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摘要      沙棘(Hippophae rhamnoides L.)作为药食同源的重要植物, 其果实在多个领域都有极高的

利用价值。近年来, 对经济树种的分枝进行改良是提高果实产量的一个重要途径。而TCP基因家族在

调控生长发育及逆境响应中具有关键作用 , 其家族成员在植物分枝发育中有着重要作用。该研究通

过生物信息学结合实验验证 , 系统鉴定了沙棘的TCP基因家族 , 并解析了其功能特性。该研究基于基

因组数据筛选出29个沙棘TCP基因, 并通过进化分析将其分为Class I(PCF亚族)和Class II(CYC/TB1亚
族及CIN亚族)。研究发现 , Class II亚族的TCP结构域碱性区比Class I亚族多4个保守氨基酸。染色体

定位显示 , 沙棘TCP家族成员在染色体上分布不均 , 理化性质分析表明沙棘TCP家族多数蛋白呈亲水

性且定位于细胞核。启动子分析发现了在沙棘TCP家族成员的启动子中 , 光响应、激素(如ABA)及胁

迫相关顺式元件富集, 暗示了沙棘TCP家族参与多重调控网络。共线性分析揭示了沙棘TCP基因与拟

南芥、枣存在广泛进化保守性, 且家族扩张主要由全基因组复制/片段复制驱动的跨染色体重复主导。

组织特异性表达显示, CYC/TB1亚族基因HrTCP12在刺和侧芽中高表达, 在其余部位表达量较低, 暗示

其调控分枝发育的功能。亚细胞定位证实HrTCP12和HrTCP18主要定位于细胞核, 符合转录因子特性。

在84k杨中过表达HrTCP12显著抑制杨树分生组织活性基因PagWUS1/2的表达 , 初步验证了其通过抑

制侧芽生长调控植物分枝的保守机制。该研究在全基因组范围内鉴定了沙棘TCP基因家族成员, 并对

CYC/TB1亚族基因进行了表达模式分析 , 发现了其成员具有明显的组织特异性表达特征 , 同时发现了

HrTCP12抑制杨树分生组织活性基因表达, 为利用基因工程改良沙棘分枝特性提供了候选基因。

关键词      沙棘; TCP基因家族; 生物信息学; 共线性分析; 表达模式分析

Genome-Wide Identification of the TCP Gene Family and Preliminary 
Functional Investigation of HrTCP12 in Hippophae rhamnoides
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Abstract       Sea buckthorn (Hippophae rhamnoides L.), as an important plant of medicinal and food origin, 
its fruits are highly utilised in several fields. In recent years, the improvement of branching of economic tree species 
is an important way to increase its fruit yield. While the TCP gene family has a key role in regulating growth and 
development and response to adversity, its family members have important roles in plant meristem development. 
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In this study,  the TCP gene family in sea buckthorn was systematically identified and its functional properties were 
resolved through bioinformatics combined with experimental validation. In this study, 29 TCP genes were identified 
in sea buckthorn based on genomic data. Phylogenetic analysis classified them into Class I (PCF subfamily) and 
Class II (CYC/TB1 and CIN subfamilies). Notably, the TCP domain’s basic region in Class II contained four addi-
tional conserved amino acids compared to Class I. Chromosomal localisation showed that the family members were 
unevenly distributed on chromosomes, and physicochemical analyses showed that most of the proteins of the sea 
buckthorn TCP family were hydrophilic and localised in the nucleus. Promoter analysis revealed that the promot-
ers of the family members were enriched in light-responsive, hormone (e.g., ABA) and stress-related cis-elements, 
suggesting their involvement in multiple regulatory networks. Covariance analysis revealed extensive evolutionary 
conservation of the sea buckthorn TCP genes with Arabidopsis thaliana and date, and the family expansion was 
dominated by trans-chromosomal duplications driven by whole-genome duplication/segmental duplication. Tissue-
specific expression showed that the CYC/TB1 subfamily gene HrTCP12 was highly expressed in thorns and lateral 
shoots, with lower expression in the rest of the site, implying its function in regulating meristem development. Sub-
cellular localisation confirmed that HrTCP12 and HrTCP18 were predominantly localised in the nucleus, consistent 
with transcription factor identity. Overexpression of HrTCP12 in 84k poplar significantly inhibited the expression 
of the active genes PagWUS1/2 in the meristematic tissue of poplar, which preliminarily verified its conserved 
mechanism of regulating plant meristems by inhibiting lateral shoot growth. In this study, TCP gene family in sea 
buckthorn was identified at a genome-wide scale and the expression patterns of the CYC/TB1 subfamily genes were 
analysed. It was found that their members exhibit obvious tissue-specific expression characteristics. Additionally, 
HrTCP12 was found to inhibit the expression of active genes in the meristematic tissue of poplar, offering candidate 
genes for the improvement of meristematic characteristics in sea buckthorn using genetic approaches.

Keywords       sea buckthorn; TCP gene family; bioinformatics; synteny analysis; expression pattern analysis

沙棘 (Hippophae rhamnoides L.)是胡颓子科

(Elaeagnaceae)沙棘属 (Hippophae)植物 , 是一种落叶

性灌木, 是一种优良的生态树种, 被广泛应用于水土

保持 [1]。同时 , 沙棘作为药食同源植物 , 其果实具有

重要经济价值 , 在食品、医疗、保健方面有着广阔

的开发应用前景[2-8]。

植物的分枝作为经济树种结构和产量的最重

要特征之一 , 其形成不仅影响植物的整体株型与果

实产量 , 还与其光环境感知、资源获取能力、竞争

策略以及对逆境条件(如干旱、贫瘠、高温等)的适

应性密切相关 [9-11]。从发育生物学角度来看 , 分枝

的形成是一个连续的过程 , 包括腋芽的发生、休眠

状态的维持与解除 , 最终发育为伸长枝 [12]。其受到

一系列内源信号与外界环境因子的协同调控。其

中以植物激素、转录因子与外界光照 /温度信号

等因素的耦合网络调控最为关键。目前已知 , 多
个植物激素—生长素(auxin)[13-15]、细胞分裂素

(cytokinin)[16]、油菜素内酯 (brassinolide)[17]、赤霉

素 (gibberellin)[18]以及近年深入研究的独脚金内酯

(strigolactone)[19-21]—协同参与对腋芽命运的调

控。研究显示 , 主茎生长点合成的生长素向下运

输会在基部抑制腋芽生长 , 这是顶端优势现象的

基础 [22]。而细胞分裂素则通过促进细胞分裂与活

化腋芽 , 发挥解除休眠的作用 [16-23]。而在这些分

枝调控的遗传网络中 , 一类保守的植物特异性转

录因子—TCP(TEOSINTE BRANCHED1/CY-
CLOIDEA/PCF)家族成员发挥着 “信息整合点 ”的
作用 [24-26]。特别是在拟南芥(Arabidopsis thaliana)
中, CYC/TB1亚家族的代表性成员BRC1(AtTCP18)
和BRC2(AtTCP12), 承担着整合多种激素信号(如
SL、CK、Auxin)以调控腋芽命运与分枝潜能的核

