
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ａｐｒ. ２０２０ꎬ ４０(４): ５１８－５２５ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０１９０６０４１

夏胜应ꎬ 刘志雄. ＣｙｇｏＳＴＫ 基因在普通春兰与奇花品种‘天彭牡丹’中的表达比较 [Ｊ] . 广西植物ꎬ ２０２０ꎬ ４０(４): ５１８－５２５.
ＸＩＡ ＳＹꎬ ＬＩＵ ＺＸ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣｙｇｏＳＴＫ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ ａｎｄ ａｂｎｏｒｍａｌ ｆｌｏｗｅｒ ｖａｒｉｅｔｙ ‘Ｔｉａｎ Ｐｅｎｇ Ｍｕ Ｄａｎ’ [ Ｊ] .
Ｇｕｉｈａｉａꎬ ２０２０ꎬ ４０(４): ５１８－５２５.

ＣｙｇｏＳＴＫ 基因在普通春兰与奇花品种

‘天彭牡丹’中的表达比较

夏胜应ꎬ 刘志雄∗

( 长江大学 园艺园林学院ꎬ 湖北 荆州 ４３４０２５ )

摘　 要: 为深入研究春兰 (Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ) 与春兰奇花品种花器官发育调控的分子机制ꎬ该研究采用

同源克隆的方法ꎬ分别从普通的春兰与春兰奇花品种‘天彭牡丹’的花芽中克隆得到 １ 个 ｃＤＮＡ 长 ８４９ ｂｐ
Ｄ 类ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基因 ＣｙｇｏＳＴＫ(Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号为 ＭＨ９１７９１２.１)ꎮ 结果表明:该基因序列在两种春兰中高度

一致ꎬ包含 １ 个长 ７０５ ｂｐ 的完整 ＯＲＦꎬ编码 １ 个由 ２３４ 个氨基酸残基组成的 ＳＴＫ 进化系 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 转录因

子ꎻ结构分析表明ꎬＣｙｇｏＳＴＫ 转录因子包含 １ 个高度保守的 ＭＡＤＳ 结构域(ＭＡＤＳ ｄｏｍａｉｎ) (１ ~ ５７)和 １ 个次

级保守的 Ｋ 结构域(９１~ １７２)ꎬ其 Ｃ 末端的转录激活区含有两个高度保守的基序ꎬ即 ＡＧＩ 基序和 ＡＧⅡ基序ꎻ
进一步用 ｑＰＣＲ 检测 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因在普通的春兰与春兰奇花品种‘天彭牡丹’不同花器官中的相对表达量

发现ꎬＣｙｇｏＳＴＫ 基因在普通的春兰和春兰‘天彭牡丹’子房中的表达量最高ꎬ显著高于该基因在相应品种其

他花器官中的表达量(ＬＳＤꎬＰ<０.０５)ꎮ 以上结果说明 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因在功能上有很强的保守性ꎬ主要参与春

兰子房的发育ꎮ
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　 　 春兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ)是兰科(Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ)
兰属(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ)地生兰类植物ꎬ又名朵兰、扑地

兰、幽兰、朵朵香、草兰ꎬ在我国有两千多年的栽培

历史ꎬ因其资源稀有和花型独特而成为人们最为

喜欢的国兰种类之一ꎬ是春兰育种的重要方向

(Ｘｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 普通(野生)春兰主要分布

在我国的长江流域及西南地区ꎬ日本和朝鲜半岛

也均有分布(陈君梅等ꎬ２０１６)ꎮ 春兰叶片飘逸、花
姿高雅、花色素淡、香气清幽ꎬ具有较高的观赏价

值和经济价值ꎬ深受东南亚人们的喜爱 ( Ｚｕｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７ ꎻ Ｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 我国春兰栽培历史

