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　 　 摘要:　 开花是植物由营养生长向生殖生长转变的重要标志ꎮ 开花抑制子基因 ＦＬＣ 是植物春化作用的关键调

节基因ꎮ 为了探明 ＦＬＣ 基因在胡萝卜花发育过程中的作用ꎬ本研究以黑田五寸胡萝卜为试验材料ꎬ克隆得到胡萝

卜 ＤｃＦＬＣ 基因的编码序列(ＣＤＳ)ꎬ并利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)分析盛花期黑田五寸胡萝卜各组织

及不同发育状态花中 ＤｃＦＬＣ 基因的相对表达量ꎮ 结果表明ꎬＤｃＦＬＣ 基因的开放阅读框(ＯＲＦ)长度为 ６６０ ｂｐꎬ编码

２１９ 个氨基酸ꎮ ＤｃＦＬＣ 的相对分子量为２.４５４×１０４ꎬ理论等电点为 ９􀆰 １５ꎬ是一个亲水性蛋白质ꎮ 基于 ＦＬＣ 编码的蛋

白质氨基酸序列ꎬ胡萝卜与拟南芥、结球白菜、油菜、萝卜、杧果、白桦、可可、龙眼、葡萄、核桃等物种的遗传距离较

远ꎮ 盛花期胡萝卜肉质根、叶片和叶柄中 ＤｃＦＬＣ 基因的表达量高于茎和花中 ＤｃＦＬＣ 基因的表达量ꎻ花中开花抑制

子基因 ＤｃＦＬＣ 的相对表达量随着花的发育呈现先上升后下降再上升的变化趋势ꎮ 本研究结果为胡萝卜 ＦＬＣ 基因

的利用和耐抽薹胡萝卜品种选育提供依据ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｓｙｍｂｏｌ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ ｆｒｏｍ ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｔｏ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｇｒｏｗｔｈ.
Ｔｈｅ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｇｅｎｅ ＦＬＣ ｉｓ ａ ｋｅｙ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｐｌａｎｔ
ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＦＬＣ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｃａｒｒｏｔ ｆｌｏｗｅｒｓꎬ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (ＣＤＳ) ｏｆ
ＤｃＦＬＣ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｋｕｒｏｄａｇｏｓｕｎ ｃａｒｒｏｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤｃＦＬＣ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ
ｆｌｏｗｅｒｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ｋｕｒｏｄａｇｏｓｕｎ
ｃａｒｒｏｔ ａｔ ｆｕｌｌ￣ｂｌｏｏｍ ｓｔａｇｅ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ (ＲＴ￣ｑＰＣＲ) ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ. Ｔｈｅ ｒｅ￣
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ｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｏｆ ＤｃＦＬＣ ｇｅｎｅ ｗａｓ ６６０ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ２１９ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ＤｃＦＬＣ ｗａｓ ２.４５４×１０４ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｗａｓ ９.１５. Ｉｔ ｗａｓ ａ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＦＬＣꎬ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃａｒｒｏｔ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｃａｂｂａｇｅꎬ ｒａｐｅｓｅｅｄꎬ ｒａｄｉｓｈꎬ ｍａｎｇｏꎬ ｂｉｒｃｈꎬ ｃｏｃｏａꎬ ｌｏｎｇａｎꎬ ｇｒａｐｅ ａｎｄ ｗａｌｎｕｔ ｗａｓ ｆａｒ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤｃＦＬＣ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃａｒｒｏｔ
ｆｌｅｓｈｙ ｒｏｏｔｓꎬ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｐｅｔｉｏｌｅｓ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｓ ａｔ ｆｕｌｌ￣ｂｌｏｏｍ ｓｔａｇｅ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒｓꎬ
ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｇｅｎｅ ＤｃＦＬＣ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｆｉｒｓｔꎬ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅｎ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｒｏｔ ＦＬＣ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｂｏｌｔｉｎｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｃａｒ￣
ｒｏｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃａｒｒｏｔꎻ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｇｅｎｅ ＤｃＦＬＣꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｆｌｏｗｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

