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毛白杨PtTFL1.1和PtTFL1.2基因的

克隆和表达模式分析
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摘要      以毛白杨为材料, 利用同源基因克隆法设计引物, 分别以毛白杨基因组DNA和RNA
为模板, 分离克隆了毛白杨中TFL1(TERMINAL FLOWER 1)基因两个成员, 分别命名为PtTFL1.1
和PtTFL1.2。序列分析发现, PtTFL1.1序列全长976 bp, 编码区长度为525 bp, 可编码 174个氨基

酸; PtTFL1.2序列全长1 090 bp, 编码区长度为522 bp, 可编码173个氨基酸。二者都包含4个外显

子和3个内含子, 具有TFL1的典型保守的PEBP结构域, 所推测的氨基酸序列具有TFL1特异关键的

His88(H)和Asp141(D)氨基酸残基。同源蛋白比对结果显示, PtTFL1.1和PtTFL1.2与拟南芥、葡萄、

柑橘、苹果等物种中的TFL1蛋白同源性都在80%以上。系统进化分析表明, PtTFL1.1和PtTFL1.2
都属于FT/TFL1家族中的TFL1亚家族。荧光定量PCR实验表明, PtTFL1.1和PtTFL1.2的表达模式存

在差异, PtTFL1.1在茎中的表达量要高于根和叶, 在不同生长时期的花芽中, 随着季节光照时间的

递减, 表达量呈现明显下降趋势, 推测毛白杨中PtTFL1.1能通过响应日照长短, 参与调控开花的光

周期途径, PtTFL1.1可能是花的诱导初期主要的开花调控子; 而PtTFL1.2在根茎叶以及各个时期的

花芽中表达量都极低, 且未检测到差异性变化。这些研究有助于探索TFL1在毛白杨花发育以及开

花调控过程的重要作用, 也将为后期深入研究毛白杨成花调控的分子机制奠定一定基础。
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Abstract       Designing primers by homologous cloning and using genomic DNA and cDNA from Populus 
tomentosa as templates respectively, the paper cloned and isolated two members of TFL1, named PtTFL1.1 and 
PtTFL1.2. Sequence analysis indicated that the full length of PtTFL1.1 and PtTFL1.2 were 976 bp and 1 090 bp, 
and the coding sequence length were 525 bp and 522 bp, encoding 174 and 173 amino acids respectively. Both of 
them contained four exons, three introns and conserved PEBP domain. The predicted amino acid sequences both 
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had critical His88 (H) and Asp141 (D) residues. Homologous protein blast analysis showed that the PtTFL1.1 and 
PtTFL1.2 shared more than 80% homology in amino acid sequence with Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), grape 
(Vitis vinifera), citrus (Citrus clementina), apple (Malus domestica), and others. Phylogenetic analysis indicated 
that PtTFL1.1 and PtTFL1.2 belonged to TFL1 clade in FT/TFL1. qRT-PCR suggested that expression patterns of 
PtTFL1.1 and PtTFL1.2 were different. In PtTFL1.1, the expression level was higher in stem than root and leaf. In 
addition, with the seasonal photoperiod shortened, the expression of floral buds from different growth periods ap-
peared to an obvious decreased tendency. The paper predicted that PtTFL1.1 could participate in photoperiod flow-
ering regulation pathway by responding to daylength and it might be a major floral regulator in early floral induc-
tion. However, low differential expression of PtTFL1.2 was examined, no matter with the root, stem, leaf and the 
floral buds from different periods. The research would contribute to exploring the significant role of TFL1 in floral 
development and floral time regulation in P. tomentosa, which would also lay a foundation for  the further study on 
molecular mechanism of floral regulation in P. tomentosa.
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开花是植物生长周期中一个非常关键的事件 , 
是营养生长向生殖生长过渡的重要标志。研究表明, 
开花由外部的环境因子和内部的开花调控基因共

