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草莓 FaAP1 基因植物表达载体构建
及在拟南芥中的超表达

袁友泉　李超超　许馨月　张志宏　刘月学

沈阳农业大学园艺学院,沈阳１１０１６１

摘要　为研究草莓AP１同源基因FaAP１的功能,构建了其植物表达载体pBI１２１ＧFaAP１,并导入到农杆菌

菌株 GV３１０１中.利用花序浸染法将该基因导入拟南芥,经抗性筛选、PCR检测表明获得了３个转化株系.结

果显示,与对照相比,转基因株系明显早花,成花时间可提早１０d以上;同时其营养生长受到抑制,植株个体矮

小,莲座叶数目减少;在早花的同时,转化株系花器官异常,不能形成种子.表明草莓FaAP１基因参与了成花过

程的调控.
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　　栽培草莓(Fragaria×ananassaDuch．)是蔷薇

科草莓属植物,果实柔软多汁,营养丰富,经济价值

较高,在世界范围内广泛栽培,目前中国的草莓栽培

面积和产量均居世界第一.我国草莓生产中促成和

半促成栽培方式约占八成,其中日光温室生产是我

国特有的栽培模式.在草莓设施栽培生产过程中,
如何促进植株进行高质量的花芽分化是使其提早上

市并提高产量和质量以最终增加经济效益的关键技

术环节.同时,草莓成花条件与模式植物拟南芥差

异很大,如在光照需求方面,拟南芥是长日照植物,
而大部分栽培草莓的成花需要短日照.此外,GA
在拟南芥成花中起诱导作用,而在草莓上则表现为

抑制成花,促进匍匐茎抽生,这说明草莓的成花分子

机制与拟南芥存在一定的差异;同时,栽培草莓中除

了一季型品种外还存在着可常年开花的四季类型

(everＧbearing),对草莓成花调控的机制进行研究既

有助于指导生产中的环境因素调控,也可为草莓育

种工作提供理论参考.
对成花基因的研究自２０世纪８０年代末兴起至

今,对拟南芥等模式植物成花的分子机制及其遗传

控制研究取得了巨大的突破[１Ｇ３],为果树学科中类似

的研究提供了许多可以借鉴的信息和手段.AP１
(APETALA１)是拟南芥中花序分生组织向花分生

组织转变过程中所必需的基因,编码含有 MADS结

构域的转录因子,AP１基因不仅在时空上调控花分

生组织的形成与花器官的发生,而且在拟南芥等植

物中参与外两轮花器官(萼片和花瓣)的形成[４Ｇ６].

AP１基因的转录激活可以影响其他成花相关基因

的表 达,如 成 花 抑 制 因 子 TFL１(TERMINAL
FLOWER １)和 SVP (SHORT VEGETATIVE
PHASE)[７]以及其他早期花器官发育所需的基因

等[８]的表达都受到 AP１ 的调控.目前,已 从 苹

果[９Ｇ１０]、葡萄[１１]、柑橘[１２]、桃[１３]、枇杷[１４]等多种果树

中分离出了AP１同源基因,并证实了它们在相关果

树成花进程中的重要作用.而且,AP１基因的异源

超表达可以促进多年生木本果树提早成花[１５Ｇ１６],进
一步表明该基因在植物花发育中的“开关基因”
作用.

目前对草莓成花调控的研究多着眼于环境条

件、激素等对其成花的影响表现,成花过程中的生理

指标变化也有所报道,但其内在的成花调控分子机

制了解甚少.我们前期的研究[１７]表明草莓的AP１
同源基因FaAP１在基因结构、序列特征等方面和

AP１类同源基因保守性较高,定量表达检测结果也

表明其参与了草莓成花进程的调控.为了进一步确

认该基因的功能,本研究对其在拟南芥中进行了超
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表达,探讨其功能,以期为深入阐述该基因在草莓成

花进程中的作用奠定基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

含目的基因FaAP１的重组质粒pGMＧFaAP１、
植物 表 达 载 体 pBI１２１、农 杆 菌 GV３１０１、拟 南 芥

(Arabidopsisthaliana)Col 野生型均由笔者所在

实验室保存;实验中用到的dNTPs(２．５mmol/L、１０
mmol/L)、ExTaqDNA 聚合酶(５U/μL)、DL２０００
DNA marker、T４ DNA 连 接 酶、限 制 性 内 切 酶

