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重瓣山茶花‘金盘荔枝’C 功能基因 CjAGL6 的全长克隆与表达分析
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摘 要 MADS-box 基因家族在调控植物的花器官发育中发挥了重要作用。为研究 AG 类基因对于山茶花重瓣花

形成的作用，采用同源克隆的方法，从山茶花重瓣花品种‘金盘荔枝’( Camellia japonica‘Jinpanlizhi’) 的发育早期

花芽中分离到了 888 bp 的山茶花 AG 基因完整全长序列，命名为 CjAGL6，GenBank 登录号 JX657333。其中开放阅读

框长度为 747 bp，5'非编码区长 37 bp，3'非编码区长 141bp。氨基酸序列分析显示，CjAGL6 基因编码的蛋白质含有

248 个氨基酸，与猕猴桃( Actinidia chinensis) 、黑柿( Diospyros digyna) 等植物的蛋白同源性都在 76% 以上。同时，

CjAGL6 基因编码的蛋白含有重瓣花特有的保守区起始氨基酸序列及显著差异的单个氨基酸。相对荧光定量 PCR
结果表明，该基因在‘金盘荔枝’花芽不同发育时期的表达量为: 花芽发育后期 ＞ 花芽发育中期 ＞ 花芽发育早期 ＞
现蕾期，表达总体趋势为先渐次升高而后急剧降至最低; 不同花器官中 CjAGL6 基因在花柱中的表达量最高，其次

为瓣化雄蕊、雄蕊上部和子房，在萼片和瓣化萼片中的表达量最低，总的趋势是在内轮花器官表达量高，在外轮花

器官中的表达量低。重瓣花形成是多基因协同作用的结果，CjAGL6 基因可能在调控山茶花重瓣花形成中发挥一定

的功能。
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Cloning and Expression Analysis of C Function CjAGL6 Gene cDNA from
Camellia japonica‘Jinpanlizhi’
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( 1． Research Institute of Subtropical Forestry，Chinese Academy of Forestry，Fuyang 311400; 2． Qingdao Agricultural University，Qingdao 266109)

Abstract MADS-box gene family has played important roles in the floral organs development． In order to
investigate the function of A-class genes for double flower development in Camellia japonica，a 888 bp full-length
cDNA sequence of AG homologous gene was cloned from early flower bud of C． japonica‘Jinpanlizhi’，named
CjAGL6( GenBank accession JX657333 ) ． It contains an opening reading frame of 747 bp，a 5'-untranslated
region ( UTR) of 37 bp，a 3'-UTR of 141 bp． Amino acids sequence alignment showed that CjAGL6 gene encodes
the protein with 248 amino acids，and the homology is more than 76% with Actinidia chinensis and Diospyros
digyna． Real-time PCR analysis showed that the relative expression level of this gene was as follows: later flower
bud ＞ medium flower bud ＞ early flower bud ＞ squaring stage，it increased slowly at the initial stage and then
sharply decreased to the lowest． In different floral organs of‘Jinpanlizhi’，the highest expression was in style，
next in petalody stamens，upper stamens and ovary，the lowest in sepals and petalody sepals． The tendency was
the high expression in inter floral organs and the low in outer floral organs． The forming of double flower is the
synergistic result of multiple genes． CjAGL6 gene may have some functions in this process．
Key words Camellia japonica; CjAGL6 gene; sequence analysis; real-time PCR; expression

