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黄瓜单性结实候选基因预测与表达分析

张　 婷　 武　 喆　 张开京　 徐　 建　 娄群峰　 李　 季　 陈劲枫
(南京农业大学园艺学院 / 作物遗传与种质创新国家重点实验室ꎬ江苏 南京　 ２１００９５)

摘　 要:为发掘黄瓜单性结实基因并通过表达分析预测相关基因的功能ꎬ以黄瓜单性结实性状 ＱＴＬ 定位

结果为基础ꎬ对主效 ＱＴＬ 区段内的基因进行生物信息学分析ꎬ发现 １１８ 个基因与细胞周期、细胞生长以

及激素信号传导等生物学过程有关ꎮ 结合黄瓜单性结实转录组研究结果ꎬ共筛选出 １０ 个在黄瓜单性结

实过程中转录水平有剧烈变化的基因ꎮ 利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术分析这些基因在授粉、未授粉及单性结实的

黄瓜果实发育过程中的转录变化ꎬ结果表明ꎬＣｓＣＲＴ１、ＣｓＬＯＮ、ＣｓＴＲＡＰＰＣ４、ＣｓＲＡＢＥＰＫ 和 ＣｓＰＯＴ 基因在

单性结实坐果过程中特异性的上调表达ꎬＣｓ５ＮＧ４ 基因在单性结实和授粉结实过程中呈相反表达趋势ꎬ
因此推测这 ６ 个基因为黄瓜单性结实候选基因ꎮ 本研究为进一步利用候选基因资源改良现有黄瓜栽培

品种的单性结实性奠定了基础ꎮ
关键词:黄瓜ꎻ单性结实ꎻ基因预测ꎻ表达分析
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　 　 黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ. )属于葫芦科甜瓜属ꎬ是
世界十大蔬菜之一ꎮ 我国黄瓜的设施栽培面积很大ꎬ
但在设施栽培条件下ꎬ低温弱光、高湿或雄花缺少等因

素往往会造成黄瓜授粉受精不良ꎬ导致落花落果、产量

下降ꎬ成为目前我国黄瓜生产面临的最重要问题之

一[１]ꎮ 单性结实是指子房不经过授粉受精而发育成

果实的过程ꎬ因而单性结实性可以解决黄瓜设施栽培

中授粉受精不良的问题ꎬ形成无籽果实ꎮ 此外ꎬ强单性

结实的黄瓜果实具有果肉厚、心腔小、品质优良等特

点[２]ꎮ
为更好地利用单性结实性状ꎬ前人对黄瓜单性结

实现象开展了广泛的研究ꎮ 部分研究者认为黄瓜单性

结实属于质量遗传性状ꎬＨａｗｔｈｏｒｎ 等[３] 和 Ｊｕｌｄａｓｈｅｖａ
等[４] 认为黄瓜单性结实属于隐性单基因控制的质量

性状ꎻ也有研究表明黄瓜单性结实性状由不完全显性

的单基因控制[５ － ７]ꎮ 目前大多数的研究认为黄瓜单性

结实是多基因控制的数量性状[８ － １３]ꎮ 研究者将“加性

一显性” [１４]和“主基因 ＋ 多基因” [１５ － １６] 经典遗传模型

运用于黄瓜单性结实遗传研究ꎬ发现雌雄同株黄瓜单

性结实为不完全显性遗传ꎬ受加性主基因 ＋ 加性一显

性多基因控制ꎬ宏观的估测了基因的总体效应和遗传

模式ꎮ Ｓｕｎ 等[１７] 对全雌性单性结实黄瓜进行 ＱＴＬ
(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔ ｌｏｃｉ)分析ꎬ发现了 ５ 个效应较大的

