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月季品种‘绿萼’ＲｃＡＧ 基因启动子克隆及分析
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摘　 要: 月季品种‘绿萼’(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ‘Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ’)是中国古老月季最宝贵资源之一ꎬ 其花瓣、 雄蕊及雌蕊

均萼片化ꎮ 本研究以花器官正常发育的月季品种‘月月粉’(Ｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’)为对照ꎬ 利用实时荧光定

量 ＰＣＲ 技术对 ＲｃＡＧ 基因在‘绿萼’花器官中的表达情况进行分析ꎬ 阐明 ＲｃＡＧ 基因在‘绿萼’花器官发育中的

作用ꎮ 结果显示ꎬ ＲｃＡＧ 基因在‘绿萼’中的表达明显下调ꎮ 进一步克隆‘绿萼’和‘月月粉’的 ＲｃＡＧ 基因启动

子ꎬ 序列分析结果表明两个启动子均含有 ＴＡＴＡ、 ＴＡＴＣ￣ｂｏｘ 和ＭＢＳ 等顺式作用元件ꎬ 但在‘绿萼’ＲｃＡＧ 基因启

动子中发现了光响应元件 ＭＲＥ 和昼夜节律调控元件 Ｃｉｒｃａｄｉａｎꎬ 而光响应元件 ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ 只在‘月月粉’ＲｃＡＧ 基

因启动子中被发现ꎮ 同时ꎬ 本研究采用重亚硫酸盐测序技术分析了‘绿萼’和‘月月粉’ＲｃＡＧ 基因启动子甲基化

的情况ꎬ 发现‘绿萼’ＲｃＡＧ 基因启动子区域中有 ４ 个 ＣｐＧ 位点均发生甲基化ꎬ 其甲基化程度远高于‘月月粉’ꎮ
研究结果表明 ＲｃＡＧ 基因在‘绿萼’花器官中的下调表达可能与其启动子的顺式作用元件及甲基化修饰相关ꎮ
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ａｎｄ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ‘Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ’ꎻ Ｆｌｏｗｅｒ ｏｒｇａｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎻ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲꎻ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 月季(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ) 被称为 “花中皇后”ꎬ
是中国十大传统名花ꎬ 也是世界上重要的观赏植

物[１]ꎮ 同时ꎬ 因其具有美丽的花型、 艳丽的花色

及宜人的花香而位居世界四大鲜切花之首ꎮ 现代月

季类型多样ꎬ 品种众多ꎮ 其中ꎬ 花色、 花型奇特的

月季品种更为人们喜爱[２ꎬ ３]ꎮ ‘绿萼’ (Ｒ. ｃｈｉｎｅｎ￣
ｓｉｓ ‘Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ’)是中国古老月季宝贵的资源之一ꎬ
其花朵形态十分奇特ꎬ 表现为花瓣、 雄蕊和雌蕊均

转变为萼片状ꎬ 在欧美各国深受人们欢迎[４]ꎮ
研究表明ꎬ 植物的开花过程受到一系列花发育

基因的调节和控制ꎬ 花型的改变可以通过控制花器

官发育相关基因的表达来实现[５]ꎮ 目前ꎬ 解析花

器官发育机理的 ＡＢＣＤＥ 模型已被广泛接受ꎬ Ａ
(ＡＰ１、 ＡＰ２)、 Ｂ(ＰＩ、 ＡＰ３)、 Ｃ(ＡＧ)、 Ｄ(ＳＴＫ、
ＳＨＰ１、 ＳＨＰ２)、 Ｅ(ＳＥＰ １￣４)５ 种类型的花器官特

性基因由于具有共同的保守区域被命名为 ＭＡＤＳ￣
ｂｏｘ 类同源异型基因ꎬ 其编码的转录因子在观赏植

物ꎬ 特别是显花植物的花器官分化等方面有着重要

的调控作用[６ꎬ ７]ꎮ ‘绿萼’作为植物花器官发育同

源异型突变体[８]ꎬ 一直受到广大研究者的重视ꎮ
Ｃｈｍｅｌｎｉｔｓｋｙ 等[９] 在 ２００３ 年通过 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ 杂交技

