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白菜型冬油菜 ＮＣＥＤ３ 基因、
启动子的克隆及其表达分析
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摘　 要:从 ２ 个不同抗寒性的冬油菜品种中克隆了 ＮＣＥＤ３ 基因及其启动子序列ꎬ并分析其在叶片和根中的表

达ꎬ研究 ＮＣＥＤ３ 基因在冬油菜中的作用机理ꎮ 结果表明ꎬ陇油 ６ 号的 ＮＣＥＤ３ 基因开放阅读框(ＯＲＦ)长度为 １ ７９４
ｂｐꎬ编码 ５９７ 个氨基酸ꎬ分子量 ６５.７４ ｋＤꎬ理论等电点为 ５.８１ꎻ天油 ２ 号的 ＯＲＦ 与其长度相同ꎬ分子量为 ６５.７８ ｋＤꎬ理
论等电点为 ５.９４ꎮ ２ 个蛋白都是亲水蛋白ꎬ具有疏水峰ꎮ 根据预测ꎬ启动子具有生物过程中常见的顺式作用元件如

ＣＡＡＴ－ｂｏｘ 等、分生组织表达 ＣＡＴ－ｂｏｘ 相关的顺式作用元件、－３０ ＴＡＴＡ ｂｏｘ 附近的核心启动子元件等ꎬ还有 ＡＢＲＥ、
ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ、ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ、ＴＧＡＣＧ－ｅｌｅｍｅｎｔ 等激素响应元件ꎬ此外ꎬ还鉴定出低温响应元件(ＬＴＲ)ꎮ ２ 个品种启动子

序列的相似度为 ９９.３８％ꎬ只有 １ 个不同的顺式作用元件ꎬ即 ｃｉｒｃａｄｉａｎꎬ推测其与昼夜节律相关ꎮ 低温、ＰＥＧ 及 ＡＢＡ 处理

后 ＮＣＥＤ３ 在叶片和根中的表达均高于对照ꎬ增加范围为 ０.０７~６.４８ꎬ且均于 ８ ｈ 达到峰值ꎮ 与根系的表达特性相比ꎬ胁
迫处理后叶片的基因表达均在 ２ ｈ 显著升高ꎬ天油 ２ 号的升高幅度(１.５４~６.００)均大于陇油 ６ 号(０.０４~１.９５)ꎮ

关键词:ＮＣＥＤ３ 基因ꎻ白菜型冬油菜ꎻ抗寒性ꎻ启动子克隆ꎻ序列分析ꎻ胁迫ꎻ基因相对表达量

中图分类号:Ｓ５６５.４ꎻＱ７８５　 　 文献标志码:Ａ

Ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ＮＣＥＤ３ ｆｒｏｍ ｗｉｎｔｅｒ ｒａｐｅｓｅｅｄ (Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌ.)

ＷＵ Ｊｕｎｙａｎ１ꎬ ＭＡ Ｌｉ１ꎬ ＦＡＮＧ Ｙａｎ１ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙａｈｏｎｇ２ꎬ ＭＡ Ｘｕｅｃａｉ１ꎬ
ＬＩＵ Ｌｉｊｕｎ１ꎬ ＮＩＵ Ｚａｏｘｉａ１ꎬ ＬＩ Ｘｕｅｃａｉ１ꎬ ＬＩ Ａｉｇｕｏ３ꎬ ＳＵＮ Ｗａｎｃａｎｇ１

(１. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇｒｏｎｏｍｙꎬ Ｇａｎｓｕ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｒａｐｅｓｅｅｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ
ｏｆ Ｇａｎｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｌａｎｚｈｏｕꎬ Ｇａｎｓｕ ７３００７０ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

