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摘要院揖目的铱 克隆了 1个在棉纤维发育次生壁加厚期优势表达的 R2R3类 MYB 渊v-myb avian myeloblastosis

viral oncogene homolog, MYB冤转录因子基因 52渊Gh_A12G2460冤遥 本研究旨在分析该 MYB转录因子

在陆地棉纤维次生壁发育过程中的作用遥 揖方法铱通过一步克隆法袁从陆地棉遗传标准系 TM-1中克隆了 1个

在纤维次生壁加厚期优势表达的 R2R3 类 MYB 转录因子基因 Gh_A12G2460袁 进化树分析结果表明
Gh_A12G2460与拟南芥中 52基因的相似度最高袁因此将其命名为 52遥 通过进化树构建尧氨基
酸序列多重比对尧定量聚合酶链式反应渊Polymerase chain reaction袁PCR冤尧烟草瞬时转化尧酵母双杂交等对其基
因结构尧编码产物的结构尧表达特征尧亚细胞定位以及互作蛋白进行了分析遥揖结果铱 52基因的开放阅读

框长 672 bp袁编码 223个氨基酸残基袁预测蛋白的相对分子质量为 26.06 kDa袁等电点为 9.83遥 qRT-PCR结果

表明袁 52基因在开花后 15～25 d的棉纤维中优势表达遥 亚细胞定位结果显示袁GhMYB52蛋白定位于

细胞核袁 符合转录因子的特征遥 酵母转化结果显示袁GhMYB52蛋白具有强烈的转录激活活性袁 并且与 1个

NAC类转录因子 GhFSN1有强烈互作遥 揖结论铱GhMYB52 是 1个在棉花纤维次生壁加厚时期优势表达的

R2R3类MYB转录因子袁它可能通过与 NAC类转录因子互作袁形成蛋白复合物参与棉花纤维次生壁加厚过
程遥 本研究为进一步从分子水平上验证 52基因在棉花纤维发育过程中的生物学功能奠定了基础遥
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[Objective] In this study, we cloned the R2R3 MYB (v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog, MYB)

transcription factor gene Gh_A12G2460, which is highly expressed in the second cell wall (SCW) development stage during

cotton fiber formation, and preliminarily investigated its functional role in fiber development at SCW stage. [Method] The

Gh_A12G2460 gene was isolated from acc. TM-1 by one-step cloning strategy. Sequence alignment

showed it is similar to 52 in , so it was renamed as 52. The gene structure, protein structure,

expression profile, subcellular location and protein-protein interaction were analyzed by phylogenetic analysis, multiple

alignments of amino acid sequences, qRT-PCR, mediated transient transformation system of

tobacco, and yeast two hybridization assay. [Result] The results showed that 52 contains a 672 bp open reading frame,

encoding 223 amino acid residues, with a predicted nuclear localization signal region. qRT-PCR results indicated that

52 is predominantly expressed in the fiber at 15―25 DPA (days post anthesis), suggesting it may be an SCW-associated

gene. GhMYB52 localized in the nucleus examined by tobacco transient expression, consistent with the characteristics of

transcriptional factors. Yeast transformation test demonstrated it has transcriptional activation activity. Further protein-protein
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interaction analysis revealed that GhMYB52 strongly interacts with GhFSN1, a NAC transcription factor. [Conclusion] These

results demonstrated that GhMYB52 is a nuclear-localized transcription activator, which might participate in the SCW process of

cotton fiber development by forming a corresponding regulatory network with NAC transcription factors. This study lays a

foundation for further verification of the biological function of 52 in cotton fiber development at the molecular level.

cotton; fiber; 52; cloning; characterization

自然界中植物通过基因的激活尧沉默以及时
空特异性的表达来调控细胞的分化尧组织器官的
形成以及植株的生长发育过程袁这一系列的调控
过程需要各种各样的酶和调节蛋白共同协作完

