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　 　 摘要:　 多蛋白桥梁因子(Ｍｕｌｔｉｐｒｏｔｅｉｎ ｂｒｉｄｇｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ １ꎬＭＢＦ１)作为一类转录共激活因子ꎬ在植物响应高温胁迫

和低温胁迫过程中发挥重要作用ꎮ 本研究在大白菜全基因组中系统鉴定 ＭＢＦ１ 家族基因ꎬ并对其分子特征进行分

析ꎮ 通过生物信息学手段对该家族基因的结构、染色体定位、顺式作用元件、种内与种间共线性关系及编码蛋白质

理化性质、亚细胞定位、蛋白质结构进行全面分析ꎻ并基于转录组测序(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)数据结合实时荧光定量逆转录

ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)技术ꎬ解析其在高温和低温胁迫下的表达模式ꎮ 结果表明ꎬ大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因含有 ６ 个成员

(分别命名为 ＢｒＭＢＦ１￣０１~ＢｒＭＢＦ１￣０６)ꎬ分布于 ５ 条染色体上ꎬ其编码的蛋白质氨基酸数量介于 １２７ ａａ 至 ４５８ ａａꎬ相
对分子量为１４ ０９８.３７~５０ ７９４.７８ꎬ等电点位于９.２５~１０􀆰 １６ꎮ 从该家族基因启动子中鉴定出激素响应、胁迫响应、昼
夜节律调控 ３ 大类顺式作用元件ꎮ 大白菜ＭＢＦ１ 家族基因编码的蛋白质二级结构均包含 α￣螺旋、β￣转角、延伸链及

无规则卷曲ꎬ二级结构组成高度保守ꎬ三级结构构象存在明显多样性ꎮ ３ 对大白菜 ＭＢＦ１ 基因存在片段重复ꎬ同时

大白菜 ＭＢＦ１ 基因与拟南芥 ＭＢＦ１ 基因之间存在种间共线性关系ꎮ 低温胁迫下ꎬ大白菜 ＢｒＭＢＦ１￣０２、ＢｒＭＢＦ１￣０３ 基

因相对表达量下调ꎬ其余 ４ 个 ＭＢＦ１ 基因相对表达量呈先下调后上调趋势ꎻ高温胁迫下ꎬ除 ＢｒＭＢＦ１￣０６ 基因和

ＢｒＭＢＦ１￣０２ 基因外ꎬ另外 ４ 个 ＭＢＦ１ 基因响应迅速ꎬ相对表达量显著上调ꎮ 综上ꎬ本研究结果既为大白菜 ＭＢＦ１ 基

因的功能研究奠定了基础ꎬ也为其抗高温和低温胁迫分子育种提供了基因资源ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｍｕｌｔｉｐｒｏｔｅｉｎ ｂｒｉｄｇｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ １ (ＭＢＦ１)ꎬ ａｓ ａ ｃｌａｓｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒｓꎬ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ
ｉｎ ｐｌａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｈｉｇｈ￣ ａｎｄ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ＭＢＦ１ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｕｓｉｎｇ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｔｏｏｌｓꎬ
ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓꎬ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎｓꎬ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓꎬ ｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｆａｍｉｌｙ

ｇｅｎｅｓꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓꎬ
ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｆｕｒ￣
ｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ (ＲＮＡ￣ｓｅｑ)
ｄａｔａ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｕｎ￣
ｄｅｒ ｈｉｇｈ￣ ａｎｄ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ＭＢＦ１ ｆａｍｉｌｙ
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ｇｅｎｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｓｉｘ ｍｅｍｂｅｒｓ ( ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄ ＢｒＭＢＦ１￣０１ ｔｏ ＢｒＭＢＦ１￣０６ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｏｎ ｆｉｖｅ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ. Ｔｈｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ １２７ ａａ ｔｏ ４５８ ａａ ｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｌｅｎｇｔｈꎬ ｗｉｔｈ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓｅｓ ｆｒｏｍ
１４ ０９８.３７ ｔｏ ５０ ７９４.７８ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ９.２５ ｔｏ １０.１６. Ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｃｏｎｔａｉｎ ｔｈｒｅｅ ｍａｊｏｒ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ: ｈｏｒｍｏｎｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅꎬ ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅꎬ ａｎｄ ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ＭＢＦ１ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ａｌｌ
ｃｏｎｔａｉｎｅｄ α￣ｈｅｌｉｃｅｓꎬ β￣ｔｕｒｎｓꎬ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄｓꎬ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌｓ. Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ. Ｔｈｒｅｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＭＢＦ１ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｃａｂｂａｇｅ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｅｇｍｅｎｔａｌ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ＭＢＦ１ ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ＭＢＦ１ ｇｅｎｅｓ. Ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢｒＭＢＦ１￣０２ ａｎｄ
ＢｒＭＢＦ１￣０３ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｆｏｕｒ ＭＢＦ１ ｇｅｎｅｓ ｆｉｒｓｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｎ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ. Ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ＢｒＭＢＦ１￣０６ ａｎｄ ＢｒＭＢＦ１￣０２
ｇｅｎｅｓꎬ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｆｏｕｒ ＭＢＦ１ ｇｅｎｅｓ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｒａｐｉｄｌｙ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ. Ｉｎ
ｓｕｍｍａｒｙꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｌａｙ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ＭＢＦ１ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ ａｌｓｏ
ｐｒｏｖｉｄｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｆｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｈｉｇｈ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅꎻ ＭＢＦ１ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｈｉｇｈ ｏｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 大白菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌ. ｓｓｐ. ｐｅｋｉｎｅｎｓｉｓ)是 １ ~ ２
年生草本植物ꎬ隶属于十字花科芸薹属ꎬ起源于中

国[１]ꎬ年种植面积约８.０×１０５ ｈｍ２ꎬ约占全国蔬菜种

植面积的 １５％[２]ꎮ 然而ꎬ在大白菜生长发育过程

中ꎬ高温、低温等非生物胁迫常对其造成不利影

响[３]ꎬ严重制约种植效益与生产水平ꎮ 因此ꎬ挖掘

并鉴定抗逆相关基因ꎬ对于选育综合抗性强、高产优

质的大白菜新品种具有重要的理论与实践意义ꎮ 多

蛋白桥梁因子(Ｍｕｌｔｉｐｒｏｔｅｉｎ ｂｒｉｄｇｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ １ꎬＭＢＦ１)
家族是一个转录共激活因子家族ꎬ在进化上高度保

