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FaesCAL 基因在同型长花柱甜荞中的表达分析
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摘 要 为探究同型长花柱甜荞花的发育调控的分子机制,从同型长花柱甜荞中分离得到1个全长984
 

bp
的CAL同源基因cDNA

 

序列,命名为FaesCAL。FaesCAL 基因包含长726
 

bp的完整开放阅读框,编码1个

由241个氨基酸残基组成的 MADS-box转录因子。蛋白序列比对及系统发育分析结果表明:FaesCAL
 

蛋白

属于 MADS-box转录因子中的CAL进化系,包含1个由57个氨基酸残基组成的高度保守的
 

MADS
 

结构域

和1个由68个氨基酸残基组成的次级保守区域的
 

K
 

结构域。通过实时荧光定量(qRT-PCR)检测FaesCAL
基因在同型长花柱甜荞中的组织表达特异性显示:FaesCAL 基因主要在根、雄蕊、花被片和5

 

d果实中表达,

在雌蕊中表达量很低,在茎和叶片中不表达,并且在雄蕊和花被片中的表达量极显著高于其他组织(LSD,
 

 

P<0.01)。进一步通过qRT-PCR检测FaesCAL 基因在甜荞花芽分化5个关键时期表达量的动态变化显

示:FaesCAL 基因的表达量在开花前雌雄蕊成熟时表达量最高,在雄蕊花丝的迅速伸长和花被片原基的出现

时期的表达量其次。推测该基因参与了甜荞的成花转变,并在雄蕊以及花被片的发育中发挥作用。

关键词 甜荞;CAL 基因;花发育;表达分析;花柱

  甜荞(Fagopyrum
 

esculentum
 

Moench.)是
蓼科(Polygonaceae)荞麦属(Fagopyrum)兼食、
药、观赏和土壤修复等多种用途的经济作物,荞麦

籽粒不含谷蛋白,但富含类黄酮、多酚、多糖、赖氨

酸和抗氧化活性物等,近年作为一种具疾病预防

和保健功效的功能食品备受关注[1-3]。然而,甜荞

因二型花柱导致的异型自交不亲和,自然群体中

短花柱长雄蕊(thrum)和长花柱短雄蕊(pin)植株

1∶1分离,仅异型花间互相授粉才能正常结实,
同型花自交不亲和,产量低,杂交育种因难,成为

制约这一重要经济作物推广应用的瓶颈[4]。寻找

或创制亲和性好的甜荞种质资源,对于开展甜荞

杂交育种工作、提高甜荞产量均具有重要的意义。
笔者课题组前期在甜荞品种‘北早生’群体中发现

长花柱长雄蕊lpls自然突变体单株基础上,通过

隔离传粉获得了遗传性状稳定、亲和性好、自花、
与同型、异型花间均能正常授粉结实的同型长花

柱甜荞株系(图1),成为甜荞高产育种不可或缺

的种质资源。深入研究同型长花柱甜荞花和果实

的发育规律与分子调控机制,是合理利用该材料

的前提和基础。
在 拟 南 芥 (Arabidopsis

 

thaliana
 

L.)中,

CAULIFLOWER(CAL)
 

基因编码一个 MADS-
box转录因子,其在花发育过程中参与成花转变、
花分生组织特性决定和花原基的形成[5-6]。为探

究CAL 同源基因在甜荞花和果实发育调控中的

功能是否保守,本研究在分离甜荞CAL 同源基

因FaesCAL 基础上,结合qRT-PCR和石蜡切片

检测该基因在同型长花柱甜荞中表达的组织特异

性和花芽分化关键时期表达量的动态变化,从而

解析该基因在与参与同型长花柱甜荞花和果实发

育中的作用和功能,以期为甜荞分子改良和杂交

育种积累资料和资源。

1 材料与方法

1.1 试验材料

挑选同型长花柱甜荞籽粒饱满的种子,种植

在盛满营养基质(主要成分为泥炭土和椰糠)的规

格为21
 

cm×14
 

cm×20
 

cm的花盆中,将花盆露

天放置在种质资源圃内,常规水肥管理,在盛花期



及坐果时搬至实验室内,用经过消毒灭菌的镊子

和剪刀分别从不同植株(≥3)上采集根、茎、叶片、
雄蕊、雌蕊、花被片以及发育5

 

d的果实,置于
 

 

2
 

mL离心管中,经液氮速冻后存放于-80
 

℃冰

箱中备用。在甜荞花序发育和花芽分化时期,分

别将不同发育时期的花芽用小剪刀剪下,每个时

期的花芽分成2份,一份经液氮速冻后存放于
 

 

-80
 

℃冰箱中备用,另一份固定在FAA[V(甲
醛)∶V(冰乙酸)∶V

 

(70%乙醇)=1∶1
 

∶18]
中,经石蜡切片确定花芽的发育时期。

 

  A.Thrum型花(短花柱长雄蕊);B.Pin型花(长花柱短雄蕊);C.同型长花柱型花(长花柱长雄蕊)

A.
 

