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　　摘要：为防止棉铃脱落提高结铃性，进而提高棉花产量，从陆地棉中分离出一个参与离层分化调控的相关基因

ＧｈＢＯＰ１。通过生物信息学分析，表明 ＧｈＢＯＰ１蛋白序列含有保守性强的 ＢＴＢ和 ＡＮＫ结构域；进化树分析显示该蛋白

氨基酸序列与许多植物的同源蛋白相似程度很高，说明该类蛋白进化较慢。利用 ｑＲＴＰＣＲ进行组织特异性表达分析

的结果表明，ＧｈＢＯＰ１基因在根、茎、叶和花等组织器官中均有少量表达，但在离层中为优势表达，表达量为叶片表达水

平的２０倍。利用病毒诱导基因沉默（ＶＩＧＳ）技术干涉棉花 ＧｈＢＯＰ１基因的表达，同时进行低盐胁迫处理分析，对照植株

叶片出现大量地脱落，而 ＧｈＢＯＰ１基因沉默植株叶片生长正常。总之 ＧｈＢＯＰ１基因在离层中优势表达，并对离层的形成

可能具有调控功能。

关键词：棉花；离层；ＧｈＢＯＰ１基因；病毒诱导基因沉默

中图分类号：Ｑ７８　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１０００－７０９１（２０１５）０３－００１４－０６

ｄｏｉ：１０．７６６８／ｈｂｎｘｂ．２０１５．０３．００３

ＣｌｏｎｉｎｇｏｆＡｂｓｃｉｓｓｉｏｎＺｏｎｅＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＧｅｎｅｏｆＧｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍＬ．
ＧｈＢＯＰ１ａｎｄＰｒｅｌｉｍｉｎａｒｙＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＩｔｓＦｕｎｃｔｉｏｎ

ＣＨＡＮＧＪｉｎｇ１，２，ＪＩＮＸｉｎ１，２，ＰＡＮＧＪｉｎｈｕａｎ２，ＳＩＨｕａｉｊｕｎ１，ＺＨＡＮＧＮｉｎｇ１，ＷＵＪｉａｈｅ１，２

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＧａｎｓｕＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｌａｎｚｈｏｕ　７３００７０，Ｃｈｉｎａ；
２．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　１００１０１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ａＧｈＢＯＰ１ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎａｂｓｃｉｓｓｉｏｎｚｏｎｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｉｎｂｏｌｌｓｈｅｄｄｉｎｇ，
ａｎｄｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄａｓａｎｅｗｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｆｏｒｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｃｏｔｔｏｎｙｉｅｌｄ．Ｈｅｒｅ，ａｃｏｔｔｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｆＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＢＯＰ
ｇｅｎｅｒｅｌａｔｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆａｂｓｃｉｓｓｉｏｎｚｏｎｅｗａｓｉｓｏｌａｔｅｄｂｙＰＣＲ，ｗｈｉｃｈｅｎｃｏｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｓＢＴＢａｎｄＡＮＫ
ｄｏｍａｉｎｓｒｅｖｅａｌｅｄｂｙｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ．ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧｈＢＯＰ１ａｓａｎｅｎｔｒｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｖａｒｉｏｕｓｐｌａｎｔｓｈａｖｅｈｉｇｈｉｄｅｎｔｉｔｙ，ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇｓｌｏｗｅｖｏｌｕｔｉｏｎｉｎａｍｉｎｏａｃｉｄｃｈａｎｇｅｓ．Ｔｈｅｒｅ
ｓｕｌｔｓｏｆｑＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＧｈＢＯＰ１ｇｅｎｅｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｂｓｃｉｓｓｉｏｎｚｏｎｅｏｆｐｅｔｉｏｌｅａｌｔｈｏｕｇｈ
ｉｔｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｌｌｏｒｇａｎｓ，ｅ．ｇ．ｒｏｏｔ，ｓｔｅｍ，ｌｅａｆ，ａｎｄｆｌｏｗｅｒ，ｅｔｃ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＧｈＢＯＰ１ｇｅｎｅｉｎ
ａｂｓｃｉｓｓｉｏｎｚｏｎｅｗａｓ２０ｆｏｌｄｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｌｅａｆ．Ｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ（ＶＩＧＳ）ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄ
ｔｏｒｅｐｒｅｓｓＧｈＢＯＰ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．Ｕｎｄｅｒｓａｌｔｓｔｒｅｓｓ，ＶＩＧＳｐｌａｎｔｓｋｅｐｔｌｅａｖｅｓｎｏｒｍａｌｌｙｇｒｏｗｉｎｇ，ｈｏｗ
ｅｖｅｒ，ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｐｌａｎｔｓｅｘｈｉｂｉｔｅｄｌｅａｆｓｈｅｄｄｉｎｇ．Ｉｎｓｈｏｒｔ，ｔｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｐｒｉｍａｒｉｌｙｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔＧｈＢＯＰ１ｇｅｎｅｉｓｈｉｇｈｅｒ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｂｓｃｉｓｓｉｏｎｚｏｎｅ，ａｎｄａｃｔｉｖａｔｅｄａｂｓｃｉｓｓｉｏｎｚｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｈｉｓｇｅｎｅｒｅｇｕｌａ
ｔｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆａｂｓｃｉｓｓｉｏｎｚｏｎｅｉｓｄｅｓｅｒｖｅｄｔｏｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃｏｔｔｏｎ；Ａｂｓｃｉｓｓｉｏｎｚｏｎｅ；ＧｈＢＯＰ１ｇｅｎｅ；Ｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｉｎｇｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｅ

