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摘　 要: 桂花是我国重要的传统名花香花植物ꎬ花色与花香是桂花两个重要的观赏品质ꎬ受开花进程的影

响ꎮ 为了解其开花进程中色与香的合成过程及相关分子基础ꎬ该研究利用不同花期的桂花花瓣和幼叶建立

了适用于多个样本的 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 体系ꎬ并分析开花进程中基因的表达差异ꎮ 结果表明:共获得了 ２８３ 个在
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与 ＡＦＬＰ 分析结果基本一致ꎮ 这对了解开花进程中桂花色与香的合成过程相关基因的表达奠定了基础ꎬ也

为进一步研究桂花色香形成的分子机制提供了参考ꎮ
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　 　 桂花(Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ)是我国十大传统名

花之一ꎬ作为重要的香花植物被广泛应用于园林

绿化、食品加工、精油及天然色素提取等领域(向

其柏和刘玉莲ꎬ２００８ꎻ杨康民ꎬ２０１２)ꎮ 前人报道了

桂花花香成分主要是萜类、酯类、醇类、酮类和醛

类等(Ｘｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻＣａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎬ花色成分

主要是类胡萝卜素和黄酮类化合物 (蔡璇等ꎬ
２０１０ꎻ侯丹ꎬ２０１４ꎻＨａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 与花香和花

色合成相关的基因也逐渐被挖掘ꎬ如 ＣＣＤｓ、ＴＰＳｓ
等(Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻＢａｌｄｅｒｍａｎｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ曾
祥玲等ꎬ２０１６)ꎮ 花瓣是花香和花色物质合成的主

要组织部位ꎬ而且在不同发育时期花瓣中ꎬ花香和

花色物质的合成速率不同(Ｄｕｄａｒｅｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ
Ｔａｎａｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 在桂花中ꎬ花香与花色的物

质合成随着花朵的开放显著增加ꎬ盛花期之后又逐

渐下降(Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ曾祥玲等ꎬ２０１６ꎻ邹晶晶

等ꎬ２０１７)ꎮ 目前ꎬ有关开花进程中桂花色与香的合

成过程及相关分子基础的研究报道却很少ꎮ
由于桂花目前无基因组报道ꎬ开花过程的转

录组研究也无参考ꎬ因此限制了开花进程中桂花

色香形成分子基础研究的进一步深入ꎮ ｃＤＮＡ￣
ＡＦＬＰ 技术是由 Ｂａｃｈｅｍ ｅｔ ａｌ. (１９９６)将扩增片段

长 度 多 态 性 ( ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ ＡＦＬＰ)技术应用于 ｍＲＮＡ 表达差异

分析的一种 ｍＲＮＡ 指纹图谱技术ꎮ 该技术的优点

是成本较低、无需预知序列信息、多态性丰富、稳
定性高、可对生物体转录组进行全面系统的分析ꎬ
目前在海棠、文心兰、菊花等观赏植物的基因差异

表达研究中已成功运用(李志红等ꎬ２００８ꎻ龚茂江

等ꎬ２０１１ꎻＨｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 张园(２００９)和 Ｈａｎ
ｅｔ ａｌ.(２０１５)利用 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分别比较了‘银桂’
铃梗期和盛花初期、盛花期‘银桂’和‘丹桂’花瓣

的基因表达差异ꎬ分别获得 ５０ 和 １０２ 个差异表达

的基因片段 ( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓꎬ ＴＤＦｓ)ꎮ
冷春旭等(２００７)以不同发育时期的愈伤组织为材

料ꎬ利用 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 对陆地棉体细胞胚胎发生过

程中的基因差异表达进行了分析ꎬ找到了与胚胎

发育有关为胚性愈伤所特有的差异条带ꎬ这表明

ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 能将多个样品同时进行比较分析ꎮ
本研究通过 ｍＲＮＡ 分离、限制性内切酶和选

择性扩增引物组合的筛选ꎬ建立了桂花中多个样

本的 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 体系ꎻ并利用该体系同步分析

‘柳叶金桂’叶片以及 ６ 个不同开花时间花瓣的转

录组ꎬ从中获得花瓣中特异表达且各花期差异表

达的转录衍生片段 ( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓꎬ
ＴＤＦｓ)ꎮ 从而挖掘开花进程中影响桂花色香形成

的相关基因ꎬ为进一步揭示桂花色香形成的分子

机理提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

本研究所用植物材料为华中农业大学校园苗

圃内光照均匀且无病虫害的健康植株桂花品种

‘柳叶金桂’ (Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ ‘ Ｌｉｕｙｅ ｊｉｎｇｕｉ’)ꎬ
其花瓣发育时期参考 Ｚｏｕ ｅｔ ａｌ. (２０１４)的划分ꎬ花
瓣发育时期对应的具体取样时间如图 １ 所示:(１)
铃梗期ꎬ花朵未展开ꎬ花瓣呈紧闭的花苞状( ｔｉｍｅ ＝

１４９７ 期 曾祥玲等: 基于 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分析桂花开花进程中差异表达基因



０ ｄ)ꎻ(２)初花期ꎬ花朵半开放ꎬ花瓣微张( ｔｉｍｅ ＝ ２
ｄ)ꎻ(３)盛花期ꎬ花朵完全展开ꎬ直径到达最大ꎬ且
无褐色斑点( ｔｉｍｅ ＝ ４ ｄ 和 ６ ｄ)ꎻ(４)盛花末期ꎬ花
瓣出现褐色斑点ꎬ且出现一定程度脱落( ｔｉｍｅ ＝ ８
ｄ)ꎮ 幼叶于 ５ 月采取ꎻ花瓣于当年 １０ 月份采取ꎬ

自铃梗期开始ꎬ每隔 ２ ｄ 取样一次ꎬ除初花期

( ｔｉｍｅ ＝ ２ ｄ)分别于上午 １０:００ 和下午 ５:００ 进行

两次取样外ꎬ其余取样时期均统一为上午 １０:００
左右ꎮ 对取样材料称重后立即置于液氮中速冻ꎬ
尽快转移至－８０ ℃冰箱保存备用ꎮ

注: １. 铃梗期(ｔｉｍｅ＝０ ｄ)ꎻ ２. 初花期(ｔｉｍｅ＝２ ｄ)ꎻ ３. 盛花期(ｔｉｍｅ＝４ ｄ)ꎻ ４. 盛花期(ｔｉｍｅ＝６ ｄ)ꎻ ５. 盛花末期(ｔｉｍｅ＝８ ｄ)ꎻ ＣＫ. 幼叶ꎮ
Ｎｏｔｅ: １. Ｔｉｇｈｔ ｂｕｄ ｓｔａｇｅ (ｔｉｍｅ＝０ ｄ)ꎻ ２. Ｉｎｉｔｉａｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (ｔｉｍｅ＝２ ｄ)ꎻ ３. Ｆｕｌｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (ｔｉｍｅ＝４ ｄ)ꎻ

４. Ｆｕｌｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (ｔｉｍｅ＝６ ｄ)ꎻ ５. Ｌａｔｅ ｆｕｌｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (ｔｉｍｅ＝８ ｄ)ꎻ ＣＫ. Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓ.

