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摘  要：以柱型苹果‘鲁加 5 号’茎尖为试材，克隆编码 DELLA 蛋白的 MdGAI 基因，并研究该基

因的表达特点。结果表明，柱型苹果 MdGAI 的 cDNA 序列长度为 2 491 bp，编码 635 个氨基酸。核酸序

列与其它苹果属植物具有很高的同源性，在 N 端具有保守氨基酸结构域 DELLA 和 VHYNP，在 C 端存在

保守的氨基酸结构域 VHVID 和 SAW。实时荧光定量 PCR 分析表明，在春、夏和秋季，MdGAI 基因在柱

型和普通型苹果新梢茎尖均能表达，同一生长时期，柱型苹果新梢茎尖的表达量明显高，说明柱型苹果

的生长分枝特性可能与 MdGAI 基因的高表达量有关。MdGAI 基因在种子、叶芽、茎尖、节间、花芽、花

和幼果中均能表达，不同器官中的表达量存在显著差异，幼果中相对表达量最高，说明该基因可能主要

调控苹果果实的发育。 
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Cloning and Expression Analyzing of MdGAI Gene of Columnar Apples 

LIANG Mei-xia，ZHU Jun，and DAI Hong-yi* 

（College of Landscape and Horticulture，Qingdao Agricultural University，Qingdao，Shandong 266109，China） 

Abstract：The shoot tips of columnar apple‘Lujia 5’were used as experimental materials for cloning 

MdGAI gene encoding DELLA protein and researching its expression characterization via rapid 

amplification of cDNA ends（RACE）and real time PCR methods. The full length sequence of MdGAI was 

2 491 bp，encoding 635 amino acids. The nucleic acid sequence was highly homologous with those of 

other Malus plants. Sequence analysis of the product of the MdGAI indicated that they shared a highly 

conserved N terminus that contained two recognizable domains DELLA and VHYNP，and a highly 

conserved C terminus that contained two recognizable domains VHVID and SAW. The real-time 

quantitative PCR analysis showed that MdGAI gene were always expressed in shoot apices of columnar 

and standard apple trees during the spring，summer and autumn growing season. In the same season，the 

MdGAI of columnar apples were expressed at higher level than that of standard apples. It is perhaps that 

the growing habit of columnar apple is related to MdGAI gene with high levels expression. The MdGAI 

gene were expressed in seeds，leaf buds，shoot tips，internodes，floral buds，flowers and young fruits of 

columnar apple ‘Lujia 5’. However，the amounts of the expression were obviously different. In the early 

development of young fruit，the relative expression level of MdGAI gene was up to the maximum value. 
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This means that GAI gene may play a crucial role during the fruit developing of columnar apple. 

Key words：apple；DELLA protein；MdGAI gene；Real-time PCR 

 