山 茶 花 ( Camellia japonica ) 隶 属 山 茶 科

( Theaceae) 山茶属( Camellia) ，花色艳丽，花容娇

美，枝叶常绿，既适合于家庭盆栽，也可用于园林绿

化观赏，深受世人喜爱。作为名贵的观赏植物，山



茶花型变化丰富，雄蕊瓣化的重瓣花表型居多。重

瓣花的形成是多因素影响、多条途径调控的综合

结果，其中控制花器官发育的 MADS-box 基因家

族在被子植物花期调控、花器官进化和多样性等方

面起着关键性作用，对于重瓣花的形成有重要影响

作用［1 ～ 4］。
主要由 MADS-box 基因家族所调控的花发育

特征模 型 最 初 是 在 上 世 纪 初 由 Coen 等 提 出 的

ABC 模型［5 ～ 7］。1995 年，Colombo 等将此模型发展

为“ABCD 模型”，至本世纪初最终发展为目前较完

善的“ABCDE”模型［8 ～ 10］。多数研究认为，A 类基

因单独调控萼片的特征; A 和 B 类基因共同调控花

瓣的特征; B 和 C 类基因一起控制雄蕊的特征; C
类基因单独控制心皮的特征，D 类基因控制胚珠的

发育，E 类基因参与调控四轮花器官和花分生组织

的决定性发育。
目前已经从不同植物物种中分离出了大量的

花同源异型 MADS-box 基因，其包括 4 个亚家族

( subfamily ) ，分 别 为 A 类 的 AP1 /FRUITFULL
( FUL) -like、B 类的 AP3 /PI-like 和 DEF /GLOBOSA
( GLO) 、C 和 D 类的 AG-like 以及 E 类的 SEPAL-
LATA( SEP) -like［11 ～ 15］。MADS box 基因是一类非

常重要的转录调控因子，具有多内含子基因结构，

内含子的位置和长度保守性较高。属于 MADS-box
基因家族中 C 类基因的植物中的 AG 类基因，具有

典型的 MIKC 型结构［16］。其中，处于 N 末端或靠

近 N 末端位置的由大约 60 个氨基酸组成的 MADS
box 结构域高度保守，可以与特异 DNA 结合，并具

有蛋白质二聚化等功能; 由约 30 个氨基酸组成的 I
区是保守性较低，可决定转录因子与 DNA 的特异

性结合; 具有 70 个氨基酸的 K 区中度保守，可参

与蛋白质间的相互作用; 主要由疏水氨基酸组成的

C 末端区域序列和长度都最不稳定，主要在转录激

活和蛋白复合体形成中发挥重要功能［17 ～ 19］。
自 1990 年 Yanofsky 等首次在拟南芥( Arabi-

dopsis thaliana) 中克隆了 AG 同源异型基因以来，

截止目前已有 30 多种植物的 AG 同源基因被克

隆，包括模式植物烟草( Nicotiana tabacum) 和多种

木本植物，如桃( Prunus persica) 、桦树( Betula pen-
dula) 等［20 ～ 21］。尽管这些基因在序列上有差异，

但功能上都对于花器官发育等起着重要的调控

作用，但花型多变的山茶花中 AG 基因的研究尚

未见报道。鉴于此，本研究从已发表的 AG 基因

保守区中克隆了一个同源基因 CjAGL6 全长，对该

基因进行了相关生物学信息分析，并研究了其在

重瓣山茶花品种花芽不同发育阶段及各类花器

官部位的表达特性，旨在探讨山茶 CjAGL6 基因对

于花发育和重瓣花形成的具体功能，并为促进山

茶花及其他观赏植物重瓣花育种工作进展提供

参考。

1 材料与方法

1． 1 材料和试剂

实验所用的植物材料为山茶花托桂型品种

‘金盘荔枝’( C． japonica‘Jinpanlizhi’) ，采自浙江

金华物 种 园 和 中 国 林 科 院 亚 林 所 茶 花 保 存 圃。
采集时间为 2011 年 11 月 ～ 2012 年 2 月，样品为

处于不同发育时期的花芽( 发育早期花芽 D≤3
mm，发育中期花芽 D = 4 ～ 7 mm，发育后期花芽

直径 D = 7 ～ 9 mm、现蕾期) 、花器官各部分 ( 萼

片、花瓣上和下部、去除花药的雄蕊上部和下部、
瓣化萼片、瓣化雄蕊、花柱、子房) ，锡箔纸包裹后

立即投入液氮中速冻暂存，带回后于 － 70℃ 冰箱

存放。
植 物 总 RNA 提 取 试 剂 盒 RNAout 2. 0 和

RNAase 固相清除剂均购自北京天恩泽基因公司，

T4 DNA 连接酶及 T easy vector 购自美国 Promega
公司。常用的限制性内切酶、高保真酶 Prime STAR
HS DNA Polymerase、荧 光 定 量 反 转 录 SYBR 
Prime Script RT reagent Kit With gDNA Eraser 和染

