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摘要：用 ,!-方法从石笔木（!"#$%&’() *+&$#),(-(* ./00）的总 .12中扩增 !"#基因外显子 %
的部分序列以代表该基因进行研究，经克隆后测序，得到长约 +)( 3 +*(45的序列共 $%个。
以 6789数据库中得到的紫花苜蓿和欧洲赤松各一个序列作为参照，进行排序和系统树的构
建分析。结果显示，所有被测定的序列同源性均高于 +(:，为 !"#基因家族的成员，且这
些序列由 ;大类共 ’种不同的基因拷贝组成：第一类家族成员因碱基的插入和缺失改变了读
码框，推测已失去了 !"#基因的功能，成为假基因，其中个别拷贝存在较大缺失，这在以
前的研究中未见报道；第二类家族成员因活性位点的氨基酸发生突变，可能具有新的基因功

能；第三类家族成员则具有原 !"#基因的功能。综上结果，可预测，山茶科 !"#基因家族
较大，且有着复杂的进化式样。
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查尔酮合酶（&"$,%-*# (.*/"$+#，&’(）是类黄酮物质生物合成途径的关键酶，它催化
0个分子的丙酰 &-1（2$,-*.3 &-1）与 3个分子的香豆酰 &-1（&-42$5. &-1）生成查尔酮。
&’(基因是一个较大的多基因家族，其编码区比较保守，长约 367 89，它的家族成员有查
尔酮合酶基因，3，7 :二苯乙烯合酶基因及参与雄蕊发育的基因（’#,$+;4//$等，3<<=；>4
等，3<<?），科间的氨基酸同源性在 ?@A B <@A。&’(基因编码区被不同长度的内含子分
隔成外显子 3和外显子 7，其中外显子 3 较短，只编码约 =@个氨基酸，且长度变异较大；
外显子 7编码约 0C@个氨基酸，在进化中较为保守，易于排序，提供的进化信息较多。王
金玲等（7@@@）的研究也表明，可用 &’(基因外显子 7代表全基因进行研究。
最近几年，随着已知 &’(基因及其调控序列的迅速增加，已有人将其用于分子进化

及系统发育研究。D5+4,$等（3<E?）首次尝试用 &’(基因编码区的 FG1序列来研究物种进
化关系，当时他们只分析了 ?个种 E个序列。王金玲等（7@@@）的工作较为系统，共分析
了 3<个科的 E0个序列。从目前的研究来看，&’(基因在不同科中发生的重复和丢失情况
不同，所含 &’( 基因的拷贝数也差异较大：欧芹（’#552$** 等，3<EE）、拟南芥（H#;*I
9$42等，3<EE）、金鱼草（J;#*$*K等，3<E7）中似乎只存在一个拷贝，而其它物种中均有
多个，其中豆科拷贝数最多，故很难确定直系同源的 &’(基因成员（王金玲等，7@@@）。
因此，搞清每个类群中 &’(基因家族的组成，并确定出直系同源序列及相互间的进化关
系是进行分子系统学研究的关键。

本文用 L&M方法，从山茶科石笔木属的石笔木（!"#$%&’() *+&$#),(-(* F4**）总 FG1中
扩增出 &’(基因的外显子 7部分序列，克隆筛选后进行序列测定，对拷贝数、不同成员
的同源性、进化关系等进行分子系统学分析，最后对该基因在山茶科的分子系统学研究的

意义及可行性进行评估。

) 材料与方法
)*) 材料
石笔木（!"#$%&’() *+&$#),(-(* F4**）：广西，N$*) ( O <??C<，凭证标本存于昆明植物所标本馆（PDG）。
紫花苜蓿（.&/($)01 *)#(2)）的 QR1&’(7、欧洲赤松（3(4"* *5-2&*#’(*）的 L(&’(两个序列：来自 SRTU

数据库。

大肠杆菌菌株 F’V!：来自北京大学蛋白质工程及植物基因工程国家重点实验室。
实验所用酶购自华美公司，克隆试剂盒购自华舜公司，自动测序试剂盒购自美国 1TW公司。

