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摘　 要: 对菘蓝 ( Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ Ｆｏｒｔ.) ＣＹＰ８３Ｂ１ 基因进行了克隆与表达模式分析ꎮ 结果显示ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 基

因全长为 １６５２ ｂｐꎬ 包含 ２ 个外显子和 １ 个内含子ꎻ ｃＤＮＡ 全长为 １５００ ｂｐꎬ 编码 ４９９ 个氨基酸ꎮ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１编

码的蛋白没有跨膜结构域和信号肽ꎬ 主要定位于内质网膜ꎬ 属于亲水性蛋白ꎬ 二级结构主要由无规则卷曲螺旋

和 α￣螺旋组成ꎬ 与萝卜(Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌｉｎｎ.)、 欧洲油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.)、 甘蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ Ｌ.)
和芜菁(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌ.)等植物的 ＣＹＰ８３Ｂ１ 蛋白具有较高的同源性ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果表明ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 基

因在菘蓝的根、 茎、 叶、 花和果中均有表达ꎬ 且以叶中的表达量最高ꎻ 在幼苗期、 生长期和花期稳定表达且均

显著高于萌芽期ꎻ 茉莉酸甲酯(ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅꎬ ＭｅＪＡ)和葡萄糖(ｇｌｕｃｏｓｅꎬ Ｇｌｕ)能够显著促进该基因的表

达ꎬ 而低温(４℃)和水杨酸(ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬ ＳＡ)处理对其表达具有一定的抑制效应ꎮ 本研究结果可为进一步探讨

ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 基因的功能提供参考ꎮ
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　 　 菘蓝( Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ Ｆｏｒｔ.)为十字花科菘蓝

属两年生草本植物ꎬ 主要分布于我国陕西、 甘肃、
内蒙古、 河北、 江苏等地ꎮ 其干燥的根和叶分别称

为“板蓝根”和“大青叶”ꎬ 为常见的大宗药材ꎬ 具

有清热解毒、 凉血消斑、 利咽止痛的功效[１ꎬ２]ꎮ 所

含的有效成分主要包括棕榈酸、 靛蓝、 靛玉红、 腺

苷、 色胺酮、 谷甾醇和芥子油苷等ꎬ 临床上主要用

于流行性乙型脑炎、 上呼吸道感染、 流行性感冒等

疾病的治疗[３]ꎮ 随着菘蓝有效成分及药理活性的

逐步明确ꎬ 其临床应用日益受到重视ꎮ
芥子油苷ꎬ 也称硫代葡萄糖苷或硫苷 ( ｇｌｕ￣

ｃｏｓｉｎｏｌａｔｅꎬ ＧＳ) [４ꎬ５]ꎬ 是一类由氨基酸衍生的含

氮含硫的重要植物次生代谢产物ꎬ 可对抗昆虫取食

以及病原体侵染ꎬ 在十字花科植物的防御机制中发

挥着重要作用[６ꎬ７]ꎻ 其代谢产物(如酚乙基异硫代

氰酸盐、 苯甲基异硫代氰酸盐等)具有抗癌活性ꎬ
而吲哚族芥子油苷的水解产物则对肿瘤形成起到抑

制作用[８]ꎮ 芥子油苷的化学结构主要由 β￣Ｄ￣硫葡

萄糖基、 硫化肟基团以及来源于氨基酸的侧链 Ｒ
所组成ꎮ 根据其侧链氨基酸前体的不同ꎬ 将芥子油

苷分为脂肪族芥子油苷、 芳香族芥子油苷和吲哚族

芥子油苷[９]ꎮ ＣＹＰ８３Ｂ１ 基因编码的蛋白在生长素

和吲哚族芥子油苷的生物合成过程中具有重要作

用[１０]ꎬ 属于细胞色素 Ｐ４５０ 基因家族中的 ＣＹＰ８３ｓ
亚家族ꎬ 目前已在拟南芥 (Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.)、 芥菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ (Ｌ.) Ｃｚｅｒｎ.
ｅｔ Ｃｏｓｓ.)和小白菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ Ｌ.)等多

种十字花科植物中得到克隆ꎮ 野生型拟南芥中的

ＣＹＰ８３Ｂ１ 酶能够催化吲哚￣３￣乙醛肟进入吲哚族芥

子油苷合成途径[１１]ꎬ 而 ｃｙｐ８３Ｂ１ 突变体中吲哚￣３￣
乙醛肟则主要被转化为吲哚￣３￣乙醛进入生长素合

成途径[１２]ꎬ 使其过量积累吲哚￣３￣乙醛和生长素ꎬ
表现为高激素显型(ｈｉｇｈ￣ＩＡＡ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ)ꎬ 表型

