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马尾松 PmMYB169 基因亚细胞定位
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摘要　为探讨马尾松PmMYB１６９基因耐低磷胁迫功能,在前期克隆PmMYB１６９全长序列的基础上,构建

pBWA(V)HSＧPmMYB１６９ＧGLosgfp载体,在烟草中对PmMYB１６９基因进行亚细胞定位;通过农杆菌介导的叶

盘法转化烟草,分析转基因植株对低磷胁迫的抗性.结果表明:PmMYB１６９基因在细胞核中行使功能;遗传转

化获得２２株转基因植株,对表达量较高的３个株系(LineＧ２、LineＧ１１、LineＧ１６)进行耐低磷分析显示,低磷胁迫下

转基因烟草中磷含量、生物量、Apase活性、POD活性及SOD活性均显著高于野生型,而正常磷及高磷条件下两

者并无明显差异,因此,超表达PmMYB１６９基因显著提高了植株的耐低磷能力.
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　　磷素在植物整个生命活动中具有重要的作用,
但土壤中的有效磷浓度较低,加上该元素在土壤中

极易被固定,致使植物出现缺磷现象,严重影响了植

物的生长发育[１Ｇ２].为了促进缺磷环境下植物的生

长,过度施用磷肥导致生产成本增加的同时还对环

境产生不利的影响.因此,发掘及利用低磷诱导的

相关基因对提高植物耐低磷能力具有重要作用.

MYB类转录因子在生物与非生物胁迫中有重要作

用,在大豆中,MYB 类转录因子受 低 磷 诱 导[３].

PHR１属 于 MYB 类 转 录 因 子,有 学 者 将 大 豆

GmPHR１基因转入来源物种大豆中,证实该基因

能够在转基因材料中得到高效表达,通过进一步分

析在缺磷条件下各耐低磷品种的基因表达量,发现

在耐低磷品种中,GmPHR１呈现快速诱导及高表

达量模式,而在对低磷敏感的品种中则呈现出相反

的模式[４].在磷缺乏的条件下,MYB类转录因子可

以调控一些磷诱导相关基因的表达[５Ｇ７],高亲和磷转

运基因家族PHT１就是其中之一,Ren等[８]将BnＧ
PHR１转入拟南芥及油菜中,发现高亲和磷转运基

因 ATPT２ 及 BnPT２ 的 表 达 量 得 到 提 高.AtＧ

MYB６２也是一个与低磷相关的转录因子,Devaiah
等[９]研究发现,AtMYB６２参与磷信号转导,对磷转

运相关基因具有调控作用,能够调节植物在低磷环

境下的响应机制.此外,过氧化物酶(POD)及超氧

化物歧化酶(SOD)等作为组成植物保护酶系统中的

成员之一,在抵抗磷饥饿环境时高效清除植物体内

自由基,以降低缺磷对植物带来的伤害.吴艳等[１０]

将马尾松PmPAP１基因遗传转化烟草,发现在低

磷胁迫下转基因烟草中POD与SOD活性得到了相

应的提高,植株表现出了明显的耐低磷能力.
为了发掘马尾松应答低磷胁迫的 MYB类转录

因子,笔者所在课题组前期对马尾松耐低磷种质进

行了 转 录 组 分 析[１１],克 隆 了 马 尾 松 基 因 PmＧ
MYB１６９的全长序列,初步分析表明该基因可能在

耐低磷胁迫方面发挥重要作用,推测 PmMYB１６９
对磷吸收转运方面有一定作用[１２].本研究通过

PmMYB１６９进行亚细胞定位,并将该基因转化烟

草,通过对高表达的转基因株系进行低磷胁迫处理,
进一步探讨PmMYB１６９的功能,旨在为解析该基

因的耐低磷机制提供科学依据.
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1　材料与方法

1.1　材　料

本研究所用烟草材料以及表达载体 pCAMＧ
BIA１３０１由贵州大学农业生物工程研究院保存;亚
细胞定位表达载体由武汉伯远生物科技有限公司提

供;马尾松 PmMYB１６９基因(GenBank注册号为

KY１９５９１５)由贵州省农业生物工程重点实验室前期

克隆并注册.
1.2　pBWA(V)HSＧPmMYB169ＧGLosgfp 载体构建

　　根据所设计的上游引物 PmMYB１６９F:CAGTＧ
CACCTGCAAAACAACATGAATCCAAGGTGGCCCTA
及下游引物PmMYB１６９R:CAGTCACCTGCAAAATAＧ
CACATATGTAGAGCATATGAAA 扩增出所需的目的

