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草莓 CO同源基因 FaCO-2的克隆及表达分析
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摘要:以草莓( Fragaria × ananassa Duch． ) 品种花姬为试材，通过 PCR 和 RT-PCR 方法克隆出草莓 CO 同源基因
FaCO-2 的 CDS和 DNA全长序列，在此基础上通过实时定量 PCR的方法检测了其在草莓植株各组织和花器官中的表
达。结果表明，该基因 DNA序列长度为 1 882 bp，含 1 个内含子，其 CDS长度为 1 146 bp，编码 382 个氨基酸，与其他
物种的 CO同源基因氨基酸序列有较高的同源性，生物信息学分析表明该蛋白分子量为 42 021． 69 D，等电点 pI =
5. 49。实时定量 RT-PCR结果表明，在不同的组织、花器官中，FaC0-2 的表达量存在差异，在充分展开的较大叶片中
的表达量最高; 在 4 轮花器官中，只在萼片中表达，而其他花器官中不表达。
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Isolation and Express Analysis of FaCO-2，a CO Homologue from Strawberry

LIU Yue-xue，ZOU Dong-mei，LI He，ZHANG Zhi-hong，MA Yue，DAI Hong-yan
( College of Horticulture，Shenyang Agricultural University，Shenyang 110866，China)

Abstract: The CO homologue，FaCO-2，was isolated from strawberry ( Fragaria × ananassa cv． Huaji) with the
method of PCR and RT-PCR． Its express pattern in different tissues and organs was checked with qRT-PCR． The full
length of its DNA sequence is 1 882 bp and its CDS is 1 146 bp in length． FaCO-2 codes a predicted protein of 382
amino acids． The amino acid identity compared with other CO homologues is highly conserved． The protein molecular
weight was 42 021． 69 Da with an isoelectric point ( PI) of 5． 49． The real-time RT-PCR result showed that FaCO-2
mainly transcripts differ in different tissues and floral organs． It was detected its highest expression in the expanded
leaf． In the four flower organs，it was only detected in sepal，while no transcription was detected in other flower or-
gans．
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草莓( Fragaria × ananassa Duch． ) 是多年生的
草本植物，由于其独特的风味及丰富的营养成为栽

培最为广泛的浆果之一。大多数栽培草莓品种是一
季型的短日照植物，它们仅在秋季光周期缩短的情

况下才能诱导成花［1］，短的光周期和低温这些信号

虽然对成花有促进作用，但对营养生长却有相反的

效果［2］。目前，人们多从生理和栽培角度来阐述光
周期等外界环境因素对草莓花芽分化的影响［3］，而

对其如何调控的分子机理研究较少。
关于植物成花分子机制的研究，在拟南芥等模

式植物上有比较深入的了解。在长日照植物拟南芥
的光周期调控成花途径中，CONSTANS( CO) 基因是

连接光感知和开花时间的转录因子［4］，长日照条件

使 CO蛋白稳定，CO 蛋白通过调控成花素 FT 的合
成影响成花［5］。许多研究表明 CO 基因对成花有直
接和间接促进作用，在花器官原基形成的早期，通过

原位杂交发现在花器官原基上有 CO mRNA 的存
在，而后期却检测不到，这说明 CO 基因对花发育的
直接促进表现在它对花器官原基形成的早期的作用

上［6 － 7］。其他长日照植物中的 CO 同源基因在响应
光周期成花过程中的作用机制和拟南芥 CO 基因大
体类似［8 － 9］，但在短日照植物中 CO 同源基因的作
用机制则复杂的多，如在水稻中 CO 同源基因 Hd1
( Heading date 1) 既能在诱导性的短日照条件下促
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进水稻中 FT 同源基因 Hd3a 的表达从而促进植株
成花，又能在非诱导性的长日照条件下抑制 Hd3a
的表达从而导致植株开花延迟［10 － 11］。
大多数栽培草莓品种属短日照类型，但同时存

在对日照不敏感的日中型草莓材料，它们对光周期

的成花反应明显不同，了解这一差异的分子机制有

助于促进草莓的育种和栽培工作。赵志琴等［12］在
草莓栽培品种卡姆罗莎中分离出了 CO 同源基因，
通过构建原核表达载体的方式获得了其融合蛋白。
但该基因的内含子分布等详细序列结构情况、在不
同组织和器官中的表达情况仍未见报道，而这方面

