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油菜钙依赖蛋白激酶 ＢｎＣＤＰＫ１ 的克隆和表达分析
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　 　 摘要：根据转录组测序获得的钙依赖蛋白激酶基因的 ＥＳＴ 序列设计特异引物，利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术从油菜中克隆

获得 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因全长序列，ＮＣＢＩ 登录号为 ＫＦ７４０４７７，其 ｃＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 全长分别为 ２１１５ ｂｐ 和 ２８５７ ｂｐ，含有 １１ 个内含子

和 １２ 个外显子。 生物信息学分析表明其开放阅读框为 １５８１ ｂｐ，编码 ５２７ 个氨基酸，具有 ＣＤＰＫｓ 家族典型的特征，含有 １ 个激

酶区域和 ４ 个钙离子手型结构域，与拟南芥 ＡｔＣＤＰＫ２８ 同源性最高，属于第Ⅳ亚家族。 ＢｎＣＤＰＫ１ 在油菜的根、茎、叶、花、种子

中均有表达，但表达丰度存在差异，叶片中表达量最高，其次为茎、根和种子，花中的表达量最低；在高抗和高感油菜品种中，
菌核菌胁迫均能够诱导 ＢｎＣＤＰＫ１ 上调表达，但是高抗品种比高感品种反应更迅速，表达量更高。 接种前、接种后 １２ ｈ、接种后

２４ ｈ，高抗品种的表达量相比高感品种分别提高 １． ４ 倍、４ 倍和 ３ 倍，推测其可能参与油菜的生长发育以及油菜对菌核菌侵染

的应答和防御反应。
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　 ６ 期 张秋平等：油菜钙依赖蛋白激酶 ＢｎＣＤＰＫ１ 的克隆和表达分析

钙离子作为第二信使，在植物的生长、发育、抗
逆、抗病等生理反应中有着非常重要的作用［１］。
ＣＤＰＫｓ 同时具有 Ｃａ２ ＋ 受体蛋白和 Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ 蛋白激酶

的功能，广泛分布于植物、藻类和原生生物中［２］。
目前，已经从多种植物中克隆和鉴定了一系列的

ＣＤＰＫｓ 基因，包括拟南芥［３］、水稻［４］、小麦［５］、马铃

薯［６］、草莓［７］、苹果［８］和芒果［９］ 等，这些基因分属于

４ 个亚家族（Ⅰ ～ Ⅳ）。 对 ＣＤＰＫｓ 基因的定位和表

达分析发现，在亚细胞定位水平上，细胞膜、细胞骨

架、细胞质、叶绿体、线粒体、微粒体膜、细胞核和染

色体等细胞器中均有表达，在植物的各组织器官也

广泛分布，包括根、茎、叶、花、果实、种子等［３］，并且

其表达受激素、环境胁迫等因素的诱导，如赤霉素、
生长素、低温、干旱、盐、伤害等［１０］。 随着对 ＣＤＰＫｓ
研究的深入，发现其通过参与细胞 Ｃａ２ ＋ 信号转导行

使多种多样的生物学功能，包括参与调控植物生长

发育［１１⁃１２］、植物激素的信号转导和激素的合成与代

谢、逆境胁迫应答、细胞分化与凋亡［１３⁃１４］ 等，同时在

植物抗病防御反应中起重要作用［１５］。 研究发现，很
多 ＣＤＰＫｓ 基因受病原菌的诱导表达，如水稻 Ｏｓ⁃
ＣＰＫ２、ＯｓＣＰＫ１５、ＯｓＣＰＫ１７、ＯｓＣＰＫ９［１６］ 和 ＯｓＣＰＫ２０、
ＯｓＣＰＫ２４［１７］受稻瘟病菌的诱导上调表达，烟草 Ｎｔ⁃
ＣＰＫ１、ＮｔＣＰＫ１２、ＮｔＣＰＫ１３［１８］，玉米 ＺｍＣＰＫ１０［１９］ 也

