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摘要!

698! 5%

连接酶是一个光形态建成的抑制子和光调控植物发育的分子开关% 对山核桃
6&$5& :&4*&5+%3-3

花芽

"4"

测序获得
6:698! 5%

连接酶的片段! 通过
6789

末端快速扩增技术"

:9;5

&! 分别获得该基因的全长! 大小为

2 %%! <=

! 它由
2

个特殊的结构域组成即环形锌指结合域和
>7#",

重复序列
?

其编码的蛋白质有较强的亲水性! 在

氨基端主要是亲水性氨基酸! 而羧基端主要是疏水性氨基酸%

6:698! 5%

连接酶与毛果杨
8";#'#3 4$-:*":&$;&

等的

698! 5%

连接酶同源基因相似度较高! 总体高达
''-$,@

% 实时荧光定量聚合酶链式反应'

ABCD#E*FBG;:

&结果显示$

6:698! 5%

连接酶的表达贯穿于在山核桃雌雄花的发育过程!

6:698! 5%

连接酶在山核桃的茎( 叶( 果实( 花芽

中均有表达! 但在花芽中表达量最高!

%

月中旬表达量最高! 在
4

月中旬雄花表达量相对较高)

6:698! 5%

连接酶

与山核桃雌雄花分化有关* 图
"

参
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光作为重要的环境因子控制着植物一系列生长发育过程! 其调控作用是通过光受体介导的信号传导

的途径来完成的 "

>

#

$ 目前! 在拟南芥
.#"/+012*+* &'"3+")"

中共发现了
2

种
!45

%

!45-6,!74,89

&'

!45>

!

!45!

和
!452

! 其中
!45>

和
!45!

通过负调控光形态建成的负调控因子
!,->

%

!,)*&+&:&+;(

-'1&1<1#2'1=()+% >

&来实现其调控光形态建成的功能 "

!!2

#

$

!,->

作为一种重要的调控因子! 广泛存在于

动植物体内 "

$

#

$ 在植物中!

!,->

作为一种
12

泛素连接酶! 具有
12

泛素连接酶活性使转录调控因子

>.?>

!

75?

!

7?4>

等泛素化! 并调控其降解! 从而起到抑制光信号调节的作用! 进而在光信号转导及

植物光形态建成中起重要作用"

?!@

#

$

!,->

在细胞核内充当一个特异转录因子的总的调节因子"

A

#

! 通过与

其互作因子相互结合而使这些光形态建成发育的正向调节子失活"

B!>>

#

$

!,

是光周期开花转换途径中一

个最重要的基因 "

>!

#

! 通过激活下游基因
?6

!

@,!>

等表达! 使植物由营养生长向生殖发育转变 "

>2!>$

#

$

!,->

与
!,

存在直接的蛋白相互作用! 并在体外作为泛素
12

连接酶使
8C

蛋白发生泛素化! 在植物体

内促进
8C

蛋白的降解! 而
!45

介导的信号可能通过负调控
!,->

对
8C

蛋白的降解作用! 使
8C

蛋白

稳定并发生积累! 从而激活下游基因
?6

的表达! 促进开花"

>?!>@

#

$ 山核桃
!"#$" %"&'"$()*+*

是中国著名的

特色干果! 因其种仁中的不饱和脂肪酸成分对人体具有滋补( 健脑等保健效果! 得到了广大消费者的青

睐"

>A

#

$ 成花是决定山核桃产量的关键因素! 而木本植物需要较长时间的营养生长%童期&才转向生殖生长

的"

>B

#

$ 在广泛的研究中! 已通过利用分子生物学( 遗传学等技术研究花的发育! 极大地促进了成花机制

的研究"

!%!!>

#

$ 如何运用分子机制促进木本植物山核桃提早开花! 为将来进一步阐释山核桃成花的分子机

制提供了重要的基因平台! 又为促进山核桃早花( 早实( 丰产等的实际生产应用推广提供必需的理论支

持$ 山核桃全基因组测序工作的完成%数据未发表&得到
!%!,-> 12

连接酶片段! 利用
&DE7

末端快速

扩增技术%

6781

&技术克隆获得了
!%!,-> 12

连接酶的全长) 利用生物信息学手段分析了它的蛋白特性

和不同物种的同源基因之间的亲缘关系) 利用实时荧光定量聚合酶链式反应%

,-'3".4F- G86

&技术进一步

分析了在
!%!,-# 12

连接酶雌雄花发育过程中的表达变化$ 该研究旨在为研究该基因的生物学功能!

为进一步阐明山核桃成花调控的分子机制打下良好的基础$

#

材料与方法

*+*

植物材料

受试植物材料采自浙江省临安市太湖源镇的
#

株山核桃树! 树龄约为
2% '

$ 于
!%#2

年
!

