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　 　 摘要:　 转录因子 ＣＢＦ 在植物对低温胁迫的响应和增强植物的抗寒性方面发挥着重要作用ꎮ 为分析结球甘蓝

ＣＢＦ 家族成员的氨基酸序列特征ꎬ探究其是否受低温诱导表达ꎬ本研究利用结球甘蓝 ９２３ 全基因组数据库对其进

行蛋白质理化特征、系统发育关系、编码基因结构以及 ２ ℃低温胁迫下编码基因表达水平分析ꎮ 结果表明ꎬ共鉴定

到 ７ 个 ＢｏＣＢＦ 基因ꎬ系统发育分析后分成 ２ 个亚组(Ⅰ和Ⅱ)ꎮ ＢｏＣＢＦ 蛋白的氨基酸长度为２０３~ ２８３ ａａꎬ全部是亲

水性蛋白质ꎮ 在结球甘蓝０２－１２ 中ꎬＢｏＣＢＦ１、ＢｏＣＢＦ２ａ 和 ＢｏＣＢＦ３ 基因在叶、花、芽和角果中基本不表达ꎬ在愈伤组

织、根和茎中表达量较低ꎮ 转录组测序和实时荧光定量 ＰＣＲ 分析发现ꎬ在耐寒结球甘蓝 ９２３ 和不耐寒结球甘蓝 Ｄ９
中ꎬＢｏＣＢＦ２ｂ、ＢｏＣＢＦ２ｃ 基因不受低温诱导表达ꎬＢｏＣＢＦ２ａ 基因低温诱导表达最为迅速ꎬ其次是 ＢｏＣＢＦ１ 和 ＢｏＣＢＦ３
基因ꎮ ＢｏＣＢＦ１、ＢｏＣＢＦ２ａ 和 ＢｏＣＢＦ３ 基因的相对表达量在低温胁迫３~ ６ ｈ 达到最大值ꎬ相对表达量达到最大值后

急剧下降ꎬ在 ２４ ｈ 降至最低ꎮ 本研究结果为后续开展 ＢｏＣＢＦ１、ＢｏＣＢＦ２ａ 和 ＢｏＣＢＦ３ 基因调控结球甘蓝响应低温胁

迫机理研究奠定了基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＣＢＦ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｃｏｌｄ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃａｂｂａｇｅꎻ ＣＢＦ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙꎻ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 结球甘蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｃａｐｉｔａｔａ Ｌ.)ꎬ是
十字花科芸薹属蔬菜ꎬ可形成叶球ꎬ含有丰富的维生

