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　 　 摘要:　 参照甘蓝 ＦＬＣ３ 基因(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＡＡＰ３１６７７)碱基序列设计引物ꎬ扩增出甘蓝晚抽薹 ＢｏＦＬＣ３ 基

因ꎬ序列分析结果表明ꎬ该基因编码的蛋白质有 １９７ 个氨基酸ꎬ分子量２０ ９９０ꎬ等电点 ９􀆰 ４５ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 分析结

果表明:抽薹后 ＢｏＦＬＣ３ 基因在甘蓝不同部位表达存在差异ꎬ表达量从高到低依次为:叶、茎、花蕾、花瓣和根ꎮ 亚细

胞定位结果表明:ＢｏＦＬＣ３ 蛋白定位在细胞核ꎮ
关键词:　 甘蓝ꎻ ＢｏＦＬＣ３ 基因ꎻ 荧光定量 ＰＣＲꎻ 亚细胞定位ꎻ 序列分析
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　 　 甘蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ Ｌ.)为十字花科芸薹属的

重要蔬菜作物ꎬ在中国广泛种植ꎮ 抽薹开花是其生

产中重要的农艺性状ꎮ “先期抽薹”降低产品的产

量和品质ꎬ是春季结球甘蓝生产的主要问题ꎮ 培育

晚抽薹品种是解决这一问题的根本途径[１￣２]ꎮ

ＦＬＣ 是开花时间调控的开关基因ꎬ对拟南芥开花

控制有决定性的作用[３￣４]ꎮ 该基因在白菜类作物中有 ４
个同源基因ꎬ但这些同源基因如何调控抽薹ꎬ以及它们

与其他主要的抽薹开花相关基因的相互关系尚不明

确ꎮ ＦＬＣ 编码 １ 个ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 蛋白ꎬ是开花的负调控因

子ꎬ很多控制开花的基因功能都是通过调节 ＦＬＣ 来实

现的ꎬ对开花的抑制程度与其表达量呈正相关[４]ꎮ ＦＬＣ
可能通过阻遏开花信号途径来抑制植物的生殖生长ꎮ
在拟南芥中ꎬ己经克隆到了一些与 ＦＬＣ 同源的基因ꎬ如
ＭＡＦ５、ＦＬＭ、ＭＦ２ 和 ＦＬＫ 等ꎬ它们在植物开花过程中也
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起着负调控作用[５]ꎮ ＦＬＣ 及其同源基因抑制一组开花

促进因子的表达ꎬ如 ＦＴ 和 ＳＯＣ１ꎬ这些因子的表达又能

够促进一些分生组织特征基因 ＬＦＹ 与 ＡＰ１ 的表达[４]ꎮ
ＦＬＣ 是开花调控过程中起决定因素的一个调控因子ꎬ
它受 ＧＡ、光周期、春化与自主途径的负调控ꎬ受 ＦＲＩ￣依
赖途径的正调控[６]ꎮ 遗传与分子生物学研究结果表

明ꎬＦＲＩ 自主途径可能是通过与 ＳＵＦ４ 等形成蛋白复合

体结合到 ＦＬＣ 启动子的区域ꎬ来影响 ＦＬＣ 的染色体结

构ꎻ春化可使 ＦＬＣ 的第一个内含子和启动子区 Ｈ３Ｋ９
和 Ｈ３Ｋ２７ 二甲基化水平增加ꎬ使得 ＦＬＣ 的染色体结构

处于关闭状态ꎬ从而调控 ＦＬＣ 的表达[７]ꎮ 为了更好地

利用这些基因对甘蓝抽薹开花进行调控ꎬ本试验克隆

了与抽薹相关的基因 ＢｏＦＬＣ３的全长ꎬ并对其进行序列

分析以及时空特异性表达和亚细胞定位分析ꎬ为进一

步利用该基因进行甘蓝抽薹的调控提供理论和技术支

持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料与菌株

供试甘蓝种子由镇江市农业科学研究所提供ꎮ

大肠杆菌菌株 ＪＭ１０９ 由本实验室保存ꎬ质粒载体

ｐＭＤ１８￣Ｔ、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、ＲＮＡ
酶抑制剂、ｄＮＴＰ、ＡＭＶ 反转录酶等均购自 ＴａＫａＲａ
公司ꎮ ＲＮＡ 提取试剂盒 ( ＲＮＡ Ｓｉｍｐｌｙ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
Ｋｉｔ)购自 ＴＩＡＮＧＥＮ ＢＩＯＴＥＣＨ 公司ꎻＢｉｏｓｐｉｎ 胶回收

