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　 　 摘要:　 干旱胁迫能诱导作物蜡酯合成酶 /二酰甘油酰基转移酶基因 ＷＳＤ(ｗａｘ ｓｙｎｔｈａｓｅ / ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ ａｃｙｌｔｒａｎｓ￣
ｆｅｒａｓｅ)的表达ꎮ 为明确甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因的理化性质及其对干旱胁迫的响应特征ꎬ本研究基于甘蓝型油菜

转录组数据库ꎬ利用生物信息学方法从甘蓝型油菜基因组中筛选 ＢｎＷＳＤ 家族基因并对其结构、染色体定位、系统进

化树及其编码蛋白质的理化性质、结构、保守基序、顺式作用元件等进行分析ꎬ并以陇油 １０ 号为试验材料ꎬ通过干旱胁

迫处理明确 ＢｎＷＳＤ 家族基因成员的表达特性ꎮ 结果表明ꎬ甘蓝型油菜基因组中共鉴定到 ３６ 个 ＢｎＷＳＤ 家族基因ꎬ可
分为 ３ 个亚家族ꎬ其编码蛋白质的氨基酸数量为１０５~５３８ 个ꎬ等电点为６.３２~９􀆰 ６３ꎻ３６ 个 ＢｎＷＳＤ 家族基因共有 ８ 个保

守基序ꎬ每个基因含有２~８ 个保守基序ꎬｍｏｔｉｆ ２ 是该家族共有的功能基序ꎬ在进化上较为保守ꎻ甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 基

因启动子区域存在 １１ 个与光响应、激素应答、干旱胁迫应答等相关的顺式作用元件ꎮ 甘蓝型油菜不同器官中 ＢｎＷＳＤ
基因的相对表达量存在差异ꎬ叶和茎中相对表达量较高ꎬ而根和花中的相对表达量较低或不表达ꎮ 随着干旱程度加

深ꎬ甘蓝型油菜叶片中 ＢｎＷＳＤ１￣１、ＢｎＷＳＤ２、ＢｎＷＳＤ８、ＢｎＷＳＤ９、ＢｎＷＳＤ１２、ＢｎＷＳＤ１８￣１、ＢｎＷＳＤ２０￣１、ＢｎＷＳＤ２４￣１ 等基因

的相对表达量呈增加趋势ꎮ 综上ꎬＢｎＷＳＤ 基因与甘蓝型油菜抗旱性能密切相关ꎬ本研究结果为进一步解析甘蓝型油

菜抗旱机制、明确 ＢｎＷＳＤ 基因家族在表皮蜡质累积中的作用及甘蓝型油菜抗旱性品种选育提供了依据ꎮ
关键词:　 甘蓝型油菜ꎻ ＷＳＤ 基因家族ꎻ 鉴定ꎻ 干旱胁迫
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　 　 甘蓝型油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ)是十字花科芸薹

属一年生或二年生作物ꎮ 中国的油菜种植面积约

６.６７×１０６ ｈｍ２ꎬ油菜籽年均总产量约１.４０×１０７ ｔꎬ每年

可以提供５.２×１０６ ｔ 的优质菜油[１￣２]ꎮ 菜油含有丰富

的不饱和脂肪酸ꎬ油脂结构稳定、不易被氧化ꎬ是居

民生活常用的健康食用植物油之一[３￣６]ꎮ 由于中国

人口基数大ꎬ国产食用油无法满足居民的生活需求ꎬ
每年需要进口大量食用油ꎬ因此提高中国的油料作

物产业发展水平势在必行[７]ꎮ
油菜生长的土壤适宜相对含水量约为 ６０％[８]ꎮ 不

同时期的干旱胁迫都会影响油菜的生长发育ꎬ导致油

菜产量和品质下降ꎮ ２０ 世纪 ８０ 年代以来ꎬ全球气候变

暖给中高纬度地区的农业生产带来了更为充足的热量

资源ꎬ但同时亦增加了中高纬度地区干旱发生的频率

和强度ꎬ给作物生长带来了一定的气候风险[９￣１０]ꎮ 中国

西北地区的冬油菜是中国油菜种植的重要组成部分ꎬ
在气候变暖的大背景下ꎬ该地区的冬油菜种植面积呈

增加趋势ꎮ 但西北地区冬油菜生长常面临冬寒和冬春

旱的交替胁迫ꎬ因此培育抗旱性油菜新品种已成为西

北地区油菜产业健康发展的重要支撑ꎮ 干旱胁迫下ꎬ
作物会调控特定基因表达ꎬ改变植株形态和相关生理

代谢以减少水分损失[１１]ꎮ 表皮蜡质是覆盖在植物表层

的第一层防失水屏障ꎬ在植物适应干旱环境、减少失水

方面起重要作用[１２]ꎮ 植物表层蜡质的积累与 Ｃ１６ 或

Ｃ１８ 脂肪酸合成、长链脂肪酸合成、蜡质物质形成等 ３
个代谢过程相关ꎮ 首先是乙酰辅酶 Ａ 在植物表皮细胞

质体中ꎬ在脂肪酸合成酶复合体(ＦＡＳ)催化下ꎬ以２Ｃ 的

形式循环延伸形成 Ｃ１６ 或 Ｃ１８ 脂肪酸[１３￣１４]ꎻ其次在内

质网中ꎬＣ１６ 或 Ｃ１８ 脂肪酸辅酶 Ａ 在脂肪酸延长酶

(ＦＡＥ)合成、还原、脱水等作用下ꎬ以丙二酰辅酶 Ａ 为

原料ꎬ以 ２Ｃ 的形式继续循环延伸生成蜡质合成的基础

物质长链脂肪酸(ＶＬＣＦＡ)[１５￣１８]ꎻ最后ꎬ长链脂肪酸经过

酰基还原途径生成烷基酯ꎬ经脱羰途径生成醛类、烷烃

类、二级醇和酮类等物质ꎬ烷基脂和酮类物质形成蜡质

混合物ꎬ经ＡＢＣ 转运蛋白运输ꎬ穿过质膜与细胞壁形成

角质层[１９￣２２]ꎮ 在上述酰基还原途径中ꎬ初级醇经蜡质

合成酶(ＷＳＤ１)催化调控形成烷基酯[２３]ꎮ
ＷＳＤ１ 基因在酵母细胞中过量表达会造成拟南芥

茎秆蜡酯的积累ꎬ若将 ＷＳＤ１ 基因沉默后蜡酯的含量

会显著减少[２４]ꎬ这说明蜡酯的积累受到 ＷＳＤ１ 基因调

控ꎮ 蜡酯是表皮蜡质合成过程中最重要的成分ꎮ Ｊｅｔｔｅｒ
等[１３]研究发现ꎬ拟南芥 ＷＳＤ 基因编码蜡酯合成酶ꎬ主
要作用于酰基还原途径ꎮ 鉴于目前油菜中 ＷＳＤ 基因

