将 ＭｃＨＤ － Ｚｉｐ３ 基因编码序列插入植物表达载体

ｐ３５ＳＧＫ 中ꎬ构建用于遗传转化的重组载体 ｐ３５ＳＧＫ－
ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ꎮ 将重组载体转化农杆菌 ＥＨＡ１０５ 感受

态细胞ꎬ之后挑取单克隆在 ＹＥＢ 液体培养基中培养

至 ＯＤ６００达到约 ０.６ꎬ收集菌体后用 ＭＳ 盐溶液重悬ꎬ
用叶盘转化法[２６] 转化烟草叶片ꎮ 利用抗生素、ＧＵＳ
染色和分子检测筛选阳性植株移栽至花盆中ꎬ待烟草

植株开花结实后收集种子ꎬ与野生型烟草同时播种ꎬ
观察植株生长过程中叶片表面腺毛的变化ꎻ待烟草幼

苗长至 ４ 枚叶片时ꎬ用质量体积分数 １％盐基品蓝染

料对 叶 片 表 皮 腺 毛 进 行 染 色ꎬ 然 后 置 于 Ｎｉｋｏｎ
ＥＣＬＩＰＳＥ５０ｉ 显 微 镜 ( 日 本 Ｎｉｋｏｎ 公 司) 和 Ｎｉｋｏｎ
ＳＭＺ１０００ 体视显微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ 公司)下观察烟草

叶片腺毛发育状况ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因的克隆和生物信息学分析

对 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果见图 １ꎬ该

基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列见图 ２ꎮ
分析结果显示:以薄荷 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ
获得 １ 条长度约 ２ ２００ ｂｐ 的条带(图 １)ꎬ经过测序验

证和分析ꎬ将该基因命名为 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ꎮ 该基因编

码区(ＣＤＳ)全长 ２ ２２６ ｂｐꎬ其编码的氨基酸序列有

７４１ 个氨基酸残基(图 ２)ꎮ 另外ꎬ该基因编码的氨基

酸序列的理论相对分子质量为 ８１ ３７５.６７ꎬ理论等电

点为 ｐＩ ５.９２ꎮ
将 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因编码的氨基酸序列在 ＮＣＢＩ

网站上用 ＢＬＡＳＴ 程序进行序列比对ꎬ获得其同源基

Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３.

图 １　 薄荷 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果
Ｆｉｇ. １ 　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｍｅｎｔｈａ
ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.

４
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∗: 终止密码子 Ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ.

图 ２　 薄荷 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

因序列ꎬ并进行多重序列比对ꎬ结果见图 ３ꎮ 结果显

示: ＭｃＨＤ －Ｚｉｐ３ 基因编码的氨基酸序列与一串红

( Ｓａｌｖｉａ ｓｐｌｅｎｄｅｎｓ Ｋｅｒ￣Ｇａｗｌ.) 的 ＳｓＨＤ － Ｚｉｐ 基 因

(ＴＥＹ８６２３０. １ )、 芝 麻 ( Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.) 的

ＳｉＡＮＬ２ 基因(ＸＰ＿０１１０７６２０８.１)、猴面花(Ｅｒｙｔｈｒａｎｔｈｅ
ｇｕｔｔａｔａ Ｆｉｓｃｈ. ｅｘ ＤＣ.) 的 ＥｇＡＮＬ２ 基 因 ( ＸＰ ＿
０１２８５２２３８.１)、渐狭叶烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ａｔｔｅｎｕａｔａ Ｔｏｒｒｅｙ
ｅｘ Ｓ. Ｗａｔｓｏｎ)的 ＮａＡＮＬ２－ｌｉｋｅ 基因(ＸＰ＿０１９２５１８１６.１)
和小粒咖啡(Ｃｏｆｆｅａ ａｒａｂｉｃａ Ｌｉｎｎ.)的 ＣａＡＮＬ２－ｌｉｋｅ 基

因(ＸＰ＿０２７１１０３６４.１)编码的氨基酸序列具有一定的

序列相似性ꎬ且 ＭｃＨＤ － Ｚｉｐ３ 转录因子与一串红

ＳｓＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子的序列相似度最高ꎬ为 ８２.５７％ꎮ
这些基因所编码的 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子的氨基酸序列

