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黄瓜果实中 ARF和Aux/ IAA基因
对外源激素的应答

王 � 垒,陈劲枫* ,娄丽娜,娄群峰,贾 � 利
(南京农业大学 作物遗传与种质资源创新国家重点实验室,南京 210095)

摘 � 要:以非单性结实黄瓜自交系�6429� 为试验材料,对当天开花的果实进行 CPPU、Spd、NAA、2, 4�D和 IAA等 5 种

生长物质处理, 以清水为对照, 选取 9 个 ARF 基因 ( Csa019264、Csa019265、Csa009209、Csa009210、Csa021954、

Csa012237、Csa012805、Csa015176、Csa010564)和 5 个 Aux / IA A 基因 ( Csa003118、Csa012115、Csa016715、Csa006680、

Csa018571)设计特异引物,取开花当天与花后第 2、4天的果实及其茎、叶作 RT�PCR 分析。结果显示, 9 个 A RF 基

因的表达水平显示出了很大的差异, Csa012805 在所有激素处理后的果实中都有较高水平的表达而清水处理中未

检测到; 5 个 A ux / IAA 基因中的 4 个在 6 种处理后的果实及茎叶中都有表达, 推测是组成型表达基因, Csa016715

在激素处理后的果实中比清水处理的未发育果实中的表达水平高。推测 Csa012805 和 Csa016715 这 2 个基因对黄

瓜果实膨大起促进作用。
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Expression Analysis about Some ARF and Aux/ IAA Family

Members in Fruits of Cucumber with Exogenous Hormones

WANG Lei, CHEN Jin�feng * , LOU Li�na, LOU Qun�feng, JIA Li

( State Key Lab oratory of Crop Genet ics and Germplasm Enhan cem ent , Nanjing Agricul tu ral Un iversity, Nanjing 210095, China)

Abstract:T he fruits of just after f low er ing w ere t reated by shim izu, CPPU , Spd, NAA, 2, 4�D and IAA, nine

ARF genes Csa019264, Csa019265, Csa009209, Csa009210, Csa021954, Csa012237, Csa012805, Csa015176,

Csa010564 and five A ux / I A A genes Csa003118, Csa012115, Csa016715, Csa006680, Csa018571 w er e used

to do RT�PCR analysis in the non�parthenocarpic inbred line �6429� . T he results indicated that mRNA lev�
els of nine ARF genes show ed significant differ ence. But the t ranscr ipts of four A ux / I A A genes can be

found in all the samples, w hich are maybe const itut ive genes. Csa012805 and Csa016715 had more t ran�
scripts in the fr uit s af ter hormone treatment than that in the fr uit s af ter fr esh w ater t reatment . T herefo re,

it could be speculated that these genes maybe play a positive ro le in promot ing f ruit development of cucum�
ber.

Key words: parthenocar py; ARF; A ux / I A A ; expr ession; f ruit development

� � 单性结实是指子房不经过授粉或别的刺激而发
育成果实的现象 [ 1]。单性结实性是保护地黄瓜专用

新品种选育的主要目标性状之一。

天然单性结实黄瓜开花当天子房的生长素含量
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是非单性结实的 2倍, 说明黄瓜天然单性结实与子

房中的高含量 IAA 有关 [ 2]。生产上也常用生长素

类似物诱导黄瓜单性结实。同时近年来一些研究证

实生长调节物质多胺 Spd和细胞分裂素 CPPU 也

可以较好地诱导黄瓜单性结实 [ 3�4]。其中生长素被

认为是调控子房发育形成果实的最主要激素 [ 5]。这

些研究主要体现在植物生长物质对单性结实的诱导

效率和果实的形态方面, 鉴于单性结实的复杂性, 关

于这些诱导单性结实的物质是如何调控黄瓜单性结

实的分子机制的研究尚未见报道。在其他作物中研

究发现生长素的转录调控受 Aux/ IAA ( Aux in/ in�
dole�3�acet ic acid)蛋白和转录因子 ARF( Aux in re�
sponse factor )家族的影响, Aux / IAA 能和 ARFs

