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灰毡毛忍冬AP1同源基因的克隆及互作蛋白鉴定
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摘要: MADS-box家族基因是一类十分重要的转录调控基因, 在植物的整个生长发育过程中发挥重要作用。其

中家族成员APETALA1 (AP1) 基因不仅在植物开花转变过程中发挥调控作用, 还控制着花器官的特征发育。灰毡

毛忍冬以干燥花蕾和初开的花入药, 因此研究AP1基因参与调控灰毡毛忍冬花器官发育的潜在机制可以为分子手

段提高其药用价值提供基础。本研究采用逆转录PCR (RT-PCR) 对AP1同源基因的 cDNA全长进行扩增, 并将其命

名为LmMADS4。结果显示, LmMADS4基因CDS序列长 729 bp, 编码 242个氨基酸, 且LmMADS4蛋白不含信号肽, 

无跨膜结构, 为不稳定的亲水性蛋白。通过序列比对及系统进化分析, LmMADS4与忍冬MADS27蛋白聚为一类, 

亲缘关系最近。最后利用实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应 (qRT-PCR)、酵母双杂交技术对LmMADS4基因的表

达模式、蛋白间的相互作用进行了分析。qRT-PCR 结果表明, LmMADS4基因在灰毡毛忍冬花蕾型龙花和野生型白

云的茎、叶以及花蕾不同发育时期均有差异表达; 其中 LmMADS4基因主要在龙花和白云生殖器官花蕾中高表达, 

且随着灰毡毛忍冬花蕾的发育, LmMADS4基因在花蕾型品种龙花中呈现持续上调表达的趋势, 而在白云花蕾末期

的表达水平较花蕾晚期有所降低, 但差异不显著。酵母双杂交结果表明, 构建的诱饵载体 pGBKT7-LmMADS4对酵

母菌株无毒性,也无自激活活性, LmMADS4蛋白与LmSVP1蛋白、LmSVP3蛋白和LmSOC1s蛋白间均存在相互作

用。该研究可为分子层面探索灰毡毛忍冬蕾期长和花冠不展开的作用机制以及品种改良提供理论依据。
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Abstract: The MADS-box gene family is a very important transcriptional regulator gene, which plays a role in 

the whole growth and development process of plants. The APETALA1 (AP1) gene is considered to play an 

important regulatory role in the transformation of plant flowering, but also to control the characteristic 

development of floral organs. Lonicera macranthoides is used as medicine with dry buds and early flowers. 

Therefore, studying the potential mechanism of AP1 gene in regulating flower organ development can provide a 

basis for improving its medicinal value by molecular means. To explore the potential mechanism of the AP1 gene 

收稿日期: 2024-04-26;     修回日期: 2024-06-05.

基金项目: 国家自然科学基金项目 (82304683); 湖南省自然科学基金项目(2022JJ30326); 湖南省重大科技创新平台项目 (2023PT1001).

*通讯作者Tel: 13873167001, E-mail: ma_yingzi@163.com;

Tel: 13787296671, E-mail: liusisi274@126.com;

Tel: 18244105375, E-mail: 2351643604@qq.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2024-0405

·· 2880



俞亚欣等: 灰毡毛忍冬AP1同源基因的克隆及互作蛋白鉴定

in the regulation of floral organ development in L. macranthoides, the full-length cDNA of the AP1 was cloned by 

reverse transcription PCR (RT-PCR) and named LmMADS4. The results show that the CDS of the LmMADS4 gene 

is 729 bp and encodes 242 amino acids, and the LmMADS4 protein contains no signal peptide and no 

transmembrane structure, which is an unstable hydrophilic protein. Through homologous sequence alignment and 

phylogenetic analysis, LmMADS4 and L. japonica MADS27 protein cluster into one class and are closely related. 