守[４]ꎬ属于螺旋￣转角￣螺旋(ＨＴＨ)超家族ꎬ广泛分布

在动物、植物和微生物中[５￣６]ꎮ ＭＢＦ１ 蛋白首次于家

蚕(Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ)中被发现[７]ꎬ并被鉴定为一类非

ＤＮＡ 结合型转录辅因子ꎬ其分子功能是在转录因子

与基础转录机制之间发挥桥梁作用ꎮ 后续研究结果

表明ꎬ编码该蛋白质的同源基因广泛存在于所有真

核生物中ꎮ ＭＢＦ１ 蛋白结构域包括 Ｎ 端 ＭＢＦ１ 结构

域和 Ｃ 端 ＨＴＨ 结构域ꎬ其中 ＨＴＨ 结构域对于维持

ＭＢＦ１ 的功能活性至关重要[８]ꎮ 长期以来ꎬ前人对

ＭＢＦ１ 家族基因的研究结果表明ꎬ其在生物生长发

育及逆境胁迫应答过程中发挥多样化功能ꎮ 在生长

发育方面ꎬＭＢＦ１ 基因可参与调控开花、产量形成及

种子萌发等过程ꎬ且呈现出广泛而差异化的表达模

式[９]ꎮ 在生物逆境应答中ꎬＭＢＦ１ 蛋白可参与植物

抗病免疫反应ꎬ在转基因番茄中对灰霉病抗性表现

为负调控作用[１０]ꎮ 在非生物胁迫应答方面ꎬＭＢＦ１

蛋白可增强植物对高温、低温、盐、干旱、渗透及重金

属离子等多种非生物胁迫的耐受性[１１￣１３]ꎮ 例如ꎬ
任乾丹等[５] 研究发现ꎬ随着铅(Ｐｂ)离子浓度的增

加ꎬ除 ＨｒＭＢＦ１￣２ 基因外ꎬ其余 ５ 个沙棘 ＭＢＦ１ 家族

基因的表达量总体呈先上升后下降再上升的趋势ꎮ
Ｔｉａｎ 等[１４] 研究发现ꎬ在高温胁迫条件下ꎬ与野生型

小麦株系幼苗相比ꎬＴａＭＢＦ１ｃ 基因过表达小麦株系

幼苗的存活率显著提高ꎮ Ｓａｌｅｈ 等[１５] 的研究结果表

明ꎬＭＢＦ１ 基因在 ２ 个葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ.)品种中

的表达水平均受高温与干旱胁迫诱导上调表达ꎮ
Ｈｕｉ 等[１６]的研究结果表明ꎬ在低温胁迫条件下ꎬ花
椒 ＺａＭＢＦ１ａ 和 ＺａＭＢＦ１ｂ 基因的表达无显著变化ꎬ
ＺａＭＢＦ１ｃ 基因在低温环境中显著下调表达ꎬ且在低

温胁迫 ６ ｈ 后表达受到显著抑制ꎻ邹丽芳[１７] 的研究

结果则表明ꎬ低温胁迫 ０.５ ｈ 时ꎬ芥蓝 ＢｏｃＭＢＦ１ｃ 基

因表达量达到峰值ꎬ随后缓慢下降ꎬ８􀆰 ０ ｈ 时再次升

高ꎮ ＭＢＦ１ 基因可能在大白菜应对高温或低温胁迫

中发挥重要作用ꎬ是抗逆育种的潜在靶点ꎮ 然而ꎬ目
前大白菜 ＭＢＦ１ 基因家族成员及其对温度胁迫的响

应机制尚未明确ꎮ 为此ꎬ本研究利用 Ｂｒａｐａ＿ｖ３.０ 数

据库对大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因进行鉴定和分析ꎬ并
利用转录组和实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ ( ｑＲＴ￣
ＰＣＲ)技术ꎬ研究高温及低温胁迫下 ＭＢＦ１ 基因家族

成员的表达模式ꎬ为 ＢｒＭＢＦ１ 基因的功能研究奠定

基础ꎬ进而为大白菜抗高温或低温胁迫分子育种提

供基因资源ꎮ
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１　 材料与方法

１.１　 ＭＢＦ１ 家族基因的鉴定

本研究从 ＢＲＡＤ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｂｒａｓｓｉ￣
ｃａｄｂ.ｃｎ / ＃ / )下载大白菜 Ｂｒａｐａ＿ｖ３.０ 版本基因组序

列、蛋白质氨基酸序列及注释文件ꎮ 从 Ｐｆａｍ 数据库

(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｆａｍ.ｘｆａｍ.ｏｒｇ / )下载 ＭＢＦ１ 家族基因对应

的隐马尔可夫模型文件(ＨＭＭ ｐｒｏｆｉｌｅꎬＰＦ０８５２３)ꎮ
利用 ＨＭＭＥＲ ３.０ 软件ꎬ以大白菜蛋白质氨基酸序

列为 搜 索 库ꎬ 基 于 ＭＢＦ１ 的 ＨＭＭ 模 型 进 行

ｈｍｍｓｅａｒｃｈ 检索ꎬ筛选Ｅ<０􀆰 ０１ 的碱基序列作为候选

基因ꎬ并记录其基因 ＩＤꎮ 随后通过 ＴＢｔｏｏｌｓ ｖ２.２１０
软件的序列提取功能ꎬ依据候选基因 ＩＤ 从大白菜蛋

白质氨基酸序列集中获取对应的氨基酸序列ꎬ并利

用 ＩＤ Ｓｉｍｐｌｉｆｙ 工具对基因名称进行简化ꎬ最终获得

大白菜 ＭＢＦ１ 基因家族成员ꎮ
１.２　 大白菜 ＭＢＦ１ 蛋白理化性质分析及其亚细胞

定位

　 　 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ ｖ２.２１０ 软件对 ＭＢＦ１ 家族蛋白进

行理化性质分析ꎮ 通过“蛋白参数计算”功能导入

ＭＢＦ１ 蛋白氨基酸序列 ＦＡＳＴＡ 文件ꎬ系统计算各成

员的氨基酸数目、相对分子量、理论等电点、不稳定

指数及总平均亲水性指数等参数ꎮ 同时ꎬ借助在线

工具 Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ /
ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ￣ｍｕｌｔｉ / )对大白菜 ＭＢＦ１ 家族蛋白进行

