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摘要!

IJKL!M;N

家族基因广泛分布于植物中! 在花发育过程中起着重要调控作用% 采用同源克隆结合
:KOJ

末端

快速扩增技术"

-J+0

&在光皮桦
6+4#'& '#;-%-(+$&

中克隆到
&

个
IJKL!M;N

基因! 命名为
6'7/9:&

% 该基因可能存在

!

个不同的转录本
6'7/9:&:

和
6'7/9:&<

$ 前者为
& &*" MP

! 编码
!*$

个氨基酸! 具有
IJKL!M;N

基因的典型结

构! 与欧洲白桦
6+4#'& =+%>#'&

的同源基因相似性最高'

/6Q

&( 后者长
# '#! MP

! 但仅含有
./% MP

的开放阅读框

)

R-,

&! 编码
!!/

个氨基酸! 缺失
IJKL!M;N

蛋白的
+

端% 这种缺失可能由内含子可变剪切造成% 同源比对和系统

进化分析表明$

6'789:#

属于
JS#FLTUJ

亚家族的
JVW6/

这一分支% 定量聚合酶链式反应"

S+-

&表达分析表明$

6'789:&

基因在根* 茎* 叶和花器官中均有表达! 但
6'789:&:

和
6'789:&<

这
!

个转录本表达模式存在差异%

雄花序发育过程中!

6'789:&

的
!

个转录本的表达峰值均在萌动雄花序时期( 而在雌花序发育过程中!

6'789:&<

和
6'789:&:

表达水平的峰值分别出现在初生雌花芽和萌动雌花序% 图
.
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&
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@ABC!7/D

基因是一类数目庞大$ 高度保守并广泛分布的基因家族% 在植物$ 动物$ 酵母等真核生

物中都发现了该类基因的存在"

:

#

& 植物
@ABC!7/D

基因均编码转录因子% 除了主要参与花$ 果实等生殖

发育的调控外% 还对根$ 叶等营养器官的发育起着重要作用"

!"H

#

& 在高等植物中%

@ABC!7/D

基因编码蛋

白是由高度保守的
@ABC!7/D

域'

@

域(% 较为保守的
J

域% 相对保守的
K

域和多变的
F

域组成% 属于

@KJF

型 "

L":"

#

&

@ABC!7/D

基因及其功能的研究大多集中在拟南芥
$3.40567808 ,9."0.1.

和金鱼草
:1,03!

3901-/ /.;-8

等草本模式植中% 在林木中的研究较少& 目前% 仅有杨树
<67-"-8 ,30=96=.37.

% 欧洲白桦

*+,-". 7+15-".

% 苹果
)."-8 56/+8,0=.

等少数几个树种上有相关报道& 例如% 在欧洲白桦存在
M

个
$<:>

&?@$!"0A+

基因
*7)$%&M

%

*7)$%&%

及
*7)$%&$

% 它们在雄花序和雌花序发育过程中大量表达) 转基

因表明
*7)$%&%

基因能促进苹果开花"

::

#

% 还有助于延缓杨树衰老和休眠%

*7)$%&%

基因不仅在花序

发育起始阶段发挥重要作用% 还参与营养生长向生殖发育的转变"

:!

#

& 光皮桦
*+,-". "-/0102+3.

% 属桦木

科
N*,8-26*2*

桦木属
*+,-".

落叶乔木% 是一种用途广泛的珍贵阔叶用材树种"

:M

#

& 光皮桦材质优良% 经济

价值高% 多数种质童期较短'

:<$ 2

(% 种内具有丰富变异% 是优良的林木遗传研究材料& 近年来% 光皮桦

的遗传改良工作逐渐受到重视"

:%":G

#

& 然而% 对于光皮桦开花相关基因的功能及其调控机制研究甚少& 本

研究以光皮桦无性系植株为材料% 克隆光皮桦开花相关基因
*")$%&:

% 分析其序列特征& 通过分析

*")$%&:

在光皮桦不同器官及不同发育时期花器官中的表达特性% 初步明确了
*")$%&:

与光皮桦成花

间的相关性& 这些研究结果为利用分子生物学手段调控光皮桦开花% 促进其营养生长% 提高木材产量奠

定了一定的基础&

:

材料和方法

*+*

试验材料

以浙江农林大学林木良种繁育中心的光皮桦无性系苗'

G

年生(为试验材料%

:

月中旬至
M

月底按照

叶和雌花序$ 雄花序等器官的不同发育阶段分别取材* 幼叶'

O:

(% 嫩叶'

O!

