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摘要：利用ＲＴ－ＰＣＲ技术，从玉米自交系郑５８中克隆了编码细胞分裂素氧化酶１的基因（Ｚｍ－
ＣＫＸ１），该基因阅读框全长为１　６０８ｂｐ，编码５３５个氨基酸，蛋白质分子量为５７ｋＤ，理论等电点

ｐＩ＝５．２２。该基因与ＴａＣＫＸ１、ＡｔＣＫＸ 在核苷酸水平上同源性分别为６９％、４９％。通过实时荧光
定量ＰＣＲ的方法对该基因的表达模式进行了分析，结果表明，在玉米雌穗中随着授粉时间的延长，

ＺｍＣＫＸ１基因表达量逐渐升高，并且ＺｍＣＫＸ１基因在郑单９５８及其亲本、安玉５号及其亲本雌穗
中的表达量明显不同，表现为超低显性表达模式。因此推断，ＺｍＣＫＸ１基因可能是一个与杂种优
势相关的基因。
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　　细胞分裂素（ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ，ＣＫ）是植物生长过程中

的一类重要激素，它可以促进细胞的分裂和分化、叶

片的延伸、种子的萌发、叶绿体的成熟［１－６］，参与调控

顶端优势、根区增生、营养信号的传递、分生组织的

功能维持［７－１１］和植株对环境的应激反应［１２－１３］等代谢

过程。细胞分裂素氧化酶（ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ　ｏｘｉｄａｓｅ，ＣＫＸ）
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通过移除细胞分裂素的 Ｎ６－异戊二烯链，不可逆地

降解细胞分裂素，从而调控植物的生长发育［１４－１５］。

有研究表明，ＣＫＸ基因通过控制细胞分裂素水

平调控植物体内依赖于细胞分裂素的生理进程。如

ＡｔＣＫＸ１基因在烟草中过表达改变了根和幼苗的

生长发育，使烟草内源性ＣＫｓ含量下降、幼苗发育

迟缓、顶端分生组织变小，但根区分生组织发达，侧

芽生长加快而使顶端优势受到抑制［４］；ＡｔＣＫＸ３基

因在拟南芥中过表达导致ＣＫｓ水平明显降低，花分

生组织中原基形成的速率降低，进而使拟南芥的花

朵数减少［８］。ＨｖＣＫＸ２ 能够编码有功能的ＣＫＸ，

ＨｖＣＫＸ２的异源表达改变了宿主植株的表型［５］。

ＨｖＣＫＸ１基因的沉默表达降低了大麦中ＣＫＸ水

平，并且提高了大麦产量［１６］。ＯｓＣＫＸ２过表达在水

稻中引起了谷粒数的下降，而携带ＯｓＣＫＸ２　ＲＮＡ
干扰载体的转基因植株谷粒数和产量明显增加［６］。

玉米细胞分裂素氧化酶１基因（ＺｍＣＫＸ１）是玉米

中１３个ＣＫＸ 基因之一［１７］，其与水稻ＯｓＣＫＸ２ 有

６４％的相似性，ＺｍＣＫＸ１基因编码有功能的ＣＫＸ，

定位在质外体［１８］。但是ＺｍＣＫＸ１基因的功能还不

清楚。

本研究通过同源克隆的方法，在玉米自交系郑

５８中克隆了ＺｍＣＫＸ１基因的ｃＤＮＡ全长，并利用实

时荧光定量ＰＣＲ的方法对该基因在不同自交系及其

杂交后代中的表达模式进行了分析，旨在进一步阐述

该基因的功能及其在玉米育种中的应用价值。

１　材料和方法

１．１　材料

供试材料为玉米自交系郑５８、昌７－２、掖４７８及

其杂交后代郑单９５８、安玉５号，由河南省农业科学

院粮食作物研究所提供。于６月中旬播种于河南省

农科院试验基地，８月下旬分别取未授粉的雌穗、雄

穗以及授粉后１０ｄ、２０ｄ、３０ｄ的雌穗。取样后立即

经液氮冷冻，－８０℃保存，备用。

１．２　总ＲＮＡ的提取及纯化

取－８０℃保存的样品１００ｍｇ在液氮中快速研

磨，使用柱式植物ＲＮＡ－ｏｕｔ试剂盒（天恩泽基因公

司，北京）进行样品ＲＮＡ的提取及纯化，操作过程

按照试剂盒说明书进行。最终洗脱 ５０μＬ，取

２μＬ　ＲＮＡ样品进行１％琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ
的完整性。用分光光度计（日本岛津 ＵＶ－２５５０）检

