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　 　 摘要：转录因子家族基因 ＧＲＦ（ｇｒｏｗｔｈ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ）是植物中特有的一类生长调控因子基因，在水稻和拟南芥中，ＧＲＦ
家族基因编码的蛋白质具有正向调控茎和叶生长发育的功能。 为了探究在桃中 ＧＲＦ 基因是否参与了狭叶桃“金蜜狭叶”的叶

片发育，本试验首先分析桃基因组中鉴定出的 ＧＲＦ 基因的序列信息；然后，以正常叶片的“上海水蜜”桃为对照，通过荧光定量

ＰＣＲ 检测了这些 ＧＲＦ 基因在“金蜜狭叶”桃的组织特异性表达情况；最后，利用 １２６ 对简单序列重复标记对 １ 个 Ｆ２ 杂交群体

进行连锁分析，定位狭叶性状，辅助筛选狭叶性状的候选基因。 结果表明：桃基因组 ＧＲＦ 基因包括 １０ 个成员，分布在除 ４ 和 ８
外的其他染色体上，编码蛋白的氨基酸长度在 １９１ ～ ６１２ 之间。 蛋白序列分析表明，除 ｐｐａ０１１９１７ｍ 的 ＱＬＱ 结构域中的 Ｌｅｕ 残

基被 Ｐｈｅ 代替外，这 １０ 个 ＧＲＦ 的 Ｎ 端均含保守的 ＱＬＱ 和 ＷＲＣ 结构域。 系统进化树将桃上的 １０ 个 ＧＲＦ 基因分为 ３ 组。 从

１０ 个 ＧＲＦ 基因的表达结果可以看出，６ 个基因在茎尖的表达量高于幼叶，也高于其他成熟组织和器官；其中 ２ 个基因在狭叶

桃中的表达显著高于正常叶对照。 通过连锁分析将“金蜜狭叶”桃的狭叶性状定位在第 ６ 染色体的 １５ ７ ～ ２１ １ Ｍｂ 之间，该
区间仅含有 １ 个 ＧＲＦ 基因 ｐｐａ００３０１７ｍ，是狭叶性状的候选基因。 本研究将为“金蜜狭叶”桃狭叶性状基因的鉴定和高光效种

质筛选奠定研究基础。
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桃起源于中国，经过长期的进化和选择，种质资

源极其丰富。 其中，根据叶片宽度可将桃分为普通

型和狭叶型。 早在 １９５７ 年，狭叶类型就有报道［１］，
其叶宽通常为普通型的一半，狭长的叶片可以增加

树冠的透光率、 改善叶色、 有利于果实均匀成

熟［２⁃３］，因此狭叶种质被认为是优异资源。 “金蜜狭

叶”桃是中国农业科学院郑州果树研究所于 １９９９ 年

育成的狭叶型品种，其树体高度正常，叶型指数和叶

片开张度显著大于 ２ 个对照品种“中农金辉”和“红
珊瑚”，果实数量少但味道香甜、可溶性固形物含量

极高（最高可达到 ２５ ９％ ）。 “金蜜狭叶”桃树冠内

光照强度不仅在上、中、下三层均匀分布，且内部光

照强度及相应位置叶片的光合速率均显著大于 ２ 个

对照品种［４］。
遗传机制研究是发掘狭叶桃优异基因的基础。

Ｗ Ｒ Ｏｋｉｅ 等［５］ 对桃狭叶突变体与野生型进行杂

交，发现狭叶性状在一些 Ｆ１群体中呈部分显性。 由

于实际的分离比不符合孟德尔定律，因此不能准确

地判断其遗传机制。 Ｔ Ｙａｍｏｍｏｔｏ 等［６］ 利用“Ａｋａ⁃
ｍｅ” × “Ｊｕｓｅｉｔｏｕ”的 １３３ 株桃 Ｆ２群体，将狭叶性状定

位在第 ８ 连锁群的顶端。
对于狭叶基因的发掘，目前的研究多集中在

模式作物上。 首先是一类 ＧＲＦ（ ｇｒｏｗｔｈ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ）基因被认为与叶片的发育有关，在水稻上，
ＯｓＧＲＦ１ 基因在植 株 的 居 间 分 生 组 织 快 速 表

达 ［７］ 。 在拟南芥上，ＡｔＧＲＦ 基因家族包含 ９ 个成

员，大部分成员在拟南芥的快速生长和发育的组

织中表达较高，例如茎尖、花芽和根。 在拟南芥

中过量表达ＡｔＧＲＦ１、ＡｔＧＲＦ２ 和 ＡｔＧＲＦ３ 可促进叶

片和子叶的生长，而单独沉默 ＡｔＧＲＦ１、ＡｔＧＲＦ２ 和

ＡｔＧＲＦ３ 基因时，拟南芥的表型并没有明显变化，
只有同时沉默这 ３ 个基因，拟南芥的叶片和子叶

才明显变小 ［８］ 。 同时， ＡｔＧＲＦ 的伴侣蛋白 ＧＩＦ
（ＧＲＦ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ） 也在拟南芥叶片的发育

