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研究报告 

谷子 MYB 类转录因子 SiMYB42 提高转基因拟南芥低
氮胁迫耐性 

丁庆倩 1，王小婷 1,2，胡利琴 1，齐欣 1，葛林豪 1，徐伟亚 1，徐兆师 1， 
周永斌 1,2，贾冠清 1，刁现民 1，闵东红 2，马有志 1，陈明 1 
1. 中国农业科学院作物科学研究所，农作物基因资源与基因改良国家重大科学工程，农业部麦类生物学与遗传育种重点实验
室，北京 100081 

2. 西北农林科技大学农学院，旱区作物逆境生物学国家重点实验室，杨凌 712100 

摘要: Myeloblastosis (MYB)类转录因子是高等植物中最大的转录因子家族之一，在植物发育及防御反应过程中

发挥重要作用，还参与植物对干旱等非生物胁迫的响应。谷子(Setaria italica L.)起源于中国，具有抗旱、耐瘠

薄的特性，是研究单子叶作物非生物胁迫抗性的理想材料。本研究对耐低氮胁迫谷子品种郑 204 经低氮处理后

进行转录组分析，鉴定出一个在低氮胁迫条件下明显上调的 MYB 类转录因子 SiMYB42。系统发育树结果表明，

SiMYB42 属于 R2R3-MYB 亚族，具有 2 个 MYB 保守域；表达模式分析显示，SiMYB42 在低氮、高盐、干旱和

ABA 胁迫条件下表达量显著上调；亚细胞定位、quantitative real-time PCR 及转录激活活性分析结果表明，

SiMYB42 蛋白定位于植物的细胞核和细胞膜中，主要在谷子的叶部或根部表达，具有转录激活活性；基因功

能分析结果表明，在正常条件下，转 SiMYB42 基因拟南芥与野生型 Columbia-0 拟南芥(WT)无明显差异，但在

低氮条件下，转 SiMYB42 基因拟南芥的主根长、根系表面积及鲜重均显著高于 WT，结果证明 SiMYB42 基因

可以提高转基因植物对低氮胁迫的耐性；下游基因表达分析结果显示，在转 SiMYB42 基因拟南芥中，参与植

物氮素转运的硝酸盐转运基因NRT2.1、NRT2.4和NRT2.5的表达水平均高于 WT，启动子分析结果显示NRT2.1、

NRT2.4 和 NRT2.5 基因启动子序列中均具有 MYB 结合位点。以上结果证明，SiMYB42 可以通过调控下游硝酸

盐转运体基因的表达提高植物在低氮条件下的耐性。本研究揭示了 SiMYB42 基因在低氮胁迫反应途径中的作

用，为进一步了解谷子低氮胁迫响应的调控网络奠定了基础。 

关键词: 谷子(Setaria italica L.)；MYB 类转录因子；低氮胁迫；基因表达分析；基因功能分析 
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MYB-like transcription factor SiMYB42 from foxtail millet (Setaria 
italica L.) enhances Arabidopsis tolerance to low-nitrogen stress 

Qingqian Ding1, Xiaoting Wang1,2, Liqin Hu1, Xin Qi1, Linhao Ge1, Weiya XU1, Zhaoshi 
Xu1, Yongbin Zhou1,2, Guanqing Jia1, Xianmin Diao1, Donghong Min2, Youzhi Ma1, 
Ming Chen1 

1. National Key Facility For Crop Gene Resource and Genetic Improvement, Key Laboratory of Biology and Genetic Improvement 
of Triticeae Crop, Ministry of Agriculture, Institute of Crop Science, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, 
China 

2. State Key Laboratory of Arid Region Crop Adversity Biology, College of Agronomy, Northwest A＆F University, Yangling 712100, China 

Abstract: Myeloblastosis (MYB) transcription factors are one of the largest families of transcription factors in higher 

plants. They play an important role in plant development, defense response processes, and non-biological stresses, i.e., 

drought stress. Foxtail millet (Setaria italica L.), originated in China, is resistant to drought and low nutrition stresses and 

has been regarded as an ideal material for studying abiotic stress resistance in monocotyledon. In this study, we ran a tran-

scription profile analysis of zheng 204 under low-nitrogen conditions and identified a MYB-like transcription factor 

SiMYB42, which was up-regulated under low-nitrogen stress. Phylogenetic tree analysis showed that SiMYB42 belongs to 

R2R3-MYB subfamily and has two MYB conserved domains. Expression pattern analysis showed that SiMYB42 was sig-

nificantly up-regulated under various stress conditions, including low-nitrogen stress, high salt, drought and ABA conditions. 

