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为明确
T2KL3

沉默靶基因的调控机理$克隆
3IB#

蛋白基因并了解其作为沉默复合物核心成员在

T2KL3

沉默通路中的作用$本研究在分析.金冠/苹果基因组的基础上$以.金冠/叶片
5AL3

为模板$克隆获得了

$!$D>

<

$!\&

基因全长$蛋白分子质量为
##GX*

$等电点为
G?D#

$包含
!

个保守的
3IB

蛋白特征结构域&

M3P

和

M2a2

区$命名为
YD$!\&

#苹果.金冠/不同组织
YD$!\&

基因及
#$

种与发育相关
T2KL3

实时定量
M0K

分析结

果表明&

#

"

YD$!\&

在花和果实中表达量均高于叶片%

!

"

T2KL3

在果实和花中表达量均较高$叶片相对较低#

YD$!\&

与
#$

种发育相关
T2KL3

表达一致$在苹果中
YD$!\&

可能与
T2KL3

协同作用调控植物的生长发育#

关键词
!

苹果%

$!\&

%基因克隆%发育相关
T2KL3

%表达分析
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随着植物
KL3

干扰研究的不断深入!

T2KL3

调控通路中相关蛋白的研究逐渐成为焦点(

3IB

蛋白作为
KL3

诱导的沉默复合物的核心组分!在

已知
T2KL3

调控通路中发挥着重要作用*

#

+

(

3IB

蛋白一般包含
!

个保守的特征结构域$

M3P

和
M2a2

区(

M3P

区含有
,

桶结构能够识别并结合非特异

单核苷酸链的
$

/端&

M2a2

区具有切割
TKL3

的活

性中心(拟南芥中目前已发现
#"

种
3IB

蛋白!其

中
3IB#

是目前研究中所发现的功能最重要)参与

通路最多的一类!其在与
T2KL3

共同调控植物生

长发育过程中起着重要作用*

!'$

+

(在植物体中!

KL3

前体转录后自身折叠形成茎环二级结构并由

A0W#

酶切割形成
T2KL3

!然后所形成的
T2KL3

会与
3IB#

蛋白结合形成
KL3

诱导沉默复合体!

该复合体会结合靶基因并通过识别特异性位点切割

靶基因来控制靶基因表达!进而调控植物的生长和

发育*

D'&

+

(

目前关于
T2KL3

的研究主要集中在拟南芥等
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模式植物的发育模式)信号传导)

T2KL3

合成和抗

逆反应等方面(关于
T2KL3

如何调控植物生长发

育!在拟南芥中已被广泛研究!如
T2K#&H

调控植株

形态建成和花发育&

T2K#H"

在花器官形成中具有重

要调控作用等&

T2K#HD

与花发育和叶形态建成有

关&

T2K#F!

通过调控
3M#

基因的表达引起早花现

象&

T2K$#G

可能通过控制细胞分裂影响叶的形态建

成!导致叶片卷曲等*

H'G

+

(目前有关
T2KL3

功能的

研究大多集中在拟南芥和水稻等模式植物!而与苹

果等以果实生产为主的果树!在果实发育上具有较

大差别(此外!木本植物中
T2KL3

干扰方面仅杨

树*

#"

+有较多研究!而果树中报道较少!我国果树生

产中产量最高)具有很高经济附加值的苹果的相关

研究更是严重缺乏(

T2KL3

的功能多样性及其具

有砧木和接穗间传递的特点使其在以嫁接为主要繁

殖和保存方式的果树中作用更加明显*

##'#!