成遥 转录因子渊Transcription factor袁TFs冤就是这样
1类调节蛋白遥MYB转录因子是目前在植物体内
发现的数量最多尧 种类最丰富的 1类转录因子袁
因其 N 端高度保守的 DNA 结合域要要要MYB
渊v-myb avian myeloblastosis viral oncogene ho-
molog袁MYB冤结构域而得名袁该结构域由 1个或
数个 51～52 个氨基酸串联而成的 R 结构域组
成[1-3]遥 R结构域的主要作用是参与空间结构中疏
水核心的形成袁 其数量是区分不同种类MYB基
因的主要依据[4]遥 根据 R结构域的数量袁MYB基
因家族分为 4大类院渊1冤 含有 1个 R结构域的为
1R-MYB曰渊2冤含 2个 R结构域的为 R2R3-MYB曰
渊3冤含有 3个 R结构域的为 3R-MYB曰渊4冤含有 4
个 R结构域的 MYB类转录因子袁称为 4R-MYB
类转录因子[5]遥 研究表明袁MYB转录因子在植物
的次生壁渊Secondary cell wall袁SCW冤发育过程中
发挥重要的作用[6]遥 高等植物尤其是拟南芥次生
壁的加厚过程受到基于 NAC-MYB转录因子形
成的三级调控网络的调控院NAC类转录因子作为
转录开关调控位于下游的第二级MYB类转录因
子袁 从而影响第三级的主要以MYB转录因子为
主的转录因子袁进而调控纤维素尧半纤维素等的
合成[7]遥

棉花成熟纤维细胞壁含有 90%以上的纤维
素 [8]遥 在棉花纤维细胞壁次生壁加厚期开花后
16～40 d渊Days post anthesis袁DPA冤袁纤维素大量
合成和沉积[9]遥目前袁有关纤维素合成和代谢的主
要调控因子纤维素合酶的研究已有不少报道[10]袁
其他糖代谢基因如蔗糖合酶尧 几丁质酶尧茁-1, 3-
内葡聚糖酶等也与纤维次生壁加厚密切相关[11-15]遥
除此之外袁一些转录因子也参与棉花纤维细胞次

生壁加厚过程遥 棉纤维细胞次生壁加厚期优势表
达的 NAC类转录因子 GhFSN1 在纤维 SCW加
厚期起正向调控作用遥 转基因试验证明袁在棉花
中过表达 1基因能够促进棉纤维 SCW厚
度的增加袁 但纤维长度变短遥 转录组数据表明

1能够通过激活其下游 SCW相关基因来
促进棉纤维 SCW的生长发育袁 其中 MYB在调
控网络中发挥重要的作用遥但是袁 1基因是
通过调控哪些 基因参与棉纤维次生壁的发

育过程尚不清楚[16]遥
次生壁加厚期纤维素的合成影响纤维的强

度与马克隆值等袁该时期是决定棉纤维品质的关
键时期遥 因此袁挖掘参与棉纤维次生壁加厚期的
基因袁研究次生壁发育的分子机制和调控网络具
有重要的意义遥本研究从陆地棉中筛选到 1个在
棉花纤维次生壁加厚期优势表达的 MYB 转录
因子基因 52袁对其进行组织表达尧转录激
活鉴定尧亚细胞定位和酵母互作分析袁初步探究该
基因的表达模式和分子功能袁 为今后深入研究该
基因的分子生物学特性及遗传进化等奠定基础遥

材料与方法

植物材料与处理

用于棉花组织表达分析的陆地棉渊
L.冤 材料 TM-1 和海岛棉 渊

L.冤 材料海 7124均种植于南京农业大学
当涂试验基地渊安徽省马鞍山市当涂县冤袁采用常
规大田管理遥

用于瞬时转化的烟草材料为本氏烟袁种植于
浙江大学人工气候室袁温室条件院温度 22 ℃曰光
照 16 h尧黑暗 8 h曰相对湿度 75%～80%遥

以上所用植物材料均由南京农业大学作物

遗传与种质创新国家实验室提供遥
载体与试剂

使用的转基因载体 pBINGFP4尧pGBKT7尧
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pGADT7 载体以及 Y2H 菌株保存于本实验室遥
大肠杆菌 DH5琢感受态购于 Vazyme公司尧 农杆
菌渊 冤菌株 GV3101感受
态购于南京沃华生物科技有限公司遥 限制性内切
酶 HⅠ尧 Ⅰ尧 Ⅰ尧 RⅠ尧 Ⅰ尧 Ⅰ

