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摘要# 采用同源序列法! 结合
6789

末端快速扩增%

:;<+) ;=<>+?+6;@+*1 *? 6789 A1)0

!

B9CD

&技术! 克隆获得 '无

籽( 瓯柑
6-4$#3 3#&2-33-=&

'

EAA)>A00

) 脂转移酶基因
63:89

和脂氧合酶基因
63:;<

的全长
6789

序列*

63:89 67#

89

全长
##5 F<

!

!

个开放阅读框! 编码
%!4

个氨基酸! 与脐橙
6> 3-%+%3-3

! 粗柠檬
6> ,&=?*-$-

的脂转移蛋白的相似

性分别为
34G

和
#2G

*

63:;< 6789

全长
% 3!4 F<

!

!

个开放阅读框! 编码
$34

个氨基酸! 与粗柠檬+ 美洲黑杨

9"@#'#3 A+'4"-A3

的相似性分别为
33G

和
4!G

, 荧光定量聚合酶链式反应%

HCB

#表明$

63:89

和
63:;<

的表达量均在

-无籽) 瓯柑花粉粒形成期开始显著下降! 并显著低于普通瓯柑
6-4$#3 3#&2-33-=&

, -无籽) 瓯柑花粉发育过程中油

脂的转运及氧化的异常! 可能成为 -无籽) 瓯柑花粉败育的原因之一, 图
#

参
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21)4!08;1 B=C

瓯柑
+"#$%& &%*("&&")*

是浙江南部地区的一个古老的地方栽培种' 具有祛热生津( 清凉解毒等特殊

的医药功效' 素有 )端午瓯柑似羚羊* 之说+ $无籽% 瓯柑
+"#$%& &%*("&&")*

$

A11:41..

% 是瓯柑的无

核突变体'

!%%$

年
!

月通过浙江省林木良种审定委员会的良种认定并命名!

#

"

+ 前期的研究 !

!"$

"表明, 花

粉败育是 $无籽% 瓯柑无核的原因之一+ 植物雄性不育是指植物有性繁殖过程中不能产生正常的花药(

花粉或雄配子的遗传现象+ 雄性不育可以分为细胞核雄性不育#

DEA

&及质核互作雄性不育#

=EA

&+ 关于

植物
=EA

分子机制' 普遍认为与呼吸链和三磷酸腺苷#

F,B

&合成基因的嵌合基因以及核糖核酸#

CDF

&

的编辑等有关!

G"H

"

+ 胡志勇等!

I

"成功地从温州蜜柑
+"#$%& %1&2%"

克隆到了
?

个线粒体基因
*#3>

'

456

和
457

!

的片段' 它们分别编码
JKJ"!F,B

合成酶的第
>

亚基( 细胞色素
3

的亚基和细胞色素
=

氧化酶复合体

的第
!

亚基' 并通过实时荧光定量聚合酶链式反应#

21)4!08;1 B=C

&技术证明了这
?

个基因在小孢子发育

后期一直到形成成熟的花粉粒的过程中线粒体基因的表达减弱' 即供给小孢子发育的能量可能在减少'

进而导致了花粉的败育' 由此推测温州蜜柑的雄性不育与呼吸作用及能量代谢的异常相关+

L8'

等!

M

"在

对 $无籽% 蒰柑
!"#$%& $8#"4%9*#*

$

A11:41..

% 差异表达基因的分析研究中' 筛选到一些参与雄配子体发育

的基因+ 本课题组从 $无籽% 瓯柑和普通瓯柑的数字基因表达谱#

:8(80)4 (1*1 1N921..86*

'

OPQ

&中筛选出

!

个脂类代谢相关的基因片段
,-.

#

4898: 02)*.712 926018*.

&和
,/0

#

4896NR(1*).1

&#另文发表&+ 植物转脂蛋

白#

4898: 02)*.712 926018*.

'

S,B.

&是一类广泛存在于高等植物中的碱性小分子量蛋白质' 生理功能包括参

与角质的形成( 脂代谢( 生物膜的形成( 体细胞发育( 花粉与雌蕊的相互作用等' 特别是在抗性信号转

导和植物防御功能中的作用' 成为近年来关注的焦点!

K%"KK

"

+ 脂氧合酶#

S&T

&是一类广泛存在于动植物中

的非血红素铁蛋白' 参与脂肪酸氧化途径中的
S&T

途径' 专一催化含有顺
/

顺
!K/$!

戊二烯结构的多元不

饱和脂肪酸的加氧反应!