Thrum
 

flower
 

with
 

short
 

pistil
 

and
 

long
 

stamen;
 

B.
 

Pin
 

flower
 

with
 

long
 

pistil
 

and
 

short
 

stamen;
 

C.
 

Long-homostyle
 

flower
 

with
 

long
 

pistil
 

and
 

long
 

stamen

图1 甜荞
 

3
 

种花型

Fig.1 Three
 

flower
 

types
 

of
 

Fagopyrum
 

esculentum

1.2 试验方法

1.2.1 同型长花柱甜荞CAL 同源基因的克隆

 根据笔者课题组前期甜荞花芽的第3代转录组

测序结果(BioProject
 

ID:PRJNA517031)拼接获

得甜荞CAL 同源基因序列,根据3'-
 

Full
 

Race
 

Core
 

Set
 

Ver.2.0
 

试剂盒(TaKaRa)说明书上的

引物设计原则,采用 Oligo
 

7.0软件在5'非翻译

区设计基因特异性引物GSPFaesCAL,以同型长

花柱甜荞的花芽总 RNA
 

为模板,采用
 

3'-
 

Full
 

Race
 

Core
 

Set
 

Ver.2.0
 

试剂盒(TaKaRa)反转录

试剂盒合成甜荞花芽3'RACE第1链cDNA,

PCR扩增获得同型长花柱甜荞FaesCAL 同源序

列的全长序列。PCR扩增程序为94
 

℃预变性
  

 

5
 

min,
  

94
 

℃变性30
 

s,58
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸
   

1
 

min;
 

共30个循环,最后72
 

℃
 

延伸
 

10
 

min。
扩增产物经检测后送至上海生工生物公司测序,
克隆获得甜荞FaesCAL 同源基因的全长序列。
试验所用引物见表1。

表1 引物序列及用途

Table
 

1 Primer
 

sequences
 

and
 

application
引物名称
Primer

 

引物序列(
 

5'→3')
Primer

 

sequence
 

用途
Application

GspFaesCAL ACACAATAGAAGGGAGGAAGA 3'RACE

qFaesCALF GGTCGCGCAAAAATCAGGTCA qRT-PCR

qFaesCALR CTTCAGCTATGTCCTTCTCCC

qFaesActinF ACCTTGCTGGACGTGACCTTAC 内参
 

Internal
 

reference

qFaesActinR CCATCAGGAAGCTCATAGTTC

1.2.2 蛋白同源序列比对及分子系统发育分析

 将同型长花柱甜荞FaesCAL
 

同源基因的开放

阅读框(open
 

reading
 

frame,ORF)编码的氨基酸

序列 在
 

NCBI
 

数
 

据
 

库 (https://blast.Ncbi.
Nlm.Nih.gov/Blast.Cgi)中进行

 

BlastP
 

同源比

对搜索,选取麻风树(Jatropha
 

curcas
 

L.)、蓖麻

(Ricinus
 

communis
 

L.)和棉花(Gossypium
 

hir-

sutum
 

L.)等植物的CAL同源蛋白,采用
 

MEGA
 

7.0
 

软件的邻接法(Neighbor-Joining,NJ)
 

构建

蛋白序列的分子系统发育树。同时选取5个物种

的同源蛋白,采用Bioedit7.0软件中的ClustalW
程序,对FaesCAL转录因子的结构域进行分析。

 

1.2.3 
 

FaesCAL 基因在同型长花柱甜荞中的

表达模式分析 称取根、茎、叶片、雄蕊、雌蕊、花
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被片、5
 

d果实的组织材料各100
 

mg,采用EASY
 

spin植物总RNA提取试剂盒分别提取上述各种

组织的 RNA,经电泳及 紫 外 分 光 光 度 计 检 测

RNA浓度及 完 整 性 后,采 用 HiScriptⅡ○R
 

1st
 

Strand
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit(购买于南京诺维赞

生物科技有限公司)试剂盒反转录合成第1链
 

cDNA,方法参照说明书。在FaesCAL 基因的3'
端 设 计 上、下 游 引 物

 

