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荔枝果皮MADS—box基因的克隆与初步表达分析
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摘要采用RT-PCR结合RACE技术从‘糯米糍’荔枝果皮中克隆到了1个l 208 bp的MADS—box基因，命

名为LcMADS9。该基因包含1个738 bp的完整的开放阅读框．编码245个氨基酸．具有典型的MADS-box基因

结构。其编码的蛋白与其它植物的MADS—box蛋白有较高的一致性．其中与欧洲白桦(Betula pendula)的同源性

高达80％。系统发育树分析结果表明．kMAD39基因属于MADS-box基因家族中APHSQUA—like亚家族。实时

荧光定量PCR分析结果表明，该基因在叶片、果皮和花中均有表达．而在根、茎和果肉中几乎没有表达。
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Abstract A MADS-box gene，which is 1 208 bp long named IxMADS9，was cloned from the pericarp of

‘Nuomici’litchi cultivar by using RT—PCR and RACE technique．This gene contained all 0RF of 738 bp

encoding 245 putative amino acid residues，had the typical MADS-box genetic structure．Homology analysis of

putative amino acid msidues showed that LcMADS9 had hi小homology to other MADS—box proteins from different

species，especially 80％similarity to Betula penduh Phylogenetic analysis indicated that LcMA DS9 belonged to a

subfamily API／SQUA-like of the MA DS-box．LcMA DS9 WS$expressed by the real-time PCR analysis in leaves,

pericarps and flowers，almost no expression in roots，stems and flesh．
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MAn孓box是一个数量庞大、存在极广的基因

家族．其命名源于最初发现的4个家族成员：酿酒

酵母MCMI、拟南芥AG、金鱼草DEF和人类SRF。

这类基因所编码的蛋白质是一类转录因子．前人通

过对其调控作用的研究．提出了花器官发育的

ABCDE模型11-．4J．因其在植物花器官发育过程中发

挥着重要的作用．MADS—box基因一直都受到研究

人员的关注，近年来陆续从葡萄151、柿161、枸杞网、

油桃阎、甜樱桃19l等植物的花器官中分离得到了各

种MADS—box基因．

研究结果表明．拟南芥中MADS—box基因超

过100个．其在花器官的发育中发挥着重要作用，

但拟南芥中还有超过80％的舰DS—box基因功能
是未知的[iq．因此越来越多的研究人员开始关注

MADS-box基因在花器官发育以外的功能。近年来

已不断发现其在植物营养生长向生殖生长的转化[1q、

花色素苷合成【出14J、植物抗逆性[15,--t61、芽的休眠㈣、

果实的发育l-目等方面发挥着重要的作用。

目前．有关荔枝MADS—box基因的研究主要是

在荔枝花器官发育调控方面fl嘲。本研究以荔枝果
皮为材料．克隆了1个MADS—box基因．并采用

实时荧光定量PCR对其表达情况进行了初步分析．

旨在为进一步探究MADS—box基因在调控植物花

器官发育以外的功能和机理奠定基础。

l材料与方法
1．1材料

以华南农业大学园艺学院荔枝种质资源圃种植

的10年生‘糯米糍’荔枝成年树为试验材料。于

抽梢期取5个不同发育阶段叶片，叶片I：紫红色
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未展开叶片；叶片Ⅱ：紫红色完全展开的叶片；叶

