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摘 要 为了研究植物适应陆地生活的机制,以较原始的陆生植物地钱(MarchantiapolymorphaL.)作为

研究对象,分析其部分 MYB(v-Mybavianmyeloblastosisviraloncogenehomolog)家族基因在不同发育时期,

不同部位以及不同激素处理下的表达量变化。构建系统进化树确认地钱与拟南芥(Arabidopsisthaliana)中

MYB转录因子亚家族S14、S28和AtCDC5 同源的基因,使用qRT-PCR对不同生长时期、组织以及激素处理

下目的基因表达量进行分析。qRT-PCR分析结果表明,MpR2R3-MYB20 在胞芽中表达量最高,胞芽杯中最

低,且在0.1μmol/LIAA诱导下表达量显著上调;MpR2R3-MYB8 在分生区高表达,激素处理下表达量变

化较小;MpR2R3-MYB3 和MpCDC5 在3周分生区高表达,IAA处理后下调;MpR2R3-MYB18 主要在胞芽

和胞芽杯中表达,且受ABA诱导大幅上调;MpR2R3-MYB16 在全株中都有较高表达,在0.1μmol/LIAA
处理下显著上调,在其他激素处理下显著下调。这些结果说明上述基因在地钱不同器官或组织中具有调节生

长、发育和抗逆的重要功能。

关键词 地钱;MYB转录因子;非生物胁迫;IAA;ABA
中图分类号 Q941;Q786   文献标志码 A     文章编号 1004-1389(2021)01-0109-07

  MYB(v-Mybavianmyeloblastosisviralon-
cogenehomolog)蛋白是一类数量庞大,功能种类

繁多,存在于几乎所有真核生物的转录因子。

MYB结构域较为保守,主要包含3个重复,每个

重复由编码3个α-螺旋的50~53个氨基酸残基

构成,其中第2和第3个α-螺旋形成螺旋-转角

-螺旋(HTH)结构,可直接嵌入DNA的大沟,
发挥转录因子的DNA结合结构域的功能[1]。根

据重复区域的数目和排布,MYB蛋白可以分为

不同的种类,具有单一MYB结构域的类MYB蛋

白(R1/2或R3)、两种重复结构的2R-MYB蛋白

(R2R3)、3 种 重 复 结 构 的 3R-MYB 蛋 白

(R1R2R3)以及4种重复结构的4R-MYB蛋白

(R1R2R2R1/2)[2]。在 拟 南 芥 (Arabidopsist-
haliana)中,MYB家族在植物体内激素合成,发
育以及抗逆过程中都起到至关重要的作用[1]。

