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金线莲 ARF基因家族的鉴定与表达分析
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摘要：【目的】ARF 转录因子是调控植物器官发生与形态建成的关键基因家族。解析金线莲 Anoectochilus roxburghii 类

原球茎分化发育的分子基础，探究该家族在金线莲及其类原球茎生长发育中的调控机制，为金线莲离体繁育与分子育种

提供理论依据。【方法】基于金线莲全基因组及类原球茎转录组数据，通过生物信息学方法鉴定出 35 个金线莲 ARF

(ArARF) 基因家族成员 (ArARF1~ArARF35)，并系统分析其理化性质、系统进化、基因结构、染色体分布及在类原球茎中

的表达模式。【结果】ArARF 蛋白长度为 179~1 163 个氨基酸，分子量为 20.46~129.45 kDa，多数定位于细胞核；系统

进化分析将其分为 6 个亚族，其中 Class Ⅲ成员最多 (19 个 )，且 11 号染色体上的 ArARF13、ArARF14、ArARF15、

ArARF16、ArARF18、ArARF19 形成基因簇，推测源于串联重复事件；基因结构与保守基序分析表明：35 个 ArARF 基因

家族成员均含 B3 结构域，Class Ⅱ、Class Ⅲ成员缺失 Aux/IAA 结构域，可能与功能特化相关。表达模式分析显示：在

10、13、20 d 时，ArARF24、ArARF32 类原球茎上半部分“芽”组织的表达量明显高于下半部分膨大区，推测其与茎叶

形成有关。【结论】本研究在全基因组水平鉴定到 35 个金线莲 ArARF 成员，该家族分为 6 个亚族，11 号染色体存在串

联重复形成的 Class Ⅲ基因簇；ArARF24、ArARF32 在类原球茎芽组织特异高表达，参与茎叶分化。图 9 表 2 参 29
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Identification and expression analysis of the ARF gene family in
Anoectochilus roxburghii

XU Qing1,2，YAN Xiaoyun1,2，REN Jiaqi1,2，JIANG Yilu1,2，SHAO Qingsong1,2，LU Chenfei1,2

（1. College of Food and Health, Zhejiang A&F University, Hangzhou 311300, Zhejiang, China; 2. State Key Laboratory

of Forest Food Resources Exploitation and Utilization, Zhejiang A&F University, Hangzhou 311300, Zhejiang, China）

Abstract: [Objective] ARF transcription factors constitute a key gene family regulating plant organogenesis
and  morphogenesis.  This  study  aims  to  dissect  the  molecular  basis  underlying  protocorm-like  body
differentiation  and  development  in Anoectochilus  roxburghii,  explore  the  regulatory  mechanisms  of  this  gene
family  governing  the  growth  and  development  of A.  roxburghii and  its  protocorm-like  bodies,  and  provide  a
theoretical foundation for A. roxburghii in vitro propagation and molecular breeding. [Method] Based on the
whole-genome and transcriptome data of protocorm-like bodies of A. roxburghii, 35 ARF (ArARF) gene family
members (ArARF1−ArARF35) were identified using bioinformatics methods. Their physicochemical properties,
phylogenetic  evolution,  gene  structure,  chromosomal  distribution,  and  expression  patterns  in  protocorm-like
bodies were systematically analyzed. [Result] The ArARF proteins range in length from 179 to 1 163 amino 
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acids, with a molecular weight of 20.46−129.45  kDa. Most were localized in the nucleus. Phylogenetic analysis
divided them into 6  subfamilies,  among which Class Ⅲ had the most  members  (19).  Additionally, ArARF13,
ArARF14, ArARF15, ArARF16, ArARF18, and ArARF19 on chromosome 11 formed a gene cluster, presumably
derived from tandem duplication events. Gene structure and conserved motif analysis showed that all 35 ArARF
gene family members contained the B3 domain, while members of Class Ⅱ and Class Ⅲ lacked the Aux/IAA
domain, which might be related to functional specialization. Expression pattern analysis revealed that ArARF24
and ArARF32 exhibited  significantly  higher  expression  levels  in  the  upper “bud”  tissue  of  protocorm-like
bodies at 10, 13, and 20 d compared to the lower swollen region, suggesting that they may be involved in stem
and leaf formation. [Conclusion] A total of 35 ArARF members were identified at the whole-genome level in
A. roxburghii. This gene family was divided into 6 subfamilies, and a Class Ⅲ gene cluster formed by tandem
duplication was located on chromosome 11. ArARF24 and ArARF32 were specifically highly expressed in the
bud tissues of protocorm-like bodies and participated in stem and leaf differentiation. [Ch, 9 fig. 2 tab. 30 ref.]
Key words: ARF transcription factor; Anoectochilus roxburghii; protocorm-like body; bioinformatics analysis;
gene expression pattern