心作用 , 被广泛认为是多重激素信号协调后调控腋

芽命运的关键“执行子”[26-29]。这些基因的表达量直

接决定了腋芽是否发生以及是否进一步形成侧枝

或枝刺等结构 , 不同物种中这些基因的功能具有较

高的保守性 , 但也呈现出一定的功能分化。例如 , 
BRC1及其在多种植物 (如水稻、黄瓜、苹果以及

杨树)中的同源基因的表达受顶端优势及激素调节 , 
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且 BRC1及其同源基因对腋芽的休眠状态起直接

抑制作用 [24-26,29,32-35]。虽然研究较少 , 但BRC2在特

定组织中不仅表现出与BRC1的功能冗余性 , 还可

能独立抑制侧枝发育。有研究证实 , BRC2虽功能

较弱但在部分器官如侧枝的发育中扮演辅助性角

色 [34-36]。在木本植物中 , 该功能可能呈现出新的强

化或分化模式。例如在杨树 (Populus trichocarpa)
中 , BRC2类基因演化出更强的功能 , CRISPR敲除

PtBRC2导致枝条发育显著异常、侧枝显著增多, 
说明其功能在多种植物类型中并不完全保守[33]。

TCP基因家族作为高等植物特有的转录因子家

族 , 其家族成员广泛地参与到植物的生长发育相关过

程(包括花和叶的形状调控、腋生分生组织发育过程、

芽的分枝、配子体的发育、激素信号转导、种子发芽、

生物钟的调节和防御 )中 [37-42]。TCP基因家族成员根

据DNA结合结构域的一级结构不同, 分为Class I(TCP-
P/PCF)和Class II(TCP-C)两个亚家族 [43-46], Class II比
Class I在TCP结构域的碱性区域中多出4个保守氨基

酸, 且Class II亚族部分蛋白在靠近C-端区域有一个未

知功能的R结构域 , 该结构域预测会形成一个螺旋卷

曲结构参与蛋白互作。根据碱性区和bHLH结构氨基

酸的不同将Class II亚家族进一步划分为CYC/TB1和
CIN两类 , 其中CYC/TB1是被子植物特有的分支 [39,46], 
这一分支包括玉米TB1、拟南芥BRC1/2, 与植物地上

部分枝的发育有关[47]。

鉴于TCP基因在不同的生物过程中的关键作用 , 
尤其是其成员对分枝的调控广受关注 , 这个基因家族

已经在各种植物 (特别是在被子植物 )中被鉴定出来 , 
它通常有20多个成员[46]。目前关于沙棘TCP基因家族

的系统鉴定与分析报道较少 , 姚莹等 [48]曾对沙棘TCP
家族进行了鉴定 , 但是在鉴定过程中仅用拟南芥、枣

(Ziziphus jujuba Mill.)、水稻的部分TCP家族成员进行

比对 , 结果仅鉴定到22个沙棘TCP家族成员 , 鉴定结

果不够全面。本研究将通过生物信息学方法在全基

因组范围内对沙棘TCP基因家族成员进行鉴定 , 并对

其系统进化关系、基因结构、保守基序、启动子元件、

染色体定位、理化性质、共线性关系进行分析 , 旨在

为研究沙棘TCP基因的功能提供有利信息。

1   材料与方法
1.1   数据获取

从国家基因库生命大数据平台( C N G B d b )

(https://ftp.cngb.org/pub/CNSA/data2/CNP0001846/
CNS0383685/CNA0022752/)下载沙棘的基因组注

释信息序列文件 (gff文件 )、CDS序列文件、基因组

fasta文件和蛋白序列文件(pep文件)。搜集并下载拟

南芥 [49]和枣 [50]的TCP基因家族数据、基因组注释信

息序列文件(gff文件)和基因组fasta文件。在Pfam数

据库 (http://pfam.xfam.org/)中搜索TCP基因家族相

应的Pfam编号 : PF03634, 下载TCP结构域对应的隐

马尔可夫模型 (hidden Markov model, 简称HMM或

hmm)。
1.2   实验材料及试剂

本研究所用沙棘植物材料采自内蒙古自治区

乌兰察布市兴和县黄花梁生态公园 , 采集沙棘幼苗

后移栽至北京林业大学植物科学中心。

植物RNA提取试剂盒和反转录试剂盒购自天

根生化科技有限公司 ; 胶回收试剂盒购自诺唯赞生

物科技股份有限公司 ; TB Green Premix Ex TaqTM 
II FAST qPCR试剂盒购自TaKaRa公司 ; 大肠杆菌

DH5α感受态以及农杆菌GV3101感受态购自北京擎

科生物科技股份有限公司。

1.3   沙棘TCP家族成员的鉴定

在沙棘蛋白数据库中 , 利用下载的TCP家族对

应的TCP结构域的隐马尔可夫模型 , 在沙棘蛋白数

据库中进行Hmmer检索 , 以e值<0.001为标准 , 去除

重复值, 获得沙棘的TCP家族候选成员。

进一步用TBtools进行Blast比对, 主要用拟南芥

的TCP蛋白序列和沙棘的蛋白序列进行Blast比对 , 
得到的结果去掉重复值 , 获得候选的沙棘TCP蛋白

序列及基因 ID。用枣的TCP蛋白序列和沙棘蛋白序

列进行同样的操作。

为保证结果的准确性 , 将上述得到的 3个筛选

结果提交至Pfam在线工具 , 对候选转录因子的结构

域进行比对和确认。同时 , 通过NCBI的在线工具

Batch CD-Search(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Struc-
ture/bwrpsb/bwrpsb.cgi)对候选蛋白进行保守结构域

分析, 去除没有TCP保守结构域的蛋白, 取剩余具有

TCP蛋白结构域的序列作为最终结果。

1.4   沙棘TCP家族蛋白理化性质预测

使用TBtools软件对沙棘的TCP蛋白进行理化

性质分析, 使用在线网站WoLF PSORT(https://wolf-
psort.hgc.jp/)对沙棘TCP家族成员进行亚细胞定位

预测。
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1.5   沙棘TCP家族系统发育、Motif、Domain、
基因结构分析

首先通过贝叶斯法构建沙棘TCP家族的进化树。

用MAFFT v7(https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/)
对沙棘TCP家族成员的CDS序列和蛋白进行多序列

比对 , 用在线工具Gblock 0.91b(http://www.phylogeny.
fr/one_task.cgi?task_type=gblocks)[51]对比对后的CDS
序列进行序列保守区的选择 , 得到沙棘TCP家族成员

的CDS保守区序列 , 将比对后的蛋白序列上传至ESP-
ript3.0网站(https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/)[52]进行

着色。将得到的CDS保守序列使用DAMBE软件 [53-54]

进行核苷酸替换饱和度检验。检验通过后, 使用MrM-
Tgui软件中的MrModeltest进行最佳核苷酸替代模型

的选择, 选择AIC给出的最佳模型, 进行后续进化树构

建。根据得到的最佳核苷酸替代模型 , 用MRBAYES
构建进化树, MRBAYES构建进化树参数脚本如下:

BEGIN MRBAYES;
*Lset nst=6 rates=gamma;
*Prset statefreqpr=fixed(equal);
mcmc ngen=2 000 000 printfreq=1 000 sample-

freq=100 nchains=4 savebrlens=yes;
sumt contype=allcompat burnin=2 000;
END;
*为MrModeltest计算出的最佳核苷酸替代模

