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&基因在植物花分生组织及花器官形成过程中发挥着重要作用' 以桂花品种 (堰虹桂)

<4!

=&%5*#4 ($&.$&%4

*

7839)3::;*

) 为材料! 根据前期获得的转录组数据中
/>,

的序列设计引物! 利用
<=>

技术! 克隆

得到约
54" ?@

桂花
/>, ABCD

序列! 即
<(/>,

基因! 其中开放阅读框长为
5!" ?@

%注册号为
EF4$/!!!

#+ 氨基酸

序列比对发现! 与其他物种的
/>#

基因的同源性高达
&$GH..G

' 荧光定量
<=>

结果表明$ 在不同组织中! 桂花的

<(/>,

基因在花芽中的表达量显著高于其他组织! 根中几乎不表达, 在花芽分化过程中!

<(/>,

在成花转变及花芽

分化初期%花瓣- 花萼分化期&表达量较高! 随后呈下降趋势+ 这说明
<(/>,

具有组织表达特异性! 同时在桂花成

花转变- 花芽分化和发育中有重要作用+ 图
&

参
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高等植物成花受到自身遗传因素和外界环境因素的共同影响%
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' 当植物完成成花诱导( 花器官原

基开始分化( 逐渐形成花萼) 花瓣) 雄蕊和心皮等组织' 在这期间( 植物的茎尖分生组织形态发生了很

大的变化( 同时成花素
1:

!

1;<A9BCDE ;7FGH I

"的表达量显著增加并参与调控花芽分化%

/

&

' 在模式植

物拟南芥
/$&J-K"L4-4 5*&'-&%&

以及许多物种中已经证实(

1I

可以通过激活花芽分化组织特异性基因
/>#
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"的表达促使植物完成开花进程#

%

$

% 过表达
%"$

基因& 不论在长' 短日照下拟南芥都会出现

早花表型#

&

$

& 其突变体
'($

则出现明显的晚花表型#

"

$

% 在茎尖分生组织&

%"$

基因不仅在植物成花诱导

的调控网络中起核心作用& 而且也决定花器官的形成%

%"$

基因是植物
'()*+

分化模型中的
'

类基

因& 控制第一轮花萼和第二轮花被片组织的形成 #

,

$

& 同时
%"$

也调控
)#"!

!

)#"%&&%$%!

"与
&*+

!

&,!*+

"基因的表达& 促进花萼和花瓣的分化#

-!.

$

% 另外在拟南芥
'($

突变体研究中发现&

!"$

突变会

引起花器官的异常发育& 如花萼发育成叶片' 花瓣缺失等 #

$/!$$

$

% 人们已从多种观赏植物中分离得到了

!"$

基因& 并且对多个物种的
!"$

基因进行了功能验证和分析% 超表达
!"$

及其同源基因都能促进开

花& 在拟南芥中异源表达百合
&-.-/0 .123-4.15/0

& 蝴蝶兰
"6'.'721(8-8 '(6519-:7

以及山茶
;'07..-' <'(12!

-='

的
!"$

同源基因都能引起早花现象#

$0!$#

$

% 同时& 在拟南芥
!"$

突变体中异源表达百合& 枇杷
,5-!

1>1:5?' <'(12-='

以及麻疯树
@':51(6' =/5='8

中的
%"$

基因& 都可以回补其突变体花器官缺陷的性状#

$01 $&!$"

$

%

桂花
A80'2:6/8 45'35'28

是中国十大传统名花之一& 也是常见的园林绿化树种% 按照开花习性不同& 可

分为秋桂和四季桂& 秋桂仅在每年秋季开花& 花序常为无总梗的聚伞花序#

$,

$

( 关于其成花过程以及花芽

分化和发育报道较少% 木本植物桂花成花的机制与草本植物拟南芥等有一定差异% 为深入了解桂花的成

花机制& 有必要分离成花相关基因并展开相关研究% 本研究以秋桂品种 )堰虹桂*

A80'2:6/8 45'35'28

)

2345647789

* 为材料& 克隆桂花
%"$

基因!

A4%"$

"& 并对其序列进行生物信息学分析& 同时运用荧光定

量对其组织和时空表达进行分析& 以明确
A4%"$

基因的基本特征和表达模式& 为今后桂花的开花分子

机理研究提供科学依据%

$

材料与方法

!"!

材料

以盆栽 )堰虹桂* 为材料& 选取相同株龄且生长一致的植株% 取桂花不同组织的样品& 包括根'

茎' 叶' 叶芽' 花芽' 盛开期的花朵( 同时根据桂花花芽分化进程取叶芽' 花序分化期' 花萼花瓣分化

期' 雌雄蕊分化期以及花开放不同阶段圆珠期' 铃梗期' 初花期' 盛花期和盛花末期的样品#

$-

$

& 用于基

因克隆' 组织特异性和时空表达分析% 所有材料使用液氮冷冻并于
!-/ "

保存备用%

:;'

提取试剂盒!

