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摘  要：天然橡胶是重要的工业原料和战略物质，具有良好的韧性、弹性和耐高温等优良特性，是合成橡胶不可替代

的。巴西橡胶树是目前天然橡胶最主要的商业来源。已有研究报道橡胶生物合成关键基因 HbSRPP、HbHRT 和 HbFDP

对提高橡胶产量起到关键作用，同时 MYB 转录因子可能参与天然橡胶的生物合成与调控。本研究从橡胶树胶乳中克隆

1 个 MYB 类转录因子 HblMYB16 基因，并对其进行生物信息学分析和表达分析。结果表明：HblMYB16 基因开放读码

框为 1116 bp，编码 371 个氨基酸，亲水性总平均值为-0.498，为亲水性蛋白，含有 R2R3-MYB 结构域，属于 MYB 类

转录因子家族。HblMYB16 在胶乳中表达量最高，且定位在细胞核中，同时发现茉莉酸对 HblMYB16、HbSRPP、HbHRT

和 HbFDP 的表达有促进作用，而乙烯只对 HblMYB16 和 HbFDP 表达有影响。酵母单杂交结果证明 HblMYB16 与橡胶

生物合成关键基因 HbSRPP、HbHRT 和 HbFDP 互作，这些研究为进一步探究 HblMYB16 参与调控天然橡胶生物合成的

分子机制提供理论依据。 
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Abstract: Natural rubber is an important industrial raw material and strategic resource. It has excellent properties such 

as comparable elasticity, flexibility and resistance to high temperature, which cannot be replaced by synthetic rubber. 
The rubber tree (Hevea brasiliensis) is still the only commercial source of natural rubber. Previous studies have reported 

the key genes involved in rubber biosynthesis including HbSRPP, HbHRT and HbFDP play crucial roles in increasing 
rubber yield, while MYB, as a transcription factor, may participate in the synthesis of natural rubber. In the study, a 

MYB transcription factor HblMYB16 gene was cloned from rubber tree, and bioinformatics and expression analysis 
were carried out successfully. The results showed that the open reading frame (ORF) of HblMYB16 was 1116 bp, en-

coding 371 amino acids, and the total average hydrophilicity was –0.498, which was a hydrophilic protein containing the 
R2R3-MYB domain and belonging to the MYB transcription factor family. HblMYB16 was highest expressed in latex 

and localized in the nucleus. It was found that jasmonic acid had a promoting effect on the expression of HblMYB16, 
HbSRPP, HbHRT and HbFDP, while ethylene only had an impact on the expression of HblMYB16 and HbFDP. At the 

same time, the interactions between HblMYB16 and the rubber biosynthesis key genes HbSRPP, HbHRT and HbFDP 
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were verified by yeast one hybrid. The studies would lay a foundation for further revealing the molecular mechanism of 

HblMYB16 participating in natural rubber biosynthesis. 
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天然橡胶是一种生物高分子材料，顺式-1.4-

