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7个苹果KNOX转录因子基因克隆、

表达和蛋白互作分析
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（河北农业大学林学院，河北保定 071001）

摘 要：【目的】KNOTTED1 like homeobox（KNOX）蛋白在植物生长发育等多个生物学过程中发挥着重要作用。以紫

弘富士为材料，分离了多个苹果（Malus domestica）KONX基因，研究其结构域、进化分析、组织表达、非生物胁迫响应

及其与MdOFP相互作用情况。【方法】使用RT-PCR技术克隆获得 7个MdKNOX基因并进行生物信息学分析。利用

Array技术检测MdKNOX基因在苹果不同组织中的表达模式。使用RT-qPCR技术检测MdKNOX基因在盐胁迫和渗

透胁迫下的表达模式。通过Y2H实验检测了MdKNOX蛋白与MdOFP蛋白的互作情况。【结果】测序结果表明，获得

了 7 个 KNOX 转录因子 cDNA：MdKNOX1、MdKNOX2、MdKNOX5、MdKNOX10、MdKNOX13、MdKNOX16 和 Md-

KNOX22（GenBank登录号：MG021644~MG021650）。结构域分析表明，获得的 7个MdKNOX蛋白序列均含有MEI-

NOX、HD和ELK结构域。进化分析表明，MdKNOX1、MdKNOX2和MdKNOX5属于KNOX Ⅱ亚组；MdKNOX10、

MdKNOX13、MdKNOX16和MdKNOX22属于KNOXⅠ亚组。启动子顺式作用元件分析结果表明，7个MdKNOX基

因启动子上包含多个顺式作用元件。Array分析结果显示，MdKNOX基因具有不同的组织表达模式。实时荧光定量

PCR分析结果表明，盐胁迫处理下，MdKNOX13的相对表达水平上调，而MdKNOX1、MdKNOX2和MdKNOX5的相对

表达水平下调；渗透胁迫处理下，MdKNOX2 的转录水平下调。酵母双杂交结果显示，MdKNOX1/22 蛋白能与

MdOFP6蛋白相互作用，MdKNOX5蛋白能与多个MdOFP蛋白相互作用，且MdKNOX5蛋白与MdOFP蛋白相互作

用，HD区域是互作必需的。【结论】这些结果为苹果KNOX转录因子在生长、发育和逆境下生物学功能的解析、调控网

络的构建提供了强有力的理论基础和参考。
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Abstract:【Objective】KNOTTED1 like homeobox (KNOX) proteins are a class of transcription fac-

tors that can regulate gene expression via binding with promoters of down-stream target genes. KNOX

genes belong to the TALE (Three Amino acid Loop Extension) homeodomain subfamily, and contain

multiple family members in plants. KNOX proteins contain four conserved domains: the KNOX1 do-

main, which is a conserved region of about 39 amino acids at the N-terminal of the KNOX protein, has

shown to be important for generating the altered phenotypes caused by ectopic KNOX gene expression;
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the KNOX2 domain, which is critical for dimer formation and transactivation , is essential for the gener-

ation of abnormal phenotypes in transgenics; the HD domain, which is located in the C-terminal of the

KNOX protein, is involved in DNA binding and possibly in homodimer formation; and the ELK do-

main, which is located between the KNOX2 domain and the HD domain, is involved in nuclear localiza-

tion and transcriptional repression. The various studies have shown that KNOX proteins play important

roles in many biological processes such as plant growth and development. In this study, various apple

(Malus domestica) KONX genes were isolated using Zihong Fuji as plant material, and their domains,

evolutionary analysis, tissue expression, abiotic stress response and interaction with MdOFP proteins

were studied.【Methods】The total RNA was extracted from Zihong Fuji leaves using the CTAB meth-

od and the first strand cDNA was synthesized by PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit. The full-

length cDNA sequences of the MdKNOXs were isolated by RT- PCR method, the obtained cDNA se-

quences and the deduced amino acid sequences were analyzed with DNAMAN 6.0.3. The phylogenetic

tree was constructed using the MEGA 6.0 software to investigate the evolutional relationship between

MdKNOXs and other KNOX proteins from Arabidopsis and rice. The PlantCARE (https://bioinformat-

ics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) was used to annotate elements, and elements related to

growth, development, hormones, and stress were selected for location distribution mapping. The expres-

sion levels of the MdKNOXs were detected in 16 different tissues using array from NCBI GEO database.