SacⅠ、XbaⅠ购自 TaKaRa生物工程(大连)有限

公司;质粒提取试剂盒和 DNA 凝胶回收试剂盒购

自 AXYGEN公司.其他试剂均为分析纯试剂.
1.2　植物表达载体构建

将重 组 质 粒 pGMＧFaAP１ 和 植 物 表 达 载 体

pBI１２１用限制性内切酶 XbaⅠ和SacⅠ进行双酶

切,琼脂糖凝胶电泳后利用胶回收试剂盒分离回收

所需片段.利用 T４DNA 连接酶将FaAP１定向插

入到pBI１２１植物表达载体中GUS 报告基因的位

置.将连接产物转化大肠杆菌 TOP１０感受态细

胞,经PCR、酶切和测序鉴定后,获得重组植物表达

载体pBI１２１ＧFaAP１.利用冻融法将含目的基因的

重组植物表达载体质粒导人农杆菌 GV３１０１中.
1.3　拟南芥转化

挑取含重组植物表达载体的 GV３１０１新鲜单

菌落,于附加 Kan５０mg/L、Rif１００mg/L的 YEP
液体培养基中２８℃振荡培养至D６００为０．６~０．８,
于超净台上按照１∶１００比例取２mL菌液(剩余

菌液无菌保存、备用)于灭菌的新鲜 YEP液体培养

基中 继 续 培 养 至 D６００ 为 １．５~３．０,４ ℃、４０００
r/min离心 １０ min收 集 菌 体.用 含 １０％ 蔗 糖 及

０．０２％ silwet的 １/２MS 溶 液 稀 释 至 D６００ 约 为

０．８~１．０备用.
拟南芥转化采用花序浸染法,将未开放的野生

型拟南芥花序在上述菌液中浸泡５０s左右,避光生

长２０h后正常培养,３~４d后用同样方法再重新转

化１次.正常培养至果颊成熟,断水,收获种子.
1.4　抗性株系的获得

收获的种子晒干后于４℃避光保存,筛选时在

超净台上用７０％乙醇消毒后用无水乙醇脱去多余

水分,超净台吹干后播于含 Kan５０mg/L、Amp５０
mg/L的１/２MS培养基上培养筛选.挑选抗性株

系转移至营养钵中,抗性株系和野生型对照植株均

于相同短日照培养条件下(１２h光照/１２h黑暗,

２２~２４℃)生长.
1.5　转化株系的 PCR 鉴定及表型分析

采用快速提取法[１８]提取不同抗性株系及野生

型拟南芥的基因组 DNA,以其为模板进行 PCR扩

增,鉴定是否含有重组质粒中所含抗性基因 NptⅡ
片段(约５００bp),以重组质粒为阳性对照,以野生型

拟南芥和无菌水为阴性对照进行PCR扩增.引物序

列 为 KanＧF:GTTCTTTTTGTCAAGACCGACC、

KanＧR:CAAGCTCTTCAGCAATATCACG .PCR反

应条件为:９５℃５min;９５℃４０s,５６℃１min,７２℃
１．５min,３０个循环;７２℃延伸１０min.

采用CTAB法提取野生型和转化株的 RNA,
反转录采用宝生物工程(大连)有限公司的 PrimeＧ
ScriptTM RTreagentKitwithgDNAEraser试剂盒

进行,具体操作步骤参照其说明书.以反转录后获

得的cDNA 为模板,以扩增FaAP１基因全长序列

引 物 AP１FF:ATGGGAAGGGGTAGGGTT 和

AP１FR:TCATGAAGCAAAGCATCC为扩增引物

进行PCR扩增,检测基因是否表达.
表型分析主要观测记录转化株和对照株的成花

时间、植株高度、莲座叶数量、花器官变化等.开花

时间从播种日起记为０,至初次成花日计算.采用

佳能EOS７D 单反相机和奥林巴斯体视显微镜观

察、拍照、记录表型.

2　结果与分析

2.1　表达载体的构建

将含７３８bpFaAP１cDNA全长序列的重组克

隆载 体 和 由 CaMV ３５S 组 成 型 启 动 子 驱 动 的

pBI１２１植物表达载体用限制性内切酶 XbaⅠ 和

Sac Ⅰ双酶切,琼脂糖凝胶电泳后分离FaAP１目

的基因及pBI１２１载体大片段,二者经T４DNA连接

酶连接后转化大肠杆菌,铺含 Kan５０mg/L的 LB
平板,３７℃培养箱中培养过夜.从平板中长出的菌

落中随机挑取一些单菌落用无菌水悬浮后,用扩增

FaAP１全长的引物进行 PCR检测,取检测为阳性

的菌液重新划板,再随机挑单菌落进行 PCR 检测

后,获得完全为阳性菌落的平板.从阳性平板上挑

取单菌落摇菌提取重组质粒 DNA,经 XbaⅠ 和

SacⅠ限制性内切酶双酶切(图１)和测序鉴定后,获
得重组植物表达载体pBI１２１ＧFaAP１.
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图１　重组质粒的酶切鉴定

