
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ａｐｒ. ２０２１ꎬ ４１(４): ５９１－５９７ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０１９０４０２５

张良波ꎬ 王旋ꎬ 钱成旭ꎬ 等. 甜荞 ＦｅＦＵＬ２ 基因的克隆与表达分析 [Ｊ] . 广西植物ꎬ ２０２１ꎬ ４１(４): ５９１－５９７.
ＺＨＡＮＧ ＬＢꎬ ＷＡＮＧ Ｘꎬ ＱＩＡＮ ＣＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦｅＦＵＬ２ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ ( Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ
ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ) [Ｊ] . Ｇｕｉｈａｉａꎬ ２０２１ꎬ ４１(４): ５９１－５９７.

甜荞 ＦｅＦＵＬ２ 基因的克隆与表达分析
张良波ꎬ 王　 旋ꎬ 钱成旭ꎬ 刘志雄∗

( 长江大学 园艺园林学院ꎬ 湖北 荆州 ４３４０２５ )

摘　 要: 为了探索甜荞 ＦＵＬ 同源基因参与花与籽粒发育调控的分子机制ꎬ该文采用同源克隆的方法从甜荞

(Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ)长花柱和长雄蕊突变体( ｌｐｌｓ)中克隆到 １ 个长 ８３７ ｂｐ 的 ＦｅＦＵＬ２ 基因(ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号为 ＭＧ７７９４９３.１)ꎬ其包含长 ６９０ ｂｐ 的完整开放阅读框ꎬ编码 １ 个由 ２２９ 个氨基酸残基组成的 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 转

录因子ꎮ 通过对 ＦｅＦＵＬ２ 进行分子系统发生、同源蛋白比对与转录因子结构分析ꎬ结果显示 ＦｅＦＵＬ２ 与核心

真双子叶植物 ＡＰ１ / ＦＵＬ 亚家族转录因子中的 ｅｕＦＵＬ 进化系聚于 １ 个进化分支ꎬ属甜荞 ｅｕＦＵＬ 型 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ
转录因子ꎬ且包含 １ 个 ５７ 个氨基酸残基长的高度保守的 ＭＡＤＳ 结构域、１ 个 ６９ 个氨基酸残基长的次级保守

的 Ｋ 结构域ꎬ其 Ｃ 末端转录激活区在序列长度和氨基酸残基组成上与其他 ｅｕＦＵＬ 型转录因子差异较大ꎬ但
仍含有 ２ 个 ｅｕＦＵＬ 型转录因子特有的保守基元:ＦＵＬ ｍｏｔｉｆ 和 ｐａｌｅｏ ＡＰ１ ｍｏｔｉｆꎮ 用 ｑＰＣＲ 检测基因表达的组