聚异戊二烯是其主要成分，它与石油、钢铁、煤

炭都是国家战略性工业原料，天然橡胶主要由橡

胶树流出的乳汁（又称胶乳）提炼加工而成[1]。

天然橡胶独特的分子结构赋予它弹性好、耐腐蚀

和抗拉伸等特点，在航天航空、轨道交通、深海

探测、国防装备等高端制造领域具有无法替代的

战略地位[2]。 

天然橡胶是一种重要的次生代谢产物，在橡

胶树乳管细胞的橡胶粒子上合成，以异戊烯基焦

磷酸（IPP）为前体，主要通过甲羟戊酸（MVA）

途径，再经过一些酶促反应，由此生成橡胶分子[3]。

小橡胶粒子蛋白（small rubber particle protein, 

SRPP）是对于天然橡胶生物合成起到关键作用的

因子，由单基因编码 [4]，SRPP 和橡胶转移酶

（cis-prenyltransferase, CPT）是橡胶粒子膜的主

要成分。HRT、SRPP、法尼基焦磷酸合成酶

（famesy diphosphate synthase, FPS）在 MVA 途径

中发挥重要作用。FPS 激发牻牛儿基焦磷酸（GPP）

生成法尼基焦磷酸（famesy diphosphate, FDP），

然后 FDP 与 IPP 连续缩聚生成聚异戊二烯。HRT

会将异戊二烯二磷酸单元以顺式连接的形式不断

聚合到橡胶分子链上，对天然橡胶链的延伸起作

用[5-8]。橡胶延长因子（rubber elongation factor, 

REF）在天然橡胶生物合成和积累过程中发挥重

要作用，且和 SRPP、CPT 构成橡胶粒子膜。REF

在乳管中高表达，与 CPT 共同协作完成顺式-聚

异戊二烯的延长[9-12]。研究还指出，乳胶细胞的

分化始于种子萌发阶段，这表明 REF/SRPP 蛋白

可能通过促进细胞早期发育，在成熟植株中显著

提升橡胶产量方面发挥关键作用[13]。同时有研究认

为，SRPP 独自完成长链橡胶分子的生物合成[14-16]。

对天然橡胶生物合成的早期研究主要集中在对合

成途径中酶的特性分析、基因克隆、表达和功能

分析[17]。 

MYB 转录因子在高等植物转录因子中数目

最多，具有保守的 MYB 结构，R2R3-MYB 转录

因子成员对于植物的不同生物学过程具有调节作

用，如调节次生代谢、细胞发育以及对胁迫的响

应 [18]。在调控次生代谢方面，拟南芥 MYB4、

MYB7 以及 MYB32 与 MBW 复合物中的 TT8 产

生相互作用，抑制 MBW 结合并减弱其转录活性，

同时，MYB4 还可以通过抑制编码 ADT（arogenate 

dehydratase）的基因来减少类黄酮的积累 [19]；

MYB112 在盐胁迫或者高光胁迫下上调表达，加

速花青素的积累 [20]；PtoMYB92、EgMYB1 和

EgMYB2 调控植物中木质素的生物合成[21-22]。在

调控细胞发育方面，MYB59 可以延长细胞有丝分

裂中期来抑制拟南芥根部生长[23]；在胁迫响应方

面，过表达 TaMYB344 的烟草植株抗旱、抗热和

抗盐胁迫能力增强[24]；转录因子是调节次生代谢

产物的生物合成途径的重要基因[25]，一些调控橡

胶生物合成途径的转录因子也被相继鉴定[26-35]，

但对橡胶生物合成的调控机制仍缺乏深入了解。 

为了研究橡胶树 MYB 转录因子在天然橡胶

生物合成中的作用，本研究克隆了 HblMYB16

基因，并对其进行生物信息学分析、橡胶树不同

组织的特异性表达分析、激素处理表达分析、亚

细胞定位及其与橡胶生物合成关键基因在酵母

中的相互作用，旨在为进一步揭示 HblMYB16

参与调控天然橡胶生物合成的分子机制提供理

论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

试验材料为巴西橡胶树幼树，品种为热研

7-33-97 植株，种植在中国热带农业科学院国家橡

胶树种质资源圃。 

大肠杆菌（E. coli）DH5α和 GV3101（pSoup- 

p19）菌株分别购自天根生物科技有限公司（北京）

和上海唯地生物技术有限公司，酵母单杂交载体

pHIS2.1 和 PGADT7、亚细胞定位载体 pCAMB-

IA1302 由实验室保存，DNA Marker、pMD19T 载

体、高保真酶 PrimeSTAR 和 T4 DNA 连接酶购自

TaKaRa 公司（大连），质粒提取试剂盒、RNA 抽

提试剂盒、DNA 凝胶回收试剂盒来自 FOREGENE

公司（成都），DNA 产物纯化试剂盒来自 OMEGA

（BIO-TEK），逆转录试剂盒与荧光定量试剂来自

NOVA 公司（苏州）。引物合成和测序由擎科生物

技术有限公司完成。 
