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绣球‘杜丽’ＡＰ３ 基因克隆与基因编辑载体构建
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技术研究中心ꎬ 城乡生态环境北京实验室ꎬ 北京林业大学 园林学院ꎬ 北京 １０００８３ )

摘　 要: 绣球 (Ｈｙｄｒａｎｇｅａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ) 是以花序为主要观赏部位的园林植物ꎬ多用作切花装饰和景观营造ꎬ
在亚洲、美洲、欧洲广泛栽培ꎮ 为探究 ＡＰ３ 基因在绣球花萼形成过程中的功能ꎬ加快重瓣绣球新品种培育进

程ꎬ该研究以绣球‘杜丽’为材料ꎬ克隆其 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ Ｂ 类基因 ＨｍＡＰ３ꎬ并结合生物信息学方法预测基因功

能ꎻ根据 ＨｍＡＰ３ 序列信息ꎬ筛选出高特异性编辑靶点并构建 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑载体ꎬ通过农杆菌转化

法将载体整合到绣球基因组中ꎮ 结果表明:(１) 克隆到 １ 段 ＨｍＡＰ３ 基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ其序列全长 ５４６ ｂｐꎬ
共编码 １８１ 个氨基酸ꎬ测序结果表明其氨基酸序列与参考序列一致性为 １００％ꎬ与拟南芥 ＡｔＡＰ３ 相似度为

５８.８％ꎮ (２)不同属植物 ＡＰ３ 氨基酸序列差异较大ꎬ在同属不同物种中ꎬＡＰ３ 蛋白主要结构较为保守ꎬ仅在

少数基序上存在差异ꎮ (３)在 ＨｍＡＰ３ 中共鉴定到 ２ 个高特异性靶点ꎬ并成功构建 ２ 个单靶点 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
基因编辑载体ꎮ (４)该研究共获得 ５ 株基因组内含有 Ｃａｓ９ 序列的抗性芽ꎬ但其靶点均未突变ꎬ在抗性芽中

没有检测到 Ｃａｓ９ 表达ꎮ 该研究探讨了 ＡＰ３ 基因在重瓣绣球育种中的价值ꎬ对绣球的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编

辑技术进行了初探ꎬ为绣球优良品种繁育工作奠定了基础ꎮ
关键词: 绣球ꎬ ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 家族ꎬ ＡＰ３ꎬ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎬ 载体构建
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　 　 绣球 (Ｈｙｄｒａｎｇｅａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ)ꎬ虎耳草科绣球

属ꎬ又名八仙花ꎬ在庭院景观中的应用历史悠久ꎬ
是一种具有较高观赏价值的园林植物ꎬ作为世界

流行的切花深受大众喜爱ꎮ 目前绣球主要有蕾丝

帽形和圆球形两类花序ꎬ其花序中的不育花具有

大而艳丽的花瓣状萼片ꎬ是绣球的主要观赏组织ꎮ
绣球不育花有单瓣和重瓣之分ꎬ其中单瓣类只有

一轮观赏性萼片ꎬ重瓣类则具有多轮观赏性萼片ꎮ
相比之下ꎬ重瓣绣球具有更高的观赏和经济价值ꎬ
是绣球新品种培育的重要方向 ( Ｓｕｙａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ 目前ꎬ国内外的绣球育种方式以杂交育种

为主ꎬ其育种效率低、周期长ꎬ难以适应日益增长

的市场需求 (Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ需要探索更快捷、
高效的育种方式ꎮ

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术是一种新兴的基因编辑技

术ꎬ能够定向改变植物的观赏性状ꎬ如改造花型和

花色ꎬ延长观赏周期等ꎬ在园林植物新品种繁育工

作中具有极大的发展潜力和经济价值 ( Ｋａｕｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑系统由 Ｃａｓ９
核酸酶和单引导 ＲＮＡ (ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡꎬ ｓｇＲＮＡ)
构成 (Ｊｉｎｅｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎬ二者在植物细胞内转录

后形成复合体ꎬ识别植物基因组中的间区序列邻

近基序 ( ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ ａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆꎬ ＰＡＭ) 前端约

２０ ｎｔ 核苷酸序列并结合ꎬＣａｓ９ 核酸酶切割该序列

形成 ＤＮＡ 双链缺口 ( ＤＮＡ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋｓꎬ
ＤＳＢｓ)ꎬ引发植物自身损伤修复机制ꎬ产生随机的

