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垂丝海棠MhMYB114-Like的克隆及其在苹果愈
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摘  要：从苹果砧木垂丝海棠（Malus halliana Koehne）中克隆得到了 MhMYB114-Like 基因（序列号：

LOC103405832）。该基因包含全长为 602 bp 的完整开放阅读框，编码 200 个氨基酸，蛋白质等电点为 9.38。

系统进化树分析表明，MhMYB114-Like 与野草莓该家族蛋白亲缘关系最近。分析 MhMYB114-Like 的启动

子区域发现包含干旱、光、生长素和黄化响应等顺式作用元件。荧光定量 PCR 分析表明，在缺铁胁迫下

MhMYB114-Like 在垂丝海棠叶和根中表达水平显著上升，MhMYB114-Like 的表达明显受缺铁胁迫的诱导。

将 MhMYB114-Like 遗传转化‘王林’苹果愈伤组织，通过测定相关生理指标进行抗性分析发现，过量表

达 MhMYB114-Like 可明显提高转基因愈伤组织对缺铁胁迫的抗性。结果表明 MhMYB114-Like 可响应缺铁

胁迫，在抵抗缺铁胁迫中具有重要作用。 
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Abstract：The MhMYB114-Like gene（GenBank accession number：LOC103405832）was cloned from 

apple rootstock Malus halliana. The gene contains a full open reading frame of 602 bp，which encodes 200 

amino acids，and the protein has an isoelectric point of 9.38. The phylogenetic tree analysis showed that 

apple MhMYB114-Like was the closest relative to wild strawberry. Promoter cis-element prediction of 

apple MhMYB114-Like showed that there were drought，light，auxin，yellowing and other responsive 

regulatory elements. Fluorescence quantitative PCR analysis demonstrated that the expression level of 

MhMYB114-Like gene was greatly increased in the leaves and roots of Malus halliana under iron 

deficiency condition，and the expression was obviously induced by iron deficiency stress. In addition，The 

genetic transformation of MhMYB114-Like into apple‘Orin’callus and resistance analysis by measuring 

related physiological indexes showed that the overexpression of MhMYB114-Like could significantly 

improve the resistance of transgenic callus to iron deficiency stress. Therefore，MhMYB114-Like is 

                     



Zhang Zhongxing，Cheng Li，Wang Shuangcheng，Zhang De，Liu Bing，Wang Yanxiu. 
Cloning of MhMYB114-Like from Malus halliana and its functional indentification of iron deficiency tolerance in apple callus. 

128                                                                        Acta Horticulturae Sinica，2021，48 (1)：127–136. 

involved in the response to iron deficiency and play a crucial role in resisting iron deficiency stress. 

Keywords：apple；MhMYB114-Like；functional identification；iron deficiency stress；gene expression 

 