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1.2  方法 

1.2.1  基因CDS区克隆  在NCBI中搜索HblMYB16

的基因序列，使用 IDT 网站设计基因特异性扩增

引物（MYB16-F：5′-ATGGAAATCGATTTGAA-

GGA-3′ ， MYB16-R:5′-TTAAAGATGCCCCATT-

TGCG-3′）。以橡胶树胶乳 cDNA 为模板扩增目的

序列，PCR 扩增体系：模板 1.5 μL、上下游引物

2 μL、2×PrimeSTAR HS（Premix）15 μL、无菌

水 9.5 μL。设定 PCR 程序：95 ℃预变性 8 min；

95 ℃变性 25 s，59 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 60 s，

重复 32 个循环；72 ℃延伸 8 min。PCR 产物经纯

化后连接到 pMD19T 载体中，pMD19T-HblMYB16

经 PCR 通用引物 M13 扩增鉴定阳性克隆，将大

小正确的阳性克隆抽提质粒后测序。 

1.2.2  生物信息学分析  将 HblMYB16 基因序列用

NOVA PRO 在线网站翻译成氨基酸序列，利用 TB 

tools 软件分析 HblMYB16 蛋白质分子质量、等电

点、稳定性和平均亲水系数；采用 SMART 和

MEME 在线软件（http://smart.embl-heidelberg.de/）

预测并分析蛋白保守结构域；将 HblMYB16 蛋白

序列通过 NCBI 进行多序列比对，下载同源性高

的相似蛋白序列，利用 DNAMAN 进行多序列比

对，再将序列比对结果可视化。 

1.2.3  橡胶树不同组织的采集及茉莉酸（MeJA）和

乙烯（ET）处理  橡胶树根、树皮、叶片和花等组

织同时采样后立即用液氮研磨或保存在−80 ℃。

胶乳用液氮速冻后收集到离心管，保存于液氮中，

用于 RNA 提取。 

分别用 0.07% MeJA、0.5% ET 处理橡胶树幼

树，处理时长为 1、3、6、9、24、48 h，然后采

集胶乳置于液氮中冻存，用于 RNA 提取。 

1.2.4  胶乳总 RNA 提取和 cDNA 合成   采用

FOREGENE 公司（成都）的植物总 RNA 提取试

剂盒（多糖多酚含量高的样本）提取 RNA。然后，

采用 NOVA 公司（苏州）的去基因组与逆转录一

管化三代预混液试剂盒将提取的 RNA 逆转录成

cDNA。 

1.2.5  qRT-PCR 和数据分析  采用 NOVA 公司（苏

州）的 Taq SYBR® Green qPCR Premix（Universal）

试剂盒，使用 BIO-RADCFX96 Real-time PCR 系

统（Bio-Rad，USA），进行 qRT-PCR 分析。

HblMYB16-F：5′-GCACCTCATGGATCTCAAGC- 

3′，HblMYB16-R：5′-GGTTGCGACACCCATTAA-

CT-3′；HbSRPP-F：5′-TTTGCCTTTGTTGCCCA-

CTGAG-3′，HbSRPP-R：5′-TGCACCAACAAT-

GGCAATTGGCC-3′；HbHRT-F：5′-TTGGTCTTC-

GACACGTGGTGTG-3′， HbHRT-R ： 5′-CCGG-

CTTAATTAAGTGTCCGAG-3′；HbFDP-F：5′-CC-

TCTATTGAAGCTCATCCTAGC-3′，HbFDP-R：

5′- CTGCATTATTCAGCGTCATCCAG-3′。采用

Actin 为 内 参 基 因 ， Actin-F ： 5′-CAGTGGTC-

GTACAACTGGTAT-3′， Actin-R ： 5′-ATCCTCC-

AATCCAGACACTGT-3′。qRT-PCR 的反应体系

20 μL：1 μL 模板，正反向引物（10 μmol/L1）各

1 μL，10 μL Taq SYBR® Green qPCR Premix，无

菌水 7 μL。按照以下程序反应：95 ℃预变性 30 s；

95 ℃变性 10 s；58 ℃退火 10 s；72 ℃延伸 30 s；

40 个循环。每个样品进行 3 次生物学重复和 3 次

技术重复试验，结果采用 2−ΔΔCT 法分析基因的相

对表达量，使用 SPSS 软件分析样本间的差异显

著性。 

1.2.6  亚细胞定位载体构建  用带有NcoⅠ和 SpeⅠ

酶切位点的引物扩增 HblMYB16 ，并构建到

PMD19T 载体上，测序无误后将质粒进行双酶切，