亚细胞定位预测ꎮ
１.３　 大白菜 ＭＢＦ１ 基因染色体定位及其编码的蛋

白质系统发育分析

　 　 通过 ＴＢｔｏｏｌｓ ｖ２.２１０ 软件的“可视化基因位置”
功能ꎬ结合大白菜全基因组 ＧＦＦ 注释文件与 ＭＢＦ１
家族基因 ＩＤꎬ完成该家族基因成员的染色体定位分

析ꎮ 从 Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｐｌａｎｔｓ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｌａｎｔｓ. ｅｎ￣
ｓｅｍｂｌ.ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ. ｈｔｍｌ)分别下载拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ)、番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)和水稻(Ｏｒｙｚａ
ｓａｔｉｖａ)的 ＭＢＦ１ 蛋白氨基酸序列ꎮ 利用 ＭＥＧＡ １１
ｖ７.０.２６ 软件对大白菜与上述 ３ 个物种的 ＭＢＦ１ 蛋

白进行多序列比对ꎬ采用邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬ
ＮＪ)构建系统发育树ꎬ自展检验值(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)设置为

１ ０００次重复ꎬ并通过 ｉＴＯＬ 在线平台( ｈｔｔｐｓ: / / ｉｔｏｌ.
ｅｍｂｌ.ｄｅ / ｉｔｏｌ.ｃｇｉ)对发育树进行可视化ꎮ
１.４　 大白菜ＭＢＦ１基因启动子顺式作用元件的分析

　 　 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件提取各 ＭＢＦ１ 基因起始密码

子上游２ ０００ ｂｐ 序列作为启动子序列ꎻ将所得序列

提交至 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在线工具(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )进行顺式作

用元件的预测与分析ꎮ
１.５　 大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因结构及编码的蛋白质

保守基序和结构域分析

　 　 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ ｖ２.２１０ 软件的“可视化基因结构”功
能ꎬ结合大白菜全基因组 ＧＦＦ 注释文件与目标基因

ＩＤꎬ完成 ＭＢＦ１ 家族基因结构的可视化分析ꎮ 通过

ＭＥＭＥ 在线平台(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / )对大白菜

ＭＢＦ１ 蛋白氨基酸序列进行保守基序分析ꎬ设置保守

基序最大数量为 １０ꎮ 同时利用 ＮＣＢＩ ＣＤＤ 数据库

( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｃｄｄ.
ｓｈｔｍｌ)对 ＭＢＦ１ 蛋白的保守结构域进行预测ꎮ 最后通

过 ＴＢｔｏｏｌｓ ｖ２.２１０ 软件将系统发育树、基因结构、蛋白

质保守结构域及保守基序整合为关联组合图ꎮ
１.６　 大白菜 ＭＢＦ１ 蛋白二级、三级结构预测

运用在线网站 ＮＰＳ(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ /
ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ ｐａｇｅ ＝ / ＮＰＳＡ / ｎｐｓａ ＿ ｓｏｐｍａ.
ｈｔｍｌ)将鉴定到的大白菜 ＭＢＦ１ 蛋白氨基酸序列分

别进行提交ꎬ 预测其二级结构ꎻ 运用在线网站

ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ) 预

测 ＭＢＦ１ 蛋白的三级结构ꎮ
１.７　 大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因组内、种间共线性分析

　 　 以拟南芥为模式植物ꎬ从 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ￣ｎｅｘｔ.ｊｇｉ.ｄｏｅ. ｇｏｖ / )下载其基因组相

关文件ꎬ提取大白菜与拟南芥的基因及基因组信息ꎮ
利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件的 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｓｙｎｔｅｎｙ Ｐｌｏｔ 工具进行

大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因的种内共线性分析ꎻ通过

Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｃｉｒｃｏｓ 功能完成大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因与

拟南芥 ＭＢＦ１ 家族基因种间共线性分析ꎮ
１.８　 大白菜 ＭＢＦ１ 基因表达模式分析

本研究选用大白菜品种华耐娃娃菜的种子作为

试验材料ꎮ 温汤浸种后ꎬ将均匀饱满的种子播于铺

有滤纸的培养皿中ꎬ在(２５±１) ℃黑暗条件下催芽

４８ ｈꎮ 种子露白后ꎬ播种至装有营养土(体积比为草

炭 ∶ 蛭石＝ ３ ∶ １)的小花盆中进行培育ꎮ 培养条件

为:温度(２５±１) ℃ / １８ ℃ (昼 /夜)ꎬ光周期１４ ｈ / １０
ｈ(昼 /夜)ꎬ光照度 ２００ μｍｏｌ / (ｍ２􀅰ｓ)ꎮ 待幼苗长至

４ 叶 １ 心时ꎬ移入２５ ℃ / １８ ℃ (昼 / 夜ꎬ适宜温度)、
３８ ℃ / ２５ ℃ (昼 /夜ꎬ高温)与４ ℃ / ４ ℃ (昼 /夜ꎬ低
温)的人工气候箱中ꎬ光周期设置为１６ ｈ / ８ ｈ(昼 /
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夜)ꎬ光照度为 ２００ μｍｏｌ / (ｍ２􀅰ｓ)ꎮ 分别于处理 ０
ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 取植株叶片ꎬ置于液氮

中迅速冷冻ꎬ随后存放于－８０ ℃冰箱中备用ꎮ
将低温处理 ３ ｈ、６ ｈꎬ高温处理 ３ ｈ 以及适宜温

度处理 ３ ｈ 的植株叶片样品送至北京百迈客生物科

技有限公司进行转录组测序分析ꎬ测序结果利用

ＴＢｔｏｏｌｓ 软件绘制成表达量热图ꎮ
委托生工生物工程(上海)股份有限公司设计

并合成目的基因特异性实时荧光定量(ｑＰＣＲ)扩增

引物(表 １)ꎮ 以 ＢｒＡｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ对各样品基因

转录水平进行标准化校正ꎮ ｑＰＣＲ 反应总体系为

２０.０ μＬ:ｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μＬꎬ上、下游引物各 ０􀆰 ６
μＬꎬ２×ＦａｓｔＲｅａｌ ｑＰＣＲ ＰｒｅＭｉｘ ( ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ) １０􀆰 ０
μＬꎬ剩余体积以 ｄｄＨ２Ｏ 补足ꎮ 扩增程序为:９５ ℃预