型。

用在线软件MEME5.5.7(https://meme-suite.
org/meme/)对沙棘TCP蛋白的保守Motif进行分析 , 
Motif的数目设为20, 其余参数为默认值, 得到的结

果用TBtools进行可视化。使用TBtools软件对沙

棘TCP家族成员进行基因结构分析。通过NCBI的
在线工具Batch CD-Search(https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi)对沙棘TCP
蛋白进行保守结构域分析 , 用TBtools进行可视化

作图。

1.6   沙棘TCP家族顺式作用元件分析

使用TBtools软件提取沙棘全基因组中所有基

因起始密码子上游 2 000 bp的启动子序列。随后 , 
基于已鉴定的 TCP家族成员信息 , 从上述提取的

全基因组启动子文件中筛选出TCP基因对应的启

动子序列。将获得的TCP基因启动子序列提交至

PlantCare在线平台 (https://bioinformatics.psb.ugent.
be/webtools/plantcare/html/)进行顺式作用元件预测 , 

最后利用TBtools软件可视化启动子顺式作用元件

的分布情况。

1.7   沙棘TCP家族系统进化树构建

根据 1.5中用贝叶斯法构建沙棘TCP家族进化

树的方法, 对拟南芥24个TCP家族成员、枣21个TCP
家族成员和沙棘最终鉴定到的29个TCP家族成员进

行系统进化分析 , 并使用FigTree v1.4.5和在线工具

iTOL(https://itol.embl.de/upload.cgi)[55]对得到的进化

树进行美化。

1.8   沙棘TCP家族染色体定位及共线性分析

根据沙棘基因组gff文件获得沙棘TCP基因在染

色体上的位置信息 , 并用TBtools软件进行可视化绘

图。

利用下载的沙棘、拟南芥、枣基因组数据 , 通
过TBtools的One Step MCScan对其进行共线性分析, 
利用Advanced Circos对共线性结果进行可视化。

1.9   CYC/TB1亚族表达模式分析

CYC/TB1亚族成员在植物中与分枝的发育有

关 , 为初步研究其成员在沙棘分枝发育中的功能 , 通
过实时荧光定量对CYC/TB1亚族的表达模式进行分

析。利用RNA Easy Fast植物组织RNA快速提取试剂

盒[DP452, 天根生化科技(北京)有限公司]说明书所示

方法 , 提取沙棘根、茎、叶、发育中的刺、顶芽、未

萌发的侧芽以及果实的总RNA。利用FastKing一步法

除基因组cDNA第一链合成预混试剂[KR118-02, 天根

生化科技 (北京 )有限公司 ]进行cDNA合成。使用TB 
Green® Premix Ex TaqTM Ⅱ(Tli RNaseH Plus)(TaKaRa, 日
本)试剂盒以及7500 Fast Real-Time PCR System(ABI, 美
国)进行实时荧光定量PCR(RT-qPCR)。选择HrACTIN
为内参基因 , 使用Primer Premier 6设计RT-qPCR引物

(表1)。RT-qPCR反应体系为10 µL: 1.0 µL cDNA模板

(100 ng), 上、下游引物各0.4 µL(10 µmol/L), 0.2 μL Rox 
Reference Dye Ⅱ, 5 μL 2× Green Premix Ex TaqTM II, 3 μL 
ddH2O。反应程序为: 95 °C预变性30 s; 随后进行40个
循环的扩增(95 °C变性5 s, 56 °C退火/延伸34 s); 最后进

行熔解曲线分析(95 °C变性15 s, 60 °C退火1 min, 95 °C
终变性30 s)[56]。使用2−ΔΔCt法计算目的基因的相对表达

量 , 每个样品设4次重复 , 利用Graphpad Prism 9.5软件

进行绘图。

1.10   亚细胞定位

植物分枝是决定其形态建成的重要因素 , 是由

叶腋内的腋芽发育成枝条的过程 , 研究发现 , 拟南
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芥TCP家族成员BRC1(TCP18)可响应并整合多种

信号来调控植物的分枝 [57-58]。本研究通过Blast比
对, 找到了沙棘中BRC1和BRC2的同源基因, 分别为

Hiprha1gene23642和Hiprha1gene07913, 在前期命名

时 , 为了便于理解 , 将其分别命名为了HrTCP18和
HrTCP12。根据1.9所示方法 , 提取沙棘总RNA并合

成cDNA, 以载体pCAM-BIA1300为骨架, 选择Xba Ⅰ
和Kpn Ⅰ为酶切位点 , 根据两个基因的CDS序列 , 设
计去除终止密码子且带有酶切位点的引物 (表1), 以
沙棘刺的 cDNA为模板 , 扩增HrTCP18和HrTCP12
的CDS序列。用Xba Ⅰ和Kpn Ⅰ对纯化后的 pCAM-
BIA1300质粒进行酶切 , 采用同源重组技术分别将

HrTCP18和HrTCP12连接至Xba Ⅰ和Kpn Ⅰ酶切位点

之间, 构建亚细胞定位载体, 命名为pCAMBIA1300-
MASPro::HrTCP18-eGFP-Tnos和 pCAMBIA1300-
MASPro::HrTCP12-eGFP-Tnos。进行测序验证后将

两个重组质粒转化至农杆菌GV3101, 将含两个重组

质粒和 pCAMBIA1300-MASPro::eGFP空载体的农

杆菌与含核定位信号mCherry-NLS的农杆菌混合后

注射入本氏烟草(Nicotiana benthamiana)进行瞬时表

达, 暗培养24 h后, 再转入光下培养24 h, 于激光共聚

焦显微镜下观察并拍照。

1.11   HrTCP12功能的初步研究

根据前人研究 , TCP12(BRC2)通过调控下游基

因(如HB53、WUS)的表达, 限制分生组织活性, 导致

侧芽休眠或确定性生长(如刺的形成)[27,59], 为了探究

HrTCP12是否具有相似功能 , 根据1.10小节得到的

HrTCP12的CDS序列 , 以本课题组改造后的pCAM-
BIA2301载体为骨架 , 选择Kpn Ⅰ和Sal Ⅰ为酶切位点 , 
设计带有接头的引物(表1), 用Kpn Ⅰ和Sal Ⅰ对纯化后

的 pCAMBIA2301质粒进行酶切 , 采用同源重组技

术将HrTCP12连接至Kpn Ⅰ和Sal Ⅰ酶切位点之间 , 构
建过表达载体pCAMBIA2301-35S::HrTCP12-T35S-
35S::GUS-Tnos, 载体进行测序之后转化至农杆菌

GV3101。采用农杆菌介导的叶盘法将HrTCP12过
表达载体转化至84k杨, 对其功能进行验证。对转化

后的不定芽进行生根培养 , 后续通过GUS染色以及

DNA水平的 PCR进行阳性转基因植株的鉴定。根

据1.9所示方法 , 提取转基因阳性植株和野生型植株

根、茎、叶和芽的RNA, 并反转录成cDNA, 进行RT-
qPCR分析。

通过与拟南芥AtHB53和AtWUS进行Blast比对 , 
找到这两个基因在84k杨中的同源基因 , 使用Primer 
Premier 6软件设计RT-qPCR引物 (表1), 以ACTIN为