The expression levels of the MdKNOXs were detected under 150 mmol · L- 1 NaCl and 300 mmol · L- 1

mannitol treatments using qRT- PCR method with BIO- RAD IQ5 Real- time PCR Detection Systems

(USA). The interaction between MdKNOX proteins and MdOFP proteins was detected by Y2H.【Re-

sults】Totally seven MdKNOX genes (designated as MdKNOX1, MdKNOX2, MdKNOX5, MdKNOX10,

MdKNOX13, MdKNOX16 and MdKNOX22; GenBank Accession No. MG021644- MG021650) were

isolated from Zihong Fuji leaves using RT-PCR method. The cDNAs of the MdKNOXs contained open

reading frame (ORF) of 1083, 867, 867, 1005, 990, 1062 and 1002 bp in length which encoded proteins

of 360, 288, 288, 333, 329, 353 and 332 amino acid residues with calculated molecular weight (MW) of

40.78, 32.89, 32.86, 37.72, 36.92, 40.21 and 37.67 kD and predicted isoeletric point (pI) of 5.15, 6.65,

6.78, 6.61, 5.20, 5.65 and 6.57, respectively. Conserved domain analysis showed that all the 7 Md-

KNOX protein contained MEINOX, HD and ELK domains. The Phylogenetic analyses revealed that

KNOX proteins were divided into three groups: KNOX Ⅰ group, KNOX Ⅱ group and KNOX M

group. The KNOX Ⅰ group was classed into STM-like subgroup, KNAT2/6-like subgroup and KNAT1/

BP-like subgroup. The KNOX Ⅱ group was classed into KNAT7-like subgroup and KANT3/4/5-like

subgroup. MdKNOX1 and MdKNOX19 belonged to KANT3/4/5-like subgroup. MdKNOX2 and Md-

KNOX5 belonged to KNAT7-like subgroup. MdKNOX10 and MdKNOX22 belonged to STM-like sub-

group. MdKNOX13, MdKNOX15 and MdKNOX16 belonged to KNAT2/6-like subgroup. The results

of cis acting elements showed that promoters of the MdKNOX genes contained multiple cis acting ele-

ments, including methyl jasmonate, salicylic acid, auxin, gibberellin, ethylene, abscisic acid, anaerobic

induction, wound, defense and stress, MYB binding site was involved in drought- inducibility, heat

stress, low-temperature and fungal elicitor responsive elements. The expression profiles of the 16 differ-

ent tissues of apple (GSE42873) were downloaded using the NCBI GEO database to detect the expres-

sion of the MdKNOXs in different tissues. The array results indicated that the MdKNOX genes were ex-

pressed at different levels in the detected tissues. Among these MdKNOX genes, the MdKNOX1, Md-

KNOX2 and MdKNOX5 were relatively highly expressed in the detected tissues; The MdKNOX10, Md-

KNOX13, MdKNOX16 and MdKNOX22 were relatively highly expressed in the leaf (M49), flower
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自从在玉米中发现 knotted1（kn1）基因以来，已