(% 成熟叶'

OM

() 萌动雌花

芽'

PN:

(% 初生雌花芽'

PN!

(% 初生雌花序'

PK:

(% 发育雌花序'

PK!

(% 成熟雌花序'

PKM

() 休眠雄花序

'

@K:

(% 萌动雄花序'

@K!

(% 成熟雄花序'

@KM

(&

"L& #

保存备用&

*+,

总核糖核酸!

-./

"的提取与
01./

合成

植物材料经液氮预冻后研磨 % 以
Q84*O(3?

R@

Q-23, STA S*2)*3,

'

K3.(,4/)*3

(试剂盒提取总
STA

%

C@ASR

R@

SAFU 6BTA A5;-(0(62,(/3 J(,

试剂盒'

F-/3,*6'

(反转录合成
6BTA

% 用于基因克隆和表达分析&

*+2

基因克隆

鉴于光皮桦和欧洲白桦的亲缘关系和
@ABC!7/D

基因的保守性% 根据欧洲白桦
@ABC!7/D

家族
$<:V

&?@$!"0A+

基因'

W*3723?

号为
XYYG$M

%

XYYG$%

%

XYYG$$

(的
@ABC

区% 设计引物
@ABC!WCQ!

进行
M$!

SAFU

& 根据获得的
M$!SAFU

产物序列设计引物
@ABC!WCQ:

进行
$$!SAFU

扩增基因的
$$

端序列& 将

6BTA

末端快速扩增技术'

SAFU

(获得的序列进行拼接% 在
$$

和
M$

非编码区位置% 设计特异引物
@:!P

和

@:!S

% 进行聚合酶链式反应'

QFS

(扩增基因全长序列& 根据
@ABC!7/D

基因的结构% 设计特异引物
@W!

P

和
@W!S

% 克隆
*")$%&:

基因
M$

端部分序列% 以验证其可变剪切是否存在& 克隆涉及引物列于表
:

&

SAFU

采用
C@ASR

R@

SAFU 6BTA A5;-(0(62,(/3 J(,

'

F-/3,*6'

(% 具体的操作过程按照试剂盒说明书进行&

全长克隆采用
Z(0(!,.B

'

R423+W*3 N(/,*6'

(% 聚合酶链式反应'

QFS

(按照试剂说明书进行&

QFS

产物进行

琼脂糖凝胶电泳后% 利用凝胶回收试剂盒'

AD>)*3

(进行回收% 回收产物连接到载体
;@B:Y!R

载体% 转

化进入
CD =6"0 BZ$!

感受态细胞% 挑取阳性克隆由南京金斯瑞公司进行序列测定&

!!!
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卷第
"

期

图
# !"#$%&#

基因
$%&

产物电泳分析

'()*+, # -.,/0+1231+,4(4 15 $%& 2+16*/04 51+ '"($%&#

7

!

!!"&7%-

扩增获得约
# 89

和约
:;; 92

的片段"

<

!

=!"&7%-

扩增获得约
=;; 92

的片段"

%

!

)"($%&#"*

长转录本扩增"

>

!

)"(+%&#"&

短转录本扩增#

?

!

>@7 ?A+B,+ >C";;;

# 箭头表示目的片段#

!"#

序列分析

采用
D,/01+ @EF ##G;

$

FHI(0+1),H

%进行序列拼接和多序列比对& 利用
@*/.,(/ E11.4

$

3002JKL4+4G,9(GA/G*BL

4+49(HL/)("9(HLM),0N"2A),OA22.P,.,/0

%分析推测基因编码蛋白的氨基酸组成& 利用蛋白质保守结构域推测工

具
FH0,+$+1P/AH

$

3002JLL,9(GA/G*BLE11.4GLFH0,+$+1P/AHL

%分析其结构域& 基于拟南芥' 水稻
,-./0 102340

' 杨树'

