
DOI:10.13925/j.cnki.gsxb.20180298

龙眼胚性愈伤组织AGO10基因克隆及其表达分析

陈荣珠 1,2，刘转霞 1，陈晓慧 1，徐小萍 1，林玉玲 1，赖钟雄 1*

（1福建农林大学园艺植物生物工程研究所，福州 350002；2漳州卫生职业学院，福建漳州 363000）

摘 要：【目的】探究龙眼胚性愈伤组织Argonaute10(AGO10)基因的特性与龙眼生长发育、激素响应及非生物胁迫响

应之间的关系。【方法】根据龙眼胚性愈伤组织转录组数据库Unigene序列，采用RT-PCR结合RACE技术，以‘红核子’

龙眼胚性愈伤组织 cDNA为模板，进行龙眼胚性愈伤组织DlAGO10基因的克隆和生物信息学分析，同时利用 qRT-

PCR技术分析DlAGO10基因在龙眼体胚发生过程中、不同组织部位中、对不同激素的响应以及非生物胁迫响应的表

达情况。【结果】获得龙眼DlAGO10基因的cDNA全长序列(GeneBank登录号为MH708535)，全长共3 859 bp，其中包含

完整开放阅读框（ORF）3 003 bp，编码999个氨基酸。生物信息学分析表明，DlAGO10的保守结构域具有AGO的经典

结构域PiWi结构，与甜橙和克莱门柚AGO10蛋白同源性较高。qPCR分析结果表明，在龙眼体胚发生过程中，DlA-

GO10在龙眼非胚性愈伤组织时期和子叶胚时期的表达量较高，在‘红核子’龙眼合子胚S5阶段的相对表达量最高；不

同组织部位的表达情况为，DlAGO10在‘红核子’龙眼雌花中表达量最高，雄花次之，其他组织部位表达量均较低。植

物激素和非生物胁迫处理下的表达分析表明，一定浓度的2,4-D、KT和水杨酸（SA）均可诱导DlAGO10上调表达，而茉

莉酸甲酯（MeJA）即可上调也可下调；盐、渗透、干旱和脱落酸（ABA）胁迫均可上调DlAGO10的表达。【结论】DlAGO10

可能参与龙眼体胚发生早期和晚期的转录调控过程，且可能参与生长素、细胞分裂素、SA和ABA的逆境胁迫信号转

导途径，调控龙眼多种非生物胁迫应答过程。
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Abstract：【Objective】Argonaute family proteins are highly conserved basic proteins that widely exist

in the biological community and distribute in different individuals. As the core component of RNA-in-

duced silencing complex (RISC), the Argonaute (AGO) family proteins play a crucial role in RNA inter-

ference(RNAi). In plants, the combination of AGO protein and small RNA participates in maintaining

the stability of the gene, regulating the development of tissue, embryonic development and cell differen-

tiation as well as responsing to hormones and stress. The objective of the current study is to discover the

effect of argonaute gene on the embryogenic callus and different tissues of‘Honghezi’longan and the

response to various hormones and abiotic stresses.【Methods】Based on the database of longan transcrip-

tome, the cDNA sequences of argonaute gene were isolated from longan embryogenic callus (cultivar:

‘Honghezi’) by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and rapid amplification of

cDNA end (RACE). Based on the unigene sequence (CL2736.Contig4) of the DlAGO10, two pairs of 5’

RACE primers (universal primer UPM- Long and DlAGO10- 5RACE1, universal primer UPM- Short
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and DlAGO10-5RACE2) were designed to amplify the 5’-terminal nucleotide sequence of DlAGO10,

which was composed of 439 bp, and two pairs of 3RACE primers (universal primer UPM-Long and

DlAGO10-3RACE1, universal primer UPM-Short and DlAGO10-3RACE2) were designed to amplify

the 3’-terminal nucleotide sequences of DlAGO10, which was composed of 368 bp. After fragment as-

sembly, the full-length cDNA sequence was obtained, which was 3 859 bp. Based on the 5’-and 3’-ter-

minal nucleotide sequences, one pair of gene specific primers (DlAGO10-CF/DlAGO10-CR) was de-

signed to check whether the stitching of full length is correct. Bioinformatics analysis softwares (for ex-

ample NCBI, DNAMAN6.0, ExPASy, ProtParam and so on) were used to predict the biological infor-

mation of DlAGO10. Real-time quantitative PCR (qPCR) assay was used to analyze the relative level of

gene expression during somatic embryogenesis (SE) in different longan tissues, and in response to hor-

mones and abiotic stresses. The process of longan SE contained five stages, including non embryogenic

callus (NEC), embryogenic callus (EC), incomplete-compact pro-embryogenic cultures (ICpEC), globu-

lar embryos (GE), and cotyledon embryos (CE). The samples of longan tissues included roots (R), stems

