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摘 要 旨在探究过表达陆地棉(Gossypiumhirsutum)GhMYB4 基因对棉花茎秆木质素合成的影响。利用

Wiesner组织化学染色的方法对棉花茎秆进行染色,并用Klason法对棉花茎秆的局部位置进行木质素总量测

定。对距离下胚轴0~1cm、2~7cm、10~12cm处不同茎秆部位的次生壁木质素进行化学组织染色,定量分

析染色组织结构发现,大部分的转基因株系相比对照受体株系在初生木质部和初生韧皮部的染色范围、细胞

层数和染色程度上均有一定的显著性增加。通过对29个过表达转基因株系和对照受体株系在棉花茎秆距离

下胚轴2~7cm处木质素总量的定量分析发现,有23个过表达转基因株系相比于对照受体株系的木质素总

量有显著性的增加和1个株系出现显著性降低的现象。这些结果表明GhMYB4 基因参与调控棉花茎秆的

木质素生物合成。
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  MYB转录因子是植物中功能最多样化的家

族之一,已被证实在多种植物中参与调控不同的

代谢途径[1]。MYB转录因子具有1~4个 由

50~53个氨基酸残基构成的不完全重复的高度

保守的DNA结构域,即 MYB结构域[2],根据其

结构域位置和数目的不同,可将其分为4类(R1/

2-MYB 或 R3-MYB、R2R3-MYB、3R-MYB 和

4R-MYB)[3]。自从在玉米中克隆首个 MYB转

录因子基因C1 [4]后,在多种生物中也相继发现

含有R2R3-MYB的同源基因,研究发现 MYB转

录因子参与调节多种次生代谢途径,如苯丙烷类

代谢途径、细胞壁组分合成和硫代葡萄糖苷的生

物合成等,进而对植物次生壁的形成发挥调控作

用[5]。
木质素(Lignin)是一种苯环结构的天然高分

子物质,是构成植物细胞壁骨架的重要组成部

分[6]。在植物维管组织的机械强度、抵抗病菌侵

害和运输水分等方面发挥着重要作用[7]。近年来

的研究表明,MYB转录因子与多种顺式作用元

件结合,调控下游基因的表达。MYB转录因子

与木质素代谢相关基因启动子序列中的一些顺式

作用元件结合,如AC-Ⅰ、AC-Ⅱ、AC-Ⅲ等顺式作

用元件,进而对木质素的合成产生促进或抑制作

用[8]。木质素含量降低会造成作物株系易倒伏,
易被病菌侵染等不良状况的发生[9]。为了克服这

一现象,一些经济作物的改良需要适当增加木质

素在茎秆中的合成积累,适当提高单位面积下细

胞的数目,降低细胞排列分布的间隙,使改良的木

质部导管壁韧性加强,从而可以在极大程度上降

低病菌的感染入侵,对减少水分流失也有一定抑

制作用[10]。
陆地棉(Gossypiumhirsutum)是世界上重要

的经济作物之一。棉花的抗倒伏性状依赖于茎秆

组织中木质素的机械支撑作用。因此,研究调控

棉花茎秆木质素代谢的 MYB转录因子的功能具

有重 要 的 意 义。本 研 究 旨 在 分 析 过 表 达

GhMYB4 基因对陆地棉茎秆中木质素合成的影

响。为深入研究GhMYB4 基因在陆地棉中的生

物学功能奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 植物材料 对照受体棉花株系为‘cqj-



5’,转基因过表达GhMYB4 棉花株系为T4代植

株,编号为‘lrp1’~‘lrp29’。试验材料栽种于新

疆农业大学棉花光照培养室培育。

1.1.2 试剂 甲醇、巯基乙酸、浓盐酸、氢氧化

钠、木质素标准品、间苯三酚、超纯水和双蒸水。

1.2 方 法

1.2.1 棉花茎秆木质素化学组织染色 对35~
55d棉花茎秆材料进行化学组织染色。分别取

对照受体和转基因型株系距离下胚轴0~1cm、

2~7cm、10~12cm部位徒手制作临时切片。参

考 Wiesner法[11]在切片表面滴加w=15%间苯

三酚和φ=10%盐酸溶液,漂洗后于光学显微镜

下观察并拍照。

1.2.2 棉花茎秆木质素总量测定 样品取自

45d棉花茎秆距离下胚轴2~7cm处的对照受

体株系和转基因株系茎秆,做3次生物学重复试

验。参考Klason法[12],获得木质素-巯基乙酸

(LTGA)沉淀物。用2mL的0.5mol/L氢氧化

钠溶液溶解棕色沉淀。在紫外分光光度计下的

280nm处测定木质素溶液的吸光度。

1.2.3 棉花木质素标准品标准曲线测定 称取

100mg木质素标准品于100mL的0.5mol/L
氢氧化钠溶液溶中,终质量浓度为1mg/mL。在

25mL容量瓶中将木质素的终质量浓度再稀释

成不同的6份,用紫外分光光度计在280nm处

测定溶液的吸光值。
表1 棉花木质素标准曲线质量浓度的测定

Table1 Determinationofcottonligninstandardcurve

编号 Number 0 1 2 3 4 5 6

质量浓度/(μg/mL) Massconcentration 0 10 20 30 40 50 60

1mg/mL母液/mL Motherliquid 0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5

1.2.4 棉花木质素质量分数测定 通过标准曲

线的回归方程计算出棉花茎秆中木质素的质量浓

度 ,再利用下面公式计算其质量分数。
木质素质量分数=C(μg/mL)×2(mL)×

0.001/0.03(g)