测总 ＲＮＡ 的浓度和纯度，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的比值在

１．８～２．０。检测合格的ＲＮＡ于－８０℃保存，用于

后续的试验操作。

１．３　ｃＤＮＡ的合成

采用 ＴＯＹＯＢＯ 公司生产的 ＲｅｖｅｒＴｒａ　ＡＣＥ－

αＴＭ反转录试剂盒反转录合成ｃＤＮＡ。ｃＤＮＡ合成

反应体系为２０μＬ：总ＲＮＡ　１μｇ，Ｏｌｉｇｏ　ｄ（Ｔ）引物

（２５ｐｍｏｌ／μＬ）１μＬ，ＲＮａｓｅ　Ｆｒｅｅ　Ｈ２Ｏ　７μＬ，混匀后

６５℃反应５ｍｉｎ，然后迅速置于冰上冷却，再加入

ｄＮＴＰ　ｍｉｘ （１０ ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＲＮａｓｅ抑制剂

（１０Ｕ／μＬ）１μＬ，ＲｅｖｅｒＴｒａ　Ａｃｅ反转录酶１μＬ。

混匀，３０℃反应１０ｍｉｎ，４２℃反应１ｈ，９９℃反应

５ｍｉｎ后终止反应。反转录产物应立即进行ＰＣＲ或

于－２０℃保存。

１．４　ＺｍＣＫＸ１基因的克隆及分析

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数 据 库 中 ＯｓＣＫＸ２（登 录 号：

ＡＢ２０１５９３．１）的氨基酸序列，在ＮＣＢＩ上进行ＢＬＡＳＴ
（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）分析，获得在玉米

中与其同源的ｃＤＮＡ序列，命名为ＺｍＣＫＸ１，设计全

长扩增引物ＺｍＣＫＸ１ＨｉｎｄＦ（５′－ＴＡＴＡＡＧＣＴＴＡＴＧ－
ＧＣＧＧＴＧＧＴＴＴＡＴＴＡＣＣＴＧ－３′）和 ＺｍＣＫＸ１ ＳａｌＲ
（ ５′－ＧＴＡＧＴＣＧＡＣＴＣＡＧＴＴＧＡＡＧＡＴＧＴＣＣＴＧＧＣ－
３′）。以郑５８雌穗授粉３０ｄ后的反转录产物为模

板，利用 ＴａＫａＲａ　ＬＡ　Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶（含 ＧＣ

Ｂｕｆｆｅｒ）进行ＲＴ－ＰＣＲ。反应体系为５０μＬ，包含２．５

Ｕ　ＬＡ　Ｔａｑ酶，１００ｎｇ模板 ＤＮＡ，２５μＬ　２×ＧＣ

ｂｕｆｆｅｒⅠ（含 ＭｇＣｌ２），８μＬ　２．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰ，正

向引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）和反向引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各

１μＬ。反应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ，６２℃退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，４０个循环后

７２℃再延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ扩增产物用普通琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试

剂盒 （北京天根公司）进行回收，回收产物与

ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ载体（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，日本）连接，

连接产物转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，经蓝白

斑筛选及菌液ＰＣＲ鉴定为阳性的克隆，送南京金斯

瑞生物公司进行序列测定。

１．５　ＺｍＣＫＸ１基因序列分析和系统发育分析

利用 在 线 工 具 （ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌ－

ｂｅｒｇ．ｄｅ／）分析所获目的基因ｃＤＮＡ序列编码蛋白

质的功能结构域。采用ＤＮＡＭＡＮ　５．２．２软件工具
（Ｌｙｎｎｏｎ　Ｂｉｏｓｏｆｔ　Ｉｎｃ．，加拿大）推导ＺｍＣＫＸ１的氨
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基酸序列，计算分子量及等电点；并利用ＮＣＢＩ的在

线软件ＢＬＡＳＴ程序对目的基因进行同源比对，利

用ＤＮＡＭＡＮ　５．２．２软件进行系统发育分析。

１．６　荧光定量ＰＣＲ
采用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　６．０（Ｐｒｅｍｉｅｒ　Ｂｉｏｓｏｆｔ　Ｉｎｃ．，加

拿大）和 Ｐｒｉｍｅｒ　３（ｈｔｔｐ：／／ｆｒｏｄｏ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／ｐｒｉ－
ｍｅｒ３／）设计荧光定量ＰＣＲ引物。目的基因ＺｍＣＫＸ１
引物序列为ＺｍＣＫＸ１ｑＦ：５′－ＴＧＧＡＧＡＴＧＡＡＧＡＡ－
ＣＡＡＧＴＡＣＧＡＣＣ－３′，ＺｍＣＫＸ１ｑＲ：５′－ＡＴＧＡＣＣＴＴ－
ＧＡＣＡＴＡＣＡＴＣＡＧＴＧＣＡＧ －３′。以β－ｔｕｂｕｌｉｎ基因为

