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木薯 MKK 家族基因的鉴定及表达分析

侯鹏宇，于心怡，肖晓蓉，郑琳琳，陈银华
( 海南大学 热带农林学院 / 海南省热带生物资源利用重点实验室，海口 570228)

摘 要: MAPK 级联传导通路是广泛存在于真核生物体内的信号传导途径。根据木薯全基因组数据，借鉴

拟南芥中 MAPKK ( MKK) 家族的基因序列，通过生物信息学方法对木薯中 MKK 家族成员进行全面的鉴定以

及系统进化树分析。通过激素处理及病原菌接种来分析 MKK 家族各基因的表达模式。结果表明，木薯总共

编码 11 个 MKK 基因，这些基因集中分布于木薯第 3，4，6，10，12，16，17 条染色体上。MKK 家族各基因在木

薯受到激素处理及病原菌处理后的表达分析结果表明，MKKs 能够响应 ABA，JA 及病原菌信号，对 ACC 信号

则不敏感。MKK4，MKK5，MKK8，MKK9，MKK11 可能参与木薯相关防御病原菌及激素信号传导通路。
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当植物受到外界环境胁迫( 包括生物胁迫和非生物胁迫) 时，植物体内会产生多种激素和信号分子来

调控一些基因的表达从而激发植物防御反应［1 － 3］。当前研究最主要的 1 个防御通路就是丝裂原活化蛋白

激酶 MAPK( mitogen-activated protein kinase) 级联途径，该通路由 3 层激酶 MAPKKK ( mitogen-activated

protein kinase kinase kinase) -MKK( MAPKK) ( mitogen-activated protein kinase kinase) -MAPK 组成［4 － 8］，是

在酵母、植物、动物、人类等真核生物中普遍存在的一类苏氨酸 /丝氨酸蛋白激酶信号传导系统［9 － 10］，其机

理是通过逐级磷酸化的方式将多种胁迫信号逐级放大，传递给靶蛋白从而调控细胞质内或细胞核基因的

下游基因的表达，在植物生长发育、胁迫应答和抗病反应中都能够发挥重要作用［11 － 17］。在植物的生长发

育中，MAPK 级联参与了包括配子形成、胚胎发生、形态发生、衰老、脱落受精和种子形成等过程［18］。大量

实验证据表明，MAPK 信号传导通路参与了植物对低温、干旱、高盐、活性氧等生物与非生物胁迫的响

应［19 － 21］。在模式生物拟南芥中，有 2 条信号途径被确定，第 1 条通路是 MEKK1-MKK4 /5-MPK3 /6，被证明

在植物的先天免疫应答过程中起着正向调控的作用［22 － 23］; 第 2 条通路是 MEKK1-MKK1 /2-MPK4 ，在拟南

芥对病原菌的抗性应答和对病毒的防御应答中起着负向调控的作用［24］，这两个 MAPK 级联途径可能互

相作用，调控不同逆境刺激下的相应基因表达。此外，在不同的植物物种里存在不同的 MAPK 信号传导

通路，但是这些通路在传导不同的信号分子时会受到严格的控制。此外，植物激素参与复杂的信号传导

途径，调节植物生长发育，在生物与非生物胁迫应答中发挥重要作用。有证据表明，植物抗性激素 SA( 水

杨酸，salicylic acid) 、ET( 乙烯，ethylene) 和 JA( 茉莉酸 jasmonic acid，在植物抵抗病原菌侵染过程中都发挥

着重要作用［25 － 27］。SA 信号途径触发活体营养型病原引起的抗病反应，ET 和 JA 信号主要介导植物对营

养性病原菌的抗性。并且，SA，ET 和 JA 信号途径在植物抗病反应过程中存在协同或拮抗的交叉作用。

作为 MAPK 级联信号途径的中间组分，MKK 整合不同 MAPKKK 接受的多类信号，在植物信号转导途径



中起着信号枢纽的作用。对 MKK 的研究是解析 MAPK 级联信号途径调控植物生长发育和响应生物、非

生物胁迫等多种生物学过程的关键所在［28］。有研究表明 MKK 家族基因能够发挥许多调节功能，通过信

号传导调节植物的生长、发育及对恶劣环境的耐受性等多种关键的生理反应过程。然而不管是在拟南芥

还是在其他植物中，MKK 基因的数量都小于 MAPK。如拟南芥中有 20 个 MAPK 基因及 10 个 MKK 基因 ;

