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苹果内根-贝壳杉烯合成酶基因的克隆及表达分析
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摘要:以柱型苹果茎尖为试材，采用同源克隆的方法克隆得到赤霉素合成代谢关键酶内根-贝壳杉烯合成酶的
cDNA全长序列，命名为 MdKS。MdKS的开放阅读框( ORF) 全长 2 214 bp，编码 737 个氨基酸。KS属于萜类合成酶亚
家族，具有 DDXXD保守结构域。氨基酸聚类分析表明，MdKS与梨同源性最高，为 98%，其次是板栗，为 73% ; 实时荧
光定量 PCR分析表明，在苹果的生长季节，MdKS基因在柱型和普通型苹果中均能表达。在苹果的生长初期，普通型
苹果 MdKS基因的表达量均明显高于柱型苹果，而在 6 月初，其表达量却略低于柱型苹果。
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Cloning and Expression Analysis of Ent-Kaurene Synthase Gene MdKS
in Apple( Malus domestica Borkh)

DENG Xiao-yun，DAI Hong-yi，LIANG Mei-xia
( College of Landscape and Horticulture，Qingdao Agricultural University，Qingdao 266109，China)

Abstract: Ent-kaurene synthase( KS) is a critical enzyme in the pathway of gibberellins biosynthesis． In this
research，ent-kaurene synthase gene in columnar apple，designated as MdKS，was isolated from apple( Malus domes-
tica Borkh) stem apical tissue by homologous cloning technology． The full-length cDNA consisted of 2 214 nucleo-
tides encoding a putative protein of 737 amino acids． MdKS contained a core functional domain DDXXD of plant
class terpene synthase． Amino acids cluster analysis showed that KS from apple was highly homologous with PpKS
firstly，had 98% similarity，and followed by that from Castanea sativa，had 73% similarity． The Real-time quantita-
tive PCR analysis showed that MdKS gene were always expressed in columnar and standard apple trees during the
growing season． In the early growing season，the MdKS of standard apples were expressed at higher level than that of
columnar apples，but on early June，it was opposite．

Key words: Apple; Ent-kaurene synthase; Dwarf; Real-time PCR

赤霉素调控植物生长发育的各个方面，如: 种子

萌发，下胚轴的伸长，叶片的生长和植物开花时间

等［1］。果树树型的改变是以赤霉素( GAs) 为中心的
激素代谢不平衡造成的［2］，GAs 是控制树体大小的
最重要的激素［3］。I-brahim等从高度矮化的苹果砧
木中分离得到低活性的 GA 类物质，而在矮化性状
不明显的砧木中 GA 类物质活性高［4］，王丽琴等［5］

发现，紧凑型苹果春稍旺长期茎尖和叶片中 GA1 和

GA3 的总含量明显低于普通型苹果。前人的研究表
明，赤霉素与果树的矮化性状或短枝生长习性紧密

相关，在控制树体高矮方面发挥着重要作用。柱型
苹果( Malus demestica Borkh) 是一种特殊的矮生突
变类型，其表现为节间非常短、侧生延长新稍很少，
呈现直立单干形。柱型苹果独特生长特性的形成是
否与 GA合成途径的关键酶基因的突变有关值得深
入研究。
内根-贝壳杉烯合成酶( Ent-kaurene synthase，

KS) 又称为内根-贝壳杉烯合酶 B，是赤霉素合成途
径中的第 2 个关键酶，与古巴焦磷酸合酶( Copalyl
pyrophosphate synthase，CPS ) 催化 GGPP 形成内根-
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贝壳杉烯( Ent-kaurene) ，它与 CPS 都位于前质体具
有引导序列。目前，编码 KS 的基因在南瓜、拟南
芥、甜叶菊、黄瓜、莴苣、蓖麻等草本植物上相继得到
克隆［6 － 9］，在多年生木本植物上，也报道了咖啡、毛
果杨、板栗、梨的 cDNA 全长或部分片段，但在苹果
上尚未见报道。本研究以国光 ×特拉蒙同一遗传背
景杂交后代中柱型和普通型苹果的茎尖为试材，克

