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摘 要：淹水胁迫导致植物缺氧从而影响植物的生长发育。已有研究表明淹水会诱导植物积

累花青素，但其分子机制尚不明确。为解析 ERF-VII 家族转录因子在淹水诱导花青素合成

中的作用及其调控机制，该研究以拟南芥（Arabidopsis thaliana）为研究对象，分析相关材

料在淹水处理条件下花青素积累情况，并采用酵母双杂交、BiFC 等实验验证 RAP2.12 与

MYB75蛋白的相互作用关系。此外，为明确其调控途径，从遗传学和分子层面对 RAP2.12
调控花青素合成的功能进行了系统分析。结果表明：（1）淹水促进花青素积累的过程依赖

于MBW复合体。（2）ERF-VII转录因子家族成员 RAP2.12能够与MYB75蛋白相互作用，

并且二者协同激活花青素合成基因（DFR、LDOX）的转录。（3）rap2.2 2.3 2.12突变体对

淹水诱导的花青素积累不敏感，而(MA)RAP2.12-HA高表达植株对淹水诱导的花青素积累超

敏感，表明其调控花青素合成过程。（4）遗传学分析结果进一步表明，在淹水胁迫条件下，

RAP2.12对花青素积累的调控作用主要依赖MYB转录因子家族。综上所述，RAP2.12通过

与 MYB75 相互作用，调控拟南芥幼苗在淹水胁迫下的花青素合成与积累。该研究拓展了

ERF-VII转录因子在植物低氧适应中的功能，为解析植物应对淹水胁迫的分子机制及农作物

育种提供了理论依据。
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Abstract: Submergence stress, a major environmental constraint in agriculture, causes oxygen
deficiency in plant tissues, thereby impairing plant growth, development, and survival. One
notable adaptive response of plants to submergence is the accumulation of anthocyanins —
flavonoid pigments with strong antioxidant properties that help mitigate reactive oxygen species
(ROS)-induced damage. These compounds also play important roles in stress signaling and
metabolic reprogramming. Although enhanced anthocyanin accumulation under submergence has
been observed in multiple plant species, the underlying regulatory mechanisms, particularly at the
transcriptional level, remain poorly understood. To clarify the molecular mechanism of
submergence-induced anthocyanin biosynthesis, this study investigated the role of ERF-VII
(Ethylene Response Factor group VII) transcription factors in Arabidopsis thaliana. Anthocyanin
levels were measured in various genotypes exposed to submergence stress. In addition,
protein-protein interaction assays, including yeast two-hybrid (Y2H) and bimolecular fluorescence
complementation (BiFC), were conducted to examine physical interactions between ERF-VII
members and known regulators of anthocyanin biosynthesis. The results were as follows: (1)
Anthocyanin accumulation under submergence depends on the MBW complex, composed of
MYB, bHLH, and WD40 proteins, which serves as a central regulatory hub in flavonoid
biosynthesis. (2) RAP2.12 physically interacts with MYB75, MYB90, and MYB113, and these
interactions synergistically activate the expression of anthocyanin biosynthetic genes such as DFR
and LDOX, indicating a transcriptional co-activation mechanism. (3) The rap2.2 2.3 2.12 triple
mutant exhibits reduced sensitivity to submergence-induced anthocyanin accumulation, while
(MA)RAP2.12-HA overexpression lines show hypersensitivity, indicating that RAP2.12 promotes
anthocyanin biosynthesis under submergence and acts as a positive regulator in this
stress-adaptive pathway. (4) Genetic analysis reveals that the regulatory function of RAP2.12 is
primarily dependent on MYB transcription factors, as RAP2.12 alone cannot activate downstream
gene expression in the absence of functional MYB proteins. In conclusion, RAP2.12 regulates
anthocyanin biosynthesis and accumulation in Arabidopsis seedlings under submergence stress by
physically interacting with MYB75 and other MYB family members. It enhances the
transcriptional activity of the MBW complex, thereby promoting the expression of key structural
genes in the anthocyanin biosynthetic pathway. These findings expand our understanding of the
roles of ERF-VII transcription factors in plant adaptation to hypoxic environments. Furthermore,
this work provides novel insights into how environmental signals are integrated through
transcriptional regulators to coordinate secondary metabolism and stress responses. It also offers
promising targets for molecular breeding strategies aimed at enhancing submergence tolerance in
crops.
Key words: Arabidopsis, submergence stress, anthocyanin, RAP2.12, MYB75

水是植物维持正常生命活动所必需的物质（Ishibashi et al., 2018; Reed et al., 2022; Pan et
al., 2023）。环境水分过多会造成淹水胁迫，影响植物气体交换，导致植物缺氧（Jackson 2008;
Sasidharan & Voesenek, 2015）。缺氧不仅会影响植物的生长发育，还可能对其生存造成威胁。

