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摘 要：本研究以前期阿特拉津胁迫下谷子转录组测序筛选获得应答多种非生物胁迫的谷子MYB家族基因 SiMYB44为
研究对象，利用生物信息学预测、亚细胞定位、酵母转录激活活性分析和下游 DNA元件结合实验来探究该基因的特性。

结果表明，生信预测该基因编码蛋白由 388个氨基酸组成，分子量大小为 41.43 kDa，等电点 pI为 4.96，与 OsMYB44亲缘

关系较近，达 25%；亚细胞定位试验证实，该基因编码蛋白在细胞核中表达；基因全长序列具有转录激活活性，并且能够

特异与MBS和AC元件结合。该研究结果可为谷子转基因育种提供重要的基因资源并奠定理论基础。
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Abstract：The SiMYB44 gene of MYB family in foxtail millet, which responds to various abiotic stresses, was se⁃
lected through transcriptome sequencing screening in the early stage. Bioinformatics prediction, subcellular localiza⁃
tion, yeast transcriptional activation activity analysis, and downstream element binding experiments were employed
to investigate the basic characteristics of this gene. The bioinformatics prediction results indicated that SiMYB44 en⁃
codes a protein consisting of 388 amino acids, with a molecular weight of 41.43 kDa and an isoelectric point pI of
4.96. Phylogenetic analysis showed that SiMYB44 was relatively close to OsMYB44, but SiMYB44 was less identi⁃
cal to homologs other than proteins, which suggested that SiMYB44 markedly differs from other members. Subcellu⁃
lar localization experiments confirmed that the SiMYB44 protein is expressed in the nucleus. The full-length gene
has transcriptional activation activity and can specifically bind to cis-acting elements containing MBS and AC core
sequences in the promoters of genes, suggesting that SiMYB44 regulates the transcription of certain genes by recog⁃
nizing these sequences. These results can provide important genetic resources and lay a theoretical foundation for
transgenic breeding of foxtail millet.
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阿特拉津（2-氯-4-乙氨基-6-异丙氨基-1,3,
5-三嗪）是一种合成除草剂，有效抑制光供体和

受体两侧的电子传递，抑制光能的吸收、转移和

利用，被广泛应用于玉米、小麦和高粱田间阔叶

杂草和禾本科杂草的控制 [1-2]。然而，阿特拉津残

留物可以在环境中停留长达 231 d，土壤中阿特拉

收稿日期：2025-04-08
基金项目：黑龙江省大学生创新项目（S202310223039）
作者简介：逯宇鹏（2003-），男，在读本科，从事作物种质资源创

制研究。

通信作者：孙丽芳，E-mail: sunlifang2013@126.com

津浓度与累积降雨量呈指数正相关 [3]。此外，多

年施用阿特拉津可能会导致其在土壤中积累，这

不仅会损害植物，还会危害人类、动物和水生生

物的健康 [4]。目前，阿特拉津的毒性及其影响已

成为重要的非生物胁迫之一。

近年来，我国对粗粮作物的需求逐年增加，东

北地区多年种植玉米的区域开始改种或轮作其他

粗粮作物，其中谷子（Setaria italica L.）作为一种古

老的农作物，因其富含蛋白质和粗脂肪而被广泛

种植 [5]。然而，谷子对阿特拉津极其敏感，田间需

要人工除草，玉米连续种植导致土壤中阿特拉津
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大量残留，严重影响谷子作为玉米轮作作物的种