+

!因此!研

究
T2KL3

如何调控苹果发育!一方面可以丰富有

关
T2KL3

调控机制的理论知识!另一方面可以应

用其进行苹果特别是砧木遗传改良!提高苹果果实

品质(

本研究利用已测序完成的苹果.金冠/全基因组

数据库*

#$

+

!通过生物信息学方法系统分析了苹果基

因组中的
$!\&

基因!克隆获得了苹果
$!\&

基因

全长!命名为
YD$!\&

!通过实时定量
M0K

检测与

植物生长发育相关
T2KL3

在不同组织中的表达差

异!并对
T2KL3

在苹果中的靶基因进行预测!探索

YD$!\&

蛋白与
T2KL3

在调控苹果生长发育过

程中的作用!旨在为通过
T2KL3

进行苹果果实品

质的转基因改良提供理论依据(

!

!

材料与方法

!"!

!

材料

苹果.金冠/取自中国农业大学上庄实验站!

采取不同部位苹果成熟组织$叶片)花和果实(液

氮速冻!然后将材料放于
j%"_

超低温冰箱中储

存备用(

!"#

!

$!-&

基因的生物信息学分析及克隆

!?#?!

!

数据来源及
$!\&

基因的鉴定

主要通过
!

种分析方法对
$!\&

基因进行鉴

定$一是利用
M\3c

网站"
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/-T?:-,

4

9+?-5?

*X

%#对苹果全基因组蛋白序列进行结构分析!获得

苹果基因的蛋白结构域信息!筛选含有编码
M3P

和

M2a2

结构域的蛋白&二是从
L0RC

数据库下载苹果

全基因组
0AN

序列及蛋白序列文件!构建本地

R.-:6

数据库!然后以拟南芥
$!\&

家族基因序列执

行本地
R.-:6

"

#9'""$

#搜索(通过将两部分结果进

行合并!利用
M9+.

程序去掉重复序列!所得结果再

利用
M\3c

!

Nc3KJ

及
L0RC'0AA

等蛋白质分析

工具进行蛋白结构预测!删除不属于
$!\&

的基

因!共 得 到
!

条 序 列 "

cA0"#H##!?#""

和

cA0"#F$F#?#!F5),62

4

#!经比对发现这
!

条序列同

源性较高!故采用其中一条序列 "

cA0"#F$F#?

#!F5),62

4

#进行后续试验(

!?#?#

!

.金冠/

$!\&

基因的克隆

0J3R

法提取.金冠/嫩叶中总
KL3

!去除

AL3

后参照
J3Z3K3

反转录试剂盒"

AH!#"3

#进

行
5AL3

的合成(根据预测得到的序列信息!设计

基因克隆特异性引物
3IB'\

$

&]'3JI3IJII'

3JJ0JJJI3IJJIJ'$]

!

3IB'K

$

&]'3J30J'

3300I303I303J0J333'$]

!以 .金冠/叶片

5AL3

为模板进行
M0K

扩增!

M0K

产物经琼脂糖

凝胶回收后连接到
<

cA#%'J

载体后!转化大肠杆

菌
AY&

#

!挑取阳性克隆送上海生工测序(

!?#?$

!

$!\&

基因的序列分析及蛋白质结构预测

利用
L0RC

网站"
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$

"

aaa?,5>2?,.T?,21?

4

)8

%

4

)+/

%

4

)+/?16T.

#预测
$!\&

基因开放阅读框!

在线工具
S=

<

-:

;

"
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%#分析
3IB#

蛋白分子量)等电点和蛋白疏亲水性!

JcYcc

网

站"

166

<

$

"

aaa?5>:?@6*?@X

%

:9+8259:

%

JcYcc'

!?"

%#分析
3IB#

蛋白跨膜区!

N2

4

,-.M

网站"

166

<

$

"

aaa?9>:?@6*?@X

%

:9+[259:

%

N2

4

,-.M

%#预测其信

号肽(

M\3c

"

166

<

$

"<

/-T?:-,

4

9+?-5?*X

%#分析

3IB#

蛋白质功能域!利用
c7N0WS

网站对苹果

3IB#

蛋白和拟南芥
3IB

蛋白家族进行序列比

对!再利用
cSI3&

构建进化树(进化树生成算法

采用 邻接法 "

L92

4

1>)+'()2,2,

4

!