为响应淹水胁迫，植物需要感知环境中氧气浓度的变化。N-末端途径（N-end rule pathway）
是植物感知氧气变化的重要方式（Kunkowska et al., 2023; Rovere et al., 2023; Eysholdt-Derzsó
et al., 2024）。在低氧条件下，ERF-VII蛋白家族 N末端的Met不能被氧化降解，进而入核

促进下游缺氧应答基因 HRGs（Hypoxia-responsive genes）表达，提高植物低氧耐受性（Gibbs
et al., 2014; Weits et al., 2014; Giuntoli & Perata, 2018）。当植物遭受淹水胁迫时，RAP2.12



作为此家族中的核心转录因子发挥了重要的作用。具体而言，RAP2.12能感知氧气变化并稳

定积累，通过结合缺氧响应元件直接调控一系列低氧响应基因，促进植物生理和代谢适应

（Licausi F et al., 2011; Gasch et al., 2015; Paul et al., 2016;）。而 RAP2.12中 AP2结构域，在

结合缺氧响应元件时发挥重要功能（Yano et al., 2017; Ballichatla et al., 2024; Chen et al.,
2024）。此外，RAP2.12还在常氧条件下广泛参与植物多种生理过程，如种子萌发、主根生

长、氧气运输、抗病以及营养物质利用等生理过程（Tsai et al., 2023; Liu et al., 2024; Safavi-Rizi
et al., 2024; Schippers et al., 2024）。综上，RAP2.12在植物应对淹水胁迫时发挥了十分重要

的功能。

花青素是植物重要的次生代谢产物，能增强植物对逆境的适应能力。花青素的合成受到

苯丙氨酸裂解酶（phenylalanine ammonia-lyase，PAL）、查尔酮异构酶（chalcone isomerase，
CHI）、二氢黄酮醇-4 还原酶（dihydroflavonol-4-reductase，DFR）、黄酮类 3-O-葡萄糖基

转移酶（UDP-glucose:flavonoid 3-O-glucosyltransferase，UF3GT）、无色花青素双加氧酶

（leucoanthocyanidin dioxygenase，LDOX）等多种酶的调控（Zhao et al., 2023）。上述酶受

到由MYB（Myeloblastosis）、bHLH（basic helix-loop-helix）和WDR（WD-repeat protein）
组成的MBW复合体的精密调控（Gonzalez et al., 2009; Bhargava et al., 2010; Hu et al., 2020）。
MBW复合体的主要成员包括MYB75、MYB90、MYB113、MYB114和 TT8，过表达上述

基因的转基因植株花青素积累量提高，而敲除或干扰上述基因表达的转基因植株花青素积累

量降低（Lloyd et al., 2017; Wei et al., 2019; Zheng et al., 2019）。综上所述，花青素的生物合

成受到多种酶和转录因子的精细调控。这些调控机制确保了植物能够有效地响应外界环境变

化。因此，植物在遭遇多种非生物逆境时，往往会积累大量的花青素，从而增强其耐受性

（Trojak & Skowron, 2017; Zheng et al., 2021; Zhou et al., 2020; Dabravolski & Isayenkov,
2023）。例如，拟南芥在缺磷条件下，PHR（Phosphate starvation response）与MYB75互作

促进花青素合成，增强植物对低磷的耐受性（Li et al., 2023）；拟南芥在遭受盐胁迫时，ECBP
（EIN3-BINDING F-BOX protein）与MYB75互作促进拟南芥花青素合成，帮助其抵御盐胁

迫（Li et al., 2022）。近期研究表明，淹水也能诱导花青素的积累（Castellana et al., 2024），

但其分子机制尚不明确。RAP2.12在淹水诱导花青素积累的过程中发挥了何种作用值得进一

步的探究。本研究以拟南芥为实验材料，利用分子生物学和遗传学方法，探究了淹水调控拟

南芥幼苗花青素合成的分子机制。本研究以拟南芥（Arabidopsis thaliana）为研究对象，依

托分子生物学和遗传学方法，探讨淹水胁迫下 ERF-VII 转录因子对花青素合成的调控机制。

具体而言，拟回答以下科学问题：（1）淹水胁迫是否通过 ERF-VII 转录因子调控花青素的

积累；（2）RAP2.12转录因子如何调控花青素合成相关基因的表达。

1.材料与方法

1.1材料

本文中使用的拟南芥（Arabidopsis thaliana），生态型为哥伦比亚型（Columbia, Col-0）。
所使用的烟草（Nicotiana benthamiana）为四倍体野生型本氏烟草。所使用的花青素合成缺