ＱＴＬｓꎻ闫立英等[１８]和王垒等[１９] 利用 ＢＳＡ 法构建单性

结实和非单性结实的近等基因池来研究黄瓜单性结实

遗传机理ꎬ并发现黄瓜单性结实 ＱＴＬ 位点较近的标记

ＳＳＲ２２３３８ꎮ 目前关于黄瓜单性结实 ＱＴＬ 遗传定位以

及单性结实基因发掘的研究鲜见报道ꎮ
在前期研究中ꎬ利用强单性结实性品种 ＥＣ１ 和非

单性结实性品种 ８４１９ 为亲本构建 Ｆ２ 作图群体ꎬ共检

测到 ７ 个与单性结实相关的 ＱＴＬꎬ结合 ３ 季的统计结

果发现位于 ２ 号染色体的 Ｐａｒｔｈ２ － １ 为控制黄瓜单性

结实性状的主效 ＱＴＬꎬ遗传距离为 １７ １ｃＭꎬ物理距离

约为 ２ ９ Ｍｂ[２０]ꎮ 本研究在此初定位的基础上ꎬ对区

段内的基因进行生物信息学和转录组学关联分析ꎬ并
应用荧光定量 ＰＣＲ 技术研究 １０ 个基因在不同结实性

黄瓜中的表达特征ꎬ以期评价黄瓜单性结实相关基因ꎬ
为进一步克隆黄瓜单性结实相关基因和揭示黄瓜单性

结实调控机理奠定基础ꎮ
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　 ２ 期 黄瓜单性结实候选基因预测与表达分析

１　 材料与方法

１ １　 植物材料

２０１４ 年 ８ 月初ꎬ以南京农业大学陈劲枫课题组保

存的全雌单性结实自交系 ＥＣ１ 和雌雄同株非单性结

实自交系 ８４１９ 黄瓜品种为试验材料ꎬ温汤浸种后置于

２８℃恒温箱催芽ꎬ露白后播种于营养钵ꎬ待幼苗达两叶

一心时定植于南京农业大学江浦试验基地大棚ꎬ起垄

覆膜栽培ꎬ 宽行行距 ８０ｃｍꎬ 窄行行距 ５０ｃｍꎬ 株距

２５ｃｍꎮ 采用滴灌技术ꎬ常规栽培管理ꎮ
１ ２　 处理方法

将开花前 １ｄ 的 ＥＣ１ 和 ８４１９ 雌花作套花隔离预

处理ꎻ在开花当天ꎬ将 ＥＣ１ 雌花作套花隔离处理ꎬ８４１９
雌花套花隔离处理和授粉后套花隔离处理ꎬ为保证植

物的生长ꎬ每株套花授粉的数目为 ２ 朵ꎮ 参照张停

林[２１]的取样方法ꎬ取处理后 ０、２、４ｄ 的子房样品ꎬ每个

取样点设 ３ 个生物学重复ꎬ液氮速冻后ꎬ － ８０℃保存备

用ꎬ用于 ＲＮＡ 提取ꎮ

１ ３　 总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 的合成

利用 Ｔｒｉｚｏｌ 法进行 ＲＮＡ 提取ꎬ提取后于 － ８０℃保

存备用ꎮ 反转录 ｃＤＮＡ 采用宝生物工程 (大连) 有限

公司 的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试
剂盒进行反转录ꎮ
１ ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ

使用软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｅｒ ５ ０ 设计候选基因的定量

引物ꎬ交由上海英骏生物技术有限公司合成ꎬ引物序列

见表 １ꎮ
采用美国伯乐公司的 ＣＦＸ９６ 荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎬ按

照宝生物工程 (大连) 有限公司的 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ试剂盒操作说明进行试验ꎮ 反应总体系为 ２０
μＬ:１０ μＬ ＳＹＢＲ ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭꎬｃＤＮＡ １ μＬꎬ正向引

物 １ μＬꎬ反向引物 １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ７ μＬꎮ 反应程序为两

步法:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎬ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ
４０ 个循环ꎬ设 ３ 个重复ꎻ在 ６０ ℃采集荧光ꎮ 以 Ａｃｔｉｎ
为内参基因(ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ: ＤＱ１１５８８３)ꎬ０ ｄ 的 ８４１９ 套

花处理的子房中表达量为对照ꎬ采用 ２ － ΔΔ ｃｔ法计算目

标基因在黄瓜果实中的表达量变化ꎮ

表 １　 基因表达分析引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

基因编号
Ｇｅｎｅ ＩＤ

正向引物
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

反向引物
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

Ｃｓａ２Ｍ０３３９４０ １ ＴＧＡＧＴＴＧＴＧＧＣＡＧＧＴＧＡＡＡＴ ＴＣＴＴＣＴＣＴＧＣＣＴＣＣＴＣＧＡＡＴ

Ｃｓａ２Ｍ０３３９９０ １ ＡＧＣＴＴＧＧＡＡＧＡＧＧＴＣＡＴＧＣＴ ＴＴＧＡＡＡＧＧＴＣＡＡＴＴＧＧＧＡＣＡ

Ｃｓａ２Ｍ０３４５９０ １ ＣＡＧＣＡＧＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＴＴＧＴ ＣＣＴＣＧＡＡＣＣＴＣＡＧＡＴＣＣＡＡＴ

