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摘要! 通过反转录
!

聚合酶链式反应%

@A!B(@

&结合如
4CDE

末端快速克隆%

@E(*

&技术从光皮桦
6+4#'& '#7-%-(+$&

中

克隆到
#

个
89

类似基因! 命名为
6'89:

' 该基因
4CDE

全长为
'!> FG

"

H89I,9J

登录号$

KL'$M'%%

&! 包含
M

个
$!$

FG

的开放阅读框"

MM%N%>& FG

&! 编码
M

个含
M0>

个氨基酸的蛋白! 且具有
OA

蛋白典型的磷脂酰乙醇胺结合蛋白

"

B*IB

& 结构域' 与已有部分植物中
OA

蛋白同源比对结果显示!

I.OAP

与无花果
8-;#3 ;&$-;&

中
O4OA

序列相似性

最高! 达到了
'>Q

'

>

月为光皮桦开花期! 雌花中
6'89:

基因的表达量最高! 茎和叶片中表达量很低' 比较正常开

花和不开花无性系植株嫩茎和叶片在不同时间
6'89:

基因的表达情况! 结果表明$

6'89:

在不开花无性系植株中基

本不表达! 而正常开花植株中!

6'89:

主要在雌花序和混合芽形成的
)

月以后表达' 图
)

参
M/

关键词! 林木育种学( 光皮桦(

6'89:

( 基因克隆( 基因表达

中图分类号!
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繁殖周期长是限制大多数木本植物育种的一个重要因素- 研究林木的繁殖发育机制% 探讨其成花控

制因子作用% 对缩短童期% 提高育种效率具有重要意义& 尤其是随着现代生物技术的发展% 在分子层面
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年
%

月
!&

日

上对林木植物成花机制的了解! 将可能大大推动林木植物遗传育种的发展" 在植物成花分子调控机制

中!

!"

#

!#$%&'()* #$+,- "

$ 基因是一个重要的调控基因! 它在响应光周期变化基因
+$

#

+$)!

-".)"-

$编码产物的诱导下表达%

#

&

! 受与自主途径和春化作用相关的基因
/0+

'

/0$%&'1)2 0$+,- +

$

编码产物抑制!

/"

主要在叶片和茎中表达! 形成的
'(

蛋白通过韧皮部运输至顶端分生组织%

!

&

! 最终与

另一成花相关基因
/3

'

!0$%&'4)2 0$+,- 3

$编码产物形成蛋白复合体! 促进下游成花基因
-$+#

!

.5#

和
0&./6

基因的表达! 进而形成花分生组织而使植物开花%

$

&

" 因此!

'(

是整合光周期( 自主途径和

春化作用所产生的成花信号! 在植物花发育中发挥重要作用) 目前! 已在很多植物中克隆了
/"

类似基

因! 并对它们的功能进行了验证%

)!*

&

* 在木本植物尤其是用材林中的研究相对较少* 光皮桦
789:;< ;:=>?>@8A<

是中国南方一种重要的珍贵用材树种! 材质优良! 生长速度快! 而且与其他多年生林木植物相比! 童期

非常短! 一般只需要
!+$ ,

* 因此! 研究它的成花机制! 对了解多年生木本植物童期形成的机制有很大

帮助* 本研究利用同源克隆的方法获得了
-

个光皮桦
/"

基因类似序列
7;/"0

! 分析了该基因的组织表

表达模式! 并利用一个正常开花无性系和
-

个自然变异的不开花无性系研究了
-

年中
7;/"0

在
!

个不同

无性系茎和叶中的表达情况! 初步探讨了该基因在光皮桦成花生理中的功能*

-

材料与方法

!"!

试验材料

试验用光皮桦材料取自浙江农林大学光皮桦良种繁育中心苗圃* 光皮桦为雌雄同株异花木本植物!

雄花序于开花前
-

年的
*

月开始形成! 而雌花与叶的混合芽也在此时开始形成! 以休眠芽形式越冬* 次

年
)

月雌花序迅速抽出发育! 与雄花序一同进入开花状态*

实验所用正常开花无性系和自然变异的不开花无性系分别为本课题组积累的
-

个开花正常植株嫁接

无性系和
-

个从自然变异中筛选得到的不开花植株嫁接无性系! 光皮桦正常植株
!+$ ,

即开花! 而该不

开花无性系已达到
!" ,

以上树龄! 仍处于不开花状态*

!"#

试验试剂

克隆用大肠埃希菌
&BCD8A>CD>< CE;> ./!

