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基于巴戟天转录组数据的R2R3-MYB转录因子的鉴定和分析

谢德金 1, 叶友杰 1, 杨德明 1, 杨 柯 1, 周成城 1, 陈凌艳 2, 荣俊冬 1, 郑郁善 1,2*

(福建农林大学 1. 林学院, 2. 园林学院, 福建 福州 350002)

摘要: 为了挖掘参与巴戟天生长发育及次生代谢产物合成的MYB转录因子, 本研究基于巴戟天根茎叶的转

录组数据, 筛选并鉴定巴戟天的 R2R3-MYB转录因子, 为以后通过遗传改良的手段调控巴戟天的代谢机制提供

理论基础。根据巴戟天根茎叶的转录组数据, 利用PFAM和 plantTFDB等 5个数据库, 对预测的巴戟天R2R3-MYB

转录因子进行鉴定, GO功能注释和分类、保守结构域分析、进化树比对分析和组织特异性表达差异分析。基于

巴戟天的转录组数据共鉴定 109个MYB转录因子, 其中R2R3-MYB的数量为 51个。亚细胞定位结果显示多数序

列定位于细胞核, 少部分位于细胞外基质。与分子功能、生物过程和细胞组分相关的GO terms的数量分别为 112、

76和 239个。51个巴戟天R2R3-MYB转录因子中的R2-MYB和R3-MYB的保守基序分别为: -W-(X19)-W-(X19)-W-,

-F-(X18)-W-(X18)-W-。通过与拟南芥R2R3-MYB转录因子的序列比对分析可知, 除了S10、S19和S21亚家族没有分

布, 其他亚家族中都存在同源序列。RT-qPCR的结果验证了部分R2R3-MYB基因在 3个组织差异性表达。获得的

51个R2R3-MYB转录因子为进一步研究巴戟天MYB转录因子家族提供了一定的理论基础。
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Abstract: In order to explore MYB transcription factors related to developmental processes and secondary

metabolism in Morinda officinalis, we analyzed MoMYB expression based on transcriptome data from three

tissues (root, stem and leaf). We used this analysis to provide a theoretical foundation for regulating the metabolism

of M. officinalis. RNA-seq data along with the five databases including PFAM and plantTFDB and others were

used to screen and classify MoMYB, including GO functional annotation and classification, subcellular localization,

signal peptide prediction, conserved motif discovery, and comparative phylogenetic analysis. RT-qPCR was carried

out to detect tissue-specific expression differences of MoMYB genes. According to transcriptome data, 109 MoMYB

sequences were identified and divided into four classes, containing 51 sequences related to R2R3-MYB. Subcellular

localization analysis indicated that a majority of sequences were located in nucleus. Blast2GO analysis showed

that 109 MoMYB sequences were classified into three major functional ontologies including molecular function

(112), biological processes (76) and cellular components (239). The R2-MYB conserved motif of 51 R2R3-MYB

sequences possessed three significantly conserved tryptophan residues, whereas a phenylalanine replaced the

first tryptophan in R3-MYB. The results of multiple sequence alignment and phylogenetic analysis revealed that
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the R2R3-MYB was distributed in all subgroups, apart from the S10, S19 and S21 subgroups. RT-qPCR indicated

that several R2R3-MYB genes were differentially expressed among the three tissues, and this finding was

consistent with transcriptome data. The 109 MoMYB sequences were annotated and divided into different classes,

which lays the foundation for further study on MYB transcriptional factors in M. officinalis.
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在植物中, MYB转录因子是一个庞大的且功能多

样化的转录因子家族, 其N端氨基酸残基具有保守的

DNA结合结构域, 从而与基因的启动子区结合, 调控

基因的表达。根据MYB转录因子N端保守的DNA结

合结构域的重复个数, 将其分为 4类: 1R-MYB (包含

MYB-related)、R2R3-MYB、3R-MYB 及 4R-MYB[1,2]。

在过去几十年里, 从少量的MYB转录因子的发现鉴别

再到基于基因组数据大量发掘各个植物中的MYB转

录因子家族, 对MYB转录因子的分类和功能研究已经

有了更全面的了解, 如双子叶植物拟南芥[2,3]、毛果杨[4]

