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作者简介：王思宁，女，在读博士．主要研究方向：竹子分子育种研究．电话：０１０－８４７８９８４０．Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｓｉｎｉｎｇ６６＠１６３．ｃｏｍ
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摘要：［目的］通过对毛竹ＰｅＤＷＦ４基因结构特点和表达特征的研究，揭示其在响应逆境胁迫过程中的作用。［方
法］采用同源序列比对的方法，从毛竹基因组数据库中获得ＤＷＦ４同源基因信息并克隆，通过生物信息学方法分析
该基因的结构、理化特征，以及基因编码蛋白的保守结构域、进化关系等，应用ＲＴＰＣＲ技术分析基因在毛竹不同组
织中的表达情况，使用实时荧光定量ＰＣＲ技术分别分析高盐、干旱、低温和强光等胁迫条件下该基因在叶片中的表
达模式。［结果］从毛竹中克隆获得１个 ＤＷＦ４同源基因 ＰｅＤＷＦ４，编码区长度为１５０３ｂｐ，对应的基因组序列为
６１４９ｂｐ，包含８个外显子和７个内含子，内含子完全符合ＧＴＡＧ剪接原则。ＰｅＤＷＦ４编码１个５００ａａ的碱性蛋白，
属于细胞色素Ｐ４５０家族的单加氧酶。组织特异性表达分析表明，ＰｅＤＷＦ４在毛竹不同组织中均检测到表达，其中，
叶片中表达丰度最高，其次是根，茎、叶鞘和笋中的表达量较低。在ＮａＣｌ（４００ｍｍｏｌ·Ｌ－１）和干旱胁迫条件下，叶片
中ＰｅＤＷＦ４的表达均先受到诱导，后受到抑制，其中，ＮａＣｌ处理下，表达量在２ｈ时达到最高（为对照的３．５倍），６ｈ
时最低（为对照的２０％）；干旱处理下，表达量在１ｈ时达到最高（为对照的２倍），８ｈ时最低（为对照的６０％）。强
光（１２００μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１）和低温（４℃）胁迫均诱导ＰｅＤＷＦ４的表达，其中，强光处理２ｈ时表达量达到最高（为对
照的４．５倍），随后降低，８ｈ时仍为对照的２倍；低温处理下，叶片中ＰｅＤＷＦ４表达量在１ｈ时达到最高（约为对照
的３倍），随后持续下降，８ｈ时仍为对照的２倍。［结论］从毛竹中克隆了ＢＬ生物合成关键限速酶基因ＰｅＤＷＦ４，该
基因在毛竹中呈现组成型表达，在叶片中的表达受到 ＮａＣｌ、干旱、低温和强光等非生物胁迫的影响，基因表达的变
化表明ＰｅＤＷＦ４可能有助于毛竹适应逆境胁迫。
关键词：毛竹；油菜素内酯；ＤＷＦ４；非生物胁迫；基因表达
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ｈｅｌｐｆｕｌｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｏｓｏｂａｍｂｏｏｔｏｗｉｔｈｓｔａｎｄａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓｅｄｕｌｉｓ；ｓｔｅｒｏｉｄ２２ａｌｐｈａｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ；ＤＷＦ４；ａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｅｓ；ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　油菜素甾醇类物质（Ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄｓ，ＢＲｓ）是植
物中一类多羟基甾醇类化合物，油菜素内酯（Ｂｒａｓ
ｓｉｎｏｌｉｄｅ，ＢＬ）是植物中最早被鉴定出的甾醇类激素，
在植物整个生长发育和响应胁迫条件中都发挥了重

要作用［１］。ＢＬ的生物合成受到多种酶的调控，其
中，类固醇２２α羟化酶（ＤＷＦ４）是最重要限速酶之
一，ＤＷＦ４的含量直接影响到高等植物体内油菜素
内酯的合成量［２－３］。ＤＷＦ４最先在拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐ
ｓｉｓｔｈａｌｉａｎａＬ．）的 ｄｗａｒｆ４突变体中被鉴定出来［４］，

