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北柴胡成花基因的克隆及时空表达分析
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摘要: 开花是植物生长发育的关键环节, 本研究从北柴胡植株中克隆得到 4个与成花相关的基因, 分别命名为

BcSVP、BcPAF1、BcCO、BcFT, 并进行了同源性比对; 以 actin和EF-1α作为双内参, 对 4个基因在北柴胡植株不同器

官和不同发育阶段的时空表达差异进行分析。结果表明, BcSVP主要在根中表达, 相对表达量较低; BcPAF1和BcCO

在不同部位均有较高表达, 二者相对表达量伴随花期进程均呈先上升后缓慢下降趋势; BcFT基因主要在茎中表达,

相对表达量在盛花期急剧上升。本文首次克隆并分析了与北柴胡植株成花相关 4个基因的相对表达量, 为解析柴

胡植株成花分子调控机制奠定了基础。
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Abstract: In this study we isolated and cloned four flowering-related genes from Bupleurum chinense DC.,

named BcSVP, BcPAF1, BcCO, and BcFT. Actin and EF-1α were used as double internal standards to analyze the

spatial and temporal differences in the expression of four genes in different tissues and flowering stages of Bupleurum

chinense DC. qRT-PCR analysis showed that the BcSVP gene was mainly expressed in root, and its relatively

expression level was low. BcPAF1 and BcCO were both highly expressed in different parts, and their relative

expression level showed an increasing trend and then slowly decreasing with the flowering development process.

BcFT was mainly expressed in the stem, and the relatively expression level was increased sharply in the flowering

stage. In summary, four genes related to flowering of Bupleurum chinense DC. were cloned and their relative

expression levels were characterized, laying a foundation for elucidating the molecular mechanisms that regulate

the flowering stage of Bupleurum chinense.
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在植物生长过程中, 当营养生长到一定阶段后开

始转向生殖生长即开花结果, 是植物生长发育的重要

生理过程之一[1]。植物成花受遗传和外在环境等多因

素影响 , 目前在伞形科植物中已有 flowerring locus T

(FT)、constans (CO)、short vegetativephase (SVP) 等成

花基因的相关研究, 在基因调控植物成花分子机制方
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面取得重要进展[2-6]。伞形科植物北柴胡 (Bupleurum