隆 KS基因( MdKS) ，并对所获得的基因进行生物信
息学分析，以期探讨苹果生长发育赤霉素合成途径

上游的调控机制，为研究苹果的矮化机理奠定基础。

1 材料和方法
1． 1 试验材料

2011 年在青岛农业大学莱阳果树实验站采集
国光 ×特拉蒙杂交后代柱型和普通型苹果快速生长
的新梢茎尖组织，采样日期分别为 4 月 12 日、4 月
25 日、5 月 10 日、5 月 24 日和 6 月 7 日，液氮速冻后
－ 70 ℃冰箱保存待用。
1． 2 试验方法
1． 2． 1 总 RNA 提取与 cDNA 第一链的合成 总
RNA的提取采用 EASYspin 植物 RNA 快速提取试
剂盒，DNase I，RNase-free 去除基因组 DNA，cDNA
第一链的合成参照 RevertAidTM First Strand cDNA
Synthesis Kit使用说明进行操作。
1． 2． 2 苹果 KS基因 cDNA全长序列的克隆 根据
GenBank中已登录的其他植物 KS氨基酸序列，与苹
果基因组序列进行比对，设计特异引物 MdKS-F: 5'-
ATGTTCGACAAGATTGATCTC-3'，MdKS-R: 5'-TTAC
AGTTCGCTGAGAAGGAT-3'，以 cDNA 为模板，进行
PCR扩增。PCR 扩增程序: 95 ℃预变性 5 min; 95
℃变性 30 s，54 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 3 min，40 个
循环; 72 ℃终延伸 10 min。将扩增得到的片段进行
切胶回收，连接于 pGM-T 载体，并转化到 E． coli
DH5α细胞，蓝白斑筛选挑取阳性克隆，菌液 PCR
检测后送上海生工测序。
1． 2． 3 MdKS 基因及其氨基酸序列的生物信息学
分析 ORF Finder( http: / / www． ncbi． nlm． nih． gov /
gorf /gorf． html) 分析开放阅读框; DNAMAN 6． 0 软
件初步分析氨基酸序列的蛋白质分子量、等电点、保
守结构域，比较不同品种间核酸序列和氨基酸序列

的差异; ProtParam tool ( http: / /www． expasy． ch /
tools /protparam． html ) 分析氨基酸基本成分; PBIL
LYON-GERLAND ( http: / /npsa-pbil． ibcp． fr /cgi-bin /
npsa_ automat． pl? page = /NPSA /npsa_hnn． html) 进

行二级结构预测。DNAMAN 6． 0 软件进行同源性
比对并绘制系统进化树，相关物种有: 南瓜、拟南芥、
甜叶菊、黄瓜、莴苣、蓖麻、咖啡、毛果杨、板栗、梨; 结
合 DNAMAN比对分析结果，NCBI ( http: / /blast． nc-
bi． nlm． nih． gov /Blast． cgi) 中的 BLASTP、Motif Scan
( http: / /hits． isb-sib． ch /cgi-bin /motif _ scan ) 及
SMART( http: / / smart． embl-heidelberg． de / ) 工具对
MdKS的推导的氨基酸序列进行功能位点和底物结
合位点分析; 通过 YLoc ( http: / / abi． inf． uni-tuebin-
gen． de /Services /YLoc /webloc． cgi) 、PSORT ( http: / /
psort． hgc． jp / form． html ) 进行亚细胞定位预测，用
DNAMAN、TMHMM Server v． 2． 0 ( http: / / genome．
cbs． dtu． dk /services /TMHMM-2． 0 / ) 及 SignalP ( ht-
tp: / /www． cbs． dtu． dk /services /SignalP / ) 进行跨膜
预测分析。
1． 2． 4 MdKS 基因的表达分析 提取柱型苹果和
普通型苹果不同发育时期新梢嫩叶的总 RNA，经检
测其 A260 /280值在 1． 8 ～ 2． 0 之间，以其反转录的 cD-
NA为模板，根据所得序列设计 RT-PCR半定量引物
Md-KS-F: 5'-CAGGTGGCAGCATCTGATAAT-3'，Md-
KS-R: 5'-AAATATGCCCGCCTTTCTATG-3'，以 actin
基因为内参，扩增引物为: actin-F: 5'-CCAAAGGCT
AATCGGGAGAAA-3'，actin-R: 5'-ACTGGCGTAGAG
GGAAAGAACA-3' 进行表达分析，重复 3 次。

