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毛竹 6*+789:#$基因的克隆及功能分析
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摘要! 以毛竹
6*5''"34&;*53 +<#'-3

花为材料! 通过聚合酶链式反应%

9:;

&克隆技术从毛竹中分离得到
-

个含完整编

码区的
<=>?

! 长
(.# @A

! 编码
%..

个氨基酸' 命名为
6*+7/9:-7

"

BC5DE5F

登记号$

GH"'-6-(

&' 对
6*+7/9:-7

进行分析表明! 该基因具有典型的
I?=J#@*K

基因结构域! 与拟南芥
/$&=-<">3-3 4*&'-&%&

的
?

类基因
86-

编码蛋白

的同源性为
703(7L

' 通过实时荧光定量聚合酶链式反应"

M;N#9:;

&克隆技术检测了
6*+789:-7

在毛竹花芽( 苞

片( 颖片( 稃片( 浆片( 雄蕊( 雌蕊和幼胚中的相对表达量' 分析表明$

6*+789:-7

基因在毛竹花发育的初期表

达量最高! 主要在花芽中表达! 可能参与毛竹成花转变过程' 图
$

参
%.

关键词! 林木育种学) 毛竹)

6*+789:-7

)

I?=J#@*K

中图分类号!

J"%%38

文献标志码!

?

文章编号!

%.67#."7(

"

%.-"

&

.8#.$%-#.(
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9:;

$ !

BC5DE5F E<<C44+*5 >*3 GH"'-6-(

$

3 NU+4 4QS)T EP4* S4C) E MSE5Q+QEQ+bC

_CEP#Q+`CZ A*PT`C_E4C <UE+5 _CE<Q+*5

!

M;N#9:;

$

E5) E U*`*P*VT E5EPT4+43 ;C4SPQ4 4U*cC) QUEQ QUC VC5C cE4

(.8 @A E5) C5<*)C) E A_*QC+5 *R '.. EEZ cU+<U UE) E QTA+<EP I?=J#@*K `*Q+R3 NUC U*`*P*VT E5EPT4+4 4U*cC)

QUEQ 6*+7/9:-7 4UE_C) 703"L 4+`+PE_+QT c+QU QUC RP*_EP `C_+4QC` +)C5Q+QT VC5C /6- +5)+<EQ+5V QUEQ +Q @CP*5VC)

Q* ? RS5<Q+*5 VC5C43 NUC M;N#9:; )CQC<QC) CKA_C44+*5 *R 6*+7/9:-7 +5 QUC RP*_EP @S)Z VPS`CZ PC``EZ AEPCEZ

P*)+<SPCZ 4QE`C5Z A+4Q+PZ E5) T*S5V C`@_T*3 ?))+Q+*5EPPTZ 6*+7/9:-7 UE) QUC U+VUC4Q CKA_C44+*5 PCbCP +5 QUC

+5+Q+EP#AUE4C *R RP*cC_ )CbCP*A`C5QZ C4AC<+EPPT +5 QUC RP*_EP @S) R*_`EQ+*5 4QEVC3 NUC4C _C4SPQ4 4SVVC4Q QUEQ 6*+"

7/9:-7 `+VUQ AE_Q+<+AEQC +5 _CVSPEQ+5V RP*cC_ )CbCP*A`C5Q *R 6*? +<#'-33

&

:UZ $ R+V3 '. _CR3

'

)*+ ,-%.#( R*_C4Q Q_CC @_CC)+5Vd 6*5''"34&;*53 +<#'-3d 6*+7/9:-7d I?=J#@*K

毛竹
6*5''"34&;*53 +<#'-3

作为经济竹种" 经济价值高" 生产潜力大" 在中国工农业生产和国民经济

中占有重要的地位( 毛竹营养生长周期长" 开花时期不确定" 并且开花后集体死亡" 导致竹林面积减

少" 对经济发展和生态环境造成重大损失和破坏( 近几年竹子频繁的开花" 科研人员不断尝试各种试验

手段来探究竹子开花的机制" 竹子开花生物学和生殖生物学研究又成为人们关注的重点( 近年来" 花器
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官发育研究的快速发展为竹类的花发育研究提供了借鉴和基础! 尤其是模式植物拟南芥
!"#$%&'()%)

