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神农香菊 R2R3-MYB 基因家族鉴定及其响应 UV-B 胁迫的表达模式分析  
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摘  要：目的  旨在鉴定神农架民间药用植物神农香菊 Chrysanthemum indicum var. aromaticum的 R2R3-MYB基因家族

成员（命名为 CiaMYB），解析其基因进化特征及响应 UV-B 胁迫的表达特征模式，探讨其调控黄酮类化合物合成的分子机

制。方法  基于神农香菊全基因组序列，通过生物信息学分析全面鉴定 CiaMYB家族成员，系统分析其蛋白理化性质、染色

体定位、基因结构、共线性关系及顺式作用元件组成；结合转录组测序与相关性分析，筛选参与黄酮类化合物生物合成的

CiaMYB基因；利用实时荧光定量 PCR（quantitative reverse transcription polymerase chain reaction，qRT-PCR）验证关键基因

表达模式，并解析蛋白功能定位。结果  共鉴定出 140个 CiaMYB基因，其编码蛋白为 206～868个氨基酸组成的亲水性蛋

白，不均匀分布于 9条染色体中。启动子区富集光响应、脱落酸（abscisic acid，ABA）和茉莉酸甲酯（methyl jasmonate，

MeJA）信号通路相关顺式作用元件。UV-B 辐照显著诱导 CiaMYB 基因差异表达和叶片总黄酮积累，其中 CiaMYB040 和

CiaMYB066与拟南芥黄酮醇合成关键的 S7亚家族高度同源，且表达量与总黄酮含量呈极强正相关，提示其在黄酮合成途径

中发挥关键转录调控作用。亚细胞定位证实 CiaMYB040和 CiaMYB066蛋白定位于细胞核。结论  首次系统揭示神农香菊

R2R3-MYB家族成员的进化特征，初步筛选了响应 UV-B 胁迫参与调控黄酮类物质合成的 CiaMYB基因，为解析植物高海拔

抗逆适应的分子机制，菊科植物黄酮代谢调控及抗逆遗传改良提供了重要的候选基因资源。 
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Abstract: Objective  To identify members of the R2R3-MYB gene family (named CiaMYB) in Chrysanthemum indicum var. 

aromaticum, a folk medicinal plant from Shennongjia, analyze their genetic evolutionary characteristics and expression patterns in 

response to UV-B stress, and explore the molecular mechanisms by which they regulate flavonoid synthesis. Methods  Based on the 

whole-genome sequence of C. indicum var. aromaticum, bioinformatics analyses were performed to comprehensively identify CiaMYB 

members, and systematic analyses were conducted on their protein physicochemical properties, chromosomal localization, gene 

structure, collinearity relationships, and composition of cis-acting elements. Combined with transcriptome sequencing and correlation 

analysis, CiaMYB genes involved in flavonoid biosynthesis were screened. Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

(qRT-PCR) was used to verify the expression patterns of key genes, and the functional localization of the proteins was analyzed. Results  

A total of 140 CiaMYB genes were identified, encoding hydrophilic proteins consisting of 206—868 amino acids, which are unevenly 

distributed on nine chromosomes. The promoter regions are enriched with cis-acting elements related to light response, abscisic acid 

(ABA) and methyl jasmonate (MeJA) signaling pathways. UV-B irradiation significantly induces differential expression of CiaMYB 

genes and accumulation of total flavonoids in leaves. Among them, CiaMYB040 and CiaMYB066 are highly homologous to the S7 
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subfamily, which is critical for flavonol synthesis in Arabidopsis thaliana, and their expression levels show a strong positive correlation 

with total flavonoid content, suggesting that they play a key transcriptional regulatory role in the flavonoid synthesis pathway. 

Subcellular localization confirmed that CiaMYB040 and CiaMYB066 proteins are localized in the nucleus. Conclusion  This study 

is the first to systematically reveal the evolutionary characteristics of R2R3-MYB family members in C. indicum var. aromaticum, and 

preliminarily screen CiaMYB genes that respond to UV-B stress and are involved in regulating flavonoid synthesis. It provides 

important candidate gene resources for elucidating the molecular mechanism of plant high-altitude stress adaptation, as well as for 

flavonoid metabolism regulation and stress-resistant genetic improvement in Asteraceae plants. 

