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摘　 要: 为深入探究叶原基分化成叶器官的形态建成机制ꎬ该研究以北美鹅掌楸为材料ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和

ＲＡＣＥ 克隆技术获得 ＬｔＡＧＯ１ 的 ｃＤＮＡ 全长和启动子序列并预测其功能ꎬ通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析 ＬｔＡＧＯ１ 在鹅掌楸

属中的组织表达模式ꎮ 同时ꎬ经抗性筛选和 ＤＮＡ 鉴定获得 ＰｒｏＡＧＯ１ ∷ ＧＵＳ 的转基因拟南芥株系ꎬ并进一步

对 Ｔ２ 代阳性植株进行表型和 ＧＵＳ 组织化学染色分析ꎮ 结果表明:(１) ＬｔＡＧＯ１ 基因包含 ３ ３００ ｂｐ 的开放阅读

框ꎬ编码 １ １００ 个氨基酸ꎬ分子量为 １２２.１４ ｋＤꎬ理论等电点(ｐＩ)为 ９.３６ꎮ (２)氨基酸序列分析显示 ＬｔＡＧＯ１ 含

Ｇｌｙ￣ｒｉｃｈ￣ＡＧＯ１ 和 Ｐｉｗｉ 两个典型的 ＡＧＯ 基因结构域ꎬ同源性分析显示 ＬｔＡＧＯ１ 蛋白与沉水樟 ＡＧＯ１ 蛋白

(ＲＷＲ８４６０８.１)亲缘关系最近ꎮ (３)组织表达特异性分析显示 ＬｔＡＧＯ１ 在北美鹅掌楸不同组织间的相对表达

量为雄蕊>花芽>花瓣>花萼>叶片>雌蕊>叶芽>茎ꎬＬｔＡＧＯ１ 在北美鹅掌楸叶片不同发育阶段的相对表达量为

叶芽萌动期>幼叶期>衰老期>成熟期ꎬＡＧＯ１ 在鹅掌楸属叶缘的表达量高于叶片的其他部位且北美鹅掌楸叶

凹陷部位的表达量高于叶尖部位ꎮ (４)获得叶中－侧轴向和基－顶轴向的极性缺失、叶缘锯齿、重瓣花型的转

化株系ꎬＧＵＳ 组织染色显示 ＰｒｏＡＧＯ１ 启动 ＧＵＳ 基因在叶芽顶端稳定表达且在新分化的叶柄上表达较强ꎬ在成

熟期的茎、叶、花和果的维管束中均特异表达ꎮ ＬｔＡＧＯ１ 启动子的 ＧＵＳ 活性强度为叶顶芽>花>维管束ꎬ这与实

时定量 ＰＣＲ 结果相一致ꎮ 综上认为ꎬＬｔＡＧＯ１ 基因在顶端分生组织特异表达且受到多种途径的调控而参与到

叶和花器官的发育进程中ꎮ 该研究结果为进一步了解北美鹅掌楸 ＬｔＡＧＯ１ 基因的基本功能及其调控叶形发育

机制提供了理论基础ꎮ
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３ ３００ ｂｐ ꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ １ １００ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ꎬ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ １２２.１４ ｋＤ ａｎｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ (ｐＩ) ｗａｓ
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ｄｏｕｂｌｅ ｐｅｔａｌ ｆｌｏｗｅｒ. Ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ＧＵＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｓｔａｂｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｔｉｐ ｏｆ ｌｅａｆ ｂｕｄ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎬ ａｎｄ
ｈｉｇｈｅｒ ＧＵＳ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｔ ｎｅｗｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｐｅｔｉｏｌｅｓ. ＰｒｏＡＧＯ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｄｒｏｖｅ ＧＵＳ ｇｅｎｅ ｔｏ ａｃｃｕｍｕｌａｔｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｂｕｎｄｌｅ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｌｅａｆꎬ ｆｌｏｗｅｒꎬ ｐｏｄ ａｎｄ ｓｔｅｍꎬ ａｎｄ ＧＵＳ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｒｄｅｒ
ｗａｓ ｌｅａｆ ｔｉｐ ｂｕｄ> ｆｌｏｗｅｒ >ｖａｓｃｕｌａｒ ｂｕｎｄｌｅ ａｍｏｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｉｎ ａｃｃｏｒｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ.
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ｇｅｎｅ ｉｎ Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｌｅａｆ ｓｈａｐｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａꎬ ＡＧＯ１ꎬ ｌｅａｆ ｐｏｌａｒｉｔｙꎬ ＧＵＳꎬ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 叶是高等植物进行光合作用和蒸腾作用的主

要器官ꎬ叶原基起源于茎顶端分生组织(ｓｈｏｏｔ ａｐｉｃａｌ
ｍｅｒｉｓｔｅｍꎬ ＳＡＭ)的周边区ꎮ 在控制细胞由分裂转入

生长的形态建成过程中ꎬ叶原基发生了极性分化

(Ｂｏｗｍａｎ ＆ Ｅｓｈｅｄꎬ ２０００)ꎮ ＡＧＯ１ 基因的突变将会

影响叶原基分化及器官极性的选择等一系列发育

进程(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９ꎻ Ｌｉｕ ＆ Ｎｏｎｏｍｕｒａꎬ ２０１６)ꎮ 王

永益(２０１９) 通过点突变能获得拟南芥针状叶的

ａｇｏ１￣２７ 突变体和卷曲芽状复叶的 ａｇｏ１￣３８ 突变体ꎮ
李素芬等(２０１４)对 ＡｔＡＧＯ１ 超表达得到了叶缘呈锯

齿状的拟南芥ꎮ 在模式植物水稻和玉米中ꎬ采用敲

除、过表达 ＡＧＯ１ 基因及互补缺陷突变体的方法ꎬ初
步明确 ＡＧＯ１ 基因的缺失会降低水稻的结实率和花

粉育性ꎬ而 ＡＧＯ１ 基因的过表达能使叶片正面卷曲、
株高降低 (徐东东ꎬ ２０１４ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 番茄

ＳｌｍｉＲ１６８ 靶向调控 ＳｌＡＧＯ１ａ 基因的表达ꎬ增强了番

茄对低钾胁迫的抗性 ( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎻ拟南芥

ａｇｏ１￣２７ 比野生型对淹水更敏感ꎬ且在低氧条件下

和 ＡＧＯ４ 共同调控该胁迫信号的的传递(Ｅｌｅｎａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０２０)ꎮ 姚晓华等(２０２１)发现ꎬ青稞 ＨｖｔＡＧＯ１ 编

