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荞麦３个种子蛋白基因的序列和表达分析
黄　娟，邓　娇，石桃雄，梁成刚，张启迪，陈庆富

（贵州师范大学 荞麦产业技术研究中心，贵州 贵阳 ５５０００１）

摘要：【目的】阐明荞麦Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ中３个种子蛋白基因序列的特征及其在种子发育过程中的作用，为探讨荞麦种
子发育过程分子机制提供理论依据。【方法】利用本地 Ｐｅｒｌ程序、ＢＬＡＳＴＰ、ＭＥＧＡ６、ＰＬＡＮＴＣＡＲＥ等，分析了荞麦３
个种子蛋白基因（１３Ｓ球蛋白基因、１１Ｓ球蛋白基因和谷蛋白基因）序列及其编码蛋白质的进化关系，预测启动子区
域的顺式作用元件。通过荧光定量 ＰＣＲ技术分析 ３个基因在甜荞 Ｆ．ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ、苦荞 Ｆ．ｔａｔａｒｉｃｕｍ和金荞 Ｆ．
ｃｙｍｏｓｕｍ种子发育过程中的表达情况。【结果】１３Ｓ球蛋白基因含有４个外显子和３个内含子，蛋白序列长５１５ａａ，
与苦荞中的一个１３Ｓ球蛋白（ＧｅｎｅＢａｎｋ登录号：ＡＢＩ３２１８４１）仅有６个氨基酸不同，推测二者为同一个基因，在苦荞
灌浆中期表达量最高；１１Ｓ球蛋白基因含有８个外显子和７个内含子，蛋白序列长９１４ａａ，与欧洲慈姑中的一个１１Ｓ
球蛋白（ＧｅｎｅＢａｎｋ登录号：ＡＢＢ７７２１３１）亲缘关系最近，在苦荞灌浆中期表达量最高；谷蛋白基因含有３个外显子
和２个内含子，蛋白序列长３５５ａａ，与甜菜中的一个Ｂ５型谷蛋白（ＧｅｎｅＢａｎｋ登录号：ＸＰ＿０１０６８３７６９１）亲缘关系最
近，在甜荞灌浆中期表达量最高。３个基因的启动子区域均含有大量响应逆境和激素的顺式作用元件，以及在胚乳
中表达所需的顺式作用元件。【结论】本研究获得了１个１３Ｓ球蛋白基因序列、１个１１Ｓ球蛋白基因序列和１个谷
蛋白基因序列，这３个基因可能在胚乳中优势表达，并且参与到逆境胁迫和激素响应的过程中；灌浆中期是种子蛋
白积累的关键时期，３个基因均在这一时期大量表达，这为后续进一步研究基因功能奠定了基础。
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　　荞麦属于蓼科荞麦属 Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ１年生双子叶
草本植物，是国际粮农组织公认的药食兼用粮种。

中国是荞麦种植面积最大、产量最高的国家［１］，且主

要分布在西部贫困山区，成为这些地区的主要杂粮

和经济作物［２］。种子是荞麦的主要食用部分，荞麦

种子中不仅富含人体所必需的蛋白质、淀粉、脂肪等

大量元素，还含有丰富的膳食纤维、维生素、矿物质

等微量元素，以及禾本科粮食作物所不具备的黄酮、

类黄酮等重要的次生代谢物［３］，具有降三高、抗肿

瘤、抗氧化、抗疲劳、增强免疫力等功效［４］。蛋白质

是荞麦成熟种子中的重要组成物质之一，荞麦籽粒

富含中、低分子量蛋白质，缺乏高分子量蛋白质组

分［５］。荞麦种子蛋白质质量分数 （ｗ）平均为
１２８９％，不同种间差异很大：大粒组野生荞麦为
１４９２％、大粒组栽培荞麦为１２５２％、小粒组荞麦为
１０３９％［３，６７］。按照蛋白溶解度的不同，荞麦中种子

