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早期开花的初步研究
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摘要! 为了研究
89:;#3<

启动子驱动的
68

基因对转基因杨树
9":#'#3

早期开花的影响! 利用
=9>?@9A

技术构建了

;<=>>07

基因表达载体! 并对杨树进行了遗传转化! 从转基因杨树花的发育% 花器官变异等方面初步探讨了
;<=>>07

促进杨树早期开花性能& 结果表明$

;<=>>07

转基因杨树分生组织属性的改变及初始花结构的形成发生于试管培养

阶段' 花开始发育后如不及时把开花植株继代培养或转至土壤温室培养! 初始花结构会凋谢枯萎! 不能继续发育&

转基因植株花器官的分化与发育发生于温室培养阶段的
7$3

周内! 能够分化出典型的花器官! 但发育不完全! 具

雌雄蕊% 花盘结构! 无成熟苞片结构! 雄蕊不能成熟发育&

;<=>>07

诱导的花均为单朵花! 而非野生型的柔荑花序'

多数花属于单性花! 但转基因雄性无性系中会出现两性花& 转基因植株的开花率随着试管苗继代次数的增加而急

剧下降! 但两性花比例会上升& 图
!

表
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期 贾小明等!
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启动子驱动的
!"

基因调控杨树早期开花的初步研究
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!"

$

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

%基因是模式植物拟南芥
/'01(2$3.(. 450#(0)0

的重要开花调控因子之一& 其编

码蛋白质是可以长距离转运成花激素的主要成分& 在花形成过程中起关键作用 "

"!A

#

' 目前& 已经在水稻

6'780 .04(90

"

!

#

& 小麦
"'(4(,-: .&.4(9-:

"

C

#

& 葫芦
;-,-'1(40 :$.,5040

"

'

#

& 番茄
+7,$3&'.(,$) &.,-#&)4-:

"

D

#

& 柑

橘
<$),('-. 4'(=$#(04&

"

E

#

& 苹果
>0#-. ! 2$:&.4(,0

"

F

#

& 杨树
<$3-#-.

"

"0G!"A

#等中克隆出
!"

的同源基因& 并对部

分植物进行了遗传转化& 转基因植物中
!"

类基因的过量表达均不同程度地引起了转基因植株的早期开

花' 水稻
!"

同源基因
?2@0

在水稻中的过量表达& 导致转化株具有不依赖于光周期的极早花表型"

!

#

' 多

年三叶桔
<$),('-. 4'(=$#(040 !"

同源基因
;(!"

的组成型表达& 促使幼龄期植株提早进入生殖阶段 "

E

#

'

苹果
!"

同源基因
>2!""

在苹果和杨树中的组成型( 或在拟南芥韧皮筛管特异表达启动子
(H#A

作用下

的特异表达& 均可有效促进转化株的开花& 开花促进作用甚至表现在组织培养阶段"

F

#

' 杨树中&

I,)

等"

G

#

在美洲黑杨
<$3-#-. 2&#4$(2&.

中克隆到了与其开花诱导或季节性生长等相关的基因
!"A

& 并将
!"A

转入

杨树幼树中& 使它们
" $

内开花'

J"@/-*+),

等"

"

#将毛果杨
<" 4'(,5$,0'30

的
!"

同源基因
!""

转入杂种杨

中&

C

周后农杆菌
/*'$10,4&'(-:

浸染的茎段即出现花状结构&

!""

表达量稍弱的植株
D

个月可以成花'

(@-*

等"

"A

#克隆了小叶杨
<$3-#-. .(:$)((

的
A

个
!"

同源基因
<.!""

和
<.!"A

& 转基因杨树在
CK 8

内即可

开花'

!"

基因在木本植物中应用的关键是其诱导的花能够产生有育性的正常配子' 上述研究结果均只

显示了
!"

基因能够促进转基因植物提前开花& 重点在开花过程中
!"

基因转录( 表达活性及与其他基

因的抑制
L

促进关系研究方面& 而对于其诱导的花的发育及花器官的变异却很少涉及' 我们曾对热激启

动子$

I(M

%驱动的不同种类
!"