受真菌诱导表达。 另外的试验证明了相关基因在植

物抗病方面的功能，如通过 ＶＩＧＳ 技术将烟草中的

ＮｔＣＤＰＫ２ 沉默，转基因植株表现出过敏性反应的延

迟和降低［２０］；Ｇ． Ｆｒｅｙｍａｒｋ 等［２１］ 发现大麦 ＮｖＣＰＫ３、
ＮｖＣＰＫ４ 能够抑制小麦白粉病菌的侵染。

油菜菌核病是油菜三大病害之首，从油菜苗期

到成熟期都造成危害，以中、后期发病最为普遍，一
般发病率 １０％ ～２０％ ，严重时达 ８０％以上。 该病危

害茎秆、叶片、角果等，容易引起植株早枯，角果减

少，种子皱瘪，千粒重和出油率降低，产量下降［２２］，
已成为影响我国油菜高产、优质的关键因素之一。
菌核菌致病力强，寄主范围广，目前还没有十分简

便、有效的防治方法，也没有找到有效的抗源。
本实验室前期研究中发现油菜中钙含量与抗病

性有关，抗病性强的品种中钙含量高［２３］，同时在对

抗、感菌核病的油菜品种的转录组测序中（未发表）
发现钙依赖蛋白基因的表达存在差异。 根据转录组

测序获得的 ＥＳＴ 序列设计引物，通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和

ＲＡＣＥ 技术，获得 ＢｎＣＤＰＫ１ 的全长，利用荧光定量

ＰＣＲ 分析该基因的组织表达特性，以及在菌核菌胁

迫下，高抗、高感菌核病品种的表达模式变化及差

异，为今后深入研究 ＣＤＰＫ 基因在应答病菌胁迫中

的功能和油菜抗菌核病育种提供基础和候选基因。

１　 材料与方法

１． １　 试验材料

试验材料为本实验室培育的甘蓝型油菜湘油

１５ 和 ９８Ｃ４０，种于本校温室。 基因克隆和组织表达

特异性研究于 ３ ～ ４ 叶期取样，病菌接种试验在盛花

期进行。 菌核菌从田间收集的菌核中分离得到，然
后培养保存。 从保存的菌种平板上取直径 １ ｃｍ 的

带菌琼脂块，置于 ＰＤＡ 平板上，于 ２４ ℃倒置培养，
待菌丝长满平板后，取直径 ０． ５ ｃｍ 的带菌琼脂块接

种到油菜叶片上，并于接种前、接种后 １２ ｈ 和 ２４ ｈ
分别取接种点附近的叶片组织，用液氮速冻后于

－ ８０ ℃超低温冰箱保存备用。 试验设置 ３ 个重复，
每个处理取 １０ 株的样品混合建池，以消除单株

差异。
１􀆰 ２　 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因的克隆

根据转录组测序获得的 ＥＳＴ 序列，设计引物

ＥＳＴ⁃Ｆ 和 ＥＳＴ⁃Ｒ（表 １），以湘油 １５ 叶片 ｃＤＮＡ 为模

板进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 反应体系包括 ｃＤＮＡ １ μＬ，
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的上下游引物各 １ μＬ，１０ × Ｔａｑ ｂｕｆｆｅｒ（含
Ｍｇ２ ＋ ）５ μＬ，ｄＮＴＰ （２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｅａｃｈ）４ μＬ，Ｔａｑ 酶

（２􀆰 ５ Ｕ ／ μＬ）０􀆰 ５ μＬ，用 ｄｄＨ２Ｏ 补齐至 ５０ μＬ。 ＰＣＲ
扩增程序为 ９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５８ ℃
退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，循环 ３０ 次；７２ ℃终延伸

１０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物采用 １％ 琼脂糖凝胶电泳后切胶

回收，胶回收使用 ＴＩＡＮＧＥＮ 生化科技公司的琼脂

糖凝胶回收试剂盒（ＤＰ２０９ －０２），具体操作参照说明

表 １　 ＰＣＲ 引物列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＰＣＲ

引物编号

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｄｅ
引物序列（５′ － ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ － ３′）