试剂盒(ＢｉｏＳｐｉｎ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ)购自博飞公司ꎻ
ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＴＭ 试剂盒购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ
１.２　 ＢｏＦＬＣ３ 基因克隆

以甘蓝叶片 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ参照甘蓝 ＦＬＣ３ 基

因(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＡＡＰ３１６７７)ꎬ设计正反向引物

ＢｏＦＬＣ３￣Ｆ / ＢｏＦＬＣ３￣Ｒ(表 １)ꎬ以反转录的 ｃＤＮＡ 为

模板进行扩增反应ꎮ 反应体系为 ２５􀆰 ００ μｌꎬ其中加

入１０×Ｔａｑ ｐｌｕｓ ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５０ μｌꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ １􀆰 ５０
μｌꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ １􀆰 ００ μｌꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ正向引物

１􀆰 ００ μｌꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ反向引物 １􀆰 ００ μｌꎬ菌液 １􀆰 ００ μｌꎬ
灭菌 Ｈ２Ｏ １６􀆰 ７５ μｌꎬＴａｑ ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０􀆰 ２５
μｌ(５ Ｕ / μｌ)ꎮ ＰＣＲ 反应程序为 ９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ
９４ ℃ ３０ ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎬ７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎꎮ 扩增产物在 １􀆰 ２％琼脂糖凝胶中进行

电泳ꎬ凝胶成像分析系统进行拍照及分析ꎮ

表 １　 甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 基因克隆引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＢｏＦＬＣ３ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ

引物　 　 　 　 引物序列　 　 　 　 　 　 作用　 　 　 　 　 　 　

ＢｏＦＬＣ３￣Ｆ ５′￣ＡＴＧＧＧＡＡＧＡＡＡＡＡＡＡＣＴＡＧＡＡＡＴＣＡ￣３′ 基因全长克隆

ＢｏＦＬＣ３￣Ｒ ５′￣ＴＣＡＧＣＴＴＣＧＧＣＴＣＣＣＧＣＡＡＧＡＴＴＣＴ￣３′

ＢｏＦＬＣ３￣ｑＦ ５′￣ＡＣＣＴＴＣＴＣＣＡＡＡＣＧＡＣＧＣＡ￣３′ 荧光实时定量引物

ＢｏＦＬＣ３￣ｑＲ ５′￣ＡＧＡＣＡＡＣＧＡＧＡＡＧＣＧＣＧＡＴＧ￣３′

ＧＡＰＤＨ￣ｑＦ ５′￣ＴＣＣＡＣＣＡＴＴＧＡＴＴＣＴＴＣＴＣＴＧ￣３′ 荧光实时定量内标引物

ＧＡＰＤＨ￣ｑＲ ５′￣ＴＣＡＧＣＣＡＡＡＴＣＡＡＣＡＡＣＴＣＴＣ￣３′

１.３　 目的片段回收

目的片段的回收按照购自博飞公司的 Ｂｉｏｓｐｉｎ
胶回收试剂盒(ＢｉｏＳｐｉｎ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ)使用说明

进行ꎮ 参照 ＴａＫａＲａ 生物公司的 ｐＭＤ１８￣Ｔ ｋｉｔ 提供

的方法ꎬ向 １０ μｌ 的反应总体系中加入 １ μｌ ｐＭＤ１８￣
Ｔ ｖｅｃｔｏｒꎬ４ μｌ 回收并纯化的 ＤＮＡ 片段以及 ５ μｌ
Ｌｉｇａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ⅰꎬ于 １６ ℃连接过夜ꎮ 转化大肠杆

菌ꎮ 用高温高压灭菌的牙签挑取单菌落ꎬ将挑过菌

的牙签置于 ２ ｍｌ ＬＢ 液体培养基中ꎬ在 ３７ ℃ꎬ２００
ｒ / ｍｉｎ条件下振荡培养 １２ ｈꎮ 序列测定由南京金思

特生物科技有限公司完成ꎮ

１.４　 序列分析

通过美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)服务

器ꎬ对核酸序列数据库进行 ＢＬＡＳＴ 搜索ꎬ寻找同源

序列ꎮ 将编码的氨基酸序列用 ＮＣＢＩ 提供的 ＢｌａｓｔＰ
程序进行同源性分析ꎬ用 ＤＮＡｍａｎ 软件对 ＢｏＦＬＣ３
编码的氨基酸序列进行系统树分析ꎬ利用 Ｐｒｏｔ￣
Ｐａｒａｍ[８]分析 ＢｏＦＬＣ３ 蛋白的理化性质ꎬ利用 ＴＭ￣
ｐｒｅｄ[９]和 ＡＮＴＨＥＰＲＯＴ 分析软件分析蛋白质的跨膜

