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为深入研究
A%XDF)

基因在苹果细胞分裂素合成途径中的作用和利用转基因技术改良苹果树型!分析苹

果'

A&'()gQ-"1)*,4&U*,O2@

*

!YXDF)

基因的时空表达!本研究以 -富士.苹果'

A7Q-"1)*,4&U*,O2@69@Q+

F

3

*及其

组培苗为试材!利用半定量
ST'R1S

方法分析
G

个
!YXDF)

基因在梢尖#幼叶#茎段节间#皮部组织#叶芽#花芽#花

蕾#花#幼果和根部的表达水平"结果表明+

A%XDFZ&

总体表达水平最高#

A%XDF[.

次之!在所检测的器官组织中

均有表达$

A%XDF\&

在花蕾和花中表达量高!

A%XDF\.

在梢尖和幼叶中表达量高$

A%XDF[&

在根#皮部组织和叶

芽中检测到微弱表达!

A%XDFZ.

仅在组培苗的茎段中节间微弱表达$所检测的组织器官中未检测到
A%XDF]&

表

达"苹果
G

个
!YXDF)

基因具有组织表达特异性!高度同源的成对基因的组织表达模式不同"

关键词
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第
&

期 任雪芹等$苹果腺苷
'

异戊烯基转移酶基因的组织表达分析

!!

植物细胞分裂素"

1_;

#是一类腺嘌呤
[

& 末端

被异戊二烯侧链或芳香基侧链取代的化合物!在植

物生长发育中具有广泛的功能!如根系扩散)侧枝发

生)延迟开花和延缓衰老等&

#

'

*植物体内
1_;

的生

物合成有
!

条途径$从头合成途径和
7S[4

降解途

径*异戊烯基转移酶"

DRT

#是植物细胞分裂素从头

合成途径中的第一个限速酶!影响植物内源细胞分

裂素种类和水平&

!

'

*植物中的
DRT

有
!

种类型$一

种为腺苷
'DRT

"

4'DRT;

#!催化合成
1_;

的主要活

性形式异戊烯基腺嘌呤"

3R

#和反式玉米素"

7d

#(另

一种为
7S[4'DRT;

!参与催化合成
1_;

的另一活

性形式顺式玉米素"

6d

#

&

!'(

'

*苹果
!YXDF

基因的鉴

定和功能研究有助于增进对细胞分裂素生物合成机

制的认识!并有效利用遗传转化技术定向改良苹果

树型*编码
DRT

的基因是
#H%E

年在根癌农杆菌

"

!

$

+-.&4*1+,("*("1

N

&4,12)

#中首次鉴定的!命名

为
*"+

!后来称为
,

3

*

!属于
4'DRT

&

$'E

'

*在拟南芥

"

!+&.,%-

3

),) *0&',&2&

#

&

(

'

)矮 牵 牛 "

D1*(2,&

0

#

.+,%&

#

&

&

'

)啤酒花"

S("('()'(

3

('()

#

&

G

'

)白菜

"

P+&)),4&+&

3

&

#

&

%

'

)大豆"

'̂

#

4,2-"&E

#

&

H

'

)水稻

"

?+

#

_&)&*,>&

#

&

#"

'

)玉 米 "

61& "&

#

)

#

&

##

'

)桑 树

"

A-+()&'.&

#

&

#!

'

)平邑甜茶"

A&'()0(

3

1012),)

#

&

#$

'

和3富士6苹果&

#E'#(

'等植物中相继克隆了
XDF

基因*

植物
!YXDF)

基 因 具 有 保 守 结 构 域
BX4RR'

?3-A3-

5

基序"

4

%

V'hE'V_']

%

T

#和
WR̂ ŶYV

保

守序列!而
7S[4'DRT;

除了这
!

个保守序列以外!

一个类似锌指的基序"

1'h

!

'1'h

#!'#%

'̂ 'h

(

'̂

#

&

!

!

(

'

*

植物
XDF)

属于小基因家族!拟南芥有
H

个
XDF

基

因!包括
G

个
!YXDF

和
!

个
*=B!YXDF

&

(

'

(水稻含

有
#"

个
XDF

基因!包括
G

个
!YXDF

!

!

