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　 　 高盐、干旱、极端温度等不利因素对大多数植物

的生长均有抑制作用ꎮ 面对逆境胁迫ꎬ植物已经进

化出复杂的系统来调节对压力信号的适应[１]ꎮ
ＡＰ２ / ＥＲＦ(ＡＰＥＴＡＬＡ２ / ｅｔｈｙｌｅｎｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｆａｃｔｏｒ)属

于植物中特有的一类转录因子超家族ꎮ 其广泛参与

植物的生物与非生物胁迫ꎬ并在一些信号交叉途径

中作为中间因子参与调节[２]ꎮ 目前已有研究结果

表明ꎬＡＰ２ / ＥＲＦ 转录因子家族对植物适应非生物逆

境、植物生长发育、花器官形态建成以及种子发育有

重要影响[３]ꎮ
ＡＰ２ / ＥＲＦ 家族均含有 １ 个或 ２ 个 ＤＮＡ 结合

域ꎬ其保守域由６０~ ７０ 个氨基酸组成[４]ꎮ 根据含有

结构域数量的不同ꎬＡＰ２ / ＥＲＦ 超家族可以分为 ５ 类

亚族:ＤＲＥＢ (Ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ )、 ＥＲＦ ( Ｅｔｈｙｌｅｎｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｆａｃｔｏｒｓ )、 ＡＰ２
(ＡＰＥＴＡＬＡ ２)、ＲＡＶ (Ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＡＢＩ３ / ＶＰ１)ꎬ以及

