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　 　 摘要:　 为探究 ＣＣＤ 基因在不结球白菜叶片类胡萝卜素调控中的作用ꎬ本试验以不结球白菜 ＮＮ２１０８ 为试验

材料ꎬ克隆获得 ＢｒＣＣＤ４ａ 基因ꎮ 应用生物信息学方法对 ＢｒＣＣＤ４ａ 蛋白氨基酸序列、理化性质及 ＣＣＤ４ 基因亲缘关

系等方面进行分析ꎬ利用亚细胞定位技术明确 ＢｒＣＣＤ４ａ 基因的空间表达ꎮ 此外ꎬ以 ３ 个不结球白菜品种 ＨＢ０２、
ＳＸ０４ 和 ＮＮ２１０８ 为材料ꎬ测定叶片中类胡萝卜素含量及 ＢｒＣＣＤ４ａ 基因的相对表达水平ꎮ 结果表明ꎬＢｒＣＣＤ４ａ 含有

１ 个长为１ ７９７ ｂｐ 的开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ编码 ５９８ 个氨基酸ꎬ其编码的蛋白质相对分子质量为６５ ８６０ꎬ等电点为

６􀆰 ４２ꎮ 氨基酸序列分析结果表明ꎬＢｒＣＣＤ４ａ 属于 ＣＣＤ 蛋白家族成员ꎬ与甘蓝 ＣＣＤ４ 氨基酸序列相似度最高ꎮ 系统

进化结果也显示其与甘蓝的进化关系最近ꎮ ＢｒＣＣＤ４ａ 蛋白主要由无规则卷曲、延伸链构成ꎬ且不存在信号肽ꎮ 亚

细胞定位分析发现 ＢｒＣＣＤ４ａ 定位在叶绿体上ꎮ 不同不结球白菜品种叶片中叶黄素和 β￣胡萝卜素含量差异较大ꎬ
ＨＢ０２ 叶片中叶黄素含量最低ꎬ为 １􀆰 １４ ｍｇ / ｇꎬＳＸ０４ 叶片中叶黄素含量最高ꎬ达 ２􀆰 ３４ ｍｇ / ｇꎮ ＮＮ２１０８ 叶片中 β￣胡萝

卜素含量最高ꎬ达 ２􀆰 ３１ ｍｇ / ｇꎬ是 ＨＢ０２ 含量的 １􀆰 ９４ 倍ꎮ ＢｒＣＣＤ４ａ 在 ３ 个品种叶片中的相对表达水平趋势与 β￣胡萝

卜素含量趋势一致ꎬ在 ＮＮ２１０８ 叶片中表达量最高ꎬ在 ＳＸ０４ 中次之ꎬ在 ＨＢ０２ 叶片中表达量最低ꎮ 本研究结果为探

究 ＢｒＣＣＤ４ａ 在不结球白菜叶片类胡萝卜素降解过程中的作用提供理论基础ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅꎻ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｃｌｅａｖａｇｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ４ꎻ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ

　 　 类胡萝卜素是自然界广泛存在的脂溶性色素ꎬ
也是重要的次生代谢产物[１]ꎮ 类胡萝卜素参与植

物生长和发育的许多过程ꎬ其种类和含量与植物植

株呈色、产量及品质密切相关[２￣３]ꎮ
类胡萝卜素裂解双加氧酶(ＣＣＤ)是植物类胡萝

卜素裂解酶的重要成员ꎬ其裂解功能在脱辅基类胡萝

卜素及色素形成过程中发挥重要作用ꎮ ＣＣＤ４ 酶存在

于质体中ꎬ以紫黄质、叶黄素、β￣胡萝卜素、β￣隐黄质

和玉米黄质等为底物ꎬ是许多植物呈色的决定因

素[４]ꎮ 刘晓丛等[５]从万寿菊中克隆获得 ＴｅＣＣＤ４ｂ 基

因ꎬ发现 ＴｅＣＣＤ４ｂ 蛋白主要分布在质体膜上ꎬ可以增

加接触底物的机会ꎬ有助于类胡萝卜素降解从而导致

万寿菊花瓣颜色变浅ꎮ 王昊等[６] 对芹菜 ＡｇＣＣＤ４ 基

因进行克隆和表达分析ꎬ发现 ＡｇＣＣＤ４ 基因的表达量

与类胡萝卜素含量负相关ꎬ表明该基因可能通过降解

类胡萝卜素来调控芹菜植株着色ꎮ Ｂａｉ 等[７] 通过病

毒引导的基因沉默(ＶＩＧＳ)技术敲除白果肉桃 ＣＣＤ４
基因ꎬ发现桃果肉中叶黄素、β￣胡萝卜素和 β￣隐黄质

等黄色色素积累量上升ꎬ果肉黄化ꎬ说明 ＣＣＤ４ 基因

在白桃果实呈色方面起重要作用ꎮ 贾乐东[８] 在甘蓝

型油菜黄花品种中超表达 ＢｎａＣ０３.ＮＣＥＤ４ 基因后ꎬ花
瓣颜色由黄变白ꎬ证明该基因能调控花瓣的着色ꎮ 此

外ꎬ柑橘、大白菜和桂花等作物的 ＣＣＤ４ 基因克隆及

功能研究也有类似报道[９￣１１]ꎮ
不结球白菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ Ｌ. ｓｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

Ｍａｋｉｎｏ)是十字花科芸薹属的叶菜类植物ꎬ俗称小白

菜ꎬ含有丰富的矿物质和维生素ꎮ 不结球白菜品种

丰富ꎬ颜色多样ꎬ不同品种间形态差异明显[１２]ꎮ 王

真真等[１３]分析了不结球白菜花芽分化过程中叶绿

体色素含量的动态变化ꎮ 目前关于 ＣＣＤ 基因在不

结球白菜叶片类胡萝卜素调控中的作用未见报道ꎮ
本研究拟克隆不结球白菜 ＣＣＤ 基因———ＢｒＣ￣

ＣＤ４ａ 基因ꎬ分析 ＢｒＣＣＤ４ａ 蛋白氨基酸序列、理化性

质及 ＢｒＣＣＤ４ａ 基因空间表达和亲缘关系ꎻ然后选取

３ 个颜色差异明显的不结球白菜品种ꎬ通过叶片类

胡萝卜素含量及 ＢｒＣＣＤ４ａ 基因的相对表达水平测

定ꎬ探究 ＢｒＣＣＤ４ａ 基因在不结球白菜叶片着色中的

作用ꎮ 以期为分子层面探究不结球白菜类胡萝卜素

代谢机制提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

试验在江苏省淮安市农业科学院科研创新基地

(３３°５０′Ｎꎬ１１９°０５′Ｅ)进行ꎮ 试验材料为浅绿品种

ＨＢ０２、深绿品种 ＳＸ０４ 和紫色品种 ＮＮ２１０８ꎬ种质资

源保存于淮安市设施蔬菜重点实验室ꎮ ＨＢ０２ 是矮

脚黄类型白菜ꎬ叶色黄绿ꎬ叶形近圆ꎬ叶柄为白色ꎻ
ＳＸ０４ 是苏州青类型白菜ꎬ叶色深绿ꎬ叶片光泽度高ꎬ
叶形近圆ꎬ叶柄为绿色ꎬ植株较矮小ꎻＮＮ２１０８ 是青

梗菜类型白菜ꎬ叶片为紫色ꎬ叶形阔椭圆ꎬ叶柄白绿

色ꎬ株型较大且产量较高(图 １)ꎮ 于 ２０２１ 年 ９ 月 １０
日使用穴盘育苗ꎬ每穴播 １ 粒种子ꎬ播后用基质覆
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盖ꎮ １０ 月 ５ 日将幼苗移栽定植于田间ꎬ试验地每

