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　 　 摘要：以落叶松转录组测序数据为基础，利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 从落叶松中分离出一个 １５９０ ｂｐ 的 ＡＰＥＴＡＬＡ２⁃Ｌｉｋｅ 转录因子基因全

长编码序列，命名为 ＬａＡＰ２Ｌ１。 蛋白质特性分析显示 ＬａＡＰ２Ｌ１ 编码 ５２９ 个氨基酸，为亲水性蛋白，相对分子质量为 ５８． ３２７ ｋＤ，
等电点为 ６． ４５。 二级结构主要由 α⁃螺旋（ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ）、β⁃折叠（ｓｔｒａｎｄ）和环肽链（ ｌｏｏｐ）组成。 多重序列比对和系统进化分析

表明 ＬａＡＰ２Ｌ１ 所编码的氨基酸与黑松、云杉等亲缘关系最近。 同时，通过构建植物表达载体，利用浸花法转化模式植物拟南

芥的功能研究发现，与转空载体对照拟南芥相比，过量表达 ＬａＡＰ２Ｌ１ 的转基因拟南芥的叶片、茎、花和株高都显著增大、增高，
表明落叶松 ＬａＡＰ２Ｌ１ 转录因子可能参与了植物器官发育的调节。
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林木基因组中蕴含着丰富的基因资源，发掘和

利用重要功能基因是实现林木遗传改良的有效途

径。 落叶松作为针叶树种的典型代表，是我国主

要的用材和绿化树种，具有重要的经济价值和生

态价值。 同时，落叶松具有明显的生长优势和抗

逆性，并且遗传背景相对较为清晰，研究基础也较

好，因此，在落叶松中挖掘控制生长和抗逆关键功

能基因对提高和改善落叶松的木材产量和品质具

有重要意义。
ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ 转录因子家族是植物中最大的转
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录因子家族之一，研究发现该转录因子家族的成员

都含有 １ ～ ２ 个保守的由 ６０ 个氨基酸组成的 ＡＰ２ ／
ＥＲＦ 结构域［１⁃３］。 ２０ 世纪 ９０ 年代首次从拟南芥中

分离克隆到一个 ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ 转录因子 ＡＰＥＴＡＬＡ２，
功能分析发现该转录因子在花分生组织的建立和花

器官的识别过程中发挥重要作用［４］。 随后，该家族

的大量成员逐渐被分离出来［５⁃６］。 功能分析发现，
ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ 转录因子主要在植物的生长发育及生

物和非生物胁迫响应中发挥重要作用［７⁃８］。 据 ＡＰ２ ／
ＥＲＦ 保守结构域数目的不同，ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ 转录因

子可分为 ２ 个亚家族：ＥＲＦ 亚家族（含有 １ 个 ＡＰ２ ／
ＥＲＦ 结构域）和 ＡＰ２ 亚家族（含有 ２ 个 ＡＰ２ ／ ＥＲＦ 结

构域）。 研究发现，ＡＰ２ 亚家族转录因子主要参与

植物生长发育的调控［９］。 ＡＩＮＴＥＧＵＭＥＮＴＡ （ ＡＮＴ）
属于 ＡＰ２ 亚家族的一员，主要参与调节与器官生长

相协调的细胞分裂［１０］。 ＡＮＴ 基因的功能缺失突变

体由于细胞数目减少而使花器官和叶变小［１１⁃１２］。
然而，该基因的过量表达增加了叶、花序轴和花器官

的大小，这些表型变化是由总细胞数目变化引起

的［１３⁃１４］。 研究发现，该基因通过维持细胞的分生能

力来调节器官的生长程度，因而产生了较大的器

官［１３］。 除此之外，ＡＰ２ 亚家族的的多个成员，例如

ＡＰＥＴＡＬＡ２、ＰＬＴ、ＢＢＭ 和 ＡＩＬ 等相继在拟南芥、水
稻、玉米和葡萄等物种中分离出来［１５⁃１６］。 然而，木
本植物，特别是裸子植物中，该类转录因子的研究还

