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甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因家族全基因组鉴定
与响应低温胁迫的表达分析
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摘　 要:为了解甘蓝型油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.)中 ＢｎＡＲ 基因的基本信息、进化关系及其在低温胁迫下的表达模

式ꎬ对甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因家族成员进行全基因组鉴定ꎬ并探究低温胁迫下家族成员的表达情况ꎮ 结果表明:甘蓝

型油菜参考基因组中共鉴定出 １４ 个 ＢｎＡＲ 基因家族成员ꎬ分布在 ８ 条染色体上ꎬ将其命名为 ＢｎＡＲ－１~ ＢｎＡＲ－１４ꎬ可
分为 ＡＤＣ 和 ＤａｐＤＣ 两个亚家族ꎻ启动子顺式作用元件分析发现ꎬＢｎＡＲ 基因家族成员的启动子区含有多种与激素和

胁迫响应相关的元件ꎻ甘蓝型油菜组内共线性分析发现 １１ 对基因具有共线性关系ꎬＫａ / Ｋｓ 分析发现所有同源基因的

比值均小于 ０.５ꎬ说明 ＢｎＡＲ 基因家族在进化过程中受到严格的纯化选择ꎻ转录组数据分析表明ꎬ１４ 个 ＢｎＡＲ 基因均

响应低温胁迫ꎬ其中 ＢｎＡＲ－４、ＢｎＡＲ－５、ＢｎＡＲ－１１ 和 ＢｎＡＲ－１３ 受低温胁迫程度最为强烈ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 验证结果与

转录组数据高度一致ꎬ因此可将这 ４ 个基因作为候选基因进行后续的功能验证ꎮ
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　 　 吡哆醛－５′－磷酸(ＰＬＰꎬ ｐｙｒｉｄｏｘａｌ－５′－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ)
依赖酶在自然界中普遍存在ꎬ并催化各种重要的代

谢反应ꎮ 就其结构而言ꎬ可分为 ４ 个家族ꎬ即以天冬

氨酸转氨酶为原型酶的 α 家族、以色氨酸合成酶为

原型酶的 β 家族、ｄ－丙氨酸转氨酶家族、丙氨酸消

旋酶(ＡＲꎬ ａｌａｎｉｎｅ ｒａｃｅｍａｓｅ)家族[１]ꎬ分别对应 ４ 种

不同的折叠类型ꎬ即 Ｉ 型、ＩＩ 型、ＩＶ 型、ＩＩＩ 型[２]ꎮ
根据系统发育关系ꎬ丙氨酸消旋酶(ＡＲ)基因家

族可分为 ３ 个不同的亚家族ꎬ分别为精氨酸脱羧酶

(ＡＤＣꎬ ａｒｇｉｎｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ )、 鸟 氨 酸 脱 羧 酶

(ＯＤＣꎬ ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ)和二氨基庚二酸脱

羧酶 ( ＤａｐＤＣꎬ ｄｉａｍｉｎｏｐｉｍｅｌａｔｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ) [３]ꎮ
ＡＲ 基因家族有两个保守结构域ꎬ分别是位于 Ｎ 端

的 Ｏｒｎ＿Ａｒｇ＿Ｄｅｃ＿Ｎ(ＰＦ０２７８４)和位于 Ｃ 端的 Ｏｒｎ＿
ＤＡＰ＿Ａｒｇ＿Ｄｅｃ(ＰＦ００２７８)ꎻＡＤＣ 和 ＯＤＣ 是腐胺生物

合成途径中的关键限速酶[４]ꎬ腐胺是脂肪族多胺的

前体ꎬ参与许多生物的生长发育过程[５]ꎮ 在动物和

酵母中ꎬ腐胺以鸟氨酸为前体ꎬ通过 ＯＤＣ 催化形

成[６]ꎻ在植物中ꎬ腐胺不仅能以鸟氨酸为前体合成

腐胺ꎬ还可以以精氨酸为前体ꎬ通过 ＡＤＣ 催化形成

胍丁胺ꎬ通过多步催化形成腐胺[７]ꎮ 然而在拟南芥

基因组中尚未发现 ＯＤＣ 基因ꎬ因此认为拟南芥中

ＡＤＣ 通路是合成腐胺的唯一途径[８]ꎮ
目前ꎬ研究者们已在多种植物中克隆 ＡＤＣ 基因

并进行了功能验证ꎮ 研究表明ꎬ拟南芥中有两个拷

贝 ＡｔＡＤＣ１ 和 ＡｔＡＤＣ２[９]ꎬ过表达 ＡｔＡＤＣ１ 通过提高

腐胺含量从而增强拟南芥的耐冷性[１０]ꎬ过表达 Ａｔ￣
ＡＤＣ２ 通过诱导气孔关闭、降低水分散失而增强拟

南芥的耐旱性[１１]ꎮ 桃树(Ｐｒｕｎｕｓｐｅｒｉｃａ)ＰｐＡＤＣ 主要

在茎、叶、花和果实中表达ꎬ并响应脱水、盐、低温和

重金属胁迫[１２]ꎻ枳(Ｐｏｎｃｉｒｕｓｔｒｉｆｏｌｉａｔａ)中 ＰｔＡＤＣ 基因

通过清除活性氧和促进根系生长响应干旱胁迫[１３]ꎻ
颠茄(Ａｔｒｏｐａ ｂｅｌｌａｄｏｎｎａ)中 ＡｂＡＤＣ２ 基因响应低温胁

迫[１４]ꎻ水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)中 ＯｓＡＤＣ１ 和 ＯｓＡＤＣ２ 基

因在根、茎、叶和花序中均有表达ꎬ且受盐、干旱和

低温胁迫诱导[１５]ꎻ杜梨(Ｐｙｒｕｓｂｅｔｕｌｉｆｏｌｉａ)中 ＰｂＡＤＣ
基因响应低温、脱水、盐和 Ｈ２Ｏ２ 的胁迫应答[１６]ꎮ
ＤａｐＤＣ 基因存在于细菌和植物中ꎬ是催化赖氨酸生

物合成的最后一步[３]ꎬ而目前关于 ＤａｐＤＣ 在植物中

的功能研究较少ꎮ
甘蓝型油菜(Ｂ.ｎａｐｕｓ)由白菜(Ｂ. ｒａｐａ)和甘蓝

(Ｂ.ｏｌｅｒａｃｅａ)自然杂交而成[１７]ꎬ是我国重要的油料

作物和工业原料[１８]ꎮ 近年来低温天气频发ꎬ对甘蓝

型油菜的产量造成了重大影响ꎮ ＡＲ 基因在多种植

物中被鉴定出参与低温胁迫ꎬ但在甘蓝型油菜中对

ＡＲ 基因家族的研究尚未见报道ꎮ 因此ꎬ本研究利用

生物信息学的方法鉴定甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因家族

成员ꎬ对其基因结构及进化关系进行分析ꎬ同时探

究 ＢｎＡＲ 基因在低温胁迫下的表达模式ꎬ以期为进

一步了解 ＢｎＡＲ 基因家族的进化特征和 ＢｎＡＲ 基因

的功能解析提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试材料为本课题组(西北农林科技大学油菜

种质资源课题组)前期培育鉴定的耐寒品系‘ＧＺ
恢’(ＧＺＨꎬ冬性)与敏寒品系‘１０Ｂ’(Ｂ１０ꎬ半冬性)ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 基因检索及理化性质预测 　 从公共数据库

Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｐｌａｎｔｓ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｌａｎｔｓ. ｅｎｓｅｍｂｌ. ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ.
ｈｔｍｌ)中下载甘蓝型油菜、拟南芥、甘蓝和白菜的基

因组数据、ＧＦＦ 文件、ＣＤＳ 文件和蛋白质文件ꎬ从
Ｐｆａｍ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ / )中下载 ＡＲ 基

因的隐马尔可夫模型 ＰＦ００２７８ 和 ＰＦ０２７８４ꎮ 使用两

种方法检索家族成员:一是使用 ４ 个拟南芥 ＡＲ 蛋

白质序列作为检索查询ꎬ导入蛋白质序列文件和物

种的蛋白质序列文件ꎬ用软件 ＴＢｔｏｏｌｓ[１９] 进行本地

ｂｌａｓｔꎻ二是利用隐马尔可夫模型作为索引ꎬ使用 ＨＭ￣
ＭＥＲ３.０ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｈｍｍｅｒ.ｏｒｇ / )进行 ｈｍｍｅｒｓｅａｒｃｈ
搜索ꎬｅ 值设为 １×１０－５ꎮ 将两种方法筛选得到的序

列合并后去除重复ꎬ使用 Ｐｆａｍ 和 ＮＣＢＩ 网站的

Ｂａｔｃｈ ＣＤ－Ｓｅａｒｃｈ 鉴定家族成员是否具有保守结构

域ꎬ将没有保守结构域的基因删除ꎬ从而获得 ４ 个物

种的家族成员ꎬ用网站 ＥｘＰＡＳｙ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )预测候选 ＡＲ 蛋白的理化性质ꎮ
１.２.２　 多序列比对和系统进化分析 　 使用 ＭＥＧＡ
７.０ 软件[２０]对筛选出的所有蛋白氨基酸序列进行比

对ꎬ使用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ 生成 ＡＲ 基因的系统发育

树ꎬ使用 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｍｅｔｈｏｄ 检验方法ꎬ重复 １０００ 次ꎬ
使用 Ｊｏｎｅｓ－Ｔａｙｌｏｒ－Ｔｈｏｒｎｔｏｎ Ｍｏｄｅｌ 置换模型ꎮ 使用

在线 网 站 Ｅｖｏｌｖｉｅｗ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｅｖｏｌｇｅｎｉｕｓ. ｉｎｆｏ /
ｅｖｏｌｖｉｅｗ / )进行绘制和优化系统发育树ꎮ
１.２.３　 Ｋａ / Ｋｓ 分析 　 使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 中 Ｓｉｍｐｌｅ Ｋａ / Ｋｓ
Ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ 计算同源基因对的同义替换率(Ｋｓ)、非同

义替换率(Ｋａ)以及非同义替换率和同义替换率的

比值(Ｋａ / Ｋｓ)ꎬ分析基因进化类型ꎮ Ｋａ / Ｋｓ>１ 代表

基因受正向选择ꎬＫａ / Ｋｓ ＝ １ 代表基因为中性进化ꎬ
Ｋａ / Ｋｓ<１ 代表基因受纯化选择[２１]ꎮ
１.２.４　 物种间、物种内共线性分析　 使用 Ｔｂｔｏｏｌｓ 中

Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｃｉｒｃｏｓ 对甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因进行种内
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共线性分析ꎬ使用 Ｔｂｔｏｏｌｓ 中 ＭＣＳｃａｎＸ 分析甘蓝型

油菜与甘蓝和白菜之间的种间共线性关系ꎮ
１.２.５　 染色体定位、保守基序及基因结构分析　 从

４ 个物种下载的 ｇｆｆ３ 文件中获得 ＡＲ 基因的染色体

定位数据ꎬ使用 Ｔｂｔｏｏｌｓ 中 Ｇｅｎｅ Ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｖｉｓｕａｌｉｚｅ
ｆｒｏｍ ＧＴＦ / ＧＦＦ 绘制其分布ꎮ 使用在线网站 ＭＥＭＥ
( ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ ) 进 行

ＡＲ 蛋白保守基序的预测ꎬ设置 ｍｏｔｉｆ 数量为 １０ꎬ大
小为 ５~２００ 个氨基酸ꎮ 外显子－内含子结构信息从

注释文件 ｇｆｆ３ 中获得ꎬ基序、外显子和内含子的分布

使用 软 件 ＴＢｔｏｏｌｓ 中 的 Ｖｉｓｕａｌｉｚｅ Ｇｅｎｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
(Ｂａｓｉｃ)进行可视化ꎮ
１.２.６　 启动子顺式作用元件分析　 使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 中

的 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｅｘｔｒａｃｔ 提取 ＡＲ 基因家族成员起始密码

子上游 ２ ０００ ｂｐ 的序列作为启动子序列ꎬ提交至

ＰｌａｎｔＣａｒｅ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ /
ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )网站进行顺式作用元件的

预测ꎬ使用 Ｔｂｔｏｏｌｓ 对不同顺式作用元件进行分类和

可视化ꎮ
１.２.７　 甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因在低温胁迫下的表达

分析　 使用甘蓝型油菜‘ＧＺ 恢’和‘１０Ｂ’于苗期[２２]和

花期[２３]低温胁迫处理的转录组数据ꎬ以 Ｌｏｇ２(ＦＰＫＭ＋
１)算法转化转录组数据并计算基因表达水平ꎬ使用

ＴＢｔｏｏｌｓ 软件对 ＢｎＡＲ 基因表达结果进行可视化ꎮ

选取籽粒饱满的油菜种子播种于营养土中ꎬ培
养至 ６~７ 叶期时ꎬ选取生长状态一致的植株进行苗

期(Ｌ)低温处理ꎬ于光照强度为 ５ ｋｌｘ、相对湿度为

６０％的人工气候室中ꎬ５℃连续处理 ２ ｈ 后取样(５℃
２ ｈꎬ记为 Ｌ－Ｔ１)ꎬ继续降温至 ０℃ 处理 ２ ｈ 后取样

(５℃ ２ ｈ ＋０℃ ２ ｈꎬ记为 Ｌ－Ｔ２)ꎬ继续降温至－５℃处

理 ２ ｈ 后取样(５℃ ２ ｈ ＋ ０℃ ２ ｈ ＋ －５℃ ２ ｈꎬ记为 Ｌ
－Ｔ３)ꎮ 待种子生长至 ３~５ 朵花开放时ꎬ选取生长状

态一致的植株进行花期(Ｆ)低温处理ꎬ同样于光照

强度为 ５ ｋｌｘ、相对湿度为 ６０％的人工气候室中ꎬ
１２℃ / １４ ｈꎬ２℃ / １０ ｈ 连续处理 ２ ｄ(记为 Ｆ－Ｔ２)和 ３
ｄ(记为 Ｆ－Ｔ３)时取样ꎬ取样均取叶片ꎬ以每 ３ 株混

