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　　摘要：采用ＲＴ－ＰＣＲ方法从微山红莲花苞中克隆获得１个与花发育相关的 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因，命名为 ＮｅＭＡＤＳ１。
该基因全长７２９ｂｐ，包含１个７２０ｂｐ的开放阅读框，编码２３９个氨基酸，具有典型的ＭＡＤＳ结构域和Ｋ结构域。序列
比对和系统进化分析结果表明，ＮｅＭＡＤＳ１与 Ｅ类家族 ＡＧＬ９／ＳＥＰ－ｌｉｋｅ３基因亲缘关系较近。ＲＴ－ＰＣＲ分析结果表
明，ＮｅＭＡＤＳ１基因在花瓣、雄蕊和心皮中表达。
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　　花发育的分子机理一直是植物分子生物学研究的热点，
ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族作为转录因子，在花发育过程中起重要
作用。ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因不仅参与花发育的调控，还在开花时
间的控制、决定分生组织的分化［１］、促进根的形成［２］，以及种

子和果实发育［３－４］等方面都起着重要的作用。

前人在对双子叶模式植物遗传突变体的研究中，提出了

花器官发育ＡＢＣＤＥ模型［５－１０］。典型双子叶植物的花大多具

有由外到内４轮结构：萼片、花瓣、雄蕊和心皮。模型认为控
制花器官发育的基因按功能可以分成５类（Ａ～Ｅ类功能基
因），这些基因单独或共同作用控制各轮花器官的发育［９］。

随着对拟南芥、矮牵牛、金鱼草等模式植物的研究，已经克隆

到很多ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因，仅拟南芥中就有１００多种 ＭＡＤＳ－
ｂｏｘ基因［１１］。

ＳＥＰ（ＳＥＰＡＬＬＡＴＡ）基因属于 ＭＡＤＳ－ｂｏｘＥ类基因［９］，是

花器官发育所必需的。拟南芥中有 ４个 ＳＥＰ基因：ＳＥＰ１、
ＳＥＰ２、ＳＥＰ３、ＳＥＰ４（又称 ＡＧＬ２、ＡＧＬ４、ＡＧＬ９、ＡＧＬ３）［１２－１５］，
ＳＥＰ１、ＳＥＰ２、ＳＥＰ４基因在拟南芥花发育的早期花分生组织中
起始表达；而ＳＥＰ３主要在内３轮花器官原基中表达。随着
花原基的进一步发育，ＳＥＰ１和 ＳＥＰ２在４轮花器官中均有表
达［１４］，而ＳＥＰ３仅在花瓣、雄蕊和雌蕊中表达［８］，ＳＥＰ４主要在
萼片中表达［１６］。目前为止，研究人员已从桃［１７］、苹果［１８］、草

莓［１９］、春兰［２０］、文心兰［２１］等多种植物中分离克隆了 ＳＥＰ－
ｌｉｋｅ同源基因，并且对其表达模型及功能开展了相关研究。

荷花（ＮｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａＧａｅｒｔｎ．），别称莲花，是中国十大
传统名花之一，具有很高的观赏价值。目前，有关荷花花器官

发育ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因的研究报道较少，更未见 ＡＧＬ９／ＳＥＰ－
ｌｉｋｅ基因的研究报道。本研究以微山红莲的花苞为试验材
料，采用 ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆获得 １个荷花花器官发育
ＭＡＤＳ－ｂｏｘ家族Ｅ类相关基因 ＮｅＭＡＤＳ１的全长序列，并分
析其表达模式，为莲科植物进化研究提供依据，同时为研究植

物花发育模式以及荷花花器官发育的分子机理奠定理论

基础。

１　材料和方法

１．１　植物材料
以吉林省经济管理干部学院基地的微山红莲为试验材

料，于２０１５年８月取雌蕊分化后期花苞进行基因克隆。取盛
花期花朵的萼片、花瓣、雄蕊、心皮进行 ＲＴ－ＰＣＲ表达分析。
所有材料采集后均立即用液氮处理，于－８０℃保存备用。
１．２　总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成

以雌蕊分化后期花苞为材料，采用十六烷基三甲基溴化

铵法（ＣＴＡＢ法）提取其总 ＲＮＡ，用反转录试剂盒（Ｓｕｐｅｒ
ＳｃｒｉｐｔＴＭⅢ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）合成 ｃＤＮＡ，按
照试剂盒说明书进行操作。

