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摘　 要: 海南龙血树是国产血竭的主要基源植物ꎬ其血竭主要化学成分为类黄酮化合物ꎮ 为进一步了解

ＤｃＷＤ４０￣１ 在类黄酮生物合成中的潜在功能和作用机制ꎬ该研究根据海南龙血树转录组数据ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ
技术在海南龙血树中克隆了一个 ＷＤ４０ 基因 ＤｃＷＤ４０￣１ꎬ该基因全长１ ５５０ ｂｐꎬ 包含一个 １ ３５３ ｂｐ 的开放阅
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ＷＤ４０ 蛋白家族成员ꎬ具有 ５ 个保守的 ＷＤ４０ 结构域ꎬ和其他植物 ＷＤ４０ 蛋白同源性高ꎬ保守性强ꎮ 利用

Ｇｅｎｏｍｅ Ｗａｌｋｉｎｇ 方法分离了 １ ５０３ ｂｐ 的 ＤｃＷＤ４０￣１ 启动子序列ꎬ该区域具有典型真核生物启动子结构特征ꎬ
并含有多个应答激素和胁迫的响应元件ꎮ 表达分析显示ꎬ血竭诱导剂能够诱导 ＤｃＷＤ４０￣１ 的表达ꎬＤｃＷＤ４０￣１
的变化与血竭形成及类黄酮积累正相关ꎮ 此外ꎬＤｃＷＤ４０￣１ 也能对茉莉酸甲酯、细胞分裂素、油菜素内酯和
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　 　 血竭是一种传统名贵中药ꎬ具有活血化瘀、消
炎镇痛和止血生肌等功效 ( Ｇｕｐｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ
Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 海南龙血树 (Ｄｒａｃａｅｎａ ｃａｍ￣
ｂｏｄｉａｎａ) 是国产血竭的基源植物 (郑道君等ꎬ
２００９ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 前期研究表明海南龙

血树血竭中的主要化学成分以类黄酮化合物为主

(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｚｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 海南龙血树及其血竭中的类黄酮化

合物具有多种生物学活性ꎬ如抗癌、抗肿瘤、抗炎、
抗真菌、凝血酶抑制和抗增殖活性等( Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１ꎻ Ｍｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 目

前ꎬ人们对血竭的化学成分、药理活性及临床应用

的研究较多ꎬ但对类黄酮积累和血竭形成机制并

不了解 (Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ
植物类黄酮生物合成主要受结构基因(编码

类黄酮生物合成的各种酶类)和调节基因(转录因

子)的控制 (Ｔｏｈｇｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ ＷＤ４０ 转录因子

可与 ＭＹＢ 和 ｂＨＬＨ 转录因子互作形成 ＭＢＷ 复合

体协同调控多个结构基因的表达ꎬ参与类黄酮的

生物合成(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ ＷＤ４０ 蛋白是真核生

物中普遍存在的蛋白家族之一ꎬ 在进化中高度保

守ꎬ通常含有多个由 ４０ ~ ６０ 个氨基酸残基组成的

ＷＤ４０ 重复基序 (Ｘｕ ＆ Ｍｉｎꎬ ２０１１)ꎮ 目前参与类

黄酮合成相关的 ＷＤ４０ 基因已在多种植物中得到

分离与鉴定ꎬ如拟南 ＴＴＧ１ (Ｂａｕｄｒｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)、
苹果 ＭｄＴＴＧ１ (Ａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)、杨梅 ＭｒＷＤ４０￣１
(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ )、 柿 ＤｋＷＤＲ１ ( Ｎａｖａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２０１６)、石榴 ＰｇＷＤ４０ (Ｂｅｎｓｉｍｈｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)、苦
荞麦 ＦｔＷＤ４０ (Ｙａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)、西红柿 ＳｌＡＮ１１
( Ｇａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ但在海南龙血树中还未见

ＷＤ４０ 类转录因子的报道ꎮ
在先前的研究中ꎬ项目组采用“无机盐诱导剂

输液法”专利技术对海南龙血树进行诱导产生了

血竭ꎬ并对血竭的成分及诱导前后的转录组数据

进行了分析ꎬ推导出类黄酮生物合成途径ꎬ并筛选

获得一条编码 ＷＤ４０ 的基因ꎬ推测其可能在类黄

酮生物合成过程中具有调控作用 ( Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)ꎮ 本研究将在此基础上对该基因进行克隆ꎬ
并分析其时空表达特征ꎬ为研究其在类黄酮生物

