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　 　 摘要：ＧＡ 信号转导途径或生物合成受阻是导致植物矮化的重要因素，而 ＤＥＬＬＡ 蛋白是 ＧＡ 信号传导通路中一类重要的

负调节因子。 本研究利用同源克隆和 ＲＡＣＥ 技术，从珍珠黄杨中克隆得到 ＢｓＧＡＩ２ 基因的 ｃＤＮＡ 序列，全长为 ２３０５ ｂｐ，包括

１８３６ ｂｐ 完整的 ＯＲＦ。 实时荧光定量表达分析表明，ＢｓＧＡＩ２ 基因在珍珠黄杨茎中表达量最高，在根中表达量最低；ＢｓＧＡＩ２ 转基

因烟草呈明显矮化，节间变短，长势较慢，延迟开花等特征。 利用 ＧＦＰ 荧光检测方法鉴定转化型烟草，发现转化苗的叶、茎中

均有荧光信号，并且茎木质部有明亮富集的荧光信号。 这些结果均表明 ＢｓＧＡＩ２ 基因可能在珍珠黄杨茎节间缩短导致矮化的

过程中扮演重要角色。 本研究分析了 ＢｓＧＡＩ２ 基因编码蛋白的理化性质和功能鉴定，为今后进一步研究 ＢｓＧＡＩ２ 基因及 ＤＥＬＬＡ
蛋白家族的功能提供了理论依据。
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　 １ 期 黄　 昊等：珍珠黄杨矮化基因 ＢｓＧＡＩ２ 的克隆及功能分析

矮化植株具有冠幅紧凑、抗倒伏、株型小、收获

指数高等优点。 通过基因工程的手段，利用矮化性

状可以明显提高农作物的产量，因而矮化育种成为

植物育种的发展趋势［１⁃２］。 引起植物矮化的因素有

多种，ＧＡ 信号转导途径或生物合成受阻就是其中

的一个重要因素。 赤霉素信号转导途径主要是通过

ＤＥＬＬＡ 蛋白的抑制作用来实现的［３］。 目前，有 ５ 个

ＤＥＬＬＡ 蛋白家族的基因在拟南芥中被分离出来，即
ＧＡＩ、ＲＧＬ１、ＲＧＬ２、ＲＧＬ３ 以及 ＲＧＡ 基因［４］。 同时，葡
萄的 ＶｖＧＡＩ，大豆的 ＧｍＧＡＩ１ａ，棉花的 ＧＡＩ４，玉米的

Ｄ８，核桃的 ＪｒＧＡＩ 均属于 ＤＥＬＬＡ 蛋白家族的基因，
也已被相继克隆分离出来［５⁃９］。 在 ＤＥＬＬＡ 蛋白翻

译的氨基酸中，Ｎ 端大体上相似性不高，但均存在

ＤＥＬＬＡ 和 ＴＶＨＹＮＰ 这两个高度保守的酸性结构域。
中部有定位核信号的 ＮＬＳ 结构域，保守结构域 ＶＨＩ⁃
ＩＤ 和亮氨酸重复序列 ＬＺ 和 ｐｌｏｙ Ｓ ／ Ｔ ／ Ｖ 是 ＤＥＬＬＡ
蛋白糖基化和磷酸化的目标蛋白，在 Ｃ 端有保守的