Ｃｓａ２Ｍ０３４７２０ １ ＧＣＴＧＡＣＡＣＴＴＴＣＧＡＴＣＴＣＣＡ ＡＧＴＣＣＣＡＧＧＴＴＣＡＣＡＣＡＣＡＡ

Ｃｓａ２Ｍ０３５３５０ １ ＧＣＴＴＣＴＴＧＴＧＧＣＡＣＴＣＡＧＡＣ ＡＴＴＴＣＡＧＣＴＴＧＡＡＧＧＧＴＣＧＴ

Ｃｓａ２Ｍ０３５３６０ １ ＴＧＡＧＧＴＣＣＣＴＴＴＣＡＡＣＴＴＣＣ ＧＡＡＴＡＡＧＧＣＣＴＴＣＡＡＣＣＣＡＡ

Ｃｓａ２Ｍ０５５０４０ １ ＧＡＡＡＣＴＧＣＡＧＧＴＧＴＧＧＡＴＴＧ ＡＣＡＡＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＣＡＡＣＡＡ

Ｃｓａ２Ｍ０５７０８０ １ ＣＧＡＧＧＧＴＧＴＴＧＡＧＧＴＡＣＡＧＡ ＡＣＧＡＡＣＣＴＣＣＣＴＴＴＡＡＣＣＣＴ

Ｃｓａ２Ｍ０４２７７０ １ ＣＣＣＴＣＴＣＴＧＣＡＣＣＡＴＴＧＴＴＡ ＣＣＡＡＴＡＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＣＡＣＣ

Ｃｓａ２Ｍ０５５０５０ １ ＣＣＡＣＣＡＴＣＧＴＴＴＡＧＣＣＴＴＣＴ ＣＡＡＡＣＧＡＡＧＴＧＡＧＣＣＴＴＣＡＧ

Ｃｓ￣Ａｃｔｉｎ ＴＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＴＧＡＧＴＣ ＧＧＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＣＡＴＧ

１ ５　 生物信息学分析

基于黄瓜单性结实 ＱＴＬ 初定位结果[２０]ꎬ利用黄

瓜基因组数据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｉｃｕｇｉ. ｏｒｇ / ｃｇｂｉｎ / ＩＣｕＧＩ /
ｔｏｏｌ / ｆｕｎｃａｔ. ｃｇｉ)找出定位区段内的所有基因的 ＩＤꎬ使
用 ＢＧＩ ＷＥＧＯ(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｇｏ. ｇｅｎｏｍｉｃｓ. ｏｒｇ. ｃｎ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ /
ｗｅｇｏ / ｉｎｄｅｘ. ｐｌ)对基因进行 ＧＯ 功能分类分析并作图ꎬ
确定其主要的生物学功能(图 １)ꎮ 同时利用 ＫＯＢＡＳ
２ ０(ｈｔｔｐ: / / ｋｏｂａｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｈｏｍｅ. ｄｏ)对基因

进行 ＫＥＧＧ 分析ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 黄瓜单性结实主效ＱＴＬ 染色体定位区段内基因

的鉴定

参考黄瓜基因组数据库( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｉｃｕｇｉ. ｏｒｇ /
ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ＩＣｕＧＩ / ｔｏｏｌ / ｆｕｎｃａｔ. ｃｇｉ)ꎬ在黄瓜单性结实主效

ＱＴＬ 定位区段内找到了 ３１７ 个基因ꎬ对其进行 ＧＯ 分

析( 图 １ )ꎮ 根据 ＷＥＧＯ 的 ２ 级水平分类可知ꎬ

５２２
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图 １　 单性结实 ＱＴＬ 定位主效区段图谱

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ＱＴＬ ｍａｐｐｉｎｇ ｆｏｒ ｐａｒｔｈｅｎｏｃａｒｐｙ

表 ２　 与果实发育相关的基因预测

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｒｅｇｉｏｎ
参与的生物学过程 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ 参与的基因数目 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ

内源刺激反应 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｓｔｉｍｕｌｕｓ(ＧＯ:０００９７１９) ３８
细胞生长 Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ(ＧＯ:００１６０４９) ３８
细胞分化 Ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ(ＧＯ:００３０１５４) ３８
胚后发育 Ｐｏｓｔ￣ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ(ＧＯ:０００９７９１) ３１
细胞死亡 Ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ(ＧＯ:０００８２１９) ２９
生长 Ｇｒｏｗｔｈ(ＧＯ:００４０００７) ２３
胚胎发育 Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ(ＧＯ:０００９７９０) ２３
细胞周期 Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ(ＧＯ:０００７０４９) ２２
细胞信息传递 Ｃｅｌｌ ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ(ＧＯ:０００７１５４) １４
细胞间信号 Ｃｅｌｌ￣ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ(ＧＯ:０００７２６７) １４
花的生长 Ｆｌｏｗｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ(ＧＯ:０００９９０８) １２
授粉 Ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ(ＧＯ:０００９８５６) ５
基因表达的调控 Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ(ＧＯ:００４００２９) ２
成熟 Ｒｉｐｅｎｉｎｇ(ＧＯ:０００９８３５) １
脱落 Ａｂｓｃｉｓｓｉｏｎ(ＧＯ:０００９８３８) １
基因合计 Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ １１８

有 ２４４ 个基因被注释ꎬ并被分成了分子功能ꎬ细胞组分

和生物途径 ３ 大类ꎬ３２ 小类(图 ２)ꎮ 其中大量基因与

ｂｉｎｄｉｎｇ ( ＧＯ: ０００５４８８ ) 和 ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ( ＧＯ:
０００３８２４)等生物学功能有关ꎮ
　 　 黄瓜单性结实性状主效 ＱＴＬ 定位区域内基因数

量较多ꎬ参与的生物学途径复杂ꎬ为了进一步缩小黄瓜

单性结实候选基因的筛选范围ꎬ一方面积极开展相关

的 ＱＴＬ 精细定位研究ꎬ另一方面根据 ＧＯ 分析的结果ꎬ

图 ２　 单性结实主效 ＱＴＬ 定位区域内

基因的 ＧＯ 分析

Ｆｉｇ. ２　 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｐａｒｔｈｅｎｏｃａｒｐｙ ＱＴＬ

对 １６ 个与果实发育密切相关的生物学过程(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐａｔｈｗａｙ)进行了重点筛选ꎬ将单性结实候选基因缩小

至 １１８ 个基因(表 ２)ꎮ
２ ２　 转录组关联分析

前期研究中采用 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术分析了单性结实

品种 ＥＣ１ 坐果第 ２ 天果实中的基因表达变化[２２]ꎮ 本

研究将初步预测的 １１８ 个候选基因与 ＥＣ１ 转录组数

据进行关联分析(图 ３)ꎬ发现 １０ 个基因在 ＥＣ１ 单性结

实坐果的第 ２ 天呈差异表达变化ꎬ并利用 ＫＥＧＧ 方法

分析 １０ 个基因隶属蛋白家族(表 ３)ꎮ
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　 ２ 期 黄瓜单性结实候选基因预测与表达分析

图 ３　 ＥＣ１ 开花第 ２ 天的单性结实果实中 ２ 号染色体上的差异表达基因

Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ２ ｉｎ ２ｄ ｐａｒｔｈｅｎｏｃａｒｐｉｃ ｆｒｕｉｔ ｏｆ ＥＣ１

表 ３　 候选基因的 ＫＥＧＧ 分析

Ｔａｂｌｅ ３　 ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 注释 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ 基因 ＩＤ Ｇｅｎｅ ＩＤ

ＣｓＣＲＴ１ Ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ Ｃｓａ２Ｍ０３３９４０ １

ＣｓＭＤＬ１ (Ｒ) － ｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅｌｙａｓｅ １ － ｌｉｋｅ Ｃｓａ２Ｍ０５５０５０ １

ＣｓＭＤＬ３ (Ｒ) － ｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅｌｙａｓｅ ３ － ｌｉｋｅ Ｃｓａ２Ｍ０５５０４０ １

ＣｓＬＯＮ Ｌｏｎ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｈｏｍｏｌｏｇꎬ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ￣ｌｉｋｅ Ｃｓａ２Ｍ０３３９９０ １

