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　 　 摘要:ＴＣＰ 转录因子家族 ＣＹＣ / ＴＢ１ 簇中成员 ＢＲＣ１ 在调控植物侧枝发育的过程中发挥重要作用ꎮ 本研究利用电子克隆

结合 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法从普通烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ) 中克隆获得 ４ 个 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因ꎬ分别命名为 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１、ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ２、ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ꎮ ４ 条基因的 ＣＤＳ 序列长度分别为 １１４０ ｂｐ、１０６２ ｂｐ、９８７ ｂｐ 和 １０４１ ｂｐꎬ分别编码由 ３７９、
３５３、３２８ 和 ３４６ 个氨基酸组成的蛋白ꎬ这 ４ 个蛋白与 ＣＹＣ / ＴＢ１ 簇中其他成员具有较高相似性ꎮ 蛋白质保守结构域分析表明ꎬ４
个 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因编码的蛋白除具有 ＴＣＰ 核心结构域外ꎬ还具有 ＣＹＣ / ＴＢ１ 簇蛋白特有的 Ｒ 结构域ꎮ 系统进化树分析表明ꎬ
ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白都是 ＴＣＰ 家族 ＣＹＣ / ＴＢ１ 簇中的成员ꎬ且 ４ 个 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白可以被分成 ２ 组ꎬＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ 和 ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ４ 为一组ꎬＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 为另一组ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 分析发现ꎬ４ 个烟草 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因的表达呈现明显

的组织特异性ꎬ且其表达模式可分为 ２ 种:ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 的表达模式相似ꎬ在腋芽中有极高的表达ꎻＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ２ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 的表达模式十分相似ꎬ在叶和腋芽中的表达量都显著高于其他组织ꎮ 推测烟草 ＢＲＣ１ 基因可能存在类

似番茄 ＢＲＣ１ 基因在功能上保守与进化的情况ꎮ
关键词:烟草ꎻＢＲＣ１ 基因ꎻ侧枝形成ꎻ基因克隆ꎻ基因表达分析
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:ＢＲＣ１ꎬａ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ＣＹＣ / ＴＢ１ ｓｕｂｃｌａｓｓ ｉｎ ＴＣＰ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆａｍｉｌｙꎬｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ
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ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＣＤＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ １１４０ ｂｐꎬ１０６２ ｂｐꎬ９８７ ｂｐ ａｎｄ １０４１ ｂｐꎬｒｅ￣
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｔｏｂａｃｃｏꎻ ＢＲＣ１ ｇｅｎｅꎻ ｓｈｏｏｔ ｂｒａｎｃｈｉｎｇꎻ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＴＣＰ 基因家族是植物特有的一类转录因子家

族ꎬ广泛存在于多细胞藻类以及高等植物的基因组

中ꎬ并在植物生长发育过程中起关键作用[１￣２]ꎮ 最

早发现的家族成员是玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)的 ＴＥＯＳＩＮＴＥ
ＢＲＡＮＣＨＥＤ１(ＴＢ１)基因[３]、金鱼草(Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａ￣
ｊｕｓ)的 ＣＹＣＬＯＩＤＥＡ(ＣＹＣ) 基因[４] 以及水稻 (Ｏｒｙｚａ
ｓａｔｉｖａ) 的 ＰＲＯＬＩＦＥＲＡＴＩＮＧ ＣＥＬＬ ＦＡＣＴＯＲＳ１ 和

ＣＥＬＬ ＦＡＣＴＯＲＳ２ 基因(ＰＣＦ１ 和 ＰＣＦ２) [５]ꎬＴＣＰ 正

是根据三者首字母的缩写而得名ꎮ ＴＣＰ 转录因子

家族编码的蛋白都含有一个由 ５９ 个氨基酸组成的

非典型的 ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ(ｂＨＬＨ)结构ꎬ被称为

ＴＣＰ 结构域(ＴＣＰ￣ｄｏｍａｉｎ)ꎬ可能与 ＤＮＡ 的结合以及

蛋白质的二聚化作用有关[６]ꎮ 除了 ＴＣＰ 结构域之

外ꎬ一些 ＴＣＰ 成员还存在一个保守的 Ｒ 结构域(Ｒ￣
ｄｏｍｉａｎ)ꎮ Ｒ 结构域由大约 １８ 个氨基酸组成ꎬ富含

精氨酸、赖氨酸和谷氨酸等极性氨基酸ꎬ可以形成一

个亲水性的 α －螺旋[７]ꎮ 根据所包含结构域的差异

可将 ＴＣＰ 家族分成 Ｃｌａｓｓ Ｉ 和 Ｃｌａｓｓ ＩＩ ２ 个亚家族ꎬ
其中 Ｃｌａｓｓ ＩＩ 又可以分成 ＣＩＮ 和 ＣＹＣ / ＴＢ１ ２ 个亚

簇ꎬ而 Ｒ 结构域只存在于 ＣＹＣ / ＴＢ１ 亚簇的成

员中[８￣９]ꎮ
玉米的 ＣＹＣ / ＴＢ１ 亚簇基因 ＴＢ１ 具有抑制侧枝

生长和调控花序形成的作用ꎬ在大刍草驯化形成玉

米的过程中ꎬ其表达模式的变化发挥了关键作

用[１０]ꎮ 目前ꎬ对 ＴＢ１ 同源基因的研究不仅集中在水

稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ) [１１]、高粱(Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ) [１２] 等禾

本科植物ꎬ也扩展到了拟南芥[１３￣１４]、番茄( Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ) [１５]、 豌 豆 ( Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ ) [１６]、 菊 花

(Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ) [１７￣１８]等双子叶植物ꎮ 已证

实 ＢＲＣ１ 就是 ＴＢ１ 在双子叶植物中的同源基因ꎮ 拟

南芥中ꎬＢＲＡＮＣＨＥＤ１(ＢＲＣ１)基因作为调控腋芽发

育的信号整合者发挥作用ꎬＢＲＣ１ 的表达量降低时

分枝增多ꎮ 番茄中ꎬＢＲＣ１ 基因复制一次后形成了

ＳｌＢＲＣ１ａ 和 ＳｌＢＲＣ１ｂ ２ 个基因ꎬ二者在进化过程中

受到了不同的选择压ꎬ其中 ＳｌＢＲＣ１ｂ 受到了强烈的

纯化选择ꎬ抑制侧枝伸长的功能被保留ꎻ而 ＳｌＢＲＣ１ａ
经历了正向选择ꎬ其抑制侧枝的功能已消失ꎬ正在往

功能多样性的方向进化[１５]ꎮ
烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)是植物界中具有重要

地位的模式植物ꎬ对其 ＢＲＣ１ 基因的研究至今未见

报道ꎬ该基因在烟草中的功能更未可知ꎮ 本研究利

用烟草 ＥＳＴ 数据和基因组数据ꎬ以拟南芥 ＢＲＣ１ 基

因的 ｃＤＮＡ 序列为探针ꎬ采用电子克隆结合 ＲＴ￣ＰＣＲ
方法ꎬ从普通烟草中获得了 ４ 条 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因

的 ＣＤＳ 序列ꎬ对这些基因编码的蛋白序列进行分

析ꎬ研究与其他植物 ＢＲＣ１ 之间的同源性及进化关

系ꎬ并利用荧光定量 ＰＣＲ 分析烟草 ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因

在不同组织部位的表达特性ꎬ为烟草 ＢＲＣ１ 基因的

功能研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 数据来源 　 拟南芥 ＴＣＰ 蛋白序列(包括

ＢＲＣ１)从 拟 南 芥 信 息 资 源 网 站 ( ＴＡＩＲ: ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｏｒｇ)下载得到ꎮ 烟草表达序列标

签(ＥＳＴ)数据从美国国立生物技术信息中心(ＮＣ￣
ＢＩ:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ ｎｃｂｉ ｎｌｍ ｎｉｈ ｇｏｖ) 下载得到ꎮ 番

茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)、马铃薯(Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓ￣
ｕｍ)、玉米 ( Ｚｅａ ｍａｙｓ)、水稻 (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)、豌豆

(Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ)、菊花 ( Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ × ｍｏｒｉｆｏｌｉ￣
ｕｍ)、蒺藜草(Ｃｅｎｃｈｒｕｓ ａｍｅｒｉｃａｎｕｓ)和金鱼草( Ａｎ￣
ｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａｊｕｓ)等植物的相关蛋白序列从 ＵｎｉＰｒｏｔ
蛋 白 质 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ ｕｎｉｐｒｏｔ ｏｒｇ / ) 下 载

得到ꎮ
１ １ ２　 植物材料　 供试材料为烤烟品种红大ꎬ温室

种植ꎬ自然光照下培养至生殖生长期ꎮ 采集营养生

长期的根、茎、茎尖、叶以及生殖生长期的花芽和花ꎬ
经液氮速冻后于 － ８０ ℃ 保存备用ꎮ 烟株打顶 ７ ｄ
后ꎬ采集腋芽ꎬ同样用液氮速冻保存ꎮ
１ １ ３　 试剂与仪器 　 试验所用 ＲＮＡ 提取试剂盒

(Ｔｈｅ ＧｅｎｅＪＥＴ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ)购自

美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻＤＮＡ 聚合酶(Ｅｘ Ｔａｑ)、反转录试

剂盒(ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ 和 ＴａＫａＲａ
ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ(Ｐｅｒ￣
ｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ))、 凝 胶 回 收 试 剂 盒 ( ＴａＫａＲａ
ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ)、克隆载

体 ＰＭＤ￣１９Ｔ、Ｔ４ 连接酶、大肠杆菌感受态 ＤＨ５α 以

及荧光定量试剂盒(ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ)均

购自 ＴａＫａＲａ(大连)有限公司ꎮ 所用引物由北京六

合华大基因科技股份有限公司合成(表 １)ꎮ ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 所 用 仪 器 为 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ ７５００ ( ＡＢＩ
７５００)ꎮ
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　 ６ 期 陈雅琼等:烟草 ＢＲＡＮＣＨＥＤ１￣Ｌｉｋｅ 基因的克隆及表达分析

表 １　 引物序列目录

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称

Ｎａｍｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
序列(５′ － ３′)

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′ － ３′)
引物用途

Ｕｓｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１￣Ｆ ＴＡＣＴＴＧＴＧＣＴＴＧＴＡＴＡＴＣＣＧＴＣＣＴＴ 用于扩增 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ 全长开放阅读框(ＯＲＦ)

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１￣Ｒ ＴＣＡＴＡＧＡＡＴＡＣＧＣＡＡＡＡＣＧＡＡＡＴＡＧ Ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２￣Ｆ ＡＴＧＴＴＴＴＡＡＣＴＧＴＧＴＴＴＴＡＴＣＣＧＴＣ 用于扩增 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２ 的 ＯＲＦ

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２￣Ｒ ＴＣＣＣＡＣＡＴＴＡＡＴＴＡＧＡＴＴＧＡＣＣＡ Ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３￣Ｆ ＡＣＴＧＴＧＴＴＴＴＡＴＣＣＧＴＣＴＴＴＣＴＣＡ 用于扩增 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 的 ＯＲＦ

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３￣Ｒ ＧＴＣＴＧＴＡＡＡＴＴＧＣＴＧＣＴＧＴＡＧＧＡ Ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４￣Ｆ ＧＴＡＣＴＴＧＴＧＣＴＴＧＴＡＴＡＴＣＣＧＴＣＣＴ 用于扩增 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 的 ＯＲＦ