碱基缺失 (Ｈｓｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 与其他园艺作物相

比ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术在园林植物中的应用较少ꎬ

仅应 用 于 毛 白 杨 ( Ｆａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ )、 矮 牵 牛

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｓｕｎ ＆ Ｋａｏꎬ ２０１８ꎻ Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０ꎻ Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ )、 菊 花 ( Ｋｉｓｈｉ￣Ｋａｂｏｓｈｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７)、铁皮石斛 ( Ｋｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)、百合

(Ｙａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)、牵牛花 (Ｓｈｉｂｕｙａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ
Ｗａｔａｎａｂｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)、蓝猪耳 (Ｎｉｓｈｉｈａｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)与蝴蝶兰 (Ｔｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｓｅｍｉａｒｔｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０) ꎮ

花器官由花瓣、花萼、雄蕊和心皮 ４ 个部分组

成ꎬ其基因表达调控机制可以用 ＡＢＣＤＥ 模型来解

释ꎮ 在 ＡＢＣＤＥ 模型中ꎬＢ 类基因主要负责与 Ａ 类

基因共同调控花瓣的形成ꎬ以及与 Ｃ 类基因共同调

控雄蕊的形成 (Ｃｏｅｎ ＆ Ｍｅｙｅｒｏｗｉｔｚꎬ １９９１)ꎻ除 Ａ 类

基因中的 ＡＰ２ 属于 ＡＰ２ / ＥＲＦ 家族外ꎬ该模型中的

其余基因均属于 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基因家族 (王莹等ꎬ
２０２１)ꎮ ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ Ｂ 类基因亚家族成员广泛存在

于现存植物的基因组中ꎬ在裸子植物小孢子叶球与

被子植物花瓣和雄蕊中均有表达ꎬ在植物发育过程

中具有重要地位 (Ａｌｂｅｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８)ꎮ Ｂ 类基因包

含 ＡＰＥＴＡＬＡ３ (ＡＰ３) 和 ＰＩＴＩＬＬＡＴＡ (ＰＩ) 两个谱系ꎬ
其中 ＡＰ３ 谱 系 主 要 调 控 花 瓣 和 花 萼 的 形 成

(Ｊａｒａｍｉｌｌｏ ＆ Ｋｒａｍｅｒꎬ ２００４)ꎮ ＡＰ３ 蛋白中含有保守

的 Ｋ￣ＢＯＸ 结构域ꎬ该结构域能够引导 ＡＰ３ 蛋白与

ＰＩ、ＳＥＰ３、ＡＰ１ 蛋白形成四聚体ꎬ诱导花瓣原基形成

(Ｍｅｌｚｅｒ ＆ Ｔｈｅｉßｅｎꎬ ２００９ꎻ Ｔｈｅｉßｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ
在观赏植物中ꎬ已经发现 ＡＰ３ 基因沉默能够导致矮

牵牛 ( ｖａｎ ｄｅｒ Ｋｒｏｌꎬ １９９３ )、 兰 花 ( Ｍｏｎｄｒａｇóｎ￣
Ｐａｌｏｍｉｎｏ ＆ Ｔｈｅｉßｅｎꎬ ２００９)与耧斗菜 (Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ

８５２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



２０１３)等发生从花瓣向花萼的同源异型转变ꎮ
因此ꎬ本研究对绣球‘杜丽’的 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ Ｂ 类

基因 ＨｍＡＰ３ 进行了克隆和生物信息学分析ꎻ同时

结合组内前期绣球‘杜丽’再生体系建立基础ꎬ借
助 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基 因 编 辑 系 统ꎬ 构 建 了 ２ 个

ＨｍＡＰ３ 单靶点载体ꎬ转化获得抗性芽ꎬ拟探讨以下

问题:(１) ＨｍＡＰ３ 氨基酸序列保守结构域特征与

蛋白结构分析ꎻ(２) ＨｍＡＰ３ 系统进化关系及其生

物学功能预测ꎻ(３) 探究影响绣球 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
基因编辑工作成功率的因素ꎮ 以期为绣球的性状