素 Ｃ 和矿物质ꎬ营养极为丰富ꎮ 甘蓝常被烹食或者

生食ꎬ是追求健康饮食人群喜爱的食物之一ꎻ由于其

具有较强的适应性和抗逆性ꎬ全国各地均有种植ꎬ年
种植面积约 ９×１０５ ｈｍ２ [１]ꎬ是中国重要的保障供应

蔬菜之一ꎮ
低温是影响作物产量和营养品质的一种非生物

胁迫[２]ꎮ 结球甘蓝喜温和冷凉气候ꎬ种子发芽适宜

温度为２０~ ２５ ℃ꎬ结球期适宜温度为１５~ ２０ ℃ꎮ 结

球甘蓝的适应能力较强ꎬ但过低的温度仍然会减缓

其生长速度ꎬ降低营养品质ꎻ特别是在１~ ４ ℃低温

条件下ꎬ植株很容易通过春化作用发生 “先期抽

薹” [３]ꎻ０ ℃以下的冻害温度会导致幼苗或叶球冻伤

或是直接冻死ꎬ严重影响产量[４￣５]ꎮ 结球甘蓝植株不

同生长时期的耐寒性也不同ꎬ具有 ６~８ 片叶的幼苗

其耐寒性比较强ꎬ能忍耐－５~ －２ ℃的低温冻害ꎻ经
过低温驯化的幼苗ꎬ能忍耐短期－１２~ －８ ℃的低温

严寒ꎻ成熟期的叶球耐寒性虽不如幼苗时期ꎬ但早熟

品种的叶球能忍耐短期－５~ －３ ℃的低温ꎬ中、晚熟

品种的叶球能忍耐短期－８~ －５ ℃的低温[６]ꎮ
低温信号途径是依赖于 ＣＢＦ(Ｃ￣ｒｅｐｅａｔ ｂｉｎｄｉｎｇ

ｆａｃｔｏｒ)转录因子的 ＩＣＥ１￣ＣＢＦ￣ＣＯＲ 信号转导途径ꎮ
在低温胁迫下ꎬＩＣＥ１ 转录因子可直接与 ３ 个低温响

应基因 (ＣＢＦ１、ＣＢＦ２、ＣＢＦ３) 基因启动子区域结

合[７]ꎬ被激活的 ＣＢＦ 转录因子与冷诱导基因(ＣＯＲ)
启动子区域 ＣＲＴ / ＤＲＥ 元件结合ꎬ诱导 ＣＯＲ 基因的

转录ꎬ使其迅速响应低温胁迫ꎬ从而提高植株的耐冷

性[８]ꎮ ＡｔＣＢＦ１、ＡｔＣＢＦ２ 和 ＡｔＣＢＦ３ 基因在拟南芥 ４
号染色体上串联排列ꎬ不依赖 ＡＢＡ 信号转导ꎬ受低

温胁迫诱导表达ꎬ在响应低温胁迫的基因调控中发

挥重要作用[９￣１０]ꎮ 而 ＡｔＣＢＦ４ 与 ＡｔＣＢＦ１、 ＡｔＣＢＦ２、
ＡｔＣＢＦ３ 成员的基因功能不同ꎬ依赖 ＡＢＡ 信号转导ꎬ
不受低温胁迫诱导表达ꎬ但在抗旱过程中发挥一定

的作用[１１]ꎮ 有研究结果表明过量表达 ＡｔＣＢＦ１、
ＡｔＣＢＦ２ 和 ＡｔＣＢＦ３ 基因能大幅提高拟南芥植株的抗

冻性ꎬ其下游大量的 ＣＯＲ 基因被诱导表达[９￣１０]ꎮ 与

野生型拟南芥相比ꎬｃｂｆ１ / ｃｂｆ２ / ｃｂｆ３ ３ 突变体在冷驯

化后表现出强烈的冻敏感表型ꎬ且 ＡｔＣＢＦ 基因的突

变影响了拟南芥全转录组中１０％~２０％的 ＣＯＲ 基因

表达[１２￣１３]ꎮ 此外ꎬ在油菜、番茄、大麦、玉米及水稻

等作物中也发现 ＣＢＦ 基因具有冷诱导表达特

征[１４￣１８]ꎮ 单子叶植物和双子叶植物的 ＣＢＦ 基因均

与低温胁迫响应密切相关ꎬ说明植物中 ＣＢＦ 基因在

低温信号途径中发挥的作用相对保守ꎮ
本研究为了探索与拟南芥同为十字花科的结球

甘蓝作物中 ＣＢＦ 基因是否也存在冷诱导特性ꎬ对结

球甘蓝全基因组中 ＣＢＦ 家族成员进行鉴定ꎬ并分析

其编码的蛋白特征、基因结构、系统发育、不同器官 /
组织表达量以及 ２ ℃低温胁迫下的基因表达模式

等ꎬ挑选出候选低温诱导基因ꎬ 为进一步开展

ＢｏＣＢＦ 基因响应低温胁迫的研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 结球甘蓝 ＣＢＦ 家族成员鉴定

拟 南 芥 ＡｔＣＢＦ 蛋 白 氨 基 酸 序 列 ( ＡｔＣＢＦ１￣
ＡＴ４Ｇ２５４９０、 ＡｔＣＢＦ２￣ＡＴ４Ｇ２５４７０、 ＡｔＣＢＦ３￣ＡＴ４Ｇ２５４８０、
ＡｔＣＢＦ４￣ＡＴ５Ｇ５１９９０)从 ＮＣＢＩ 数据库获取ꎮ 结球甘蓝

和大白菜全基因组序列分别参考结球甘蓝 ９２３[１９]和大

白菜Ｃｈｉｉｆｕ￣４０１￣４２ Ｖ３.０[２０]基因组ꎮ 将ＡｔＣＢＦ 蛋白氨基

酸序列用 ＢＬＡＳＴＰ 分别搜索结球甘蓝和大白菜全基因

组序列ꎬ获取候选结球甘蓝 ＢｏＣＢＦ 和大白菜 ＢｒＣＢＦ 蛋

白氨基酸序列ꎮ 利用 Ｐｆａｍ ３５.０ 和 ＳＭＡＲＴ 数据库分析

候选 ＢｏＣＢＦ 和 ＢｒＣＢＦ 蛋白的保守结构域ꎬ剔除不含

ＡＰ２(ＰＦ００８４７)结构域的候选蛋白质ꎬ确定 ＢｏＣＢＦ 和

ＢｒＣＢＦ 家族成员ꎮ
１.２　 ＢｏＣＢＦ 蛋白理化特征及系统发育分析

采用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具分析 ＢｏＣＢＦ 蛋白的理化特
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征ꎬ包括氨基酸序列长度、相对分子质量、理论等电

点、不稳定指数、脂肪族氨基酸指数和总平均亲水性

等特征ꎮ 采用 ＭＥＧＡ ｖ７.０.２６ 软件对 ＢｏＣＢＦ、ＢｒＣＢＦ
和 ＡｔＣＢＦ 蛋白氨基酸序列进行聚类分析ꎬ选择最大

似然法(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设定为１ ０００)绘制系统发育树ꎮ
１.３　 ＢｏＣＢＦ 基因结构、物理位置及亚细胞定位预