Ｓｏｌｏｉｓｔ 亚族ꎬ其中 ＥＲＦ 亚族和 ＤＲＥＢ 亚族含有 １ 个

ＡＰ２ / ＥＲＦ 结构域ꎬＳｏｌｏｉｓｔ 亚族具有单一的保守型结

构域ꎬＡＰ２ 亚族大多数含有 ２ 个 ＡＰ２ / ＥＲＦ 结构域ꎬ
ＲＡＶ 亚族包括 １ 个 ＡＰ２ / ＥＲＦ 结构域及 １ 个 Ｂ３ 结

构域[５]ꎮ
ＤＲＥＢ 亚族能够特异性结合干旱胁迫响应元件

(ＤＲＥ / ＣＲＴ)和冷诱导响应元件(Ａ / ＧＣＣＧＡＣ) [５￣６]ꎬ
在调节植物对干旱和低温等非生物胁迫及生物胁迫

响应中发挥功能[７]ꎮ ＥＲＦ 亚族参与植物激素的信

号调节ꎬ具有调控乙烯应答以及抗病相关基因表达

的功能[８￣９]ꎮ ＲＡＶ 亚族主要在生物和非生物胁迫响

应、乙烯响应过程中起重要作用[１０]ꎮ Ｓｏｌｏｉｓｔ 亚族与

生物胁迫响应相关[６]ꎮ ＡＰ２ 亚族基因最初被分离

时ꎬ在花分生组织的建立中发挥着核心作用ꎬＡＰ２ 亚

族基因主要影响植物的花器官发育、分化以及侧根

生长、脂肪酸代谢、角质合成等过程[１１]ꎮ 其对花原

基的形成、胚珠的发育[１２]、种子的形成以及发育也

起关键作用[８]ꎮ 有研究结果表明ꎬＡＰ２ 突变体的拟

南芥花瓣减少ꎬ雄蕊缺失ꎬ出现未融和萼片状心皮结

构[１３]ꎮ
已有研究结果证明ꎬＷＲＩ 类转录因子属于 ＡＰ２

亚族[１４]ꎮ ＷＲＩ 类转录因子诱导合成的脂肪酸是所

有植物细胞的基本组成成分ꎬ用于膜生物合成和修

复ꎬ其覆盖在表皮细胞角质层脂质(角质层蜡和角

质)ꎬ是防止水分流失、病原微生物进入和器官粘连

的重要保护屏障[１５￣１６]ꎮ ＷＲＩ１￣ｌｉｋｅ 组群中ꎬＷＲＩ１、

ＷＲＩ３ 和 ＷＲＩ４ 这 ３ 个转录因子能够有效调控酰基

链合成比率ꎬ参与花发育过程中脂肪酸生物合成的

激活ꎬ并通过为角质生物合成提供酰基前体来防止

花器官粘附和半不育[１７]ꎮ 同时 ＷＲＩ１ 在植物油脂

合成的调控中起着至关重要的作用[１５]ꎬ它诱导了糖

酵解生物合成相关基因的转录ꎬ影响植物种子特异

性三酰甘油(ＴＡＧｓ)的合成和贮藏[１６]ꎬ有利于花器

官角质合成[１８￣１９]ꎮ 该转录因子通常被认为是胚胎

形成和种子成熟过程中的主要调控因子[１７]ꎮ 目前

已经在多种植物中成功克隆到 ＷＲＩ１ 基因[２０￣２２]ꎬ但
国内外关于 ＷＲＩ４ 基因的报道较少ꎮ

中国青花菜的主要栽培品种均由国外引进ꎬ中
国地域辽阔种植环境差异大ꎬ对青花菜生长发育有

一定的限制ꎬ当务之急是要加快选育出适合中国种

植ꎬ综合表现优良的品种[２３]ꎮ
ＷＲＩ 类转录因子能影响植物的生长发育ꎬ调节

贮藏代谢机制ꎬ影响油脂的合成与贮藏ꎮ 本试验对

青花菜 ＷＲＩ４ 基因进行克隆及生物信息学分析ꎬ并
利用同源重组技术构建其表达载体ꎬ揭示该转录因

子的功能ꎬ为青花菜育种提供理论参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本试验所用的青花菜品种是高代自交纯系 ＫＪ￣
１８ꎬ天津科润蔬菜研究所江汉民博士惠赠ꎮ

ＲＮＡ 提取试剂盒购于上海普洛麦格生物制品

有限公司ꎬ质粒 ＤＮＡ 小量纯化试剂盒、ＤＮＡ 胶回收

试剂盒、ＣｌｏｎＥＸＰｒｅｓｓ ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒

均购自从北京庄盟国际生物基因科技有限公司ꎬ高
保真酶 ＫＯＤ ＦＸ ＤＮＡ 聚合酶ꎬ限制性核酸内切酶

ＮｃｏＩ￣ＨＦ、ＢｓｔＥＩＩ￣ＨＦ 购自 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公司ꎮ
克隆载体 ｐＣＡＭＢＩＡ￣３３０１ 购于北京擎科生物科

技有 限 公 司ꎬ 大 肠 杆 菌 ( Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ) 菌 株

ＤＨ５α、 农 杆 菌 ( Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ ) 菌 株

ＥＨＡ１０５ 购于北京庄盟国际生物基因科技有限公

司ꎻ引物合成与测序由上海生工生物工程有限公司

完成ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 的提取及反转录 　 根据 ＲＮＡ 提

取试剂盒的说明书提取 ＲＮＡꎮ 使用前用灭菌冷

冻后的剪刀和镊子取青花菜真叶放入液氮速冻ꎬ
将冻好的材料放在提前冷冻过的研钵中快速研
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磨成粉末ꎬ迅速将其置于 ２.０ ｍｌ 的离心管中ꎬ同
时向该管中加入裂解液按说明书提取青花菜总

ＲＮＡꎮ
１.２.２　 ＷＲＩ４ 全长 ｃＤＮＡ 引物设计及扩增　 利用软

件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 设计青花菜 ＷＲＩ４ 基因全长引

物ꎬ根据同源重组反应引物设计原则ꎬ选择 ＮｃｏＩ￣
ＨＦ、ＢｓｔＥ ＩＩ￣ＨＦ ２ 个限制性内切酶ꎬ引物设计如下:
正向引物:５′￣ＡＣＧＧＧＧＧＡＣＴＣＴＴＧＡＣＣＡＴＧＧＡＴＧＧ￣
ＣＡＡＡＡＣＴＣＴＣＴＣＡＡＣＧＧＡＡＣ￣３′ꎻ反向引物:５′￣ＧＧ￣
ＧＧＡＡＡＴＴＣＧＡＧＣＴＧＧＴＣＡＣＣＴＣＡＡＧＡＣＣＡＡＴＡＡＴ￣
ＣＡＡＡＣＴＣＧＴＴＡＣＡＴＡ￣３′ꎮ ＰＣＲ 程序为:９４ ℃ 预变

性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 变性 １５ ｓꎬ５８ ℃退火 ３０ ｓꎬ６８ ℃ 延

