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摘要!从细叶百合
BEFA

文库中克隆得到
#-

.

$#/

基因#该基因
GHI

序列编码
J#%

个氨基酸#具有一个典型的
5

#

型
A<?KA1

保守结构域&蛋白相对分子量约为
JL!#)ME+

#理论等电点为
&!LD

#为亲水性蛋白#没有跨膜结构&氨

基酸序列与油棕的
K.1+=9

同源性达到
DLN

#与芭蕉'海枣'石刁柏'凤梨的同源性都在
D%N

以上#命名为

!

"

#$%"#

&

O

H.(15H

分析
!

"

#$%"#

表达量呈不断升高的趋势#其中休眠完全解除时基因表达量显著高于其他

时期&亚细胞定位显示该基因定位在细胞膜上&超微结构观察发现随低温贮藏时间的延长高尔基体囊泡层数逐

渐增多&这些结果表明
!

"

#$%"#

可能通过影响囊泡运输参与细叶百合鳞茎休眠解除进程&该研究为深入了解

该基因功能奠定了基础&
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K.1

酶激活蛋白$

KA1=

%是一类调节蛋白质#是
AE1

核糖基化因子$

AE1R</X7=

>

6+C/7,?+BC7<

#

A<?

%基因功

能的关键调节剂#能够与小
K

蛋白
!

亚基结合#激活
K.1

酶活性#促使
K.1

水解成
KE1

#转变为非活化状

第
$'

卷
"

第
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态)
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&失活状态的
A<?

会结合到高尔基体上转变成活化态的
A<?K.1

#与
A<?KA1

结合作用于
]E\UR

跨膜受

体#同时
A<?KA1

可以促使
A<?K.1

水解失活)

)(#

*

&与
A<6K.1

$类
A<?K.1+=9

%不同#

A<?KA1=

不但能激活霍

乱毒素还可以回复
A<?

&有研究表明
A<?KA1

基因主要定位在高尔基体上#参与蛋白质在高尔基体和内质网间

的转运#对蛋白的分类筛选起到促进作用#失活状态的
AHI"

的内源
K.1

酶会抑制高尔基体产生
!

R

淀粉酶和液

泡蛋白的共表达)

D

*

&

A<?KA1=

作为一种外壳蛋白参与囊泡的形成#是囊泡转运途径的重要组成部分)

J

*

&酵母细

胞中
K52"

和
KUG)

$

A<?KA1

%缺失突变体破坏内质网和高尔基体间的囊泡运输#导致膜结构积累#进一步证实

A<?KA1

在囊泡运输中的重要作用)

'

*

&同时研究发现#在动物细胞中#

A<?KA1=

参与物质跨膜运输过程)

&

*

(此

外#

A<?KA1=

在激素信号转导'细胞分裂以及器官分裂等生物过程同样发挥重要作用)

L("%

*

&

关于
A<?

参与植物休眠解除进程仅在马铃薯$

D1)(3+,'+>&-15+,

%中有过报道)

""

*

&

A<?KA1

同属于
A<?

家

族成员#且是高尔基体囊泡的重要组成部分#通过介导物质转运
A<?KA1

是否也能参与植物休眠调控研究尚属

空白&细叶百合$

!*)*+,

"
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%地下鳞茎具有休眠特性#未解除休眠的鳞茎开花质量差甚至出现盲花现象&

本研究从细叶百合鳞茎
BEFA

文库中克隆得到
!

"

#$%"#

基因#分子生物手段和组织形态观察相结合#对阐明

!

"

#$%"#

功能和作用机制具有重要意义#同时对采用基因工程解除植物休眠提供理论指导&

$

"

材料与方法

$!$

"

试验材料

$!$!$

"

植物材料
""

细叶百合鳞茎取自东北林业大学园林学院苗圃&试验于
$%"#

年
"%

月中旬选出完好无损

伤的周径在
#

#

JB@

的鳞茎#用水清洗干净#再用
D%N

多菌灵可湿性粉剂
"%%%

倍液浸泡
)%@/,

后#清水漂洗干

净#晾干&最后用消毒的蛭石$湿度以手握成团'放手散开为度%混合拌匀#装入塑料盆中#用保鲜膜封上$膜上打

小孔以透气%#置于
#^

冰箱中冷藏处理&低温处理阶段#以处理第
%

'

)%

'

J%

'

L%

天样品分别标记为
2

"

'

2

$

'

2

)

'

2

#

时期#提取
HFA

#并合成
BEFA

文库&

$!$!-

"

主要试剂和药品
""

胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒购自于天根生化科技$北京%有限公司(荧光定量反

转录试剂盒和高保真酶
]GER163=

R

F97

购自
.GTG_G

#克隆基因反转录试剂盒购自
.+M+<+

#

.