码的蛋白在抗条纹病的调控通路中发挥重要作用ꎮ

近期研究发现ꎬＡＧＯ１ 是通过诱导茉莉酸(ＪＡ)信号

通路中相关基因的产生并激活 ＪＡ 反应来响应胁迫

(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ 可见ꎬＡＧＯ１ 通过多种途径参与

植物抗逆的响应及调节过程ꎮ 此外ꎬＡＧＯ１ｄ 参与小

麦花药和花粉粒的发育(冯楠ꎬ２０１８)ꎬ拟南芥根分

生组织需要 ＡＧＯ１ 的活性 来 维 持 细 胞 的 增 殖

(Ａｄｒｉｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎮ ＡＧＯ１ 基因在植物器官极性

选择、分生组织分化、花器官发育和胁迫响应等多

方面起重要调控作用ꎮ
北美鹅掌楸与鹅掌楸都是以叶形奇特、干型

优美为特色的具有观赏价值的园林树种ꎬ其叶片

具有三裂和五裂的形态差异ꎬ是研究观叶树种叶

形多样性及品种改良的理想材料ꎮ 近年来ꎬ杨颖

等(２０１４)证实北美鹅掌楸中有 ９ 个 ＬｔＮＡＣ 基因参

与叶片的衰老进程ꎮ Ｍａ 等(２０１８ꎬ２０１９)探明鹅掌

楸从叶原基分化成叶片 ４ 个阶段的形态发育过

程ꎬ从转录组中筛选验证 １０ 条与叶发育相关的差

异基因ꎬ发现 ＬｃＫＮＯＸ６ 基因可使拟南芥叶序紊乱、
叶片深裂及不育ꎮ 然而ꎬ目前对于北美鹅掌楸奇

特叶形的形成机制仍不清楚ꎬＡＧＯ１ 基因是否参与

了叶形发育的调控进程ꎬ与北美鹅掌楸叶芽和花

３０４１８ 期 魏灵敏等: 北美鹅掌楸 ＬｔＡＧＯ１ 基因的克隆、表达及其启动子分析



芽孕育的关系也尚未明确ꎮ
高等植物的生长发育过程受基因的表达量控

制ꎬ基因的转录水平受包含顺式作用元件的启动

子影响(Ｄｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ 拟南芥 ＡｔＡＤＲ 和 ＡｔＡＩＦ
启动子可调控花和花药的发育 ( Ｓｈｉｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ
Ｄａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎬ表明启动子在影响植物的性状和

调控方式上发挥重要作用ꎮ 本研究采用 ＲＡＣＥ 克

隆技 术 获 得 北 美 鹅 掌 楸 ＬｔＡＧＯ１ 基 因 的 全 长

ｃＤＮＡꎬ并对其进行生物信息学预测及组织差异表

达分析ꎬ初步了解该基因功能ꎬ并重点关注 ＬｔＡＧＯ１
基因启动子序列的分析和组织表达特异性ꎬ旨在

为 ＬｔＡＧＯ１ 基因启动子对相关基因的调控机制研

究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 不同组织的取样 　 在南京林业大学的鹅掌

楸种源试验林中ꎬ选取物候期基本一致的北美鹅

掌楸(美国南卡罗来纳州种源)和鹅掌楸(中国武

夷山种源)作为供试材料ꎮ ２０１８ 年 ４ 月ꎬ分别采集

长势良好的 ３ 个株系幼嫩叶片的 ３ 个部位(叶缘、
叶基部和叶中部)ꎬ具体参考沈宗根等(２００３)的方

法ꎮ 同时ꎬ采集北美鹅掌楸同一时期的 ８ 个组织

样品(叶片、茎、雄蕊、雌蕊、花芽、花萼、叶芽和花

瓣)ꎮ ２０１８ 年 ３—８ 月期间ꎬ分别采集北美鹅掌楸

叶芽萌动期、幼叶期、叶成熟期和叶衰老期的叶

片ꎬ具体参考肖怀娟(２０１４)的方法ꎮ 可将其划分

为 ７ 个部分ꎬ即 ａ、ｃ 和 ｅ 为叶缘凸出部分ꎬｂ 和 ｄ
为叶缘凹陷部分ꎬｆ 为叶柄ꎬｇ 为叶中间部分ꎮ 据前

期的物候观察发现ꎬ在 ７ 月ꎬ北美鹅掌楸叶片的形

态变异最大ꎮ 因此ꎬ本研究于 ２０１８ 年 ７ 月采集北

美鹅掌楸不同大小的叶片ꎬ用消毒的剪刀分离样

品至 １ ｇꎬ具体参考李四游(２０１５)的方法ꎮ 所有样

品重复取样 ３ 次ꎬ置于－８０ ℃超低温冰箱中保存ꎬ
用于提取 ＲＮＡꎮ
１.１.２ 生化试剂　 植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒购自天

根( ＴＩＡＮＧＥＮ) 生物公司ꎬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ ( Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ) 反 转 录 试 剂 盒、 ３′￣Ｆｕｌｌ
ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ ｗｉｔｈ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴａｓｅ 试 剂 盒、
ＳＭＡＲＴｅｒ® ＲＡＣＥ ５′ / ３′ Ｋｉｔ 反 转 录 试 剂 盒、
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ® Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 高保真酶、ＤＬ ２
０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 和 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 酶均购自

Ｔａｋａｒａ 公司ꎬ核酸染料 Ｇｅｌ Ｓｔａｉｎ、Ｅａｓｙ Ｐｕｒｅ Ｑｕｉｃｋ
Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 凝胶回收试剂盒和 Ｂｌｕｎｔ 载体均

购自北京全式金生物技术有限公司ꎬＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ®

Ｕｌｔｒａ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 重组酶购自诺唯赞生物

公司ꎬ 大 肠 杆 菌 ( Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ) Ｔ１ 与 农 杆 菌

(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ) ＧＶ３１０１ 购自上海唯地生物公司ꎬ
过表达载体 ＰＢＩ１２１￣ＧＵＳ 由本实验室提供ꎬ引物合

成由南京金斯瑞公司完成ꎬ其编号及序列见表 １ꎮ
１.２ 方法

１.２. １ 目 的 基 因 的 克 隆 　 根据北美鹅掌楸 ( Ｌ.
ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａ)转录组数据库( ｈｔｔｐ: / / ａｎｃａｎｇｉｏ. ｕｇａ. ｅｄｕ /
ｃｏｎｔｅｎｔ / ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ￣ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａ)ꎬ 筛 选 出 注 释 名 为

ＡＧＯ１ 基因的 ＥＳＴ 序列ꎬ通过 Ｏｌｉｇｏ ７ 软件设计

ＰＣＲ 扩增引物ꎬ以北美鹅掌楸叶芽的 ｃＤＮＡ、３′￣
ＲＡＣＥ 和 ５′￣ＲＡＣＥ 为模板ꎬ扩增 ＬｔＡＧＯ１ 基因的 ３
个目的片段ꎮ ＰＣＲ 体系为 ５０ μＬꎬ扩增程序:９８ ℃
３ ｍｉｎꎻ９８ ℃ １０ ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ共 ３５ 个

循环ꎻ７２ ℃ 彻底延伸 ５ ｍｉｎꎮ 将目的片段连接至

Ｂｌｕｎｔ 载体后转化大肠杆菌 Ｔ１ 感受态细胞ꎬ挑菌送

测ꎮ 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件拼接后获得全长 ｃＤＮＡ 序

列ꎬ使 用 ＮＣＢＩ ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 在 线 软 件 ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )预测开放阅读框

并设计引物ꎬ验证基因克隆的正确性ꎮ 依据验证

成功的 ＡＧＯ１ 基因 ＣＤＳ 序列ꎬ查找其上游启动子

序列ꎮ 该启动子序列信息来自鹅掌楸(庐山种源)
ＮＪＦＵ￣Ｌｃｈｉ￣２. ０ 基 因 组 测 序 结 果 ( Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎬ利用同源克隆法设计验证引物ꎬ引物序列