测分析

　 　 在结球甘蓝 ９２３ 全基因组数据库中分别获取

ＢｏＣＢＦ 基因的 ｇＤＮＡ 和 ＣＤＳ 序列ꎬ利用在线工具

ＧＳＤＳ ２.０( ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｇａｏ￣ｌａｂ. ｏｒｇ / )绘制外显子￣内
含子结构图ꎮ 根据 ＢｏＣＢＦ 基因的物理位置ꎬ使用

ＭａｐＣｈａｒｔ ｖ２.３ 软件绘制 ＢｏＣＢＦ 基因染色体位置图ꎮ
采 用 在 线 软 件 ＢａＣｅｌＬｏ 和 Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ[２１￣２２] 对

ＢｏＣＢＦ 蛋白的亚细胞定位进行预测ꎮ
１.４　 ＣＢＦ 基因进化约束值分析和基因组加倍事件

发生时间估计

　 　 通过 ＤｎａＳＰ ｖ６ 软件[２３]计算结球甘蓝和拟南芥

ＣＢＦ 基因之间的进化约束值(非同义替换率 Ｋａ /同
义替换率 Ｋｓ)ꎮ 非同义替换率计算公式为非同义替

换的 ＳＮＰ 数 /非同义替换位点数ꎬ同义替换率计算

公式为同义替换的 ＳＮＰ 数 /同义替换位点数ꎮ 利用

同义替换率来估算结球甘蓝和拟南芥之间全基因组

加倍事件发生的时间ꎮ 估算公式为加倍事件发生时

间(Ｔ)＝ Ｋｓ / ２λ[拟南芥每年每个同义替换位点发生

替换的速率(λ)为１.５×１０－８] [２４]ꎮ
１.５　 不同器官 /组织及低温胁迫下 ＢｏＣＢＦ 基因表

达量分析

　 　 选取耐寒结球甘蓝 ９２３ 和不耐寒结球甘蓝 Ｄ９ 为

试验材料ꎬ将其种子播种在 ３２ 孔穴盘中ꎬ放进人工气

候室中正常管理ꎬ环境条件设置:白天温度为 ２５ ℃ꎬ光
照时间 １４ ｈꎬ夜晚温度为 １８ ℃ꎮ 待结球甘蓝长至五叶

一心ꎬ转移至春化室进行 ２ ℃低温胁迫ꎬ处理不同时间

(０ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ)后进行取样ꎬ将叶片放入锡箔

纸并立即于液氮中冷冻ꎬ在－８０ ℃冰箱中保存备用ꎮ
选择低温胁迫处理 ０ ｈ、６ ｈ、２４ ｈ 的叶片样品送广州基

奥迪生物科技有限公司进行转录组测序ꎮ 此外ꎬ从
ＮＣＢＩ 的 ＧＥＯ 数据库下载了结球甘蓝 ０２￣１２ 正常生长

条件下 ７ 个不同器官 /组织(芽、愈伤组织、花、叶、根、
角果和茎)的转录组数据(ｈｔｔｐｓ:/ / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ｇｅｏ / ｑｕｅｒｙ / ａｃｃ.ｃｇｉ? ａｃｃ＝ＧＳＥ４２８９１ꎬＧＳＥ４２８９１ 数据

集)用于 ＢｏＣＢＦ 基因不同器官 /组织的表达量分析ꎮ
以结球甘蓝 ９２３ 基因组作为转录组分析的参考基因

组ꎬ以 ＦＰＫＭ 值来表示结球甘蓝 ＢｏＣＢＦ 基因在不同器

官 /组织及低温胁迫下的表达量ꎬ利用 Ｅｘｃｅｌ 软件计算

平均值和标准差ꎬ绘制柱形图ꎮ
１.６　 ＢｏＣＢＦ１、ＢｏＣＢＦ２ａ 和 ＢｏＣＢＦ３ 基因相对表达

水平分析

　 　 将上述保存的低温处理 ０ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ
的叶片样品分别提取植物总 ＲＮＡꎬ并合成第一链

ｃＤＮＡꎮ 参照结球甘蓝 ９２３ 基因组[１９] 序列ꎬ利用

Ｂｅａｃｏｎ Ｄｅｓｉｇｎｅｒ ７. ７ 软 件 分 别 设 计 ＢｏＣＢＦ１、
ＢｏＣＢＦ２ａ、ＢｏＣＢＦ３ 基因和内参基因 ＢｏＡｃｔｉｎ２ 的特异

引物序列(表 １)ꎮ 利用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料法在罗氏

荧光定量 ＰＣＲ 仪器上进行 ＰＣＲ 反应ꎬ试验采取 ３
次技术重复ꎬ通过 ２－△△Ｃｔ计算方法计算基因的相对

表达水平和标准差[２５]ꎮ

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

基因名称　 　 正向引物序列(５′→ ３′) 　 　 　 　 　 反向引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　

