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　　摘要：ＡＧＡＭＯＵＳ（ＡＧ）基因是花发育ＡＢＣ模型中的Ｃ类基因，通过对各类观赏植物的重瓣化诱导研究发现，Ｃ类
基因突变会诱导产生重瓣花。萱草作为园林景观的应用植物，其花型补充改造一直是育种研究的重要目标之一。以

单瓣萱草品种秋红、重瓣萱草ＡＨ６为试验材料，克隆Ｃ类基因ＡＧ的全长 ｃＤＮＡ，分别将其命名为 ｑｈＨｆＡＧ、ａｈＨｆＡＧ，并
进行生物信息学分析，用Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ分析其表达模式。结果表明，ＨｆＡＧ全长为６２４ｂｐ，编码２０７个氨基酸，具有
典型的植物ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因结构，但是与其他物种相比缺少ＡＧ基序Ⅱ。与单瓣品种相比，重瓣品种中部分氨基酸位
点发生了变化，这也导致重瓣品种该蛋白的疏水性、不稳定指数和二级结构发生了改变，推测这可能是导致重瓣表型

的原因。Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ分析结果表明，在不同瓣化程度的萱草品种中，ＨｆＡＧ基因在花器官中的相对表达量有差异。
研究首次从萱草中克隆出ＡＧ基因并进行分析，并对单瓣、重瓣萱草基因序列进行比较，进一步探究 Ｃ类基因在重瓣
表型萱草培育中发挥的功能，为通过基因工程手段开展萱草重瓣育种奠定了基础。
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　　花发育的ＡＢＣ模型是一种成花模型，描述了在
花的不同部位，不同转录因子对花器官形成的作

用。其中 Ｃ类基因主要控制心皮、雄蕊的发育，
ＡＧＡＭＯＵＳ（ＡＧ）是拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）中唯
一的Ｃ类基因，也是第一个被分离的ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基
因［１］。迄今，人们已经从不同植物中克隆并鉴定了

很多ＡＧ同源基因，尽管这些基因在序列上存在些
许差异，但功能是基本保守的［２］。ＡＧ基因的主要功
能包括以下几个方面：抑制 Ａ功能基因在第３轮、
第４轮中的异常表达；在前期调控雄蕊、心皮和胚珠
的正常发育；在后期控制细胞分化，终止花分生组

织的分化以保证花器官的特征和数量［３］。１９９０年
Ｙａｎｏｆｓｋｙ等通过Ｔ－ＤＮＡ插入突变技术，获得了 ＡＧ
基因突变的重瓣表型拟南芥（图１），其６枚雄蕊被６
枚花瓣取代，与４枚正常的花瓣形成了具有１０枚花
瓣的突变体，而心皮也被４枚萼片和１０枚花瓣取
代，具有花中花的整体表型［１］；同年，Ｃａｒｐｅｎｔｅｒ等通
过转座子诱变试验，获得了１０种花器官同源异型突
变的金鱼草（Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍｍａｊｕｓ），其中 ｐｌｅｎｉｆｌｏｒａ－
６２４、ｐｌｅｎｉｆｌｏｒａ－６２５和ｐｌｅｎｉｆｌｏｒａ－６２６的表型非常相
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似，第１轮、第２轮花器官表型与野生型相同，第３
轮花器官变为花瓣状结构，且与第２轮花瓣结合在
一起，第４轮花器官由２个部分组成，在野生型金鱼
草心皮相对应的位置产生加厚卷曲表面蜡质的花

瓣状结构，且在第４轮内有５个瓣状结构轮生［４］。

１９９１年Ｃｏｅｎ等总结了花器官特异基因在植物４轮
结构中的表达情况，并提出花发育的 ＡＢＣ模型，为
植物花发育生物学的研究带来了里程碑式的突

破［５］。之后，随着 Ｄ类基因［６］及 Ｅ类基因［７］的发

现，花发育ＡＢＣ模型不断得到补充完善。
萱 草 （Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ ｆｕｌｖａ）是 阿 福 花 科

（Ａｓｐｈｏｄｅｌａｃｅａｅ）萱草属（Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ）多年生草本
植物，花被片数量通常为６枚，排成２轮，外轮花被
片即萼片，未开放时在花蕾外起到保护作用，颜色