织特异性显示:ＦｅＦＵＬ２ 基因在甜荞 ｌｐｌｓ 突变体的根、茎、叶、花被片、雄蕊、雌蕊和发育 ４ ｄ 的幼果中均有表

达ꎬ但其在花被片中表达量极显著高于该基因在其他器官中的表达量(ＬＳＤꎬ Ｐ<０.０１)ꎮ 综合转录因子的结

构与基因的表达模式推测ꎬＦｅＦＵＬ２ 基因与其他 ｅｕＦＵＬ 型基因的功能可能存在一定差异ꎬ其在花发育过程中

可能主要参与甜荞花被片的发育调控ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｕｎｃｏｖｅｒ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＦＲＵＩＴＦＵＬＬ ( ＦＵＬ) ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｉｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｆｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｂｕｃｋｗｈｅａｔꎬ ａｎ ８３７ ｂｐ ｏｆ ＦｅＦＵＬ２ ｃＤＮＡ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ６９０ ｂｐ ｆｕｌｌ ＯＲＦ (Ｏｐｅｎ
Ｒｅａｄｉｎｇ Ｆｒａｍｅ) ｅｎｃｏｄｉｎｇ ２２９ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ (ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｕｍｂｅｒ ＭＧ７７９４９３.１) ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ
ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ｍｕｔａｎｔ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｌｏｎｇ ｐｉｓｔｉｌ ａｎｄ ｌｏｎｇ ｓｔａｍｅｎ (ｌｐｌｓ) ｔｈｒｏｕｇｈ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｃｌｏｎｉｎｇ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ＦｅＦＵＬ２ ｃＤＮＡ
ｃｏｎｔａｉｎｓ ａ ３０ ｂｐ ５′ＵＴＲ (ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬ ＵＴＲ) ａｎｄ ａ １１７ ｂｐ ３′ＵＴＲ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｐｏｌｙ￣Ａ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｂｕｃｋｗｈｅａｔ ＦｅＦＵＬ２ ｗａｓ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｅｕｄｉｃｏｔ ｅｕＦＵＬ ｌｉｎｅａｇｅｓ ｏｆ ＡＰ１ / ＦＵＬ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
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ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ ｄｏｍａｉｎ (１－５７) ｗｉｔｈ ５７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ (ａａ)ꎬ ａ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｋ ｄｏｍａｉｎ
(９１－１５９) ｗｉｔｈ ６９ ａａꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｗｏ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ: ＦＵＬ ｍｏｔｉｆ ａｎｄ ｐａｌｅｏ ＡＰ１ ｍｏｔｉｆ ｌｙｉｎｇ ｖａｒｉａｂｌｅ Ｃ ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｒｅｇｉｏｎ. Ｔｈｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＭＡＤＳ ｄｏｍａｉｎ ｗａｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇꎬ ｄｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＭＡＤＳ￣ｄｏｍａｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ. Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｋ ｄｏｍａｉｎ ｗａｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｐｈｉｐａｔｈｉｃ
ｈｅｌｉｃｅｓ ａｎｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｍｅｒｉｃ ｃｏｍｐｌｅｘ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ. Ｆｉｎａｌｌｙꎬ
ｔｈｅ Ｃ ｄｏｍａｉｎ ｗａｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｍｅｒｉｃ ｃｏｍｐｌｅｘ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ Ｃ ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＦｅＦＵＬ２ ｗａｓ ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｅｕＦＵＬ￣ｌｉｋｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｒｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ
ｔｈａｔ ＦｅＦＵＬ２ ｍａｙ ｐｌａｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｌｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｆｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ ｈｏｍｏｌｏｇｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ
ｓｐｅｃｉｅｓ. ｑＰＣＲ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＦｅＦＵＬ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ ｉｎ ａｌｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｒｏｏｔꎬ ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｔｅｐａｌꎬ ｓｔａｍｅｎꎬ
ｇｙｎｏｅｃｉｕｍ ａｎｄ ４￣ｄａｙ￣ｏｌｄ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｆｒｕｉｔ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ＦｅＦＵＬ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｅｐａｌ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ
ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｓ (ＬＳＤꎬ Ｐ<０.０１). Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ＦｅＦＵＬ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｔａｍｅｎꎬ ｇｙｎｏｅｃｉｕｍ ａｎｄ ４￣ｄａｙ￣ｏｌｄ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｆｒｕｉｔ
ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(ＬＳＤꎬＰ> ０.０５)ꎬ ｂｕｔ ＦｅＦＵＬ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｒｏｏｔ (ＬＳＤꎬＰ<０.０５). Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ＦｅＦＵＬ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
(ＬＳＤꎬＰ>０.０５). Ａｂｏｖｅ ａｌｌꎬ ｏｕｒ ｄａｔａ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦｅＦＵＬ２ ｍａｙ ｓｈｏｗ ａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｅｕＦＵＬ￣ｌｉｋｅ
ｇｅｎｅꎬ ａｎｄ ＦｅＦＵＬ２ ｐｌａｙ ａ ｍａｊｏｒ ｒｏｌｅ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｉｎ ｐｅｒｉａｎｔｈ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｂｕｃｋｗｈｅａｔꎬ ｆｌｏｗｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ＦＲＵＩＴＦＵＬＬꎬ ＭＡＤＳ￣ｂｏｘꎬ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 甜 荞 ( Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ) 是 蓼 科

(Ｐｏｌｙｇｏｎａｃｅａｅ)荞麦属食用和保健兼用的粮食作物ꎬ
其籽粒含有丰富的赖氨酸、膳食纤维、芦丁和抗氧

化活性物等ꎬ具有很高的营养和保健功效(Ｑｕｉｎｅｔ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎻ作为典型的二型花柱作