蛋白的成分可以分为清蛋白、球蛋白、醇溶蛋白和谷

蛋白４类，其中清蛋白的含量最高，占荞麦种子蛋白
总含量的 ７１４％；球蛋白和谷蛋白次之，均占
９１％；醇溶蛋白的含量最少，占荞麦种子蛋白总含
量的７４％［８］。

对荞麦种子蛋白相关编码基因进行研究，有助

于从分子水平上了解种子蛋白合成机制。灌浆期是

种子营养物质积累的主要时期，研究该时期相关基

因的表达情况对于鉴定荞麦中种子蛋白基因具有重

要意义。通过对荞麦灌浆期种子全长 ｃＤＮＡ文库的
筛选和分析，共获得了１１０６个有效 ＥＳＴ序列，这些
序列主要参与抗病、储藏蛋白等［９］。通过筛选基因

组文库，获得了１７个１３Ｓ球蛋白基因［１０］。本课题组

前期完成了荞麦种子的转录组学分析（ＳＲＡ登录号：
ＤＲＰ００１０１３），从中鉴定到了３个表达水平较高的种
子蛋白基因［１３Ｓ球蛋白（１３ＳＧｌｏｂｕｌｉｎ）基因、１１Ｓ球
蛋白（１１ＳＧｌｏｂｕｌｉｎ）基因和谷蛋白（Ｇｌｕｔｅｌｉｎ）基因］，

并获得这３个基因的全长、氨基酸序列和基因组序
列。本研究通过生物信息学方法对这３个基因的结
构、进化关系以及基因上游１５００ｂｐ启动子进行了
分析，并分析了３个基因在荞麦种子灌浆期的表达
情况，为探讨荞麦种子发育过程分子机制提供理论

依据，也为改善荞麦种子蛋白含量和组分提供了优

异基因资源。

１　材料与方法

１．１　种子蛋白基因序列的获取和生物信息学分析
从本课题组测序的荞麦基因组数据中获得３个

基因（１３Ｓ球蛋白基因、１１Ｓ球蛋白基因和谷蛋白基
因）的编码序列、氨基酸序列和基因组序列，利用

ＮＣＢＩ中 ＢＬＡＳＴＰ对其进行注释，利用在线 ＥＸＰＡＳＹ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ／）预测蛋白的等
电点和相对分子质量；利用 ＧＳＧＤ２０（ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓ．
ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）预测基因结构；１３Ｓ球蛋白、１１Ｓ球
蛋白和谷蛋白的同源序列从 ＮＣＢＩ中获得，用
ＭＥＧＡ６构建系统进化树。根据基因组注释文件的
位置信息，利用本地 Ｐｅｒｌ程序从基因组中调取基因
上游１５００ｂｐ启动子序列，用 ＰＬＡＮＴＣＡＲＥ（ｈｔｔｐ：／／
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ． ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔｃａｒｅ／
ｈｔｍｌ／）预测启动子区域的顺式作用元件。
１．２　材料种植和取样

选择甜荞Ｆ．ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ、苦荞 Ｆ．ｔａｔａｒｉｃｕｍ和金
荞Ｆ．ｃｙｍｏｓｕｍ代表品种各１份，即丰甜１号、米苦荞
１０４和红心金荞，均种植于贵州师范大学荞麦产业技
术研究中心试验基地，常规大田管理，分别于授粉后

第５天（灌浆前期）、第１０天（灌浆中期）和第２０天
（灌浆末期）取样，取回的样品在冰上剥壳，剔除差异

较大的种子，严格控制种子的大小和时期，所有的样

品保存于－８０℃冰箱备用。
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１．３　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）
ＲＮＡ提取采用 Ｐｌｕｓ植物总 ＲＮＡ提取试剂盒

（天根生化科技有限公司，北京），具体操作按照说

明书进行。用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００微量紫外分光光度计
检测ＲＮＡ浓度及质量，用 １０ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶
电泳检测 ＲＮＡ的完整性。按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）（宝生物工程有限公
司，大连）说明书反转录合成ｃＤＮＡ。

