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华山姜中钙调素基因的克隆及其 RNA原位杂交
X

高雪 梅

(中国科学院西双版纳热带植物园昆明分部,昆明 650223)

摘　要: 本文报道了华山姜中钙调素 cDNA 的核苷酸序列以及由此推导的氨基酸序列, 并用原位杂交的方法检测

其在花器官中的时空表达模式. 用 [ 32P ] d-CTP 标记的小草蔻 A lp inia hainanensis A GAMOUS ( AG ) cDNA 的

M ADS-domain 作为探针筛选华山姜的 cDNA 文库, 得到一个钙调素蛋白相关克隆,命名为 A oCA M . 华山姜钙调素

AoCA M 的 cDNA 全长 518 bp,有一个包含 149 个氨基酸的开放读码框, 编码区起始于第 54 个核苷酸, 终止于第

501 个核苷酸. A oCAM 与拟南芥、小麦、大豆、矮牵牛、玉米的钙调素氨基酸序列比较同源性高达 95% . RNA 原位

杂交表明钙调素基因在花瓣、雄蕊、雌蕊细胞中大量表达. 钙调素基因的表达强度随不同的发育阶段而变化 :花发

育早期在花的各器官中都表达强烈,以后逐渐减弱并向特定部位集中, 如花粉囊、唇瓣、花柱和胚珠等分生能力较

强的细胞中表达较强.
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Cloning and RNA in Situ Hybridization of Calmodulin Gene

in Alpinia oblongif olia

GAO Xue-m ei
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Abstract: T he paper repo rts nucleot ide sequence and corr espondingly deduced amino acid sequences of

calm odulin in A lp inia oblongif olia as w ell as temporal and spat ial expression models o f calmodul in detected

in A rtemisia halodendron f low ers by in situ hybridizat ion. [
32

p] d-CT P-labeled cDNA M ADS-domain of

A lp inia hainanensis A GA MOUS ( AG ) w as used as the pr obe to screen the cDNA library of A lp inia ob-

longif ol ia and thus a clone relat ing w ith calmodulin protein was obtained and named A oCA M . The A oCAM

cDNA o f A lp inia oblongif olia calmodulin had a full length o f 518 by and contained an open reading f rame

consist ing of 149 amino acids w ho se coding reg ion began with the fif ty fourth nucleo tide and ended w ith the

fiv e hundred and f irst nucleot ide. T he A oCA M had a homogeneity as high as 95% w ith the am ino acid se-

quences of Ar abidop sis thal iana CAM 7, Tri ticum aestivum CAM , Gly cine max CAM , P etunia hybrida

CAM 81 and Zea may s CAM 2. The in situ hybridizat ion revealed that calm odulin gene w as expressed in

large quantit ies in petal, stamen and pist il cel ls. T he expression intensity of calm odulin gene var ied w ith

dif ferent developmental stag es, appear ing high in the f low er parts at the init ial stage of f low er development

and then becom ing low w ith st rong expr ession focusing in specific locat ions such as pol len sac, labella,
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style, o vule cells that had high dividing capabilities.
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　　钙离子在植物对各种外界刺激产生特定生理反

应过程中充当细胞内信使的作用, 钙调素作为最重

要的一类钙离子传感蛋白可以通过与其下游钙调素

结合蛋白作用而调节细胞的生理功能. 尽管钙调素

在真核细胞中普遍存在,其在细胞中的浓度随组织

不同而变化,受细胞的生理状态
[ 1]
和环境以及荷尔

蒙的刺激影响而变动
[ 2, 3]

.钙调素基因在不同的发育

时期、不同的组织和细胞类型中表达也不相同[ 4, 5] .

华山姜( A lp inia oblongif olia)是姜科山姜属植

物,为林荫下常见的多年生草本,具有独特的花柱卷

曲性机制[ 6] . 花柱卷曲性机制在姜科山姜属植物中

普遍存在,是植物中一种独特的依靠行为来促进远

交的机制,主要由雄蕊和雌蕊在发育上的相互配合

来完成,同一表型个体不同花之间性阶段在发育上

的同步性使得所有的花同时进入同一性功能阶段,

这取决于花器官在发育上严格的时间控制, 以及环

境和遗传因子间的相互影响
[ 7]

. 对华山姜中钙调素

在花发育各时期表达情况进行研究,对于进一步揭

示华山姜花发育的特殊性有重要意义.

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　植物材料　华山姜( Alp inia oblongif olia)是

姜科山姜属植物, 其不同发育时期的花序芽,采集自

中国云南省勐海县曼稿国家级自然保护区.

1. 1. 2　菌　种　大肠杆菌菌株: DH5A.

