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花粉发育相关基因 BjMF6 的分子克隆及其

生物信息学分析

张豫超叶意群黄鹏曹家树*

(浙江大学蔬菜研究所细胞与分子生物学实验室，杭州1310029)

摘要 根据白菜花粉特异的多聚半乳糖醒酸酶(PG)基因 BcMF6 的全长序列设计引物，通过

PCR 直接扩增的方法从茎瘤芥(Brassicajuncea Czem. et Coss var. tumida Tsen et Lee)‘浙桐 1 号'和

分粟芥(Brassicajuncea var. multiceps Tsen et Lee)‘雪里慕'中克隆到了 BcMF6 的同源基因 BjMF6t

和句MF6mo BjMF6t 和 BjMF6m 的序列完全相同，故合称写jMF60 该基因与 BcMF6 在 DNA 水平

的相似性高达 99.6%0 Blast分析发现它与拟南芥外切 PG基因在氨基酸水平上有很高的相似性，并

且具有所有 PG基因特有的功能结构域和活性位点，推测 BjMF6属于 PG 基因。通过序列分析和系

统树构建进一步证明了该基因可能是与花粉发育相关的 PG 基因。
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花粉发育是一一个多步骤的复杂过程，受众多基因

的表达调控。在这个过程中，有大量基因被激活口]。

到目前为止，己经有近百个花粉特异基因被克隆，尤

其是近年来，随着大规模基因组分析方法应用于花粉

发育的研究，使人们找到了更多的花粉表达基因。

本实验室先前从白菜中克隆得到 A个花粉特异

表达的多聚半乳糖醒酸酶(polygalacturonase ， PG)基

因 BcMF6 (GenBank 登录号: DN237915)0 PG 是一

种细胞壁结合蛋白，可以催化果胶分子中 α-(1，4)-聚

半乳糖醒酸的裂解，在植物发育许多阶段，尤其是那

些需要细胞分离的阶段参与果胶降解。己有研究

表明， PG 基因家族的多个成员特异地存在于花粉中，

它们可能在花粉成熟和花粉管伸长中发挥重要的作

用[2-61 0 PG 基因是一大基因家族，目前，到底有多少

PG 家族的成员在花粉发育中起作用，以及它们在花

粉发育中的具体作用还不甚清楚。

茎瘤芥(Brassica juncea Czem. et Coss var. tumida 

Tsen et Lee)和分冀芥(B. juncea Czem. et Coss var. 

multiceps Tsen et Lee)为芸茎属作物，与白菜的亲缘

关系较近，为此本研究根据白菜 BcMF6 的序列设计

引物，通过同源序列克隆的方法获得茎瘤芥和分冀芥

中 BcMF6 的同源基因，并利用生物信息学方法分析

该基因的结构特征。研究不同芸茎属作物中的 PG

同源基因，有助于更好地了解 PG基因在芸茎属植物

花粉发育中的作用，进一步了解它们之间的相互关系，

为更好的解析花粉发育全过程打下基础。

1 材料与方法

1.1 材料

本实验所用材料为茎瘤芥‘浙桐 1 号'和分嚷芥

‘雪里摆'， 2005 年 9 月 25 日播于苗床， 10 月 25 日移

栽于试验田，田间管理按常规进行。在苗龄 50 天时，

从群体中随机选取单株，每株取 2-3 片鲜嫩叶片，在

开花期时选取健康饱满的花营，用75%的酒精棉擦洗

T净，做好记号，用锡宿纸包好，立即投入液氮中国

定， -75 oC保存备用。

Trizol@ 购自 Life Technology 公司。 cDNA 合成

试剂盒(SMARTTM PCR cDNA Synthesis Kit)购臼

Clontech 公司。 EcoRI ， EDTA 、 DEPC 、 IPTG 、 x

gal 等购自上海生工生物工程技术服务有限公司。

Taq DNA 聚合酶、 T4DNA 连接酶、 pGEM-T-easy

vector 购自 Promega 公司。 E.coli DH 5α 南株为本

实验室保存。

1.2 DNA、总 RNA 的提取与 cDNA 的合成

DNA提取参照本实验室[71的方法。各植物组织

总 RNA用 Trizol抽提具体操作方法参照 Trizol 产品
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手册。 cDNA 第一链和第二链的合成参照 SMARpM