通常较浅，内轮花被片较外轮花被片稍大，花色鲜

艳，雄蕊通常与花被片同数，子房上位常３室，即萱
草共有４轮花器官，由外向内数，第１轮为花萼，第
２轮为花瓣，第３轮为雄蕊，第４轮为心皮［８］。我国

是萱草属植物的自然分布中心，已有３０００多年的
种植历史，世界萱草育种历经１个世纪的发展，如今
已经取得了卓越成就，但是目前应用于园林景观的

仅有少数几个单瓣品种，因此萱草花型的补充改造

是其育种的重要研究目标之一。随着花卉基因工

程研究的深入开展，人们相继从萱草中分离了生物

钟相关基因 ＨｃＬＨＹ［９］与成花相关基因 ＨｋＴＦＬ１、
ＨｋＳＶＰ、ＨｋＡＰ１［１０］、糖 转 运 蛋 白 相 关 基 因

ＨｆＳＷＥＥＴ２ａ［１１］、衰老相关 ＨｈＮＡＣ１基因［１２］等，但是

对于花发育中极其重要的 ＡＧＡＭＯＵＳ基因在萱草中
的研究尚未见报道。萱草１轮３枚花被片共２轮的
单瓣表型为人们所熟知，然而随着育种工程的发

展，也产生了一些重瓣表型，产生重瓣表型的原因

是否与ＡＧＡＭＯＵＳ突变有关仍不得而知。笔者所在
课题组在转录组测序和基因组测序数据的基础上，

从单瓣萱草品种秋红、重瓣材料ＡＨ６中对Ｃ类同源
基因ＨｆＡＧ进行克隆、多序列对比分析、理化性质
分析、系统进化分析和生物信息学分析，为进一步

探究萱草花器官形成过程中上述基因发挥的功能

提供理论基础，从而为萱草花型变异机制的研究

和通过基因工程手段开展萱草重瓣育种研究奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　植物材料
供试材料采自上海应用技术大学国家萱草种

质资源库（地理位置：１２１°５′Ｅ、３０°８′Ｎ），单瓣品种名
称为秋红（图２），重瓣材料田间编号为ＡＨ６（图３），
于２０２１年７—８月盛花期采集其未开放的花蕾（直
径在０．５～０．８ｃｍ之间），分离得到花萼、花瓣、雄蕊
和心皮以及四者的混合样，共１０份样品，于液氮中
速冻后于－８０℃保存，用于后续ＲＮＡ的提取。

１．２　试验方法
１．２．１　总ＲＮＡ的提取与ｃＤＮＡ第１条链的合成　
分别以萱草秋红、ＡＨ６的花蕾混合样为材料，用

ＲＮＡｐｒｅ Ｐｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｋｉｔ（Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｉｒｄｅｓ ＆
Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｉｃｓ）试剂盒提取总 ＲＮＡ，用 ＮａｎｏＤｒｏｐＯｎｅ
超微量紫外分光光度计检测ＲＮＡ的纯度、浓度，用

—１４—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第２３期



１．０％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ的完整性，再以总
ＲＮＡ为模板，用Ｍ－ＭＬＶ转录酶［购自宝生物工程
（大连）有限公司］，以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）为引物，反转录合
成ｃＤＮＡ第１链，将获得的ｃＤＮＡ于－２０℃保存。
１．２．２　ＨｆＡＧ基因的克隆　参考笔者所在课题组前
期建立的萱草秋红全长转录组库，筛选 ＡＧ的同源
基因序列，设计引物（表１）。以 ｃＤＮＡ为模板，使用
ＴａｑＤＮＡ聚合酶［购自宝生物工程（大连）有限公
司］进行ＰＣＲ扩增。２０μＬＰＣＲ扩增体系：２μＬ１０×
ＴａｑＢｕｆｆｅｒｗｉｔｈＫＣｌ，１．６μＬＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），
０．２μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ），０．４μＬｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬＰｒｉｍｅｒ－Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ），１μＬ
Ｐｒｉｍｅｒ－Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ），１μＬ模板 ＤＮＡ，１２．８μＬ
ｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ反应程序：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，
５５℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。
１．２．３　目的基因的回收连接转化与测序　将 ＰＣＲ
产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测扩增效果，对检测
结果合格的 ＰＣＲ产物进行电泳分离，随后用 ＤＮＡ
凝胶回收试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）

