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二穗短柄草细胞分裂素氧化酶 ＢｄＣＫＸ编码
基因的克隆及功能分析

李 嘉，周 雪，李婷婷，王中华，权 力
（西北农林科技大学农学院，陕西 杨凌 ７１２１００）

摘 要：细胞分裂素是一类重要的植物激素，通过控制细胞分裂、诱导促进芽萌发生长等方面控制植物发育。

细胞分裂素的代谢主要通过细胞分裂素氧化酶来进行，在作物性状改良和抗旱品种培育方面具有重要的研究价

值。为研究麦类作物细胞分裂素氧化酶功能，本实验采用同源克隆的方法，在二穗短柄草中获得了一个与拟南芥

细胞分裂素氧化酶基因 ＡｔＣＫＸ３高度同源的候选基因，命名为 ＢｄＣＫＸ。将该基因与 ｐＣＸＳＮ质粒连接构建植物超表
达载体，并以农杆菌介导法转化二穗短柄草植物幼胚。所获得的阳性转基因植株生长迟缓，茎短，叶片小，地上部

分变小。另外，组织表达谱分析表明 ＢｄＣＫＸ在二穗短柄草生长发育的不同时期和不同组织中具有不同的表达模
式，在生长４０天的植株叶片中表达量有明显升高。由于细胞分裂素氧化酶编码基因在早熟禾亚科物种中较为保
守，本研究为理解麦类作物的发育调控机制和遗传改良麦类作物生长提供必要的理论基础。
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干旱是造成农作物减产甚至大面积死亡的主要

自然灾害之一。据测算，全球每年因干旱造成的经

济损失高达６０～８０亿美元，远远超过了其它自然灾

害［１］。因此，如何利用生物技术手段，从植物本身出

发，揭示其抗旱特性，对于安全应对粮食危机、实现

水资源的合理利用和改善生态环境均有着重要意



义［２－３］。培育抗旱品种的关键在于改良根系。在小

麦的相关研究中有结果表明，纵深发达的根系系统

可使植物充分吸收利用贮存在土壤中的水分，提高

资源利用效率［４］。根系的生长一方面受到环境的影

响，另一方面也离不开内源激素的调节。作为一类

重要的植物激素，细胞分裂素在调控根系的维管组

织发育［５］、根细胞的生长［６］、根系统的向地性［７］、不

定根和侧根的生长发育［８］及根系分生组织活性［９］等

多方面，均发挥着不可忽视的作用。

细胞分裂素的降解代谢主要依赖于细胞分裂素

氧化酶（ｃｙｔｏｋｉｎｉｎｏｘｉｄａｓｅ，ＣＫＸ）。ＣＫＸ特异性地降解
细胞分裂素 Ｎ６位置的不饱和侧链而使其彻底失去
活性［１０－１１］，从而有效下调植物内源细胞分裂素水

平，是植物维持体内细胞分裂素动态平衡的一种重

要方式。有研究表明，在拟南芥中分别过量表达

ＡｔＣＫＸ家族基因，可使内源细胞分裂素水平下调
３０％～４５％，其中以 ＡｔＣＫＸ３的下调效果较为显
著［５］。在烟草中过表达 ＡｔＣＫＸ１基因，与对照相比，
转基因烟草根部鲜重增加约一半［１２］。此外，有研究

认为 ＯｓＣＫＸ２是在水稻中控制穗粒数的主效基因，
与拟南芥 ＡｔＣＫＸ２基因具有相似功能［１３］。超表达
ＺｍＣＫＸ基因的转基因玉米在花粉或花药专一启动
子的控制下表现雄性不育［１４］。在植物生长的不同

阶段和不同部位 ＣＫＸ基因家族的表达模式也存在
较大差异［１５－１６］。因此，ＣＫＸ基因作为下调植物内
源细胞分裂素水平的重要基因，在定向改良作物性

状、培育优良品种方面具有值得发掘的研究潜力。

通过使用拟南芥 ＡｔＣＫＸ蛋白序列与二穗短柄
草数据库比对，发现二穗短柄草可能编码１０个 ＣＫＸ
基因，但其相关功能未见报道。本实验通过 ＢＬＡＳＴＰ
比对以及蛋白序列分析结果，选择了与 ＡｔＣＫＸ３蛋
白序列相似度较高的 ＢｄＣＫＸ基因（基因序列号为
Ｂｒａｄｉ１ｇ３７４７０）进行功能研究。通过同源分子克隆
获得 ＢｄＣＫＸ基因并构建植物超表达载体，继而采用
农杆菌介导法转化模式植物二穗短柄草。同时，为

