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刺梨 ＧＬ２ 同源基因的克隆、系谱树和表达分析
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( １. 贵州师范大学 生命科学学院ꎬ 贵州省植物生理与发育调控重点实验室ꎬ 贵阳 ５５０００１ꎻ
２. 国家林业局西南喀斯特山地生物多样性保护重点实验室ꎬ 贵阳 ５５０００１ )

摘　 要: 为了观察刺梨果实的果刺细胞学发育过程ꎬ该研究以刺梨‘贵农 ５ 号’的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ通过 ＲＡＣＥ
克隆获得刺梨中与拟南芥表皮毛形成 ＧＬ２ 的同源基因 ＲｒＧＬ２ꎬ并对该基因进行生物信息学分析和表达分

析ꎮ 结果表明:(１)刺结构在花芽形成早期基部内的细胞首先不断分裂ꎬ向外继续发育ꎬ中部的细胞变细、变
长形成“针”状结构ꎬ顶部的细胞逐渐木质化使刺变硬ꎬ形成果刺ꎮ (２)通过 ＲＡＣＥ 扩增得到 ＲｒＧＬ２ 的 ｃＤＮＡ
全长 ２ ２９２ ｂｐꎬ编码 ７６３ ａａ 氨基酸ꎮ (３)ＲｒＧＬ２ 具有 Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ 同源结构域和 ＳｔＡＲ 磷脂酰胆碱转移蛋白

的结构域ꎬＲｒＧＬ２ 与其他物种编码的 ＧＬ２ 氨基酸同源性高度相似ꎬ并且系谱树分析揭示刺梨 ＲｒＧＬ２ 和野草

莓的 ＧＬ２ 密切相关ꎮ (４)ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析表明ꎬＲｒＧＬ２ 在茎和果实中的表达水平高于其他组织ꎬ在花后 ７ 周果

刺中的表达最高ꎬ是 ３ 周和 ５ 周果刺中的 ７.８７ 倍和 ２.１０ 倍ꎮ 综上结果发现 ＲｒＧＬ２ 的功能与果刺的形成发

育密切相关ꎬ该研究为刺梨中刺形成的分子机制和育种提供了理论基础ꎮ
关键词: 刺梨ꎬ 表皮毛ꎬ 果刺ꎬ ＲｒＧＬ２ꎬ 基因表达
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ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｔｏｐ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｍａｋｅ ｔｈｅ ｐｒｉｃｋｌｅｓ ｈａｒｄ. (２) Ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈｓ ｏｆ ＲｒＧＬ２ ｗａｓ ２ ２９２ ｂｐ ｂｙ ＲＡＣＥꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ
７６３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. (３) Ｔｈｅ ＲｒＧＬ２ ｈａｄ ａ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ＳｔＡＲ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｗｈｉｃｈ
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ａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＲｒＧＬ２ ｉｎ ｆｒｕｉｔ ｐｒｉｃｋｌｅｓ ａｆｔｅｒ ｓｅｖｅｎ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ
ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔꎬ ａｌｍｏｓｔ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ７.８７ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ２.１０ ｔｉｍｅｓ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｒｅｅ ｗｅｅｋｓ ａｎｄ ｄｕｒｉｎｇ ｆｉｖｅ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｒｏｓａ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉꎬ ｔｒｉｃｈｏｍｅｓꎬ ｐｒｉｃｋｌｅｓꎬ ＲｒＧＬ２ꎬ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 刺梨(Ｒｏｓａ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ)为蔷薇科多年生落叶灌

木缫丝花的果实ꎬ因具有良好的风味和较高的营

养价值深受消费者喜爱ꎬ在中国西南地区尤其是

贵州省大规模种植ꎮ 果实中因含有一些酚类化合

物、抗氧化物等(Ｖａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎬ可作为放射性

保护剂和肿瘤抑制剂( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻＸｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎻ同时也是果汁和干果的重要原料ꎮ 然而ꎬ
刺梨果实密披果刺ꎬ果刺对水果采摘、食品加工、
田间和果园管理造成不便ꎮ 近年来随着园艺业的

发展ꎬ植物果刺已经引起越来越多的关注ꎮ
刺是广泛存在于许多植物中由表皮组织生长

所形成的渐尖突起(Ｋｅｌｌｏｇｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎬ可存在

于叶、茎、果实和其他器官(Ｆｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 刺

的存在增加植物表皮厚度ꎬ减少热量和水分的散

失ꎬ防止昆虫和病原体的侵袭或机械损伤(Ｇｏｍｅｓ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 覆盆子和玫瑰的刺来源于修饰的