２. Ｔｉａｎｓｈｕｉ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｔｉａｎｓｈｕｉꎬ Ｇａｎｓｕ ７４１００１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
３. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｄｒｙ Ｆａｒｍｉｎｇꎬ Ｈｅｂｅｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｈｅｎｇｓｈｕｉꎬ Ｈｅｂｅｉ ０５３５００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＮＣＥＤ３ ｇｅｎｅ ｉｎ ｗｉｎｔｅｒ ｒａｐｅｓｅｅｄ (Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌ.)ꎬ ｗｅ ｃｌｏｎｅｄ ＮＣＥＤ３
ｆｒｏｍ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｄ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｗｉｎｔｅｒ ｒａｐｅｓｅｅｄｓ ｃｕｌｔｉｖａｒｓꎬ ａｌｉｇｎｅｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｒｏｏｔｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｏｆ ＮＣＥＤ３ ｈａｄ １ ７９４ ｂｐ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ５９７ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ. ＮＣＥＤ３ ｆｒｏｍ Ｌｏｎｇｙｏｕ ６ ｈａｄ ａ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｏｆ ６５.７４ ｋＤ ａｎｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ５.８１
ｗｈｉｌｅ ｉｔ ｆｒｏｍ Ｔｉａｎｙｏｕ ２ ｗａｓ ６５.７８ ｋＤ ａｎｄ ５.９４. Ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ａ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ
ｐｅａｋ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣＥＤ３ ｆｒｏｍ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓꎬ ｓｏｍｅ ｂａｓｅｓ ｃｈａｎｇｅｄ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｈａｄ ｓｕｃｈ ｈｏｒｍｏｎｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｓ ＡＢＲＥꎬ ＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆꎬ ａｎｄ
ＴＧＡＣＧ￣ｅｌｅｍｅｎｔ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ ｅｌｅｍｅｎｔ (ＬＴＲ)ꎬ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

收稿日期:２０２０￣０２￣１９　 　 　 　 　 修回日期:２０２０￣０８￣０３
基金项目:甘肃省自然科学基金(１７ＪＲ５ＲＡ１４９)ꎻ国家现代农业产业技术体系(ＣＡＲＳ－１２)ꎻ甘肃省重大专项( １７ＺＤ２ＮＡ０１６－４)ꎻ甘肃省现

代农业产业技术体系( ＧＡＲＳ－ＴＳＺ－１)
作者简介:武军艳(１９８１－ )ꎬ女ꎬ甘肃平川人ꎬ副教授ꎬ主要从事油菜的抗逆遗传育种研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｗｕｊｕｎｙ＠ ｇｓａｕ.ｅｄｕ.ｃｎ
通信作者:孙万仓(１９５７－ )ꎬ男ꎬ甘肃会宁人ꎬ教授ꎬ主要从事油菜抗逆遗传育种研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:１８２９３１２１８５１ ＠ １６３.ｃｏｍ.ｃｎ



ｅｌｅｍｅｎｔ (ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ) ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｗａｓ ９９.３８％ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｏｎｌｙ ｏｎｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｉｓ ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ｃｉｒｃａｄｉａｎꎬ ｗａｓ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ｉｎ ｔｈｅｍ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＮＣＥＤ３ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｒｏｏｔｓ ａｆｔｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ＰＥＧꎬ ａｎｄ ＡＢＡ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ａｎ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０.０７~６.４８ꎬ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ａ ｐｅａｋ ａｔ ８ ｈ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ２ ｈ ａｆｔｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｒａｎｇｅ ｉｎ Ｔｉａｎｙｏｕ ２ (１.５４
~６.００) ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ Ｌｏｎｇｙｏｕ ６ (０.０４~１.９５).

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ＮＣＥＤ３ ｇｅｎｅꎻ ｗｉｎｔｅｒ ｒａｐｅｓｅｅｄꎻ ｃｏｌｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎻ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｒｅｌ￣
ａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 白菜型冬油菜是一种新选育的强冬性油菜ꎬ可在

