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摘要!

I)JK!L8>

基因在植物花发育的整个阶段起到了极为关键的作用% 根据山核桃
;&$5& <&4*&5+%3-3

雌花芽
$*$

测序得到的基因片段! 采用
:JM)

末端快速扩增"

1).2

&技术! 获得了
#

条
;<6/89"'-:+

基因% 序列分析结果表明$

;<6/89!'-:+

开放阅读框'

N10

&长度为
("+ LO

! 编码
!"!

个氨基酸! 具有典型的
I)JK!L8>

结构域! 包括高度保守

的
I)JK

盒和
P

区以及
Q

区(

.

区)

;<6/89"'-:+

与拟南芥
/$&=->"?3-3 4*&'-&%&

! 金鱼草
7%4-$$*-%#@ @&,#3

! 美洲黑

杨
A"?#'#3 >+'4"->+3

! 欧洲大叶杨
A"?#'#3 4$-<*"<&$?&

等的同源基因所编码的蛋白质同源性分别达到
$'R

!

(*R

!

(+R

!

,#R

* 山核桃不同组织实时荧光定量聚合酶链式反应'

S1T!U.1

#结果表明$

;<6789"'-:+

基因在花芽中表达

量远远高于其他组织! 暗示该基因极有可能参与山核桃成花发育* 酵母单杂交实验表明!

.:I)JK!65VA

蛋白具有转

录激活活性* 图
*

表
-

参
!*

关键词! 经济林学+ 花发育+ 山核桃+

I)JK!L8>

+ 基因克隆+

S1T!U.1

+ 酵母单杂交实验
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开花是高等植物由营养生长向生殖生长的一个重要生理转变过程! 既受外界环境因素的影响! 又受

内在基因的调控 ! 其中
&'()!*+,

基因在花的发育过程中起着重要的作用 "

&'()

由酿酒酵母

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

的
&-&.

! 拟南芥
-%".,/&0*,* 1$"2,"3"

的
'/'&01)

! 金鱼草
-31,%%$,34' '"54*

的
(234-425)

和人类
6&'& *"0,)3*

的
)63

等
7

种蛋白因子的首写字母构成#

.

$

"

789!

基因有
!

个主要

谱系%

89:;!

型和
89:;"

型" 大多数植物序列和动物的
&23!

型基因共同形成
"

型谱系#

!

$

" 植物中的

&'()!*+,

基因具有相似的内含子和外显子结构!

&'()

转录因子主要由
&'()

盒&

<

盒&

4

区&

-

末端

等
7

个部分组成#

="7

$

"

&'()!*+,

基因所编码的蛋白为
&'()!*+,

转录因子! 以二聚体化的形式通过其保

守结构域与特定的
(5'

序列相结合来调控下游基因的表达#

$">

$

"

&'()

基因几乎参与植物成花的所有途

径 #

?

$

! 形成复杂的网络控制植物成花! 其调控成花机制有著名的
'@-

模型 #

A"B

$

! 随着矮牵牛
:)143,"

$(.%,/" ;<:?

和
;<:..

基因 #

.%

$和拟南芥
!=:=

基因 #

..

$的克隆鉴定! 最终得到植物花形态建成的新模型%

四分子模型#

.!

$

" 该模型认为! 同源或异源
&'()

转录因子形成四聚蛋白调控复合体! 四聚体结合在目标

基因启动子区调节基因开闭! 进而调控花发育#

.=

$

" 构成四聚体的
!

个二聚体单位'同源二聚体或者异源

二聚体(特异地结合在
(5'

相邻的
-'C/!*+,

'

$#!--

#

'D8

$

>//!=#

(上 #

.7

$

! 通过
$

末端结合形成四聚体!

致使
(5'

分子弯曲靠近 ! 然后通过激活或抑制靶基因表达进而调控花器官发育 " 山核桃
>"%("

#"1$"()3*,*

! 雌雄同株! 雌雄花器官发生发育的时间和部位不同! 具有单性花成花时空表达特异性#

.$".>

$

"

本研究在山核桃雌花芽转录组
7$7

测序鉴定出
..7

个可能的成花基因基础上#

.>

$

! 首次克隆得到了山核桃

相关
789!

基因! 并进行基本生物信息学分析! 采用荧光定量聚合酶链式反应'

E68!F-6

(研究它在不同

组织的表达差异! 采用酵母单杂交方法验证其转录因子的功能! 为进一步阐明该基因在山核桃成花的过

程和机制奠定一定的理论基础"

.