上发挥重要作用 ［９⁃１０］ 。 在其他物种如玉米 ［１１］ 和

油菜 ［１２］ 上，均有 ＧＲＦ 基因参与叶片细胞发育的

报道。 其次，在水稻上，研究者发现存在另外一

类控制狭叶性状的基因，位点包括 ｎａｌ （ ｎａｒｒｏｗ
ｌｅａｆ）１、ｎａｌ２、ｎａｌ３、ｎａｌ４、ｎａｌ５、ｎａｌ６、ｎａｌ７ ［１３］ 。 目前

对 ｎａｌ１ 和 ｎａｌ７ 这 ２ 个基因研究比较深入，其中，
ｎａｌ１ 编 码 一 种 特 定 的 未 知 生 物 学 功 能 的 蛋

白 ［１４］ ，它通过降低生长素在植物体内的极性运

输，最终形成了窄叶的表型。 Ｋ Ｆｕｊｉｎｏ 等 ［１５］ 则

以突变体 ｎａｌ７ 为研究材料，发现突变体的生长素

含量发生改变，功能分析表明，ｎａｌ７ 编码 １ 个控

制生长素合成的核黄素单加氧酶 ＹＵＣＣＡ 基因。
此外，研究发现其他一些 ｎａｌ 基因的功能同样与

生长素含量异常相关 ［１６］ 。 在棉花上，生长素也

是导致叶片变小的重要原因 ［１７］ 。
鉴于水稻上 ｎａｌ 基因突变的窄叶突变体不仅叶

片较窄且同时具有植株矮小、叶片卷曲的形态学特

征［１２］，而“金蜜狭叶” 桃则仅表现为叶片较窄，因
此，本研究根据桃基因组注释结果（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｏ⁃
ｓａｃｅａｅ． ｏｒｇ ／ ），着重分析桃基因组上的 ＧＲＦ 基因家

族的序列特征和组织特异性表达信息，探讨其与

“金蜜狭叶”桃狭叶性状形成的关系，为狭叶桃育种

奠定研究基础。

９７５
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１　 材料与方法

１ １　 试验材料

本研究用于 ＧＲＦ 基因组织特异性表达分析的 ２
份试材品种为“金蜜狭叶” （狭叶）和“上海水蜜”
（普通叶），定植在中国农业科学院郑州果树研究所

桃种质资源圃，树龄 １２ 年，正常栽培管理。 ２０１６ 年

分别采集幼叶（新梢顶端开始 ２ ～ ３ 片叶）、成龄叶

（新梢顶端开始 ６ ～ １０ 片叶）、茎尖（新梢顶端 ０ ３
ｃｍ）、果实（去除表皮后的中果皮果肉）、韧皮部（新
梢 ６ ～ １０ 片叶间）和果实成熟时的种子，迅速置于

液氮中， － ８０ ℃保存，备用。
此外，选择“９９⁃７⁃１５” （普通叶） × “金蜜狭叶”

（狭叶）的 １ 株 Ｆ１（普通叶）实生得到 ７２ 株 Ｆ２单株群

体，宽叶与狭叶单株比为 ４８∶ １４，取幼叶，提取 ＤＮＡ，
用于狭叶性状的混合群体分离分析（ＢＳＡ，ｂｕｌｋｅｄ ｓｅｇ⁃
ｒｅｇａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ）和初选标记的验证等研究。
１ ２　 ＤＮＡ 的提取

采用北京艾德莱生物技术有限公司的 ＤＮＡ 提取

试剂盒（Ａｉｄｌａｂ，北京）提取幼嫩叶片的基因组 ＤＮＡ。
１ ３　 总 ＲＮＡ 的提取、纯化和反转录

采用常规 ＣＴＡＢ（Ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌ Ａｍｍｏｎｉｕｍ Ｂｒｏ⁃

ｍｉｄｅ）法提取不同组织中总 ＲＮＡ，主要步骤如下：取
５００ ｍｇ 样品，加入８００ μＬ ＣＴＡＢ，６５ ℃水浴１５ ｍｉｎ；之
后加入等体积的氯仿 ／异戊醇，震荡，４ ℃ １２０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，再次加入等体积氯仿 ／异戊

醇，震荡摇匀后取上清液，加入 １ ／ ３ ～ １ ／ ４ 体积的 ８
ｍｏｌ ／ Ｌ ＬｉＣｌ， －２０ ℃ 沉淀 ８ ～１６ ｈ；１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心，
加入 ５００ μＬ ７５％的乙醇洗涤沉淀 ２ 次，晾干，加入

适量（７０ ～ １００ μＬ）ＤＥＰＣ 水溶解约 ５ ｍｉｎ。
参照 ＴＡＫＡＲＡ（大连，中国）公司 ＤＮａｓｅＩ 操作

说明消化总 ＲＮＡ 中的 ＤＮＡ，加入 ５４０ μＬ ＤＥＰＣ 水

和 ６００ μＬ 氯仿 ／异戊醇，震荡，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心，
取上清液，加入 ２ 倍体积预冷的无水乙醇， － ８０ ℃
沉淀 ３０ ～ ４５ ｍｉｎ。 离心，重新用 ７５％ 乙醇洗涤沉

淀 ２ 次，晾干，加入 ５０ ～ ８０ μＬ ＤＥＰＣ 水溶解，琼脂

糖电泳检测完整性，同时检测浓度； － ８０ ℃ 保存

备用。
ｃＤＮＡ 第 １ 链的合成参考东洋纺（上海，中国）

的 ＲｅｖｅｒＴｒａ Ａｃｅ ｑＰＣＲ ＲＴ Ｋｉｔ 说明书完成。
１ ４　 ＧＲＦ 基因的荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）

根据桃基因组的注释结果，鉴定出与 ＡｔＧＲＦ 同

源的桃 ＧＲＦ 家族基因，利用 ＮＣＢＩ 中的 Ｐｒｉｍｅｒ⁃ｂｌａｓｔ
软件设计荧光定量 ＰＣＲ 引物，如表 １ 所示。

表 １　 桃 ＧＲＦ 基因在染色体的位置及其定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＧＲＦ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ ｇｅｎｏｍｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

