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春兰AGL6基因的克隆及实时定量表达分析
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摘要本研究采用RT．PCR结合RACE技术从春-兰=(Cymbidium goerin#i)中分离到一个AGL6基因。序列

分析表明，该基因含有一个729 bp长的开放阅读框(oRF)，共编码242个氨基酸。系统进化树分析显示，该基

因属于MADS．box基因家族APl／AGL9组的AGL6同源基因，其编码的蛋白与其它植物AGL6类蛋白具有

较高的同源性，命名为CgAGL6(基因登录号为HM208533)。实时荧光定量表达分析表明，CgAGL6基因春兰

不同组织中均有表达，其中在唇瓣、花芽和子房中的表达量较高，在花瓣和萼片中的表达量次之，在根、叶和

蕊柱中的表达量最低，显示了CgA GL6基因可能在春兰成花转变和花器官的形成过程中起着重要作用。
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Abstract In this research，a novel A GL6 gene was isolated from Cymb记iHm goeringii by RT．PCR and

RACE—PCR techniques．Sequence analysis showed the gene contained an 0pen reading flame of 729 bp encodo

ing a putative protein of 242 amino acids．Homology analysis showed that the deduced protein was hiigh identity

with other AGL6 proteins from different species，named CgaGL6(GenBank accession No．HM208533)．Phyloge-

nefic tree analysis also indicated that CgA GL6 belongs to AGL6 clade ofAPl／AGL9 subfamily．Real—time quanti—

tative PCR demonstrated that CgA GL6 was expressed in all plant tissues，highly expressed in lips，young buds and

ovary,much lower in petals and sepals，and lowest in root,leaves and columns．These results displayed that

cga GL6 may regulate the flower transffion and formation of C．goeringii．

Keywords Cymbidium g口eringii，A GL6 gene，Real-time quantitative PCR,Floral development

继植物花器官发育的ABC模型提出之后(Coen

and Meyerowitz．1991)，又有学者提出了ABCDE模

型，并认为A、B、C、D、E五类功能基因共同作用来

控制植物花器官的形成(TheiBen，2001；TheiBen and

Saedler，2001)。因这些基因中的多数所编码的蛋白

质N端都包含一个DNA结合保守区，因此又被称

为MADS-bOX基因(Schwarz-Sommer et a1．，1 990)。然

而对参与花发育过程的MADS．box基因的研究多集

中在双子叶植物上，对单子叶植物花发育的研究则

主要集中在水稻(Oryza sativa)和玉米亿口,nays)等禾
本科植物上。

AGL6“GAMOllS like回及其同源基因都属于

MADS-bOX家族E类基因的API／AGL9组，目前已

从拟南芥(A rabidopsis thaliana)、玉米(压口mays)、灌状

买麻藤(Gnetum gnemon)、文心兰(Oncidium ssp．)、黑

麦草(Lolium perenne)和小麦(Triticum aestivum)等多
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种植物中得以克隆(Ma et a1．，1991；Mena et a1．，1995；

Becker et a1．，2003；Hsu et a1．，2003；Zhao et a1．，

2006)。其中拟南芥AGL6在4轮花器官和胚珠中表

达(Ma et a1．，1991)，玉米AGL6直系同源基因历G3

也显示出花特异的表达模式(Mena et a1．，1995)。Hsu

等(2003)又分别在文心兰(Oncidium Gower Ramsey)