ＳＨ２ 结构域、ＲＶＥＲ 和 ＳＡＷ 结构域，主要对 ＧＡ 信

号起阻遏作用［１０⁃１１］。 这些保守结构域在 ＧＡ 信号转

导途径中均发挥着重要作用。
珍珠黄杨（Ｂｕｘｕｓ ｓｉｎｉｃａ ｖａｒ． ｐａｒｖｉｆｏｌｉａ Ｍ． Ｃｈｅｎｇ）

是隶属黄杨科（Ｂｕｘａｃｅａｅ）黄杨属（Ｂｕｘｕｓ）的常绿小

灌木，因树姿苍劲，株型矮小，鳞片状小叶茂密而深

绿，经冬不落，深秋霜降后呈鲜红或绛红色，在园林

应用方面具有极高的观赏价值［１２⁃１３］。 珍珠黄杨既

可以作山石点缀或室内绿化装饰，也可用于庭园作

绿篱及花坛边缘种植，在草坪及路边列植等作园林

观赏应用。 同时在治疗心肌缺血、心绞痛、心律失

常、冠心病等方面也具有很高的药用价值［１４］。
本试验利用 ＲＡＣＥ 技术克隆获得珍珠黄杨

ＢｓＧＡＩ２ 基因的全长 ｃＤＮＡ 序列， 并通过 ＮＣＢＩ、
ＭＥＧＡ ６ ０ 软件构建系统发育树，利用 ＤＮＡＭＡＮ 软

件分析 ＢｓＧＡＩ２ 基因编码的氨基酸序列，利用荧光定

量 ＰＣＲ 检测 ＢｓＧＡＩ２ 基因在不同组织中的表达差

异，另外，通过农杆菌侵染法将 ＢｓＧＡＩ２ 基因导入模

式植物烟草中，在烟草中验证 ＢｓＧＡＩ２ 的生物学功

能，为探究珍珠黄杨矮化机制提供依据。

１　 材料与方法

１ １　 试验材料与主要试剂

试验所选用的材料珍珠黄杨种植于南京林业大

学白马教学科研基地，采取其当年生嫩叶、茎和根，
采集后用液氮冷冻，并于 － ８０ ℃ 超低温冰箱中保

存。 Ｇｅｌｓｔａｉｎ 染色剂、大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ１⁃Ｔ１ 感受态细

胞、ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ１ 克隆载体均购自北京全式金生物技

术有限公司。 ＬＡ Ｔａｑ 酶、ＧＸＬ 酶以及 ＳＹＢＲ Ａｄｖａｎ⁃
ｔａｇｅ ｑＰＣＲ Ｐｒｅｍｉｘ 试剂盒购自宝生物工程（大连）有
限公司，其他均为国内或者进口的试剂耗材。
１ ２　 试验方法

１ ２ １　 ＲＮＡ 提取及反转录 　 利用 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ
多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取珍珠黄杨总

ＲＮＡ，去除基因组 ＤＮＡ 的干扰。 使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００ 超微量分光光度计检验总 ＲＮＡ 的浓度以及

ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０、ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２３０ 数值。 ｃＤＮＡ 第 １ 链的合

成按照北京全式金生物科技有限公司的反转录说明

书操作。
１ ２ ２　 珍珠黄杨 ＢｓＧＡＩ２ 基因 ｃＤＮＡ 序列的克隆

根据对 ＮｎＧＡＩ１ （ ＸＭ ＿０１０２７６４２７ １ ）、 ＶｖＧＡＩ （ ＸＭ ＿
００２２６３００４ １） 和 ＰｍＧＡＩ （ ＸＭ ＿００８２３０９７３ １ ） 基因

ＤＥＬＬＡ 蛋白结构域的分析，设计 Ｆ１、Ｒ１ 引物进行

ＰＣＲ 扩增。 引物序列见表 １。 检测并切胶回收目的

片段，并将目的片段与载体 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ１ 连接，转化

Ｔｒａｎｓ⁃Ｔ１ 感受态，挑选阳性克隆菌液，送测序公司测

序后，利用 ＮＣＢＩ 在线软件 ＢＬＡＳＴ、ＤＮＡＭＡＮ 软件分

析 ＢｓＧＡＩ２ 基因序列。
１ ２ ３　 ＢｓＧＡＩ２ 基因的实时荧光定量表达分析　 采

取珍珠黄杨 ２０１６ 年 ６ 月份不同组织样本以及当年

１ 月、７ 月和 ９ 月不同时期样本提取 ＲＮＡ，并反转录

成 ｃＤＮＡ 作为模板，进行实时荧光定量 ＰＣＲ 分析。
以 ＮｎＡｃｔｉｎ（ＸＭ＿０１０２６７６１７ ２）作为内参基因，设计

组织特异性引物 ＢｓＡｃｔｉｎＦ１ 和 ＢｓＡｃｔｉｎＲ１。 采用 ＡＢＩ
ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 荧光定量 ＰＣＲ 仪进行荧光定量 ＰＣＲ 反