金线莲 Anoectochilus roxburghii 别名金线兰、鸟人参，为兰科 Orchidaceae 开唇兰属 Anoectochilus 单

子叶植物，为国家二级濒危保护植物[1]。金线莲含有丰富的金线莲苷[2]、多糖、黄酮类化合物、强心苷

类、氨基酸、有机酸、甾体化合物、生物碱等生物成分[3]，其味甘性平，有清凉解毒、滋阴降火、消炎

止痛、降血糖、降血压、利尿、保肝的作用[4]。

在自然环境中，金线莲种子的萌发需要相关真菌伴生，自然萌发率低且环境适应性差[5]，加之人工

过度采挖，使得金线莲野生资源日趋减少。目前生产上主要通过组织培养繁育种苗 [6]。类原球茎

(PLBs) 是兰科植物组织培养过程中，由原球茎和体细胞诱导形成的类似原球茎的结构，是金线莲组织培

养中种苗再生的核心结构。同时，类原球茎生长与分化是受基因调控和激素信号协同作用的相对稳定的

动态过程，其高效诱导与稳定分化是突破自然繁殖限制、实现人工规模化育苗的关键生物学基础。有研

究表明：石斛属 Dendrobium 中乙烯响应因子 (ERF) 类转录因子 DoERF5 过表达可极大促进类原球茎再

生，并上调创伤诱导脱分化同源基因 DoWIND、无茎尖分生组织基因 DoSTM，以及参与细胞分裂素生物

合成的 DoIPT 和细胞分裂素响应因子 DoARRs 的表达水平[7]。由此可见，兰科植物类原球茎的再生与发

育依赖于多激素信号通路的协同调控，这一机制在不同兰科植物中具有一定保守性。

植物生长素响应因子 (ARF) 是生长素信号传导过程中的关键因子[8]。生长素作为一种植物激素，在

植物生长发育调控中发挥重要作用，其调控范畴涵盖侧根发生、顶端优势、维管组织分化、茎伸长、胚

胎模式建成、果实成熟、脱落、衰老及向性反应等[9]。ARF 与生长素/吲哚乙酸 (Aux/IAA) 这 2 个关联的

基因家族，在生长素应答基因的表达调控及植物发育过程中具有不可或缺的作用[10]。ARF 具有与生长素

响应元件 (AuxREs) 的结合能力，可通过激活或抑制生长素响应基因 (如 Aux/IAA、GH3 和 SAUR 等) 的表

达[11]，影响植物生长发育。绝大多数 ARF 蛋白包含 3 个结构域：N 末端为高度保守的 B3 型 DNA 结合

结构域，中间为具有转录激活或抑制活性的 Auxin_resp 结构域，C 端为 Aux/IAA 结构域 [12]；其中，

Aux/IAA 结构域可调控 ARF 与 AuxRE 的结合，并调控下游生长素响应基因的表达模式。鉴于生长素信

号是调控金线莲生长发育与离体繁殖的核心通路，而 ARF 是该信号通路的核心转录因子，因此本研究

选取 ARF 基因家族开展金线莲发育机制解析。同时，类原球茎作为金线莲离体繁殖的核心结构，其增

殖、分化及再生过程也可能受到复杂转录因子网络与激素信号的协同调控，而 ARF 基因家族在此过程

中或发挥关键调控作用。

目前，金线莲全基因组测序已完成，但对其 ARF 转录因子家族的系统研究仍属空白，尤其是全基

因组层面 ARF 家族成员的鉴定及其在类原球茎生长发育中的表达规律尚不明确。鉴于此，本研究基于

金线莲全基因组及转录组数据，采用生物信息学方法系统筛选并鉴定金线莲 ARF (ArARF) 家族成员，明

确其基因组水平的分布特征；同时分析 ArARF 在不同生长阶段 (5、8、10、13、20 d) 及不同部位 (上半
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部分“芽”与下半部分膨大区 ) 的表达模式，揭示其在类原球茎发育进程中的表达规律，为解析

