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苦荞FtFLS1基因的功能和遗传多样性分析
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摘要： 前期苦荞转录组分析显示了一个介导黄酮类物质合成相关的黄酮合成酶基因FtFLS1。为进一步了解FtFLS1基因

的结构、功能和基因多样性，本研究通过同源比对和保守序列分析筛选得到苦荞FLS基因家族共104个成员，其根据同源性和

结构域分为10个亚族，FtFLS1属于DF8亚族。同时，启动子分析结果显示上游1500 bp启动子序列中有2个MeJA响应元件，

据此，本研究分析了FtFLS1在苦荞不同器官中的表达量差异及其在MeJA不同处理时间下苦荞中的表达量差异，结果显示，

FtFLS1在茎和叶中的表达相近且均要明显高于其在根中的表达，同时FtFLS1在苦荞中的表达也随着MeJA处理时间的增加

而显著提高。为进一步验证FtFLS1的功能，本研究克隆了FtFLS1的CDS序列，以此构建FtFLS1的过表达苦荞毛状根株系并

检测了它们的黄酮类物质含量，结果显示，相对于正常诱导的苦荞毛状根，FtFLS1的过表达毛状根明显积累了3类黄酮合成酶

的下游产物：山奈酚、槲皮素和芦丁，而黄酮合成酶的底物二氢山奈酚和二氢槲皮素的含量明显降低。此外，本研究还分析了

200份不同群体苦荞中FtFLS1基因的多样性，结果显示：北方群体、南方群体和喜马拉雅野生群体均拥有明显不同的FtFLS1

基因型分布，其中北方群体和南方群体呈现明显的分化，研究结果为探索FtFLS1介导的黄酮类物质合成以及了解荞麦驯化过

程提供了思路和参考。
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Abstract：The transcriptome analysis of tartary buckwheat identified a flavonol synthase gene FtFLS1. In 

order to further understand its structure， function and diversity in tartary buckwheat genome， we identified 104 

members of FLS gene family with 10 subgroups， in which FtFLS1 was found in DF8 subgroup. Promoter 

analysis revealed two MeJA response elements at the upstream of 1500 bp sequence. We analyzed the expression 

of FtFLS1 in different organs and its response to MeJA treatments. The transcriptional level of FtFLS1 in stems 

and leaves was comparable but higher in roots. Expression of FtFLS1 also increased significantly with the 

treatment of MeJA. We subsequently cloned the CDS sequence of FtFLS1， and then generated FtFLS1 over-

expressed hairy root lines of tartary buckwheat and detected their flavonoid content. Over-expression 
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transformants over accumulated the downstream products of FLS， which including kaempferol， quercetin and 

rutin， while the contents of dihydrokaempferol and dihydroquercetin， the substrates of brass synthetase， 

decreased significantly. Furthermore， we analyzed the diversity of FtFLS1 gene in different populations of tartary 

buckwheat， and found that Northern landraces， Southwestern landraces and Himalayan wild accessions present 

obvious differentiation. The results are helpful for understanding the FtFLS1-mediated synthesis of flavonoids 

and the domestication process of buckwheat.

Key words： tartary buckwheat；flavonol synthase；gene family；hairy root；gene diversity

