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摘要: 休眠相关MADS-box (DAM)基因在植物芽休眠及解除过程中发挥重要作用。本研究以‘蓝丰’蓝莓(Vaccinium corym-
bosum)休眠花芽为材料, 利用RT-PCR及RACE技术, 克隆获得VcDAM1基因(GenBank登录号为KF871069)。该基因全长 
1 376 bp, 包含一个750 bp的开放阅读框, 编码249个氨基酸。序列比对发现, 该基因编码的蛋白质具有典型的MIKCC

型

MADS-box结构域和K-box结构域, 其氨基酸序列与砂梨DAM同源性较高。实时定量PCR结果表明, 该基因在蓝莓花芽中

表达量最高, 且随花芽休眠进程呈现规律变化, 在内休眠期间表达量持续上升, 内休眠解除后表达量迅速下降; 外源脱落酸

能使该基因表达上调, 外源赤霉素和单氰胺使该基因表达下调。推测该基因调控蓝莓花芽的休眠。
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休眠是植物经过长期演化而获得的一种对环

境条件及季节性气候变化的生物学适应(Anderson
等2001; Campoy等2011)。芽休眠是植物休眠的典

型类型。在冬季严寒到来之前, 包括蓝莓(Vaccinium 
corymbosum)在内的多年生落叶果树的芽分生组织

进入休眠状态。一般来说, 休眠的诱导是由光周

期和温度变化引起的(Rinne等2011), 休眠花芽必

须积累足够低温或经过化学药剂的处理才能解除

休眠。如果低温积累不足, 植株不能完成自然休

眠过程, 花芽萌发、开花和果实的发育及产量都

会受到影响(Zhuang等2013; Ito等2015)。芽休眠是

落叶果树栽培和设施果树生产的主要限制因素之

一(李宪利等2001; 白松龄等2016), 目前对芽休眠

及解除的分子机理还缺乏完整的认识。

活跃的生长到休眠的转换涉及一系列复杂的

生理生化反应、信号转导过程及大量基因表达的

变化。越来越多的研究揭示, 一些休眠相关MADS- 
box (dormancy-associated MADS-box, DAM)基
因可能在这个过程中发挥了重要作用。DAM是

MIKCC型MADS-box基因, 最早在桃(Prunus persica)
中被发现, DAM位点突变后, 桃顶芽不能进入休眠

(Yamane等2011)。目前, 已在不同物种中鉴定出多

个在休眠诱导及解除过程中差异表达的DAM基因

(Jiménez等2010; Sasaki等2011; Leida等2012; 刘国

琴等2013; 李亮等2016)。Hoenicka等(2008)研究发

现, 过量表达DAM基因BpMADS4的杨树不能正常

进入休眠。这些结果表明DAM基因可能是调控芽

休眠的关键基因。发掘更多物种的DAM基因, 明
确其表达特性及功能, 对于从分子层面深入了解

芽休眠的机制及其调控具有重要的价值。

蓝莓(Vaccinium spp.)属于杜鹃花科越橘属小

浆果果树, 其果实中含有大量的类黄酮及抗菌物

质, 具有防止脑神经老化、保护视力、抗癌、软

化血管及增强机体免疫等功效(Prior等2001; Jaakola
等2010), 因其特有的营养及保健价值而深受消费

者喜爱, 近年来鲜果市场需求不断增加。但因为

对蓝莓休眠生理及分子机制缺乏了解, 在蓝莓生

产中经常出现因花芽休眠解除不彻底而导致的成

熟期不集中、产量低、品质差等问题, 阻碍了蓝

莓产业的发展及推广。

为了解蓝莓中参与花芽休眠的DAM基因情

况, 本研究以蓝莓休眠花芽为材料, 利用RT-PCR及
cDNA末端快速扩增(rapid amplification of cDNA 
ends, RACE)技术克隆了VcDAM1基因, 并分析该