(S), leaf buds (LB), leaves (L), floral buds (FB), alabastrum (Al), male flowers (MF), female flowers

(FF), filament (F), anther (An), young fruits (YF), ripe fruits (RF), and pulps (P). Hormones applied in

the experiment included 2,4-D at concentrations of 0, 0.5, 1.0 and 1.5 mg · L-1, KT at 0, 0.25, 0.5, 0.75,

1.0 and 2.0 mg · L- 1, and salicylic acid (SA) at 0, 25, 50 and 75 and methyl jasmonte (MeJA) at 100

μmol · L- 1. Abiotic stress treatments included salinity (NaCl, 150 mmol · L- 1), osmotic stress (mannitol,

150 mmol · L- 1), drought (PEG4000, 10%), and abscisic acid (ABA, 10 mmol · L- 1) at different time of

treatments (0, 1, 2, 4, 8, 12, 16 and 24 h). The relative expression of DlAGO10 was calculated by refer-

ence genes(EF-1a, eIF-4a and FSD1a).【Results】After verification, the DlAGO10 was isolated and the

full- length sequence was successfully cloned from embryogenic callus of‘Honghezi’longan (Gene-

Bank accession number is MH708535). The full-length cDNA was 3 859 bp, containing ORF sequence

3 003 bp and encoding 999 amino acids. The 5’untranslated region (5’UTR) length of DlAGO10 was

439 bp, and the 3’untranslated region (3’UTR) length was 368 bp, including 21 bp PloyA. Bioinfor-

matics analysis showed that the conserved domain of DlAGO10 had the typical domain characteristics

PiWi of AGO and had a transmembrane domain, and the N-terminal contained 1 strong transmembrane

helice with a score of 642. The DlAGO10 protein was a hydrophilic alkaline protein, and the number of

positively charged amino acids (Arg+Lys) was more than that of negative charged amino acids (Asp+

Glu), indicating that DlAGO10 was a stable protein. So the number and type of amino acids were relat-

ed to the structure and function of AGO. Phylogenetic tree analysis indicated that DlAGO10 belonged

to the same branch as Citrus sinensis and Citrus clementina. The qPCR results showed that DlAGO10

had higher expression in non-embryogenic callus(NEC), cotyledon embryos(CE), and S5 stage , while

the least relative expression was found in embryogenic callus(EC), and S2 stage of‘Honghezi’longan.

In different organs of‘Honghezi’longan, qPCR results showed that DlAGO10 had the highest relative

expression in female flowers(FF), the second place was in male flowers(MF), the third position was in

the leaf buds (Lb), and the other organs (roots, stems, leaves, floral buds, alabastrum, filament, anther,

young fruits, ripe fruits and pulps) had the low relative expression. A certain concentration of 2, 4-D,

KT and SA can improve the relative expression of DlAGO10. When the concentration of 2,4-D was 0.5

mg· L-1, the relative expression of DlAGO10 was the highest, which was more than twice as much as the

relative expression of the control (2,4-D concentration was 0 mg· L-1). When KT concentration was 0.25

mg· L-1, the relative expression of DlAGO10 was the maximum, which was 2.4 times more than the con-

trol (KT concentration at 0 mg · L- 1). When SA concentration was 50 μmol · L- 1, the relative expression
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Argonaute（AGO）蛋白是高度保守的碱性蛋白，