较为稀少。 因此，本研究从落叶松中分离 ＡＰ２ 亚家

族转录因子 ＬａＡＰ２Ｌ１，并研究该转录因子的分子结

构特征及功能，对于揭示落叶松生长发育的分子调

控机制具有重要意义，同时对于发掘、克隆落叶松优

质基因用于作物遗传改良具有较好的应用潜力。

１　 材料与方法

１． １　 试验材料

日本落叶松（Ｌａｒｉｘ ｋａｅｍｐｆｅｒｉ）的新鲜叶片取自

辽宁大孤家林场，液氮保存备用。 拟南芥的种子在

４ ℃放置 ３ ｄ，经表面消毒后播种于 ＭＳ 培养基中，
置于 ２２ ℃，１６ ｈ 光照 ／ ８ ｈ 黑暗的组织培养箱中进

行培养，待长出 ４ 片真叶后，移栽入营养土中，放在

拟南芥培养室培养。
１． ２　 落叶松 ＲＮＡ 的提取及 ＬａＡＰ２Ｌ１ 的分离

以日本落叶松当年生幼嫩叶片为试验材料，采
用改良的 ＣＴＡＢ 法提取总 ＲＮＡ 后送往华大基因公

司进 行 转 录 组 测 序 分 析， 经 过 序 列 组 装 获 得

ＬａＡＰ２Ｌ１ 的全长编码序列。 根据转录组拼接序列设

计特异引物 ＬａＡＰ２Ｌ１⁃Ｆ （５′⁃ＧＴＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＴＧＧ⁃
ＧＡＴＣＴＧＡＡＴＣＡＴＡＴＧＣ⁃３′） 和 ＬａＡＰ２Ｌ１⁃Ｒ （５′⁃ＧＡＴ⁃
ＧＡＧＣＴＣＴＣＡＡＣＣＴＡＧＡＧＡＣＡＡＡＴＴＣＡＡＴＧ⁃３′） （ 带

下划线的碱基为 ＸｂａＩ 和 ＳａｃＩ 酶切位点），以反转录

产物为模板进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 扩增反应参数

为 ９４ ℃预变性１ ｍｉｎ；９４ ℃变性２０ ｓ，５２ ℃退火２０ ｓ，
７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ
产物经检测后连接到 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ１（Ｔａｎｓｇｅｎｅ，北京）克
隆载体中，转化大肠杆菌 ＤＨ５α，挑取阳性克隆送往

上海生工进行测序分析。
１． ３　 ＬａＡＰ２Ｌ１ 序列生物信息学分析

ＬａＡＰ２Ｌ１ 序列同源性通过 ＮＣＢＩ 数据库中的

ＢＬＡＳＴ 进行比对分析；氨基酸多重序列比对由

ＭＥＧＡ ５． ０ 软件的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 完成，并进一步采用 ＮＪ
法构建系统进化树。 利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｅｘｐａｓｙ． ｃｈ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ． ｈｔｍｌ）在线分析软件推测

蛋白质的氨基酸组成、等电点、相对分子质量等理化

性质；通过 ＴＭＨＭＭ 在线工具 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ．
ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ⁃２． ０ ／ ）进行蛋白质跨膜区

预测； 利用 Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ． ｏｒｇ ／ ）在线分析软件预测蛋白的二级结构；利用

ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ） 同

源建模法模拟蛋白的三级结构。
１． ４　 ３５Ｓ：：ＬａＡＰＬ１ 转基因表达载体构建

利用限制性内切酶 ＸｂａＩ 和 ＳａｃＩ 分别双酶切含

有目的基因的克隆载体 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ１ 和表达载体

ｐＢＩ１２１，酶切体系包括质粒 １ μｇ，１０ × Ｔ ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ，
１０ × ＢＳＡ ２ μＬ，ＸｂａＩ ８ Ｕ， ＳａｃＩ ８ Ｕ，无菌水补至

２０ μＬ。３７ ℃ 温浴 ３ ｈ。 将回收的目的基因片段连

接入带相应酶切位点的 ｐＢＩ１２１ 载体中。 连接体系

为 ｐＢＩ１２１ 质粒 １ μｇ，目的基因片段 ３ μｇ，１０ × ｌｉｇａｓｅ
ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ，Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶３５０ Ｕ，无菌水补至１０ μＬ。
１６ ℃ 水浴连接 １２ ｈ。 连接产物转化大肠杆菌

