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砂梨 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 基因的克隆及原核表达分析
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　 　 摘要：为了探索梨树植物的开花调控机制，本研究以砂梨（Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ Ｎａｋａｉ）叶片为材料，采用同源序列克隆法，进行了

开花调控相关基因 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 的克隆，命名为 ＰｙＣＯ，ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＦ２４６５７２。 序列分析表明，该基因包含一个 １０２３ ｂｐ
的开放阅读框，编码 ３４０ 个氨基酸，推测蛋白质分子量为 ３７ ８１ ｋＤ，等电点为 ５ ９５。 ＰｙＣＯ 蛋白具有典型的植物 ＣＯ 家族的结

构特征，含有 ２ 个高度保守的 Ｂ⁃ｂｏｘ 及 ＣＣＴ 结构域。 进化树分析表明，该氨基酸序列与苹果的同源性接近 ９３％ ，与碧桃、可可

树、草莓等其他高等植物的 ＣＯ 类蛋白同源性也在 ７０％ 以上。 原核表达获得了具有较高表达水平的融合蛋白，分子量约为

５８ ５ ｋＤ，为进一步探索梨树开花调控机理奠定了基础。
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梨是我国重要果树资源之一，栽培历史悠

久，是重要的出口创汇果品 ［１］ 。 梨树实生苗童期

较长， 从 播 种 到 开 花 结 果 一 般 需 ４ ～ ８ 年 时

间 ［２⁃３］ ，这在一定程度上影响了梨树育种进程，因
此，如何缩短梨树实生苗的童期，对梨果生产具

有十分重要的意义。
目前果树育种当中，主要采用栽培措施、喷施植

物生长调节剂等方式来促进梨树的提前开花，但效

果均不理想，植物基因工程技术的发展和开花基因

调控机理的研究为缩短童期开辟了一个新方向。 开

花基因 ＣＯＮＳＴＡＮＳ（ＣＯ）是光周期调控途径中的关

键基因之一，是目前植物开花研究热点基因之

一［４⁃９］。 ＣＯ 基因的功能主要体现在长日照下可以

将光信号转化为开花信号传递给 Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｌｏｃｕｓ Ｔ
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（ＦＴ）基因，从而促进 ＳＯＣ１ 基因 ｍＲＮＡ 积累使植物

开花［１０⁃１６］，研究同时还发现 ＣＯ 基因转录的 ｍＲＮＡ
呈渐进方式积累，当达到一定域值时，可显著地促进

基因 ＴＦＬ、ＬＦＹ 表达，加速花的发育［１７］。 ＣＯ 基因是

影响植物开花早晚的重要因子之一，且在植物开花

控制途径上具有保守性。 拟南芥 ＣＯ 基因功能研究

表明，ＣＯ 基因的过量表达促进了植株开花提前［１８］；
同时一些异源 ＣＯ 基因，如牵牛花 ＰｎＣＯ 基因和萝

卜 ＢｎＣＯ 基因，转入拟南芥 ｃｏ 突变体中，可以使 ｃｏ
突变体长日照开花延迟的现象恢复到正常表

型［１９⁃２０］。 现在 ＣＯ 基因已经在多种植物中得到克

隆，且基因序列及包含的锌指结构域和核定位信号

区域有很高的同源性，这为本研究进行同源序列克

隆提供了帮助。
ＣＯ 基因在植物开花调控中具有重要作用，但

在梨属植物中未见相关报道，故为探讨 ＣＯ 基因在

梨树开花中的作用，本研究利用同源序列克隆法进

行了砂梨 ＣＯ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列的分离，对其结

构特征进行分析，并构建原核表达质粒，在大肠杆菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）中进行表达，期望为探索梨 ＣＯ 蛋白的

生化功能和开花调控机理奠定基础，同时为缩短梨

树童期提供了候选基因资源。

１　 材料与方法

１ １　 植物材料

植物材料采自青岛农业大学胶州梨种质资源圃

‘黄金梨’ （Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ Ｎａｋａｉ）叶片。 液氮冷冻，
－ ８０ ℃保存备用。
１ ２　 方法

１ ２ １　 砂梨 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 基因的克隆和序列分

析 　 引物设计参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中苹果（ＡＡＣ９９３１０）、
桃 （ ＡＣＨ７３１６６ ）、 可 可 树 （ ＥＯＹ２９２６７ ）、 草 莓