2 结果与分析

2.1 棉花茎秆木质素的化学组织染色

用 Wiesner法对棉花茎秆进行染色,根据染

色程度的深浅和范围可以初步反映出木质素的积

累情况,以及所在的组织位置和分布情况。以下

试验株系均是以转基因‘lrp17’株系为例与对照

受体‘cqj-5’株系进行的结果比对分析。

2.1.1 初生木质部木质素染色范围距离分析 
在电子显微镜10×物镜下观察木质素组织染色

区域发现(图1),在距离下胚轴0~1cm、2~
7cm、10~12cm处进行对比,依据细胞排列的方

向进行直线测量,发现大部分的‘lrp17’转基因株

系相比对照受体‘cqj-5’株系在初生木质部区域

的染色范围距离更长。在初生木质部染色范围距

离的定量分析发现(图2),在距离下胚轴0~1cm
和2~7cm中,转基因株系和对照受体株系在染

色的范围距离上具有显著性的增加。

2.1.2 初生木质部木质素染色细胞层数分析 
在电子显微镜40×物镜下观察初生木质部染色

区域发现(图3),大部分转基因‘lrp17’株系初生

木质部的细胞排列层数相比对照受体株系‘cqj-
5’有一定增多。通过对细胞层数的定量分析发现

(图4),在距离下胚轴2~7cm处,转基因‘lrp17’株
系相比对照受体‘cqj-5’株系具有显著性的增加。

2.1.3 初生韧皮部木质素染色深浅程度分析 
在电子显微镜40×物镜下观察初生韧皮部染色

区域发现(图5),在距离下胚轴0~1cm、2~
7cm、10~12cm处进行对比,‘lrp17’转基因株

系相比对照受体‘cqj-5’株系的染色程度大部分

都有显著性的加深。

2.2 棉花茎秆木质素总量测定分析

通过木质素标准品参与得到标准曲线测定的

结果,用Excel计算得回归方程:y=312.941x-
9.565(R2=0.999175,y 为待测液质量浓度,x
为待测液吸光度值)。将对照受体株系‘cqj-5’和
‘lrp1’~‘lrp29’系列的每一个棉花株系的茎秆进

行木质素总量测定,数值带入回归方程中。结果

表明(图6),转 基 因 株 系 中 的‘lrp13’‘lrp15’
‘lrp16’‘lrp18’和‘lrp29’株系相比对照受体‘cqj-
5’株系的木质素质量分数没有出现显著性的增减

差异,‘lrp19’株系的木质素质量分数出现显著性

的减少现象,其他23个株系均与对照受体株系

‘cqj-5’的木质素质量分数有显著性增加,其中

‘lrp17’株系木质素的表达量最高。
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  a.初生木质部 Primaryxylem;b.初生韧皮部 Primaryphloem;刻度尺为10μm Thescaleis10μm;下图3和图5同此 Fig.3

andFig.5arethesame

图1 电子显微镜10×物镜下的35~55d转基因‘lrp17’株系与受体株系‘cqj-5’(CK)

棉花材料茎秆的横切木质素组织化学染色分析

Fig.1 Cross-cutligninhistochemicalstaininganalysisofcottonstalksof35-55dtransgenic‘lrp17’

strainandrecipientstrain‘cqj-5’(CK)underelectronmicroscope10×objective

  数值是3次生物学重复的“平均值±标准差”,星号表示明显不同于对照受体cqj-5(P<0.05),下同 Valuesare“mean±standard”

deviationofthreebiologicalreplicates,andasterisksindicatesignificantlydifferentfromcontrolreceptorcqj-5(P<0.05).Thesame

bellow

图2 在电子显微镜40×物镜下的35~55d转基因‘lrp17’株系与受体株系

‘cqj-5’(CK)棉花材料茎秆的横切木质素组织化学染色距离分析

Fig.2 Thecross-cutligninhistochemicalstainingdistanceanalysisofthe35-55dtransgenic‘lrp17’strainandthe
recipientstrain‘cqj-5’(CK)cottonmaterialstemundertheelectronmicroscope40×objectivelens

3 讨论与结论

之前的研究表明,在大多数植物生长发育进

程中 MYB转录因子对次生壁的表达调控存在促

进或抑制作用[13-14]。本研究通过对棉花茎秆木质

素染色分析发现,过表达GhMYB4株系相比对
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图3 电子显微镜40×物镜下的35~55d转基因‘lrp17’株系与受体株系