该基因编码的蛋白酶属于细胞色素 Ｐ４５０单加氧酶
（ＣＹＰ９０Ｂ１）。目前，ＢＬ已在拟南芥和水稻等模式植
物中广泛研究，尤其在其合成调控机制和适应胁迫

调节方面较为深入。过量表达 ＡｔＤＷＦ４基因可以显
著提高拟南芥分蘖数量、果荚个数及种子的产量［５］，

而且过表达ＡｔＤＷＦ４可以打破由脱落酸引起的抑制
种子萌发的现象，从而提高植株抵抗低温胁迫能

力［６］。过量表达 ＺｍＤＷＦ４可以使玉米叶片变得狭

长，叶柄和花茎节间变长、株高增加、果实产量提高、

花期提前、抗盐和水分胁迫能力增强［７］。

竹子是禾本科竹亚科一类植物，因其具有生长

迅速，且融经济、生态价值为一体等诸多特征而倍受

关注。关于竹子的生长发育及其适应性已有大量的

研究报道，涉及栽培生理、植物化学、形态解剖、分子

生物学等多个方面，尤其是毛竹基因组草图的公

布［８］和基因组数据库［９］的建立与共享，极大促进了

竹子基础研究的发展。虽然关于竹子内源激素（吲

哚乙酸、玉米素、赤霉素、油菜素内酯和脱落酸）在笋

期的含量［１０－１４］、在笋芽中的比例［１５］已有相关研究

报道，然而关于竹子ＢＬ生物合成的相关研究尚未有
报道。本研究以重要经济竹种毛竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ
ｅｄｕｌｉｓＣａｒｒ．）为实验材料，通过分离毛竹中 ＤＷＦ４同
源基因，在对其基因结构特征分析的基础上，对其蛋

白保守结构域，进化关系，组织表达模式以及在高

盐、干旱、低温和强光胁迫条件下的表达量变化规律
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进行了分析，以期为研究该基因在响应不同胁迫的

调节机制奠定基础，同时也为深入了解竹子中ＢＬ的
生物合成及其调控作用提供参考。

１　材料与方法
１．１　试验材料与处理

取购买自广西桂林的毛竹种子于实验室条件下

培养，培养基质为泥炭∶蛭石 ＝７∶３，温度２８℃，相对
湿度５０％，光照１５０μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１，光周期为１６
ｈ光照／８ｈ黑暗，加施Ｂ５营养液。取半年生实生苗
用于实验处理。

选取长势一致的盆栽毛竹实生苗，从培养基质

中整株取出，清水冲洗干净。盐处理：毛竹实生苗根

浸泡在４００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＣｌ溶液中，分别取处理
１ｈ（叶片开始出现卷曲）、２、４和６ｈ（完全卷曲）的
叶片；干旱处理：直接将裸根竹苗置于实验室条件下

处理，取处理１、２ｈ（叶片开始出现卷曲）、４和８ｈ
（完全卷曲）的叶片样本；低温处理：将盆栽毛竹实

生苗于４℃下进行处理，分别取处理１、２、４、８ｈ的叶
片样本；强光处理：将盆栽毛竹实生苗于１２００μｍｏｌ
·ｍ－２·ｓ－１强光下培养，分别取１、２、４和８ｈ叶片
样本。各处理均以正常生长的毛竹叶片为对照。另

外，取正常生长的盆栽毛竹的根、茎、完全展开叶片、

未完全展开叶片、叶鞘和笋样品。所有样品于液氮

中速冻，并存放于－８０℃冰箱中用于ＲＮＡ提取。
１．２　ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ合成

利用改良 ＴＲＩｚｏｌ法［１６］提取毛竹各样本的总

ＲＮＡ，使用ＤＮａｓｅＩ（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国）去除残余ＤＮＡ，
并使用反转录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国）合成 ｃＤＮＡ
第一条链。

１．３　ＰｅＤＷＦ４基因的获取与分析
以拟南芥中ＤＷＦ４基因（ＡＴ３Ｇ５０６６０）为目的序

列，在毛竹数据库 ＢａｍｂｏｏＧＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂａｍ
ｂｏｏｇｄｂ．ｏｒｇ／）中Ｂｌａｓｔ得到ＤＷＦ４基因同源序列。使
用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计开放阅读框引物
（ＰｅＤＷＦ４Ｆ和ＰｅＤＷＦ４Ｒ），并由上海生工技术有限
公司合成，引物基本信息见表１。