（ＸＰ００４２９１９８９）和棉花（ＡＤＷ６５７５８）的保守序列进

行设计，设计软件为 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ ０，由生工生物

工程（上海）股份有限公司合成，其中正向引物：５′⁃
ＡＴＴＡＣＡＴＴＧＣＡＧＣＡＧＡＴＴＴＣ⁃３′， 反 向 引 物： ５′⁃
ＣＧＡＣＣＧＡＴＡＴＴＴＡＣＡＣＣＣＡＣ⁃３′。 ＰＣＲ 反应条件为：
９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３０ 个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ
产物经切胶纯化回收后连接 ｐＴＺ５７Ｒ ／ Ｔ 载体，转化

大肠杆菌 ＤＨ５ɑ，序列测定由生工生物工程（上海）
股份有限公司完成。

砂梨总 ＲＮＡ 的提取参考宝生物工程（大连）公
司 ＲＮＡ 提取试剂盒 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ

ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 说明书进行；ｃＤＮＡ 合成及反应

体系参考 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司反转录试剂盒 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ

Ｐｒｅｍｉｕｍ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 说 明 书

进行。
１ ２ ２　 砂梨 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 基因原核表达载体构建

及表达　 根据已克隆砂梨 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 基因的 ｃＤＮＡ
全长，设计引物并添加酶切位点，正向引物：５′⁃ＣＣＧ⁃
ＧＡＡＴＴＣ（ＥｃｏＲⅠ酶切位点） ＡＴＧＧＣＡＴＣＧＡＡＧＣＴＣＴ⁃
ＧＣＧ⁃３′和反向引物：５′⁃ＣＣＧＣＴＣＧＡＧ（ＸｈｏⅠ酶切位点）
ＣＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＡＣＧＡＣＧＣ⁃３′。 用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ分

别双酶切回收提纯的 ＰＣＲ 扩增产物和 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）
载体骨架，经 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接后转化至 ＤＨ５ɑ 菌

株中，阳性克隆提取质粒后由 ＰＣＲ 和双酶切检测，该
重组质粒命名为 ｐＥＴ３２ａ（ ＋ ）⁃ ＰｙＣＯ，并将其转化至

ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株。
阳性克隆经培养后，按 １∶ １００ 的比例接种到新

鲜的 ＬＢ 培养基中，以空质粒、重组质粒不加 ＩＰＴＧ 为

对照，培养至 ＯＤ６００为 ０ ６ ～１ ０ 时，分别加入 ＩＰＴＧ 至

终浓度为 ０ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、０ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、１ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱

导 ０ ｈ、４ ｈ 和 ８ ｈ。 期间离心并收集菌液，每次取

１ ｍＬ 菌液，４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心收集菌体，加入 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 上样缓冲液煮沸 １０ ｍｉｎ 以裂解细胞，冷水迅

速冷却至室温，４ ℃放置，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，考
马斯亮蓝染色。
１ ２ ３　 砂梨 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 基因生物信息学分析方

法　 根据测得的基因序列，由 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ（ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌ ｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｏｒｆ ／ ｇｏｒｆ． ｈｔｍｌ）分析 ＰｙＣＯ
的开放读码框；序列相似性分析由 Ｂｌａｓｔ 软件分析

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌ ｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）；采用

Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
ｃｄｄ）进行保守结构域分析；多序列比对工具为

ＤＮＡＭＡＮ 软件；采用 ＭＥＧＡ ５ ０ 软件进行系统发育

树的构建；通过 ＥｘＰＡＳｙ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）、ＣＢＳ 和 ＮＰＳ 服务器上的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ、
ＰＲＯＳＩＴＥ、ＴＭ⁃ＨＭＭ 、ＳｉｇｎａｌＰ ４ １、ＧＯＲ ４ 等程序对

砂梨 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 基因进行理化性质和序列结构的

分析。 本研究中所有氨基酸序列均来自 ＧｅｎＢａｎｋ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｎｂａｎｋ）。

２　 结果与分析

２ １　 砂梨 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 基因的克隆与氨基酸序列

结构分析

以砂梨叶片总 ＲＮＡ 反转录的 ｃＤＮＡ 为模板进行

扩增获得 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 基因 ｃＤＮＡ 片段为 １０２３ ｂｐ
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（图 １），编码 ３４０ 个氨基酸（图 ２）。 经 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ
和 Ｂｌａｓｔ 分 析， 命 名 为 ＰｙＣＯ， ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

为 ＫＦ２４６５７２。
用 ＮＣＢＩ 上的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ 程序预测该蛋

白质的保守区域，发现砂梨 ＰｙＣＯ 基因的氨基酸序

列具有典型的植物 ＣＯ 家族结构特点，有 ２ 个高度

保守的 Ｂ⁃ｂｏｘ 及 ＣＣＴ 结构域，是典型的锌指结构

（图 ３），表明 ＰｙＣＯ 属于植物 ＣＯ 蛋白质家族的一

员，可能对砂梨开花调控有着重要作用。
用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测蛋白理化性质，结果表明，Ｐｙ⁃

