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摘要 从水稻中分离获得的一个新的、功能未知的 MYB基因,序列分析发现是一个典型的R2R3-MYB转

录因子,与拟南芥中的 MYB106高度同源,因此命名为OsMYB106。亚细胞定位检测结果表明,OsMYB106蛋

白定位于细胞核中。RealTimePCR结果显示OsMYB106在水稻幼穗时期表达最高,并且受干旱、盐处理和冷

胁迫的显著诱导上升表达。OsMYB106RNAi抑制植株表现出矮化以及花粉败育。基因表达分析显示花粉发育

相关基因 OsMS2和 CYP704B2在抑制植株中表达显著降低,揭示 OsMYB106可能是通过调控 OsMS2和

CYP704B2介导花粉细胞壁的发育进而影响花粉的育性。
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  MYB蛋白是植物中极为重要的一类反式作用

因子,它们均具有1个高度保守的DNA 结合域,其
中含有1~3个重复的 MYB结构域。而植物体中

绝大多数 MYB蛋白为含有2个重复 MYB结构域

的R2R3-MYB[1-3]。
目前通过分子生物学分析和基因组学方法已在

多种植物中鉴定出大量的R2R3-MYB蛋白,部分基

因的功能及其作用机制也已研究,结果表明 MYB
转录因子在植物体的生长发育及基础代谢中具有重

要的调节作用[4-5],并广泛参与植物次生代谢调控以

及激素和环境因子的应答[6-8]。拟南芥AtMYB75/

PAP1等控制营养组织中花青素的生物合成[9];

AtMYB11/PFG1和大豆GmMYBZ2可能也参与

植物类黄酮合成调控[10-11];AtMYB125/DUO1是一

个控制雄性生殖细胞分裂和分化的花粉特异因子,

DUO1在精细胞的特化过程中是必须的,在生殖细

胞分 化 为 精 子 细 胞 的 过 程 中 起 重 要 作 用[12];

AtMYB21控 制 拟 南 芥 花 粉 囊 的 发 育 和 功 能[13];

AtMYB33和AtMYB65对花粉囊和花粉都具有促

进发育的作用[14]。MYB蛋白调控植物对生物和非

生物胁迫反应,参与植物生长过程的信号转导。菊

花中的CmMYB2转录因子增强了植株的抗旱和耐

盐性,将其转入拟南芥中还发现具有提高对 ABA
的敏感程度和推迟开花的作用[15];水稻转录因子基

因OsMYB3R-2在拟南芥中过量表达,转基因植株

对冻害、干旱和高盐的耐受性显著提高[16];有报道

在橡树中 HbMYB1可能抑制诱导细胞凋亡的各种

生物和非生物胁迫[17];葡萄中R2R3-MYB型转录

因子 MYB14和 MYB15在葡萄孢属真菌侵染葡萄

的过 程 中 起 减 轻 对 葡 萄 侵 害 的 作 用[18]。因 此,

MYB基因的分离克隆及其功能的研究对于认识和

理解 MYB转录因子在植物生长发育和生理过程中

的作用具有重要的理论意义。

OsMYB106是从水稻中分离克隆的 MYB基

因,序列分析显示与拟南芥中参与表皮细胞发育的

MYB106高度同源[19-20],为典型的 R2R3-MYB转

录因子。本研究在亚细胞定位、非生物胁迫下的表

达及对植物育性影响等方面对此基因进行了初步的

研究和分析。

1 材料与方法

1.1 材 料

抑制载体遗传转化受体是水稻粳稻品种中花

11(OryzasativaL.ZH11);抑制载体pHellsgateⅡ
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和亚细胞定位载体p1381-GFP,均由笔者所在实验

室保存;用于总RNA抽提采用的试剂Trizol和cD-
NA 逆 转 录 酶 SuperScript Ⅲ Reverse Tran-
scriptase,购自Invitrogen公司;所用转化菌株是大

肠杆菌DH-5α和农杆菌EHA109。
1.2 OsMYB106 基因 cDNA 的克隆

根据NCBI公布的水稻基因组序列,查找了基因

OsMYB106在 TIGR(LOC_Os08g33660)和 KOME
(AK059468)的候选序列,根据其可能的候选序列,利
用PrimerPremier5.0软 件 设 计 引 物(F:5′-AT-
GGGGCGTTCACCATGCTG-3′/R: 5′-CTAGAG-
CAAAGGTGGCTGCA-3′),以水稻ZH11叶片cD-
NA为模板扩增基因OsMYB106全长。全长基因