据统计，全世界近 40%的土壤有不同程度的缺铁现象（安华明和樊卫国，2003）。中国的西北

黄土高原是苹果栽培的优生区，然而该区域 70%以上的土壤为含 NaCl 与 NaHCO3 的高 pH 石灰质土

壤，与铁易形成难溶性化合物，致使苹果出现缺铁黄化症状（Ivanov et al.，2012；Li et al.，2016），

进而影响其产量与品质，严重制约苹果产业的发展。 

MYB 是一类极其重要的逆境响应转录因子（Dubos et al.，2010；居利香 等，2020；秦雅琪 等，

2020；杨钰莹 等，2020），在植物的缺铁胁迫耐受性方面发挥着重要作用。例如烟草 MYB10 和 MYB72

在缺铁条件下可促进 NAS4 的表达，以此来应对铁胁迫（Palmer et al.，2013）。苹果属小金海棠转录

因子基因 MxMYB1 在缺铁胁迫下表达上调（曹冬梅 等，2003）。Wang 等（2018）研究发现苹果

MdMYB58 可通过直接与植物中的 MdMATE43 启动子结合来调节铁稳态。此外，目前关于 MYB114

转录因子响应缺铁胁迫的研究未见国内外报道，有关的研究大多集中在影响花青素的合成上，例如，

Gonzalez 等（2008）研究表明拟南芥中 MYB114通过调控花青素合成水平影响果实着色。Yao 等（2017）

也研究发现梨 PyMYB114 可与 PybHLH3、PyERF3 相互作用调节花青素的生物合成。 

垂丝海棠（Malus halliana Koehne）是原产于甘肃河西走廊干旱、盐碱生境的苹果属植物，在长

期的研究中发现其具有一定的耐缺铁特征（胡亚 等，2018；贾旭梅 等，2019）。本课题组前期通过

转录组学探讨垂丝海棠叶片、根系在缺铁胁迫下的转录水平变化，从转录组数据库中筛选出了受缺

铁胁迫诱导显著表达的转录因子 MYB114-Like。因此，该试验以垂丝海棠为试材，克隆了

MhMYB114-Like 基因，并通过遗传转化获得 MhMYB114-Like 转基因苹果愈伤组织，对其进行缺铁胁

迫处理，根据在缺铁条件下的生理指标变化对该基因耐缺铁功能进行鉴定，为培育有效耐缺铁胁迫

的苹果砧木提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

选取大小一致饱满的垂丝海棠种子（2018年10月收获于甘肃武威），用0.2%高锰酸钾消毒30 min

后，经流水冲洗 12 h，置于 4 ℃下沙藏 30 ~ 45 d，种子发芽后种植于塑料钵[12.0 cm × 18.0 cm，每

钵含 2.5 kg 基质（草炭︰珍珠岩︰蛭石 = 3︰1︰1）]中，每钵 5 株，置于甘肃农业大学玻璃温室进行

统一管理，定期观察，选取长到约 8 片真叶的垂丝海棠幼苗进行后期的试验。‘王林’（Orin）苹果

愈伤组织由山东农业大学郝玉金实验室保存惠赠，其固体培养基配方为 MS + 30 g · L-1 蔗糖 + 3 

mg · L-1 2, 4-D + 0.4 mg · L-1 6-BA + 7 g · L-1 琼脂，pH 为 5.8 ~ 6.0，每 2 周继代 1 次。 

1.2  MhMYB114-like 的克隆及生物信息分析  

取垂丝海棠根和叶组织各 0.1 g，样品总 RNA 提取采用 Trizol 法，依据 TaKaRa 的 PrimeScriptTM 

RT reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect Real Time）说明书进行反转录。此外，在苹果基因组数据

库中检索 MhMYB114-Like CDS 序列，利用 DNAMAN 软件来设计特异性引物（表 1），以垂丝海棠

实生苗获得的 cDNA 为模板进行 PCR 扩增。反应程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，58 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 90 s，32 个循环；72 ℃延伸 10 min。PCR 产物用 2%的琼脂糖凝胶进行电泳
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并回收目的条带，连接 pMD19-T 克隆载体进行测序。 

通过 Protparam 网站进行该蛋白的理化性质分析；DNAMAN 软件进行蛋白质氨基酸序列比对；

使用软件 MEGA 5.0，采用邻接法（NJ）构建系统进化树；利用网站 PlantCARE 预测 MhMYB114-Like

启动子上的顺式作用元件。 
表 1  本研究中所用到的引物 

Table 1  Primers used in this study 

基因 Gene 序列（5′–3′）Sequence 
MYB114-like（qRT-PCR） 
MYB114-like（gene clone） 

F：TGATCAGACCTCAACCCCGA；R：GACGACGACGTTTGTGGTGA 
F：ATGGAGGGATATAACGTTAACTTGA；R：CTAACTCAAGACTGGGACATACA 

 

1.3  垂丝海棠幼苗缺铁胁迫处理 

待幼苗长到 8 片真叶时，选取健康、长势一致的幼苗移到含有 1/2 完全营养液[pH（6.5 ± 0.2）]