解析 ＢｄＣＫＸ基因的工作模式，本研究利用实时荧光
定量ＰＣＲ技术分析了 ＢｄＣＫＸ基因在二穗短柄草不
同生长发育时期的组织表达谱。由于 ＣＫＸ基因在
早熟禾亚科植物中相对比较保守，因此，本研究能够

丰富麦类作物品种改良的理论依据，为加快作物遗

传改良、培育抗旱型作物提供理论支持。

１ 材料与方法

１．１ 实验材料及生长条件

本实验以二穗短柄草 Ｂｄ２１为材料，在 ２２℃光

照培养箱中采用长光照进行培养（１６ｈ见光／８ｈ暗
光）；所用土壤为通用的植物培养基质；花盆规格为

５．５ｃｍ×５．５ｃｍ×５．５ｃｍ；ｐＣＸＳＮ表达载体和农杆菌

ＥＨＡ１０５由本实验室保存；ＲＮＡ提取试剂盒、ＤＮＡ提
取试剂盒、ｃＤＮＡ合成试剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂
盒购于ＴＩＡＮＧＥＮ（北京）公司，荧光定量试剂盒购于

Ｔａｋａｒａ公司；引物由上海立菲生物技术有限公司合
成。

１．２ 研究方法

１．２．１ ＢｄＣＫＸ基因的序列分析 相关的生物信息

学分析工具如下：

ＢＬＡＳＴＰ比对分析和序列来源（ｈｔｔｐ：／／ｐｈｙｔｏ
ｚｏｍｅ．ｊｇｉ．ｄｏｅ．ｇｏｖ／ｐｚ／ｐｏｒｔａｌ．ｈｔｍｌ）；

蛋白质一级结构分析（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）；

蛋白质二级结构分析（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．
ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝／ＮＰＳＡ／
ｎｐｓａ ｈｎｎ．ｈｔｍｌ）；

蛋白质保守域分析（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌ
ｂｅｒｇ．ｄｅ／）；

亚细胞定位（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）；
蛋白活性位点预测（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．

ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝／ＮＰＳＡ／ｎｐｓａ
ｐｒｏｓｃａｎ．ｈｔｍｌ）。

１．２．２ ＢｄＣＫＸ－ｐＣＸＳＮ超表达载体构建 以

ＡｔＣＫＸ３蛋白序列为查询序列，在 ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ１０．３
（ｗｗｗ．ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｎｅｔ）中的二穗短柄草数据库进行

ＢＬＡＳＰ比对搜索。选择同源性最高的 Ｂｒａｄｉ１ｇ３７４７０
基因作为研究候选基因，进行同源克隆分析研究对

象。借助Ｏｌｉｇｏ６软件设计引物，以二穗短柄草 ＤＮＡ
为模板，使用 ＰｆｕＤＮＡ聚合酶扩增。ＰＣＲ反应程序
为：９５℃２ｍｉｎ；９５℃３０ｓ；５７℃３０ｓ；７２℃２ｍｉｎ；３３个
循环。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测并纯化
回收目的片段，连接到ｐＣＸＳＮ载体并转化大肠杆菌

ＴＯＰ１０感受态细胞。经上海生物工程技术服务公司
测序验证后保存在－８０℃冰箱，完成载体构建。

１．２．３ ＢｄＣＫＸ基因的克隆及转化 为了进一步验

证 ＢｄＣＫＸ基因的生物学功能，本实验采用高保真酶
扩增得到全长为１９０３ｂｐ的 ＢｄＣＫＸ基因开放读码框
的ＤＮＡ片段（图１）。连接 ｐＣＸＳＮ表达载体后，挑取
单克隆送往上海生工生物工程有限公司进行测序。

测序结果经验证无误后，转入农杆菌ＥＨＡ１０５菌株。
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图１ ＢｄＣＫＸ基因扩增结果
Ｆｉｇ．１ ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅＢｄＣＫＸｇｅｎｅ

图２ ＢｄＣＫＸ－ｐＣＸＳＮ转基因植株ＰＣＲ验证
Ｆｉｇ．２ ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＢｄＣＫＸ－ｐＣＸＳＮｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｂｙＰＣＲ

为了准备侵染材料，我们在无菌条件下使用解

剖镜挑取二穗短柄草幼胚，一个月后选择黄色的愈

伤块继代培养。待愈伤块生长至直径约 １ｃｍ时与
农杆菌共培养，利用农杆菌将目的基因导入二穗短

柄草。农杆菌每侵染 １次需要收集 ３００个愈伤块，
共侵染４次。经过潮霉素筛选抑制非阳性愈伤的生
长，１个月后转入光照培养箱进行生芽、生根培养。

待组培苗高约５ｃｍ时将丛生芽分离，分别移栽到育
苗基质中，放入恒温光照培养箱中生长。待组培苗

成活后，提取叶片 ＤＮＡ，并用潮霉素（Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ，
Ｈｙｇ）引物检测，扩增出 １４７５ｂｐ的片段（图 ２），确定
为阳性苗，可用于后续表型观察。

１．２．４ 实时荧光定量 ＰＣＲ 成熟二穗短柄草种子

剥去颖壳后放于培养皿中，加入适量超纯水，在４℃
下静置２ｄ。然后转移到光照培养箱中，在２２℃，１８
ｈ光照／６ｈ黑暗条件下萌发。待真叶长出后，将幼
苗插入漂浮板，置于装有超纯水的１Ｌ烧杯中，培养
条件不变。１０ｄ后分别用剪刀收集叶片和根部材
料，用锡箔纸包裹在液氮中速冻并于 －８０℃冰箱保
存。同批余下幼苗则移栽到培植土中，第２０天开始
每隔１０ｄ挖取部分植株，收集叶片和根部材料各３份
作为生物学重复，保存于－８０℃冰箱，直至第５０天。

采用 ＴａＫａＲａ公司 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（Ｐｅｒ
ｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）荧光定量试剂盒，ＢＩＯ－ＲＡＤＣＦＸ实
时荧光定量ＰＣＲ仪对 ＢｄＣＫＸ基因的表达量进行检

测。以二穗短柄草 Ａｃｔｉｎ基因作为内参，采用２－ΔΔ
Ｃｔ

法，分析 ＢｄＣＫＸ基因在根与叶中不同时期的相对表
达量。

本研究所采用的引物序列及对应基因见表１。

表１ 本研究所用引物序列及用途

Ｔａｂｌｅ１ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

基因

Ｇｅｎｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）
用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ

Ｂｒａｄｉ１ｇ３７４７０ Ｆ：ＡＴＧＣＣＧＡＧＧＧＣＴＡＧＴＣＴＡＧＣ 载体构建 ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐＣＸＳＮｖｅｃｔｏｒ

Ｒ：ＧＧＡＴＧＣＣＧＡＧＡＴＴＡＡＡＧＴＧＧＧＴ 载体构建 ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐＣＸＳＮｖｅｃｔｏｒ

Ｂｒａｄｉ１ｇ３７４７０ Ｆ：ＧＡＡＧＡＴＣＴＣＴＣＴＧＣＣＣＴＴＧＡＣ 定量引物 ｑＲＴ－ＰＣＲ

Ｒ：ＧＧＴＣＴＣＴＡＣＴＡＴＧＴＧＴＣＣＧＡＡＡＴＣ 定量引物 ｑＲＴ－ＰＣＲ

Ａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＴＣＣＴＧＣＴＡＴＧ 定量引物 ｑＲＴ－ＰＣＲ

Ｒ：ＣＧＣＣＡＧＡＡＴＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＡ 定量引物 ｑＲＴ－ＰＣＲ

Ｈｙｇ Ｆ：ＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＡＡＴＴ 阳性苗筛选 Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

Ｒ：ＴＴＡＡＣＴＧＧＣＴＧＡＧＧＣＧＴＴＣＴ 阳性苗筛选 Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

２ 结果分析

２．１ ＢｄＣＫＸ蛋白结构与功能预测
虽然不同来源的 ＣＫＸ蛋白结构有差异，但它

们约有１／３的氨基酸序列高度保守。所以我们通过
拟南芥 ＡｔＣＫＸ３蛋白序列在短柄草数据库中进行
ＢＬＡＳＴＰ比对，选择同源性较高的 ＢｄＣＫＸ，通过在线
软件分析蛋白结构和预测蛋白功能。一级结构分析

