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摘　 要: 为探究滇水金凤( Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｕｌｉｇｉｎｏｓａ)ＡＢＰ 基因的结构和表达特征ꎬ该研究以滇水金凤为材料ꎬ采用

ＲＴ￣ＰＣＲ 技术对滇水金凤 ＡＢＰ 基因进行克隆ꎬ运用 ＤＮＡＭＡＮ 和 ＭＥＧＡ 对其所编码的蛋白序列进行同源性

分析和系统进化分析ꎬ并利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析 ＡＢＰ 基因的时空表达模式ꎮ 结果表明:(１)滇水金凤 ＡＢＰ 基因

的 ｃＤＮＡ 全长为 ６２７ ｂｐꎬ编码 ２０８ ａａꎬ命名为 ＩｕＡＢＰ 基因ꎬ其蛋白具有 Ｃｕｐｉｎ 超家族蛋白的典型结构ꎮ (２)同
源性分析表明滇水金凤 ＡＢＰ 基因的氨基酸序列与喜马拉雅凤仙花( Ｉ. ｇｌａｎｄｕｌｉｆｅｒａ)、月季(Ｒｏｓｅ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)、木
薯(Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ)等物种的同源性均达 ７１％ꎻ系统进化分析表明 ＩｕＡＢＰ 与喜马拉雅凤仙花( Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ
ｇｌａｎｄｕｌｉｆｅｒａ)聚为一支ꎬ亲缘关系最近ꎮ (３)ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析表明 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花距发育的 ３ 个时期

及 ２ 个部位均有表达ꎮ 随着花距的发育ꎬＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花距檐部的表达量呈先下降后上升的趋

势ꎬ在盛花期时达最高ꎬ而在花距距部的表达量逐渐下降ꎮ 以上结果为进一步研究滇水金凤 ＡＢＰ 基因在花

距发育中的功能及其表达调控机制提供了一定的理论参考ꎮ
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ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) ＡＢＰ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｉ. ｕｌｉｇｉｎｏｓａ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｌｏｎｅｄꎬ ｗｈｏｓｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗａｓ ６２７ ｂｐꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ
２０８ ａａꎬ ａｎｄ ｎａｍｅｄ ＩｕＡＢＰ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＡＢＰ ｇｅｎｅ ｈａｄ ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｃｕｐｉｎ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ. (２) Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｉｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ＡＢＰ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｉ. ｕｌｉｇｉｎｏｓａ
ｒｅａｃｈｅｄ ７１％ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ Ｉ. ｇｌａｎｄｕｌｉｆｅｒａꎬ Ｒｏｓｅ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ａｎｄ Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｉｔ ｗａｓ
ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ＩｕＡＢＰ ａｎｄ Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｇｌａｎｄｕｌｉｆｅｒａ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｂｒａｎｃｈꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｃｌｏｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ. (３) ｑＲＴ￣
ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＩｕＡＢＰ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｔｈｒｅｅ ｓｔａｇｅｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｓｐｕｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
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ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ａｎｄ ｒｉｓｉｎｇ ｕｐ ｌａｔｅｒꎬ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｍｉｎｇ ｓｔａｇｅꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｕｒ ｃｕｐ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＩｕＡＢＰ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｐｕｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｕｌｉｇｉｎｏｓａꎬ ｓｐｕｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ＡＢＰ ｇｅｎｅꎬ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 花距是植物进化的结果ꎬ它不仅能提高植物

的传粉效率和繁殖成功率(童祯开等ꎬ２０２２) ꎬ还
造成某些植物发育谱系的迅速多样化(Ｈｏｄｇｅｓ ＆
Ａｒｎｏｌｄꎬ １９９５) ꎬ成为调节生物入侵的重要性状

(Ｖｅｒｖｏｏｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１) ꎮ 开展植物花距的研究ꎬ
不仅能够判断物种形成和进化的机制ꎬ还能更加

