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托桂型茶花‘金盘荔枝’中花器官发育
基因CjAGl的克隆与功能分析

孙迎坤1，一，李纪元”，殷恒福1，范正琪1

1中国林业科学研究院亚热带林业研究所．浙江富阳 311400
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摘要为探讨山茶重瓣花形成的机理，在山茶A和B类基因研究的基础上，通过同源基因查找分析．从山茶

(Camellio iaponicn)重瓣品种‘金盘荔枝’(‘Jinpan Lizhi’)早期花芽中克隆了长度为1 418 bp的C类基因删G1
全长cDNA序列(Genbank登录号JX843816)，包括长度为224 bp的5’非编码区、768 bp的编码区和426 bp的3’

非编码区三部分。基因编码的蛋白质包含258个氨基酸残基．属于不稳定亲水性蛋白，Ot一螺旋和无规则卷曲构

成了其结构骨架。Real—time PCR检测结果显示，伽G1基因在‘金盘荔枝’内轮花器官雄蕊和心皮的相对表达
量高于外轮花器官萼片和花瓣，最高表达量是在花柱部位，子房、雄蕊、瓣化雄蕊和瓣化萼片的表达量居中。

转拟南芥ag—J突变体后，阳性植株雄蕊数量恢复为6枚．证实了cjaGl基因具有调控雄蕊数量增加的功能。

说明CjAGl基因可能对于‘金盘荔枝’重瓣花形成具有重要的调控作用。
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Abstract In order to discuss the mechanism of double flower formation，a 1418 bp full—length cDNA of CjA G1

gene(JX843816)was cloned from the early flower bud of Camellia japonica‘Jinpan Lizhi’by the homologous

gene analysis after class A and B genes were studied，which consisting of 5'-Untranslated region(UTR)of 224 bp，

coding region of 768 bp and 3’一UTR of 426 bp．The instable and hydrophilic protein encoded by qa G1 gene

contained 258 amino acids．and alpha—helix and random coil were the main construction．The results of Real—time

PCR showed that the expression level of刚G1 was higher in inside floral organs(stamen and carpel)than in

outside ones(sepal and petal)．The highest level was present at style，and the middle one was present at ovary，

stamen，petalody stamen and petalody sepal．The stamen of昭一i A rabidopsis thaliana with transgenic qa G1 gene

reverted to 6，which indicated倒G1 gene could add the quantity of stamen．The results indicated倒G1 gene

mav have important regulation function in the process of‘Jinpan Lizhi’double flower forming．
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典型双子叶植物的花器官包括四轮结构．由外

至内依次为萼片、花瓣、雄蕊和心皮。自然界中存

在各种各样的花型．特别是重瓣类型的花朵，是花

器官在形成过程中受到外部环境和内部基因的双重

调控结果[1-21。随着分子生物学技术手段的推广利

用．分子育种成为现代植物育种的重要方式。双子

叶植物花器官发育受到含有MADS—domain结构域

的多个基因调控。早在20世纪初，根据分离到的

花发育基因在模式植物中的功能，Coen等[31提出了

收稿日期

基金项目

作者简介

调控花器官发育的“ABC模型”，到2l世纪初发

展为较完善的“ABCDE”模型【4胡。根据此模型，

萼片发育由A类基因单独调控．花瓣发育为A类

与B类基因共同调控．雄蕊发育由B类和C类基

因共同调控．且C类基因还能够单独调控心皮发

育．胚珠发育为D类基因调控，E类基因可参与调

控萼片、花瓣、雄蕊和心皮四轮花器官发育。本试

验所研究的AGAMOUS(AG)基因是MADS—box基

因家族调控雄蕊和心皮发育的C类重要基因。
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4G基因通过调控雄蕊和雌蕊器官性质在拟南

