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摘　 要: 采用同源克隆的方法ꎬ 从蕙兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｆａｂｅｒｉ Ｒｏｌｆｅ)花芽中克隆获得 ＣｙｆａＳＴＫ 基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ
并对其进行生物信息学分析及基因表达分析ꎮ 结果显示ꎬ 该基因全长 ８４３ ｂｐꎬ 其中开放阅读框(ＯＲＦ) 长

７０５ ｂｐꎬ 共编码 ２３４ 个氨基酸和 １ 个终止密码子ꎮ 同源蛋白序列比对及分子系统发育分析结果表明ꎬ ＣｙｆａＳＴＫ
蛋白属于 Ｄ 类ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 转录因子 ＳＴＫ￣ｌｉｋｅ 进化系ꎬ 含有ＭＡＤＳ、 Ｉ、 Ｋ 和 Ｃ 等 ４ 个结构域ꎬ 其 Ｃ 末端转录激活

区含有 ２ 个保守的基元: ＡＧ ｍｏｔｉｆⅠ和 ＡＧ ｍｏｔｉｆⅡꎬ 此外ꎬ 还具有一个在天门冬目植物中相对保守的基元 ＭＤ
ｍｏｔｉｆꎮ 基因表达的组织特异性分析结果显示: 蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ 基因在花萼、 花瓣、 唇瓣、 药帽、 子房中均有表达ꎬ
但在叶片中不表达ꎬ 其中在子房中的表达量与其他组织相比ꎬ 差异达到极显著水平ꎻ ＣｙｆａＳＴＫ 在花芽经过休眠

后的萌动期表达量最高ꎬ 且在开花当天该基因表达量有上升趋势ꎮ 研究结果表明 ＣｙｆａＳＴＫ 基因不仅参与调控蕙

兰花器官的发育过程ꎬ 且对子房及合蕊柱的正常发育具有重要作用ꎮ
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　 　 蕙兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｆａｂｅｒｉ Ｒｏｌｆｅ)是兰科兰属重

要的观赏植物ꎬ 其花器官形态、 颜色和数量多变ꎬ
深受人们喜爱ꎮ 蕙兰的栽培历史悠久ꎬ 逐渐形成了

其独特的赏兰和养兰文化ꎮ 随着经济的发展和人居

环境的改善ꎬ 人们对新、 奇、 特的兰花新品种的需

求量不断上升ꎬ 相对于蝴蝶兰(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ａｐｈ￣
ｒｏｄｉｔｅ Ｒｃｈｂ. Ｆ.)、 文心兰 (Ｏｎｃｉｄｉｕｍ ａｌｔｉｓｓｉｍｕｍ
( Ｊａｃｑ.) Ｓｗ.) 和兜兰 (Ｃｙｐｒｉｐｅｄｉｕｍ ｃｏｒｒｕｇａｔｕｍ
Ｆｒａｎｃｈ.)等洋兰而言ꎬ 蕙兰的育种工作相对滞后ꎮ
了解植物花与果的发育规律与调控机制ꎬ 对于利用

有性杂交技术、 基因工程手段创造植物新品种具有

重要的科学意义ꎮ
在拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.)

中ꎬ ＳＥＥＤＳＴＩＣＫ( ＳＴＫ) 基因编码了一个 ＭＡＤＳ￣
ｂｏｘ 转录因子ꎬ 其仅在胚珠和种子中表达ꎬ 参与子

房和胚珠的发育调控ꎻ ＳＴＫ 基因在维持珠柄的正

常形态ꎬ 促进角果成熟和开裂中起非常重要的作

用[１ꎬ ２]ꎮ 前人对洋兰的花、 果发育调控的研究中发

现ꎬ 蝴蝶兰属(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ)植物的 ＳＴＫ￣ｌｉｋｅ 基

因 ＰｈａｌＡＧ２ 仅在花器官中表达ꎬ 其在唇瓣、 合蕊

柱和胚珠中具有明显的转录信号[３]ꎻ 球花石斛

(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｔｈｙｒｓｉｆｌｏｒｕｍ Ｒｃｈｂ. ｆ.)的 ＳＴＫ 同源

