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本氏烟分泌型腺毛调控基因NbJAZ3、其表达

载体及应用

(57)摘要

本发明公开了本氏烟分泌型腺毛调控基因

NbJAZ3、其表达载体及应用，旨在解决当前对于

烟草分泌型腺毛发生机制不明且缺乏有效的调

控手段的技术问题。本发明鉴定出一个可调控分

泌型腺毛发生的基因NbJAZ3，构建了该基因的过

表达载体和沉默载体，并分别转化获得对应的过

表达株系和基因沉默株系；经表型和生理特征鉴

定、检测表明，NbJAZ3基因能够负调控烟草分泌

型腺毛的发生，其在调控腺毛发生密度、定向改

良腺毛类型等方面具有着重要的应用价值。
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1.一种本氏烟分泌型腺毛调控基因NbJAZ3，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO.1所示。

2.权利要求1所述本氏烟分泌型腺毛调控基因NbJAZ3的表达产物，其氨基酸序列如SEQ 

ID  NO.2所示。

3.一种表达载体，含有权利要求1所述的本氏烟分泌型腺毛调控基因NbJAZ3或其片段。

4.根据权利要求3所述的表达载体，其特征在于，其为用于植物遗传转化的过表达载体

pCAMIA2300‑NbJAZ3‑OE或基因沉默载体NbJAZ3‑RNAi。

5.一种重组质粒，含有CaMV35S启动子和权利要求1所述的本氏烟分泌型腺毛调控基因

NbJAZ3或其片段。

6.权利要求1所述本氏烟分泌型腺毛调控基因NbJAZ3、权利要求2所述表达产物、权利

要求3所述表达载体或权利要求5所述重组质粒在植物遗传转化或调控植物分泌型腺毛的

发生/发育中的应用。

7.根据权利要求6所述的应用，其特征在于，包括以下步骤：

（1）克隆本氏烟分泌型腺毛调控基因NbJAZ3，并插入CaMV35S启动子，构建过表达载体；

（2）将过表达载体转化受体植物并培育，获得分泌型腺毛密度降低的植物材料。

8.根据权利要求6所述的应用，其特征在于，包括以下步骤：

（1）基于本氏烟分泌型腺毛调控基因NbJAZ3序列中特异性片段，构建基因沉默载体；

（2）将其转化受体植物并培育，获得分泌型腺毛密度稳定的植物材料。

9.根据权利要求8所述的应用，其特征在于，在所述步骤（1）中，特异性片段为第105 

bp‑428  bp。

10.根据权利要求6所述的应用，其特征在于，包括以下步骤：

对生长四周的烟草幼嫩叶片每隔3  d喷施1 μM茉莉酸甲酯，喷施3～5次，以缓解或降低

NbJAZ3对分泌型腺毛发生的抑制作用，进而增加长柄分泌型腺毛的数量或密度。
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本氏烟分泌型腺毛调控基因NbJAZ3、其表达载体及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及分子生物学技术领域，具体涉及一种本氏烟分泌型腺毛调控基因

