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摘要!

CDEF!G3>

基因家族在决定花分生组织特性和花器官发育过程中起着重要的作用% 以绿竹
6&78#3& "'9*&7--

开花试管苗花芽为植物材料! 采用
=EHD

末端快速扩增技术"

I/J0@ /.J1060=/K034 36 =EHD ?4@L

!

MD*-

&技术! 获得了

$

条
CDEF!G3>

基因家族的基因! 命名为
6":;&

% 序列分析结果表明$

6"/<&

开放阅读框'

3J?4 I?/@045 6I/.?

!

NMO

&

长度为
;)B GJ

! 编码
!$,

个氨基酸! 具有典型的植物
CDEF!G3>

蛋白结构! 其编码肽链包含了
CDEF

区(

P

区(

Q

区和
*

区)

6"/<&

与小麦
=$-4->#7 &+34-2#7

! 水稻
?$5@& 3&42&

等
:<&!'-A+

同源基因所编码的氨基酸同源性达到
,%R

以上* 定量聚合酶链式反应'

S*M

#结果表明$

6":<&

基因在开花试管苗的花芽中表达量是不开花试管苗营养芽表达

量的
,<$

倍! 表明该基因可能参与了花器官的发育* 图
B

参
$B

关键词! 林木遗传学+ 绿竹+

6":<&

+

CDEF!G3>

中图分类号!

F'!!<&
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CDEF!G3>

CDEF!G3>

基因家族是一类转录因子( 最先从酵母的转录因子
EFE$

- 拟南芥
:$&8-9"G3-3 4*&'-&%&

的
Db

基因- 金鱼草
:%4-$$*-%#7 7&,#3

的
HCI

%

HCIJFJCKLM

$基因和人的转录因子
MNI

%

MNIB

$中鉴定出

来( 在决定植物开花时间和花形态建成中均起着非常重要的作用 +

$$&

,

) 通过对拟南芥和金鱼草的研究(

+3U./4

等+

B

,提出了花器官发育的
D+*

模型( 将同源异型基因分成
D

(

+

和
*

等
&

类) 花器官的性质便

是由这
&

类同源异型基因所决定)

D

类基因独自作用形成萼片(

D

类和
+

类基因共同作用形成花瓣(

+

类和
*

类基因共同作用形成雄蕊(

*

类基因独自作用形成雌蕊)

/<C=/O/&

%
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推定氨基酸序列

'()*+, & -*./.(0, /1(23 /4(5 6,7*,24, 38 !"#$$

植物花器官发育
9

类基因! 调控植物雄蕊的发育"

:

#

!

#$$

及其同源基因根据其编码的蛋白质
;

端一段特

异序列的不同可以分为
$

个基因系$

%&'("#$$

系%

()!#$$

系和
*+<

系 "

<

#

& 近年来!

#$$

同源基因在很

多物种中都得到了相关报道 "

=

#

! 但在竹子中没有这类报道& 竹类植物是多年生植物! 也是重要的经济

植物! 竹子开花会造成竹林成片死亡的现象! 对生态环境和社会经济带来很大的影响! 因此! 对竹子开

花的研究具有十分重要的意义& 本实验以绿竹
!&,-).& "'/0&,11

组培苗为实验材料! 利用
4>?@

末端快

速扩增技术'

A@;B

(技术获得了
!"#$$

基因的
4>?@

全长% 利用生物信息学对其进行了分析% 同时也对

其表达模式进行了分析% 旨在为进一步研究竹类花发育的分子调控机制奠定基础&

&

材料与方法

!"!

材料

绿竹花芽和营养芽分别来自浙江农林大学组培室继代
&

周的开花试管苗和营养试管苗"

C

#

% 长度为
& 41

左

右& 采用
D+(E3F

法提取其总核糖核酸)

A?@

(%

"=% #

保存备用&

!"#

绿竹
$%&

基因的克隆与序列分析

按照
A,0,+6, D+/264+(G.(32 HI6.,1

)日本
D@J@A@

公司(反转录试剂盒说明书合成花芽
4>?@

第
#

链&

通过网络搜索)

K..G

$

LLMMMN24O(N2F1N2(KN)30L2*4F,3.(5,L

(% 根据禾本科
-3/4,/, #$$!F(P,

同源基因序列由

-+(1,+ :N%

设计一段保守序列引物% 上游引物为
:$!;QQQQ@D;@DQ@@Q @@QQ;Q!$$

% 下游引物为
:$!

