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也摘要页 目的 鉴定灰毡毛忍冬 Lonicera macranthoides MADS-box 家族基因并进行生物信息学分析与表达模式验证袁克隆湘

蕾型和野生型灰毡毛忍冬 MADS-box家族成员 CMB1全长遥方法 基于转录组数据袁利用在线工具对灰毡毛忍冬MADS-box进行生

物信息学分析袁并利用 qRT-PCR 验证 MADS-box 基因在不同品种中的表达模式袁通过 RT-PCR尧RACE 技术克隆湘蕾型和野生型

灰毡毛忍冬 CMB1基因全长遥 结果 28个灰毡毛忍冬MADS-box蛋白长度为 89耀359 aa袁碱性蛋白占比 85.7%袁不稳定蛋白占比96.4%袁

亲水性蛋白占比 96.4%袁均定位于细胞核袁均为无跨膜结构的非分泌蛋白遥转录组显示袁与野生型比较袁湘蕾型中 28 个MADS-box基

因有 17.86%表达下调袁MIKCC 型基因中有 18.75%表达下调遥 克隆得到在两个品种的灰毡毛忍冬花中高度特异性表达的 CMB1基

因全长袁均包含一个 738 bp的ORF袁编码 245个氨基酸遥 CMB1基因在两个品种的花中表达量存在显著差异渊P约0.01冤袁且与茎尧叶相比袁

在花中高度特异性表达渊P约0.01冤遥 结论 基于灰毡毛忍冬转录组数据袁鉴定了 28 个MADS-box家族基因袁克隆得到湘蕾型与野生型

灰毡毛忍冬 CMB1基因全长袁为进一步研究灰毡毛忍冬花发育尧优良表型形成的分子机制提供研究基础与理论依据遥
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the expression patterns, and clone the full-length sequences of CMB1, a member of the MADS-box family of Lonicera macranthoides
of Xianglei and wild types. Methods Based on the transcriptome data, the bioinformatics of Lonicera macranthoides MADS-box was
analyzed with online tools, the expression patterns of MADS-box genes in different cultivars were verified using qRT-PCR, and the
full-length sequences of Lonicera macranthoides CMB1 gene of the Xianglei and wild types were cloned by RT-PCR and RACE
techniques. Results The sequence lengths of 28 MADS-box proteins of Lonicera macranthoides ranged from 89 aa to 359 aa, with
alkali proteins accounting for 85.7%, unstable proteins accounting for 96.4%, and hydrophilic proteins accounting for 96.4%, which
were localized in the nucleus, and were non-secretory proteins without transmembrane structure. The transcriptome showed that
compared with the wild type, 17.86% of the 28 MADS-box genes in the Xianglei type and 18.75% of the genes of MIKCC type were
downregulated. The full-length sequences of CMB1 genes, which were highly specifically expressed in two varieties of flowers of
Lonicera macranthoides, were cloned. Both of them contained a 738 bp ORF, encoding 245 amino acids. There was a significant
difference in expression level of CMB1 gene between the two varieties of flowers (P<0.01), and it was highly and specifically expressed
in flowers compared to that in stems and leaves (P<0.01). Conclusion Based on the transcriptome data of Lonicera macranthoides, 28
MADS-box family genes were identified, and the full-length sequences of CMB1 gene of Xianglei and wild types were cloned,
which provides the research foundation and theoretical basis for the further study of molecular mechanism of development and
superior phenotype formation of Lonicera macranthoides.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Lonicera macranthoides; MADS-box gene family; expression analysis; CMB1 gene; gene clone; phenotypic
variation

MADS-box 是一类古老的基因家族袁广泛存在

于植物尧动物和真菌中遥MADS-box基因家族分为Type
玉型和 Type域型两个谱系[1]遥 植物中 Type玉型分为

M琢尧M茁尧M酌 3 个亚家族袁Type域型 MADS-box 基因

分为 MEF2 型和 MIKC 型袁MEF2 型基因主要存在

于真菌和动物中袁而MIKC 型基因为植物特有遥MIKC
型基因又分为 MIKCC 型和 MIKC* 型袁植物中大多

数 MIKC 型基因为 MIKCC 型袁包括 12 个亚家族SVP尧
FLC尧TM3尧AP1/FUL尧SEP尧AGL6尧AG尧AGL12尧ANR1尧
AP3/PI尧AGL15尧BS[2-3]遥 MADS-box 基因影响植物生