材料与方法

!"!

植物材料

实验所用材料为浙江省临安市板桥镇罗塘村! 海拔
$%G!%% H

的西南)西北向阳山坡上正常生长发

育的野生山核桃植株" 山核桃雌花芽从
=

月初开始分化到
7

月完成授粉* 雄花芽在
$">

月发育! 然后进

入休眠期#

.?

$

" 故分别采集
="7

月的雌花芽和
$">

月的雄花芽以及同期根& 茎& 叶& 营养芽! 所取样品马

上用液氮保存! 回实验室放置
"A% %

冰箱备用"

!"# $%&

提取检测和
'(%&

合成

将采集的山核桃雌雄花芽样品混合! 采用改良的十六烷基三甲基溴化铵
&

核糖核酸'

65'

(裂解液

'

-8'@I8CJK+L

(法提取总核糖核酸'

65'

(! 以
."M% N

+

ON

".琼脂糖凝胶对各样品的
65'

进行电泳和
5PQ!

+(C+:!."""

测吸光度值相结合! 检测样品
65'

的质量" 根据
R(5' )9QST;UJU <JS

'

8POPCP

(说明书以已检

测过的总
65'

为模板合成
R(5'

的第
.

条链! 进而合成
R(5'

"

!") >#789!!2,?)

基因克隆

根据山核桃
=

月初到
?

月初不同阶段的雌花芽混合样
7$7

测序#

.>

$所获得的基因片段! 在美国国家生

物技术信息中心'

5-@4

(序列同源比对后设计
R(5'

末端快速扩增技术'

6'-2

(引物!

=#6'-2

第
.

轮引

物为
=/)F.

! 第
!

轮引物为
=/)F!

*

$#6'-2

第
.

轮引物为
$/)F.

! 第
!

轮引物为
$/)F!

'表
.

(" 依照

$#!3VLL 6'-2 <JS WJST 8'F

和
=#!3VLL 6'-2 -+C; );S WJST FCJH;)RCJ:S 68PU;

'

8POPCP

(分别进行
=#6'-2

和

$#6'-2

" 根据
6'-2

结果设计开放阅读框'

063

(引物
3.

和
6.

'表
.

(! 由生工生物工程'上海(股份有限

公司合成" 以山核桃雌雄花芽混合样
R(5'

为模板! 聚合酶链式反应'

F-6

(扩增目的条带*

.%M% N

+

ON

".琼

脂糖凝胶电泳 !

(5' /;L 2,SCPRSJ+Q <J S

'生工生物 (回收目的片段 ! 连接到
:&(!.B8 )PH:L; X;RS+C

'

8P<P6P

(上!

7! %

热激法转化大肠埃希菌
=*#$)%,#$," #&2, (Y$#

! 蓝白斑筛选! 挑取阳性单克隆! 摇菌

过夜!

FLPUHJZ &JQJ!FC;:U <JS

'生工生物(提取质粒! 酶切鉴定的阳性样品送到中国上海生工生物工程服

务有限公司测序"

!"* >#789!!2,?)

基因序列分析

测序结果在
5-@4

网站上进行
@[')8

比对! 用
(5'&'5

软件进行序列氨基酸编辑和多序列比对!

结合
&2/'$M!

软件采用
5;JNT*+C!\+JQJQN

'

5\

(分析方法构建系统进化树"

=7
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!"

卷第
#

期

引物名称 引物序列!

$!!!!

"

!%&'# ()*)*)%*)*%)(%((((%%*

!%&'" (*(((%()%%%%%**%(()%*

$%&'# )**)**%)(%%%)*****%)

$%&'" ()))**%)(%%%*(*%)(**(

+# (*%%%)(()*))(**)*%((

,# (*%%%((%(%%((((%*)%(

(-./0# (%%(%)*%%(%((%%(%)))(

(-./0" (()(%)(()%%*)*%%)%)(

,*# (%))***))(%(%%%(%(%(

,*" )(%%)(%%*%())**)*)((

+" )%%((**)(*%%%)(()*))(**)*%((%

," )%%%(*))*)((*%%%((%(%%((((%*)

*1# %%((**))(*(*%(*%%)(%(%%((*()*()(%))*

*1" )%%%(*))%(%(*)))(*%()((%)

表
!

实验所用引物

*2345 # '6/756 859:50-58 :85; /0 5<=56/750.