片段,将扩增的目的片段进行胶回收,检测无误后将去

掉终止密码的PmMYB１６９连接到表达载体pBWA(V)

HSＧGFP上,取５~１０μL连接产物转化大肠杆菌感受

态DH５α,转化涂(卡纳霉素)抗性平板,３７℃培养

１２h,进行菌斑 PCR鉴定并测序,最后提取测序结

果正确的质粒进行酶切验证,构建成功的载体命名

为pBWA(V)HSＧPmMYB１６９ＧGLosgfp,将其与空

载用于后续亚细胞定位研究.
1.3　植物亚细胞定位

采用电转化法将构建好的载体质粒转入农杆菌

LB４４０４,３０℃培养２d.用接种环将农杆菌从固体

培养皿上刮下,接种于１０mLYEB液体培养基中,

１７０r/min培养１h;４０００r/min,离心４min,去上

清收集菌液,用１０mmol/L MgCl２(含１２０μmol/L
AS)悬浮液重悬菌体,调D６００至０．６左右.挑选生

长状况良好的烟草植株,用去枪头的１mL注射器

从烟草叶片下表皮注射,并做好标注,将注射完

成的烟草植株弱光培养２d,取标记的农杆菌注

射烟草叶片制作成玻片,激光共聚焦显微镜下观

察并拍照.
1.4　烟草遗传转化及转基因植株鉴定

采用叶盘法将已经构建好的植物表达载体

pCAMBIA１３０１ＧPmMYB１６９遗传转化野生型烟草.
为了降低试验污染率,直接选取长势良好的野生型

烟草组培苗,将叶片切成叶盘,放入调好D 值的农

杆菌重悬液中进行浸染,５~６min后取出叶盘置于

无菌滤纸上,将多余的菌液吸干后,将其取下置于共

培培养基(MS＋０．１mg/L萘乙酸＋１．０mg/L６Ｇ苄

氨基嘌呤＋３ ％蔗糖＋０．８ ％琼脂,pH５．８~６．０)

上,在恒温培养箱中２８℃避光培养３d后便移到筛

选培养基(MS＋０．１mg/L萘乙酸＋１．０mg/L６Ｇ苄

氨基嘌呤＋３０mg/L潮霉素＋１００mg/L替门汀＋
３％蔗糖＋０．８％琼脂,pH５．８~６．０)中,待筛选培养

基内的抗性芽长到２cm 时便可将其切下转移到生

根 培 养 基 (MS＋１００ mg/L 替 门 汀 ＋３％ 蔗

糖＋０．８％琼脂,pH５．８)中进行生根培养,２８d左右提

取烟草RNA进行PCR检测,鉴定抗性植株.PCR扩

增体系(１０μL):２×MasterMix５μL,上下游引物各

０．５μL,cDNA模板０．５μL,ddH２O３．５μL.扩增程

序:９４℃５min;９４℃４５s;６０℃３０s;７２℃１min;

７２℃７min;３５个循环,４℃保存.取５μL反应结束

后的扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测,琼脂糖胶

的浓度为１．０％,所用引物序列为:
上游引物 MYB１６９ＧF:ATGAATCCAAGGTGGCＧ

CCTACTCTG ;下 游 引 物 MYB１６９ＧR:TCACATATＧ
GATGACGATATGAAAATGGAGAGTGCG.
1.5　抗性植株 PmMYB169 基因的表达分析

采用primer５．０设计内参及荧光引物,并用

ABI公司的 CFX ConnectTM RealＧTimeSystem
实时 荧 光 定 量 PCR 仪 将 鉴 定 得 到 的 抗 性 植 株

cDNA进行qRTＧPCR扩增,每个反应进行３次生物

学重复,扩增完成后对PmMYB１６９基因的表达量

进行计算分析,计算方法为２－ΔΔCt.qRTＧPCR反应

体系(１０μL):cDNA１．０μL;上下游引物各 ０．２５

μL;PowerUpSYBRGreenMasterMix５．０μL;剩
余的用 ddH２O 补齐.扩增 程 序:９４ ℃ １０ min;

９４℃１５s;５９ ℃ ３０s;７２ ℃ １ min;４０ 个循环.