腺毛ꎬ它们继续生长并最终硬化成最终的刺状形

态ꎬ作为表皮组织的外生物ꎮ 因此ꎬ刺是表皮毛与

少数皮层细胞的变形所形成的ꎻ表皮毛是植物器

官表面一种特殊的单细胞结构ꎻ表皮毛发育所需

基因的时空表达受一种三元激活复合物协调(Ａｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 植物表皮毛发育的调节特别是在

拟南芥中的研究取得了很大的进展ꎮ 通过转录因

子 ＭＹＢ [ ＧＬＡＢＲＡ １ ( ＧＬ１ )、 ＷＥＲＥＷＯＬＦ、
ＣＡＰＲＩＣＥ、 ＴＲＩＰＴＹＣＨＯＮ]ꎻ ＷＤ￣４０ 型 [( ＴＲＡＮＳ￣
ＰＡＲＥＮＴ ＴＥＳＴＡ ＧＬＡＢＲＡ １(ＴＴＧ１]ꎻｂＨＬＨ[ＧＬＡ￣
ＢＲＡ ３ ( ＧＬ３ )]ꎻ ＥＮＨＡＮＣＥＲ ｏｆ ＧＬＡＢＲＡ ３
(ＥＧＬ３)ꎻＨＤ￣ｚｉｐ[ ＧＬＡＢＲＡ２(ＧＬ２)]和 ＷＲＫＹｌ 类

转 录 因 子 [ ＴＲＡＮＳＰＡＲＥＮＴ ＴＥＳＴＡ ＧＬＡＢＲＡ２
(ＴＴＧ２)] ( Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｇａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ
酵母双杂交实验得到 ＧＬ１ 和 ＴＴＧ１ 可以结合到

ＧＬ３ 和 ＥＧＬ３ 的不同区域ꎬ表明 ＭＹＢ￣ｂＨＬＨ￣ＷＤ４０
复合物可形成三聚体转录激活成分ꎬ并调控表皮

毛发育 的 下 游 基 因 和 形 态 发 生 ( Ｐｅｓｃｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５ꎻ Ｒａｍｓａｙ ＆ Ｇｌｏｖｅｒꎬ ２０１５)ꎮ ＧＬ２ 可通过反馈

机制激活参与表皮毛成熟的 ＴＴＧ１ 复合体来切换

ＭＹＢ￣ｂＨＬＨ￣ＷＤ４０ 复合体的功能ꎮ 在表皮毛和根

毛的形成过程中ꎬ两个相邻的细胞能够相互竞争

ＧＬ２ / ＴＴＧ１ 等表达调控因子(Ｐｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)ꎮ
ＧＬ２ 在表皮毛形态发生中发挥着重要作用ꎬ

包括细胞分枝、扩张和细胞壁成熟( Ｓｚｙｍａｎｓｋｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９９８)ꎮ ＧＬ２ 是一种同源框基因ꎬ编码含有

ＳｔＡＲ(ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ａｃｕｔｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ)结构域

的 ＨＤ￣Ｚｉｐ 转录因子ꎮ 这种同源框蛋白可在植物

不同的发育过程中协调靶基因的表达 ( Ｒｅｒｉｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９９４ꎻ Ｄｉ ＆ Ａｌꎬ １９９６)ꎮ ＧＬ２ 在成熟表皮毛中

持续表达ꎬ并且是在早期形态发生中非根毛细胞

和表皮毛分化所必需( Ｆｙｖｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 前人

研究表明ꎬＧＬ２ 是调节根毛发育所必需的ꎬ并且优

先在根的分生组织和伸长区域内的非毛发表皮细

胞中表达(Ｍａｓｕｃｃｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６)ꎮ ＧＬ２ 突变体和

ＧＬ２ / ＧＬ３ 双突变体均影响表皮毛的形态发生ꎬ使
叶片上的表皮毛降解和减少ꎬ同时 ＧＬ２ 突变体还

具有种皮粘液缺乏、形成异位根毛等表型(Ｇａｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 此外 ＧＬ２ 突变体不

能形成围绕表皮毛的毛状辅助细胞ꎮ 遗传实验表

０２１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



明ꎬＧＬ２ 是 ＧＬ１ 和 ＴＴＧ１ 的下游调控基因 (Ｐｅｓｃｈ ＆
Ｈüｌｓｋａｍｐꎬ ２０１１)ꎮ

本研究利用贵州省广泛种植的‘贵农 ５ 号’分

离克隆与果刺发育有关的 ＲｒＧＬ２ꎬ对 ＲｒＧＬ２ 基因进

行了生物信息分析和时空表达检测ꎬ可为进一步研

究刺梨果刺形成和发育的分子机制以及通过基因工

程培育刺梨无刺果实提供了遗传资源和理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 植物材料和细胞学分析