陷突变体 tt8（NW111）、花青素合成含量提高突变体 PAP1-D（CS3884）来源于俄亥俄州

立大学的拟南芥资源中心，花青素合成缺陷突变体 myb-RNAi由杨洪全教授提供，rap2.2 2.3
2.12三突变体由 rap2.2（salk-010265c）、rap2.3（salk-030459c）和 rap2.12（salk-047306c）
杂交获得，35S:(MA)RAP2.12-HA由野生型拟南芥转化获得。

1.2植物材料种植及淹水处理条件

用 20%次氯酸钠溶液将拟南芥种子消毒后播种于含 1%蔗糖的 1/2 MS固体培养基（pH
5.8）。置于 4℃春化，处理 2 d。春化完成后转移到 26 ℃光照培养间的长日照环境（16 h
光照/8 h黑暗）进行培养。选取生长 3 d的幼苗，光照淹水处理 12 h，以待后续相关实验。



烟草使用相同的方式消毒后，在培养基中培养 8 d，移栽并放置在具有短日照条件的 26℃光

照培养室内（8 h光照/16 h黑暗）。

1.3花青素积累量测定

取淹水处理的拟南芥幼苗，同时取未淹水处理的拟南芥幼苗作为对照，分别称重，记录

其重量W（g），加入花青素提取液（甲醇∶盐酸 = 99∶1）1 mL，4 ℃黑暗 12 h，吸取上

清液。使用分光光度计测量 530 nm、620 nm和 650 nm 3个特定波长下提取液的分光光度值

（OD530、OD620和 OD650）。花青素含量计算公式如下：( (OD530 - OD620) - 0.1× (OD650 - OD620

/ (4.62×10^6)) × (1 / W) × 1000000 )。
1.4材料总 RNA提取与实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）

使用 Solabio 公司的 Trizol试剂对材料进行总 RNA 提取，反转录后以备实时荧光定量

PCR（RT-qPCR）分析（Han et al., 2020）。RT-qPCR实验所用的引物详情列于表 1，实验使

用拟南芥中的 ACTIN2基因作为内参。

表 1 RT-qPCR引物

Table 1 Primers used in RT-qPCR

引物

Primer

引物序列（5΄ - 3΄）

Primer sequence (5΄ - 3΄)

ACTIN2-F TGTGCCAATCTACGAGGGTTT

ACTIN2-R TTTCCCGCTCTGCTGTTGT

DFR-F TGGTGGTCGGTCCATTCAT

DFR-R GAGAGAGCGCGGTGATAAGG

LDOX-F TCCGGGTTTGCAGCTTTTC

LDOX-R ATCAGGAACACATTTTGCAGTGA

UF3GT-F TGGAGGTGGCGGTTGAA

UF3GT-R CTTTGCCGCGAGAACCA

1.5酵母双杂交实验（Y2H）

为筛选可能与 RAP2.2、RAP2.3 和 RAP2.12 相互作用的花青素合成调控因子，使用酵

母双杂系统（Hu et al., 2019）。将RAP2.2、RAP2.3与RAP2.12的全长编码序列克隆到 pGBKT7
载体，并构建分段质粒 BD-RAP2.121-187、BD-RAP2.12124-187和 BD-RAP2.12188-359。将编码花

青素合成的调控因子MYB75、MYB90、MYB113、MYB114和 TT8的全长编码序列克隆到

pGADT7载体，并构建分段质粒 AD-MYB751-122和 AD-MYB75123-248，构建酵母双杂交实验

所需载体的引物见表 2。
1.6双分子荧光互补实验（BiFC Assays）

将 RAP2.12、RAP2.121-187、RAP2.12188-359和 GUS 的编码序列融合于 pFGC-cYFP 中。

将MYB75、MYB751-122、MYB75123-248和 GUS的编码序列融合于 pFGC-nYFP 中。转化农杆

菌（GV3101）后，等体积比混合，注射到烟草叶片中。于黑暗湿润的环境中培养 48 h后，

取叶片 DAPI染色后，使用激光共聚焦显微镜观察，BiFC实验载体构建引物见表 2。



表 2 载体构建引物

Table 2 Primers for Vector Construction

引物

Primer

引物序列（5΄ - 3΄）

Primer sequence (5΄ - 3΄)