K!

"

+ 为进一步明确 $无籽% 瓯柑花粉败育与其脂质代谢的相关性' 本研究采用同

源序列法' 结合
5ODF

末端快速扩增#

2)98: );948785)086* 67 5ODF 1*:.

'

CF=Q

&技术' 克隆获得 $无籽%

瓯柑脂转移酶基因#

!&,-.

&和脂氧合酶基因#

!&,/0

&的全长
5ODF

序列+ 通过实时荧光定量
B=C

#

21)4!

08;1 B=C

&技术' 对
!

个目标基因
;CDF

表达量在花粉发育的不同时期进行实时定量分析' 期望能够进

一步解析 $无籽% 瓯柑花粉败育的分子基础' 为揭示 $无籽% 瓯柑无核机制奠定基础+

K

材料与方法

*+*

试验材料

供试材料采自浙江省丽水市林业科学研究院百果园内的普通瓯柑和 $无籽% 瓯柑+

*+,

!无籽" 瓯柑
!&,-.

和
!&,/0

全长
-./0

的克隆

取$无籽%瓯柑的花蕾' 采用
,28U64 V80.

#

W*X8026(1*

&进行总
CDF

抽提+ 经
OD).1!

#

K#K>+>H *Y)0

-

S

"K

&

#

B26;1()

&处理纯化后' 按照
AEFC,

,E

5ODF S832)2R =6*.02'5086* V80

#

,)V)C)

&操作' 分别反转录获得
?$!

CF=Q

和
G$!CF=Q

的模板
5ODF

+ 根据数字基因表达谱#

OPQ

&测序分析的
ZSFA,*

结果' 用
B28;12 B21!

;812 G+%

软件分别在
!

个基因内部设计基因特异引物#

PAB

&' 并使用
?$!CF=Q

或
G$!CF=Q

的模板进行
?$

!CF=Q

和
G$!CF=Q

+

B=C

扩增产物经分离( 回收后' 连接
9EOKI!,

测序载体' 转化大肠埃希菌
:&428$"&2"*

459" ,PK

' 调取阳性克隆' 由上海生工测序+

*+1

生物信息学分析

利用
ODFEFD

软件进行序列分析' 预测目标
5ODF

编码的蛋白质' 将氨基酸序列提交到美国国家

生物技术信息中心#

D=ZW

&进行
ZSFA,

比对' 并用
ODFEFD

和
&CJ J8*:12

进行
&CJ

分析序列的开放

阅读框和保守域' 用
=4'.0)4T

和
EQPF$

!

K?

"软件对蛋白序列进行多重比对和系统进化分析+ 利用在线工

具分析氨基酸序列的二级结构' 物理性质及功能域' 并对亚细胞定位进行预测+

I!$



第
!"

卷第
#

期

!"#

实时荧光定量
$%&

分析

$%"!

年
&

月
'

日瓯柑花蕾可见时开始采集样品! 采样
(

次"
)

!*

! 根据花蕾大小差异将 #无籽$ 瓯柑

和普通瓯柑各分为
+

个时期%

!

&花粉母细胞形成期'(

"

&四分体时期'(

#

&花粉粒形成期'(

$

&花粉粒

成熟期'和
%

&花朵开放期'等
+

个时期的花蕾) 其中! #无籽$ 瓯柑&

,

'%

,!

!

,"

!

,#

!

,$

!

,%

*

普通瓯柑&

-

'%

-!

!

-"

!

-#

!

-$

!

-%

) 液氮冷冻! 于
!.% "

保存备用)

分别提取 #无籽$ 瓯柑和普通瓯柑各自不同时期花蕾的总
/,0

! 采用
123452672389

:;

/: 25<5=9 >39

?39@ <A,0 B2CD52

&

152E579 /5CF :345

!

:CGC/C

'试剂盒反转录成
7A,0

! 采用
HIJ'# /5CF#:345 6KD954

实

时荧光定量
1H/

仪&

L3M#/C)

'! 反应程序为
'+ "

!

!% D

*

'+ "

!

+ D

*

+N "

!

!O D

!

!'

个循环*

#+P'+

"

! 隔
+ D

上升
%Q+ "

做融解曲线) 重复
!

次+样品!(

! 取平均值) 实时定量
1H/

引物分别为%

HDR:1SI

&

!$ #H0HH0:TH0:HTT:::H::#+$

'和
HDR:1S /

&

!$ #0T:::TTHTT:H0TT:T:#+$

'*

HDRUJS I

&

!$ #H:#

T000::HT00H:T:TTT0 #+$

'和
HDRUJS/

&

!$#H00:T::TH0:H::TH0T:T#+$

')

$

结果

'"!

