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　 　 摘要:　 利用同源克隆方法在耐寒ꎬ迟抽薹甘蓝自交系 Ｙ９２３ 中克隆到一个甘蓝响应冷胁迫 ｂＨＬＨ 转录因子基因

ＢｏｂＨＬＨ１８的ＤＮＡ 和 ｃＤＮＡ 全长ꎬ基因组搜索分析结果表明ꎬ该基因位于甘蓝１号染色体上ꎬ属于ＬＦ１亚基因组编码基因ꎻ
序列分析结果表明ꎬ该基因含有 ４个外显子和 ３个内含子ꎬ编码 ３３８ 个氨基酸ꎬ蛋白质分子量为３８ ３８０ꎬ等电点为 ６􀆰 ８０ꎬ其
编码蛋白质的 Ｎ 端含有一个 ｂＨＬＨ 结构域ꎻ亚细胞定位分析指出该基因编码蛋白质定位在细胞核上ꎬ表明该基因编码蛋

白质为核定位蛋白质ꎬ与其为转录因子特征相符ꎻ序列比对结果显示ꎬＢｏｂＨＬＨ１８ 蛋白与白菜和拟南芥中的 ｂＨＬＨ 蛋白具

有较高的同源性ꎬ相似度分别为 ９０􀆰 ５％和 ８９􀆰 ０％ꎻ聚类分析指出 ＢｏｂＨＬＨ１８及其同源蛋白分别聚类成 ２ 个进化分支ꎬ且来

自十字花科植物的 ｂＨＬＨ１８同源蛋白质都聚在同一进化分支上ꎻｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果表明ＢｏｂＨＬＨ１８基因受冷胁迫诱导ꎬ能
在叶片中被较高的诱导表达ꎬ表明该基因可能在甘蓝叶片应答冷胁迫过程中起重要作用ꎮ
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　 　 冷胁迫是影响作物生长、发育和产量的重要非生

物胁迫因子之一ꎮ 已有研究者指出ꎬ转录因子作为转

录调控的关键节点在植物应答冷胁迫过程中起重要

作用ꎮ 转录因子在结构上通常具有 ＤＮＡ 结合结构

域、转录调控域及核定位信号区等功能域[１￣２]ꎬ其中

ＤＮＡ 结合结构域决定着转录因子与顺式作用元件结

合的特异性ꎬ使其发挥转录调控功能[３￣５]ꎮ ｂＨＬＨ 转

录因子作为一类重要的植物逆境相关转录因子蛋白ꎬ
因其在结构上含有 １ 个由 １０~１５ 个氨基酸的氨基酸

基本区和 ４０ 个氨基酸左右的 α￣螺旋环￣α￣螺旋区

(ＨＬＨ 区)构成的 ５０~６０ 个氨基酸组成的 ｂＨＬＨ 保守

结构域而得名[６￣８]ꎮ 其中ꎬ基本区域位于 ｂＨＬＨ 结构

域的 Ｎ￣端ꎬ具有 ＤＮＡ 识别和结合顺式元件的功

能[６ꎬ ９￣１０]ꎮ 近年来随着多个植物基因组的测序完成ꎬ
大量的 ｂＨＬＨ 转录因子家族成员已被鉴定ꎬ在拟南芥

和水稻中 ｂＨＬＨ 转录因子家族分别有超过 １４０ 个和

１６０ 个成员[１１]ꎬ而在烟草、二柄短麦草、白菜和番茄中

则分别含有 １９０、１４６、２３０ 和 １５９ 个 ｂＨＬＨ 成员[１２￣１５]ꎮ
甘蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｃａｐｉｔａｔａ Ｌ.)是中国一