ＣＯ 蛋白等电点为 ５ ９５，相对分子质量为 ３７ ８１ ｋＤ，
蛋白分子式为 Ｃ１６３４ Ｈ２５８０ Ｎ４７４ Ｏ５２１ Ｓ１９，总原子数为

５２２８。 负电荷残基（Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ）：４７，正电荷残基（Ａｒｇ
＋ Ｌｙｓ）：４２，该蛋白 Ｎ 末端为 Ｍｅｔ，半衰期为３０ ｈ，不稳

定系数为 ４３ ８４，是不稳定蛋白。 脂溶指数为 ７２ ５９，
总平均疏水性为 － ０ ４４４，推测为疏水性脂溶蛋白。

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；Ａ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增结果；
Ｂ：菌液 ＰＣＲ 检测结果

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ，Ｂ：ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ，
Ｃ：Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 １　 砂梨 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 基因的 ＲＴ⁃ＰＣＲ
扩增结果和菌液 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ ＣＯＮＳＴＡＮＳ ｇｅｎｅ

双下划线表示起始密码子和终止密码子；∗表示翻译终止；箭头所示为扩增所用引物位置及扩增方向；阴影部分表示锌指结构和 ＣＣＴ 结构域

Ｄｏｕｂｌｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｄｅｎｏｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ． Ｔｈｅ ａｓｔｅｒｉｓｋ ｄｅｎｏｔｅｓ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ａｒｒｏｗｈｅａｄ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ
ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｇｒａｙ ｒｅｇｉｏｎ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ Ｂ⁃ｂｏｘ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ＣＣＴ ｄｏｍａｉｎ

图 ２　 砂梨 ＣＯ 基因的 ｃＤＮＡ 序列及氨基酸序列

Ｆｉｇ ２　 ｃＤＮＡ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰｙＣＯ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ
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图 ３　 砂梨 ＰｙＣＯ 蛋白的保守域分析

Ｆｉｇ ３　 Ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰｙＣＯ ｐｒｏｔｅｉｎ

用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 程序详细分析了该蛋白的亲水性和疏

水性，基于氨基酸分值越低亲水性越强和分值越高

疏水性越强的规律，结果显示 ＰｙＣＯ 中疏水性区域

所占比例远比亲水性区域大。 在 ２８９ 位 Ｌｙｓ 具有最

低的分值 － ３ ７８９，亲水性最强；多肽链第 １１１ 位 Ｖａｌ
具有最高的分值 １ ４２２，由此可以推测 ＰｙＣＯ 蛋白为

疏水性蛋白，这与 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测结果一致。
利用 ＴＭ⁃ＨＭＭ ２ ０ 方法对 ＰｙＣＯ 蛋白进行跨膜

结构预测，膜内蛋白所占比例在 ０ １％ 以下，结果表

明梨 ＣＯ 基因该蛋白不存在跨膜结构域，整条肽链

均位于细胞膜外，因此断定这个蛋白为膜外蛋白。
经 Ｓｉｇｎａｌ ４ １ 分析，该氨基酸序列无信号肽结构，属
于非分泌型蛋白。 通过 ＮＰＳ 服务器上的 ＧＯＲ ４ 程

序对其二级结构进行分析，发现该蛋白主要是由 α
螺旋和无规则卷曲组成，其中 α 螺旋、延伸主链和

无规则卷曲的含量分别占 ２９ ４１ ％ 、 １５ ５９％ 、
和 ５５ ００％ 。
２ ２　 ＰｙＣＯ 的同源序列比对及系统发育树构建

将推导的 ＰｙＣＯ 氨基酸序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 上进

行 Ｂｌａｓｔ 检索，结果显示砂梨与其他植物序列的

高度相似性（图 ４） ，其中与苹果 ＣＯ 类蛋白的相

似性最高，为 ９３％ ；与桃、可可树、草莓、棉花、黄
瓜及芒果等的同源性也都在 ７０％ 以上。 利用

ＭＥＧＡ 软件，对 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中已登录的 １７
种高等植物的 ＣＯ 蛋白氨基酸构建系统发育树