利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６０软件，设计ｑＲＴＰＣＲ引
物。引物设计标准是：扩增长度 ５０～２５０ｂｐ，温度
（６０±２）℃，引物长度 ２０～２２ｂｐ，ＧＣ质量分数
４５％～５５％［１１］。１３Ｓ球蛋白基因的上下游引物分别
为 ５′ＡＣＧＣＣＡＴＡＡＣＣＡＧＴＣＣＧＡＴＴＧＣ３′、５′ＡＡＡＣ
ＧＣＴＴＣＣＴＣＧＣＣＴＴＣＴＣＣＴ３′；１１Ｓ球蛋白基因的上下
游引物分别为５′ＡＣＡＧＴＧＴＧＣＴＧＧＴＧＴＴＧＣＣＴＴＣ３′、
５′ＴＧＧＴＧＴＴＣＡＴＣＣＴＧＧＡＡＣＴＣＧＣ３′；谷蛋白基因的
上下游引物分别为 ５′ＧＣＡＴＧＧＣＡＴＧＧＣＴＣＴＣＡＡ
ＣＴＧＴ３′、５′ＧＣＡＣＣＡＡＧＴＣＣＡＡＣＣＴＣＡＣＣＡＡ３′。以
荞麦Ａｃｔｉｎ基因为内参（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＨＱ３９８８５５．
１），上 下 游 引 物 分 别 为 ５′ＡＣＣＴＴＧＣＴＧＧＡＣ
ＧＴＧＡＣＣＴＴＡＣ３′、５′ＣＣＡＴＣＡＧＧＡＡＧＣＴＣＡＴＡＧＴＴＣ
３′。

　　ｑＲＴＰＣＲ的反应体系和程序按照 ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ，宝生物工程有限
公司，大连）说明书进行，相对表达量用 ２－ΔΔＣｔ计
算［１２］，数据统计和作图使用 Ｏｒｉｇｉｎｌａｂ公司的
Ｏｒｉｇｉｎ８０进行（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｏｒｉｇｉｎｌａｂ．ｃｏｍ／）。

２　结果与分析
２．１　种子蛋白基因的序列分析
２．１．１　１３Ｓ球蛋白基因　核酸序列长１５４８ｂｐ。基
因结构分析（图１）表明，该基因含有４个外显子（分
别为３３４、２８４、５１０、４２０ｂｐ）和 ３个内含子（分别为
１０９、８０、１４３ｂｐ）。编码的蛋白序列全长５１５ａａ，蛋白
的等电点为 ５６９，相对分子质量为 ５８３３０（表 １）。
将其与ＧｅｎＢａｎｋ中荞麦和其他物种中的１３Ｓ球蛋白
构建进化树，结果（图２）表明：１３Ｓ球蛋白与苦荞中
已报道的一个１３Ｓ球蛋白（又名过敏蛋白，ＧｅｎＢａｎｋ
登录号：ＡＢＩ３２１８４１）的亲缘关系最近，仅有６个氨
基酸的不同（相似性 ９８％），推测二者为同一个基
因；荞麦属甜荞和苦荞中 ２０个 １３Ｓ球蛋白聚在一
起，它们的亲缘关系较其他物种中的１３Ｓ球蛋白更
近；甜菜Ｂｅｔａｖｕｌｇａｒｉｓ、胡杨Ｐｏｐｕｌｕｓｅｕｐｈｒａｔｉｃａ和烟草
Ｎｉｃｏｔｉａｎａｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ中的１３Ｓ球蛋白聚为一类。

图中蓝色箭头表示外显子，红色线条表示内含子。

图１　３个种子蛋白基因的结构
Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｔｈｒｅｅｓｅｅｄｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｓ

２．１．２　１１Ｓ球蛋白基因　核酸序列长２７４５ｂｐ。基
因结构分析（图１）表明，该基因含有８个外显子（分
别为９５、１４８、２４９、８５、３９０、２５１、１１９１、３３６ｂｐ）和７个
内含子（分别为７９、１００、５８２、１３２、６１２、１１９、３３７ｂｐ）。
编码的蛋白序列全长９１４ａａ，蛋白的等电点为５８７，
相对分子质量为 １０３３５０（表 １）。将其与 ＧｅｎＢａｎｋ
中其他物种中的１１Ｓ球蛋白构建进化树，结果（图３）
表明：本研究中的１１Ｓ球蛋白与欧洲慈姑 Ｓａｇｉｔｔａｒｉａ
ｓａｇｉｔｔｉｆｏｌｉａ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＣＡＡ７０３３４１）和猕猴桃
Ａｃｔｉｎｉｄｉａｃｈｉｎｅｎｓｉ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＢＢ７７２１３１）中
的１１Ｓ球蛋白亲缘关系最近（相似性４５％）。
２．１．３　谷蛋白基因　核酸序列长１０６８ｂｐ。基因结
构分析（图１）表明，该基因含有３个外显子（分别为
１９６、７２１、１５１ｂｐ）和 ２个内含子（分别为 ６２３、８２
ｂｐ）。编码的蛋白序列全长３５５ａａ，蛋白的等电点为

６４５，相对分子质量为 ３７８９０（表 １）。将其与
ＧｅｎＢａｎｋ中其他物种中的谷蛋白构建进化树（图４），
结果表明：荞麦谷蛋白与甜菜 Ｂｅｔａｖｕｌｇａｒｉｓ中 Ｂ５型
谷蛋白亲缘关系最近 （ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＸＰ＿
０１０６８３７６９１，相似性 ８１％）；荞麦、甜菜和拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｌｙｒａｔａ３个物种中的谷蛋白聚为一类，其
他物种中谷蛋白聚为一类。

表１　３个种子蛋白基因的基本信息统计

Ｔａｂ．１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｓｅｅｄｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｓ

基因
核酸长度

／ｂｐ
蛋白长度

／ａａ
等电点

相对分子

质量

１３Ｓ球蛋白基因 １５４８ ５１５ ５．６９ ５８３３０

１１Ｓ球蛋白基因 ２７４５ ９１４ ５．８７ １０３３５０

谷蛋白基因 １０６８ ３５５ ６．４５ ３７８９０
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图２　１３Ｓ球蛋白基因编码蛋白质的进化关系
Ｆｉｇ．２　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｅｎｃｏｄｅｄｂｙ１３Ｓｇｌｏｂｕｌｉｎｇｅｎｅ

图３　１１Ｓ球蛋白基因编码蛋白质的进化关系
Ｆｉｇ．３　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｅｎｃｏｄｅｄｂｙ１１Ｓｇｌｏｂｕｌｉｎｇｅｎｅ

图４　谷蛋白基因编码蛋白质的进化关系
Ｆｉｇ．４　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｅｎｃｏｄｅｄｂｙｇｌｕｔｅｌｉｎｇｅｎｅ
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２．２　种子蛋白基因启动子序列的分析
２．２．１　１３Ｓ球蛋白基因启动子　１３Ｓ球蛋白基因启
动子区域的顺式作用元件列于表２。１３Ｓ球蛋白基
因的ＡＴＧ上游含有２１个真核生物转录起始所必需
的ＴＡＴＡ框［１３］和５个控制转录频率的 ＣＡＡＴ框［１４］；

在其ＡＴＧ上游１５００ｂｐ内含有５个响应生物和非生
物胁迫的顺式作用元件，即 ４个厌氧响应元件
（ＡＲＥ）［１４］和１个真菌激发元件（ＢｏｘＷ１）［１５］，表明
该基因可能响应低氧环境和受真菌诱导；１３Ｓ球蛋白
基因启动子区含有１０个响应激素的元件，即４个脱