物ꎬ甜荞自然群体中 ｔｈｒｕｍ 型(短花柱长雄蕊)和 ｐｉｎ
型(长花柱短雄蕊)花植株按 １ ∶ １ 分离ꎬ自花或相

同花型植株间授粉不亲和ꎬ仅异型花植株间相互授

粉才能正常结实ꎬ产量低ꎬ不利于开展杂交育种工

作ꎬ成为制约这一重要经济作物推广应用的瓶颈(Ｌｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 寻找和选育亲和性好的甜荞新品系

(种)ꎬ对增加甜荞种质资源多样性ꎬ开展杂交育种

均具有重要的意义ꎮ 甜荞长花柱和长雄蕊突变体

(ｌｏｎｇ ｐｉｓｔｉｌ ａｎｄ ｌｏｎｇ ｓｔａｍｅｎꎬ ｌｐｌｓ)是课题组从甜荞品

种‘北早生’群体中筛选获得的自然变异的株系ꎬ其
具有雌雄蕊等长、同型花间授粉能结实ꎬ且与 ｐｉｎ 型

和 ｔｈｒｕｍ 型植株杂交也显示出良好的亲和性ꎬ是开

展甜荞杂交育种的理想材料(图版 Ｉ)ꎮ 弄清甜荞

ｌｐｌｓ 突变株系花序发育、开花以及籽粒发育过程与

调控机制ꎬ是合理利用该材料开展杂交工作的前提

和基础ꎮ
前人 在 研 究 模 式 植 物 拟 南 芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ｔｈａｌｉａｎａ)花和角果的发育规律与调控机制发现ꎬ
ＦＲＵＩＴＦＵＬＬ(ＦＵＬ)基因编码 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基因家族中

ＡＰＥＴＡＬＡ１ (ＡＰ１) / ＦＵＬ 进化系转录因子ꎬ 其在拟南

芥总状花序分生组织、花芽原基、雌蕊、茎和茎生叶

中都有表达ꎬ参与促进开花、花序、花芽的发育与分

化ꎬ茎 生 叶 和 长 角 果 的 发 育 ( ＭｃＣａｒｔｈｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ 为弄清甜荞 ＦＵＬ 同源基因的结构以及在花

和果实发育调控中功能是否保守ꎬ本研究通过同源

克隆分离甜荞 ＦＵＬ 同源基因 ＦｅＦＵＬ２ꎬ在分析其编

码转录因子结构的基础上ꎬ结合 ｑＰＣＲ 检测该基因

在甜荞 ｌｐｌｓ 突变体植株中表达的组织特异性ꎬ从而

预测该基因在参与调控 ｌｐｌｓ 突变体植株花和瘦果发

育过程中的作用与功能ꎬ 在丰富甜荞 ｌｐｌｓ 突变体花

和瘦果发育调控资料的同时ꎬ能为开展甜荞杂交育

种工作和基因工程育种积累资料ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 实验材料

２０１８ 年 ８ 月底ꎬ将甜荞 ｌｐｌｓ 突变体株系的种子

播种于长江大学作物遗传育种研究所实验基地的

塑胶花盆(２１ ｃｍ × １４ ｃｍ × ２０ ｃｍ)ꎬ常规水肥管理ꎬ
待 ９—１０ 月开花、坐果后分别将花盆搬回实验室ꎬ在
超净台上用 ＲＮＡａｓｅ￣ｆｒｅｅ 的尖嘴镊子剥取甜荞 ｌｐｌｓ
突变体的花序、花被片、雄蕊、雌蕊和发育 ４ ｄ 的幼