基因在不同休眠期及休眠相关化学物质处理后的

表达特性, 明确其与蓝莓花芽休眠的关系, 为阐明

蓝莓芽休眠的分子机制、开发蓝莓芽休眠调控措

施奠定基础。

材料与方法

1  实验材料

蓝莓(Vaccinium corymbosum L.)品种为‘蓝丰’ 
(‘Bluecrop’), 种植于大连城子坦地区大连蓝风农

业科技有限公司的蓝莓园。用于cDNA克隆的总

RNA样品提取自蓝莓园十年生树体的休眠花芽; 
用于检测基因组织表达特性的材料取自生长季树
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体不同器官; 用于检测化学试剂对基因表达影响

的材料取自休眠期枝条。

柱式植物总RNA抽提纯化试剂盒购自生工生

物工程(上海)有限公司; LA Taq聚合酶、dNTP 
Mixture、PCR产物纯化试剂盒、DNA连接酶、反

转录试剂盒、3′-Full RACE及5′-Full RACE试剂

盒、pMD18-T载体均购于宝生物工程(大连)有限

公司。

2  VcDAM1基因全长cDNA的克隆

使用植物总RNA抽提纯化试剂盒提取蓝莓花

芽总RNA, 1%琼脂糖凝胶电泳及NanoDrop 2000C
分光光度计检测RNA纯度及浓度。根据MADS-box
基因保守序列设计并合成简并引物F1和R1 (表1), 使
用TaKaRa 3′-Full RACE Core Set with PrimeScriptTM 
RTase试剂盒合成cDNA; 以cDNA为模板, 以F1和
R1为引物进行PCR扩增; 扩增产物回收后连接T载
体并测序。根据测序结果, 选取其中一个含有MADS- 
box结构域的序列, 利用Primer Premier 5.0软件设

计3′端特异引物F2和F3 (表1), 进行3′ RACE PCR
扩增该基因3′端序列; 再根据获得的3′-RACE产物

序列设计5′端特异引物R2和R3 (表1), 扩增其5′端
序列。RACE采用TaKaRa 3'-Full RACE Core Set 
with PrimeScriptTM RTase和TaKaRa 5′-Full RACE 
Kit with TAP, 具体的操作过程按照试剂盒说明书

进行。将RACE获得的序列用DNAMAN进行拼

接。根据拼接结果, 设计特异引物F4和R4 (表1), 
扩增该基因全长cDNA。将扩增获得片段回收并

连接至pMD18-T载体, 转化大肠杆菌DH5α, 蓝白

斑筛选阳性克隆, 送至生工生物工程(上海)有限公

司测序。

3  序列比对及系统进化树的构建

NCBI上对获得的蓝莓花芽MADS-box基因

cDNA序列进行BLAST分析, 将其推导的氨基酸序

列与已知的DAM蛋白采用DNAMAN进行同源性

比对, 系统进化树构建采用Clustal X和MEGA 5.0
软件。

4  蓝莓花芽休眠进程确定

从2016年10月15日至2017年1月12日, 每隔2
周采集带有饱满、健康花芽的蓝莓枝条, 置于装

有清水的玻璃瓶中, 放入培养室中培养。培养条

件为: 光周期12 h, 光照强度320 µmol·m-2·s-1; 温度

(25±1)°C; 空气相对湿度75%。每隔2 d换一次水, 
同时剪去基部少许, 露出新茬。每日喷2次蒸馏水, 
保持枝条湿润。培养2周后统计萌芽率, 以花芽顶

端露绿为萌芽标准。萌芽率<50%, 可判定采样期

该枝条已进入休眠; 萌芽率≥50%, 表明该枝条休

眠已解除, 此采样期定为休眠解除期(Viti等2010; 
Yamane等2011)。
5  VcDAM1基因表达分析

利用荧光实时定量PCR技术检测基因表达

量。内参基因选用金属硫蛋白基因Metallothionein 
(GenBank登录号为CF811253)。利用Primer Premier 
5.0软件, 根据目标基因及内参基因序列分别设计