种重要的芸薹属蔬菜ꎬ全国各地均有栽培[１６]ꎮ 随着

近年来甘蓝种植区的扩大ꎬ尤其露地越冬甘蓝品种的

大面积推广ꎬ生产上对耐低温的品种需求逐渐提

高[１７]ꎮ 而目前对甘蓝耐寒材料筛选多依赖于田间自

然低温条件下的人工筛选ꎬ易受环境干扰ꎬ选择效率

不高ꎬ因而开展耐寒基因鉴定及利用与耐寒基因紧密

连锁的分子标记进行辅助选择ꎬ是提高甘蓝耐寒育种

效率的重要手段[１７￣１８]ꎮ 目前ꎬ在模式植物拟南芥上已

有多个与耐寒性相关的基因被鉴定ꎬ如 ｂＨＬＨ 类的

ＩＣＥ１ 基因、 ＡＰ２ / ＤＲＥＢ 类的 ＣＢＦ１ / ＣＢＦ２ / ＣＢＦ３ 基

因、ＣＯＲ 基因、ｂＺＩＰ 类 ＲＩＳＢＺ５、ＨＯＳ１ 基因等[１９￣２１]ꎮ
且已有研究结果表明ꎬ拟南芥 ｂＨＬＨ 转录因子具有广

泛的生物学功能ꎬ如调节种子萌发[２２]ꎬ表皮细胞形

成[２３]ꎬ心皮发育[２４]ꎬ花药发育[２５]ꎬ果实开裂[２６]ꎬ黄酮

类及花青素生物合成[２７] 及响应光敏色素[２８]ꎬ激素信

号[２９]ꎬ胁迫诱导[１４ꎬ ３０￣３２]等过程ꎮ
甘蓝 Ｙ９２３ 为重组自交系ꎬ具有耐寒ꎬ抽薹迟等

特性ꎬ目前该材料已进行了三代基因组测序ꎬ以其为

研究对象鉴定耐寒相关基因ꎬ能为后续整合其基因

组信息解析甘蓝耐寒机制奠定前期基础ꎮ 为探讨

ｂＨＬＨ 转录因子在甘蓝耐寒方面的功能ꎬ本研究利

用同源克隆方法ꎬ设计甘蓝类 ｂＨＬＨ 转录因子基因

的特异扩增引物ꎬ结合 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术在甘蓝 Ｙ９２３ 冷

处理全长 ｃＤＮＡ 文库中ꎬ获得一个受冷胁迫诱导表

达的 ｂＨＬＨ 转录因子基因ꎬ并根据其与拟南芥 ｂＨＬＨ
基因的同源性ꎬ将其命名为 ＢｏｂＨＬＨ１８ꎮ 本研究对该

基因在甘蓝中的序列特征、基因结构、染色体定位及

其在冷胁迫下的时空表达模式进行了分析ꎬ为进一

步研究该基因功能提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

用于转录因子克隆的甘蓝冷胁迫全长 ｃＤＮＡ 文

库由本实验室构建ꎮ 基因序列克隆和冷胁迫处理所

用的甘蓝材料为结球甘蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｃａｐ￣
ｉｔａｔａ)自交系 Ｙ９２３ꎮ 选“四叶一心”期用 １ / ２ＭＳ 培

养液在培养室水培 ７ ｄ 的甘蓝幼苗ꎬ转入 ４ ℃的低

温光照培养箱中进行冷胁迫处理ꎬ以培养室正常生

长的植株为对照ꎬ分别在 ０ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ
时收集处理甘蓝和对照植株的根、茎、叶ꎬ液氮速冻ꎬ
－８０ ℃保存备用ꎮ
１.２　 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因全长序列的克隆

以 Ｔ１ 和 Ｔ２(表 １)为引物ꎬ对筛选到的 ｂＨＬＨ１８
全长 ｃＤＮＡ 克隆进行双向测序ꎬ通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件

对序列进行拼接组装ꎬ得到一致序列后提交 ＮＣＢＩ
进行 ＯＲＦ 的预测ꎮ 根据 ｂＨＬＨ１８ 的 ｃＤＮＡ 序列设

计引物ꎬ在甘蓝 ｇＤＮＡ 中和 ｃＤＮＡ 中扩增 ｂＨＬＨ１８ 基

因ꎬ对 ＰＣＲ 产物进行胶回收并克隆到 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载

体上ꎬ然后转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ挑取阳

性克隆进行测序验证ꎮ
１.３　 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因染色体定位

通过搜索芸薹属基因组数据库 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｄａｔａｂａｓｅ
(ＢＲＡＤꎻｈｔｔｐ: / / ｂｒａｓｓｉｃａｄｂ.ｏｒｇ / ｂｒａｄ / )中与 ＢｏｂＨＬＨ１８
基因序列完全相同的基因座序列及其基因组位置信

息ꎬ对 ＢｏｂＨＬＨ１８ 进行电子定位及拷贝数分析ꎮ
１.４　 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因序列分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ 和 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 在线软件进行核苷