见表 １ꎮ 使用改良 ＣＴＡＢ 法(马明等ꎬ２００７)提取采

样组织的 ＤＮＡꎬ以此为模板扩增出约 ２ ０００ ｂｐ 的

启动子序列并测序确认ꎮ
１.２.２ ＬｔＡＧＯ１ 基因的生物信息学分析　 使用 ＮＣＢＩ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ 在 线 软 件 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｃｄｄ) 预测 ＬｔＡＧＯ１ 蛋白的保守结构

域ꎮ 使用 ＥｘＰＡＳｙ 中的 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 工具 ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 在线分析蛋白质理化

性 质ꎬ 使 用 ＳＯＰＭＡ 在 线 软 件 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣
ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿
ｓｏｐｍａ. ｈｔｍｌ ) 和 Ｐｈｙｒｅ２ 在 线 软 件 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｓｂｇ.ｂｉｏ. ｉｃ. ａｃ. ｕｋ / ｐｈｙｒｅ２ / ｈｔｍｌ / ｐａｇｅ. ｃｇｉ? ｉｄ ＝ ｉｎｄｅｘ)
分别预测蛋白质二、三级结构ꎬ使用 ＳｉｇｎａｌＰ ５. ０
Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )
预测蛋白是否含信号肽ꎬ使用 ＰＳＯＲＴ 在线软件

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / )预测蛋白亚细胞的定位

４０４１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

序列 (５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

用途
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＬｔＡＧＯ１－Ｆ ＣＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＡＧＧＡＴＡＴＣＡ 中间片段扩增
Ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＬｔＡＧＯ１－Ｒ ＡＧＣＡＧＴＧＧＧＡＧＴＴＧＴＡＡＣＡＧ

ＬｔＡＧＯ１－３Ｏｕｔｅｒ ＣＴＧＣＴＣＴＣＡＡＧＧＡＣＡＡＴＧＴＧＡＡ ３′ＲＡＣＥ

ＬｔＡＧＯ１－３Ｉｎｎｅｒ ＡＣＴＣＴＴＴＧＣＴＧＧＡＣＴＴＣＴＧＣＴＡＴＣＣＴＧＡＴＧ

ＬｔＡＧＯ１－５Ｏｕｔｅｒ ＧＴＧＣＡＧＣＴＣＧＧＧＡＴＣＡＧＡＣＧＧＣＣＴＡＴＧＡＧＡ ５′ＲＡＣＥ

ＬｔＡＧＯ１－５Ｉｎｎｅｒ ＴＧＡＣＡＣＣＡＣＴＧＧＡＡＴＧＴＴＧＡ

ＬｔＡＧＯ１－ｑＲＴ－Ｆ ＡＧＧＧＣＣＡＡＴＴＴＴＡＴＣＡＧＧＴＣ 荧光定量
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ＬｔＡＧＯ１－ｑＲＴ－Ｒ ＴＣＡＡＣＡＧＡＡＴＡＧＣＧＡＴＣＣＧＡＡ

ＬｃＡｃｔｉｎ９７－Ｆ ＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧＣＡＧＴＧＧＴＣＧＴＧ 内参
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＬｃＡｃｔｉｎ９７－Ｒ ＧＴＣＧＣＡＣＡＡＣＴＧＧＴＡＴＣＧ

Ｈｉｎｄ ＩＩＩ－Ｆ ＣＡＣＴＣＡＴＴＡＧＧＣＡＣＣＣＣＡＧＧ 鉴定
Ｔｅｓｔｉｎｇ

ＧＵＳ－Ｒ ＡＴＣＣＡＧＡＣＴＧＡＡＴＧＣＣＣＡＣ

ＬｔＡＧＯ１－ＱＣ－Ｆ ＡＴＧＧＴＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡ 开放阅读框扩增
ＯＲＦ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＬｔＡＧＯ１－ＱＣ－Ｒ ＴＣＡＧＣＡＧＴＡＧＡＡＣＡＴＣＡＣＣ

ＬｔＡＧＯ１－Ｐｒｏ－Ｆ ＡＴＡＣＣＣＡＧＣＡＧＡＴＡＡＣＧＡＡ 启动子克隆
Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｌｏｎｉｎｇ

ＬｔＡＧＯ１－Ｐｒｏ－Ｒ ＧＡＴＴＡＣＴＣＴＣＧＣＴＴＡＧＴＣＡ

ｐｒｏＬｔＡＧＯ１－ＧＵＳ－Ｆ ＧＡＣＣＡＴＧＡＴＴＡＣＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＡＣＣＣＡＧＣＡＧＡＴＡＡＣＧＡＡ 载体构建
Ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ｐｒｏＬｔＡＧＯ１－ＧＵＳ－Ｒ ＡＣＣＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＣＴＣＴＡＧＡＧＡＴＴＡＣＴＣＴＣＧＣＴＴＡＧＴＣＡ

情况ꎮ 在 ＮＣＢＩ 数据库 ＢＬＡＳＴｘ 中查找同源序列ꎬ
使用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 软件分析 ＬｔＡＧＯ１ 蛋白同源性和

ＭＥＧＡ ７ 软件构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 系统进化树ꎮ
使 用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ) 对克隆得到

的启动子序列进行顺式作用元件分析ꎮ
１.２.３ ＬｔＡＧＯ１ 基因的表达分析 　 使用植物总 ＲＮＡ
提取试剂盒分别提取鹅掌楸属不同发育时期的叶

片及不同组织的总 ＲＮＡꎬ并反转录合成 ｃＤＮＡ 的

第一链ꎬ稀释 ２０ 倍后作为 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 模板ꎮ 通过

Ｏｌｉｇｏ ７ 软件设计荧光定量 ＰＣＲ 引物ꎬ参考本实验

室鹅掌楸内参基因 Ａｃｔｉｎ９７(Ｔｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)进行实

时定量 ｑＰＣＲ 反应ꎬ引物序列见表 １ꎮ 反应体系为

２０ μＬꎬ分别为 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ１０ μＬꎬ上下

游引物各 ０. ４ μＬ( ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ )ꎬＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
Ｄｙｅ ｏｒ Ｄｙｅ Ⅱ０.４ μＬꎬ模板(１００ ｎｇ)２ μＬꎬＲＮＡａｓｅ￣
ｆｒｅｅ ｄｄＨ２０ ６.８ μＬꎮ 扩增程序:９５ ℃ 预变性 ３０ ｓꎻ
９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火 ３４ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 试验进

行 ３ 次生物学重复ꎬ用 ２－△△ｃｔ法(Ｌｉｖａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１)

计算并分析基因的相对表达量ꎮ
１.２.４ 构建载体及转化、筛选　 使用 Ｘｂａｒ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ
Ⅲ 酶分别酶切超表达载体 ＰＢＩ１２１ 质粒ꎬ经电泳跑