毛竹分别以叶片ｃＤＮＡ和基因组 ＤＮＡ为模板，
使用 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ聚合酶扩增目的基因的编码区序
列及其基因组序列。２０μＬＰＣＲ反应体系：１０×
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＢｕｆｆｅｒ２μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ酶（２．５Ｕ·
μＬ－１）０．２μＬ，ｃＤＮＡ（４０ｎｇ·ｍＬ－１）１μＬ，ｄＮＴＰ
（ｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ、ｄＣＴＰ和ｄＧＴＰ各２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）１．６
μＬ，ＰｅＤＷＦ４Ｆ和 ＰｅＤＷＦ４Ｒ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）各 １
μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３．２μＬ。反应条件为：９８℃，４ｍｉｎ；９８℃
３０ｓ，６４℃ ３０ｓ，７２℃ ９０ｓ，３４个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。
回收ＰＣＲ产物，并由上海生工技术有限公司测序。

表１　ＰＣＲ扩增所用引物序列
Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｆｏｒＰＣＲ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
序列（５′→３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）
用途

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ＰｅＤＷＦ４Ｆ ＡＴＧＧＣＣＴＣＣＡＴＡＡＣＣＡＧＣＧＡＧ 开放阅读框扩增

ＰｅＤＷＦ４Ｒ ＴＴＡＣＴＣＴＴＣＣＴＣＣＴＧＴＧＣＡＡＴＴＣＴＡＴＧ Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ＰｅＤＷＦ４Ｆ１ ＧＧＣＴＡＧＧＣＡＡＣＧＴＧＧＴＣＡＧＧ 半定量引物

ＰｅＤＷＦ４Ｒ１ ＴＴＧＴＴＣＴＴＣＣＡＴＣＴＣＣＡＡＧＧＧＴＴ Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ
ＰｅＡｃｔｉｎＦ ＧＡＴＣＴＴＧＣＴＧＧＧＣＧＴＧＡＣＣＴＣ 半定量内参引物

ＰｅＡｃｔｉｎＲ ＣＣＡＴＣＧＧＧＣＡＴＣＴＣＧＴＡＧＣ Ｉｎｔｅｒｎａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ
ＰｅＤＷＦ４ｑＦ ＧＧＣＴＡＧＧＣＡＡＣＧＴＧＧＴＣＡＧＧ 定量引物

ＰｅＤＷＦ４ｑＲ ＴＴＧＴＴＣＴＴＣＣＡＴＣＴＣＣＡＡＧＧＧＴＴ Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ
ＰｅＮＴＢＦ ＴＣＴＴＧＴＴＴＧＡＣＡＣＣＧＡＡＧＡＧＧＡＧ 定量内参引物

ＰｅＮＴＢＲ ＡＡＴＡＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＧＡＧＧＡＧＴＴＴ Ｉｎｔｅｒｎａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ

　　使用 ＧＳＤＳ（ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）分析
基因结构，用ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏ
ｔｐａｒａｍ／）在线软件分析蛋白的基本理化性质，用
ＣｌｕｓｔａｌＷ２［１７］比对同源序列并分析保守结构域［１８］，使

用ＮＪ法构建基于 ＤＷＦ４蛋白序列的系统发育进
化树。

１．４　ＰｅＤＷＦ４组织表达特异性分析
从ＮＣＢＩ的数据库（ＳｈｏｒｔＲｅａｄＡｒｃｈｉｖｅ）中下载

毛竹７个不同组织的转录组数据［１９］，利用 ＰｅＤＷＦ４
基因的表达值绘制基因表达热图（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈｉ
ｂｉ．ｕｂｃ．ｃａ／ｍａｔｒｉｘ２ｐｎｇ／）。

使用引物 ＰｅＤＷＦ４Ｆ１和 ＰｅＤＷＦ４Ｒ１对毛竹
根、茎、完全展叶片、未完全展开叶片、叶鞘和笋６个
组织中表达量进行分析，同时以毛竹ＰｅＡｃｔｉｎ基因为
内参进行表达量分析［２０］。
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１．５　不同处理后ＰｅＤＷＦ４的定量分析
根据 ＰｅＤＷＦ４基因的特异序列设计定量引物

（ＰｅＤＷＦ４ｑＦ和 ＰｅＤＷＦ４ｑＲ），利用 ｑＴＯＷＥＲ２．２
（ＡｎａｌｙｔｉｋＪｅｎａ，德国）ＰＣＲ仪进行定量分析ＰＣＲ，每
个反应 ４次重复。反应体系为：ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｒｏｃｈｅ，美国）５．０μＬ，正、
反向引物各０．２μＬ，ｃＤＮＡ０．８μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３．８μＬ。
反应程序：９５℃ ６ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，６３℃１２ｓ，共４５个
循环。同时以毛竹ＰｅＮＴＢ作为内参基因［２１］，引物为