Key words: Chrysanthemum indicum var. aromaticum L.; R2R3-MYB; transcriptional regulation; UV-B; flavonoid metabolism 

神 农 香 菊 Chrysanthemum indicum var. 

aromaticum L.为中药资源物种野菊 C. indicum L.的

地方性变种，独特分布于湖北神农架地区海拔 2 000 m

以上的向阳开阔山地[1]，因全株具有浓郁的香气而

得名。作为民间草药，神农香菊富含萜类和黄酮类

等天然成分[2]，其干燥花蕾常用作健康茶饮或其他

药用材料，相比野菊花具有更好的清热解毒、消炎

抗菌等功效[3-4]。由于其独特的香气，前期研究多集

中于对神农香菊挥发油成分及相关药理药效作用

机制的研究，为其作为芳香性添加剂、医药或化妆

品原料应用等提供科学佐证[5]。相反，神农香菊的

黄酮类成分及其产生的机制研究较少。作为野菊独

特的变种资源，神农香菊也是现代药用和观赏菊花

育种的优良芳香型亲本材料，具有广阔的应用价值

和前景。 

植物适应高海拔极端环境通常会面临强 UV-B

辐射、低温、干旱等不同的环境压力。UV-B辐射作

为高海拔生态系统的核心胁迫因子，不仅直接威胁

植物基因组的稳定性，造成 DNA损伤[6]，还会降低

光合作用能力，影响植物的形态和生长发育[7]。为

了适应环境，植物通常会进化对应的保护或者修复

机制，包括诱导特殊次生代谢产物形成，塑造物种

独特的化学防御和生态适应体系[8]。已有研究表明，

植物响应 UV-B辐射的次生代谢产物主要为酚类化

合物、黄酮类物质以及羟基肉桂酸酯等，在其表皮

细胞的液泡中形成富集，促进 UV-B的吸收和对植

物内部组织的保护[9]。UV-B辐射压力在植物体内的

反馈通过激活 UVR8-COP1-HY5等核心信号通路，

调控黄酮类化合物及萜类骨架的生物合成，形成

（“光胁迫-代谢重构”的适应性响应网络[10-11]。 

转录因子（（transcription factors，TFs）在植物逆

境应答中发挥核心调控作用，其中 MYB 家族因参

与次生代谢、细胞周期及信号转导而备受关注[12]。

R2R3-MYB亚家族作为植物中最大的MYB类型，

其成员通过保守的 DNA 结合域（DNA bindign 

domain，DBD）识别靶基因启动子区的特定基序，

调控类黄酮[13]、木脂素[14]及萜类[15]等代谢通路。前

期研究表明，UV-B 胁迫可改变 R2R3-MYB 基因的

表达，例如在高山作物苦荞 Fagopyrum tataricum 

(L.) Gaertn.[16]中，UV-B处理会抑制 FtMYB4R1的

表达，解除其对下游基因的抑制，从而促进黄酮类

化合物的积累。UV-B辐照茶树Camellia sinensis (L.) 

Kuntze 叶片后，通过激活 CsMYB75 直接或间接

调控萜类合成酶基因（CsTPS）促进萜类化合物合

成[17]。在神农香菊中，部分研究报道了 R2R3-MYB

类转录因子对镉和干旱胁迫耐受性及木质素形成

的影响[18]，但该类转录因子在介导神农香菊高海拔

UV-B 胁迫适应性中的功能机制尚未报道。由于缺

乏完整基因组数据，神农香菊中该类转录因子家族

成员的基因结构、理化性质及其染色体定位信息尚

未得到系统解析。 

本研究基于课题组前期获得的神农香菊基因

组，在全基因组层面系统鉴定神农香菊 R2R3-MYB

基因家族成员，解析其理化特征、染色体分布方式

及进化关系；与此同时，通过 UV-B梯度胁迫实验，

结合转录组和黄酮成分含量分析，揭示 MYB 基因

表达与黄酮成分含量动态变化的关系，并利用亚细

胞定位进一步验证候选基因的功能定位。研究结果

为神农香菊及其他菊科药用植物的黄酮类成分生

物合成调控与抗逆应答分子机制研究提供重要理

论依据。 

1  材料与试剂 

1.1  材料 

实验材料采自湖北神农架林区神农香菊原始

生境中经自然成熟的种子。将种子置于光照培养箱

中，于 25 ℃、45%相对湿度及 650 μW/cm2自然光

条件下萌发，并持续培养 60 d，选取长势一致的植

株进行 UV-B处理。设置 5个处理组：自然光对照

组（UV 0）、UV-B辐照组包括 12 h（UV 12）、24 h

（（UV 24）、48 h（UV 48）和 72 h（UV 72）。辐照强
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度 400 μW/cm2，每组 6个生物学重复，实验独立重