为本实验室保存+

() 012

连接酶,

"<F 012

聚合酶( 逆转

录酶( 克隆载体
340"(

为
(,5,6,

公司产品+ 反转录
"

聚合酶链式反应'

6("786

$试剂盒为
9:;<=>?@A:

公

司产品+ 引物由南京金斯特生物工程技术服务有限公司合成+

B012

末端快速克隆'

628C

$试剂盒为
8D?:A"

(ABE

产品*

!"$

试验方法

光皮桦茎( 叶等组织总核糖核酸'

612

$提取采用十六烷基三甲基溴化铵'

8(2F

$法%

G

&

*

根据
HA:F,:I

数据库中已有的其他植物中
G"

蛋白多序列比对结果! 选择蛋白序列高度保守的区域

进行简并性引物设计! 用于扩增光皮桦中
'(

基因的片段* 引物序列为-

FD'(J"'

-

.#2H8(8422888K

8(82LH((H $#

+

FD'(J"6

-

.#H(888FHH(2((0222((8(H $#

*

B012

合成及
786

扩增按照试剂盒'

8D?:A=ABE

!

ML2

$说明书步骤进行* 获得的片段以
(

载体法克隆

786

产物! 送南京金斯特生物工程技术服务有限公司测序* 根据
6("786

片段的序列测定结果! 合成

7;G"0

特异引物
HL7#

和
HL7!

! 分别用于克隆
B012

的
.#

和
$#

端的序列! 序列为-

FD'(J"HL7#

-

.#822

2H8((H8H88(H(2H((H8(HH $#

+

FD'(J"HL7!

-

.#8(2HHH((H2(2((HH8HH8H2(H $#

*

.#628C

和

$#628C

步骤均按
8D?:A"(ABE 6,BA> 5<=

'

8D?:A"(ABE

$说明书进行!

786

产物回收后经
(

载体克隆( 测序! 并

与已克隆的
7;G"0

基因编码区序列拼接! 从而获得全长
B012

序列* 然后! 以拼接得到的全长
B012

为

模板设计引物! 进行
86

扩增! 凝胶电泳分析( 测序! 验证所获基因全长的准确性*

FD'(J

全长
B012

设计引物序列-

FD'(J"'#

-

.#2(8H2282(H88H2HHH2H2HH $#

+

FD'(J"6#

-

.#8H(8882((82H22(((H"

(288$#

*

用序列在线处理工具包网站
E==3

-

NNOOOPQ<?<:R?>S,=<BTP?>@NTSTN

上的
TE?O =>,:TD,=<?:

软件分析光皮桦

7;G"0

基因编码蛋白质氨基酸组成和分子量* 蛋白质序列在
E==3

-

NN,UPAV3,TWP?>@N=??DTN3<X=??DPE=SD

上用

8?S3U=A 39N4K

工具分析其等电点'

39

$+ 分析蛋白质的结构特征时! 在
E==3

-

NNOOOP:BQ<P:DSP:<EP@?;NL=>UB"

=U>ANBYYNO>3TQPB@<

上! 对蛋白质序列进行重要功能域进行搜寻! 分析其功能域*

$))
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期

图
# !$% &'

光皮桦
!"# ()*+

,-!./,

产物的琼脂糖电泳

012345 # 675891:1(;91<8 <: 9=5 ,-!./,

'4<73(9 <: !$" &' <: $%&'()

('*+,+-%.) /"0 ()*+ &> )*+

;2;4<?5 25@ 5@5(94<'=<45?1?

图
A

光皮桦
!"0 ()*+ B"

!

!"

,+/C

产物的琼脂糖电泳

012345 A 675891:1(;91<8 <: 9=5 B"

!

!"

,+/C '4<73(9 <: $%&'()

('*+,+-%.) !"0 ()*+ &> )*+

;2;4<?5 25@ 5@5(94<'=<45?1?

图
!

光皮桦
!"0

全长
()*+

,-!./,

产物的琼脂糖电泳

012345 ! 675891:1(;91<8 <: 9=5 ,-!./,

'4<73(9 <: $%&'() ('*+,+-%.)

!"0 :3@@!@5829= ()*+ &> )*+

;2;4<?5 25@ 5@5(94<'=<45?1?

分析光皮桦中
D@0-E

与其他植物中同源蛋白序列的同源性时! 在美国国立生物技术信息中心

"

*/D6

#上用其
D@;?9

"

=99'

$

FF GGGH8(&1H8@IH81=H2<JF&@;?9

#程序分别将光皮桦的
D@0-E

蛋白质序列与其他植

物的
D@0-E

蛋白质序列进行同源比对! 分析他们的氨基酸之间的序列同源性% 并同时用
/@3?9;@

软件对

不同植物的
D@0-E

蛋白序列与光皮桦
D@0-E

蛋白序列进行多重序列比对! 比较它们之间的同源性% 并用

'=>@1'

软件采用邻接法"

8512=&<4!K<18182

!

