
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ｊｕｌ. ２０２３ꎬ ４３(７): １２８７－１２９５ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０２１１００６６

熊泽浩ꎬ 罗旖柔ꎬ 许嘉盛ꎬ 等ꎬ ２０２３. 甜荞花青素合成相关基因 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 的克隆与表达分析 [Ｊ]. 广西植物ꎬ ４３(７):
１２８７－１２９５.
ＸＩＯＮＧ ＺＨꎬ ＬＵＯ ＹＲꎬ ＸＵ ＪＳꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ [Ｊ]. Ｇｕｉｈａｉａꎬ ４３(７): １２８７－１２９５.

甜荞花青素合成相关基因 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 的
克隆与表达分析

熊泽浩ꎬ 罗旖柔ꎬ 许嘉盛ꎬ 曹　 艳ꎬ 朱旭东ꎬ 贾宝森ꎬ 徐　 锐ꎬ 方正武∗

( 长江大学 农学院 / 主要粮食作物产业化湖北省协同创新中心ꎬ 湖北 荆州 ４３４０２５ )

摘　 要: ＭＹＢ 是一类常见的转录因子ꎬ广泛参与植物花青素生物合成的调控ꎮ 为探究 ＭＹＢ 转录因子在甜

荞花青素生物合成中的调控作用ꎬ该研究从甜荞品种红花甜荞和北早生的转录组学数据中筛选并克隆出一

个和花青素生物合成相关的 ＭＹＢ 基因ꎬ将其命名为 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＭＴ１５１３８１.１ꎬ并对该

序列进行生物信息学分析ꎬ以及利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因在北早生和红花甜荞中的表达特征ꎮ
结果表明:(１)ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因全长 ８３１ ｂｐꎬ编码 ２７６ 个氨基酸ꎬ蛋白的相对分子质量为 ３０.９５ ｋＤꎬ理论等

电点(ｐＩ)为 ８.７３ꎬ蛋白的不稳定指数为 ６９.６４ꎬ属于不稳定蛋白ꎬ总疏水值为－０.６７９ꎬ整条肽链呈现亲水特

性ꎮ (２)ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 具有典型的 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 结构域ꎬ属于 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 亚家族ꎮ (３)ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 与同属

蓼科的苦荞麦和虎杖亲缘关系比较近ꎮ (４)ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 的启动子序列共含有 ９ 个光照响应元件、１２ 个转

录因子结合位点、４ 个非生物响应元件和 ２ 个激素响应元件ꎮ (５)亚细胞定位发现 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 只在细胞

核中表达ꎮ (６)ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因的表达量在叶片和花序中红花甜荞均高于北早生ꎬ推测 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基

因可以正向调节甜荞花青素生物合成ꎮ 综上所述ꎬ该研究结果为进一步深化 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因在甜荞花青

素生物合成途径中的功能及表达调控方面的研究提供了理论基础ꎮ
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　 　 花青素(ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ)属于类黄酮物质ꎬ是一类

广泛存在于植物中的水溶性色素ꎮ 在自然界中ꎬ花
青素主要以糖苷化和酰基化的方式存在ꎬ不同的结

合方式形成了品类众多的花色苷ꎬ其中常见的有 ６
种:天竺葵色素、矢车菊色素、飞燕草色素、芍药色

素、矮牵牛色素和锦葵色素(侯泽豪等ꎬ２０１７)ꎮ 花

青素在植物中具有广泛功能ꎬ包括吸引传粉者、保
护植物免受紫外线伤害、防御食草动物、防御病原

体攻击以及抵抗微生物ꎮ 作为一种安全、无毒的天

然食用色素ꎬ花青素能够预防人类心血管疾病ꎬ具
有抗肿瘤、抗突变和辐射、调节血小板活性、防血小

板凝结和调节免疫活性等功效ꎬ对人类健康有巨大

的潜在价值(Ｔａｎａｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ
在植物界中ꎬＭＹＢ 家族广泛参与植物发育、抗

