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摘要：ＡｔＭＹＣ２（ＡＴ１Ｇ３２６４０），ＡｔＭＹＣ３（ＡＴ５Ｇ４６７６０）和 ＡｔＭＹＣ４（ＡＴ４Ｇ１７８８０）是茉莉酸信号通路的关键基
因，为深入挖掘其在拟南芥生长发育及防御反应中的基因功能，结合ＰＣＲ，ＳｑＲＴＰＣＲ半定量及测序技术
对ｍｙｃ２，ｍｙｃ３和ｍｙｃ４单突变体杂交获得的Ｆ３代植株进行鉴定，获得７株纯合三突变体．并以４０μｍｏｌ／Ｌ
ＭｅＪＡ对纯合三突材料进行外源处理．结果显示，野生型根长较对照降低３９５７％，而ｍｙｃ２３４纯合三突变
体较对照升高３５４％，说明其对ＭｅＪＡ敏感度明显下降．研究结果可为ｍｙｃ２３４突变体的鉴定以及对茉莉
酸敏感性相关研究提供试验依据及材料．
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ；ＭＹＣｓｇｅｎｅ；ｍｕｔａｎｔｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ；ＭｅＪＡｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ；ＪＡ；ＳｑＲＴＰＣＲ

　　茉莉酸 （Ｊａｓｍｏｎａｔｅｓ，ＪＡ）及其衍生物是植物
体内重要的信号分子，其具有调节多个发育过程及

抗逆防御反应的功能［１－２］．在茉莉酸参与的众多生
物学信号传导过程中，所依赖的大多为其下游的

ｂＨＬＨ转录因子ＭＹＣｓ．不同的ＪＡ的信号转导过程
中主要以ＭＹＣ家族成员的 ＭＹＣ２为主，同时还有
其同系物 ＭＹＣ３和 ＭＹＣ４发挥同功能冗余作
用［３－６］．在拟南芥 （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）中，茉
莉酸参与诱导芥子油苷合成所介导的防御反应．其
中ＭＹＣ２，ＭＹＣ３和 ＭＹＣ４能够与 ＭＹＢｓ互作促进
下游基因的转录，也能够结合到下游芥子油苷相关

合成酶启动子激活转录因子转录［５－７］．在茉莉酸调
控叶片衰老的发育过程中，ＭＹＣ２／３／４结合到 ＰＡＯ
的启动子上，促进叶绿素降解关键酶的表达［８］，

同时ＭＹＣ２，ＭＹＣ３，ＭＹＣ４及ＭＹＣ５还可以协同调
控病虫害防御、叶片衰老以及侧根的发育［９］．而
ＪＡ响应反应中的几个 ＭＹＣｓ转录因子在功能上存
在冗余，单个基因的突变体表型往往不明显，只有

获得纯合多突变体才能更好地对其基因功能丧失后

的表型进行观察，从而确定其基因功能．因此，为
研究ＪＡ及其下游转录因子的功能，制备ｍｙｃ２３４三
突变体显得至关重要．基于此，本研究拟通过单突
变体的杂交、自交获得初步确定的 ｍｙｃ２３４纯合三
突变体的 Ｆ３代种子，结合 ＰＣＲ技术、ＳｑＲＴＰＣＲ
技术以及 ＪＡ敏感性试验综合验证纯合三突变体，
旨在为ＪＡ相关研究提供材料，同时也可为相关突
变体的鉴定提供具体的方法和数据．

１　材料与方法

１１　试验材料
野生型拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）为Ｃｏｌｕｍｂｉａ

（Ｃｏｌ０）生态型，ｍｙｃ２为点突变，ｍｙｃ３（ＧＫ４４Ｂ１１），
ｍｙｃ４（ＧＫ４９１Ｅ１０）为 ＴＤＮＡ插入［１０］，上述材料由

云南大学陈小兰教授惠赠．３个单突变体通过杂
交、自交后对其Ｆ２代进行初筛，并将初筛成功的
植株进行单株收种，获得稳定遗传的 Ｆ３代．在茉
莉酸羧基甲基转移酶催化下形成茉莉酸甲酯