悠久ꎬ自然变异类型丰富ꎬ积累了许多以花色、瓣
型、花型、叶艺等形色各异的名贵种质资源ꎬ形成

了深厚的养兰、赏兰文化ꎮ 开发和选育观赏价值

高的春兰新品种ꎬ对于丰富我国春兰种质资源ꎬ弘
扬和传播国兰文化等具有重要的科学意义和经济

价值ꎮ
在春兰传统铭品中ꎬ春兰‘天彭牡丹’作为牡

丹型奇花的代表ꎬ其唇瓣增多ꎬ合蕊柱无药帽ꎬ由
于其开花后酷似牡丹而备受国人青睐ꎮ 前人对兰

科(Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ)植物意大利红门兰(Ｏｒｃｈｉｓ ｉｔａｌｉｃａ)
的研 究 发 现ꎬ 其 ＳＥＥＤＳＴＩＣＫ ( ＳＴＫ ) 同 源 基 因

ＯｉｔａＳＴＫ 对维持合蕊柱、胚珠和唇瓣形态的正常发

育有重要作用( Ｓａｌｅｍｍｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 在拟南芥

中ꎬＳＴＫ 是参与调控胚珠和种子正常发育的 Ｄ 类

ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基因ꎬ主要在胚珠和种子中表达(Ｈｕｎ￣
ｄｅｒｔｍａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 研究春兰花器官发育的

ＳＴＫ 基因的表达模式和功能ꎬ一方面有助于解析

春兰花器官形态建成分子基础ꎬ为春兰的花型改

良和分子育种积累基因资源ꎻ另一方面为研究兰

科植物的花型演变积累资料ꎮ 本研究以普通(野

生)春兰 ( Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ) 与春兰奇花品种

‘天彭牡丹’(Ｃ. ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ ‘Ｔｉａｎ Ｐｅｎｇ Ｍｕ Ｄａｎ’)为

材料ꎬ在克隆其 Ｄ 类 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基因 ＣｙｇｏＳＴＫ 的基

础上ꎬ通过比较该基因在两个春兰品种花器官中

表达模式的差异ꎬ分析该基因的表达差异与花型

变异的相互关系ꎬ以期解析 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因参与春

兰花发育调控的分子机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

普通(野生) 春兰 ( Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ) 与春

兰奇花品种‘天彭牡丹’ (Ｃ. ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ ‘ Ｔｉａｎ Ｐｅｎｇ
Ｍｕ Ｄａｎ’)引种后种植于湖北荆州长江大学园艺园

林学院人工气候室ꎮ 于 ２０１８ 年 １ 月份分别取其当

天开花的花朵ꎬ分别剥取春兰的花萼、花瓣、唇瓣、
花粉块、合蕊柱和子房和‘天彭牡丹’的花萼、花
瓣、唇瓣、合蕊柱和子房ꎮ 将其按组织分开ꎬ取样

后迅速放于液氮中速冻ꎬ于 － ８０ ℃ 冰箱中保存

备用ꎮ
１.２ 研究方法

１.２.１ 春兰 ＲＮＡ 的分离和第一链 ｃＤＮＡ 合成 　 采

用 ＥＡＳＹ ｓｐｉｎ Ｐｌｕｓ 多糖多酚复杂植物 ＲＮＡ 快速提

取试剂盒(北京艾德莱生物科技有限公司)分别提

取春兰与春兰 ‘天彭牡丹’ 花芽的总 ＲＮＡꎬ用
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Ｍ￣ＭＬＶ逆转录酶( ＴａＫａＲａ)合成第一链 ｃＤＮＡꎬ反
应体系和操作按照说明书进行ꎮ
１.２.２ 春兰 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因的克隆　 根据 Ｇｅｎｂａｎｋ 中