改良和新品种繁育工作提供实践参考和技术

支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料和试剂

绣球‘杜丽’种植于北京植物园 (１１６° ２８′ Ｅ、
４０°００′ Ｎ)ꎮ 于 ４ 月选取翠绿、无病虫害的叶片作

为试验材料ꎬ将叶片与叶柄一并剪下ꎬ放入干净的

蒸馏水中转移至实验室ꎮ
试验所用的试剂盒包括植物总 ＲＮＡ 提取试剂

盒 [天根生化科技 (北京) 有限公司ꎬＤＰ４３２]ꎬ
ｃＤＮＡ 反转录试剂盒 ( ＴａＫａＲａꎬＲＲ０４７Ａ)ꎬＤＮＡ 凝

胶回收试剂盒 (北京擎科生物科技股份有限公司ꎬ
ＧＥ０１０１)ꎬＯｎｅ ｓｔｅｐ ＺＴＯＰＯ￣Ｂｌｕｎｔ / ＴＡ 零背景快速

克隆 试 剂 盒 ( 北 京 庄 盟 生 物 科 技 有 限 公 司ꎬ
ＺＣ２０６)ꎬＳＥ 无缝克隆和组装试剂盒 (北京庄盟生

物科技有限公司ꎬ ＺＣ２３１)ꎬ限制性内切酶 Ｂｓａ Ｉ
[纽英伦生物技术(北京)有限公司]ꎮ
１.２ 绣球‘杜丽’ＨｍＡＰ３ 基因克隆

依据在 ＮＣＢＩ 上查找到的绣球 ‘ Ｂｌｕｅ Ｓｋｙ’
(Ｈ. ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ ‘Ｂｌｕｅ Ｓｋｙ’) ＡＰ３ 基因 (ＧｅｎＢａｎｋ:
ＡＦ２３０７０２.１) 的 ＣＤＳ 序列进行引物设计 (表 １)
并合成高特异性引物ꎮ

按照试剂盒说明书提取试验材料 ＲＮＡꎬ并将

ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用 ＫＯＤ
Ｏｎｅ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶 ( ＴＯＹＯＢＯꎬＫＭＭ￣１０１)ꎬ
以 ＨｍＡＰ３￣Ｆ１ / Ｒ１ 为引物 (表 １) 进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
扩增产物利用琼脂糖凝胶电泳进行纯化ꎬ将目的

片段所处区域凝胶切割下来ꎬ按照 ＤＮＡ 凝胶回收

试剂盒说明书回收ꎮ 纯化后的 ＰＣＲ 产物连接 Ｔ 载

体后转入 ＤＨ５α 大肠杆菌感受态涂布平板培养 １２
ｈꎬ选取单菌落送至测序公司 (北京擎科生物科技

股份有限公司) 进行质粒提取和测序工作ꎬ获得

ＨｍＡＰ３ 基因的 ＣＤＳ 序列ꎮ
１.３ 绣球‘杜丽’ＨｍＡＰ３ 基因生物信息学分析

使用 Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ /
ｂｉｏｉｎｆ / Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ￣２ / ) 对 ＨｍＡＰ３ 进行亚细胞定位预

测 ( Ｃｈｏｕ ＆ Ｓｈｅｎꎬ ２０１０ )ꎮ 利 用 ＮＣＢＩ￣ＢＬＡＳＴ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ ) 比 对

ＨｍＡＰ３ 氨基酸序列相似性ꎬ下载比对结果中排名在

前列的其他植物 ＡＰ３ 氨基酸序列ꎬ同时下载拟南芥

ＡｔＡＰ３ 氨基酸序列ꎬ通过 ＭＥＧＡ￣Ｘ 软件的邻接法

(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬ ＮＪ) 构建系统进化树

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 利用 ＭＥＭＥ (ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ￣
ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ / ) 预测 ＨｍＡＰ３ 氨基酸序列保

守基序ꎮ 通过 ＰｒｏｒＰａｒａｍ (ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 分析 ＨｍＡＰ３ 蛋白的理化性质 ( Ｌｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 分别使用蛋白二级结构预测工具

ＳＯＰＭＡ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ / )和蛋白三级结

构 预 测 工 具 Ｓｗｉｓｓ ｍｏｄｅｌ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ) 对 ＨｍＡＰ３ 氨基酸序列进行分析ꎮ
１.４ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑载体构建和转化

使用 ＣＲＩＳＰＲ 靶 点 设 计 网 站 ＣＲＩＳＰＲｄｉｒｅｃｔ
(ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｒ.ｄｂｃｌｓ. ｊｐ / ) 根据 ＨｍＡＰ３ 基因的 ＣＤＳ
序列ꎬ选择 ＰＡＭ 位点和 ＧＣ 含量在 ４０％ ~ ６０％ 之

间的 高 特 异 性 靶 点ꎮ 以 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ｓｇＲＮＡ /
Ｃａｓ９ 载体质粒为模板ꎬ以 ＨｍＡＰ３￣Ｆ２ / Ｒ２、ＨｍＡＰ３￣
Ｆ３ / Ｒ３ 为引物 (表 １)ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增获得带有黏