病、次生代谢和其他生理过程ꎮ ＭＹＢ 家族成员大多

具有共同特征ꎬ其 Ｎ 端含有一段保守的 ＤＮＡ 结合

域(ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ)ꎬＣ 端则是负责蛋白质活性

的调节(Ｏｇａｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６)ꎮ ＭＹＢ 的结构域共有 ３
种ꎬ分别是 Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３ꎬＲ 结构由 ５０ 个左右的氨基

酸组成ꎬ在三维空间中构成 ３ 个 α￣螺旋ꎬ其中第 ２
个和第 ３ 个 α￣螺旋形成螺旋－转角－螺旋结构ꎬ与第

１ 个 α 螺旋形成一个具有疏水核心的三维 ＨＴＨ 结

构域ꎬ ＭＹＢ 转录因子通过该结构与 ＤＮＡ 结合(牛
义岭等ꎬ２０１６)ꎮ 根据结构域的数量ꎬ ＭＹＢ 转录因

子可以分成 ４ 个基因亚家族:１Ｒ￣ＭＹＢ、Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ、
Ｒ１Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 和 ４Ｒ￣ＭＹＢ(钱景华等ꎬ２０１６)ꎮ Ｐａｚ￣
Ａｒｅｓ 等(１９８７)在玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)中发现了植物的

第 １ 个 ＭＹＢ 基因ꎬ并命名为 ＺｍＭＹＢＣ１ꎬ初步研究

发现该基因与玉米花青素合成相关ꎮ 之后的研究

中ꎬ人们陆续地从马铃薯(Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ)、苹果

(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ)、番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)和小麦

(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ)等多种植物中克隆出调控花青

素合成的 ＭＹＢ 转录因子ꎬ其中以 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 亚家

族为主(Ｂａｌｌｅｓｔｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ Ｃｈａｇｎé ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ
叶广继等ꎬ２０１６ꎻ 刘旭婷等ꎬ２０１９)ꎮ Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 转

录因子的调节发生在花青素生物合成的不同阶段ꎮ
例如ꎬ紫苏(Ｐｅｒｉｌｌａ ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ )中的 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 转录

因子参与花青素生物合成的所有结构基因(Ｓａｉｔｏ ＆
Ｙａｍａｚａｋｉꎬ ２００２)ꎮ 葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ)中的 ＭＹＢＡ
专门调节花青素合成下游的结构基因(Ｋｏｂａｙａｓｈｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ 已知的 ＭＹＢ 转录因子对花青素生物合

成多以正向调节为主ꎬ也有少量 ＭＹＢ 转录因子对

花青素的生物合成起负调节作用ꎮ Ｗａｎｇ 等(２０２１)
从褪色的菊花(Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ )中克隆

出 ＣｍＭＹＢ２１ 基因ꎬ并对其进行功能鉴定ꎬ发现

ＣｍＭＹＢ２１ 通过结合启动子抑制了 ＣｍＤＦＲ 的表达ꎬ
导致花青素合成受到抑制ꎬ如金鱼草(Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ
ｍａｊｕｓ)中的 ＡｔＭＹＢ３０８、牵牛花(Ｐｈａｒｂｉｆｉｓ ｎｉｌ) 中的

８８２１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



ＰｈＭＹＢ２７ 等(Ｔａｍａｇｎｏｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８９ꎻ Ａｌｂｅｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎮ

本课题组通过杂交选育获得一份富含花青素

的甜荞(Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ)新品种ꎬ命名为红

花甜荞(ＨＨＴＱ)ꎬ通过与白花的甜荞品种(北早

生)进行转录组学对比分析ꎬ挖掘了一批控制甜荞

花青素合成的候选基因(Ｆａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 本研

究从 ＨＨＴＱ 中克隆了调控花青素生物合成的候选

基因 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢꎬ并通过生物信息学的方法ꎬ从
基因结构、系统发育进化树、多序列比对、功能结