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４￣Ｒ ＣＴＴＡＴＧＴＧＧＴＴＡＴＡＧＴＣＡＴＣＧＧＴＴＧ Ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１￣ｑＦ ＡＴＴＡＣＡＡＧＧＣＣＧＣＴＧＣＡＡＧ 用于 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ 的荧光定量 ＰＣＲ

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１￣ｑＲ ＣＴＴＧＧＡＣＧＡＧＣＴＣＡＴＴＧＡＣＡＧ Ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２￣ｑＦ ＧＧＣＣＴＴＡＧＡＧＡＴＣＧＡＡＧＧＡＴＧ 用于 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２ 的荧光定量 ＰＣＲ

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２￣ｑＲ ＧＧＴＡＧＴＡＣＴＧＣＡＧＣＴＴＴＧＴＴＴＡＧＧＡ Ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３￣ｑＦ ＣＴＣＡＧＡＧＡＣＣＧＡＡＧＧＡＴＧＡＧＡＣＴ 用于 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 的荧光定量 ＰＣＲ

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３￣ｑＲ ＧＴＴＴＡＧＧＡＡＴＧＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴＴＡ Ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４￣ｑＦ ＣＧＡＣＡＴＣＣＧＡＧＴＧＴＧＡＡＧＴＧＡ 用于 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 的荧光定量 ＰＣＲ

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４￣ｑＲ ＣＣＧＣＣＡＴＡＧＡＣＴＧＡＴＣＡＣＣＡ Ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４

ＮｔＬ２５￣ｑＦ ＡＧＧＣＴＧＴＣＡＡＧＴＣＡＧＧＡＴＣＡＡＣ 用于扩增荧光定量内参基因核糖体蛋白基因 ＮｔＬ２５

ＮｔＬ２５￣ｑＲ ＴＧＴＴＣＣＴＴＣＣＡＧＧＴＧＣＡＣＴＡＡ Ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ＮｔＬ２５ꎬａ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ

１ ２　 方法

１ ２ １　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因的电子克隆　 以 ＡｔＢＲＣ１
基 因 的 ｃＤＮＡ 序 列 为 探 针ꎬ ｔｂｌａｓｔｘ ( ｈｔｔｐ: / /
ｂｌａｓｔ ｎｃｂｉ ｎｌｍ ｎｉｈ ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ ｃｇｉ)检索烟草表达序

列标签(ＥＳＴ)数据库ꎬ并参考菲利普莫里斯国际公

司烟草基因组测序数据[１９]ꎬ使用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对

所获得的 ＥＳＴ 片段进行序列拼接ꎬ构建出重叠群

ｃｏｎｔｉｇꎮ 以获得的 ｃｏｎｔｉｇ 为新探针 ｂｌａｓｔ 搜索烟草

ＥＳＴ 数据库ꎬ直到没有新的 ＥＳＴ 可供拼接为止ꎮ 然

后ꎬ把可能的新基因序列在非冗余数据库(ｎｒ 数据

库)中进行搜索ꎬ确认电子克隆所获得的烟草ＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ 基因是否为新基因ꎮ
１ ２ ２　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因 ｃＤＮＡ 的获得　 参照 Ｔｈｅ
ＧｅｎｅＪＥＴ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 操作说明提

取红大腋芽的总 ＲＮＡꎬ参照 ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ 的说明进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 反应ꎮ 根据上述电

子克隆与序列比对的结果ꎬ在拼接出的重叠群上分

别设计特异引物对 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１￣Ｆ / ￣Ｒ、 ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ２￣Ｆ / ￣Ｒ、 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３￣Ｆ / ￣Ｒ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４￣
Ｆ / ￣Ｒ(表 １)ꎬ以红大腋芽的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进行 ＰＣＲ

扩增反应ꎮ ＰＣＲ 反应条件为９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ
９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ / ５７ ℃退火 ３０ ｓ(ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ 和

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 的温度为 ５７ ℃ꎬＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２ 和 Ｎｔ￣
ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 的温度为 ５５ ℃)ꎬ７２ ℃延伸 １ｍｉｎ ２０ ｓꎬ
共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ 后 ４ ℃保存ꎮ ＰＣＲ
产物经 １ ０％琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ参照 ＴａＫａＲａ
ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 操作说明

将目的条带进行纯化回收ꎮ 将回收产物连入 ＰＭＤ￣
１９Ｔ 载体ꎬ转化大肠杆菌感受态 ＤＨ５αꎮ 筛选阳性克

隆ꎬ并送北京六合华大基因公司测序ꎮ
１ ２ ３　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白序列分析 　 利用 ＮＣＢＩ
和 ＥｘＰＡＳｙ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ ｅｘｐａｓｙ ｏｒｇ / )上的工具软件

对克隆获得的 ４ 条烟草 ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因编码的蛋白

进行序列分析:基因开放读码框的查找与翻译采用

ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 完成ꎻ编码蛋白的理化性质、疏水性 /亲
水性、跨膜结构域、亚细胞定位、信号肽及磷酸化位

点分析分别利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ、Ｔｍｐｒｅｄ、Ｐｒｏｔ￣
Ｃｏｍｐ９ ０、ＳｉｇｎａｌＰ４ １ 和 ＮｅｔＰｈｏｓ２ ０ 等在线软件完

成ꎻ蛋白质二级结构预测利用在线工具 ＳＯＰＭＡ
完成ꎮ

３２３１



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １６ 卷

１ ２ ４　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白的保守结构域与系统进

化分析 　 利用在线工具 ＳｃａｎＰｒｏｓｉｔｅ 预测ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ 蛋白的保守结构域ꎮ 将从 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库下载

