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　 　 摘要:ＭＯＮＯＣＵＬＭ １(ＭＯＣ１)基因在植物腋分生组织和腋芽的形成中发挥重要作用ꎬ是植物分蘖关键调控基因ꎮ 本研究

利用同源基因克隆法结合 ＲＴ￣ＰＣＲ、ＲＡＣＥ 技术从甘蔗品种 ＲＯＣ２２ 中克隆获得 ＭＯＣ１ 的同源基因ꎬ命名为 ＳｃＭＯＣ１ꎮ 生物信息

学分析发现该基因的 ｃＤＮＡ 序列包含一个长度为 １２９９ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码 ４３２ 个氨基酸残基组成的含有 ＧＲＡＳ 保守结构

域的非分泌蛋白ꎬ其分子量为 ４５ ４３ ｋＤꎬ理化等电点 ｐＩ 为 ６ ９８ꎮ 序列比对分析显示 ＳｃＭＯＣ１ 与高粱(Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ(Ｌ )
Ｍｏｅｎｃｈ)、赖草(Ｌｅｙｍｕｓ ｓｅｃａｌｉｎｕｓ (Ｇｅｏｒｇｉ)Ｔｚｖｅｌ )、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ )等禾本科植物同源蛋白氨基酸序列一致性较高ꎻ系统

进化树分析显示其与高粱、小米草(Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ(Ｌ )Ｐ. Ｂｅａｕｖ )、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ )等禾本科植物 ＭＯＣ１ 同源蛋白亲缘关系

最近ꎻＳｃＭＯＣ１ 在甘蔗品种 ＲＯＣ２２ 中的序列变异分析发现ꎬ３０ 个克隆得到的序列中共有 ４６ 个 ＳＮＰ 位点和 ２９ 处 ＩｎＤｅｌ 位点ꎬ其
中 １ 个位点发生的单个碱基缺失和另一个位点的 ４ 个碱基插入是造成基因编码蛋白序列变化的主要原因ꎮ 中性检测表明ꎬ
ＳｃＭＯＣ１ 在 ＲＯＣ２２ 中遵循中性进化模型ꎮ 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 分析 ＳｃＭＯＣ１ 在甘蔗品种 ＲＯＣ２２ 分蘖期不同组织部位(根、
茎、叶、分蘖芽、叶鞘、生长点)、茎尖生长点和不同发育阶段腋芽(幼嫩腋芽、半大腋芽、较大腋芽、成熟休眠腋芽)的表达特征ꎬ
结果显示 ＳｃＭＯＣ１ 在分蘖期的 ＲＯＣ２２ 中的表达具有组织特异性ꎬ在生命活跃的茎尖生长点处表达量最高ꎻ在腋芽形成发育过

程中该基因表达总体呈现出“升￣降￣升￣降”的趋势ꎬ说明 ＳｃＭＯＣ１ 基因可能在甘蔗腋芽形成发育阶段中发挥作用ꎮ 以上研究

可推测ＳｃＭＯＣ１在甘蔗的分蘖性状调控上扮演重要的角色ꎮ 本研究为 ＳｃＭＯＣ１ 的功能研究及其在甘蔗产量分子辅助育种中的

利用奠定基础ꎮ
关键词:甘蔗ꎻ 分蘖ꎻ ＭＯＣ１ 基因ꎻ序列变异分析ꎻ表达分析
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:ＭＯＮＯＣＵＬＭ １(ＭＯＣ１)ꎬａ ｇｅｎｅ ｔｈａｔ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇꎬｗｈｉｃｈ ｐｌａｙｓ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ａｘｉｌｌａｒｙ ｍｅｒｉｓｔｅｍ ａｎｄ ａｘｉｌｌａｒｙ ｂｕｄ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇ ｏｆ ＭＯＣ１
ｗｈｉｃｈ ｎａｍｅｄ ＳｃＭＯＣ１ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｖａｒｉｅｔｙ ＲＯＣ２２ ｂｙ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ(ＲＴ￣ＰＣＲ)ａｎｄ ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ｅｎｄｓ(ＲＡＣＥ). Ｂｉｏｉｎｆｏｒ￣
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ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ａ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ＧＲＡＳ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｏｍａｉｎ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｏ
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　 ４ 期 李旭娟等:甘蔗 ＭＯＣ１ 基因(ＳｃＭＯＣ１)的克隆与表达分析

ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＳｃＭＯＣ１ ｈａｄ ａ ｃｌｏｓｅｓｔ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ￣
ａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｉｔ′ｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ(Ｌ )ＭｏｅｎｃｈꎬＳｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ(Ｌ )Ｐ. Ｂｅａｕｖ ａｎｄ
Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ ｉｎ ｔｈｅ ＮＪ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ｉｎ ＲＯＣ２２ꎬｗｅ
ｃｌｏｎｅｄ ＳｃＭＯＣ１ ｆｒｏｍ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｖａｒｉｅｔｙ ＲＯＣ２２ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｔｏ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬｔｈｅｎ ３０ ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｒａｎ￣
ｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓꎬｔｏｔａｌｌｙ ４６ ＳＮＰｓ ａｎｄ ２９ ＩｎＤｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｃｌｏｎｅｓ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｓｅ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓꎬｏｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ４ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｃａｕｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏ￣
ｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. Ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｎｏ ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ｉｎ ＲＯＣ２２. Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ￣ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｉｘ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
(ｒｏｏｔꎬｓｔｅｍꎬｌｅａｆꎬｔｉｌｌｅｒ ｂｕｄꎬｌｅａｆ ｓｈｅａｔｈ ａｎｄ ｓｔｅｍ ａｐｅｘ)ｏｆ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ａｎｄ ｓｔｅｍ ａｐｅｘꎬａｘｉｌｌａｒｙ ｂｕｄｓ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅ(ｔｅｎｄｅｒ ａｘｉｌｌａｒｙ ｂｕｄꎬｍｅｄｉｕｍ ａｘｉｌｌａｒｙ ｂｕｄꎬｌａｒｇｉｓｈ ａｘｉｌｌａｒｙ ｂｕｄꎬｍａｔｕｒｅ ｄｏｒｍａｎｔ ａｘｉｌｌａｒｙ ｂｕｄ)ꎬｔｈｅ ｒｅ￣
ｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＳｃＭＯＣ１ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＲＯＣ２２ ａｎｄ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｓｔｅｍ ａｐｅｘ ａｔ ｔｈｅ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ
ｓｔａｇｅꎬｗｈｉｌｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｏｆ “ｕｐ￣ｄｏｗｎ￣ｕｐ￣ｄｏｗｎ” ａｔ ｔｈｅ ａｘｉｌｌａｒｙ ｂｕｄｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐ￣
ｍｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄꎬｓｏ ｗｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈａｔ ＳｃＭＯＣ１ ｐｌａｙｅｄ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ａｘｉｌｌａｒｙ
ｂｕｄｓ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓꎬｗｅ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｔｈａｔ ＳｃＭＯＣ１ ｍｉｇｈｔ ｐｌａｙ ａ ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ
ｔｒａｉｔ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｂｏｖｅ ｗｉｌｌ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１
ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｙｉｅｌｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｓｕｇａｒｃａｎｅꎻｔｉｌｌｅｒｉｎｇꎻＭＯＣ１ ｇｅｎｅꎻｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