在多个植物中发现 KNOX（KNOTTED1 like homeo-

box）基因 [1]。 KNOX 转录因子属于 TALE（three

amino-acid loop extension）基因家族中的亚家族，在

植物中包含多个家族成员，其显著的特征是含有同

源异型盒结构域（homeodomain，HD），此外还含有

KNOX1、KNOX2 和 ELK 结构域 [2]。其中 HD 结构

域参与蛋白互作的形成和与 DNA 的结合 [3]。

KNOX1 和 KNOX2 结构域被称为 MEINOX 结构

域，对转基因植株表型的变化起到重要作用 [3]。

ELK结构域编码核定位信号，在与其他蛋白互作和

转录抑制过程中也起到一定作用 [3]。多项研究表

明，KNOX 蛋白能与 BLH 蛋白相互作用形成不同

组合的异质二聚体，某些异质二聚体还可与

MADS-box 或者 OVATE family proteins（OFP）转录

因子相互作用形成功能复合体，调控植物的生长和

发育过程 [4]。基于KNOX基因的序列相似性、结构

特征、系统进化关系以及表达模式，可将KNOX蛋

白分为 2个亚家族：Class Ⅰ（KNOX Ⅰ）和Class Ⅱ

（KNOX Ⅱ）[2，5-8]。进一步的研究表明，在蒺藜苜蓿

（Medicago truncatula L.）、番茄（Solanum lycopersi-

cum L.）和拟南芥（Arabidopsis thaliana L. Heynh.）

中鉴定到一个新的KNOX蛋白亚家族KNOXM，与

KNOX Ⅰ和KNOX Ⅱ亚家族不同的是其本身缺少

ELK和HD结构域 [9-11]。KNOX Ⅰ能够进一步分为

3 个亚组：STM- like、KNAT2/6- like 和 KNAT1/BP-

like，而 KNOX Ⅱ分为 2 个亚组：KNAT7- like 和

KANT3/4/5-like[1]。通过拟南芥突变体研究发现，

KNOX基因不仅调控植物细胞增殖和组织分化，还

参与调节细胞分裂素和赤霉素信号途径 [1，7，12]。拟

南芥KNOX Ⅰ亚组包含 4个基因：SHOOTMERIST-

MELESS（STM）以及 KNAT1/2/6。其中，STM 基因

在茎顶端分生组织（shoot apical meristem，SAM）早

期胚胎发生期间表达，对 SAM形成的起始起到重

要作用 [12]。KNAT1 和 KNAT6 在 SAM 功能的形成

和花序发育过程中扮演着重要角色 [13-14]。KNAT2

对花模型的调控起到重要作用 [15]。相比KNOX Ⅰ

的广泛研究，KNOX Ⅱ已知突变体缺乏表型，研究

相对较少，在拟南芥中发现 KNAT7 基因在调控次

级细胞壁合成转录网络中起到一定作用[16-17]。最近

研究表明，KNAT3/4/5这 3个基因与KNOX Ⅰ成员

起到相反的作用，功能冗余地促进结瘤器官的分

化[8]。此外，MtKNAT3/4/5-like基因参与共生根瘤的

发育，并可调节豆科植物根瘤细胞分裂素生物合

成[18]。在苹果（Malus domestica Borkh.）中发现Md-

KNOX15可通过调节赤霉素水平调控苹果株高和

开花 [19]。MdKNOX19 能够靶向 ABI5 调节 ABA 敏

感性和种子萌发[20]。

Jia等[21]通过对苹果基因组数据库序列比对，发

现苹果基因组中含有 22个MdKNOX基因。去除已

克隆的MdKNOX15和MdKNOX19基因，笔者获得了

7个苹果MdKNOX基因，进一步对它们进行了生物

信息学、组织器官表达、盐和渗透胁迫表达以及蛋白

相互作用分析，为苹果KNOX转录因子在生长、发

育和逆境下生物学功能的解析、调控网络的构建提

供了强有力的理论基础和参考。

(M49) and fruit (M20-100DAM and M20-harvest). RT-qPCR results showed that the transcription level

of the MdKNOX13 was induced, while the transcription level of the MdKNOX1, MdKNOX2 and Md-

KNOX5 were down-regulated under the salt stress; the transcription level of the MdKNOX2 was down-

regulated under the osmotic stress. Y2H experiment showed that MdKNOX1 and MdKNOX22 proteins

interacted with MdOFP6 protein, MdKNOX5 protein interacted with MdOFP1, MdOFP4, MdOFP14

and MdOFP16 proteins, and HD domain of MdKNOX5 protein was essential for its interaction with

MdOFP1, MdOFP4, MdOFP14 and MdOFP16 proteins.【Conclusion】Seven MdKNOX genes were iso-

lated and constitutively expressed in all examined tissues, and they showed different expression patterns

under salt or mannitol treatment. In addition, MdKNOX1, MdKNOX5 and MdKNOX22 could interact

with multiple MdOFP proteins. These results would provide a strong theoretical basis and a valuable ref-

erence for analysis of the biological functions of the MdKNOX transcription factors in apple growth, de-

velopment and stress and also for construction of regulatory networks.

Key words: Apple; KNOX transcription factor; Gene clone; Expression analysis; Protein interaction
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1 材料和方法

1.1 植物材料与处理方法

盐和渗透胁迫表达分析供试材料为嘎拉组培

苗。嘎拉组培苗培养条件和处理方法参照李慧峰

等[22]的文献描述进行操作。将嘎拉组培苗放在液氮

中速冻以备提取RNA。

1.2 MdKNOX基因克隆

MdKNOX基因克隆所采用的模板为完全展开

的紫弘富士苹果叶片，采用改良热硼酸法进行RNA

的提取。嘎拉组培苗RNA的提取采用QIAGEN公

司的RNA提取试剂盒RNeasy Plant Mini Kit（货号：

74903）。cDNA的合成采用 TaRaKa公司的反转录

试剂盒 PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit

（货号：6110A）。依据苹果MdKNOX核苷酸序列使

用Primer 3在线软件（https://primer3.ut.ee/）设计Md-

KNOX 基因特异性引物（表 1）进行 RT-PCR 扩增。

PCR 反应条件参照 Dong 等 [23]文献描述进行操作。

对PCR反应液进行胶回收后，将目的基因克隆片段

导入到 pMD18-T 克隆载体上转化 Escherichia coli

表 1 载体构建和 PCR 所用引物

Table 1 Primers for vector construction and PCR

基因名称

Gene name

全长编码框扩增Complete ORF amplification

MdKNOX1

MdKNOX2

MdKNOX5

MdKNOX10

MdKNOX13

MdKNOX16

MdKNOX22

RT-qPCR

MdKNOX1

MdKNOX2

MdKNOX5

MdKNOX10

MdKNOX13

MdKNOX16

MdKNOX22

Y2H-pGBT9

MdOFP1

MdOFP4

MdOFP5

MdOFP6

MdOFP11

MdOFP13

MdOFP14

MdOFP16

MdOFP19

MdOFP20

Y2H-pGAD424

MdKNOX1

MdKNOX5

MdKNOX22

MdKNOX5△HD

MdKNOX10△MEINOX

上游引物（5’-3’）
Forward primer sequence (5’-3’)