地钱(MarchantiapolymorphaL.)是一种

苔纲,地钱科地钱属的孢子植物。其内部含有的

黄酮类、联苄类、香豆素类和萜类化合物赋予了地

钱在临床上较高的药用价值[3]。地钱在系统发生

上位于莱茵衣藻和小立碗藓这两种模式系统之

间,被誉为进化史上首次登陆的植物之一,其部分

生理特征具有藻类植物所特有的特性。为了适应

陆地生活,地钱还进化出了适应陆地环境的新特

征[4]。近年来,随着地钱的遗传转化体系的建立

以及其基因组测序的完成,这种基因组小、冗余基

因少、易于培养繁殖、便于遗传操作的苔藓逐渐成

为研究植物进化和基因功能的新兴模式系统[5]。
鉴于 MYB家族在植物发育与抗逆等方面的重要

功能,在地钱中研究 MYB 家族基因的功能将有

可能揭示植物在进化过程中适应陆地生活的

机制。
根据生物进化学及考古相关研究,植物从水

生到陆生的过程发生在距今大约4.5亿年前[6],
而植物气孔的出现可追溯到距今约4亿年前[7]。
在植物登陆过程中,需要面对非常多来自陆地环



境的威胁,从紫外线照射到干旱胁迫都对早期陆

生植物造成严峻挑战。控制植物体内水分的流失

以及通过呼吸作用代谢能量就成为植物适应陆地

生活关键性的功能,所以气腔(类似高等植物的气

孔)的产生是地钱的一项重要革新。在高等植物

中,MYB亚家族S28具有控制气孔细胞命运、抗
干旱和冷害胁迫的功能[8-9],因此选择与亚家族

S28同源的地钱MYB 基因作为研究对象。
在整个演化过程中,从较原始的苔藓植物以

形成胞芽杯的形式无性繁衍,到后来的高等植物

产生侧生的器官生成更多的后代,在适应陆地生

活的过程中,侧生组织起到至关重要的作用。在

拟南芥中 MYB亚家族S14主要起到控制叶腋分

生组织发育的功能[10-11],而与S14同源的地钱

MYB 家族基因GCAM1(Mapoly0034s0034)具
有调控胞芽杯发育的重要功能[12],因此推测地钱

中与GCAM1 以及S14同源的MYB 基因有可能

与高等植物中侧生分生组织的进化具有联系,故
选择S14的地钱同源基因作为研究对象。另一方

面,拟南芥 MYB 基因AtCDC5 在植物中起到调

控细胞循环的作用,与维持茎尖分生组织有关,而
其在地钱中的同源基因MpCDC5 可能参与分生

区的维持,所以也将MpCDC5 选作目的基因。
通过 构 建 拟 南 芥 与 地 钱 MYB 家 族 (以

R2R3-MYB为主)的系统进化树,同时参考前人

研究[4,13],最终选择 MpR2R3-MYB20(Mapoly-
0874s0001)、 MpR2R3-MYB8 (Mapoly0024s-
0094)、MpR2R3-MYB3 (Mapoly0007s0265)、

MpR2-R3MYB18(Mapoly0123s0012)、MpR2-

R3MYB16(Mapoly0092s0005)和 MpCDC5(Ma-
poly0014s0195)6个基因作为目的基因,并对它们

在地钱不同生长时期和组织部位中的表达量进行

实时定量PCR分析。此外,前人研究表明,ABA
能够在抗旱过程中调节气孔的导度以及调控胞芽

杯的休眠[14-15];外源施加较低浓度的IAA可以促

进小立碗藓配子枝的形成及生长,同时还能明显

促进原生质体细胞的再生及分裂[16],0.5μmol/L
的IAA能够调节地钱的发育与胞芽的休眠[17-18]。
鉴于此,在外源施加ABA和IAA处理下,检测这

些基因的表达水平是否发生变化。

1 材料与方法

1.1 材 料

植物材料:地钱 Takaragaike(Tak-1,雄性)
和Takaragaike(Tak-2雌性),由福建农林大学山

室千鹤子教授实验室馈赠。

1.2 方 法

1.2.1 目的基因的确定 使用拟南芥 MYB转

录因子S14(共6个基因)、S28(共2个基因)亚家

族和地钱全部 MYB家族(共60个基因)的氨基

酸序 列 构 建 系 统 进 化 树。同 时 参 考 Bowman
等[4]关于不同物种 MYB家族进化树,选取拟南

芥S14与S28亚家族同源的地钱MYB 基因作为

目的基因。

1.2.2 实时定量PCR引物设计 确定目的基因

后,按照产物总长度150~250bp进行引物设计,

MpEF1a为内参基因。结果如表1所示,引物于

北京奥科鼎盛生物公司合成。
表1 目的基因实时定量PCR引物信息

Table1 InformationofprimersforqRT-PCRoftargetgenes

基因
Gene

上游引物(5'→3')
Forwardprimer(5'→3')

下游引物(5'→3')
Reverseprimer(5'→3')