酸和氨基酸同源序列比对和开放阅读框预测ꎮ 利用

ＳＭＡＲＴ(ｈｔｔｐ:/ / ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ)在线工具对
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ｂＨＬＨ 进行保守域预测ꎮ 用 ＥＸＰＡＳｙ 在线工具 Ｐｒｏｔ￣
Ｐａｒａｍ(ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ.ｈｔｍｌ)进
行蛋白质的分子量和等电点计算ꎮ 用 ＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐ:/ /
ｐｓｏｒｔ.ｉｍｓ.ｕ￣ｔｏｋｙｏ.ａｃ.ｊｐ / )在线工具进行蛋白质亚细胞定

位预测ꎮ 同时ꎬ以 ＢｏｂＨＬＨ１８ 蛋白质氨基酸序列作为

母序列ꎬ在 ＧｅｎＢａｎｋ 中搜索其他物种中与该基因同源

的序列ꎬ并通过ＭＥＧＡ 软件进行进化分析ꎮ
１.５　 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因时空表达特征分析

根据克隆到的 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列

设计一对特异引物 Ｔ３ 和 Ｔ４(表 １)ꎬ利用 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙ￣
ｃｌｅｒ Ｒｏｃｈｅ ４８０ 定量 ＰＣＲ 仪检测 ４ ℃低温处理下甘

蓝不同器官及不同处理时间下目的基因的表达特

征ꎬ以甘蓝 β￣ａｃｔｉｎ 基因(引物为 Ｔ５ 和 Ｔ６)作为荧光

定量 ＰＣＲ 的内标ꎮ 定量 ＰＣＲ 反应总体系为 ２０ μｌꎬ
包括 ＳＹＢＲ􀅸 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ (ＴａＫａＲａ) １０ μｌꎬ
特异引物各 １ μｌꎬｃＤＮＡ 模板 １ μｌꎬ加双蒸水到 ７ μｌꎬ
在 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ Ｒｏｃｈｅ ４８０ 上采用 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ Ｓｙｓｔｅｍ
进行实时定量 ＰＣＲ 反应ꎬ反应参数:９５ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９５
℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ２０ ｓꎬ７２ ℃１０ ｓꎬ４０ 个循环ꎬ每个循环

结束时采集荧光信号ꎮ 试验结果采用 ２－△△Ｃｔ方法来

计算基因相对表达量ꎮ

表 １　 ＰＣＲ 扩增的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物名 引物序列(５′→３′) 用途

Ｔ１ ＡＴＧＡＡＴＡＴＧＴＴＣＴＣＣＡＣＡＡＧ ＰＣＲ 扩增

Ｔ２ ＴＣＡＣＡＡＧＡＡＣＴＴＣＧＡＴＡＡＡＧ ＰＣＲ 扩增

Ｔ３ ＣＧＡＡＡＡＧＧＧＡＣＣＡＡＧＡＧＧＧＣ 定量 ＰＣＲ 扩增

Ｔ４ ＡＣＣＣＧＡＧＧＡＧＣＣＡＴＣＴＴＣＡＣ 定量 ＰＣＲ 扩增

Ｔ５ ＡＡＴＣＣＡＣＧＡＧＡＣＡＡＣＡＴＡＴ 定量 ＰＣＲ 扩增

Ｔ６ ＧＡＣＣＴＧＣＴＴＣＡＴＣＡＴＡＣＴ 定量 ＰＣＲ 扩增

２　 结果与分析

２.１　 甘蓝 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因 ｇＤＮＡ 和 ｃＤＮＡ 序列的

克隆

　 　 分别以对照甘蓝叶片 ＤＮＡ 和冷处理甘蓝叶片

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用引物 Ｔ１ 和 Ｔ２ 进行目的基因

ＰＣＲ 产物扩增ꎬ经 １.５％琼脂糖凝胶电泳ꎬ获得 ＰＣＲ
扩增产物ꎬ长度为 １ ０００~２ ０００ ｂｐ(图 １)ꎬ扩增产物

经切凝胶回收、克隆并测序ꎬ结果表明以 ｇＤＮＡ 为模

板ꎬ测得该基因 ＤＮＡ 全长为１ ２８６ ｂｐꎬ而以 ｃＤＮＡ 为

模板ꎬ测得该基因 ｃＤＮＡ 序列长度为１ ０１７ ｂｐꎮ 利用

ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 分析测序 ｃＤＮＡ 序列ꎬ指出１ ０１７ ｂｐ 长

度的 ｃＤＮＡ 序列恰好包含一个完整基因编码框ꎮ 通

过对比获得基因组序列与 ｃＤＮＡ 序列ꎬ指出该基因

包含 ３ 个内含子和 ４ 个外显子ꎬ经与模式植物拟南

芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)比对发现ꎬ拟南芥 ｂＨＬＨ１８
(ＧｅｎＢａｎｋ:ＮＰ ００１０７７９４４.１)与该基因具有较高的