已公布的兰科植物 ＳＴＫ 同源基因的 ５′非翻译区

(５′ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎꎬ ５′ＵＴＲ)和 ３′ＵＴＲ 的保守

序列设计春兰 ＳＴＫ 同源基因引物(表 １)ꎬ进行春

兰 ＳＴＫ 同源基因的全长扩增ꎬ扩增程序和阳性克

隆的鉴定参考刘志雄和于先泥(２０１２)的方法ꎮ 引

物合成和测序均由生工生物工程(上海)股份有限

公司完成ꎮ

表 １　 引物名称及序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

序列 (５′→ ３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→ ３′)

用途
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＧＳＰＳＴＫ￣Ｆ
ＣｙｇｏＳＴＫ￣Ｒ

ＣＡＡＣＧＡＣＧＡＧＡＴＧＣＡＣＴＴＣＴＣＴＧ
ＣＴＧＴＡＧＣＡＡＧＡＣＧＣＣＴＴＡＡＴＧＡＣ

ＰＣＲ
ＰＣＲ

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ
Ａｃｔｉｎ￣Ｒ

ＡＴＴＣＡＧＣＣＴＣＴＡＧＴＴＴＧＣＧＡＴＡＡ
ＣＡＧＣＡＡＡＴＣＣＡＧＣＣＴＡＡＣＡＡＡＴＧ

Ａｃｔｉｎ ｑＰＣＲ
Ａｃｔｉｎ ｑＰＣＲ

ｑＣｙｇｏＳＴＫ￣Ｆ
ｑＣｙｇｏＳＴＫ￣Ｒ

ＴＴＧＡＧＴＡＴＡＴＧＣＡＧＡＡＡＣＧＡＧＡＡ
ＴＴＧＡＧＴＣＧＡＡＧＧＴＴＧＧＡＡＧＧＧＴＣ

ＣｙｇｏＳＴＫ ｑＰＣＲ
ＣｙｇｏＳＴＫ ｑＰＣＲ

１.２.３ ＣｙｇｏＳＴＫ 基因序列结构分析　 将分离得到的

春兰 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因完整开放阅读框(Ｏｐｅｎ Ｒｅａｄｉｎｇ
Ｆｒａｍｅꎬ ＯＲＦ) 编码的蛋白在 ＮＣＢＩ 网页上执行

ＢｌａｓｔＰ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ) 同

源搜索比对ꎬ选取来自不同被子植物的 ２０ 个 ＳＴＫ
同源蛋白 (表 ２)ꎬ采用 ＭＥＧＡ５. ０ 软件的邻接法

(ＮＪ)构建蛋白序列的分子系统发育树ꎮ 同时ꎬ选取

拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)的 ＳＴＫ、矮牵牛(Ｐｅｔｕｎｉａ
×ｈｙｂｒｉｄａ)的 ＦＢＰ７、ＦＢＰ１１ 和球花石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ
ｔｈｙｒｓｉｆｌｏｒｕｍ)等 ８ 个物种的 ９ 个 ＳＴＫ 同源蛋白(表 ３)ꎬ
用 ＢｉｏＥｄｉｔ ７.２ 软件中的 ＣｌｕｓｔａｌＷ 程序进行序列比对ꎬ
进一步分析 ＣｙｇｏＳＴＫ 蛋白的结构域ꎮ
１.２.４ ＣｙｇｏＳＴＫ 基因的表达分析　 在 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因

的非保守区域中设计引物ꎬ并以春兰的 ＣｙｇｏＡｃｔｉｎ
(ＧＵ１８１３５４.１)为内参基因ꎬ设计内参基因引物ꎬ
检测引物的特异性后ꎬ用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术

(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ｑＰＣＲ) 检测 ＣｙｇｏＳＴＫ
基因在春兰不同花器官中表达的组织特异性ꎬ引
物序列见表 １ꎮ ｑＰＣＲ 在 ＣＦＸ９６(ＢＩＯ￣ＲＡＤꎬ美国)
荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行ꎬ反应体系 ２０ μＬ:ＣｈａｍＱ
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬꎻ上、下游引物各 ０.４
μＬꎻｃＤＮＡ 模板 ０.４ μＬꎻｄｄＨ２Ｏ ８.６ μＬꎮ 反应程序:
９５ ℃ １ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １０ ｓꎻ６０ ℃ １５ ｓꎻ４０ 个循环ꎮ 实