Fig．１　Detectionoftherecombinedplasmid
withdigestionbyXbaⅠandSacⅠ

2.2　抗性株系获得及 PCR 鉴定

农杆菌花序浸染后收获拟南芥种子,干燥后消

毒播种于含重组质粒抗性的抗生素平板上,共筛选

出３个能正常生根、叶片为正常绿色的抗性株系,其
余种子萌发所形成的小苗则失绿、变黄,不能形成正

常根系,并逐渐死亡.
对获得的３个抗性株系及野生型植株移栽入营

养钵,成苗后分别提取其基因组 DNA,经电泳检测

质量良好.针对NptⅡ基因片段的扩增结果表明,
在质粒阳性对照及所获得的抗性植株中均可扩增出

NptⅡ基因目的片段,而野生型拟南芥和清水阴性

对照中则扩增不出该条带(图２),表明重组质粒已

经整合进抗性株的基因组 DNA 中,确认为转化

株系.

　M:DL２０００marker;１:质粒阳性对照;２:野生型拟南芥阴性对

照;３:清水对照;４~６:抗性株系.M:DL２０００marker;１:PlasＧ

midasapositivecontrol;２:WildＧtypeArabidopsis;３:SterilewaＧ

terasanegativecontrol;４Ｇ６:Resistantlines．

图２　抗性株系的PCR鉴定

Fig．２　PCRdetectionofresistantplants

　　对３个PCR鉴定为阳性的株系进行 RTＧPCR
以检测目的基因是否表达.结果表明,在以所有阳

性株系提取的cDNA 为模板进行的 RTＧPCR 扩增

结果中均可检测到目的基因条带,而对照野生型植

株中则检测不到条带(图３),证实了在３个阳性株

系中所插入的目的基因都得到了表达.
2.3　表型分析

对获得并经PCR鉴定确认的转化株系和野生

型对照拟南芥进行相同条件的培养,表型观察表明

草莓FaAP１基因的超表达可以明显促进拟南芥生

殖生长,并对其营养生长具有显著的抑制作用.

　M:DL２０００ marker;１~３:抗 性 株 系;４:野 生 型 拟 南 芥.

M:DL２０００marker;１Ｇ３:Resistantlines;４:WildＧtypeArabidopsis．

图３　抗性株系的RTＧPCR检测

Fig．３　RTＧPCRdetectionofresistantplants

　　１)成花时间及成花习性.与未转化的野生型拟

南芥相比,转化株系的成花时间都明显提前.在本

研究设置的短日照条件下,播种２０余天后,野生型

拟南芥仍处于旺盛的营养生长期,未见花轴形成,但
转化株系已经陆续成花(图４A,图５A),最早的株

系 成 花 时 间 要 比 野 生 型 对 照 提 早 半 个 月 左 右

(line２).
除了成花时间提早外,成花习性也发生明显变

化.野生型拟南芥为标准的无限型花序,其花轴上

可抽生大量次级花序,但在FaAP１超表达的植株

中,次级花序提早转变为单独的花(图５D).

　a．野生型 WT;b．转化株系１Line１;c．转化株系２Line２;d．转

化株系３Line３．

图４　转化株与野生型性状比较

Fig．４　CharacteristicscomparisonoftransformantsandWT

　　２)营养生长状况.与成花时间所代表的生殖生

长提前相反,代表营养生长的莲座叶数量在野生型

和转化株间也具有明显差别.在抑制其成花的短日

照条件下,野生型拟南芥莲座叶数量多,大而厚,而

５１
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在超表达株系中,莲座叶数量明显减少,叶片小而薄

(图４B,图５A).同时由于过早成花,转化植株高

度也远矮于野生型对照,其中一个株系仅生长到１．５
cm 就停止生长(图４C).

３)花器官特征变化.除了成花时间明显提早

外,转化株的花器官也发生了一定变化.在转化株

中可发现有顶端花中重新抽生新的花器官的现象

(图５C),花器官畸形的现象同样存在(图５B).由

于花器官的形态发生了变异,转化株系都表现为败

育,不能产生正常的种子.