进行回收。将 ＰＣＲ纯化产物连接到 ｐＭＤ１９－Ｔ载
体［宝生物工程（大连）有限公司］上，转化大肠杆菌

ＤＨ５α，挑取单菌落进行菌液ＰＣＲ检测，随后对阳性
菌落进行基因测序。

１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ　以萱草材料秋红、ＡＨ６
同一花蕾的不同器官（萼片、花瓣、雄蕊、心皮）为材

料提取的 ＲＮＡ为模板，用 Ｖａｚｙｍｅ公司的逆转录试
剂盒（ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ）合成
ｃＤＮＡ第１链。根据ｃＤＮＡ序列设计上、下游定量引
物，ＨｆＡＧ基因和内参基因的引物序列见表１，其中
内参基因是萱草最优内参基因 ＨｆＧＡＰＤＨ［１３］，每个
样品设置３个重复，使用荧光定量试剂盒（ＣｈａｍＱ
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ）进行荧光定量
ＰＣＲ。设置３个生物学重复和 ３次技术重复，用

２－ΔΔＣＴ法［１４］对基因进行相对定量分析。反应体系：

１０μＬＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、０．４μＬ上游引物、
０４μＬ下游引物、２μＬｃＤＮＡ模板，用ｄｄＨ２Ｏ补至
２０μＬ。扩增程序：９５℃ ３０ｓ，９５℃ １０ｓ，５６℃
３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，４０个循环，熔解曲线为９５℃ １５ｓ，
５６℃ １ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ。

表１　ａｈＨｆＡＧ蛋白ＰＣＲ与定量ＰＣＲ的引物序列

引物名称 序列（５′→３′） 用途

ＨｆＡＧ１０８４－ｃＦ ＡＴＧＧＧＧＡＧＧＧＧＧＡＡＧＡＴＡＧＡＧＡＴＣＡ 基因克隆

ＨｆＡＧ１０８４－ｃＲ ＴＣＡＴＣＴＣＣＡＣＡＴＴＴＧＧＡＧＧＡＡＧＴＴＴ 基因克隆

ＨｆＧＡＰＤＨ－Ｆ ＡＣＧＧＡＴＡＧＡＧＡＴＡＧＣＡＣＡＧ 内参引物

ＨｆＧＡＰＤＨ－Ｒ ＧＣＡＧＣＡＣＡＧＣＡＣＡＣＡＴＴＣＴ 内参引物

ＲＴＡＧ１０８４－Ｆ ＧＡＡＧＣＡＧＣＴＧＧＡＡＡＣＣＡＧＡＣ 定量引物

ＲＴＡＧ１０８４－Ｒ ＧＴＣＡＡＴＴＴＣＡＧＣＧＡＡＣＡＧＣＡ 定量引物

１．２．５　生物信息学分析　用ＤＮＡＭＡＮ软件分析阳
性菌落的测序结果，用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件将核
苷酸序列蛋白质编码区翻译成氨基酸序列，对蛋白

进行理化性质、保守结构域、亲水性疏水性、二级结

构、亚细胞定位等方面的预测和分析。基于 ＭＥＧＡ
ｖｅｒｓｉｏｎ７，采用邻接法构建蛋白的系统发育进化树，
分析与其他物种的亲缘关系。具体分析内容和工

具见表２。

２　结果与分析

２．１　基因克隆与序列分析
本研究以 ＨｆＡＧ１０８４ｃＦ／ｃＲ为引物，分别以萱草

秋红、ＡＨ６的花蕾混合样为材料提取 ＲＮＡ，反转录
得到 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物经凝
胶电泳检测，在７００ｂｐ附近出现１条特异条带（图
４），与预测片段大小吻合，片段在回收后的测序结
果表明，最终得到 ２个 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因的 ＣＤＳ
序列。
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表２　生物信息学分析网站及软件

功能 网站及软件

蛋白质的理化性质 ＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｃｈ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔｍｌ）

保守结构域分析 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）

同源多序列比对 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）

同源多序列比对 ＤＮＡＭＡＮＶ６

系统进化树 ＭＥＧＡｖｅｒｓｉｏｎ７

蛋白二级结构 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ．ｏｒｇ）ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿
ａｕｔｏｍａｔ．ｐ１？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）