构域分析和启动子顺式作用元件等方面对该基因

的基本特征进行全面的预测分析ꎬ以及通过亚细

胞定位和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 研究了 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因的

表达特征和组织表达模式ꎬ为进一步探究 ＦｅＲ２Ｒ３￣
ＭＹＢ 基因在荞麦花青素生物合成过程中的功能提

供了理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

所选材料品种为红花甜荞(ＨＨＴＱ)和北早生ꎬ
种于长江大学农学院实验基地ꎬ采用常规大田管

理ꎮ 待荞麦生长至第 ５ 个星期时ꎬ取其叶片和花

序保存于 －８０ ℃ 冰箱中备用ꎮ
１.２ 甜荞 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因的克隆

利用 ＲＮＡ 试剂盒(北京艾德莱生物科技有限

公司)提取 ＨＨＴＱ 叶片的总 ＲＮＡꎬ利用反转录试

剂盒(宝日医生物技术有限公司)合成 ｃＤＮＡꎮ 根

据本实验室前期转录组学数据得到的 ＭＹＢ 序列ꎬ
通过 ＮＣＢＩ 进行 Ｐｒｉｍｅｒ Ｂｌａｓｔ 设计特异性引物(表
１)ꎬＰＣＲ 扩增出 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 序列ꎬ构建克隆载体

后送至北京擎科技术有限公司进行 ＤＮＡ 测序ꎮ
１.３ 甜荞 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因的生物信息学分析

测序得到序列后ꎬ利用 ＡｐＥ(Ａ ｐｌａｓｍｉｄ Ｅｄｉｔｏｒ)
软件分析 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因的开放式阅读框和预

测其编码的氨基酸序列ꎻ利用在线网站 ＥｘＰＡＳｙ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ )预测蛋白等电

点和相对分子质量ꎻ利用在线网站 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 分析

蛋白的疏水性 /亲水性ꎻ利用 ＦｏｌｄＩｎｄｅｘ 程序对

ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 蛋白进行无序化预测ꎻ利用软件

ＮＰＳ＠ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ) 预测 ＦｅＲ２Ｒ３￣
ＭＹＢ 蛋白二级结构ꎻ利用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ(ｈｔｔｐｓ: / /
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )预测 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 蛋白三

级结 构ꎻ 利 用 在 线 软 件 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ( ｈｔｔｐ: / /
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｓｏｆｔｗａｒｅ) 预测启动子中

的顺式作用元件ꎻ利用 ＮＣＢＩ 进行 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｌａｓｔ 搜

索同源序列ꎬ将同源序列用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件构建进

化树ꎬ 采 用 的 方 法 为 邻 接 法ꎬ 设 置 重 复 次 数

(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)为 １ ０００ 次ꎮ
１.４ 甜荞 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 蛋白的亚细胞定位

利用 ＢｉｏＸＭ ２.６ 软件和 ＤＮＭＡＮ 软件设计特

异性引物 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢＦ￣Ｆ１ 和 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢＦ￣Ｒ１
(表 １ )ꎮ 运用 ＰＣＲ 扩增 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因ꎬ经
Ｘｈｏ Ⅰ 和 Ａｖｒ Ⅱ 限制性内切酶双酶切ꎬ胶回收酶

切片段ꎬ将回收片段与 ｐＨＺＭ２７ 载体连接ꎬ转化

ＤＨ５αꎬ提取质粒 ３５Ｓ∷ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣ＧＦＰꎮ 使用

农杆菌感受态细胞 ＧＶ３１０１ꎬ转化重组质粒ꎬ送至

北京擎科技术有限公司进行测序ꎬ备用ꎮ 取 ４ ~ ５
叶龄的烟草ꎬ利用注射法转化烟草ꎮ 将注射后的

烟草放置 ４８ ~ ７２ ｈꎬ利用激光共聚焦显微镜观察荧

光信号ꎮ
１.５ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因的表达差异

提取叶片和花序的总 ＲＮＡꎬ利用 ｃＤＮＡ 进行

实时荧光定量 ＰＣＲ ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ检测 ＦｅＲ２Ｒ３￣
ＭＹＢ 基因在红花甜荞(ＨＨＴＱ)和北早生不同部位