PCR cDNA Synthesis Kit 使用手册进行。

1.3 引物合成

根据 BcMF6 的 cDNA 序列的 5'-UTR 和 3'-UTR

序列设计一对寻|物凹，扩增日的基因的 DNA 和

cDNA全长序列。寻|物PI序列为: Pl: 5'-ATTGTAAT

CCCCAGTAAC-3'; P2: 5'-GTGTATTGGTT

ATCGCATC-3'。号|物委托上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。

1.4 目的基因的 PCR 扩增、克隆和测序

分别以‘浙桐 1 号'和‘雪里藤'总 DNA 以及花

蕾双链 cDNA 为模板，以 PI 为引物，扩增 DNA 全长

和 cDNA 全长。 PCR 反应体系: 0.5μlDNA 或 cDNA

模板， 2.5μ1 10x PCR 反应缓冲液， 0.5μ1 10μmol/L 

dNTP，上 F游引物(10μmol/L)各 0.5μ1 ， 1.5 U Taq 

DNA 聚合酶， )J口无菌水至总体积 25μ10 PCR 扩增

条件: 94 oC 2 min; 94 oC 30 s; 58 oC 30 s; 72 oC 2 min; 

35 个循环后， 72 oC延伸 10 min 。

PCR产物用 Vitagene公司的DNA凝胶回收试剂

盒回收，目的片段连接到 pGEM-T -easy-vector，连接

好的质粒转化E.coli DH 5α感受态细胞，在含有IPTG

丰11 X-gal 的氨韦青霉素 LB 培养基上挑选白色重组克

隆。碱裂解法抽提质粒，用 EcoRI 进行单酶切鉴定

和 PCR 鉴定后，送上海博亚生物公司测序。所得基

因分别命名为 BjMF6t 、 BjMF6mo

1.5 核昔酸序列分析、同源比对和系统树构建

DNAStar 软件分析町MF6t、 BjMF6m 最大开放

阅读框，推导氨基酸序列;并通过蛋白质专家分析系

统(http://ca.expasy .org)对其编码蛋白质序列进行结构

特征分析;利用 ClustalX(version 1. 8)软件将町MF6t、

BjMF6m 与数据库中的其他 PG 墓因序列(表 1)进行

同源序列的多重排定， MEGA3.1 构建 NJ 系统树，节

点支持率使用 1 000 次 bootstrap 检验。

2 结果

2.1 白菜 BcMF6 同源基因 BjMF6t 和 BjMF6m 基

因的克隆与序列分析

分别以‘浙桐 1 号'和‘雪里藤'总 DNA 以及花

蕾双链 cDNA 为模板，以 PI 为引物，扩增 BjMF6t 、

BjMF6m DNA 全长和 cDNA 全长(图 1)0 PCR 扩增

结果与预期的条带大小一致。将目的基因克隆到

pGEM-T -easy-vector 上，转化 E.coli DH 5α。通过

蓝白斑筛选阳性克隆，碱法提取重组质粒， EcoRI 酶

bp 

3000 

1 500 
1200 

M A 8 C D 

图 1 BjMF6t 、 BjMF6m 的 PCR 扩增结果

M.DNA 分子量; A, BjMF6t DNA; 8 , BjMF6t cDNA; C, BjMF6m 
DNA; D , BjMF6m cDNAo 

切鉴定，结果表明目的基因已被成功克隆。重组质

粒插入片段全序列测定结果见图 2。测序结果表明，

BjMF6t 与 BjMF6m 序列完全相同， DNA 全长 1 557 

bp , cDNA 实际长度为 1 255 bp，故以下分析均用

BjMF6(GenBank 登录号: DQ658218)表示。

用 ClustalX软件比较町MF6的 cDNA和 DNA序

列发现，该基因含有 4 个外显子和 3 个内含子。 3 个

内含子的长度分别为 81 坤、 94 bp 和 127 bp，外显

子·内含子交接点处序列均遵守 GT-AG 规律。利用

DNAStar软件对町MF6序列进行分析，发现其最大开

放阅读框为 1 194 坤，编码 397 个氨基酸(图匀，其中

碱性氨基酸恨， R)43 个，酸性氨基酸(D， E)34 个，疏

水氨基酸(A， 1, L, F, W , V)134 个，极性氨基酸俐， C，

Q , S, T , Y)114 个。编码的假定蛋白质的分子量为