复 3次。辐照结束后，采集神农香菊顶部的叶片 3～

4片，液氮冷冻后存于−80 ℃冰箱中备用。 

1.2  试剂 

植物 RNA提取试剂盒（Bioteke Corporation，

批号 B026007023）、RNA反转录试剂盒（（Transgen，

批号 AH311）、总黄酮含量测定试剂盒（biosharp，

批号 BL867A）、qRT-PCR试剂盒（（ABclonal，批号

RK21219）、琼脂糖凝胶回收试剂盒（E.Z.N.A. Gel 

Extraction Kit，Omega公司）。 

2  方法 

2.1  CiaMYB 基因家族鉴定与序列分析 

基于课题组前期获得的神农香菊二倍体基因

组数据（NGDC：PRJCA029409），采用HMMER 3.0[19]

软件，以Pfam数据库（http://pfam.xfam.org /）的MYB

结构域（PF00249）隐马尔可夫模型（HMM）为

查询响应对象，筛选含完整 R2R3-MYB结构域的

蛋白序列（E值≤1×10−5），结果列为候选基因集

1。从 TAIR数据库（http://www. arabidopsis.org/）

下载拟南芥 R2R3-MYB蛋白序列（126条），通过

BLAST比对（E值≤1×10−5，相似度≥50%）[20]，

筛选神农香菊同源基因，结果列为候选基因集 2。

取 2个结果的交集，进一步基于序列长度（≥200

个氨基酸）和 SMART（http://smart.emblheidelberg. 

de/）在线工具验证结构域完整性，最终确定

CiaMYB 基 因 家 族 成 员 。 利 用 ExPASy

（https://www.expasy.org/）计算蛋白相对分子质

量、等电点、不稳定指数及亲水性平均值等，通

过 Plant-PLoc 在线工具（ http://www.csbio.sjtu. 

edu.cn/ bioinf/plant/）预测亚细胞定位。 

2.2  保守基序和基因结构分析 

基于 R2R3-MYB 蛋白序列比对结果，利用

MEME（（https://meme-suite.org/meme/）预测蛋白保

守基序（最大Motif数＝10）。利用TBtools（v2.315）[21]

对 R2R3-MYB外显子和内含子信息进行提取、定位

和可视化。 

2.3  染色体定位与共线性分析 

从神农香菊基因组注释文件中提取 CiaMYB

基因染色体定位信息，使用 TBtools工具绘制基

因分布图。通过 MCScanX[22]分析串联重复与片

段重复事件，构建神农香菊与菊科近缘物种野

菊、菊花脑 C. nankingense R2R3-MYB基因的共

线性关系。 

2.4  启动子区域顺式调控元件分析 

利用 TBtools提取 CiaMYB 基因启动子区上游

2 000 bp序列。将这些基因提交到 Plant CARE数据

库（http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/ 

html/），鉴定光响应、激素响应及胁迫相关元件。 

2.5  家族成员系统分类 

对神农香菊和拟南芥的 R2R3-MYB 蛋白序列

进行系统发育分析。使用MUSCLE（v5.1.0）[23]对

R2R3-MYB 蛋白进行多序列比对，采用 IQ-TREE

（（v2.2.3）[24]基于最大似然法（maximum likelihood，

ML）构建系统发育树，重复抽样 1 000 次。通过

iTOL（https://itol.embl.de/）进行结果可视化。 

2.6  总黄酮含量测定 

称取约 0.1 g神农香菊新鲜叶片，研磨均质后加

入 1.5 mL的 60%乙醇，60 ℃振荡提取 2 h，10 000～

12 000×g，25 ℃离心 10 min，取上清，置冰上待测。

采用总黄酮含量测定试剂盒，NaNO2-Al(NO3)3-NaOH

显色法测定叶片黄酮总含量，于 510 nm波长下测定反

应吸光度值，通过标准曲线计算总黄酮含量。 

2.7  与黄酮合成关联 MYB 基因分析 

结合拟南芥 R2R3-MYB 亚家族功能分类信息[25]