ATGGCGTTTCATCACCAGCAGCAG

ATGCAAGAATCCGGGTTGGGGAT

ATGCAAGAATCCGGGTTGGGGAT

ATGGAAGGAGGAAGTAGTCGCAA

ATGGAGGATTTTCACAGGATGAA

ATGGAGGAAATATACAGATTGCA

ATGGAAGGAGGAATCAGTCGTAA

TCTTGACTCAAAAGCCGCTT

AGTCCCACTCTCAAACCACA

ACCCATCCCTCAGAATTTCCA

ACCCAGAAGTGCTTAGACAGA

CGGGAAAGAAAGTAAAGTCTGGT

GGGACACAGGGTTTCAATCG

TGGAAGGAGGAATCAGTCGT

GCCGGAATTCCCGGGGATCCGTATGCAAAACACA

GCCGGAATTCCCGGGGATCCGTATGAAGTTGCCT

GCCGGAATTCCCGGGGATCCGTATGGGCAAGAAA

GCCGGAATTCCCGGGGATCCGTATGGGGAAGAAA

GCCGGAATTCCCGGGGATCCGTATGGGAAACCAC

GCCGGAATTCCCGGGGATCCGTATGCCTACAACA

GCCGGAATTCCCGGGGATCCGTATGGGGAATTAC

GCCGGAATTCCCGGGGATCCGTATGGAAAACCGA

GCCGGAATTCCCGGGGATCCGTATGTCTTCATCC

GCCGGAATTCCCGGGGATCCGTATGTCTTCTTCC

AGATCGAATTCCCGGGGATCCGTATGGCGTTTCAT

AGATCGAATTCCCGGGGATCCGTATGCAAGAATCC

AGATCGAATTCCCGGGGATCCGTATGGAAGGAGGA

AGATCGAATTCCCGGGGATCCGTATGCAAGAATCC

AGATCGAATTCCCGGGGATCCGTATGCAGATGGAT

下游引物（5’-3’）
Reverse primer sequence (5’-3’)

TCACCTCTTGCGTTTGCTCTTGA

CTATCTTTTGCGCTTGGACTTTAA

CTATCTTTTGCGCTTGGACTTTAA

TCAAAGGAGAGTAGATGTGCAAT

TCACATATCATCGTGAATATTT

TCATTCATCTGTAAAGAATGGTC

TTACAGCCGAGTAGATGAACAATC

CTGCTGCTGGTGATGAAACG

TGCATTTCTAGACGACCCGA

GAGGGTGTGTGGCTATCTCA

TCTGAATTCATTAGGGCAGCAG

AGTGAGAGTGCAAGTGTGAGA

GATGGTGGTGATTGTGCTCC

TCAAAGGTAGGGAAAGAAACTGC

TTAGCTTGGCTGCAGGTCGACTCAATGCGGGCGGCG

TTAGCTTGGCTGCAGGTCGACCTAAGACATTGTGAT

TTAGCTTGGCTGCAGGTCGACTTAGTCGTCCTCGTC

TTAGCTTGGCTGCAGGTCGACTTATTTAATCTGGTC

TTAGCTTGGCTGCAGGTCGACTTACTTGGACCCAAT

TTAGCTTGGCTGCAGGTCGACCTAGTAGTCACGTGA

TTAGCTTGGCTGCAGGTCGACCATTTTGATGTGTGC

TTAGCTTGGCTGCAGGTCGACTCAAGATCCCCAGTT

TTAGCTTGGCTGCAGGTCGACTCACATGATCATCGG

TTAGCTTGGCTGCAGGTCGACTCATATGATCATCGG

CATAGATCTCTGCAGGTCGACTCACCTCTTGCGTTT

CATAGATCTCTGCAGGTCGACCTATCTTTTGCGCTT

CATAGATCTCTGCAGGTCGACTTACAGCCGAGTAGA

CATAGATCTCTGCAGGTCGACCTAGTCATCCTCATC

CATAGATCTCTGCAGGTCGACCTATCTTTTGCGCTT
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表 2 MdKNOX 基因的基本信息