1. 1. 3　试　剂　常用试剂、克隆载体 pBluescript

SK和 pGEM-T Easy、限制性内切酶 E coRⅠ、H ind

Ⅲ、XhoⅠ、SalⅠ等、碱性去磷酸化酶( CIP )、T 4 连

接酶、T aq 酶、dNT P、RNasin、DNA 片段的胶回收

试剂盒、Hybond N + 尼龙膜主要购自 Sigma、上海

生工生物公司、上海第一化学试剂厂、Stratagene、

Promega、NEB、博彩生物公司、上海华舜生物工程

公司、Amersham Biosciences. PCR引物合成、DNA

序列测定由上海博亚生物公司完成. 试剂的配制参

照=分子克隆实验指南(第二版) I进行 [ 8] .

1. 1. 4　培养基　NZY 培养基: NaCl 5. 0 g·L
- 1+

M gSO 4·7H2O 2. 0 g·L
- 1

+ 酵母提取物 5. 0 g·

L
- 1+ 水解酪蛋白 10. 0 g·L

- 1, pH7. 5; LB培养基:

蛋白胨 10. 0 g·L - 1+ 酵母提取物 5. 0 g·L - 1+

NaCl 10. 0 g·L
- 1

, pH 7. 0.

1. 1. 5　华山姜生殖期顶端 cDNA文库的构建　总

RNA 用 Oligo tex mRNA M idi Kit ( Qiagen)提取,

cDNA 用 ZAP cDNA Synthesis Kit ( St ratag ene)合

成, cDNA 文 库 用 ZAP-cDNA Gipapack Gold

Cloning Kit ( St ratagene)包装, 滴度为 0. 97×10
6
.

1. 1. 6　cDNA 文库筛选的探针　小草蔻( A lp inia

hainanensis ) 的 AG-like MA DS-box cDNA , Gen-

Bank 登录号: AY621155.

1. 2　方　法

1. 2. 1　 cDNA 文库的筛选　以小草蔻( A lp inia

hainanensis)的 AG-like MADS-box 基因的 M ADS

片段为探针, 用[ 32P] d-CTP 标记探针. 将华山姜生

殖期顶端 cDNA 文库铺板,每个 15 cm 的培养皿大

约 20 000个噬菌斑, 将其转移到 Hybond-N+ 尼龙

膜上. 先在 55℃杂交缓冲液( 5×SSC, 0. 1% SDS 和

0. 1% sar ko syl )中预杂交 2 h,再加入探针在温和条

件( 55℃)下杂交过夜,然后用洗膜液 0. 2×SSC 和

0. 1% SDS 在相同温度下洗膜 3次,每次15 m in. 杂

交膜用磷屏曝光过夜,将可能的阳性克隆分离、释放

cDNAs. 经过第一轮筛选,得到强弱不等的 16个阳

性克隆, 每个阳性克隆取 1 LL 菌液, 梯度稀释铺平

板,印膜, 杂交. 进行第二轮筛选, 得到阳性信号, 挑

取其中 38个单克隆,微量制备质粒,分别用 EcoRⅠ

酶切鉴定. 将经两轮筛选得到的阳性克隆(共5个克

隆)测序.

1. 2. 2　RNA 原位杂交　设计引物对 A oCAM 进行

PCR扩增制备探针. 引物 1: 5′plus: 5′-T AA TAC

GAC TCA CTA T AG-3′; 引物 2: 3′minus: 5′-

AA T T AA CCC T CA CTA AAG G-3′. PCR程序:

94℃ 3 min; 94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 2 m in, 循环

30次; 72℃延伸 10 min. 依据建立的金鱼草 RNA

原位杂交实验方法进行, 并稍作修改
[ 9～11]

.

1. 2. 3　序列分析软件　用 BioEdit v ersion 7. 0. 0

分析 A oCA M 核苷酸及相应的氨基酸序列, 并与

GenBank 中拟南芥、小麦、大豆、矮牵牛、玉米中的

钙调素蛋白比对.

引物设计采用 Premier Primer 5. 0.
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2　结果与分析

2. 1　华山姜 cDNA文库筛选

　　以小草蔻 ( A lp inia hainanensis ) 的 A G-like

MA DS -box 基因的 M ADS 片段为探针,筛选华山姜

( Alp inia oblongif olia)的不同发育时期花序构建的

cDNA 文库,得到两个 MA DS-box 基因分别命名为

A oA G、A oA GL 20,一个钙调素基因命名为 A oCA M .

2. 2　克隆测序及序列分析

华山姜钙调素 cDNA 全长 518 bp,有一个包含

149个氨基酸的开放读码框. 编码区起始于第 54个

核苷酸,终止于第 501个核苷酸. 3′po ly( A)尾巴由

6个碱基 A 构成,起始于第 512个核苷酸. 这149个

氨基酸的钙调素基因与拟南芥 CAM 7 ( A rabidop sis

thaliana CAM 7: NM -114249. 2 )、小 麦 CAM

( T riticum aestivum CAM : U 48691. 1)、大豆 CAM

( Gly cine max CAM: L01431. 1)、矮牵牛 CAM 81

( Petunia hybrida CA M81: M 80836. 1)、玉米 CAM 2

(Zea may s CAM 2: X77397. 1)进行同源性分析(括

号中为GenBank 登录号) , 结果表明只有 7 个氨基

酸不同,同源性高达 95%(图 1) .