L(

#!校验 参数

R))6:6+-

<

重复
#"""

次(

!?#?)

!

T2KL3

的克隆

下载
T2KR-:9

"

166

<

$

"

aaa?T2+>-:9?)+

4

%#中

T2KL3

序列!利用茎环引物法克隆.金冠/苹果

T2KL3

(将.金冠/苹果叶片)花和果实的纯化并去

除
AL3

后的经核酸蛋白测定仪"

L-,)@+)

<

LA'

"F
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期 鹿游等$苹果.金冠/

$!\&

基因克隆及与发育相关
T2KL3

表达分析

#"""

#定量
#

$

4

的
KL3

混合!然后取
#

$

W

进行逆

转录反应(茎环引物)正向引物)反向引物设计遵循

其基本原则*

#D

+

(根据各
T2KL3

序列设计长
D&>

<

的茎环引物进行特异性逆转录反应!其中
$&>

<

为

各个
T2KL3

通用部分$

IJ0303J0IJ3J0I'

JI33I0JI0I03I0JI3JIJI

!该序列与各个

T2KL3

均不形成二级结构&克隆
T2KL3

所用反向

引物均为
303J0IJ3J0IJI33I

(以.金冠/混

合
5AL3

为模板进行
M0K

扩增!

M0K

产物经琼脂

糖凝胶回收后连接到
<

cA#%'J

载体后!转化大肠

杆菌
AY&

#

!挑取阳性克隆送上海生工测序(共克

隆得到
#$

个发育相关
T2KL3

!其引物序列见表
#

(

表
!

!

;:(&'

反转录及实时定量
<=(

引物

J->.9#

!

T2KL3+989+:96+-,:5+2

<

62),-,@+9-.62T9M0K

<

+2T9+:

T2KL3

反转录引物
K989+:96+-,:5+2

<

62),

<

+2T9+:

正向引物
\)+a-+@

<

+2T9+:

T2K#&H IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI30IJI0J030 JI030J3I0IJIJI303I33I3

T2K#&F IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI30IJI0J030 JI030J3I0IJIJJI303I33I

T2K#&G IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI30J3I3I0J0 JI030J3I0IJIJJJII3JJI3

T2K#H" IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI30JII03J30 JI030J3I0IJIJI00JII0J0

T2K#HD IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI303I03JIJI JI030J3I0IJIJII3I33I03

T2K#HH IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI30IIII33JI JI030J3I0IJIJ0II3003II

T2K#HF IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI3033I3J03J JI030J3I0IJIJI33I0JI00

T2K#H% IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI30JJ000I30 JI030J3I0IJIJ0I0JJIIJI

T2K#HG IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI3003II033I JI030J3I0IJIJ3I0033II3

T2K#F! IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI30IJI03I03 JI030J3I0IJI3I33J00JI3

T2K$G& IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI30I3IJJ000 JI030J3I0IJI0JI33IJIJJ

T2K$GH IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI3033IJJ033 JI030J3I0IJIJJ00303I0J

T2KD"$ IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI300I3IJJJI JI030J3I0IJIJJ3I3JJ030

&:+KL3 IJ0303J0IJ3J0IJI33I0JI0I03I0JI3JIJI30JII3JJII JI030J3I0IJIJ3I3II3300

!?#?*

!

T2KL3

的靶基因的预测

利用苹果全基因组序列构建本地
R.-:6

数据

库!将
T2KL3

与苹果基因组反向比对!按照错配)

冗余数
'

!

的原则确定各个
T2KL3

在基因组中的

可能靶位点(由于苹果基因组数据库中
0@:

序列

有限!因此利用
166

<

$

"

:+,-'6)).:?5T

<

?*9-?-5?*X

%

网站中苹果
0@:

序列数据库对这些
T2KL3

的功能

进行预测!同时结合网站中拟南芥等多种植物的数

据对苹果
T2KL3

的靶基因功能作出预测(

!"$

!

实时荧光定量分析

!?$?!

!

