


生素、矿物质、类黄酮和硫苷类等物质，深受消费

者的青睐［２－３］。浙江省是我国青花菜的主产省，年

种植面积达１万多ｈｍ２，已成为菜农收入的重要来

源［４］。随着种植年限的不断增加，各种病害如根肿

病和菌核病等日益严重，它们危害根、茎、叶或花

球，造成青花菜的产量和品质下降。植物在长期的

进化过程中，形成了一整套高度有效的防御机制，
在与病原菌的互作过程中，植物通过启动抗病相关

基因的 表 达 以 增 强 抵 抗 能 力［５－７］。病 程 相 关 蛋 白

（Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＲ）基因是参与这

一过程的重要成员，在植物诱导抗性中起着重要作

用［８］。ＰＲ 基因的诱导、表 达 及 其 生 物 学 功 能 的 发

挥是一个较复杂的过程，研究其在不同病原菌胁迫

下的表现具有十分重要的意义［９］。
植物在遭受病原 菌 侵 染 时，水 杨 酸 （Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ

ａｃｉｄ，ＳＡ）、茉 莉 酸 （Ｊａｓｍｏｎｉｃ　ａｃｉｄ，ＪＡ）和 乙 烯

（Ｅｔｈｙｌｅｎｅ，ＥＴ）等内源激素的含量选择性地升高，
并作为信号分子激活植物抗病防卫途径，继而诱导

相关 ＰＲ 基因的表达Q¶ø ÓÕ µ¼



Ｔａｒｅｎａｙａ　ｈａｓｓｌｅｒｉａｎａ （ＸＰ ＿０１０５３０６８３．１）。用

Ｃｌｕｓｔａｌｘ　１．８３ 进 行 序 列 的 多 重 比 对，利 用 Ｍｅｇａ

５．１软件构建进化树，建树方法采用邻接法。

１．６　ＢｏＰＲ１基因的表达分析

根据测序结果，设计荧光定量 ＰＣＲ 引物，上、
下游 引 物 ＢｏＰＲ２ＵＰ／ＢｏＰＲ２ＤＮ 分 别 为：５′－ＡＡＡ

ＧＣＴ　ＡＣＧ　ＣＣＧ　ＡＣＣ　ＧＡＣ　ＴＡＣ　ＧＡＧ－３′和 ５′－
ＣＣＡ　ＧＡＡ　ＡＡＧ　ＴＣＧ　ＧＣＧ　ＣＴＡ　ＣＴＣ　ＣＡ－３′；以

肌 动 蛋 白 基 因 为 内 标， 上、 下 游 引 物

ＢｏＡＣＴＩＮＵＰ／ＢｏＡＣＴＩＮＤＮ 分 别 为：５′－ＡＣＧ

ＴＧＧ　ＡＣＡ　ＴＣＡ　ＧＧＡ　ＡＧＧ　ＡＣ－３′和５′－ＧＡＡ　ＣＣＡ

ＣＣＧ　ＡＴＣ　ＣＡＧ　ＡＣＡ　ＣＴ－３′。ｑＲＴ－ＰＣＲ 反 应 在

Ｒｏｃｈｅ　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ　９６上进行，反应体系为１０μＬ　２
× Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ、各 ０．２μＬ 上 游／下 游 引 物 （２０

μｍｏｌ·Ｌ－１）、２μＬ　ｃＤＮＡ 和 ７．６μＬ　ｏｆ　ｄｄＨ２Ｏ；
程序为５０℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ；９４℃ ５ｓ，５９℃ １５