和系统发育树聚类，初步筛选与黄酮合成相关的

CiaMYB 基因。基于神农香菊不同 UV-B 辐照时间

（（0、12、24、48、72 h）转录组测序数据（（NGDC：

CRA032029），根据 Tags Per Million算法（TPM）

对 RNA-seq表达进行归一化处理，利用迈维云平台

（（https://cloud.metware.cn）绘制 CiaMYB基因在不同

UV-B辐照时间下的表达模式热图。随后对 CiaMYB

基因的表达量与总黄酮含量进行皮尔逊相关

（（Pearson correlation）系数分析，最终，将与总黄酮

含量显著相关且与系统发育鉴定到的重合的

CiaMYB基因作为实验验证的候选基因。 

2.8  qRT-PCR 分析 

从转录组数据中鉴定的候选 CiaMYB 基因的

CDS序列，通过 Snapgene（（v4.3.11）软件设计特异

性引物（表 1）。选择 EF1α基因作为内参基因[26]。

使用植物 RNA提取试剂盒（Bioteke Corporation，

批号 B026007023）提取神农香菊 UV-B辐照组叶片

总 RNA，用 RNA反转录试剂盒（Transgen公司，

批号 AH311）反转录成 cDNA，使用实时荧光定量

PCR仪（Roche Diagnostics GmbH公司，德国）进

行 qRT-PCR 检测，反应体系及程序参考 qRT-PCR

试剂盒（ABclonal公司，批号RK21219），每个样品 
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表 1  CiaMYB 基因 qRT-PCR 引物序列 

Table 1  qRT-PCR primer sequences of CiaMYB gene 

基因名称 正向引物（5’-3’） 反向引物（5’-3’） 

CiaMYB040 CGTATGATGATTGGAATTGG ATCTGTTGTAGTGCTCTC 

CiaMYB066 GGCGAACTGATAATGAGATA TTATGTCAACCGAGGCTA 

EF1α TTTTGGTATCTGGTCCTGGAG CCATTCAAGCGACAGACTCA 

重复 3次。 

采用2−ΔΔCt算法[27]计算相对表达量，通过GraphPad 

prism 9.0 进行独立样本 t 检验及单因素方差分析（多

组间比较），数据以 x s 表示，P＜0.05为显著差异。 

2.9  亚细胞定位实验 

根据植物 RNA 提取试剂盒（Bioteke 公司，

批号 B026007023）提取神农香菊的总 RNA。采用

RNA反转录试剂盒（Transgen公司，批号 AH311）

将 RNA样品逆转录为 cDNA，并保存在−20 ℃。

根据瞬时表达载体 pSurper1300-GFP的 HindIII、

Acc65I 酶切位点，使用 Snapgene 软件设计含有

pSurper1300-GFP 载体同源序列的引物（表 2），

以 cDNA为模板对 CiaMYB基因进行 PCR扩增。

使用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，琼脂糖

凝胶回收试剂盒（E.Z.N.A. Gel Extraction Kit，

Omega 公 司 ） 纯 化 回 收 目 的 片 段 后 ， 与

pSurper1300-GFP 连接并转化至 DH5α 感受态细

胞。筛选阳性克隆进行测序通过化学转化法将构

建好的载体质粒转入根癌农杆菌（GV3101）中，

30 ℃培养 2 d。利用接种环将根癌农杆菌刮下固

体培养皿，接入 50 mL 相应抗性的 LB液体培养

基，200 r/min过夜摇菌，收集菌体（5 000 r/min

离心 10 min）。去除上清，将细菌重悬于 10 mmol/L 

MgCl2（含 100 μmol/L AS）悬浮液中，并将 A600

调整至 0.6 左右。选取生长状况良好的本氏烟草

植株，用 1 mL注射器注射于叶片下表皮，去除针

尖，做好标记。将注射后的烟草植株在弱光下培

养 2 d。取标记好的农杆菌注射烟草叶片，制成玻

片，在激光共聚焦扫描显微镜（Leica公司，德国）

下观察，并拍照。 

表 2  CiaMYB 基因亚细胞定位引物序列 

Table 2  Subcellular localization primer sequences of CiaMYB gene 

基因名称 正向引物 (5’-3’) 反向引物 (5’-3’) 