的功能尚未见报道ꎬ本研究以甘蓝型油菜转录组数据

库为基础ꎬ利用生物信息学方法筛选与鉴定甘蓝型油

菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因ꎬ并分析该基因家族在干旱胁迫下

的表达特征ꎬ旨在揭示 ＢｎＷＳＤ 家族基因的生物学功

能ꎬ为油菜抗旱性育种提供新思路ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料与处理

试验材料为甘蓝型油菜品种陇油 １０ 号ꎬ油菜种

子经 ０.３％硝酸钾溶液催芽处理 ３ ｈ 后播种于花盆中

直至萌发ꎬ幼苗在温室培养ꎬ室温 ２４ ℃ꎬ土壤相对含

１７１１万军斌等:甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因鉴定及其在干旱胁迫下的表达特征



水量 ６０％左右ꎬ光照时间 １２ ｈ / ｄꎮ 待甘蓝型油菜成长

到盛花期使用不同含量(０％、５％、１０％、１５％、２０％)的
聚乙二醇(ＰＥＧ)进行灌根处理ꎬ灌根 ３ ｄ 后ꎬ采集不

同 ＰＥＧ 含量处理的油菜叶片以及 ２０％ＰＥＧ 处理的油

菜根、茎、叶、花、叶柄等组织各 ０􀆰 ５ ｇꎬ共 ３ 个生物学

重复ꎬ用液氮速冻后于－８０ ℃冰箱保存待用ꎮ
１.２　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 基因检索及鉴定

首先在拟南芥数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.
ｏｒｇ)中检索蜡质合成酶基因(ＷＳＤ)ꎬ基于隐马尔科

夫模型和甘蓝型油菜转录组数据库( ｈｔｔｐｓ: / / ｙａｎｇ￣
ｌａｂ.ｈｚａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｂｎｔｉｒ)ꎬ利用 ＢＬＡＳＴ 软件比对获得

甘蓝型油菜 ＷＳＤ 家族候选基因ꎬ删除重复与冗余的

序列ꎬ获得甘蓝型油菜 ＷＳＤ 基因家族成员ꎮ
１.３　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 基因编码蛋白质的理化

性质及结构分析

　 　 利用在线软件ＥｘＰＡＳｙ(ｈｔｔｐ:/ / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )及
ＷＯＬＦ ＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐ / / ｗｗｗ. ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ. ｃｏｍ/ ｗｏｌｆ￣ｐｓｏｒｔ. ｈｔ￣
ｍｌ)预测 ＢｎＷＳＤ 家族基因编码蛋白质的理化性质ꎬ包
括氨基酸长度、等电点、脂肪系数、亲水性与亚细胞定

位ꎮ 为了解 ＢｎＷＳＤ 家族基因编码蛋白质的结构及功

能ꎬ使用在线软件 ＳＯＰＭＡ(ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ.ｐｒａｂｉ.ｆｒ / )预测

蛋白质二结构ꎬ利用在线软件 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ(ｈｔｔｐｓ:/ /
ｗｗｗ.ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )预测蛋白质的三级结构ꎮ
１.４　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ基因结构及保守基序分析

　 　 整理甘蓝型油菜的基因组文件ꎬ从中单独提取

出 ＢｎＷＳＤ 基因家族的序列信息ꎬ利用在线软件

ＭＥＭＥ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)
预测其保守结构域ꎬ然后利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件分析基因

结构及保守基序ꎮ
１.５　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 基因染色体定位分析

根据甘蓝型油菜转录组数据库(ＢｎＴＩＲ)中的

ＺＳ１１.Ｖ２ 基因组文件(ｇｆｆ 格式)中的注释信息ꎬ利用

ＴＢｔｏｏｌｓ 软件提取甘蓝型油菜 ＷＳＤ 家族基因在染色

体上的位置信息ꎬ并对其进行可视化分析ꎮ
１.６　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 基因家族蛋白质系统发

育树构建

　 　 在美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)数据库

中选择模式生物拟南芥、白菜型油菜、番茄、冬瓜及

本研究鉴定得到的甘蓝型油菜 ＷＳＤ 家族基因ꎬ利用

ＭＥＧＡ７.０ 软件ꎬ采用最大似然法ꎬ重复次数１ ０００次ꎬ
构建进化树ꎮ
１.７　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因启动子顺式作

用元件分析

　 　 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件提取 ＢｎＷＳＤ 家族基因编码序

列(ＣＤＳ) 上游２ ０００ ｂｐ 的序列ꎬ利用 Ｐｌａｎｔ ＣＡＲＥ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔ￣
ｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )在线网站进行启动子顺式作用元件分

析ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件对结果进行可视化ꎮ
１.８　 不同干旱处理下 ＷＳＤ 家族基因的表达分析

利用植物组织 ＲＮＡ 快速提取试剂盒提取不同

处理样品的总 ＲＮＡꎬ利用 ＦａｓｔＫｉｎｇ ｇＤＮＡ Ｄｉｓｐｅｌｌｉｎｇ
ＲＴ ＳｕｐｅｒＭＩＸ 逆转录试剂盒进行 ｃＤＮＡ 合成ꎮ 研究

中选取分布于不同染色体上的 ８ 个代表性基因进行

干旱胁迫的表达量变化分析ꎬ基因特异性扩增引物

(表 １)采用 ＮＣＢＩ￣Ｐｒｉｍｅｒ 软件设计ꎮ 以肌动蛋白编

码基因(Ａｃｔｉｎ)作为内参基因ꎬ采用 ＦａｓｙＲｅａｌ ｑＰＣＲ
ＰｒｅＭＩＸ(ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ)试剂盒和美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓ￣
ｔｅｍｓ 公司的 Ａｂｉ￣ｖｉｖｉａ ７ 实时 ＰＣＲ 系统进行实时荧