退火温度/℃
Annealing
temperature

MpR2R3-MYB20 CAACACCAACAACAACATCAAC ACGAGGGTTTCATGTAGCACT 57
MpR2R3-MYB8 ATTCTTCAAAGCAAAGGAGAC CCAAATTGCCAATTATGTCTTC 55
MpR2R3-MYB3 AGATTGAGGTGAGAGACTTTATCTA ACAGGTGTAGTAAGTCTTCTTCAAA 50
MpR2R3-MYB18 ATGGACGAAGTAATGGGCTGGCTAC TGGGAGTTGGTGTGATGTGGAAGAT 60
MpR2R3-MYB16 GGAACAAAGAGGAGGACGATGAATTG TCACACGTGCACCTCAAAGTTACCA 62
MpCDC5 GGCAATGGAAGAAGTATCCGTAGAA GGTTTCTACCTCATTGAATCCCTCC 58
MpEF1a CAGAGCGCGAGCGTGGTAT CACCCAGAGTGAAAGCCAGGA 60

1.2.3 地钱的培养与激素处理 地钱于恒温生

长间培养(光照周期16h光照,8h黑暗;光照度

3000lx;室内平均温度22℃,平均湿度40%),地钱

生长于含1%琼脂的1/2B5培养基中。
激素处理采取0.5μmol/L与0.1μmol/L

的IAA(BBIlifescience公司)以及20μmol/L的

ABA(SIGMA公司)进行试验,并于2周后取样,
与无处理对照组比较,对目的基因表达量的变化

进行测定,每个处理设置4个重复。

1.2.4 样品提取及保存 激素处理组使用Tak-
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2作为试验样品,其中每个处理组及对照组设置4
个培养皿,平均每个培养皿种20个样品,于2周

大小时分别选取其中2个长势类似的培养皿,取
全株样,鲜质量约200mg置于液氮中。组织特

异性试验使用的地钱样品为Tak-1,每个不同样

品分别种4个培养皿,每个培养皿种20个植株。
取样分为2周分生区、2周中脊、2周全株、3周分

生区、3周胞芽杯和胞芽,选取其中长势相同的2
个培养皿取样,每个样品鲜质量约200mg并置

于液氮中。地钱不同组织部位见图1。

A.2周龄植物;B.3周龄植物

A.2-week-oldplant;B.3-week-oldplant

图1 地钱不同时期主要结构示意图

Fig.1 MainstructureofMarchantiapolymorphaatdifferentgrowthstages

1.2.5 样品RNA提取、反转录及实时定量PCR
 每个样品200mg,使用液氮研磨后用 Trizol
(Takara公司 的 RNAisoplus,货 号9109)提 取

RNA,反转录使用Takara公司的反转录试剂盒

PrimeScriptTMⅡ1stStrandcDNASynthesisKit
(货号6210A)进行cDNA第1链合成,产物稀释

至100μL用于qRT-PCR分析。
实时定量PCR使用试剂为 Vazyme公司的

ChamQ UniversalSYBR qPCR Master Mix
(Vazyme,货号Q711),PCR总体积为20μL,每
个样品设置3个技术重复,使用MpEF1a基因作

为内参进行对比分析。qRT-PCR反应程序为:

95℃预变性2min,45个循环(95℃变性5s,对
应退火温度30s),最后添加1次溶解曲线分析。

1.2.6 数据处理 使用 MpEF1a 作为内参基

因,组织特异性试验以Tak-1(雄性)为材料。计

算相对表达量时,将每组中表达量最低的样品表

达量设为“1”。不同激素处理以Tak-2(雌性)为
材料,使用MpEF1a作为内参基因对6个目的基

因进行qRT-PCR分析,对照组表达量设为“1”。
使用Spss软件中的Duncan’s分析法进行显著性

分析。

2 结果与分析

2.1 地钱中S14、S28亚家族和AtCDC5 同源基

因的确定

使用 MEGA7软件将地钱 MYB与拟南芥

MYB亚家族S14、S28以及AtCDC5 基因的氨基

酸序列共同构建系统进化树,结果见图2,确定

MpR2R3-MYB20 为S14同源基因,S28的同源

基因则有MpR2R3-MYB18 和MpR2R3-MYB3,
AtCDC5 同源基因为 MpCDC5(GCAM1已有研

究,主要功能是调控胞芽杯的发育[12])。这与

Bowman等[4]的结果基本一致,但缺少S14亚家

族 的 MpR2R3-MYB8 和 S28 亚 家 族 的

MpR2R3-MYB16,推测可能与选取的 MYB 基因

数目及构建系统树参数的差异有关。由于这两个

基因可能与其他的S14和28亚家族基因功能相

似,因此在试验中同时对它们进行分析。

红框为所选基因 Redframesrepresentselectedgenes

图2 拟南芥 MYB亚家族S14、S28和AtCDC5
基因与地钱同源基因的系统进化树

Fig.2 Phylogenetictreeofsubfamily14,28and

AtCDC5 MYBgenesinArabidopsisthalianaand

theirhomologsinMarchantiapolymorpha
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2.2 6个基因时空表达结果

6个 基 因 时 空 表 达 结 果 (图 3)显 示,

MpR2R3-MYB20 在胞芽中表达量最高,而胞芽

杯表达量却较低,就2周结果而言,其分生区与中

脊表达量较高,而全株却远低于前两者,推测此基

因在叶状体中表达量低;MpR2R3-MYB8 在2周

与3周的分生区中高表达;MpR2R3-MYB18 在

胞 芽 杯 中 表 达 量 最 高,胞 芽 次 之。基 因

MpR2R3-MYB16 在全株以及中脊表达量较高,
表明其可能在叶状体中高表达。相较于其他基因

而言,MpR2R3-MYB3 与 MpCDC5 的时空表达

差异性较小,主要在3周左右的分生区中高表达。

2.3 激素处理后地钱生长表型变化

对地钱进行IAA和 ABA两种植物激素处

理,处理后的生长变化如图4所示。通过对每个

培养皿平均约20至25个地钱的面积进行测量,
得出对照组每个地钱样品平均面积约为0.95
cm2±0.24cm2,0.1μmol/LIAA处理下平均面

积约为0.97cm2±0.30cm2,0.5μmol/LIAA
处理下平均面积约为0.95cm2±0.32cm2,但

IAA处理下地钱的假根明显增多,且随着IAA浓

度增加,假根数量也随之增加。在20μmol/L
ABA处理下,地钱样品平均面积约为0.16cm2

±0.02cm2,仅为对照组的16.8%,地钱生长状

态受到明显抑制,假根数量无明显变化。

2.4 激素处理qRT-PCR结果分析

如 图 5 所 示,MpR2R3-MYB20 在 0.1

μmol/LIAA处理下表达量显著升高,其表达量

相较于对照组上调7.89倍,其他处理差异不显

著;MpR2R3-MYB8 在两种激素处理下表达量

均出现小幅下调;MpR2R3-MYB3 在IAA处理

下显 著 下 调,0.1μmol/LIAA 处 理 相 比0.5

μmol/LIAA 处 理 下 调 幅 度 更 大,但 在 20

μmol/LABA 处 理 下 下 降 不 显 著;MpR2R3-
MYB18 在20μmol/LABA处理下出现显著上

调。MpR2R3-MYB16 在0.5μmol/LIAA与20

μmol/LABA处理下与对照组相比显著下调,而
在0.1μmol/LIAA 处理下表达量显著上调;

MpCDC5 在IAA处理下下调显著,而在ABA处

理下变化不显著。

  A.MpR2R3-MYB20;B.MpR2R3-MYB8;C.MpR2R3-MYB3;D.MpR2R3-MYB18;E.MpR2R3-MYB16;F.MpCDC5;1.2周分生

区;2.2周中脊;3.2周全株;4.3周分生区;5.3周胞芽杯;6.3周胞芽。上标不同字母表示差异显著(P≤0.05)