合成中的潜在功能和作用机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

实验所需的植物材料海南龙血树种植于中国

热带农业科学院生物技术研究所内ꎮ 使用 １０％血

竭诱导剂通过输液的方法注射海南龙血树茎部ꎬ
处理后 ０、３、６ ｄ 取样ꎬ具体参考 Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.(２０１６)ꎻ
选取生长一致的组培苗移置于液体培养基中 ７ ｄ
后进行胁迫紫外辐射胁迫(ＵＶ￣Ｂ)处理和叶片喷

施 ２００ μｍＬ￣１茉莉酸(ＭｅＪＡ)、脱落酸(ＡＢＡ)、细
胞分裂素(ＣＴＫ)和油菜素内酯(ＢＲ)处理ꎬ处理 ０、
３、１２、２４ ｈ 后取样ꎮ 所有样品采集后ꎬ液氮速冻ꎬ
于－８０ ℃保存ꎮ
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１.２ 核酸提取及 ｃＤＮＡ 合成

总 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 按照成都福际生物技术有限

公司(ＦＯＲＥＧＥＮＥ)的 Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ
试剂盒和 Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 提取ꎮ 总 ＲＮＡ 按

照江苏愚公生命科技有限公司 ( ＮＯＶＡ Ｙｕｇｏｎｇ
Ｂｉｏｌａｂｓ ) 的 Ａｌｌ￣ｉｎ￣Ｏｎｅ Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ (ｗｉｔｈ ＤＮａｓｅ Ｉ)试剂盒的方法反转录为

ｃＤＮＡꎮ
１.３ ＤｃＷＤ４０￣１ 的基因及启动子克隆

根据海南龙血树转录组数据中 ＷＤ４０ 的 ＥＳＴ
序列ꎬ设计 ５′端特异引物 ＷＤ４０Ｆ:５′￣ＣＴＡＣＡＡＡＴ￣
ＴＣＡＴＧＴＧＡＧＣＧＧ￣３′和 ３′端引物 ＷＤ４０Ｒ: ５′￣ＣＧ￣
ＧＣＡＧＣＴＣＡＧＣＴＧＣＣＴＡＣＡＧ￣３′ꎬ 分别以 ｃＤＮＡ 为

模板对 ＤｃＷＤ４０￣１ 进行扩增ꎮ 扩增产物经琼脂糖

凝胶电泳鉴定ꎬ回收目的条带与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体连

接并转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ通过菌落 ＰＣＲ 鉴定阳

性克隆ꎬ送诺赛基因公司测序ꎮ 利用 ＥｘＰＡＳｙ 在线

软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )分析预测蛋白的氨

基酸组成、分子式、分子量和等电点ꎻ利用 ＰＳＯＲＴ
(ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ１.ｈｇｃ.ｊｐ / ｆｏｒｍ.ｈｔｍｌ)预测亚细胞定位ꎻ
利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行氨基酸序列比对分析ꎮ

利用 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司的 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｇｅｎｏｍｅ Ｗａｌｋｅｒ
２.０ Ｋｉｔ 对 ＤｃＷＤ４０￣１ 的启动子进行克隆ꎮ 将基因

组 ＤＮＡ 经 ＥｃｏＲＶ、ＳｔｕⅠ、ＰｖｕⅡ 和 ＤｒａⅠ４ 种内切

酶酶切后ꎬ在 Ｔ４ 连接酶作用下与接头连接ꎮ 以连

接产物为模板ꎬ采用接头引物(ＡＰ１ 和 ＡＰ２ꎬ试剂

盒提供) 和基因特异引物( ＰＷＤ:５′￣ＴＧＧＡＧＧＴＧ￣
ＧＴＧＧＧＴＡＴＴＴＣＧ￣３′ꎻＰＷＤ２:５′￣ＧＡＴＡＣＴＣＧＴＴＧＣＴ￣
ＧＧＡＴＴＡＴＡＧＧＡ￣３′)进行两轮 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增产

物经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴 定ꎬ 回 收 目 的 条 带 与

ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体连接并转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ通过菌

落 ＰＣＲ 鉴定阳性克隆ꎬ送诺赛基因公司测序ꎮ 利

用 在 线 工 具 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )进行启动子

元件分析ꎮ
１.４ 基因表达分析

利用 ＳＹＢＲ  Ｓｅｌｅｃｔ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试 剂 盒 在

Ｍｘ３００５Ｐ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 上进行 ｑＰＣＲ 分

析ꎮ 内参基因为 Ａｃｔｉｎꎬ引物序列为 ｑＤｃＡＣＴ￣Ｆ(５′￣
ＡＣＣＧＡＧＡＧＡＧＧＧＴＡＣＴＣＡＴＴ￣３′)ꎬｑＤｃＡＣＴ￣Ｒ ( ５′￣
ＣＣＡＧＣＴＣＣＴＧＣＴＣＧＴＡＡＴＣ￣３′)ꎻ 目 的 基 因 引 物