分蘖(分枝)是禾谷类作物和其他许多单子叶

植物生长发育过程中最重要的农艺性状之一ꎬ是影

响水稻、小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ )、大麦(Ｈｏｒｄｅｕｍ
ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ )等主要农作物穗数或茎数以及形态建成

进而影响其产量的重要性状因子[１￣３]ꎮ 对于无性繁

殖经济作物￣甘蔗(Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ Ｌ )来说ꎬ
分蘖性状显得尤为重要[４]ꎬ主要因为甘蔗的收获产

品主要是地上蔗茎部分ꎬ而蔗茎由主茎和分蘖茎组

成ꎬ可见分蘖茎的多少和大小直接决定了甘蔗产量

的高低ꎮ 因此ꎬ挖掘甘蔗分蘖调控关键基因并加以

开发利用ꎬ对进一步提高甘蔗品种产量潜力具有重

要意义ꎮ
ＭＯＮＯＣＵＬＭ １(ＭＯＣ１)是最先从水稻中克隆获

得的调控其分蘖芽形成的关键基因ꎬ该基因控制着

腋生分生组织的起始和分蘖芽的形成ꎬ同时还有促

进分蘖芽伸长的功能ꎮ 其克隆是近年来植物形态建

成特别是侧芽形成研究领域中最重要的进展之

一[５]ꎮ ＭＯＣ１ 属植物特有的 ＧＲＡＳ 家族的 ＶＨＩＩＤ 转

录因子ꎬ该家族成员参与了植物侧枝形成[６]、根辐

射方向结构分布[７￣８]、光信号传导[９]、植物激素赤霉

素的信号传导和植株高度控制等多种重要的生理和

发育过程[１０￣１３]ꎮ 番茄(Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｍｉｌｌ )
ＬＳ 基因[６]ꎬ拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ(Ｌ )Ｈｅｙｎｈ )
ＬＡＳ 基因[１４]均属于该家族的直向同源基因ꎬ它们在

结构和功能上都很保守[１５]ꎬ都参与了植物分蘖或分

枝的调控ꎬ对于植物产量的形成具有重要的调控

作用ꎮ
鉴于 ＭＯＣ１ 基因在植物分蘖或分枝调控中的重

要功能ꎬ本研究通过同源基因克隆法结合 ＲＴ￣ＰＣＲ
和 ＲＡＣＥ 技术从甘蔗品种 ＲＯＣ２２ 中克隆出 ＭＯＣ１
的同源基因 ＳｃＭＯＣ１ꎬ又借助生物信息学分析预测

其结构和功能ꎮ 然后提取 ＲＯＣ２２ 基因组 ＤＮＡ 并扩

增获得 ＳｃＭＯＣ１ 全长序列ꎬ再将此序列进行连接转

化后挑取 ３０ 个阳性克隆摇菌测序ꎬ并分析 ＲＯＣ２２
中所得 ＳｃＭＯＣ１ 的 ３０ 个不同克隆核苷酸序列变异

情况ꎬ最后通过实时荧光定量 ＰＣＲ 对 ＳｃＭＯＣ１ 进行

表达分析ꎬ以期为后续该基因的功能解析和在甘蔗

产量分子辅助育种中的运用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

以我国主栽甘蔗品种新台糖 ２２ 号(ＲＯＣ２２)为
研究材料ꎬ由国家甘蔗种质资源圃提供ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 ＲＮＡ 提取及反转录 　 分别选取 ＲＯＣ２２ 幼

苗茎尖生长点部位ꎬ分蘖期 ＲＯＣ２２ 的不同组织部位

(根、茎、叶、分蘖芽、叶鞘、茎尖生长点)以及甘蔗成

熟期 ＲＯＣ２２ 的茎尖生长点和不同发育阶段腋芽组

织(幼嫩腋芽、半大腋芽、较大腋芽、成熟休眠腋

芽)ꎬ使用液氮速冻组织样品ꎬ并研磨提取总 ＲＮＡꎬ
提取方法参照全式金 ＴｒａｎｓＺｏｌＴＭＰｌａｎｔ ＲＮＡ 试剂盒ꎬ
并采用 １ ０％的琼脂糖凝胶和 Ｂｉｏ Ｄｒｏｐ Ｌｉｔｅ ＰＣ 超微
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量可见紫外分光光度计检测质量和浓度ꎬ然后分别

使用试剂盒 Ｔｒａｎｓ Ｓｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ 和 ＳＭＡＲＴＥＲＴＭ ＲＡＣＥ
ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 以及宝生物 Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＳＹＢＲ
Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)反转录

成常规 ｃＤＮＡ 模板和 ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ 模板后于 － ２０ ℃
保存备用ꎮ 反转录参照各试剂盒说明书方法进行ꎮ
１ ２ ２　 ＳｃＭＯＣ１ 基因克隆　 以国家水稻数据中心

公 布 的 ＭＯＣ１ 基 因 编 码 区 ｍＲＮＡ 序 列

(ＡＹ２４２０５８ １)为探针ꎬ通过 ＢＬＡＳＴ 检索并下载其

他作物 ＭＯＣ１ 同源基因 ｍＲＮＡ 序列ꎬ并使用 ＤＮＡ￣
ＭＡＮ ５ ０ 软件对下载的序列进行比对ꎬ在保守区设

计 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物ꎬ引物序列信息见表 １ꎮ 使用高保真

Ｔｒａｎｓ Ｓｔａｒｔ Ｆａｓｔ Ｐｆｕ Ｆｌｙ ＤＮＡ 聚合酶(下同)进行基

因片段的扩增ꎬ扩增产物克隆测序后使用 ＤＮＡＭＡＮ

５ ０ 软件比对分析获得甘蔗 ＭＯＣ１ 基因部分编码区

片段ꎮ 根据得到的部分编码区片段设计 ３′ＲＡＣＥ 和

５′ＲＡＣＥ 基因特异引物 (表 １ )ꎬ ＲＡＣＥ 实验参照

ＳＭＡＲＴＥＲＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 说明书进

行ꎮ
使用 ＤＮＡＭＡＮ ５ ０、Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ １１ ５ 软件将获

得的部分编码区序列与 ＲＡＣＥ 序列拼接ꎬ去除重叠

部分后得到 ＳｃＭＯＣ１ 的 ｃＤＮＡ 序列ꎮ 根据拼接序列

设计引物(表 １)扩增 ＳｃＭＯＣ１ 的完整编码区序列ꎬ测
序并通过 ＤＮＡＭＡＮ ５ ０ 软件和 ＵｎｉＰｒｏｔ 在线工具比

对分析其序列正确性ꎮ 所有 ＰＣＲ 产物使用 ＥａｓｙＰｕｒｅ
Ｑｕｉｃｋ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 回收ꎬ使用全式金零背景克隆