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences
基因名

Gene name
上游引物(5ʹ→3ʹ)
Forward primer (5ʹ→3ʹ)

下游引物(5ʹ→3ʹ)
Reverse primer (5ʹ→3ʹ)

用途

Application

HrTCP18-eGFP ATA CAC CAA ATC GAC TCT AGA ATG 
GAG TTA TCA GCT AAT AAT ACT GAT-
CAT

GCC CTT GCT CAC CAT GGT ACC 
TGG ATC CAT GTT TTG CCA

Construction of subcellular 
localization vector

HrTCP12-eGFP ATA CAC CAA ATC GAC TCT AGA ATG 
TTC CCT TCT AGC TAT AGC AAT ATT C

GCC CTT GCT CAC CAT GGT ACC 
GTA ATT GGC ACT AGC ATA ATT GC

Construction of subcellular 
localization vector

HrTCP12-OE GAG AGG ACA GAG CTC GGT ACC ATG 
TTC CCT TCT AGC TAT AGC AAT ATT C

AAA GCA TGC CTG CAG GTC GAC 
TTA GTA ATT GGC ACT AGC ATA ATT 
GC

Overexpression vector

qHrACTIN AGG CTT GCT TGA TGA GTC CAA CGC TTC CTC ACC ACA GAT GAA Gene expression analysis

qHiprha1gene23642 ATT TGA GGC TCC CAA GTT GTT G GAG GAG GAA GCA CTT GTA AGG A Gene expression analysis

qHiprha1gene07913 GGG CAA ATT CCG AGG ATG ATT T GCT GAG ATG GCT GCT TCA CA Gene expression analysis

qHiprha1gene22920 CGC CAC CGT TTC TGC TAT GA ACC CTT CGA TCC CTT AGT CCA T Gene expression analysis

qHiprha1gene02974 AAC TCA GCG GCG ACA ACA TA GTC ATT TCC AAC ACA CCT CCA A Gene expression analysis

qHiprha1gene21792 ACA ATT CCA ACG ACG CCA TTA C AAC AGC AGC TTC AGT ACA TTC C Gene expression analysis

qPagACTIN CTC CAT CAT GAA ATG CGA TG TTG GGG CTA GTG CTG AGA TT Gene expression analysis

qPagHB53a ACC ACG ACG AAG GCG AAA GAA G AAC GGC AAC TTG GCG AGG ATC Gene expression analysis

qPagHB53b CCG AAG GGC AAG GTG GAA GAA C TGA ACT GGG ACT GCT GGT GGA A Gene expression analysis

qPagWUS1 TGG TGA GGA CAT CAG CAG CTC T GGT CCA GGG AAG TAC GGG AAG T Gene expression analysis

qPagWUS2 GCG GTT ACT GTT GGG CAA GCA TCA GCG GCT TCC TGG TCT TGA T Gene expression analysis
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内参基因 , 对转基因84k杨中AtHB53和AtWUS的同

源基因进行RT-qPCR分析 , 用2−∆∆Ct法计算基因相对

表达量 , 每个样品设4次重复 , 利用Graphpad Prism 
9.5软件进行绘图。

2   结果
2.1   沙棘TCP家族成员的鉴定

通过Hmmer检索 , 得到了30个候选沙棘TCP蛋
白序列 , 记为 result1; 通过与拟南芥和枣的TCP家族

成员进行Blast比对 , 分别得到了30个和57个候选沙

棘TCP蛋白序列 , 分别记为 result2和 result3; 用Venn
图取3个结果的交集 , 得到29条沙棘TCP蛋白序列 , 
记为 result4。对候选沙棘TCP蛋白序列的保守结构

域进行比对和确认, result1和result2中都分别剔除一

条不具有TCP保守结构域的蛋白序列, result3中剔除

28条不具有TCP保守结构域的蛋白序列 , 剔除不含

TCP保守结构域的序列后 , result1、result2和 result3
剩余结果恰好为交集部分 , 即 result4, 从而确认 re-
sult4的结果为最终的TCP家族成员。Pfam在线工具

的保守结构域分析结果与上述筛选结果一致 , 证实

了最终29个TCP家族成员的可靠性。

2.2   沙棘TCP家族蛋白理化性质预测

使用TBtools软件对沙棘TCP蛋白进行理化性质

预测, 使用在线网站WoLF PSORT对沙棘TCP家族进

行亚细胞定位预测。沙棘TCP蛋白理化性质分析结

果显示, 沙棘TCP蛋白氨基酸数在158到598之间, 相
对分子质量在16 852.86到66 713.12之间。在29个沙

棘TCP家族成员中 , 除了HrTCP7和HrTCP25的蛋白

质不稳定系数小于40(分别为37.86和39.11), 蛋白质

比较稳定外 , 其余27个家族成员的蛋白质不稳定系

数均大于40, 蛋白质可能不稳定。此外 , 沙棘TCP蛋
白的脂肪指数均小于100, 总平均亲水性均为负数 , 
说明沙棘TCP蛋白亲水性较好。HrTCP3亚细胞定位

预测在叶绿体 , HrTCP8和HrTCP25亚细胞定位预测

在细胞质, 其余26个TCP家族成员亚细胞定位预测都

在细胞核(表2)。
2.3   沙棘TCP家族系统发育、Motif、Domain、
基因结构分析

沙棘TCP家族成员蛋白序列比对结果显示 , 29
个沙棘TCP蛋白均包含 1个完整的TCP结构域 , 与
Class Ⅱ(CYC/TB1及CIN)相比 , Class Ⅰ(PCF)在Basic
结构域中缺失4个氨基酸(图1A)。

对沙棘TCP家族成员保守核苷酸替换饱和度进

行检验 , 结果Iss<Iss.c且P=0.000 0(极其显著), 说明序

列替换未饱和 , 适合建树。使用MrModeltest中AIC
给出的最佳核苷酸替代模型Lset nst=6 rates=gamma; 
Prset statefreqpr=dirichlet(1,1,1,1)构建进化树 , 并使用

TBtools将进化树、Motif、Domain、基因结构分析

的结果综合作图 (图1B)。结果显示沙棘TCP家族成

员均含有保守基序Motif 1, Class Ⅰ亚族中除HrTCP3
和HrTCP25外其他成员均含有Motif 1和Motif 2基序 , 
Motif 2只分布在Class Ⅰ亚族中 , 除HrTCP12外Class Ⅱ
亚族成员均含有Motif 1和Motif 3基序, Motif 3只分布

在Class Ⅱ亚族中 , 图1C的LOGO图量化了20个保守

基序中各位点的残基保守性。沙棘TCP蛋白Domain
分析结果表明 , Class Ⅰ亚族都拥有保守的TCP和TCP 
superfamily, CIN亚族有TCP2和TCP/TCP2 superfam-
ily, CYC/TB1亚族除HrTCP18含TCP superfamily外, 其
余均含TCP保守结构域。对沙棘TCP家族成员基因

结构进行分析 , 发现沙棘TCP基因外显子数目为1~6, 
HrTCP8外显子最多, 有6个, HrTCP25和HrTCP24有4
个外显子, HrTCP6、HrTCP13和HrTCP18有3个外显子, 
HrTCP1、HrTCP2、HrTCP17、HrTCP21和HrTCP29
有2个外显子, 其余18个成员均只有1个外显子。