花分生组织、唇瓣和心皮中检测到A GL6类基因D—

MADSJ的表达，但在营养叶、雄蕊、萼片和花瓣中并

没检测到其表达。但总体而言，对AGL6基因及其同

源基因的功能了解仍甚少。

兰科(Orehidaeeae)是单子叶植物中一个十分进

化的支系，是被子植物中仅次于菊科与豆科的第3

大科，许多种类均是著名的观赏花卉。目前对兰科植

物花发育相关的基因的研究多集中在蝴蝶兰(／'ha-

laenopsis ssp．)、文心兰(Oncidium ssp．)及石斛兰(Den—

drobium ssp．)等产自国外的兰花种类上(Tsai et a1．，

2004；Chang et a1．。2009；Xu et a1．，2006)，而对中国兰

尤其是中国兰的地生种类的研究几乎处于空白。春

兰(Cymbidium goeringii)是中国兰地生种类的主要种

之一。其花具有典型的轮状结构，基本与双子叶植物

花的结构组成一致，而且其又具有高度特化的唇瓣，

为研究花发育基因在单子叶植物中的功能提供了较

为理想的实验材料。本研究以春兰为材料，利用

RT—PCR结合eDNA末端快速扩增(RACE)技术获得

了一个与花发育相关的AGL6基因，并对其进行了

表达分析。通过本研究，期望对花发育ABCDE模型

在单子叶植物中的体现做出进一步的阐释，为揭示

春兰花发育机理奠定理论基础，同时也为中国兰花

的遗传改良开辟一条新途径。

1结果与分析

1．1 CgAGL6基因全长cDNA的克隆

以春兰花芽RNA为模板进行反转录，再以反转

录产物eDNA为模板进行PCR扩增，获得部分片

断，测序分析表明，获得了AGL6基因的部分序列。

根据所得序列设计YRACE和5T,ACE特异引物，按
照SMARTerrU RACE eDNA Amplification Kit的说
明书进行eDNA末端扩增，测序后将两端拼接在一

起就得到基因全长cDNA序列(图1)。BLASTX的结

果显示，全长eDNA与不同物种AGL6基因有较高

的同源性，因此，我们将基因命名为Cga GL6，Gen．

Bank登录号为HM208533。Cga GL6基因含有一个

729 bp长的开放阅读框，共编码242个氨基酸，分子

图l春兰AGL6基因全长扩增

注：l：分子量标记DL2000；2：AGL6基因

Figure l Amplification profile ofthe putative full·length fragment

ofA GL6 gene from C goeringii

Note：l：DL2000 DNAMarker；2：A GL6 gene

量为27．9 kD，预测等电点为9．23。

1．2 CgAGL6基因序列分析

CgAGL6蛋白与我们从蕙兰(C faberi)克隆的

AGL6基因蛋白(GenBank登录号为HM208534)高度

同源，同源性为99％，仅有第130位和144位的氨基

酸存在差异，与APl／AGL9组的其它蛋白比较也均

具有较高的同源性。与文心兰(Oncidium ssp．)OMA．

DS7和OMADSl以及石刁柏(Asparagus officinalis)、

番红花(Crocus sativus)、风信子(Hyacinthus oriental一

括)、水仙(Narcissus tazetta)、蜡梅(Chimonanthus prae—

cox)和早花百子莲(,49apanthus praecox)的AGL6同源

基因分别有92％、63％、82％、82％、79％、78％、77％和

78％的同源性(图2)。CgAGL6蛋白与其它MADS．

box基因蛋白一样含有典型MADS．box和K结构域，

并在C端含有特有的SEP／AGL6保守结构域(图2)。

系统进化树分析表明APl／AGL9亚族分为AGL6、

SEP和APl三个分支，其中AGL6与SEP分支为姊

妹关系。AGL6分支又进一步分为4个组，即单子叶

植物组、木兰组、双子叶植物组和裸子植物组。

cgaGL6属于AGL6分支的单子叶植物组(图3)，与蕙

兰(C fabe,i)的CfAGL6和文心兰(Oncidium)的0一

MADS7关系最近，与它植物AGL6类基因的高度相

似性，表明cgaGL6为AGL6的同源基因。

1．3 CgAGL6基因在不同器官的表达分析

为了确定CgAGL6基因在春兰不同部位的表达

差异，提取了花芽、花瓣、萼片、唇瓣、蕊柱、子房、根、

叶的RNA，以18S rRNA为对照，进行实时荧光定量

表达分析。结果表明(图4)，CgaGL6基因在花芽中的

表达量最高，在子房和唇瓣中的表达量次之，在花瓣

和萼片中的表达量相近，约为花芽表达量的70％，在

根和叶中的表达量很少，只有花芽表达量的2％左右。
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图2CgaGL6基因与API／AGL9组蛋白之间的比较

注：蕙兰的cfAGL6(HM208534),石刁柏的AoMADS(AAQ83835),风信子的月r0朋HDS(AAT88088),番红花的CsAGL6a(ABK3528-