CiaMYB040 CAAATCGACTCTAGAAAGCTT 

ATGGAAAGGGGGTTGAGAAAA 

CTCGCCCTTGCTCATGGTACCTT 

AAGAAAGAAGCCATGCATCTGA 

CiaMYB066 CAAATCGACTCTAGAAAGCTT 

ATGGGAAGAGCACCTTGCTG 

CTCGCCCTTGCTCATGGTACCCTA 

GTAGCGATGTAGCTCAAGATTATCA 

3  结果与分析 

3.1  神农香菊 R2R3-MYB 基因家族成员的鉴定 

本研究基于拟南芥 126 个 R2R3-MYB 蛋白序

列和保守结构域 PF00249，对神农香菊进行全基因

组扫描，共鉴定出 140个完整的 R2R3-MYB基因，

命名为 CiaMYB001～CiaMYB140（（图 1-A）。基因理

化性质分析显示，CiaMYB蛋白家族成员间存在显

著差异，蛋白长度范围为 206～868 aa，相对分子质

量为 24 070～966 500，理论等电点为 4.75～9.81，

79个蛋白呈酸性，61个呈碱性。所有成员 GRAVY

值均＜0，表明均为亲水性蛋白，CiaMYB108亲水

性最强（（−1.036）。不稳定指数分析显示，仅 5个蛋

白（CiaMYB028、CiaMYB031、 CiaMYB085、

CiaMYB113和 CiaMYB120）具备结构稳定性（（Ⅱ＜

40）。亚细胞定位预测表明，所有 CiaMYB 蛋白均

定位于细胞核。 

染色体定位分析显示，140个 CiaMYB基因非

均匀分布于神农香菊的 9条染色体上（图 1-A）。1

号染色体 CiaMYB 基因数目最多（21 个，占

15.00%），8号染色体最少（（6个，占 4.29%）。Chr1、

Chr2、Chr6 和 Chr7 染色体均存在串联基因簇分布

现象，暗示 MYB 家族成员的扩张。多序列比对揭

示 CiaMYB 基因结构域高度保守（图 1-B）：R2 结

构域含 3个色氨酸（（W）残基，呈[W]-x(19)-[W]x(19)-

[W]基序；R3 结构域含 2 个 W 残基，N 端呈[W]-

x(18)-[W]基序。 
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A-CiaMYB基因的染色体定位；B-CiaMYB蛋白的氨基酸序列比对 logo。 

A-chromosomal localization of CiaMYB gene; B-amino acid sequence alignment logo of CiaMYB protein. 

图 1  神农香菊 CiaMYB 基因的染色体定位分析 

Fig. 1  Chromosomal localization analysis of CiaMYB gene from C. indicum var. aromaticum 

3.2  CiaMYB 基因的分类、保守基序和结构分析 

在 140个 CiaMYB蛋白中，共识别出 10个保

守基序（Motif 1～10），其长度为 11～38。除

CiaMYB028和 CiaMYB085，其余转录因子均含有

3 个或 3 个以上的保守基序。Motif 1～4 在 135～

139 个 CiaMYB 蛋白家族成员中普遍存在，构成

MYB结构域核心组件（图 2-A）。虽然同一亚家族

的 CiaMYB蛋白的基序组成较为相似，部分成员在

保守基序上也存在不一致，这些可能部分源自进化

过程中的结构变异。相比而言，不同亚家族成员的

基序组成多不同，反映了 R2R3-MYB基因结构的多

样化。 

CiaMYB 基因结构分析进一步表明其内含子和

外显子数目存在差异。在 140个亚家族成员中，多

数基因包含 1～3个外显子（（108，83.57%），其余则

包含 4 个或以上外显子（图 2-B）。同时，除了

CiaMYB018、CiaMYB029、CiaMYB032、CiaMYB033、

CiaMYB034、CiaMYB087、CiaMYB109、CiaMYB119、

CiaMYB120等 10 个基因外，其余 CiaMYB 基因的

编码序列均被内含子中断。 

3.3  CiaMYB 基因的基因复制与共线性分析 

基因复制是影响基因家族形成、成员扩张及功

能分化的主要因素。对神农香菊 CiaMYB基因家族

成员之间的基因复制事件分析共鉴定出 50 个

（（35.71%）重复基因（（图 3）。这些重复基因为 25个

高度同源的基因对（（图 4），均被鉴定为全基因组复

制（（whole genome duplication，WGD）基因。因此，

WGD 事件可能是驱动 CiaMYB 基因家族成员扩张

的最重要因素。 

基于神农香菊与野菊、菊花脑的共线性分析表

明，共有 108个神农香菊 CiaMYB基因与野菊中的

MYB 基因存在共线性关系，而菊花脑中有 101 个

（（图 4）。物种共线性基因的数量差异与三者之间的

物种进化关系差异（（变种间与物种间）具有较好的

一致性。此外，89 个 CiaMYB 基因为 3 个物种共

享，可能在其生长发育和进化过程中发挥了核心基

础调控功能。 

3.4  CiaMYB 基因的顺式作用元件分析 

对CiaMYB基因启动子区的顺式作用元件预测

分析表明，大多数 CiaMYB基因的启动子存在激素

相关元件，如茉莉酸甲酯（MeJA，506)、脱落酸

（（ABA，429）、赤霉素（（GA，115）和水杨酸（（SA，

67）等。此外还包括干旱诱导（（108）、低温（（120）、

防御和胁迫响应（（72）和伤害（（3）等胁迫响应元件，

以及与植物生长发育过程调控相关的元件如生长

素响应（106）等（表 3）。 
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A-CiaMYB蛋白的保守基序示意图；B-CiaMYB基因的结构。 

A-schematic representation of conserved motifs in CiaMYB proteins; B-structure of CiaMYB genes. 