AD-MYB75-F ATACATATGATGGAGGGTTCGTCCAAAGG

AD-MYB75-R ATAGAATTCCTAATCAAATTTCACAGTCTCTCCATC

AD-MYB751-122-F ATACATATGATGGAGGGTTCGTCCAAAGG

AD-MYB751-122-R ATAGAATTCCTTTTTCATCTTTATCTTACAACACGG

AD-MYB75123-248-F ATACATATGAGAGACATTACGCCCATTCCTAC

AD-MYB75123-248-R ATAGAATTCCTAATCAAATTTCACAGTCTCTCCATC

AD-MYB90-F ATACATATGATGGAGGGTTCGTCCAAAGG

AD-MYB90-R ATAGAATTCCTAATCAAGTTCAACAGTCTCTCCATC

AD-MYB113-F ATACATATGATGGGCGAATCACCCAAAG

AD-MYB113-R ATAGAATTCCTAATTCAGTTCTAAAGTCTCTTCATCAAA

AD-MYB114-F ATACATATGATGGAGGGTTCGTCCAAAGG

AD-MYB114-R ATAGAATTCCTAAAAAATATCGACTTTTTGGGC

AD-TT8-F ATAGAATTCATGGATGAATCAAGTATTATTCCGG

AD-TT8-R ATAGGATCCCTATAGATTAGTATCATGTATTATGACTTGGTG

BD-RAP2.2-F ATAGAATTCATGTGTGGAGGAGCTATAATCTCCGA

BD-RAP2.2-R ATAGGATCCTCAAAAGTCTCCTTCCAGCATGAAATT

BD-RAP2.3-F ATAGAATTCATGTGTGGCGGTGCTATTATTTCC

BD-RAP2.3-R ATAGGATCCTTACTCATACGACGCAATGACATCATC

BD-RAP2.12-F ATAGAATTCATGTGTGGAGGAGCTATAATATCCGA

BD-RAP2.12-R ATAGGATCCTCAGAAGACTCCTCCAATCATGGAAT

BD-RAP2.121-187-F ATAGAATTCATGTGTGGAGGAGCTATAATATCCGA

BD-RAP2.121-187-R ATAGGATCCAGCCTTCATGTTTTCTTCAGGGAAAT

BD-RAP2.12124-187-F ATAGAATTCCAGTACCGAGGGATTAGGCAAC

BD-RAP2.12124-187-R ATAGGATCCAGCCTTCATGTTTTCTTCAGGGAA

BD-RAP2.12188-359-F ATAGAATTCAATTCTCAGAAACGCTCTGTGAAGG

BD-RAP2.12188-359-R ATAGGATCCTCAGAAGACTCCTCCAATCATGGAAT

MYB75-nYFP-F ATAGGATCCATGGAGGGTTCGTCCAAAGG

MYB75-nYFP-R ATATCTAGAATCAAATTTCACAGTCTCTCCATCG

MYB751-122-nYFP-F TATCTCTCTCGAGCTTTCGCGAGCTCATGGAGGGTTCGTCCAAAGGGCTG

C

MYB751-122-nYFP-R CCATGGTGGCGATGGATCTTCTAGACTTTTTCATCTTTATCTTACAACAC

GG

MYB75123-248-nYFP-F TATCTCTCTCGAGCTTTCGCGAGCTCAGAGACATTACGCCCATTCCTAC

MYB75123-248-nYFP-R CCATGGTGGCGATGGATCTTCTAGACTAATCAAATTTCACAGTCTCTCCA

TC

GUS-nYFP-F ATAGGATCCATGGTCCGTCCTGTAGAAACC

GUS-nYFP-R ATATCTAGATTGTTTGCCTCCCTGCTGC

RAP2.12-cYFP-F TATCTCTCTCGAGCTTTCGCGAGCTCATGTGTGGAGGAGCTATAATATCC

G



RAP2.12-cYFP-R CGGGTACCGGATCCCTCGAGATCTAGAGAAGACTCCTCCAATCATGGAA

TG

RAP2.121-187-cYFP-F TATCTCTCTCGAGCTTTCGCGAGCTCATGTGTGGAGGAGCTATAATATCC

G

RAP2.121-187-cYFP-R CGGGTACCGGATCCCTCGAGATCTAGAGAAATTCACCTTAGCTTTAGAT

CCAC

RAP2.12188-359-cYFP-F TATCTCTCTCGAGCTTTCGCGAGCTCCCTGAAGAAAACATGAAGGCTAA

T

RAP2.12188-359-cYFP-R CGGGTACCGGATCCCTCGAGATCTAGAGAAGACTCCTCCAATCATGGAA

TG

GUS-cYFP-F ATATCTAGAATGGTCCGTCCTGTAGAAACC

GUS-cYFP-R ATAGGATCCTTGTTTGCCTCCCTGCTGC

1.7基因 ID
本文所涉及到的拟南芥基因的 ID如下：RAP2.2，AT3G14230；RAP2.12，AT1G53910；

MYB75，AT1G56650；MYB90，AT1G66390；MYB113，AT1G66370；MYB114，AT1G66380；
TT8，AT4G09820；DFR，AT5G42800；LDOX，AT4G22880；UF3GT，AT5G54060。以上

