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ＲｃＭＰＫ３ 正向调控月季对灰霉病菌的响应
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摘　 要: 灰霉病是月季采后和运输过程中危害最严重的真菌病害ꎮ ＭＰＫ３ 基因参与植物对逆境的响应ꎮ 基于古老

月季品种‘月月粉’(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’ Ｊａｃｑ.)全基因组数据ꎬ 利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术获得了包含完整 ＯＲＦ
区的 ＲｃＭＰＫ３ 基因ꎬ 并对其进行生物信息学分析和功能检测ꎮ 结果显示: ＲｃＭＰＫ３ 基因 ＯＲＦ 序列长 １１１３ ｂｐꎬ
编码 ３７０ 个氨基酸ꎬ 系统进化树分析结果表明 ＲｃＭＰＫ３ 蛋白与 ＦｖＭＰＫ３ 蛋白聚为一支ꎻ 对基因全长序列分析发

现ꎬ ＲｃＭＰＫ３ 由 ６ 个外显子和 ５ 个内含子构成ꎬ 启动子序列包含 １０ 类响应激素和逆境相关的顺式元件ꎻ ｑＰＣＲ
分析表明ꎬ ＲｃＭＰＫ３ 受 ＳＡ 和 ＪＡ 诱导表达ꎬ 同时ꎬ 在灰霉病菌(Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ)侵染过程中ꎬ ＲｃＭＰＫ３ 基因表

达量也显著提高ꎻ ＶＩＧＳ 分析发现ꎬ 基因沉默株系病斑直径显著大于对照组株系ꎬ 表明 ＲｃＭＰＫ３ 基因可能正向调

控月季对灰霉病菌的抗性ꎮ
关键词: 月季ꎻ 灰霉病ꎻ ＭＰＫ３ 基因ꎻ 启动子ꎻ 植物激素ꎻ ｑＰＣＲꎻ ＶＩＧＳ
中图分类号: Ｑ９４３􀆰２　 　 　 　 　 文献标识码: Ａ　 　 　 　 　 文章编号: ２０９５￣０８３７(２０２２)０１￣００６６￣０８

　 　 　 收稿日期: ２０２１￣０７￣０１ꎬ 修回日期: ２０２１￣０８￣０３ꎮ
　 基金项目: 国家重点研发计划(２０１８ＹＦＤ１０００４００)ꎻ 国家自然科学基金(３１５６０５６５)ꎻ 云南省科技厅科技人才引进与培养专项“科

技领军人才”(２０１６ＨＡ００５)ꎻ 云南省“万人计划”青年拔尖人才和云岭产业技术领军人才培养项目ꎻ 云南省高校科技创新团队支持
计划ꎮ
Ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ ｗａｓ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｇｒａｎｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒ ＆ Ｄ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (２０１８ＹＦＤ１０００４００)ꎻ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３１５６０５６５)ꎻ Ｍａｊｏｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (２０１６ＨＡ００５)ꎻ Ｙｏｕｔｈ Ｔｏｐ￣Ｎｏｔｃｈ
Ｔａｌｅｎｔｓ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ ‘Ｔｅｎ Ｔｈｏｕｓａｎｄ Ｔａｌｅｎｔｓ Ｐｌａｎ’ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ａｎｄ Ｌｅａｄｉｎｇ Ｔａｌｅｎｔｓ ｏｆ Ｙｕｎｌｉｎｇ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ａｎｄ Ｙｕｎｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔｅａｍ Ｓｕｐｐｏｒｔ Ｐｌａｎ.

　 作者简介: 高鹏华(１９９３－)ꎬ 女ꎬ 博士ꎬ 研究方向为月季抗病遗传(Ｅ￣ｍａｉｌ: ｇａｏｐｅｎｇｈｕａ８８７８＠ｄｉｎｇｔａｌｋ􀆰ｃｏｍ)ꎮ
　 ∗ 通讯作者(Ａｕｔｈｏｒｓ ｆｏｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｋｘｔａｎｇ＠ｈｏｔｍａｉｌ􀆰ｃｏｍꎻ ｘｉａｎｑｉｎ７１１＠ｈｏｔｍａｉｌ􀆰ｃｏｍ)ꎮ

ＲｃＭＰＫ３ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’
ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ

Ｇａｏ Ｐｅｎｇ￣Ｈｕａ１ꎬ ２ꎬ ３ꎬ Ｚｈａｎｇ Ｈａｏ２ꎬ ３ꎬ Ｗａｎｇ Ｑｉ￣Ｇａｎｇ２ꎬ ３ꎬ Ｙａｎ Ｈｕｉ￣Ｊｕｎ２ꎬ ３ꎬ Ｊｉａｎ Ｈｏｎｇ￣Ｙｉｎｇ２ꎬ ３ꎬ
Ｙａｎ Ｂｏ１ꎬ Ｔａｎｇ Ｋａｉ￣Ｘｕｅ３∗ꎬ Ｑｉｕ Ｘｉａｎ￣Ｑｉｎ１ꎬ２∗