!无籽" 瓯柑
!"#$%

和
&"#'(

基因全长
()*+

的克隆及序列分析

利用
R:1V'.

&

!$#0:T:TTTH0TT:T0T:TTH:#+$

'和
R:1#**.

&

!$# T0THH0H:H0HH:THHH0H0:#+$

'

作为特异引物!

!$#/0HB

和
+$#/0HB

完成后!

1H/

扩增产物在质量浓度为
*W

的琼脂糖胶上电泳检测!

结果
!$#/0HB

产物约为
+OO X8

&图
*C

'!

+$#/0HB

产物约为
*+O X8

&图
*X

'* 测序结果表明% 它们分别为

+$N X8

和
*+& X8

) 根据重叠序列将
!$#/0HB

和
+$#/0HB

的结果拼接! 经测序!

&"#$% 7A,0

全长
##N

X8

! 包含
*

个开放阅读框'! 编码
$*+

个氨基酸! 分子量为
*Q$# >A

! 等电点&

8Y

'为
'Q&$

! 带负电荷的氨

基酸残基总数&

0D8VTFZ

'为
!

! 总的正电荷氨基酸残基&

02<VRKD

'总数为
*[

! 推测基因所编码的蛋白位置

在细胞外)

LR06:=

结果显示% 与脐橙
&)*+," ")-.-")"

&

0I!#''!*

'和粗柠檬
&/ 01234)+)

&

0L&!N[+'

'的脂

转移蛋白
R:1

相似性分别为
'+W

和
#OW

! 序列提交
T5=LC=>

! 登录号为
GINN[.N[

! 命名为
&"#$%

)

利用
RUJ#T61!

&

!$ #0:0TH00HH00:HTTH00H:H0THT:T#+$

'和
RUJ#T61+

&

!$ #TH::T:HT0THH000H

H0::T0#+$

'为特异引物!

!$#/0HB

和
+$#/0HB

完成后!

1H/

扩增产物在质量浓度为
*W

的琼脂糖胶上

电泳检测) 结果显示%

!$#/0HB

产物约为
* OOO X8

&图
[C

'!

+$#/0HB

产物约为
[ OOO X8

&图
[X

') 测序

结果表明% 它们分别为
* **+ X8

和
* 'O* X8

) 根据重叠序列将
!$#/0HB

和
+$#/0HB

的结果拼接! 经测

序!

&"#'( 7A,0

全长
[ '*+ X8

! 包含
*

个开放阅读框! 编码
.'+

个氨基酸&图
!X

'! 分子量为
*OQ*N# #

>A

! 等电点&

8Y

'为
#QO'

! 带负电荷的氨基酸残基总数&

0D8VTFZ

'为
*[O

个! 总的正电荷氨基酸残基&

02<V

RKD

'总数为
*O.

个! 推测该基因所编码的蛋白位置在细胞核内&

N#QOW

'! 线粒体基质&

+OQ[W

'! 过

氧化物酶体&

!+Q.W

'! 线粒体内膜上&

[[Q[W

')

LR06:=

结果显示% 与粗柠檬&

0LO!'N&+

'! 美洲黑杨

%56,7," 8.7*5)8"

&

A\*!**N'

'的脂氧合酶相似性分别为
''W

和
+*W

! 序列提交
T5=LC=>

! 登录号为

图
* &"#$% !$#/0HB

和
+$#/0HB

I3<Z25 * &"#$% !!#/0HB C=) +$#/0HB

图
[ &"#'( !!#/0HB

和
+$#/0HB

I3<Z25 [ &"#'( !!#/0HB C=) +$#/0HB

张 敏等% #无籽$ 瓯柑
&"#$%

和
&"#'(

基因的克隆与表达分析
.[+
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!"#$

年
#!

月
!%

日

图
&

!无籽" 瓯柑
!"#$%

和
&"#'(

的核酸序列及推导的氨基酸序列

'()*+, & -*./,01(2, 342 2,2*.,2 35(40 3.(26 6,7*,4., 08 6,,2/,66 9*)34 ),4, &"#$% 342 &"#'(

!子

:!;



第
!"

卷第
#

期

$%&&'(&"

! 命名为
!"#$%

"

!"! &"#'(

!

&"#$%

基因的推导氨基酸序列分析

根据
)*+, *-.