及葡萄[5], 单子叶植物: 玉米[6]、水稻[3]等。在 4类MYB

转录因子中R2R3-MYB的数量最多, 主要参与调控植

物所特有的生长和代谢途径, 并且前人根据多个已测

序物种的 R2R3-MYB 转录因子蛋白的 C 端保守的氨

基酸基序的分析, 功能相似的序列聚为一类, 将其划分

为28个不同的亚家族[7]。在以后各种植物R2R3-MYB

转录因子的鉴定和功能注释的过程中, 都是通过构建

系统进化树的方法与拟南芥的 R2R3-MYB 进行对比

分析, 从毛果杨和葡萄基因组中也鉴定到了几个在拟

南芥中没有的 R2R3-MYB 转录因子。R2R3-MYB 转

录因子的主要功能: ① 初级和次级代谢物的调节, 如

S7、S6和 S2亚家族分别对黄酮醇[8]、花青素及原花青

素[9]的调控; 也有其他亚家族主要参与调控次生细胞

壁的合成, 如S3在纤维和导管的木质素合成, S21在次

生细胞壁增厚方面起作用[10,11]; ② 调控细胞的生命周

期; ③ 植物的生长发育调节; ④ 生物或非生物胁迫响

应, 在干旱胁迫条件下, AtMYB2和AtMYB102的表达

量显著提高[12,13], S1 亚家族的 AtMYB96 和 AtMYB60

通过脱落酸信号级联反应调控植物的气孔运动、干旱

胁迫和抗病性[14-16], 。R2R3-MYB 除了可以作为正调

控转录因子外, 也可起到负调控的作用, 如AtMYB4在

野生型拟南芥中通过抑制肉桂酸 -4-羟基化酶基因

(C4H) 的表达, 阻止了芥子酸酯的合成, 而在紫外线的

照射下 , AtMYB4 基因的表达量下降 , 从而解除了对

C4H的抑制作用, 使芥子酸酯的含量在植物体内有所

增加, 在拟南芥AtMYB4突变体植株上, 相较于野生型

植物, 对紫外线的抗性能力也大幅增强[17]。MYB转录

因子除了可以单独调控基因的转录表达外, 在类黄酮

(flavonoids) 的合成过程中 , 主要以转录因子复合物

(transcriptional complex, MBW complex) 的形式发挥

功能, 其由 bHLH转录因子、WD-repeat (WDR) 转录因

子和MYB转录因子构成[18-20]。MYB转录因子除了可

以调控基因的转录表达, 其本身也受到microRNAs和

ta-siRNAs的调控, 如miRNA159对参与花药和花粉发

育的 AtMYB33、AtMYB35、AtMYB65 和 AtMYB101

起调控作用[21]。

巴戟天 (Morinda officinalis How) 作为一种藤本

类药用植物, 其根部含有蒽醌类、环烯醚萜类等多种次

生代谢产物。其中茜草素型蒽醌类有机物C环的合成

和萜类化合物的合成都需要经过甲基赤藓醇磷酸途径

(MEP), 并且 1-脱氧-D-木酮糖 5-磷酸还原异构酶基因

(DXR) 和 1-脱氧-D-木酮糖 5-磷酸合成酶基因 (DXS)

都是 MEP 途径的限速酶[22,23]。有学者通过对青蒿的

DXS基因的启动子区的克隆研究发现, 在上游调控序

列中含有与 MYB 转录因子相结合的 DNA 结合位

点[24]。本实验在前期的研究中也克隆了 3个DXS基因

和 1个DXR基因及其启动子区序列, 通过对启动子序

列的分析发现巴戟天 3个DXS基因和DXR基因上游

调控序列中也都含有多个与MYB转录因子相结合的

DNA 结合位点 (未发表), 这说明 MYB转录因子可能

参与对DXS基因的调控, 除了对MEP途径关键基因进

行调控外, MYB转录因子还参与调控苯丙烷代谢合成

途径中关键酶基因的转录表达, 从而对植物的生长发

育、胁迫响应、次级代谢产物的合成进行调节。但是针

对巴戟天植物的MYB转录因子的研究还未见报道, 有

必要对巴戟天的MYB转录因子进行研究和鉴定。通

过巴戟天的根茎叶 3个不同组织的转录组数据, 筛选

并鉴定巴戟天MYB转录因子, 并对其进行GO功能分

类、保守结构域和进化树分析, 以及巴戟天R2R3-MYB

基因在根茎叶中的表达差异分析和验证。

材料与方法

材料 2年生巴戟天植株栽植于20 cm (直径)×15 cm

(高) 的花盆中, 在福建农林大学园林学院温室大棚内

培养2个月后, 选取9棵生长良好的巴戟天植株用于试

验研究, 任意挑选 3棵植株组成 1个重复, 共 3个重复,
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其中每一个重复内的 3棵植株的根、茎、叶 3个组织部