胶确 定 目 标 产 物 后 切 胶ꎬ 并 回 收 目 的 片 段

ＰｒｏＡＧＯ１ꎮ 利用诺唯赞同源重组酶将带酶切位点

的 ＰＣＲ 目 的 产 物 构 建 到 酶 切 后 的 表 达 载 体

ＰＢＩ１２１ 上ꎬ并转入大肠杆菌中扩增ꎬ 获得 ＧＵＳ 表

达载体 ＰＢＩ１２１￣ＰｒｏＡＧＯ１￣ＧＵＳꎮ 将经 ＰＣＲ、酶切及

测序后鉴定正确的 ＧＵＳ 表达载体质粒转进农杆菌

ＧＶ３１０１ꎬ并 通 过 花 序 浸 染 法 ( Ｃｌｏｕｇｈ ＆ Ｂｅｎｔꎬ
１９９８)转染到野生型拟南芥中ꎮ 将收种得到的 Ｔ０
代拟南芥种子播种在含有 ５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ 卡那霉素

(Ｋａｎａｍｙｃｉｎ)的 １ / ２ＭＳ 培养基上ꎬ筛选出具有抗卡

那霉素的转基因植株ꎬ利用启动子测序引物对 Ｔ１
代拟南芥叶片的 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ以野生型植

株为阴性对照ꎮ 将符合预期结果的转基因植株继

代筛选至 Ｔ２ 代ꎬ用于 ＧＵＳ 染色分析ꎮ
１.２.５ 转基因拟南芥植株表型观察 　 转基因株系

和野生型拟南芥的种子先后经 ７５％酒精、１０％次

５０４１８ 期 魏灵敏等: 北美鹅掌楸 ＬｔＡＧＯ１ 基因的克隆、表达及其启动子分析



氯酸钠消毒和 ３ 次无菌水洗涤ꎬ之后播种在１ / ２ＭＳ
培养基(ｐＨ＝ ５.８)中ꎬ４ ℃春化 ２ ｄ 后ꎬ置于温度为

２５ ℃、光周期为 １６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗、光照强度为

５ ０００ ｌｘ 的人工光照培养箱内ꎮ 光照培养 １０ ｄ 后ꎬ
测量拟南芥幼苗根长并记录ꎬ５ 次重复ꎮ
１.２.６ 转基因拟南芥植株 ＧＵＳ 组织化学染色 　 参

照 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司即用型 ＧＵＳ 试剂盒说明书ꎬ分别选

取在 １ / ２ＭＳ 培养基上生长 ４、６、９、１２、１６、２０、２５ ｄ
等不同时期及不同组织的转 ＰｒｏＡＧＯ１∷ＧＵＳ 的 Ｔ２
代拟南芥转化株ꎬ按 Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ(１９８７)的方法放到染

色液中染色ꎬ３７ ℃ 过夜孵育ꎬ７５％酒精洗涤脱色

５ ~ ６ 次后在体视显微镜下拍照ꎮ 以 ＧＶ３１０１ 空菌

株浸染野生型拟南芥为阴性对照ꎬ３５Ｓ∷ＧＵＳ 空载

体浸染的拟南芥为阳性对照ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＬｔＡＧＯ１ 基因全长 ｃＤＮＡ 的获得

从北美鹅掌楸叶芽中获得 ＡＧＯ１ 中间片段长

度为 ３ ５９２ ｂｐꎬ利用 ＲＡＣＥ 克隆获得长度为 ４４０ ｂｐ
和 ６３６ ｂｐ 的 ５′端和 ３′端序列(图 ２:Ａ)ꎬ经拼接得

到４ ２５８ ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 全长序列ꎮ 经 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 预

测到 ５′ ￣ＵＴＲ 序列长度为 ７８ ｂｐꎬ３′￣ＵＴＲ 序列长度

为 ８８０ ｂｐꎬ含 １３ 个 ｐｏｌｙＡꎬＯＲＦ 长度为 ３ ３００ ｂｐꎬ共
编码 １ １００ 个氨基酸ꎮ 对 ＯＲＦ 两端设计引物扩增

并测序验证ꎬ结果显示开放阅读框序列长度大小

与拼接序列一致ꎬ且无变异位点ꎮ 蛋白结构分析

得到该蛋白包含 ２ 个保守结构域ꎬ即 Ｇｌｙ￣ｒｉｃｈ￣
ＡＧＯ１ 和 Ｐｉｗｉꎮ 其中ꎬＰｉｗｉ 结构域位于 ＡＧＯ１ 的 Ｃ
端ꎬ含有 ＲＮＡ ５′ 端结合位点和对 ｍＲＮＡ 有切割作

用的活性位点(图 ２:Ｂ)ꎮ 以上结果验证了所得

ｃＤＮＡ 序列的正确性ꎬ故将该基因命名为 ＬｔＡＧＯ１ꎮ
２.２ ＬｔＡＧＯ１ 蛋白二级、三级结构和功能预测

图 ２: Ｃ 显 示ꎬ 该 蛋 白 由 延 伸 链 ( ｅｘｔｅｎｄｅｄ
ｓｔｒａｎｄ)、α 螺旋(ｈ)、β 转角( ｔ)和无规则卷曲( ｃ)
组成ꎬ其中无规则卷曲最多ꎬ占 ５２.１４％ꎻ此外ꎬ占
氨基酸序列较多的是 α 螺旋(２８.５７％)和延伸链

(１３.８３％)ꎬβ 转角最少(５.４６％)ꎮ 为深入了解蛋

白结构ꎬ对 ＬｔＡＧＯ１ 预测并模拟蛋白三级结构(图
２:Ｄ)ꎬ结果显示 ＬｔＡＧＯ１ 蛋白结构与 ＡＧＯ２ 蛋白

最为相似ꎬ且置信度达 １００％ꎮ 利用 ＳｉｇｎａｌＰ ５. ０
Ｓｅｒｖｅｒ 预测得到 Ｄ 值(信号肽均值与 Ｙ￣ｍａｘ 的平

均值)较小(０.００１ ６)ꎬ推测该基因编码的蛋白不

含信号肽ꎬ为非分泌蛋白ꎮ 对 ＬｔＡＧＯ１ 蛋白亚细胞

定位的预测结果显示ꎬＬｔＡＧＯ１ 蛋白位于微体、细
胞核、细胞质和细胞膜的分值分别为 ０.３、０.３、０.１
和 ０ꎬ说明该蛋白可能定位于细胞核和微体中ꎮ
２.３ ＬｔＡＧＯ１ 蛋白同源性比对及进化树分析

将 ＬｔＡＧＯ１ 编码的氨基酸序列与 ＮＣＢＩ 数据库

中的 序 列 比 对 发 现ꎬ 与 沉 水 樟 ( Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ
ｍｉｃｒａｎｔｈｕｍ)、海枣(Ｐｈｏｅｎｉｘ ｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａ)和小果野蕉