光定量 ＰＣＲ 扩增ꎬ检测各基因循环阈值(Ｃｔ 值)ꎬ使
用 ２－△△Ｃｔ方法计算基因的相对表达量ꎬ各测定 ３ 个

重复ꎮ 本研究中所有试剂均购自天根生化科技(北
京)有限公司ꎮ

表 １　 甘蓝型油菜 ＷＳＤ 家族基因表达分析的实时荧光定量引物

Ｔａｂｌｅ １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＳＤ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

基因　 　 正向引物(５′→ ３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 反向引物(５′→ ３′) 　 　 　 　 　 　 　 　

ＢｎＷＳＤ１￣１ ＧＧＣＴＣＴＡＴＧＧＴＣＧＧＴＧＧＣＴＡＴＧ ＴＧＡＡＣＡＣＡＡＣＡＣＡＴＣＣＧＣＴＴＡＣＴＣ
ＢｎＷＳＤ２ ＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧ ＣＡＴＧＡＴＧＧＴＧＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＡＧ
ＢｎＷＳＤ８ ＴＧＧＣＧＡＧＴＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧ ＴＴＡＣＣＡＣＡＡＴＧＡＣＧＧＣＡＣＡＴＡＧＴＴＣ
ＢｎＷＳＤ９ ＡＣＡＣＡＡＡＧＡＴＧＧＧＴＴＣＧＧＡＣＡＡＡＣ ＧＡＣＣＡＧＣＧＴＧＡＧＡＴＣＧＧＡＧＡＣ
ＢｎＷＳＤ１２ ＧＧＴＧＡＡＣＧＡＣＡＧＴＡＧＣＣＡＡＧＡＡＣ ＡＣＧＧＧＡＴＴＧＴＡＧＴＧＡＧＧＴＣＡＧＡＧ
ＢｎＷＳＤ１８￣１ ＴＴＣＡＡＣＡＴＣＧＴＡＡＣＣＡＴＣＧＧＡＣＴＣ ＣＣＡＣＣＡＡＴＴＣＣＴＧＴＣＴＣＴＡＧＴＡＴＧＣ
ＢｎＷＳＤ２０￣１ ＧＡＧＡＧＡＡＴＧＡＧＡＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧ ＧＣＡＴＣＡＡＧＧＡＣＧＡＣＧＣＣＡＡＧ
ＢｎＷＳＤ２４￣１ ＧＧＴＧＡＡＣＧＡＣＡＧＴＡＧＣＣＡＡＧＡＡＣ ＡＣＧＧＧＡＴＴＧＴＡＧＴＧＡＧＧＴＣＡＧＡＧ
Ａｃｔｉｎ ＴＣＣＡＴＣＣＡＴＣＧＴＣＣＡＣＡＧ ＧＣＡＴＣＡＴＣＡＣＡＡＧＣＡＴＣＣＴＴ
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２　 结果与分析

２.１　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因的鉴定及其编

码蛋白质的理化性质及结构

　 　 通过同源比对ꎬ在甘蓝型油菜中共鉴定到 ３６ 个

ＷＳＤ 家族基因ꎬ按照其在染色体上的位置依次命名

为 ＢｎＷＳＤ１￣１~ ＢｎＷＳＤ２５￣２ꎮ ３６ 个 ＷＳＤ 家族基因编

码蛋白质的理化性质如表 ２ 所示ꎮ 从表 ２ 可以看出ꎬ
甘蓝型油菜 ３６ 个 ＷＳＤ 家族基因编码蛋白质的氨基

酸数量为１０５~５３８ 个ꎬ理论等电点为６.３２~９􀆰 ６３ꎬ说明

该家族基因编码蛋白质中既有碱性蛋白质ꎬ又有酸性

蛋白质ꎬ不稳定指数为２９.０２~５２􀆰 ７１ꎬ其中ꎬ１９ 个编码

蛋白质的不稳定指数大于 ４０􀆰 ００ꎬ属于不稳定蛋白质ꎬ
其余为稳定性蛋白质ꎻ脂肪系数为８８.５２~ １０９􀆰 ７１ꎬ亲
水性系数为－０.３１１~０􀆰 ４２９ꎬ均为两性蛋白(亲水性系

数为－０.５００~０􀆰 ５００)ꎻ亚细胞定位预测发现该家族基

因大部分位于质膜和细胞质中ꎬ部分位于叶绿体和细

胞核内ꎮ 甘蓝型油菜 ３６ 个 ＢｎＷＳＤ 家族基因编码蛋

白质的二级结构以 α￣螺旋与无规则卷曲为主ꎬ占比分

别为３５.１１％~ ４６􀆰 ４０％和２９.５２％~ ４５􀆰 ２０％ꎻ延伸链与

β￣转角占比相对较低ꎬ分别为１５.００％~ ２６􀆰 ６７％和

２.０６％~６􀆰 ５５％(表 ３)ꎮ ３６ 个 ＢｎＷＳＤ 家族基因编码

蛋白质的三级结构(图 １)以 α￣螺旋与无规则卷曲为

主ꎬ与二级结构预测结果一致ꎮ

表 ２　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因编码蛋白质的理化性质及亚细胞定位

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＢｎＷＳＤ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

