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摘要:[目的]本文旨在探究醛酮还原酶 ＡＫＲ４Ｃ 亚家族 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因在不同激素处理及逆境胁迫中的表达模式ꎬ从而分

析 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因在不结球白菜作物中的生长代谢和逆境胁迫中可能发挥的作用ꎮ [方法]以不结球白菜‘苏州青’为材

料ꎬ克隆了 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因的全长ꎬ应用生物信息学分析了其氨基酸序列ꎬ并通过实时荧光定量 ＰＣＲ 技术分析 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基

因在不同组织ꎬ高温、低温、ＮａＣｌ 胁迫、伤害胁迫ꎬ以及水杨酸、茉莉酸甲酯和脱落酸等处理下的基因表达变化ꎮ [结果]序
列分析表明ꎬＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因包含 １ 个长度为 ９４８ ｂｐ 的开放式阅读框(ＯＲＦ)ꎬ编码 ３１５ 个氨基酸ꎮ 氨基酸序列多重比对和

进化树分析表明ꎬＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 与其他植物 ＡＫＲ４Ｃ９ 基因同源性较高ꎬ具有高度保守性ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 分析表明ꎬＢｃＡＫＲ４Ｃ９
在叶片中的表达量高于根中ꎬ高温和低温处理下表达上调ꎬ且具有相似的表达模式ꎮ 在 ０~２０ ｇ􀅰Ｌ－１ＮａＣｌ 质量浓度范围内基

因相对表达量随 ＮａＣｌ 质量浓度的升高而升高ꎬ伤害处理后能够迅速产生应激响应ꎬ并能够被水杨酸、茉莉酸甲酯和脱落酸

诱导表达ꎮ [结论]不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因能够被不同激素诱导表达ꎬ并且参与到多种逆境胁迫响应ꎮ
关键词:不结球白菜ꎻ醛酮还原酶 ＡＫＲ４Ｃ 亚家族ꎻ序列分析ꎻ非生物胁迫
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　 第 ２ 期 张飞雪ꎬ等:不结球白菜醛酮还原酶 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因的克隆及表达分析

　 　 在植物生长发育的各个阶段ꎬ植物会不可避免地遇到一些生物和非生物胁迫[１]ꎮ 研究表明:植物在

遭遇非生物胁迫时ꎬ活性氧与活性乙醛水平增加ꎬ导致植物的胁迫诱导损伤[２]ꎬ为了清除植物体内产生的

活性氧、活性乙醛等有毒物质ꎬ植物会利用大量具有氧化还原活性的酶类使有毒物质分解为毒性较小的乙

醇和碳水化合物[３]ꎬ而醛酮还原酶(ＡＫＲ)家族通常催化醛、酮、类固醇以及其他羰基化合物的还原[３]ꎮ
ＡＫＲ 家族在逆境防御中起重要作用ꎬ能够被多种逆境胁迫诱导[４－７]ꎻ在植物中它们起着反应性醛解毒、渗
透压生成和次级代谢物合成的关键作用[８]ꎮ

ＡＫＲ 家族ꎬ是以 ＮＡＤＰ(Ｈ)为辅酶而催化一系列醛酮底物发生氧化还原反应ꎬ具有经典的(α / β)８ 桶

状折叠结构ꎬ在进化上高度保守ꎮ 其中ꎬ(α / β)８ 桶状结构羧基端的 ３ 个环(ＬｏｏＰ Ａ、ＬｏｏＰ Ｂ、ＬｏｏＰ Ｃ)的不

同组成和大小决定了其底物的特异性[９]ꎮ ＡＫＲ 催化活性位点是由 Ｎ 末端(Ａｓｐ５０、Ｔｙｒ５５、Ｌｙｓ８４)所构

成[９]ꎬ催化四联体(Ａｓｐ５０、Ｔｙｒ５５、Ｌｙｓ８４、Ｈｉｓ１１７)被认为是醛酮还原酶负责底物催化的关键氨基酸[１０]ꎻ另
外ꎬ发现 Ｃ 末端形成的高度保守的氨基酸残基(Ｓｅｒ２７１、Ａｒｇ２７６)在辅因子结合中起重要作用[９]ꎮ

