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　　摘要：ＡＰ３基因属于ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族中控制花器官发育的Ｂ类基因，与ＰＩ基因一起参与控制植物花瓣和雄
蕊的形成。克隆到了辣椒控制花器官发育的ＰＡＰ３基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＨＭ１０４６３５），该基因全长９２９ｂｐ，编码２２６
个氨基酸，具有典型的ＭＡＤＳ结构域和Ｋ结构域；与其他６种植物同源基因比对显示，它们的氨基酸序列相似性在
８２％～９１％之间；系统进化树分析表明，ＰＡＰ３属于ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族中的ＡＰ３／ＰＩ亚族成员，与辣椒花器官发育相关。
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　　ＡＰ３基因均属于 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族中控制花器官发
育的Ｂ类基因。参与调控高等植物花器官发育的 ＭＡＤＳ－
ｂｏｘ基因是近年来植物发育生物学研究的热点，目前已经在
多种作物上克隆到 Ｂ类基因［１－２］。经研究表明，Ｂ类基因参
与花瓣、雄蕊的形成。在丧失功能的突变体中，萼片代替第２
轮花瓣，第３轮雄蕊转变为心皮［３－４］，植物Ｂ类基因结构属于
植物ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族，含有相同的４个区域：ＭＡＤＳ结
构域、Ｋ结构域、Ｉ结构域和Ｃ结构域。启动子表达特性的分
析显示，ＡＰ３基因启动子为花器官特异表达启动子［５］。最新

研究表明，ＡＰ３基因的表达形式取决于编码转录因子的分生
组织特征基因 ＬＥＡＦＹ、ＡＰ１，并且配合着不寻常的花器官活
动，编码了Ｆ－ＢＯＸ蛋白［６－８］。ＡＰ３在拟南芥花瓣、雄蕊的整
个发育过程中均有表达，但是在非花组织中不表达［９－１１］。

本研究从实验室已经构建的辣椒不育系和恢复系的差减

ｃＤＮＡ文库中获得辣椒恢复基因诱导的 ＥＳＴ片段 ＴＡ２８８［１２］，
利用ＲＡＣＥ（ｒａｐｉｄ－ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ）技术进行全长
ｃＤＮＡ克隆，获得了辣椒花器官发育 ＰＡＰ３基因的全长，并利
用 ＲＴ－ＰＣＲ技术、Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ技术检测了该基因在辣椒不
同材料、不同器官上及小孢子发育的不同时期的表达量差异，

以期为阐明辣椒花器官发育的分子调控机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以辣椒细胞质雄性不育系１２１Ａ及其相应的恢复系１２１Ｃ

为试验材料（笔者所在实验室育种材料）。２０１２年春季在中
国农业大学上庄实验站大棚内常规种植。在开花期，取１２１Ｃ

花瓣已开始变白的花蕾，剥取花药后立即用液氮冷冻并在 －
７０℃保存备用，用于基因全长克隆。
１．２　总ＲＮＡ的提取及基因的全长克隆

总ＲＮＡ的提取依照ＳＶＴｏｔａｌＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍｋｉｔ（美
国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司）操作说明书进行。基因全长克隆采用
ＲＡＣＥ技术，按照 ＳｍａｒｔＲａｃｅｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（美国
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）试剂盒说明书进行。根据实验室已经获得的
ＥＳＴ片段分别设计 ３′端、５′端特异引物（５′－ＴＧＡＧＴＧＴ
ＧＣＧＡＡＴＧＡＴＴＧＣＴＧＧＧＧＧＴＴＴ－３′）、（５′－ＡＣＣＣＣＣＡＧＣＡＡＴ
ＣＡＴＴＣＧＣＡＣＡＣＴＣＡＡＡ－３′）进行 ｃＤＮＡ末端快速扩增
（ＲＡＣＥ）。扩增产物采用北京鼎国生物技术有限责任公司的
ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收。插入 ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙ载体（美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司），热激法转化到Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞（中国
天根公司）中，在氨苄青霉素平板上进行阳性克隆筛选，送交