序号 基因名称　 　 登录号　
编码蛋白质理化性质及亚细胞定位

氨基酸数目(个) 理论等电点 不稳定系数 脂肪系数 亲水性指数 亚细胞定位　

１ ＢｎＷＳＤ１￣１ ＢｎＡ０１ｇ００２６３１０.１ ４６８ ７.９９ ５２.７１ ９２.０５ －０.１６４ 细胞质、细胞核

２ ＢｎＷＳＤ１￣２ ＢｎＡ０１ｇ００２６３２０.１ ２７８ ９.６３ ４０.０８ ９３.３１ －０.１５４ 细胞质、细胞核

３ ＢｎＷＳＤ２ ＢｎＡ０２ｇ００５１１００.１ ４２３ ８.１２ ５０.３８ ９５.３９ －０.１０３ 细胞质、质膜

４ ＢｎＷＳＤ３ ＢｎＡ０２ｇ００６２４８０.１ ４８９ ９.１７ ３７.８６ ９８.４３ －０.０３１ 质膜

５ ＢｎＷＳＤ４￣１ ＢｎＡ０２ｇ００６９４５０.１ ４８１ ８.８２ ４３.５８ １００.０８ ０.０８２ 细胞质、叶绿体

６ ＢｎＷＳＤ４￣２ ＢｎＡ０２ｇ００６９４７０.１ ４７８ ８.３３ ４６.３２ １０６.３６ ０.１１１ 细胞质、质膜

７ ＢｎＷＳＤ５￣１ ＢｎＡ０３ｇ００９５３３０.１ ４７９ ９.０３ ３７.４０ ８８.５２ －０.２００ 叶绿体

８ ＢｎＷＳＤ５￣２ ＢｎＡ０３ｇ００９５３４０.１ ４５１ ９.０９ ４１.２９ １０１.２２ －０.０３１ 细胞质、质膜

９ ＢｎＷＳＤ５￣３ ＢｎＡ０３ｇ００９５４２０.１ １６８ ９.５４ ３２.４４ １０１.６１ ０.１７６ 细胞质

１０ ＢｎＷＳＤ６￣１ ＢｎＡ０３ｇ０１０５６１０.１ ４９０ ９.３２ ３５.６９ ９９.９８ －０.００４ 质膜

１１ ＢｎＷＳＤ６￣２ ＢｎＡ０３ｇ０１０５６９０.１ ４９０ ９.２８ ３５.０３ ９９.９８ ０.００２ 质膜

１２ ＢｎＷＳＤ７￣１ ＢｎＡ０３ｇ０１１１６４０.１ ４９１ ８.８２ ３１.３６ ９７.１９ ０.００３ 细胞质、叶绿体

１３ ＢｎＷＳＤ７￣２ ＢｎＡ０３ｇ０１１１６６０.１ ４８０ ９.２０ ３０.５１ ９６.４０ －０.０４１ 细胞质、叶绿体

１４ ＢｎＷＳＤ８ ＢｎＡ０３ｇ０１４５１４０.１ ４７２ ６.４４ ３６.３２ ９６.９９ －０.０６０ 细胞质、叶绿体

１５ ＢｎＷＳＤ９ ＢｎＡ０６ｇ０２４２１００.１ ５３８ ９.５２ ４１.４０ ９３.１０ －０.２０８ 细胞质

１６ ＢｎＷＳＤ１０ ＢｎＡ０７ｇ０２７３５２０.１ ４６０ ８.８２ ３８.１２ １０３.４３ ０.０６１ 细胞质

１７ ＢｎＷＳＤ１１ ＢｎＡ０８ｇ０３２１４３０.１ ４８５ ９.２５ ３６.１９ ９３.８８ －０.０４５ 细胞质

１８ ＢｎＷＳＤ１２ ＢｎＡ０９ｇ０３３５７８０.１ ４８４ ８.６０ ４０.３３ ９３.９０ －０.２２０ 叶绿体、细胞质

１９ ＢｎＷＳＤ１３ ＢｎＡ１０ｇ０３９５５５０.１ ４７８ ８.３３ ４６.３２ １０６.５７ ０.１１２ 细胞质、质膜

２０ ＢｎＷＳＤ１４ ＢｎＡ１０ｇ０４００２１０.１ ３９１ ８.８６ ４２.２２ １１３.４８ ０.１６３ 质膜

２１ ＢｎＷＳＤ１５ ＢｎＣ０１ｇ０４５７２２０.１ ５００ ９.２２ ４４.５８ ９５.１４ －０.１９３ 细胞质

２２ ＢｎＷＳＤ１６ ＢｎＣ０２ｇ０４７４４９０.１ ４８５ ８.９５ ４５.４７ ９６.６６ －０.０７０ 细胞质、质膜

２３ ＢｎＷＳＤ１７ ＢｎＣ０２ｇ０４８７１５０.１ ４１７ ９.０８ ３８.０２ １００.２２ －０.１４５ 质膜、叶绿体

２４ ＢｎＷＳＤ１８￣１ ＢｎＣ０２ｇ０４９５６１０.１ ５０８ ８.５０ ４１.０５ １０２.０３ ０.１１２ 细胞质、叶绿体

２５ ＢｎＷＳＤ１８￣２ ＢｎＣ０２ｇ０４９５６６０.１ ４２４ ６.８７ ４６.６４ １０２.２２ ０.１３４ 细胞质

２６ ＢｎＷＳＤ１９ ＢｎＣ０２ｇ０５０９３９０.１ ４９２ ６.３２ ４０.５７ １０４.４１ ０.０１１ 质膜

２７ ＢｎＷＳＤ２０￣１ ＢｎＣ０３ｇ０５４０３７０.１ ４８１ ９.０９ ４０.１９ ８８.５４ －０.２５０ 叶绿体

２８ ＢｎＷＳＤ２０￣２ ＢｎＣ０３ｇ０５４０３８０.１ １６０ ９.５４ ３７.１９ ９６.３１ ０.１２９ 叶绿体
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续表２　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ２