ＡＫＲ４Ｃ 亚家族与植物的耐受性相关[３]ꎮ ＡＫＲ４Ｃ 能够被高 ＣＯ２ 浓度和高光照下诱导表达ꎬ使细胞内

光合速率增强[１１]ꎮ 在单子叶植物中首先鉴定到的 ＡＫＲ４Ｃ１ 被认为是耐旱性相关的蛋白并能够被脱落酸

诱导表达[１２]ꎮ ＡＫＲ４Ｃ９ 为 ＡＫＲ４Ｃ 亚家族的成员ꎬ在逆境胁迫中能够起到醛酮解毒的作用[１３]ꎬ被认为是保

护植物免受应激氧化胁迫的重要的候选基因[３]ꎮ 在大麦中过表达拟南芥 ＡＫＲ４Ｃ９ 基因可以在氧化胁迫和

镉胁迫中增强其醛酮解毒反应ꎬ转基因植株呼吸速率降低ꎬ叶绿素含量增加并且光合速率提高[１３]ꎻ山梨醇

浓度相对于野生型提高 ２~４ 倍ꎬ其耐寒性和再生能力得到显著提高[１４]ꎮ
本研究以不结球白菜品种‘苏州青’为试验材料ꎬ克隆了 ＡＫＲ４Ｃ９ 同源基因ꎬ并且进行了相关的生物

信息学分析ꎮ 利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术分别测定了高温、低温、ＮａＣｌ、伤害处理下的基因表达水平ꎬ以
及在脱落酸、茉莉酸甲酯和水杨酸激素处理下基因的表达变化ꎬ旨在进一步了解 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因在不结球

白菜中的功能ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料及处理

供试材料为不结球白菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ ｓｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｍａｋｉｎｏ)品种‘苏州青’ꎬ由南京农业大学园艺学

院不结球白菜课题组提供ꎮ 将‘苏州青’种植于南京农业大学人工气候室ꎬ在植株 ４ 叶 １ 心期时ꎬ选取生长整

齐一致的幼苗作为试验材料ꎮ 以 ４２ ℃热激和 ４ ℃低温处理幼苗ꎬ处理设备为 ＲＸＺ 智能型人工气候培养箱ꎬ
光照强度为 １００ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ꎬ处理后 ０、４、６、８ 和 ２４ ｈ 取样ꎬ每处理 １０ 株ꎬ３ 次重复ꎮ 在每片叶上打 ３ 个孔

(保留圆片不致脱离ꎬ孔径大小为 １ ｃｍ)作为伤害处理ꎬ未打孔的作为对照ꎬ分别在 ０、４、８、１２ 和 ２４ ｈ 后取样ꎬ
每处理 １０ 株ꎬ３ 次重复ꎮ 分别以 ５、１０、１５、２０、２５ ｇ􀅰Ｌ－１的 ＮａＣｌ 溶液喷洒叶片背面ꎬ以清水为对照ꎬ然后用透光

塑料罩罩住ꎬ处理 １２ ｈ 后取样ꎬ每处理 １０ 株ꎬ３ 次重复ꎮ 选用 ２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１水杨酸(ＳＡ)、５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１茉莉酸甲

酯(ＪＡ)和 ５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１脱落酸(ＡＢＡ)溶液分别喷施 ４ 叶 １ 心期的叶片ꎬ然后用透光塑料罩罩住ꎬ处理时间为

０、４、８、１２ 和 ２４ ｈꎬ每处理 １０ 株ꎬ３ 次重复ꎮ 材料收集后液氮速冻ꎬ存放－８０ ℃保存备用ꎮ
１.２　 ＲＮＡ 的提取与 ｃＤＮＡ 的合成

ＲＮＡ 提取试剂盒购自天根生化科技有限公司ꎬ具体方法参照 ＲｐＰｕｒｅＮＡｐｒｅ 植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒说明