同控制。模式植物拟南芥的研究发现 , 花发育主要

包括成花诱导、花的发端、花器官发育3个过程, 有
6种调控途径参与其中, 分别是光周期、春化、温度、

赤霉素、自主、年龄途径 , 各个途径相互交叉协作

形成一个复杂的网络 , 共同对植物开花时间进行调

控 [1-2]。在长期的进化过程中 , 精确的开花时间是植

物不断适应外部环境变化的基础。在农作物中 , 植
物在合适的时间成花是种子产量的保证; 在林木中, 
开花时间将决定童期的长短 , 与木材积累和果实的

产量息息相关 [3-7]。而作为典型的多年生木本植物 , 
杨树的生长发育过程一直是研究的热点。根据前

人的研究 , 杨树在7~10年的童期结束后实现第一次

开花 , 之后每年花芽经过诱导、花器官发育阶段之

后 , 随着光周期变短、温度降低进入休眠 , 当冬季

持续的低温使休眠解除后, 在春季开花[8-10]。

在开花时间和花器官发育的调控过程中 , 
FT(FLOWERING LOCUS T)和TFL1(TERMINAL 
FLOWER 1)都发挥着关键的作用, 是磷酸乙醇胺结合

蛋白 (PHOSPHATIDYLETHANOLAMINE-BINDING 
PROTEIN, PEBP)家族的重要成员 , 他们通过竞争结

合bzip转录因子FD(FLOWERING LOCUS D)来调控

开花时间 [11]。不同于FT在长日照条件下对成花的促

进作用 , TFL1是一个开花抑制基因 , 是植物花序分生

组织特异性基因 , 在维持营养生长和花序无限生长过

程中发挥重要作用[12-13]。在拟南芥中, tfl-1突变体与野

生型相比, tfl-1突变体开花时间提前, 无限花序转变成

有限花序 [14]。在金鱼草的 tfl-1突变体中 , 同样也发生

了花序结构的改变 [15]。之后, 在一些相关的转基因实

验中 , TFL1的功能得到进一步的验证 : 在水稻中过表

达TFL1的同源基因RCN1(RICE CENTRORADIALIS 
HOMOLOGS 1)和RCN2(RICE CENTRORADIALIS 
HOMOLOGS 2), 出现开花时间延迟的现象 , 除此之

外, 分支增多, 花序更加密集[16]。在玉米中, 在过表达

TFL1的转基因株系中 , 同样也出现了开花时间延迟

和花序结构改变的性状变化 [17]。通过RNAi手段, 对
梨和苹果中的TFL1-1和TFL1-2基因表达进行干扰 , 
开花时间明显提前 [18-19]。在草莓中 , TFL1也可以通

过响应光周期途径来调控正确的开花时间[20]。此外, 
在杨树的休眠调控过程中 , 过表达TFL1可以改变蓄

冷量的积累 , 从而延迟萌芽的时间 [21]。以上研究说

明 , TFL1不仅在在调控童期时间、维持花序生长过

程中发挥重要作用 , 也关乎植物开花时间的精准调

控和休眠过程的顺利转化。

毛白杨 (Populus tomentosa Carr., P. tomentosa)
是我国乡土树种 , 广泛地应用于城乡绿化、木材生

产、纸浆造纸等方面 , 具有极高的经济价值和生态

价值。但是其童期较长, 一般5~10年, 极大地限制了

育种改良工作的进行。同时 , 童期的长短也与木材

的积累息息相关 , 这涉及到毛白杨体内营养生长和

生殖生长之间的平衡。另外, 每年春天开花期间, 成
年雌株飞絮和雄株散粉造成的污染, 不管是对交通、

环境还是人类的健康都产生了负面影响 [22-24]。因此, 
我们亟需探索毛白杨的开花分子机制 , 从而缩短其
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育种周期, 促进木材积累, 解决飞絮造成的污染。除