序号 基因名称　 　 登录号　
编码蛋白质理化性质及亚细胞定位

氨基酸数目(个) 理论等电点 不稳定系数 脂肪系数 亲水性指数 亚细胞定位　

２９ ＢｎＷＳＤ２１ ＢｎＣ０３ｇ０５５２４００.１ ４８９ ９.１６ ３６.１５ ９８.５９ －０.０１２ 质膜

３０ ＢｎＷＳＤ２２ ＢｎＣ０３ｇ０５６００８０.１ ４３０ ９.１８ ４２.３６ ９７.８８ ０.０６０ 细胞质

３１ ＢｎＷＳＤ２３￣１ ＢｎＣ０３ｇ０５６２３４０.１ ４８１ ８.９３ ２９.０２ ９５.５７ －０.０６３ 细胞质、叶绿体

３２ ＢｎＷＳＤ２３￣２ ＢｎＣ０３ｇ０５６２３５０.１ ４８０ ９.１４ ３０.４４ ９５.７９ －０.０４９ 细胞质

３３ ＢｎＷＳＤ２４￣１ ＢｎＣ０６ｇ０７４６２８０.１ ４１７ ８.８９ ４０.８２ ９４.４６ －０.１９７ 细胞质、细胞核

３４ ＢｎＷＳＤ２４￣２ ＢｎＣ０６ｇ０７４６４４０.１ ４８５ ９.００ ３７.７１ ９３.４６ －０.０５３ 细胞质

３５ ＢｎＷＳＤ２５￣１ ＢｎＣ０９ｇ０９１３４６０.１ １０５ ６.４９ ３０.４０ １０９.７１ ０.４２９ 叶绿体

３６ ＢｎＷＳＤ２５￣２ ＢｎＣ０９ｇ０９１３４５０.１ ５０７ ９.３１ ４０.６４ ８９.７８ －０.３１１ 细胞质

表 ３　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因蛋白质二级结构预测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢｎＷＳＤ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

序号 基因名称　 　

不同形态二级结构的数量及占比

α￣螺旋 无规则卷曲 延伸链 β￣转角

数量(个) 占比(％) 数量(个) 占比(％) 数量(个) 占比(％) 数量(个) 占比(％)

１ ＢｎＷＳＤ１￣１ １８３ ３９.１０ １８１ ３８.６８ ８６ １８.３８ １８ ３.８４
２ ＢｎＷＳＤ１￣２ １２９ ４６.４０ ９５ ３４.１７ ４２ １５.１１ １２ ４.３２
３ ＢｎＷＳＤ２ １７０ ４０.１９ １６３ ３８.５３ ７６ １７.９７ １４ ３.３１
４ ＢｎＷＳＤ３ １９０ ３８.８５ １９７ ４０.２９ ８２ １６.７７ ２０ ４.０９
５ ＢｎＷＳＤ４￣１ １９４ ４０.３３ １８６ ３８.６７ ８７ １８.０９ １４ ２.９１
６ ＢｎＷＳＤ４￣２ １９９ ４１.６３ １７７ ３７.０３ ８５ １７.７８ １７ ３.５６
７ ＢｎＷＳＤ５￣１ １９０ ３９.６７ １９５ ４０.７１ ７９ １６.４９ １５ ３.１３
８ ＢｎＷＳＤ５￣２ １８６ ４１.２４ １７１ ３７.９１ ７９ １７.５２ １５ ３.３３
９ ＢｎＷＳＤ５￣３ ７５ ４４.６４ ５４ ３２.１４ ２８ １６.６７ １１ ６.５５

１０ ＢｎＷＳＤ６￣１ １９５ ３９.８０ １９１ ３８.９８ ８８ １７.９６ １６ ３.２６
１１ ＢｎＷＳＤ６￣２ １９５ ３９.８０ １９２ ３９.１８ ８５ １７.３５ １８ ３.６７
１２ ＢｎＷＳＤ７￣１ １８６ ３７.８８ ２０１ ４０.９４ ８５ １７.３１ １９ ３.８７
１３ ＢｎＷＳＤ７￣２ １８９ ３９.３８ １８３ ３８.１２ ８７ １８.１２ ２１ ４.３８
１４ ＢｎＷＳＤ８ １９２ ４０.６８ １７６ ３７.２９ ８５ １８.０１ １９ ４.０２
１５ ＢｎＷＳＤ９ １９０ ３５.３２ ２３６ ４３.８７ ９１ １６.９１ ２１ ３.９０
１６ ＢｎＷＳＤ１０ １７９ ３８.９１ １８９ ４１.０９ ７８ １６.９６ １４ ３.０４
１７ ＢｎＷＳＤ１１ １９６ ４０.４１ １９４ ４０.００ ８５ １７.５３ １０ ２.０６
１８ ＢｎＷＳＤ１２ １９１ ３９.３８ １９４ ４０.００ ８４ １７.３２ １６ ３.３０
１９ ＢｎＷＳＤ１３ １９４ ４０.５９ １８７ ３９.１２ ８２ １７.１５ １５ ３.１４
２０ ＢｎＷＳＤ１４ １７０ ４３.４８ １４７ ３７.６０ ６１ １５.６０ １３ ３.３２
２１ ＢｎＷＳＤ１５ １８２ ３６.４０ ２２６ ４５.２０ ７５ １５.００ １７ ３.４０
２２ ＢｎＷＳＤ１６ １９１ ３９.３８ ２０１ ４１.４４ ７８ １６.０８ １５ ３.１０
２３ ＢｎＷＳＤ１７ １４３ ３４.２９ １７５ ４１.９７ ８４ ２０.１４ １５ ３.６０
２４ ＢｎＷＳＤ１８￣１ ２０５ ４０.３６ １８０ ３５.４３ １０２ ２０.０８ ２１ ４.１３
２５ ＢｎＷＳＤ１８￣２ １６３ ３８.４４ １６３ ３８.４４ ８０ １８.８７ １８ ４.２５
２６ ＢｎＷＳＤ１９ １８２ ３６.９９ ２０３ ４１.２６ ８９ １８.０９ １８ ３.６６
２７ ＢｎＷＳＤ２０￣１ １８９ ３９.２９ １９１ ３９.７１ ８５ １７.６７ １６ ３.３３
２８ ＢｎＷＳＤ２０￣２ ７１ ４４.３７ ５４ ３３.７５ ２７ １６.８８ ８ ５.００
２９ ＢｎＷＳＤ２１ １９０ ３８.８６ １９２ ３９.２６ ８６ １７.５９ ２１ ４.２９
３０ ＢｎＷＳＤ２２ １５５ ３６.０５ １７７ ４１.１６ ８０ １８.６０ １８ ４.１９
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续表３　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ３

序号 基因名称　 　

不同形态二级结构的数量及占比

α￣螺旋 无规则卷曲 延伸链 β￣转角

数量(个) 占比(％) 数量(个) 占比(％) 数量(个) 占比(％) 数量(个) 占比(％)