长发育过程和各个器官的形态建成袁如根系尧果实发

育袁对花器官生长发育的影响尤为显著袁具体表现

为可调控开花时间袁改变花器官表型和花序形态

等遥此外袁MADS-box基因家族也会参与植物抗逆境生

理过程[4-5]遥从营养生长到生殖生长的转变是开花植物

发育的关键过程袁SEP 亚族成员在调控花芽分化过

程中发挥重要作用袁同时在花的发育过程中参与到

四轮花器官渊花萼尧花冠尧雌蕊尧雄蕊冤的形态建成尧开花

时间等过程袁对植物的花发育过程有重要作用[6-8]遥
灰毡毛忍冬 Lonicera macranthoides Hand.-Mazz

为忍冬科忍冬属渊Lonicera冤植物袁以干燥花蕾或者初

开的花入药袁是中药山银花的基源之一遥 本药性寒袁
味甘袁归肺尧心尧胃经袁有清热解毒尧疏散风热的功效袁

用于治疗痈肿疔疮尧喉痹尧丹毒尧热毒血痢尧温病发热

等疾病[9-10]遥现代研究证明袁山银花具有抗菌抗炎尧解
热抗毒尧保肝利胆的功效袁广泛用于防治传染类疾

病袁如流感尧手足口病尧病毒性肺炎等[11]遥 目前袁收载

山银花的中成药有 24 个袁且山银花在银翘伤风胶

囊尧清热银花糖浆尧风热清口服液等中成药中均为君

药[12]遥 山银花主要在湖南尧重庆尧贵州等地区生产袁灰毡

毛忍冬是山银花的主要来源袁其中湖南省隆回县是

全国最大的山银花生产区袁年产量占全国总产量53%[13]遥
野生型灰毡毛忍冬的花蕾不整齐袁花蕾期短袁花冠展

开后一两天即凋谢袁需分批采收袁若采收不及时易造

成药材品质下降和资源浪费遥 20 世纪 90 年代末袁研
究者在湖南溆浦发现灰毡毛忍冬自然突变株袁该突

变株经多代无性繁殖和筛选袁培育出了优良的无性

品种袁命名为野湘蕾金银花冶Lonicera macranthoides
野Xianglei冶渊LmXL冤袁即湘蕾型灰毡毛忍冬袁表现为花

冠不展开尧花蕾整齐和花蕾期长达 20 余天袁可一次

性采收[14]遥 研究表明袁灰毡毛忍冬中主要成分绿原酸

含量随花冠的展开而下降 [15-16]袁湘蕾型所具有的优

良表型袁为山银花药材的采收尧加工节约了成本袁保
障了药材品质的稳定性袁有利于资源高效利用遥 但

湘蕾型灰毡毛忍冬优良表型形成的分子机制仍未

被揭晓遥
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目前袁本课题组已经从灰毡毛忍冬中克隆得到

MADS-box 家族中 AP1 [17]尧AGL19 [18]尧AGL15 [14]基因袁
龙丽君等[19]克隆得到 SVP基因遥然而袁尚没有研究对

灰毡毛忍冬 MADS-box 家族基因进行系统地挖掘

与鉴定袁也未见 SEP 亚族基因在灰毡毛忍冬中报

道遥 因此袁本文以湘蕾型尧野生型灰毡毛忍冬的花为

材料进行转录组测序遥 基于 RNA-seq 结果袁对灰毡

毛忍冬 MADS-box 家族基因进行鉴定袁分析两个灰

毡毛忍冬品种中 MADS-box 家族基因的表达情况袁
并克隆 SEP 亚族成员 CMB1袁以期为进一步研究灰

毡毛忍冬花发育奠定研究基础袁为探讨湘蕾型灰毡

毛忍冬花冠形态变异机制提供参考依据遥 自 SEP 亚

族基因被发现以来袁该亚族成员的生物学功能多于

花中体现[20]遥 因此袁本研究只对 CMB1 基因在品种间

花的相对表达量和在品种内茎尧叶与花的相对表达

量做统计学分析遥
1 材料与方法

1.1 样品来源与处理

两个灰毡毛忍冬品种均采自湖南省隆回县袁经
湖南中医药大学刘湘丹教授鉴定为忍冬科灰毡毛忍

冬 Lonicera macranthoides Hand.-Mazz.的野生型和湘

蕾型遥按课题组前期花期分类标准袁将灰毡毛忍冬

花样品分类袁即花期 1耀7[21]袁详见图 1遥 各个花期花样

品分装密封袁经液氮速冻后于-80 益冰箱保存袁送至

上海百趣生物医学科技有限公司进行转录组测序遥
1.2 主要试剂

Biospin 多糖多酚植物总 RNA 提取试剂盒渊杭州

博日科技有限公司袁批号院BSC65S1冤曰RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit渊美国 ThermoFisher Sci鄄
entific公司袁批号院K1622冤曰TranStartR茵 Green qPCR Su鄄

perMix UDG渊北京全式金生物科技有限公司袁批号院
AQ111冤曰2伊Taq MasterMix渊Dye冤渊康为世纪科技有限公

司袁批号院CW0682冤曰DNA 凝胶回收试剂盒尧TreliefTM
5琢 感受态细胞渊北京擎科新业生物技术有限公司袁批
号院GE0101尧TSC01冤曰SMARTer R茵RACE 5忆/3忆Kit渊美国

Clontech 公司袁批号院634858冤遥
1.3 方法

1.3.1 灰毡毛忍冬 MADS-box 家族基因筛选与鉴

定 在 Pfam 数据库渊http://pfam-legacy.xfam.org/冤下载

MADS-box 家族基因保守结构域 SRF-TF渊PF00319冤
隐马尔可夫模型渊Hidden Markov Model袁HMM冤文
件袁以此文件为种子文件利用 TBtools 软件在灰毡毛

