
书书书

雷　明，王　之，王加宾，等．蜻蜓凤梨ＡｆＥＲＦ１０９基因的克隆及响应乙烯的表达特性分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１１）：５１－５６．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．１１．０１５

蜻蜓凤梨 ＡｆＥＲＦ１０９基因的克隆及响应乙烯
的表达特性分析

雷　明，王　之，王加宾，李志英，徐　立
（中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所／农业部华南作物基因资源与种质创新重点实验室，海南儋州 ５７１７３７）

　　摘要：以热带观赏花卉蜻蜓凤梨（Ａｅｃｈｅｍｉａｆａｓｃｉａｔａ）为材料，在分析蜻蜓凤梨转录组数据的基础上，结合 ｃＤＮＡ末
端快速扩增（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ，简称 ＲＡＣＥ）技术克隆了 ＡＰＥＴＡＬＡ２／乙烯反应元件结合蛋白（ＡＰＥＴＡ
ＬＡ２／ＥｔｈｙｌｅｎｅＲｅｓｐｏｎｓｅＥｌｅｍｅｎｔＢｉｎｄｉｎｇＰｒｏｔｅｉｎ，简称 ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ）家族的 １个转录因子编码序列，并将其命名为
ＡｆＥＲＦ１０９。ＡｆＥＲＦ１０９基因ｃＤＮＡ全长９３９ｂｐ，开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）长７６２ｂｐ，编码的蛋白含２５３个氨
基酸残基。ＡｆＥＲＦ１０９分子量为２８．２７５１ｋｕ，理论等电点为５．２４；ＡｆＥＲＦ１０９不含信号肽和跨膜域，预测其定位于细胞
核；ＡｆＥＲＦ１０９含有１个典型的ＡＰ２结构域，该结构域的二、三级结构构象保守；系统进化分析该蛋白分属ＥＲＦ亚族的
Ｂ－４类。实时荧光定量ＰＣＲ分析表明，ＡｆＥＲＦ１０９转录本的表达量随着植株年龄的增长上调，在开花后的花柄中表达
量最高。此外，ＡｆＥＲＦ１０９转录本的表达量受外源乙烯处理呈现正调控趋势。研究结果初步证实 ＡｆＥＲＦ１０９参与乙烯
调控路径，可能参与蜻蜓凤梨营养生长到生殖生长的时期转换及花柄的发育，为进一步研究ＡｆＥＲＦ１０９基因功能、通过
基因工程手段调控蜻蜓凤梨开花提供了理论依据。
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　　凤梨科植物（Ｂｒｏｍｅｌｉａｃｅａｅ）原产于南美洲，是一类广泛分
布于热带亚热带地区、形态多样的植物之一［１－２］。人工栽培

种中，按照用途可以将其分为重要的热带水果———食用凤梨

（俗称菠萝，Ａｎａｎａｓｃｏｍｏｓｕｓ）和重要的热带花卉———观赏凤
梨。常用作观赏的凤梨品种有光萼荷属（Ａｅｃｈｍｅａ）、果子蔓
属（Ｇｕｚｍａｎｉａ）、铁兰属（Ｔｉｌｌａｎｄｓｉａ）、彩叶凤梨属（Ｎｅｏｒｅｇｅｌｉａ）、
水塔花属（Ｂｉｌｌｂｅｒｇｉａ）、姬凤梨属（Ｃｒｙｔａｎｔｈｕｓ）、巢凤梨属
（Ｎｉｄｕｌａｒｉｕｍ）等［３］。观赏凤梨株型优美、花型奇特、花期持