*L

&构建这些不同植物的
D@0-E

蛋白的系统发育树! 分析他们

之间的进化关系%

对光皮桦中
$(!"0

进行不同组织的表达分析时! 分别用上述方法提取
M

月初光皮桦的叶' 茎' 雄花

和雌花中的总核糖核酸"

,*+

&! 反转录成
()*+

( 而分析
$(!"0

不同时间的表达模式时! 从植株开始生

长的
M

月份开始至
N

月份结束! 隔
$

个月! 分别取正常开花的植株无性系和一不开花无性系植株的茎也

叶
O

无性系均为嫁接繁殖的
!

年生植株
P

! 提取总
,*+

! 反转录成
()*+

备用% 以
$(!"0

的
()*+

为模

板设计定量
./,

引物! 进行该基因的组织表达特异性分析% 定量
./,

采用
D1<4;7

公司生产的
/0Q!NR

型荧光定量
,-!./,

进行分析! 实验重复
!

次! 实验结果依据相对定量计算公式
A

)

!!!/9

&计算分析% 定

量引物为
D@0-E!0

$

B"+//+S//-+SSS--S+-+--S !"

!

D@0-E!,

$

B"S--SS-/S-SS+/---/+-+S !"

%

内参基因为
$(12"334

! 引物为
D@+/-!0

$

B"S//++/+S+S++++S+-S+/-/ !"

!

D@+/-!,

$

B"-/+//+!

S++-//+S/+/++-+/ !"

%

A

结果与分析

!"#

光皮桦
!"#$%

基因的克隆和序列分析

利用设计的兼并引物
D@0-E!0

和
D@0-E!,

经过
./,

扩增! 获得
#

个
!#% &'

的产物"图
#

&! 连接到

-!

载体上经转化
)TB"

后! 挑取阳性克隆测序% 测序结果用
*/D6

的
DE+U-

程序检索数据库后! 结果表

明$ 该片段与黑杨
567'('8 ,+9.)

! 毛果杨
567'('8 &.+:;6:).7)

和苹果
<)('8 =6*%8&+:)

等木本植物中的
!"

基因都有很高的相似性! 与美洲黑杨和毛果杨的序列相似性都达到了
VBW

以上% 表明该片段为光皮桦中

!"

类似基因吗! 命名为
>(!"0

% 然后用该序列设计
B"

端
,+/C

特异引物
D@0-E!SU.#

和
!"

端
,+/C

特异

引物
D@0-E!SU.A

! 分别用于基因
B"

端和
!"

端序列的扩增% 经
B"

和
!",+/C

分别获得约为
M%% &'

和
RB%

&'

的
./,

产物"图
A

&! 克隆测序的结果表明!

B"

和
!"

端序列与已获得的光皮桦
>(!"0

编码序列有重叠!

为
>(!"0

基因
I,*+

的
B"

和
!"

端序列!

!

个序列经拼接! 得到光皮桦
>(!"0

基因完整的
()*+

序列!

共
NAM &'

!

S58D;8X

登录号为
LYNB#NRR

% 该基因利用全长引物扩增和测序! 结果也验证了所获基因的

准确性"图
!

&%

>(!"0

全长
()*+

序列包括
#

个
BAB &'

的开放阅读框"

Z,0

&! 从
()*+

全长的
##R

位到
RM%

位核苷

酸! 编码
#[M

个氨基酸"图
M

&! 预测分子量为
#NHRN \)

! 等电点为
[HV[[

% 此外! 在进行保守结构功能

黄程前等$ 光皮桦
D@0-E

基因的克隆和表达模式 !MB
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年
%

月
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日

域分析的结果显示! 该蛋白质具有
#

个磷脂酰乙醇胺结合蛋白"

'()*'(+,-./0 1,(+2)0+3-21!4-2.-25 '6),1-2

!

7897

#结构域! 由
!$

个氨基酸组成$

:;<=3=>'>+7?7?>72<68:<@

%

!"!

不同物种间
#$%

蛋白的同源性分析

多序列同源比对分析表明!

!"#$%

编码蛋白序列与已知
#$

类似基因的植物无花果
#&'() '*+&'*

#'#$%

"

A9BCD%!&EF

&! 毛果杨
,-#$F

'

7G7;HI&&&J*&DD$&EF

&!

,-#$.

"

7G7;HI&&F&*FJ%F&EF

&! 苹果
/0#$F

"

A9BCJC&BEF

&!

/0#$!