图 １　 桂花花朵及幼叶的发育状态及取样时间
Ｆｉｇ. １　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒｓ ａｎｄ ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｆ Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ

表 １　 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 的接头和引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｄａｐｔｏｒ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ

编号
Ｃｏｄｅ

接头及引物序列
Ａｄａｐｔｏｒ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

编号
Ｃｏｄｅ

接头及引物序列
Ａｄａｐｔｏｒ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＥｃｏＲ Ｉ￣ａｄ１ ５′ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ３′ Ｍｓｅ Ｉ￣ａｄ１ ５′ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ３′

ＥｃｏＲ Ｉ￣ａｄ２ ５′ＰＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣＴＡＣ３′ Ｍｓｅ Ｉ￣ａｄ２ ５′ＰＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴ３′

Ａｓｅ Ｉ￣ａｄ１ ５′ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ３′ Ｔａｑ Ｉ￣ａｄ１ ５′ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ３′

Ａｓｅ Ｉ￣ａｄ２ ５′ＰＴＡＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣＴＡＣ３′ Ｔａｑ Ｉ￣ａｄ２ ５′ＰＣＧＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴ３′

ＥｃｏＲ００ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣ３′ Ｍｓｅ００ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ３′

Ａｓｅ００ ５′ＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＴＡＡＴ３′ Ｔａｑ００ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＣＧＡ３′

Ｅ１１ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＡＣ３′ Ｍ１１ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＡＣ３′

Ｅ１２ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＡＧ３′ Ｍ１２ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＡＧ３′

Ｅ１３ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＡＴ３′ Ｍ１３ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＡＴ３′

Ｅ１４ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＡＡ３′ Ｍ１４ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＡＡ３′

Ｅ２１ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＣＣ３′ Ｍ２１ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＣ３′

Ｅ２２ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＣＧ３′ Ｍ２２ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＧ３′

Ｅ２３ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＣＴ３′ Ｍ２３ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＴ３′

Ｅ２４ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＣＡ３′ Ｍ２４ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＡ３′

Ｅ３１ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＧＣ３′ Ｍ３１ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＧＣ３′

Ｅ３２ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＧＧ３′ Ｍ３２ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＧＧ３′

Ｅ３３ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＧＴ３′ Ｍ３３ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＧＴ３′

Ｅ３４ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＧＡ３′ Ｍ３４ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＧＡ３′

Ｅ４１ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＴＣ３′ Ｍ４１ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＴＣ３′

Ｅ４２ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＴＧ３′ Ｍ４２ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＴＧ３′

Ｅ４３ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＴＴ３′ Ｍ４３ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＴＴ３′

Ｅ４４ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＡＴＣＣＡＡＴＴＣＴＡ３′ Ｍ４４ ５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＴＡ３′

２４９ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



１.２ 方法

１.２.１ ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成 　 取适量花瓣或叶

片样品用液氮进行研磨ꎬ参考 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒方法

(ＣｏＷｉｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ. Ｃｈｉｎａ)提取样品

总 ＲＮＡꎮ ＲＮＡ 的完整性和浓度分别利用 １.０％琼

脂糖凝胶电泳和 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ (Ｔｈｅｒｍｏ 公司)微
量分光光度计进行检测ꎮ 采用 ＯｌｉｇｏｔｅｘＴＭ －ｄＴ３０ <
Ｓｕｐｅｒ> ｍＲＮＡ 纯 化 试 剂 盒 ( Ｔａｋａｒａ 公 司 ) 进 行

ｍＲＮＡ 分离ꎮ 之后ꎬ参考 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｐｒｅｍｉｕｍ Ｆｉｒｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ( Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司)说明书

合成双链 ｃＤＮＡꎮ
１.２.２ 双链 ｃＤＮＡ 的酶切　 本实验选用两组限制性

内切酶组合ꎬ分别为 ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ® ＥｃｏＲ Ｉ 和 ＦａｓｔＤｉ￣
ｇｅｓｔ® Ｍｓｅ Ｉ 组合、ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ® Ｔａｑ Ｉ 和 ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ®

Ａｓｅ Ｉ 组合ꎬ以筛选更好的组合ꎮ ＥｃｏＲ Ｉ /Ｍｓｅ Ｉ 组合

的反应程序:３７ ℃ ３０ ｍｉｎꎬ６５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ８０ ℃ ５
ｍｉｎ 灭活ꎻＡｓｅ Ｉ / Ｔａｑ Ｉ 组合的反应程序为 ３７ ℃ ３０
ｍｉｎꎬ６５ ℃ ３０ ｍｉｎꎬ然后用氯仿抽提灭活ꎮ
１.２. ３ ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分 析 　 ＡＦＬＰ 分析 步 骤 参 考

Ｂａｃｈｅｍ ｅｔ ａｌ. (１９９６)ꎮ 利用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶( Ｆｅｒ￣
ｍｅｎｔａｓ 公司)对酶切后的 ｃＤＮＡ 分别进行接头连

接ꎬ然后分别利用 ＥｃｏＲ００ /Ｍｓｅ００ 和 Ａｓｅ００ / Ｔ００ 引

物进行 ＰＣＲ 预扩增ꎬ取 ５ μＬ 的预扩增产物用 １％
琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ 对合适的预扩增产物进行

５０×稀释ꎬ之后利用 １６ 条 ＥｃｏＲⅠ引物和 １６ 条 Ｍｓｅ
Ⅰ引物组成 ２５６ 对引物组合进行选择性扩增ꎮ 引

物见表 １ꎮ 选择性扩增反应总体积为 ２０ μＬꎬ包含

１ μＬ 模板ꎬＥｃｏＲⅠ和 ＭｓｅⅠ选择性扩增引物 (１０
μｍｏｌ􀅰 Ｌ￣１ ) 各 １ μＬꎬ １０ μＬ ２ × ＤｒｅａｍＴａｑ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司)ꎻ扩增反应条件:９５ ℃
３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ 变性 ３０ ｓꎬ６５ ℃ (每个循环递减 ０.７
℃ )退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎꎬ１２ 个循环ꎻ９５ ℃
变性 ３０ ｓꎬ５６ ℃ 退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ２５ 个