Table 2 Basic information of MdKNOX genes in apple

基因名称

Gene name

MdKNOX1

MdKNOX2

MdKNOX5

MdKNOX10

MdKNOX13

MdKNOX16

MdKNOX22

GenBank 登录号

GenBank accession

MG021650

MG021649

MG021648

MG021644

MG021646

MG021647

MG021645

基因 ID
Gene ID

MD02G1012900

MD04G1069700

MD06G1071100

MD09G1112500

MD12G1205700

MD16G1097200

MD17G1102600

染色体定位

Chromosome location

chr02: 821 928~824 755

chr04: 9 546 486~9 554 585

chr06: 17 203 340~17 208 257

chr09: 8 548 509~8 551 109

chr12: 28 623 114~28 626 178

chr16: 6 783 533~6 790 006

chr17: 8 723 668~8 726 679

开放阅读框长度

ORF length/bp

1083

867

867

1005

990

1062

1002

分子质量

Molecular weight/ku

40.781

32.887

32.855

37.716

36.921

40.205

37.666

等电点

pI

5.153

6.650

6.775

6.606

5.196

5.650

6.565
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DH5α感受态细胞，涂板后筛选阳性克隆，把摇菌送

到公司进行测序。

1.3 苹果KNOX转录因子蛋白序列、进化关系和顺

式作用元件分析

使用苹果、拟南芥和水稻全长KNOX氨基酸序

列，采用 MEGA 6 软件（http://www.megasoftware.

net）进行进化树分析。软件具体参数：NJ方法、pair-

wise deletion、Poission correction 和 bootstrap（1000

repeat）[24]。利用序列分析软件DNAMAN 6.0.3.99分

析苹果KNOX全长蛋白序列。MdKNOX基因启动子

上含有的顺式作用元件利用PlantCARE网站（http://

bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/）

进行分析。

1.4 MdKNOX的表达分析

根据NCBI网站中GEO数据库GSE42873生成

苹果MdKNOX组织器官表达数据。该转录谱（Ar-

ray）包含 10个不同苹果基因型的 16个器官组织数

据。通过TIGR MeV v4.8.1软件进行表达热图的绘

制。MdKNOX基因在盐和渗透胁迫下的表达分析

采用实时荧光定量PCR（RT-qPCR）进行检测，使用

MdMDH基因作为苹果内参基因，相对表达水平结

果采用 2–ΔΔCT法进行计算[25]。RT-qPCR反应体系和

程序参照李慧峰等 [22]的文献描述进行操作。Md-

KNOX基因的荧光定量引物见表1。

1.5 酵母双杂交（Y2H）实验

Y2H方法参照Clontech公司公布的方法进行操

作。将MdKNOX1、MdKNOX5和MdKNOX22全长编

码框、MdKNOX5 删除 MEINOX 结构域片段和 Md-

KNOX5 删除 HD 结构域片段插入到 pGAD424

（GAL4 activation domain，AD）捕 获 载 体 中 ；将

MdOFP1/4/5/6/11/13/14/16/19/20全长编码框克隆到

pGBT9（GAL4 DNA-binding domain，BD）诱饵载体

中[26]。将不同融合载体以AD和BT配对形式分别转

化酵母菌株Y2HGold，然后涂布在二缺培养基SD/-

Trp/-Leu和四缺培养基SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade+X-α-

Gal中进行培养，通过观察菌体是否变蓝判断蛋白

是否存在相互作用。采用 pGBT9-MdOFP 和 pG-

BT9-MdWKRY52融合载体与pGAD424空载体质粒

共转化的酵母菌作为阴性对照；采用 pGBT9-Md-

WRKY52和 pGAD424-MdVQ10融合载体共转化的

酵母菌作为阳性对照[23]。

1.6 数据分析

MdKNOX 基因在盐和渗透胁迫处理下的表达

水平采用 IBM SPSS Statistics v.20 软件中 One-way

ANOVA 方法及 Duncan 检验（p＜0.05）进行差异显

著性分析。

2 结果与分析

2.1 苹果MdKNOX基因的克隆

使用紫弘富士叶片的 cDNA 作为 PCR 反应模

板，进行RT-PCR扩增。测序结果显示，7个苹果Md-

KNOX基因克隆成功。根据前人对MdKNOX基因家

族鉴定的研究结果，对 7个苹果MdKNOX基因进行

命名，各个基因的GenBank登录号、基因组 ID号、染

色体定位、开放阅读框、分子质量以及等电点信息详

见表 2。DNAMAN 软件分析结果显示，7 个 Md-

KNOX转录因子含有典型的KNOX1、KNOX2、ELK

和HD结构域（图1）。

2.2 苹果KNOX转录因子的进化分析

利用进化树分析软件MEGA6对 9个苹果Md-

KNOX（7 个本文克隆的 MdKNOX、MdKNOX15 和

MdKNOX19）、9个拟南芥KNOX和 11个水稻（Ory-

za sativa L.）KNOX 全长蛋白序列进行进化分析。

图2结果显示，KNOX成员被清楚地分为3个亚家族
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（KNOX Ⅰ、KNOX Ⅱ和KNOX M），其中KNOX Ⅰ