ＢｏＣＢＦ１ ＧＡＴＴＴＧＧＣＴＣＧＧＴＡＣＴＴＴＣＣＴ ＴＣＡＧＣＣＡＴＡＣＴＡＧＣＣＡＡＣＡＡＧＧ

ＢｏＣＢＦ２ａ ＣＧＡＧＧＡＧＴＴＣＧＣＣＴＴＡＧＡＡＡＡ ＴＣＧＴＧＴＣＡＴＴＡＡＣＣＴＣＡＧＣＣＴＧ

ＢｏＣＢＦ３ ＴＡＣＧＧＡＴＧＡＡＣＴＧＡＧＣＡＡ ＧＣＣＡＴＡＴＣＡＧＣＣＡＡＣＡＡＧ

ＢｏＡｃｔｉｎ２ ＣＣＡＧＡＧＧＴＣＴＴＧＴＴＣＣＡＧＣＣＡＴＣ ＧＴＴＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＡＡＴＧＴＴＡＣ

２　 结果与分析

２.１　 结球甘蓝 ＣＢＦ 家族成员鉴定、理化特征及系

统发育分析

　 　 通过对结球甘蓝和大白菜全基因组数据库

ＢＬＡＳＴＰ 搜索以及 ＡＰ２ 保守结构域的在线验证ꎬ分
别鉴定到 ７ 个 ＢｏＣＢＦ 蛋白和 ６ 个 ＢｒＣＢＦ 蛋白(表
２)ꎮ ＢｏＣＢＦ 蛋白的氨基酸序列长度为２０３~ ２８３ ａａꎬ
相对分子质量为 ２.２５× １０４ ~ ３.１１× １０４ꎮ ＢｏＣＢＦ１、
ＢｏＣＢＦ２ａ、ＢｏＣＢＦ２ｃ、ＢｏＣＢＦ３、ＢｏＣＢＦ４ａ、ＢｏＣＢＦ４ｂ 理
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论等电点为４.５８~ ６􀆰 １４ꎬ为弱酸性蛋白质ꎻＢｏＣＢＦ２ｂ
理论等电点为 ７􀆰 ６３ꎬ为弱碱性蛋白质ꎮ 蛋白质的不

稳定指数为４５􀆰 ７８~６８􀆰 ３２ꎬ均超过临界值 ４０ꎮ 此外ꎬ

ＢｏＣＢＦ 蛋白的脂肪族氨基酸指数为５６􀆰 ７８~ ７３􀆰 ２０ꎬ
总平均亲水性指数为－０􀆰 ５９８~ －０􀆰 ３１４ꎬ均为亲水性

蛋白质ꎮ

表 ２　 结球甘蓝 ＣＢＦ 家族成员理化特征

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣＢＦ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｃａｂｂａｇｅ

ＣＢＦ 家族

结球甘蓝 ＣＢＦ 基因 结球甘蓝 ＣＢＦ 蛋白

基因编号　 所在染色体
开放阅读框
长度(ｂｐ)

氨基酸
长度(ａａ)

相对分
子质量

理论
等电点

不稳定
指数

脂肪族氨
基酸指数

总平均亲
水性指数

ＢｏＣＢＦ１ ＢｏｌＯ＿８ｇ１６５９０.１ 染色体 ８ ７５３ ２５０ ２.７９×１０４ ４.８５ ４７.９９ ６０.２０ －０.５０４

ＢｏＣＢＦ２ａ ＢｏｌＯ＿７ｇ５６３７０.１ 染色体 ７ ６１２ ２０３ ２.２５×１０４ ５.８９ ４９.７３ ７３.２０ －０.３１４

ＢｏＣＢＦ２ｂ ＢｏｌＯ＿３ｇ１９１００.１ 染色体 ３ ８５２ ２８３ ３.１１×１０４ ７.６３ ４９.３６ ６６.６４ －０.４１２

ＢｏＣＢＦ２ｃ ＢｏｌＯ＿３ｇ１９０８０.１ 染色体 ３ ６１５ ２０４ ２.２６×１０４ ５.７９ ４７.７９ ６５.６９ －０.３９０

ＢｏＣＢＦ３ ＢｏｌＯ＿８ｇ１６６１０.１ 染色体 ８ ８３４ ２７７ ３.０５×１０４ ４.５８ ４５.７８ ６０.６９ －０.４８０

ＢｏＣＢＦ４ａ ＢｏｌＯ＿９ｇ４０７００.１ 染色体 ９ ６６３ ２２０ ２.４５×１０４ ６.１４ ６１.６０ ６０.４１ －０.５１５

ＢｏＣＢＦ４ｂ ＢｏｌＯ＿９ｇ４０７３０.１ 染色体 ９ ７１１ ２３６ ２.５３×１０４ ５.３２ ６８.３２ ５６.７８ －０.５９８

　 　 采用ＭＥＧＡ ｖ７.０.２６ 软件对结球甘蓝、大白菜和拟

南芥 １７ 个 ＣＢＦ 蛋白氨基酸序列构建系统发育树(图
１)ꎮ ＣＢＦ 蛋白被分成 ２ 个亚组ꎬ亚组Ⅰ包含 １２ 个 ＣＢＦ
蛋白ꎬ亚组Ⅱ包含 ５ 个 ＣＢＦ 蛋白ꎮ 其中亚组Ⅰ包括 ５ 个