图 2  神农香菊 CiaMYB 基因的基序组成和基因结构 

Fig. 2  Motif composition and gene structure of CiaMYB genes in C. indicum var. aromaticum 
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红色线表示 CiaMYB复制片段。 

Red lines indicate CiaMYB duplication segments. 

图 3  神农香菊 R2R3-MYB 基因家族的共线性分析 

Fig. 3  Collinearity analysis of R2R3-MYB gene family in C. indicum var. aromaticum 

 

图 4  神农香菊、野菊和菊花脑中 R2R3-MYBs 的共线性关系 

Fig. 4  Collinearity relationships of R2R3-MYBs among C. indicum var. aromaticum, C. indicum and C. nankingense 

140 个 CiaMYB 基因启动子中均含有光响应元

件（951）。其中，大部分 CiaMYB基因启动子中含

有 G-Box元件（（125），其次是 GT1-motif元件（（51）

（（图 5）。上述结果表明，CiaMYB基因在神农香菊生

长发育和胁迫响应过程中可能受到启动子区域多种

顺式作用元件的调控。 

3.5  UV-B 辐射对神农香菊形态及总黄酮含量的

影响 

为更好地理解高海拔环境中增加的 UV-B 辐射

对神农香菊生长与适应的影响，本研究对神农香菊

幼苗实施梯度时间（（0、12、24、48、72 h）的 UV-

B 辐照胁迫处理。形态观察显示，UV-B 辐射 12 h

后神农香菊的叶片无明显萎蔫或干枯现象，但 24 h及

以后的时间段其叶片呈现渐进式卷曲和枯萎变黄现

象（图 6-A）。通过紫外分光光度计法测定叶片中总黄

酮的含量，发现UV-B胁迫能显著诱导黄酮类物质积

累（P＜0.05），在UV-B胁迫 12 h和 24 h后，与对照

相比，总黄酮含量分别上升 2.66、3.73倍（图 6-B）。

而在 24 h后逐渐达到总黄酮积累的平台期，24、48、

72 h总黄酮含量未显示出显著差异。该动态变化与植

物应对UV-B辐射的典型防御策略一致，即通过次生

代谢产物合成增强光保护能力。 

野菊 
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表 3  神农香菊 R2R3-MYB 基因家族顺式作用元件分类 

Table 3  Classification of cis-acting elements of R2R3-MYB gene family in C. indicum var. aromaticum 

分类 元件名称 数量 

生长发育响应 

 

 

 

 

 

 

非生物胁迫响应 
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光响应 

auxin-responsive element 

cell cycle regulation-responsive element 

element for maximal elicitor-mediated activation (2copies) 
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endosperm expression-responsive element 

meristem expression-responsive element 

seed-specific regulation-responsive element 

defense and stress-responsive element 

low-temperature-responsive element 

MYB binding site involved in drought-inducibility 

wound-responsive element 

salicylic acid-responsive element 

abscisic acid-responsive element 

MeJA-responsive element 

gibberellin-responsive element 

light responsive element 
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19 

14 

8 
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67 
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951 

 

图 5  神农香菊 R2R3-MYB 基因家族启动子区域光响应元件数量堆叠图 

Fig. 5  Stacked bar chart of number of light-responsive elements in promoter region of R2R3-MYB gene family in C. indicum 

var. aromaticum 

3.6  候选基因筛选与 qRT-PCR 验证 

为进一步探究 CiaMYB中参与黄酮类化合物生

物合成的成员，利用最大似然法（（ML）构建了 140

个神农香菊CiaMYB基因和 126个拟南芥AtMYB基

因的系统发育树（图 7）。参考拟南芥 AtMYB 基因

的分类体系（（S1～S25）[25]，将神农香菊 CiaMYB基

因分为 27 个亚家族，命名为 C1～C27。现有研究

表明，拟南芥 S7亚家族成员（（AtMYB11/12/111）[28] 