图 1　华山姜 CAM 蛋白与拟南芥、小麦、大豆、矮牵牛、玉米中 CAM 蛋白的同源性分析

序列中保守的氨基酸用阴影表示

Fig. 1　Homogeneity analysis o f the AoCAM with the CAM s of A rabid op sis thaliana, T r iticum aestivum ,

Glycine max , Petunia hybrida and Zea may s

Th e conservative amino acids in the sequen ces are shaded

2. 3　RNA原位杂交

利用RNA 原位杂交技术检测了钙调素 mRNA

在华山姜花发育过程中的时空分布特征. 原位杂交

表明钙调素基因在花瓣、雄蕊、雌蕊细胞中大量表

达. 钙调素基因的表达强度随花的不同发育阶段而

变化.花发育早期在花的各器官中都表达强烈, 以后

逐渐减弱并向特定部位集中,如花粉囊、柱头和胚珠

等分生能力较强的细胞中表达较强,其它部位表达

呈弥散状(图 2) .

3　讨　论

笔者克隆了华山姜的钙调素 cDN A 并用原位

杂交的方法检测其 RNA 在花部各器官中的表达情

况. 核苷酸序列分析表明 A oCAM 包含了钙调素的

整个编码序列,由此得到的氨基酸序列与其它植物

的相比有很高的同源性. 这说明: ( 1)钙调素蛋白在

华山姜花发育过程中可能也是一个基本的、起着重

要作用的蛋白; ( 2)华山姜所属的姜科植物( Zing ib-

eraceae)是一个高度进化的单子叶植物类群, 但进

化过程中仍然存在着相当大的进化压力,使钙调素

蛋白序列高度保守.

在华山姜花的各部位中都观察到钙调素 RNA

的表达,然而在不同的部位表达量不同.钙调素基因

在花瓣、雄蕊、雌蕊细胞中大量表达, 这说明钙调素

蛋白在花发育过程中起着重要的作用. CAM 在增

殖的细胞、分生能力较强的细胞中表达增加
[ 12, 13]

,

本研究中钙调素基因的表达强度随不同的发育阶段

而变化:花发育早期在花的各器官中都表达强烈, 以

后逐渐减弱并向特定部位集中,如花粉囊、柱头和胚

珠等分生能力较强的细胞中表达较强, 这表明
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A oCAM 是细胞周期进行过程中所需要的. 前人的

研究表明钙调素蛋白涉及被子植物雌雄配子体形

成
[ 14 ]

. 本研究中钙调素在花粉囊和胚珠等的细胞中

表达较强,可能是因为其参与了华山姜的雌雄配子

体形成.

与钙调素相反, 钙调素结合域的下游靶蛋白表

现出极端的序列变异性, 包括许多不同的基因,体现

了钙离子-钙调素信号转导途径的多样性、复杂性以

及钙调素蛋白调节的灵活性
[ 15]

.但 MA DS-box 基因

是否也能和钙调素结合并被其调节从未有过报道,

本文用 MA DS-box 基因作为探针筛选到钙调素基

因可能是一个偶然.

图 2　AoCAM 原位杂交结果

A.花发育早期,花序上花原基起始, AoCA M 在花原基中强烈表达, 从中央到四周表达逐渐减弱; B、C.随着共同原基的起始分化, A oCA M

强烈表达于起始雄蕊、花瓣和心皮的位置,花萼中没有表达信号; D、E .花发育后期,各花器官分化成型, A oCAM 集中于雄蕊的花粉囊、唇

瓣、花柱和胚珠表达

S.花萼; P.花瓣; St .雄蕊; L.唇瓣; C.心皮; O .胚珠. 比例尺: 50 Lm

F ig . 2　RNA A oCAM in sit u hybridization

A. Th e early stage of f low er developm ent show ing init ial primordia in w hich A oCAM intensely express es at a intensity th at decrease f rom

the cen ter to the ou ter; B, C. W ith the developmen t of the com mon primoridia, st rong AoCA M expres sion b egan to ap pear in s tamens, petal s

an d carpels an d no expres s s ignals occu rred in sepals; D, E. T he late stage of f low er development showing that various f low er part s f inished

their format ion and A oCA M express ion concent rat ively appear ed in pollen s acs, labela, styles and ovules

S. s epal; P. petal; S t. s tamen; L. labellu m; C. carpel; O . ovu le. S cale bar: 50 Lm
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