时荧光定量采用 ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试

剂盒(购置于南京诺维赞生物科技有限公司)ꎬ基

因的相对表达量按照 ２－△△Ｃｔ法计算ꎮ 用 ＳＰＳＳ１７.０
软件对数据进行统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 两种春兰花结构的分析

普通春兰的花由 ３ 枚花萼、２ 枚花瓣、１ 枚特

化的唇瓣、２ 个花药构成的花粉块、１ 个合蕊柱和 １
个由 ３ 心皮合生的子房组成ꎬ其中花粉块着生于

合蕊柱上(图 １:Ａ)ꎮ 春兰‘天彭牡丹’的花结构包

括 ４ 个花萼、花瓣 ２ 至多数、唇瓣 ２ 至多数、合蕊柱

顶端无花粉块ꎬ子房外观形态正常(图 １:Ｂ)ꎮ
２.２ 春兰 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列的克隆

春兰 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因 ｃＤＮＡ 序列全长 ８４９ ｂｐꎬ包
含 １ 个长 １１１ ｂｐ 的 ５′ＵＴＲꎬ１ 个长 ７０５ ｂｐ 的 ＯＲＦꎬ
编码 １ 个含 ２３４ 个氨基酸残基的 ＳＴＫ￣ｌｉｋｅ 转录因

子和 １ 个终止密码子ꎬ同时该序列还包含 １ 个长

３３ ｂｐ 的 ３′非翻译区ꎮ 命名为 ＣｙｇｏＳＴＫ( Ｇｅｎｂａｎｋ
登录号为 ＭＨ９１７９１２.１)ꎮ 序列结构分析表明ꎬ两
个品种中克隆得到的 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因碱基序列完全

一致ꎮ
２.３ 蛋白同源序列比对与分子系统发生分析

分子系统发生分析与进化树重建结果(图 ２)
表明ꎬＣｙｇｏＳＴＫ 转录因子与 ９ 个被子植物共 １０ 个

ＳＴＫ 同源蛋白共聚于 ＳＴＫ 进化系ꎬ 是拟南芥 ＳＴＫ

０２５ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 ２　 构建分子系统发育树的 ＳＴＫ 同源蛋白
Ｔａｂｌｅ ２　 ＳＴＫ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｏｒ

ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

蛋白质名称
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ

种名
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

ＳＴＫ 拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

ＮＰ＿１９２７３４.１

ＦＢＰ７ 矮牵牛
Ｐｅｔｕｎｉａ × ｈｙｂｒｉｄａ

ＣＡＡ５７３１１.１

ＦＢＰ１１ 矮牵牛
Ｐｅｔｕｎｉａ × ｈｙｂｒｉｄａ

ＣＡＡ５７４４５.１

ＨｏＭＡＤＳ１ 风信子
Ｈｙａｃｉｎｔｈｕｓ ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ

ＡＡＦ０８８３０.１

ＯｒｉｔＡＧ２ 红门兰
Ｏｒｃｈｉｓ ｉｔａｌｉｃａ

ＡＦＵ８１３２２.１

ＤｔｈｙｒＡＧ２ 石斛兰
Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｔｈｙｒｓｉｆｌｏｒｕｍ

ＡＢＱ０８５７４.１

ＡＧ 拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

ＮＰ＿５６７５６９.１

ＳＨＰ１ 拟南芥
Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ

ＡＡＡ３２７３０.１

ＳＨＰ２ 拟南芥
Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ

ＡＡＡ３２７３５.１

ＰｒｐｅＳＴＫ 桃
Ｐｒｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ

ＡＢＱ８５５５６.１

ＰｒａｖＳＴＫ 樱桃
Ｐ. ａｖｉｕｍ

ＡＥＨ４１４２８.１

ＭａＭＡＤＳ１ 小果野蕉
Ｍｕｓａ ａｃｕｍｉｎａｔａ

ＡＡＹ５３９０８.１

ＮＡＧ１ 烟草
Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ

ＡＡＡ１７０３３.１

ＴＡＧ１ 番茄
Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ

ＡＡＡ３４１９７.１

ＣｅＭＡＤＳ１ 建兰
Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｅｎｓｉｆｏｌｉｕｍ

ＡＤＰ００５１５.１

ＦＢＰ６ 矮牵牛
Ｐｅｔｕｎｉａ × ｈｙｂｒｉｄａ

ＣＡＡ４８６３５.１

ＰＬＥ 金鱼草
Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａｊｕｓ

ＡＡＢ２５１０１.１

ＬＬＡＧ１ 铁炮百合
Ｌｉｌｉｕｍ ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ

ＡＡＲ９８７３３.１

ＰｒｓｅＳＴＫ 日本晚樱
Ｐｒｕｎｕｓ ｓｅｒｒｕｌａｔａ

ＡＤＤ９１５７８.１

ＣｙｇｏＳＴＫ 春兰
Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ

ＭＨ９１７９１２.１

直系同源蛋白ꎬ其与拟南芥的 ＳＴＫ 转录因子的序

列相似性为 ５７.８７％ꎬ该转录因子与单子叶植物的

ＳＴＫ 同源蛋白聚于 １ 个小的进化分支ꎬ其与兰科植

表 ３　 构建不同物种 ＳＴＫ 同源蛋白比对的序列
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ＳＴＫ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白质名称
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ

种名
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

ＣｙｇｏＳＴＫ 春兰
Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ

ＤｔｈｙｒＡＧ２ 球花石斛
Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｔｈｙｒｓｉｆｌｏｒｕｍ

ＡＡＹ８６３６５

ＨｏＭＡＤＳ１ 风信子
Ｈｙａｃｉｎｔｈｕｓ ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ

ＡＡＦ０８８３０

ＯｒｉｔＡＧ２ 红门兰
Ｏｒｃｈｉｓ ｉｔａｌｉｃａ

ＡＦＵ８１３２２

ＡＶＡＧ２ 天门冬
Ａｓｐａｒａｇｕｓ ｖｉｒｇａｔｕｓ

ＢＡＤ８３７７２

ＬＭＡＤＳ２ 铁炮百合
Ｌｉｌｉｕｍ ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ

ＡＡＳ０１７６６

ＡｐＭＡＤＳ２ 百子莲
Ａｇａｐａｎｔｈｕｓ ｐｒａｅｃｏｘ

ＢＡＣ６６９６３

ＳＴＫ 拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

ＮＰ＿１９２７３４

ＦＢＰ７ 矮牵牛
Ｐｅｔｕｎｉａ × ｈｙｂｒｉｄａ

ＣＡＡ５７３１１

ＦＢＰ１１ 矮牵牛
Ｐｅｔｕｎｉａ × ｈｙｂｒｉｄａ

ＣＡＡ５７４４５

物球花石斛 ＳＴＫ 同源蛋白 ＤｔｈｙｒＡＧ２ 的亲缘关系

最近ꎬ序列相似性高达 ８８.４６％ꎬ物种间的演化关

系在进化树上得到了很好支持ꎮ
蛋白同源序列比对结果(图 ３)显示ꎬＣｙｇｏＳＴＫ

转录因子具有 １ 个高度保守的 ＭＡＤＳ 结构域

(ＭＡＤＳ ｄｏｍａｉｎ) (１ ~ ５７)ꎬ１ 个次级保守的 Ｋ 结构

域(９１ ~ １７２)ꎬ１ 个保守性较低的 Ｉ 区( ５８ ~ ９０)ꎮ
其 Ｍ 区有 ５７ 个氨基酸ꎬＩ 区有 ３３ 个氨基酸ꎬＫ 区

有 ８２ 个氨基酸ꎬＣ 区有 ６２ 个氨基酸ꎬ其 Ｃ 末端的

转录激活区含有两个高度保守的基序ꎬ即 ＡＧＩ 基

序和 ＡＧⅡ基序ꎬ且在该蛋白的最末端发现了单子

叶植物 Ｄ 类蛋白特有的 ＭＤ 基序(图 ３)ꎮ 这进一

步证实 ＣｙｇｏＳＴＫ 蛋白属于 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基因家族中

的 Ｄ 类蛋白ꎮ
２.４ 春兰 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因在花器官中表达的组织特

异性分析

ｑＰＣＲ 检测分析结果 (图 ４) 显示ꎬ在春兰中

ＣｙｇｏＳＴＫ 基因主要在花瓣、唇瓣、花粉团、合蕊柱和

１２５４ 期 夏胜应等: ＣｙｇｏＳＴＫ 基因在普通春兰与奇花品种‘天彭牡丹’中的表达比较



Ａ. 春兰ꎻ Ｂ. 春兰‘天彭牡丹’ꎮ
Ａ. Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉꎻ Ｂ. Ｃ. ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ ‘Ｔｉａｎ Ｐｅｎｇ Ｍｕ Ｄａｎ’.

图 １　 两种春兰的花结构
Ｆｉｇ. １　 Ｆｌｏｗｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ

分支上的数字表示执行 １ ０００ 次重复计算获得的自展百分比ꎮ 标尺代表遗传距离ꎮ
Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｖａｌｕｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ １ ０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ. Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ.

图 ２　 ＣｙｇｏＳＴＫ 与其他植物 ＳＴＫ￣ｌｉｋｅ 蛋白的分子系统发生分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｙｇｏＳＴＫ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＳＴＫ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

２２５ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



第 １ 个下划线代表 Ｍ 区ꎬ第 ２ 个下划线代表 Ｋ 区ꎬＭ 区和 Ｋ 区之间是 Ｉ 区ꎻＡＧ Ｉ 基序、ＡＧⅡ基序和 ＭＤ 基序用方框标出ꎮ
Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ Ｍ ｒｅｇｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ Ｋ ｒｅｇｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｉ ｒｅｇｉｏｎ ｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ Ｋ ｒｅ￣
ｇｉｏｎꎻ ＡＧ Ｉ ｍｏｔｉｆꎬ ＡＧⅡｍｏｔｉｆ ａｎｄ ＭＤ ｍｏｔｉｆ ａｒｅ ｂｏｘｅｄ.

图 ３　 ＣｙｇｏＳＴＫ 与其他物种 Ｄ 类 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 同源蛋白间的比较
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣｙｇｏＳＴＫ ｗｉｔｈ Ｄ￣ｃｌａｓｓ ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

ｓｅ. 花萼ꎻ ｐｅ. 花瓣ꎻ ｌｉｐ. 唇瓣ꎻ ａｎ. 花粉团ꎻ ｇｙ. 合蕊柱ꎻ
ｏｖ. 子房ꎮ
ｓｅ. Ｓｅｐａｌꎻ ｐｅ. Ｐｅｔａｌꎻ ｌｉｐ. Ｌａｂｅｌｌｕｍꎻ ａｎ. Ａｎｔｈｅｒꎻ ｇｙ. Ｇｙｎｏｓｔｅｍｉ￣
ｕｍꎻ ｏｖ. Ｏｖａｒｙ.