基因相关信息均来自 The Arabidopsis Information Resource（TAIR）数据库。

1.8数据处理与分析

文章中数据使用GraphPad 8.0进行数据分析，使用GraphPad 8.0与 Adobe illustrator 2020
进行图片制作。仅有一种材料则选用 Paired t-test分析差异显著性，若涉及多种材料则选择

Two-way ANOVA分析差异显著性。

2.结果与分析

2.1淹水促进拟南芥幼苗花青素积累

为验证淹水促进拟南芥幼苗积累花青素，本文对培养基上生长 3 d的野生型拟南芥幼苗

进行淹水处理，结果显示淹水显著增强幼苗花青素积累（图 1: A）。为明确花青素积累与淹

水时间的相关性，本文进行了时间动力学实验。结果表明，淹水诱导的花青素积累在 12 h
内迅速上升并达到峰值，随后逐渐下降（图 1: B）。与此同时，花青素合成相关基因 DFR、
LDOX和 UF3GT的表达水平亦显著上调（图 1: C）。以上结果均表明，淹水能够促进拟南

芥幼苗花青素积累。



A. 野生型拟南芥幼苗淹水前后表型； B. 正常生长与淹水处理的野生型拟南芥幼苗花青素积累量变化趋势；

C. 野生型拟南芥幼苗淹水前后花青素合成相关酶编码基因的表达量。星号表示统计学显著性差异：*P <

0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

A. Phenotypic analysis of wild-type Arabidopsis thaliana seedlings before and after submergence; B. Trends in

anthocyanin content of wild-type Arabidopsis thaliana seedlings under normal growth and submergence stress

conditions; C. Expression levels of genes which encoding enzymes involved in anthocyanin biosynthesis in

wild-type Arabidopsis thaliana seedlings before and after submergence. Asterisks indicate significant differences:

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

图 1 淹水促进花青素积累

Fig.1 Submergence promotes anthocyanin accumulation

2.2淹水促进花青素积累依赖于MBW复合体

为明确淹水诱导的花青素积累是否依赖于MBW复合体。本文比较了 myb-RNAi、tt8和
PAP1-D突变体在淹水处理下的花青素积累情况。结果表明，野生型和 PAP1-D突变体幼苗

在淹水处理后花青素积累量显著提高，而 tt8与 myb-RNAi突变体无显著变化（图 2: A、B）。
进一步 RT-qPCR的结果显示，野生型与 PAP1-D淹水后花青素合成相关酶编码基因的表达

量显著提高，但 tt8与 myb-RNAi中这些基因未出现显著变化（图 2: C）。花青素含量与基

因表达量两组数据变化趋势一致。上述结果表明，淹水诱导的拟南芥幼苗花青素积累依赖于

MBW复合体。



A.WT，PAP1-D，tt8，myb-RNAi幼苗淹水前后表型； B.WT，PAP1-D，tt8，myb-RNAi幼苗淹水前后花青

素积累量； C.WT，PAP1-D，tt8，myb-RNAi幼苗淹水前后花青素合成相关酶编码基因的表达量。不同字

母表示组间差异具有统计学显著性（P < 0.05），下同。

A. Phenotypic comparison of seedlings of WT, PAP1-D, tt8, and myb-RNAi before and after submergence

treatment; B. Accumulation of anthocyanin content in seedlings of WT, PAP1-D, tt8, and myb-RNAi before and

after submergence treatment; C. Expression levels of genes which encoding enzymes involved in anthocyanin

biosynthesis in seedlings of WT, PAP1-D, tt8, and myb-RNAi before and after submergence treatment. Groups

marked with different letters indicate statistically significant differences（P < 0.05）, the same below.

图 2 淹水促进花青素积累通过MBW复合体

Fig. 2 Submergence promotes anthocyanin accumulation through the MBW complex

2.3 RAP2.12与MYB75蛋白相互作用

为探究 RAP2.2、RAP2.3 和 RAP2.12 是否参与淹水诱导的花青素积累，本文使用酵母

双杂交实验验证 RAP2.2、RAP2.3和 RAP2.12能否与花青素合成的关键调控因子MYB75、
MYB90、MYB113、MYB114和 TT8 相互作用。结果表明，RAP2.2和 RAP2.12与MYB75、
MYB90和MYB113存在相互作用，而 RAP2.3与以上调控因子间不存在相互作用（图 3: A）。
进一步通过 BiFC 实验验证 RAP2.12与MYB75在烟草细胞核中可发生互作（图 3: B）。以

上结果表明，RAP2.12可能通过与MYB75互作参与花青素积累调控过程。



A. RAP2.2、RAP2.3 和 RAP2.12 与花青素合成的关键调控因子 MYB75、MYB90、MYB113、MYB114和

TT8的酵母双杂互作结果，标尺 = 2.5 mm；B. RAP2.12与MYB75双分子荧光互补实验结果，标尺 = 20 µm。

A. Yeast two-hybrid interaction results between RAP2.2, RAP2.3, and RAP2.12 and key regulatory factors in

anthocyanin biosynthesis MYB75, MYB90, MYB113, MYB114, and TT8; scale bar = 2.5 mm; B. RAP2.12 and

MYB75 bimolecular fluorescence complementation assay results, scale bar = 20 µm.