载体(ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ Ｚｅｒｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ)将回收的产物连

接、转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞内ꎬ挑取至少

３ 个阳性克隆交由深圳华大基因测序ꎮ

表 １　 ＳｃＭＯＣ１ 基因扩增引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＳｃＭＯＣ１ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
序列(５′￣３′)

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′￣３′)
功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＳＭＯＣ￣７５１￣Ｆ ＧＡＣＧＡＧＡＣＧＣＴＧＧＣＴＧＴＣＡＡＣＴ

ＳｃＭＯＣ￣１２３９￣Ｒ ＣＧＴＣＴＧＣＣＡＣＣＣＧＡＧＡＡＡＧＣ

ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＳｃＭＯＣ１￣６０￣３ｄ ＧＣＴＴＧＣＣＧＣＣＴＴＣＴＴＧＡＡＧＴＧＧＧＴＣ

ＳｃＭＯＣ１￣１０８￣３ｄ ＧＡＣＣＧＴＣＧＣＧＧＡＧＡＧＧＧＡＧＡＣＡＡＴＣ

３′ＲＡＣＥ 扩增

３′ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＵＰＭ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ

ＮＵＰＭ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ

ＲＡＣＥ 扩增

ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＳｃＭＯＣ１￣４４６￣５ｄ ＡＧＧＴＡＧＣＣＣＴＣＣＧＡＣＧＧＧＴＡＧＴＧＣ

ＳｃＭＯＣ１￣８０３￣５ｄ ＴＧＣＣＣＧＣＣＴＡＧＣＴＴＧＴＧＣＡＡＧＡＡＣＡ

５′ＲＡＣＥ 扩增

５′ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＳｃＭＯＣ１￣１２３Ｆ ＣＧＴＣＧＡＡＧＣＴＡＴＧＣＴＣＡ

ＳｃＭＯＣ１￣１５３８Ｒ ＴＡＧＴＧＡＧＣＧＡＧＣＣＡＡＡＣ

编码区全长扩增

ＣＤＳ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ

ＧＡＰＤＨ￣Ｆ ＣＡＣＧＧＣＣＡＣＴＧＧＡＡＧＣＡ

ＧＡＰＤＨ￣Ｒ ＴＣＣＴＣＡＧＧＧＴＴＣＣＴＧＡＴＧＣＣ

ＱＭＯＣ１￣７８２Ｆ ＡＧＡＣＧＣＴＧＧＣＣＧＴＣＡＡＣＴ

ＱＭＯＣ１￣８６６Ｒ ＧＣＣＴＴＧＡＣＣＣＡＣＴＴＣＡＡＧＡ

荧光定量 ＰＣＲ
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

１ ２ ３　 ＳｃＭＯＣ１ 的生物信息学分析　 首先利用在

线工具 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 查找所得序列的开放阅读框

(ＯＲＦ)ꎬ然后使用 ＥｘＰＡＳｙ 服务器中的 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 和

ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件、 ＳＩＧＮＡ￣ＩＰ 软件、 ＰｒｏｔＣｏｍｐ Ｖｅｒｓｉｏｎ
９ ０、ｃＮＬＳ ｍｐｐｅｒ、ＳＯＰ￣ＭＡ 在线软件、ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤ￣
ＥＬ、ＰｒｏｔＦｕｎ 软件分别预测 ＳｃＭＯＣ１ 的理化性质、信
号肽、亚细胞定位、核定位信号、二级结构、三级

结构及功能ꎻ再通过 ＤＮＡＭＡＮ ５ ０ 和 ＭＥＧＡ ６ ０
等生物学软件对 ＭＯＣ１ 同源蛋白进行序列比对

和 ＮＪ 系统进化树构建ꎬ进化树的 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 设置

为 １０００ꎮ

１ ２ ４　 ＳｃＭＯＣ１ 全长在甘蔗主栽品种 ＲＯＣ２２ 中

的克隆及序列变异分析　 使用全式金 ＰｌａｎｔＺｏｌ 试剂

盒提取 ＲＯＣ２２ 基因组 ＤＮＡꎬ所提取 ＤＮＡ 质量和浓

度通过 ０ ８％的琼脂糖凝胶电泳和 Ｂｉｏ Ｄｒｏｐ Ｌｉｔｅ ＰＣ
超微量可见紫外分光光度计进行检测ꎬ然后稀释成

２０ ｎｇ / μＬ 于 － ２０ ℃保存备用 ꎮ 以 ＲＯＣ２２ 基因组

ＤＮＡ 为模板ꎬ编码区全长引物 ＳｃＭＯＣ１￣１２３Ｆ 和

ＳｃＭＯＣ１￣１５３８Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增 ＳｃＭＯＣ１ 全长ꎬ然后

连接转化后挑取 ３０ 个阳性克隆摇菌后送菌液测序

(具体操作同上基因克隆部分)ꎮ 测序结果使用软

件 ＤＮＡＭＡＮ ５ ０、ＭＥＧＡ ６ ０ 和 ＤｎａＳＰ ５ １０ 进行序
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列分析ꎮ
１ ２ ５　 ＳｃＭＯＣ１ 基因的实时荧光定量 ＰＣＲ 表达分

析　 根据已获得的 ＳｃＭＯＣ１ 序列ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ
３ ０ １ 设计荧光定量 ＰＣＲ 引物ꎬ以 Ｈ Ｌｉｎｇ 等[１６]发表

的 ＧＡＰＤＨ 基因引物序列作为内参基因引物ꎬ引物序

列见上表 １ꎮ 选用 ＴａＫａＲａ 公司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)和

ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ(ＴＩｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)ꎬＲＯＸ
ｐｌｕｓ 试剂盒ꎬ按试剂盒说明书进行操作ꎬ定量 ＰＣＲ 体

系为 ２０ μＬꎬ包括 ｃＤＮＡ 模板 (５０ ｎｇ / μＬ) ２ μＬ、
ＳＹＢＲ®Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ (Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ) (２ × )
１０ ０ μＬ、上下游引物 (１０ μｍｏｌ / Ｌ) ０ ８ μＬ、 ＲＯＸ
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ＩＩ(５０ × )０ ４ μＬ 和 Ｈ２Ｏ ６ μＬꎮ 采用两

