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摘要院 以中棉所 36均一化全长 cDNA文库为基础袁 利用 RT-PCR技术从棉花中克隆了一个新的 CO蛋白基

因袁命名为 (GenBank院HM006910)遥 cDNA的 ORF全长为 1017 bp袁编码 338个氨基酸袁含有一个
CCT域和两个 BBOX域遥 序列比较分析结果表明袁GhCO蛋白与蓖麻 RcCO尧芒果 MiCO具有较高的同源性袁
是棉花 CO蛋白家族中的新成员遥QRT-PCR结果表明袁 在棉花的花尧蕾尧胚珠等均有表达袁而且在蕾和花
中优势表达遥 在花芽分化形态出现以前就已经高调表达袁推测可能与棉花的花芽分化有关遥 已经

证明在花发育过程中对开花时间起正向调节因子的作用袁 推测 GhCO蛋白在花发育过程中可能起重要作用遥
因此袁构建了 pBIGhCO过量表达载体袁为进一步研究 的功能奠定了重要的基础遥
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Based on a normalized full-length cDNA library of CCRI 36, a new CO protein gene was isolated from

L. using RT-PCR methods, it was named (HM006910). The cDNA of contained 1017 bp and encoded a pu-

tative protein of 338 aa. The encoding protein had a typical CCT domain and two BBOX domains. Bioinformatics analysis indi-

cated that the identities of the deduced GhCO amino acid were very high with Ricinus communis protein RcCO, and Mangifera

indica protein MiCO. Sequence analysis indicated that the gene was a new member of the CO protein family. It was demonstrat-

ed that was expressed in flower, square, ovule, and other organs. The highest level of transcripts was accumulated in

flower and square. was also strongly expressed prior to any morphological evidence of floral initiation, suggesting that

cotton apex differentiation may be relevant. While the had been proved to be a positive on flowering time during the pro-

cess of flower development, therefore, we speculate that GhCO protein play an important role in cotton flowering pathway. In

order to study the function of protein furtherly袁we constructed a pBI over-expression vector.
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棉花是典型的短日照作物袁 在短日照条件
下袁开花提前袁生育期缩短曰在长日照条件下袁开
花推迟袁生育期延长遥 这种日照长短决定开花时
间的现象称为光周期现象遥 Garner等是最早对植
物开花光周期现象进行研究的袁他们发现许多植

物的开花受日照长短的控制 [1]遥近年来袁随着分子
遗传学的发展袁尤其是对两种模式植物拟南芥和
水稻开花光周期现象的研究袁使得人们对控制这
一复杂生物过程的分子机制有了较为清晰的认

识遥 植物将生物钟信号和光信号整合起来最终形
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成对开花时间的控制袁是由 ( )基
因的转录丰度和 CO蛋白的稳定性所共同决定[2]遥
基因编码的一种转录调控子受生物钟调控袁

表达量在一天之内呈节律性变化袁它能够促进拟
南芥在长日照条件下开花遥

棉花开花途径是否也存在 基因袁 开花时
间是否受 基因的调控袁光周期反应的机制与
水稻和拟南芥等植物是否有差异袁 都还未见报
道遥 本实验利用本课题构建的一个中棉所 36均
一化全长 cDNA 文库克隆了一个新的棉花
全长基因袁 并进行了初步表达分析袁 构建了

pBIGhCO表达载体袁为以后进一步研究其功能奠
定了重要的基础遥

材料和方法
材料处理

试验材料为中棉所 36袁2008年 4月 20日在
中国农业科学院棉花研究所试验田播种遥 为了扩
增得到与花发育相关的基因和观察基因的时空

表达模式袁到开花期时袁采取花的各个组织(苞叶尧
花瓣尧雄蕊尧雌蕊尧萼片)袁不同发育时期的花(-1 d袁
0 d袁+1 d袁+2 d)袁叶尧根尧主茎生长点尧蕾(长度 3
mm袁4~5 mm袁1 cm袁2 cm) 等器官立即浸于液氮
中袁-70益保存备用遥

RNA提取和 cDNA制备
总 RNA分离用 CTAB法[3]遥取 2~5 g花尧蕾尧

根尧 茎尧 叶等材料用液氮研磨后袁 加入 15 mL
CTAB 提取缓冲液袁 震荡均匀后 65益温浴 3~5
min袁加入等体积的氯仿 -异戊醇(24 颐 1)袁剧烈震
荡后袁12000 r窑min-1袁5 min袁吸取上清遥 重复 1次袁
1/4体积 LiCl沉淀过夜遥 溶于 400 滋L DEPC-H2O
中袁风干后袁加入等体积的酚和氯仿 -异戊醇各抽
提一次袁3 mol窑L-1醋酸钠(pH=2.5)沉淀袁风干遥最
后 RNA 溶于 20 滋L DEPC-H2O 中袁用 Dnase Ⅰ
(promega)处理后袁用于 cDNA合成遥 cDNA第一
链合成采用 Oliga dt (18) 和 M-MLV逆转录酶
(Invitrogen)袁反应体系按照其说明书进行遥