忍冬转录组数据中筛选 MADS-box 家族蛋白序列

渊E-value约1伊10-5冤遥 从 TAIR 数据库渊https://www.arabi鄄
dopsis.org/冤下载拟南芥 MADS-box 家族基因蛋白序

列为参考袁使用 TBtools软件中的生物大分子序列比对

搜索工具渊Basic Local Alignment Search Tool, BLAST冤
进行比对遥将 BLAST与HMM筛选出的蛋白质序列结

果取交集袁通过 SMART渊https://smart.embl.de/冤尧NCBI-
CDD渊https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/index.shtml冤尧
Pfam 数据库对筛得的序列逐一验证袁删除结构域不

完整的蛋白序列及冗余序列遥
1.3.2 灰毡毛忍冬 MADS-box 家族基因生物信息

学分析 通过 ProtParam 网站渊https://web.expasy.org/
protparam/冤预测其蛋白理化性质袁包括编码蛋白的

分子式尧相对分子质量尧不稳定系数及等电点等曰采
用 ProtScale 网站渊https://web.expasy.org/protscale/冤预
测蛋白亲/疏水性曰WOLF PSORT 网站渊https://wolfp鄄
sort.hgc.jp/冤预测蛋白质亚细胞定位曰TMHMM 2.0网站

渊http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/冤分析蛋白质

跨膜结构曰SignalP 4.1 Server网站渊http://www.cbs.dtu.

图 1 湘蕾型和野生型灰毡毛忍冬不同时期花样品

注院A.湘蕾型灰毡毛忍冬曰B.野生型灰毡毛忍冬遥
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dk/services/SignalP-4.1/冤进行信号肽预测曰运用SOP鄄
MA 网站渊https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_au鄄
tomat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html冤预测蛋白二

级结构 曰SWISS-MODEL 网站渊https://swissmodel.ex鄄
pasy.org/冤预测蛋白三级结构曰MEME 网站渊https://
meme-suite.org/meme/tools/meme冤分析灰毡毛忍冬

MADS-box 家族蛋白保守基序渊motif冤袁查找基序数

设定为 10袁其他参数保持默认值遥 通过 TBtools 软件

对 motif 结果进行可视化分析曰拟南芥尧灰毡毛忍冬

MADS-box 家族蛋白序列取合集袁通过 TBtools 软件

的MUSCLE Wrapper 程序进行多序列比对袁再经过

trimAL Wrapper程序修剪后袁以最大似然法构建系统

发育树遥
1.3.3 灰毡毛忍冬 MADS-box 家族基因表达分析

与验证 以两个灰毡毛忍冬品种 MADS-box 家族

基因在花中的 TPM 值为变量袁通过 TBtools 软件绘

制热图遥 选取 9 个 MADS-box 家族表达差异基因进

行实时荧光定量 PCR 验证遥通过 Biospin 多糖多酚植

物总 RNA提取试剂盒提取两个灰毡毛忍冬花品种的

总 RNA袁并定量至 100 ng/滋L曰通过逆转录获得cDNA
为模板曰以 18S 基因为内参进行 qRT-PCR 验证遥 反

应体系 20 滋L院cDNA 1 滋L袁上尧下游引物各 0.4 滋L袁
2xTansStart R茵 Green qPCR SuperMix UDG 10 滋L袁
Nuclease-free water 8.2 滋L遥 扩增程序院50 益 2 min曰
94 益预变性 10 min曰94 益变性 5 s袁55 益退火 15 s袁
72 益延伸 10 s曰40个循环遥 每个样品 3次生物学重复袁
2-驻驻t 法计算基因的相对表达量遥
1.3.4 灰毡毛忍冬 CMB1 基因的克隆 以 1.3.3 项

中 cDNA 为模板进行核心片段 PCR 扩增遥 反应体系

25 滋L院2伊Taq MasterMix (Dye) 12.5 滋L袁ddH2O 9.5 滋L袁
CBM1-F 1 滋L袁CMB1-R 1 滋L袁cDNA 1 滋L遥 反应