循环ꎻ７２ ℃ 终延伸 ５ ｍｉｎꎮ 扩增产物经 ６％变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离得到差异表达片段ꎮ
１.２.４ 差异 ＴＤＦｓ 回收、克隆和序列分析 　 用锋利

刀片将胶板上的目的片段切割下来ꎬ放入干净

ＰＣＲ 管中ꎬ条带浓时少量ꎬ淡时多量ꎮ 先用双蒸水

清洗条带ꎬ之后用移液枪把多余的水分吸取干净ꎮ
按选择扩增时的反应体系和条件进行二次扩增ꎮ

将扩增产物回收纯化并连接至 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ 克隆载

体(全式金公司)ꎬ挑选阳性克隆送公司测序ꎮ 将

克隆得到的序列在 ＮＣＢＩ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ) 的 ＢＬＡＳＴ 工具中进行

同源性比对ꎬ利用 Ｂｌａｓｔ２Ｇｏ 软件结合 Ａｍｉｇｏ 网站

( ｈｔｔｐ: / / ａｍｉｇｏ１. ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ. ｏｒｇ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ａｍｉｇｏ /
ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)进行基因本体(Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)功能

注释和分类ꎮ
１.２.５ ＲＡＣＥ 方法克隆差异片段的 ３′端　 根据已有

的序列设计引物克隆差异片段的 ３′端ꎬ引物见表

２ꎮ ３′ＲＡＣＥ￣ｃＤＮＡ 的合成参考 Ｓｍａｒｔ ＲＡＣＥ(Ｃｌｏｎ￣
ｔｅｃｈ)操作说明ꎮ 将扩增产物回收纯化并连接至

ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ 克隆载体(全式金公司)ꎬ然后挑选阳性

克隆送公司测序ꎮ

表 ２　 差异表达基因的 ３′ ＲＡＣＥ和 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ引物
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ３′ ＲＡＣＥ ａｎｄ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ

ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

引物编号
Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｄｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｆｏｒ ３′ＲＡＣＥ

Ｍ１３Ｅ３２￣２４￣３￣１
Ｍ１３Ｅ３２￣２４￣３￣２

５′ ＧＣＡＴＧＣＧＡＡＧＡＣＴＧＣＡＡＧＧＴＡＧＣＴＧＧＣ ３′
５′ ＣＧＡＣＡＴＴＣＡＧＡＡＡＧＡＡＡＣＣＣＧＡＧＴＧＣＴＣ ３′

Ｍ２１Ｅ１４￣１￣３￣１
Ｍ２１Ｅ１４￣１￣３￣２

５′
ＣＡＧＣＡＡＡＡＣＴＧＧＴＧＧＡＧＣＣＧＣＣＡＡＡＧＣＡ ３′
５′ ＴＣＣＡＴＧＴＡＣＧＡＧＣＧＡＧＡＡＧＧＧＧＴＣＡＡＧＣ ３′

Ｍ１３Ｅ２３￣１１￣３￣１
Ｍ１３Ｅ２３￣１１￣３￣２

５′ ＧＣＡＧＧＴＧＧＡＴＧＴＴＧＴＴＡＴＡＴＣＧＡＣＧＧＴＧ ３′
５′ ＧＧＴＧＧＧＧＣＡＡＣＴＴＣＡＧＴＴＡＧＣＣＧＡＴＣＡ ３′

Ｍ２２Ｅ３１￣１１￣３￣１
Ｍ２２Ｅ３１￣１１￣３￣２

５′ ＡＧＧＡＴＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＣＴＧＣＴＧＧＡＡＡＴＴＣ ３′
５′ ＣＣＡＡＧＴＧＡＧＴＧＡＴＧＧＴＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＴＧ ３′

Ｍ４１Ｅ１４￣１３￣３￣１
Ｍ４１Ｅ１４￣１３￣３￣２

５′ ＣＧＧＡＧＴＣＧＴＣＣＣＡＧＧＴＴＧＴＣＧＧＡＡＴＴＡ ３′
５′ ＣＣＧＧＣＧＣＴＧＧＣＴＴＴＣＴＴＧＣＣＣＴＣＡＴＧ ３′

Ｍ３４Ｅ２２￣３１￣３￣１
Ｍ３４Ｅ２２￣３１￣３￣２

５′ ＣＧＡＣＣＡＣＣＴＧＴＴＴＣＣＣＣＡＣＴＴＡＧＣＡＴＧＣ ３′
５′ ＡＣＧＧＧＡＡＡＧＡＧＴＴＧＴＣＧＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＣ ３′

Ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

Ｍ１３Ｅ３２￣２４￣ｆ０
Ｍ１３Ｅ３２￣２４￣ｒ０

５′ ＣＡＧＡＡＡＧＡＡＡＣＣＣＧＡＧＴＧＣＴＣＧＴＡＡ ３′
５′ ＣＡＣＡＴＣＣＴＣＣＴＣＣＣＴＧＡＡＣＣＡＡＡＴＧ ３′

Ｍ２１Ｅ１４￣１￣ｆ０
Ｍ２１Ｅ１４￣１￣ｒ０

５′ ＣＣＣＡＴＡＴＣＴＡＴＡＣＡＣＧＣＣＴＴＴＴＣＣＡＡ ３′
５′ ＡＡＣＣＴＴＣＣＣＣＣＧＴＣＡＴＴＣＡＴＣＡＴＴＡ ３′

Ｍ１３Ｅ２３￣１１￣ｆ０
Ｍ１３Ｅ２３￣１１￣ｒ０

５′ ＴＡＣＴＴＴＧＣＴＧＧＣＴＡＣＴＴＴＣＴＴＣＣＧＡＣ ３′
５′ ＡＧＧＡＧＧＣＴＴＧＡＴＧＴＡＡＡＧＧＡＴＣＴＴＧＴ ３′

Ｍ２２Ｅ３１￣１１￣ｆ０
Ｍ２２Ｅ３１￣１１￣ｒ０

５′ ＡＴＴＴＴＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣＡ ３′
５′ ＧＣＴＧＡＡＣＡＴＡＴＡＧＡＣＧＣＧＧＡＧＡＴＴ ３′