ＤＨ５α，提取质粒进行酶切和 ＰＣＲ 鉴定。 提取含有

目的基因的重组质粒，通过冻融法转化农杆菌

ＬＢＡ４４０４，经鉴定的阳性菌株于 － ２０ ℃保存备用。
１． ５　 拟南芥转化及阳性植株筛选

将 － ２０ ℃保存的农杆菌接种于 １０ ｍＬ ＹＥＢ 培

养基中 （５０ ｍｇ ／ Ｌ 卡那霉素，５０ ｍｇ ／ Ｌ 利福平），
２８ ℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 活化过夜。 １ ∶ １００ 稀释菌体于

２５０ ｍＬ ＹＥＢ 培养基中，培养至 ＯＤ６００ ＝ １． ２ ～ １． ６，
离心收集菌体，重悬于等体积转化缓冲液（５％ 蔗

糖）中。 将拟南芥倒置于重悬菌体的转化缓冲液，
浸染 １０ ｓ，取出植株，侧放暗培养 ２４ ｈ 后在正常条
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件下培养至收获种子。 转基因拟南芥种子消毒后

播种于 ＭＳ 固体培养基中（含 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 卡那霉素），
待长出 ４ 片真叶后挑取绿色、根系发达的植株移

栽入营养土中培养。 不同株系的转基因植株连续

自交至 Ｔ３，用于进一步的表型分析。 对照组和转

基因拟南芥表型特征数据采用 ＳＡＳ 统计软件进行

差异显著性分析。
１． ６　 转基因拟南芥的分子鉴定与表达特征分析

采用 ＣＴＡＢ 法提取转基因拟南芥植株与对照组

新鲜叶片基因组 ＤＮＡ。 以基因组 ＤＮＡ 为模板，利
用 ＬａＡＰ２Ｌ１ 特异引物 ＬａＡＰ２Ｌ１⁃Ｆ 和 ＬａＡＰ２Ｌ１⁃Ｒ 进

行 ＰＣＲ 扩增，扩增产物用 １％琼脂糖凝胶电泳检测。
拟南芥叶片 ＲＮＡ 的提取采用 Ｉｎｖｉｔｒｉｇｅｎｅ ＲＮＡ

提取试剂盒 Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ。 ＲＮＡ 经 ＤＮａｓｅＩ（ ＴａＫａ⁃
Ｒａ，Ｊａｐａｎ）处理后，利用 Ｍ⁃ＭＬＶ 反转录试剂盒进

行 ｃＤＮＡ 第 １ 条链的合成 （ Ｐｒｏｍｅｇａ， ＵＳＡ）。 以

１００ ｎｇ第 １ 条 链 ｃＤＮＡ 为 模 板， 利 用 ｉＱ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ｓｕｐｅｒｍｉｘ （ Ｒｏｃｈｅ， Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ） 在 ｉＣｙｃｌｅｒ ｉＱ５
ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＵＳＡ）上对目标基因进行定量分

析。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增条件为 ９５ ℃ 预变性 １０ ｍｉｎ；
９５ ℃变性 １５ ｓ，５８ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，４０ 个

循环；９５ ℃变性 １ ｍｉｎ；５５ ℃退火 １ ｍｉｎ；５５ ～９５ ℃延

伸 １０ ｓ （ ＋ ０． ５ ℃ ／ ｃｙｃｌｅ），８１ 个循环。 为避免误差

每个样品进行 ３ 次生物学重复和 ３ 次技术重复。 最

后以拟南芥 ＡＣＴＩＮ２ 基因为内参，采用 ２ －△（△Ｃｔ）法对

基因的表达水平进行分析。

２　 结果与分析

２． １　 日本落叶松 ＡＰＥＴＡＬＡ２⁃Ｌｉｋｅ 序列的获得

本研究中，采用 Ｓｏｌｅｘａ 高通量测序技术对落叶

松的转录组特征进行分析。 经过进一步的序列拼接

和功能注释，获得一个 ２０７６ ｂｐ 的日本落叶松 ＡＰ２ ／
ＥＲＦ 转录因子 ｃＤＮＡ 序列。 根据所获得的 Ｕｎｉｇｅｎｅ
序列设计特异引物，利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 在日本落叶松