性末端的目的片段ꎮ 使用内切酶 Ｂｓａ Ⅰ酶切获得

ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ｓｇＲＮＡ / Ｃａｓ９ 线性载体ꎬ用无缝克

隆试剂盒 (北京庄盟生物科技有限公司ꎬ ＺＣ２３１)
连接载体和目的片段ꎬ获得重组质粒ꎮ 构建好的

质粒转入 ＤＨ５α 大肠杆菌感受态涂布平板培养 １２
ｈꎬ选取单菌落送至测序公司 (北京擎科生物科技

股份有限公司) 进行质粒提取和测序工作ꎬ回收构

建 成 功 的 载 体 质 粒ꎮ 将 构 建 好 的 载 体

ｐＣＡＭＢＩＡ１３００::ＨｍＡＰ３ 利用冻融法转入 ＧＶ３１０１
农杆菌感受态中ꎬ在 ２ 抗 ＬＢ 培养基 (５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１

卡那霉素＋５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１利福平) 中 ２８ ℃培养 ２ ｄꎬ
挑取单菌落在 ＬＢ 液体培养基扩繁ꎮ 离心收集扩繁

的农杆菌菌体ꎬ加入适量侵染液 (ＭＳ＋３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗

糖＋２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１乙酰丁香酮) 调至 ＯＤ６００ ＝ ０.４ꎮ
将绣球‘杜丽’叶片剪切成 １ ｃｍ × １ ｃｍ 的小

块ꎬ在叶背划 ３ ~ ４ 刀ꎬ放入上述配制好的侵染液中

９５２２ 期 李童等: 绣球‘杜丽’ＡＰ３ 基因克隆与基因编辑载体构建



浸泡侵染 １０ ｍｉｎꎬ转接到共培养培养基 (ＭＳ＋２.０
ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡ＋０.１ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＩＢＡ) 上暗培养 ２ ｄꎬ再
转移到筛选培养基 (ＭＳ＋２. ０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡ＋ ０. １
ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＩＢＡ＋２ ｍｇ􀅰Ｌ￣１潮霉素＋２００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１头孢

霉素) 中至获得抗性再生芽ꎮ
１.５ 抗性芽检测和鉴定

取抗性芽叶片ꎬ使用基因组提取试剂盒获取

叶片 ＤＮＡꎬ再依次使用总 ＲＮＡ 提取试剂盒、ｃＤＮＡ
反转录试剂盒获取叶片 ｃＤＮＡꎮ 分别以叶片 ＤＮＡ
和 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以 Ｃａｓ９￣Ｆ / Ｒ 为引物扩增 Ｃａｓ９ 序

列ꎬ扩增片段长度为 ７６４ ｂｐꎮ 以叶片 ＤＮＡ 为模

板ꎬ以 ＨｍＡＰ３￣Ｆ１ / Ｒ１ 为引物扩增抗性芽 ＨｍＡＰ３
序列ꎬ扩增产物送至测序公司 (北京擎科生物科技

股份有限公司) 测序ꎮ 使用 ＤＮＡＭＡＮ 比对测序结

果与野生型序列差异ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 绣球‘杜丽’ＡＰ３ 基因克隆与序列分析

参考绣球‘Ｂｌｕｅ Ｓｋｙ’ ＡＰ３ 基因 ＣＤＳ 序列ꎬ利
用 ＨｍＡＰ３￣Ｆ１ / ＨｍＡＰ３￣Ｒ１ 引物 (表 １)ꎬ在 绣 球

‘杜丽’ｃＤＮＡ 文库中克隆到了一段完全一致的核

苷酸序列ꎮ 克隆到的基因序列全长 ５４６ ｂｐꎬ共编

码 １８１ 个氨基酸ꎬ利用 ＮＣＢＩ 分析其氨基酸序列ꎬ
发现在 ３０ ~ １２３ ｂｐ 处包含 １ 个 Ｋ￣ＢＯＸ 保守结构域

(图 １)ꎮ 该氨基酸序列 Ｃ 端含有 ＰＩ 基序和 ｅｕＡＰ３
基序ꎬ符合 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 家族特征ꎬ命名为 ＨｍＡＰ３ꎮ
将 ＨｍＡＰ３ 与拟南芥 ＡｔＡＰ３ 氨基酸序列比对ꎬ其相

似度为 ５８.８％ꎻＨｍＡＰ３ 与绣球‘ Ｂｌｕｅ Ｓｋｙ’ ＡＰ３ 的

ＤＮＡ 序列相似度为 １００％ꎮ 因此ꎬ推测该基因为绣

球‘杜丽’ ＡＰ３ 基因ꎮ 亚细胞定位预测结果显示

ＨｍＡＰ３ 在细胞核中表达ꎮ
２.２ 绣球‘杜丽’ＡＰ３ 蛋白理化性质与结构分析

以拟南芥 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 类蛋白三级结构为模型ꎬ
预测 ＨｍＡＰ３ 蛋白三级结构ꎬ可见该结构中含有 ２
条长 α￣螺 旋ꎬ螺 旋 间 纽 结 为 ９０°ꎻ其 预 测 结 果