形成杂合二聚体, 在生长素的作用下, Aux/ IAA 被

降解,从而调动生长素信号途径,启动果实发育
[ 6�7]
。

将番茄中的 I A A9 基因反义抑制后, 植株获得了单

性结实特性 [ 8]。最近研究也证实在拟南芥和番茄中

ARF基因家族中 A RF 8的突变和 ARF7的负调控

均可以导致在没有授粉受精的情况下果实开始发育

从而产生单性结实果实[ 9�11] 。

本研究根据基因的同源性研究 A RF 基因家族

和A ux / I AA 家族在外源生长物质诱导黄瓜单性结

实过程中的表达特点, 以期明确黄瓜单性结实形成

的分子机理,从而为黄瓜单性结实品种的选育及黄

瓜果实品质的改良提供理论基础,同时为其他瓜类

和茄果类蔬菜的单性结实研究提供参考。

1 � 材料和方法

1. 1 � 材 � 料
以选育的黄瓜非单性结实自交系�6429� 为材

料,于 2009年秋季,定植在南京农业大学江浦园艺

农场。

1. 2 � 方 � 法
1. 2. 1 � 处 � 理 � 黄瓜幼苗期取茎; 在盛花期取叶

片;对次日将开的花进行束花隔离,第 2天对子房做

6种处理: ( 1)不授粉+ 清水,取第 0、2、4天果实样;

( 2)不授粉+ 100 mg/ L 的 CPPU; ( 3) 不授粉+ 1

mmo l/ L 的 spd; ( 4)不授粉+ 100 mg/ L 的 NAA;

( 5)不授粉+ 15 mg/ L 的 2, 4�D; ( 6)不授粉+ 3 000

mg/ L 的 IAA;取样时间为激素处理后的第 2、4天,

取样后经液氮处理并于- 70 � 保存备用。

1. 2. 2 � 总 RNA提取及反转录 � 按改良 CT AB 法

提取 RNA,并参照 T AKARA 公司的 DNase I 试剂

盒说明书消除微量 DNA 污染。参照全式金公司反

转录试剂盒说明书进行反转录反应。

1. 2. 3 � ARF 和 Aux/ IAA 家族成员基因确认和

PCR引物设计 � 检索黄瓜基因组数据库得到 18个

A RF 基因和 28个 Aux / I A A 基因, 选取 9个 ARF

基因和 5个 A ux / I AA 基因用 Primer 5. 0设计特异

引物, 引物委托上海英杰生命技术有限公司 ( In�
vit rog en Biotechno logy CO. , L td)合成。首先对每

个基因设计一对特异引物,用琼脂糖检测该引物扩

增带的特异性并测序, 选择与本实验要求相符的引

物(表 1)。

1. 2. 4 � PCR 扩增 � 优化的 PCR 反应体系总体积

为 20 �L,各成分为 10 � buf fer 2. 0 �L, dNT P mix

1. 5 �L, 10 mmo l/ L 正反向引物各1 �L, Taq酶 0. 2

�L, 2. 5 mmol/ L M gCl2 2 �L, cDNA 模板 1 �L,无

菌去离子水补足到 20 �L。PCR 反应扩增程序为

94 � 预变性 5 m in, 94 � 变性30 s,退火 30 s(退火温

度见表 1) , 最后 72 � 延伸 7 m in, 31 个循环, 每个

RT�PCR分析重复 3 次。PCR 扩增平台期的确定

是半定量 PCR成功的关键, 为了保证 RT�PCR 扩
增中 cDNA 模板量的一致性及确定目标基因的相

对表达量, 对于内参 Act in进行了 22、25、28、31和

34个循环的扩增,选择最佳循环次数。试验以黄瓜

肌动蛋白 Actin ( AB010922)为内标, Act in 引物序

列为 5��TGACGCAGATAATGTT T GAGA�3� 和
5��AGAGATGGCTGGAA TAGAACT�3�。

2 � 结果与分析

2. 1 � 黄瓜 ARF家族和Aux/ IAA家族序列分析

根据拟南芥和水稻的 A RF 和 Aux / I A A 家族

的蛋白序列,利用序列同源性检索黄瓜基因组数据

库,对得到的黄瓜 ARF 和 A ux/ IA A 基因经序列分

析、构建系统进化树及在 NCBI 上比对, 分别选取与

单性结实基因 ARF7、ARF8和 I AA9 序列同源性高

并处于同一进化枝且有代表性的 9个 ARF 和 5个

Aux/ IA A 基因。9 个 ARF 基因分别是 Csa019264、

Csa 019265、Csa009209、Csa009210、Csa021954、Csa�
012237、Csa012805、Csa015176、Csa010564, 5个 Aux/

I AA 基因分别是 Csa003118、Csa012115、Csa016715、

Csa006680、Csa018571(表 2)。

2. 2 � 黄瓜 ARF和 Aux/ IAA基因家族成员在果实

中的诱导表达分析

3次半定量 RT�PCR 分析结果稳定 (图 1)显

示: CPPU诱导黄瓜ARF家族基因Csa 019264、Csa�
012805、Csa015176的表达,上调ARF家族Csa019265
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和 A ux / I A A家族Csa003118和Csa016715的表达;

