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　 　 摘要:　 为明确茎瘤芥瘤状茎形成过程中的糖酸含量变化ꎬ揭示茎瘤芥甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶(ＧＡＰＤＨ)的主要

生理功能ꎬ并进一步探究 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因的表达模式对糖酸含量的调控机制ꎬ首先对 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因进行克隆ꎬ同时ꎬ
利用生物信息学方法对 ＢｊｕＧＡＰＣ 的理化性质、系统进化发育等多方面进行系统分析ꎬ并使用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 比较分析

ＢｊｕＧＡＰＣ 基因在茎瘤芥茎不同发育阶段的表达规律ꎮ 结果显示:(１)ＢｊｕＧＡＰＣ 基因开放阅读框全长１ ０３８ ｂｐꎬ是一

个稳定的亲水性蛋白质ꎬ同时具有多个蛋白质糖基化位点、磷酸化位点和特异性蛋白质激酶的结合位点ꎻＢｊｕＧＡＰＣ
与其他物种的 ＧＡＰＤＨ 具有高度相似性ꎬ亲缘关系与同科的芜菁、油菜、萝卜较近ꎮ (２) ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果表明ꎬ
ＢｊｕＧＡＰＣ 基因在茎瘤芥茎膨大不同时期的相对表达量差异显著且随着器官膨大相对表达量下调ꎬ与转录组的表达

丰度一致ꎮ (３)相关性分析结果显示ꎬ基因表达量与可溶性糖和可滴定酸含量均呈正相关关系ꎬ并与糖酸比呈显著

正相关关系ꎮ 说明 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因参与甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶中 ＮＡＤ＋ ￣ＧＡＰＤＨ 的合成ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 基因对糖酸含量有正

调控作用ꎬ可能参与了糖酸的合成过程ꎮ
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　 　 茎瘤芥(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ ｖａｒ. ｔｕｍｉｄａ Ｔｓｅｎ ｅｔ Ｌｅｅ)
属于十字花科ꎬ是芸薹属芥菜种的变种之一ꎬ也是榨