ＲＮＡ 中扩增获得该转录因子基因序列，序列比对结

果显示，转录组测序获得的拼接序列与 ＰＣＲ 扩增序

列相似度达 １００％ ，证实了该序列的准确性。 利用

ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 对该转录因子基因的开放读码框进行分

析，发现该转录因子基因包含一个 １５９０ ｂｐ 的 ＯＲＦ
框，编码 ５２９ 个氨基酸的蛋白质。 同源性分析发现，
该转录因子与葡萄、云杉、火炬松等物种的 ＡＰＥＴＡ⁃
ＬＡ２⁃Ｌｉｋｅ 转录因子序列相似性很高。 同时，蛋白功

能结构域分析显示该转录因子含有 ２ 个保守的

ＡＰ２ ／ ＥＲＦ 结构域，进一步证实了该转录因子属于

ＡＰ２ ／ ＥＲＦ 家族，将其命名为 ＬａＡＰＬ１，ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号为 ＪＮ８５１８６８。
２． ２　 ＬａＡＰＬ１ 同源性分析及系统进化分析

ＡＰ２ ／ ＥＲＦ 转录因子都含有较为保守的结构

域，采用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 程序对落叶松（ ＪＮ８５１８６８）、拟
南芥（ＮＰ＿１９５４１０）、大豆（ＸＰ＿００３５２４６４３）、高粱

（ ＸＰ ＿ ００３６１１６９２ ）、 云 杉 （ ＡＡＧ３２６５８ ）、 黑 松

（ＢＡＤ１６６０３）、杨树（ ＸＰ＿００２３１０７１５）、番茄 （ ＮＰ＿
００１２３３８８６） 和葡萄 （ ＮＰ ＿００１２６７８８１ ） ＡＰＥＴＡＬＡ２⁃
Ｌｉｋｅ 的氨基酸序列进行多重序列比对，结果显示，
ＬａＡＰＬ１ 与其他物种 ＡＰＥＴＡＬＡ２⁃Ｌｉｋｅ 转录因子具有

较高的相似性。 在此基础上，利用 ＭＥＧＡ ５． ０ 软

件的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统进化树，对不同

植物 ＡＰＥＴＡＬＡ２⁃Ｌｉｋｅ 氨基酸序列进行系统进化分

析，发现 ＬａＡＰＬ１ 与云杉和黑松的 ＡＰＥＴＡＬＡ２⁃Ｌｉｋｅ
位于同一进化分支，亲缘关系最近，而与其他被子

植物的 ＡＰＥＴＡＬＡ２⁃Ｌｉｋｅ 亲缘关系稍远（图 １）。

图 １　 不同物种中 ＡＰＥＴＡＬＡ２⁃Ｌｉｋｅ
同源基因系统进化分析

Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＰＥＴＡＬＡ２⁃Ｌｉｋｅ
ｈｏｍｏｌｏｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

２． ３　 ＬａＡＰＬ１ 蛋白的理化特性分析

利用 ｅｘｐａｓｙ 网 站 提 供 的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工 具 对

ＬａＡＰＬ１ 编码的氨基酸序列进行基本特性分析。 结

果表明，该基因所编码的蛋白质相对分子质量为

５８． ３２７ ｋＤ，等电点为 ６． ４５，不稳定系数为 ５２． ６１，
属于不稳定蛋白。 氨基酸组成中带有负电荷的氨

基酸（Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ）共计 ６０ 个，占 １１． ３％ ，带正电荷

的氨基酸（Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ）共计 ５７ 个，占 １０． ８％ 。 亲

水性氨基酸 ２２９ 个，占 ４３． ３％ ，疏水氨基酸 ２１５
个，占 ４０． ６％ （表 １）。 进一步利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 工具

对 ＬａＡＰＬ１ 蛋白的亲水性进行分析，结果显示组成

该蛋白质的氨基酸的亲水性明显高于其疏水性，
其中亲水性最高的氨基酸是第 １８９ 位的甘氨酸
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（Ｇ），ＧＲＡＶＹ（ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ）值为