ＰｅＮＴＢＦ和ＰｅＮＴＢＲ（表１）。３次生物学实验后，利
用２－ΔΔＣＴ法［２２］分析基因的表达规律。

２　结果与分析
２．１　基因序列分析

通过在 ＢａｍｂｏｏＧＤＢ比对得到毛竹中 ＤＷＦ４同
源序列 ＰＨ０１００１０１２Ｇ０５７０。以毛竹 ｃＤＮＡ为模板，
用ＰｅＤＷＦ４Ｆ和ＰｅＤＷＦ４Ｒ扩增获得的基因编码区
序列与ＰＨ０１００１０１２Ｇ０５７０序列完全一致，该基因全
长为１５０３ｂｐ，编码的蛋白长度为５００ａａ，分子量为
５７．３６ｋＤａ，理论等电点为９．１４呈碱性，不稳定系数
为５７．７８，平均亲水系数（ＧＲＡＶＹ）为 －０．２１７，脂肪
系数为８９．５６，属于细胞色素 Ｐ４５０家族的一种单加
氧酶，命名为ＰｅＤＷＦ４；同时，ＰｅＤＷＦ４编码区对应

的基因组序列为６１４９ｂｐ，由７个内含子和８个外显
子组成（图１），其转录过程中内含子剪接属于 ＧＴ
ＡＧ类型［２３］。

图１　ＰｅＤＷＦ４基因结构

Ｆｉｇ．１　ＧｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＰｅＤＷＦ４

利用ＣｌｕｓｔａｌＷ２对ＰｅＤＷＦ４编码蛋白和水稻、玉
米、拟南芥等模式植物氨基酸同源序列进行比对分

析，结果表明：它们都含有细胞色素 Ｐ４５０单加氧酶
特有的血红素结合域 Ａ、类固醇结合结构域 Ｂ和 Ｃ
等（图２），进而推测 ＰｅＤＷＦ４编码的蛋白质在生长
发育过程中可能发挥着与其他物种中ＤＷＦ４相似的
功能，同时也验证了ＰｅＤＷＦ４是细胞色素Ｐ４５０家族
成员。

构建基于毛竹、二穗短柄草（Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍｄｉｓ
ｔａｃｈｙｏｎＬ．）、节节麦（ＡｅｇｉｌｏｐｓｔａｕｓｃｈｉｉＣｏｓｓ．）、大麦
（ＨｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅＬ．）、小麦（ＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍＬ．）、
水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）、玉米（ＺｅａｍａｙｓＬ．）、粟（Ｓｅ
ｔａｒｉａｉｔａｌｉｃａＬ．）、高粱（ＳｏｒｇｈｕｍｂｉｃｏｌｏｒＬ．）、葡萄（Ｖｉ
ｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａＬ．）、大豆（ＧｌｙｃｉｎｅｍａｘＬ．）、拟南芥的
ＤＷＦ４同源基因编码氨基酸序列的进化树（图３）。

图２　基于不同物种中ＤＷＦ４同源序列的比对分析

Ｆｉｇ．２　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＤＷＦ４ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｎｔｓ

　　结果显示：ＤＷＦ４基因编码蛋白的进化在高等
植物中分支成单子叶植物和双子叶植物２个类群，

而作为禾本科竹亚科的毛竹与水稻、二穗短柄草、玉

米等禾本科植物的ＤＷＦ４蛋白同属于一个系统发育
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图３　基于ＤＷＦ４氨基酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆＤＷＦ４ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

分支，亲缘关系较近，而与拟南芥、葡萄和大豆等双

子叶植物的亲缘关系较远，这与形态学分类相一致。

２．２　基因表达组织特异性分析
利用毛竹 ＲＮＡＳｅｑ表达谱数据，分析 ＰｅＤＷＦ４

基因的组织表达模式。结果（图４）显示：ＰｅＤＷＦ４基
因呈现组成型表达，但差异明显，其中，叶片中表达

丰度最高，根中表达次之，而在地下茎、盛花期花序、

５０ｃｍ笋、早花期花序和２０ｃｍ笋中表达量均较低。

　　１：根；２：地下茎；３：叶；４：２０ｃｍ笋；５：５０ｃｍ笋；６：早花

期花序；７：盛花期花序

１：Ｒｏｏｔｓ；２：Ｒｈｉｚｏｍｅｓ；３：Ｌｅａｖｅｓ；４：２０ｃｍｓｈｏｏｔｓ；５：５０

ｃｍｓｈｏｏｔｓ；６：Ｅａｒｌｙｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；７：Ｂｌｏｏｍｉｎｇｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