的表达模式ꎮ 使用 Ｐｒｉｍｅｒ 进行特异性引物设计ꎬ
上、下 游 特 异 性 引 物 分 别 为 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣Ｆ２ /
ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣Ｒ２(表 １)ꎻ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测所用的阳

性对照内参基因为甜荞的 ＡＣＴＩＮ 基因( ＧｅｎＢａｎｋ
登录号: ＨＱ３９８８５５. １)ꎬ检测特异性引物分别为

ＱＦｅＡＣＴＩＮ￣Ｆ 和 ＱＦｅＡＣＴＩＮ￣Ｒ(表 １)ꎮ 采用两步法

ＰＣＲ 扩增程序ꎬ使用 ２－ΔΔＣｔ法计算表达量ꎬ用 ＳＰＳＳ
１９.０ 软件对数据进行显著性分析ꎬ用 Ｅｘｃｅｌ ２００３
软件作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 甜荞 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因的克隆

以 ＨＨＴＱ 的 ｃＤＮＡ 为 模 板ꎬ 利 用 引 物

ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣Ｆ / ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣Ｒ 进行扩增ꎬ用 １０
ｇＬ￣１的琼脂糖凝胶电泳对 ＰＣＲ 产物进行检测ꎬ
获得一条 ９００ ｂｐ 左右的 ＰＣＲ 产物ꎬ如图 １ 所示ꎮ
测序结果显示该片段大小为 ８７３ ｂｐꎬ利用 ＡＰＥ 软

件分析序列ꎬ发现含有 ８３１ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码

２７６ 个氨基酸ꎮ 通过 ＢＬＡＳＴ 同源性搜索ꎬ结果显

示其序列与苦荞麦 ＦｔＭＹＢ１５(ＫＹ２９０５８１.１)的相似

９８２１７ 期 熊泽浩等: 甜荞花青素合成相关基因 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 的克隆与表达分析



表 １　 引物名称与序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列 (５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

用途
Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣Ｆ ＴＧＧＧＴＣＧＡＴＣＴＣＣＡＴＧＴＴＧＣ 基因全长克隆上游引物
Ｇｅｎｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃｌｏｎｉｎｇ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ

ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣Ｒ ＴＧＧＴＡＡＡＣＣＡＣＡＡＣＴＣＴＣＣＡＡＧ 基因全长克隆下游引物
Ｇｅｎｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃｌｏｎｉｎｇ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ

ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣Ｆ１ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＧＴＣＧＡＴＣＴＣＣＡＴＧＴ 亚细胞定位克隆上游引物
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｃｌｏｎｉｎｇ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ

ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣Ｒ１ ＴＣＣＣＣＴＡＧＧＴＴＴＣＡＴＣＴＣＣＡＡＡＧＴＴＣＴ 亚细胞定位克隆下游引物
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｃｌｏｎｉｎｇ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ

ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣Ｆ２ ＴＧＣＣＣＧＧＡＴＴＴＧＡＡＣＴＴＧＧＡ 荧光定量基因上游引物
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ

ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣Ｒ２ ＧＴＡＧＣＡＣＴＴＣＣＴＣＴＣＡＡＣＣＣＣ 荧光定量基因下游引物
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ

ＱＦｅＡＣＴＩＮ￣Ｆ ＡＣＣＴＴＧＣＴＧＧＡＣＧＴＧＡＣＣＴＴＡＣ 荧光定量内参上游引物
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ

ＱＦｅＡＣＴＩＮ￣Ｒ ＣＣＡＴＣＡＧＧＡＡＧＣＴＣＡＴＡＧＴＴＣ 荧光定量内参下游引物
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ

性高 达 ９７％ꎬ 将 该 基 因 命 名 为 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢꎬ
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＭＴ１５１３８１.１ꎮ
２.２ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因编码蛋白理化性质的预测