亲水性疏水性预测 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）

亚细胞定位 ＰＳＯＲＴＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／）

　　测序结果表明，ａｈＨｆＡＧ的序列长度为６２４ｂｐ。
对序列进行多序列对比和结构域分析，结果（图５）
表明，ａｈＨｆＡＧ具有典型的植物 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因结
构，编码肽链具有 ２个保守结构域，即 ＭＡＤＳ区
（２～７３ａａ）、Ｋ区（８８～１７２ａａ）。ＭＡＤＳ区、Ｋ区属
于ＭＩＫＣｃ型基因特征基序［１５］，ＭＡＤＳ区、Ｋ区之间
为长度为１４个氨基酸的Ⅰ区，在二聚体的选择性形
成过程中起着关键作用［１６］，而 Ｃ端区域是位于 Ｋ
区下游保守性最低的转录激活区区间。虽然 Ｃ末
端的变化较大，但是ＭＡＤＳ－ｂｏｘ蛋白常含有一些保
守基序，ＡＧＡＭＯＵＳ基因有 ＡＧ基序Ⅰ、Ⅱ这２个相
对保守区［２，１７］，高志红等认为，这２个相对保守区是
ＡＧ同源基因的特征之一［１７－１８］。

　　通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ软件对萱草 ＡＧ编码氨基酸序
列的理化性质进行预测，得到 ｑｈＨｆＡＧ、ａｈＨｆＡＧ编码
蛋白质的分子式、理论分子质量、等电点、总平均疏

水性和不稳定性指数等。ａｈＨｆＡＧ编码蛋白质的总
平均疏水性为 －０．８４３，属于亲水蛋白，不稳定性指
数为４５．８４，为不稳定蛋白；ｑｈＨｆＡＧ编码蛋白质的总

平均疏水性为 －０．８５５，也属于亲水蛋白，不稳定性
指数为４６２５，为不稳定蛋白（表３）。两者的疏水
性和不稳定性略有差异。亚细胞定位预测结果显

示，萱草 ａｈＨｆＡＧ和 ｑｈＨｆＡＧ编码的蛋白定位于细胞
核中，可知该蛋白合成后不需要分泌到细胞外，而

是进入细胞核中。

表３　ｑｈＨｆＡＧ和ａｈＨｆＡＧ编码蛋白质的一级结构分析

蛋白质 分子式
氨基酸数量

（个）

理论相对分子量

（ｋｕ） 等电点 不稳定指数 总平均疏水指数

ｑｈＨｆＡＧ Ｃ１０３６Ｈ１６８６Ｎ３１０Ｏ３２９Ｓ１２ ２０７ ２４．１３３３８ ９．４５ ４６．２５ －０．８５５

ａｈＨｆＡＧ Ｃ１０３９Ｈ１６９２Ｎ３１０Ｏ３２９Ｓ１２ ２０７ ２４．１７５４６ ９．４５ ４５．８４ －０．８４３
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２．２　同源性对比分析
将ＡＧ同源蛋白 ａｈＨｆＡＧ的氨基酸序列与美国

国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）数据库中已知的序
列进行比较分析。结果显示，ａｈＨｆＡＧ蛋白与玉簪
（Ｈｏｓｔａｐｌａｎｔａｇｉｎｅａ）的 ＨｏｐＡＧ（ＡＣＢ７０４１０．１）、莲
（Ｎｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａ）的 ＮｅｎＡＧＬ（ＸＰ＿０１０２７２６８５．１）、
麝 香 百 合 （Ｌｉｌｉｕｍ ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ）的 ＬＭＡＤＳ１０
（ＡＩＪ２９１７４．１）、小 兰 屿 蝴 蝶 兰 （Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ
ｅｑｕｅｓｔｒｉｓ）的 ＰｅＡＧＬ（ＸＰ＿０２０５８２５１２．１）等有较高的
一致性，都在 ８０％以上，其中与玉簪的 ＨｏｐＡＧ
（ＡＣＢ７０４１０．１）蛋白一致性最高，达８８．７８％，与拟
南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）的 ＡＧ（ＡＴ４Ｇ１８９６０）一致
性为５９．１３％。