(Ｍｕｓａ ａｃｕｍｉｎａｔａ)等的 ＡＧＯ１ 蛋白同源ꎬ且相似性

较高 ( ７２. ９７％ ~ ７６. ３３％)ꎮ 经多序列比对发现

ＬｔＡＧＯ１ 蛋白与其他物种 ＡＧＯ１ 同源蛋白总体表

现为 Ｃ 端较保守ꎬＮ 端保守性较差ꎬ且同源序列中

均存在一个保守的 Ｐｉｗｉ 结构域(图 ３)ꎮ ＬｔＡＧＯ１
蛋白与不同种类植物 ＡＧＯ１ 蛋白序列一致性较

高ꎬ说明该基因在植物进化过程中比较保守ꎮ 通

过与其他物种 ＡＧＯ１ 同源蛋白比对及构建的进化

树发现ꎬ北美鹅掌楸与樟科的沉水樟 ＡＧＯ１ 蛋白

(ＲＷＲ８４６０８.１)聚在一起ꎬ亲缘关系最近ꎬ与海枣

(ＸＰ＿００８８１２７９２.１)、小果野蕉(ＸＰ＿００９３８６４２９.１)
的亲缘关系较近ꎬ与麻风树(ＸＰ＿０１２０７９２４４.１)和

橡胶树 ( ＸＰ ＿ ０２１６７０５０５. １) 的亲缘关系相对较

远(图 ４)ꎮ
２.４ ＬｔＡＧＯ１ 的时空表达差异分析

利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测分析 ＬｔＡＧＯ１ 在北美鹅掌

楸 ８ 个组织中的表达量ꎬ结果如图 ５: Ａ 所示ꎬ
ＬｔＡＧＯ１ 在北美鹅掌楸所有的组织中均有表达ꎬ但
表达量存在一定差异ꎮ 其中ꎬ雄蕊和花芽的相对

表达量较高ꎬ显著高于其他组织ꎬ其次是花瓣ꎬ在
花萼、花芽、叶片、叶芽和雌蕊中的表达量较低ꎬ
ＬｔＡＧＯ１ 在北美鹅掌楸不同组织间的相对表达量为

雄蕊>花芽>花瓣>花萼>叶片>雌蕊>叶芽>茎ꎮ 该

基因在花器官中特异表达ꎬ推测 ＬｔＡＧＯ１ 可能在花

器官发育过程中发挥着重要作用ꎮ
对叶基部、叶中部和叶缘进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测ꎬ

结果如图 ５:Ｂ 所示ꎬ在北美鹅掌楸中ꎬＡＧＯ１ 的相

对表达量为叶缘>叶中部>叶基部ꎻ在鹅掌楸中ꎬ
ＡＧＯ１ 的相对表达量为叶缘>叶基部>叶中部ꎮ 由

此可见ꎬＡＧＯ１ 主要在鹅掌楸和北美鹅掌楸叶片中

的叶缘部位表达ꎬ且该基因在鹅掌楸叶片所有部

位的相对表达量均高于北美鹅掌楸的相对表达

量ꎬ尤其是鹅掌楸叶中部和叶基部的表达量是北

美鹅掌楸的 ４.５ ~ ７.５ 倍ꎬ说明 ＡＧＯ１ 在两个种间叶

片的空间分布上存在差异ꎮ

６０４１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



对叶芽萌动期(时期 １ 和时期 ２)、幼叶期(时
期 ３)、成熟期(时期 ４ 至时期 ６)和衰老期(时期

７)的叶片进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测ꎬ结果如图 ５:Ｃ 所

示:在叶芽萌动期至展叶期ꎬＬｔＡＧＯ１ 的表达量随着

叶芽的逐渐膨大而降低ꎻ在生长期ꎬＬｔＡＧＯ１ 的表达

量与叶片大小呈负相关的关系ꎬ且在叶面积最大

时达到最低值ꎻ当叶片进入衰老期ꎬＬｔＡＧＯ１ 的表达

量比生长后期的表达量高ꎬ但比展叶期的低ꎬ且在

叶原基形成的过程中ꎬＬｔＡＧＯ１ 的表达量远高于叶

成熟期的表达量ꎮ ＬｔＡＧＯ１ 在北美鹅掌楸叶片不同

发育阶段的相对表达量为叶芽萌动期>幼叶期>衰
老期>成熟期ꎬ说明 ＬｔＡＧＯ１ 在北美鹅掌楸分生组

织生长较旺盛的时期表达ꎮ
对叶缘凸出部分(即叶尖ꎬａꎬ ｃ 和 ｅ)和凹陷部

分(ｂ 和 ｄ)进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测ꎬ结果如图 ５:Ｄ 所

示ꎬＬｔＡＧＯ１ 在叶柄的相对表达量远高于其他部位

的表达量ꎬ相较而言ꎬ该基因在凹陷部位( ｂ)的相

对表达量高于凸出部位( ｃ)ꎬ此外在其他部位基本

不表达ꎮ 因此ꎬＬｔＡＧＯ１ 在北美鹅掌楸叶片中的相

对表达量为叶柄>叶凹陷>叶尖ꎬ说明 ＬｔＡＧＯ１ 可能

在叶柄的形成中起着重要作用ꎮ
２.５ ＬｔＡＧＯ１ 蛋白共表达网络

ＬｔＡＧＯ１ 蛋白共表达网络显示(图 ６)ꎬＡＧＯ１
不仅与逆境应激响应基因 ＤＣＬｓ、ＲＤＲ６ 和 ＳＧＳ３ 发

生互作ꎬ 还与介导 ｍｉＲＮＡ 叶极性分化的 ＨＥＮ１ 和

ＨＹＬ１ 基因发生互作ꎮ 据报道ꎬ长度 ２０ ~ ２４ ｎｔ 的小

ＲＮＡ( ｓＲＮＡ) 能响应多种逆境胁迫 ( Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００２ꎻＺｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎬ其 ｓＲＮＡ 的产生主要依

赖 ＤＣＬ、 ＡＧＯ 和 ＲＤＲ 基 因 家 族 所 编 码 的 蛋 白

(Ｓａｉｔｏ ＆ Ｓｉｏｍｉ ꎬ ２０１０ )ꎮ ＳＧＳ３ 与 ＲＤＲ６ 协同作用

能将单链 ＲＮＡ 转录为 ｄｓＲＮＡꎬ诱导产生转录后基

因沉默ꎬ降低病原菌的危害 ( Ｙｏｓｈｉｋａｗａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３)ꎮ 此外ꎬＲＤＲ６ 还与 ＡＧＯ７、ＳＧＳ３ 和 ＤＣＬ４ 共

同调控 ｔｒａｎｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｓｉＲＮＡ 通路ꎬ其下游靶基因是参

与叶形远轴化的生长素响应因子( Ｐｅｒａｇｉｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４)ꎮ 在烟草中ꎬＮｂＤＣＬ１ 的沉默导致植株矮小ꎬ
叶片 畸 形ꎮ ＨＹＬ１ 通 过 介 导 ｍｉＲＮＡ 来 调 节

ＨＤ￣ＺＩＰⅢ基因的表达ꎬ从而维持叶的平展发育

(Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ ＨＥＮ１ 最早被发现和花器官发

育相关 ( Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎬ拟南芥中绝大部分

ｍｉＲＮＡ 均受到 ＨＥＮ１ 的调控(Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６)ꎬ和
ＤＣＬ１￣３ 一样ꎬＨＥＮ１ 既能调控发育ꎬ又能参与 ＡＢＡ
信号通路的调控( Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎮ ＡＧＯ１ 与这