基因 ＤｔｈｙｒＡＧ２ 在成熟的花芽、 蕊喙、 合蕊柱和发

育中的胚珠中均有明显表达[４]ꎮ 兰科植物中的

ＳＴＫ 同源基因与拟南芥 ＳＴＫ 基因在表达模式上具

有明显差异ꎻ 即使在兰科植物中ꎬ ＳＴＫ 同源基因

间的表达模式也具有一定的差别ꎮ
蕙兰是我国传统名花ꎬ 本研究在克隆蕙兰

ＳＴＫ 同源基因的基础上ꎬ 进一步对该基因在花发

育过程中表达的组织特异性和表达量的动态变化进

行分析ꎬ 以期为阐明蕙兰花和蒴果发育的分子调控

机制研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料

以种植于长江大学西校区种质资源圃的蕙兰

为实验材料ꎮ 蕙兰种植于陶盆(直径 ２５􀆰５ ｃｍ、 高

２６ ｃｍ)中ꎬ 待花芽分化后ꎬ 采集蕙兰不同发育时期

的新鲜花芽ꎬ 采用游标卡尺测量其长度和直径ꎻ 另

取当天开放的花朵及少量幼叶ꎬ 剥离花萼、 花瓣、
唇瓣、 药帽、 合蕊柱和子房(图 １)ꎬ 所有实验材料

置于液氮中速冻ꎬ 于－８０℃超低温冰箱保存、 备用ꎮ

5 mm

8 mm

Ａ: 花器官正面观ꎻ Ｂ: 合蕊柱正面观ꎮ ａ: 花萼ꎻ ｂ:
花瓣ꎻ ｃ: 唇瓣ꎻ ｄ: 药帽ꎻ ｅ: 合蕊柱ꎻ ｆ: 子房ꎮ
Ａ: Ｆｒｏｎｔ ｖｉｅｗ ｓｈｏｗｉｎｇ ｆｌｏｗｅｒ ｏｒｇａｎｓꎻ Ｂ: Ｆｒｏｎｔ ｖｉｅｗ
ｓｈｏｗｉｎｇ ｇｙｎｏｓｔｅｍｉｕｍ. ａ: Ｓｅｐａｌｓꎻ ｂ: Ｐｅｔａｌｓꎻ ｃ: Ｌｉｐꎻ
ｄ: Ａｎｔｈｅｒ ｃａｐꎻ ｅ: Ｇｙｎｏｓｔｅｍｉｕｍꎻ ｆ: Ｏｖａｒｙ.

图 １　 蕙兰花的结构
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ａ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｆａｂｅｒｉ ｆｌｏｗｅｒ

１􀆰 ２　 总 ＲＮＡ提取与 ｃＤＮＡ合成

采用 ＥＡＳＹｓｐｉｎ 植物 ＲＮＡ 提取试剂盒提取上

述蕙兰不同组织的总 ＲＮＡ 并反转录合成 ｃＤＮＡ[５]ꎮ
１􀆰 ３　 ＣｙｆａＳＴＫ基因克隆和编码转录因子分析

参照 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )
数据库中已公布的蕙兰近缘种建兰 (Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ
ｅｎｓｉｆｏｌｉｕｍ (Ｌ.) Ｓｗ)的 ＳＥＥＤＳＴＩＣＫ(ＳＴＫ)同源基

因序列(序列号: ＪＮ６１３１５０􀆰１)ꎬ 在其 ５′非翻译区

(５′￣ＵＴＲ)的保守区设计扩增蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ 基因全

长的特异性引物ＧＳＰＳＴＫＦ(５′￣ＣＡＡＣＧＡＣＧＡＧＡＴＧ￣
ＣＡＣＴＴＣＴＣＴＧ￣３′)ꎮ 采用 ３′￣ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ
Ｖｅｒ. ２􀆰０ ｋｉｔ ( ＴａＫａＲａꎬ 日本) 试剂盒ꎬ 通过 ３′￣
ＲＡＣＥ 技术ꎬ 克隆蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ 基因ꎬ 扩增方法