qRTＧPCR引物如下:
NtβＧactin１ＧF:TCCGGCGACGGTGTCTCACA

NtβＧactin１ＧR:CGCGGACAATTTCCCGTTCAGC

NtβＧactin２ＧF:CAAGGAAATCACCGCTTTGG

NtβＧactin２ＧR:AAGGGATGCGAGGATGGA

MYB１６９ＧqRTF:CGCATTCTAATCTTCCACAACAAC

MYB１６９ＧqRTR:GCCTCTAAATCTGAGTCACCCC

1.6　烟草低磷胁迫处理及相关生理生化指标测定

经过阳性检测后挑选表达量较高的３株转基因

株系进行低磷胁迫处理,将长势一致的抗性苗转入

处理好的基质(V石英砂 ∶V蛭石 ＝１∶１)中,基质用 HoＧ
agland全营养液浇透,每隔５d换１次全营养液,

１个月后对抗性苗进行低磷胁迫,低磷营养液的配

制参照张雪洁等[１３]的方法,处理设４个磷浓度,分
别为无磷(０mmol/L,P１)、低磷(０．１mmol/L,P２)

９５
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正常磷(１mmol/L,P３)以及高磷(１０mmol/L,P４),

P１、P２、P３、P４营养液每隔５d换１次,在实验过程

中,利用 KCl来补充缺少的 K＋ ,每个处理重复３
次.６０d后,取不同处理植株的叶片及根部组织,采
用苏州科铭生物技术有限公司的试剂盒测定叶片过

氧化物酶(POD)及超氧化物歧化酶(SOD)活性,参
照阳显斌[１４]的方法测定根系酸性磷酸酶(APase)活
性,每个测定指标重复３次.
1.7　烟草生物量及磷含量测定

将处理２个月后的阳性植株的地上部分及根系

分开,地上部分１０５℃杀青３０min后与根系一起置

于７５℃下烘至恒定质量,用电子天平分别称量植株

地上部和地下部干质量.此外,分别将每株烘干后

的地上部分及其根系混合粉碎(叶片及根分别取

４０mg与２０mg混合)后参照王慧[１５]的方法测定总

磷含量,取２０mg未经过烘干的植株叶片测定无机

磷含量[１５].每个指标重复测定３次.
1.8　统计分析

试验中所有数据用SPSS２１．０及Excel２０１０进

行统计分析.

2　结果与分析

2.1　 PmMYB169 基因亚细胞定位

将 pBWA(V)HSＧPmMYB１６９ＧGLosgfp 表达

载体与作为对照的载体pBWA(V)HSＧGFP转化到

烟草叶片中进行瞬时表达,经激光共聚焦显微镜观

察,结果显示:PmMYB１６９在烟草叶片细胞核上表

达(图１),pBWA(V)HSＧPmMYB１６９ＧGLosgfp融

合蛋白发出的荧光只集中在细胞核上,而对照的绿

色蛋白荧光分布于整个细胞,说明PmMYB１６９蛋

白定位在细胞核.
2.2　烟草转基因植株的获得

野生型烟草通过叶盘法进行转化后(图２),利
用PmMYB１６９基因特异引物对筛选到的烟草苗

cDNA进行 PCR 扩增检测,结果表明,有２２株烟草

抗性苗可以扩增出与阳性对照相一致的特异性条带

(图３),而野生型烟草中没有扩增出条带,说明外源

基因成功整合到烟草中.
对这些转基因植株中PmMYB１６９基因的表达

进行qRTＧPCR 检测,选择表达量较高的３个转基

因株系进行后续实验,这３个株系分别为 LineＧ２、

LineＧ１１、LineＧ１６(图４).
2.3　低磷胁迫对烟草磷含量及生物量的影响

将转基因及野生型烟草在不同浓度磷中处理

４５d后发现,对同一株烟草地上部分与根部等量混

合样的总磷及叶片无机磷含量测定表明,在正常磷

及高 磷 处 理 下,转 基 因 与 野 生 型 烟 草 中 磷 含 量

(图５)无显著差异,两者的生物量(图６)也无显著性

差异,但在无磷及低磷条件下,与野生型烟草相比,
转基因烟草(LineＧ２、LineＧ１１、LineＧ１６)总磷含量分

别提高了１．４２倍、１．５５倍、１．５０倍.无机磷含量也

均高于野生型(WT),分别为１．４０倍、１．３９倍、１．４１

A:pBWA(V)ＧPmMYB１６９ＧGLosgfp;B:pBWA(V)ＧGFP．
图１　PmMYB１６９基因亚细胞定位结果

Fig．１　TheresultsofsubcellularlocalizationofPmMYB１６９gene

０６
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　A:共培养阶段;B:筛选培养阶段;C:抗性愈伤;D:诱导抗性芽;E:诱导不定根;F:转基因植株.A:CoＧculturestage;B:Thestage

ofselectiveculture;C:Resistancecallus;D:Inductionofresistantbuds;E:Inductionofadventitiousroots;F:Transgenicplants．