三博远志生物技术有限公司测序。测序结果在 ＮＣＢＩ网站上
进行Ｂｌａｓｔ比对，用 ＤＮＡＭＡＮ软件进行序列分析，用 ＭＥＧＡ
４１软件构建系统进化树。

２　结果与分析

２．１　辣椒ＰＡＰ３基因的克隆与序列分析
在已经构建的辣椒ＣＭＳ诱导表达的ｃＤＮＡ文库中，筛选

到 ＥＳＴ序列ＴＡ２８８，经Ｂｌａｓｔ比对分析表明，该片段与植物花
器官发育ＡＰ３基因序列有较高的同源性，推测其为辣椒花器
官发育ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因之一，进而设计特异引物序列进行
３′、５′ＲＡＣＥ扩增，分别获得７５２ｂｐ的３′端序列、６２５ｂｐ的５′
端序列。利用ＤＮＡＭＡＮ软件去除２端载体序列和重叠部分，
将２段序列进行拼接，得到长度为９２９ｂｐ的基因全长序列，
命名为ＰＡＰ３（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＨＭ１０４６３５）。用特异性引物
在基因组ＤＮＡ和ｃＤＮＡ上同时扩增 ＰＡＰ３基因，琼脂糖跑胶
结果显示条带完全相同，测序后分析序列完全相同（图１）。
　　ＰＡＰ３基因包含６７８ｂｐ的开放阅读框，编码１个含 ２２６
个氨基酸的蛋白质，推测的分子量为７５．９ｋｕ，推测的等电点
为４．９７。蛋白结构域分析表明，ＰＡＰ３蛋白含有典型的ＭＡＤＳ
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结构域（氨基酸序列第２～６１位）和Ｋ结构域（氨基酸序列第
８６－１７６）２个保守结构域（图２、图３）。由此推测：ＰＡＰ３基因
应属于ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族Ⅱ型基因。

２．２　ＰＡＰ３氨基酸序列同源性比较与系统进化树分析
由图４可以看出，氨基酸序列的５′端保守性较高，而３′端

保守性较低，这是ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因的典型特征。这６个序列
是从ＮＣＢＩ上下载，并用 ＤＮＡＭＡＮ软件进行分析的，分别为
番茄（ＮＭ＿００１２４７１４８）、矮牵牛（Ｑ０７４７２）、马铃薯（Ｘ６７５０８）、
曼陀罗（ＡＥＭ６０１９７）、风茄（ＤＱ５３９４０５）、烟草（Ｘ９６４２８）序列。
　　在拟南芥中与花发育相关的 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因分为５个
亚族：ＡＰ１、ＡＰ３／ＰＩ、ＡＧ、ＡＧＬ２和孤儿亚族。以拟南芥中的５
个亚族作为对照，选取其中一些典型基因对 ＰＡＰ３基因进行
系统进化树分析，图５结果表明，ＰＡＰ３基因与拟南芥ＡＰ３

（ＮＰ＿１９１００２）基因聚为一类，属于ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族中的
ＡＰ３／ＰＩ亚族成员，为植物花器官发育Ｂ类功能基因。

３　讨论

与其他作物相比，在辣椒中大多数的ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因仍
未被克隆及研究，本试验通过 ＲＡＣＥ技术克隆了辣椒花器官
发育相关的１个ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因ＰＡＰ３。氨基酸序列分析和
蛋白结构域分析表明，ＰＡＰ３基因含有典型的 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ区
域、Ｋ－ｂｏｘ区域，Ｎ端的保守性高于 Ｃ端。并且与番茄的
ＴＡＰ３（ＮＭ＿００１２４７１４８）、拟南芥（ＮＰ１９１００２）具有很高的序列
同源性，因此属于ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族。

系统树分析表明，ＰＡＰ３基因属于 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族
中的ＡＰ３／ＰＩ亚家族成员，为 ＡＢＣ花发育模型理论中的 Ｂ功
能基因，控制植物花瓣和雄蕊的发育［１３－１７］。与 ＡＰ１亚家族
相比，对ＡＰ３／ＰＩ亚家族的研究比较深入。在这个亚家族的
进化过程中主要发生了２次基因重复事件。１次基因重复事