水稻中有 17 个 MAPK 基因及 8 个 MKK 基因; 番茄中有 16 个 MAPK 基因以及 5 个 MAPKK 基因［29 － 32］等。

数量上的不对等就意味着一个 MKK 可以对应多个 MAPK。人们系统地研究了拟南芥、水稻、番茄等作物

中的 MAPK 信号传导途径，但在木薯中还没有深入的研究，尚未有较完整的系统报道，因而，研究木薯

MKKs 在木薯抗病抗逆过程中的功能及作用机理不仅可以丰富 MAPK 级联信号途径理论体系，而且对进

一步明确木薯抗病抗逆分子机理及选育木薯抗病抗逆品种也有十分重要的价值。

1 材料与方法

1． 1 材料及处理 以本实验室的木薯栽培品种‘华南 8 号( SC8) ’组培苗为实验材料，选取生长 30 d 且

生长状况一致的组培苗，分别用浓度为 0． 1 mmol·L －1的 JA( 茉莉酸) 、ACC( 乙烯利) 及 ABA( 脱落酸) 溶

液喷洒植株，每种各处理 30 棵苗，分别于处理后 0，0． 5，1，2，4，6 h 取样。同时将本实验室提供的黄单胞

菌 Xam11 摇至 OD600 = 0． 6 ～ 0． 8，通过打孔接种法共处理 100 棵苗，于处理后 0，1，3，6，12，72，96，120，

144，168，192 h 取样。取得的样品置于液氮速冻后存于 － 80 ℃冰箱保存待用，每个时间点设置 3 个重复，

取其平均值对 MKK 家族各基因的表达模式进行分析。

1． 2 木薯 MKK 家族基因鉴定与命名 通过 BLASTP 软件将木薯全基因组数据与拟南芥 MKK 蛋白序列

进行比对，从而搜索木薯中的同源 MKK 序列并根据这些序列在染色体上的位置进行系统的命名。木薯

全基因组数据下载于木薯数据库 Phytozome( https:∥phytozome． jgi． doe． gov /pz /portal． html) ，拟南芥 MKK

蛋白序列来自拟南芥数据库 Tair( https:∥www． arabidopsis． org) 。

1． 3 木薯 MKK 家族进化分析 将拟南芥及木薯 MKK 家族基因的序列转化为 fasta 格式，并运用

MEGA7． 0 ( http: ∥www． megasoftware． net / ) 中的 ClustalW 软件对其进行多序列联配分析，通过邻接法

( Neighbor-joining method，NJ) 构建木薯 MKK 家族基因的系统进化树，Bootstrap 值设为 1 000。

1． 4 总 ＲNA 的提取及反转录 以采集到的样品为模板，参照植物总 ＲNA 提取试剂( TIANGEN，Beijing)

说明书提取总 ＲNA，之后通过琼脂糖电泳凝胶的方法对提取的 ＲNA 的质量进行检测。使用 oligo( dT)

引物和 PremixScript ( TaKaＲa，Japan) 的反转录盒进行反转录。用木薯内参基因 Tubulin 进行 ＲT-PCＲ 检

测。检测可用后即以这些 cDNA 为模板进行后续实验。

1． 5 基因序列下载及引物设计 下载木薯 MKK 家族基因的 CDS 序列，运用 Oligo7 软件根据 CDS 序列

设计木薯 MKK 家族基因的实时定量 PCＲ 的引物( 表 1) ，将设计好的引物序列放到木薯全基因组数据库

中进行 Blast 确定为特异性引物。

1． 6 实时荧光定量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 分析表达模式 为了分析木薯 MKK 家族基因在非生物胁迫下的表

达模式，笔者对木薯苗进行了 ACC，ABA，JA 及 XAM 菌处理，以反转录后的 cDNA 为模板进行实时荧光定

量 PCＲ，其程序为 95 ℃ 1 min 变性，其后 95 ℃ 10 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 30 s，共 40 个循环。其中，以木薯基

因 Tubulin 作为内参基因对数据进行标准化处理。重复 3 次。
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表 1 qＲT-PCＲ 引物序列