同时对含有 GFP 标签的空载体 pCAMBIA1302 进

行双酶切，将上述 2 种酶切产物用 T4 连接酶 16 ℃

连接过夜，转化到大肠杆菌 DH5α，挑选单菌落

进行质粒提取后，将测序验证的重组表达载体命

名为 pCAMBIA1302-HblMYB16。 

1.2.7  亚细胞定位分析  取 GV3101（pSoup-p19）

农杆菌感受态，将构建亚细胞定位载体的质粒

pCAMBIA1302-HblMYB16 按说明书步骤转化后，

吸取 50 μL 涂布在含利福平和卡那霉素的 LB 培

养基上，29 ℃培养 3 d。 

挑取单克隆进行菌液 PCR 鉴定，将条带大小

符合的单菌落扩大培养到 5 mL 离心管，28 ℃震

荡过夜，第 2 天按照 1∶25 的比例扩大到新的 LB

液体培养基中，直到 OD600 为 0.6~0.8，6500 r/min

离心 8 min，收集菌体。沉淀用 25 mL MES-MgCI2

缓冲液（pH 5.7，10 mmol/L）重悬，加入乙酰丁香

酮（acetosyringone, AS）至终浓度为 150 μmol/L，

室温静置 2 h。取新鲜的白洋葱，取中部切成

1 cm×1 cm，浸入到菌液中，置于真空干燥器内

（–0.08 kPa）抽滤 60 min，用灭菌的镊子夹出后

平铺到湿润的滤纸上，28 ℃暗培养 3 d。 

取洋葱内表皮置于载玻片，滴加 150 μL DAPI

染液（10 mg/mL）覆盖样本，避光染色 2 min。

使用激光共聚焦显微镜观察 DAPI（激发波长

358 nm，发射波长 461 nm）与 mCherry（激发波
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长 587 nm，发射波长 610 nm）双通道荧光信号，

验证目标蛋白亚细胞定位。 

1.2.8  酵母单杂载体的构建  用含有酶切位点 Nde

Ⅰ和 EcoRⅠ引物扩增 HblMYB16 的 CDS 序列，

连接 PMD19T 载体，测序正确的阳性克隆质粒进

行双酶切，同时对 PGADT7 空载体进行双酶切，

后续实验方法同 1.2.6，将测序验证的重组表达载

体命名为 pGADT7-HblMYB16。HbSRPP和HbFDP

启动子用含有 MluⅠ和 SpeⅠ的引物，HbHRT 用

EcoRⅠ和 SacⅠ的引物扩增连接 PMD19T 后酶切

再连接 pHis2.1 载体，分别命名为 pHis-HbSRPP、

pHis-HbFDP、pHis-HbHRT。 

1.2.9  酵母单杂交验证  HblMYB16 与 HbSRPP、

HbHRT、HbFDP 的互作关系  将试验分为 3 组：

阳性对照（p53His2.1 和 pGAD-53 共同转化），阴

性对照（pHis2.1 和 pGAD-53 共同转化，pHis- 

HbSRPP 、 pHis-HbFDP 、 pHis-HbHRT 分 别 与

pGADT7 两两组合共同转化，pGADT7-HblMYB 

16 和 pHis2.1 共同转化）和试验组（pHis-HbSRPP、

pHis-HbFDP 、 pHis-HbHRT 分 别 与 pGADT7- 

HblMYB16）两两组合共同转化）。将表达载体质

粒共同转化至 Y187 酵母菌株中，按酵母转化试

剂盒说明书操作后，吸取 30 μL 菌液涂布在加入

3-AT 的缺色氨酸、组氨酸、亮氨酸的 SD 固体培

养基上（SD/-Trp-His-Leu），29 ℃倒置培养 5~7 d，

观察并拍照记录。 

在以上 3 组培养基平板中挑选长势良好的单

菌落用缺少色氨酸和亮氨酸 SD 培养基液体培养

基（SD/-Trp-Leu）培养至 OD600 为 0.4，然后稀释

成不同倍数，吸取 7 μL 点接于 SD/-Trp-Leu 固体

培养基和含有相应 3-AT 的缺色氨酸、组氨酸、亮

氨酸的 SD 固体培养基上（SD/-Trp-His-Leu），

29 ℃倒置培养 5~7 d，观察并拍照记录。 

2  结果与分析 

2.1  HblMYB16 基因的克隆 

以橡胶树胶乳的 cDNA 为模板，以特异性引

物 MYB16-F 和 MYB16-R 扩增到 1116 bp 的条带

（图 1），连接到 PMD19T 上，在 DH5α转化后，

经菌液 PCR 验证，提取质粒后且测序与 NCBI 中

ORF 序列完全一致。 

2.2  HblMYB16 蛋白的生物信息学分析 

先用 NOVOPro 在线工具将氨基酸翻译成蛋 

 
 

1: HblMYB16；M: DL15000 DNA marker. 