些基因相互作用ꎬ协同发挥抗逆及发育的调控

作用ꎮ
２.６ ＬｔＡＧＯ１ 启动子克隆、表达载体的构建及鉴定

以北美鹅掌楸基因组 ＤＮＡ 为模板进行 ＲＴ￣
ＰＣＲ 扩增ꎬ将扩增产物进行测序ꎬ得到 ２ ００１ ｂｐ 的

ＬｔＡＧＯ１ 启动子序列(图 ７:Ａ)ꎮ 将启动子扩增产物

ＰｒｏＡＧＯ１ 连接到植物表达载体 ＰＢＩ１２１ 上(图 ７:
Ｄ)ꎬ连接产物经菌落 ＰＣＲ 发现ꎬ大肠杆菌 ＰＣＲ 扩

增产物大小为 ２ ０００ ｂｐ 左右ꎬ与阳性对照条带大

小相一致(图 ７:Ｂ)ꎬ检测后的测序结果与数据库

序列一致ꎮ 经双酶切电泳后的结果(图 ７:Ｃ) 显

示ꎬ重组的质粒被酶切成两条条带ꎬ一条大小为 １２
７５８ ｂｐ 的条带ꎬ另一条几乎与 ＰｒｏＡＧＯ１ 大小一致

的序列条带ꎬ说明 ＬｔＡＧＯ１ 启动子成 功 构 建 到

ＰＢＩ１２１ 表达载体中ꎮ
２.７ ＬｔＡＧＯ１ 启动子顺式作用元件分析

利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 软件对 ＬｔＡＧＯ１ 启动子序列

进行分析ꎬ结果如表 ２ 所示ꎬＬｔＡＧＯ１ 启动子中含有

ＲＮＡ 聚 合 酶 Ⅱ 起 始 转 录 所 必 需 的 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ、
ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 元件和较多的光响应元件(如 Ｂｏｘ ４ 、
Ｇ￣ｂｏｘ、ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ 和 ＭＹＢ 等)ꎬ此外还包含与防御

相关的 响 应 元 件 ( 如 防 御 与 应 激 元 件 ＴＣ￣ｒｉｃｈ
ｒｅｐｅａｔｓꎬ茉 莉 酸 甲 酯 响 应 调 节 元 件 ＣＧＴＣＡ /
ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆꎬ水杨酸响应元件 ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔꎬＡＢＡ
响应元件 ＭＹＣꎬ冷胁迫相关元件 ａｓ￣１ꎬ厌氧诱导调

控元件 ＡＲＥ)和生长调控相关元件(如分生组织

表达调控元件 ＣＣＧＴＣＣ￣ｂｏｘ、玉米醇溶蛋白代谢

调控元件Ｏ２ ￣ｓｉｔｅ) ꎮ
２.８ 转基因植株的检测及表型观察

经 ＰＣＲ 检测后ꎬ共获得 ＰｒｏＡＧＯ１∷ＧＵＳ 转基

因阳性植株 １１ 株(图 ８:Ｃ)ꎮ 收种并播下 Ｔ２ 代转

基因植株ꎬ发现野生型的根长为(１.５±０.２) ｃｍꎬ转
基因的根长为(０.５±０.２)ｃｍꎬ且须根和主根一样发

达(图 ８:Ｄ)ꎬ叶面积较野生型小ꎬ第二对真叶的顶

端出现凹形缺刻和白化ꎮ ３０ ｄ 时ꎬ鉴别出两种表

型的株系ꎬ主要特征如下:植株矮小(图 ８:Ｆ)ꎬ抽
薹较晚ꎬ且出现不育的重瓣花ꎬ大部分莲座叶表面

积较野生型小(图 ８:Ｅ)ꎮ 其中ꎬ株系 １ 有 １ 片向

中－侧轴方向延伸生长的叶片ꎬ叶基部狭窄ꎬ叶形

呈扇形ꎬ其他叶片表面积是野生型的一半ꎬ且呈叶

基歪斜、叶柄弯曲、中－侧轴向和基－顶轴向的不对

称发育ꎮ 株系 ２ 的莲座叶数量较野生型少 ２ 片ꎬ叶
形缺刻程度较株系 １ 更深ꎬ其中有 １ 片叶的叶面积
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表 ２　 ＬｔＡＧＯ１ 启动子中的顺式作用元件预测
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＬｔＡＧＯ１

顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ

核心序列
Ｃｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ 　 　 　 　 　 　 功能 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ａ￣ｂｏｘ ＣＣＧＴＣＣ ５ 顺式调控元件 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＡＢＲＥ ＧＣＡＡＣＧＴＧＴＣ ８ ＡＢＡ 响应元件 ＡＢＡ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＡＲＥ ＡＡＡＣＣＡ ５ 厌氧诱导调控元件 Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｆｏｒ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ＡＴ￣ｒｉｃｈ ＡＴＡＧＡＡＡＴＣＡＡ １ 富含 ＡＴ 的结合位点 ＡＴ￣ｒｉｃｈ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

Ｂｏｘ ４ ＡＴＴＡＡＴ ２ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＢｏｘⅡ ＴＣＣＧＴＧＴＡＣＣＡ １ 顺式调控元件 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ ＣＡＡＴ / ＣＡＡＡＴ ２２ 启动子和增强子区常见顺式作用元件 Ｃｏｍｍｏｎ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ
ｅｎｈａｎｃｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ

ＣＣＧＴＣＣ￣ｂｏｘ ＣＣＧＴＣＣ ５ 分生组织表达调控元件 Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｅｒｉｓｔｅｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ ６ 茉莉酸甲酯响应调节元件 ＭｅＪＡ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ

Ｇ￣ｂｏｘ ＣＡＣＧＴＴ １２ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ ＧＧＴＴＡＡＴ １ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＭＹＢ ＡＡＣＣＴＡＡ １ 光响应的 ＭＹＢ 结合位点 ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ＭＹＣ ＣＡＴＧＴＧ １ ＡＢＡ 响应元件 ＡＢＡ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

Ｏ２ ￣ｓｉｔｅ ＧＡＴＧＡＣＡＴＧＧ １ 参与玉米醇溶蛋白代谢调节的顺式调节因子 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｉｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ ＴＡＴＡ ２５ 转录启始元件 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ １ 参与防御和协迫响应的元件 Ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ＣＡＴＧＣＡＴＧ １ 参与 水 杨 酸 反 应 的 顺 式 作 用 元 件 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ
ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＣＧ ６ 茉莉酸甲酯响应调节元件 ＭｅＪＡ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ

ａｓ￣１ ＴＧＡＣＧ ６ 冷胁迫相关元件 Ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｈｉｌｌｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓ

是其他叶片的 ５ ~ １０ 倍ꎬ叶基楔形ꎬ叶顶端凹陷呈

心形ꎬ其他叶基歪斜ꎬ叶的主要生长方向由基部至

顶端方向延伸生长ꎬ叶形态呈线形或条状发育ꎬ叶
柄较短ꎮ 推测 ＬｔＡＧＯ１ 启动子从叶原基分化期就

开始影响拟南芥的叶片在中－侧轴及基－顶轴两个

方向上发生程度各异的极性分化ꎬ且随着时间而

加深变异的程度ꎬ最终使叶缘缺刻的表型得以

维持ꎮ
２.９ ＬｔＡＧＯ１ 启动子活性分析

图 ９ 显示ꎬ由 ＬｔＡＧＯ１ 启动子控制的 ＧＵＳ 基因

在植株发育过程中呈阶段性表达ꎮ 在萌发后的第

４ 天和第 ６ 天ꎬ幼苗的 ＧＵＳ 活性不表达(图 ９:Ｂ１－
Ｂ２)ꎻ在叶芽分化期(第 ９ 天至第 ２５ 天)ꎬＬｔＡＧＯ１
启动子驱动 ＧＵＳ 在叶芽顶端稳定表达ꎬ且在新分