The results of subcellular localization, quantitative real-time PCR and transcriptional activation analysis indicated that 

SiMYB42 protein localizes to the nucleus and cell membrane of plant cells, mainly expressed in the leaf or root of foxtail 

millet, and has transcription activation activity. Functional analysis showed that there was no significant difference between 

transgenic SiMYB42 Arabidopsis and wild-type (WT) Arabidopsis under normal conditions; however, under low-nit-

rogen condition, the root length, surface area and seedling fresh weight in transgenic SiMYB42 Arabidopsis, were signifi-

cantly higher than their counterparts in WT. These results suggest that SiMYB42 transgenic plants exhibit higher tolerance to 

low-nitrogen stress. Expression levels of nitrate transporters genes NRT2.1, NRT2.4 and NRT2.5, which are the transcrip-

tional targets of SiMYB42, were higher in transgenic SiMYB42 Arabidopsis plants than those in WT; the promoter regions of 

NRT2.1, NRT2.4 and NRT2.5 all have MYB binding sites. These results indicate that SiMYB42 might enhance foxtail millet 

tolerance to low-nitrogen condition through regulating the expression of nitrate transporter genes. This study reveals the 

possible functions of SiMYB42 in a low-nitrogen stress response pathway, and provides a foundation for further under-

standing the entire regulation network of foxtail millet in response to low-nitrogen stress. 

Keywords: foxtail millet (Setaria italica L.); MYB-like transcription factor; low-nitrogen stress; gene expression 

analysis; gene function analysis 

氮素是作物从土壤中吸收最多的元素，是限制

作物产量的关键因素。研究表明，硝酸盐不仅是植

物生长发育的主要氮源[1]，还是植物生长过程中的

重要信号分子，可以调控植物一系列复杂的生理过

程来影响植物对氮的利用效率，保证植物的正常生

长发育[2]。 
转录因子是基因表达的重要调节因子，一般包

含 DNA 结合结构域以及转录激活/抑制结构域，通
过调节下游靶基因的转录起始速率来综合调节许多

生理和生物化学过程。Myeloblastosis(MYB)类转录
因子是高等植物中最大的转录因子家族之一，在植

物发育及防御反应过程中发挥重要作用，还参与植

物对干旱等非生物胁迫的响应。此外，MYB类转录
因子还参与调节细胞的次级代谢[3]、控制细胞形态 
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建成[4]；一些 MYB类转录因子还参与植物氮素代谢
过程。例如拟南芥 MYB转录因子 PAP2在低氮胁迫
条件下高度诱导表达，该基因参与花青素代谢的过

程，进而调控氮循环通路[5]。单细胞红藻 MYB转录
因子基因 CmMYB1 可以调节植物的氮素利用[6]。根

据 MYB保守域种类及数量的不同，MYB类转录因
子基因家族分为 3个亚家族：MYB1R，R2R3-MYB
和 MYB3R，这 3个亚家族分别含有 1个、2个和 3
个 MYB 保守域。其中 R2R3-MYB 是植物 MYB 类
转录因子基因家族中最大的亚家族[7]。因此，在过

去 10 年中，R2R3-MYB 亚家族的成员已被广泛研 
究[8]。据报道，R2R3-MYB 类基因不仅参与一些生
理和化学过程，而且还参与胁迫响应[9]、光响应等