ｓ，７２℃ １０ｓ，共４０个循环。基因的相对表达量通

过公式 ２－ΔΔＣｔ，其中的ΔΔＣｔ为 ［（处理基因 Ｃｔ－
处理ａｃｔｉｎ的Ｃｔ）－ （对照基因 Ｃｔ－对照ａｃｔｉｎ的

Ｃｔ）］计算得到。

２　结果与分析

２．１　ＢｏＲＰ１基因及其编码蛋白的特征

利用 引 物 对 ＢｏＰＲ１ＵＰ／ＢｏＰＲ１ＤＮ，分 别 以 叶

片基因 组 ＤＮＡ 和 ｃＤＮＡ 为 模 板 进 行 ＰＣＲ 扩 增，
均获 得 单 一 的 电 泳 条 带 （图 １）。测 序 结 果 表 明，

ＢｏＰＲ１的基因组 ＤＮＡ 和编码区全长均为４８９ｂｐ，
分别以 ＡＴＧ 与 ＴＡＡ 为起始 和 终 止 密 码 子，该 基

因无内含子。Ｐｒｏｔｐａｒａｍ　ｔｏｏｌ在线工具的预测结果

表明，ＢｏＰＲ１的分子式为 Ｃ７７７Ｈ１２００Ｎ２３２Ｏ２３１Ｓ８，分

子量为１７．７４ｋＤ。ＢｏＰＲ１共有１６２个氨基酸残基，
理论等电点为９．０１。利用 ＳＭＡＲＴ 在线工具可知，
该蛋白具有 １个信号肽和 １个 ＳＣＰ 结构域，分 别

位于＋１～＋２７和＋２８～＋１５８处 （图２）。

图１　ＢｏＰＲ１基因的克隆

Ｆｉｇ．１　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＢｏＰＲ１　ｇｅｎｅ
注：Ｍ 为标准分子量，１和２为ｃＤＮＡ 和 ＤＮＡ 模板。

图２　ＢｏＰＲ１基因及其编码蛋白序列

Ｆｉｇ．２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＢｏＰＲ１　ｇｅｎｅ　ａｎｄ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ
注：阴影部分为信号肽；划线部分为 ＳＣＰ结构域。

２．２　ＢｏＲＰ１的进化分析

为明确 ＢｏＰＲ１ 的进化地位，用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ　１．８３
进行序列 的 多 重 比 对。结 果 表 明，ＢｏＰＲ１ 与 甘 蓝

型油菜的 ＰＲ１ 最为相似，仅存在 １ 个氨基酸 残 基

的差别，该位 点 处 于 氨 基 酸 序 列 的 ＋２５ 位，甘 蓝

型油菜 ＰＲ１ 在 该 位 点 的 氨 基 酸 残 基 为 Ｒ，ＢｏＰＲ１

为 Ｋ。它们在＋２８～＋１５８位各有一个高度保守的

ＳＣＰ结构域，均在＋１１６处缺失１个氨基酸；与大

白菜的 ＰＲ１ 相 比，两 者 仅 存 在 １１ 个 氨 基 酸 的 差

异，它们 分 别 在 ＋４、＋５、＋２８、＋５８、＋６１、

＋７３、＋７６、＋８５、＋１０８、＋１０９和＋１２０处；与

醉蝶花的差异最大，残基差异达５４个 （图３）。
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图３　ＢｏＰＲ１及其同源序列的比较

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎＢｏＰＲ１　ａｎｄ　ｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｓ　ｗｉｔｈ　ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