３１ ＢｎＷＳＤ２３￣１ １８６ ３８.６７ １９４ ４０.３３ ８４ １７.４７ １７ ３.５３
３２ ＢｎＷＳＤ２３￣２ ２０１ ４１.８７ １８１ ３７.７１ ８０ １６.６７ １８ ３.７５
３３ ＢｎＷＳＤ２４￣１ １７４ ４１.７３ １６０ ３８.３７ ７１ １７.０２ １２ ２.８８
３４ ＢｎＷＳＤ２４￣２ ２０７ ４２.６８ １８０ ３７.１１ ８２ １６.９１ １６ ３.３０
３５ ＢｎＷＳＤ２５￣１ ４０ ３８.１０ ３１ ２９.５２ ２８ ２６.６７ ６ ５.７１
３６ ＢｎＷＳＤ２５￣２ １７８ ３５.１１ ２１８ ４３.００ ９４ １８.５４ １７ ３.３５

图 １　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因编码蛋白质三级结构预测

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＢｎＷＳＤ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

２.２　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因染色体定位

３６ 个甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 基因分布在 １３ 条染色

体上ꎬＡ０３ 号染色体上分布得最多ꎬ有 ８ 个 ＢｎＷＳＤ 基

因ꎬＡ０６ 号、Ａ０７ 号、Ａ０８ 号、Ａ０９ 号、Ｃ０１ 号染色体上

５７１１万军斌等:甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因鉴定及其在干旱胁迫下的表达特征



均各有 １ 个 ＢｎＷＳＤ 基因ꎬＡ０１ 号、Ａ１０ 号、Ｃ０６ 号、Ｃ０９
号染色体上各有 ２ 个 ＢｎＷＳＤ 基因ꎬＡ０２ 号、Ｃ０２ 号和

Ｃ０３ 号染色体上分别有 ４ 个、５ 个和 ６ 个 ＢｎＷＳＤ 基因

(图 ２)ꎮ

图 ２　 甘蓝型油菜 ＷＳＤ 家族基因染色体定位

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＷＳＤ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

２.３　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ家族基因结构及保守基序

　 　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因共有 ８ 个保守基

序ꎬ每个基序编码的氨基酸长度均不相同ꎬ具体如表

４ 所示ꎮ 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 基因家族共分为 ３ 个亚

族ꎬ每个亚族所含的主要保守基序均不相同(图 ３Ａ)ꎮ
亚族Ⅰ有 １７ 个成员ꎬ其中 ＢｎＷＳＤ２５￣１ 只有 Ｍｏｔｉｆ ２ 和

Ｍｏｔｉｆ ４ꎬＢｎＷＳＤ２２ 没有 Ｍｏｔｉｆ ２ꎬ但有 ２ 个 Ｍｏｔｉｆ ３ꎬＢｎ￣
ＷＳＤ１４ 只有 ６ 个Ｍｏｔｉｆꎬ其他成员均含有 ８ 个Ｍｏｔｉｆꎻ亚
族Ⅱ有 ７ 个成员ꎬＢｎＷＳＤ５￣３ 与 ＢｎＷＳＤ２０￣２ 只有 ３ 个

Ｍｏｔｉｆꎬ而 ＢｎＷＳＤ５￣２ 和 ＢｎＷＳＤ２ 分别缺失 Ｍｏｔｉｆ ７ 和

Ｍｏｔｉｆ ３ꎬ其他 ３ 个成员均含 ８ 个 Ｍｏｔｉｆꎻ亚族Ⅲ有 １２ 个

成员ꎬ其中ꎬＢｎＷＳＤ１￣２ 有 ５ 个 ＭｏｔｉｆꎬＢｎＷＳＤ２４￣１ 有 ７
个 ｍｏｔｉｆꎬＢｎＷＳＤ２５￣２有 ６ 个 Ｍｏｔｉｆꎬ其他成员均含 ８ 个

Ｍｏｔｉｆꎮ 除 ＢｎＷＳＤ２２ 基因外ꎬ其他成员均具有 Ｍｏｔｉｆ ２ꎬ
推测 Ｍｏｔｉｆ ２ 是该家族共有的功能基序ꎮ 甘蓝型油菜

ＢｎＷＳＤ 家族基因均含有外显子结构ꎬ且外显子数目

为３~８ 个ꎬ８０％的家族成员含有６~７ 个外显子ꎮ 亚族Ⅰ
中 ＢｎＷＳＤ２５￣１、亚族Ⅱ中 ＢｎＷＳＤ５￣３ 与 ＢｎＷＳＤ２０￣２ꎬ亚

族Ⅲ中 ＢｎＷＳＤ１￣２基因外显子较少ꎬ其他基因均含６~
７ 个外显子ꎬ说明该家族基因在进化过程中较为保守

(图 ３Ｂ)ꎮ

表 ４　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 基因保守基序编码序列长度及其氨基酸

序列

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ Ｂｎ￣
ＷＳＤ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

保守
基序

编码序
列长度
(ａａ)