条件院94 益预变性 5 min曰94 益变性 30 s袁55 益退

火 30 s袁72 益延伸 1 min 30 s袁循环 40 次曰72 益延

伸 10 min遥 1.2%琼脂糖凝胶电泳纯化 PCR产物袁目的

条带经 DNA凝胶回收试剂盒回收并连接至pEASY R茵-
T1 载体袁热激转化至 TreliefTM 5琢 感受态细胞并涂布

于含有 Amp尧IPTG尧X-gal 的 LB 固体培养基进行蓝

白斑筛选袁挑取白色单菌落进行菌落 PCR 鉴定袁将
阳性菌液过夜培养后送至上海生工生物工程股份

有限公司测序遥 根据核心片段测序结果袁设计RACE
特异性引物遥 按照 SMARTer R茵RACE 5忆/3忆Kit说明书

获得 5忆和 3忆RACE-Ready cDNA并进行RACE扩增遥目

的条带回收和测序等过程同前遥 通过 ContingEx鄄
press 软件对 5忆端和 3忆端进行序列拼接袁得到两个灰

毡毛忍冬品种的 CMB1 基因全长袁根据拼接 cDNA
全长序列设计验证引物进行全长验证遥 反应体系及

条件同核心片段克隆袁其中退火温度调整至 60 益遥
扩增目的条带回收和测序等过程同前遥 引物序列详

见表 1遥
2 结果

2.1 灰毡毛忍冬 MADS-box 基因鉴定与蛋白理化

性质

通过 BLAST尧HMM 分别鉴定出 51尧35 条MADS-
box 蛋白序列袁两种方法所得结果取交集袁经过结

构域检验和冗余序列删除后袁最终从灰毡毛忍冬

转录组中得到 28 条 MADS-box 家族蛋白序列遥结合

拟南芥 MADS-box 蛋白名与 NCBI-Blastp 结果对其

命名袁详见表 2遥 通过 Protparam尧ProtScale 网站在线

分析蛋白质理化性质袁序列长度 89 aa渊LmGLO-2冤耀
359 aa渊LmAGL65冤曰相对分子质量为 10 172.82渊Lm鄄
GLO-2冤耀41 162.39渊LmAGL65冤曰等电点为 6.21渊Lm鄄
AGL65冤耀10.01渊LmSVP冤袁其中酸性蛋白 4 个袁碱性蛋

白 24个袁碱性蛋白占比 85.7%曰蛋白不稳定系数25.01
渊LmTM6冤耀73.39渊LmSVP冤袁其中稳定蛋白 1个渊不稳定

系数约40冤袁不稳定蛋白 27个渊不稳定系数跃40冤袁不稳

定蛋白占比96.4%曰脂肪系数为 66.71渊LmAGL80-2冤耀
98.5渊LmAGL12冤遥 MADS-box 蛋白总平均疏水指数

渊GRAVY冤为-0.883渊LmTM6冤耀-0.284渊LmAGL12冤袁其
中亲水性蛋白27个渊GRAVY约-0.5冤袁 占比 96.4%袁两
性蛋白1个渊-0.5约GRAVY约0.5冤遥
2.2 灰毡毛忍冬 MADS-box 蛋白的亚细胞定位尧信
号肽和跨膜结构

WOLF PSORT 亚细胞定位预测显示袁灰毡毛忍

冬 MADS-box 蛋白均定位于细胞核中遥 SignalP 4.1
Server 网站预测可知 MADS-box 蛋白不存在含信号

肽序列袁为非分泌型蛋白遥 TMHMM 2.0 网站分析蛋

白跨膜结构袁结果表明 MADS-box 蛋白不具跨膜区

域袁且所有氨基酸均在膜外遥
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表 1 引物序列表

引物名称

qLmAGL80-1

qLmAGL62-1

qLmGLO-1

qLmAGL65

qLmAGL12

qLmSCO1-1

qLmCMB1

qLmAP1-1

qLmAP1-2

18S

CMB1

LmCMB1-3忆
LmXLCMB1-3忆

CMB1-5忆
LmCMB1

LmXLCMB1

序列渊5忆-3忆冤
正向院AAGGATCGCGAAAGCTAGTG
反向院TACCGGTCAAACATTGGTACAT
正向院GCAATAGGCTCGTTGAGATAGG
反向院GACCCATGCTTCCAGGATTT
正向院AAGCTGACTGGGAAGAGATTG
反向院TCAGCCTTCATGTGCCTTAG
正向院GGCTTCCCGGTAATGAGAAT
反向院ACCAGAGTAGCTAGGAAGAGAG
正向院GAAGGCTAAGGAACTCTCTGTG
反向院GGTTCCTTTGGTGGCTAGTT
正向院TGATGCTGAGGTTGCTCTTAT
反向院GTGCTTCCCATAGCGTTCTA
正向院CAAGAGAGTGGTGCTGGTATG
反向院CATTCCAGTGGCTCGAAGAA
正向院CTGGATCCGAATCCCAGATAAG
反向院CAAGATCTTCTCCCACGTAGTT
正向院ACGTGGCTCTGATTGTCTTC
反向院CATACCGCTCAAGGATCTTCTC
正向院CTTCGGGATCGGAGTAATGA
反向院GCGGAGTCCTAGAAGCAACA
正向院GATAGAGAACAAAATAAACAGGCAG
反向院ATTAACAACACAACTACCCAAAAAA
正向院GAATGGTCTTCTGAAAAAGGCCTATG
正向院GATAGAGAACAAAATAAACAGGCAG
反向院ATTAACAACACAACTACCCAAAAAA
正向院AAGAGAGTAGTAGGTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAT
反向院AAAAAGGATTCATTTCATTAATTGTTCTTCAAATTACT
正向院AAGAGAGAGTAGTAGGTAGAGAGAGAGAGAGAG
反向院GCAGGGCTAAAAGGATTCATTTCATATGTCT