番茄
&5"0678 ".95:;-13978

的
7$#LPQR7".(B, ?7>P"91S

蛋白中
?F8

区氨基酸序列' 采用
?-T7 UG;

软件

$邻接法%进行多序列比较' 对光皮桦
<.?7>P#

进行系统进化分析(

#V

)

' 所用序列来自数据库
@%<F

$

3002JLL

MMMGH/9(GH.WGH(3G)1I

%& 具体的基因名和序列号参考
P3AH

等(

#X

)的报道&

!"$

实时定量
%&'

以光皮桦
$9236

基因$

T,H9AHB

号为
'YU#;UU"

%为内参' 采用相对定量的方法' 对
)"($%&#

基因
"

个

转录本的组织表达特性及其在不同器官发育过程中的表达规律进行分析& 按照
PZ<& $+,W(S -S <0= FF

$

EA8A&A

%说明书进行定量
$%&

操作' 扩增反应程序为
:= # ! W(H

"

:= $ = 4

'

[; $ #; 4

'

U;

个循环&

内参基因
7/0(H

的引物为
7/0(H"Q"'

和
7/0(H"Q"&

'

<.?7>P#C

的引物为
?#"Q"'

和
?#"Q"&

'

<.?7>P#P

的引物为
?#"Q"'

和
?#"Q"&"

$表
#

%& 重复
!

次*试验\#

+

表
!

用于基因克隆和表达分析的引物

EA9., # $+(W,+4 *4,6 51+ /.1H(H) AH6 ,S2+,44(1H AHA.]4(4

引物名称 序列$

=%!!!

% 退火温度
K$ $%&

产物长度
K92

?7>P"TP$" 7ETTTT?T7TT^7TTTEE%7T [; # ;;;

?7>P"TP$# %7TEET%%7E77TTETE%TTE =X =;;

?#"' 7ETTTT%T7TT77TTTEE%7T =V

# ;;;

和
VX;

?#"& EE7E%%7EEE7E7ETT%E77T"!! =V

?#"Q"'# %T7%T%E7%%7%EE%%EE%E%E77% [;

:"

?#"Q"&# 7T%7TEET%%7ET77E%77%7%7%7E [;

?#"Q"'" %T7%T%E7%%7%EE%%EE%E%E77% [;

#!"

?#"Q"&" %%7EEE7E7ETT%E77T%7E%%77T [;

7/0(H"Q"' T%%77%7T7T7777T7ET7%E% [;

#"X

7/0(H"Q"& E%7%%7T77E%%7T%7%77E7% [;

?T"' %T7%T%E7%%7%EE%%EE%E%E77% ==

!!X

?T"& T7%EEETTETT%E%T7777TE%E ==

"

结果与分析

("! )"($%&!

基因的克隆与序列分析

根据高度保守的
?7>P

区设计简并引物$

?7>P"TP$"

%' 用于光皮桦
?7>P

基因
!!

端序列的分离&

以光皮桦茎, 叶, 花序和根等混合组织的
/>@7

为

模板' 进行
!!"&7%-

获得
"

个约
# B9

的片段' 克

隆测序表明这
"

个序列分别长
# ;:: 92

和
:!V 92

'

这
"

个片段仅在靠近
!!

端的编码区存在差异' 且差

异序列具有典型的内含子特征$

TE"7T

%$图
#

和图

"7

%+ 根据所得
!!

端序列设计特异引物 $

?7>P"

TP$#

%进行
=!"&7%-

' 获得长约
=;; 92

的片段$图

#

%' 测序拼接获得长
# "XU 92

和
# #;U 92

的
"

条序

列$图
"

%+ 根据这些序列' 在序列
"

端设计特异引

物
?#"'#

和
?#"&#

扩增到包含完整开放阅读框

$

_&'

%在内的序列' 获得了预期大小的
"

个片段$图

#

%'

<C7PE

结果也显示这
"

条序列为
?7>P"<1S

基

因+ 这表明在光皮桦中该基因存在
"

个不同的转录

赵传慧等! 光皮桦成花相关
?7>P"91S

基因
)"($%&#

的克隆与表达分析
""!
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本! 因此将该基因命名为
!"#$%&#

! 并将其
!