信号途径[10]。例如：ZmMYBC1 主要在种子糊粉层
和一些花组织中表达，调节分生组织的形成以及植

物的花和种子的发育[11]；AtMYB2和 AtMYC2互作能
够转录激活干旱和 ABA 诱导基因 RD22 的表达[12]；

AtMYB102能够调节干旱和盐胁迫响应过程，并且在
损伤信号通路中发挥有重要作用[13]。 
谷子具有抗旱、耐贫瘠、适应性广的特点，是

研究单子叶植物非生物胁迫响应过程的理想材料之

一。目前，谷子功能基因组研究刚刚起步，参与谷

子低氮胁迫响应的基因功能还有待深入研究。本研

究从低氮胁迫耐性较强的谷子品种郑 204 克隆一个

MYB 转录因子基因 SiMYB42 (Seita.2G286400.1)。

SiMYB42受低氮胁迫诱导表达。基因功能分析表明：
转基因植株在低氮条件下表现为主根变长、根系表

面积扩大、鲜重增加等特性，证明过表达 SiMYB42
基因可以提高转基因植物对低氮胁迫的耐性。同时

发现 SiMYB42基因可以调控下游硝酸盐转运基因的
表达影响植物低氮胁迫耐性。本研究揭示了 SiMYB42
基因的功能及作用机制，为作物氮高效利用改良提

供了优异基因资源，也为揭示谷子低氮胁迫耐性调

控网络奠定了基础。  

1  材料和方法 

1.1  材料 

谷子品种郑 204 由中国农业科学院作物科学研

究所刁现民研究员课题组提供，野生型 Columbia-0

拟南芥(WT)种子由本实验室保存。农杆菌 GV3101

菌株和大肠杆菌 TOP10感受态分别购于全式金公司

和江苏康为公司，带有 CaMV35S启动子无 GUS的

pBI121载体、16318hGFP载体、AH109载体均由本

实验室保存。 

将清洗好的拟南芥种子均匀撒在 MS(4.43 g/L 

MS粉末、10 g/L蔗糖、1 mL/L 1000X有机成分、5 mL/L 

200X肌醇和 2.4 g/L植物凝胶)固体培养基上，4℃冰

箱春化 3 d，然后在 16 h光照/8 h黑暗、相对湿度

(RH)60%、温度 22℃的组培间中培养，生长 7 d 后

移苗处理。对谷子的种子进行次氯酸钠处理打破休

眠，然后均匀撒在湿润的滤纸上，30℃培养箱培养

生长。待谷子幼苗生长为三叶一心且长势均一时，

参考霍冬英等[14]和闵东红等[15]的方法，分别取谷子

幼苗进行低氮(低氮水培营养液组分包括 0.2 mmol/L 

NH4NO3、4.0 mmol/L MgCl2、1.0 mmol/L MgSO4、1.5 

mmol/L KH2PO4、1.5 mmol/L K2HPO4、2.0 mmol/L 

K2SO4、40 μmol/L Na2Fe-EDTA、4.0 mmol/L H₃BO₃、

14 μmol/L MnSO4、1.0 μmol/L ZnSO4、0.3 μmol/L 

Na2MoO4、0.6 μmol/L CuSO4、0.4 μmol/L NiCl2、20 

nmol/L CoCl2)、干旱(8%PEG6000)、NaCl(120 mmol/L)

和 ABA(50 μmol/L)等水培处理。均在处理 0 h、1 h、

6和 24 h后取整个植株于装有钢珠的 2.0离心管中，

将所有鲜样迅速于液氮速冻，−80℃存放待用。 

1.2  谷子 SiMYB42 基因生物信息学分析 

谷子数据来源于 Phytozome 数据库 (https:// 

phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html)，利用 SMART 

数据库 (http://smart.embl-heidelberg.de/)在线工具分

析谷子 SiMYB42 蛋白的保守结构域。用 Compute 

pI/Mw tool(http://expasy.org/tools/)计算蛋白质的分

子量和等电点，根据 SiMYB42氨基酸序列，利用 Plant 

TFDB(http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn)搜索谷子中与

之相关的 MYB基因的氨基酸序列，并在 Phytozome

数据库中进行 BlastP 比对，搜索与其同源性较高的

其他物种的基因序列，利用 ClustalW1.8.3[16]进行多

序列比对，并用软件MEGA5.1[17]以相邻法(Bootstrap

设为 1000)[18]构建系统进化树。 
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1.3  RNA 提取和 Real-time PCR 分析 

采用植物总 RNA 快速提取试剂盒(北京庄盟生

物有限公司)提取 1.1 中各处理的样品以及谷子幼苗

不同组织的总 RNA，以 TransScriptⅡ一步法反转录

试剂盒(TransGen, 北京)反转录成 cDNA。使用 Real 

MasterMix(SYBR Green)试剂盒，荧光定量 PCR 仪

(ABI7500)进行 quantitative real-time PCR(qRT-PCR)

扩增。以合成好的 cDNA为模板，用 SiMYB42的定
量 特 异 性 引 物 进 行 PCR 扩 增 ， 以 SiActin 
(Si001873m.g)为内参(表 1)。qRT-PCR 反应体系包含