"

KLCCC!!BEF

&! 葡萄
1&-&) 2&3&45+* 12#$

"

8KFCDD!JEF

&! 大豆
6"7'&35 8*9 68:$%

"

8M!JDBCCEF

&和拟南芥
;+*<&0=>)&) -?*"&*3* ;-:$F

"

NOI#&C!!!E!

&编码的蛋白序列氨基酸相似性分别达到

了
PBQ

!

PFQ

!

P!Q

!

JPQ

!

P!Q

!

JPQ

!

JBQ

和
DDQ

% 可以看出$

:$

基因家族编码蛋白氨基酸序列的

保守性非常强! 不同植物的
K;

蛋白质序列具有高度的同源性! 它们都有
7897

结构域"图
C

&% 从构建

的
:$

类似基因的系统发育树可以看出! 光皮桦
90K;<

与无花果
KRK;

的亲缘关系最近! 而且明显可以

看出木本植物苹果( 毛果杨和无花果的
K;

蛋白聚为一类! 而与草本植物大豆( 拟南芥等进化距离比较

远"图
%

&)

!"&

光皮桦
!"#$%

在不同器官中的表达分析

光皮桦雄花序于前一年
J

月即开始在枝条顶端形成但不进入开花状态! 雌花芽和叶芽一起形成混合

芽潜伏越冬! 于
B

月随嫩叶一同抽出! 并与雄花芽共同进入开花状态* 我们在
B

月初! 花+ 叶和嫩茎共

存的时候提取不同雄花( 雌花( 茎和叶片的
HNA

! 用定量
H;!7SH

方法进行
!":$%

组织特异性表达分

析! 结果,图
D

&表明$

!":$%

在新抽出的雌花序中表达量最高! 是雄花序中表达量的
BJEC

倍! 而茎和叶

中表达量比较低*

!"'

正常开花的光皮桦无性系和
(

个不开花无性系植株中
&"#$%

基因不同时间表达模式分析

对正常开花无性系和
F

个自然变异产生的不开花无性系在
F

年生育期的不同时间,

B"P

月&! 分别提

取其茎和叶片中总
HNA

进行
!":$%

的定量
H;!7SH

分析! 结果,图
J

&表明$ 正常开花的无性系中! 茎

图
B

光皮桦
!":$%

基因的
R>NA

序列及推测的氨基酸序列

K-5T61 B R>NA *1UT12R1 )V !":$% 5121 +2. -,* .1.TR1. +3-2) +R-. *1UT12R1 )V '6),1-2 -2 !5-("* "(8&3&45+*

$B%
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!"
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!

期

和叶片中!

!"#$%

基因表达的模式相似! 在
#

月初植株进入开花期的时候!

&"#$%

有一定的表达" 但一

旦开花结束! 在接下来的
$

!

%

和
&

月光皮桦进行营养生长的阶段!

&"#$%

基本不表达! 而
'

月以后!

雄花序逐渐形成! 植株雌花和叶的混合芽开始形成! 此时!

&"#$%

的表达量迅速上升# 而对于不开花的

无性系! 整个实验时间内基本上都处于不表达或极低表达的模式"

!

讨论

()

类基因在木本植物的成花中同样具有重要的功能" 美洲黑杨
'()*"*+ ,-".(/,-+

中的
',#$*

基因在

成年植株中的表达量要比童期时的表达量高
!

倍! 表明该基因对于杨树花发育的启动有重要作用 $

+"

%

"

同时!

,!-./0123

等$

++

%对毛果杨
'()*"*+ .0/12(130)3

中
#$

基因的研究表明&

'.#$+

超表达杨树转基因植株

图
&

光皮桦
&"#$%

基因在雄花! 雌花!

茎和叶片中的表达分析
(1425/ & 607.8313 9: &"#$% 4/0/ /;<5/33190 10 =7./"

:.9>/5

!

:/=7./ :.9>/5

!

3?/= 70@ ./7A/3 10

&-.*"3 "*4/5/6-03

图
$

光皮桦
,.()B

蛋白序列及其他植物同源蛋白序列的比较

(1425/ $ C9=<751390 9: ,.()B 10 !-.*"3 "*4/5/6-03 70@ 1?3 -9=9.94923 <59?/103 :59= 9?-/5 <.70?3

图
%

部分植物
()

类似蛋白的系统发育树"标尺表

示分支长度#

(1425/ % D-8.94/0/?1E ?5// 9: ()".1F/ <59?/103 10 39=/ <.70?3

'

)-/

G75 10@1E7?/3 ?-/ G570E- ./04?-

(

黄程前等& 光皮桦
,.()B

基因的克隆和表达模式 !#&
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!"#$

年
%

月
!&

日

图
'

光皮桦
!"#$%

基因在正常开花无性系和不开花无性系叶片!