chinense DC.) 的干燥根属常用中药, 具清退虚热、疏肝

解郁、升举阳气之效, 常用于治疗感冒发热、寒热往来、

疟疾、肝郁气滞、胸肋胀痛、脱肛、子宫脱垂、月经不调

等病症, 应用历史悠久, 临床需求量大, 目前主要依靠

人工栽培满足需要。北柴胡为多年生植物, 种植周期

一般为 2年, 第一年主要进行营养生长, 第二年开始成

花进入生殖生长。植株一旦成花, 生殖器官便成为营

养消耗中心, 生产中常通过疏花、打顶来提高柴胡药材

的产量和质量, 但耗费人工较多[7-11]。因此, 探究北柴

胡植株成花机制, 并采取有效措施予以控制, 是提高柴

胡药材产量与质量的有效途径。

本研究通过在 NCBI (National Center for Biotech‐

nology Information) 上 blast比对已公布的其他物种开

花相关基因的保守氨基酸和核苷酸序列, 结合课题组

前期全基因组测序结果, 首次在北柴胡植株中克隆得

到与成花相关的 short vegetativephase (SVP)、protea‐

some alpha subunit F1 (PAF1) 复合体、constans (CO)、

flowering locus t (FT) 4 个基因 , 分别命名为 BcSVP、

BcPAF1、BcCO、BcFT。利用实时荧光定量 PCR (real-

time quantitative PCR, qRT-PCR) 技术[12], 从 actin、α -

tubulin、β-tubulin、cyclophilin和EF-1α等 5个常用植物

内参基因中筛选出 2个, 对不同花期根、茎、叶、花等器

官中 4个基因的差异表达水平进行分析, 为了解北柴

胡成花相关基因在花发育过程中的功能及明确北柴胡

植株成花机制奠定基础。

材料与方法

材料 2020年7～8月采集于山东省济南市章丘区

百味堂北柴胡种植基地, 原植物经山东中医药大学周凤

琴教授鉴定, 系伞形科植物北柴胡Bupleurum chinense

DC.。分别在植株开花之前、花蕾期、开花初期、盛花

初期、盛花中期、盛花末期、谢花期等 7个生长发育时

期, 于柴胡种植基地大田中随机选择 3株长势基本一

致的植株 , 取其不同器官组织置于 5 mL 透明冻存管

中 , 并将冻存管置于液氮中带回实验室 , -80 ℃冰箱

保存。

试剂 广谱型植物RNA提取试剂盒 (DNaseⅠ) (北

京诺贝莱生物科技有限公司); SYBR Preminx EX TaqTM

(ROX) 和RT反转录试剂盒 (TaKaRa公司); DNA分子

量 MakerDL2000、电泳上样缓冲液等 PCR 反应试剂

[宝生物工程 (大连) 有限公司]; 引物由上海捷瑞生物

工程有限公司负责合成。

仪器 主要仪器有 Quant Studio 7Flex 荧光定量

PCR仪 (美国ABI); Nano Drop Lite超微量核酸检测仪

(赛默飞世尔); TaKaRa PCR仪 [宝生物工程 (大连) 有

限公司]; 5424D型高速离心机 (Eppendorf公司); 凝胶

成像仪 (Bid-Rad公司)。

引物设计与合成 基于课题组前期北柴胡全基因

组测序结果, 并结合其他物种成花基因, 用DNAman8.0

软件比对相关成花基因的序列信息, 以Primer 5.0设计

相应目的基因的引物 (具体引物序列信息及退火温度

见表1)。

参考北柴胡植株内参基因筛选相关文献[13], 选取

5个常用植物内参基因作为候选基因 (actin、α-tubulin、

β-tubulin、EF-1α、cyclophilin) 进行实验, 筛选出能够稳

定表达的内参基因 (内参引物序列信息见表2)。

RNA提取及 cDNA合成 取-80 ℃保存的样品在

液氮中迅速研磨成细粉, 用植物RNA提取试剂盒提取

RNA, 2% 琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 完整度 , 用超微

Table 1 Primers designed for gene cloning and real-time PCR detection

Primer name

FT-F

FT-R

CO-F

CO-R

PAF1-F

PAF1-R

SVP-F

SVP-R

q-FTF

q-FTR

q-COF

q-COR

q-PAF1F

q-PAF1R

q-SVPF

q-SVPR

Primer sequence (5' to 3')

TCCACTTGTAGTAGGGAGAGTAATAGG

TTATCTTCTTAGACCACCTGAGCC

GGCAAAATGGGTGATATAATTG

TAAAACGAAGGCACTACTCCGA

ATGTTCAGAAACCAGTACGACACC

TCAAATGTCCATAGGAGCTACCTC

AAGAAGATAGATAACACTACAGCAAGG

TAACCCCAACTTGAGGGATGTA

TCCACTTGTAGTAGGGACAGTAATAGG

TCATCACCACCAATGTCAACTCTA

GGCATACGCAGAAACAAGACCA

AACGAAGGCACTACTCCGAAGC

TTGGATGAATCTGGAGCACACCT

CAAAGTTTCCCTTCTCGCAAATAGT

ATGTGGCAGAAAAAAGTCATCAAC

CTTCCTCCATTAGTAGCATTCCCT

Annealing temperature/℃

59

59

60

58

57

59

58

56
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量核酸检测仪检测 RNA 浓度, 并按照 Prime ScriptRT

reagent Kit (TaKaRa公司) 说明书将 RNA反转录合成

cDNA第1链, 所得产物于-20 ℃保存备用。

开花基因的克隆 取盛花中期长势良好的北柴胡

植株, 对其根、茎、叶、花 4种器官混合提取总RNA, 以

反转得到的cDNA为模板进行第一轮扩增, PCR反应采

用 25 μL 体系 : 10×buffer 2.5 μL、dNTP (2.5 mmol·L-1)

2.0 μL、Taq酶 (5 U) 0.125 μL、上下游引物 (10 μmol·L-1)