2 结果与分析
2． 1 苹果 KS基因全长 cDNA 序列的获得
分别以国光 ×特拉蒙杂交后代普通型和柱型苹

果新梢茎尖总 RNA的反转录产物为模板，进行 PCR
扩增，均得到了长度为 2 214 bp 的 cDNA 序列。片
段回收测序后，利用 ORF Finder 软件分析知，该基
因阅读框长度为 2 214 bp，编码 737 个氨基酸残基。
预测柱型苹果 KS 基因蛋白质分子量为 83． 569 2
kDa，等电点 pI为 5． 34; 普通型苹果 KS 基因蛋白质
分子量为 83． 724 4 kDa，等电点 pI为 5． 47。该氨基
酸序列与其他植物 KS 基因具有相同的保守结构域
YDTAWVAWVP和 DDXXD( 图 1) 。
2． 2 柱型和普通型苹果 MdKS 基因及其蛋白序列
分析

序列比对分析结果表明，柱型和普通型苹果 KS
基因的 cDNA序列有 5 个碱基的差异，而与这 5 个
碱基相对应编码的氨基酸也均有差异，但差异均不

在保守结构域。( 图 2，3)
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* 代表终止密码子。
* Stands for the termination codon．

图 1 柱型苹果 MdKS的 cDNA序列及推导的氨基酸序列
Fig． 1 Sequence of MdKS and its deduced amino acid sequence in columnar apple

2． 3 MdKS推导的氨基酸序列的同源性及系统进
化分析

将从柱型苹果茎尖中克隆到的 MdKS 推导的氨

基酸序列与 GenBank中已登录的其他物种 KS 氨基
酸序列进行同源性比对，结果表明: KS 的 N 端序列
相对保守，但 C端序列保守性相对较低，KS 保守底



2 期 邓晓云等: 苹果内根-贝壳杉烯合成酶基因的克隆及表达分析 49

物结合位点位于 N 端。MdKS 与这 12 种植物的氨
基酸序列的同源性在 52% ～ 98%，其中与梨
( JF441169． 1) 的相似性最高，为 98%，其次为板栗
( HQ658171． 1) ，相似性为 73%。氨基酸序列的聚

类分析表明，苹果与梨处于同一进化支，与板栗属于

同一分支，其他物种中，亲缘关系较近的毛果杨、蓖
麻属于同一进化支，并与葡萄聚为一类，南瓜和黄瓜

聚为一类，甜叶菊和莴苣聚为一类( 图 4) 。

图 2 柱型和普通型苹果 MdKS基因 cDNA序列相似性比较
Fig． 2 Comparison of cDNA sequences of MdKS gene between columnar and standard apples

图 3 柱型和普通型苹果 MdKS基因氨基酸序列相似性比较
Fig． 3 Comparison of amino acid sequences of MdKS gene between columnar and standard apples
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2． 4 MdKS的生物信息学分析
分析结果表明，苹果 MdKS 属于 TPS 家族中的

TPSe 亚家族。萜类合成酶( Terpene synthase，TPS)
是萜类合成的关键酶，可分为单萜合成酶、倍半萜合
成酶和二萜合成酶等，分别以 GPP 或 NPP、FPP 和
GGPP 为直接前体底物合成相应的单萜、倍半萜、二
萜［10 － 12］，几乎所有的萜类合成酶都含有一个天冬氨

酸富集基序( DDxxD) 。分析发现，MdKS 同样具有
DDALD结构，这个基序可能起到结合二价金属离子
( Mg2 +、Mn2 + ) 与焦磷酸基所形成的复合体相结合，