Finally, the expression pattern and protein interaction pattern of LmMADS4 were analyzed by real-time reverse 

transcription-PCR (qRT-PCR) and yeast two-hybrid technology. The qRT-PCR showed that LmMADS4 gene was 

differentially expressed in the stems, leaves and flower bud at different developmental stages, including bud type 

variety Longhua and common variety Baiyun; and LmMADS4 gene was highly expressed in the flower buds, and 

with the development of flower buds, LmMADS4 gene was continuously up-regulated in the flower bud variety 

Longhua, however, the expression level of LmMADS4 in the Baiyun terminal flower bud was lower than that in the 

late flower bud, but the difference was not significant. The yeast two-hybrid results showed that the bait vector 

pGBKT7-LmMADS4 was not toxic to yeast strains and had no self-activating activity. LmMADS4 protein 

interacted with LmSVP1, LmSVP3 and LmSOC1s proteins. This study can provide a theoretical basis for 

exploring the mechanism of long flower bud stage and corolla non-unfolding at the molecular level and variety 

improvement of L. macranthoides.
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灰毡毛忍冬 (Lonicera macranthoides Hand.-Mazz.) 

为忍冬科 (Caprifoliaceae) 忍冬属 (Lonicera) 多年生常

绿藤本或小灌木, 以干燥花蕾或初开的花入药, 是中药

山银花的基源植物之一。其味甘、性寒, 具有清热解

毒、疏散风热的功效, 主要用于治疗痈肿疔疮、喉痹、丹

毒、热毒血痢、风热感冒、温病发热等病症[1]。现代研

究证明, 灰毡毛忍冬含有绿原酸、木犀草苷、皂苷等药

理活性成分, 具有抗菌、抗内毒素、加强免疫、保肝、降

血脂等作用[2,3], 广泛应用于制药、食品、化妆品等领域, 

具有广阔的开发潜力。普通灰毡毛忍冬花冠展开、花

蕾不整齐且蕾期短, 不便于花蕾采摘, 极易造成其产量

和品质的降低, 不利于实际生产。但 20 世纪 90 年代

末, 有研究者[4]选育出了花蕾型灰毡毛忍冬, 该品种表

现为花期花冠一直不展开, 花蕾整齐均匀呈棒状, 花期

可长达 20余天。花蕾型灰毡毛忍冬的优良性状更契

合实际生产需求, 因此解析花蕾型灰毡毛忍冬优良性

状背后的分子调控机制具有重要意义。

MADS-box基因家族在植物体中是一类生物功能

丰富的转录调控基因, 控制着植物不同组织器官的形

态发生与生长发育, 如花器官发育、开花时间的调节、

根系和果实的生长调控等[5,6]。APETALA1 (AP1) 为

MIKCC型 MADS-box 家族基因 , 与 FUL (FRUITFULL) 