中可进一步分为 3个亚组（STM-like、KNAT2/6-like

和 KNAT1/BP- like），KNOX Ⅱ 分 为 2 个 亚 组

（KNAT7-like和KANT3/4/5-like）。STM-like亚组中

包含 MdKNOX10 和 MdKNOX22；KNAT2/6- like 亚

组 中 包 含 MdKNOX13、MdKNOX15 和 Md-

KNOX16；KNAT7- like 亚组中包含 MdKNOX2 和

MdKNOX5；KNAT3/4/5-like亚组中包含MdKNOX1

和MdKNOX19。

2.3 苹果MdKNOX启动子序列分析

下载已克隆MdKNOX基因翻译起始位点上游

1500 bp序列，获得了7个MdKNOX基因的启动子序

列。通过PlantCARE数据库分析启动子序列上的顺

式作用元件，除了光响应元件，还有多个逆境和激素

响应元件（图3）。在7个MdKNOX基因的启动子上

总共存在13种不同类型的顺式作用元件，分别是对

响应逆境的低氧、低温、热、干旱、机械创伤、病原菌

和激素响应的茉莉酸甲酯、水杨酸、生长素、赤霉素、

乙烯和ABA等顺式作用元件（图 3）。这些结果表

明，MdKNOX启动子上的顺式作用元件可能在苹果

生长和发育以及逆境胁迫响应中起到重要的作用。

2.4 苹果MdKNOX基因的表达分析

利用NCBI网站的GEO数据库下载苹果 16个

不同组织的转录谱（GSE42873），检测 MdKNOX 在

不同组织中的表达情况（图 4）。结果显示，Md-

不同颜色字体代表相同或相似氨基酸残基。KNOX1、KNOX2、ELK 和 HD 保守结构域使用上划线标出。

Different color-boxed letters represent identical or similar residues. The conserved KNOX1, KNOX2, ELK and HD domains have been underlined.

图 1 苹果 MdKNOX 氨基酸序列同源性比对

Fig. 1 Homology comparison of the deduced amino acid sequence alignment of cloned MdKNOX proteins
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利用 29 个苹果、拟南芥和水稻 KNOX 蛋白全长序列，使用

MEGA 6 软件构建进化树。

The phylogenetic tree was constructed with MEGA 6 software using

full-length amino acid sequences from the 29 KNOX proteins of apple,

Arabidopsis and rice.

图 2 苹果、拟南芥和水稻 KNOX 蛋白的进化分析

Fig. 2 Phylogenetic relationship of KNOX proteins in

apple, Arabidopsis and rice
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KNOX基因在被检测的组织中均有表达。其中，Md-

KNOX1、MdKNOX2 和 MdKNOX5 在被检测的组织

中有相对较高的表达水平；在叶_M49（Leaf M49）、

花_M74（Flower M74）、果实_M20花后 100 d [Fruit

M20（100DAM）] 和果实 _M20 收获期 [Fruit M20

（harvest）]组织中，MdKNOX10 、MdKNOX13、Md-

KNOX16 和 MdKNOX22 基因有相对较高的表达水

平（图4）。

进一步利用荧光实时定量PCR分析盐和甘露醇

处理下嘎拉组培苗中MdKNOX基因的表达情况，结

果显示，在正常条件下，MdKNOX的相对表达水平无

明显变化（图5-A）；在NaCl处理条件下，MdKNOX13

与对照相比，相对表达水平升高，在处理48 h后相对

表达水平达到对照的1.96倍，MdKNOX1、MdKNOX2
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图 3 7 个 MdKNOX 基因启动子顺式作用元件分析

Fig. 3 The cis-acting elements of 7 promoters in MdKNOX genes

图 4 MdKNOX 基因在苹果不同组织中的表达模式

Fig. 4 Expression profiles of MdKNOX genes in various tissues
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300 mmol·L-1甘露醇 300 mmol·L-1 mannitol