到的 １３ 条 ＢＲＣ１ 或 ＴＢ１ 蛋白序列与 ４ 条 ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ 蛋白序列进行相似性比对ꎬ寻找保守结构域ꎮ
对 ４１ 条 ＴＣＰ 蛋白序列进行比对后利用 ＭＥＧＡ５ ０
软件中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统进化树ꎮ
１ ２ ５　 烟草 ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因的表达模式分析　 分

别提取红大的根、茎、茎尖、叶、腋芽、花芽和花的总

ＲＮＡꎬ稀释至 １００ ｎｇ / μＬ 的相同质量浓度后ꎬ使用

ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅ￣
ｒａｓｅｒ(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)进行 ｃＤＮＡ 合成ꎮ 将反转

录所得 ｃＤＮＡ 产物稀释 ５ 倍后作为模板ꎬ利用 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ荧光染料法进行相对荧光定量 ＰＣＲ 反应ꎬ
每个样品设 ３ 次重复ꎮ 根据烟草 ＮｔＬ２５[２０] 和 ４ 条

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因的序列ꎬ设计的荧光定量 ＰＣＲ 引

物对分别为 ＮｔＬ２５￣ｑＦ / ￣ｑＲ、ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１￣ｑＦ / ￣ｑＲ、
ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２￣ｑＦ / ￣ｑＲ、ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３￣ｑＦ / ￣ｑＲ 和 Ｎｔ￣
ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４￣ｑＦ / ￣ｑＲ ( 表 １ )ꎮ ＰＣＲ 反 应 体 系 共

２０ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ６ μＬ、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ １０ μＬ、
ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ＩＩ ０ ４ μＬ、ｃＤＮＡ ２ μＬ 和上下游

引物各 ０ ８ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件为 ９５ ℃预变性３０ ｓꎻ
９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃ 退火 ３４ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 用

７５００ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖ２ ０ １ 软件对荧光定量结果进行分

析ꎬ并构建相对定量表达图ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因全长 ｃＤＮＡ 克隆的获得

以 ＡｔＢＲＣ１ 基因搜索烟草 ＥＳＴ 数据库ꎬ得到 １３
条高度同源的 ＥＳＴ 序列ꎬ并进行比对分析ꎬ结果显

示ꎬ１３ 条 ＥＳＴ 可拼接成 ４ 个独立的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ长
度分别为 １３６７ ｂｐ、１３０８ ｂｐ、１２２５ ｂｐ 和 １２７１ ｂｐꎮ

以电子克隆得到的 ４ 条拼接序列设计特异引

物ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法克隆得到 ４ 条长度分别为

１２２２ ｂｐ、１３０４ ｂｐ、１１７９ ｂｐ 和 １２５０ ｂｐ 的核酸序列

(图 １)ꎮ 测序结果表明ꎬ所获序列与电子克隆结果

基本一致ꎮ 利用 ＮＣＢＩ 网站的 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 软件对扩

增序列进行分析ꎬ发现 ４ 者分别包含一个长度为

１１４０ ｂｐ、１０６２ ｂｐ、９８７ ｂｐ 和 １０４１ ｂｐ 的开放读码框ꎬ
分别编码 ３７９、３５３、３２８ 和 ３４６ 个氨基酸ꎬ由此将新

获得的 ４ 个基因依次命名为 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１、ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ２、ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１、２、３ 和 ４ 分别为包含 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１、Ｎｔ￣
ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２、ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 的核酸序列扩增结果

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎬ１ꎬ２ꎬ３ ａｎｄ ４:Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ１ꎬＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２ꎬＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ ａｎｄ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４

图 １　 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ １　 Ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＰＣＲ

２ ２　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因编码蛋白的理化性质分析

利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具对 ４ 条烟草 ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ
基因编码的蛋白质进行了理化性质分析ꎬ结果如

下( 表 ２ ) : ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１、ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２、ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ３ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 编码多肽的原子组成分别

为 Ｃ１８６３ Ｈ２９４１ Ｎ５５１ Ｏ５９０ Ｓ１５、Ｃ１７０２ Ｈ２７３０ Ｎ４９８ Ｏ５６０ Ｓ１３、Ｃ１６０４

Ｈ２５５９Ｎ４６７Ｏ５１１Ｓ１３和 Ｃ１７００Ｈ２６８６Ｎ５０６Ｏ５４０Ｓ１０ꎻ分子量分别

是 ４２９７９、３９５４６ １、３６９７８ ５ 和 ３９１７３ ６Ｄａꎻ理论等

电点 ｐＩ 分别是 ８ ０２、８ ５７、８ ９５ 和 ８ ６５ꎮ 在这 ４
种蛋白质的氨基酸组成中ꎬ都是 Ｓｅｒ( Ｓ)含量最多ꎬ
Ｔｒｐ ( Ｗ ) 最 少ꎬ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１、 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２、
ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 分别含 Ｓｅｒ ８. ４％ 、
１２. ２％ 、９. ８％和 ９. ２％ ꎬ分别含 Ｔｒｐ １. ３％ 、０. ６％ 、
０. ９％和 ０. ９％ ꎻ总的负电荷残基(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ)数分

别为 ４５、４７、４１ 和 ４０ꎬ正电荷残基(Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ)数分

别为 ４７、５１、４９ 和 ４４ꎮ 这 ４ 个蛋白的不稳定系数

( ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ)分别为 ４９ . ２５、５２ . ２３、４２ . ８８ 和

４６ . ９９ꎬ均属于不稳定蛋白ꎮ ４ 个 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋

白的总平均疏水系数 ( ＧＲＡＶＹꎬ ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ
ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ)分别为 － ０ ７５３、 － ０ ７５７、 － ０ ７０７ 和