为子 叶 延 长 及 不 定 根 增 加 等 特 征[１３]ꎮ 尽 管

ｃｙｐ８３Ｂ１ 突变体中缺乏吲哚族芥子油苷ꎬ 但其缺

失程度不如 ｃｙｐ７９Ｂ２ / Ｂ３ 双突变体[１４ꎬ１５]ꎬ 这是因

为在芥子油苷合成途径上的 ＣＹＰ８３Ａ１ 酶可在一定

程度上弥补 ＣＹＰ８３Ｂ１ 的功能ꎬ 参与吲哚族芥子油

苷的合成过程[１６]ꎮ
迄今为止ꎬ 尚无对菘蓝 ＣＹＰ８３Ｂ１ 基因的相关

研究ꎬ 而该基因是否在菘蓝芥子油苷合成过程中发

挥相应的生物学功能尚不明确ꎮ 本研究以菘蓝为材

料ꎬ 参考本实验室转录组测序结果ꎬ 克隆了菘蓝

ＣＹＰ８３Ｂ１ 基因ꎬ 并对其进行生物信息学分析和表

达模式研究ꎬ 以期为进一步探讨菘蓝芥子油苷的合

成积累规律及调控机理提供有效的实验依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

菘蓝( Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ Ｆｏｒｔ.)种子为本实验室

保存ꎮ 在温室中ꎬ 将种子播种于营养土中ꎬ 约 ４ ~
６ ｄ 萌发ꎬ 待其长出第一对真叶后ꎬ 将幼苗移栽至

花盆中ꎬ 每盆 ２~ ４ 株ꎬ 定期管理ꎮ 培养条件: 温

度(２５ ± ２)℃ꎻ 光照 １６ ｈ / ｄꎬ 湿度 ６０％ ~ ８０％ꎮ
植物 ＤＮＡ 提取试剂盒、 反转录试剂盒、 高保真

酶、 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、 ｐＭＤ１９￣Ｔ ｖｅｃｔｏｒ、 ＤＮＡ 凝胶回

收试剂盒、 质粒提取试剂盒、 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
ＤＨ５α 等均购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻ 琼脂糖、 氨苄青霉

素、 Ｘ￣ｇａｌ、 ＩＰＴＧ 购自 Ａｍｅｒｓｃｏ 公司ꎻ 植物总

ＲＮＡ 提取试剂盒购自 Ａｉｄｌａｂ 公司ꎮ 其它试剂均为

国产分析纯ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菘蓝总 ＲＮＡ和 ＤＮＡ的提取

按照植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒操作流程分别提

取菘蓝不同器官、 不同发育阶段、 不同处理条件下

的总 ＲＮＡꎻ 以获得的总 ＲＮＡ 为模板ꎬ 按照反转录

试剂盒操作步骤获得 ｃＤＮＡꎮ 参照植物 ＤＮＡ 提取

试剂盒制备菘蓝总 ＤＮＡꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 引物设计

根据本实验室已经建立的菘蓝转录组数据库信

息ꎬ 采用 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.
ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｇｏｒｆ / ｇｏｒｆ.ｈｔｍｌ)查找菘蓝 ＣＹＰ８３Ｂ１ 序列

的 ＯＲＦꎬ 并用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰０ 软件设计特异性

引物ꎮ 引物序列: Ｆ１: ５′￣ＡＴＧＧＡＴＣＴＣＴＴＣＴＴＧＡ￣
ＴＴＡＴＴＧＣＣＧ￣３′ꎻ Ｒ１: ５′￣ＴＣＡＧＡＴＧＴＧＣＧＴＣＣＴＴ￣
ＧＧＴＧ￣３′ꎮ 引物合成和序列测定由华大基因公司
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完成ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＣＲ 扩增及产物鉴定

分别以菘蓝 ｃＤＮＡ 和 ＤＮＡ 为模板进行目的基

因的 ＰＣＲ 扩增(扩增条件为: ９５℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ
９５℃变性 ３０ ｓꎬ ６０℃退火 ３０ ｓꎬ ７２℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ
３０ 次循环ꎻ ７２℃延伸 ２ ｍｉｎ)ꎮ 扩增产物用 １％琼

脂糖凝胶电泳检测并回收目的条带ꎬ 连接到

ｐＭＤ１９￣Ｔ 克隆载体并转化 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细

胞ꎬ 筛选阳性克隆送测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 生物信息学分析

根据目的基因的测序结果ꎬ 利用生物信息学软

件对其进行核苷酸序列和氨基酸序列分析: Ｐｅｒｏｔ￣
Ｐａｒａｍ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ􀆰 ｅｘｐａｓｙ􀆰 ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ/ )
检测蛋白质的理化性质、 分子量及等电点ꎻ ＴＭ￣
ＨＭＭ 软件 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＴＭＨＭＭ / )预测蛋白质跨膜结构域ꎻ Ｓｉｇｎａｌ 软件

( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )
预测信号肽ꎻ Ｐｓｏｒｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 在线软件 ( ｈｔｔｐ:
/ / ｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / ｆｏｒｍ.ｈｔｍｌ)预测蛋白质的亚细胞定

位ꎻ ＮＣＢＩ￣ＣＤＤ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)对氨基酸的保守结构域

进行预测ꎻ ＳＰＯＭＡ 软件预测蛋白质二级结构ꎻ
ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / )预测蛋白质三级结构ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 基因表达模式分析

对种子萌发后 １０、 ３０、 ９０ ｄ 龄以及花期的植

株进行取材ꎬ 作为萌芽期、 幼苗期、 生长期和花期

的研究材料ꎮ 对花期植株进行根、 茎、 叶、 花和果

的取材ꎮ 取幼苗期植株分别施以茉莉酸甲酯(Ｍｅ￣
ＪＡꎬ ５００ μｍｏｌ / Ｌ)、 水杨酸(ＳＡꎬ ３００ μｍｏｌ / Ｌ)和葡

萄糖(Ｇｌｕꎬ ９􀆰０％ Ｗ / Ｖ)溶液ꎬ 用量以喷施溶液均

匀布满整个叶片为准ꎬ 并于 ０、 １、 ３、 ６、 １２、 ２４、
４８、 ７２ ｈ 进行取材ꎮ 另取 ４℃处理相应时间条件下

的叶片作为低温处理材料ꎮ 各条件取材样本均用液

氮速冻后于－８０℃贮藏ꎮ
采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬ 以菘蓝不同器官 (根、

茎、 叶、 花和果)、 不同发育时期(萌芽期、 幼苗

期、 生长期和花期)ꎬ 以及经 ＭｅＪＡ、 ＳＡ、 Ｇｌｕ 及

低温处理后的叶片 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ 研究目的基因

的表达模式ꎮ 实验引物序列为: Ｆ２: ５′￣ＣＣＴＣＡＡ￣
ＧＡＣＣＣＡＡＧＡＣＣＴＣＡ￣３′ꎬ Ｒ２: ５′￣ＣＡＣＡＴＣＴＴＣＣＴ￣
ＣＡＴＣＴＣＡＣＧＧＴ￣３′ꎻ 内参基因 Ａｃｔｉｎ(ＡＹ８７０６５２􀆰１)

的引物序列为: Ｆ３: ５′￣ＡＧＧＡＡＴＣＧＣＴＧＡＣＣＧ￣
ＴＡＴＧ￣３′ꎬ Ｒ３: ５′￣ＴＧＧＡＣＣＣＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＴＴ￣３′ꎮ
扩增条件: ９５℃预变性 ３０ ｓꎬ ９５℃变性 １０ ｓꎬ
５８℃退火 １０ ｓꎬ ７２℃延伸 １０ ｓꎬ ４５ 次循环ꎬ 每次

循环第 ３ 步进行荧光采集ꎮ 每个样品重复 ３ 次ꎬ 采

用 ２－△△ＣＴ法进行数据分析[１７]ꎮ 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰０ 中

ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 方法进行单因素方差分析ꎬ 利用

Ｔｕｋｅｙ ｔｅｓｔ 分析各样品间基因表达差异的显著性ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 菘蓝 ＣＹＰ８３Ｂ１基因的克隆

分别以菘蓝的 ｃＤＮＡ 和 ＤＮＡ 为模板ꎬ 利用引

物 Ｆ１、 Ｒ１ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ 获得长度为 １５００ ~
１８００ ｂｐ 的片段(图 １)ꎬ 扩增产物经凝胶回收、 克

隆并测序ꎬ 测得序列经 ＤＮＡＭＡＮ 软件分析获得该

基因长为 １５００ ｂｐ 的 ＯＲＦ 区ꎬ 碱基组成为 Ａ:
２７􀆰１％、 Ｔ: ２４􀆰０％、 Ｇ: ２３􀆰３％、 Ｃ: ２５􀆰６％ꎬ 共

编码 ４９９ 个氨基酸(图 ２)ꎮ 以 ＤＮＡ 为模板ꎬ 测得

该基因 ＤＮＡ 全长为 １６５２ ｂｐꎬ 包括 ２ 个外显子和

１ 个内含子ꎬ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＸ２５９４７８ꎮ 经与萝

卜(Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌｉｎｎ.)ＣＹＰ８３Ｂ１(ＫＦ６８２４４８􀆰１)
比对发现ꎬ 二者相似性高达 ９４％ꎬ 将其命名为

ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ꎮ
２􀆰 ２　 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１基因编码蛋白的理化性质分析

Ｐｒｏｔ￣Ｐａｒａｍ分析结果表明ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１基因编码

蛋白(ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１)含 ４９９个氨基酸残基ꎬ 分子结构式

为Ｃ２５８５Ｈ４０６７Ｎ６７５Ｏ７１５Ｓ２６ꎬ 分子量为５６􀆰８７５３ ｋＤꎬ 等电

点(ｐＩ)为 ８􀆰７９ꎬ 含有碱性氨基酸残基(Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ)
６４ 个ꎬ 酸性氨基酸残基(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ)５８ 个ꎻ 消光

2000
1000

M c g

bp

Ｍ: ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ ｃ: ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡꎻ
ｇ: ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ.