*+#,%#-#

! 金鱼草
.-*%""+%-/0 0#1/)

! 矮牵牛
23*/-%# +4$"%&#

等开花调控基因及其功能的研究" 通过对拟

南芥和金鱼草中同源异型突变体进行系统的遗传学分析#

!!'

$

! 提出了花器官
()*

模型的假说" 在植物

中!

(

类基因能够控制花萼形成!

(

类和
)

类基因能够共同控制花瓣的形成!

)

类和
*

类基因共同决定

雄蕊的发生和发育! 而
*

类基因则控制植物心皮的行成" 反向遗传学研究显示!

+

类基因和
,

类基因

的同源基因同样在调控花形态建成方面起重要作用!

+

类基因调控胚珠的形成和发育#

-!$

$

! 而
,

类基因

在所有花器官的形成中起着调控作用#

.!#&

$

" 在花发育调控中大部分基因属于
/(+0"123

基因家族! 该家

族基因拥有典型的
/(+0"123

保守结构域! 是一类重要的转录因子! 主要在植物花器官的发育及开花时

间的调控上起作用" 目前! 从麻竹
53-&"'6#,#0/) ,#*%7,'"/)

和绿竹
890$/)9 ',&+90%%

中已经分离了与竹

子花发育密切相关的
/(+0"123

基因! 并对其功能进行初步了分析#

##!#!

$

! 但是对于毛竹
/(+0"123

基因

的相关报道比较少! 研究人员曾对毛竹的
,

类基因
:3;!<=#

进行了初步的鉴定与分析#

#4

$

" 本研究以毛

竹花样品为研究材料! 首次克隆了
#

个
(

类的
/(+0"123

基因
:+3>?<=#-

! 并对该基因与麻竹% 拟南

芥和水稻
@"4A9 )9*%B9

等不同物种同源基因亲缘关系进行了分析! 采用实时荧光定量聚合酶链式反应

&

567"8*6

'研究它在毛竹不同组织上的表达差异! 初步鉴定了
:+3>.<=9-

的功能! 为竹子开花和育种

奠定了基础"

9

材料与方法

!"!

植物材料和主要试剂

:+3>.<=9-

基因克隆的材料为毛竹的花穗! 毛竹开花实验地位于广西壮族自治区桂林市! 位于南

岭山系的西南部" 该毛竹林属于自然生长状态" 以毛竹花器官分离出的花芽% 苞片% 颖片% 稃片% 浆

片% 雄蕊% 雌蕊和幼胚为模板! 共计
.

个样品! 用于克隆和组织特异性表达分析"

7(

克隆
7":;<= >:?@2A

!

C9D

酶购自
7<B<6<

公司! 柱式
+C(

胶回收试剂盒购自
DE(F,C

公司" 转

化用的感受态来自天根公司
+G-!

大肠埃希菌
E)6+3"%6+%9 6',%

"

7AHI2J

试剂购自
KHL:

公司! 反转录试剂

盒购自
8A2M:N<

公司"

0O)6 FA::P E /<;@:A

试剂盒购自
62?Q:

公司" 根据毛竹的
CF:'9

作为内参! 用于

567"8*6

分析" 聚合酶链式反应&

8*6

'引物均由金唯智生物科技有限公司合成"

!"#

方法

9R!R# 7AHI2J

试剂盒提取毛竹花的总核糖核酸!

6C(

" 选取生长良好的毛竹花穗! 通过
7AHI2J

法提取花

样品的总
6C(

! 用于
:+3>?5=#-

基因的克隆"

#R!R! 8*6

扩增
:+3>?5=#-

的全长序列 根据毛竹基因组数据库的
:+3>?5=#- ?+C(

序列设计
8*6

引物!