落酸响应元件（３个 ＡＢＲＥ和１个 ＣＥ１）［１３，１６］，４个
茉莉酸甲酯响应元件（２个 ＣＧＴＣＡｍｏｔｉｆ和 ２个
ＴＧＡＣＧｍｏｔｉｆ）［１７］，２个水杨酸响应元件 （ＴＣＡ
ｅｌｅｍｅｎｔ）［１８］，表明该基因可能对脱落酸、茉莉酸甲酯
和水杨酸３类激素有响应；１３Ｓ球蛋白基因启动子区
含有一个 ＭＹＢ转录因子的结合位点（ＭＢＳ）［１９］，表
明ＭＹＢ转录因子可能能够结合在该基因的启动子
区域，诱导它的表达；此外，还含有６个胚乳表达所
需要的顺式作用元件（Ｓｋｎ１＿ｍｏｔｉｆ）［２０］，表明该基因
可能在胚乳中优势表达。

表２　１３Ｓ球蛋白基因和１１Ｓ球蛋白基因的启动子分析

Ｔａｂ．２　Ｐｒｏｍｏｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ１３Ｓｇｌｏｂｕｌｉｎｇｅｎｅａｎｄ１１Ｓｇｌｏｂｕｌｉｎｇｅｎｅ

基因 顺式作用元件 数量 序列 功能　　　　　　
１３Ｓ球蛋白基因 ＴＡＴＡｂｏｘ ２１ ＴＡＴＡＡＡ 转录起始必需元件［１３］

ＣＡＡＴｂｏｘ ５ ＣＡＡＴ 转录增强元件［１４］

ＡＲＥ ４ ＴＧＧＴＴＴ 厌氧诱导元件［１４］

ＢｏｘＷ１ １ ＴＴＧＡＣＣ 响应真菌诱导［１５］

ＡＢＲＥ ３ ＴＡＣＧＴＧ 响应脱落酸［１３］

ＣＥ１ １ ＴＧＣＣＡＣＣＧＧ 响应脱落酸［１６］

ＣＧＴＣＡｍｏｔｉｆ ２ ＣＧＴＣＡ 响应茉莉酸甲酯［１７］

ＴＧＡＣＧｍｏｔｉｆ ２ ＴＧＡＣＧ 响应茉莉酸甲酯［１７］

ＴＣＡｅｌｅｍｅｎｔ ２ ＧＡＧＡＡＧＡＡＴＡ 响应水杨酸［１８］

ＭＢＳ １ ＣＧＧＴＣＡ ＭＹＢ结合位点［１９］

Ｓｋｎ１＿ｍｏｔｉｆ ６ ＧＴＣＡＴ 胚乳表达调控元件［２０］

１１Ｓ球蛋白基因 ＴＡＴＡｂｏｘ ２ ＴＡＴＡＡ 转录起始必需元件［１３］

ＣＡＡＴｂｏｘ ８ ＣＣＡＡＴ 转录增强元件［１４］

ＷＵＮｍｏｔｉｆ １ ＴＣＡＴＴＡＣＧＡＡ 伤害响应元件［１８］

ＨＳＥ １ ＣＮＮＧＡＡＮＮＴＴＣＮＮＧ 高温响应元件［２１］

ＬＴＲ ２ ＣＣＧＡＡＡ 低温响应元件［２２］

ＴＣｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ １ ＡＴＴＴＴＣＴＴＣＡ 响应防御和胁迫［２３］

ＡＢＲＥ １ ＴＡＣＧＴＧ 响应脱落酸［１３］

ＣＧＴＣＡｍｏｔｉｆ １ ＣＧＴＣＡ 响应茉莉酸甲酯［１７］

ＴＧＡＣＧｍｏｔｉｆ １ ＴＧＡＣＧ 响应茉莉酸甲酯［１７］

ＴＣＡｅｌｅｍｅｎｔ ２ ＧＡＧＡＡＧＡＡＴＡ 响应水杨酸［１８］

ＴＧＡｅｌｅｍｅｎｔ ２ ＡＡＣＧＡＣ 响应生长素［１８］

Ｓｋｎ１＿ｍｏｔｉｆ ３ ＧＴＣＡＴ 胚乳表达调控元件［２０］

２．２．２　１１Ｓ球蛋白基因启动子　１１Ｓ球蛋白基因启
动子区域的顺式作用元件列于表２。１１Ｓ球蛋白基
因的ＡＴＧ上游含有２个真核生物转录起始所必需的
ＴＡＴＡ框［１３］和８个控制转录频率的 ＣＡＡＴ框［１４］；在