(１. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌａｎｄｓｃａｐｅ Ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ / Ｓｔａｔｅ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ
Ｌａｎｄｓｃａｐｅ Ｇａｒｄｅｎｉｎｇ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ / Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｆｌｏｗｅｒ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｉｚａｔｉｏｎ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５００２４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｆｌｏｗｅｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０２０５ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３. Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｏｒｎａｍｅｎｔａｌ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０２０５ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｇｒａｙ ｍｏｌｄ ｉｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｅｒｉｏｕｓ ｆｕｎｇａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｒｏｓｅ ａｆｔｅｒ ｈａｒｖｅｓｔ ａｎｄ ｄｕｒｉｎｇ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ＭＰＫ３ ｇｅｎｅ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓ. Ｈｅｒｅꎬ ＲＴ￣ＰＣＲ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｅ ａｎｄ ｃｌｏｎｅ ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ＲｃＭＰＫ３ ｇｅｎｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｗｈｏｌｅ￣
ｇｅｎｏｍｅ ｄａｔａ ｏｆ Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’ Ｊａｃｑ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ

© Plant Science Journal    http://www.plantscience.cn



ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲｃＭＰＫ３ ｗａｓ １１１３ ｂｐ ｌｏｎｇ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ３７０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ.
Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＲｃＭＰＫ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｗｉｔｈ ＦｖＭＰＫ３. Ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣
ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＲｃＭＰＫ３ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＲｃＭＰＫ３ ｗａｓ
ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ ｓｉｘ ｅｘｏｎｓ ａｎｄ ｆｉｖｅ ｉｎｔｒｏｎｓ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ １０ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ＲｃＭＰＫ３. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ (ｑＰＣＲ) ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＲｃＭＰＫ３ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ (ＳＡ) ａｎｄ
ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ (ＪＡ) . ＲｃＭＰＫ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｕｎｄｅｒ Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ ｓｔｒｅｓｓ.
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲｃＭＰＫ３ ｂｙ ＶＩＧＳ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｌｅｓｉｏｎ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ￣ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｐｌａｎｔ
ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌａｒｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＲｃＭＰＫ３ ｇｅｎｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｒｏｓｅ ｔｏ Ｂ. ｃｉｎｅｒｅａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓꎻ Ｇｒａｙ ｍｏｌｄꎻ ＭＰＫ３ ｇｅｎｅꎻ Ｐｒｏｍｏｔｅｒꎻ Ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅꎻ ｑＰＣＲꎻ
ＶＩＧＳ

　 　 植物遭受病原菌侵染时ꎬ ＭＡＰＫ(Ｍｉｔｏｇｅｎ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ)是最早被激活的级联

途径之一ꎮ ＭＡＰＫ 家族成员具有相似的结构ꎬ
都含有 １１ 个保守的蛋白激酶亚区ꎬ 第Ⅶ和第Ⅷ
亚区之间存在高度保守的 ＴＸＹ ( Ｔｈｒ￣Ｘ￣Ｔｙｒ) 基

序 [１] ꎮ 根 据 Ａ￣ｌｏｏｐ 中 的 保 守 磷 酸 化 基 序ꎬ
ＭＡＰＫｓ 可分为 ＴＥＹ 和 ＴＤＹ 亚型 [２] ꎮ 近年来的

研究表明ꎬ ＭＡＰＫ 级联反应通过激活不同的下

游基因表达参与植物对不同病原菌的防御反应ꎮ
在 小 麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.) 中ꎬ ＴａＭＫＫ５￣
ＴａＭＰＫ３ 级联通过磷酸化 ＴａＥＲＦ３ 基因ꎬ 激活

下游 ＴａＧＳＴ１、 防御素和几丁质酶 ２ 基因的表

达ꎬ 提高其对纹枯病菌(Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ) 的

抗 性 [３] ꎮ 在 苹 果 ( Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ Ｂｏｒｋｈ.ꎬ
ｎｏｍ. ｃｏｎ. ｐｒｏｐ.) 中ꎬ ＭｄＭＫＫ４￣ＭｄＭＰＫ３ 模块