样作为 １ 个重复ꎬ重复 ３ 次ꎮ 使用天根生化科技有

限公司(北京)的 Ｅ.Ｚ.Ｎ.Ａ.ＴＭ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｋｉｔ 提取试

剂盒进行 ＲＮＡ 的提取ꎬ使用全式金生物技术有限公

司(北京)的 ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ－Ｓｔｅｐ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 进行 ｇＤＮＡ 的去除及 ｃＤＮＡ
的合成ꎬ荧光定量反应体系按照康润诚业生物科技有

限公司(北京)的 ２×ＲｅａｌＳｔａｒ Ｆａｓｔ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 试

剂说明书配制ꎬ以油菜 ＢｎＡｃｔｉｎ２ 作为内参基因ꎬ相对

定量计算公式使用 ２－ΔΔＣＴꎬ引物序列见表 １ꎮ
１.２.８　 数据统计及分析　 试验数据使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０
进行汇总整理ꎬ使用 ＳＰＳＳ ２５.０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ ８.４ 进

行数据统计分析及作图ꎮ

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｑＲＴ－ＰＣＲ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

正向引物序列(５′－３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

反向引物序列(５′－３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

ＢｎＡｃｔｉｎ２ ＢｎＡｃｔｉｎ２ ＴＧＴＴＣＣＣＴＧＧＡＡＴＴＧＣＴＧＡＣＣＧＴＡ ＴＧＣＧＡＣＣＡＣＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＣＴ
ＢｎａＡ０３ｇ５３０１０Ｄ ＢｎＡＲ－４ ＡＣＡＣＣＡＣＣＧＡＣＧＴＧＴＴＣＡＴＣ ＧＡＴＧＡＧＧＧＡＧＡＧＴＧＴＴＧＧＡＧ
ＢｎａＡ０８ｇ１０９９０Ｄ ＢｎＡＲ－５ ＧＡＧＣＡＴＣＧＡＧＣＡＧＴＴＧＧＣＴＴ ＴＣＧＣＣＧＣＣＴＡＴＧＡＡＣＴＴＡＴＣ
ＢｎａＣ０３ｇ６５８１０Ｄ ＢｎＡＲ－１１ ＣＡＣＴＴＣＧＡＴＴＣＣＴＧＡＴＣＴＧＴＧＧ ＴＣＧＣＣＧＣＣＴＡＴＧＡＡＣＴＴＡＴＣ
ＢｎａＣ０７ｇ４５２００Ｄ ＢｎＡＲ－１３ ＧＣＴＣＣＴＴＡＣＴＴＣＴＣＣＧＣＣＡＡ ＧＡＴＡＡＣＣＧＧＧＡＧＣＴＧＴＡＡＴＣＣＣ

２　 结果与分析

２.１　 甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因家族的鉴定及系统发育

分析

　 　 为了解甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因家族的进化关

系ꎬ在甘蓝型油菜、拟南芥及其亲缘关系较近的甘

蓝和白菜 ４ 种植物中鉴定 ＡＲ 基因家族的成员ꎬ利
用同源性搜索和保守结构域相结合的方法在 ４ 种植

物中共鉴定到 ３０ 个 ＡＲ 基因ꎬ其中甘蓝型油菜中 １４
个、拟南芥中 ４ 个、甘蓝和白菜中均为 ６ 个ꎮ 所有

ＡＲ 基因根据其物种和染色体位置重新命名ꎬ如表 ２
所示ꎬ甘蓝型油菜 ＡＲ 基因分别命名 ＢｎＡＲ－１~ ＢｎＡＲ
－１４ꎬ拟南芥分别命名为 ＡｔＡＲ－１~ＡｔＡＲ－４ꎬ甘蓝分别

命名为 ＢｏＡＲ－１~ＢｏＡＲ－６ꎬ白菜分别命名为 ＢｒＡＲ－１
~ＢｒＡＲ－６ꎮ 对 ３０ 个 ＡＲ 基因编码蛋白的理化性质

进行分析ꎬ包括蛋白质长度、分子量(ＭＷ)、理论等

电点(ｐＩ)、脂肪族系数(ＡＩ)、不稳定性指数( ＩＩ)和

亲水性总平均值(ＧＲＡＶＹ)ꎮ ３０ 个 ＡＲ 蛋白的长度

为 １８５(ＢｎＡＲ－６) ~ ７１１(ＡｔＡＲ－３)个氨基酸ꎬＭＷ 范

围为 ２０３５６.２８(ＢｎＡＲ－６) ~７７２１９.４５(ＡｔＡＲ－３)ｋＤꎬｐＩ
值介于 ４.８９(ＢｎＡＲ－８) ~７.１３(ＢｏＡＲ－２)ꎬ除 ＢｏＡＲ－２
基因为碱性外ꎬ其余蛋白均为酸性ꎮ ＡＩ 范围为

８９.００(ＡｔＡＲ － １) ~ １０１. ２７ (ＢｏＡＲ － ２)ꎬ ＩＩ 的范围为

３５.６４(ＢｎＡＲ－１４) ~ ４８.９９(ＢｎＡＲ－９)ꎬＧＲＡＶＹ 值的

范围为－０.１６７(ＢｎＡＲ－１２) ~ ０.０９３(ＢｎＡＲ－１０)ꎬ只有

两个 ＡＲ 蛋白的 ＧＲＡＶＹ 值大于 ０ꎬ其余均小于 ０ꎬ说
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明大多 ＡＲ 蛋白是疏水性的ꎮ
为分析 ＡＲ 基因之间的进化关系ꎬ使用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ

－Ｊｏｉｎｉｎｇ 对 ３０ 个 ＡＲ 基因构建系统发育树(图 １)ꎮ
前人研究表明拟南芥基因组中未发现 ＯＤＣ 基因[８]ꎬ

本研究在甘蓝型油菜、甘蓝和白菜基因组中也均未

发现 ＯＤＣ 基因ꎬ与前人研究结果一致ꎮ ３０ 个 ＡＲ 基

因被划分为两个亚家族ꎬ即 ＡＤＣ 和 ＤａｐＤＣꎬ分别有 １８
个和 １２ 个成员ꎮ

表 ２　 ＡＲ 基因编码蛋白的理化性质
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＡＲ ｇｅｎｅｓ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

亚家族
Ｓｕｂｆａｍｉｌｙ

氨基酸数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

分子量
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ / ｋＤ

理论等电点
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ

ｐｏｉｎｔ

脂肪系数
Ａｌｉｐｈａｔｉｃ
ｉｎｄｅｘ

不稳定系数
Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ

亲水性总
平均值

Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ
ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ

ＡＴ２Ｇ１６５００ ＡｔＡＲ－１ ＡＤＣ ７０２ ７６１７５.４６ ５.３８ ８９.００ ３９.３５ －０.０７５
ＡＴ３Ｇ１４３９０ ＡｔＡＲ－２ ＤａｐＤＣ ３２４８４ ５３５５７.３４ ６.５１ ９４.２４ ３９.２４ －０.１６０
ＡＴ４Ｇ３４７１０ ＡｔＡＲ－３ ＡＤＣ ７１１ ７７２１９.４５ ５.１２ ９１.４５ ４６.９２ －０.０７７
ＡＴ５Ｇ１１８８０ ＡｔＡＲ－４ ＤａｐＤＣ ４８９ ５４１６４.０５ ６.２１ ９５.０７ ３５.６５ －０.１３７

ＢｎａＡ０１ｇ０２４６０Ｄ ＢｎＡＲ－１ ＡＤＣ ６４８ ７１０９８.０７ ５.６２ ９２.４８ ４６.８４ －０.１２４
ＢｎａＡ０１ｇ０２４５０Ｄ ＢｎＡＲ－２ ＡＤＣ ６６５ ７２２８４.００ ５.２５ ８９.６７ ４６.４８ －０.１１１
ＢｎａＡ０３ｇ０３６２０Ｄ ＢｎＡＲ－３ ＤａｐＤＣ ４９３ ５４３２２.００ ６.２５ ９４.１２ ４０.７７ －０.１６０
ＢｎａＡ０３ｇ５３０１０Ｄ ＢｎＡＲ－４ ＡＤＣ ６８８ ７５３０５.３５ ５.０３ ９１.０５ ４５.２２ －０.０９０
ＢｎａＡ０８ｇ１０９９０Ｄ ＢｎＡＲ－５ ＡＤＣ ６６６ ７２３９９.３８ ５.１７ ９３.５０ ４７.０４ －０.０４５
ＢｎａＡ１０ｇ２０７５０Ｄ ＢｎＡＲ－６ ＤａｐＤＣ １８５ ２０３５６.２８ ５.１９ ９０.５９ ４２.２１ －０.０７９
ＢｎａＡ１０ｇ２０７３０Ｄ ＢｎＡＲ－７ ＤａｐＤＣ ４８５ ５３４７５.１３ ６.１０ ９４.８５ ３６.１４ －０.１５１
ＢｎａＡｎｎｇ３９８１０Ｄ ＢｎＡＲ－８ ＤａｐＤＣ １９８ ２１８０２.８０ ４.８９ ９２.５３ ４７.１４ －０.０９０
ＢｎａＣ０１ｇ０３７２０Ｄ ＢｎＡＲ－９ ＡＤＣ ６４９ ７１０４１.９０ ５.５０ ９３.０８ ４８.９９ －０.１２３
ＢｎａＣ０１ｇ０３７１０Ｄ ＢｎＡＲ－１０ ＡＤＣ ３８５ ４１６６３.７７ ５.８１ ９６.６８ ４１.３８ ０.０９３
ＢｎａＣ０３ｇ６５８１０Ｄ ＢｎＡＲ－１１ ＡＤＣ ６６１ ７１７５９.５０ ５.１３ ９２.１５ ４６.５３ －０.０５３
ＢｎａＣ０３ｇ０５１１０Ｄ ＢｎＡＲ－１２ ＤａｐＤＣ ４９３ ５４４２２.１４ ６.１５ ９３.９１ ４３.３２ －０.１６７
ＢｎａＣ０７ｇ４５２００Ｄ ＢｎＡＲ－１３ ＡＤＣ ６８４ ７４７０９.８５ ５.０６ ９１.４５ ４５.５３ －０.０６３
ＢｎａＣ０９ｇ４４７４０Ｄ ＢｎＡＲ－１４ ＤａｐＤＣ ４８６ ５３６３８.５０ ６.６５ ９４.２９ ３５.６４ －０.１６１
Ｂｏ１ｇ００７０５０ ＢｏＡＲ－１ ＡＤＣ ６４９ ７１０２７.８７ ５.５０ ９２.９３ ４８.９９ －０.１２３
Ｂｏ１ｇ００７０１０ ＢｏＡＲ－２ ＡＤＣ ３５４ ３８５０４.５０ ７.１３ １０１.２７ ４４.６４ ０.０５３
Ｂｏ３ｇ１６７５９０ ＢｏＡＲ－３ ＡＤＣ ６８７ ７４５０２.６７ ５.１４ ９２.７７ ４５.４６ ０.０５６
Ｂｏ３ｇ００７３２０ ＢｏＡＲ－４ ＤａｐＤＣ ５３３ ５８４９９.７５ ６.４７ ９３.６４ ４２.６４ －０.１５６
Ｂｏ７ｇ１１７０１０ ＢｏＡＲ－５ ＡＤＣ ６８７ ７４９８０.０２ ４.９６ ９０.２０ ４６.３６ －０.０６５
Ｂｏ９ｇ１６９８１０ ＢｏＡＲ－６ ＤａｐＤＣ ４８６ ５３６３４.３８ ６.３４ ９４.０７ ３５.９８ －０.１５０
Ｂｒａ０１１５５４ ＢｒＡＲ－１ ＡＤＣ ６４８ ７０８７９.７７ ５.４８ ９３.９８ ４７.３３ －０.１０５
Ｂｒａ０１１５５５ ＢｒＡＲ－２ ＡＤＣ ６７０ ７２９４８.７０ ５.２５ ８９.１３ ４８.６０ －０.１２５
Ｂｒａ０１７６７２ ＢｒＡＲ－３ ＡＤＣ ６８８ ７５３１９.３８ ５.０３ ９１.０５ ４５.５６ －０.０９０
Ｂｒａ００６１２４ ＢｒＡＲ－４ ＤａｐＤＣ ４９３ ５４２４５.９６ ６.２５ ９４.３２ ４０.１１ －０.１４７
Ｂｒａ０３４６４８ ＢｒＡＲ－５ ＡＤＣ ６６５ ７２２３１.１０ ５.１８ ９２.９２ ４６.０８ －０.０６３
Ｂｒａ００８９３１ ＢｒＡＲ－６ ＤａｐＤＣ ４８６ ５３６４６.４３ ６.４８ ９４.４７ ３５.９２ －０.１５９

　 　 注:图中三角形代表 ＢｎＡＲｓ 成员ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｔｒｉａｎｇｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＢｎＡＲｓ ｍｅｍｂｅｒｓ

图 １　 甘蓝型油菜、拟南芥、甘蓝和白菜

ＡＲ 基因家族系统进化树分析

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＲ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ
ｉｎ Ｂ.ｎａｐｕｓꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓꎬ Ｂ.ｏｌｅｒａｃｅａ ａｎｄ Ｂ.ｒａｐａ.