NbJAZ3、其表达载体及应用。

背景技术

[0002] 表皮毛是植物表面的一种特化结构。根据表皮毛是否有无分支，可分为分支表皮

毛和非分支表皮毛；根据腺体是否有无，可分为腺体表皮毛和非腺体表皮毛；根据无分泌能

力存在与否，可分为分泌型和非分泌型；根据表皮毛的细胞数量，分为单细胞和多细胞表皮

毛。植物表皮毛具有极其重要的作用，植物在其生长和发育过程中会受到许多不同类型的

生物和非生物胁迫，植物表皮毛位于植物的表皮层和外部环境之间，增加植物表皮厚度，不

仅为植物提供了天然的物理屏障，它还有效地减轻了有害生物的损害以及冰冻和紫外线对

植物自身造成的损害和机械损伤，维持植物细胞离子稳态，减少植物的水分流失和热量损

耗；另外，一些表皮毛可以分泌多种次生代谢物质，并与表皮上的气孔、角质和蜡质等共同

发挥保护作用。例如，表皮毛还可以通过分泌驱虫剂、生物碱或有毒物质来防止生物损害，

保护植物免受食草动物、昆虫和病原菌感染。

[0003] 拟南芥作为常见的模式植物，其表皮毛通常是由一个细胞组成，是典型的单细胞

结构。单细胞表皮毛的生长发育主要受WD40‑bHLH‑MYB复合体控制。然而，大多数陆生植物

产生的是多细胞表皮毛，例如，烟草、棉花、番茄、金鱼草和矮牵牛等。研究表明，多细胞表皮

毛生长发育的分子调控机制与单细胞表皮毛不相同。

[0004] 茉莉酸（Jasmonic  acid，JA）参与调控植物营养生长过程，组织分化发育，植株衰

老和多种防御反应。其中，外源茉莉酸作为腺毛分化与发育过程中重要的调控因子。JAZ

（Jasmonate  ZIM‑domain）是一种植物特有的转录因子，在JA信号中作为重要的转录抑制

子。JAZ蛋白包含一个TIFY家族特有的TIFY保守结构域：TIF[F/Y]XG，其C端还有一个保守的

Jas结构域：S‑L‑X（2）‑F‑X（2）‑K‑R‑X（2）‑R。大量研究表明，在植物正常生长时，JAZ蛋白与

下游转录因子bHLHs，MYBs，HDs等结合，抑制其转录活性。当JAZ蛋白被SCFCOI1复合体介导的

泛素/26S蛋白酶体途径降解后，下游相关基因被释放，促进植株生长发育等过程。例如，JAZ

蛋白能够与MYB21和MYB24互作抑制它们的转录活性从而调控雄蕊的发育；JAZ蛋白能与

TT8、GL3、EGL3、MYB75和GL1互作并削弱它们的转录活性，从而抑制表皮毛的发生和花青素

的积累；JAZ4、JAZ8通过与WRKY57转录因子互作调控JA诱导的叶片衰老；JAZ蛋白能与TOE1

和TOE2互作从而调控植物开花时间；JAZ通过与HD转录因子互作调控JA诱导的腺毛发生。

[0005] JAZ蛋白调控拟南芥单细胞表皮毛发育的分子机制较清晰，其具体调控模式为，当

植物体内的JA处于低水平时，JAZ蛋白能与MYB类的转录因子GL1/MYB75、bHLH类的转录因子

GL3/EGL3结合，从而抑制MYB‑bHLH‑TTG1复合体的活性，使依赖于JA的表皮毛发生受到抑

制；但是当植物体内JA水平升高时，会促使COI1受体与JAZ蛋白结合并使JAZ蛋白被SCFCOI1

复合体泛素化，进而被26S蛋白酶体所降解，使原本受JAZ蛋白抑制的MYB‑bHLH‑TTG1复合体

被释放出来并恢复其转录活性，激活下游参与表皮毛发育调控的基因的表达，最终促进拟
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南芥单细胞表皮毛的发生；另外，棉花GhJAZ2通过抑制GhMYB25‑Like、GhGL1、GhMYC2、