D;@D@;DQ;D;Q@D;;@D@Q!$$

% 由中国上海生工生物工程技术有限公司合成& 根据扩增的保守序列设

计
A@;B

引物%

$$A@;B

第
&

轮引物为
:$!DQ@D@D;DQDQ;;DQQQ ;DQ!$$

% 第
!

轮引物为$

:$!D@Q!

Q;DQQD;;;Q@DQ;;;D!$$

&

:$A@;B

第
&

轮引物为
:$!;;@D;@D;@DQDD;D;;D;;!$$

% 第
!

轮引物为
:$

!;Q;@;QQQQ@D;@DQ@@Q@@!$$

& 根据
A@;B

结果设计开放阅读框)

3G,2 +,/5(2) 8+/1,

%

RA'

(引物% 上

游引物为
:$!@DQQQQ;Q;QQ;@@Q!$$

% 下游引物为
:$!DD@@;;Q@QQ;Q;@QQD;Q;!$$

& 聚合酶链式反

应)

-;A

(扩增目的条带采用凝胶回收试剂盒)中国上海生工(回收& 将回收条带插入
GS>!!%D

载体)日本

D@J@A@

公司(% 热激法转化
>T:!

)日本
D@J@A@

公司(% 在氨苄青霉素平板上进行蓝白斑筛选% 挑取

正向克隆% 摇菌过夜% 利用质粒提取试剂盒提取质粒% 酶切鉴定送到中国上海生工生物工程服务有限公

司测序& 测序结果在美国国立生物技术信息中心)

?;9U

(网站上
9V@HD

比对% 用
>?@S@?

软件进行序

列氨基酸编辑)图
&

(%

;VWHD@V

软件采

用
?,()KO3+!X3(2(2)

)

?X

(分析方法进行系

统进化分析% 在此基础上用
SBQ@ YN%

软件构建系统进化树&

!"&

绿竹
!"#$&

基因的定量表达分析

以提取的绿竹开花试管苗的花芽和

不开花试管苗的营养芽为材料% 提取总

A?@

% 参照试剂说明书分别进行反转录%

利用
@9U!=:%%

定量聚合酶链式反应)

-;A

(

仪对绿竹上述部位
#$$

基因的表达进行

定量分析 & 以绿竹
#2314

基因为内标 %

@9U!=:%%

反应程序为 $

Z: #

预变性
:

1(2

*

Z: #

变性
&: 6

%

:Z #

退火
& 1(2

%

Y%

个循环+

#2314

上游引物为
:$!DQ@Q;D!

D;;DQ@DQQQ ;@@Q!$$

% 下游引物为
$$!

;;DQ@D@ D;;@;QD;Q;@;DD!:$

&

!"#$$

上游引物为
:$!QQ@QQDD;Q;;@;@QQ@@!

$$

% 下游引物为
:$!Q;D;;DQ;DQ;@QQ!

DD;D!$$

&

CY%
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图
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区蛋白氨基酸序列比较
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朱龙飞等! 绿竹花发育相关基因
!"#$!

的克隆与分析

/

结果与分析

!"# !"#$$

序列分析

以禾本科保守序列设计引物扩增得到了
=>? @8

的片段"

!!A&BC

扩增得到了
DE" @8

的片段"

E!

A&BC

扩增得到了
!"" @8

的片段" 将
E!A&BC

和
!!A&BC

获得的序列进行拼接" 结果显示! 该
4'F&

全

长为
GG> @8

" 含有
=

个完整的
HA)

序列" 长度为
#EI @8

# 核苷酸序列比对结果发现" 该序列为
#$!

同

源基因" 该基因与水稻
%&'() *)+,-)

" 小麦
.&,+,/01 )2*+,-01

" 玉米
32) 1)'*

等植物的
#$!

基因序列有很

高的同源性#

'F&%&F

分析显示" 该片段编码
/=>

个氨基酸" 蛋白分子量约为
/EJ"I K'

" 等电点为

>JGD

#

L<36:8

结果显示! 该蛋白属于
%&'("@2M

家族" 具有植物
%&'("@2M

蛋白典型的特征" 其编码肽

链包含
/

个保守区$

%&'(

盒和
N

区%和
/

个非保守区$

O

区和
B

区%$图
=

%" 氨基酸序列与来自其他单子

叶植物的某些
%&'(

盒基因高度同源" 与水稻
%*4#56=#

" 玉米
*,78'=

以及小麦
9#$!