　　棉花是一种世界性的重要的经济作物，其主要
产品为棉纤维，同时其种子能够生产油和蛋白。棉

花生产不仅保证纺织工业发展，又能提高人民生活

水平，同时伴随着中国社会的快速发展，对棉花的需

求量逐年递增。

提高棉花产量是育种的主要目标，其中结铃性
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是产量育种的一个非常重要指标，然而蕾铃的脱落

是一个普遍的现象。经过统计，棉花的整个生育期

蕾铃的脱落率高达 ６０％ ～７０％，有的甚至达到了
８０％，这严重影响了棉花的产量。传统的育种方法
虽然在产量育种上已经做出了重要的贡献，但是当

前棉花产量已经很难再有大幅度的提高，难以满足

快速发展的工业需求，所以利用分子生物学和基因

工程技术来提高棉花的产量成为未来棉花育种的主

要方向。

棉株从现蕾、开花到结铃过程中，蕾铃生理脱落

的趋势是开花前脱落少，开花后逐渐增加，进入盛花

期后达到高峰
［１］
。棉花蕾铃脱落的原因是复杂的，

国内外学者提出了一些假设和学说，如段海等
［２］
论

述在１９２２年 Ｍａｓｏｎ提出营养学说、Ｇｏｗａｄｉ等［３］
的

激素平衡学说等，但迄今尚未完全弄清蕾铃脱落的

原因。棉花蕾铃脱落时，在蕾柄或铃柄的基部形成

一层离层，离层的形成是一系列复杂的生理变化的

结果。在许多开花植物中，花、蕾、果和花器等均能

够在花柄、蕾柄、果柄和花器基部产生离层
［４］
。目

前，在拟南芥中，有许多与器官离层相关的基因被克

隆，并对这些基因调控器官的离层进行了初步研究。

Ｃｈｏ等［５］
首先研究表明，ＩＤＡ、ＨＡＥ、ＨＳＬ２和 ＭＡＰＫ

激酶调控拟南芥花器官的离层形成。接着一些研究

报道，在拟南芥离层细胞中发现 ３个类受体细胞质
激酶负调控 ＩＤＡ／ＨＡＥ信号蛋白，从而影响离层的
发育

［６－８］
；同时 Ｓｈｉ等［９］

报道拟南芥中 ＫＮＯＴＴＥＤ
ＬＩＫＥＨＯＭＥＯＢＯＸ基因位于 ＩＤＡ调控信号途径的
下游参与花器官离层的形成。总之上面所述的与离

层形成相关的基因研究大都集中在器官离层发育的

后期，即在离层细胞已经出现和最终分离时期。迄

今，在器官离层发育前期，尤其在离层细胞开始分化

时期的研究还很少见报道。

拟南芥的 ＢＬＡＤＥＯＮＰＥＴＩＯＬＥ（ＢＯＰ）基因属
于 ＮＰＲ１（ＮｏｎｅｘｐｒｅｓｓｏｒｏｆＰＲ１）家族，它主要调控
植物系统获得性抗性。研究表明 ＢＯＰ１和 ＢＯＰ２功
能叠加可以促进拟南芥叶和花的形成

