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摘要: 以油茶(Camellia oleifera)主栽品种‘华硕’为试验材料, 通过RT-RCR的方法克隆出油茶脱落酸不敏感蛋白

5 (abscisic acid-insensitive 5, ABI5)全长cDNA序列, 命名为CoABI5, 利用不同的在线网站对CoABI5基因进行生

物信息学分析, 通过原核表达、亚细胞定位和实时荧光定量PCR分别对该基因的表达情况、表达部位和表达

模式进行研究分析。结果表明: 该序列CDS长度为795 bp, 编码264个氨基酸, 其中与茶树(Camellia sinensis)的
ABI5相似性最高, 达到97.73%。原核表达实验发现融合蛋白pCold-CoABI5-TF在37ºC诱导4 h后, 在85 kDa处
出现一条蛋白条带, 与理论融合蛋白的分子量一致。亚细胞定位显示该基因定位于细胞核。实时荧光定量

PCR结果表明, CoABI5基因在油茶花粉中的表达量最高, 自交24 h花柱中的表达量大于‘华硕’×‘华鑫’异交, 异
交48 h子房中的表达量大于自交。本研究对进一步挖掘该基因在油茶后期自交不亲和过程中发挥的作用提供

研究基础, 对油茶自交不亲和分子机制解析具有重要的意义。
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油茶(Camellia oleifera)属山茶科山茶属, 是中

国南方最重要的木本食用油料树种(赵广等2017)。
然而在油茶生产中存在花多果少、坐果率低的现象

(袁德义等2011)。先前有研究报道, 油茶自交花粉

管可以进入到子房中, 但不能进入胚珠, 进而不能

形成受精卵, 表明油茶可能具有自交不亲和的特性

(高超等2015)。自交不亲和性(self-incompatibility, 
SI)是指雌雄配子均有正常的生活受精能力, 在不

同的基因型株间授粉能正常结实, 但花期自交不

能结实或结实率极低的特性(Wheeler等2009)。植

物生长调节因子在植物花粉萌发、花粉管生长、

授粉受精等生殖发育过程中起着重要作用(张绍铃

等2003)。Baker等(1997)研究发现可可(Theoboma 
cacao)的自交授粉花朵中脱落酸(abscisic acid, ABA)
的含量增加, 在矮牵牛(Petunia hybrida)中也发现

了类似的规律(Kovaleva等2003), 因此推测ABA可

能与植物的SI反应有关。

Finkelstein等(2000)借助遗传学和分子生物学

手段鉴定得到了一系列与ABA响应相关的成员, 如
ABI1 (abscisic acid-insensitive 1)、ABI2、ABI3、
ABI4、ABI5。其中, ABI1和ABI2均属于蛋白磷酸

激酶2C (protein phosphokinase 2C, PP2C)  (Sch-
weighofer等2014), ABI3、ABI4和ABI5均属于碱性

亮氨酸拉链类(basic leucine zipper, bZIP)转录因子, 

ABA可以诱导ABI5表达, 使蛋白稳定并且处于磷

酸化的状态(燕芳2012)。大量的研究表明, ABI5分
别在拟南芥(Arabidopsis thaliana)的种子休眠和

萌发(Ibarra等2016)、植物的生长发育(Yang等
2016)、植物对逆境胁迫的响应(Liao等2016)、花青

素的积累(Hoth等2010)等生命过程中起着重要作

用。染色质免疫沉淀实验发现ABI5通过结合到花

发育基因FLC (flowering locus C)的启动子元件, 进
而激活FLC的表达, 参与植物的花发育过程(任静

静2018)。
近年来, 在水稻(Oryza sativa) (Zou等2008)、

小麦(Triticum aestivum) (孙晓燕2016)、玉米(Zea 
mays) (燕芳2012)等农作物中克隆获得了ABI5基
因, 然而, 关于油茶ABI5基因的研究尚未报道过。