ArARF 家族基因调控金线莲类原球茎形成、生长及分化的分子机制提供关键基础。 

1    材料与方法
 

1.1    材料

本研究以金线莲为试验材料。选取金线莲茎段诱导的不同生长阶段类原球茎为样本，按整体、上部

分、下部分划分取样，设 3 次重复，用于转录组测序。基础数据来源于浙江农林大学中药资源团队前期

金线莲全基因组测序结果及本次转录组测序数据。 

1.2    ArARF基因家族成员鉴定及系统进化分析

基于上述基因组和转录组测序结果，初步筛选 ArARF 转录因子候选基因；利用美国国家生物技术

信息中心 (NCBI) 开放阅读框查找工具 (ORF Finder)，找出与其对应的氨基酸序列，并利用 NCBI-
CDD 和 SMART 在线分析工具，分析蛋白的保守结构域。利用 TBtools 软件 One Step Build a ML Tree 工

具对金线莲、拟南芥 Arabidopsis thaliana、玉米 Zea mays 和水稻 Oryza sativa ARF 蛋白序列进行比对，

Bootstrap 重复值为 5 000，采用最大似然法 (ML) 构建发育树，并利用 iTOL 在线工具美化。 

1.3    ArARF蛋白理化性质及亚细胞定位预测

利用 ProtParam 在线网站对 ArARF 转录因子的蛋白长度、分子量、理论等电点、脂溶指数、亲疏水

性等理化性质进行分析；利用 Cell-PLOC2.09 对筛选到的金线莲 ARF 蛋白进行亚细胞定位预测。 

1.4    基因结构、保守基序及蛋白质结构分析

利用在线软件 GSDS 2.0 获得金线莲 ArARF 外显子-内含子结构。使用 MEME 预测 ArARF 蛋白的保

守基序，再用 TBtools 软件绘制可视化图片，并对 ArARF 蛋白保守基序进行分析[13]。 

1.5    ArARF蛋白二级结构和三级结构预测

利用 SOPMA 二级结构在线预测软件对 ArARF 蛋白二级结构进行分析。使用 SWISS-MODEL 进行

蛋白三级结构预测[14]。 

1.6    ArARF染色体定位

根据基因 ID，以金线莲基因组注释文件中提取 ArARF 家族成员的染色体定位信息，整理后利用

TBtools 软件绘制染色体定位图[15]。 

1.7    ArARFs启动子顺式作用元件分析

通过 TBtools 软件，从 ArARF 上游 2 000 bp 中提取启动子序列[16]。使用 PlantCARE 数据库对提取的

序列进行顺式作用元件分析。 

1.8    ArARF基因家族的基因表达分析

基于金线莲类原球茎不同生长时期 (5、8、10、13、20 d) 及不同部位 (10、13、20 d 类原球茎上半

部分“芽”与下半部分膨大区) 的转录组数据，检索 35 个 ArARF 的表达值 (每百万映射读数中每千碱基

转录本的片段数，FPKM)，并使用 TBtools 软件中的 Heat Map 模块绘制差异表达热图。 

1.9    ArARF基因表达模式分析及实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)验证

针对筛选出的 5 个在“芽”与膨大区间差异表达的 ArARF 基因，采用 Primer Premier 软件设计特异

性引物，以 Actin 为内参基因，进行引物合成 (表 1)。荧光定量反应体系为 20  μL  (ddH2O  7  μL；
PowerTrack™ SYBR Green Master Mix 10 μL；上、下引物各 1 μL；cDNA 1 μL)。反应程序：95 ℃ 预变