在生物体中能够大量表达，且在不同个体间的表达

量差异较大[1]。功能差异使真核生物中的AGO蛋白

分为PIWI蛋白和AGO蛋白两大类，其中PIWI类蛋

白仅存在于动物体中，而AGO类蛋白广泛存在于植

物体内，主要结合microRNA和 sRNA起作用[2]。不

同物种的AGO家族成员数量存在差异性，例如拟南

芥基因组中有10个AGO蛋白[3]，而水稻基因组编码

19个AGO蛋白[4]。在拟南芥中，AGO家族成员的功

能研究较为透彻，AtAGO1主要调控植物的生长发

育与胁迫反应[5]，AtAGO2参与植物的 JA途径防御活

动 [6]，AtAGO4结合 siRNA导致基因沉默，从而调控

RNA介导DNA甲基化信号通路[7]，AtAGO5主要与

雌配子体的发生和RNA的沉默有关[8]，AtAGO6募集

siRNA，对DNA甲基化至关重要[9]，AtAGO7主要调

节发育时速，为 ta-siRNAs的形成和稳定所必需[10]，

AtAGO9能抑制韧皮部生殖细胞的分化并参与DNA

的修复[11]，AtAGO10调控植物的顶端分生组织[12]。

AGO 蛋白主要由 PAZ、MID 和 PIWI 三个功能

结构域组成，N末端还包含了一个可变区域，主要与

小RNA的分离有关，PAZ结构域与3’末端的结合有

关，MID结构域与 sRNA的 5’磷酸基团紧密结合，

PIWI结构域具有核酸内切酶催化反应中心，其启动

子元件中有 2,4-D、KT、MeJA、SA以及多种胁迫的

响应元件。AGO 蛋白是 RNA 介导的沉默复合体

（RNA- induced silencing complex，RISC）的核心元

件[13]。在植物体内AGO蛋白与小RNA结合参与维

持基因的稳定，调控组织发育、胚胎发育及细胞分化，

并在逆境胁迫响应和防御等方面具有一定的作用[14]。

龙眼是我国热带、亚热带地区的重要果树，在国

内和世界水果市场上占有重要的经济地位。‘红核

子’龙眼为福建省福州市的主栽品种，具有产量高，

抗寒能力强，味浓甜，品质优等优点。龙眼体细胞胚

胎高频率发生系统是在木本植物中最为优良的体胚

发生系统之一，可作为木本植物体胚发生的模式系

统[15]，龙眼体胚发生系统不仅在我国有应用，甚至在

巴西、美国等国家均有应用。近年来，笔者实验室借

助多种分子生物学手段，已对龙眼体胚发生过程开

展多项研究，发现生长素、多酚氧化酶、Dicer-like酶

等参与体胚发生过程。小RNA在龙眼体胚发生及

形态建成过程中发挥着重要的作用[16]，sRNA的产生

依赖于AGO酶的切割，揭示了AGO家族基因在龙

眼体胚发生过程中起着调控作用，杨曼曼等[17]发现

DlAGO家族中DlAGO6对龙眼体胚发生具有调控作

用。目前，关于AGO基因家族的研究主要集中在拟

南芥、番茄、玉米和水稻等模式植物上中，而在木本

果树植物中的研究却鲜有报道。笔者基于龙眼胚性

愈 伤 组 织 的 转 录 组 数 据（Genbank 登 录 号 ：

SRA059205），同时结合Lin等[18]龙眼基因组数据库

的公布，以龙眼‘红核子’体细胞胚胎发生系统为材

料，分离和克隆龙眼AGO10基因，研究其在龙眼体

胚不同阶段、合子胚不同发育阶段、不同组织部位，

以及激素和非生物胁迫下的相对表达情况，为探究

龙眼体胚发育过程中AGO10与小RNA协同调控的

作用机制奠定基础，为AGO10调控植物体胚提供理

论依据。

1 材料和方法

1.1 供试材料

龙眼松散型的胚性愈伤组织（‘红核子’品种

was the highest, while different concentrations of MeJA were not only positive regulation but also nega-

tive regulation of DlAGO10. Through a certain concentration of NaCl, mannitol, PEG4000 and ABA

treatments for a period of time, the relative expression of DlAGO10 can be upregulated. However, the

different kinds of abiotic stresses had the optimum treatment hours. The optimal hours of treatment with

NaCl (150 mmol · L-1), mannitol (150 mmol · L-1), PEG4000 (10%) and ABA (10 μmol · L-1) were 4 h, 8

h, 16 h and 1 h, respectively, while the least relative expression were from the treatments of 0 h, 0 h, 24

h and 24 h. Also, the overall response trend was different under different stress conditions.【Conclusion】

The results suggested that DlAGO10 might be involved in the early and late transcriptional regulation of

longan embryo genesis. Furthermore, DlAGO10 might participate in floral organ development and the

responses to various kinds of hormone and abiotic stresses, like auxin, cytokinin, salicylic acid and

ABA stressed signal transduction pathway.