图４　ＰｅＤＷＦ４基因在７个组织的表达分析

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｅＤＷＦ４ｉｎ７ｔｉｓｓｕｅｓｏｆＰｈ．ｅｄｕｌｉｓ

ＲＴＰＣＲ结果显示：ＰｅＤＷＦ４在所检测的毛竹６
个组织中均有表达，且差异明显（图５），其中，叶片中
的表达量最高，且未完全展开叶高于完全展开叶，这

可能与叶片区域成熟有关，根中表达量次之。该结果

与ＲＮＡＳｅｑ表达谱相符合，均证明ＰｅＤＷＦ４在叶片中
表达量最高。因此，选取新鲜未完全展开的毛竹叶片

作为实验材料进行处理并分析其表达模式。

２．３　胁迫条件下ＰｅＤＷＦ４基因表达分析
ＤＷＦ４基因在提高植物抗逆性，响应高盐、干

旱、低温和强光胁迫等环境胁迫方面发挥着重要作

用［７］。在高盐、干旱、低温和强光等胁迫条件下，毛

竹叶片中ＰｅＤＷＦ４表达模式因处理条件而呈现不同
的变化，但整体趋势一致，相对表达量均呈先上升后

１：根；２：茎；３：完全展开叶；４：未完全展开叶；５：鞘；６：笋

１：Ｒｏｏｔｓ；２：Ｓｔｅｍｓ；３：Ｆｕｌｌｙｅｘｐａｎｄｅｄｌｅａｖｅｓ；４：Ｎｏｔｆｕｌｌｙｅｘｐａｎｄ

ｅｄｌｅａｖｅｓ；５：Ｓｈｅａｔｈｓ；６：Ｓｈｏｏｔｓ

图５　ＰｅＤＷＦ４基因在毛竹不同组织中的中的表达量

Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｅＤＷＦ４ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆＰｈ．ｅｄｕｌｉｓ

下降（图６）。
ＮａＣｌ和干旱胁迫条件下，叶片中 ＰｅＤＷＦ４的表

达量随处理时间均为先诱导后抑制（图 ６Ａ、Ｂ）。
ＰｅＤＷＦ４表达量在ＮａＣｌ处理２ｈ达到最高，约为对
照的３．５倍，随后表达量随处理时间推移迅速下降，
在处理６ｈ时达到最低，此时叶片已完全卷曲，ＰｅＤ
ＷＦ４的表达量仅为对照的２０％（图６Ａ）。在干旱胁
迫条件下，处理１ｈ后 ＰｅＤＷＦ４的表达量达到最高，
约为对照的２倍，随后表达量随处理时间持续下降，
８ｈ后达到最低，约为对照的６０％（图６Ｂ）。

低温和强光胁迫条件下，ＰｅＤＷＦ４在叶片中均
表现为诱导表达，表达量随时间推移表现为先上升

后下降（图６Ｃ、Ｄ）。强光处理下，ＰｅＤＷＦ４表达量在

处理２ｈ后达到最高，约为对照的４．５倍，之后随处
理时间延长表达量呈下降趋势，至８ｈ时基因表达
量仍为对照的２倍（图６Ｄ）。低温条件下，与强光胁
迫处理结果表达量变化趋势基本一致，ＰｅＤＷＦ４表
达量表现为先上升后下降的变化趋势，处理１ｈ后
达到最高，约为对照的３倍，之后随时间推移持续下
降，至８ｈ时基因表达量最低，约为对照的２倍（图
６Ｃ）。

４５
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Ａ：高盐 ＮａＣｌ；Ｂ：干旱 Ｄｒｏｕｇｈｔ；Ｃ：低温 Ｃｏｌｄ；Ｄ：强光 Ｈｉｇｈｌｉｇｈｔ