书ꎮ 用‘苏州青’叶片的总 ＲＮＡ 为模板ꎬ按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒(ＴａＫａＲａ)说明书反转录合成 ｃＤＮＡꎮ
１.３　 不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因的克隆

根据大白菜数据库( ｈｔｔｐ: / / ｂｒａｓｓｉｃａｄｂ. ｏｒｇ / ｂｒａｄ / ｓｅａｒｃｈＧｅｎｅ. ｐｈｐ)的基因序列编号 Ｂｒａ００００１８ꎬ利用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６.０ 软件设计 １ 对引物ꎬ引物分别为 ＡＫＲ４Ｃ９￣Ｆ:ＡＴＧＧＣＴＡＡＣＧＣＡＡＴＴＡＧＡＴꎬＡＫＲ４Ｃ９￣Ｒ:
ＴＴＡＴＡＴＣＴＣＧＣＣＡＴＣＣＣＡＴＡＡＧＴꎮ 以不结球白菜‘苏州青’叶片 ｃＤＮＡ 作为模板进行 ＰＣＲ 反应ꎬ反应体系

按照 ＴａＫａＲａ 公司的 ｒＴａｑ 酶说明书进行ꎮ 反应程序为:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ
３５ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒对目的

片段进行回收、纯化ꎮ 回收产物用 Ｔ４￣ＤＮＡ 连接酶连接到 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ｓｉｍｐｌｅ 载体ꎬ连接产物转化大肠杆菌

ＤＨ５α(由本实验室保存)ꎬ涂于氨苄青霉素抗性的 ＬＢ 平板 ３７ ℃暗培养 １２ ｈꎬ挑取阳性单克隆送到南京金

斯瑞生物科技有限公司测序分析ꎮ

１４２
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１.４　 序列分析

用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件查找不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因序列的开放阅读框(ＯＲＦ)ꎮ 不同物种 ＡＫＲＣ４９ 的氨

基酸序列从 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中搜索获得ꎬ同源性计算利用 ＮＣＢＩ 网站

ＢＬＡＳＴ 程序ꎮ 氨基酸编码的蛋白质相对分子质量、理论等电点、不稳定指数等通过在线软件 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ
ｔｏｏｌ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. Ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 完 成ꎮ 疏 水 性 预 测 采 用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )ꎬ信号肽预测采用 Ｓｉｇｎａｌｐ ４.０( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )ꎬ跨膜区域预测采用

ＴＭＨＭＭ ２. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )ꎬ蛋白质二级结构预测采用 ＳＯＰＭＡ ( ｈｔｔｐ: / /
ｐｂｉｌ.ｉｂｃｐ. ｆｒ / ) 等在线工具ꎮ 蛋白质三级结构分析通过 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / )完成ꎮ 多重序列比对通过 ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 进行ꎬ进化树构建用 ＭＥＧＡ ５.２ 软件[１５]进行ꎮ
１.５　 实时荧光定量 ＰＣＲ

实时荧光定量 ＰＣＲ 体系参照 ＳＹＢＲ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ Ⅱ试剂盒(ＴａＫａＲａꎬＪａｐａｎ)说明书ꎮ 内参

基因为 Ａｃｔｉｎ(登录号:ＡＦ１１１８１２)ꎬ内参引物序列为 Ａｃｔｉｎ￣Ｆ:ＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣＴＧＴＴＣＴꎬＡｃｔｉｎ￣Ｒ:ＡＧＣＧＴ￣
ＧＡＧＧＡＡＧＡＧＣＡＴＡＡＣꎻＡＫＲ４Ｃ９ 引物序列为 ｑＡＫＲ４Ｃ９￣Ｆ:ＧＣＣＧＣＡＧＣＴＧＴＴＡＡＧＡＴＣＧＧＡＴꎻ ｑＡＫＲ４Ｃ９￣Ｒ:
ＧＧＴＣＡＴＧＡＴＣＣＧＴＡＣＡＣＣＡＧꎮ ＰＣＲ 程序采用两步法:９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ设置