芥花发育过程中起到重要作用。1995年．Kang等6]从

水稻中分离到了OsMADS3基因．与拟南芥∽rabidopsis

thdiana)4G基因有62％的同源性．原位定位研究

显示．该基因主要在雄蕊和心皮中起到调控作用。

目前已有研究者从多个物种中分离到了AG基因并

对其功能进行了研究．如半定量PCR结果显示，

日本晚樱(件u凡瑚lannesiana)的PrseAG局限于单瓣

品种的雄蕊和心皮中表达．但在重瓣品种的萼片、

雄蕊和心皮中高表达．转拟南芥植株出现花期提

前、雄蕊和心皮数量增多及萼片转变为雄蕊状器官

的表型：悬铃木(Platanus acerifolia)中PlacAG基

因的荧光定量分析结果表明．AG基因的表达具有

物种特异性【7棚。山茶(Camellio?aponico)品种具有

丰富的花型变异．野生种也存在萼片和雄蕊瓣化的

现象．是研究花器官发育的理想材料．但目前尚未

有关于山茶中AG基因的研究报道。本课题组前期已

经从山茶托桂型重瓣山茶品种‘金盘荔枝’(C iaponic。

‘Jinpan Lizhi’)中同源克隆到了MADS—box家族中

A类的3个基因．从完全重瓣型品种‘红十八学

士’(C．iaponica‘Hongshiba Xueshi’)中克隆到了B

类的4个基因，发现A类的C西咒J、CiAPL2和

CjAGL6及B类的DEF基因都具有调控花瓣数量增

加的功能．这在重瓣花形成中具有重要意义。雌雄

蕊起源在山茶重瓣花发育中普遍存在．因此根据花

器官发育的“ABC模型”．对雌雄蕊发育具有调控

作用的／4G基因可能会在山茶重瓣花形成中具有重

要作用。鉴于此．本文选取涵盖全部花器官类型的

的‘金盘荔枝’进行AG基因的克隆和表达分析．

以探讨其在重瓣花发育中所发挥的功能。

1材料与方法
1．1材料

山茶花品种‘金盘荔枝’栽植于中国林科院亚

林所院内，2011年11～12月采集早期发育状态的

花芽3个(直径≤3 mm)：201 1年1。3月采集初放

期的花朵，立即分离内外轮花瓣上部和基部、雄蕊

上部花丝和下部融合部分、萼片、瓣化萼片、瓣化

雄蕊、雌蕊的花柱和子房等各部分花器官．每个样

品取3个重复。拟南芥竹J突变体购自拟南芥网站。
柱式植物RNAout 2．0试剂盒和DNA清除剂

V1．1皆购于天恩泽基因公司．RACE试剂盒购于

Clontech公司．cDNA第一链反转录试剂盒和T4

DNA连接酶皆购自Fermentas公司。DH5d、所用

酶类、SYBR⑧Premix Ex Taq聊11购于TAKARA

公司。农杆菌GV3101和经改造的植物表达载体

pCAMBIA一1300由本实验室保存。质粒微量提取和

凝胶回收试剂盒购于爱思进公司．引物由上海生物

工程服务有限公司合成．测序由杭州华大基因公司

完成。

1．2方法

1．2．1 ‘金盘荔枝’CiAGl基因cDNA全长扩增

通过查找GenBank中AG同源基因的序列信

息．设计‘金盘荔枝’中A G基因的保守区P一1F

(5 7一CACCGGATCGGTGGCAGAAATrAATGC一37)和

P-1R(5’—GGATCGGATTCGGGTAATACTrCTCTC-37)。

液氮研磨法提取所采集的‘金盘荔枝’花芽RNA．

并依照反转录操作手册合成cDNA．进行同源片断

扩增．产物进行琼脂糖凝胶电泳(0．9％)检测。获

得的目的条带送公司测序．测序结果经比对分析后

得到‘金盘荔枝’中AG基因的保守区部分序列。

根据Clontech试剂盒指导设计3’RACE扩增特异

引物GSPl f 5 7一GATGAACCTGATGCCTGGAGGGGG

G一3’)和5’引物GSP2(5’一TATTCAGACCCCCCTCCA

GGCATCA一3 7)．分别获得‘金盘荔枝’中AG基

因的3 7和5’末端序列．测序验证后．根据保守区

部分序列、3’和5’末端序列进行基因电子全长拼

接，分析验证得到全长cDNA。再以全长引物P一2F

(5 7一GTACAGAAGAAAGAGGGACAAGC一3’)和P-2R

(5 7一CATCTCCArr】盯ACGGAACGAAC一3’)对‘金盘

荔枝’花芽cDNA进行扩增．得到全长片断．再次

测序予以验证。

1．2．2 ‘金盘荔枝’C讲G1基因编码蛋白质的生物

信息学分析 利用NCBI网站在线进行CiAGl基