为解析油茶后期自交不亲和的分子机理, 构建了

油茶自交和异交的雌蕊转录组数据库(余姝姝等

2019), 从油茶雌蕊转录组数据库中, 筛选出一条在

自、异交处理中存在显著表达差异的CoABI5基因。

为探究CoABI5在自交不亲和中的具体作用, 以油

茶‘华硕’ (谭晓风等2011)为试验材料, 分离克隆了
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CoABI5, 通过研究原核表达、亚细胞定位以及表

达模式等, 为阐明油茶自交不亲和反应机理提供

理论基础, 促进油茶遗传学研究, 对油茶杂交育种

提供参考。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  植物材料

本研究以国家审定的油茶(Camellia oleifera 
Abel)品种‘华硕’和‘华鑫’ (谭晓风等2012; 吴方圆

等2018)为研究对象, 以‘华硕’作为母本进行了自

交、异交和未授粉3个处理, 采集8个不同组织(子
房、花柱、叶芽、花丝、花粉、花瓣、花药、茎)
和每个处理下各个时间段(授粉后2、12、24、
36、48、54、60、66、72、84 h)的花柱、子房为

研究材料。样品采摘后立即用锡箔纸包好放入液

氮中带回实验室, 置于–80ºC的超低温冰箱中保存

备用。样品采自湖南省长沙市望城区中南林业科技

大学油茶试验基地, 授粉时间为2018年11月20日~ 
12月1日。

1.1.2  试剂

2×Taq Master Mix普通DNA聚合酶、5’minTM 

TA/Blunt载体、大肠杆菌DH5α、E. coli Star (DE3)
感受态细胞购自诺唯赞生物科技有限公司; Prime-
STAR HS DNA Polymerase高保真DNA聚合酶购自

Takara公司; 胶回收试剂盒Gel Extaction Kit购自

Omega公司; 引物合成及测序均由擎科生物公司完

成。其他试剂均为分析纯。

1.2  方法

1.2.1  总RNA的提取及cDNA的合成

油茶‘华硕’ 8个组织和自交、异交和未授粉处

理下的花柱和子房总RNA的提取按照Omega试剂

盒说明书进行。用1%的琼脂糖凝胶电泳检测RNA
的完整性, 以Oligo (T)为引物, 按照Vazyme公司的

荧光定量逆转录试剂盒说明书合成油茶cDNA的

第一条链。

1.2.2  CoABI5基因克隆

根据油茶雌蕊转录组数据分析, 得到长度为

795 bp的ABI5基因片段, 通过NCBI Blastx网站上对

CoABI5的基因片段进行检索和分析, 发现CoABI5
蛋白与茶树ABI5相似性达到97.73%, 因此推测

ABI5基因片段为油茶的全长序列。利用Primer 
Premier 5.0软件设计一对全长引物CoABI5-F和
CoABI5-R (表1)。以自交48 h子房总RNA逆转录

得到的cDNA为模板, 用Takara公司PrimeSTAR HS 
DNA Polymerase高保真DNA聚合酶进行PCR扩增, 
反应体系和扩增程序详见说明书。回收全长cDNA
扩增片段, 与载体5'minTM TA/Blunt进行连接, 转化

大肠杆菌DH5α感受态细胞, 挑选阳性克隆样品送

去擎科生物公司进行测序。

1.2.3  CoABI5基因的生物信息学分析

在NCBI BlastX网站上对测序结果进行检索和

分析, 利用本地软件Vector NTI 10.3.0和GeneDoc
对序列进行比对分析和翻译, 用MEGA 7.1软件对

多个物种的蛋白质序列进行比对并构建系统树。

利用在线软件ProtParam (http://web.expasy.org/ 

表1  引物信息

Table 1  Primers used in this study

    引物名称                                          引物序列(5′→3′)	              用途

CoABI5-F  	 ATGGGGATTCAGACAATGGGTTC	 cDNA扩增

CoABI5-R 	 TCAGAAAGAACTCGTTCTTCGAA	
CoABI5-TF-F	 ACCCTCGAGGGATCCGAATTCATGGGGATTCAGACAATGGGTTCT	 原核表达扩增

CoABI5-TF-R	 CTATCTAGACTGCAGGTCGACTCAGAAAGAACTCGTTCTTCGAAG	
CoABI5-GFP-F	 CAAGAGACAGGATCCGAATTCATGGGGATTCAGACAATGGGTTCT	 亚细胞定位扩增