一致性$

*5.1:*:P

%

分别为
>!JEIQ

"

>/JD/Q

和
>/J!"Q

" 与拟南芥
#$!

的一致性为
I!J#/Q

& 在
%&'(

盒和
N

区的氨基酸序

列非常保守 $图
/

%& 在
FBLO

上查找已经克隆出来的
RR

个不同物种的
#$!

同源基因" 采用
4<,6:3<M

对

这些基因作氨基酸序列比对" 采用
FS

法构建系统进化树 $

0.+3 I J "

%分析显示"

!"#$!

与小麦
#$!

关

系最近" 其次为水稻
#$!

" 与金鱼草
'C)

同源基因进化关系最远" 序列分析表明
!"#$!

蛋白属于
:)72!

>IR
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基因在绿竹花芽和营养芽中的

表达水平

'()*+, & -./+,00(12 3,4,3 15 !"#$$ ),2, (2 5316,+ 7*80

928 4,),:9:(4, 0;11:0 15 !%&'()% "*+,%&--

"#$$

系!图
$

"#

图
$

基于
<=>?

盒基因氨基酸序列构建的系统树分析

'()*+, $ @;A31),2,:(B 9293A0(0 790,8 12 :;, 9C(21 9B(8 0,D*,2B, 15 <=>?!71. ),2,0

!"! !"#$#

表达分析

!E!EF

标准曲线的制作 使用
@GH

产物作为模板$ 逐级

稀释
F%E%

倍$ 做
I

个梯度$ 制作
#./-0

和
!"#$$

的标准

曲线 #

#./-0

和
!"#$$

的扩增曲线
1

! 分别为
FE%%%

和

%EJJK

$ 表明模板重复性好$ 所采用的
@GH

体系和热循

环体系条件可以得到稳定的实验结果#

!E!E! !"#$$

在花芽和营养芽中的表达水平 以同时继

代
F

周的开花试管苗的花芽和营养试管苗的营养芽

B>L=

为模板$ 以
#./-0

为内参$ 研究
!"#$$

基因在花

芽和营养芽中的相对表达情况!图
&

"# 每个模板和引物

组合做
$

个重复# 每个引物和模板组合的
2

/

值的标准误

差较小$ 表明重复性好$ 且
#./-0

和
!"#$$

引物扩增的

2

/

值均落在标准曲线
2

/

值的区间 # 定量结果表明 %

!"#$$

在花芽的表达量明显比营养芽高$ 是营养芽表达

量的
KEF

倍#

$

结论与讨论

为了探讨
<=>?!71.

基因调节竹类花器官发育的作用$ 克隆得到绿竹中的
#$$!3(M,

基因并命名为

!"#$$

$ 该基因具有
<=>?!71.

中
N

类基因的结构特征# 依据基因
G

端序列的不同$

#$$!3(M,

基因分为

$

个基因系$ 分别是
/93,1=@$

系$

,*!=@$

系和
O<I

系# 本研究中分离的
N1=@$

蛋白质序列与
/93,1=@$

系最相近$ 具有
/93,1=@$

基序!

PQ.!R>SHS=

"

&

J"#%

'

!图
!

"$

!"#$$

与小麦( 水稻等
#$$!3(M,

同源基因所

编码的氨基酸同源性达到
K%T

以上$ 且在系统进化树上聚为一类# 综上所述$ 可以确定
N"#$$

是
N

类

#$$!3(M,

基因#

到目前为止$ 已经从多个物种中克隆得到了花发育相关的
N

类基因!图
$

"$ 其表达模式有着显著

的差异# 拟南芥中$

=@$

基因在花器官发育的第
!

轮和第
$

轮表达 &

FF

'

$ 而在金鱼草中
345

基因在花器

官发育
&

轮中都有表达$ 在非花组织不表达&

F!

'

$ 玉米的
)-*67F

基因在花器官所有部位表达&

F$

'

$ 荧光定量

@GH

结果可以看出$ 绿竹开花试管苗花芽的表达量是不开花试管苗营养芽表达量的
KEF

倍$ 这一结果表

K&!
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!"#$!

的克隆与分析

明
!"#$!

与花器官发育有密切关系"
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