目标长度/bp
95

78

116

110

97

100

104

105

87

118

805

957
998
867

1 064

1 062

用途

qRT-PCR 验证

同上

同上

同上

同上

同上

同上

同上

同上

内参基因

核心片段克隆

RACE 扩增

同上

同上

全长验证

同上

2.3 灰毡毛忍冬 MADS-box 蛋白基序尧二级尧三级

结构

利用MEME网站在灰毡毛忍冬 MADS-box 蛋白

中共鉴定出10个Motif袁长度为 11耀50 aa遥 28个MADS-
box 蛋白分别含有 2耀7 个 Motif遥除 LmGLO-1外袁均含

有Motif 1曰除LmAGL80-1尧LmAGL80-2尧LmAGL63-2尧
LmAGL65 外袁均含有 Motif 3曰除LmAGL62-1尧LmAG鄄
L62-3尧LmAGL62-3尧LmSVP尧LmSCO1-3尧LmGLO2-2
外袁均含有 Motif 2遥通过 TBtools 软件对 10 个 Motif
进行可视化袁其中 Motif 1尧Motif 3 属于 MADS 结构

域袁Motif 2尧Motif 4 属于 K-box 结构域袁表明 MEME
网站预测结果可信遥 详见图 2遥

灰毡毛忍冬 MADS-box 蛋白二级结构中 琢 螺

旋占比 26.97%渊LmGLO-2冤耀69.32%渊LmSCO1-2冤袁
均值为 54.01%曰茁 转角占比 2.24%渊LmAGL42-1冤耀

17.98%渊LmGLO-2冤袁均值为 5.45%曰无规则卷曲占

比 7.69%渊LmAGL80-1尧LmAGL80-2冤耀30.34%渊Lm鄄
GLO-2冤袁均值为 12.77%曰延伸链占比11.33%渊LmAP1-
1冤耀52.37%渊LmAGL65冤袁均值为 27.77%曰琢 螺旋占比

最高袁为灰毡毛忍冬 MADS-box 蛋白二级结构的主要

结构组成元件袁延伸链为次要原件袁详见表 3遥 SWISS-
MODEL 软件预测的灰毡毛忍冬 MADS-box 蛋白三

级结构可见 琢 螺旋尧茁 转角尧无规则卷曲尧延伸链袁
分布比例与二级结构预测结构相符袁详见图 3遥
2.4 灰毡毛忍冬 MADS-box蛋白系统进化

将 106 个拟南芥 MADS-box 蛋白和 28 个灰毡

毛忍冬 MADS-box 蛋白通过最大似然法构建系统

发育树袁详见图 4遥 28 个灰毡毛忍冬 MADS-box 蛋

白可分为 5 个 Type玉型与 23 个 Type域型遥 其中袁
Type玉型中 M琢 亚族 3 个尧M酌 亚族 2 个尧M茁 亚族

387



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn 圆园24 年第 44 卷

表 2 灰毡毛忍冬 MADS-box 家族蛋白的理化性质

蛋白名称

LmAGL80-1
LmAGL80-2
LmAGL62-1
LmAGL62-2
LmAGL62-3
LmAGL65
LmSCO1-1
LmSCO1-2
LmSCO1-3
LmSVP

LmAGL12
LmAGL15

LmAGL42-1
LmAGL42-2
LmAGL11
LmAGL8
LmAP1-1
LmAP1-2
LmTM6

LmGLO-1
LmGLO-2
LmDEFH21
LmAG1
LmSEP1

LmSEP3-1
LmSEP3-2
LmSEP4
LmCMB1

基因 ID
TRINITY_DN38649_c0_g2
TRINITY_DN38649_c0_g1
TRINITY_DN49310_c1_g5
TRINITY_DN49310_c1_g4
TRINITY_DN4185_c0_g1
TRINITY_DN53229_c2_g2
TRINITY_DN45858_c3_g2
TRINITY_DN44423_c0_g1
TRINITY_DN53368_c1_g4
TRINITY_DN51230_c2_g1
TRINITY_DN59132_c0_g1
TRINITY_DN43585_c2_g1
TRINITY_DN44261_c5_g2
TRINITY_DN50865_c0_g1
TRINITY_DN52309_c1_g1
TRINITY_DN48224_c1_g1
TRINITY_DN48323_c1_g1
TRINITY_DN49917_c3_g1
TRINITY_DN54663_c1_g1
TRINITY_DN55933_c3_g6
TRINITY_DN55933_c1_g1
TRINITY_DN39025_c0_g1
TRINITY_DN57150_c1_g1
TRINITY_DN53368_c0_g4
TRINITY_DN50642_c0_g1
TRINITY_DN50642_c0_g2
TRINITY_DN52649_c6_g1
TRINITY_DN52649_c6_g2

氨基酸长度/aa
234
234
193
193
242
359
214
176
179
158
200
244
223
146
243
244
150
242
229
141
89
277
159
246
242
154
245
230

相对分子质量

26 776.05
26 840.16
21 986.14
21 887.16
28 038.02
41 162.39
24 378.85
20 516.97
20 670.59
18 495.38
22 956.90
27 815.79
25 856.61
17 062.69
28 120.17
27 781.03
17 522.18
28 001.90
26 689.18
16 553.00
10 172.82
31 796.22
18 168.76
28 039.09
27 827.58
17 939.66
28 318.48
26 589.32

