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摘要: 植物TCP转录因子家族是一类调控植物生长、发育的重要转录因子, 主要分为class I和class II两种类

型。在本研究中, 我们克隆了苦荞(Fagopyrum tataricum)两个TCP转录因子基因并分别命名为FtTCPlike1和
FtTCPlike2。蛋白聚类分析表明FtTCPlike1属于class II而FtTCPlike2属于class I, 并且均含有TCP转录因子典型

的保守结构域。亚细胞定位实验也表明FtTCPlike1和FtTCPlike2与报道的其他物种TCP转录因子类似, 都定位

在细胞核中。本文同时收集了苦荞芽期的子叶和下胚轴、第1~3片长出的真叶以及5个时期由幼嫩到成熟的种

子和花共11种样本进行了实时荧光定量PCR, 发现FtTCPlike1和FtTCPlike2在苦荞的各个不同时期和不同组织

中均有不同的表达, 并且在种子的某个特定时期(FtTCPlike1和FtTCPlike2分别在种子发育第3、第4时期和第

1、第3时期)有较高的表达量, 表明这两个基因可能参与种子发育。从苦荞芽期来看, FtTCPlike1在子叶中表达

量较高但在下胚轴表达较低, 而FtTCPlike2则相反, 这说明FtTCPlike1和FtTCPlike2在苦荞早期形态建成中的调

控方式可能有很大区别。
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苦荞(Fagopyrum tataricum)是蓼科荞麦属的

一种双子叶植物, 主要在中国、印度还有尼泊尔

有栽培, 同时在欧洲的部分地区, 比如德国和比利

时也有生产(Bonafacciaa等2003)。在我国苦荞和

甜荞(F. esculentum)为荞麦的两个常见栽培品种。

研究证明苦荞种子中芦丁的含量远远高于普通荞

麦(石磊等2016), 而且在苦荞种子中可以检测到槲

皮素与槲皮苷的存在, 然而在普通荞麦的种子中

几乎检测不到这两种化合物(Fabjan等2003; Nam
等2015)。在我国苦荞常用作一种药食两用的中

药, 苦荞营养成分丰富多样, 相比于普通谷物其蛋

白质和脂肪的含量均较高, 同时其含有的类黄酮

化合物, 如芦丁、槲皮素、花青素等均具有良好

的临床药用价值。Lee等(2013)在CCl4诱导肝损伤

的小鼠上采用苦荞75%醇提物(主要成分为芦丁和

槲皮素)进行试验, 证明芦丁和槲皮素在肝损伤的

小鼠中能起到良好的抗炎及抗氧化作用。还有研

究表明苦荞中的类黄酮化合物具有抗癌活性

(Zheng等2012; Peng等2015; Zhu 2016)及降血糖(刘
刚等2012)和抗疲劳的作用(Jin和Wei 2011)。

转录因子是指能够与目的基因启动子区域中

的某些顺式作用元件发生特异性互作的一类蛋白, 
能够调节某些下游基因的表达 (李岢和周春江

2014)。TCP基因能够编码含有TCP结构域的蛋

白。TCP结构域是一个能够形成非典型碱性螺旋-
环-螺旋(basic helix-loop-helix, bHLH)结构的保守区

域, 该结构可能参于转录因子与目的基因结合的过

程。有些TCP转录因子家族的成员在TCP结构域的

下游还有一个保守的R结构域(Cubas等1999)。TCP
转录因子是由最开始鉴定得到的4个不同的蛋白

来命名的, 这4个蛋白分别为玉米(Zea mays)中的

teosinte branched 1 (TB1) (Doebley等1997)、金鱼

草(Antirrhinum majus)中的cycloidea (CYC) (Luo等
1996)和水稻(Oryza sativa)中的proliferrating cell 
factors 1和2 (PCF1和PCF2) (Kosugi和Ohashi 1997)。
根据TCP结构域的不同, 可以将TCP转录因子家族