６６７ ｍ２施入复合肥(Ｎ ∶ Ｐ ２Ｏ５ ∶ Ｋ２Ｏ ＝ １５ ∶ １５ ∶ １５)
４０ ｋｇꎮ 定植行株距为２５ ｃｍ×２５ ｃｍꎮ 该试验以每个

品种为一个区组完全随机排列ꎬ各品种均设置 ３ 次

重复ꎮ 播种后 ５５ ｄ 每个品种选取长势一致的健康

植株 ３ 株ꎬ取其叶片部位ꎬ用液氮速冻后置于－８０ ℃
冰箱保存备用ꎮ

烟草(本氏烟)种子保存于本实验室ꎬ在光照培

养箱中(白天 ２５ ℃ １６ ｈꎬ夜晚 １８ ℃ ８ ｈꎻ３０ ０００ ｌｘ)培
养用于后续试验ꎮ 大肠杆菌菌株 ＤＨ５α、农杆菌菌株

ＧＶ３１０１、载体 ｐＣＡＭＢＩＡ￣１３０１ 和 ｐＳＰＹＥ 均由本实验

室保存ꎬ高保真酶 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ 为日本

ＴａＫａＲａ 公司产品ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 酶采购于上海翊圣

生物科技有限公司ꎮ 叶黄素和 β￣胡萝卜素标准品均

购于上海源叶生物科技有限公司ꎮ
１.２　 ＢｒＣＣＤ４ａ 的克隆

依据不结球白菜转录组基因序列[１４]ꎬ利用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６.０ 设计 ＢｒＣＣＤ４ａ 的克隆引物ꎬ正向

引物序列 ５′￣ＡＴＧＧＡＣＴＣＴＣＴＴＴＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴ￣３′ꎬ
反 向 引 物 序 列 ５′￣ＣＴＡＡＡＧＣＴＴＡＴＴＡＡＧＧＴ￣
ＣＡＣＴＣＴＣ￣３′ꎮ 使用 ２０ μｌ ＰＣＲ 反应体系:高保真酶

１０ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ７ μｌꎬｃＤＮＡ 模板 １ μｌꎬ上、下游引物各

１ μｌꎮ 扩增程序为:９８ ℃预变性 １０ ｓꎻ９８ ℃变性 １０
ｓꎬ５５ ℃退火 １０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ最
后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 扩增产物使用琼脂糖凝

胶电泳进行检测大小ꎬ回收后送至生工生物工程上

海(股份)有限公司进行测序ꎮ 测序后将正确的序

列构建到 ｐＣＡＭＢＩＡ￣１３０１ 载体上获得 ＢｒＣＣＤ４ａ￣
ｐＣＡＭＢＩＡ￣１３０１ 重组质粒ꎬ然后转化至大肠杆菌

ＤＨ５α 中扩繁ꎬ并进行测序验证ꎮ
１.３　 序列生物学分析

依据测序结果ꎬ利用 ＢｉｏＸＭ 软件分析 ＢｒＣＣＤ４ａ
基因编码氨基酸序列ꎮ 在美国国家生物技术信息中

心( ＮＢＣＩ) 数据库找到拟南芥 ( Ｏ４９６７５. １)、水稻

(Ｑ６９ＮＸ５. １ )、 黄 芩 ( ＡＧＮ０３８６０. １ )、 长 筒 石 蒜

(ＡＸＱ００５３９.１)、甘蓝(ＱＢＲ９８０７２.１)、桃(ＡＧＬ０８６７６.
１)、白屈菜(ＵＯＬ４９１４８.１)、芹菜(ＵＤＯ４８１８７.１)、茶
树( ＡＹＫ０３３２５. １ )、 洋水仙 ( ＡＺＰ５４３１７. １ )、 牵牛

( ＦＡＡ０１２４５. １ )、 烟 草 ( ＡＫＯ２２６３２. １ )、 玫 瑰

(ＡＫＴ７４３３５. １ )、 黑 果 枸 杞 ( ＡＩＸ８７５３４. １ )、 苦 瓜

(ＡＦＵ９１４９０. １) 和桂花 ( ＡＢＹ６０８８７. １) 等物种的

ＣＣＤ４ 氨基酸序列ꎬ利用 ＮＣＢＩ ＣＤＤ(Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏ￣

ｍａｉｎ Ｄａｔａｂａｓｅ)数据库中保守结构域搜索功能(ＣＤ￣
ｓｅａｒｃｈ) 对 ＢｒＣＣＤ４ａ 保 守 域 进 行 预 测ꎬ 并 利 用

ＭＥＧＡ７.０ 软件ꎬ设置 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 为１ ０００ꎬ采用邻近法

构建系统进化树ꎮ 使用 ＤＮＡＭＡＮ ８.０ 进行亲 /疏水

性分析及不结球白菜与上述物种的 ＣＣＤ４ 氨基酸序

列比对ꎮ 氨基酸组成、蛋白质相对分子质量和等电

点分析采用 Ｐｒｏｔ Ｐａｒａｍ 在线软件( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘ￣
ｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )进行ꎮ 利用 ＳＯＰＭＡ 在线软件