　 　 植物的开花时间对新品种繁育十分重要[１]ꎮ
植物开花受日长、温度等外界环境条件和自身激素

水平、营养水平、基因型等内部因素共同控制ꎮ 外界

途径包括光周期途径(Ｐｈｏｔｏｐｅｒｉｏｄｓ ｐａｔｈｗａｙ)、春化

途径( Ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ) 和温度途径 ( Ａｍｂｉｅｎｔ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｐａｔｈｗａｙ)等ꎻ内在途径包括赤霉素途径

(Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｐａｔｈｗａｙ)、年龄途径(Ａｇｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ)、
自主途径(Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ ｐａｔｈｗａｙ)、脱落酸途径(Ａｂ￣
ｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｐａｔｈｗａｙꎬ ＡＢＡ ｐａｔｈｗａｙ)和油菜素甾醇途

径(Ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄｓ ｐａｔｈｗａｙꎬ ＢＲ ｐａｔｈｗａｙ)等[２￣８]ꎮ 这

些途径共同构成植物的开花调控网络ꎬ调控植物的

开花过程ꎮ 调控过程中涉及的基因主要有 ＦＴ[９]、
ＳＯＣ１[１０]、ＦＬＣ[１１]等ꎮ

ＦＬＣ 作为高等植物特有的一类转录因子基因ꎬ属
于 ＭＡＤＳ 家族基因ꎬ控制着植物的开花时间ꎬ是重要

的开花抑制子基因[１２]ꎮ Ｍｉｃｈａｅｌｓ 等[１３] 研究发现 Ａｔ￣
ＦＬＣ 基因能调控拟南芥开花时间和春化过程ꎬ ＡｔＦＬＣ
基因高表达量的拟南芥植株开花时间明显推迟ꎬ而
ＡｔＦＬＣ 基因突变体则开花提前[１３]ꎮ 茶树 ＣｓＦＬＣ 基因

在花器官发育过程中高表达ꎬ说明 ＣｓＦＬＣ 基因可正向

调节茶树花的发育[１４]ꎮ 芸薹属叶菜类植物中的

ＢｒＦＲＩ 基因能激活 ＢｒＦＬＣ 基因ꎬ且 ＢｒＦＬＣ 旁系同源基

因的表达水平与冷处理后的开花天数呈正相关[１５]ꎮ
胡萝卜(Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ)是伞形科胡萝卜属二年

生草本植物ꎬ富含多种维生素、α￣胡萝卜素、β￣胡萝卜

素以及可溶性糖、纤维素、蛋白质、矿物质等多种营养

物质[１６]ꎬ是全球十大蔬菜作物之一ꎮ 栽培过程中ꎬ胡
萝卜易受长日照和早春低温的影响而提前抽薹ꎬ从而

导致肉质根木质化ꎬ降低胡萝卜的品质和产量[１７]ꎮ
耐抽薹胡萝卜品种的选育已成为胡萝卜产业健康发

展的重要基础ꎮ 加强胡萝卜开花抑制子基因 ＤｃＦＬＣ
表达特征的研究对该基因的利用和耐抽薹胡萝卜品

种选育有重要意义ꎮ

本研究从黑田五寸胡萝卜品种中克隆得到

ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 转录因子基因 ＤｃＦＬＣꎬ并对其进行生物信

息学分析ꎬ通过实时荧光定量 ＰＣＲ 分析盛花期胡萝

卜各组织中 ＤｃＦＬＣ 的相对表达量及不同发育状态

花中 ＤｃＦＬＣ 基因的表达量变化特征ꎬ为耐抽薹胡萝

卜品种选育提供理论支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料及处理

以黑田五寸胡萝卜品种为试验材料ꎬ ２０２１ 年 ９ 月

播种于南京农业大学人工气候室ꎮ 共种植 ５ 盆ꎬ每盆 ３
株ꎮ 人工气候室内温度设置为２５ ℃(光期１２ ｈ) / ２０ ℃
(暗期 １２ ｈ)ꎬ光照度 ３００ μｍｏｌ / (ｍ２􀅰ｓ)[１８]ꎮ ２０２２ 年 １
月胡萝卜苗移至室外生长ꎬ５ 月胡萝卜抽薹开花ꎮ 胡萝