荞麦属于蓼科（Polygonaceae）荞麦属（Fagopyrum）

植物，其栽培种主要包括苦荞（Fagopyrum tataricum

（L.）Gaertn.）和甜荞（Fagopyrum esculentum Moench）［1］。

由于荞麦生育周期短，具有良好的抗逆性以及营养

物质丰富的特性，目前在全世界地区广泛种植。苦

荞中的黄酮类物质含量远远高于甜荞［2］，近年来，市

面上荞麦粗加工产品以荞麦米和荞麦粉为主。研

究表明，荞麦中丰富的黄酮类物质，尤其是黄酮醇，

具有降血脂、降血糖、抗衰老等功效，因此广泛应用

于食品保健等行业，苦荞中黄酮醇的合成和功能备

受关注［3］。

类黄酮代谢途径属于苯丙烷类代谢途径，它的

一个重要分支便是黄酮醇代谢途径，其中黄酮合成

酶（FLS，flavonol synthase）是黄酮醇代谢途径的重

要节点［4］。FLS属于FeⅡ/2-酮戊二酸盐依赖性双加

氧酶家族，它包含两个高度保守的蛋白结构域

DIOX_N（pfam：PF14226）和 2OG-FeⅡ_Oxy（pfam：

PF03171），分别位于其CDS序列的N端和C端［5-6］。

FLS 的底物是二氢山奈酚和二氢槲皮素，它们在

FLS 的催化下发生去饱和反应形成山奈酚和槲皮

素，这两者也是大部分类黄酮物质的前体，在下游

不同酶的催化下山奈酚和槲皮素的羟基被加上不

同的基团形成各类黄酮醇物质 ［7-10］。FLS 催化的

酶活反应在黄酮醇合成通路中十分关键。FLS酶

活性最初在 1984 年报道于辐射处理过的欧芹

（Petroselinum hortense）悬浮细胞［11］，随后，在红蓝

花（Carthamus tinctorius L.）［12］、紫山药（Dioscorea 

alata L.）［13］、金荞麦（Fagopyum dibotrys）［14］等植物

中不断有报道相继验证了 FLS 酶在不同物种中的

活性，并探究其功能和影响因素，但鲜有对苦荞FLS

基因的研究报道。此外，有研究指出，脱落酸

（ABA）及茉莉酸甲酯（MeJA）等植物激素可以通过

调控FLS参与的黄酮醇合成通路影响植物体内芦丁

等黄酮醇物质的合成和积累［15］。

以芦丁为代表的黄酮醇是评价苦荞黄酮类物

质含量的主要成员，其含量的高低直接决定苦荞品

质的优劣［16］，因此，提高芦丁物质的合成和积累

是苦荞分子育种的主要方向之一。本研究依据中

国农业科学院作物科学研究所荞麦基因资源创新

研究组 200 份苦荞种质资源的测序数据结果［17］，

筛 选 了 1 个 苦 荞 黄 酮 合 成 酶 基 因 并 命 名 为

FtFLS1，对其进行遗传分析、功能预测和生物多样

性分析，初步探讨了 FtFLS1 的生物学功能和群体

分化规律。

1　材料与方法

1.1　苦荞FtFLS1的生物信息学分析

苦荞FLS基因家族的筛选：在 tair网站（https：//

www. arabidopsis. org/servlets/Search？ type=

general&action=new_search）上搜索 FLS，得到 7 个

拟南芥 AtFLS 家族基因。用 Tbtools 软件将 7 个

AtFLS蛋白序列在苦荞全CDS序列中进行比对筛选

得到 138 个 AtFLS 相似的苦荞基因 ID（参数：

NumofThreads：2，E-value：1e-5）。根据 138 个苦荞

基因 ID，用 Tbtools 软件提取蛋白序列，用 MEME

网 站（https：//meme-suite. org/meme/tools/meme，参

数 number of motifs：10）进行保守基序（motif）分

析，去除差异较大的序列 ID，筛选得到 106 个苦荞

序列 ID。再在 Smart 网站（https：//smart.embl.de/#）

中上传 106 个苦荞蛋白序列，结合 Pfam 网站

（http：//pfam-legacy. xfam. org/）进 行 蛋 白 结 构 域

（domain）分析，去除蛋白结构域差异较大的序列，

筛选得到 104 个苦荞序列 ID 为最终的苦荞 FLS 基

因家族序列 ID。

基因家族的系统发育和结构分析：将提取得到

的苦荞FLS基因家族成员的蛋白序列，与拟南芥的

7个AtFLS蛋白序列一起用MEGA-X软件进行聚类

分 析 绘 制 进 化 树（Neighbor-joining；boostrap 

method with 1000 Replications），iTOL 网站（https：//

itol.embl.de/）美化进化树。根据蛋白序列对苦荞

FLS 基因家族进行 motif 分析和 domain 分析，具体

步骤和参数同上，同时用Tbtools提取苦荞FLS基因
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家族的上游 1500 bp 序列作为启动子序列，将其上

传至Plant Care网站（http：//bioinformatics.psb.ugent.