采集刺梨‘贵农 ５ 号’的叶片和果实后ꎬ一部

分立即在液氮中冷冻并储存在－８０ ℃ꎮ 选择叶、
幼果和成熟果实并收集花后 ３ 周、５ 周和 ７ 周的果

刺以检测 ＲｒＧＬ２ 的表达水平ꎮ 另一部分通过体视

显微镜(ＳＺＸ７ꎬＯＬＹＭＰＵＳꎬＪａｐａｎ)观察并拍照ꎮ
采摘不同时期的幼芽用 ＦＡＡ 固定液固定ꎬ先在

离心管中装入 ３ ｍＬ 固定液ꎬ将样品放入固定液中ꎬ
封口膜封口ꎬ用解剖针在封口膜上扎几个小孔ꎬ然后

抽真空ꎬ抽过真空后再加入 ２ ｍＬ 固定液(样品与固

定液之比约为 １ ∶ ２０)ꎮ 若长期保存应将固定液换

成 ７０％酒精ꎬ４ ℃冰箱保存ꎮ 第 １ 天用 ７０％酒精过

夜ꎬ第 ２ 天用 ８５％酒精、９５％酒精、无水酒精、无水酒

精、１ / ５ 二甲苯、２ / ５ 二甲苯、３ / ５ 二甲苯、４ / ５ 二甲

苯、纯二甲苯进行梯度洗脱ꎬ纯二甲苯处理后加碎蜡

(放入 ３６ ℃烘箱ꎬ放置 ３ ｄ 以上)洗涤ꎮ 将已固着和

修好的蜡块装在样品固定器上ꎬ并固定好ꎮ 将切片

刀装在切片机上ꎮ 调节刀片的厚度为 ８~１５ μｍꎮ
将切出的蜡带ꎬ平展于盒内以供展片ꎮ 之后

经显 微 镜 ( ＢＸ５３ꎬ Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ Ｊａｐａｎ ) 观 察ꎬ ＳＰＯＴ
ＦＬＥＸＴＭ ＣＣＤ 拍摄(Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔꎬＵＳＡ)ꎮ
１.２ ＲＮＡ 提取和纯化

使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂 ( ＴａＫａＲａꎬ Ｊａｐａｎ) 提取茎、叶
片、花芽、种子和花后 ３ 周、５ 周和 ７ 周的皮刺部位

的总 ＲＮＡꎬ具体步骤参考试剂盒说明ꎮ 先用 ＤＮＡ
酶(ＴａＫａＲａꎬＪａｐａｎ)处理 ＲＮＡ 样品ꎮ 然后根据试

剂盒说明使用 ｏｌｉｇｏ ｄＴ－接头引物的 ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ
(ＴａＫａＲａꎬＪａｐａｎ)将提取的 ＲＮＡ 进行逆转录ꎮ
１.３ 分离 ＧＬ２ ｃＤＮＡ
１.３.１ ３′ＲＡＣＥ 的合成　 利用 ３′ ＲＡＣＥ(ＴａＫａＲａꎬＪａ￣
ｐａｎ)试剂盒以刺梨叶片提取的 ＲＮＡ 进行第一链

ｃＤＮＡ 合 成ꎮ 根 据 ＮＣＢＩ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.
ｎｉｈ.ｇｏｖ / )下载的其他生物所报道的与果刺发育有

关的 ＧＬ２ 同源序列设计引物ꎮ 用引物进行两轮

ＰＣＲ 扩增基因的 ３′ 末端(表 １)ꎮ 第一轮 ＰＣＲ:首
先 ９４ ℃ 变性 ３ ｍｉｎꎬ然后进行 ２０ 个循环的扩增

(９４ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎ)和最后 ７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎꎮ 然后以第一轮 ＰＣＲ 产物作为第二次

ＰＣＲ 扩增的模板ꎬ并且在与第一轮 ＰＣＲ 相同的条

件下运行 ３５ 个循环ꎮ

表 １　 ＧＬ２ ｃＤＮＡ 克隆 ＲＡＣＥ 引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＧＬ２ ｃＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｒｏｓａ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列 (５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ (５′－３′)

应用
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

退火条件
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

温度
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (℃ )

时间
Ｔｉｍｅ (ｍｉｎ)