的研究对于探讨 CO同源基因在草莓光周期响应成
花过程中的作用机制具有重要意义。因此为了进一
步探讨 CO 同源基因在草莓生长发育过程中的作
用，本研究从短日照草莓品种花姬中克隆 CO 同源
基因的 cDNA和 DNA序列，对该基因在草莓各组织
和花器官中表达情况进行了分析，以期为深入阐述

CO同源基因在草莓感受光周期成花过程中的作用
机制奠定基础。

1 材料和方法
1． 1 试验材料
短日照草莓品种花姬栽培于沈阳农业大学草莓

试验园，常规栽培管理。
取花姬幼嫩叶片，用于基因扩增用 DNA 和

RNA的提取; 再分别采取叶片、叶芽、幼蕾、成花及
萼片、花瓣、花药、匍匐茎等组织、器官材料，用于表
达分析用 RNA提取。所有试材取回后用液氮速冻，
然后于 － 80℃超低温冰箱中保存。
1． 2 方法
1． 2． 1 DNA 与 RNA 的提取序列的获得 DNA 与
RNA的提取采用 CTAB［13 － 14］法。利用 1． 0%琼脂糖
凝胶电泳检测 DNA与 RNA 的完整性，用 DU800 核
酸蛋白分析仪( Beckman Coulter，USA) 检测核酸的
纯度。
1． 2． 2 CO同源基因全长序列的获得 根据赵志
琴等［12］在卡姆罗莎中分离的 CO基因的 cDNA序列
( GenBank 登录号: FJ377616 ) ，应用引物设计软件
Primer Premier 5． 0 设计引物，委托赛百盛公司合成。
引物序列为 F: 5'-ATGTTGAAAGAGGAGAGC-3'，R:
5'-CTAGTACGAAGGAACAATGC-3'。
用从叶片中提取的 RNA进行反转录反应，参照

PrimeScript 1 Strand cDNA Synthesis Kit( TaKaRa) 说
明书的方法进行。以 RNA 反转录后得到的第 1 链
cDNA为模板，进行特异 PCR 扩增，反应体系为取 1

μL cDNA 加入 ExTaq DNA 聚合酶 0． 2 μL，Buffer 2
μL，dNTPs 1． 6 μL，正反向引物各 1 μL，最后用水补
足到 20 μL。PCR反应程序为 94℃ 5 min后进行如
下 30 个循环: 94℃ 40 s，56℃1 min，72℃ 1． 5 min，
最后 72℃延伸 10 min。用含 EB ( 0． 5 μg /mL ) 的
1. 0%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。
该基因编码区 DNA 全长序列的扩增以基因组

DNA为模板，PCR条件与步骤同上。
1． 2． 3 序列测定和分析 利用 DNA凝胶回收试剂
盒从琼脂糖凝胶中回收扩增片段，与 pGM-T载体连
接，转化大肠杆菌 TOP10 感受态细胞，通过蓝白斑
筛选及 PCR鉴定阳性克隆，测序工作委托华大基因
公司进行。DNA凝胶回收试剂盒购自 AXYGEN 公
司，pGM-T载体购自天根公司，其他药品为国产分
析纯。利用 NCBI BLAST ( http: / /blast． ncbi． nlm．
nih． gov /Blast． cgi) 对测序结果进行在线比对分析，
DNAMAN 6． 0 进行序列分析和氨基酸翻译，使用
Clustal X 1． 83 进行多序列比对，MEGA 4 软件 1 000
次重复计算构建 NJ树。利用 DNAstar 6． 13 分析软
件分析预测该蛋白 α-螺旋、β-折叠、τ-转角、疏水区
和亲水区等相关结构特性。
1． 2． 4 实时定量 RT-PCR 取各试材的总 RNA，以
Oligo-d( T) 为引物，用 AMV 反转录酶进行反转录，
参照 PrimeScript 1 Strand cDNA Synthesis Kit( Taka-
ra) 说明书的方法进行。以反转录后的 cDNA 作为
模版进行实时定量 PCR检测表达情况。
实时定量 RT-PCR采用 SYBGreen染料法进行，