2×SuperReal PreMix Plus12.5 μL 、正向引物和反向引

物(10 μmol/L)各 0.75 μL，cDNA模板(约 110 ng/μL) 

2 μL、50×ROX Reference Dye 0.5 μL 、ddH2O 8.5 μL。

采用 3步法反应程序进行扩增：95℃ 15 min；95℃ 

10 s，60℃ 20 s，72℃ 32 s，40个循环。根据各样

品特有的 Ct 值，采用 2–ΔΔCt法计算基因在不同处理

条件下的相对表达量。 

1.4  SiMYB42 基因克隆和表达载体构建 

根据谷子低氮处理的转录组差异表达谱分析，

鉴定出一个受低氮诱导表达明显上调的 MYB 类转
录因子 SiMYB42(Seita.2G286400.1)。根据谷子的
CDS序列，设计 SiMYB42基因特异性引物 SiMYB42-F
和 SiMYB42-R，以郑 204 的 cDNA 为模板扩增
SiMYB42 基因的完整编码框。利用 In-Fusion 重组  

酶技术将比对正确的目的片段分别连接到 16318h-
GFP、CaMV35S 启动子的 pBI121 和 pGBKT7 载体
上(表 1)。 

1.5  SiMYB42 基因转录活性分析 

一般情况下，单独的 BD(pGBKT7)可以与 GAL4
上游活化序列(GLA UAS)结合，但是不能引起转录，
然而将一段具有转录激活活性的转录因子基因构建

到载体 BD 上，若有转录激活活性，则该基因表达
产生的 BD 单独与 UAS 结合也可引起下游报告基
因的转录，这种现象为自激活现象，因此，本文利

用这种自激活现象来验证该转录因子是否具有转录

激活活性。将 1 μg SiMYB42-BD质粒和与 1 μg对应
的 BD空载体[19]混合后转化到酵母 AH109[20]菌株中。

将转化产物涂布于 SD/-Trp固体平板上，倒置平板，
于 30℃培养箱培养 3 d。挑取单克隆于 SD/-Trp的液
体培养基中，静置培养 18 h。按照 OD600=100、10−1

和 10−2稀释酵母菌液，将稀释后的酵母菌液分别点

滴到 SD/-Trp和 SD/-Trp/-His/-Ade/X-α-gal的固体平
板上，倒置平板，于 30℃培养箱培养 3 d，观察其
在营养缺陷型培养基上的生长及显色情况，判断是

否具有转录激活活性。 

1.6  SiMYB42 蛋白亚细胞定位 

取两叶一心生长旺盛的谷子叶片，参考 Yoo等[21]

方法制备原生质体，将融合表达的重组质粒 SiMYB42-  
 
表 1  本研究所用的引物信息 
Table 1  Primers information for this study 

引物名称 引物序列(5′→3′)  用途 复性温度(℃) 

SiMYB42 F:ATGGGTTCTACAACGGCGA 基因克隆 59 

SiMYB42 R:TCATCGCTTCCCTATAGCATTA 

SiMYB42-pBI121 F:CTCTAGAGGATCCCCGGGATTTGGGCTTCTCG pBI121载体构建 65 

SiMYB42-pBI121 R:ACTAGTGGATCCCCCGGGTTCACCTGCTGCAGC 

SiMYB42-GFP F:ATCTCTAGAGGATCCATGGGGCGGCAGC GFP载体构建 60 

SiMYB42-GFP R:GCTCACCATGGATCCGAACTTTGCTCCG 

SiMYB42-BD F:AGGAGGACCTGCATATGATGGGGCGGCAGCCGTGCT BD载体构建 68 

SiMYB42-BD R:GCCTCCATGGCCATATGGAACTTTGCTCCGTTTGAG  

SiMYB42-RT F:TGGACGAGTTCAGCAGCAT 实时定量 PCR 60 

SiMYB42-RT R:CTCCGTTTGAGCCGTTGA 

SiActin F:GGCAAACAGGGAGAAGATGA 谷子内参基因扩增 60 

SiActin R:GAGGTTGTCGGTAAGGTCACG 
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GFP和 16318hGFP空载体质粒作为对照分别转化到
原生质体中，在 25℃培养箱中黑暗静置 18 h以上。
将静置后 SiMYB42-GFP 的原生质体分别进行 ABA 
(20 μmol/L)、LN(0.2 mmol/L)、NaCl(75 mmol/L)和
PEG(8%)处理，各处理 3.5 h、3 h、2 h和 1.5 h，然
后在激光共聚焦荧光显微镜(Zeiss LSM700)下观察
SiMYB42-GFP蛋白亚细胞定位。 