内参，引物序列为ＺｍＴＵＢ　ｑＦ：５′－ＧＣＴＡＴＣＣＴＧＴ－
ＧＡＴＣＴＧＣＣＣＴＧＡ－３′，ＺｍＴＵＢ　 ｑＲ：５′－ＣＧＣ－
ＣＡＡＡＣＴＴＡＡＴＡＡＣＣＣＡＧＴＡ－３′。引物由生工生

物工程有限公司合成。分别以郑５８、昌７－２、掖４７８及

其杂交后代（郑单９５８、安玉５号）共５个材料的雄穗
（０ｄ）、雌穗（０ｄ、１０ｄ、２０ｄ、３０ｄ）所提取的ＲＮＡ反

转录得到的ｃＤＮＡ 为模板，使用试剂盒 ＴＨＵＮ－
ＤＥＲＢＩＲＤＳＹＢＲｑＰＣＲ　ＭＩＸ（ＴＯＹＯＢＯ）进行荧

光定量ＰＣＲ，反应体系为２０μＬ，内含１０μＬ　ＳＹＢＲ

ｑＰＣＲ　ＭＩＸ，０．３μｍｏｌ／Ｌ正向引物和反向引物，１

μＬ　ｃＤＮＡ模板。反应程序为：９５℃预变性１０ｍｉｎ；

９５℃变性１５ｓ，６０℃退火１５ｓ，７２℃延伸２０ｓ，４０
个循环，反应在Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｅｐ　ｇｒａｄｉｅｎｔ　Ｓ荧光定量

ＰＣＲ仪（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　Ｉｎｃ．，美国）上运行，每个样品３
个重复。采用２－ΔΔＣｔ法进行定量分析。

１．７　不同玉米自交系及其杂交后代的农艺性状

调查

分别对玉米自交系郑５８、昌７－２、掖４７８及其杂

交后代的株高、穗位、叶片数、叶长、叶宽和穗粒数等

主要农艺性状进行调查。随机选取１０个植株，利用

Ｅｘｃｅｌ　２００３对数据进行处理。

２　结果与分析

２．１　ＺｍＣＫＸ１基因的克隆及其序列分析

以郑５８雌穗授粉后３０ｄ中提取的总ＲＮＡ为

模板，Ｏｌｉｇｏ　ｄ（Ｔ）引物反转录合成第一链ｃＤＮＡ，利

用引物 ＺｍＣＫＸ１ ＨｉｎｄＦ和 ＺｍＣＫＸ１ＳａｌＲ 进行

ＰＣＲ扩增，电泳检测ＰＣＲ产物，得到预期大小的

电泳条带（图１）。将 ＰＣＲ产物回收后，连接到

ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ载体上，经过 ＨｉｎｄⅢ／ＳａｌⅠ双酶切

鉴定（图２），对获得的阳性克隆ｐＺｍＣＫＸ１进行测

序。

Ｍ．分子量标准Ｄ２０００；１－２．ＰＣＲ产物

图１　ＺｍＣＫＸ１基因ｃＤＮＡ　ＰＣＲ扩增结果

Ｍ．分子量标准１ｋｂ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ；１．ｐＺｍＣＫＸ１质粒；
２．ＺｍＣＫＸ１质粒ＨｉｎｄⅢ／ＳａｌⅠ双酶切产物

图２　ｐＺｍＣＫＸ１质粒ＨｉｎｄⅢ／ＳａｌⅠ双酶切鉴定

对获得的郑５８　ＺｍＣＫＸ１　ｃＤＮＡ序列进行生物
信息学分析，结果表明：该基因阅读框全长为

１　６０８ｂｐ，编码５３５个氨基酸（图３），蛋白质分子量为

５７ｋＤ，理论等电点ｐＩ＝５．２２。通过对ＺｍＣＫＸ１编码
的氨基酸序列进行结构和功能位点分析（ｈｔｔｐ：／／

ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）预测发现：在ＺｍＣＫＸ１
蛋白１－１８位含有一个１８个氨基酸长度的信号肽序
列（ＭＡＶＶＹＹＬＬＬＡＧＬＩＡＣＳＨＡ），第６９－２１５位和
第２４７－５３４位分别是ＣＫＸ基因家族的保守域：黄素
腺嘌呤二核苷酸结合域（ＦＡＤ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ）和细胞
分裂素结合域（ｃｙｔｏｋｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ）。

