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摘要：珙桐是珍稀的第三纪孑遗树种，也是优良的用材兼园林绿化树种。 开展珙桐研究，不仅具有重大科学意义，
而且具有重要的经济和生态价值，但珙桐的分子生物学研究进展相对缓慢。 该文从分子标记、遗传多样性、败育基

因和抗胁迫基因等方面对珙桐树种的分子生物学研究进展进行综述，并就当前亟需解决的问题进行讨论，以期为

加快分子生物学技术在珙桐乃至其他树种研究中的应用提供参考。
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　 　 珙桐（Ｄａｖｉｄｉａ ｉｎｖｏｌｕｃｒａｔａ）是珙桐科珙桐属、我
国特有的单型属珍稀孑遗植物，属于国家一级保护

植物，植物系统发育与演化以及地史变迁研究方面

有很高的科学价值；其花形似白鸽，有“中国鸽子

树”的美称［１］。 由于珙桐的天然分布呈间断性零星

分布，种群间相互影响较小，导致基因交流受阻，自
然更新十分困难而处于濒危状态。 如何利用科学，
有效保护珙桐和合理开发应用其种质资源，具有十

分重要的研究意义。
珙桐研究时间相对较短，自 ２０ 世纪初被法国人

发现后，１９５４ 年在我国引起领导和学者的关注，在
国外也引发了一段引种热浪［２］。 但在我国，作为热

点的兴起为 ２０ 世纪 ９０ 年代至今。 鉴于珙桐的生长

和分布情况，国内学者最先开始的研究工作是发现

其自然群落，后续研究才包括其生理特性、解剖特

征、群落学及繁殖等方面。 学者们力求利用现代先

进生物技术，加快珙桐的研究进程，也取得了诸多

有益的成果和突破，但受到林木自身特性和资源的

影响，总体进展相对缓慢，其更多的价值还有待挖

掘。 本文以分子标记、遗传多样性、败育基因和抗



胁迫基因等方面对珙桐树种的分子生物学研究进

展进行综述，并就当前亟需解决的问题进行讨论，
以期为加快分子生物学技术在珙桐乃至其他树种

研究中的应用提供参考。

１　 ＤＮＡ 分子标记技术对珙桐的应用

随着分子生物学的不断发展，以 ＰＣＲ 为基础建

立起来的分子标记技术，不仅有利于种质资源和系

统分类的研究，还有利于功能性标记基因的定位和

筛选，这将更好地为生物育种提供帮助。 主要的分

子标记技术有随机扩增多态性 ＤＮＡ（Ｒａｎｄｏｍ ａｍｐｌｉ⁃
ｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＤＮＡ，ＲＡＰＤ）标记、扩增片段长度多

态性（Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）
标记、简单重复序列（Ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）
标记、简单重复序列区间（ Ｉｎｔｅｒ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅ⁃
ｐｅａｔｓ， ＩＳＳＲ） 标记、特定序列扩增区域 （ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ⁃
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｇｉｏｎ，ＳＣＡＲ）标记等。
１．１　 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应体系建立

而基于 ＰＣＲ 的分子标记技术的实现就需要建

立其相应的反应体系。 李雪萍等［３］ 于 ２００７ 年初步

建立了适用于珙桐的 ＩＳＳＲ 分析的扩增体系：在退火

温度 ６１􀆰 ５ ℃下，２５ μＬ 的适宜于珙桐 ＩＳＳＲ 分析的

扩增体系即 ２０ ｎｇ 模板 ＤＮＡ，１􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ２＋，０􀆰 ２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ，０􀆰 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ 引物， １􀆰 ５ Ｕ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚

合酶。 荣熔等［４］ 在这个基础上研究改良后得到了

更加适宜的珙桐愈伤组织 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增条件是在

其他条件不变的情况下 ｄＮＴＰ 增加 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
ＴａｑＤＮＡ 聚合酶下降 ０􀆰 ５ Ｕ，增加 ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 引物。
建立同一体系但使用的反应物浓度发生区别，归其