be/webtools/plantcare/html）分析其启动子元件。最

后，将得到的进化树文件、motif文件、domain文件和

启动子分析文件一起用Tbtools软件可视化，得到基

因家族系统分析进化树和结构分析图。

1.2　苦荞材料的种植

本研究采用的苦荞品种为由中国农业科学院

作物科学研究所荞麦基因资源创新研究组提供的

品苦 1号。实验室种植条件：品苦 1号种子剥去外

壳，用10%次氯酸钠溶液浸泡7 min，再用75%的乙

醇溶液浸泡 5 min，无菌水洗 5~6次，将洗干净的种

子放在灭菌滤纸上吸干水分后整齐摆放在MS培养

瓶中，于光周期 16 h/8 h、温度 25 ℃、湿度 75%的组

培间培养。

1.3　苦荞RNA提取及cDNA合成

选取长势良好的14 d左右的苦荞幼苗100 mg，

液氮速冻后使用打样机破碎。采用Trizol法提取总

RNA，并以此 RNA 为模板，使用 HiScript® III 1st 

Strand cDNA Synthesis Kit （+gDNA wiper）试剂盒

（南京诺唯赞生物科技有限公司）进行反转录合成

cDNA。

1.4　FtFLS1基因的克隆及序列分析

FtFLS1 是由中国农业科学院作物科学研究所

荞麦基因资源创新研究组提供的茉莉酸甲酯

（MeJA）处理的苦荞转录组数据，通过基因表达量变

化筛选得到［17］，根据基因的ORF区设计特异性引物

（表1），以苦荞 cDNA为模板进行PCR扩增，获得目

标基因的CDS序列。将PCR产物纯化回收，连接至

Zero TOPO-Blunt Simple平末端克隆载体上并转化

至DH5α大肠杆菌感受态中，测序获得带有FtFLS1 

CDS全长的中间载体，命名为T-FtFLS1。

1.5　FtFLS1基因的差异表达分析

荧光定量 PCR 的设计与步骤：以 FtH3 作为荧

光定量 PCR 的内参基因，采用 2-ΔΔCT法计算基因的

相对表达量，根据FtH3和FtFLS1的CDS序列设计

特异性 qPCR引物FtH3-qPCR-F/R和FtFLS1-qPCR-

F/R（表1）。

基因表达的组织特异性分析：取新鲜的品苦 1

号嫩苗（12 d）的不同部位（根、茎、叶），依次用天根

RNA Easy Fast 植物组织 RNA 快速提取试剂盒

（DP452）和诺唯赞 cDNA 反转试剂盒（HiScriptⅢ 

All-in-one RT SuperMix Perfect for qPCR）提取RNA

并反转录为 cDNA，3次生物学重复，于ABI 7500实

时荧光定量PCR仪上检测基因表达量，测定结果以

根为对照进行数据分析作图。荧光定量PCR条件：

使用诺唯赞 qPCR 试剂盒（Taq Pro Universal SYBR 

qPCR Master Mix）；反应体系为 10 μL：2× Taq Pro 

Universal SYBR qPCR Master Mix 5.0 μL，qPCR 正

向、反向引物各0.2 μL（10 μmol/L），模板cDNA 0.5 μL，

ddH2O 4.1 μL。

MeJA 处理的表达差异性分析：无菌培养的品

表1　引物序列汇总

Table 1　Summary of primer sequence

引物名称

Primer name

T-FtFLS1-F

T-FtFLS1-R

FtFLS1-qPCR-F

FtFLS1-qPCR-R

FtH3-qPCR-F

FtH3-qPCR-R

1307-FtFLS1-F

1307-FtFLS1-R

TLF

1307-R

引物序列（5' -3'）

Primer sequence （5' -3'）

ATGGAGGTTGAAAGAGTTCAA

CTACTGTGGGAGCTTGTTAAT

TATCCACCATGCCCACAACC

CAGCACCTCAATCTGATCTCCA

GAAATTCGCAAGTACCAGAAGAG

CCAACAAGGTATGCCTCAGC

gtatctagaactagtggatccATGGAGGTTGAAAGAGTTCAA

gtcgacggtatcgataagcttCTGTGGGAGCTTGTTAATCTT

ctcaagcaatcaagcattctac

tatctgggaactactcacacatta

用途

Function

基因克隆

qRT-PCR

qRT-PCR内参基因

构建过表达载体

p1307通用引物

大写字母为基因序列，小写字母为载体序列

Uppercase letters are gene sequences and lowercase letters are vector sequences
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苦 1号幼苗生长至真叶期，取 3株长势一致的无菌