菜生产的主要原料[１]ꎮ 茎瘤芥的产品器官为膨大的

瘤状茎ꎬ既可鲜食ꎬ又宜加工ꎬ具有极高的营养和经济

价值ꎮ 茎瘤芥的生长和发育过程受到外部条件、内源

激素等共同调控[２￣３]ꎮ 已有研究结果证明ꎬ许多关键

基因可以调控果实发育过程中有机酸和糖代谢的合

成[４]ꎬ但在茎瘤芥茎膨大过程中有关糖酸含量的调控

基因以及关键基因的生物信息分析较少ꎮ 因此ꎬ结合

茎瘤芥茎膨大过程中糖酸含量的变化ꎬ克隆与之相关

的基因并研究其表达模式与调控作用ꎬ能够给茎瘤芥

的分子育种和改良茎瘤芥品种提供一定的理论依据ꎮ
在植物体内ꎬ糖不仅是能量代谢的物质来源ꎬ同

时可调控植物生长发育和环境应答[５]ꎮ 果蔬及其

制品中糖和有机酸的种类、数量以及糖酸比会影响

其风味品质ꎮ 可溶性糖是淀粉合成的底物ꎬ也直接

关系到变态茎的营养状况ꎬ还原糖是蔗糖、淀粉等合

成过程中光合作用的必需物质ꎮ 甘油醛￣３￣磷酸脱

氢酶(ＧＡＰＤＨ)是高等植物糖酵解和糖异生反应中

的关键酶ꎬ大致可以归为 ２ 种类型ꎬ一类是 ＮＡＤＰ ＋ ￣
ＧＡＰＤＨꎬ参 与 植 物 的 卡 尔 文 循 环[６]ꎬ 另 一 类 是

ＮＡＤ＋ ￣ＧＡＰＤＨꎬ参与糖酵解和糖异生过程[７]ꎮ
过去认为 ＧＡＰＤＨ 基因在所有植物组织中几乎都

是高水平表达且表达量相对稳定ꎬ所以常被用作研究

其他功能性基因表达的内参基因[８]ꎮ 然而ꎬ新的研究

结果表明ꎬＧＡＰＤＨ 是一种多功能酶[９]ꎬ除了参与植物

基础的新陈代谢外ꎬ也参与逆境胁迫下的抵御反

应[１０￣１１]ꎮ ＧＡＰＤＨ 还广泛参与植株的生长发育进程ꎬ
如拟南芥 ＧＡＰＤＨ 基因缺失突变体表现为根不能正常

生长和花粉败育[１２￣１３]ꎬ生理型雄性不育小麦发育过程

中种子在不同生长发育阶段 ＧＡＰＤＨ 基因表达量存在

显著差异[１４]ꎬ拟南芥 ｇａｐｃ１￣１、ｇａｐｃ２￣１ 基因双敲除突

变体的种子含油量与敲除前相比下降 ３％[１５]ꎮ
当前已有多种植物的 ＧＡＰＤＨ 基因被克隆ꎬ如

拟南芥[１６] 、番茄[１７] 、水稻[１８] 等ꎬ但是在芥菜中还

未见相关报道ꎮ 本研究基于芥菜的基因组和转录

组数据库[１９] ꎬ克隆芥菜 ＧＡＰＤＨ 基因ꎬ利用生物信

息学方法对其编码的蛋白质氨基酸组成、蛋白质

结构及系统进化等方面进行全面预测和分析ꎬ并
结合茎瘤芥不同膨大时期的糖酸含量变化ꎬ对 Ｂｊｕ￣
ＧＡＰＣ 基因的表达进行相关性分析ꎬ为阐明该基因

的表达在茎瘤芥茎膨大过程中的调控作用奠定基

础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

植物材料为涪杂 ２ 号茎瘤芥ꎬ采自四川农业大

学(成都校区)第五教学实验楼楼顶大棚ꎮ 从瘤茎

发育始期(２０２１ 年 １２ 月)开始取样ꎬ横径间隔 ２ ｃｍ
取样 １ 次ꎬ每次取 ３ 个生物学重复ꎬ共取样 ４ 次ꎮ 取

样完立即放入冰盒带回实验室ꎬ所取样品用清水将

杂质除净ꎬ晾干水分ꎬ用液氮速冻后放于－８０ ℃冰箱

中保存ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 茎瘤芥总 ＲＮＡ 的提取和反转录　 利用十六

烷基三甲基溴化铵(ＣＴＡＢ) 试剂盒[生工生物工程

(上海)股份有限公司] 提取茎瘤芥总 ＲＮＡꎬ利用

ＴＳＩＮＧＫＥ 公司研发的 ＧｏｌｄｅｎｓｔａｒＴＭ ＲＴ６ ｃＤＮＡ Ｓｙｎ￣
ｔｈｅｓｉｓ Ｍｉｘ 反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ
１.２.２　 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因的克隆　 利用 Ｐｒｉｍｅｒ ６.０ 软件设

计用于克隆 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因编码区全长和检测该基因表

达量的引物(表 １)ꎮ 以芥菜的 ｃＤＮＡ 为模板进行克隆ꎬ
扩增程序为:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５３ ℃ ３０ ｓꎬ
７２ ℃ １０ ｓꎬ３５ 个 循 环ꎻ７２ ℃ 延 伸 ５ ｍｉｎꎮ 采用 １％琼

脂糖凝胶电泳检查条带大小ꎬ对大小正确的条带切胶

后用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒(ＯＭＥＧＡ 公司)对 ＰＣＲ 产

物进行纯化回收ꎬ连接转化 ＤＨ５α 大肠杆菌感受态细

胞ꎬ挑选菌落 ＰＣＲ 检测ꎬ将筛选到的阳性菌落送至北京
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擎科生物科技有限公司进行测序验证ꎮ

表 １　 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｊｕＧＡＰＣ ｇｅｎｅ

引物名称　 　 引物序列 (５′→３′) 　 　 　 用途

ＢｊｕＧＡＰＣ￣Ｆ ＡＴＧＧＣＴＡＡＣＧＧＴＡＡＧＡＴＣＡＡＧＡＴＣＧ 克隆

ＢｊｕＧＡＰＣ￣Ｒ ＴＡＡＧＣＣＡＡＣＡＡＡＣＣＡＴＡＣＧＡＴＡＴＧＡ

ＢｊｕＧＡＰＣ￣ＲＴ￣Ｆ ＧＣＡＣＴＣＣＡＴＣＡＣＣＧＣＴＡＣＴＣＡＧ 荧光定量 ＰＣＲ

ＢｊｕＧＡＰＣ￣ＲＴ￣Ｒ ＡＴＣＴＧＣＡＡＣＴＴＡＣＧＡＣＣＡＧＡＴＣ

ＴＵＢ￣Ｆ ＡＴＧＡＧＡＧＡＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣＡＴＣ 内参基因

ＴＵＢ￣Ｒ ＴＣＡＡＧＣＣＴＣＡＴＣＧＴＡＴＴＣＣＴＣ

１.２.３　 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因在瘤茎膨大不同时期的表达分

析　 以茎瘤芥不同发育阶段的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以芥

菜 ＴＵＢ 基因为内参基因[２０]ꎮ 反应程序:９５ ℃预变

性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ５３ ℃ 退火 ３０ ｓꎬ７０ ℃延伸

１０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 延 伸 ５ ｍｉｎꎮ 用 ２－△△Ｃｔ方法

计算 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因的相对表达量ꎮ
１.２.４　 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因的生物信息学分析　 首先使用