图 １　 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 基因的 ＰＣＲ扩增
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１

６６ 植 物 科 学 学 报 第 ３５ 卷　



系数(Ｍ－１ｃｍ－１ꎬ γ ＝ ２８０ ｎｍ)为 ４９０７０ꎬ 不稳定系

数为 ３７􀆰０４ꎬ 说明该蛋白较为稳定ꎻ Ｎ￣端为蛋氨酸

(Ｍｅｔ)ꎻ 疏水系数为 ９０􀆰３６ꎬ 总平均亲水性 ＧＲＡ￣
ＶＹ 值为－０􀆰１３９ꎬ 说明该蛋白为碱性蛋白质ꎬ 属于

亲水性蛋白ꎮ
２􀆰 ３　 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１基因编码蛋白的结构预测

利用 ＴＭＨＭＭ ２􀆰０ Ｓｅｒｖｅｒ 软件对 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 的

结构进行分析ꎬ 发现该蛋白不具跨膜结构域ꎮ
ＳｉｇｎａｌＰ￣４􀆰１ 软件[１８] 分析结果表明ꎬ 该蛋白无信号

肽ꎬ 属于非分泌蛋白ꎮ Ｐｓｏｒｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 分析结果显

示ꎬ 该蛋白定位于内质网膜(可信度 ０􀆰８２０)ꎮ 用

ＥｘＰＡＳｙ ＮｅｔＰｈｏｓ ２􀆰０ Ｓｅｒｖｅｒ[１９] 对其进行磷酸化位点

预测ꎬ 发现 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 含有 ７ 个 Ｓｅｒ 位点、 ６ 个 Ｔｈｒ
和 ３ 个 Ｔｙｒ 位点ꎬ 共计 １６ 个蛋白激酶磷酸化位点ꎬ
表明 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１可能受蛋白磷酸激酶的调控ꎮ ＮＣＢＩ￣
ＣＤＤ 预测到该蛋白的保守结构域在 １~ ４９９ 肽链区

间ꎬ 属于细胞色素 Ｐ４５０ 基因家族ꎮ Ｐｒｏｓｉｔｅ 分析结

果进一步表明ꎬ 该蛋白具有典型的细胞色素 Ｐ４５０
基因家族特征ꎬ 即存在一个保守的血红素结合域:
ＦＧＳＧＲＲＭＣＰＡꎬ 位于 ４３４ ~ ４４３肽链之间(图 ３)ꎮ