GhWD40和GhJI1负调控棉花单细胞表皮毛的发育，这与拟南芥表皮毛发育的调控机制相似。

[0006] 烟草腺毛分泌物是烟叶香气成分的重要前体物，而烟草腺毛的类型和结构、腺毛

发育、腺毛的密度变化等都会影响到分泌物的产生和组成，因此烟草腺毛基因调控研究在

烟草栽培学研究上具有重要的现实意义。但当前关于JAZ蛋白调控多细胞腺毛发育的研究

较少（如青蒿AaJAZ与一个新的转录因子AaHD1共同参与调控青蒿多细胞腺毛的发育；番茄

JAZ2过量表达后参与调控表皮毛发生的关键基因的表达量显著下调，叶面多细胞腺毛的数

量显著减少，但其具体调控机制还不清楚），而关于烟草的此类研究尚未见相关报道。

发明内容

[0007] 本发明目的在于提供一种本氏烟分泌型腺毛调控基因NbJAZ3，并利用其构建相应

的表达载体、转化植物，以期解决当前对于烟草分泌型腺毛发生机制不明及缺乏有效的调

控手段的技术问题，进而达到对烟草腺毛类型的定向改良和/或对腺毛发生密度进行调节

的目的。

[0008] 为解决上述技术问题，本发明采用如下技术方案：

本发明研究从本氏烟基因组中鉴定出10个JAZ基因，并对这10个基因进行了进化

树和共线性分析，分别命名为NbJAZ1‑NbJAZ10，并完成NbJAZ基因家族的生物信息学分析。

本发明首次克隆到NbJAZ3基因，分别利用组织表达分析、亚细胞定位和转基因植株构建等

方法明确NbJAZ3负调控烟草分泌型腺毛的发生的功能，为多细胞分泌型腺毛的发生提供重

要的理论基础。

[0009] 本发明首次构建了过量表达载体pCAMIA2300‑NbJAZ3‑OE和基因沉默载体NbJAZ3‑

RNAi，并通过叶盘转化法将其导入本氏烟；研究了过量表达株系、基因沉默株系和野生型对

照株系的腺毛密度。

[0010] 所述本氏烟分泌型腺毛发生负调控基因NbJAZ3能明显降低烟草腺毛的密度。研究

结果表明，NbJAZ3在腺毛中大量表达，并受MeJA诱导后上调表达。亚细胞定位分析发现该基

因定位于细胞核和细胞膜。NbJAZ3过量表达株系的分泌型腺毛密度显著降低，腺毛发生相

关基因NbCycB2和NbMIXTA2的表达水平均显著降低，而基因沉默株系的腺毛密度没有明显

改变，NbCycB2和NbMIXTA2基因的表达水平也没有显著变化。

[0011] 本发明研究运用酵母双杂交、双分子荧光互补、双荧光素酶报告系统等试验验证

了NbJAZ3与NbWo存在体内体外蛋白互作关系，并得到一个新的JA介导的调控分泌型腺毛发

生的分子模型NbJAZ3‑NbWo‑NbCycB2。

[0012] 与现有技术相比，本发明的主要有益技术效果在于：

1.  本发明筛选、鉴定出了本氏烟分泌型腺毛调控基因NbJAZ3，基于其过表达和基

因沉默株系的表型和生理特征鉴定、检测研究表明，其能够负调控烟草分泌型腺毛的发生，

具体而言，其在调控腺毛发生密度、定向改良腺毛类型等方面具有重要的应用价值。

[0013] 2.  本发明有利于进一步研究揭示烟草分泌型腺毛的分子调控机制，并在烟草生

产中加以利用。
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附图说明

[0014] 图1为本氏烟腺毛负调控基因NbJAZ3的编码区序列图。

[0015] 图2为本氏烟NbJAZs进化树和组织表达热图分析图谱；其中，A图为采用邻接法进

行NbJAZs进化树分析；B图为10个NbJAZs在子叶、幼叶、成熟叶片、腺毛、茎、去毛茎和根系中

的表达热图分析，其中，NbJAZ3在腺毛中大量表达；RT‑PCR结果采用2‑ΔΔCT分析法；L25和

NbEF作为内参基因；子叶的表达水平最低，设置为1；采用单因素ANOVA的Fisher’  LSD法进

行显著性差异分析，**：P<0.01，*：0.05<P<0.01。