其ＡＴＧ上游１５００ｂｐ内含有５个响应非生物胁迫的
顺式作用元件，即 １个伤害响应元件 （ＷＵＮ
ｍｏｔｉｆ）［１８］、１个热胁迫响应元件（ＨＳＥ）［２１］、２个低温

响应元件（ＬＴＲ）［２２］和１个防御和胁迫响应元件（ＴＣ

ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ）［２３］，表明该基因可能对伤害、高温、低温

等非生物胁迫有响应；１１Ｓ球蛋白基因启动子区含有
７个响应激素的元件，即 １个脱落酸响应元件
（ＡＢＲＥ）［１３］、２个茉莉酸甲酯响应元件（１个ＣＧＴＣＡ

ｍｏｔｉｆ和１个 ＴＧＡＣＧｍｏｔｉｆ）［１７］、２个水杨酸响应元件

（ＴＣＡｅｌｅｍｅｎｔ）［１８］和 ２个生长素响应元件（ＴＧＡ

ｅｌｅｍｅｎｔ）［１８］，表明该基因可能对脱落酸、茉莉酸甲
酯、水杨酸和生长素４类激素有响应；此外，还含有３
个胚乳表达所需要的顺式作用元件 （Ｓｋｎ１＿
ｍｏｔｉｆ）［２０］，表明该基因可能在胚乳中表达。
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２．２．３　谷蛋白基因启动子　谷蛋白基因启动子区
域的顺式作用元件列于表３。谷蛋白基因的 ＡＴＧ上
游含有 ３８个真核生物转录起始所必需的 ＴＡＴＡ
框［１３］和１０个控制转录频率的 ＣＡＡＴ框［１４］；在其

ＡＴＧ上游１５００ｂｐ内含有３个响应非生物胁迫的顺
式作用元件，即１个热胁迫响应元件 ＨＳＥ［２１］和２个
防御和胁迫响应元件（ＴＣｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ）［２３］，表明该基
因可能对高温等非生物学胁迫有响应；１１Ｓ球蛋白基
因启动子区含有８个响应激素的元件，即２个脱落
酸响应元件（ＡＢＲＥ）［１３］、２个茉莉酸甲酯响应元件
（１个ＣＧＴＣＡｍｏｔｉｆ和１个 ＴＧＡＣＧｍｏｔｉｆ）［１７］、２个乙

烯响应元件（ＥＲＥ）［２４］和 １个赤霉素响应元件
（ＧＡＲＥｍｏｔｉｆ）［１８］，１个水杨酸响应元件 （ＴＣＡ
ｅｌｅｍｅｎｔ）［１８］，表明该基因可能对脱落酸、茉莉酸甲
酯、乙烯、赤霉素和水杨酸等５类激素有响应；谷蛋
白基因启动子区含有１个参与黄酮合成的 ＭＹＢ转
录因子结合位点（ＭＢＳＩＩ）［２５］，表明这一类的 ＭＹＢ转
录因子可能能够结合到该基因启动子区域，诱导它

表达。此外，还含有２个胚乳表达所需的顺式作用
元件（１个Ｓｋｎ１＿ｍｏｔｉｆ和１个ＧＣＮ４＿ｍｏｔｉｆ）［２０，２６］，表
明该基因可能在胚乳中表达。

表３　谷蛋白基因的启动子分析

Ｔａｂ．３　Ｐｒｏｍｏｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｇｌｕｔｅｌｉｎｇｅｎｅ

顺式作用元件 数量 序列 　　功能

ＴＡＴＡｂｏｘ ３８ ＴＡＴＡＡ 转录起始必需元件［１３］

ＣＡＡＴｂｏｘ １０ ＣＡＡＡＴ 转录增强元件［１４］

ＴＣｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ ２ ＡＴＴＴＴＣＴＣＣＡ 响应防御和胁迫［２３］

