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香鳞毛蕨 DfMYC2 基因的克隆及表达分析
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摘要　基于香鳞毛蕨转录组数据克隆香鳞毛蕨 MYC类转录因子 MYC２的基因序列,获得其全长,并命名

为DfMYC２,NCBI基因登录号为 MK１９３８７１,对其蛋白序列进行生物信息学分析、不同部位荧光定量分析及

０．４mmol/L茉莉酸甲酯(MeJA)处理下的表达分析.结果显示:DfMYC２基因全长为３１３０bp,开放阅读框

(ORF)的长度为２４９６bp,编码８３１个氨基酸,相对分子质量为２６１０４１．８６;用０．４mmol/LMeJA溶液喷洒香鳞

毛蕨植株叶片,在处理后０、２、４、６、８、１２、２４、３６h时取样,实时荧光定量PCR检测结果显示,DfMYC２在处理后

４h时表达量最高.
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　　香鳞毛蕨是鳞毛蕨科(Dryopteridaceae)鳞毛蕨

属(Dryopteris)多年生蕨类植物.将新鲜的叶片揉

碎会出现特殊的香味,所以就有了香鳞毛蕨之称.
香鳞毛蕨生长环境比较特殊,主要生长在纬度高且

较为寒冷的地区,多处在岩石及岩缝之中.它的生

长期相对较长,在－２０℃的低温条件下依然保持活

性.香鳞毛蕨在世界各地的高纬度地区呈零星分布

状,生长数量相对较少.在我国主要以黑龙江省为

分布中心,河北、吉林、辽宁、内蒙和新疆等也有少量

分布[１].香鳞毛蕨在民间经常被用于治疗各种皮肤

病,包括痤疮、皮疹、牛皮癣等.香鳞毛蕨富含三酚、
黄酮、木脂素、萜、芳香族类等化合物,有着抗氧化、
抑菌、抗银屑病和抗肿瘤等多种功效.对香鳞毛蕨

药用成分的研究显示香鳞毛蕨具有很大的应用价值

和开发空间.
前期研究已经从香鳞毛蕨中发现并提取到了倍

半萜类物质,但对于其内部的萜类代谢途径还不甚

了解.植物中髓细胞组织增生蛋白(myelocytomaＧ
tosisproteins,MYCs)即 MYC类转录因子,是植物

茉莉酸类激素响应途径中的核心转录因子.MYCs
转录因子具有多种调节功能,并广泛存在于动植物

中[２].茉莉酸甲酯(MeJA)是茉莉酸类激素中的一

种,外源应用能够激发植物防御基因的表达,诱导植

物的化学防御,产生与机械损伤和昆虫取食相似的

效果[３].近几年的研究表明,转录因子 MYC２对倍

半萜等萜类物质的生物合成具有一定的调控作用.

Hong等[４]发现拟南芥中MYC２的过表达能够增加

挥发性倍半萜的含量,进一步的实验证实转录因子

MYC２正调控倍半萜合酶基因 TPS１１和 TPS２１
的表达;Kazan等[５]发现对拟南芥进行茉莉酸类和

赤霉素类激素处理后,转录因子 MYC２表达量发生

明显变化,从而影响萜类物质的代谢;张文娟等[６]发

现茉莉酸类激素茉莉酸甲酯 MeJA外源处理能够影

响大戟中hmgr、sqs与fps等萜类代谢关键酶基因

的相对表达,进而促进三萜类物质的代谢合成;任
昂[７]发现外源 MeJA 处理灵芝,能够显著提高三萜

类物质的含量,主要影响GlＧrho 基因的表达,从
而影响萜类代谢途径;李春晓[８]发现 MeJA 的外

源处理同样对白桦树的三萜类物质的合成具有

调控作用;王焕[９]发现 MeJA 能够调控阳春砂萜

类化合物生物合成途径３个关键酶基因 HMGR、

DXR、DXS 的 表 达,影 响 挥 发 性 萜 类 物 质 代 谢

合成.
本研究以香鳞毛蕨植株转录组数据为基础,克

隆得到DfMYC２基因,获得其全长(NCBI基因登

陆号为 MK１９３８７１),并对其蛋白的氨基酸和核酸序
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列进行生物信息学分析;同时,采用 MeJA外源处理