个不同的转录本分别命名为
'"($%&#)

"长转录本#和

*"(+%&#&

"短转录本$% 为了验证
!"($%&#)

中
'!

端多余的序列是否为内含子! 在基因组中是否存在!

在这
!

个转录本差异区域的
!

端设计引物"

()"*

和
()"+

$! 以光皮桦基因组
,-.

为模板克隆其对应的

基因组序列% 结果表明&

/0+

扩增得到的基因组片段和
!"($%&#)

转录本对应片段的序列一致% 这说明

!"($%&#

基因
!

个转录本间序列的差异可能是由内含子的可变剪切引起的'图
!1

$%

图
! !"($%&#

的
!

个转录本序列分析

*23456 ! 768469:6 ;<239=69> ?@5 >A@ >5;9B:52C>B @? !"($%&#

!"($%&#&

为
!"($%&#

的短转录本!

!"($%&#)

为
!"($%&#

的长
转录本!

!"($%&#,

为
*"($%&# '!

端对应的基因组序列%

!"! *"($%&#

编码蛋白分析

序列分析表明 &

*"($%&#7

包含
#

个
DE$ FC

的开放阅读框 "

G+*

$! 编码
!$%

个氨基酸 ( 而

*"($%&#)

由于含有未剪切的内含子! 造成提前终止! 仅包含
#

个
EH& FC

的
G+*

! 编码
!!H

个氨基酸%

同源序列比对显示
*"($%&#&I)

与欧洲白桦
*-./"0 1-23/"0 (.,7%

蛋白相似性最高! 分别达
HDJ

和

K$J

! 而与拟南芥
./L

蛋白的相似性则分别为
EKJ

和
EDJ

)图
'

$% 进一步的序列比对表明这
!

个蛋白

均具有典型的
(.,7"F@M

和
N"O@=;29

!

'"(+4&L&

编码的蛋白在
0

末端具有
./LI7PQ."<2R6 (.,7"F@M

基因亚家族的特征性
C;<6@./L =@>2?

! 而
'"(+4&L)

编码的蛋白由于序列提前终止而造成
C;<6@./L =@>2?

的缺失"图
'

$% 这些结果表明& 光皮桦
'"(+4&L

基因属于
./LI7PQ.

亚家族! 且可变剪切造成的
!

个

不同转录本编码不同的蛋白%

!"$ '"(+4&#

的系统进化分析

已有的研究表明真双子叶植物
+5LI&67$"<2R6 (.,7"F@M

在进 化中经历了
!

次倍增事件

"

O4C<2:;>2@9

$! 形成了
64$5L

!

6487)

和
$,)DH

这
'

个主要分支*

#$

+

, 为了分析
*"($4&L

与其同源基因

的进化关系! 选取来自金鱼草- 拟南芥- 欧洲白桦等植物的
$5LI&67$"<2R6

同源基因进行系统进化分

析, 分析结果显示& 光皮桦
*"($4&L

属于
./LI7PQ."<2R6

亚家族
.)SDH

分支! 其与同属的欧洲白桦

!!%
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图
! !"#$%&#

同源比对和序列分析

$%&'() ! *)+'),-) ./%&,0),1 .,2 .,./34%4 56 '"($%&#

欧洲白桦
)*+,"- .*/0,"- 7889:;9<

!

7889:;9;

" 拟南芥
$1-2304.535 +6-"3-/- =>?#::@:A

!

B!<<:9

!

=>?C9A"A!

" 金鱼草
7/+31163/,8 8-9,5 788AC""<

# 高度保守
D8E*!F5G

及
H!

250.%,

分别用横线标出!

)'8>#051%6

和
I./)58>#051%6

分别用方框标出#

!"($%&A

亲缘最近! 其次是切花菊
:61;5-/+6*8,8 <1-/03="41,8

的
7EDA#

! 而与拟南芥的
8JK:;

亲缘较

远$图
A

%&

!"# )"($%&$

基因的表达分析

本研究采用光皮桦
$>+3/

基因作为内参! 对
)"(7%&#

基因
"

个转录本的组织表达特性及其在光皮桦

不同发育阶段的雄花序' 雌花序和叶片(图
C

%中的表达规律进行了分析! 结果如图
9

所示&

)"(7%&#

在

所有检测组织中均有表达! 但
"

个转录本有不同的表达模式&

)"(7%&?K

在雌花芽(

$L

%和雄花序(

DM

%中

表达量较高! 在根中的表达量最低"

)"($%&#&

在雌雄花序中表达量较高! 在茎中表达量最低(图
98

%"

在不同发育阶段的花序和叶片中!