位于 2019年 6月 22日 8:00～10:00AM取样, 材料采集

后立即放入液氮中冷冻, 存放在-80 ℃冰箱。栽植的 2

年生巴戟天植株经福建农林大学林学院邹小兴教授鉴

定为茜草科植物巴戟天M. officinalis。

试剂 总 RNA 提取试剂盒 (RNAprep Pure Plant

Kit, DP441) 购自天根生化科技有限公司, qRT-PCR的TB

Green Premix Ex Taq试剂盒和PrimeScriptTM II 1st Strand

cDNA Synthesis kit反转录试剂盒均购自TaKaRa公司。

根、茎和叶总RNA提取及转录组测序 采用天根

总 RNA 提取试剂盒分别提取巴戟天根、茎、叶 3个不

同组织的总 RNA, 用 Nanodrop 2000 分光光度计测定

其总 RNA 的浓度, 并用琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA

的完整性。将合格的总 RNA 经反转录后合成 cDNA

第一链, 放于-20 ℃备用。将存放在-80 ℃冰箱的巴

戟天根、茎、叶 3个组织部位的样品送至北京诺禾致源

科技股份有限公司进行转录组测序, 后续试验都是依

据此测序结果进行分析。

巴戟天转录因子家族的筛选和鉴定 将巴戟天转

录组数据中的unigene数据提交至CD-HIT Suite在线数

据库 (http://weizhong-lab. ucsd. edu/cdhit_suite/cgi-bin/

index.cgi) 去除冗余的核酸片段, 将输出的去除冗余后

unigene数据提交至 plantTFDB (http://planttfdb.cbi.pku.

edu.cn/) 进行转录因子筛选与鉴定。

巴戟天 MYB 转录因子家族鉴定、理化性质与功

能注释 从鉴定的巴戟天转录因子数据库中挑选出

MYB 转录因子序列 , 通过 NCBI 的 ORFfinder 在线软

件分析预测各个 MYB 基因的开放阅读框并进行

SmartBLAST与相应的蛋白数据库进行蛋白相似性比对

分析鉴定。从 plantTFDB (http://planttfdb.cbi.pku.edu.

cn/) 数据库中下载拟南芥MYB转录因子序列, 并根据

Stracke和Dubos对拟南芥MYB转录因子家族的分类

方法 (MYB转录因子N端所含的DNA结合结构域的

数目) 将其编码后并分为 4大类, 分别为 1R-MYB (含

MYB-related)、R2R3-MYB、3R-MYB、4R-MYB。使用

ExPASy-pROSITE 在线软件预测巴戟天 MYB 转录因

子 N 端所含的 DNA 结合结构域的数目 , 并对巴戟天

MYB 转录因子进行分类。运用在线软件 Prot Comp

9.0 (http://linux1.softberry.com/all.htm) 和 SignalP (http:

//www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/) 对预测的巴戟

天MYB蛋白进行亚细胞定位和信号肽分析。将筛选

好的巴戟天MYB转录因子的蛋白序列以 fasta格式用

Blast2GO软件进行GO功能分类和注释。

巴戟天 R2R3-MYB 转录因子家族保守结构域和

进化树分析 从已分类的巴戟天MYB转录因子数据

库中筛选出R2R3-MYB类型, 运用MEME在线软件数

据库 (http://meme-suite.org/tools/meme) 分别对巴戟天

R2R3-MYB 转录因子的 R2 和 R3 保守结构域进行分

析。以拟南芥 R2R3-MYB 类型为参考序列 , 通过

MEGA7.0软件的 ClustalW 多序列比对功能将拟南芥

的 R2R3-MYB 转录因子与预测的巴戟天 R2R3-MYB

转录因子进行比对, 后运用比邻法 (Neighbor-Joining),

泊松模型 (Poisson model), Bootstrap 方法参数设为

1000, 构建系统进化树。

巴戟天 R2R3-MYB 转录因子基因的表达模式分

析和验证 从巴戟天转录组数据库中分别提取R2R3-

MYB转录因子在根、茎、叶中的FPKM值, 由于不同的

R2R3-MYB基因在不同组织的 FPKM值相差较大, 在

使用软件处理之前需要将这些数据用对数函数归一化

处理 , 后采用 Heml 软件对巴戟天 R2R3-MYB 转录

因子在根、茎、叶的表达量进行分析。共选取 8个在不

同组织中有明显差异表达的 R2R3-MYB 基因进行

RT-qPCR验证 (表1), 前期通过对巴戟天内参基因的选

择与验证, 选择扩增效率 97.887%的 elongation elonga‐

tion factor1α (ef1α) 作为巴戟天的内参基因。以巴戟

天根、茎、叶 3个组织部位反转录合成的 cDNA第一链

为材料, 扩增体系和反应程序按照TaKaRa公司的TB

Green Premix Ex Taq 试剂盒的说明操作 , 扩增体系

(20 μL): TB Green Premix Ex Taq 10 μL, 正反引物各

0.8 μL, RoxII 0.4 μL, cDNA 2 μL (100 ng·μL-1), ddH2O

6 μL。扩增程序: 95 ℃ 30 s; 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 34 s, 共

40 个循环 ; 溶解曲线 : 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 95 ℃ ,

Table 1 Primer sequences

Primer

name

MoMYB6

MoMYB27

MoMYB40

MoMYB53

MoMYB57

MoMYB60

MoMYB63

MoMYB104

ef1α

Primer sequence (forward/reverse)

F: 5′AAGCGAACTGGAAAGAGCTG3′

R: 5′TGTTTCCACGTCGAACATCG3′

F: 5′TTGCCTGGGAGGACAGATAATG3′

R: 5′TTTGATCCTTGCGGTGCTTG3′

F: 5′TGGAAATTGGAGGGCTGTTC3′

R: 5′AAGTTGCCACGTTTGATGCC3′

F: 5′TTGAGGTGTGGCAAGAGTTG3′

R: 5′TAAGTGGCCCGCAATCAAAG3′

F: 5′AACAGGTGGGCTCAAATTGC3′

R: 5′ATAAGGGCTGGTGAGTATTGGG3′

F: 5′AAGGTCGCCTTGTTGTGATG3′

R: 5′AACTGCCATGGCCATGTTTC3′

F: 5′ACCACCACCACCACTTATTCC3′

R: 5′ATCCCGATGCGTCGTTTTTC3′

F: 5′ACCTTGCTGTGAGAAAGTGG3′

R: 5′AACAACCCTGCTCTTTTGGG3′

F: 5′ACTTCACAGGCTGATTGTGC3′

R: 5′AAGGGTGAAGGCAAGCAAAG3′

Amplicon

length/bp

70

88

108

150

130

104

81

129

114
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15 s。每个样品做 3 个平行实验 , 并做 3 个生物学重