都具 有 保 守 的 Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ、 ｂＺｉｐ ｍｏｔｉｆ、 ＳＴＡＲＴ
ｄｏｍａｉｎ 和 ＳＡＤ ｄｏｍａｉｎꎬ均为 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族转录因

子共有的结构域和基序ꎬＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子与其

他植物 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子的结构域序列较为保守ꎬ表
明他们可能具有类似的功能ꎮ

５
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Ｍｃ: 薄荷 Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｓｓ: 一串红 Ｓａｌｖｉａ ｓｐｌｅｎｄｅｎｓ Ｋｅｒ￣Ｇａｗｌ.ꎻ Ｓｉ: 芝麻 Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｅｇ: 猴面花 Ｅｒｙｔｈｒａｎｔｈｅ ｇｕｔｔａｔａ Ｆｉｓｃｈ. ｅｘ
ＤＣ.ꎻ Ｎａ: 渐狭叶烟草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ａｔｔｅｎｕａｔａ Ｔｏｒｒｅｙ ｅｘ Ｓ. Ｗａｔｓｏｎꎻ Ｃａ: 小粒咖啡 Ｃｏｆｆｅａ ａｒａｂｉｃａ Ｌｉｎｎ.

图 ３　 薄荷 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因编码的氨基酸序列与其他植物 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子氨基酸序列的多重比对结果
Ｆｉｇ. ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ. ｗｉｔｈ

ｔｈａｔ ｏｆ ＨＤ￣Ｚｉｐ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

　 　 对 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因编码的氨基酸序列与其他植

物的腺毛发育相关 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子的氨基酸序列

进行系统发育分析ꎮ 结果(图 ４)表明:ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基

因 编 码 的 氨 基 酸 序 列 与 黄 花 蒿 的 ＡａＨＤ１[１２]

(ＫＵ７４４５９９ )、 ＡａＨＤ７[１２] ( ＫＵ７４４６００ ) 和 ＡａＨＤ８[２０]

(ＫＸ４６５１３５)ꎬ以及番茄 Ｓｌｗｏｏｌｌｙ[２７](ＪＦ５１８７８０)、黄瓜

ＣｓＧＬ３[２１]( ＸＰ ＿００４１３４９７１. １) 和甜瓜 ( Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ
Ｌｉｎｎ.)ＣｍＧＬ[１１](ＸＰ＿００８４３９９６８.１)等与植物腺毛发

６
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Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ａａ: 黄花蒿 Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｓｌ: 番茄 Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｃｓ: 黄瓜 Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｃｍ: 甜
瓜 Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｍｃ: 薄荷 Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.

图 ４　 薄荷 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因编码的氨基酸序列与其他植物 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子氨基酸序列的系统树
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ

ｔｈａｔ ｏｆ ＨＤ￣Ｚｉｐ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

育相关的 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子聚为同一支ꎬ均属于 ＨＤ－
Ｚｉｐ Ⅳ亚家族ꎬ其中 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子与黄花蒿

ＡａＨＤ７ 转录因子的亲缘关系最近ꎮ
２.２　 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因的组织表达特性

薄荷不同组织中 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因的相对表达量

见图 ５ꎮ 结果显示:老叶中ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因的相对表

达量最高ꎬ根中该基因的相对表达量最低ꎬ且幼叶和

老叶中 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因的相对表达量显著高于茎和

根ꎬ而该基因在茎中的相对表达量也显著高于根ꎮ

２.３　 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子的亚细胞定位和转录激

活活性

２.３.１　 亚细胞定位　 亚细胞定位结果(图 ６)显示:在
转化对照载体(３５Ｓ:ＧＦＰ)的表皮细胞中ꎬ整个细胞中

均能观察到荧光信号ꎻ而在转化重组载体 ( ３５Ｓ:
ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３－ＧＦＰ)的表皮细胞中ꎬ仅在细胞核中观察

到荧光信号ꎬ表明 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子定位于细胞

核中ꎬ为核定位蛋白ꎬ这与该类转录因子在细胞核中

行使调控功能相一致ꎮ

７
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　 　 　 　 组织　 Ｔｉｓｓｕｅ

不同的小写字母表示在 ０. ０５ 水平上差异显著 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.