的塑料钵中进行预培养，后在完全营养液（Han et al.，1994）中再培养 7 d，每钵 5 株，并用电动氧

气泵持续通氧，每 7 d 更换营养液。温度 26 ℃，光照 16 h/黑暗 8 h，光照强度为 6 000 lx，相对湿

度 85%（光照）/80%（黑暗）。最后对垂丝海棠幼苗进行 40 μmol · L-1（加铁）和 0 μmol · L-1（缺铁）

胁迫处理，铁由 FeSO4 · 7H2O（分析纯）提供，每处理 3 次重复，每次重复 5 株，分别在 0、6、12、

24、48 和 72 h 等 6 个时间点进行采样。 

1.4  荧光定量 PCR 分析 

以 GDAPDH 为内参基因，利用 Roche 的 Light Cycler® 96 Instrument PCR 仪进行 PCR 反应，引

物见表 1。Real-time PCR 扩增体系为：2 × SYBR® Premix Ex TaqTMⅡ 10 μL，10 μmol · L-1上游引物

0.8 μL，10 μmol · L-1 下游引物 0.8 μL，cDNA 模板 2 μL，ddH2O 6.4 μL。扩增程序为：95 ℃ 30 s，

95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s，共 40 个循环，3 次重复。采用 2-∆∆CT

法对定量所得数据进行分析。 

1.5  植物表达载体的构建及苹果愈伤组织的遗传转化 

参照 Hu 等（2015）的方法进行表达载体的构建及农杆菌介导的苹果愈伤组织遗传转化，将

MhMYB114-Like 转入‘王林’苹果愈伤组织中。首先，将纯化回收的质粒用 NdeⅠ和 KpnⅠ两种酶

双酶切后连接到 PRI101 表达载体上，转化大肠杆菌，鉴定阳性单菌落，采用冻融法转化 LBA4404

农杆菌，用于遗传转化。 

取继代 2 周左右处于指数生长期的悬浮培养愈伤组织进行农杆菌浸染，15 ~ 20 min 后除去菌液，

将愈伤组织转移至无抗生素的固体培养基上暗培养 2 d，之后用无菌水清洗 3 ~ 5 次，每次清洗 3 min。

接着将愈伤组织转移至含 300 mg · L-1 头孢霉素和 100 mg · L-1 卡那霉素的筛选培养基上，在黑暗条

件下培养 30 ~ 60 d，获得稳定生长的抗性愈伤组织，提取 DNA，用实时荧光定量 PCR 进行检测。 

1.6  苹果愈伤组织的缺铁胁迫处理及相关生理指标测定 

将野生型愈伤组织及转基因愈伤组织在正常条件下（即前述的‘王林’苹果愈伤组织的培养基）

培养 15 d，然后转接至含 0（–Fe）和 40 μmol · L-1（+ Fe）的培养基上培养 20 d 后测定相关指标。 

苹果愈伤组织中超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化物酶（POD）和 CAT 活性的测定采用试剂盒

法（购自苏州科铭）；铁螯合物还原酶（FCR）活性及 Fe2+的测定均参考刘伟等（2017）的方法。 
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1.7  数据分析 

试验数据采用单因素 ANOVA 的 Duncan’s 法进行显著性分析。  

2  结果与分析 

2.1  MhMYB114-Like 基因克隆及其编码蛋白序列分析  

从苹果砧木垂丝海棠（Malus halliana Koehne）中克隆得到了 MhMYB114-Like 基因（序列号：

LOC103405832）。该基因包含长为 602 bp 的完整开放阅读框，编码 200 个氨基酸，蛋白质等电点

为 9.38，为碱性蛋白。此外，MYB114-Like 的正、负残基数分别为 32 和 25，平均疏水性为–0.758，

为亲水性蛋白。由此可知 MYB114-Like 编码的蛋白为碱性的亲水性蛋白。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  垂丝海棠 MhMYB114-Like 蛋白与其他物种中的该蛋白序列比对 
Fig. 1  The MhMYB114-Like protein in Malus halliana was compared with that of other species 