1.7  拟南芥转化及纯合转基因植株的获取 

参考 Beehtold等[22]方法进行 SiMYB42转基因的
拟南芥遗传转化，采用蘸花法侵染野生型拟南芥

(WT)，最终得到带有 CaMV35S 启动子无 GUS 的
pBI121载体的拟南芥转基因植株。将烘干的 T0代拟

南芥种子撒播于含卡那霉素(50 mg/L)的 MS培养基
上进行筛苗，最终筛选到 3个转基因株系 OE1、OE2
和 OE3，将 3 个转基因株系进行扩繁，采用纯合的
T3代种子进行功能验证。 

1.8  SiMYB42 转基因拟南芥耐低氮分析 

将野生型拟南芥及 SiMYB42 转基因株系 OE1、
OE2和 OE3的种子用 70%的酒精处理 3 min，ddH2O
漂洗 5次，每次 1 min左右，用 1%的 NaClO溶液浸
泡 15 min，ddH2O漂洗 3次，每次 1 min；在 4℃春
化 3 d后，再将种子分别点播至 MS(4.43 g/L MS粉
末、10 g/L蔗糖、1 mL/L 1000X有机成分、5 mL/L 
200X肌醇和 2.4 g/L植物凝胶)固体培养基中。参考
Peters等[23]和 Wimalasekera 等[24]的处理方法，将生

长 4 d 长势均一的 WT、OE1、OE2 和 OE3 的幼苗
分别转移到含有 3mmol/L氮的培养基和 0.2 mmol/L
的低氮培养基上，每个处理每个株系各放 3株幼苗。
垂直生长 7 d后在 EPSON Flatbed Scanner EPSON 
Expression 10000XL 扫描仪上用 WINRHIZO pro-
LA2400 软件对两种处理下的幼苗进行根系扫描，直
接显示根长和根系表面积，采用方差分析软件统计

分析数据，用 GraphPad Prism 5软件绘制柱状图。 

2  结果与分析 

2.1  SiMYB42 基因克隆及基因特性分析 

本课题组前期工作通过对谷子低氮处理表达谱

进行分析，发现一个 MYB类转录因子基因 SiMYB42
响应低氮胁迫处理。从谷子品种内 701 中克隆
SiMYB42基因，通过测序发现该基因全长 5069 bp，
开放读码框(ORF)为 837 bp，编码 278个氨基酸，分
子量为 30.38 kDa，pI为 5.42。为分析谷子及其他物
种 MYB 基因家族的进化关系，在 Phytozome 数据
库中搜索与 SiMYB42 氨基酸序列相似性最高的
MYB类转录因子。将氨基酸序列进行多重比对，构
建系统发育树(图 1A)。分析结果表明，37 个 MYB
类蛋白分为 3 个亚族，即 MYB1R、R2R3-MYB 和
MYB3R 亚族。SiMYB42 属于 R2R3-MYB 类蛋白，
SiMYB20和 SiMYB42的同源性最高(57%)，同时和
AtMYB42在一个分支上。蛋白结构分析显示(图 1B)，
相同亚族的蛋白含有相同的 MYB 结构域，其中
MYB1R 亚族蛋白只含有一个 MYB 结构域，
R2R3-MYB亚族蛋白含有 2个MYB结构域，MYB3R
亚族蛋白含有 3个 MYB结构域。 

2.2  SiMYB42 在不同胁迫条件下的表达模式

分析 

利用 qRT-PCR 分别扩增谷子幼苗在正常处理
(CK)和胁迫处理下 SiMYB42 的表达情况(图 2)。结
果显示，在 ABA处理下，SiMYB42的表达量逐渐上
升，在 24 h时达到极显著差异，表达量约是对照处
理的 4 倍；在低氮胁迫处理下，SiMYB42 在 6 h 表
达达到最高值，表达量比对照提高了约 3 倍；在高
盐(NaCl)处理下，SiMYB42的表达量也呈上升趋势，
在 6 h达到最高值，但在 1 h和 12 h表达量达到极
显著差异；在干旱(PEG)处理下，SiMYB42响应比较
敏感，在 24 h时其表达量达到最高，但在 1 h达到
极显著差异，表达量约为对照的 7 倍。上述结果表
明，SiMYB42基因响应谷子 ABA、低氮、高盐、干
旱等多种胁迫处理。 