Ｍ４１Ｅ１４￣１３￣ｆ０
Ｍ４１Ｅ１４￣１３￣ｒ０

５′ ＣＡＣＣＡＣＴＴＣＡＣＧＧＣＴＧＣＧＴＴＴ ３′
５′ ＡＣＡＡＣＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＴＣＣＧＡＴＴＴ ３′

Ｍ３４Ｅ２２￣３１￣ｆ０
Ｍ３４Ｅ２２￣３１￣ｒ０

５′ ＧＡＡＴＴＣＡＣＴＡＧＣＴＣＧＴＧＣＴＧＣＣＡＧ ３′
５′ ＴＣＣＡＴＡＡＴＣＡＡＡＡＧＴＴＧＴＴＣＣＴＣＣＧ ３′

３４９７ 期 曾祥玲等: 基于 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分析桂花开花进程中差异表达基因



１.２.６ 差异片段的 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 分析　 根据差异

片段的 ３′端序列设计 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 引物ꎬ引物

见表 ２ꎮ ｃＤＮＡ 的合成参考 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｐｒｅｍｉｕｍ
Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ( Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司)说
明书ꎬ合成的第一链 ｃＤＮＡ 稀释 ２０ 倍后用于 Ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 分析ꎮ 运用 ＡＢＩ 公司的 ７５００ Ｆａｓｔ 荧光

定量 ＰＣＲ 仪ꎬ反应体系和程序参考 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭ ( Ｔａｋａｒａ 公 司 ) 操 作 说 明ꎮ 以 桂 花 的

β￣ａｃｔｉｎ基因作为内参ꎬ叶片中基因转录水平设为

１ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ法来确定基因的相对表达量ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 桂花多样本 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 体系的建立

对提取的花瓣和叶片 ＲＮＡ 进行质量和浓度检

测ꎬ结果显示ꎬ取 ２００ ｍｇ 材料提取 ＲＮＡꎬ所得 ＲＮＡ
浓度更高、纯度较高、完整性较好、电泳检测质量

较好(图 ２:Ａ)ꎮ 分离出的花瓣和叶片中的 ｍＲＮＡ
集中分布在 ８００ ~ ２ ０００ ｂｐ 之间ꎬ呈弥散状ꎬｍＲＮＡ
的质量较好ꎮ 利用分离的 ｍＲＮＡ 进一步合成的双

链 ｃＤＮＡ 呈弥散状ꎬ主带集中在 ５００ ~ １ ０００ ｂｐ(图
２:Ｂ)ꎮ 以合成的双链 ｃＤＮＡ 为模板扩增 β￣ａｃｔｉｎ 基

因ꎬ得到与预期大小一致、条带清晰的目的条带

(图 ２:Ｃ)ꎬ表明合成的双链 ｃＤＮＡ 质量较高ꎬ符合

进一步 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分析要求ꎮ
用两组限制性内切酶组合 Ａｓｅ Ｉ / Ｔａｑ Ｉ 和 ＥｃｏＲ

Ｉ /Ｍｓｅ Ｉ 对花瓣和幼叶的双链 ｃＤＮＡ 分别进行双酶

切ꎮ 经 Ａｓｅ Ｉ / Ｔａｑ Ｉ 双酶切的 ｃＤＮＡ 存在明显的条

带集 中 区ꎬ 主 要 在 ３００ ｂｐ 左 右 ( 图 ３: Ａ)ꎻ 而

经ＥｃｏＲＩ / ＭｓｅＩ双酶切后无明显的条带集中区ꎬ在

注: Ａ. 花瓣和叶片中总 ＲＮＡ 提取ꎻ Ｂ. ｃＤＮＡ 的电泳检测ꎻ Ｃ. β￣ａｃｔｉｎ 基因的 ＰＣＲ 检测ꎮ
１. ２００ ｍｇꎻ ２. ５０ ｍｇꎻ ａ. 花瓣ꎻ ｂ. 幼叶ꎻ ｃｋ. 空白对照ꎻ Ｍ. ＤＮＡ 分子量标准ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｆｒｏｍ ｐｅｔａｌｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓꎻ Ｂ. Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡꎻ Ｃ. β￣ａｃｔｉｎ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ.
１. ２００ ｍｇꎻ ２. ５０ ｍｇꎻ ａ. Ｐｅｔａｌｓꎻ ｂ. Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓꎻ ｃｋ. Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌｓꎻ Ｍ. ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ.

图 ２　 桂花总 ＲＮＡ 及 ｃＤＮＡ 电泳图
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ａｎｄ ｃＤＮＡ ｆｒｏｍ Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ

１００ ~ １ ０００ ｂｐ 弥散分布(图 ３:Ｂ)ꎮ 对两组酶切产

物加接头之后ꎬ取接头连接产物分别进行 ２５ 个和

３０ 个循环的预扩增反应ꎬ电泳结果表明ꎬ经Ａｓｅ Ｉ /
Ｔａｑ Ｉ 双酶切的预扩增产物主要集中在 １００ ~ ２５０
ｂｐꎬ５ 个循环数的差异导致产物浓度差异较大(图

３:Ａ)ꎻ而经 ＥｃｏＲ Ｉ /Ｍｓｅ Ｉ 双酶切的预扩增产物在

１００ ~ １ ０００ ｂｐ 之间均匀分布ꎬ５ 个循环数的差异对

产物浓度的影响并不太大(图 ３:Ｂ)ꎮ
利用 ＥｃｏＲ Ｉ /Ｍｓｅ Ｉ 双酶切的预扩增产物ꎬ进行

２５６ 对选择性扩增引物组合的初步分析(表 ３)ꎮ

４４９ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



注: Ａ. Ａｓｅ Ｉ / Ｔａｑ Ｉ 的结果ꎻ Ｂ. ＥｃｏＲ Ｉ /Ｍｓｅ Ｉ 的结果ꎮ Ｍ. ＤＮＡ 分子量标准ꎻ １. 花瓣 ｃＤＮＡ 的双酶切产物ꎻ ２. 幼叶 ｃＤＮＡ 的
双酶切产物ꎻ ３. 花瓣 ｃＤＮＡ 预扩增产物ꎬ２５ 个循环ꎻ ４. 幼叶 ｃＤＮＡ 预扩增产物ꎬ２５ 个循环ꎻ ５. 花瓣 ｃＤＮＡ