美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)在线工具 ＯＲＦ
ｆｉｎｄｅｒ 查找 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因的开放阅读框ꎮ ＢｊｕＧＡＰＣ
蛋白的氨基酸组成和理化性质分析用在线分析工具

ＰｒｏｔＰａｒａｍ 来 完 成ꎮ 用 在 线 分 析 软 件 Ｎｅｔ￣
Ｐｈｏｓ３􀆰 １Ｓｅｒｖｅｒ 分析磷酸化位点和激酶特异性ꎮ 采

用糖基化位点在线预测软件 ＹｉｎＯＹａｎｇ１.２Ｓｅｒｖｅｒ 和

ＮｅｔＮＧｌｙｃ１.０Ｓｅｒｖｅｒ 对 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因编码氨基酸的糖

基化位点进行预测分析ꎮ 利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 在线工具

对 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因编码的氨基酸序列进行亲水性和

疏水性分析ꎮ 利用软件 ＰＳＯＲＴ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 分析 Ｂｊｕ￣
ＧＡＰＣ 的亚细胞定位ꎮ 用 ＴＭＨＭＭ 在线工具预测

ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的跨膜结构域ꎮ 用 ＳｉｇｎａｌＰ 在线工具

预测分析 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白中的信号肽ꎮ 使用 ＳＯＰＭＡ
和 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在线工具预测蛋白质的二、三级

结构ꎮ ＢｊｕＧＡＰＣ 基因编码蛋白质的保守结构域分析

通过 Ｐｆａｍ 在线软件进行ꎮ 在 ＮＣＢＩ 的蛋白质序列

数据库中进行 ＢＬＡＳＴＰꎬ并用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行氨

基酸多重序列比对ꎬ用 ＭＥＧＡ７ 构建系统进化树[２１]ꎮ
１.２.５　 糖酸含量的测定及统计分析　 选择长势良好

且一致的试验材料ꎬ测定不同时期的糖酸含量ꎬ均进

行 ３ 个生物学重复ꎮ 可溶性糖、葡萄糖、蔗糖、果糖含

量采用试剂盒测定ꎬ蔗糖试剂盒购自北京索莱宝有限

公司ꎬ其他试剂盒购自南京建成生物工程研究所ꎮ 试

验数据采用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ ２２.０ 进行统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因全长 ｃＤＮＡ 的克隆

以茎瘤芥涪杂 ２ 号 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ设计特异性

引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增得到大小正确的条带ꎬ将
其命 名 为 ＢｊｕＧＡＰＣ 基 因 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号:
ＯＭ１０００５６)ꎬ见图 １ꎮ 通过 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 分析发现ꎬ茎
瘤芥 ＧＡＰＤＨ 基因包含 １ 个１ ０３８ ｂｐ 的完整开放阅

读框ꎬ编码 ３４５ 个氨基酸以及包含 １ 个终止密码子ꎮ

图 １　 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因扩增电泳结果

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＢｊｕＧＡＰＣ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２.２　 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的理化性质预测

利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 对 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的理化性质进行

分析ꎬ结果显示ꎬ组成 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的氨基酸共有 ２０
种ꎬ其中缬氨酸(Ｖａｌ)所占比例最高ꎬ为 １１􀆰 ３％ꎬ半胱氨

酸(Ｃｙｓ)所占比例最低ꎬ为 ０􀆰 ６％(图 ２)ꎮ ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋

白的分子式为 Ｃ１ ６８４Ｈ２ ６７５Ｎ４５３Ｏ５０６Ｓ１０ꎬ氨基酸数为 ３４５ꎬ脂
肪族氨基酸指数为 ８７􀆰 ５１ꎬ相对分子质量为３.７６８×１０４ꎻ
理论等电点为 ７􀆰 １０ꎬ属于碱性蛋白质类ꎻ从不稳定系数

为 １９􀆰 ９７ 和总平均亲水性为－０􀆰 １６１来看ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 蛋

白属于稳定、亲水性蛋白质ꎮ
２.３　 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的糖基化位点预测和磷酸化位

点预测

　 　 糖基化位点预测结果表明ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白有 ７
个 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化位点(图 ３Ａ)和 ２ 个 Ｎ￣糖基化