结果表明：ＢｄＣＫＸ共有５３８个氨基酸残基，其中正电

荷氨基酸数为 ４９，负电荷氨基酸数为 ５５，分子质量
为５８．３２３２ｋＤ，理论等电点６．０８，半衰期大于１０ｈ。
根据预测说明，不稳定指数以４０为界，大于４０预测
蛋白稳定，小于４０预测蛋白则不稳定。ＢｄＣＫＸ不稳
定指数为３９．４６，预测为不稳定蛋白。

通过 ＧＯＲ４方法对 ＢｄＣＫＸ二级结构进行在线
分析，ＢｄＣＫＸ的二级结构以 ３３．０９％的α螺旋和
５０．３７％的无规则卷曲为主要结构原件，延伸链较
少，所占百分比为１６．５４％（表２）。由此推测，α螺旋
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和无规则卷曲是ＢｄＣＫＸ蛋白中最大量的结构元件，
延伸链散布于整个蛋白质中。根据蛋白质保守域分

析结果，ＢｄＣＫＸ具有保守的黄素腺嘌呤二核苷酸结
合域和细胞分裂素结合域，这是 ＣＫＸ家族共有的蛋
白结构特征。

表２ ＢｄＣＫＸ二级结构典型构象统计结果
Ｔａｂｌｅ２ ＳｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＢｄＣＫＸ

二级结构类型

Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
氨基酸残基数目

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｎｕｍｂｅｒ
百分比／％
Ｐｅｒｃｅｎｔ

α螺旋α－ｈｅｌｉｘ １７８ ３３．０９

延伸链 Ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ ８９ １６．５４

无规则卷曲 Ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ ２７１ ５０．３７

应用 Ｐｓｏｒｔ工具对 ＢｄＣＫＸ进行亚细胞定位预
测，结果表明该蛋白可能定位于过氧化物酶体或内

质网，最有可能作为分泌蛋白定位于细胞外（表２），
这与ＢｄＣＫＸ具有细胞分裂素氧化酶的功能这一假
设是相吻合的。

表３ ＢｄＣＫＸ的亚细胞定位预测结果
Ｔａｂｌｅ３ ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｎｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＢｄＣＫＸ

亚细胞定位

Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｔｉｏｎ
概率

Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ

细胞外 Ｏｕｔｓｉｄｅ ０．３７

过氧化物酶体 Ｍｉｃｒｏｂｏｄｙ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ） ０．２６

内质网 Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ（ｍｅｍｂｒａｎｅ） ０．１０

内质网 Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ（ｌｕｍｅｎ） ０．１０

磷酸化是生物体内普遍的一种调节方式，在细

胞信号转导和蛋白调控中起到重要作用。根据

ＰｒｏｓｉｔｅＳｃａｎ分析结果，ＢｄＣＫＸ有蛋白酶 Ｃ磷酸化位
点、酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点、ｃＡＭＰ和 ｃＧＭＰ依赖
性蛋白激酶磷酸化位点三类磷酸化位点，此外还有

Ｎ－糖基化位点、Ｎ－豆蔻酰化位点、酰化位点、氧化
还原酶类 ＦＡＤ共价结合位点和 ＲｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ２
ｓｉｇｎａｔｕｒｅ１（表４）多种活性位点，为其发挥催化作用
提供结构基础。

表４ ＢｄＣＫＸ在ＮＰＳ中的活性位点预测分析
Ｔａｂｌｅ４ ＳｃａｎｎｉｎｇｏｆＢｄＣＫＸｆｏｒｓｉｔｅ／ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓａｇａｉｎｓｔｐｒｏｓｃａｎｄａｔａｂａｓｅｉｎＮＰＳ

活性位点名称

Ａｃｔｉｖｅｓｉｔｅ
序列号

Ｐｒｏｓｉｔｅａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ
膜体类型

Ｍｏｔｉｆｍｏｄｅｌ
氨基酸序列

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ
概率值

Ｐｖａｌｕｅ

Ｎ－糖基化位点
Ｎ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ ＰＳ００００１ Ｎ－｛Ｐ｝－［ＳＴ］－｛Ｐ｝ １３３－１３６ＮＶＳＶ