相似性ꎬ达 ８９􀆰 ０％ꎬ故将其命名为 ＢｏｂＨＬＨ１８ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ泳道 １:阴性对照ꎬ无 ＰＣＲ 扩增产物ꎻ泳
道 ２:以 ｃＤＮＡ 为模板目的基因 ＰＣＲ 扩增产物ꎻ泳道 ３:以 ＤＮＡ
为模板目的基因 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ

图 １　 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｏｂＨＬＨ１８ ｇｅｎｅ

２.２　 ＢｏｂＨＬＨ１８ 的染色体定位

基于 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因序列ꎬ利用 Ｂｌａｓｔ 程序在甘

蓝基因组数据库中进行同源搜索ꎬ得到一条与

ＢｏｂＨＬＨ１８ 基 因 序 列 完 全 相 同 的 基 因 座 序 列

(Ｂｏｌ０２８８８３)ꎬ该基因被定位在甘蓝的 Ｃ０１ 染色体上ꎬ
其基因座物理位置信息为Ｃ０１ ∶ ５８４９６２￣５８６２４７(＋)ꎬ
表明 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因定位于甘蓝的 Ｃ０１ 号染色体上ꎬ
且为单拷贝基因ꎮ 通过基因编码框分析ꎬ指出位于甘

蓝 １ 号染色体上的 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因属于 ＬＦ１ 亚基因

组上正义链编码基因ꎮ
２.３　 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因碱基序列及其编码蛋白质氨

基酸序列分析

　 　 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件拼接正反向测序序列ꎬ指出

ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因开放阅读框全长为 １ ０１７ ｂｐꎬ编码

３３８ 个氨基酸ꎬ并包含一个 ＨＬＨ 保守结构域 (图

２)ꎬ分子量为３８ ３８０ꎬ等电点为 ６􀆰 ８０ꎮ 利用 ＤＮＡ￣
ＭＡＮ 软件对 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因编码框的 ＤＮＡ 和 ｃＤ￣
ＮＡ 序列进行比对ꎬ指出该基因 ４ 个外显子大小分

别为 ４８１ ｂｐ、２９０ ｂｐ、１２９ ｂｐ、６９ ｂｐꎬ３ 个内含子大小

为 ２３９ ｂｐ、１０５ ｂｐ 和 ２０４ ｂｐꎮ 分析该基因内含子剪
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切位点显示该基因所用内含子剪切都遵守经典的

ＧＴ￣ＡＧ 剪切法则ꎬ其中第二个内含子位于 ＨＬＨ 结

构域内(图 ３)ꎬ即 ｂＨＬＨ 结构域被内含子分隔ꎬ这与

经典的植物 ｂＨＬＨ 基因内含子分布模式相符ꎮ 用

ＳＭＡＲＴ 在线工具分析 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因编码蛋白质

结构域显示ꎬＢｏｂＨＬＨ１８ 蛋白第 １６３ 位氨基酸到 ２１２
位氨基酸具有 ｂＨＬＨ 转录因子家族所具有的典型

ＨＬＨ 结构(图 ３)ꎬ表明该基因属于 ｂＨＬＨ 转录因子

类基因ꎮ 同时基于 ＰＳＯＲＴ 在线工具对 ＢｏｂＨＬＨ１８
基因编码蛋白质的亚细胞定位预测结果ꎬ指出

ＢｏｂＨＬＨ１８ 蛋白亚细胞定位于细胞核ꎬ表明该基因

编码蛋白质具有转录因子的核定位特征ꎬ这与其作

为转录因子的特点相符ꎮ
２.４　 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因编码蛋白质的同源性及系统