通过在线软件 ＥｘＰＡＳｙ 预测到 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ
基因编码蛋白的相对分子质量为 ３０.９５ ｋＤꎬ理论

等 电 点 ( ｐＩ ) 为 ８. ７３ꎬ 蛋 白 的 分 子 式 为

Ｃ１３４２Ｈ２１３４Ｎ４００Ｏ４１２Ｓ１５ꎮ 其中甘氨酸 ( Ｇｌｙ)、亮氨酸

(Ｌｅｕ)的含量最高ꎬ为 ９.１％ꎬ其次为丝氨酸( Ｓｅｒ)
的 ８.３％、谷氨酸(Ｇｌｕ)的 ７.６％ꎬ尿蛋氨酸(Ｍｅｔ)的
含量最少ꎬ为 １.４％ꎮ 蛋白的不稳定指数为 ６９.６４ꎬ
推测 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 属于不稳定蛋白ꎮ ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 在

线软件分析蛋白的疏水性 /亲水性ꎬ结果表明ꎬ
ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 亲水区域大于疏水区域ꎬ总疏水值

为－０. ６７９ꎬ疏水最大值为 １. ８１１ꎬ亲水最大值为

－２.７１１ꎬ整条肽链呈现亲水特性ꎮ
２.３ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 蛋白的无序性分析和二级、三
级结构预测

通过 ＦｏｌｄＩｎｄｅｘ 程序对 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 蛋白进

行无序化预测分析ꎬ该蛋白整个氨基酸序列中有 ９
个无序化区域ꎬ共有碱基 １５１ 个ꎬ无序化比率为

５４.７１％ꎮ 利用软件 ＮＰＳ＠ 预测 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 蛋白

二 级 结 构ꎬ 结 果 表 明ꎬ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 蛋 白 由

２６.８１％的 α￣螺旋、１０.５１％ 的延伸链、５.０７％ 的 β￣
转角和 ５７.６１％的无规则卷曲组成ꎮ 利用 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 预测 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 蛋白三级结构ꎬ如图 ２

所示ꎬＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 蛋白三级结构以 α￣螺旋和无

规则卷曲为主ꎬ与二级结构预测结构基本相同ꎮ
２.４ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因编码蛋白的氨基酸序列比

对及进化分析

将 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 蛋白序列在 ＮＣＢＩ 数据库中

进行 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｌａｓｔ 搜索ꎬ筛选出 １５ 个植物蛋白序

列ꎬ用 ＭＥＧＡ ７.０ 构建系统进化树ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ
甜荞的 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 与苦荞麦(ＡＰＺ７４３４０.１)、虎
杖(ＡＱＹ５６６７６.１)、拟南芥(ＮＰ＿１９５５７４.１)和蔷薇

杂交种(ＡＩＤ２３８９１.１)的亲缘关系较近ꎬ苦荞麦和

虎杖与甜荞同属蓼科植物ꎬ这些亲缘关系符合植

物形态学分类及进化规律ꎮ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 在荞麦

和虎杖中有较高同源性ꎬ推测 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因

在双子叶蓼科植物中存在着较高的保守性ꎮ
通过 ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 对 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 与其他进

化关系较近的不同植物 ＭＹＢ 氨基酸序列进行比

对ꎮ 结果 如 图 ４ 所 示ꎬ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 与 苦 荞 麦

(ＡＰＺ７４３４０.１)的相似度最高ꎬ为 ９３.０８％ꎬ与虎杖

(ＡＱＹ５６６７６.１)、蔷薇杂交种(ＡＩＤ２３８９１.１)也有较

高的相似度ꎮ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 具有典型的 Ｒ２Ｒ３￣
ＭＹＢ 结构域ꎬ属于 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 亚家族ꎮ
２.５ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 蛋白的亚细胞定位

将 ３５Ｓ∷ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣ＧＦＰ 和 ｐＨＺＭ２７(３５Ｓ∷
ＧＦＰ)空载体瞬时转化烟草ꎬ通过激光共聚焦显微