与 S19亚家族成员（（AtMYB21/24/57）[29]均参与植物

黄酮醇生物合成的正向调控。基于 AtMYB 与

CiaMYB 进化树的亚家族聚类分析，鉴定出 5 个

CiaMYB成员（CiaMYB063/095/066/135/040）与黄

酮醇特异性调控基因AtMYB11/12/111具有高度同源

性，推测其可能具备类似的功能。
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A-在 UV-B辐射（400 μw·cm−2）和对照（0 h）条件下，不同时间处理（12、24、48、72 h）盆栽神农香菊幼苗的表型变化；B-不同处理下叶片

总黄酮含量；与对照组比较：***P＜0.001。 

A-Phenotypic changes of potted C. indicum var. aromaticum seedlings under UV-B radiation (400 μw·cm−2) and control (0 h) conditions at different 

treatment times (12, 24, 48, 72 h); B-total flavonoid content in leaves under different treatments; ***P < 0.001 vs control group. 

图 6  UV-B 辐射对神农香菊表型及总黄酮含量的影响 

Fig. 6  Effects of UV-B radiation on phenotype and total flavonoid content in C. indicum var. aromaticum  

 

红色标记 S7和 S19亚家族。 

Subfamilies S7 and S19 were marked in red. 

图 7  神农香菊和拟南芥 R2R3-MYB 蛋白的系统进化关系 

Fig. 7  Phylogenetic relationships of R2R3-MYB proteins between C. indicum var. aromaticum and Arabidopsis thaliana 
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为明确 CiaMYB基因表达与总黄酮含量变化的

关系，以揭示 UV-B 胁迫下可能参与黄酮代谢调控

的关键基因，本研究对不同 UV-B 辐照时间的总黄

酮含量与 CiaMYB 基因表达谱进行皮尔逊相关分

析。结果显示，28个 CiaMYB基因的表达量与总黄

酮含量呈显著正相关（（P＜0.05）（图 8）。综合上述

分析，最终选取与拟南芥 S7 亚家族同源性较高的

CiaMYB040和 CiaMYB066作为候选基因。 

qRT-PCR 验 证 显 示 ， 2 个 候 选 基 因

（CiaMYB040/066）的相对表达量在 UV-B 辐照下

呈现显著上调的趋势，且与转录组结果完全一致

（图 9）。 

3.7  亚细胞定位分析 

为解析候选 CiaMYB蛋白在细胞内的具体存在

位置，对 CiaMYB040/066进行亚细胞定位研究。通

过烟草叶片瞬时表达系统，发现 pSurper1300-

CiaMYB040/066-GFP 融合蛋白的荧光信号定位于

细胞核（图 10），与生物信息学预测结果一致。该

结果支持其作为转录因子直接调控下游靶基因的假

说，为后续功能验证提供重要依据。

 

图中展示具有显著相关性的 28个 CiaMYB基因（P＜0.05）；星号标记的基因为候选基因。 

Only 28 CiaMYB genes with statistically significant correlation were shown (P < 0.05); The stars indicated candidate genes. 

图 8  神农香菊 CiaMYB 基因在不同 UV-B 辐照时间下的表达水平热图及与总黄酮含量之间的相关性 

Fig. 8  Heatmap of expression levels of CiaMYB genes in C. indicum var. aromaticum under different UV-B irradiation 

durations and their relationships to total flavonoid content 

 

图 9  qRT-PCR 检测 CiaMYB040 (A) 和 CiaMYB066 (B) 的相对表达量 

Fig. 9  qRT-PCR was used to detect relative expression levels of CiaMYB040 (A) and CiaMYB066 (B) 
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图 10  CiaMYB040 和 CiaMYB066 蛋白的亚细胞定位 

Fig. 10  Subcellular localization of CiaMYB040 and CiaMYB066 proteins 

4  讨论 

神农香菊为特异性生长在神农架高海拔生境

的民间草药，相关黄酮类、萜类等次生代谢成分的

特殊累积反映了植物对特殊环境的适应。在植物的

初级和次级代谢、生长发育及响应不同环境的生物

和非生物胁迫等过程中，R2R3-MYB类转录因子起

到了重要作用[30]。作为 MYB家族最大的分支，迄

今为止在双子叶和单子叶植物中已报道超过 100个

R2R3-MYB亚家族成员。本研究从神农香菊基因组

中鉴定出 140个 R2R3-MYB基因，分属 27个亚支，

具有不同的基因结构、染色体分布和理化性质。基

因复制事件分析表明，全基因组复制是神农香菊

R2R3-MYB家族成员扩张的主要驱动力，暗示神农

香菊基因组可能经历古多倍化或局部基因组复制

事件。在其近缘种类群如野菊[31]、菊花脑[32]、甘菊

C. lavandulifolium (Fisch. ex Trautv.) Makino [33]的基

因组研究中，这些菊属植物共同经历了至少 2次整

基因组复制事件，同时还包括一些近期的染色体局

部片段复制事件的产生。在 R2R3-MYB基因扩张模

式上，神农香菊的与甜菊 Stevia rebaudiana (Bertoni) 