术分别分析了花器官正常和畸形的月季花中

ＭＡＳＡＫＯ Ｃ１ 的同源基因 ＲｈＡＧ 在花发育各个阶

段的表达量ꎬ 发现在正常花型的月季花芽分化的各

个阶段均有明显表达ꎬ 而在畸形花的月季花芽分化

早期均不表达ꎬ 从而推测月季花器官萼片化可能由

ＲｈＡＧ 的异常表达导致ꎮ
目前ꎬ 已有多种观赏植物 ＡＧ 同源基因被克

隆ꎬ 如 百 合 ( Ｌｉｌｉｕｍ ) [１０]、 蜡 梅 ( Ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓ
ｐｒａｅｃｏｘ (Ｌ.) Ｌｉｎｋ) [１１]、 牡丹(Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏ￣
ｓａ Ａｎｄｒ.) [１２]、 山茶 (Ｃａｍｅｌｌｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｌ.) [１３]、
兰科植物[１４ꎬ １５]等ꎬ 尽管这些基因在序列上有差异ꎬ
但功能相近[１６]ꎮ 本研究前期克隆得到的 ＲｃＡＧ 基

因在月季品种 ‘月月粉’ (‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’) 中全长

９３１ ｂｐꎬ 在‘绿萼’中全长 １０８６ ｂｐꎬ 经 ＮＣＢＩ 序
列比对ꎬ 二者显示出极高的同源性ꎻ 同时ꎬ 与其他

蔷薇属植物中的 ＡＧ 基因也有较高的同源性ꎬ 说明

该基因在进化过程中可能存在一定的保守性ꎮ
启动子是重要的顺式作用元件ꎬ 它与多种反式

作用因子及 ＲＮＡ 聚合酶的相互作用是启动子调控

基因转录的实质[１７ꎬ １８]ꎬ 在植物基因表达调控中发

挥重要作用ꎮ ＤＮＡ 甲基化是表观遗传修饰主要的

机制之一ꎬ 植物 ＤＮＡ 甲基化模式的改变通常对其

生长发育造成影响ꎬ 甲基化程度过高或不足都有可

能导致植物形态异常[１９]ꎮ 启动子甲基化通过影响

转录因子和顺式作用元件的结合ꎬ 从而抑制转录的

发生[２０]ꎮ
本研究分析了 ＲｃＡＧ 基因在两个月季品种‘绿

萼’及‘月月粉’幼蕾期的表达ꎻ 同时克隆‘月月粉’
和‘绿萼’ＲｃＡＧ 基因启动子序列ꎬ 通过分析顺式

作用元件及启动子的甲基化情况进一步明确 ＲｃＡＧ
基因的功能ꎬ 进而揭示 ＲｃＡＧ 基因在‘绿萼’花器

官发育中的作用及其花器官萼片化的发育机制ꎬ 以

期为深入研究植物花器官萼片化发育的分子机制提

供参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

中国古老月季‘绿萼’及‘月月粉’种植于云南

省农业科学院花卉研究所雨树村基地ꎮ 于幼蕾期取

嫩叶、 萼片、 花瓣、 雄蕊、 雌蕊ꎬ 经液氮快速冷冻

后于－８０℃超低温冰箱保存、 备用(图 １)ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＲｃＡＧ 基因在‘绿萼’及‘月月粉’花器官不

同部位的表达分析

本研究基于 ＲｃＡＧ 基因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ
设计 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物(表 １)ꎮ 利用试剂盒分别提取

‘绿萼’及‘月月粉’的嫩叶、 萼片、 花瓣、 雄蕊、
雌蕊的总 ＲＮＡ 并合成 ｃＤＮＡꎬ 以 ＲｃＧＡＰＤＨ 序列

为内参ꎬ ‘月月粉’和‘绿萼’各部位的 ｃＤＮＡ 为模

板进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应ꎬ 反应体系及程序参照眭梦

洁等[２１]的方法ꎮ
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A B

C
图 １　 中国古老月季品种‘绿萼’(Ａ)和‘月月粉’(Ｂ)及其花器官分解图(Ｃ)

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ‘Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ’ (Ａ)ꎬ Ｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’ (Ｂ)ꎬ ａｎｄ ｄｉｓｓｅｃｔｅｄ ｆｌｏｗｅｒ ｏｒｇａｎｓ (Ｃ)

表 １　 引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ
引物序列 (５′￣３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