和CAL (CAULIFLOWER) 基因同属于SQUA亚家族, 是

植物所特有的MADS-box基因, 在花器官的发育调控中

起着重要作用[7]。目前已从苹果 (Malus pumila)[8]、杧果 

(Mangifera indica) [9]、陆地棉 (Gossypium hirsutum) [10]、

蝴蝶兰 (Phalaenopsis aphrodite)[11]、莲瓣兰 (Cymbidium 

tortisepalum) [12]、菊花 (Chrysanthemum morifolium) [13]、

茶树 (Camellia sinensis)[14]等多个物种中成功分离并进

行了功能分析。研究表明, AP1基因具有双重功能, 既

是花分生组织特征基因, 调控花序分生组织向花分生

组织转变, 又属于花器官形态特征基因, 控制花萼和花

瓣的正常发育[15-17]。花的形成需要大量成花基因在特

定时空进行表达, 并相互作用形成精细的调控网络来

实现[18]。成花相关基因 SVP (short vegetative phase)、

SOC1 (suppressor of overexpression of constans 1) 为控

制开花时间的基因, 均属于MADS-box基因, 参与花分

生组织起始, 但在控制花分生组织的转化方面作用相

反[19]。在拟南芥成花调控网络中, 两者都与花分生组

织特征基因 AP1 有着密切关系。如 AP1 基因可抑制

SVP、SOC1表达, 从而调控下游成花相关基因的表达[20]。

而在 FLC (FLOWERING LOCUS C) 基因参与的成花

调控途径中, FLC也参与调控下游 SOC1基因的表达, 

从而调控植物开花[21], 这与AP1基因功能具有相似性。

而在灰毡毛忍冬中这几种蛋白间的互作关系尚不明确。

鉴于 AP1 基因在花瓣发育中的重要调控作用 , 

Peng等[4]已从另一花蕾型灰毡毛忍冬品种湘蕾中克隆

得到 Lm-XL-AP1基因, 并进行了初步的生物信息学分

析, 为本研究提供了一定的参考。本研究基于课题组

前期获得的花蕾型灰毡毛忍冬龙花品种的转录组数

据, 从中克隆得到AP1同源基因 LmMADS4, 并对其进

行了生物信息学、实时荧光定量PCR, 同时进一步开展

了酵母双杂交实验, 鉴定其与植物成花关键促进因子

LmSOC1、关键抑制因子 LmSVP 和 LmFLC 蛋白间的

相互作用, 初步探讨了 LmMADS4基因在灰毡毛忍冬

花器官发育中行使的生物学功能。
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材料与方法

植物材料 本研究所用的灰毡毛忍冬龙花、白云

植株均采自湖南省林业科学院试验林场。随机选择 3

株生长健壮、无病虫害的植株, 分别采集其幼叶、成熟

叶和茎以及不同发育时期的花蕾, 液氮速冻, 保存于 

 −80 ℃超低温冰箱备用。

试剂、菌株和载体 EASYspin Plus多糖多酚复杂

植物 RNA 快速提取试剂盒 (Lot: 341824)、琼脂糖凝

胶纯化回收试剂盒 (Cat: DR01)、无内毒素质粒小量快

速提取试剂盒 (Cat: PL04)、Zero Back-ground pTOPO-

TA/Blunt Simple Cloning Vector (Lot: 332331AX) 购自

北京艾德莱生物科技有限公司; HiScript III 1st Strand 

cDNA Synthesis Kit (+gDNA wiper) (Lot: 7E652J2)、

Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase (Lot: 

7E691J2)、DL2000 Plus DNA Marker (Lot: 027E2213

CA)、ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix (Lot: 

7E712G3)、ClonExpress II One Step Cloning Kit (Lot: 

7E67212) 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司; 限

制性内切酶 EcoR I (Lot: AM60745A)、BamH I (Lot: 

AM32619A) 和Pst I (Lot: AM51218A) 购自宝日医生物

技术有限公司; 大肠杆菌Trans5α感受态细胞购自北京

全式金生物; Y2HGold酵母感受态细胞 (Lot: YC1002) 