ＣｓＴＲＡＰＰＣ４ Ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｕｂｕｎｉｔ ４ － ｌｉｋｅ Ｃｓａ２Ｍ０３４７２０ １

ＣｓＭＹＢ８６ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＭＹＢ８６ － ｌｉｋｅ Ｃｓａ２Ｍ０３５３５０ １

ＣｓＰＯＴ Ｐｒｏｂａｂｌｅ ｐｅｐｔｉｄｅ / ｎｉｔｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａｔ１ｇ５９７４０ － ｌｉｋｅ Ｃｓａ２Ｍ０３５３６０ １

ＣｓＣＯＬ３ Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ＣＯＮＳＴＡＮＳ￣ＬＩＫＥ ５ － ｌｉｋｅ Ｃｓａ２Ｍ０５７０８０ １

Ｃｓ５ＮＧ４ Ａｕｘｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ５ＮＧ４ － ｌｉｋｅ Ｃｓａ２Ｍ０４２７７０ １

ＣｓＲＡＢＥＰＫ ＬＯＷ ＱＵＡＬＩＴＹ ＰＲＯＴＥＩＮ: ｒａｂ９ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｋｅｌｃｈ ｍｏｔｉｆｓ￣ｌｉｋｅꎬ ｐａｒｔｉａｌ Ｃｓａ２Ｍ０３４５９０ １

２ ３　 黄瓜单性结实候选基因的表达分析

为了比较这 １０ 个单性结实候选基因在单性结实

结实、授粉结实和不能正常结实的黄瓜果实中的表达

特征ꎬ本试验采用实时荧光定量 ＰＣＲ 分析这些基因在

开花当天、第 ２ 天和第 ４ 天的单性结实品种 ＥＣ１ 果

实、未授粉的 ８４１９ 以及授粉的 ８４１９ 果实中的表达情

况(图 ５)ꎮ
根据 １０ 个候选基因的表达特征ꎬ可以将其分为 ４

类:
１ ) 包 括 ＣｓＣＲＴ１ ( Ｃｓａ２Ｍ０３３９４０ １ )、 ＣｓＬＯＮ

( Ｃｓａ２Ｍ０３３９９０ １ )、 ＣｓＲＡＢＥＰＫ ( Ｃｓａ２Ｍ０３４５９０ １ )、
ＣｓＴＲＡＰＰＣ４ ( Ｃｓａ２Ｍ０３４７２０ １ ) 和 ＣｓＰＯＴ
(Ｃｓａ２Ｍ０３５３６０ １)ꎬ其表达的特点是基因在 ８４１９ 品种