通过磷酸化 ＭｄＷＲＫＹ１７ 直接调节 ＳＡ 降解基因

ＴａＥＲＦ３ 的表达ꎬ 提高其对叶斑病菌(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｍａｌｉ)的抗性[４] ꎮ 在拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.)中ꎬ ＭＰＫ３ 基因通过介导 ＷＲＫＹ３３
的磷酸化调节体内植保素的合成ꎬ 从而提高对真

菌病害的抗性[５] ꎻ ＭＰＫ３ 和 ＭＰＫ６ 基因能够通过

激活 ＧＬＩＰ１ 和 ＧＬＩＰ３ 基因的表达参与对灰霉菌的

抗性[６] ꎻ ＭＰＫ３ 基因能够促进吲哚硫苷( ＩＧＳ)途

径相关代谢物的合成和转化参与植物防御 [７] ꎻ
而 ＣＰＫ５ / ＣＰＫ６ 和 ＭＰＫ３ / ＭＰＫ６ 介导的信号通

路协同调节吲哚硫甙和植保素的生物合成参与

对灰霉菌的抗性 [８] ꎮ 以上研究表明 ＭＰＫ３ 基因

在 ＭＡＰＫ 级联反应途径参与植物对病原菌的抗

性过程中具有重要作用ꎮ 月季(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
Ｊａｃｑ.)是世界第一大切花ꎬ 具有重要的观赏价

值和经济价值ꎮ 月季灰霉病由灰霉病菌( Ｂｏｔｒｙ￣
ｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ)引起ꎬ 是切花月季采后运输过程中

的第一大真菌病害ꎬ 每年导致约 １５ ~ ４０％的

切花月季发生采后腐败ꎬ 造成了巨大的经济损

失ꎮ 因此ꎬ 探究月季对灰霉菌的抗性具有重要

意义ꎮ 本研究通过对月季品种‘月月粉’ ( ‘Ｏｌｄ
Ｂｌｕｓｈ’ ) ＲｃＭＰＫ３ 基因进行分离克隆和生物信

息学分析ꎬ 了解该基因对灰霉病菌的响应模

式ꎬ 利用 ＶＩＧＳ 技术初步解析其功能ꎬ 旨在为

今后月季抗灰霉病的分子机制和抗性育种研究

提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 总 ＲＮＡ提取与 ｃＤＮＡ合成

以种植于云南省农业科学院花卉所种质资源基

地的月季品种‘月月粉’为材料ꎬ 利用 ＲＮＡ 提取试

剂盒(北京天根生化科技有限公司)分别提取接种

灰霉菌 ０、 ４、 １２ 和 ２４ ｈ 月季花瓣的总 ＲＮＡꎬ 利

用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 检 测 ＲＮＡ 的 纯 度 和 浓 度ꎬ
１􀆰２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的完整性ꎬ －８０℃
保存备用ꎮ 分别以 １ μｇ 的总 ＲＮＡ 为模板ꎬ 利用

Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 进行反转录合成

ｃＤＮＡ 链ꎬ 用于 ＯＲＦ 序列的扩增和 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
(ｑＰＣＲ)分析ꎮ
１􀆰 ２　 ＲｃＭＰＫ３基因 ＯＲＦ 克隆及生物信息学分析

将转录组中筛选的 ＭＰＫ３ 基因序列片段在

ＮＣＢＩ 中进行 ＢＬＡＳＴｘ 比对分析ꎬ 发现该片段具

有完整的 ＯＲＦꎬ 根据 ＯＲＦ 两端序列设计引物

ＲｃＭＰＫ３(表 １)进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ 对扩增产物进

行回收测序ꎮ 核酸序列及推断氨基酸序列分别在
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ＮＣＢＩ 数据库中用 ＢＬＡＳＴｎ 和 ＢＬＡＳＴｘ 分析ꎻ 利用

ＭＥＧＡ ６􀆰０ 软件中 ＭＬ 法构建系统进化树ꎻ 利用

ＥＸＰＡＳＹ(ｈｔｔｐ: / / ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / )网站中的 Ｔａｒ￣
ｇｅｔＰ 和 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具对氨基酸序列进行生物信

息学分析ꎻ 借助在线软件 ＰＳＯＲＴ 和 Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ
进行亚细胞定位预测ꎻ 利用 ＮｅｔＰｈｏｓ ２􀆰０ ｓｅｒｖｅｒ 软
件预测磷酸化位点ꎮ

表 １　 引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＲｃＭＰＫ３
Ｆ: ＡＴＧＧＣＴＧＡＣＣＴＣＣＣＴＡＣＣＧＧ
Ｒ: ＴＣＡＡＧＣＡＴＡＣＴＣＡＧＧＡＴＴＧＡＡ