购自上海唯地生物技术有限公司; α-半乳糖苷酶显色

底物 (X-α-Gal, Lot: SL331428100)、金担子素 A (AbA, 

Lot: CA2332G)、SD/-Trp 培养基 (Lot: PM331140120)、

SD/-Leu/-Trp 培 养 基 (Lot: PM331231120)、SD/-Leu/   

 -Trp/-His/-Ade 固体培养基 (Lot: PM322223140)、琼

脂粉 (Lot: CA 331436200)、pGBKT7 Cloning Vector, 

pGADT7 Cloning Vector, pGBKT7-53 Control Vector, 

pGBKT7-Lam Control Vector 和 pGADT7-T Control 

Vector (Lot: SL33151601) 均购自北京酷莱搏科技有限

公司。

仪器 QuantStudio6 Flex 荧光定量 PCR 仪 (美国

Life Technology 公司); Bio-Tek 酶标仪 (美国 Bio-Tek

公司); Veriti 96 Well Thermal Cycler PCR 仪 ( 美国 

Themo Fisher Scientific公司); Centrifuge 5424R高速冷

冻离心机 (德国 Eppendorf 公司); DYY-8C 型电泳仪 

(北京六一生物科技有限公司)。

总RNA提取与 cDNA合成 分别取 100 mg灰毡

毛忍冬花蕾、叶片、茎组织样品在液氮中研磨 , 按照

EASYspin Plus多糖多酚复杂植物RNA快速提取试剂

盒操作说明提取各样品的总RNA。利用 1.0%的琼脂

糖凝胶电泳检测总 RNA 的完整性, Bio-Tek酶标仪测

定总 RNA 的纯度和浓度。选取完整性好、纯度高的

RNA 样品为模板 , 按照 HiScript III 1st Strand cDNA 

Synthesis Kit (+gDNA wiper) 操作说明 , 逆转录合成

cDNA, 保存于−20 ℃冰箱备用。

LmMADS4基因克隆 根据本课题组灰毡毛忍冬

转录组数据库获取花发育相关MADS-box基因的序列, 

利用 Primer Premier 6.0软件设计特异性扩增引物, 引

物序列为 F: 5′-GGAAACACAAACTCAAACGCAAA 

CA-3′ 和 R: 5′-CCTCTCTTCTTCTGCTTGTCCTTGG-

3′。以花蕾 cDNA为模板, 进行 PCR扩增, 克隆AP1同

源基因的 cDNA 全长序列。 PCR 反应体系为 : 2×

Phanta Max Buffer 12.5 μL, dNTP Mix 0.5 μL, 引物各

1.0 μL, Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase 

0.5 μL, cDNA 模板 1.5 μL, 补 ddH2O 至 25.0 μL。PCR

反应条件 : 95 ℃ 3 min; 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 15 s, 72 ℃ 

1 min, 35个循环; 72 ℃ 5 min; 4 ℃保持。PCR产物进

行 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测, 对目的条带进行切胶回

收。将胶回收产物与 pTOPO载体混合, 在 37 ℃条件

下连接 5 min。连接产物转入大肠杆菌 Trans5α感受

态 , 取 100 μL 菌液涂布在含有氨苄青霉素 (Amp) 的

LB固体培养基平板上, 37 ℃倒置培养过夜。挑取单

克隆置于 1 mL LB液体培养基中, 振荡培养 5 h, 进行

PCR鉴定筛选阳性克隆, 送至北京擎科生物科技股份

有限公司测序。

LmMADS4基因的生物信息学分析 参照Li[22]的

方法, 分析 LmMADS4基因编码氨基酸的基本理化性

质、亲水性、跨膜结构域、信号肽、磷酸化位点以及

二、三级结构, 预测亚细胞定位情况; 并通过NCBI网

站CD-Search分析其保守结构域; 利用NCBI的 blast P

搜索相似蛋白 , 下载同源性较高的蛋白序列 , 运用

DNAMAN软件对灰毡毛忍冬LmMADS4与其他物种

AP1 蛋白进行序列对比分析 ; 借助 MEGA-X 中的

Neighbor-Joining法构建系统进化树。

LmMADS4基因的表达模式分析 根据扩增得到

的 LmMADS4基因的全长 cDNA 序列, 利用 Primer 6.0

软件设计 qRT-PCR 特异性引物 , 引物序列如下表 1。

选择 18S rRNA 作为内参基因[23], 使用 QuantStudio 6 

Flex 仪器进行基因表达分析 , qRT-PCR 体系为 : 2×

ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 10.0 μL、引

物各 0.4 μL、cDNA 1.0 μL、ddH2O 8.2 μL, 总体积

20.0 μL。根据 2-ΔΔCt法计算 LmMADS4 基因在不同品

种、不同发育时期的花蕾、叶和茎中的相对表达量, 并

用 t检验法进行差异显著性分析。

酵母双杂交载体构建、诱饵载体的毒性检测及自

激活检测 根据 ClonExpress II One Step Cloning Kit 

操作说明, 通过同源重组将 LmMADS4基因的编码区 

(CDS 区)、候选互作蛋白基因 (LmSVPs、LmSOC1s、
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LmFLC) CDS 片段分别连接至诱饵载体 pGBKT7 (酶

