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摘要! 根据已报道的禾本科
)*+,-+-

植物
667

基因的保守序列 %

./0

和
./1

区&设计
!

对引物! 分别从紫竹
8*5'"

'"34&9*53 %-.$& 2

个不同栽培变型中克隆到
88:

基因片段' 序列分析显示$

2

个序列彼此间核苷酸水平上一致性达到

234"$5

! 氨基酸水平上的一致性达到
6!46"5

' 在某些栽培类型! 一年紫和沟槽紫! 该基因存在提前终止的现象'

所获得的
2

条序列间存在明显的单核苷酸多态性"

78)

&位点! 多数位点引起非同义突变' 根据所测得的序列对紫竹

不同栽培类型的亲缘关系进行了遗传多样性分析' 图
3

表
"

参
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%是一种以铜为辅基的末端氧化还原酶" 可以催化酚类上的羟

基" 使它们转化为醌类或催化多酚类变为氧合醌 '

!$3

(

" 与植物的生物合成'

"

(

+ 光合作用'

#

(

+ 抗逆性'

$

(和褐

化 '

&$9

(等方面有关, 目前" 国内外已经先后从禾本科
)*+,-+-

植物" 如水稻
:$5<& 3&4-2&

'

6

(

" 小麦
=$-4-9#>

&+34-2#>

'

2

(

" 玉米
?+& >&53

'

!

(等植物中获得了该基因" 并对其基因结构+ 功能+ 分布情况进行了分析" 且

水稻中的该基因已被开发成功能标记" 并用于水稻种质资源的鉴定'

6

(

, 在竹类植物中该基因的研究报道

还很少'

9

"

!'

(

, 单核苷酸多态性!

@<;=:- ;/,:-*C<>- T*:?Y*FTD<@Y

"

78)

%是指一物种不同个体在基因组水平上

由单个核苷酸变异引起的
\80

序列多态性" 其分布广" 信息量大" 易于检测和统计分析" 已发展成为

第
"

代基因遗传标记'

!!

(

, 基于上述特点"

78)

标记研究在草本植物中已大规模展开'

!3

(

, 近些年来"

78)

研究开始应用到林木等多年生木本植物中" 并在部分树种中取得初步进展 '
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年
%

月
!&

日

编号 栽培类型 形态特征

#

一年紫 新竹当年即长黑色斑点! 秆变为紫黑色

!

二年紫 新竹竹竿于第
!

年开始变紫色

$

三年紫 新竹竹竿第
$

年呈现紫黑色

'

大紫竹 竹竿比一般的紫竹粗壮

(

日本紫竹 新竹竿当年变紫! 颜色淡

)

台湾紫竹 新竹竿当年变紫! 颜色很深

*

花叶紫竹 叶片有白色条纹

%

沟槽紫竹 竹竿仅沟槽为紫色

+

毛金竹 竹秆不变紫

表
!

实验材料

,-./0 # 1-23/04 567 8048

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

个不同栽培类型中分别克隆了该基因的片段! 并对其序列进行了分析! 发掘了其中的

19:

位点和相应编码的氨基酸变异位点! 揭示了该基因在紫竹不同栽培类型中的遗传多态性! 为克隆竹

类植物中该基因的全长序列! 丰富构建竹类植物基因图谱标记! 分析和研究紫竹
+

个不同栽培类型的遗

传多样性奠定基础"

;

材料和方法

!"!

供试材料及试剂

从浙江农林大学翠竹园采集紫竹不同栽培类型的幼嫩叶片#表
;

$% 采集后用液氮速冻! 放入
!*" "

冰箱保存" 菌株
-#&'.,*&'*% &"!* <=#(!

和质粒回收试剂盒购自于上海生工技术服务有限公司" 载体& 反

转录试剂& 聚合酶链式反应'

:>?

$试剂均购自宝生物公司" 胶回收试剂盒购自北京鼎国公司"

!"#

方法

;@!@;

叶片总
?9A

及基因组
<9A

提取 采用
,?BCDE

法提取总核糖核酸'

?9A

$! 采用十六烷基三甲基

溴化铵'

>,AF

$法提取紫竹叶片基因组
<9A

"

;@!@! G<9A

第
;

链合成 反转录体

系及条件(

;@( "H

模板
?9A

!

' "E ($

反转录缓冲液!

! "E

脱氧核苷三磷酸

'

!@( 226/

)

E

!;

$!

&@( "E ?9A

酶抑制剂

'

!& $;)@)* IJ-8

$!

(& 326/

寡聚胸苷

酸!

!@& "E AKL

反转录酶'

;& $;)@)*

IJ-8

$!

;& "E

二乙基焦磷酰胺处理水!

反应条件为( 室温
;& 2MI

!