（图 ５） ，结果显示砂梨 ＣＯ 基因与苹果、桃的亲缘

关系最近，其次是草莓、芒果、可可树、棉花、黄
瓜，与水稻和烟草等亲缘关系较远，该结果与植

物学分类存在一定的相关性。
２ ３　 ＰｙＣＯ 蛋白的原核表达

以经过测序的质粒为模板，采用添加 ＥｃｏＲ Ｉ 和
Ｘｈｏ Ｉ 双酶切位点的引物扩增到一条约 １ ２ ｋｂ 的片

段，与引物设计结果相符，ＰＣＲ 纯化产物经 ＥｃｏＲ Ｉ
和 Ｘｈｏ Ｉ 双酶切回收后，连接至 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 双酶

切的原核表达载体 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ），获得原核表达质

粒 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）⁃ ＰｙＣＯ，经 ＰＣＲ 扩增、双酶切鉴定

（图 ６）及测序证明重组质粒构建正确。
重组 质 粒 ｐＥＴ⁃３２ａ （ ＋ ）⁃ ＰｙＣＯ 转 化 ＢＬ２１

（ＤＥ３）大肠杆菌，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳检测结果（图 ７）
表明，经 ＩＰＴＧ 诱导，重组质粒 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）⁃ ＰｙＣＯ
在 ４４ ３ ～ ６６ ４ ｋＤ 处有一个明显的蛋白条带，而空

质粒、加 ＩＰＴＧ 诱导的空质粒和未加 ＩＰＴＧ 诱导的重

组质粒的菌株均未出现目的蛋白条带，但在不同的

诱导时间上（０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ），目标条带的深度变化不

明显，表达量基本一致。

３　 讨论

梨树为多年生植物，童期长，梨树经过童期进入

生殖阶段，受复杂基因调控网络控制。 ＣＯ 基因是

植物光周期促进开花途径中一个重要的成花转变调

控基因，是连接生物钟和花分生组织决定基因的桥

梁［２１］，在植物光周期开花调控当中起关键作用。 目

前先后在拟南芥、烟草、苹果、水稻［２２］ 等多种植物中

克隆获得 ＣＯ 同源基因，但在梨属植物中尚未见 ＣＯ
基因的相关报道。 本研究从砂梨叶片中克隆获得了

ＣＯ 基因的全长 ｃＤＮＡ 序列，并进行了原核表达，这
将为砂梨 ＣＯ 基因工程研究，改善和缩短梨属植物

童期相关研究奠定基础。
植物开花调控网络相互影响，共同决定植物开

花，如拟南芥的开花受到春化作用和光周期相互作

用的共同影响。 ＣＯ 基因是植物开花调控的关键基

因之一，可以整合光信号和生物钟信号调控下游基

因而影响植物开花。 ＣＯ 基因家族之间同源性较

差，但在 ＣＣＴ 基序和 Ｂ⁃ｂｏｘ 型锌指结构处高度保

守。 其表现为：（１）含有 ２ 个外显子和 １ 个内含子；
（２）含有 Ｂ⁃ｂｏｘ１、Ｂ⁃ｂｏｘ２、ＣＣＴ 结构域及 ＣＯＯＨ 区域

４ 个高度保守的区域。 研究显示，Ｂ⁃ｂｏｘ１ 和 Ｂ⁃ｂｏｘ２
结构域和许多动物蛋白中的 Ｂ⁃ｂｏｘ 结构域极为相

似，主要结合环状锌指结构、ＮＨＬ 结构、螺旋结构或

ＲＦＰ 结构域，具有调解蛋白之间相互作用的功能［２３⁃２４］。
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ＰｙＣＯ（ＫＦ２４６５７２）：砂梨（Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ Ｎａｋａｉ）；ＦａＣＯ（ＸＰ００４２９１９８９）：草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ ｓｕｂｓｐ． ｖｅｓｃａ）；ＣｃＣＯ（ＸＰ００４１３８６９１）：
黄瓜（Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ）；ＴｃＣＯ（ＥＯＹ２９２６７）：可可树（Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ）；ＭｉＣＯ（ＡＤＸ９７３２２）：芒果（Ｍａｎｇｉｆｅｒａ ｉｎｄｉｃａ）；ＧｈＣＯ（ＡＤＷ６５７５８）：

棉花（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ）；ＭｄＣＯ（ＡＡＣ９９３１０）：苹果（Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ）；ＰｐＣＯ（ＡＣＨ７３１６６）：桃（Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ）

图 ４　 不同植物 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 氨基酸序列同源比对

Ｆｉｇ ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＣＯＮＳＴＡＮＳ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