苗放入MS液体培养基中，室温120 r/min摇床上培养

1 d。用MeJA（50 μmol/L）处理0 h、1 h、4 h和12 h［18］

（对照组使用相同浓度和体积的二甲基亚砜

（DMSO）同时间处理），提取 RNA，反转录 cDNA，

以 FtH3 为内参基因进行荧光定量 PCR，3 次生物

学重复，于 ABI 7500 实时荧光定量 PCR 仪上检测

基因表达量。反应体系同基因表达的组织特异性

分析，最后以内参基因的 CT 值为第一次 Δt，对照

组 FtFLS1 的 CT 值为第二次 Δt 计算 FtFLS1 的相

对表达量。

1.6　过表达载体构建和农杆菌介导的苦荞毛状根

遗传转化

1.6.1　过表达载体的构建　以 pCAMBIA1307-myc

作为过表达载体，选取 BamHI 和 HindIII 酶切位点

进行酶切；设计含有相同酶切位点同源臂的引物，

以T-FtFLS质粒为模板扩增，随后经过胶回收和同

源重组，得到含有酶切黏性末端的 FtFLS 序列片

段，同源重组连接线性化载体和目的片段，转化大

肠杆菌并测序后得到过表达载体，命名为 1307-

FtFLS1。

1.6.2　苦荞毛状根的转化和遗传鉴定　将 1307-

FtFLS1载体转化至发根农杆菌A4中，农杆菌侵染

毛状根以及转基因毛状根的鉴定参考康珍等［19］的

方法。鉴定引物为 TLF 和 1307-FtFLS1-R，为避免

扩增荞麦基因组中已有的FtFLS1序列，这对引物的

扩增片段包括1307载体序列和FtFLS1基因序列。

1.6.3　过表达毛状根黄酮成分及总黄酮含量的测

定　将阳性毛状根和对照置于 MS 液体培养基中

两周左右，待长出足够的量后取出毛状根，放置

70 ℃烘箱过夜烘干，用研钵研磨粉碎，放入玻璃试

管中，以 1 g：25 mL 的料液比混合粉末和 80%甲

醇，总黄酮提取条件为 50 ℃超声破碎 40 min，超声

频率为 40 KHz。静置 10 min 后吸取上清 2 mL，

0.22 μm有机滤膜过滤，使用LC-QQQ液相色谱-三

重四级杆质谱联用仪（Aglient1290-6495）测定黄酮

类物质含量。色谱条件：固定相为硅胶填料的

Agilent SB-C18 色谱柱（2.7 μm， 2.1 mm×75 mm），

流动相 A 相为含有 0.1%甲酸的超纯水，B 相为含

有 0.1%甲酸的乙腈；洗脱梯度为：0 min B 相比例

为 5%，9 min 内 B 相比例线性增加到 95%，并维持

1 min，10~11 min 时 B 相比例降为 5%，并以 5%平

衡至 14 min；流速为 0.35 mL/min，柱温为 40℃，进

样量为 2 μL。质谱条件：采用电喷雾离子化（ESI）

方式，载气：氮气（N2）；载气温度：300℃；干燥气体

流速：8.0 L/min；雾化器压力：35 psi；毛细管电压：

3.5 kV；毛细管出口电压：175 V；锥孔电压：65 V；碰

撞能量：10 ~50 V；质荷比：50~1000。

1.6.4　FtFLS1基因在苦荞中的多样性分析　通过

分析前期重测序工作所建立的数据库［17］，选择 200

份 2019 年凉山收取的材料对苦荞 FtFLS1 基因进

行简单单核苷酸多态性分析，其由 14 份喜马拉雅

野生群体、106 份北方栽培群体和 80 份南方栽培

群体组成。简单单核苷酸多态性分析步骤：用

Linux 系统调用 Candihap 软件进而从数据库中提

取 FtFLS1 基因型数据，再用 Excel、Office 进行分

析作图。

2　结果与分析

2.1　FtFLS1的基因家族和序列分析

根据MeJA处理的苦荞转录组数据，通过基因

表达量变化［17］，筛选得到了 1个受到显著诱导的黄

酮合成酶基因家族成员，并将其命名为FtFLS1。为

了解其基因家族类型和基因结构，从苦荞基因组中

初步筛选了 104个FLS基因家族成员（图 1）。相对

于拟南芥FLS基因家族的 7个成员，苦荞FLS基因

的家族成员高达 104个，均包含在黄酮合成酶中分