CoABI5-GFP-R	 CATCGGTGCACTAGTGTCGACGAAAGAACTCGTTCTTCGAAGCTG	
CoABI5-QF	 ACAGCCTCATCTACAGCCATTT	 实时荧光定量RT-PCR
CoABI5-QR	 AGAAGAACTATCGGTGTCCATT 
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protparam/)、TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/ 
services/TMHMM/)、SignalP 3.0 Server (http://www. 
cbs.dtu. dk/services/SignalP-3.0/)、NetPhos 3.1 
Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)、
ProtScale (https://web.expasy.org/protscale/)分别分

析油茶ABI5蛋白的理化性质、跨膜结构、信号

肽、磷酸化位点、亲疏水性蛋白等。利用在线软

件SOPMA (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_ 
automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html)预测分

析蛋白质的二级结构。预测亚细胞定位使用在线

软件SubLoc (http://www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/
SubLoc/)、Plant-mPLoc Server (http://www.csbio.
sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/)和WoLF PSORT 
(http://wolfpsort.seq.cbrc.jp)。
1.2.4  CoABI5基因的原核表达

根据CoABI5全长测序结果, 利用同源重组的

原理构建原核表达载体pCold-CoABI5-TF。利用

引物CoABI5-TF-F和CoABI5-TF-R (表1), 和Takara
公司PrimeSTAR HS DNA Polymerase 高保真DNA
聚合酶进行PCR扩增(图1-B), 利用EcoRI和SalI两
种限制性内切酶对线性化载体pCold-TF进行双酶

切, 将CoABI5基因DNA回收片段与pCold-TF质粒

连接, 转化大肠杆菌DH5α感受态细胞, 挑取阳性

单克隆菌落进行测序。

将重组载体pCold-CoABI5-TF和pCold-TF (作
为对照)通过热激法转化大肠杆菌E.coli Star (DE3)
感受态细胞。挑选3个阳性单克隆菌落, 接种至2~ 
3 mL含氨芐的LB液体培养基中, 37ºC 200 r·min-1

培养12 h。待培养完成后对菌液进行PCR扩增, 检
测阳性菌株。取200 µL的菌液加入到1 800 µL含
氨芐的LB液体培养基, 37ºC振荡培养至OD600为

0.5~0.8。pCold-TF和pCold-CoABI5-TF的菌液中

加入IPTG诱导, 终浓度梯度为: 0、0.5、0、0.5、
0.8、1.0、1.3、1.7、2.0 mmol·L-1, 37ºC 200 r·min-1

诱导培养4 h, 8 000×g离心2 min, 弃上清, 在菌体沉

淀中加入5×蛋白上样缓冲液(60 µL)和无菌水(240 
µL), 100ºC煮沸10 min, 立即置于冰上2 min, 鉴定

蛋白纯度使用SDS-PAGE电泳。

1.2.5  CoABI5基因的亚细胞定位

为研究CoABI5亚细胞定位, 利用同源重组的

原理设计引物CoABI5-GFP-F和CoABI5-GFP-R 
(表1), 以CoABI5质粒为模板进行扩增(图1-C), 选
择EcoRI和SalI双酶切位点在含有绿色荧光蛋白