构建到pMD18-T载体上,测序验证。
1.3 蛋白 OsMYB106 的亚细胞定位

利 用 引 物 (F:5′-ATGGGGCGTTCACCAT-
GCTG-3′/R:5′-GAGCAAAGGTGGCTGCA-3′)从
连接有基因OsMYB106cDNA全长序列的pMD18-
T载体上扩增出完整的 ORF。扩增产物和p1381-
GFP载体经SalⅠ和PstⅠ双酶切、纯化回收后构建

融合 GFP的 表 达 载 体 p1381-OsMYB106-GFP。
用基因枪法将p1381-OsMYB106-GFP转化到 MS
培养基预培养4h的洋葱表皮细胞中,在LeicaTCS
SP2激光共聚焦荧光扫描显微镜下观察实验结果。
1.4 基因 OsMYB106 组织及逆境表达谱

通过RealTimePCR方法检测基因OsMYB106
在水稻不同组织器官及干旱处理等逆境胁迫材料中

的 表 达 水 平。引 物 序 列:F-ATCGGAGCAGGCT-

TCACAG3′/R-5′ CCATTGCTGGACTCATCCC3′。
所用材料源于中花11的叶片,胁迫材料的处理:中
花11种子催芽后,在正常生长条件下至四叶期时进

行各种逆境处理,干旱处理是将幼苗直接暴露于空

气中失水,在0、1、2、3h取样;高盐胁迫是将幼苗移

入含有200mmol/LNaCl的水培液中,在0、3、6、

10h取样;低温胁迫是把幼苗放入4℃冷处理,在

0、1、2h取样。
1.5 OsMYB106 RNAi 转基因水稻的遗传转化和

表型鉴定

  以基因OsMYB106cDNA全长序列为模板,利
用特异引物(F:5′-AGCGATGAACTGGAGGGT-
3′/R:5′-CACAAATGCGTGGAGGAA-3′)的扩增

产物同源重组到干涉载体pHellsgateⅡ上。然后通

过农杆菌介导的遗传转化方法[21]将质粒转入受体

水稻品种ZH11得到21株转基因植株。以野生型

ZH11为对照,通过RealTimePCR检测其中15株

转基因抑制植株的表达量,得到抑制成功的 Os-
MYB106RNAi转基因植株。花粉育性观察采用碘

染(KI-I2)法,在显微镜下观察花粉染色情况。转基

因T1代植株的株高和结实率的数据来源于各家系

20棵单株的统计结果。
1.6 花粉发育相关基因在 OsMYB106 RNAi 转基

因水稻花药中的表达检测

  本试验通过Real-TimePCR检测了花粉发育

相关基因 OsMS2[22]、CYP704B2[23]、OsCP1[24]和
OsC6[25]在OsMYB106RNAi转基因水稻花药中的

表达量,所用的特异引物如下:
OsMS2:5′-GTAGTCGGAGATGTCAGAGAAGCC-3′/5-GATCCCTCCAGGTGCTCTCG-3′;

CYP704B2:5′-GGCAGAGTTGTAGACATGCA-3′/5′-CGACAGTATGTCGTGCTTGA-3′;

OsCP1:5′-GCCTGCTTCCTCCTCATCC-3′/5′-GTGCTCCGCGTTGTACCTG-3′;

OsC6:5′-GGACATCATCTCCACCTGC3′/5′TGAAATCCCTCCTTTGGTA-3′

2 结果与分析

2.1 cDNA 全长序列的获得

在水稻全基因组芯片中选取了1个在幼穗中高

度表达的 MYB 基因,作为本试验的候选基因。通

过生物信息学分析发现该基因全长序列为2094
bp,含有3个外显子和2个内含子,开放阅读框

ORF为1074bp,编码357个氨基酸,具有2个

MYB结构域,是一个典型的 R2R3-MYB转录因

子。由于与拟南芥中的 MYB106具有高度的同源

性,因此,命名为OsMYB106。利用特异引物以水

M:MarkerDL5000;1,2:OsMYB106.

图1 基因OsMYB106的扩增

Fig.1 AmplificationofgeneOsMYB106byPCR
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稻幼穗cDNA 为模板,RT-PCR 获得1074bp的