:+3>?5=#-"S

(

-#"(F77F((*7F((F(FF(77F(F"4#

)

:+3>?5=#-"6

(

-#"*7(((F((***((*"

*((F*(7F"4#

! 引物由金唯智生物科技有限公司合成" 以毛竹花
?+C(

为模板! 进行
8*6

" 反应体系

-&R& "K

(

-R& "K #&R&$

长和精确聚合酶链式反应&

K( 8*6

'缓冲液&加镁离子优化'!

.R& "K

三磷酸碱基脱

氧核苷酸 &

TC78;

' &

!R- MM2J

*

K

!#

' !

-R& "K :+3>?5=#-"S

&

-R& MM2J

*

K

!#

' !

-R& "K :+3>?5=#-"6

&

-R&

MM2J

*

K

!#

'!

!R& "K

模板!

!'R- "K

双蒸水和
&R- "K

长和精确脱氧核糖核酸&

K( +C(

'聚合酶" 反应程序

为
U' %

预变性
- MHP

) 然后按下列循环参数进行扩增反应(

U' % 4& ;

!

-. % 4& ;

!

$! % U& ;

! 经过
4&

个循环后!

$! % #& MHP

!

#% %

保温"

8*6

扩增产物进行电泳检验! 回收目的
+C(

片段! 与
7":<;=

克

隆载体连接! 将
8*6

连接产物热激转化到
+G-!

感受态细胞! 最后涂含
(MV

的
KWAH<"):A@<PH

&

K)

'培养

基平板! 过夜
4$ %

培养! 然后挑取单克隆进行菌落
8*6

反应" 取
#R& "K

菌液! 通过引物
:+3>?5=#-"

S

和
:+3>?5=#-"6

验证!

8*6

反应程序同上" 将检测正确的阳性克隆菌液测序并保菌"

#R!R4

实时定量
8*6

分析 根据
7AHI2J

试剂提取毛竹花样品的总
6C(

" 通过
C<P2+A2V 0V:?@A2VQ2@2M:"

@:A C+"#&&

测定提取的总核糖核酸&

6C(

'的浓度! 然后进行电泳检测" 根据
8A2M:N<

胶回收试剂盒说明

书! 取
#R& "N 6C(

于
&R! MK

离心管&

,8

'中!

$& %

孵育
#& MHP

! 短暂离心后! 置于冰上) 准备一个

!&R& "K

的反应体系(

'R& "K !- MM2J

*

K

X9氯化镁!

!R& "K 9&$

反转录缓冲液!

!R& "K

脱氧核糖核苷三磷

酸混合液!

&R- "K 6C(

酶抑制剂!

9-R&$9%R%$ PY<@

鸟类成髓细胞性白细胞病毒&

<ZH<P M=:J21J<;@2;H;

ZHAW;

!

(/>

'反转录酶!

&R- "N

多聚胸腺嘧啶
7

重复寡核苷酸#

[JHN2

&

T7

'$

9-

引物!

9R& "N 6C(

! 最后添

'!!
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!"

卷第
!

期

加不含核酸酶的水到
#$%$ !&

! 混匀后进行反转录反应! 使用
'()*+

"

,-

#

./

引物时$

"# !

孵育
./ 0)1

$

2/ !

$

/ 0)1

$ 然后转入
$3/ !

放置
/ 0)1

! 得到的
4567

用于下一步的
89-":;9

反应的模板! 其反应

体系为
#$%$ !&

体系$ 包括
#%$ !&

的反转录的
4567

$

.$%$ !&

的
##<=>9 ?@AA1 B CDEFA@0)G

$ 各
$%" !&

的上下游引物$ 加双蒸水至反应总体积为
#$%$ !&

$ 重复
!

次%处理$.