分为两个大类, 其中class I类包括PCF1和PCF2, 
class II类包括CYC和TB1。class II中的基因根据

其TCP结构域的不同还可以分为CIN亚类和CYC/
TB1亚类(刘丽娟和高辉2016)。TCP基因家族被证

实参与多项植物形态发育的过程, 比如能够参与调

控植物叶片大小和形状(Aguilar-Martínez和Sinha 
2013; Ma等2016; Danisman等2012)及双子叶植物

花的对称性生长(Horn等2014; Huang等2016; Jun-
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theikki-Palovaara等2014), 还能够参与植物的免疫

调节(Lopez等2015)。然而TCP转录因子在苦荞中

的功能尚不清楚。

本研究中以苦荞为材料, 克隆得到了2个TCP
基因FtTCPlike1和FtTCPlike2, 序列比对分析表明

它们所编码的蛋白分别属于class II和class I类TCP
转录因子家族。FtTCPlike1和FtTCPlike2均定位在

细胞核。不同组织表达分析也说明FtTCPlike1和
FtTCPlike2与苦荞发育相关, 这些结果为验证TCP
转录因子参与调控苦荞发育过程的分子机制研究

了奠定基础。

1  材料与方法

1.1  材料

pGreen-35S-GFP载体、根癌农杆菌GV3101:: 
psoup菌株、本氏烟草[Nicotiana benthamiana (K.) 
Domin]种子、苦荞[Fagopyrum tataricum (L.) 
Gaertn.]种子均由本实验室保存。 

于播种后7 d, 苦荞还未发育出真叶时, 分别采

集子叶和下胚轴(图1-A); 待苦荞长出5片真叶时, 
从下至上依次取第1~3片长出的真叶(叶龄从大到

小, 叶片状态从成熟到幼嫩; 图1-B); 开花后收集花

样本(图1-C); 结种时, 依照种子发育情况(大小)分
别取5种不同时期的种子(图1-D)。样品各取3份, 
液氮速冻, 置于−80°C冰柜保存。

1.2  苦荞总RNA提取和第一链cDNA合成

采用RNAprep Pure多糖多酚植物总RNA提取

试剂盒(天根)提取苦荞总RNA, 采用Epoch超微量

微孔板分光光度计的Take3板检测样品RNA浓度, 
使用PrimeScriptTM RT Reagent Kit with gDNA Eraser 
(Perfect Real Time) (TaKaRa)反转录得到第一链

cDNA。

1.3  PCR引物设计及扩增

基于课题组前期研究结果, 设计了引物FtTCP-
like1-F、FtTCPlike1-R和FtTCPlike2-F、FtTCP-
like2-R (表1), 以苦荞cDNA为模板进行PCR扩增, 

表1  扩增FtTCPlike1和FtTCPlike2所用的引物

Table 1  Primers used in PCR of FtTCPlike1 and FtTCPlike2

       名称                            序列(5′→3′)

FtTCPlike1-F CCCAAGCTTATGGAGCCCAGAAAGGGTT
FtTCPlike1-R CGCGGATCCATGGCGAGAGCCGGAGGAC
FtTCPlike2-F CCCAAGCTTATGGCTGCCTCCGATGGTC
FtTCPlike2-R CGCGGATCCGCGGGAATCATCCTCTCTC

图1  苦荞各时期的不同组织

Fig.1  F. tataricum tissues at different stages 
A: 子叶和下胚轴; B: 3个不同时期的真叶; C: 花; D: 5个不同时期的种子。
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得到了FtTCPlike1和FtTCPlike2全长cDNA序列。

序列拼接使用DNAMAN软件进行。

1.4  PCR产物的克隆

PCR产物经1.0%琼脂糖凝胶电泳检测, 在紫

外线切胶仪器上切下目的条带, 用AxyPrepTM DNA 
Gel Extraction Kit (Axygen)回收目的片段, 经纯化

后用pEASY-Blunt Cloning Kit (TransGen Biotech)
进行连接, 然后用热激法转入大肠杆菌Trans1-T1
菌株(TransGen Biotech)中。挑取单菌落摇菌, 经菌

液PCR鉴定后送去美吉公司进行测序。

1.5  序列分析

将氨基酸序列在NCBI网站(http://www.ncbi.
nim.nih.gov/blast/Blast.cgi)进行Blast同源比对分析, 
并用MEGA 7.0软件将FtTCPlike1和FtTCPlike2与
TCP转录因子家族中其他成员构建系统进化树并