结球甘蓝 ＣＢＦ 蛋白 ( ＢｏＣＢＦ１、 ＢｏＣＢＦ２ａ、 ＢｏＣＢＦ２ｂ、

ＢｏＣＢＦ２ｃ 和 ＢｏＣＢＦ３)ꎬ４ 个大白菜 ＣＢＦ 蛋白和 ３ 个拟

南芥 ＣＢＦ 蛋白ꎮ 亚组Ⅱ包括 ２ 个结球甘蓝 ＣＢＦ 蛋白

(ＢｏＣＢＦ４ａ 和 ＢｏＣＢＦ４ｂ)ꎬ２ 个大白菜 ＣＢＦ 蛋白和 １ 个

拟南芥 ＣＢＦ 蛋白ꎮ 相比拟南芥 ＣＢＦ 家族成员ꎬ结球甘

蓝和大白菜 ＣＢＦ 家族成员之间的亲缘关系更近ꎮ

图 １　 结球甘蓝、大白菜和拟南芥 ＣＢＦ 蛋白系统发育分析

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＢＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｃａｂｂａｇｅꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

２.２　 ＢｏＣＢＦ 基因结构、物理位置及其编码蛋白质

的亚细胞定位预测分析

　 　 ＢｏＣＢＦ２ｂ 基因包含 ３ 个外显子和 ２ 个内含子ꎬ
ＢｏＣＢＦ２ｃ 基因包含 ２ 个外显子和 １ 个内含子ꎬ

ＢｏＣＢＦ１、ＢｏＣＢＦ２ａ、ＢｏＣＢＦ３、ＢｏＣＢＦ４ａ 和 ＢｏＣＢＦ４ｂ
均只有 １ 个外显子ꎬ没有内含子(图 ２)ꎮ 此外ꎬ本研

究还分析了 ７ 个 ＢｏＣＢＦ 基因在结球甘蓝染色体上

的物理位置分布ꎬ其中 ＢｏＣＢＦ２ｂ 和 ＢｏＣＢＦ２ｃ 串联分
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布在 ３ 号染色体上ꎬＢｏＣＢＦ２ａ 位于 ７ 号染色体上ꎬ
ＢｏＣＢＦ１ 和 ＢｏＣＢＦ３ 串联分布在 ８ 号染色体上ꎬ
ＢｏＣＢＦ４ａ 和 ＢｏＣＢＦ４ｂ 串联分布在 ９ 号染色体上(图
３)ꎮ
　 　 为了预测 ＢｏＣＢＦ 蛋白亚细胞定位信息ꎬ分别利

用 ＢａＣｅｌＬｏ 和 Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ 工具在线进行预测(表
３)ꎮ 结 果 表 明ꎬ 结 球 甘 蓝 ＢｏＣＢＦ１、 ＢｏＣＢＦ２ａ、
ＢｏＣＢＦ２ｂ、ＢｏＣＢＦ２ｃ、ＢｏＣＢＦ３ 和 ＢｏＣＢＦ４ａ 蛋白均被

预测定位于细胞核中ꎬＢｏＣＢＦ４ｂ 被预测可能定位在

细胞质或细胞核中ꎮ

图 ２　 ＢｏＣＢＦ 基因外显子￣内含子结构图

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｅｘｏｎ￣ｉｎｔｒｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＢｏＣＢＦ ｇｅｎｅｓ

图 ３　 ＢｏＣＢＦ 基因在染色体上的物理位置分布

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＢｏＣＢＦ ｇｅｎｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ

表 ３　 ＢｏＣＢＦ 蛋白亚细胞定位预测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢｏＣＢＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白质
ＢａＣｅｌＬｏ 亚细胞

定位预测
Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ 亚细

胞定位预测

ＢｏＣＢＦ１ 细胞核 细胞核

ＢｏＣＢＦ２ａ 细胞核 细胞核

ＢｏＣＢＦ２ｂ 细胞核 细胞核

ＢｏＣＢＦ２ｃ 细胞核 细胞核

ＢｏＣＢＦ３ 细胞核 细胞核

ＢｏＣＢＦ４ａ 细胞核 细胞核

ＢｏＣＢＦ４ｂ 细胞质 细胞质、细胞核

２.３　 ＣＢＦ 基因进化约束值分析和基因组加倍事件

发生时间估计

　 　 除 ＡｔＣＢＦ４ 与 ＢｏＣＢＦ４ｂ 同源基因对外ꎬ其余 ６
个 ＣＢＦ 直系同源基因对的进化约束值(Ｋａ / Ｋｓ)均

远小于 １ (０.１５６~ ０􀆰 ２９４)ꎬ表明进化中 ＣＢＦ 基因以

纯化选择作用为主(表 ４)ꎮ 在结球甘蓝和拟南芥的

直系同源基因对中ꎬ同义替换率为０.４９０~０􀆰 ８１５ꎮ 以

拟南芥每年每个同义替换位点发生替换的速率(λ)
为参考ꎬ利用结球甘蓝和拟南芥的直系同源基因对

的同义替换率(Ｋｓ)估算ꎬ结球甘蓝和拟南芥之间全

基因组加倍事件发生的时间大致发生在１.６３×１０７ ~
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２.７２× １０７ 年 前ꎮ 由 表 ４ 可 知ꎬ 相 比 同 源 基 因