(green fluorescent protein, GFP)的表达载体(pCA-
MIB1300-35S-GFP)上插入CoABI5基因, 使用电击

法将重组载体转化至GV3101农杆菌中。挑取3个
菌落接种到含(Rif、Gen、Kan)的LB液体培养基

中, 培养完成后进行PCR菌液检测。用含有1/2 

  图1  CoABI5基因克隆及载体构建

Fig.1  Cloning and vector construction of CoABI5
A: CoABI5基因全长扩增片段; B: CoABI5基因的原核表达载体构建; B图中1: 载体pCold-TF; 2: 线性化载体pCold-TF; 3: 扩增产物

pCold-CoABI5-TF; C: CoABI5基因的亚细胞定位载体构建; C图中1: 载体pCAMIB1300-35S-GFP; 2: 线性化载体pCAMIB1300-35S-GFP; 3: 
扩增产物pCAMIB1300-35S-CoABI5-GFP。



植物生理学报1586

MS、10 mmol·L-1 MES (Na3PO4·12H2O)、150 
µg·mL-1乙酰丁香酮的渗透液重悬。采用农杆菌侵

染法将带有CoABI5基因的农杆菌注射本式烟草叶

片下表皮细胞中(刘美兰2015), 暗培养3 h后光照培

养2 d, 在LSM510激光共聚焦显微镜下观察, GFP
激发波长为488 nm, 发射波长为495~545 nm, 利用

4’,6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI, 4’,6-diamidino-2- 
phenylindole)对细胞核进行染色。

1.2.6  实时荧光定量PCR
为了检测该基因在油茶不同组织和自交、异

交和未授粉处理下花柱和子房的表达模式, 设计

CoABI5基因的实时荧光定量引物CoABI5-QF和
CoABI5-QR (表1), 扩增长度为184 bp。琼脂糖凝

胶电泳检测表明, CoABI5-QF和CoABI5-QR扩增

出预期片段, 没有引物二聚体。以油茶GAPDH为

内参基因, 每个反应进行3次重复。实时荧光定量

PCR (real-time quantitative PCR, qPCR)使用CFX96 
Real-time PCR反应系统。反应体系和扩增程序详

见说明书。相对表达量数据分析采用2-ΔΔCT法(Livak
等2001)。
1.2.7  数据分析

采用Origin 2019软件进行数据处理和制作图

表。采用SPSS 24.0软件的邓肯法多重比较试验进

行数据显著性分析, 各柱形图上用不同小写字母

标识表示数据间差异显著(P<0.05)。

2  实验结果

2.1  CoABI5基因的结构特点

从油茶雌蕊转录组数据中获得的ABI5基因的

CDS序列, PCR产物经回收、连接转化后, 进行测

序。测序后的序列与转录组数据一致, 长度为795 
bp (图1-A), 编码264个氨基酸。利用在线软件Prot-
Param对CoABI5蛋白序列进行理化性质分析, 结果