－ ０ ８２９ꎬ预测均属于亲水蛋白ꎮ 通过在线软件

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 对 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因编码蛋白的疏水性 /
亲水性进行了预测ꎬ结果同样显示蛋白质的亲

水性ꎮ
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　 ６ 期 陈雅琼等:烟草 ＢＲＡＮＣＨＥＤ１￣Ｌｉｋｅ 基因的克隆及表达分析

表 ２　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因编码蛋白的理化性质分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４

分子式 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｏｒｍｕｌａ Ｃ１８６３Ｈ２９４１Ｎ５５１Ｏ５９０Ｓ１５ Ｃ１７０２Ｈ２７３０Ｎ４９８Ｏ５６０Ｓ１３ Ｃ１６０４Ｈ２５５９Ｎ４６７Ｏ５１１Ｓ１３ Ｃ１７００Ｈ２６８６Ｎ５０６Ｏ５４０Ｓ１０

分子量(Ｄａ)Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ４２９７９ ３９５４６. １ ３６９７８. ５ ３９１７３. ６
等电点 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｐＩ ８. ０２ ８. ５７ ８. ９５ ８. ６５
负电荷残基(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ) ４５ ４７ ４１ ４０
正电荷残基(Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ) ４７ ５１ ４９ ４４
不稳定系数 Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ４９. ２５ ５２. ２３ ４２. ８８ ４６. ９９
总平均疏水系数 ＧＲＡＶＹ －０. ７５３ － ０. ７５７ － ０. ７０７ － ０. ８２９

２. ３　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白的结构特征分析

将推导的氨基酸序列利用 ＳｉｇｎａｌＰ４. １ 在线软件

分析ꎬ未发现 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白中存在信号肽ꎮ 利

用 ＰｒｏｔＣｏｍｐ 在线软件对蛋白质的亚细胞定位进行

预测ꎬ预测数值由软件直接计算得出ꎬ分值越高表明

预测的准确性越大ꎮ 经分析(表 ３)ꎬＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基

因编码的蛋白有明显的定位偏好性ꎬ四者在细胞核

中的分值都是最高ꎬ故推断目标蛋白均定位于细胞

核ꎬ这与该类基因编码产物为转录因子的结论相一

致ꎮ 此外ꎬＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 在线粒体中有较多的分

布ꎬ其是否在线粒体中执行功能有待进一步研究ꎮ
通过 ＴＭｐｒｅｄ 软件预测 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白的跨膜结

构域ꎬ结果显示 ４ 个 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白均无跨膜螺

旋区ꎬ为非膜蛋白ꎮ
２. ４　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白的二级结构预测及磷酸化

位点分析

利用 ｇａｒｎｉｅｒ ｖ６. ０. １ 软件对 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白

质的二级结构进行分析( 图 ２ ) ꎬ发现 ＮｔＢＲＣ１ ￣

表 ３　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白的亚细胞定位

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ
ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ１

ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ２

ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ３

ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ４

细胞核 Ｎｕｃｌｅｕｓ ９. ４１ ９. ５７ ６. ８３ ９. ３３

细胞质膜

Ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ
０. ２２ ０. １３ ０ ０. ２５

细胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ０. １４ ０ ０ ０. １８

叶绿体 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ０. ２４ ０. １９ ０. １２ ０. ２４

高尔基体 Ｇｏｌｇｉ ０ ０. １０ ０ ０

线粒体 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ０ ０ ２. ５７ ０

内质网

Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
０ ０ ０. ４８ ０

Ｌｉｋｅ１、 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２、 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 和 ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ４ 蛋白中 α￣螺旋所占比例都是最高ꎬ分别为

３８％ 、３９. ５％ 、３４. ９％ 和 ３９. ４％ ꎻＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ 和

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 中无规则卷曲所占的比例居第 ２ 位ꎬ

ｈ:α￣螺旋ꎻｅ:β￣折叠ꎻｔ:β￣转角ꎻｃ:无规则卷曲

ｈ:α￣ｈｅｌｉｘꎬｅ:β￣ｓｈｅｅｔꎬｔ:β￣ｔｕｒｎꎬｃ:Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ

图 ２　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白的二级结构预测

Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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分别为 ２７ . ５％ 和 ３１ . ２％ ꎻ而 ＮｔＢＲＣ１ ￣Ｌｉｋｅ２ 和

ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 中 β￣转角所占比例居第 ２ 位ꎬ分别为

２５. ５％和 ２８. ５％ ꎮ 由此可知ꎬα￣螺旋和无规则卷曲

是 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 蛋白的主要结

构ꎬ而 α￣螺旋和 β￣转角则是 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２ 和 Ｎｔ￣
ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 蛋白的主要结构ꎮ

为了解 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白中的磷酸化位点分布

情况ꎬ经 ＮｅｔＰｈｏｓ２. ０ 在线软件进行分析ꎬ结果显示ꎬ
ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１、ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２、ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 和 Ｎｔ￣
ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 分别含有 １０、２４、１５ 和 １７ 个丝氨酸激

酶磷酸化位点ꎬ６、７、６ 和 ４ 个苏氨酸激酶磷酸化位

点ꎬ３、１、１ 和 １ 个酪氨酸激酶磷酸化位点ꎮ ４ 个 Ｎｔ￣
ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白均含有比较多的磷酸化位点ꎬ这说

明磷酸化修饰对于 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白行使功能可能

非常重要ꎬ磷酸化作用可能参与 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白

活性的调控ꎮ

２. ５　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白的保守结构域与系统进化

分析

２. ５. １　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白的保守结构域分析　 氨

基酸序列相似性比对结果表明(图 ３Ａ)ꎬ４ 个 ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ 蛋白与拟南芥 ＢＲＣ１(ＡＭ４０８５６０. １)的氨基酸序列