图 ５　 薄荷不同组织中 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因的相对表达量比较
Ｆｉｇ. ５ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｇｅｎｅ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.

Ａ: 转化对照载体 ( ３５Ｓ: ＧＦＰ ) 的表皮细胞 Ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｖｅｃｔｏｒ (３５Ｓ:ＧＦＰ)ꎻ Ｂ: 转化重组载体(３５Ｓ:ＭｃＨＤ－
Ｚｉｐ３－ＧＦＰ)的表皮细胞 Ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｖｅｃｔｏｒ (３５Ｓ:ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３￣ＧＦＰ). １: 绿色荧光视野 Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｆｉｅｌｄꎻ ２: 明视野 Ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄꎻ ３: 重合视野 Ｍｅｒｇｅｄ ｆｉｅｌｄ.

图 ６　 薄荷 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子在本氏烟草表皮细胞中的亚细胞定
位结果
Ｆｉｇ. ６ 　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ｏｆ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ. ｉｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ

２.３.２　 转录激活活性 　 利用酵母系统检测 ＭｃＨＤ－
Ｚｉｐ３ 转录因子的转录激活活性ꎬ结果见图 ７ꎮ 结果显

示:转化重组载体 ｐＧＢＫＴ７－ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 的酵母细胞

能在 ＳＤ / －Ｔｒｐ 一缺培养基和 ＳＤ / －Ｔｒｐ / －Ｈｉｓ / －Ａｄｅ 三

缺培养基上生长ꎬ均能使酵母细胞呈现出蓝色ꎻ而转

化空载体 ｐＧＢＫＴ７(对照)的酵母细胞只能在ＳＤ / －Ｔｒｐ
一缺培养基上生长ꎬ不能使酵母细胞呈现蓝色ꎬ表明

ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子具有转录激活活性ꎮ

Ａ: 酵母细胞生长情况 Ｇｒｏｗｉｎｇ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｃｅｌｌｓꎻ Ｂ: ＬａｃＺ 活性检测 Ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＬａｃＺ. １: ＳＤ / －Ｔｒｐ 培养基 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ ＳＤ / ￣Ｔｒｐꎻ ２:
ＳＤ / －Ｔｒｐ / －Ｈｉｓ / －Ａｄｅ 培养基 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ. 培
养皿左半边和右半边分别为转化空载体 ｐＧＢＫＴ７(对照)和重组载体
ｐＧＢＫＴ７－ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 的酵母细胞 Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｈａｌｆ ａｎｄ ｒｉｇｈｔ ｈａｌｆ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｄｉｓｈ ａｒｅ ｙｅａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｔｈｅ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｐＧＢＫＴ７ ( ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ)
ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒ ｐＧＢＫＴ７￣ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ７　 薄荷 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子的转录激活活性分析结果
Ｆｉｇ. ７ 　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.

２.４　 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转基因烟草的腺毛发育状况

野生型烟草与 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转基因烟草的叶片腺

毛发育状况比较结果见图 ８ꎮ 结果显示:与野生型烟

１ꎬ３: 野生型植株的叶片 Ｌｅａｆ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌꎻ ２ꎬ４: ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３
转基因植株的叶片 Ｌｅａｆ ｏｆ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ.

图 ８　 野生型烟草与 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转基因烟草的叶片腺毛发育状况
比较
Ｆｉｇ. ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｇｌａｎｄｕｌａｒ ｔｒｉｃｈｏｍｅｓ ｏｎ ｌｅａｆ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ ＭｃＨＤ￣Ｚｉｐ３
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｎ. ｔａｂａｃｕｍ

８
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草相比ꎬＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转基因烟草叶片的腺毛密度明

显增加ꎬ说明 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因能够在烟草叶片表皮

细胞中过表达ꎬ具有促进烟草腺毛发育的功能ꎮ

３　 讨论和结论

ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子是植物中特有的一类转录因

子ꎬ不同亚家族的保守结构域有所不同ꎬ其中 ＨＤ－Ｚｉｐ
Ⅰ亚家族含有保守的 Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ 和 ｂＺｉｐ ｍｏｔｉｆ[２８]ꎻ
ＨＤ－ Ｚｉｐ Ⅱ亚家族除含有保守的 Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ 和