基因诱导的杨树花器官进行较为详细的报道 "

"!

#

& 发现
I(M

驱动的
!"

基

因诱导的杨树花器官变异较大& 有单性单朵花& 两性单朵花& 正常的柔荑花序& 以及回复营养生长的花

序等' 那么& 作为植物转基因中应用最为普遍的组成型启动子)))

#$%&!'(

启动子& 其驱动的
!"

基因

诱导的杨树花器官变异有多大& 同
I(M

启动子相比较& 变异程度如何& 都值得进一步研究'

"

材料与方法

*+* @ABCC!"

表达载体构建

从拟南芥中聚合酶链式反应$

M#N

%扩增获得
!"

基因编码区& 利用
O$2-5$?

技术将扩增片段克隆在

双元表达载体
7I!'O(

$

P*Q+264:-*

%上& 代替位于
#$%&!'(

启动子下游的
,,2D

基因' 扩增引物为!

'#

$OO#RS#OSRS#RRO#SSR#SROSO$!#

&

'#$RS#RRORR#OS#S##RR#RR#S#SO$!#

'

*+,

植物材料! 转化及植株再生

供试杨树为杂种无性系
SFG

$雄株&

<E 4'&:-#0 ! <E 4'&:-#$(2&.

%及无性系
E"E

$雌株&

<E 4'&:-#0 ! <E

0#10

%试管苗'

FABCC!"

转化农杆菌$

TJRCCKC

%参考
I4/,2-+*

等 "

"C

#的方法& 无性系
SFG

和
E"E

再生( 转化

参照
S)49+*-*

等"

"'

#的方法' 转基因植株的
M#N

检测参照
=+/+;@U+*

等"

"D

#的方法& 扩增引物为!

'#$ROS$

ORROO#RS#OSRS#RRO#$!#

&

'#$#O#OOORSRS#R##R#SSSO$!#

'

*+-

转基因植株的培养及开花观察

将
M#N

检测呈阳性的植株按株系编号& 于$

A'VA

%

%

& 光照
"D @

*

8

!"

& 光强
C' !94/

*

9

!A

*

,

!"的培养室

中茎段扩繁培养& 待不定芽长至
A ;9

时生根培养& 期间观察记录在试管培养阶段的开花情况' 将试管

培养阶段形成初始花结构的转基因植株一部分茎段扩繁继代& 观察
GHBCC!"

在继代过程中的诱导开花情

况+ 同时& 将形成初始花结构的转基因植株另一部分移栽至装有灭菌移栽基质的塑料容器中$口径
'

;9

%& 浇水后放在装水的密封塑料袋内炼苗
!

周后移至温室"温度$

A'&A

%

%

& 光照时间
"D @

*

8

!"

& 光照强

度
"AK !94/

*

9

!A

*

,

!"

#培养+ 待苗高长至
"' ;9

时移栽至口径
AK ;9

的大塑料容器中& 观察记录温室培养

阶段的开花情况' 浇水
"

次*
8

!"

& 施液体肥料
"

次*周!"

"

#

$氮%

'#

$磷%

(#

$钾%

)AK(AK(AK

#' 最后& 将温室培

养开花的转基因植株转至露天栽培& 经过
"

个冬季休眠后& 于生长季观察转基因植株的
A

次开花能力'

CK'
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结果与分析

!"# !"#$$%&

转基因植株的获得及开花率

试验总共获得无性系
'()

转基因阳性株系
#*

个! 其中在
%

个转基因株系中观察到了早期开花现象!

开花株系占阳性株系的
$"+&,

" 获得无性系
-.-

转基因阳性株系
##

个! 其中在
*

个转基因株系中观察

到了早期开花现象! 开花株系占阳性株系的
$*+*,

" 同我们之前在
'#($$%&

中的研究结果类似#

##/.0

$

!

!

种

杨树同一开花转基因株系内! 并不是所有单株都能诱导开花! 开花率%开花株系内! 开花个体占总个体数

的百分率&最高的株系约为
*%+&,

! 最低的约为
.!+&,

! 这种现象在杨树开花基因转化研究中很常见!