图 3 RAP2.12与MYB75存在相互作用

Fig. 3 RAP2.12 interacts with MYB75

2.4 RAP2.12与MYB75蛋白相互作用的结构域

为确定介导 RAP2.12与MYB75蛋白相互作用的区段，将两者分别进行分段，随后利用

酵母双杂交进行验证。结果显示，BD-RAP2.121-187和 BD-RAP2.12124-187与MYB75存在相互作

用，BD-RAP2.12188-359与MYB75 不存在相互作用（图 4: A）。这表明 AP2 结构域可能介导

了 RAP2.12与MYB75之间的相互作用。此外，AD-MYB751-122与 RAP2.12发生相互作用（图

4: B），表明 R2R3结构域可能介导了 MYB75与 RAP2.12之间的相互作用。本文利用双分

子荧光互补（BiFC）实验，对上述结果进行进一步验证，发现 RAP2.121-187-cYFP 与

MYB751-122-nYFP 在植物细胞核内发生相互作用（图 4: C）。综上，AP2 结构域与 R2R3 结

构域是 RAP2.12和MYB75相互作用所必需的。

A. RAP2.12分段与 MYB75酵母双杂互作结果，标尺 = 2.5 mm； B.MYB75分段与 RAP2.12酵母双杂互

作结果，标尺 = 2.5 mm； C.MYB75与 RAP2.12互作区段双分子荧光互补实验结果，标尺 = 20 µm。

A. Yeast two-hybrid interaction results between RAP2.12 fragments and MYB75; scale bar = 2.5 mm; B. Yeast

two-hybrid interaction results between MYB75 fragments and RAP2.12; scale bar = 2.5 mm; C. Bimolecular

fluorescence complementation (BiFC) assay results for the interaction domains of MYB75 and RAP2.12; scale bar

= 20 µm.

图 4 RAP2.12与MYB75蛋白相互作用的结构域

Fig. 4 Interaction regions between RAP2.12 and MYB75

2.5 RAP2.12正调控淹水胁迫下的花青素积累

为验证 RAP2.12是否参与淹水介导的花青素合成。对 35S:(MA)RAP2.12-HA和 rap2.2、
rap2.3、rap2.12突变体在淹水处理后的表型、花青素积累量及花青素合成相关酶编码基因的

表达量进行分析。结果表明，野生型幼苗在淹水处理后花青素积累量显著提高，rap2.2 2.3
2.12幼苗在淹水前后花青素积累量无显著差异，但过表达 RAP2.12的拟南芥植株在淹水处



理后花青素含量较野生型拟南芥进一步提高（图 5: A、B）。这表明 RAP2.12正调控淹水胁

迫下的花青素积累随后，本文检测了野生型和突变体幼苗花青素合成相关酶编码基因在淹水

前后的表达水平。结果显示，野生型幼苗在淹水处理后花青素合成相关酶编码基因的表达量

显著提高，但突变体幼苗在淹水处理后花青素合成相关酶编码基因的表达量未有显著变化，

过表达 RAP2.12的拟南芥幼苗在淹水处理后花青素合成相关酶编码基因的表达量较野生型

进一步提高（图 5: C）。以上结果表明，RAP2.12可能正向调控淹水促进花青素合成的过程。

A.WT、35S:(MA)RAP2.12-HA和 rap2.2 2.3 2.12幼苗淹水前后表型；B.WT、35S:(MA)RAP2.12-HA和 rap2.2

2.3 2.12幼苗淹水前后花青素积累量； C.WT、35S:(MA)RAP2.12-HA和 rap2.2 2.3 2.12幼苗淹水前后花青

素合成相关酶编码基因的表达量。

A. Phenotypic analysis of seedlings of WT, 35S:(MA)RAP2.12-HA 和 rap2.2 2.3 2.12 before and after

submergence; B. Anthocyanin accumulation levels in seedlings of WT, 35S:(MA)RAP2.12-HA 和 rap2.2 2.3 2.12

before and after submergence; C. Expression levels of genes which encoding enzymes involved in anthocyanin

biosynthesis in seedlings of WT、35S:(MA)RAP2.12-HA和 rap2.2 2.3 2.12 before and after submergence.