极端低温为－２０℃ ~ －３２℃的地区种植[１－２]ꎬ它的成功

选育使得我国北方地区农田冬季具有了覆盖作物ꎬ为
北方耕作制度改革带来益处ꎮ 在我国北方ꎬ冬油菜于

８ 月中旬—９ 月上旬播种ꎬ次年 ３ 月中、下旬返青ꎬ５ 月

下旬开始收获ꎬ收获后可复种其他作物(玉米、马铃

薯、向日葵、荞麦、蔬菜等)ꎬ具有显著的经济效益ꎮ 其

次ꎬ种植冬油菜可充分利用北方的光热资源ꎬ将北方

传统的一年一熟模式转变为两年三熟模式[３]ꎬ增加冬

季土地覆盖ꎬ避免春耕ꎬ减少农田土壤表面灰尘[４]ꎬ而
农田表面灰尘是沙尘暴沙尘的重要来源ꎮ

脱落酸(Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬＡＢＡ)与植物的多种抗逆

性有关[５]ꎮ 在高等植物中ꎬＡＢＡ 生物合成主要通过

间接途径进行ꎬ在此合成途径中有多种酶参与[５]ꎬ
其中 ９－ｃｉｓ 环氧类胡萝卜素双加氧酶(ＮＣＥＤ)基因

是关键的限速基因[６－７]ꎮ 因此ꎬ在许多植物中 ＮＣＥＤ
均被克隆[８－１１]ꎮ 拟南芥基因组中编码 ＮＣＥＤ 的同源

基因有 ９ 个ꎬ其中 ＡｔＮＣＥＤ３ 基因的表达可由干旱胁

迫诱导[１２]ꎻＡｔＮＣＥＤ３ 过表达可提高转基因植物对脱

水胁迫的耐受性ꎬ这表明 ＡｔＮＣＥＤ３ 的诱导调节了

ＡＢＡ 在脱水过程中的积累[１３]ꎮ 干旱胁迫后ꎬ烟草

的 ＮＣＥＤ３ 基因表达上调ꎬＡＢＡ 含量增加[１４]ꎮ 关于

ＮＣＥＤ 基因在不同胁迫条件下的表达调控及其作用

的研究也有很多报道[１５－１６]ꎮ
研究发现ꎬ越冬前随着温度逐渐降低ꎬ白菜型

冬油菜的叶片逐渐变黄ꎬＡＢＡ 含量增加[１７]ꎬ至越冬

期叶片完全干枯ꎬ次年返青后自生长点重新长出心

叶而完成生殖生长(图 １)ꎮ 因此ꎬ本研究克隆了白

菜型冬油菜的 ＮＣＥＤ３ 基因及启动子序列ꎬ比较其与

甘蓝型油菜的差异ꎬ并分析了不同胁迫处理条件下

ＮＣＥＤ３ 的表达特性ꎬ为了解 ＮＣＥＤ３ 基因的表达调

控和 ＮＣＥＤ３ 启动子的结构特征ꎬ培育新的抗逆油菜

品种奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

选用 ２ 个抗寒性不同的白菜型冬油菜品种ꎮ 陇

油 ６ 号为超强抗寒性品种ꎬ可在我国北方极端低温

为－２０℃ ~ －３２℃的地区安全越冬ꎬ２０１０ ― ２０１７ 年

多点平均越冬率为 ９０％ꎻ天油 ２ 号为强抗寒性品种ꎬ
可在甘肃天水等地极端低温为－２０℃ 的地区种植ꎬ
２０１０ ― ２０１７ 年多点平均越冬率为 ６０％[１ꎬ３]ꎮ

选取饱满的上述油菜种子发芽ꎬ发芽后将材料播

种于 １０ ｃｍ×１０ ｃｍ 的营养钵中ꎬ至幼苗生长至 ５ 片

叶ꎬ置于低温培养箱中ꎬ４℃培养 １０ ｈ 后ꎬ采集叶片用

于 ＲＮＡ 的提取ꎮ
１.２　 基因及启动子克隆

参照马骊等[１８]方法提取 ＲＮＡ 并合成 ｃＤＮＡ 第

一链ꎮ 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的在甘蓝型油菜 Ａ３ 染

色体上的 ＮＣＥＤ３ (登陆号:ＬＯＣ１０３８７００２５)基因的

序列ꎬ在白菜型油菜基因组中寻找匹配序列ꎬ用匹

配序列作模板ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设计引物(引物

序 列: ＡＴＧＡＣＴＴＣＴＴＴＣＡＣＧＧＣＧＡＣＴꎬ ＴＴＡＣＡＣＣＴ￣
ＧＡＴＴＣＧＣＣＡＡＧＴ)克隆基因ꎮ
１.３　 序列分析

利用 ＮＣＢＩ 网站的软件 ＢＬＡＳＴ 和 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ
进行核苷酸序列比较和开放阅读框分析ꎮ 用 Ｅｘｐａｓｙ
Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 软件分析蛋白质的分子量、等电点和氨基