授粉和套花的情况下 ０、２、４ｄ 的表达量都很低ꎬ而 ＥＣ１
中该基因的表达量在第 ２ 天达到最大ꎬ且后面几天几

乎不变ꎬ并且在第 ２ 天和第 ４ 天的表达量是非单性结

实性 ８４１９ 的 １１ ~ １５ 倍不等ꎬ这与 ８４１９ 套花中基因的

表达有显著性的差异ꎻ但由 ５ 个基因在 ３ 个处理的表

达量的峰值可知ꎬ８４１９ 套花和授粉处理的峰值明显比

ＥＣ１ 大ꎮ 上述特点表明这 ５ 个基因在单性结实过程中

呈上调表达ꎬ而在非单性结实品种授粉和败育中几乎

不表达ꎬ说明这 ５ 个基因在单性结实与非单性结实品

种间有差异ꎬ而非单性结实品种间的套花和授粉处理

无差异ꎮ
２) 包 括 ＣｓＭＤＬ３ ( Ｃｓａ２Ｍ０５５０４０ １ ) 和 ＣｓＣＯＬ３

(Ｃｓａ２Ｍ０５７０８０ １)ꎬ其特点是在 ＥＣ１ 套花 ０ｄ 呈下调表

达ꎬ其后 ３ｄ 上调表达且达到峰值ꎻ８４１９ 套花中 ２ 个基

因表达上调ꎬ并随着天数呈上升的趋势ꎬ但其峰值低于

ＥＣ１ 中的表达量ꎬ表明此类基因在单性结实和非单性

结实品种中无差异ꎬ不同处理间也差异ꎮ
３)Ｃｓ５ＮＧ４(Ｃｓａ２Ｍ０４２７７０ １)ꎬ该基因在不同材料

间的表达趋势复杂ꎬ在 ＥＣ１ 套花 ０ｄ 下调ꎬ第 ２ 天迅速

达到峰值并维持至第 ４ 天ꎬ而在 ８４１９ 授粉中第 ２ 天和

第 ４ 天下调ꎬ且 ８４１９ 套花中只有在第 ２ 天才表达ꎬ从
以上这些表达模式可推测 Ｃｓ５ＮＧ４ 是单性结实过程中

特异表达的基因ꎬ但其调节机理还有待确定ꎮ
４ ) ＣｓＭＹＢ８６ ( Ｃｓａ２Ｍ０３５３５０ １ ) 和 ＣｓＭＤＬ１

(Ｃｓａ２Ｍ０５５０５０ １)ꎬ这 ２ 个基因在 ＥＣ１ 套花和 ８４１９ 套
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花中均下调表达ꎬ在 ８４１９ 授粉中上调表达ꎻ说明

ＣｓＭＤＬ１ 和 ＣｓＭＹＢ８６ 均是授粉受精才能刺激其表达的

基因ꎮ

注:从左至右分别是:开花后 ４ｄ 的 ＥＣ１ 单性结实果实ꎬ
８４１９ 败育果实ꎬ８４１９ 授粉果实ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｃｏｌｕｍｎ: ｔｈｅ ４ｄ ｆｒｕｉｔｓ ｏｆ
ｐａｒｔｈｅｎｏｃａｒｐｉｃ ＥＣ１ꎬ ａｂｏｒｔｉｖｅ ８４１９ꎬ ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ ８４１９.

图 ４　 套花后黄瓜果实不同的生长状态

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｒｕｉｔｓ ｏｆ
ｃｕｃｕｍｂｅｒ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒ ｔｒａｐｐｅ

３　 讨论

黄瓜单性结实是黄瓜育种重要目标性状之一ꎬ目
前黄瓜农艺性状的遗传研究大多采用数量遗传学方法

进行定位ꎬ关于黄瓜单性结实基因资源的发掘研究大

多数借鉴番茄的研究报道ꎬ通过同源比对预测和克隆

单性结实候选基因ꎬ如黄瓜 ＡＲＦ 家族基因[２３] 和分裂

素合成酶 ＩＰＴ 家族基因[２４]ꎮ 在黄瓜单性结实性状已

被初步定位的前提下ꎬ对定位区间内的基因进行生物

信息学分析ꎬ是找出候选基因最有效的方法ꎮ 本研究

通过对黄瓜单性结实主效 ＱＴＬ 区段内基因进行生物

信息学分析ꎬ发现黄瓜结实性的差异主要是由于细胞

内部功能差异造成的ꎬ可能与某种具有催化或结合功

能的因子调控有关ꎬ这与张映等[２５] 在茄子结实性的研

究中所得结果一致ꎮ 对基因参与的生物过程进行分

析ꎬ发现 １６ 个生物过程涉及到的基因数高达 １１８ 个ꎬ
说明同一基因在植物中参与多种不同的反应ꎮ 联合转

录组差异表达数据获得 １０ 个与单性结实相关的基因ꎬ
包括酶类、转录因子和激素类ꎬ证明对定位区间内的基

因进行生物信息学分析并联合转录差异表达分析预测

图 ５　 候选基因的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析

Ｆｉｇ. ５　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ

候选基因的方法是可行的ꎮ
通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术分析基因在不同结实性材料中

的表达模式ꎬ是当前鉴定、预测基因作用的常用方

法[２６ － ２７]ꎮ 本研究发现的第 １ 类表达模式的候选基因

在单性结实的果实中上调表达ꎬ而在其他条件下几乎

不表达ꎬ说明此类基因在单性结实中发挥着至关重要

的作用ꎮ 其中 ＣｓＣＲＴ１ 参与大部分生物过程ꎬ如转录、
翻译、细胞间信号转导等ꎮ 前人研究发现 ＣＲＴ 基因在

大麦的子房[２８]、玉米[２９]、烟草花粉[３０] 和拟南芥[３１] 的

精细胞、未成熟的胚胎和合子中的表达量很高ꎬ且基因

的高表达量可以促进钙离子的迅速流动和短暂储存ꎬ
因此推测 ＣＲＴ 基因参与黄瓜单性结实的机理可能与
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　 ２ 期 黄瓜单性结实候选基因预测与表达分析