此之外 , 毛白杨是雌雄异株植物 , 其性别分化的分

子机制尚未清楚 , 只能通过花器官形态区分雄株雌

株。通过克隆其成花基因 , 对雌雄花之中不同时期

的表达进行分析 , 也可能是目前性别分化研究的一

个有效手段 [25-26]。因此 , 本实验在毛白杨中对TFL1
进行克隆和表达分析 , 旨在探索及验证TFL1在毛白

杨成花、花器官发育以及开花调控过程的重要作用, 
为后期深入研究毛白杨成花调控的分子机制奠定基

础。

1   材料与方法
1.1   植物材料

本实验中共涉及3种植物材料, 毛白杨雌、雄株

来源于北京林业大学苗圃, 生长状况良好且一致, 毛
白杨TC1521无性系组培苗取自北京林业大学林木

育种国家工程实验室。组培苗用于根茎叶DNA和

RNA的提取, 雌雄株选取不同季节光照自然条件下4
个生长时期的侧生花芽样品, 4个生长时期涵盖花的

诱导、花的发端、器官发生期3个关键过程, 具体采

样时间为2017年7月20日、8月20日、9月20日、10
月20日, 采集样品进行RNA的提取。

1.2   毛白杨总DNA的提取

通过CTAB法对毛白杨TC1521组培苗叶片进行

基因组DNA的提取, DNA经凝胶电泳检测质量后, 
作为PCR反应模板。

1.3   毛白杨总RNA的提取及cDNA第一链的合成

选取正常生长的TC1521组培苗 , 利用改良的

CTAB法进行根茎叶的总RNA的提取 , 利用GoS-

cript™逆转录系统 (Promega A5000)分别对不同样

品总RNA, 进行 cDNA第一链合成。然后将第一链

cDNA稀释10倍作为PCR反应的模板。

1.4   毛白杨PtTFL1.1和PtTFL1.2基因DNA序列

和cDNA序列的克隆

鉴于毛白杨的基因组数据尚未发布, 所以我们参

照与毛白杨亲缘关系较近的模式植物毛果杨 (Populus 
trichocarpa, P. trichocarpa)的基因组数据库 , 参考毛果

杨中TFL1的同源基因PtrTFL1.1(Potri.004G203900)和
PtrTFL1.2(Potri.009G165100)的基因序列 , 利用DNA-
MAN软件设计目的基因的扩增引物(表1)。分别以基

因组DNA和稀释的cDNA为模板 , 进行PCR的扩增。

反应体系为20 μL: 2.0 μL 10× PCR缓冲液、1.6 μL 
dNTPs (2 mmol/L)、0.4 μL上游引物、0.4 μL下游引

物、2.0 μL模板、0.4 μL LA Taq DNA聚合酶、13.2 μL 
ddH2O。PCR循环条件为: 94 °C预变性5 min; 94 °C变
性30 s, 55 °C退火30 s, 72 °C延伸90 s, 进行34个循环; 
72 °C延伸7 min, 最后在4 °C保存。然后将其送至北京

睿博兴科生物技术有限公司进行序列测定。

1.5   基因序列生物信息学分析

1.5.1   基因结构与染色体定位      利用在线网站

Gene Structure Display Server对PtTFL1.1和PtTFL1.2
进行基因结构的绘制 , 利用 Phytozome 12(https://
phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html)中的毛果杨数

据库, 通过在线网站MapGene2Chrom Web v2进行毛

果杨中TFL1基因染色体定位图的绘制。

1.5.2   蛋白质分子特征      利用在线网站ExPASY网

站 (https://web.expasy.org/protparam/)中的ProtParam
工具预测PtTFL1.1和 PtTFL1.2蛋白分子量和等电

表1   用于毛白杨PtTFL1.1和PtTFL1.2基因克隆和荧光定量PCR分析的引物

Table 1   Primers used for the cloning and qRT-PCR analysis of PtTFL1.1, PtTFL1.2 
引物名称 引物序列(5ʹ→3ʹ) 说明