ＥＳＴ⁃Ｆ ＣＴＴＣＣＣＡＴＡＧＣＧＧＴＴＧＡＧ

ＥＳＴ⁃Ｒ ＴＣＣＡＧＣＧＡＣＴＴＴＧＡＧＣＡＴ

３′⁃ＲＡＣＥ ＣＴＴＴＣＧＧＧＣＣＡＣＧＡＧＡＡＣＧＴＴＧ

５′⁃ＲＡＣＥ ＣＧＴＴＣＴＣＧＴＧＧＣＣＧＡＡＡＧＡＧ

ＱＣ⁃Ｆ ＴＧＣＴＣＴＣＡＴＴＧＧＡＡＴＣＧＣＴＣＴ

ＱＣ⁃Ｒ ＧＴＴＴＧＧＣＴＧＣＣＴＣＡＣＡＣＡＡＣ

ＤＬ⁃Ｆ ＧＣＡＣＣＧＡＴＴＴＴＧＧＡＴＡＣＧＣＣ

ＤＬ⁃Ｒ ＣＣＣＧＡＡＴＴＧＡＣＣＡＴＧＡＣＣＣ

ＵＢＣ２１⁃Ｆ ＣＣＴＣＴＧＣＡＧＣＣＴＣＣＴＣＡＡＧＴ

ＵＢＣ２１⁃Ｒ ＣＡＴＡＴＣＴＣＣＣＣＴＧＴＣＴＴＧＡＡＡＴＧＣ
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书。 回收片段用 ＴＡＫＡＲＡ 的 ＰＭＤＴＭ１８⁃Ｔ ｖｅｃｔｏｒ ｃｌｏ⁃
ｎｉｎｇ Ｋｉｔ （ ６０１１ ） 连接到 Ｔ 载体。 连接产物通过

４２ ℃水浴 １ ｍｉｎ 热激转化大肠杆菌 ＤＨ５α，加入

５００ μＬ ＬＢ 液体培养基于 ３７ ℃摇床 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡

培养 １ ｈ，然后将菌液均匀涂布于含有 Ｘ⁃Ｇａｌ 和

ＩＰＴＧ 的 ＬＢ 培养基平板，于 ３７ ℃倒置培养过夜，进
行蓝白斑筛选，挑选白斑于 ＬＢ 液体培养基置于摇

床 ３７ ℃振荡培养 ６ ｈ，取菌液进行 ＰＣＲ 鉴定，鉴定

的阳性克隆送上海生工测序。
１􀆰 ３　 ＢｎＣＤＰｋ１ 基因的全长克隆

根据测序的序列信息，分别设计 ３′⁃ＲＡＣＥ 和 ５′⁃
ＲＡＣＥ 引物 （表 １）。 ３′⁃ＲＡＣＥ 使用 ＴａＫａＲａ 的 ３′⁃
Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ ｗｉｔｈ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴａｓｅ（６１０６）
试剂盒，５′⁃ＲＡＣＥ 使用 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 的 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭＲＡＣＥ
ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒（６３４９２３），操作步骤

参照说明书。 扩增的片段通过琼脂凝胶电泳、回收

和 Ｔ 载体克隆（参照 １􀆰 ３）后测序。 将测序获得的

３′⁃ＲＡＣＥ 和 ５′⁃ＲＡＣＥ 序列用 ＤＮＡＭＡＮ 进行拼接，
根据拼接的全长序列信息，在 ５′端和 ３′端分别设计

上下游引物 ＱＣ⁃Ｆ 和 ＱＣ⁃Ｒ（表 １），分别以 ｃＤＮＡ 和

ＤＮＡ 为模板，用 ＴＡＫＡＲＡ 公司的高保真酶 Ｓｐｅｅｄ⁃
ＳＴＡＲ 􀅺 ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｎｅｒａｓｅ （ＤＲＲ０７０Ａ）进行扩增，
ＰＣＲ 体系和程序参照说明书，扩增片段加 Ａ 后回

收，然后连接到载体上测序（参照 １􀆰 ２）。
１􀆰 ４　 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因的生物信息学分析

利用 ＮＣＢＩ 提供的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ􀆰 ｇｏｖ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｇｏｒｆ ／ ）对 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因

进行分析，查找基因的编码区，推断其氨基酸序列，
并进行验证。 通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｕｓ． ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ． ｈｔｍｌ） 分析蛋白序列的基本性

质，使用 ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ􀆰 ｄｅ）
分析蛋白的结构功能域，用 ＣＬＵＳＴＷＡＬ 和 ＭＥＧＡ
５􀆰 ２ 软件进行同源性比对分析，并构建进化树。
１􀆰 ５　 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因的表达分析

