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摘要 !
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是一个超家族基因 ! 可通过形成多聚体复合物实现对花发育的调控 % 其中
<?@@AB<<CA CD
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&作为
9:;<#=+>

家族的重要成员! 对花形成时间起决定作用% 作为转录因子蛋

白!

<CI!

包含
9:;<

!

G

!

J

和
I K

个独特功能的结构域! 发挥功能的过程中! 其中
J

结构域能够调控同源或是异

源蛋白多聚体的形成!

G

结构域能够稳定转录因子结合
;H:

的作用% 在单子叶植物雷竹
:*5''"34&;*53 2-"'&3;+%3

和

拟南芥
/$&<-=">3-3 4*&'-&%&

中! 开花时间模式上存在明显差异! 前者开花时间不确定! 后者是确定的% 尽管不能直

接推断这种现象与
<CI7

形成植物不同复合物相关联! 但雷竹和拟南芥
<CI7

是否具有形成相同模式的复合物对于

竹类植物开花时间的研究具有重要意义% 以雷竹和拟南芥
<CI7

作为研究对象! 通过酵母双杂交实验! 重点分析

<CI7

在形成多聚体模式方面的差异性% 结果表明$ 拟南芥
<CI7

能形成同源二聚体! 并且可通过结构域是
G

和
J

区形成同源多聚体' 而雷竹
<CI7

不能形成多聚体! 但可以通过
J

结构域形成同源二聚体% 因此!

G

结构域可能是

引起拟南芥和雷竹
<CI7

多聚体状态不同的一个原因! 这个结构域是否对开花定时起决定作用还有待进一步转基因

功能验证% 图
4

表
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参
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植物从营养生长向生殖生长的过程中% 花的发育是一个重要的环节% 由一系列外部环境和内部因子

决定#

?"!

$

& 大多数
M>N/!:+O

基因参与花发育的不同阶段% 相互之间可形成复杂的复合物并构成复杂的

网络% 控制花发育的整个过程#

!"%

$

&

678?

基因作为
M>N/!:+O

家族中的一员% 能够整合自主途径' 春化

途径' 光周期途径和赤霉素途径中的信号分子% 作用于下游特异性基因% 进而调控花期#

!F K

$

& 在光周期

途径中%

978?

不仅受
10

的调控% 同时
978?

还反馈作用于
10

& 实验表明
10

的过量表达能够促进下

游基因
978?

的表达% 此外功能缺失的
978?

可以通过
10

转基因植株而提前开花#

$PL

$

&

978?

基因的活化

同时受到开花素蛋白
QH

的调控% 另外在调控开花时%

QH

和
QN

的共同作用可以提高
978?

基因的表

达#

?""??

$

&

978?

编码的蛋白属于
MAB1

型转录因子% 其结构域中
M>N/

盒子能够与特异性的
NR>

结合形

成复合物#

?!"?S

$

% 并且与其他蛋白相互作用调控靶基因的表达#

?%

$

&

/01?

的
1

末端属于保守的
'+)*-

结构

域#

?%"?K

$

% 且能够调整
M>N/

结构域的相互作用% 稳定或增强
B

结构域介导的相互作用#

?$

$

& 植物开花过程

中%

/01?

不仅能够与
.:;!%

形成异源二聚体% 整合开花信号来促进开花 #

?$"?T

$

% 还能够作为赤霉素

!

U>

"的靶基因调控开花#

?F ?V"?L

$

& 植物开花具有多样性特征% 如木本植物雷竹
4"#$$%&'5)"#& *+%$5&),-&

% 开

花时间不确定% 通常零星开花% 且开花类型复杂多样% 花序为假花序% 结实率低#

!&

$

& 草本植物拟南芥

./50+1%2&+& '"5$+5-5

开花时间和形态具有确定性& 雷竹和拟南芥开花时间特征明显不同% 开花整合因子

/01?

在这
!

种植物中均已被发现#

!?

$

% 并且
GE/01?

在雷竹开花过程中的作用做了初步研究& 作为研究

/01?

对开花时间多样性作用的开始% 这里我们分析雷竹和拟南芥
/01?

在多聚体形成方面是否存在差

异& 研究采用同源克隆的方法% 分别获得成花开关基因
4*678?

#

!?

$和
.'678?

% 同时构建
!

个基因全长的

酵母双杂交载体% 利用酵母双杂交方法% 分析形成同源聚集状态的差异& 通过构建不同结构域酵母双杂

交载体% 确定引起多聚体差异性对应的结构域& 这一研究结果% 对于理解
678?

基因在雷竹和拟南芥定

时开花过程中的特异性作用% 提供了一定的实验基础&

?