ＲｒＧＬ２￣１ ＴＡＧＣＴＧＣＡＴＡＡＡＴＧＣＴＴＡＣＧ １ｓｔ ｏｆ ３′ ＲＡＣＥ ５５ ２

ＲｒＧＬ２￣２ ＡＡＴＣＧＣＡＧＧＡＡＣＧＡＧＴＧＧＧ ２ｎｄ ｏｆ ３′ ＲＡＣＥ ５５ ２

ＲｒＧＬ２￣３ ＧＧＧＧＴＧＡＣＴＣＣＴＴＧＡＡＣＡ ５′ ＲＡＣＥ ５５ ２

１.３.２ ５′ＲＡＣＥ 的合成　 根据 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤ￣
ＮＡ 扩增试剂盒 (Ｎｏ. ６３４９２３ꎬＣｌｏｎｔｅｃｈ)ꎬ以叶片总

ＲＮＡ 为模板合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 按照上述 ３′末端

的序列合成基因特异性引物(表 １)进行 Ｔｏｕｃｈ￣ｄｏｗｎ
ＰＣＲ:首先(９４ ℃ꎬ３０ ｓꎻ７２ ℃ꎬ９０ ｓ)５ 个循环ꎬ然后

(９４ ℃ꎬ３０ ｓꎻ７０ ℃ꎬ３０ ｓꎻ７２ ℃ꎬ１ ｍｉｎ)５ 个循环ꎬ最后

(９４ ℃ꎬ３０ ｓꎻ５５ ℃ꎬ２ ｍｉｎꎻ７２ ℃ꎬ２ ｍｉｎ)３０ 个循环ꎮ

１.４ 克隆和测序

ＰＣＲ 产物用 １％琼脂糖凝胶检测ꎬ挖胶回收后

以 琼 脂 糖 凝 胶 ＤＮＡ 纯 化 试 剂 盒 ( ＤＶ８０５Ａꎬ
ＴａＫａＲａꎬ Ｊａｎｐａｎ ) 纯 化ꎬ 克 隆 到 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载 体

(ＴａＫａＲａꎬＪａｎｐａｎ) 中ꎬ最后热激法转化大肠杆菌

ＤＨ５α 菌株( ＴｒａｎｓꎬＣｈｉｎａ)ꎮ 阳性克隆由上海生工

生物工程技术服务有限公司(中国上海)测序ꎮ

１２１１ 期 黄小龙等: 刺梨 ＧＬ２ 同源基因的克隆、系谱树和表达分析



１.５ 序列分析

使用 ＮＣＢＩ ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 对 ＰＣＲ 扩增获得的 ＧＬ２
开放阅读框片段进行分析ꎮ 通过 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴｐ 获

得 ＲｒＧＬ２ 同源蛋白ꎮ 使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 分析蛋白质

的分子量、等电点和氨基酸组成ꎮ 用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 的

Ｋｙｔｅ ＆ Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ 方法预测这些蛋白质的亲水性或

疏水性ꎮ ＴＭＨＭＭ ２. ０ 服 务 器 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ.
ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )用于预测蛋白质的跨

膜结构域ꎮ ＳＭＡＲＴ 在线预测蛋白质结构域ꎮ ＥＳ￣
Ｐｒｉｐｔ ３. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｅｓｐｒｉｐｔ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ＥＳＰｒｉｐｔ / ＥＳＰｒｉｐｔ / )
预测蛋白质二级结构ꎮ Ｍｅｇａ６. ０ 软件 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
Ｊｏｉｎｉｎｇ 法用于构建系谱树ꎮ
１.６ 基因表达检测

使用 ＦａｓｔＳｔａｒｔ ＤＮＡ Ｍａｓｔｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 试剂

盒在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ 仪器(ＲｏｃｈｅꎬＳｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ)中进

行 ＲｒＧＬ２ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎮ β￣ａｃｔｉｎ 作为内参基

因ꎮ 引物为 ＲｒＧＬ２ꎬ Ｆｏｒｗａｒｄ (５′￣３′): ＣＧＡＧＧＣＡＧＴ￣
ＧＡＣＡＧＴＧＡＡＧＧꎻ Ｒｅｖｅｒｓｅ (５′￣３′): ＧＧＣＡＧＡＣＴＣＡＡ￣
ＣＡＧＡＣＴＣＣＡＴＡＧꎮ β￣ａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ ( ５′￣３′): ＣＣＧＣ￣
ＣＡＴＧＴＡ ＴＧＴＴＧＣＣＡＴＣＣꎻ Ｒｅｖｅｒｓｅ (５′￣３′): ＡＧＣＣＡＧ￣
ＧＴＣＡＡＧＡＣＧＣＡＧＡＡＴꎮ