ＨＳＥ １ ＡＡＡＡＡＡＴＴＴＣ 高温响应元件［２１］

ＡＢＲＥ ２ ＧＡＣＡＣＧＴＧＧＣ 响应脱落酸［１３］

ＣＧＴＣＡｍｏｔｉｆ １ ＣＧＴＣＡ 响应茉莉酸甲酯［１７］

ＴＧＡＣＧｍｏｔｉｆ １ ＴＧＡＣＧ 响应茉莉酸甲酯［１７］

ＥＲＥ ２ ＡＴＴＴＣＡＡＡ 响应乙烯［２４］

ＧＡＲＥｍｏｔｉｆ １ ＴＣＴＧＴＴＧ 响应赤霉素［１８］

ＴＣＡｅｌｅｍｅｎｔ １ ＣＣＡＴＣＴＴＴＴＴ 响应水杨酸［１８］

ＭＢＳＩＩ １ ＡＡＡＡＧＴＴＡＧＴＴＡ 参与黄酮合成的ＭＹＢ结合位点［２５］

ＧＣＮ４＿ｍｏｔｉｆ １ ＴＧＴＧＴＣＡ 胚乳表达调控元件［２６］

Ｓｋｎ１＿ｍｏｔｉｆ １ ＧＴＣＡＴ 胚乳表达调控元件［２０］

２．３　种子蛋白基因在荞麦种子发育过程中的表达
３个种子蛋白基因在甜荞、苦荞和金荞种子不同

发育时期的表达情况如图５所示：１）１３Ｓ球蛋白基
因在苦荞中的表达量最高，在金荞中次之，在甜荞中

最低；在甜荞种子发育过程中，该基因的表达没有明

显的变化，表明该基因在这一过程不起主要作用；在

苦荞种子发育过程中，该基因在灌浆前期表达量较

低，然后逐渐升高，到灌浆中期表达量最高，随后逐

渐降低，表现出低－高－次高的规律；在金荞种子发
育过程中，该基因的表达随着种子灌浆过程逐渐升

　 表示相同时间与甜荞种子相比，差异达到极显著水平（Ｐ＜００１，Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法）。

图５　种子蛋白基因在荞麦种子发育过程中的表达
Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｔｈｒｅｅｓｅｅｄｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｓｅｅｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
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高，表现出递增的规律（图５Ａ）。２）１１Ｓ球蛋白基因
在苦荞中表达量最高，在甜荞中次之，在金荞中最

低；在甜荞种子发育过程中，该基因在灌浆前期和中

期无明显表达，在灌浆末期大量表达，表现出低 －低
－高的规律；在苦荞种子发育过程中，该基因在灌浆
前期低丰度表达，然后逐渐升高，到灌浆中期表达量

最高，随后逐渐降低，表现出低 －高 －次高的规律；
在金荞种子发育过程中，该基因的表达没有明显的

变化，表明该基因在这一过程中不起主要作用

（图５Ｂ）。３）谷蛋白基因在甜荞中的表达量最高，在
苦荞中次之，在金荞中最低；在甜荞种子发育过程

中，该基因在灌浆前期有一定的表达，随灌浆进程表

达量逐渐升高，在灌浆中期最高，随后快速下降，在

灌浆末期表达量最低，表现出中 －高 －低的规律；在
苦荞种子发育过程中，该基因的表达与在甜荞种子

发育过程中一致，也表现出中 －高 －低的规律；在金
荞种子发育过程中，该基因在灌浆前期的表达量最

高，随后逐渐降低，表现出递减的规律（图５Ｃ）。

３　讨论与结论
蛋白质是荞麦种子中的重要营养物质之一，按

照蛋白溶解度的不同，荞麦中种子蛋白的成分可以

分为清蛋白、球蛋白、醇溶蛋白和谷蛋白４类。目前
荞麦中球蛋白的编码基因已经鉴定了 １９个，均为
１３Ｓ球蛋白基因（１８个来自甜荞、１个来自苦
荞）［１０，２７］。本研究获得的球蛋白基因与苦荞中已报