相似性为 ４９. ２４％ꎬ此外ꎬ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ / ４ 与番茄

ＢＲＣ１Ａ(ＨＭ５９７２０８. １)的氨基酸序列相似性为６４. ６３％ꎬ
ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２ / ３ 与番茄 ＢＲＣ１Ｂ(ＨＭ５９７２３０. １)的相似

性为 ６２. ０５％ꎮ 蛋白质保守结构域分析显示(图 ３Ｂ)ꎬ
除了含有高度保守的 ＴＣＰ￣ｄｏｍａｉｎ 之外ꎬ所获得的 ４
条 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白还都含有非常保守的 Ｒ￣ｄｏｍａｉｎꎮ
因为 Ｒ￣ｄｏｍａｉｎ 是 ＴＣＰ 家族 ＣＹＣ / ＴＢ１ 亚簇成员区别

于其他簇中成员的特殊结构ꎬ由此表明ꎬ克隆获得的

烟草 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因属于 ＣＹＣ / ＴＢ１ 亚簇ꎬ是玉米

ＺｍＴＢ１ 和拟南芥 ＡｔＢＲＣ１ 的直系同源基因ꎬ推测具有

与其同源基因相近或相似的功能ꎮ

Ａ:ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 与其他物种 ＢＲＣ１ 蛋白的氨基酸序列比对ꎻＢ:ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白的保守域分析

Ａ: Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｍｏｎｇ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ ａｎｄ ＢＲＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓꎬＢ: Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ ｐｔｏｒｅｉｎｓ

图 ３　 ＮｔＢＲＣ１ 基因编码蛋白保守结构域分析

Ｆｉｇ. ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｉｎ ＮｔＢＲＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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２. ５. ２　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白的系统进化分析　 采用

ＭＥＧＡ５. ０ 软件的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 方法ꎬ对来自不

同植物的 ４１ 个 ＴＣＰ 蛋白(包括 ４ 个 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ)
构建系统进化树(图 ４)ꎮ 结果表明ꎬ４１ 个 ＴＣＰ 蛋白

可以清晰地分成 ＣＹＣ / ＴＢ１ 簇、ＣＩＮ 簇与 Ｃｌａｓｓ Ｉꎬ烟
草 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白与其他植物 ＣＹＣ / ＴＢ１ 簇成员

亲缘关系密切ꎬ归入 ＣＹＣ / ＴＢ１ 亚簇ꎮ ＣＹＣ / ＴＢ１ 亚

簇中ꎬ双子叶植物和单子叶植物的 ＢＲＣ１ 蛋白可以

独立成支ꎬ但是拟南芥比较特殊ꎬ相比双子叶植物ꎬ
拟南芥的 ＢＲＣ１ 蛋白似乎与单子叶植物的 ＴＢ１ 蛋白

亲缘关系更为接近ꎬ这可能是由于基因进化早于物

种分化造成的ꎮ 茄属植物(番茄、马铃薯和烟草)内
ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因的亲缘关系近于茄属和拟南芥间的

关系ꎬ说明属内植物的蛋白亲缘性高于属间植物ꎮ
在番茄 ＢＲＣ１￣ｌｉｋｅ 基因的进化中ꎬ该基因经过复制产

生了 ＢＲＣ１ａ 和 ＢＲＣ１ｂ ２ 个基因ꎬ这 ２ 个基因由于在

进化过程中受到了不同的选择压而使功能有所不

同ꎬ其中 ＢＲＣ１ｂ 在一个强的纯化选择压下功能趋于

稳定ꎬ保持控制侧枝的功能ꎬ而 ＢＲＣ１ａ 经历了正向

选择ꎬ其抑制侧枝的功能已消失ꎬ正在往功能多样性

的方向进化[１５] ꎮ 推测在烟草和马铃薯中也存在类

图 ４　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 蛋白在 ＴＣＰ 家族中的分类地位

Ｆｉｇ. ４　 Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ ｉｎ ＴＣＰ ｆａｍｉｌｙ

似番茄 ＢＲＣ１ 基因在功能上保守与进化的情况ꎮ 就

烟草而言ꎬＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ / ４ 与 ＳｌＢＲＣ１ａ 关系更近ꎬ
ＮｔＢＲＣ￣Ｌｉｋｅ２ / ３ 与 ＳｌＢＲＣ１ｂ 更像ꎮ
２. ６　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因的表达模式分析

从红大的根、茎、茎尖、叶、腋芽、花芽以及花这

７ 个器官中提取总 ＲＮＡꎮ 以烟草核糖蛋白基因

ＮｔＬ２５ 为内参基因进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ
基因的表达情况ꎮ 以花芽为校正器ꎬ其表达水平设

置为 １ꎬ相对表达量结果显示(图 ５)ꎬ４ 条 ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ 基因的表达呈现明显的组织特异性ꎬ且 ４ 条基

因的表达可分为 ２ 种模式:ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ 和 Ｎｔ￣
ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 的表达模式相似ꎬ在腋芽中有极高的表

达ꎻＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 的表达模式十分

相像ꎬ在叶和腋芽中的表达量都显著高于其他组织ꎮ
基因在特定组织中的表达是其在该组织中发挥功能

的前提ꎬ该结果表明这 ４ 条 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因在功

能上可能有所分化ꎬＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４
的功能相近分为一类ꎬ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２ 和 ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ３ 相近为另一类ꎮ 表达模式分析的结果与蛋白