介导焦磷酸基的解离的作用［13 － 14］。此外，还发现一
个保守结构域 YDTAWVAMVP，该结构域在维持植
物双萜环化酶的环化酶活性中起到必要作用［14 － 15］，

推测其为牻牛儿焦磷酸( GGPP) 到内根-贝壳杉烯的
合成途径中 CPS 与 KS 共同的保守底物结合位
点［16］。亚细胞定位预测发现，MdKS 有 15． 3%的可
能定位于细胞核，4． 3%的可能定位于质膜，还可能
定位于线粒体和内质网。MdKS 为膜外蛋白，不含
信号肽，表明 KS蛋白不是分泌型蛋白。

图 4 12 个来自不同物种的 KS氨基酸序列的聚类分析
Fig． 4 Cluster analysis of ent-kaurene synthase sequences

derived from twelve different species

图 5 MdKS在普通型和柱型苹果中不同时期的表达分析
Fig． 5 Quantitative analysis of MdKS of different

developmental stages in columnar apple and standard apple

2． 5 MdKS基因在苹果中的表达分析
从苹果茎尖提取 RNA 进行转录，以获得的

cDNA进行实时荧光定量表达分析。结构表明( 图
5) : 在普通型和柱型苹果的不同生长时期，MdKS 均
能表达，但表达量有差异。4 月上中旬生长初期，
MdKS基因在普通型和柱型苹果中的表达量均较
低。在 4 月 25 日 － 5 月 24 日苹果生长季节的同一

时期，普通型苹果 MdKS 基因的表达量均明显高于
柱型苹果，而 6 月初普通型苹果 MdKS 基因的表达
量却略低于柱型苹果。

3 讨论
赤霉素合成途径中关键酶基因发生突变均可导

致植物株型发生改变。水稻因 GA20-氧化酶功能的
缺失产生半矮秆植株，引发了一场“绿色革命”，从
而使人们对矮化性状与赤霉素合成途径关键酶基因

之间的研究更加关注［17 － 21］。拟南芥 ga2 突变体是
赤霉素缺陷型突变体，是由 KS 的催化功能缺失引
起，将南瓜 KS 基因转到 ga2 突变体中过量表达能
矮化性状恢复至野生型［7］，在水稻中沉默 OsKS1 基
因，会导致半矮化植株的出现［14，22］，KS 基因的突变
可能引起植株矮化。本研究克隆得到了国光 ×特拉
蒙杂交后代中柱型苹果和普通型苹果 KS 基因的全
长 cDNA，通过比对发现，同一遗传背景下的柱型苹
果和普通型苹果 MdKS的 cDNA序列和氨基酸序列
虽有差异，但差异均不在其功能位点区域，因此说明

苹果的柱型性状可能与该基因的关键位点碱基发生

突变无关。Real-time PCR检测表明，在苹果的生长
前期即 5 月中旬以前，普通型苹果 MdKS 基因的表
达量均明显高于柱型苹果，而 6 月初却正好相反。
在南瓜及多数植物中，KS基因在快速生长的茎尖和
幼叶中大量表达［6］，但在甜叶菊中，KS 基因却在成
熟的叶片中高表达，与赤霉素合成途径的一般模式

相反［8］，本研究在苹果生长早期普通型植株中表达

量明显高于柱型植株，也验证了早期树型的形成与

赤霉素合成途径密切相关，可能与普通型植株合成

途径基因在这一时期大量表达从而引起树体内源激

素含量与柱型植株不同有关。而 6 月初柱型苹果的
MdKS基因的表达量略高于普通型苹果，这可能与
该时期柱型苹果的生长势较强有关。
另外，利用生物信息学对 MdKS 基因的功能域

和结构进行了分析和预测，发现 MdKS 属于萜类合
成酶( Terpene synthase，TPS ) 家族中的 TPSe 亚家
族，是萜类合成的关键酶，为开展该基因的表达研

究，进一步确定其功能奠定了基础。
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