将重瓣萱草 ＡＧ同源基因 ａｈＨｆＡＧ和单瓣萱草

ＡＧ同源基因ｑｈＨｆＡＧ相比，发现有２个位点发生突
变。一是第２４７位碱基，其突变导致位于保守性较
低的Ⅰ区的第８３位氨基酸产生变化，在单瓣品种秋
红中为丝氨酸（Ｓｅｒ），而在重瓣萱草 ＡＨ６中为苏氨
酸（Ｔｈｒ）。另一个是第２９６位碱基，其突变导致位于
半保守的Ｋ区的第９９位氨基酸发生变化，在单瓣
品种秋红中为丙氨酸（Ａｌａ），而在重瓣萱草 ＡＨ６中
为缬氨酸（Ｖａｌ）。

图６是ａｈＨｆＡＧ与ｑｈＨｆＡＧ编码的蛋白质和一致
性靠前的４个不同物种蛋白质序列的 ＢＬＡＳＴ比较
分析结果。可以看出，氨基酸序列５′端的保守性比
较高，而 ３′端的保守性比较低。且 ａｈＨｆＡＧ与
ｑｈＨｆＡＧ缺少Ｃ末端ＡＧ基序Ⅱ这个相对保守区。

２．３　系统进化分析
在ＮＣＢＩ中用 ａｈＨｆＡＧ蛋白进行 ＢＬＡＳＴｐ比对，

选取不同物种中已经确认的 Ｃ功能 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ蛋
白的氨基酸序列（序列信息见表４）构建系统进化树
（图７）。可以看出，ＡｍＦＡＲ、ＴＡＧ１、ＨｍＡＧ、ＰｇＡＧ２、
ＧｈＭＡＤＳ１０和ＡＧ归为１支，属于 ｅｕＡＧ同源蛋白；
ＦＢＰ６、ＬＡＧ、ＳＨＰ１、ＳＨＰ２和 ＰＬＥ归为 １支，同属于
ＰＬＥ同源蛋白；而ａｈＨｆＡＧ基因的蛋白序列则与其他
序列一同被归于ＡＧ同源蛋白，即萱草的ａｈＨｆＡＧ基

因属于 ＡＧ谱系。此外，萱草与天门冬目的植物聚
于１支，且与扫帚芦笋（Ａｓｐａｒａｇｕｓｖｉｒｇａｔｕｓ）的亲缘关
系最近，这也与同源性对比结果一致。

２．４　ａｈＨｆＡＧ和ｑｈＨｆＡＧ基因的蛋白二级结构预测
用ＳＯＰＭＡ在线分析工具对 ａｈＨｆＡＧ和 ｑｈＨｆＡＧ

编码蛋白序列的二级结构进行分析。由表５可以看
出，ＨｆＡＧ蛋白以α－螺旋结构为主，其次为无规则
卷曲结构，延伸链占比较少，占比最少的是 β－转
角，其中α－螺旋结构主要集中在Ｋ区。
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表４　部分被子植物Ｃ类ＭＡＤＳ－ｂｏｘ蛋白

登录号　　 基因名　　 拉丁名　　 中文学名　　　 科属　　　

ＡＡＡ０２９３３ ＺＡＧ１ Ｚｅａｍａｙｓ 玉米 禾本科玉蜀黍属

ＮＰ＿５６７５６９ ＡＧ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ 拟南芥 十字花科拟南芥属

ＮＰ＿１９１４３７ ＳＨＰ１

ＮＰ＿８５０３７７ ＳＨＰ２

ＡＡＢ２５１０１ ＰＬＥ Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍｍａｊｕｓ 金鱼草 车前科金鱼草属

ＣＡＢ４２９８８ ＡｍＦＡＲ

ＣＡＡ４８６３５ ＦＢＰ６ Ｐｅｔｕｎｉａｈｙｂｒｉｄａ 矮牵牛 茄科碧冬茄属

ＡＡＤ３８１１９ ＬＡＧ Ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒｓｔｙｒａｃｉｆｌｕａ 北美枫香 金缕梅科枫香树属

ＢＡＢ７０７３７ ＭＰＭＡＤＳ２ Ｍａｇｎｏｌｉａｐｒａｅｃｏｃｉｓｓｉｍａ 皱叶木兰 木兰科木兰属

ＡＡＳ０１７６６ ＬＭＡＤＳ２ Ｌｉｌｉｕｍｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ 麝香百合 百合科百合属