料法 PCR 反应试剂盒 SYBR  Premix Ex TaqTMⅡ
购自宝生物工程大连有限公司，大肠杆菌 E． coli
DH5α、cDNA 第一链合成试剂盒购自加拿大 Fer-
mentas 公司。质粒提取试剂盒、凝胶回收试剂盒及

荧光定量耗材购自美国 Axygen 公司。PCR 引物由

上海生工生物工程公司合成，测序由杭州华大基因

公司进行。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 同源扩增引物设计

查找 GenBank 所公布的 AG 近缘物种同源基

因的完整 mRNA 和 CDS 序列信息，分析此类基因

的保守区，用 Premier 5． 0 软件设计正向( P － 1 ) 和

反向引物( P － 2 ) ，经 PCR 扩增获取基因在‘金盘

荔枝’中的保守片段并进行测序确认; 根据测序目

的序列设计 3'和 5'RACE 扩增的特异引物 GSP1、
GSP2; 然后根据保守区、3'和 5'RACE cDNA 序列的

拼接结果，设计全长扩增特异引物 P － 3 和 P － 4
( 表 1) 。

1333 期 孙迎坤等: 重瓣山茶花‘金盘荔枝’C 功能基因 CjAGL6 的全长克隆与表达分析



表 1 山茶花 CjAGL6 基因克隆及表达分析引物

Table 1 Primer sequences of cloning and expression of
CjAGL6 gene in C． japonica

引物名称
Primer name

引物序列( 5' － 3')
Primer sequence

用途
Function

P － 1 CACCGGATCGGTGGCAGAAATTAATGC

P －2 GGATCGGATTCGGGTAATACTTCTCTC

保守区片段序列扩增
Conservative region

sequence amplification

GSP1 GACCTTGTCCTTCTGTCTGGAGCGATGA 3'RACE 扩增
3'RACE amplification

GSP2 GTTCACCCTTCTCAACCCAATCCCA 5'RACE 扩增
5'RACE amplification

P － 3 GAGAGAATGGGTAGAGGAAGAGTAG

P －4 GTGTATCTGAGAGGAGTTCAAAGCA

全长序列扩增
Full-length sequence

amplification

18S － 1 GACTCAACACGGGGAAACTTACC

18S － 2 CAGACAAATCGCTCCACCAAC

内参基因扩增
Reference gene
amplification

Y －1 GAGGTATCGAAGTTAAGGGCAA

Y －2 GTCCTTCTGTCTGGAGCGATG
实时定量 PCR
Real-time PCR

1． 2． 2 cDNA 全长扩增

样品‘金盘荔枝’花器官各部位的总 RNA 依

据植物 RNAout1． 2 试 剂 盒 进 行 操 作，所 提 取 的

RNA 应用 cDNA 第一链合成试剂盒反转录为 cD-
NA。采用同源克隆方法，用上表中引物 P － 1、P －
2 进行扩增，扩增条件为: 94℃，5 min; 94℃，30 s，
54℃，30 s，72℃，50 s，30 cycles; 72℃，7 min。目的

片段进行凝胶回收，连接 pGEM -T Easy Vector，
转化 E． coli DH5α，经鉴定的阳性单克隆测序得到

基因保守区片段。设计特异性引物 GSP1、GSP2，

根据 SMARTTM RACE cDNA Amplification 试剂盒

说明书分别进行 cDNA 末端扩增，得到相应的 3'和
5'序列，结合中间保守区序列进行 cDNA 全长电子

拼接，用引物表 1 中 P － 3、P － 4 引物，以反转录的

‘金盘荔枝’小花芽总 cDNA 为模板扩增，扩增产

物测序并对其结果在 GenBank 中进行 Blast 分析。
1． 2． 3 山茶花 CjAGL6 基因编码蛋白质的生物信

息学分析

登录 NCBI ( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov)