各1.0 μL、DNA模板 (10 ng) 2.0 μL, 补水至25 μL。反应

条件: 94 ℃、3 min; 94 ℃、30 s; 56 ℃、30 s; 72 ℃、1 min,

30个循环; 72 ℃、10 min。将PCR产物切胶回收并纯化

目的DNA条带, 连接到PMD18-T载体上, 转化感受态

细胞DH5α, 蓝白斑筛选, 挑取白斑, 测序验证, -20 ℃

保存备用。使用 DNAMAN 8.0将克隆得到的序列与

其他植物物种进行同源性分析, 并与北柴胡基因组测

序结果 (未公布) 进行对比; 并在NCBI网站进行其他

物种同源性比对, 定义所克隆基因。

实时荧光定量PCR分析 将反转录得到的 cDNA

样品10倍稀释后取2 μL作为模板, 根据SYBR Preminx

EX TaqTM (ROX) 试剂盒操作说明进行实验 , 使用

Quant Studio 7Flex荧光定量 PCR仪, 采用双标准曲线

法对目的基因在北柴胡中的时空表达进行相对定量分

析。实时荧光 PCR 扩增体系 (20 μL): SYBR Premix

EX Taq (2×) 10 μL、上下游引物 (10 μmol·L-1) 各1.0 μL、

Rox 0.2 μL、DNA 模板 (10 ng) 2.0 μL, 补水至 25 μL。

cDNA 模板 2 μL、Rox 0.2 μL, 补水至 20 μL。扩增程

序: 预变性, 95 ℃、2 min, 1个循环; 变性 95 ℃、10 s, 延

伸 60 ℃、35 s (在此收集荧光信号), 40个循环; PCR结

束后, 95 ℃、15 s, 60 ℃、60 s, 95 ℃、30 s, 60 ℃、15 s,

熔解曲线分析, 每个样品设立3个平行样。

数据处理 采用Comparative CT(2-ΔΔCT) 法[14]分析

基因的相对表达量, 分析成花基因在北柴胡植株不同

开花期、不同器官中的差异表达情况, 根据标准曲线获

得 qRT-PCR 的 Ct 值 , 转化为相对定量数据 , 并使用

GraphPad Prism 7.0绘制柱状图。

结果与分析

1 总RNA的质量检测

使用NanoDrop核酸定量检测仪测定总RNA浓度

和A260/A280吸光值, 每个样品 3次重复, RNA浓度平均

值为 0.266 mg·L-1, A260/A280 平均值为 2.1; 另取 5 μL

RNA用 2%琼脂糖凝胶电泳检测 (电泳实验结果如图

1), 样品存在拖尾现象, 但可以看出明显的 2条带, 存

在拖尾现象的原因可能是室温情况下进行实验, 且耗

时较长, 导致RNA存在部分降解的情况。结合课题组

前期预实验结果分析, 提取RNA质量可用于后续基因

时空表达分析。

2 北柴胡成花基因的克隆与序列分析

取盛花中期长势良好的北柴胡植株, 对植株进行

总RNA提取, 将RNA反转录得 cDNA为模板, 经 PCR

扩增产物回收、克隆和测序, 在北柴胡中得到 4个与成

花相关的基因。通过对 BcSVP、BcPAF1、BcCO、BcFT

基因氨基酸序列进行多重序列比对及同源性分析, 并

利用MEGA 5.0软件将目标序列与检索到的其他植物

物种氨基酸序列构建系统进化树 (图 2), 评估 4个基因

在各物种之间亲缘性。

结果显示: 不同BcCO蛋白的氨基酸序列之间保

守性较差, 进一步分析克隆得到该基因无起始密码子

(图 3), BcSVP、BcPAF1和BcFT蛋白的氨基端序列之间

存在几个较明显的保守区域 (图 4～6)。BcSVP与胡萝

卜亲缘关系最近, 同源性为 82.04%; BcPAF1与胡萝卜

Table 2 Reference gene sequence information

Primer name

Actin-F

Actin-R

α-tubulin-F

α-tubulin-R

β-tubulin-F

β-tubulin-R

Cyclophilin-F

Cyclophilin-R

EF-1α-F

EF-1α-R

Primer sequence (5' to 3')