!"# $%&"'(%

分析

分别以山核桃根# 茎# 叶# 营养芽# 混合花

芽提取的总
,>(

反转录的
-?>(

为模板$ 应用

(@1"A$BB

定量
'),

!

6524"./75 '),

"仪对
!"#$%&!

'()*

在根# 茎# 叶# 营养芽# 花芽等不同组织的

表达进行定量分析$ 每种组织模板进行
!

次生物

学重复实验% 所用引物为
,*#

和
,*"

% 以本课题

组设计的山核桃
$"+(,

基因为内参$ 内参引物序

列为&

(-./0#

和
(-./0"

!表
#

"%

!") !"-$%&!'()*

转录激活活性验证

设计引物!表
#

"$

'),

扩增获得
!"-$%&!

'()*

的全长
C,+

$

./01"

'

#D

(

)?&

全长%

2345!E

6"78!

酶切凝胶电泳后回收$ 连接入克隆入酵母

表达载体
=%@F*A

!

%(GH"@?

"!

)4I.5-J

"$ 热激转

化入大肠埃希菌
?K$"

中$ 阳性单克隆经双酶切

及测序确定序列正确性% 以
G/(-

高效转化法制

备酵母感受态
(K#BL

$ 采用
'M%!!$BE?N&C

法将

=%@F*A"O

转化入现制感受态% 梯度稀释后涂布于
"*6=E&?

单缺培养基$

"D #

培养
"P! ;

至菌落
9$"P!

77

$ 挑取阳性单克隆反复冷热处理破壁后$ 进行菌落
'),

检测% 其中
=%@F*A

为阴性对照$

=%@F*A"

*1>Q"

为阳性对照% 检测得到的阳性单克隆点滴法
$RB #G

于含有
O"""%24

!

-4I.5-J

"的
&?E"*6=

培养基上$

"D #

培养观察%

"

结果与分析

*"! :"-;%&!'()*

基因克隆和序列分析

根据山核桃花芽
H$H

测序得到的基因

片段设计
,()M

引物$ 以混合花芽的
-?"

>(

为模板
!%,()M

扩增得到了
S$B 3=

的

片段$

$!,()M

扩增得到了
!$B 3=

的片段$

将
$!,()M

和
!!,()M

获得的序列进行拼

接 $ 结果表明 & 该基因
C,+

长度为
SBL

3=

$ 含有
*((

终止密码子$ 编码
"B"

个氨

基酸!图
#

"% 经过
@428.=

比对分析表明 $

该蛋白具有典型的
N(?&"3I<

结构域$

N

区与
NM+""4/T5

蛋白高度一致$ 以此确定

该基因属于
*U=5$ N(?&

家族基因
V

是

N1F)

型
N(?&

蛋白!图
#

"% 多序列比对发

现
N

区!编码
$D

个氨基酸"具有高度的保

守性$

F

区!编码
DA

个氨基酸"也有较高的

保守性!图
"

"$ 与欧洲大叶杨
<7=>'>? +@(!

"A7"3@=3 O'WBB"!"#A##R#

$ 美洲黑杨
<7=>!

'>? 9*'+7(9? (@X"!$SDR#

$ 金 鱼 草
;,+(@!

@A(,>4 43B>? )()HHBDBR#

$ 拟 南 芥
;@3!

C(97=?(? +A3'(3,3 >'W#D"BLBR#

同源蛋白的

一致性!

/;50./.U

"分别为
A#Y

$

SLY

$

S$Y

$

HDY

% 在
>)@1

查找已经鉴定的其他物种

(R :"-;%&!'()*

序列和推定的氨基酸序列
Z

单线区代表
N(?&

盒$ 双线区

代表
F

区$

N(?&

盒和
F

区之间是
1

区%

@R :"-;%&!'()*

蛋白的功能结

构与分析%

图
# :"-;%&!'()*

序列和功能结构分析

+/[:65 # >:-45I./;5 859:50-5 20; \:0-./I0 8.6:-.:624 ;I72/0 2024U8/8 I\

:"-;%&!'()*

侯传明等& 山核桃
-;%&!'()*

基因的克隆与分析
!$
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图
! !"#$%&!'()*

和其他物种
&'()

蛋白氨基酸序列间的同源性比对

*+,-./ ! '0+,12/13 45 62+14 67+8 9/:-/17/ 45 &'() ,/1/9 5.42 8+55/./13 ;06139

物种蛋白登录号! 可可
+,*-./-01 "1"1-

"

<=>!!$%?@A

#

B

美洲黑杨
2-34'45 6*'7-(65

"

