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摘要：【目的】比较普通荞麦Ｆａｇｏｐｙｒｕｍｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ种内丝裂原活化蛋白激酶基因（ＭＡＰＫ）序列的差异，研究 ＭＡＰＫ
基因序列在普通荞麦栽培进化过程中的变化。【方法】以普通荞麦的９个栽培品种和３个落花落果野生种质为材
料，ＰＣＲ特异性扩增获得ＭＡＰＫ基因的保守片段，对基因片段序列进行差异分析和蛋白结构预测。【结果】荞麦
ＭＡＰＫ基因ｃＤＮＡ全长为２８３５ｂｐ，开放阅读框１８２７ｂｐ，编码６０９个氨基酸，含有 ＴＤＹ的三肽模块，为植物 Ｄ组
ＭＡＰＫ蛋白。ＰＣＲ扩增获得１２个供试材料的ＭＡＰＫ序列，其单型不变位点为７２３个，多态位点为７０个。９个栽培
品种间开放阅读框（ＯＲＦ）区域无序列差异，３个野生种质间ＯＲＦ区域也无序列差异。栽培品种与野生品种的ＯＲＦ
区域序列含有８个差异位点，编码３个差异氨基酸。其中，ＯＲＦ区域第１３位点组氨酸（Ｈ）→酪氨酸（Ｙ）发生置换，
导致１个α－螺旋构象发生变化。【结论】普通荞麦ＭＡＰＫ基因序列高度保守，栽培驯化对ＯＲＦ区域第１３位点差
异氨基酸的选择具有高度一致性。
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　　荞麦 Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ起源于中国的西南地区，是我
国重要的杂粮作物之一［１］。荞麦具有食药兼用特

性，营养价值丰富、药用保健效果较好［２３］。例如荞

麦所富含的黄酮类化合物，尤其是芦丁具有明显的

降血糖、降血脂和降血压功效［４］。由于荞麦具有生

育期短、耐贫瘠特性，特别适合在高寒地区种植［５］。

普通荞麦 Ｆａｇｏｐｙｒｕｍｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ又名甜荞，包含栽培
和野生类型。栽培甜荞种植面积较广，在我国南北

地区均有栽培。野生甜荞是栽培甜荞的祖先，主要

分布于中国西南地区，特别是西藏、云南和四川，其

形态与栽培甜荞非常相似，但具有落花、落果习

性［１，６７］。植物丝裂原活化蛋白激酶（Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａ
ｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫ）是生物信号传递网络中的
重要信号分子［８１０］。ＭＡＰＫ级联途径通过调节植物
细胞分裂、分化及凋亡等过程，调控植株生长和发

育［９，１１１２］。不仅如此，ＭＡＰＫ信号通路还在植物激素
代谢以及逆境胁迫应答调控方面发挥重要作

用［１１，１３１５］。高华健等［１６］研究发现 ＭＡＰＫ通过调节
Ｈ２Ｏ２和生长素的平衡可以调控水稻幼苗根系的生

长。梁卫红等［１７］研究发现逆境胁迫如高盐、低温和

脱落酸能使 ＯｓＭＡＰＫ１４基因表达上调，进而降低逆
境对水稻生长发育的影响。此外，有研究指出ＭＡＰＫ
可与 ＩＤＡ（Ｉｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｆｉｃｉｅｎｔｉｎａｂｓｃｉｓｓｉｏｎ）、ＨＡＥ
（受体蛋白激酶 ＨＡＥＳＡ）和 ＨＳＬ２（ＨＡＥＳＡｌｉｋｅ２）共
同作用，调控离层细胞的程序化死亡，进而参与调控

植物花器官的脱落过程［１８］。目前鲜见有关荞麦

ＭＡＰＫ基因的相关报道。本试验根据前期转录组基
因测序所得到ＭＡＰＫ的Ｕｎｉｇｅｎｅ序列，设计特异性引
物，经ＰＣＲ扩增测序分析普通荞麦栽培品种与野生
种质间此基因片段序列的差异，以期为荞麦 ＭＡＰＫ
基因功能研究与荞麦的花果器官脱落、起源与进化