久，相应市场发展突飞猛进，已成为仅次于兰花和红掌的第三

大热带花卉［４］。

为了满足市场需求，调节上市时间，生产上普遍使用乙烯

及其衍生物促进凤梨科植物开花。利用１４Ｃ标记的乙烯利处
理凤梨的结果表明，其吸收外源乙烯的部位为叶片［５］。阻断

内源乙烯合成后，凤梨在乙烯诱导和自然生长条件下开花时

间均显著延迟［６－８］，这表明施加外源乙烯及其衍生物增加了

内源乙烯含量，从而促进了凤梨开花，但一直以来内源乙烯调

控凤梨等凤梨科植物开花的机制并不清楚。

作为一种植物生长调节物质，乙烯参与了种子萌发、幼苗

生长、开花诱导、果实成熟、器官衰老和病原菌响应等植物生

长发育过程［９－１０］。在拟南芥中，乙烯受体蛋白结合乙烯后抑

制了 Ｒａｆ－ｌｉｋｅＳｅｒ／Ｔｈｒ蛋白酶 ＣＯＮＳＴＩＴＵＴＩＶＥＴＲＩＰＬＥＲＥ
ＳＰＯＮＳＥ１（简称 ＣＴＲ１）的磷酸化能力，激活膜蛋白 ＥＴＨＹＬ
ＥＮＥＩＮＳＥＮＳＩＴＩＶＥ２（简称ＥＩＮ２），使得转录因子ＥＩＮ３在核内
稳定表达［１１－１４］。ＥＩＮ３蛋白则通过结合到 ＥｔｈｙｌｅｎｅＲｅｓｐｏｎｓｅ
Ｆａｃｔｏｒｓ（ＥＲＦｓ）基因（如ＥＲＦ１）的启动子区，调控后者的表达，
最终启动植物体对各种信号的应答响应［１５］。

ＥＲＦｓ基因编码的是一类家族蛋白，这类蛋白属于 ＡＰ
ＥＴＡＬＡ２／ＥｔｈｙｌｅｎｅＲｅｓｐｏｎｓｅＥｌｅｍｅｎｔＢｉｎｄｉｎｇＰｒｏｔｅｉｎ（简称
ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ）家族。以前一直认为 ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ家族为植物
所特有，现在发现其广泛存在于植物、原生生物、蓝藻和真菌

中［１６－１７］。ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ家族蛋白的共同特点是含有１或２个
保守的 ＡＰ２结构域。ＥＲＦｓ属于 ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ家族中的１个
亚族，该亚族成员含有１个 ＡＰ２结构域，大部分为转录激活
因子，少部分为转录抑制因子［１８－２２］。ＥＲＦｓ转录因子主要通
过结合到靶基因启动子区的核心 ＡＧＣＣＧＣＣ（简称 ＧＣＣ盒）
顺式元件和（或）干旱响应元件（ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅ
ｍｅｎｔｓ，简称 ＤＲＥｓ／ＣＲＴ）上应答生物和非生物胁迫，功能
广泛［２３－２７］。

目前关于乙烯促进观赏凤梨科植物开花分子机制的研究

相对较少。Ｌｉ等曾通过转录组分析在蜻蜓凤梨中筛选到一
些响应乙烯的 ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ家族基因［２８］，Ｌｅｉ等证明了 ＡＰ２／
ＥＲＥＢＰ家族中的１个ＡＰ２同源基因ＡｆＡＰ２－１响应了外源乙
烯处理，且在拟南芥中过表达显著延迟了开花［２９］。笔者从蜻

蜓凤梨（Ａｅｃｈｍｅａｆａｓｃｉａｔａ）中克隆到１个ＥＲＦ亚族蛋白编码基
因ＡｆＥＲＦ１０９，通过实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
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ＰＣＲ，简称ｑＲＴ－ＰＣＲ）技术研究其组织表达特异性，发现其
表达响应了外源乙烯处理，为进一步解析乙烯调控其表达的

分子机制、通过基因工程手段调控凤梨科植物生长发育的研

究提供了理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与处理
蜻蜓凤梨取自中国热带农业科学院热带作物品种资源研

究所离体保存与繁育研究室大棚，环境温度为３０～３２℃。所
用材料均为移栽成活的试管苗，幼株为成活后株龄６个月的
植株；成株为成活后株龄１１～１４个月的植株。外源乙烯利处
理时，取１０ｍＬ体积分数为４００μＬ／Ｌ的乙烯利灌心分别处理
１、６、２４ｈ，以清水灌心的材料为对照。不同组织材料在处理
后迅速于液氮中冷冻，之后置于－８０℃冰箱中保存备用。
１．２　总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ第１条链的合成

蜻蜓凤梨总ＲＮＡ的提取采用改良的ＣＴＡＢ法［３０］。ｃＤＮＡ
第１条链的合成采用 ＴｒａｎＳｃｒｉｐｔ－ＵｎｉＯｎｅ－ＳｔｅｐｇＤＮＡＲｅ
ｍｏｖａｌａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂盒（法国Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ股
份有限公司）。