１．３　基因克隆与序列分析
查找ＮＣＢＩ中ＥＳＴ序列信息及相关资料设计引物扩增基

因全长，引物序列 ＮｅＳ１－Ｆ：５′－ＣＴＧＡＡＡＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧ
ＴＡＧＧＧＴ－３′、ＮｅＳ１－Ｒ：５′－ＣＴＧＡＴＣＡＴＧＣＣＡＧＣＣＡＣＣＣＡＧ
ＧＣ－３′，以荷花花苞的 ｃＤＮＡ为模板进行基因全长 ＰＣＲ扩
增。反应体系为２５μＬ，反应程序为９４℃１０ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，
６０℃３０ｓ，７２℃５０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。１．５％琼脂糖
凝胶电泳检测并回收目的片段，连接到 ｐＭＤ－１９Ｔ（ＴＡＫＡ
ＲＡ）载体上，转化 ＤＨ５α菌株，进行克隆、测序。引物合成和
测序均由生工生物工程（上海）股份有限公司进行。

采用ＤＮＡＭＡＮ软件进行序列拼接和分析，获得的序列在
ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）网站上进行Ｂｌａｓｔ比对，
用ＭＥＧＡ５．０和ＣｌｕｓｔａｌＸ软件构建系统进化树。
１．４　ＲＴ－ＰＣＲ表达分析

提取盛花期花萼、花瓣、雄蕊和心皮的总 ＲＮＡ并反转录
成ｃＤＮＡ，进行 ＲＴ－ＰＣＲ表达分析。设计引物 ＮｅＳ１－Ｆ２：
５′－ＡＡＣＡＧＧＧＣＡＴＴＧＡＡＡＣＧＧ－３′，ＮｅＳ１－Ｒ２：５′－ＡＧＣ
ＣＡＣＣＣＡＧＧＣＡＴＡＴＡＡＣ－３′，定量 ＰＣＲ采用 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ ｋｉｔ（ＴＡＫＡＲＡ）。反应体系为：１０μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ（２×）ｍｉｘ，０．８μＬｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ，０．８μＬｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍ
ｅｒ，２μＬｃＤＮＡ，０．４μＬＲｏｘＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅｏｒＤｙｅ（５０×），
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６．０μＬＨ２Ｏ。反应条件为：９５℃５ｓ；９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，４０
个循环。以 Ａｃｔｉｎ为内参（Ａｃｔｉｎ－Ｆ：５′－ＴＧＣＣＴＡＴＧＴＧ
ＧＣＴＣＴＴＧＡＣＴＡＴ－３′，Ａｃｔｉｎ－Ｒ：５′－ＧＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡＴ
ＡＧＡＡＣＣＴＣＡ－３′）在 ＲｏｃｈｅＬｉｇｎｔＣｙｃｌｅｒ２．０荧光定量 ＰＣＲ
仪上反应，３次重复，采用２－ΔΔＣＴ法进行定量分析。

２　结果与分析

２．１　基因克隆与序列分析
以雌蕊分化后期的花苞总 ＲＮＡ反转录获得的 ｃＤＮＡ为

模板进行ＰＣＲ扩增，分离出长度为７２９ｂｐ的片段，ＮＣＢＩ上进
行Ｂｌａｓｔ比对分析，结果表明该片段与多种植物的ＭＡＤＳ－ｂｏｘ
基因有较高同源性，证明该片段为所需目的片段。通过

ＤＮＡＭＡＮ软件的序列拼接和分析，获得基因全长为７２０ｂｐ，
编码２３９个氨基酸（图１），命名为ＮｅＭＡＤＳ１。
　蛋白结构域分析结果表明，该蛋白是植物特有的 ＭＩＫＣ型
ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因，包含典型的 ＭＡＤＳ盒（实线部分）和 Ｋ盒
（双线部分）。Ｂｌａｓｔ同源序列分析该基因与其他植物 ＡＧＬ９／
ＳＥＰ－ｌｉｋｅ３基因具有较高的同源性。

　
２．２　ＮｅＭＡＤＳ１氨基酸同源性比较

利用ＮＣＢＩ的 ＢｌａｓｔＸ工具将 ＮｅＭＡＤＳ１基因核酸序列翻
译成氨基酸序列并进行同源性比对，结果表明：ＮｅＭＡＤＳ１与
ＡＢＣＤＥ模型中的Ｅ类蛋白有较高的同源性，其中与ＥｐＳＥＰ３、
ＰａＡＧＬ９、ＥｃＡＧＬ９和 ＰｔＳＥＰ３的同源性分别是 ８７％、８４％、
８４％、８３％。对ＮｅＭＡＤＳ１基因氨基酸序列的多序列比对结果
表明：ＳＥＰ－ｌｉｋｅ基因编码氨基酸序列含有高度保守的５′端
ＭＡＤＳ结构域和半保守的 Ｋ结构域，在差别较大３′端 Ｃ－末
端中发现了ＳＥＰ－ｌｉｋｅ蛋白特有的 ＳＥＰⅠ和 ＳＥＰⅡ基序结构
域（图２）。
２．３　系统进化树分析