果ꎬ置于 ２ ｍＬ ＲＮＡａｓｅ￣ｆｒｅｅ 的 ＥＰ 管中ꎬ经液氮速冻ꎬ
－８０ ℃保存备用ꎮ 先用水冲出甜荞 ｌｐｌｓ 突变体植株

的根系ꎬ快速用吸水纸吸取根上水分ꎬ然后用 ＲＮＡ
ｆｒｅｅ 的小剪刀剪取甜荞根尖、幼叶和幼茎ꎬ最后用锡

箔纸包好ꎬ经液氮速冻于－８０ ℃保存备用ꎮ

２９５ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



Ａ. Ｔｈｒｕｍ 型花(短花柱长雄蕊)ꎻ Ｂ. Ｐｉｎ 型花(长花柱短雄蕊)ꎻ Ｃ. ｌｐｌｓ 突变体花(长花柱长雄蕊)ꎮ
Ａ. Ｔｈｒｕｍ￣ｌｉｋｅ ｆｌｏｗｅｒ ｗｉｔｈ ｓｈｏｒｔ ｐｉｓｔｉｌ ａｎｄ ｌｏｎｇ ｓｔａｍｅｎꎻ Ｂ. Ｐｉｎ￣ｌｉｋｅ ｆｌｏｗｅｒ ｗｉｔｈ ｌｏｎｇ ｐｉｓｔｉｌ ａｎｄ ｓｈｏｒｔ ｓｔａｍｅｎꎻ Ｃ. ｌｐｌｓ ｆｌｏｗｅｒ ｗｉｔｈ ｌｏｎｇ ｐｉｓｔｉｌ ａｎｄ
ｌｏｎｇ ｓｔａｍｅｎ.

图 版 Ｉ　 甜荞的异型花
Ｐｌａｔｅ Ｉ　 Ｔｒｉｍｏｒｐｈｉｃ ｆｌｏｗｅｒｓ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ

１.２ 实验方法

１.２.１ 甜荞 ＦｅＦＵＬ２ 基因克隆　 称取上述 ８ 种组织

各 １００ ｍｇꎬ用 ＥＡＳＹｓｐｉｎ 植物 ＲＮＡ 快速提取试剂

盒(艾德莱生物科技ꎬ 北京)分别提取其总 ＲＮＡꎬ
操作参照试剂盒说明书上的程序ꎮ 经电泳、紫外

分光光度计检测 ＲＮＡ 的质量和完整性后ꎬ参照 Ｌｉ
ｅｔ ａｌ.(２０１７)的方法合成第一链 ｃＤＮＡꎬ根据课题组

前期分离的 ＦａｅｓｅｕＦＵＬ 基因 ( Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号:
ＫＭ３８６６２６.１)的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ引入适宜的酶切位点

设计引物ꎬ从甜荞 ｌｐｌｓ 突变体中克隆 ＦｅＦＵＬ２ 基

因ꎬＰＣＲ 扩增的上、下游引物分别为 ＦｅＦＵＬ２Ｆ 和

ＦｅＦＵＬ２Ｒꎮ 引物(表 １)合成和 ＤＮＡ 测序均委托生

工生物工程(上海)股份有限公司完成ꎮ

表 １　 引物名称及序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

ＦｅＦＵＬ２Ｆ ５′￣ＴＣＴＡＧＡＴＴＡＣＡＣＴＴＣＴＣＡＡＡＧＡＴＣＴＡＧＣ￣３′

ＦｅＦＵＬ２Ｒ ５′￣ＧＡＧＣＴＣＡＴＴＣＴＡＴＡＣＴＣＴＡＣＴＴＧＴＣＴＧＣＧＴＡ￣３′

ｑＦｅＦＵＬ２Ｆ ５′￣ＧＣＣＡＡＡＴＣＧＡＴＴＣＡＧＧＡＴＣＡＧＡＡＣ￣３′

ｑＦｅＦＵＬ２Ｒ ５′￣ＧＧＣＡＴＣＴＣＴＣＴＡＣＣＴＡＴＴＴＣＣＴＣ￣３′

ｑＦｅａｃｔｉｎＦ ５′￣ＡＣＣＴＴＧＣＴＧＧＡＣＧＴＧＡＣＣＴＴＡＣ￣３′

ｑＦｅａｃｔｉｎＲ ５′￣ＣＣＡＴＣＡＧＧＡＡＧＣＴＣＡＴＡＧＴＴＣ￣３′

１.２.２ 蛋白同源序列比对与分子系统发生分析 　
将 ＦｅＦＵＬ２ 基因编码的蛋白序列在 ＮＣＢＩ 数据库中

执行 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｌａｓｔ 同源搜索比对ꎮ 选取来源于不

同被子植物类群中的同源序列ꎬ用 ＭＥＧＡ ５.０ 软

件ꎬ选邻接法( ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)构建分子系统

进化树ꎬ所建树经１ ０００次的自展重复 ( ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｒｅｐｌｉｃａｔｅ)检验ꎬ确定 ＦｅＦＵＬ２ 基因的进化分支ꎬ以
及 与 其 他 物 种 的 ＦＵＬ 同 源 蛋 白 的 演 化 关 系

(Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 同时用 ＢｉｏＥｄｉｔ ７. ０. ９ 软

件ꎬ选 ＣｌｕｓｔａｌＷ 程序对 ＦｅＦＵＬ２ 转录因子进行结构

分析和功能预测ꎮ
１.２.３ ＦｅＦＵＬ２ 基因的表达分析 　 分别提取甜荞

ｌｐｌｓ 突变体的根、茎、叶、花被片、雄蕊、雌蕊和发育

４ ｄ 幼果的总 ＲＮＡꎬ检测其质量与完整性后ꎬ合成

第一链 ｃＤＮＡꎮ 通过实时荧光定量 ＰＣＲ( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ ｑＰＣＲ)技术检测 ＦｅＦＵＬ２ 基因在

甜荞上述 ７ 种组织中表达的特异性和表达量的差

异ꎮ ｑＰＣＲ 检测所用的基因的上、下游特异性引物

分别为 ｑＦｅＦＵＬ２Ｆ 和 ｑＦｅＦＵＬ２Ｒ(表 １)ꎻ ｑＰＣＲ 检

测所用的阳性对照内参基因为甜荞的 Ｆｅａｃｔｉｎ 基因

(Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号: ＨＱ３９８８５５. １)ꎬ检测特异性引

物分别为 ｑＦｅａｃｔｉｎＦ 和 ｑＦｅａｃｔｉｎＲ(表 １)ꎮ ｑＰＣＲ 在

Ｌｉｎｅ￣Ｇｅｎｅ ９６００ Ｐｌｕｓ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｓｙｓｔｅｍ 中进行ꎬ每个样品 ３ 个生物学重复ꎬ实时荧

光定量采用两步法 ＰＣＲ 扩增标准程序: ９５ ℃预变

３９５４ 期 张良波等: 甜荞 ＦｅＦＵＬ２ 基因的克隆与表达分析



性 ３０ ｓꎬ ＰＣＲ 反应为 ９５ ℃变性 １０ ｓꎬ ６０ ℃ 延伸

３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 溶解曲线分析为 ９５ ℃ １５ ｓꎬ ６０
℃ ６０ ｓꎬ 和 ９５ ℃ １５ ｓꎮ

２　 结果与分析

２.１ 甜荞 ＦｅＦＵＬ２ 基因全长 ｃＤＮＡ 的序列结构与

登录

通过同源克隆方法ꎬ直接从甜荞 ｌｐｌｓ 突变体花

序中分离到 ＦｅＦＵＬ２ 基因 ｃＤＮＡ 全长ꎮ 序列结构

分析表明:甜荞 ＦｅＦＵＬ２ 基因 ｃＤＮＡ 序列全长为

８３７ ｂｐꎬ包括 ３０ ｂｐ 的 ５′ＵＴＲ (ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ)、
６９０ ｂｐ 的完整 ＯＲＦ(Ｏｐｅｎ Ｒｅａｄｉｎｇ Ｆｒａｍｅ)和 １１７
ｂｐ 的 ３′ＵＴＲꎬ编码 ２２９ 个氨基酸残基和 １ 个终止

密码子ꎮ 其与拟南芥中 ＡｔＦＵＬ 基因(Ｇｅｎｂａｎｋ 登录

号: ＮＭ＿１２５４８４.４ )同源性最高ꎬ命名为 ＦｅＦＵＬ２
(Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ＦＵＬ)ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号为

ＭＧ７７９４９３.１ꎮ
２. ２ 甜荞 ＦｅＦＵＬ２ 转录因子的结构分析与功能

预测

转录因子分子系统发育与进化树重建(图 １)
显示:甜荞 ＦｅＦＵＬ２ 属核心真双子叶植物 ＡＰ１ / ＦＵＬ
亚家族转录因子中的 ｅｕＦＵＬ 进化系ꎬ与核心真双

子叶植物 ｅｕＦＵＬ 型转录因子聚于 １ 个进化分支ꎬ
与菠菜 ( Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ) 的 ＳｐＦＵＬ 亲缘关系较