ＱＲｃＭＰＫ３
Ｆ: ＧＡＧＣＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＡＣＣＡＡＣＣＧ
Ｒ: ＣＡＡＴＧＧＣＣＡＡＣＧＧＡＴＧＣＡＣＡＴＧ

ＵＢＣ
Ｆ: ＧＣＣＡＧＡＧＡＴＴＧＣＣＣＡＴＡＴＧＴＡ
Ｒ: ＴＣＡＣＡＧＡＧＴＣＣＴＡＧＣＡＧＣＡＣＡ

ｐＲｃＭＰＫ３ Ｆ: ＴＧＴＧＡＧＴＡＡＧＧＴＴＡＣＣＧＡＡＴＴＣＧ￣
ＣＡＡＴＡＧＡＴＧＴＴＴＧＧＴＣＴＧＴＧ

Ｒ: ＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＧＧＡＴＣＣＴＣＡＡＣ￣
ＡＴＴＣＴＡＴＣＣＡＣＴＡＧＡＴＣＡＡＴ

同时ꎬ 根据‘月月粉’全基因组信息ꎬ 获取 Ｒｃ￣
ＭＰＫ３ 基因的全长和启动子(起始密码子上游 ２０００
ｂｐ 片段)序列ꎬ 对其基因结构和启动子包含的顺

式作用元件进行分析ꎮ
１􀆰 ３　 实时荧光定量分析基因表达模式

１􀆰 ３􀆰 １　 外源激素处理

选取生长状态良好、 苗龄 １８ 个月的‘月月

粉’扦插苗ꎬ 参考 Ｃａｏ 等 [９] 的方法ꎬ 分别将处

于开花第 ２ 期的带花枝条瓶插入水(对照ꎬ ＣＫ)
及茉莉酸 ( Ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ＪＡ) ( ５０ μｍｏｌ / Ｌ) 、
水杨酸(Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬ ＳＡ) (１００ μｍｏｌ / Ｌ)和脱

落酸(Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ ＡＢＡ) ( １００ μｍｏｌ / Ｌ) 溶液

浸泡 ２４ ｈꎮ 处理完成后ꎬ 取枝条顶端的月季花

瓣液氮速冻ꎬ －８０℃冰箱保存ꎬ 用于提取 ＲＮＡꎬ
不同激素处理后的月季花瓣为 １ 个处理ꎬ 每个

处理 １２ 支花ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 灰霉病菌处理

供试灰霉菌为云南省农业科学院花卉研究所实

验室保存的灰霉菌生理小种ꎬ 病原菌在马铃薯葡萄

糖琼脂培养基(Ｐｏｔａｔｏ ｄｅｘｔｒｏｓｅ ａｇａｒꎬ ＰＤＡ)上进

行培养ꎮ

灰霉菌培养: 在无菌条件下ꎬ 将灰霉菌接种

于 ＰＤＡ 培养基上ꎬ 密封ꎬ 在温度设置为 ２５℃ ~
２８℃的培养箱中倒置培养 ７ ｄꎮ 用无菌水收获

培养基上的成熟孢子ꎬ 用玻璃棉过滤除去灰霉

菌菌丝ꎬ 将过滤后的灰霉菌孢子溶液配置成孢

子浓度为 １ × １０ ５ ｃｏｎｉｄｉａ / ｍＬ 的悬浮液ꎬ 现配

现用ꎮ
选取生长状态良好、 苗龄 １８ 个月的‘月月

粉’ 扦插苗上完全开放的花瓣 ( 开花第 １ ｄ) ꎬ
用打孔器打成直径 １２ ｍｍ 的花瓣圆盘ꎬ 将花

瓣圆盘置于水琼脂培养基 ( ０􀆰 ４％) 中ꎬ 每个花

瓣圆盘中央滴加 ２ μＬ 灰霉病菌孢子悬浮液(１ ×
１０５ ｃｏｎｉｄｉａ / ｍＬ) ꎬ 分别培养 ０、 ４、 １２、 ２４ ｈꎬ
每个处理重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ｑＰＣＲ 分析

根据 ＲｃＭＰＫ３ 的 ＯＲＦ 序列设计 ｑＰＣＲ 引物

ＱＲｃＭＰＫ３ꎬ 以 ＵＢＣ 基因作为内参基因[１０ꎬ １１] (表
１)ꎬ 进行 ｑＰＣＲ 分析ꎮ ｑＰＣＲ 反应程序为: ９４℃
３０ ｓꎬ ９４℃ １０ ｓꎬ ６０℃ １５ ｓꎬ 共 ４０ 个循环ꎬ 每个