香鳞毛蕨植株,对DfMYC２基因进行表达分析,以
期为进一步研究香鳞毛蕨倍半萜合成途径及蕨类植

物萜类物质代谢途径奠定基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验材料选用笔者所在实验室人工快繁的香鳞

毛蕨孢子体植株.
1.2　试剂及引物

产物纯化试剂盒购自爱思进生物技术有限公司

(中国杭州),质粒提取试剂盒和胶回收试剂盒购自

OMEGABIOＧTEK(美国),Race试剂盒购自赛默

飞世尔科技(中国),RNA提取试剂盒购自天根生化

科技有限公司(中国北京),RNA反转录试剂盒和荧

光定量试剂盒购自全式金生物技术有限公司(中国

北京).
载体pMD１８ＧTvector(TaKaRa,中国大连)购

自宝生物工程(大连)有限公司,大肠杆菌 Trans１Ｇ
T１购自全式金生物技术有限公司(中国北京).

根据转录组数据利用primer５．０软件设计引

物;根据 DfMYC２(GenBank登录号:MK１９３８７１)
核苷酸序列设计引物.引物均由吉林省库美生物科

技有限公司合成(表１).
表１　本研究所用引物

Table１　Primersusedinthisstudy

编号 Code 序列 Sequence(５′→３′) 用途 Usage
DfMYC２Ｇ５′RACE CCCATTTATCAAATCTTCGCCTATG DfMYC２基因全长

FulllengthofDfMYC２geneDfMYC２Ｇ３′RACE AAGATGGAATACTCCATGGCAT
qDfMYC２ＧF GCCTCTCCAATCTTAGATGGCTGCT

RTＧPCR
qDfMYC２ＧR GTTGCAAATGATGTGGCAACCTAAC
１８sRNAＧF GCTTTCGCAGTAGTTCGTCTTTC

内参基因 Referencegene
１８sRNAＧR TGGTCCTATTATGTTGGTCTTCGG

1.3　香鳞毛蕨总 RNA 提取及 cDNA 合成

将香鳞毛蕨植株放入液氮中研磨成粉末,按照

植物总RNA提取试剂盒说明书时进行操作.提取

后用琼脂糖凝胶电泳和浓度仪检测 RNA 的质量和

浓度,将完整且浓度合适的 RNA 置于－８０℃冰箱

中保存备用.用反转录试剂盒进行cDNA 第一链

合成,按照说明书进行具体操作.反转录产物保存

于－２０℃冰箱中备用.
1.4　香鳞毛蕨 DfMYC2 基因全长的获得及氨基酸

序列的生物信息学分析

　　根据之前对香鳞毛蕨进行高通量测序所获得的

香鳞毛蕨转录组数据库,在测序结果中选择４个候

选 基 因 片 段 (comp２７６２９_c０、comp３３２０３_c０、

comp３４９８２_c０、comp３８１０９_c０).通过一系列的筛

选及Blast分析,其中comp２７６２９_c０与其他植物的

MYC２ 基 因 序 列 表 现 出 很 高 的 相 似 性. 以

comp２７６２９_c０序列为准,运用SnapGene软件设计

５′和 ３′端引物,以香鳞毛蕨cDNA 为模板,使用

RACR试剂盒进行５′ＧRACE 和３′ＧRACE 的 PCR
扩增.PCR反应体系均为:模板 DNA４０ng、正反

向引物各１pmol、Taq酶５U,用灭菌双蒸水补足至

２０μL.PCR 反应条件均为:９４℃预变性５ min;

９４℃３０s,５６ ℃ ３０s,７２ ℃ ３ min,３０ 个循环;