［１０］
。进一步

的研究证明，拟南芥、烟草等植物的 ＢＯＰｓ从各个方
面决定器官的形成模式，有关这方面的研究有很多

报道
［１０－１５］

。除此，拟南芥的 ＢＯＰ１和 ＢＯＰ２基因对
花器官离层发育有重要的作用

［１０，１６］
，烟草中 ＢＯＰ１

蛋白对离层形成初期起着重要的作用。

本研究从陆地棉中分离了一个对离层的分化和

形成相关的调控基因 ＢＯＰ，命名为 ＧｈＢＯＰ１。利用
ｑＲＴＰＣＲ分析表明，其表达量在各个器官中有所差
异，但在离层中优势表达。通过病毒诱导的基因沉

默（Ｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＶＩＧＳ）方法沉默棉
花植株 ＧｈＢＯＰ１基因表达，在盐胁迫下发现其能够
调控棉花叶片和蕾铃脱落。

１　材料和方法

１．１　试验材料
试验所用棉花材料为陆地棉品种中棉所 ３５。

烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）干扰表达载体 ｐＹＬ１５６、辅助
载体 ｐＹＬ１９２均由清华大学刘玉乐教授惠赠。

Ｔ４ＤＮＡ连接酶、各种限制性内切酶、Ｔａｑ聚合
酶以及 ｄＮＴＰｓ购自 ＴａＫａＲａ公司，利福平及卡那霉
素等抗生素购自 Ｓｉｇｍａ公司。质粒提取试剂盒和
ＰＣＲ产物回收纯化试剂盒购自上海捷瑞工程有限
公司，ｃＤＮＡ逆转录试剂盒和大肠杆菌感受态细胞
ＤＨ５α购自北京全式金公司，植物总 ＲＮＡ提取试剂
盒购自上海生物工程有限公司。引物合成及测序均

由北京三博远志生物技术有限公司完成。

１．２　试验方法
１．２．１　ＧｈＢＯＰ１基因的克隆　根据李晶等［１７］

报道

的 ＣＴＡＢ法分离陆地棉总 ＲＮＡ。取棉花根、茎和叶
片为材料，利用植物 ＲＮＡ提取试剂盒（上海生物工
程有限公司）提取棉花总 ＲＮＡ。取 ２μｇ总 ＲＮＡ，
５０ｐｍｏｌ的 ＡｎｃｈｏｒｅｄＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１８用于第一链 ｃＤＮＡ
的合成，具体方法参照逆转录试剂盒说明（北京全

式金公司）。根据 ＧｈＢＯＰ１基因的电子克隆序列设
计特异引物 ＢＯＰ１Ｆ：５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＴＡＧＣＣ
ＴＴＧＡＣ３′；ＢＯＰ１Ｒ：５′ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＣＴＡＧＡＡＧＴＣ
ＡＴＣＡＧＡＧＴＧ３′，ＰＣＲ扩增获得 ＧｈＢＯＰ１基因，扩增
产物回收、连接然后进行克隆测序。

１．２．２　ｑＲＴＰＣＲ分析　以棉花 ａｃｔｉｎ基因作为内参
对照 （引物：ＡＦ２：５′ＴＴＴＧＧＣＡＴＣＡＴＡＣＣＴＴＴ３′和
ＡＲ２：５′ＣＡＣＴＧＧＣＡＴＡＴＡＧＧＧＡ３′），进行了 ｑＲＴ
ＰＣＲ分析。设计的特异引物（ｑＢＯＰ１Ｒ：５′ＣＣＡＧＴＡ
ＴＧＧＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴ３′；ｑＢＯＰ１Ｆ：５′ＧＣＡＧＡＴＧＴＴＴ
ＧＧＣＧＡＧＡＡ３′），以上面获得 ｃＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增，以棉花 ａｃｔｉｎ基因为内标基因，获得结果
采用２－ΔΔＣｑ方法计算基因的相对表达量［１８］