伸 １ ｍｉｎ ꎬ３３ 个循环ꎻ６８ ℃延伸 ７ ｍｉｎ ꎬ运行结束后

将扩增产物置于 ４ ℃进行保存ꎮ 用 １％的琼脂糖凝

胶电泳进行 ＰＣＲ 产物鉴定ꎮ
１.２.３　 同源重组技术构建青花菜 ＷＲＩ４ 基因表达载

体　 按照 ＣｌｏｎＥＸＰｒｅｓｓ ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂

盒说明书的操作流程进行 ＷＲＩ４ 基因过表达载体的

构建ꎮ 利用 ＮｃｏＩ￣ＨＦꎬＢｓｔＥ ＩＩ￣ＨＦ 内切酶对 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ３３０１ 载体进行双酶切ꎬ获得线性化的载体ꎬ胶回

收线性化载体与目的基因条带进行连接ꎬ采用冻融

法将连接产物转入农杆菌感受态细胞ꎬ培养过夜ꎬ挑
选单菌落进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ
１.２.４　 青花菜 ＷＲＩ４ 基因生物信息学分析　 利用以

下生物信息分析软件及在线网站对 ＷＲＩ４ 基因进行

分析:利用 ＮＣＢＩ (ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )
对 ＷＲＩ４ 蛋白保守功能结构域预测ꎬ使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 对 ＷＲＩ４ 基因

一级结构进行分析ꎬ利用 ＰＲＡＢＩ (ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａ￣
ｂｉ.ｉｂｃｐ.ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍａ.ｐｌ)分析 ＷＲＩ４ 氨基

酸、蛋白质基本理化性质ꎬ利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / ) 预 测 ＷＲＩ４ 蛋 白 的 亲

(疏)水性ꎬ使用 ＴＭＨＭＭ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )进行跨膜结构分析ꎬ使用 Ｎｅｔ￣
Ｐｈｏｓ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ / )进

行磷酸化位点预测、分析ꎬ利用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ: (ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )对 ＷＲＩ４ 蛋白三

级结构进行分析ꎬ利用 ＭＥＭＥ 软件对青花菜及其他

物种中的 ＷＲＩ４ 蛋白进行保守 ｍｏｔｉｆｓ 分析ꎬ使用

ＤＮＡＭＡＮ 软件对 ＷＲＩ４ 蛋白氨基酸序列进行同源

比对ꎬ使用 ＭＥＧＡ 软件对不同物种 ＷＲＩ４ 蛋白进行

进化树分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＷＲＩ４ 基因的克隆

提取青花菜 ＲＮＡꎬ用 １％的琼脂糖凝胶电泳检测

到 ＲＮＡ 清晰条带ꎬ采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ￣１０００ 仪器测定提取

的总 ＲＮＡ 质量ꎬＡ２６０ / Ａ２８０在 ２.０ 左右ꎬＲＮＡ 无降解ꎬ纯
度较高ꎬ反转录得到 ｃＤＮＡꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板利用高

保真酶对 ＷＲＩ４ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到长约 ９００ ｂｐ 的

ｃＤＮＡ 条带(图 １)ꎬ经测序证明该条带是目的基因

ＷＲＩ４ꎬ可用于后续试验ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~３: ＷＲＩ４ 基因ꎮ
图 １　 青花菜 ＷＲＩ４ 基因全长编码序列的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＷＲＩ４
ｇｅｎｅ ｉｎ ｂｒｏｃｃｏｌｉ