实时定量 PCR 特异引物 F: 5'-TCAGATAATGGT-
GGGGTC-3'，R: 5'-TGCTGTTACTGTTGTGGTT-3'，扩
增长度 161 bp。琼脂糖凝胶电泳检测结果表明，特
异引物能且仅能扩增出预期大小的片段，没有引物

二聚体。实时定量 PCR 的反应体积为 20 μL，包括
1 μL cDNA( RNA为 2 μg) ，10 μL 2． 5 × Mix，浓度为
10 μmol /L 的正反向引物各 1 μL，用超纯水补足至
20 μL。每个反应重复 3 次。定量 PCR 反应程序:
95℃ 3 min; 95℃ 10 s，56℃ 20 s，72℃ 20 s，40 个循
环。定量 PCR 试剂 2． 5 × RealMaster Mix ( Cat #
FP202-02) 购自天根公司。使用 BIO-RAD 公司
CFX96 定量 PCR 仪，八联排管完成 PCR 反应。以
草莓 18S rRNA 基因作为内参基因，清水模板为阴
性对照，采用 2 －△△Ct法计算相对表达量的高低。

2 结果与分析
2． 1 草莓 CO同源基因全长序列的分离
从草莓叶片中提取 RNA，以 RNA 反转录得到
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cDNA的第 1 条链为模板，利用设计的特异引物进
行目的基因的扩增，获得一条约 1 Kb 的特异谱带
( 图 1) ，克隆后测序结果表明，该条带长度为 1 146
bp。利用基因组 DNA 为模板进行基因全长特异
PCR扩增，得到了长为 2 kb 左右的条带( 图 2 ) ，测
序结果表明，其 DNA编码区长度为 1 882 bp。

图 1 CO基因 CDS全长扩增产物
Fig． 1 Full-length amplification product of CO gene CDS

图 2 CO基因 DNA全长扩增产物
Fig． 2 Full-length amplification product of CO gene DNA

2． 2 草莓 CO同源基因 cDNA和 DNA序列分析
以 cDNA为模板扩增获得的序列为草莓 CO 同

源基因的 cDNA 序列的编码区( Coding sequence，
CDS) ，长度为 1 146 bp，编码 382 个氨基酸。该序
列与已报道的卡姆罗莎 CO 同源基因 cDNA 编码区
的同源性为 95%，而与二倍体的野生草莓森林草莓
( Fragaria vesca． ) 的 CO 同源基因 cDNA 编码区的
同源性达到 97%。草莓的 CO同源基因与其他植物
的 CO 同源基因所编码的氨基酸高度类似，其同源
性大多在 60%以上，表明得到的序列是草莓 CO 同
源基因 cDNA 编码区的全长序列，将其命名为
FaCO-2( GenBank登录号: JQ663599) 。

FaCO-2．草莓( Fragaria × ananassa) 的 CO同源基因; FvCO．森林草莓
( Fragaria vesca) 的 CO同源基因; ArCO．拟南芥( A． thaliana) 的 CO同
源基因。
FaCO-2． The CO homologue of Fragaria ananassa; FvCO． The CO homo-
logue of Fragaria Vesca; ArCO． The CO homologue of A． thaliana．

图 3 FaCO-2与其他物种同源基因的DNA序列结构比较
Fig． 3 Gene structures of FaCO-2 and other CO homologues

省略号部分为与多数序列相比该蛋白缺少部分，结构域表示在氨基酸序列上方。
Dashes indicate gaps to maximize alignment． The B-box1，B-box2，CCT-domain and COOH-region are shown by lines on bottom of the alignment．

图 4 FaCO-2 与其他 CO同源基因氨基酸序列比对
Fig． 4 Alignment of FaCO-2 and other CO-like proteins
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以基因组 DNA 为模板扩增获得的其编码区
DNA 序列 ( GenBank 登录号: JQ663600 ) 长度为
1 882 bp，有 2 个外显子，1 个内含子。与其他物种
已知 CO同源基因的 DNA 序列结构比较( 图 3 ) 表
明，该草莓基因 DNA 的内含子 /外显子数量与野生
草莓、拟南芥等中的 CO 同源基因相同。各同源基
因间外显子大小差异不大，但内含子大小差异较大。
2． 3 FaCO-2 编码蛋白聚类分析及其序列特征
将 FaCO-2所编码的氨基酸序列与其他物种的