Prime name Prime sequence (5ʹ→3ʹ) Description

PtTFL1.1-F ATG GCA AAG ATG TCA GAG CCT PtTFL1.1 DNA, cDNA cloning

PtTFL1.1-R TCA ACG TTT CCT CGC CG PtTFL1.1 DNA, cDNA cloning

PtTFL1.2-F ATG GCA AAT CTG TCG GAT C PtTFL1.2 DNA, cDNA cloning

PtTFL1.2-R TCA ACG TCT CCT TGC AGC PtTFL1.2 DNA, cDNA cloning

TFL1.1-F AGG GAG GTG GTG AGC TAT GA PtTFL1.1 qRT-PCR analysis

TFL1.1-R AGA AGA CAG CTG CTA CAG GC PtTFL1.1 qRT-PCR analysis

TFL1.2-F GCT ATG AGA TGC CAA GGC CT PtTFL1.2 qRT-PCR analysis

TFL1.2-R GCA GCT GTT TCC CTT TGA GC PtTFL1.2 qRT-PCR analysis

Actin-F CTC CAT CAT GAA ATG CGA TG qRT-PCR analysis

Actin-R TTG GGG CTA GTG CTG AGA TT qRT-PCR analysis

ʹ
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点, 利用在线分析软件Pfam进行蛋白结构域的预测, 
利用TMHMM在线分析工具 (http://www.cbs.dtu.dk/
services/TMHMM/)预测跨膜结构 , 通过SignalP-5.0 
Server(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/zai)进
行信号肽预测, 通过 Plant-mPLoc Server (http://www.
csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/)在线软件进行亚

细胞定位预测。

1.5.3   同源关系与进化关系分析      通过NCBI网
站利用blastp工具将PtTFL1.1和PtTFL1.2的氨基酸

序列与其他物种进行同源比对 , 选择同源性较高的

物种利用 DNAMAN软件进行多序列比对。利用

MEGA 7.0软件分析系统进化关系 , 采用Neighbor-
Joining(NJ)算法的Poisson模型, 选取Completed dele-
tion模式构建系统进化树, 重复1 000次。

1.6   毛白杨PtTFL1.1和PtTFL1.2基因表达模式分

析

采用Prime 5.0软件, 根据已经克隆出的PtTFL1.1
和PtTFL1.2的基因序列 , 设计特异性引物 , 以毛白杨

Actin作为内参基因 (AY261523.1), 将反转录好的根

茎叶及不同时期花芽的cDNA稀释20倍作为模板, 进
行qRT-PCR, 反应体系为20 μL, 具体包括: 2μL cDNA
模板、上下游引物各0.4 μL、10 μL荧光染料SYBR 
Green (TaKaRa生物公司)、8.2 μL ddH2O。反应程序为: 
95 °C预变性10 s; 95 °C变性5 s, 58 °C退火 20 s, 72 °C
延伸 15 s, 进行40个循环, 每个反应重复3次。根据溶

解曲线检测产物特异性, 使用2–ΔΔCt法计算PtTFL1.1和
PtTFL1.2相对于内参基因Actin的表达量。

2   结果
2.1   毛白杨PtTFL1.1和PtTFL1.2基因DNA序列

和cDNA序列的克隆

以毛白杨的基因组DNA为模板, 利用设计的特

异引物, 对目的片段进行PCR扩增, 通过1.2%琼脂糖

凝胶电泳进行检测, 结果发现, PtTFL1.1和PtTFL1.2
均得到1 000 bp左右的条带, 如图1A所示, 测序结果

显示, PtTFL1.1序列全长为976 bp, Genbank登录号为

MT178240; PtTFL1.2序列全长为1 090 bp, Genbank
登录号为MT178241。

将反转录好的cDNA稀释10倍作为模板, 对目

的基因的编码序列进行PCR扩增, 通过1.2%琼脂糖

凝胶电泳检测, 得到500 bp左右的条带, 如图1B所示, 
测序结果表明, PtTFL1.1和PtTFL1.2编码区序列长

度分别为525 bp和522 bp。
综合全长序列和编码序列的结果, 发现PtT-

FL1.1和PtTFL1.2均含4个外显子、3个内含子, 分别

编码174、173个氨基酸。

2.2   PtTFL1.1和PtTFL1.2基因生物信息学分析

2.2.1   基因结构与染色体定位      利用在线网

站 Gene Structure Display Server对 PtTFL1.1和
PtTFL1.2进行基因结构的绘制 , 结果如图 2A所示 , 
毛白杨中PtTFL1.1和PtTFL1.2均含有 4个外显子

和 3个内含子。利用Phytozome v12中的毛果杨数

据库 , 进行TFL1基因染色体定位的分析。如图 2B
所示 , 毛果杨中的PtrTFL1.1(Potri.004G203900)和
PtrTFL1.2(Potri.009G165100)分别定位于4号染色体

A: PtTFL1.1、PtTFL1.2 DNA序列扩增; B: PtTFL1.1、PtTFL1.2 cDNA序列扩增; M: DL2000 marker。
 A: DNA sequence amplification of PtTFL1.1 and PtTFL1.2; B: cDNA sequence amplification of PtTFL1.1 and PtTFL1.2; M: DL2000 marker.