2.3  SiMYB42 蛋白亚细胞定位以及组织特异

性表达特性 

利用瞬时表达法将融合表达载体 p35S::SiMY-
B42-GFP和 16318hGFP空载体对照质粒分别转化到
谷子叶片的原生质体中，在共聚焦显微镜下观察

SiMYB42-GFP融合蛋白亚细胞定位情况。结果显示，  
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图 1  MYB 基因家族系统进化树和蛋白结构分析 
Fig. 1  Phylogenetic tree and proteins structure analysis of MYB gene family  
A: MYB基因家族系统进化树分析(红色标注的为 SiMYB42)；B: 蛋白结构分析(黄色方框代表 MYB结构域)。 

 
对照 GFP蛋白在整个细胞中都可以表达，SiMYB42- 

GFP 融合蛋白定位在细胞膜和细胞核中。为探讨

SiMYB42在生物逆境下调节功能是如何发挥的，本

文分别对瞬时表达后的原生质体进行了ABA、低氮、

高盐以及 PEG 的后处理，观察 SiMYB42 亚细胞定

位的变化。结果显示，SiMYB42蛋白仍定位在细胞

膜和细胞核中(图 3A)。qRT-PCR结果表明，SiMYB42
主要在叶部表达量最高，其次是在根中表达，其他

组织的表达量很低(图 3B)，表明 SiMYB42主要在叶
部或根部发挥作用。 

2.4  SiMYB42 蛋白的转录活性分析 

为研究 SiMYB42 是否具有转录激活活性，将

SiMYB42 构建到表达载体 pGBKT7(BD)的 GAL4 

DNA结合域。利用 LiAc方法将构建好的载体和 BD

空载体(做为对照)转化到制备好的酵母 AH109 感受

态中，在 SD/-Trp 单缺平板和 SD/-Trp/-His/-Ade/ 

X-α-gal 三缺平板上验证 SiMYB42 转录激活活性。

结果显示：所有转化子均能在 SD/-Trp 培养基上正

常生长，SiMYB42-BD 重组质粒转化的酵母细胞在 
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SD/-Trp/-His/-Ade/X-α-gal平板上生长良好，显淡蓝
色，表现出 α-半乳糖苷酶活性，而对照组只能在 SD/ 
-Trp 平板上生长，并且没有显示 α-半乳糖苷酶活性
(图 4)，结果表明，SiMYB42基因具有转录激活活性。 

2.5  SiMYB42 转基因拟南芥苗期低氮胁迫耐

性鉴定 

将 SiMYB42转基因拟南芥垂直培养 7 d后，在
总氮浓度为 3 mmol/L的正常培养基上(CK)，野生型
拟南芥(WT)和 SiMYB42转基因株系 OE1、OE2、OE3
的主根长和根表面积没有明显差异(图 5A)。在总氮
浓度为 0.2 mmol/L的低氮培养基的条件下，WT和
SiMYB42 过表达植株的地上生长均受到一定的抑制，
但是转基因拟南芥的主根长明显高于 WT，侧根也
比 WT多(图 5B)。分析 WT和转基因拟南芥的主根
长和根系表面积发现，在对照处理的条件下，WT

和转基因拟南芥的主根长和根系表面积不存在明显

差异，而在低氮处理条件下，SiMYB42 转基因拟南
芥的主根长和根系表面积均显著高于 WT(图 5：C，
D)。经过称量转基因拟南芥和 WT 的鲜重发现，在
对照处理的条件下，SiMYB42 转基因拟南芥和 WT
的鲜重基本一致，但在低氮处理条件下，SiMYB42
转基因植株的鲜重显著高于 WT(图 5E)。同时，在
苗期分析转基因拟南芥与WT对干旱和ABA的胁迫
抗性发现，SiMYB42 转基因拟南芥和 WT 无明显的
差异，证明 SiMYB42 通过 ABA 和干旱胁迫非依赖
途径调控植物对低氮胁迫的耐性。 

2.6  SiMYB42 转基因植株的表达水平及下游

氮胁迫相关基因的表达分析 

SiMYB42转基因植株的表达水平结果显示，OE2
的表达量最高，约为 WT 的 4.5 倍(图 6A)。下游基 

 