植。因此，选育抗阿特拉津除草剂的谷子品种显

得尤为重要。

MYB作为植物中分布最广的一类转录因子，

其蛋白包含 DNA 结合结构域（DNA-binding do⁃
main，DBDs）[6]，该结构域使其能特异性地与下游

靶基因启动子区域的顺式作用元件结合，从而调

控基因表达水平，影响植物生长发育及逆境胁迫

应答。研究表明，MYB参与调节 CBF表达诱导因

子（inducer of CBF expression, ICE）和冷调节基因

（cold regulated gene, COR）三者形成的低温应答途

径中 CBF转录因子的表达水平，从而影响植物耐

冷性 [7]。低温胁迫下，山荆子（Malus baccata）Mb⁃
MYB4、MbMYB108和MbMYBC1可以激活 CBF冷胁

迫应答途径相关基因 RD29a、COR15a和 CBF等的

转录，提高抗氧化酶活性和脯氨酸含量，从而增

强植物耐寒性 [8-10]。MYB也参与调控一系列热胁

迫响应基因，以减轻高温对植物造成的伤害，铁

皮石斛（Dendrobium catenatum）、鹅掌楸（Lirioden⁃
dron chinense）和珍珠粟（Pearl millet）等植物中分

别有许多 MYB家族成员在响应高温胁迫时通过

降低 ROS等方式增强植物对高温的耐受性 [11-13]。

在干旱胁迫和盐胁迫反应中，MYB转录因子在相

关抗性基因的转录调控中发挥重要作用，在拟南

芥中过表达玉米 ZmMYB3R基因可显著提高植株

的抗旱能力，并增强对 ABA胁迫的耐受程度 [14]；在

盐胁迫下，拟南芥 AtMYB49基因通过上调 PODs、
SODs和 LEAs编码基因的表达，增加叶片Ca2+积累，

减少氧化损伤，改善膜完整性，从而提高耐盐性[15]。

然而，以上研究均未报道MYB家族基因在植物应

答阿特拉津胁迫反应中的作用。

因此，本研究以前期阿特拉津胁迫谷子转录

组测序筛选获得的应答多种非生物胁迫的谷子

MYB家族基因为研究对象，利用生物信息学预

测、亚细胞定位、酵母转录激活活性分析和 DNA
结合元件实验来探究该基因的基本特性，以期为

谷子抗阿特拉津转基因育种提供重要的基因资源

并奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

本研究所用植物材料为谷子公矮 2号，由黑

龙江八一农垦大学谷子育种团队提供。

1.2 生物信息学预测分析

通过 NCBI数据库对谷子 SiMYB44基因进行

Blast序列检索，获取该基因的核苷酸及蛋白序列

文件；利用 Expasy-ProtParam在线工具分析谷子

SiMYB44蛋白质的理化性质，通过 Cell-PLoc 2.0
在线工具预测其蛋白定位；利用 DNAMAN软件进

行多序列比对和系统发育分析。

1.3 谷子幼苗培养及荧光定量表达分析

谷子公矮 2号幼苗长至三叶一心期时，采集

根、茎、叶样本，经液氮速冻后保存于-80 ℃超低

温冰箱，用于分析 SiMYB44基因的组织特异性表

达；每 3株幼苗为 1次生物学重复，共设 3次重复。

RNA提取和 cDNA合成参照司文洁等 [16]的实验方

法，利用 Takara 公司 SYBR Green II qPCR Master
Mix试剂盒进行实时荧光定量 PCR检测，实验流

程依据刘欣 [17]描述的方法，引物由北京擎科生物

合成。

1.4 亚细胞定位方法

通过同源重组和限制性酶切（SacI和 XbaI）将
缺 少 终 止 密 码 子 的 SiMYB44 全 长 CDS 插 入

PAN580-GFP载体，转化大肠杆菌菌株 DH5α。Si⁃
MYB44的表达由 CaMV 35S启动子驱动。将验证

成功重组的 PAN580-ZmSBP17-GFP 和 PAN580-
GFP（对照）载体转化到玉米原生质体细胞中 [18]，

室温黑暗条件下孵育 12~16 h，然后利用 Leica SP8
激光扫描共聚焦显微镜观察并拍照。

1.5 转录激活活性分析方法

为了分析 SiMYB44蛋白的转录激活区段，以

pMD18-T-SiMYB44质粒为模板，根据各保守结构

域所在位置设计引物，扩增出 SiMYB44基因全长

和不同截段，并插入到 pGBKT7载体的相应酶切

位点中。构建成功的重组载体与 pGBKT7空载体

分别转化到酵母菌株 Y2H Gold中，在 30 ℃下于

SD/-Trp和 SD/-Trp/-His培养基上培养 3~5 d后观

察菌落生长情况。

1.6 DNA结合元件分析

以 pMD18-T-SiMYB44质粒为模板，扩增 Si⁃
MYB44基因全长并插入到 pGAD7载体。将重复 4
次的 MBS 和 AC 顺式元件及其突变序列插入