1���������ATGGATCTCTTCTTGATTATTGCCGCCGTGGTAGCGGCCGGAGCTTTCTTTCTCCTCCGGAGCTCCACCAAG
1����������M��D��L��F��L��I��I��A��A��V��V��A��A��G��A��F��F��L��L��R��S��S��T��K
73��������AAATCTCTTCGGTTGCCTCCTGGGCCAAAAGGTCTTCCTATTATTGGAAACCTCCACCAGATGGAGAAGTTC
25���������K��S��L��R��L��P��P��G��P��K��G��L��P��I��I��G��N��L��H��Q��M��E��K��F
145 AACCCACAACACTTCCTTTTCCGTCTCTCCAAGCTCTACGGTCCAATTTTCACAATGAAAATCGGAGGTCGC
49���������N��P��Q��H��F��L��F��R��L��S��K��L��Y��G��P��I��F��T��M��K��I��G��G��R
217�������CGCCTGGCCGTGATCTCCTCAGCTGAGCTAGCCAAGGAGCTCCTCAAGACCCAAGACCTCAACTTCACCGCT
73���������R��L��A��V��I��S��S��A��E��L��A��K��E��L��L��K��T��Q��D��L��N��F��T��A
289�������CGTCCTCTTCTGAAGGGGCAACAAACGATGTCGTATCAAGGCCGTGAGCTTGGTTTCGGACAGTACACAGCG
97���������R��P��L��L��K��G��Q��Q��T��M��S��Y��Q��G��R��E��L��G��F��G��Q��Y��T��A
361�������TACTACCGTGAGATGAGGAAGATGTGTATGGTTAACCTCTTCAGCCCAAATCGAGTCGCAAGTTTCCGACCC
121��������Y��Y��R��E��M��R��K��M��C��M��V��N��L��F��S��P��N��R��V��A��S��F��R��P
433�������GTTAGAGAAGAAGAGTGCAAACGGATGATGGACAAGATCTACAAAGCTGCCGACCAATCAGGGACGGTTGAC
145��������V��R��E��E��E��C��K��R��M��M��D��K��I��Y��K��A��A��D��Q��S��G��T��V��D
505�������CTAAGTGAGCTTCTCTTGTCCTTCACCAACTGTGTCGTCTGTAGACAAGCTTTTGGGAAGCGCTACAACGAG
169��������L��S��E��L��L��L��S��F��T��N��C��V��V��C��R��Q��A��F��G��K��R��Y��N��E
577�������TACGGAACCGAGATGAAGAGATTCATAAACATCTTGTACGAGACTCAAGCCCTTTTGGGCACTCTGTTTTTC
193��������Y��G��T��E��M��K��R��F��I��N��I��L��Y��E��T��Q��A��L��L��G��T��L��F��F
649 TCTGACCTTTTCCCTTATTTCGGATTCCTTGACAACATCACTGGTCTAAGTGCGCGTCTCAAGAGAGCTTTC
217��������S��D��L��F��P��Y��F��G��F��L��D��N��I��T��G��L��S��A��R��L��K��R��A��F
721�������AAGGAGCTCGACACTTACCTTCAAGAACTCCTCGACGAGACTCTTGACCCTAACCGTCCTACACCCGAGACA
241��������K��E��L��D��T��Y��L��Q��E��L��L��D��E��T��L��D��P��N��R��P��T��P��E��T
793�������GAGAGTTTCATTGATCTTTTGATGCAGATCTACAAAGATCAACCTTTCTCCATCAAATTCACCCACGAGAAT
265��������E��S��F��I��D��L��L��M��Q��I��Y��K��D��Q��P��F��S��I��K��F��T��H��E��N
865�������GTCAAGGGCATGATATTGGATATTGTTGTACCGGGAACTGACACGGCGGCTGCAGTGGTGGTATGGGCCATG
289��������V��K��G��M��I��L��D��I��V��V��P��G��T��D��T��A��A��A��V��V��V��W��A��M
937�������ACTTACCTTATAAAGTACCCTGAAGCAATGAAGAAAGCTCAAGATGAAGTGAGAAAGGTGGTAGGCGACAAA
313��������T��Y��L��I��K��Y��P��E��A��M��K��K��A��Q��D��E��V��R��K��V��V��G��D��K
1009������GGATACGTCTCCGAAGAAGACATACCTAATCTCCATTATCTGAAGGCCGTCATCAAGGAGTCTCTCCGACTC
337��������G��Y��V��S��E��E��D��I��P��N��L��H��Y��L��K��A��V��I��K��E��S��L��R��L
1081������GAACCAGTCATCCCAATTCTTCTGCATAGAGAAACCATCGCAGACGCAAAGATTGGTGGCTATGATATTCCG
361��������E��P��V��I��P��I��L��L��H��R��E��T��I��A��D��A��K��I��G��G��Y��D��I��P
1153 GCGAAGACAATCATTCAGGTGAACGCGTGGGCGGTTTCTCGTGACACAGCCGCATGGGGAGACAACCCCAAT
385��������A��K��T��I��I��Q��V��N��A��W��A��V��S��R��D��T��A��A��W��G��D��N��P��N
1225������GAGTTTATTCCAGAGAGGTTCATGAACGAGCAGAAAGGAGTTGACTTCAAAGGACAAGATTTTGAGCTCCTA
409��������E��F��I��P��E��R��F��M��N��E��Q��K��G��V��D��F��K��G��Q��D��F��E��L��L
1297������CCATTCGGGTCCGGCCGAAGAATGTGCCCTGCTATGCATCTTGGAATCGCAATGGTAGAGATACCTTTCGCT
433��������P��F��G��S��G��R��R��M��C��P��A��M��H��L��G��I��A��M��V��E��I��P��F��A
1369������AACCTTCTCTACCGATTCGACTGGAGCCTACCAAAAGGGACTAAACCAGAGGATATAAAGATGGACGTGATG
457��������N��L��L��Y��R��F��D��W��S��L��P��K��G��T��K��P��E��D��I��K��M��D��V��M
1441������ACCGGACTCGCTATGCATAAGAAAGAGCACCTTGTCCTTGCACCAAGGACGCACATCTGA
481��������T��G��L��A��M��H��K��K��E��H��L��V��L��A��P��R��T��H��I *

图 ２　 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 的核苷酸序列及编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

1 75 150 225 300 375 450 499

P450 superfamily

USERSEQ1

434 443- : [ :( )]confidence level 0 FGsGRRMCPA

( )499 aa

Query seq.
Superfanilies

图 ３　 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 蛋白的功能结构域分析
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１
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２􀆰 ４　 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１基因编码蛋白的二级和三级结构