ＡｔＣＢＦ２ꎬＢｏＣＢＦ２ａ、ＢｏＣＢＦ２ｂ、ＢｏＣＢＦ２ｃ 基因可能发

生了全基因组三倍化事件(ＷＧＴ)ꎬ且它们的发生时

间为１.６３×１０７ ~１.９７×１０７年前ꎬ这与芸薹族物种与拟

南芥进行分化后经历了一次额外的全基因组三倍化

事件的时间(１.３０×１０７ ~１.７０×１０７年前)相符合[２６]ꎮ

表 ４　 结球甘蓝和拟南芥 ＣＢＦ 基因进化约束值及基因组加倍事件发生时间预测

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ ｖａｌｕｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｅｖｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ＣＢＦ ｇｅｎｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ
ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

直系同源基因对 同义替换率 非同义替换率 进化约束值 加倍事件发生时间(年)

ＡｔＣＢＦ１ ＢｏＣＢＦ１ ０.６８５ ０.１０７ ０.１５６ ２.２８×１０７

ＡｔＣＢＦ２ ＢｏＣＢＦ２ａ ０.５９２ ０.１４０ ０.２３７ １.９７×１０７

ＢｏＣＢＦ２ｂ ０.５６６ ０.１６２ ０.２８６ １.８９×１０７

ＢｏＣＢＦ２ｃ ０.４９０ ０.１４４ ０.２９４ １.６３×１０７

ＡｔＣＢＦ３ ＢｏＣＢＦ３ ０.８１５ ０.１４８ ０.１８２ ２.７２×１０７

ＡｔＣＢＦ４ ＢｏＣＢＦ４ａ ０.６３２ ０.１０５ ０.１６６ ２.１１×１０７

ＢｏＣＢＦ４ｂ － ０.６１３ － －

２.４ 　 结球甘蓝不同器官 /组织及低温胁迫下

ＢｏＣＢＦ 基因表达量分析

　 　 本研究分析了 ５ 个 ＢｏＣＢＦ 基因在结球甘蓝 ７
个不 同 器 官 /组 织 中 的 表 达 量 ( 图 ４ )ꎮ 其 中

ＢｏＣＢＦ１、ＢｏＣＢＦ２ａ 和 ＢｏＣＢＦ３ 基因在甘蓝多个器

官 /组织中基本不表达(ＦＰＫＭ<１)ꎬ仅在愈伤组织、
根和茎中有较低的表达量ꎮ ＢｏＣＢＦ４ａ 基因仅在愈

伤组织、根和茎中有中等表达量ꎬＢｏＣＢＦ４ｂ 基因在

茎中表达量中等ꎬ在根中表达量较高ꎮ

图 ４　 转录组测序分析结球甘蓝 ０２￣１２ 不同器官 /组织中 ＢｏＣＢＦ 基因表达量

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｏＣＢＦ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ / ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｃａｂｂａｇｅ ０２￣１２ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

　 　 本研究还分析了 ５ 个 ＢｏＣＢＦ 基因在低温胁迫

下的表达模式(图 ５)ꎬ耐寒结球甘蓝 ９２３ 和不耐寒

结球甘蓝 Ｄ９ 中 ＢｏＣＢＦ２ｂ 和 ＢｏＣＢＦ２ｃ 基因的表达

量均为 ０ꎮ 在未进行低温处理时(０ ｈ)ꎬＢｏＣＢＦ１、
ＢｏＣＢＦ２ａ 和 ＢｏＣＢＦ３ 基因在耐寒结球甘蓝 ９２３ 和不

耐寒结球甘蓝 Ｄ９ 中的表达量几乎为 ０ꎬＢｏＣＢＦ４ａ 和

１６１张　 伟等:结球甘蓝 ＣＢＦ 家族特征分析及低温诱导基因 ＢｏＣＢＦ１、ＢｏＣＢＦ２ａ 和 ＢｏＣＢＦ３ 表达分析



ＢｏＣＢＦ４ｂ 基因表达量较低ꎮ 低温胁迫处理０~ ６ ｈꎬ
ＢｏＣＢＦ１ 和 ＢｏＣＢＦ２ａ 基因迅速响应ꎬ表达量上升ꎬ其
中不耐寒结球甘蓝 Ｄ９ 中 ＢｏＣＢＦ２ａ 基因表达量急剧