网站，在线 Blast 进行 CjAGL6 基因的同源序列分

析，采用 ORF Finder 分析该基因的 cDNA 开放阅

读框。采用瑞士生物信息学研究所( http: / / cn． ex-
pasy． org) 提供的 Prot Param 软件进行 CjAGL6 蛋

白质的相关生物信息学分析，包括氨基酸数目和组

成、蛋白质相对分子量、理论等电点、稳定性、平均

可塑性参数等; 运用 Prot Scale 等软件分析此基因

特定的 α-螺旋、β-转角、无规则卷曲、延伸链和疏

水性 等。应 用 SWISS-MODEL ( http: / /www． ex-

pasy． org / swissmod) 的 Homology modeling 同源建模

系统预测 CjAGL6 蛋白质的三维结构特征。利用

DNAMAN 4． 0 软件进行氨基酸序列比对、系统发

育树构建等分析。
1． 2． 4 CjAGL6 基因在‘金盘荔枝’花器官不同部

位中的相对荧光定量表达

分别提取‘金盘荔枝’4 个不同发育时期的花

芽以及花器官不同部位( 萼片、花瓣、雄蕊、瓣化萼

片、瓣化雄蕊、花柱、子房等) 的总 RNA，反转录酶

合成 cDNA 第一链。以山茶花 18S rRNA ( Gen-
Bank 登录号 U42815． 1 ) 作内参，其特异引物为

18S － 1、18S － 2，荧光定量引物为 Y － 1、Y － 2。反

应在实时荧光定量 PCR 仪( ABI 7300 ) 上进行，采

用 SYBR Premix Ex TaqTMⅡ试剂，反应程序设定

为 95℃，30 s; 95℃，5 s; 60℃，31 s，40 个循环。每

个试验 3 个重复，每个样品 3 次重复，利用相应实

时荧光定量 PCR 仪 Sequence Detection software 软

件和 Excel 表进行 2 － ΔΔCT法数据分析。

2 结果与分析

2． 1 ‘金盘荔枝’RNA 提取及 CjAGL6 基因全长

cDNA
‘金盘荔枝’花芽发育早期总 RNA 提取如图 1

所示，28S 亮度约为 18S 的 2 倍，且条带亮度大于

DL 2000 Marker 的 750 bp 标准条带，说明所提取的

RNA 完整度好，质量和浓度较高。

图 1 ‘金盘荔枝’花芽发育早期总 RNA 提取

A． DNA 分子量标准 DL2000; B． RNA 样品

Fig． 1 Total RNA extraction of early flower bud
from C． japonica‘Jinpanlizhi’ A． DL2000 Marker;

B． RNA sample

运用 CjAGL6 基因保守区的引物 P － 1 和 P － 2
( 表 1) ，以反转录的‘金盘荔枝’cDNA 为模板进行

PCR 扩增，测序后获得长为 189 bp 的目的片段( 图

2: 1) 。将该片段所编码的蛋白进行 NCBI 在线比
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对分析，发 现 其 与 半 支 莲 ( Lobelia erinus ) 、玫 瑰

( Rosa rugosa) 、草莓( Fragaria ananassa) 等多个物

种 AGAMOUS-like 转录因子( AG1 类) 基因编码的

蛋白同源性高达 85%以上。根据扩增得到的同源

特异片段序列和 RACE 扩增特异引物 GSP1、GSP2
进一步扩增，测序验证后分别获得山茶花 AG 同源

基因的 3'和 5'末端序列( 图 2: 2 和图 2: 3) ，结合已

经得到的 RT-PCR 扩增 cDNA 目的序列进行电子

拼接，获得 888bp 的基因序列全长，将该基因命名

为 CjAGL6，Genbank 登录号为 JX657333。将全长

序列在 ORF finder 中分析开放阅读框( Open read-
ing frame，ORF) 信息，得到该基因的保守区序列，

结合电子拼接的 cDNA 全长，利用在 3'非编码区

( UTR) 与 5'UTR 区域设计的全长特异扩增引物，

PCR 扩增后得到 770 bp 的目的基因序列 ( 图 2:

4) ，测序验证表明该序列与 CjAGL6 基因的电子拼

接结果一致。
2． 2 山茶花 CjAGL6 基因 cDNA 核苷酸序列分析

利用 NCBI 提供的 ORF Finder 软件，对山茶花

CjAGL6 基因序列分析表明山茶花 CjAGL6 基因的

ORF 长度为 747 bp，5'UTR 长 37 bp，3'UTR 长 141
bp，终止密码子为 TGA，全长序列包含了典型的 Poly

( A) 结构。这些结果表明本实验所克隆到的 CjA-
GL6 基因包含一个完整开放阅读框，序列完整( 图

3) 。NCBI 序列在线比对分析结果显示，该基因与

猕猴 桃 ( Actinidia chinensis ) 、黑 柿 ( Diospyros dig-
yna) 、番木瓜 ( Carica papaya ) 、八角枫 ( Alangium
platanifolium) 等多个物种的 MADS 基因家族中的

同类基因相似性达 82%以上。

图 2 山茶花 CjAGL6 基因 PCR 扩增结果 M． DNA 分子

量标准 DL2000; 1． CjAGL6 基因特异片段; 2． 3'RCAE 扩增产物;

3． 5'RACE 扩增产物; 4． CjAGL6 基因全长扩增产物

Fig． 2 PCR amplification of CjAGL6 gene in C． japonica
M． DL2000 Marker; 1． CjAGL6 cDNA fragment; 2． 3' RCAE

product; 3． 5'RACE product; 4． full length of CjAGL6

图 3 CjAGL6 基因 cDNA 核苷酸序列分析 第 38 ～ 40 个碱基为起始密码子; 第 782 ～ 784 个碱基为终止密码子; 最后一行显

示 Poly( A) 结构

Fig． 3 Nucleotide sequence analysis of cDNA in CjAGL6 gene The 38 － 40 nucleotides is initiation codon; the 782 － 784 ones

is termination codon; there are Poly ( A) construction in last line．
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2． 3 山茶花 CjAGL6 基因编码的蛋白质结构及功