片Ⅲ：紫红色褪去开始转绿的叶片：叶片Ⅳ：完全

转绿的浅绿色叶片；叶片V：成熟深绿色叶片。于

盛花期后30d开始，每隔7 d．取不同发育阶段果

皮，直至果实达到上市采摘要求为止，共计5次，

分别编号：果皮I、果皮Ⅱ、果皮Ⅲ、果皮Ⅳ，果

皮V。此外，取根、茎、花以及果肉。以上所有样

品均取自同一单株。样品采集后均立即用液氮速

冻．置于．80℃冰箱保存备用。

1．2方法

1．2．1 RNA的提取与eDNA第一条桂的合成 以

‘糯米糍’荔枝果皮为材料．总RNA的提取过程

依照北京天恩泽基因科技有限公司柱式植物

RNAout操作说明书进行．cDNA第一条链的合成依

照Promiga公司[and M—MLV RT Kit操作说明书

进行。

1．2．2荔枝果皮MADS--box基因的克隆 MADS-box

基因片段的克隆：参照已知文献中田睃计的MADS-

box基因的简并引物MADS—F和MADS—R(表I)．

以‘糯米糍’荔枝果皮cDNA为模板，进行PCR

扩增。反应体系：lOxPCR buffer 2．5¨L．dNTPs

0．5 p．L．上游引物0．5乩，下游引物0．5 ILL，

eDNA l ttL。ExToq 0．25 IxL，dd[-120 20 I LL。PCR

扩增条件：94℃预变性lO皿jn．94℃变性30 s。

50℃退火308，72℃延伸90 8。共进行35个循环，

最后72℃后延伸10min。回收扩增产物．克隆到

pMDl9-T载体上。转人大肠杆菌DHSa菌株，鉴

定后进行测序．通过NCBI中BLASTx对所获得的

片段进行同源性搜索与比对。

MADS-box基因3’和5"RACE!根据所得片段

序列．分别设计3’和5"RACE引物MADS一3race和

MADS-5race(表1)。具体的扩增过程依照Clonteeh

公司SMART瑚RACE eDNA Amplification Kit操

作说明进行。回收扩增产物．克隆到pMDl9-T载

体上．转入大肠杆菌DH5a菌株．鉴定后进行双向

测序、拼接。

MADS-box基因cDNA全长的克隆：根据RACE

拼接所得的序列．设计上下游引物MADS—F一1和

MADS-R一1(表1)，以‘糯米糍’荔枝果皮eDNA为

模板．进行PCR扩增。反应体系：IOxPCR buffer

2．5汕，drCrPs 0．5此，上游引物n5止，下游引物
05 gL，eDNA I¨L。Exroq 0．25“L，ddH20 20pL。

PCR扩增条件：94℃顶变性lOmin．94℃变性30s．

55℃退火30 s，72℃延伸90 s．共进行35个循环．

最后72℃后延伸lO min。回收扩增产物，克隆到

pMDl9-T载体上。转人大肠杆菌DH5a菌株．鉴定

后进行双向测序。通过NCBI中BLASTx进行同源

性搜索与比对．利用Chstal X软件进行同源性分

析。使用MEGA 5软件UPGMA法构建系统发育树。

1．23荔枝果皮MA粥一Box基因矣时荧光定量
PCR分析 提取‘糯米糍’荔枝不同组织以及同

一组织的不同发育阶段的RNA．反转录成eDNA

第一链．根据MADS—Box基因非保守的C区设计

特异性引物MADS--QF和MADS--QR(表1)．以荔枝

oct汛作为内参引物．采用SYBR green荧光定量

PCR技术分析该基因在不同组织和同一组织不同

发育阶段的表达情况。具体过程依TaKaRa公司

SYBR Premix Ex z钿II(Peffeet Real Time)操作说

明书进行。

囊1引鞠代码与引簪序爿

引精 序捌

MADs．F

MADs．R

M^Ds_3race

M^Ds_5mee

M^Os_F_l

MADS—R一1

MADS-QF

MADs-Qa

50CTCⅣrCCWGAC,G姗A-3’5"-AC,CWGGTI㈣CTC,C一3’
5"-CACA麟ACAAGAAAGAACCAACI'C-3’
5’一A“CCrcc^CCCno口Trc^C一3’

5"-AAAACCACrITGATAGGAAGACACC-3’

50^am从C^T^cTc^1^CAAACCC-3。
5"-CCACTATI唧AGC,C,CAC,-3’
5"-C-CAOCAACCI℃T1T^C^1℃A一3’

2结果与分析
2．1 RNA的提取和eDNA第一条链的合成

采用柱式植物RNAout提取‘糯米糍’荔枝果

皮总RNA后．取5“L点样于1．2％的琼脂糖凝胶

中进行电泳检测。从图1一a可以看出，28S rRNA

28S

I昭

5s

a b

M DNA Marker：L荔枝果皮总RNA：2．反转录音成的eDNA

田l摄取的荔柱果应总RNA和反转最台成的eDNA电渌圈
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与点样孔之间无明显亮带．说明无DNA污染；28S