可能是由于
%&

基因插入杨树基因组的不同位点影响的结果! 例如插入位点位于正向调节元件周围! 或

位于反向调节元件周围! 会导致
%&

基因不同地表达强度和特异性" 或者插入异染色质区! 而非常染色

质区域时! 由于与周边序列碱基组成的差异! 都可以引起基因沉默! 从而失去表达的能力#

.-

$

"

!"! !"#$$%&

转基因植株分生组织属性转变及初始花结构的形成发生于试管培养阶段

转基因植株顶端分生组织属性的转变及初始花结构的形成发生于试管培养阶段! 试管培养
!

个月!

株高为
$!% 12

的植株就可开始初始花结构的发育%图
#3

&! 说明转基因植株顶端分生组织属性的改变最

早可发生于外植体与农杆菌
!"#$%&'()#*+, (+,)-&'*)./

共培养之后至不定芽诱导出的
!

个月内"

在该时段内! 顶端分生组织由营养型向生殖型转变! 变成花序型分生组织#

#(

$

! 花序型分生组织在发

育过程中! 一部分在叶腋部位产生花芽! 一部分继续生长' 伸长! 在新的叶腋部位产生更多的花芽" 花芽发

育时! 最开始从叶腋部位长出一细丝状类似于花梗的结构! 随着培养时间延长! 细丝结构会伸长! 约
!

周后! 长至
04* 22

时! 其顶端会慢慢膨大! 在随后的温室培养中会分化成花器官! 形成单朵花%图
#5

&"

花是极度压缩的枝条! 杨树野生型花是由很多小花紧密着生在花轴上! 形成一柔荑花序! 各小花之

间无节间" 而转基因植株产生的这些单朵花更像着生在一花枝上面! 每朵花基部有一叶片!

!

朵花之间

的节间较长! 约
* 22

" 这似乎暗示了
!"#$$%&

基因可能只决定了开花的时间! 不能使顶端分生组织属性

由营养型向生殖型彻底转变! 一部分营养生长还在继续" 当转基因植株产生
$4%

朵单朵花时! 花序型分

生组织营养生长才明显受到抑制! 产生于顶端的
(4#&

朵花簇生在一起! 外观更像一花序! 花与花之间

的节间极度缩短! 基部没有叶片! 顶端成花! 不再伸长生长%图
#1

&"

!"$ !"#$$%&

转基因开花株系开花率随继代次数增加而降低! 两性花比例上升

试验发现! 开花的转基因株系继代后开花率大幅下降%表
#

&"

'()

雄性无性系继代前
%

个开花株系的

平均开花率为
0-+(,

! 继代
#

次后株系平均开花率就下降至
#%+&,

! 随着继代次数增加! 开花率不断下

降! 继代
*

次后未发现开花植株"

-#-

雌性无性系继代前
*

个开花株系的平均开花率为
#&+0,

! 继代
#

次后下降至
0+&,

! 继代
!

次后未见开花植株" 同时!

'()

雄性转基因植株中会产生少量两性花 %图

#6

&! 两性花的比例会随着继代次数的增加而上升" 继代前两性花比率为
..+(7

! 继代
#

次为
#!+$,

!

继代
$

次后升至
0)+-,

" 在杨树其他开花基因转化中也曾发现转基因植株出现性别转化现象#

#)

$

! 目前还

不清楚开花基因究竟如何引起两性花的发育!

以及为何继代次数会增加两性花比例"

!%&

花器官的分化发生在温室培养阶段

转基因植株在试管培养阶段只能形成初始

花结构! 不能完成花器官的分化" 试管内开花

的转基因植株! 如不及时继代培养或移栽至温

室培养! 初级花结构会很快枯萎凋谢! 不能继

续发育" 只有将试管培养完成花芽分化的材料

移栽至温室培养! 才能完成花器官的分化" 我

们将部分试管阶段形成初始花结构未凋谢' 未

继代的转基因植株! 直接经炼苗移栽后转入温

室培养! 发现试管阶段诱导的初始花结构在移

栽至温室后会继续发育! 形成花器官! 但发育

不完全! 具雌雄蕊' 花盘结构! 无成熟苞片结

表
#

继代次数对转基因无性系开花率" 两性花比率

的影响

'3586 # 9::61;< =: <>51>8;>?6 =@ :8=A6?B@C :?6D>6@1E 3@F 5B<6G>38

:8=A6? ?3;6 =: ;?3@<C6@B1 18=@6<

继代次数
'()H!I

开花率
J " -.-K"L

开花率
J"