２.２　 青花菜 ＷＲＩ４ 转录因子分子特征

对 ＷＲＩ４ 转录因子进行结构分析ꎬ发现其有 ２
个 ＡＰ２ / ＥＲＦ 保守结构域ꎬ证明 ＷＲＩ４ 转录因子属于

ＡＰ２ / ＥＲＦ 家族中 ＡＰ２ 亚族(图 ２Ａ)ꎮ 利用软件 Ｐｒｏ￣
ｔＰａｒａｍ 对青花菜中 ＷＲＩ４ 转录因子一级结构进行预

测分析ꎬ结果显示 ＷＲＩ４ 共编码 ３０８ 个氨基酸ꎬ相对

分子质量为３５ ０２０ꎬ理论 ＰＩ 值(蛋白质等电点)为

７􀆰 ６９ꎮ 原子总数为４ ８２９ꎬ脂肪指数为 ５３􀆰 ６４ꎬ亲水性

平均值(ＧＲＡＶＹ)为－０.９４４ꎬ青花菜 ＷＲＩ４ 可能是一

种亲水性蛋白质ꎮ 进一步的亲水性分析发现ꎬ亲水

性最小分值为－３.１３３ꎬ最大分值为 １􀆰 ６６７ꎬ表明此蛋

白质为亲水性蛋白质(图 ２Ｂ)ꎻＴＭＨＭＭꎬＰＲＡＢＩ 软

件分析结果表明ꎬＷＲＩ４ 蛋白没有跨膜区域ꎬ不是膜

蛋白(图 ２Ｃ)ꎮ 蛋白质磷酸化位点分析结果 (图

２Ｄ)表明ꎬＷＲＩ４ 蛋白有 １５ 个苏氨酸ꎬ２４ 个丝氨酸ꎬ
５ 个 酪 氨 酸ꎬ ＷＲＩ４ 蛋 白 内 存 在 无 规 则 卷 曲

(５３􀆰 ９％)ꎬα￣螺旋(２４􀆰 ６８％)ꎬβ￣转角(７􀆰 ４７％)ꎬ伸展

链(１３􀆰 ９６％)ꎬ不存在 β￣折叠(图 ２Ｅ、图 ２Ｆ)ꎮ
２.３　 青花菜 ＷＲＩ４ 系统进化分析

通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件对青花 ＷＲＩ４ 转录因子、荠
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Ａ:青花菜 ＷＲＩ４ 蛋白保守功能域分析ꎻＢ:青花菜 ＷＲＩ４ 氨基酸的亲疏水性分析ꎬ“＋”为疏水ꎻ“￣”为亲水ꎬＣ:青花菜 ＷＲＩ４ 跨膜分析ꎬＤ:青花

菜 ＷＲＩ４ 磷酸化位点分析ꎻＥ:青花菜 ＷＲＩ４ 氨基酸二级结构预测ꎬ蓝色: α￣螺旋ꎻ红色:β￣折叠ꎻ绿色ꎻβ￣转角ꎻ紫色:无规则卷曲ꎻＦ:青花菜

ＷＲＩ４ 氨基酸三级结构预测ꎮ
图 ２　 青花菜 ＷＲＩ４ 氨基酸序列特征分析

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｒｏｃｃｏｌｉ ＷＲＩ４ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

菜(Ｃａｐｓｅｌｌａ ｒｕｂｅｌｌａꎬＸＰ＿０２３６４２９１２.１)、白菜(Ｂｒａｓｓｉ￣
ｃａ ｒａｐａꎬＸＰ＿００９１０６６９２.１)、萝卜(Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓꎬ
ＸＰ ＿ ０１８４５７２６５. １)、亚麻荠 ( Ｃａｍｅｌｉｎａ ｓａｔｉｖａꎬ ＸＰ ＿
０１０４７２８４４.１)、油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓꎬＸＰ＿０１３６５０２９９.
１)、拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬＮＰ＿００１０７７８４９.１)、
烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ａｔｔｅｎｕａｔａꎬＸＰ＿０１９２４８１４０.１)、甜樱桃

(Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍꎬＸＰ ＿０２１８３００８６.１)物种的相应转录

因子氨基酸序列进行比对ꎮ 比对结果(如图 ３)显

示ꎬ青花菜 ＷＲＩ４ 转录因子与白菜、油菜的相似度

高ꎮ
２.４　 青花菜 ＷＲＩ４ 保守 ｍｏｔｉｆｓ 及分子进化分析

利用 ＭＥＭＥ、ＭＥＧＡ 软件分析不同物种结构域以

及亲缘性ꎮ 利用 ＭＥＭＥ 对青花菜及其他物种中

ＷＲＩ４ 进行 ｍｏｔｉｆｓ 分析ꎬ分析结果(图 ４)显示ꎬＷＲＩ４
转录因子具有 ２ 个 ＡＰ２ 保守结构域且均含有 ＹＲＧ
和 ＲＡＹＤ ２ 个保守结构域ꎮ ｍｏｔｉｆｓ 越相近ꎬ亲缘性越