图 5 RAP2.12正调控淹水胁迫下的花青素积累

Fig. 5 RAP2.12 positively regulates anthocyanin accumulation under submergence stress

2.6 RAP2.12促进淹水胁迫下花青素的积累主要依赖于MYB转录因子家族

为进一步明确 RAP2.12 与 MYB75 之间的遗传关系，本文构建了 myb-RNAi
35S:(MA)RAP2.12-HA-41 杂交材料并对其表型进行分析。发现在对照组中，myb-RNAi
35S:(MA)RAP2.12-HA-41与 myb-RNAi幼苗的花青素积累量明显低于野生型（图 6：A、B）。

在淹水处理后，野生型与 35S:(MA)RAP2.12-HA-41 幼苗的花青素积累量显著升高，但

myb-RNAi 35S:(MA)RAP2.12-HA-41与myb-RNAi幼苗在淹水处理后花青素积累量无显著差异

（图 7：A-B）。RT-qPCR结果显示，淹水处理后，野生型与 35S:(MA)RAP2.12-HA-41拟南

芥幼苗花青素合成相关酶编码基因的表达量显著提高，但myb-RNAi 35S:(MA)RAP2.12-HA-41
与 myb-RNAi幼苗花青素合成相关酶编码基因的表达量无显著变化（图 6：C）。以上结果

表明，RAP2.12促进淹水胁迫下花青素的积累主要依赖于MYB转录因子家族。



A. WT、35S:(MA)RAP2.12-HA-41、myb-RNAi和 myb-RNAi 35S:(MA)RAP2.12-HA-41幼苗淹水前后表型； B.

WT、35S:(MA)RAP2.12-HA-41、myb-RNAi和 myb-RNAi 35S:(MA)RAP2.12-HA-41幼苗淹水前后花青素积累

量； C.WT、35S:(MA)RAP2.12-HA-41、myb-RNAi和 myb-RNAi 35S:(MA)RAP2.12-HA-41幼苗淹水前后花青

素合成相关酶编码基因的表达量。

A. Phenotypic analysis in seedlings of WT, 35S:(MA)RAP2.12-HA-41, myb-RNAi, and myb-RNAi

35S:(MA)RAP2.12-HA-41 before and after submergence; B. Anthocyanin accumulation levels in seedlings of WT,

35S:(MA)RAP2.12-HA-41, myb-RNAi, and myb-RNAi 35S:(MA)RAP2.12-HA-41 before and after submergence; C.

Expression levels of genes which encoding enzymes involved in anthocyanin biosynthesis in seedlings of WT,

35S:(MA)RAP2.12-HA-41, myb-RNAi, and myb-RNAi 35S:(MA)RAP2.12-HA-41 before and after submergence.

图 6淹水胁迫下 RAP2.12促进花青素积累依赖于MYB
Fig. 6 RAP2.12 promotes anthocyanin accumulation in a MYB-dependent manner under

submergence stress

2.7 RAP2.12与MYB75协同促进花青素合成相关酶编码基因的转录

为进一步探究 RAP2.12促进拟南芥幼苗在淹水下积累花青素的分子机制，本文利用原

生质体实验分析其与MYB75 的协同调控作用。结果显示，RAP2.12与MYB75均能显著激

活 DFR和 LDOX的转录；且共同表达时激活效应增强（图 7：A、C），这表明 RAP2.12和
MYB75间可能存在协同作用。为进一步验证 RAP2.12和MYB75间存在协同作用，进一步

在 rap2.2 2.3 2.12突变体中分析MYB75对目标基因的激活能力，发现其转录激活作用明显

减弱（图 7：B、D）。这一结果表明，RAP2.12是MYB75调控淹水下花青素合成的关键协

同因子。



A. WT 中不同处理组对 DFR转录活性的影响；B.WT 和 rap2.2 2.3 2.12中不同处理组对 DFR转录活性的

影响；C.WT 中不同处理组对 LDOX转录活性的影响；D.WT和 rap2.2 2.3 2.12中不同处理组对 LDOX转

录活性的影响。

A. The impact of different treatment groups on the transcriptional activity of DFR in the WT; B. The impact of

different treatment groups on the transcriptional activity of DFR in the WT, rap2.2 2.3 2.12; C. The impact of

different treatment groups on the transcriptional activity of LDOX in the WT; D. The impact of different treatment

groups on the transcriptional activity of LDOX in the WT, rap2.2 2.3 2.12.