镜发现(图 ５)ꎬ转化空载体 ３５Ｓ∷ＧＦＰ 的烟草细胞
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Ｍ. ＤＮＡ 标准物 ２０００ꎻ １. 引物 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣Ｆ / ＦｅＲ２Ｒ３￣
ＭＹＢ￣Ｒ 的扩增产物ꎮ
Ｍ. ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ ２０００ꎻ １. Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ＦｅＲ２Ｒ３￣
ＭＹＢ￣Ｆ / ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣Ｒ.

图 １　 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因扩增产物电泳图
Ｆｉｇ. １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｆｏｒ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ

在细胞核、细胞质、细胞膜上均有荧光分布ꎬ但是

转化 ３５Ｓ∷ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣ＧＦＰ 重组质粒的烟草细

胞ꎬ只有细胞核分布荧光ꎬ说明 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 定位

在细胞核上ꎬ具有典型的转录因子蛋白的特征ꎮ
２.６ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因的启动子顺式作用元件预测

从荞麦基因库中调取 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 翻译起始

位点上游 ２ ３００ ｂｐ 的启动子序列ꎬ使用 ＰｌａｎｔＣａｒｅ
在线网站对其进行分析预测ꎬ同时使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 对

顺式作用元件进行可视化ꎮ 结果如图 ６ 所示:
ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 启动子序列中含有 ４９ 个真核生物转

录起始必需的 ＴＡＴＡ 框和 ３８ 个控制转录起始频

率的 ＣＡＡＴ 框ꎻ含有 ８ 个光响应元件 ( ２ 个 ＡＥ￣
ｂｏｘ、 ２ 个 ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ、 ２ 个 ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ、 １ 个 ｃｈｓ￣
ＣＭＡ１ａ、１ 个 ３￣ＡＦ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ)和 １ 个昼夜节律

图 ２　 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 蛋白三级结构预测
Ｆｉｇ. ２　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ ｐｒｏｔｅｉｎ

控制元件( ｃｉｒｃａｄｉａｎ)ꎻ含有 １２ 个 ＭＹＢ 转录因子

结合位点 ( １ 个 ＭＲＥ、５ 个 ＭＹＢ、２ 个 ＭＹＢ￣ｌｉｋｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ、２ 个 Ｍｙｂ、２ 个 Ｍｙｂ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ)ꎻ含有 １
个低温响应元件( ＬＴＲ)、 １ 个防御和应力响应元

件( ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ) 和 ２ 个厌氧诱导响应元件

(ＡＲＥ)ꎻ含有 ２ 个水杨酸反应响应元件 ( ＴＣＡ￣
ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎮ
２.７ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因在红花甜荞(ＨＨＴＱ)和北

早生不同部位的表达模式

初步分析 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因在 ＨＨＴＱ 和北早

生中的功能ꎬ利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 定量分析甜荞叶片和

花序中的表达情况(图 ７)ꎮ 结果显示ꎬＨＨＴＱ 叶片

中 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因的表达量是北早生的 ３. ０３
倍ꎻＨＨＴＱ 花序中 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因的表达量是北

早生的 ４.５５ 倍ꎮ 证明 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因可以正向

调节甜荞花青素生物合成ꎮ
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Ｈｕ. 猴可可ꎻ Ｔｃ. 可可ꎻ Ｇｍ. 大豆ꎻ Ｊｒ. 胡桃ꎻ Ｃｓ. 茶ꎻ Ｐｃ. 虎杖ꎻ Ａｔ. 拟南芥ꎻ Ｆｅ. 甜荞ꎻ Ｆｔ. 苦荞麦ꎻ Ｒｈ. 蔷薇杂交种ꎻ Ｒｃ. 月季