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 程序根据 ＳＹＢＲ 说明书进行ꎬ扩增

进行 ４０ 个循环:在 ９５ ℃ 变性 ３０ ｓꎬ在 ５５ ℃ 退火

３０ ｓꎬ并在 ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎮ 相对于对照的表达水

平通过计算△△Ｃｔ[(△△Ｃｔ ＝ ｓａｍｐｌｅ △Ｃｔ－ｃｏｎｔｒｏｌ
△Ｃｔ)ꎬ △Ｃｔ＝ ＲｒＧＬ２ Ｃｔ － ( β － ａｃｔｉｎ) Ｃｔ]ꎬ然后用

２－△△Ｃｔ方法分析ꎮ
１.７ 统计分析

本研究中的所有数据均为三次生物学重复的

平均值和相应的标准偏差表示ꎮ 使用 ＳＰＳＳ 单因

素方差分析方法分析获得的数据ꎬＤｕｎｃａｎ 多重检

验以比较统计显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 刺梨不同组织的观察和早期细胞学研究

分别选取刺梨的不同部位观察ꎬ如图 １ 所

示ꎬ包括的组织有茎(图 １:Ａ) 、叶(图 １:Ｂ) 、花芽

(图 １:Ｃ) 、果实(图 １:Ｄ)和种子(图 １:Ｅ) ꎮ 在茎

和果实的组织表面上观察到有一些坚硬的刺ꎬ分
别为枝刺和果刺ꎮ 在花芽最外的部位也存在少

量刺的形态ꎬ叶片和种子外表面没有出现坚硬

的刺ꎮ

进一步选取不同发育阶段的果实进行果刺数

量和长度的统计ꎬ如表 ２ 所示ꎮ 选取花后 ３、５ 和 ７
周形成的果实ꎬ此时刺梨果实的直径分别是 １.５、
２.３ 和 ３.４ ｃｍꎮ 将果实分为三个部位进行统计ꎬ分
别为上部、中部和下部ꎮ 从表 ２ 可以得到ꎬ在不同

的发育时期ꎬ果刺的数量均主要集中在中部ꎬ上部

和下部数量较少ꎮ 随着果实的发育ꎬ三个部位果

刺的长度均发生显著性的增加ꎮ
刺梨经过一定时间的营养生长后ꎬ在外界各

因素达到一定要求时进入生殖生长阶段ꎬ这是刺

梨果实形成的必经阶段ꎮ 当刺梨进入生殖生长时

期ꎬ刺梨茎端分生组织细胞开始分裂分化ꎬ在花的

发育过程中刺梨萼片上的刺细胞也开始不断发

生ꎮ 花的发育是一个动态的过程ꎬ最初观察到花

萼上有少量已经形成的刺结构ꎬ随着花的发育ꎬ萼
片上刺结构会成批次的产生ꎬ逐渐增多(图 ２:Ａ)ꎮ
当花的结构慢慢向外展开时ꎬ在花瓣原基基部处ꎬ
雄蕊原基开始慢慢发育形成一些粗而短的近似椭

圆形的结构ꎬ刺原基突起内的基本分生组织细胞

进行切向分裂ꎬ细胞数目开始增加ꎬ表皮上的细胞

也进行分裂以适应刺的向外延伸(图 ２:Ｂ)ꎮ 基部

内的细胞迅速分裂使基部扩展变大ꎬ中部细胞增

多ꎬ形态也发生变化ꎬ椭圆形的细胞开始变细、变
长ꎬ尖端呈“针”状型结构ꎬ刺结构的整体外形初步

形成(图 ２: Ｃ)ꎮ
２.２ 刺梨 ＲｒＧＬ２ 的序列分析

以‘贵农 ５ 号’的 ＲＮＡ 为模板ꎬ通过 ＲＡＣＥ 方

法得到 ＲｒＧＬ２ 的全长 ｃＤＮＡꎮ ＲｒＧＬ２(Ｇｅｎｅｂａｎｋ 登

录号:ＭＧ３８６４９８)的全长为２ ２９２ ｂｐꎬ编码 ７６３ 个

氨基酸ꎮ ＢＬＡＳＴ 分析表明ꎬ刺梨的 ＲｒＧＬ２ 序列和

野草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ)、碧桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ)、苹
果(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ)、麻风树(Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ)和桑

(Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ) ＧＬ２ 具有较高的同源性ꎬ分别是

９６％、８８％、８６％、７８％和 ８０％的相似性ꎮ
ＰｒｏｔＰａｒａｍ 分析 ＲｒＧＬ２ 得到其分子量为 ８. ４９

ｋＤａꎮ ＲｒＧＬ２ 的 等 电 点 是 ５. ７３ꎮ ＲｒＧＬ２ 含 有

１３.７６％的酸性氨基酸、 １３. ６３％ 的碱性氨基酸、
３８.７９％的疏水性氨基酸、２７.３９％的带电荷氨基酸

和６１.０７％的极性氨基酸ꎮ ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 分析 ＲｒＧＬ２ 得

到其亲水性氨基酸的数量明显大于疏水性氨基酸

的数量ꎬ且亲水性的平均值为－０.５２５ꎬ表明 ＲｒＧＬ２
编码的蛋白质为可溶性蛋白质ꎮ ＴＭＨＭＭ２.０ 预测

表明 ＲｒＧＬ２ 不含有跨膜结构域ꎮ
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Ａ. 茎(Ｂａｒ ＝ １ ｃｍ)ꎻ Ｂ. 叶(Ｂａｒ ＝ ０.５ ｃｍ)ꎻ Ｃ. 花芽(Ｂａｒ ＝ ０.５ ｃｍ)ꎻ Ｄ. 果实(Ｂａｒ ＝ １ ｃｍ)ꎻ Ｅ. 种子(Ｂａｒ ＝ １ ｍｍ)ꎮ
Ａ. Ｓｔｅｍ(Ｂａｒ ＝１ ｃｍ)ꎻ Ｂ. Ｌｅａｆ(Ｂａｒ ＝０.５ ｃｍ)ꎻ Ｃ. Ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄ(Ｂａｒ ＝０.５ ｃｍ)ꎻ Ｄ. Ｆｒｕｉｔ(Ｂａｒ ＝１ ｃｍ)ꎻ Ｅ. Ｓｅｅｄ(Ｂａｒ ＝１ ｍｍ).

图 １　 刺梨不同组织的观察
Ｆｉｇ. １　 Ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｒｏｓｅ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ

表 ２　 刺梨果实(花后 ３、５ 和 ７ 周)的三个不同部位果刺数量和长度的比较
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｐｒｉｃｋｌｅｓ ｏｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｒｏｓｅ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ

ｆｒｕｉｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ３ꎬ ５ ａｎｄ ７ ＷＡＦ (ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ)

不同发育期的果实
Ｆｒｕｉｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

果刺的数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｉｃｋｌｅｓ

上部
Ｕｐｐｅｒ

中部
Ｍｉｄｄｌｅ

下部
Ｌｏｗｅｒ

果刺的长度
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｐｒｉｃｋｌｅｓ

上部
Ｕｐｐｅｒ

中部
Ｍｉｄｄｌｅ

下部
Ｌｏｗｅｒ

花后 ３ 周 (３ ＷＡＦ) ２９.３±１.５ｂ ６５.４±３.５ａ ３２.６±６.５ａ １.３３±０.３１ａ ２.５０±０.５４ａ １.７２±０.７３ａ

花后 ５ 周 (５ ＷＡＦ) ２８.０±３.６ａ ６７.３±２.１ｂ ３４.３±３.１ｂ １.８３±０.２９ｂ ３.１６±０.７６ｂ ２.６２±０.６４ｂ

花后 ７ 周 (７ ＷＡＦ) ２９.７±１.２ｂ ７０.６±８.３ｃ ３２.７±６.５ａ ２.３８±０.７５ｃ ４.３３±０.２９ｃ ３.２８±１.１７ｃ

　 注: 表中的字母表示数据显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５).

Ａ、Ｂ、Ｃ 表示不同花芽分化时期果刺的形成过程ꎬ箭头所指为果刺ꎮ Ｂａｒ ＝ １ ｍｍꎮ
Ａꎬ Ｂꎬ Ｃ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｒｉｃｋｌｅｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｔ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄꎬ ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｐｒｉｃｋｌｅｓ. Ｂａｒ ＝１ ｍｍ.

图 ２　 刺梨早期果刺细胞学观察
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｒｕｉｔ ｐｒｉｃｋｌｅｓ ａｔ ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅ ｏｆ Ｒｏｓａ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ
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Ａ. ＲｒＧＬ２ 与其他物种的序列比对图ꎻ Ｂ. 二级结构域 ＨＯＸ (１０７ ~ １６９ ａａ)和 ＳＴＡＲＴ (２７６ ~ ５００ ａａ)ꎻ Ｃ. ＲｒＧＬ２ 的三级结构域
(ＰＤＢ: ２Ｚ９Ｚ)ꎮ
Ａ. Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ＲｒＧＬ２ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｆｉｖｅ ｐｌａｎｔｓꎻ Ｂ. Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｍｏｔｉｆｓ ＨＯＸ (１０７－１６９ ａａ) ａｎｄ ＳＴＡＲＴ (２７６－５００ ａａ)ꎻ
Ｃ. Ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＲｒＧＬ２ (ＰＤＢ ｎｕｍｂｅｒ: ２Ｚ９Ｚ).