Tab． 1 Primer sequences used in qＲT-PCＲ

基因 Gene 正向引物 Forward Primer 反向引物 Ｒeverse Primer
Tubulin 5'-ATGCGGTTCTTGATGTTGTTC-3' 5'-TCGGTGAAGGGAATACAGAGA-3'
MKK1 5'-TCTCTCCCTCCTCCCGATGAA-3' 5'-TCCATTTATGTTGCACCAGT-3'
MKK2 5'-TATCTACACCATGAGCGACA-3' 5'-CTCCCGCTAATTCGCTCT-3'
MKK3 5'-TGAAAGGATCAACACGGACT-3' 5'-GGCTCCCTTTGCAGACAAC-3'
MKK4 5'-AAACTACAGTGCCGTGCTCA-3' 5'-GCCCTTTAGATTCACAAGCAG-3'
MKK5 5'-ATACCGATGACTCCCTCGTTC-3' 5'-GCGTATCAAGCGTACCCAA-3'
MKK6 5'-CGCCCCTTATTAGGCCAT-3' 5'-TAAAACATGACCACGTTTGGAC-3'
MKK7 5'-GCACGACTACAAAAGTGACA-3' 5'-TTCAGATGTTGACCGTCTC-3'
MKK8 5'-TTTACTTGCCCATGTTGCTC-3' 5'-TTCACAATCCTGCTAACTCC-3'
MKK9 5'-TAGGCGTTCTGACTTAACCC-3' 5'-TTCCTATGCGATTGATTCGG-3'
MKK10 5'-CATACCTTGCTGCGATCTGT-3' 5'-CCATTATTGCACTCACGCCAA-3'
MKK11 5'-TGCCTTGTAGGTCACTATCCA-3' 5'-CAACTGTCCCTCTCTTGCTCC-3'

2 结果与分析

2． 1 木薯 MKK 家族基因的鉴定与染色体定位 利用木薯全基因组数据库及拟南芥中已经鉴定出的

MKK 家族数据鉴定出木薯中 MKK 家族共有 11 个成员。对其染色体定位分析表明，木薯的 11 个 MKK 家

族成员不均匀地分布在木薯的 7 条染色体上( 图 1) 。其中木薯的第 3 条染色体上有 3 个 MKK 家族基因，

是木薯 MKKs 分布最多的染色体。
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图 1 MeMKK 家族基因在木薯染色体上的位置分布
Fig.1 Genomic locations of MeMKK genes on the Manihot esculenta chromosomes

图 2 木薯 MKK 基因与拟南芥 MKK 基因进化树
Fig.2 The phylogenetic tree of MKK genes of cassava and Arabidopsis
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2． 2 木薯 MKK 系统进化分析 在模式生

物拟南芥中，有一部分 MKK 基因的功能已

经明确，它们参与了植物生长发育调控、激

素信号转导、生物和非生物胁迫的过程。笔

者构建了拟南芥与木薯 MKK 家族基因的系

统进化树 ( 图 2 ) 。由图 2 可知，MeMKK11
与 AtMKK10，MeMKK4 与 AtMKK3，MeMKK2
与 AtMKK6，MeMKK1，MeMKK10 与 AtMKK1
之间有较高的同源性，因而可以猜测在木薯

中这些基因也参与植物防御反应。
2． 3 木薯 MKK 家族表达模式分析

2． 3． 1 ABA 处 理 下 的 表 达 分 析 使 用

ABA 溶液处理木薯苗( 图 3 ) 。除 MKK7 以

外 MKK 家族其余基因在处理后均在整体上
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呈现表达升高趋势。MKK8，MKK9，MKK11 在处理 4 h 内表达变化不明显，在 6 h 处出现表达峰值，其中

MKK8 的表达量约是 0 h 的 85 倍，MKK9，MKK11 的表达分别为 0 h 的 25 及 20 倍; MKK4，MKK5 对 JA 的响

应次之，MKK4 在 0． 5 h 处的表达最高，而 MKK5 在 4 h 时的表达量最高。其余基因的表达变化均不明显，

可忽略不计。因而可以推测 MKK 家族参与了木薯体内 ABA 信号通路，且 MKK4，MKK5，MKK8、MKK9、
MKK11 可能在其中发挥重要作用。

MKK1 MKK2 MKK3 MKK4

MKK5 MKK6 MKK7 MKK8

MKK9 MKK10 MKK11

图 3 木薯 MKKs 在 ABA 处理下的表达分析
Fig.3 Expression analysis of MKKs of cassava in response to ABA
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2． 3． 2 ACC 处理下的表达分析 使用 ACC 溶液处理木薯苗( 图 4 ) 。在 ACC 处理后木薯 MKKs 的表达