'! "

保温

)& 2MI

! 冰水冷却
! 2MI

! 最后
!!& "

保存"

;@!@$

紫竹
/01

基因克隆及系统进化

关系分析 根据水稻& 小麦和玉米等

禾本科植物
001

基因序列的保守区域

'

>NA

和
>NF

结合区 $! 设计了
::D#

引物!

::D#

正为
(%#,,>O>O>,O>>O,,>,OOAA#$%

!

::D#

反为
(%#OA,O,O>>A>A,O>OO,>OA#$%

" 聚

合酶链式反应 '

:>?

$反应程序分别为
+' " $ 2MI

*

+' " $& 4

!

(& " $& 4

!

*! " # 2MI

!

$% "

循环!

*!

" ( 2MI

!

#& "

保存% 用鼎国
PA&#'##

胶回收试剂盒对目的片段进行回收纯化! 连接到
3K<!&

质粒载

体上! 转化后进行蓝白斑筛选! 挑取白斑进行
:>?

和酶切检测! 选取阳性克隆进行测序% 所得序列应

用
<9AKA9

软件中的
>/N48-/Q

进行系统进化关系分析%

!

结果和分析

#"! !!"

基因片段克隆及序列分析

以
::D#

为特异引物对一年紫和台湾紫
G<9A

及其紫竹不同栽培变型及种源的基因组
<9A

进行扩

增% 序列分析结果表明( 从台湾紫竹中获得大小为
'$% .3

的
G<9A

片段! 从一年紫中获得大小为
''!

.3

的
G<9A

片段% 而从紫竹不同栽培变型及种源中获得
$

种大小分别为
(!+

!

('*

及
((+ .3

的基因组

<9A

片段! 这些序列大小间的差异主要是由于该基因第
!

内含子长度不一造成的! 花叶紫和三年紫中

该基因的第
!

内含子缺失
!) .3

! 大紫竹& 二年紫& 日本紫及台湾紫均缺失
% .3

! 且这不同来源的
)

个

片段均在第
$

外显子的同一位置缺失
' .3

'图
#

$%

对所获得的序列进行同源性分析! 发现
+

个序列彼此之间的同源性均达到
+!R

以上! 尤其在可扩增

出同样大小片段的样本间该序列间的差异非常小! 仅存在个别碱基的差异! 如台湾紫& 日本紫和大紫竹

中均可扩增出
('* .3

的片段! 彼此间仅存在
!

个碱基的差异%

运用生物信息学软件将所获得的
+

个序列翻译成氨基酸! 序列比对发现! 台湾紫& 日本紫和大紫竹

(;!
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#

期 肖国辉等! 紫竹不同栽培类型
$$%

基因片段克隆及其
&'$

分析

图
(

紫竹不同栽培类型中
!!"

基因的序列比对

)*+,-. / 01*+23.24 5.46..2 47. 8.9,.2:.8 ;< =3>1*<*.? >-;?,:48 =3;2+ :,14*@=4.? <;-38

A

个横箭头表示上下游引物"

A

个竖箭头间的序列为第
A

内含子序列

B/!
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年
%

月
!&

日

中该基因的氨基酸序列间存在
!

个氨基酸的差异! 而花叶紫和三年紫的该基因间存在
'

个氨基酸的差

异" 有一点值得注意的是! 由于一年紫# 毛金竹及沟槽紫的氨基酸序列中发现了提前终止的现象! 因

此! 在编码区也只有
#

个氨基酸的差异" 由于氨基酸序列的提前终止! 故在该
$

条氨基酸序列中并未发

现
()*

结合区! 而在其他栽培类型的该基因的氨基酸序列中同时含有
()+

和
()*

结合区! 暗示着这
$

个栽培类型中该基因的功能与其他栽培类型中存在差异"

!"! !!"

基因片段
#$%

分析

各
,-.

位点在不同实验样本间多态分布不均衡! 本研究检测到该基因丰富的多态性应该与实验材

料的选择有一定的关系" 对所获得的
/

个序列的编码区进行分析发现! 导致
/

个序列之间多态性差异较

大的主要有
!

个原因$ 一是序列间本身存在较大的差异! 如二年紫中该基因的序列与其他栽培类型中的

都存在明显差异% 二是序列间存在较多的
,-.

位点! 在所测得的
/

条序列中&

0!/!00/ 12

'! 共存在
0'

个
,-.

位点! 多态性频率为
# ,-.3#&4' 12

! 其中转换型
,-.

占
0/5

! 仅有
#

个
,-.

属于单碱基缺失"

外显子与内含子中
,-.

出现的频率相似! 分别为
# ,-.3#&4! 12

和
# ,-.3#&4% 12

" 这些
,-.