柱型苹果是一种特殊的矮生突变类型，节间短，分枝少，萌芽率高，是实行矮化密植栽培的重

要资源（Kesley & Brown，1992）。柱型基因 Co 是迄今为止研究最深入的，目前已筛选出与该基因

连锁的 RAPD、AFLP、ISSR、SCAR 等分子标记（祝军 等，2000；王彩虹 等，2002；朱元娣 等，

2003；Kim et al.，2003；Tian et al.，2005），但与 Co 基因的遗传连锁距离较远，目前仍未克隆到

Co 基因，也未能从分子水平上阐述该基因对树形发育的调控模式。 

DELLA 蛋白是 GA 信号传导途径的抑制因子，在高等植物中，其 N 端具有高度保守的结构域

DELLA（Dill et al.，2004）。模式植物拟南芥中 DELLA 蛋白是多基因家族，有 GAI、RGA、RGL1、

RGL2、RGL3，其中 GAI 和 RGA 是茎伸长的主要负调控因子（Dill et al.，2001；Dill & Sun，2001；

King et al.，2001）。拟南芥、葡萄、水稻等植物中编码 DELLA 结构域的 GAI 基因发生缺失、突变

或超量表达均能导致植物表型发生改变，表现为矮化特征（Ogawa et al.，2000；Fu et al.，2001；Boss 

& Thomas，2002；Olszewski et al.，2002）。Hartweck 和 Olszewski（2006）报道，DELLA 蛋白可能

参与多种激素的信号途径，同时 DELLA 蛋白的量又受到赤霉素、生长素、乙烯和脱落酸等多种激

素的共同调节（Fu & Harberd，2003；Achard et al.，2003，2006；Ma et al.，2003；Alabadi et al.，

2004）。 

柱型苹果内源激素特别是低浓度的赤霉素和高浓度的细胞分裂素是导致其树体柱型生长特性

的主要原因（Looney et al.，1988；Watanabe et al.，2006）。在柱型苹果中，赤霉素合成途径中贝壳

杉烯氧化酶基因的表达量低于普通型苹果（田义轲，2004）；苹果异戊烯基转移酶基因过表达可诱导

转基因烟草侧枝分生及细胞分裂素水平增加（朱元娣，2008）。 

由于柱型苹果的生长特性与赤霉素等内源激素密切相关，而赤霉素的合成及传导与 DELLA 蛋

白的编码基因结构和表达量有关，因此，本研究中利用 RACE 方法，克隆柱型苹果中编码 DELLA

蛋白的 MdGAI 基因的全长 cDNA，并对其基因和编码蛋白序列进行分析，利用 Real-time PCR 技术

检测该基因在柱型和普通型苹果中的相对表达量，试图从分子水平上揭示苹果柱型生长的机理；同

时，在柱型苹果的不同发育时期，分析该基因在不同组织和器官的相对表达量，试图揭示 MdGAI

基因在苹果生长发育过程中的时空表达模式，为进一步研究该基因的功能提供基础理论依据。 

1  材料与方法 

供试柱型苹果为‘Telamon’、‘鲁加 5 号’和‘鲁加 6 号’；普通型苹果为‘富士’、‘鲁加 2 号’

和‘鲁加 3 号’，树龄均为 5 年，取自于青岛农业大学园林园艺学院果树实验站。分别于春、夏和秋

季取上述 6 种苹果的新梢茎尖。2008 年，分别取‘鲁加 5 号’春梢茎尖（4 月 24 号）、节间（4 月

24 号）、花（4 月 24 号）、幼果（5 月 10 号）、夏梢茎尖（6 月 24 号）、秋梢茎尖（8 月 30 号）、种

子（11 月 8 号）、发芽后种子（12 月 20 号）、花芽（12 月 20 号）和叶芽（12 月 20 号），液氮速冻

后–80 ℃冰箱保存，用于 RNA 的提取。 

RNA 提取参照 EASYspin 植物 RNA 快速提取试剂盒说明书（北京原平皓公司）。以提取的总

RNA 为模板，按 3′- Full RACE Core Set Ver. 2.0（TaKaRa）反转录成 cDNA。 

根据 GenBank 上发表的相关同源基因的氨基酸保守序列和核苷酸序列设计引物。设计 3′端引物

为 5′-CGTTGACGACCCCTTTTTAGC-3′，5′-GTCCACGTCATCGATTTCTCC-3′和 5′-GCAAATCTGC 

AACGTGGTGG-3′，扩增 MdGAI 基因的 3′端序列。设计 5′端引物为 5′-CGGGTTATAGTGAACGGTG 
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TC-3′，5′-GTCTTCCCACATCTTGGCCTTGC-3′和 5′-CGGGGATGGATTTGAAGTCGTAGTA-3′，扩