系统进化关系分析结果表明，ＮｅＭＡＤＳ１编码蛋白与
ＡＢＣＤＥ模型中的ＡＧＬ９／ＳＥＰ－ｌｉｋｅ３（Ｅ类）基因编码蛋白同源
性较高，与领春木（Ｅｕｐｔｅｌｅａｐｌｅｉｏｓｐｅｒｍａ）的ＥｐＳＥＰ３关系最近，
说明ＮｅＭＡＤＳ１应属于Ｅ类ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因（图３）。

Ａ类和Ｅ类基因在进化上属于 ＡＰ１／ＡＧＬ９组，该组有３
个进化系：ＡＧＬ９（ＳＥＰ）、ＡＰ１和介于二者之间的 ＡＧＬ６进化
系［２１－２２］。为了确定 ＮｅＭＡＤＳ１的归类及进化关系，选取
ＡＰ１／ＡＧＬ９组 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因的氨基酸序列进行聚类分析。
结果显示，ＡＰ１／ＡＧＬ９组氨基酸序列明显分为３类：ＳＥＰ、ＡＰ１和

ＡＧＬ６，其中ＡＧＬ６与ＳＥＰ分枝为姊妹关系，所有ＡＧＬ９、ＳＥＰ３聚
在一起，然后又与ＳＥＰ１／２／４聚在了一个大枝上（图３）。
２．４　ＲＴ－ＰＣＲ表达分析

ＲＴ－ＰＣＲ分析结果表明，ＮｅＭＡＤＳ１基因在花瓣、雄蕊和
心皮中表达量较高，尤其在花瓣中表达量最高，在花萼中表达

量最低。ＮｅＭＡＤＳ１基因的表达模式与拟南芥ＳＥＰ３基因在各
组织的表达模式一致，进一步说明 ＮｅＭＡＤＳ１属于 Ｅ类基因
（图４）。

３　讨论与结论

本试验采用 ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆了与花发育相关的
ＮｅＭＡＤＳ１基因。同源性分析结果表明，ＮｅＭＡＤＳ１基因与其他
植物的ＡＧＬ９／ＳＥＰ－ｌｉｋｅ３基因具有较高的同源性，其蛋白质
包含ＭＡＤＳ区、Ｋ区、Ｉ区和Ｃ－末端等４个区域，属于植物典
型的ＭＩＫＣ类 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因。ＭＡＤＳ－ｂｏｘ蛋白的 Ｃ－末
端被认为与转录激活、高阶蛋白质复合体的形成、ＤＮＡ特异
性识别、亚细胞定位等有关［２３］。ＳＥＰ亚家族大部分成员的 Ｃ
端具有２个短的、相对保守的基序（ＳＥＰⅠ和ＳＥＰⅡ基序）［１５］。
ＮｅＭＡＤＳ１基因具有保守的 ＳＥＰⅠ和 ＳＥＰⅡ基序，是典型的
ＳＥＰ－ｌｉｋｅ基因。

通过对ＳＥＰ－ｌｉｋｅ基因的系统发育分析，发现ＳＥＰ亚家
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族发生过多次基因重复事件，其中在被子植物起源之前发生

了１次基因重复事件，产生了ＳＥＰ３进化系和ＳＥＰ１／２／４进化
系［１５］。本研究对ＮｅＭＡＤＳ１基因系统进化树分析表明，所有
的ＡＧＬ９／ＳＥＰ－ｌｉｋｅ３聚在了一起，其中与领春木、昆栏树（Ｔｒｏ

ｃｈｏｄｅｎｄｒｏｎａｒａｌｉｏｉｄｅｓ）的关系较近，而三者均属于基部双子叶
植物，这个结果与 ＡＰＧⅢ分类系统一致，说明 ＡＧＬ９／ＳＥＰ－
ｌｉｋｅ３基因在进化上相对保守，同时也为莲科在系统进化中所
属的位置提供了证据。
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　　荷花ＳＥＰ－ｌｉｋｅ基因 ＮｅＭＡＤＳ１在花瓣、雄蕊和心皮中表
达，这与拟南芥ＳＥＰ３基因、加州罂粟（Ｅｓｃｈｓｃｈｏｌｚｉａｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）
ＥＳｃａＡＧＬ９基因在表达模式上一致［１５］，而与草原龙胆（Ｅｕｓｔｏ
ｍａｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ）ＥｇＳＥＰ３－１基因的表达模式有所差异［２４］。

ＳＥＰ作为花器官同源异型基因 ＡＢＣＤ的共因子（ｃｏ－ｆａｃｔｏｒ）
在各轮花器官决定中发挥作用［８］。事实上，各进化系的表达

模式是存在差异的［２５］，虽然Ｅ类基因的表达模式在被子植物
不同的物种中有差异，但该基因对所有花器官的发育都是必

需的，其功能是保守的。

本试验中分离出１个ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族Ｅ类基因，并
对其功能进行了初步分析，有关其时空表达模式和深入功能

分析工作也正在进行中，以期为阐明荷花花器官发育的分子

调控机理奠定基础。
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