近ꎬ同时与拟南芥的 ｅｕＦＵＬ 型转录因子的氨基酸

序列相似性高达 ５４.５５％ꎬ并与核心真双子叶植物

ＡＰ１ / ＦＵＬ 亚家族转录因子中的 ＡＰ１ 和 ＡＧＬ７９ 进

化系分开ꎬ经典分类学中同源蛋白所属植物种属

间的进化关系也在树上得以很好地呈现(图 １)ꎮ
蛋白同源序列比对(图 ２)显示:甜荞 ＦｅＦＵＬ２ 转录

因子包含 １ 个 ５７ 个(１ ~ ５７)氨基酸残基长的高度

保守 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 结构域ꎬ一个由 ６９ 个(９１ ~ １５９)氨
基酸残基组成的次级保守的 Ｋ 结构域ꎬ其 Ｃ 末端

转录激活区由 ７０ 个(１６０ ~ ２２９)氨基酸残基组成ꎬ
虽然该区域序列长度和氨基酸残基的组成上同其

他 ｅｕＦＵＬ 型转录因子差异较大ꎬ但该区域上仍存

在 ２ 个十分保守的 ｅｕＦＵＬ 型转录因子特有的基

元:ＦＵＬ ｍｏｔｉｆ 和 ｐａｌｅｏ ＡＰ１ ｍｏｔｉｆ(Ｌｉｔｔ ＆ Ｉｒｉｓｈꎬ２００３ꎻ
Ｓｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 综上来看ꎬ ＦｅＦＵＬ２ 属甜荞

ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 转录因子家族中的 ｅｕＦＵＬ 型转录因子ꎬ
其 Ｍ、Ｋ 和 Ｃ 区关键结构域的保守性说明该转录

因子调控花和果实发育的功能会呈现一定的保守

性ꎬ但转录激活区序列长度和氨基酸残基的组成

变异会使其功能呈现一定的分化ꎮ
２.３ ＦｅＦＵＬ２ 基因在甜荞中表达的组织特异性

ｑＰＣＲ 检测 ＦｅＦＵＬ２ 基因在甜荞 ７ 种器官中表

达的特异性发现(图 ３):甜荞 ｌｐｌｓ 突变体的根、茎、
叶、花被片、雄蕊、雌蕊和发育 ４ ｄ 的幼果中均能检

测 到 ＦｅＦＵＬ２ 基 因 的 转 录 信 号ꎮ 进 一 步 分 析

ＦｅＦＵＬ２ 基因在这 ７ 种器官中的相对表达量发现ꎬ
其在花被片中的表达量最高ꎬ极显著高于该基因

在其他 ６ 种器官中的表达量( ＬＳＤꎬＰ<０.０１)ꎮ 另

外ꎬＦｅＦＵＬ２ 基因在雄蕊、雌蕊和发育 ４ ｄ 的幼果等

生殖结构中的表达量无显著差异( ＬＳＤꎬＰ>０.０５)ꎻ
但在甜荞根、茎和叶等营养器官中ꎬＦｅＦＵＬ２ 基因

在茎和叶中的相对表达量显著高于根( ＬＳＤꎬＰ <
０.０５)ꎬ但茎与叶中的相对表达量无显著性差异

(ＬＳＤꎬＰ>０.０５)ꎮ

３　 讨论与结论

在被子植物 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 转录因子中ꎬＭ 区主要

负责 ＤＮＡ 序列的识别与结合、蛋白二聚体形成和

转录因子核定位ꎬＫ 区主要参与蛋白二聚体和多

聚体的特异性结合ꎬＣ 末端结构域主要负责转录激

活和参与蛋白多聚体复合物形成ꎬ这 ３ 个关键的

结构域在维持转录因子活性、发挥正常功能起重

要作用( Ｔｈｅｉßｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 与来源于其他植

物 ｅｕＦＵＬ 型转录因子结构相比ꎬ甜荞 ＦｅＦＵＬ２ 蛋白

的 Ｍ 区和 Ｋ 区在氨基酸组成和序列长度上十分保

守ꎬ但其 Ｃ 末端转录激活区在氨基酸残基的组成

和序列长度上呈现较大的变异ꎬ推测该转录因子

在调控花和果实的发育时功能会呈现一定的保守

性ꎬ同时也会呈现一定的分化ꎮ
前人 在 研 究 模 式 植 物 拟 南 芥 和 金 鱼 草

(Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａｊｕｓ)花发育调控发现ꎬＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基

因的表达模式与其功能有明显的相关性ꎻ因此ꎬ在
其他植物中ꎬ可通过 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基因的表达模式来