因的开放阅读框(ORF)查找、同源序列比对分析等：

利用Prot Param软件进行伽G1基因保守区所编
码蛋白质的相对分子量、氨基酸种类及组成数目、

理论等电点、蛋白质稳定性等生物信息学特性分

析；利用Prot Scale和HNN等软件分析蛋白质的

仅一螺旋、p一转角等二级结构；同源建模系统(http：

／／cn．expasy．org)推导蛋白质的三级结构。利用AlignX

软件进行基因序列的拼接，利用DNAMAN软件构

建基于AG的山茶系统发育树。

1．2．3 CjAGl基因在‘金盘荔枝’花器官中的空间

表达 根据克隆得到CjAGl基因序列．设计实时

荧光定量引物Y—F(5'-AAAACACAACCAATCGGCA

AGTCAC一3’)和Y—R(5’一GGCAACCTCAGCATCACA

TAGAACA一3 7)。提取‘金盘荔枝’萼片、花瓣等各

部分的总RNA，分别反转录为cDNA。以山茶18S

rRNA(基因登录号为U42815．1)作为内参．设计内
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参荧光定量引物S—F(5’一GACTCAACACGGGGAAA

CTI'ACC一3 7)和S—R(5 7一CAGACAAATCGCTCCACCA

AC一3’)。荧光定量反应体系20“L。反应程序：95℃

7§；60℃42 S，40个循环，增加熔解曲线反应。

每个实验和样品进行3次平行反应．利用随机配

套软件和2枷法进行测定数据整理分析。
1．2．4 C以GJ基因转化拟南芥n舻J突变体 参考

周兴文等㈣植物正义表达载体的构建方法．将CjA G1

基因连人启动子为CaMV35s的植物表达载体

pCAMBIAl300中，构建正义植物表达载体．命名

为pCAMBIAl300一aA G1；参考朱高浦等¨c1的方法，

将pCAMBIAl300一qaGl转化农杆菌GV3101．并

采用花序浸泡法转化拟南芥竹，突变体。

2结果与分析
2．1 ‘金盘荔枝’CjAGl基因cDNA序列及分析

以‘金盘荔枝’花芽cDNA为模板、保守区引

物P一1 F／P一1R既扩增的同源片断。转化感受态细

胞E．Coli DH50L后．挑取单菌落送去测序．获得

189 bp的同源目的片段(图1)。GSPl引物扩增得

到的3’末端序列长度为703 bp，GSP2引物扩增的

57末端序列为892 bD。将得到的3段序列拼接后得

到全长为1 418 bp的CjAGl基因序列(Genbank登

录号JX843816)。全长引物扩增得到917 bp的序列

片断，测序结果与电子全长序列一致。
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M．分子量标准DL 2 000：1

扩增片断；3．5’RACE扩增片断：

基因同源片段：2．3’RCAE

4．攘闻全}乏扩增片断，

图l ‘金盘荔枝’CjAGl基因扩增电泳结果

ORF Finder软件分析结果表明．CjAGl基因

由3部分组成，分别为：224 bp的5 7非编码区、

768 bp的编码区和426 bp的3’非编码区．编码区

的终止密码子为TAA，整个序列中含有Polv(A)结

构。这表明所获得的CjAGl基因序列完整．为基

因功能的分析奠定了基础(图2)。
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"喀c】fcq罐C CAA,A,GATACC卫∞‘u∞融釉∞oc】℃^∞^鼠1q旺伽L CCTCATGCCT 0铀0饿箔口盯Cr口嘎mC^O口蕊Z0蕊TCTC址"TeAT TTq汀0黜
CAATTACCTT C疆^^瓢a^，譬GCA．TTCAIt,CA ACAJgCAACC▲CAACAACAAC AACAACAACC(D．A．TCATCAT CACTACTCTC GCCAT锨7．A^^C^C00CTC CAC．CTA矗I"TT

AA．TTT优'TTG^Ⅳ船CCll CTTTT嗽C玎旧日阿口0C口¨^卫斟；^C^TGTAG=rIkTTT T^鼢锚％I^以=r0口岍ATCTTT∞G^nT0口：^ZgA^Cr0锄嵋CT工
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第3行包括起始密码子，第9和lO行点线处为终止密码子，第12行显示Polv(A)结构