图 ４　 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因在两个品种花器官中的表达比较
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｙｇｏＳＴＫ ｇｅｎｅ ｉｎ

ｆｌｏｒａｌ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｔｗｏ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

子房中表达ꎬ在花萼中仅能检测到微弱的转录信

号ꎻ其在子房中的表达量最高ꎬ均显著高于其在其

他花器官中的表达( ＬＳＤꎬＰ<０.０５)ꎬ在合蕊柱中的

表达量其次ꎬ但均显著高于其在花瓣、唇瓣和花粉

团中的表达量( ＬＳＤꎬ Ｐ<０.０５)ꎻ同时ꎬＣｙｇｏＳＴＫ 基

因在唇瓣中的表达量显著高于花瓣和花粉团

(ＬＳＤꎬＰ<０.０５)ꎬ但其在花粉团中的表达与花瓣中

的表达量却无显著差异ꎮ 在春兰‘天彭牡丹’中

ＣｙｇｏＳＴＫ 基因主要在花萼、唇瓣、合蕊柱和子房中

表达ꎬ在花瓣中仅能检测到微弱的转录信号ꎻ与普

通春兰类似ꎬＣｙｇｏＳＴＫ 基因在春兰‘天彭牡丹’子

房中的表达量最高ꎬ均显著高于其他花器官( ＬＳＤꎬ
Ｐ<０.０５)ꎬ在合蕊柱中的表达量次之ꎬ显著高于花

萼和唇瓣(ＬＳＤꎬＰ<０.０５)ꎬ同时在花萼中的表达量

也显著高于唇瓣( ＬＳＤꎬＰ< ０. ０５)ꎮ 从 ＣｙｇｏＳＴＫ 基

因在 两 种 春 兰 同 类 花 器 官 表 达 的 差 异 来 看ꎬ
ＣｙｇｏＳＴＫ 基因在春兰‘天彭牡丹’的花萼中有明显

表达ꎬ而在普通春兰花萼中仅能检测到微弱的转

录信号ꎻ在普通春兰的花瓣中有明显表达ꎬ而在春

兰‘天彭牡丹’花瓣中仅能检测到微弱的转录信

号ꎻ但 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因在普通春兰唇瓣中的表达量

却显著高于春兰‘天彭牡丹’ ( ＬＳＤꎬＰ<０.０５)ꎮ 从

ＣｙｇｏＳＴＫ基因在普通春兰和春兰‘天彭牡丹’合蕊

柱与子房中的表达量来看ꎬＣｙｇｏＳＴＫ 基因在普通春

兰子房中的表达量显著高于‘天彭牡丹’ (ＬＳＤꎬＰ<
０.０５)ꎬ但在两个品种合蕊柱中的表达量却无显著

性差异ꎮ

３　 讨论

在本研究中ꎬ获得了春兰与春兰奇花品种‘天
彭牡丹’花器官发育相关的 １ 个 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基因

３２５４ 期 夏胜应等: ＣｙｇｏＳＴＫ 基因在普通春兰与奇花品种‘天彭牡丹’中的表达比较



ＣｙｇｏＳＴＫꎮ 氨基酸序列比对、蛋白质结构域和系统

进化树分析结果表明ꎬＣｙｇｏＳＴＫ 蛋白均含有典型的

ＭＡＤＳ 结构域和 Ｋ 结构域ꎬ是高度保守的 Ｄ 类

ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 蛋白ꎮ
在被子植物中ꎬＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基因表达模式的变

化大 多 会 对 植 物 的 生 长 发 育 产 生 重 要 影 响

(Ｋｒａｍｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎮ 在模式植物拟南芥中ꎬＳＴＫ
基因主要在子房中表达ꎬ参与调控胚珠和种子的

发育(Ｈｕｎｄｅｒｔｍａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 在石蒜科(Ａｍａ￣
ｒｙｌｌｉｄａｃｅａｅ) 植 物 中 国 水 仙 ( Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｔａｚｅｔｔａ ｖａｒ.
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)中ꎬＳＴＫ￣ｌｉｋｅ 基因 ＮｔＳＴＫ 主要在雌蕊中表