进化分析

　 　 用 Ｂｌａｓｔ 工 具 在 ＮＣＢＩ 数 据 库 中 搜 索 与

ＢｏｂＨＬＨ１８ 蛋白同源的蛋白ꎬ用 ＤＮＡＭＡＮ 工具将检

索到的同源蛋白与 ＢｏｂＨＬＨ１８ 蛋白进行比对发现ꎬ
在氨基酸水平上ꎬＢｏｂＨＬＨ１８ 蛋白与已报道的拟南

芥(ＧｅｎＢａｎｋ:ＮＰ ００１０７７９４４.１)、琴叶拟南芥(Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ: ＸＰ ０２０８８３０５７. １ )、 大 白 菜 ( ＧｅｎＢａｎｋ: ＸＰ
００９１１７３３６.１)、油菜(ＧｅｎＢａｎｋ:ＸＰ ０２２５６３２３６.１)、柑
橘(ＧｅｎＢａｎｋ:ＸＰ ００６４６６５７６.１)、蓖麻(ＧｅｎＢａｎｋ:ＸＰ
００２５２８９１１.１)、 棉花(ＧｅｎＢａｎｋ:ＸＰ ０１７６４５１００.１)、
葡萄(ＧｅｎＢａｎｋ:ＸＰ ００２２７０４４８.２)、腊梅(ＧｅｎＢａｎｋ:
ＸＰ ００８２３６８７６.１)、桃(ＧｅｎＢａｎｋ:ＸＰ ００７２０５４０４.１)、
梨(ＧｅｎＢａｎｋ:ＸＰ ００９３４７０９２.１)、苹果(ＧｅｎＢａｎｋ:ＸＰ
００８３８３３６９.１)中的 ｂＨＬＨ 蛋白均具有同源性ꎬ且它

们的 ＨＬＨ 结构域都具有保守的氨基酸残基序列

(图 ４)ꎬ这进一步表明 ＢｏｂＨＬＨ１８ 保守的 ＨＬＨ 结构

与经典的植物 ｂＨＬＨ 结构是一致的ꎮ

Ａ:ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因碱基序列及其编码的蛋白质氨基酸序列示意图ꎻＢ:ＨＬＨ 结构在 ＢｏｂＨＬＨ１８ 蛋白上的分布ꎮ
图 ２　 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因碱基序列及其编码的蛋白质氨基酸序列特征

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＢｏｂＨＬＨ１８ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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图 ３　 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因结构

Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＢｏｂＨＬＨ１８

　 　 聚类分析结果显示ꎬＢｏｂＨＬＨ１８ 及其同源蛋白

可以分为 ２ 个进化分支(ｇｒｏｕｐ Ｉ 和 ｇｒｏｕｐ ＩＩ)ꎬ且这

些来自同一科属内的同源蛋白都能明显聚到一个进

化分支上ꎬ如 ｇｒｏｕｐ ＩＩ(图 ５)ꎬ这暗示着来自不同物

种的 ｂＨＬＨ１８ 基因的演化可能伴随着物种的分化而

分化ꎮ 且在第一亚分支( ｇｒｏｕｐ Ｉ)上来源于蔷薇科

的植物能聚在一个分支簇上ꎬ而对应在第二亚分支

(ｇｒｏｕｐ ＩＩ)上ꎬ所有来自十字花科植物的 ｂＨＬＨ１８ 同

源物更为明显的聚集在同一个分支簇上(图 ５)ꎬ且
聚集程度集中ꎬ这表明在进化上十字花科植物的

ｂＨＬＨ１８ 同源物有更近的遗传关系ꎮ 同时我们也利

用 Ｂｌａｓｔｐ 程 序 在 芸 薹 基 因 组 数 据 库 中 检 索

ＢｏｂＨＬＨ１８ 在十字花科植物中的同源基因ꎬ在油菜基

因组中发现油菜 Ａ 基因组上和 Ｃ 基因组上各有 １
个 ＢｏｂＨＬＨ１８ 同源基因ꎬ且二者与 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因的

相似性分别为 ９３􀆰 ５％和 ９１􀆰 ５％ꎬ而在白菜基因组

中ꎬＢｏｂＨＬＨ１８ 基因与大白菜的 ｂＨＬＨ１８ 同源基因的

相似 性 为 ９０􀆰 ５％ꎬ 即 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基 因 与 油 菜 中