T2KL3

在不同组织中的表达分析

苹果.金冠/叶片)花和果实总
KL3

进行纯化

并去除
AL3

!然后各取
#

$

4

"经核酸蛋白测定仪定

量#!分别进行反转录反应(荧光定量反应参照

\9,

4

等*

#&

+步骤进行!略有改动(通过引入
&N

+KL3

作为内参基因矫正反转录误差(各
T2KL3

反转录引物分别与
&N+KL3

反转录引物等量混合

后取
#

$

W

进行反应(使用
RCB'K3A0\R'$!H"I

M0K

仪进行荧光定量
M0K

!进行
$

次重复(利用荧

光定量试剂盒"

NeRKI+99,+9-.62T9M0KT-:69+

T2=

!

JBeBRB

#测定
T2KL3

的表达量!步骤参照

试剂盒说明进行(

#"

$

W

反应体系包括$

@@Y

!

B

$d%

$

W

!上)下游引物"

#"

<

T).

%

$

W

#各
"?!

$

W

!

5AL3

模板
#

$

W

!

NeRK I+99,+9-.62T9M0K

T-:69+T2=&

$

W

(荧光定量
M0K

反应条件为$

GD

_

预变性
$":

!

GD_

变性
&:

!

&&_

复性
&:

!

F!_

延伸
!":

!循环
D"

次后!

GD_#T2,

!

&"_$":

之

后
"?"# _

%

:

收集荧光信号!做溶解曲线(利用

!

j

--

6法计算
T2KL3

相对表达量*

#H

+

(

!?$?#

!

YD$!\&

在不同组织表达分析

0J3R

法提取苹果.金冠/叶片)花)果实的总

KL3

!纯 化 并 去 除
AL3

后 各 取
#

$

4

!用 于

#F
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YD$!\&

基因的实时定量表达分析!其
5AL3

合成

参照
J3Z3K3

反转录试剂盒进行(设计实时定量

M0K

引物
3IB'

^

\

$

&]'J333J03IJ03IIJJ'

000I0J'$]

!

3IB'

^

K

$

&]'IIJII3IIJ0JJJ'

IJ03IIJ3'$]

!荧光定量方法同上(

#

!

结果与分析

#"!

!

./$!-&

的克隆与序列分析

以.金冠/叶片
5AL3

为模板利用特异性引物

3IB#'\

和
3IB#'K

进行
M0K

扩增!测序结果表

明其为一个
$

年
&D">

<

序列!包含起始和终止密

码子!开放阅读框为
$!$D>

<

!编码
#"F%

个氨基

酸(将苹果
3IB#

蛋白与现有的拟南芥
#"

个

3IB

蛋白家族进行多重序列比对!结果发现苹果

3IB#

蛋白与
363IB#

相似性最高"

F%?G%O

#!于

是本研究将对应的基因命名为
YD$!\&

(预测蛋

白质分子量为
##GX*

!理论等电点"

MC

#为
G?D#

(

M\3c

数据库检索显示!

c@3IB#

含有
!

个保守

的结构域$

M3P

"

D#$'&&"--

#和
M2a2

"

F"$'#"!D--

#

结构域"图
#

#(

图
!

!

DL'AR!

氨基酸序列及结构域分析

\2

4

?#

!

3T2,)-52@:-.2

4

,T9,6-,@@)T-2,)/c@3IB#

将
c@3IB#

蛋白序列和拟南芥基因组中的

3IB

蛋白序列进行系统进化树分析!结果发现!

c@3IB#

与
363IB#

在系统进化树中处于较近的

分支!说明它们之间的同源性较高"图
!

#(

蛋白亲疏水性分析预测结果表明
c@3IB#

的

氨基酸序列具有较高的亲水性!亲水区域明显大于

疏水区域"图
$

#!跨膜结构和信号肽分析预测表明

c@3IB#

蛋白不存在跨膜结构域和信号肽!推测

c@3IB#

蛋白是一种非分泌)亲水性蛋白(

图
#

!