等相关研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
普通荞麦：９个栽培品种，３个具有落花、落果习

性的野生种质，均由贵州师范大学荞麦产业技术研

究中心提供（表１）。使用１２５ｍＬ· Ｌ－１新洁尔灭
溶液对种子消毒后放置于２５℃光照培养箱，待种子
发芽后播种于含腐殖土的花盆。

表１　供试的普通荞麦材料

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｃｏｍｍｏｎｂｕｃｋｗｈｅａｔｍａｔｅｒｉａｌｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

编号 材料 花果脱落习性 收集地

Ｅ１ 榆林甜荞 不落 陕西

Ｅ２ 宁荞１号 不落 宁夏

Ｅ３ 信农１号 不落 宁夏

Ｅ４ 赤甜１号 不落 内蒙古

Ｅ５ 定甜２号 不落 甘肃

Ｅ６ 平荞２号 不落 甘肃

Ｅ７ 威甜１号 不落 贵州

Ｅ８ 自花甜荞 不落 贵州

Ｅ９ 综甜１号 不落 贵州

ＷＥ１ 野生甜荞１ 易落 西藏

ＷＥ２ 野生甜荞２ 易落 云南

ＷＥ３ 野生甜荞３ 易落 云南

１．２　ＰＣＲ扩增与测序
根据前期转录组基因测序所得到的荞麦 Ｕｎｉ

ｇｅｎｅ序列，进行基因功能注释和数据库基因序列比
对，获得荞麦 ＭＡＰＫ序列片段。根据 ＭＡＰＫ基因序
列片段的保守区域，利用Ｐｒｉｍｅｒ５０软件设计正向特
异性引物５′ＧＴＧＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＧＴＴＧＧＡＴＴ３′和反向
特异性引物５′ＧＴＣＡＧＴＧＧＧＧＴＧＡＣＣＴＡＴＣＴＴ３′。幼
苗期对供试材料植株嫩叶进行取样，使用改良 ＣＴＡＢ
法提取 ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增参考陈晴晴等［１９］的方法。

ＰＣＲ反应体系总体积为 ６０μＬ，包含 ２×ＴａｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ３０μＬ，５μｍｏｌ·Ｌ－１引物各 ６μＬ，４０
ｎｇ·μＬ－１ＤＮＡ模板和 ｄｄＨ２Ｏ９μＬ。扩增反应体系
为：９４℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃变性６０ｓ，退火４５ｓ，
７２℃延伸１ｍｉｎ，循环３５次；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩
增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后送上海生工生物工

程有限公司进行测序。

１．３　序列分析与进化树的构建
在本地数据库（未发表）对前期转录组测序所获

得的荞麦ＭＡＰＫ基因的Ｕｎｉｇｅｎｅ序列进行Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｂｌａｓｔ，获得荞麦 ＭＡＰＫ基因的 ｃＤＮＡ序列；在 ＮＣＢＩ
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数据库（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）上使用
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｌａｓｔ对测序获得的基因片段序列进行在
线比对；使用 Ｐｒｏｔｅｉｎｂｌａｓｔ进行氨基酸序列的在线比
对。使用ＣｌｕｓｔａｌＷ软件进行多序列比对分析；使用
ＤＮＡｓｓｉｓｔ２２和ＭＥＧＡ６软件进行核酸和氨基酸序列
差异分析；使用ＭＥＧＡ６软件构建系统进化树。在网
页（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｗｏｒｋｓｐａｃｅ）上使用
Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ对ＭＡＰＫ片段进行蛋白质结构在线预
测［２０２２］。