(ｈｔｔｐ: / / ｐｂｉｌ.ｉｂｃｐ.ｆｒ / )分析 ＢｒＣＣＤ４ａ 蛋白二级结构ꎬ
通过 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 网站建立蛋白质三级结构ꎮ 使

用 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ 软件进行信号肽预测ꎮ

图 １　 不同颜色的不结球白菜品种

Ｆｉｇ.１　 Ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ

１.４　 不结球白菜叶片中类胡萝卜素含量测定

叶黄素和 β￣胡萝卜素是两类重要的类胡萝卜

素ꎬ分布广泛ꎬ在不结球白菜中含量较高ꎮ 利用液相

色谱仪进行叶黄素含量和 β￣胡萝卜素含量的测定ꎮ
在研钵中迅速加入液氮将不结球白菜叶片研磨成粉

末ꎬ然后使用 Ｃｈｒｉｓｔ ＡＬＰＨＡ ２￣４ ＬＤ ｐｌｕｓ 冷冻干燥机

(德国 Ｍａｒｉｎ Ｃｈｒｉｓｔ 公司产品)将样品冻干ꎮ 称取 ５０
ｍｇ 样品置入装有丙酮的 ５ ｍｌ 离心管中ꎬ在 ５０ ℃水

浴锅中浸提至无色后将所有浸提液收集于 １０ ｍｌ 离
心管中ꎬ用 ０􀆰 ４５ μｍ 过滤器过滤ꎮ 使用 ＵＰＬＣ 超高

效液相色谱仪(日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司产品)对提取液

进行检测ꎮ 色谱柱规格为２５０.０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍꎬ流动

相为体积比１０ ∶ ９０ 的甲醇和乙腈混合溶液ꎬ流速为

１ ｍｌ / ｍｉｎꎬ柱温设置为 ３０ ℃ꎬ洗脱吸光度为 ４５０ ｎｍꎮ
分别配制 １ μｇ / ｍｌ、５ μｇ / ｍｌ、１０ μｇ / ｍｌ、５０ μｇ / ｍｌ、
１００ μｇ / ｍｌ和 ２５０ μｇ / ｍｌ的叶黄素和 β￣胡萝卜素标准

品溶液ꎬ以标准品质量浓度为横坐标ꎬ标准品峰面积
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为纵坐标绘制标准曲线ꎬ进样后通过比较样品与标

准品的保留时间鉴定类胡萝卜素的种类ꎬ根据检测

到的样品积分峰面积代入标准曲线计算类胡萝卜素

含量ꎮ 每个样品设置 ３ 个重复ꎮ
１.５　 亚细胞定位

使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６. ０ 设 计 特 异 引 物 ５′￣
ＡＣＧＧＧＧＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＣＴＣＴＣＴＴＴＣＴ￣
ＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴ￣３′ 和 ５′￣ＧＣＣＣＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＣ￣
ＣＡＡＧＣＴＴＡＴＴＡＡＧＧＴＣＡＣＴＣＴＣ￣３′扩 增 ＢｒＣＣＤ４ａ 的

ｃＤＮＡ 序列ꎬ然后插入带有绿色荧光蛋白基因(ＥＧ￣
ＦＰ)的表达载体 ｐＳＰＹＥ 中ꎬ获得 ＢｒＣＣＤ４ａ￣ＥＧＦＰ 重组

质粒ꎬ测序验证正确后通过电转化将重组质粒导入农

杆菌ꎮ 挑选成功转化的菌株于 ＹＥＢ 培养基中ꎬ２８ ℃
摇床培养ꎬ待 ＯＤ６００为 ０􀆰 ５ 时立刻离心菌液ꎬ然后加入

３０ ｍｌ 缓冲液 (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ２￣吗啉乙磺酸 ３ ｍｌꎬ１０
ｍｍｏｌ / Ｌ氯化镁 ３ ｍｌ、１５０ μｍｏｌ / Ｌ乙酰丁香酮 ３０ μｌꎬ
ｄｄＨ２Ｏ ２３􀆰 ９７ ｍｌ)洗菌ꎬ离心重悬后将 ＯＤ６００ 调节为