分析它们的保守域结构。

1.6  实时荧光定量PCR
采用TransStart Green qPCR SuperMix UDG 

(北京全式金生物技术有限公司)试剂盒进行实时

荧光定量PCR。分别提取苦荞不同时期、不同组

织的33个样本的总RNA并反转录得到第一链

cDNA, 检测FtTCPlike1和FtTCPlike2基因的相对表

达量, 分别以苦荞的子叶、下胚轴、第1片长出的

真叶、第2片长出的真叶、第3片长出的真叶、5个
不同发育时期的种子和花的cDNA为模板, 以苦荞

的HISTONE 3 (H3)基因(GenBank登录号JF769134)
作为内参基因。利用设计的实时荧光定量PCR引物

QFtTCPlike1-F、QFtTCPlike1-R和QFtTCPlike2-F、
QTCPlike2-R (表2)进行扩增。每个样品的扩增按3
次生物学重复, 3次技术重复进行。

1.7  亚细胞定位实验

将PCR扩增得到的FtTCPlike1和FtTCPlike2

片段和pGreen-35S-GFP载体用HindIII和BamHI 
(Thermo Scientific)酶切后纯化连接。将FtTCP-
like1和FtTCPlike2序列片段插入到带有绿色荧光

蛋白(green fluorescent protein, GFP)标签和35S启动

子序列的pGreen-35S-GFP载体上, 构建用于亚细

胞定位的35S-FtTCPlike1-GFP和35S-FtTCPlike2- 
GFP载体并转化至农杆菌GV3101::psoup中。挑取

单克隆菌株, 将其接种到5 mL含有卡那霉素的LB
培养基中, 于28°C、200 rpm下培养至OD600为0.5, 
取出2 mL培养液, 1 000×g离心10 min后收集菌体, 
弃掉上清液, 加入2 mL渗透液[含0.5%葡萄糖、

500 mmol·L-1 2-吗啉乙磺酸(2-morpholinoethane-
sulfonic acid, MES)、20 mmol·L-1 Na3PO4·12H2O、

1 mol·L-1乙酰丁香酮]重悬菌体, 1 000×g离心10 
min, 弃掉上清液, 加入2 mL渗透液重悬菌体。取

适量菌体, 稀释成OD600为0.03~0.1, 用1 mL去针头

注射器吸取稀释后的1 mL菌液按住标记好的烟草

叶片下表皮, 将菌液注射进去。注射完后的烟草

弱光培养16 h后恢复正常生长3 d。将烟草叶片剪

下在4′,6-二脒基-2-苯基吲哚(4′,6-diamidino-2- 
phenylindole, DAPI)染料(10 µg·mL-1)中浸染15 
min, 用荧光显微镜观察荧光信号。

2  实验结果

2.1  苦荞TCP基因的克隆与进化分析

以苦荞cDNA为模板, 通过PCR扩增, 测序、

拼接得到FtTCPlike1和FtTCPlike2, 编码区(coding 
sequence, CDS)全长分别为1 494和813 bp, 编码498
和271个氨基酸。通过MAGE 7.0将FtTCPlike1和
FtTCPlike2基因编码的氨基酸序列与已经登录于

NCBI中的其他植物TCP基因编码的氨基酸序列进

行多重比较, 发现它们都具有一段相对保守的区

域, 即TCP结构域, 且相比于class II, class I家族的

TCP转录因子在TCP结构域有4个氨基酸的缺失

(图2-A)。将FtTCPlike1和FtTCPlike2与其他已经

克隆得到的植物TCP转录因子构建进化树分析(图
2-B), 结果显示FtTCPlike1与class II的AmCIN较为相

近, CIN能够调控植物侧生器官的发育(Koyama等
2007), 金鱼草中的AmCIN被证实参与调控了植物

花瓣裂片的发育生长(Crawford等2004), 拟南芥中

的TCP-like也证实能够调控植株叶片发育(Uber-

表2  实时荧光定量PCR所用的引物

Table 2  Primers used in quantitative real-time PCR

         名称              序列(5′→3′)