图 1  HblMYB16 PCR 克隆 
Fig. 1  PCR clone of HblMYB16 

 
白，然后用 TB Tools 分析 HblMYB16 蛋白性质，

分 析 显 示 ： HblMYB16 的 分 子 式 为 C1713H-

2722N514O554S15，等电点为 5.33，相对分子量为

39.86 kDa，不稳定系数为 38.91，是不稳定蛋白。

利用 ProtScale工具分析 HblMYB16蛋白质的亲水

性或疏水性，结果显示，亲水性总平均值为

–0.498，是亲水性蛋白（图 2）。 

通过 Inter Pro 工具（https://www.ebi.ac.uk/ 

interpro/）和 DNAMAN 软件对 HblMYB16 的保

守结构域进行分析，研究结果显示，HblMYB16

的 R 结构域内存在 3 个色氨酸残基，这些残基彼

此间隔 19 个氨基酸；另一个保守的 R 结构域则

包含 2 个色氨酸残基，二者相距 18 个氨基酸。剩

下的色氨酸残基会被苯丙氨酸残基取代，对比其

他生物中 MYB 蛋白序列，具有一致的 R2 和 R3

保守结构域，由此证实 HblMYB16 转录因子属于

R2R3-MYB 亚家族（图 3）。 
 

 
 

图 2  HblMYB16 亲水/疏水性分析图 
Fig. 2  Hydrophilic/hydrophobic analysis of HblMYB16 
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图 3  HblMYB16 氨基酸序列与不同物种的比对 
Fig. 3  Homologous alignment of HblMYB16 amino acid sequences with other species 

 

2.3  HblMYB16 在橡胶树不同组织中的表达 

将橡胶树的根、树皮、叶片、花和胶乳中提

取总 RNA 逆转录成 cDNA 作为荧光定量 PCR 试

验所需的模板。利用 qRT-PCR 检测 HblMYB16 在

橡胶树根、树皮、叶片、花和胶乳等组织的表达

情况。从图 4 可知，HblMYB16 在胶乳中的表达水

平最高，叶片次之，花最低，树根和树皮中不表达。 
 

 
 

图 4  橡胶树不同组织中 HblMYB16 的表达情况 
Fig. 4  Expression of HblMYB16 in different tissues of 

rubber tree 

2.4  激素处理对 HblMYB16、HbSRPP、HbHRT

和 HbFDP 表达的影响 

为探究外源激素 MeJA、ET 对 HblMYB16、

HbSRPP、HbHRT 和 HbFDP 的影响，本研究用

MeJA、ET 分别对橡胶树幼树进行处理，采集激

素处理后的胶乳提取总 RNA 合成 cDNA，利用实

时荧光定量 PCR 技术，检测了外源激素对

HblMYB16 表达的影响。发现 HblMYB16 的表达

量均受 MeJA 和 ET 的影响，其中 HblMYB16 在

MeJA 和 ET 处理 9 h 时均达到最高表达量，同时

研究了 HbSRPP、HbHRT 和 HbFDP 在 MeJA 和

ET 处理下的表达，HbSRPP 和 HbHRT 在 MeJA

处理 9 h 时表达量最高，ET 处理无明显变化，

HbFDP 在 JA 和 ET 处理 9 h 时表达量均达到最

高（图 5）。 

2.5  亚细胞定位分析 

将构建的 pCAMBIA1302-HblMYB16 载体质

粒转化 GV3101 农杆菌，随后侵染洋葱，结果显

示：试验组荧光定位在细胞核上，而对照组空载

的荧光分布在细胞核和细胞质中，证明 HblM-

YB16 蛋白定位在细胞核内（图 6）。 
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图 5  HblMYB16、HbSRPP、HbHRT 和 HbFDP 在 JA 和 ET 处理下表达量变化 
Fig. 5  Expression of HblMYB16, HbSRPP, HbHRT and HbFDP under JA and ET treatments 