０􀆰 ８ꎮ 于室温下避光放置 ４ ｈꎬ然后使用注射器将悬液

注射入 ３０ ｄ 苗龄的烟草叶片背面[１５]ꎬ培养 ５ ｄ 后ꎬ使
用 Ｚｅｉｓｓ ＬＳＭ ７８０ 激光共聚焦扫描显微镜(德国 Ｚｅｉｓｓ
公司产品)观察蛋白质定位情况ꎮ
１.６　 不同品种 ＢｒＣＣＤ４ａ 基因表达水平分析

使用 ＣＦＸ ９６ Ｔｏｕｃｈ 系统(美国 Ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司产品)
进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反应ꎮ 选用不结球白菜 Ａｃｔｉｎ
作为内参基因(登录号:Ｂｒａ０２２３５６)ꎬ正向引物序列为

５′￣ＣＴＧＴＧＡＣＡＡＴＧＧＴＡＣＣＧＧＡＡＴＧ￣３′ꎬ反向引物序列为

５′￣ＡＣＡＧＣＣＣＴＧＧＧＡＧＣＡＴＣＡ￣３′ꎮ 根据 ＢｒＣＣＤ４ａ 序列

特征ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６.０ 设计定量引物ꎬ正向引物

序列为 ５′￣ＴＣＧＧＡＧＡＴＴＣＡＧＡＴＴＣＧＧＡＴＧＡＧＧＡ￣３′ꎬ反

向引物序列为 ５′￣ＧＧＡＧＣＧＡＴＧＡＧＡＡＣＧＡＴＧＧＴＧＴＣ￣３′ꎮ
扩增程序为:９５ ℃预变性３０ ｓꎻ９５ ℃变性５ ｓꎬ６０ ℃退火

３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ熔解曲线分析范围为 ６５ ℃到 ９５ ℃ꎬ每
隔 ５ ｓ 增加 ０.５ ℃ꎮ 每个 ＰＣＲ 反应设置 ３ 次重复ꎮ 采

用 ２－△△Ｃｔ法分析基因相对表达量[１６]ꎮ
１.７　 数据处理

利用 ＳＰＳＳ(２６.０)软件选择 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 法进行处

理间差异显著性分析ꎮ 使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２００７ 软

件对基因表达水平进行作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＢｒＣＣＤ４ａ 基因序列与进化分析

测序结果表明ꎬＢｒＣＣＤ４ａ 基因含有 １ 个１ ７９７

ｂｐ 的开放阅读框(ＯＲＦ) ꎬ编码 ５９８ 个氨基酸ꎮ 保

守域预测显示 ＢｒＣＣＤ４ａ 与 ＮＣＥＤ(９￣ｃｉｓｅｐｏｘｙｃａｒｏ￣
ｔｅｎｏｉｄ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ) 有相同的保守结构域ꎬ属于