切位点: EcoR I 和 BamH I)、猎物载体 pGADT7 (酶切

位点 : EcoR I 和 Pst I), 将重组产物转化至大肠杆菌

Trans5α感受态, 并筛选阳性单克隆鉴定测序。将测序

结果正确的菌液进行扩大培养, 提取质粒备用。将转

化pGBKT7空质粒和转化pGBKT7-LmMADS4质粒的

Y2HGold酵母菌液 (100 µL, A600调至 0.002) 分别涂布

在 SD/-Trp固体培养基平板上, 30 ℃倒置培养 3～5 d, 

观察两种酵母菌的生长状况以判断诱饵载体是否对酵

母菌株产生毒性。将 pGBKT7-LmMADS4 质粒和

pGADT7空质粒共转化至Y2HGold感受态, 挑取新鲜

的单菌落 (2～3 mm) 溶于无菌水中 (A600调至 0.002), 

按浓度梯度稀释为 100、10-1、10-2、10-3, 梯度稀释后等体

积 (5 µL) 同 时 点 板 于 SD/-Leu/-Trp 和 SD/-Trp/   

 -Leu/-Ade/-His营养缺陷型培养基中, 观察并记录菌落

生长状况以判断诱饵蛋白是否具有自激活活性。

酵母双杂交验证互作 将 pGBKT7-gene 质粒和

pGADT7-gene 质粒按组合共转化至酵母 Y2HGold 感

受态。以存在互作的蛋白 pGBKT7-53 和 pGADT7-T

为阳性对照 , 两个没有互作的蛋白 pGBKT7-Lam 和

pGADT7-T为阴性对照。涂布于 SD/-Leu/-Trp固体培

养基上, 30 ℃培养 3 d。挑取酵母单菌落、阳性对照和

阴性对照 , 接种于 SD/-Leu/-Trp 液体培养基 , 30 ℃ 

180 r·min-1振荡培养至 A600为 0.2, 取 5 µL 浓度为 100、

10-1、10-2、10-3的菌液分别滴于SD/-Leu/-Trp和SD/-Trp/  

 -Leu/-Ade/-His/Aba平板上, 30 ℃倒置培养 3 d, 观察酵

母菌生长状况。

结果与分析

1　LmMADS4基因克隆

以灰毡毛忍冬龙花花蕾 cDNA 为模板 , 采用 RT-

PCR法对 AP1同源基因的 cDNA全长进行扩增, 得到

一条大小在 1 000 bp左右的条带 (图 1)。PCR扩增产

物经胶回收后连接至 pTOPO载体, 连接产物转化大肠

杆菌并送测序, 结果与转录组测得序列一致, 将其命名

为 LmMADS4。LmMADS4 基因序列长度为 1 107 bp, 

CDS序列长 729 bp, 编码 242个氨基酸, 基因登录号为

PP235953。

2　LmMADS4基因编码蛋白的生物信息学分析

ProtParam预测在LmMADS4基因编码氨基酸中, 含

量较高的为亮氨酸, 蛋白分子式为C1215H1955N357O379S11, 

相对分子质量为27 980.71, 理论等电点为7.64; 不稳定

系数为 66.05, 亲水性平均系数为−0.774, 为不稳定的

亲水性蛋白; LmMADS4蛋白带正电残基 (Arg+Lys) 为

35, 带负电残基 (Asp+Glu) 为 34。TMHMM分析发现

LmMADS4蛋白无跨膜结构, 为非跨膜蛋白。Signal P

预测发现LmMADS4蛋白不含信号肽, 亚细胞定位在细

胞核中。利用CD-Search分析LmMADS4蛋白功能结

构域, 结果表明LmMADS4蛋白具有MADS-box基因家

族共有的 MADS 结构域和 K-box 结构域 , LmMADS4

第 2～79 个氨基酸为 MADS 结构域 , 第 84～169 个氨

基酸为 K-box 结构域 ; 通过 Netphos 3.1 server 预测

LmMADS4 蛋白的磷酸化位点 , 结果显示 LmMADS4

蛋白可能发生磷酸化的位点有 21 个, 包括 14 个丝氨

酸 (Ser) 位点、4个苏氨酸 (Thr) 位点、3个酪氨酸 (Tyr) 