－ ０． ５６８，证实了 ＬａＡＰＬ１ 蛋白是亲水性蛋白（图

２ａ）。 ＴＭＨＭＭ 预测结果表明该蛋白不是膜蛋白，
无跨膜区（图 ２ｂ）。

表 １　 ＬａＡＰＬ１ 蛋白的氨基酸组成及含量

Ｔａｂｌｅ １ Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＬａＡＰＬ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

氨基酸

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
数量

Ｎｕｍｂｅｒ
百分比（％ ）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

氨基酸

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
数量

Ｎｕｍｂｅｒ
百分比（％ ）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

丙氨酸 Ａｌａ （Ａ）∗ ４３ ８． １ 亮氨酸 Ｌｅｕ （Ｌ）∗ ３７ ７． ０

精氨酸 Ａｒｇ （Ｒ） ＃ ３３ ６． ２ 赖氨酸 Ｌｙｓ （Ｋ） ＃ ２４ ４． ５

天冬酰胺 Ａｓｎ （Ｎ） ２６ ４． ９ 甲硫氨酸 Ｍｅｔ （Ｍ）∗ １２ ２． ３

天冬氨酸 Ａｓｐ （Ｄ） ＃ ２４ ４． ５ 苯丙氨酸 Ｐｈｅ （Ｆ）∗ ２４ ４． ５

半胱氨酸 Ｃｙｓ （Ｃ） ９ １． ７ 脯氨酸 Ｐｒｏ （Ｐ）∗ ３２ ６． ０

谷氨酰胺 Ｇｌｎ （Ｑ） ＃ ２５ ４． ７ 丝氨酸 Ｓｅｒ （Ｓ） ＃ ５８ １１． ０

谷氨酸 Ｇｌｕ （Ｅ） ＃ ３６ ６． ８ 苏氨酸 Ｔｈｒ （Ｔ） ＃ ２８ ５． ３

甘氨酸 Ｇｌｙ （Ｇ） ４０ ７． ６ 色氨酸 Ｔｒｐ （Ｗ）∗ ９ １． ７

组氨酸 Ｈｉｓ （Ｈ） ＃ １１ ２． １ 酪氨酸 Ｔｙｒ （Ｙ）∗ １３ ２． ５

异亮氨酸 Ｉｌｅ （Ｉ）∗ １３ ２． ５ 缬氨酸 Ｖａｌ （Ｖ）∗ ３２ ６． ０

＃：亲水氨基酸；∗：疏水氨基酸
＃：Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ，∗：Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

图 ２　 ＬａＡＰＬ１ 蛋白亲水性分析（ａ）及跨膜域分析（ｂ）
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ （ａ） ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎｓ ａｎａｌｙｓｉｓ （ｂ） ｏｆ ＬａＡＰＬ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２． ４　 ＬａＡＰＬ１ 蛋白的结构特征分析

利用 Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ 在线分析软件对 ＬａＡＰＬ１ 蛋

白进行二级结构预测，结果显示，落叶松 ＬａＡＰＬ１ 蛋

白具有 ３ 种二级结构，其中 α⁃螺旋（ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ）结构

占 ６． ８１％ ，β⁃折叠 （ ｓｔｒａｎｄ） 结构占 ６． ０５％ ，环肽链

（ ｌｏｏｐ ） 占 ８７． １５％ 。 同 时， 采 用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ） 同源建模法对落叶

松 ＬａＡＰＬ１ 蛋白的三级结构进行预测，模型的构建依

据 １ｇｃｃＡ （９９． ９ Ａ）同源建模法，共获得 ２ 个三级结构

模型，第 １ 个从第 １９６ 个氨基酸（Ｇｌｎ）到第 ２５４ 个氨

基酸（Ａｓｐ），共模拟 ５９ 个氨基酸，为第 １ 个 ＡＰ２ ／ ＥＲＦ
结构域，预测其含有 １ 个 α⁃螺旋，后面连接 ４ 个β⁃折
叠。 第 ２ 个从第 ２８８ 个氨基酸（Ｌｙｓ）到第 ３４７ 个氨基