ＣＣＤ 蛋白家族(图 ２Ａ) ꎮ ＣＣＤ４ 氨基酸序列比对

结果显示不结球白菜与甘蓝、拟南芥和桂花相似

度较高ꎬ分别为 ８６􀆰 １９％、８５􀆰 ３６％和 ６８􀆰 ２４％(图

２Ｂ) ꎮ 系统进化分析结果表明ꎬ不结球白菜 ＢｒＣ￣
ＣＤ４ａ 与甘蓝和拟南芥的进化关系最近ꎬ其次是

芹菜(图 ３) ꎮ
理化性质分析结果显示ꎬ不结球白菜 ＢｒＣ￣

ＣＤ４ａ 蛋白的相对分子质量为６５ ８６０ꎬ等电点为

６􀆰 ４２(表 １) ꎮ 不同物种 ＣＣＤ４ 氨基酸残基数为

５８２ ~ ６１３ꎬ相对分子质量为６３ ７５０ ~ ６６ ９９０ꎬ等
电点为５􀆰 ６４ ~ ７􀆰 １９ꎮ ＣＣＤ４ 总平均疏水性系数

均为负值ꎬ显示不结球白菜 ＢｒＣＣＤ４ａ 为亲水性

蛋白ꎮ
２.２　 ＢｒＣＣＤ４ａ 蛋白的二级结构与三级结构

不结球白菜的 ＢｒＣＣＤ４ａ 蛋白二级结构预测结

果显示ꎬＢｒＣＣＤ４ａ 蛋白的二级结构组成中无规则卷

曲的占比最多ꎬ 达 ５５􀆰 ５２％ꎮ 其次是延伸链ꎬ 占

２３􀆰 ０８％ꎬα￣螺旋和 β￣转角比例较少ꎬ分别占 １４􀆰 ５５％
和 ６􀆰 ８６％(图 ４Ａ)ꎮ ＢｒＣＣＤ４ａ 的三级结构预测结果

显示ꎬ以相似度较高的玉米 ＶＰ１４(ＩＤ: ３ｎｐｅ.１)三级

结构为模板ꎬ其序列一致性为 ４０％ꎬＧＭＱＥ 值为

０􀆰 ６９ꎬ覆盖率达 ８５％ꎬ覆盖区域在第８０~ ５９８ 位(图
４Ｂ)ꎮ

信号肽预测结果表明 ＢｒＣＣＤ４ａ 蛋白不存在信

号肽ꎮ
２.３　 ＢｒＣＣＤ４ａ 的亚细胞定位

观察农杆菌瞬时表达后的烟草叶片荧光ꎬ发现

ＢｒＣＣＤ４ａ￣ＥＧＦＰ 的绿色荧光信号位于叶绿体ꎬ并与

叶绿体自发的红色荧光重叠ꎬ表明 ＢｒＣＣＤ４ａ￣ＥＧＦＰ
定位在叶绿体上(图 ５)ꎮ
２.４　 不同颜色不结球白菜叶片类胡萝卜素含量

　 　 不结球白菜叶片中叶黄素和 β￣胡萝卜素含量

较高ꎬ但不同品种间差异显著(图 ６)ꎮ ＨＢ０２ 叶片中

叶黄素含量和 β￣胡萝卜素含量均最低ꎬ分别为 １􀆰 １４
ｍｇ / ｇ和 １􀆰 １９ ｍｇ / ｇꎮ ＳＸ０４ 叶片中叶黄素含量最高ꎬ
为 ＨＢ０２ 叶片中含量的 ２􀆰 ０５ 倍ꎬ达 ２􀆰 ３４ ｍｇ / ｇꎮ
ＮＮ２１０８ 和 ＳＸ０４ 叶片中 β￣胡萝卜素含量没有显著

差异ꎬ但两者均显著高于 ＨＢ０２ꎬ分别为 ＨＢ０２ 的

１􀆰 ９４ 倍和 １􀆰 ９２ 倍ꎮ

９８３１尹　 莲等:不结球白菜类胡萝卜素裂解双加氧酶基因 ＢｒＣＣＤ４ａ 的克隆及表达分析



Ａ:ＢｒＣＣＤ４ａ 保守域预测ꎻＢ:不同物种 ＣＣＤ４ 基因编码的氨基酸序列比对ꎮ 图中彩色表明共有的序列ꎮ 黑色方框中的区域为 ＲＰＥ６５ 结构域ꎮ
图 ２　 不结球白菜 ＢｒＣＣＤ４ａ 保守域预测及 ＢｒＣＣＤ４ａ 基因编码的氨基酸序列与其他物种 ＣＣＤ４ 基因编码的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＢｒＣＣＤ４ａ ｉｎ ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＣＣＤ４ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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标尺上的数字表示遗传距离ꎮ
图 ３　 不结球白菜与其他物种的遗传进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

表 １　 不结球白菜与其他植物 ＣＣＤ４ 蛋白氨基酸组成成分及理化性质分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＣＣＤ４ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ
ｐｌａｎｔｓ

植物类型　 　 　 　 　
氨基酸
残基数
(个)

相对分子
质量

(×１０３)
等电点

氨基酸比例(％)

酸性 碱性 脂肪族 芳香族

疏水性
系数总
平均值

不结球白菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｓｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ) ５９８ ６５.８６ ６.４２ １３ １１ ２１ ９ －０.２２５

拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) ５９５ ６５.６０ ６.４２ １４ １１ ２２ ９ －０.２１８

水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ) ５８２ ６５.９５ ６.２１ １４ １３ ２１ ７ －０.２３３

黄芩(Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ) ５９７ ６５.３７ ６.０７ １３ １１ ２２ ９ －０.１６８