位点(图 ３Ｂ)ꎬ７ 个 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化位点分别在第

１５２ 位、２８７ 位丝氨酸 (Ｓｅｒ)和第 １９１ 位、２１５ 位、２８８
位、３４１ 位、３４４ 位苏氨酸(Ｔｈｒ)处ꎬ２ 个 Ｎ￣糖基化位

点分别在１５３~１５５ ａａ(天冬氨酸￣丝氯酸￣丙氨酸ꎬＮ￣
Ａ￣Ｓ) 和３４２~ ３４４ ａａ(天冬氨酸￣组氨酸￣苏氨酸ꎬＮ￣
Ｈ￣Ｔ) 处ꎮ
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磷酸化位点和激酶特异性分析结果(图 ３Ｃ)表
明ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白存在 ３３ 个潜在的磷酸化位点ꎬ包
括 １８ 个丝氨酸(Ｓｅｒ)、１１ 个苏氨酸(Ｔｈｒ)和 ４ 个酪

氨酸(Ｔｙｒ)磷酸化位点ꎮ 根据上述磷酸化位点所对

应的磷酸激酶预测结果ꎬ该蛋白质可能有 １０ 个蛋白

激酶 Ｃ(ＰＫＣ)、５ 个酪蛋白激酶Ⅱ(ＣＫⅡ)、４ 个周期

蛋白质依赖性蛋白激酶 ( ｃｄｃ２)、２ 个蛋白激酶 Ｇ
(ＰＫＧ)、１ 个 ＤＮＡ 依赖性蛋白激酶(ＤＮＡＰＫ)、１ 个

核糖体 Ｓ６ 激酶(ＲＳＫ)和 １ 个酪蛋白激酶Ⅰ(ＣＫⅠ)
等 ７ 种保守的特异性蛋白激酶的结合位点ꎮ

蛋白质氨基酸序列的亲水性和疏水性分析结果

(图 ３Ｄ)表明ꎬ该蛋白质的第 ３４０ 位脯氨酸(Ｐｒｏ)分
值最低ꎬ亲水性最强ꎻ第 １６４ 位亮氨酸(Ｌｅｕ)分值最

高ꎬ疏水性最强ꎮ 从总体上来看ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的

亲水氨基酸数量稍多于疏水氨基酸ꎬ所以 ＢｊｕＧＡＰＣ
基因编码的蛋白质最终表现为亲水性ꎮ

Ａｌａ:丙氨酸ꎻＡｒｇ:精氨酸ꎻＡｓｎ:天冬酰胺ꎻＡｓｐ:天冬氨酸ꎻＣｙｓ:半胱氨酸ꎻＧｌｎ:谷氨酰胺ꎻＧｌｕ:谷氨酸ꎻＧｌｙ:甘氨酸ꎻＨｉｓ:组氨酸ꎻＩｌｅ:异亮氨酸ꎻ
Ｌｅｕ:亮氨酸ꎻＬｙｓ:赖氨酸ꎻＭｅｔ:甲硫氨酸ꎻＰｈｅ:苯丙氨酸ꎻＰｒｏ:脯氨酸ꎻＳｅｒ:丝氨酸ꎻＴｈｒ:苏氨酸ꎻＴｒｐ:色氨酸ꎻＴｙｒ:酪氨酸ꎻＶａｌ:缬氨酸ꎮ

图 ２　 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的氨基酸序列组成

Ｆｉｇ.２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＢｊｕＧＡＰＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ:Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化位点预测ꎻＢ:Ｎ￣糖基化位点预测ꎻＣ:激酶特异性预测ꎻＤ:亲疏水性预测ꎮ
图 ３　 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的糖基化位点、磷酸化位点预测和亲疏水性预测

Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅꎬ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｏｆ ＢｊｕＧＡＰＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.４　 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的信号肽、跨膜结构域和亚细

胞定位预测

　 　 信号肽分析结果(图 ４Ａ)表明ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 基因编

码的蛋白质序列中不存在已知的信号肽ꎮ 跨膜结构

域预测结果(图 ４Ｂ)表明ꎬ在整个 ＢｊｕＧＡＰＣ 氨基酸

序列中ꎬ没有发现可以与膜结合的区域或者跨膜结

构ꎬ因此推测该蛋白质属于非跨膜蛋白质ꎮ 结合信

号肽预测分析结果可知ꎬ跨膜结构和信号肽的缺失

说明 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白不是分泌蛋白质ꎬ而是一种由游

离核糖体合成再进入细胞质的蛋白质ꎮ 因此推测

ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白可能定位于细胞质ꎮ
亚细胞定位分析结果表明ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 基因最有
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可能在微体和细胞质中发挥功能ꎬ有极小可能定位