质结构分析的结果相吻合ꎮ

３　 讨论

ＴＣＰ 转录因子作为植物中特有的一个基因家

族ꎬ参与了植物生长发育的许多过程ꎬ促进了植物的

生长和增殖、花的对称性以及侧生器官和侧枝的形

成等ꎮ ＴＣＰ 家族 ＣＹＣ / ＴＢ１ 分支成员都存在一个特

殊的 Ｒ 结构域ꎬ在植物侧枝发育过程中发挥重要作

用ꎮ 玉米的 ＺｍＴＢ１、拟南芥 ＡｔＢＲＣ１、豌豆的 ＰｓＢＲＣ１
以及番茄的 ＳＩＢＲＣ１ 都属于 ＣＹＣ / ＴＢ１ 分支ꎬ到目前

为止ꎬ在玉米和拟南芥等植物中只发现了 １ 个 ＢＲＣ１
成员ꎬ但在番茄 ＢＲＣ１ 的进化过程中ꎬ该基因复制一

次后形成了 ＳｌＢＲＣ１ａ 和 ＳｌＢＲＣ１ｂ ２ 个基因ꎬ二者在

功能上有所分化ꎮ 茄属植物马铃薯与番茄的情况类

似ꎬ也存在 ２ 个 ＢＲＣ１ 基因ꎮ 某些菊科植物的ＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ 基因由于受到不同的选择压也分成了 ２ 组ꎬ说
明选择压的改变可能是该家族基因进化出多种功能

的原因之一[１７]ꎮ ＴＣＰ 家族成员较多ꎬ进化速度较

快ꎬ很多成员都是来源于基因的复制ꎮ 作为转录因

子ꎬＢＲＣ１ 基因的复制可能对下游基因表达调控产

生影响ꎮ 在茄属或者菊科的植物中ꎬ同时有 ２ 个不

同的 ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因表达ꎬ可能会导致这些转录因

子形成四聚体ꎬ形成更复杂的基因调控网络[１５]ꎮ 在

菊科花的发育中已经检测到一些 ＣＹＣ 蛋白能够形

成同源或异源四聚体[２１]ꎮ
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图 ５　 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因的荧光定量表达分析

Ｆｉｇ. ５　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ ｇｅｎｅｓ

普通烟草是异源四倍体ꎬ含有 ２ 套不同的染色

体ꎬ因此 １ 个基因都会包含有 ２ 个拷贝ꎮ 烟草具有

丰富的 ＥＳＴ 数据库ꎬ美国菲利普莫里斯国际公司也

在不久前公布了 ３ 个栽培烟草的基因组测序数

据[１９]ꎬ这为烟草基因的研究提供了极大的便利ꎮ 本

研究利用现有数据结合 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ从烟草中分

离得到 ４ 个 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因ꎮ 分析表明ꎬＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ 蛋白都含有 Ｒ 结构域ꎬ且与其他植物中的

ＢＲＣ１ 高度同源ꎬ属于 ＴＣＰ 家族 ｃｌａｓｓ ＩＩ 中的 ＣＹＣ /
ＴＢ１ 亚簇ꎮ 根据进化关系远近可将 ４ 个 ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ 蛋白分为 ２ 组ꎬＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１、ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 与

番茄 ＳｌＢＲＣ１Ａ、 马铃薯 ＳｔＢＲＣ１Ａ 接 近ꎬ ＮｔＢＲＣ１￣
Ｌｉｋｅ２、ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 与番茄 ＳｌＢＲＣ１Ｂ、马铃薯 Ｓｔ￣
ＢＲＣ１Ｂ 接近ꎮ

基因的时空表达模式是研究基因功能的重要方

法ꎬ具有相似表达模式的基因可能具有共同的功能ꎬ
或者被相同的基因所调控ꎬ或者是具有共同的起

源[２２￣２３]ꎮ 基因表达数据表明ꎬ４ 个 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因

的表达模式也可以分成 ２ 类ꎬ四者在腋芽中都有极

高的表达ꎬ不同于 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ１ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ４ 的

是ꎬＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ２ 和 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ３ 在叶片中也有高

度表达ꎮ 推测烟草的 ２ 组 ＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因也存在

功能上保守与进化的分化ꎮ
植物侧枝的形成不仅影响植物的株型ꎬ更会影

响作物的结实和单产ꎮ 目前ꎬ在植物中已经克隆出

了许多调控腋芽发育的基因ꎬ然而ꎬ由于研究条件和

研究手段的限制ꎬ烟草腋芽形成与发育的研究甚少ꎬ
相关报道仅限于 ＮｔＬＳ 基因[２４]ꎮ 本研究克隆的 Ｎｔ￣
ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因是 ＴＣＰ 家族 ＣＹＣ / ＴＢ１ 簇中控制侧

枝形成的 ＢＲＣ１ 的同源基因ꎬＮｔＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 在烟草腋

芽发育中的作用ꎬ是否形成同源或异源四聚体ꎬ是否

存在功能的多样化ꎬ还需要更多的遗传学和分子生

物学的证据ꎮ 下一步可以构建基因的相关表达载

体ꎬ探索 ＮｔＢＲＣ１ 基因在烟草侧枝发育中发挥的

作用ꎮ
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ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｌａｔｅｒａｌ ｂｒａｎｃｈｉｎｇ ｉｎ ｒｉｃｅ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｊꎬ２００３ꎬ３３ (３):
５１３￣５２０

[１２]　 Ｋｅｂｒｏｍ Ｔ ＨꎬＢｕｒｓｏｎ Ｂ ＬꎬＦｉｎｌａｙｓｏｎ Ｓ Ａ. Ｐｈｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｂ ｒｅｐｒｅｓ￣
ｓｅｓ Ｔｅｏｓｉｎｔｅ Ｂｒａｎｃｈｅｄ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ ｓｏｒｇｈｕｍ ａｘｉｌｌａｒｙ
ｂｕｄ ｏｕｔｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｌｉｇｈｔ ｓｉｇｎａｌｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ
２００６ꎬ１４０: １１０９￣１１１７