#

/0012334445678956:;569/5<=>3.0?@70@?A37BB34?1C857<9

$分析氨基酸序列 !

&"#'(

包含

)"#'("

保守功能域! 属于非特异性脂转运蛋白
"

型#

)"#'("

$亚科! 属于
DD,EFG..

超基因家族#图
HI

$!

即
!!

淀粉酶抑制子#

DD,

$

!

脂转移#

FG

$

!

种子储藏#

..

$蛋白家族%

&"#$%

包含植物脂氧合酶相关蛋白结构

域! 属于
(#*'

超基因家族&图
H8

$! 即多囊蛋白
J!

脂氧合酶
!!!

毒素蛋白家族%

图
H *CFGK

和
*CFLM

氨基酸序列保守功能域分析

%9<@?A H *=6CA?>AB B=;I96 I6I:NC9C =O *CFGK I6B *CFLM I;96= I79B CAP@A67AC

I2 *CFGK

'

82 *CFLM

%

查询序列

查询序列

利用在线分析软件
/0012334445AQ1ICN5=?<37<9!89631?=0C7I:A51:

! 选择
R1/=853$N0AS -==:900:A

模式 ! 对

(无籽) 瓯柑
&"#'(

和
&"#$%

基因的蛋白疏水性进行分析预测"

&"#'(

基因蛋白的疏水指数为
"T5UUV

T5(T

! 约在第
"(VT"

位出现较强的疏水性! 在第
&HV&W

位出现较强的亲水性'

&"#$%

基因蛋白的疏水指

数从
"T5W&

到
T5H#

! 约在第
"WU

!

&H!

!

("&

位出现较强的疏水性! 在第
TTW

!

TWU

!

!UU

!

!X(

!

#!(

!

&T#

!

&&(

位出现较强亲水性"

利用在线同源建模分析软件
/001233C49CC;=BA:5AQ1ICN5=?<3

对蛋白质三级结构预测! 得到了
*CFGK

和

*CFLM

的三级结构*

"HYJ#

+

,

*CFGK

蛋白经过几次折叠后主要以
!

短螺旋为主'

*CFLM

蛋白主要以
!

螺旋为

主! 包括长螺旋和短螺旋! 并伴有一些
"

折叠! 其间由一些转角等相互连接%

!"#

"无籽# 瓯柑
$%&'(

和
$%&)*

的系统进化树分析

利用
+FD.GK

对
*CFGK

和
*CFLM

预测蛋白的氨基酸序列进行同源性检索! 并比对同源性较高的物

种氨基酸序列进行系统进化树分析&图
W

$% 结果表明-

*CFGK

与龙眼
+,-./0123" 4.)50)

的亲缘关系较近

&图
WI

$' 而
*CFLM

与蓖麻
6,/,)3" /.--3),"

的亲缘关系较近&图
W8

$%

!"+ &"#'(

和
&"#$%

的荧光定量表达

根据花粉的发育过程! 分别采集
#

&花粉母细胞形成期$!

$

&四分体时期$!

%

&花粉粒形成期$!

&

&花粉粒成熟期$!

'

&花朵开放期$等
W

个时期的花蕾! 通过荧光定量
K*Z

技术分别检测 .无籽) 瓯柑

和普通瓯柑各自花粉发育的
W

个时期中
&"#'(

和
&"#$%

的表达水平! 以
&"#'(

和
&"#$%

的实时表达量

与各自在普通瓯柑的第
#

时期的表达量的比值计算! 以
D*G,)

&

[\XJJ!#J

$为内参, 以
.K.. JH5U5

软件进

行
U5UW

和
U5UJ

水平的统计分析, 结果显示-

&"#'(

&图
#I

$和
&"#$%

&图
#8

$在 .无籽) 瓯柑和普通瓯柑

中均有表达! 其中
&"#'(

的表达趋势在
'

个品种中相似! 即花粉母细胞形成期表达量最高! 而后随发

育时期的进行显著下降! 但 .无籽) 瓯柑中
&"#'(

表达量的下降比普通瓯柑延后
J

个时期! 并且从
%

时期开始! .无籽) 瓯柑中
&"#'(

的表达量显著低于普通瓯柑'

&"#$%

在 .无籽) 瓯柑中的表达趋势

与普通瓯柑相反! 即表达量从
(

时期&四分体时期$开始显著下降!

%

时期&花粉粒形成期$达到最低值!

并极显著低于普通瓯柑! 其余
H

个时期均显著高于普通瓯柑&特别是花粉母细胞形成期$,

!