道 的 一 个 球 蛋 白 基 因 （ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：
ＡＢＩ３２１８４１）十分相似，在氨基酸水平上仅有６个氨
基酸的不同，推测二者为同一个基因；将ＡＢＩ３２１８４１
在细菌中表达，重组蛋白的大小为 ６５４００，通过
ＥＸＰＡＳＹ对本研究中获得的１３Ｓ球蛋白进行预测，其
相对分子质量为 ５８３３０，二者差异较小，说明通过
ＥＸＰＡＳＹ预测的蛋白相对分子质量比较可靠，具有
一定的参考价值［２７］。荞麦中１１Ｓ球蛋白、清蛋白、醇
溶蛋白和谷蛋白的编码基因目前鲜见报道，本研究

获得了１个１１Ｓ球蛋白和１个谷蛋白的基因序列，这
为后续进一步研究基因功能奠定了基础。

通过对３个种子蛋白基因上游启动子序列的分
析，挖掘了许多响应胁迫和激素及胚乳表达所必需

的顺式作用元件。植物的生长发育除了遗传调控

外，还会受到环境的干扰，恶劣环境会对植物的生长

发育产生不良影响，如高温、冻害、损伤、缺氧、病原

菌侵染等［２８］。植物为了避免环境因素导致的不良影

响，会诱导相关基因的大量表达，来抵制或消除这些

不良环境造成的弊端，维持植物正常的生长发育［２９］。

３个种子蛋白基因的启动子区域都有响应胁迫的顺
式作用元件，表明这３个基因可能在荞麦种子灌浆
过程中参与到对各种胁迫的响应中，从而维持种子

正常的生长发育过程。植物激素的作用主要有 ２
个：一个是响应植物的逆境胁迫；另一个是植物某一

生长发育过程所必需［３０］。茉莉酸甲酯主要参与植物

的抗逆和衰老过程，水杨酸主要参与植物的抗逆过

程，脱落酸主要参与植物的干旱胁迫和种子萌发过

程，生长素主要促进植物的生长发育，乙烯促进植物

的衰老和成熟，赤霉素则促进植物的生长发育及开

花过程［３１］。在本研究３个种子蛋白基因的启动子中
发现了这几类激素的响应元件，表明这些基因可能

是这些激素作用的下游信号途径中的一员，与荞麦

种子发育过程中对逆境的响应、营养物质的积累和

种子成熟有关。水稻种子中的蛋白质主要积累在胚

乳外周区域［３２］，本研究的３个种子蛋白基因的启动
子区域都含有胚乳表达所需的顺式作用元件（Ｓｋｎ１
＿ｍｏｔｉｆ和ＧＣＮ４＿ｍｏｔｉｆ），这表明荞麦种子中蛋白质的
积累部位可能和水稻相似，也在胚乳中。

在甜荞、苦荞和金荞种子发育过程中，这３个基
因表达较高的时期均集中在灌浆中期，说明灌浆中

期是种子蛋白积累的关键时期，这一发现与水稻中

的结论一致［３２］。３个基因在不同材料中的表达水平
不一致，１３Ｓ球蛋白基因在苦荞和金荞中表达量较
高，１１Ｓ球蛋白基因在甜荞和苦荞中表达量较高，谷
蛋白基因则在３个材料中均有较高水平的表达，这
说明不同材料中相关蛋白的编码基因并不是一致

的，这些基因可能存在一定的冗余，当一个编码基因

不表达时，则由其同源基因来代替它完成功能，从而

完成种子的发育过程。
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