６５ ℃到 ９５ ℃的熔解曲线ꎮ 目标基因表达量的计算按照 ΔΔＣＴ 法ꎮ 相对表达量等于 ２－ΔΔＣＴꎬ即相对定量是

基于对照和处理之间ꎬ目标基因和内参基因表达量的比值ꎮ 所得数据用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件分析ꎮ

图 １　 不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ ｇｅｎｅ
ｆｒｏｍ ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ

　 　 方框内为催化四联体(Ａｓｐ４７、Ｔｙｒ５２、Ｌｙｓ８１、Ｈｉｓ１１４)位点ꎮ Ｔｈｅ ｂｏｘ ｉｓ ａ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｒｅｓｉｄｕｅ(Ａｓｐ４７ꎬＴｙｒ５２ꎬ
Ｌｙｓ８１ꎬａｎｄ Ｈｉｓ１１４) ｌｏｃｕｓ.

２　 结果与分析

２.１　 不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因的克隆和序列分析

测序结果表明:不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因与拟南芥序列长度一致ꎬ序列相似度为 ８８.７％ꎬ包含 １ 个

长度为 ９４８ ｂｐ 的开放式阅读框(ＯＲＦ)ꎬ编码 ３１５ 个氨基酸ꎬ包含 ＡＫＲ 家族共有的催化四联体(Ａｓｐ４７、
Ｔｙｒ５２、Ｌｙｓ８１、Ｈｉｓ１１４)(图 １)ꎮ 预测该基因编码蛋白质相对分子质量为 ３５.１２６×１０３ꎬ理论等电点为 ６.６１ꎬ不
稳定指数为 ３９.８１ꎬ属于不稳定蛋白ꎮ ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 亲 /疏水性预测显示:该蛋白属于疏水性蛋白(图 ２)ꎬ总平

２４２
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均疏水指数(ＧＲＡＶＹ)为－０.４４０ꎮ 该蛋白无信号肽ꎬ也无分泌蛋白ꎬ并且不存在跨膜区域ꎮ 蛋白二级结构

预测结果显示:其主要为 α 螺旋ꎬ无规则卷曲ꎬ分别占 ３９.３７％和 ３１.１１％ꎬ其余为 β 转角和延伸链ꎮ 以拟南

芥 ＡＫＲ４Ｃ９ 的结构为模型ꎬ利用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 进行同源建模ꎬ预测了其三维空间结构ꎮ 由图 ３ 可以看

出:ＡＫＲ４Ｃ９ 在不结球白菜与拟南芥中具有相似的三维空间结构ꎬ都拥有醛酮还原酶所具备的 ８ 个(α / β)
８ 桶状折叠结构ꎬ螺旋在外围ꎬ折叠在里面ꎬ中间形成一个疏水结构ꎮ 其晶体结构揭示了底物结合位点的

开放性和适应性与广泛的底物特征相关[３]ꎮ

图 ２　 不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 氨基酸序列亲 /疏水性预测

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｆｒｏｍ ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ

图 ３　 不结球白菜与拟南芥 ＡＫＲ４Ｃ９ 蛋白的三维结构模型比较

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＫＲ４Ｃ９ ｆｒｏｍ ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
　 　 ＬｏｏＰ Ａ、ＬｏｏＰ Ｂ、ＬｏｏＰ Ｃ 分别为(α / β)８ 桶状结构羧基端的 ３ 个环ꎮ 下同ꎮ ＬｏｏＰ ＡꎬＬｏｏＰ ＢꎬＬｏｏＰ Ｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｒｉｎｇｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｃａｒｂｏｘｙｌ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ(α / β)８ ｂａｒｒｅｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.２　 不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因编码的氨基酸序列同源性和系统进化分析

利用 ＢＬＡＳＴｐ 对 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因推导的氨基酸序列进行同源性检索与多重比对ꎬ结果(图 ４)显示ꎬ其与