图６　不同胁迫条件下ＰｅＤＷＦ４基因在毛竹叶片中的表达量

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｅＤＷＦ４ｉｎｌｅａｖｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｔｒｅｓｓｅｓｏｆＰｈ．ｅｄｕｌｉｓ

３　讨论
ＢＬ作为一种微量高效的植物激素，具有参与调

节细胞的伸长和分裂［２４］、促进根的伸长和种子的萌

发［２５］、加速植物叶片细胞的衰老［２６］、影响高等植物

的开花周期［２７］、调节植物的光形态建成［２８］、
"

强光

合作用强度［２９］、维管束分化［３０］、植物的育性、内源

激素平衡［２９］等作用。ＤＷＦ４是 ＢＬ合成通路中的关
键酶基因，其表达量与 ＢＬ合成量存在正相关关
系［３１］。因此，通过对毛竹 ＰｅＤＷＦ４基因进行研究，
以期为深入了解 ＰｅＤＷＦ４在竹子 ＢＬ生物合成中的
作用提供参考。序列比对结果显示，ＰｅＤＷＦ４编码
的蛋白包含细胞色素 Ｐ４５０单加氧酶特有保守结构
域［１８］，且与水稻中的 ＯｓＤＷＦ４相似性最高，表明
ＰｅＤＷＦ４编码的蛋白在进化上的相对保守，意味着
其可能具有类固醇２２α羟化酶的功能。基因表达
组织模式分析表明，ＰｅＤＷＦ４为组成型表达，其中，
表达量最高出现在叶片中，因此，推测其可能在叶片

中发挥主要功能。未完全展开叶片中ＰｅＤＷＦ４的表
达量高于完全展开叶片，这可能是由于随着叶片的

成熟，形态建成完成，促进生长的关键酶基因表达量

降低引起的［２８，３０］。

高盐、干旱、低温和强光是植物最常遇到的非生

物胁迫，已有研究表明，过量表达胡杨ＤＷＦ４基因的
烟草能够提高其对盐和干旱的抵抗能力［６，３２］，过表

达ＡｔＤＷＦ４能够提高转基因荠菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｊｕｎｃｅａ）植
株的抗寒能力，有助于低温（４℃）处理后的恢复生
长［３３］。ＰｅＤＷＦ４和ＡｔＤＷＦ４编码的蛋白具有较高的
一致性（９１％），意味着它们可能具有相似功能。
ＮａＣｌ和干旱胁迫条件下，ＰｅＤＷＦ４基因在叶中表达
量随处理时间先上升后下降，这可能是由于 ＰｅＤ
ＷＦ４通过提高自身表达量促进 ＢＬ的合成，进而提
高植物抗盐胁迫的能力［７］，但随着处理时间延长叶

片逐步受到伤害，其生理活性降低，导致该基因的表

达量降低。在低温和强光胁迫条件下，叶片中 ＰｅＤ
ＷＦ４表达量均表现为诱导模式，变化趋势为先上升
后下降，在处理初期通过提高表达量来响应低温和

强光胁迫，但低温和强光对毛竹的胁迫程度有限，随

着时间推移植物通过调节自身代谢逐渐适应外界变

化环境，基因表达量故逐步下降接近平稳水平。因

此，推测 ＰｅＤＷＦ４在毛竹响应胁迫过程中发挥了一
定的调节作用，可能是通过上调 ＰｅＤＷＦ４基因的表
达量，增加ＤＷＦ４酶含量促进Ｃ２２羟基化催化反应
发生，使油菜素内酯生物合成量增加，进一步通过油

菜素内酯调控胁迫相关基因和与其他植物激素的相

互作用，来提高对环境胁迫的抵御能力。

４　结论
通过同源基因克隆的方法获得了毛竹 ＰｅＤＷＦ４

基因，该基因编码的碱性蛋白长度为５００ａａ，具有细
胞色素Ｐ４５０家族的血红素结合域 Ａ、类固醇结合结
构域Ｂ和 Ｃ等３个特定结构域，属于单加氧酶。毛
竹中 ＰｅＤＷＦ４呈现组成型表达，在叶片中表达量最
高。在高盐、干旱、寒冷和强光胁迫条件下，毛竹叶

片中 ＰｅＤＷＦ４的表达均呈先上升后下降的应答趋
势。本研究为解释ＰｅＤＷＦ４基因功能和其响应胁迫
机理提供参考依据。
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