材料与方法

*+*

实验材料

研究所用材料来自于实验室大棚内的已开花雷竹和温室内栽植的哥伦比亚野生型拟南芥&

.'678?

在开花的野生型拟南芥花' 茎' 叶中均有表达#

%

$

% 故分别采取开花雷竹和拟南芥的茎' 叶' 花等不同组

织% 用液氮速冻保存% 实验材料放置
"V& #

备用&

*+, -./

的提取和
01./

的反转录

将不同组织部位的样品等比例混合% 用液氮磨碎% 根据总核糖核酸!

<R>

"提取法!

H.*W+=

法"提取植

物组织混合样品
<R>

% 以
?&;& 3

(

X

"?的琼脂糖凝胶电泳对
<R>

进行质量检测) 采用
G.*'4/C.*@)HM

进行

<R>

的反转录% 反转录的
CNR>

用于基因的克隆&

*+2 4*678*

和
.'678*

的基因克隆

根据美国生物技术信息中心!

R1YA

"中已知的拟南芥
.'678?

序列和实验室得到的雷竹
4*678?

序列%

设计引物!表
?

"% 聚合酶链式反应!

G1<

"反应扩增目的片段% 反应体系*

CNR> !;& !X

%

?&$ G1<

缓冲

液
S;& !X

% 三磷酸碱基脱氧核苷酸!

5RHG7

"

S;& !X

% 上下游引物各
?;K !X

% 去离子水补足
S&;& !X

& 琼

脂糖凝胶电泳检测目的片段的扩增% 胶回收目的片段% 纯化后的产物连接到
@MN!?L

!

7*'@=4

"载体上% 转

?V%
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实验过程中所用的引物

#$%&' ( )*+,'* -'./'01'- /-'2 +0 '34'*+,'05

引物名称 引物序列!

6!!!!

"

!"#$%("(77 8899##::9#9#88#898888:9999:#:9

!"&$%(""77 8899##::9#9#889#:898#:98:9::99

'"&$(("!77 8899##::9#9#8889#:#:9#89998:89

'"&$(("77( :8889#::#:98:#89:#:89#::##98

'"&$(("77" :8889#::#:9::9:####:989898:

'"&$(("77! :8889#::#:9:###:##899899:998

)*&+,-!. :8:889#::#998#::##:8:8#9#8#

)*&+,-!/ :8:889#::#998#::##:8:8#9#8

)*&+,-01!/ :8:889#::#99:###::::8#999#:

)*&+,2%!. ::8899##:8:9998999:##8998:#

)*&+,2%!/ :8:889#::#9998:9#88##98:::

)*&+,%!. ::8899##:#8:99899#:98:##9:8

)*&+,%!/ :8:889#::#9998:9#88##98:::8

入感受态细胞
;<6!

蓝白斑筛选#

):=

验证# 提取质粒送往生物公司测序$

!"# $%&'(!

和
)*&'(!

氨基酸序列分析

采用
>+?@+25

软件对
)*&$%("&+A'

基因序列进行翻译#

B:>C

中进行氨基酸序列对比# 结合
;9B,$0

软件# 进行
)*&$%("CD:

!缺少
E9;F

结构域部分"氨基酸序列同源性分析$

!"+ $%&'(!

和
)*&'(!

自激活活性检测

采用特异性引物!表
(

"# 构建
FG:(

酵母双杂交

载体# 双酶切产物分别连入
489;#H

!

9;"915+I' 2?"

,$+0

"和
48>D#H

!

>;">+02+0J 2?,$+0

"载体中去# 转入

感受态细胞
;<6!

# 阳性单克隆提取质粒测序验证序

列正确性#

K+91

转化法将
9;

和
>;

重组载体分别转

入
L(MH

和
9<(7N

感受态细胞中# 分别涂布在缺少亮

氨酸和色氨酸!

F;O"K'/

和
F;O"#*4

"的培养基上#

!7 #

培养
!P6 2

# 挑取单克隆活化培养进行菌液
):=

验证#

阳性单克隆采用点滴法在含有
Q"$"8$&

的缺陷培养皿

上进行自激活活性检测# 其中
9;

和
>;

载体为阴性

对照#

)1K

为阳性对照$

!7 $

培养# 观察菌斑显色

情况$

!", $%&'(!

和
)*&'(!

多聚体分析检测

经过验证的阳性单克隆菌液
9;")IFG:(O95FG:(

!或
>;")IFG:(O95FG:(

"分别与
>;")IFG:(O95FG:(

!

9;")IFG:(O95FG:(

"#

>;

!