qFaesCALF 和 qFaes-
CALR,以甜荞Faesactin(HQ398855.1)基因为

内参,使用ChamQ
  

SYBR
 

qPCRMaster
 

Mix(购
买于南京诺维赞生物科技有限公司)试剂盒,进行

实时荧光定量
 

PCR试验,检测FaesCAL 基因在

同型长花柱甜荞中表达的组织特异性。扩增体系

及PCR程序参照说明书进行,基因的相对表达量

采用
 

2-ΔΔCt方法计算。采用SPSS
 

22.0软件进行

统计分析,采用最小显著性差异法(Least
 

signifi-
cant

 

difference,LSD)对甜荞
 

FaesCAL 基因的表

达水平进行显著性差异分析。
按照王旋等[7]的方法制作同型长花柱甜荞不

同时期花芽的石蜡切片:将在FAA中固定好的

花芽经脱水、透明、浸蜡、组织包埋之后,利用Lei-
ca

 

RM2235石蜡切片机将包埋入石蜡的材料切

成厚度为8
 

μm 的连续切片。切片使用1%番
 

 

红-0.1%固绿染色后封片保存。制作的甜荞花

芽切片在Caikon
 

RCK-40C显微镜下观察细胞的

形态结构并拍照,通过细胞形态特征确定花芽发

育的时期。并选取5个关键发育时期的花芽,分
别提取其总RNA,通过qRT-PCR检测FaesCAL
基因在甜荞花芽分化5个关键时期表达量的动态

变化。

2 结果与分析

2.1 甜荞FaesCAL 基因全长cDNA克隆

通过3'RACE技术从同型长花柱甜荞中分

离到CAL 基因的cDNA全长,CAL 的同源基因

cDNA全长为984
 

bp,包含1个28
 

bp的3'UTR、

726
 

bp的完整ORF、230
 

bp的5'UTR,编码241
个氨基酸残基和1个终止密码子。结构分析表明

该基因为 MADS-box基因家族的CAL 进化系,
命 名 为 FaesCAL (Genbank 登 录 号:OM056

 

742)。

2.2 蛋白质分析比对与分子系统发育分析

蛋白质同源比对分析结果显示(图2):Faes-
CAL转录因子的N端含有一个高度保守、由57
个氨基酸(1-57)残基组成的 MADS-box结构域,
该 结构域通过与DNA结合,

 

调控下游基因的表
 

  双下划线表示 MADS结构域,单下划线表示K结构域,点表示相同的氨基酸

The
 

double
 

black
 

underline
 

represents
 

the
 

MADS
 

domain,the
 

single
 

black
 

underlines
 

the
 

K
 

domain,dots
 

represent
 

the
 

same
 

amino
 

acid

图2 FaesCAL蛋白序列比对与结构分析

Fig.2 Alignment
 

of
 

putative
 

amino
 

acid
 

sequences
 

of
 

FaesCAL
 

with
 

other
 

homologous
 

protein
 

sequence
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达[8];该转录因子还含有一个由68个氨基酸残基

(94-161)组成的次级保守的K结构域,其C末端

转录激活域在序列长度和氨基酸组成与其他同源

蛋白差异较大。分子系统发育与进化树重建显示

(图3):甜荞FaesCAL转录因子与其他双子叶植

物CAL-like转录因子聚于1个进化分支,其与藜

科植物藜麦(Chenopodium
 

quinoa)的CqCAL亲

缘关系最近,共同聚到一个小的进化分支,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。

2.3 FaesCAL 基因在同型长花柱甜荞中的表达

模式分析

FaesCAL 基因的表达组织特异性分析表明

(图4-A):
 

FaesCAL 基因主要在同型长花柱甜荞

根、花被片、雄蕊以及发育5
 

d的果实中表达,在
雌蕊中仅能检测到微弱的转录信号,在茎和叶片

中不表达。从其表达量的差异来看,其在雄蕊中

的表达量最高,极显著高于其在其他组织的表达

量(LSD,P<0.01);在花被片中的表达量其次,

但极显著高于其在根、雌蕊以及发育5
  

d果实中

的表达量(LSD,P<0.01)。
进一步分析该基因在同型长花柱甜荞花芽分

化5个关键时期表达量的动态变化发现(图4-B、

4-C):随 着 同 型 长 花 柱 甜 荞 雄 蕊 原 基 的 出 现

(L1),FaesCAL 基因在花芽中有明显的表达(图

4B-L1、C-L1);随着雄蕊花丝的迅速伸长和花被

片原基的出现(L2),FaesCAL 基因的表达水平迅

速升高,直到小孢子母细胞减数分裂和小孢子四

分体的形成时(L3)都维持在较高水平;随着花被

片的闭合和花药中出现单核靠边期小孢子(L4),

FaesCAL 基因的表达呈现缓慢的下降;在开花

前,随着花芽雌、雄蕊发育成熟(L5),基因的表达

量迅速升高并达到峰值。从基因表达量的差异显

著性来看:花芽成熟时(L5)FaesCAL 基因的相对

表达量最高,与L2时期该基因的相对表达量无

显著差异,但显著高于其在L1、L3和L4共3个

时期的相对表达量(LSD,P<0.05);在花丝快速

伸长和花被片原基出现时FaesCAL基因的表达
 

图3 FaesCAL蛋白与其他植物同源蛋白分子系统进化树

Fig.3 Phylogenetic
 

analysis
 

of
 

FaesCAL
 

with
 

other
 

proteins
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A.
 