pHIS2载体中 [19]，用于共转化 Y2HGold细胞。转化

体在 30 ℃ SD/-Trp和 SD/-Trp/-His/-Ade培养基上

培养 3~5 d后，观察元件结合情况。

1.7 数据分析及引物信息

本试验利用 Excel 2016整理数据，采用 Prism
8.0完成方差分析和作图。本试验所有引物序列

信息见表 1。
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2 结果与分析

2.1 生物信息学分析

基于前期研究，对阿特拉津胁迫处理的谷子

进行转录组测序和 qRT-PCR表达分析，从中分离

出可能应答逆境胁迫的 MYB家族基因。经 Blast
比对后将其命名为 SiMYB44基因（基因组 ID为

Seita.1G057400），开放阅读框 1 160 bp，编码 388个
氨基酸，蛋白质等电点为 4.96，分子量为 41.43

kDa，不稳定系数为 47.72（处于不稳定蛋白范围），

在细胞核中定位表达（表 2）。SiMYB44同源物的

氨基酸序列比对和系统发育分析如图 1所示。

DNAMAN多序列比对显示，SiMYB44与其他物种

的MYB家族蛋白具有相似的结构域；系统发育分

析表明，SiMYB44与 SiMYB77和 OsMYB44的序列

相似性分别为 40%和 25%，与其他物种同源蛋白

的序列差异较大，表明 SiMYB44与其他成员明显

不同。

表 1 引物序列信息

Table 1 The sequences of primers

用途

Usage
定量引物

内参引物

亚细胞定位

转录激活

DNA元件结合

名称

Name
SiMYB44-F
SiMYB44-R
Actin-F
Actin-R

PAN-580-SiMYB44-F
PAN-580-SiMYB44-R

JD F
N-163 R
N-265 R
C-163 F
C-265 F
JD R

AD-MYB44 F
AD-MYB44 R

序列（5'-3'）
Sequence

ATGATGCACGCCTCGCC
GACTTAACAGCCAAACGGCCTC
CCAGTGGACGCACAACAGGTA
GGCAGTGGTGGTGAAGGAGTA

CCGACTAGTATGCACGCCTCGCCCA
CGCGCTAGCACAGCCAAACGGCCTC
CCGCATATGATGCACGCCTCGCC
CGCGTCGACCTCCACCGCCACCAC
CGCGTCGACAAGGGCCCCTGGAGCC
CCGCATATGGAGCTTCCGCTTGAGCG

CCGCATATGTTATCCTGTCGCACTCCGAC
CGCGTCGACTTAACAGCCAAACGGCCTC

CCGGAATTCATGCACGCCTCGCC
CGCCCCGGGTTAACAGCCAAACGGCCTCG

表 2 谷子 SiMYB44蛋白的基本特性及亚细胞定位预测

Table 2 The physicochemical properties and subcellular location of SiMYB44 protein in foxtail millet