处理设置 ３ 个生物学重复ꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ算法分析数

据ꎬ 利用 ＧｒａｐｈＰａｄ ５􀆰０ 软件作图ꎮ
１􀆰 ４　 基因功能鉴定

以 ＥｃｏＲ Ｉ 和 ＢａｍＨ Ｉ 为酶切位点ꎬ 设计带同

源臂的引物 ｐＲｃＭＰＫ３(表 １)扩增目的片段ꎮ 同

时ꎬ 利用 ＥｃｏＲ Ｉ 和 ＢａｍＨ Ｉ 内切酶对 ｐＴＲＶ２ 质

粒进行双酶切ꎬ 获得线性化载体ꎬ 利用重组试剂

盒 Ｔｒｅｈｅｆ ＳｏＳｏｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 构建重组质粒ꎬ 通过

热激法将重组质粒转化入大肠杆菌 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α
感受态细胞后ꎬ 进行阳性克隆筛选ꎬ 测序成功后

提取质粒ꎮ
利用真空渗透的方法ꎬ 将‘月月粉’腋芽浸没

在携带重组质粒的农杆菌菌液中 (ＯＤ ＝ ０􀆰８ ~
１􀆰０)ꎬ ２５ ｋＰａ 抽真空 １ ｍｉｎꎬ 缓慢放气至真空盖

可打开ꎬ 重复上述操作 １ 次ꎬ 然后将腋芽嫁接

回长势健壮的‘月月粉’植株ꎬ 套保鲜袋密封保

湿ꎬ 每隔 ３ 天观察腋芽生长状况ꎬ １ 周后去掉密

封袋ꎬ 沉默基因的功能可以在 ４ 周或 ５ 周内进

行观察 [１２] ꎮ 每组实验至少使用 １５ 个腋芽ꎬ 重

复 ３ 次ꎮ
取基因沉默植株和对照组植株的花器官ꎬ 用打

孔器将花瓣打成直径为 １２ ｍｍ 的圆盘ꎬ 在花瓣圆

８６ 植 物 科 学 学 报 第 ４０ 卷　

© Plant Science Journal    http://www.plantscience.cn



盘上接种 ２ μＬ 菌液ꎬ ４８ ｈ 后对花瓣圆盘病斑直径

进行观测ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＲｃＭＰＫ３的 ＯＲＦ 序列及生物信息学分析

通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ 获得了 ＲｃＭＰＫ３ 的全长

ＯＲＦ 序 列ꎬ 共 １１１３ ｂｐꎬ 编 码 ３７０ 个 氨 基 酸

(图 １)ꎮ
对其序列进行分析发现ꎬ ＲｃＭＰＫ３ 编码的蛋

白属于 ＴＥＹ 类型的 ＭＡＰＫꎬ 具有活性位点、 ＡＴＰ
结合位点、 多肽底物结合位点、 Ａ￣ｌｏｏｐ(Ｔ￣Ｘ￣Ｙ 活

性位点)、 激酶停泊位点等多个功能结构域ꎮ 用

ＤＮＡＭＡＮ 软件对不同植物中的 ＭＰＫ３ 蛋白进行

多序列比对ꎬ 结果显示ꎬ ＲｃＭＰＫ３ 含有 ＭＡＰＫ 家

族的 １１ 个保守结构域(Ⅰ ~ Ⅺ)ꎬ 且在第Ⅶ和第

Ⅷ结构域间含有 Ｔ￣Ｅ￣Ｙ 基序ꎬ Ｃ 末端含有 ＣＤ 结

构域(图 ２)ꎮ ＮＣＢＩ￣ＢＬＡＳＴｐ 结果显示ꎬ 该基因

编码产物与野草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ Ｌ.)相似性达

９４􀆰９４％ꎬ 与 水 蜜 桃 ( Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ ( Ｌ.)
Ｂａｔｓｃｈ) 相 似 性 达 ９２％ꎬ 与 苹 果 相 似 性 达

９０􀆰６４％ꎮ
ＲｃＭＰＫ３ 蛋白分子质量 ９２􀆰７９ ｋＤꎬ 等电点

５􀆰０５ꎬ 蛋白稳定系数 ３８􀆰１２ꎬ 为稳定蛋白ꎮ 氨基

酸平均亲水系数 ０􀆰７３３ꎬ 为疏水性蛋白ꎮ 亚细胞

定位预测结果表明 ＲｃＭＰＫ３ 基因可能在细胞核行

使功能ꎮ 磷酸化位点预测显示ꎬ ＲｃＭＰＫ３ 序列包

含 ３１ 个能被激酶磷酸化的位点ꎬ 其中 １１ 个 Ｓｅｒ 位
点ꎬ １２ 个 Ｔｈｒ 位点ꎬ ８ 个 Ｔｙｒ 位点ꎬ 主要能被 ＵＮ￣
ＳＰ、 ＳＲＣ、 ＰＫＣ、 ＣＤＣ２、 ｐ３８ＭＡＰＫ、 ＧＳＫ３、
ＣＫＩＩ、 ＥＧＦＲ、 ＰＫＡ、 ＩＮＳＲ 以及 ＲＳＫ 等蛋白酶磷