实时定量PCR引物MADSF和MADSR及MetF和
MetR (表1), 由生工生物工程(上海)有限公司合

成。荧光实时定量PCR反应条件为: 95°C 30 s; 
95°C 5 s, 60°C 30 s, 40个循环。反应体系参考

SYBR® Premix Ex TaqTM (TaKaRa, 中国大连)说明

书。每个样品设置3个生物学重复。

为检测化学药剂对基因表达的影响, 于休眠

期采集带有饱满、健康花芽的蓝莓枝条, 置于装

有清水的玻璃瓶中, 用喷雾器分别喷施0.65% (V/V)
单氰胺(hydrogen cyanamide, HC)、500 mg·L-1赤霉

素(gibberellin, GA4)、150 mmol·L-1脱落酸(abscisic 
acid, ABA)及蒸馏水, 处理后置于培养室培养。一

部分枝条培养2周后统计萌芽率; 另一部分枝条于

0、6、12、24、36和72 h后取中上段饱满的花芽, 
液氮速冻后置于−80°C冰箱, 用于提取RNA。

表1  PCR的引物序列

Table 1  The primer sequences used for PCR

  名称                       序列(5′→3′)

F1 GGRAAGCTCTTYGAGTACTCCAC
R1 TGAGRGCAGTRTCAATCTGTTGC
F2 AGGGAGCTTATTGCCACTGATC
F3 TACAAAGAARCCAAAGGCACTA
R2 AGGTATCGAGGTCTTCTCCCAT
R3 AACCTGGCCTTGAGCTTAGAAT
F4 AATGGGGAGGGGAAGAGTGCAG
R4 CAACTACTCATAAAATCCCAGA
MetF ACCCTGACATGAGCTTCTCG
MetR ACCCAAATCTCTGCTTGCTG
MADSF CCATCTCGTACGTACATGCTTAT
MADSR CCCATTTCTGCTACTTTCTCTCT
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实验结果

1  蓝莓休眠花芽MADS-box基因的克隆

由简并引物扩增得到约200 bp (图1-A)中间片

段, 回收片段并连接至T载体, 对获得的阳性克隆

进行测序 ,  根据其中一个测序结果 ,  设计3′及5′ 

RACE引物, 进行末端扩增, 分别得到800 bp (图
1-B)及500 bp (图1-C)片段。将中间片段序列与

RACE序列拼接, 得到长度为1 376 bp序列。根据

拼接结果, 在序列两端设计引物进行RT-PCR扩增, 
得到一条特异条带(图1-D)。对该条带进行测序, 
结果与拼接的序列完全相同。

图1  蓝莓MADS-box基因的克隆

Fig.1  Cloning of MADS-box gene from blueberry
A: 简并引物扩增获得约200 bp的中间片段; B: 3′ RACE扩增获得约800 bp的片段; B: 5′ RACE扩增获得约500 bp的片段: D: MADS-box

基因编码区全长cDNA的扩增。M: DNA Marker DL2000。

2  蓝莓MADS-box基因序列分析

克隆获得的cDNA序列开放阅读框(open read-
ing frame, ORF)长度为750 bp, 编码249个氨基酸, 5′
非翻译区(untranslated region, UTR)长度为247 bp, 
3′ UTR长度为379 bp (图2)。将推导的氨基酸序列

在NCBI上进行蛋白结构域分析, 结果显示该蛋白

具有典型的MIKCC型MADS-box保守结构域和

K-box结构域(图2),  表明该序列是植物特有的

MADS-box基因。利用BLAST工具对该基因氨基

酸序列进行同源性比对, 结果表明该序列与其他

植物AGL8蛋白具有较高的同源性。

因该基因分离自休眠花芽, 将该基因编码的

氨基酸序列与GenBank中部分植物DAM蛋白以邻

近法构建系统进化树(图3)。结果表明, 该序列与

砂梨(Pyrus pyrifolia)冬季休眠期相关SEP4-like 
MADS-box基因(GenBank登录号为AJW29039.1) 