rRNA和18S rRNA条带清晰明亮．并且5S rRNA

可见．说明提取的总RNA完整．无降解，适宜进

行后续的cDNA第一条链的合成。

采用Promiga Land M—MLV RT Kit进行eDNA

第一条链的合成后。取5斗L点样于1．2％的琼脂糖

凝胶中进行电泳检测。从图1-b可以看出，cDNA

呈弥散条带，主要集中在750bp左右，说明反转录

效率较高，适宜进行后续的实验。

2．2 IxMADS9基因的克隆与序列分析

根据已知文献中llqi殳计的MADS—box基因简并

引物MADS-F和MADS-R，进行PCR扩增(图2-a)，

克隆测序后得到一段长度为397 bp的片段。经NCBl

在线比对后发现该片段与其它植物的MADS-box基

因序列有较高的同源性．推测该片段为荔枝果皮

MADS—box基因片段之一。进而设计特异引物

MADS一3race和MADS一5race进行3’和5"RACE扩

增(图2-b)，克隆测序后分别获得619 bp的3’端

序列和488 bo的5’端序列．将所得片段序列和

Race序列拼接之后得到了1个1 208 bD含起始和

终止密码子的MADs—box基因序列。根据拼接所

得序列．设计特异引物MADS—F—l和MADS—R—1．

进行RT-PCR扩增(图2一c)．克隆测序后获得长度

为l 018 bD的片段．比对后发现与拼接所得序列基

本一致．通过NCBI在线比对与其它植物的

MADS—box基因序列有较高的同源性．可以确认所

获得的基因为荔枝果皮MADS—box基因之一，命

名为k胁lDS9。

& h o

M DNA Mark㈧1片瞿扩增产暂；2 5"RACE产物；3 YP．ACE产物；4全长扩增产街

圈2 PCR扩增产翱琅膳■凝膻电津圈

采用ORF Finder(Open Reading Frame Finder)

分析，结果表明，LcMADS9基因包含1个738 bp

的完整的开放阅读框．编码1个含245个氩基酸的

蛋白质(图3)，推定的分子置为28．40 ku，推测的

等电点为9．21。

利用NCBI对LcMADS9氨基酸序列进行同源

性比对．结果表明。LcMADS9所编码的蛋白质与

其它植物的MADS—box蛋白有较高的一致性，其中

与欧洲白桦(Betula pendula)MADS5蛋白的同源性

高达80％．与蓖麻(Ricinm communis)MADS蛋白、

油桃(n'ltntt$persica)MADS6蛋白、苹果(Malus×

domes出o)MdMAl)52蛋白同源性分别为77％、76％、

74％．与欧洲越橘(Vaccinium myrtillus)TDR4蛋白

的同源性也达62％(图4)。

蛋白结构域分析表明，LcMADS9蛋白具有典

型的植物脑4DS—box蛋白结构。其编码肚链具有

两个保守结构域．即MAIDS区(第l一60位)和K区

(第75，169位)，MADs区和K区之间为14个氨

基酸的间区(I区)，而C区包含了76个氨基酸．

属于MIKC型。
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2．3厶脚秽蛋白的系统进化树分析
被子植物中的删D．s—box基因家族可以分为