２．２　ＺｍＣＫＸ１基因的系统发育分析
利用ＤＮＡＭＡＮ　５．２．２软件构建玉米ＺｍＣＫＸ１

与其他物种同源ｃＤＮＡ序列的系统发育树（图４）。
从图４可以看出，玉米同高粱、大麦、小麦、水稻聚为
一类，该类均是单子叶植物禾本科，其中大麦和小麦
聚为一簇，其中 ＨｖＣＫＸ１（Ｎｏ．ＡＫ３７３８５０）与小麦

ＴａＣＫＸ２．１（Ｎｏ．ＦＪ６４８０７０）同源性高达９１％，说明
其同源进化关系最近。ＡｔＣＫＸ１（Ｎｏ．ＮＭ１２９７１４）
同ＡｔＣＫＸ３（Ｎｏ．ＮＭ１２５０７９）聚为一类，两者同源性
为５２％。玉米 ＺｍＣＫＸ１ 同小麦ＴａＣＫＸ１（Ｎｏ．
ＤＱ７８４５７３）、拟南芥ＡｔＣＫＸ 在核苷酸水平上同源
性分别为６９％、４９％。
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图３　玉米ＺｍＣＫＸ１基因ｃＤＮＡ和氨基酸序列

图４　ＺｍＣＫＸ１与其他物种同源ｃＤＮＡ序列系统发育树

２．３　ＺｍＣＫＸ１在不同自交系及杂交后代的表达模
式分析

应用实时荧光定量ＰＣＲ的方法检测ＺｍＣＫＸ１
基因在不同玉米自交系及其杂交后代的表达模式，
结果表明，ＺｍＣＫＸ１ 基因在雄穗的表达量较低，在
雌穗中随着授粉时间的延长，ＺｍＣＫＸ１基因的表达
量有逐渐升高的趋势；并且ＺｍＣＫＸ１ 基因的表达
量在玉米自交系郑５８、昌７－２、掖４７８及其杂交后代

中明显不同，在杂交后代中ＺｍＣＫＸ１ 基因相对于
亲本自交系表现为明显的超低显性（图５）。Ｚｍ－
ＣＫＸ１基因在杂交后代的雌穗发育过程中的低显性
表达，有利于细胞分裂素的合成与积累，能够促进细
胞的分裂和分化以及叶片的延伸、延缓叶片衰老、调
节营养信号的传递、维持分生组织功能，最终使产量
增加［１－２，８］。因此，推断该基因是一个与杂种优势相
关的基因。
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第８期 陈　瑾等：玉米ＺｍＣＫＸ１基因的克隆及功能分析

以昌－２雄穗０ｄ的ＺｍＣＫＸ１表达量为１

图５　ＺｍＣＫＸ１基因在郑５８、昌７－２、
掖４７８及其杂交后代郑单９５８、
安玉５号不同组织中的相对表达量

２．４　不同玉米自交系及其杂交后代的农艺性状
分析

由图６可以看出，２个杂交组合相对其亲本自
交系来讲，叶宽、叶片数、株高、穗位、叶长和穗粒数
都表现出了较强的杂种优势，在杂交后代中表现为
叶片变宽、叶片数增加、株高和穗位升高、穗粒数增
加等。

３　结论与讨论

本研究通过ＲＴ－ＰＣＲ的方法从玉米自交系郑５８
中克隆了ＺｍＣＫＸ１ 基因的ｃＤＮＡ全长（１　６０８ｂｐ），
它编码５３５个氨基酸，蛋白质分子量为５７ｋＤ，理论
等电点ｐＩ＝５．２，序列分析表明，ＺｍＣＫＸ１ 编码的
蛋白含有一个ＦＡＤ－ｂｉｎｄｉｎｇ结构域和ＦＡＤ／ｃｙｔｏ－
ｋｉｎｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ结构域。

通过实时荧光定量ＰＣＲ分析表明，随着授粉时
间的延长，ＺｍＣＫＸ１ 基因在雌穗的表达量逐渐升
高，并且在杂交后代中ＺｍＣＫＸ１ 相对于亲本自交
系来讲表现为超低显性的表达模式，而杂交后代叶
宽、叶片数、株高、穗位、叶长和穗粒数等相对于自交
系均显示出较强的杂种优势，因此，ＺｍＣＫＸ１ 基因
在杂种优势形成过程中可能存在复杂的分子调控机

图６　郑５８、昌７－２、掖４７８及其杂交后代郑单９５８和安玉５号的主要农艺性状
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制，同时ＺｍＣＫＸ１ 基因通过调控细胞分裂素的水
平，有利于杂种优势的形成。
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