表明: CoABI5蛋白的相对分子量为29.7 kDa, 理论

等电点pI为7.84, 分子式: C1278H2077N385O413S8; 脂肪

系数为75.42, 总平均亲水性为–0.753, 该蛋白为亲

水性蛋白; CoABI5含酸性氨基酸(Asp+Glu) 36个, 
含碱性氨基酸(Arg+Lys) 37个, 不稳定系数计算为

55.16, 为不稳定蛋白。CoABI5的二级结构中含有

α-螺旋11个(43.56%)、延伸链18个(6.82%)、β-折

叠5个(1.89%)和不规则卷曲126个(47.73%)。信号

肽结果显示, CoABI5不含信号肽, 该蛋白为非分泌

蛋白。跨膜结构预测结果显示, 该蛋白不含跨膜

结构域, 为原核表达试验奠定基础。此外, CoABI5
蛋白含有21个丝氨酸磷酸化位点, 5个苏氨酸磷酸

化位点, 2个酪氨酸磷酸化位点(图2)。
将克隆得到的油茶ABI5基因的氨基酸序列与

其他物种的ABI5基因的氨基酸序列通过NCBI 
Protein Blast、Genedoc和Vector NTI 10.3.0进行同

源性分析(图2), 结果显示: 油茶ABI5与多个物种的

ABI5的相似性达到60%~98%, 其中与茶树、可

可、咖啡(Coffea arabica)的相似性分别为97.73%、

70.68%、71.05%。使用MEGA 7.1软件的邻接法

对油茶、茶树、榴莲(Durio zibethinus)、可可、麻

风树(Jatropha curcas)、核桃(Juglans regia)、枣

(Ziziphus jujuba)、大豆(Glycine max)、棉花(Gos-
sypium hirsutum)、巴西橡胶(Hevea brasiliensis)等
多个物种进行多序列比对并构建进化树(图3), 结
果表明: 油茶ABI5与茶树ABI5聚类在同一小枝上, 
亲缘关系最近, 与比对结果一致。

2.2  CoABI5基因的原核表达

通过EcoRI和SalI双酶切, 将CoABI5基因连接

至pCold-TF表达载体上, 获得重组载体pCold-CoA-
BI5-TF, 将空载pCold-TF与重组载体pCold-CoA-
BI5-TF的菌液裂解后进行SDS-PAGE表达蛋白的

电泳分析(图4)。结果表明: pCold-TF载体的His标
签大小为55 kDa, CoABI5蛋白分子量为29.7 kDa。
空载pCold-TF在IPTG浓度为0.5 mmol·L-1时表达量

最高; 重组载体pCold-CoABI5-TF在IPTG不同浓度

诱导下都出现了一条约85 kDa的蛋白条带, 与理论

融合蛋白的分子量一致, 表明CoABI5基因在大肠

杆菌中成功表达。另外, 目的蛋白在IPTG浓度为

0.8 mmol·L-1时表达量最高。含空载pCold-TF和重

组载体pCold-CoABI5-TF在IPTG浓度为0 mmol·L-1

的菌株中均未出现相应的蛋白条带。

2.3  CoABI5基因的亚细胞定位

利用在线软件SubLoc、Plant-mPLoc和WoLF 
PSORT预测CoABI5蛋白定位于细胞核。将CoA-
BI5基因与pCAMIB1300-35S-GFP进行连接, 获得

重组载体pCAMIB1300-35S-CoABI5-GFP。将带
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有CoABI5基因的农杆菌注射到本式烟草叶片中, 
置于激光共聚焦显微镜下观察GFP的信号。发现

该融合蛋白的GFP荧光信号在细胞核中(图5-A), 
通过白光(图5-B)、DAPI荧光(图5-C)进行共定位, 
发现定位完全一致(图5-D), CoABI5定位于细胞核

中, 这一结果与生物信息学预测结果相同。

2.4  CoABI5基因在油茶树体中的表达模式

采用实时荧光定量PCR对CoABI5基因在油茶

不同组织中的表达量进行数据分析 ,  结果表明: 
CoABI5基因在各个组织中均有表达, 在花粉中表

达量最高(图6)。
对CoABI5基因在油茶自交、异交和未授粉处

理下的花柱和子房中的表达量进行数据分析, 结

果显示: CoABI5基因在各个处理下的花柱和子房

均有表达, 但存在差异。其中CoABI5基因在自

交、异交花柱的表达量随着授粉时间的增加呈现

波浪状趋势, 在自交授粉24 h达到最大值, 异交授

粉36 h达到最大值; 未授粉花柱的表达量随着授粉

时间的增加呈先下降再上升的趋势, 在授粉2 h达
到最大值。CoABI5基因在自交、异交和未授粉子

房的表达量随着授粉时间的增加呈现波浪状趋势, 
在自交授粉60 h达到最大值, 异交授粉78 h达到最

大值, 未授粉36 h达到最大值(图7-A和B)。

3  讨论

自交不亲和是被子植物中防止近亲繁殖和保

图2  CoABI5与同源ABI5的氨基酸序列比对

Fig.2  Comparison of deduced amino acid sequences of CoABI5 with ABI5s from other species
C1~C4表示4个保守结构域; bZIP表示结构域; 表示蛋白激酶磷酸化位点; ◆表示N-糖基化位点。
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图3  CoABI5蛋白和其他植物ABI5蛋白的进化关系分析