卜开花后 ２０ ｄ 选取健壮且长势一致的 ９ 棵胡萝卜植株

对叶片、叶柄、茎、根以及不同开放程度的花等进行取

样ꎬ且重复 ３ 次ꎮ 其中ꎬ花序的开放程度如图 １ 所示ꎮ
取样后样品立即用液氮速冻ꎬ并保存于－８０ ℃冰箱ꎮ
１.２　 ＤｃＦＬＣ 基因克隆

胡萝卜总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 的合成按照多糖

多酚植物 ＲＮＡ 提取试剂盒(ＲＮＡ ｓｉｍｐｌｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
Ｋｉｔꎬ上海浦迪生物科技有限公司产品)和反转录试

剂盒(Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔꎬ南京诺唯赞生物

科技股份有限公司产品)操作说明进行ꎮ 根据拟南

芥 ＡｔＦＬＣ 的碱基序列在胡萝卜数据库[１９] 中检索得

到胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 基因碱基序列ꎮ 根据胡萝卜 Ｄｃ￣
ＦＬＣ 基因碱基序列ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设

计全长引物(表 １)ꎬ引物由南京金斯瑞生物科技有

限公司合成ꎮ 使用 Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ 试剂盒

[宝生物工程(大连)有限公司产品]并根据试剂盒

使用说明ꎬ采用 ３０ μＬ 体系进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增产

物用 １􀆰 ２％琼脂糖凝胶电泳检测后回收ꎬ回收产物

送通用生物(安徽)股份有限公司进行测序ꎮ
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１~７ 代表取样花的花序开放程度ꎮ
图 １　 不同开放程度的胡萝卜花序形态特征

Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃａｒｒｏｔ ｉｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｐｅｎｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅｓ

１.３　 生物信息学分析

基于 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ利用 Ｂｌａｓｔ 工具获得拟南

芥、结球白菜、油菜、萝卜、杧果、白桦、可可、龙眼、葡
萄、核桃及胡萝卜等物种 ＦＬＣ 基因碱基及其编码的

氨基酸序列ꎻ利用 ＢｉｏＸＭ ２.６ 软件获得胡萝卜和其

他物种 ＦＬＣ 基因编码蛋白质的相对分子量、等电

点、酸性氨基酸比例和碱性氨基酸比例ꎮ 使用 ＮＣＢＩ
的保守结构域数据库(ＣＤＤ)对 ＤｃＦＬＣ 蛋白的保守

结构域预测ꎻ利用ＤＮＡｍａｎ６ . ０完成不同物种ＦＬＣ

蛋白氨基酸序列的比对ꎻ利用 Ｅｘｐａｓｙ 在线网站(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )对 ＤｃＦＬＣ 蛋白进行

亲疏水性分析ꎻ利用 ＭＡＧＥ ７.０ 完成不同物种系统进

化树的构建[２０]ꎻ使用 ＳＯＰＭＡ 在线网站 ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿ ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ /
ＮＰＳＡ / ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)和 ＳＷＩＳＳ ＭＯＤＥＬ 网站(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )分析 ＤｃＦＬＣ 蛋白的二

级结构和三级结构ꎻ使用 ＳＴＲＩＮＧ 网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ.
ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / )进行胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白互作预测[２１]ꎮ
１.４　 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 基因的表达模式分析

以胡萝卜 ＤｃＡｃｔｉｎ 基因 ( ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ. ＸＭ ＿
０１７３７１１０１.１)作为内参基因[２２]ꎬ采用 ＢｉｏＲａｄ ＣＦＸ９６
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ Ｓｙｓｔｅｍ 和 ＢｉｏＲａｄ ＣＦＸ Ｍａｎａｇｅｒ 进行胡萝

卜样本的实时荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎬ所用引物序列如

表 １ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 总体系为 ２０􀆰 ０ μＬꎬ包括

ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ２ μＬ、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０􀆰 ０ μＬ、正向

引物和反向引物各 ０􀆰 ４ μＬ 及 ２􀆰 ０ μＬ 稀释 １５ 倍后

的 ｃＤＮＡ 模板ꎮ 扩增程序按照 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
酶的使用说明书设置ꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ方法计算胡萝卜