Spd诱导ARF家族成员Csa019264、Csa021954、Csa�
0 12805的表达和Aux / I A A家族Csa016715的表达;

NAA诱导Csa019264、Csa012237、Csa012805、Csa�

015176、Csa016715的表达; 2, 4�D诱导 Csa021954、

Csa012237、Csa012805、Csa015176、Csa010564的表

达 ,上调Aux / IA A家族Csa016715,抑制了Csa009210

的表达; IAA诱导Csa019264、Csa021954、Csa012237、
表 1 � 14 个基因半定量 RT�PCR分析的引物序列、退火温度和扩增产物

Table 1� Six genes analy zed by sem i RT�PCR and their pr imer sequences, annealing temperature, and product size

基因
Gen e

引物
Primer( 5�� 3�)

退火温度
Annealin g tem perature/ �

产物大小
Product size/ bp

Csa019264
5��CATCAGGGTT T GGT CAGC�3�
5��GGAGGTAGGT TCGGGT AA�3� 53. 2 208

Csa019265
5��TACTT TCT CCCGAGGACTT T�3�
5��GACGGT AATCCCGAAACAT�3� 50. 8 121

Csa009209
5��TT GTT T CGT T ACCTCCAGT�3�
5��TGGT TGAAGGGT CATT T GT�3� 52. 0 206

Csa009210
5��AGCCCATT AT TACCGCCT CA�3�
5��TGCCCACAAT CCACT ACTCAAAG�3� 54. 2 852

Csa021954
5��TT T TAGT CCTCAGGCT CCG�3�
5��ATGCAAGT CCCTCGCAAT�3� 53. 8 499

Csa012237
5��GGT AGATGCGTCCCAAAG�3�
5��AGAAAGGCAAGCCGAGGT�3� 52. 3 661

Csa012805
5��TCACTAAGAGTACAAT GGGAT G�3�
5��CTGAGCCACGGATAAGGT�3� 51. 4 636

Csa015176
5��CAGAATGT GAAGCGTGT T�3�
5��GACCGAAAGGT TGAGTGT�3� 50. 9 753

Csa010564
5��GGT GGAGT GT CT TT GTT AGT�3�
5��AGAATT TGAAGCAGCAGTA�3� 54. 0 695

Csa003118
5��GAAACGCCA ACGACT AT CT�3�
5��TT CGCTCTT GCTCT GCTT�3� 53. 0 163

Csa012115
5��TGT GAGCCAAGGGAAGT T�3�
5��AGCAGGAGCAT TGT TGTG�3� 52. 5 187

Csa016715
5��AGAAGAT GGGAT TT GAAGAG�3�
5��GATCAGCGGTGAGGACAG�3� 53. 5 249

Csa006680 5��ACT TCACCCGACGATCAAT�3�
5��GCATT TGGAGGT AT CAGAGT T�3� 54. 0 126

Csa018571
5��AATCTGATGGAAACAAACCC�3�
5��AGAAGAGCT ACGCAGGCAAT�3� 54. 0 113

表 2� 黄瓜 9 个 ARF和 5 个 Aux/ IAA的具体信息

Table 2 � Nine A RF and five Aux / IAA genes in cucumber

基因
Gen e

染色体
Chromosome

基因组位置
Genom e location

氨基酸大小
Am ino acid
len gth

同源基因(拟南芥)
H om ologou s gene

( A rabid opsi s th aliana)

相似性
Similarit y
/ %

Csa019264 5 17872678~ 17874998 213 ARF8 86

Csa019265 5 17885461~ 17895443 647 ARF8 90

Csa009209 2 5977902~ 5980983 172 ARF7 90

Csa009210 2 5986480~ 5991712 862 ARF7 75

Csa021954 1 16164257~ 16169437 831 ARF6 96

Csa012237 6 11587055~ 11594085 1102 ARF7 61

Csa012805 5 16166488~ 16172179 680 ARF9 94

Csa015176 6 8831082~ 8833936 716 ARF10 99

Csa010564 5 11524295~ 11533110 677 ARF1 97

Csa003118 5 18461507~ 18463184 222 I A A3 94

Csa012115 6 22164432~ 22172966 404 I A A9 92

Csa016715 7 12221383~ 12223605 230 I A A7 97

Csa006680 2 1445103~ 1446156 197 I A A4 99

Csa018571 2 17733510~ 17737848 427 I A A9 78
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图 1� A RF 和 Aux / I AA 家族成员在