７２℃延伸５min;最后４℃保温.采用琼脂糖凝胶

电泳将扩增产物纯化回收后,将扩增产物连接到克

隆载体pEASYＧT１８上,经过菌落和菌液 PCR 检测

后送往吉林省库美生物科技有限公司进行测序,将
５′ＧRACE和３′ＧRACE的测序结果与核心片段进行

拼接,获得基因全长.运用 Expasy(https://www．
expasy．org)等在线软件对 MYC２氨基酸序列进行

蛋白质性质和结构的分析.
1.5　香鳞毛蕨不同部位及 MeJA 处理下不同时间

段 DfMYC2 的表达量变化分析

　　提取香鳞毛蕨叶片、叶柄及根的 RNA 反转录

成cDNA进行DfMYC２荧光定量分析.
通过预实验筛选 MeJA 的最适处理浓度,最终

选用０．４mmol/LMeJA 来处理香鳞毛蕨.将配置

好的０．４mmol/LMeJA溶液加入到喷壶中,充分喷

洒在香鳞毛蕨植株地上部分,之后用塑料袋套住整

盆植株,防止 MeJA 挥发导致浓度下降.在处理后

０、２、４、６、８、１２、２４、３６h时取样提取 RNA 并进行

cDNA合成.运用SnapGene软件设计荧光定量引

物,以各个时间点提取获得的cDNA 为模板,使用

荧光定量试剂盒进行实时荧光定量分析.

2　结果与分析

2.1　 DfMYC2 基因全长的获得

以comp２７６２９_c０序列作为DfMYC２基因的

８２
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核心片段,分别在５′和３′端设计引物,使用 RACE
试剂盒,对两端进行扩增,获得５′端和３′端序列

(图１),并 与 核 心 片 段 进 行 拼 接,最 后 得 到 DfＧ
MYC２基因全长３１８３bp,开放阅读框 (ORF)的长

度为２４９６bp.

图１　DfMYC２基因５′端和３′端序列

Fig．１　Sequenceofthe５′and３′oftheDfMYC２gene
2.2　DfMYC2 蛋白序列的生物信息学分析

１)香鳞毛蕨 MYC２蛋白一级结构的预测及分

析.运用 Expasy在线软件(https://www．expasy．
org)对DfMYC２基因序列进行蛋白质性质和结构

的分析.结果显示:转录因子 MYC２编码８３１个氨

基酸残基,分子质量９１．７６８８ku,理论等电点(pI)

５．０２,分子式为 C３９７３H６２６２O１１１２N１２９７S４４,原子总数

１２６８８.定位蛋白６７个,匹配PDB数据库结构蛋白

９个.氨基酸分布如图２所示.

图２　香鳞毛蕨MYC２蛋白氨基酸分布

Fig．２　AminoaciddistributionofDryopteris
fragransMYC２protein

　　２)香鳞毛蕨 MYC２蛋白二级结构的预测及分

析.使 用 在 线 工 具 (http://zhanglab．ccmb．med．
umich．edu/PSSpred/),对香鳞毛蕨 MYC２蛋白二

级结构进行预测.结果表明,香鳞毛蕨 MYC２蛋白

的二级结构中,包括αＧ螺旋(alphahelix)、伸展链

(extendedstrand)和无规则卷曲(randomcoil)３种

结构类型,αＧ螺旋占３８．３９％,伸展链１６．９７％,无规

则卷曲３７．０６％.

３)香鳞毛蕨 MYC２蛋白三级结构的预测及分

析.使用 ExPASyGOR４工具(http://swissmodＧ
el．expasy．org/),对香鳞毛蕨 MYC２蛋白三级结构

进行预测,结果如图４所示,有两段螺旋型结构呈十

字交叉型排列,尾部还有一个单环螺旋式结构.

　图中红色部分为αＧ螺旋,蓝色部分为伸展链,其余未标注空白部分为无规则卷曲.Inthefigure,theredpartisαＧhelix,thebluepartis

extendedstrand,andtheremainingunmarkedblankpartsisrandomcoil．

图３　香鳞毛蕨MYC２蛋白二级结构

Fig．３　SecondarystructureofDryopterisfragransMYC２protein

图４　香鳞毛蕨MYC２蛋白三级结构

Fig．４　TertiarystructureofDryopteris

fragransMYC２protein

　　４)香磷毛蕨 MYC２蛋白质的信号肽预测.利

用 ExPASySignal(http://www．cbs．dtu．dk/servＧ
ices/SignalP)在线分析软件对香鳞毛蕨 MYC２的

蛋白信号肽进行预测,对信号肽概率以及可能的裂

解位点进行分析,结果表明 MYC２蛋白具有信号

肽,且信号肽的酶切位点位于第２２和第２３号氨基

酸之间,属于分泌性蛋白.