月
!$

日(

!

月
!A

日(

2

月
2

日(

2

月
A

日(

2

月
#!

日(

2

月
#$

日(

2

月
#H

日(

2

月
#A

日(

2

月
!%

日(

2

月
!2

日(

2

月
!H

日(

2

月
2#

日依次采取短果枝顶芽 %前期为营养芽状态! 后期为雌花芽状态&! 共采样
#!

次$ 于
!%#2

年
$

月
!B

日(

?

月
H

日(

?

月
##

日(

?

月
#$

日(

?

月
#@

日(

?

月
!#

日(

?

月
!H

日(

?

月

!B

日(

H

月
#

日(

H

月
$

日(

H

月
#H

日(

H

月
!2

日依次采集短果枝的侧芽%前期为营养芽状态! 后期为

雄花芽状态&! 共采样
#H

次$ 样品采集后立即放入液氮! 带回实验室
!@% #

冰箱保存! 用于核糖核酸

%

6E7

&提取$ 反转录试剂盒( 胶回收试剂盒( 氨苄青霉素%

'F=

&( 限制性内切酶(

#6"A DE7

聚合酶及

GID#A"J

载体分别购自生工生物工程%上海&股份有限公司和宝生物工程大连有限公司$

*+,

研究方法

#K!K>

山核桃总
6E7

的提取! 反转录合成
&DE7

采用十六烷基三甲基溴化铵%

8J7L

&法提取山核桃样

品的总
6E7

$ 以总
6E7

为模板! 使用
J'M'6'

的
G,4F-N&,4=.

JI

6J ,-'5-;. M4. =-,*-&. 6-'3 J4F-

试剂盒

反转录获得
&DE7

用于反转录
"

聚合酶链式反应%

6J"G86

&$

#K!K! !%!,-# 12

连接酶的克隆与序列分析
!%!,-# 12

连接酶片段取自山核桃成花转录组
$?$

测序

拼接获得的
&+;.45

数据$ 分别设计
2$6781

和
?$6781

引物%

2$6781

引物
#

'

?$"7O8OJO8OJOO7OJ"

OJJO7JJJJ"2$

!

2$6781

引物
!

'

?$"88JOO7J8J7O877JJ787JJO8OO"2$

!

?$6781

引物
#

'

?$"8O"

878O8JJJJ87JO8J8JJ87J78"2$

!

?$6781

引物
!

'

?$ "7J7O88O87OJOJO8JOJ8JOJ7O7"2$

按照

83+;.-&)

公司
6781

试剂盒的说明书! 将提好的
6E7

进行已获得的
&DE7

为模板分别进行
2$6781

和

?$6781

反应!

6781

反应体系为
?%K% !P

! 内含
#%G86

缓冲液%

Q:**-,

&! 氯化镁%

I583

!

&

#K? FF+3

*

P

!#

!

A2!
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卷第
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期

三磷酸脱氧核糖核苷酸!

$%&'(

"

)!* ++,-

#

.

""

$

")#

通用引物组合!

/'0

"

"1) !+,-

#

.

""

$ 基因特异引物
)1*

!+,-

#

.

""

$

!"#

酶!

!!1!2 3456

"$ 模板约
")) 37

%

89:;

扩增的条件为&

<2 $ = +>3

预变性后$

<2 $ "

+>3

$

=? $ " +>3 "= (

$

?* $ * +>3 2= (

$ 共
2)

个循环$ 最后
?* $

延伸
") +>3

% 用
@%9

回收试剂盒回

收目标片段$ 将目标片段连接到
A0@%"B& (>+A-C

载体中进行
&D9

克隆$ 最后将带有目标片段的质粒回

收后交付生工生物工程!上海"股份有限公司进行测序% 测得的序列通过美国生物技术信息中心!

%:EF

"

的
E.9G&

进行同源搜索和功能域推导' 利用
;H'9GI

数据库中的
'J,'5J5+

在线工具分析其编码蛋白的

理化性质和亲水性分析' 用
:-K(65-H "1B!

软件进行蛋白序列比对$ 用
0;L9 !1"

软件的邻接法!

3C>7MN,J%

O,>3>37

$

%P

"构建系统进化树%

"Q*1!

实时荧光定量反转录聚合酶链式反应!

JC5-%6>+C 8& ':8

" 根据基因的保守序列设计
JC5-%6>+C

8& ':8

引物!正向引物&

9&L99L9L:9&L9999L:L&L:L&L

' 反向引物
LLL&999:L:&&&L&&:&::

"%

9R6>3

作 为 内 参!