 

 
 

图 6  HblMYB16 亚细胞定位 
Fig. 6  Subcellular localization of HblMYB16 

 

2.6  酵母单杂交验证分析 

如图 7 所示，酵母单杂交验证阴性对照不能

正常生长，试验组和阳性对照均能正常生长，结

果表明 HblMYB16 与 HbSRPP、HbFDP 和 HbHRT

启动子互作。 

3  讨论 

MYB 转录因子是植物中成员数量最多的基

因家族之一，其 N 端包含高度保守的 MYB 结构

域[36]。R2R3-MYB 转录因子主要存在于植物中，

它含有 R2 和 R3 结构域。据报道，R2R3-MYB 基

因是由 R1R2R3-MYB 基因中 R1 的重复丟失或

R1-MYB 基因中 R1 的重复进化而来[37-38]。R2R3- 

MYB 转录因子通过特异性结合靶基因启动子的

关键序列来激活或抑制转录[36]。R2R3-MYB 基因

家族广泛参与调控各种生物过程，包括植物生长

发育、激素信号转导、初级和次级代谢等[39-40]。

例如，在玉米中，黄酮类化合物的生物合成受 3

个编码 R2R3-MYB 结构域的基因（P、C1、Pl）

直接或间接控制[41-42]。猕猴桃中的 MYB7 基因能

够调节类胡萝卜素和叶绿素的生物合成[43]。观赏

烟草的 MYB305 基因含有 1 个保守的 R2R3-MYB 

DNA 结合域，敲除该基因的表达会导致花蜜素和

黄酮类化合物生物合成相关基因的表达减少[44]。 

橡胶树乳管细胞是特异化合成和储存天然橡

胶的场所，它上下贯通分布于橡胶树树皮的韧皮 
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图 7  HblMYB16 与橡胶生物合成基因启动子的互作 
Fig. 7  Interaction between HblMYB16 and the promoters 

of rubber synthesis genes 
 

部。乳管的数量是决定天然橡胶产量的关键因素[45]，

天然橡胶生物合成相关基因在乳管细胞中高丰度

表达[46]。有证据显示乙烯对橡胶生物合成的某些

方面可能有重要影响。乙烯被广泛应用于橡胶树

刺激采胶，大幅度提高了天然橡胶产量。杨子平[47]

证实乙烯通过诱导转录因子的表达来影响天然橡

胶生物合成关联酶基因的表达。此外发现茉莉酸

甲酯能诱导橡胶树幼树乳管分化，且茉莉酸可能

是橡胶生物合成的关键调节因子[48-51]，这一发现

将为发展新的激素调节提供可能。 

彭世清等[52]从巴西橡胶树中分离出 HbMyb1

基因。刘彤[53]从橡胶树中分离出 2 个与木质素合成

相关的基因 HbMYB20 和 HbMYB52。WANG 等[31]

证明 HblMYB19，HblMYB44 能够促进 HbSRPP、

HbFDP 和 HbHRT 启动子的表达，参与天然橡胶

的生物合成途径。本研究通过对 HblMYB16 的结

构域分析发现，与其他生物中 MYB 具有一致的

R2 和 R3 保守结构域，说明 HblMYB16 转录因

子属于 R2R3-MYB 亚家族。通过对 HblMYB16

基因在橡胶树不同组织特异性表达分析发现，

HblMYB16 在胶乳中的表达量最高。通过激素处理

表明，茉莉酸对 HblMYB16、HbSRPP、HbHRT 和

HbFDP 的表达有促进作用，而乙烯只对 HblMYB16

和 HbFDP 表达有影响。暗示 HblMYB16 可能与橡

胶生物合成存在密切关系。亚细胞定位荧光观察

结果显示 HblMYB16 定位于细胞核中，符合转录

因子的特征。酵母单杂交验证 HblMYB16 能促进

HbSRPP、HbFDP 和 HbHRT 启动子的表达，证明

它们之间存在着相互作用，推测 HblMYB16 可能

参与调控天然橡胶生物合成。但具体调节机制还

有待进一步研究。本研究为阐明天然橡胶生物合

成的分子调控机制奠定基础，可为将来通过生物

技术调节橡胶生物合成提供理论依据。 
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