能位点分析

利用 ORF Finder 和 Primer 5． 0 软件分析 CjA-
GL6 基因的 38 ～ 784 bp 之间的开放阅读框，结果显

示其 编 码 一 条 含 有 248 个 氨 基 酸 的 蛋 白 质。
EXPASY ProtParam 在线分 析 显 示 该 蛋 白 的 分 子

量为 28． 21 kD，理论等电( PI ) 为 8． 83，分子式为

C1225H1978N362O380 S11，原子总数 3956，平均亲水指数

为 －0． 682，不稳定系数 38． 72，为稳定亲水性蛋白。
Pbil lyon-gerland 信息库分析得知，山茶花 CjA-

GL6 基因编码蛋白质二级结构以 α-螺旋为主，占

46． 77%，决定着蛋白质骨架的稳定性; 其次为无规

则卷曲，达 39． 92%，与蛋白质功能相关; 延伸链占

13． 31% ; 无 β-转角等其他区域，这与同属的山茶

花 B 功能基因编码蛋白的预测结果基本一致［22］。
蛋白质分子的多肽链在各种二级结构的基础上再

折叠卷曲构成特有的较稳定的空间结构，决定着蛋

白质的生物学活性和理化性质。对蛋白质三级结

构的预测与研究，可以更深入了解基因所编码蛋白

质的功能与结构之间的关系。CjAGL6 基因预测的编

码蛋白质三级结构如图 4 所示，α-螺旋构成了蛋白

质的主要骨架，这与二级结构分析结果相符合。利

用 NCBI 的 Conserved Domain Search 进行保守域在

线分析，结合其它 AG 类 基 因 的 分 析 结 果，发 现

CjAGL6 基因编码的蛋白含有特有的 MADS box 结

构域高度保守区域和 K box 域，属于典型的 Type II
类型的 MADS － box 蛋白( 图 5) 。

图 4 CjAGL6 基因推导的编码蛋白质三级结构

Fig． 4 Tertiary structure of coded protein from
CjAGL6 gene

图 5 CjAGL6 基因编码蛋白的保守域

Fig． 5 Conserved domains of coded protein from CjAGL6 gene

2． 4 山茶花 CjAGL6 基因编码蛋白序列多重比对

与同源性分析

利用 NCBI 提供的 Blast 蛋白质序列在线比对

表明，在 GenBank 中所登录植物的 CjAGL6 同源序

列，目前尚没有与山茶花同源性很高的同科同源序

列。在同源性大于 76% 的序列中，非洲菊( Gerbera
hybrid) 与山茶花同属重瓣花的类型，猕猴桃与山

茶花是最近缘的物种，黑柿与山茶花的同源性较

高，因此选这 3 个物种与山茶花进行蛋白序列的同

源性分析。
从图 6 可见，保守区开始连续箭头所指的包

含起始密码子编码的蛋氨酸( M) 在内的 16 个氨

基酸是山茶花和非洲菊特有的，单瓣型的黑柿和

猕猴桃都缺失，这表明黑柿和猕猴桃的保守序列

不完整，且特异的 16 个氨基酸很可能是导致重

瓣花形成的原因。在四处单箭头所指的相应列

里，分别为山茶花和非洲菊特有的异亮氨酸( I) 、
缬氨酸( V) 、异亮氨酸( I) 和谷亮氨酸( E) 与其他

两个物种的特异差异，这也可能是重瓣花型植物

与单瓣花植物的蛋白质特异性，为重瓣花的演变

提供了分子基础。图中星号所示的 3 列中的谷

氨酸( Q) 、苏氨酸( T) 和天冬氨酸( D) 皆为山茶

花和其他 3 个物种的氨基酸差异，表明 CjAGL6
蛋白质 同 源 序 列 在 不 同 物 种 中 存 在 着 差 异 性。
同时，从图中也可以看出 CjAGL6 同源基因编码的

蛋白符合 MADS-box 家族的特征，即 MADS box 结

构域高度保守，K 区中度保守，I 区是保守性较低，

C 末端区域最不稳定。
2． 5 山茶花 CjAGL6 基因在花器官中的表达分析

2． 5． 1 山茶花 CjAGL6 基因在花芽不同发育时期

的表达

采取荧光定量 PCR 的方法对‘金盘荔枝’不同
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发育时期花芽中 CjAGL6 基因的表达情况测定，内

参基因为山茶花的 18S rRNA 基因，分析结果如下

图所示( 图 7 ) 。从图 6 可知，CjAGL6 基因在花芽

发育后期( 直径约 7 ～ 9 mm) 的相对表达量最高，是

花芽发育早期时期( 直径约 3 mm) 的 20 倍。其次

为花芽发育中期( 直径约 4 ～ 7 mm) ，在花芽发育早

期和显色期的表达量最低。CjAGL6 基因在‘金盘

荔枝’不同发育时期花芽中的相对表达量差异显

著，表达量发展的总体趋势为先逐渐升高而后急剧

降低。

图 6 部分植物 CjAGL6 同源基因编码蛋白的同源氨基酸序列分析

Fig． 6 Amino acid sequence alignment with typical plants of coded protein from CjAGL6 homology genes

图 7 ‘金盘荔枝’花芽不同发育时期 CjAGL6 基因的

相对表达量 Ⅰ． 花芽发育早期; Ⅱ． 花芽发育中期; Ⅲ． 花芽

发育后期;Ⅳ． 现蕾期

Fig． 7 Relative expression level of CjAGL6 gene in dif-
ferent development periods buds of“Jinpanlizhi” Ⅰ．