参照试剂盒说明书进行ꎮ 反应体系为 ２５ μＬꎬ ＰＣＲ
反应程序为: ９４℃变性 ５ ｍｉｎꎻ ９４℃预变性 ４５ ｓꎬ
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５７℃退火 ４５ ｓꎬ ７２℃延伸 １ ｍｉｎꎬ 共 ３５ 个循环ꎻ
最后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 目的片段回收后连接到

ｐＴＯＰＯ￣Ｔ 载体(艾德莱ꎬ 北京)ꎬ 经转化、 阳性克

隆鉴定和测序ꎬ 获得蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ 基因的全长序

列ꎮ 采用 ＥｘＰＡＳｙ 在线软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / )预测基因的开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ 编码蛋白的

分子量和等电点ꎮ
１􀆰 ４　 分子系统发育分析和转录因子结构分析

将蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ 基因 ＯＲＦ 编码的转录因子在

ＮＣＢＩ 中进行 ＢｌａｓｔＰ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.

ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)同源搜索ꎮ 本研究选取了 ２３ 种植

物ꎬ 共 ３０ 个 Ｃ / Ｄ 类 ＭＡＤＳ 转录因子(表 １)ꎬ 采

用 ＭＥＧＡ５􀆰０ 软件的邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ)构

建分子系统发育树(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝１０００)ꎮ 同时选取

文心兰 ＯＭＡＤＳ２、 球花石斛 ＤｔｈｙｒＡＧ２、 小兰屿蝴

蝶兰 ( Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｅｑｕｅｓｔｒｉｓ ( Ｓｃｈａｕｅｒ) Ｒｃｈｂ.
ｆ.)ＰｅＭＡＤＳ７、 麝香百合(Ｌｉｌｉｕｍ ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ Ｔｈｕｎｂ.)
ＬＭＡＤＳ２、 拟南芥 ＳＴＫ、 连香树 (Ｃｅｒｃｉｄｉｐｈｙｌｌｕｍ
ｊａｐｏｎｉｃｕｍ Ｓｉｅｂ. ｅｔ Ｚｕｃｃ.) ＣｅｊａＡＧＬ１１、 桃

(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ (Ｌ.) Ｂａｔｓｃｈ.)ＰＰＥＲＳＴＫ、 苹果

表 １　 用于序列比对和系统发育分析的物种信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ

科
Ｆａｍｉｌｙ

种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

蛋白名称
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

系
Ｌｉｎｅａｇｅ

兰科
Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ

建兰 Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｅｎｓｉｆｏｌｉｕｍ (Ｌ. ) Ｓｗ.

文心兰 Ｏｎｃｉｄｉｕｍ ａｌｔｉｓｓｉｍｕｍ (Ｊａｃｑ.) Ｓｗ.

球花石斛 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｔｈｙｒｓｉｆｌｏｒｕｍ Ｒｃｈｂ. ｆ.

木石斛 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｃｒｕｍｅｎａｔｕｍ Ｓｗ.
意大利红门兰 Ｏｒｃｈｉｓ ｉｔａｌｉｃａ Ｐｏｉｒ.

小兰屿蝴蝶兰 Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｅｑｕｅｓｔｒｉｓ (Ｓｃｈａｕｅｒ) Ｒｃｈｂ. ｆ.