增 MdGAI 基因的 5′端序列。利用 RACE-PCR 技术，按照 TaKaRa 公司的 3′-Full RACE Core Set Ver. 2.0

和 5′-Full Race Kit 试剂盒说明书对目的基因进行扩增。PCR 反应程序为：94 ℃预变性 3 min，94 ℃

变性 30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 2 min，30 次循环。 

实时荧光定量 PCR 检测以苹果 Actin 基因（序列号 GQ339778）作为内参，其引物对设计为 Act-F：

5′-CCAAAGGCTAATCGGGAGAAA-3′和 Act-R：5′-ACTGGCGTAGAGGGAAAGAACA-3′，扩增目

的基因 MdGAI 引物对设计为 GAI-F：5′-GAGACCTGCCCCTACCTGAA-3′和 GAI-R：5′-GATGACGTG 

GACTCTGGTTTTG-3′。对反转录获得的 cDNA 用 EASY Dilution 按 5 倍梯度（50、51、52 、53、54

倍）稀释，进行荧光定量反应，绘制相对标准曲线。反应体系为 25 μL，含有 12.5 μL SYBR Premix 

Ex TaqⅡ（TaKaRa），2.0 μL cDNA，9.5 μL ddH2O，上下游引物各 0.5 μL（引物浓度为 10 μmol · L-1）。

反应程序为：94 ℃预变性 2 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，40 次循环。每个

样品重复 3 次。 

序列相似性使用 BLAST 软件分析，多重序列比对用 ClustalW 程序（http：//www. ebi. ac. uk/ 

clustalw/）和多重序列显示程序（http：//www. bio-soft. net/sms/index. html）。进化树构建用 MEGA 4.0

程序和邻位相连法（Neighbor-joining）。 

2  结果与分析 

2.1  柱型苹果 MdGAI 基因的生物信息学分析 

利用 RACE-PCR 技术从柱型苹果‘鲁加 5 号’茎尖中克隆得到 MdGAI 基因（登录号：HQ834196）

的 cDNA 全长序列。其全长为 2 491 bp，其中编码区序列长度为 1 908 bp，编码 635 个氨基酸，起

始密码子是 ATG，终止密码子是 TAG，5′ UTR 为 199 bp，3′ UTR 有 384 bp，在 3′ UTR 中还包含加

尾信号 AATAA 和 poly（A）尾巴。推测的蛋白质等电点为 5.30，分子量为 69 734.67。 

所获得的目的片段经 GenBank 数据库中的 BLAST，柱型苹果‘鲁加 5 号’MdGAI 基因与小金

海棠 GAI2（登录号：GQ384426）和 GAI 基因（登录号：FJ535244）的氨基酸序列相似性分别为 99%

和 92%，与湖北海棠 GAI 基因（登录号：EF026101）的氨基酸序列相似性为 97%，与‘富士’苹果

和苹果砧木‘M26’及‘Mark’的 GAI1 基因（登录号分别是：FJ535245，GQ384424 和 GQ384425）

氨基酸序列相似性均为 93%。 

利用 MEGA4.0 软件，分析柱型苹果的 MdGAI 基因与已知其他植物的 GAI 进化树（图 1），编

码柱型苹果 DELLA 蛋白的 MdGAI 基因与所有苹果属植物聚类在同一分支上，其与小金海棠的 GAI2

基因在进化上亲缘关系最近；其次与湖北海棠的 GAI 基因在进化上亲缘关系较近，而最后与拟南芥

和番茄的 GAI 基因聚类，说明它们的基因在进化上亲缘关系最远。 

2.2  柱型和普通型苹果新梢 MdGAI 基因的相对表达量分析 

在春、夏和秋季，分别提取 3 个柱型和 3 个普通型苹果新梢茎尖的 RNA 进行转录，以获得的

cDNA 进行实时荧光定量表达分析。 

分析结果（图 2）表明：3 个季节中，柱型和普通型苹果中 MdGAI 基因均有一定量的表达。3

个柱型苹果中 MdGAI 基因相对表达量平均值分别为 0.88、0.99、1.00；而 3 个普通型苹果中 MdGAI

基因相对表达量平均值分别为 0.68、0.68、0.52。 

同一生长季节中，3 个柱型苹果 MdGAI 基因相对表达量均高于 3 个普通型苹果。 
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上述结果说明柱型苹果的生长分枝特性可能与 MdGAI 基因的高表达量有关。 

 

图 1  基于柱型苹果 MdGAI 基因氨基酸序列与同源氨基酸序列建立的进化树 

Fig. 1  Phylogenetic tree of amino acid sequences of columnar apple MdGAI gene with homologous 

amino acid sequences from other plants 

 

 

图 2  柱型和普通型苹果新梢中 MdGAI 基因转录水平上的表达分析 
A：春梢；B：夏梢；C：秋梢。1．Telamon；2．鲁加 5 号；3．鲁加 6 号；4．富士；5．鲁加 2 号；6．鲁加 3 号。 

Fig. 2  Expression analyzing of MdGAI in the apices of growing shoots of columnar and standard apples at transcript levels 

A：Spring shoots；B：Summer shoots；C：Autumn shoots. 1．Telamon；2．Lujia 5； 

3．Lujia 6；4．Fuji；5．Lujia 2；6．Lujia 3． 

 

2.3  柱型苹果不同组织器官中 MdGAI 基因的相对表达量分析 

提取柱型苹果‘鲁加 5 号’不同组织器官中的 RNA 进行反转录合成 cDNA 链，然后以得到的

第一链 cDNA 为模板，用特异引物进行 Real-time PCR 扩增。 

结果如图 3 所示，MdGAI 基因在种子、叶芽、茎尖、节间、花芽、花和幼果中均能表达，但表

达量存在明显差异。 

种子萌发后，MdGAI 基因的表达量明显下降，在春梢、夏梢和秋梢中，表达量相对稳定。花开

放后，表达量也随之下降；而在幼果中，表达量急剧增加，达到最高值 1.55，说明该基因可能主要

调控苹果果实的发育。 
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图 3  柱型苹果‘鲁加 5 号’不同组织器官中 MdGAI 基因转录水平上的表达分析 