苹果与拟南芥
'AR

蛋白的系统进化树

\2

4

?!

!

7,+))69@,92

4

1>)+

E

)2,2,

4<

1

;

.)

4

9,96256+99

)/3IB2,-

<<

.9-,@$0/.)D-

6

3)3

图
$

!

苹果
DL'AR!

的疏水性(亲水性分析

\2

4

?$

!

Y

;

@+)

<

1)>2526

;

%

1

;

@+)

<

12.526

;

-,-.

;

:2:

)/-T2,)-52@:)/c@3IB#

#"#

!

发育相关
;:(&'

的靶基因预测

用本研究克隆得到的苹果发育相关
T2KL3

与苹果基因组进行比对之后!得到
#$

个
T2KL3

的靶基因序列"表
!

#(这些靶基因按其功能可分

为
D

类$编码转录因子&编码与植物代谢有关的酶

蛋白&编码与信号转导有关的蛋白质&编码功能不

清楚或未知功能的蛋白质(在预测得到的靶基因

中!功能已知的靶基因大多编码转录因子!

T2KL3

通过调节这些转录因子的表达!从而调控植物的

生长发育(

结合对
T2KL3

靶基因的预测和靶基因在拟

南芥等模式植物中的作用进行分析!在
T2KL3

在

苹果发育中的功能主要有以下几个方面$调控植

物器官的形态建成!如
T2K#HH

靶向
YA'PCM

转录

因子!该转录因子调控叶片极性发育相关基因*

#F

+

!

T2K#F!

通过靶向
3M!

基因调控花器官的发育*

&

+

&

参与植物激素应答途径!如
T2K#H"

和
T2K#HF

都

靶向生长素响应因子!

T2K#&G

的表达水平受
I3

诱导*

#%

+

&参与自身代谢的反馈途径!如
T2KD"$

的

靶基因 为
3IB!

&参与 信号转导和营 养 代 谢!

T2K#HD

调控
L30

基因的信号转导途径影响叶片

和花的发育*

#G

+

(

!F



!

第
&

期 鹿游等$苹果.金冠/

$!\&

基因克隆及与发育相关
T2KL3

表达分析

表
#

!

苹果
;:(&'

的靶基因预测

J->.9!

!

M+9@2562),)/T2KL36-+

4

962,-

<<

.9

T2KL3

靶位点

J-+

4

96:269

靶蛋白

J-+

4

96

<

+)692,

靶基因功能

I9,9/*,562),

T2K#&H cA0"""&H&?!"H

!

cA0"""FH"?!DF

!

cA0"""FH"?!&H

!

cA0""#"F&?##G

!

cA0""!"FD?$F$

!

cA0""$&%#?!D%

!

cA0""F$GG?#FH

!

cA0""FG%%?#%%

!

cA0""%"""?!$&

!

cA0""%"$#?#HH

!

cA0""G&D#?!DD

!

cA0"#"D!%?$#%

!

cA0"#"D!%?$#%

!

cA0"##%D!?$$G

!

cA0"#$&%"?#G&

!

cA0"#&&!"?!#G

!

cA0"#G&#G?!%F

!

cA0"!!!D#?D$D

!

cA0"!!&DH?&F

!

cA0"!!H!%?$!#

!

cA0"$%#%D?&

!

cA0""!DD#?$GG

!

cA0""D$#G?!$$

!

cA0""FH&F?DFF

!

cA0"#G!!D?FF

!

cA0""FH&F?DFF

!

cA0""!H!#?!$$

!

cA0"#!!#F?D%!

