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ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｔｈｅ ＢｏＤｏｆ５.３ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａ ｔｙｐｉｃａｌ Ｚｆ￣Ｄｏｆ ｄｏｍａｉｎꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｍａｉｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＢｏＤｏｆ５.３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｂｒｏｃｃｏｌｉ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｄｏｆ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｏｆ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ ｃａｕｌｉｆｌｏｗｅｒꎬ ａｎｄ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ Ｄｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｅｎｕｓ ｈａｄ ｃｌｏｓｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＢｏＤｏｆ５.３ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ
０ ｄ ｔｏ ２ ｄ ｕｎｄｅｒ ｗａｔｅｒｌｏｇｇｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｔ ｓｉｘ ｄａｙｓ ｏｆ ｗａｔｅｒｌｏｇｇｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓ ｗａｓ １􀆰 ３ ｔｉｍｅｓ ａｓ ｍｕｃｈ ａｓ
ｔｈａｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｉｔ ｉｓ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｔｈａｔ ＢｏＤｏｆ５.３ ｇｅｎｅ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｂｒｏｃｃｏｌｉ ｔｏ ｗａｔｅｒｌｏｇｇｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓ.
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　 　 Ｄｏｆ(ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｏｎｅ ｆｉｎｇｅｒ)是植物特有的

一类转录因子ꎬ其在 Ｎ￣末端具有长度为 ５２ ａａ 的 Ｄｏｆ
结构域ꎬ可与 ＤＮＡ 结合ꎬ同时还可进行蛋白￣蛋白互

作ꎮ Ｃ￣末端的可变结构域可在不同的代谢途径中产

生多样的调控功能[１￣２]ꎮ 目前 Ｄｏｆ 基因已在拟南芥、
水稻、大豆、大麦、红花、玉米等多种植物中成功克

隆[３￣８]ꎮ

８９４１



前人研究发现ꎬＤｏｆ 基因广泛参与碳氮代谢、开
花、花和花粉发育、保卫细胞特异基因的调控、防御

反应等多种生物学过程ꎮ 在柽柳中ꎬ２０ 个 ＴｈＤｏｆ 基
因参与了胁迫应答ꎮ 过表达 ＴｈＤｏｆ１６ 基因可明显提

高植株抗干旱和高盐胁迫 [９]ꎮ 在盐胁迫条件下ꎬ过
表达红花 ＣｔＤｏｆ１ 基因可增强转基因拟南芥对盐胁

迫的抗性[７]ꎮ Ｈｅｎｎｉｇ 等在研究拟南芥 Ｄｏｆ 蛋白

ＯＢＰ１ 时发现ꎬ该蛋白可通过调控谷胱甘肽 Ｓ￣转移

酶 ６ 的表达来对植物激素和胁迫信号作出响应[１０]ꎮ
青花菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｉｔａｌｉｃａ)与花椰菜、