位点在一些

栽培类型中可能并不成为
,-.

! 如台湾紫# 日本紫和大紫竹中该基因序列仅存在
!

个碱基的差异 &表

!

'! 均为
+36

转换类型! 且这
!

个
,-.

均导致氨基酸序列的不同 &表
$

'! 属于非同义编码
7,-.

% 一年

紫# 毛金竹和沟槽紫中该基因序列的差异存在转换&

+36

'及颠换&

+38

及
+3(

'! 其中的
$

个
,-.

属于同

义编码
7,-.

&表
$

'% 花叶紫和三年紫中该基因序列的差异也是由转换&

+36

及
83(

'及颠换&

63(

'造成的"

继而! 我们对同一栽培类型的不同单株的序列进行了分析! 发现也存在
,-.

位点! 如从毛金竹的
$

个

单株中获得的该基因的序列间存在
9

个
,-.

位点! 其中的
0

个均属于非同义编码
7,-.

% 一年紫中不同

单株间该基因的序列也存在
,-.

现象" 由此可见! 紫竹的遗传信息比较复杂"

栽培类型
单核苷酸变异位点

栽培类型
单核苷酸变异位点

:&;< !!&= '&:< '$9< 0$!< $%< 9'<

一年紫
+ 8 + + (

日本紫
+ +

沟槽竹
+ + 6 ( +

台湾紫
6 +

毛金竹
6 + 6 + +

大紫竹
6 6

栽培类型
单核苷酸变异位点

9'< 9/< :/%< !::= '$;< ''!< ';&< ';/<

三年紫
6 6 + 6 + + 6 8

花叶紫
+ ( 6 + 6 6 ( (

说明$

<

表示外显子区!

=

表示内含子区"

表
! !!"

基因片段单核甘酸变异

8>1?< ! @>A=>B=CD CE F=DG?< D)7?<CB=H<F =D BI< F<GJ<DB CE !!" G<D<

栽培类型
氨基酸变异位点

栽培类型
氨基酸变异位点

栽培类型
氨基酸变异位点

$9 #$ !! !! !$ 99 ##;

一年紫
K

日本紫
, -

三年紫
L M N -

勾槽竹
K

台湾紫
6 -

花叶紫
- - O ,

毛金竹
P

大紫竹
6 L

表
& !!"

基因片段氨基酸变异

8>1?< $ @>A=>B=CD CE >J=DC >7=HF =D BI< F<GJ<DB CE !!" G<D<

!"&

克隆基因片段的遗传多样性分析

运用
L-+O+-

软件对所获得的
/

个序列进行聚类&图
!

'! 结果显示$ 二年紫与其他栽培类型亲缘

关系最远! 单列为一类" 一年紫# 毛金竹和沟槽紫归为一类! 其他
0

个栽培类型归为一类"

0:'



第
!"

卷第
#

期

!

讨论

从
!!"

基因同源性比较的结果来看!

该基因具有种特异性及其栽培类型特异

性! 而且栽培类型间的差异有时更大于种

间的差异" 更难理解的是! 同一栽培类型

的不同单株间也存在差异" 本实验结果证

实! 台湾紫竹与毛竹
!#$%%&'()*#$' +,-%.'

原变种中该基因氨基酸序列的同源性为

$%&'()

! 而一年紫与花叶紫中该基因的氨

基酸序列的同源性仅为
*"&(%)

! 同一栽

培类型不同单株间该基因的氨基酸序列的

同源性均较高! 都达到
$$)

以上"

本实验从紫竹不同栽培类型中获得的

$

条序列间存在序列上的差异! 也存在丰

富的
+,-

变异位点及由此引起的氨基酸

变异位点! 说明了该基因在紫竹不同栽培类型间存在丰富的多态性" 在这些
+,-

位点中! 转换的比例

明显高于颠换的比例! 且以
./0

转换居多! 并非是常见的
1/2

转换 #

%'

$

" 一半的
+,-

位点会引起非同义

突变! 这些非同义突变位点基本都是由三联体密码的第
!

个密码子发生变异而导致的! 因此也支持了众

多研究者提出的三联密码子中第
!

个密码子承受着比前
3

个密码子更大的选择压力的观点" 同时!

+,-

位点的非同义突变也可能与不同栽培类型秆变异有关"

+,-

是由单个核苷酸变异引起的
4,.

序列多态性! 具有丰富的位点% 比较高的遗传稳定性等优点!
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位点及相应的氨基酸变异位点! 表明该基因在梨属植物中存在遗传多态性! 但这种遗传多
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'等分子标记也未能揭示其遗传多样性&私人通信'! 但通过直

接测序的方法可以直接揭示这些不同的栽培类型间的基因组确实存在显著差异"
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