[0016] 图3为本发明NbJAZ3在不同浓度外源MeJA处理后的表达热图分析图谱；以MS培养

基上生长的无菌苗为阴性对照，分别采用Mock（0.8%乙醇）、20、50、100和200 μΜ  MeJA处理

本氏烟叶片24  h后分析NbJAZ3的表达水平。RT‑PCR结果采用2‑ΔΔCT分析法；L25和NbEF作为

内参基因；采用单因素ANOVA的Fisher’  LSD法进行显著性差异分析，**：P<0.01，*：0.05<P<

0.01。

[0017] 图4为本发明NbJAZ3亚细胞定位结果图谱；其中，A图为NbJAZ3定位于烟草细胞核

和细胞膜；绿色荧光信号（GFP）在509nm波长处进行收集；B图为亚细胞定位载体pCXDG‑GFP‑

NbJAZ3和细胞核定位序列载体共表达转化烟草细胞的结果，表示了NbJAZ3确实定位于细胞

核；红色荧光信号（RFP）在532nm波长处进行收集。

[0018] 图5为本发明NbJAZ3启动子活性分析图谱；其中，A图为pCXGUS‑P‑GUS‑NbJAZ3载体

构建示意图；B‑G图分别为NbJAZ3启动子瞬时表达后烟草不同组织（幼苗、成熟叶、根、茎、花

瓣和花托）的GUS染色活性分析；成熟叶、茎和花瓣中的GUS活性较高，幼苗中的GUS活性较

低。

[0019] 图6为本发明NbJAZ3转基因株系腺毛表型分析对比图；A图为NbJAZ3过量表达株系

（OE‑2和OE‑6），NbJAZ3基因编辑株系（RNAi‑3和RNAi‑6）以及对照株系的腺毛形态观察；B图

为OE‑2、OE‑6、RNAi‑3、RNAi‑6和对照株系的腺毛密度统计分析；C图为OE‑2、OE‑6、RNAi‑3、

RNAi‑6和对照株系中NbJAZ3、NbCycB2和NbMIXTA2的表达水平分析；L25和NbEF作为内参基

因；采用单因素ANOVA的Fisher’  LSD法进行显著性差异分析，**：P<0.01。

[0020] 图7为本发明实施例中外源MeJA处理缓解NbJAZ3对长柄分泌型腺毛发生的抑制作

用的验证图谱；其中，A图是1 μM  MeJA处理OE‑2、OE‑6、RNAi‑3、RNAi‑6和对照株系两周后的

腺毛形态观察；B图是1 μM  MeJA处理OE‑2、OE‑6、RNAi‑3、RNAi‑6和对照株系两周后腺毛密

度统计分析；L25和NbEF作为内参基因；采用单因素ANOVA的Fisher’LSD法进行显著性差异

分析，**：P<0.01。

[0021] 图8为本发明NbJAZ3作为NbWo上游唯一直接抑制因子的验证试验图谱；其中，A图

是NbWo在20、50、100和200 μM  MeJA处理24  h后的热图分析；B图是NbWo在子叶、幼叶、成熟

叶、腺毛、茎、去毛茎和根中的表达水平分析，采用单因素ANOVA的Fisher’  LSD法进行显著

性差异分析，**：P<0.01；C是10个NbJAZs与NbWo酵母双杂交的结果，NbJAZs的编码区序列与

pGBKT7载体连接（标记为BD‑NbJAZs），NbWo的编码区序列与pGADT7载体连接（标记为AD‑

NbWo），含BD‑NbJAZs与AD‑NbWo的酵母菌液共培养后分别涂布于SD/‑Leu/‑Trp（DDO）和SD/‑

Ade/‑His/‑Leu/‑Trp/X/A（X：X‑α‑Gal，A：AbA；QDO/X/A）培养基上，结果表明只有NbJAZ3与

NbWo存在蛋白互作关系；D图是NbJAZ3与NbWo双分子荧光互补结果，NbJAZ3与NbWo的编码区

序列分别与pSAT6‑cEYFP‑C1和pSAT6‑nEYFP‑C1载体连接构成重组质粒NbJAZ3‑cYFP和
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NbWo‑nYFP；两个重组质粒共转化入烟草原生质体，同时以NbJAZ3‑cYFP与nYFP、cYFP与‑