　A:野生型(左)和提早成花的转化株(右);B:种子败育的畸形花;C:复合花;D:转变为单花的次级花序 A:WT (left)andearlyＧ

floweringtransgenicArabidopsisplant(right);B:Abnormalflowerswhichcouldn’tgerminateseeds;C:Duplicatedflowers;D:SecＧ

ondaryinflorescenceturningintosingleflower．

图５　超表达FaAP１基因拟南芥表型

Fig．５　PhenotypesofArabidopsisplantsoverexpressingFaAP１

3　讨　论

作为草本水果,草莓的成花并不像多年生木本

果树那样存在童期等问题,但生产中也存在如何合

理调节花期以提高草莓的商品价值等问题.同时,
栽培草莓中存在不同成花习性的品种类型,了解其

成花的分子调控机制对于指导生产和育种工作具有

同样重要的意义.
分子生物学研究已经揭示了AP１类基因在植

物成花进程中的关键作用,多个成花分子调控通路

的产物如 LFY(LEAFY)和 FT (FLOWER LOＧ
CUST)等都可以与AP１基因互作,并启动其表达

进而促进成花[１９Ｇ２０].拟南芥中AP１基因既是花分

生组织特征基因,又是花器官形态特征基因,与萼片

和花瓣的发育有关[２１Ｇ２２].很多其他物种中的该类同

源基因也被证实参与了成花调控[１０Ｇ１４],AP１类基因

的表达标志着成花的启动.
我们前期的研究已从栽培草莓中分离出了该同

源基因,其序列结构和表达特性都揭示了其很可能

在草莓成花的分子调控网络中发挥重要作用[１７],本
研 究 对 其 在 拟 南 芥 中 的 超 表 达 证 明 了 这 一 点.

FaAP１基因的超表达明显促进了拟南芥的提早成

花,表明该基因与拟南芥中的AP１基因功能类似,
苹果[９]、柑橘[１２]等植物中的AP１类基因也具有相

同的作用.花序分生组织的形成和花分生组织的形

成是两个不同的过程,在转化株系中顶花序和次级

６１
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花序被单花代替的表型表明FaAP１基因的超表达

抑制了花序分生组织的形成而强烈刺激了花分生组

织的形成.
生殖生长和营养生长在植物生长发育过程中存

在着既相关又竞争的关系,FaAP１的超表达使拟南

芥的生殖生长进程显著提前的同时明显抑制了其营

养生长,因此,在本研究中,明显早花的转化株系表

现出植株矮小、莲座叶数量减少等营养生长缩短的

现象.
除了启动花分生组织的形成外,拟南芥中的

AP１基因还参与花器官的形成,是成花的 ABC模

式中的 A类型基因,与萼片和花瓣的形成有关[６].
但在其他植物中的研究表明虽然有些该类同源基因

也参与了花器官的形成,但并不局限于 A 类型基因

的作用.如柑橘[１２]和番红花[２３]中该同源基因在所

有的四轮花器官中都有表达.我们的前期研究表明

FaAP１基因也参与了草莓部分花器官的形成.其

在草莓的萼片中表达强度最高,在花瓣中有痕量表

达,在内两轮花器官中检测不到其表达[１７].在拟南

芥中的超表达导致转化株中多数花器官畸形,证实

了其参与花器官形成的调控.另外,拟南芥中AP１
基因不仅决定着外两轮花器官的形成,而且也影响

控制其他花器官形成基因的表达[５],这可能也是导

致转化株中花器官畸形的原因.
本研究以草莓的AP１类基因为切入点,通过在

拟南芥中的异源超表达初步证实了FaAP１基因在

诱导花分生组织形成和花器官形成中的作用.同

时,鉴于该类基因在植物成花进程中所扮演的“开关

基因”的重要作用,本研究中对FaAP１基因功能的

初步确认也可为后续阐明草莓成花分子调控网络的

研究奠定基础.
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ConstructingFaAP１expressionvectorofstrawberry
anditsectopicＧexpressioninArabidopsis

YUANYouＧquan　LIChaoＧchao　XUXinＧyue　ZHANGZhiＧhong　LIUYueＧxue

CollegeofHorticulture,ShenyangAgriculturalUniversity,Shenyang１１０１６１,China

Abstract　ToevaluatethefunctionofFaAP１,anAP１homologueofstrawberry,theplantexpresＧ
sionvectorpBI１２１ＧFaAP１ wasconstructedandtransformedintoAgrobacteriumtumefaciensstrain
GV３１０１．FaAP１wastransferredintoArabidopsis withfloralＧdipmethod．Threetransgeniclineswere
successfullyobtainedandverifiedbyantibioticscreeningandPCR．Thefloweringtimeoftransformants
wasover１０daysearlierthanthatofthewildＧtype．ThevegetativegrowthoftransformantswasinhibiＧ
ted,withadwarfplantheightandlessrosetteleavenumbers．Thefloralorgansofthetransformantswere
abnormalanddidnotproducefertileseeds．ItisindicatedthatFaAP１maybeinvolvedinregulatingthe
floweringprocess．ItwillprovideabasisforfurtherstudyingtheroleofthisgeneinthefloweringproＧ
cessingofstrawberry．

Keywords　strawberry;FaAP１;Arabidopsis;ectopicＧexpression
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