 

将不同物种中的 MYB114-Like 蛋白序列从 NCBI 中下载下来，包含垂丝海棠（Malus halliana，

NP_001280757.1）、龙须苔草（Quercus lobata，XP_030952856.1）、龙须苔草（Quercus lobata，

XP_030941972.1）、野草莓（Fragaria vesca subsp. vesca，XP_004302217.1）、乌梅（Prunus mume，

XP_016652295.1）、山梅（Prunus avium，XP_021811965.1）茶树（Camellia sinensis，XP_028068989.1）。

利用 DNAman 软件进行氨基酸序列比对，结果显示，垂丝海棠 MYB114-Like 和其他物种的

MYB114-Like 蛋白在 N 端有较高的保守性，而在 C 端有着一定的差异（图 1）。 

2.2  苹果 MhMYB114-Like 的系统进化树分析 

选取苹果 MhMYB114-Like 蛋白与其他物种中的 MhMYB114-Like 蛋白序列，经 MEGA 5.0 软件
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邻接法（Neighbour Joining，NJ）构建系统发育树（图 2）。MhMYB114-Like 与野草莓蛋白

（XP004302217.1）的同源性较高。 

 
 

 

 

 

 

 

 

图 2  垂丝海棠 MhMYB114-Like 与其他物种家族该蛋白的系统进化分析 

进化树分支处的数字表示该分支的置信度，数值越大，可靠性越高。 

Fig. 2  Phylogenetic analysis of this protein of MhMYB114-like from Malus halliana and other species families 

The number at the branch of the evolutionary tree indicates the confidence of the branch，the larger the value，and the higher the reliability. 

 

2.3  MhMYB114-Like 启动子顺式作用元件分析 

利用网站 PlantCARE 预测苹果 MhMYB114-Like 启动子上的顺式作用元件发现，包含多种激素

响应相关的调控元件，如生长素响应元件、脱落酸响应元件、细胞分裂素响应元件；环境因子响应

元件，如光响应元件；非生物胁迫响应元件，如干旱响应元件、黄化响应元件、耐寒响应元件等（表

2）。说明 MhMYB114-Like 可对干旱、光、激素等多种外界信号做出响应，参与一系列的生物学过

程来调控植物的生长发育。 

 
表 2  MhMYB114-Like 基因上游调控序列重要顺式作用元件分析 

Table 2  Some important cis-acting regulatory elements in the upstream regulatory sequences of MhMYB114-Like 

元件名称 

cis-Acting element 

核心序列 

Sequence 

位点功能 

Function of site 

位置 

Location

GT1CONSENSUS GRWAAW 光响应元件 cis-Acting element involved in light responsiveness   –586 

DPBFCOREDCDC3 ACACNNG 脱落酸响应 cis-Acting element involved in abscisic ascid responsiveness –619 

LTRECOREATCOR15 CCGAC 耐寒响应 cis-Acting element involved in resistance cold responsiveness –1 549 

CIACADIANLELHC CAANNNNATC 生理节律响应 cis-Acting element involved in circadian responsiveness –1 203 

ACGTATERD1 ACGT 黄化响应元件 cis-Acting element involved in chlorisis responsiveness –804 

DOFCOREZM AAAG 碳代谢响应元件 cis-Acting element involved in carbon metabolism + 704 

CATATGGMSAUR CATATG 生长素响应元件 cis-Acting element involved in the auxin responsiveness + 1 217 

SREATMSD TTATCC 糖响应元件 cis-Acting element involved in sugar responsiveness + 946 

PYRIMIDINEBOXHVEPB1 TTTTTTCC 激素调控元件 cis-Acting element involved in hormone responsiveness + 1 877 

ARR1AT NGATT 细胞分裂素响应 cis-Acting element involved in cytokinin responsiveness + 1 991 