性 10 min，95 ℃ 变性 10 s，60 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 32 s，40 个循环数。每个样品 3 个生物学重复。 

2    结果与分析
 

2.1    ArARF基因家族成员的鉴定及理化性质分析

从表 2 可知：共鉴定到 35 个金线莲 ArARF 基因 (ArARF1~ArARF35)，ArARF 蛋白可编码 179~1 163
个氨基酸，分子量为 20.46~129.45 kDa。14 个 ArARF 蛋白等电点为 7~9，表明这些蛋白均为碱性蛋白，

且均为亲水性蛋白，其余 21 个等电点为 4~7。亚细胞定位预测表明：所有 ArARF 蛋白定位在细胞核

中，这一核定位与其作为转录因子的功能相契合。作为转录因子，ArARF 蛋白需在细胞核内与靶基因启
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动子等顺式作用元件结合，从而调控相关基因的转录表达，参与到生长素信号转导以及众多植物生长发

育相关的调控过程中。值得注意的是，只有 ArARF33 同时定位在细胞核和叶绿体中。
 

2.2    ArARF基因家族成员系统进化树分析

为了进一步研究 ArARF 的进化关系，将金线莲与拟南芥 AtARF、玉米 ZmARF、水稻 OsARF 基因共

 

表 1    ArARF基因 RT-qPCR引物序列
Table 1    Primer sequences for RT-qPCR of ArARF

基因名称 正向引物 (5′→3′) 反向引物 (5′→3′)
ArARF3 ATGAATGGAAGAAGCCTGAGATTGC GCTGACCTGCCTGCTCTGAAT

ArARF4 GCATAGCAGTTCCACCAGAAGTAGG TCATCGCCAACCAGCATCATATCG

ArARF10 ATGCTTGTGCTGGTGGAATGGT AGGCTTGTCTTGCGAGTCTGAG

ArARF24 CTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCATA CGGACACGCTTAGTCACGGTAG
ArARF32 AAGCACGCAACCAACACAATTCTT AACAGAACTGAATCGCCAGCCTTA

 

表 2    ArARF蛋白理化特性
Table 2    Protein physiochemical properties of ArARF

基因 氨基酸数/个 分子量/kDa 等电点 脂溶指数 亲水系数 保守结构域

ArARF1 729 79.59 8.56 65.62 −0.568 B3、PHA03247

ArARF2 662 73.29 5.68 71.31 −0.457 B3、Auxin_resp、Aux_IAA

ArARF3 650 73.53 6.00 74.66 −0.506 B3、Auxin_resp、Aux_IAA

ArARF4 649 73.21 6.34 75.07 −0.480 B3、Auxin_resp、Aux_IAA

ArARF5 857 94.90 6.29 69.61 −0.490 B3、Auxin_resp、Aux_IAA

ArARF6 844 94.23 5.98 65.94 −0.541 B3、Auxin_resp、Aux_IAA

ArARF7 833 92.79 6.50 73.93 −0.481 B3、Auxin_resp、Aux_IAA

ArARF8 695 77.09 6.28 76.13 −0.371 B3、Auxin_resp

ArARF9 726 79.39 6.20 77.59 −0.343 B3、Auxin_resp

ArARF10 714 79.10 6.85 69.92 −0.436 B3、Auxin_resp

ArARF11 658 73.71 6.86 75.71 −0.397 B3、Auxin_resp

ArARF12 538 58.99 6.55 80.24 −0.129 B3、Auxin_resp
ArARF13 300 33.26 8.19 68.33 −0.284 B3