变性 ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火并延伸 １５ ｓꎬ共
４０ 个循环ꎻ熔解曲线分析采用仪器默认程序ꎮ 每个

样本设置 ３ 次生物学重复ꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ法计算并分

析目的基因在不同温度处理下的相对表达水平ꎮ

表 １　 本研究所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因　 　 正向引物(５′→３′) 　 　 　 　 反向引物(５′→３′) 　 　 　 　

ＢｒＭＢＦ１￣０１ ＣＡＴＧＡＧＣＧＴＧＴＧＣＣＴＡＣＴＧＡ ＧＴＴＧＧＧＧＡＴＴＧＣＴＴＴＧＣＣＡＧ

ＢｒＭＢＦ１￣０４ ＧＧＣＴＴＡＧＣＧＧＴＴＣＡＧＡＣＴＧＴ ＴＴＴＣＡＣＣＣＴＡＴＣＣＡＴＣＧＣＣＧ

ＢｒＡｃｔｉｎ ＣＣＡＧＧＡＡＴＣＧＣＴＧＡＣＣＧＴＡＴ ＣＴＧＴＴＧＧＡＡＡＧＴＧＣＴＧＡＧＧＧＡ

２　 结果与分析

２.１　 大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因鉴定及编码蛋白质理

化性质和亚细胞定位

　 　 从表 ２ 可知ꎬ本研究共鉴定到 ６ 个大白菜

ＭＢＦ１ 基因家族成员ꎬ依次命名为 ＢｒＭＢＦ１￣０１ ~
ＢｒＭＢＦ１￣０６ꎮ ＭＢＦ１ 基因编码的蛋白质氨基酸序列

长度 介 于 １２７ ａａ 至 ４５８ ａａꎻ 相 对 分 子 量 介 于

１４ ０９８.３７~５０ ７９４.７８ꎬ其中相对分子量最大的蛋白

质是 ＢｒＭＢＦ１￣０５ꎬ最小的是 ＢｒＭＢＦ１￣０６ꎻ等电点介于

９.２５~１０􀆰 １６ꎬ均为碱性蛋白ꎬＢｒＭＢＦ１￣０５ 蛋白等电点

最小ꎬＢｒＭＢＦ１￣０６ 蛋白等电点最大ꎻ不稳定指数为

３３.００~４８􀆰 ５２ꎬ除 ＢｒＭＢＦ１￣０４ 和 ＢｒＭＢＦ１￣０６ ２ 个蛋白

质外ꎬ其余蛋白质不稳定指数均小于 ４０􀆰 ００ꎬ表明

ＢｒＭＢＦ１ 蛋白整体表现相对稳定ꎻ平均亲水性值皆

为负值ꎬ表明大白菜 ＭＢＦ１ 家族蛋白均为亲水性蛋

白ꎻ亚细胞定位预测发现ꎬ６ 个大白菜 ＭＢＦ１ 蛋白均

位于细胞核ꎮ

表 ２　 大白菜 ＭＢＦ１ 家族蛋白的理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＭＢＦ１ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ

基因

名称 编号　 　 染色体定位

蛋白质

氨基酸序列
长度(ａａ)

相对
分子量 等电点

不稳定
指数

平均亲水
性值

亚细胞
定位

ＢｒＭＢＦ１￣０１ ＢｒａＡ０３ｇ０２２４００.３Ｃ ３ 号染色体 １４２ １５ ６６４.８３ ９.９９ ３８.０４ －０.８７５ 细胞核

ＢｒＭＢＦ１￣０２ ＢｒａＡ０４ｇ００２６４０.３Ｃ ４ 号染色体 １４２ １５ ６０９.９１ ９.９０ ３６.８８ －０.８０４ 细胞核

ＢｒＭＢＦ１￣０３ ＢｒａＡ０５ｇ００３２００.３Ｃ ５ 号染色体 １４２ １５ ６８３.８３ ９.９０ ３５.２０ －０.８８９ 细胞核

ＢｒＭＢＦ１￣０４ ＢｒａＡ０７ｇ００８５８０.３Ｃ ７ 号染色体 １４８ １６ ４２５.１６ ９.９９ ４５.６２ －０.６８４ 细胞核

ＢｒＭＢＦ１￣０５ ＢｒａＡ０７ｇ０２３５４０.３Ｃ ７ 号染色体 ４５８ ５０ ７９４.７８ ９.２５ ３３.００ －０.４６７ 细胞核

ＢｒＭＢＦ１￣０６ ＢｒａＡ０９ｇ０４８９１０.３Ｃ ９ 号染色体 １２７ １４ ０９８.３７ １０.１６ ４８.５２ －０.５７４ 细胞核

等位点>７􀆰 ００ 为碱性蛋白ꎬ等位点<７􀆰 ００ 为酸性蛋白ꎻ不稳定指数≥４０􀆰 ００ 为不稳定蛋白ꎬ不稳定指数<４０􀆰 ００ 为稳定蛋白ꎻ平均亲水性值>０ 为
疏水性蛋白ꎻ平均亲水性值<０ 为亲水性蛋白ꎮ

２.２　 大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因染色体定位及编码蛋

白质系统发育树

　 　 从图 １ 可见ꎬ大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因 ６ 个成员

分布于 ５ 条染色体上ꎬ其中 ＢｒＭＢＦ１￣０１、ＢｒＭＢＦ１￣
０２、ＢｒＭＢＦ１￣０３ 基因分别分布于 ３ 号染色体、４ 号染

色体、 ５ 号染色体上ꎬ且都位于染色体的上臂ꎮ
ＢｒＭＢＦ１￣０６ 基因位于 ９ 号染色体的下臂ꎮ ＢｒＭＢＦ１￣
０４、ＢｒＭＢＦ１￣０５ 基因分别位于 ７ 号染色体的上下臂ꎮ
从大白菜、水稻、番茄、拟南芥 ４ 个物种 ＭＢＦ１ 家族

蛋白(表 ３)构建的系统发育树(图 ２)可知ꎬ除水稻
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ＯｓＭＢＦ１￣０２ 蛋白和大白菜 ＢｒＭＢＦ１￣０５ 蛋白外ꎬ４ 个

物种 ＭＢＦ１ 家族蛋白可以分为 Ａ、Ｂ、Ｃ ３ 个亚家族ꎻ
大白菜 ＭＢＦ１ 家族蛋白可分为 ３ 个组ꎬＢｒＭＢＦ１￣０１、
ＢｒＭＢＦ１￣０２、ＢｒＭＢＦ１￣０３ 及 ＢｒＭＢＦ１￣０６ 为一个组ꎬ