区域ꎬ利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ[８]分析蛋白质的亲水性区域ꎬ用
ＳｉｇｎａｌＰ ｖ３.０[９] 进行信号肽分析ꎬ利用 ＳＭＡＲＴ 软件

(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / ) 对甘蓝 ＢｏＦＬＣ３
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蛋白进行功能域预测分析ꎬ蛋白质二级结构预测和

三维建模分别使用在线软件 ＳＯＰＭＡ(ｈｔｔｐ: / / ｎｐｓａ￣
ｐｂｉ. ｌｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｓｅｃｐｒｅｄ￣ｓｏｐｍａ. ｐｌ ) 和 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 完成ꎮ
１.５　 实时定量 ＰＣＲ 分析

将甘蓝材料播种于装有经过高温高压灭菌的基

质的穴盘中ꎬ将穴盘置于光照 １２ ｈ、黑暗 １２ ｈ 光周期

的光照培养箱中ꎬ夜温 ２０ ℃、昼温 ２５ ℃下培养ꎮ 待

幼苗长至 ２ 片真叶时用于试验ꎮ 本试验用 ＧＡＰＤＨ 为

内参基因(表 １)ꎬ每个 ｃＤＮＡ 样品重复 ３ 次ꎬ根据标准

曲线和定量报告进行试验体系评价和目的基因表达

分析ꎮ 使用 Ｏｐｔｉｃｏｎ ＭｏｎｉｔｏｒＴＭ １. ０２ 软件 (ＭＪ Ｒｅ￣
ｓｅａｒｃｈ)对 ＢｏＦＬＣ３ 基因相对表达含量进行分析ꎮ
１.６　 亚细胞定位分析

利用 Ｇａｔｅｗａｙ 技术ꎬ将上一步的 ＰＣＲ 回收产物

与入门载体 ｐｄｏｎｒ２２１ 和表达载体 ｐＥａｒｌｙＧａｔｅ１０１ 分

别进行 ＢＰ 和 ＬＲ 重组反应ꎮ 转化大肠杆菌感受态ꎬ
将有扩增产物且片段大小正确的克隆进行测序ꎮ 测

序验证后即获得重组质粒 (亚细胞定位载体) ｐＥａｒ￣
ｌｙＧａｔｅ１０１￣ＢｏＦＬＣ３￣ＹＦＰꎮ 然后ꎬ利用液氮冻融法将

重组融合表达载体 ｐＥａｒｌｙＧａｔｅ１０１￣ＢｏＦＬＣ３￣ＹＦＰ 转入

农杆菌 ＧＶ３１０１ꎮ 将含有表达载体 ｐＥａｒｌｙＧａｔｅ１０１￣
ＢｏＦＬＣ３￣ＹＦＰ 的 ＧＶ３１０１ 农杆菌单菌落接种于含卡

那霉素的 ＹＥＢ 培养基中ꎬ２８ ℃ꎬ１８０ ｒ / ｍｉｎ培养 ２０
ｈꎮ 然后加入 １％体积的菌液到同样的 ＹＥＢ 培养基

中ꎬ２８ ℃ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ培养至菌液 ＯＤ６００ 为 １􀆰 ０ꎮ 在

４ ０００ ｒ / ｍｉｎ下离心 １５ ｍｉｎꎬ收集菌体细胞ꎬ用终浓度

为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＭｇＣｌ２ꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＥＳ (调节 ｐＨ
至 ５􀆰 ７)ꎬ１５０ μｍｏｌ / Ｌ 乙酰丁香酮的注射缓冲液重悬