２　结果与分析
２．１　荞麦ＭＡＰＫ基因序列

对荞麦转录组基因测序所得到的 Ｕｎｉｇｅｎｅ进行
基因功能注释和数据库基因序列比对，获得 ＭＡＰＫ
的Ｕｎｉｇｅｎｅ序列。在本地基因组数据库中对该 Ｕｎｉ

ｇｅｎｅ基因序列进行 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｌａｓｔ分析，获得荞麦
ＭＡＰＫ序列。生物信息学分析发现，该基因 ｃＤＮＡ序
列全长为 ２８３５ｂｐ，碱基组成为 Ａ占 ２９５％、Ｃ占
２０６％、Ｇ占２２１％、Ｔ占２７８％。荞麦 ＭＡＰＫ基因
含有１个１８２７ｂｐ的开放阅读框（ＯＲＦ），编码６０９
个氨基酸。从图１可知，该 ＯＲＦ区域编码的氨基酸
包含ＴＤＹ的三肽模块，为植物Ｄ组ＭＡＰＫ蛋白的典
型结构。ＮＣＢＩ数据库在线使用Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｌａｓｔ对所
获得的荞麦ＭＡＰＫ基因序列进行比对。结果发现荞
麦ＭＡＰＫ基因序列与陆地棉 Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍ、烟
草Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ、可可Ｔｈｅｏｂｒｏｍａｃａｃａｏ等数十个
物种上百个已知ＭＡＰＫ家族基因序列的相似性高于
７０％，属于高度同源。因此，认为该基因为植物
ＭＡＰＫ基因Ｄ组中的一员。

标记ＭＡＰＫ典型的ＴＤＹ结构。

图１　荞麦ＭＡＰＫ基因的开放阅读框序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅａｎｄｉｔｓｃｏｄｉｎｇａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｂｕｃｋｗｈｅａｔＭＡＰＫｇｅｎｅ
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２．２　丝裂原活化蛋白激酶的ＰＣＲ扩增
提取普通荞麦９个栽培品种和３个野生种质植

株幼嫩叶片的 ＤＮＡ，利用特征引物扩增 ＭＡＰＫ基因
序列。琼脂糖凝胶电泳检测发现，１２个供试材料中
ＰＣＲ扩增得到的产物在约９００ｂｐ处产生特异性条
带；测序结果发现，Ｅ１中产生的特异条带序列片段
为８８６ｂｐ（图 ２）。对序列片段进行本地数据库
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｌａｓｔ比对分析，结果发现该片段部分序列
与普通荞麦ＭＡＰＫ基因 ｃＤＮＡ片段部分序列相似性
达到１００％（图３），说明ＰＣＲ扩增产物即为普通荞麦
ＭＡＰＫ基因片段。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ条带；Ｐ：阳性对照。

图２　普通荞麦特异引物ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．２　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｃｏｍｍｏｎｂｕｃｋｗｈｅａｔＤＮＡ

ｕｓｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｅｄｐｒｉｍｅｒｓ

图３　普通荞麦ＤＮＡ序列比对结果

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｏｕｔｐｕｔｏｆｃｏｍｍｏｎｂｕｃｋｗｈｅａｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ

２．３　丝裂原活化蛋白激酶的进化分析
　　利用ＤＮＡｓｓｉｓｔ软件对 Ｅ１中目标片段基因序列
进行分析，结果发现该片段含有１个序列为３００ｂｐ
的开放阅读框（ＯＲＦ），编码１个 ＭＡＰＫ蛋白保守结
构域，与烟草、陆地棉、桑树等２０余个物种中上百个
已知的 ＭＡＰＫ家族蛋白序列相似性达７８％ ～８８％。
通过Ｐｒｏｔｅｉｎｂｌａｓｔ比对得到与普通荞麦 ＭＡＰＫ蛋白
片段序列相似性较高的烟草（ＡＦＰ２０２２９１）、陆地棉
（ＡＪＡ２９６６２１；ＡＡＺ８３３４９１）、中棉（ＡＣＣ６３８９５１）、
野芭 蕉 （ＡＢＦ６９９６３１；ＡＩＵ９８４８９１）、苜 蓿 （ＸＰ
０１３４４５４４５１）、杨 树 （ＸＰ ００２２９８９２６１）、花 生
（ＡＢＩ９５３６３１）、蓖 麻 （ＸＰ００２５２８４７７１）、桑 树
（ＡＩＥ１１７５７１）ＭＡＰＫ蛋白片段序列。利用 ＭＥＧＡ６
软件对其进行系统进化分析，从聚类图可知，同一物

种或亲缘关系较近物种的 ＭＡＰＫ序列差异较小，被
聚在一起。由图４可知，普通荞麦栽培品种与野生
种质的ＭＡＰＫ蛋白被聚在一起，亲缘关系近。
２．４　普通荞麦丝裂原活化蛋白激酶序列差异分析