升高ꎻ低温胁迫６ ｈ 后至 ２４ ｈꎬ耐寒结球甘蓝 ９２３ 和

不耐寒结球甘蓝 Ｄ９ 中 ＢｏＣＢＦ１ 和 ＢｏＣＢＦ２ａ 基因的

表达量急剧下降ꎮ 此外ꎬ低温胁迫 ０ ~ ２４ ｈꎬ耐寒结

球甘蓝 ９２３ 中 ＢｏＣＢＦ４ａ 和 ＢｏＣＢＦ４ｂ 基因表达量基

本没有变化ꎬ说明 ＢｏＣＢＦ４ａ 和 ＢｏＣＢＦ４ｂ 基因不受

低温诱导表达ꎮ 不耐寒结球甘蓝 Ｄ９ 中 ＢｏＣＢＦ４ａ 和

ＢｏＣＢＦ４ｂ 基因表达量在低温胁迫 ０ ~ ６ ｈ 下降ꎬ在低

温胁迫 ６ ｈ 后至 ２４ ｈ 表达量急剧上升ꎮ
　 　 根据前期拟南芥响应低温信号途径的研究结

果[２７]ꎬ可知拟南芥中响应低温胁迫的 ＡｔＣＢＦ 基因家

族成员主要为 ＡｔＣＢＦ１、ＡｔＣＢＦ２ 和 ＡｔＣＢＦ３ꎬ且基因

快速响应的时间为低温胁迫０~ ３ ｈꎮ 结合图 ５ 的分

析结果ꎬ本研究选取 ＢｏＣＢＦ１、ＢｏＣＢＦ２ａ 和 ＢｏＣＢＦ３
基因ꎬ通过实时荧光定量 ＰＣＲ 分析两个不同耐寒性

结球甘蓝品种在低温胁迫 ０ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ
后这 ３ 个基因的相对表达量ꎮ 如图 ６ 所示ꎬ不耐寒

结球甘蓝 Ｄ９ 中 ＢｏＣＢＦ１、ＢｏＣＢＦ２ａ 和 ＢｏＣＢＦ３ 基因

的相对表达量在低温胁迫 ３ ｈ 达到最大值ꎻ耐寒结

球甘蓝 ９２３ 中 ＢｏＣＢＦ２ａ 和 ＢｏＣＢＦ３ 基因的相对表

达量在低温胁迫 ３ ｈ 达到最大值ꎬＢｏＣＢＦ１ 基因相对

表达量在低温胁迫 ６ ｈ 达到最大ꎮ ＢｏＣＢＦ１、ＢｏＣＢＦ２
和 ＢｏＣＢＦ３ 基因的相对表达量达到峰值后急剧下

降ꎬ在 ２４ ｈ 降至最低ꎮ

图 ５　 转录组测序分析 ＢｏＣＢＦ 基因在 ２ ℃低温胁迫下的表达量

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｏＣＢＦ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ２ ℃ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

３　 讨 论

低温对结球甘蓝栽培有较大影响ꎬ产量及品质

均受到严重影响ꎮ 依赖于 ＣＢＦ(Ｃ￣ｒｅｐｅａｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃ￣
ｔｏｒ)转录因子的 ＩＣＥ１￣ＣＢＦ￣ＣＯＲ 信号转导途径是植

物响应低温胁迫信号的重要途径之一[７￣８]ꎮ 此外ꎬ拟
南芥、大麦、玉米、水稻、小麦、葡萄和番茄等作物

ＣＢＦ 基因的功能已经被广泛研究[１０ꎬ１６￣１８ꎬ２８￣３０]ꎮ 本研

究探究了与拟南芥同属十字花科的结球甘蓝

ＢｏＣＢＦ 基因的低温诱导特性ꎬ对进一步解析 ＢｏＣＢＦ

基因响应低温胁迫具有重要的意义ꎮ
ＡｔＣＢＦ１、ＡｔＣＢＦ２ 和 ＡｔＣＢＦ３ 基因串联排列在拟南

芥 ４ 号染色体上ꎮ 在结球甘蓝中ꎬ仅 ＢｏＣＢＦ１ 和

ＢｏＣＢＦ３ 串联排列在 ８ 号染色体上ꎬＢｏＣＢＦ２ａ 位于 ７
号染色体ꎬＢｏＣＢＦ２ｂ 和 ＢｏＣＢＦ２ｃ 串联分布在 ３ 号染

色体上ꎮ 推测结球甘蓝中与拟南芥 ＡｔＣＢＦ２ 同源的

ＢｏＣＢＦ２ 基因发生了基因复制或丢失现象ꎬ导致加倍

后的 ＢｏＣＢＦ２ａ、ＢｏＣＢＦ２ｂ、ＢｏＣＢＦ２ｃ 基因与 ＢｏＣＢＦ１
和 ＢｏＣＢＦ３ 不在同一条染色体上ꎮ 此外ꎬ研究发现除

ＢｏＣＢＦ２ｂ 和 ＢｏＣＢＦ２ｃ 含 有 内 含 子 序 列 外ꎬ 其 他
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图 ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析 ２ ℃低温胁迫下 ＢｏＣＢＦ１、ＢｏＣＢＦ２ａ 和 ＢｏＣＢＦ３ 基因相对表达水平