至 ＯＤ６００为 １.０ꎬ室温放置 ５ ｈ 后ꎬ用 １ ｍｌ 的无针头注

射器将含有 ｐＥａｒｌｙＧａｔｅ１０１￣ＢｏＦＬＣ３￣ＹＦＰ 的农杆菌菌

液注射烟草叶片ꎬ用 Ｈ２Ｂ￣ＲＦＰ 作为细胞核标记ꎮ 注

射后的烟草植株置于 ２５ ℃ꎬ１６ ｈ / ８ ｈ的光 /暗周期

下培养 ３ ｄꎮ 在激光共聚焦显微镜下观察 ＹＦＰ 荧光

信号及 Ｈ２ Ｂ￣ＲＦＰ 红色细胞核荧光信号ꎬ进行 Ｂｏ￣
ＦＬＣ３ 蛋白的亚细胞定位分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 甘蓝抽薹相关基因 ＢｏＦＬＣ３的全长克隆及拼接

　 　 根据甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 基因序列设计引物ꎬ扩增出

甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 基因片段ꎮ 结果(图 １)表明:该基因

全长为 ５７０ ｂｐꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ꎮ
图 １　 甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＢｏＦＬＣ３ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃａｂｂａｇｅ

２.２　 甘蓝抽薹相关基因 ＢｏＦＬＣ３ 序列的生物信息

学分析

２.２.１　 甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 蛋白的理化性质分析　 对 Ｂｏ￣
ＦＬＣ３ 基因所编码氨基酸序列(图 ２)的理化性质进

行分析得到ꎬＢｏＦＬＣ３ 基因编码 １９７ 个氨基酸ꎬ其蛋

白质分子量为２０ ９９０ꎻ等电点为 ９􀆰 ４５ꎬ说明该蛋白呈

碱性ꎻ负电荷氨基酸(Ａｓｐ＋Ｇｌｕ)２６ 个ꎬ正电荷氨基酸

(Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ)３４ 个ꎻ摩尔消光系数 ０􀆰 ２１９(胱氨酸全

按半胱氨酸计)ꎻ该蛋白不稳定性参数 ４６􀆰 ８８ꎬ属于

不稳定蛋白ꎻ其脂肪系数 ９６􀆰 ９３ꎻ平均亲水性(ＧＲＡ￣
ＶＹ)－０􀆰 ５２１ꎻ序列 Ｎ 末端为 Ｍｅｔꎬ推测其半衰期在网

状细胞中为 ３０ ｈꎬ在酵母中大于 ２０ ｈꎬ在大肠杆菌中

大于 １０ ｈꎮ
２.２.２　 甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 编码的氨基酸序列同源性及进

化树分析　 在 ＮＣＢＩ 站点上用 ＢＬＡＳＴ 分析 ＢｏＦＬＣ３
基因编码氨基酸序列与其他植物抽薹相关基因的同

源性ꎬ结果(图 ３)表明ꎬＢｏＦＬＣ３ 基因与已克隆的植

物的抽薹相关基因均有不同程度同源性ꎬ与不结球

白菜的控制抽薹基因碱基序列相似性高达 ９４％ꎬ与
拟南芥(同源蛋白编号 ＡＡＶ５１２１７) 控制抽薹基因

碱基序列相似性为 ７９％ꎮ ＤＮＡｍａｎ 软件对 ＢｏＦＬＣ３
及其他植物抽薹相关基因的氨基酸序列进行系统树

分析ꎬ结果(图 ４) 显示ꎬＢｏＦＬＣ３ 基因与不结球白菜

最先聚为一类ꎬ亲缘关系最近ꎬ而后与萝卜聚为一

类ꎮ 与拟南芥(ＡＡＶ５１２１７)ꎬ白芥(ＡＢＰ９６９６７)亲缘

关系相对较远ꎮ
２.２.３　 甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 蛋白疏水性及跨膜结构域的预

测和分析　 蛋白质的疏水性分析是蛋白质二级结构

以及三级结构预测中一个必要的过程ꎬ通过分析可

以得到蛋白质的亲疏水区域ꎬ一方面可以为二级结

构预测结果提供参考ꎬ另一方面还可以为结构域以
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图 ２　 ＢｏＦＬＣ３ 的核苷酸序列(上列)及其编码的氨基酸序列(下列)
Ｆｉｇ.２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＢｏＦＬＣ３

图 ３　 不同植物 ＢｏＦＬＣ３ 基因编码的氨基酸序列同源性比较

Ｆｉｇ.３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＢｏＦＬＣ３ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ
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图 ４　 不同植物 ＢｏＦＬＣ３ 编码的氨基酸序列的系统树分析

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＢｏＦＬＣ３ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

及功能域的划分提供依据ꎮ 因此ꎬ对甘蓝 ＢｏＦＬＣ３
氨基酸序列进行疏水性分析ꎬ结果 (图 ５) 表明ꎬ在
该蛋白３５~５０ ａａ 处有 １ 个显著疏水峰ꎬ其他区域以