ｑＷＤ１￣Ｆ ( ５′￣ＧＡＡＴＧＧＡＧＧＴＧＧＴＧＧＧＴＡＴＴＴ￣３′) 和

ｑＷＤ１￣Ｒ (５′￣ＴＴＴＧＴＴＴＧＡＴＧＧＡＧＧＡＧＡＧＡＧＡ￣３′)ꎮ

ｑＰＣＲ 反应体积 ２０ μＬ:１０ μＬ ２×ＳＹＢＲ ｍｉｘꎬ正反向

引物各 １ μＬ (１０ μｍＬ￣１)ꎬ１ μＬ ｃＤＮＡ 模板ꎬ７ μＬ
ｄｄＨ２Ｏꎮ ｑＰＣＲ 反应条件:９５ ℃ １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ
６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 采用 ２ ￣ΔΔＣｔ法分

析基因的相对表达量ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＤｃＷＤ４０￣１ 的克隆

根据在海南龙血树转录组数据中获得 的

ＷＤ４０ 基因的 ＥＳＴ 序列ꎬ设计特异引物对该基因的

全长序列进行扩增ꎬ获得一条 １ ５００ ｂｐ 左右的特

异条带ꎮ 将目的片段连接到 Ｔ 载体上进行测序ꎬ
测序结果与通过转录组测序得到结果一致ꎬ将该

基因命名为 ＤｃＷＤ４０￣１ꎮ 本研究获得的 ＤｃＷＤ４０￣１
基因全长 １ ５５０ ｂｐꎬ包含一个 １ ３５３ ｂｐ 完整的开放

阅读框ꎮ
２.２ ＤｃＷＤ４０￣１ 的分子特征

ＤｃＷＤ４０￣１ 编码蛋白由 ４５０ 个氨基酸组成ꎬ
其中甘氨酸 ( Ｇｌｙ) 和丝氨酸 ( Ｓｅｒ) 最多ꎬ有 ４０
个ꎬ占比达到 ８. ９％ꎮ ＤｃＷＤ４０￣１ 蛋白分子式为

Ｃ２２３８Ｈ３４１２Ｎ６３４Ｏ６８９Ｓ１７ꎬ预测分子量为 ５０.７７ ｋＤꎬ理论

等电点 ５.７１ꎮ 亚细胞定位预测显示 ＤｃＷＤ４０￣１ 定

位于微体中可能性最大ꎬ达到 ７１.４％ꎮ 氨基酸序

列分析发现ꎬＤｃＷＤ４０￣１ 具有植物 ＷＤ４０ 转录因子

的结构特征ꎬ包含 ５ 个 ＷＤ４０ 重复基序ꎮ ＤｃＷＤ４０￣１
的氨基酸序列与海枣 ( Ｐｈｏｅｎｉｘ ｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａ)、油棕

( Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ )、 深 圳 拟 兰 ( Ａｐｏｓｔａｓｉａ
ｓｈｅｎｚｈｅｎｉｃａ) 和铁皮石斛 ( Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｃａｔｅｎａｔｕｍ)
中相应 ＷＤ４０ 氨基酸序列的同源性分别为 ７７.１％、
７６.９％、７５.６％和 ７４.９％ꎮ
２.３ ＤｃＷＤ４０￣１ 启动子的克隆和序列分析

利用 Ｇｅｎｏｍｅ Ｗａｌｋｉｎｇ 方法分离了 ＤｃＷＤ４０￣１
启动子区１ ５０３ ｂｐꎬ该区域具有典型真核生物启动

子结构特征ꎬ包含多个 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ、ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 等基

本元件ꎮ 此外ꎬ该启动子序列中含有细胞分裂素

响应元件 ＣＭＲｓ、脱落酸相应元件 ＡＢＲＥ、生长素响

应元件 ＴＧＡ￣ｂｏｘ、水杨酸响应元件 ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ 和
茉莉酸响应元件 ＣＧＴＣＡ￣ ｍｏｔｉｆ 等激素响应元件ꎻ
还有防卫和胁迫响应元件 ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ、厌氧诱导

元件激发子响应元件 ＡＲＥ、热激响应元件 ＨＳＥ 和

低温响应元件 ＬＴＲ 以及多个光相应元件ꎬ如３￣ＡＦ１
ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ、 ＡＴＣＣ￣ｍｏｔｉｆ、 ＡＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ、 Ｂｏｘ Ｉ、 ＧＡ￣
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划线处为 ＷＤ４０ 基序ꎮ
Ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＷＤ４０ ｄｏｍａｉｎｓ ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ.