ＡＡＤ１９３６０ ＨＡＧ１ Ｈｙａｃｉｎｔｈｕｓｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ 风信子 风信子科风信子属

ＡＣＹ２６０７０ ＯｓＭＡＤＳ３ Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ 水稻 禾本科稻属

Ｑ４０１６８ ＴＡＧ１ Ｓｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ 番茄 茄科番茄属

ＡＢＱ２８６９４ ＮｔＡＧ Ｎａｒｃｉｓｓｕｓｔａｚｅｔｔａｓｕｂｓｐ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 水仙 石蒜科水仙属

ＢＡＤ１８０１１ ＡｖＡＧ１ Ａｓｐａｒａｇｕｓｖｉｒｇａｔｕｓ 扫帚芦笋 天门冬科天门冬属

ＡＣＢ７０４１０ ＨｏｐＡＧ Ｈｏｓｔａｐｌａｎｔａｇｉｎｅａ 玉簪 百合科玉簪属

ＡＡＳ４５６９２ ＮｙｍＡＧ１ Ｎｙｍｐｈａｅａｓｐ．ＥＭＫ－２００３ 睡莲 睡莲科睡莲属

ＢＡＧ７４７４５ ＨｍＡＧ Ｈｙｄｒａｎｇｅａｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ 绣球 虎耳草科绣球属

Ｑ４０８７２ ＰｇＡＧ２ Ｐａｎａｘｇｉｎｓｅｎｇ 人参 五加科人参属

ＡＣＦ９３４３２ ＧｈＭＡＤＳ１０ Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍ 棉花 锦葵科棉属

ＢＡＨ５６６５６ ＷＡＧ２ Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ 小麦 禾本科小麦属

ＡＡＬ７６４１５ ＰｅＭＡＤＳ１ Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓｅｑｕｅｓｔｒｉｓ 小兰屿蝴蝶兰 兰科蝴蝶兰属

ＡＥＺ５１８６８ ＣｅＡＧ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍｅｎｓｉｆｏｌｉｕｍ 建兰 兰科兰属

ＡＢＤ６２８６４ ＰａＡＧ１ Ｐｅｒｓｅａａｍｅｒｉｃａｎａ 鳄梨 樟科鳄梨属

ＡＡＹ２５５７７ ＡｍｔＡＧ Ａｍｂｏｒｅｌｌａｔｒｉｃｈｏｐｏｄａ 无油樟 无油樟科无油樟属

　　相较于 ｑｈＨｆＡＧ基因，ａｈＨｆＡＧ基因编码蛋白在
Ｍ区的第１０位由α－螺旋变为β－转角，在Ｍ区的
第５６位由延伸链变为 α－螺旋；ａｈＨｆＡＧ基因编码
蛋白在 Ｋ区的第１４０～１４１位由无规则卷曲、延伸
链变为α－螺旋；保守性最低转录激活区（Ｃ区）的
第１７４～１７８位由α－螺旋变为无规则卷曲结构，第
１８４位由α－螺旋变为无规则卷曲，第１９４～１９７位
由α－螺旋变为无规则卷曲，第２０１～２０３位由无规
则卷曲变为α－螺旋。
２．５　ａｈＨｆＡＧ和ｑｈＨｆＡＧ编码氨基酸的疏水性分析

使用在线工具 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ对 ｑｈＨｆＡＧ编码的氨基
酸进行疏水性分析，结果表明，该肽链第４５位点上的
Ｌ疏水性最强，分值为２．０８９，而第７１位点上的Ｋ亲
水性最强，分值为－２．５５６，预测 ｑｈＨｆＡＧ编码的氨基
酸疏／亲水性值总和为－１７０．６２１，因此认为该蛋白是
亲水性蛋白。而 ａｈＨｆＡＧ编码氨基酸的疏水性最高
值、最低值都没有变化，但从第８０～８８位、第９６～１０４
位开始疏水性明显升高，总和变为－１６８．１２（图９）。