ORF片段(图1),经测序验证,序列正确。
2.2 亚细胞定位

OsMYB106作为一个转录因子,PredictNLS软

件预 测 是 一 个 核 蛋 白。基 因 枪 法 将 重 组 质 粒

P1381-OsMYB106-GFP转入洋葱表皮细胞,25℃
暗培养24~36h后,激光扫描共聚焦荧光显微镜观

察。结果显示,在转化重组质粒p1381-OsMYB106-
GFP的洋葱表皮细胞中,细胞核部位观察到有绿色

荧光(图2A和2C)。可见,OsMYB106定位于细胞

核,与亚细胞定位预测结果一致。
2.3 OsMYB106 的表达模式

RealTime PCR 结 果 (图 3)显 示 基 因

OsMYB106受多种逆境胁迫处理显著诱导上升表

达。在干旱处理中(图3A),OsMYB106的表达呈

波浪形变化,在3h处达到最高。在盐胁迫(图3B)
和低温处理(图3C)过程中,OsMYB106的表达水平

在前期变化不大,随着处理的进行,表达量显著上

升。上述结果显示OsMYB106参与了水稻的逆境

应答途径。组织表达谱(图3D)显示OsMYB106在

水稻幼苗和幼穗中表达最强,在愈伤、茎、剑叶以及

花药也有较高的表达,在根中的表达最弱。表明

OsMYB106在水稻的营养生长和生殖生长过程中

起着一定的作用。
2.4 RNAi 转基因水稻表型分析

干涉表达载体质粒OsMYB106RNAi遗传转

A:荧光图片 Darkfieldforgreenfluorescence;B:明场图片Brightlightforonionepidermalcell;C:合成图片 AandBmerged.

图2 蛋白OsMYB106的亚细胞定位

Fig.2 ThesubcelluarlocalizationofOsMYB106

C:愈伤Callus;L:叶Leaf;R:根 Root;S:茎Stem;H:幼苗Shoot;F:剑叶Flagleaf;Y:幼穗 Youngpanicle;A:花药 Anther.

图3 OsMYB106表达模式

Fig.3 ExpressionmodelofgeneOsMYB106inrice
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化受体 ZH11得 到 转 基 因 水 稻 植 株15株,Real
TimePCR检测结果发现OsMYB106的表达量在

所有转基因植株中都受到不同程度的抑制(图4A)。
观察RNAi转基因水稻的表型,发现抑制程度较高

的第1,2,3,4,6,11号植株相对于野生型表现出株

高变矮和不结实等表型(图4B)。通过KI-I2碘染试

验在显微镜下观察OsMYB106RNAi转基因水稻

的花粉粒考察花粉育性,野生型ZH11(图4C)作为

对 照,OsMYB106 RNAi 转 基 因 水 稻 的 花 粉

粒 明显表现为不育(图4D),表明基因OsMYB106

 RNAi:OsMYB106转基因抑制植株 RNAitransgenicplantofOsMYB106;WT:野生型植株中花11WildplantZH11;1~15:转基

因植株编号 Thenumbersoftransgenicplants.

图4 OsMYB106RNAi转基因植株的表达水平及表型鉴定

Fig.4 IdentificationofexpressionlevelandphenotypeofOsMYB106RNAiplants
可能调控水稻花药和花粉的发育。

对可获得T0代种子的转基因家系OsMYB106
RNAi-5、10以及13进行了T1代植株的表型观察

及考种,RNAi转基因各家系植株相比野生型ZH11
植株,仍表现出不同程度的矮化以及育性降低的表

型,具体结果见表1。
表1 RNAi转基因家系株高和结实率1)

Table1 Identificationofplantheightandfertility
ofOsMYB106RNAiplants

家系

Line
株高/cm
Plantheight

结实率/%
Fertility

ZH11 81.2±2.4 92.3±5.9
OsMYB106RNAi-5 66.5±2.9** 44.5±17.7**

OsMYB106RNAi-10 56.4±4.2** 49.2±12.9**

OsMYB106RNAi-13 74.9±1.5** 60.0±12.1**

 1)**表示差异极显著 **indicateverysignificantdifference

at1%level.

研究表明[2,5,26],MYB转录因子在植物花药发

育和花粉形成的调控途径,包括绒毡层发育、胼胝质

的沉积和降解、光合产物的运输、花粉细胞壁的形成

以及雄配子体形成过程中起着重要的作用。我们利

用RealTimePCR检测了花药发育和花粉形成相

关基因在抑制植株花药中的表达变化,以期初步了

解OsMYB106导致花粉败育的分子机制。结果显

示与花粉细胞壁形成相关基因OsMS2和CYP704B2

 ZH11:野生型植株 Wildplant;OsMYB106RNAi:RNAi转基

因植株 RNAitransgenicplant.