２.２　 甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因家族 Ｋａ / Ｋｓ 分析

为分析 ＡＲ 基因的进化类型ꎬ对 ＡＲ 同源基因对

的 Ｋａ、Ｋｓ 以及 Ｋａ / Ｋｓ 进行计算ꎬＫａ / Ｋｓ 可判断是否

有选择压力作用于基因[２１]ꎮ 如表 ３ 所示ꎬ所有同源

基因对的 Ｋａ / Ｋｓ 值均小于 ０.５ꎬ说明 ＡＲ 基因家族的

进化过程中一直存在纯化选择ꎬ导致 ＡＲ 基因的功

能分化受到严重抑制ꎮ
２.３　 甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因家族物种间、物种内共

线性分析

　 　 共线性分析可反映物种间的亲缘关系ꎬ处于共

线性区域的基因越多ꎬ物种间的亲缘关系就越近ꎮ
基因复制事件的发生是导致基因家族扩张的重要

因素[２４]ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ对甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因的

种内关系进行分析ꎬ发现 １１ 对基因具有共线性关

系ꎬ且部分 ＢｎＡＲ 基因与多个基因存在共线性关系ꎬ
如 ＢｎＡＲ－１３ 分别与 ＢｎＡＲ－４、ＢｎＡＲ－５ 和 ＢｎＡＲ－１０
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表 ３　 ＡＲ 基因 Ｋａ / Ｋｓ 分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｋａ / Ｋｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＲ ｇｅｎｅｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

亚家族
Ｓｕｂｆａｍｉｌｙ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

亚家族
Ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ｋａ Ｋｓ Ｋａ / Ｋｓ

ＢｎＡＲ－１ ＡＤＣ ＢｎＡＲ－７ ＤａｐＤＣ ０.８０００３１３１６ １.８００５８２８３９ ０.４４４３１７９７２
ＢｎＡＲ－３ ＤａｐＤＣ ＢｎＡＲ－１２ ＤａｐＤＣ ０.０１９３３２７０５ ０.２４０３９３３２４ ０.０８０４２１１４１
ＢｎＡＲ－７ ＤａｐＤＣ ＢｎＡＲ－３ ＤａｐＤＣ ０.０３０８０３５７ ０.２８６１４９８６４ ０.１０７６４８３８１
ＢｎＡＲ－１２ ＤａｐＤＣ ＢｎＡＲ－３ ＤａｐＤＣ ０.０１９３３２７０５ ０.２４０３９３３２４ ０.０８０４２１１４１
ＢｎＡＲ－１３ ＡＤＣ ＢｎＡＲ－１ ＡＤＣ ０.１２５８０２２７２ ０.７４１６８１５１ ０.１６９６１７６４６
ＢｎＡＲ－４ ＡＤＣ ＢｎＡＲ－１３ ＡＤＣ ０.０１２５７５５３１ ０.１６４０１６９０１ ０.０７６６７２１６６
ＢｎＡＲ－１１ ＡＤＣ ＢｎＡＲ－９ ＡＤＣ ０.１１５９５００３９ ０.６９２６８９０１２ ０.１６７３９１１９２
ＢｎＡＲ－５ ＡＤＣ ＢｎＡＲ－１３ ＡＤＣ ０.０８１２９４５７９ ０.７２４９４７４９２ ０.１１２１３８５７５
ＢｎＡＲ－９ ＡＤＣ ＢｎＡＲ－１ ＡＤＣ ０.０２２９９９５１４ ０.０８２９１３３８８ ０.２７７３９２０４
ＢｎＡＲ－１ ＡＤＣ ＢｎＡＲ－１３ ＡＤＣ ０.１２５８０２２７２ ０.７４１６８１５１ ０.１６９６１７６４６
ＡｔＡＲ－１ ＡＤＣ ＡｔＡＲ－３ ＡＤＣ ０.０９４４１９４７２ ０.７３６１４６７６７ ０.１２８２６１７４９
ＢｏＡＲ－２ ＡＤＣ ＢｏＡＲ－３ ＡＤＣ ０.１６３７８４７５７ ０.７９５１４６４５４ ０.２０５９８０６１７
ＢｏＡＲ－４ ＤａｐＤＣ ＢｏＡＲ－６ ＤａｐＤＣ ０.０３４４６９３７２ ０.３５３０５５５４５ ０.０９７６３１５８３
ＢｏＡＲ－２ ＡＤＣ ＢｏＡＲ－３ ＡＤＣ ０.０８５４６６５１７ ０.６６５１８３７１ ０.１２８４８５５８４
ＢｒＡＲ－２ ＡＤＣ ＢｒＡＲ－３ ＡＤＣ ０.１０６６６９９６ ０.６７９７５４４１１ ０.１５６９２４２６２
ＢｒＡＲ－３ ＡＤＣ ＢｒＡＲ－５ ＡＤＣ ０.０７８４６３８ ０.６６４８６７５７８ ０.１１８０１４１７８
ＢｒＡＲ－４ ＤａｐＤＣ ＢｒＡＲ－６ ＤａｐＤＣ ０.０２９７７３７３１ ０.２６５５２０９０３ ０.１１２１３３２８３
ＢｒＡＲ－５ ＡＤＣ ＢｒＡＲ－２ ＡＤＣ ０.１０９８１３６７８ ０.６２２１２３６５２ ０.１７６５１４２３１
ＢｒＡＲ－６ ＤａｐＤＣ ＢｒＡＲ－４ ＤａｐＤＣ ０.０２９７７３７３１ ０.２６５５２０９０３ ０.１１２１３３２８３