蕙兰 Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｆａｂｅｒｉ Ｒｏｌｆｅ

ＣｅＭＡＤＳ１ ＡＤＰ００５１５.１ Ｃ
ＣｅＭＡＤＳ２ ＡＤＰ００５１６.１ Ｃ

ＯＭＡＤＳ４ ＡＩＪ２９１７６.１ Ｃ
ＯＭＡＤＳ２ ＡＩＪ２９１７５.１ Ｄ

ＤｔｈｙｒＡＧ１ ＡＡＹ８６３６４.１ Ｃ
ＤｔｈｙｒＡＧ２ ＡＡＹ８６３６５.１ Ｄ

ＤｅｃｒＡＧ１ ＡＡＺ９５２５０.１ Ｃ
ＯｉｔａＡＧ ＡＦＵ８１３２２.１ Ｃ

ＰｅＭＡＤＳ７ ＡＦＩ６１５５７.１ Ｄ
ＰｅＭＡＤＳ１ ＡＡＬ７６４１５.１ Ｃ

ＣｙｆａＳＴＫ ＱＤＦ４４７２５.１ Ｄ

风信子科
Ｈｙａｃｉｎｔｈａｃｅａｅ 风信子 Ｈｙａｃｉｎｔｈｕｓ ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ Ｌ. ＨｏＭＡＤＳ１ ＡＡＦ０８８３０.２ Ｄ

百合科
Ｌｉｌｉａｃｅａｅ 麝香百合 Ｌｉｌｉｕｍ ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ Ｔｈｕｎｂ.

ＬＭＡＤＳ２ ＡＡＳ０１７６６.１ Ｄ
ＬＭＡＤＳ１０ ＡＩＪ２９１７４.１ Ｃ

禾本科
Ｐｏａｃｅａｅ 水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.

ＯｓＭＡＤＳ５８ ＢＡＥ５４３００.１ Ｃ
ＯｓＭＡＤＳ３ ＡＡＡ９９９６４.１ Ｃ

十字花科
Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ. ＳＴＫ ＯＡＯ９８５６６.１ Ｄ

连香树科
Ｃｅｒｃｉｄｉｐｈｙｌｌａｃｅａｅ 连香树 Ｃｅｒｃｉｄｉｐｈｙｌｌｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ Ｓｉｅｂ. ｅｔ Ｚｕｃｃ. ＣｅｊａＡＧＬ１１ ＡＳＹ９７７６２.１ Ｄ

茄科
Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ 矮牵牛 Ｐｅｔｕｎｉａ ｈｙｂｒｉｄａ Ｖｉｌｍ.

ＦＢＰ１１ ＣＡＡ５７４４５.１ Ｄ
ＦＢＰ７ ＣＡＡ５７３１１.１ Ｄ

蔷薇科
Ｒｏｓａｃｅａｅ

桃 Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ (Ｌ.) Ｂａｔｓｃｈ. ＰＰＥＲＳＴＫ ＡＢＱ８５５５６.１ Ｄ
苹果 Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ Ｍｉｌｌ. ＭＤＭＡＤＳ１０ ＣＡＡ０４３２４.１ Ｄ

葡萄科
Ｖｉｔａｃｅａｅ 葡萄 Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ. ＶＶＭＡＤＳ５ ＡＡＭ２１３４５.１ Ｄ

罂粟科
Ｐａｐａｖｅｒａｃｅａｅ

博落木 Ｂｏｃｃｏｎｉａ ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ Ｌ. ＢｏｆｒＡＧ ＡＯＣ５０６６９.１ Ｃ
血根草 Ｓａｎｇｕｉｎａｒｉａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌ. ＳｃＡＧ ＡＡＳ４５６８５.１ Ｃ

小檗科
Ｂｅｒｂｅｒｉｄａｃｅａｅ 涝峪小檗 Ｂｅｒｂｅｒｉｓ ｇｉｌｇｉａｎａ Ｆｅｄｄｅ ＢｇｉｌＡＧ ＡＡＳ４５６９４.１ Ｃ

领春木科
Ｅｕｐｔｅｌｅａｃｅａｅ 领春木 Ｅｕｐｔｅｌｅａ ｐｌｅｉｏｓｐｅｒｍｕｍ Ｈｏｏｋ. ｆ. ｅｔ Ｔｈｏｍｓ. ＥｕｐｌＡＧ１ ＡＤＣ７９６９８.１ Ｃ