CO同源基因所编码的氨基酸序列通过 DNAMAN 进
行氨基酸的同源性分析发现，草莓的 FaCO-2 同源基
因与其他植物的 CO 同源基因所编码的氨基酸都有

一定的同源性( 图 4) 。通过与其他物种的 CO氨基酸
序列比对发现，FaCO-2推测蛋白具有典型的植物 CO
家族的结构特点，5'端具有 2 个高度保守的 B-box，其
典型结构为 CX2CX8CX7CX2CX4HX8H，其中，X代表
任意氨基酸，属典型的锌指结构。3'端具有保守的
CCT和 COOH结构域。
用 Clusxtal × 1． 83、MEGA 4 软件对 FaCO-2 氨

基酸序列进行系统进化树分析，该推测蛋白与在卡

姆罗莎中报道的 FaCO和苹果( Malus × domestica) 中
的 COL8 聚为一类，随后又与葡萄( Vitis vinifera) 中
的 VvCO和杨树( Populus deltoides) 中的 CO1 聚在一
个分支上( 图 5) 。

FaCO．草莓，ACJ06578; COL8． 苹果，ADL36677; VvCO． 葡萄，CBI16899; CO1． 杨树，AAS00054; NtCO． 烟草，AEJ84000; CONSTANS． 西红柿，
ABF56053; COLa．豌豆，AAX47172; COL2a、COL2b．大豆，ABD17253、ABD17254; HaCOL2．向日葵，ADO60998; COL2、CO．拟南芥，NP_186887、NP
_197088。
FaCO． Fragaria × ananassa，ACJ06578; COL8． Malus × domestica，ADL36677; VvCO． Vitis vinifera，CBI16899; CO1． Populus deltoides，AAS00054; NtCO．
Nicotiana tabacum，AEJ84000; CONSTANS． Solanum tuberosum，ABF56053． COLa． Pisum sativum，AAX47172; COL2a，COL2b． Glycine max，ABD17253，
ABD17254; HaCOL2． Helianthus annuus，ADO60998; COL2，CO． Arabidopsis thaliana，NP_186887，NP_197088．

图 5 FaCO-2 与其他 CO同源蛋白的聚类分析
Fig． 5 Phylogenetic analysis of the predicted FaCO-2 and CO houmologous proteins from different species

2． 3 FaCO-2 编码蛋白结构的预测
用 BioEdit软件对所推导出来的蛋白质序列进

行蛋白质性质结构的预测分析，该基因编码的氨基

酸组分包含 382 个氨基酸残基，其组成如图 6 所示。

图 6 草莓 CO氨基酸组成图
Fig． 6 The amino acid constitution of CO in strawberry

由该序列演绎出的蛋白分子量为MW =42 021． 69
Da，蛋白质理论等电点( PI ) 为 5． 49。根据 DNA
STAR软件推测出的 FaCO-2 所编码蛋白的二级结
构各种比例所在的位置如图 7 所示。在 FaCO-2 所

编码的蛋白中存在较多的 α-螺旋，β-折叠较少，
FaCO-2蛋白除了在 N-端有 2 个疏水区域，大多数都
是亲水区域( ≧ 0) 。预测发现，FaCO-2 蛋白骨架区
内含有较多的柔韧区域，且分布不均匀，表明该蛋白
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的柔韧性较好。因此，推测该蛋白属柔韧性较好的 亲水性蛋白。

图 7 草莓 FaCO-2 蛋白的结构预测
Fig． 7 Structure prediction of FaCO-2 protein in strawberry