2.4   沙棘TCP家族顺式作用元件分析

顺式作用元件位于基因旁侧序列 , 能够影响基

因的表达。为进一步理解沙棘TCP基因的功能 , 对
沙棘TCP基因上游2 000 bp区域的顺式作用元件进

行分析, 共发现27种顺式作用元件, 总体上可分为五

大类 , 分别是参与生长发育的顺式作用元件、与生

物和非生物胁迫相关的顺式作用元件、与激素响

应相关的顺式作用元件、光响应相关的顺式作用

元件和厌氧诱导响应作用元件 (图2B~图2D)。在沙

棘TCP家族中, 除HrTCP17和HrTCP19外, 沙棘TCP
基因都至少含有 1个生物胁迫或非生物胁迫相关的

顺式作用元件 , 主要包括低温胁迫干旱诱导和防御

应激响应相关顺式作用元件 , 暗示该家族成员极有

可能参与非生物胁迫反应, 同时, 每个沙棘TCP成员

也都包含激素响应相关顺式作用元件 , 如茉莉酸甲

酯、生长素、脱落酸(abscisic acid, ABA)和赤霉素等

响应元件 , 脱落酸是植物水分利用的中心调节因子 , 
直接调控气孔的开放和蒸腾作用 , 而沙棘TCP家族

有18个成员拥有脱落酸响应元件ABRE(图2C)。除

HrTCP8、HrTCP21和HrTCP27外 , 其余沙棘TCP家
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族成员均含有与厌氧诱导相关的顺式作用元件GC-
Motif和ARE, 在沙棘含有的五类顺式作用元件中 , 
与光反应相关的元件在种类和数量上都最多 , 其中

Box 4的分布最广、数量最多(图2D)。
2.5   沙棘TCP家族系统进化树构建

3个物种TCP家族基因的核苷酸替换饱和度检

验结果 Iss<Iss.c且P=0.000 0(极其显著 ), 说明序列替

换未饱和 , 适合建树。检验通过后 , 使用MrModelt-
est中AIC给出的最佳核苷酸替代模型 : Lset nst=6 
rates=invgamma; Prset statefreqpr=dirichlet(1,1,1,1)构
建进化树。从进化树可以看出 , 沙棘TCP家族同其

他物种的TCP家族一样, 分为2个分支, Class I(PCF亚

族)和Class II, Class II又进一步分为CIN和CYC亚族, 
其中PCF亚族中有15个TCP成员, CIN亚族中有9个成

员, CYC/TB1亚族中有5个成员(图3)。
2.6   沙棘TCP家族染色体定位及共线性分析

根据染色体定位 , 除HrTCP10由于染色体组装

问题未被定位到染色体上外, 沙棘的TCP家族成员不

均匀地分布在除chr 9外的11条染色体上(图4)。
为进一步研究沙棘TCP家族成员之间的种内

进化机制及跨物种保守性特征 , 本研究通过基因家

族分析和共线性分析 (包括种内和种间比较 ), 揭示

了该基因家族的扩增模式及系统发育关系。基因

组中基因复制的事件 , 包括全基因组复制 (whole-

表2   沙棘TCP家族蛋白理化性质分析

Table 2   Physicochemical characterization of Hippophae rhamnoides TCP family proteins
基因名