预测其功能(Ｍａ ＆ ｄｅＰａｍｐｈｉｌｉｓꎬ ２０００)ꎮ 在蔷薇类

( ｒｏｓｉｄｓ)植物拟南芥中ꎬＦＵＬ 基因编码 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ
基因家族中 ＡＰ１ / ＦＵＬ 进化系转录因子ꎬ 其在花序

分生组织、花芽原基、雌蕊、茎和茎生叶中均有表

达ꎬ参与促进花序、花芽的分化、雌蕊中胚珠的发

育与开花ꎬ同时还参与调控茎生叶和果实的发育

(ＭｃＣａｒｔｈｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎻ拟南芥近缘种油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ
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分支上的数字表示执行 １ ０００ 次重复计算获得的自展百分比ꎻ标尺代表遗传距离ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｖａｌｕｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ １ ０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓꎻ Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ.

图 １　 ＦｅＦＵＬ２ 与其他植物 ＡＰ１ / ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 蛋白的分子系统发生分析
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦｅＦＵＬ２ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ＡＰ１ / ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

ｎａｐｕｓ)的 ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基因则具有参与调控长角果开

裂 的 功 能 ( Ｐｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ )ꎮ 豆 科

(Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ)植物苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ)有 ３
个 ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 型基因ꎬ序列相似性高的 ＭｔＦＵＬａ 和

ＭｔＦＵＬｂ 在营养生长和生殖发育阶段均有表达ꎬ但
在开花前表达量最高ꎬ主要参与促进植物开花ꎬ
ＭｔＦＵＬｃ 在开花后表达量最高ꎬ主要参与促进花的

发育( Ｊａｕｄａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎻ大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ) 的

ＦＵＬ 同源基因 ＧｍＦＵＬａ 在根、茎、叶、茎顶端分生

组织、花和荚果中均有表达ꎬ但其在花中的表达量

最高ꎬ主要参与调控植物的成花转变和开花( Ｊｉａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎻ鸡蛋果(Ｐａｓｓｉｆｌｏｒａ ｅｄｕｌｉｓ)的 ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基
因 ＰｅＦＵＬ 不仅在所有花器官和果实中有表达ꎬ其
在营养器官中也有表达ꎬ但其在幼果中的表达量

最高ꎬ主要参与果实的发育调控 ( Ｓｃｏｒｚａ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２０１７)ꎮ 在 菊 类 ( ａｓｔｅｒｉｄｓ ) 植 物 番 茄 ( Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)中ꎬＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基因 ＴＤＲ４ 在雄蕊和果实

开始发育时表达ꎬ且在成熟浆果中的表达量最高ꎬ
但另一个 ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基因 ＳｌＦＵＬ２ 在所有花器官、果
实中均有表达ꎬ两者均参与调控果实的发育和成

熟( Ｂｅｍｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻＭａｈｅｅｐａｌａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ
在 山 茶 ( Ｃａｍｅｌｌｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ ) 中ꎬ ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基 因

ＣｊＡＰＬ１(ＣｊＦＵＬ１)在所有花器官中均有表达ꎬ但其

在心皮中的表达量最高ꎬ主要参与促进开花和果

实的发育ꎬ而且其在重瓣品种的表达量明显高于

单瓣ꎬ说明其可能也参与花被片的发育调控( Ｓｕｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻＬｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 上述研究发现ꎬ核
心真双子叶植物 ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基因的表达模式和功能

呈现出明显的多样性ꎮ 蔷薇类和菊类作为核心真

双子叶植物最大的 ２ 个进化分支 ( Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
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第 １ 个和第 ２ 个下画线分别代表 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 结构域和 Ｋ 结构域ꎻ方框内的分别为 ＦＵＬ 和 ｐａｌｅｏ ＡＰ１ ｍｏｔｉｆ 结构域ꎻ ＦｅＦＵＬ２. 甜荞ꎻ
ＴＤＲ４. 番茄ꎻ ＡｔＦＵＬ. 拟南芥ꎻ ＣＤＭ８. 菊ꎻ ＣｊＦｕＬ１. 山茶ꎮ
Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ ａｎｄ Ｋ ｄｏｍａｉｎｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｔｈｅ ＦＵＬ ｍｏｔｉｆ ａｎｄ ｐａｌｅｏ ＡＰ１ ｍｏｔｉｆ ｄｏｍａｉｎｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｘｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ＦｅＦＵＬ２. Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍꎻ ＴＤＲ４. Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍꎻ ＡｔＦＵＬ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ ＣＤＭ８.
Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ×ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍꎻ ＣｊＦＵＬ１. Ｃａｍｅｌｌｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ.