酸化ꎮ
根据 ＲｃＭＰＫ３ 氨基酸序列ꎬ 与 １６ 种其他物

种同源序列构建系统进化树ꎮ 结果发现ꎬ Ｒｃ￣
ＭＰＫ３ 与野草莓 ＦｖＭＰＫ３ 氨基酸序列亲缘关系最

近ꎬ 聚为 １ 支ꎻ 而与水稻 ＯｓＭＰＫ３ 亲缘关系最远

(图 ３)ꎮ

图 １　 ＲｃＭＰＫ３ 基因的 ＯＲＦ序列及其预测的氨基酸序列
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ａｎｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲｃＭＰＫ３
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ＭｄＭＰＫ３: ＸＰ＿００８３８５２５７􀆰２ꎬ 苹果(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ Ｂｏｒｋｈ.ꎬ ｎｏｍ. ｃｏｎ. ｐｒｏｐ.)ꎻ ＰｂＭＰＫ３: ＸＰ＿００９３５２４１５􀆰１ꎬ 白梨(Ｐｙｒｕｓ
ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ Ｒｅｈｄ.)ꎻ ＰｐＭＰＫ３: ＸＰ＿００７２０５３８７􀆰１ꎬ 水蜜桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ (Ｌ.) Ｂａｔｓｃｈ)ꎻ ＦｖＭＰＫ３: ＸＰ＿００４２９４６８５􀆰１ꎬ 野
草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ Ｌ.)ꎻ ＣｓＭＰＫ３: ＸＰ＿０３０５０４６７４􀆰１ꎬ 大麻(Ｃａｎｎａｂｉｓ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)ꎻ ＧａＭＰＫ３: ＸＰ＿０１７６１６９７９􀆰１ꎬ 棉花(Ｇｏｓ￣
ｓｙｐｉｕｍ ａｒｂｏｒｅｔｕｍ Ｌ.)ꎻ ＨｌＭＰＫ３: ＡＥＶ８９９６８􀆰１ꎬ 啤酒花(Ｈｕｍｕｌｕｓ ｌｕｐｕｌｕｓ Ｌ. )ꎻ ＴｏＭＰＫ３: ＰＯＯ０１５５７􀆰１ꎬ 异色山麻黄(Ｔｒｅｍａ
ｏｒｉｅｎｔａｌｅ (Ｌ.) Ｂｌｕｍｅ.)ꎻ ＡｒＭＰＫ３: ＧＦＺ１３１９５􀆰１ꎬ 猕猴桃(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｒｕｆａ Ａｎｎ. Ｍｕｓ. Ｂｏｔ. Ｌｕｇｄｕｎｏ－Ｂａｔａｖｉ.)ꎻ ＲｃＭＰＫ３: ＸＰ＿
０２４１５７１０２􀆰１ꎬ 月季 ( Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ. Ｏｂｓ. Ｂｏｔ.)ꎻ ＭｃＭＰＫ３: ＸＰ ＿ ０２２１５９０４７􀆰１ꎬ 苦 瓜 ( Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ ｃｈａｒａｎｔｉａ Ｌ.)ꎻ
ＰｄＭＰＫ３: ＫＡＦ９８４４９２８􀆰１ꎬ 美洲黑杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｄｅｌｔｏｉｄｅｓ Ｍａｒｓｈａｌｌꎬ Ａｒｂｕｓｔ. Ａｍｅｒ.)ꎻ ＨｕＭＰＫ３: ＸＰ＿０２１２７８０５１􀆰１ꎬ 哥伦比亚锦
葵(Ｈｅｒｒａｎｉａ ｕｍｂｒａｔｉｃａｌ Ｒ. Ｅ. Ｓｃｈｕｌｔ.)ꎻ ＯｓＭＰＫ３: ＡＢＨ０１１８９􀆰１ꎬ 水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)ꎻ ＡｔＭＰＫ３: ＣＡＤ５３２４９４５􀆰１ꎬ 拟南芥
(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ)ꎻ ＣｕＭＰＫ３: ＧＡＹ３８２５７􀆰１ꎬ 蜜柑(Ｃｉｔｒｕｓ ｕｎｓｈｉｕ Ｂｌａｎｃｏꎬ Ｆｌ. Ｆｉｌｉｐ.)