　　利用 Ｍｅｇａ　５．１软件构建系统发育树，建树方

法为邻接法 （图 ４）。结 果 显 示，ＢｏＰＲ１ 与 甘 蓝 型

油菜ＰＲ１之间的遗传距离最小，仅０．００７，它们的

亲缘关系 最 近；与 白 菜 的 ＰＲ１ 次 之，遗 传 距 离 为

０．０６９；与萝卜和醉蝶花的遗传距离最大，分 别 为

０．３０３和０．３６０，亲 缘 关 系 最 远。９ 个 不 同 物 种 的

ＰＲ１在系统发 育 树 上 可 分 为 ４ 组，同 为 芸 薹 属 的

青花菜、甘蓝型油菜和白菜聚为一组 （Ｉ），支持率

为１００％；盐芥与萝卜聚于组ＩＩ，拟南芥与亚麻荠

聚于组ＩＩＩ，支持率均为 ９９％；而高山南芥与醉蝶

花聚为一组 （ＩＶ），支持率稍低，为８８％。

２．３　ＢｏＲＰ１基因的表达分析

为明确核盘菌和根肿菌胁迫对青花菜ＢｏＰＲ１基

因表达的影响，采用荧光定量 ＰＣＲ 检测基因的相对

表达量。结果表 明，ＢｏＰＲ１基 因 的 表 达 受 根 肿 菌 的

诱导，表达量表现为先上升后下降，在接种５ｄ时的

表达量最高，为对照的１１．８４倍，１０ｄ时次之，为对照

的６．４３倍（图５）。但是，ＢｏＰＲ１基因的表达不受核

盘菌的诱导，在０～７２ｈ时的表达量无显著变化。

图４　ＢｏＰＲ１及其同源序列的系统发育树

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ＢｏＰＲ１　ａｎｄ　ｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｓ　ｗｉｔｈ

ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

图５　青花菜 ＢｏＰＲ１基因在病原菌胁迫下的表达

Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＢｏＰＲ１　ｇｅｎｅ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ　ｂｙ　ｐａｔｈｏｇｅｎｓ
注：Ａ 为接种核盘菌，Ｂ为接种根肿菌。ａ、ｂ、ｃ和ｄ：相同字母表示差异不显著，不同字母表示差异显著。
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３　讨论与结论

ＰＲ１基因 是 植 物 重 要 的 病 程 相 关 基 因，在 逆

境响应中起着关键作用，近年来，已从多种植物中

克 隆 到 ＰＲ１ 基 因。张 凯 敏 等［１７］ 从 刚 毛 柽 柳

Ｔａｍａｒｉｘ　ｈｉｓｐｉｄａ 中 克 隆 到 ＴｂＰＲ１ 基 因，该 基 因

的编码区长 ５３７ｂｐ，编 码 １７８ 个 氨 基 酸，具 一 个

ＳＣＰ 结 构 域。马 立 功 等［１８］从 向 日 葵 Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ
ａｎｎｕｕｓ 中克隆到一个 ＰＲ１基因，该基因的编码区

全长为４８９ｂｐ，编码 １６２个 氨基酸，具一个 ＳＣＰ
结构域。近 年 来，随 着 青 花 菜 栽 培 面 积 的 不 断 扩

大，病害问题日益突出，通过挖掘抗病基因开展分

子育种，是 解 决 这 一 问 题 的 重 要 途 径［１９－２０］。本 研

究以青花菜为材料，克隆了一个 ＢｏＰＲ１基因，该

基因的编码区全长为４８９ｂｐ，编码１６２个氨基酸，
与 向 日 葵 ＨａＰＲ１ 的 大 小 完 全 一 致，此 外，与

ＴｂＰＲ１和 ＨａＰＲ１ 一 样，ＢｏＰＲ１ 也 具 有 一 个 ＳＣＰ
结构域。比 对 结 果 发 现，ＢｏＰＲ１ 与 其 他 十 字 花 科

ＰＲ１序列的 相 似 性 较 高，较 高 的 蛋 白 同 源 性 可 能

有相同的起源［２１］；ＢｏＰＲ１蛋白的 ｐＩ为９．０１，推测

其为碱性蛋白，理论上具有较强的抑菌活性［２２］。
前人的研究结果表明，ＰＲ１ 基因能被病原菌、

干旱、盐和重金属等多种胁迫所诱导，它的高效表

达提高 了 植 物 抵 御 病 害 和 其 他 胁 迫 的 能 力［２３－２４］。

Ａｌｅｘａｎｄｅｒ等［２５］在 将 ＰＲ１－ａ 转 入 烟 草，能 显 著 增

强烟草对烟草霜霉病菌 Ｐｅｒｏｎｏｓｐｏｒａ　ｔａｂａｃｉｎａ 和烟

草黑胫病菌Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ　ｐａｒａｓｉｔｉｃａ 的抵抗能力；

Ｓａｒｏｗａｒ 等［２６］将 辣 椒 Ｃａｐｓｉｃｕｍ　ａｎｎｕｕｍ　ＣａＢＰＲ１
转入烟草 中 过 量 表 达，增 强 了 烟 草 对 烟 草 疫 霉 菌

Ｐ． ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ、 青 枯 雷 尔 氏 菌 Ｒａｌｓｔｏｎｉａ
ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ 和 烟 草 野 火 病 菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｙｒｉｎｇａｅ　ｐｖ．Ｔａｂａｃｉ 的 抗 性。水 稻 Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉｖａ
ＰＲ１基因的表达受纹枯病菌 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ　ｓｏｌａｎｉ 诱