图2 CjAGl基因eDNA核苷酸序列分析

2．2 CjAGl基因编码的蛋白质特性

ProtParam软件在线分析结果显示．CjA G1

基因编码1条含有258个氨基酸的蛋白质，分

子量为29 943．9 ku．原子总数4 178。分子式为

C。勰，H2 082N拟03昕S⋯理论等电点(PI)为9．67，平均

亲水指数(GRAVY)为一0．923，不稳定系数为64．29，

分析确定CjAGl基因所编码的蛋白为亲水性不稳

定蛋白。

蛋白质二级结构以d一螺旋和无规则卷曲结构

为主．分别为46．90％和44．19％；延伸链仅占

8．9l％；整个空间结构中不存在B一转角等其他区

域(图3)，朱高浦等1101对于山茶B功能基因编码蛋

白质的结构预测也有类似结果。

＆1

<鼍
图3预测的CjAGI蛋白三级结构
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”t金盘荔枝’CjAGl基因编码蛋白的同源性分析
采用DNAMAN 6．0软件对山茶花及查找到的

具有代表性的近缘木本植物重瓣和单瓣物种的AG

蛋白序列比对分析。结果显示，‘金盘荔枝’CjAGl

蛋白与供比对物种的AG蛋白序列具有78％以上

的同源性(图4)。其中，cjAGl蛋白与八仙花

fHydrangeo macrophylla)AG蛋白的同源性最高，其

次为半边莲(Lobelia erinus)、葡萄(Vitis amurensis)

等。八仙花和‘金盘荔枝’同为重瓣花型物种，高

同源性的AG蛋白序列表明．这2个物种的A G基

因很可能在花器官发育过程中发挥了与重瓣花发育

相关的调控作用．这为进一步研究倒G1基因功
能提供参考依据。

100％ 95％ 90％85％80％ 75％

山茶AFX82108．1

半边莲BAl59709．1

葡萄CAN83827．1

榛子AEU08497．1

图4 山茶CjAGl蛋白与其它物种AG蛋白同源性分析

2．4 CjAGl基因在‘金盘荔枝’花器官中的表达

以18S rRNA作内参的实时荧光定量(Real—

time PCR)检测结果显示．CiAGl基因在‘金盘荔枝’

内轮花器官的相对表达量很高．且总体上高于外轮

花器官(图5)。最高表达量是在花柱部位，达到萼

片中的10 000倍：子房、雄蕊及内轮花瓣中的表

达量居中．但也明显高于外轮花瓣和萼片中的表达

量：外轮花器官中．CjAGI基因在瓣化萼片的表达

量又为最高。这表明CjAGl基因对于‘金盘荔枝’