ＤｃＦＬＣ 基因的相对表达量[２３]ꎬ 使用 ＳＰＳＳ ２７ 和

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行基因数据分析及作图ꎮ

表 １　 用于基因克隆和实时荧光定量 ＰＣＲ 的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ

引物名称　 　 　 目的　 　 　 引物(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

ＤｃＦＬＣ￣Ｆ 基因克隆 ＴＴＴＡＣＡＡＴＴＡＣＣＡＴＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＧＡＧＡＡＡＧＡＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴ
ＤｃＦＬＣ￣Ｒ ＡＣＣＧＡＴＧＡＴＡＣＧＡＡＣＧＡＧＣＴＣＣＴＡＡＣＣＡＡＧＣＡＡＣＡＴＡＡＧＴＧＴＣＴＣ
ＤｃＦＬＣ￣ＲＴ￣Ｆ 表达量分析 ＴＣＣＴＣＡＴＴＣＣＴＣＡＣＣＴＣＡＧＴＣＡ
ＤｃＦＬＣ￣ＲＴ￣Ｒ ＧＣＡＣＡＡＧＡＴＣＡＧＣＣＡＣＡＧＡＧＡ
ＤｃＡｃｔｉｎ￣Ｆ 表达量分析 ＣＧＧＴＡＴＴＧＴＧＴＴＧＧＡＣＴＣＴＧＧＴＧＡＴ
ＤｃＡｃｔｉｎ￣Ｒ ＣＡＧＣＡＡＧＧＴＣＡＡＧＡＣＧＧＡＧＴＡＴＧＧ

２　 结果与分析

２.１　 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 基因的克隆与序列分析

克隆得到的胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 基因通过琼脂糖

凝胶电泳后ꎬ检测得到单一明亮的目的条带(图

２) ꎮ 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 基因编码蛋白的开放阅读框

(ＯＲＦ) 长度为 ６６０ ｂｐꎬ编码 ２１９ 个氨基酸 ( 图

３) ꎮ ＤｃＦＬＣ 蛋白包含 ＭＡＤＳ￣ＭＥＦ２￣ｌｉｋｅ 和 Ｋ￣ｂｏｘ
两个结构域ꎬ属于典型的 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 家族蛋白(图
４) ꎮ 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白氨基酸序列的亲疏水性

如图 ５ 所示ꎮ ＤｃＦＬＣ 的大部分氨基酸为亲水性

氨基酸ꎮ

Ｍ:２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＤｃＦＬＣ:克隆 ＤｃＦＬＣ 基因得到的 ＰＣＲ 产物ꎮ
图 ２　 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 基因的克隆

Ｆｉｇ.２　 Ｃｌｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｒｒｏｔ ＤｃＦＬＣ ｇｅｎｅ
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图 ３　 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 基因编码的蛋白质氨基酸序列

Ｆｉｇ.３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＤｃＦＬＣ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃａｒｒｏｔ

图 ４　 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白结构域预测

Ｆｉｇ.４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｃａｒｒｏｔ ＤｃＦＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 ＤｃＦＬＣ 的氨基酸残基数为 ２１９ꎬ相对分子量为

２.４５４×１０４ꎬ理论等电点为 ９􀆰 １５ꎬ酸性氨基酸和碱性

氨基酸比例分别为 ２４％和 １８％ꎮ 拟南芥、结球白

菜、油菜、萝卜、杧果、白桦、可可、龙眼、葡萄、核桃等

物种 ＦＬＣ 蛋白的氨基酸残基数为１６３~ ２１０ꎬ相对分

子量为１.８３７×１０４ ~ ２.４４９×１０４ꎬ理论等电点为６.２７~
１０􀆰 ３５ꎮ 酸性氨基酸比例２２％~ ２８％ꎬ碱性氨基酸比

例１７％~２０％(表 ２)ꎮ 上述不同物种 ＦＬＣ 蛋白氨基

酸序列总体相似度为 ５８􀆰 １２％(图 ６)ꎮ
２.２　 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白的二级结构及三级结构

胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白的二级结构中 α 螺旋(Ａｌ￣
ｐｈａ ｈｅｌｉｘ) 占比高达 ６０􀆰 ７３％ꎬ延伸主链 ( Ｅｘｔｅｎｄｅｄ
ｓｔｒａｎｄ)、β 转角(Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ)和无规则卷曲(Ｒａｎｄｏｍ
ｃｏｉｌ)占比分别为 １２􀆰 ３３％、４􀆰 ５７％和 ２２􀆰 ３７％ꎮ Ｄｃ￣
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ＦＬＣ 蛋白的三级结构主要由螺旋和折叠组成(图
７)ꎮ
２.３　 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白的互作

胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白潜在的互作关系如图 ８ 所

示ꎮ 从图中可以看出ꎬＤｃＦＬＣ 与调节胡萝卜开花的

ＳＶＰ、ＧＩ、ＦＴ 和 ＦＲＩ 等转录因子存在相互作用ꎮ ＳＶＰ
(Ｓｈｏｒｔ ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｐｈａｓｅ)是植物中 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 转录因

子家族成员ꎬ通过脱落酸(ＡＢＡ)代谢调控植物开花

过程ꎮ ＤｃＦＬＣ 蛋白可通过与 ＳＶＰ 转录因子互作ꎬ实
现对胡萝卜开花的调控ꎮ

分数>０ 为疏水性ꎬ分数<０ 为亲水性ꎮ
图 ５　 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白氨基酸序列中氨基酸的亲疏水性

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｐｒｏｐ￣
ｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＤｃＦＬＣ ｉｎ ｃａｒｒｏｔ

表 ２　 不同物种 ＦＬＣ 蛋白氨基酸组成及理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＦＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

物种　 　 　 　 　 登录号　 　 氨基酸残基数
相对分子量
(×１０４) 理论等电点

氨基酸比例 (％)

酸性氨基酸 碱性氨基酸

萝卜(Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ) ＡＡＰ３１６７６.１ １９７ ２.１９４ ９.６６ ２２ １８

杧果(Ｍａｎｇｉｆｅｒａ ｉｎｄｉｃａ) ＱＫＮ２２７４５.１ １９１ ２.２０９ ９.６５ ２５ ２０

白桦(Ｂｅｔｕｌａ ｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａ) ＡＧＣ９４５６９.１ ２０８ ２.３８６ ９.４２ ２３ １９

拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) ＮＰ＿１９６５７６.１ １９６ ２.１８７ ８.４５ ２４ １７

结球白菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ) ＡＢＯ４０８２０.１ １９６ ２.１９３ ９.７６ ２３ １９

油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ) ＡＦＵ６１５６３.１ １６３ １.８３７ ８.２４ ２４ １９

可可(Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ) ＸＰ＿００７０４３９５４.２ １９８ ２.２９７ ６.３７ ２８ １７

龙眼(Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓ ｌｏｎｇａｎ) ＡＨＺ８９７０９.１ １９１ ２.１５６ １０.３５ ２２ １８

葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ) ＮＰ＿００１２６８０５７.１ ２１０ ２.４４９ ６.３７ ２８ １８

核桃(Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ) ＡＨＦ２０８０９.１ ２０３ ２.３７８ ６.２７ ２５ １９

ＲｓＦＬＣ:萝卜 ＦＬＣ 蛋白ꎻＭｉＦＬＣ:杧果 ＦＬＣ 蛋白ꎻＢｐＦＬＣ:白桦 ＦＬＣ 蛋白ꎻＴｃＦＬＣ:可可 ＦＬＣ 蛋白ꎻＢｒＦＬＣ:结球白菜 ＦＬＣ 蛋白ꎻＤｌＦＬＣ:龙眼 ＦＬＣ
蛋白ꎻＶｖＦＬＣ:葡萄 ＦＬＣ 蛋白ꎻＢｎＦＬＣ:油菜 ＦＬＣ 蛋白ꎻＪｒＦＬＣ:核桃 ＦＬＣ 蛋白ꎻＡｔＦＬＣ:拟南芥 ＦＬＣ 蛋白ꎻＤｃＦＬＣ:胡萝卜 ＦＬＣ 蛋白ꎮ

图 ６　 不同物种 ＦＬＣ 蛋白氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.６　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＦＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 ７　 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白的三级结构模型

Ｆｉｇ.７ 　 Ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＤｃＦＬＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ
ｃａｒｒｏｔ

２.４　 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白的系统进化树

不同物种 ＦＬＣ 蛋白氨基酸序列系统进化树如

图 ９ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ拟南芥、结球白菜、油
菜和萝卜等十字花科植物 ＦＬＣ 蛋白遗传距离较小ꎬ