萝卜(ＸＰ＿０１８４６５６１３.１)、欧洲油菜(ＣＤＹ６４９８８.１)和大白菜(ＸＰ＿００９１３３２０４.１)相似性达 ９５％以上ꎬ与拟南芥

(３Ｈ７Ｕ)、亚麻芥 (ＸＰ ＿ ０１０５０９２７８. １) 相似性分别为 ９０％ 和 ８９％ꎻ与中棉 (ＸＰ ＿ ０１２４５８６１８. １)、苹 果

(ＸＰ＿００８３８７８２６.１)、野草莓(ＸＰ＿００４３０２７０４.１)、葡萄(ＸＰ＿００２２７３０３５.１)、可可(ＸＰ＿００７０２６９１８.２)的相似性均

在 ８０％以上ꎬ表明同科植物的氨基酸序列相似度较高ꎮ 该基因具有保守的结构区域ꎬ并且比对结果发现

ＬｏｏＰ Ａ、ＬｏｏＰ Ｂ、ＬｏｏＰ Ｃ 这 ３ 个环在不同的物种中存在氨基酸的不同(图 ３)ꎬ不结球白菜与拟南芥相比较

ＬｏｏＰ Ａ 中 １１７ 位点处由丙氨酸变为缬氨酸ꎬ在 ＬｏｏＰ Ｂ 中不结球白菜与拟南芥不存在氨基酸的变异ꎬ而
ＬｏｏＰ Ｃ 中主要在 ２９１、２９２、２９３ 氨基酸位点处由亮氨酸、天冬酰胺、丙氨酸分别改变为缬氨酸、苏氨酸和甘氨

酸ꎮ 与以上序列比对中的植物物种进行同源进化分析并构建进化树ꎬ结果(图 ５)显示:十字花科的拟南芥、
亚麻芥、大白菜、不结球白菜、油菜各自聚集在同一分支中ꎬ而蔷薇科的苹果、野草莓同样聚集在同一分支中ꎮ

３４２
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图 ４　 不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 与其他物种氨基酸序列同源性比对

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

４４２
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图 ５　 不结球白菜与其他植物 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 氨基酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ ｏｆ ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

图 ６　 不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９基因在不同组织

中的相对表达量

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＢｃＡＫＲ４Ｃ９
ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ
ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ

２.３ 　 不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因在不同组织及不同胁

迫、不同激素处理下的表达分析

由图 ６ 可见:不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 在根和叶片中均

有表达ꎬ在叶中的表达量要高于根中ꎮ
由图 ７ 可见:高温和低温胁迫处理均能使不结球白菜

ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因的表达量升高ꎬ且高温和低温处理下ꎬ
ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 具有相似的表达趋势ꎬ即在 １２ ｈ 表达量达到最

高ꎬ随后表达水平有所降低ꎮ 在 ０ ~ ２０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ 质量浓

度范围内ꎬＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因表达水平随 ＮａＣｌ 质量浓度的升

高而升高ꎬ当 ＮａＣｌ 为 ２０ ｇ􀅰Ｌ－１时ꎬ基因相对表达量达到初

始量的 ７０ 倍左右ꎮ 伤害处理 ４ ｈꎬ该基因表达量明显上

升ꎬ而 １２ ｈ 后该基因表达量则低于对照水平ꎮ

图 ７　 不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因在不同胁迫条件下的相对表达水平

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ ｇｅｎｅ ｉｎ ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ
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　 　 由图 ８ 可见:水杨酸、脱落酸、茉莉酸甲酯均能诱导不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因的表达ꎮ 水杨酸和茉

莉酸甲酯处理下ꎬ该基因具有相似的表达趋势ꎬ即在处理 ４ ｈ 后表达量明显上升ꎬ之后表达量下降ꎬ至 ２４ ｈ
又急剧升高ꎮ 脱落酸处理 １２ ｈ 时ꎬ该基因相对表达量急剧增加ꎬ２４ ｈ 时又明显下降ꎮ

图 ８　 不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因在不同激素处理后的相对表达水平

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ ｇｅｎｅ ｉｎ ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ
ＳＡ:水杨酸 Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎻＪＡ:茉莉酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅꎻＡＢＡ:脱落酸 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ.