[１３ ] 　 Ａｑｕｉｌａｒ￣Ｍａｒｔｉｎｅｚ Ｊ Ａꎬ Ｐｏｚａ￣Ｃａｒｒｉｏｎ Ｃꎬ Ｃｕｂａｓ Ｐ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ＢＲＡＮＣＨＥＤ１ ａｃｔｓ ａｓ ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｏｒ ｏｆ ｂｒａｎｃｈｉｎｇ ｓｉｇｎａｌｓ ｗｉｔｈｉｎ ａｘ￣
ｉｌｌａｒｙ ｂｕｄｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ２００７ꎬ１９(２): ４５８￣４７２

[１４]　 Ｆｉｎｌａｙｓｏｎ Ｓ Ａ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｔｅｏｓｉｎｔｅ Ｂｒａｎｃｈｅｄ１￣ｌｉｋｅ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ａｘ￣
ｉｌｌａｒｙ ｂｕｄ ｏｕｔｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｉｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｔｏ ｍｏｎｏｃｏｔ Ｔｅｏｓｉｎｔｅ
Ｂｒａｎｃｈｅｄ１[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ２００７ꎬ４８(５): ６６７￣６７７

[１５] 　 Ｍａｒｔｉｎ￣Ｔｒｉｌｌｏ Ｍꎬ Ｇｒａｎｄｉｏ Ｅ Ｇꎬ Ｓｅｒｒａ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ

ＢＲＡＮＣＨＥＤ１￣Ｌｉｋｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｓｈｏｏｔ ｂｒａｎｃｈｉｎｇ[ Ｊ] .
Ｐｌａｎｔ Ｊꎬ２０１１ꎬ６７(４): ７０１￣７１４

[１６] 　 Ｂｒａｕｎ Ｎꎬｄｅ Ｓａｉｎｔ Ｇｅｒｍａｉｎ ＡꎬＰｉｌｌｏｔ Ｊ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｅａ ＴＣＰ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＰｓＢＲＣ１ ａｃｔｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ Ｓｔｒｉｇｏｌａｃｔｏｎｅｓ ｔｏ ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌ ｓｈｏｏｔ ｂｒａｎｃｈｉｎｇ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ２０１２ꎬ１５８(１): ２２５￣２３８

[１７] 　 陈晓丽ꎬ刘勇ꎬ赵瑞艳ꎬ等. 菊科 ＢＲＣ１￣Ｌｉｋｅ 基因片段的克隆与

进化分析[Ｊ] . 农业生物技术学报ꎬ２０１３ꎬ２１(６): ６５０￣６５８
[１８] 　 Ｃｈｅｎ ＸꎬＺｈｏｕ ＸꎬＸｉ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅｓ ｏｆ ＤｇＢＲＣ１ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ

ｌａｔｅｒａｌ ｂｒａｎｃｈｉｎｇ ｉｎ ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ (Ｄｅｎｄｒａｎｔｈｅｍａ × ｇｒａｎｄｉｆｌｏ￣
ｒａ ｃｖ. Ｊｉｎｂａ)[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ２０１３ꎬ８(４): ｅ６１７１７

[１９] 　 Ｓｉｅｒｒｏ ＮꎬＢａｔｔｅｙ Ｊ ＮꎬＯｕａｄｉ Ｓ. Ｔｈｅ ｔｏｂａｃｃｏ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ
ｉｔｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ａｎｄ ｐｏｔａｔｏ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎꎬ
２０１４ꎬ５: ３８３３￣４８３３

[２０] 　 Ｓｃｈｍｉｄｔ Ｇ ＷꎬＤｅｌａｎｅｙ Ｓ Ｋ. Ｓｔａｂｌｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ
ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａ￣
ｃｕｍ) ｄｕｒｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ[ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｇｅｎｅｔ Ｇｅ￣
ｎｏｍｉｃｓꎬ２０１０ꎬ２８３(３): ２３３￣２４１

[２１] 　 Ｔａｈｔｉｈａｒｊｕ ＳꎬＲｉｊｐｋｅｍａ Ａ ＳꎬＶｅｔｔｅｒｌｉ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｖｅｒ￣
ｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＣＹＣ / ＴＢ１ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ￣Ａ ｃｏｍｐａｒａ￣
ｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｉｎ ｇｅｒｂｅｒａ (Ｍｕｔｉｓｉｅａｅ) ａｎｄ ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ (Ｈｅｌｉａｎｔｈｅａｅ)
[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｅｖｏｌꎬ２０１１ꎬ２９: １１５５￣１１６６

[２２] 　 Ｏａｋｌｅｙ Ｔ ＨꎬＯｓｔｍａｎ ＢꎬＷｉｌｓｏｎ Ａ Ｃ Ｖ. Ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｓｓ ｏｆ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｕｔｐａｃｅｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇａｉｎ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔｌｙ ｄｕｐｌｉｃａ￣
ｔｅｄ ｆｌｙ ｇｅｎｅｓ [ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ２００６ꎬ１０３ (３１ ):
１１６３７￣１１６４１

[２３] 　 Ｇｕ Ｘ. Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｆｏｒ ｐｈｙｌｏｇｅｎｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ
ｆａｍｉｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ[Ｊ] . Ｇｅｎｅｔｉｃꎬ２００４ꎬ１６７(１): ５３１￣５４２

[２４] 　 王卫锋ꎬ太帅帅ꎬ王鲁ꎬ等. 烟草 ＮｔＬＳ 基因 ＲＮＡ 干扰表达载体

的构建及遗传转化[Ｊ] . 中国烟草科学ꎬ２０１１ꎬ３２(４): ３１￣３５
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