亲水性为主ꎮ 跨膜结构域是膜中蛋白与膜脂结合的

主要部位ꎬ一般由 ２０ 个左右的疏水氨基酸残基组

成ꎬ形成 α 螺旋ꎬ与膜脂相结合ꎮ 预测和分析跨膜

结构域ꎬ对认识蛋白质的结构、功能、分类以及在细

胞中的作用部位均有一定的意义ꎮ 利用 ＴＭｐｒｅｄ 在

线软件预测甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 蛋白的跨膜螺旋区域ꎬ该
软件预测得分超过 ５００ 的区域为可能的跨膜螺旋区

域ꎬ符合该条件的区域为３５~ ５７ ａａ 处膜外向膜内的

跨膜螺旋(图 ６)ꎬ被赋予的分值为 ９４２ (３４~ ５９ ａａ
处膜内向膜外的跨膜螺旋ꎬ赋予分值为 ８９５)ꎮ 跨膜

区域位于膜结构中ꎬ应为蛋白质的疏水区域ꎮ 上述

预测的跨膜螺旋与 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 预测的蛋白质疏水区

对应ꎮ 因此ꎬ被预测的跨膜螺旋区可信度较高ꎮ

图 ５　 甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 蛋白的疏水性分析

Ｆｉｇ.５　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｏＦＬＣ３ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ

２.２.４　 甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 蛋白二级结构的预测分析 　
多肽链借助氢键排列成沿一维方向呈现有规则重

复构象的二级结构ꎬ是氨基酸顺序与三维构象之

图 ６　 甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 蛋白的跨膜螺旋区分析

Ｆｉｇ.６　 ＴＭｐｒｅｄ ｏｕｔｐｕｔ ｆｏｒ ＢｏＦＬＣ３ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ

间的桥梁ꎮ 二级结构借助范德华力、氢键、静电和

疏水等相互作用形成蛋白质的三级结构ꎬ从而发

挥正常的生物学功能ꎮ 据此ꎬ用 ＳＯＰＭＡ 对甘蓝

ＢｏＦＬＣ３ 蛋白的氨基酸序列进行二级结构预测ꎬ结
果 (图 ７) 表明ꎬＢｏＦＬＣ３ 蛋白含有比较丰富的二

级结构ꎬ由 １２０ 个氨基酸残基组成 α 螺旋结构ꎬ占
全部氨基酸残基的 ６０􀆰 ９１％ꎻ２４ 个氨基酸残基组成

延伸链ꎬ占全部氨基酸残基的 １２􀆰 １８％ꎻ由 １０ 个氨

基酸 残 基 组 成 β 转 角ꎬ 占 全 部 氨 基 酸 残 基 的

５􀆰 ０８％ꎻ由 ４３ 个氨基酸残基组成随机卷曲ꎬ占全部

氨基酸的 ２１􀆰 ８３％ꎮ 可以看出ꎬ随机卷曲和 α￣螺旋

是 ＢｏＦＬＣ３ 多肽链中的主要结构元件ꎬβ 转角和延

伸链散布于整个蛋白质中ꎮ
２.２.５　 甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 蛋白的功能域预测分析 　 利

用 ＳＭＡＲＴ 软件对甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 蛋白进行功能域预

测分析ꎬ结果(图 ８)表明ꎬ该基因为 ＭＡＤＳ 盒基因ꎬ
其编码的蛋白 １ ~ ６０ ａａ 属于 ＭＡＤＳ 盒基因蛋白ꎬ
ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基因是一个序列特异的调节基因家族ꎬ
其编码的 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 蛋白转录因子以二聚体化的

形式通过保守的 ＭＡＤＳ 结构域与特定的 ＤＮＡ 序列

结合来调控基因的表达ꎬ通过反向平行的 α￣螺旋

二聚体结构与 ＤＮＡ 小沟相互作用ꎮ ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基

因编码一类转录调控因子ꎬ是一类调节植物发育

的重要基因ꎬ在决定植物开花时间和花形态建成

中起着非常重要的作用ꎮ
２.３ 　 ＢｏＦＬＣ３ 基因在甘蓝不同组织中的特异性

表达

　 　 如图 ９ 所示ꎬＢｏＦＬＣ３ 基因的表达在甘蓝不同组

织中存在显著的差异ꎬ抽薹后ꎬ根中表达量最少ꎬ花
蕾与花瓣中的表达量相近且略低于茎部中的表达

量ꎬ叶片中表达量最高ꎮ
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图 ７　 甘蓝 ＢｏＦＬＣ３ 蛋白质的二级结构