。试验

重复３次。
１．２．３　病毒诱导 ＧｈＢＯＰ１基因沉默　棉花的盐胁
迫分析用上面获得 ＧｈＢＯＰ１基因为模板，利用引物
设计软件 Ｏｌｉｇｏ７．０设计的引物（ｖＢＯＰ１Ｆ：５′ＧＧＡ
ＡＴＴＣＴＧＴＡＧＡＧＧＧＴＣＧＧＴＴＡＧＴＴＣ３′；ｖＢＯＰ１Ｒ：５′
ＧＧＧＧＴＡＣＣＧＧＣＡＧＣＡＡＧＡＧＴＧＴＣＡＡＧ３′；下划线部
分为保护碱基及酶切位点）进行 ＰＣＲ扩增，扩增出
的 ＧｈＢＯＰ１片段大小为３４１ｂｐ，片段通过 ＥｃｏＲⅠ和
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ＫｐｎⅠ酶切、产物回收、４℃过夜连接和阳性克隆筛
选等，将片段插入到载体 ｐＹＬ１５６［１９］，然后经过酶
切和测序验证最终获得病毒重组载体 ｐＹＬ１５６
ＢＯＰ１。

将重组质粒 ｐＹＬ１５６ＢＯＰ１利用电击法导入农
杆菌 ＧＶ３１０１中。农杆菌工程菌株的制备和 ＶＩＧＳ
方法参照 Ｐａｎｇ等［２０］

报道。简单地说，就是将分别

含有 ｐＹＬ１５６ＢＯＰ１、ｐＹＬ１５６、ｐＹＬ１９２和正对照
ｐＴＲＶＣＬＡ１（植物基因组学国家重点前期构建［２０］

）

农杆菌 ＧＶ３１０１进行划线培养，挑单克隆在含有
Ｋａｎ、Ｒｉｆ、乙酰丁香酮和 ＭＥＳ（Ｓｉｇｍａ公司）的液体
ＬＢ培养基中培养过夜，取菌液 １０ｍＬ，４０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ弃上清，加入５ｍＬ重悬液（重悬液成分
ＭｇＣｌ２１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭＥＳ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＡＳ２００μｍｏｌ／Ｌ）
重悬菌体，并调整 ＯＤ６００到 １．５左右，再分别将含
ｐＹＬ１５６ＢＯＰ１、ｐＹＬ１５６或正对照菌液与 ｐＹＬ１９２
菌液１∶１混合，室温下静置３ｈ待用。

棉花种植于光照培养室，温度 ２５℃，光照周期
１６ｈ。发芽７ｄ后，用注射器针头在子叶背面轻划
一下，用去掉针头的１ｍＬ注射器将菌液从背面注入
棉花子叶，尽量使菌液浸染整个子叶。注射后的棉

花植株避光处理１２ｈ后，再次置于光照下培养。相
同试验重复３次。

将 ＶＩＧＳ处理后 １５ｄ的棉花植株每 ３ｄ浇灌
２００ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ溶液１００ｍＬ进行盐胁迫试验，
然后进行观察叶片等脱落情况。

２　结果与分析

２．１　ＧｈＢＯＰ１基因的克隆
由图１可以看出，通过 ＣＴＡＢ法分离的陆地棉

叶根茎总 ＲＮＡ在电泳条件下看不到有基因组 ＤＮＡ
的污染，２８Ｓ核糖体 ＲＮＡ与 １８Ｓ核糖体 ＲＮＡ的带
型比较整齐，无拖尾的现象（图 １Ａ）。为了进一步
确定此 ＲＮＡ的质量，对其进行分光光度法测定，结
果显示 ＯＤ２６０／２８０＞２，表明 ＲＮＡ的纯度较高，蛋白质
的污染少。

在 ＮＣＢＩ数据库中，利用棉花 ＥＳＴ数据，通过电
子克隆获得 ＧｈＢＯＰ１基因的 ｃＤＮＡ全长。以 ｃＤＮＡ
第一链为模板，用合成的引物进行 ＰＣＲ反应，经电
泳检测，扩增出大约 １．５ｋｂ大小的条带（图 １Ｂ）。
对此片段回收克隆后进行序列测定。将测定的序列

和数据库进行比较，和大多生物的 ＢＯＰ基因同源性
很高，所以把该基因定名为 ＧｈＢＯＰ１，其开放阅读框
长度为１４８９ｂｐ，推导的氨基酸序列为 ４８４个氨基
酸残基，具体氨基酸序列见图２Ａ。

Ａ．棉花总 ＲＮＡ的电泳图；Ｂ．ＧｈＢＯＰ１基因的 ＰＣＲ扩增；Ｍ．ＤＬ２０００
ＤＮＡ分子量标准；１．棉花 ｃＤＮＡ；２．ｄｄＨ２Ｏ。

Ａ．ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｏｔｔｏｎｔｏｔａｌＲＮＡ；Ｂ．ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆＧｈＢＯＰ１ｇｅｎｅ
ｂｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒＭａｒｋｅｒ；

１．ＣｏｔｔｏｎｃＤＮＡ；２．ｄｄＨ２Ｏ．

图 １　棉花总 ＲＮＡ的提取和 ＧｈＢＯＰ１基因的分离

Ｆｉｇ．１　ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｏｔｔｏｎｔｏｔａｌＲＮＡ

ａｎｄｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆＧｈＢＯＰ１ｇｅｎｅ

２．２　棉花 ＧｈＢＯＰ１同源性和进化分析
ＧｈＢＯＰ１蛋白序列通过结构域分析表明，含有

ＢＴＢ和 ＡＮＫ这２个结构域（图２Ｂ），ＢＴＢ结构域家
族比较大，包括 ＢＯＰ和 ＮＰＲ这 ２类蛋白。应用拟
南芥的 ＮＰＲ１和烟草的 ＢＯＰ３进行序列比对，这个
家族蛋白是比较保守的，蛋白同源性在 ９５％以上，
在氨基酸序列上也发现了保守的 ＢＴＢ和 ４个 ＡＮＫ
的结构域（图２Ｂ）。

将 ＧｈＢＯＰ１氨基酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中已经登陆
的同源蛋白质库进行比对后，获取其同源性高的其

他植物氨基酸序列。所有同源性氨基酸序列的 Ｅ
值都在０．０１以下，因此，选取同物种序列中 ｓｃｏｒｅ值
最高的一条，共选１１条，利用 ＮＣＢＩ上自带软件，采
用邻连法（ＮＪ法）绘制进化树，如图 ３。序列比较表
明，ＧｈＢＯＰ１在进化过程中具有保守性较高，进化速
度缓慢的特点。

２．３　ＧｈＢＯＰ１基因的组织表达分析
利用定量 ｑＲＴＰＣＲ技术分析棉花 ＧｈＢＯＰ１基

因在叶、根、茎、子叶、花、开花后 ３，９ｄ纤维以及叶
柄离层组织中的表达情况。ＧｈＵＢＩ基因作为内标来
定量各组织器官的表达情况。结果表明，ＧｈＢＯＰ１
基因在陆地棉的根、茎、叶等器官组织均有表达，但

在离层为优势表达，表达量为叶片表达量的 ２０倍
（图４）。
２．４　病毒诱导基因沉默技术分析 ＧｈＢＯＰ１的功能

利用植物基因组学国家重点实验室建立了烟草

脆裂病毒（ＴＲＶ）为载体的棉花功能基因沉默体系，
该体系很好地验证了基因缺失后所表现的表型和功

能
［２０］
。当病毒接种后 １５ｄ，病毒沉默的标记基因

ＧｈＣＬＡ１植株呈现白色漂白叶片，对照没有变化（图
５Ａ，Ｂ）。采摘植株顶端叶片进行基因沉默效果分
析，结果表明，ＧｈＢＯＰ１基因的表达被抑制（图 ５
Ｃ）。这时，对沉默 ＧｈＢＯＰ１基因植株进行盐胁迫试
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验。以２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ来浇灌植株，处理 ５ｄ后，
发现对照植株表现为全部落叶；而沉默 ＧｈＢＯＰ１基

因植株叶片没有脱落（图５Ｃ）。

Ａ．序列同源性分析；方框内表示相同，方框外表示不同；Ｂ．蛋白结构域。
Ａ．ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＧｈＢＯＰ１ａｎｄｔｗｏｈｏｍｏｌｏｇｓ；Ｔｈｅｌｅｔｔｅｒｉｎｔｈｅｂｏｘｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｓａｍｅａｍｉｎｏａｃｉｄ，ｔｈｅｌｅｔｔｅｒｓｏｕｔｏｆｂｏｘｒｅｐｒｅｓｅｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ；Ｂ．ＰｒｅｄｉｃａｔｉｏｎｏｆＧｈＢＯＰ１ｄｏｍａｉｎｓ．

图 ２　ＧｈＢＯＰ１序列同源性分析和功能结构域

Ｆｉｇ．２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｉｄｅｎｔｉｔｙｏｆＧｈＢＯＰ１ａｎｄｔｗｏｈｏｍｏｌｏｇｓａｎｄｐｒｅｄｉｃａｔｉｏｎｏｆＧｈＢＯＰ１ｄｏｍａｉｎ