存在共线性ꎬ结合进化分析结果ꎬ这 ４ 个基因属于

ＡＤＣ 亚家族ꎬＢｎＡＲ－３ 分别与 ＢｎＡＲ－６ 和 ＢｎＡＲ－１２
存在共线性ꎬ这 ３ 个基因属于 ＤａｐＤＣ 亚家族ꎬ说明

具有共线性关系的基因可能是染色体片段复制的

结果ꎬ且属于同一亚家族ꎬ具有相似功能ꎮ
为进一步研究 ＡＲ 基因在不同物种之间的进化

关系ꎬ对甘蓝型油菜、甘蓝和白菜的 ＡＲ 基因进行种

间共线性分析发现ꎬ甘蓝型油菜与甘蓝间有 ２６ 个同

源基因对ꎬ甘蓝型油菜与白菜间有 ２２ 个同源基因

对ꎬ说明来自甘蓝的 ＡＲ 基因更倾向于在甘蓝型油

菜中保留(图 ３)ꎮ
２.４　 甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因家族染色体定位

根据基因组注释ꎬ染色体定位结果显示ꎬ甘蓝

型油菜的 １４ 个 ＢｎＡＲ 基因分布在 ８ 条染色体上ꎬ其
中 ８ 个基因位于 Ａ 亚基因组、６ 个位于 Ｃ 亚基因组

(图 ４)ꎬ由于基因组组装不完整ꎬＢｎＡＲ－８ 未能准确

定位到染色体上ꎮ ＢｎＡＲ 基因大部分位于染色体末

端ꎬ很少位于中心区域ꎬ分析发现 １４ 个 ＢｎＡＲ 基因

中 ３ 个基因对 (ＢｎＡＲ － １ 和 ＢｎＡＲ － ２、ＢｎＡＲ － ６ 和

ＢｎＡＲ－７、ＢｎＡＲ－９ 和 ＢｎＡＲ－１０)属于串联复制ꎬ其中

２ 个基因对属于 ＡＤＣ 亚家族ꎬ １ 个基因对属于

ＤａｐＤＣ 亚家族ꎮ 研究表明ꎬ基因家族的扩张主要是

由全基因组复制、片段重复和串联复制引起[２５]ꎬ这
些串联复制基因可能在甘蓝型油菜的物种进化过

程中发挥了重要作用ꎮ

２.５　 甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 蛋白保守基序和 ＢｎＡＲ 基因

结构分析

　 　 为了解 ＢｎＡＲ 基因的结构多样性并预测其功

能ꎬ对 １４ 个 ＢｎＡＲ 蛋白的保守基序和 ＢｎＡＲ 基因结

构进行了分析ꎮ 如表 ４ 所示ꎬ通过 ＭＥＭＥ 结构域分

析ꎬ将预测到的 １０ 个不同的基序分别命名为 ｍｏｔｉｆｓ１
~ｍｏｔｉｆｓ１０ꎬ这些基序在同一亚家族中高度相似且排

列顺序相同ꎬ表明所有蛋白质都具有高度保守性ꎬ
但不同亚家族间存在一定差异ꎮ 所有家族蛋白包

含 ３ 个共同的 ｍｏｔｉｆꎬ分别为 ｍｏｔｉｆ２、ｍｏｔｉｆ３ 和 ｍｏｔｉｆ４ꎮ
ｍｏｔｉｆ３ 对应于 ＢｎＡＲ 家族蛋白的底物结合位点ꎬ表
明这些成员均属于该家族ꎮ 大多数 ＡＤＣ 亚家族蛋

白包含 １０ 个 ｍｏｔｉｆꎬ而 ＤａｐＤＣ 亚家族包含的 ｍｏｔｉｆ 相
对较少ꎬｍｏｔｉｆ５、ｍｏｔｉｆ６ 和 ｍｏｔｉｆ９ 几乎是 ＡＤＣ 亚家族

蛋白所特有的ꎮ 以上结果表明ꎬＢｎＡＲ 蛋白在同一

亚家族中的相似保守基序具有相似的功能ꎬ亚家族

特异性基序可能在特定功能中起关键作用ꎮ
基因功能多样性由基因结构多样性引起[２６]ꎮ

基因结构分析表明ꎬ两个亚家族的外显子和内含子

数量不一致ꎬ而同一亚家族的数量相对保守ꎮ 如图

５ 所示ꎬ大多数 ＡＤＣ 基因含 ０ ~ ２ 个内含子ꎬ而

ＤａｐＤＣ 基因含 ４~７ 个内含子ꎮ 内含子的数量与 ＡＲ
基因的进化有关ꎬ具有多个内含子的 ＤａｐＤＣ 基因可

能在进化过程中受到更大的选择压力[２７]ꎮ
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　 　 注:红线表示共线性的 ＢｎＡＲ 基因对ꎻ黄色方块表示染色体ꎬ长度表示染色体大小ꎬ其内两个方块表示基因
密度ꎬ分别以线性和热图形式呈现ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ＢｎＡＲ ｇｅｎｅ ｐａｉｒｓꎬ ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ｓｑｕａｒｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｑｕａｒｅｓ ｉｎｓｉｄｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ａｓ ｌｉｎｅａｒ ａｎｄ ｈｅａｔ ｍａｐｓꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ２　 甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因组内共线性分析
Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｎＡＲ ｇｅｎｅｓ

　 　 注:染色体编号在每条染色体的顶部ꎬ紫色线表示共线性的 ＡＲ 基因对ꎬ红色三角形表示基因所在的位置ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｓ ｍａｒｋｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｐ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅꎬ ｔｈｅ ｐｕｒｐｌｅ ｌｉｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ＡＲ

ｇｅｎｅ ｐａｉｒꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｄ ｔｒｉａｎｇｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ.
图 ３　 甘蓝型油菜与甘蓝和白菜 ＡＲ 基因的组间共线性分析

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＲ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｂ.ｎａｐｕｓ ａｎｄ Ｂ.ｏｌｅｒａｃｅａ ａｎｄ Ｂ.ｎａｐｕｓ ａｎｄ Ｂ.ｒａｐａ

　 　 注:红框中的基因是串联复制基因ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｄ ｂｏｘ ａｒｅ ｔａｎｄｅｍ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ.

图 ４　 ＢｎＡＲ 基因染色体定位图
Ｆｉｇ.４　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＢｎＡＲ ｇｅｎｅｓ
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表 ４　 ＢｎＡＲ 蛋白的保守基序

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ＢｎＡＲ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍｏｔｉｆ 序列(５′－３′) Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｍｏｔｉｆ １ ＩＶＲＦＰＤＶＬＫＮＲＬＥＣＬＱＳＡＦＤＹＡＶＫＳＱＧＹＧＳＨＹＺＧＶＹＰＶＫＣＮＱＤＲＦＳＶＥＤＪ

ｍｏｔｉｆ ２ ＡＬＬＧＲＫＬＡＪＮＴＶＩＶＬＥＱＥＲＥＬＢＬＶＩＥＬＳＲＫＭＮＶＲＰＶＩＧＬＲＡ

ｍｏｔｉｆ ３ ＭＫＶＩＤＶＧＧＧＬＧＩＤＹＤＧＳＫＳＧＥＧＤＧＳＶＶＹＴＬＥＥＹＡＥＡＶＶＳＳＹ

ｍｏｔｉｆ ４ ＧＡＰＹＦＶＡＢＳＳＧＮＩＳＩＲＰＨＧＳＢＴＬＰＨＱＤＪＤ

ｍｏｔｉｆ ５ ＲＶＳＱＳＤＧＰＨＳＦＡＶＴＲＡＶＰＧＱＳＳＡＤＶＬＲＡＶＱＨＥＰＥＬＭＦＱＴＬＫＨＲＡＥＥＶＭＨＴ

ｍｏｔｉｆ ６ ＣＥＷＶＬＫＡＩＧＡＳＤＰＶＱＴＹＮＩＮＬＳＶＦＴＳＩＰＤＬＷＧＩＤＱＬ

ｍｏｔｉｆ ７ ＫＬＲＴＫＱＳＧＨＹＧＳＴＳＧＥＫＧＫＦＧＬＴＳＴＱＩＶＲＶ

ｍｏｔｉｆ ８ ＨＦＨＪＧＳＴＩＰＳＴＳＪＬＳＤＧＶＳＥＡＡＺＬＹＣＥＪＶＲＬＧＡＥ

ｍｏｔｉｆ ９ ＲＥＤＹＥＤＬＹＡＡＶＭＲＧＤＱＥＳＣＬＬＹＶＤＫＬＫＱＲＣＶＥＧＦＫＤＧＶＬＳＩＥＱＬＡＳＶＤＧＬ

ｍｏｔｉｆ １０ ＦＰＩＶＰＩＨＫＬＤＱＲＰＧＡＲＧＶＬＳＤＬＴＣＤＳＤＧＫＩＶＫＦＩＧＧＥＳＳＬＰＬＨＥＪＤＳＧＧＧ

２.６　 甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因家族启动子顺式作用元

件分析

　 　 基因启动子区域的顺式作用元件对于基因表

达的时间、空间和细胞类型特异性至关重要[２８]ꎮ 为

更好了解 ＢｎＡＲ 基因的潜在调控作用ꎬ利用 Ｐｌａｎｔ￣
ＣＡＲＥ 数据库对 ＢｎＡＲ 基因起始密码子上游 ２ ０００
ｂｐ 区域的顺式作用元件进行预测ꎮ 如图 ６ 所示ꎬ除
转录核心元件 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ 和 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ 外ꎬ共检测

