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摘 要 通过 DDE 法获得了一个与不定根形成相关的差异表达的 BF)5 片段，其推导的氨基酸序列与拟南芥的生

长素反应因子（5G9）类蛋白具有较大的同源性，因此将它命名为 3#456。用所设计的基因特异引物进行 0HG5I; 扩

增获得包含完整读码框架（JG9）的 3#456#（K7,L+,M 登录号为 5N!CC3"C）和 3#456!（K7,L+,M 登录号为 5N0""8"8）。

3#456# 全长为 0!3!OP，其中，JG9 含 !C!0OP，CH非翻译区（CHQ6G）含 !8COP，0H非翻译区（0HQ6G）含 $2$OP。由该序列

所推导的氨基酸序列与拟南芥 5G9!（L5L#"#2!）的 RF 值为 2$S，; 值为 "，在 F)5 结合区域（FLF）、RRR 和 R% 区域的

同源性更高，RF 值均大于 8"S。3#456! BF)5 全长为 #$3$OP，其中 JG9 含 48#OP，CH非翻译区含 !8COP，0H非翻译区

含 !"8OP，由该序列所推导的氨基酸序列与拟南芥 5G9!（L5L#"#2!）的 RF 值为 8$S，; 值为 7T #C#。U=5G9! 仅具有

FLF 保守区并与 U=5G9# 的基本相同，但缺乏 RRR 和 R% 区域。%=.V-.+’ )&.VW7., 杂交表明：3#456! 在生根的组织中表

达水平高，而在非生根的组织中未见表达；3#456# 在生根及非生根的组织中均有表达。
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近年来利用根形态发生突变体筛选，已不断克

隆出一些与不定根或侧根形成相关的基因［#］。但到

目前为止，在木本植物中，与不定根形成有关基因的

研究 还 较 少［!］。生 长 素 反 应 因 子（5G9，+-:=, .71
>P&,>7 Z+BV&.）是一类影响生长素调节基因表达的作

用因子，它通过与生长素调节基因的生长素反应元

件（5G;>，+-:=, .7>P&,>7 7’7<7,V）的 结 合 而 起 作

用［0 T C］。我们初步的研究表明，芒果子叶切段的不

定根形成能力与子叶的生物学极性有关，在子叶横

切时所产生的两个的截面中只有近轴的截面才可诱

导不定根的发生（另文发表），本文首次报道与不定

根形成相关的 456 类的 BF)5，为进一步研究芒果

456 的功能打下基础。

% 材料与方法

%&% 材料的消毒和培养

芒果（品种为紫花芒，3+$1#-%*+ #$7#0+ X( B[ \=1
E-+），成熟果实购自广州市果树研究所。将胚从果

核中取出，自来水冲洗约 #W，#"S 漂白水浸 #C<=,
后，无菌水洗 0 次以上。选取子叶中段横切成厚约

#B< 的切段，置于内装 0"<X 2]C^_X 琼脂（不含任何

营养成分）的 !C"<X 培养瓶中培养，每瓶放置子叶

切段 0 块。培养基的 PE 值为 C]8，#!#‘高温消毒

#C<=,。培养温度为 !8 a !‘，黑暗培养，诱导不定

根形成。分别切取培养 CA 的芒果子叶外植体的近

轴切面（生根面，此时可见根原基的发生）及远轴切

面（非 生 根 切 面）的 组 织，用 液 氮 冻 结 后，置 于

T 3"‘冰箱中保存，以备提取 G)5。

%&’ 方法

%&’&% 总 G)5 的纯化：参照 XbP7@1Kb<7@ 和 Kb<7@1
X=<［2］的方法，经改良后提取芒果子叶的总 G)5，所

得的 G)5 用 F;cI1E!J 溶解，经紫外分光光度计及

琼脂糖凝胶检测，T 3"‘保存备用。

%&’&’ DU5G6 A> BF)5 的合成、抑制性消减杂交及

cIG 产物的克隆：DU5G6 A> BF)5 的合成参照 DU1
5G66UcIG BF)5 D/,VW7>=> d=V 说明进行，抑制性消减

杂交参照 I’&,V7BW cIG1D7’7BV6U BF)5 D-OV.+BV=&, d=V
说明进行。分别利用远轴切面（非生根切面）作为参

照样品，近轴切面（生根切面）作为检测样品进行两

次消减杂交及两次 cIG，获得富集的差异表达的



!"# 产物，克隆到 $%&’() &*+, -./012 中，构建正向

差异 /345 文库，代表近轴切面（生根切面）不定根

形成时特异表达的 /345。!"# 产物的连接和转化

参照 $%&’() &*+, -./012 6,+0.7+ 890 及 6*7:211;
等［<］所述方法进行。

!"#"$ /345 扩增及芒果 !"# /345 的克隆：将 66=
获得的差异表达 /345 片段，经测序后，在核酸数据

库和蛋白数据库中进行同源性比较，其中编号为 >?@
的 /345 片段所推导的氨基酸序列与拟南芥的 5#>
类蛋白具较大同源性，由此设计 AB基因特异引物如

下：%6! 为 CB""%%5"5")%5"%5%%)))))%"%"55AB；
4%6!（巢式引物）为 CB"")"")""5")%")%""55%5)
AB。AB#5"& 扩增及克隆参照 %.D. #*/.2 890)’和 )E!E
)5 "F1D9DG! 890 H12 6.IJ.D/9DG 说明进行。