4.28 kDa，等电点为 8.531; 不稳定指数为 30.75，归为

稳定蛋白。应用 Hphob./Kyte & Doolittle 算法，预测

蛋白质的疏水性平均值为 0.077，脂溶指数(aliphatic

index)为 90.83，表明其为疏水性脂溶蛋白。通过

Prosite 数据库查询，发现该序列具有 3 个 N- 糖基化

位点(172-175 ， 257-260， 293-296)， 5 个酷蛋白激酶

II(CK2)磷酸化位点(42-45 ， 156-159 , 174-177 , 

209-212, 215-218) , 8 个豆寇酷化位点(2-7 ， 17-22，

32-37, 83-88, 89-94, 112-117, 191-196, 235-240) , 

3 个蛋白激酶 C(PKC)磷酸化位点(84-86 ， 141-143, 

317-319) ， 1 个 PG 活性位点(227-240), 1 个染色体浓

缩调控蛋白(regu1ator of chromosome condensation, 

RCC)信号 2(RCC1_2)位点(228-238)( 图 3) 。通过
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MG VHFG ISV- - IHV CRS VGVQ 1 1M SMI KTGD -

1 ATTGTAAT优 CCAGTAACTA AAAAAAATCA TATAATG GGT GTACATTπG CAATATCCGT 781 GAATCCA∞T CωAAGGAGT CTTGGAGTCC AGATCATCAA CTCAAACA冗 AAAAC^，ωAG

-LFV VCLL GLS ANA IDFT I TA - -DC l S I G DG T R D L L VER VTC C -

61 ATTAmGTT GmGmGC TA臼竹TATC AGCAAATGCT AAAGAπTCA CAATCACTGC 841 ATGACTGCAT CTCTATTGGA CACωGACCA CACACCTTCT TCT∞AAACA GTTACATCCC 

-PPG SD!T S -PCH CIS ICS L G L Y VIE ED V T-

121 Tα汁αA创T TCTGATATCAαAG(兀TAAC TTCACAAαA ACCTTTCACT TCACATTACT 901 GTCCGωACA T侃AATCAGT ATTωAAGCC TCGGATTATA CGTGAAGGAG GAAGACCTCA 

L L L IT- -GIR VVN 5TLI NT D NG V RIIT-

181 mCTTGTTC TCCAACCAAG GTTAAAATCT mGGGAT∞ ATCCAGTTAT TGTTGAAAAC 961 CTGGCATCAG GGT饥TAAAC TCCACCCTCA TAAACACTCA CAATGGTGTA A∞ATCAAGA 

-FNE ACQF PTR SSV LIP K GEY- -'PS AAC STTA SGI HFE NIIL -

241 A忖CAATGAG CCAT'也CAGT TCCCGÆαAG GAGTAGCGTA TTGATCCCTA AA∞TGAA TA 1021 CATGGCCGTC TCCAGCTTCC TCCACCACCG 优TCG(比TAT CCAT竹TGAG AATATTATCC 

-ILI QIEM MGP CKA PIRl TLQ- -KNV TNP ILID QEY CPI NRCN-

301 CAACCTT∞G CAAATAGAGA TCATGGGTCC ATCCAAAGCT CCCATAAGGA TTACTCπCA 1081 于'CAAGAACCT TAαMα:CT ATCCTCATCC ACCAAGAGTA CTGCCCCTGG AACCCATCCA 

-GTV KADG NVN GND Y'VA PR 自- - K N 

361 AGGCACTGTC AAAGCTGACG GAAACCTTAA 0∞GAATGAC TACTGGGTCG CTTT优GCAG 1 H 1 ACAAGAAαT GAGTACACTT TTCAAGAAAA 甘TAAATGAT CATACTTm CTATGAGATA 