应。 所有样品生物重复 ３ 次，ＰＣＲ 反应重复 ３ 次，每
次 ＰＣＲ 反应添加 ３ 个空白对照，Ｅｘｃｅｌ 数据分析并

绘图。
１ ２ ４　 植物表达载体构建和转化苗检测　 根据植

物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ⁃１３０２ 多克隆位点及目的基因

ＢｓＧＡＩ２ 序 列 设 计 酶 切 引 物 ｐＣＡＭＢＩＡ⁃１３０２⁃
ＢｓＧＡＩ２Ｆ１ 和 ｐＣＡＭＢＩＡ⁃１３０２⁃ＢｓＧＡＩ２Ｒ１（表 １）。 构

建植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ⁃１３０２⁃ＢｓＧＡＩ２ 质粒转化

农杆菌 ＥＨＡ１０５ 感受态，并用侵染叶盘法转入到模

式植物烟草中，以野生型烟草作对照，进行分化和筛

选培养，并将筛选培养基上生根的烟草植株移栽到

花盘中栽植，观察野生型和转化型烟草的表型，分别

提取两者的 ＤＮＡ，利用 ＢｓＧＡＩ２ 的 ＯＲＦ 引物进行目

的基因的检测验证（表 １）。 利用 Ｌｅｉｃａ 体视荧光显

微镜对带有 ＧＦＰ 报告基因的转化苗叶、茎和野生烟

草叶、茎进行 ＧＦＰ 基因的表达检测。
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表 １　 ＰＣＲ 所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ＰＣＲ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 序列（５′⁃３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）

Ｆ１ ＡＴＧＡＡＧＧＧＡＧＡＧＣＡＴＣＡＡＧＡＧＡＧ

Ｒ１ ＧＧＴＴＴＣＡＴＴＧＧＴＧＧＣＡＡＧＴＴＴＣ

ＮｎＡｃｔｉｎＦ１ ＴＧＡＴＡＧＧＡＡＴＧＧＡＡＧＣＴＧＣＴＧＧＣＡ

ＮｎＡｃｔｉｎＲ１ ＴＧＧＴＴＧＡＧＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＧＧＡＣＧＡ

ＢｓＡｃｔｉｎＦ１ ＴＣＴＧＴＡＡＴＧＴＧＧＴＧＧＣＣＴＧＴ

ＢｓＡｃｔｉｎＲ１ ＣＡＴＣＣＣＣＡＣＣＴＧＣＡＡＡＣＡＡＡＧ

ＯＲＦ１ ＡＴＧＡＡＧＧＧＡＧＡＧＣＡＴＣＡＡＧＡＧＡＧ

ＯＲＦ２ ＧＧＴＴＴＣＡＴＴＧＧＴＧＧＣＡＡＧＴＴＴＣ

Ｐｃａｍｂｉａ⁃１３０２⁃ＢｓＧＡＩ２Ｆ１ ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＡＣＡＴＧＡＡＧＧＧＡＧＡＧＣＡＴＣＡＡＧＡＧＡＧ

Ｐｃａｍｂｉａ⁃１３０２⁃ＢｓＧＡＩ２Ｒ１ ＧＧＡＣＴＡＧＴＴＡＧＴＧＣＧＧＴＴＴＣＡＴＴＧＧＴＧＧＣＡＡＧＴＴＴＣＣ

下划线：酶切位点 Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ：Ｅｎｚｙｍｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ

２　 结果与分析

２ １　 珍珠黄杨 ＢｓＧＡＩ２ 基因 ｃＤＮＡ 全长克隆

从珍珠黄杨克隆获得 ＢｓＧＡＩ２ 基因全长 ｃＤＮＡ，
长度为 ２３０５ ｂｐ，包含 １ 个 １８３６ ｂｐ 的 ＯＲＦ（图 １），ｐＩ
为 ５ ２５，分子量为 ６６ １５ ｋＤ。 信号肽预测结果显

示，ＢｓＧＡＩ２ 包含一段“ＨＲＧＮＫＲＭＫＰＳ”的核定位信

号。 ＢｓＧＡＩ２ 基因编码的氨基酸序列 Ｎ 端具有 ２ 个

高度保守的 ＤＥＬＬＡ、ＴＶＨＹＮＰ 酸性结构域，中部有

ＮＬＳ、ＶＨＩＩＤ 保守氨基酸结构域，Ｃ 端有保守的 ＳＨ２、
ＲＶＥＲ 和 ＳＡＷ 结构域。

图 １　 ＢｓＧＡＩ２ 基因 ＯＲＦ 扩增产物

Ｆｉｇ １　 ＯＲＦ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＢｓＧＡＩ２ ｇｅｎｅ

２ ２　 ＢｓＧＡＩ２ 基因编码氨基酸序列分析

２ ２ １　 ＢｓＧＡＩ２ 基因编码氨基酸序列比对 　 利用

ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔｐ 软件对 ＢｓＧＡＩ２ 基因的氨基酸同源

序列进行比对。 比对结果表明：珍珠黄杨 ＢｓＧＡＩ２
与荷花（Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ Ｇａｅｒｔｎｅｒ ）氨基酸序列相