花ꎻ Ｓｓ. 密花豆ꎻ Ｏｅ. 木犀榄ꎻ Ｐｐ. 桃ꎻ Ｐｙ. 日本樱花ꎮ 下同ꎮ
Ｈｕ. Ｈｅｒｒａｎｉａ ｕｍｂｒａｔｉｃａｌꎻ Ｔｃ. Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏꎻ Ｇｍ. Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎻ Ｊｒ. Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａꎻ Ｃｓ. Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓꎻ Ｐｃ. Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍꎻ
Ａｔ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ｆｅ. Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍꎻ Ｆｔ. Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍꎻ Ｒｈ. Ｒｏｓａ ｈｙｂｒｉｄ ｃｕｌｔｉｖａｒꎻ Ｒｃ. Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓꎻ Ｓｓ. Ｓｐａｔｈｏｌｏｂｕｓ
ｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓꎻ Ｏｅ. Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａꎻ Ｐｐ. Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａꎻ Ｐｙ. Ｐｒｕｎｕｓ × ｙｅｄｏｅｎｓｉｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ３　 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 与其他物种 ＭＹＢ 蛋白的系统发育进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ＭＹＢ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

３　 讨论与结论

花青素生物合成由结构基因和调控基因决定ꎬ
结构基因在转录水平上受调控基因的调控ꎬ因此植

物花青素的积累模式主要受调控基因表达控制ꎮ
ＭＹＢ、ｂＨＬＨ 和 ＷＤ４０ 三类转录因子通过互作形成

三元复合物 ＭＢＷ 是调控花青素的生物合成主要途

径(高国等ꎬ２０２０)ꎮ 在不依赖 ＷＤ４０ 蛋白的条件

下ꎬＭＹＢ 和 ｂＨＬＨ 转录因子也能调控花青素的合成

(宋建辉等ꎬ ２０２１)ꎮ Ｗａｎｇ 等 ( ２０２０) 研究发现ꎬ
ＰｄＭＹＢ１１８ 蛋白可以和 ｂＨＬＨ 家族 ＰｄＴＴ８ 蛋白相

互作用激活杨树 ＡＢＧｓ 基因的表达ꎬ促使杨树花青

素的积累ꎮ Ｅｓｐｌｅｙ 等(２０１０)通过对苹果 ＭｄＭＹＢ１０
基因瞬时表达结果进行分析ꎬ表明 ＭｄＭＹＢ１０ 对花

青素生物合成的有效诱导依赖于苹果的两种 ｂＨＬＨ
蛋白(ＭｄＨＬＨ３ 和 ＭｄＨＬＨ３３)的共同表达ꎮ 本研究

在 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 的 Ｒ３ 结构域中发现一个 可以和

ｂＨＬＨ 转录因子发生相互作用的基序ꎬ因此推断

ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 可能与 ｂＨＬＨ 和 ＷＤ４０ 蛋白通过互作

形成三元复合物 ＭＢＷ 来调控甜荞花青素生物合

成ꎮ Ｆｏｒｎａｌé 等(２０１０) 研究玉米 Ｒ２Ｒ３￣ＭＹＢ 转录因

子对苯丙烷途径的调控作用ꎬ利用染色免疫沉淀确

定 ＺｍＭＹＢ３１ 和其体内两个木质素基因启动子的相

互作用ꎬＺｍＭＹＢ３１ 基因通过抑制木质素生物合成导

致碳通量重新定向到苯丙烷途径的另一个分支ꎬ即
花青素生物合成途径ꎮ 总的来说ꎬ转录因子的多样

性和复杂性ꎬ使植物 ＭＹＢ 对花青素的生物合成途

径调节方式不同ꎮ ＨＨＴＱ 在室内弱光培养条件下ꎬ
花青素合成受到抑制ꎬ子叶呈绿色ꎮ Ｌｉｎ￣Ｗａｎｇ 等

(２０１１)研究表明ꎬ多数和花青素合成相关的 ＭＹＢ
基因的表达都会受到光照和温度的影响ꎮ 在强光

条件下ꎬ ＦｖＭＹＢ１０ 的表达量明显增强ꎬ促进草莓

花瓣的着色ꎮ 对于植物ꎬ 紫外光是花青素积累的
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图 ４　 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 与其他物种同源蛋白的多序列比对分析结果
Ｆｉｇ. ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