均没有特别急剧的变化。其中 MKK4，MKK5，MKK8 在处理后的表达量有相对明显的变化，表达量最高时

均为 0 h 时的 5 倍左右，MKK4，MKK5 在 6 h 时有最高的表达量，而 MKK8 表达量最高是在 2 h 处且在 6 h
时基本不表达。此外，MKK2，MKK7 在处理后均整体呈现表达量降低的现象，最低时下降至 0 h 时的

20%，在 6 h 时 MKK2 基本恢复正常表达水平，而 MKK7，MKK11 则基本不表达。其他基因的表达变化可

忽略不计，因而可以猜测木薯 MKK 基因可能不参与 ACC 引起的信号通路。
2． 3． 3 JA 处理下的表达分析 使用 JA 溶液处理木薯苗( 图 5) 。木薯 MKK 家族基因中，除 MKK7 以外

其他基因均整体呈现表达升高趋势。其中，MKK1，MKK2，MKK3 对 JA 的响应最强烈，均在 1 h 处出现小

峰值，在 4 h 处出现表达峰值，在 4 h 时 MKK1，MKK3 的表达约是 0 h 时的 2 000 倍，MKK2 的表达约是 0 h
的 1 200 倍; MKK4，MKK5，MKK11 对 JA 的响应次之，均在 1 h 处出现表达峰值，其中 MKK4，MKK11 的表

达量约为 0 h 时的 30 倍，MKK5 的表达约为 0 h 时的 11 倍; 其余基因的表达变化十分微弱可忽略不计。
因而猜测木薯 MKK 家族基因可能参与 JA 引起的信号通路，且 MKK1，MKK2，MKK3，MKK4，MKK5 和

MKK11 可能在其中起到重要作用。
2． 3． 4 Xam 病原菌接种后的表达分析 对木薯苗进行病原菌 Xam11 接种处理( 图 6 ) 。在接种后，

MKK4，MKK8，MKK11 的表达量有比较明显的变化，MKK4 的表达量升高了约 200 倍，MKK8 表达量升高了

约 12 倍，MKK11 表达量升高了约 20 倍，且这 3 个基因都是在后期表达量最高，MKK4 和 MKK 11 是在 168
h( 7 d) 处表达量最高，MKK8 是在 192 h( 8 d) 时表达量最高。此外，MKK7 在 6 h 处时表达量最高约是 0 h
时的 4 倍，其余基因均没有比较明显的表达，推测 MKK4，MKK8 和 MKK11 可能参与了木薯对病原菌侵染

的防卫反应。
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图 4 木薯 MKKs 在 ACC 处理下的表达分析
Fig.4 Expression analysis of MKKs of cassava in response to ACC
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图 5 木薯 MKKs 在 JA 处理下的表达分析
Fig.5 Expression analysis of MKKs of cassava in response to JA
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图 6 木薯 MKKs 在 Xam 处理下的表达分析
Fig.6 Expression analysis of MKKs of cassava in response to Xam
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3 讨 论

当植物受到外界环境胁迫以后，体内激素以及信号分子引发调控一系列的生理生化作用，通过层层

磷酸化激活 MAPK 信号通路，调控植物的生长发育，从而应对生物胁迫和非生物胁迫。随着对 MAPK 级

联通路研究的深入，越来越多的证据显示 MKK 家族成员在植物对信号分子及逆境胁迫应答的过程中起

重要作用。当前，MKK 家族基因在拟南芥、玉米、水稻、二穗短柄草、苦瓜、番茄、西瓜以及小麦中都已有了

系统研究，如拟南芥中 MKK1 和 MKK2 在植物对盐胁迫及病原菌侵袭应答的过程中起作用，MKK3 参与了

植物体内激素与信号分子如 ＲOS，JA，ABA 等的传导，MKK7 则与植物系统获得抗性应答有关等。
笔者用 ABA，ACC，JA 及病原菌 Xam11 处理木薯组培苗后，对木薯中的 11 个 MKK 家族成员表达量