nYFP为对照组。

[0022] 图9为本发明NbJAZ3抑制NbWo调控NbCycB2的转录活性的验证图谱；A是双荧光素

酶报告系统中的报告因子和效应因子的载体示意图，NbCycB2启动子片段连接入报告载体

pGreen‑0800‑II，NbJAZ3和NbWo编码区序列连接入效应载体pCXDG‑HA；B图是报告因子和效

应因子共转化后的LUC相对活性分析；C图是proNbCycB2::GFP‑GUS稳定转化烟草叶片的GUS

染色和活性分析，NbWo转化后叶片呈现深蓝色，且GUS活性显著增加，而NbJAZ3与NbWo共转

化后叶片颜色呈现部分浅蓝色，且GUS活性显著降低，这表明NbJAZ3抑制NbWo的表达；采用

单因素ANOVA的Fisher’  LSD法进行显著性差异分析，**：P<0.01。

具体实施方式

[0023] 下面结合附图和实施例来说明本发明的具体实施方式，但以下实施例只是用来详

细说明本发明，并不以任何方式限制本发明的范围。

[0024] 在以下实施例中所涉及的质粒载体等如无特别说明，均为常规商业载体；所涉及

的试剂如无特别说明，均为市售常规试剂；所涉及的试验、检测方法，如无特别说明，均为常

规方法。

[0025] 实施例一：本氏烟分泌型腺毛调控基因NbJAZ3的克隆及功能验证路线

本氏烟的表皮毛全部是分泌型，按照表皮毛腺柄长度可分为长柄和短柄分泌型腺

毛，因此，利用本氏烟为材料，探索JA调控分泌型腺毛发生的分子机制具有重要的研究价

值。

[0026] 本发明研究采用同源克隆技术，利用茄科基因组网站本氏烟（Nicotiana 

benthamiana）基因组序列进行反转录PCR（Reverse  Transcription‑Polymerase  Chain 

Reaction，RT‑PCR），以本氏烟叶片总RNA反转录合成cDNA第一链为模板，首次扩增了本氏烟

腺毛发生负调控基因NbJAZ3，该基因完整开放阅读框序列全长1044  bp，编码347个氨基酸。

[0027] 采用RT‑PCR技术验证了NbJAZ3基因在腺毛中大量表达，并受MeJA诱导后上调表

达。构建pCXDG‑GFP‑NbJAZ3亚细胞定位载体，通过瞬时转化烟草叶片，发现NbJAZ3定位于细

胞核和细胞膜。

[0028] 为了一步研究本氏烟NbJAZ3在腺毛发生过程中的具体功能，本发明研究构建了

pCAMIA2300‑NbJAZ3‑OE过量表达载体和NbJAZ3‑RNAi基因沉默载体，通过叶盘转化法将其

导入本氏烟。结果发现，NbJAZ3过量表达株系的分泌型腺毛密度显著降低，而NbJAZ3基因沉

默株系的分泌型腺毛密度没有改变。RT‑PCR分析腺毛发生调控基因表达水平，结果显示

NbCycB2和NbMIXTA2表达量在NbJAZ3过量表达株系均显著下降，而在NbJAZ3基因沉默株系

中未发生明显改变。另外，发明人验证了外源MeJA能缓解NbJAZ3对分泌型腺毛发生的抑制

作用。

[0029] 采用酵母双杂交、双分子荧光互补、双荧光素酶报告系统等试验验证了NbJAZ3与

NbWo存在体内体外蛋白互作关系，并提出一个新的JA介导的分泌型腺毛发生的分子模型

NbJAZ3‑NbWo‑NbCycB2。

[0030] 本发明所公开的应用是基因NbJAZ3负调控烟草分泌型腺毛发生的应用以及

NbJAZ3通过抑制NbWo调控NbCycB2的转录活性影响分泌型腺毛发生的应用。
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[0031] 以下是本氏烟腺毛发生负调控基因NbJAZ3的编码区序列以及负调控腺毛发生的