对１２个供试材料扩增得到的目标基因片段序

列进行分析，结果发现该片段序列的相对碱基组成

频率差别不大，Ａ为２８８１％、Ｔ（Ｕ）为３２７３％、Ｃ为
１８３０％，Ｇ为２０１５％，Ａ＋Ｔ含量（６１５４％）明显高
于Ｃ＋Ｇ（３８４６％）。使用ＣｌｕｓｔａｌＷ对该片段序列进
行多重比较分析，去掉序列两端缺失导致排列不整

齐的位点，对其中７９３个位点进行多态性统计，结果
发现在１２个供试材料中该基因序列片段的不变位
点为７２３个，多态位点为７０个（包含简约信息位点
数４３个）。其中，在９个栽培品种间多态位点仅为
２２个（包含简约信息位点数１０个），３个野生材料间
多态位点为２５个。

使用ＣｌｕｓｔａｌＷ对１２个供试材料 ＭＡＰＫ基因片
段序列进行比较，结果发现普通荞麦９个栽培品种
ＯＲＦ区域序列无位点差异，高度保守；３个野生材料
中ＯＲＦ区域序列也无位点差异，高度保守；但栽培品
种与野生材料ＯＲＦ区域序列含有８个差异位点。对
ＯＲＦ编码的氨基酸序列进行分析发现，普通荞麦栽
培品种与野生材料ＯＲＦ结构域氨基酸序列存在３个
变异位点（表２）。

３９　第４期 　　　　　梁成刚，等：普通荞麦种内丝裂原活化蛋白激酶序列分析 　　　



图４　不同植物ＭＡＲＫ蛋白序列的聚类分析
Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＭＡＰＫｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｎｔｓｐｅｃｉｅｓ

表２　普通荞麦栽培品种与野生种质间ＭＡＲＫＯＲＦ片段的碱基和氨基酸差异位点
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｓｉｔｅｓｏｆｔｈｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎＭＡＲＫＯＲＦｆｒａｇｍｅｎｔｓｂｅｔｗｅｅｎｃｕｌｔｉｖａｒｓａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｓ

ｏｆｃｏｍｍｏｎｂｕｃｋｗｈｅａｔ

样品编号
碱基位点 氨基酸位点

８ ３７ ６７ １２９ １８９ ２０４ ２１０ ２４９ ３ １３ ２３
Ｅ１ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｙ Ｈ Ｍ
Ｅ２ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｙ Ｈ Ｍ
Ｅ３ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｙ Ｈ Ｍ
Ｅ４ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｙ Ｈ Ｍ
Ｅ５ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｙ Ｈ Ｍ
Ｅ６ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｙ Ｈ Ｍ
Ｅ７ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｙ Ｈ Ｍ
Ｅ８ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｙ Ｈ Ｍ
Ｅ９ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｙ Ｈ Ｍ
ＷＥ１ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｙ Ｌ
ＷＥ２ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｙ Ｌ
ＷＥ３ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｙ Ｌ

２．５　普通荞麦丝裂原活化蛋白激酶结构预测
使用 Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ对 ＭＡＰＫ的 ＯＲＦ片段进行蛋

白质结构在线预测，结果发现普通荞麦栽培品种和

野生种质材料间 ＯＲＦ蛋白结构存在明显的构象差
异。从图５中可知，与栽培品种相比，３个氨基酸差

异位点导致野生种质材料ＯＲＦ蛋白的１个α－螺旋
构象发生改变。进一步对３个氨基酸位点单位点置
换后进行蛋白质结构预测，结果发现ＯＲＦ第１３位点
组氨酸（Ｈ）→酪氨酸（Ｙ）发生转换导致蛋白结构域
发生构象变化（图５Ｄ），而其余２个氨基酸位点的转
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换并不影响蛋白的构象（图５Ｃ、５Ｅ）。

　Ａ：栽培品种；Ｂ：野生种质；Ｃ、Ｄ、Ｅ分别为栽培品种ＭＡＰＫ蛋白第３位点Ｙ→Ｃ（Ｃ）、第１３位点Ｈ→Ｙ（Ｄ）和第２３位点Ｍ→Ｌ（Ｅ）发生转换
后的结构域；箭头指向结构发生改变的区域。

图５　普通荞麦ＭＡＲＫ蛋白结构域分析
Ｆｉｇ．５　ＤｏｍａｉｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＡＰＫｐｒｏｔｅｉｎｏｆｃｏｍｍｏｎｂｕｃｋｗｈｅａｔ