了解植物与传粉者个体之间的相互作用( Ｈｏｄｇｅｓ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３ꎻ Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ￣Ｍａｚｕｅｃｏｓ ＆ Ｇｌｏｖｅｒꎬ
２０１７) ꎮ Ｐｕｚｅｙ 等(２０１１)对耧斗菜花距组织和细

胞水平进行观测ꎬ结果表明耧斗菜花距的伸长生

长主要依赖于细胞的各向异性扩张ꎮ Ｍａｃｋ 和

Ｄａｖｉｓ(２０１５)对红排草( Ｃｅｎｔｒａｎｔｈｕｓ ｒｕｂｅｒ)的研究

也发现其花距的伸长主要是通过表皮细胞的各

向异性生长ꎮ 然而ꎬＴｓａｉ 等(２０１８)对两种天竺葵属

植物(Ｐｅｌａｒｇｏｎｉｕｍ ｉｏｎｉｄｉｆｌｏｒｕｍ 和 Ｐ. ｏｄｏｒａｔｉｓｓｉｍｕｍ)
的花距研究发现ꎬ花托生长速度的加快和发育时

间的 延 长 是 花 距 形 成 的 主 要 原 因ꎻ Ｃｕｌｌｅｎ 等

(２０１８)认为细胞分裂是柳穿鱼属( Ｌｉｎａｒｉａ)花距长

度变化的主要原因ꎬ这与植物花距的伸长主要是

通过细胞各向异性实现的观点形成鲜明对比ꎮ 此

外ꎬ研究还发现某些调控细胞分裂和伸长的基因

也参与了花距发育的调控ꎬ如在耧斗菜花距杯中

表达量较高的 ＴＣＰ、 ＡＲＦ６ / ８ 和 ＢＥＨ 基因ꎬ通过

ＶＩＧＳ 病毒对其进行沉默后ꎬ花距杯内的细胞分裂

与细胞扩张的平衡被扰乱ꎬ最终导致花距变短并

且向内弯曲生长( Ｙａｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻＺｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０ꎻＳｔｅｐｈａｎｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 综上表明ꎬ植物花

距的伸长生长不仅依赖于细胞分裂与细胞各向异

性的扩张ꎬ而且花距发育相关基因 ＡＢＰ、ＴＣＰ、ＡＲＦ

及 ＢＥＨ 对花距的细胞分裂与伸长也起重要作用ꎮ
ＡＢＰ(ａｕｘｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ) 是一种生长素受