基因名称

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ
染色体

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

起始

位置

Ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅ

终止

位置

Ｓｔｏｐ ｓｉｔｅ

基因长度（ｂｐ）
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
ｌｅｎｇｔｈ

正向引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

反向

引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

产物长度

（ｂｐ）Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｌｅｎｇｔｈ

ｐｐａ０１９６２３ｍ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿１ ３５３３００２７ ３５３３３１２３ ３０９７ ＡＣＴＣＣＣＴＣＣＴＣＡＡＣＣＣＡＴＣＡ ＧＣＧＡＡＧＧＧＡＡＴＧＣＴＧＴＴＧＴＧ １１９

ｐｐａ０２１２７７ｍ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿２ １６８２７３０６ １６８２９６４５ ２３４０ ＣＡＣＣＡＧＧＡＴＴＧＧＧＣＴＴＣＴＣＣ ＧＣＣＣＣＴＣＴＧＴＧＧＡＴＡＴＧＣＴＧ １９３

ｐｐａ０２４２９３ｍ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿２ ２６１２４２０８ ２６１２６５８３ ２３７６ ＴＧＴＧＣＣＴＣＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＣＴ ＧＣＧＣＣＡＣＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣＡＣ １４９

ｐｐａ０２２１９９ｍ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿２ ２６６３７３３６ ２６６４１４５９ ４１２４ ＧＣＣＴＣＣＴＧＡＴＣＴＣＧＴＧＣＴＴＣ ＧＣＡＣＣＴＣＣＡＣＴＴＣＴＴＴＣＣＧＴ １５７

ｐｐａ０１７５９３ｍ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿３ ２１１６４１２ ２１１７７４１ １３３０ ＧＧＡＡＣＧＡＡＧＧＧＡＡＧＴＧＴＧＧＡ ＧＣＣＡＧＧＴＧＴＣＴＧＴＧＣＴＣＴＴＴ ３２８

ｐｐａ０１１９１７ｍ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿５ ２３３７３１８ ２３３８３４１ １０２４ ＡＧＧＴＧＣＴＣＣＡＡＡＧＡＴＧＣＡＣＡ ＣＣＡＡＡＧＣＡＴＡＧＡＣＣＣＣＣＡＣＴ ２１５

ｐｐａ０１９７５２ｍ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿５ １２６７７５９２ １２６７９５７９ １９８８ ＧＡＴＧＴＣＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＧＴＣＣ ＣＡＣＡＧＧＣＴＴＴＣＴＴＧＡＡＣＧＧＧ ２５３

ｐｐａ００３０１７ｍ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿６ ２０５４３６３０ ２０５４６６８０ ３０５１ ＴＡＡＡＴＧＡＡＧＧＧＴＧＧＧＡＣＧＧＣ ＧＧＣＴＧＣＴＣＣＣＴＧＡＡＣＴＡＣＴＧ １０５

ｐｐａ００６９１２ｍ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿７ １４４７８５０４ １４４８０９９０ ２４８７ ＣＧＧＧＡＧＴＧＣＴＡＡＡＴＣＣＧＡＣＡ ＣＣＡＧＣＡＴＴＧＧＴＴＣＧＴＧＣＡＴＴ ９６

ｐｐａ０１５７９１ｍ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿７ １９１５２９２３ １９１５４４３９ １５１７ ＴＡＴＧＧＧＣＴＧＡＡＧＧＡＧＧＡＧＧＴ ＴＧＴＣＡＧＴＧＧＴＧＴＧＡＡＣＴＧＣＣ １１７

　 　 定量 ＰＣＲ 体系为 ２０ μＬ，其中包含 ＤＮＡ ２ μＬ，
Ｂｉｏｔａｋｅ（北京，中国）的 ＳＹＢＲ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｐｒｅｍｉｘ⁃
ｔｕｒｅ 荧光染料 １０ μＬ，上游和下游引物各 ０ ５ μＬ，
ＤＥＰＣ 水 ７ μＬ，３ 次重复。 使用 Ｒｏｃｈｅ ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ®

４８０ＩＩ 型 ＰＣＲ 仪进行扩增，反应程序为：９８ ℃预变性

３ ｍｉｎ；９５ ℃ 变性 １０ ｓ，５８ ℃ 退火 １０ ｓ，７２ ℃ 延伸

２０ ｓ，３４ 个循环；７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ，４ ℃保存。 荧光定

量结果计算使用为 ２ － ΔΔＣＴ方法［１８］，内参采用 Ｅｌｏｎｇａ⁃
ｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １⁃ａｌｐｈａ 基因［１９］。
１ ５　 狭叶性状的基因定位

根据 ＢＳＡ 法原理，将 ８ 株宽叶和 ８ 株窄叶 ＤＮＡ
分别等量混合，组成宽叶性状基因池和窄叶性状基

０８５
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因池。 利用 １２６ 对 ＳＳＲ（Ｓｉｍｐｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｐｅａｔｓ）
引物，引物序列参照郭瑞［２０］，对两个混合基因池进

行 ＰＣＲ 扩增，产物用 ８％ 的聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测，ＰＣＲ 和电泳方法参照曹珂等［２１］。
选取在混合池间有差异的引物，对 ７２ 株“９９⁃７⁃