于叶绿体基质和叶绿体类囊体薄膜中ꎬ这与信号肽

预测结果一致ꎮ 由此分析ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白可能在细

胞质中合成ꎬ在糖酸合成过程中有一定的调控作用ꎮ

Ａ:ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的信号肽预测ꎻＢ:ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的跨膜结构预测ꎮ 图 Ａ 中 Ｃ 代表剪切位置分值ꎬＳ 代表信号肽分值ꎬＹ 代表综合剪切位置

分值ꎮ
图 ４　 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的信号肽预测和跨膜结构域预测

Ｆｉｇ.４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＢｊｕＧＡＰＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.５　 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的二、三级结构预测

蛋白质二级结构预测结果表明ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白

的二级结构有 α￣螺旋、β￣折叠、延伸链和无规则卷曲

４ 种ꎮ 其中构成 α￣螺旋(Ｈｈ)结构的有 １１１ 个氨基

酸ꎬ占比 ３２􀆰 １７％ꎻ构成 β￣折叠(Ｔｔ)结构的有 ２２ 个

氨基酸ꎬ占比 ６􀆰 ３８％ꎻ构成延伸链(Ｅｅ)结构的有 ８３
个氨基酸ꎬ占比 ２４􀆰 ０６％ꎻ构成无规则卷曲(Ｃｃ)结构

的有 １２９ 个氨基酸ꎬ占比 ３７􀆰 ３９％ꎮ
ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白三级结构的预测结果(图 ５)显

示ꎬ用于建立其三级结构模型的氨基酸残基位于第

５~３３８ 位ꎬ覆盖度高达 ９６％ꎬ表明 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白能

够形成同源四聚体ꎬ并且结合 ４ 个 ＮＡＤ＋配体ꎮ

图 ５　 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的三级结构预测

Ｆｉｇ.５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＢｊｕＧＡＰＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.６　 ＢｊｕＧＡＰＣ 的蛋白质结构域分析和氨基酸序列

的同源性分析

　 　 由蛋白质结构域分析结果(图 ６Ａ)可知ꎬＢｊｕ￣

ＧＡＰＣ 蛋白上有 ２ 个高度保守的超家族结构域 Ｇｐ＿
ｄｈ＿Ｎ(ＮＡＤ＋结合结构域)和 Ｇｐ＿ｄｈ＿Ｃ(Ｃ 端甘油醛￣
３￣磷酸脱氢酶亚家族结构域)ꎬ分别位于第６~１０９ 位

和第１６１~３１８ 位氨基酸残基ꎬ表明 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因属

于 ＧＡＰＤＨ 基因家族ꎮ
利用 ＢｊｕＧＡＰＣ 的氨基酸序列在 ＮＣＢＩ 上进行

ＢＬＡＳＴＰꎬ结果显示 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的氨基酸序列与

芜菁(ＸＰ＿００９１２５００５.２)、油菜(ＸＰ＿０１３７４２２５５.１)、
萝卜(ＸＰ＿０１８４３２８４６.１)、番茄(ＮＰ＿００１２６６２５４.２)、
莴苣(ＸＰ ＿０２３７３３７２４. １)、马铃薯(ＮＰ ＿００１２７５３４４.
１)、拟南芥(ＮＰ＿１７２８０１.１)的 ＧＡＰＤＨ 基因编码的氨

基酸序列具有高度相似性ꎬ其中与同科的芜菁、 油

菜、萝卜的序列相似度高达 ９８％以上ꎬ与其他物种

的序列相似度均为 ９２％以上ꎮ 采用 ＤＮＡＭＡＮ 软件

将上述 ７ 个物种的 ＧＡＰＤＨ 与 ＢｊｕＧＡＰＣ 的蛋白质氨

基酸序列进行多重比对ꎬ结果(图 ６Ｂ)显示:芥菜

ＢｊｕＧＡＰＣ 的氨基酸序列与其他物种的 ＧＡＰＤＨ 基因

编码的氨基酸序列相似度极高ꎮ 表明 ＢｊｕＧＡＰＣ 同

源蛋白质具有相似性和保守性ꎬ尤其表现在 Ｇｐ＿ｄｈ＿
Ｎ 和 Ｇｐ＿ｄｈ＿Ｃ 两个保守结构域ꎬ因此猜测它们之间

可能有着相同的生物学功能ꎮ
２.７　 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的系统进化分析

为了探究 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白质的系统进化关系ꎬ从
ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中选取了 １９ 个物种的 ＧＡＰＤＨ 蛋