图1   毛白杨PtTFL1.1、PtTFL1.2基因的克隆

Fig.1   Cloning of PtTFL1.1, PtTFL1.2 from P. tomentosa

(A) (B)
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和9号染色体上。

2.2.2   蛋白质分子结构      通过ExPASY网站中的

ProtParam工具对基因编码的蛋白质进行特性分析, 
结果如表2所示, PtTFL1.1的氨基酸数目为174, 分
子量为19 762.62 kDa, 理论等电点为9.26, 不稳定

系数为40.26, 为不稳定蛋白; 而PtTFL1.2的氨基酸

数目为173, 分子量为19 645.28 kDa, 理论等电点为

8.02, 不稳定系数为36.36, 与PtTFL1.1不同, 其为稳

定蛋白, 二者理论等电点都大于7, 所以PtTFL1.1和
PtTFL1.2基因编码的皆为碱性蛋白。其他分析表明: 
PtTFL1.1和PtTFL1.2蛋白中未发现跨膜结构, 也不

存在信号肽结构。在亚细胞定位预测中, PtTFL1.1
和PtTFL1.2均被定位在细胞质中, 在蛋白库中相似

比对上CEN(CENTRORADIALIS)蛋白进一步鉴定

了我们的两个目的基因属于CEN亚家族。利用在线

分析软件Pfam对PtTFL1.1和PtTFL1.2基因进行蛋白

结构域的预测, 结果发现, 二者皆有一个与磷酸乙醇

胺结合蛋白相关的PBP结构域。在PtTFL1.1蛋白中, 
PBP结构域位置在27~163 aa; 在PtTFL1.2中, PBP结
构域位置显示在27~162 aa中。

2.2.3   同源基因分析及多序列比对      PtTFL1.1和
PtTFL1.2核苷酸序列的相似性为72.26%, 编码区序

列相似性为 89.33%, 氨基酸相似性为 90.8%, 通过

NCBI网站中的blastp工具将PtTFL1.1和PtTFL1.2的
氨基酸序列与其他物种进行同源比对 , 结果发现

PtTFL1.1与黑杨 (P. nigra)、毛果杨 (P. trichocarpa)、
胡杨 (P. euphratica)、香脂杨 (P. balsamifera)、草莓

(Fragaria x ananassa)、葡萄(Vitis vinifera)、月季(Rosa 
chinensis)、橡胶 (Hevea brasiliensis)、柑橘 (Citrus 
clementina)、木薯 (Manihot esculenta)的同源性分别

为 : 97.13%、96.55%、95.40%、90.80%、86.21%、

82.76%、84.48%、87.93%、81.71%、87.43%。

PtTFL1.2相对应的同源性分别为 : 88.51%、89.08%、

87.93%、97.11%、86.13%、83.24%、83.24%、

A: PtTFL1.1和PtTFL1.2的基因结构; B: 毛果杨中PtrTFL1.1和PtrTFL1.2在染色体上的位置。

A: gene structure of PtTFL1.1和PtTFL1.2; B: chromosome position of PtrTFL1.1 and PtrTFL1.2 in P. trichocarpa.
图2   杨树TFL1基因结构及染色体定位

Fig.2   Gene structure and chromosomal location of poplar TFL1
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表2   PtTFL1.1和PtTFL1.2编码蛋白分子特征

Table 2   The analysis of characteristics of proteins encoded by PtTFL1.1 and PtTFL1.2
蛋白 分子量 等电点 化学式 不稳定系数 保守域 　

Protein Molecular weight Theoretical pI Formula Instability index Conserved domain