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢｏＣＢＦ１ꎬ ＢｏＣＢＦ２ａꎬ ａｎｄ ＢｏＣＢＦ３ ｕｎｄｅｒ ２ ℃ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

ＢｏＣＢＦ 基因与拟南芥 ＡｔＣＢＦ 基因结构一致ꎬ均无内

含子结构ꎬ表明 ＣＢＦ 基因在植物进化过程中具有较

高的保守性ꎮ 与 ＢｏＣＢＦ２ａ 基因结构相比ꎬ发生全基

因组三倍化事件后形成的 ＢｏＣＢＦ２ｂ 和 ＢｏＣＢＦ２ｃ 基因

结构在进化过程中发生了变异ꎬ出现了较长的内含子

序列ꎬ导致其基因功能也随之发生了变化ꎮ
拟南芥中 ＡｔＣＢＦ１、ＡｔＣＢＦ２ 和 ＡｔＣＢＦ３ 基因不依

赖 ＡＢＡ 信号转导ꎬ受低温胁迫诱导表达ꎬ是低温诱

导的关键基因[７￣８]ꎮ 本研究发现结球甘蓝 ９２３ 和 Ｄ９
中 ＢｏＣＢＦ１、 ＢｏＣＢＦ２ａ、 ＢｏＣＢＦ３、 ＢｏＣＢＦ４ａ 和

ＢｏＣＢＦ４ｂ 基因受低温胁迫诱导表达ꎬ而结球甘蓝

９２３ 和 Ｄ９ 中 ＢｏＣＢＦ２ｂ、ＢｏＣＢＦ２ｃ 被发现不受低温胁

迫诱导表达ꎮ 其中ꎬ结球甘蓝 Ｄ９ 中 ＢｏＣＢＦ４ａ 和

ＢｏＣＢＦ４ｂ 基因在低温处理６ ｈ 后至 ２４ ｈ 时表达量上

升ꎬ可能是由于受到节律调节或者光调控的影响ꎮ
结合转录组测序和实时荧光定量 ＰＣＲ 分析发现ꎬ耐
寒结球甘蓝 ９２３ 和不耐寒结球甘蓝 Ｄ９ 中 ＢｏＣＢＦ２ａ
基因响应低温胁迫诱导最为迅速ꎬ其次是 ＢｏＣＢＦ１
和 ＢｏＣＢＦ３ꎮ 本研究还发现在耐寒结球甘蓝 ９２３ 和

不耐 寒 结 球 甘 蓝 Ｄ９ 中 ＢｏＣＢＦ１、 ＢｏＣＢＦ２ａ 和

ＢｏＣＢＦ３ 基因受低温胁迫诱导后基因相对表达量变

化趋势均为先上升后下降ꎬ仅表达水平出现高低的

差异ꎮ 综上所述ꎬ本研究结果为后续开展 ＢｏＣＢＦ１、
ＢｏＣＢＦ２ａ 和 ＢｏＣＢＦ３ 基因调控结球甘蓝响应低温胁

迫机理研究奠定了基础ꎮ
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[２８] ＭＯＲＲＡＮ Ｓꎬ ＥＩＮＩ Ｏꎬ ＰＹＶＯＶＡＲＥＮＫＯ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｗｈｅａｔ ａｎｄ ｂａｒｌｅｙ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＤＲＥＢ / ＣＢＦ ｆａｃｔｏｒｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０１１ꎬ ９
(２):２３０￣２４９.

[２９] ＺＨＡＮＧ Ｘꎬ ＦＯＷＬＥＲ Ｓ Ｇꎬ ＣＨＥＮＧ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｒｅｅｚｉｎｇ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ｔｏｍａｔｏ ｈａｓ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ＣＢＦ ｃｏｌｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐａｔｈｗａｙꎬｂｕｔ ａ ＣＢＦ ｒｅｇ￣
ｕｌｏｎ ｔｈａｔ ｄｉｆｆｅｒｓ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｏｆ ｆｒｅｅｚｉｎｇ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ [Ｊ] . Ｔｈｅ
Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２００４ꎬ３９(６):９０５￣９１９.

[３０] ＸＩＡＯ Ｈꎬ ＳＩＤＤＩＱＵＡ Ｍꎬ ＢＲＡＹＢＲＯＯＫ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｒｅｅ ｇｒａｐｅ
ＣＢＦ / ＤＲＥＢ１ ｇｅｎｅｓ ｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ａｂ￣
ｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ [Ｊ] . ＰｌａｎｔꎬＣｅｌｌ ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ２００６ꎬ２９(７):１４１０￣
１４２１.
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