位点。

使用 SOMPA软件预测LmMADS4蛋白的二级结

构 , 结果显示 LmMADS4 蛋白由 139 个 α -螺旋、8 个

β-转角、69 个无规则卷曲和 26 个延伸链结构组成 , 

占比分别为 57.44%、3.31%、28.51%和 10.74% (图 2A), 

α-螺旋是主要组成元件。使用 SWISS MODEL 构建

LmMADS4蛋白的三级结构 (图2B)。

3　LmMADS4基因序列比对与系统进化分析

将 LmMADS4基因编码氨基酸序列与其他植物的

氨基酸序列进行多重比对 (图3), 结果显示, LmMADS4

蛋白与金银花LjMADS27的相似性最高, 高达98.35%; 

而与拟南芥 AtAP1 的相似性为 69.53%。为了进一步

确定LmMADS4蛋白与其他物种的进化关系, 将其氨

基酸序列在NCBI上比对, 选取同源性高的物种的AP1

同源蛋白, 利用MEGA11.0进行多序列比对并构建进

化树。结果显示 (图 4), 克隆的 LmMADS4 与金银花

Table 1　Primers for real-time quantitative PCR

Primer name

LmMADS4-qF

LmMADS4-qR

18S rRNA-qF

18S rRNA-qR

Sequence (5′-3′)

TGCCGAGGTCGCTTTGATTGTTT

GCTCAACGTGTCCAGATCTTCCC

CTTCGGGATCGGAGTAATGA

GCGGAGTCCTAGAAGCAACA

Figure 1　 PCR amplification products of LmMADS4 gene. M: 

2 000 bp DNA marker; 1, 2: LmMADS4
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LjMADS27蛋白聚为一类, 亲缘关系最近。

4　LmMADS4基因的表达模式分析

以灰毡毛忍冬 18S rRNA为内参基因, 进行实时荧

光定量PCR, 比较研究了LmMADS4基因在花蕾型品种

龙花与普通品种白云的嫩叶、成熟叶和茎以及花蕾不

同发育期的相对表达量, 并进行了差异显著性分析。由

图 5A、B可知, 灰毡毛忍冬LmMADS4基因主要在龙花

和白云生殖器官花蕾中表达, 在营养器官嫩叶、成熟叶

Figure 2　Predicted structure of LmMADS4 protein. A: Secondary structure of LmMADS4 protein (blue: α Helix; red: Extended strand; 

purple: Random coil; green: β Turn); B: Three tertiary structure of LmMADS4 protein

Figure 3　Alignment of AP1 homology sequences in different species
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和茎中也有所表达, 但表达量较低。这说明LmMADS4

基因在灰毡毛忍冬花蕾发育过程中发挥了重要作用, 

与 AP1 同源基因参与花器官发育过程相一致。由图

5C、D 可知 , 随着灰毡毛忍冬花蕾的发育 , LmMADS4

基因在花蕾型品种龙花中呈现出持续上调表达的趋

势, 其表达量在花蕾末期 (Lm4) 达到最高峰值, 而在

普通品种白云花蕾末期 (Lm4) 的表达水平较花蕾晚

期 (Lm3) 有所降低 , 但差异不显著。且从整体来看 , 

花蕾型品种龙花中 LmMADS4基因表达量高于普通品

种白云。

5　pGBKT7-LmMADS4的毒性检测及自激活检测

将 pGBKT7空质粒和构建的诱饵质粒分别转化至

Figure 5　Expression patterns of LmMADS4 at different organs and stages of L. macranthoides. A, B: At different organs of Longhua and 

Baiyun. C, D: At different flower bud development stages of Longhua and Baiyun (Lm1: Early stage; Lm2: Mid-stage; Lm3: Late stage; 

Lm4: Terminal stage). n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01

Figure 4　 Phylogenetic evolution of LmMADS4 and other plant AP1 homologous proteins. The accession number for each protein in 

phylogenetic tree are as follows: LmMADS4, Lonicera macranthiodes (PP235953); Lm-XL-AP1, L. macranthiodes (ASC49546.1); LmAP1, 

L. macranthiodes (ASM90855.1); LjMADS27, L. japonica (WAO97430.1); PgMADS4, Panax ginseng (BAK20019.1); DlAP1, Diospyros 

lotus (XP_052184583.1); ClAP1, Camellia lanceoleosa (KAI8024541.1); MoAP1, Malania oleifera (XP_057961538.1); VvAP1, Vitis 

vinifera (NP_001268210.1); VrAP1, V. riparia (XP_034699499.1); PvAP1, Plukenetia volubilis (ANA05340.1); RcAP1, Ricinus communis 