图 ２　 月季 ＲｃＭＰＫ３ 保守结构域分析及与其他植物同源序列比对分析
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＲｃＭＰＫ３ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ
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图中每个分枝上的数字表示 １０００ 次重复搜索的自展值ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｎ ｍａｊｏｒ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｅｓｔｉｍａｔｅｓ ｆｏｒ
１０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ.

图 ３　 基于 ＭＰＫ３ 蛋白序列构建的系统进化树
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＭＰＫ３ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２􀆰 ２　 ＲｃＭＰＫ３ 基因组全长和启动子序列分析

提取 ＲｃＭＰＫ３ 基因组全长和起始密码子上

游 ２０００ ｂｐ 启动子序列ꎬ 进行序列分析ꎬ 结果

发现 ＲｃＭＰＫ３ 由 ６ 个外显子和 ５ 个内含子ꎬ ６
个外显子 长 度 分 别 为 １５８、 １３０、 １３８、 ３３３、
１８３ 和 １７１ ｂｐꎬ 第 ２ 和第 ４ 内含子较长ꎬ 长度

分别为 ２５４ 和 ４４９ ｂｐꎮ 利用在线工具 Ｐｌａｎｔ￣
ＣＡＲＥ 进行顺式元件分析ꎬ 提取了响应激素和逆

境相关的 １０ 类顺式元件ꎬ 与植物激素响应相关

的顺式元件有 ４ 类ꎬ 分别为响应脱落酸、 茉莉

酸甲酯、 水杨酸和赤霉素的顺式元件ꎻ 与生长

发育相关的顺式元件有胚乳表达元件和光响应

元件ꎻ 胁迫响应相关元件主要包括: 厌氧诱导

响应、 缺氧响应、 低温响应和防御及胁迫响应

元件ꎮ
２􀆰 ３　 ＲｃＭＰＫ３对不同激素及灰霉病菌侵染的表达

响应

为了解 ＲｃＭＰＫ３ 对不同激素处理的响应情况ꎬ
分别用 ＳＡ、 ＪＡ 和 ＡＢＡ 处理月季花器官 ２４ ｈꎬ 检

测 ＲｃＭＰＫ３ 的表达水平ꎮ 结果发现ꎬ ＳＡ 和 ＪＡ 处

理后ꎬ ＲｃＭＰＫ３ 基因表达上调ꎬ 分别为对照水平

的 ５􀆰４５ 和 ５􀆰２３ 倍ꎮ ＡＢＡ 处理后ꎬ ＲｃＭＰＫ３ 基因

表达无明显变化(图 ４: Ａ)ꎮ
为分析 ＲｃＭＰＫ３ 响应灰霉病菌的表达模式ꎬ

取生长健康的‘月月粉’花瓣接种灰霉病菌ꎬ 利用

ｑＰＣＲ 技术检测基因的表达水平ꎮ 结果表明ꎬ Ｒｃ￣
ＭＰＫ３ 基因在接种灰霉病菌 ４、 １２ 和 ２４ ｈ 后表达

量持续显著增高ꎬ 分别达到对照组的 ２􀆰４、 ３􀆰８９ 和

１１􀆰１５ 倍(图 ４: Ｂ)ꎬ 表明 ＲｃＭＰＫ３ 参与了月季对

灰霉病菌胁迫的响应ꎮ
２􀆰 ４　 ＲｃＭＰＫ３ 的功能验证

基因沉默株系中ꎬ ＲｃＭＰＫ３ 基因表达量仅

为对照组的 ２０％ꎬ 显著低于对照组(图 ５: Ｂ) ꎬ
表明 ＴＲＶ∷ＲｃＭＰＫ３ 的引入降低了内源靶基因

的表达ꎮ 对灰霉病菌的抗性鉴定表明ꎬ 在接种

灰霉病菌 ４８ ｈ 后ꎬ 基因沉默株系花瓣病斑直径

约为对照组的 ３ 倍 ( 图 ５: Ａ、 Ｃ) ꎬ 表明 Ｒｃ￣
ＭＰＫ３ 基因的抑制表达提高了‘月月粉’对灰霉

病菌的敏感性ꎬ 推断 ＲｃＭＰＫ３ 可能正调控月季

对灰霉病菌的抗性ꎮ
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图 ４　 ＲｃＭＰＫ３ 响应 ＪＡ、 ＳＡ、 ＡＢＡ(Ａ)和灰霉病菌(Ｂ)的表达模式分析
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲｃＭＰＫ３ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＪＡꎬ ＳＡꎬ ＡＢＡ (Ａ)ꎬ ａｎｄ Ｂ. ｃｉｎｅｒｅａ (Ｂ)
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Ａ: 基因沉默后花瓣形态变化ꎻ Ｂ: ＲｃＭＰＫ３ 基因相对表达量ꎻ Ｃ: 接种 Ｂ. ｃｉｎｅｒｅａ 后花瓣病斑直径
Ａ: Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｆｔｅｒ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇꎻ Ｂ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｃＭＰＫ３ꎻ Ｃ: Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ. ｃｉｎｅｒｅａ ｄｉｓｅａｓｅ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｎ ＴＲＶ∷ＲｃＭＰＫ３ ａｎｄ ＴＲＶ∷００￣ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｒｏｓｅ ｐｅｔａｌ ｄｉｓｃｓ.