Fig.3  Phylogenetic tree of the predict CoABI5 and other homologous proteins from different species
模型为泊松修正, Bootstrap的值为1 000。标尺: 进化距离. In: 矮牵牛; Hb: 巴西橡胶; Cs: 茶树; Co: 油茶; Gm: 大豆; Jr: 核桃; Pe: Popu-

lus euphratica, 胡杨; Ca: 咖啡; Tc: 可可; Dz: 榴莲; Jc: 麻风树; Pt: Populus trichocarpa, 毛白杨; Gh: 棉花; Vv: Vitis vinifera, 葡萄; Mn: Morus 
notabilis, 桑树; Zj: 枣; Si: Sesamum indicum, 芝麻。

图4  CoABI5重组蛋白的SDS-PAGE电泳

Fig.4  SDS-PAGE electrophoresis of CoABI5 expression 
protein

M表示蛋白质Marker; A、B、C、D、E、F、G、H、I表示转

空pCold-TF载体和转重组载体pCold-CoABI5-TF并经过IPTG诱导终

浓度梯度为0、0.5、0、0.5、0.8、1.0、1.3、1.7、2.0 mmol·L-1。

持遗传变异的一种重要机制(曾斌等2017), 其过程

涉及植物生长调节因子信号转导途径(齐国辉等

2007)。ABA作为一种重要的植物生长调节因子, 
在成花诱导、花芽分化、开花调控、花发育中扮

演着重要角色(Wang等2002)。ABA信号转导途径

的分子网络调控十分复杂, 其中, ABI家族是参与

调控ABA信号途径的重要转录因子, ABI1和ABI2
在信号转导过程中起着负调控的作用(Hirayama等
2007), ABI3和ABI4通过调控ABA的信号转导途

径, 进而参与种子成熟和休眠过程(Finkelstein等
2011; Reeves等2011)。目前ABI5在拟南芥中研究

较多(李鲁华等2019)。在种子萌发及开花期间, At-
ABI5是参与ABA信号的关键因子(郇蕾等2017)。
在生长条件一致的环境下, 过表达rABI5基因的拟

南芥植株呈现提早开花的表型(杨容容2018)。油

茶作为我国四大木本油料树种之一, 由于品种间

杂交结实率差异显著, 导致油茶品种间杂交育种
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图5  CoABI5蛋白的亚细胞定位分析

Fig.5  Subcellular localization analysis of CoABI5
A: YFP; B: 白光; C: DAPI染料; D: 共定位图。

图6  CoABI5基因在油茶不同器官中的表达模式

Fig.6  Expression pattern of CoABI5 in different organs in 
Camellia oleifera

各柱形上用不同小写字母标识表示数据间差异显著(P<0.05), 图7同。  

遗传率低。现在已经证明, 油茶是后期自交不亲

和树种, 但其分子机理尚不清楚。围绕CoABI5基
因在油茶自交不亲和中的分子机制展开研究, 是
提高油茶产量和品质的重要途径。

本研究克隆了CoABI5基因, 该基因编码蛋白

含有(C1~C4) 4个保守结构域和一个bZIP结构域, 
与ABI5转录因子的结构特点一致(Bensmihen等
2002)。同源多序列比对发现CoABI5与其他物种

的ABI5具有较高的同源性, 其中与茶树的相似性

最高。根据系统进化树分析发现, CoABI5与CsA-
BI5的亲缘关系最近, 这可能与油茶和茶树都是山

茶科的木本油料树种有关。经SDS-PAGE电泳分

析, 重组载体pCold-CoABI5-TF在37ºC诱导4 h后, 
在85 kDa左右处出现一条蛋白条带, 与预期大小一

致, 表明CoABI5蛋白在大肠杆菌中诱导成功。本

研究结果为检测带有His标签的CoABI5蛋白与带
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图7  不同处理下CoABI5基因在不同时间段的表达模式

Fig.7  Expression patterns of CoABI5 in different time periods 
under different treatments