基因克隆和序列测定

根据生物信息学分析袁在本实验室中棉所 36
均一化全长 cDNA文库中筛选到一个推测与棉
花花发育相关的 EST袁 通过序列拼接得到其全

长袁以此序列设计引物遥 以大田正常生长条件下
中棉所 36植株上的根尧 茎尧 叶尧 花等材料提取
RNA袁合成 cDNA第一链袁将第一链产物稀释 10
倍后作为模板袁用于基因扩增遥 扩增 全长

的引物为 5'-AACCCCAGCAACTTGTTGAA-3'
和 5'-TACCTTCATCTTCTTTACCTAT-3'袁 反应
体系为 25 滋L袁含第一链 cDNA稀释产物 1 滋L袁5
滋mol窑L-1 引物各 2 滋L袁 10伊PCR buffer 2.5 滋L袁
MgCl2 (1.5 mmol窑L-1) 1.5 滋L袁Taq DNA聚合酶 1
mol窑L-1(宝生物生物工程公司)袁灭菌 ddH2O 17 滋L遥
PCR反应在 PTC-200 DNA Engine Cycler (MJ)上
进行袁 反应条件为 95益 5 min曰94益 1 min袁60益
1 min袁72益 2 min袁35个循环曰72益延伸 10 min遥
基因克隆按照刘天明和宋国琦等方法[4-5]进

行遥 PCR产物经琼脂糖凝胶电泳分离后袁用刀片
切下目标片段袁用 DNA凝胶回收试剂盒(宝生物
生物工程有限公司) 纯化袁 将纯化基因产物与
T-easy载体(promega)连接遥 取 5 滋L连接产物转
化 100 滋L大肠杆菌 DH5琢的感受态细胞袁 然后
加入 900 滋L LB 培养液袁37益尧 中低速 (150 r窑
min-1)振荡培养 1.5 h袁之后取 200 滋L菌液涂于含
氨苄 (60 滋g窑mL-1) 的 LB/X-gal/ IPTG培养板上袁
37益培养 14 h袁挑取白色克隆遥 以 T-easy载体通
用引物M13对挑取的菌落进行 PCR扩增袁 检测
阳性克隆插入片段大小遥 阳性克隆由上海生物工
程技术有限公司采用 M13正向或反向引物进行
测序遥

序列比较分析

得到的序列去除载体序列后用 BLASTX
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)进行同源序
列 分 析 袁 用 Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/
Clustalw/)进行多重序列比对遥

QRT-PCR分析
分别提取棉花根尧茎尧叶等总 RNA 5 滋g进行

反转录反应遥 实验采用 Invitrogen公司的 Super
ScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR
试剂盒袁 生成的第 1链 cDNA用作 QRT-PCR的
模板遥 QRT- PCR使用 SYBR green PCR试剂盒
(Applied Biosystems公司)标记反应产物袁 PCR分
析仪器为罗氏 LightCycler R 480 Real-time Cycler遥
棉花的 18S基因为内标袁 使用基因特异性引物
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M院DNA分子量标记(100 bp DNA ladder)曰1-2 院总 RNA遥
图 1 中棉所 36总 RNA

Fig. 1 The RNA of CCRI 36

M院DNA分子量标记(100 bp DNA ladder)曰1院
图 2 棉花 PCR扩增结果

Fig. 2 PCR product of

5'-TCGGGTCTTGGTCTGTGAAGT-3' 和 5'-GAG
GGTTAGCGGAGTGGATG-3'遥

植物过量表达载体 pBI121- 的构建

及鉴定

使用本实验室保存的 pBI121质粒袁构建
基因的植物过量表达载体遥

结果与分析
RNA提取
中棉所 36 RNA经琼脂糖凝胶电泳袁 从图 1

可看出袁28S和 18S电泳条带清晰袁无拖尾现象产
生袁表明所提取的 RNA质量较好遥

RT-PCR扩增 基因

通过 RT-PCR扩增获得 基因袁反应物
经 1.0 %琼脂糖凝胶电泳检测袁结果如图 2所示遥
由图 2可知袁 扩增片段大小和预期大小基本一
致袁长度在 1100 bp左右遥对扩增得到的 进