预扩增产物ꎬ３０ 个循环ꎻ ６. 幼叶 ｃＤＮＡ 预扩增产物ꎬ３０ 个循环ꎻ ７ꎬ８. 空白对照的预扩增产物ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ａｓｅ Ｉ / Ｔａｑ Ｉꎻ Ｂ. Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＥｃｏＲ Ｉ /Ｍｓｅ Ｉ. Ｍ. ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｅｔａｌ ｃＤＮＡꎻ

２. Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓ ｃＤＮＡꎻ ３. Ｐｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｅｔａｌ ｃＤＮＡꎬ ２５ ｃｙｃｌｅｓꎻ ４. Ｐｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓ ｃＤＮＡꎬ ２５ ｃｙｃｌｅｓꎻ ５. Ｐｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｅｔａｌ ｃＤＮＡꎬ ３０ ｃｙｃｌｅｓꎻ ６. Ｐｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆ ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓ ｃＤＮＡꎬ ３０ ｃｙｃｌｅｓꎻ ７ꎬ８. Ｐｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌｓ.

图 ３　 ｃＤＮＡ 的酶切及预扩增结果
Ｆｉｇ. ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ

表 ３　 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 选择扩增引物组合质量评价
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｑｕａｌｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ

等级
Ｇｒａｄｅｓ

编号
Ｃｏｄｅｓ

Ａ(９６) Ｍ１１Ｅ１１ꎬＭ１１Ｅ１２ꎬＭ１１Ｅ１３ꎬＭ１１Ｅ３４ꎬＭ１２Ｅ１２ꎬＭ１２Ｅ１３ꎬＭ１２Ｅ１４ꎬＭ１２Ｅ２１ꎬＭ１２Ｅ２２ꎬＭ１２Ｅ２３ꎬＭ１２Ｅ２４ꎬＭ１２Ｅ３２ꎬＭ１４Ｅ１４ꎬ
Ｍ１４Ｅ２３ꎬＭ１４Ｅ２４ꎬＭ２１Ｅ１１ꎬＭ２１Ｅ１２ꎬＭ２１Ｅ１３ꎬＭ２１Ｅ１４ꎬＭ２１Ｅ２１ꎬＭ２１Ｅ２２ꎬＭ２１Ｅ２３ꎬＭ２１Ｅ２４ꎬＭ２１Ｅ３１ꎬＭ２１Ｅ４１ꎬＭ２１Ｅ４３ꎬ
Ｍ２２Ｅ１１ꎬＭ２２Ｅ１２ꎬＭ２２Ｅ１３ꎬＭ２２Ｅ１４ꎬＭ２２Ｅ２１ꎬＭ２２Ｅ２３ꎬＭ２２Ｅ２４ꎬＭ２２Ｅ３１ꎬＭ２２Ｅ３３ꎬＭ２２Ｅ３４ꎬＭ２２Ｅ４３ꎬＭ２３Ｅ１２ꎬＭ２３Ｅ２１ꎬ
Ｍ２３Ｅ２２ꎬＭ２４Ｅ１３ꎬＭ２４Ｅ１４ꎬＭ２４Ｅ２２ꎬＭ２４Ｅ２３ꎬＭ２４Ｅ２４ꎬＭ２４Ｅ３１ꎬＭ２４Ｅ３２ꎬＭ２４Ｅ３３ꎬＭ２４Ｅ３４ꎬＭ２４Ｅ４１ꎬＭ２４Ｅ４３ꎬＭ３１Ｅ１３ꎬ
Ｍ３１Ｅ２３ꎬＭ３１Ｅ３１ꎬＭ３１Ｅ３２ꎬＭ３１Ｅ４３ꎬＭ３２Ｅ１１ꎬＭ３２Ｅ１３ꎬＭ３２Ｅ１４ꎬＭ３２Ｅ２１ꎬＭ３２Ｅ２２ꎬＭ３２Ｅ２３ꎬＭ３２Ｅ３１ꎬＭ３２Ｅ３２ꎬＭ３２Ｅ３４ꎬ
Ｍ３２Ｅ４１ꎬＭ３２Ｅ４２ꎬＭ３３Ｅ１２ꎬＭ３３Ｅ１３ꎬＭ３３Ｅ１４ꎬＭ３３Ｅ２２ꎬＭ３３Ｅ２３ꎬＭ３３Ｅ２４ꎬＭ３３Ｅ３１ꎬＭ３３Ｅ３３ꎬＭ３４Ｅ１１ꎬＭ３４Ｅ１２ꎬＭ３４Ｅ１４ꎬ
Ｍ３４Ｅ２１ꎬＭ３４Ｅ３２ꎬＭ４１Ｅ１３ꎬＭ４１Ｅ１４ꎬＭ４１Ｅ２１ꎬＭ４１Ｅ２２ꎬＭ４１Ｅ２４ꎬＭ４２Ｅ１２ꎬＭ４２Ｅ１３ꎬＭ４２Ｅ１４ꎬＭ４２Ｅ２１ꎬＭ４１Ｅ３３ꎬＭ４３Ｅ１２ꎬ
Ｍ４３Ｅ１３ꎬＭ４３Ｅ１４ꎬＭ４３Ｅ２１ꎬＭ４３Ｅ２２ꎬＭ４４Ｅ３１