１．３　５′和３′ＲＡＣＥ
克隆目的基因的 ５′和 ３′ＲＡＣＥ模板参照 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ

ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ说明书合成（美国 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公
司）。ＰＣＲ扩增得到的特异性条带采用美国 ＯＭＥＧＡ公司的
胶回收试剂盒进行回收。纯化后的特异条带分别连接到

ｐＥＡＳＹ－ｂｌｕｎｔ克隆载体上，测序。
１．４　生物信息学分析

用ＤＮＡＭＡＮ６．０软件比对氨基酸序列的同源性；用
ＭＥＧＡ６软件和邻接法构建进化树；其他生物信息学分析软
件见表１。
１．５　实时荧光定量ＰＣＲ

运用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计用于实时荧光定量 ＰＣＲ的
各基因特异性引物。选用ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴｉｐＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ
（法国 Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ股份有限公司）进行 ＰＣＲ反应，在 Ｔｈｅｒｍａ
ＰｉｋｏＲｅａｌ９６ＴＭ荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）上进行。反应体系（１０μＬ）：ｑＲＴ－ＰＣＲ混合反应液
ＳｕｐｅｒＭｉｘ５μＬ，模板１μＬ，正反向引物各０．３μＬ，灭菌的去离
子水补齐至１０μＬ；反应程序：９５℃预变性７ｍｉｎ；在 ９５℃
５ｓ、６０℃３０ｓ的条件下扩增４０个循环，循环结束后于６５℃
３０ｓ，２０℃停止。每个样品２个生物学重复，３次技术重复。
数据分析采用双ｄｅｌｔａ法，选取蜻蜓凤梨的β－ａｃｔｉｎ（ＡｆＡＣＴＢ）
为内参。通过制作标准曲线获得目的基因和内参基因的扩增

效率。所有引物序列见表２。
表１　本研究所用的生物在线软件

软件名称 用途 ＵＲＬ地址
ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ 开放阅读框预测分析 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｏｒｆ／
Ｂｌａｓｔ在线软件 同源氨基酸序列查找 ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ
ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线软件 蛋白质理化性质 ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／
ＴＭＨＭＭ在线软件 跨膜区预测 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／
ＳｉｇｎａｌＰ４．１在线软件 信号肽预测 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／
ＰｒｏｔＣｏｍｐ在线软件 亚细胞定位预测 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ．ｃｏｍ／ｂｅｒｒｙ．ｐｈｔｍｌ
Ｊｐｒｅｄ４在线软件 蛋白质二级结构 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｏｍｐｂｉｏ．ｄｕｎｄｅｅ．ａｃ．ｕｋ／ｊｐｒｅｄ／
Ｐｈｙｒｅ２在线软件 蛋白质三级结构 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ

表２　本研究所用的引物

引物名称 序列（５′→３′）
ＡｆＥＲＦ１０９５′－ＲＡＣＥＧＳＰ１ ＧＴＡＴＣＴＴＴＧＣＣＣＣＴＣＴＧＡＴＣＣＣＣ
ＡｆＥＲＦ１０９５′－ＲＡＣＥＧＳＰ２ ＧＴＣＧＡＣＣＣＧＧＡＧＡＡＡＧＣＧＧＣＡＧＴ
ＡｆＥＲＦ１０９３′－ＲＡＣＥＧＳＰ１ ＡＧＴＧＧＴＧＡＴＧＡＧＧＡＣＡＴＡＧＧＣＡＡＴＧＴＧＧ
ＡｆＥＲＦ１０９３′－ＲＡＣＥＧＳＰ２ ＴＧＣＣＧＣＴＴＴＣＴＣＣＧＧＧＴＣＧＡＣＴＴ
ＡｆＥＲＦ１０９ｑＲＴ－ＰＣＲＦ ＡＡＧＴＧＧＴＧＡＴＧＡＧＧＡＣＡＴＡＧＧＣ
ＡｆＥＲＦ１０９ｑＲＴ－ＰＣＲＲ ＴＣＧＡＣＣＣＧＧＡＧＡＡＡＧＣＧ
ＡｆＡＣＴＢｑＲＴ－ＰＣＲＦ ＧＡＧＣＡＧＣＡＴＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧＧ
ＡｆＡＣＴＢｑＲＴ－ＰＣＲＲ ＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＡＧＴＧＣＴＧＡ

２　结果与分析

２．１　ＡｆＥＲＦ１０９ｃＤＮＡ全长的克隆与序列分析
以蜻蜓凤梨心叶ｃＤＮＡ为模板，利用 ＲＡＣＥ及 ＰＣＲ技术

获得１条长度为９３９ｂｐ的ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ家族基因的ｃＤＮＡ序
列。分析后发现，其５′非编码区、３′非编码区长度分别为４０、
１３７ｂｐ（包括３０ｂｐ的 ｐｏｌｙＡ）。该 ｃＤＮＡ序列有１个７６２ｂｐ
的开放阅读框，编码２５３个氨基酸残基。Ｂｌａｓｔ比对后发现，
该ｃＤＮＡ编码序列与很多植物中ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ家族中ＥＲＦ亚
族的ＥＲＦ１０９或ＥＲＦ１０９－ｌｉｋｅ具有很高的相似性，故将其命
名为ＡｆＥＲＦ１０９。

２．２　ＡｆＥＲＦ１０９属于ＥＲＦ亚族的Ｂ－４类
结构域分析发现，ＡｆＥＲＦ１０９具有 １个典型的 ＡＰ２结构

域（图１－Ａ），因此，为了进一步分析 ＡｆＥＲＦ１０９蛋白的一级
结构特性，笔者将其与其他物种中的 ＥＲＦ１０９蛋白进行同源
性比对，结果表明，ＡｆＥＲＦ１０９与海枣（Ｐｈｏｅｎｉｘｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａ）的
ＥＲＦ１０９、油棕（Ｅｌａｅｉｓｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ）的 ＥＲＦ１０９、二穗短柄草
（Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ）的ＥＲＦ１０９、小果野芭蕉（Ｍｕｓａａｃｕ
ｍｉｎａｔａｓｕｂｓｐ．ｍａｌａｃｃｅｎｓｉｓ）的 ＥＲＦ１０９和小米（Ｓｅｔａｒｉａｉｔａｌｉｃａ）
的 ＥＲＦ１０９分别具有 ４８．８６％、４８．３４％、４５．３６％、４５．２１％、
４４．２４％的同源性（图１－Ｂ）。进一步分析发现，ＡｆＥＲＦ１０９的
ＡＰ２结构域包含保守的 ＹＰＧ和 ＲＡＹＤ元件（图 １－Ｂ）。此
外，该保守的ＡＰ２结构域的第１４位和第１９位分别为保守的
丙氨酸（Ａｌａ，Ａ）和天冬氨酸（Ａｓｐ，Ｄ）残基（图１－Ｂ）。因此，
根据这些结构特点，ＡｆＥＲＦ１０９被归为 ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ家族的
ＥＲＦ亚族。

已知ＥＲＦ亚族又可以分为 Ｂ－１到 Ｂ－６共６类，因此，
为了进一步分析 ＡｆＥＲＦ１０９的类别，笔者将其与拟南芥 ＥＲＦ
亚族Ｂ－１到 Ｂ－６类别中的部分蛋白序列进行进化树分析，
结果发现ＡｆＥＲＦ１０９在进化关系上并不与 ＡｔＥＲＦ１０９同属于
Ｂ－３类，而是与拟南芥ＲＡＰ２．６和ＲＡＰ２．６Ｌ等的进化关系最
近，同属于Ｂ－４类（图２）。
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２．３　ＡｆＥＲＦ１０９是定位于细胞核的酸性亲水蛋白
为了进一步了解 ＡｆＥＲＦ１０９蛋白的特性，笔者对其一系

列理化性质进行了分析。ＰｒｏｔｏＰａｒａｍ在线软件分析表明，
ＡｆＥＲＦ１０９的分子量为２８．２７５１ｋｕ，理论等电点为５．２４；总平
均亲水性（ｇｒａｎｄａｖｅｒａｇｅｏｆｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ，简称ＧＲＡＶＹ）、脂肪
系数（ａｌｉｐｈａｔｉｃｉｎｄｅｘ）分别为 －０．８９２、５６．８０，表明 ＡｆＥＲＦ１０９
属于酸性亲水蛋白类，脂溶性较差。