TGCCCGATGGTCAAGTTATC

GGATTCCTGCAGCTTCCATTC

TGTTATGCTCACTTGGCAGC

AGATAGCCTGCCCTCAGACA

ATGTTCAGGCGCAAGGCTT

TCTGCAACCGGGTCATTCAT

AATTCAGGACCGGGAACAAA

CACTACCTGCCCAAACACCA

GAAGGTGACAACATGATTGAGAGG

TGAAGAGGGAGACGAAGAGGTT

Annealing temperature/℃

54

55

56

54

56

Figure 1 Partial RNA gel map. 1-4: Root; 5-8: Stem; 9-12:

Leaf; 13-16: Flower. M: DNA marker DL2000
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同源性达 88.33%以上; BcCO基因在伞形科植物中少

有研究, 分析可知北柴胡中的 BcCO基因与胡萝卜亲

缘关系最近, 同源性为 75.22%; BcFT基因与伞形科植

物当归亲缘关系最近, 为 88.39%, 胡萝卜次之, 同源性

为87.23%, 且该基因研究较多, 物种之间同源性大。

3 内参基因的确定

通过文献阅读 , 本实验选取 actin、α -tubulin、β -

tubulin、cyclophilin、EF-1α等 5个常用北柴胡内参基因

作为候选, 利用实时荧光定量 PCR技术检测各候选内

参基因能否在北柴胡中稳定表达, 并对候选内参基因

的稳定性进行验证, 以期筛选到合适的内参基因用于

分析北柴胡成花基因的时空表达模式。候选内参基因

引物熔解曲线如图所示 (图 7): actin、α-tubulin、EF-1α

基因的熔解曲线呈现单一峰值、引物特异性较强, 进一

步实验发现 actin、EF-1α基因在北柴胡不同发育时期

和不同器官组织中表达相对稳定。因此, 选取了 actin、

EF-1α基因作为本实验内参基因, 进行后续目的基因

时空表达分析。

4 不同时期成花相关基因的时空表达分析

用 qRT-PCR考察 4个成花相关基因在北柴胡植株

不同开花时期根、茎、叶、花各器官组织中的相对表达

水平 (图 8), 结果显示: 4个基因在北柴胡植株营养器

官 (根茎叶) 和生殖器官 (花) 中均有表达, BcSVP主要

在营养器官中表达, 根中表达量最高, 是花的 4.75倍,

器官组织中的表达丰度为根 > 茎 > 叶 > 花, 随着花期

延续, 花中的表达丰度呈先上升后下降趋势, 茎和叶呈

稳中有升趋势, 根中表达较为稳定, 这与杨堃等[15]对葡

萄的研究结果相似; BcPAF1在北柴胡各器官组织中表

达丰度基本一致, 伴随着花期推进, 呈先上升后下降趋

势 , 在盛花初期达到最大; BcCO 在叶中表达量最大 ,

是根部表达量的 1.5倍, 各器官组织表达丰度为: 叶 >

花 > 茎 > 根, 开花前表达量小, 花期整体相对表达量

Figure 2 Phylogenetic tree analysis of the deduced amino acid sequence of genes in different species (a: BcSVP; b: BcPAF1; c: BcCO; d:

BcFT)
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较为稳定, 各个时期之间的表达差异不明显; BcFT主