ArARF14 399 44.20 6.86 74.34 −0.245 B3、Auxin_resp

ArARF15 403 44.79 8.05 73.90 −0.321 B3、Auxin_resp

ArARF16 450 49.64 8.51 70.93 −0.311 B3、Auxin_resp

ArARF17 479 53.89 9.45 72.28 −0.392 B3、Auxin_resp
ArARF18 293 33.22 8.98 73.65 −0.377 B3

ArARF19 179 20.46 5.38 106.26 0.084 B3

ArARF20 244 27.24 8.83 58.89 −0.572 B3

ArARF21 913 100.66 7.19 71.61 −0.554 B3、zf-CW

ArARF22 881 97.21 8.10 63.47 −0.646 B3、zf-CW

ArARF23 315 35.01 5.96 69.71 −0.423 B3、AP2
ArARF24 374 41.07 7.76 63.18 −0.558 B3

ArARF25 342 37.17 9.48 79.27 −0.382 B3、AP2
ArARF26 349 38.71 8.35 57.88 −0.674 B3

ArARF27 334 36.29 9.60 69.85 −0.420 B3、AP2
ArARF28 226 25.62 4.93 94.96 −0.127 B3

ArARF29 906 100.84 5.84 79.72 −0.446 B3、Auxin_resp、Aux_IAA

ArARF30 802 90.26 6.03 74.01 −0.495 B3、Auxin_resp

ArARF31 796 89.47 5.62 75.80 −0.430 B3、Auxin_resp、Aux_IAA

ArARF32 1 082 121.92 5.79 80.73 −0.379 B3、Auxin_resp、Aux_IAA

ArARF33 217 25.14 9.98 77.33 −0.841 RRM_NIFK、PABP-1 234

ArARF34 1 053 118.67 5.88 77.43 −0.480 B3、Auxin_resp、Aux_IAA

ArARF35 1 163 129.45 6.33 77.76 −0.528 B3、Auxin_resp、Aux_IAA
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同构建系统进化树，并根据拟南芥 AtARF 基因家族的分类方法将其分为 6 个分支 (图 1)。其中，Class
Ⅰ包含 7 个 ArARF 基因，Class Ⅱ包含 2 个，Class Ⅲ包含 19 个，Class Ⅳ包含 3 个，Class Ⅴ包含 2 个，

Class Ⅵ包含 2 个。系统发育分析发现：金线莲中多个 ArARF 家族成员和拟南芥的同源基因进化距离相

对较近，表明 ARF 家族在这 2 个物种中的功能可能具有一定的保守性。在 Class Ⅲ亚族中，存在 1 个分

支包含 ArARF12~ArARF19，而 Class Ⅵ亚族中的 ArARF34、ArARF35 未发现高度同源序列，推测上述基

因可能在物种分化中具有重要作用。 

2.3    ArARF基因家族成员基因结构及保守基序分析

为全面解析 ArARF 蛋白的结构特征和家族成员蛋白氨基酸序列的保守基序，利用 MEME 软件分析

35 个 ArARF 基因家族成员，最大 Motif 检测数设置为 10 (图 2 和图 3)。由图 2A 可知：ArARF 家族成员

含有 1~9 个数量不等的基序，14 个 ArARF 蛋白 (ArARF2、ArARF3、ArARF4、ArARF5、ArARF6、
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拥有 9 个相同的基序，即 Motif 1~Motif 9，且 ArARF2~ArARF7 属于同一亚族，ArARF10、ArARF11 属

于同一亚族，ArARF29~ArARF32 属于同一亚族，ArARF34、ArARF35 属于同一亚族，表明这 14 个
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图 1    金线莲 ArARF 蛋白家族系统进化树
Figure 1    Phylogenetic tree of ArARF protein family in A. roxburghii
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ArARFs 存在相似的分子功能。所有 ArARF 蛋白均含有 B3 结构域 (Motif 1/Motif 3/Motif 6 和 Motif 8)，
说明这 4 个基序在 ArARF 蛋白序列中分布最广、保守程度最高，也佐证了筛选出的 ArARF 转录因子属