长筒石蒜(Ｌｙｃｏｒｉｓ ｌｏｎｇｉｔｕｂａ) ６０４ ６６.２０ ６.４３ １３ １０ ２２ ９ －０.１４３

甘蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ) ５９６ ６５.８０ ６.５８ １３ １１ ２１ ９ －０.２１１

桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ) ５９７ ６５.５２ ６.１０ １２ １１ ２０ １０ －０.２２２

白屈菜(Ｃｈｅｌｉｄｏｎｉｕｍ ｍａｊｕｓ) ６１１ ６６.９９ ６.２３ １２ １１ ２１ ９ －０.１８３

芹菜(Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ) ５９２ ６５.０７ ６.０３ １２ １１ １９ １０ －０.２６９

茶树(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ) ６１３ ６６.７５ ５.９９ １１ １０ ２０ ９ －０.１８６

洋水仙(Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｐｓｅｕｄｏｎａｒｃｉｓｓｕｓ) ６０１ ６６.２４ ６.７０ １３ １０ ２２ ８ －０.１８６

牵牛( Ｉｐｏｍｏｅａ ｎｉｌ) ５９１ ６４.１３ ５.６４ １１ １１ ２１ ９ －０.１４６

烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ) ６０１ ６５.９４ ６.５８ １２ １１ ２０ １０ －０.２１２

玫瑰(Ｒｏｓａ ｒｕｇｏｓａ) ５８３ ６３.７５ ５.７９ １２ １１ １９ ９ －０.２６６

黑果枸杞(Ｌｙｃｉｕｍ ｒｕｔｈｅｎｉｃｕｍ) ５９９ ６５.７０ ６.２１ １３ １１ ２０ ９ －０.２３２

苦瓜(Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ ｃｈａｒａｎｔｉａ) ５９６ ６４.９８ ６.２５ １２ １１ ２１ ９ －０.１７２

桂花(Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ) ６０９ ６６.６８ ７.１９ １２ １０ ２０ ９ －０.２７５

１９３１尹　 莲等:不结球白菜类胡萝卜素裂解双加氧酶基因 ＢｒＣＣＤ４ａ 的克隆及表达分析



Ａ 图中蓝色、红色、绿色和紫色分别表示 α 螺旋、延伸链、β 转角和无规则卷曲ꎮ
图 ４　 ＢｒＣＣＤ４ａ 编码的蛋白质二级和三级结构预测

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＢｒＣＣＤ４ａ

图 ５　 ＢｒＣＣＤ４ａ 在烟草叶片中的亚细胞定位

Ｆｉｇ.５　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｒＣＣＤ４ａ ｉｎ ｌｅａｆ ｂｌａｄｅｓ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ

不同字母表示品种间类胡萝卜素含量存在显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ６　 不同颜色不结球白菜叶片中类胡萝卜素含量

Ｆｉｇ.６　 Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｌｅａｆ ｂｌａｄｅｓ ｏｆ ｎｏｎ￣ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ

２.５　 不同颜色不结球白菜叶片中 ＢｒＣＣＤ４ａ 的转录

水平

　 　 相对表达量分析结果表明ꎬ不同颜色不结球白

菜叶片中 ＢｒＣＣＤ４ａ 基因转录水平存在显著差异(图
７)ꎮ ＢｒＣＣＤ４ａ 在 ＮＮ２１０８ 叶片中表达量最高ꎬ其次

是 ＳＸ０４ꎬ 在 ＨＢ０２ 叶 片 中 表 达 水 平 最 低ꎮ 在

ＮＮ２１０８ 叶片中的转录水平是 ＳＸ０４ 叶片中的 １􀆰 ７０
倍ꎬ是 ＨＢ０２ 叶片中的 ５􀆰 ５３ 倍ꎮ

３　 讨 论

类胡萝卜素代谢调控一直是园艺植物研究的热

点ꎮ 越来越多的研究结果表明ꎬＣＣＤ４ 在植物的类

胡萝卜素和香气等物质代谢中发挥着重要作用[１７]ꎮ
本研究从不结球白菜 ＮＮ２１０８ 中克隆获得 ＢｒＣＣＤ４ａ
基因ꎬ发现不同物种间 ＣＣＤ４ 蛋白的氨基酸序列和

理化性质存在差异ꎬ氨基酸残基数集中在 ６００ 个左
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图 ７　 ＢｒＣＣＤ４ａ 在不同颜色不结球白菜叶片中的转录水平