图 ５　 ＲｃＭＰＫ３ 对 Ｂ. ｃｉｎｅｒｅａ抗性鉴定
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＲｃＭＰＫ３ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｂ. ｃｉｎｅｒｅａ

３　 讨论

对 ＲｃＭＰＫ３ 基因序列进行生物信息学分析

表明ꎬ 其编码产物具有 １１ 个典型的 ＭＡＰＫｓ 保

守基序ꎬ 在第Ⅶ和第Ⅷ保守结构域之间存在 ＴＥＹ
基序ꎬ 属于 Ａ 亚族ꎬ 与茶树 (Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ
(Ｌ.) Ｏ. Ｋｔｚｅ.) ＣｓＭＡＰＫ３[１３]、 玉米 ( Ｚｅａ ｍａｙｓ
Ｌ.) ＺｍＭＰＫ３￣１[１４]、 拟南芥 ＡｔＭＰＫ３[２]序列具有较

高的相似性ꎮ
对外显子和内含子的研究有助于我们了解基因

结构和功能上的差异[１５]ꎮ 不同物种同家族间

ＭＰＫ３ 基因组全长具有较大差异ꎮ ＲｃＭＰＫ３ 有 ６ 个

外显子和 ５ 个内含子ꎮ 而木薯(Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ
Ｃｒａｎｔｚ) ＭｅＭＰＫ３ 含有 ４ 个内含子和 ５ 个外显

子[１６]ꎬ ＺｍＭＰＫ３ 有 ４ 个内含子和 ５ 个外显子[１７]ꎬ
表明由于物种的不同ꎬ ＭＰＫ３ 基因全长结构存在一

定差异ꎬ 这与该基因在植物间的进化与功能分化有

关ꎮ 基因表达水平和模式受植物启动子序列中核心

启动元件和顺式作用元件协同调节ꎮ 本研究中ꎬ

ＲｃＭＰＫ３ 启动子序列含有 ＳＡ、 ＭｅＪＡ、 ＧＡ 和 ＡＢＡ
逆境激素响应元件ꎬ 并可被 ＳＡ 和 ＪＡ 诱导显著

表达ꎮ
在植物中ꎬ ＭＡＰＫ 级联反应参与包括免疫在内

的许多生物过程ꎮ ＭＰＫ３ / ＭＰＫ６ 参与各种免疫反应

的激活ꎬ 其失活导致对病原体的防御受损[１８－２０]ꎮ
Ｗａｎｇ 等[２１] 研究表明油菜 (Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.)
ＢｎａＭＰＫ３ 正向调控油菜与核盘菌 ( Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ
ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ) 的相互作用ꎮ Ｓｕ 等[２２] 研究表明ꎬ
ＭＰＫ３ / ＭＰＫ６ 级联能够通过促进防御和抑制光合作

用的双重作用ꎬ 从而在植物免疫中协调其生长和防

御ꎮ Ｓｉｄｏｎｓｋａｙａ 等[２３]研究发现 ＭＰＫ３ 和 ＭＰＫ６ 是

植物与线虫(Ｈｅｔｅｒｏｄｅｒａ ｓｃｈａｃｈｔｉｉ)相互作用的重

要调 节 因 子ꎬ ＭＰＫ３ 和 ＭＰＫ６ 通 过 与 磷 酸 酶

ＡＰ２Ｃ１ 以及 ＡＰ２Ｃ１ 的协同作用确保了植物防御被

及时激活ꎬ 表明 ＭＰＫ３ 在植物参与病虫害免疫过

程中具有重要作用ꎮ 本研究发现ꎬ 灰霉菌胁迫过程

中ꎬ 月季中 ＲｃＭＰＫ３ 的表达量随灰霉病菌接种时

间的延长呈持续显著增高ꎬ 且该基因的抑制表达增
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强了月季对灰霉病菌的敏感性ꎬ 表明 ＲｃＭＰＫ３ 在

月季对灰霉菌的抗性反应中具有积极作用ꎮ
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