Gene name
基因ID
Gene ID

氨基酸数

Number 
of amino 
acids

分子质量

Molecular 
weight

等电点

Theo-
retical 
pI

不稳定

系数

Instability 
index

脂肪指数

Aliphatic 
index

总平均亲水性

Grand average of 
hydropathicity

亚细胞定位预测

Subcellular local-
ization prediction

HrTCP1 Hiprha1gene02974 293 33 374.26 8.73 53.45 66.96 –0.785 Nucleus

HrTCP2 Hiprha1gene03247 518 56 701.19 8.45 54.47 57.24 –0.790 Nucleus

HrTCP3 Hiprha1gene05124 158 16 852.86 8.40 44.03 69.87 –0.399 Chloroplast

HrTCP4 Hiprha1gene06036 370 41 017.97 6.23 56.38 66.14 –0.751 Nucleus

HrTCP5 Hiprha1gene08017 475 52 272.15 6.87 52.78 62.67 –0.867 Nucleus

HrTCP6 Hiprha1gene11043 362 39 648.10 6.17 50.98 85.41 –0.216 Nucleus

HrTCP7 Hiprha1gene12631 263 27 048.15 9.72 37.86 65.67 –0.364 Nucleus

HrTCP8 Hiprha1gene13434 598 66 713.12 6.80 56.61 67.36 –0.645 Cytoplasm

HrTCP9 Hiprha1gene15464 397 44 633.58 8.96 46.19 62.64 –0.851 Nucleus

HrTCP10 Hiprha1gene16660 258 28 021.31 8.87 54.37 65.81 –0.649 Nucleus

HrTCP11 Hiprha1gene16695 425 46 338.29 7.01 57.44 61.11 –0.645 Nucleus

HrTCP12 Hiprha1gene07913 427 48 727.01 6.16 56.02 63.72 –0.874 Nucleus

HrTCP13 Hiprha1gene17162 513 54 525.99 7.48 62.61 56.20 –0.660 Nucleus

HrTCP14 Hiprha1gene18380 264 27 224.41 9.40 44.87 66.52 –0.369 Nucleus

HrTCP15 Hiprha1gene21292 542 56 825.88 7.10 61.54 49.80 –0.720 Nucleus

HrTCP16 Hiprha1gene21792 321 36 603.45 6.32 60.92 60.47 –0.858 Nucleus

HrTCP17 Hiprha1gene22920 308 34 781.54 6.31 51.35 65.91 –0.792 Nucleus

HrTCP18 Hiprha1gene23642 258 29 808.12 6.62 59.35 68.72 –0.978 Nucleus

HrTCP19 Hiprha1gene22975 413 43 815.00 6.24 47.05 68.50 –0.392 Nucleus

HrTCP20 Hiprha1gene23009 361 40 721.48 4.93 66.04 66.40 –0.857 Nucleus

HrTCP21 Hiprha1gene23509 344 38 254.19 6.26 41.02 61.25 –0.734 Nucleus

HrTCP22 Hiprha1gene24581 427 47 018.59 6.84 51.93 59.20 –0.789 Nucleus

HrTCP23 Hiprha1gene26251 339 36 881.90 9.70 51.80 72.54 –0.421 Nucleus

HrTCP24 Hiprha1gene26869 570 64 096.01 7.23 53.03 64.35 –0.716 Nucleus

HrTCP25 Hiprha1gene27491 359 39 453.84 7.58 39.11 83.65 –0.202 Cytoplasm

HrTCP26 Hiprha1gene28440 239 26 181.66 9.54 50.50 73.89 –0.554 Nucleus

HrTCP27 Hiprha1gene29165 314 36 123.43 8.41 56.97 78.28 –0.677 Nucleus

HrTCP28 Hiprha1gene30354 422 46 338.21 7.33 58.92 56.71 –0.748 Nucleus

HrTCP29 Hiprha1gene30468 379 41 016.30 5.59 50.79 69.21 –0.426 Nucleus
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    H K       R  R R                          WL                                    KDR T V        R I M A  AARIF LT ELR  S  ETI   L  AE AI  A                        T       ....EG G     P AC     Q  R   HK DG   R   EH  P  IA TGTGT
    H K       R  R R                          WL                                    KDR T V        R I M A  AARIF LT ELG  S  ETI   L  AE DI  A                        S       ....EG G     P TC     Q  R   LK DG   R   EQ  P  IQ TGTGT
    H K       R  R R                          WL                                    KDR T V        R I I A  AARIF LT ELG  S  ETV   L  AE AI  A                        T       ....EG G     P TC     Q  R   HK DG   R   EH  P  IQ TGTGT
    H K       R  R R                          WL                                    RDR T V        R V I S  CSGIF LT EMG  S  ETI   L  VR DL  P                        N       ....DG T     P FC     R  R   HR DG   H   SQ  P  TP LNSCK
    H K       R  R R                          WL                                    KDR K V        R I M A  AARVF LT ELG  S  ETI   L  AE SI  A                        N       ....DG G     P LC     Q  R   HK DG   Q   QQ  P  IA TGTGT
    H K       R  R R                          WL                                    KDG K V        R I I A  AARVF LT ELG  S  ETI   L  AE SI  A                        N       ....DG G     P LC     Q  R   HK EG   Q   QQ  P  IT TGRGT
    H K       R  R R                          WL                                    KDR T V        R I M A  AARVF LT ELG  S  ETI   L  AE AI  A                        T       ....DG G     P AC     Q  R   NK DG   E   QQ  P  IA TGTGT
    H K       R  R R                          WL                                    KDR T V        R I M A  AARVF LT ELG  S  ETI   L  AE AI  A                        T       ....DG G     P AC     Q  R   HK DG   E   QQ  H  IA TGTGT
    H K       R  R R                          WL                                    KDR T V        R I M A  AARVF LT ELG  S  ETI   L  AE AV  A                        T       ....EG G     P LC     Q  R   HK DG   E   QQ  P  IA TGTGT
    H K       R  R R                          WL                                    KDR T V        R I M A  AARVF LT ELG  S  ETI   L  AE AV  A                        T       ....EG G     P MC     Q  R   HK DG   E   QQ  P  IA TGTGT
    H K       R  R R                          WL                                    KDR T V        R I M A  AARVF LT ELG  S  ETI   L  AE SV  A                        T       ....EG G     P TC     Q  R   HK DG   E   QQ  P  IA TGTGT
    H K       R  R R                          WL                                    KDR T V        R I M A  AARIF LT ELG  S  ETI   L  AE SI  A                        S       ....NG G     P MC     Q  R   HR DG   E   RN  P  LA TGTGT
    H K       R  R R                          WL                                    KSG Q A        C I L A  AARVF LT ELG  T  QTI   L  AQ SI  V                        S       ....DG N     P VC     Q  R   HR HG   E   EA  Q  KA KNNGA
    H K       R  R R                          WL                                    KDR S V        R I M I  AARVF LT ELG  S  QTI   L  AE SI  A                        S       ....DG G     P IC     Q  R   HK DG   E   RQ  P  IA TGTGT
    H K       R  R R                          WL                                    KDR S V        R I M I  AARVF LT ELG  S  QTI   L  AE SI  A                        S       ....DG G     P IC     Q  R   HK DG   E   RQ  P  IA TGTGT
    H K       R  R R                          WL                                    KDR S V        R V L V  AIQLY LQ RLG  Q  KVV   L  AK EI  L                        G       CTVRGL D     S PT     D  D   LN PS   D   DA  D  DE PPLPI
    H K       R  R R                          WL                                    KDR S V        R V L I  AIQLY LQ KLG  Q  KVV   L  AK EI  L                        G       CTVRGL D     S PT     D  D   LN PS   D   NV  D  DE PPLPE
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A: TCP家族保守结构域; B: TCP家族进化树、Motif分布、蛋白结构域以及基因结构(从左至右); C: TCP家族保守基序。

A: conserved structural domains of the TCP family; B: evolutionary tree, motif distribution, protein structural domain and gene struc ture of the TCP 
family (from left to right); C: the conserved motifs of the TCP family.

图1   沙棘TCP家族成员的蛋白保守结构域序列比对、进化树、Motif、Domain、基因结构分析以及保守基序序列标识

Fig.1   Sequence alignment of protein conserved structural domains, phylogenetic tree, motif, domain, gene structure analyses, 
and sequence logo plots of conserved motifs of Hippophae rhamnoides TCP gene family members
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genome duplication, WGD)、片段复制 (segmental 
duplication, SD)、串联复制 (tandem duplicate, TD)、
转置复制 (transposed duplication, TRD)或分散复制

(dispersed duplication, DSD)。在种内共线性分析

中 , TBtools中的One Step MCScanX算法检测显示 , 
在沙棘的TCP家族中 , 没有发现明显的串联重复事

件 , 沙棘TCP家族的进化扩增主要依赖于全基因组

复制 /片段复制或分散复制。结合家族进化关系 , 在
沙棘TCP家族Class Ⅰ的15个成员中 , 8个成员 (HrT-
CP11/13/15/19/22/23/28/29)来自全基因组复制 /片段

复制, 剩余7个基因来自分散复制; 在Class Ⅱ的14个
成员中, 除HrTCP5/18/27来自分散复制外, 其余成员

均来自全基因组复制 /片段复制 , 印证了全基因组复

制 /片段复制事件在家族进化中的核心作用。值得

注意的是 , 沙棘29个TCP基因中有19个来自全基因

组复制/片段复制事件, 这19个基因形成了17对跨染

色体的复制基因对(图5)。
跨物种共线性分析显示 , 在沙棘的TCP家族中 , 

有 17个基因与拟南芥的 14个基因存在 22对共线性

基因对 , 其中5个基因 (HrTCP2/8/14/19/24)与拟南芥 
中的基因形成了多重共线性关系; 有26个基因与枣的

21个基因存在41对共线性基因对, 其中12个基因(HrT
CP9/11/12/16/19/20/21/22/23/25/26/29)与枣中的基因形

成了多重共线性关系。而HrTCP7/3/10在拟南芥和枣

中均未检测到共线性基因 , 提示其可能经历了物种特

异性的功能分化(图6)。
2.7   CYC/TB1亚族表达模式分析

为深入了解沙棘CYC/TB1亚族成员在不同组

织中的表达情况 , 以初步研究其在沙棘分枝发育中

的功能 , 本研究选取沙棘根、茎、叶、发育中未木

质化的刺、顶芽、未萌发的侧芽和果实 7个组织部

位对沙棘TCP家族CYC/TB1亚族5个基因进行实时

荧光定量分析。结果表明 , 沙棘TCP家族CYC/TB1
亚族基因具有组织特异性 , 且不同基因在相同组织

中表达存在显著差异。其中 , HrTCP12在刺中表达

量最高, 在侧芽中表达量次之, 在其余部位表达量极

低, 其表达具有明显的组织特异性; HrTCP18在顶芽

中表达量最高 , 在侧刺中表达量第二 ; 此外 , 相对于

A: TCP家族进化树; B: TCP家族顺式作用元件分布; C: 不同成员启动子中不同顺式作用元件的数量气泡图; D: 不同成员启动子中不同种类顺

式作用元件数量堆积图。

A: TCP family evolutionary tree; B: TCP family cis-acting element distribution; C: bubble diagram of the number of different cis-acting elements in dif-
ferent member promoters; D: stacking diagram of the number of different kinds of cis-acting elements in different member promoters.