酸组成及疏水性ꎮ 用 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ 分析蛋白

质的结构功能域ꎮ 蛋白质的二级结构使用在线工

具 ＳＯＰＭＡ 进行预测ꎬ三级结构使用在线软件 Ｓｗｉｓｓ￣
ｍｏｄｅｌ 进行模拟ꎮ 利用 ＢＬＡＳＴ 软件从 ＮＣＢＩ 的 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 库中挑选十字花科植物的 ＮＣＥＤ３ 基因编码蛋

白质的氨基酸序列ꎬ用 ＤＮＡＭＡＮ８ 软件进行氨基酸

序列多重比较ꎬ用 ＭＥＧＡ 软件分析基因同源性并构

建系统进化树ꎮ 启动子预测采用 Ｐｌａｎｔ ＣＡＲＥ 及

ＰＬＡＣＥ 在线软件分析ꎮ
１.４　 基因表达分析

当幼苗长至 ５ 片叶开始进行胁迫处理ꎬ分别为

低温胁迫处理:将幼苗置于低温培养箱中于 ４℃培

养ꎻ干旱胁迫处理:叶面喷施 ２０％ ＰＥＧ－６０００ 模拟

干旱ꎻＡＢＡ 处理:叶面喷施 １００ μＭ ＡＢＡꎮ 于各处理

后 ０(对照ꎬＣＫ)、２、４、８、１２ ｈ 分别取幼苗相同部位
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的叶片及根系ꎬ液氮冻存后提取 ＲＮＡ 用于基因表达