预测

采用 ＳＰＯＭＡ 预测 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 蛋白的二级结

构ꎬ 分析结果显示该蛋白的二级结构中无规则卷曲

螺旋( ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ)所占比例最多ꎬ 为 ４４􀆰４９％ꎻ 其

次是 α￣螺旋(ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ)ꎬ 所占比例为 ４０􀆰２８％ꎻ
而延伸链(ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ)所占比例为 １５􀆰２３％ꎮ
因此ꎬ α 螺旋和无规则卷曲螺旋是ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 蛋白

的主要结构元件ꎬ 而延伸链分布在整个蛋白质结构

中ꎮ 利用 Ｓｗｉｓｓ Ｍｏｄｅｌ 程序[２０] 同源构建模型预测

该蛋白的三维结构模型(图 ４)ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 三级结

构中 α￣螺旋和无规则卷曲所占比例较高ꎬ 其次为

延伸链ꎬ 与其二级结构预测的结果一致ꎮ

图 ４　 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 蛋白三级结构
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１

２􀆰 ５　 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１基因编码蛋白的同源性及系统进

化分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件将 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 的氨基酸

序列与其他 ８ 种植物进行比对发现(图 ５) ꎬ 菘

蓝 ＣＹＰ８３Ｂ１ 氨基酸序列与芜菁(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａꎬ
ＸＰ＿００９１０７６３２􀆰１)、 欧洲油菜 (Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓꎬ
ＸＰ＿０１３６５６４４４􀆰１ )、 甘 蓝 ( Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａꎬ
ＸＰ＿０１３６０５０４８􀆰 １)和萝卜(ＡＨＢ１１１９３􀆰１)的氨基酸

相似性均为 ９７％ꎻ 与荠蓝(Ｃａｍｅｌｉｎａ ｓａｔｉｖａꎬ ＸＰ＿
０１０４４７５０３􀆰１)、 拟 南 芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬ
ＮＰ＿１９４８７８􀆰１)、 深山南芥 (Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｌｙｒａｔａꎬ
ＸＰ＿００２８６７２９９􀆰１) 和醉蝶花 ( Ｔａｒｅｎａｙａ ｈａｓｓｌｅｒｉ￣
ａｎａꎬ ＸＰ ＿０１０５３０３４１􀆰１) 的相似性分别为 ９４％、
９６％、 ９６％和 ８９％ꎮ 多序列比对结果显示ꎬ 菘蓝

ＣＹＰ８３Ｂ１ 与其他 ８ 种植物的 ＣＹＰ８３Ｂ１ 结构类似ꎬ
均具有保守的血红素结合域(ＦｘｘＧｘＲｘＣｘＧ 序列)
和氧结合域(Ａ / Ｇ)Ｇｘ(Ｄ / Ｅ)Ｔ(Ｔ / Ｓ)ꎬ 并含有 ２ 个

Ｐ４５０ｓ 的标志性序列 ＫＥＴＬＲ (Ｋ￣ｈｅｌｉｘ) 和 ＰＥＲＦꎮ
此外ꎬ 利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ１􀆰８ 和 ＭＥＧＡ５􀆰０ 对 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１
氨基酸序列和已经在 ＧｅｎＢａｎｋ 上登录的其他植

物中 ＣＹＰ８３Ｂ１ 的氨基酸序列进行比对ꎬ 并构建

系统进化树(图 ６)ꎬ 结果显示ꎬ 菘蓝 ＣＹＰ８３Ｂ１ 与

萝卜(ＡＨＢ１１１９３􀆰１)的亲缘关系最近ꎮ
２􀆰 ６　 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１基因的表达模式分析

在对菘蓝 ＣＹＰ８３Ｂ１ 进行生物信息学分析的基

础上ꎬ 本研究进一步分析了该基因在不同组织、 不

同生长发育阶段及不同处理条件下的表达模式ꎬ 结

果显示(图 ７)ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 在菘蓝的根、 茎、 叶、
花和果中均有表达(图 ７: Ａ)ꎬ 且以叶中表达量最

高ꎬ 其次是茎和花ꎬ 最后是根和果ꎬ 其差异最高可

达 ３􀆰５６ 倍ꎬ 表明该基因的表达具有一定的组织特

异性ꎮ 不同生长发育阶段的基因表达分析结果显示

(图 ７: Ｂ)ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 在菘蓝幼苗期、 生长期和

花期均有表达ꎬ 且显著高于萌芽期ꎬ 其差异最高可

达 ２􀆰５９ 倍ꎮ
此外ꎬ 本研究还探讨了不同诱导子处理条件

下 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 的表达模式ꎮ 由图 ７: Ｃ 可见ꎬ 用

５００ μｍｏｌ / Ｌ ＭｅＪＡ 处理 ３ ｈ 后ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 表达量