图 １　 ＤｃＷＤ４０￣１ 与其他植物 ＷＤ４０ 蛋白氨基酸序列比对
Ｆｉｇ.１　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＤｃＷＤ４０￣１ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＷＤ４０ｓ ｆｏｒｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

图 ２　 ＤｃＷＤ４０￣１ 启动子序列及主要调控元件
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＤｃＷＤ４０￣１ ａｎｄ ｍａｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ

ｍｏｔｉｆ、Ｇ￣ｂｏｘ ＳＰ１、ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ 等ꎮ 这说明上述这些

激素和胁迫可能影响 ＤｃＷＤ４０￣１ 的转录水平ꎮ
２.４ ＤｃＷＤ４０￣１ 在血竭诱导剂处理下的表达

无机盐能够诱导血竭的产生ꎬ并上调类黄酮
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Ａ. 以 ｑＰＣＲ 为基础的表达分析ꎻ Ｂ. 以 ＦＰＫＭ 值为基础的表达分析ꎮ
Ａ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｑＰＣＲꎻ Ｂ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＦＰＫＭ ｖａｌｕｅｓ.

图 ３　 ＤｃＷＤ４０￣１ 在血竭诱导剂处理下的表达
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＤｃＷＤ４０￣１ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｒ ｏｆ ｄｒａｇｏｎ’ｓ ｂｌｏｏｄ

Ａ. ＭｅＪＡ 处理ꎻ Ｂ. ＣＴＫ 处理ꎻ Ｃ. ＡＢＡ 处理ꎻ Ｄ. ＢＲ 处理ꎻ Ｅ. ＵＶ￣Ｂ 处理ꎮ
Ａ. ＭｅＪＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｂ. ＣＴＫ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｃ. ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｄ. ＢＲ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｅ. ＵＶ￣Ｂ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.

图 ４　 ＤｃＷＤ４０￣１ 在不同胁迫处理下的表达
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＤｃＷＤ４０￣１ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

积累相关基因的表达ꎬ因此检测了 ＤｃＷＤ４０￣１ 在无

机盐处理下的表达特征ꎮ 定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬ在
无机盐诱导 ３ ｄ 和 ６ ｄ 后ꎬＤｃＷＤ４０￣１ 的表达量分

别上调 １.６ 倍和 ２.５ 倍(图 ３:Ａ)ꎻ在先前的转录组

数据中ꎬ无机盐诱导 ３ ｄ 和 ６ ｄ 后ꎬＤｃＷＤ４０￣１ 的

ＲＰＫＭ 值比对照分别提高 ３.６ 倍和 ６.８ 倍 (图 ３:
Ｂ)ꎮ 上述结果说明血竭诱导剂能够诱导 ＤｃＷＤ４０￣１
的表达ꎮ
２.５ ＤｃＷＤ４０￣１ 在胁迫处理下的表达

植物激素和光照在类黄酮次生代谢物形成中

具有重要的调控作用ꎬ因此检测了 ＤｃＷＤ４０￣１ 对激

素 ＭｅＪＡ、ＣＴＫ、ＡＢＡ、和 ＢＲꎬ以及 ＵＶ￣Ｂ 胁迫的响应

特征ꎮ ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ除了 ＡＢＡ 外 (图 ４:Ｃ)ꎬ其

他 ５ 种处理均能诱导 ＤｃＷＤ４０￣１ 的表达ꎬ其中

ＭｅＪＡ 和 ＢＲ 处理下ꎬ表达最高点均在处理后 ２４ ｈꎬ
分别是正常水平的 ２.１ 倍和 ６.５ 倍 (图 ４:ＡꎬＤ)ꎻ
ＣＴＫ 处理下ꎬ表达最大值是处理后 １２ ｈꎬ上调 ６.２
倍 (图 ４:Ｂ)ꎻＤｃＷＤ４０￣１ 对 ＵＶ￣Ｂ 响应积极ꎬ处理