２．６　ａｈＨｆＡＧ编码蛋白的表达分析
为了研究 ＡＧ编码蛋白的表达模式，以单瓣品

种萱草秋红、重瓣萱草ＡＨ６的同一花蕾不同花器官
的ｃＤＮＡ为模板，以ＨｆＧＡＰＤＨ为内参基因，用ｑＲＴ－
ＰＣＲ技术对ａｈＨｆＡＧ编码蛋白在萱草不同器官中的
表达量进行分析。由图 １０ｑＲＴ－ＰＣＲ结果表明，
ａｈＨｆＡＧ蛋白在萱草的雄蕊、心皮中均有较高的表达
量，在花萼、花瓣中的表达量较低，推测该基因可能

为特异性表达基因。其次，在单瓣品种秋红中，

ｑｈＨｆＡＧ蛋白在４轮花器官中均有表达，且在第１轮
花萼中表达明显，但是在重瓣萱草ＡＨ６中，表达范围
显著收缩，在１、２轮花器官中几乎不表达。这种表达
模式与ＡＢＣ模型中Ｃ类基因的表达模式较为符合。
上述结果表明，ＨｆＡＧ基因在萱草花器官发育过程中
发挥着重要作用，且在不同植物中功能较为保守。

３　讨论与结论

本研究以萱草单瓣品种秋红、重瓣材料ＡＨ６为
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表５　萱草ＡＧ同源基因的二级结构预测分析结果

蛋白名称
占比（％）

α－螺旋 无规则卷曲 延伸链 β－转角

ａｈＨｆＡＧ ６３．７７ ２１．７４ ９．６６ ４．８３

ｑｈＨｆＡＧ ６６．６７ １９．３２ ９．６６ ４．３５

试验材料，用 ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆了 Ｃ类基因
ＡＧＡＭＯＵＳ的全长序列，用生物信息学软件分析其
序列信息，通过实时荧光定量ＰＣＲ技术分析表达模
式。结果表明，ＡＧＡＭＯＵＳ基因作为 Ｃ类功能基因
可调控雄蕊、心皮和胚珠的正常发育，在植物花器

官中均有表达，但在不同器官中的表达量存在差

异。研究重瓣花的驯化过程可以发现，Ｃ类基因的
功能丧失和表达收缩都会引起生殖器官的缺失，促

进额外花瓣的形成，形成重瓣花。Ｄｕｂｏｉｓ等通过研
究１个由重瓣变为单瓣的月季（Ｒｏｓａｈｙｂｒｉｄａ）突变
体发现，重瓣月季的形成与 Ｃ类基因 ＲｈＡＧ表达范
围缩小有关［１９］。在重瓣品种中，ＲｈＡＧ的表达仅限

于花芽的中心部位；而在单瓣突变体中，ＲｈＡＧ的表
达范围更大。从 ｑＲＴ－ＰＣＲ结果可以看出，在单瓣
品种秋红中，ｑｈＨｆＡＧ蛋白在４轮花器官中均有表
达，且在第１轮花萼中表达明显，但是在重瓣材料
ＡＨ６中，表达范围显著收缩，在１、２轮花器官中几
乎不表达。该研究结果与ＡＧＡＭＯＵＳ基因在其他植
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物中的研究结果相似。

　　ＡＧＡＭＯＵＳ基因具有典型的植物ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基
因结构，即ＭＡＤＳ区（Ｍ区）、间隔区（Ｉ区）、角蛋白
类似区（Ｋ区）和 Ｃ末端区（Ｃ区）［２０］。ＭＡＤＳ区
（第１～７２位）含有Ｃ－Ａ／Ｔｒｉｃｈ－ＧＣ（ＣＡｒＧ）基序，
是ＡＧ与其他ＤＮＡ结合所必需的结合基元［２１］，也是

ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因中最保守的区域［２２］。半保守的 Ｋ
区（第８８～１７２位）是由疏水的氨基酸残基规律性
的间隔排列组成的ｃｏｉｌｅｄ－ｃｏｉｌ结构，能够折叠形成
３个连续的两性α－螺旋Ｋ１、Ｋ２、Ｋ３，参与有选择性