150 mmol·L-1 NaCl

和 MdKNOX5 的相对表达量与对照相比下降，Md-

KNOX1在处理 24 h后相对表达水平为对照的 0.28

倍；MdKNOX2和MdKNOX5在处理 48 h后，相对表

达水平分别是对照的0.32和0.29倍（图5-B）；在甘露

醇处理条件下，MdKNOX2与对照相比，表达水平降

低，在48 h时为对照的0.47倍（图5-C）。

2.5 MdKNOX蛋白与MdOFP蛋白相互作用

笔者前期研究发现苹果基因组中存在 26 个

MdOFP 基因家族成员，并且成功克隆了 10 个

MdOFP 基因（MdOFP1/4/5/6/11/13/14/16/19/20）[26]。

本研究利用酵母双杂交试验，检测了MdKNOX蛋

白与这 10 个 MdOFP 蛋白的相互作用情况。3 个

MdKNOX 全长 cDNA 序列也融合到 AD 捕获载体

上，同时10个MdOFP全长 cDNA序列融合到BD诱

饵载体中 [26]。将AD-MdKNOX和BD-MdOFP融合

载体共转化到酵母细胞，通过观察β-galactosidase活

性来测试LacZ报告基因的表达。如图6-A所示，作

为阴性对照，10 个 BD-MdOFP 融合诱饵载体与空

AD捕获载体在四缺培养基上不变蓝，说明这 10个

MdOFP蛋白没有转录自激活活性。MdKNOX1和

MdKNOX22 蛋白能与 MdOFP6 蛋白相互作用，

MdKNOX5蛋白能与MdOFP1、MdOFP4、MdOFP14

和 MdOFP16 蛋白相互作用（图 6-A）。为了检测

MdKNOX 蛋白哪一段区域对于 MdOFP 蛋白相互

作用是必需的，构建了 MdKNOX10 删除 MEINOX

结构域捕获载体（AD-MdKNOX10△MEINOX）和

MdKNOX10 删除 HD 结构域捕获载体（AD-Md-

KNOX10△HD）（图 6-B）。如图 6-C 所示，作为阳

性对照，MdVQ10 蛋白和 MdWRKY52 蛋白相互作

用变蓝 [23]。 MdKNOX5 △ MEINOX 与 MdOFP1、

MdOFP4、MdOFP14 和 MdOFP16 蛋白相互作用，而

MdKNOX5△HD与这些蛋白失去相互作用能力，说

0 h 24 h 48 h

数据以（平均值± SD）表示，*表示差异显著（p＜0.05）。

The data were expressed as (mean ± SD), * indicates the difference was significant (p＜0.05).

图 5 MdKNOX 基因在正常生长（A）、盐处理（B）和甘露醇处理下（C）的表达模式

Fig. 5 Expression analysis of MdKNOX genes under normal growth (A), salt (B) and mannitol (C) treatments
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明 MdKNOX5 与 MdOFP1、MdOFP4、MdOFP14 和

MdOFP16相互作用，HD区域是互作必需的。

3 讨 论

根据植物KNOX蛋白的高度保守结构域和苹

果基因组数据库公布的数据，Jia等[22]对苹果KNOX

基因进行了基因组范围内的家族鉴定，筛选出了22

个 MdKNOX 基 因 ，随 后 对 MdKNOX15 和 Md-

KNOX19转录因子进行了功能鉴定[19-20]。本研究根据

前人研究结果，克隆了7个MdKNOX基因，对结构域、

进化分类和启动子顺式作用元件进行了分析，检测了

组织器官表达、非生物胁迫应答以及与MdOFP蛋白互

作模式，表明这些MdKNOX基因在苹果调控生长、发

育以及应对非生物胁迫过程中起到不同的作用。

研究表明，KNOX蛋白能够与BLH形成异质二

聚体或者与OFP转录因子相互作用或者它们3者形

成功能复合体参与调控植物生长和发育 [12,16,27]。例

如，KANT3与BLH1形成异质二聚体，AtOFP5介导

它们活性的抑制参与到胚囊的正常发育以及细胞命

运的决定[28]；KNAT7与OFP4相互作用，增强KNAT7

的转录抑制活性调控次生细胞壁的形成[29]。此外，

KNAT7蛋白还可与BLH6蛋白相互作用，通过抑制

homeodomain-leucine zipper transcription factor REV-

OLUTA/INTERFASCICULAR FIBERLESS1 （REV/

IFL1）的表达，进而调控次生细胞壁的形成[16]。进一

步研究表明，KNAT7- BLH6 异质二聚体还可与

AtOFP1和AtOFP4相互作用形成功能复合体，参与

到次生细胞壁的形成 [30]；水稻 OsKNAT7 可与 Os-

OFP2、BLH6-like和BLH-like2相互作用调控维管发

育 [31]。水稻 KNOX 蛋白 OSH15 与 BEL-like home-
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A. AD-MdKNOX 融合捕获载体与 BD-MdOFP 融合诱饵载体共转化酵母细胞。酵母细胞在缺乏 Leu-Trp-His-Ade 四缺培养基外加 x-α-gal