到 ３４ 种顺式元件ꎬ将其分为非生物胁迫响应、激素

响应和生长发育相关顺式元件共三大类ꎮ 非生物

胁迫响应元件包含四种顺式元件ꎬ分别为干旱胁迫

(ＭＢＳ)、厌氧诱导(ＡＲＥ)、低温胁迫(ＬＴＲ)和防御

与胁迫响应元件:激素响应元件包括脱落酸响应元

件(ＡＢＲＥ)、茉莉酸甲酯响应元件(ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ 和
ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ)、水杨酸响应元件(ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ)、赤
霉素响应元件(ＧＡＲＥ－ｍｏｔｉｆ 和 Ｐ－ｂｏｘ)和生长素响

应元件(ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ 和 ＡｕｘＲＲ－ｃｏｒｅ)ꎬ表明它们可

能参与植物激素信号通路ꎬ即生长发育相关顺式元

件包括昼夜节律控制、分生组织表达、细胞周期调

节和根特异性元件ꎮ 除 ＢｎＡＲ－８ 外ꎬ其余 １３ 个基因

均含有光响应元件ꎬ如 ＴＣＴ－ｍｏｔｉｆ、ＧＴ１ －ｍｏｔｉｆ、Ｇ －
Ｂｏｘ、ＧＡＴＡ－ｍｏｔｉｆ、Ｂｏｘ ４、ＡＥ－ｂｏｘ、ＭＲＥ 等ꎬ说明植物

生长发育及相关功能受光影响最大ꎮ 以上结果表

明ꎬＢｎＡＲ 基因家族不仅参与植物的光合作用、生长

发育ꎬ还在植物的抗逆性反应中发挥重要作用ꎮ 此

外ꎬ不同的 ＡＲ 基因启动子区域存在不同的顺式作

用元件ꎬＡＤＣ 亚家族较 ＤａｐＤＣ 亚家族包含更多的元

件ꎬ这意味着 ＡＤＣ 亚家族的基因扩增可能与环境适

应有关ꎮ
２.７　 甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因在低温胁迫下的表达模

式分析

　 　 在甘蓝型油菜耐寒种质‘ＧＺ 恢’(ＧＺＨ)和敏寒

种质‘１０Ｂ’ (Ｂ１０)的苗期低温转录组中ꎬ根据转录

组数据ꎬ将其标准化处理后发现ꎬ１４ 个 ＢｎＡＲ 基因均

不同程度地响应低温胁迫ꎬ其中 ＡＤＣ 亚家族中

ＢｎＡＲ－１３、ＢｎＡＲ－４、ＢｎＡＲ－１１、ＢｎＡＲ－５、ＢｎＡＲ－２ 和

ＢｎＡＲ－１０ꎬＤａｐＤＣ 亚家族中 ＢｎＡＲ－７ 和 ＢｎＡＲ－１４ 在

‘１０Ｂ’中上调表达较为明显(图 ７)ꎮ
ＢｎＡＲ 基因在两种油菜材料花期低温胁迫下的

转录组分析结果如图 ８ 所示ꎬ低温处理后ꎬ在‘ＧＺ
恢’中ꎬＡＤＣ 亚家族的 ＢｎＡＲ － １３、ＢｎＡＲ － ４、ＢｎＡＲ －
１１、ＢｎＡＲ－５ 和 ＤａｐＤＣ 亚家族的 ＢｎＡＲ－８ 不同程度

上调表达ꎻ在‘１０Ｂ’中ꎬ除 ＡＤＣ 亚家族的 ＢｎＡＲ－１１、
ＢｎＡＲ－５ 和 ＤａｐＤＣ 亚家族的 ＢｎＡＲ－６ 上调表达外ꎬ
其余基因均下调表达ꎮ 综合苗期低温胁迫转录组

数据ꎬＢｎＡＲ－１３、ＢｎＡＲ－４、ＢｎＡＲ－１１ 和 ＢｎＡＲ－５ 共 ４
个基因在苗期和花期的耐寒和敏寒材料中均相应

低温胁迫ꎮ
根据转录组数据筛选出的 ＢｎＡＲ－４、ＢｎＡＲ－５、

ＢｎＡＲ－１１ 和 ＢｎＡＲ－１３ 这 ４ 个基因ꎬ利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ
对其在两种材料不同低温胁迫下的表达水平进行

检测ꎮ 如图 ９ 所示ꎬ４ 个基因均不同程度地响应低

温胁迫ꎬ苗期低温处理后ꎬＢｎＡＲ－４ 和 ＢｎＡＲ－１３ 在两

种材料中均上调表达ꎻ花期低温处理后ꎬ其在‘ＧＺ
恢’中表达量先升高后降低ꎬ在‘１０Ｂ’中呈现下调趋

势ꎮ ＢｎＡＲ－５ 和 ＢｎＡＲ－１１ 在两种材料的不同处理时

期均上调表达ꎬ其中 ＢｎＡＲ－５ 在‘１０Ｂ’中表达量升

高倍数高于‘ＧＺ 恢’ꎬ在‘１０Ｂ’中花期低温处理 ２ ｄ
后升高倍数最大ꎻＢｎＡＲ－１１ 表达量于花期两种材料

中随低温处理时间的增加而持续升高ꎮ 综上可知ꎬ
荧光定量 ＰＣＲ 验证结果与转录组数据表现出较高

的一致性ꎬ因此 ＢｎＡＲ － ４、 ＢｎＡＲ － ５、 ＢｎＡＲ － １１ 和

ＢｎＡＲ－１３ 这 ４ 个基因可作为候选基因进行后续的

功能验证ꎮ
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　 　 注:(Ａ)ＢｎＡＲ 基因家族成员的系统发育树ꎻ (Ｂ)不同颜色表示的 １０ 个保守基序ꎻ (Ｃ) ＢｎＡＲ 基因 ＵＴＲ 和 ＣＤＳ 分布ꎬ黑线
表示内含子ꎮ

Ｎｏｔｅ:(Ａ) Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＢｎＡＲ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓꎻ (Ｂ) Ｔｈｅ １０ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ａｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓꎻ
(Ｃ) Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＵＴＲｓ ａｎｄ ＣＤＳｓ ｏｆ ＢｎＡＲ ｇｅｎｅｓꎬ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｌｉｎｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎｔｒｏｎｓ.