行克隆测序袁 结果发现 的 ORF 全长为
1017 bp袁编码 338个氨基酸遥

GhCO蛋白结构比对和进化树分析
对 基因编码的氨基酸序列进行

BLASTP 分析表明袁与蓖麻( )尧
芒果 ( )尧 毛果杨 (

)等物种中 基因或 基因类似物编

码氨基酸序列同源性达到 70%以上袁均含有两类
保守结构域袁N端的 B-box型锌指结构域和靠近
C 端的 CCT结构域 (CO袁CO-Like袁TOC1 蛋白)
(图 3A)遥 为明确棉花 GhCO蛋白与其它植物 CO
蛋白的进化关系袁选取拟南芥尧大豆尧苹果尧芒果尧
桃等 10个 CO蛋白构建了进化树遥 如图 3B 所
示袁棉花 GhCO蛋白与芒果尧杨树尧蓖麻尧拟南芥尧
萝卜 CO蛋白在进化关系上比较接近袁 与其它植
物中 CO蛋白进化关系较远遥 由于序列的同源性
与功能的相似性往往存在一致袁 已经证明 AtCO
在花发育过程中对开花时间起正向调节因子的

作用袁因此袁我们推测 GhCO蛋白在棉花开花途
径中起重要作用遥

棉花 基因的表达分析

为研究 在棉花中表达的时空特性袁提
取不同组织和主茎生长点不同发育时期的总

RNA袁以棉花 18S基因作内标袁进行 QRT-PCR分
析遥 结果表明袁 基因在棉花的花尧胚珠尧茎尧
叶尧主茎生长点尧苞叶尧根尧花瓣尧雄蕊尧雌蕊尧萼片
中均有表达袁 在蕾和花中具有较高的表达量袁说
明这个基因可能与蕾和花的发育有关(图 4A)遥为
了进一步研究 在蕾和花中的表达趋势袁分
别分析了 在长度 3 mm尧4~5 mm尧1 cm尧2
cm蕾中和 -1 d尧0 d尧+1 d尧+2 d花中的表达量遥 从
图 4B和图 4C中分别可以看出袁 在长度为

1 cm的蕾中表达量最高袁 在开花 -1 d尧0 d尧+1 d尧
+2 d的花中都有表达袁其中袁0 d时花中 优

势表达遥 在苗期 10 SDs (short days袁短日照
处理出苗后 10 d袁1片真叶展平时) 时表达量很
高袁在 20 SDs (出苗后 20 d袁2片真叶展平时)时表
达量下降遥 而在 TM-1中袁10 SDs时表达量很低袁
在 20 SDs时表达量升高(图 4D)遥

棉花 蛋白基因表达载体的构建

根据 pBI121 载体的 GUS 基因两边的酶切
位点袁重新设计合适的引物(分别在正反引物的 5'
端加上酶切位点 Ⅰ和 Ⅰ )袁 用这 2组引
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A

图 3 棉花 的推定氨基酸序列及同源序列比较渊A冤及进化树分析渊B冤
Fig. 3 Sequence alignment(A) and phylogenetic analysis(B) of the predicted amino acid sequence of

B 院 拟南芥编码 CO蛋白基因(Q940T9.2)曰 院
大豆编码 CO蛋白基因(ACX42572.1)曰MaCO院苹果 CO 蛋

白(AAC99310.1)袁MiCO院 芒果 CO 蛋白(ACN62415.1)袁Pp-

CO院 桃 CO 蛋白 (ACH73166.1)袁PsCO院 豌豆 CO 蛋白

(AAX47173.1)袁PtCO院杨树 CO蛋白(XP_002309695.1)袁Rc-

CO院蓖麻 CO蛋白(XP_002515382.1)袁RsCO院萝卜 CO蛋白

(AAC35496.1)袁VvCO院葡萄 CO蛋白(XP_002263458)遥

A .植株不同部位曰B.蕾不同时期曰C.花不同时期曰D.主茎生长点不同时期遥
图 4 基因的 QRT-PCR分析

Fig. 4 The QRT-PCR analysis of the expressions of

390



5期

物再次进行 RT-PCR遥将 PCR产物和 pBI121载体
分别进行 lⅠ和 Ⅰ双酶切袁回收并使用 T4
连接酶连接带有相同粘性末端的 PCR 产物和

121 载体大片段袁 得到表达载体 pBIGhCO
(图5)遥

pGET-easy- 重组质粒菌落PCR鉴定
将 RT-PCR 扩增所获得的 基因产物

经过电泳回收纯化步骤直接与质粒 pGET-easy
进行连接袁 转化大肠杆菌 DH5琢感受态细胞袁再
涂布于含氨苄青霉素(50 滋g窑mL-1)抗性平板上培
养袁 待长出菌落后挑选单菌落袁 采用扩增
全长的引物进行菌落 PCR遥 结果表明袁pGET-
easy- 重组质粒的菌落 PCR结果条带大小
一致遥 将含有 pGET-easy- 重组质粒的单菌