购于 NEB公司遥 胶回收试剂盒尧质粒提取试剂盒
购自 Axygene 公司遥 One Step Cloning Kit 重组
酶尧Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase高保真

酶尧HiScript Reverse Transcriptase反转录试剂盒购
买自Vazyme公司遥 YPDA尧SD/-Trp尧SD/-Trp-Leu尧
SD/-Trp-Leu-His营养缺陷培养基尧酵母双杂试剂
盒渊Cat. No.630489冤购于 Takara 公司渊中国袁大
连冤袁X-Glu试剂购于南京梅林雪海公司遥 乙酰丁
香酮购于源叶生物遥 引物合成和测序由杭州擎科
生物有限公司完成遥 RNA快速提取试剂盒购于钟
鼎生物渊中国袁南京冤遥本研究所用引物序列见表 1遥

表 1 引物序列

Table 1 Primers used in this study

引物名称

Primer name

引物序列

Primer sequence渊5爷-3爷冤
GhMYB52F TTACGAACGATAGGGTACCCCCGGGATGTGTAGCCGAGGTCATTG

GhMYB52R TCCTCGCCCTTGCTCACCATGGATCCTAAGAAATTGAAGAAGGAAG

GhMYB52-qF CAGCAGGGAAAAGCTGTAGG

GhMYB52-qR AAAGCCTAGCGATAACAGCC

GhMYB52-YF TCAGAGGAGGACCTGCATATGATGTGTAGCCGAGGT

GhMYB52-YR TCGACGGATCCCCGGGAATTCCTATAAGAAATTGAA

GhFSN1-YF GTACCAGATTACGCTCATATGATGCAAAGTTCATTT

GhFSN1-YR ATGCCCACCCGGGTGGAATTCTTATACACTAGCATT

Gh_D03G0370-F CGGTGGTGTGAAGAAGCCTCAT

Gh_D03G0370-R AATTTCACGAACAAGCCTCTGGAA

注院下划线表示酶切位点遥
Note: The underline represents the restriction site of restriction endonuclease.

RNA的提取及 cDNA的合成
按照 EASYspin Plus植物 RNA快速提取试

剂盒说明书袁提取 TM-1和海 7124的花托尧花瓣尧
雄蕊尧 雌蕊尧 花萼尧－3 DPA尧－1 DPA尧1 DPA尧3
DPA 的胚珠袁 以及 5 DPA尧10 DPA尧15 DPA尧20
DPA尧25 DPA尧30 DPA 的棉花胚珠和纤维组织
RNA遥使用反转录试剂盒将各组织 RNA反转录袁
合成第一链 cDNA遥

52基因的克隆
根据本课题组对MYB转录因子家族分析结

果袁从陆地棉 TM-1基因组渊V1.1冤中获得了 34个
位于 A12号染色体上的 R2R3类MYB转录因子
基因遥结合陆地棉 TM-1的 35个不同组织表达谱
数据[10]袁从中选出了 1个在棉花纤维发育次生壁
加厚期优势表达的基因 Gh_A12G2460遥 因其与

拟南芥中 52基因的相似度最高袁 将其命
名为 52遥进一步通过一步克隆法袁设计带
有 Ⅰ和 Ⅰ酶切位点的重组引物渊Gh-
MYB52F和 GhMYB52R冤袁以 TM-1 20 DPA纤维
组织的 cDNA为模板扩增目的基因遥聚合酶链式
反应渊Polymerase chain reaction袁PCR冤产物经过
凝胶电泳胶回收试剂盒纯化后袁与使用相同酶切
位点进行双酶切后的 pBinGFP4载体进行重组连
接袁并转化大肠杆菌遥利用 pBinGFP4载体通用引
物 GFP4F和 GFP4R进行阳性鉴定袁 并送至杭州
擎科生物有限公司进行测序遥

生物信息学分析

使用 DNAMAN 软件对 GhMYB52 氨基酸
序列进行保守性分析遥 采用邻近连接法渊Neigh
bor-joining, NJ冤 使用MEGA构建系统进化树[17]遥
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通过 ExPASy渊https://www.expasy.org/冤在线网站
预测 GhMYB52 蛋白序列的理化性质和蛋白结
构模型遥