ｂＺｉｐ ｍｏｔｉｆ 外ꎬ其 Ｃ 端还含有 １ 个 ＣＰＳＣＥ ｍｏｔｉｆ[２９]ꎻ
ＨＤ－ Ｚｉｐ Ⅲ 亚家族含有 Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ、 ｂＺｉｐ ｍｏｔｉｆ、
ＳＴＡＲＴ ｄｏｍａｉｎ、 ＳＡＤ ｄｏｍａｉｎ 以及 Ｃ 端的 ＭＥＫＨＬＡ
ｍｏｔｉｆ[３０]ꎻＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族与 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅲ亚家族类

似ꎬ但其 Ｃ 端缺少 ＭＥＫＨＬＡ ｍｏｔｉｆ[３１]ꎮ 作者从薄荷中

克隆获得 １ 个 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子编码基因 ＭｃＨＤ－
Ｚｉｐ３ꎬ该基因编码的氨基酸序列含有 Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ、
ｂＺｉｐ ｍｏｔｉｆ、ＳＴＡＲＴ ｄｏｍａｉｎ 和 ＳＡＤ ｄｏｍａｉｎꎬ符合 ＨＤ－
Ｚｉｐ Ⅳ亚家族的特征ꎬ其中ꎬＨｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ 参与 ＤＮＡ
的结合ꎬ而 ｂＺｉｐ ｍｏｔｉｆ 参与蛋白质二聚体的形成[１７]ꎮ
研究表明:ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子具有转录激活活性ꎬ
但 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族行使转录激活功能的结构域仍

存在争议ꎮ 相关研究表明:在玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌｉｎｎ.)
的 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族转录因子 ＯＣＬ１ 中ꎬ其 ＳＴＡＲＴ
ｄｏｍａｉｎ Ｎ 端的 ８５ 个氨基酸是其转录激活活性的关键

位点ꎬ但是完整的 ＳＴＡＲＴ ｄｏｍａｉｎ 却不具有转录激活

活性[３２]ꎮ 因此ꎬＳＴＡＲＴ ｄｏｍａｉｎ 可能同时具有转录激

活和抑制激活的功能ꎬ而 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族转录因子

的转录激活活性可能是多个结构域共同作用的结果ꎮ
ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族基因可在植物表皮细胞中表

达ꎬ对表皮细胞的分化有重要的调控作用ꎮ 本研究结

果表明:ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因在薄荷的嫩叶和老叶中表

达水平均较高ꎬ说明该基因可能主要在叶片中行使功

能ꎮ ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族转录因子是已知调控多细胞

腺毛发育的最重要的一类转录因子ꎮ 在黄花蒿中ꎬ响
应茉莉酸信号的 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族转录因子 ＡａＨＤ１
能够促进腺毛发生并显著增加叶片表皮腺毛密

度[１２]ꎬ且多个 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族转录因子存在级联

调控ꎬ如 ＡａＨＤ８ 通过形成蛋白复合体正向调控

ＡａＨＤ１[２０]ꎬ而 ＡａＨＤ１ 又能够调控 ＡａＨＤ７[１２]ꎬ通过级

联反应共同调控腺毛发育ꎮ 在前述的系统树上ꎬ
ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因编码的氨基酸序列与多种植物的腺

毛发育相关 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因子聚为一支ꎬ其与黄花蒿

ＡａＨＤ７ 转录因子的亲缘关系最近ꎬ且后者能够促进

腺毛发育[１２]ꎬ而薄荷腺毛与黄花蒿腺毛的结构与功

能类似ꎬ均为分泌型多细胞腺毛ꎬ表明 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转

录因子可能对薄荷腺毛发育具有类似功能ꎮ 将

ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因转入烟草叶片后ꎬ该基因能够在烟

草叶片中过表达ꎬ且烟草叶片的腺毛密度明显增加ꎬ
说明 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 转录因子与其他植物的腺毛发育相

关的 ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族转录因子具有类似功能ꎮ
综合分析结果表明:薄荷中存在 ＨＤ－Ｚｉｐ 转录因