分析ꎮ 根据上述 １. ２ 节所得基因序列设计引物

ＢＮ９ＤＮꎬ以油菜“看家基因”Ａｃｔｉｎ 作为内参ꎬ引物序

列见表 １ꎮ 经普通 ＰＣＲ 扩增后电泳检测其特异性ꎬ
以浓度一致的陇油 ６ 号和天油 ２ 号叶片 ｃＤＮＡ 为模

板ꎬ进行荧光定量 ＰＣＲꎬ目的基因与内参基因对应

各 ３ 次重复ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ方法计算[１８]ꎮ
１.５　 数据分析

采用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ 进行数据的统计分析和

作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＮＣＥＤ３ 序列分析

陇油 ６ 号 ＮＣＥＤ３ 的 ｃＤＮＡ 序列含有一个长度

为 １ ７９４ ｂｐ 的完整 ＯＲＦꎬ编码含 ５９７ 个氨基酸的蛋

白质ꎬ属 ＲＰＥ６５ 超家族ꎬ由 ２０ 种氨基酸组成ꎬ其中

以 Ｌｅｕ、Ａｌａ 所占比例最高ꎬ分别为 ８.０％、８.２％ꎬ相对

分子质量约 ６５.７４ ｋＤꎬ理论等电点为 ５.８１ꎬ总平均亲

水指数为－０.２９３ꎬ表明该蛋白为亲水性蛋白ꎻ含有其

蛋白家族保守结构域ꎻ具有 １ 处最大疏水峰ꎮ 蛋白

质二级结构中含有 ２７.８１％ 的 α 螺旋、２３.１２％ 的延

伸链、９.７２％的 β 折叠ꎬ ３９.３６％的无规则卷曲ꎬα 螺

旋和无规则卷曲是 ＮＣＥＤ３ 二级结构的主要成分

(图 ２)ꎮ
天油 ２ 号 ＮＣＥＤ３ 的 ｃＤＮＡ 序列含有一个长度

为 １ꎬ７９４ ｂｐ 的完整 ＯＲＦꎬ编码含 ５９７ 个氨基酸的蛋

白质ꎬ由 ２０ 种氨基酸组成ꎬ其中以 Ｌｅｕ、Ａｌａ 所占比

例最高ꎬ均为 ８.０％ꎬ相对分子质量约 ６５.７８ ｋＤꎬ理论

等电点为 ５.９４ꎬ总平均亲水指数为－０.３１８ꎬ表明该蛋

白为亲水性蛋白ꎻ含有其蛋白家族保守结构域ꎻ具
有 １ 处最大疏水峰ꎮ 蛋白质二级结构中含有

２５.４６％的 α 螺旋、２３.６２％的延伸链、１０.５５％的 β 折

叠ꎬ４０.３７％的无规则卷曲ꎬ无规则卷曲是 ＮＣＥＤ３ 二

级结构的主要成分(图 ３)ꎮ
表 １　 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ
引物 Ｐｒｉｍｅｒ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５’ － ３’)
Ａｃｔｉｎ－Ｆ ＴＧＴＧＣＣＡＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧＧＴＴＴ
Ａｃｔｉｎ－Ｒ ＴＴＴＣＣＣＧＣＴＣＴＧＣＴＧＴＴＧＴ
ＢＮ９ＤＮ－Ｆ ＴＣＣＣＣＡＡＧＣＡＡＣＣＣＡＣＣＡ
ＢＮ９ＤＮ－Ｒ ＧＧＡＣＧＧＧＣＴＧＴＴＣＡＴＴＣＡＣＴＧ

图 １　 越冬前冬油菜叶片变黄(Ａ)ꎬ返青后心叶重新长出(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 Ｗｉｎｔｅｒ ｒａｐｅｓｅｅｄ ｌｅａｖｅｓ ｔｕｒｎ ｙｅｌｌｏｗ (Ａ) ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｒｙ ｂｅｆｏｒｅ ｗｉｎｔｅｒｉｎｇ ａｎｄ ｇｒｏｗ ｎｅｗ ｌｅａｖｅｓ (Ｂ) ｎｅｘｔ ｙｅａｒ

图 ２　 陇油 ６ 号 ＮＣＥＤ３ 的结构域(Ａ)、疏水性(Ｂ)及三级结构模型(Ｃ)
Ｆｉｇ.２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ (Ａ)ꎬ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ (Ｂ)ꎬ ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ (Ｃ) ｏｆ ＮＣＥＤ３ ｉｎ Ｌｏｎｇｙｏｕ ６
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２.２　 ＮＣＥＤ３ 序列比对及进化发育分析

由图 ４ 可见ꎬＬ６ＮＣＥＤ３ 与 ＢｎＮＣＥＤ３ 蛋白相比ꎬ
有 ５ 处发生氨基酸变化ꎬ相似度为 ９９. １６％ꎬ与

ＢｒＮＣＥＤ３ 有 １ 处 氨 基 酸 不 同ꎮ Ｔ２ＮＣＥＤ３ 与

ＢｎＮＣＥＤ３ 蛋白相比ꎬ有 ６ 处发生氨基酸变化ꎬ相似

度为 ９８. ９９％ꎬ与 ＢｒＮＣＥＤ３ 有 ６ 处氨基酸不同ꎮ
Ｌ６ＮＣＥＤ３ 与 Ｔ２ＮＣＥＤ３ 有 ５ 处发生氨基酸变化ꎬ相
似度为 ９９.１６％ꎮ 对白菜型冬油菜及其他近缘种的

ＮＣＥＤ３ 进行同源性比较及系统进化分析(图 ５)ꎬ陇
油 ６ 号与白菜的同源性最高ꎬ相似度为 ９９.８３％ꎬ其
次为甘蓝型油菜、天油 ２ 号ꎮ 陇油 ６ 号与天油 ２ 号

的相似度为 ９９.１６％ꎮ 其中ꎬ陇油 ６ 号与白菜的相似

度最高ꎬ天油 ２ 号与甘蓝型油菜的相似度最高ꎮ 从

进化关系分析(图 ５)ꎬ所选的 １４ 个种与参试材料可

被分为 ５ 类ꎮ 陇油 ６ 号、白菜、甘蓝型油菜、天油 ２

号及甘蓝的 ＮＣＥＤ３ 在同一分类中ꎮ 可见 ＮＣＥＤ３ 蛋

白比较保守ꎬ从而也可推断 ＮＣＥＤ３ 在白菜型冬油菜

中的功能与甘蓝型油菜相似ꎮ
２.３　 启动子序列分析

２ 个品种的启动子序列相似性为 ９９.３８％ꎮ 启

动子序列预测结果显示ꎬ启动子具有 ＡＢＲＥ、ＴＧＡ－
ｅｌｅｍｅｎｔ、ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ、ＴＧＡＣＧ－ｅｌｅｍｅｎｔ 等激素响应