)"(%$&#@

在初生的雌花芽(

$L"

%中表达量最高! 而在其他阶段的雌

花序中表达量极低! 在雄花序中则主要在萌动雄花序(

DM!"

%中表达! 在成熟的雄花序中几乎不表达" 而

)"($%&#&

的表达高峰分别出现在萌动雄花序(

DM!"

%和发育的雌花序(

$M!"

%(图
9L

%" 此外!

)"($%&#

在

不同发育状态的叶片中的表达差异不明显(图
9L

%& 这些结果说明)

)"($%&#

基因在光皮桦雌雄花序萌

动成熟的过程中起主要调控作用! 并且还可能与光皮桦雌花序发育的启动相关&

!

讨论

D8E*!F5G

基因家族是植物中较大的基因家族! 序列上具有保守性! 结构上也有一定的相似性! 但

在不同物种甚至不同的组织器官之间!

D8E*!F5G

基因在功能上存在着很大的差异*

#;

+

& 目前! 虽然在多

种植物中均发现了
D8E*!F5G

转录因子! 如在拟南芥中存在
#@@

多个
D8E*!F5G

基因! 除少数几个

D8E*!F5G

基因已研究表明在拟南芥花发育中发挥着重要作用! 还有超过
<@"

的
D8E*!F5G

基因功能是

未知的*

"@

+

& 同样地! 在多数林木中!

D8E*!F5G

基因的功能仍不明确! 其与林木成花或其他发育过程的

相关性也有待进一步研究&

本研究以童期较短的用材树种光皮桦为材料! 采用同源克隆和
N87O

的方法从光皮桦中克隆得到了

#

个
D8E*!F5G

基因! 命名为
)"($%&#

& 序列分析的结果表明)

)"($%&#

基因属于
8>#P*BQ8

亚家族!

且该基因存在
"

个不同的转录本! 可能是由于
!#!

端内含子的可变剪切造成的&

)"($%&#

基因的
"

个转

录本均编码典型的
D8E*!F5G

蛋白! 具有保守的
D8E*!F5G

和
H!250.%,

! 而较长的转录本由于内含子的

存在而提前出现终止子! 使其编码的蛋白在
7

末端缺失其特征性的
I./)58># 051%6

& 类似的可变剪切造

成的
7

末端缺失在其他
8>#P*BQ8

类
D8E*!F5G

基因也有发现*

#CR"#$""

+

& 这暗示这种内含子的可变剪切可

能是
$A#P&BC$!/%S) D8E*!F5G

基因调控的方式之一&

赵传慧等) 光皮桦成花相关
D8E*!F5G

基因
)"($%&#

的克隆与表达分析
""C
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图
%

光皮桦
!"#$%&#

编码蛋白的系统进化分析

'()*+, % -./01),23(4 5250/6(6 17 '"($%&8 529 +,053,9 $)8:&*+,!0(;, <=>?!@1A ),2,6

,*-+.

,*,)8

<=>?!@1A

基因家族在进化中经历了多次复杂事件! 其中
=-8:?BC=

亚家族基因在真双子叶植物分

化前经历了
!

次倍增事件! 形成
D

个主要分支
,*,)8

!

,/.EF

和
,*-+.

"

!D

#

$

,0.EF

和
,*1+.

类基因具

有保守的
G50,1=-8

基序%或结构域&! 被认为是比较原始的类型! 但它们之间的进化关系仍不明确$ 系

统分析结果表明
'"(,2&8

属于
,0.EF

这一分支! 与同属的欧洲白桦
'"(,2&%

亲缘最近! 与切花菊

H><%8

聚为一类! 其次与葡萄
34546 74849:;< I'BJ!J

和金鱼草
>K'!L

等具有较近的亲缘关系$ 同时

="($2&8

也具有
G50,1=-8 M13(7

! 说明
="($2&8

在进化上属于较原始的类型$ 另有研究表明' 欧洲白桦

=>#,2&D

!