氨基酸序列

Ｍｏｔｉｆ １ ５０ ＤＭＳＫＰＬＷＥＩＨＩＬＮＬＫＴＳＢＡＥＳＶＧＶＬＫＩＨＨＳＬＧＤＧＭＳＬ
ＭＳＬＬＬＡＣＴＲＫＴＳＤ

Ｍｏｔｉｆ ２ ４１ ＧＨＰＱＡＬＴＶＨＦＱＳＹＡＮＫＭＩＩＳＬＡＶＤＰＴＶＩＰＤＰＨＫＬＣＤＤ
ＭＶＥＳ

Ｍｏｔｉｆ ３ ５０ ＭＭＡＫＧＳＫＣＲＷＧＮＹＩＧＹＩＩＦＰＬＳＩＧＬＥＴＤＰＬＥＹＬＲＲＡＫＳ
ＴＭＤＲＫＫＨＳＬＥＡＬ

Ｍｏｔｉｆ ４ ３８ ＪＶＮＲＶＦＳＮＴＴＬＳＦＳＮＶＶＧＰＴＥＥＩＳＦＦＧＨＰＩＳＹＩＡＰＳＶＹ

Ｍｏｔｉｆ ５ ２７ ＴＶＮＤＶＬＬＧＶＴＱＡＧＬＳＲＹＬＳＲＲＹＤＥＥＡＴ

Ｍｏｔｉｆ ６ ２９ ＰＧＳＥＬＫＰＫＫＦＩＨＲＩＩＳＬＤＤＶＫＬＶＫＮＡＭＮＭ

Ｍｏｔｉｆ ７ ３３ ＩＩＶＴＩＧＦＫＴＫＩＮＰＳＡＩＩＥＧＬＫＮＴＬＩＮＨＰＲＦＳＳＫ

Ｍｏｔｉｆ ８ ２２ ＧＫＰＫＷＶＰＴＫＶＲＶＥＤＨＶＩＶＰＤＩＤ
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Ａ:ＢｎＷＳＤ 家族基因保守基序ꎻＢ:ＢｎＷＳＤ 家族基因结构ꎮ
图 ３　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因保守基序及基因结构

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＢｎＷＳＤ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

２.４　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因系统发育树

对甘蓝型油菜、白菜型油菜、拟南芥、番茄和冬瓜

５ 个物种 ９９ 个 ＷＳＤ 蛋白进行多重比对后ꎬ构建的发

育进化树如图 ４ 所示ꎮ ９９ 个 ＷＳＤ 蛋白可分为 １１ 个

分支(Ⅰ~Ⅺ)ꎬ分别含有 ２ 个、５ 个、３ 个、５ 个、１７ 个、４
个、７ 个、１８ 个、４ 个、１６ 个和 １８ 个 ＷＳＤ 蛋白ꎮ 甘蓝

型油菜 ＢｎＷＳＤ 蛋白散乱分布于分支Ⅲ~ⅪꎮⅠ和Ⅱ两

个分支以冬瓜 ＷＳＤ 蛋白为主ꎬ所以冬瓜与甘蓝型油

菜亲缘关系较远ꎻ在分支Ⅷ与Ⅺ中 ＢｎＷＳＤ 蛋白较多ꎬ
分别有 ６ 个和 ７ 个ꎬ这 ２ 个分支以白菜型油菜与番茄

ＷＳＤ 蛋白为主ꎬ因此甘蓝型油菜亲缘关系上与同属

的白菜型油菜最为接近ꎬ其次为番茄ꎮ
２.５　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因顺式作用元件

　 　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因转录起始位点上

游的顺式作用元件大致分可为 ３ 类ꎬ第 １ 类是光响

应元件ꎬ如 ＡＥ￣ｂｏｘ、Ｇ￣ｂｏｘ、ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ 等ꎻ第 ２ 类是激

素应答元件ꎬ如 ＡＢＲＥ、ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ、ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ、
ＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ、ＧＡＲＥ￣ｍｏｔｉｆ 等ꎻ第 ３ 类是逆境应答性

元件ꎬ如 ＡＲＥ、ＭＢＳ、ＭＲＥ 等(图 ５)ꎮ ＡＲＥ、ＴＣＡ￣ｅｌｅ￣
ｍｅｎｔ、ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ 等元件在大部分基因上都有分

布ꎬＡＢＲＥ 和 Ｐ￣ｂｏｘ 元件在所有基因上均有分布ꎬ且
在部分基因上存在多个同等元件ꎬ这些元件均与植

物抗旱性相关ꎬ因此ꎬ可以认为该家族基因与植物抗

旱有关ꎮ
２.６　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因表达分析

随着 ＰＥＧ 含量的升高ꎬ油菜叶片中 ＢｎＷＳＤ１￣１、
ＢｎＷＳＤ２、ＢｎＷＳＤ８、 ＢｎＷＳＤ９、 ＢｎＷＳＤ１２、 ＢｎＷＳＤ１８￣１、
ＢｎＷＳＤ２０￣１、ＢｎＷＳＤ２４￣１ ８ 个代表性基因的相对表达

量均呈增加的趋势ꎬ其中ꎬＢｎＷＳＤ１２ 相对表达量增加

得最为明显(图 ６ａ)ꎬ这说明 ＢｎＷＳＤ 家族基因与抗旱

相关ꎮ ２０％ ＰＥＧ 处理下ꎬ叶片中 ８ 个 ＢｎＷＳＤ 代表性

基因的相对表达量最高ꎬ茎中相对表达量其次ꎬ根和
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花中相对表达量较低ꎬ或者不表达ꎮ ＢｎＷＳＤ１２、Ｂｎ￣
ＷＳＤ１８￣１、ＢｎＷＳＤ２４￣１ ３ 个基因在根中没有表达ꎬ花中

８ 个 ＢｎＷＳＤ 代表性基因的相对表达量均不超过 ０􀆰 ５０

(图 ６ｂ)ꎮ 上述结果说明ꎬＢｎＷＳＤ 基因家族主要在叶

片和茎中表达ꎬ而这些器官是作物失水的主要部位ꎬ
这进一步证实该家族基因与植物失水调控有关ꎮ

图 ４　 甘蓝型油菜、白菜型油菜、拟南芥、番茄和冬瓜 ＷＳＤ 蛋白的系统进化树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＷＳＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓꎬ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬ Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ａｎｄ Ｂｅｎｉｎｃａｓａ ｈｉｓｐｉｄａ

３　 讨 论

干旱是当前全球最具危害性的的自然灾害之

一ꎮ 干旱不仅抑制作物生长发育ꎬ还能降低作物抵

御病 虫 害 的 能 力ꎬ 导 致 作 物 的 产 量 和 品 质 下

降[２５￣３１]ꎮ 为了适应干旱环境ꎬ作物感受到干旱信号
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ＡＢＲＥ:参与脱落酸反应元件ꎻＡＥ￣ｂｏｘ:光响应元件ꎻＡＲＥ:厌氧诱导元件ꎻＢｏｘ ４:光响应元件ꎻＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ:茉莉酸甲酯响应元件ꎻＧ￣ｂｏｘ:光响

应元件ꎻＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ:光响应元件ꎻＬＴＲ:低温响应元件ꎻＭＢＳ:参与干旱诱导的 ＭＹＢ 结合位点ꎻＯ２￣ｓｉｔｅ:玉米醇代谢调节元件ꎻＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ:水杨