白氨基酸序列ꎮ 在 ＭＥＧＡ ７ 中用邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
ｊｏｉｎｉｎｇ)对 ２０ 个蛋白质氨基酸序列进行分析ꎬ设置

校验 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １ ０００ꎬ构建系统进化树(图 ７)ꎮ
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Ａ:ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的结构域预测ꎻＢ:ＢｊｕＧＡＰＣ 与其他植物 ＧＡＰＤＨ 氨基酸序列比对ꎮ 图中黑色方框中的区域为 Ｇｐ＿ｄｈ＿Ｎ 结构域ꎬ灰色方框

中的区域为 Ｇｐ＿ｄｈ＿Ｃ 结构域ꎮ Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ:共有序列ꎮ
图 ６　 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的结构域预测和同源性分析

Ｆｉｇ.６　 Ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｊｕＧＡＰＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 结果表明ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白与同为芸薹属的芜菁

(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ)的亲缘关系最近ꎬ其次是甘蓝(Ｂｒａｓ￣
ｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ)和油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ)ꎬ与同为十字花

科的高山南芥(Ａｒａｂｉｓ ａｌｐｉｎａ)、白芥(Ｓｉｎａｐｉｓ ａｌｂａ)、
萝卜(Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ) 的亲缘性也较高ꎬ与罂粟

(Ｐａｐａｖｅｒ ｓｏｍｎｉｆｅｒｕｍ)、水青树(Ｔｅｔｒａｃｅｎｔｒｏｎ ｓｉｎｅｎｓｅ)、
松蒿(Ｐｈｔｈｅｉｒｏｓｐｅｒｍｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ)、博落回(Ｍａｃｌｅａｙａ
ｃｏｒｄａｔａ)等其他物种的关系较远ꎮ

２.８　 不同时期瘤状茎糖酸含量变化与 ＢｊｕＧＡＰＣ 基

因表达的关系

　 　 分别以膨大到横径为 ２ ｃｍ、４ ｃｍ、６ ｃｍ、８ ｃｍ
(Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３ 和 Ｓ４ 时期)的茎瘤芥瘤茎为材料ꎬ测定

不同时期瘤状茎糖酸含量、糖酸比ꎮ 结果(表 ２)表
明:糖酸的含量变化随着瘤状茎的发育有所不同ꎬ在
发育前期茎中可溶性糖大量积累ꎬ还原糖(葡萄糖

和果糖)含量较低ꎻ在发育后期ꎬ蔗糖和还原糖在茎
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中均有积累现象ꎬ而糖酸比整体出现先降低后升高 的趋势ꎮ

图 ７　 基于 ２０ 个物种 ＧＡＰＤＨ 蛋白的氨基酸序列构建的系统进化树

Ｆｉｇ.７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＧＡＰＤＨ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ２０ ｓｐｅｃｉｅｓ

　 　 由 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因的转录组数据(图 ８Ａ)和 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 分析得出的基因相对表达量(图 ８Ｂ)看出:转
录组数据和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果呈现一致趋势ꎬＢｊｕ￣
ＧＡＰＣ 基因在瘤茎膨大过程中不同时期的相对表达

量不同ꎬ且差异达到显著水平ꎻ随着瘤茎的逐步膨

大ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 基因的相对表达量逐渐减少ꎬ在瘤茎横

径膨大到 ６ ｃｍ 时基因的相对表达量降至最低值ꎬ之
后小幅度上升ꎮ

相关性分析结果(表 ３)显示ꎬ可溶性糖含量与

糖酸比呈显著正相关关系ꎬ可滴定酸含量与糖酸比

呈显著负相关关系ꎬ基因的相对表达量与可溶性糖

含量、可滴定酸含量和糖酸比均呈显著正相关关系ꎮ
结果表明ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 基因对不同时期瘤状茎糖酸含

量起到一定的正向调控作用ꎬ且在横径为 ２ ｃｍ、４

ｃｍ 时相对表达量较高ꎬ横径为 ６ ｃｍ、８ ｃｍ 时相对表

达量较低ꎮ
由此可见ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 基因在瘤茎膨大的不同时

期有明显的表达特异性ꎬ推测其在茎瘤芥茎生长发

育过程中具有特定的表达模式ꎬ并在一定程度上影

响了糖酸比ꎮ ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白在该过程中也发挥一

定的功能ꎬ主要在瘤茎膨大前期起作用ꎮ

３　 讨论与结论

为进一步了解 ＧＡＰＤＨ 在茎瘤芥茎膨大过程中

的作用ꎬ本试验基于芥菜的基因组数据库ꎬ克隆得到

ＢｊｕＧＡＰＣ 基因ꎮ 预测 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白相对分子质量

为３.７６８×１０４ꎬ是一个具有碱性、亲水性的稳定蛋白

质ꎮ ＧＡＰＤＨ 是高等植物糖酵解反应中的关键酶ꎬ能
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够维持植物的生命活动ꎬ按照生化特性可分为磷酸