体ꎬ包括 ＡＢＰⅠ、ＡＢＰⅡ、ＡＢＰⅢꎬ以及生长素运输

抑制剂 ＮＰＡ 的结合蛋白 ４ 类ꎬ在植物体内广泛分

布ꎮ ＡＢＰ 基因参与质膜上生长素的响应过程ꎬ还
参与调控细胞扩增、细胞扩张以及细胞周期等快

速反应(乔麟轶等ꎬ２０１２)ꎮ 研究发现ꎬＡＢＰ１ 基因

在苎麻的幼茎和芽中大量表达ꎻＡＢＰ１ 基因在玉米

幼苗中表达较高ꎬ而在根内的表达较低ꎻ在烟草植

物细胞生长比较活跃的时期ꎬＡＢＰ１ 基因的表达量

极高ꎬ而在细胞快结束分化时的表达较低ꎬ并且

ＡＢＰ 基因在细胞中不同位置的分布存在较大的差

异(高启祥等ꎬ２００１ꎻ黄妤等ꎬ２００８)ꎮ ＡＢＰ 基因不

仅具有在植物生长较快的组织器官中表达量较高

的特点ꎬ还能介导生长素诱导的细胞扩张ꎬ进而调

控植株大小ꎮ 在烟草中ꎬ诱导拟南芥 ＡＢＰ１ 基因过

表达能够促进叶表皮细胞的扩张ꎬ组成型 ＡＢＰ１ 基

因在玉米或烟草的悬浮细胞中ꎬ过表达 ＡＢＰ１ 基因

能够正向调节细胞尺寸( Ｊｏｎｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８)ꎮ 此

外ꎬ对拟南芥组织叶片中的 ＡＢＰ１ 进行下调ꎬ能导

致细胞的体积缩小(Ｂｒａｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎻ而当拟南

芥胚中的 ＡＢＰ１ 基因缺失后ꎬ胚内细胞不能正常扩

张且细胞直径均等(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎮ 由此发现

ＡＢＰ１ 基因在植物细胞分裂、细胞体积增大及分生

组织伸长方面具有重要意义ꎮ
滇水金凤 ( Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｕｌｉｇｉｎｏｓａ) 是凤仙花科

(Ｂａｌｓａｍｉｎａｃｅａｅ)凤仙花属( Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ)的一年或多

年生植物ꎬ具有分布广、生长快、生物量大、周年开

花、抗逆性强等特点ꎬ全草可入药ꎬ也可用于染指

２５０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



甲ꎬ是具有观赏、生态、药用以及经济价值的重要

花卉材料(Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 滇水金凤作为观赏

植物不仅具有花色多样、花形奇特的特点ꎬ其花距

的长短、数量及颜色各异还具有很好的研究价值ꎮ
迄今为止ꎬ国内外尚未见有关滇水金凤 ＡＢＰ 基因

的相关报道ꎮ 因此ꎬ在滇水金凤中克隆 ＡＢＰ 基因

并分析其分子机制及表达特征ꎬ对深入研究其在

花距发育中的调控机制具有重要意义ꎮ 本研究在

课题组前期滇水金凤转录组测序的基础上ꎬ对滇

水金凤花距发育相关基因 ＡＢＰ 进行克隆ꎬ借助在

线软件与 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎬ利用生物信息学方法ꎬ通
过对 ＡＢＰ 基因的进化关系、结构特征、组织表达等

进行分析ꎬ拟探讨以下问题:(１)滇水金凤 ＡＢＰ 蛋

白亲缘进化关系ꎻ(２)该蛋白的基本理化性质和结

构特征ꎻ(３)滇水金凤 ＡＢＰ 基因在花距发育的不

同时期和不同部位中的表达模式ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

材料为西南林业大学后山试验大棚的滇水金

凤ꎬ采取其花苞期 ( Ｓ１)、始花期 ( Ｓ２) 和盛花期

(Ｓ３)的花距距部和花距檐部进行目的基因的

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 实验(图 １)ꎮ
１.２ 总 ＲＮＡ 的提取与 ＡＢＰ 基因的克隆

利用 ＲＮＡ 提取试剂盒 ( ＯＭＥＧＡ) 提取滇水

金凤花器官总 ＲＮＡꎻ根据逆转录试剂盒 (全式

金)将 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡꎬ保存在－ ２０ ℃ 条件

下备用ꎮ
以滇水金凤转录组中的 ＩｕＡＢＰ 基因为依据ꎬ

对引 物 进 行 设 计ꎬ 并 送 往 生 工 合 成ꎮ 引 物 为

ＩｕＡＢＰＦ(５′￣ＡＴＧＴＴＧＣＧＣＣＴＣＧＴＴＴＴＣ￣３′)、 ＩｕＡＢＰＲ
( ５′￣ＴＴＡＡＴＴＧＧＴＴＣＣＴＣＣＡＡＧＡＡＣＡＣＣ￣３′)ꎮ 以 滇

水金凤花距的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＡＢＰ 基因的

ｃＤＮＡ 扩增ꎬ扩增体系为 ２０ μＬꎬ反应条件:９５ ℃ ５
ｍｉｎꎻ９５ ℃ ５ ｓꎬ５６ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ４８ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ
７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物经回收纯化后ꎬ
与载体 ｐＭＤ１９￣Ｔ 连接ꎬ转化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ最
后挑选阳性菌液送生工测序ꎮ
１.３ 滇水金凤 ＡＢＰ 基因序列分析