后 ３ ｈ 表达量就达到高点ꎬ是对照的 ７４.５ 倍 (图

４:Ｅ)ꎮ

３　 讨论

ＷＤ４０ 重复蛋白是一类古老的蛋白家族ꎬ结构

高度保守ꎬ其广泛参与植物的生长发育过程ꎬ如信

号转导ꎬ细胞分裂、基因表达调节、蛋白质泛素化、

０４１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



组蛋白甲基化、基因组稳定性以及细胞周期调控

等过程 (Ｘｕ ＆ Ｍｉｎꎬ ２０１１)ꎮ 已有研究发现 ＷＤ４０
蛋白与植物类黄酮积累量密切相关 ( Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ 首个参与类黄酮代谢调控的 ＷＤ４０ 基因

是矮牵牛 ＰｈＡＮ１１(Ｄｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９７)ꎬ随后在多个

植物中鉴定了类黄酮合成相关的 ＷＤ４０ 类转录因

子ꎮ ＷＤ４０ 蛋白通常与 ＭＹＢ 和 ｂＨＬＨ 转录因子互

作形成 ＭＢＷ 复合体协同调控类黄酮生物合成ꎮ
在 ＭＢＷ 转录复合体中ꎬ具有 ＤＮＡ 结合特性的为

ＭＹＢ 和 ｂＨＬＨ 成员ꎮ ＷＤ４０ 转录因子大多没有可

以识别的顺式作用元件ꎬ也没有任何催化活性ꎬ其
功能在于稳定蛋白互作ꎬ增强伙伴的基因活性

(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎬ ２０１５)ꎮ ＷＤ４０ 转录因子虽然不

能直接调控类黄酮合成结构基因的表达ꎬ但已在

多种植物中证实通过表达 ＷＤ４０ 基因能显著提高

转基因植株中的类黄酮含量 (Ｙａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ
Ｇａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ这说明 ＷＤ４０ 转录因子在类黄

酮积累中具有重要的调控作用ꎮ
本研究在海南龙血树中获得一个编码 ＷＤ４０

转录因子的基因 ＤｃＷＤ４０￣１ꎬ该基因编码蛋白具有

植物 ＷＤ４０ 蛋白的典型结构特征ꎬ包含 ５ 个 ＷＤ４０
重复基序ꎮ ＦＰＫＭ 值和 ｑ￣ＰＣＲ 分析结果均显示无

机盐诱导剂能够上调海南龙血树 ＤｃＷＤ４０￣１ 基因

的表达ꎬＤｃＷＤ４０￣１ 的变化与血竭形成及类黄酮积

累正相关(Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ说明其在类黄酮生物

合成过程中可能具有重要的功能ꎮ 长期以来ꎬ黄
酮类化合物一直被认为是一种保护植物组织免受

紫外线危害的化学物质ꎻ光照尤其是紫外辐射能

够诱导植物体内类黄酮的积累和相关基因的表达

(Ｐｅｔｒｕｓｓａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 目前ꎬ已证实茉莉酸、脱
落酸、细胞分裂素和油菜素内酯等植物激素在类

黄酮生物合成中具有重要的调控作用(Ｄｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２ꎻ Ｙｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｘｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｋｏｙａｍａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ )ꎮ ６￣苄氨基腺嘌(６￣ＢＡ)ꎬ一种人工合

成的细胞分裂素ꎬ能促进海南龙血树组培苗血竭

形成和诱导类黄酮合成相关基因表达(杨本鹏等ꎬ
２００９ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 本研究发现ꎬＤｃＷＤ４０￣１
启动子区存在 １ 个茉莉酸响应元件 ＣＧＴＣＡ￣ ｍｏｔｉｆ、
４ 个 ＣＴＫ 响应元件 ＣＭＲ 以及众多的光响应元件ꎬ
如 ３￣ＡＦ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ、ＡＴＣＣ￣ｍｏｔｉｆ、 ＡＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ、Ｂｏｘ Ｉ、
ＧＡ￣ｍｏｔｉｆ、Ｇ￣ｂｏｘ ＳＰ１、ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ 等ꎮ 表达分析进一

步证实 ＭｅＪＡ、 ＣＴＫ、 ＢＲ 和 ＵＶ￣Ｂ 能够显著上调

ＤｃＷＤ４０￣１的表达ꎬ这说明 ＤｃＷＤ４０￣１ 可能通过 Ｍｅ￣

ＪＡ、ＣＴＫ、ＢＲ 和 ＵＶ￣Ｂ 信号途径参与对类黄酮生物

合成的调控ꎮ 下一步ꎬ我们将继续对 ＤｃＷＤ４０￣１ 的

功能和表达调控特征进行深入研究ꎬ为通过转基

因或激素及化学调控等方式改变 ＤｃＷＤ４０￣１ 的表

达来提高海南龙血树中类黄酮含量奠定基础ꎮ
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