黄瓜果实中的 RT�PCR 扩增
1.处理前子房; 2、3.清水处理后第 2、4天的果实; 4~ 13分别

表示 CPPU、Spd、NAA、2, 4�D、IAA 处理后的第 2、4天果实

Fig. 1 � RT�PCR amplified products for the detection o f ARF

genes and A ux / IA A family members in fruit s o f cucumber

1. Th e ovary before t reatment ; 2, 3. Th e frui ts of tw o and fou r

day s af ter shimizu t reatm ent ; 4~ 13 in dicates the f ruit s of tw o and

four days after CPPU, Spd, NAA, 2, 4�D, IAA treatmen t

图 2 � ARF 与A ux / IAA 在黄瓜茎叶中的 RT�PCR 扩增
A.茎; B.叶

F ig . 2� RT�PCR amplified pr oducts fo r the detection

o f nine A RF genes and fiv e Aux / I AA genes

in stem and leaf o f cucumber

A. Stem; B. Leaf

Csa012805、Csa015176的表达,同样上调 A ux / I A A

家族 Csa 016715的表达水平。其中基因 Csa012237

受 NAA 诱导效果较好, 这 5种生长调节剂均上调

了基因 Csa016715 的表达水平; NAA、IAA、2, 4�D
虽然同为生长素但对黄瓜 A RF 家族的诱导效果却

不相同; Csa012805 和 Csa016715 均被 5 种生长物

质所诱导上调,推测这 2 个基因对黄瓜果实膨大起

促进作用。

2. 3 � 黄瓜 ARF和 Aux/ IAA家族成员在茎叶中的

表达

由图2可以看出,在茎叶中未检测到ARF 家族

基因 Csa019264 的表达, Csa019265 和 Csa018571

在茎叶中表达水平较高, 在叶片中未检测到

Csa021954 和 Csa012805 的表达, Csa012237 在茎

叶中表达极微弱, Csa010564 在茎叶中表达水平也

较低,预示着这个基因家族的成员在功能上已经出

现了高度分化。A ux / I A A 基因家族基因的表达特

点较为类似且都有较高水平的表达, 推测其功能存

在冗余现象或者是组成型表达基因。

3 � 讨 � 论

植物授粉受精后子房中的内源植物激素水平明

显提高,这些激素包括生长素和细胞分裂素等, 内源

激素水平的提高启动了子房的生长发育。其中生长

素被认为是调控子房发育形成果实的最主要激素。

生长素信号传导途径中的 Aux/ IA A 和 ARF 等 2

类转录因子也被证实与单性结实有关。对这 2类转

录因子家族对单性结实所起作用的研究在其他作物

正蓬勃开展。黄瓜是世界重要的蔬菜作物之一, 黄

瓜的单性结实性也是很重要的经济性状, 鉴于单性

结实的复杂性,对这 2 类转录因子对黄瓜单性结实

分子调控机理方面的研究未见报道。黄瓜基因组测

序计划已于 2009 年底完成
[ 12]
, 其基因组数据库也

相应建立, 这为从全基因组范围内研究 ARF 和

Aux/ IAA 等 2类转录因子对黄瓜单性结实的贡献

提供了便利。

本研究发现黄瓜中 ARF 家族成员在果实中的

的表达特点有很大差异, 预示着这些 ARF 基因已

经高度分化可能具有不同的功能。所选的 5 个

A ux / I A A 基因家族成员表达特点比较类似, 可能

在功能上存在冗余现象。

本试验选用被前人研究证实具有较好诱导单性

结实的 5种生长调节剂及较适浓度来处理非单性结

实�6429� 的子房, 在被诱导发育的果实中, A RF 家
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族成员对 CPPU、Spd、NAA、2, 4�D和 IAA 的诱导

显示出了不同的响应特点, NAA、2, 4�D 和 IAA 虽

然同为生长素类调节剂能引起类似的生理反应, 但

在诱导生长素响应因子 ARF 的表达水平上显示了

明显的差别,这说明他们诱导基因表达的分子机制

是有区别的。但这 5 种生长调节剂均诱导了 A RF

家族成员Csa 012805的表达,以及上调了 A ux / I AA

基因 Csa016715的表达。由此推测, 生长素信号传

导途径中的这 2个转录因子的高水平表达,可能对

下游基因的表达起激活作用,与其他信号途径交织

起来共同调控果实的发育及形态建成。下一步将对

Csa012805和 Csa016715进行 RNAi和过表达进行

功能验证,以期从分子水平上揭示黄瓜单性结实的

调控机理,从而为黄瓜单性结实的育种奠定理论基

础同时为其他作物单性结实研究提供参考。
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