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春兰GLD基因的克隆和实时定量表达分析

向 林，李伯钧，秦德辉，郭方其，吴 超，孙崇波‘
(浙江省农业科学院园艺研究所，浙江杭州310021)

摘 要：采用RT—PCR结合RACE技术从春兰(劬m6娥“m伊e而塔五)中分离到一个G￡0基因。该基因含有一

个630 bp的开放阅读框(0RF)，共编码210个氨基酸。系统进化树分析显示，该基因属于B类MADS-box基

因的PI／GL0家族，其编码的蛋白与其他植物PI／GLo类蛋白具有很高的同源性，命名为cgG￡D(登录号

HMl06984)。实时荧光定量表达分析表明，C奢乱0主要在第二轮花器官唇瓣和花瓣中表达，在萼片、子房和

叶片中表达较少，在蕊柱和根中表达量最少，这种表达模式支持了van rrunen对ABC模型的修正，也显示了

C奢G￡o基因可能在春兰花器官以及子房的形成过程中起着重要作用。
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Cloning and Real-time Expression Analysis of GLD Gene from@m6沥邸m gDP砌g筇
XIANG Lin，LI Bo．jun，QIN De—hui，GUO Fang—qi，wU Chao，SUN Chong—bo‘

(J船￡讧l‘把矿Hort记uz￡ure，z缸如昭Aco如m，，o，Agr证uztur。f Sc搪nce5，肌呼^ou 3J002j，c九ino)
Abstract：In this study，a novel(ZD gene waB isolated from劬m6idiⅢl，l g．oe，跏g扳by RT—PCR and RACE·PCR tech-

nique8． Sequence analysis showed the gene contained an open reading f}ame of 630 bp encoding a putative protein of

210 amino acids． Homology analy8is 8howed that the deduced pmtein showed high identity with other PL／GL0 pm-

teins f南m dif玷l℃nt 8pecie毋，named C奢6ZD(GenBank accession number HMl06984)．Phylogenetic tree analysiB al—

so indicated that the B-functional gene CgG己O belongs to PL／GL0 cIade of MADS-box gene family．Real-time qu8nti·

tative PCR demonstrated that CgG￡D was strongly expressed in 2 whorls organ，i．e．1ips and petals，mueh Iower in

ovary，leave8肌d sepal8，明d lowe8t in root and columns． It supported tIIe modif；ied ABC modeI by van Tunen．These

results a180 di8played that c音乳D miglIt regIllate the noraJ org趴identity肌d ovary development of c．伊e^，铆i．

Key words：(枷6idiⅡm g∞而培甜；ABC model；G也D gene；Real-time quantitative PCR

多数高等植物的花均由萼片、花瓣、雄蕊群

和雌蕊群四轮花器官组成，而这些花器官则是在

多个基因的共同调控下发育形成。1991年，Coen

和Meyerowitz⋯提出了著名的ABC模型，这些基
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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‘2|。

PlsTlLLATA／GL080sA 0 P|／Gm、类基阻属

于B类MADS-box基因，目前已从金鱼草(A，lt*

吨in“m m呸如)、拟南芥(Am6id叩s诂￡^口玩n口)、水

稻(0r)僦s￡口砌a)、郁金香(死Z咖a g∞w^口nⅡ)、

芦笋(A印口mg淞班in口玩)、姬蝴蝶兰(尸矗口zo争
，lDps蠡egHe疵)、麝香百合(￡垅“，，l如增枷mm)等
植物中克隆出来口柚]。在双子叶植物中，拟南芥

的尸，基因在第二轮和第三轮花器官中均表达，
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在花发育早期的第四轮花器官中也表达H1，金鱼

草的乳D基因与拟南芥的P，基因表达模式相

似¨。。在单子叶植物中，水稻和芦笋的能D基因

与拟南芥的P，基因表达模式也相似"川j而郁金

香和麝香百合的GLO基因的表达模式则不同，它

们不仅在第二轮和第三轮花器官中表达，在第一

轮花器官中也有较高水平的表达，同时在心皮和

茎中都有部分表达M一1。

春兰(劬m6胁“m gDe一昭∽l是兰科兰属中国

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～致，

但又具有高度特化的唇瓣和蕊柱，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。目前，对兰科植物花发育相关基因的