图２　转基因烟草的获得

Fig．２　Theacquisitionoftransgenictobacco

　M:Marker;WT:野生型;P:阳性对照(重组质粒);１~１５:转基因植株.M:Marker;WT:Wildtype;P:Positivecontrol(recombiＧ

nationplasmid);１Ｇ１５:Transgeniclines．

图３　转基因烟草PCR检测

Fig．３　ThePCRidentificationoftransplantedtobacco

　WT:野生型;１~２１:转基因植株.WT:Wildtype;１Ｇ２１:TransＧ

geniclines．

图４　转基因烟草中PmMYB１６９基因的相对表达水平

Fig．４　TherelativeexpressionlevelsofPmMYB１６９

geneinwildtypeandtransgenictobacco

倍.此外,低磷对植株生物量作用也十分显著,在无

磷及低磷条件下转基因烟草(LineＧ２、LineＧ１１、LineＧ
１６)根部干质量比野生型平均增高１．４４倍、１．５５倍,
无磷时地上部分干质量与总干质量比野生型平均增

高１．１９及１．２５倍,而低磷则增高１．５０及１．５１倍,低
磷环境下转基因烟草生长明显优于野生型.初步说

明在烟草中转入PmMYB１６９基因后促进了植株对

磷的吸收及利用,从而增加植株的耐低磷能力.
2.4　低磷胁迫对 Apase、SOD、POD 活性的影响

　　将烟草植株经过低磷胁迫后,对烟草根系中酸

性磷酸酶(APase)、叶片中过氧化物酶(POD)及超

氧化物歧化酶(SOD)活性测定显示,在缺磷情况下

转基因及野生型烟草酸性磷酸酶(APase)、过氧化

１６
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　A:总磷含量;B:无机磷含量,P１、P２、P３、P４的磷浓度分别为０、０．１、１．０及１０mmol/L,下同.A:ThecontentoftotalP;B:Thecontent

ofinorganicP;ThephosphorusconcentrationsofP１,P２,P３andP４are０,０．１,１．０mmol/Land１０mmol/L,respectively．Thesamebelow．

图５　低磷胁迫对烟草磷含量的影响

Fig．５　Effectoflowphosphorusstressonphosphoruscontentintransgenictobacco

　A:低磷胁迫处理６０d转基因植株表型;WT:野生型;LineＧ１１及LineＧ１６:转基因植株;B:根干质量;C:地上部分干质量;D:总干质

量.A:Phenotypesoftransgenictobaccooflowphosphorusstresstreatment;WT:Wildtype,LineＧ１１andLineＧ１６:Transgenicplants;

B:Dryweightroot;C:Dryweightofabovegroundpart;D:Totaldryweight．

图６　低磷胁迫对烟草生物量的影响

Fig．６　Theeffectoflowphosphorusstressonthebiomassoftobacco

图７　低磷胁迫对烟草Apase、POD及SOD的影响

Fig．７　EffectsoflowphosphorusstressonApase,PODandSODintransgenictobacco
物酶(POD)及超氧化物歧化酶(SOD)活性显著增

加,且转基因烟草中这３种酶活性都高于野生型.
无磷处理时转基因烟草的 Apase、POD、SOD 活性

比野生型平均增高２．１７６倍、１．２３倍及１．２２倍,低
磷处理则平均增加了２．２９倍、１．２２倍及１．１３倍.
而磷充足时,转基因及野生 型 烟 草 中 的 Apase、
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POD、SOD活性无显著差异,初步表明,在低磷胁迫

下,转基因烟草的抗氧化活性提高,清除植株体内自

由基能力增强,降低了缺磷对植株带来的伤害,同时

也提高了酸性磷酸酶活性,促进植株对磷的吸收及

利用能力.