图5 花药发育相关基因在OsMYB106RNAi
植株中的表达检测

Fig.5 Expressionlevelofantherdevelopment

relatedgenesinplantOsMYB106RNAi
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在OsMYB106抑制植株中表达显著下降,而控制花

粉绒毡层发育基因OsCP1和OsC6的表达变化不

显著 (图 5)。这 些 结 果 表 明 基 因 OsMS2 和

CYP704B2 可 能 是 OsMYB106 的 下 游 基 因,

OsMYB106可能是通过控制花粉的细胞壁形成来影

响花粉的育性。

3 讨 论

真核基因的表达随细胞内外环境的改变而在不

同层次上受到精确调控,而转录因子在转录水平的

调控是很多基因表达调控的主要方式。转录因子需

要在核定位信号的引导或在其他蛋白的协助下进入

细胞核中,才能发挥其调控功能。本研究利用基因

枪法将重组质粒p1381-OsMYB106-GFP转入洋葱

表皮细胞进行瞬时表达,结果在细胞核中检测到了

绿色荧光,表明 OsMYB106蛋白定位于细胞核,这
与转录因子的调控功能是相符的。

近年研究显示,MYB转录因子在干旱、高盐、
寒冷等非生物和生物胁迫中扮演着重要的角色。

RealTimePCR数据显示OsMYB106对非生物胁

迫均表现有明显应答,特别是在高盐和低温胁迫中

表达水平显著上升,推测OsMYB106像其他 MYB
基因一样在水稻逆境胁迫中具有重要的功能。另

外,OsMYB106在水稻绝大多数组织中都有表达,其
中在叶鞘和幼穗中最为显著,这与RiceGE中Os-
MYB106的组织芯片表达数据是一致的(http://signal.
salk.edu/cgi-bin/RiceGE? JOB = EXPR&TYPE=
GPL2025&QUERY=Os08g33660),并且芯片数据显

示OsMYB106在水稻幼穗中表达显著,表达量随着

幼穗发育显著增强,在幼穗的长度为15~22cm时

表达量最高,表明OsMYB106在幼穗的发育过程中

起着重要的作用。OsMYB106RNAi转基因植株表

现出矮化和结实率降低的表型,并且这些表型随着

基因OsMYB106表达水平抑制程度的升高而变得

更加明显,甚至导致不结实,这与OsMYB106在幼

穗中的显著表达是相符的。花粉碘染试验显示

OsMYB106RNAi转基因植株的花粉粒明显败育

(图4D),这可能是导致转基因植株结实率降低的

原因。

OsMYB106RNAi转基因水稻表现为花粉不

育,表明OsMYB106可能参与了水稻花药发育的调

控。影响花药发育造成雄性不育的分子机理归纳起

来主要有以下3种类型:(1)影响减数分裂前花药壁

细胞及性母细胞的分化;(2)影响减数分裂的过程;
(3)影响后期绒毡层的发育[27]。植物 MYB转录因

子主要是通过调控绒毡层发育、胼胝质的沉积和降

解、光合产物的运输、花粉细胞壁的形成以及雄配子

体形成来影响花粉的育性[2,5,26],所以,我们检测了

水稻中影响与花粉细胞壁形成关键基因OsMS2和

CYP704B2以 及 控 制 花 粉 绒 毡 层 发 育 关 键 基 因

OsCP1和OsC6的表达水平。结果显示OsMS2和

CYP704B2在OsMYB106抑制植株中表达显著下

降,而OsCP1和OsC6的变化不大,推测OsMYB106
可能通过调控OsMS2和CYP704B2影响花粉细胞

壁形成进而影响花粉育性。这与OsMYB106在拟

南芥中同源基因 MYB106影响叶片表皮细胞蜡质

形成的功能相似,但具体的作用机制有待进一步

研究。
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PreliminarystudyoffunctionofaMYBgeneinrice

CHENLi-wei WANGChun-tai YUGuang-hui XUXin QINYong-hua

CollegeofLifeSciences,SouthCentralUniversityforNationalities/HubeiProvincialKeyLaboratory
forProtectionandApplicationofSpecialPlantsinWulingAreaofChina,Wuhan430074,China

Abstract AnovelunknownMYBgene,designatedOsMYB106,wasisolatedfromrice,whichwasa
typicalR2R3-MYBtranscriptionfactor,andhomologoustoMYB106inArabidopsis.Subcellularlocaliza-
tionindicatedthatOsMYB106proteinwaslocatedinnucleus.RealTimePCRshowedthatOsMYB106
wasexpressedhighlyinyoungpanicle,andinducedobviouslybydroughtandcoldstress.MYB106RNAi
plantshoweddwarfandsterility.Further,pollendevelopmentrelatedgeneOsMS2andCYP704B2were
down-regulatednotablyinplantsMYB106RNAi,theresultsindicatedthatOsMYB106regulatedOsMS2
andCYP704B2involvingindevelopmentofpollencellwalltocontrolthefertilityofpollen.
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