实时定量 PCR
实时荧光定量 PCR 渊Real-time quantitative

PCR袁RT-PCR冤反应体系和反应程序按照 AceQ
qPCR SYBR Green Master Mix试剂盒说明书进
行遥 定量 PCR仪型号为 Roche LightCycler 96实
时荧光定量 PCR袁 操作方法参考分析仪说明书遥
定量引物为 GhMYB52-qF和 GhMYB52-qR遥 棉
花组成型表达的 3基因渊Gh_D03G0370冤
为内参基因遥 基因的相对表达量采用 2－驻驻 方法
分析袁试验进行 3次技术重复遥 荧光定量的数据
利用 Excel软件袁通过最小显著差数法渊Least sig-
nificant difference袁LSD冤进行差异显著性分析遥

酵母转化

设计带有 Ⅰ和 RⅠ酶切位点的 PCR
引物院GhMYB52-YF和 GhMYB52-YR袁GhFSN1-
YF和 GhFSN1-YR袁分别扩增 52和

1基因的编码序列渊Coding sequence袁CDS冤遥 按
照一步克隆法 袁 构建 GhMYB52-pGBKT7 和
GhFSN1-pGADT7载体遥按照 YeastmakerTM Yeast
Transformation System 2试剂盒说明书操作方法袁
将 GhMYB52-pGBKT7 质粒转化 Y2H 菌株袁涂
布于含有 50 滋g窑L－1 AbA渊Aureobasidin A袁金担
子素冤抑制剂的 SD/-Trp营养缺陷型培养基上袁以
进行转录激活 /抑制功能的验证遥 另外袁 将 Gh-

MYB52-pGBKT7和 GhFSN1-pGADT7质粒共转
化 Y2H菌株袁 并设置阳性对照 渊pGBKT7-53＋
pGADT7-T冤尧 阴 性 对 照 渊pGBK-Lamin c ＋
pGADT7-T冤袁 涂布于含有 450 滋g窑L－1 AbA抑制
剂的三缺 SD/-Trp/-Leu /-His 营养缺陷型培养基
上袁进行酵母互作分析遥将培养基置于 30℃恒温培
养箱袁培养 2 d左右袁观察菌斑的生长情况遥

亚细胞定位鉴定

采用农杆菌转化法袁将构建好的过表达载体
35S::GhMYB52::GFP转化农杆菌菌株 GV3101遥
按照烟草瞬时转化法袁 选取培养 25 d的烟草袁将
准备好的农杆菌菌液袁注射进完整且厚的烟草叶
片中遥 注射后对侵染的烟草叶片进行避光处理袁
48 h后在 Zeiss荧光共聚焦显微镜下观察注射过
的烟草叶片中的 GFP信号[18]遥

结果与分析

52基因的克隆及序列特征分析
以陆地棉 TM-1的 20 DPA纤维 cDNA为模

板袁 用一步克隆法获得 52基因的 CDS遥
52基因全长为 672 bp袁 编码 223个氨基

酸残基遥 ExPASy在线网站预测 52基因
编码产物的相对分子质量约为 26.06 kDa袁 等电
点为 9.83袁R2R3结构域位于第 1～55 个氨基酸
序列 渊图 1)遥 通过 BlastP 比对袁 在 TAIR 网站
渊https://www.arabidopsis.org/冤 中筛选出 5 个与
GhMYB52 蛋白序列相似度大于 50%的拟南芥

茵R

茵R

图 1 GhMYB52蛋白结构域分析示意图
Fig. 1 Structure analysis of GhMYB52 protein
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R2R3类 MYB转录因子遥 氨基酸序列分析结果
渊图 2冤 表明袁GhMYB52蛋白的 N端含有 1个高
度保守的 R2R3结构域遥 根据 R2R3类 MYB转
录因子 C端的保守性的差异袁 进一步将其分成
25个亚族遥我们提取了拟南芥中 R2R3类不同亚
族的 58个转录因子袁系统进化树的分析结果渊图
3冤表明袁GhMYB52属于 R2R3类MYB转录因子
家族第 21亚族遥