聚为一类ꎮ 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白与其他植物 ＦＬＣ 蛋

白之间遗传距离相对较远ꎬ单独形成一支ꎬ说明胡萝

卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白的功能与其他植物可能存在差异ꎮ

线的粗细表示蛋白质互作强度ꎮ ＦＬＣ:开花抑制子蛋白ꎻＦＲＩ:
Ｆｒｉｇｉｄａ 蛋白ꎻ ＦＲＬ１: ＦＲＩ 类蛋白 １ꎻ ＦＲＬ５: ＦＲＩ 类蛋白 ５ꎻ ＧＩ:
Ｇｉｇａｎｔｅａ 蛋白ꎻＳＶＰ:开花抑制蛋白ꎻＶＲＮ１:春化相关蛋白ꎻＦＴ:成
花素蛋白ꎻＣＯ:Ｂ￣ｂｏｘ 锌指蛋白ꎻＴ２３Ｊ１８.１８:Ｐｌｉｃｅｏｓｏｍｅ 相关蛋白ꎻ
Ｔ１３Ｃ７.８:ｇｙｐ１ｐ 超家族蛋白ꎮ
图 ８　 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白互作网络

Ｆｉｇ.８　 Ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＤｃＦＬＣ ｏｆ ｃａｒｒｏｔ

图 ９　 基于 ＦＬＣ 蛋白氨基酸序列的不同物种系统进化树

Ｆｉｇ.９　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＦＬＣ

２.５　 ＤｃＦＬＣ 基因在胡萝卜盛开期不同组织以及不

同发育状态花中的表达

　 　 胡萝卜盛花期不同组织及不同发育状态花中

ＤｃＦＬＣ 基因的表达量如图 １０ 所示ꎮ 盛花期胡萝

卜肉质根、叶片和叶柄中 ＤｃＦＬＣ 基因的表达量较

高ꎬ茎和花中的表达量较低ꎮ 随着花的发育ꎬ花中

ＤｃＦＬＣ 表达量呈现先上升后下降再上升的趋势ꎬ
在花序发育的第 ３、第 ４ 阶段表达量较高ꎬ第 ５ 阶

段表达量最低ꎬ第 ３ 阶段 ＤｃＦＬＣ 表达量是第 ５ 阶

段的 ４􀆰 ５ 倍ꎮ
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Ａ:盛花期不同发育状态胡萝卜花中 ＤｃＤＬＣ 基因相对表达量ꎬ１~７ 为不同发育状态花序的花ꎬ见图 １ꎻＢ:盛花期胡萝卜不同组织中 ＤｃＤＬＣ 基

因的相对表达量ꎮ 柱上不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ
图 １０　 盛花期胡萝卜不同组织及不同发育状态花中 ＤｃＦＬＣ 基因的表达量

Ｆｉｇ.１０　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＤｃＦＬＣ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｔｅｓ ｏｆ ｃａｒｒｏｔ ａｔ ｆｕｌｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ

３　 讨论与结论

ＦＬＣ 作为调控植物开花的关键基因ꎬ与植物发育
密切相关ꎮ 本研究从黑田五寸品种中克隆得到胡萝
卜 ＤｃＦＬＣ 基因ꎬ并对其进行生物信息学分析ꎮ 结果
表明 ＤｃＦＬＣ 基因编码的蛋白质中大部分氨基酸为亲
水性氨基酸ꎬ胡萝卜与拟南芥、油菜、结球白菜等物种
ＦＬＣ 基因编码的蛋白质的氨基酸构成中酸性氨基酸
占比高于碱性氨基酸ꎮ ＭＡＤＳ 家族蛋白有两种结构
类型ꎬⅠ型(ＳＲＦ)和Ⅱ型(ＭＥＦ２)ꎬ在Ⅱ型 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 中存
在 １ 个特有的 Ｋ￣ｂｏｘ 结构[２４]ꎮ 胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 蛋白具
有典型的 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 结构域ꎬ属于 ＭＡＤＳ 家族ꎬ同时
还具有 Ｋ￣ｂｏｘ 结构ꎬ属于 ＭＡＤＳ 家族中的Ⅱ型分支ꎮ
ＭＡＤＳ￣ＭＥＦ２￣ｌｉｋｅ 结构位于２~ ８０ 氨基酸位点ꎬＫ￣ｂｏｘ
结构位于１０３~１７６ 氨基酸位点ꎬ与拟南芥、结球白菜
和油菜等植物相似[２５￣２６]ꎮ ＦＬＣ 蛋白进化关系表明胡
萝卜 ＤｃＦＬＣ 与其他物种 ＦＬＣ 不在同一分支上ꎬ亲缘
关系较远ꎮ 同一科植物的 ＦＬＣ 因子聚在同一分支
上ꎬ如拟南芥、大白菜、油菜和萝卜等十字花科植物ꎬ
表明同科植物 ＦＬＣ 氨基酸序列同源性比较高ꎮ 蛋白
质互作预测结果表明 ＦＬＣ 与 ＳＶＰ 和 ＧＩ 之间存在较
为明显的互作关系ꎮ Ｍａｔｅｏｓ 等[２７] 研究证实ꎬ拟南芥
ＡｔＳＶＰ 蛋白与 ＡｔＦＬＣ 蛋白可形成复合物ꎬ抑制拟南芥
开花基因的启动和表达ꎮ