１５” × “金蜜狭叶”的 Ｆ２单株进行扩增，统计扩增条

带，利用 ＭＡＰＭＡＫＥＲ ３ ０ 软件计算标记与性状的连

锁关系，统计方法参照曹珂等［２１］的方法。
１ ６　 ＧＲＦ 基因的序列特征分析

使用 ＤＮＡｍａｎ（Ｌｙｎｎｏｎ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｃａｎａｄａ）软件

进行桃基因组中不同 ＧＲＦ 蛋白序列相似性比对，使
用 ＮＣＢＩ 的 ＣＯＢＡＬＴ 软件（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．
ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｃｏｂａｌｔ ／ ）进行系统发育树的构建，方法

采用邻接法。 其中拟南芥 ＡｔＧＲＦ１ 至 ＡｔＧＲＦ９ 蛋白序

列在 ＮＣＢＩ 数据库中的编号分别为 Ｏ８１００１、Ｑ８Ｌ８Ａ８、

Ｑ９ＳＪＲ５、Ｑ８Ｌ８Ａ７、Ｑ８Ｌ８Ａ６、Ｑ９ＺＱ１２、Ｑ９ＦＪＢ８、Ｑ９ＳＵ４４
和 Ｑ８Ｓ９Ｍ３，水稻 ＯｓＧＲＦ１ 至 ＯｓＧＲＦ１２ 蛋白序列的编

号 分 别 为 Ｑ６ＡＷＹ８、 Ｑ６ＡＷＹ７、 Ｑ６ＡＷＹ６、 Ｑ６ＺＩＫ５、
Ｑ６ＡＷＹ４、 Ｑ６ＡＷＹ３、 Ｑ６ＡＷＹ２、 Ｑ６ＡＷＹ１、 Ｑ９ＦＲＧ８、
Ｑ６ＥＰＰ９、 Ｑ６ＡＷＸ８ 和 Ｑ６ＡＷＸ７， 玉 米 ＺｍＧＲＦ１、
ＺｍＧＲＦ２ 和 ＺｍＧＲＦ１０ 蛋白序列的编号分别为 ＮＰ＿
００１１５２６０７、ＮＰ＿００１３３４１２６ 和 ＮＰ＿００１１０６０２８。
１ ７　 基因 ｐｐａ００３０１７ｍ 的启动子及编码区序列

扩增

对于狭叶性状关键候选基因 ｐｐａ００３０１７ｍ，本研

究以杂交群体中 ５ 株普通叶和 ５ 株狭叶单株的

ＤＮＡ 作为模板，采用 Ｓａｎｇｅｒ 测序法测定其启动子区

２０００ ｂｐ 及编码区 ＣＤＳ 序列，引物如表 ２ 所示，扩增

产物送生工生物工程（上海）股份有限公司测序后

拼接。

表 ２　 ｐｐａ００３０１７ｍ 基因启动子 ２０００ ｂｐ 及编码区序列的扩增引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｐａ００３０１７ｍ

上游（５′⁃３′）Ｆｏｒｗａｒｄ 下游（５′⁃３′）Ｒｅｖｅｒｓｅ

启动子 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ 前段 ｕｐ 　 ＧＡＣＣＣＡＡＡＣＡＴＧＡＡＡＣＣＣＧＣ 　 ＧＡＡＴＣＧＧＣＣＣＴＣＧＴＡＣＴＴＣＡ

中段 ｍｉｄｄｌｅ 　 ＡＣＣＡＡＴＧＣＴＣＴＣＡＡＡＣＴＣＣＡＣＡ 　 ＡＣＧＧＡＴＧＴＴＣＴＴＧＣＴＡＡＣＴＴＣＧＴ

末段 ｄｏｗｎ 　 ＣＧＡＣＡＴＡＡＡＡＴＴＣＡＣＧＧＡＡＣＧＣ 　 ＧＧＡＣＡＣＴＣＣＡＣＣＡＡＴＣＴＣＣＡ

编码区 Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ 前段 ｕｐ 　 ＴＧＧＣＡＴＧＧＣＡＣＴＣＡＡＧＴＴＣＡ 　 ＡＡＣＴＧＣＣＴＣＡＴＣＡＡＡＴＧＴＡＣＡＡＡＡ

末段 ｄｏｗｎ 　 ＣＡＡＡＴＧＧＧＧＡＡＡＧＧＧＴＧＧＧＡ 　 ＣＴＡＧＣＣＡＡＡＧＴＧＧＣＣＡＡＣＡＴＣ

２　 结果与分析

２ １　 桃 ＧＲＦ 基因的序列分析

前人研究中，最早鉴定出来的 ＧＲＦ 基因为水稻

的 ＯｓＧＲＦ１［７］，该蛋白含有几个保守的结构域，第 １
个为 ＱＬＱ 区域，特征氨基酸为 Ｇｌｎ、Ｌｅｕ 和 Ｇｌｎ，此外

含有大量的芳香族的 ／疏水性的氨基酸如 Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、
Ｔｙｒ、Ｌｅｕ 和 Ｇｌｕ 等［７⁃８，１１］，该区域在蛋白互作过程中