其调节植物内钙稳态相关ꎬ主要促进单性结实过程中

钙离子的存储和快速流动ꎬ从而调控下游的反应ꎮ
ＣｓＬＯＮ(Ｃｓａ２Ｍ０３３９９０ １)是一类广泛分布于真核生物

和原核生物、依赖 ＡＴＰ 的蛋白酶基因ꎬＧＯ 分析发现其

参与了转运和胚后发育的生物途径ꎬＲｉｇａｓ 等[３２] 研究

发现拟南芥中 ＬＯＮ１ 在幼嫩器官中表达量高于成熟器

官ꎬ并且细胞内的线粒体数量明显增多ꎮ 因此ꎬ单性结

实过程中 ＣｓＬＯＮ 可通过刺激线粒体提供更多能量以

保证 黄 瓜 子 房 中 细 胞 快 速 生 长 和 分 化ꎮ ＣｓＰＯＴ
(Ｃｓａ２Ｍ０３５３６０ １)是一类运输寡肽的基因家族ꎬ其主

要参与细胞生长、分化和授粉过程ꎬ但在授粉过程中表

达量却很低ꎬ可能是由于单性结实过程涉及的蛋白合

成、水解较多ꎬ造成单性结实中寡肽的含量比授粉和不

能正常发育的果实中高ꎮ 第 ２ 类表达模式的基因

(ＣｓＭＤＬ３、ＣｓＣＯＬ３)在单性结实和不能正常发育的果

实中都上调表达ꎬ此类基因并不是单性结实过程中特

异 表 达 的 基 因ꎮ 第 ３ 类 基 因 Ｃｓ５ＮＧ４
(Ｃｓａ２Ｍ０４２７７０ １)是类生长素诱导蛋白ꎬ其在 ＥＣ１ 单

性结实过程中呈上调表达ꎬ而在 ８４１９ 授粉中下调表

达ꎮ 据此可以推测在单性结实过程中ꎬ由于没有授粉

受精的刺激ꎬ直接合成生长素的途径受阻ꎬ此时生长素

诱导蛋白相关基因的表达促进生长素的合成ꎬ最后导

致单性结实ꎮ 而 ＣｓＲＡＢＥＰＫ 和 ＣｓＴＲＡＰＰＣ４ 这 ２ 个基

因在植物中研究较少ꎬ其在单性结实中的作用有待进

一步确定ꎮ 第 ４ 类基因(ＣｓＭＹＢ８６、ＣｓＭＤＬ１)在套花处

理下均下调表达ꎬ授粉中上调表达ꎬ表明此类基因可能

参与黄瓜授粉后的果实发育ꎬ但与单性结实过程相关

性不大ꎮ

４　 结论

本研究以黄瓜单性结实 ＱＴＬ 初定位的结果为基

础ꎬ利用生物信息学分析区段内的基因ꎬ联合转录差异

表达数据筛选候选基因ꎬ克服了目前同源比对发掘单性

结实相关基因的局限性ꎮ 以 ＫＥＧＧ 分析结果客观的评

价基因的功能ꎬ并结合 ＥＣ１ 和 ８４１９ 的转录差异表达分

析初步确定 ＣｓＣＲＴ１、ＣｓＬＯＮ、ＣｓＴＲＡＰＰＣ４、ＣｓＲＡＢＥＰＫ、
ＣｓＰＯＴ 和 Ｃｓ５ＮＧ４ 为黄瓜单性结实相关的候选基因ꎮ 这

６ 个基因的功能各有不同ꎬ包括转录调节因子ꎬ酶类和

激素类等ꎬ不仅丰富了单性结实候选基因的种类ꎬ加速

了初定位后基因克隆与分离的进程ꎬ也为其他植物的候

选基因研究提供借鉴ꎮ 在未来的研究工作中ꎬ将利用转

基因技术验证这些基因的分子调控功能ꎬ进一步揭示黄

瓜单性结实在分子水平上的调控机理ꎮ
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文本框
简介：本文以黄瓜单性结实性状QTL定位结果为基础对主效QTL区段内的基因进行生物信息学分析。并结合黄瓜单性结实转录组研究结果共筛选出10个在黄瓜单性结实过程中转录水平有剧烈变化的基因。进而利用qRT-PCR技术分析鉴定6个与单性结实相关的候选基因。