研究多集中在蝴蝶兰(耽n乜，唧s站ssp．)、石斛
兰(Dendr06ium ssp．)及文心兰(Dnc谢讥m ssp．)

等产自国外的兰花种类上¨0。12】，而对中国兰，尤

其是中国兰地生种类的研究几乎处于空白。

本研究利用RT．PCR结合cDNA末端快速扩

增(RACE)技术从春兰中获得了一个与花发育

相关的乳D基因，并对其进行了初步的表达分

析。期望通过本研究对花发育B类基因在单子

叶植物中的表达模式做出进一步的阐释，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 材料与方法

1．1 材料

以种植于浙江省农业科学院园艺所花卉中

心大棚内春兰品种‘苍岩素’为试验材料，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

验室保存在一70℃的冰箱中备用。

1．2 总RNA的提取和乱D基因的克隆

采用北京天恩泽基因公司RNAout 2．0试剂

盒提取总花芽RNA，用美国clontech公司smart．

erTM RACE cdna amplification Kit合成cDNA第

一链，以反转录模板直接进行PCR反应。

根据∞D基因的保守区域设计引物进行

PcR扩增，上游引物GLO—l为：5’一ATCAGCGT—

GCTCTGCGA-3’，下游引物GLO-2为：5’．AGT．

TCTCTCATACTCCC-3’。PCR扩增条件为：94℃

变性4 min，94℃变性30 s，54—44℃复性30 s

(每进行5个循环退火温度下降2℃)，72℃延伸

l min，总共进行35个循环后再72℃延伸8 min。

PCR产物以1％琼脂糖凝胶电泳回收，连接

到pMDl8．T载体上，热激转化大肠杆菌DH5d

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

3
7

RACE引物GL0-3 5 7．TGAGTAlTGTAGC．

CCCTCCACCA-3’； 巢 式 引 物 CL04 5’一

C7rCGGGCAAGAAAcTCTGGGACGc一3’；5’RACE引物

GLO-5 5 7．A，I’】rCTGGAGCGrIrI-I'CCTCAATCGG-3’；巢式

引物GLo一6 5’一CTCAAGrI’rCTCGTGT肿GCGTCC一3’；
采用Clontech公司的SmarterTM RACE cdna

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pMDl8一T载体，转化测序。拼接后获得

基因全长。

1．3 序列分析

对于获得基因的全长cDNA序列，先在http：／／

卸．expasy．o秽7tools／dna．htmL进行开放阅读框的分

析；之后用ProtPamm(http：／／www．expasy．ch／t00ls／

protpamm．htmL)软件分析GLo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 3．2l软件(网址http：／／www．ch．em．

bnet．011∥software／BOx—f0珊．htmL)进行显示。运

用Bl聃t搜索(http：／／blast．ncbi．1llm．nill．gov／Bl嬲t．

c西)基因的同源基因，使用qustalx 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BootstI印检测¨“。

1．4 cgG￡D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．O试剂

盒提取花瓣、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Quant-

script 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基因作为内标。

18S檀ⅣA基因引物序列：
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自 #．*#!cf0 gw∞克RⅫ9：”≈t女B"*

上游{l物：5’-Ibc㈧mcc口、汀附盯几一3 7，

F游引物：5’-1GcTGcc竹(，c1Tcc^Tarc0’