FaesCAL 基因在同型长花柱甜荞不同组织中的表达量;图中小写字母表示不同组织之间的差异显著性;B.
 

FaesCAL 基因在同

型长花柱甜荞花芽分化5个关键时期的表达量;L1.雄蕊原基出现;L2.雄蕊花丝快速伸长、花被片原基出现;L3.小孢子母细胞减数分

裂、小孢子四分体的形成;L4.单核小孢子靠边期、花被片闭合;L5.开花前雌雄蕊均发育成熟的花芽;图柱上不同小写字母表示花芽不同

发育时期之间的差异显著性;C.
 

同型长花柱甜荞花芽分化5个关键时期的石蜡切片图;比例尺:100
 

μm

A.Expression
 

of
 

FaesCAL
 

in
 

different
 

organs
 

of
 

long-homostyle
 

flower
 

buckwheat;
 

lowercase
 

letters
 

indicate
  

significant
 

differences
 

between
 

different
 

organizations;B.Expression
 

of
 

FaesCAL
 

gene
 

at
 

different
 

developmental
 

stages
 

of
 

flower
 

buds
 

of
 

long-homostyle
 

flower
 

buckwheat;L1.stamen
 

primodium
 

emergence;
 

L2.
 

Stamen
 

filament
 

rapid
 

elongating,tepal
 

primodium
 

emergence;
 

L3.
 

Microspore
 

moth-

er
 

cells
 

meiosis
 

and
 

formation
 

of
 

microspores
 

tetrads;
 

L4.
 

Mononuclear
 

microspore
 

at
 

Periphery,tepal
 

enclosing;
 

L5.
 

Full
 

maturity
 

flow-

er
 

buds
 

with
 

mature
 

pollen
 

and
 

embryo
 

sac
 

before
 

anthesis;the
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

the
 

significant
 

differences
 

between
 

different
 

de-

velopmental
 

stages
 

flower
 

buds;C.
 

Cytomorphological
 

section
 

of
 

long-homostyle
 

flower
 

buckwheat
 

flower
 

buds
 

at
 

different
 

development
 

stages;scale
 

bar:100
 

μm

图4 FaesCAL 基因在同型长花柱甜荞中的表达分析

Fig.4 Expression
 

of
 

FaesCAL
  

in
 

long-homostyle
 

flower
 

buckwheat
量其次,其与L3时期该基因的相对表达量无显

著差异,但显著高于其在L1和L4时期的相对表

达量(LSD,P<0.05)。

3 讨
  

论
 

在拟南芥中,CAL 开始在花分生组织中表

达,随着花萼的发育,花瓣和雄蕊原基的出现,其
转录活性主要集中在花萼和花瓣中,同时其在花

序的维管束中也有明显表达,在花发育过程中主

要参与花分生组织特征决定和花原基的形成,调
控

  

AP1 基因参与花萼和花瓣的发育,并促进开

花[9-11]。拟南芥近缘种甘蓝(Brassica
 

oleracea
 

var.
 

capitata
 

L.)
 

的CAL-like
 

基因BoCAL 在

甘蓝花球的形成及发育中发挥重要作用,在拟南

芥中的过表达能促使其提早开花[12-13]。花椰菜

(Brassica
  

oleracea
 

var.
 

botrytis
 

L.)
 