ＧＭＱＥ (全球模型质量估计) 值为 ０. ３２ꎬＱＭＥＡＮ
得分为０.７４±０.０５ꎬ模型可信度和质量较高(图 ２)ꎮ
绣 球 ‘ 杜 丽 ’ 的 ＨｍＡＰ３ 蛋 白 分 子 式 为

Ｃ９２７Ｈ１４６２Ｎ２６８Ｏ２８７Ｓ７ꎬ分子量为 ２１ １７７. ８５ Ｄꎮ 该蛋

白共包含 １８１ 个氨基酸ꎬ不稳定系数为 ３８.７９ꎬ属
稳定蛋白ꎮ 蛋白带负电荷残基总数 (Ａｓｐ＋Ｇｌｕ)为
２８ꎬ带正电荷残基总数(Ａｒｇ＋Ｌｙｓ)为 ２５ꎬ理论等电

点为 ６. １７ꎮ 蛋 白 脂 肪 指 数 为 ７９. １２ꎬ 亲 水 性

(ＧＲＡＶＹ)为 － ０. ７９１ꎬ为亲水性蛋白ꎮ ＨｍＡＰ３ 蛋

白二级结构中 α￣螺旋占比最高ꎬ为 ６４.０９％ꎻ其他

结构占比由高到低依次为无规则卷曲 (２２.６５％)、
延伸链(８.８４％)、β￣折叠(４.４２％) (图 ３)ꎮ
２.３ 绣球‘杜丽’ＡＰ３ 蛋白系统进化与 ｍｏｔｉｆ 分析

将 ＨｍＡＰ３ 氨 基 酸 序 列 提 交 到 ＮＣＢＩ 进 行

ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ在比对结果中选取下载与该序列相

似度较高的其他植物 ＡＰ３ 氨基酸序列ꎬ在 ＭＥＧＡ￣
Ｘ 软件上用邻接法构建系统进化树 (图 ４)ꎮ 从整

体上来看ꎬ绣球等蔷薇亚纲菊超目植物被聚为同

一大支ꎬ说明 ＡＰ３ 蛋白在系统进化过程中具有一

定保守性ꎮ 从各小分支来看ꎬ不同物种间的 ＡＰ３
序列存在一定差异ꎬ而同物种间的序列相似度则

较 高ꎮ 相 对 而 言ꎬ 绣 球 与 神 秘 果 ( Ｓｙｎｓｅｐａｌｕｍ
ｄｕｌｃｉｆｉｃｕｍ)、 洒 金 桃 叶 珊 瑚 ( Ａｕｃｕｂａ ｊａｐｏｎｉｃａ
ｖａｒ. ｂｏｒｅａｌｉｓ) 和欧洲枸骨 ( Ｉｌｅｘ ａｑｕｉｆｏｌｉｕｍ) 亲缘关

系最近ꎮ 在模式植物中ꎬ绣球与烟草 (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ) 的 亲 缘 关 系 比 拟 南 芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ) 更近ꎮ 因此ꎬ使用烟草基因组作为预测