- 1 N G F ( L M G G G 1 F D G E G M A A I - 1201 TGCATAGATC AATCCATGGG AACTGCTTTC ATTGGATGAT GACTαAAGA 臼mTTm

421 GATTAATGGG mAAGTTGA A∞GAGGTGG TA TC忖TGAC GGTGAAGGTA ACCCTGCATG 1 P 5 T T I L V 0 T 5 F K If 1 

- R A N N C H K M A L T Q C K K L P 1 1261 mCTTTGTT TGTAGAAACC ATCAACAATC AAGGTGGTGG ÆCATAAC口T CAACCATATC 

481 侃而CCTAAT AAT四αACA AAAT∞CA TT AACTCAG四C AAGAAACTCC CTAT∞TACG R G T S C N K D A ' V K L L C S K G F P C 

541 TGT口ATCTA 时TCTATGTT TACATAATAA TC∞TTAAAT ATAAAACAGT mcπAA TT 1321 AGACCAACAT CAωGAACAA ACACCCCCTT AACCTTTTGT CCAGCAA凶G AπTCCCTCC 

5 TRF DFV TDAK- KNVQ rCD rD T KYTG AOG PA T 

601 TGπTATGπTTGTGTCATT 凹TTAACACA CCATACCCTT TGATTTCCTG ACTGAα:CTA 1381 AAGAAC盯t;C AGATTCCTGA CATTGACATT AACTAC'"∞G GACCαATGG TCCA优GACA

- IRG IT5 LDSK NFH INV LCAR- FQCS NVS PTL MCTQ VPK ACS 

661 AGATAAGAGG CATAACCTCG TTCCAπCAA AGAA口TαA CATTAACCTG CTCωAGCAA 1441 TTαAAT忆T CCAA∞TATC TCαA∞TTG AT邸GAACTC AGGTα:cTAA AGCATGTACC 

- NMT L EE TTTI APE E5 P N T D G- SPVT KLP CQ. 

721 G<;AACATGAC AT四GAACAA ATCACCATCA TTGCCCCTGA AGAGAGTCCC AACAαCACC 1501 ACCCCAGTGA CTAAGCTACC ACCCCACTAA CAAATCTαA TωGATAACC AATACAA 

图 2 BjMF6 序列及推测的氨基酸序列

BjMF6 含 4 个外显子和 3 个内含子，最大开放阅读框为 1 194 bp，编码 397 个氨基酸。氨基酸序列中的黑线部分为 PG 基因所特有 4 个功

能结构域。 代表氨基酸的字母标在第 2 个密码子上方 。

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 

] J ~~ 丑 俨3 4 2 3 22 3 4 . - - 呻 --
4 2 回-

日
日妇妇妇妇妇妇妇生 pfam_ fs :Glyco _ hydro-=:28T!J 
M妇妇妇妇妇妇妇:% pfam_ls :Glyco_hydro一28 [!] 

γW_h'l7/ff//ff.Ø...0 pfam_ls: IMPDH [!] 

图 3 BjMF6 预测蛋白质结构域分析

1, N- 糖基化位点;2， CK2 磷酸化位点; 3 ， 豆寇散化位点 ; 4 , PKC 磷酸化位点; 5 ， PG 活性位点 ; 6, RCCl_2 位点.