化的叶柄上启动活性最强(图 ９:Ｂ３－Ｂ７)ꎮ 在生殖

生长阶段ꎬ其在主叶脉、叶缘锯齿尖、果柄、花萼及

雌蕊等部位表达ꎬ说明 ＬｔＡＧＯ１ 在成熟的花、果荚、

叶和茎的维管束中均表达(图 ９:Ｂ８－Ｂ１１)ꎮ 因此ꎬ
ＬｔＡＧＯ１ 启动子的 ＧＵＳ 活性强度为叶顶芽 >花器

官>维管束ꎬ属于分生组织特异性启动子ꎮ

３　 讨论与结论

本研究克隆得到北美鹅掌楸 ＬｔＡＧＯ１ 基因ꎬ通
过生物信息学分析发现 ＬｔＡＧＯ１ 和其他物种 ＡＧＯ１
的相似性很高ꎬ亚细胞定位于细胞核ꎬ这些信息与

李红英等(２０１８)在胡杨中的研究结果相吻合ꎮ 组

织特异性分析发现ꎬＬｔＡＧＯ１ 在叶原基分化期的表

达量明显高于成熟期和衰老期ꎬ且在幼叶的叶缘

部位高含量表达ꎬ而在成熟叶中只在叶柄表达ꎻ
ＺｍＡＧＯ１ａ 在玉米的幼叶及吐丝期的雌穗中表达量

最高(徐东东ꎬ２０１４)ꎬ且在玉米新生叶中的表达量

高于老叶(许鑫等ꎬ２０１４)ꎮ 在北美鹅掌楸生殖生

长过程中ꎬＬｔＡＧＯ１ 在雄蕊的表达量最高ꎬ其次是花
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图 １　 北美鹅掌楸和鹅掌楸的叶片和采样部位
Ｆｉｇ. １　 Ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｃｈｉｎｅｎｓｅ ａｎｄ Ｌ. ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａ

Ａ. ａ. ５′￣ＲＡＣＥꎻ ｂ. ３′￣ＲＡＣＥꎻ ｃ. 中间片段ꎻ ｄ. 开放阅读框ꎻ Ｍ１. Ｍａｋｅｒ ２ ０００ꎻ Ｍ２. Ｍａｋｅｒ ５ ０００ꎻ Ｂ. 保守结构域ꎻ Ｃ. 二级结构ꎻ
Ｄ. 三级结构ꎮ
Ａ. ａ. ５′￣ＲＡＣＥ ｓｅｇｍｅｎｔꎻ ｂ. ３′￣ＲＡＣＥ ｓｅｇｍｅｎｔꎻ ｃ. Ｍｉｄｄｌｅ ｓｅｇｍｅｎｔꎻ ｄ. Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ(ＯＲＦ) ｆｒａｇｍｅｎｔꎻ Ｍ１. Ｍａｋｅｒ ２ ０００ꎻ Ｍ２ . Ｍａｋｅｒ
５ ０００ꎻ Ｂ. Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎꎻ Ｃ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎻ Ｄ. Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ.

图 ２　 ＬｔＡＧＯ１ 的克隆与结构分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬｔＡＧＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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图 ３　 ＬｔＡＧＯ１ 蛋白同源性分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬｔＡＧＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

芽ꎬ与龙眼(杨曼曼ꎬ２０１５)、苹果(鹿游等ꎬ２０１３)
的组织特异性研究结果类似ꎬ说明 ＡＧＯ１ 在幼苗期

参与叶原基的分化ꎬ而在生殖期普遍存在于细胞

分裂生长较旺盛的花器官中ꎮ
启动子是基因转录的调控中心ꎬ本研究预测

到 ＬｔＡＧＯ１ 基因启动子上含有多个光响应、激素诱

导、分生组织表达及多个非生物胁迫响应元件ꎬ进
一步研究发现 ＰｒｏＡＧＯ１ 能成功启动 ＧＵＳ 表达ꎬ其

表达具有时空特异性:ＧＵＳ 在幼苗期的顶端分生

组织表达ꎬ随着顶端逐渐分化出新的叶片ꎬ该启动

子仅在新分化的叶柄处表达ꎬ后期在成熟的花、果
荚、叶和茎的维管束中表达ꎮ Ｖａｕｃｈｅｒｅｔ 等(２００６)
对转 ＰｒｏＡＧＯ１∷ＧＵＳ 的拟南芥分析发现ꎬＡＧＯ１ 在

整个发育过程中表达ꎬ尤其在分生组织和维管束

组织中的表达丰度最高ꎮ 这说明 ＡＧＯ１ 的表达不

仅在顶端分生组织ꎬ 也在侧生分生组织中的其他
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图 ４　 ＬｔＡＧＯ１ 蛋白系统进化分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬｔＡＧＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ. ＡＧＯ１ 在北美鹅掌楸不同组织中的表达ꎻ Ｂ. ＡＧＯ１ 在鹅掌楸属不同组织中的表达ꎻ Ｃ. ＡＧＯ１ 在北美鹅掌楸不同发育时期叶中
的表达ꎻ Ｄ. ＡＧＯ１ 在北美鹅掌楸叶不同部位中的表达ꎮ ��表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
Ａ. ＡＧＯ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ Ｌ.ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａꎻ Ｂ. ＡＧＯ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎꎻ Ｃ. ＡＧＯ１ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｌｅａｆ ｉｎ Ｌ.ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａꎻ Ｄ. ＡＧＯ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｌｅａｆ ｉｎ Ｌ.ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａ. �� ｍｅａｎｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ<０.０１) .

图 ５　 ＡＧＯ１ 基因在鹅掌楸属不同组织中的表达模式
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＡＧＯ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ Ｌ.
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图 ６　 ＬｔＡＧＯ１ 蛋白共表达网络
Ｆｉｇ. ６　 Ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＬｔＡＧＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

部位ꎬ但目前有关相应的表达机理还未见报道ꎮ
叶极性分化是原基细胞感受极性分化信号并

作出相应反应的过程ꎬ而沿着近－远轴、基－顶轴和

中－侧轴 ３ 个极性方向分化的过程又决定了叶形

态的建成过程(Ｄｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ 本研究通过转

ＰｒｏＡＧＯ１∷ＧＵＳ 表达载体得到叶柄弯曲、叶中－侧
轴向和基－顶轴向极性丧失的拟南芥株系ꎮ 在番

茄中下调 ＳｌＡＧＯ１ 的表达ꎬ会导致远轴面出现与近

轴面相同的毛状体ꎬ且叶片小叶柄出现发育缺陷

(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ 此外ꎬＬｔＡＧＯ１ 启动子的表达

能促使拟南芥在发育过程中发生异位分生组织的

活动ꎬ致使拟南芥叶基楔形、叶顶端缺刻呈心形ꎮ
在对 ＡＧＯ１ 功能缺失突变体的其他研究中ꎬ发现

ＡＧＯ１ 的缺失会促使植物体的叶卷曲、植株矮化及

结实率下降 (Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ Ｌｉｕ ＆ Ｎｏｎｏｍｕｒａꎬ
２０１６)ꎬＫｉｄｎｅｒ 等(２００５)对过表达 ＡＧＯ１ 和双突变