显著升高ꎬ 最高达到对照的 ３０􀆰１３ 倍ꎬ 此后该基因

的表达逐渐下降ꎬ 但在 ２４ ｈ 时又明显上升ꎬ 表达

量达到对照的 ２４􀆰０３ 倍ꎮ 总体而言ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 显

著响应 ＭｅＪＡ 信号诱导ꎬ 呈现明显上调的表达特

征ꎮ 采用 ３００ μｍｏｌ / Ｌ ＳＡ 处理菘蓝ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 的

表达显著下调ꎬ 但在 ６ ｈ 时出现明显的上调变化ꎬ
为对照的 １􀆰５４ 倍(图 ７: Ｄ)ꎮ 采用 ９􀆰０％ Ｇｌｕ 处理

菘蓝后ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 的相对表达量随处理时间的延

长呈现出较明显的升高趋势ꎬ 且在处理 ４８ ｈ 时ꎬ
该基因表达量达到最高ꎬ 为对照的 ６􀆰７４ 倍ꎬ 但在

６ ｈ 和７２ ｈ 时该基因的表达量有所下降(图 ７: Ｅ)ꎮ
当用 ４℃低温处理后ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 的表达量整体处

于下调状态ꎬ 且在 ３ ｈ 时迅速降到最低值ꎬ 仅为对

照的 ３􀆰８％(图 ７: Ｆ)ꎮ

３　 讨论

吲哚族芥子油苷合成途径是十字花科植物中

重要 的 代 谢 途 径 之 一ꎬ 细 胞 色 素 Ｐ４５０ 家 族

(ＣＹＰ４５０)在吲哚族芥子油苷合成途径中扮演着重

要的角色ꎮ ＣＹＰ７９Ｂ２ / ＣＹＰ７９Ｂ３ 以色氨酸为底物

催化其形成吲哚乙醛肟ꎬ ＣＹＰ８３Ｂ１ 对吲哚族乙醛

８６ 植 物 科 学 学 报 第 ３５ 卷　
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黄色代表相同的氨基酸ꎻ 红色和蓝色代表同源的氨基酸残基ꎻ 黑色方框表示 ＣＹＰ４５０ 保守的基序、 区域和结构域ꎮ
Ｙｅｌｌｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎻ Ｒｅｄ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎻ Ｂｌａｃｋ ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ
ＣＹＰ４５０ｓ􀆳 ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓꎬ ｒｅｇｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｄｏｍａｉｎｓ.
芜菁 (Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａꎬ ＸＰ＿００９１０７６３２􀆰１)ꎻ 欧洲油菜 (Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓꎬ ＸＰ＿０１３６５６４４４􀆰１)ꎻ 甘蓝 (Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａꎬ ＸＰ＿
０１３６０５０４８􀆰１)ꎻ 萝卜 (Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓꎬ ＡＨＢ１１１９３􀆰１)ꎻ 拟南芥 (Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬ ＮＰ＿ １９４８７８􀆰１)ꎻ 荠蓝 (Ｃａｍｅｌｉｎａ
ｓａｔｉｖａꎬ ＸＰ＿ ０１０４４７５０３􀆰１)ꎻ 深山南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｌｙｒａｔａꎬ ＸＰ＿ ００２８６７２９９􀆰１)ꎻ 醉蝶花 ( Ｔａｒｅｎａｙａ ｈａｓｓｌｅｒｉａｎａꎬ ＸＰ ＿
０１０５３０３４１􀆰１)ꎻ 菘蓝 ( Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ Ｆｏｒｔ.ꎬ ＫＸ２５９４７８) .

图 ５　 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 与其他植物同源蛋白氨基酸序列的多重比对
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＣＹＰ８３Ｂ１ ｗｉｔｈ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 ６　 ｌｉＣＹＰ８３Ｂ１ 系统进化分析
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Ａ: 不同组织ꎻ Ｂ: 不同发育时期ꎻ Ｃ: ５００ μｍｏｌ / Ｌ 茉莉酸甲酯ꎻ Ｄ: ３００ μｍｏｌ / Ｌ 水杨酸ꎻ Ｅ: ９􀆰０％葡萄糖ꎻ Ｆ: 低温ꎮ 不同小写字母
表示基因相对表达量在 Ｐ < ０􀆰０５ 水平上差异显著ꎮ
Ａ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎻ Ｂ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓꎻ Ｃ: ５００ μｍｏｌ / Ｌ ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅꎻ Ｄ: ３００ μｍｏｌ / Ｌ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｅ: ９􀆰０％ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ
Ｆ: Ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ Ｐ < ０􀆰５ ｌｅｖｅｌ.