运用 ＥｘＰａｓｙ 在线软件 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )对滇水金凤 ＩｕＡＢＰ 基因的基本理

化特性进行分析ꎻ借助 ＳＭＡＲＴ 在线工具( ｈｔｔｐ: / /

ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )来预测 ＩｕＡＢＰ 基因结构

域ꎻ 运 用 Ｔａｒｇｅｔ Ｐ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.
ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ.ｐｈｐ? ＴａｒｇｅｔＰ￣２.０)预测 ＩｕＡＢＰ 蛋白

的 亚 细 胞 定 位ꎻ 借 助 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ)预测 ＩｕＡＢＰ 蛋白

的三维空间结构ꎻ利用 ＤＮＡＭＡＮ ｖ９.０ 对 ＩｕＡＢＰ 蛋

白进行比对分析ꎻ运用 ＭＥＧＡ￣Ｘ 软件的邻接法

(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １ ０００)进行系统进化分析ꎮ
１.４ 滇水金凤 ＡＢＰ 时空表达模式分析

分别提取滇水金凤 ３ 个时期 (花苞期、始花

期、盛花期)和 ２ 个部位(檐部和距部)花距器官的

ＲＮＡꎬ逆转录合成的 ｃＤＮＡ 备用ꎮ ＩｕＡＢＰ 基因 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 引物为 ｑＡＢＰＦ(５′￣ＣＧＧＧＣＴＴＴＧＴＧＧＣＴＣＡＡＴ
ＡＣ３′)、ｑＡＢＰＲ(５′￣ＴＴＣＧＣＡＡＡＣＡＧＣＧＣＧＡＡＡＴＣ′)ꎬ
内参基因为 ＩｕＡｃｔｉｎ[ＡｃｔｉｎＦ(５′￣ＴＧＡＡＴＧＴＣＣＣＴＧＣＴ
ＧＴＴＴＧ￣３′)、ＡｃｔｉｎＲ (５′￣ＡＣＣＴＴＣＣＧＣＡＴＡＡＣＴＴＴＡＣ
Ｃ￣３′)]ꎮ 以 ３ 个时期的 ２ 个部位的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
借助 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ Ⅱ(Ｒｏｃｈｅ)实时定量 ＰＣＲ 仪

进行基因表达相对定量分析ꎮ 反应体系为 ２０ μＬꎬ
反应程序为预变性 ９５ ℃ꎬ５ ｍｉｎꎻ变性 ９５ ℃ꎬ１０ ｓꎬ退
火 ６０ ℃ꎬ２０ ｓꎻ延伸 ７２ ℃ꎬ２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 每个样

品进行 ３ 个重复ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ法计算ꎮ 将盛花期花

距距部定义为单位 １ 作为对照ꎬ对 ＩｕＡＢＰ 基因在不

同时期和不同部位的时空表达模式进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 滇水金凤 ＡＢＰ 基因的克隆及序列分析

根据滇水金凤花距转录组设计的特异性扩增

引物ꎬ以花距器官的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ
克隆获得 ＡＢＰ 的基因片段(图 ２:Ａ)ꎮ