对已知的 ７ 个典型的 ｃｏ 突变体进行分析发现，这些

突变全部发生在锌指结构区域或 ＣＣＴ 区域，因此证

明这 ２ 个区域对 ＣＯ 基因的功能非常重要［２５］。 一

些异源 ＣＯ 基因转入拟南芥 ｃｏ 突变体中，可以使其

恢复到正常表型，而作为 ＣＯ 的直接靶基因 ＦＴ 基因

已经在多种植物中克隆获得，说明 ＣＯ 基因在控制

植物开花中的途径与功能是保守的，只是由于其他

因子的调控作用，导致产生不同的开花习性［１９⁃２０，２６］。
本研究中已克隆的砂梨 ＰｙＣＯ 基因和其他植物相似

度较高，且具有植物 ＣＯ 家族的典型特征，含有与蛋

白作用相关的 Ｂ⁃ｂｏｘ 和与核定位有关的 ＣＣＴ 两类

重要的保守结构域，推测 ＰｙＣＯ 基因属于 ＣＯ 家族的

一员，为功能蛋白，可能对砂梨开花调控有着重要作

用。 ＰｙＣＯ 基因预测氨基酸与苹果、桃和草莓的同

源性分别为 ９３％ 、８７％ 和 ７３％ ，表明 ＣＯ 基因编码

蛋白间的相似性基本上反映了这些物种间的亲缘

关系［１９］。
基因的表达是其功能实现的基础，表达模式的

变化是植物进化的动力［２７］。 Ａ． Ｓａｍａｃｈ 等［２７］ 通过

外部同步模型指出：当 ＣＯ 蛋白表达高峰与光照同
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图 ５　 不同植物 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 氨基酸序列系统发育树分析

Ｆｉｇ ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ＣＯＮＳＴＡＮＳ ｐｒｏｔｅｉｎ

步时才能激活拟南芥的光感知和一系列成花基因，
如 ＦＴ、ＳＯＣ１ 和 ＬＦＹ 的表达［２８］，从而促进植物的开

花。 迄今为止，虽然已经分离克隆出了许多 ＣＯ 基

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ 相对分子量标准；Ａ：ＰＣＲ 结果；
Ｂ：ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）⁃ＰｙＣＯ 重组质粒 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 双酶切

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ，Ａ：ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｂ：ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）⁃ ＰｙＣＯ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥｃｏＲＩ ａｎｄ ＸｈｏＩ

图 ６　 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ） ⁃ ＰｙＣＯ 重组质粒双酶切和

ＰＣＲ 验证结果

Ｆｉｇ ６　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ） ⁃ ＰｙＣＯ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

Ｍ：蛋白质相对分子质量标准；１ ～ ３：无 ＩＰＴＧ 的 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）分别诱导 ０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ
４ ～ ５：用 ０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉ ＰＴＧ 分别诱导 ４ ｈ、８ ｈ 的 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）；６ ～ ８：无 ＩＰＴＧ 的 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）⁃ ＰｙＣＯ 分别诱导 ０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ

９、１１、１３：用 ０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、０ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 分别诱导 ４ ｈ 的 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）⁃ ＰｙＣＯ
１０、１２、１４：用 ０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、０ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 分别诱导 ８ ｈ 的 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）⁃ ＰｙＣＯ

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒ，１⁃３：Ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ＩＰＴＧ ｏｆ ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）ｆｏｒ ０ ｈ，４ ｈ，ａｎｄ ８ ｈ
４⁃５：Ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ｏｆ ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）ｆｏｒ ４ ｈ、８ ｈ，６⁃８：Ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ＩＰＴＧ ｏｆ ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）⁃ ＰｙＣＯ ｆｏｒ ０ ｈ，４ ｈ，ａｎｄ ８ ｈ

９，１１，ａｎｄ １３：Ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，０ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ａｎｄ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ｏｆ ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）⁃ ＰｙＣＯ ｆｏｒ ４ ｈ
１０，１２，ａｎｄ １４：Ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，０ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ｏｆ ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）⁃ ＰｙＣＯ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ８ ｈ

图 ７　 ＰｙＣＯ 融合蛋白在大肠杆菌中的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 诱导表达分析

Ｆｉｇ ７　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄ ＰｙＣＯ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｅ． ｃｏｌｉ

因，但绝大多数 ＣＯ 基因的体外表达研究还比较少。
而了解该基因在植物体内的生化功能，必须从蛋白

质水平上进行研究。 原核表达系统为研究 ＣＯ 蛋白

的表达和功能提供了一条有效的途径。 本研究将砂

梨 ＣＯ 蛋白基因与原核表达载体 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）重

组，转入大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中诱导融合蛋白表

９２８
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达，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 鉴定表明已经获得包含有 ＰｙＣＯ 主要

功能区域的融合蛋白，并在原核表达体系正确表达。
由于其主要功能区域的高度保守，因此可以利用这

一蛋白进行纯化，制作抗体，为进一步研究 ＣＯ 蛋白

的功能提供依据，也可为后续的转基因研究奠定

基础。
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