原因有可能是因为 ２ 者选取的引物不同，或者是因

为愈伤组织培养过程中，细胞的成分发生了变化。
张玉晶等［５］通过正交实验，也对珙桐的 ＩＳＳＲ 扩增体

系进行了优化后得到的最佳反应体系为 ２０ μＬ 反应

液中含有 ２􀆰 ０ μＬ １０ × ｂｕｆｆｅｒ、 镁离子浓度 ２􀆰 ７５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ（比上 ２ 个体系中浓度多 １􀆰 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、
０􀆰 １２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ、０􀆰 ７ μｍｏｌ ／ Ｌ 引物、０􀆰 ７５ Ｕ Ｔａｑ
酶和 ４０ ｎｇ 模板。 该体系的 ＰＣＲ 反应参数为预变性

温度 ９４ ℃时间 ５ ｍｉｎ；变性温度 ９４ ℃时间 ３０ ｓ，退
火温度 ５３􀆰 ２ ℃ 时间 ４５ ｓ，延伸温度 ７２ ℃ 时间 １
ｍｉｎ，共 ４０ 个循环；后延伸温度 ７２ ℃时间 ７ ｍｉｎ。 与

荣熔等［４］体系的 ＰＣＲ 反应参数相比，预变性条件相

同，变性温度相同但时间多 ５ ｓ，退火温度为 ５５􀆰 １ ℃
（较另一体系高 １􀆰 ９ ℃）时间相同，延伸温度相同但

时间延长 １ ｍｉｎ，多 ５ 个循环；后延伸温度相同而时

间延长 ６ ｍｉｎ。
１．２　 分子标记及遗传多样性

徐刚标等［６］ 用 ＲＡＰＤ 分析对湘西和鄂西 ２ 地

的天然珙桐群体的 ６０ 个样品进行分析后，发现湘西

与鄂西珙桐群体的遗传结构差异不大。 李雪萍

等［７］通过 ＡＦＬＰ 分析对湖北省的珙桐和光叶珙桐进

行了分析后，发现珙桐的遗传多样性较高，其存在

遗传分化和有限的基因流动，但由于选用的引物组

合较少，并没有发现珙桐与其变种光叶珙桐在

ＡＦＬＰ 分析下存在差异。 通过 ＩＳＳＲ 分子标记发现，
珙桐物种和种群都维持了较高的遗传多样性，种群

间存在遗传分化，说明珙桐这一物种具有较大进化

潜力［８－１０］。

２　 基因工程技术对珙桐的应用

２．１　 ｃＤＮＡ 文库的建立

ｃＤＮＡ 文库是指一群含重组的细菌或噬菌体克

隆。 以某组织细胞的全部 ｍＲＮＡ 为模板，在体外由

反转录酶酶促合成单链 ＤＮＡ，即 ｃＤＮＡ。 再以 ｃＤＮＡ
为模板，由 ＤＮＡ 聚合酶合成双链 ＤＮＡ。 将其和载

体重组，并转化到宿主细菌或包装成噬菌体颗粒后

转染给宿主细菌，经复制形成的在寄主细胞中保存

的多个克隆。 每个克隆只含 １ 种 ｍＲＮＡ 的信息，足
够数目克隆的综合则包含细胞的全部 ｍＲＮＡ 信息，
这样的克隆群体叫 ｃＤＮＡ 文库。 ｃＤＮＡ 文库反映了

来源细胞当时基因组表达的基因序列信息，是包含

了生物体表达基因信息的一个集合体，也是获取未

知功能基因的一种技术手段［１１］。 徐刚标等［１２］ 用湖

南省植物园珙桐幼树树叶通过 ＳＭＡＲＴ 技术构建了

珙桐叶全长 ｃＤＮＡ 文库。 结果表明，以 ＸＬ１⁃Ｂｌｕｅ，
ＢＭ２５􀆰 ８ 为受体菌测定的原始文库滴度为 ８􀆰 ３×１０６

ｐｆｕ ／ ｍＬ，扩增后文库总滴度为 ４􀆰 １６×１０８ ｐｆｕ ／ ｍＬ，重
组率为 ９７􀆰 ３％。 而齐刚等［１３］ 使用四川卧龙保护区

的珙桐种子，也是利用 ＳＭＡＲＴ 技术获取了珙桐的

ｃＤＮＡ 文库，该文库的滴度为 １􀆰 ５×１０６ ｐｆｕ ／ ｍＬ，重组

率比徐刚标等的稍高 １％，ｃＤＮＡ 文库插入片段大小

主要集中在 ０􀆰 ５—１􀆰 ０ ｋｂ。 随机测序获得 １４８ 个

ＥＳＴ 序列，拼接成 １２７ 个 ｕｎｉＥＳＴ，经网上 ＢｌａｓｔＮ 及

ＢｌａｓｔＸ 分析后发现，７５ 个序列为目前已知功能的基

因标签，相似性较高，而 ３２ 个序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中相

似性较低，１３ 个序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中没有匹配。
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２．２　 珙桐败育基因研究