酸反应性元件ꎻＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ:参与茉莉酸甲酯响应元件ꎻＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ:生长素响应元件ꎻＧＡＲＥ￣ｍｏｔｉｆ:赤霉素响应元件ꎻＭＲＥ:参与光响应的

ＭＹＢ 结合位点ꎻＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ:光响应元件ꎻｃｉｒｃａｄｉａｎ:参与昼夜节律调控元件ꎻⅠ￣ｂｏｘ:光响应元件ꎻＣＡＴ￣ｂｏｘ:与分生组织表达相关元件ꎻＧ￣Ｂｏｘ:
参与光响应作用元件ꎻＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ:参与防御与压力反应的元件ꎻＣＣＡＡＴ￣ｂｏｘ:ＭＹＢＨｖ１ 结合位点ꎻＰ￣ｂｏｘ:赤霉素响应元件ꎻＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ:光
响应元件ꎻＴＧＡ￣ｂｏｘ:生长素响应元件ꎻＴＣＣＣ￣ｍｏｔｉｆ:光响应元件ꎮ

图 ５　 甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 家族基因顺式作用元件分析

Ｆｉｇ.５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＢｎＷＳＤ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

ａ:不同 ＰＥＧ 浓度对甘蓝型油菜叶片 ＢｎＷＳＤ 家族基因相对表达量影响ꎻｂ:２０％ ＰＥＧ 浓度处理下甘蓝型油菜不同器官 ＢｎＷＳＤ 家族基因相对

表达量变化ꎮ
图 ６　 不同 ＰＥＧ 含量处理下基因的相对表达量及 ２０％ ＰＥＧ 含量处理下不同器官的相对表达量

Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＰＥＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ ｕｎ￣
ｄｅｒ ２０％ ＰＥＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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时ꎬ会调控相关基因的表达而改变植株形态结构和

相关生理过程来减少水分损失ꎬ如关闭气孔以减少

蒸腾作用ꎬ分泌表皮蜡质防止非气孔性失水等[１２]ꎮ
ＷＳＤ 基因能调控蜡酯合酶 /二酰甘油酰基转移酶的

合成ꎮ 本研究通过生物信息学分析发现ꎬ甘蓝型油

菜 ＢｎＷＳＤ 基因家族共 ３６ 个成员ꎬ而拟南芥中仅有

１２ 个 ＷＳＤ 基因ꎬ造成这种结果的原因是芸薹属植

物在进化过程中进行了全基因组的三倍化ꎬ所以甘

蓝型油菜 ＷＳＤ 家族基因的数量是拟南芥的 ３
倍[２６]ꎮ ３６ 个 ＢｎＷＳＤ 基因分布在 １３ 条不同的染色

体上ꎬ并且各染色体上 ＷＳＤ 基因的分布并不均匀ꎬ
存在较多的串联基因ꎬ这些串联基因在基因的复制

和重组中具有重要作用[２７]ꎮ 亚细胞定位显示大部

分基因定位于细胞质和质膜上ꎮ 编码的 ３６ 个蛋白

质均为两性蛋白ꎬ二级结构以 α￣螺旋与无规则卷曲

为主ꎮ ＢｎＷＳＤ 家族基因的外显子数量大多数保持

一致ꎬ仅有极少数发生较大差异ꎬ这可能是该家族基

因在进化过程中受到压力ꎬ基因结构发生缺失或增

加导致的ꎮ 除 ＢｎＷＳＤ２２ 基因外ꎬ其他 ＢｎＷＳＤ 基因

均具有 Ｍｏｔｉｆ２ꎬ推测该基序是 ＢｎＷＳＤ 家族基因保守

的 ｍｏｔｉｆꎮ 系统进化树显示甘蓝型油菜与白菜型油

菜 ＷＳＤ 基因家族成员同时分布在相同的分支上ꎬ说
明 ２ 者 ＷＳＤ 家族基因具有同源性ꎬ亲缘关系较近ꎮ
分析顺式作用元件发现 ＢｎＷＳＤ 家族基因中大部分

成员都具有与抗旱性相关的元件ꎻ随着干旱胁迫程

度的增加ꎬ８ 个 ＢｎＷＳＤ 代表性基因的相对表达量呈

增加趋势ꎬ说明该基因家族在油菜干旱胁迫调控中

起重要作用ꎮ ８ 个 ＢｎＷＳＤ 代表性基因的表达量在

油菜植株器官间存在较大差异ꎬ叶片和茎中相对表

达量较高ꎬ根和花中相对表达量较低或无表达ꎮ Ｂｎ￣
ＷＳＤ 基因这种器官表达特异性在拟南芥[２４] 和矮牵

牛[２８]中亦有发现ꎮ
　 　 周彬[２９] 研究证实ꎬ苹果的 ＭｄＷＳＤ 蛋白具有

ＷＥＳ￣ａｃｙｌｔｒａｎｆ 结构域和 ＤＵＦ１２９８ 未知结构域ꎮ 本

研究中发现甘蓝型油菜 ＢｎＷＳＤ 编码蛋白质亦有

类似的结构域ꎬＴｏｍｉｙａｍａ 等[３０] 研究证实该结构域

所形成的空间是该类酶进行催化反应的区域ꎮ
ＷＳＤ 是 ＤＧＡＴ 基因家族的新成员ꎬＫａｌｓｃｈｅｕｅｒ 等[３１]

在醋酸钙不动杆菌中克隆了 ＷＳＤ 基因ꎬ发现该基

因能催化蜡酯、合成 ＴＣＡꎮ ＷＳＤ 家族基因能调控

蜡质合成酶和甘油二酰基转移酶ꎬ在植物抗逆研

究中尤为重要ꎬ值得深入分析[３２] ꎮ 与表皮蜡质合

成过程相关的酶形成和调控一般较为复杂ꎬＺｈａｎｇ
等[３３]分析了高粱 β￣酮脂酰辅酶 Ａ 合成酶(ＫＣＳ)的
功能ꎬ但 ＷＳＤ 基因家族的特性和功能研究相对较

少ꎬ有待更广泛的分析ꎮ
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