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摘!要!以银杏雄株*雌株成年树和还未开过花的幼树的根*茎*叶$雌株幼果和不同时期的雄花芽*雌花芽为材料$

利用同位素标记$制备2+-345和2+-6735两个特异探针$进行4-./=0.7分子杂交$研究银杏/01 同源基因2+-345*

2+-6735在银杏不同器官$花芽不同生长发育时期的时空表达情况(结果显示$无论是幼树$还是成年的雌株*雄

株$2+-345基因在各个器官$如根*茎*叶*雌花芽*雄花芽*幼果以及雌花芽*雄花芽的不同发育时期都有表达$属组

成型表达$而2+-6735基因只在叶和不同时期的雄花芽*雌花芽中表达$其他器官都不表达$属特异性表达(银杏双

拷贝/01同源基因中的2+-6735基因可能与开花关系更为密切(

关键词!银杏)/"’01同源基因)2+-345)2+-6735)表达

中图分类号!*))#G’!!!文献标识码!H!!! 文章编号!%!&’I?""!!!%%&"%!I%!#$I%#
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!!银杏是目前世界上珍稀裸子植物之一$是著名
的+活化石,(现仅存一科一属一种$在植物学上具
有重要的科学研究价值(银杏是雌雄异株植物$童
期长$被称为+公孙树,$实生苗定植后一般需要!%

!’%1才能开花结实$分出雌雄(研究缩短童期$
提早开花结果途径具有重要意义(/"’01!/01"基
因是植物的花分生组织特征基因$是植物的一个开
花开关%$&(带有’&*启动子的/01 基因导入拟南



芥!使其在体内过量表达能够促进提早开花"!#!这在
杨树和柑橘中也得到同样的结果"’!##$每种作物都
存在/01同源基因!现已分离克隆的/01 基因!除
拟南芥 /01 基因外!还有金鱼草 0/M"&#%烟草

60/")#%花椰菜)M0!""#%水稻#0/"(#!而且大部分
花芽中表达最强$裸子植物体内存在双拷贝的

/01 同源基因!并大致可分为两类&类/01 与类

6""$/1$2+-345和2+-6735 基因是我们从银杏雄
株中克隆出来的双拷贝/01同源基因"?!$%#$为明确
其功能!我们首先对其在银杏植株各器官的时空表
达模式进行了研究$

$!材料和方法

ABA!材料
试材采自于浙江大学果园$包括银杏雄株%雌

株成年树%未开过花幼树的根%茎%叶’雌株的幼果以
及#月!%日%!&日%’%日采集的银杏雌花芽%雄花
芽$采集的样本立即投入液氮中速冻!并于I"%X
冰箱中保存备用$

ABC!总DE,的提取
利用本实验室改良<DHY法"$$#提取银杏不同

器官以及不同采收期的雌花芽%雄花芽总Z4H$

ABF!探针制备和E($6G%$)杂交
根据已克隆出来的银杏2+-345!2+-6735基因的

序列!分别设计不带内含子引物$&上游&[AHDJA
JHD<<HJHHH<DDDD<<DJ<A’[!下 游 &[ADD<<DA
JHJHJHJDJDJD<<HH<JA’[’引物!&上游&&[AHDA
JJHDJ<HJHHJHDDDDJJA’[! 下 游 &[AHDJDHA
H<J<<HH<<HJHJDJA’[$从银杏雄株基因组中克
隆到#(%2,和##!2,的两个片断!经测序表明分
别为银杏 2+-345!2+-6735 基因片段!将此片段用

\65C07公司的凝胶快速纯化试剂盒(\QH]+69̂ J08
@T/.59/6-7_6/)纯化后用于标记探针$
将银杏不同器官%不同时期雌花芽%雄花芽的总

Z4H!按*5B2.--̂ 等"$!#的方法用$‘甲醛变性琼脂
糖凝胶分离!然后转移到尼龙膜上$预杂交体系为&

%>!&B-8*M45N!aL#(,N">!)!"‘ *P*!@PDH$
BB-8*M!$‘YH*!)&X预杂交$%=!探针标记时取

2+-345基因片段约!&#C(!>&#M)!用D5_5Z5公司
的随机引物P4H标记试剂盒标记探针!预杂交完成
后!加入已标记好的带有$A’!aA1<Da标记探针!杂
交$!=后洗膜$洗膜条件&!b**<和%>$‘ *P*
)&X$&B67!!次’$b**<和%>$‘ *P*)&X’%
B67’%>&b**<和%>$‘*P*)&X’%B67$洗后
的膜在I(%X下!用O光片(_-15̂ Y6-c5Tc*U3UA
/0B)曝光’1!并用HC;5(<+.6T)%)O光片自动洗片
机洗片$获得杂交结果!然后把杂交后的尼龙膜用

%>$‘*P*!%>$‘ **<煮沸漂洗!%B67!洗脱探
针!洗好的尼龙膜用于 2+-6735 基因探针的杂交!