本研究结果表明ꎬ盛花期胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 基因主
要在叶片与叶柄中表达ꎬ茎和花中表达量相对较低ꎻ
不同发育状态花中 ＤＣＦＬＣ 表达量呈先增加后减少再
增加的特征ꎬ其中在花序发育的第 ３、４ 阶段表达量较
高ꎮ 盛花期胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 基因在花中表达量相对较
低ꎬ原因可能是胡萝卜抽薹开花后ꎬ开花抑制因子基
因 ＤｃＦＬＣ 的表达水平受到其他基因的抑制而逐渐降

低ꎮ Ｍｉｃｈａｅｌｓ 等[２８]研究发现ꎬ拟南芥茎尖与根尖 Ａｔ￣
ＦＬＣ 的表达量较高ꎮ 结球白菜根、茎、叶片和花等器
官中 ＢｃＦＬＣ 均有表达ꎬ且抽薹前 ＢｃＦＬＣ 基因的表达
量高于抽薹后[２９]ꎮ 营养生长期菊花叶片中 ＣｍＦＬＣ￣
ｌｉｋｅ１ 基因的表达量较高ꎬ根系中较低[３０]ꎮ 不同杧果
品种或同一杧果品种不同组织中 ＭｉＦＬＣ 基因均有表
达ꎬ且营养器官中表达量较高ꎬ花中表达量较低[３１]ꎮ
ＦＬＣ 在拟南芥及其异源多倍体中表达方式也存在多
样性ꎬ拟南芥异源多倍体的花期差异可能与多个 ＦＬＣ
位点的表达多样性和拷贝数相关[３２]ꎮ

ＡｔＦＬＣ 基因作为拟南芥开花抑制因子基因参与开
花途径的调控[３３￣３４]ꎮ 当 ＡｔＦＬＣ 表达水平较低时ꎬ拟南
芥春化途径加快ꎬ开花基因的表达水平提高ꎬ从而花期
提前[３５]ꎮ 自主开花途径同样能调节 ＡｔＦＬＣ 的表达水
平ꎬ从而影响拟南芥生长发育进程[３４]ꎮ 低温胁迫能抑
制菊花 ＣｍＦＬＣ 表达水平ꎬ且低温持续时间越长ꎬ抑制
效果越明显[３０]ꎮ 芍药 ＰｏＦＬＣ 基因转到拟南芥植株后ꎬ
异源过表达ꎬ转芍药 ＰｏＦＬＣ 基因的拟南芥植株营养生
长期更长ꎬ叶片与茎等营养器官更健壮ꎬ且抽薹、开花
时间明显晚于野生型植株ꎬ表明 ＰｏＦＬＣ 在延迟开花上
发挥着重要作用[３６]ꎮ 本研究通过对胡萝卜 ＤｃＦＬＣ 基
因进行克隆以及表达特性分析ꎬ明确了胡萝卜 ＤｃＦＬＣ
蛋白与其他转录因子的互作关系ꎬ但 ＤｃＦＬＣ 基因对胡
萝卜开花的调控机制尚有待进一步研究ꎮ
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