（Ｍｅｔｈｙｌｊａｓｍｏｎａｔｅ，ＭｅＪＡ），ＭｅＪＡ是植物体内主要
的ＪＡ活性物质［４］．本研究对野生型拟南芥及三突
变体外源施加ＭｅＪＡ，分析突变体对 ＭｅＪＡ的敏感

性变化．
１２　材料培养

种子用Ｖ（３０％过氧化氢）∶Ｖ（７５％乙醇） ＝
４∶１混合液消毒３０ｓ，无菌水洗３次，分别点播于
浓度为２０，４０μｍｏｌ／ＬＭｅＪＡ的１／２ＭＳ固体培养基
上，以不含 ＭｅＪＡ的 １／２ＭＳ培养基为对照，ｐａｒａ
ｆｉｌｍ膜封口．倒置于４℃冰箱春化４８ｈ，移至光照
培养箱中进行垂直培养．培养条件为光照１６ｈ／ｄ，
２２℃，相对湿度６０％～７０％，在培养的第２１天观
察根的生长情况．
１３　突变体的鉴定

植物总ＤＮＡ的提取采用 ＣＴＡＢ法，并将其保
存于－２０℃环境中．

引物设计：ｍｙｃ２为点突变［１０］，在其突变位点

上下游设计引物，对ＰＣＲ扩增片段进行测序鉴定．
ｍｙｃ３和 ｍｙｃ４的突变信息于 ＳＩＧｎＡＬ数据库查询
（ｈｔｔｐ：／／ｓｉｇｎａｌ．ｓａｌｋ．ｅｄｕ／ｃｇｉｂｉｎ／ｔｄｎａｅｘｐｒｅｓｓ／），结
合 “双引物法”进行鉴定［１１］．利用 ｐｒｉｍｅｒ５进行
引物设计 （表１），并由生工生物工程 （上海）有

限公司合成．
ＰＣＲ扩增体系 （２０μＬ）：ＧｒｅｅｎＴａｑＭｉｘ（南京

诺唯赞），１００μＬ，上下游引物各０５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
８０μＬ，模板 ＤＮＡ１０μＬ．扩增条件：预变性
（９４℃，５ｍｉｎ），变性 （９４℃，３０ｓ），退火 （６０℃，
３０ｓ），延伸 （７２℃，４５ｓ），３３个循环，延伸
（７２℃，５ｍｉｎ）．
１４　ＳｑＲＴＰＣＲ

采用 ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，按照 ＭｏｎＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴＩＩＩＡｌｌｉｎＯｎｅＭｉｘＭｏｎａｄ（购于莫纳生物）说明书
的方法建立２０μＬ标准反转录体系，并去除基因组
ＤＮＡ及合成 ｃＤＮＡ．利用 ｐｒｉｍｅｒ５进行引物设计
（表１），并由生工生物工程 （上海）有限公司合

成．ＳｑＲＴＰＣＲ以ＡＣＴＩＮ基因为内参，分别在野生
型ｃｏｌ０和ｍｙｃ２３４中扩增ＡＣＴＩＮ，ＭＹＣ２，ＭＹＣ３和
ＭＹＣ４．ＰＣＲ扩增体系 （２０μＬ）：ＧｒｅｅｎＴａｑＭｉｘ（南
京诺唯赞），１００μＬ，上下游引物各 ０５μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ８０μＬ，模板 ＤＮＡ１０μＬ．扩增条件：预
变性 （９４℃，５ｍｉｎ），变性 （９４℃，３０ｓ），退火
（６０℃，３０ｓ），延伸 （７２℃，３０ｓ），２８个循环，
延伸 （７２℃，５ｍｉｎ）．
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表１　引物序列