乱0基因引物啐列：

上游引物：cLO-7 5’-GTG竹cGG^^TAAA—

CA(，ATGC^C1T-3
7

下游引物：Gl n$5’-TAcTcccTTcc^竹Gc·

C^^11G0
7

PcR体系组成为9 pI，2 5 x sybr G⋯mIx．
0 5“L引物c10-7(10“mo】．L。)，0 5 pL引物

cL0{(10“mm·lJ’) 50咋并时期cDN^谟板

或1 lLI．标准样摸扳系列稀释样．加去离子水补足

20“I。反上苴程序为：95℃3 m；n．然后95屯15 s．

60℃l⋯下循环40吠．每个处理m复3趺．存
105菠光定齄PcR仪(R·oRad公司)r进行．教据

通过s。quence m㈣tor V⋯on 1 3 l输出，井转换
为ExPd格式，阿分折。按相对定齄法计算摹凼的

丧选鞋。目的基闻棚对表达最R“ExI，=2“‘。．

其中Au=n(“础O)一ct(18s RNA)．AAo=

(各植物绯织△cI)一(花芽An)。

2结果与分析

2 l妇GL0基因全长t nNA的克隆

以春兰花芽RNA为模扳进行匣转录，再“

反转录产物为横板进行lEH自增．获得部分片

断，测序分析袅嚼，获得了cL0蕈嗣的部分序列。

根据所得序列设il，’R^cF和5 7R^cE特异引

物，按照s删f汀M R^cF Pd⋯”pIlnc日I．on KiI
的说明拈进行·n、^末端扩jf}测序后将两端拼

接在起就得到基周全长rI)N^序列(目I)。

BLAsTx的结粜显Ⅲ仝长cDN^与不删物种P，／

cE0基因有较高的同源性，冈此．我们将基闪命名

为∽LO，cenBank登录号为H川06984一瞻洲
基因含有630h的开放阅读框，共编鹃210个氮

甚酸．分子量为24 5 kD顾测等电点为9 39。

2 2妇GL0基因氟基酸序列分析

妇GL0基用氯基敞序列与其他．w^蹦t6皑基

用·样台有典型的M^Ds—bnx和K坫构域，JF且

c端且有典型的PI结掏域(罔2)，序列同源比较

显Ⅲ．与芳香绶草、红门兰．盔壮爪聪兰、&⋯美

洲兜兰、香蔓，的cLO基圊分别分别有95％，

94％97％．94％和91％的l目撼惟；々绑摹百斛

l*fH镕t㈣．2 c圳#月
口1‘!伽t日±*r*
Fjgl^⋯PmrH⋯。P”6k d岫⋯ⅢMf'，ll一2rn吣

h即。m of C^0r“e‰m C#删‘
P，球花石斛、蝴蝶兰的PⅣ和P，70基田分别自'

96％．95％95％和94％的同酥性(图2)；

为r进一步研究白c￡0基因与其他B类

川ns．6“基因的关系，我们将cgGL0氩基酸序
列与其他物种的B类胍'Ds-6“基目的氩基酸序

列进行了系统进化分析(罔3)，进化错分析罹

示B墼M^ns．k，t摹世舟霞pl，Gm辑^P3，nEF

两个分支其中川／c加分支叉分成单子叶植物

和双子叶植物两个组。印cL0在图中以一角彤

杯示．归娄r P∥伽分点的单千11l植物组(嘲
3)0、‘科煎他植物的P∥6￡O类罄出关系密切，

速衅结粜表叫如G^O埘于B类MHOs-60z荜闻

的附GⅢ，藏谍，
2 3“6L¨在不同器官的衰达分析

为了确定妇G￡0基闻在存兰小同郎他的袅

达差异，提取丁花芽、花瓣、尊片、唇瓣、嚣柱、幼

嫩f房．擞、叶的RNA，“】8s rIINA为对照．进行

实时荧光定世袅选分析。结果表明(田4)，强6-

加驻因在辟瓣巾表逃毋最高，在花瓣和花芽巾

表达赶次之．在叶、丁房和尊片中表达较低．在蕊

柱和报中的矗达量最低．约为唇瓣表达量的6％。

“掇丁叶植物拟南井和金鱼革为基础的经

典^Bc摸型认为B类基因一般只在第2，3轮花

器官的诧瓣和雄蕊中表达，部分单丁叶植物如水

稻芦笋和Ii米等的B类基田电符合^Bc的表

选模型’6“，但遮井年适用于所有单于叶植物。
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***#目s。‘￡“^cJ¨6053)“1]‘∞n·c^n{H^17R，60)Ⅻ#!¨“P日(^^Y2sl 75)^P，，Ⅲ^^V28400)《¨m#“∞R￡

￡o(AuR】60")．i-um ocR”^n∞{^oJ672361 m{6mn DmP，《^R哪39I)K”l**％!m PfⅢ{^c删8)**=∞
¨cLf)I^fHIMn71％n#^m M^u-b⋯‰帅#K一¨mu n P『#目H“FⅫ*^Ⅲ

