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摘要：以‘辽宁２号’核桃的叶片为试材，通过同源克隆和ＲＡＣＥ技术克隆ＤＥＬＬＡ家族蛋白的编码基因，并进

行了同源性分析和氨基酸序列的多重比对；通过实时荧光定量ＰＣＲ分析了该基因在‘辽宁２号’核桃中的组织

特异性表达情况。主要研究结果如下：获得了ＤＥＬＬＡ蛋白编码基因的ｃＤＮＡ全长，命名为ＪｒＧＡＩ（Ｇｅｎｅｂａｎｋ：

ＪＦ７６６６０６），ｃＤＮＡ全长为２　３６１ｂｐ，包含１　８４２ｂｐ编码区序列，推测其编码的蛋白包含６１３个氨基酸，分子量为

６６．７８ｋＤａ。同源性分析及氨基酸序列的多重比对结果表明该蛋白与其他物种的ＤＥＬＬＡ蛋白高度相似，并且

具有完整的ＤＥＬＬＡ、ＴＶＨＹＮ、ＶＨＩＩＤ、ＲＶＥＲ和ＳＡＷ 等结构域；实时荧光定量ＰＣＲ结果显示ＪｒＧＡＩ基因在
‘辽宁２号’核桃的叶芽、混合花芽、叶片、雄花、茎段和果实中普遍表达，并且在休眠期组织中具有较高的表达

量，其中以休眠期的混合花芽中的表达量最高。
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　　矮化是植物育种工作中重要的农艺性状之一。

矮化密植型栽培模式因具有结果早、品质好、管理方

便、品种更新快等优点，已成为现代果树业发展的趋

势［１］。‘辽宁２号’为短枝型早实核桃品种，树冠紧

凑，树体矮化。侧芽形成混合芽的能力超过９５％，

丰产性强［２，３］，是施行矮化密植栽培和研究果树矮

化机理的重要资源。

目前，有关矮化分子机理的研究大多集中在模

式植物当中，并已获得了许多与矮化性状相关的基

因。这些基因大多与赤霉素的合成途径或赤霉素信

号转导途径相关。赤霉素（ＧＡ）是植物体内一类具

有广泛生理功能的植物激素，其功能涉及植物生长

发育的各个关键时期［４，５］。而ＤＥＬＬＡ蛋白是赤霉

素信号转导通路中重要的负调控因子，因Ｎ端存在

保守的ＤＥＬＬＡ结构域而得名［６－８］。在拟南芥中的

ＤＥＬＬＡ蛋白家族中有 ＧＡＩ、ＲＧＡ、ＲＧＬ１、ＲＧＬ２、

ＲＧＬ３等成员，其中ＧＡＩ／ＲＧＡ是茎伸长的主要负

调控因子［９］。正常情况下ＧＡＩ／ＲＧＡ蛋白在ＧＡ信

号的作用下，通过泛素－蛋白酶体途径降解，从而解

除对下游基因的抑制作用，植株表现出正常的 ＧＡ
响应表型。当ＧＡＩ／ＲＧＡ蛋白的ＤＥＬＬＡ结构域发

生变异时，会导致植株赤霉素不敏感的矮化表

型［１０］。拟南芥中的ｇａｉ［１１］、玉米中的ｄ８［１２］、大麦中

的ｓｌｎ１［１３］以及葡萄中的Ｖｖｇａｉ［１４］等突变体均是由

于ＤＥＬＬＡ结构域发生氨基酸序列的缺失或突变导

致赤霉素不敏感的矮化表型，外施赤霉素并不能使

其恢复野生表型；另一方面，ＤＥＬＬＡ蛋白编码基因

的高表达，同样也会引起植株的矮化表型［１５］。

本研究以‘辽宁２号’核桃叶片为试材克隆

ＤＥＬＬＡ蛋白的编码基因，并通过实时荧光定量

ＰＣＲ技术分析该基因在 ‘辽宁２号’不同组织中的

组织特异性表达模式，试图探索‘辽宁２号’短枝、矮

化性状与ＤＥＬＬＡ蛋白的关系，从而为生物技术途

径的矮化育种提供理论依据和资源。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验取材于河北省定州市德胜农林公司核桃种