 
 

图 2  SiMYB42 在不同胁迫条件下的表达模式 
Fig. 2  Expression patterns of the SiMYB42 gene under various treatments 
ABA：脱落酸；LN：低氮；NaCl：高盐；PEG：干旱；CK：空白对照。*表示 P <0.05，**表示 P<0.01。 
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图 3  SiMYB42 蛋白亚细胞定位与组织特异性表达情况 
Fig. 3  Subcellular localization and the tissue specific expression analysis of SiMYB42 
A：SiMYB42 蛋白亚细胞定位；B：SiMYB42 在谷子不同组织中的表达情况。PEG：干旱处理融合蛋白 SiMYB42-GFP；NaCl：盐处
理融合蛋白 SiMYB42-GFP；ABA：脱落酸处理融合蛋白 SiMYB42-GFP；LN：低氮处理融合蛋白 SiMYB42-GFP。  
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图 4  转录因子 SiMYB42 的转录激活活性 
Fig. 4  Transcription activation activity of transcription factor SiMYB42 
-W代表缺陷型氨基酸 Trp；-WHA代表缺陷型氨基酸 Trp、His和 Ade；1,1/10和 1/100代表稀释倍数  
 

 
 

图 5  SiMYB42 转基因拟南芥在低氮胁迫下的抗性鉴定 
Fig. 5  Resistance analysis of SiMYB42 transgenic Arabidopsis under low-nitrogen stress treatment 
A：在对照 (3 mmol/L)培养基上 SiMYB42转基因植株与 WT的生长情况；B：在低氮(0.2 mmol/L) 培养基上 SiMYB42转基因植株与
WT的生长情况；C：SiMYB42转基因植株与 WT的主根长统计结果；D ：SiMYB42转基因植株与 WT的根表面积统计结果；E：SiMYB42
转基因植株与 WT 的鲜重统计结果。LN：低氮处理。柱上小写字母 a 和 b 代表柱值在 0.05 水平上差异显著。OE1、OE2、OE3 分别
代表着谷子基因 SiMYB42转拟南芥的 3个不同转基因株系。 

 

 
 

图 6  SiMYB42 转基因植株的表达水平及下游氮胁迫相关基因的表达分析 
Fig. 6  Expression levels of SiMYB42 and the nitrate transporters genes in SiMYB42 transgenic plants 
A：SiMYB42在转基因株系中的表达；B：NRT2.1、NRT2.4和 NRT2.5在 SiMYB42转基因拟南芥和 WT中的相对表达量。OE1、OE2、
OE3分别代表着谷子基因 SiMYB42转拟南芥的 3个不同转基因株系。 
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因表达分析结果表明，在 SiMYB42 过表达植株中，
部分硝酸盐转运体基因 NRT2.1、NRT2.4 和 NRT2.5 
表达量都表现为不同程度的上调，其中 NRT2.1 与
NRT2.4的表达量在OE2转基因株系中比WT上调了
约 3.5 倍，在 OE3 转基因株系中 NRT2.1 与 NRT2.4
表达比 WT 上调 2 倍左右，但 OE1 转基因株系中
NRT2.1 和 NRT2.4 表达均不显著，应该是和自身的
表达量低有关(图 6B)。但 NRT2.5在 3个转基因株系
中的表达量均很高。根据 Lezhneva 等 [25]报道，

NRT2.5是一种高亲和力的 NO3转运蛋白，通过确保

NRT2.1和 NRT2.4共同有效摄取 NO3，在严重缺氮

的植物中发挥重要作用，通过 NO3再活化过程参与

NO3的转运。此外，分析 NRT2.1、NRT2.4和 NRT2.5
的启动子序列，发现它们均含有 MYB 结合元件，
核心序列为 TAACTG。因此转基因植株中 NRT2.5
的高表达水平这一结果与转基因拟南芥根长分析结

果相符。 

3  讨  论 

MYB 类转录因子在基因的表达调控中发挥着
重要的作用。在拟南芥中，MYB类转录因子参与高
等植物氮缺乏胁迫的应答调控[26]。此外，氮饥饿可

以诱导高亲和力硝酸盐转运体和氮同化相关基因的

表达[27]，而且也能够诱导激素生物合成和氮同化的

过程[28,29]。本研究克隆了一个属于 R2R3-MYB 亚家
族的基因 SiMYB42，该基因在细胞核和细胞膜中均
定位。组织特异性表达分析结果表明，该基因在谷