Ｌｉ 等［１４］对珙桐的果实及种子进行了研究后发

现，ＤＥＧｓ 是正常种子与败育种子间表达出现差异

的基因，在种子败育过程中主要的调节因子是 ＭＹＢ
转录因子、ＷＥＫＹ 转录因子、受体激酶和漆酶。 熊

亚丽等［１５］对珙桐种子当中的纤维素进行了分析后

发现，正常种子在发育过程中纤维素含量持续升

高，而在败育种子中纤维素含量显著高于正常种

子。 对在败育种子中显著上调的 ＣｅｓＡ 基因进行

ｑＰＣＲ 分析后发现，该基因在茎中表达量较低，而在

果肉中表达量较高，在败育种子中表达量显著高于

其他组织，推测其在珙桐生殖器官中是调控纤维素

合成的关键基因。 戴鹏辉等［１６］ 从珙桐中筛选出了

一个与青花素相关基因，并将其克隆后确定为一个

编码 ＭＹＢ 转录因子的基因 ＤｉＭＹＢ１，对该基因的核

苷酸序列及其编码产物进行了生物信息学分析和

预测后发现，该基因的表达在珙桐的败育种子中较

高于珙桐这次种子，推测该基因在珙桐败育过程当

中起到重要作用。
２．３　 珙桐抗胁迫基因研究

珙桐由于其生长于阴湿地带但又能引种存活

在云南、武汉等相对温度较高的地方，故刘美等［１７］

认为珙桐必然有适应机理及调节物质，并成功找到

了珙桐的热休克蛋白 １８（ＨＳＰ１８）核苷酸序列。 季

红春等［１８］从珙桐 ｃＤＮＡ 文库中获得一个未知基因

（ＤｉＲＣＩ），该基因长 ５３９ ｂｐ，后进过实验证实，该基

因为低温诱导膜蛋白基因。 Ｙｕ 等［１９］ 通过对珙桐的

叶绿体研究后，发现了珙桐完整的叶绿体基因。 珙

桐的叶绿体基因、基因组长度为 １６９，１９６ ｂｐ，１２９ 个

基因包含 ８３ 个蛋白质编码基因（ＰＣＧ），４０ 个 ｔＲＮＡ
基因和 ６ 个 ｒＲＮＡ 基因。 大多数基因种类以单拷贝

的形式出现，而 １８ 个基因种类则出现在双拷贝中，
其中包括 ６ 种 ＰＣＧ（ｎｄｈＢ，ｒｐｌ２，ｒｐｌ２３，ｒｐｓ７，ｒｐｓ１５ 和

ｙｃｆ２），８ 种 ｔＲＮＡ（ ｔｒｎＨ⁃ＧＴＧ，ｔｒｎＬ⁃ＣＡＡ，ｔｒｎＩ⁃ＣＡＴ，ｔｒｎＶ⁃
ＧＡＣ，ｔｒｎＬ⁃ＧＡＶ， ｔｒｎＡ⁃ＵＧＣ， ｔｒｎＮ⁃ＧＴＴ 和 ｔｒｎＲ⁃ＡＣＧ）和

所有 ４ 种 ｒＲＮＡ 种类（ ｒｒｎ４􀆰 ５，ｒｒｎ５，ｒｒｎ１６ 和 ｒｒｎ２３）。
２．４　 内参基因研究

内参基因是指在 ＰＣＲ 技术中，经常要用于作为

对照组的基因，由于其在生物体或者细胞中的表达

相对稳定，不受外源或内源因素的影响。 任锐

等［２０⁃２１］ 发现 １ 个编码网格蛋白衔接蛋白复合物

（Ｃｌａｔｈｒｉｎ ａｄａｐｔｏｒ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，ＣＡＣ） 的基因，命名为