MYB2CONSENSUSAT YAACKG 耐旱响应 cis-Acting element involved in drought-tolerant responsiveness + 1 049 

 

2.4  垂丝海棠幼苗中 MhMYB114-Like 对缺铁胁迫响应 

如图 3 所示，垂丝海棠幼苗经缺铁（–Fe）处理 6 h 时，MhMYB114-Like 基因在叶和根中已有

较高的表达量，分别为同时期对照（+ Fe）的 2.89 倍和 2.81 倍。叶和根分别在 48 和 12 h 时表达量

达到峰值，之后有所降低。这表明缺铁条件下，MhMYB114-Like 在苹果砧木垂丝海棠的叶和根中表

达显著上升。说明其能够响应缺铁胁迫，可能在缺铁胁迫中发挥着重要作用。 
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图 3  MhMYB114-Like 在缺铁胁迫下的表达水平 

* P < 0.05，表示与对照相比差异显著水平。 

Fig. 3  Expression level of MhMYB114-Like under iron deficiency stress 

* < 0.05，represents a significant level of difference compared to the control group. 

 

2.5  转 MhMYB114-Like 愈伤组织的鉴定及在缺铁胁迫下的形态特征 

用 qRT-PCR 检测转基因株系 MhMYB114-Like 表达量，获得 3 个转基因株系 L1、L2 和 L3（图 4）。

然后对获得的 MhMYB114-Like 转基因苹果愈伤组织与野生型愈伤组织（WT）进行缺铁胁迫处理，

经 qRT-PCR 检测发现，转 MhMYB114-Like 基因愈伤株系 L1、L2、L3 的表达量相比于野生型的显著

升高，分别为野生型的 2.56 倍、2.48 倍和 2.87 倍（图 4）。说明 MhMYB114-Like 可响应缺铁胁迫。 

 

 
图 4  转 MhMYB114-Like 愈伤的 qRT-PCR 验证及其在缺铁胁迫下的相对表达量 

Fig. 4  qRT-PCR verification of transgenic MhMYB114-Like callus and the relative expression under iron deficiency stress 

* P < 0.05. 

 

 

如图 5 所示，在加铁条件下，苹果野生型愈伤组织与转基因愈伤组织（L1、L2、L3）的长势基

本一致，而在缺铁条件下，野生型愈伤组织和转基因愈伤组织的生长状况均受到了抑制，但转基因

愈伤组织的长势好于野生型。 
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图 5 ‘王林’苹果野生型和转 MhMYB114-Like 基因愈伤组织在加铁和缺铁条件下的生长情况 

Fig. 5  Growth of wild-type and transgenic MhMYB114-Like callus of‘Orin’Apple under iron and iron deficiency conditions 

 

2.6  MhMYB114-Like 过量表达的苹果愈伤组织对缺铁的抗性 

如图 6 所示，正常加铁对照（+ Fe）条件下，野生型愈伤组织与转基因愈伤组织相比较，SOD、

POD、CAT 之间差异均不显著。缺铁条件下野生型和转基因愈伤的 SOD、POD、CAT 均有所下降，

但野生型的下降幅度大。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 6  MhMYB114-Like 过量表达提高‘王林’苹果愈伤组织 L1、L2、L3 及其野生型 WT 中的抗氧化酶活性 

Fig. 6  Overexpression of MhMYB114-Like improves enzyme activity in‘Orin’apple callus 

L1，L2，L3 and wild type WT 

* P < 0.05. 