图2   沙棘TCP家族顺式作用元件分析

Fig.2   Analysis of cis-acting elements of Hippophae rhamnoides TCP family
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其他组织, CYC/TB1亚族的其他3个基因在侧芽中的

表达量均排在第一或第二位 , HrTCP1在侧芽中的表

达最高 , 而这5个基因在果实中的表达量均非常低 , 

几乎没有表达(图7)。
2.8   亚细胞定位

通过对CYC/TB1亚族成员进行表达模式分析 , 

图3   沙棘、拟南芥和枣TCP基因家族的系统进化树

Fig.3   Phylogenetic tree of TCP gene family in Hippophae rhamnoides, Arabidopsis thaliana and Ziziphus jujub

图4   沙棘TCP家族基因在染色体上的位置

Fig.4   Location of the Hippophae rhamnoides TCP family genes on the chromosome
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由内到外分别为种内共线性关系、GC skew、染色体基因密度及GC含量折线图、未知碱基(N)分布。

From inside to outside are intraspecific covariance, GC skew, chromosomal gene density and GC content folding, and unknown base (N) distribution.
图5   沙棘TCP家族成员种内共线性分析

Fig.5   Intraspecific covariance analysis of TCP family members in Hippophae rhamnoides

图6   沙棘、拟南芥、枣TCP家族成员物种间共线性分析

Fig.6   Analysis of covariance among species of Hippophae rhamnoides, Arabidopsis thaliana, and Ziziphus jujuba TCP family members
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发现HrTCP12在刺和侧芽中特异表达 , 同时根据前

人研究 , 在不同物种中 , BRC1(TCP18)的同源基因

也对分枝发育有重要调控作用 , 而BRC2(TCP12)是
与BRC1密切相关的TCP转录因子 , 能够抑制腋芽

发育和生长。通过WoLF PSORT在线预测软件分

析发现 , HrTCP12和HrTCP18的亚细胞定位均位于

细胞核。为进一步验证预测结果 , 构建HrTCP12和
HrTCP18的eGFP融合表达载体 , 以pCAMBIA1300-
MASPro::eGFP空载体为对照组 , 利用烟草叶片表

皮细胞进行瞬时表达实验。结果发现 , 在对照组

烟草叶片的细胞核、细胞质和细胞膜中都能观察

GFP荧光信号; 而HrTCP18::eGFP和HrTCP12::eGFP
融合蛋白的荧光信号则主要位于细胞核 ;  同时

HrTCP18::eGFP和HrTCP12::eGFP在细胞质中也有

荧光信号存在 (图8), 实验结果与WoLF PSORT预测

比较一致 , HrTCP18和HrTCP12的核定位特性与其

作为转录调控因子的分子功能高度一致。HrTCP18
和HrTCP12的亚细胞定位呈现核–质双分布, 暗示该

转录因子可能受到动态核质穿梭的调控。

2.9   HrTCP12功能的初步研究

根据 CYC/TB1亚族的实时荧光定量分析 , 
HrTCP12在刺和侧芽中特异表达 , 为了验证HrT-
CP12基因的功能 , 构建带有该基因的过表达载体

pCAMBIA2301-35S::TCP12-T35S-35S::GUS-T35S(图
9A), 并转化84k杨 , 得到HrTCP12过表达植株。通过

PCR进行DNA水平的鉴定, 以HrTCP12的过表达载体

质粒为模板作为阳性对照 , 以H2O和WT的DNA为模

板作为阴性对照 , 结果阴性对照均未扩增出条带 , 株
系OE-9和OE-30与阳性对照扩增出的片段大小一致 , 
表明HrTCP12过表达载体成功转化至植物体内 (图
9D), GUS染色进一步证明目的基因成功转化至84k杨
中(图9C)。

根据前人研究 , TCP12(BRC2)通过调控下游基

因 (如HB53、WUS)的表达 , 限制分生组织活性 , 导
致侧芽休眠或确定性生长 (如刺的形成 )[27,59]。通过

与拟南芥AtHB53和AtWUS进行Blast比对 , 在84k杨
中分别找到了这两个基因的同源基因 , 并将其命名

为PagHB53a、PagHB53b、PagWUS1和PagWUS2, 
采用RT-qPCR对转基因植株中这四个基因的表达量

进行进一步分析 , 发现与WT相比 , 这四个基因的表

达几乎在所有组织部位均有不同程度的下调 , 其中 , 
PagHB53a和PagHB53b在茎段和芽中表达量较高 , 
PagWUS1和PagWUS2均在芽中高表达 , 这与其维持

茎尖分生组织中的干细胞生态位、侧原基的分化、

植物细胞的全能性的功能相吻合 [60]。在转基因株系

中 , PagWUS1和PagWUS2表达在芽中的下调极为显

著 , 在其余部位也均有一定程度的下调 ; PagHB53a
和 PagHB53b在茎段和芽的表达显著下调 , 同时 , 
PagHB53a和PagHB53b在叶中的表达也有一定程度

的下调。WUS基因RT-qPCR分析的结果与前人研究

以HrTCP18在叶中的表达量为对照组(1.0-fold); 不同小写字母表示在P<0.05水平差异显著。

With the expression level of HrTCP18 in leaves as the control (calibrated to 1.0-fold); different lowercase letters indicate significant difference at 
P<0.05 level.

图7   沙棘TCP基因家族CYC/TB1亚族RT-qPCR分析

Fig.7   Analysis of the CYC/TB1 subfamily of the TCP gene family of Hippophae rhamnoides via RT-qPCR
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一致, 说明HrTCP12也具有相似的功能, 能够通过控

制植物侧芽休眠从而调控植物的分枝(图9)。

3   讨论
本研究通过生物信息学方法对沙棘TCP家族进

行了系统鉴定与分析 , 揭示了其在沙棘基因组中的

分布、进化关系、基因结构、保守结构域、顺式

作用元件及表达模式。研究结果表明 , 沙棘TCP家
族包含29个成员, 分布在除9号和11号染色体外的其

他染色体上 , 且这些基因在进化上可分为Class I和
Class II两大类, 其中Class II进一步分为CYC/TB1和
CIN两个亚族 , 这一分类模式与拟南芥和枣等植物