似性为 ７５％ ，与葡萄（Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ． ）序列相似

性达 ７４％ ，同时与沙梨（Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ （Ｂｕｒｍ． Ｆ． ）
Ｎａｋａｉ）、可可树（Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ Ｌｉｎｎ． ）的相似性

均达到 ７０％ 以上。 结果显示，ＢｓＧＡＩ２ 基因编码的

氨基酸序列和其他物种一样，Ｎ 端序列保守性不

强，但是存在 ２ 个非常保守的 ＤＥＬＬＡ、ＴＶＨＹＮＰ 酸

性结构域，中部有（ＮＬＳ）ＲＫＶＡＴＹＦＧＬＡＲＲ 的核定

位信号结构域，Ｃ 端结构非常保守，存在 ＲＶＥＲ、
ＳＡＷ 结构域（图 ２）。
２ ２ ２　 ＢｓＧＡＩ２ 基因系统发育树构建 　 依据氨基

酸多序列比对结果，选取相似性高的氨基酸序列

用 ＭＥＧＡ ６ ０ 软件构建系统发育树（图 ３），结果表

明珍珠黄杨和荷花处于同一分支上，说明目前珍

珠黄杨 ＢｓＧＡＩ２ 与荷花 ＧＡＩ 在亲缘关系上最为接

近。 珍珠黄杨与处于另一分支的蔷薇科的沙梨、
苹果、湖北海棠等也有较高的相似性，说明珍珠黄

杨 ＢｓＧＡＩ２ 与蔷薇科 ＧＡＩ 的亲缘关系较为接近。 而

珍珠黄杨 ＢｓＧＡＩ２ 与可可树和核桃树的 ＧＡＩ 亲缘关

系较远。 此外 ＤＥＬＬＡ 蛋白除了存在于蔷薇科、胡
桃科等木本植物外，也存在于睡莲科等草本植物

中，说明 ＤＥＬＬＡ 蛋 白 在 物 种 进 化 上 的 高 度 保

守性。
２ ３　 ＢｓＧＡＩ２ 基因的实时荧光定量表达分析

ＢｓＧＡＩ２ 基因的实时荧光定量结果表明：２０１６ 年

６ 月份不同组织中，珍珠黄杨 ＢｓＧＡＩ２ 基因表达量在

茎中最高，表达量大约为叶中的 １ ７８ 倍，表达量在

叶中次之，根表达量约为叶的 ０ ６６ 倍，在花中表达

量最低，约为叶表达量的 ０ ４１ 倍（图 ４）。 ２０１６ 年不

同月份中，ＢｓＧＡＩ２ 在 ７ 月份的叶、茎、根中的表达量

比其他月份相同组织的表达量都高，说明珍珠黄杨

在夏季生长旺盛时候，ＢｓＧＡＩ２ 的表达量也会有所增

加，在 １ 月、７ 月、９ 月的表达量有所差异，说明

ＢｓＧＡＩ２ 基因在不同生长时期植物组织中存在差异

表达（图 ５）。
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　 １ 期 黄　 昊等：珍珠黄杨矮化基因 ＢｓＧＡＩ２ 的克隆及功能分析

黑色区域表示完全一致的氨基酸序列；灰色区域表示相似度较高的氨基酸序列；白色区域表示差异显著的氨基酸序列；下划线：保守结构域；
１：珍珠黄杨；２：荷花；３：葡萄；４：湖北海棠；５：黄麻；６：橡胶树；７：可可树；８：核桃树；９：苹果树；１０：沙梨

Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ，ｔｈｅ ｇｒｅｙ ａｒｅａ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｗｈｉｔｅ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ：ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｄｏｍａｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，

１：Ｂｕｘａｃｅａｅ ｓｉｎｉｃａ ｖａｒ． ｐａｒｖｉｆｏｌｉａ Ｍ． Ｃｈｅｎｇ，２：Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ Ｇａｅｒｔｎｅｒ，３：Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ． ，４：Ｍａｌｕｓ ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ（Ｐａｍｐ． ）Ｒｅｈｄ． ，
５：Ｃｏｒｃｈｏｒｕｓ ｃａｐｓｕｌａｒｉｓ Ｌｉｎｎ． ，６：Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ （Ｗｉｌｌｄ． ｅｘ Ａ． Ｊｕｓｓ． ）Ｍｕｅｌｌ． Ａｒｇ． ，７： Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ Ｌｉｎｎ． ，

８： Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌｉｎｎ． ，９： Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ． ， １０：Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ（Ｂｕｒｍ． Ｆ． ）Ｎａｋａｉ

图 ２　 ＢｓＧＡＩ２ 基因与其他物种 ＧＡＩ 基因编码氨基酸序列比对

Ｆｉｇ ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＧＡＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｂｕｘａｃｅａｅ ｓｉｎｉｃａ ｖａｒ． ｐａｒｖｉｆｏｌｉａ Ｍ． Ｃｈｅｎｇ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ
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ＢｓＧＡＩ２：珍珠黄杨；ＮｎＧＡＩ１：荷花（ＸＭ＿０１０２７６４２７ ２）；
ＶｖＧＡＩ：葡萄（ＸＭ＿００２２６６２３１ ４）；ＭｈＧＡＩ：湖北海棠（ＥＦ４９５２０１ １）；
ＰｐＧＡＩ１：沙梨（ＡＮＪ７８４８６ １）；ＭｄＧＡＩ：苹果树（ＮＭ＿００１３２８９８７ １）；

ＣｃＧＡＩ：黄麻（ＯＭＯ５５４９０ １）；ＨｂＧＡＩ：橡胶树（ＡＫＡ９５１５４ １）；
ＴｃＧＡＩ：可可树（ＸＰ＿０１７９７５４４０ １）； ＪｒＧＡＩ：核桃树（ＸＰ＿０１８８１６８４８ １）

ＢｓＧＡＩ２：Ｂｕｘａｃｅａｅ ｓｉｎｉｃａ ｖａｒ． ｐａｒｖｉｆｏｌｉａ Ｍ． Ｃｈｅｎｇ，
ＮｎＧＡＩ１：Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ Ｇａｅｒｔｎｅｒ （ＸＭ＿０１０２７６４２７ ２），

ＶｖＧＡＩ：Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ． （ＸＭ＿００２２６６２３１ ４），
ＭｈＧＡＩ：Ｍａｌｕｓ ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ （Ｐａｍｐ． ）Ｒｅｈｄ． （ＥＦ４９５２０１ １），
ＰｐＧＡＩ１：Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ（Ｂｕｒｍ． Ｆ． ）Ｎａｋａｉ（ＡＮＪ７８４８６ １），

ＭｄＧＡＩ：Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ Ｍｉｌｌ． （ＮＭ＿００１３２８９８７ １），
ＣｃＧＡＩ：Ｃｏｒｃｈｏｒｕｓ ｃａｐｓｕｌａｒｉｓ Ｌｉｎｎ． （ＯＭＯ５５４９０ １），

ＨｂＧＡＩ：Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ （Ｗｉｌｌｄ． ｅｘ Ａ． Ｊｕｓｓ． ）Ｍｕｅｌｌ． Ａｒｇ． （ＡＫＡ９５１５４ １），
ＴｃＧＡＩ：Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ Ｌｉｎｎ． （ＸＰ＿０１７９７５４４０ １），
ＪｒＧＡＩ：Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌｉｎｎ． （ＸＰ＿０１８８１６８４８ １）

图 ３　 珍珠黄杨 ＢｓＧＡＩ２ 基因与其他物种

ＧＡＩ 基因系统发育树的分析

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＧＡＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｂｕｘａｃｅａｅ ｓｉｎｉｃａ

ｖａｒ． ｐａｒｖｉｆｏｌｉａ Ｍ． Ｃｈｅｎｇ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

图 ４　 ＢｓＧＡＩ２ 基因不同组织特异性表达

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ ＢｓＧＡＩ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｂｕｘａｃｅａｅ ｓｉｎｉｃａ ｖａｒ． ｐａｒｖｉｆｏｌｉａ Ｍ． Ｃｈｅｎｇ