载体
1̀ E"&R.

购自全式金公司#内切酶
]

;

,

$

和
2

;

9

$

购自
F\_

&

$!-

"

试验方法

$!-!$

"

细叶百合总
HFA

的提取和
BEFA

第一链的合成
""

采用改良的
5.A_

法提取细叶百合鳞茎总

HFA

)
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#采用
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;
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>

,CQ9=/=]/C

$

.+M+<+

%反转录
BEFA

#具体做法是
G6/

-
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$
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%

a8F.1

$

"

&

U

%

aHFA

$

"

&

U

%#补水至
"%

&

U

#

JD^

保温
D@/,

#迅速冷却#上述体系加
Db1</@9

R

2B</

;%

_3??9<

$

#

&

U

%

aHF+=9P,Q/X/C7<

$

%!D

&

U

%

a1</@92B</

;%

HC+=9

$

"

&

U

%#补水至
$%

&

U

#经
#$^#D

@/,

(

LD^D@/,

后迅速冷却#即得到
BEFA

模板&

$!-!-

"

!

"

#$%"#

基因的克隆和序列分析
""

根据已获得的该基因最大开放阅读框$

GHI

%序列设计特异性上

下游引物
!

"

#$%"#RI

"

A.KK5KAA.5KKA.KAAKKA

和
!

"

#$%"#RH

"

AK5AAA5555...KKKAAKA

&

进行
15H

扩增#转化大肠杆菌#随机挑取阳性克隆#以
"̀)H

为测序引物进行测序&将获得的序列采用
563=C+6:

"!&)

软件与已知的
GHI

序列进行比对#

F5_P

在线软件
_6+=C4

进行同源比对&利用
`\KAD!%

构建系统进化

树(在线分析工具
2̀ AH.

$

QCC

;

"!!

=@+<C!9@X6Q9/896X9<

-

!89

!%和
1?+@

$

1<7C9/,?+@/6

>
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QCC
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-

9<!

+B!3M

!%用于蛋白质保守结构域的分析(用
\:

;

+=

>

$

WWW!\41A2T!7<

-

%预测氨基酸相关理化性质&利用
.`

R

V``

$

QCC

;

"!!

WWW!BX=!8C3!8M

!

=9<Y/B9=

!

.`V``

!%对蛋白质的跨膜结构域进行预测#利用
2G1̀ A

对蛋白

质二级结构进行预测&

$!-!/

"

实时荧光定量
15H

分析基因表达模式
""

以
)*)

:

#6'*3

)

")

*

$

K9,_+,M

登录号"

c4&$J)L%

%基因作为内参

基因#

H9Y9<.<+AB9

'

O

15HH. +̀=C9< /̀:

$

.GTG_G

#

c+

;

+,

%反转录低温贮藏
#

个时期总
HFA

$

D%%,

-

%#所

得
BEFA

稀释
D

倍作为荧光定量模板&荧光染料采用
2T_HK<99,

$

.GTG_G

#

c+

;

+,

%#在
H7BQ9U/

-

QC5

>

B69<LJ

上进行如下反应"预变性$

LD^?7<)%=
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)

步法$

LD^?7<D=

(

J%^?7<"D=

(
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%(溶解$
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(

JD^?7<J%=

(

L' ^?7<"=

%(冷却$

)' ^?7<)%=

%#每组
)

个重复#以
2

"

时期表达量为对照#

!

"

#$%"#

的相对表达量计算参考
$

(

((

5C

)

"#

*

&

$!-!9

"

亚细胞定位分析基因表达位点
""

对测序正确的
!

"

#$%"#

质粒稀释
"%%

倍作为模板#设计添加酶切位

点
]

;

,

$

$

F\_

%和
2

;

9

$

$

F\_

%的特异性引物"

!

"

#$%"#RI

"

DdRKK.A5

#

5A.KK5KAA.5KKA.KAAKR)d

和
!

"

#$%"#RH

"

DdRA

#

5.AK.555AAAAKKK...55.55R)d

进行
15H

扩增反应#对加上酶切位点的质粒与

带有
KI1

绿色荧光蛋白报告基因的
;

_P"$"R̀ 52RKI1

载体分别经
]

;

,

$

a2

;

9

$

双酶切#酶切体系为"

1̀ E"&R

.R!

"

#$%"#

!