'CD!E$F?@A

$

B

欧洲大叶杨
2-34'45

7/(",-"1/31

%

GHI""!E!AJAA@A

$

B

金鱼草
$87(//,(840 01945

"

K'KLL"?"@A

$

B

葡萄
:(7(5 ;(8(<*/1

"

GHI""!!?EMAF@A

$

B

银杏
=(8)>-

.('-.1

"

C'(MEAJA@A

$

B

黑云杉
2("*1 01/(181

"

''KMJALF@A

$

B

多脂松
2(845 /*5(8-51

"

''("A!FF@A

$

B

豌豆
2(540 517(;40

"

''GLJAJA@!

$

B

大豆
='?"(8* 01@

"

NHI%%A!EFEJJ@A

$

B

欧洲油菜
A/155("1 81345

"

'*OLA?!F@A

$

B

玉米
B*1 01?5

"

'KPE$AJM@A

$

B

烟草
C("-7(181 71.1"40

"

''(%AL!!@A

$

B

拟南芥
$/1.(6-35(5 7,1'(181

"

NHIA?!%M%@A

$

B

芥菜
D/155("1 948"*1

"

'*&JJ?ME@A

$

B

山核桃

E1/?1 "17,1?*85(5

"

'OQ?$M$%@A

$&

同源序列' 经
K0-9360G

比对后' 用
&<P'$@!

构建系统发育树"图
E

$& 结果显示!

E"F$G&!'()*

与欧洲大

叶杨
2-34'45 7/(",-"1/31 GHI%%!E!AJAA@A

和美洲黑杨
2-34'45 6*'7-(65 'CD!E$F?@A

关系最近 ' 与芥菜

D/155("1 948"*1 '*&JJ?ME@A

和欧洲油菜
D/155("1 81345 '*OLA?!F@A

关系较远&

!"! E"F$G&!'()*

在不同组织中的表达分析

E"F$G&!'()*

不同组织
:RS!HKR

结果显示
T E"F$G&!'()*

在根和茎中几乎没有检测到表达( 在叶)

营养芽) 花芽中均有表达' 但表达量存在较大差异( 在花芽中的表达量远远大于其他组织"图
L

$&

!"# E"F$G&!'()*

转录激活功能分析

转化有重组质粒
;PCUSJ!SQN>!

'

;PCUSJ!K7&'()!0+V/

'

;PCUSJ

的酵母
'OA%M

在单缺板上生长

良好' 单克隆的菌落
HKR

检测也表明重组质粒成功转化入酵母菌株"图
$

$& 在含有
G!!!P60

的选择培养

基上'

E

种转化菌株均有良好单菌落生长(

;PCUSJ!K7&'()!0+V/

和
;PCUSJ!SQN>

的酵母菌落呈明显蓝

色(

;PCUSJ

的酵母菌落没有蓝色表现"图
$

$& 这说明
E"F$G&!'()*

的确具有转录激活活性&

EF
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图
!

基于
$%&'

基因氨基酸序列构建的系统进化树分析

()*+,- ! ./012*-3-4)5 636107)7 867-9 23 4/- 6:)32 65)9 7-;+-35- 2< $%&'!82= *-3-7

图
> !"#$%&!'()*

在不同组织中的表达分析

()*+,- > ?-164)@- -=A,-77)23 2< !"+$%&!'()* )3 4/- ,224B 74-:B

1-6<B @-*-464)@- 8+97 639 <12,61 8+97 2< !,-.,

",/0,.*12(2

图
C 3"+$%&!'()*

转录激活功能分析

()*+,- C .D? 4-74 639 0-674 23-!/08,)9 67760 2< 4"+$%&!'()*

!

讨论

$%&'!82=

基因家族广泛参与植物成花的各种途径和不同时期! 是植物成花的主要内因" 其编码的

蛋白! 即
$%&'

转录因子! 以二聚化的形式通过其保守结构域与特定的
&E%

序列相结合来调控基因的

表达" 作为转录因子!

$%&'

蛋白的结构具备转录因子的普遍特性! 即含有
&E%

结合结构域和激活结

构域" 典型的
$FGD

型
$%&'!82=

主要由
$%&'

盒#

G

盒#

F

区#

D

末端等
>

个部分组成"

$%&'

盒是

&E%

结合单元$

#H

%

&

G

盒是植物
$%&'

转录因子的特征序列! 也是发生二聚体化的结构基元$

"I

%

&

F

区帮助

二聚体的转录因子与
&E%

结合形成复合体&

D

末端是富含疏水残基的非保守区域" 本实验克隆得到的

!"+$%&!'()*

的
$

区与
$J("!1)K-

蛋白高度一致'图
#

(! 故确定为植物
L0A-!