元件(表 ２)ꎮ 此外ꎬ还鉴定出低温响应元件(ＬＴＲ)、
防御和应激响应元件(ＴＣ－ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ)、生物过程中

常见的顺式作用元件如 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ 等、分生组织表

达 ＣＡＴ－ｂｏｘ 相关的顺式作用元件及－ ３０ ＴＡＴＡ ｂｏｘ
附近的核心启动子元件等ꎮ 可见ꎬＮＣＥＤ３ 基因对不

同的非生物胁迫有不同的响应ꎮ ２ 个品种中只有 １
个不同的元件(ｃｉｒｃａｄｉａｎ)ꎬ该元件与昼夜节律控制

有关ꎮ

图 ３　 天油 ２ 号 ＮＣＥＤ３ 的结构域(Ａ)、疏水性(Ｂ)及三级结构模型(Ｃ)
Ｆｉｇ.３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ (Ａ)ꎬ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ (Ｂ)ꎬ ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ (Ｃ) ｏｆ ＮＣＥＤ３ ｉｎ Ｔｉａｎｙｏｕ ２

　 　 注:ＢｎＮＣＥＤ３:甘蓝型油菜ꎻＢｒＮＣＥＤ３:白菜ꎻＬ６ＮＣＥＤ３:陇油 ６ 号ꎻＴ２ＮＣＥＤ３:天油 ２ 号ꎮ
Ｎｏｔｅ: ＢｎＮＣＥＤ３: Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓꎻ ＢｒＮＣＥＤ３:Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａꎻ Ｌ６ＮＣＥＤ３: Ｌｏｎｇｙｏｕ ６ꎻ Ｔ２ＮＣＥＤ３: Ｔｉａｎｙｏｕ ２.

图 ４　 ＮＣＥＤ３ 氨基酸序列比对分析
Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｂｌａｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＮＣＥＤ３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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图 ５　 ＮＣＥＤ３ 蛋白的进化发育分析
Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＮＣＥＤ３

表 ２　 启动子 ＤＮＡ 顺式作用元件预测
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ＤＮＡ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

元件名称
Ｅｌｅｍｅｎｔ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

生物
Ｏｒｇａｎｉｓｍ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

拷贝数 Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ
陇油 ６ 号
Ｌｏｎｇｙｏｕ ６

天油 ２ 号
Ｔｉａｎｙｏｕ ２

ＡＢＲＥ ＡＣＧＴＧ 拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

参与 ＡＢＡ 反应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｃｉｓｉｃ
ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

６ ６

ＡＲＥ ＡＡＡＣＣＡ 玉米
Ｚｅａ ｍａｙｓ

厌氧诱导必需的贮藏元件
Ｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ３ ３

ＣＡＡＴ－ｂｏｘ ＣＡＡＴꎬ ＣＡＡＡＴ
烟草 豌豆

Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａꎬ
Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ

启动子和增强子区域共有顺式作用元件
Ｃｏｍｍｏｎ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｒｅ￣
ｇｉｏｎｓ

３８ ３８

ＣＡＴ－ｂｏｘ ＧＣＣＡＣＴ 拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

与分生组织的表达有关的顺式作用调控元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｅｒｉｓｔｅｍ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ

１ １

ＬＴＲ ＣＣＧＡＡＡ 大麦
Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ

与低温响应有关的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ￣
ｎｅｓｓ

１ １

ＴＡＴＡ－ｂｏｘ ＴＡＴＡ 拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

转录起始－３０区的核心启动子元件
Ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔ ａｒｏｕｎｄ－３０ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｓｔａｒｔ ７５ ６７

ＴＣ－ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ 烟草
Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ

防御和应激反应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎ￣
ｓｉｖｅｎｅｓｓ

１ １

ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ ＡＡＣＧＡＣ 甘蓝
Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ

生长素响应元件
Ａｕｘｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ １ １

ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ 大麦
Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ

茉莉酸响应的顺式调控元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＭｅＪＡ － ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

２ ２

ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＣＧ 大麦
Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ

茉莉酸响应的顺式调控元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＭｅＪＡ － ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