于 ARF 基因家族成员。同时 Motif 2 在除 ArARF33 外的基因中均有分布，表明这个基序可能在

ArARF 基因核心功能的实现中发挥关键作用。ArARF33 未检测出保守基序，这一现象可能是该基因在进

化过程中发生了基序丢失，或其功能结构域与家族中其他成员存在明显差异，导致未被现有 Motif 预测

方法捕获。从功能角度推测，此类不含保守 Motif 的 ArARF 可能在金线莲生长发育 (如类原球茎形成或

分化) 中承担特殊调控角色。
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图 2    金线莲 ArARF 蛋白保守基序的分布 (A) 和基因结构 (B)
Figure 2    Conserved motif distribution (A) and gene structures (B) of ArARF proteins in A. roxburghii
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图 3    金线莲 ArARF 家族 Motif 分析
Figure 3    Motifs of the ArARF gene family in A. roxburghii
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进一步对 ArARF 家族成员的基因结构 (图 2B) 进行分析发现：所有基因都包含编码序列 (CDS) 和非

翻译区 (UTR)。外显子-内含子排列规则，表明这些基因的转录调控可能较为精细，功能更保守。 

2.4    ArARF蛋白二级结构和三级结构分析

对 ArARF 蛋白二级结构预测 (图 4) 表明：ArARF 蛋白家族成员的二级结构相似度较高，主要包含

α 螺旋和无规则卷曲。对金线莲 ArARF 编码蛋白三级结构进行建模，不同亚家族成员蛋白质的 α 螺旋、

延伸链、β 转角和无规卷曲的比例差异较大 (图 5)。系统发育树中聚集在一起的 ArARF 基因的编码蛋白

具有相似的三级结构。
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图 4    金线莲 ArARF 蛋白的二级结构预测
Figure 4    Secondary structure prediction of ArARF proteins in A. roxburghii

  

2.5    ArARF基因的染色体分布

根据金线莲 20 条染色体的注释信息，对 35 个 ArARF 基因进行染色体定位分析，发现这 35 个基因

分布在 14 条染色体上 (图 6)。整体上 35 个 ArARF 基因在染色体呈现出两端分布。其中 1、15 号染色体

各包含 4 个基因，2、5、6、16 号染色体各包含 2 个基因，3、4、14 号染色体各包含 3 个基因，8、
13、19、20 号染色体各包含 1 个基因，11 号染色体上基因最多，包含 6 个基因。ArARF13、ArARF14、
ArARF15、ArARF16、ArARF18、ArARF19 这 6 个基因在 11 号染色体同一位置聚集，且这 6 个基因都属

于 Class Ⅲ亚族，说明这 6 个 ArARF 基因符合基因簇的特征，属于 ARF 基因簇。并且，它们可能来自同

一祖先基因的扩增产物，ArARF 基因簇可能通过共享生长素响应元件 (如 AuxREs 或 MYB/MYC 结合位

点)，在生长素信号或环境刺激下同步上调或下调表达，高效响应发育需求，如金线莲类原球茎的分

化。同时也说明这一现象很可能源于基因串联重复事件。基因串联重复可降低单个基因突变对表型的影

响，保障基因组的稳定性，基因串联重复可通过剂量效应提升 mRNA 和蛋白质的合成量，从而强化
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ArARF 基因的核心功能。
 