(Niu等2016)的同源性较高, 系统进化树中聚在一

起。初步推断该基因可能与蓝莓芽休眠相关, 将其

命名为VcDAM1 (GenBank登录号为KF871069), 推
导的氨基酸序列GenBank登录号为AHI42988.1。

3  VcDAM1基因的组织表达特性

由图4可见, VcDAM1基因在蓝莓叶、花芽、

幼茎、花瓣和果实中均有表达, 但表达量存在差

异, 在花芽中的表达量最高, 在果实及叶片中的表

达量居中, 在茎和花瓣中的表达量较低。 
4  VcDAM1基因在蓝莓花芽休眠进程中的表达变化

如图5所示, 10月15日采集的枝条, 培养2周后萌

芽率为100%, 表明花芽尚未进入休眠, 此时VcDAM1
基因表达量较低; 11月1日采集的枝条培养2周后未见

芽萌发, 表明花芽在采样期已进入休眠, 此时VcDAM1
基因表达量开始升高, 随后一直呈上升趋势, 并于

12月28日达到峰值; 次年1月12日采集的枝条萌芽

率为70.5%, 表明采样期花芽休眠已完全解除, 此时

VcDAM1基因表达量急剧下降。可见, VcDAM1基
因表达量的变化与‘蓝丰’花芽休眠状态的转变有关, 
在休眠期间高量表达, 休眠解除后表达量下降, 说
明VcDAM1基因可能参与了蓝莓花芽休眠进程。

5  休眠相关化学物质对蓝莓VcDAM1基因表达的

影响

处于休眠期的蓝莓枝条喷施GA和HC, 2周后
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图2  蓝莓VcDAM1基因核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

Fig.2  Nucleotide and deduced amino acid sequences of VcDAM1 gene from blueberry
画实线部分为MADS-box区, 虚线部分为K-box区。

图3  蓝莓VcDAM1 (AHI42988.1)蛋白系统发育树

Fig.3  Phylogenetic tree of VcDAM1 (AHI42988.1) of blueberry
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的萌芽率高于对照及喷施ABA的处理, 萌芽率分

别为89.5%和74.5% (图6-A), 表明GA和HC可以解

除蓝莓花芽休眠。外源ABA、GA及HC处理后, 
VcDAM1基因表达量发生明显变化。ABA处理后, 

VcDAM1基因上调表达, 处理6 h后表达量最高, 是
对照的2.3倍, 随后略有下降但始终高于对照; HC
和GA处理后, VcDAM1基因下调表达, GA处理6 h
后表达量降至最低, 是对照的20.8%, HC处理12 h
后表达量降至最低, 是对照的30.8 % (图6-B)。

讨　　论

MADS-box是植物体内重要的一类转录因子, 
参与了植物的多种生理活动及发育过程。DAM基

因是芽响应休眠诱导的MIKCC型MADS-box基因

的成员。Li等(2009)测定了DAM基因在桃树年生

长周期中表达量的变化, 发现DAM1、DAM2和
DAM4的表达与桃树的顶端停长和顶芽形成的时

间基本一致 ,  是最有可能调控休眠的基因。

Jiménez等(2010)在桃芽休眠研究中发现, DAM3、
DAM5和DAM6表达量随冬季低温持续而下调, 并
且在不同需冷量品种中变化趋势一致。刘国琴等

(2013)的研究表明, PpMADS1和PpMADS2在酥梨

内休眠解除之前的表达量最高, 随着休眠解除表

达量下降。Yamane等(2011)的研究表明, DAM5和
DAM6在桃树内休眠期间表达量上调, 休眠解除期

间表达下调。李亮等(2016)的研究发现 ,  砂梨

PpMADS13-1和PpMADS13-3的表达量随休眠解除

下调表达。本研究用RACE技术从蓝莓休眠花芽

中成功获得VcDAM1基因。生物信息学分析发现

该基因具有MIKCC型MADS-box基因的典型结构

特征, 系统进化分析表明其与砂梨休眠相关SEP4-
like MADS-box基因(Niu等2016)聚在一个分支。

VcDAM1基因在蓝莓花芽中的表达量最高, 且随休

图4  蓝莓VcDAM1基因的组织表达特性分析

Fig.4  Characterization of VcDAM1 expression 
in tissues of blueberry

图5  蓝莓花芽休眠进程及VcDAM1基因表达变化

Fig.5  The process of flower bud dormancy and changes of 
VcDAM1 gene expression in blueberry