的拟南芥分析发现ꎬＡＧＯ１ 是通过激活 ＳＴＭ 基因调

节干细胞功能从而影响叶的极性效应ꎮ 由此可

知ꎬＡＧＯ１ 基因的缺失和过表达都会不同程度地影

响叶极性的丧失ꎬ推测 ＡＧＯ１ 可能是通过两种不同

的调控途径参与到叶的形态建成中ꎮ 目前ꎬ 对这

Ａ. Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ５ ０００ꎻ ＰｒｏＡＧＯ１. ＬｔＡＧＯ１ 启动子序列ꎻ Ｂ. 菌液 ＰＣＲ 检测ꎻ Ｃ. Ｍ１. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ１５ ０００ꎻ １. Ｈｉｎｄ Ⅲ 单酶

切ꎻ ２. Ｈｉｎｄ Ⅲ和 ＸｂａｒⅠ双酶切ꎻ ＋ . ＬｔＡＧＯ１ 启动子序列ꎻ Ｄ. ＰＢＩ１２１￣ＰｒｏＡＧＯ１￣ＧＵＳ 表达载体的构建ꎮ
Ａ. Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ５ ０００ꎻ ＰｒｏＡＧＯ１. ＬｔＡＧＯ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻ Ｂ. ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎻ Ｃ. Ｍ１. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ１５ ０００ꎻ
１. Ｓｉｎｇｌｅ￣ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ Ｈｉｎｄ Ⅲꎻ ２. Ｄｏｕｂｌｅ￣ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ Ｈｉｎｄ Ⅲ ａｎｄ ＸｂａｒⅠꎻ ＋. ＬｔＡＧＯ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻ Ｄ. ＰＢＩ１２１￣
ＰｒｏＡＧＯ１￣ＧＵＳ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ.

图 ７　 ＬｔＡＧＯ１ 启动子的克隆及载体构建
Ｆｉｇ. ７　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＬｔＡＧＯ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
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Ａ. 拟南芥叶片和花的表型ꎻ Ｂ. 拟南芥花不育的表型ꎻ Ｃ. Ｍ 为 ＤＬ ５ ０００ ＤＮＡ 分子标准量ꎻ ＋. ＬｔＡＧＯ１ 启动子序列ꎻ １－１１. 转

ＰｒｏＡＧＯ１∷ＧＵＳ 拟南芥植株ꎻ － . 阴性对照ꎻ Ｄ. 拟南芥幼苗根的发育ꎻ Ｅ. 拟南芥莲座叶的发育ꎻ Ｆ. 拟南芥花的发育ꎮ
Ａ. Ｌｅａｆ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ꎻ Ｂ. Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｆｌｏｒａｌ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｉｎ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ｃ. Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ５ ０００ꎻ ＋. ＬｔＡＧＯ１
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻ １－ １１. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＰｒｏＡＧＯ１∷ＧＵＳ ｉｎ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ｐｌａｎｔｓꎻ － . Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｄ. Ｒｏｏｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎻ Ｅ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｒｏｓｅｔｔｅ ｌｅａｆ ｉｎ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ꎻ Ｆ. Ｆｌｏｗｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ.

图 ８　 转 ＰｒｏＡＧＯ１∷ＧＵＳ 拟南芥植株的 ＰＣＲ 鉴定和表型观察
Ｆｉｇ. ８　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＰｒｏＡＧＯ１∷ＧＵＳ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｐｌａｎｔｓ

一分子机制的研究普遍认为ꎬ叶原基和叶发育的

过程皆需要 ＳＴＭ 处于激活状态ꎬ且 ＫＮＯＸ Ｉ 家族其

他基因处于沉默状态ꎮ Ｙａｎｇ 等(２００６)发现 ＡＧＯ１
是通过正向调控 ＳＴＭ 和抑制 ＫＮＯＸ Ｉ 的表达而决

定叶片和花瓣近－远轴的发生ꎮ Ａｒｕｎｉｋａ 等(２００４)
研究认为ꎬ叶片的形态建成(如叶中孔洞的形成、

叶缘的裂痕)均与关键部位的细胞发生程序性死

亡(ＰＣＤ)相关ꎬ而 Ｚｈａｎｇ 等(２００９)的研究也证实

正向卷曲叶片的发生是因为背面叶肉细胞的程序

性死亡ꎮ 那么ꎬＡＧＯ１ 是否也是通过调控细胞的分

化方向和速度而影响叶形的多样性ꎬ且该基因如

何响应叶原基分化的起始信号ꎬ其具体调控机制
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Ａ１－Ａ９. 生长 ４、６、９、１２、１６、４５ ｄ 的野生型植株ꎻ Ｂ１－Ｂ１１. 生长 ４、６、９、１２、１６、２０、２５、４５ ｄ 的转 ＰｒｏＡＧＯ１∷ＧＵＳ 植株ꎻ Ｃ１－Ｃ９. 生

长 ４、６、９、１２、１６、４５ ｄ 的转 ３５Ｓ∷ＧＵＳ 植株ꎮ
Ａ１－Ａ９. Ｗｉｌｄ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ ４ꎬ ６ꎬ ９ꎬ １２ꎬ １６ꎬ ４５￣ｄａｙ￣ｏｌｄꎻ Ｂ１－Ｂ１１. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＰｒｏＡＧＯ１∷ＧＵＳ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ ４ꎬ ６ꎬ ９ꎬ １２ꎬ
１６ꎬ ２０ꎬ ２５ꎬ ４５￣ｄａｙ￣ｏｌｄꎻ Ｃ１－Ｃ９. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ３５Ｓ∷ＧＵＳ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ ４ꎬ ６ꎬ ９ꎬ １２ꎬ １６ꎬ ４５￣ｄａｙ￣ｏｌｄ .

图 ９　 转基因拟南芥组织 ＧＵＳ 染色分析
Ｆｉｇ. ９　 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ￣ＧＵＳ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ

有待进一步研究ꎮ 在生殖发育方面ꎬ该研究的表

达株系抽薹较晚ꎬ花大而重瓣且不育ꎬ这一现象与

Ｌｉ 等(２０１９)的研究结果相吻合ꎮ 究其原因ꎬ可能

是花器官由顶端分生组织分化形成ꎬＡＧＯ１ 在顶端

分生组织中持续而稳定的表达ꎬ从而能参与到叶

与花器官的形态建成中ꎮ 但是ꎬ两者之间有无相

关的基因共同被 ＡＧＯ１ 所调控ꎬ还有待于进一步

研究ꎮ

本研究以北美鹅掌楸为研究对象ꎬ首次分析

了 ＬｔＡＧＯ１ 在不同组织部位的时空表达谱ꎬ明确了

其启动子在拟南芥分生组织中的表达模式ꎬ初步

探索了 ＬｔＡＧＯ１ 对北美鹅掌楸叶形发育的调控作

用ꎮ 下一步我们将会构造 ＬｔＡＧＯ１ 超表达载体转

化杨树ꎬ并将 ＬｔＡＧＯ１ 与叶形发育的 关 键 成 员

ＫＮＯＸ Ｉ 家族基因进行蛋白互作研究ꎮ 本研究结果

将为进一步分析 ＡＧＯ１ 基因在木本植物生长发育
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过程中的作用提供理论参考ꎬ也为促进观叶树种

的叶形态遗传改良研究提供良好的实践意义ꎮ
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