从油菜湘油 １５ 的根、茎、叶、花、种子中分别提

取总 ＲＮＡ，进行反转录，通过荧光定量 ＰＣＲ 分析

ＢｎＣＤＰＫ１ 在油菜各组织中的表达情况。 在油菜盛

花期，利用带菌琼脂块接种湘油 １５（高抗菌核菌）、
９８Ｃ４０（高感菌核菌）叶片，并于接种前、接种后 １２ ｈ
和 ２４ ｈ 取病斑周围叶片组织提取 ＲＮＡ，反转录合成

ｃＤＮＡ，以 ＵＢＣ２１ 为内参基因，使用 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 的

ＣＦＸ９６ 进行荧光定量 ＰＣＲ。 荧光定量引物为 ＤＬ⁃Ｆ 和

ＤＬ⁃Ｒ，内参基因引物为 ＵＢＣ２１⁃Ｆ 和 ＵＢＣ２１⁃Ｒ（表 １），
荧光定量试剂为 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ ＳｓｏＡｄｖａｎｃｅｄ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ

Ｓｕｐｅｒｍｉｘ，采用 ２０ μＬ 体系，含 ３００ ｎＭ 的引物，
１００ ｎｇ ｃＤＮＡ， ＳｓｏＡｄｖａｎｃｅｄ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ
１０ μＬ，用两步法进行扩增，９５ ℃ ３０ ｓ；９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃
１０ ｓ（ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ 荧光采集），４０ 个循环；６５ ～ ９５ ℃（每
个循环升高 ０􀆰 ５ ℃）５ ｓ，建立溶解曲线。 每个样品设

置 ３ 个重复，根据 ２ －△△ＣＴ（Ｌｉｖａｋ）法计算基因的相对

表达量。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因的 ｃＤＮＡ 克隆

根据转录组测序获得的 ＥＳＴ 序列设计引物，通
过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 获得了一个 ２３４ ｂｐ 的片段，根据获得的

片段序列信息，设计 ３′ＲＡＣＥ 和 ５′ＲＡＣＥ 引物，通过

ＲＡＣＥ 扩增，分别获得 １５２５ ｂｐ 和 ６００ ｂｐ 的 ３′片段

和 ５′片段，将 ５′和 ３′序列进行拼接，获得了全长为

２１１５ ｂｐ 的 ｃＤＮＡ。 根据拼接序列推断的编码区设

计引物，分别以湘油 １５ 叶片 ｃＤＮＡ 和基因组 ＤＮＡ
为模板进行扩增，获得 ２１１５ ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 编码区全

长和 ２８５７ ｂｐ 基因组编码区全长，将基因命名为

ＢｎＣＤＰＫ１，Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号为 ＫＦ７４０４７７。

Ａ：ＥＳＴ 片段扩增；Ｂ：３′⁃ＲＡＣＥ 扩增；Ｃ：５′⁃ＲＡＣＥ 扩增；
Ｄ：ＤＮＡ 全长扩增；泳道 １：ｇＤＮＡ 全长扩增；泳道 ２：ｃＤＮＡ 全长扩增

Ａ：Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＥＳＴ，Ｂ：Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ３′⁃ＲＡＣＥ，Ｃ：
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ５′⁃ＲＡＣＥ，Ｄ：Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ＤＮＡ，
Ｌａｎｅ １：Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｇＤＮＡ，Ｌａｎｅ ２：Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｌｌ
ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ

图 １　 ＰＣＲ 产物电泳图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２􀆰 ２　 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因的生物信息学分析

通过 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 分析，该基因编码区全长

１５８１ ｂｐ（位置为 ２３１ ～１８１４），基因组全长为 ２８５７ ｂｐ，
将 ｃＤＮＡ 全长序列与基因组 ＤＮＡ 编码区序列进行

比对，发现 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因含有 １１ 个内含子（位置

分别为 ３０４ ～ ５１６，６５０ ～ ７４０，７７８ ～ ８５４，９７０ ～ １２０１，
１２８２ ～ １３６２，１５３４ ～ １６２１，１７４７ ～ １８３６，１９５４ ～ ２０４５，
２１５４ ～ ２２３４，２２９７ ～ ２４２５，２６００ ～ ２６９８）和 １２ 个外显

子（１ ～ ３０３，５１７ ～ ６４９，７４１ ～ ７７７，８５５ ～ ９６９，１２０２ ～
１２８１，１３６３ ～ １５３３，１６２２ ～ １７４６，１８３７ ～ １９５３，２０４６ ～