图6  ABA、GA和HC对蓝莓休眠芽萌发(A)及VcDAM1基因表达(B)的影响

Fig.6  Effects of ABA, GA and HC on germination of dormant shoots (A) and expression of VcDAM1 gene (B) in blueberry
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眠进程呈现规律性变化。随着温度降低, 蓝莓花

芽进入内休眠, VcDAM1基因表达量也随之升高, 
并在内休眠解除前达到最大, 需冷量满足后, 花芽

解除休眠, VcDAM1基因表达量也显著降低。这与

上述植物的DAM基因表达模式一致, 可见, VcDAM1
基因可能参与了蓝莓花芽休眠与解除。

ABA在调控植物芽休眠中起着关键的作用。

ABA建立和维持植物休眠, 被称为休眠素, 在休眠

或即将休眠的芽中含量较高, 休眠解除后其含量

逐渐减少并消失(Düring和Bachmann 1975)。Zheng
等(2015)研究表明, HC解除植物休眠是通过降低

ABA含量而实现。而有关ABA与DAM基因表达的

关系鲜有报导。本文检测了ABA处理对VcDAM1
基因表达的影响, 发现外源ABA可诱导VcDAM1基
因上调表达, 可见ABA可能通过促进DAM基因表

达而维持蓝莓花芽的休眠状态。

GA、HC、6-苄基腺嘌呤、硝酸钾、石灰氮

等都具有弥补有效低温积累量不足、打破落叶果

树自然休眠和促进萌芽的作用(Perez等2009; Rinne
等2011; Maia等2013)。其中GA和HC是生产中常

用破眠剂的主要成分。Yamane等(2011)研究发现, 
在侧芽上施用HC可提前打破桃树芽休眠, 同时会

造成DAM5和DAM6基因表达的下调。本研究发

现, 外源GA及HC可以解除蓝莓花芽休眠, 蓝莓Vc-
DAM1基因也能响应外源GA及HC处理而下调表

达, 我们推测GA和HC可能通过抑制DAM基因的

表达使花芽休眠解除。
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Cloning and expression analysis of dormancy-associated MADS-box gene  
VcDAM1 from blueberry (Vaccinium corymbosum)
LIU Si, XIA Xiu-Ying*, LI Bo  
School of Life Science and Biotechnology, Dalian University of Technology, Dalian, Liaoning 116024, China

Abstract: Dormancy-associated MADS-box (DAM) genes play important roles in regulating bud dormancy in-
duction and release in plants. In this study, a MADS-box gene, named as VcDAM1 (GenBank accession number 
KF871069) was isolated from the dormant floral buds of blueberry (Vaccinium corymbosum) using RT-PCR and 
rapid amplification of cDNA ends (RACE) techniques. The gene consists of 1 376 bp which has a 750-bp open 
reading frame (ORF) coding a protein of 249 amino acids. Multiple sequence comparison revealed that Vc-
DAM1 encodes a protein, which is the typical MIKCC-type MADS-box protein with the MADS-box domain 
and K-box region. Phylogenetic analysis indicated that the amino acid sequence of VcDAM1 had high homolo-
gy with dormancy-associated MADS-box from Pyrus pyrifolia. qRT-PCR analysis indicated that the gene ex-
pression level in flower buds was the highest among all the organs, and with the process of flower bud dorman-
cy, the gene expression level changed regularly. The gene expression level was increased during dormancy, and 
decreased rapidly after the dormancy was released. Exogenous abscisic acid (ABA) up-regulated the expression 
of VcDAM1, while exogenous gibberellin (GA) and hydrogen cyanamide (HC) down-regulated the expression 
of VcDAM1. The results imply that VcDAM1 gene might play an important role in regulating bud dormancy in 
blueberry.
Key words: Vaccinium corymbosum; dormancy-associated MADS-box gene; dormancy; clone; expression 
analysis
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