Key words: Dimocarpus longan; Somatic embryogenesis; Argonaute 10; Expression analysis
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LC2细胞系）由福建农林大学园艺植物生物工程研

究所诱导并继代培养[19]；参照Lin等[20]的方法培养获

得非胚性愈伤组织（NEC）、愈伤组织（EC）、不完全

性紧实结构（IcpEC）、球形胚（GE）、子叶形胚（EC）；

龙眼‘红核子’幼果出现子叶胚期记为S1，每 4 d收

集一次合子胚，依次记为S2、S3、S4、S5、S6和S7；龙

眼‘红核子’品种的根、茎、叶、花和果实等材料采自

福建农林大学创业园。

以培养 20 d的龙眼愈伤组织为材料分别进行

2,4-D（0、0.5、1.0、1.5 mg· L-1）、KT（0、0.25、0.5、0.75、

1.0、2.0 mg · L-1）、MeJA（0、25、50、75、100 μmol · L-1）

和 SA（0、25、50、75、100 μmol · L-1）等激素不同浓度

的处理，置于摇床（110 r· min-1，25 ℃）进行24 h的处

理；此外以培养20 d的龙眼胚性愈伤组织为材料，分

别添加NaCl（150 mmol· L-1）、甘露醇（150 mmol· L-1）、

聚乙二醇（PEG-4000，10%）和ABA（10 μmol · L-1）进

行非生物胁迫处理，分别培养1、2、4、8、12、16和24 h。

上述试验材料处理后经液氮冻存于-80 ℃冰箱用于

后续试验。

1.2 方法

1.2.1 总 RNA 提取及 cDNA 逆转录 采用 Tripue

（Transgen，China）试剂盒进行龙眼总RNA的提取，

经1%（w）琼脂糖凝胶电泳检测其完整性后，用紫外

分光光度计（Thermo Fisher，USA）检测 OD260/280 在

1.9~2.1之间且完整性良好的核酸备用。采用Gen-

eRacerTM Kit（Invitrogen，USA）进行RT-PCR所需 cD-

NA的逆转录，同时采用SYBR ExScript试剂盒（Ta-

kara，Japan）和罗氏 LightCycler480 仪器（Thermo

Fisher，USA）用于qPCR，详细的操作步骤见说明书。

1.2.2 引物设计及 PCR扩增 转录组中AGO10序

列分析与 PCR验证。根据龙眼不同体胚发生阶段

的转录组数据（GeneBank登录号：SRA059205），总

共搜索到与 AGO10 相关的 Unigene 序列 7 条，用

DNAMAN6.0软件多重比对并结合NCBI中的blastn

分析，结果发现，CL2736.Contig1、CL2736.Contig2、

CL2736.Contig3、CL2736.Contig4、CL9568.Contig1、

CL9568.Contig2、Unigene29821可编码同一个AGO

基因，因此，根据CL2736.Contig4这条最长序列来设

计引物，验证ORF拼接是否正确，其引物名称命名

为DlAGO10-F1/DlAGO10-R1。

3’-RACE 和 5’-RACE。采用 RACE 法，根据

CL2736.Contig4序列设计引物，扩增该基因的 3’末

端和 5’末端序列，引物名称命名为 DlAGO10-

5RACE1、DlAGO10- 5RACE2、DlAGO10- 3RACE1、

DlAGO10-3RACE2。

目的基因的扩增。以反转录的龙眼胚性愈伤组

织 cDNA 为模板，以 DlAGO10-CF/DlAGO10-CR 为

引物，进行该基因 cDNA 全长序列的拼接验证。

PCR反应程序为：94 ℃预变性3 min；94 ℃变性30 s，

56~60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环；

72 ℃延伸 6 min，PCR 程序根据实际情况进行调

整。获得目的片段后切胶回收，TA克隆后挑取阳性

克隆子的菌液进行PCR扩增，将有目的条带的菌液

送至铂尚生物科技有限公司测序。

同时，根据所得的全长序列设计实时荧光定量

PCR的引物，命名为DlAGO10-QF/DlAGO10-QR，引

物均由北京六合华大基因科技股份有限公司合成。

引物的序列、退火温度及扩增用途见表1。

表 1 DlAGO10 基因克隆引物序列

Table 1 Primers used in DlAGO10 gene cloning

引物名称

Primer name

DlAGO10-F1

DlAGO10-R1

DlAGO10-3RACE1

DlAGO10-3RACE2

DlAGO10-5RACE1

DlAGO10-5RACE2

DlAGO10-CF

DlAGO10-CR

DlAGO10-QF

DlAGO10-QR

引物序列

Primer sequence（5’-3’）

CCTCCTTGTCTTAGTTGTTTCTC

CCCATCTACCCTGTTACCATC

TAGCAGTAGAACAGTAGCCAGG

AAGTCAAATAGTCGTAGGTCCTG

CAAGGAGGGAGAGGAAGG

GCAAGAGAGATGATGATGATGATG

AGCGAGGAGAGGAGAGGAG

CCAGGACCTACGACTATTTGAC

CAACCAAACTTCACCACCAAC

CCAACAGAACCATAGCCAGG

退火温度

Tm/℃

58

57

58

58

61

用途

Description

保守区扩增

Amplification of conserved region

3’-RACE

5’-RACE

拼接验证

Splicing verification

荧光定量PCR

Quantitative real-time PCR
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1.2.3 生物信息学分析 利用 NCBI 和 DNAMAN