为了进一步验证 ＡｆＥＲＦ１０９的亲疏水性，笔者利用
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ在线软件对其进行进一步的分析该蛋白的绝大部分

氨基酸都是亲水性氨基酸（图３－Ａ），因此，ＡｆＥＲＦ１０９为亲水
性蛋白。为了解析 ＡｆＥＲＦ１０９是否具有跨膜区，笔者利用
ＴＭＨＭＭ在线软件对其进行分析，结果发现，该蛋白中可能位
于跨膜螺旋中的氨基酸残基数的分值为 ０．４２１５６，远小于
１８，故推测其不含跨膜区（图３－Ｂ）。进一步用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１
在线软件对ＡｆＥＲＦ１０９信号肽预测的结果表明，该蛋白序列
中不含信号肽（图３－Ｃ）。ＡｆＥＲＦ１０９属于 ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ转录
因子家族，理论上可结合到靶标基因的启动子区顺式作用元

件上调控后者的表达。因此，为了了解其是否定位于细胞核，
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笔者用ＰｒｏｔＣｏｍｐ软件进行预测，结果表明，ＡｆＥＲＦ１０９在核中
的分值为６．１５（总分为１０），极有可能是一种定位于细胞核
的非分泌蛋白。

２．４　ＡｆＥＲＦ１０９的二级和三级结构
蛋白只有形成稳定的空间结构才能执行一定的功能。因

此，笔者首先利用Ｊｐｒｅｄ４在线软件对其二级结构进行解析。
结果表明，ＡｆＥＲＦ１０９二级结构中有 ４个 β－折叠和 ２个

α－螺旋，其中，在保守的ＡＰ２结构域中含有３个β－折叠和
１个α－螺旋（图４－Ａ）。笔者进一步对 ＡｆＥＲＦ１０９的６０个
氨基酸残基组成的ＡＰ２结构域进行三维结构构建。从图４－
Ｂ中可以看出，该三维结构图中含有３个反向平行的 β－折
叠，而在Ｎ端则具有１个典型的 α－螺旋。该结构与包括拟
南芥的ＥＲＦ１在内的很多ＥＲＦ蛋白的 ＡＰ２结构域构象类似，
表明预测的三维结构合理。

２．５　ＡｆＥＲＦ１０９在蜻蜓凤梨中的组织表达特性
为了研究ＡｆＥＲＦ１０９在蜻蜓凤梨各组织中的表达特性，

笔者分别选取了幼株、成株和抽薹３９ｄ后成株的外叶、心叶、
茎和根，提取ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ，以此为模板利用实时荧

光定量ＰＣＲ技术对其进行验证。结果显示，ＡｆＥＲＦ１０９在检
测的营养器官和生殖器官中均有表达，尤其是在抽薹３９ｄ后
成株的外叶、心叶和茎中的表达量相比幼株组织明显上升

（图５）。

２．６　ＡｆＥＲＦ１０９的转录本表达响应了外源乙烯处理
已知ＥＲＦ家族很多成员均可以响应外源乙烯处理，影响

靶标下游基因的表达［２７，２９］。为了验证 ＡｆＥＲＦ１０９对外源乙烯
处理的响应情况，笔者分别对乙烯处理不同时间后蜻蜓凤梨
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幼株和成株的外叶、心叶、茎和根中 ＡｆＥＲＦ１０９转录本的表达
情况进行检测。结果显示，无论是在幼株还是在成株中，

ＡｆＥＲＦ１０９转录本的表达量均响应了外源乙烯处理（图 ６）。
幼株中，乙烯处理１ｈ后，外叶、茎和根中ＡｆＥＲＦ１０９的表达量
明显上升，到 ６ｈ则迅速下降到处理前的水平；在心叶中，
ＡｆＥＲＦ１０９的表达量在乙烯处理６ｈ后上调（图６－Ａ）。成株