ＲＴ￣ｑＰＣＲ￣Ｆ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ￣Ｒ

ＡＧＴＣＡＣＡＴＴＣＴＧＣＡＡＧＣＧＴＣ
ＧＣＡＴＡＴＴＣＡＴＡＧＡＧＧＣＧＣＣＣ

ＲｃＡＧ ｐｒｏｍｏｔｅｒ￣Ｆ
ＲｃＡＧ ｐｒｏｍｏｔｅｒ￣Ｒ

ＡＧＧＡＣＣＧＴＧＴＴＧＧＧＴＴＴＧＴＴ
ＣＡＴＴＧＧＡＧＴＧＧＴＣＧＣＴＡＧＧＣ

ＲｃＡＧ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ￣Ｆ
ＲｃＡＧ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ￣Ｒ

ＴＡＧＧＴＴＴＴＴＧＴＴＴＴＴＡＴＴＴＴＴＧＴＴＴ
ＡＣＣＡＡＡＴＴＣＣＡＣＡＡＣＴＡＣＣＴＡＡＣＣ

１􀆰 ２􀆰 ２　 ‘绿萼’及‘月月粉’中 ＲｃＡＧ 基因启动子

的克隆

基于 Ｓａｉｎｔ￣Ｏｙａｎｔ 等[２２] 发布的‘月月粉’全基

因组序列(ｈｔｔｐｓ: / / ｉｒｉｓ.ａｎｇｅｒｓ.ｉｎｒａ.ｆｒ / ｏｂｈ / )ꎬ 使用

ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )网站提供

的引物设计工具 Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 设计 ＲｃＡＧ 基因启

动子引物ꎮ ＰＣＲ 反应程序为: ９４℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ
９４℃变性 ３０ ｓꎬ ６０℃退火 ２０ ｓꎬ ７２℃延伸 ９０ ｓꎬ
４０ 个循环ꎻ ７２℃ 保持 ７ ｍｉｎꎬ ４℃保存ꎮ 对目的片

段进行胶回收ꎬ 转入大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α 中

培养ꎮ 提取质粒ꎬ 阳性克隆鉴定后送测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＲｃＡＧ 基因启动子的序列及甲基化分析

得到 ＲｃＡＧ 基因启动子序列后ꎬ 使用 ＤＮＡ￣
ＭＡＮ 软件进行序列拼接ꎬ 并使用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 软件

对获得的启动子序列进行顺式作用元件分析ꎮ 使用

ＣｐＧ Ｐｌｏｔ / ＣｐＧ Ｒｅｐｏｒｔ / Ｉｓｏｃｈｏｒｅ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｂｉ.
ａｃ.ｕｋ / ｅｍｂｏｓｓ / ｃｐｇｐｌｏｔ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)和 ＣｐＧ ｆｉｎｄｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ. ｃｏｍ / ｂｅｒｒｙ. ｐｈｔｍｌ? ｔｏｐｉｃ ＝
ｃｐｇｆｉｎｄｅｒ＆ｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｇｒａｍｓ＆ｓｕｂｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｍｏｔ￣
ｅｒ)等在线软件预测‘月月粉’和‘绿萼’ＲｃＡＧ 基因

启动子的 ＣｐＧ 岛ꎬ 根据预测到的 ＣｐＧ 岛设计引物

(表 １)ꎮ 使用 ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｕｒｏｇｅｎｅ.
ｏｒｇ / ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ / ｉｎｄｅｘ１.ｈｔｍｌ)在线工具设计甲基

化检测引物(表 １)ꎮ 使用 ＤＮＡ 重亚硫酸盐转化

试剂盒对‘绿萼’、 ‘月月粉’基因组 ＤＮＡ 进行重

亚硫酸盐转化ꎬ 之后参照试剂盒方法进行 ＰＣＲ
扩增反应ꎮ 对目的片段进行胶回收、 转化ꎬ 阳性

克隆鉴定后送测序ꎮ 使用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对测序

结果进行序列拼接和比对ꎬ 使用在线软件 ＱＵＭＡ
(ｈｔｔｐ: / / ｑｕｍａ.ｃｄｂ. ｒｉｋｅｎ. ｊｂ / )对两种月季的甲基

化情况进行分析ꎮ
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＲｃＡＧ 基因在‘绿萼’及‘月月粉’花器官不同