(XP_002512051.2); MeAP1, Manihot esculent (XP_021623236.1); HbAP1, Hevea brasiliensis (XP_021684191.2); ZjCAL, Ziziphus jujuba 

var. Spinosa (XP_048317859.1); CaAP1, Corylus avellana (XP_059447741.1); CpCAL, Carica papaya (XP_021910321.1); GhMADS23, 

Gossypium hirsutum (AET74058.1); GaAP1, G. arboretum (XP_017618710.1); AtAP1, Arabidopsis thaliana (NC_003070.9); IgAP1, 

Impatiens glandulifera (XP_047323111.1)
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Y2HGold 酵母感受态 , 涂布于 SD/-Trp 固体培养基平

板上培养 3 d, 结果发现, 诱饵酵母与空载体酵母的生

长速度相似, 菌落形态正常, 说明构建的诱饵质粒酵母

菌株无毒性。

自激活检测结果显示, 转入pGBKT7-LmMADS4+

pGADT7的菌株、pGBKT7-53+pGADT7 (阳性对照) 以

及 pGBKT7-Lam+pGADT7 (阴性对照) 均能在二缺

SD/-Leu/-Trp 固体培养基上长出白色菌落 ; 而在

SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade平板上只有阳性对照能够正常

生长, 阴性对照、pGBKT7-LmMADS4和 pGADT7的菌

株不能生长, 说明诱饵在酵母菌株中不能激活报告基

因的表达, 无自激活活性。

6　酵母双杂交验证

克隆 7 个候选互作蛋白的 CDS 序列 , 连接至

pGADT7 载体 , 构建酵母双杂交猎物载体 pGADT7-

LmSVPs、pGADT7-LmSOC1s、pGADT7-LmFLC 和 

pGADT7-LmMADS4。随后将构建的猎物载体分

别 与诱饵载体 pGBKT7-LmMADS4 共转化至酵母

Y2HGold 感受态中 , 并在 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/X-

α-Gal/AbA平板上验证LmMADS4蛋白与其他蛋白之

间的相互作用模式。结果显示 (图6), 所有二倍体酵母

均能在 SD/-Leu/-Trp 固体培养基上长出白色菌落, 说

明诱饵质粒和猎物质粒成功转化至酵母菌株中。

SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/X-α-Gal/AbA平板上, 阳性对照、

转化 pGBKT7-LmMADS4 质粒和 pGADT7-LmSVP1

质 粒 、转 化 pGBKT7-LmMADS4 质 粒 和 pGADT7-

LmSVP3质粒、转化 pGBKT7-LmMADS4和 pGADT7-

LmSOC1s 质粒以及转化 pGBKT7-LmMADS4 质粒和

pGADT7-LmMADS4质粒的酵母菌株能正常生长, 并

能水解X-α-Gal, 从而使菌斑呈现蓝色, 说明LmMADS4

蛋白与 LmSVP1、LmSVP3、LmSOC1-1 和 LmSOC1-2

蛋白之间均存在互作关系, 与LmSVP2和LmFLC不存

在相互作用。除此之外, LmMADS4蛋白自身还可以

形成同源二聚体。

讨论

本研究从灰毡毛忍冬中克隆得到一个AP1同源基

因 LmMADS4。生物信息学分析证明该基因具有

MADS-box基因家族典型结构域, 属于MADS-box家族

基因。多序列比对及系统进化分析表明, LmMADS4

与其他物种AP1蛋白序列的一致性较高, 因此推测不

同物种中AP1同源基因序列可能具有相似的功能。将

LmMADS4 与另一花蕾型品种湘蕾中克隆得到的

Lm-XL-AP1基因进行基因序列比对发现, 两基因除 5 ′

与 3′端存在差异外 , 其 CDS 区个别碱基也存在差异 , 

这使得两基因编码的氨基酸序列中大约存在 43个氨

基酸不一致。推测造成这种差异的一种原因可能是品

种差异导致的; 另一种原因则有可能是同一基因在编

码过程中发生了可变剪切而得到了不同的转录本。

AP1同源基因在开花植物中广泛存在, 目前, AP1同源

基因已从许多物种中克隆出来并进行了时空表达分

析, 该同源基因在很多植物成花发育和花器官形成过

Figure 6　Yeast two-hybrid verification
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程中发挥主导作用。但是研究表明, AP1同源基因在