6.0对获得的DlAGO10序列进行分析，并利用在线

软件 ExPASy ProtParam (http://au.expasy.org/tools/)

预测 DlAGO10 蛋白的理化性质；采用 SignaIP 4.1

Server（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）进行

信号肽预测；同时利用在线软件COILS（http://emb-

net.vital-it.ch/software/COILS form.html）进行蛋白卷

曲螺旋预测；利用PSORT II（http://psort.hgc.jp/form.

html）进行亚细胞定位预测，利用 Tmpered（http://

www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html）进

行跨膜结构域预测；采用 NetPhos 2.0（http://www.

cbs.dtu.dk/services/NetPhos/）预测磷酸化位点；最后

采用 Mega 5.05 软件的 Neighbor-Joining（邻位相连

法，NJ 法）构建核苷酸序列的分子系统进化树（P-

distance法），并用bootstrap法（重复1 000次）评估系

统进化树。

1.2.4 DlAGO10基因在不同处理下的 qRT-PCR分

析 参考 Lin 等 [21]的方法，以龙眼 EIF4a、EF-1a 和

FSD 作为内参基因。采用 SYBR ExScript 试剂盒

（TaKaRa，Japan）和罗氏 LightCycler480 仪器（Ther-

mo Fisher，USA），以经不同浓度处理的、不同组织部

位的、不同胁迫处理下的龙眼胚性愈伤组织 cDNA

为模板，根据荧光定量引物设计的原则在DlAGO10

基因的特异位置设计上下游引物进行 qRT-PCR扩

增。待反应结束后,进行扩增曲线、溶解曲线（60~

95 ℃）和凝胶电泳分析，同时检测引物的特异性；每

个反应设置 3个重复，将不同处理下的的龙眼胚性

愈伤组织 cDNA模板的混合样进行 10倍梯度稀释,

制作标准曲线。从扩增曲线图中得到Ct值，并根据

标准曲线获得不同处理下DlAGO10基因的mRNA

相对含量，通过内参基因的校正，最终得到目的基因

的相对表达量，进行DlAGO10基因在不同处理下的

表达情况分析。数据分析采用Excel和SPSS 19.0软

件进行。

2 结果与分析

2.1 DlAGO10基因 cDNA全长序列的获得（Gene-

Bank登录号为MH708535）

通过对龙眼转录组数据库的分析，以龙眼‘红核

子’胚性愈伤组织 cDNA 为模板、DlAGO10-F1 和

DlAGO10-R1为保守区上下游引物进行 PCR扩增，

获得DlAGO10的 cDNA序列长度 3 060 bp，包含完

整的ORF序列 3 003 bp，编码 999个氨基酸；随后分

别设计 3’RACE和 5’RACE引物，采用 5’RACE通

用引物 UPM- Long 和 DlAGO10- 5RACE1 以及 5’

RACE通用引物UPM-Short和DlAGO10-5RACE2扩

增获得 5’UTR 为 439 bp，采用 3’RACE 通用引物

UPM-Long和DlAGO10-3RACE1以及3’RACE通用

引物 UPM-Short 和 DlAGO10-3RACE2 扩增获得 3’