２８７－２９０ＮＲＴＬ ５．１３８×１０－３

蛋白酶Ｃ磷酸化位点
ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ

ＰＳ００００５ ［ＳＴ］－ｘ－［ＲＫ］
９５－９７ＳＰＲ
１０２－１０４ＳＳＲ
１５６－１５８ＴＬＲ
５２５－５２７ＳＡＲ

１．４２３×１０－２

酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点
ＣａｓｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ

ＰＳ００００６ ［ＳＴ］－ｘ（２）－［ＤＥ］

３６－３９ＳＡＬＤ
７４－７７ＳＰＳＤ
２８９－２９２ＴＬＴＥ
３０１－３０４ＳＡＳＥ
４３７－４４０ＴＰＤＥ

１．４８２×１０－２

ｃＡＭＰ和ｃＧＭＰ依赖性蛋白
激酶磷酸化位点

ｃＡＭＰ－ａｎｄｃＧＭＰ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ

ＰＳ００００４ ［ＲＫ］（２）－ｘ－［ＳＴ］ ２９４－２９７ＲＲＳＳ １．５７２×１０－３

Ｎ－豆蔻酰化位点
Ｎ－ｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ ＰＳ００００８ Ｇ－｛ＥＤＲＫＨＰＦＹＷ｝

－ｘ（２）－［ＳＴＡＧＣＮ］－｛Ｐ｝

２３－２８ＧＬＡＳＧ
９８－１０３ＧＱＧＨＳＳ
１０５－１１０ＧＱＡＬＡＳ
１２５－１３０ＧＧＤＨＧＲ
１７７－１８２ＧＧＴＬＳＮ
１７８－１８３ＧＴＬＳＮＡ
４０４－４０９ＧＶＦＫＧＩ
４４７－４５２ＧＬＬＲＳＡ
４９７－５０２ＧＮＫＷＳＷ
５２１－５２６ＧＩＦＰＳＡ

１．３９７×１０－２

酰化位点

Ａｍｉｄａｔｉｏｎｓｉｔｅ ＰＳ００００９ ｘ－Ｇ－［ＲＫ］－［ＲＫ］ １２８－１３１ＨＧＲＲ
２９２－２９５ＥＧＲＲ ８．６３６×１０－４

氧化还原酶类ＦＡＤ
共价结合位点

Ｏｘｙｇｅｎｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅｓ
ｃｏｖａｌｅｎｔＦＡＤ－ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ

ＰＳ００８６２

［ＬＩＶＭＦＡ］－ｘ－｛ＧＰＲＶ｝－
［ＬＩＶＭＦＹＣ］（２）－｛ＬＰＣ｝－［ＳＴＡＣ］
－［ＧＳＴＡＮＱＥＫＲ］－［ＳＴＡＬＶ］－

［ＨＹ］－［ＬＩＶＭＦ］－Ｇ

１２－２３
ＶＴＳＬＦＳＴＡＳＨＬＧ １．１０４×１０－６

Ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎ
Ｓ２ｓｉｇｎａｔｕｒｅ１ ＰＳ００９６２

［ＬＩＶＭＦＡ］－ｘ－｛ＧＰＲＶ｝－
［ＬＩＶＭＦＹＣ］（２）－｛ＬＰＣ｝－［ＳＴＡＣ］
－［ＧＳＴＡＮＱＥＫＲ］－［ＳＴＡＬＶ］
－［ＨＹ］－［ＬＩＶＭＦ］－Ｇ

１２－２３
ＶＴＳＬＦＳＴＡＳＨＬＧ １．１０４×１０－６
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２．２ ＢｄＣＫＸ组织表达谱分析
为了明确 ＢｄＣＫＸ基因在二穗短柄草不同生长

时期、不同生长部位的表达特征，我们采用实时荧光

定量ＰＣＲ方法，分别检测生长时期为 １０ｄ、２０ｄ、３０
ｄ、４０ｄ、５０ｄ的二穗短柄草地上部分和地下部分中
ＢｄＣＫＸ基因的表达量。结果表明（图３）：在根中，Ｂｄ
ＣＫＸ表达量较平稳，且持续低于叶中的表达量；在叶
中，前３０天 ＢｄＣＫＸ表达量变动不大，但是在第４０天
的样本中，表达量显著升高，相对表达量为３．７７，与同
期根部表达量的差值为３．５５。在第５０天的样本中，
根与叶中 ＢｄＣＫＸ的表达量基本一致。证明 ＢｄＣＫＸ
在一定程度上参与二穗短柄草不同生长发育阶段的