酸（Ｇｌｕ），共模拟 ６０ 个氨基酸，为第 ２ 个 ＡＰ２ ／ ＥＲＦ 结

构域，与第 １ 个结构域类似，预测其也含有 １ 个 α⁃螺
旋和 ４ 个 β⁃折叠（图 ３）。
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ａ：第 １ 个 ＡＰ２ ／ ＥＲＦ 结构域三级结构图；
ｂ：第 ２ 个 ＡＰ２ ／ ＥＲＦ 结构域三级结构图

ａ：Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ＡＰ２ ／ ＥＲＦ ｄｏｍａｉｎ，ｂ：Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ

ｓｅｃｏｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＡＰ２ ／ ＥＲＦ ｄｏｍａｉｎ

图 ３　 ＬａＡＰＬ１ 蛋白 ２ 个 ＡＰ２ ／ ＥＲＦ 结构域三级结构预测

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｗｏ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ＡＰ２ ／ ＥＲＦ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃａｔｅｄ ＬａＡＰＬ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２． ５　 ＬａＡＰＬ１ 转基因表达载体的构建与转基因植株

鉴定和表达分析

为进一步探究落叶松 ＬａＡＰＬ１ 基因的功能，将
ＬａＡＰＬ１ 插入到植物表达载体 ｐＢＩ１２１ 中，构建 ３５Ｓ：：
ＬａＡＰＬ１ 正义表达载体，经过酶切鉴定确定了载体构

建的准确性（图 ４ａ）。 利用含有表达载体的农杆菌侵

染野生型拟南芥植株，收获种子后，在含有卡那霉

素的培养基上进行筛选，共获得 １９ 株具有卡那霉

素抗性的拟南芥。 随机选取 ５ 株拟南芥利用 ＰＣＲ
技术扩增外源 ＬａＡＰＬ１ 基因，均得到约 １６００ｂｐ 的目

的片段，表明这 ５ 株拟南芥是含有 ＬａＡＰＬ１ 基因的

阳性转基因植株（图 ４ｂ、４ｄ）。 在 Ｔ３转基因拟南芥

中随机选取 ３ 个不同的株系进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析，结
果显示外源基因都处于明显的高表达状态，其中 Ｌ８
和 Ｌ１０ 株系中表达量最高，Ｌ２ 株系中表达量次之

（图 ４ｃ）。
２． ６　 ３５Ｓ：：ＬａＡＰＬ１ 转基因拟南芥表型特征分析

相同生长条件下，转基因拟南芥（３５Ｓ：：ＬａＡＰＬ１）
与对照拟南芥（ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ）相比，在各个生长时期

生物量明显增大（图 ５）。 主要表现为转基因植株叶

片与对照组相比明显增大，取完全展开的 ５ 周龄第 ５
片叶片进行测量发现（ｎ ＝ １０），３５Ｓ：：ＬａＡＰＬ１ 转基因

拟南芥叶长 ２７ ± ４． ６３ ｍｍ，叶宽 ２０ ± ３． ０２ ｍｍ，对照

组拟南芥叶长 １５ ± ２． １２ ｍｍ，叶宽 ８ ± ２． ５５ ｍｍ
（表 ２）。 除此之外，３５Ｓ：：ＬａＡＰＬ１ 转基因拟南芥较对

照组茎更加粗壮，花枝较多，花器官变大，单个花序中

ａ：３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ 表达载体酶切鉴定；ｂ：３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ 转基因拟南芥 ＤＮＡ 水平 ＬａＡＰ２Ｌ１ 扩增鉴定；
ｃ：３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ 转基因拟南芥 ＬａＡＰ２Ｌ１ 表达量分析；ｄ：３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ 转基因拟南芥 Ｔ１筛选；ＥＶ：３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ 表达载体；

Ｌ２、Ｌ８、Ｌ１０、Ｌ１２、Ｌ１９：３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ 转基因拟南芥；ＣＫ：空载体对照；ＺＬ：含目的基因的质粒；Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ⅲ
ａ：Ａｇａｒｏｓｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＸｂａＩ ａｎｄ ＳａｃＩ，