个
*=B!Y

XDF

和一个假基因&

#"

'

(玉米中克隆了
G

个
XDF

基

因!包括
&

个
!YXDF

和一个推测的
*=B!YXDF

&

##

'

*

过量表达农杆菌
,

3

*

能够诱导转基因植株内源细

胞分裂素水平提高!导致转基因植株的顶端优势

消失!并 促 进 侧 芽 萌 发&

#&

'

*过 量 表 达 苹 果

A%XDFZ&

和
A%XDF\&

的转基因烟草!产生典型

的细胞分裂素特异表型!即植物根系发育受到抑

制)不定芽增多和开花延迟等&

#E'#(

'

*转农杆菌
,

3

*

的苹果产生多枝和矮化的表现型!说明
XDF

基因

对植株形态发育的调控作用和遗传转化
XDF

基因

对苹果树型改良的潜在价值&

#G

'

*此外!利用特异

表达启动子诱导农杆菌
,

3

*

基因的表达可以延迟

开花和延缓植株衰老*特异启动子的应用!使植

物
XDF

基因具有广泛的遗传转化应用&

#%'#H

'

*目前

苹果
XDF

基因家族的研究尚在起始阶段!本课题

组从3富士6苹果中克隆到
G

个
!YXDF)

&

#E

'

*这些

基因在细胞分裂素合成和苹果生长发育中的作用

尚待解析*本研究拟通过半定量
ST'R1S

技术!

分析3富士6苹果不同组织和器官中的
G

个
!YXDF)

的表达特性!旨在为深入研究
A%XDF)

在苹果细

胞分裂素合成途径中的作用和基因遗传转化提供

理论依据*

!

!

材料与方法

!)!

!

植物材料

试验材料取自田间生长的
#"

年生3富士6苹果

树!分别取苹果开花期前后当年生新梢的梢尖)幼叶

和皮部组织!一年生枝上未萌动的叶芽和顶花芽!大

蕾期的花蕾)已开放的花以及花后
E"A

的幼果*

3富士6苹果组培苗经
H"A

水培后取其梢尖)幼叶)

茎段节间"不含腋芽#和幼根*样品采后迅速置于液

氮中冷冻!

N%"`

保存备用*

!)"

!

?67

提取#纯化及反转录

苹果
S[4

提取采用
]B]

苯酚法&

!"

'

*用不含

S[.;:

的
B[.;:D

"

B!!#(

!

T._.S.

!大连#对提取

的
S[4

进行纯化处理后!

#M

琼脂糖凝胶电泳检

测
S[4

的质量!微量紫外分光光度计"

[B'#""

!美

国#测定其浓度*将不同组织和器官的
S[4

质量

浓度调至相同"

(""-

5

%

$

Y

#!然后用反转录试剂盒

"

B&#$"

!

T._.S.

!大连#将
S[4

反转录为单链

6B[4

!用于半定量
ST'R1S

扩增*使用
!gR1S

预混液
D+1",EF&

H

"

S""E

!

T._.S.

!大连#进行

R1S

扩增*

!)#

!

半定量
?M*80?

扩增

!@#@!

!

引物设计

应用
R,3L:,(@"

软件设计!引物由上海生物

工程技术服务有限公司合成!引物浓度稀释至
#"

LL*/

%

Y

*引物序列及目的片段长度如表
#

所示*

#!#
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表
!

!

用于
!"#$%&

基因
?M*80?

扩增的引物序列

T.?/:#

!

R,3L:,;:

a

+:-6:;0*,ST'R1S.L

=

/3036.73*-*0A%XDF)

基 因

V:-:

引物序列"

(c'$c

#

R,3L:,]:

a

+:-6:

"

(c'$c

#

目的产物%
?

=

R1S

=

,*A+67;

基因登录号

466:;;3*-[*@

A%!4*,2 Q

$

144TVTV11TV114TVT4TV E$% 4U&$%&#H&

S

$

114V14V1TT114TT1144T

A%XDF[& Q

$

1T1144TVT1TT1V4411VVVTTT1 E%" ^I(%(H(#

S

$

11VT14TTTT11VV1VT1V4

A%XDF[. Q

$

VTV144TVT1TT1V4411VVVTT14 E%! ^I(%(H(!

S

$

1V11VT141T4T11V41V4TVT

A%XDFZ. Q

$

V44TVV4TVTVTT144T1111V &$" ^I(%(HE%

S

$

TVT1141TV1TTVTTVT4VT4411TV

A%XDF\& Q

$

1441TV4V444V44T4T41V1V1 $%" ^I(%(HEH

S

$

VVTVVT4VTVV1VVTV4T4TT

A%XDF\. Q

$

1T41441TV44V14V44T4T41V44T E"! ^I(%(H("

S

$

VV14T4V41VTVV444V44T1

A%XDF]& Q

$

4TV44TTT1VT1VT1VTVTV14 EG( ^I(%(H($

S

$

TV44T4T1114TTTVT1V1TV4V4

!@#@"

!