木通科
Ｌａｒｄｉｚａｂａｌａｃｅａｅ

木通 Ａｋｅｂｉａ ｑｕｉｎａｔａ (Ｈｏｕｔｔ.) Ｄｅｃｎｅ. ＡｋｑｕＡＧ ＡＡＳ４５６９５.１ Ｃ
牛姆瓜 Ｈｏｌｂｏｅｌｌｉａ ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒａ Ｒｅａｕｂ. ＨｏｇｒＡＧ１ ＡＦＬ０３３９７.１ Ｃ
猫儿屎 Ｄｅｃａｉｓｎｅａ ｉｎｓｉｇｎｉｓ (Ｇｒｉｆｆ.) Ｈｏｏｋ. ｆ. ｅｔ Ｔｈｏｍｓ. ＤＥｉｎＡＧ ＡＦＬ０３３９４.１ Ｃ
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( Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ Ｍｉｌｌ.) ＭＤＭＡＤＳ１０ 和 蕙 兰

ＣｙｆａＳＴＫꎬ 共 ９ 种已知结构域的 Ｄ 类 ＭＡＤＳ 转录

因子ꎬ 采用 Ｂｉｏｅｄｉｔ ７􀆰０􀆰９ 软件的 ＣｌｕｓｔａｌＷ 程序

(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ＝１０００)ꎬ 通过蛋白序列同源比对对蕙

兰 ＣｙｆａＳＴＫ 转录因子的结构域进行分析ꎮ
１􀆰 ５　 ＣｙｆａＳＴＫ基因的表达模式分析

选取蕙兰长度分别为 ５(花芽分化期)、 ８(休
眠期)、 １０(萌动期)、 １５、 ２０、 ２５ ｍｍ 的花芽和

开花当天的花朵ꎬ 提取总 ＲＮＡ 并合成 ｃＤＮＡꎮ 采

用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术ꎬ 检测 ＣｙｆａＳＴＫ 基因

在花芽不同分化期的表达量ꎻ 同时ꎬ 检测该基因

在蕙兰幼叶、 花萼、 花瓣、 唇瓣、 药帽、 合蕊柱

和子房共 ７ 种组织中的表达特异性ꎮ ｑＰＣＲ 分析

检 测 采 的 引 物 为: ｑＣｙｆａ￣ＳＴＫＦ ( ５′￣ＡＧＧＧＣ￣
ＣＡＡＧＣＴＡＧＣＡＧＡＧＡＧ￣３′) 和 ｑＣｙｆａＳＴＫＲ ( ５′￣
ＧＡＴＧＧＴＧＣＧＡＧＴＡＡＧＧＡＧＧＣ￣３′)ꎻ 以 蕙 兰 的

持家基因 Ｃｙｆａａｃｔｉｎ(序列号: ＪＮ１７７７１９􀆰 １)为

内参ꎬ 扩增引物为: ｑＣｙｆａａｃｔｉｎＦ (５′￣ＴＧＡＡＧＡＴ￣
ＡＣＴＴＡＣＴＧＡＧＡＧＡＧＧＣ￣３′) 和 ｑＣｙｆａａｃｔｉｎＲ ( ５′￣
ＧＴＣＴＣＧＡＧＣＴＣＣＴＧＴＴＣＡＴＡＡＴＣ￣３′)ꎮ ｑＰＣＲ 参 照

ＣｈａｍＱＴＭ￣ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒(诺唯赞ꎬ
南京)说明书的程序进行ꎬ 设 ３ 个生物学重复ꎮ 采

用 ＳＰＳＳ １１􀆰０ 软件分别对 ＣｙｆａＳＴＫ 基因的表达量

进行差异显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ基因的克隆和编码转录因子的

理化性分析

序列分析结果显示ꎬ 蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ (ＧｅｎＢａｎｋ
登录号为: ＭＨ９１７９１５􀆰１)基因的 ｃＤＮＡ 序列全长