特异性调节，并在根与叶中呈现一定差异。

２．３ 二穗短柄草 ＢｄＣＫＸ－ｐＣＸＳＮ转基因植株表型
分析

与野生型植物对照相比，二穗短柄草转 ＢｄＣＫＸ

－ｐＣＸＳＮ的阳性植株有异常表现。在滤纸上萌发
１０ｄ的转基因植株相比于对照，叶片变小，根部变
短，植株整体较小（图４ａ）。在育苗基质中生长４０ｄ
后，转基因植株地上部分明显小于对照，株高短，叶

片少（图 ４ｂ）。说明在二穗短柄草根部与地上部的
整体形态建成中，ＢｄＣＫＸ起到了一定作用。

图３ ＢｄＣＫＸ基因表达差异
Ｆｉｇ．３ ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆＢｄＣＫＸｉｎｒｏｏｔａｎｄｌｅａｆｏｆ
Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍｄｉｓｔａｃｈｙｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｗｔｈｓｔａｇｅｓ
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图４ ＢｄＣＫＸ－ｐＣＸＳＮ植株与对照表型比对
Ｆｉｇ．４ ＰｈｅｎｏｔｙｐｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅＢｄＣＫＸ－ｐＣＸＳＮａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｐｌａｎｔｓ

３ 讨 论

本研究从二穗短柄草中得到一个细胞分裂素氧

化酶基因 ＢｄＣＫＸ的基因全长，通过序列分析发现该
基因编码的蛋白含有多种催化功能所需的活性位

点，且具有保守的黄素腺嘌呤二核苷酸结合域和细

胞分裂素结合域，有可能以分泌蛋白的形式发挥功

能。这些结果表明，ＢｄＣＫＸ作为 ＣＫＸ家族同源蛋
白，有可能与其它 ＣＫＸ有着相似的结构和功能，在
内源细胞分裂素的氧化降解方面发挥着一定作用。

组织表达谱分析结果表明：在二穗短柄草生长

发育的前３０天 ＢｄＣＫＸ基因表达较平稳，在第４０天
时叶部表达量明显升高，同时根部表达量有所降低，

这可能与细胞分裂素作为一种信号分子，在调控不

同生长发育时期植物不同生长部位所起到的不同作

用有关。２０１０年Ｗｅｒｎｅｒ等［１２］通过转拟南芥 ＡｔＣＫＸ１
基因的烟草实验证明，细胞分裂素所调控的植物形

态建成在一定程度上具有器官自主性，可能不受维

管束长距离运输的控制影响。因此，本研究所涉及

的 ＢｄＣＫＸ基因，极可能是在植物生长中期阶段，大
约４０ｄ左右，在植物地上部分控制细胞分裂素代谢
中起重要作用。由于二穗短柄草基因组编码 １０个
同源性各异的 ＣＫＸ基因，其它基因可能分别在其它
时间和组织器官中发挥功能，对植株整体细胞分裂

素的动态平衡起调节作用。更深层次认知二穗短柄

草 ＣＫＸ的功能，其它同源基因的相关研究需要日后
的工作来完善。

超表达 ＢｄＣＸＫ基因的植物个体表现出较为弱
小的地上部分组织形态，是由于细胞分裂素能够通

过参与细胞分裂与分化过程调节植物地上部分的生

长发育。而过量的 ＢｄＣＫＸ表达产物增强了细胞分
裂素的降解，降低了植物体内的细胞分裂素含量，从

而弱化了细胞分裂素对地上部分的促进作用。这与

拟南芥等植物中的研究发现类似，说明 ＣＫＸ基因的
作用机制应该在高等植物中是相对比较保守的。同

时有分析发现，ＣＫＸ基因在早熟禾亚科植物中都比
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较保守，且基因序列高度相似。鉴于 ＣＫＸ基因作用
机理保守，可以通过生物技术手段，改造 ＣＫＸ基因
的时空表达模式、表达强度等，达到有效调节麦类作

物特定组织的内源性细胞分裂素的分布及含量的目

的。通过控制内源细胞分裂素含量从而定向改良植

物器官形态和功能，形成发达的根系或提高地上部

分生物质量等与产量相关的农艺形状，对于增强植

物抗旱能力、促进作物生产具有重要意义。
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