图 ５　 ＢｎＡＲ 蛋白保守基序与 ＢｎＡＲ 基因结构分析
Ｆｉｇ.５　 ＢｎＡＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ａｎｄ ＢｎＡＲ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

图 ６　 ＢｎＡＲ 基因启动子顺式作用元件分析
Ｆｉｇ.６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｏｆ ＢｎＡＲ ｇｅｎｅ

　 　 注:梯度条数值表示相对于对照样本(ＣＫ)的表达倍数( ｌｏｇ２
转化后ꎬ红色为高表达ꎬ蓝色为低表达)ꎬ下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｂａｒ ｖａｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓａｍｐｌｅ(ＣＫ)(ａｆｔｅｒ Ｌｏｇ２ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎꎬ ｒｅｄ ｉｓ ｈｉｇｈ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｂｌｕｅ ｉｓ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.
图 ７　 甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因苗期低温胁迫下表达模式

Ｆｉｇ.７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＢｎＡＲ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂ.ｎａｐｕｓ
ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｔ ｓｅｅｄｉｎｇ ｓｔａｇｅ

图 ８　 甘蓝型油菜 ＢｎＡＲ 基因花期

低温胁迫下表达模式

Ｆｉｇ.８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＢｎＡＲ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂ.ｎａｐｕｓ
ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｔ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ
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　 　 注:∗、∗∗、∗∗∗分别表示处理间差异在 Ｐ<０.０５、Ｐ<０.０１、Ｐ<０.００１ 水平差异显著ꎮ
Ｎｏｔｅ:∗ꎬ ∗∗ꎬ ａｎｄ ∗∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ Ｐ<０.０５ꎬ Ｐ<０.０１ꎬ ａｎｄ Ｐ<０.００１ ｌｅｖｅｌꎬ

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ９　 低温胁迫下 ＢｎＡＲ 基因的表达量

Ｆｉｇ.９　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｎＡＲ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨　 论

腐胺作为多种化合物的前体ꎬ是植物中重要的

代谢产物ꎬ腐胺在多数植物中可通过 ＯＤＣ 和 ＡＤＣ
两种途径催化形成[７]ꎮ 丙氨酸消旋酶(ＡＲ)基因家

族包括精氨酸脱羧酶(ＡＤＣ)、鸟氨酸脱羧酶(ＯＤＣ)

和二氨基庚二酸脱羧酶(ＤａｐＤＣ)３ 个亚家族ꎮ 本研

究通过 ｂｌａｓｔ 和 ｈｍｍｅｒｓｅａｒｃｈ 搜索两种方法在甘蓝型

油菜中鉴定到 １４ 个家族成员ꎬ分为 ＡＤＣ 和 ＤａｐＤＣ
两个亚家族ꎬ未鉴定到 ＯＤＣ 基因ꎬ与拟南芥中一

致[８]ꎬ表明 ＯＤＣ 基因在这些植物进化过程中发生了

丢失ꎮ 片段复制和串联复制在植物进化过程中对
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基因家族扩张起着重要作用[２９]ꎮ ＢｎＡＲ 同源基因对

的 Ｋａ / Ｋｓ 值均小于 ０.５ꎬ说明大多数 ＢｎＡＲ 基因经历

了广泛的纯化选择ꎮ 串联重复基因是指在基因组

中存在多个相同或类似的 ＤＮＡ 序列ꎬ这些序列可能

在基因组中连续地排列在一起ꎬ形成串联重复序

列[３０]ꎬ本研究中甘蓝型油菜 ＡＲ 基因家族中有 ３ 个

串联基因重复对ꎬ可能是家族分化和扩张的重要驱

动力ꎮ
保守基序和基因结构分析显示ꎬ同一亚家族含

有一致或相似的保守基序、内含子和外显子数量ꎬ
内含子可以调控基因表达ꎬ影响基因功能[３１]ꎮ 内含

子较少的基因比内含子较多的基因更容易参与盐

胁迫和干旱胁迫响应[３２]ꎬ其中 ＡＤＣ 亚家族包含 ０ ~
２ 个内含子ꎬ而 ＤａｐＤＣ 成员含有 ４~７ 个内含子ꎮ 已

有研究表明ꎬ拟南芥中过表达 ＡＤＣ 基因可以增强其

耐寒性[１０] 和耐旱性[１１]ꎬ桃树[１２]、水稻[１５]、杜梨[１６]

中 ＡＤＣ 基因同样响应低温、干旱和盐胁迫ꎬ这可能

与 ＡＤＣ 基因中内含子的含量有关ꎮ 对 ＢｎＡＲ 基因启

动子的顺式作用元件进行分析ꎬ发现多种与光照、
激素和逆境胁迫如低温胁迫相关的元件ꎬ表明 ＢｎＡＲ
基因可能参与植物的生长发育及胁迫响应ꎮ

甘蓝型油菜低温胁迫转录组数据分析表明ꎬ所
有 ＢｎＡＲ 基因均不同程度地响应低温胁迫ꎬ说明该

家族成员可能在油菜的低温应答中起关键作用ꎬ其
中 ＢｎＡＲ－４、ＢｎＡＲ－５、ＢｎＡＲ－１１ 和 ＢｎＡＲ－１３ 这 ４ 个

基因在两种材料的不同处理条件下均响应低温胁

迫ꎬ且 ４ 个基因均属于 ＡＤＣ 亚家族ꎬ拟南芥同源基

因均为 ＡｔＡＤＣ２ꎮ 已有研究表明ꎬＡｔＡＤＣ２ 在种子萌

发、根和叶中强烈表达[３３]ꎬ 且响应低温[１０]、干旱[１１]

及盐胁迫[３４]等非生物胁迫ꎬｑＲＴ－ＰＣＲ 验证结果与

转录组数据高度一致ꎮ 通过查看 ４ 个基因的全生育

期表达图发现ꎬ除 ＢｎＡＲ－１３ 在叶中表达量较高外ꎬ
ＢｎＡＲ－４、ＢｎＡＲ－５、ＢｎＡＲ－１１ 均在花中的表达量较

高ꎬ且 ＢｎＡＲ－５ 启动子中含有低温胁迫响应元件ꎬ后
续可将这 ４ 个基因作为候选基因ꎬ通过基因克隆、基
因编辑、转化拟南芥与甘蓝型油菜等ꎬ分别在苗期

和花期验证基因在低温胁迫下的功能ꎬ为甘蓝型油

菜抗寒基因的挖掘提供一定帮助ꎮ

４　 结　 论

参考基因组中鉴定到 １４ 个甘蓝型油菜 ＡＲ 基

因家族成员ꎬ非均一地分布在 ９ 条染色体上ꎬ系统进

化分析将其分为两个亚家族ꎬ同亚家族成员含有一

致或相似的保守基序和基因结构ꎻ共线性分析发现

１１ 对基因具有共线性关系ꎬ启动子区鉴定到与低

温、干旱等胁迫相关的顺式作用元件ꎮ 转录组和

ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析发现ꎬ低温胁迫下 ＢｎＡＲ 基因均不同

程度地上调表达ꎬ其中 ＢｎＡＲ－４、ＢｎＡＲ－５、ＢｎＡＲ－１１
和 ＢｎＡＲ－１３ 这 ４ 个基因可作为候选基因进行后续

的功能分析ꎮ
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