要在茎中表达, 花中表达量最小, 时空表达差异显著,

相对表达量在盛花初期急剧上升并在盛花末期达到最

大值。综上所述, 在北柴胡植株开花进程中相对表达

量最大的是 BcFT, 最小的是 BcSVP, BcPAF1 和 BcCO

的相对表达量基本一致。

讨论

本研究以常用中药柴胡的主要原植物北柴胡

Bupleurum chinense DC.作为研究对象, 首次在北柴胡

中克隆得到与成花相关 4 个基因 , 并采取双内参的

方式对不同发育期根、茎、叶、花等器官中成花基因

的差异表达水平进行分析, 4个基因随着开花进程的

推进表达量呈现一定规律, 推测它们可能处于北柴胡

成花诱导的关键部位。BcSVP 与胡萝卜亲缘关系最

近, 同源性为 82.04%; BcPAF1基因与胡萝卜同源性达

88.33%; BcCO基因与胡萝卜亲缘关系最近, 同源性为

75.22%, 推测 BcCO 可能是北柴胡 CO 家族的成员

CONSTANS-LIKE之一, 是一种转录因子且在伞形科植

物中少有研究; BcFT基因与伞形科植物当归亲缘关系

最近, 为 88.39%, 胡萝卜次之, 同源性为 87.23%, 物种

之间同源性大。

有研究证明, 以根部药用的伞形科植物, 抑制其生

殖生长, 如除花、打顶, 能促进根长、根粗增加, 提高柴

胡皂苷 a、d及醇溶性浸出物含量[16]。有人综述了伞形

科药用植物的早期抽薹问题, 认为研究春化基因、开花

调控基因将是开展伞形科药用植物种质筛选和培育的

关键和发展趋势[17]。因此, 研究北柴胡的成花基因, 明

确其成花机制, 对于药材生产中高产优质措施制定具

有重要的指导意义。

在植物某一特定发育阶段, 基因的表达量是一个

动态变化过程, 这种在不同器官或组织中, 按照特定时

Figure 3 Alignment of BcCO deduced amino acid sequence with several other CO proteins
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间或空间进行基因有序表达的方式叫作基因的差别表

达[18]。对基因表达量进行差异分析, 是了解生物体生

长、发育和调控机制的重要途径, 也是荧光定量 PCR

应用最普遍的方式[19,20]。Ye等[21]选用双内参的方式分

析目的基因在巴戟天不同组织中的相对表达量, 发现

使用 2个稳定内参组合对目的基因进行均一化处理有

利于提高基因表达分析的准确性。本研究采取双内参

组合的形式对目的基因进行表达验证, 在北柴胡成花

过程中 BcSVP相对表达量最低, BcFT表达量最高, 后

者是前者的 13.5倍, 提示在开花时开花抑制因子表达

量低, 而与开花正相关的基因表达量高; BcCO在叶中

表达量最大, 开花前表达量小, 花期相对表达量较稳

Figure 5 Alignment of BcPAF1 deduced amino acid sequence with several other PAF1 proteins

Figure 4 Alignment of BcSVP deduced amino acid sequence with several other SVP proteins
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定, 各时期之间表达差异不明显; BcPAF1在不同器官

间的表达丰度基本一致, 盛花初期表达量达到最大。

Zhang 等[22]对拟南芥开花时间调控的分析发现 ,

至少 64个基因涉及开花诱导 6条遗传调控途径, 通过

对模式植物拟南芥开花途径的研究, 发现不同的开花

途径之间既相互独立, 又彼此联系, 最终通过FT等整

Figure 6 Alignment of BcFT deduced amino acid sequence with several other FT proteins

Figure 7 Primer dissolution curve of internal reference gene. G: Root; J: Stem; Y: Leaf; H: Flower. a: Actin; b: α-Tubulin; c: β-Tubulin; d:

Cyclophilin; e: EF-1α
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合基因来调控开花。SVP是抑制植物开花的重要调控

因子, 在植物成花过程中能够抑制FT基因表达; 而CO

是FT的上游基因, 能够正向调控FT基因, 进而诱导植

物成花, 是植物开花光周期途径中的关键基因。FT是

CO的下游基因, 被确定为一种与成花相关的蛋白, 被

称为开花素, 其主要功能是促进植物开花[23-26]。彼此

之间相互作用从而起到调控植物开花的时间, PAF1是

在春化途径中一个与开花抑制因子相关的复合体, 能

够加强对成花的抑制作用[27]。本研究只是对成花基因

在北柴胡中的时空表达情况进行了初步探讨, 接下来

将对 4个基因在柴胡中的功能进行深入研究, 以期能

解析它们的作用机制, 得出更全面的结论。

综上所述, 本研究首次从北柴胡中分离克隆了 4

个与成花相关的基因, 并探讨了其在北柴胡中的时空

表达差异模式, 为北柴胡成花基因的功能及其调控网

络奠定了基础, 也为北柴胡基因克隆、功能验证等相关

基因分子作用机制研究提供了参考。
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