运用 ＥｘＰａｓｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ 对滇水金凤 ＡＢＰ 基因

编码的蛋白进行分析ꎬ ＩｕＡＢＰ 全长 ６２７ ｂｐꎬ编码

２０８ ａａꎬ相对分子量为 ２２ １０８.６ Ｄａꎬ理论等电点为

６.９５ꎬ总 共 包 括 ３ １６２ 个 原 子ꎬ 不 稳 定 指 数 为

２７.４６ꎬ属于稳定蛋白ꎮ 总平均亲疏水性指数为

０.４０５ꎬ表明该蛋白为疏水性蛋白ꎮ 利用 ＳＭＡＲＴ 分

析发现 ＩｕＡＢＰ 含有一个典型的 Ｃｕｐｉｎ￣１ 结构域

(１４７ 个氨基酸)ꎬＥ￣ｖａｌｕｅ 为 ７.８５ｅ￣３６ꎬ 并含有一个

２０ ａａ 的信号肽ꎬ 说明该基因属于 Ｃｕｐｉｎ 超家族成

员(图 ２:Ｂ)ꎮ 滇水金凤 ＡＢＰ 基因不存在跨膜结构

域ꎬ亚 细 胞 定 位 于 细 胞 壁ꎮ 此 外ꎬ借 助 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 对滇水金凤 ＡＢＰ 基因进行三维空间结构

３５０１６ 期 魏春梅等: 滇水金凤花距发育相关基因 ＡＢＰ 的克隆及表达分析



的预测ꎬ发现 ＩｕＡＢＰ 蛋白具有 Ｃｕｐｉｎ 超家族蛋白

典型的小桶装折叠结构(图 ２:Ｃ)ꎮ
２.２ 滇水金凤 ＡＢＰ 基因的系统进化分析

运用 ＮＣＢＩ 数据库中的 ＢｌａｓｔＰ 功能ꎬ将 ＩｕＡＢＰ
基因编码的氨基酸序列与其他物种的 ＡＢＰ 氨基酸

序列进行在线比对ꎬ结果表明 ＩｕＡＢＰ 与喜马拉雅

凤仙花( Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｇｌａｎｄｕｌｉｆｅｒａ ＸＰ ＿０４７３４２６６３. １)、
辣椒 ( Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ ＸＰ ＿ ０１６５６７４６６. １ )、 桃

(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ ＸＰ ＿ ００７２０２５７３. １)、拟绒毛烟草

(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔｏｍｅｎｔｏｓｉｆｏｒｍｉｓ ＸＰ＿００９６０００２８.１)、野草

莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ ＸＰ＿００４２８７６２８.１)、斑点猴面花

(Ｅｒｙｔｈｒａｎｔｈｅ ｇｕｔｔａｔａ ＸＰ ＿０１２８３０８９２. １)、美国山核

桃 ( Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ ＸＰ ＿ ０４２９７２３９６. １ )、 月 季

(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ＸＰ ＿０２４１８２９８８. １)、胡桃 ( Ｊｕｇｌａｎｓ
ｒｅｇｉａ ＸＰ ＿ ０１８８４４２９４. １ )、 杨 梅 ( Ｍｏｒｅｌｌａ ｒｕｂｒａ
ＫＡＢ１２０９４８９. １ )、 开 心 果 ( Ｐｉｓｔａｃｉａ ｖｅｒａ ＸＰ ＿
０３１２６７９４９. １ )、 马 铃 薯 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ ＸＰ ＿
００６３４２９１５. １ )、 木 薯 ( Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ＸＰ ＿
０２１５９６５８９. １ )、 橡 胶 树 ( Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ ＸＰ ＿
０２１６４７４３９.１)的 ＡＢＰ 蛋白同源ꎬ并且与它们具有