2+-6735基因探针标记和4-./=0.7杂交方法同上$

!!结果与分析

CBA!银杏不同器官!不同时期雄花芽!雌花芽

4’)1*?基因的表达
由2+-345基因在银杏不同器官的4-./=0.7杂交

结果(图$)来看!无论是雌雄株的根%茎%叶!还是雌
花芽%雄花芽%幼果!2+-345基因都能表达$而且我
们实验结果也显示!2+-345基因也在幼树的根%茎%
叶中表达$
不同时期银杏雄花芽%雌花芽 2+-345 基因的

4-./=0.7杂交结果表明!2+-345基因在银杏雄花芽%
雌花芽发育的不同时期都有很强的表达(图!)$

图A!银杏不同器官4’)1*?基因的E($6G%$)杂交结果

$!’&分别为雄株成年树的根%茎%叶’#!)&分别为雌株成年树的根%茎%叶’"&雄花芽’(&雌花芽’?&幼果$

-’2BA!E($6G%$)<1(66’)28)81?&’&(*4’)1*?’)9’**%$%)6($28)&
$!’&Z--/!U/0B!805;-;B580/.00’#!)&Z--/!U/0B!805;-;;0B580/.00’"&c580;8-V0.2+1!(&:0B580;8-V0.2+1’?&QBB5/+.0;.+6/>
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图C!不同时期银杏雄花芽!,"#雌花芽!H"4’)9*?基因的E($6G%$)杂交结果

$!’!分别为银杏雄花芽采样日期!#月!%日"!&日"’%日##!)!分别为银杏雌花芽采样日期!#月!%日"!&日"’%日$

-’2BC!E($6G%$)<1(66’)28)81?&’&(*4’)9*?’)081%*1(@%$<39!,"8)9*%081%*1(@%$<39!H"’)9’**%$%)6&682%&
$!’!,69̂01153U-;B580;8-V0.2+1##!)!,69̂01153U-;;0B580;8-V0.2+1>

CBC!银杏不同器官#不同时期雄花芽#雌花芽

4’)E91?基因的表达情况
由银杏不同器官2+-6735基因的4-./=0.7杂交

结果可以看出"无论雌株还是雄株"都是叶中表达而
根%茎中不表达#在雄花芽%雌花芽中都很强的表达"
而幼果中不表达&图’’"说明2+-6735基因的表达
与银杏叶和花的发育有很大关系$此外"我们实验

结果也显示"幼树根%茎%叶中"2+-6735基因也只有
叶中表达"而茎%根中都不表达$这进一步表明

2+-6735基因的功能可能与叶和花的发育有一定的
关系$
由不同发育时期的银杏雄花芽%雌花芽2+-6735

基因的4-./=0.7杂交结果&图#’来看"不同发育时期
银杏雄花芽%雌花芽2+-6735基因都有强烈表达$

图F!银杏不同器官4’)E91?基因的E($6G%$)杂交结果

$!’!分别为雄株成年树的根%茎%叶##!&!分别为雌株成年树的根%茎%叶#"!雄花芽#(!雌花芽#?!幼果$

-’2BF!E($6G%$)<1(66’)28)81?&’&(*4’)E91?’)9’**%$%)6($28)&
$!’!Z--/"U/0B"805;-;B580/.00##!)!Z--/"U/0B"805;-;;0B580/.00#"!c580;8-V0.2+1#(!:0B580;8-V0.2+1#?!QBB5/+.0;.+6/>

图I!银杏雄花芽!,"#雌花芽!H"不同时期4’)E9*?基因的E($6G%$)杂交结果

$!’!分别为银杏雄花芽采样日期!#月!%日"!&日"’%日##!)!分别为银杏雌花芽采样日期!#月!%日"!&日"’%日$

-’2BI!E($6G%$)<1(66’)28)81?&’&(*4’)E9*?’)081%*1(@%$<39!,"8)9*%081%*1(@%$<39!H"

’)9’**%$%)6&682%&
$!’!,69̂01153U-;B580;8-V0.2+1##!)!,69̂01153U-;;0B580;8-V0.2+1>

’!讨!论

植物生长周期包括两个最基本的形式I营养生
长和生殖生长$开花作为生殖生长的开始"对植物
的繁殖与演化具有极其重要的意义$/01 基因是

一个促进营养分生组织向花分生组织转变的花分生

组织特征基因$c69=508认为"在裸子植物到被子植
物的进化过程中"丢掉了一个/01 基因"因而被子
植物的/01同源基因是单拷贝的($’)$银杏双拷贝
的/01同源基因2+-345和2+-6735在生长发育中起

#"!!!期!!!!!!!!!!!!!!!郭长禄等!银杏/"’01同源基因的时空表达



不同的作用!4-./=0.7分子杂交结果显示"2+-6735
基因除了花芽中表达外"还在幼树和成年的雌株#雄
株叶片中表达"而其他器官都不表达"说明2+-6735
基因属于特异性表达"可能与银杏叶和花的发育都
有关系!2+-345基因在银杏幼树#成年的雌株#雄株
的根#茎#叶和雌花芽#雄花芽#幼果等器官中表达"
可能2+-345基因在银杏整个生长发育过程中都起
作用"属于组成型表达!裸子植物辐射松/01 同源
基因H#0//基因在幼树和结果树的营养芽中均表
达"在雄球果中能表达"而在雌球果中不表达$$#%&而
另一个/01同源基因6""$/1$$&%在针叶叶原基#花
粉母细胞#小孢子叶叶原基和鳞片原基中表达"银杏

/01 同源基因与辐射松H#0//和6""$/1#拟南芥

/01#金鱼草0/M 等功能虽然有所不同"但2+-6735
基因除叶中表达外"在花芽中表达强烈"表现出明显
的相似性"这些表达上的异同可能与不同物种有关"
是长期进化的结果&但这是否是银杏童期特别长的
原因"有待于进一步研究!最近报道苹果$$)%和裸子
植物一样也有两个/01 同源基因’0/$和’0/!"

’0/$只在果台枝顶芽中表达"而’0/!在萼片#子
房#根#茎#叶#以及果台枝顶芽中都有表达"这与银
杏/01 同源基因的表达很相近!而银杏 2+-6735
基因在叶中也有表达"这可能是2+-6735基因与银
杏自身的进化有关"2+-6735基因很有可能在漫长
的进化发育过程中同时具有了影响叶和花发育双重

作用!不同植物/01 同源基因的表达差异也许是
造成不同植物开花早晚的原因!
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