3　讨　论

R２R３ＧMYB 基因是 MYB家族基因中数量最

多的一类,本研究中的PmMYB１６９属于这一类转

录因子[１２].R２R３ＧMYB 在植物中具有重要作用,
参与包括次生代谢、环境胁迫及信号转导应答等生

命活动[１６].在植株生长过程中,各种环境因子都会

对植物产生影响,R２R３ＧMYB 基因也会受到这些

环境因子的诱导,如干旱、盐胁迫、ABA 等[１７],但关

于低磷环境影响的研究较少.
在低磷条件下,为了减轻缺磷对自身带来的伤

害,植物会发生一系列生理生化变化来响应磷饥饿

信号[１８],徐向华等[１９]通过对马尾松进行低磷胁迫

研究发现,在低磷环境中,马尾松针叶保护酶POD
及SOD活性增加,说明保护酶系统调节是马尾松在

适应低磷胁迫环境中重要的生理响应机制之一.本

研究同时对转基因烟草及野生型烟草植株进行低磷

胁迫,发现在低磷环境中野生型与转基因烟草植株

中的POD及SOD活性都有所增加,且转基因植株

中这２种保护酶活性都高于野生型,可以减轻低磷

环境对植株带来的伤害,表现出了较好的耐低磷

能力.
酸性磷酸酶活性改变也是植物适应低磷环境的

一种机制,在缺磷状态下,植物为了自身的生长发

育,分泌更多的酸性磷酸酶,促进土壤中难溶的有机

磷水 解,释 放 出 磷 酸 基 团,供 植 物 自 身 吸 收 利

用[２０Ｇ２１].梁翠月等[２２]对大豆子叶中酸性磷酸酶活

性的研究表明大豆子叶中磷的水解和转运与子叶酸

性磷酸酶的活性提高有关.此外,在菜豆[２３]、水

稻[２４]等植物中超表达紫色酸性磷酸酶基因后,使转

基因植株根系表面的酸性磷酸酶活性得到显著提

高.本研究将PmMYB１６９基因转入烟草后,通过

低磷胁迫后发现,在低磷环境中转基因植株酸性磷

酸酶活性高于野生型烟草,转入PmMYB１６９基因

后,植株中酸性磷酸酶活性的提高促进了植株对介

质中磷的吸收及植株体内磷的循环利用.
植物在低磷环境下会产生一些响应机制来降低

环境对自身的伤害[１８].本研究转入 PmMYB１６９

基因后,转基因烟草植株的保护酶(POD、SOD)以
及酸性磷酸酶活性得到提高,不仅减少低磷环境对

植株的伤害,也提高了植株对磷的吸收及利用能力,
初步确定PmMYB１６９基因具有提高植株耐低磷胁

迫的能力.烟草的亚细胞定位研究结果证实马尾松

PmMYB１６９基因在细胞核中发挥作用,为进一步

解析PmMYB１６９基因的功能提供了新信息.为深

入探讨PmMYB１６９基因在低磷环境中的精确调控

元件及作用位点,还需要对该基因的功能做进一步

的研究.
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Subcellularlocalizationandlowphosphorustoleranceanalysesofmassonpine
(Pinusmassoniana)PmMYB１６９geneinoverＧexpressiontransgenictobacco

LIHuiping１　WANGQingzhu１,２　TANG Weiwei１　WENXiaopeng１

１．InstituteofAgroＧBioengineering/CollegeofLifeSciences/KeyLaboratoryof
PlantResourcesConservationandGermplasmInnovationinMountainous

Region (MinistryofEducation),GuizhouUniversity,Guiyang５５００２５,China;

２．CollegeofForestry,GuizhouUniversity,Guiyang５５００２５,China

Abstract　MYBtranscriptionfactorsplayanimportantroleintheresponseunderlowphosphorus
stress．TofurtherconfirmtheroleofPmMYB１６９clonedfrom massonpine(Pinusmassoniana)inthe
responseunderlowphosphorusstress,thepBWA(V)HSＧPmMYB１６９ＧGLosgfpvectorwasconstructed
andsubcellularlocalizationofPmMYB１６９wascomductedintobacco．Then,PmMYB１６９wastransＧ
formedintotobaccoviaAgrobacteriumＧmediated method,andthetolerancesofoverＧexpressedＧPmＧ
MYB１６９transgeniclinestolowphosphorusstresswereanalyzed．TheresultsshowedthatthePmＧ
MYB１６９hadfunctioninthenucleus,and２２transgeniclineswereobtained．Thephosphoruscontents,biＧ
omassandactivitiesofApase,PODandSODweresignificantlyhigherthanthoseofthewildtypeunder
lowphosphorusstress．Thereisnosignificantdifferencesamongthenormalandhigherphosphorus
treatments．ItisindicatedthatoverＧexpressionofPmMYB１６９significantlyincreasetheresponseability
ofplantsunderlowphosphorusstress．

Keywords　Pinusmassoniana;MYBtranscriptionfactor;subcellularlocation;transgenictobacco;

lowＧphosphorustolerance
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