起到关键作用［７］。 第 ２ 个保守区域是 ＷＲＣ，特征氨

基酸为 Ｔｒｐ、Ａｒｇ 和 Ｃｙｓ 以及 ３ 个保守的 Ｃｙｓ 和 １ 个

Ｈｉｓ，即 Ｃ３Ｈ 区域，该部分可能与 ＤＮＡ 的细胞核定

位信号有关［７⁃８，１１］。 在拟南芥中，所有的 ９ 个 ＧＲＦ
蛋白在 Ｎ 末端都存在保守的 ＱＬＱ 和 ＷＲＣ 结构

域［８］，而 Ｃ 末端为高变区，相似度最高的成员是

ＡｔＧＲＦ３ 和ＡｔＧＲＦ４，Ｃ 末端的相似度达到 ５４％ ，而
ＡｔＧＲＦ５ 和 ＡｔＧＲＦ６ 相似度仅为 １６％ 。 除了 ＱＬＱ 和

ＷＲＣ，在 ＡｔＧＲＦ 的 Ｃ 末端存在着另外两个小的结构

域，即 ＴＱＬ 和 ＧＧＰＬ。 ＴＱＬ 出现在 ＡｔＧＲＦ１⁃ＡｔＧＲＦ４
和 ＯｓＧＲＦ１⁃ＯｓＧＲＦ５ 中，而 ＧＧＰＬ 仅存在于 ＡｔＧＲＦ１⁃

ＡｔＧＲＦ４ 和 ＡｔＧＲＦ７、ＡｔＧＲＦ８ 中。 这 ２ 个小的结构域

在其他一些物种中也有发现，但功能未知［７ ⁃８，１１］。
根据 ＯｓＧＲＦ１ 和 ＡｔＧＲＦ１ 的氨基酸保守结构域对桃

基因组进行 ｂｌａｓｔ，共鉴定到 １０ 个 ＧＲＦ 基因家族序

列，其中第 １、３、６ 染色体各 １ 个，第 ５ 和 ７ 染色体各

２ 个，第 ２ 染色体 ３ 个，在第 ４ 和 ８ 染色体无 ＧＲＦ 基

因（表 １）。 １０ 个 ＧＲＦ 基因的长度从 １０２４ ｂｐ 到

４１２４ ｂｐ 不等，编码蛋白的氨基酸长度在 １９１ ～
６１２ ａａ 之间。

如图 １ｂ 所示，以桃 ＧＲＦ 基因 ｐｐａ０１９６２３ｍ 为

例，其蛋白序列含有 ＧＲＦ 特异的 ４ 个保守结构域，
显示这 １０ 个基因为真正的 ＧＲＦ 家族基因。 分析该

类基因蛋白序列的第 １ 个保守结构域 ＱＬＱ（图 １ｃ），
除了 ｐｐａ０１１９１７ｍ 的保守结构域 Ｇｌｎ⁃Ｌｅｕ⁃Ｇｌｎ 中 Ｌｅｕ
残基被 Ｐｈｅ 代替外，其余蛋白均含有 ＱＬＱ 的特征残

基。 在桃基因组的 １０ 个 ＧＲＦｓ 蛋白中，第 ２ 个结构

域保守性最高，Ｃ３Ｈ 氨基酸残基完全一致（图 １ｄ）。
分析不同结构域在 １０ 个蛋白上的分布（图 １ｅ）可以

看出，１０ 个蛋白序列在 Ｎ 端都含有 ＱＬＱ 和 ＷＲＣ 结
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ａ：“金蜜狭叶”（上）与“上海水蜜”（下）桃叶片形状；ｂ：以 ｐｐａ０１９６２３ｍ 为代表，展示氨基酸的保守区域序列，其中 ＱＬＱ 和 ＷＲＣ 区域用方框线显示，
且保守氨基酸残基用黑底高亮显示，ＴＱＬ 和 ＧＧＰＬ 区域分别仅用黑底和灰底高亮显示；ｃ：ＱＬＱ 区域的氨基酸序列比较，保守的氨基酸高亮显示；

ｄ：ＷＲＣ 区域的氨基酸序列比较，保守的氨基酸高亮显示；ｅ：图示 ＡｔＧＲＦ１ 和桃的 ＧＲＦｓ 蛋白，实线表示蛋白的长度，
氨基酸数目列在图的右边一列。 黑色、浅灰、线块和白色的长方块分别表示 ＱＩＱ（Ｑ）、ＷＲＣ（Ｗ）、ＴＱＬ（Ｔ）和 ＧＧＰＬ（Ｇ）结构域；

ｆ：拟南芥 ＧＲＦｓ（ＡｔＧＲＦｓ）、水稻 ＧＲＦｓ（ＯｓＧＲＦｓ）、玉米 ＧＲＦｓ（ＺｍＧＲＦｓ）和 １０ 个桃 ＧＲＦｓ 蛋白的系统发育树

ａ：Ｔｈｅ ｌｅａｆ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ‘Ｊｉｎ Ｍｉ Ｘｉａ Ｙｅ’（ａｂｏｖｅ）ａｎｄ ‘Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃｌｉｎｇ’（ｂｅｌｏｗ）ｐｅａｃｈ，ｂ：Ｔｈｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｐａ０１９６２３ｍ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ａｓ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｏｆ ＧＲＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ． Ｔｈｅ ＱＬＱ ａｎｄ ＷＲＣ ｄｏｍａｉｎｓ ａｒｅ ｂｏｘｅｄ，ａｎｄ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｃｋ

ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ． Ｔｈｅ ＴＱＬ ａｎｄ ＧＧＰＬ ｍｏｔｉｆｓ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｃｋ ａｎｄ ｇｒａｙ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，
ｃ：Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＱＬＱ ｄｏｍａｉｎｓ． Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｃｋ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ，
ｄ：Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＷＲＣ ｄｏｍａｉｎｓ． Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｃｋ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ，

ｅ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＡｔＧＲＦ１ ａｎｄ ＧＲＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ． Ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ ｌｉｎｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｃａｌｅ； ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｓ ｌｉｓｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｃｏｌｕｍｎ． Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ，ｌｉｇｈｔ ｇｒａｙ，ｌｉｎｅ ｆｉｌｌｅｄ，ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｂｏｘｅｓ

ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ＱＬＱ（Ｑ），ＷＲＣ（Ｗ），ＴＱＬ（Ｔ），ａｎｄ ＧＧＰＬ（Ｇ）ｄｏｍａｉｎｓ ｏｒ ｍｏｔｉｆｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，
ｆ：Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＡｔＧＲＦｓ，ＯｓＧＲＦｓ，ＺｍＧＲＦｓ ａｎｄ １０ ＧＲＦｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ

图 １　 ＡｔＧＲＦ１ 与桃 ＧＲＦｓ 蛋白的氨基酸序列比较

Ｆｉｇ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＡｔＧＲＦ１ ａｎｄ ＧＲＦｓ ｉｎ ｐｅａｃｈ
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构域，但 Ｃ 端为高变区。 在 Ｃ 端， ｐｐａ０１９６２３ｍ 和

ｐｐａ００３０１７ｍ 编码蛋白与 ＡｔＧＲＦ１ 类似，分别含有 １
个 ＴＱＬ 和 ＧＧＰＬ 区； ｐｐａ０２１２７７ｍ 含有另外 １ 个

ＷＲＣ 结 构 域， 与 ＡｔＧＲＦ９ 类 似［８］； ｐｐａ０２４２９３ｍ、
ｐｐａ０１９７５２ｍ 和 ｐｐａ００６９１２ｍ 编码蛋白仅含有 １ 个

ＧＧＰＬ 结构域， ｐｐａ０２２１９９ｍ 编码蛋白仅含有 １ 个

ＴＱＬ 区，ｐｐａ０１７５９３ｍ、ｐｐａ０１１９１７ｍ 和 ｐｐａ０１５７９１ｍ 编

码蛋白则不含有上述任何一个结构域。
本研究利用邻接法构建了包括桃在内 ４ 个物种

的 ＧＲＦｓ 的系统发育树（图 １ｆ），不同种的 ＧＲＦｓ 分

为 ４ 组，第 １ 组仅有 １ 个成员，为 ＯｓＧＲＦ９，显示其与

其他 ＧＲＦｓ 亲缘关系较远。 第 ２ 组包括 ２ 个 ＡｔＧＲＦｓ
蛋白、３ 个 ＯｓＧＲＦｓ 和 ２ 个桃 ＧＲＦｓ（ ｐｐａ００３０１７ｍ 和

ｐｐａ０１９６２３ｍ 编码蛋白），该组中拟南芥的 ２ 个蛋白

主要参与调控细胞体积和雌蕊发育［８］ 。 第 ３ 组包

括 ２ 个 ＡｔＧＲＦｓ 和 ２ 个桃 ＧＲＦｓ 蛋白，其中拟南芥

的 ２ 个蛋白主要作用为调控细胞增殖、叶绿体增

殖、光合作用以及叶片衰老［８］ 。 第 ４ 组中的蛋白

序列较多，又可以分为 ２ 个亚组，亚组 ４⁃１ 包含 ２
个 ＡｔＧＲＦｓ、５ 个 ＯｓＧＲＦｓ和 ３ 个桃 ＧＲＦｓ 蛋白，其中

拟南芥的 ２ 个蛋白也具有调控细胞增殖的功

能［８］ ；亚组 ４⁃２ 分别包含 ３ 个 ＡｔＧＲＦｓ、ＯｓＧＲＦｓ、
ＺｍＧＲＦｓ 和桃 ＧＲＦｓ 蛋白，其中拟南芥的 ３ 个蛋白

主要参与雌蕊发育［８］ 。 桃 ＧＲＦｓ 蛋白在除第 １ 组

之外的每个组和亚组中均有分布，暗示其多样性

较高。
２ ２　 桃 ＧＲＦ 基因的组织特性表达分析

在桃的 １０ 个 ＧＲＦ 基因中，ｐｐａ０２４２９３ｍ 表达量

非常低，在后续的分析中舍弃，其余 ９ 个基因的表达

如图 ２ 所示。

∗表示在 ０ ０５ 水平基因在 ２ 个品种茎尖的表达差异

∗ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｓｔｅｍ ａｐｅｘ ｏｆ ｔｗｏ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ａｔ ０ ０５ ｌｅｖｅｌ

图 ２　 ＧＲＦ 基因在两种叶片类型的桃树体不同组织的表达

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＲＦ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｐｅａｃｈ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ
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　 　 ９ 个桃的 ＧＲＦ 基因全部在茎尖和幼叶中表达

较高，而在成龄叶片、果肉、种子和韧皮部表达较低，
部分基因如 ｐｐａ０２２１９９ｍ 在果肉中、ｐｐａ０１９７５２ｍ 在

成龄叶片和韧皮部有一定的表达。 比较基因在茎尖

和幼叶中的表达发现，除了 ｐｐａ０１１９１７ｍ 在 ２ 个组织

间表达差异较小、ｐｐａ０１９７５２ｍ 和 ｐｐａ００６９１２ｍ 在茎

尖表达低于幼叶外，其余 ６ 个基因如 ｐｐａ０１９６２３ｍ、
ｐｐａ０２１２７７ｍ、ｐｐａ０２２１９９ｍ、ｐｐａ０１７５９３ｍ、ｐｐａ００３０１７ｍ
和 ｐｐａ０１５７９１ｍ 均在茎尖中的表达高于幼叶。