ｂ：Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＬａＡＰ２Ｌ１ ｗｉｔｈ ＤＮＡ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｉｎ ３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ ｐｌａｎｔｓ，ｃ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬａＡＰ２Ｌ１ ｉｎ ３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ ｐｌａｎｔｓ，
ｄ：Ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ｔ１ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＥＶ：３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ，Ｌ２，Ｌ８，Ｌ１０，Ｌ１２，ａｎｄ Ｌ１９：３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ，

ＣＫ：Ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ，ＺＬ：Ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ，Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ⅲ

图 ４　 ３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ 转基因拟南芥的筛选及鉴定

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
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图 ５　 ３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ 转基因拟南芥（右）叶片（ａ）、花（ｂ）、茎（ｃ）、３ 周龄植株（ｄ）、
７ 周龄植株（ｅ）与对照组（左）表型特征分析

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ （ａ），ｆｏｌｗｅｒｓ （ｂ），ｓｔｅｍｓ （ｃ），３⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｐｌａｎｔｓ （ｄ），
７⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｐｌａｎｔｓ （ｅ） ｏｆ ３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ ｐｌａｎｔｓ （ｒｉｇｈｔ） ａｎｄ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌａｎｔｓ （ ｌｅｆｔ）

小花个数增多（图 ５）。 ７ 周后，统计拟南芥的植株

高度，结果表明，３５Ｓ：：ＬａＡＰＬ１ 转基因拟南芥株高约

为４２． ３１ ± ３． ６８ ｃｍ，而对照组拟南芥株高约为

３４． ８７ ± １． ４６ ｃｍ，转基因拟南芥比对照平均高约

２３． ５％ （ｎ ＝ １０） （表 ２）。 上述结果表明，拟南芥中

过量表达落叶松 ＬａＡＰ２Ｌ１ 转录因子可使拟南芥地

上器官显著增大，这说明落叶松 ＬａＡＰ２Ｌ１ 转录因子

在植物的生长和发育过程中起着至关重要的作用。

表 ２　 ３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ 转基因植株表型特征分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ３５Ｓ：：ＬａＡＰ２Ｌ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｐｌａｎｔｓ　

表型

Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ
对照组拟南芥

Ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ
３５Ｓ：：ＬａＡＰＬ１ 转基因拟南芥

３５Ｓ：：ＬａＡＰＬ１

叶长 （ｍｍ）
Ｌｅａｆ ｌｅｎｇｔｈ

１５ ± ２． １２ （ｎ ＝ １０） Ｂ
　

２７ ± ４． ６３ （ｎ ＝ １０） Ａ
　

叶宽 （ｍｍ）
Ｌｅａｆ ｗｉｄｔｈ

８ ± ２． ５５ （ｎ ＝ １０） Ｂ
　

２０ ± ３． ０２ （ｎ ＝ １０） Ａ

株高 （ｃｍ）
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

３４． ８７ ± １． ４６ （ｎ ＝ １０） Ｂ
　

４２． ３１ ± ３． ６８ （ｎ ＝ １０） Ａ

表中数值为平均值 ± 标准偏差；ｎ 表示在表型统计分析中植株的数

量；同行不同字母表示不同处理组在 Ｐ ＜ ０． ０５ 水平存在显著差异

Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｍｅａｎ ± ＳＤ，ｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ

ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ０． ０５ ｌｅｖｅｌ

３　 讨论

ＬａＡＰ２Ｌ１ 是 ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ 转录因子家族成员之

一，分子结构特征分析发现落叶松 ＬａＡＰ２Ｌ１ 含有 ２
个 ＡＰ２ ／ ＥＲＦ 结构域，这 ２ 个结构域在不同物种中具

有很高的保守性。 但其整个编码序列与其他植物

ＡＰＥＴＡＬＡ２⁃Ｌｉｋｅ 转录因子的系统进化研究显示，落
叶松 ＬａＡＰ２Ｌ１ 与云杉和火炬松等裸子植物的亲缘

关系较近，而与其他被子植物，例如拟南芥、大豆和

高粱 等 物 种 的 亲 缘 关 系 较 远， 这 说 明 落 叶 松

ＬａＡＰ２Ｌ１ 在进化上相对较为保守。
ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ 转录因子家族是植物中最大的转