图 ２　 ＦｅＦＵＬ２ 蛋白同源序列比对和结构分析
Ｆｉｇ. ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦｅｓＦＵＬ２ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２０１４)ꎬ其不同类群的植物ꎬ甚至同一科不同植物

的 ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基因ꎬ表达模式会随序列结构的变化而

呈现一定的差异ꎬ但主要参与其表达量最高的组

织发育与调控ꎮ 在甜荞中ꎬＦｅＦＵＬ２ 在营养器官和

生殖结构中均有表达ꎬ其表达模式与其近缘种菠

菜的 ＳｐＦＵＬ 基类类似(Ｓａｔｈｅｒ ＆ Ｇｏｌｅｎｂｅｒｇꎬ ２００９)ꎬ
但其在花被片中的表达量最高ꎬ推测甜荞 ＦｅＦＵＬ２
基因可能主要参与花被片的发育调控ꎮ

前人研究发现ꎬ核心真双子叶植物 ｅｕＦＵＬ 型

基因是由祖先类型的 ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基因通过 １ 次主要

的基因重复后产生(Ｓｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 基因重复

前的 ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基因通常表现出更广泛的表达模式ꎬ
基部真双子叶植物悬铃木(Ｐｌａｔａｎｕｓ ａｃｅｒｉｆｏｌｉａ)的

ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基因在营养器官和生殖结构中均有表达ꎬ
主要参与开花和花发育调控(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎻ

罂 粟 科 ( Ｐａｐａｖｅｒａｃｅａｅ ) 植 物 罂 粟 ( Ｐａｐａｖｅｒ
ｓｏｍｎｉｆｅｒｕｍ)是较为原始的基部真双子叶植物ꎬ其
ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基因具真双子叶植物中 ｅｕＡＰ１ 和 ｅｕＦＵＬ
型基因所有的功能ꎬ主要参与促进开花、花分生组

织特性决定、花被片和果实发育等( Ｐａｂóｎ￣Ｍｏｒａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 可见ꎬＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基因通过基因重复事

件产生的 ｅｕＦＵＬ 型基因在核心真双子叶植物中发

生了明显的亚功能化ꎬ但其表达模式和功能会伴

随被子植物的系统发育与演化发生改变( Ｌｉｔｔ ＆
Ｉｒｉｓｈꎬ ２００３)ꎮ 甜荞属早期分化的核心真双子叶植

物(Ｂｒｏｃｋｉｎｇｔｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎬ其与菊类植物中菠

菜和山茶的亲缘关系较近(Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎬ我
们的分子系统发生分析也支持了前人分类学的结

果ꎬ同时ꎬ山茶的 ＦＵＬ￣ｌｉｋｅ 基因也具有参与调控花

被片发育的功能( Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎬＦｅＦＵＬ２ 基因
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ｒｏｏ. 根ꎻ ｓｔｅ. 茎ꎻ ｌｅａ. 叶ꎻ ｔｅｐ. 花被片ꎻ ｓｔａ. 雄蕊ꎻ ｇｙｎ. 雌

蕊ꎻ ｆｒｕ. 幼果ꎮ
ｒｏｏ. Ｒｏｏｔꎻ ｓｔｅ. Ｓｔｅｍꎻ ｌｅａ. Ｌｅａｆꎻ ｔｅｐ. Ｔｅｐａｌꎻ ｓｔａ. Ｓｔａｍｅｎꎻ
ｇｙｎ. Ｇｙｎｏｅｃｉｕｍꎻ ｆｒｕ. Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｆｒｕｉｔ.

图 ３　 ＦｅＦＵＬ２ 在甜荞突变体 ｌｐｌｓ 不同器官中的表达
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦｅＦＵＬ２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ

ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ｌｐｌｓ

参与调控花被片发育的功能可能是其在伴随物种

演化过程中ꎬ对祖先类型基因功能的保留ꎬ其在甜

荞花发育中的具体作用和生理功能仍有待进一步

研究ꎮ
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