甘蓝同属甘蓝类蔬菜ꎬ以小花蕾和嫩花茎为产品ꎬ营
养丰富ꎮ 其喜温暖湿润ꎬ但不耐涝ꎮ 浙江省地处东部

沿海ꎬ每年 ８－９ 月常受台风和特大暴雨影响ꎬ青花菜

育苗和定植期间易遭淹水而大面积死苗ꎬ造成严重经

济损失ꎮ 前期试验结果显示 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因在高温和

盐胁迫条件下表达量可发生较大变化ꎮ 因此ꎬ本试验

通过克隆青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因ꎬ并对其特性、同源进

化树以及在渍水胁迫下的表达特征进行分析ꎬ以期为

研究该基因的功能及其参与渍水胁迫的应答机制提

供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

以青花菜 ＷＮ１２￣９５ 为材料ꎬ种植于光照培养箱

内ꎬ培养条件为 ２５ ℃ / １６ ｈ(白天) ~ １８ ℃ / ８ ｈ(晚
上)ꎮ 待植株长至 ５ 叶期时开始对其进行渍水胁迫

处理ꎬ处理时间为 ０ ｄ、２ ｄ 和 ６ ｄꎬ每个处理设 ３ 次生

物学重复ꎮ
１.２　 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 的合成

叶片经液氮冷冻后迅速研磨成粉末ꎬ用于 ＲＮＡ
的提取ꎮ 总 ＲＮＡ 提取使用 ＴａＫａＲａ Ｍｉｎｉ ＢＥＳＴ Ｐｌａｎｔ
ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒(ＴａＫａＲａ 公司产品)ꎬｃＤ￣
ＮＡ 的合成采用 Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅ￣
ｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒 ( ＴａＫａＲａ 公司产品)ꎮ 产物置于

－８０ ℃的超低温冰箱中保存备用ꎮ
１.３　 青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因的克隆

根据已获得的青花菜转录组数据中 Ｄｏｆ 基因序

列设计全长引物: Ｆ:５′￣ＧＧＡＴＣＴＴＣＣＡＧＡＧＡＴＡＴＧ￣
ＧＡＴＣＡＴＴＴＧＴＴＡＣＡＡＣＡＣＣＡＧＧ￣３′和 Ｒ:５′￣ ＣＴＧＣＣ￣
ＧＴＴＣＧＡＣＧＡＴＣＡＴＴＡＡＡＧＣＡＣＣＡＧＡＧＴＴＡＡＴＡＴ￣
ＡＧＴＴＣＡ￣３′ꎮ ＰＣＲ 反应体系和反应程序参照裴徐

梨等的方法[１１]进行ꎮ ＰＣＲ 产物经 １.２％的琼脂糖凝

胶电泳检测后回收ꎬ连接 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体ꎬ转化大肠

杆菌ꎬ选取阳性克隆测序ꎮ
１.４　 青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因的生物学信息分析

运用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ 工具预测 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因编

码蛋白质的等电点、相对分子质量、分子式等ꎬ利用

Ｅｘｐａｓｙ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ 工具分析亲疏水性ꎬ利用 ＧＯＲ４ 工

具对编码蛋白质的二级结构进行预测ꎬ利用 ＤＮＡ￣
ＭＡＮ 进行序列比对ꎬ利用Ｍｅｇａ５.０４软件进行进化树

构建[１２]ꎮ
１.５　 青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因的表达特征分析

以 Ｂｏａｃｔｉｎ 为内参基因[１３]ꎬ青花菜 Ｄｏｆ 基因荧

光定量引物序列为 Ｆ: ５′￣ＧＴＴＣＣＧＡＴＴＡＣＧＡＣＣＴ￣
ＣＡＡ￣３′和 Ｒ:５′￣ＴＧＣＴＣＴＧＧＣＴＧＴＴＡＴＣＡＣ￣３′ꎮ 扩增

程序和反应体系参照裴徐梨等的方法[１１] 进行ꎮ 每

个反 应 设 ３ 次 重 复ꎮ 采 用 ２－△Ｃｔ 方 法 ( △Ｃ ｔ ＝
Ｃ ｔꎬ目标基因－Ｃ ｔꎬａｃｔｉｎ)计算相对表达量ꎮ 使用 ＳＰＳＳ 软件

进行差异显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因的克隆

经过 ＰＣＲ 扩增得到青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因ꎮ 该

基因全长 ７７４ ｂｐꎬ编码 ２５７ 个氨基酸ꎮ 编码的蛋白

质结构域分析结果表明其具有典型的 Ｚｆ￣Ｄｏｆ 结构

域ꎬ该基因属于 Ｄｏｆ 基因家族(图 １)ꎮ
２.２　 青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 蛋白的序列特征分析

青花菜ＢｏＤｏｆ５.３蛋白的分子式为Ｃ１ ２０５Ｈ１ ８３８Ｎ３６０Ｏ３７９Ｓ１８ꎬ
相对分子质量为２.８０×１０４ꎬ原子总数为３ ８００ꎬ理论

等电点(ｐＩ)为 ９􀆰 ０３ꎮ Ｅｘｐａｓｙ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ 工具分析结果