PtTFL1.1 19 762.62 kDa 9.26 C887H1384N248O253S6 40.26 27-163

PtTFL1.2 19 645.28 kDa 8.02 C879H1361N247O256S5 36.36 27-162 　
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89.60%、84.00%、90.53%。选取同源性相对较高7
个物种毛果杨、葡萄、可可 (Theobroma cacao)、苹

果 (Malus domestica)、木薯、拟南芥 (Arabidopsis 
thaliana)、柑橘, 利用DNAMAN软件进行多序列比对, 
结果如图3所示 , 发现毛白杨PtTFL1.1和PtTFL1.2氨
基酸序列拥有PEPB蛋白的D-P-D-X-P和G-X-H-R特
异性基序 , 第88位有区别于FT蛋白的组氨酸 (His)和
141位天冬氨酸(Asp)。
2.2.4   系统进化分析      为了研究毛白杨中PtTFL1.1
与PtTFL1.2和其他植物TFL1/FT家族蛋白的遗传进

化关系 , 利用MEGA 7软件构建蛋白进化树。如图

4所示 , TFL1/FT家族编码的蛋白聚为4大类 , TFL1-
clade、BFT-clade、FT-clade、MFT-clade。其中毛

白杨中的TFL1.1与TFL1.2分别和毛果杨中的PtrT-
FL1-1/CEN1和PtrTFL1-2/CEN2遗传距离最近 , 与拟

南芥、柑橘、葡萄中的TFL1同源蛋白同属于TFL1-
clade, 初步确定毛白杨中的PtTFL1.1与PtTFL1.2属
于TFL1亚家族。另外, TFL1并没有根据物种各自聚

类, 而是不同物种来源的基因交错的聚在一起, 说明

TFL1保守度不高 , 进化过程中分化较大 , 进化速度

比较快。

2.3   基因表达模式分析

提取毛白杨根、茎、叶, 以及分别取于7~10月

4个生长时期的雌、雄花芽的总RNA, 采用SYBR染
料法进行qRT-PCR分析。根茎叶组织差异表达分

析结果如图5A所示, 毛白杨PtTFL1.1在茎中的表达

量相对较高, 而在根和叶中相对表达量比较低; 而
PtTFL1.2在根茎叶中, 检测到的表达量都比较低。

另外, 我们检测了PtTFL1.1在不同生长时期雌雄花

芽中的表达, 如图5B所示, 发现PtTFL1.1呈现规律

性变化, 具体表现为: 随着花芽发育, 季节光照时间

递减, 雌、雄花芽的PtTFL1.1表达量不断降低, 且雌

花芽的表达量在不同的时期都显著高于雄花芽。

3   讨论
FT/TFL1家族成员基因含有PEBP保守结构域, 在

植物的成花转变过程中起着关键的调控作用 , 具有重

要的研究价值。相关成员最初在拟南芥中被发现 , 拟
南芥基因组中共包含6个FT/TFL1基因家族成员, 包括

FT(FLOWERING LOCUS T)、TSF(TWIN SISTER OF 
FT)、TFL1(TERMINAL FLOWER1)、BFT(BROTHER 
OF FT AND TFL1)、ATC(ARABIDOPSIS THALIANA 
CENTRORADIALIS HOMOLOGUE)、MFT(MOTHER 
OF FT AND TFL1)[13]。而在谷子、葡萄、龙胆、毛竹

等大多植物中, FT/TFL1基因家族大致被分为3个亚家

族 , FT、TFL1和MFT, 而在苹果、番茄以及本实验中

PtTFL1.1
PtTFL1.2
PtrTFL1.1
PtrTFL1.2
MeTFL1
MdTFL1.2
VvTFL1
TcTFL1
MdTFL1.1
CsTFL1
AtTFL1
Consensus

PtTFL1.1
PtTFL1.2
PtrTFL1.1
PtrTFL1.2
MeTFL1
MdTFL1.2
VvTFL1
TcTFL1
MdTFL1.1
CsTFL1
AtTFL1
Consensus