1)，水仙的NtMADS(ABX47015)，早花百子莲ApSEPI(BAC66964)，蜡梅的劬AGL6(ACNS8212)，拟南芥的AtSEP4

(NP 178466)，矮牵牛的PhFBP4(AAK21247)以及金鱼草的AmDEFH49(CAA64741)，文心兰的OMADSI和OMAD$7序列来自

文献(Hsu et a1．，2003和Chang et a1．，2009)；黑框表示保守的SEP／AGL6 motif；下划线表示MADS-domain和K-domain

Figure 2 Comparisons ofthe C朗GL6锄ino acid sequences and APl／AGL9 group proteins
Note：锄GL6 sequence was aligned with APl／AGL9 group proteins from cfaben(HM208534)，Asparagus班f眺(AAQ83835)，
Hyacinthus o啦ntalis(从T88088)，Crocus smivus(ABK35281)，Narcissus tazetta(ABX47015)'Agapanthuspraecox(BAC66964)，Chi—
monanthtu praecox(ACN88212)，Arabidopsis thaliana(NP一178466)，Pemn／a蛳姚(AAK2124孔Antirrhinum mo／us(CAA64741)
and Oncidium Gower Ramsey using ClustalW(Hsu et a1．，2003；Chang et a1．，2009)；The highly conserved SEP／AGL6 motifofAGL6

homologs is indicated in black column；The MADS-box domain at the N t盯minus and the K-box domain in the middle regi∞are un-

derlined,respectively
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图3CgAGL6及其它APl／AGL9组蛋白的基因进化树分析

注：除了图2中用于多序列比对的部分基冈序列外，其它序列

来源为：拟南芥的AtSEP3(NP 564214)，花椰菜的BOAPl(CA-

A86024)，荠菜的CbAf'1(ACD7681 6)，非洲菊的CSQUA J

(CAA08805)，灌状买麻藤的GGM9(CAB44455)，广玉兰的坼
AGL6(AAY25579)，皱叶木兰的MpMADS3(BAB70738)，苹果

的MdMA DSll(CAA04325),含笑的MfA GL6(AAP83381),苦瓜

的McAGL6(ABE03878)，水稻的OsMADS(AAB50180)，挪威云

杉的PaDAL1(CAA568649辐射松的PrMA DS2(AAD09207),

丹^弘DS3(AAB58907)．豌豆的PsM5(AAX69067),番茄的SlZl_

DR4(CAA43169)，葡萄VvMADS3(AAM21343)．各节点处数字

表示bootstrap值(重复1 000次)

Figure 3 Phylogenetie tree analysis of APl／AGL9一like proteins

including CgAGL6

Note：The APl／AGL9一like genes are from A rabidopsis&diana

(NP 564214)Brassica oleracea(CAA86024)，Capsella buna(A·

CD76816)，Gerbera hybrid(CAA08805)，Gnetum gnemoR(CAB一

44455)，Magnolia grandiflora(AAY25579)，Magnolia praecocissi-

舢(BAB70738)，Ma／us domestica(CAA04325)，Michelia figo
(AAP83381)，Momordica charantia(ABE03878)，0．stativa(AAB．

50180)，Picea abies(CAA56864)；P／nus rad／ata(AAD09207AA．

B58907)；P／sira sativum(AAX69067)；Solanum lycopersicum fC．

AA43 1 69)and V／t／s vinifera(AAM2 1 343)．The numbers at node

represent the bootstrap values(With l 000'respectively)