比较这 ６ 个基因在普通叶“上海水蜜”和“狭叶

金蜜 ” 狭 叶 桃 中 的 表 达， 可 以 发 现， ２ 个 基 因

ｐｐａ０１９６２３ｍ 和 ｐｐａ００３０１７ｍ 在茎尖中的表达在“上
海水蜜”低于“金蜜狭叶”，差异有统计学意义。

２ ３　 “金蜜狭叶”桃狭叶性状的基因定位

利用“９９⁃７⁃１５” × “金蜜狭叶” Ｆ２ 群体的 ８ 株

狭叶和 ８ 株宽叶单株构建混合基因池，利用 １２６ 对

ＳＳＲ 标记进行扩增，其中 ３ 对（ＢＰＰＣＴ０２５、ＵＤＰ９８⁃
４０７ 及 ＣＰＳＣＴ００６）在混合池间表现出多态性。 继

而在 ７２ 株后代中扩增验证（图 ３），ＣＰＳＣＴ００６ 和宽

叶 ／狭叶性状无连锁关系，利用 ＭＡＰＭＡＫＥＲ３ ０ 进

行连锁分析，可将宽叶 ／狭叶性状定位于第 ６ 连锁

群的两个标记 ＵＤＰ９８⁃４０７ 和 ＢＰＰＣＴ０２５ 之间，距
离二者的遗传距离分别为 ３４ ７ ｃＭ 和 ５９ １ ｃＭ。
这两个标记在基因组上对应的物理位置为第 ６ 染

色体的 １５ ７ Ｍｂ 和 ２１ １ Ｍｂ，而在该区间仅含有上

述 ２ 个 ＧＲＦ 基因中的 １ 个（ ｐｐａ００３０１７ｍ），因此推

测该基因可能是参与控制桃狭叶性状的 ＧＲＦ 候选

基因。

ａ：狭叶性状定位的第 ６ 连锁群，左边为连锁距离（ｃＭ），右边为标记名称；
ｂ：两个 ＳＳＲ 标记在群体 ２４ 个单株中的扩增结果，其中从左至右第 １、７、１０、１４、２１ 为狭叶单株，表型用 Ｘ 表示；其余为普通叶单株，表型用 Ｚ 表示

ａ：Ｔｈｅ ｌｉｎｋａｇｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｎａｒｒｏｗ ｌｅａｆ ｔｒａｉｔ． Ｔｈｅ ｌｉｎｋａｇｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｗａｓ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ ｍａｒｋｅｒ ｎａｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ，
ｂ：Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ＳＳＲｓ ｉｎ ２４ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ，ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ，ｓｅｖｅｎｔｈ，ｔｅｎｔｈ，ｆｏｕｒｔｅｅｎｔｈ，ａｎｄ ｔｗｅｎｔｙ⁃ｆｉｒｓｔ ｌａｎｅｓ（ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ａ ｌｅｔｔｅｒ ‘Ｘ’）

ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｗｅｒｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｕｓｉｎｇ ｎａｒｒｏｗ ｌｅａｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ，ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｔ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌ ｌｅａｖｅｓ（ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ａ ｌｅｔｔｅｒ ‘Ｚ’）

图 ３　 狭叶性状的定位

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｒｒｏｗ ｌｅａｆ ｔｒａｉｔ

２ ４　 关键候选基因 ｐｐａ００３０１７ｍ 的启动子和编码

区序列差异分析

为了分析 ｐｐａ００３０１７ｍ 在狭叶和普通叶种质叶

片差异表达的原因，本研究设计了该基因启动子区

域 ２０００ ｂｐ 和编码区的 ＰＣＲ 扩增引物，分别在“９９⁃
７⁃１５” × “金蜜狭叶”Ｆ２群体中的 ５ 份狭叶和 ５ 份普

通叶单株中进行 ＰＣＲ 扩增、测序和拼接。
在启动子区发现 ４ 个单核苷酸多态性位点

（ＳＮＰｓ），其中位于起始密码子上游 １９３０ ｂｐ 的位点在

４ 个普通叶和 ３ 个狭叶单株中分型为 Ａ，在另外 １ 个

普通叶和 ２ 个狭叶分型为 Ｃ；位于起始密码子上游

１９１６ ｂｐ 的位点在 ４ 个普通叶和 ５ 个狭叶单株中分型

为 Ａ，在另外 １ 个普通叶分型为 Ｔ；位于起始密码子上

游１９０６ ｂｐ 的位点在４ 个普通叶和５ 个狭叶单株中分

型为 Ａ，在另外 １ 个普通叶分型为 Ｇ；位于起始密码

子 １１９３ ｂｐ 的位点在 １ 个普通叶单株有 １ 个 Ａ 碱基

插入，其余 ９ 个单株与参考基因组序列一致（表 ３）。

表 ３　 ｐｐａ００３０１７ｍ 基因启动子在 １０ 份杂交单株上的分型

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｐｐａ００３０１７ｍ ｉｎ １０ ｓｅｅｄ⁃
ｌｉｎｇｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅａｆ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

在起始密码子

ＡＴＧ 上游的位置

（ｂｐ）
ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｓｔａｒｔ
ｃｏｄｏｎ（ＡＴＧ）

变异

类型

Ｖａｒｉａｔｉｏｎ

５ 份普通

叶单株分型

Ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ｉｎ ｆｉｖｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ
ｌｅａｖｅｓ

５ 份狭叶单

株分型

Ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｎ
ｆｉｖｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
ｗｉｔｈ ｎａｒｒｏｗ