内参基因的循环数及模板用量调整

内参基因
A%!4*,2

的
R1S

反应系
!"

$

Y

包括

稀释
#"

倍后的
6B[4

产物
#

$

Y

)

A%!4*,2

上下游

引物各
"@(

$

Y

)

D+1",EF&

H

B[4

聚合酶
#"

$

Y

和

补
AÂ

!

C

水至终体积*

R1S

反应程序$

H%`#";

!

&"`$";

!

G!`#L3-

!扩增循环数设置为
!$

)

!E

)

!(

)

!&

)

!G

)

!%

)

!H

)

$"

)

$#

和
$!

*

R1S

产物经过
#M

琼脂糖凝胶电泳检测!确定
R1S

产物的平台期"

!%

个循环#!因此循环数定为
!G

*根据电泳条带亮暗

调整模板用量!直至所有模板扩增条带亮度一致!此

时各个模板的用量即为半定量
ST'R1S

的模板用量*

!@#@#

!

半定量
ST'R1S

分别以3富士6田间的
%

个组织器官和水培栽培

苗的
E

个组织器官的
6B[4

样品"稀释
#"

倍#为模

板!选用各自调整好的模板用量!用
G

对引物进行

R1S

扩增*

R1S

体系和
R1S

程序同
A%!4*,2

!

R1S

产物
#M

琼脂糖凝胶电泳检测!紫外成像仪拍照*

!)$

!

以苹果基因组
567

和蒸馏水为模板的对照

80?

扩增

为确定
R1S

体系的正确和无污染!以确保
ST'

R1S

结果的准确性*分别以3富士6苹果的基因组

B[4

和蒸馏水为模板!用上述
G

对
!YXDF)

基因的

特异引物进行
R1S

扩增*苹果
B[4

提取采用

1T4U

法&

!#

'

*

R1S

反 应 体 系$模 板
B[4

"或

AÂ

!

"

#

"@(

$

Y

!

G

对引物各
"@(

$

Y

!

D+1",EF&

H

#"

$

Y

!补水至终体积为
!"

$

Y

*反应程序$

H%`#";

!

&"`$";

!

G!`#L3-

!

$"

个循环*

R1S

产物
#M

琼脂糖凝胶电泳检测!紫外成像仪拍照*

"

!

结果与分析

")!

!

!"#$%&

基因在苹果树不同组织器官中的表达

采用
]B]

苯酚法提取苹果各组织总
S[4

!电

泳检测
S[4

的
!%],S[4

和
#%],S[4

条带清晰

明亮和无拖带现象!且
!%],S[4

的亮度是
#%]

,S[4

的
!

倍!表明提取的
S[4

样品较为完整*

微量紫外分光光度计测定其浓度约为
"@(

"

#@"

$

5

%

$

Y

!

CB

!&"

%

CB

!%"

在
#@%

"

!@"

!

CB

!&"

%

CB

!$"

在

!J"

以上!说明样品的纯度较高"图
#

#*

利用
A%!4*,2

基因引物进行
R1S

以调整
%

个

6B[4

模板至电泳条带的亮度一致后!用
G

对特异

引物对模板
6B[4

进行半定量
ST'R1S

*结果表

明!

A%XDF[&

)

A%XDF[.

)

A%XDFZ&

)

A%XDFZ.

)

!!#
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异戊烯基转移酶基因的组织表达分析

A%XDF\&

)

A%XDF\.

和
A%XDF].

的循环数分别

为
E"

)

$&

)

$"

)

("

)

$&

)

$&

和
("

*

R1S

扩增达
$"

个循

环时!在
%

个组织中检测到
A%XDFZ&

表达!其中皮

部组织和叶芽中表达量最高!其次为梢尖)花芽和花*

在此循环数下其他基因均未检测到表达*

R1S

反应

至
$&

个循环时!

A%XDF[.

在
%

个组织中均有表达!

花芽的表达量最高)幼果和叶芽次之(

A%XDF\&

在梢

尖)幼叶)花蕾和花中检测到表达!增大
R1S

循环数

至
("

也未检测到其他组织上的表达(

A%XDF\.