o
>
o

厶

翦
图4 CgAGL6基因在春兰各器官以及花芽中的表达情况

Figure 4 Real-time quantitative PCR analysis of cgA GL6 mRNA

expression in the flower buds，lips，leaves，petals，sepals，column,

ovary and roots of C．goer／n∥i plants

2讨论

研究表明被子植物中大多数MADS．box基因

参与花发育的不同阶段，相互之间可能形成复杂复

合物并构成复杂的网络来决定花原基和器官的特

征以及调节花发育的整个过程(Jack，2004；Tan and

Swain，2006)。如果能克隆和鉴定出一些花发育相关

基因，并对这些基因的表达、功能、调控方式等方面

进行深入研究，将对揭开植物基因作用途径的花发

育调控机理起着至关重要的作用。本研究利用同源

序列法结合RACE技术从春兰中克隆出了一个

MADS．box基因cga GL6。将CgA GL6与其它物种植

物的MADS．box基因进行比较分析后，结果显示

C朗GL6与其它植物的AGL6类基因具有较高的同

源性，如CgAGL6蛋白与文心兰OSMADS7蛋白同

源性高达92％，与风信子HoMADS也有79％的同源

性，并且在CgAGL6蛋白C端含有SEP／AGL6保守

结构域，而在进化树分析中，cgaGL6也与其它植物

种类的AGL6类基因关系密切，这些结果说明

CgAGL6可能是春兰中的AGL6同源基因。

对CgAGL6基因在春兰不同组织中的表达进行

分析，结果表明CgA GL6具有种子植物AGL6类基

因共有的表达特性，它们在花器官和花芽中都大量

表达(Mouradov et a1．，1998；Boss et a1．，2002；Hsu et

a1．，2003；Carlsbecker et a1．，2004；Chang et a1．，2009；

Rijpkema et a1．。2009；Ohmori et a1．，2009)。根据

AGL6基因特异性的表达模式初步可以推断该类基

因具有控制开花时间和花器官发生的基本功能。

尽管AGL6类基因的表达都具有花特异性，但

是其在花器官中的表达模式在同一分类群中具相

似性，而在不同类群之间却存在着某些差异。双子

叶植物中，矮牵牛的Pmads4和PhA GL6以及拟南芥

的AGL6／AGLl3均以花器官轮特异的方式在4轮

花器官表达(Ma et a1．，1991；Tsuchimoto et a1．，2000；

Rijpkema et a1．，2009)。在裸子植物的AGL6类基因
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中，灌状买麻藤的GGM9和GGMll，挪威云杉的