!

cA0"#%DD!?F#

!

cA0"#%HG"?#&D

N

^

*-T):-

启 动 子

结合蛋白

含组氨酸磷酸转移

蛋白

转录因子

信号转导

T2K#&F cA0"""&H&?!"H

!

cA0"""FH"?!DF

!

cA0"""FH"?!&H

!

cA0""#"F&?##G

!

cA0""!"FD?$F$

!

cA0""$&%#?!D%

!

cA0""F$GG?#FH

!

cA0""FG%%?#%%

!

cA0""%"""?!$&

!

cA0""%"$#?#HH

!

cA0""G&D#?!DD

!

cA0"#"D!%?$#%

!

cA0"#"D!%?$#%

!

cA0"##%D!?$$G

!

cA0"#$&%"?#G&

!

cA0"#&&!"?!#G

!

cA0"#G&#G?!%F

!

cA0"!!!D#?D$D

!

cA0"!!&DH?&F

!

!

cA0"!!H!%?$!#

!

cA0"$%#%D?&

!

cA0""!DD#?$GG

!

cA0""D$#G?!$$

!

cA0""FH&F?DFF

!

cA0"#G!!D?FF

!

cA0"""$GD?!#"

未知蛋白 未知功能

T2K#&G cA0""$D&G?$H#

!

cA0""&"%#?HGG

!

cA0""H"D%?DDD

!

cA0""F%#D?#DD

!

cA0""G!&"?!HG

!

cA0""GD$"?$#%

!

cA0"###G$?$H#

!

cA0"###G$?&"G

!

cA0"##&HH?&""

!

cA0"#&"&!?%!

!

cA0"#&#F%?D"$

!

cA0"#FF$$?#GG

!

cA0"#GHH!?#H#

!

cA0"!"G#$?!#G

!

cA0"!HDDG?#"

!

cA0""%GFH?#&$

ceR

蛋白&

丝氨酸%苏氨酸蛋

白磷酸酶&

J0M

家族&

KL3

聚合酶

转录因子

代谢

T2K#H" cA0"#&G#"?&!%

!

cA0"!""%!?!$#

!

cA0"!""%!?!$$

!

cA0"!##H%?D#%

!

cA0""$$"!?$F&

!

cA0""&#&$?D&$

!

cA0""G$#F?$F&

!

cA0"#&GG!?$%"

!

cA0"!#$HF?$&&

生长素响应因子 转录因子

T2K#HD cA0"#G#&#?!&$

!

cA0"#!DD!?!H$ L30

家族蛋白 转录因子

T2K#HH cA0""#FH"?%H

!

cA0"#!D&"?!%&

!

cA0"#G%H%?!&G

!

cA0"!GF!&?$D YA'PCM

蛋白 转录因子

T2K#HF cA0""!FG%?&&!

!

cA0""H"!H?!%&

!

cA0"##DDH?!$&

!

cA0"#&"&#?&!

!

cA0"#&$FD?#H#

!

cA0"#HHH&?#DD

生长素响应因子

c3AN'>)=

蛋白

转录因子

信号转导

T2K#H% cA0"##&"G?$!!

富脯氨酸家族蛋白 转录因子

T2K#HG cA0""#DGD?D&H

!

cA0""$DFG?$$#

!

cA0""&"GD?$%G

!

cA0""F$D#?#%!

!

cA0""F$D#?#GD

!

cA0""GF%!?&%"

!

cA0"#$%##?!%%

!

cA0"!#"HG?G!

!

cA0"!!%%&?DH

!

cA0""%D"G?#!#

!

cA0""%D"G?#F!

L\e3&

转录子 转录因子

T2K#F! cA0""#&%!?$G#

!

cA0""F"$D?!&H

!

cA0""%D$"?$$!

!

cA0"#""&%?$"!

!

cA0"#"DF!?!$G

!

cA0"##GDH?$#G

!

cA0"#&"&"?!FH

!

cA0"#FHDD?#&G

!

cA0"!"H"%?#D$

!

cA0"!$""H?$$

!

!

cA0"!DD#H?&F

!

cA0"!G"G#?G

!

cA0"!G$&!?#$

!

cA0"!G$&!?$$

3MSJ3W3!