子编码基因 ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ꎬ其编码的氨基酸序列具有

ＨＤ－Ｚｉｐ Ⅳ亚家族转录因子的保守结构域ꎬ定位于细

胞核中ꎬ并且具有转录激活活性ꎬ是一个典型的转录

激活子ꎮ ＭｃＨＤ－Ｚｉｐ３ 基因在薄荷的嫩叶和老叶的表

达量均较高ꎬ具有调控腺毛发育的功能ꎮ
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ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｊａｓｍｏｎａｔｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｇｌａｎｄｕｌａｒ ｔｒｉｃｈｏｍｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ
Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ[Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２０１７ꎬ ２１３: １１４５－１１５５.

[１３] 　 ＲＵＢＥＲＴＩ Ｉꎬ ＳＥＳＳＡ Ｇꎬ ＬＵＣＣＨＥＴＴＩ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｃｌａｓｓ ｏｆ
ｐｌａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ ｗｉｔｈ ａ ｃｌｏｓｅｌｙ ｌｉｎｋｅｄ
ｌｅｕｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒ ｍｏｔｉｆ [ Ｊ ] . Ｔｈｅ ＥＭＢＯ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ １９９１ꎬ １０:
１７８７－１７９１.

[１４] 　 ＡＲＩＥＬ Ｆꎬ ＤＩＥＴ Ａꎬ ＶＥＲＤＥＮＡＵＤ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｉｎ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ ｒｅｑｕｉｒｅｓ
ｔｈｅ ＨＤ￣Ｚｉｐ Ⅰ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＨＢ１[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２０１０ꎬ
２２: ２１７１－２１８３.

[１５] 　 ＳＨＣＨＥＲＢＡＮ Ａ Ｂ. ＨＤ￣Ｚｉｐ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｌａｎｔ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ
ｔｏ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ[ Ｊ] . Ｒｕｓｓｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０１９ꎬ
５５(１): １－９.

[１６] 　 ＪＯＨＡＮＮＥＳＳＯＮ Ｈꎬ ＷＡＮＧ Ｙꎬ ＥＮＧＳＴＲＯＭ Ｐ. ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ａｎｄ
ｄｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ￣ｌｅｕｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００１ꎬ
４５: ６３－７３.

[１７] 　 ＡＲＩＥＬ Ｆ Ｄꎬ ＭＡＮＡＶＥＬＬＡ Ｐ Ａꎬ ＤＥＺＡＲ Ｃ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｔｒｕｅ
ｓｔｏｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ＨＤ￣Ｚｉｐ ｆａｍｉｌｙ[ Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００７ꎬ
１２: ４１９－４２６.

[１８] 　 ＣＨＥＷ Ｗꎬ ＨＲＭＯＶＡ Ｍꎬ ＬＯＰＡＴＯ Ｓ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ
ｌｅｕｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒ ( ＨＤ￣Ｚｉｐ ) Ⅳ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｐｌａｎｔ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｄｅｌｅｔｅｒｉｏｕｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｆａｃｔｏｒｓ[Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１３ꎬ １４:
８１２２－８１４７.

[１９] 　 ＹＡＮＧ Ｃꎬ ＬＩ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅ ｉｎｄｕｃｅｓ
ｔｒｉｃｈｏｍｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ[Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ
ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ
Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１１ꎬ １０８(２９): １１８３６－１１８４１.

[２０] 　 ＹＡＮ Ｔꎬ ＬＩ Ｌꎬ ＸＩＥ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ＨＤ￣ＺＩＰ ＩＶ / ＭＩＸＴＡ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｇｌａｎｄｕｌａｒ ｔｒｉｃｈｏｍｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｔｉｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ
Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ[Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２０１８ꎬ ２１８(２): ５６７－５７８.

[２１] 　 ＣＵＩ Ｊ￣Ｙꎬ ＭＩＡＯ Ｈꎬ ＤＩＮＧ Ｌ￣Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｅｗ ｇｌａｂｒｏｕｓ ｇｅｎｅ
(ｃｓｇｌ３) ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｒｉｃｈｏｍｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｃｕｃｕｍｂｅｒ (Ｃｕｃｕｍｉｓ
ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ.)[Ｊ] . ＰＬＯＳ ＯＮＥꎬ ２０１６ꎬ １１(２): ｅ０１４８４２２.