!"#"% -920J*F 4120K.2D 杂 交 分 析：-920J*F 4120K.2D
（/345 61J0K.2D）杂交参照 &DL.G. 等［@］和 6’5#))’

!"# /345 6,D0K.+9+ 890 说明进行。取近轴切面（生根

切面）和远轴切面（非生根切面）未经纯化的 6’5#)
L+ /345 的各 M!G，经毛细管法转移至 =,:1DL 4N 尼

龙膜上。以芒果的 !"# 靠近 AB(O)# 的 /345 片段

作特异探针，参照 #*L!297. 345 P*:.F9DG 6,+0.7 890
进行探针标记。预杂交、杂交及洗膜参照 6*7:211;
等［<］所述方法进行。以芒果 %5!3= 的 /345 片段

（66= 中假阳性克隆）为探针，进行二次杂交，作上样

量对照。

!"#"& 序列测定及其检索与比较：选出含有 /345
的重组克隆进行序列测定，所用测序仪器为 5QR(
!#R6’A<<(ST，测序试剂为 Q9G3,. 0.279D*012UMVW。经

测定 的 序 列 在 核 酸 数 据 库（K00$：XXYYYZ D/:9 Z KF7Z
D9K Z G1UXQP56)）［:F*+0D］和蛋白数据库［:F*+0[］中进

行同源性比较。推导的氨基酸序列与拟南芥 5#>
类蛋白的配比用 "FJ+0*F \ ?V@ 程序（K00$：XXYYYZ .:9 Z
*/ Z J;X/FJ+0*FYX）进行。

# 结果

#"! 芒果 ’() *+,’ 序列测定及序列分析

通过 66= 法获得了一些与不定根形成相关的

差异表达的 /345 片段，其中编号为 >?@，长度为

<A<:$ 的 /345 片段，其推导的氨基酸序列与拟南

芥的 5#> 类蛋白具有较大的同源性，因此我们将其

命名为 $%!"#。用基因特异引物进行 AB#5"& 扩

增，获得两个长度为 MTWT:$ 和 @W@:$ 的 /345 片段，

分别与 $%!"# 拼接，得出包含完整读码框架（E#>）

的 $%!"#?（%.DQ*D; 登录号为 5]MCC<WC）和 $%!"#M

（%.DQ*D; 登 录 号 为 5]AWW@W@）。 $%!"#? 全 长 为

AM<M:$，其中，E#> 含 MCMA:$，包括起始密码子 5)%
和终止密码子 )5%，CB非翻译区（CBO)#）含 M@C:$，AB
非翻译区（ABO)#）含 ^T^:$。$%!"#? 核酸序列与拟

南芥 5#>M（Q)WWW<@^）的 /345 同源性较高，R3 值达

<A_。由该序列所推导的氨基酸序列与拟南芥的

5#>M（序列号 Q5Q?W?TM）同源性较大，R3 值为 T^_，

& 值为 W，尤其在 3Q3、RRR 和 R- 区域的同源性更高，

R3 值均大于 @W_。在 3Q3 的保守区具有基序（71(
09H）&P\=5"5%!P，R- 区域的保守区具有基序 %3(
3!\。 $%!"#M /345 长 为 ?^<^:$，其 中 E#> 含