UTR 为 368 bp，含有 22 bp Poly (A)，终止密码子是

TAG。以龙眼‘红核子’胚性愈伤组织 cDNA 为模

板，利用 cDNA 全长验证引物 DlAGO10- CF/DlA-

GO10-CR进行拼接验证，其拼接序列正确，最终获

得该基因全长为3 859 bp。

2.2 生物信息学分析

2.2.1 DlAGO10 蛋白的基本性质分析 采用 Ex-

PASy ProtParam对DlAGO10进行理化性质预测，结

果表明，DlAGO10蛋白为具亲水性的碱性蛋白，且

带正电荷氨基酸数量（Arg+Lys）均大于带负电荷氨

基酸的数量（Asp+Glu），表明 DlAGO10 属稳定蛋

白。SignaIP 4.2 Server在线分析显示，DlAGO10蛋

白不具有明显的信号肽，因此是一个非分泌蛋白。

采用PSORTⅡ预测显示，DlAGO10蛋白的亚细胞定

位在细胞核（73.9%）。利用Tmpered2.0对DlAGO10

蛋白进行跨膜结构预测，结果显示，DlAGO10具跨

膜结构域，且N-末端朝内含有 1个强的跨膜螺旋结

构，其得分为642。磷酸化位点预测显示，DlAGO10

蛋白含有 95个磷酸化位点(Ser:55，Thr:29，Tyr:11)，

其氨基酸种类和数量与AGO结构功能具有一定的

关系。利用PsiPred在线软件对DlAGO10蛋白进行

二级结构预测，结果表明，DlAGO10的二级结构以

无规则卷曲为主，其比例高达 66.4%，α-螺旋占比

13.0%，β-折叠占比20.6%。基于二级结构预测结果

对该蛋白进行三级结构预测，其结果与二级结构的

预测相符（图 1）。利用 NCBI-Protein Tools 对 DlA-

GO10蛋白质保守区域进行分析，结果（图 2）显示，

DlAGO10蛋白含有AGO蛋白的经典结构域 PIWI，

但并不具有PAZ和MID两大经典结构，这可能造成

DlAGO10与其他AGO蛋白的功能差异。

2.2.2 氨基酸序列比对及系统进化树分析 将

DlAGO10编码的氨基酸序列在NCBI上进行 blastp

比对，发现DlAGO10与甜橙AGO10（Citrus sinensis，

XP_006489472.1）、克莱门柚AGO10（Citrus clemen-

tina，XP_006433984.1）、可可AGO10（Theobroma ca-
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cao，XP_007018772.1）、麻风树 AGO10（Jatropha

curcas，XP_012069721.1）、葡萄 AGO10（Vitis vinif-

era，XP_002279408.1）、烟草 AGO10（Nicotiana syl-

vestris，XP_009781911.1）、高粱AGO10（Sorghum bi-

color，XP_022947595.1）、玉米 AGO10（Zea mays，

XP_003519706.1）的同源率分别为 94%、93%、93%、

92%、91%、86%、86%、85%；为了进一步研究 DlA-

GO10序列的保守性，使用软件 DNAMAN6.0 将该

基因的氨基酸序列与其他植物的 AGO10 进行比

对，发现绝大部分植物 AGO10 蛋白主要由 PAZ、

MID 和 PIWI 三个功能结构域组成，N 末端还包含

了一个可变区域，主要与小RNA的分离有关，PAZ

结构域与 3’末端的结合有关，MID结构域与 sRNA

的 5’磷酸基团紧密结合，PIWI结构域具有核酸内

切酶催化反应中心 [12]，但 DlAGO10 只具有 PIWI 结

构域，PIWI结构域位于DlAGO的C-末端部分，由 2

个亚结构域组成，其中一个提供导向RNA的 5’锚

定，另一个提供切割的催化位点。DlAGO10的 PI-

WI结构域核心具有切割单链RNA，例如由双链 siR-

NA 指导的 mRNA。为了研究植物 AGO 的进化关

系，根据NCBI数据库中甜橙、克莱门柚、麻风树、高

粱、玉米等 10多条AGO10氨基酸序列，采用Mega

5.05 软件的 Neighbor-Joining（邻位相连法，NJ 法）

构建核苷酸序列的分子系统进化树（P- distance

法），并用 bootstrap法（重复 1 000次）评估系统进化

树，结果（图 3）表明，进化树根据种属聚为明显的

两大类，其中，龙眼AGO10与双子叶植物甜橙CsA-

GO10和克莱门柚CcAGO10的亲缘关系最近，与单

子叶玉米 ZmAGO10、高粱 SbAGO10的亲缘关系最

远。

2.3 龙眼体胚发生过程中DlAGO10基因在不同处

理下的的表达情况

利用 qRT-PCR法对DlAGO10基因在龙眼体胚

发生不同时期的mRNA转录水平进行分析，结果如

图4所示。DlAGO10基因在龙眼体胚发生不同时期

表达量的变化较大，先下降后上升，呈“V”模型，在

非胚性愈伤组织（NEC）中的表达量最高，是松散型

愈伤组织（EC）的4倍左右，在子叶胚（CE）中的表达

量次之，表明了该基因主要调控龙眼体胚的早期和

晚期发育。

图 1 利用 SWISS-MODEL 预测 DlAGO10 的三级结构及模型参数

Fig. 1 Predicted the 3D structure and model parameter of DlAGO10 with SWISS-MODEL

查询序列
Query seq.