‘cqj-5’(CK)棉花材料茎秆的横切木质素组织化学染色分析

Fig.3 Cross-cutligninhistochemicalstaininganalysisofcottonstalksof35-55dtransgenic
‘lrp17’strainandrecipientstrain‘cqj-5’(CK)underelectronmicroscope40×objective

图4 在35~55d转基因‘lrp17’株系与受体株系‘cqj-5’(CK)棉花材料茎秆

的横切木质素组织化学染色分析下的细胞层数测量

Fig.4 Thenumberofcelllayersunderthecross-cutligninhistochemicalstaininganalysisofthe
35-55dtransgenic‘lrp17’strainandtherecipientstrain‘cqj-5’(CK)cottonmaterialstem

照受体株系初生木质部的染色范围扩大、细胞层

数增多,且初生韧皮部染色加深。大部分过表达

GhMYB4 基因株系相比对照受体株系茎秆木质

素质量分数增加,因此推测GhMYB4 转录因子

可能正调控棉花茎秆的木质素代谢。

  在许多植物中陆续发现多种 MYB转录因子

对次生壁中的木质素合成起到一定促进或抑制作

用。如在拟南芥过表达菊花CmMYB1 基因能够

在一定程度上抑制次生壁中木质素的合成积

累[15]。拟南芥AtMYB58 和AtMYB63 [16],小
麦TaMYB4 [17],以及玉米ZmMYB31 和Zm-
MYB46 [18-19]等基因都在次生壁发育过程中调控

木质素的合成。火炬松PtMYB4 [20]与Ptmyb1
[21]和桉树EgMYB2 [22]转录因子通过与启动子

区域中的AC顺式作用元件结合,从而对木质素

的生物合成起到正调控作用;水稻OsMYB46 基

因可以促进表皮细胞木质素和木聚糖纤维素的合

成[23];拟南芥AtMYB46 基因受 NST3的调控,
通过同时对AtMYB85 和KNAT7 基因的多级

转录调控,进而对次生壁的木质素含量产生抑制

或促进作用[24]。本研究发现GhMYB4 基因在陆

地棉茎秆中参与次生壁木质素的合成,本研究为

进一步探究GhMYB4 基因的生物学功能奠定理

论基础。
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图5 电子显微镜40×物镜下的35~55d转基因‘lrp17’株系与受体株系

‘cqj-5’(CK)棉花材料茎秆的横切木质素组织化学染色分析

Fig.5 Cross-cutligninhistochemicalstaininganalysisofthe35-55dtransgenic‘lrp17’strainandthe
recipientstrain‘cqj-5’(CK)cottonmaterialstemunderelectronmicroscope40×objective

  星号表示明显不同于对照受体‘cqj-5’(P<0.01) Theasteriskindicatessignificantlydifferentfromthecontrolreceptor‘cqj-5’

(P<0.01)

图6 受体‘cqj-5’(CK)和转基因‘lrp1’~‘lrp29’棉花株系茎秆中木质素质量分数

Fig.6 Massfractionoflignininthestemsofthereceptor‘cqj-5’(CK)andthetransgenic‘lrp1’-‘lrp29’cotton
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EffectsofOverexpressionofGhMYB4Gene
onLigninSynthesisinCottonStem

XIAChenglin,YUYuehua,ZUOLin,CHENQuanjiaandNIZhiyong
(CollegeofAgronomy,XinjiangAgriculturalUniversity,Urumqi 830052,China)

Abstract hispaperaimstoinvestigatethefunctionofGhMYB4geneinGossypiumhirsutumandana-
lyzeitsregulationofligninsynthesisduringoverexpressionanddevelopment.Cottonstalkswere
stainedbyWiesnerhistochemicalstainingmethod,andthetotallignincontentofcottonstalkswasde-
terminedbyKlasonmethodaccordingtothedegreeofdyeing.Bychemicallystainingthesecondary
wallligninatdifferentstemsat0-1cm,2-7cm,and10-12cmfromthehypocotyl,andcomparing
thequantitativeanalysisofthestainedtissuestructure,mostoftheresultswerefound.Thetransgenic
linesshowedasignificantincreaseinthestainingrange,celllayernumberandstainingdegreeofthe
primaryxylemandtheprimaryphloemcomparedwiththecontrolrecipientstrain.Quantitativeanaly-
sisofthetotalamountofligninatthe2-7cmhypocotylofcottonstalksby29overexpressingtrans-
geniclinesandcontrolrecipientstrainsrevealedthattherewere24overexpressingtransgeniclinesre-
latedtocontrolreceptors.Thetotalamountoflignininthestrainincreasedsignificantly.TheGh-
MYB4genewasinvolvedintheregulationofligninbiosynthesisinstems.
Keywords Gossypiumhirsutum;Lignin;Overexpression;Slicing
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