9;

"空载杂交# 分别吸取
(7R7 "K

的菌液#

S77R7 "K

的完全培养剂!

L);9

"

液体过夜培养#

(77R7 "K

培养液涂布在同时缺少亮氨酸和色氨酸!

F;O"K'/"#*4

"的培养皿上#

!7 $

培养

!P6 2

# 挑取单克隆在液体培养基
F;O"K'/"#*4

中培养# 吸取
(7R7 "K

培养液# 点滴在含有
Q"$"8$&

的
T

缺!

F;O"K'/"#*4"92'"<+-

"固体培养皿上培养# 观察是否显色# 如果单克隆变蓝证明发生相互作用形成二

聚体结构$

!"- $%&'(!

和
)*&'(!

不同结构域载体的构建并转入酵母细胞

将
)IFG:(

和
95FG:(

分成
E

#

C

#

D

和
: T

个不同的结构域# 构建包括
E

#

ECD

#

D:

和
:

不同结

构域的酵母双杂交载体# 设计引物!表
(

"# 纯化的
):=

产物经双酶切后分别连入
9;

和
>;

载体中去#

转入
;<6!

# 菌液检测阳性克隆# 提取质粒$ 采用
K+91

转化法#

)@8!!67O;EFG

制备感受态细胞$ 转

入酵母宿主中去# 在相应的缺陷培养皿上培养# 挑取单克隆验证插入片段的大小$

!".

结构域重组体自激活活性检测和多聚体分析

将不同结构域酵母双杂载体杂交培养# 在
F;O"K'/"#*4

培养皿上筛选杂合体# 并在含有
Q"$"8$&

的

F;O"K'/"#*4

缺培养皿上进行显色反应$ 为进一步确定实验的结果# 将
F;O"K'/"#*4

缺培养皿上挑选出来

的单克隆并在
F;O"K'/"#*4UQ"$"8$&

培养皿上进行生长状态的培养# 观察酵母的生长状态$

"

结果与分析

/"! $%&'(!

和
)*&'(!

目的片段的结构域分析

部分结构域同源性分析结果表明% 雷竹和其他
&$%(

基因序列存在差异性的部位主要集中在
C

和
:

结构域$ 不同的植物中
C

结构域差异性极大# 大约有
(7P"7

个氨基酸组成$ 另外#

:

结构域氨基酸保守

性较差# 多疏水氨基酸结构$

C

和
:

结构域之间具有相对保守性的
D

结构域!图
(

"$

/"/

全长
$%&'(!

和
)*&'(!

自激活和多聚体分析

实验结果分析可表明% 雷竹
)IFG:(

和拟南芥
95FG:(

都不存在自激活活性!图
"9

"$ 酵母双杂交多

聚体分析结果表明% 雷竹
)IFG:(

蛋白自身不存在相互作用# 而
95FG:(

易形成二聚体现象# 自身相互

作用!图
">

和图
":

"$

施 泉等% 雷竹和拟南芥
&$%(

多聚体差异性分析
(M6
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!"#

雷竹
$%&'()

不同结构域双杂交分析

!"#$%#

基因不同结构域酵母双杂交实验可知!

'()*(!+)+,-)-.).

不存在自激活活性现象"图
/*

#$

不同结构域双杂实验可知
0123.#

中的
-.

结构域存在二聚体现象$ 自身相互作用%

+

$

+,-

和
.

结构

域蛋白没有相互作用$ 图
/.

为阳性与阴性对照组&图
/

#'

!"*

拟南芥
+,&'()

不同结构域双杂交分析

'423.#

酵母双杂交不同结构域实验显示! 结构域之间不存在自身活性现象"图
/'

(% 尽管实验中

'423.#

全长存在相互作用$ 能形成同源多聚体$ 但是单独的
+

和
.

结构域没有同样的多聚体现象发

生%

-.

结构域并没有发生相互作用$ 在有
,

存在的
+,-

结构域蛋白可以形成多聚体状态$ 发生相互作

用&图
5

('

/

讨论

本研究以单子叶木本植物雷竹和双子叶草本植物拟南芥作为研究对象$ 针对
0123.#

和
'423.#

进

行研究' 拟南芥在开花的过程中$

'423.#

起到主要的枢纽作用'

'423.#

通过和自己形成不同的多聚体

图
#

结构域示意图和不同植物
#$%#

局部氨基酸序列对比

6789:; # 24:9<49:=> ?7=8:=@A =B? =@7BC =<7? A;D9;B<; =>78B@;B4

&

EF$
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期

图
" #$%&'(

和
)*%&'(

自激活检测和酵母双杂交实验

+,-./0 " )12345,5 67 */2158/,9*,6123 28*,$2*,61 21: 9634;0/,<2*,61 76/ #$%&'( 21: )*%&'(

或者与其他
=)>%!?6@

转录因子形成蛋白复合物来调节上下游基因的蛋白表达! 进而调控花期"

(AB """"!