 

如图 7 所示，正常加铁对照（+ Fe）条件下，野生型愈伤组织与转基因愈伤组织相比较，FCR

活性和 Fe2+含量之间差异均不显著。缺铁条件下野生型和转基因愈伤的 Fe2+含量有所下降，但野生
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型的下降幅度大。缺铁胁迫下，转基因愈伤组织株系 L1、L2、L3 的亚铁离子含量分别是野生型的

1.45 倍、1.57 倍、1.80 倍。此外，缺铁胁迫下野生型与转基因愈伤组织 FCR 活性明显上升，但野生

型的上升幅度小，转基因愈伤组织株系 L1、L2、L3 的 FCR 活性分别为野生型的 1.33 倍、1.47 倍和

1.48 倍。 

 

图 7  MhMYB114-Like 过量表达提高‘王林’苹果愈伤组织 L1、L2、L3 及其野生型 WT 中的 Fe2+含量和 FCR 活性 

Fig. 7  Overexpression of MhMYB114-Like improves Fe2+ content and FCR activity in‘Orin’apple callus 

L1，L2，L3 and wild type WT 

* P < 0.05. 

 
以上结果说明，MhMYB114-like 过量表达提高了苹果愈伤组织对缺铁胁迫的抗性。 

3  讨论 

转录因子在植物的胁迫应答中发挥着关键作用，通过与启动子区域中的顺式作用元件结合，激

发目标基因表达，从而使植物能够抵御外部环境（Singh et al.，2002；Nakashima et al.，2009；张慧

琳 等，2019）。MYB 作为一类庞大的转录因子家族，可控制广泛的下游基因，参与植物生长和代

谢过程，调控植物缺铁响应。本试验中对垂丝海棠 MhMYB114-Like 在缺铁胁迫方面的作用进行了研

究。缺铁胁迫处理时，叶和根中 MhMYB114-Like 的表达量明显上升，分别在缺铁处理后的 48 h 和

12 h 时达到峰值，这不仅说明 MhMYB114-Like 基因是受缺铁调控的，而且也反映了 MhMYB114-Like

在缺铁胁迫时上调表达。此外，启动子分析结果显示 MhMYB114-Like 序列上存在黄化响应元件，推

测可能与铁胁迫诱导 MhMYB114-Like 上调表达相关。 

另外，MhMYB114-Like 的表达明显受到缺铁胁迫的诱导，推测其在苹果的耐缺铁性方面起到重

要作用。通过遗传转化苹果愈伤组织，进行缺铁处理及 qRT-PCR 检测发现，缺铁胁迫下转基因愈伤

较野生型的表达量显著上升。植物遭受缺铁逆境胁迫时会产生一系列的反应以适应环境。SOD、CAT

和 POD 是研究植物抗性的关键指标，可以清除植物体内的活性氧，致使膜脂过氧化程度及膜受损

程度降低（田治国 等，2011；周开兵 等，2019）。本试验中，苹果愈伤组织在铁胁迫下的酶活性

SOD、POD 和 CAT 低于相对应的加铁（对照）条件下的酶活性，这是因为铁是植物体内各种抗氧

化酶的重要组成成分，当植物缺铁时，各种抗氧化酶的活性都将会受到抑制而下降；但缺铁条件下

苹果转基因愈伤的酶活性显著高于相应野生型愈伤组织的酶活性，这说明转基因愈伤组织动员保护

系统的能力强于野生型，有着强大的活性氧清除能力，从而可维持膜系统的稳定（Sinha et al.，1997）。

此外，FCR 活性作为铁素吸收的一个重要生理指标之一，在本试验中缺铁胁迫下转基因愈伤组织
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FCR 活性显著高于野生型，这与 Fan 等（2017）在甘薯中对 IbVP1 的研究结果一致，说明 MhMYB114- 

Like 能够提高 FCR 活性。另外，铁在植物体中一般是以三价铁的形式运输到达地上部后，还原为二

价铁才可供植物吸收利用（张芸 等，2007），因此亚铁离子是植物吸收利用的有效形式。本研究中，

缺铁胁迫下转基因愈伤的 Fe2+含量显著高于野生型，这也反映了转 MhMYB114-Like 愈伤具有响应缺

铁胁迫特性。 

综上所述，该基因过量表达提高了转基因苹果愈伤组织对缺铁胁迫的抗性，为缺铁响应过程中

的正调控因子。故说明 MhMYB114-Like 具有抵抗缺铁胁迫的功能。 
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