５)香鳞毛蕨 MYC２蛋白卷曲螺旋预测分析.
釆用 EMBNET(http://www．ch．embnet．org/)的

COILS程序对香鳞毛蕨 MYC２蛋白卷曲螺旋进行

预测.结果发现,DfMYC２蛋白质中卷曲螺旋存在

９２
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的可能小于５％,没有显著性.因此,可以认为没有

卷曲螺旋结构的存在.

６)香鳞毛蕨 MYC２ 蛋白跨膜区分析.通过

ExPASy的在线跨膜区结构预测软件 TMHMM２．０
(http://www．cbs．dtu．dk/services/TMHMM/)对
香鳞毛蕨 MYC２蛋白进行跨膜区分析,图６结果显

示香鳞毛蕨 MYC２蛋白不存在跨膜区.

７)香鳞毛蕨 MYC２蛋白遗传进化分析.对

获得的香鳞毛蕨 MYC２基因的氨基酸序列进行

推测,与其他公开发表的植物 MYC２氨基酸序列

进行比对,通过 MEGA６．０软件构建遗传进化树.
通过比对发现,香鳞毛蕨 DfMYC２氨基酸序列

与番茄(Solanumlycopersicum)物种关系较为接

近(图７).

　图中的S 值代表信号肽可能出现的区域,C 值代表未经优化

的裂解位点,Y 值是综合了S 值和C 值所得出的优化裂解位

点.此外还有S 平均值和DＧscore(discriminationscore)值:前

者是从氨基酸 N 端到剪切位点处各氨基酸S 值的平均值,

DＧscore是S 和Y 平均值的加权平均值.TheS valueinthe

figurerepresentstheregionwherethesignalpeptidemayapＧ

pear,theCvaluerepresentstheunoptimizedcleavagesite,and

theYvalueistheoptimizedcleavagesiteobtainedbycombining

theSvalueandtheCvalue．TherearealsovaluesofmeanSand

DＧscore(discriminationscore):theformeristheaverageofthe

SvaluesoftheaminoacidsfromtheNＧterminustothecleavage

site,andDＧscoreistheweightedaverageofthemeanSandY

values．

图５　香鳞毛蕨MYC２蛋白信号肽预测

Fig．５　SignalPＧHMMpredictionofDryopteris

fragransMYC２protein

2.3　香鳞毛蕨不同部位 DfMYC2 的表达量变化

提取香鳞毛蕨叶片、叶柄及根的 RNA 反转录

成cDNA进行DfMYC２荧光定量分析.结果如图

８所示,DfMYC２在叶片中含量最高,叶柄次之,根
部最低.

图６　香鳞毛蕨MYC２蛋白跨膜结构分析结果

Fig．６　Analysisresultofthetransmenbraneconsatruction
ofDryopterisfragransMYC２protein

2.4　MeJA 处理下 DfMYC2 的表达量变化

实时荧光定量PCR检测DfMYC２基因在０．４
mmol/LMeJA处理下不同时间的表达情况(图９),
结果显示,该基因在 MeJA处理４h时表达量最高,

６h下降,８h又升高,之后逐渐趋于平缓.