特异位点 Specific hits

非特异位点 Non-specific hits

超家族 Superfamilies PIWI超家族 Piwi-like superfamily

图 2 DlAGO10 蛋白保守结构域预测

Fig. 2 Functional domains prediction for DlAGO10
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2.4 DlAGO10在龙眼‘红核子’合子胚不同发育阶

段的表达分析

DlAGO10在龙眼‘红核子’合子胚不同阶段的

表达模式如图 5所示，DlAGO10在合子胚不同发育

阶段的表达量是先下降后上升，在S5阶段其相对表

达量达到最高，然后又下降，S5阶段的表达量相比

于S4阶段是显著上升的。结果表明，DlAGO10可能

参与合子胚的发育，尤其在合子胚的后期发育阶段

具有重要的调控功能。

2.5 DlAGO10在龙眼‘红核子’不同组织器官中的

差异表达分析

DlAGO10在龙眼根、茎、叶、花和果实等组织器

官中的相对表达情况如图6所示。DlAGO10在不同

组织器官中相对表达量的情况为雌花＞雄花＞叶芽

＞花蕾＞幼果＞成熟果＞茎＞花药＞叶＞花芽＞根

＞花丝＞果肉。由此说明，DlAGO10可能参与龙眼

不同组织器官的发育，而在花的不同组织器官中相

对表达量均较高，所以AGO10在花的发育中起到非

图 3 植物 AGO10 进化树分析

Fig. 3 Phylogenetic tree of plant AGO10

NEC. 非胚性愈伤组织；EC. 愈伤组织；IcpEC. 不完全性紧实结

构；GE. 球形胚；CE. 子叶形胚。不同小写字母表示 p ＜ 0.05 差异

显著。下同。

NEC. Non embryogenic callus; EC. Embryogenic callus; IcpEC. In-

complete compact pro- embryogenic cultures; GE. Globular embryos;

CE. Cotyledon embryos. Different small letters mean significant differ-

ence at p ＜ 0.05. The same below.

图 4 龙眼体胚发生过程中 DlAGO10 的相对表达量

Fig. 4 Relative expression of DlAGO10 during longan

somatic embryogenesis stage
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图 5 DlAGO10 在龙眼‘红核子’合子胚不同发育阶段表达

Fig. 5 Relative expression of DlAGO10 in zygotic

embryogenesis stage of longan ‘Honghezi’
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丝；An. 花药；Ff. 雌花；Yf. 幼果；P. 果肉；Rf. 成熟果。

R. Root; S. Stem; L. Leaf; Lb. Leaf bud; Fb. Flower bud; Al. Alabas-

trum; Mf. Male flower; F. Filament; An. Anther; Ff. Female flower; Yf.

Young fruit; P. Pulp; Rf. Ripe fruit.

图 6 DlAGO10 在龙眼‘红核子’不同组织部位的

相对表达量

Fig. 6 Relative expression of DlAGO10 in different tissues

of longan‘Honghezi’
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常重要的作用。

2.6 DlAGO10在不同激素处理下的表达分析

AGO10蛋白参与植物的逆境响应等过程，为了

更好地研究AGO10蛋白在外界环境变化下的作用

机制，利用不同浓度的 2,4-D、KT、SA和MeJA对龙

眼胚性愈伤组织进行处理，并分析DlAGO10的相对

表达量情况。结果（图 7）表明，DlAGO10对不同种

类的激素处理均有响应，一定浓度的 2,4-D、KT和

SA正调控DlAGO10 mRNA的转录，当2,4-D质量浓

度为 0.5 mg · L-1时，DlAGO10的相对表达量达到最

高，是对照组（2,4-D质量浓度为0 mg· L-1）相对表达

量的 2倍多；当KT质量浓度为 0.25 mg · L-1时，DlA-

GO10的相对表达量达到最大值，是对照组（KT质量

浓度为0 mg· L-1）的2.4倍；当SA浓度为50 μmol· L-1

时，其相对表达量达到最高；而MeJA对DlAGO10既

有正调控作用，也有负调控作用。

2.7 DlAGO10在不同胁迫处理下表达模式的 qP-

CR分析

不同非生物胁迫处理下，DlAGO10的表达情况

不同（图8）。NaCl模拟的盐胁迫，随着处理时间的延

长，其相对表达量先上升后下降再上升，当处理时间为

4 h时，其相对表达量达到最高值，是参照组的3.4倍；
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图 7 外源激素处理下 DlAGO10 的相对表达量

Fig. 7 Relative expression of DlAGO10 at different hormone

c（MeJA）/(μmol· L-1)

*表示在 0.05 水平上差异显著。下同。

*indicates significant difference at 0.05. The same below.