部位的表达分析

本研究以花器官正常发育的‘月月粉’为对照ꎬ
分别提取‘绿萼’和‘月月粉’的嫩叶、 萼片、 花瓣、
雄蕊、 雌蕊 ５ 个不同部位的总 ＲＮＡꎮ 对提取的

ＲＮＡ 进行电泳检测(图 ２)ꎬ 结果显示 ２８Ｓ 和 １８Ｓ
条带清晰明亮ꎬ ＲＮＡ 完整性较好ꎻ 所有 ＲＮＡ 样品

ＯＤ２６０ / ２８０均在 １􀆰８８~２􀆰０１ꎬ 纯度较好ꎬ 可以满足后

续实验要求ꎮ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果表明ꎬ ＲｃＡＧ 基因在‘绿萼’雄

蕊和雌蕊中几乎不表达ꎬ 而在花器官正常的‘月月

粉’雄蕊和雌蕊中有较高的表达水平(图 ３)ꎮ

２􀆰 ２　 ＲｃＡＧ 基因启动子克隆及序列分析

本研究利用设计的 ＲｃＡＧ 基因启动子克隆特

异引物ꎬ 克隆获得‘月月粉’和‘绿萼’中 ＲｃＡＧ 基

因 ＡＴＧ 上游约 １５００ ｂｐ 的片段(图 ４)ꎬ 分别命名

为 ｐＡＧ￣ＯＢ 和 ｐＡＧ￣Ｖꎮ ＲｃＡＧ 基因启动子顺式作

用元件分析结果显示ꎬ 两个启动子均含有顺式作用

调 节 元 件 Ａ￣ｂｏｘꎻ 光 响 应 元 件 ＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ、
Ｂｏｘ ４、 Ｇ￣ｂｏｘ、 ＡＴＣ￣ｍｏｔｉｆꎻ 参 与 干 旱 诱 导 的

ＭＹＢ 结合位点 ＭＢＳꎬ 防御和应激元件 ＴＣ￣ｒｉｃｈꎻ
水杨酸反应元件 ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔꎻ 赤霉素响应元件

Ｐ￣ｂｏｘ、 ＴＡＴＣ￣ｂｏｘꎻ 厌氧诱导元件 ＡＲＥꎻ 生长素

反应 元 件 ＡｕｘＲＲ￣ｃｏｒｅ 以 及 ＭｅＪＡ 反 应 元 件

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆꎮ 此外ꎬ 发现 ｐＡＧ￣ＯＢ 中存在光响

应元件 ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆꎬ 而 ｐＡＧ￣Ｖ 中存在光响应元件

ＭＲＥ 和昼夜节律调控元件 Ｃｉｒｃａｄｉａｎ(表 ２)ꎮ
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图 ２　 凝胶电泳检测结果
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＮＡ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
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图 ３　 ＲｃＡＧ 基因在‘绿萼’和‘月月粉’不同组织部位中的表达
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＲｃＡＧ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ‘Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ’ ａｎｄ ‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’
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１: ‘月月粉’ꎻ ２: 阴性对照ꎻ ３: ‘绿萼’ꎮ
１: ‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’ꎻ ２: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ３: ‘Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ’ .

图 ４　 ＲｃＡＧ 基因启动子的 ＰＣＲ 扩增产物
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＲｃＡＧ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

２􀆰 ３　 ＲｃＡＧ 基因启动子甲基化分析

本研究对测序结果进行序列拼接ꎬ 从引物位置

截取亚硫酸氢盐处理后的 ＤＮＡ 序列ꎬ 发现 ＲｃＡＧ
基因启动子甲基化引物克隆得到的序列与原序列长

度相同ꎬ ‘绿萼’序列长度为 ４６２ ｂｐꎬ ‘月月粉’为
４５４ ｂｐꎮ 两者的启动子甲基化程度分析结果见表 ３ꎮ

ＣｐＧ 位点甲基化情况分析结果表明ꎬ ‘绿萼’
启动子区域甲基化程度极高ꎬ 有 ４ 个甲基化 ＣｐＧ
位点分别在序列的 ２６、 ６０、 １２３、 ２５１ 位ꎬ 占全部