录因子家族之一［１７］。 功能分析发现，ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ
家族中的 ＡＰ２ 亚家族转录因子主要参与植物生长

发育的调控，例如 ＡＰＥＴＡＬＡ２、ＢＢＭ、ＡＮＴ 等［９，１８⁃１９］。
在本实验室之前的研究中，通过对落叶松双亲及其

杂交子代的表达谱分析发现，ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ 类转录因

子在杂交子代中表现为明显的上调表达，暗示了此

类转录因子可能与落叶松杂种在胸径、株高方面表

现出的明显生长优势性状的形成密切相关［２０］。 为

深入揭示落叶松 ＬａＡＰ２Ｌ１ 的功能特征和作用机制，
本研究构建转基因表达载体，在模式植物拟南芥中

对 ＬａＡＰ２Ｌ１ 的功能进行了详细探讨。 研究结果显

示 ＬａＡＰ２Ｌ１ 过表达可使转基因拟南芥表现出叶片
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明显增大， 茎明显增粗等性状， 这表明落叶松

ＬａＡＰ２Ｌ１ 可调控植物器官的大小，ＬａＡＰ２Ｌ１ 的高表

达可使植物器官明显增大，生物量显著提高。 该结

果暗示落叶松 ＬａＡＰ２Ｌ１ 在通过利用基因工程手段

获得高产作物、牧草及能源植物等方面具有巨大应

用潜力。 ＬａＡＰ２Ｌ１ 来源于木本植物，木本植物相比

于多数草本植物特别是水稻、玉米等农作物，具有很

多优势，例如可以长得更加高大、具有更加发达的根

系，可以多年生长等。 这就预示着一些木本植物的

基因资源在改良作物性状如提高生物量等方面更具

有优势。 同时，该研究结果也为落叶松中其他 ＡＰ２ ／
ＥＲＥＢＰ 家族成员的鉴定和进化分析，以及进一步揭

示不同 ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ 成员在落叶松生长发育过程中

的功能，提供了极为有价值的线索，具有重要的现实

意义。
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欢迎订阅 ２０１５ 年《作物学报》
《作物学报》是中国科学技术协会主管、中国作物学会和中国农业科学院作物科学研究所共同主办、科学出版社出版的有关作物科学的学术期刊。 主要刊载

农作物遗传育种、耕作栽培、生理生化、种质资源以及与作物生产有关的生物技术、生物数学等学科具基础理论或实践应用性的原始研究论文、专题评述和研究简

报等。 办刊宗旨是报道本领域最新研究动态和成果， 为繁荣我国作物科学研究、促进国内外学术交流、加速中国农业现代化建设服务。

《作物学报》从 １９９９ 年起连续 １２ 年获“国家自然科学基金重点学术期刊专项基金”的资助。 ２００６⁃２０１４ 年连续 ９ 年获“中国科协精品科技期刊工程项目（Ｂ 类和学

术质量建设）”资助。 从 ２００２ 年起连续 １２ 年被中国科技信息研究所授予“百种中国杰出学术期刊”称号。 ２０１３ 年被新闻出版广电总局评为“百强科技期刊”， ２０１１ 年

获“第二届中国出版政府奖期刊奖提名奖”， ２００５ 年获“第三届国家期刊奖提名奖”。 ２００８ 和 ２０１１ 年被中国科学技术信息研究所授予“中国精品科技期刊”称号。 ２０１２

和 ２０１３ 年被 ＣＮＫＩ 评为“中国最具国际影响力学术期刊”。 ２００９ 年被中国期刊协会和中国出版科学研究所授予“新中国 ６０ 年有影响力的期刊”称号。

月刊， １９２ 页 ／期，定价 ６０ 元 ／期， 全年 ７２０ 元。 可通过全国各地邮局订阅，邮发代号： ８２⁃３３６。 也可向编辑部直接订购。

地址： （１０００８１）北京市海淀区中关村南大街 １２ 号

电话： ０１０⁃８２１０８５４８

传真： ０１０⁃８２１０５７９３

网址： ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｗｘｂ． ｃｈｉｎａｃｒｏｐｓ． ｏｒｇ ／

Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｗｘｂ３０１＠ ｃａａｓ． ｃｎ
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