的变化分别进行了分析。结果表明，在激素处理中对 JA 的响应最为敏感，ABA 次之，对 ACC 几乎不响

应。JA 处理前，MKK1，MKK2 ，MKK3，MKK4 ，MKK5 ，MKK11 表达量很低，JA 处理后这些基因表达被激

活。MKK6 和 MKK8 的表达先上调又下调至处理前水平，说明 MKK 家族基因对 JA 的响应非常敏感; ABA
处理后 11 个基因中共有 5 个基因表达量升高较明显，其中 MKK8，MKK 9 及 MKK11 有明显的变化，

MKK4，MKK5 次之。MKK10 在处理后的表达中前期持续下降后期又升高，但包含其在内的其余基因的表

达量均没有大的变化。说明木薯 MKK 基因能够响应 ABA 的信号。ACC 处理后，MKK4，MKK5，MKK8 的

表达有一定的变化，但是升高倍数不高，而其余基因的表达量相对稳定。说明木薯 MKK 基因对 ACC 的处

理可能不敏感，更多通过 JA 信号介导的生理生化机制参与生物胁迫及非生物胁迫的应答。
木薯 MKK 家族基因均响应病原菌 Xam11 侵染，其中，MKK4，MKK5，MKK8，MKK11 等 4 个基因在激素

和病原菌处理后的表达量上调变化强烈，表明这些基因很可能参与木薯抗病原菌 Xam11 侵染应答反应;

而 MKK2，MKK3，MKK5，MKK6，MKK9，MKK10 这 5 个基因在病原菌处理后表达量出现短暂的下调，12 h 后

开始上调，其中 MKK9 和 MKK10 的表达量变化相对较弱; 此外，MKK7 在所有激素处理后均呈现表达降低

的趋势，但在病原菌处理后表达升高。
综上所述，木薯 MKK 家族基因对 JA、病原菌的处理都很敏感，对 ABA 处理次之，对 ACC 处理不敏
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感，其中 MKK8，MKK9，MKK11 对 ABA 的响应最强烈; MKK1，MKK2，MKK3 对 JA 的响应最强烈; MKK4，

MKK8，MKK11 对病原菌最为敏感。这说明木薯 MKK 家族基因参与了 ABA，JA 介导的信号通路以及病原

菌侵染产生的防卫反应过程。在此进程中，MKK4，MKK5，MKK8，MKK9，MKK11 这 5 个基因可能发挥了重

要作用。然而这些基因在 MAPK 信号传导通路中的具体作用机理及其与上游 MAPKKK、下游 MAPK 各基

因的联系还有待研究。在接下来的实验中可以利用酵母双杂交技术、蛋白质芯片技术( Protein chip) 、双
分子荧光互补技术( Bi FC) 、免疫共沉淀技术( Co-IP) 以及 pull-down 技术等来分析蛋白质互作情况，也可

以通过体外激酶活性检测的方法来分析 MAPK 通路中各级基因具体的磷酸化机制，从而明确木薯中

MAPK 信号通路的情况，这对于今后实验的选题、木薯抗病品种的选育及木薯抗病抗逆分子机理的进一步

明确有一定的意义。
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Identification and Expression Analysis of MKK Genes in Cassava

HOU Pengyu，YU Xinyi，XIAO Xiaorong，ZHENG Linlin，CHEN Yinhua
( Institute of Tropical Agriculture and Forestry，Hainan University /Hainan Key Laboratory for Sustainable

Utilization of Tropical Bioresources，Haikou，Hainan 570228，China)

Abstract: The mitogen-activated protein kinase ( MAPK) cascade pathway is a signaling pathway widely present
in eukaryotic organisms． Based on cassava genomic data，a comprehensive identification and phylogenetic tree a-
nalysis of mitogen-activated protein kinase kinase kinase ( MKK) family members in cassava was carried out by
bioinformatics methods． At the same time，the expression pattern of each gene of the MKK family was analyzed
through hormone treatment and pathogen inoculation． The results showed that cassava encoded 11 MKK genes，
which were distributed on chromosomes 3，4，6，10，12，16，and 17 of cassava． The expression analysis
showed that MKKs were responsive to ABA，JA and pathogen signal but not sensitive to ACC signal，of which
MKK4，MKK5，MKK8，MKK9 and MKK11 may be involved in cassava-related pathogens defense pathways and
hormone signaling pathways．
Keywords: Cassava; MKK gene; identification; expression analysis
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