ＢｒＭＢＦ１￣０４ 和 ＢｒＭＢＦ１￣０５ 分别独立成组ꎮ 值得注

意的是ꎬ拟南芥 ＡｔＭＢＦ１￣０３ 蛋白与大白菜 ＢｒＭＢＦ１￣
０４ 蛋白相似度达到 １００％ꎬ表明其亲缘关系相近ꎮ

图 １　 大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因染色体定位结果

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＭＢＦ１ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ

表 ３　 大白菜、番茄、拟南芥、水稻 ＭＢＦ１ 基因家族成员信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＢＦ１ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅꎬ ｔｏｍａｔｏꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ａｎｄ ｒｉｃｅ

物种 基因名称 基因编号 物种 基因名称 基因编号 物种 基因名称 基因编号

大白菜 ＢｒＭＢＦ１￣０１ ＢｒａＡ０３ｇ０２２４００.３Ｃ 水稻 ＯｓＭＢＦ１￣０１ ＬＯＣ＿Ｏｓ０６ｇ３９２４０.１ 番茄　 ＳｌＭＢＦ１￣０５ Ｓｏｌｙｃ１２ｇ０１４２９０.２.１

ＢｒＭＢＦ１￣０２ ＢｒａＡ０４ｇ００２６４０.３Ｃ ＯｓＭＢＦ１￣０２ ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ２７８５０.１ 拟南芥 ＡｔＭＢＦ１￣０１ ＡＴ２Ｇ４２６８０.１

ＢｒＭＢＦ１￣０３ ＢｒａＡ０５ｇ００３２００.３Ｃ 番茄 ＳｌＭＢＦ１￣０１ Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０４７４０.３.１ ＡｔＭＢＦ１￣０２ ＡＴ３Ｇ５８６８０.１

ＢｒＭＢＦ１￣０４ ＢｒａＡ０７ｇ００８５８０.３Ｃ ＳｌＭＢＦ１￣０２ Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０４７４０.３.２ ＡｔＭＢＦ１￣０３ ＡＴ３Ｇ２４５００.１

ＢｒＭＢＦ１￣０５ ＢｒａＡ０７ｇ０２３５４０.３Ｃ ＳｌＭＢＦ１￣０３ Ｓｏｌｙｃ０９ｇ０５５４７０.１.１

ＢｒＭＢＦ１￣０６ ＢｒａＡ０９ｇ０４８９１０.３Ｃ ＳｌＭＢＦ１￣０４ Ｓｏｌｙｃ１０ｇ００７３５０.４.１

２.３　 大白菜 ＭＢＦ１ 基因启动子顺式作用元件

　 　 基因启动子顺式作用元件在基因转录调控过程

中发挥重要作用ꎮ 大白菜 ＭＢＦ１ 基因启动子顺式作

用元件如图 ３ 示ꎬ对其简化整理发现ꎬ可以分为 ３ 大

类:激素响应相关元件、胁迫响应元件以及昼夜节律

调控元件ꎮ 激素响应元件有 ６ 种ꎬ胁迫响应元件有 ５
种ꎬ昼夜节律调控元件为 １ 种ꎮ 其中ꎬ从 ＢｒＭＢＦ１￣０４
基因中鉴定出的顺式作用元件数量最多ꎬ主要为茉莉

酸甲酯响应调控元件(ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ)８ 个ꎬ脱落酸响

应元件(ＡＢＲＥ)５ 个ꎬ干旱诱导 ＭＹＢ 结合位点(ＭＢＳ)
３ 个ꎬ低温响应元件(ＬＴＲ)３ 个ꎻ从 ＢｒＭＢＦ１￣０３ 中鉴定

出的顺式作用元件数量最少ꎬ仅包括干旱诱导 ＭＹＢ
结合位点(ＭＢＳ)１ 个、厌氧诱导必需调控元件(ＡＲＥ)

１ 个ꎮ 据此推测ꎬＭＢＦ１ 家族基因极有可能参与大白

菜的激素响应以及胁迫响应等生物学过程ꎮ
２.４　 大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因结构及编码蛋白结构

本研究对大白菜 ＭＢＦ１ 基因家族 ６ 个成员的基

因结构进行了分析ꎬ结果(图 ４Ａ)显示ꎬ大部分成员

的基因结构较为保守: ＢｒＭＢＦ１￣０１、 ＢｒＭＢＦ１￣０２、
ＢｒＭＢＦ１￣０３ 和 ＢｒＭＢＦ１￣０６ 的基因序列长度为８００~
１ ２００ ｂｐꎬ且外显子￣内含子排列模式相似ꎮ 相比之

下ꎬＢｒＭＢＦ１￣０５ 的基因结构与其他基因差异显著ꎬ其
序列长度明显大于其他基因ꎬ且外显子和内含子数

量显著增多ꎻ而 ＢｒＭＢＦ１￣０４ 的基因序列长度最短ꎬ
不足 ５００ ｂｐꎬ仅包含 １ 个外显子ꎬ无内含子结构ꎮ 从

图４Ｂ可见ꎬ大白菜ＭＢＦ１家族蛋白中共鉴定出１０
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●:番茄ꎻ■:拟南芥ꎻ▲:水稻ꎻ★:大白菜ꎮ
图 ２　 ４ 个物种 ＭＢＦ１ 家族蛋白进化树

Ｆｉｇ.２　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ｏｆ ＭＢＦ１ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

个保守基序(ｍｏｔｉｆ)ꎬ除 ＢｒＭＢＦ１￣０５ 蛋白外ꎬ其余家

族成员 ｍｏｔｉｆ 组成相似ꎬ都包含 ｍｏｔｉｆ１、ｍｏｔｉｆ２、ｍｏｔｉｆ４ꎮ
ＢｒＭＢＦ１￣０２ 蛋白特有 ＨＴＨ 结构域ꎬＢｒＭＢＦ１￣０５ 蛋白

特有核糖体(Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ)结构域ꎮ
２.５　 大白菜ＭＢＦ１家族蛋白二级结构、三级结构预测