２ ４　 ｐＣＡＭＢＩＡ⁃１３０２⁃ＢｓＧＡＩ２ 植物表达载体构建

及转基因烟草的检测

２ ４ １　 ｐＣＡＭＢＩＡ⁃１３０２⁃ＢｓＧＡＩ２ 植物表达载体的

构建　 通过 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件对 ＢｓＧＡＩ２ 基因 ＯＲＦ 区

域与表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ⁃１３０２ 酶切位点的比对，利

用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ ０ 软件设计 ＢｓＧＡＩ２ 基因 ＯＲＦ 包含酶切

位点的引物，ＰＣＲ 检测并回收目的基因和表达载体

ｐＣＡＭＢＩＡ⁃１３０２ 的双酶切产物（图 ６、图 ７）。

图 ５　 ＢｓＧＡＩ２ 基因不同时期特异性表达

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ ＢｓＧＡＩ２ ｇｅｎｅ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｏｆ Ｂｕｘａｃｅａｅ ｓｉｎｉｃａ ｖａｒ． ｐａｒｖｉｆｏｌｉａ Ｍ． Ｃｈｅｎｇ

Ｍ：Ｎｏｒｍａｌ ＲｕｎＴＭ ２５０ ｂｐ⁃Ⅱ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；１：ＢｓＧＡＩ２ 目的片段

Ｍ：Ｎｏｒｍａｌ ＲｕｎＴＭ ２５０ ｂｐ⁃Ⅱ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ，１：Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＢｓＧＡＩ２

图 ６　 目的基因 ＢｓＧＡＩ２ 双酶切回收

Ｆｉｇ ６　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｓＧＡＩ２ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

Ｍ：Ｎｏｒｍａｌ ＲｕｎＴＭ ２５０ ｂｐ⁃Ⅱ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；
１：植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ⁃１３０２

Ｎｏｒｍａｌ ＲｕｎＴＭ ２５０ ｂｐ⁃Ⅱ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ，
１：Ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ｐＣＡＭＢＩＡ⁃１３０２

图 ７　 植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ⁃１３０２ 双酶切回收

Ｆｉｇ ７　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣＡＭＢＩＡ⁃１３０２
ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
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　 １ 期 黄　 昊等：珍珠黄杨矮化基因 ＢｓＧＡＩ２ 的克隆及功能分析

２ ４ ２　 基因组检测　 将转化苗移栽至穴盘中，提取

转化苗的 ＤＮＡ 作为模板，用 ＢｓＧＡＩ２ 基因 ＯＲＦ 特异

性引物进行 ＰＣＲ 检测（图 ８），其扩增片段长度与之

前预测的 ＯＲＦ 一致，而野生型对照组则没有扩增出

目的条带。

１ ～ ２：野生型；３ ～ １０：转化型；
Ｍ：Ｎｏｒｍａｌ ＲｕｎＴＭ ２５０ ｂｐ⁃Ⅱ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ

１⁃２：Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，３⁃１０：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ，
Ｍ：Ｎｏｒｍａｌ ＲｕｎＴＭ ２５０ ｂｐ⁃Ⅱ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ

图 ８　 转化型和野生型烟草基因组 ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ ８　 Ｇｅｎｏｍｅ ＰＣＲ ｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｔｏｂａｃｃｏ

２ ４ ３　 转基因烟草表型检测　 移栽种植的转基因

烟草在定植 ３０ ｄ 后，与野生型烟草相比，生长没有太

大的变化，但是在定植 ６０ ｄ 后，相比较于野生型烟

草，转基因烟草呈生长减缓，出现矮化的趋势，节间与

对照野生烟草相比变短，长势较慢（图 ９、图 １０）。
２ ４ ４　 烟草转化苗的 ＧＦＰ 荧光鉴定　 利用荧光显

微镜的 ＧＦＰ 荧光蛋白的信号观察 Ｔ１转基因烟草和

野生烟草的叶、茎、节间和根（图 １１）。 在嫩茎中观

Ｗ：野生型；Ｔ：转化型

Ｗ：Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，Ｔ：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ

图 ９　 转化型和野生型烟草 ３０ ｄ 的生长势

Ｆｉｇ ９　 ３０ ｄａｙｓ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｔｏｂａｃｃｏ

Ｗ：野生型；Ｔ：转化型

Ｗ：Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，Ｔ：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ

图 １０　 转化型和野生型烟草 ６０ ｄ 的生长势

Ｆｉｇ １０　 ６０ ｄａｙｓ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｔｏｂａｃｃｏ

Ａ：野生型烟草嫩叶；Ｂ：转化型烟草苗嫩叶；Ｃ：野生型烟草嫩茎横切面；Ｄ：转化型烟草苗嫩茎横切面；Ｅ：转化型烟草苗节间；Ｆ：转化型烟草根部

Ａ：Ｌｅａｖｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｏｂａｃｃｏ，Ｂ：Ｌｅａｖｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ，Ｃ：Ｔｅｎｄｅｒ ｓｔｅｍ ｓｌｉｃｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｏｂａｃｃｏ，
Ｄ：Ｔｅｎｄｅｒ ｓｔｅｍ ｓｌｉｃｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ，Ｅ：Ｉｎｔｅｒｎｏｄｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ，Ｆ：Ｒｏｏｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ

图 １１　 转化型与野生型烟草的 ＧＦＰ 荧光观察

Ｆｉｇ １１　 ＧＦＰ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｔｏｂａｃｃｏ
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察发现转化苗木质部有明亮的荧光信号，叶中能见

到明显的荧光聚集的信号，在野生型烟草中仅见非

常微弱的自发荧光，未见到有荧光聚集的信号。

３　 讨论

矮化植物在现代林学和园艺学上具有重要的地

位。 在经济植物运用上，矮化的果树可以增加种植

密度，降低管理成本，具有早结实、高丰产、品种更新

快等优点。 在农作物应用上，茎秆短、半矮化的农作

物抗倒伏、耐肥能力强，同时由于作物茎秆的同化作

用降低，穗部能获得更多的光合产物，作物的产量也

会有明显的增加。 在园林产业应用中，微型化盆景、
密集型栽培、紧凑型庭院栽植越来越深受人们的喜

爱［１５］。 随着分子生物学的发展，许多不同植物中的

矮化基因被相继克隆出来，植物株型高低既受内源

激素和内部基因的调控，还受外部环境和各种外源

激素的影响［１６］。
ＧＡ 能够影响植物生长发育的过程，调节植物

的整个生命周期，对于植物生长发挥着重要作用，
ＧＡ 信号转导途径主要是通过 ＤＥＬＬＡ 蛋白的抑制

作用来实现的，ＧＡＩ 基因编码的氨基酸序列中具有

ＤＥＬＬＡ 蛋白家族所具有的功能活性位点和特征保

守单元［１７］。 Ｘ． Ｆｕ 等［１８］通过农杆菌侵染的方法，将
拟南芥 ＧＡＩ 基因转入到水稻植物中进行功能分析，
发现在水稻中 ＧＡＩ 基因的过表达，使得水稻呈现矮

化状态，增加了水稻的抗倒伏能力，有利于高产水稻

品种的发掘。 陈英杰等［１９］从棉花中克隆 ＤＥＬＬＡ 蛋

白 ＧｈＧＡＩ２ｂ 基因，并转入到模式植物拟南芥中。 结

果表明，转基因拟南芥呈矮化表型，莲座叶半径变

短，花器官发育迟缓等生长发育受抑制表型。 本试

验中 ＢｓＧＡＩ２ 转基因烟草呈生长减缓，出现矮化的趋

势，节间较短、粗壮，长势较慢，根系生长慢，须根较

少，与 Ｘ． Ｆｕ 等［１８］、陈英杰等［１９］的研究结果相一致，
说明 ＤＥＬＬＡ 蛋白的 ＧＡＩ 基因在生长发育过程中起

抑制作用，使植株矮化。 目前珍珠黄杨的研究主要

涉及珍珠黄杨扦插繁殖、分子标记、遗传多样性、种
质资源的保护等领域的研究，对珍珠黄杨的常规育

种、资源保护有很好的借鉴作用。 但关于矮化分子

方面的研究很少有报道，加上珍珠黄杨自身生长慢，
即使是百年生的古木，其株高不过 １ｍ。 因此从珍珠

黄杨的致矮分子方面开展探索，研究珍珠黄杨矮化

相关的基因有一定创新意义，可为揭示珍珠黄杨的

致矮机理以及相关物种矮化育种提供帮助。
总之，本研究所克隆的 ＢｓＧＡＩ２ 是珍珠黄杨

ＤＥＬＬＡ 蛋白家族的一个重要的基因，初步分析了

ＢｓＧＡＩ２ 基因编码蛋白的理化性质和功能鉴定，为今

后进一步研究 ＢｓＧＡＩ２ 基因及 ＤＥＬＬＡ 蛋白家族致矮

功能提供了理论依据和基础。
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２０１４（５）：６３５⁃６４０
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