高ꎮ 进一步采用 ＭＥＧＡ 软件对其进行进化树及结构

域分析ꎬ结果如图 ５ 所示ꎬ更进一步证实青花菜 ＷＲＩ４
与白菜和油菜相对应的转录因子有较高亲缘性ꎮ
２.５　 同源重组克隆技术构建青花菜 ＷＲＩ４ 表达载

体

　 　 根据 ＣｌｏｎＥＸＰｒｅｓｓ ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂

盒说明书获得线性化目的基因与载体ꎬ胶回收线性

化载体ꎬ与目的基因条带进行连接ꎬ将产物涂布在含

有 ５０ ｍｇ / Ｌ卡那霉素和 ５０ ｍｇ / Ｌ利福平的 ＬＢ 筛选

培养皿上培养ꎬ挑取单克隆菌落于相同抗性的 ＬＢ
液体培养基中培养并进行 ＰＣＲ 鉴定(图 ６)ꎬ条带大

小正确ꎬ青花菜 ＷＲＩ４ 表达载体构建成功ꎮ

３　 讨 论

已有研究结果表明ꎬＡＰ２ / ＥＲＦ 家族中 ＷＲＩ 类

转录因子对植物生长发育、脂肪酸产生、蜡质的形成

３１７高　 颖等:青花菜 ＷＲＩ４ 基因的克隆、生物信息学分析及表达载体的构建



图 ３　 青花菜 ＷＲＩ４ 与其他物种 ＷＲＩ４ 氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＷＲＩ４ ｉｎ ｂｒｏｃｃｏｌｉ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

与贮藏以及植物开花有一定的调控作用ꎬ并对植物

抵抗生物与非生物胁迫有重要影响[２４￣２５]ꎮ 拟南芥

中过表达 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ 的 ＷＲＩ１ 同源基因会使转基

因种子以及叶片中油脂含量上升ꎬ过表达 ＢｎＷＲＩ１
促使花期提前ꎬ在单子叶植物的叶片中异位表达

ＢｄＷＲＩ１ 后会使叶片中 ＴＡＧ 和游离 ＦＡ 含量提

高[２５]ꎮ 导入 ＷＲＩ１ 基因的转基因玉米ꎬ过表达该基

因对种子萌发、植株生长以及产量并未出现明显影

响ꎬ但转基因玉米籽粒含油量比野生型提高了

４８％[１９]ꎮ 另有研究结果表明ꎬ 烟草原生质体中

ＷＲＩ４ 基因通过直接结合启动子激活 ＬＡＣＳ１、ＫＣＲ１、
ＰＡＳ２、ＥＣＲ 和 ＷＳＤ１ 的表达ꎬ参与蜡前体的脂肪酸

延伸和蜡质的产生与贮藏[１７]ꎮ
本试验分离克隆了青花菜 ＷＲＩ４ 基因ꎬ利用生

物信息学分析软件对 ＷＲＩ４ 进行分析ꎬ其编码 ３０８
个氨基酸ꎬ编码的蛋白质相对分子质量为３ ５２０ꎬ有 ２
个 ＡＰ２ / ＥＲＦ 结构域ꎬ无跨膜结构ꎬ亲水性平均值

(ＧＲＡＶＹ)为－０.９４４ꎬ由此推断其可能是一种亲水性

蛋白质ꎮ 由 ＷＲＩ４ 二级(三级)结构分析结果可知ꎬ
其含有无规则卷曲(５３.９％)ꎬα￣螺旋(２４􀆰 ６８％)ꎬβ￣
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图 ４　 不同物种 ＷＲＩ４ 转录因子 ｍｏｔｉｆｓ 分析

Ｆｉｇ.４　 Ｍｏｔｉｆｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＷＲＩ４ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 ５　 不同物种 ＷＲＩ４ 基因的系统进化分析

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＷＲＩ４ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:阳性克隆ꎻ２:ＷＲＩ４ 目的基因ꎮ
图 ６　 农杆菌重组质粒阳性克隆 ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ.６ 　 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｏｆ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｅ￣
ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

转角 ( ７􀆰 ４７％)ꎬ伸展链 ( １３􀆰 ９６％)ꎬ不含 β￣折叠ꎮ
Ｍｏｔｉｆｓ 分析结果显示青花菜 ＷＲＩ４ 与白菜和油菜

ＷＲＩ４ 同源性高ꎮ 虽然 ＷＲＩ１ 转录因子在拟南芥、油
菜、玉米、棉花等作物中已有报道ꎬ但 ＷＲＩ４ 转录因

子的报道较少ꎬ因此探究该转录因子对青花菜生长

发育影响ꎬ及其对外界胁迫的响应显得尤为迫切ꎮ
本研究利用同源重组技术构建了青花菜 ＷＲＩ４ 基因

表达载体ꎬ为探究 ＷＲＩ４ 转录因子在青花菜生长发

育中的作用ꎬ进一步培育青花菜优良品种奠定了基
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