类 似

蛋白

转录因子

T2K$G& cA0""$%DH?!DG

!

cA0""$%DH?!&"

!

cA0""$%DH?!&"

!

cA0"#"F%&?!%"

!

cA0""$FH%?#&!

3JM

硫酸化酶

镁离子螯合酶

泛素结合蛋白

转录因子

代谢

T2K$GH cA0""$&!$?$%F

!

cA0"#!#HF?!!D

!

cA0"#H"HG?!"&

!

cA0"#FF$#?!F$

!

cA0"###%#?H##

!

cA0"#!#HF?!!D

I3ceR

结合蛋白

热休克蛋白

3JM

依赖的
KL3

解旋酶

细胞色素氧化酶

转录因子

逆境诱导

代谢

T2KD"$ cA0""!&!$?&DG

!

cA0"#$F$F?#D%

3IB!

\'>)=

T2KL3

结合

转录因子

$F
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但这些
T2KL3

在苹果中的作用仍不明确!需进行

试验验证(

#"$

!

./$!-&

基因及发育相关
;:(&'

的组织特

异性分析

分别取
!

$

W

苹果.金冠/叶片)花和果实的总

KL3

进行琼脂糖凝胶电泳检测"图
D

#!发现
!%N

与

#%N+KL3

条带清晰!亮度比例合适!说明提取的

KL3

质量较好!无明显降解(经微量紫外分光光度

计测定!样品在
!H",T

处有最大吸收峰!浓度在

&"" ,

4

%

$

W

左 右!

BA

!H"TT

%

BA

!%"TT

和
BA

!H"TT

%

BA

!$"TT

均在
#?F

!

!?"

之间!说明所提
KL3

纯度

较高!无杂蛋白和酚类物质干扰!可以用于下一步的

荧光定量
M0K

分析(

图
)

!

&金冠'苹果不同组织中的总
(&'

提取结果

\2

4

?D

!

J)6-.KL39=6+-569@/+)T@2//9+9,6

62::*9:)/-

<<

.9

!!

荧光定量
M0K

检测苹果中克隆得到的
#$

种发

育相关
T2KL3

和
YD$!\&

在不同组织中的表达

量!结果如图
&

所示!

YD$!\&

在花中表达量最高!

图
*

!

./$!-&

和
;:(&'

在不同组织器官中的表达分析

\2

4

?&

!

S=

<

+9::2),-,-.

;

:2:)/YD$!\&-,@T2KL32,@2//9+9,662::*9:

DF
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第
&

期 鹿游等$苹果.金冠/

$!\&

基因克隆及与发育相关
T2KL3

表达分析

果实次之!叶片表达量最低(多数
T2KL3

在各组

织中都有一定量表达!但差异较大(其中
T2K#&G

)

T2K#H"

)

T2K#HH

)

T2K#HF

)

T2K#H%

)

T2K#HG

和

T2K$GH

在各组织中都有较高的表达!暗示它们可能

对苹果的叶)花和果实发育同样起调控作用!如

T2K#H"

在花)叶片和果实中表达都较高!这可能与

其调控开花和叶片形态建成的特点有关(

T2K#H"

)

T2K#HH

和
T2K#HF

在叶片中表达较高!

T2K#&H

)

T2K#&G

)

T2K#H"

和
T2K#HG

在花中表达量相对较

高!

T2K#&H

)

T2K#&F

)

T2K#HF

)

T2K#H%

)

T2K$G&

和

T2KD"$

等在苹果果实中表达量较高(

T2K#&H

)

T2K#&F

)

T2K#&G

)

T2K#HG

和
T2K#F!

在叶片中的表

达量明显低于花!这些
T2KL3

可能主要参与花的

发育调控(在花和果实中多数
T2KL3

的表达量相

差不大!但是
T2K#HD

)

T2K#H%

)

T2K#F!

)

T2K$GH

和

T2KD"$

在在果实中的表达量明显高于花和果实!推

测这些
T2KL3

可能参与果实的发育和成熟(

综合分析图
&

发现!除
T2K#H"

果实表达量低

于叶片外!其余
T2KL3

叶片表达量明显低于花和

果实&

YD$!\&

在花和果实中的表达量高于叶片!