293



果 树 学 报 第36卷

甘露醇模拟的渗透胁迫，随着处理时间的延长，其总

体表现为正调控，当处理时间为24 h时，其相对表达

量达到最高值；PEG4000模拟的干旱胁迫，随着处理

时间的延长，表现为不规则的波动，处理16 h时，其相

对表达量达到最高，为对照组的1.5倍；ABA胁迫处

理下，其相对表达量的变化趋势也是呈现不规则的波

动，处理1 h时，其相对表达量达到最高值。由此可见，

DlAGO10参与各种非生物胁迫过程，包括盐胁迫、渗透

胁迫、干旱胁迫以及ABA激素信号途径的应答。

3 讨 论

3.1 DlAGO10蛋白的结构和功能

近年来较多地报道了AGO基因家族各个成员

的结构以及功能，其为一种效应蛋白。在AGOs基

因家族中，小RNA从各个方面介导AGO蛋白调控基

因的表达且不同成员之间存在着功能冗余现象，

AGO10和AGO1联系紧密，AGO1能够调控植物顶

端分生组织发育[22]；AGO4、AGO6和AGO9与DNA

甲基化作用有关[23]；AGO7在植物从幼期到成熟期的

转型发挥着重要的作用[24]。本文通过生物信息学分

析结果显示，DlAGO10编码的蛋白具有AGO蛋白的

经典保守结构域 PIWI结构，但不具有 PAZ等结构

域，DlAGO10含有跨膜结构域以及不同种类和数量

的氨基酸，这些特点与AGO10的功能具有相关性。

3.2 龙眼AGOs可能参与体胚和花器官的发育

AGO蛋白在miRNA介导的基因调控过程中起

着重要的作用，而有研究表明miRNA合成相关基因

表达量的降低会影响胚胎发育和分生组织的培养，

由此可见，AGO 蛋白与体胚的发育具有一定的关

系[25-26]。本研究通过对DlAGO10基因在龙眼体胚发

生过程中的差异表达分析发现，DlAGO10在不同时

期均有表达，但是表达量有所差异，在龙眼非胚性愈

伤组织阶段和子叶胚时期表达量较高，说明 DlA-

GO10参与龙眼体胚发生过程，但是其在龙眼体胚

发生过程中的表达调控机制需进一步研究。

AGO基因家族成员在不同植物组织器官中相

对表达量的高低均不相同。有研究发现，AGO1可

在成熟植物体的所有部位中表达，但在分生组织和

维管组织中的相对表达量最高 [27]；AGO4在植物的

胚、花和叶中相对表达量较高；AGO6在根和芽的表

达受限；AGO9 在芽尖和未成熟的胚珠中表达受

限[23]。在本试验中，DlAGO10在不同组织器官中均表

达，但表达量存在显著差异，在龙眼雌花和雄花中的

相对表达量较高，推测DlAGO10可能参与龙眼花器

官的发育。

3.3 DlAGO10可能响应多种激素的应答

植物体细胞胚胎的发生受多种激素的调控，其

往往形成复杂的调控网络体系。有研究表明，高浓

度的 2,4-D能促进细胞核DNA甲基化水平提高，基

因沉默比例提高，而低浓度的 2,4-D却能激活体细

胞胚发生的特异的基因 [28]。AGO基因在植物体胚

发生过程中扮演着重要的角色，在拟南芥中胚胎发

生过程中发现，AtAGO10和 AtAGO1与miR165/166

协同作用调控HD-ZIPIII表达部位，进而下调ARF2

介导的植物激素水平，从而维持茎尖分生组织

（SAM）的正常活动 [29]。不同激素对DlAGO10的影

响不同，本研究中2,4-D、KT和SA对DlAGO10的相

对表达量均呈现正调控，但其具体的调控机制有待

进一步研究验证。

3.4 DlAGO10参与胁迫应答

AGO参与小RNA介导的基因沉默过程，在转

录和转录后调控过程中起着重要的作用，可能参与

植物对渗透、干旱和盐等逆境的响应。周莎莎等[30]

对苹果进行自然干旱、盐胁迫、冷胁迫和ABA处理

发现，在这些非生物逆境胁迫的处理下，AGO基因

家族中的不同成员在不同的胁迫处理下均上调。植

物激素脱落酸（ABA）是植物响应干旱和盐胁迫的

主要信使，当植物受到逆境胁迫时会响应ABA的基

因。本研究结果表明，NaCl模拟的盐胁迫、甘露醇

模拟的渗透胁迫、PEG4000模拟的干旱胁迫和ABA

胁迫下，其对DlAGO10呈正调控影响。由此可见，

DlAGO10可能参与龙眼对胁迫逆境的抗性。然而，

在龙眼体胚发生过程中，DlAGO10如何调节细胞进

行胁迫的应对，在应答逆境信号转导中的调控途径/

信号网络等一系列问题还需要进一步研究。
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