基因 ID

Gene ID

Seita.1G057400

蛋白质名称

Protein name

SiMYB44

基因长度/bp

Length of gene

1 160

蛋白质长度

Length of pro⁃
tein

388

分子量/kDa
Molecular
weight

41.43

等电点

Isoelectric point

4.96

不稳定系数

Index of stabil⁃
ity

47.72

亚细胞定位

Subcellular lo⁃
cation

细胞核

2.2 组织特异性表达分析

为明确 SiMYB44基因组织表达特异性，本试

验对谷子 SiMYB44基因在根、茎、叶中表达量进行

分析。结果如图 2所示，SiMYB44基因在谷子叶片

中的表达量显著高于根和茎，表明 SiMYB44基因

在叶中特异性表达，推测其可能在谷子叶片发育

过程中发挥重要作用。

2.3 亚细胞定位分析

如图 3所示，通过荧光显微镜观察发现，农杆

菌介导的玉米原生质细胞在 DAPI特异性标记细

胞核的对照体系中，携带空载体的对照组绿色荧

光信号呈全细胞分布，广泛存在于细胞核、细胞



3期 逯宇鹏等：谷子转录因子SiMYB44的基因特性分析及功能初探 37

质及细胞膜区域；而携带 SiMYB44-GFP融合蛋白

的重组载体实验组中，绿色荧光信号与 DAPI的核

定位红色荧光呈现显著共定位现象。结果表明，

SiMYB44蛋白特异性定位于细胞核中，亚细胞定

位特征与已知 MYB类转录因子的典型分布模式

相一致。

2.4 SiMYB44转录激活活性分析

为探究 SiMYB44是否具有转录激活活性，将

其基因全长插入到 pGBKT7载体的 GAL4（GAL4-
BD）结合结构域。将重组载体 pGBKT7-SiMYB44
和空载体 pGBKT7分别转化酵母 Y2H细胞后发

现，两者都可以在 SD/-Trp选择性培养基上存活

并具有相同大小的菌落，表明两种载体均已成功
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图 2 谷子公矮 2号 SiMYB44基因组织特异性表达分析

Fig. 2 Tissue specific expression analysis of SiMYB44 in
Gongai 2

 

 

 

 

 

  

注：GFP为绿色荧光蛋白；DAPI为 4'，6-二脒基-2-苯基吲哚染色图像；Bright为明场图像；Marged为合并明场和 GFP图像。

Note: GFP, green fluorescence protein images; DAPI, 4', 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) stained images; Bright, brightfield images; Merged,
merged brightfield and GFP images.

图 3 SiMYB44蛋白在玉米原生质体细胞中的定位

Fig. 3 Subcellular location of SiMYB44 in the maize cells

 

 

  

注：（A）SiMYB44与其他同源蛋白的多重比对；（B）SiMYB44与其他作物同源蛋白系统发育分析

Notes:（A）Multiple alignments of SiMYB44 with homologous proteins.（B）Phylogenetic relationships of SiMYB44 with orthologs in other
plants.

图 1 SiMYB44与其他作物同源蛋白的多重比对和系统发育分析

Fig. 1 Multiple alignments and phylogenetic relationships of SiMYB44 with orthologs in other plants.
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转入到 Y2H细胞中。然而，在 SD/-Trp-His选择性

培养基上，只有含有重组载体 pGBKT7-SiMYB44
的 Y2H细胞能够正常生长，表明 SiMYB44能够激

活 His报告基因的表达从而使酵母细胞在缺乏组

氨酸的培养基上生长，即 SiMYB44在酵母中具有

转录激活活性（图 4）。

 
 

 

 

  

注：数字代表氨基酸所在位置；pBD为阴性对照。

Note: Numbers indicate amino acid positions; Transformants carrying the empty pGBKT7 plasmid (pBD) were used as a negative control.
图 4 SiMYB44蛋白全长和部分缺失片段的转录激活活性分析

Fig. 4 Analysis of the transcriptional activation capacity of the full-length or partially deleted SiMYB44 in yeast.

 

 
注：A为 MBS和 AC核心序列和突变序列；B为 SiMYB44与 DNA元件结合的酵母单杂交实验；p53His2/pGADT7-p53为阳性对照；

pHis2/pGADT7-ZmSBP17为阴性对照。

Notes: A, Sequences of the WT and mutated MBS and AC cis-elements; B, Yeast one-hybrid assays displaying the binding ability of SiMYB44
binds to MBS and AC cis-element; p53His2/pGADT7-p53: positive controls; pHis2/pGADT7-ZmSBP17: negative controls.