型
$%&'

家族成员! 因为

植物
L0A-" $%&'

蛋白的
$

区与
%?MNIO'?(!1)K-

高度相似! 且植物
L0A-" $%&'

蛋白的
G

区保守性

较差! 序列变化多样$

"#"""

%

" 实验所得
!"+$%&!'()*

基因具有典型的
L0A-!

型
$FGD

结构分区$

"

%

! 多序列

比对表明其具有高度保守的
$%&'

盒和保守性较高的
G

区! 这与其转录因子结合
&E%

和行使转录作用

的功能相互佐证" 同时也证明了
$

区和
G

区在
$%&'!82=

基因家族进化过程中保持着极高的稳定性!

是
$%&'

转录因子功能的重要执行结构" 进化树分析表明!

!"+$%&!'()*

与金鱼草
$1/(--0(156 6,752

%89:P

和葡萄
;(/(2 <(1(=*-, +>%&Q

距离较近! 而距离最近的美洲黑杨也疑似属于
%89:P

家族 $

"!

%

! 因此

初步断定实验得到的
4"+>%&!'()*

属于
%89:P

基因亚家族成员" 研究表明)

%89:P

基因家族根据进化

分析属于
L$N

家族$

"

!

">

%

" 然而! 目前对
L$N

家族的功能所知甚少! 拟南芥中尚未发现
L$N

家族成员!

也没有功能缺陷植株表型的描述" 现在可以确定的是
L$N

家族属于植物
$FGD

型
$%&'!82=

基因& 葡萄

侯传明等) 山核桃
+>%&!'()*

基因的克隆与分析
!P
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中表达水平检测表明!

&'(

成员在成花过程中发挥重要功能"

!$

#

$

')*+!,-.

基因广泛参与植物的整个生

命活动过程! 尤其是植物成花过程$ 实时定量
/01

在根% 茎中未检测到明显
!"#$%&!'()

表达! 但在

叶% 叶芽% 花芽中检测到表达! 尤其在花芽中表达含量比其他组织高约
23#%

倍! 表现出明显的组织特

异性! 暗示着
*"#+%&!,-./

与花器官发育有着密切联系! 但具体功能机理则可能需要对该基因在花芽发

育的不同阶段和不同花器官表达量来确定$ 转录激活活性是转录因子的重要功能特征$ 以酵母单杂交实

验对山核桃
*"#+0&!,-./

转录激活活性进行验证! 结果表明&

*"1+0&!,-./

可以有效地激活酵母菌株中

的下游报告基因! 说明
*"1+0&!,-./

与其他
')*+

蛋白一样! 确实具有转录激活功能$ 当然! 要揭示

*"1+0&!,-./

在山核桃成花过程中的功能机制! 还有待于转基因等方面的进一步功能验证$
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基因的克隆与分析

第 !届中国森林保护学术大会暨林业有害生物

绿色防控国际研讨会召开

"1#I

年
#1

月
"3

日至
!1

日( 由中国林学会主办的第
H

届中国森林保护学术大会暨林业有害生物绿

色防控国际研讨会在浙江农林大学召开) 来自全国各地从事森林保护科研* 教学* 管理和生产的专家学

者
!11

余人参加会议)

本届大会围绕会议主题' 森林健康+++林业有害生物绿色防控( 对中国森林健康所面临的挑战和绿

色防控等进行了广泛的讨论与学术交流) 会议设国际研讨会*

I

个分段大会和青年学术沙龙等进行交流

研讨) 学术报告聚焦林业有害生物流行与生态控制( 林业有害生物监测* 预警及检疫( 生物农药与绿色

防控( 林业有害生物基础理论等研究( 全面反映了近年来中国森林保护学科研究的最新成果)

会议期间( 举行了中国林学会森林病理学会分会理事会议) 南京林业大学副校长叶建仁当选为分会

理事会主任委员( 浙江农林大学副校长张立钦当选为副主任委员) 此次大会还为青年学者搭建了学术交

流平台) 大会评选出优秀学术报告
#I

篇( 其中一等奖
"

篇( 二等奖
I

篇( 三等奖
3

篇)

下届中国森林保护学术大会将由中南林业科技大学承办)

周湘

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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