２２３１



　 ６ 期 张秋平等：油菜钙依赖蛋白激酶 ＢｎＣＤＰＫ１ 的克隆和表达分析

２１５３，２２３５ ～ ２２９６，２４２６ ～ ２５９９，２６９９ ～ ２８５７）。 该基

因编码 ５２７ 个氨基酸，含有 １ 个丝氨酸 ／苏氨酸蛋白

激酶催化结构域（６６ ～ ３２６）和活性化位点（１８８ ～
２００），４ 个 ＥＦ⁃ｈａｎｄ 结构域（３７３ ～ ４０１，４１０ ～ ４３８，
４５２ ～ ４８０，４８２ ～ ５１０）基元，具有 ＣＤＰＫｓ 典型的结构

特征。 通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具分析，ＢｎＣＤＰＫ１ 分子量

为 ５９ ｋＤ、理论等电点为 ８􀆰 ５，总共包括 ８４０５ 个原

子，分子式为 Ｃ２６４３Ｈ４２０４Ｎ７５８Ｏ７８８Ｓ１２，在组成 ＢｎＣＤＰＫ１
蛋白的 ２０ 种氨基酸中，亮氨酸（ Ｌｅｕ）所占比例最

高，达到 ９􀆰 ３％ ，半胱氨酸（Ｃｙｓ）、蛋氨酸（Ｍｅｔ）、色氨

酸（Ｔｒｐ）所占的比例最低，都为 １􀆰 １％ 。 不稳定指数

为 ３７􀆰 ００，可归纳为稳定蛋白，脂肪指数为 ８５􀆰 ４８，总

平均亲水性为 － ０􀆰 ４７２，为水溶性蛋白。 ＰＲＯＳＩＴＥ
分析表明，该蛋白含有 ５ 个 Ｎ⁃豆蔻酰化位点（２ ～ ７，
１２ ～ １７，４６ ～ ５１，３２９ ～ ３３４，４７８ ～ ４８２），８ 个蛋白激

酶 Ｃ 磷酸化位点（１５ ～ １７，２１ ～ ２３，４０ ～ ４２，１５８ ～
１６０，１６５ ～ １６７，２９８ ～ ３００，４４ ～ ４４８，５１４ ～ ５１６），３ 个

ｃＡＭＰ 磷酸化位点（４２ ～ ４５，１５９ ～ １６２，２４２ ～ ２４５），３
个酰胺化位点（５０ ～ ５３，２２２ ～ ２２５，２６３ ～ ２６６），２ 个

酪氨酸激酶磷酸化位点（５２ ～ ５８，４５９ ～ ４６７），１ 个 Ｎ⁃
糖基化位点（３３１ ～ ３３４），１４ 个酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位

点（８７ ～９０，１２２ ～１２５，１５８ ～１６１，１６５ ～１６８，２０３ ～ ２０６，
２４５ ～ ２４８，２９４ ～ ２９７，２９８ ～ ３０１，３６４ ～ ３６７，３６５ ～
３６８，３９０ ～ ３９３，４２０ ～ ４２３，４６９ ～ ４７２，４９９ ～ ５０２）等。
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下划线为丝氨酸 ／ 苏氨酸激酶区域，方框内为活性化位点，虚线为 ４ 个 ＥＦ⁃ｈａｎｄ 钙结合域

Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓ ｍｅａｎｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ，ｂｌｏｃｋ ｄｉａｇｒａｍ ｍｅａｎｓ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅｓ ａｃｔｉｖｅ⁃ｓｉｔｅ ｓｉｇｎａｔｕｒｅ，ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅｓ ｍｅａｎｓ ＥＦ⁃ｈａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎｓ

图 ２　 ＢｎＣＤＰＫ１ 的 ｃＤＮＡ 序列和推断的氨基酸序列

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＢｎＣＤＰＫ１

２􀆰 ３　 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因的同源性分析与进化树构建

从 ＮＣＢＩ 数据库中下载拟南芥、杨树、葡萄、蕃
茄、蓖麻等同源基因，通过 Ｃｌｕｓｔｗａｌ 软件进行比对分

析，发现该基因与拟南芥的 ＣＤＰＫ２８ 基因同源性为

９１％ ，其次是杨树和葡萄，分别是 ７８％ 和 ７７％ 。 各

物种的 ＣＤＰＫ 蛋白序列在 ５′端可变区同源性很低，
而在丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶催化结构域和 ＥＦ⁃