理论等电点

9.48
9.48
8.83
9.32
6.68
6.21
7.71
9.68
9.37
10.01
7.68
8.67
8.47
9.59
9.31
9.56
9.64
8.75
8.90
6.31
9.84
6.67
9.76
9.01
8.80
9.61
8.66
8.01

不稳定系数

53.40
53.45
54.50
56.34
52.93
60.09
45.85
53.77
33.07
73.39
49.93
60.67
69.51
54.61
53.30
54.08
59.68
56.77
25.01
48.69
64.04
55.61
50.56
58.04
44.97
45.59
52.01
54.17

脂肪系数

67.14
66.71
73.73
73.26
80.08
79.30
84.72
88.64
73.07
83.29
98.50
82.34
87.94
93.49
85.51
86.35
98.20
87.07
71.92
88.58
76.63
74.26
78.55
77.68
77.81
89.94
82.45
86.52

平均疏水指数

-0.658
-0.654
-0.741
-0.720
-0.621
-0.673
-0.711
-0.580
-0.323
-0.454
-0.284
-0.647
-0.673
-0.644
-0.652
-0.499
-0.625
-0.707
-0.883
-0.718
-0.581
-0.694
-0.774
-0.591
-0.772
-0.613
-0.600
-0.597

成员 0 个曰Type域型中袁MIKC* 型只有 1 个成员袁
MIKCC 型中除 AGL6尧FLC 亚族外袁在其余 11 个亚族

均有分布院SVP 亚族 1 个尧TM3 亚族 4 个尧AP1/FUL

亚族 3 个袁SEP 亚族 5 个尧AG 亚族 1 个尧AGL12 亚

族 1 个尧ANR1 亚族 1 个尧AP3/PI 亚族 3 个尧BS 亚族

1 个袁其中 SEP 亚族成员最多遥

图 2 灰毡毛忍冬 MADS-box 家族基因蛋白基序分析

注院A.MADS-box 家族基因 Motif 分布曰B.MADS-box 家族基因 Motif 的氨基酸分布遥

A
B
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表 3 灰毡毛忍冬 MADS-box 家族蛋白的二级结构

蛋白名称

LmAGL80-1
LmAGL80-2
LmAGL62-1
LmAGL62-2
LmAGL62-3
LmAGL65
LmSCO1-1
LmSCO1-2
LmSCO1-3
LmSVP

LmAGL12
LmAGL15

LmAGL42-1
LmAGL42-2
LmAGL11
LmAGL8
LmAP1-1
LmAP1-2
LmTM6

LmGLO-1
LmGLO-2
LmDEFH21
LmAG1
LmSEP1

LmSEP3-1
LmSEP3-2
LmSEP4
LmCMB1

琢 螺旋/%
54.27
53.85
47.15
45.60
40.50
32.31
61.21
69.32
57.54
34.18
58.00
51.64
60.54
62.33
60.08
55.33
66.67
61.16
56.33
59.57
26.97
52.35
67.30
53.66
57.44
61.04
49.80
56.09

茁 转角/%
2.56
2.56
5.70
5.70
5.37
3.90
2.80
3.98
6.15
11.39
4.00
2.87
2.24
4.79
3.70
4.51
6.67
4.55
10.04
4.96
17.98
4.69
6.29
4.47
4.13
6.49
4.90
5.22

无规则卷曲/%
7.69
7.69
13.99
13.99
19.42
11.42
9.35
8.52
13.41
25.95
11.50
10.25
9.42
13.70
11.11
9.02
15.33
9.50
14.85
12.06
30.34
10.11
11.32
9.76
9.92
15.58
8.98
13.48

延伸链/%
35.47
35.90
33.16
34.72
34.71
52.37
26.64
18.18
22.91
28.48
26.50
35.25
27.80
19.18
25.10
31.15
11.33
24.79
18.78
23.40
24.72
32.85
15.09
32.11
28.51
16.88
36.33
25.22

图 3 灰毡毛忍冬 MADS-box家族蛋白三级结构
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图 4 灰毡毛忍冬和拟南芥 MADS-box家族基因系统进化树