地介导蛋白与蛋白之间的相互作用［２０］。在本研究

获得的萱草ＨｆＡＧ中，具有 ＭＡＤＳ区、Ｋ区这２个保
守结构域，可以推测 ＨｆＡＧ基因也是通过与其他基
因结合来共同调控花器官发育的。Ｇａｌｉｍｂａ等下调
唐松草（Ｔｈａｌｉｃｔｒｕｍｔｈａｌｉｃｔｒｏｉｄｅｓ）栽培品种双白的 ＡＧ
同源基因ＴｈｔＡＧ１的表达，导致转录组无意义衰退和
选择性拼接，最终致使其蛋白的 Ｋ区丢失，形成重
瓣花［２３］。在星花木兰（Ｍａｇｎｏｌｉａｔｏｍｅｎｔｏｓａ）中，
ＭａｓｔＡＧ基因发生选择性拼接，形成２种非正常的转
录蛋白ｍａｓｔａｇ－２蛋白（Ｉ区、Ｋ区缺失）和 ｍｓａｔａｇ－
３蛋白（Ｋ区和Ｃ区缺失），导致星花木兰的花瓣数增
加［２４］。但是本研究发现，ａｈＨｆＡＧ编码蛋白具有较
为完整的 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因结构，因此材料 ＡＨ６重
瓣的原因不是保守结构域的丢失。Ｃ区是位于 Ｋ
区下游的转录激活区区间［２］，ＡＧ基因编码产物结合
形成同源二聚体，或者与其他 ＭＡＤＳ家族基因编码
的蛋白质结合形成异源二聚体，然后特异地结合到

靶基因ＤＮＡ调控区，通过Ｃ末端与其他二聚体结合
形成四聚体，再绑定到靶基因上游，调控下游靶基

因的表达，指导花器官的形成。Ｍｉｚｕｋａｍｉ等通过异
位表达试验表明，Ｃ末端对 ＡＧ转录因子功能的正
常发挥具有重要影响［２５］。Ｃ末端保守性最低，但是

常含有ＡＧ基序Ⅰ、Ⅱ这２个相对保守区。Ｌｉｕ等从
单瓣和日本晚樱（Ｐｒｕｎｕｓｌａｎｎｅｓｉａｎａ）的栽培变种
Ａｌｂｏｒｏｓｅａ中各分离出来１个 ＡＧ基因的异构体［２６］，

重瓣品种的Ｐｒｓｅａｇ－１与单瓣品种的ＰｒｓｅＡＧ相比有
１个 １７０ｂｐ的外显子跳跃且表达范围更广泛。
Ｐｒｓｅａｇ－１可能因为 Ｃ末端的 ＡＧ基序Ⅰ、Ⅱ丢失而
丧失了Ｃ类基因的功能，从而使雄蕊转变成花瓣，
雌蕊转变成叶状结构。不过在本研究得到的 ＣＤＳ
序列中，ａｈＨｆＡＧ、ｑｈＨｆＡＧ编码肽链只含有ＡＧ基序Ⅰ
而没有ＡＧ基序Ⅱ。尽管 ＡＧ基序的丢失可能会造
成Ｃ类基因功能的丧失，从而形成重瓣花，但是对
比单瓣、重瓣萱草序列可以发现，二者均缺失基序

Ⅱ，说明该基序Ⅱ的缺失并不是造成重瓣的根本原
因。通过二级结构预测的对比可以发现，氨基酸的

突变导致基序Ⅰ（第１９６位到第２０７位）二级结构
第 １９４～１９７位由 α－螺旋变为无规则卷曲，第
２０１～２０３位由无规则卷曲变为 α螺旋。或许基序
Ⅰ对于重瓣表达有更重要的作用，这可能是产生重
瓣的原因之一。根据系统进化树可以看出，ａｈＨｆＡＧ
基因属于ＡＧＬ亚家族中Ｃ类基因的ＡＧ谱系，参与
雄蕊、心皮的发育，与扫帚芦笋的亲缘关系最近，说

明其遗传背景较为相似。ａｈＨｆＡＧ基因与 ｑｈＨｆＡＧ基
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因序列有２个氨基酸的差异，该差异导致蛋白质二
级结构、三级结构及疏水性发生变化，这也许是导

致花型变异的一个内在因素。接下来可以将

ａｈＨｆＡＧ基因转入拟南芥和烟草中，进行进一步的功
能鉴定。

本试验克隆的萱草 ＨｆＡＧ基因为研究观花植物
的重瓣机制奠定了基础，同时也为进一步通过基因

工程开展萱草重瓣新品种育种提供了理论和试验

依据。
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