导，在接种１２ｈ 时 开 始 表 达，之 后 表 达 量 显 著 增

加［２７］。巴西 橡 胶 树 Ｈｅｖｅａ　ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ　ＨｂＰＲ１ 基

因的表达受 ＳＡ 诱导，１２ｈ时显著增强，可作为系

统获得抗 性 的 标 记 基 因［１３］。本 研 究 中，用 根 肿 菌

处理青花菜，发现表达量呈现为先上升后下降，在

接种５ｄ时的表达量最高，为对照的１１．８４倍，推

测 ＢｏＰＲ１基因与根肿菌抗性相关。植物对活体寄

生菌的抗 病 反 应 采 用 ＳＡ 信 号 转 导 途 径，而 ＰＲ１
是该途径的标志基因之一，它可以在活体寄生菌的

侵染下表达［１３］；本研究中，根肿菌为活体寄生菌，
青花菜 ＢｏＰＲ１的表达受该菌的诱导，而核盘菌为

死体寄生菌，ＢｏＰＲ１的表达不受其诱导。

本研究以青花菜为材料，在克隆病程相关蛋白

基因 ＢｏＰＲ１的基础上，进行了序列分析、系统发

育分析和表达分析，为该基因的功能验证奠定了基

础。下 一 步 将 利 用 过 量 表 达 和 抑 制 表 达 研 究

ＢｏＰＲ１在抗病 反 应 中 的 功 能，为 抗 病 分 子 育 种 奠

定基础。
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研究进展 ［Ｊ］．中国农学通报，２０１４，３０ （４）：２５１－２５８．

［１０］王勇刚，曾富华，吴志华，等．植物诱导抗病与病程相关蛋白

［Ｊ］．湖 南 农 业 大 学 学 报：自 然 科 学 版，２００２，２８ （２）：

１７７－１８２．

［１１］杨德翠，张玉喜，郑国生．牡丹病程相关蛋白１基因的克隆及

表达分析 ［Ｊ］．园艺学报，２０１３，４０ （８）：１５８３－１５９０．

［１２］王燕华，何 水 林．植 物 诱 导 抗 病 性 的 分 子 生 物 学 研 究 进 展

［Ｊ］．应用与环境生物学报，２００４，１０ （６）：８１１－８１５．

［１３］罗红丽，秦云霞，闫志烨，等．巴西橡胶树病程相关蛋白基因

（ＨｂＰＲ１）的克隆及分析 ［Ｊ］．热带作物学报，２０１１，３２ （８）：

１４９９－１５０２．

［１４］ＺＨＯＵ　Ｊ　Ｍ，ＴＲＩＦＡ　Ｙ，ＳＩＬＶＡ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．ＮＰＲ１ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｉｎｔｅｒａｃｔｓ　ｗｉｔｈ　ｍｅｍｂｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＴＧＡ／ＯＢＦ　ｆａｍｉｌｙ　ｏｆ
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ｒｅｑｕｉｒｅｄ　ｆｏｒ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｙ　ｓａｌｉｃｙｌｉｃ　ａｃｉｄ ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｌａｎｔ－

ｍｉｃｒｏｂｅ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，２０００，１３ （２）：１９１－２０２．

［１５］张小丽，刘玉梅，方智远，等．青花菜及近缘种属种质资源抗

根肿 病 鉴 定 ［Ｊ］． 植 物 遗 传 资 源 学 报，２０１６，１７ （６）：

１１０６－１１１５．

［１６］ＤＥＬＬＡＰＯＲＴＡ　Ｓ　Ｌ，ＷＯＯＤ　Ｊ，ＨＩＣＫＳ　Ｊ　Ｂ．Ａ　ｐｌａｎｔ　ＤＮＡ

ｍｉｎｉｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ：ｖｅｒｓｉｏｎ　ＩＩ ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ

Ｒｅｐｏｒｔｅｒ，１９８３，１ （４）：１９－２１．

［１７］张凯敏，王玉成，杨 桂 燕，等．柽 柳 ＴｈＰＲ１ 基 因 的 克 隆 与 表

达分析 ［Ｊ］．南 京 林 业 大 学 学 报：自 然 科 学 版，２０１３，３７

（２）：４５－４９．

９３第１期 何　佳等：青花菜病程相关蛋白基因 ＢｏＰＲ１的克隆与表达分析



［１８］马立功，张匀华，孟 庆 林，等．向 日 葵 病 程 相 关 蛋 白 ＨａＰＲ１

基因 的 克 隆 与 功 能 ［Ｊ］． 作 物 学 报，２０１５，４１ （１２）：

１８１９－１８２７．

［１９］姚红燕，皇甫伟国，赵海棠，等．青花菜几种病害的初步调查

［Ｊ］．宁波农业科技，２００４，（４）：２－４．

［２０］王汉荣．青花菜褐茎病病原 鉴 定 及 其 防 治 技 术 研 究 ［Ｄ］．杭

州：浙江大学，２０１０．

［２１］ＬＯＯＮ　Ｌ　Ｃ　Ｖ，ＲＥＰ　Ｍ，ＰＩＥＴＥＲＳＥ　Ｃ　Ｍ　Ｊ．Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ｏｆ

ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ　ｄｅｆｅｎｓｅ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｉｎ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｐｌａｎｔｓ ［Ｊ］．

Ａｎｎｕａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２００６，４４ （１）：１３５－１６２．

［２２］侯丽霞，高超，车永梅，等．葡萄病程相关蛋白１基因的克隆

和表达分析 ［Ｊ］．植物生理学报，２０１２，４８ （１）：５７－６２．

［２３］ＡＧＲＡＷＡＬ　Ｇ　Ｋ，ＮＡＭＳＯＯ　Ｊ，ＲＡＫＷＡＬ　Ｒ．Ａ　ｎｏｖｅｌ　ｒｉｃｅ

（Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉｖａ　Ｌ．）ａｃｉｄｉｃ　ＰＲ１ｇｅｎｅ　ｈｉｇｈｌｙ　ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ　ｔｏ　ｃｕｔ，

ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅｓ，ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ［Ｊ］．

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　＆ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０００，

２７４ （１）：１５７－１６５．

［２４］赵淑清，郭剑波．植物系统获得抗性及信号转导途径 ［Ｊ］．中

国农业科学，２００３，３６ （７）：７８１－７８７．

［２５］ＡＬＥＸＡＮＤＥＲ　Ｄ，ＧＯＯＤＭＡＮ　Ｒ　Ｍ，ＧＵＴ－ＲＥＬＬＡ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．

Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｔｏｌｅｒａｎｃｅ　ｔｏ　ｔｗｏ　ｏｏｍｙｃｅｔｅ　ｐａｔｈｏｇｅｎｓ　ｉｎ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｔｏｂａｃｃｏ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　１ａ ［Ｊ］．

Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ，

１９９３，９０ （１５）：７３２７－７３３１．

［２６］ＳＡＲＯＷＡＲ　Ｓ，ＫＩＭ　Ｙ　Ｊ，ＫＩＭ　Ｅ　Ｎ，ｅｔ　ａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ
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ｓｔｒｅｓｓｅｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｒｔｓ，２００５，２４ （４）：２１６－２２４．

［２７］赵长江，鲁 国 东，杜 晓 昱，等．水 稻 纹 枯 病 发 病 过 程 ＰＲ１ 和

ＰＢＺｌ的 表 达 动 态 ［Ｊ］． 植 物 病 理 学 报，２００６，２６ （４）：

３１７－３２１．
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