表明其第 １４６ 位疏水性最强ꎬ第 １０９ 位亲水性最强ꎮ
该蛋白质大部分氨基酸是亲水性氨基酸ꎬ因此推断

其为亲水性蛋白质(图 ２)ꎮ 青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 蛋白

二级结构以无规则卷曲为主ꎬ占 ６８􀆰 ０９％ꎬ其次是 α￣
螺旋(５􀆰 ４５％)和延伸链(２６􀆰 ４６％)ꎬ无 β￣转角ꎮ
２.３　 青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 蛋白的同源序列比对

氨基酸同源性可作为判断物种间亲缘关系远近

的依据ꎮ 利用 ＤＮＡＭＡＮ 进行氨基酸序列的多重比

对ꎬ结果表明在同源比对的植物中存在相同的保守

结构域ꎬ其中与花椰菜 Ｄｏｆ 蛋白(ＫＡＦ２５３９８８０.１)相
比ꎬ两者仅存在 １ 个氨基酸的差异ꎬ在＋１４３ 处ꎮ 青

花菜和白菜 Ｄｏｆ 蛋白(ＸＰ＿００９１２０５３９)存在 ８ 个氨

基酸差异ꎬ分别在＋１０、＋１２、＋４１、＋１４３、＋１６０、＋１７０、
＋２２０ 和＋２３４ 处(图 ３)ꎮ

９９４１裴徐梨等:青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因的克隆及渍水胁迫表达特征分析



∗表示终止密码子ꎬ下划线代表 Ｄｏｆ 结构域的氨基酸序列ꎮ
图 １　 青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因全长及编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ.１　 Ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＢｏＤｏｆ５.３ ｇｅｎｅ ｉｎ ｂｒｏｃｃｏｌｉ

图 ２　 青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 蛋白的序列分析

Ｆｉｇ.２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｏＤｏｆ５.３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｂｒｏｃｃｏｌｉ

２.４　 青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 蛋白的系统进化树分析

序列同源性分析结果显示青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 蛋

白与甘蓝(ＸＰ ＿０１３６０８７１４)、花椰菜(ＫＡＦ２５７４５４１.
１)、白菜 (ＸＰ ＿００９１２０５３９. ２) 的同源性极高ꎬ均在

９６％以上ꎮ 与油菜 ( ＸＰ ＿ ０１３６８１１６２)、萝卜 ( ＸＰ ＿
０１８４７３３２６.１)、拟南芥 ( ＮＰ ＿ ５６８９２０)、芥菜 ( ＸＰ ＿
００６２８０７４４.２)和亚麻荠(ＸＰ＿０１０４４３８１２.１)相似性在

７８％以上ꎬ与亚洲棉相似性仅为 ４４％ꎮ

图 ３　 青花菜、花椰菜和白菜 Ｄｏｆ 氨基酸序列的多重比对

Ｆｉｇ.３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｄｏｆ ｉｎ ｂｒｏｃｃｏｌｉꎬ ｃａｕｌｉｆｌｏｗｅｒ ａｎｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ
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　 　 将青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 蛋白与多个物种的 Ｄｏｆ 蛋白

进行系统进化分析ꎮ 结果表明青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 蛋

白与甘蓝遗传距离最小ꎬ亲缘关系最近ꎬ在进化树上

聚为一组ꎮ 同属十字花科的青花菜、甘蓝、花椰菜、

白菜、油菜、萝卜、拟南芥、芥菜和亚麻荠都在同一大

分支上ꎬ表明同科植物的 Ｄｏｆ 基因具有较近的亲缘

关系ꎮ 而亚洲棉的亲缘关系较远ꎬ在进化树上位于

不同的分支(图 ４)ꎮ

图 ４　 Ｄｏｆ 蛋白的系统进化树构建

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.５　 青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因在渍水胁迫下的表达