2． 5 FaCO-2 表达模式的分析
实时定量 RT-PCR 分别检测在不同组织、不同

花器官及不同花发育阶段的表达情况结果表明，

FaC0-2 主要在叶片中表达，其中在充分展开的较大
叶片中的表达量最高; 其次在幼叶的表达较高，而在

花序茎、匍匐茎及芽等营养生长的组织中表达量很
低。在生殖生长的花蕾中有一定量的表达，而在成
熟的花中检测不到该基因的表达。所有 4 轮花器官
中，只在萼片中检测到其表达，在其他 3 轮花器官中
检测不到表达( 图 8，9) 。

a．幼叶; b．大叶; c．匍匐茎的芽; d．匍匐茎
的茎; e．花序茎; f．花蕾; g．成熟花; h．幼果。

a． Young leaf; b． Expanded leaf; c． Stolon stem; d． Stolon bud; e． Inflorescence
stem; f． Little flower; g． Mature flower; h． Young fruit．

图 8 FaCO-2 基因在草莓不同组织中表达
Fig． 8 Expression pattern of FaCO-2 in different
tissues revealed by the Real time RT-PCR method

a．萼片; b．花瓣; c．雄蕊; d．子房。
a． Sepal; b． Petal; c． Stamen; d． Ovary．

图 9 草莓 FaCO-2 基因在不同花器官中的表达
Fig． 9 Expression Pattern of FaCO-2 in different

floral organs revealed by the real time RT-PCR method

3 讨论

目前从拟南芥、黑麦草［15］、水稻［16］等植物中分
离出了 CO同源基因，各物种中的 CO同源基因的序
列虽不完全相同，但都有一定的同源性。同时，该基
因在结构上相对保守，表现为一是含有 2 个外显子
和 1 个内含子; 二是含有 B-box1、B-box2、CCT 结构
域及 COOH 区域 4 个高度保守的区域。研究显示，
B-box1 和 B-box2 结构域跟许多动物蛋白中的 B-box
结构域极为相似，主要结合环状锌指结构、NHL 结
构、螺旋结构或 RFP 结构域，调解蛋白互作反
应［17］。CO蛋白的 C末端有 1 个 CCT ( CO、CO-like、
TOC1) 区域，是核定位信号区域。Robson 等［18］对
已知的 7 个 CO 突变体进行分析发现，这些突变全
部发生在 N末端的锌指结构区域或 C 末端的 CCT
区域，证明这 2 个区域对 CO基因的功能非常重要。
本研究在草莓中分离得到的 FaCO-2 基因在核酸和
蛋白水平上都与其他该类同源基因类似，包含有典

型的内含子 /外显子分布特征以及高度保守区域。
由于 CO 基因在结构上的保守性，在诱导条件下，
CO基因对植物成花的调控途径可能也是保守
的［19 － 20］。在拟南芥中，CO 基因编码一个类锌指转
录因子调控其他基因的转录，从而来促进开

花［21 － 22］。因此，从结构上来看 FaCO-2 很可能与其
他物种中的 CO 同源基因类似，在草莓成花的调控
途径中发挥重要作用。
在植物营养生长阶段，CO 基因在叶和茎顶端

开始表达，它转录的 mRNA 呈渐进方式积累，当达
到一定域值时，通过激活下游基因使植物由营养生

长向生殖发育转变，开始了植物花的发育［6 － 7］。本
研究 qRT-PCR 结果表明，在草莓的各组织中，Fa-
CO-2 基因主要在叶片中表达，且在充分展开的大叶
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中表达量最高; 在草莓的花器官中，FaCO-2 仅在萼
片中表达，而其他的花器官未检测到其表达。植物
感受和接收光周期调控开花信号的部位是叶片，因

此，结合前人的研究和 FaCO-2 的表达特性来看，该
基因很可能参与了草莓光周期信号诱导的成花途

径。在花器官的萼片中含有叶绿素等植物色素，可
能由于其同样可感知一定的外界光信号从而诱导其

在萼片中也有一定的表达量。
探讨光周期对草莓成花影响的分子机理对于指

导草莓的育种和生产工作具有重要意义，本研究的

结果有助于揭示 CO基因在草莓成花光周期响应分
子调控机制中的作用。为了更进一步了解其作用机
制，有必要通过超表达、基因沉默等方法研究该基因
的功能，并探讨其与下游与决定成花的 FT 等同源
基因的调控关系，相关工作正在进行中。
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