　 　 大白菜 ＭＢＦ１ 蛋白二级结构主要包括 α 螺旋、β
转角、延伸链及无规则卷曲ꎬ６ 个 ＢｒＭＢＦ１ 蛋白均包

含这 ４ 种二级结构元件ꎬ其中 α￣螺旋和无规卷曲为

主要结构元件 (图 ５Ａ)ꎮ ＢｒＭＢＦ１￣０１、ＢｒＭＢＦ１￣０２、
ＢｒＭＢＦ１￣０３、 ＢｒＭＢＦ１￣０６ 蛋 白 三 级 结 构 相 似ꎬ 而

ＢｒＭＢＦ１￣０４ 和 ＢｒＭＢＦ１￣０５ 蛋白三级结构与其他蛋

白质存在显著差异ꎬ具有特异性(图 ５Ｂ)ꎮ 综上ꎬ大
白菜 ＭＢＦ１ 家族蛋白的二级结构高度保守ꎬ而三级

结构构象存在明显多样性ꎮ
２.６　 大白菜ＭＢＦ１家族基因种内及种间共线性分析

从图 ６Ａ 可知ꎬ在大白菜基因组中ꎬ存在 ３ 个共线

性基因对ꎬ这 ３ 个基因对位于 ３ 号、４ 号、７ 号、９ 号染

色体上ꎮ 从图 ６Ｂ 可知ꎬ大白菜 ５ 条染色体上的 ６ 个

基因分别与拟南芥 ２ 号、５ 号染色体上的 ３ 个基因配

对ꎬ共存在 １０ 个共线性基因对ꎮ 这表明ꎬ双子叶植物

内部进化可能具有一定的保守性ꎬ大白菜 ＭＢＦ１ 基因

与拟南芥 ＭＢＦ１ 基因的亲缘关系较近ꎮ
２.７　 大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因在高温和低温胁迫下

的表达

２.７.１　 转录组测序(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)数据分析　 从图 ７ 可

知ꎬ在高温和低温胁迫下ꎬ大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因有

不同程度的响应ꎮ 与常温处理相比ꎬＢｒＭＢＦ１￣０１、
ＢｒＭＢＦ１￣０４、ＢｒＭＢＦ１￣０５ 和 ＢｒＭＢＦ１￣０６ 基因在低温

胁迫处理３~ ６ ｈ 时相对表达量呈先下调后上调趋

势ꎬＢｒＭＢＦ１￣０２ 和 ＢｒＭＢＦ１￣０３ 基因在低温胁迫后 ３
ｈ 和 ６ ｈ 相对表达量下降(图 ７Ａ)ꎮ 除 ＢｒＭＢＦ１￣０２
基因外ꎬＢｒＭＢＦ１￣０１~ＢｒＭＢＦ１￣０５ 基因在高温胁迫下

相对表达量均显著上调ꎬＢｒＭＢＦ１￣０６ 基因表达量未

被检测到ꎬ推测其可能不响应高温胁迫(图 ７Ｂ)ꎮ
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Ａ:启动子顺式作用元件可视化ꎻＢ:启动子顺式作用元件分布热图ꎮ
图 ３　 大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因启动子顺式作用元件分析结果

Ｆｉｇ.３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｏｆ ＭＢＦ１ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ

Ａ:ＢｒＭＢＦ１ 基因结构分析ꎻＢ:ＢｒＭＢＦ１ 蛋白 ｍｏｔｉｆ 分析ꎮ
图 ４　 大白菜 ＢｒＭＢＦ１ 基因结构与 ＢｒＭＢＦ１ 蛋白 ｍｏｔｉｆ 分析结果

Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＢｒＭＢＦ１ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ＢｒＭＢＦ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ
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Ａ:大白菜 ＢｒＭＢＦ１ 蛋白二级结构预测ꎻＢ:大白菜 ＢｒＭＢＦ１ 蛋白三维结构预测ꎮ
图 ５　 大白菜 ＭＢＦ１ 蛋白结构预测结果

Ｆｉｇ.５　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＭＢＦ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅｅ

Ａ:大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因种内共线性关系ꎻＢ:大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因和拟南芥 ＭＢＦ１ 家族基因种间共线性关系ꎮ Ａｔ￣０１~Ａｔ￣０５ 为拟南芥染

色体ꎻＢｒ￣０１~Ｂｒ￣１０ 为大白菜染色体ꎮ
图 ６　 大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因种内、种间共线性分析结果

Ｆｉｇ.６　 Ｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＭＢＦ１ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ
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Ａ:低温胁迫下 ＢｒＭＢＦ１ 基因表达量ꎻＢ:高温胁迫下 ＢｒＭＢＦ１ 基因表达量ꎮ ＮＴ￣１、ＮＴ￣２、ＮＴ￣３ 为常温处理的 ３ 次生物学重复ꎻＬＴ３￣１、ＬＴ３￣２、
ＬＴ３￣３ 为低温胁迫处理 ３ ｈ 的 ３ 次生物学重复ꎻＬＴ６￣１、ＬＴ６￣２、ＬＴ６￣３ 为低温胁迫处理 ６ ｈ 的 ３ 次生物学重复ꎻＨＴ￣１、ＨＴ￣２、ＨＴ￣３ 为高温胁迫处

理的 ３ 次生物学重复ꎮ
图 ７　 不同温度处理下大白菜 ＭＢＦ１ 基因的表达量

Ｆｉｇ.７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＢＦ１ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２.７.２　 实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)验证　
对大白菜 ＭＢＦ１ 基因家族部分成员进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验

证ꎬ高温胁迫 １２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 取样均处于昼温 ３８ ℃
时段ꎮ 结果(图 ８)显示ꎬ在低温胁迫条件下ꎬＢｒＭＢＦ１￣
０１ 基因相对表达量先下调ꎬ随着胁迫时间延长缓慢