9R6>3

正 向 引 物 &

&99&L&L&&LL9:&:&LL&L9&LL

' 反 向 引 物 &

9:9&9&%

L999:9L:&&&::&L&L::

"$ 在
E>,%89@

荧光定量
':8

仪上扩增% 用
;HRC- *))!

分析试验数据%

*

结果与分析

!"# $%$&'$ %&

连接酶全长的克隆! 测序和结构分析

通过
=&89:;

和
!&89:;

的方法分别获得长度约为
" !)) NA

的
=&

末端序列和
?)) NA

的
!&

末端序

列 % 将最终扩增片段进行测序分析 $ 获得了
* !!" NA

的全长
R@%9

序列 !图
"9

"$ 命名为
$"()"

%"*+"),-./. ;! KN>SK>6>3 AJ,6C>3 ->75(C $&'"%->4C

$ 以下统称为
$%$&'" ;!

连接酶 $

LC3N534

登录号为

TU<B!=!)

% 编码
#B!

个氨基酸残基!图
"E

"$ 分子量为
??1""! 4@

$

'F

为
?1)

% 它由
*

个特殊的结构域组

成即环形锌指结合域和
V@%2)

重复序列% 预测这个基因编码的蛋白质都有较强的亲水性$ 而且亲水性

氨基酸主要集中在氨基端' 可能都没有跨膜结构域!图
":

"%

!"! $%$&'$ %&

连接酶序列的同源性分析

从
%:EF

网站上搜寻并下载其他物种的
$%$&'" ;!

连接酶的序列% 序列比对发现$ 山核桃
$%$&'"

;!

连接酶与毛果杨
'01232. *(/%+0%"(1"

等的
$&'" ;!

连接酶同源基因相似度较高$ 总体高达
??1B)W

$

其二级结构由
*

个特殊的结构域组成 $ 即
%%

端的环形锌指结合域 !

J>37 X>37CJ Y>3R%N>3$>37 $,+5>3

$

8F%L

"$

:%

端的
V@%2)

重复序列!

V@%2) JCAC56(

$ 图
*

"%

为了了解
$%$&'" ;!

连接酶与其他植物
$&'" ;!

连接酶的亲缘关系$ 利用
0;L9!Q"

软件$ 将不同

植物的
$&'" ;!

连接酶构建系统进化树!图
!

"% 根据进化树聚类分析发现$ 在已公布的同源基因中$

$%$&'" ;!

连接酶与蓖麻
4/%/-2. %0552-/.

等的亲缘关系最近$ 而蓖麻属于双子叶植物$ 与乌拉尔图小

麦
!(/*/%25 2("(*2

和二穗短柄草
6("%+)107/25 7/.*"%+)0-

等的亲缘关系相对较远$ 乌拉尔图小麦和二穗

短柄草属于单子叶植物% 表明该基因的进化过程存在种属差异性$ 与双子叶植物亲缘关系更为接近%

!"&

山核桃雌雄花发生发育过程
$%$&'$ %&

连接酶的转录表达

总体上$

$%$&'" ;!

基因在山核桃的叶片( 茎( 花芽( 果枝和果实中均有表达$如!图
29

"$ 尤其在

花芽中的表达量为最高%

$%$&'" ;!

连接酶在山核桃雌花发育过程中
!

月
"*

日达到高峰$ 之后表达量

逐渐下降!图
2E

"' 在雄花芽中的表达量从
=

月
""

明显升高$ 到
=

月
*"

日到达高峰$ 之后的表达量显

著下降!图
2:

"% 总体上$

$%$&'" ;!

连接酶在山核桃雌花和雄花中的表达均呈现 )上升*高峰*下降+

的趋势%

!

讨论

对
$%$&'" ;!

连接酶功能域分析结果表明& 由
*

个特殊的结构域组成即环形锌指结合域和
V@%2)

重复序列% 预测这个基因编码的蛋白质都有较强的亲水性$ 而且亲水性氨基酸主要集中在氨基端' 可能

都没有跨膜结构域 % 在系统进化上 $ 山核桃
$%$&'" ;!

连接酶与毛果杨
'01232. *(/%+0%"(1"

等的

$%$&'" ;!

连接酶同源基因相似度较高% 进化树聚类分析发现$ 在已公布的同源基因中$

$%$&'" ;!

连接酶与蓖麻等的亲缘关系最近$ 与乌拉尔图小麦和穗短柄草等的亲缘关系相对较远$ 说明该基因与双

子叶植物亲缘关系更为接近%

沈 辰等& 山核桃
$&'" ;!

连接酶的全长克隆及表达分析
B!!
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!"#$

年
#!

月
!%

日

根据实时荧光定量反转录聚合酶链式反应!