步法 ＰＣＲ 扩增:９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３４ ｓꎬ４０ 个

循环ꎻ９５ ℃ １５ ｓꎻ６０ ℃ １ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎮ 每个样品设

３ 次生物学重复和 ３ 次技术重复ꎬ在 ＡＢＩ Ｖｉｉ７ Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ(Ａｐｐｌｉｅｄ ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬＵＳＡ)上进行试

验ꎮ 最后利用 ２￣ΔΔＣＴ法计算 ＳｃＭＯＣ１ 的相对表达量ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 总 ＲＮＡ 提取及 ＳｃＭＯＣ１ 部分编码区扩增

ＲＯＣ２２ 生长点 ＲＮＡ 提取后电泳显示 ３ 条完整

的条带ꎬＯＤ ２６０ / ２８０ 在 １ ９８ ~ ２ ００ 之间ꎬＯＤ ２６０ /
２３０ 在 ２ ００ ~ ２ ２０ 间ꎬ表明所提取 ＲＮＡ 质量完整ꎬ
盐离子去除干净ꎬ符合实验要求(图 １Ａ)ꎮ 保守区

片段 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增测序分析后得到一条 ４８９ ｂｐ 的

片段(图 １Ｂ)ꎬ分析比对显示该序列与高粱、小麦、水
稻等作物的 ＭＯＣ１ 同源基因相似性很高ꎬ其中与高

粱 ＭＯＣ１Ａ 基因( ＪＱ９５１６７５ １)相似性高达 ９９ ４％ ꎬ
初步表明所得序列即为 ＳｃＭＯＣ１ 部分编码区序列ꎮ
２ ２　 ＳｃＭＯＣ１ 基因 ３′和 ５′ＲＡＣＥ 结果

３′ＲＡＣＥ ＰＣＲ 扩增获得 ８００ ｂｐ 左右的产物

(图 １Ｃ)ꎬ测序分析表明该序列有效部分长 ６５８ ｂｐ
(去除通用引物)ꎬ带有 ｐｏｌｙ Ａ 结构ꎬ与高粱、双花草

(Ｄｉｃｈａｎｔｈｉｕｍ ａｎｎｕｌａｔｕｍ( Ｆｏｒｓｓｋ ) Ｓｔａｐｆ)ＭＯＣ１Ａ 基

因对应序列相似性分别高达 ９９ ２％和 ９７ ６％ ꎬ验证

了所得 ＳｃＭＯＣ１ ３′ＲＡＣＥ 序列的正确性ꎮ ５′ＲＡＣＥ
ＰＣＲ 扩增得到 １０００ ｂｐ 左右条带(图 １Ｄ)ꎬ序列分析

其长度为 ９６７ ｂｐ(去除通用引物)ꎬ与高秆野生稻

(Ｏｒｙｚａ ａｌｔａ Ｌ )、小麦 ＭＯＣ１ 同源基因对应序列相

似性达 ７２ ２％ 和 ７１％ ꎬ证明所获得序列是正确的

ＳｃＭＯＣ１ ５′ＲＡＣＥ 序列ꎮ
２ ３　 ＳｃＭＯＣ１ 基因完整编码区扩增

上述 ３ 段序列拼接得到一条 １６７４ ｂｐ 的拼接序

列ꎬ其包含的最大开放阅读框有 １４１０ ｂｐꎬ与高粱

ＭＯＣ１Ａ 基因对应序列相似性高达 ９８ ３％ ꎬ初步表明

拼接得到的序列为正确的 ＳｃＭＯＣ１ 编码区序列ꎮ 完

整编码区 ＰＣＲ 扩增测序分析得到一条 １４３８ ｂｐ 的条

带(图 １Ｅ)ꎬ该序列与 ＳｃＭＯＣ１ 拼接编码区序列和高

粱 ＭＯＣ１Ａ 基因相应序列相似性分别高达 ９７ ６％ ꎬ
验证扩增到的 ＳｃＭＯＣ１ 编码区的正确性ꎬ所得序列

上传至 ＮＣＢＩ(Ｇｅｎ￣Ｂａｎｋ ＩＤ:ＫＰ８７６５５８ １)ꎮ

Ａ:１ꎬ２ 为 ＲＯＣ２２ 茎尖生长点总 ＲＮＡ 电泳结果ꎻＢ:３ꎬ４ 为 ＳｃＭＯＣ１ 部分编码区扩增结果(箭头所指条带)ꎻ
Ｃ:５ꎬ６ 为 ＳｃＭＯＣ１ ３′ＲＡＣＥ 结果(箭头所指条带)ꎻＤ:７ 为 ＳｃＭＯＣ１ ５′ ＲＡＣＥ 结果ꎻＥ:８ 为 ＳｃＭＯＣ１ 完整编码区扩增结果

Ａ:１ꎬ２ ａｒｅ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｆｒｏｍ ｓｔｅｍ ａｐｅｘ ｏｆ ＲＯＣ２２ꎬＢ:３ꎬ４ ａｒｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ｓ
ｐａｒｔｓ ｏｆ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ(ｔｈｅ ｂａｎｄ ｍａｒｋｅｄ ｂｙ ａｒｒｏｗ)ꎬＣ:５ꎬ６ ａｒｅ ｔｈｅ ３′ＲＡＣＥ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１(ｔｈｅ ｂａｎｄ ｍａｒｋｅｄ ｂｙ ａｒｒｏｗ)ꎬ

Ｄ:７ ｉｓ ｔｈｅ ５′ＲＡＣＥ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ꎬＥ:８ ｉｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１

图 １　 ＲＯＣ２２ 茎尖生长点总 ＲＮＡ 提取及 ＳｃＭＯＣ１ 反转录扩增产物电泳结果

Ｆｉｇ １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｆｏｒ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｆｒｏｍ ｓｔｅｍ ａｐｅｘ ｏｆ ＲＯＣ２２ ａｎｄ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１

７３７
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２ ４　 ＳｃＭＯＣ１ 基因生物信息学分析

２ ４ １　 ＳｃＭＯＣ１ 序列结构分析 　 通过在线工具

ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 分析发现 ＳｃＭＯＣ１ 的 ｃＤＮＡ 包含一个

１２９９ ｂｐ 的完整开放阅读框ꎬ编码 ４３２ 个氨基酸

( Ｇｅｎ￣Ｂａｎｋ ＩＤ: ＡＭＢ１９７９２ １ )ꎮ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ
ｓｅａｒｃｈ 在线分析显示其包含一个 ＧＲＡＳ 保守结构