３　讨论与结论
荞麦起源于我国西南地区，种植历史悠久。荞

麦生育期短、生长适应性强、抗逆性较强，在历史上

一直作为一种重要的救灾粮食作物［５］。植物 ＭＡＰＫ
基因是 ＭＡＰＫ级联信号途径中的关键信号分子，在
逆境胁迫应答方面具有重要调控作用［１０１１］。生物信

息学分析发现荞麦ＭＡＰＫ序列全长为２８３５ｂｐ，包含
１个 １８２７ｂｐ的 ＯＲＦ，编码 ６０９个氨基酸。植物
ＭＡＰＫ具有典型的 ＴＥＹ区或 ＴＤＹ区的模块，其中，
ＴＥＹ类分为Ａ、Ｂ、Ｃ３组，ＴＤＹ类则单独为 Ｄ组［１１］。

荞麦ＭＡＰＫ序列中含有 ２个 ＴＤＹ模块，属于 Ｄ组
ＭＡＰＫ蛋白。

通过ＰＣＲ扩增和目标片段测序得到的目标基因
片段的部分序列与ＭＡＰＫ基因部分序列相似性达到
１００％，因此认为ＰＣＲ扩增得到的产物即为普通荞麦
ＭＡＰＫ基因片段。特定基因序列间的差异可作为研
究物种进化关系的依据［２３］。在线Ｂｌａｓｔ比对发现，普
通荞麦ＭＡＰＫ片段序列与近缘植物，例如陆地棉的
ＭＡＰＫ１基因（ＫＭ１９０１０６１）序列相似性高于 ８０％，
其ＯＲＦ区域编码１个 ＭＡＰＫ蛋白保守结构域，与陆
地棉（ＡＪＡ２９６６２１；ＡＡＺ８３３４９１）ＭＡＰＫ蛋白等序列
相似性均高于８０％，说明植物 ＭＡＰＫ基因序列在进
化过程中较为保守。李凤梅［２５］研究发现植物丝裂原

活化蛋白激酶激酶（ＭＡＰＫＫ）基因序列高度保守。本
研究发现１２个供试材料间ＭＡＰＫ基因片段序列７９３
个位点中多态位点为７０个，ＯＲＦ区域序列多态位点
仅为８个。尤其是９个栽培甜荞间 ＭＡＰＫ基因片段

ＯＲＦ区域序列无差异位点，３个野生甜荞间 ＭＡＰＫ
基因片段ＯＲＦ区域序列无位点差异，说明栽培驯化
过程中普通荞麦ＭＡＰＫ基因序列高度保守。

Ｃｈｏ等［１８］研究发现，ＭＡＰＫ基因参与调控了植
物花器官的花梗离层细胞程序化死亡的过程，进而

介导花器官的脱落。Ｍｅｎｇ等［２６］研究指出，拟南芥中

ＭＡＰＫ级联信号下游ＥＲＥＣＴＡ受体蛋白激酶通过促
进细胞增殖进而调控花梗形态建成。野生甜荞是栽

培甜荞的祖先，易落花落果［１］。克服落花落果习性

一直是普通荞麦栽培驯化的一个主要目标。对普通

荞麦ＭＡＰＫ基因片段 ＯＲＦ区域序列分析发现，栽培
甜荞与野生甜荞间存在 ８个碱基差异位点，编码 ３
个差异氨基酸，导致１个α－螺旋构象发生改变。此
外，研究还发现９个栽培甜荞间 ＯＲＦ区域序列高度
一致，３个野生甜荞间 ＯＲＦ区域序列也保持高度一
致。说明人工栽培驯化对这３个差异氨基酸位点的
选择具有高度一致性。与９个栽培甜荞相比，供试
的３个野生甜荞均具有落花落果习性。对３个差异
氨基酸位点进行单位点置换的蛋白结构预测，结果

发现α－螺旋构象变化是由 ＯＲＦ区域第１３位点组
氨酸（Ｈ）→酪氨酸（Ｙ）发生置换所导致，暗示其可能
与野生甜荞落花进化为不落花型栽培甜荞事件有

关。研究结果为进一步研究荞麦 ＭＡＰＫ基因功能以
及栽培进化提供了理论基础。
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