达(吴菁华等ꎬ２０１５)ꎮ 在蔷薇科( Ｒｏｓａｃｅａｅ)植物

重瓣樱花‘普贤像’中ꎬＳＴＫ 同源基因 ＰｒｓｅＳＴＫ 在花

萼、雄蕊和雌蕊中表达ꎬ其在花萼中异位表达导致

重瓣樱花萼筒上着生异位子房ꎬ进而参与调控樱

花单瓣与重瓣花的形态差异(刘志雄和李凤兰ꎬ
２０１５)ꎮ 在棕榈科植物油棕(Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ)中ꎬ
其 ＳＴＫ 同源基因 ＳＨＥＬＬ 除参与调控果实形状发育

外ꎬ还参与种子油脂的合成( Ｓｉｎｇｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ
在兰科植物中ꎬ文心兰(Ｅｒｙｃｉｎａ ｐｕｓｉｌｌａ)的 ＳＴＫ 同

源基因 ＥｐＭＡＤＳ２３ 在合蕊柱中的表达量显著高于

其他花器官组织(Ｄｉｒｋｓ￣Ｍｕｌｄｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 在

小屿蝴蝶兰(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｅｑｕｅｓｔｒｉｓ)中ꎬＳＴＫ￣ｌｉｋｅ 基

因 ＰｅＭＡＤＳ７ 仅在合蕊柱中表达ꎬ且表达时间相对

较晚ꎬＰｅＭＡＤＳ７ 转基因拟南芥表现出早花、叶片向

上弯曲以及种子不育增加等现象 ( Ｙｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎮ 木石斛 (Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｃｒｕｍｅｎａｔｕｍ) 的 ＳＴＫ
同源基因 ＤｃＯＡＧ２ 在合蕊柱、子房和花粉团中检测

到有表达ꎬ主要调控石斛兰子房的发育(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)ꎮ 蝴蝶兰 (Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｔｈｙｒｓｉｆｌｏｒｕｍ ) 的 ＳＴＫ
同源基因 ＰｈａｌＡＧ２ 在唇瓣、蕊柱、子房中均有表

达ꎬ该基因与 Ｃ 类基因共同调控着蝴蝶兰子房的

发育(Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ 石斛兰的 ＳＴＫ 同源基因

ＤｔｈｙｒＡＧ２ 在唇瓣、蕊柱和子房中均有表达ꎬ且在胚

珠晚期的发育中发挥着重要作用( Ｓｋｉｐｐｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６)ꎮ

在本研究中ꎬＣｙｇｏＳＴＫ 基因主要在春兰的唇

瓣、花粉团、合蕊柱和子房中表达ꎬ其中在子房中

的表达量显著地高于其他花器官ꎬ表明 ＣｙｇｏＳＴＫ
基因对春兰子房的形成起着重要的调控作用ꎮ 在

春兰奇花品种‘天彭牡丹’中ꎬＣｙｇｏＳＴＫ 基因主要

在花萼、合蕊柱和子房中表达ꎬＣｙｇｏＳＴＫ 基因在春

兰‘天彭牡丹’花萼中表达量高可能与其花萼增多

与形态变异相关ꎬ但具体的调控方式还有待于进

一步研究ꎮ 从 ＣｙｇｏＳＴＫ 基因在两个春兰品种花器

官的表达模式来看ꎬ其主要在合蕊柱和子房中表

达ꎬ但在子房中的表达量显著高于其他花器官ꎬ在
春兰花发育过程中可能主要参与调控子房的

发育ꎮ
综上所述ꎬＣｙｇｏＳＴＫ 基因的表达在功能上具有

很强的保守性ꎬ主要参与春兰子房的发育ꎬ同时对

该基因的进一步研究对于春兰花器官形态改造及

定向的培育具有重要参考价值ꎮ
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５２５４ 期 夏胜应等: ＣｙｇｏＳＴＫ 基因在普通春兰与奇花品种‘天彭牡丹’中的表达比较