ＣｐＧ 位点的 ８０％ꎻ 而‘月月粉’序列中有 ９ 个 ＣｐＧ
位点位于序列的 ２６、 ５０、 ５４、 １１７、 １６９、 ２１２、
２４０、 ２４５、 ３６７ 位ꎬ 启动子甲基化程度却偏低ꎬ
只有位于第 １、 第 ４、 第 ６ 的 ３ 个 ＣｐＧ 位点被甲基

化ꎬ 甲基化比例为 ３３％ꎬ 远低于‘绿萼’中的比例

(表 ３、 图 ５)ꎮ

表 ２　 ‘绿萼’和‘月月粉’ＲｃＡＧ 基因启动子中的顺式作用元件
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＲｃＡＧ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ‘Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ’ ａｎｄ ‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’

植物材料
Ｍａｔｅｒｉａｌ

顺式元件
Ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

‘月月粉’
‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’

‘绿萼’
‘Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ’

ＡｕｘＲＲ￣ｃｏｒｅ 参与生长素反应的顺式作用调控元件

Ａ￣ｂｏｘ 顺式作用调节元件

Ｂｏｘ ４ 光响应元件属于保守 ＤＮＡ 模块

ＴＡＴＣ￣ｂｏｘ 赤霉素反应的顺式作用元件

ＡＴＣ￣ｍｏｔｉｆ 光响应元件属于保守 ＤＮＡ 模块

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ 参与 ＭｅＪＡ 反应的顺式作用元件

Ｇ￣ｂｏｘ 光反应中的顺式作用调节元件

ＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ 光响应元件的一部分

ＭＢＳ 参与干旱诱导的 ＭＹＢ 结合位点

ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ 参与防御和应激反应的顺式作用元件

ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ 参与水杨酸反应的顺式作用元件

Ｐ￣ｂｏｘ 赤霉素响应元件

ＡＲＥ 厌氧诱导的顺式作用调控元件

‘月月粉’
‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’ ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ 光响应元件的一部分

‘绿萼’
‘Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ’

ＭＲＥ 参与光反应的 ＭＹＢ 结合位点

Ｃｉｒｃａｄｉａｎ 参与昼夜节律控制的顺式作用调控元件

表 ３　 ‘绿萼’和‘月月粉’ＲｃＡＧ 基因启动子亚硫酸氢盐序列信息
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＲｃＡＧ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ‘Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ’ ａｎｄ ‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’

植物材料
Ｍａｔｅｒｉａｌ

比对长度
Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈ

甲基化￣ ＣｐＧ (％)
Ｍｅ￣ＣｐＧ (％)

未转换的(％转换)
Ｕｎｃｏｎｖｅｒｔｅｄ

(％ ｃｏｎｖｅｒｔｅｄ)

甲基化模式
Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎ

‘绿萼’
‘Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ’ ０ (０) / ４６２ (１００.０) ４ (８０.０) ０ / ５９ (１００.０) ●●●○●

‘月月粉’
‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’ ７ (０) / ４５４ (９８.５) ３ (３３.３) ０ / ５８ (１００.０) ●○○●○●○○○

　 　 注: ●表示该位点甲基化程度为 １００％ꎻ ○表示该位点甲基化程度为 ０％ꎮ
Ｎｏｔｅｓ: ● ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｓｉｔｅ ｉｓ １００％ꎻ ○ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｓｉｔｅ ｉｓ ０％.
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Ａ: ‘绿萼’ꎻ Ｂ: ‘月月粉’ꎮ
Ａ: ‘Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒａ’ꎻ Ｂ: ‘Ｏｌｄ Ｂｌｕｓｈ’ .

图 ５　 ＲｃＡＧ 基因启动子 ＣｐＧ 甲基化对比
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｐＧ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＲｃＡＧ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