质资源圃。试验材料为核桃品种‘辽宁２号’，树龄

９年，本砧，株行距５ｍ×６ｍ，有灌溉条件，管理水平
良好。分别于２０１１年春季萌芽前（３月下旬）采集
该品种的叶芽和一年生枝顶端混合芽；于新梢生长
期（４月下旬）采集幼嫩叶片、新梢茎段和未开放的
雄花；于果实膨大期（５月中旬）采集幼果。样品采
集后立即放入液氮中速冻，并于－８０°Ｃ保存，用于

ＲＮＡ提取。

１．２　试验方法

１．２．１　ＪｒＧＡＩ基因ｃＤＮＡ全长的克隆　总ＲＮＡ
的提取方法参照北京百泰克生物技术有限公司的通

用植物总ＲＮＡ提取试剂盒中的方法进行；以琼脂
糖凝胶电泳法检测ＲＮＡ的完整性，ＮａｎｏＤｒｏｐ　８　０００
分光光度计检测ＲＮＡ的纯度和浓度；参照北京全
式金生物技术有限公司的反转录试剂盒中的方法进

行ｃＤＮＡ的合成，－２０℃保存备用。
根据ＧｅｎＢａｎｋ中的已公布的ＧＡＩ基因的保守

区序列，设计一对简并引物Ｆ１／Ｒ１，ＲＴ－ＰＣＲ技术
扩增ＪｒＧＡＩ基因的中间片段。根据中间片段的测
序结果分别设计５′端和３′端基因特异性引物（ＧＳＰ
１－４），巢式ＰＣＲ进行５′和３′末端的扩增。ＰＣＲ产物
经１％琼脂糖凝胶电泳检测后，回收目的片段，连接
至ｐＧＭ－Ｔ载体，转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，
蓝白斑筛选阳性克隆，菌落ＰＣＲ鉴定后委托生工生
物工程（上海）股份有限公司进行测序。应用 Ｖｅｃ－
ｔｏｒＮＴＩ　８．０软件的Ｃｏｎｔｉｇ　Ｅｘｐｒｅｓｓ程序，将５＇和３＇
ＲＡＣＥ末端序列与中间片段进行拼接，得到核桃

ＪｒＧＡＩ基因的ｃＤＮＡ序列全长（引物序列见表１）。

１．２．３　核桃ＪｒＧＡＩ基因的生物信息学分析　所得
序列在ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）上
使用Ｂｌａｓｔ进行分析，验证克隆片段的正确性；基因
及蛋白质基本性质，ＯＲＦ查找和 ＯＲＦ翻译等借助

ＤＮＡＭＡＮ软件完成；利用ＣＬＵＳＴＡＬＸＩ．８１进行

０３
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序列多重比对；通过 ＭＥＧＡ　ｖｅｒｓｉｏｎ　５．０软件构建
进化树。

表１　引物列表

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ　ｏｆ　Ｐｒｉｍｅｒ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ　ｎａｍｅ
引物序列（５＇－３＇）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