域ꎬ属于 ＧＲＡＳ 家族蛋白(图 ２ꎬ图 ３)ꎮ

图 ２　 ＳｃＭＯＣ１ 的 ＯＲＦ 及其推导的编码氨基酸序列

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

图 ３　 ＳｃＭＯＣ１ 保守结构域预测

Ｆｉｇ ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２ ４ ２　 ＳｃＭＯＣ１ 理化性质分析 　 使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
和 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 工具对 ＳｃＭＯＣ１ 的理化性质预测结果

表明ꎬ该蛋白分子质量约为 ４５ ４３ ｋＤ、理化等电点

ｐＩ 为 ６ ９８、共包含 ６３７４ 个原子ꎬ分子式为 Ｃ１９９９

Ｈ３１６９Ｎ６０３Ｏ５９５Ｓ８ꎻ在组成该蛋白的 ２０ 种氨基酸中丙

氨酸(Ａｌａ)所占比例最高ꎬ达到 １９ ７％ ꎬ而半胱氨

酸(Ｃｙｓ)、赖氨酸(Ｌｙｓ)以及蛋氨酸(Ｍｅｔ)所占比例

最低ꎬ为 ０ ９％ ꎻ该蛋白不稳定指数(Ⅱ)为 ４２ １８ꎬ
大于 ４０ꎬ表明该蛋白不太稳定ꎬ脂肪指数(ＡＩ)为

９２ ８７ꎬ总平均亲水性 ０ ０３８ꎬ介于 － ０ ５ ~ ０ ５ 之

间ꎬ推测其可能是两性蛋白ꎬ其亲 /疏水信号如图

４ꎬ其中第 ４８ 位具有最高分值ꎬ为 ２ ４４４ꎬ疏水性

最强ꎬ 第 ２０ 位 具 有 最 低 分 值￣２ ８８９ꎬ 亲 水 性

较强ꎮ
图 ４　 ＳｃＭＯＣ１ 亲疏水性分析

Ｆｉｇ ４　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ / ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１

８３７



　 ４ 期 李旭娟等:甘蔗 ＭＯＣ１ 基因(ＳｃＭＯＣ１)的克隆与表达分析

２ ４ ３　 ＳｃＭＯＣ１ 信号肽、核定位信号和蛋白亚细

胞定位预测　 使用 ＳｉｇｎａＩＰ ４ １ 工具和 ｃＮＬＳ ｍｐｐｅｒ
软件预测 ＳｃＭＯＣ１ 蛋白的信号肽和核定位信号ꎬ结
果表明 ＳｃＭＯＣ１ 第 ４８ 位的半胱氨酸(Ｃｙｓ)残基具有

最高的剪切位点分值 ０ １２２(图 ５)ꎬ第 ４８ 位的络氨

酸(Ｔｙｒ)残基具有最高的结合剪切位点分值 ０ １１５ꎬ
第 ４７ 位的丝氨酸(Ｓｅｒ)残基具有最高的信号肽分值

０ １７１ꎻ由于最后算得信号肽平均值为 ０ １０７ꎬ小于

０ ５ꎬ推测 ＳｃＭＯＣ１ 基因所编码的蛋白不存在信号

肽ꎬ为非分泌蛋白ꎬ且没有检测到核定位信号ꎮ
ＰｒｏｔＣｏｍｐ Ｖｅｒｓｉｏｎ ９ ０ 在线软件预测表明 ＳｃＭＯＣ１
定位于细胞核的积分值为 ９ ８７ꎬ其余部位除了高

尔基体的积分值为 ０ １２ꎬ液泡处的积分值为 ０ ０１
外ꎬ均为 ０ ００ꎬ从而推断 ＳｃＭＯＣ１ 蛋白定位于细胞

核内的可能性很大ꎬ可能是一个在细胞核内发挥

调控作用的转录因子ꎮ 对于该蛋白没有核定位信

号ꎬ却能够定位到核上这一特点与水稻的 ＭＯＣ１
蛋白相似[５] ꎮ

Ｃ￣ｓｃｏｒｅ:剪切位置分值ꎻＳ￣ｓｃｏｒｅ:信号肽分值ꎻ

Ｙ￣ｓｃｏｒｅ:Ｃ 和 Ｓ￣ｓｃｏｒｅ 综合分值

Ｃ￣ｓｃｏｒｅ:Ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ ｓｃｏｒｅꎬＳ￣ｓｃｏｒｅ:Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｃｏｒｅꎬ

Ｙ￣ｓｃｏｒｅ:Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ ｓｃｏｒｅ

图 ５　 ＳｃＭＯＣ１ 信号肽预测

Ｆｉｇ ５　 Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２ ４ ４　 ＳｃＭＯＣ１ 的二级结构和功能预测 　 使用

ＳＯＰＭＡ 软件预测 ＳｃＭＯＣ１ 蛋白的二级结构ꎬ结果如

图 ６ 所示ꎬ该蛋白主要由 α￣螺旋( ｈ)、无规则卷曲

(ｃ)、β￣折叠(ｅ)和 β￣转角( ｔ)构成ꎬ其中 α 螺旋最

多ꎬ比例为 ４８ ８４％ ꎬ其次为无规则卷曲(２９ ６３％ )
和 β￣折叠(１２ ２７％ )ꎬβ￣转角最少(９ ２６％ )ꎮ 使用

在线软件 ＰｒｏｔＦｕｎ ２ ２ 预测 ＳｃＭＯＣ１ 蛋白功能ꎬ预测

结果如下表 ２ 所示ꎬ分为三部分内容ꎬ第一部分显示

的是功能分类(Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃａｔｅｇｏｒｙ)ꎬ第二部分是酶

类或非酶类(Ｅｎｚｙｍｅ / ｎｏｎｅｎｚｙｍｅ)ꎬ第三部分是基因

本体分类(Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｃａｔｅｇｏｒｙ )ꎬ结果表明该蛋

白在嘌呤和嘧啶、能量代谢、转运和结合、辅因子和

氨基酸生物合成过程中发挥功能的可能性分别为

０ ５４９、０ ３０９、０ １９５、０ １８１ 和 ０ １６２ꎻ为酶类和非酶

类的可能性分别为 ０ ７５４ 和 ０ ２４６ꎻ作为信号转导

分子、转录因子、转运因子、转录调控因子的可能性

分别为 ０ １２２、０ ０５１、０ ０２５ 和 ０ ０２１ꎬ明显高于其他

功能ꎮ 综合考虑所有的分析结果ꎬ表明 ＳｃＭＯＣ１ 蛋

白可能在嘌呤和嘧啶以及能量代谢等过程中发挥信

号转导、转录调控等重要作用ꎮ

ｈ:α 螺旋ꎻ ｅ:β 折叠ꎻ ｃ:无规则卷曲

ｈ:Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘꎬｅ:β￣ｓｈｅｅｔꎬｃ:Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ

图 ６　 ＳｃＭＯＣ１ 二级结构预测

Ｆｉｇ ６　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１

表 ２　 ＳｃＭＯＣ１ 功能预测结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１

功能分类

Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｃａｔｅｇｏｒｙ

概率

Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ
几率

Ｏｄｄｓ

基因本体分类

Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ
ｃａｔｅｇｏｒｙ

概率

Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ
几率

Ｏｄｄｓ

氨基酸生物合成 ０ １６２ ７ ３６０ 信号转导分子 ０ １２２ ０ ５７１

辅因子生物合成 ０ １８１ ２ ５１３ 受体 ０ ００３ ０ ０１８

细胞被膜 ０ ０６０ ０ ９９２ 激素 ０ ００１ ０ ２０６

细胞加工 ０ ０２７ ０ ３７３ 生长因子 ０ ０１８ １ ３１４

中央中间代谢 ０ ０５２ ０ ８３３ 转运因子 ０ ０２５ ０ ２３０

能量代谢 ０ ３０９ ３ ４３１ 转录调控因子 ０ ０２１ ０ １６７

脂肪酸代谢 ０ ０２９ ２ １９４ 电压激活

离子通道

０ ００５ ０ ２４９

嘌呤和嘧啶 ０ ５４９ ２ ２５９ 结构蛋白 ０ ００３ ０ １１６

调控功能 ０ ０２２ ０ １３５ 阳离子通道 ０ ０１０ ０ １６９

复制和转录 ０ ０３７ ０ １３８ 应激反应 ０ ００９ ０ １０２

翻译 ０ ０４５ １ ０１３ 免疫应答 ０ ０１６ ０ １８６

转运和结合 ０ １９５ ０ ４７７ 金属离子转运 ０ ００９ ０ ０２０

酶类 ０ ７５４ ２ ６３２ 离子通道 ０ ０１０ ０ ２２０

非酶类 ０ ２４６ ０ ３４５ 转录因子 ０ ０５１ ０ ３９７

９３７
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２ ４ ５　 ＳｃＭＯＣ１ 三级结构预测 　 使用 ｐｈｙｒｅ ２ 软

件通过线串法构建 ＳｃＭＯＣ１ 与其同源蛋白的三级结

构ꎬ根据预测结果可知 ＳｃＭＯＣ１ 的空间结构以 α 螺

旋和无规则卷曲为主(图 ７)ꎬ这和其二级结构预测

结果相吻合ꎮ 将该蛋白与高粱、小麦和水稻的

ＭＯＣ１ 同源蛋白的三级空间结构图进行比较ꎬ结果

显示它们的三级空间结构高度相似ꎮ

图 ７　 ＭＯＣ１ 及其同源蛋白三级结构预测图

Ｆｉｇ ７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ａｎｄ ｉｔ′ｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ

２ ４ ６　 ＭＯＣ１ 同源性分析 　 为了明确 ＳｃＭＯＣ１ 与

其他植物同源蛋白的系统进化关系ꎬ使用 ＤＮＡＭＡＮ 软

件对甘蔗、高粱、大麦、赖草(Ｌｅｙｍｕｓ ｓｅｃａｌｉｎｕｓ(Ｇｅｏｒｇｉ)
Ｔｚｖｅｌｅｖ)、粳稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ  ｓｕｂｓｐ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｓ. Ｋａ￣
ｔｏ)、稻属(Ｏｒｙｚａｃｔａｔａ Ｌ )、小麦 ７ 种植物的 ＭＯＣ１ 同

源蛋白进行序列比对分析ꎬ结果见图 ８ꎬ发现这几种

植物氨基酸序列中存在丝氨酸同聚物链ꎬＶＨＩＩＤ 基

序以及酪氨酸等多处保守结构域ꎬ总体呈现为 Ｎ 端

变异较大ꎬ 但 Ｃ 端更为保守ꎬ 总体一致性达到

８７ ３７％ ꎮ 其中 ＳｃＭＯＣ１ 与高粱、大麦以及粳稻同源

蛋白相似性分别高达 ９４％ 、７８ ３％ 和 ７７ ６％ ꎬ推测

它们具有相似或相近的功能ꎮ

图 ８　 ＳｃＭＯＣ１ 及其同源蛋白氨基酸序列一致性比对结果

Ｆｉｇ ８　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ａｎｄ ｉｔ′ｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ

２ ４ ７　 系统进化树分析　 为了进一步明确ＳｃＭＯＣ１
的功能和进化关系ꎬ将其与双花草、高粱、曲序香茅草

(Ｃｙｍｂｏｐｏｇｏｎ ｆｌｅｘｕｏｓｕｓ(Ｎｅｅｓ ｅｘ Ｓｔｅｕｄ ) Ｗｉｌｌ. Ｗａｔｓ )、
小米草、玉米、马来野生稻(Ｏｒｙｚａ ｒｉｄｌｅｙｉ Ｈｏｏｋ. ｆ. )、短花

药野生稻(Ｏｒｙｚａ ｂｒａｃｈｙａｎｔｈａ Ａ. Ｃｈｅｖ. ＆ Ｒｏｅｈ. )、药用

稻(Ｏｒｙｚａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｗａｌｌ. ｅｘ. Ｇ. Ｗａｔｔ)、赖草、大麦、小
麦、二穗短柄草 (Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｕｍ (Ｌ  ) Ｐ.
Ｂｅａｕｖ )、拟南芥、烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ )、番茄等

１５ 种植物 ＭＯＣ１ 同源蛋白的氨基酸序列使用 ＭＥＧＡ
６ ０ 软件进行系统进化树构建ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 值设为 １０００ꎬ
结果显示ꎬ可将 １６ 种植物蛋白分为 Ａ、Ｂ 两个组ꎮ 其中

Ａ 组是单子叶植物ꎬＢ 组是双子叶植物ꎬ而且 ＳｃＭＯＣ１
与高粱、小米草等禾本科植物 ＭＯＣ１ 同源蛋白亲缘关

系更近ꎬ推测它们功能也相似ꎬ具体如图 ９ 所示ꎮ
２ ５　 ＳｃＭＯＣ１ 全长在甘蔗主栽品种 ＲＯＣ２２ 中的

克隆与序列变异分析

ＲＯＣ２２ 基因组 ＤＮＡ 提取后条带单一ꎬＯＤ２６０ /
ＯＤ２８０ 值为 １ ８２ꎬ表明提取基因组 ＤＮＡ 质量好ꎬ符
合实验要求ꎮ 以其为模板扩增得到 １ ４ ｋｂ 左右的