#

$

通过相关实验的证明! 揭示了
#$%&'(

和
)*%&'(

的多聚体存在差异性$ 拟南芥中! 酵母双杂交实验表

明%

)*%&'(

自身可发生相互作用! 形成同源二聚体! 这一结果与文献"

"C

#报道的一致& 通过不同结构

域双杂交实验进一步可知%

'

末端缺失的
=DE

结构域也能形成同源二聚体!

E'

结构域不能发生相互作

用$ 由此判定!

)*%&'(

主要功能部位的是
D

和
E

结构域$ 另外! 有研究发现
E

结构域在
=)>%

转录因

子蛋白中相对保守$

E

结构域包括
!

个疏水性的
E(

!

E"

和
E!

结构域! 这些疏水性的氨基酸不仅仅能

够协调自身同源二聚体的形成! 还能够促进一些开花基因异源二聚体的形成$ 比如
E

结构域中的某些

疏水氨基酸可以促进
)#!

和
#D

异源二聚体的形成从而调节花器官的发育"

"F

#

$ 同时
E

结构域在植物进化

过程中也扮演着重要的角色$ 例如所有的
=)>%

家族蛋白都能与特定的
>G)

相互结合形成同源或者异

源二聚体"

"H

#

! 或者与其他非
=)>%

家族中的蛋白形成三聚体$ 但是!

E

结构域的疏水特异性! 更能够促

进
=)>%

家族内部成员形成各种各样复杂的高聚体! 调节植物内部生殖生长的需要"

"A""I

#

$

对雷竹
#$%&'(

进行酵母双杂交实验! 实验发现% 尽管
#$%&'(

不易形成同源二聚体! 但是在

=)>%

和
'

结构域同时缺失的情况下!

E'

结构域可以形成同源二聚体! 结构域
E

是主要的作用部位$

雷竹
#$%&'(

和拟南芥
)*%&'(

酵母双杂交实验进行对比'表
"

(! 结果发现% 引起
#$%&'(

和
)*%&'(

多

聚体差异性的原因主要在于
D

结构域$

D

结构域大约有
"JK!L

个氨基酸组成! 这些氨基酸相对的不保守!

但是有实验发现
D

结构域不仅能够帮助转录因子结合
>G)

! 还能够起到促进自身二聚体形成的作

施 泉等% 雷竹和拟南芥
!"#(

多聚体差异性分析
(IA
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表
! "#$%&'

和
()$%&'

不同结构域双杂结果总结

'()*+ ! ,-..(/0 12 34+ 0+(53 361 40)/78

9:,;<= > >?@ @< < A3,;<= > >?@ @< <

> B B B B > B B B B

>?@ B B B B >?@ B C B B

@< B B C B @< B B B B

< B B B B < B B B B

说明!

9:,;<=

自身互作和
A3,;<=

自身互作结果没有列入表中" 前者没有观察到二聚体形成# 后者观察到形成同源二聚体"

图
% 9:,;<=

不同结构域蛋白酵母双杂交实验多聚体分析

D7E-/+ % C+(53!361 40)/78 (55(05 31 (F(*0G+ 34+ 81.(7F H1*0.+/7G(371F 7F 9:,;<#

图
I 9:,;<#

和
A3,;<#

不同结构域蛋白酵母转录激活检测

D7E-/+ I C+(53 361 40)/78 5053+. 31 8+3+J3 34+ 3/(F5J/7H371F(* (J37:(371F (.1FE 8722+/+F3 81.(7F5 7F 9:,;<# (F8 A3,;<#K /+5H+J37:+*0

=LL
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图
# $%&'()

不同结构域蛋白酵母双杂交实验多聚体分析

*+,-./ # 0/12%!%34 567.+8 122162 %4 191:6;/ %5/ 84<1+9 =4:6</.+;1%+49 +9 $%&'()

用!

>? ""? "@

"

# 氨基酸序列对比进一步表明$

AB&'()

和
$%&'()

中的
C

序列差异性极大$ 这种差异性有可能

是
AB&'()

和
$%&'()

形成不同聚体状态的一个主要原因% 尽管如此& 雷竹与拟南芥
&'()

蛋白在形成

多聚体模式上的差异性& 是否与
AB&'()

在调控雷竹花期过程中的特异功能相关联& 尚需通过转基因功

能实验进行验证%

D
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