圈2 c—m b#№*#(，J()§自a§《序“m#

F●g 2Im”l”ri⋯rlf【h。p‘PIJlIIrtI ammo ar】El R。q”Pn⋯nf c p⋯#“cLIJ dn“rPIatPd p”ltPln’

为此，van Tunrn等通过埘僻皂香的研究，对^B(-

横型进秆了修1t：认为B凳蛙出年议在第2 3鸵

花器官中表达．同时也在第一轮中矗达 lq为单

子叶植物的鸽石斛巾肼DP，基蒯姬蝴蝶兰巾的

(：IO．I·h蕈罔PPⅣ^口s6、麝香自舟^^cL0，幕罔

以及蝴蝶兰中pP口基因的丧选髓武都主持r

v矾T⋯等肿^Bc梗oH的修正。8’” 北¨
的结果表明，“c，0王要在第一轮托器官腊瓣和

花瓣。l一表达，在第一轱花器自萼片中点达较少，

在蕊柱中表达景很低f嘲4)，其原冈uI能垃存存

兰巾，组成花被的花尊和花瓣特化不明韭，而雄

蕊和．0皮卫台成r“科特如的嚣托+。这种表

达模式川样也支持r、洲T⋯n等对ABc模型
的修正，

％G^n牡固庄舂、‘营养器官叶片_l根中有

少*袁达(固4)，返％口rnP，．Pe^¨D蜥，L￡“oJ

和pP口的丧迭计小一样、它们都只往’t殖器官中

^达，而在营养器霄rl-小丧造’。9”，j外，值得

注意的足“0Lo在第一轮花器官嚣柱中电jl少

毋丧选(圈4)而其他单子叶植物的同类犟园在

g

O

P

P

C

0口B

P

V

们¨""驴蚋姑时u坤

涨黜黜愁一
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SOGLD

DfGLo

yDGL0

P『GLD

^rnGLD

～fGLD

PhGL01

PeAP3

PeMADs2

chAP3

DdAP3

DcAP3A

GgoEF2

PeMADsl

LrMA0s

D，，AP3A

DmAP38

PeDEFl

GgoEFl

DcAP38

mOnOcOt

dicOt

AP3，DEF

PI，GLO

蝴蝶兰的P^P，J5(AAV28491)、姬蝴蝶兰的P以丹(AAR26628)、PeDEF，(AAR26629)、^删Ds』(AAR26626)、n枷Ds2

(AAR26628)、鸽石斛的DcA丹A(AAz95248)、D以刀口(AAz95249)、街瓣石斛D以丹(AcY68439)、细苇石斛的Dm一丹8

(ABw96393)、球花石斛的Dt尸7(AAY86363)、秋石斛的DMP3(ACJ66727)、金鱼草的AmGLO(Q03378)、烟草的ⅣtGLO

(Q03416)、矮牵牛的肌GLO，(AAs46018)、大花蒽号cM丹(AB(；78568)，盔状爪唇兰的GgDE，，(AcRl6038)、铅DEF2

(AcRl6036)、王百合的厶枞D5(BAB91550)，其余同图2。各1声点处数字表示boot8tmp值(重复l 000次)。

图3 cg睨D与其他B类胁4DS一60x基因的系统进化树

Fig．3 Phylogenetic analysis of(’gGLD with other B grouP删Ds一60髫genes
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花芽唇瓣 叶 花瓣萼片蕊柱子房根

器官及花芽

图4劬GLD基因在春兰各器官以及花芽中的表达情况

Fig．4 Real·time quantitative PCR analy8is of CgGLD mRNA

expression in the nower budB，Iips，Ieave8，petals，sepals。

column，ovary 8nd roots of C．goeri，lg“plants

第三轮花器官中都大量表达，这似乎体现出春兰

的G￡D基因存在一定的特殊性，具体原因需要进

一步研究。

此外，Pe删D．s6基因在姬蝴蝶兰未成熟子房
中微量表达，原位杂交PeMADs6表明对子房的

发育起抑制作用，铅G己D基因在春兰幼嫩子房中

也有一定量的表达，可能在子房的发育过程中也

具有一定功能。另外我们从春兰克隆的AG场类

基因以及A丹／DEF基因在子房中也有表达(数

据未显示)，说明这些基因可能共同调控春兰子

房的形成。
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