图 5 SiMYB44与MBS和 AC核心序列的结合

Fig. 5 SiMYB44 binds to MBS and AC core sequences

蛋白质序列分析显示，MYB超家族结构域存

在于 SiMYB44蛋白的 163~265个氨基酸残基。为

确定 SiMYB44中的转录激活结构域，将 4个缺失

片段分别插入 pGBKT7载体并转化 Y2H细胞。所

有转化体均可在培养基上很好地生长，与携带 N-
265、C-163和C-265片段的酵母细胞不同，携带 Si⁃
MYB44 N-163片段的酵母不能在二缺选择培养基

（SD/-Trp-His）上生长。结果表明，C-163片段对增

强 SiMYB44的转录激活能力具有重要作用。

2.5 SiMYB44结合的DNA元件

如图 5所示，将 SiMYB44基因克隆到 pGADT7
载体中，同时将MYB类转录因子识别的 DNA核心

序列 MBS和 AC及其相应的突变元件（mbs和 ac）
重复 4次后分别克隆到 pHIS2载体中，共转化酵
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母感受态细胞发现，未突变的 MBS和 AC元件均

能够与 SiMYB44蛋白互作，即稀释不同倍数的菌

液均可以在三缺的选择培养基（SD/-T-L-H）上很

好地生长，而含有突变 mbs和 ac序列的元件不能

与 SiMYB44蛋白互作，酵母生长状态与阴性对照

pHis2相同（图 5B）。这些结果表明，SiMYB44蛋
白能够识别含有MBS和 AC核心序列元件的靶基

因启动子。

3 讨 论

研究表明，转录因子可作为转录激活子或抑

制子来调节特定下游基因的表达，从而增强植物

的胁迫耐受性 [20-21]。然而，谷子 MYB家族基因应

答阿特拉津胁迫分子机制尚未研究。本研究从阿

特拉津胁迫的谷子叶片转录组数据中筛选出

MYB家族基因 SiMYB44[22]，其氨基酸序列分析表

明，该蛋白含有与其他植物中MYB家族高度相似

的结构域（图 1A）。此外，大量研究表明 MYB家
族可作为转录激活子在植物生长发育或逆境胁迫

应答中发挥作用。与对照相比，过量表达柳枝稷

（Panicum virgatum）PvMYB106基因可显著增强光

合能力，从而提高生物量的积累 [23]。本研究证实

SiMYB44基因也是转录激活子，并且 C-163比 N-
163具有更强的激活能力，推测其可能在逆境响

应中发挥重要作用。

研究发现，转录因子通过与靶基因启动子中

的顺式作用元件结合来调节基因的表达以应答逆

境胁迫。从肉质盐生植物臂角海蓬（Salicornia
brachiata Roxb.）中分离出的 SbMYB44蛋白可在体

外与MBS核心序列元件结合，参与盐胁迫应答 [24]；

拟南芥 R2R3-MYB基因 AtMYB15作为莽草酸途径

激活剂，可结合启动子中含有一个或多个 AC元
件 [25]；白桦 BplMYB46基因可与靶基因启动子含有

的 AC保守基序结合，激活参与非生物胁迫耐受

和次生壁生物合成基因的表达 [26]。本试验也证实

SiMYB44可以特异性地与 MBS和 AC核心序列结

合（图 5），表明不同植物来源的MYB家族成员可

识别相似的核心序列来调节生物功能。此外，本

研究还发现 SiMYB44基因在谷子叶片中高表达，

分析该基因可能在应答阿特拉津胁迫反应时发挥

作用，需要进一步研究鉴定该基因应答非生物胁

迫的调控机制。

4 结 论

基于阿特拉津胁迫谷子转录组测序和 qRT-

PCR表达分析，分离出应答逆境胁迫的MYB家族

基因 SiMYB44。该基因开放阅读框为 1 160 bp，编
码 388个氨基酸，分子量为 41.43 kDa，等电点 pI为
4.96，与 OsMYB44的序列相似性达 25%。亚细胞

定位显示，其编码蛋白定位于细胞核，且基因全

长具有转录激活活性，能够特异与 MBS和 AC元
件结合。研究结果为谷子抗阿特拉津转基因育种

提供重要的基因资源与理论依据。
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