的TCP家族分类一致 , 表明TCP家族在植物中的功

能保守性[43]。

TCP家族在植物生长发育中具有重要作用 , 尤
其是在调控花器官发育、叶片形态、分枝模式及

生物和非生物胁迫响应中发挥关键作用 [39]。本研究

发现 , 沙棘TCP家族成员的启动子区域包含多种顺

式作用元件 , 如与生长发育、激素响应、光响应及

胁迫响应相关的元件。这些元件的存在表明沙棘

TCP基因可能参与了多种生物学过程。例如 , 脱落

酸响应元件ABRE在18个沙棘TCP基因中被发现, 这

与ABA在植物水分利用和胁迫响应中的核心作用

一致 [42,61]。共线性分析显示 , 沙棘TCP家族的进化

扩增主要依赖于全基因组复制 (WGD)、片段复制

(SD)及分散复制 (DSD)事件 , 跨物种共线性分析揭

示 , 沙棘TCP基因与拟南芥和枣的TCP基因存在广

泛的共线性关系 , 表明这些基因在进化过程中具有

较高的保守性。沙棘和拟南芥存在 22对共线性基

因 , 这一数目超过了沙棘和拟南芥中存在共线性关

系的基因的数目 (沙棘中17个基因与拟南芥中14个
基因存在共线性关系 ), 同样地 , 沙棘和枣存在41对
共线性基因 , 这一数目超过了沙棘和枣中存在共线

性关系的基因的数目 (沙棘中26个基因与枣中21个
基因存在共线性关系 ), 深入分析发现 , 存在5个沙棘

TCP家族基因 (HrTCP2/8/14/19/24)与拟南芥中的基

因形成了多重共线性关系 , 12个沙棘TCP家族基因

(HrTCP9/11/12/16/19/20/21/22/23/25/26/29)与枣中的

基因形成了多重共线性关系 , 这一现象表明 , 沙棘

TCP家族基因在进化过程中可能经历了物种特异性

的扩张或复制事件 , 导致其与近缘物种间形成了复

杂的多重共线性网络 , 这一结果与TCP家族在被子

植物中的广泛保守性一致 [46]。研究通过共线性分析, 
系统阐明了沙棘TCP家族的进化动力学特征: 种内扩

图8   HrTCP12和HrTCP18的亚细胞定位

Fig.8   Subcellular localization analysis of HrTCP18 and HrTCP12 gene
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增以WGD/SD驱动的跨染色体重复为主导 , 而跨物

种比较则揭示了核心TCP基因的深层保守性, 为深入

解析该家族的分子进化机制提供了重要理论依据。

CYC/TB1亚族在植物分枝和花器官发育中具

有重要功能[46-47,62]。本研究发现, 沙棘CYC/TB1亚族

的5个基因在侧芽中均有表达, 其中HrTCP12在刺中

表达量最高, 而在果实中表达量极低; HrTCP18在顶

芽中表达量最高, 在刺中的表达量次之, 在侧芽中的

表达量只略低于刺 , 表明CYC/TB1亚族在沙棘分枝

的发育中可能具有重要功能 , 在刺的形成过程中也

可能发挥作用。此外 , CYC/TB1亚族基因的表达模

式具有明显的组织特异性 , 这可能与其在沙棘不同
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A: HrTCP12过表达载体示意图; B: 野生型植株与过表达植株表型对比; C: 过表达植株GUS染色鉴定; D: 过表达植株DNA水平鉴定; M: DNA分

子量标准(Marker), P: 阳性对照(阳性转化子), WT: 未转基因的野生型对照; H2O: 无模板DNA的阴性对照; OE-9、OE-30: 过表达目标基因的独

立转基因株系(OE-9和OE-30); E: 过表达植株中HrTCP12下游基因PagHB53a/b和PagWUS1/2的表达水平检测; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; 
****P<0.000 1;  nsP>0.05, 无显著差异。

A: schematic diagram of HrTCP12 overexpression vector; B: comparison of phenotypes between wild-type and overexpression plants; C: identification 
of overexpression plants by GUS staining; D: identification of overexpression plants at the DNA level; M: DNA molecular weight marker (Marker); P: 
positive control (positive transformant); WT: wild-type control (non-transgenic); H2O: no-template DNA negative control; OE-9, OE-30: independent 
transgenic lines overexpressing the target gene (OE-9 and OE-30); E: detection of expression levels of the downstream genes of PagHB53a/b and Pag-
WUS1/2 in overexpression plants of HrTCP12; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 1; nsP>0.05, no significant difference.

图9   HrTCP12过表达载体及转基因植株的鉴定

Fig.9   Schematic representation of HrTCP12 overexpression vectors and identification of transgenic plants
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组织中的功能分化有关[42]。

本研究证实HrTCP18和HrTCP12定位于细胞

核, 符合TCP家族作为转录调控因子的典型特征, 暗
示其通过直接结合DNA或表观修饰调控靶基因表

达 , 进而参与沙棘分枝发育。同时HrTCP18和HrT-
CP12在细胞质中也存在微弱信号 , 这一结果与前人

发现CtTCP3在红花中同时定位于细胞核和细胞质

的结果一致 , 表明转录因子的亚细胞定位有许多例

外 [63]。瞬时表达实验中 , HrTCP18和HrTCP12在细

胞质中存在微弱的荧光信号 , 这一结果提示其这两

个基因功能可能受核–质动态转运调控, 这为探究激

素或胁迫信号对其活性的调节提供了线索。

进一步功能研究表明 , HrTCP12过表达显著抑

制杨树中PagHB53a/b和PagWUS1/2的表达 , 尤其在

茎段和芽中下调最为显著。PagWUS作为干细胞生

态位维持的关键因子 , 其表达被抑制与侧芽休眠表

型高度契合 , 与前人报道的BRC2通过抑制分生组织

活性限制分枝的机制一致 , 表明HrTCP12功能在进

化上具有保守性。此外 , PagHB53a/b在转基因植株

中的表达情况与前人研究相反 , 多次实验排除了实

验操作及样本不同可能造成的影响 , 考虑过表达载

体采用35S强启动子 , 可能造成84K杨直系同源基因

和旁系同源基因 (TCP12/18)表达被抑制 , 结合前人

研究, HB53更多受TCP18的调控, 推测其表达下调可

能是由于84k杨内源基因TCP18表达受抑制导致的 , 
具体原因有待进一步实验验证[64-66]。

尽管本研究对沙棘TCP基因家族进行了系统鉴

定与分析, 但仍存在一些局限性。首先, 本研究主要

基于生物信息学预测 , 缺乏实验验证。未来需要通

过基因敲除、过表达等实验手段进一步验证沙棘

TCP基因的功能。其次 , 本研究仅分析了CYC/TB1
亚族的表达模式, 未来应扩展至其他亚族, 以全面揭

示TCP基因家族在沙棘中的功能。此外 , HrTCP12
是否通过直接结合靶基因启动子或与其他调控蛋白

互作发挥作用仍需验证。HrTCP18的生物学功能及

其与HrTCP12的协同或拮抗关系亦有待解析。最后, 
沙棘TCP基因在非生物胁迫响应中的具体机制仍需

进一步研究 , 尤其是在干旱、盐碱等胁迫条件下的

表达调控网络。

本研究完成了沙棘TCP基因家族的系统鉴定, 揭
示了其基因组分布特征、进化模式及组织特异性表

达规律。研究结果表明 , HrTCP12作为CYC/TB1亚族

关键成员 , 在刺和侧芽中的特异性表达暗示其调控

枝刺发育与分枝建立的生物学功能。通过遗传学实

验证实 , HrTCP12通过抑制分生组织活性基因 (Pag-
WUS1/2)的表达限制侧芽生长 , 这一机制为解析木本

植物分枝调控网络提供了新视角。综上 , 该研究不仅

为沙棘遗传改良提供了候选靶基因 (HrTCP12), 还为

沙棘TCP基因的功能研究及遗传改良提供了重要的

理论依据 , 同时为解析TCP基因在植物生长发育和胁

迫响应中的调控网络奠定了基础。
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