A.MpR2R3-MYB20;B.MpR2R3-MYB8;C.MpR2R3-MYB3;D.MpR2R3-MYB18;E.MpR2R3-MYB16;F.MpCDC5;1.Meri-

stem,2weeks;2.Midrib,2weeks;3.Wholeplant,2weeks;4.Meristem,3weeks;5.Gemmacup,3weeks;6.Gemma,3weeks.Theletters

onthebarindicatestatisticaldifference(P≤0.05)

图3 地钱(Tak-1)中S14、S28亚家族和AtCDC5 同源基因在不同时期和组织的表达量变化

Fig.3 ExpressionlevelofS14,S28subfamilyandAtCDC5homologousMYBgenesatvarious
developmentalstagesandtissuesofMarchantiapolymorpha (Tak-1)
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  A.无处理对照组;B.0.1μmol/LIAA处理组;C.0.5μmol/LIAA处理组;D.20μmol/LABA处理组

A.Control;B.0.1μmol/LIAA;C.0.5μmol/LIAA;D.20μmol/LABA

图4 地钱(Tak-2)不同处理及对照组2周生长状态对比

Fig.4 Comparisonof2-week-oldtak-2plantswithandwithoutABAorIAAtreatment

  A.MpR2R3-MYB20;B.MpR2R3-MYB8;C.MpR2R3-MYB3;D.MpR2R3-MYB18;E.MpR2R3-MYB16;F.MpCDC5。上标不

同字母表示差异显著(P≤0.05)

  A.MpR2R3-MYB20;B.MpR2R3-MYB8;C.MpR2R3-MYB3;D.MpR2R3-MYB18;E.MpR2R3-MYB16;F.MpCDC5.Thelet-

tersonthebarindicatestatisticaldifference(P≤0.05)

图5 地钱(Tak-2)中S14、S28亚家族和AtCDC5 同源基因在IAA和ABA处理后的表达变化

Fig.5 ExpressionlevelofS14,S28subfamilyandAtCDC5MYBhomologousgenesin
Marchantiapolymorpha (Tak-2)aftertreatmentwithABAorauxin

3 讨 论

与藻类相比,地钱演化出陆地生活所需的气

体交换、固着以及繁衍的一些基本组织结构和功

能,被认为是最为原始的陆生植物,其基因组也处

于一种“原始”状态。在之后的进化历程中出现的

陆生植物大多经过全基因组倍增或多倍化过程,
使这些结构和功能变得更为精细和完善。通过同

源序列法寻找高等植物中控制相应结构和功能形

成的相关基因在地钱中的同源基因,对这些基因

在地钱中进行时空表达分析,能推测其在地钱中

的作用,为阐释植物登陆的机制提供线索。
通过 对 MpR2R3-MYB8 与 MpR2R3-MYB20

表 达 模 式 比 较 发 现,虽 然 两 者 都 是 S14 和

GCAM1 的同源基因,但表达模式却有较大差别。
与GCAM1 的亲源关系相对较远的 MpR2R3-
MYB8 在分生区中高表达,而在2周的中脊表达

最低,且受IAA和ABA的影响较小,而中脊正是

地钱周期性形成胞芽杯的部位,因此推测其可能

与胞芽杯的发育关系不大,具体功能有待进一步

研究。与GCAM1 的亲源关系较近的 MpR2R3-
MYB20,在胞芽、分生区和中脊表达量较高,与

GCAM1 的GUS染色得出的表达模式基本一

致[12],二者很可能功能冗余的调控胞芽杯的发

育。另外,MpR2R3-MYB20 受到0.1μmol/L
IAA诱导大幅上调,且在分生区较高表达,所以
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推测其功能与分生区细胞增殖有关。
拟南芥S28亚家族中的 MYB124和 MYB88