Ｂ(１２１) Ｍ１１Ｅ１４ꎬＭ１１Ｅ２１ꎬＭ１１Ｅ２３ꎬＭ１１Ｅ２４ꎬＭ１２Ｅ１１ꎬＭ１２Ｅ３１ꎬＭ１２Ｅ３３ꎬＭ１２Ｅ３４ꎬＭ１２Ｅ４３ꎬＭ１３Ｅ１３ꎬＭ１３Ｅ２１ꎬＭ１３Ｅ２２ꎬＭ１３Ｅ２３ꎬ
Ｍ１３Ｅ２４ꎬＭ１３Ｅ３１ꎬＭ１３Ｅ３３ꎬＭ１３Ｅ３４ꎬＭ１３Ｅ１１ꎬＭ１３Ｅ１２ꎬＭ１３Ｅ１４ꎬＭ１３Ｅ３２ꎬＭ１３Ｅ４１ꎬＭ１３Ｅ４３ꎬＭ１３Ｅ４４ꎬＭ１４Ｅ１２ꎬＭ１４Ｅ２１ꎬ
Ｍ１４Ｅ２２ꎬＭ１４Ｅ３２ꎬＭ１４Ｅ３３ꎬＭ１４Ｅ３４ꎬＭ１４Ｅ４２ꎬＭ１４Ｅ４３ꎬＭ１４Ｅ４４ꎬＭ２１Ｅ３２ꎬＭ２１Ｅ３３ꎬＭ２１Ｅ３４ꎬＭ２１Ｅ４４ꎬＭ２２Ｅ２２ꎬＭ２２Ｅ３２ꎬ
Ｍ２２Ｅ４４ꎬＭ２３Ｅ１１ꎬＭ２３Ｅ１４ꎬＭ２３Ｅ２３ꎬＭ２３Ｅ２４ꎬＭ２３Ｅ３１ꎬＭ２３Ｅ３２ꎬＭ２３Ｅ３３ꎬＭ２３Ｅ３４ꎬＭ２３Ｅ４２ꎬＭ２３Ｅ４３ꎬＭ２３Ｅ４４ꎬＭ２４Ｅ２１ꎬ
Ｍ２４Ｅ４２ꎬＭ２４Ｅ４４ꎬＭ３１Ｅ１１ꎬＭ３１Ｅ１２ꎬＭ３１Ｅ１４ꎬＭ３１Ｅ２２ꎬＭ３１Ｅ２４ꎬＭ３１Ｅ３４ꎬＭ３１Ｅ４１ꎬＭ３１Ｅ４２ꎬＭ３１Ｅ４４ꎬＭ３２Ｅ１２ꎬＭ３２Ｅ２４ꎬ
Ｍ３２Ｅ３３ꎬＭ３２Ｅ４３ꎬＭ３２Ｅ４４ꎬＭ３３Ｅ２１ꎬＭ３３Ｅ３２ꎬＭ３３Ｅ３４ꎬＭ３３Ｅ４２ꎬＭ３３Ｅ４３ꎬＭ３３Ｅ４４ꎬＭ３４Ｅ１３ꎬＭ３４Ｅ２２ꎬＭ３４Ｅ２３ꎬＭ３４Ｅ２４ꎬ
Ｍ３４Ｅ３１ꎬＭ３４Ｅ４２ꎬＭ３４Ｅ４３ꎬＭ３４Ｅ４４ꎬＭ４１Ｅ１１ꎬＭ４１Ｅ１２ꎬＭ４１Ｅ２３ꎬＭ４１Ｅ３１ꎬＭ４１Ｅ３２ꎬＭ４１Ｅ３３ꎬＭ４１Ｅ３４ꎬＭ４１Ｅ４１ꎬＭ４１Ｅ４２ꎬ
Ｍ４１Ｅ４３ꎬＭ４１Ｅ４４ꎬＭ４２Ｅ１１ꎬＭ４２Ｅ２２ꎬＭ４２Ｅ２３ꎬＭ４２Ｅ３２ꎬＭ４１Ｅ３４ꎬＭ４２Ｅ４４ꎬＭ４３Ｅ２３ꎬＭ４３Ｅ２４ꎬＭ４３Ｅ３２ꎬＭ４３Ｅ３３ꎬＭ４３Ｅ３４ꎬ
Ｍ４３Ｅ４１ꎬＭ４３Ｅ４２ꎬＭ４３Ｅ４３ꎬＭ４３Ｅ４４ꎬＭ４４Ｅ１１ꎬＭ４４Ｅ１２ꎬＭ４４Ｅ１３ꎬＭ４４Ｅ２２ꎬＭ４４Ｅ２３ꎬＭ４４Ｅ２４ꎬＭ４４Ｅ３２ꎬＭ４４Ｅ３３ꎬＭ４４Ｅ４１ꎬ
Ｍ４４Ｅ４２ꎬＭ４４Ｅ３４ꎬＭ４４Ｅ４３ꎬＭ４４Ｅ４４

Ｃ(３９) Ｍ１１Ｅ２２ꎬＭ１１Ｅ３１ꎬＭ１１Ｅ３２ꎬＭ１１Ｅ３３ꎬＭ１１Ｅ４１ꎬＭ１１Ｅ４２ꎬＭ１１Ｅ４３ꎬＭ１１Ｅ４４ꎬＭ１２Ｅ４１ꎬＭ１２Ｅ４２ꎬＭ１２Ｅ４４ꎬＭ１３Ｅ４２ꎬＭ１４Ｅ１１ꎬ
Ｍ１４Ｅ１３ꎬＭ１４Ｅ３１ꎬＭ１４Ｅ４１ꎬＭ２１Ｅ４２ꎬＭ２２Ｅ４１ꎬＭ２２Ｅ４２ꎬＭ２３Ｅ１３ꎬＭ２３Ｅ４１ꎬＭ２４Ｅ１１ꎬＭ２４Ｅ１２ꎬＭ３１Ｅ２１ꎬＭ３１Ｅ３３ꎬＭ３３Ｅ１１ꎬ
Ｍ３３Ｅ４１ꎬＭ３４Ｅ３３ꎬＭ３４Ｅ３４ꎬＭ３４Ｅ４１ꎬＭ４２Ｅ２４ꎬＭ４２Ｅ３１ꎬＭ４２Ｅ４１ꎬＭ４２Ｅ４２ꎬＭ４２Ｅ４３ꎬＭ４３Ｅ１１ꎬＭ４３Ｅ３１ꎬＭ４４Ｅ１４ꎬＭ４４Ｅ２１

从表 ３ 可以看出ꎬ其中 ９６ 对引物扩增出的条带数

目多且清晰可辨度高ꎬ定为 Ａ 级ꎻ１２１ 对引物扩增

出的条带数目和清晰度适中ꎬ列为 Ｂ 级ꎻ另有 ３９
对引物扩增产物条带数目少或模糊ꎬ 列为 Ｃ 级ꎮ
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注: Ａ. 部分引物组合选择扩增产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱ꎻ Ｂ. 花瓣与叶中持续表达的基因ꎻ Ｃ. 花瓣中特异表达且不同花发育
时期有差异的基因ꎻ Ｄ. 花瓣中特异表达但不同花发育时期无明显差异的基因ꎻ Ｅ. 花瓣中特异表达且不同花发育时期有差异的基因ꎮ
１. 铃梗期(０ ｄ)ꎻ ２. 初花期(２ ｄꎬ１０:００ ａｍ)ꎻ ３. 初花期(２ ｄꎬ５:００ ｐｍ)ꎻ ４. 盛花期(４ ｄ)ꎻ ５. 盛花期(６ ｄ)ꎻ ６. 盛花末期(８ ｄ)ꎻ ７. 幼叶ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ. Ｂ. Ｇｅｎｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｉｎ ｐｅｔａｌｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ. Ｃ. Ｇｅｎｅ ｓｅｐｅｃｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｐｅｔａｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ａｓ ｆｌｏｒａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ｄ. Ｇｅｎｅ ｓｅｐｅｃｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｐｅｔａｌｓ

ｗｉｔｈ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ. Ｅ. Ｇｅｎｅ ｓｅｐｅｃｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｐｅｔａｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ａｓ ｆｌｏｒａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. １. Ｔｉｇｈｔ ｂｕｄ ｓｔａｇｅ (０ ｄ)ꎻ ２. Ｉｎｉｔｉａｌ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (２ ｄꎬ １０:００ ａｍ)ꎻ ３. Ｉｎｉｔｉａｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (２ ｄꎬ ５:００ ｐｍ)ꎻ ４. Ｆｕｌｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (４ ｄ)ꎻ

５. Ｆｕｌｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (６ ｄ)ꎻ ６. Ｌａｔｅ ｆｕｌｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (８ ｄ)ꎻ ７. Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓ.

图 ４　 部分引物组合的选择性扩增结果及基因表达的不同类型
Ｆｉｇ. ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

选取 Ａ 级的全部引物和 Ｂ 级的部分引物用于后续

实验ꎮ
２.２ 差异表达 ＴＤＦｓ 的获得及功能分析

在花发育过程 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分析中ꎬ以叶片为

６４９ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



注: １. 总序列ꎻ ２. 未比对到同源序列ꎻ ３. 未比对到功能基因ꎻ
４. 初生代谢ꎻ ５. 次生代谢ꎻ ６. 响应刺激ꎻ ７. 运输ꎻ ８. 氧化
还原过程ꎻ ９. 细胞组成与发生ꎻ １０. 发育过程ꎻ １１. 信号

传导ꎻ １２. 调控生物过程ꎻ １３. 其他功能ꎮ
Ｎｏｔｅ: １. Ｔｏｔａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎻ ２. Ｎｏ ｈｉｔｓꎻ ３. Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄꎻ ４. Ｐｒｉｍａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ５. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ６. Ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓꎻ ７. Ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎻ ８. Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ￣ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ９. Ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎻ １０. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ １１. Ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎꎻ １２. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ

１３. Ｏｔｈｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ.

图 ５　 差异表达片段的功能分类
Ｆｉｇ. ５　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

对照(泳道 ７)ꎬ部分引物选择扩增产物的聚丙烯

酰胺凝胶电泳结果如图 ４:Ａꎮ 将 ＴＤＦｓ 的差异表

达模式大致分为三大类:第一类为花瓣与幼叶中

持续表达的基因(图 ４:Ｂ)ꎻ第二类为幼叶中不表

达ꎬ但不同发育时期的花瓣中无明显差异的基因

(图 ４:Ｄ)ꎻ第三类为花瓣中特异表达且在不同发

育时期存在差异的基因(图 ４:ＣꎬＥ)ꎮ 选取第三类

的 ＴＤＦｓ 进行切胶回收测序ꎬ共得到 ２８３ 条差异

ＴＤＦｓꎬ根据选择性扩增引物进行命名编号ꎮ
对获得的 ２８３ 条序列利用 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ 和 Ａｍｉｇｏ

网站ꎬ结合 ＮＣＢＩ 数据库 ＢＬＡＳＴ 结果进行 ＧＯ 功能

注释ꎬ结果如图 ５ꎮ 从图 ５ 可以看出ꎬ１２０ 条序列

没有同源基因ꎬ占总序列的 ４２％ꎻ有 １３ 条序列具

有相应的同源基因ꎬ但这些同源基因无功能注释ꎬ
占总序列的 ５％ꎻ只有 １５０ 条序列有相应的同源基

因ꎬ也有详细的功能注释ꎮ 根据相应同源基因在

生物进程中的功能注释ꎬ其生物学功能大致分为

１０ 类:初级代谢(４１ 条ꎬ１４％)、响应刺激( ２０ 条ꎬ
７％)、运输(１９ 条ꎬ７％)、次级代谢(１７ 条ꎻ６％)、细

胞组成与发生 ( １５ 条ꎬ ５％)、发育过程 ( １１ 条ꎬ
４％)、氧化还原过程(１０ 条ꎻ４％)、调控生物过程

(８ 条ꎬ３％)、信号传导 ( ５ 条ꎬ２％)、其余功能 ( ４
条ꎬ１％)(参与细胞分裂或调控生物质量)ꎮ
２.３ 部分差异表达 ＴＤＦｓ 的表达模式分析

选取 已 知 功 能 的 ６ 个 差 异 表 达 ＴＤＦＳ:
Ｍ１３Ｅ２３￣１１、 Ｍ１３Ｅ３２￣２４、 Ｍ２１Ｅ１４￣１、 Ｍ２２Ｅ３１￣１１、
Ｍ３４Ｅ２２￣３１ 和 Ｍ４１Ｅ１４￣１３ꎬ进行 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 检

测ꎬ如图 ６ 所示ꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 检测结果表明ꎬ
其 中 Ｍ１３Ｅ３２￣２４、 Ｍ２１Ｅ１４￣１、 Ｍ２２Ｅ３１￣１１ 和

Ｍ３４Ｅ２２￣３１ 的表达模式符合 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 的表达

谱特征ꎮ Ｍ１３Ｅ３２￣２４(图 ６:Ｂ)在幼叶和铃梗期花

瓣中表达量很低ꎬ在花朵开放后表达量迅速增加ꎬ
在第 ４ 天的盛花期表达量达到最高ꎻＭ２１Ｅ１４￣１(图
６:Ｃ)在第 ２ 天的初花期上午和第 ４ 天的盛花期表

达量较高ꎻＭ２２Ｅ３１￣１１(图 ６:Ｄ)在花朵开放后表达

有所增加ꎬ在第 ２ 天的初花期上午和第 ４、６ 天的

盛花期表达量均较高ꎻＭ３４Ｅ２２￣３１(图 ６:Ｅ)仅在花

瓣中表达ꎬ花朵开放后的表达量显著增加ꎬ且整个

花期维持较好水平ꎮ Ｍ１３Ｅ２３￣１１(图 ６:Ａ)除在第

８ 天的盛花末期与 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 的表达存在差异ꎬ
其他时期均保持一致ꎮ Ｍ４１Ｅ１４￣１３(图 ６:Ｆ)与 ｃＤ￣
ＮＡ￣ＡＦＬＰ 的表达特征存在很大的差异ꎬ尤其是在