实验验证的步骤方法。

[0032] A、本发明课题组前期研究分析发现，外源MeJA处理烟草后诱导腺毛大量发生。在

此基础上，利用同源克隆技术，以本氏烟叶片总RNA反转录合成cDNA第一链为模板，扩增得

到了本氏烟腺毛负调控基因NbJAZ3序列，该本氏烟腺毛负调控基因NbJAZ3的编码区序列如

图1所示，图中方框分别表示TIFY和Jas保守结构域，红色字母表示两个结构域的典型氨基

酸特征：

B、采用RT‑PCR技术验证了NbJAZ3基因在腺毛中大量表达，并受MeJA诱导后上调表

达，参见图2‑3。

[0033] C、构建pCXDG‑GFP‑NbJAZ3亚细胞定位载体，通过瞬时转化烟草叶片，发现NbJAZ3

定位于细胞核和细胞膜，参见图4。

[0034] D、构建pCXGUS‑P‑GUS‑NbJAZ3启动子GUS载体，通过瞬时转化烟草叶片，发现

NbJAZ3在成熟叶、茎和花瓣中的大量表达，参见图5。

[0035] E、将本氏烟腺毛负调控基因NbJAZ3序列的完整开放阅读框插入CaMV35S启动子下

游，构建了植株过量表达载体；利用NbJAZ3序列中特异性较好的324bp（105  bp‑428  bp）片

段进行基因干扰试验，构建了基因沉默载体。将这两个重组载体通过农杆菌介导的叶盘转

化法导入野生型本氏烟，筛选获得了表现型良好的T2代NbJAZ3过量表达和基因沉默株系。

[0036] F、鉴定了NbJAZ3过量表达株系（OE‑2和OE‑6）的腺毛密度显著降低，而NbJAZ3基因

编辑株系（RNAi‑3和RNAi‑6）的腺毛密度没有明显增加。RT‑PCR分析发现NbCycB2和

NbMIXTA2表达量在NbJAZ3过量表达株系中均显著下降，而在NbJAZ3基因沉默株系中未发生

明显改变（参见图6‑7）；另外，验证了外源MeJA能缓解NbJAZ3对分泌型腺毛发生的抑制作

用。以上结果都表明本氏烟腺毛发生负调控基因NbJAZ3在植物分泌型腺毛发生过程中起重

要作用。

[0037] G、构建BD‑NbJAZs和AD‑NbWo酵母双杂交载体，以及NbJAZ3‑cYFP和NbWo‑nYFP载

体，酵母双杂交和双分子荧光互补试验结果表明NbJAZ3与NbWo存在蛋白互作关系，参见图

8。

[0038] H、构建报告因子和效应因子载体，双荧光素酶报告系统显示NbJAZ3抑制NbWo调控

NbCycB2的转录活性；另外，发明人将NbWo农杆菌菌液、NbJAZ3与NbWo混合农杆菌菌液分别

注射到proNbCycB2::GFP‑GUS稳定表达烟草叶片上，GUS染色与活性分析结果显示NbJAZ3抑

制NbWo的表达，参见图9。

[0039] 实施例二：NbJAZ3基因的组织表达和应答MeJA处理的表达模式分析研究

本发明前期研究表明1和5 μMMeJA处理2周后，本氏烟植株逐渐矮化，10 μM  MeJA

处理2周后导致本氏烟植株死亡。因此，本发明研究采集1 μM  MeJA处理2周后的本氏烟叶片

为材料进行腺毛形态观察。结果发现长柄分泌型腺毛数量显著增加，而短柄型分泌型腺毛

数量没有明显变化；另外，腺毛长度也没有发生显著变化。这些结果表明JA信号在烟草分泌

型腺毛发生过程中具有重要作用。

[0040] JAZ蛋白作为JA信号核心抑制子通过调控下游相关基因的表达参与植物多种生长

发育过程。因此，本发明研究筛选获得了17个本氏烟JAZ蛋白，对其进行进化树分析发现，本

氏烟JAZ蛋白可聚类成10组，分别命名为NbJAZ1‑NbJAZ10（图2A）。采用RT‑PCR分析10个
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NbJAZs在子叶、幼叶、成熟叶、腺毛、茎、去毛茎和根系中的表达水平，结果显示NbJAZ1，