&'()!*+,' -. /0-

"分析显示# 在山核桃的叶片$ 茎$ 花

芽$ 果枝$ 果实中均有表达# 尤其在花芽中的表达量为最高# 推测该基因可能参与植物花的发育# 这还

有待进一步功能分析研究% 具体地#

!"!#$# 12

连接酶在山核桃雌花发育过程中
2

月
#!

日达到高峰%

黄有军等&

!%

'从超微结构$ 显微结构和外部形态变化多个层次上对雌花发育过程的研究# 总结出山核桃雌

花花芽分化规律为( 雌花发育过程从
2

月下旬开始到
3

月中旬基本完成# 此时正是雌花芽开始分化的时

期# 进而促进开花% 我们推测再花分化之前# 基因的表达量上升# 促进花分生组织的分化# 进而促进开

图
# %"!&$#

基因的序列分析

4+56&' 7 8'96':;' (:()<=+= >? 12 6@+96+*+: A&>*'+: )+5(=' %&$7!)+B'

C2$
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图
$ !"!#$%

连接酶同源基因的氨基酸序列比对分析

&'()*+ , -.'/0 12'3 4+5)+/2+ 16'(/.+/7 1/1684'4 09 :! );'5)'7'/ <*07+'/ 6'(14+ %&$"!6'=+

花! 在雄花芽中的表达量到
>

月
,%

日到达高峰" 这与山核桃雄花生长习性相关" 雄花芽分化自
>

月中

下旬至
?

月中旬完成花序原基分化"

?

月中旬至次年
!

月中旬为休眠期" 次年
!

月中下旬继续分化" 花

序伸长" 完成雄配子体的发育" 花粉粒成熟散粉后雄花序脱落 #

,%

$

! 该基因的表达量在雄花芽分化之前

呈上升趋势" 到
>

月中旬表达量最高" 之后表达量显著降低" 进而促进雄花芽的分化! 纵观山核桃整个

花发育过程" 总体上"

%"%&$% :!

连接酶在山核桃雌花和雄花中的表达均呈现 %上升&高峰&下降' 的

趋势分析" 在雌花和雄花的分化过程中" 担当重要角色!

结合本课题组对山核桃开花相关基因
%"%&$% :!

连接酶的研究" 将更有利于对于调控山核桃花芽

分化的分子机制的研究" 促进雌花的分化及控制雄花的分化对于提高山核桃的产量有着重要的价值!

对于植物
%&$%

进行了深入研究" 其结构( 功能及其发挥作用时的分子机制得到了更多的阐释
@

但

沈 辰等) 山核桃
%&$" :!

连接酶的全长克隆及表达分析
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是植物
&'(#

蛋白仅是一个大的光信号传递复合物中的一个组分
)

而高等植物的光信号传递更加是一个

复杂的网络
)

光形态建成的调节机制仍然尚未完全明了! 另外" 其他植物中也存在
&'(#

蛋白
)

但其结构

和功能以及作用机制是否与山核桃完全一致呢# 这些有待于进一步深入研究!

图
* !"!#$# +*

连接酶同源基因编码的氨基酸序列聚类分析

,-./01 * (23451617-8 7011 96943:-: 5; 721 <1</81 85<-6. 9=-65 98-<: :1>/1681: 5; +* /?->/-7-6 @0571-6 4-.9:1 %&$A!4-B1 -6 <-;;10167 :@18-1:

蒺藜状苜蓿
'()*"+,- ./01"+.02+

" 豌豆
$*304 3+.*504

" 鹰嘴豆
%*"(/ +/*(.*104

" 大豆
627"*1( 4+8

" 甜橙
9*./03 3*1(1!

3*3

" 拟南芥
:/+;*)-<3*3 .=+2*+1+

" 欧洲油菜
>/+33*"+ 1+<03

" 黄瓜
!0"04*3 3+.*503

" 山核桃
!+/7+ "+.=+7(13*3

" 毛果杨

$-<0203 ./*"=-"+/<+

" 蓖麻
?*"*103 "-4401*3

" 马铃薯
@-2+104 .0;(/-304

" 牵牛花
A<-4-(+ 1*2

" 葡萄
B*.*3 5*1*C(/+

" 玉

米
D(+ 4+73

" 一年生禾草
@(.+/*+ *.+2*"+

" 短花药野生稻
&/7E+ ;/+"=7+1.=+

" 乌拉尔图小麦
F/*.*"04 0/+/.0

" 二穗短柄

草
>/+"=7<-)*04 )*3.+"=7-1

!

图
$ %"%&$A +*

连接酶在山核桃中的表达情况

,-./01 $ +C@01::-56 5; +* /?->/-7-6 @0571-6 4-.9:1 %&$A!4-B1 -6 2-8B503
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