[２２] 　 ＱＩ Ｘꎬ ＦＡＮＧ Ｈꎬ ＹＵ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＪＡ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ａｎｄ ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ ｅｌｉｃｉｔａｔｉｏｎ ｉｎ Ｍｅｎｔｈａ
ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌ. [ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ
２０１８ꎬ １９(８): ２３６４.

[２３] 　 ＬＩＶＡＫ Ｋ Ｊꎬ ＳＣＨＭＩＴＴＧＥＮ Ｔ Ｄ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ２－ΔΔ ＣＴ

ｍｅｔｈｏｄ[Ｊ] . Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２００１ꎬ ２５: ４０２－４０８.
[２４] 　 ＳＨＡＲＡＮ Ｓ Ｋꎬ ＴＨＯＭＡＳＯＮ Ｌ Ｃꎬ ＫＵＺＮＥＴＳＯＶ Ｓ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ.

Ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｅｒｉｎｇ: ａ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ￣ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓꎬ ２００９ꎬ ４(２): ２０６－２２３.

[２５] 　 ＹＡＯ Ｌꎬ ＪＩＡＮＧ Ｙꎬ ＬＵ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ｆｒｏｍ Ｌａｂｌａｂ ｐｕｒｐｕｒｅｕｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｒｏｕｇｈｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ
ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１６ꎬ
４３: １０８９－１１００.

[２６] 　 ＳＰＡＲＫＥＳ Ｉ Ａꎬ ＲＵＮＩＯＮＳ Ｊꎬ ＫＥＡＲＮＳ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒａｐｉｄꎬ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｂｌｙ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓꎬ
２００６ꎬ １(４): ２０１９－２０２５.

[２７] 　 ＹＡＮＧ Ｃꎬ ＬＩ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｉｎｅ￣ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｗｏｏｌｌｙ ｇｅｎｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒｉｃｈｏｍｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ [ Ｊ] . Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ
２０１１ꎬ １２３: ６２５－６３３.

[２８] 　 ＨＥＮＲＩＫＳＳＯＮ Ｅꎬ ＯＬＳＳＯＮ Ａ Ｓ Ｂꎬ ＪＯＨＡＮＮＥＳＳＯＮ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ ｌｅｕｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒ Ｃｌａｓｓ Ⅰ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ [ Ｊ ] . Ｐｌａｎｔ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ １３９: ５０９－５１８.

[２９] 　 ＣＩＡＲＢＥＬＬＩ Ａ Ｒꎬ ＣＩＯＬＦＩ Ａꎬ ＳＡＬＶＵＣＣＩ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ￣ｌｅｕｃｉｎｅ Ｚｉｐｐｅｒ Ⅱ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ: ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ａｎｄ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ [ Ｊ ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ ６８:
４６５－４７８.

[３０] 　 ＰＲＩＧＧＥ Ｍ Ｊꎬ ＯＴＳＵＧＡ Ｄꎬ ＡＬＯＮＳＯ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌａｓｓ Ⅲ
ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ￣ｌｅｕｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｈａｖｅ
ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇꎬ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃꎬ ａｎｄ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｒｏｌｅｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２００５ꎬ １７: ６１－７６.

[３１] 　 ＮＡＫＡＭＵＲＡ Ｍꎬ ＫＡＴＳＵＭＡＴＡ Ｈꎬ ＡＢＥ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌａｓｓ Ⅳ ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ￣ｌｅｕｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒ ｇｅｎｅ
ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ [ Ｊ ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ １４１:
１３６３－１３７５.

[３２] 　 ＤＥＰＥ`ＧＥ￣ＦＡＲＧＥＩＸ Ｎꎬ ＪＡＶＥＬＬＥ Ｍꎬ ＣＨＡＭＢＲＩＥＲ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＨＤ￣ＺＩＰ Ⅳ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ＯＣＬ１ ｆｒｏｍ ｍａｉｚｅ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１１ꎬ ６２
(１): ２９３－３０５.

(责任编辑: 郭严冬)
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