NbJAZ3，NbJAZ6，NbJAZ8，NbJAZ9和NbJAZ10在腺毛中表达量较高。NbJAZ1，NbJAZ3，NbJAZ5，

NbJAZ6，NbJAZ8，NbJAZ9和NbJAZ10在叶片和茎中表达量较高。其中，NbJAZ3在腺毛中的表达

水平显著高于叶片和茎。

[0041] 对NbJAZ3进行MeJA应答反应分析，结果如图3所示，以不同浓度MeJA处理本氏烟叶

片24  h期间，NbJAZ3的表达水平均高于对照，并在100 μM处理6  h时达到最大值。这些结果

表明NbJAZ3受MeJA诱导后能快速表达。

[0042] 实施例三：NbJAZ3定位验证研究

构建了pCXDG‑GFP‑NbJAZ3亚细胞定位载体，通过瞬时转化将载体转化本氏烟叶片

中，利用激光共聚焦显微镜观察发现，绿色荧光聚集在细胞核和细胞膜（见图4），这表明

NbJAZ3定位于细胞核和细胞膜。为了进一步验证试验结果，将pCXDG‑GFP‑NbJAZ3载体和细

胞核定位载体共表达转化烟草叶片，发现绿色荧光和红色荧光能重叠定位于细胞核，这表

明NbJAZ3确实定位于细胞核。

[0043] 实施例四：NbJAZ3启动子在成熟组织中大量表达的验证研究

构建pCXGUS‑P‑GUS‑NbJAZ3启动子GUS载体，通过瞬时转化本氏烟不同组织（幼苗、

成熟叶、根、茎、花瓣和花托），GUS染色分析发现NbJAZ3在成熟叶、茎和花瓣中的GUS活性较

高，幼苗中的GUS活性较低（见图5）。

[0044] 实施例五：NbJAZ3负调控分泌型腺毛的发生的验证研究

为了进一步验证NbJAZ3在烟草分泌型腺毛发生中的作用，利用超景深显微镜分别

观察NbJAZ3过量表达株系（OE‑2和OE‑6），NbJAZ3基因编辑株系（RNAi‑3和RNAi‑6）和野生型

本氏烟（WT）的腺毛生长情况（见图6A、图6B）；数据分析显示OE‑2和OE‑6的腺毛总数显著降

低，分别是WT的0.64和0.67倍；长柄分泌型腺毛的密度也明显降低，分别是WT的0.55和0.45

倍；然而RNAi‑3和RNAi‑6的腺毛总数和长柄分泌型腺毛数量没有明显变化。

[0045] 通过qRT‑PCR检测了腺毛发生相关基因在NbJAZ3过量表达株系（OE‑2和OE‑6），

NbJAZ3基因编辑株系（RNAi‑3和RNAi‑6）和野生型本氏烟（WT）中的表达量（见图6C），结果表

明NbCycB2的表达水平在OE‑2和OE‑6中显著降低，分别是对照的0.51和0.21倍；NbMIXTA2的

表达水平在OE‑2和OE‑6中也显著降低，分别是对照的0.26和0 .41倍；但是，NbCycB2和

NbMIXTA2的表达水平在RNAi‑3和RNAi‑6中都没有显著改变。这些结果表明NbJAZ3通过抑制

NbCycB2和NbMIXTA2的表达，从而负调控烟草分泌型腺毛的发生。

[0046] 另外，对NbJAZ3过量表达株系（OE‑2和OE‑6），NbJAZ3基因编辑株系（RNAi‑3和

RNAi‑6）和野生型本氏烟（WT）喷施1 μM  MeJA，发现所有植株的腺毛数量均增加，其中，OE‑2

和OE‑6的腺毛密度与未处理的WT的腺毛密度相近。这些结果表明外源MeJA有效缓解NbJAZ3

对分泌型腺毛发生的抑制作用（见图7）。

[0047] 实施例六：  NbJAZ3通过抑制NbWo调控NbCycB2的转录活性影响分泌型腺毛的发生

的验证研究

发明人课题组前期研究表明，NbWo基因沉默株系的腺毛密度显著降低，NbWo过量

表达株系的腺毛密度没有明显改变，并验证了NbWo与NbCycB2蛋白之间存在负反馈调节关

系；因此，本发明对NbWo是否参与JA信号进行进一步研究分析，结果显示NbWo的表达水平在

20、50、100和200 μM  MeJA处理后均增加（见图8）；为了进一步验证NbWo在JA介导的腺毛发
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生的过程中的作用，本发明研究构建BD‑NbJAZs和AD‑NbWo酵母双杂交载体，将含BD‑NbJAZs