在

梢尖和幼叶中表达量最高!在叶芽)花芽和花蕾中少

量表达!循环数至
("

个时也未检测到花和幼果的基

因表达*

R1S

反应至
E"

个循环时!

A%XDF[&

在韧

皮部表达量最大!叶芽次之!幼果中极微弱的表达!

循环数至
("

时未检测到其他组织上的表达*

R1S

反应至
("

个循环时!仍未在任何组织上检测到

A%XDFZ.

和
A%XDF]&

表达"图
#

#*

图
!

!

半定量
?M*80?

检测
'

个
!"#$%&

基因的组织特异性表达

Q3

5

@#

!

T3;;+:;

=

:63036:>

=

,:;;3*-*0]:9:-A%XDF)?

<

;:L3'

a

+.-737.739:ST'R1S

! !

在 所 检 测 的 苹 果 树 各 组 织 器 官 中!以

A%XDFZ&

总体表达水平最高)

A%XDF[.

次之!在

所有的器官组织中均表达*

")"

!

!"#$%&

基因在苹果组培苗不同组织器官中

的表达

以苹果组培苗
E

个组织器官的
6B[4

为模板!

利用
A%!4*,2

基因的特异引物进行
ST'R1S

扩增!

琼脂糖胶电泳检测
R1S

产物条带的亮度!来调整模

板
6B[4

用量*利用
G

对特异引物对调整后的模

板
6B[4

!进行半定量
ST'R1S

扩增*结果表明$

R1S

反应至
$&

个循环时!

A%XDF\.

在
E

个检测的

组织 中 均 有 表 达!根 和 幼 叶 中 表 达 量 最 高(

A%XDF\&

在茎段节间和根中表达量最高!梢尖次

之(

A%XDFZ&

在茎段节间表达量最高!梢尖和幼叶

中次之!

R1S

反应至
("

个循环时!根部检测到微量

表达(

A%XDF[.

在根部表达量最高!茎段节间次

之!

R1S

反应至
E"

个循环时检测到梢尖和幼叶中

的基因微量表达*

R1S

反应至
E"

个循环时!根中

A%XDF[&

和节间
A%XDFZ.

检测到微量表达*

R1S

反应至
("

个循环时!仍未在任何组织上检测

到
A%XDF]&

表达"图
!

#*

图
"

!

'

个
!"#$%&

基因在苹果组培苗中的表达分析

Q3

5

@!

!

K>

=

,:;;3*-.-./

<

;3;*0]:9:-A%XDF)

3-

=

/.-7/:7;3-937,*

A%XDF)

基因在3富士6苹果组培苗的各组织

表达与田间苹果树的各组织表达模式一致*

$!#
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以基因组
567

和蒸馏水为模板的对照
80?

扩增

分别以3富士6苹果的基因组
B[4

"阳性对照#

和蒸馏水"阴性对照#为模板!用
A%XDF)

基因的
G

对特异引物进行
R1S

扩增!经
#@"M

琼脂糖凝胶电

泳检测*

G

个
A%XDF)

基因在阳性对照3富士6苹果

基因组
B[4

中均能得到单一目的条带!说明所设

计的引物可以对相应基因进行
R1S

扩增*而以蒸

馏水为模板的阴性对照中均没有扩增到目的条带!

说明反应体系没有被污染!也不会产生非特异性条

带"图
$

#*

图
#

!

以苹果基因组
567

和蒸馏水为模板的
80?

扩增

Q3

5

@$

!

R1S.L

=

/3036.73*-;*0.

==

/:

5

:-*L36B[4

7:L

=

/.7:.-AAÂ

!

C7:L

=

/.7:

#

!

讨
!

论

随着3金冠6苹果基因组测序完成!使苹果基因

家族的功能分析成为可能&

!!

'

*本课题组根据3金

冠6基因组序列的比对分析!预测了
#"

个
XDF

基因

序列*根据序列设计了特异引物!在3富士6苹果中

克隆了异戊烯基转移酶家族
%

个基因
6B[4

序列!

其中
G

个
!YXDF)

和
#

个
*=B!YXDF)

与预测的相

应基因一致!而另外
!

个预测基因克隆的
6B[4

序

列与预测结果不一致!仅为基因的部分序列&

#E

'

*苹

果
G

个
!YXDF)

中有
$

对基因高度同源!其中

A%XDFZ&

和
A%XDFZ.

定位于第
$

和第
##

号染色

体!