图 ３　ＧｈＢＯＰ１蛋白的系统进行树分析

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｒｅｌａｔｅｄｎｅｓｓｏｆＧｈＢＯＰ１ａｎｄｈｏｍｏｌｏｇｓ

ｓｈｏｗｎｂｙａｎｕｎｒｏｏｔｅｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅ

图 ４　 ＧｈＢＯＰ１基因在棉花不同器官中的表达

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆＧｈＢＯＰ１ｇｅｎｅ

ｉｎｖａｒｉｏｕｓｃｏｔｔｏｎｏｒｇａｎｓ
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Ａ．沉默空载体（Ｖ∶００）对照植株；Ｂ．沉默标记基因 ＣＬＡ１植株；Ｃ．盐
胁迫 ＧｈＢＯＰ１沉默植株：Ｖ∶ＢＯＰ１和 Ｖ∶００表示基因沉默植株和对
照，图 Ｃ中的小图表示 ＧｈＢＯＰ１基因沉默效果。
Ａ．Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｐｌａｎｔｓｉｌｅｎｃｅｄｗｉｔｈｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ（Ｖ∶００）；Ｂ．Ｔｈｅｐｌａｎｔｓｉ
ｌｅｎｃｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＬＡ１ｇｅｎｅａｓａｍａｒｋｅｒ；Ｃ．ＲｅｓｐｏｎｓｅｏｆＶＩＧＳ
ｐｌａｎｔｓｔｏｓａｌｔｓｔｒｅｓｓ：Ｖ∶ＢＯＰ１ａｎｄＶ∶００ｒｅｐｒｅｓｅｎｔＧｈＢＯＰ１ｓｉｌｅｎｃｅｄｐｌａｎｔｓ
ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｐｌａｎｔｓｓｉｌｅｎｃｅｄｗｉｔｈｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ，ｔｈｅｐａｎｅｌｃｏｎｔａｉｎｅｄｉｎ（Ｃ）
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧｈＢＯＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＶＩＧＳｐｌａｎｔｓｂｙＲＴ
ＰＣＲ．

图 ５　 ＧｈＢＯＰ１基因表达沉默植株对盐胁迫相应

Ｆｉｇ５　ＲｅｓｐｏｎｓｅｏｆＧｈＢＯＰ１ｓｉｌｅｎｃｅｄｐｌａｎｔｕｎｄｅｒｓａｌｔｓｔｒｅｓｓ

３　讨论

ＢＯＰ蛋白在植物中有多种作用，包括模式植物
拟南芥中叶片和花器官形成

［１０］
，拟南芥叶形分

化
［１１］
，器官分化和极性的决定

［１２－１３］
等；在烟草中

ＢＯＰ２调节花冠离层的分化［１４］
，最近也报道 ＢＯＰ蛋

白也控制着抗性和发育
［１５］
。从以上的报道中表明，

ＢＯＰ蛋白主要是在新生区和离层区起着特异分化
的功能，同时也涉及植物的抗病性。

棉花中 ＢＯＰ基因可能有多个同源基因，其会在
植株不同的部位表达量不同，发挥不同功能。因此，

这类蛋白作用也存在多样性，控制多个器官的分化

发育和形态建成，并且参与多个调控网络。正如别

的植物中 ＢＯＰ蛋白也存在其他功能，拟南芥中
ＢＯＰ１和 ＢＯＰ２功能叠加可以促进叶和花的形
成

［１０］
。ＧｈＢＯＰ１基因在铃柄离层组织中的表达为

优势表达，其表达量远远大于其他组织器官中的表

达。因此，其功能可能参与离层的形成和分化。控

制离层区细胞的特异性分化与在烟草中 ＢＯＰ２［１４］可
能存在着相似的功能和分子机制。

本研究中分离的棉花 ＢＯＰ１基因编码的蛋白可

能通过决定离层的分化进而参与整个叶片的脱落过

程。本研究通过 ＶＩＧＳ技术诱导基因沉默，成功干
扰了 ＧｈＢＯＰ１基因的表达，可能使叶柄着生处的离
层区细胞分化不能有效地进行，造成了叶片在盐等

逆境下不能正常脱落。这些结果表明，ＧｈＢＯＰ１蛋
白对棉花的离层形成有重要的调控功能。
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