;

_P"$"R̀ 52RKI1

$

&

&

U

%

a]

;

,

$

$

"

&

U

%

a2

;

9

$

$

"

&

U

%

a53C2@+<C_3??9<

$

$

&

U

%

a88V

$

G

$

&

&

U

%#

)'^

酶切
$%@/,

#

"N

琼脂糖凝胶电泳回收后
.

#

连接过夜#构建
;

_P"$"R!

"

#$%"#RKI1

植物表达载体#经

鉴定后#以
;

_P"$"R̀ 52RKI1

为对照#参考刘锴栋等)

"D

*的基因枪法转化洋葱$

#)*+,6&

"

(

%表皮细胞#经过
$#Q

的暗培养#共聚焦显微镜观察基因瞬时表达&

$!-!F

"

透射电子显微镜观察高尔基体超微结构
""

取冷藏处理
#

个时期的细叶百合鳞茎#通过固定'冲洗'脱

水'渗透'包埋'切片'染色等步骤#电镜样品的制备具体参考刘芳等)

"J

*的方法#

VR'JD%

透射电子显微镜下观察不

同时期高尔基体形态变化&

-

"

结果与分析

-!$

"

细叶百合基因
!

"

#$%"#

的克隆及序列特征分析

采用改良
5.A_

法提取
HFA

#所得
HFA$&2

条带亮度大约为
"&2

两倍#

E

$J%

!

E

$&%

介于
"!&

#

$!%

间#

HFA

效果较好#可用于后续实验&以提取总
HFA

反转录合成的第一链
BEFA

为模板#获得目的基因扩增片段#获得

的拼接结果与已知
GHI

序列比对#完全吻合&生物信息学分析表明#该编码区大小为
"L$)X

;

#预测编码一个含

有
J#%

个氨基酸的蛋白&具有
A<?KA1

保守结构域$图
"

%#该结构域位于氨基酸序列的第
"$

#

")%

位#由
""L

个

氨基酸组成#属于
A<?

基因家族#是一种
K.1+=9

&

图
$

"

!

"

#$%$9

的保守结构域预测
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"

H06);8@6?I677;B><8

2

?67<)1<;8;A!

"

#$%$9

"

-!-

"

!

"

#$%"#

基因氨基酸理化性质与结构预测分析

对基因编码的氨基酸序列的组成成分和理化性质分析结果表明#该蛋白的分子量约为
JL!#)ME+

#理论等电

点为
&!LD

#氨基酸的亲水指数为
(%!'))

$正值"疏水(负值"亲水%#说明该蛋白为亲水性蛋白&跨膜结构域进行

预测显示该蛋白的氨基酸肽链位于膜外#推测其可能不存在跨膜结构域#属于非跨膜类蛋白&

!

"

#$%"#

基因编

码的蛋白质二级结构含有丰富的无规则卷曲和
!

R

螺旋#其次为延伸链和
)

R

卷角&

-!/

"

!

"

#$%"#

基因氨基酸同源性分析

氨基酸同源性比对结果显示该氨基酸序列与油棕$

@)(&*5

2

+*3&&35*5

%'芭蕉$

A+5((6+,*3('&=3X=

;

A()(6

C

6&35*5

%'海枣$

/71&3*B4(6'

:

)*

.

&-(

%'凤梨$

#3(3(561,15+5

%等多种植物的
K.1

激活蛋白
#$%"#

具有较高的同

源性#都含典型的
5

#

型锌指结构#有
#

个固定的半胱氨酸$

B

>

=C9/,9

%#即
54$54"J54$5

结构域#分析其与不同

物种的
K.1

激活蛋白
#$%"#

进化关系$图
$

%#其中与油棕$
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+

%"%L)#&"J

%

K.1

激活蛋白
#$%"#

同源性达到

DLN

#与其他植物的同源性均在
#%N

以上#因此#将该细叶百合
K.1

酶激活蛋白命名为
!

"

#$%"#
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图
-

"

细叶百合及其他植物
#$%$9

基因的氨基酸序列系统进化树
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基因表达模式分析

图
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#$%$9

基因在细叶百合鳞茎

不同休眠时期的相对表达
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以百合肌动蛋白基因
)*)

:

#6'*3

)

")

*为内参基因#采

用
O

H.(15H

法对细叶百合鳞茎低温储藏
%8

$

2

"

%'

)%8

$

2

$
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J%8

$

2

)
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L%8

$

2

#

%鳞茎的
!

"

#$%"#

基因

相对表达量进行分析$图
)

%#结果表明#

!