! 反应条件&

2/ !

预变性
!$ E

$

2/

! / E

$

H$ ! !$ E

$

I# ! !$ E

$ 共
"$

个循环!

89-":;9

使用仪器的是
9+4JA &)*JF;K4(A@

%

"L$

!

.%#%" !"#$%&'./

基因全长序列分析
(")$%&'./

基因的开放读码框"

'9M

#由美国生物技术信息中心

"

6;>B

#

'9M"N)1,A@

"

JFFOPQQRRR%14S)%1(0%1)J%*+TQ*+@NQ*+@N%JF0(

#来鉴定' 通过
567C76

和
C7?U H%$

软件来

分析该基因的同源性' 用
UG:7<=

"

JFFOPQQRAS%AGODEK%+@*Q4+0OVFAWO)Q

#分析氨基酸的相对分子质量和等电点

等理化性质!

#

结果

!"#

毛竹花总
$%&

的提取

用
-@)X+(

试剂提取毛竹总核糖核酸"

967

#$ 测得
967

样品的光密度为
. .$!%$ 1*

%

&

$.

! 将提取到的

967

作为模板$ 于
$#$ !

冰箱保存$ 用于后续
:;9

扩增!

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

基因全长的克隆

以毛竹花
4567

为模板 $ 以
(")$%&'./"M

和
(")!

$%&'./"9

为引物$

:;9

扩增
(")$%&'./

的全长$

:;9

产

物经过电泳检测$ 在
H$! SO

处有一条明亮的条带"图
.

#$ 与

基因组数据的片段大小保持一致$ 初步判定为目的基因片

段! 测序的结果表明$ 该目的基因与毛竹基因组数据库中的

4567

序列完全一致! 命名为
(")$%&'./

"

?A1>D1Y

登记号&

Z[I#.2.H

#!

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

基因和编码蛋白序列分析

用
567C76

软件和
6;>B

的
>(DEF

在线软件分析测序结

果$ 该基因开放阅读框"

'9M

#的核酸序列及推导出的氨基酸

序列"图
#

#! 结果表明& 毛竹
(")$%&'./

基因序列含有
.

个
H$! SO

的开放阅读框$ 编码
#$$

个氨基酸! 用
UG:7<=

"

JFFOPQQRAS%AGODEK%+@*Q4+0OVFAWO)Q

#分析该基因序列编码的蛋

白! 该蛋白氨基酸的相对分子量为
#!%"L Y5

$ 理论等电点为

L%2L

!

!"*

进化树分析

通过
C7?U H%$

运用
6A)*JS+@+"\+)1)1*

方法构建毛竹与其他物种间的系统进化树! 对
(")$%&'./

基

因编码的蛋白质进行系统进化分析"图
!

#$ 对比麻竹"

779!#..L%.

#$ 水稻"

77M.2$"I%.

#$ 二穗短柄草

*+,-"./012345267,-".08

"

6:W$$.#LL!.2%.

#$ 玉米
9), 4,.6

"

7;?!/.I2%.

#$ 小米
')7,+2, 27,:2-,

"

]:W$$"2L.I"$%.

#$

高粱
'0+;"34 <2-0:0+

"

77>/$.L.%.

#$ 小麦
=+272-34,)672>34

"

7>M/I2#H%.

#$ 大麦
?0+5)34 >3:;,+)

"

77^L#22"%.

#

和拟南芥"

7-.?H2.#$

#$ 毛竹与麻竹中的
&:$%&'.

和水稻中
@6$%&'."

比较近! 这些
C75<"S+G

基因

都与拟南芥的
%(.

同源!

!+( (")$%&''(

组织特异性表达

提取的总
967

电泳检测结果表明$ 提取的毛竹花的总
967

结构完整$ 光密度为
. .$!%$ 1*

%

&

$.

$

可以用于定量
:;9

分析! 用反转录的毛竹花组织
4567

模板进行
89-":;9

$ 以
-B:".