图 ３　 ＲｒＧＬ２ 的结构
Ｆｉｇ. ３　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＲｒＧＬ２

２.３ ＲｒＧＬ２ 的同源蛋白和系谱树分析

将不同物种的 ＧＬ２ 进行比对分析(图 ３:Ａ)ꎮ
ＢＬＡＳＴ 分 析 表 明ꎬ ＲｒＧＬ２ 和 野 草 莓 ( Ｆｒａｇａｒｉａ
ｖｅｓｃａ)、碧桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ)、苹果(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉ￣
ｃａ)、麻风树(Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ)和桑(Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ)
的蛋白质序列相似性较高ꎬ分别是 ９８％、９２％、
９０％、８３％和 ８２％相似性ꎮ

基于 ＲｒＧＬ２ 的三维结构( ＰＤＢ 编号:２Ｚ９Ｚ)ꎬ

利用 ＥＳＰｒｉｐｔ ３.０ 得到蛋白质的二级结构和三级结

构ꎮ 如图 ３:Ａ 所示ꎬβ－转角是序列的主要二级结

构ꎮ 多序列比对的结果表明ꎬＲｒＧＬ２ 与其他物种

的二级结构域也较为保守ꎮ ＳＭＡＲＴ 分析显示

ＲｒＧＬ２ 的结构域包括两个主要结构域ꎬ分别是位

于 １０７ ~ １６９ 氨 基 酸 的 同 源 结 构 域 ＨＯＸ
(ｈｏｍｅｏｂｏｘ) 和位于 ２７６ ~ ５００ 氨基 酸 的 ＳＴＡＲＴ
(ＳｔＡＲ 和磷酰胆碱转移蛋白) (图 ３:Ｂ)ꎮ 图 ３:Ｃ
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图 ４　 ＲｒＧＬ２ 与其他科的 ＧＬ２ 的系谱树分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＲｒＧＬ２ ｔｏ ｔｈｅ ＧＬ２ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

以两种不同的方式显示了 ＲｒＧＬ２ 三维结构ꎬ在不

同的折叠处ꎬ包括转角和不规则的卷曲均可发生

与 ＤＮＡ / ＲＮＡ 的结合ꎮ 使用 Ｍｅｇａ ６. ０ 软件构建

ＲｒＧＬ２ 的系统进化树图ꎬ得到刺梨与其他植物的

亲缘关系ꎬ如图 ４ 所示ꎮ 图中显示 ＲｒＧＬ２ 与野草

莓中的 ＧＬ２ 序列最相似ꎮ 除此之外ꎬＲｒＧＬ２ 与其

他蔷薇科植物的亲缘关系也较近ꎬ如桃、樱桃、梅
和苹果ꎮ

２.４ ＲｒＧＬ２ 在不同组织和果实发育的表达模式

利用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 获得 ＲｒＧＬ２ 在不同组织中

的表达水平ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ ＲｒＧＬ２ 在种子中的

表达量最低ꎬ茎和果实的 ＲｒＧＬ２ 表达量分别是种

子的 ５９.９５ 倍和 ３３.５２ 倍ꎮ 叶和花中 ＲｒＧＬ２ 的表

达量分别是种子中的 ７.９９ 倍和１５.６２倍ꎮ
从图 ５:Ｂ 中可以看出ꎬ花后 ３、５ 和 ７ 周的果

刺中 ＲｒＧＬ２ 表达量ꎮ 结果表明随着果实的发育和
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Ａ. 茎、叶片、花芽、果实和种子中的表达ꎻ Ｂ. 花后 ３ 周(３ ＷＡＦ)、５ 周(５ ＷＡＦ)和 ７ 周(７ ＷＡＦ)果刺中的表达ꎮ 字母代表数据的
显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｆｌｏｗｅｒꎬ ｆｒｕｉｔ ａｎｄ ｓｅｅｄꎻ Ｂ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｄｕｒｉｎｇ ３ꎬ ５ ａｎｄ ７ ＷＡＦ (ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ). Ｔｈｅ ｌｅｔｔｅｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５).