ＢｏｂＨＬＨ１８ 同源基因具有更近的遗传关系ꎬ这些进一

步支持了 ＢｏｂＨＬＨ１８ 及其同源蛋白在十字花科植物

中具有更近的演化关系ꎮ

图 ４　 在不同植物中多序列比对 ＢｏｂＨＬＨ１８ 同源蛋白

Ｆｉｇ.４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ＢｏｂＨＬＨ１８ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.５　 冷胁迫下甘蓝 ＢｏｂＨＬＨ１８基因的时空表达

以 Ａｃｔｉｎ 基因作为甘蓝 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因荧光定

量 ＰＣＲ 的内参ꎬ以冷胁迫下不同时间点甘蓝根、
茎、叶 为 试 验 材 料ꎬ 利 用 荧 光 定 量 ＰＣＲ 对

ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因进行时空表达特征分析ꎮ 结果(图
６)表明ꎬＢｏｂＨＬＨ１８ 在叶中的表达丰度最高(图 ６
Ｃ)ꎬ而在根和茎均有不同程度的不表达ꎮ 通过比

较冷胁迫下 ＢｏｂＨＬＨ１８ 在甘蓝根、茎、叶中的表达

差异ꎬ 指 出 甘 蓝 经 ４ ℃ 低 温 处 理 １２ ｈ 后ꎬ
ＢｏｂＨＬＨ１８ 在茎和叶中表达量出现峰值ꎬ其中在叶

片中 ＢｏｂＨＬＨ１８ 有更高的表达量ꎬ这表明该基因受

冷胁迫诱导ꎬ且在甘蓝不同组织中存在表达差异ꎬ
而不同组织中的表达差异则可能反映该基因在不

同组织中所行使的功能异同ꎮ

３５１秦文斌等:甘蓝冷胁迫相关基因 ＢｏｂＨＬＨ１８ 克隆与表达分析



图 ５　 在不同植物中聚类分析 ＢｏｂＨＬＨ１８ 同源蛋白

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｏｂＨＬＨ１８ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ６　 冷胁迫下 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因在根(Ａ)、茎(Ｂ)和叶(Ｃ)中的表达

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｏｂＨＬＨ１８ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｒｏｏｔｓ (Ａ)ꎬ ｓｔｅｍｓ (Ｂ) ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ (Ｃ) ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨 论

在植物中ꎬ多个逆境相关转录因子受胁迫诱导

而表 达ꎬ 如 ｂＨＬＨ、 ＡＰ２ / ＥＲＥＢＰ、 ＮＡＣ、 ＷＲＫＹ 和

ＭＹＢ 转录因子等[１９]ꎮ 这些转录因子通过调控逆境

相关信号转导ꎬ诱导抗逆基因表达ꎬ从而改变植物抗

性ꎮ 目前关于 ｂＨＬＨ 转录因子参与非生物胁迫调控

的研究ꎬ已在拟南芥和水稻中被广泛展开ꎬ但在甘蓝

中相关的研究还非常有限ꎮ 本研究在实验室前期构

建的甘蓝冷胁迫全长 ｃＤＮＡ 文库的基础上ꎬ鉴定出

了 １ 个受低温胁迫诱导表达的基因 ＢｏｂＨＬＨ１８ꎬ该基

因编码一个 ｂＨＬＨ 家族转录因子蛋白ꎮ 结构分析发

现ꎬ该基因编码的蛋白质含有一个 ｂＨＬＨ 转录因子

结构特征保守结构域 ＨＬＨꎻ基因全长由 ３ 个内含子

和 ４ 个外显子组成ꎬ其中第 ２ 个内含子长度为 １０５
ｂｐꎬ位于 ｂＨＬＨ 保守结构域内ꎬ这种内含子分布模式

与已报道的拟南芥 ｂＨＬＨ 基因家族 Ｈ 组[３３]、番茄

ＶＩＩＩ 组[１５]成员的保守结构域内含子分布模式一致ꎮ
对于 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因这种 ｂＨＬＨ 结构域包含一个内