中间片段克隆

Ｆ１
ＣＣＡＡＴＣＡＡＧＣＣＡＴＣ－
ＣＴＣＧ

Ｒ１
ＧＴＴＧＴＧＧＴＴＣＧＣＣＴＣ－
ＣＴＧ

ＧＳＰ１
ＴＡＧＧＧＡＣＡＧＧＴＣＴＣＧ－
ＴＡＧＡＡＡＴＧＣ

ＧＳＰ２
ＧＧＡＡＡＣＡＧＴＧＡＡＡＣ－
ＣＡＣＣＧＣＣＴＡＣＡ

ＧＳＰ３
ＣＡＣＣＣＧＣＴＴＴＴＣＧＣＴＴ－
ＧＡＣＴＧＧＴ

ＧＳＰ４
ＧＡＧＡＣＧＡＴ－
ＴＣＡＣＧＴＣＧＡＧＴＴＴＧ

ＲＡＣＥ扩增引物

５′ＲＡＣＥ　Ｏｕｔｅｒ
Ｐｒｉｍｅｒ

ＣＡＴＧＧＣＴＡＣＡＴＧＣＴＧＡ－
ＣＡＧＣＣＴＡ

５′ＲＡＣＥ　Ｉｎｎｅｒ
Ｐｒｉｍｅｒ

ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＣＡＧＣ－
ＣＴＡＣＴＧＡＴＧＡＴ－
ＣＡＧＴＣＧＡＴＧ

３′ＲＡＣＥ　Ｏｕｔｅｒ
Ｐｒｉｍｅｒ

ＴＡＣＣＧＴＣＧＴＴＣＣＡＣ－
ＴＡＧＴＧＡＴＴＴ

３′ＲＡＣＥ　Ｉｎｎｅｒ
Ｐｒｉｍｅｒ

ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣ－
ＴＡＧＴＧＡＴＴＴＣＡＣＴＡＴ－
ＡＧＧ

ｑＲＴ－ＰＣＲ引物
ｑＪｒＧＡＩ　Ｆ

ＡＧＣＧＡＡＣＣＡＣＡＡＣＧ－
ＧＡＣＣＡＧＴ

ｑＪｒＧＡＩ　Ｒ
ＡＣＣＴＴＧＴＣＣＴＧＡＴＴ－
ＧＣＴＣＡＣＧＧＡＴ

内参基因引物

１８ＳｒＲＮＡ　Ｆ
ＡＧＡＧＧＣＣＴＡＣＡＡＴＧ－
ＧＴＧＧＴＧ

１８ＳｒＲＮＡ　Ｒ
ＣＴＣＣＡＡＴＧＧＡＴＣ－
ＣＴＣＧＴＴＡ

１．２．４　ＪｒＧＡＩ基因在‘辽宁２号’中的组织特异性
表达分析　分叶取叶芽、混合芽、叶片、茎段、雄花和
果实为材料提取总ＲＮＡ，反转录合成ｃＤＮＡ。根据
已得到的ＪｒＧＡＩ基因全长设计实时荧光定量ＰＣＲ
引物（ｑＪｒＧＡＩ　Ｆ／Ｒ），以核桃的１８ＳｒＲＮＡ为内参基

因设计引物（见表１）。实时荧光定量分析按照

ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　ＥｘＴａｑＴＭ（ＴＡＫＡＲＡ）试剂中的说
明，在Ｌｉｇｈｔ　Ｃｙｃｌｅｒ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ扩增仪（Ｒｏｃｈｅ）

上完成。２０μＬ 完成反应体系为：ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ
（２Ｘ）１０．０μＬ，上游引物（１０μＭ）０．４μＬ，下游引物
（１０μＭ）０．４μＬ，ｃＤＮＡ　２．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　７．２μＬ，每
样本３次技术重复。采用两步法ＰＣＲ标准扩增程
序，以２－ΔΔＣＴ法进行定量数据分析。

２　结果与分析

２．１　‘辽宁２号’核桃ＪｒＧＡＩ基因ｃＤＮＡ全长的
克隆

根据ＮＣＢＩ数据库中公布的ＧＡＩ基因序列设
计兼并引物，以‘辽宁２号’核桃的叶片ｃＤＮＡ为模
板，通过 ＲＴ－ＰＣＲ克隆得到约４５０ｂｐ的中间片段
（图１Ａ），经Ｂｌａｓｔ比对后，显示其编码的氨基酸序
列与小金海棠和苹果的ＤＥＬＬＡ蛋白同源性最高，

分别为９２％和９１％。证明克隆到的序列为ＤＥＬＬＡ
蛋白编码基因的一部分。

利用５′ＲＡＣＥ基因特异性引物ＧＳＰ１／ＧＳＰ２进
行巢式ＰＣＲ扩增，得到一条长度为８３６ｂｐ的片段
（图１Ｂ），序列比对发现与中间片段有４９ｂｐ的重叠
区域。３′ＲＡＣＥ基因特异性引物ＧＳＰ３／ＧＳＰ４，进行
巢式ＰＣＲ扩增，得到一条长度在９９４ｂｐ的片段（图