较高的相似性ꎮ 利用 ＤＮＡＭＡＮ ｖ９.０ 将 ＩｕＡＢＰ 和

这些物种的氨基酸序列进行多序列比对ꎬ结果显

示ꎬＩｕＡＢＰ 与其他物种的 ＡＢＰ 蛋白具有较高的相

似性ꎬ均达 ７１％(图 ３)ꎮ 进一步利用 ＭＥＧＡ￣Ｘ 软

件ꎬ采用邻接法(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １ ０００)构建系统进化

树ꎬ发现滇水金凤 ＡＢＰ 基因与喜马拉雅凤仙花聚

为一支ꎬ亲缘关系最近(图 ４)ꎮ
２.３ 滇水金凤 ＡＢＰ 基因的时空表达分析

研究发现 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花距发育的

３ 个时期(花苞期、始花期和盛花期)及 ２ 个部位

(檐部和距部)均有表达(图 ５)ꎮ 在滇水金凤花距

檐部中ꎬＩｕＡＢＰ 基因的表达量呈先下降后上升的趋

势ꎬ在盛花期时达最高ꎻ而在花距距部中ꎬ在花苞

期时表达最高ꎬ随后逐渐下降ꎮ 此外ꎬＩｕＡＢＰ 基因

在滇水金凤盛花期檐部中表达量最高ꎬ其次是在

花苞期檐部中ꎬ可能与 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花

距檐部的细胞生长与扩张中起重要作用有关ꎮ 因

此ꎬ可以推测 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花距的细胞

发育过程中发挥了重要作用ꎮ

３　 讨论与结论

ＡＢＰ 对植物细胞的分裂与伸长具有较为显著

的促进作用ꎬ因此逐渐被当作为一种生长素的潜

在受体蛋白(张聪等ꎬ２０１８)ꎮ 近年来ꎬ越来越多的

ＡＢＰ 基因从不同植物中被分离克隆出来ꎬ并对其

功能作用进行了研究ꎮ 本研究从滇水金凤中成功

克隆了花距发育相关基因 ＩｕＡＢＰꎬ其 ｃＤＮＡ 全长为

６２７ ｂｐꎬ编码 ２０８ ａａꎬ属于疏水性稳定蛋白ꎮ Ｃｕｐｉｎ
结构域的 β 折叠桶状结构ꎬ具有热稳定性ꎬ能够用

来储存氨基酸(符霖等ꎬ２０２１)ꎮ 本研究中 ＩｕＡＢＰ
基因具有典型的 Ｃｕｐｉｎ￣１ 结构域ꎬ三维空间结构也

具有典型的小桶状折叠结构ꎬ与任浩然等(２０１９)
对月季 ＲｃＡＢＰ１９ 基因结构的研究结果一致ꎬ推测

ＩｕＡＢＰ 属于 Ｃｕｐｉｎ 超家族ꎬ可能参与了花距发育所

需的氨基酸的储存过程ꎮ 同源性分析发现ꎬ滇水

金凤 ＡＢＰ 基因与桃、喜马拉雅凤仙花、月季等物种

ＡＢＰ 基 因 的 同 源 性 较 高ꎬ 均 达 ７１％ꎮ 张 巍 等

(２０１３)对桃 ＡＢＰ１ 进行了研究ꎬ发现在桃的果实

发育过程中ꎬ存在 ＡＢＰ１ 介导的信号转导途径ꎮ 大

量研究表明 ＡＢＰ 蛋白能够接收和转运生长素信

号ꎬ并诱导细胞快速膨大和伸长等ꎮ 因此ꎬ滇水金

凤 ＡＢＰ 蛋白是否与桃 ＡＢＰ１ 蛋白具有相似的功能

仍需进一步探究ꎮ 系统进化分析表明滇水金凤

ＡＢＰ 基因与喜马拉雅凤仙花聚为一支ꎬ两者亲缘

关系最近ꎮ
ＡＢＰ１ 作为生长素信号途径中的新受体ꎬ不仅

能够调控非转录细胞质反应ꎬ还能诱导许多生长

素早期应答基因的转录ꎬ如 ＰＬＴ、 Ａｕｘ / ＩＡＡ 以及

ＡＲＦ 基因等ꎬ从而参与细胞扩张和细胞增殖、生长

素反 馈 调 控 等 过 程 ( Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１ꎻ Ｋｉｍ ＆
Ｔｒｉｐｌｅｔｔꎬ ２００４)ꎮ Ｓｔｅｆｆｅｎｓ 等(２００１)的研究发现ꎬ促
使原生质体变得膨大的生长素信号是因为受到原