件发生在现存的被子植物产生之前，产生了 ＡＰ３／ＤＥＦ、
ＰＩ／ＧＬＯ这２个进化系；随后，ＡＰ３／ＤＥＦ进化系中又发生了１
次基因重复事件，发生在核心真双子叶植物基部，相似于

ｅｕＡＰ１重复的位置，结果产生ＴＭ６、ｅｕＡＰ３进化系。在这个亚
家族里，经历基因重复后，在拟南芥中产生了 ＡＰ３、ＰＩ基因，
金鱼草中产生了ＤＥＦ、ＧＬＯ基因［１８－２０］。

本研究表明，ＰＡＰ３基因属于 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族中控
制花瓣和雄蕊发育的Ｂ功能基因，今后可通过继续深入研究
ＰＡＰ３基因的功能，最终为阐明辣椒花器官发育的分子调控机
制奠定基础。
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１０种藤黄科植物遗传多样性的 ＩＳＳＲ分析
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　　摘要：运用内部简单重复序列（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｐｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）分子标记对采自海南省的１０种藤黄科植物进
行遗传多样性分析，结果显示：（１）从１００条ＩＳＳＲ引物中筛选出８条能扩增出清晰条带且多态性明显的引物；８条引
物扩增出３３１条条带，其中多态性位点有１０６个，多态性比例为１００％，平均每条引物扩增位点数为１３．２５个。（２）材
料间的遗传相似系数范围为０．４０７８～０．６９９０，平均为０．５６２２。以０．６２００作为最低遗传相似系数，将１０种藤黄科植
物划分为５大类：①铁力木；②菲岛福木、单花山竹子、山竹子；③多花山竹子、越南黄牛木、黄牛木；④岭南山竹子；⑤
红厚壳、薄叶红厚壳。研究结果首次从分子水平揭示了藤黄科植物的遗传多样性，为合理地引种、驯化、保护、利用藤

黄科植物野生资源提供了重要的参考依据和数据支持。

　　关键词：藤黄科；ＩＳＳＲ；遗传多样性；聚类分析；相似系数
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作者简介：刘子金（１９９１—），男，河南新乡人，硕士研究生，主要从事
热带药用植物资源及其活性物质研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１０９７７１７４１６＠
ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：岑举人，博士，讲师，主要从事热带药用植物资源及其活性

物质研究。Ｅ－ｍａｉｌ：２４０７２９７３５＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　藤黄科（Ｇｕｔｔｉｆｅｒａｅ）属双子叶植物纲五桠果亚纲，是一个
热带科。我国有８属８７种藤黄科植物，分别隶属于３亚科，
几乎遍布全国各地［１］，海南省主要有黄牛木属、红厚壳属、铁

力木属、藤黄属等。近年来，随着人们对藤黄科植物研究的不

断深入，从中出离出大量黄酮类化合物［２］、種吨酮类化合

物［３－４］、萜类化合物［５］等。药理研究表明：藤黄科植物药用活

性成分具有抗肿瘤［６］、抗艾滋病［７］、抗菌［８］等多种生物活性，

极具研究和开发价值。因此，对藤黄科植物进行深入研究具

有重要意义。

内部简单重复序列（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｐｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）
是由 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等在 １９９４年提出的一种新型分子标记技
术［９］，用于检测简单重复序列（ＳＳＲ）间的 ＤＮＡ序列差异，具
有比随机扩增多态 ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）更高的可重复性、稳定
性［１０］。同时，该试验操作简单、快速、高效，不需要繁锁的构

建文库、设计引物、杂交、同位素显示等步骤，而且 ＩＳＳＲ标记
可以揭示整个基因组的一些特征，并呈孟德尔式遗传。目前，

ＩＳＳＲ技术己在品种鉴定［１１］、遗传作图［１２－１３］、遗传多样

性［１４－１５］等研究中得到了广泛应用［１６］。本研究利用 ＩＳＳＲ技
术对采自海南省的１０种藤黄科植物进行亲缘关系、遗传多样
性分析，以期为藤黄科植物种质资源的收集、鉴定、保护和利

用提供理论基础。
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