别位于 N 端和 C 端的高度保守的蛋白结构域序列

DIOX_N和 2OG-FeⅡ_Oxy，DIOX_N包括保守基序

motif 8、motif 3和motif 10，其中motif 3为核心保守

基序；2OG-FeⅡ_Oxy包括保守基序motif 2、motif 5、

motif 9 、motif 1和motif 4，其中motif 1为核心保守

基序（图 2）。根据保守基序的位置、数量和种类的

不同，结合系统发育分析，将苦荞FLS基因家族初步

聚类为 10 个亚家族，其中 FtFLS1 属于 DF8 亚家族

（图1，图2）。

在所有苦荞FLS家族成员中仅有DF8亚家族在

系统发育分析结果中与两个拟南芥 FLS 基因

（AT5G63595.1 和 AT5G43935.1）聚为一支，说明

DF8亚家族与拟南芥进化关系最近，同源性最高（图

1）。而在DF8亚家族中，FtFLS1的两个蛋白结构域

DIOX 和 2OC-Fell 高度保守，均含有所有对应的保

守基序的同时，FtFLS1相对于其他 3个DF8亚家族

成员基因序列长度最短，为 1424 bp，仅有 1个内含

子，其中 CDS 序列长度为 996 bp，占基因总长度的

69.96%。
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提取FtFLS1上游 1500 bp的序列，分析其顺式

作用元件的类型，去除常见的启动子元件（TATA-

Box）、增强子元件（CAAT-Box）及少数功能描述模

糊的元件进行作图。结果如图 3 和表 2，FtFLS1 启

动子序列包含了 6个环境相关的元件（光调控相关

元件3个、厌氧调控元件2个、低温响应元件1个），4

个激素响应元件（生长素响应元件 1个、MeJA响应

元件2个、ABA响应元件1个），2个参与胚乳发育的

顺式作用元件，1个参与防御和应激的调控元件以

及 1个MYBHv1结合位点。由此得出，MeJA（茉莉

酸甲酯）响应调控元件是FtFLS1 1500 bp启动子序

列中最多的激素响应元件，且茉莉酸是常见的调控

黄酮合成通路的激素［15］。

2.2　FtFLS1基因的表达特性分析

2.2.1　FtFLS1基因的组织特异性表达　FtFLS1基

因在不同的组织中表达量有显著差异，表现出明显

的组织特异性。FtFLS1在根中的表达量最低，在茎

中的表达量最高且为根中的5.58倍，而叶中的表达

量与茎中接近，约为根中的 5.28倍（图 4）。FtFLS1

在茎和叶的特异性表达很有可能与荞麦在茎和叶

中大量积累黄酮物质的现象关系密切。

2.2.2　激素诱导转录组中 FtFLS1 基因的表达分

析　对真叶期的苦荞幼苗进行茉莉酸甲酯（MeJA）

（50 μmol/L）诱导，以DMSO处理相同时间的真叶期

苦荞幼苗为对照。与启动子分析结果以及转录组

分析结果一致的是，随着处理时间的增加FtFLS1基

因的表达量呈现显著增长的趋势，在MeJA处理1 h

时，FtFLS1基因表达量无明显变化，处理 4 h时，基

因表达量显著提高，为 0 h的 4.5倍，处理 12 h时基

因表达量约为0 h的9倍（图5）。

2.3　FtFLS1过表达毛状根中黄酮含量检测

在苦荞FtFLS1过表达毛状根株系的构建中（图

6A），通过DNA鉴定得到了 4个过表达毛状根株系

（图 6B）。用无载体A4菌浸染的毛状根作为对照，

对 4 个 FtFLS1 过表达毛状根株系进行黄酮类物质

检测。结果显示，过表达毛状根中山奈酚和槲皮素

的含量显著升高，二氢山奈酚和二氢槲皮素的含量

明显降低。二氢槲皮素含量由 9.97 μg/g 降低到

图1　苦荞中FLS基因家族的系统发育分析

Fig.1　Phylogenetic analysis of FLS gene family in F. tataricum
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A：苦荞FLS基因家族的系统发育树和 ID，不同亚群分类同图1；B：基因的保守基序（上）和蛋白保守结构域（下）分析；C：基因结构分析；