２ ２

Ｇ－ｂｏｘ ＴＡＣＧＴＧ 拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

参与光响应的顺式调控元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ￣
ｎｅｓｓ

４ ４

Ｇ－ｂｏｘ ＴＡＡＣＡＣＧＴＡＧ 甘蓝
Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ

参与光响应的顺式调控元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ￣
ｎｅｓｓ

１ １

Ｇ－ｂｏｘ ＡＣＡＣＧＴＧＧＣ 甘蓝型油菜
Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

参与光响应的顺式调控元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ￣
ｎｅｓｓ

１ １

ＴＣＴ－ｍｏｔｉｆ ＴＣＴＴＡＣ 拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

光响应元件的一部分
Ｐａｒｔ ｏｆ ａ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ １ １

ｃｈｓ－ＣＭＡ２ａ ＴＣＡＣＴＴＧＡ 香芹
Ｐｅｔｒｏｓｅｌｉｎｕｍ ｃｒｉｓｐｕｍ

光响应元件的一部分
Ｐａｒｔ ｏｆ ａ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ １ １

ｃｉｒｃａｄｉａｎ ＣＡＡＡＧＡＴＡＴＣ 番茄
Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ

参与昼夜节律控制的顺式调控元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ０ １
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２.４　 ＮＣＥＤ３ 表达分析

由图 ６ 可见ꎬ胁迫处理后 ＮＣＥＤ３ 在叶片和根中

的表达均高于 ＣＫꎬ且均呈上升趋势ꎬ于 ８ ｈ 达到峰

值后略有下降ꎬ说明 ＡＢＡ、低温和干旱均可诱导

ＮＣＥＤ３ 基因表达ꎮ ＡＢＡ 处理后(图 ６Ａ)ꎬ ＮＣＥＤ３
在 ２ 个品种叶片和根中的表达均上调ꎬ其中天油 ２
号的增长幅度高于陇油 ６ 号ꎮ 低温处理后ꎬ基因表

达与 ＡＢＡ 处理呈现相似的表达趋势(图 ６Ｂ)ꎻ陇油

６ 号叶片在 ４ ｈ 时的表达水平低于 ＣＫꎬ可能是胁迫

下的强烈应激反应所致ꎮ ＰＥＧ 处理后ꎬ基因表达随

处理时间延长呈逐渐增加的趋势ꎬ于 ８ ｈ 显著增高

后降低(图 ６ Ｃ)ꎮ 与根系的表达特性相比ꎬ３ 种处

理后叶片的基因表达均在 ２ ｈ 显著升高ꎬ天油 ２ 号

的升高幅度均大于陇油 ６ 号ꎬ可推断天油 ２ 号的叶

片比陇油 ６ 号对胁迫的反应更快ꎬ胁迫后基因表达

快速升高ꎬ合成积累大量的 ＡＢＡ 来应对胁迫ꎮ

３　 讨论与结论
基因结构的改变会导致基因表达的改变ꎬ拟南

芥中 ＡｔＮＣＥＤ３ 的 ２７４ 和 ３２７ 位氨基酸的变化可能

导致其表达的改变[１９－２０]ꎮ 在本研究中ꎬ陇油 ６ 号和

白菜的 ＮＣＥＤ３ 同源性较高ꎬ而天油 ２ 号与甘蓝型油

菜的 ＮＣＥＤ３ 同源性较高ꎻ２ 个抗寒性不同的冬油菜

ＮＣＥＤ３ 相似度很高ꎬ且亲缘关系很近ꎮ 可见 ＮＣＥＤ３
蛋白比较保守ꎬ从而也可推断 ＮＣＥＤ３ 在白菜型冬油

菜中的功能与甘蓝型油菜相似ꎮ
基因启动子中所含的顺式作用元件在基因表

达调控中起着重要作用ꎬ基因的不同启动子特征决

定了基因的不同表达特征[２１－２２]ꎮ 根据预测结果 ２
个品种的启动子相似性高ꎬ具有常见的与激素有关

的元件如: ＡＢＲＥ、 ＴＧＡ － ｅｌｅｍｅｎｔ、 ＣＧＴＣＡ － ｍｏｔｉｆ、
ＴＧＡＣＧ－ｅｌｅｍｅｎ 等ꎬ可见 ＮＣＥＤ３ 基因的表达可能受

到生长素、脱落酸、茉莉酸甲酯等的调控ꎬ本研究结

果也表明 ＡＢＡ 处理可诱导 ＮＣＥＤ３ 基因的表达ꎮ 光

可以参与植物的光合作用ꎬ也是一种非常重要的信

号物质ꎬ从而调节基因转录[２３－２４]ꎮ 本研究的启动子

有 ３ 个与光相关的元件:Ｇ－ｂｏｘ、ＴＣＴ－ｍｏｔｉｆ 和 ｃｈｓ－
ＣＭＡ２ａꎬ它们通常存在于光诱导基因的启动子中ꎻ由
此推断ꎬＮＣＥＤ３ 的表达可能会受到光照的调控ꎮ 在