图 ５　 ＲｒＧＬ２ 在不同组织和果实发育期中的表达水平
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＲｒＧＬ２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

果刺的增加ꎬＲｒＧＬ２ 表达量逐渐增加ꎬ在花后 ７ 周

果刺中 ＲｒＧＬ２ 表达量最高ꎬ分别是花后 ３ 周和 ５ 周

果刺中的 ７.８７ 倍和 ２.１０ 倍ꎬ可以推断 ＲｒＧＬ２ 在果

刺的形成中发挥一定的作用ꎮ

３　 讨论

形态观察结果发现刺梨茎上有一些坚硬的

刺ꎬ果实外表面上密披果刺ꎮ 通过细胞学观察得

到ꎬ果刺在花芽阶段已经形成ꎮ 同时ꎬＲｒＧＬ２ 在茎

和果中的表达水平高于其他组织ꎬ说明 ＲｒＧＬ２ 可

能在果刺和表皮毛形态发生中发挥重要作用ꎮ 研

究表明 ＲｒＧＬ２ 作用在果实发育早期的果刺中检测

到 ＲｒＧＬ２ 的表达ꎬ证明它可能在果实发芽阶段起

作用(Ｏｈａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２ꎻ Ｖｅｒｎｏｕｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ
随着果实的成熟ꎬ果刺的数量和长度都增加ꎮ 与

形态学改变相对应ꎬＲｒＧＬ２ 的表达水平也随之提

高ꎮ 这些结果暗示 ＲｒＧＬ２ 可能与刺梨果刺发育起

始密切相关(Ｒｅｒｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９４)ꎮ 而在花后 ７ 周的

果实果刺中 ＲｒＧＬ２ 表达量达到最高ꎬ暗示与刺发

育相关的 ＲｒＧＬ２ 基因能够增加果刺的形成ꎮ 转录

因子 ＥＧＬ３ 和 ＴＴＧ１ 参与 ＧＬ２ 的表达调控ꎬ最终导

致表皮毛形成( Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ ＭＹＢ 类蛋白

如 ＧＬ１ 和 ＷＥＲꎬ可通过与 ｂＨＬＨ 蛋白相互作用来

调节 ＧＬ２ 同源框基因在特定部位的表达ꎮ 同时

ＧＬ２ 的表达还受到 ＣＡＰＲＩＣＥ ＭＹＢ 的抑制( Ｌｅｅ ＆
Ｓｃｈｉｅｆｅｌｂｅｉｎꎬ １９９９)ꎮ ＲｒＧＬ２ 作为一个关键基因和

其他参与调节刺梨果刺发育的基因功能还需要进

一步的功能分析确定ꎮ
本研究通过 ＲＡＣＥ 技术从刺梨中克隆得到

ＲｒＧＬ２ꎮ 在 ＮＣＢＩ ｂｌａｓｔ 数据库中搜索获得 ＲｒＧＬ２
与其他物种的氨基酸结构域的高度相似性的 ＧＬ２
类蛋白成员ꎬ表明 ＲｒＧＬ２ 可能与这些物种中的

ＧＬ２ 具有类似功能ꎬ参与调节果刺的起始ꎬ形态发

生和发育(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎮ 结构域分析显示

ＲｒＧＬ２ 是一个 Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ 蛋白ꎮ Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ
蛋白可结合 ＤＮＡ 并调节转录 ＤＮＡ 模板ꎬ参与形成

多蛋白复合物从而调控发育基因的表达(Ｆｏｒｏｎｄａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ ＲｒＧＬ２ 的三级结构是 ＤＮＡ / ＲＮＡ 结

合螺旋结构和 ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ 结构ꎬ这也暗示 ＲｒＧＬ２ 可

以与 ＤＮＡ 相互作用并控制ꎮ 同时ꎬＧＬ１ 和 ＧＬ３ 转

录因子的相互作用激活 ＧＬ２ 的表达 (Ｗａｎｇ ＆
Ｃｈｅｎꎬ ２００８)ꎮ 据报道 ＧＬ２ 以细胞位置依赖性方

式在根毛分化形成过程中调节根毛发育ꎬ并影响

种子含油量 ( Ｍａｓｕｃｃｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６ꎻ Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６)ꎮ

本研究通过生物信息学的分析方法得 到

ＲｒＧＬ２ 调节蛋白与其他物种中的直系同源物ꎬ展
现 ＧＬ２ 中正向进化选择的潜力ꎮ 利用时空表达的

检测获得 ＲｒＧＬ２ 在不同组织和果刺不同发育阶段

６２１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



的相对表达水平ꎮ 因此ꎬ本文为揭示和理解参与

刺梨果刺发育的基因以及果刺发育分子机制提供

了分子基础ꎬ为通过基因工程培育更少或甚至无

刺刺梨提高理论基础ꎮ
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