红色标注为FtFLS1

A： Phylogenetic tree and ID of FLS gene family in Tartary buckwheat， and the classification of different subgroups was the same as Fig.1； 

B： Analysis of conserved motifs （top） and conserved domains of proteins （bottom）； C： Analysis of gene structure； FtFLS1 with red spot

图2　苦荞FLS家族的基因结构分析

Fig.2　Genetic structure analysis of tartary buckwheat FLS family

图3　FtFLS1启动子结构

Fig.3　The structure of FtFLS1 promoter
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3.16 μg/g，而槲皮素则由11.37 μg/g提高至40.74 μg/g；

二氢山奈酚含量由 8.38 μg/g降低为 1.85 μg/g，而山

奈酚的含量则由 0.54 μg/g提高至 3.57 μg/g（图 7B、

C）。与对照组芦丁含量相比，过表达株系毛状根中

含量提高至616 μg/g（图7D）。初步判定，在FtFLS1

过表达毛状根中，过量的FtFLS1酶能够加速下游黄

酮合成途径的进行，通过氧化去氢促进如槲皮素、山

奈酚和芦丁等黄酮合成途径下游产物的积累。

2.4　FtFLS1基因的多样性分析

为了探究FtFLS1在不同苦荞群体的基因型分

布，利用前期对 200份苦荞种质资源的简单单核苷

酸多态性分析的数据［17］，提取了 FtFLS1 的相关数

据进行基因多样性分析。在对苦荞材料的分析期

间，仅在基因组位置 8265553 上得到 1 个与 FtFLS1

相关的 SNP 位点，位于 FtFLS1 起始密码子上游

879 bp 处（图 8 A）。在此 SNP 位点上，200 份苦荞

种质材料共有 3种基因型，分别为： Hap1（G/G）130

个、Hap2（G/A） 54 个、Hap3（A/A） 16 个，每个基因

型在 3种群体中均有分布（表 3）。通过对这 200份

种质资源 3种基因型的黄酮含量做差异性分析［17］，

发现 Hap1 的黄酮含量均要明显高于 Hap2 和

Hap3，而 Hap2 和 Hap3 的黄酮含量基本一致（图

8B）。初步推断 Hap1 为高黄酮基因型，其包含的

种质资源最多，为 130 份，由 9 份喜马拉雅野生群

体、81 份北方栽培群体和 40 份南方栽培群体组

成（表3）。

表 2　FtFLS1基因启动子序列中的顺式作用元件

Table 2　Cis-elements in FtFLS1 gene promoter sequence

位点名称

Site name

GT1-motif

CCAAT-box

ARE

TGA-element

LTR

Box 4

TGACG-motif

ABRE

GCN4-motif

CGTCA-motif

TC-rich repeats

序列

Sequence

GGTTAA

CAACGG

AAACCA

AACGAC

CCGAAA

ATTAAT

TGACG

CGTACGTGCA

TGAGTCA

CGTCA

ATTCTCTAAC

元件数量

Quantity of element

1

1

2

1

1

2

1

1

2

1

1

位点功能

Function of site

光调控元件

MYBHv1结合位点

厌氧调控元件

生长素响应元件

参与低温响应调控元件

光响应元件的DNA分子结合区域

MeJA响应调控元件

ABA响应调控元件

参与胚乳发育的顺式作用元件

MeJA响应调控元件

参与防御和应激反应调控元件

显著性差异分析为 t检验，＊表示在P < 0.05水平上差异显著；下同

The analysis of significant difference was the t-test，＊ means 

significant difference at P<0.05 level； The same as below

图4　不同组织中FtFLS1基因的差异表达
Fig.4　Differential expression of FtFLS1 gene 

in different tissues

＊＊表示在P < 0.01水平上差异显著

＊＊ means significant difference at P<0.01 level

图5　不同时间MeJA诱导下FtFLS1基因的差异表达

Fig.5　Differential expression of FtFLS1 gene induced by 

MeJA at different time
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A：毛状根侵染，传代和震荡培养示意图；I：苦荞无菌苗；II：外殖体进行A4浸染后MS培养基滤纸培养；III：外殖体转移至MC板；IV：MC板上