3　讨　论

香鳞毛蕨作为一种民间广泛流传的药用资源植

物,探究其活性成分的代谢途径,能够为其药用分析

及开发利用提供强有力的理论依据[１０Ｇ１１].
萜类是普遍存在于植物界的一类化合物,在动

物界为数甚少.除以萜烃的形式存在外,还存在各

种含氧衍生物,包括醇、醛、酮、羧酸、酯类以及甙的

形式.其次,还有含氮的衍生物、少数含硫的衍生物

存在.萜类化合物在植物体内的生命活动中具有重

要的作用,如调控赤霉素、脱落酸、茉莉酸等重要激

素的代谢途径,类胡萝卜素和叶绿素是重要的光合

色素,质体醌和泛醌为光合链和呼吸链中重要的电

子递体,甾醇是生物膜的组成成分等[１２].笔者所在

课题组之前的研究数据表明,香鳞毛蕨中的萜类化

合物含量丰富,其中的倍半萜含量较高并已经成功

从香鳞毛蕨中提取.目前关于蕨类植物的萜类代谢

途径还没有统一的定论,对于蕨类植物的萜类代谢

途径研究还不够深入.为了进一步探究蕨类植物的

萜类代谢途径,我们选择通过研究香鳞毛蕨倍半萜

的代谢来探索蕨类植物的萜类代谢途径.对香鳞毛

蕨进行高通量测序,得到香鳞毛蕨转录组数据库.
通过对转录组数据的分析,选择在拟南芥等植物中

与萜类代谢尤其是倍半萜代谢密切相关的 MYC２
转录因子,通过 RACE技术获得其全长,并对其氨

基酸序列进行了生物信息学分析.

MYCs转录因子在植物中广泛分布并具有多种调

节功能,对植物的生长发育起到至关重要的作用[１３].
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图７　香鳞毛蕨和其他植物的MYC２氨基酸序列的遗传进化分析

Fig．７　PhylogenetictreeillustratingthegeneticrelationshipsbetweenMYC２fromD．fragransandotherplants

图８　不同部位MYC２基因的表达量差异

Fig．８　DifferenceinexpressionofMYC２

geneindifferentparts

图９　MeJA处理下不同时间DfMYC２基因的表达量变化

Fig．９　ChangesinexpressionofDfMYC２gene
underdifferenttimeofMeJAtreatment

研究表明,MYC类转录因子是植物茉莉酸类激素

响应途径中的核心转录因子.尤其是 MYC２能够

直接影响植物中萜类物质的代谢,与植物的防御体

系 密 切 相 关[１４Ｇ１５].MYC２ 转 录 因 子 通 过 形 成

COI１/JAZs/MYC２复合物发挥调控作用,参与JA、

ABA等激素信号转导过程[１６Ｇ１７].

MeJA作为茉莉酸类激素中的一种,外源应用

能够以模拟机械损伤和昆虫侵袭方式来影响植物体

内萜类物质的积累[１８].通过对香鳞毛蕨不同部位

DfMYC２的荧光定量分析,发现其在叶片中表达量

最高,表明 MYC２转录因子发生部位主要在叶片.
并且多年的研究发现,MeJA 与萜类物质代谢也有

着十 分 密 切 的 关 系.为 了 进 一 步 验 证 MeJA、

MYC２转录因子与萜类代谢三者之间的关系,我们

选用 MeJA对香鳞毛蕨进行外源处理来观察 MYC２
的表达量变化,研究结果从侧面验证了 DfMYC２与

香鳞毛蕨的萜类代谢途径的确存在着联系,为进一

步研究蕨类植物的萜类代谢奠定基础.
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CloningandexpressionofDfMYC２genefromDryopterisfragrans

ZHAOZongbao　FENGPeng　ZHANGChangxu
CHENLingling　LIJie　LIUShouyin　CHANGYing

CollegeofLifeSciences,NortheastAgriculturalUniversity,Harbin１５００３６,China

Abstract　BasedonthetranscriptomedataofDryopterisfragrans,thegenesequenceofMYC２
transcriptionfactor MYC２ wascloned and named as DfMYC２．The geneaccession number was
MK１９３８７１．Bioinformaticsanalysisoftheproteinsequence,fluorescencequantitativeanalysisofdifferent
partsandexpressionanalysisof０．４mmol/L methyljasmonate(MeJA)wereperformed．Theresults
showedthattheDfMYC２genewas３１３０bpinfulllengthandtheopenreadingframe(ORF)was２４９６
bpinlength,encoding８３１aminoacidswitharelativemolecularweightof２６１０４１．８６．Theleavesof
D．fragransweresprayedwith０．４mmol/LMeJAsolution,andsamplesweretakenat０h,２h,４h,６h,

８h,１２h,２４hand３６haftertreatment．TheresultsofrealＧtimequantitativePCRshowedthatDfMYC２
hadthehighestexpressionat４haftertreatment．Itwillprovidethefoundationforfurtherstudyingthe
biologicalfunctionofDfMYC２geneinD．fragrans．

Keywords　Dryopterisfragrans;MYC２;MeJA;expressionanalysis
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