图 5 灰毡毛忍冬 MADS-box 基因表达量热图

注院LmXL.湘蕾型灰毡毛忍冬曰LmWT.野生型灰毡毛忍冬曰1尧2尧
3 分别表示 3 次生物学重复遥

2.5 灰毡毛忍冬 MADS-box 家族基因表达情况

对两个品种的灰毡毛忍冬花期 4 转录组结果中

28 个 MADS-box 家族基因表达量做聚类热图袁详见

图 5遥 转录组结果显示袁在第 4 花期袁与野生型比较袁
湘蕾型中有 2 个基因渊LmAGL80-1尧LmAGL65冤表达

显著上调袁3个基因渊LmAP1-1尧LmGLO-1尧LmSCO1-1冤
表达显著下调遥除此之外袁还有 8 个基因相对表达量

在湘蕾型中高于野生型袁15 个基因相对表达量低于

野生型遥在湘蕾型 Type玉型中 3个基因的表达量高于

野生型袁2 个基因相对表达量低于野生型曰Type域中

MIKC* 仅有 1 个基因渊LmAGL65冤表达量高于野生型曰
MIKCC 中 7 个基因相对表达量高于野生型袁16 个基

因相对表达量低于野生型遥湘蕾型中袁AP1/FUL 亚族

3 个基因相对表达量低于野生型袁其中LmAP1-1 表

达显著下调曰3 个 AP3/PI 亚族基因相对表达量均高

于野生型曰SEP 亚族基因中 LmSEP4 相对表达量高

于野生型袁其余 4 个基因相对表达量均低于野生

型遥总体而言袁与野生型比较袁湘蕾型中 28 个MADS-
box 基因有 17.86%表达下调袁MIKCC 型基因中有

18.75%表达下调遥

选取 9 个代表性基因渊LmAGL12尧LmAGL65尧
LmAGL80-1尧LmAP1-1尧LmAP1-2尧LmTM6尧LmGLO-1尧
LmCMB1尧LmSCO1-1冤通过 qRT-PCR 对转录组结果

进行验证遥 结果显示袁qRT-PCR 结果与RNA-seq 趋
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势一致袁湘蕾型中除 LmAGL65尧LmAGL80-1表达量

高于野生型袁其余 7 个基因表达量均低于野生型

渊P约0.05冤遥 详见图 6遥
2.6 两个品种的灰毡毛忍冬 CMB1基因的克隆

与野生型花比较袁湘蕾型花中 CMB1 基因表达

量显著下调渊P约0.01冤遥 进一步检测 CMB1 基因在野

生型和湘蕾型灰毡毛忍冬花尧茎尧叶相对表达量袁结
果表明遥 两个品种的灰毡毛忍冬CMB1 基因在花中

的表达量都显著高于叶和茎渊P约0.01冤袁详见图 7遥
基于 CMB1 在花中高度特异性表达的特征袁及

两个品种的灰毡毛忍冬花的极显著表达差异袁进一

步对两个品种的灰毡毛忍冬 CMB1 基因进行克隆研

究遥以灰毡毛忍冬花总 RNA 反转录产物为模板扩

增两个品种的灰毡毛忍冬 CMB1 核心片段袁经测序

与转录组 Unigene 序列匹配后袁通过 RACE 技术得

到两个灰毡毛忍冬品种的 CMB1 基因的 5忆尧3忆端序

列遥RACE 产物经测序后通过 Conting Express 拼接袁
得到两个品种的灰毡毛忍冬 CMB1基因全长序列遥最
终利用全长验证引物对两个品种的灰毡毛忍冬

CMB1 基因进行全长验证袁凝胶电泳图袁详见图 8A遥

测序显示袁野生型和湘蕾型 CMB1 基因全长分别为

1 064 bp尧1 062 bp袁 通过DNAMAN比对分析袁PCR产
物测序结果与拼接结果一致袁上传至 NCBI 数据库分

别命名为 LmCMB1渊GenBank: OR 687631.1冤尧LmXL鄄
CMB1渊GenBank: OR 687632.1冤遥

LmCMB1与LmXLCMB1均包含一个738bp的ORF袁
碱基无差异袁编码 245 个氨基酸袁翻译蛋白无差异袁

图 6 两个品种的灰毡毛忍冬 MADS-box 基因表达模式 qRT-PCR验证

图 7 两品种灰毡毛忍冬 CMB1基因不同部位表达量

注院与野生型花比较袁**P约0.01曰与湘蕾型花比较袁银银P约0.01遥

银银
银银
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与黄石斛 Dendrobium catenatum渊XP 020679397.1冤尧
番茄 Solanum lycopersicum渊NP 001362848.1 冤尧牵牛