104
103
104
103
103
103
103
115
103
103
106

174
173
174
173
173
173
173
185
173
173
177

红色框标识的是D-P-D-X-P 和G-X-H-R特异性基序; 蓝色箭头标识的是特异氨基酸。

The red frames indicate the D-P-D-X-P and G-X-H-R specific motifs; the blue arrows indicate specific amino acids.
PtrTFL1.1 (Populus trichocarpa, Potri.004G203900.1); PtrTFL1.2 (Populus trichocarpa, Potri.009G165100.1); MeTFL1 (Manihot esculenta, 
Manes.14G027800.1); MdTFL1.1 (Malus domestica, MDP0000812208); MdTFL1.2 (Malus domestica, MDP0000867916); VvTFL1 (Vitis vinifera, 
GSVIVT01010598001); TcTFL1 (Theobroma cacao, Thecc1EG015117t1; CsTFL1 (Citrus clementina, Ciclev10006042m); AtTFL1 (Arabidopsis thali-
ana, AT5G03840.1).

图3   PtTFL1.1、PtTFL1.2与其他物种氨基酸序列比对

Fig.3   Amino acid sequence alignment of PtTFL1.1 and PtTFL1.2 with those of other species
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的杨树中 , BFT成员被成功地从TFL1亚家族中分离

出来 , 推测TFL1亚家族相对其他成员进化潜力更丰

富[27-32]。通过近几年的成花研究, 柑橘、大麦、番茄、

兰花、桃、黑樱桃、黄瓜、苹果等多个物种中的FT/
TFL1基因家族成员逐步被分离得到 [28,33-39]。FT和TFL1
通过竞争结合bzip(basic leucine zipper)蛋白来调控开花

时间 [40], FT/TFL1的比例与开花时间和植物形态建成

息息相关 [41]。FT在长日照条件下促进开花提前 , 而
TFL1和FT基因功能相反 , 通过抑制开花途径中的促

进子LFY(LEAFY)及花分生组织基因AP1(APETALA1)
的表达来延迟开花 , 这种蛋白功能的不同是由各亚

族氨基酸残基的不同决定的。FT和TFL蛋白同源性

比较高 , 不过 , FT蛋白中含有Tyr85(Y)和Gln140(Q)
特异氨基酸 , 这也是区别TFL1蛋白的关键氨基酸 , 
而TFL1中则具有保守的His88(H)和Asp144(D)氨基

酸残基。本文毛白杨中TFL1相对应的氨基酸残基

为His88(H)和 Asp141(D)。HANZAWA等[42]发现, 将
FT蛋白中的Tyr85(Y)和TFL中的His88(H)氨基酸互

图4   PtTFL1.1和PtTFL1.2与其他物种FT/TFL1蛋白系统进化树

Fig.4   Phylogenetic tree of PtTFL1.1 and PtTFL1.2 and the members of FT /TFL1 proteins in other species
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换可以使2个蛋白的功能产生互换, 说明Tyr85(Y)和
His88(H)这2个氨基酸在FT和TFL1蛋白发挥功能的