'()K!L

两性花

比例

& 0-+( #&+0 ##+(

# #%+& 0+& #!+$

! )+! & #

0 0+% & #

$ &+( & 0)+-

* & & #

说明( 表中数据为
##

个开花株系的平均值! 每个株系约
0&4

0*

个个体" )

M

* 表示未观察"

$&%
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构! 雄蕊不能成熟发育"图
"#

#$ 雄株
$%&

转基因株系会产生大量的雄花"图
"'

%以及少量两性花"

"()

左

右%"图
"*

%! 雌株
+"+

转基因株系只产生雌花"图
",

%$ 不论哪种花! 均为单朵花! 而非野生型的柔荑花

序"图
"-

%$ 从试管培养阶段初始花结构形成至温室培养阶段花器官的分化需要约
.

周左右的时间$ 花器

官均产生于初始花结构顶端膨大部位$ 对于雄花! 花药从花盘中展露约需
"

周时间& 每个花朵会产生
!!.

枚散生雄蕊! 均由
"

个花丝连接在花盘上! 花丝长约
(/. 00

! 花药长约
(1"!(1! 00

'图
"'

%$ 花药外形

跟野生型区别不大! 但不能成熟发育! 未发现散粉现象$ 两性花的雄蕊和雄花的大小相当! 也未见散粉

现象! 雌蕊很大! 子房可达
2 00

! 纺锤形! 没有明显的花柱 "图
"*

%$ 雌花子房比两性花子房大! 约
!!3

00

"图
",

%$ 因为一起开放的雄花未能散粉! 又未进行人工授粉! 所以! 两性花及雌花的胚囊育性未知$

图
" !.!""#$

转基因杨树早期花发育及花器官变异

45#67* " 489:*7 '*;*89<0*=> ?=' ;?75?>59= 9, !.!%"&$ >7?=@#*=5A <9<8?7@

$

贾小明等(

B?CD!.E

启动子驱动的
&$

基因调控杨树早期开花的初步研究
3(+
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%

月
!&
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!"#

温室开花后的植株! 未能再次开花

温室培养阶段的开花植株! 在随后
# '

的继续培养中未能再次开花! 即使植株高度达
# (

以上的植

株! 也未二次开花" 是否因为植株没有经过休眠造成这种现象呢# 我们将在温室生长
# '

的
!"#$$%&

转基

因植株移栽至露天栽培! 发现经过一个冬天的低温休眠处理! 第
#

次开花的转基因植株也未能再次开花"

)

讨论

试验显示$

%&

基因在诱导杨树早期开花方面! 确实有明显促进作用" 由于
)*+

启动子的过量表达!

促使
%&

基因在
!

月龄试管苗中提前表达而诱导其开花! 这将杨树大田开花所需的
,!!" '

时间缩短到

短短的
!

个月" 然而!

!"#$$%&

转基因植株所开的花全为异常的单朵花! 而非野生型的柔荑花序" 除了

胚囊育性不可知之外! 所有雄花均不能完全发育! 不能产生花粉" 而我们构建的热激启动子%

-+.

&驱动

的
%&

转基因杨树! 尽管花器官变异依然较大! 但产生了较多数量的正常柔荑花序%图
#/

和图
#0

&! 且有

花粉产生'

##

!

#)

(

" 这说明! 在以诱导正常花器为目的转基因研究中!