Early flower bud; Ⅱ． Medium flower bud; Ⅲ． Later flower bud;

Ⅳ． Squaring stage

2． 5． 2 山茶花 CjAGL6 基因在花器官不同部位中

的表达

对‘金盘荔枝’花器官不同部位 CjAGL6 基因

的表达情况也采用上述的荧光定量 PCR 法进行研

究，结果如图 8 所示，CjAGL6 基因花器官各部位都

有不同程度的表达，其中在花柱中的表达量最高，

其次为瓣化雄蕊、雄蕊上部和子房，在萼片和瓣化

萼片中的表达量最低。

3 讨论

采用同源克隆和 RACE 末端扩增方法，从山茶

花重瓣花栽培品种‘金盘荔枝’的发育早期花芽中

分离到了山茶花 AG 同源基因全长，命名为 CjA-
GL6，GenBank 登录号 JX657333。该基因全长 888
bp，其中开放阅读框 747 bp，编码 248 个氨基酸的

蛋白质，5'UTR 为 37bp，3 ' UTR 为 141 bp，全长序
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图 8 ‘金盘荔枝’花器官不同部位 CjAGL6 基因的相

对表达量 sep． 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

Fig． 8 Relative expression level of CjAGL6 gene in
different floral organs of“Jinpanlizhi” sep． Sepal; p-

sep． Petalody sepal; ofu． Upper outer flowers; ofb． Bottom outer

flowers; ifu． Upper inside flowers; ifb． Bottom inside flowers; su．

Upper stamens; sb． Bottom stamens; p-sta． Petalody stamens;

sty． Style; ova． Ovary

列完整。CjAGL6 基因编码蛋白质二级结构以 α-螺
旋为主，其次为无规则卷曲和延伸链，无 β-转角等

其他区域，含有 MADS-box 家族特有的 MADS box
结构域高度保守区域和 K box 域。其中，编码区开

始的 16 个氨基酸以及保守域中异亮氨酸( I) 、缬氨

酸( V) 、异亮氨酸( I) 和谷亮氨酸( E) 等与其他同

源性高的单瓣花物种存在特异差异，这可能是导致

重瓣花演变形成的原因。
采用荧光定量 PCR 的方法对‘金盘荔枝’不同

发育时期花芽中 CjAGL6 基因的检测分析知，相对

表达量最高由高到低依次为: 花芽发育后期、花芽

发育中期、花芽发育早期和现蕾期，表达差异显著，

表达趋势为先渐次升高至最大，然后急剧降至最

低。在花发育过程中，花分生组织最早形成，然后

逐渐形 成 萼 片 原 基、花 瓣 和 雄 蕊 原 基、心 皮 原

基［23］。由花发育模型知，AG 类基因主要调控雄蕊

和花瓣的发育，并在其他花器官发育过程中也有少

量表达。因此，随着花芽形态发育过程的进展，

CjAGL6 基因在不同花器官中的表达得到逐步积

累，导致其表达量逐渐上升。至现蕾期时，由于花

器官发育完成，CjAGL6 转为在特定花器官中表达，

又致使 CjAGL6 基因的表达量下降。
从图 8 知，在‘金盘荔枝’不同花器官中，CjA-

GL6 基因是在花柱中的表达量最高，其次为瓣化雄

蕊、雄蕊上部和子房，在萼片和瓣化萼片中的表达

量最低，总的趋势是在内轮花器官中表达量高，在

外轮花器官表达量低。目前已经从多个物种中克

隆到了 AG 的同源基因，一般来说 AG 类基因相对

保守，但部分发生了多重复制导致功能分化和冗

余。向林等对蕙兰( Cymbidium faberi) 中 CfAG 基

因进行 RT-PCR 分析，表明该基因在花芽、子房和

蕊柱中有所表达，但在其它组织中不表达，CfAG 可

能是 在 蕙 兰 的 蕊 柱、子 房 的 形 成 过 程 中 发 挥 作

用［24］。张 宪 省 等 对 风 信 子 ( Hyacinthus orientalis
‘white pearl’) HAG1 基 因 的 Northern 杂 交 结 合