CAL 同源

基因BobCAL 主要在花序分生组织和花原基中

表达,之后随着花芽分化之后,表达量显著下降,

主要参与花椰菜花分生组织的的形成,并具有促

进拟南芥提早开花的功能[13-14]。在蓝莓(Vaccin-
ium

 

corymbosum
 

L.)中,其CAL-like基因在花

中表 达 量 最 高,主 要 参 与 促 进 开 花[15]。棉 花

(Gossypium
 

hirsutum
 

L.)的CAL-like基因
 

Gh-
CAL 主要在茎尖、茎、芽和叶片中表达,在根中不

表达,在茎尖的表达量最高,其通过调控下游
 

GhAP1-A04 和GhAGL6-D09 基因的表达,从而

促进棉花从营养生长到生殖生长的转变[16]。麻

风树(Jatropha
 

curcas
 

L.)的CAL-like基因Jc-
CAL

 

A 在雄花小孢子母细胞形成期的表达量显

著升高,在随后的四分体时期又有较大幅度下降,
说明其可能在雄花小孢子母细胞的形成和发育过

程中发挥作用[17]。以上的研究结果表明,双子叶

植物中CAL-like
 

基因的表达模式与其功能有明

显的相关性。
本研究通过分析FaesCAL 基因在甜荞中的

组织表达特异性发现:FaesCAL 基因在同型长花
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柱甜荞雄蕊中的表达量最高,在花被片中的表达

量其次。分析甜荞花芽分化5个关键时期表达量

的动态变化发现:FaesCAL 基因在开花前花芽雌

雄蕊发育成熟时的表达量最高,其次是在雄蕊花

丝的迅速伸长和花被片原基的出现时期。推测

FaesCAL 基因参与了甜荞的成花转变,并在雄蕊

以及花被片的发育中发挥作用,但该基因在甜荞

花发育中的具体作用还需要进一步研究和考证。
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Expression
 

Analysis
 

of
  

FaesCAL
 

Gene
 

in
 

Long-homostyle
 

Flower
 

Common
 

Buckwheat

MA
 

Zhiyuan,WANG
 

Zixiang
 

and
 

LIU
 

Zhixiong
(College

 

of
 

Horticulture
 

and
 

Gardening,Yangtze
 

University,Jingzhou
 

Hubei 434025,China)

Abstract In
 

order
 

to
 

explore
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

developmental
 

regulation
 

of
 

long-homostyle
 

flower
 

common
 

buckwheat,we
 

isolated
 

a
 

984
 

bp
 

CAL
 

homologous
 

gene
 

from
 

long-homostyle
 

flower
 

common
 

buckwheat
 

and
 

designated
 

FaesCAL.
 

The
 

gene
 

contained
 

a
 

726
  

bp
 

open
 

reading
 

frame
 

(ORF)
 

encoding
 

241
 

amino
 

acids.
 

Protein
 

sequence
 

alignment
 

and
 

phylogenetic
 

analysis
 

grouped
 

the
 

FaesCAL
 

protein
 

into
 

the
 

CAL
 

linage
 

of
 

MADS-box
 

transcription
 

factors.
 

FaesCAL
 

contained
 

a
 

high-
ly

 

conservation
 

MADS
 

domain
 

with
 

57
 

amino
 

acids,a
 

secondary
 

conserved
 

K-domain
 

with
 

68
 

amino
 

acids.
 

Quantitative
 

real-time
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qRT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

FaesCAL
 

gene
 

expression
 

in
 

seven
 

organs
 

of
 

long-homostyle
 

flower
 

common
 

buckwheat.
 

FaesCAL
 

was
 

mainly
 

expressed
 

in
 

root,stamen,tepal
 

and
 

5
 

d
 

fruit,but
 

was
 

not
 

expressed
 

in
 

stem
 

and
 

leaves.
 

In
 

addition,

weak
 

expression
 

of
 

FaesCAL
 

was
 

observed
 

in
 

gynoecium.
 

Moreover,the
 

expression
 

value
 

of
 

FaesCAL
  

gene
 

in
 

stamen
 

and
 

tepal
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

other
 

tissues.
 

The
 

FaesCAL
 

gene
 

ex-
pression

 

were
 

detected
 

in
 

five
 

key
 

stages
 

of
 

the
 

flower
 

bud
 

differentiation
 

during
 

long-homostyle
 

flow-
er

 

development
 

using
 

qRT-PCR.
 

The
 

expression
 

level
 

of
 

FaesCAL
  

gene
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

the
 

full
 

maturity
 

flower
 

buds
 

with
 

mature
 

pollen
 

and
 

embryo,and
 

then
 

the
 

period
 

of
 

stamen
 

filament
 

rapid
 

e-
longating

 

and
 

tepal
 

primodium
 

emergence.
 

The
 

data
 

suggest
 

that
 

FaesCAL
 

gene
 

may
 

participate
 

in
 

the
 

flowering
 

transition,and
 

is
 

involved
 

in
 

regulating
 

the
 

development
 

of
 

stamens
 

and
 

tepals
 

in
 

long-
homostyle

 

flower
 

common
 

buckwheat.
Key

 

words Fagopyrum
 

esculentum
 

moench;
 

FaesCAL
 

gene;
 

Flower
 

development;Expression
 

analy-
sis;

 

Style
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