ＤｉＣＡＣ。 该基因开放阅读框全长 １ ３１７ ｂｐ，编码 ４３８

个氨基酸。 ＣＡＣ 与 ＡＣＴ７ 在珙桐营养器官与生殖器

官中均表达稳定，且新内参基因 ＣＡＣ 的稳定性优于

ＡＣＴ７；β⁃ＴＵＢ 更适合作为珙桐营养器官中的内参基

因，而 ｅＩＦ 更适合作为生殖器官中的内参基因。

３　 展望

综上所述，不难看出珙桐分子生物学研究取得

了很大进展，然而，也应看到目前的研究工作中仍

存在着一些问题，如很多的基因组、转录组信息还

有待进一步分析鉴定。 随着科学技术的进步，新一

代高通量测序技术也被研究出来，传统分子生物学

也逐渐被新的技术所替代，不依赖于参考基因组序

列和信息的情况下的基因定位也被实现，这种新的

方法有力地推动了林木包括珙桐这一树种的分子

生物学研究。 像目前新出来的转录组测序（ＲＮＡ⁃
Ｓｅｑ）技术，不仅可以经济实惠、高效、大量地发掘基

因在基因组未知的非模式植物种，还可以对基因突

变的基因位点进行识别，确定该基因是如何表达，
表达水平如何，用选择性剪切会对该突变表型有什

么样的影响。 目前，该技术已经在水稻［２２－２３］、拟南

芥［２４－２５］、玉米［２６－２７］、杨树［２８－２９］ 等得到了广泛的应

用，而对于珙桐在这方面却并未见到相关的报道。
如果能够好好利用这项新技术，不仅可以为珙桐表

达谱分析、分子标记辅助育种及基因克隆奠定基

础，还可以对基因组解释提供参考。
然而，由于珙桐自身特性和其地理分布的独特

性，分子生物学研究团队力量薄弱，对其资金的投入

不足，技术不到位等原因，分子生物技术在珙桐中的

应用仍有许多难点。 相较于目前已知的一些模式树

种，珙桐在全基因组的破译和高效稳定遗传转化体系

的建立是珙桐分子生物学能否深入展开的关键问题。
有鉴于此，认为今后的研究在以下几个方向亟需加

强：（１）全基因组的破译。 目前珙桐的研究已经破译

了珙桐叶绿体全基因组，而珙桐树种的全基因组破译

并未见报道，未来解决这个问题的关键在于如何选取

有效的测序材料和高效组装软件的开发，这样可以为

珙桐以及其他植物的功能基因组和生物学基础奠定

基础。 （２）高效稳定的遗传转化体系的构建。 珙桐

组织培养体系中最大的难题在组织培养苗褐化严

重［３０］。 通过在培养基中添加外源物质（活性炭等）、
改变外部光照条件或者消毒技术的改变，这样获得稳

定而又高效的组织培养体系是可能的，同时通过对基

因转化效率的提高，建立完善的转化机制，为充分利
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用获得的 ＥＳＴ 序列，对其相关基因进行解析奠定基

础。 （３）濒危机理研究。 目前利用分子标记技术，国
内学者对珙桐的遗传多样性和败育原因展开了研究，
但没有涉及基因的表达调控［６，７，１５］。 利用表征遗传

学，配合转录组图谱，对珙桐生物学性状基因的表达

展开分析研究，尤其是珙桐的濒危机理，这将为改善

珙桐濒危这一现状提供理论基础。 （４）蛋白组学及

分子传导途径研究。 通过蛋白乙酰化、糖基化等高通

量测序技术进行重要功能蛋白的结构与功能、蛋白质

的翻译后修饰调控机制（磷酸化和脱磷酸化等）、功
能蛋白的互作网络、重要蛋白质的亚细胞分布及其调

控等研究，是珙桐分子生物学进一步深入研究的重要

内容。 随着分子生物学技术的快速发展，和以上问题

的逐步解决，珙桐有关分子机理将得到阐明，在种质

资源保护、亲本选择利用、分子标记辅助育种和转基

因育种等方面，将发挥重要作用，并将加快珙桐的育

种进程。
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