ｌｅａｖｅｓ

１９３０ Ａ ／ Ｃ ４Ａ∶ １Ｃ ３Ａ∶ ２Ｃ

１９１６ Ａ ／ Ｔ ４Ａ∶ １Ｔ ５Ａ

１９０６ Ａ ／ Ｇ ４Ａ∶ １Ｇ ５Ａ

１１９３ Ａ ／ － １Ａ —

４８５
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而在基因编码区，１０ 个不同叶型的单株均与参考基

因组序列一致，即在两种叶片类型种质间不存在差

异。 综上所述，在启动子和编码区不存在与叶型分

离规律一致的 ＳＮＰ。

３　 讨论

对于狭叶基因的遗传规律，不同研究之间存在

差异。 如在大豆上，Ｗ Ｅ Ｄｏｍｉｏｇｏ ［２２］发现大豆狭

叶与宽叶植株杂交的 Ｆ２和 Ｆ３中，宽叶和狭叶的性状

分离比均表现为 ３∶ １，即狭叶性状是由 １ 对隐性基

因控制。 在绿豆［２３］ 和棉花［２４］ 上，均有相同报道。
而在桃上，前期研究表明“金蜜狭叶”桃的狭叶性状

受到至少 ２ 对隐性基因控制［４］。 本研究对 ＧＲＦ 基

因在不同叶型植株上进行表达分析，发现 ９ 个 ＧＲＦ
基因全部在茎尖和幼叶表达较高，即 ＧＲＦ 基因确实

与桃叶片的形成存在关联，与 Ｇ Ｈｏｒｉｇｕｃｈｉ 等［１０］ 和

Ｒ Ｅ Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ等［２５］的研究结果一致。 ６ 个基因在

叶片形成的早期即茎尖中表达高于幼叶，也高于成

龄叶。 其中，２ 个基因 ｐｐａ０１９６２３ｍ 和 ｐｐａ００３０１７ｍ
在狭叶中的表达高于正常叶。 经过连锁分析，推测

ｐｐａ００３０１７ｍ 为狭叶性状的候选基因。 然而，由于连

锁分析定位的区间较大，是否在该区间存在其他的

非 ＧＲＦ 候选基因，需要进一步研究。 同时，本研究

与 Ｔ Ｙａｍｏｍｏｔｏ 等［６］将桃狭叶性状定位在第 ８ 连锁

群不同，暗示控制桃狭叶性状的基因确实可能有

多个［４］。
在拟南芥上，ＧＩＦ 蛋白与 ＡｔＧＲＦ 相互作用，

形成蛋白复合体调控叶片和子叶的生长 ［９］ 。 在

本研究中，通过表达分析发现 ｐｐａ００３０１７ｍ 可能

是调控“金蜜狭叶”桃狭叶性状形成的关键基因，
然而通过扩增其启动子区域却未发现有规律的

遗传变异。 因此，在桃上，可能存在与 ＧＲＦ 相互

作用的 ＧＩＦ 蛋白，从而导致 ＧＲＦ 基因的差异表

达。 通过检索桃基因组注释数据库，却没有发现

ＧＩＦ 基因。 在 ＮＣＢＩ 中下载拟南芥的 ＧＩＦ１ 基因的

蛋白序列，与桃基因组进行相似性比对得到 ２ 个

同 源 蛋 白， 其 基 因 编 号 为 ｐｐａ０１１３２９ｍ 和

ｐｐａ０１１３４４ｍ，分别位于第 ６ 染色体的 ２７ ８ Ｍｂ 和

第 ２ 染色体的 １９ ７ Ｍｂ 附近，均编码与钙响应有

关的反式作用因子。 其中，ｐｐａ０１１３２９ｍ 与本研究

通过连锁分析定位的狭叶位点距离较近，对于其

是否与 ＧＲＦ 基因互作调控“金蜜狭叶”桃的狭叶

表型形成是下一步研究的重点。
此外，在拟南芥中，ＡｔＧＲＦ１ 和 ＡｔＧＲＦ２ 的过量

表达会导致叶片变大［８］ ，即 ＧＲＦ 基因正向调控叶

片的扩张。 而在玉米上，过表达 ＺｍＧＲＦ１０ 则会导

致叶片长度变小和植株高度降低，即 ＧＲＦ 基因也

能抑制细胞的增殖［２６］ 。 在本研究中，６ 个基因在

狭叶和普通叶间差异表达，仅有 ｐｐａ０１９７５２ｍ 在正

常叶中的表达高于狭叶，可能与拟南芥中的 ＧＲＦ
基因作用类似；而位于狭叶性状位点附近的基因

ｐｐａ００３０１７ｍ 则在狭叶中的表达高于正常叶，即在

桃中 ＧＲＦ 调控叶片形态建成的作用机制与玉米

类似。
综上所述，本研究分析了 ＧＲＦ 基因在桃基因

组上的分布以及序列特征。 通过荧光定量 ＰＣＲ 检

测了 ９ 个 ＧＲＦ 基因在 １ 份狭叶和 １ 份普通叶桃不

同组织的表达信息，发现 ９ 个基因在茎尖和幼叶

的表达量高于其他成熟组织和器官，可能与茎尖

和叶片等新生组织的发育有关；其中，６ 个基因在

茎尖中的表达高于幼叶，２ 个基因在狭叶中的表达

显著高于正常叶植株。 在前期连锁分析定位的基

础上，鉴定了关键候选基因 ｐｐａ００３０１７ｍ 的启动子

区序列差异，但没有在 ＤＮＡ 水平发现导致叶型变

化的关键变异。 随着高通量测序的应用，通过简

化基因组测序或重测序技术有望开发出更多的分

子标记，用于狭叶性状定位区段的加密，从而为候

选基因和关键的基因组变异筛选提供准确的位置

信息。
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