基因 引物序列（５′３′） 备注

ＭＹＣ２
ＬＰ：ＧＧＡＧＡＴＧＧＴＴＡＴＴＡＴＴＡＣＡＡＡＧＧＴＧＡＡＧＡ
ＲＰ：ＣＡＴＴＡＡＴＣＣＡＣＡＴＡＧＡＣＧＧＧＴＣＧ

基因型鉴定

ＭＹＣ３
ＬＰ：ＡＧＡＡＧＡＡＧＣＣＧＡＧＧＡＡＡＣＧＧ
ＲＰ：ＧＣＴＣＣＣＣＡＴＣＴＴＣＡＣＣＧＴＡＧ
ＬＢ：ＧＣＡＡＡＴＴＣＴＴＣＴＧＴＧＴＡＴＴＣＣＣＡＣ

基因型鉴定

ＭＹＣ４
ＬＰ：ＣＧＣＴＡＣＡＣＡＣＡＣＣＡＴＴＧＴＴＴＧＴＡＡ
ＲＰ：ＴＣＴＣＣＧＡＣＧＡＡＴＧＴＴＣＡＡＧＴＡＡＣ
ＬＢ：ＧＣＡＡＡＴＴＣＴＴＣＴＧＴＧＴＡＴＴＣＣＣＡＣ

基因型鉴定

ＡＣＴＩＮ
Ｆ：ＡＣＣＧＴＴＴＣＧＣＴＴＴＣＣＴＴＡＧＴＧＴＴＡＧＣＴ
Ｒ：ＡＧＣＧＡＡＣＧＧＡＴＣＴＡＧＡＧＡＣＴＣＡＣＣＴＴＧ

ＳｑＲＴＰＣＲ

ＭＹＣ２
Ｆ：ＴＧＡＧＣＴＣＴＴＣＣＧＡＴＡＴＣＴＣＡＡＣ
Ｒ：ＧＴＧＴＧＴＴＣＣＴＴＣＡＡＴＣＡＡＡＧＣＴ

ＳｑＲＴＰＣＲ

ＭＹＣ３
Ｆ：ＴＡＧＧＴＴＧＧＧＡＴＧＴＧＡＴＧＡＴＡＣＧ
Ｒ：ＣＡＡＣＧＧＡＴＡＡＡＣＴＣＧＣＡＴＧＡＴＴ

ＳｑＲＴＰＣＲ

ＭＹＣ４
Ｆ：ＧＴＡＡＣＡＧＡＧＴＴＧＴＧＧＴＴＧＡＡＣＣ
Ｒ：ＴＴＣＡＧＣＣＴＴＴＴＧＣＡＡＣＴＴＡＧＡＣ

ＳｑＲＴＰＣＲ

１５　数据统计与分析
ＭｅＪＡ敏感性试验中，用游标卡尺准确测量培

养了２１ｄ拟南芥各处理的根长，并利用ＳＰＳＳ２１０
软件对测量数据进行方差分析．

２　结果与分析

２１　ｍｙｃ２纯合突变体的鉴定
ｍｙｃ２突变位点是位于５８２ｂｐ的 Ｇ颠换为 Ａ．

通过ＰＣＲ扩增，扩增产物经１０％琼脂糖凝胶电泳
检测，显示条带清晰，且与目标条带一致，结果详

见图１（ａ）．通过测序及序列比对可知７株突变体
材料在突变位点均为碱基Ａ的单峰，而Ｃｏｌ０野生
型对照 （８号样）为碱基 Ｇ的单峰 （结果见图 １
（ｂ）），说明所鉴定的７株突变体样品均为ｍｙｃ２的
纯合突变体．
２２　ｍｙｃ３纯合突变体的鉴定

ｍｙｃ３（ＧＫ４４５Ｂ１１）为拟南芥ＭＹＣ３（ＡＴ５Ｇ４６７６０）
基因的 ＴＤＮＡ插入突体，其插入位置为 １５８７ｂｐ
处外显子［１０］．通过双引物法，分别以 ＬＰ＋ＲＰ和
ＲＰ＋ＬＢ为引物进行两组ＰＣＲ扩增．ＰＣＲ扩增产物
经１％琼脂糖凝胶电泳结果分析可知，以 ＬＰ＋ＲＰ
为引物时仅有Ｃｏｌ０野生型有目标条带，而７株突
变体均无目标条带 （图２（ａ））；在 ＲＰ＋ＬＢ为引
物进行ＰＣＲ扩增时仅Ｃｏｌ０无目标条带，而７株突
变体均有目标条带 （图２（ｂ）），综合两组试验结
果说明１～７号植株均为ｍｙｃ３纯合突变体．