12个主要的亚家族．其中涉及花器官发育的基因

分属4个亚家族：APl／SQUA—like、A删一like、
AG～like、SEP-liket2”。为了确定LcMADS9的进化

地位．选取拟南芥、矮牵牛、金鱼草等植物的

MADS—box基因家族这4个亚家族的典型基因进行

系统进化树分析(表2)。

研究结果表明，LcMADS9基因所编码的蛋

白与AmPl、AtCAL、AtAGL8、AtAGL79等

MADS—box基因家族里的API／SQUA—like亚家族基

因所编码的蛋白聚成一类，其中与AtAGL8蛋白亲

缘关系最近，属于APl／SQUA—like亚家族．在花发

育模型中属于A类基因。另外值得一提的是．

VmTDR4、IbMADSIO也归属APl／SQUA—like亚家
族(图5)。

表2用于构建系统进化树的氨基酸序列及其序列号

摹冈名 物种 登录号 基圜名 物种 登录号

APl ArabMopJis thaliana CAA78909 A GL9 A
rabidopsis thdiana AAB67832

Cat, Arabid卵sis thaliema NP-564243 GLO A，lIin^inure m面w CAA48725

AGLS(FUL') ArabMopsis thaliana Q38876 DEF Antirrhinum mdu5 CAA44629

AGL79 ArabMopsls thalmna AAN52802 DEVIl72 Antirrhinum rrlditu CAA64742

P， Arabidopsis thaliana NP 197524 DEFH200 Antirrhim m面m CAA64743

AP3 Arabidopsis thaliana NP-191002 squA Aruirrhinum m#us CAA45228

A GLI Arabidopsis thdiana NP 00107831 1 DEF28 Antlrrhinum m面tⅡ AAl(72467

AGL5 Arabidapsis thalicata NP-850377 FBP3 Petunia X舢而缸 CA文50549

AG Arabldopsis thaliana NP．567569 孵E 忍tunia x^讪蒯口AAFl9721

A GLll Arabidopsis thaiiana Q38836 佃四6 Petunia×^伯矗如 AAFl9164

SEPI Arabidopsis thahana NP-568322 TDR4 Vaccinium myrtillus ACRl9996

SE／r2 Arob／dops／s thahana NP_186880 MADSIO 币orⅫd batatas DQ242339

A GL3 ArabMopsis thaliana P29383 MADS4 Betu／a pendula CAA67968

A GL6 Arabidopsis thahana Ntl82089

BpMADS4

VInl’DR4

AmDEFH28

lbMADSl0

ALAGL8

kMADs9

PhFBP26

PhPFG

AnlsQUA

脚1
AtCAL

AlAGL79

AtAGLll 1
AtAGLl AG

AlAGL5 J
AmDEF

AuU，3

AtPl

AmGLO

PhFl；P3

0．5 0．4 0．3 0．2 0．1 0．0

图S LcMADS9基因编码蛋白的系统进化树分析
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2．4 LcII殂D船的荧光定量PCR分析

不同组织间的实时荧光定量PCR分析结果表

明，LcMADS9基因在叶片(叶片V)、果皮(果皮V)、

花中大量表达。而在根、茎、果肉中几乎不表达

(图6)。进一步分析结果表明．LcMADS9基因在

果皮和叶片的不同发育时期表达量也存在差别．其

表达量随着叶片的发育而逐渐升高．而随着果皮的

成熟有下降的趋势(图7)。

70

60

捌50

嚣40
蒌30

20

lO

O
叶片 果皮 果肉 茎 根 花

不同器官

图6 kMADS9在不同器官间的实时荧光定量PCR表达分析

不同发育阶段

圈7 LcMADS9在叶片和果皮不同发育阶段的实时荧光定量表达PCR分析

3讨论

APl／SQUA—like亚家族作为MA DS—box基因家

族里重要的组成部分．在调控花器官发育的ABCDE

模型中归属A类基因。主要调控萼片发育。目前．

从其它植物中克隆的一些APl／SQUA—like亚家族

基因。如AtAGL8、IbMADSl0、VmTDR4等，通过

对其基因功能的初步研究发现，其功能不仅仅局限

于调控萼片的形成。有报道表明AtA GL8影响拟南

芥叶片的发育盼_捌，萼片其本质是一种变态叶，这

也就不难理解．其参与调控叶片的发育。此外，

Antonio等【la的研究表明IbMADSIO的表达与花色

素苷合成过程中的相关酶基因C圩S、CHI、F3H、

DFR、ANS以及UFGT的表达具有相似性，在甘

薯中超表达IbMADSIO后发现其愈伤组织花色素苷

含量显著升高。Laura等it41研究还发现，在欧洲越

橘白色突变体中．VmTDR4和花色素苷合成的相关

酶基因表达量均显著下降．利用病毒分别诱导

Vm功尺4和花色素苷合成的相关酶基因C日S沉默

后发现，CHS沉默后VmTDR4的表达并未受到影

响，而ym功R4沉默后CHS和mMYB2的表达量

却下降。已有研究结果表明AtMYBl7基因会受到

MADS．b慨基因家族的LEA盯和A能15的调控嗍．

而肘yB编码的转录因子一个很重要的功能就是调

控花色素苷的代谢过程。因此。MADS—box基因是

有可能通过调控MYB或者相关酶基因间接或者直

接调控花色素苷的代谢。

本实验从‘糯米糍’荔枝果皮中克隆得到了1

个MADS—box基因，命名为LcMADS9。系统进化

树分析结果表明．LcMADS9就归属于MADS—box

基因家族里的APl／SQUA—like亚家族。荧光定量

PCR分析结果表明．LcMADS9表达量随着叶片的

发育成熟而不断上升．而随着果皮的成熟有下降的

趋势．这一变化与荔枝叶片和果皮的色素代谢具有

一定的相似性．荔枝叶片在其发育过程中伴随着叶

绿素的不断合成和花色素苷的不断降解．而果皮的

发育过程中却恰恰相反．因此笔者初步推测

LcMADS9所编码的转录因子可能参与了色素的代

谢．抑制了花色素苷的合成或者是促进了叶绿素的

合成。此外值得注意的是，老叶和幼嫩的果皮中

LcMADS9的表达量均高于花中的表达量．这也说

明了MADS—box基因具有多效性．既可以在花中

表达．也可以在其它部位表达．甚至可能还发挥着

更为重要的作用．其具体的功能还有待进一步深人

研究。
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