(

"和茎!

)

"中不同时间中的表达分析

*+,-./ ' &"#$% ,/0/ /12./33+40 +0 5/67/3

!

(

"

608 39/:3

!

)

"

;/9<//0 =54</.+0, >540/3 608 040!=54</.+0, >540/3 69 8+==/./09 9+:/ +0

&'()"* ")+,-,.'/*

能够将其童期由
'?!& 6

缩短为
@

个周# 长时间的童期是木本植物育种的一个重要束缚$ 因此$ 木本植

物中
#$

基因的研究具有更重要的意义#

&"#$%

的序列分析表明该基因编码的蛋白含有
*A

类蛋白共有的
BC)B

结构域$ 同时与其他植物中

克隆得到的
*A

类似基因编码的蛋白有很高的同源性 $ 与无花果 % 毛果杨和苹果中的
*A

蛋白序

列相似性都在
D&E

以上# 这些都表明所克隆的
&"#$%

基因是光皮桦中的
F

个
#$

类基因#

*A

类蛋白系

统发育分析还显示出
&"#$%

在进化上与木本植物亲缘关系近$ 而与草本植物亲缘关系比较远$ 木

本植物中的
*AG

蛋白聚为一类$ 暗示木本植物中该蛋白的功能和作用模式可能与草本植物具有一定

的差异#

&"#$%

的组织特异性表达分析表明$ 该基因于
@

月开花期主要在花器官中表达$ 而茎% 叶中的表达

量很少# 尽管研究表明$

#$

基因主要在叶片中表达$ 但其主要在成熟叶片中表达$ 然后将叶片中表达

的
*A

蛋白通过韧皮部运输至顶端分生组织中促进植物的成花&

!

'

$ 而光皮桦雄花序和花芽形成都在开花

前
F

年完成$ 因此这可能是幼嫩叶片和茎中
&"#$%

基因表达量比较低的重要原因# 而且$ 翌年
@

月光皮

桦花序形成和发育时$ 叶片尚处于幼嫩时期$ 支持此时花序形成和发育的
*A

可能来源于其自身表达的

#$

基因$ 这应该是雄花序和雌花序中
&"#$%

表达量较高的原因# 雌花序中表达量较高$ 则可能是因为

雌花序与雄花序相比$ 其形成和发育都于翌年
@

月完成$ 所需要
*A

蛋白的量更大而导致
&"#$%

表达量

更高#

正常开花的无性系和
F

个不开花无性系在
F

年生育期的不同时间
&"#$%

基因在茎和叶片中的表达分

析表明$ 不开花的无性系
&"#$%

基因在植株的整个生育期内的叶片种基本处于不表达的状态( 在茎中仅

D

月份又一定程度的表达$ 但仅为正常开花无性系表达量的
&HF!D

倍$ 暗示该基因与光皮桦成花的启动

有重要关系# 没有该基因的表达$ 光皮桦不能正常进入成花程序# 而在正常开花的无性系中$

&"#$%

则

主要在雌花序和混合芽形成期!

'

月以后"的叶片和茎中进行表达$ 雌% 雄花序开花的
@

月茎% 叶中也有

相对较高的表达量$ 而在营养生长期的
I"J

月表达不明显# 这些都表明
&"#$%

与光皮桦成花机制的启动

以及花器官的形成有密切的关系# 苹果中
01#$!

基因的表达也有类似的模式$

01#$!

的表达主要集中

在繁殖器官如花和幼果中$ 而且
01#$!

在花芽形成的
'"D

月和开花的
@

月表达量比较高$ 表明其与苹

果花芽的发生以及开开花过程有密切的关系&

F!

'

# 最近的研究还表明$ 在杨树中$

2(#$F

基因的功能主要

在秋冬低温条件下促进花芽的形成以及在次年杨树开花期促进花器官的形成$ 而
2(#$!

基因则在长日

照% 高温下促进营养生长$ 并抑制芽的形成&

F$

'

$

2(#$F

的表达模式也与苹果中
01#$!

表达模式类似$ 暗

示杨树中参与花芽形成和开花过程的基因也主要以
2(#$!

为主&

F!"F$

'

#

&"#$%

基因与上述研究中
01#$!

和

2(#$F

的表达模式非常相似$ 由此推测在功能上它们也应该有很大的相似性$ 即该基因在光皮桦中是参

与花芽形成和启动开花程序中的关键基因# 因此
&"#$%

在光皮桦成花过程中的具体功能将是我们下一步

研究的重点#

$@'
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