　　　　　　　　　　　　　　（ａ）ＰＣＲ产物电泳图　　　　　　　　　（ｂ）ＰＣＲ产物测序结果

（ａ）Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１～７为突变体，８为野生型；（ｂ）测序比对结果．

图１　ｍｙｃ２突变体的ＰＣＲ及测序比对结果

　　　　　　　　　　　　　　　 （ａ）ＭＹＣ３全长 ＰＣＲ检测　　　　　（ｂ）突变体ＴＤＮＡ插入位点ＰＣＲ检测

（ａ）ＬＰ＋ＲＰ为引物的扩增产物，Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１～７为突变体，８为野生型；（ｂ）ＲＰ＋ＬＢ为引物的扩增产物．

图２　ｍｙｃ３突变体基因型鉴定

２３　ｍｙｃ４纯合突变体的鉴定
ｍｙｃ４（ＧＫ４９１Ｅ１０）为拟南芥ＭＹＣ４（ＡＴ４Ｇ１７８８０）基

因的正向 ＴＤＮＡ插入突体，其插入位置为外显子
２７１ｂｐ处［１０］．试验分别以ＬＰ＋ＲＰ和ＬＰ＋ＬＢ为引物
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进行两组ＰＣＲ扩增并进行琼脂糖凝胶电泳，以ＬＰ＋
ＲＰ为引物的扩增结果显示仅有Ｃｏｌ０野生型有目标条
带，７株突变体均无目标条带 （图３（ａ））；在ＬＰ＋
ＬＢ为引物进行ＰＣＲ扩增的试验结果中显示７株突变
体均有目标条带，而Ｃｏｌ０无目标条带 （图３（ｂ））．
因此，７株突变体均为ｍｙｃ４的纯合突变体．

　　　　　（ａ）ＭＹＣ４全长　　　 　（ｂ）突变体ＴＤＮＡ插入

　　　　 　　　　ＰＣＲ检测　　　　 　　　位点ＰＣＲ检测

（ａ）ＬＰ＋ＲＰ为引物的扩增产物，Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，

１～７为突变体，８为野生型；（ｂ）ＲＰ＋ＬＢ为引物的扩增产物．

图３　ｍｙｃ４突变体基因型鉴定

２４　突变体基因表达量分析
将ｑＲＴＰＣＲ产物通过１５％琼脂糖凝胶电泳的

结果显示 （图４），内参 ＡＣＴＩＮ在突变体 ｍｙｃ２３４和
野生型Ｃｏｌ０的植株中均能正常扩增出清晰条带，而
ＭＹＣ２，ＭＹＣ３，ＭＹＣ４这３个基因在 ｍｙｃ２３４中表达
量较野生型对照明显下降，进一步证实ＰＣＲ鉴定出
的纯合三突变体植株中ＭＹＣ２，ＭＹＣ３和ＭＹＣ４基因

在转录水平上几乎无表达．

　　　图４　ＭＹＣｓ基因ＳｑＲＴＰＣＲ扩增产物

２５　突变体对茉莉酸的敏感性试验
试验将消毒后的野生型 Ｃｏｌ０及纯合三突变体

种子点种于含有４０μｍｏｌ／ＬＭｅＪＡ的１／２ＭＳ培养基
上，并设不含ＭｅＪＡ的１／２ＭＳ的培养基为对照，通
过垂直培养观察幼苗根的发育的情况 （图５）．试
验结果表明，培养２１ｄ后，ＭｅＪＡ对野生型幼苗根
的发育造成了严重的抑制作用，而 ｍｙｃ２３４突变体
对ＭｅＪＡ的抑制效应的敏感性较对照明显下降．野
生型植株在４０μｍｏｌ／Ｌ处理试验中的平均根长比空
白组下降了 ３９５７％，差异有统计学意义；而
ｍｙｃ２３４纯合突变体根长反而上升３５４％，差异无
统计学意义．上述结果表明，ｍｙｃ２３４突变体的根
发育对ＪＡ的调控作用不敏感．