)*+ 方法
L&M扩增 以改良 &!1T法（F-.,# X F-.,#，3<E?）提取的叶片总 FG1为模板，用王金玲等（7@@@）

的简并引物：V’&&P !&’ N!& Q&G RQM &1M Q1&0’和 V’QQ T&& M11 G1M R1M R1& 1&&0’对 &’(基因的
外显子 7的部分序列进行 L&M扩增。反应条件为 <?Y预变性 C 2;*，接 <CY变性 3 2;*、V@Y退火 3 2;*、
?7Y延伸 3 2;*共 C@个循环后，?7Y延伸 3@ 2;*，回收目的条带。经纯化后，克隆到 LQSR: !Z载体，转
入 F’V!菌培养后筛选，用 03@ FG1自动测序仪（1TW公司）测序。
序列分析 应用 FG1 (/$5软件（F*$+/$5 W*%[，R$K;+-*，J;+%-*+;*）进行序列校对和排序。基因树的构

建由 L1DL C6@7T（(\-]]-5K，7@@@）完成。
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! 结果
!"# !"#扩增及克隆结果
由于引物的简并性和植物中类 "$%基因的存在，用 !"#方法从石笔木（! & "#$%&’()*)"）

的总 ’()中往往扩增到多带产物，并有较多的引物二聚体。通过增加反应循环数，调整
引物用量，采用热启动 !"#反应等办法，能较大改善扩增效果，得到以目的产物为主的
!"#产物。目的产物经克隆后，共得到 *+个阳性克隆斑，我们随机测定了其中的 ,-个。
序列名由该种的属名和种加词的前两个字母组成，末尾的数字为随机测定克隆的顺序。

!"! "$%外显子 -核苷酸及相应氨基酸序列的排序

图 , 石笔木及两外类群 "$%外显子 -的部分核苷酸序列的同源性比较（对角线上部为成对序列的相似百分比率对角线
下部为成对序列的差异百分比率，阴影部分表示出同源性极高的两个序列）

./01 , ) 234567/839 3: ;343<30= 64390 >;? "$% ?@39 - 567>/6< 9A2<?3>/B? 8?CA?92?8 3: !+&%,$-)’ "#$%&’()*)"（,- 8?CA?92?8）69B
/>8 - 3A>073A58（DE)"$%- 69B !%"$%）（#/0;> A55?7：!?72?9> 56/7F/8? 8?CA?92? 8/4/<67/>= 1 G?:> <3F?7：!?72?9>

56/7F/8? 8?CA?92? B/H?70?92?1 %;6B3F：$/0; ;343<30= I?>F??9 - 8?CA?92?8）

对所测定的 ,- 个 "$% 基因外显子 - 部分核苷酸序列进行排序，并以紫花苜蓿
（. & "’&)/’）DE)"$%- 和欧洲赤松（0 & "1*/$"&-)"）!%"$%的氨基酸序列作为参照，进行相
应氨基酸序列分析。发现有 J个序列存在碱基的缺失，其中之一在所测序列的两端附近各
有一段较长缺失，另外 *个序列在所测序列的中后部分有一段四碱基的缺失，这些缺失均
导致了该基因读码框的改变，在这 J 个序列中 KA85,-、KA85L 和 KA85+ 是同一基因拷贝；
序列 KA85M和 KA85,,的部分活性位点的氨基酸残基已发生了突变，并且两者同源性很高，
可能是同一个具有新功能的基因拷贝；剩余的 N 个序列具有原 "$%- 基因功能，其中
KA85-、KA85J、KA85N、KA85O、KA85,P 是同一基因拷贝。根据以上比较分析，可确定所有
被测定的 ,-个核苷酸序列是由 L种不同的基因拷贝组成，并具有较高的同源性（图 ,）。
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图 ! 石笔木 "#$外显子 !的部分核苷酸序列和由核苷酸序列推导出的氨基酸序列（!表示有变异的位点，用框
住的位点表示与紫花苜蓿 "#$!基因对应的催化位点，有阴影的位点表示与紫花苜蓿 "#$!基因对应的活性位点，

有下划线的位点表示已失去 "#$基因功能的拷贝的碱基缺失位点）

%&’( ! )*+ ,+-.+/0+1 /.02+34&1+ 5/1 1+1.0+1 56&/3 50&1 ,+-.+/0+, 37 "#$ +83/ ! 37 ! " #$%&’()*+*#（95:&5;2+ ,&4+, 5:+
1+/34+1 ;< 5,4+:&,=,( "5452<4&0 ,&4+, 5/1 504&>+ ,&4+,，03::+,?3/1 43 , " #(’*-(，5:+ ;38+1 5/1 &/ 4*+ ,*513@，:+,?+04&>+2<(