１Ｃ），序列比对发现与中间片段有２３４ｂｐ的重叠区
域，且在３＇端有１２ｂｐ的ｐｏｌｙ　Ａ结构，具备一般ｃＤ－
ＮＡ序列３＇端的典型特征，可以确定为核桃ＤＥＬＬＡ
蛋白编码基因完整的３＇端ｃＤＮＡ序列。

将上述３个片段的序列根据重叠区进行拼接得
到ＪｒＧＡＩ基因的全长。核桃ＪｒＧＡＩ基因的ｃＤＮＡ
全长为２　３６１ｂｐ，包含１５８ｂｐ的５＇ＵＴＲ区，３４９ｂｐ
３′ＵＴＲ区及１２ｂｐ的ｐｏｌｙ　Ａ。

Ｍ．Ｍａｋｅｒ；Ａ．ＪｒＧＡＩ基因片段扩增产物；Ｂ．５＇ＲＡＣＥ扩增产物；Ｃ．３＇ＲＡＣＥ扩增产物

图１　核桃ＪｒＧＡＩ基因扩增电泳图

Ｆｉｇ．１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＪｒＧＡＩｆｒｏｍ　ｗａｌｎｕｔ

１３
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２．２　ＪｒＧＡＩ基因的生物信息学分析
利用ＤＮＡＭＡＮ软件进行全长序列的分析，结

果如图２显示：ｃＤＮＡ全长２　３６１ｂｐ，编码区序列长
度为１　８４２ｂｐ，起始密码子为 ＡＴＧ，终止密码子为

ＴＧＡ，推测其编码的ＤＥＬＬＡ蛋白包含６１３个氨基
酸，分子量为６６．７８ｋＤａ。序列分析发现在 Ｎ端存
在ＤＥＬＬＡ和ＴＶＨＹＮＰ　２个非常保守的酸性结构
域，中部有 ＲＫＶＡＴＹＦＧＬＡＲＲ结构域、ＶＨＩＩＤ结
构域和亮氨酸重复序列ＬＺ在Ｃ端有类似ＳＨ２结

构域、ＲＶＥＲ和ＳＡＷ 结构域。

ＮＣＢＩ蛋白序列比对结果显示：ＪｒＧＡＩ基因的
氨基酸序列与杨树（ＸＰ＿００２３１２４５０．２）编码的氨基
酸同源性为 ７８％，与杜梨（ＡＢＬ６１２７０．１）、苹果
（ＡＤＷ８５８０５．１）和葡萄（ＡＥＫ０６２２９．１）ＧＡＩ基因编
码的 氨 基 酸 同 源 性 均 为 ７２％，与 烟 草 （ＸＰ＿

００９７８９０７６．１）、拟南芥（ＣＡＡ７５４９２．１）的ＧＡＩ基因
编码的氨基酸序列同源性较低为６７％。通过ＤＮＡ－
ＭＡＮ进行多重序列比对总体同源性达到７２％。

２３



　第１期 宋晓波等：‘辽宁２号’ＤＥＬＬＡ蛋白编码基因的克隆及表达分析

图２　核桃ＤＥＬＬＡ蛋白与其他ＤＥＬＬＡ蛋白多重序列比对

Ｆｉｇ．２　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ＪｒＤＥＬＬＡ　ｗｉｔｈ　ｏｔｈｅｒ　ＤＥＬＬＡ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ

　　利用 ＭＥＧＡ５．０软件，选取核桃的ＤＥＬＬＡ蛋

白与数据库中已登录的８种高等植物的ＤＥＬＬＡ蛋

白进行系统进化树的构建（图３）。系统进化关系分

析结果显示：核桃的ＤＥＬＬＡ蛋白单独聚为一支，并

且与蔷薇科的苹果、杜梨以及杨柳科的杨树亲缘关

系较近。

图３　ＤＥＬＬＡ蛋白的系统进化分析

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ＪｒＤＥＬＬＡ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｗｉｔｈ

ｋｎｏｗｎ　ＤＥＬＬＡ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２．３　ＪｒＧＡＩ基因在‘辽宁２号’中的组织特异性表
达分析

实时荧光定量ＰＣＲ结果显示，ＪｒＧＡＩ基因在
‘辽宁２号’核桃的叶芽、混合芽、叶片、雄花、茎段和

果实中均有表达，相对于生长活跃的组织来说，

ＪｒＧＡＩ基因在休眠期的组织中具有更高的表达量，

其中以休眠期的混合芽中的表达量最高（图４）。

　　ａ．叶片；ｂ．雄花；ｃ．混合芽；ｄ．叶芽；ｅ．果实；ｆ．茎段
图４　ＪｒＧＡＩ基因在‘辽宁２号’核桃不同组织中的表达分析

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＪｒＧＡＩｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｓｓｕｅｓ　ｏｆ‘Ｌｉａｏｎｉｎｇ　２’ｂｙ　ｑＲＴ－ＰＣＲ　ｗｉｔｈ　１８ＳＲＲＮＡ　ａｓ　ｃｏｎｔｒｏｌ

３　讨论

核桃在植物学和树木分类学中被定义为高大乔

木，自然生长情况下，成年树体高度可达２５～３０
ｍ［２］，即使经过高强度栽培措施也只能控制在６ｍ
左右。导致栽培管理困难，树冠郁闭，影响通风透
光，果实品质差，经济效益低。因此核桃矮化品种和
核桃矮化砧木的选育工作就显得尤为重要。但是由
于复杂的遗传背景和较长的童期，矮化育种工作进
展缓慢。对于果树矮化机理的研究也大多集中在生
理生化指标和解剖结构与树体生长势的关系

上［１６，１７］。本研究以矮化型核桃品种‘辽宁２号’为
材料克隆了ＪｒＧＡＩ基因的ｃＤＮＡ全长。氨基酸序
列通过分析发现‘辽宁２号’ＪｒＧＡＩ基因编码的

ＤＥＬＬＡ蛋白与拟南芥［１２］、水稻［１８］、葡萄［１４］和苹
果［１９］等多个物种的 ＤＥＬＬＡ蛋白具有较高的同源
性，且具有 ＤＥＬＬＡ家族蛋白完整的功能结构域。

因此推测，‘辽宁２号’并不是ＤＥＬＬＡ蛋白突变导
致的赤霉素不敏感型矮化突变体，但ＪｒＧＡＩ基因的
获得能够为核桃矮化分子机理的研究提供良好的基

因资源。

实时荧光定量ＰＣＲ分析表明，ＪｒＧＡＩ基因在
‘辽宁２号’的叶芽、混合芽、叶片、雄花、茎尖和果实
中普遍表达，其中混合芽中的表达量最高。这一结
果同甜樱桃［２０］和苹果［１９，２１］中的表达结果一致。赤
霉素在植物的生长发育过程中具有相反的双重作

用：一方面赤霉素能够促进植物从营养生长向生殖
生长的转变，同时又具有抑制花芽分化的作用［２２］。

因此推测‘辽宁２号’混合花芽中ＪｒＧＡＩ基因的高
表达可能与该品种较短的童期以及高侧花芽比率相

关，较早的进入结果期，同时较大果实负载量对营养
生长的抑制也是导致该品种矮化性状的一个重要

原因。

本研究以短枝、矮化型核桃品种‘辽宁２号’为
试材，分离出ＤＥＬＬＡ蛋白的编码基因。下一步将
继续研究该基因在不同类型核桃品种和树体，不同
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发育时期的表达模式，以及赤霉素信号转导通路中
其他关键因子克隆，以期更深入的探索‘辽宁２号’

矮化性状的分子机理，进一步为核桃矮化品种和矮
化砧木的选育奠定基础。
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