的外殖体长出可以转移的毛状根；V：MC板上毛状根正常生长15 d左右；VI：毛状根在MS液体培养基中振荡培养； B：毛状根DNA PCR检测

的凝胶图；1为1307-FtFLS1质粒；2~3为同批次不含1307-FtFLS1质粒的A4农杆菌侵染的对照组毛状根示例；4~7为FtFLS1过表达毛状根

A： Diagram of hairy root infection， passage and shock culture； I： Sterile tartary buckwheat seedlings； II： Exophytes were incubated on MS 

medium filter paper for 2 d after A4 dyeing； III： Exonites transfer to MC plate； IV： The exonites on the MC plate grow hairy roots that can be 

transferred； V： The hairy roots on the MC plate grew normally for about 15 days； VI： Hairy roots oscillated in MS liquid medium； 

B： The gel map of hairy root DNA PCR detection； 1 is the 1307-FtFLS1 plasmid； 2-3 were hairy roots infected by A4 without 1307-FtFLS1 

plasmid in the same batch； 4-7 were hairy roots with FtFLS1 overexpression

图6　过表达FtFLS1苦荞毛状根的获得

Fig.6　Hairy roots of Tartary buckwheat overexpressing FtFLS1 were obtained

A：黄酮代谢通路（红色方框内为FLS1）；B、C和D：毛状根黄酮类物质含量测定

A： The metabolic pathway of flavonoids （FLS1 is indicated in the red box）； B， C and D： Determination of flavonoids in hairy roots

图7　毛状根黄酮类物质含量测定及黄酮部分代谢途径

Fig.7　Determination of flavonoids in hairy roots and part of the metabolic pathway of flavonoids
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通过对不同群体的FtFLS1基因型分析，本研究

发现3种群体的基因型分布明显呈现不同特点。高

黄酮基因型 Hap1 占比最高的是北方群体，为

76.42%，其次是喜马拉雅野生群体 64.29%、南方群

体 50%；Hap2 占比由高到低依次是南方群体

41.25%、喜马拉雅野生群体 21.43% 和北方群体

16.98%；Hap3占比由高到低依次是喜马拉雅野生群

体 14.29%、南方群体 8.75%和北方群体 6.60%（图 8 

C）。由此得出：野生群体相较于栽培群体Hap3基

因型占比更高；而在栽培群体中，南方群体相较于

北方群体Hap2占比更高，但北方群体高黄酮基因型

Hap1的占比明显高于南方群体。

3　讨论

FLS在植物中高度保守且由多拷贝基因编码，

不同植物FLS基因的多拷贝序列数量不同，其表达

量、催化效率和底物偏爱性与黄酮醇在植物组织中

的含量、种类和分布密切相关［20］。通过拟南芥的 6

个 FLS 基因比对筛选，本研究初步得到了 104 个

FtFLS序列 ID。通过系统发育和基因结构分析又将

其分为 10个分支。据此推测苦荞庞大的FLS基因

家族可能是苦荞具有高含量、多种类黄酮醇物质的

特性的原因之一。

此外，FLS表达的时空特异性一直是FLS基因

功能研究的重点话题之一。柑橘（Citrus unshiu）中

CitFLS的表达与发育时期密切相关，在幼嫩时期的

表达量显著高于成熟时期，并与黄酮醇的积累量变

化趋势一致［21］。烟草（Nicotiana tabacum L.）中的

FLS同源基因也表现出显著的组织特异性，对烟草

中的FLS基因进行沉默之后，烟草体内槲皮素的含

A：FtFLS1基因的SNP位点，橙色方框为FtFLS1的基因序列；B：黄酮类物质含量分析；C：FtFLS1三种基因型在不同苦荞群体中的分布

A： SNP location of FtFLS1 gene， the orange box is the gene sequence of FtFLS1； B： Flavonoid content analysis； C： Distribution of three 

genotypes of FtFLS1 in different Tartary buckwheat populations， in which HW was the Himalayan wild population， NL was the northern cultivated 

population and SL was the southern cultivated population，the same as below

图8　3种苦荞群体的FtFLS1基因型分析

Fig.8　Genotypes of FtFLS1 in three Tartary buckwheat populations

表3　FtFLS1基因的多样性分析

Table 3　Diversity analysis of FtFLS1 gene

基因型编号

Number of haplotype

Hap1

Hap2

Hap3

基因型类型

Type of haplotype

G/G

G/A

A/A

种质数量

Quantity of 

varieties

130

54

16

群体数量Landraces

喜马拉雅野生群体

HW

9

3

2

北方栽培群体

NL

81

18

7

南方栽培群体

SL

40

33

7
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量下降了25%~93%［22-23］。在本研究中，FtFLS1在苦