条带ꎬ如图 １０Ａ 所示ꎬ将此条带回收克隆测序分析

正确后连接转化克隆ꎬ部分克隆 ＰＣＲ 检测得到 １ ５
ｋｂ 左右的条带如图 １０Ｂ 所示ꎮ

０４７
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图 ９　 １６ 种植物 ＭＯＣ１ 同源蛋白的 ＮＪ 分子进化树

Ｆｉｇ ９　 ＮＪ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ａｎｄ ｉｔ′ｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

图 １０　 ＳｃＭＯＣ１ 全长 ＰＣＲ 扩增及阳性克隆电泳结果

Ｆｉｇ １０　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ａｎｄ ｉｔ′ｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ

阳性克隆测序结果分析表明 ＲＯＣ２２ 中扩增序

列转化得到的 ３０ 个克隆和水稻 ＭＯＣ１ 及小麦

ＴａＭＯＣ１ 一样没有内含子ꎬ仅包含 １ 个外显子ꎬ长
１３２４ ｂｐꎮ 统计分析发现目标序列中共有 ４６ 个 ＳＮＰ
位点ꎬ其中碱基转换(Ｔ→ＣꎬＡ→Ｇ)发生了 ３５ 处ꎬ碱
基颠换(Ａ→ＣꎬＡ→ＴꎬＣ→ＧꎬＧ→Ｔ)发生了 １１ 处ꎬ转
换与颠换的比例为 ３ ２ ∶ １ꎬ说明 ＲＯＣ２２ 中 ＳｃＭＯＣ１
发生的碱基突变主要类型是转换ꎻＩｎＤｅｌ 位点共有

２９ 处ꎮ 转换成氨基酸序列后ꎬ３０ 条核苷酸序列中同

义突变有 １９ 处ꎬ非同义突变有 ２７ 处ꎻ另外ꎬ单倍型

分析显示 ＲＯＣ２２ 中 ＳｃＭＯＣ１ 的平均核苷酸差异 θ
为 ０ ００９３６ꎬ核苷酸多样性 Ｐｉ 为 ０ ００６６８ꎬ单倍型数

目为 ２５ 个ꎬ单倍型多样性为 ０ ９８４ꎮ Ｔａｊｉｍａ′ｓ Ｄ 为

－ １ ０６２６４ꎬ且 Ｐ > ０ １０ꎬ未达到显著性水平ꎬ说明

ＳｃＭＯＣ１ 在 ＲＯＣ２２ 品种中的进化受到了选择压力ꎬ
但遵循中性进化模型ꎬ没有发生纯化选择ꎮ 序列比

对发现 ３０ 个克隆的 ＤＮＡ 序列相似性很高ꎬ为

９８ ０４％ ꎬ而 翻 译 成 氨 基 酸 后 的 序 列 相 似 性 仅

８９ ２７％ ꎮ ３０ 条序列间存在随机分布的碱基突变ꎬ

在 ３０ ~ ４０ ｂｐ、５０ ~ ６０ ｂｐ、９０ ~ １００ ｂｐ、３１０ ~ ３４０ ｂｐ
以及 ９３０ ~ ９４０ ｂｐ 处发生了碱基插入或缺失(图 １１
中方框标注处)ꎬ进一步分析发现ꎬＢ、Ｄ 及 ９ 号克隆

氨基酸序列与其他克隆差异较大(图 １２)ꎬ是造成氨

基酸序列差异的主要原因ꎬ移除这 ３ 个序列后氨基

酸相似性高达 ９８ １２％ ꎬ其中前两个克隆发生明显

差异从第 １８ 位氨基酸开始ꎬ主要是由于 ５０ ~ ６０ ｂｐ
间缺失了一个碱基 Ａ 导致的ꎬ９ 号克隆氨基酸序列

差异从 ３１０ 个氨基酸后开始ꎬ主要由 ９３０ ~ ９４０ ｂｐ
的 ＣＧＣＧ 碱基插入引起的 (图中已用方框及箭

头标注)ꎮ
２ ６　 ＳｃＭＯＣ１ 的表达分析

２ ６ １　 ＳｃＭＯＣ１ 的组织特异性分析　 ｑＰＣＲ 实验显

示 ＳｃＭＯＣ１ 基因在分蘖期的 ＲＯＣ２２ 不同组织部位

均有表达ꎬ但表达量有所差异ꎮ 在生长点中的表达

量最高ꎬ且显著高于其他组织部位ꎬ其次为在根和茎

中ꎬ紧接着是在分蘖芽中ꎬ在叶和叶鞘中表达量较低

(图 １３)ꎮ 由此表明ꎬＳｃＭＯＣ１ 基因在分蘖期甘蔗不

同组织部位的表达具有明显的组织特异性ꎬ在生命

活跃的甘蔗茎尖生长点处表达量最高ꎮ
２ ６ ２　 ＳｃＭＯＣ１ 基因在不同发育阶段腋芽中的表

达分析　 ｑＰＣＲ 分析表明ꎬＳｃＭＯＣ１ 在不同发育阶段

腋芽组织中的表达量有所差异ꎬ所有阶段的腋芽组

织中的表达都显著高于茎尖生长点部位ꎮ 在腋芽形

成发育过程中总体呈现出“升￣降￣升￣降”的趋势ꎬ其
中在较大腋芽中表达量显著高于其他腋芽发育阶

段ꎬ其次为幼嫩腋芽ꎬ然后随着腋芽的成熟ꎬ表达有

所下降(图 １４)ꎮ 以上说明 ＳｃＭＯＣ１ 基因可能在甘

蔗腋芽的形成发育时期发挥作用ꎮ

１４７



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １８ 卷２４７



　 ４ 期 李旭娟等:甘蔗 ＭＯＣ１ 基因(ＳｃＭＯＣ１)的克隆与表达分析 ３４７



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １８ 卷

图 １１　 ＲＯＣ２２ 中 ＳｃＭＯＣ１ 的 ＤＮＡ 序列同源性分析

Ｆｉｇ １１　 ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ｉｎ ＲＯＣ２２
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图 １２　 ＲＯＣ２２ 中 ＳｃＭＯＣ１ 氨基酸序列同源性分析

Ｆｉｇ １２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ｉｎ ＲＯＣ２２

不同字母表示差异显著(Ｐ < ０ ０５)ꎬｎ ＝ ３(下同)
Ｂａｒｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｄｉｆｆｅｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ(Ｐ < ０ ０５)ꎬ

ｎ ＝ ３(ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ)