化 ＧＡＰＤＨ 和非磷酸化 ＧＡＰＤＨ 两大类[２２]ꎮ 通过分

析 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的磷酸化位点ꎬ发现该蛋白质存在

３３ 个潜在的磷酸化位点ꎬ推测其可能参与糖酵解途

径ꎬ对糖酸合成起到一定的调控作用ꎮ

表 ２　 不同采样时期茎瘤芥瘤状茎的糖酸含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｇａｒ ａｎｄ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｅ ｓｔｅｍ ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ ｖａｒ. ｔｕｍｉｄａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｔａｇｅｓ

时期
可溶性糖含量

(ｍｇ / ｇ)
可滴定酸含量

(ｍｇ / ｇ) 糖酸比
蔗糖含量
(ｍｇ / ｇ)

果糖含量
(ｍｇ / ｇ)

葡萄糖含量
(ｍｇ / ｇ)

Ｓ１ ２０.８３±１.１３ａ ２５.７０±０.３３ａ ０.８１ １６.６１±０.５２ａ ０.７８±０.０７ｄ ２.４２±０.２８ｂｃ

Ｓ２ １４.９３±１.１０ｃ ２４.６６±０.１９ｂ ０.６１ ６.２８±０.０９ｃｄ １.７４±０.３０ｂ １.０６±０.１０ｄ

Ｓ３ １３.６０±０.３３ｂｃ ２１.４９±０.０６ｃ ０.６３ ６.７７±０.０４ｂｃ ３.１０±０.０９ａ ３.５０±０.６０ａ

Ｓ４ １８.８２±０.５３ｂ １８.８１±０.０６ｄ １.００ ７.３３±０.２３ｄ １.３６±０.１６ｃ ２.４０±０.４２ｂｃ
Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３ 和 Ｓ４ 时期分别指瘤状茎膨大到 ２ ｃｍ、４ ｃｍ、６ ｃｍ、８ ｃｍ 的时期ꎮ 同列数据后标不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３ 和 Ｓ４ 时期分别指瘤状茎膨大到横径为 ２ ｃｍ、４ ｃｍ、６ ｃｍ、８ ｃｍ 的时期ꎮ 不同时期对应的柱上标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ

图 ８　 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因不同时期的表达丰度(Ａ)与 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 表达分析(Ｂ)
Ｆｉｇ.８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ(Ａ) ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ｂ)ｏｆ ＢｊｕＧＡＰＣ ｇｅｎｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

表 ３　 不同时期茎瘤芥瘤状茎糖酸含量与基因表达量间的相关性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｕｇａｒ ａｎｄ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｅ
ｓｔｅｍ ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ ｖａｒ. ｔｕｍｉｄａ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ

类别
基因相对
表达量

可溶性糖
含量

可滴定酸
含量 糖酸比

基因相对表达量 １.０００

可溶性糖含量 ０.３５３∗ １.０００

可滴定酸含量 ０.２１４∗ ０.１４２ １.０００

糖酸比 ０.２６９∗ ０.７５３∗ －０.５３８∗ １.０００
∗表示在 ０.０５级别(双尾)相关性显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

　 　 蔗糖是植物生长发育过程中各种调控机制的信

号ꎬ它还影响编码转运蛋白、贮藏蛋白和应激反应的基

因的表达[２３￣２７]ꎮ 在瘤状茎发育期间ꎬ在发育前期茎中

蔗糖大量积累ꎬ还原糖含量较低ꎮ 在发育后期ꎬ蔗糖和

还原糖在茎中均有积累现象ꎮ 这说明 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因在

前期相对表达量较多ꎬ同时由于叶片中还原糖能较快

地转化为蔗糖ꎬ所以能迅速输送到茎中用于其他物质

的合成ꎬ而在发育后期ꎬ由于植株机体机能逐渐衰退ꎬ

ＢｊｕＧＡＰＣ 基因相对表达量降低ꎬ瘤状茎中其他物质合

成能力减弱ꎬ合成的蔗糖减少ꎬ还原糖含量相对下降ꎮ
根据磷酸化的 ＧＡＰＤＨ 在细胞中的不同定位可将

其分为 ＧＡＰＣ、ＧＡＰＣｐ 和 ＧＡＰＡ/ Ｂ 三类[２８￣２９]ꎮ 试验中

发现 ＢｊｕＧＡＰＣ 的蛋白质序列中不存在已知的信号肽ꎬ
并且没有任何跨膜结构或膜结合区域ꎬ说明该蛋白质

不是分泌蛋白ꎬ不经过跨膜转运ꎬ而是在细胞质中直接

形成ꎬ亚细胞定位预测结果也证实了这一点ꎮ 因此ꎬ
ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白属于 ＧＡＰＣꎬ定位于细胞质中ꎮ 从系统