)*+

并不是合适的启动子! 尽管该启

动子驱动的
%&

转基因植株具有明显的早花性! 但因其诱导的花发育不全没有育性而失去应用价值"

!"#$$%&

转基因植株在成花过程的早期! 分生组织并不能完全失去营养生长特性! 导致花与花之间

有较长节间! 且有叶片发育! 形成异常的单朵花! 单朵花不能成熟发育等" 这些都暗示了
%&

基因可能

只决定了开花的时间! 而不能决定花的正常发育" 在后期! 分生组织基本丧失了营养生长特性! 形成外

观更像花序的顶端簇生单朵花" 这暗示了在后期! 可能有别的影响花朵发育的基因发挥了作用! 促使花

的发育更加趋于正常! 而这些开花基因的正常表达! 与转基因植株的生长发育状态有关" 这也说明了为

什么转基因植株在试管培养阶段只能完成分生组织属性的改变! 形成初始花结构! 不能完成花器官的分

化与发育! 而在移栽至温室后会完成花器官的分化发育过程的原因"

植物从营养生长向生殖生长的转换是高等植物开花最重要的过程! 开花诱导过程是开花基因在时间

和空间上顺序表达的结果! 机制十分复杂! 有光周期) 春化) 自主促进和赤霉素%

12

&等多种开花诱导

途径的参与! 涉及许多调控基因'

#,

(

" 自然界中杨树必须经过
,!!& '

的营养生长阶段之后才能诱导开花!

!"#$$%&

虽然可以瞬时过量表达促进转基因杨树在很早的试管培养阶段形成花结构! 但似乎很难改变杨

树在长期进化过程中形成的固有开花模式! 正常花器的诱导依然离不开植株自身足够的营养生长! 以及

在特定发育阶段表达的其他开花基因的调控" 这一点在我们对
'#($$%&

转基因杨树的研究中也有发现!

热激材料的年龄越大! 开花率越高! 正常花器数目越多'

#)

(

" 这也暗示了在开花基因转化研究中! 特异性

启动子较组成型启动子有优势! 因为特异性启动子如
-+.

可以在植株经过足够的营养生长时间之后再

诱导让其表达! 促进开花! 而组成型启动子如
)*+

! 这一点似乎很难实现"

以往研究显示!

)*+

启动子驱动的开花基因的表达很不稳定! 在离体及温室栽培中促花性能不一!

甚至同一开花基因转化不同种植物促花性能也不一样! 开花植株重复开花率较低! 而且会阻遏植物的正

常生长发育等'

#&3!#

(

" 我们的研究也发现这种不稳定现象!

!"#$$%&

转基因杨树开花率随着试管苗继代次数

的增加而下降) 温室培养及转至大田的开花植株也未能再次开花" 甚至同样的实验材料! 我们的结果与

-456078'

等'

#&

(的研究结果也不一致! 他们在
!"#$$%&

转化无性系
9,:

的研究中发现! 转基因植株在温室

培养阶段不能继续完成花的发育" 引起这种不稳定现象的原因需进一步用实验证明!

-456078'

等'

#&

(认为

可能是由于基因沉默或其他开花基因扰乱了
!"#$$%&

系统的开花诱导所致" 也可能与影响
)*+

启动子表

达的植株发育阶段) 光周期) 温度等因素'

!!

(有关"

总之! 植物生长发育) 开花结实是一个复杂的生化过程" 该过程的正常实现! 既与各种相互关联的

遗传基因) 环境因子) 遗传与环境因子之间的严密调控有关! 也与长期进化中形成的各种平衡关系有

关! 还与植物的生长发育状态有关'

$"%

!

:"#&

!

!#"!!

(

" 开花基因转化中! 转基因植株早期开花中存在的一系列异

常现象! 可能涉及上述任一因素! 要揭示其真正原因! 需要从分子手段入手! 深入探明开花基因及其

调控基因促进开花的机制以及影响花器官正常发育的基因及其调控机制" 相信杨树和其他林木以及
#

年

生植物的比较基因组学和基因组功能的基础研究! 将会帮助找到解决问题的新途径" 或许! 其他开

花基因%单基因途径&及启动子! 以及多种开花基因的联合使用%基因叠加途径&! 是解决这一问题的有效

途径"

$&,
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