DALl以及辐射松的PrMADS2和PrMADS3均在幼

年向成熟转化的芽、珠鳞、小孢子叶中表达，而

PrMADS3也在针叶原基的原始细胞中表达(Winter

et a1．，1999；Tandre et a1．，1 995；Mouradov et a1．，1 998)，

因此，它们的主要功能也是与幼年向成熟转化、雌

雄生殖器官发育有关。在单子叶植物中，与C朗GL6

同源性极高的文心兰OSMADS7基因在花芽、萼片、

花瓣、唇瓣、蕊柱和心皮中都有表达(Chang et a1．。

2009)，风信子的HoAGL6也在花芽、花被、心皮和胚

珠中都有表达(Fan et a1．，2007)，这与C科GL6基因

的表达模式是一致的。文心兰的另一个A GL6类基

因OMADSl的表达与cgaGL6基因部分相似，在花

瓣和心皮中表达，而在花萼和雄蕊中无表达，这可

能是因为AGL6-1ike基因在进化过程中经过突变而

改变了部分氨基酸序列，产生了不同的分支，从而

改变了部分功能(Hsu et al。。2003)。由上可知，AGL6

类基因在各类花器官或同功器官中均有表达，但在

不同的植物类群之间又存在一定的差异，这些表达

模式的差异可能是为了满足在不同植物中塑造不

同花结构发育的需要而产生的。

前人研究结果发现文心兰∞伪DSJ和OS—

MA DS7基因(Hsu et a1．，2003；Chang et a1．，2009)、矮

牵牛的蹦GL6基因在子房中表达(Rijpkema et a1．，
2009)，而本研究也证实了c94 GL6基因在子房中大量

表达，从以上结果推测AGL6基因除了在控制开花时

间和花器官的发生过程中起作用外，同时也在子房发

育过程中起作用。此外有研究表明风信子HoA GL6通

过促进SOCl和LFY的表达来调节开花时间，以及

通过激活AG和SEPl参与了花器官发育(Fan et a1．，

2007)，文心兰OMADSl通过激活刀和SOCl来影响
开花转化，并影响花器官形成(Hsu et a1．，2003)。

C朗GL6基因在春兰中如何行使其功能我们今后将对

其做进一步研究。

3材料与方法

3．1材料

以种植于浙江省农业科学院园艺所花卉中心温

室内的春兰品种‘苍岩素’为实验材料，采集5 mm长

的花芽、花蕾、刚刚绽开时的花瓣、萼片、唇瓣、蕊柱、

子房、根、叶立即冻存于液氮中，带回实验室保存在

-70℃的冰箱中备用。

3。2总RNA的提取和AGL6基因的克隆

采用北京天恩泽基因公司RNAout 2．0试剂盒

提取春兰‘苍岩素’花芽总RNA，用美国Clontech公

司SMARTerTM RACE eDNA Amplification Kit合成

cDNA第～链，以反转录模板直接进行PCR反应。

根据AGL6基因的保守区域设计引物进行PCR

扩增，上游引物AGL6—1为：5'-GAGGGAGAGTT(认

GCTGAAGAGlG-3’，下游引物AGL6—2为：5'-GCTG

CMRAAYTCATARAGCTT-3’。PCR扩增条件为：

94℃变性4 min，94℃变性30 S，5242℃复性30 s

(每进行5个循环退火温度下降2"C)，72℃延伸l mill，

总共进行35个循环后再72℃延伸8 rain。

PCR产物以1％琼脂糖凝胶电泳回收，连接到

pMDl8一T载体上，热激转化大肠杆菌DH5a感受态

细胞，Amp抗性筛选和X．gal／IPTG蓝白斑筛选。选取

白色菌落进行液体培养，PCR检测阳性克隆，送上海

英骏生物技术公司测序。

根据扩增产物的测序结果设计：YRACE引物

AGL6—3：5t_TCCAAGCGTAGA A ATGGTCTCCTC一

3’：巢式引物AGL6—4：5'-GCGACGCAGAGGTAATC

AT一3’：5。RACE弓I物A(；】巧一5：5’一TGATTAGGGCT

ACCTCTGCGTCCr-3’；巢式引物AGL6—6：5LCTTG

AGGAGACCATTTCTACGCrr(卜3’。

采用Clontech公司的SMARTe—RACE eDNA

Amplification Kit试剂盒进行3’端和5’端的RACE
反应。将3’端和5’端的RACE反应产物分别回收，连

接pMDl 82T载体，转化测序。拼接后获得基因全长。

3．3序列分析

对于获得基因的全长cDNA序列，先在http：／／au．

expasy．org／tools／dna．htmL进行开放阅读框的分析；

之后用ProtParam(http：llwww．expasy．eh／tools／prot．

param．htmL)软件来分析AGL6蛋白的基本性质，再

使用ClustalX 1．83软件进行氨基酸水平的序列比

对，用Boxshade 3．21软件(htap：／／www．ch．embnet．

ore,／software／BOX form．htmL)进行显示。然后运用

Blast搜索(http：／／blast．ncbi．nlm．nih．gov／Blast．cgi)基因

的同源基因，使用ClustalX 1．83软件对搜索得到的

基因进行多重序列比对，再使用MEGA4软件中的

邻位相连法进行系统发生树的构建，并进行Boot-

strap检澳U(Saitou and Nei，1 987)。

3．4 CgAGL6基因的实时荧光定量表达分析

采用北京天恩泽基因公司RNAout 2．0试剂盒

提取，分别提取春兰‘苍岩素’的花瓣、萼片、唇瓣、蕊

柱、子房、根和叶的RNA，用天根生化科技(北京)有

限公司的Quantscript RT Kit进行反转录，之后荧光

染料法进行实时荧光定量表达分析。根据春兰已有
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的18S rRNA序列和克隆基因序列，结合实时荧光定

量PCR原理设计引物，用18S rRNA基凶作为内标。

18S rRNA基因引物序列：上游引物：5'-TGC．

CGTTTCCCTGTTGATTC一3’；下游引物：5'-TGCT—

GCCTTCCTTGGATGT(卜3’。

AGL6基凶引物序列：上游引物：AGL6—7：5'-A

GGCCAGGCAAAGAAAGACA一3’；下游引物：AGL

6—8：5LGCCTTCAACCACAGCATCAGA一3’。

反应程序为：95℃3 rain，然后95℃15 s，60℃

l min循环40次，每个处理重复3次，数据通过Se．

quence Detector Version 1．3．1输出，并转换为Excel

格式，再分析。整个过程在IQ5荧光定量PCR仪

(BioRad公司)上进行。
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