图 １３　 ＳｃＭＯＣ１ 在甘蔗不同组织部位的表达分析

Ｆｉｇ １３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ

１:茎尖生长点ꎻ２:幼嫩腋芽ꎻ３:半大腋芽ꎻ４:较大腋芽ꎻ５:成熟休眠腋芽

１:Ｓｔｅｍ ａｐｅｘꎬ２:Ｔｅｎｄｅｒ ａｘｉｌｌａｒｙ ｂｕｄꎬ３:Ｍｅｄｉｕｍ ａｘｉｌｌａｒｙ ｂｕｄꎬ

４:Ｌａｒｇｉｓｈ ａｘｉｌｌａｒｙ ｂｕｄꎬ５:Ｍａｔｕｒｅ ｄｏｒｍａｎｔ ａｘｉｌｌａｒｙ ｂｕｄ

图 １４　 甘蔗茎尖生长点及不同发育时期

蔗芽中 ＳｃＭＯＣ１ 的表达分析

Ｆｉｇ １４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｃＭＯＣ１ ｉｎ ｓｔｅｍ
ａｐｅｘ ａｎｄ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｂｕｄｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ

３　 讨论

ＧＲＡＳ 转录因子是植物特有的重要转录因子家

族之一ꎬ广泛参与植株侧枝形成、分生组织维持、
胁迫应答、信号转导等多种生理过程[１７] ꎮ 该家族

名字起源于 ３ 个最初从拟南芥中分离出来的成员

ＧＡＩ[ＧＡ(ＧＩＢＢＥＲＥＬＬＩＣ ＡＣＩＤ)￣ＩＮＳＥＮＳＩＴＩＶＥ] [１０]ꎬ
ＲＧＡ( ＲＥＰＲＥＳＳＯＲ ＯＦ ＧＡＩ ) [１１] 和 ＳＣＲ ( ＳＣＡＲＥ￣
ＣＲＯＷ) [７]ꎮ ＬＳ / ＬＡＳ /ＭＯＣ１ 基因均编码 ＧＲＡＳ 转录

因子[１８]ꎮ 番茄 ＬＳ 基因的功能缺失突变体表现为无

分枝ꎬ无花被ꎬ雌雄育性降低ꎬ这些表型均是由于腋

芽分生组织的启始被阻断所致[６]ꎮ ＭＯＣ１ 过表达能

明显增加水稻分蘖数ꎬ而 ｍｏｃ１ 突变体则不能形成

腋芽和分蘖ꎬ仅有一个主干[５]ꎮ 研究发现[１４]ꎬ将
ＬＡＳ 基因转到 ｌｓ 突变体后能够恢复番茄的表型ꎬ上
述研究均表明 ＭＯＣ１ 及其同源基因在植物腋分生组

织的形成和分蘖(枝)数目调控方面扮演着十分重

要的角色ꎬ且功能保守ꎮ
本研究克隆的 ＳｃＭＯＣ１ 包含长度为 １２９９ ｂｐ 的

ＯＲＦꎬ编码 ４３２ 个氨基酸残基ꎬ该基因没有内含子ꎬ
和水稻、小麦、玉米等作物 Ｎ 端存在变异区而 Ｃ 端

较为保守ꎬ包含丝氨酸同聚物链ꎬＶＨＩＩＤ 基序以及酪

氨酸等结构域ꎬ与 ＧＲＡＳ 家族蛋白结构完全吻

合[１９]ꎮ 信号肽和核定位信号预测表明 ＳｃＭＯＣ１ 不

存在信号肽ꎬ为非分泌蛋白ꎬ也不存在核定位信号ꎻ
但亚细胞定位预测 ＳｃＭＯＣ１ 主要定位于细胞核ꎬ这
似乎与不存在核定位信号相矛盾ꎬ但与水稻[５]、小
麦 ＭＯＣ１[１５] 预测结果一致ꎬ而且 Ｘ Ｌｉ 等[５] 研究中

也指出ꎬ水稻 ＭＯＣ１ 中没有明确的核定位信号ꎬ可能
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是通过某种未经确认的核定位信号或其他不依赖于

核定位信号的机制进入到细胞核ꎬＳｃＭＯＣ１ 也可能

与水稻 ＭＯＣ１ 这一情况一致ꎮ 二三级结构预测显示

ＳｃＭＯＣ１ 空间结构以 α 螺旋和无规则卷曲为主ꎬ与
高粱、小麦、水稻等同源蛋白结构高度相似ꎮ 系统进

化树结果也显示 ＳｃＭＯＣ１ 与高粱、小米草、玉米等

ＭＯＣ１ 蛋白亲缘关系近ꎮ
功能基因核苷酸的变异是物种遗传多样性的

前提ꎬ丰富的遗传多样性是作物遗传改良的基础ꎮ
对目的基因进行核苷酸多态性分析对掌握其遗传

多样性ꎬ并进而通过遗传转化等途径在分子水平

上有目的地进行作物的遗传改良创造条件[２０] ꎮ
ＳＮＰ 和ＩｎＤｅｌ 变异是基因组中最常见的变异ꎬ其中

ＳＮＰ 是基因组中发生频率最高、数量最多而且密度

最大的变异ꎮ 不论 ＳＮＰ 还是 ＩｎＤｅｌ 均可引起基因的

突变并对表达产物产生影响ꎬ而且部分变异能够引

起作 物 表 型 产 生 巨 大 的 变 化[２１￣２２]ꎮ 本 研 究 对

ＳｃＭＯＣ１在甘蔗品种 ＲＯＣ２２ 中进行序列变异分析发

现ꎬ序列中存在较多处 ＳＮＰ 和 ＩｎＤｅｌꎬ而引起编码产

物发生变化较大的主要是 ５０ ~ ６０ ｂｐ 间的 １ 个碱基

缺失及 ９３０ ~ ９４０ ｂｐ 的 ４ 个碱基插入ꎬ此变异引起

的基因功能改变还有待进一步分析ꎮ
组织特异性分析显示 ＳｃＭＯＣ１ 在分蘖期甘蔗的

茎尖生长点处表达量最高ꎬ其次是根、茎、分蘖芽ꎬ在
叶和叶鞘中表达量较低ꎬ这与孕穗期小麦和初花期

赖草 ＭＯＣ１ 同源基因表达情况类似[１５ꎬ２３]ꎮ 另外ꎬ在
甘蔗腋芽形成发育不同阶段ꎬＳｃＭＯＣ１ 的表达量均

有明显增加ꎮ 以上研究初步表明本研究成功克隆到

了甘蔗 ＭＯＣ１ 基因ꎬ且该基因在甘蔗腋芽形成发育

中有重要调控作用ꎮ 虽然同源基因在结构和功能方

面通常都是保守的ꎬ但不同物种间的功能特异性可

能有所差异[１５]ꎬ因此 ＳｃＭＯＣ１ 功能还有待进一步实

验验证ꎮ 本研究结果可为今后 ＳｃＭＯＣ１ 的功能、作
用机制研究及其在甘蔗产量分子辅助育种中的利用
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