:;'<=>< <8=> ?@34A B9A

"购自天根公司!北京"% 反转录试剂盒' 荧光定量试剂盒'

胶回收试剂盒'

?=>C9D $'B

酶'

<E*#$-F

载体和大肠埃希菌
,8=675-=6-' =1.- *G&!

均购自
F3H3=3

公司

!大连"& 运用实时荧光定量
?):

!

'<<@9>I (96JKJA>CJ

&

L6JA>= )9AK

& 美国"分析
A4%"$

基因的组织特异性

及时空表达变化%

!"#

方法

$M0N$ :;'

提取及反转录 按照
:;'<=>< <8=> ?@34A B9A

试剂盒说明书提取各样品的总
:;'

& 并参照

:>O>=J> F=34JP=9<A3J> E#EQR

反转录酶说明书合成
P*;'

的第一链后& 储存于
!0/ "

备用%

$N0N0

桂花
A4%"$

基因的克隆 利用前期转录组测序获得的
%"$ S497>4>

序列& 设计特异性引物
%"$#

L

+

&$#F'T'TFT'T''''FTTTT'T'#U$

(

%"$#:

+

&$#''F')''F)))FTT)F')FF#!$

% 以花芽分化期茎

尖
:;'

反转录的
P*;'

为模板进行
?):

扩增&

?):

反应体系为+ 上下游引物各
$ "Q

&

P*;' $ "Q

&

?=>C9D $'B *;' $/ "Q

和去离子水
, "Q

%

?):

反应条件+

.& "

预变性
& C94

( 然后进行
!&

个循环& 每

个循环包括
.& "

变性
!/ J

&

"/ "

退火
!/ J

&

,0 "

延伸
$ C94

( 最后
,0 "

保温
$/ C94

&

% "

保存%

?):

反应产物经质量分数为
$V

的琼脂糖凝胶电泳检测后回收' 纯化& 与
<E*$-#F

载体连接& 转化大肠埃希

菌
*G&!

感受态细胞& 蓝白斑筛选阳性克隆& 经
?):

鉴定后送生工生物工程!上海"股份有限公司测序%

$N0N!

序列生物信息学分析 对获得的基因序列进行生物信息学分析& 其中编码区分析采用美国国家生

物技术信息中心!

;)(W

"在线网站
X:LL94I>=

!

5AA<YZZ[[[N4P\9N4@CN495N76OZ76=]Z76=]N5AC@

"& 编码蛋白质的保

守区段分析采用
;)(W )64J>=O>I *6C394 ^>3=P5

软件!

5AA<YZZ[[[N4P\9N4@CN495N76OZ^A=8PA8=>ZPIIZ[=<J\NP79

"&

编码区蛋白质特征分析采用在线软件
?=6A?3=3C

!

5AA<YZZ[>\N>D<3JKN6=7Z<=6A<3=3CZ

"和
FEGEE ^>=O>= O0N/

!

5AA<YZZ[[[NP\JNIA8NIHZJ>=O9P>JZFEGEEZ

"% 多序列比对采用软件
*;'C34

& 系统进化树构建采用
)@8JA3@

_`E+T' ,N/

软件并选择邻位连接法!

4>975\6= a694947 C>A56I

"用
(66AJA=3<

法检验
$ ///

次%

$N0N%

实时荧光定量
?):

按照
^2(:

%

?=>C9D +D $'B

&'

#

!

F@9 :;3J>G ?@8J

"试剂盒的说明书& 检测桂

蒋琦妮等+ 桂花
A4%"$

基因的克隆及表达分析 ""&
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花
!"#$#

基因不同组织以及不同时期的表达情况 !

!"#$#

定量引物为
%#$#!'

"

(" !)*+)++),)!

)*,,,)+,,,)!-"

#

%#$.!/

"

("!),,,)*,)),)+*,)+)),,!-"

! 同时以
01+*,

为内参
%#&'!'

"

("!**!

*++))*+++*+)+)++++++,!-"

#

%#&'!/

"

("!+****+,*+**+)++,*++)++2-"

$

.$

%

!

3/,!4*/

反应

体系"

!#567/ 489:;< =< '(%!

&

,>; /?@A9B 4>CA

'

." "D

( 上下游定量引物&

." ":E>

)

D

$.

'各
"F% "D

(

GH!

?+ ! "D

(

("#/0I /91989JG9 HK9 "LM "D

( 双蒸水补齐至
!& "D

!