QFtTCPlike1-F CCATTGATGCCCTTGACG
QFtTCPlike1-R ATGTTTGACCCTCGCTGT
QFtTCPlike2-F GGTCCTGCTCCATTCATC
QFtTCPlike2-R ATCGCCCAGTATCCATTA
QFtH3-F AAGGAAGCAATTGGCAAC
QFtH3-R TCACGAAGAGCAACGGTA
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图2  FtTCPlike1和FtTCPlike2蛋白序列分析

Fig.2  Analyses of protein sequences of FtTCPlike1 and FtTCPlike2
A: FtTCPlike1和FtTCPlike2与其他物种TCP蛋白序列结构域比较。B: FtTCPlike1和FtTCPlike2与其他物种TCP蛋白聚类分析。分

析所使用的各物种TCP转录因子的氨基酸序列为: 金鱼草AmCIN (AAO43102)、AmCYC (O49250); 玉米ZmTB1 (AAL17055); 水稻Os-
PCF1 (O23875)、OsPCF2 (XP_015648330); 拟南芥AtTCP10 (NP_565712)、AtTCP (NP_182092)、AtTCP1 (NP_001077781)、AtTCP24 
(NP_564351)、AtTCP-like (NP_174789); 葡萄VvTCP4 (XP_010657020)、VvTCP4-like (XP_003634670); 醉蝶花ThTCP4 (XP_010519240); 
甘蓝BoTCP4-like (XP_013616186); 油菜BnTCP7 (XP_013736882); 雷蒙德氏棉GrTCP21 (XP_012479842); 海枣PdTCP7-like 
(XP_008787053)、PdTCP4-like (XP_008793767); 枳CtTCP4 (ACV95483); 仙客来CpTCP (BAK18571); 芜青BrTCP4-like (XP_009116532); 
赤豆VaTCP7 (XP_017412340); 刺苞菜蓟CcTCP (KVH95851); 莲NnTCP7 (XP_010249637); 树棉GaTCP7-like (KHG20696); 甜橙CsTCP-like 
(XP_006484582); 苹果MdTCP7-like (XP_008365949)。
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ti-Manassero等2012; Efroni等2008)。而FtTCPlike2
与class I中的水稻PCF1和PCF2聚为一枝, 且与海

枣中的PdTCP7-like和苹果中的MdTCP7-like亲缘

关系较近, 水稻中的PCFs基因被证实能够与PCNA
启动子结合并且调控拟南芥叶片发育(Kosugi和
Ohashi 1997), 而且还能够参与调控寒冷条件下的

应答机制(Wang等2014)。
2.2  GFP定位

构建35S-FtTCPlike1-GFP和35S-FtTCPlike2- 
GFP载体, 通过注射烟草并利用荧光显微镜观察发

现GFP的荧光信号在细胞核中, 并且与核特异染料

DAPI信号重叠(图3), 说明FtTCPlike1和FtTCPlike2

与其他大部分TCP转录因子定位类似, 都定位在细

胞核。但是在TCP转录因子中也发现过一些没有

定位在细胞核的转录因子(Kosugi和Ohashi 2002; 
Koroleva等2005)。这些转录因子不含核定位信号

区, 如拟南芥中的AtTCP17、水稻中的OsTCP18等
都在植物体内定位于叶绿体而非细胞核中(Navaud
等2007)。
2.3  苦荞FtTCPlike1和FtTCPlike2的时空表达模式

利用实时荧光定量PCR技术, 对FtTCPlike1和
FtTCPlike2基因在苦荞不同时期、不同组织的表

达情况进行分析。在苦荞下胚轴中, FtTCPlike1几
乎不表达且在所有被检测的组织样本中表达量最

图3  FtTCPlike1和FtTCPlike2的亚细胞定位

Fig.3  Subcellular localization of FtTCPlike1 and FtTCPlike2
    A: 注射FtTCPlike1的烟草叶片DAPI染色; B: 注射FtTCPlike1的烟草叶片在荧光显微镜下GFP融合蛋白荧光; C: 注射FtTCPlike1的

烟草叶片细胞核定位信号和GFP融合蛋白荧光融合图片; D: 注射FtTCPlike2的烟草叶片DAPI染色; E: 注射FtTCPlike2的烟草叶片在荧光

显微镜下GFP融合蛋白荧光; F: 注射FtTCPlike2的烟草叶片细胞核定位信号和GFP融合蛋白荧光融合图片。
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低; 相反, FtTCPlike2在下胚轴中的表达量最高。