盛花末期和叶片中的表达ꎮ 由 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 图可

知ꎬＭ１３Ｅ２３￣１１ 和 Ｍ４１Ｅ１４￣１３ 的表达丰度很低ꎮ

３　 讨论

限制性内切酶的选择和基因表达的丰度是影

响 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分析结果的关键ꎮ 对不同的物种

进行 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分析时ꎬ所适用的限制性内切酶

也不尽相同(韩斌和彭建营ꎬ２００６)ꎮ 在菜心、黄瓜

和油菜等农作物中常选用 ＴａｑⅠ/ ＡｓｅⅠ组合(肖旭

峰等ꎬ２０１３ꎻ孙涌栋等ꎬ２００８ꎻ王家丰ꎬ２００９)ꎬ而在

菊花、芍药和珠眉海棠等观赏植物中更趋向选用

ＥｃｏＲⅠ /ＭｓｅⅠ组合(任洪艳等ꎬ２０１１ꎻ孙晓梅等ꎬ
２０１５ꎻ李志红等ꎬ２００８)ꎮ 本研究比较了这两种组

合在桂花中的酶切效果ꎬ结果发现ꎬ经 ＴａｑⅠ/ Ａｓｅ
Ⅰ组合酶切后的 ｃＤＮＡ 及预扩增产物多集中在

３００ ｂｐ 左右ꎬ而且分布不均匀ꎻ经 ＥｃｏＲⅠ /ＭｓｅⅠ组

７４９７ 期 曾祥玲等: 基于 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分析桂花开花进程中差异表达基因



注: Ａ. Ｍ１３Ｅ２３￣１１ꎻ Ｂ. Ｍ１３Ｅ３２￣２４ꎻ Ｃ. Ｍ２１Ｅ１４￣１ꎻ Ｄ. Ｍ２２Ｅ３１￣１１ꎻ Ｅ. Ｍ３４Ｅ２２￣３１ꎻ Ｆ. Ｍ４１Ｅ１４￣１３ꎮ １. 铃梗期(０ ｄ)ꎻ
２. 初花期(２ ｄꎬ１０:００ ａｍ)ꎻ ３. 初花期(２ ｄꎬ５:００ ｐｍ)ꎻ ４. 盛花期(４ ｄ)ꎻ ５.盛花期(６ ｄ)ꎻ ６. 盛花末期(８ ｄ)ꎻ ７. 幼叶ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｍ１３Ｅ２３￣１１ꎻ Ｂ. Ｍ１３Ｅ３２￣２４ꎻ Ｃ. Ｍ２１Ｅ１４￣１ꎻ Ｄ. Ｍ２２Ｅ３１￣１１ꎻ Ｅ. Ｍ３４Ｅ２２￣３１ꎻ Ｆ. Ｍ４１Ｅ１４￣１３. １. Ｔｉｇｈｔ ｂｕｄ ｓｔａｇｅ (０ ｄ)ꎻ

２. Ｉｎｉｔｉａｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (２ ｄꎬ １０:００ ａｍ)ꎻ ３. Ｉｎｉｔｉａｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (２ ｄꎬ ５:００ ｐｍ)ꎻ ４. Ｆｕｌｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (４ ｄ)ꎻ
５. Ｆｕｌｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (６ ｄ)ꎻ ６. Ｌａｔｅ ｆｕｌｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (８ ｄ)ꎻ ７. Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓ.

图 ６　 差异表达片段在 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 和 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 中的表达模式分析
Ｆｉｇ. ６ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｉｎ

ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ ａｎｄ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ

合酶切后的 ｃＤＮＡ 及预扩增产物在 １００ ~ １ ０００ ｂｐ
均匀分布ꎬ由此说明 ＥｃｏＲⅠ /ＭｓｅⅠ组合更适合用

于桂花 ｃＤＮＡ 酶切ꎮ 后续选取的 ６ 个已知功能

ＴＤＦｓ 进行表达模式验证ꎬ４ 个表达丰度较高的

８４９ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



ＴＤＦｓ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 与 ＡＦＬＰ 结果一致ꎬ证明 ｃＤＮＡ￣
ＡＦＬＰ 技术能够较为准确地检测出差异表达基因ꎬ
具有良好的可行性和可靠性ꎮ 与张园( ２００９)和

Ｈａｎ ｅｔ ａｌ. ( ２０１５)仅对两个样本进行 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ
分析相比ꎬ本研究可以呈现基因表达水平的动态

变化过程ꎬ多态性更为丰富ꎬ可提高低丰度基因筛

选的准确性ꎮ
桂花花香和花色物质成分和含量随着开花或

衰老进程而变化 ( Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ邹晶晶等ꎬ
２０１７)ꎮ 本研究利用 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分析了桂花叶片

和不同发育时期花瓣中基因的表达差异ꎬ共获得

２８３ 个在花瓣中特异表达且在花发育各时期差异

表达的 ＴＤＦｓꎮ 对其中 １５０ 个有相应功能注释的

ＴＤＦｓ 进行分类ꎬ涉及次级代谢、初级代谢、发育过

程、响应刺激、调控、运输等多个生物学过程ꎮ 次

级代谢过程直接参与花香或花色物质的合成(Ｄｕ￣
ｄａｒｅｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻＴａｎａｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 本研究

共获得 １７ 条参与次生代谢过程的 ＴＤＦｓꎬ包含萜类

香气物质、类胡萝卜素和类黄酮色素成分代谢等

的多个基因ꎮ 但是ꎬ获得的参与次生代谢过程的

ＴＤＦｓ 只占 ６％ꎮ 为次级代谢过程提供前体物质的

初级代谢过程占比最大ꎬ达 １４％ꎮ 其余的 ８０％涉

及发育过程、响应次级、调控等多个生物学过程ꎮ
由此说明ꎬ花香与花色的形成受多个生物学过程

的影响ꎻ初级代谢过程作为中间代谢物的提供者ꎬ
对桂花色香代谢的影响值得深入研究ꎮ 本研究结

果为挖掘开花进程中色香形成的相关基因ꎬ揭示

其分子调控机制提供了重要参考ꎬ为进一步从分

子水平研究桂花的花香与花色形成奠定了基础ꎮ
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