Ｆｉｇ.７　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢｒＣＣＤ４ａ ｉｎ ｌｅａｆ ｂｌａｄｅｓ ｏｆ ｎｏｎ￣
ｈｅａｄｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ

右ꎮ 二级结构预测发现不结球白菜 ＢｒＣＣＤ４ａ 蛋白

β￣转角的比例最低ꎬ无规则卷曲占比最高ꎬ表明该蛋

白质结构高度保守ꎬ这与梨 ＣＣＤ４ 蛋白的特征一

致[１８]ꎮ 系统进化结果表明ꎬＢｒＣＣＤ４ａ 与同科植物甘

蓝亲缘更近ꎬ亚细胞定位结果显示 ＢｒＣＣＤ４ａ 蛋白定

位在叶绿体ꎮ 张志硕[１９] 对 ７ 个不结球白菜品种的

品质进行测定ꎬ发现苏州青叶片中的类胡萝卜素含

量显著高于其他品种ꎮ 本研究中ꎬＳＸ０４ 属于苏州青

类型白菜ꎬ其叶黄素和 β￣胡萝卜素含量也相对较

高ꎮ
ＣＣＤ４ 酶具有不同的存在形式ꎬ各亚型不仅具

有不同的表达模式ꎬ对底物的亲和力也不同ꎬβ￣胡萝

卜素通常被认为是 ＣＣＤ４ 的首选底物ꎬ此外其对叶

黄素尤其是玉米黄质的亲和性也较强[４]ꎮ Ｗａｔａｎａｂｅ
等[２０]利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 体系敲除白色牵牛中的 Ｉｎ￣
ＣＣＤ４ 基因ꎬ发现阳性植株花瓣变为淡黄色ꎻＳｏｎｇ
等[２１]在水稻中过表达拟南芥 ＡｔＣＣＤ４ 基因ꎬ发现 β￣
胡萝卜素含量和叶黄素含量显著降低ꎬ而 β￣紫罗酮

含量增加了 ２ 倍ꎻ Ｌｉ 等[２２] 发现白色胡萝卜中 Ｄｃ￣
ＣＣＤ４ 的表达水平明显高于橙色胡萝卜ꎬ证实该基

因是通过裂解肉质根中的 α￣胡萝卜素和 β￣胡萝卜

素而影响类胡萝卜素的积累ꎻ周伟权[２３] 也发现杏果

实中 ＣＣＤ４ 基因表达水平与类胡萝卜素含量呈负相

关ꎮ 本研究中 ＢｒＣＣＤ４ａ 在紫色不结球白菜品种

ＮＮ２１０８ 中表达水平最高ꎬ其叶黄素含量低于深绿

色品种 ＳＸ０４ꎬ这与前人研究一致ꎮ 深绿色品种

ＳＸ０４ 叶片中类胡萝卜素含量最高ꎬ其颜色最深可能

是由于其他叶绿体色素积累所致ꎮ 浅绿色品种

ＨＢ０２ 中 ＢｒＣＣＤ４ａ 表达量最低ꎬ但叶黄素和 β￣胡萝

卜素含量也最低ꎬ可能是因为不同品种中的 ＣＣＤ４
亚型差异引起降解能力不同ꎬ也可能是品种差异性

导致ꎬ这有待进一步分析ꎮ
ＣＣＤ 蛋白家族成员众多ꎬ各亚家族成员之间结

构差异较大ꎬ在植物生长发育与果实形成等过程中

发挥着广泛的作用[２４]ꎮ ＣＣＤ４ 在万寿菊[２５]、 牵

牛[２０]、桂花[１１] 等植物花色调控方面的作用研究较

多ꎬ在桃[７]、番木瓜[２６] 和柑橘[９] 等果实色泽调控中

的作用也有较多报道ꎬ但在不结球白菜中的相关研

究还较为匮乏ꎮ 针对性状形成的分子机制研究对定

向育种具有重大意义ꎬ本研究从分子水平对不结球

白菜 ＣＣＤ 亚家族关键基因 ＢｒＣＣＤ４ａ 进行了较为系

统的分析ꎬ初步探讨其在不结球白菜类胡萝卜素代

谢中的作用ꎬ为进一步探究 ＣＣＤ４ 基因在不结球白

菜叶片色泽形成中的调控机理提供基础ꎮ
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