2.6    ArARF基因家族成员的启动子顺式作用元件分析

将 ArARF 起始密码子上游 2 000 bp 序列提取并上传至 PlantCARE 网站，共鉴定出 52 种顺式作用元

件 (图 7)。进一步统计发现：不同 ArARF 启动子特异调控元件数量存在差异，如 ArARF31 含有最少的启

动子元件结合位点，为 12 个，ArARF19 含有最多的启动子元件结合位点，为 56 个。

顺式作用元件预测结果显示：除了保守的 TATA-box、CCAAT-box 和光响应等元件，ArARF 启动子

还存在其他特异的调控元件，包括激素响应元件、植物生长发育相关元件和非生物胁迫响应元件。激素

响应元件包括生长素响应元件 TGA-element、AuxRR-core 等，赤霉素响应元件 GARE-motif、P-box、
TATC-box 等，脱落酸响应元件 ABRE、MYC 等，茉莉酸甲酯响应元件 TGACG-motif 等。其中以脱落

酸响应元件较多 (图 8)。植物生长发育元件包括昼夜节律调控元件 G-Box、分生组织表达调控元件 CAT-
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Figure 5    Tertiary structure prediction of ArARF proteins in A. roxburghii
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Figure 8    The cis-acting element in the promoters region of ArARF in A. roxburghii
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box 等，其中以 MYB 结合元件较多。非生物胁迫响应元件包括厌氧诱导响应元件 (ARE)、干旱胁迫响

应元件 (MYC)、机械损伤响应元件 (WUN-motif) 和低温响应元件 (DRE1) 等。这些结果表明 ArARF 基因

可能广泛参与了生长发育、激素信号转导与非生物胁迫等生物学过程。 

2.7    ArARF基因家族表达模式分析

如图 9 所示：ArARF2、ArARF5、ArARF8、ArARF9、ArARF29、ArARF33、ArARF35 这 7 个基因在

类原球茎不同生长阶段和部位的表达量都相对较高，且多数基因的表达量随培养时间延长呈升高趋势

(图 9A)。此类基因可能参与类原球茎全程发育调控，尤其在培养后期 (13~20 d) 的器官分化中发挥核心

作用。ArARF10、ArARF11、ArARF12、ArARF20、ArARF25 这 5 个基因在 5~10 d 的生长阶段表达量

高，20 d 时表达量明显下降。推测其主要参与类原球茎发育早期的调控，如启动细胞分裂、建立生长素

浓度梯度。
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图 9    ArARF 基因在类原球茎不同生长阶段和部位的相对表达量
Figure 9    Relative expression levels of ArARF in different growth stages and parts of protocorm-like bodies

 

ArARF24、ArARF32 这 2 个基因在 10、13、20 d 类原球茎的上半部分“芽”组织中表达量明显高于

下半部分膨大区 (图 9B)。上半部分“芽”是未来茎叶分化的关键区域，此类基因可能参与顶端分生组织

维持与器官原基形成。ArARF3、ArARF4、ArARF10 则在类原球茎的下半部分膨大区表现出更高的表达

量 (图 9C)。下半部分膨大区承担营养储存与根原基分化功能，是类原球茎实现再生的关键，推测这些基

因的表达模式可能与下半部分膨大区的功能特化存在关联。11 号染色体上的 ArARF13、ArARF14、
ArARF15、ArARF16、ArARF18、ArARF19 形成基因簇，且均属于 Class Ⅲ亚族，其表达模式在生长阶段

和部位上呈现一定协同性 (如在 10~13 d 均有中高表达)，其表达的协同性提示该基因簇可能通过功能关

联的表达调控模式，参与类原球茎中期发育的生长素信号调控过程。 

3    讨论
 

3.1    全基因组 ArARF基因家族分析

ARF 作为调控生长素信号转导的关键转录因子，在植物的生长发育中具有重要作用[17]。金线莲类原
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球茎作为组织培养过程中的一种特殊结构，是实现其再生的关键。本研究根据基因组与转录组数据，从

金线莲及其类原球茎中鉴定出 35 个 ArARF 基因家族成员。已有研究表明：ARF 基因家族成员数量在不

同物种中存在差异，如拟南芥有 23 个 ARFs[18]、烟草 Nicotiana tabacum 有 50 个 ARFs[19]、水稻有 25 个

ARFs[20]、大豆 Glycine max 有 51 个 ARFs[21]、葡萄 Vitis vinifera 有 19 个 ARFs[22]。尽管不同物种的基因组