中，乙烯处理１ｈ后，ＡｆＥＲＦ１０９在外叶、心叶和根中的表达量
明显上调，随着处理时间的延长，表达量逐渐下降；在茎中，

ＡｆＥＲＦ１０９的表达量则呈现下降—上升—下降的趋势（图６－
Ｂ）。这些结果暗示在幼株和成熟株的不同组织中，ＡｆＥＲＦ１０９
对外源乙烯响应的方式不尽相同。

２　结论与讨论

ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ转录因子是一类大家族，在水稻、拟南芥、大
豆中分别有１５７、１４７、１４８个［３１－３２］。作为 ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ中的１
个亚族，ＥＲＦ中的很多成员参与了成花诱导和花器官发育的
调控。在拟南芥中，过表达 ＥＲＦ９６导致莲座叶变小，开花延
迟［３３］。ＡＰ２／ＥＲＥＢＰ家族的 １个同源基因 ＥＡＲＬＹＢＵＤ－
ＢＲＥＡＫ（ＥＢＢ）在杨树（Ｐｏｐｕｌｕｓ）、葡萄（Ｖｉｔｉｓ）、云杉（Ｐｉｃｅａａｓ
ｐｅｒａｔａ）、日本梨（ＰｙｒｕｓｐｙｒｉｆｏｌｉａＮａｋａｉ）等多年生木本植物中均
正调控了花芽的形成［３４－３６］。此外，在矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａｈｙｂｒｉ
ｄａ）中，ＰｈＥＲＦｓ基因还参与了花器官尤其是花瓣和雌蕊的衰
老调控［３７］。本研究中，蜻蜓凤梨从营养生长到生殖生长的过

程中，ＡｆＥＲＦ１０９转录本在外叶、心叶和茎中的表达量显著上
升（图５－Ａ），直至成花３９ｄ后的植株中依然持续高水平表
达，暗示ＡｆＥＲＦ１０９可能参与了蜻蜓凤梨从营养生长到生殖
生长时期的转换。凤梨科植物花芽分化部位位于心叶围绕的

茎尖。从图５－Ａ中也可以看出，在每个检测时期，ＡｆＥＲＦ１０９
的转录本在茎尖的表达量均是最高的，尤其是在开花３９ｄ后
的茎中表达量相较于幼株茎中的表达量上升了９２倍，表明
ＡｆＥＲＦ１０９很可能参与了蜻蜓凤梨的成花诱导和花器官发育
过程。另外，在成花３９ｄ后的植株中，蜻蜓凤梨在花柄中的
表达量在所有检测的同时期营养器官和生殖器官中的表达量

最高，甚至超过了茎中的表达量（图 ５－Ｂ），进一步证明了
ＡｆＥＲＦ１０９在花柄发育中可能具有重要作用。ＡｆＥＲＦ１０９在其
他生殖器官中的表达量则相对较低，尤其是在萼片和雄蕊中

几乎检测不到，表明其可能并不参与这些器官的发育和分化

（图５－Ｂ）。
外源施加乙烯或乙烯衍生物（如乙烯利）可以促进凤梨

科植物开花。拟南芥中，响应乙烯信号的ＥＲＦ基因是ＥＲＦ１，
ＥＲＦ１再通过结合到下游靶标基因启动子区的顺式元件上，
通过一系列级联反应启动了植物体对外源生物或非生物胁迫

的应答机制［１５］。蜻蜓凤梨幼株和成株各组织中ＡｆＥＲＦ１０９转
录本的表达量对外源乙烯处理均有响应，但是响应的时间和

幅度各有差异，表明在不同的组织中可能有其他的蛋白共同

参与了这一调控路径。未来通过克隆该基因的启动子序列，

分析其启动子区包含的顺式元件，验证其对胁迫处理的响应，

将有助于我们解析其具体的应答机制。

此外，水稻中与拟南芥 ＡｆＥＲＦ１０９同源的基因 ＯｓＥＲＦ１０９
也响应了乙烯的正调控［３８］。研究发现，ＯｓＥＲＦ１０９可通过结合
到另一个ＥＲＦ基因ＯｓＥＲＦ３启动子区的ＤＲＥ和 ＧＣＣ元件上
调控后者的表达［３９］，而在水稻中过表达或通过ＲＮＡ干扰降低
ＯｓＥＲＦ１０９表达量后则分别降低或增加了乙烯的合成量，参与
了干旱胁迫［３８］。因此，通过在蜻蜓凤梨中过表达或沉默

ＡｆＥＲＦ１０９，进一步研究它在开花中的分子机制以及与乙烯之间
的调控关系，有助于我们更好地解析乙烯诱导凤梨科植物开花

的分子机制，为人工调控凤梨科植物开花提供理论依据。
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