"

#$%"#

基

因相对表达量在
2

$

时期较前一时期增长
)

倍#在
2

)

时期较前一时期增长
$

倍#在
2

#

时期较前一时期增长

J

倍#差异表达显著&

-!F

"

!
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#$%"#

基因亚细胞定位分析

共聚集显微镜观察发现#空载体质粒打入洋葱表

皮后#绿色荧光分布于整个细胞中$图
#A

%#而重组融

合载体
;

_P"$"R!

"

#$%"#RKI1

质粒打入洋葱表皮

后#在细胞核和细胞膜中均有较为明显的绿色荧光#并

且能同时检测到多个洋葱表皮细胞中出现绿色荧光$图
#_

%#说明
;

_P"$"R!

"

#$%"#RKI1

融合亚细胞表达载体

定位在细胞膜上&

-!'

"

透射电子显微镜观察高尔基体超微结构

高尔基体结构在低温贮藏不同时期具有较为明显的变化$图
D

%&在
2

"

时期#高尔基体数量较少#分泌囊泡

数量不多#基本分布为
"

#

)

层#到
2

$

时期#可见高尔基体上分布
)

#

D

层扁平囊泡#随低温贮藏时间的延长#在
2

)
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时期高尔基体结构更为复杂#囊泡层数继续增多#可以观察到
J

#

'

层囊泡#并在
2

#

时期进一步增长到
&

#

"%

层#

此时期正与鳞茎休眠解除相对应&

图
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"
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基因在洋葱表皮细胞中的瞬时表达
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低温贮藏时期细叶百合鳞茎高尔基体超微结构的观察
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讨论

有研究表明#抑制马铃薯$

D1)(3+,'+>&-15+,

%

#-

.

基因的表达会导致植物表型及碳水化合物含量发生变

化)

"'

*

#而淀粉及可溶性糖和相关酶活性的变化#能够进一步影响百合鳞茎所处的休眠状态)

"&("L

*

#推测
#-

.

基因

可能间接参与休眠进程的调控&

U/3

等)

""

*从马铃薯中克隆得到
#-

.

基因#荧光定量分析发现#

#-

.

基因表达量

在马铃薯块茎休眠解除后期显著增长#

#-

.

基因积极参与马铃薯块茎休眠解除进程&

!

"

#$%"#

属于
A<?

家族

下的
A<?KA1

亚家族成员#在低温解除细叶百合鳞茎休眠期间#其表达量显著增长#

!

"

#$%"#

基因的上调表达

与鳞茎的休眠解除进程相对应&前人发现#

A<?KA1=

参与构成细胞内吞系统)

$%

*

#作为一种主要定位在高尔基体

上的外壳蛋白#参与囊泡的形成#是囊泡转运途径的重要组成部分)

D(J

*

&小
K

蛋白中
A<?KA1"

#

A<?KA1$

和

A<?KA1)

对囊泡的形成具有重要作用)

$"($#

*

#通过膜包裹'形成囊泡'与膜融合或断裂的囊泡转运过程#

A<?

R

KA1=

能影响细胞间的物质交流#以此调控植物生物进程)

$D

*

&此外#高尔基体囊泡被认为与内质网物理相连)

$J

*

#
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第
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两者构成细胞重要的内膜系统#参与物质转运&通过超微结构观察#在低温贮藏初期#高尔基体囊泡层数较少#仅

可看到
"

#

)

层#而在低温贮藏后期#高尔基体囊泡层数显著增多#结构更为复杂#可看到
&

#

"%

层囊泡层数#此时

鳞茎已解除休眠状态#且
!

"

#$%"#

基因的相对表达量增长到最大值&分子生物分析结合组织形态观察可以发

现#低温贮藏期间#功能基因差异表达与囊泡层数变化存在内在联系#推测克隆得到的
!

"

#$%"#

基因可能通过

影响囊泡形成#从而影响物质转运过程#对百合鳞茎休眠与解除产生影响&

9

"

结论

在模式植物拟南芥$

#-(>*41

"

5*5'7()*(3(

%和水稻$

E-

:

F(5('*<(

%中#已确认几种具有
A<?KA1

活性的蛋白

质#但大部分
A<?KA1

基因在植物中的具体功能研究报道较少#尤其是对植物休眠的研究上仅在马铃薯中有过

报道)

""

*

&高尔基体小囊泡是物质转运的重要载体#对细叶百合
!

"

#$%"#

基因的克隆与分析#及进一步研究其

对细胞体内物质运输作用机制和对休眠的调控作用奠定了基础&
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细叶百合鳞茎在低温解除休眠过程中茎尖细胞超微结构的变化
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不同贮藏温度下兰州百合种球淀粉代谢与萌发关系初探
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细叶百合冷藏过程中鳞茎保护酶活性与休眠解除的关系
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