)*+ ,&4+, ./1+:2&/+1 :+?:+,+/4 4*+ 1+2+4+1 ;5,+, 37 4*+ 03?&+, @*&0* 23,+ 4*+ 7./04&3/ 37 "#$ ’+/+,）

图 !为对所测 A!个 "#$基因外显子 !部分核苷酸序列及相应的 B个具有 "#$基因功
能的氨基酸序列进行排序后得到的一致序列。两种序列的变异位点分布都比较均匀，在

CBD个核苷酸序分析位点中，变异位点数为 EFF个，占总数的 GHIFJ，信息位点为 !GC个，
占总数的 E!ICJ。氨基酸序列较短，且更加保守，能提供的信息位点相当有限，故本文
未作进一步的讨论。

!"# 基因树的构建
基于核苷酸序列的简约性分析得到两个步长为 KGD最简约树。其一致性指数（"L）和

维持性指数（ML）分别为 HICBDD和 HICKAB。图 E是对最简约树进行 N334,4:5?检测的结果。
各分支均有较高的 N334,4:5?支持率。
从图 E可看出，被测定的石笔木的 A!个序列分为 E个 "251+，"251+ O由 D个有碱基缺

失，推测已失去基因功能的序列构成，"251+ N由 K个具有原基因功能的序列构成，"251+ "
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图 ! 基于最简约法对石笔木及两外类群 "#个基因外显子 $部分 %&’序列构建的系统树进行自展分析的结果
（各分支上的数字为 "(((次重复抽样检测的 )**+,+-./值）

0123 ! 456 /578*2696+1: +-66 ).,6; *9 %&’ ,6<=69:6, *> /.-+1.8 ?@A 6B*9 $ =,192 +56 C*,+ /.-,1C*91*=, C6+5*;3
（&=C)6-, .)*D6 )-.9:5 /*19+, .-6 )**+,+-./ 6,+1C.+6, >*- :8.;6, "((( -6/81:.+6,）

由剩余两个序列构成，它们的部分活性位点的氨基酸序列已发生了突变。从该图我们也可

看出，石笔木中 ?@A基因家族由三大类共 E 种不同的基因拷贝组成：其中 4=,/E，4=,/F
和 4=,/"$，4=,/G和 4=,/""，以及 4=,/$，4=,/# ，4=,/H，4=,/I和 4=,/"(分别来自同一个
基因拷贝。

! 讨论
!"# ?@A基因是一个多基因家族，研究表明，在不同的植物类群中它的拷贝数及其序列
的重复和丢失情况不同，就拷贝数而言，从单一拷贝到多个不同拷贝差异较大，因此，搞

清每个类群中 ?@A基因家族的组成及其特点是进行分子系统学研究的关键。本研究工作
表明，石笔木 ?@A基因家族的组成较为复杂并有自己的一些特点。具有由于碱基的缺失
而产生的非基因功能的拷贝，较长的碱基缺失情况在其它类群的研究中尚无报道。拷贝数

目较多，但依据其氨基酸序列的功能改变与否可分为三类，每一类中拷贝数目较为有限

（" J $种），且各类序列间差异较大，易于识别。在山茶科中确定不同属、种的 ?@A基因
的直系同源序列以进行分子系统学研究有较大的可行性，并且可根据该科整个 ?@A基因
家族组成的复杂程度，选用其中一类或全部进行分子系统学研究。

!"$ 目前的研究表明，直系同源序列的确定具有较大的困难，一个较为可行的方法是尽
量克隆筛选到各种植物所有的基因拷贝进行研究。这样一方面可研究各种植物该基因的组

成和进化，另一方面可用该基因家族的不同成员共同进行相关植物的系统发育重建工作，

并能作为相互印证。在本研究中，我们即采用了该方法。这种方法在进行整个科的研究

中，会有一些困难，主要是测序花费昂贵，费时、费力。一种可行的方法是在测序前，根

据该科的序列特点，应用相应的限制性内切酶进行酶切鉴定，排除相同的拷贝后，再进行

测序工作。
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!"! 石笔木 !"# 外显子 $系列的碱基缺失与以往的研究有所不同，以前的工作均没有较
长的插入 %缺失突变的报道，在本研究中发现存在有长达 &’个碱基的缺失，并且由于这些
缺失包括较少碱基的缺失大都是非 &碱基或其倍数的缺失，这样的缺失使缺失位点后的氨
基酸读码框发生变化，往往导致基因原功能的丧失，至于这样的缺失在基因家族的进化中

是如何形成的且有何意义，目前还没有定论，有待于进一步研究探讨。
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