本研究结果中ꎬ白菜型冬油菜启动子中有 １ 个特殊

的元件ꎬ即低温响应元件 ( ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎ￣
ｓｉｖｅｎｅｓｓꎬ ＬＴＲ)ꎬ该元件在其他被报道植物的 ＮＣＥＤ
启动子中不存在[２５－２８]ꎮ 因此推测ꎬ该基因可能受低

温调控ꎬ本研究的基因表达分析结果也证实了该推

测ꎮ 本试验首次分析了低温(４℃)处理对 ＮＣＥＤ３
表达的影响ꎬ低温可诱导白菜型冬油菜 ＮＣＥＤ３ 的表

达ꎮ ２ 个品种中有 １ 个不同的 ＤＮＡ 元件ꎬ即昼夜节

　 　 注:( Ａ) ＡＢＡ 处理后的 ＮＣＥＤ３ 基因表达ꎻ ( Ｂ) 低温
(４℃)处理后 ＮＣＥＤ３ 基因表达ꎻ(Ｃ) ＰＥＧ 处理后 ＮＣＥＤ３ 基
因表达ꎮ 小写字母表示差异显著(Ｐ≤０.０５)ꎮ

Ｎｏｔｅ: (Ａ) ＮＣＥＤ３ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ
(Ｂ) ＮＣＥＤ３ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (４℃) ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔꎻ ( Ｃ ) ＮＣＥＤ３ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ＰＥＧ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ( Ｐ≤
０.０５).

图 ６　 不同处理条件下 ＮＣＥＤ３ 表达分析
Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＮＣＥＤ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

律控制元件ꎬ它与季节反应的调节、从营养生长到

生殖生长的转变以及休眠的开始等相关[２９]ꎮ 种子
萌发、下胚轴伸长、叶片运动、气孔导度、开花、衰老

等发育过程均通过昼夜节律钟进行调节[３０]ꎮ 根据
形态学观察ꎬ天油 ２ 号的下胚轴长度确实比陇油 ６
号的长ꎮ 因此ꎬ如果与昼夜节律控制因素有关ꎬ这
种差异是否与 ２ 个品种的抗寒性有关ꎬ可以作为我

们今后研究的方向ꎮ
本研究中ꎬＮＣＥＤ３ 基因可以在冬油菜的根和叶

中表达ꎬ而没有组织特异性ꎬ这与拟南芥的研究结

果相似[３１]ꎮ 经过低温、ＰＥＧ 模拟干旱和 ＡＢＡ 处理
后ꎬＮＣＥＤ３ 在陇油 ６ 号和天油 ２ 号中的表达量均增

加ꎮ 已有研究表明ꎬＮＣＥＤ３ 通过调控 ＡＢＡ 的合成ꎬ
在植物耐旱性方面发挥重要作用[３２]ꎮ 本研究中干
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旱胁迫可诱导 ＮＣＥＤ３ 的表达ꎬ１２ ｈ 前表达量急剧增

加ꎬ１２ ｈ 后下降ꎬ这与 Ｘｉａｎ 等[３２]和 Ｚｈａｎｇ 等[１１]的研

究结果基本一致ꎮ 本研究中ꎬ在低温、模拟干旱及

喷施 ＡＢＡ 处理中ꎬ随着处理时间延长ꎬ天油 ２ 号的

ＮＣＥＤ３ 基因表达增加幅度均高于陇油 ６ 号(包括叶

片和根)ꎬ由此可见ꎬ逆境胁迫后弱抗寒品种比强抗

寒品种更敏感ꎬ胁迫初期快速做出反应ꎬ调控基因

表达来应对逆境ꎬ该结论与 Ｚｅｎｇ 等[３３]的结果相似ꎮ
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