特征

　 　 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术分析青花菜 ＢｏＤ￣
ｏｆ５.３ 基因在渍水胁迫不同时间内的表达特征ꎮ 结

果表明ꎬ渍水处理 ０ ｄ 到 ２ ｄꎬＢｏＤｏｆ５.３ 基因表达量

呈下降趋势ꎮ 处理 ２ ｄ 后 Ｄｏｆ 基因表达量逐渐升

高ꎬ渍水 ６ ｄ 时的表达量为对照的 １.３ 倍(图 ５)ꎮ

图 ５　 青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因在渍水胁迫处理下的表达特征

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＢｏＤｏｆ５.３ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｗａｔｅｒｌｏｇｇｉｎｇ
ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｂｒｏｃｃｏｌｉ

３　 讨 论

非生物胁迫是植物生长发育过程中的重要影响

因子[１４￣２０]ꎬ其可使植物体内产生复杂的调控机理ꎬ
而转录因子在其中发挥了重要的作用[２１]ꎮ Ｄｏｆ 基因

是一类重要的转录调控因子基因ꎬ参与了多种逆境

胁迫过程[２２￣２４]ꎮ 目前ꎬ植物 Ｄｏｆ 基因在非生物胁迫

下的功能研究越来越深入ꎬ但大多集中在高温及盐

胁迫ꎬ对于 Ｄｏｆ 基因在青花菜渍水胁迫过程中的功

能研究极少ꎮ
江海洋等利用玉米全基因组数据及生物信息学

方法鉴定得到 １８ 个玉米 Ｄｏｆ 基因ꎬ这些基因编码的

蛋白质都具有保守的结合结构域和明显的单锌指结

构[２５]ꎮ 在本研究中ꎬ青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因编码的蛋

白质的氨基酸序列特征及二级结构与江海洋等研究

得到的玉米 Ｄｏｆ 基因编码的蛋白质结构相似ꎬ说明

Ｄｏｆ 基因具有保守性ꎮ
系统进化分析发现ꎬ同属十字花科的青花菜、甘

蓝、花椰菜等都在同一分支上ꎬ具有种属特性ꎮ 而与

亚洲棉等植物的进化关系较远ꎬ符合植物学的分类ꎮ
同时青花菜与花椰菜的 Ｄｏｆ 蛋白只存在 １ 个氨基酸

的差异ꎬ与白菜的 Ｄｏｆ 蛋白相比ꎬ两者存在 ８ 个氨基

酸的差异ꎬ表明青花菜与花椰菜的亲源关系比白菜

更近ꎬ同时推测同属植物的 Ｄｏｆ 蛋白在进化过程中

保守性较高ꎬ行使着类似的生物学功能ꎮ
Ｄｏｆ 基因在非生物胁迫响应过程中表达量可发

生明显改变ꎮ Ｓｈａｗ 等研究发现小麦 ＴａＤｏｆ１４ 和

ＴａＤｏｆ１５ 基因在干旱胁迫下的表达量呈上升趋

势[２６]ꎮ 在白菜中ꎬＢｒａＤｏｆｓ 基因的表达量在盐、干
旱、高温和低温胁迫下明显升高[２７]ꎮ 低温处理 ２ ｈ
后ꎬ胡萝卜的 ３ 个 Ｄｏｆ 基因表达量达到峰值ꎬ其中

ＤｃＤｏｆ￣Ｂ２￣２ 基因的表达量在盐胁迫及干旱胁迫时均

增加[２８]ꎮ 本试验结果显示ꎬＢｏＤｏｆ５.３ 基因在不同时

１０５１裴徐梨等:青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因的克隆及渍水胁迫表达特征分析



长的渍水胁迫条件下ꎬ表达量先下降后上升ꎬ渍水 ６
ｄ 后表达量高于对照ꎬ表明青花菜 ＢｏＤｏｆ５.３ 基因可

能参与了渍水胁迫的响应ꎬ但具体调控过程还有待

进一步研究ꎮ
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