52基因的表达模式分析
陆地棉转录组数据显示袁 52 基因在

棉纤维次生壁加厚期优势表达袁 尤其是在 15

DPA尧20 DPA尧25 DPA的纤维中表达量很高遥 利
用 qRT-PCR 方法分析了 TM-1 中 52 基
因和海 7124 中同源基因 52 渊 GB_
A12G3024冤在花瓣尧雌蕊尧雄蕊尧花托尧－3～3
DPA的胚珠尧5～30 DPA的胚珠以及纤维等不同
组织中的表达情况遥 结果表明院在所检测的组织
中袁 52 与 52 的表达情况基本一
致袁 均在 15 DPA的胚珠尧15～25 DPA的纤维中
优势表达渊图 4冤袁与转录组数据的表达情况基本
一致袁推测 52基因可能在棉花纤维发育
次生壁加厚期发挥功能遥

下划线表示 R2R3结构域曰方框表示核定位信号遥
The underlined shows the R2R3 domain; the box represents the nuclear localization signal.

图 2 GhMYB52与拟南芥中 MYB转录因子保守域氨基酸序列比对分析
Fig. 2 The sequence alignment of MYB domain of GhMYB52 and related protein from
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红色分支为 R2R3类MYB转录因子家族第 21亚族遥
Red branch represents the 21st subfamily of the R2R3 MYB transcription factor.

图 3 棉花 GhMYB52蛋白与拟南芥中 R2R3类 MYB蛋白的系统进化树分析
Fig. 3 Phylogenetic analysis of the GhMYB52 protein and R2R3 MYB protein in

GhMYB52蛋白亚细胞定位
蛋白序列分析显示 GhMYB52 蛋白包含核

定位信号遥 为了验证 GhMYB52蛋白是否具有核
定位特性袁 在本氏烟叶片细胞中瞬时表达 Gh-
MYB52袁结果渊图 5冤显示袁绿色荧光信号聚集在
细胞核区域袁说明 GhMYB52蛋白是 1个核定位
蛋白遥

GhMYB52转录激活活性分析
将转化得到的含 52 基因的阳性单

菌落涂在含有 50 滋g窑L－1 AbA抑制剂的 SD/-Trp
培养基上继续培养袁结果渊图 6冤表明袁菌落能够正
常生长袁 证明了 GhMYB52具有转录激活活性袁
是 1个转录激活子遥

GhMYB52能与 NAC类转录因子 GhFSN1
发生互作

对过表达 1 基因植株的转录组数据

D代表开花后天数遥 D represents DPA.

图 4 52基因在棉花不同组织中的表达模式
Fig. 4 Expression profile of 52 gene in

different tissues and different developmental stages
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分析袁发现 52基因的表达呈现正相关的
上调趋势[16]遥 为了进一步研究 52参与棉
花纤维次生壁加厚过程的机制袁通过酵母双杂交
试验的方法研究 GhMYB52 蛋白与 GhFSN1 蛋
白之间的互作关系遥酵母双杂交的结果渊图 7冤显
示袁GhMYB52与 GhFSN1 之间能够发生较强的
相互作用遥

35S::GFP蛋白渊A～C冤尧35S::GhMYB52::GFP渊D～F冤在本氏烟渊 冤叶细胞中的亚细胞定位遥 A袁D院明
场下的本氏烟表皮细胞曰B袁E院488 nm激发光下本氏烟表皮细胞曰C袁F院明场和激发光下合并的本氏烟表皮细胞遥标尺为
20 滋m遥

Subcellular localization of 35S::GFP (A―C) and 35S::GhMYB52::GFP (D―F) in the leaf cells of . A, D:

Localization of GhMYB52-GFP in the epidermal cell of tobacco leaves under the bright field; B, E: Localization of Gh-

MYB52-GFP in the epidermal cell of tobacco leaves under 488 nm excitation light; C, F: in the tobacco cell of merged

field. The scale bars was 20 滋m.

图 5 GhMYB52在本氏烟中的亚细胞定位
Fig. 5 Localization of GhMYB52 in leaf cells of

pGBKT7院阴性对照曰GhMYB52-BD院诱饵质粒遥
pGBKT7院negative control; GhMYB52-BD: bait vector.

图 6 GhMYB52转录因子的转录激活验证
Fig. 6 Assay of GhMYB52 transcriptional activation

activity 阳性对照院pGBKT7-p53＋pGAD-T-antigen曰 阴性对
照院pGBKT7 Lamin c＋pGAD-T-antigen遥

pGBKT7-p53 and pGBKT7 Lamin c were used as the

positive and negative controls, respectively.