讨论

脂类物质对于动植物细胞结构和功能调节具有非常重要作用*

J&

+

, 本研究结合 .无籽) 瓯柑与普通瓯

柑的差异表达基因筛选! 克隆了与脂类代谢相关的脂转移酶基因
&"#'(

和脂氧合酶基因
&"#$%

, 甜橙

张 敏等- .无籽) 瓯柑
&"#'(

和
&"#$%

基因的克隆与表达分析
('&
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年
#!

月
!%

日

!"#$%& &"'('&"&

基因组测序 !

&'

"已经完成 # 对现有数据库 $

())*+,,-.)/012(34025602-7,8/4795,.765:2*(*

%进行

;<41)7

检索# 发现
!&)*+

在甜橙的
=

号染色体可能存在同源序列#

,&)-.

则在
>

#

?

#

@

号染色体可能存

在拷贝& 研究发现' 植物转脂蛋白$

ABC

%与动物非特异性脂转移蛋白$

7871*5-.D.- <.*.6!)/471D5/ */8)5.7

#

71ABC

%非常相似# 能与磷脂和脂肪酸结合# 进行膜间的脂类转运!

#@

"

&

ABC

在植物的生长发育以及抗逆等生

命活动中具有广泛的生物学功能# 近年来
ABC

在生殖发育中的重要作用也开始引起人们的广泛关注!

!%"!#

"

#

特别是在小孢子的各发育时期中油脂等营养物质的传递与积累# 以及花粉壁等结构物质的形成等方面发

挥着重要的作用!

!!"!'

"

& 本研究中#

,&)*+

从花粉粒形成期开始表达量显著下降# 降低了生殖细胞对周围

营养物质的吸收效率# 无法为小孢子发育提供营养# 因而花粉粒不能正常发育&

图
E

!无籽" 瓯柑
F1ABC

和
F1AGH

氨基酸序列的进化树

I.90/5 E C(J<89575).- 474<J1.1 8D F1ABC 476 F1AGH 4K.78 4-.6

籽

蓬

籽

&

图
=

!无籽" 瓯柑花粉不同发育时期的
,&)*+

和
,&)-.

的相对表达量分析

I.90/5 = L:*/511.87 4<)5/4).87 8D ,&)*+ 476 ,&)-. 60/.79 )(5 D<8M5/ N06 65O5<8*K57)

籽 &

,"#$%& &%/0"&&"1/

(

4

脂氧合酶是动植物体内不饱和脂肪酸代谢的关键酶!

!@">%

"之一# 参与茉莉酸$

PQ

%的生物合成# 影响雄

'!'



第
!"

卷第
#

期

蕊花丝的伸长! 花药开裂以及花粉生活力" 甚至是雄蕊的形态发育#

!"

$

%

!"#

在小麦
$%&'&()* +,-'&.)*

光

敏雄性不育系
$%!##

中的表达较低 #

!&

$

" 引起花药开裂异常% 何永明等#

!!

$发现水稻
"%/0+ -+'&.+ "-!"#!

123"

的表达水平在颖花开放时明显上调" 开放后又下降% 本研究中"

2-!"#

的表达在 &无籽' 瓯柑花

粉粒形成期急剧下降" 则可能引起花粉粒成熟进程异常" 进而导致花粉粒不能正常的发育%

前期研究#

!

$表明( &无籽' 瓯柑的花药自然散粉率极低" 在花粉粒成熟期" &无籽' 瓯柑花粉粒内

大多中空" 其绒毡层附近有大量脂类物质残存% 本试验中" &无籽' 瓯柑
2-!$4

和
2-!"#

的表达水平

都在花粉粒形成期开始锐减" 绒毡层细胞内的营养物质无法被花粉粒充分利用" 严重影响了花粉粒的成

熟进程" 最终导致花粉败育%

'

结论

从 &无籽' 瓯柑中克隆到的脂转移酶基因
2-!$4

和脂氧合酶基因
2-!"#

序列分析表明( 它们具有

植物转脂蛋白)

()*+

*和脂氧合酶)

(,-+

*的特征结构域% 两者在花粉发育不同时期转录本的丰度变化表

明( &无籽' 瓯柑花粉粒发育初期脂类物质转运效率的下降" 以及花粉粒成熟进程的中止" 可能成为绒

毡层脂类营养物质滞留" 花粉发育关键时期营养不良" 并最终成为 &无籽' 瓯柑花粉败育的原因之一%
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