图 7 RAP2.12与MYB75协同促进花青素合成相关酶编码基因的转录

Fig.7 RAP2.12 and MYB75 synergistically promote the transcription of genes which
encoding enzymes involved in anthocyanin biosynthesis

3讨论与结论

在植物的生长过程中，可能会遭遇多种非生物逆境，例如低温、干旱以及盐胁迫等（He
et al., 2018; Zhang et al., 2023）。花青素作为一种重要的非酶促抗氧化剂，在植物应对多种

胁迫时均发挥着重要作用（Zhou et al., 2020; Kaur et al., 2023; Sadowska-Bartosz & Bartosz,
2024）。淹水胁迫作为植物面临的重要非生物胁迫之一，也会促进花青素积累（Castellana et
al., 2024）。然而，其分子调控机制尚不明晰。本文研究首次揭示了 ERF-VII家族中的主效

转录因子 RAP2.12在这一过程中发挥的关键作用，初步揭示了其与MYB家族转录因子之间

的调控关系。

花青素的合成在高等植物中高度保守，均受到MBW复合体的精密调控，尤其是MYB
转录因子家族在花青素合成调控过程中发挥着关键作用（Zhou et al., 2020; Naing & Kim,
2021; Li et al., 2023）。在进行相关研究后发现淹水胁迫下的花青素合成也依赖于此家族转

录因子。这进一步表明MYB转录因子家族在胁迫下花青素合成调控过程中发挥重要作用。



MYB 转录因子家族均包含保守的 R2R3 结构域，此结构域是MYB 转录因子发挥作用所必

需的结构域，多种胁迫下的花青素合成也依赖于此结构域，本文研究也发现淹水胁迫下的花

青素合成也依赖于此结构域，进一步表明 R2R3结构域是 MYB转录因子家族的核心结构域

（Zhou et al., 2020; Li et al., 2023; 杨甲甲等, 2023）。

ERF-VII转录因子家族在植物遭受淹水胁迫时发挥重要功能，RAP2.12被认为是其中最

为关键的转录因子（Gasch et al., 2015）。研究发现淹水胁迫下的花青素积累也依赖于RAP2.12，
进一步证明 RAP2.12 在淹水胁迫下的重要功能。但由于 ERF-VII 家族成员存在功能冗余

（Eysholdt-Derzsó et al., 2024），且 RAP2.2也与MYB75产生互作，因此，RAP2.2与 RAP2.12
在调控花青素合成的过程中是否存在功能冗余仍有待进一步探索。RAP2.12可帮助植物适应

低氧环境，AP2结构域在此过程中发挥关键作用（Boyer 1982; Paul et al., 2016; Giuntoli et al.,
2017; Seok et al., 2022）。本文研究发现 RAP2.12和 MYB75 转录因子在植物细胞核中相互

作用，二者互作与 AP2结构域密切相关。进一步佐证 AP2结构域是 RAP2.12发挥功能所必

须的结构域。此外，我们的研究还进一步探讨了 RAP2.12如何调控花青素合成相关基因的

表达。已有研究表明MYB75能结合到 DFR、LDOX的启动子，调控花青素积累（Zheng et al.,
2019）。而 RAP2.12能进一步增强MYB75对下游 DFR、LDOX的转录激活作用，这与遗传

实验结果一致。这表明 RAP2.12 并非直接结合花青素合成基因的启动子，而是通过调控

MYB75的功能来影响其下游基因的表达。进一步明确了当植物遭受淹水胁迫时 RAP2.12通
过 MYB75 调控淹水胁迫下的花青素合成。但酵母双杂结果显示，RAP2.12 也与 MYB113
产生互作，MYB113是否也通过此方式调控淹水胁迫下的花青素合成有待进一步探究。

花青素合成及其调控分子通路在多种植物中的高度保守性（Sunil & Shetty, 2022; Jiang et
al., 2024）。在作物育种领域，由于花青素积累的表型易于肉眼辨识，因此花青素也被用作

作物育种中的表型标记（Du et al., 2020）。本文研究发现拟南芥幼苗在淹水处理后花青素含

量显著提高，结合花青素合成通路的保守性，此研究结果有望利用于作物育种的表型标记。

同时，高花青素含量的作物具有较高的抗逆性（Qin et al., 2021; Wang et al., 2021），本文研

究也发花青素含量也于淹水处理时间呈现正相关性，也暗示花青素在植物应对淹水胁迫时发

挥了重要的作用。对于淹水胁迫促进花青素积累的机制进行深入探究有较高应用于作物育种

的可能性。

综上所述，本文研究发现在植物遭受淹水胁迫时，RAP2.12与MYB75在细胞核中相互

作用，协同促进下游花青素合酶基因的转录，最终促进淹水胁迫下的花青素积累。本文阐明

了 RAP2.12作为 ERF-VII家族关键因子在调控花青素合成基因表达及其胁迫响应中的双重

功能，并揭示了其具体的分子调控机制。此外，考虑到花青素积累的表型特征易于直观识别，

未来可利用 RAP2.12和MYB75的互作关系，构建可用于分子育种的标记系统，以实现耐淹

水作物的高效筛选和定向培育。
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