图 ７　 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 的表达模式研究
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１

０７ 植 物 科 学 学 报 第 ３５ 卷　



肟进入芥子油苷合成途径具有重要的调节作用ꎮ 目

前已对拟南芥、 甘蓝、 欧洲油菜等多种植物的

ＣＹＰ８３Ｂ１ 基因进行了分离和克隆ꎬ 且以拟南芥

ＣＹＰ８３Ｂ１ 基因研究最为深入[２１]ꎮ 本研究成功获得

了菘蓝 ＣＹＰ８３Ｂ１ 基因的 ｃＤＮＡ 和基因组 ＤＮＡ 序

列ꎮ 经生物信息学分析ꎬ 发现该基因属于细胞色素

Ｐ４５０ 基因家族ꎮ 进一步对其编码的蛋白进行亚细

胞定位、 信号肽和蛋白质二级、 三级结构的预测ꎬ
结果表明ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 为无信号肽、 无跨膜结构域

的稳定型亲水性蛋白ꎬ 二级结构主要由无规则卷曲

和 α 螺旋组成ꎬ 主要定位于内质网膜上ꎮ
芥子油苷生物合成的调节过程非常复杂ꎮ 除了

遗传因素ꎬ 芥子油苷的生物合成还受到发育时期、
组织器官等因素的影响ꎻ 此外ꎬ 生物和非生物因子

也可以影响芥子油苷的组分和含量ꎬ 如温度、 氮硫

营养、 外源植物激素、 机械损伤、 动物捕食、 病原

体入侵等[５]ꎮ 本研究发现 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 在不同组织

中的表达具有显著差异ꎬ 说明该基因表达具有组织

特异性ꎻ 在菘蓝不同发育时期ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 在幼苗

期、 生长期和花期均稳定表达ꎬ 且显著高于萌芽

期ꎬ 说明该基因的表达与植物生长发育的时期也具

有一定的相关性ꎮ Ｆｒｅｒｉｇｍａｎｎ 等[２２] 研究发现ꎬ
ＭＹＢ 类转录因子 ＭＹＢ３４ 能促进吲哚类芥子油苷合

成相关基因 ＣＹＰ７９Ｂ２、 ＣＹＰ７９Ｂ３ 和 ＣＹＰ８３Ｂ１ 等

的表达ꎮ ＪＡ 可以影响芥子油苷生物合成转录因子

ＭＹＢ３４ 和 ＭＹＢ５１ 的表达ꎬ 从而使芥子油苷的含

量增加[２３]ꎮ 除了 ＭＹＢ 类转录因子外ꎬ 芥子油苷的

合成还受 ＤＯＦ 家族转录因子 ＯＢＰ２ 的调节ꎬ 促进

ＣＹＰ８３Ｂ１ 的表达增强ꎬ 从而使吲哚类芥子油苷的

含量增加ꎮ 而 ＯＢＰ２ 的表达受到植物激素(茉莉

酸、 生长素)、 昆虫攻击和伤害的诱导[２４]ꎮ 本研究

结果表明ꎬ 外源 ＭｅＪＡ 可以促进 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 的高

表达ꎬ 在 ＭｅＪＡ 处理 ３ ｈ 时ꎬ 其表达量达到对照的

３０􀆰１３ 倍ꎮ 此外ꎬ 研究发现诱导吲哚类芥子油苷的

生物合成过程中 ＳＡ 和 ＪＡ 存在相互拮抗的作用ꎬ
抑制 ＪＡ 信号或者增强 ＳＡ 信号均会引起芥子油苷

积累的减少ꎬ 反之亦然[２５] ꎮ 本研究结果也表明

ＳＡ 处理后 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 的表达受到明显抑制ꎮ 糖

可以调控多种芸薹属(Ｂｒａｓｓｉｃａ Ｌ.)植物中次生代

谢产物的合成[２６] ꎬ Ｇｉｇｏｌａｓｈｖｉｌｉ 等[２７] 研究发现葡

萄糖可以激活脂肪族重要调节因子 ＭＹＢ２８ 的表

达ꎬ Ｌｉ 等[２８]的基因芯片数据也显示葡萄糖处理可

快速上调 ＭＹＢ２８ 基因的表达ꎮ 本研究中葡萄糖

处理菘蓝４８ ｈ 后ꎬ ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 表达量达到最高ꎬ
为对照的 ６􀆰７４ 倍ꎮ 总体来看ꎬ ＭｅＪＡ 和 Ｇｌｕ 能够

显著促进 ＩｉＣＹＰ８３Ｂ１ 的表达ꎬ 而低温和 ＳＡ 处理

则对其表达呈现一定的抑制效应ꎮ
本研究首次克隆得到菘蓝 ＣＹＰ８３Ｂ１ 基因ꎬ

并对其进行了生物信息学和表达模式分析ꎬ 相关

研究结果对于进一步探讨菘蓝中芥子油苷类物质

的生物合成途径和代谢调控机理具有参考价值ꎬ
为进一步研究该基因的功能、 创建和培育高产芥

子油苷的菘蓝新品种提供了依据ꎮ
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