作为内参$

(")!

$%&'./

在毛竹
L

个样品中进行表达量检测"图
"

#! 结果显示&

(")$%&'./

的表达量在花蕾中最高$ 其

次是苞片$ 接着是颖片$ 而表达量最低是雌蕊$ 其次是浆片$ 接着是幼胚! 在毛竹花发育的过程中$

(")$%&'./

主要在花初期表达量高$ 随着毛竹花的不断发育$ 表达量逐渐减少!

程占超等& 毛竹
(")$%&'./

基因的克隆及功能分析

图
.

毛竹
(")$%&'./

基因片段电泳图

M)*V@A . U(A4F@+OJ+@AE)E +N FJA D0O()N)4DF)+1 N@D*0A1F

+N (")$%&'./ *A1A +N (".::067,-".6 )53:26

!
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图
' !"#$%&'#(

系统进化树分析

)*+,-. ' /0123+.4.5*6 5-.. 747218*8 39 (")$%&':(

图
! (")$%&':(

编码区核酸序列及其氨基酸序列

)*+,-. ! ;,62.35*<. 74< =-.<*65.< 7>*43 76*< 8.?,.46. 39 (")$%&':(

'

讨论

毛竹是中国重要的经济竹种! 具有非常独特的性质! 在中国具有广泛的栽植面积和非常高的经济价

值" 目前! 竹子造林主要以无性繁殖为主! 开花无规律! 花粉活性极低! 杂交育种进展缓慢! 严重阻碍

了毛竹新品种培育" 现代分子生物学理论和实验技术的快速发展! 为阐明竹子开花分子机制奠定了基

础! 有望突破常规育种的局限性! 并加速育种进程" 本研究对
(")$%&':(

基因与其他物种的同源基因

构建的进化树进行分析! 结果表明# 毛竹与麻竹的亲缘关系极为相近! 其次和水稻的
*+$%&':@

相近!

而与玉米的亲缘关系较远! 这与之前的报道大体一致" 稻亚科
A0-07-53*<.7.

和竹亚科
B7>C,83*<.7.

有

@!@



第
!"

卷第
!

期

图
" !"#$%&'#$

在毛竹不同组织中特异性表达

%&'()* " +*,-.&/* *01)*22&34 35 (")$%&'#$ &4 6&55*)*4. .&22(*2

35 ("*++,-./0"*- )12+3-

着比较近的基因序列结构和亲缘关系! 在早期! 水

稻与竹类植物都同属竹亚科"

#"!#$

#

$

毛竹
(")$%&'#$

基因编码的蛋白质与其他物种

的
789:";30

有着较高的同源性! 尤其是与来自麻

竹的
&+$%&'#

"

#<

#同源性更高! 表明毛竹与麻竹在进

化中可能处于比较相近的位置! 进而也证明毛竹的

789:";30

基因在进化 上是相当 保守的 $

(")!

$%&'#$

基因编码蛋白序列与水稻和拟南芥
8

类基

因同处于一个进化树分支中! 推测该基因为
8

类的

功能基因$

8

类功能基因在花发育过程中起着重要的调节

作用$ 在拟南芥中!

8=#

主要在花分生组织的初期

高量表达! 过表达能提前使植物开花 "

#>!#?

#

! 在开花

诱导中起着重要的作用$ 在水稻中!

4-$%&'#"

过

表达导致水稻提前开花"

@A

#

$ 毛竹的
(")$%&'B$

与拟

南芥的
8=#

以及水稻的
4-$%&'#"

在一个进化枝

上$

(")$%&'#$

在毛竹花的初期表达量比较高! 尤其是在花芽中$ 推测
(")$%&'#$

在毛竹开花诱导方

面可能起着重要的作用! 但
(")$%&'#$

在竹子中调控开花的机制仍是未知的$ 以上结果为竹子开花提

供了有用的信息$
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