1．种子；2．发芽后种子；3．春梢茎尖；4．夏梢茎尖；5．秋梢茎尖；6．叶芽；7．节间；8．花芽；9．花；10．幼果。 

Fig. 3  Expression analyzing of MdGAI in different tissues or organs of columnar apples‘Lujia 5’at transcript levels 

1．Seeds；2．Seeds after germination；3．Shoot tips in spring；4．Shoot tips in summer；5．Shoot tips in autumn；6．Vegetative buds； 

7．Internodes；8．Floral buds；9．Flowers；10．Young fruits. 

 

3  讨论 

沙海峰（2007）分别从‘威赛克’和‘旭’苹果中克隆得到编码 DELLA 蛋白家族的 MdRGLla

和MdRGL2a基因，发现RGLla和RGL2a基因在柱型和普通型苹果中的核苷酸序列同源性均为100%，

初步表明柱型苹果‘威赛克’的柱型突变与 RGL 基因无关。本研究得到的编码柱型苹果‘鲁加 5

号’DELLA 蛋白的 GAI 基因与 GenBank 上‘富士’苹果的 GAI1 基因氨基酸序列相似性为 93%，

二者在 N 端均具有保守氨基酸结构域 DELLA 和 VHYNP。这说明柱型苹果的 DELLA 结构域没有发

生碱基突变、缺失，因此，柱型苹果的节间短并非由 MdGAI 基因主要功能区的变化引起。另外，柱

型苹果‘鲁加 5 号’的 GAI 基因与 GenBank 上苹果属植物的 GAI 基因序列相似性均在 92%以上，

最高的达 99%，说明是同一基因或等位基因。本研究中发现，在同一生长季节，3 个柱型苹果茎尖

中的 MdGAI 相对表达量均高于 3 个普通型苹果。植物体内的 DELLA 蛋白含量越多，对逆境的适应

性越强，高盐环境下，植物通过增加 DELLA 蛋白的含量，进而增强 DELLA 蛋白对植物生长的抑

制作用（Achard et al.，2006）。柱型苹果 GAI 基因的表达量高可能抑制了植株的生长，也可能是对

外界环境更加适应的表现。 

在单子叶植物水稻和大麦中编码 DELLA 蛋白的基因仅仅为 SLR1（Ikeda et al.，2001）和 SLN1

（Chandler et al.，2002）。在双子叶植物拟南芥的生长发育时期，编码 DELLA 蛋白的 GAI、RGA，

RGL1、RGL2 和 RGL3 发挥不同的作用。RGA 和 RGL2 是花形成和生殖生长的主要负调控因子，RGA

和 GAI 是茎伸长的主要负调控因子（Peng et al.，1999；Dill et al.，2001；Dill & Sun，2001）。拟南

芥种子萌发过程中，5 种 DELLA 蛋白基因均参与调控种子萌发，但是 RGA 基因发挥主要作用，在

所有营养组织中，其表达量均高于其它 DELLA 蛋白基因。拟南芥的 GAI 基因位于细胞核中，主要

抑制营养生长，阻遏植物生长发育。拟南芥中的 RGL1、RGL2、RGA 和 GAI 在花和角果的表达量均

很高，说明这 4 种基因参与调控拟南芥花和角果的发育（Tyler et al.，2004）。Muangprom 等（2005）

用半定量 PCR 法检测油菜 RGA 基因在其野生型和矮化突变体中的表达情况，在所检测的所有组织

中，两种类型的油菜中 RGA 基因的表达量相似，而该基因主要从蛋白水平上进行调控。 

苹果属植物的 DELLA 蛋白基因也是多基因家族（Foster et al.，2007），在苹果 DELLA 蛋白的

多基因家族中，柱型苹果枝条分枝特性具体由哪个基因发挥主要作用，该基因是在转录水平还是蛋

白水平进行调控需要进一步研究。 
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另外，柱型苹果幼果中 GAI 基因的表达量急剧增加，这说明该基因可能调控苹果果实的发育。

编码柱型苹果 DELLA 蛋白的 GAI 基因的克隆和时空表达分析为后续通过转基因技术手段或 RNAi

干扰技术研究基因的功能奠定了一定的基础。 
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