大小差异明显，但植物 ARF 数量与其基因组大小无直接关联。

系统发育分析为解析物种进化关系提供了重要依据[23]。本研究通过构建金线莲与拟南芥、玉米、水

稻 4 个物种 ARF 蛋白的系统进化树，揭示金线莲 ArARF 家族的进化特征，其成员可划分为 6 个亚族，

其中 Class Ⅲ亚族是该家族中成员数量最多的分支，含 19 个 ArARF 成员。通过染色体定位分析发现：

35 个 ArARF 基因分布于金线莲的 14 条染色体上，其中 ArARF13、ArARF14、ArARF15、ArARF16、
ArARF18、ArARF19 聚集于 11 号染色体形成密集基因簇。这一现象在兰科植物中较为罕见，但与小麦

Triticum aestivum TaARF23-A 基因簇的串联重复[24] 模式相似。因此该基因簇的形成可能源于多次串联重

复事件。已有研究显示：在彩色马铃薯 Solanum  tuberosum 中，与拟南芥 AtARF10、 AtARF16、
AtARF17 同属 Class Ⅲ亚族的 StARF17-2、StARF18、StARF22-6 基因已被证实参与花青素合成调控 [25]。

据此推测，金线莲 11 号染色体上的 Class Ⅲ亚族 ARF 基因簇，或许在类原球茎发育过程中承担调控花

青素合成的关键功能。 

3.2    ArARF在类原球茎生长发育中的作用分析

本研究发现：不同 ArARF 在不同生长阶段的表达量存在差异，表明其可能在金线莲类原球茎发育中

发挥不同生物学功能[26]。金线莲类原球茎的发育是高度依赖生长素信号调控的复杂过程，ArARF 在此过

程中发挥核心调控作用。转录组数据显示：ArARF 在类原球茎发育中期 (10~13 d) 表达上调，与细胞分

裂和分化高峰期一致，推测其通过增强生长素信号响应推动器官发生。这一调控特征与兰科植物的保守

发育机制相呼应。有研究表明：蝴蝶兰属 Phalaenopsis 植物生殖程序的不同阶段与特定细胞功能关联，

卵巢发育早期细胞分裂相关基因活跃，且调控心皮、胚珠发育的 AG 类、ANT 类、CUC 类等转录因子[27]

在过渡前子房组织中富集，这些调控因子组合对胚珠发育至关重要，且在进化上具有保守性。据此推

测，金线莲 ARF 基因可能通过参与此类保守的转录调控网络，在类原球茎发育的细胞分裂与器官发生

阶段发挥调控作用，这为解析兰科植物再生相关的保守调控机制提供了线索[28]。

从基因结构与调控特征来看，11 号染色体上多个 ArARF 基因形成密集基因簇，推测这类串联重复

集群可能通过共享生长素响应元件实现表达同步性，在类原球茎上半部分“芽”组织或下半部分膨大区

分别参与顶端分生组织形成或增殖分化调控。此外，基因簇内部分成员存在 Aux/IAA 结合结构域缺失等

功能分化特征，可能对不同发育阶段的细胞命运调控起到细化作用[29]，这一结构与表达的协同模式为

ARF 基因适应类原球茎特化发育提供了支撑。 

4    结论

金线莲 ArARF 蛋白的氨基酸长度、分子量呈明显差异，且多数定位于细胞核，该家族可划分为

6 个进化亚族，其中 Class Ⅲ亚族成员数量最多。金线莲 11 号染色体上的 ArARF 基因簇由 Class Ⅲ亚族

成员组成，推测源于串联重复事件，这一发现为兰科植物基因家族进化模式研究提供新的参考视角。

ArARF24、ArARF32 在金线莲类原球茎“芽”组织中呈特异性高表达，提示其与茎叶器官形成直接相关。
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