S@?:$，CB非翻译区含 M@C:$，AB非翻译区含 MW@:$，

由该 序 列 所 推 导 的 氨 基 酸 序 列 与 拟 南 芥 5#>M
（Q5Q?W?TM）的 R3 值为 @^_，& 值为 .‘ ?C?。’95#>M

仅具有 3Q3 保守区并与 ’95#>? 的基本相同，但缺

乏 RRR 和 R- 区域。$%!"#? 与 $%!"#M 在第 ?MW<:$
处开始出现较大差异（图 ?），其推导的蛋白质在第

AW@ 个氨基酸处出现较大差异（图 M）。

图 ? $%!"#? 和 $%!"#M 部分核苷酸序列之比较

>9GZ? 5F9GD7.D0 1H $*209*F DJ/F.109L. +.IJ.D/.+
1H $%!"#? *DL $%!"#M

图 M $%!"#? 和 $%!"#M 部分氨基酸序列之比较

>9GZM 5F9GD7.D0 1H 0K. *79D1 */9L +.IJ.D/.+ L.LJ/.L H217
0K. 345 +.IJ.D/.+ 1H ’95#>? *DL ’95#>MZ )K. L9HH.2.D0

*79D1 */9L+ *2. +K1YD 9D +K*L1Y

#"# -./01/23 ,4/056/7 杂交与分析

经 -920J2*F 4120K.2D 杂交分析，$%!"#M 在生根的

组织中表达水平高，而在非生根组织中几乎无表达；

$%!"#? 在非生根组织及生根组织中均有表达，（图

A）。这说明 $%!"#M 与芒果子叶切段不定根的形成

有关，为上调表达或诱导表达基因；而 $%!"#? 与之

无关，为组成型表达基因。
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图 ! 芒果子叶 !"#$%" 和 !"#$%# 的差异表达分析结果

$%&’! (%)*+,- ./)*01)2 3-/* ,2,-45%5 /6 !"#$%" ,27
!"#$%# 89.: 6)/; ;,2&/ 8/*4-17/2

:：+2<+)%6%17 =>:?@ 75 89.:’ A：!"#$%"’ B：!"#$%#’ "：2/2C)/C

/*%2& 8+* 5+)6,81（7%5*,- 5+)6,81）；#：)//*%2& 8+* 5+)6,81（<)/D%;,- 5+)C

6,81）；>：9.: ;,)E1)

! 讨论

经氨基酸序列配比结果表明，>%:?$" 与拟南芥

的 :?$#（序 列 号 为 A:A"F"G#）相 似，具 有 大 部 分

:?$的结构特点，即含有 9A9、HHH 及 H( 区域，并具

有 9A9 的 IJKL:B:MNJ 基序（;/*%6）及 H( 区域的

M99NK 基序［!，O］。而 >%:?$# 仅含有 9A9 区域，不

含 HHH 区域及 H( 区域。>%:?$" 和 >%:?$# 在 9A9 区

域的氨基酸顺序大部分相同，仅在 >%:?$# 的 B 末

端存在几个氨基酸的差异。

:?$ 蛋白是一类转录调节因子。P-;,5/Q 等［R］

分析了拟南芥 :?$ 家族的 "F 个成员。除 :?$! 不

含 B 端的 HHH 区域和 H( 区域外，:?$ 通常含有 ! 个

保守区域，分别是 . 端的 9A9 区域以及 B 端的 HHH
区域和 H( 区域。:?$ 的 9A9 区域含有大约超过

!RF 个氨基酸，它可与生长素的顺式作用启动子元

件（:+D?I5）@M@B@B 结合。9A9 的 . 末端含有一个

基序（;/*%6）IJKL:B:MNJ。9A9 区域与 HHH 区域之

间的中间区域保守性较差，可能对基因起着激活或

抑制作用［"F］。:?$ 的 HHH 区域和 H( 区域与 :+DSH::
蛋白的 B 末端的 HHH 区域和 H( 区域相同［! T R］。:?$
通过与生长素的顺式作用启动子元件（:+D?I5）结

合以及 :+DSH:: 蛋白与 :?$ 的相互作用，从而激活

或抑制目的基因的表达［""］。>%:?$# 缺乏 HHH 区域

和 H( 区域，它在基因表达和调控中扮演什么角色，

值得作进一步的研究。

对拟南芥 #$% 缺失突变体的研究表明，缺失

#$%! 可使雌蕊基部及顶端发育不良［"#］；缺失 #$%R
使叶维管大大减少，影响胚轴的形成［"!，"U］；缺失

#$%V 使上胚轴向光性消失及下胚轴的向地性消

失［"R，"G］。水稻中的 &’#$%" 与胚芽鞘的向性有关，

并证明是早期生长素反应基因［O］。我们的结果表明

!"#$%# 与不定根的形成有关，这一功能国内外未

有报道，在芒果子叶的生根中如何作用，有待研究。

!"#$%" 和 !"#$%# 的成功克隆为 #$% 基因家族又

增添新的成员，为进一步研究 #$% 的功能打下基

础。
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企 业 版 位 企 业 版 位

#?’:;E3? S&4;C&’*C’; 公司 封底 无锡雪浪发酵工程设备厂 文后黑白插

## !
A4CE’ 诊断公司 封二 扬中威柯特公司 文后黑白插

## "
#+&>’*@ 公司 封三 南通通联发酵设备公司 文后黑白插

## #
\:4?’+3 公司 文前彩插!、" \:4?’+3 公司 文后黑白插

## $
江苏达森集团 文前彩插# 南京宁和生化设备公司 文后彩插

## !
镇江东方生物工程公司 文前彩插$ 美国英杰生命技术公司 文后彩插"
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