Ｆｉｇ.７　 Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＢｏＦＬＣ３ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ

图 ８　 ＢｏＦＬＣ３ 蛋白的功能域预测分析

Ｆｉｇ.８ 　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＢｏＦＬＣ３
ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ９　 实时定量 ＰＣＲ检测分析 ＢｏＦＬＣ３基因在不同组织中的表达

Ｆｉｇ.９　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｏＦＬＣ３ ｇｅｎｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

２.４　 亚细胞定位分析

将含有 ｐＥａｒｌｙＧａｔｅ１０１￣ＢｏＦＬＣ３￣ＹＦＰ 的农杆菌侵

染烟草植株 ３６ ｈ 后ꎬ利用荧光共聚焦显微镜观察本

氏烟叶片中的荧光ꎮ 结果见图 １０ꎬ在激光共聚焦显

微镜下ꎬ试验组 ｐＥａｒｌｙＧａｔｅ１０１￣ＢｏＦＬＣ３￣ＹＦＰ 侵染烟

草植株在 ＹＦＰ 激发光下可以检测到较为明显的黄

色荧光信号ꎬ红色荧光信号表示本氏烟植株细胞核

位置ꎻ２ 张荧光信号重叠表明 ＢｏＦＬＣ３ 定位于细胞

核ꎬ这与该基因发挥转录因子功能以及编码蛋白质

的功能性质有关ꎮ

图 １０　 ＢｏＦＬＣ３ 在本氏烟叶片细胞中的定位

Ｆｉｇ.１０　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｏＦＬＣ３ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉ￣
ａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ

３　 讨 论

以拟南芥为模式作物ꎬ对其不同生态型和突变

体的研究结果表明ꎬ基因 ＦＬＣ 可能是春化反应的关

键基因[６]ꎮ 研究发现ꎬＦＬＣ 的表达水平与植株低温

处理的时间呈负相关ꎬ低温处理时间越长ꎬＦＬＣ 的表

达越弱ꎬ去甲基化也可能对 ＦＬＣ 起负调控的作

用[５￣６]ꎮ 同时 ＦＬＣ 也存在于自主开花途径中ꎬ与其
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他基因共同作用以调节植株开花时间[１０]ꎮ 而 ＦＬＣ
的表达对开花起抑制作用ꎮ 一系列研究结果表明ꎬ
春化的低温作用导致相关基因的去甲基化ꎬ消除了

ＦＬＣ 对开花的抑制作用ꎬ从而解除对赤霉素合成途

径的封锁最终导致植株在一定时期开花[１１]ꎮ
本试验利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术从甘蓝中克隆了 Ｂｏ￣

ＦＬＣ３ 基因ꎬ在 ＮＣＢＩ 站点上用 ＢＬＡＳＴ 分析 ＢｏＦＬＣ３
基因编码的氨基酸序列与其他植物抽薹相关基因的

同源性ꎬ结果表明 ＢｏＦＬＣ３ 基因与已克隆的植物的

抽薹相关基因均有不同程度同源性ꎬ与不结球白菜

的控制抽薹基因碱基序列相似性高达 ９４％ꎬ与拟南

芥(ＡＡＶ５１２１７) 控制抽薹基因碱基序列相似性为

７９％ꎮ 利用荧光定量 ＰＣＲ 就 ＢｏＦＬＣ３ 基因在不同组

织中的转录表达进行了分析ꎬ结果表明ꎬ该基因在甘

蓝植物体内的表达有普遍性ꎮ 低温处理后不同组织

ＢｏＦＬＣ３ 的表达量从高到低依次为:叶>茎>花蕾>花
瓣>根ꎮ 通过亚细胞定位分析ꎬ结果表明ꎬＢｏＦＬＣ３
蛋白定位在细胞的细胞核ꎬ这与 ＢｏＦＬＣ３ 的转录因

子功能相吻合ꎮ
本研究利用 ＰＣＲ 方法研究了甘蓝抽薹相关基

因 ＢｏＦＬＣ３ 的时空特异性表达ꎬ通过亚细胞定位分

析了 ＢｏＦＬＣ３ 在细胞中的表达ꎬ为下一步研究甘蓝

中其他抽薹功能基因提供了经验和技术基础ꎮ
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