３　 讨论

拟南芥 ＡＫＲ４Ｃ９ 基因被认为是植物 ＡＫＲ 家族中一个保护植物免受应激氧化胁迫的重要候选基因[８]ꎬ
对其酶动力学参数研究表明 ＡＫＲ４Ｃ９ 可以活化类固醇ꎬ降解糖类和一系列脂肪醛等化合物ꎬＸ￣ｒａｙ 晶体结

构构建也证明了其具有广泛的底物特征ꎬ并且比其他 ＡＫＲ 亚家族成员有更开放和更适宜的催化活性位

点[３]ꎮ 因此 ＡＫＲ４Ｃ９ 同源基因可以作为重要经济作物培育多抗品种的目标[４]ꎮ
本研究从不结球白菜‘苏州青’中克隆到 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因ꎬ发现与拟南芥基因序列具有较高同源性ꎬ其

序列相似度为 ８８.７％ꎬ序列同源性比对表明 ＡＫＲＣ４９ 基因具有保守的结构区域ꎮ 蛋白进化树分析发现不

结球白菜与同属于十字花科的萝卜、油菜进化距离较近ꎬ且同属于一个分支ꎬ同属于蔷薇科的苹果和野草

莓也被分到同一分支上ꎬ并且与鼠李科的枣具有相对较近的进化距离ꎮ 同属于锦葵目的锦葵科中棉与梧

桐科的可可树也具有相对较近的进化距离ꎬ并在同一进化分支上ꎬ可以看出各科的进化关系均比较保守ꎮ
通过蛋白三级结构的预测分析发现拟南芥与不结球白菜具有相似的空间结构ꎬ某些氨基酸改变并没有改

变 ＡＫＲ４Ｃ９ 的构象ꎬ推测其存在相似功能ꎮ
本研究通过对 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因的 ４ ℃低温处理和 ４２ ℃热激处理发现不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因具

有相似的表达趋势ꎬ推测该基因在低温和高温的胁迫响应中可能具有一致的响应模式ꎬ推测 ＡＫＲ 基因与

醛酮解毒的作用有关ꎬ其调控机制有待进一步明确ꎮ 通过不同浓度的 ＮａＣｌ 处理发现ꎬ在 ０ ~ ２０ ｇ􀅰Ｌ－１的

ＮａＣｌ 质量浓度范围内ꎬ该基因表达量随 ＮａＣｌ 质量浓度升高而升高ꎮ 在麻风树中表达 ＪｃＡＫＲ 基因的细菌

和酵母细胞对 ＮａＣｌ(２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、甲基乙二醛(ＭＧꎬ５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)处理有更高的耐受性[１６]ꎬ表明 ＡＫＲ 基

因在非生物胁迫耐受性中发挥作用ꎮ 本研究发现不结球白菜 ＢｃＡＫＲ４Ｃ９ 基因能够被水杨酸、脱落酸和茉

莉酸甲酯诱导表达ꎬ脱落酸处理 １２ ｈꎬ表达量迅速达到峰值ꎬ随后又迅速下降到接近对照水平ꎮ ＡＫＲ 在多

种作物中被证明能够被脱落酸诱导表达[１７]ꎮ 目前关于该基因与不同激素之间的作用并未见报道ꎮ
由于非生物胁迫为降低作物产量的重要因素[１]ꎬ因此提高作物的抗逆性已经成为育种工作的重要目

标之一ꎮ 不结球白菜在长江中下游及以南地区被广泛种植[１８]ꎬ不可避免会遭遇高温、低温、旱涝等多种逆

境胁迫ꎬ因此发掘不结球白菜的抗逆基因以及研究抗逆基因的功能不仅可以加深对作物抗逆机制的理解ꎬ
同时对于如何提高种质抗逆性具有重要的意义ꎮ
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