3/,!4*/

程序如下"

$( %

预变性
-&

A

#

$( %

变性
( A

(

N" %

退火
-" A

(

O! %

延伸
. :;J

(

-(

个循环#

O! %

延伸
." :;J

!

-

次生物学重复!

反应后根据熔解曲线分析
3/,!4*/

产物的特异性( 并采用
!

P!!*,法计算相对表达量!

!

结果与分析

!"#

桂花
!"#$$

基因的克隆

以 *堰虹桂+ 花芽分化期
GH?+

为模板( 扩增得到约
O(& QR

片段

&图
#

'( 其开放阅读框长为
O!& QR

( 编码
!-$

个氨基酸&图
!

', 该基因片

段具有
S+H5!QE<

基因的保守区( 在
?*7T

上进行
7D+5,I

在线分析( 发

现该序列与芝麻
)*+(,-, ./0.1-,

&

+T5%!($NL#

' ( 葡萄
2.3.+ 4./."*5(

&

+*U!N(!%L#

'和油橄榄
!6*( *-578(*(

&

I4V"!!%O%-("L.

'等中
#$.

基因的

同源性最高( 命名为
!"#$.

( 并在
)9J7@JW

注册( 登录号为
SB($-!!!

!

!%!

桂花
!"#$$

基因的氨基酸序列分析

01+4.

蛋白氨基酸序列运用
?*7T

在线
*HH

&

*EJA98X9Y HE:@;J H@Z9!

Q@A9

'分析发现(

01+4.

具有典型的
S='!V>;W9 S+H5

结构域和
[!QE<

结

构域(

S+H5

结构域位于
?

端第
!\OM

位氨基酸(

[!QE<

结构域位于第

$"\.N%

位氨基酸&图
!

'!

01+4.

蛋白的分子式为
*

..$$

B

.$M.

?

-M.

0

-N%

5

.N

( 其相对分

子质量为
!O (-MLN!

( 理论等电点为
%LM

! 负电荷残基总数&天冬氨酸
+AR]

谷氨酸
)>C

'为
-!

( 正电荷残基总数&精氨酸
+8^]

赖氨酸
DKA

'为
-(

! 在组

成
01+4.

蛋白的
!"

种氨基酸中( 亮氨酸&

D9C

'所占比例最高( 为
..LO_

( 其次为谷氨酸&

)>C

'( 占

#&F&_

( 色氨酸&

,8R

'所占比例最低( 为
&F%_

! 预测亲水性指数&

)/+`6

'为
$&FNN(

( 表明
01+4#

具有较

好的亲水性!

图
!

桂花
01+4#

氨基酸序列比对

';^C89 ! *E:R@8@Z;X9 @J@>KA;A E1 01+4# R8EZ9;J A93C9JG9

采用
)0/M

软件对
01+4#

蛋白二级结构预测发现(

01+4#

蛋白二级结构由
#

螺旋- 伸展链和无规

则卷曲组成( 其中(

$

螺旋&

Ba

'占
(NFM$_

(

%

折叠&

=9

'占
#&FMN_

( 无规则卷曲&

*G

'占
--F&(_

, 同时采

用
4aK89 !

在线工具对
01+4#

蛋白三级结构进行预测(

01+4#

有
-

个典型的
$

螺旋和
!

个
%

折叠&图
-

',

?9Z4aEA !F& 598X98

预测结果表明"

01+4#

蛋白序列中存在
##

个潜在的磷酸化位点( 包括
N

个
598

位点

&

!!598

(

N#598

(

OM598

(

%O598

(

##&598

(

#!#598

(

#-(598

(

#(&598

(

!#N598

'和
#

个
,a8

位点&

!!&,a8

',

?9Z?)>KG #F& 598X98

预测结果表明"

01+4#

蛋白存在
#

个潜在的
?!

糖基化位点(

$&+AJ

,

图
#

桂花
!"#$#

电泳图

';^C89 # 4*/ R8EYCGZA E1 !"#$#

NNN
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桂花
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系统进化关系分析

为了分析
!"#$$

基因与其他物种中
#$$

基因的系统进

化关系! 采用
%&'( )*+

软件构建系统进化树"图
#

#$ 单子

叶植物"如短柄草
%&'()*+,-./0 -.12'()*,3

! 水稻
!&*4' 1'2.!

5'

! 玉米
67' 0'*1

%和双子叶植物可以明显地分为
,

个大类$

桂花
!"#$$

与芝麻! 豇豆
8.93' /39/.(/:'2'

! 枇杷! 印加果

$:/;7372.' 5,:/<.:.1

! 麻疯树! 葡萄! 芍药
$'7,3.' :'(2.":,&'

!