荞幼苗中的表达主要集中在茎和叶中，表现出明显

的组织差异性。而黄酮醇物质是常见的逆境胁迫

积累物质，FLS的表达模式也与植物在生长中受到

的逆境胁迫息息相关。Martínez-Lüscherr等［24］研究

发现葡萄VvFLS基因能够受低温、紫外线的诱导表

现出高表达性，促使葡萄中的黄酮醇含量提高。据

此推测，FLS在苦荞幼苗茎上部相对于根的高表达

可能与茎上部受到阳光日常照射有关联。Stracke

等［25］的研究也表明，对萌发的拟南芥照射白光，对

AtFLS的组织差异表达影响较大，最终导致黄酮醇

的积累发生变化。

植物中许多次生代谢产物都能够受到一些外

源诱导因素的作用，比如茉莉酸或者脱落酸［26］。茉

莉酸是一种重要的植物激素，在调节植物体内对胁

迫响应的同时也能防御病虫害［27］。茉莉酸及其循

环前体和衍生物统称为茉莉酸类物质（JAs，

Jasmonates），属于一种已被证明可以诱导编码酶的

基因表达的氧化脂质，对于各种次生代谢物质的催

化具有重要作用［28］。JAs主要通过结合相应的转录

元件来调控下游基因的表达，最终决定相关代谢产

物的合成。黄伟等［29］对油菜过表达毛状根进行

MeJA（50 μmol/L）诱导，结果发现处理组的黄酮含

量显著增加。Zhang等［30］利用转录组测序技术，挖

掘出一组受MeJA诱导的参与调控芦丁合成的关键

基因，证明了MeJA参与了芦丁的合成代谢途径，在

蛋白或者转录水平调控代谢通路中的转录因子。

对FtFLS1的启动子进行分析，发现了多个激素、环

境和生长相关的启动子元件，其中MeJA响应因子

是FtFLS1最多的激素响应的启动子元件，且MeJA

处理的苦荞黄酮含量变化结果显示FtFLS1表达量

随MeJA处理时间显著增加。

荞麦的种植历史可以追溯到4000多年前［31］，但

仍处于早期驯化阶段，存在严重的碎粒和倒伏现

象。荞麦属于蓼科荞麦属，共有21种。栽培苦荞根

据其野生近缘种的发现和鉴定、文献证据和传统饮

食文化被认为起源于中国西南部并被驯化［32］。本

研究数据来源的200份材料包括一个喜马拉雅野生

群体和两个栽培群体，即北方群体和南方群体。

FtFLS1 的基因型分析显示 3 个群体依次拥有高

Hap3 占比，高 Hap1 占比和高 Hap2 占比。据此推

测，FtFLS1基因型的分化源自苦荞群体生长环境的

变化，北方栽培的条件使高黄酮含量的 Hap1 

FtFLS1基因型在群体中占比更高。本实验室在前

期工作［1］中指出两种栽培群体很可能源自于喜马拉

雅野生群体，并报道了栽培群体的两次独立的驯化

事件。鉴于此，北方群体和南方群体不同的FtFLS1

基因型体现了北方和南方不同的人工栽培的驯化

方向，也说明了FtFLS1作为人工驯化的农艺性状相

关基因的可能性。

4　结论

本研究初步筛选了104个苦荞FLS基因家族成

员，共分为10个亚家族，其中FtFLS1属于DF8亚家

族。在FtFLS1的启动子序列分析中，其包含在内的

2 个 MeJA 响应元件显示了 JA 信号通路调控

FtFLS1表达的可能性，这一结果在之后的MeJA激

素处理实验中得到验证，随着MeJA处理时间的增

加，FtFLS1 的表达量可以提高至 4~9 倍，同时，

FtFLS1 也显示了在根中表达量极低的组织表达特

异性。此外，本研究还分析了不同群体苦荞中

FtFLS1基因的多样性，结果显示：北方群体、南方群

体和喜马拉雅野生群体均拥有明显不同的FtFLS1

基因型分布，其中北方群体的高黄酮基因型Hap1占

比最高。
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