Hemsl.的相似[34]，但区别于以串联重复为主的辣椒

Capsicum annuum L.[35]，反映了物种家族基因扩张

和进化的特异性，可能相关于植物对多样化生境的

适应性差异。 

启动子顺式作用元件分析揭示CiaMYB基因的

光响应调控网络特征：在 CiaMYB基因启动子区域

均检测到光响应元件（（G-Box/GT1-motif等），其中

89.29%含有 G-Box（（CACGTG）元件，其功能依赖

于光信号通路核心转录因子 HY5（ELONGATED 

HYPOCOTYL 5）。HY5 直接调控 MYB 基因（如

AtMYB12）的表达，进而激活类黄酮合成酶基因（（如

FLS、CHS），增强植物对 UV-B的防御能力[36]。此

外，GT1-motif 元件也广泛存在于 CiaMYB 基因启

动子区域，通常与 GT家族转录因子结合，参与光

和胁迫响应。例如，苦荞中 FtMYB6的启动子中含

有多个 GT1-motif，通过激活 F3'H和 FLS基因，显

著增加芦丁等黄酮醇的积累[37]。 

UV-B 辐照显著诱导神农香菊叶片总黄酮积

累，且呈现“快速上升-平台维持”的动态特征，12 h

和 24 h 时含量分别为对照的 2.66倍和 3.73倍，24 h

后进入稳定期，这与高海拔植物银杏 Ginkgo biloba 

L.[38]、杜鹃 Rhododendron simsii Planch.[39]和桃儿七

Sinopodophyllum hexandrum (Royle) T. S. Ying等[40]

通过次生代谢产物增强 UV-B 防御的典型策略一

致，表明黄酮类物质是神农香菊适应高海拔强 UV-

B 环境的重要化学防御物质。系统发育分析发现

CiaMYB040 和 CiaMYB066 与拟南芥 S7 亚家族

（（AtMYB11/12/111）高度同源，而该亚家族是黄酮醇

合成的关键调控因子，提示二者可能具备类似的黄

酮代谢调控功能。进一步的相关性分析显示，这 2个

基因的表达量与总黄酮含量呈极强正相关（R＞0.7，

P＜0.05），且 qRT-PCR验证证实其在 UV-B处理后
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显著上调，表达趋势与总黄酮积累动态高度吻合，

亚细胞定位结果也证实其定位于细胞核，符合转录

因子的功能特征[41]，因此成为调控 UV-B诱导黄酮

合成的核心候选基因。这一结果与其他植物中的研

究规律一致：例如山核桃 Carya cathayensis Sarg.中，

与 S7亚家族同源的 CcMYB12的表达量在 UV-B和

NaCl胁迫下表达量显著上调，过表达 CcMYB12的

拟南芥中，黄酮合成基因（（CHS、F3H）表达量增加

2～3倍，总黄酮含量提升 50%，其启动子区域富含

的G-Box和ABRE光响应元件是UV-B诱导表达的

关键[42]；本研究中，CiaMYB040 和 CiaMYB066 启

动子区同样富集 G-Box、GT1-motif等光响应元件，

推测其可能通过类似机制，在 UV-B信号激活下结

合黄酮合成关键基因（如 CHS、FLS）的启动子，

直接调控其表达，从而驱动黄酮积累。 

本研究在神农香菊全基因组中鉴定出 140 个

CiaMYB基因，分属 27个亚家族，其编码的蛋白均

为亲水性蛋白，且不均匀分布于 9条染色体上。共

线性分析表明，全基因组复制是该基因家族扩张的

主要驱动因素。此外，启动子分析表明 CiaMYB启

动子区域含丰富光响应、ABA、MeJA 及胁迫响应

元件。UV-B 辐射可显著诱导 CiaMYB 基因差异表

达及叶片总黄酮积累，其中 CiaMYB040 和

CiaMYB066 与拟南芥黄酮醇合成关键的 S7 亚家族

高度同源，其表达量与总黄酮含量呈极强正相关，

亚细胞定位实验证实二者定位于细胞核。本研究为

解析植物高海拔抗逆适应分子机制及菊科植物抗

逆遗传改良提供了重要候选基因资源。 
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