=>#,2&%

及
=>#,2&$

基因分别是拟南芥
=-8:H=J

!

=NJEF

及
'BJ

基因的直系同源物"

!%

#

$

光皮桦
="#,2&#

基因与欧洲白桦
=>#,2&%

基因具有最近的亲缘关系! 说明
="#,2&#

基因也是拟南芥

=NJEF

基因的直系同源物$

在功能上! 许多研究表明
=-#:?CB=!0(;,

亚家族基因在花器官的起始( 萼片及叶片的发育中发挥重

要的调控功能"

!$"!O

#

$ 如欧洲白桦
=>#,2&%

基因在雌雄花序分生组织起始的早期阶段以及分生组织顶端

部位( 幼嫩苞片初始部位的表达水平较高! 随着发育的进行! 雄花序和苞片中的表达下降! 而雌花序

中! 表达会持续至开花后! 且种子形成阶段主要在胚珠中表达"

!E

#

$ 值得注意的是! 可能由于可变剪切!

在光皮桦中
="#,2&#

基因存在
!

个转录本! 长转录本
="#,2&#?

编码缺失
H

末端的
<=>?!@1A

蛋白!

!!O
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图
#

不同发育阶段的
$

种器官

%&'()* # +&,,*)*-. /*0*123&-' 4.5'*4 2, ,2() 2)'5-4

%6!7

!

%6!"

!

%6!!

!

86!7

!

86!"

!

86!!

!

9!7

!

9!"

!

9!!

!

%:!7

!

%:!"

分别表示初始雌花序" 发育雌花序" 成熟
雌花序" 休眠雄花序" 萌动雄花序" 成熟雄花序" 幼
叶" 嫩叶" 成熟叶" 叶芽" 花芽#

短转录本
!"#$%&7&

则编码正常的
8;+<!=2>

蛋白$

以往的研究通常认为! 这种可变剪切的转录本会通

过降低正常转录本的浓度! 或编码非正常蛋白! 起

到抑制正常转录本功能的作用%

7#

&

$ 本研究的表达分

析表明!

'"($%&7

基因
"

个转录本在光皮桦雌雄花

序发育过程中具有的不同表达模式$ 这
"

个转录本

均在萌动雄花序中表达量最高! 在休眠和成熟的雄

花 序 中 的 表 达 水 平 则 降 低 ! 这 与 欧 洲 白 桦

)*(+%&$

基因在雄花序中的表达模式较一致' 在

雌花序发育过程中!

!"($%&7,

的表达最高峰出现

在孕育雌花序的花芽中! 而
)"($%&7&

的表达峰值

则出现在萌动发育中的雌花序中! 这与
)*($%&$

基因在雌花序中的表达模式存在差异 ! 暗示

)"($%&7,

可能在光皮桦雌花序发育启动中起抑制

作用! 而
)"($%&7&

则可能有促进光皮桦雌花序萌

动成熟的功能$ 这些结果说明! 光皮桦
)"($%&7

基因
"

个转录本的表达可能存在一种协同关系! 这

种协同作用可能在雌雄花序萌发成熟过程中起重要

的调控作用$

图
? )"($%&7

基因在不同器官和不同发育时期组织中的表达分析

%&'()* ? @>3)*44&2- 5-51A4&4 2, )"($%&7 &- /&,,*)*-. 2)'5-4 5-/ .&44(*4 ,)2B /&,,*)*-. /*0*123B*-. 4.5'*4

;C 86

为雄花序!

%:

为雌花序芽!

%6

为雌花序!

9

为叶子!

:

为花苞叶!

<

为茎!

D

为根'

:

!

86!7E

86!!

为
!

个不同发育阶段的雄花序!

%:!7E%:!"

为
"

个不同发育阶段的雌花序芽!

%6!7E%6!!

为
!

个
不同发育阶段的雌花序!

9!7E9!!

为
!

个不同发育阶段的叶片$

$
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