ＧＦＰ. 绿色荧光ꎻ Ａｕｔｏ. 叶绿体自发荧光ꎻ Ｂｒｉｇｈｔ. 明场ꎻ Ｍｅｒｇｅ. 叠加场ꎮ
ＧＦＰ. Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎻ Ａｕｔｏ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎻ Ｂｒｉｇｈｔ. Ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄꎻ Ｍｅｒｇｅ. Ｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｅｄ ｆｉｅｌｄ.

图 ５　 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣ＧＦＰ 融合蛋白在烟草表皮细胞中的亚细胞定位
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ￣ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ
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图 ６　 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因启动子顺式作用元件分布图
Ｆｉｇ. ６　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

图 ７　 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因在 ＨＨＴＱ 和
北早生不同部位的相对表达量

Ｆｉｇ. ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ ｇｅｎｅ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ＨＨＴＱ ａｎｄ Ｂｅｉｚａｏｓｈｅｎｇ

关键因素ꎮ 感受到 ＵＶ￣Ｂ 辐射后ꎬ植物体内的

ＵＶＲ８(ＵＶ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｏｃｕｓ ８)中的色氨酸残基吸收

ＵＶ￣Ｂꎬ由二聚体形式转化为单体形式ꎬＵＶＲ８ 单体

进一步形成 ＵＶＲ８￣ＳＰＡ￣ＣＯＰ１ 复合物(Ｖａｌｅｎｔｉｎａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ ＵＶ￣Ｂ 诱导植物花青素合成主要有 ２
种形式ꎮ 一方面ꎬＵＶＲ８￣ＳＰＡ￣ＣＯＰ１ 复合物可以促

进 ＭＹＢ、ｂＨＬＨ 和 ＷＤ４０ 形成 ＭＢＷ 复合体ꎬ促进

花青素各结构基因的表达( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎻ另一

方面ꎬ这种复合体可以稳定 ＨＹ５ 蛋白ꎬ进而调控

花青素的合成(Ｓｈｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 温度是调控植

物花青素生物合成的重要环境因子ꎬ低温会促进

花青素的合成ꎬ高温则会抑制花青素的合成并会

加速花青素的分解ꎮ 连续的低温天气会促使果树

果实中花青素的积累ꎮ 较低的夜间温度会使苹果

皮花 青 素 积 累 量 增 加 １ 倍 ( Ｌｉｎ￣Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２０１１)ꎮ Ｚｈｕ 等(２０２０)连续三年观察发现ꎬ低温能

诱导花青素在桃肉中积累ꎮ 在拟南芥中ꎬ低温会

诱导 ＨＹ５ 转录因子表达ꎬ促进花青素合成结构基

因表达ꎬ进而增加花青素的积累量( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１)ꎮ 高温会抑制花青素合成相关结构基因和

调控基因的表达ꎬ从而影响花青素的生物合成ꎮ
Ｄｅｌａ 等(２００３)对月季进行高温胁迫处理ꎬ当处理

时间为 ３ ｄ 时ꎬ月季花中的花青素积累量明显降

低ꎬ花青素合成途径关键酶的表达量降低ꎮ 通过

转录组数据ꎬＮｉｕ 等(２０１７)研究高温对李子果实

中花青素合成的影响ꎬ结果表明高温会使 ＰｓＰＡＬ、
ＰｓＤＦＲ 和 ＰｓＣＨＳ 的表达水平下降ꎬ从而使得花青

素合成受到抑制ꎮ 本研究在 ＦｅＲ２Ｒ３￣ＭＹＢ 基因序

列启动子中发现了多个光响应元件和 １ 个低温响

应元件ꎬ为以后研究环境因素对甜荞花青素生物

合成的调控提供了理论基础ꎮ
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