上正常生长变蓝代表存在相互作用。空 AD 捕获载体加 BD-MdOFP 融合诱饵载体作为阴性对照；B. 分离 MdKNOX5 不同片段用于酵母双

杂交实验；C. AD-MdKNOX 片段融合捕获载体与 BD-MdOFP 融合诱饵载体互作分析。空 AD 捕获载体加 BD-MdWRKY52 融合诱饵载体

作为阴性对照。AD-MdVQ10 捕获载体加 BD-MdWRKY52 融合诱饵载体作为阳性对照。

A. The AD-MdKNOX fusion prey vectors were co-transformed with the BD-MdOFP fusion bait vectors into yeast cells. Postive interactions were

indicated by the ability of cells to grow on synthetic dropout medium additive x-α-gal and lacking Leu, Trp, His and Ade. The empty AD prey vector

plus BD-MdOFP fusion bait vectors were used as negative controls; B. Names and Locations of MdKNOX5 fragments cloned separately and used for

Y2H; C. The fragments of AD-MdKNOX5 interacted with BD-MdOFP1/4/14/16. The empty AD prey vector plus BD-MdWRKY52 fusion bait vec-

tors were used as negative controls. The AD-MdVQ10 plus BD-MdWRKY52 was used as positive control.

图 6 MdKNOX 蛋白和 MdOFP 蛋白在酵母细胞中的互作分析

Fig. 6 Interactions of MdKNOX proteins with MdOFP proteins in yeast cells

AD-

MdKNOX22

MdKNOX5

MdKNOX1
Empty
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odomain蛋白 SH5相互作用形成二聚体，通过抑制

木质素生物合成基因改善落粒性[32]；玉米（Zea mays

L.）KNOTTED1与BLH12和BLH14相互作用，在茎

中的脉管和节间结构中起到重要作用 [27]。此外，

KNAT7可与MYB75相互作用在茎和种皮中对细胞

壁的形成起到重要的调控作用[33-34]。在本文中，通过

酵母双杂交实验，发现 MdKNOX1 和 MdKNOX22

蛋白能与MdOFP6蛋白相互作用，MdKNOX5蛋白

能与多个MdOFP蛋白相互作用。MdKNOX蛋白与

MdOFP之间的这种不同的相互作用可能影响到苹

果可能的BLH-KNOX异质二聚体的活性，从而改变

它们所调控靶基因的表达水平，进而调控苹果的生

长和发育，但还需进一步的试验来分析这种潜在的

相关分子机制。

尽管KNOX蛋白能够调控植物生长和发育等

多个方面，但其对非生物和生物胁迫的响应机制还

研究甚少。最近研究表明，在干旱、盐和冷处理条件

下，鹰嘴豆（Cicer arietinum Linn.）根和茎中部分

KNOX基因响应胁迫处理应答[35]。在干旱处理下，

大豆少数KNOX基因受胁迫响应；在病原菌侵染下，

大豆 KNOX 基因 Glyma17g14180、Glyma04g06810、

Glyma09g01000 和 Glyma14gg37550 受到不同的响

应 [35]。在本文中，MdKNOX13 受盐胁迫诱导；Md-

KNOX1、MdKNOX2 和 MdKNOX5 受盐胁迫下调；

MdKNOX2受甘露醇胁迫下调，并且这些MdKNOX

基因启动子上含有多个逆境胁迫顺式作用元件，表

明MdKNOX蛋白可能在应对苹果非生物胁迫中起

到一定的作用。相信随着关于KNOX基因研究的深

入，其在非生物胁迫中作用和机制也会日益清晰。

4 结 论

本研究克隆获得了苹果中 7个MdKNOX基因，

发现均含有保守的KNOX1、KNOX2、ELK和HD结

构域。通过进化分析表明 7个MdKNOX转录因子

分别属于KNOX Ⅰ亚组和KNOX Ⅱ亚组。Array结

果发现，MdKNOX基因在16个组织中均有不同的表

达水平。RT-qPCR结果表明，MdKNOX13的相对表

达水平受到盐胁迫诱导，而 MdKNOX1、MdKNOX2

和MdKNOX5的相对表达水平下调；MdKNOX2的转

录水平在渗透胁迫处理下下调表达。酵母双杂交分

析表明，MdKNOX蛋白能够与多个MdOFP蛋白相

互作用，且HD区域是互作必需的。这些结果为苹

果KNOX转录因子在生长、发育和逆境下生物学功

能的解析、调控网络的构建提供了强有力的理论基

础和参考。
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