YD$!\&

与
T2KL3

表达呈正相关关系(

$

!

讨
!

论

尽管目前关于植物
T2KL3

的研究不断获得突

破!但大多研究集中在拟南芥等模式植物上!苹果等

果树中研究较少!且主要集中在特定
T2KL3

的定

量分析方面!对于
T2KL3

在果树中如何发挥作用

报道较少!同时!在
T2KL3

沉默通路中发挥重要作

用的
$!\&

基因在苹果等蔷薇科果树中未见相关

报道(本研究中!综合运用生物信息学和分子生物

学方法 克 隆获得了苹果
YD$!\&

基 因!并 对

c@3IB#

蛋白进行分离鉴定和相关功能初步研究!

为进一步全面深入研究其调控机制奠定了基础(

在植物中!

T2KL3

在植物不同部位和不同发

育阶段均发现具有转录后调控功能!在植物发育过

程中发挥重要作用!对
#$

种
T2KL3

进行表达分

析!发现它们存在明显的组织表达差异!除在结果中

提到的某些
T2KL3

在特定组织中表达量远高于其

他组织中外!综合分析图
&

可看出!

#$

种
T2KL3

在

叶片表达量较低!而在果实和花中表达量均较高!多

数
T2KL3

都有一定的表达量&而
YD$!\&

在花和

果实中 的 表达量高于叶 片!表 明
YD$!\&

和

T2KL3

可能共同调控植物生长发育(成熟果实中

糖酸)酚类等物质的变化非常复杂!与很多生理过程

相关!需要多种
T2KL3

共同调控!这可能也是

T2KL3

总体表达量较高的原因之一(

目前
T2KL3

在植物生长发育方面!调控植株

形态建成和花发育研究的较为深入(研究发现!过

量表达
T2KL3

在不同植物中结果可能略有不同!

如在水稻和玉米中过表达
T2K#&H

会使植株矮小)

分孽增加等&但在拟南芥中过表达
T2K#&H

的植株

却得到了不同的结果!叶柄变长且叶片直径变

小*

!"'!!

+

!

T2K#&H

在苹果中的作用仍不明确!其在苹

果生长发育方面的作用还需要进一步研究(

本研究初步分析了苹果
$!\&

基因和
T2KL3

的表达模式!为苹果
3IB#

功能的研究奠定基础&

同时!该研究也有助于苹果
T2KL3

的筛选!利用基

因工程的方法对苹果进行基因改良以缩短童期)提

高果实品质等!为培育苹果新品种提供技术和理论

支撑(

参
!

考
!

文
!

献

*

#

+

!

c9

4
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!

M12..2

<
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4
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$
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<
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4
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(

+
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!""G
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$
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<

+)T)69+'>2,@2,

4

'

.2X96+-,:5+2

<

62),/-56)+:-,@T25+)KL3#&H2,+259

*

(

+

?M.-,6

M1

;

:2).

!

!""H

!

N9#D!

"

#

#$

!%"'!G$

*

!#

+

V*I

!

M)9612

4

KN?J9T

<

)+-.+9

4

*.-62),)/:1))6@989.)

<

T9,6

2,$0/.)D-

6

3)3,"/1)/*/>

;

T2K#&H-,@26:6-+

4

96NMW$

*

(

+

?

A989.)

<

T9,6

!

!""H

!

#$$

"

#%

#$

$&$G'$&DF

*

!!

+

01*5XI

!

02

4

-, 3 c

!

N-969*+, Z

!

96-.?J191969+)51+),25

T-2U9T*6-,65)+,

4

+-::#+9:*.6:/+)T )89+9=

<

+9::2),)/-

6-,@9TT25+)KL3

*

(

+

?L-6I9,96

!

!""F

!

$G

"

D

#$

&DD'&DG

责任编辑&王燕华

HF