８４３ ｂｐ(图 ２)ꎬ 包含 １０５ ｂｐ 的 ５′￣ＵＴＲ、 ７０５ ｂｐ
的 ＯＲＦ 和 ３３ ｂｐ 的 ３′￣ＵＴＲ 区ꎬ 编码一个由 ２３４ 个

M
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图 ２　 蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ基因的扩增片段
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＣｙｆａＳＴＫ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｆａｂｅｒｉ

氨基酸残基组成的 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 转录因子ꎮ ＣｙｆａＳＴＫ
蛋白的相对分子质量为 ２６􀆰９９ ｋＤꎬ 理论等电点为

８􀆰９０ꎬ 该转录因子共由 １９ 种氨基酸组成ꎬ 其中亮

氨酸 ２４ 个ꎬ 占比最高(１０􀆰３％)ꎮ 该蛋白为亲水性

蛋白ꎮ
分子系统发育分析结果表明 (图 ３)ꎬ 蕙兰

ＣｙｆａＳＴＫ属兰科植物 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 家族中 ＳＴＫ 进化

系转录因子ꎮ 其与文心兰、 小兰屿蝴蝶兰和球花石

斛的 ＳＴＫ 同源蛋白聚类于兰科植物的小进化分枝ꎬ
且与风信子、 麝香百合的 ６ 个 ＳＴＫ 同源蛋白共同

聚类于单子叶植物 Ｄ 类基因的 ＳＴＫ 进化系ꎮ 其中ꎬ
蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ 蛋白与文心兰的亲缘关系最近ꎬ 与

其他双子叶植物亲缘关系较远ꎮ
２􀆰 ２　 ＣｙｆａＳＴＫ蛋白序列比对与结构分析

蛋白序列比对和结构分析结果显示(图 ４)ꎬ 蕙

兰 ＣｙｆａＳＴＫ 蛋白是典型的植物 ＭＩＫＣ 型 ＭＡＤＳ￣
ｂｏｘ 转录因子[６－８]ꎮ ＭＡＤＳ 结构域(３ ~ ５９)位于

ＣｙｆａＳＴＫ 转录因子 Ｎ 端ꎬ 由 ５７ 个高度保守的氨基

酸残基组成ꎻ 次级保守的 Ｋ 结构域(９３ ~ １７４)由
８１ 个氨基酸序列组成ꎬ 其包含有 Ｋ１(９３ ~ １１４)、
Ｋ２(１２７ ~ １４１) 和 Ｋ３ (１４９ ~ １７４)ꎻ Ⅰ间隔区

(６０ ~ ９２)位于 ＭＡＤＳ 结构域和 Ｋ 结构域之间ꎬ
是一段由 ３３ 个氨基酸组成的保守性较低的序列ꎻ
最不保守的 Ｃ 末端转录激活区(１７５ ~ ２３６)位于多

肽链的羧基端ꎬ 包含 ６１ 个氨基酸序列残基ꎮ 此

外ꎬ 蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ 氨基酸序列在 Ｃ 端包含两个

ＡＧ 亚家族的保守基元[９]: ＡＧ ｍｏｔｉｆⅠ( １８９ ~
１９７)和 ＡＧ ｍｏｔｉｆⅡ(２１５ ~ ２２７)ꎬ 并且还存在一个

与单子叶植物 Ｄ￣ｃｌａｓｓ 蛋白有关[１０] 的位于 ＡＧ 基

序Ⅱ下游的 ９ 个氨基酸基序 ＭＤ ｍｏｔｉｆꎮ 其中 ＭＤ
ｍｏｔｉｆ 在天冬门目(Ａｓｐａｒａｇａｌｅｓ)中兰科和风信子

科植物中较为保守ꎮ 研究结果说明蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ
属于 Ｄ 类 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基因ꎮ
２􀆰 ３　 ＣｙｆａＳＴＫ基因在蕙兰中的表达模式分析