含子的分布模式是否与该基因行使其保守功能相关

仍需进一步研究ꎮ
虽然人们对模式植物中 ｂＨＬＨ 转录因子的功能

有一定了解ꎬ但当前对非模式植物中的 ｂＨＬＨ 转录

因子的研究仍局限在基因克隆、结构鉴定、表达及其

相关功能分析等阶段ꎬ尤其关于甘蓝 ｂＨＬＨ 基因参

与冷胁迫调控的相关报道更少ꎮ 模式植物拟南芥的

研究结果指出ꎬ一些 ｂＨＬＨ 转录因子通过结合 ＣＢＦ /
ＤＲＥＢ１ 基因家族成员启动子区域来正调控冷胁迫
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应答[１７ꎬ ３４￣３５]ꎬ同时一些 ｂＨＬＨ 转录因子也能通过与

靶基因启动子区的 ＤＮＡ 顺式作用元件结合来调控

靶基因表达ꎬ参与植物细胞分化和发育过程[２５ꎬ ３６]ꎮ
这种蛋白质与 ＤＮＡ 结合调控基因表达的特性是具

有核定位属性的转录因子的特征ꎬ与其转录因子行

使功能密不可分ꎮ 本研究利用 ＰＳＯＲＴ 在线工具分

析了 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因编码蛋白质定位特性ꎬ指出该

编码蛋白质具有核定位特征ꎬ说明该编码蛋白质可

能在细胞核内行使其功能ꎬ这一特征与先前的报道

一致[３５￣３８]ꎮ
植物在生长发育过程中受到环境胁迫时ꎬ会引

发体内一系列 ｂＨＬＨ 类基因表达ꎮ 在模式植物中ꎬ
拟南芥 ｂＨＬＨ 类 ＰＹＥ 基因能在离子缺少条件下正

调控植株的生长发育[３１]ꎻｂＨＬＨ 类 ＪＡＭ１ 基因能转

录抑制和负调控 ＪＡ 信号途径[２９]ꎻＩＣＥ１ 作为植物冷

信号通路关键调节因子ꎬ在冷胁迫下能激活 ＣＢＦ 基

因的表达ꎬ并传递冷诱导信号[２０ꎬ ３９]ꎬ并且超表达

ＩＣＥ１ 可提高 ＣＢＦ３ 的转录表达ꎬ增强转基因植株的

耐寒能力[２０]ꎮ 在非模式植物中ꎬ如 ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因

在正常甘蓝花药发育过程中有 ２ 个表达高峰ꎬ但在

ＯｇｕＣＭＳ 甘蓝不育系花药中该基因下调达 ６. ４
倍[３６]ꎻ在冷处理下ꎬ苦荞 ＦｔｂＨＬＨ３ 基因表达量随时

间延长持续上升[４０]ꎮ 李晓刚等[４１] 报道在杜梨叶片

中 ｂＨＬＨ１２２￣１ 和 ｂＨＬＨ１２２￣２ 均受盐、干旱及渗透胁

迫诱导表达ꎬ但 ＡＢＡ 处理不影响它们的转录ꎮ 李宇

伟等[４２]报道在低温处理下蒺藜苜蓿 ＭｔｂＨＬＨ￣１ 基因

上调表达ꎮ 袁琳琳等[４３] 报道独行菜 ｌａＩＣＥ１ 基因在

幼苗期经低温处理后ꎬ其表达量显著增加ꎬ且在低温

处理下的表达量显著高于在非低温处理下的表达

量ꎮ 何洁等[４４]报道西瓜中有 ２１ 个 ｂＨＬＨ 基因响应

非生物胁迫ꎬ其中 ＣｌａｂＨＬＨ４１ 基因在低温、盐及

ＡＢＡ 处理下均显著表达ꎮ 因此ꎬ对该类基因的研究

将有助于挖掘植物抗逆相关基因ꎬ加速植物抗逆机

理研究进程ꎮ 本研究筛选到一个冷胁迫诱导表达的

ｂＨＬＨ 类基因 ＢｏｂＨＬＨ１８ꎬ与拟南芥 ｂＨＬＨ 转录因子

基因 ＡｔｂＨＬＨ１８ 同源ꎬ推测其可能具有与 ＡｔｂＨＬＨ１８
类似的功能ꎮ 本研究发现在受到冷胁迫后甘蓝

ＢｏｂＨＬＨ１８ 基因能在根、茎、叶中不同程度表达ꎬ其中

在叶片中 １２ ｈ 时达到峰值ꎬ表明该基因可能参与了

甘蓝的抗冷害反应ꎬ后续对其功能的深入研究将为

揭示甘蓝耐寒机制提供理论依据ꎮ
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