进化树可以看出ꎬ分支点越接近ꎬ物种间的亲缘性越相

似ꎬ说明编码这些蛋白质的基因间的功能也具有一定

的相似性ꎬ同时说明 ＧＡＰＤＨ 基因家族蛋白质遗传进化

比较保守ꎮ ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白之所以能行使生物学功能是

因为其特定的空间结构ꎮ 通过三级结构预测发现ꎬＢｊｕ￣
ＧＡＰＣ 蛋白能够形成同源四聚体ꎬ并且结合 ４ 个 ＮＡＤ＋

配体ꎮ 由蛋白质结构域分析结果可知ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 的 ２
个超家族结构域 Ｇｐ＿ｄｈ＿Ｎ 和 Ｇｐ＿ｄｈ＿Ｃ 中ꎬ前者是辅酶

ＮＡＤ＋的结合域ꎬ后者是行使糖运输和代谢的功能域ꎬ
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推测 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因的表达产物在茎瘤芥细胞质中参与

糖酵解过程ꎬ符合上述所推测的 ＢｊｕＧＡＰＣ 的结构和功

能特征ꎮ
以前的多种研究结果普遍表明ꎬＧＡＰＤＨ 基因在同

一组织的不同生理状态下或同一生物体的不同组织中

均相对稳定且高水平表达ꎬ因此可以作为内参基因来

进行其他功能基因的表达差异分析ꎮ 但是ꎬ本研究通

过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测发现ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 基因在茎瘤芥茎

膨大不同时期有明显的表达特异性ꎬ不同时期糖酸比

测定结果显示ꎬＢｊｕＧＡＰＣ 基因相对表达量随不同时期

变化与糖酸比含量呈现出一致趋势ꎬ说明 ＢｊｕＧＡＰＣ 基

因参与了茎瘤芥的生长发育过程ꎬ并且主要在瘤茎膨

大前期发挥功能ꎮ ＧＡＰＤＨ 基因可以作为多物种分子生

物学研究的内参基因ꎬ但是在本试验的芥菜发育过程

中表达差异较大ꎬ这可能是由于物种不同导致的特异

性差异所决定的ꎮ
在对 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白的磷酸化位点分析中ꎬ发现了

植物抗逆相关特异性蛋白质激酶的结合位点ꎬ也可以

说明 ＧＡＰＤＨ 在功能上与植物的生长发育密切相关ꎮ
一些研究者的转基因试验结果也表明ꎬＧＡＰＤＨ 缺失或

过表达均会在一定程度上影响植物的代谢和生长发

育[３０]ꎬ并且 ＧＡＰＤＨ 基因的表达水平会随着内外源诱

导因子的变化而变化ꎬ推测 ＢｊｕＧＡＰＣ 蛋白中参与信号

转导和激素调控等的 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化位点和 Ｎ￣糖基

化位点与此有关[３１￣３２]ꎮ 糖酸含量分析结果表明ꎬＢｊｕ￣
ＧＡＰＣ 蛋白参与了糖代谢过程ꎮ 目前ꎬ有关芥菜 ＧＡＰ￣
ＤＨ 功能和作用机制的相关报道还很少ꎬ本试验对 Ｂｊｕ￣
ＧＡＰＣ 基因的克隆可以为分析逆境胁迫条件下 Ｂｊｕ￣
ＧＡＰＣ 基因的表达模式、探讨 ＢｊｕＧＡＰＣ 在茎瘤芥茎膨大

过程中的作用奠定基础ꎬ后续还可以进一步构建植物

表达载体ꎬ通过转基因等途径深入探究 ＢｊｕＧＡＰＣ 基因

在逆境胁迫和茎瘤芥茎膨大过程中的功能ꎮ 此外ꎬ本
研究结合不同时期糖酸比变化趋势ꎬ验证了茎瘤芥

ＢｊｕＧＡＰＣ 基因确实对糖酸含量起到正向调控作用ꎮ
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