３　 讨论

对于开花植物来说ꎬ 花器官的发育是植物发育

过程中的重要阶段ꎮ 近年来ꎬ 花发育模型从经典

ＡＢＣ 模型[２３]逐步发展完善为 ＡＢＣＤＥ 模型[２４]ꎬ 对

植物花器官发育的研究起到指导作用ꎮ 中国古老月

季‘绿萼’是研究花器官发育机理的宝贵材料ꎬ 其

花器官发育萼片化的现象一直受到广大育种工作者

的关注ꎮ ＡＢＣＤＥ 模型中 ５ 类基因的表达与植物花

器官的形态变化密不可分ꎬ 其中ꎬ Ｃ 类基因的沉默

可能导致花瓣、 雄蕊、 雌蕊等器官转变为萼片

化[２５－２７]ꎮ Ｃｈｍｅｌｎｉｔｓｋｙ 等[９] 发现 ＲｈＡＧ 基因在正

常月季花的花芽分化的各个阶段均有明显表达ꎬ 而

在畸形月季花的花芽分化早期均不表达ꎮ 本课题组

前期的研究也确认 ＲｃＡＧ 基因的显著下调表达在

‘绿萼’花器官萼片化过程中起决定性作用[２８]ꎮ 本

研究以花器官正常发育的‘月月粉’为对照ꎬ 利用

实时荧光定量 ＰＣＲ 方法验证了 ＲｃＡＧ 基因在‘绿
萼’花器官中的表达ꎬ 与前人研究结果一致[２８]ꎮ

本研究克隆得到两个月季品种中的 ＲｃＡＧ 基

因启动子ꎬ 顺式作用元件分析结果表明在启动子序

列中两者均存在多个典型的 ＴＡＴＡ 和 ＣＡＡＴ 框ꎻ
ＴＡＴＡ 框没有方向性ꎬ 可以指导起始前复合物的

形成ꎬ 决定转录起始位点[２９] ꎬ 若其中发生碱基互

换很可能导致最小启动子失活[３０] ꎮ ＣＡＡＴ 框是启

动子中常见的顺式作用元件ꎬ 对基因转录有较强

的激活作用ꎬ 无方向和距离特异性ꎬ 与顺式作用

元件有着协同作用[３１] ꎮ 此外ꎬ 在两种月季的

ＲｃＡＧ 基因启动子中ꎬ 均含有 ＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ、 Ｂｏｘ
４、 Ｇ￣ｂｏｘ、 ＡＴＣ￣ｍｏｔｉｆ 等多个光响应元件ꎬ 还有

赤霉素响应元件(Ｐ￣ｂｏｘ、 ＴＡＴＣ￣ｂｏｘ)、 生长素反

应元件(ＡｕｘＲＲ￣ｃｏｒｅ)、 ＭＢＳ、 ＡＲＥ 和 ＴＣ￣ｒｉｃｈ 元

件等ꎬ 说明 ＲｃＡＧ 基因的表达可能受到光照[３２] 、
植物生长调节剂、 空气含氧量和干旱等外界刺激

的影响ꎮ 陈仲等[３３] 研究发现光响应元件 ＴＣＴ￣
ｍｏｔｉｆ 与植物开花过程密切相关ꎬ 而赵玉飞[３４] 研

究发现 ＭＲＥ 也属于光响应元件ꎮ 但在本研究中ꎬ
ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ 在只在‘月月粉’ ＲｃＡＧ 基因启动子中

出现ꎬ 而 ＭＲＥ 只在‘绿萼’中出现ꎬ 昼夜节律调

控元件 Ｃｉｒｃａｄｉａｎ 也为‘绿萼’特有[３４] ꎬ 说明不同

的启动子顺式作用元件和昼夜节律调控可能与

‘绿萼’的萼片化发育有关ꎮ
Ｄｕｂｏｉｓ 等[３５]对 ＲｈＡＧ 等 ６ 个候选基因在重

瓣月季和单瓣月季中的表达进行分析ꎬ 发现

ＲｈＡＧ 基因在重瓣月季和单瓣月季中的表达有差

异ꎻ 进一步利用原位杂交技术证实了 ＲｈＡＧ 基因

的差异表达ꎬ 但尚不明确其原因ꎮ Ｊｏｎｅｓ[３６] 研究

发现基因的表达受到抑制可能与启动子区域甲基

化相关ꎮ 本研究通过重亚硫酸盐测序技术对‘绿

萼’和‘月月粉’ＲｃＡＧ 基因启动子甲基化程度进

行分析ꎬ 结果表明‘绿萼’中 ＲｃＡＧ 基因启动子甲

基化程度明显高于 ‘月月粉’ꎬ 说明 ‘绿萼’ 中

２１４ 植 物 科 学 学 报 第 ３９ 卷　
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ＲｃＡＧ 基因表达下调可能受到启动子甲基化的

影响ꎮ
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