有GST标签的蛋白是否有互作关系奠定基础, 进一

步揭示CoABI5的生物学功能。在本研究中, 对
CoABI5基因进行了亚细胞定位分析, 确定CoABI5
基因在烟草中瞬时表达, 并定位于细胞核。水稻

ABI5也定位于细胞核中(Zou等2008)。bZIP转录因

子的作用通常是调控基因的转录水平, 因此定位

于细胞核中。实时荧光定量结果显示, CoABI5基
因在不同组织和自交、异交和未授粉处理下的花

柱和子房均有表达, 但存在差异。其中, CoABI5基
因在花粉中的表达量最高, 根据前人的研究发现, 
OsABI5基因在成熟的花粉中高表达会降低育性

(Zou等2008), 说明ABI5可能参与花粉发育的过

程。CoABI5基因在自交24 h花柱中的表达量明显

大于异交, 猜测自交花粉管进入了花柱中部, 聚集

在一起向下生长, 但36~84 h自交花粉管生长缓慢

甚至停滞。CoABI5基因在异交48、78~84 h子房

中的表达量大于自交, 猜测在后期授粉中仅有少

量自交花粉管进入到子房中, 并且在子房中停止

生长, 最终导致自交不亲和现象(高超等2015; 廖婷

等2012)。
为了从不同角度阐明油茶后期自交不亲和性

的分子机理 ,  本研究通过基因克隆、进化树分

析、qPCR时空表达、原核表达和亚细胞定位分

析, 初步判断CoABI5基因在油茶自交不亲和过程

中发挥着重要作用。因此, 为了对CoABI5基因进

行全面而深入的研究, 为油茶遗传育性分子机制

提供科学依据, 下一步将通过超表达或干扰等方

法验证CoABI5的功能特点。
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Cloning and expression analysis of ABI5 from Camellia oleifera
YANG Jin, ZHOU Junqin, LU Mengqi, YU Shushu, LIU Yiyao, TAN Xiaofeng* 
Key Laboratory of Cultivation and Protection for Non-wood Forest Trees, Ministry of Education; Key Lab of Non-wood 
Forest Products of State Forestry Administration; Cooperative Innovation Center of Cultivation and Utilization for Non-
wood Forest Trees of Hunan Province; Central South University of Forestry and Technology, Changsha 410004, China

Abstract: In this study, the Camellia oleifera cultivar ‘Huashuo’ was used as the material to clone the abscisic 
acid-insensitive 5 of Camellia oleifera by RT-PCR method, which was named CoABI5. The CoABI5 gene was 
analyzed by bioinformatics using different online sites, and the expression, expression site and expression pat-
tern of CoABI5 gene were analyzed by using prokaryotic expression, subcellular localization and real-time 
quantitative RT-PCR. The results showed that the sequence CDS length of CoABI5 was 795 bp and encoded 
344~363 amino acids, CoABI5 had the highest similarity (97.3%) with the ABI5 of Camellia sinensis. Prokary-
otic expression showed that fusion protein pCold-CoABI5-TF was induced for 4 h at 37ºC, it had a protein band 
at 85 kDa, which was consistent with the molecular weight of the theoretical fusion protein. Subcellular local-
ization showed that CoABI5 gene was located in the nucleus. Real-time quantitative RT-PCR results showed 
that CoABI5 gene was highly expressed in pollens, and the expression of CoABI5 gene in style of selfs 24 h was 
higher than that of ‘Huashuo’ and ‘Huaxin’ outcrosses, the expression of CoABI5 gene in ovary of outcrosses 
48 h was higher than that of selfs. This study provides a research basis for the further exploring the role of CoA-
BI5 gene in late self-incompatibility of Camellia oleifera and it is great significance for the analysis of the mo-
lecular mechanism of self-incompatibility of Camellia oleifera.
Key words: Camellia oleifera; self-incompatibility; ABI5 gene; prokaryotic expression; subcellular localiza-
tion; expression pattern
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