　 　　（ａ）拟南芥野生型和突变体根生长对ＭｅＪＡ敏感性表型　　　　　　　　（ｂ）拟南芥野生型和突变体根生长对ＭｅＪＡ敏感性统计分析

（ａ）１为空白对照，２为４０μｍｏｌ／ＬＭｅＪＡ处理；（ｂ）根长数据统计，标尺为１ｃｍ，表示Ｐ＜００１．

图５　野生型与ｍｙｃ２３４根对茉莉酸甲酯的敏感性检测

３　讨论与结论

３１　讨论
在茉莉酸调控的根发育、气孔发育、雄蕊发育

及芥子油苷合成的生物学过程中［１２－１５］，ＭＹＣ２，
ＭＹＣ３，ＭＹＣ４均以功能冗余的方式参与其中，但
在某些发育过程中三者也具有各自独立的特异性功

能，如ＭＹＣ２在整个植物中都有表达，特别是在根
组织中表达强烈，ＭＹＣ３主要在营养组织中表达，
ＭＹＣ４在维管组织中表达［１６］．就目前的研究报道
来看，ＭＹＣｓ的三个成员的基因功能还有很多不清
楚的地方．同时，对于 ｍｙｃ２３４三突变体的鉴定方
法也存在很多差异，因此鉴定获得 ｍｙｃ２３４纯合三
突变体材料，建立其鉴定方法体系，对于研究 ＪＡ
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相关调控机制，深入了解 ＭＹＣ２，ＭＹＣ３，ＭＹＣ４
的具体生物学功能具有重要的意义．

本研究利用４０μｍｏｌ／ＬＭｅＪＡ对拟南芥进行外
源化学处理以确定突变体对 ＪＡ的敏感度．在野生
型中，ＭｅＪＡ处理后其根长较未处理对照下降了
３９５７％，两者差异有统计学意义；而在ｍｙｃ２３４纯
合三突变体中，处理样较对照样根长未受抑制，反

而增加了３５４％，说明该 ｍｙｃ２３４纯合三突变体对
ＪＡ的敏感性明显下降．这一结果与 Ｃｈｅｎ等［１２］的

研究结论的总体趋势一致．但本研究发现，在对
ＪＡ敏感的度的测试试验中与多篇文章所用的 ＭｅＪＡ
浓度有所区别，Ｃｈｅｎ等［１２］用的是２０μｍｏｌ／Ｌ，乔
菊香等［１４］用的是 ２８μｍｏｌ／Ｌ，Ｚｈｕｏ等［１５］用的是

５μｍｏｌ／Ｌ，而且在处理的时间上也各不相同，由此
可以看出，在对拟南芥进行外源化学处理的敏感试

验中，虽然各个试验的总体趋势一致，但未形成统

一的处理标准，在数据的具体细节方面存在一定的

差异．因此，在后续试验中应考虑浓度梯度的问
题，加强试验的全面性及系统性．
３２　结论

通过 ＰＣＲ鉴定，ＳｑＲＴＰＣＲ半定量试验以及
ＭｅＪＡ敏感试验，证明了通过杂交获得的突变体材
料为 ｍｙｃ２３４的纯合三突变体．该突变体材料中
ＭＹＣ２，ＭＹＣ３和 ＭＹＣ４在转录水平基本无表达，
其根发育对ＭｅＪＡ的敏感程度明显低于野生型，结
果可为深入研究ＭＹＣ２，ＭＹＣ３和ＭＹＣ４参与ＪＡ以
及其他激素调控生理生化过程中发挥的功能提供研

究材料．
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