Ipomoea nil渊XP 019199885.1冤CMB1 基因编码蛋白

序列比对结果显示总相似性达 77.51%遥 详见图 8B遥
3 讨论

MADS-box 家族基因与植物生长发育关系密

切袁尤其在花器官发育过程中起重要作用遥 一般情

况下袁花萼由 A 类基因调控袁花冠由 B 类和 A 类基

因调控袁雄蕊由 B 类和 C 类基因调控袁雌蕊由 C 类

基因调控袁胚珠由 D 类和部分 C 类基因调控袁以上

四轮花器官发育均有 E 类基因参与袁即调控花器官

发育有 ABCDE 类模型[22]遥 目前袁研究者已从部分药

用植物中挖掘得到 MADS-box 家族基因信息袁如甘

松 [23]渊转录组数据袁20 个冤尧当归 [24]渊转录组数据袁29
个冤尧忍冬[25]渊基因组数据袁48 个冤遥 本研究从灰毡毛

忍冬中共鉴定出 28 个 MADS-box 基因家族成员袁其
中 A 类基因 3 个尧B 类基因 3 个尧C 类基因 2个尧E 类

基因 5 个袁并克隆了湘蕾型与野生型灰毡毛忍冬 E类
基因 CMB1 的全长序列遥 E 类基因是植物花器官发

育过程的协同因子袁贯穿于整个花器官的发育过程遥
紫薇 LiCMB1 基因在花芽分化尧花萼分化中起关键

作用[26]袁桃 PpCMB1 基因抑制 PpDAM5 基因对花芽

萌发的抑制作用袁正调控花芽萌发袁并在桃花雄蕊和

萼片的发育中期起积极的调控作用[27]遥 关键多序列

比对结果总相似达 77.51%袁推测灰毡毛忍冬CMB1
基因可能与其同源基因功能相似袁参与了花芽分化尧

花器官形态建成等过程遥 两个品种的灰毡毛忍冬

CMB1 蛋白虽然在理化性质与结构上并无差异袁但
在花的表达量上存在显著差异渊P约0.01冤遥因此袁可能

在基因调控网络与 PPI 网络中功能相同但作用存

在差异袁进而影响花器官的表型遥
灰毡毛忍冬以花蕾或初开的花入药袁因此袁本研

究对灰毡毛忍冬花冠展开前 1 个花期袁即花期 4 的

MADS-box 基因表达量进行分析遥 湘蕾型中袁28 个

MADS-box 家族基因的相对表达量总体上有 64.3%
低于野生型袁有 17.86%较野生型表达下调袁MIKCC 型

中72.7%的基因相对表达量低于野生型袁有18.75%较

野生型表达下调遥 基于ABCDE类模型袁经过qRT-PCR
验证袁直接调控花冠发育的 B 类基因中袁LmGLO-1
表达下调袁参与花冠发育的A类基因LmAP1-1 表达

下调袁E类基因中LmCMB1基因表达下调遥 已有研究表

明袁山茶 B 类基因 CjDEF在烟草中过表达后袁部分

转基因植株的花瓣出现湘蕾型灰毡毛忍冬类似表

型袁即花瓣在发育过程中始终无法展开[28]遥 在烟草中

过表达水稻 AP1 基因可使烟草花期延长[29]遥 紫苏

PfAP1基因过表达拟南芥植株在表型上表现出早

花尧株高增加尧生长加快的特点[30]遥 因此袁推测 Lm鄄
GLO-1尧LmTM6尧LmAP1-1尧LmCMB1 和灰毡毛忍冬

的花冠发育与蕾期长短有关遥 此外袁ABCDE 类模型

上游基因开花整合因子 LmSCO1 在湘蕾型灰毡毛忍

冬表达下调遥 SCO1可直接整合植物开花启动中的年

龄途径尧赤霉素途径信号控制开花时间[31-32]遥 据此推

测袁灰毡毛忍冬 LmSOC1 在调控花蕾长短时可能也

图 8 两个品种的灰毡毛忍冬 CMB1基因全长克隆

注院A.灰毡毛忍冬 CMB1 基因凝胶电泳图曰M.2 000 DNA Marker曰1.Lm CMB1曰2.LmXL CMB1曰B援两个品种的灰毡毛忍冬 CMB1 蛋

白与其他物种多序列比对图遥
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起到重要作用遥目前袁有关 AGL12尧AGL80尧AGL65基

因研究较少袁AGL12 为少数优先在植物根部组织中

表达的 MADS-box 基因袁调控根系发育袁AGL80 主

要调控中心细胞和胚乳发育袁AGL65 与花粉管发育

有关[33-35]遥 灰毡毛忍冬 LmAGL12尧LmAGL80尧LmAGL65
基因的功能有待进一步研究遥

MADS-box 基因家族与植物的药用价值紧密相

关遥例如袁菊 FUL 同源基因 CmFL1参与菊花开花时间

和小花形成的调控过程[36]袁红花 A 类基因 CtMADS24
可直接影响红花花期长短尧花萼的发育[37]遥除直接影

响中药材外观性状外袁MADS-box 家族基因对药用

植物内含活性成分含量和抵抗逆境生长也具有调控

作用袁如人参 PgMADS17-04 基因既促进人参皂苷

的生物合成袁又能响应冷胁迫[38]遥 黄花蒿 AaSEP1 调

控分泌型腺毛的发育进而影响青蒿药材中青蒿素的

含量[39]遥灰毡毛忍冬花的发育对山银花的产量尧品质

有至关重要的影响遥湘蕾型灰毡毛忍冬花冠不展开尧
花蕾整齐尧蕾期长的优良表型的产生袁明显提高了灰

毡毛忍冬农业生产效率遥 灰毡毛忍冬 MADS-box 基

因家族中 LmAGL15 已证实与蕾期延长有关[14]袁同家

族 LmAP1[17]尧LmAGL19[18]基因均可能与湘蕾灰毡毛

忍冬优良表型的变异有关遥 植物花器官的发育是一

个复杂的过程袁ABCDE 类模型各个基因之间存在复

杂的调控关系袁单个基因表达变化往往能够引起连

锁反应袁湘蕾型灰毡毛忍冬优良表型产生的分子机

制仍需进一步探讨遥 探究湘蕾型灰毡毛忍冬花冠优

良表型的分子机制对山银花药材的产业发展有重要

意义袁通过基因编辑技术应用到其他花类药材或园

艺植物袁对后续创新表型优良的种质具有指导意义

与产业价值遥
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