ＣｙｆａＳＴＫ 基因表达的组织特异性分析结果显

示(图 ５)ꎬ 该基因在蕙兰的花萼、 花瓣、 唇瓣、 药

帽和子房等花器官中均有表达ꎬ 但在营养器官叶片

中不表达ꎮ 且在子房中的表达量最高ꎬ 与其他花器

官相比ꎬ 差异达到极显著水平(Ｐ < ０􀆰０１)ꎮ
进一步分析 ＣｙｆａＳＴＫ 基因在花芽分化不同时期

表达量的动态变化(图 ６)ꎬ 发现在蕙兰花芽分化过

程中ꎬ ＣｙｆａＳＴＫ 基因的表达量呈先升高后降低再升
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高的变化趋势ꎮ 在花芽分化早期至花芽高温休眠前ꎬ
随着花芽的发育和长度的增加ꎬ 花芽中该基因的表

达量持续上升ꎻ 随着花芽休眠的打破ꎬ 萌动发育至

１０ ｍｍ 时ꎬ ＣｙｆａＳＴＫ 基因表达量达到最高ꎬ 显著高

于花芽分化后期(花芽长 １５、 ２０、 ２５ ｍｍ 时)以及

开花当天的表达量(Ｐ < ０􀆰０５)ꎮ 随着花芽继续发

育ꎬ ＣｙｆａＳＴＫ 基因表达量逐渐下降ꎬ 直至花芽发

育成熟至开花前(２５ ｍｍ)ꎬ 表达量降至最低ꎬ 但

此时的表达量与萌动后期花芽的表达量相比无显著

差异ꎬ 至开花时ꎬ 该基因表达量有微弱的上调ꎮ

图 ３　 ＣｙｆａＳＴＫ与其他植物 Ｃ￣ｃｌａｓｓ和 Ｄ￣ｃｌａｓｓ同源蛋白序列的分子系统进化分析
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｙｆａＳＴＫ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ Ｃ￣ａｎｄ Ｄ￣ｃｌａｓｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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粗划线表示 ＭＡＤＳ 结构域ꎻ 细划线表示 Ｋ 结构域ꎬ 其中包括 Ｋ１、 Ｋ２ 和 Ｋ３ 区域ꎻ 方框内分别为 ＡＧⅠ、 ＡＧⅡ和 ＭＤ 基序ꎮ
Ｂｏｌｄ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＭＡＤＳ ｄｏｍａｉｎꎻ Ｔｈｉｎ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｉｓ Ｋ ｄｏｍａｉｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｎｃｌｕｄｅｓ Ｋ１ꎬ Ｋ２ꎬ ａｎｄ Ｋ３ ｓｕｂｄｏｍａｉｎｓꎻ
ＡＧ ｍｏｔｉｆⅠꎬ ＡＧ ｍｏｔｉｆ Ⅱꎬ ａｎｄ ＭＤ ｍｏｔｉｆ ａｒｅ ｂｏｘｅｄ.

图 ４　 ＣｙｆａＳＴＫ蛋白同源序列比对和结构分析
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｙｆａＳＴＫ ｐｒｏｔｅｉｎ
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∗∗表示不同组织间在 Ｐ < ０􀆰０１ 水平上的差异极显著ꎮ
∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ
Ｐ < ０􀆰０１.

图 ５　 不同组织中 ＣｙｆａＳＴＫ基因的表达量
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｙｆａＳＴＫ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
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Ｆｏ: 开花当天的单花ꎮ 不同字母表示不同时期的表达量在 Ｐ <
０􀆰０５ 水平上差异显著ꎮ
Ｆｏ: Ｆｌｏｗｅｒ ａｔ ｆｌｏｒａｌ ｂｕｄ ｏｐｅｎｉｎｇ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ａｔ Ｐ <
０􀆰０５.