柑橘
=.2&/1 1.3731.1

以及拟南芥中的
#$$

基因聚在一起! 说

明这些基因亲缘关系较近且功能具有一定的相似性$

!%&

桂花
!"#$$

基因的组织特异性与时空表达分析

为明确
!"#$$

基因在桂花不同组织以及花芽分化不同

时期的表达情况! 对不同组织和器官"根& 茎& 叶& 叶芽&

花芽以及花%及不同发育时期的样品进行荧光定量
-.!/0-

分析$ 结果表明'

!"#$$

基因在花芽中的表达量最高! 其次

为叶! 在茎中的表达比较弱! 在根中几乎不表达"图
1

%$ 同

时! 与叶芽时期相比!

!"#$$

基因在分化初期"即花原基的形成以及花萼花瓣分化期%表达量最高! 随后

呈下降趋势"图
"

%! 到花开放阶段表达量均较低$

图
2

桂花
!"#$$

的系统进化树

345678 2 /9:;<58=8>4? >788 @AB8C <= !"#$$ 58=8

图
1 !"#$$

基因在不同组织中的表达量

345678 1 &DE78BB4<= <F !"#$$ 58=8 4= C4FF878=> >4BB68B

图
" !"#$$

基因在 !堰虹桂" 成花及花开放过程的表达量

345678 " &DE78BB4<= EA>>87= <F !"#$$ 4= F;<G87B <F C4FF878=> B>A58B
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3

$
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圆珠

期(

3
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*
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3

J

*

初花期(

3

2

*
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3

1

*

盛花末期

图
J

桂花
KF(/$

蛋白的三级结构预测

345678 J .87>4A7: B>76?>678 E78C4?>4<= F<7 KF(/$ E7<>84=
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讨论

!"#

及其同源基因已在多个物种中克隆得到! 但桂花中的
!"#

至今没有相关报道" 本研究克隆得

到
#$%"#

基因! 发现其与芝麻# 葡萄以及油橄榄等
!"#

基因高度相似!

&$%"#

氨基酸序列含有高度保

守的
()*!+,-./ (012

结构域和次级保守的
3!456

结构域以及可变
7

!

(012

结构域具有结合
180

# 蛋

白质二聚化以及与其他因子结合的功能$

3!456

结构域的蛋白二级结构为
'

个
!

螺旋! 具有介导蛋白
!

蛋

白之间的相互作用%

!"

&

"

%"9

基因
7

末端的变化较大! 但是不同类的
(012!456

基因常含有一些保守的基

序'

:5;-<

(! 这些基序在蛋白复合体的形成和转录激活中起重要作用%

!9

&

"

开花是植物重要的发育阶段! 是多条基因网络共同调控的复杂过程 %

!

&

"

%"9

基因是植物特有的

(=377!>?@/ (012!456

基因! 既参与花分生组织的形成! 又是花器官形成的重要基因! 在植物成花中

起关键调控作用%

'

&

" 根据在模式植物拟南芥中的研究!

%"9

是花分生组织形成的标志物! 成花整合基因

'(

和
)&*9

能够激活其表达并使其参与对成花抑制基因
(+,9

基因的拮抗! 促进花分生组织的形成" 在

花器官发育中!

-"9

一方面通过促进
!"'

和
".

的表达诱导花瓣和雄蕊的发育! 另一方面受到
-/

基因

的抑制作用控制萼片和花瓣的发育%

!!

&

" 在百合中
!"9

的同源基因
,0-1)ABC

转基因拟南芥后发现其能够

造成早花! 并且花器官中萼片变成心皮状! 花瓣变成雄蕊状结构%

9!

&

$ 同样地! 在洋桔梗
2345678 9:8;<=!

$>6:37

中超表达
-"9

发现) 转基因植株花期提前! 部分花瓣出现雄蕊类似的结构! 进一步突变体互补实

验表明)

-"9

基因对花瓣形成! 尤其是第
!

轮花被片的发育有重要作用%

!'

&

" 在建兰
*?7@=<=37 A;4=$6>=!

37

! 芍药以及菊花
*B:?48;5BA737 76:=$6>=37

等中!

!"9

基因在花芽中的表达量显著高于其他器官组织!

尤其在花芽分化的初期阶段%

!D"!C

&

" 在桂花中!

&$!"9

在花芽中有较高的表达! 其在花芽分化初期表达量

显著上调! 尤其是成花转变以及花瓣# 花萼分化时期! 而当完成花萼花瓣分化后! 表达量则显著下调"

这充分说明桂花
&$!"9

基因参与了桂花成花转变和花瓣# 花萼等器官分化! 但其具体作用机制还有待

进一步通过转化实验加以验证"
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