子的叶和根中均表现为高表达。在低氮胁迫条件下，

SiMYB42基因在谷子中上调表达，并且 SiMYB42转
基因拟南芥植株的总根长、主根长和根表面积均显

著高于 WT，侧根数显著增多(图 4)。因此，推测该
基因参与了谷子低氮胁迫介导的侧根和主根的伸长

生长过程，影响根吸收营养的表面积，从而促进植

株对氮素的吸收利用。目前，报道的与氮代谢相关

的 MYB家族转录因子几乎都是 R2R3-MYB亚族的
基因[30]。例如海棠花(Malus spectabilis (Ait.) Borkh) 
MYB转录因子 MsMYB10 属于 R2R3-MYB，通过改
变花青苷等类黄酮化合物的积累量来应答低氮胁迫，

最大程度保护机体不受损害[28]；大豆(Glycine max 

(Linn.) Merr.)R2R3-MYB转录因子 GmMYB101调节
类黄酮生物合成来响应氮饥饿胁迫，表明 GmMYB101
在氮代谢调节中起重要作用[31]；火炬松(Pinus taeda)
的两个 R2R3-MYB 类转录因子 PtMYB1 和 PtMYB4
能够在酵母、拟南芥和松树细胞中激活 PsGS1b启动
子的转录，PsGS1b编码谷氨酰胺合成酶，促进氮循
环的过程[29]。本文克隆的 MYB 类转录因子也属于
R2R3-MYB亚家族，在 MYB3个亚家族中，主要是 
R2R3-MYB 亚族成员参与调控氮代谢吸收相关的基
因的表达调控。同时，从基因调控植物氮代谢作用

机制看，SiMYB42 转录因子调控氮代谢过程的作用
方式主要是通过硝酸盐转运体的调节。在 SiMYB42
转基因拟南芥植株中，硝酸盐转运蛋白基因 NRT2.1、
NRT2.4 和 NRT2.5 的表达量相对于 WT 有着明显的
提高，但是 NRT2.5的在 3个转基因拟南芥株系中的
表达量均很显著，因此，推测在氮胁迫处理条件   
下 NRT2.5起主要作用。同时，利用 PlantCARE(http: 
//bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)
预测硝酸盐转运基因 NRT2.1、NRT2.4和 NRT2.5的
启动子元件分析结果显示均具有一个 MYB 结合位
点。由于植物对土壤中氮素胁迫的响应及运输主要

发生在根部，因此，推测 SiMYB42通过促进氮转运
相关的硝酸盐转运蛋白基因的表达，提高植株对氮

素的吸收，进而正向调控植物低氮胁迫抗性，这一

作用机制与其他 MYB 类转录因子调控植物氮代谢
的作用机制不同。虽然本研究初步阐明了谷子基因 
SiMYB42在低氮胁迫下调控途径，但是 SiMYB42如
何在低营养条件下调控根部发育的分子机制还需要

进一步的研究。 
SiMYB42 蛋白主要定位在细胞核与细胞膜上，

可能是由于不同时期的 SiMYB42 蛋白的定位情况不

同所造成的。我们推测定位于细胞膜上的 SiMYB42

蛋白在经过某些蛋白修饰后，会进入细胞核中行使

功能，启动下游基因的表达。但是经过处理后的

SiMYB42 蛋白的定位未发生变化，因此 SiMYB42

蛋白的定位与胁迫处理的关系还需要进一步探讨。 

研究表明，过表达 MYB 转录因子可提高转基

因植株对多种非生物胁迫抗性。除了响应低氮胁迫，

SiMYB42虽然也受 ABA、高盐和干旱诱导表达，但

是 SiMYB42过表达植株并没有明显表现提高对ABA、 
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高盐和干旱胁迫的抗性。这可能因为 SiMYB42调控
其他胁迫响应过程需要其他转录因子的参与。另外

一个原因可能是低氮胁迫与其他胁迫的作用机制不

同。低氮胁迫主要与植物的营养物质的吸收及代谢

有关。干旱主要是脱水胁迫，高盐包含离子毒害及

脱水胁迫。本研究 SiMYB42主要调节硝酸盐转运蛋
白的表达，这些下游基因的表达对脱水胁迫及离子

毒害影响不大，因此 SiMYB42转基因植物未出现出
抗旱及耐盐的特性。 
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