复 , 仪器为 ABI 公司的 7500 Real Time PCR System。

后用 Ct(2-ΔΔCt) 法计算巴戟天 R2R3-MYB 转录因子在

巴戟天根、茎、叶3个不同组织的中的相对表达量。

结果与分析

1 巴戟天转录因子家族的筛选和鉴定

将巴戟天根茎叶 3 个组织部位的 unigenes 经过

CD-HIT去除冗余后, 提交至 plantTFDB数据库, 与其

他植物的转录因子比对, 最终得到 54种共 1 154个转

录因子 (图 1), 涉及的 MYB (含 MYB-related) 转录因

子家族的数量为 128 个 , 其次为 bHLH、C2H2、ERF、

NAC、bZIP和 WRKY 等转录因子家族, 图 1仅列出了

部分巴戟天转录因子家族的数量统计。

2 巴戟天MYB转录因子家族鉴定、理化性质与功能

注释

初步筛选得到的 128个巴戟天 MYB转录因子的

核酸序列中有 109 个序列具有 MYB 转录因子保守

域的蛋白序列, 并随机对这 109个巴戟天MYB转录因

子序列进行编码 MoMYB1～109, 并参照 Stracke 和

Dubos 对拟南芥 MYB 转录因子家族的分类方法将

其分为 4 类 : 1R-MYB (含 MYB-related)、R2R3-MYB、

3R-MYB、4R-MYB, 其数量分别为 : 53、51、3 和 2 个。

亚细胞定位结果显示有 81 个序列定位于细胞核

(nucleus), 其余 28个则位于细胞外基质 (extracellular)。

信号肽分析表明有 7 个序列的 N 端有信号肽剪切位

点, 如: MoMYB2 (1R)、MoMYB26 (R2R3)、MoMYB30

(1R)、MoMYB46 (R2R3)、MoMYB50 (R2R3)、MoMYB97

(1R) 和 MoMYB107 (1R)。Blast2GO软件处理最终结

果显示, 注释到的序列涉及到 427个GO terms, 其中分

子功能 (molecular function, MF)、生物过程 (biological

process, BP) 和细胞组成 (cellular component, CC) 涉及

到的 GO terms 分别为: 112、76 和 239 个。MF 中注释

最多的是 binding, 数量为 109条, 表明所筛选的 MYB

转录因子N端都具有DNA结合结构域, 通过与所调控

基因的启动子区结合, 进而控制生物体的生长发育和

代谢产物的产生。BP中注释到参与细胞过程 (cellular

process) 的序列较多, 而与代谢过程的序列数量也有 5

个, 都是R2R3-MYB类型, 如: MoMYB18、MoMYB45、

MoMYB50 (R2R3)、MoMYB53 和 MoMYB65 (图 2)。

CC中注释最多的是细胞组分、细胞器和细胞。

3 巴戟天R2R3-MYB转录因子家族保守结构域基序

和进化树分析

由图 3 可知 : 51 个巴戟天 R2R3-MYB 转录因子

中的 R2-MYB和 R3-MYB的保守结构域基序分别为:

-W- (X19) -W- (X19) -W-、-F- (X18) -W- (X18) -W-。巴戟天

R2-MYB基序中含有 3个保守的色氨酸残基 (W, Trp),

每个 W 之间有 19 个氨基酸残基相隔。而巴戟天 R3-

MYB基序中第一个保守的色氨酸残基被苯丙氨酸 (F,

Phe)、异亮氨酸 (I, Ile) 或亮氨酸(L, Leu) 所取代, 并且

Figure 1 Excavation of transcriptional factors from Morinda offi‐

cinalis transcriptome data

Figure 2 GO categorization and annotation of 109 MoMYB

genes

Figure 3 The conservative motif of R2R3-MYB of Morinda

officinalis. Illustration showing the primary structures of a typical

R2R3-MYB, including R2-type and R3-type MYB repeat. W:

Tryptophan; F: Phenylalanine; X: Amino acid
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苯丙氨酸和色氨酸残基之间有 18个氨基酸残基相隔。

但是在巴戟天R3-MYB中, 相对于异亮氨酸和亮氨酸

残基, 苯丙氨酸取代色氨酸残基的频率更大。在巴戟

天R2或R3-MYB保守结构域基序中, 除了极度保守的

色氨酸或苯丙氨酸残基外, R2-MYB中靠近第三个色

氨酸残基前 6位的氨基酸残基也相对保守且集中, 如:

赖氨酸 (K, Lys)、丝氨酸 (S, Ser)、半胱氨酸 (C, Cys)、精

氨酸 (R, Arg) 及亮氨酸残基 (L, Leu)。R3-MYB 中靠

近第 3个色氨酸残基前的氨基酸大部分也表现出高度

保守, 如苏氨酸 (T, Thr)、天冬氨酸 (D, Asp)、天冬酰胺

(N, Asn) 及谷氨酸 (E, Glu)。

巴戟天R2R3-MYB转录因子中的R2-MYB和R3-

MYB的保守结构域基序的特征与拟南芥的 R2-MYB

和R3-MYB结构特征相一致, 这也证明了从巴戟天转

录组数据中筛选到的R2R3-MYB转录因子的正确性,

同时也说明 R2R3-MYB 转录因子 N 端保守的重复序

列能够形成 H (螺旋) -T (转角) -H (螺旋) 结构 , 使

R2R3-MYB转录因子蛋白与基因启动子区的结合, 从

而控制基因的转录水平。

在植物中 , 对拟南芥的 R2R3-MYB 转录因子的

功能注释和分类研究的比较透彻, 将拟南芥的R2R3-

MYB转录因子与预测的巴戟天R2R3-MYB转录因子

的氨基酸序列进行多序列比对后, 通过构建系统进化

树的方式对巴戟天的R2R3-MYB转录因子的功能进行

注释, 系统进化树的结果显示: 巴戟天的 51个 R2R3-

MYB转录因子分散在拟南芥R2R3-MYB转录因子的

亚家族中, 但是除了在 S10、S19和 S21亚家族中未发

现R2R3-MoMYB外, 其他亚家族中都有分布 (图4)。

4 巴戟天R2R3-MYB转录因子基因的表达模式分析

和验证

通过对巴戟天根、茎和叶 3 个组织部位中 51 个

R2R3-MYB 转录因子基因的表达量进行分层聚类分

析, 由图 5可知, 大部分R2R3-MYB转录因子基因在 3

个组织部位中的表达差异较显著, 在叶组织中, 有 6个

基因显著表达 , 且表达量明显高于根和茎组织 , 如 :

MoMYB9、MoMYB40、MoMYB43和 MoMYB53等, 但有

5个基因在叶中不表达。在茎组织中, 有 13个基因的

表达量显著高于叶和根 , 如 : MoMYB18、MoMYB25、

MoMYB57 和 MoMYB73 等, 但有 1 个基因在茎中没有

表达。而有17个基因在根组织中的表达量明显高于叶

和茎, 如: MoMYB6、MoMYB27、MoMYB60、MoMYB61、

MoMYB63 和 MoMYB70 等, 但也有 4 个基因没有在根

中表达。通过RT-qPCR的方法验证巴戟天部分R2R3-

MYB基因在根茎叶 3个组织部位的差异表达, 由图可

知, MoMYB6、MoMYB27和MoMYB60基因在根中的表

达量最高; MoMYB40、MoMYB53和MoMYB104在叶中

Figure 5 The pattern of expression of R2R3-MYB genes in

three different tissues(root, stem, leaf ) of Morinda officinalis. The

black rectangle indicates that the FPKM

Figure 4 Phylogenetic tree analysis of R2R3-MYB between

Morinda officinalis and Arabidopsis thaliana
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的表达量最高; MoMYB57基因在茎中的表达量较根和