ｈａｎｄ 结构域同源性较高。
采用 ＭＥＧＡ ５􀆰 ２ 软件，通过邻接法（ＮＪ，ｎｅｉｇｈ⁃

ｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ）构建了 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因与 １３ 条来自于不

同物种的同源基因的进化树。 分析发现 （图 ３），
ＢｎＣＤＰＫ１ 基因与拟南芥的 ＡｔＣＤＰＫ２８ 亲缘关系最

近，属于第Ⅳ亚家族

Ｐｔ：Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ（毛果杨），Ｒｃ：Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ（蓖麻），
Ｃｓ：Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ（黄瓜），Ｓｌ：Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ（番茄），Ｎｔ：Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ（烟草），Ｇｍ：Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ（大豆），

Ｃａ：Ｃｉｃｅｒ ａｒｉｅｔｉｎｕｍ（鹰嘴豆），Ｆｘ：Ｆｒａｇａｒｉａ × ａｎａｎａｓｓａ（草莓），Ｂｎ：Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ（油菜），Ａｔ：Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ（拟南芥），
Ｚｏ：Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ（铁皮石斛），Ｖｖ：Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ（葡萄），Ｖａ：Ｖｉｔｉｓ ａｍｕｒｅｎｓｉｓ（山葡萄）

图 ３　 ＢｎＣＤＰＫ１ 与其他物种 ＣＤＰＫｓ 的进化树分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＢｎＣＤＰＫ１ ｗｉｔｈ ＣＤＰＫｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

２􀆰 ４　 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因的组织表达分析

通过实时荧光定量 ＰＣＲ 分析发现，ＢｎＣＤＰＫ１
基因在油菜根、茎、叶、花、种子中都有表达，但是在

叶中的表达量最高，其次是茎，再次为根和种子，在
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花中的表达量最低（图 ４）。

图 ４　 ＢｎＣＤＰＫ１ 的组织表达特性

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＢｎＣＤＰＫ１
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｒａｐｅｓｅｅｄ

２􀆰 ５　 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因受菌核菌胁迫表达分析

对高抗品种（湘油 １５）和高感品种（９８ｃ４０）接种

菌核菌，提取接种前、接种后 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 接种点周

围叶片组织总 ＲＮＡ 进行反转录，通过荧光定量 ＰＣＲ
分析该基因对菌核菌胁迫的响应。 发现在高抗和高

感品种中，菌核菌均能诱导 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因的上调

表达。 但是高抗品种比高感品种上调的时间更早，
更迅速，表达量更高，在接种前、接种后 １２ ｈ、接种后

２４ ｈ，高抗品种中的表达量分别是高感品种的 １􀆰 ４
倍、４ 倍和 ３ 倍（图 ５）。

图 ５　 ＢｎＣＤＰＫ１ 受菌核菌诱导表达

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＢｎＣＤＰＫ１
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ

３　 讨论

ＣＤＰＫｓ 作为钙信号途径的 Ｃａ２ ＋ 受体，广泛存在

于植物中，目前已从多种植物中克隆获得 ＣＤＰＫｓ 基

因，包括拟南芥 ３４ 个［１９］，水稻 ３１ 个［１８］，小麦 ２０
个［７］，绒毛状烟草 ２５ 个［２４］，杨树 ３６ 个［２５］，玉米 ３５
个［２６］等，这些基因可以归纳为 ４ 个亚家族，但是从

甘蓝型油菜中克隆 ＣＤＰＫｓ 基因尚未报道。 本研究

从甘蓝型油菜湘油 １５ 中克隆的 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因含有

ＣＤＰＫｓ 家族的典型结构域，包括 Ｎ 端可变区，由 ２６１
个氨基酸组成的丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶结构域和