图 7 酵母双杂交验证 GhMYB52与 NAC类转录因子
GhFSN1互作

Fig. 7 Interactions of GhMYB52 with the NAC
transcription factor GhFSN by yeast-two

hybridization assay
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讨论

MYB转录因子广泛存在于植物各类组织器
官中遥 目前袁关于MYB类转录因子的研究袁主要
集中在拟南芥尧棉花尧水稻等作物中[19-24]遥 大量的
MYB转录因子在植物的生长发育尧 细胞分化过
程中发挥重要的作用[25-29]遥 其中袁MYB转录因子
在拟南芥的木质部导管细胞以及木质部尧厚壁细
胞的纤维细胞发育过程中的作用已经比较清楚院
以 NAC和 MYB类转录因子为核心成员的一系
列转录因子形成分级调控网络袁调节下游的一系
列MYB或者其他类转录因子参与次生壁中纤维
素尧半纤维素和木质素的合成过程[30-34]遥

拟南芥中 NAC类转录因子基因 1袁主要
在拟南芥的维管束间纤维及木质部纤维细胞中

特异性表达袁过表达 1能激活植物非厚壁组
织细胞的次生壁合成袁显性抑制 1则能够引
起维管束间纤维和木质部纤维次生壁的厚度显

著下降遥 同时袁 1能够调控下游的一些MYB
类 转 录 因 子 袁 如 52尧 54尧 85尧

103等遥 在拟南芥中袁 抑制 52尧
54基因的表达使得拟南芥束间纤维细胞壁

的厚度明显下降[35-36]遥 不同物种的同一亚族成员
可能具有类似的功能遥 本研究从陆地棉 TM-1中
得到了 1个 R2R3类MYB转录因子 GhMYB52袁
氨基酸序列和进化树分析发现 GhMYB52含有 1
个 R2R3保守区和 1个核定位区袁 与 AtMYB52
进化关系最近袁同属第 21亚族遥在 TM-1尧海 7124
中袁 52 和其同源基因 52 均在棉
纤维次生壁加厚期优势表达袁 因此我们推测

52基因可能参与棉纤维次生壁加厚期的发
育过程遥

目前已经基本掌握了双子叶植物中次生壁

的发育调控网络袁但是棉纤维次生壁的发育过程
是否存在同样的调控网络袁目前尚不清楚遥 2017
年袁 李学宝团队发现棉花中的 NAC类转录因子
基因 1能够正向调控棉纤维次生壁厚度袁
过表达棉花植株的转录组数据表明袁 大量的
MYB类转录因子受到调控袁 其中 52基
因的表达受到 GhFSN1的正向调控[18]遥 我们通过
酵母双杂交试验袁 在蛋白水平上验证了 Gh-
MYB52与 GhFSN1之间能够发生较强的相互作

用遥 这一结果进一步表明 52基因在棉纤
维次生壁发育过程中可能发挥重要的作用袁为进
一步研究棉花纤维次生壁加厚调控网络提供了

依据遥

结论

本研究在本实验室已有的研究基础上袁通过
一步克隆法袁 从陆地棉中克隆了 1 个 R2R3 类
MYB转录因子基因遥 氨基酸序列保守性分析显
示袁 该基因编码产物 N端含有 1个高度保守的
R2R3结构域袁且与拟南芥的 52基因具有
较高的相似性袁 因此袁 将其命名为 52遥

52基因的 cDNA序列全长 672 bp袁 共编
码 223个氨基酸残基袁 蛋白的相对分子质量为
26.06 kDa袁等电点为 9.83遥 瞬时转化烟草结果表
明袁GhMYB52定位于细胞核袁且具有转录激活活
性遥 TM-1中的表达分析结果显示袁 52基
因在棉纤维次生壁加厚期优势表达遥 酵母双杂交
的结果显示 GhMYB52 与正向调控棉纤维次生
壁发育的 NAC类转录因子 GhFSN1发生较强的
互作袁表明 52可能参与棉纤维细胞次生
壁的形成袁但它在棉纤维次生壁发育过程中的作
用机制还有待于进一步研究遥
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