雄蕊和雌蕊发育具有很强的调控作用。

茁

蝈
懈
‘，
M

罂

不同部位

s印．萼片；p-sep．瓣化萼片；ofu．外轮花瓣上部；ofb．外轮

花瓣下部；ifu．内轮花瓣上部；ifb．内轮花瓣下部；su．雄蕊上

部；sb．雄蕊下部；p--sta．瓣化雄蕊；sty．花柱；ova．子房。

图5 CjAGl基因在‘金盘荔枝’花器官
不同部位的相对表达量

2．5 CjAGj基因转化拟南芥职一j突变体

用于遗传转化的拟南芥ag—J『突变体花器官表

型为萼片、花瓣、雄蕊和雌蕊数量分别为4、4、5

和1。利用花序侵染法获得的转基因植株种子．在

I／2MS培养基上经潮霉素(20 mrdL)筛选后，共获得

阳性植株28株。随机选取3株阳性植株提取DNA

进行基因全长扩增(图6)．植株皆能够扩增出目的

基因全长条带．由此判断cyaGl基因已经转入突

变体拟南芥基因组中。在获得的28株转基因植株

种，有25株的雄蕊数量恢复为野生型的6枚(图7)。

转竹Jf突变体拟南芥的雄蕊数量增加的现象表明，
qaGl基因可以调控雄蕊的发育．有增加雄蕊数量

的功能．雄蕊数量的增加是重瓣花雄蕊起源的前提

条件．因此该基因可能对于重瓣花的形成具有调控

作用㈣．

、1；r于*“：准I)1，2 000：C一1⋯。眺刈照摹⋯伞长。I物

扩增；C+I．阳性对照基因全长引物扩增；AGI一1，AG5—1，

AGl7一l为转聊GI基因阳性植株基因全长引物扩增。

图6 CjAGl基因转化拟南芥凹一J突变体PCR检测

∞

∞

∞

∞

∞

∞

∞

∞

∞

o

8

6

4

2

O

8

6

4

2

万方数据



篁!塑 型：垫塑篁：堑竺型茶花‘金盘荔枝’中花器官发育基因c)A G1的克隆与功能分析 一1697

、”』“J j}}=，蟛，定1芝f4-：l{转f0 I，；，谩⋯IT'3．【tT,『柯芥r峪1突蔓f聿=

图7 CjAGl基因转化拟南芥口g—J突变体花型

3讨论与结论
本研究从‘金盘荔枝’花芽中克隆了与花器官

发育相关的CiACl基因，序列全长为l 418 bp，结

构完整。生物信息学分析表明．该基因属于典型的

MADS—box基因家族．所编码的蛋白质结构以d一

螺旋和无规则卷曲结构为主．山茶CjAGl蛋白与

八仙花、半边莲和葡萄等具有高度同源性。

Real—time PCR对qaGl基因在‘金盘荔枝’

不同花器官中的表达量检测结果中．花柱和雄蕊部

位出现的高表达现象在其他物种AG同源基因的表

达模式中也存在。Wang等【12利用半定量PCR和实

时定量PCR方法检测玉簪(Hosta plantagi珊。)中的

4 G同源基因HpA G的表达．结果表明．HpA G在

玉簪的雌蕊和雄蕊中存在特异表达现象。蕙兰

(Cymbidium，拍eri)中CfAG基因在子房、蕊柱和花

芽中的特异表达结果也证实了AG基因对于内轮花

器官的调控作用¨3】。观赏植物梅(Prunw m“撇)中

AG基因的空间表达结果表明．AG基因主要在梅

的雌蕊、雄蕊、萼片和果皮等生殖器官中进行特异

性高表达．在叶片和花瓣中没有检测到明显的表达

量114】。另有研究结果表明，AG基因除在花器官中

的空间表达中具有调控作用外，在花器官不同发育

阶段的表达量也不同。模式植物拟南芥中AG基因

可以在萼片原基、心皮和雄蕊原基的分生组织、心

皮和雄蕊原基、心皮和雄蕊中依次进行高表达，表

明花器官的同源异型发育特性和AG基因调控的关

系[151。吕山花㈣对太行花(Taihangia rupestris)中的

TrAG基因表达模式研究也表明．AG基因对于花

器官的调控具有时间特性。

结合转基因研究结果可知，‘金盘荔枝’中获

得的CiAGl基因对于雌蕊和雄蕊的表达调控具有

功能保守性．符合花器官发育模型理论中C类基

因的功能特点。此外，C阻G1基因在‘金盘荔枝’

的瓣化雄蕊和内轮花瓣中也存在高表达现象。由形

态观察可知．瓣化雄蕊是雄蕊和花瓣之间的一种过

渡性花器官．荧光定量所检测的瓣化雄蕊和内轮花

瓣中CjAGl基因的表达量较一致．说明‘金盘荔

枝’的内轮花瓣和雄蕊属性密切相关．内轮花瓣可

能由雄蕊演变而成。据本实验统计．‘金盘荔枝’

内轮聚合花瓣数量大约分别为100～200多枚．雄

蕊有O～80枚．且内轮花瓣中还存在5～50枚数量

不等的瓣化雄蕊．花瓣和瓣化雄蕊的总量与雄蕊数

量存在负相关关系。因此，C以G，基因在‘金盘荔

枝’的瓣化雄蕊和内轮花瓣中的表达模式与重瓣花

的“雄蕊起源学说”理论相符合旧。瓣化萼片中的

特异表达也表明瓣化萼片与雄蕊和花瓣起源上存在

必然性联系，aAGl基因在萼片瓣化中起到调控作

用。总体来看，aAGJ基因在‘金盘荔枝’内轮花

器官和瓣化特征花器官的特异性高表达现象与山茶

的重瓣花特性有关．表明该基因参与了重瓣花形成

过程的调控，这为深入研究C讲G1基因的功能奠

定了基础。本实验中CjAGl基因对于拟南芥突变

体的遗传转化结果与该基因在托桂型重瓣花中的特

异性表达结果不够统一．可能与草本转基因植株和

木本植株存在属性差异及植物表达载体中CaMV35s

启动子表达非特异性有关。在下一步的实验中。拟

开展CjAGl基因对山茶的遗传转化．利用基因的

超表达来直接、深入地研究该基因对于山茶花器官

发育的调控．分析其在山茶重瓣花形成中的作用。

同时．花器官的发育是一个多基因综合调控的结

果．进一步挖掘CjAGl基因的上下游调控途径及

花器官发育的基因调控网络．也是明晰重瓣花形成

机理的重要研究工作。
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