４ 个 ＥＦ⁃Ｈａｎｄ 结构域，且 Ｎ 端可变区保守性差，而催

化区和调控区与其他物种的同源性较高，通过比对

和进化树构建分析，该基因与拟南芥 ＡｔＣＤＰＫ２８ 同

源性最高，属于第Ⅳ亚家族。
研究发现，ＣＤＰＫｓ 的组织表达特点不一，有些

可以在植物的大多数组织器官表达，而有些却只在

特定的组织表达，如烟草 ＮｔＣＰＫ１ 在根、茎和花中表达，
在叶片中不表达［２７］，拟南芥的 ＡｔＣＰＫ１６、ＡｔＣＰＫ１７、
ＡｔＣＰＫ２５、ＡｔＣＰＫ３４ 只在花粉管中表达，参与调控花

粉管的生长［２８］。 ＢｎＣＤＰＫ１ 在根、茎、叶、花和种子

中都有表达，叶中的表达最高，茎次之，花中的表达

量最低，推测 ＢｎＣＤＰＫ１ 可能参与调控油菜的生长

发育过程。
ＣＤＰＫｓ 参与植物对外界各种逆境的应答和调

控，包括激素、低温、干旱、盐胁迫等［３］，同时也参与

病原微生物入侵的防御反应。 研究发现，ＣＤＰＫｓ 能

够迅速识别病原侵染导致的植物体内钙离子浓度的

变化，诱导植物产生防御反应，包括 ＲＯＳ 的合成，防
卫基因的表达，植物激素的合成和信号转导，以及细

胞死亡，如拟南芥的 ＡｔＣＰＫ４ ／ ５ ／ ６ 和 ＡｔＣＰＫ１１［２９］、烟
草 ＮｔＣＰＫ２［３０］、马铃薯 ＳｔＣＰＫ４ 和 ＳｔＣＰＫ５［３１］、水稻

ＯｓＣＰＫ１３［３２］。 水杨酸和茉莉酸信号途径与植物对

病原真菌的防御密切相关。 Ｍ􀆰 Ｃｏｃａ 等［３３］ 发现，过
表达 ＡｔＣＰＫ１ 基因的拟南芥植株出现 ＳＡ 的积累及

ＳＡ 调控的抗病基因的组成型表达。 而烟草 ＮｔＣＤ⁃
ＰＫ２ 基因则会诱导启动茉莉酸和乙烯信号途径［３０］。
本研究发现，在腐生型菌核菌的胁迫下 ＢｎＣＤＰＫ１
基因的表达量上升，并且在高抗品种和高感品种中

的表达存在明显差异，在高抗品种中表达上升更快，
表达量更大。 因此，推测 ＢｎＣＤＰＫ１ 基因参与了油

菜对菌核菌的应答和防御反应，但是其在防御反应

中的具体作用机制还需要进一步研究。
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ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ｖａｒｉｅｄ ｃｕｅｓ ｉｎ ｔｅａ ［Ｃａ⁃
ｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌ． ）Ｏ． Ｋｕｎｔｚｅ］［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅ，２０１２，５０２（１）：６９⁃７４

［５０］ 　 Ｚｈｕ Ｚ Ｇ，Ｓｈｉ Ｊ Ｌ，Ｈｅ Ｍ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃ⁃
ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＶｐＮＡＣ１ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｌｄ Ｖｉｔｉｓ
ｐｓｅｕｄｏｒｅｔｉｃｕｌａｔａ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ｌｅｔｔ，２０１２，３４：１３３５⁃１３４２

［５１］ 　 才华，朱延明，李勇，等． 野生大豆转录因子 ＧｓＮＡＣ２０ 基因的
分离及胁迫耐性分析［Ｊ］ ． 作物学报，２０１１，３７（８）：１３５１⁃１３５９

［５２］ 　 Ｗａｎｇ Ｘ Ｅ，Ｂａｓｎａｙａｋｅ Ｂ Ｍ，Ｚｈａｎｇ Ｈ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＡＴ⁃
ＡＦ１，ａ ＮＡＣ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ，ｉｓ ａ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｄｅｆｅｎｓｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｎｅｃｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆｕｎｇａｌ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ
［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｐｌａｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｅ Ｉｎ，２００９，２２（１０）：１２２７⁃１２３８

［５３］ 　 Ｂｕ Ｑ，Ｊｉａｎｇ Ｈ，Ｌｉ Ｃ Ｂ，ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
ＮＡＣ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ＡＮＡＣ０１９ ａｎｄ ＡＮＡＣ０５５ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ⁃ｓｉｇｎａｌｅｄ ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ，２００８，１８
（７）：７５６⁃７６７
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