PCR 技术分析知，HAG1 基因在处于花粉母细胞和

单核花粉时期的花器官、低激素浓度条件下可分化

再生雄蕊的花芽中表达较多，表明同源异形基因的

表达与激素浓度及花器官特征之间存在密切联

系［25］。梅( Prunus mume) 中 AG 基因主要在萼片和

雌雄蕊、果皮、种子等生殖器官中特异性高表达，在

叶片和花瓣中不表达［26］。CjAGL6 基因在‘金盘荔

枝’的花柱、瓣化雄蕊、雄蕊和子房中也存在不同

程度高表达的现象，这既符合 AG 类基因相对保守

的特性，显示出此类基因的主要功能，也说明同源

基因的表达存在物种差异性。同时，CjAGL6 基因

在‘金盘荔枝’瓣化雄蕊中的表达量高于雄蕊，且

雄蕊上部表达量高于雄蕊下部，说明‘金盘荔枝’
内轮瓣化花瓣为雄蕊演变形成，且为自上而下的演

变过程，这符合所观察到的瓣化花瓣的现实形态，

又为重瓣花的形成提供了分子基础。
吕山花在太行花( Taihangia rupestris) 中通过

原位杂交的方法研究了 AG 同源基因 TrAG 的时空

表达模式，表明在当雄蕊原基出现前的花发育早

期，TrAG 没有表达; 随后，在雄蕊原基中、即将产生

雄蕊和心皮原基的分生组织区域、发育的雄蕊、心
皮原基、发育的柱头、花柱以及胚珠中依次进行高

表达。这说明 TrAG 在太行花中可能具有控制花分

生组织及雄蕊和心皮发育的特征［27］。在模式植物

拟南芥( Arabidopsis thaliana) 和金鱼草( Antirrhinum
majus) 中，AG 同源基因也有类似的表达特性，即渐

次在萼片原基、即将产生雄蕊和心皮原基的分生组

织区域、雄蕊和心皮原基、发育的雄蕊和心皮、胚珠

中高表达［28 ～ 31］。在矮牵牛花发育的晚期，AG 同源

基因 pMADS3 在胚珠、输导组织和蜜腺中表达量最

高，而 FBP6 在柱头、花柱的输导组织中有很高的

表达效果［32 ～ 33］。总体来看，AG 类基因在花发育早

期，在萼片( 原基) 中高表达，而后逐渐向内部花器

官转移，在花发育后期多在雌蕊( 柱头) 、心皮中达
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到最高表达量，并显示出物种的差异性。AG 类基

因不仅可以调控植物的开花时间、花分生组织和花

器官的发育，还可对植物的开花时间、果实、茎生叶

的发育 等 起 调 节 作 用，如 拟 南 芥 euFU 型 基 因

FRUITFULL( FUL，AGL8 ) ［34 ～ 35］。结合 AG 类的功

能分析，CjAGL6 基因对于花器官的发育的调控差

异是比较显著的。同时，CjAGL6 基因在‘金盘荔

枝’雌雄蕊中的高表达和在萼片中的低表达，也证

实了 C 类基因和 A 类基因调控的拮抗性。此外，

根据花器官发育的四重奏模型，E 类基因也参与四

轮花器官的发育。这说明，CjAGL6 基因在‘金盘荔

枝’花发育时期的表达不是单基因调控的结果，重

瓣花的形成也是多基因、多途径共同作用的结果。
CjAGL6 基因在‘金盘荔枝’瓣化雄蕊中的表达量高

于雄蕊以及内轮花瓣中的总体表达量高于外轮花

瓣，说明该基因在雄蕊演变为花瓣的过程中具有重

要作用，也为重瓣花的雄蕊起源方式提供了参考依

据［36］。进一步研究 MADS-box 家族中其他基因的

功能及协调作用，将有助于揭示植物重瓣花形成机

理，对于植物新品种选育具有重要意义。
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