落送上海北京华大基因研究中心进行 DNA 测

序遥 pGET-easy- 重组质粒中 与本实

验室中棉所 36均一化全长 cDNA全长文库中测
序所得到的mRNA序列完全一致袁能够编码全长
氨基酸序列(图 6)遥

pBI121- 重组质粒鉴定

挑选含有 pBI121- 重组质粒的单个菌

落袁于含卡那霉素的抗性 LB培养基中培养袁提取
pBI121- 重组质粒袁 并用限制性内切酶

Ⅰ和 Ⅰ双酶切袁结果如图 7所示遥 酶切
后产生 2条片段袁 其中小片段均与预期大小相
等袁 说明植物过量表达载体 pBI121- 已成

功构建遥 含此转录本的植物表达载体命名为
pBIGhCO遥 然后袁pBIGhCO经遗传转化到农杆菌
中袁用于下一步转基因烟草和棉花遥

讨论

是植物开花光周期反应过程中控制植物

开花时间的一个关键基因[6-9]遥 本实验通过筛选中
棉所 36均一化全长 cDNA文库[10]袁然后利用 RT-
PCR技术克隆到了 的 cDNA片段袁这个基
因编码的氨基酸序列分别与芒果尧杨树尧拟南芥
CO蛋白序列同源性达到 70%以上遥 这些基因均
含有 2类保守结构域袁N端的 B-box型锌指结构
域和靠近 C 端的 CCT 结构域 ( 袁 -Like袁

蛋白)遥 这也说明了植物 类似基因在开

花时间控制途径上的保守性[6-7]遥 QRT-PCR分析
结果表明袁 在长度为 1 cm的蕾中表达量最

图 5 植物表达载体 pBIGhCO的构建
Fig. 5 Expression vectors of is constructed by

using pBI121

M院DNA 分子量标记 (100 bp DNA ladder)曰1-7院
重组质粒为模板菌落 PCR结果遥

图 6 pGET-easy- 重组质粒菌落 PCR琼脂糖
凝胶电泳图

Fig. 6 PCR products in gel electrophoresis of pGET-
easy- recombinant colonies

M院DNA 分子量标记 (100 bp DNA ladder)曰1-5院
pBI- 重组质粒 Ⅰ和 Ⅰ双酶切结果遥
图 7 pBI- 重组质粒酶切琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 7 PCR products in gel electrophoresis of pBI-
recombinant colonies
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高袁在开花当天时 表达量最高袁这与前人
的研究结果一致遥说明 的确参与了棉花蕾

和花的发育袁可能在开花途径中也处于非常重要
的位置遥 根据本实验室研究发现袁中棉所 36在 2
片真叶展平时开始花芽分化袁 而 TM-1在 3片真
叶展平时开始花芽分化 (文章尚未发表)遥
在苗期 10 SDs表达量很高袁 在 20 SDs表达量下
降遥 而在 TM-1中袁10 SDs时表达量很低袁 在 20
SDs表达量升高袁说明 在早熟品种中棉所

36中花芽分化前开花决定期(1片真叶展平时)就
已经开始高调表达袁促进 2片真叶展平时开始花
芽分化遥 而在晚熟品种 TM-1中 2片真叶时高调
表达袁 促进 3片真叶展平时的花芽分化遥 说明

在花芽分化形态出现以前就已经高调表

达袁而在花芽分化从形态上出现分化时表达量反
而降低遥由此推测袁 可能在花芽分化前的开

花决定期就已经高调表达袁 从而来促进花芽的
分化遥

基因在不同物种中具有保守的锌指结构

和核定位区域袁但是不同植物中的作用机理并不
完全相同遥 序列分析表明袁该基因在被子植物与
裸子植物之间尧双子叶植物与单子叶植物之间以
及不同科尧属的植物之间均有明显分化[11]遥短日照
植物成花机理有可能与长日照植物不同[12-13]遥 总
之袁 目前对 基因的研究还多集中于对模式植

物拟南芥和水稻的研究袁而对其它经济作物还很
少遥 虽然这些基因具有相当的保守性袁但基因在
一定程度上仍具有种属特异性遥 因此袁 构建了
pBIGhCO过量表达载体袁 为进一步探讨
的功能奠定了重要的基础遥
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