茎中高。且这 7个基因在 3个组织部位中的表达趋势

与转录组数据相一致。但是MoMYB63基因在根茎叶

中的表达量差异不大, 在叶中的表达量最高, 但与转录

组数据中根的表达量最高 (图6)。

讨论

巴戟天是一种藤本类非模式植物, 因其根部能够

产生重要的次生代谢产物而广泛种植于南方地区。科

研工作者们通过对相关的次生代谢合成途径上的关键

基因进行克隆分析, 并利用过表达和基因敲除的方式

对限速酶关键基因的功能进行验证或提高某些次生代

谢产物的含量, 但是植物的代谢途径是多步骤的连锁

反应, 有时对单个基因进行调控无法取得应有的效果,

这时通过调控转录因子与代谢途径中相关酶基因启动

子区的顺式作用元件的结合, 在转录水平上同时调控

某些代谢途径的关键酶基因的表达水平, 从而影响相

应次生代谢产物的含量。MYB类转录因子在植物生

长发育过程中起到重要的作用并广泛参与植物苯丙烷

类代谢途径的调节, 在苯丙烷代谢途径上的一些关键

酶基因的启动子区均含有MYB结合位点, 从而显著提

高苯丙烷类化合物的产量提供了可能。前人对拟南芥

中 MYB 转录因子尤其是 R2R3-MYB 的研究较为透

彻, 其主要参与初级或次生代谢, 发育过程及对生物或

非生物胁迫的响应。

本研究通过巴戟天根、茎、叶 3个组织部位的转录

组数据, 最终筛选到了 109个MYB转录因子序列, 其

中有 51个 R2R3-MYB, 这些 MYB 转录因子的 N 端都

具有与拟南芥MYB转录因子相同或相似的保守结构

域与基序, 这些特征是判定筛选到的序列是否为MYB

转录因子的前提条件, 但是这些特征并不是说在所有

植物中都是一成不变的, 如对黑果枸杞R2R3-MYB转

录因子的研究中, 其R2-MYB 基序中除了包含 3个保

守的色氨酸残基外, 但是这 3个色氨酸残基之间的间

隔分别为 23 和 19 个氨基酸残基, 这与拟南芥和巴戟

天鉴定和预测的R2-MYB转录因子 3个色氨酸残基之

间的间隔都是 19个碱基有所不同, 作者推测这插入的

4个碱基可能是黑果枸杞R2R3-MYB类转录因子分子

进化和功能分化的活跃区[25]。

通过与拟南芥 R2R3-MYB 转录因子的氨基酸序

列进行比对并构建系统进化树, 能够推测巴戟天预测

的MYB蛋白的功能, 因为在进化树上位于相邻位置上

的蛋白, 其功能具有一致性[26]。巴戟天 MoMYB53与

拟南芥 S7 亚家族下的 AtMYB11、AtMYB12 和 At‐

MYB111相邻, 这 3个基因功能相似, 主要是调控黄酮

醇的生物合成, AtMYB11主要在根、茎的分生组织和

花原基中表达, AtMYB12和AtMYB111分别调控根和

子叶中黄酮醇的合成, 所以推测MoMYB53也可能参

与调控黄酮醇的生物合成[8,27-29]。MoMYB36与拟南芥

MYB 转录因子 S6 亚家族的几个基因 (AtMYB75/90/

113/114) 位于同一个进化枝上, 可能参与了巴戟天花

青素生物代谢合成[9,26,30]。除了拟南芥 S6 亚家族外 ,

MoMYB71与S5亚家族的AtMYB123 (TT2) 具有相似

的蛋白结构, 可能通过调控花青素还原酶 (anthocyani‐

din reductase, ANR) 的转录水平 , 从而控制原花青素

(proanthocyanidin, PA) 的代谢合成[9,31]。MoMYB45和

MoMYB65 与 R2R3-MYB 转录因子的 S4 亚家族位于

同一进化树分枝, 功能相似, S4亚家族在其 C端含有

保守的EAR基序[32], 被认为在苯丙烷代谢途径中作为

一种转录因子抑制剂抑制一些关键酶基因的表达, 如

AtMYB3需要转录共抑制因子 LNK1和 LNK2共同作

用于肉桂酸-4-羟基化酶基因 (C4H)[33]; AtMYB4转录

因子也抑制C4H基因的表达, 从而减少芥子酸酯的含

量[34]; AtMYB7抑制黄酮醇生物合成, 其作用的主要靶

标为二氢黄酮醇-4-还原酶 (DFR) 和类黄酮-3-O-糖苷

转移酶 (UFGT)[35]; AtMYB32则降低了花粉的木质素

和类黄酮的含量[36,37]。

在拟南芥细胞壁合成调控网络中涉及到一系列的

R2R3-MYB转录因子, 如AtMYB85和S3亚家族的At‐

MYB58、AtMYB63 能够促进纤维素和导管中木质素

的合成[10,11], 但 S14亚家族的AtMYB68负调控木质素

Figure 6 RT-PCR analysis of several R2R3-MYB genes of

Morinda officinalis
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在拟南芥根中的沉积[38]。AtMYB46转录因子蛋白是

控制整个次生细胞壁生物合成的关键因子, MYB46基

因的表达受到SND1的调控, 过表达MYB46基因能够

激活纤维素、木聚糖和木质素的合成[39]。AtMYB42、

AtMYB43、AtMYB20、AtMYB103 和 S21 亚家族的

AtMYB52、AtMYB54、AtMYB69也与拟南芥次生细胞

壁增厚有直接联系[10]。S13 亚家族的 AtMYB61 转录

因子具有多重效应, 并推测它可能通过调节拟南芥的

碳分配从而作用在不同代谢途径的上游基因从而发挥

作用, 如木质素沉积、黏液的产生和气孔开度[40-42]。巴

戟天的转录因子MoMYB18、MoMYB92、MoMYB101、

MoMYB27、MoMYB25、MoMYB57、MoMYB73、

MoMYB106和MoMYB104与上述拟南芥中的调控木

质素合成和次生细胞壁增厚的转录因子位于同一亚家

族, 遗传进化关系较近, 所以推测巴戟天中这些转录因

子也有相似的功能。将巴戟天转录组数据中的MYB

转录因子与拟南芥的MYB转录因子通过构建进化树

的方式, 对其进行功能注释, 这也说明了MYB转录因

子的保守性。
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