上调ꎬ并在 ２４ ｈ 时达到峰值ꎬ然后再次下调(图 ８Ａ)ꎻ
ＢｒＭＢＦ１￣０４ 基因相对表达量在低温胁迫 ３ ｈ 时与对

照相比下调ꎬ随后在胁迫 ６ ｈ 时表达量极显著上调

(Ｐ<０.０００ １)ꎬ相比常温对照表达量增加 １６ 倍ꎬ随后

逐渐下调(图 ８Ｂ)ꎮ 在高温胁迫条件下ꎬ与常温对照

相比ꎬＢｒＭＢＦ１￣０１ 基因在胁迫３~ ４８ ｈ 表达量均极显

著上调(Ｐ<０􀆰 ００１ ０、Ｐ<０.０００ １)ꎬ在 １２ ｈ 时达到峰值

(图 ８Ｃ)ꎻ与常温对照相比ꎬＢｒＭＢＦ１￣０４ 基因在高温胁

迫３~ ４８ ｈ 表达量均极显著上调 (Ｐ< ０􀆰 ０１０ ０、Ｐ<
０.０００ １)ꎬ在高温胁迫 ３ ｈ 时迅速达到峰值ꎬ随后下调

(图 ８Ｄ)ꎮ 值得注意的是ꎬ与基因 ＢｒＭＢＦ１￣０１ 相比ꎬ
ＢｒＭＢＦ１￣０４ 响应低温及高温胁迫更快、更显著ꎬ这与

转录组测序(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)数据一致ꎻ在高温胁迫３~４８ ｈ
期间ꎬＢｒＭＢＦ１￣０１ 基因呈先上升后下降的表达趋势ꎬ
而 ＢｒＭＢＦ１￣０４ 基因则呈先下降后上升的表达趋势ꎮ

３　 讨 论

本研究通过对大白菜全基因组分析ꎬ共鉴定出

６ 个 ＭＢＦ１ 基因ꎬ根据其在 ５ 条染色体上的位置ꎬ分

别命名为 ＢｒＭＢＦ１￣０１ ~ ＢｒＭＢＦ１￣０６ꎮ 与其他物种相

比ꎬ大白菜 ＭＢＦ１ 家族基因数量多于拟南芥 ( ３
个) [６]、苜蓿 (Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ) ( ３ 个) [１８]、马铃薯

(Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ) ( ４ 个) [１９]、夏栎 (Ｑｕｅｒｃｕｓ ｒｏ￣
ｂｕｒ) ( ２ 个) [２０]ꎬ与沙棘 ＭＢＦ１ 家族基因数量相

同[５]ꎮ 所有 ＢｒＭＢＦ１ 蛋白均定位于细胞核ꎬ这与拟

南芥 ＭＢＦ１ 蛋白的亚细胞定位模式一致[２１]ꎬ但区别

于沙棘(定位于细胞核＋细胞质) [５]、花椒(仅定位于

细胞质) [１６]、马铃薯(定位于细胞核＋细胞质) [１９] 等

物种 ＭＢＦ１ 蛋白ꎮ 研究结果表明ꎬＭＢＦ１ 蛋白的亚

细胞定位并非固定不变ꎬ其可在细胞质与细胞核间

动态穿梭ꎬ且受植物发育阶段、转录因子互作及环境

胁迫的协同调控[２２]ꎮ 大白菜 ＭＢＦ１ 家族蛋白均定

位于细胞核ꎬ这一特征可能与其作为转录共激活因

子、直接参与核内基因转录调控的核心功能相关ꎮ
这类蛋白质无需进行胞质￣核穿梭ꎬ即可快速响应胁

迫信号[２３]ꎬ也为其在高温和低温胁迫下的快速响应

提供了结构基础ꎮ 从基因结构、蛋白质结构、系统发

育树分析等结果可知ꎬ大白菜、拟南芥、番茄、水稻的

ＭＢＦ１ 蛋白可分为 ３ 个亚家族ꎬ大白菜 ＭＢＦ１ 蛋白与

拟南芥 ＭＢＦ１ 蛋白聚类关系更近ꎮ 大白菜 ＭＢＦ１ 蛋

白可分为 ３ 个组ꎬＢｒＭＢＦ１￣０１、ＢｒＭＢＦ１￣０２、ＢｒＭＢＦ１￣
０３ 及 ＢｒＭＢＦ１￣０６ 为一组ꎬ该组蛋白质外显子数量均

为 ４ 个ꎬ且都含有 ｍｏｔｉｆ１、ｍｏｔｉｆ２ 和 ｍｏｔｉｆ４ 保守基序ꎬ
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图 Ａ、图 Ｂ 为低温胁迫处理ꎻ图 Ｃ、图 Ｄ 为高温胁迫处理ꎮ 图 Ａ 和图 Ｂ 中ꎬＣＫ 表示低温胁迫 ０ ｈ(对照)ꎻＬＴ３ 表示低温胁迫 ３ ｈꎻＬＴ６ 表示低温

胁迫 ６ ｈꎻＬＴ１２ 表示低温胁迫 １２ ｈꎻＬＴ２４ 表示低温胁迫 ２４ ｈꎻＬＴ４８ 表示低温胁迫 ４８ ｈꎮ 图 Ｃ 和图 Ｄ 中ꎬＣＫ 表示高温胁迫 ０ ｈ(对照)ꎻＨＴ３ 表

示高温胁迫 ３ ｈꎻＨＴ６ 表示高温胁迫 ６ ｈꎻＨＴ１２ 表示高温胁迫 １２ ｈꎻＨＴ２４ 表示高温胁迫 ２４ ｈꎻＨＴ４８ 表示高温胁迫 ４８ ｈꎮ 图柱上星号表示对照

组与处理组之间差异的显著性水平(∗∗∗∗:Ｐ<０.０００ １、∗∗∗:Ｐ<０􀆰 ００１ ０、∗∗:Ｐ<０􀆰 ０１０ ０、∗:Ｐ<０􀆰 ０５０ ０)ꎮ
图 ８　 高温和低温胁迫下 ＢｒＭＢＦ１￣０１ 和 ＢｒＭＢＦ１￣０４ 基因相对表达量

Ｆｉｇ.８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢｒＭＢＦ１￣０１ ａｎｄ ＢｒＭＢＦ１￣０４ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

蛋白质三级结构也具有高度相似性ꎬ显示其亲缘关

系更近ꎻＢｒＭＢＦ１￣０４ 蛋白和 ＢｒＭＢＦ１￣０５ 蛋白分别独

立成组ꎬ其中 ＢｒＭＢＦ１￣０４ 无其他家族成员聚类ꎬ外
显子数量与其他组存在显著差异ꎮ 研究发现ꎬＭＢＦ１
家族成员中 ＭＢＦ１ｃ 为单独一类[４ꎬ２４]ꎬ本研究中