绣球基因编辑靶点的参考基因组更为适宜ꎮ
在 ＭＥＭＥ￣ｍｏｔｉｆ ｓｕｉｔｅ 工具上对上述氨基酸序

列进行分析后ꎬ获得了 １５ 个 ｍｏｔｉｆ 及其在序列中的

相对位置 (图 ４)ꎮ 大部分植物 ＡＰ３ 序列包含 ７ 个

ｍｏｔｉｆꎬ其中有 ８ 个 ＡＰ３ 序列包含 ８ 个 ｍｏｔｉｆꎬ１ 个

ＡＰ３ 序列包含 ９ 个 ｍｏｔｉｆꎮ 所有 ＡＰ３ 序列 Ｃ 端较为

保守ꎬ均含有 ｍｏｔｉｆ ２、 ｍｏｔｉｆ ４、 ｍｏｔｉｆ ５、 ｍｏｔｉｆ ６ 和

ｍｏｔｉｆ ７ꎬ而 Ｎ 端多含 ｍｏｔｉｆ ３ꎮ 与其他植物相比ꎬ绣
球 ＡＰ３ 序列中含有特有的 ｍｏｔｉｆ １２ꎬ此外仅洒金桃

叶珊瑚 ＡＰ３ 序列中含有这一基序ꎬ说明 ＨｍＡＰ３ 相

对其他植物 ＡＰ３ 蛋白可能会有更多功能ꎮ 对同源

基因来说ꎬ其序列的 ｍｏｔｉｆ 大体相似ꎬ然而在不同

物种间仍存在一定的差异ꎬ这些差异导致了不同

物种间同源基因的功能差异ꎮ
２.４ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑载体构建

利用 ＣＲＩＳＰＲｄｉｒｅｃｔ 在 ＨｍＡＰ３ 上共选取到 ２ 个

特异性强的靶点ꎬ分别命名为 ＨｍＡＰ３￣Ｔａｇｅｔ１ (５′￣
ＧＡＴＣＴＧＴＡＣＣＡＧＡＣＧＡＣＡＡＴ ＋ ＧＧＧ￣３′) 和 ＨｍＡＰ３￣
Ｔａｇｅｔ２ (５′￣ ＴＧＡＡＣＧＡＡＡＧＴＡＴＣＧＡＧＴＡＣ＋ＣＧＧ￣３′)ꎬ
其 ＧＣ 含量分别为 ４５ ％和 ４０ ％ꎬ其与 ＰＡＭ 位点相

邻的 １２ ｂｐ 在参考基因组 (烟草) 中均仅比对到 １
个位点ꎬ证明该靶点具有较强特异性ꎮ 用引物

ＨｍＡＰ３￣Ｆ２ / Ｒ２、ＨｍＡＰ３￣Ｆ３ / Ｒ３ 在质粒上扩增含有
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表 １　 本研究中所使用的引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

序列 (５′→３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃ )

用途
Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＨｍＡＰ３￣Ｆ１
ＨｍＡＰ３￣Ｒ１

５′￣ ＡＴＧＴＴＣＴＣＣＡＣＴＡＣＣＡＡＣＡＡＡＣＴ ￣３′
５′￣ ＣＴＡＡＴＣＧＡＧＣＡＡＴＧＣＡＴＡＣＧＴＡＧ ￣３′ ５６ ＨｍＡＰ３ 全长扩增

ＨｍＡＰ３ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＨｍＡＰ３￣Ｆ２
ＨｍＡＰ３￣Ｒ２

５′￣ ＡＣＡＧＣＴＡＧＡＧＴＣＧＡＡＧＴＡＧＴＧＡＴＴＧ
ＧＡＴＣＴＧＴＡＣＣＡＧＡＣＧＡＣＡＡＴＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ ￣３′

５′￣ ＴＴＣＴＧＣＡＧＡＣＡＡＡＴＧＧＣＣＣＣＣＡＴＴＣＧ
ＧＡＧＴＴＴＴＴＧＴＡＴＣＴ ￣３′

５８ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体构建￣靶点 １
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ￣Ｔａｒｇｅｔ １

ＨｍＡＰ３￣Ｆ３
ＨｍＡＰ３￣Ｒ３

５′￣ ＡＣＡＧＣＴＡＧＡＧＴＣＧＡＡＧＴＡＧＴＧＡＴＴＧ
ＧＴＡＣＴＣＧＡＴＡＣＴＴＴＣＧＴＴＣＡＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ ￣３′

５′￣ ＴＴＣＴＧＣＡＧＡＣＡＡＡＴＧＧＣＣＣＣＣＡＴＴＣＧ
ＧＡＧＴＴＴＴＴＧＴＡＴＣＴ ￣３′

５８ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体构建￣靶点 ２
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ￣Ｔａｒｇｅｔ ２

Ｃａｓ９￣Ｆ
Ｃａｓ９￣Ｒ

５′￣ ＣＡＡＧＴＴＣＡＴＣＡＡＧＣＣＣＡＴＣＣ ￣３′
５′￣ ＧＴＣＣＴＣＧＴＴＴＴＣＣＴＣＡＴＴＧＴＣ ￣３′ ５２ 抗性芽 Ｃａｓ９ 序列检测

Ｃａｓ９ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｂｕｄｓ

∗表示终止子ꎮ
∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ.

图 １　 ＨｍＡＰ３ 的序列及其结构域分析
Ｆｉｇ. １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨｍＡＰ３

黏性末端的目的片段ꎬ与线性载体连接ꎬ用大肠杆

菌转化后挑取单菌落测序ꎬ测序结果表明目的片

段已成功插入载体ꎬ插入片段与载体结构如图 ５

所示ꎮ 绣球对潮霉素敏感性很高ꎬ经 ２ ｍｇ􀅰Ｌ￣１潮

霉素筛选后ꎬ在侵染约 ２ ０００ 枚叶片后仅培育出 ９
株抗性芽(图 ６:Ａ)ꎮ 以抗性芽叶片 ＤＮＡ 为模板ꎬ
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图 ２　 ＨｍＡＰ３ 蛋白三级结构
Ｆｉｇ. ２　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＨｍＡＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ

分别 使 用 靶 基 因 序 列 扩 增 引 物 ＨｍＡＰ３￣Ｆ１ /
ＨｍＡＰ３￣Ｒ１ 和 Ｃａｓ９ 序列扩增引物 Ｃａｓ９￣Ｆ / Ｃａｓ９￣Ｒ
对抗性芽进行鉴定ꎮ 扩增和测序结果表明ꎬ９ 株抗

性芽叶片基因组中有 ５ 株可克隆到 Ｃａｓ９ 序列ꎬ但
其靶点序列均未发生突变 (图 ６:Ｂ)ꎮ 提取抗性芽

叶片总 ＲＮＡ 后反转录获得 ｃＤＮＡꎬ再次克隆 Ｃａｓ９
序列ꎬ发现所有样品均无法扩增出条带ꎮ 该现象

说明虽然载体序列已成功整合到载体基因组上ꎬ
但是 Ｃａｓ９ 蛋白并未成功转录和表达ꎬ因此ꎬ编辑靶

点的序列没有改变ꎮ

３　 讨论与结论

本研究克隆了绣球‘杜丽’的 ＨｍＡＰ３ 基因ꎬ并
对其核苷酸序列与氨基酸序列进行了生物信息学

分析ꎮ 研 究 发 现 ＨｍＡＰ３ 与 模 式 植 物 拟 南 芥

(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３) 及园艺作物绿竹 (朱龙飞ꎬ
２０１３)、葡萄 (胡晓燕等ꎬ２０２１)、菠萝 (郑雪文等ꎬ
２０２１) 在特有的 Ｋ￣ＢＯＸ 结构域上长度相近、结构

相似ꎬ表明此结构域在不同物种的 ＡＰ３ 中高度保

守ꎮ 理化性质分析结果表明 ＨｍＡＰ３ 是稳定的亲

水性蛋白ꎬ与郑雪文等 (２０２１)的研究结果一致ꎮ
在 ＨｍＡＰ３ 蛋白三级结构模型中ꎬＫ￣ＢＯＸ 形成长

α￣螺旋结构ꎬ与植物 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 家族中 Ｋ￣ＢＯＸ 结

构域特征一致ꎬ该结构在 ＡＰ３ 与其他蛋白结合形

成四聚体的过程中发挥关键作用 (Ｙａｎｇ ＆ Ｊａｃｋꎬ
２００４)ꎮ

ＨｍＡＰ３ 蛋白系统进化树表明 ＡＰ３ 基因在植

物系统进化过程中的保守性ꎬ其中绣球与金鱼草、
烟草和番茄 ＡＰ３ 基因聚类在同一大分支ꎬ亲缘关

系较 近ꎬ 与 Ｖｉａｅｎｅ 等 ( ２００９ ) 研 究 结 果 相 似ꎮ
Ｍａｒｔｉｎｏ 等 (２００６) 和 Ｌｉｕ 等 (２００４) 研究发现ꎬ番
茄 ＳｌＡＰ３ 与烟草 ＮｔＡＰ３ 基因沉默后代表现出花萼