生质体外面的 ＡＢＰ１ 基因诱导ꎬ玉米中的 ＡＢＰ１ 基

因在烟草叶片中过量表达ꎬ能够提高细胞对生长

素的敏感能力ꎮ 本研究通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析发现ꎬ
在滇水金凤檐部ꎬＩｕＡＢＰ 基因的表达量随着花距的

发育逐渐上升ꎬ在盛花期达到最高ꎻ而在距部中ꎬ
ＩｕＡＢＰ 基因的表达量在花苞期最高ꎬ随着花距的发

育逐渐降低ꎬ这与 ＡＢＰ１ 基因在烟草细胞生长活跃

的时期表达量较高ꎬ而在细胞快结束分化时表达

较低的情况一致(高启祥等ꎬ２００１)ꎮ ＡＢＰ 基因在

植物体不同部位的表达可能存在较大的差异ꎬ本
研究中 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花距的檐部和距部

的表达情况相反ꎬ这说明 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤

花距中的表达存在发育时期和组织特异性ꎬ 推测
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Ｓ１. 花苞期ꎻ Ｓ２. 始花期ꎻ Ｓ３. 盛花期ꎮ
Ｓ１. Ｂｕｄ ｓｔａｇｅꎻ Ｓ２. Ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ Ｓ３. Ｂｌｏｏｍｉｎｇ ｓｔａｇｅ.

图 １　 滇水金凤花发育 ３ 个关键时期及其唇瓣 ２ 个不同部位
Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｒｅｅ ｋｅｙ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｆｌａｂ ｉｎ Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｕｌｉｇｉｎｏｓａ

Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ２０００ꎻ １. ＡＢＰꎮ Ｂ. ＡＢＰ 蛋白的保守结构域ꎮ Ｃ. ＡＢＰ 蛋白的空间结构预测ꎮ
Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ２０００ꎻ １. ＡＢＰ. Ｂ. Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＡＢＰ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｃ. Ｓｐａｔｉａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＢＰ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ２　 滇水金凤 ＡＢＰ 基因 ＰＣＲ 扩增及序列分析
Ｆｉｇ. ２　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＡＢＰ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｒｏｍ Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｕｌｉｇｉｎｏｓａ
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图 ３　 ＡＢＰ 基因的同源氨基酸序列比对
Ｆｉｇ. ３　 Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＡＢＰ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｕｌｉｇｉｎｏｓａ

ＩｕＡＢＰ 基因在檐部和距部的作用机制可能不同

(乔麟轶等ꎬ２０１２ꎻ张巍等ꎬ２０１３)ꎮ ＩｕＡＢＰ 基因在

距部的表达模式可能是在始花期促进了细胞分裂

与伸长ꎬ而盛花期时其促进作用急剧减缓ꎮ 综上

所述ꎬ推测 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花距生长发育

过程具有重要作用ꎬ可能通过调控生长素来促进

细胞的分裂与伸长进而参与调控花距的发育ꎬ但
具体的调控机制有待进一步探究ꎮ

本研究发现的 ＩｕＡＢＰ 基因属于滇水金凤 ＡＢＰ
亚族新成员ꎬ具有 Ｃｕｐｉｎ 超家族典型的结构域ꎮ
ＩｕＡＢＰ 基因荧光定量的结果表明 ＩｕＡＢＰ 基因对滇

水金凤的花距细胞生长有促进作用ꎬ但具体作用

机制还需进一步探究ꎮ 在今后的实验中ꎬ可以利

用 ＶＩＧＳ 对 ＩｕＡＢＰ 基因进行沉默ꎬ验证 ＩｕＡＢＰ 基因

在滇水金凤花距细胞生长发育中的功能ꎮ 对本研

究的进一步探索不仅为探究滇水金凤花距发育的

分子机制奠定研究基础ꎬ还为凤仙花花距发育、花
形改良及新品种培育提供一定的基础数据和理论
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