过程中起着决定性的作用。

TFL1亚家族是FT/TFL1家族中一个重要成员, 其
大多成员结构比较保守, 均由4个外显子、3个内含子

组成。对拟南芥、金鱼草、玉米、苹果等植物的研

究发现, TFL1基因在花发育和开花时间调控过程中发

挥抑制作用 , 过量表达TFL1基因使营养生长期延长 , 
延迟开花 [14-15,17,19]。同时 , TFL1基因也是植物花序分

生组织特异性基因 , 在维持花序生长过程中也发挥重

要作用。因此, 推测TFL1通过抑制开花来维持植物营

养生长 , 延长童期 , 从而为植物提供时间积累足够的

营养来保证后期顺利开花结果 , 这与萱草中HkTFL1
可以维持童期生长的研究结果相似[43]。另外, 现代玫

瑰和林地草莓中TFL1功能异常导致持续开花表型的

出现 , 这也间接地支持了TFL1在维持营养生长过程

中发挥作用的推断 [44]。本实验在毛白杨中分离得到

的PtTFL1.1和PtTFL1.2含有典型的PEBP保守结构域 , 
属于FT/TFL1家族。通过同源性分析发现, PtTFL1.1

和PtTFL1.2与黑杨、毛果杨、胡杨、香脂杨、草莓、

葡萄、月季、橡胶、柑橘、木薯等物种中TFL1蛋
白的同源性比较高, 都在80%以上, 具有TFL1特有的

关键的His88(H)和Asp144(D)保守残基。通过系统

进化分析发现 , PtTFL1.1和PtTFL1.2都被聚于TFL1亚
家族。荧光定量PCR结果显示 , PtTFL1.1在茎中表达

量比较高 , 在根叶中表达量比较低。而PtTFL1.2, 在
根、茎、叶中基本上都不表达。PtTFL1.1和PtTFL1.2
表达模式的差异 , 说明 TFL1的不同同源基因功能

产生了分化 , 这一模式也在其他物种中被发现 , 例
如在橡胶中HbTFL1-1和HbTFL1-2只在3个月的幼苗

的根中表达 , 而HbTFL1-3在幼苗的茎尖中表达量更

高 ; 水稻中的Oscen1在组织中呈组成型表达 , Oscen2
主要在根和黄花苗中表达 , Oscen3在叶片中表达微

弱 , 在其他组织中表达量比较高 , 而Oscen4在叶片和

叶鞘中不表达 , 在花序和绿色嫩苗中微量表达 , 主
要在根、茎和黄花苗中表达 [45-46]。本研究中的毛白

杨中PtTFL1.1和PtTFL1.2表达模式不同 , 推测这两个

基因在调控成花的过程中扮演者不同的角色 , 相对

A: PtTFL1.1 和 PtTFL1.2 在各组织中的表达; B: PtTFL1.1在不同时期雌雄花芽中的的表达。

A: expression patterns of PtTFL1.1 and PtTFL1.2 in different tissues; B: expression patterns of PtTFL1.1 in female and male floral buds in different pe-
riods.

图5   PtTFL1.1 和 PtTFL1.2 组织特异性表达

Fig.5   Specific expression of PtTFL1.1 and PtTFL1.2 in different tissues
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PtTFL1.2, PtTFL1.1可能发挥着更重要的作用, 但具体

的功能机制需要下一步的转基因实验验证与研究。

对草莓研究发现, TFL1通过参与光周期途径来

抑制开花, 本研究选取自然生长条件下毛白杨雌雄

株不同发育时期的花芽, 对PtTFL1.1基因进行表达模

式分析[20]。结果发现, 随着季节光照时间的缩短, 花
芽的生长由诱导期过渡到发端期, PtTFL1.1的表达量

从较高水平急剧下降。初步推测在毛白杨中花芽

诱导前期, PtTFL1.1高表达量对营养生长起到一个延

长作用, 保证植物体在进入生殖生长前积累足够的

营养; 当逐渐进入花的发端期, 逐渐降低的PtTFL1.1
表达量可能促进了某些开花促进子的表达, 如AP1、
LFY, 从而进一步促进发端期和花器官分化时期的发

生。在苹果、梨、八倍体草莓的花芽研究中, TFL1
在花的诱导期到花的发端期过程中表达量均降低, 
推测TFL1在花的诱导期发挥一个主要的调控作用, 
这与我们的结果一致[31,47-49]。而在这整个过程中, 光
照时间是主要的外界调控因素, 所以推测在毛白杨

PtTFL1.1通过参与光周期途径对开花时间进行调控, 
但具体相关的上下游基因和作用机制尚不清晰, 有
待之后对其他光周期基因继续分析研究。另外, 在
4个时期, 雌花芽的PtTFL1.1的表达量均高于雄花芽, 
表明毛白杨中PtTFL1.1可能涉及到雌雄差异, 但是杨

树中的性别分化机制还未明确, 所以后期还需要大

量的探索与验证。本文对毛白杨中PtTFL1进行克隆

分离, 并对其表达模式进行分析, 为深入了解TFL1基
因功能及开花机制奠定了基础, 希望能为加快育种

改良、解决飞絮问题等方面提供借鉴与帮助。
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