通过抑制细胞周期蛋白CYCA2s来调节保卫细

胞的 分 化[19]。在 S28 亚 家 族 的 同 源 基 因 中,

MpR2R3-MYB3 在分生区高表达外,在全株中也

有较高表达,这表明 MpR2R3-MYB3 可能在分

生区和中脊以外的叶状体部位有较高的表达,而

MpR2R3-MYB16 在叶状体中的表达也较高,这
两个基因很有可能通过调控细胞周期蛋白来参与

地 钱 气 腔 的 形 成。此 外,在 ABA 处 理 下

MpR2R3-MYB16 表达水平出现大幅下降,推测

其可能与S28亚家族的抗干旱寒冷胁迫类似[9],
在胁迫条件下出现与 ABA协同调节气腔导度,
而MpR2R3-MYB16 在0.1μmol/LIAA处理下

显著上调,表明其功能可能与地钱发育相关。

MpR2R3-MYB18 在胞芽杯和胞芽中高表达,且
受到 ABA 诱导上调最为明显,推测 MpR2R3-
MYB18 可能与地钱适应陆地生活有关。此外,鉴
于拟南芥中S28亚家族与细胞周期的关系以及

ABA能调控胞芽杯的休眠,据此推测 MpR2R3-
MYB18 可能通过 ABA信号途径调控了胞芽杯

与胞芽形成的起始过程。

MpCDC5 在3周分生区表达最高,低浓度

IAA处理后表达量显著下调。MpCDC5 基因在

拟南芥中的同源基因AtCDC5 具有调控分生区

细胞循环G2期到 M 期过渡的作用[20-21],因此推

测MpCDC5 可能参与促进了分生区的形成,并
且在IAA处理下出现下调以维持分生区稳定。

本试验通过对地钱中部分 MYB基因在不同

情况下表达量的差异进行分析,为日后在地钱中

研究相关基因的功能进行铺垫,为进一步研究植

物进化过程中适应陆地环境的机制提供思路。
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AnalysisofExpressionPatternofSomeLiverwortMYB Genesat
VariousDevelopmentalStages,DifferentTissuesandTheir

ResponsestoPlantHormoneTreatments

GAOXudong1,FUJing1andCUIHongchang1,2
(1.CollageofLifeSciences,NorthwestA&FUniversity,YanglingShaanxi 712100,China;

2.DepartmentofBiologicalScience,FloridaStateUniversity,TallahasseeFlorida 32306,USA)

Abstract Toelucidatethemechanismsthatenableplantstoadapttoaterrestrialenvironment,this
studydeterminedtheexpressionlevelofsomeMYBgenesinMarchantiapolymorphaofaprimitive
landplantindifferenttissuesatvariousdevelopmentalstagesandaftertheplantsweretreatedwith
severalplanthormones.AphylogenetictreewasconstructedtoidentifyliverworthomologstoArabi-
dopsisthaliana MYBtranscriptionfactorsintheS14,S28subfamiliesandAtCDC5.Theexpression
levelofthesegenesindifferenttissuesanddevelopmentalstages,beforeandaftertreatmentwithaux-
inandABA,werecomparedbyusingreal-timequantitativePCR.MpR2R3-MYB20hadthehighest
andlowestexpressioningemmaandgemmacup,respectively,anditwassignificantlyup-regulatedun-
der0.1μmol/LIAA.MpR2R3-MYB8wasexpressedhighlyinmeristemzone,whichhadlittlechange
underhormonetreatments.MpR2R3-MYB3andMpCDC5werehighlyexpressedinthemeristem,but
down-regulatedunderIAAtreatment.MpR2R3-MYB18wasmainlyexpressedingemmaandgemma
cupandup-regulatedbyABA.MpR2R3-MYB16detectableinthewholeplantshowedahighlevelof
expressionunder0.1μmol/LIAAtreatment,butitwasatlowerlevelunderothertreatments.These
resultssuggestedthattheabove-describedgeneshadimportantrolesinthegrowth,developmentand
stressresponsesindifferentorgansortissues.
Keywords MarchantiapolymorphaL;MYBtranscriptionfactor;Abioticstress;IAA;ABA
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