图 ６　 蕙兰花芽不同发育时期 ＣｙｆａＳＴＫ基因的表达量
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣｙｆａＳＴＫ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｆａｂｅｒｉ
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３　 讨论

为了探讨 Ｄ 类 ＳＴＫ 基因在蕙兰花器官发育中

的作用ꎬ 本研究从蕙兰花芽中克隆出 ＣｙｆａＳＴＫ 基

因ꎮ 通过分子系统发育分析和同源氨基酸序列比对

分析ꎬ 发现蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ 基因属于 Ｄ 类 ＭＡＤＳ￣
ｂｏｘ 转录因子的 ＳＴＫ￣ｌｉｋｅ 进化系ꎮ ＣｙｆａＳＴＫ 基因

在蕙兰所有花器官中均有表达ꎬ 其在药帽、 合蕊柱

和子房中的表达量相对较高ꎬ 且在子房中的表达量

极显著高于其他花器官ꎮ
其他兰科植物的 ＳＴＫ 同源基因ꎬ 如意大利红

门兰ꎬ 花器官授粉后在合蕊柱和子房中的检测到

ＯｉｔａＳＴＫ 基因表达量很高ꎬ 但在唇瓣中有微弱的表

达量[１１]ꎻ 文心兰 ＯＭＡＤＳ２ 基因的表达只在合蕊柱

和子房中检测到[１２]ꎻ 而小兰 屿 蝴 蝶 兰 的 Ｐｅ￣
ＭＡＤＳ７ 仅在合蕊柱中表达[１３]ꎮ 在单子叶植物水稻

中ꎬ 其 ＳＴＫ 同源基因 ＯｓＭＡＤＳ１３ 主要在胚珠中表

达ꎬ 控制胚珠的正常发育[１４]ꎬ 而 ＯｓＭＡＤＳ２１ 则仅

在发育的种子中表达[１５]ꎮ 研究双子叶植物 ＳＴＫ￣
ｌｉｋｅ 基因的表达时发现ꎬ 番木瓜(Ｃａｒｉｃａ ｐａｐａｙａ
Ｌ.)ＣｐＳＴＫ 基因仅在雌性花和两性花中表达ꎬ 在雄

性花中不表达[１６]ꎮ 在矮牵牛中ꎬ 其 ＦＰＢ７、 ＦＰＢ１１
基因的沉默并没有导致胚珠发育明显异常ꎬ 表明其

胚珠发育不仅仅受 Ｄ 类基因的控制ꎬ 研究还发现

ＦＰＢ７、 ＦＰＢ１１ 基因也参与了花的形态建成[１７]ꎮ 因

此ꎬ 这些研究结果表明ꎬ 不同被子植物中 ＳＴＫ 同

源基因的组织特异性表达存在一定差异ꎬ 虽然蕙兰

ＣｙｆａＳＴＫ 基因在子房中的相对表达量极显著高于

其他花器官ꎬ 但在其他花器官中有更广泛的表达ꎮ
本研究通过分析 ＣｙｆａＳＴＫ 基因在蕙兰花芽分

化不同时期表达量的动态变化时发现ꎬ ＣｙｆａＳＴＫ
基因在花芽不同分化期的表达量出现明显的波动ꎮ
其在休眠后的萌动期(１０ ｍｍ)表达量达到最高ꎮ 在

小兰屿蝴蝶兰中ꎬ ＳＴＫ￣ｌｉｋｅ 基因 ＰｅＭＡＤＳ７ 的表达

量随花芽的分化呈先上升后下降的趋势[１３]ꎮ 授粉

引发的胚珠发育是兰花中一个独特的发育现象[１８]ꎮ
在本研究中ꎬ ＣｙｆａＳＴＫ 基因在开花当天表达量开

始上升ꎬ 可能因为 ＣｙｆａＳＴＫ 基因参与了蕙兰胚珠

的发育调控过程ꎬ 并且需要传粉授精等因素来进一

步调节ꎮ 结合蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ 基因的组织特异性表

达和表达量的动态变化规律ꎬ 推测蕙兰 ＣｙｆａＳＴＫ
基因在花发育过程中主要参与调控子房的发育ꎬ 但

其具体的调控花发育的机制还有待进一步研究ꎮ
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