轮数增多、花瓣消失的性状ꎮ 通过同源比对ꎬ推测

绣球 ‘杜丽’ ＨｍＡＰ３ 基因与其同源基因 ＳｌＡＰ３、
ＮｔＡＰ３ 功能相似ꎬ可能负责调控绣球花器官中花萼

和花瓣的形成ꎮ
本研究构建了 ２ 个绣球 ＨｍＡＰ３ 单靶点载体ꎬ

并在转化获得的抗性芽基因组中检测到载体序

列ꎬ但在抗性芽中未检测到 Ｃａｓ９ 序列的表达和编

辑位点序列突变ꎮ 本研究与 Ｒｅｎ 等 (２０１３)的研

究结果相似ꎬ他推测基因编辑效率与启动子活性

有关ꎬ当 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑载体中的启动子

从 ｎｏｓ￣ｍｉｎｉ 变为 Ｕ６ｂ 启动子时ꎬ遗传突变率可从 ０
提高至 ３. ２％ꎮ 在观赏植物中ꎬ Ｋｉｓｈｉ￣Ｋａｂｏｓｈｉ 等

(２０１９) 的研究也佐证了这一观点ꎬ系统性比较了

Ｕｂｉｑｕｔｉｎ、ＣａＭＶ ３５Ｓ 和 ＣｍＡｃｔｉｎ２ 启动子的表达活

性差异后ꎬ发现 ＣａＭＶ ３５Ｓ 和 Ｕｂｉｑｕｔｉｎ 启动子在菊

花愈伤组织中活性均低于菊花 ＣｍＡｃｔｉｎ２ 启动子ꎮ
本研究使用的 Ｃａｓ９ 序列启动子为 Ｕｂｉｑｕｔｉｎ 启动

子ꎬ猜想其在绣球组织中的表达活性极低ꎬ导致

Ｃａｓ９ 序列在抗性芽中未表达ꎮ 在下一步绣球基因

编辑工作中ꎬ可将载体中启动子更换为绣球本源

启动子ꎬ进一步探究启动子活性对基因编辑成功

率的影响ꎮ
本研究发现绣球对潮霉素的高敏感性也是影

响 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑效率的重要因素ꎮ 本研

究使用 ２ ｍｇ􀅰Ｌ￣１潮霉素浓度对绣球抗性芽进行筛

选ꎬ再生率仅为 ０.４５％ꎬ与苹果 (贾东杰等ꎬ２０１３)
等在潮霉素筛选下的再生情况相符ꎬ推测绣球野

生型基因组内不含有潮霉素抗性基因ꎮ 甘煌灿等

(２０１８) 提出可通过在再生筛选过程中逐渐增加

潮霉素浓度的方法ꎬ提高抗性芽的成活率ꎮ 后续

的绣球抗性芽的筛选条件可通过调整不同再生阶
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蓝色表示 α￣螺旋ꎬ紫色表示无规则卷曲ꎬ绿色表示 β￣折叠ꎬ红色表示延伸链ꎮ
Ｂｌｕｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ α￣ｈｅｌｉｘꎬ ｐｕｒｐｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌꎬ ｇｒｅｅｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ β￣ａｎｇｌｅꎬ ａｎｄ ｒｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ.

图 ３　 ＨｍＡＰ３ 蛋白二级结构
Ｆｉｇ. ３　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＨｍＡＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ４　 ＨｍＡＰ３ 蛋白系统进化和 ｍｏｔｉｆ 分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｍｏｔｉｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨｍＡＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ
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Ａ. ｐＣＡＭＢＩＡ１３００::ＨｍＡＰ３ 载体结构ꎻ Ｂ. 载体中目的片段测序结果ꎮ
Ａ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐＣＡＭＢＩＡ１３００::ＨｍＡＰ３ ｖｅｃｔｏｒꎻ Ｂ. Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ.

图 ５　 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００::ＨｍＡＰ３ 载体图谱及目的片段插入情况
Ｆｉｇ. ５　 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００::ＨｍＡＰ３ ｖｅｃｔｏｒ ｍａｐｐｉｎｇ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ

Ａ. 绣球‘杜丽’抗性芽的生长状况ꎻ Ｂ. 抗性芽基因组中 Ｃａｓ９ 序列扩增(Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ ＷＴ. 野生型ꎻ １ ~ ９. 绣球‘杜
丽’抗性芽)ꎮ
Ａ. Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｂｕｄｓ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｈｙｄｒａｎｇｅａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ ‘Ｄｏｏｌｅｙ’ꎻ Ｂ. Ｃａｓ９ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｂｕｄｓ (Ｍ. ＤＬ２０００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ ＷＴ. Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎻ １－９. Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｂｕｄｓ ｏｆ Ｈ. ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ ‘Ｄｏｏｌｅｙ’).

图 ６　 绣球‘杜丽’抗性芽检测
Ｆｉｇ. ６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｂｕｄｓ ｏｆ Ｈｙｄｒａｎｇｅａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ ‘Ｄｏｏｌｅｙ’
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段潮霉素浓度的方式来进一步优化ꎬ以提高基因

编辑效率ꎮ
本研究在绣球‘杜丽’中克隆到 １ 个 ＨｍＡＰ３

基因ꎬｃＤＮＡ 序列全长 ５４６ ｂｐꎬ共编码 １８１ 个氨基

酸ꎬ为稳定的亲水性蛋白ꎬ氨基酸序列结构分析证

明其具有 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ Ｂ 类基因亚家族特征ꎬ系统进

化分析表明 ＨｍＡＰ３ 与烟草、番茄、金鱼草亲缘关

系较近ꎬ基序组成结构保守ꎻ以 ＨｍＡＰ３ 为靶点ꎬ成
功构建 ２ 个以 Ｃａｓ９ 基因、ｓｇＲＮＡ、潮霉素抗性基因

为骨架的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑载体ꎬ并将载体

序列整合到绣球基因组中ꎮ 上述研究结果为进一

步研究 ＨｍＡＰ３ 基因功能奠定了理论基础ꎬ为重瓣

绣球基因编辑辅助育种工作提供技术支撑ꎮ
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