PredictProtein预测BjM町的二级结构，表明该蛋白质

含 6.30% 的 α 螺旋， 48 .369毛的。折叠和 45.34% 的环

状结构 。

2.2 同源比对与系统树构建

从 GenBank数据库下载其他植物的 PG基因(表

1)，将 BjMF6 编码的氨基酸序列与数据库中的其他

PG序列进行同源序列比对，发现该基因具有所用 PG

基因所特有的 4 个功能结构域(图 2) ， 其中结构域 I

(SPNTDG) 、 (GDDC)中的 3 个天冬氨酸残基和结构

域 III(CGPGHGISIGSLG)中的 H残基被认为与催化

反应有关， 高度保守的带正电的结构域 IV(RIK)和基

质中的援基相互作用[B，"，说明该基因是典型的 PG基

因 。 此外， 所推测的 BjMF6 编码的氨基酸序列中包

含 14 个 Cys 结合位点，其中大多数在比对的所有 PG

基因中都是保守的，而半脱氨酸可能在维持胞外蛋白

的三维结构中发挥重要作用[4J。将 BjMF6序列与数

据库中的其他植物PG基因序列进行同源比对发现， 该

基因与拟南芥中 PG基因 PGA3类似基因 NM一124188

同源性最高，在氨基酸水平上具有 89% 的相似性，此

外，与拟南芥花粉特异表达的外切 PG 基因 PGA3 和

花粉高表达基因 PGA5 在氨基酸水平上分别具有

86% 和 84.7% 的相似性。 用 MEGA3.1 软件对BjMF6

与这些PG基因的 CDS序列构建系统树发现，系统树

明显分为 A 、 B 、 C 三个分支(图 的 。 BjMF6 与

NM 124188 、 PGA3 和 PGA5 等同聚在分支 C 上 。

有研究和数据显示，分支 C 上的其他 PG 基因均在花
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有有
表 1 研究中所引用的植物PG 基因

序列登录号 基因名称

Arabidopsis thaliana L. NM 124188 

Arabidopsis. thaliana L. X73222 PGA2 

Arabidopsis thaliana L. AJ005584 PGA3 

Arabidopsis. thaliana L. NM_100158 PGA4 
Arabidopsis thaliana L. AJ003135 PGA5 

Arabidopsis thaliana L. NM 129948 PGA7 

Arabidopsis thaliana L. NM 180028 PGA10 

Brassica napus L. Z49971 PGA 

Brassica napus L. L1 9879 Sta 44-4 

Brassica napus L. AY280869 Sta44G2 

Brassica napus L. AJ250919 PGAZ 

Brassica oleracea L AF518563 PGl 

Brassica rapa L. AJ428543 BrPGl 

Cucumis melo L. AF062466 MPG2 

Cucumis melo L. AJ002532 ADPGl 

Gossypium hirsutum L. U09717 G9 

Lycopersicon esculentum Mi11. U70480 TAPG2 

Medicago sativa L U20431 MePG 

Medicago sativa L AY219848 PGll 

Nicotiana tabacum L. X71020 Npgl 

Prunus persica L. X76735 PPMEPGA 

_ Pyrus communis L. AB084462 PC-PG2 

loorAF518563 
1∞ I lAY280869 
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图 4 用 NJ法构建的植物 PG基因进化树