ＢｒＭＢＦ１￣０４ 独立成组ꎬ与该研究结论一致ꎬ推测

ＢｒＭＢＦ１￣０４ 即为大白菜中的 ＭＢＦ１ｃ 同源基因ꎮ 大

白菜 ＢｒＭＢＦ１￣０４ 蛋白与拟南芥 ＡｔＭＢＦ１￣０３ 蛋白的

亲缘相似度达到 １００％ꎬ而拟南芥 ＡｔＭＢＦ１ｃ (即

ＡｔＭＢＦ１￣０３)蛋白是植物热胁迫应答的关键调节因

子[２５]ꎬＡｔＭＢＦ１ｃ 基因启动子含多个热休克响应元件

(ＨＳＥ)和其他胁迫响应元件ꎬ可受热胁迫快速诱导

表达ꎮ 生物在未经过预先温和热胁迫诱导、未获得

热驯化的情况下ꎬ本身固有的、基础的耐高温能力被

称为基础性耐热性[２６]ꎮ 研究发现ꎬ过表达 ＡｔＭＢＦ１ｃ
基因拟南芥幼苗的基础耐热性明显高于野生型[２５]ꎬ
而 ＡｔＭＢＦ１ｃ 基因敲除突变体表现出耐热性缺陷表

型ꎬ低水平过表达 ＡｔＭＢＦ１ｃ 基因可回补其热敏感表

型[６ꎬ１３]ꎮ 此外ꎬ将芥蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎ￣
ｓｉｓ)ＢｏｃＭＢＦ１ｃ 基因在拟南芥中过表达ꎬ可明显提高

植株的耐热性[１７]ꎮ 由此推测ꎬ大白菜 ＢｒＭＢＦ１￣０４
基因行使功能可能与 ＡｔＭＢＦ１ｃ 相似ꎬ即作为热胁迫

应答的关键调节因子ꎬ参与调控大白菜的基础性耐

热性ꎮ
转录因子是一种调控基因表达的蛋白质因

子[２７]ꎬ通过与基因上游的启动子顺式作用元件相互

作用调控基因表达ꎬ从而使植物对逆境胁迫产生响

应[２８￣２９]ꎮ 大白菜 ＭＢＦ１ 基因启动子含有 ３ 类顺式作

用元件:激素响应元件、胁迫响应元件、昼夜节律调

控元件ꎬ这表明大白菜 ＭＢＦ１ 基因可能在生长发育

以及逆境胁迫响应方面发挥作用ꎮ ＭＢＦ１ 基因的表

达模式与其功能具有显著相关性ꎬ这一规律在不同

物种的高温或低温胁迫响应中已得到验证ꎮ 芥蓝

ＢｏｃＭＢＦ１ｃ 基因(与 ＡｔＭＢＦ１ｃ 基因同源)在低温(４
℃)胁迫下表达量呈先上升后下降再上升的波动趋

势ꎬ且表达量变化幅度低于高温胁迫[１７]ꎻ紫花苜蓿

ＭｓＭＢＦ１ｃ 基因启动子含 ＨＳＥ 热休克响应元件ꎬ在高

温(４２ ℃)胁迫处理 １ ｈ 后驱动 β￣葡萄糖苷酸酶

(ＧＵＳ)基因上调表达ꎬ过表达该基因后植株耐热性

显著提升[１８]ꎮ 本研究通过 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 测定和 ｑＲＴ￣
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ＰＣＲ 验证发现ꎬＢｒＭＢＦ１ 基因在高温胁迫和低温胁

迫下的响应模式既符合家族保守特征ꎬ又体现了大

白菜的物种特异性:低温胁迫下ꎬ除 ＢｒＭＢＦ１￣０２、
ＢｒＭＢＦ１￣０３ 外ꎬ其余 ４ 个基因相对表达量呈先下降

后上升的趋势ꎬ即低温胁迫 ３ ｈ 时表达量下降ꎬ胁迫

６ ｈ 时表达量上升ꎬ其中 ＢｒＭＢＦ１￣０４ 基因在低温胁

迫 ６ ｈ 时表达量显著高于其他成员ꎬ这一现象可能

与其启动子含 ３ 个低温响应元件(ＬＴＲ)密切相关ꎬ
而其他成员仅含 １ 个或不含有 ＬＴＲꎬ顺式作用元件

的数量差异可能导致其低温响应强度不同ꎻ高温胁

迫下ꎬ除 ＢｒＭＢＦ１￣０２ 及 ＢｒＭＢＦ１￣０６ 基因外ꎬ其余成

员均快速响应ꎬ这与青杄[３０]、小麦[１４] 等物种 ＭＢＦ１
基因高温快速诱导的保守模式相似ꎬ且 ＢｒＭＢＦ１￣０４
基因启动子含有多种响应元件ꎬ响应高温胁迫更显

著ꎬ这可能与 ＭＢＦ１ｃ 类基因属于响应高温胁迫的转

录因子有关[３１]ꎮ 在高温胁迫处理 ３~４８ ｈꎬＢｒＭＢＦ１￣
０１ 基因与 ＢｒＭＢＦ１￣０４ 基因表达模式不同ꎬ这可能与

二者的分属组别、顺式作用元件分布及编码的蛋白

质结构的差异相关ꎮ ＢｒＭＢＦ１￣０４ 是高温胁迫响应的

关键基因ꎬ其启动子含有丰富的胁迫响应元件ꎬ编码

的蛋白质结构特异ꎬ高温胁迫响应迅速ꎬ仅 ３ ｈ 便达

表达峰值ꎮ 与之相比ꎬＢｒＭＢＦ１￣０１ 基因启动子胁迫

响应元件较少ꎬ需经 １２ ｈ 高温胁迫信号积累方可激

活ꎬ表现出显著的转录延迟特征ꎮ 二者在高温胁迫

下表达模式上的显著差异ꎬ明确界定了大白菜

ＭＢＦ１ 家族基因在高温胁迫应答过程中的功能分

化ꎮ

４　 结 论

大白菜 ＭＢＦ１ 基因家族 ６ 个成员同一类群基因

结构相似ꎬ种内存在片段重复ꎬ与拟南芥 ＭＢＦ１ 基因

种间共线性显著ꎬ体现十字花科进化的保守性ꎮ 该家

族基因可分为 ３ 个组ꎬ其中 ＢｒＭＢＦ１￣０４ 基因与拟南芥

ＡｔＭＢＦ１￣０３ 基因亲缘关系高度相似ꎻ该基因对高温和

低温胁迫的响应快ꎬ且表达量显著提升ꎬ因此推测其

为大白菜响应高温和低温胁迫的核心基因ꎮ 目前ꎬ大
白菜 ＭＢＦ１ 基因调控高温和低温胁迫响应的分子机

制及其具体路径尚未明确ꎬ是未来需深入探讨的课

题ꎮ
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