A%XDF[&

和
A%XDF[.

)

A%XDF\&

和

A%XDF\.

定 位 于 第
#$

和 第
#&

号 染 色 体*

A%XDF]&

和
[

个
*=B!YXDF)

分别定为在第
#&

号

和第
$

号染色体上*未克隆到全长的
!

个预测

XDF

基因分别定位于第
#"

号和
##

号染色体上

的&

#E

'

*3金冠6苹果基因组图谱表明!栽培苹果

"

A&'()%-"1)*,4&

#

#G

条染色体起缘于
H

条始祖染

色体的同缘进化!第
$

和
##

号)第
#$

和
#&

号染色

体分别起缘于同一条始祖染色体*因此!苹果基因

家族中有众多成对出现的!相似性极高的非等位基

因!如苹果
]8RKSX4[

和
BKYY4

蛋白家族具有

这个特性&

!$'!E

'

*但在拟南芥)水稻和玉米基因组中!

XDF

基因家族均无成对高度同源的现象&

(

!

#"'##

'

*

A%XDF)

基因家族的表达具有显著的强度差

异和组织特异性"图
#

和
!

#*在苹果树各检测的组

织器官中!

A%XDFZ&

的整体表达量最高!在全部
%

个组织中均表达!特别是皮部组织和含有韧皮部的

叶芽!而且在组培苗的茎段节间表达最强!说明3富

士6苹果地上部分中韧皮部可能是
1_;

合成的主要

部位*

A%XDF[.

的整体表达量次之!在各检测部

位具有表达!花芽和幼果为表达量最高的部位*其

余基因具有明显的组织特异表达性!如
A%XDF[&

)

A%XDFZ&

和
A%XDF\.

营养器官中表达量较高!

A%XDF[.

和
A%XDF\&

在生殖器官中表达量较高*

A%XDF]&

在所有部位依然均未检测到表达*拟南

芥
!*XDF)

基因家族中!

!*XDF[

!

Z

!

\

!

]

作为
E

个

主效基因!主要表达部位在根尖木质部形成层)根原

基)幼叶)叶腋和韧皮部组织等营养器官!在花粉管

和未成熟的花)果实和种子等生殖器官也有一定的

表达(而其他非主效基因如
!*XDF̀

!

a

!在营养器官

中几乎不表达!仅在未成熟种子的胚乳中高效特异

表达&

!(

'

*苹果
A%XDF)

基因家族中尚未发现仅在

生殖器官中表达的基因*由于根系是
1_;

生物合

成的主要场所!3富士6苹果采用嫁接繁殖本身不具

根系!利用3富士6苹果组培苗检测根系中
A%XDF)

基因的表达结果表明!

A%XDF\&

%

.

和
A%XDF[.

的

表述量最高*

A%XDFZ&

和
A%XDF\&

的过量表达

引起转基因植株体
$

源细胞分裂素水平提高!植株

产生细胞分裂素特异的表型&

#E'#(

'

*据此推理!苹果

A%XDF)

基 因 家 族 中 可 能 的 主 效 基 因 是

A%XDF[.

%

Z&

和
A%XDF\&

%

.

!而
A%XDF]&

可能

是假基因*

A%XDF)

基因家族中编码区序列高度同源的
$

对基因!每对的
!

个基因表达强度差异显著*

A%XDF[.

表达显著高于
A%XDF[&

!

A%XDFZ&

表

达最高而
A%XDFZ.

仅在茎段节间检测到微弱表

达!

A%XDF\&

%

.

在不同组织的表达显著不同*这

一现象暗示了苹果
A%XDF)

基因家族中高度同源

的基因对之间的功能差异性!可能其中一个执行主

要的功能而另一个功能较弱或不具功能*基因的表

达强度取决于启动子区域的调控元件!因此!进一步

分析基因启动子序列和启动子的功能!可以全面揭

示苹果
A%XDF)

基因的时空表达特性和植物生长

E!#
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发育中的作用*

本研究利用半定量
ST'R1S

方法分析了苹果
G

个腺苷
'

异戊烯基转移酶基因的组织表达特性*

A%XDFZ&

的总体表达水平最高!

A%XDF[.

次之!

各检测组织中具有表达*

A%XDF\&

%

.

具有显著的

组织特异性!而
A%XDF[&

%

Z.

仅在部分营养器官

中有微量表达*同源基因对之间具有组织特异表达

和基因表达量的差异*
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