不同植物中的表达模式存在差异。拟南芥AtAP1基因

在花萼和花瓣中表达, 在雌蕊、雄蕊和营养器官中均不

表达[24]。银缕梅PsuAP1在花和果实中大量表达, 并且

在花发育不同时期的表达水平存在明显差异 , 说明

PsuAP1 参与了银缕梅花器官的发育[25]。荷花 NeAP1

基因在根、茎、叶和花中均有表达, 但在花中的表达量

最高[26]。红花玉兰MamuAP1在苞片、花被片、雄蕊和

心皮等花器官以及叶中均有表达, 在苞片中表达水平

最高 , 且 MamuAP1 随着各轮花器官的发育而持续表

达[27]。基因的表达量与功能密切相关, AP1基因在花

中的高表达以及在花发育过程中的差异表达 , 说明

AP1同源基因在调控花器官发育过程中发挥着至关重

要的作用。

本研究对灰毡毛忍冬AP1同源基因 LmMADS4在

不同组织部位和花蕾发育不同阶段的表达模式进行了

分析, 结果表明 LmMADS4基因在两个灰毡毛忍冬品

种的花蕾中呈现高表达, 在营养器官茎和叶中则低表

达, 这与前人的研究结果一致。已有研究表明在建兰 

(Cymbidium ensifolium)、芍药 (Paeonia lactiflora Pall.) 

以及菊花 (Chrysanthemum morifolium) 等中, AP1基因

在花芽中的表达量均高于其他器官组织, 尤其在花芽

分化的初期阶段[28-30]。由此推测 LmMADS4参与灰毡

毛忍冬花器官发育过程。在花蕾发育的不同阶段中, 

LmMADS4基因在花蕾型品种龙花花蕾末期依然上调

表达, 而在普通品种白云花蕾末期的表达量有所下降, 

推测花蕾品种 LmMADS4 表达量的峰值较普通品种

晚, 可能与花蕾型品种蕾期长、花冠不展开等性状的产

生有关。但仅根据灰毡毛忍冬 LmMADS4的表达特征

尚无法获取更多有关其参与调控花发育过程的信息, 

其具体功能还有待深入研究。

已有研究表明, 花分生组织和花器官发育决定因

子 AP1会结合到 SVP和 SOC1基因的启动子 CArG 片

段上, 抑制它们的表达, 从而调控花器官的正常发育。

而 SOC1 和 SVP 也会通过结合 AP1 的启动子来抑制

AP1的表达[31,32]。在花分生组织形成时, SOC1、SVP蛋

白会通过与 AP1、LUG (LEUNIG) 和 SEU (staphylo‐

coccal enterotoxin U) 形成复合物或直接阻碍花器官发

育ABCDE模型中的B类基因和C类基因的表达, 从而

抑制植物的成花转变 , 但是这个抑制过程需要依赖

SEP3基因[20]。与拟南芥研究结果相似, 本研究中的酵

母双杂交实验表明 , 灰毡毛忍冬 LmMADS4 蛋白与

LmSVP1、LmSVP3、LmSOC1-1和LmSOC1-2蛋白之间

均存在互作关系, 但与LmSVP2和LmFLC不存在相互

作用。结合荧光定量分析结果 , LmMADS4 在灰毡毛

忍冬花蕾中有显著表达, 推测LmSOC1-1、LmSOC1-2、

LmSVP1、LmSVP3与LmMADS4的互作发生在花蕾中。

为进一步研究其功能 , 下一步可通过构建 LmMADS4

过表达载体并遗传转化拟南芥, 揭示其在灰毡毛忍冬

花器官发育过程中所行使的生物学功能及其潜在的作

用机制。
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