粉或花营中表达[10-13]。分支 A 和分支B 中的 PG 基

因则主要在果实和脱落区中表达[14] 。

3 讨论

通过同源序列克隆法，我们从茎瘤芥和分囊芥中

克隆了白菜花粉特异的 PG 基因 BcMF6 的同源基因

BjMF6t和 BjMF6mo BjMF6t和 BjMF6m两者的 DNA

序列完全相同，故可将其合称为 BjMF6， 说明该基因

在芸墓属芥菜种中的同源性很高。序列分析发现

BjMF6含有 4 个外显子和 3 个内含子，可能编码的含

有 397 个氨基酸的蛋白质为疏水脂溶性的稳定蛋

白。前人研究发现，花粉特异的 PG氨基酸大小范围

在 362 和 445 个氨基酸之间[1坷 ， BjMF6编码的氨基酸

大小刚好在此范围内。序列中具有 3 个 N- 糖基化位

点， 5个CK2磷酸化位点， 8个豆寇酷化位点， 3个PKC

磷酸化位点， 1 个 RCC1_2 位点。大量研究表明， N
糖基化位点[16， 17] 、 N- 豆寇酷化位点[18， 19]与细胞内信

号转导、蛋白质定位以及黠附等过程有关，而 N- 糖

基化位点还与转运有关[剑，21]。尤其值得注意的是，在

第227到 240个氨基酸之间有一个确定的PG活性位点，

并且具有所有 PG基因所特有的 4 个功能结构域。这

些结果说明该基因属于 PG 基因。同源比对发现，

BjMF6与拟南芥中阳基因PGA3类似基因NM二124188

同源性最高，与拟南芥PG基因 PGA3 ， PGA5 在氨基

酸水平上也具有很高的相似性。将BjMF6与 GenBank

中其他植物PG基因的 CDS 序列构建系统树发现，系

统树明显分为三个分支。 Hadfield 等[14]对众多的己

克隆植物 PG 基因的氨基酸序列进行分析，将 PG基

因分成三大分化单位，即分化单位 A，分化单位B 和

分化单位 C。分化单位A 由非花粉组织中表达的基

因组成，主要存在于果实和脱落区，编码缺乏一段预

期的前序列的蛋白质;分化单位B也存在于果实和脱

落区，不同的是，其编码的 PG 基因具有一段前序列;

分化单位C 完全由花粉表达的外切 PG 基因组成，编

码的蛋白质无前序列。在我们编制的进化树上，分

支A上的 PG基因如NM一129948 (PGA7)在果实和脱

落区表达[川，编码的蛋白质缺乏前序列，此分支对应

于分化单位 A; 分支 B 对应于分化单位 B，其上的 PG

基因也在果实和脱落区表达，但编码的蛋白质在N端

具有延展序列，在翻译后才被去除，如 AJ0025329

(ADPG 1/PGA9)和 NM一180028(PGAl0)[10] 0 BjMF6 

聚在分支 C 上，与其聚得最近的是 AJ005584(PGA3)

和 AJ003135(PGA坷， PGA3 是花粉特异的外切 PG基

因， PGA5尽管在果英发育早期也有表达，但主要在花

粉中表达[10] 。距离次远的是甘蓝型油菜花粉表达的

PG基因L19879(S阳 44-4) 、 AY280869 (Sω44G2)14，1l]， 

以及从芥菜花粉中分离得到的 AF518563(PG l)

(GenBank 登录号: AF518563); 聚在这一分支上的还

有拟南芥花粉特异的外切 PG 基因 X73222(PGA2)和
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NM_100158 (PGA4)l町，在棉花花粉发育后期特异表

达的 U09717 (G9) [121 ， 在烟草花粉发育后期特异表达

的 X71020 (Npgl )f川，以及在紫花盲稽花粉中特异表

达的 U20431 (MePG)和 AY219848 (PGll)(GenBank 

登录号分别为 U20431 和 AY219848)。在花粉中表

达的 PG 基因被认为可能与花粉成熟和花粉管的伸

长、生长有关[3.61 。

以上这些结果表明 BjMF6可能编码芥菜花粉表

达的外切 PG，并在其花粉成熟和花粉管的伸长中起

作用。尽管它们的确切功能需要进一步的确定，但

序列和生物信息学分析提示它是一个重要的花粉发

育相关基因，也为其确切功能的鉴定提供了线索，进

→步的研究正在进行中。
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Molecular Cloning and Bioinformatic Analysis of Pollen 

Development Related Gene BjMF6 

Yu-Chao Zhang, Yi-Qun Ye, Li Huang, Jia-Shu Cao* 

( Laboratoη ofCell & Molecular Biology, lnstitute of~句etable Science, Zhejiang Universi纱\ Hangzhou 310029, China) 

Abstract In the paper, BjMF6t and BjMF6m gene, homologous with the BcMF6 gene encoding pollen-

specific polygalacturonase (PG) of Chinese cabbage, was cloned from Brassicajuncea Czem. et Coss var. tumida 

Tsen et Lee and Brassica juncea var. multiceps Tsen et Lee. The two genes were found to have an identical DNA 

sequence, so, they were given the same name BjMF6. The BjMF6 gene showed 99.6% overall DNA similarity with 

that of BcMF6. Blast result showed that it also shared high similarity to PG genes in Arabidopsis thaliana. 

Sequence analysis revealed 也at one potential PG active position and four highly conserved domains of the plant and 

fungal PGs were present in BjMF6 gene. Furthermore, phylogenetic analysis indicated that BjMF6 might fall into 

the category of clade-C, which is comprised entirely of genes expressed in pollen. All these results suggested that 

BjMF6 might encode a PG related to pollen development. 

Key words Brassica juncea; BjMF6; pollen development; cloning; bioinformatic analysis 
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