在苦荞真叶生长阶段, 随着叶龄的减小FtTCPlike1
表达略微增高, FtTCPlike2的表达变化不明显。在

苦荞种子的成熟过程中, 第1阶段到第2阶段FtT- 
CPlike1的表达减少, 但是到第3阶段突然增加至最

大值, 然后又随着种龄的增加表达逐渐降低, FtTCP-
like1在种子的第3发育阶段的表达量是在所有组织

样本中最高的; FtTCPlike2在种子中的表达趋势与

FtTCPlike1相似。FtTCPlike1在种子的第3发育阶

段中最高表达量不超过0.4, 但是FtTCPlike2在下胚轴

中的相对表达量超过了0.8 (图4)。我们推测FtTCP- 
like2在苦荞下胚轴中存在特异性表达。

3  讨论

本研究克隆得到了苦荞中两个新的TCP转录

因子家族基因FtTCPlike1和FtTCPlike2, 其编码的

蛋白具有保守的TCP结构域。TCP转录因子家族

在植物形态发育上的作用已经被广泛认可。TCP
转录因子根据其结构域可以主要分为class I和class 
II两个家族。FtTCPlike1和金鱼草中的CIN基因同

源性较高, 属于class II中的CIN亚类; 而FtTCPlike2
则属于class I, 与PCFs同源性较高。class I的家

族基因主要存在于植物的分生组织中, 特异性较

强, 能够参与调控细胞分裂周期, 从而影响植株发

育。class II家族中具有代表性的金鱼草的CYC基

因(AmCYC)已经在豌豆(Braun等2012)和番茄

(Martín-Trillo等2011)中被证实能够调控植株分枝

的形成, 并且在腋芽部位的表达比在其他部位的

表达明显升高, 而在花和叶片等组织中的表达量

则较低; 这和FtTCPlike2的表达量有相似之处。

近期, Viola等(2016)研究发现, 在高强度光照

条件下拟南芥中的TCP15转录因子参与负调节类

黄酮化合物花青素的合成, 而TCP15转录因子属于

TCP转录因子class I家族。FtTCPlike2同属于class 
I家族, 同时苦荞中富含的类黄酮化合物具有良好

的临床功效, FtTCPlike2可能也具有调控苦荞中类

黄酮化合物生物合成途径的作用。
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Molecular cloning and analyzing of FtTCPlike1 and FtTCPlike2 in 
Fagopyrum tataricum
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Abstract: The TCP transcription factor family is largely involved in regulating plant growth and development. 
Based on the similarity of protein, TCP family can be divided into two classes, class I and class II. In this study, 
we isolated two TCP genes from Fagopyrum tataricum, named FtTCPlike1 and FtTCPlike2. Both FtTCPlike1 
and FtTCPlike2 contained the reported conserved TCP-domain. Furthermore, phylogenetic tree based on the 
protein sequences showed that FtTCPlike1 belonged to class II, while FtTCPlike2 clustered into class I. FtTCP-
like1 and FtTCPlike2 were found to be sub-located in the nucleolus similar to the previous reported. Next, we 
collected cotyledons, hypocotyls, three types of true leaves at different developmental stages, flowers and seeds 
during five stages of development, isolated the RNA and conducted quantitative real-time PCR to analyze the 
expression of FtTCPlike1 and FtTCPlike2 in these tissues. The results showed that FtTCPlike1 and FtTCPlike2 
were expressed in all the tissues analyzed. In addition, FtTCPlike1 and FtTCPlike2 were expressed highly in 
specific stages (e.g. FtTCPlike1 in stages 3 and 4; FtTCPlike2 in stages 1 and 3) during seed development, indi-
cating that the two genes might play various roles in seed development. Interestingly, FtTCPlike1 was ex-
pressed highly in cotyledons but not in hypocotyls, while the expression of FtTCPlike2 was opposite compared 
to FtTCPlike1, which indicated the distinct role in early F. tataricum morphogenesis. 
Key words: Fagopyrum tataricum; TCP; gene cloning; subcellular localization; gene expression
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