与AD‑NbWo的酵母菌液共培养后分别涂布于SD/‑Leu/‑Trp（DDO）和SD/‑Ade/‑His/‑Leu/‑

Trp/X/A（X：X‑α‑Gal，A：AbA；QDO/X/A）培养基上，发现只有NbJAZ3与NbWo存在蛋白互作关

系。构建NbJAZ3‑cYFP和NbWo‑nYFP载体进行双分子荧光互补试验，将重组质粒共转化入烟

草原生质体后发现NbJAZ3与NbWo确实存在蛋白互作关系。

[0048] 前期研究表明，NbWo与NbCycB2蛋白之间存在负反馈调节关系，且NbCycB2负调控

烟草腺毛的发生。为了进一步明确NbJAZ3影响NbWo与NbCycB2之间的转录调控活性，发明人

利用NbCycB2启动子片段构建报告载体，利用NbJAZ3和NbWo的编码区序列构建效应载体，将

两种载体分别转化烟草原生质体，发现含NbJAZ3和NbWo的载体共转化后，LUC相对活性显著

降低。发明人利用NbCycB2启动子稳定表达烟草植株为材料，将含NbJAZ3和NbWo菌液分别转

化烟草叶片中，发现仅NbWo转化后叶片呈现深蓝色，GUS活性显著增加，而NbJAZ3与NbWo共

转化后叶片颜色呈现部分浅蓝色，GUS活性显著降低，这表明NbJAZ3抑制NbWo的表达（参见

图9）。

[0049] 上述实施例为本发明较佳的实施方式，但是，所属技术领域的技术人员能够理解，

本发明的实施方式并不受上述实施例的限制，其它任何未背离本发明构思的精神实质与原

理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护

范围之内。
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SEQUENCE  LISTING

<110>  河南农业大学

<120>  本氏烟分泌型腺毛调控基因NbJAZ3、其表达载体及应用

<130>  /

<160>  2

<170>  PatentIn  version  3.2

<210>  1

<211>  1044

<212>  DNA

<213>  本氏烟

<400>  1

atggagagag  atttcatggg  actcaactct  aaagattctg  ttgttgtggt  caaggaagaa  60

cctgttgaaa  cctgcaaaga  ctctgggttt  cgctggccgt  tgtcaagcaa  ggtgggtata  120

cctcaattca  tgtcttggaa  ttctgctcaa  gatgaaaaac  cgctcaaagc  tcaatccgct  180

gcagatggag  tggacagttg  tctcaaacgt  cagtctggtg  aaatccagaa  tgttcatgca  240

atgcatcttc  ctcatgatgt  taagatgctc  ccgtttaaca  ttagcaatcc  ctcctacaag  300

actcattttg  gtggtactgg  tcagatatct  gcagctgcga  caatgacgca  gcaacttctt  360

gggggaatcc  ctgtcacagc  tcctcattca  atacttccat  cgagtggctc  tgtggctggg  420

ataactgaac  cttggtttaa  ttccaaaggt  tctgcagcac  ctgctcaact  gaccatcttc  480

tatggcggga  cggtcaatgt  ctttgatgat  atttcccctg  agaaggcaca  ggctattatg  540

tttttggctg  gaaatggttg  cgttcctcct  aatgtggtgc  aaccaaggtt  tcaagttcag  600

gcatctacac  ccaaacttgc  tgctgtagac  ggcacttgtg  tgaaccaaac  cccaaacatg  660

cttcctgcgt  caggtcattc  cagccctatg  tctgtttctt  ctcatcccat  tggtcaatct  720

gctggcaatt  ctggaaacaa  agatgacatg  aagatatcta  aaactgcaaa  catttcagtg  780

gaaactccaa  agattatgac  atcactagga  cctgttgggg  cgactaccat  aatgccagca  840

gcggttccac  aggctaggaa  agcatctctg  gctcggtttc  tggagaagcg  gaaggaaagg  900

gtgatgaacg  ctgcaccata  tggcctcagc  aagaaatcgg  gtgagtgctc  cacccccgag  960

tctaacggag  ttggtttctc  tgcaacttcc  agtgttggta  ctagtcctct  gatagccgta  1020

tacttgtatg  acccaagtcc  ctga  1044

<210>  2

<211>  347

<212>  PRT

<213>  本氏烟

<400>  2

Met  Glu  Arg  Asp  Phe  Met  Gly  Leu  Asn  Ser  Lys  Asp  Ser  Val  Val  Val

1               5                   10                  15

Val  Lys  Glu  Glu  Pro  Val  Glu  Thr  Cys  Lys  Asp  Ser  Gly  Phe  Arg  Trp

            20                  25                  30
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Pro  Leu  Ser  Ser  Lys  Val  Gly  Ile  Pro  Gln  Phe  Met  Ser  Trp  Asn  Ser

        35                  40                  45

Ala  Gln  Asp  Glu  Lys  Pro  Leu  Lys  Ala  Gln  Ser  Ala  Ala  Asp  Gly  Val

    50                  55                  60

Asp  Ser  Cys  Leu  Lys  Arg  Gln  Ser  Gly  Glu  Ile  Gln  Asn  Val  His  Ala

65                  70                  75                  80

Met  His  Leu  Pro  His  Asp  Val  Lys  Met  Leu  Pro  Phe  Asn  Ile  Ser  Asn

                85                  90                  95

Pro  Ser  Tyr  Lys  Thr  His  Phe  Gly  Gly  Thr  Gly  Gln  Ile  Ser  Ala  Ala

            100                 105                 110

Ala  Thr  Met  Thr  Gln  Gln  Leu  Leu  Gly  Gly  Ile  Pro  Val  Thr  Ala  Pro

        115                 120                 125

His  Ser  Ile  Leu  Pro  Ser  Ser  Gly  Ser  Val  Ala  Gly  Ile  Thr  Glu  Pro

    130                 135                 140

Trp  Phe  Asn  Ser  Lys  Gly  Ser  Ala  Ala  Pro  Ala  Gln  Leu  Thr  Ile  Phe

145                 150                 155                 160

Tyr  Gly  Gly  Thr  Val  Asn  Val  Phe  Asp  Asp  Ile  Ser  Pro  Glu  Lys  Ala

                165                 170                 175

Gln  Ala  Ile  Met  Phe  Leu  Ala  Gly  Asn  Gly  Cys  Val  Pro  Pro  Asn  Val

            180                 185                 190

Val  Gln  Pro  Arg  Phe  Gln  Val  Gln  Ala  Ser  Thr  Pro  Lys  Leu  Ala  Ala

        195                 200                 205

Val  Asp  Gly  Thr  Cys  Val  Asn  Gln  Thr  Pro  Asn  Met  Leu  Pro  Ala  Ser

    210                 215                 220

Gly  His  Ser  Ser  Pro  Met  Ser  Val  Ser  Ser  His  Pro  Ile  Gly  Gln  Ser

225                 230                 235                 240

Ala  Gly  Asn  Ser  Gly  Asn  Lys  Asp  Asp  Met  Lys  Ile  Ser  Lys  Thr  Ala

                245                 250                 255

Asn  Ile  Ser  Val  Glu  Thr  Pro  Lys  Ile  Met  Thr  Ser  Leu  Gly  Pro  Val

            260                 265                 270

Gly  Ala  Thr  Thr  Ile  Met  Pro  Ala  Ala  Val  Pro  Gln  Ala  Arg  Lys  Ala

        275                 280                 285

Ser  Leu  Ala  Arg  Phe  Leu  Glu  Lys  Arg  Lys  Glu  Arg  Val  Met  Asn  Ala

    290                 295                 300

Ala  Pro  Tyr  Gly  Leu  Ser  Lys  Lys  Ser  Gly  Glu  Cys  Ser  Thr  Pro  Glu

305                 310                 315                 320

Ser  Asn  Gly  Val  Gly  Phe  Ser  Ala  Thr  Ser  Ser  Val  Gly  Thr  Ser  Pro

                325                 330                 335

Leu  Ile  Ala  Val  Tyr  Leu  Tyr  Asp  Pro  Ser  Pro
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            340                 345
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