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芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因克隆及表达分析
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摘　 要: 为了探究谷胱甘肽转移酶编码基因(ＧＳＴ)在芥菜花青素积累中的作用ꎬ该文以紫薹－绿薹芥菜近等

位基因系为材料ꎬ克隆到 １ 个花青素积累相关的 ＧＳＴ 基因ꎬ命名为 ＢｊＧＳＴＦ１２ꎮ 该文对 ＢｊＧＳＴＦ１２ 编码蛋白及

其启动子进行生物信息学分析ꎬ并分析其在绿薹、紫薹芥菜中的表达水平及其与花青素含量的关系ꎮ 结果

表明:(１)ＢｊＧＳＴＦ１２ 的基因组和 ｃＤＮＡ 全长分别为 ８０８、６５１ ｂｐꎬ编码 ２１６ 个氨基酸ꎬ具有 ＧＳＴ＿Ｎ 端和 ＧＳＴ＿Ｃ
端保守结构域ꎮ 然而ꎬ绿薹、紫薹芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 序列无区别ꎮ (２)ＢｊＧＳＴＦ１２ 与拟南芥 ＡｔＧＳＴＦ１２ 亲缘关系

最近ꎬ同属于 φ 亚家族ꎮ (３)２ 个芥菜品系 ＢｊＧＳＴＦ１２ 启动子序列存在 ４ 处碱基突变 /插入ꎬ但二者顺式作用

元件种类与数目相同ꎬ均含 ９ 个 ＭＹＢ 结合位点、１ 个赤霉素响应元件、３ 个非生物胁迫响应元件ꎮ (４)紫薹

芥菜花青素含量显著高于绿薹芥菜ꎬＢｊＧＳＴＦ１２ 表达水平与花青素含量表现出类似变化规律ꎮ (５)互作蛋白

网络分析表明ꎬＢｊＧＳＴＦ１２ 与花青素合成关键酶、糖基化修饰、转运蛋白等蛋白存在互作ꎮ 综上认为ꎬ
ＢｊＧＳＴＦ１２ 在芥菜薹茎花青素积累中可能发挥重要作用ꎬＢｊＧＳＴＦ１２ 可能通过互作蛋白调控芥菜花青素合成、
修饰、转运从而影响花青素积累ꎮ 该文对深入研究 ＧＳＴ 在芥菜薹茎花青素积累的功能及作用机制奠定了一

定理论基础ꎮ
关键词: 芥菜ꎬ ＧＳＴꎬ 生物信息学分析ꎬ 表达分析ꎬ 花青素积累
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　 　 谷 胱 甘 肽 转 移 酶 ( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ
ＧＳＴꎬＥＣ ２. ５. １. １. ８)是一种具有多功能的超家族

酶ꎬ广泛存在于生物界ꎬ主要催化还原型谷胱甘肽

(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬＧＳＨ)和疏水、亲电底物共价结合形成

共轭物ꎬ将生物体内潜在的有毒物质和外来的有

害物质隔离在液泡或转移到质外体ꎬ从而达到解

毒目的(Ｃｕｍｍｉｎｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ陈秀华等ꎬ２０１３ꎻ张
雪等ꎬ２０１７)ꎮ 根据 ＧＳＴ 家族的基因结构、氨基酸

序列相似性以及催化底物等性质的不同ꎬＧＳＴ 家

族分为 ７ 个亚家族ꎬ分别为 φ(ｐｈｉꎬＦ)、τ( ｔａｕꎬＵ)、ζ
( ｚｅｔａꎬＺ)、θ( ｔｈｅｔａꎬＴ)、λ( ｌａｍｂｄａꎬＬ)、脱氢抗坏血

酸还原酶( ｄｅｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬＤＨＡＲ)和四

氯 对 苯 二 酚 脱 卤 酶 ( ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅ
ｄｅｈａｌｏｇｅｎａｓｅꎬＴＣＨＱＤ)ꎬ其中ꎬφ 和 τ 是植物所有特

有的 ＧＳＴ 类型 (Ｍｏｈｓｅｎｚａｄｅｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ ＧＳＴ
蛋白均包含 Ｎ 端和 Ｃ 端 ２ 个结构域ꎬ其中ꎬＮ 端为

ＧＳＨ 特异结合位点(Ｇ 位点)ꎬ该位点较保守ꎬＣ 端

包含结合疏水底物的结合位点(Ｈ 位点)ꎬ该位点

可变性较大(邢磊等ꎬ２０２０)ꎮ
目 前ꎬ 已 从 拟 南 芥 ( Ｍｏｈｓｅｎｚａｄｅｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２０１１)、油菜(Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)、石榴(刘龙博等ꎬ
２０２１)等多个物种中分离鉴定了 ＧＳＴ 基因ꎬ其功能

主要体现在以下三个方面:(１)催化 ＧＳＨ 与有毒

异源物质或氧化产物结合ꎬ促进其代谢、隔离或清

除ꎬ从而降低有毒物质对细胞伤害 (陈秀华等ꎬ
２０１３)ꎻ(２)参与调控植物对盐胁迫、重金属胁迫等

非生物胁迫条件下的抗逆能力( Ｌａｌｌｅｍｅｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４ꎻ邢磊等ꎬ２０２０ꎻ张创娟等ꎬ２０２２)ꎻ(３)参与花

青素等次生代谢物的跨膜运输定位(Ｍａｒｒｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９５)ꎮ 玉米 Ｂｒｏｎｚｅ￣２ 是研究发现的第一个在花

青素积累中起重要作用的 ＧＳＴ 基因(Ｍａｒｒｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９５)ꎮ Ｂｒｏｎｚｅ￣２ 的 同 源 基 因ꎬ 如 拟 南 芥 ＴＴ１９
(ＧＳＴＦ１２)(Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)、猕猴桃 ＡｃＧＳＴ１( Ｌｉｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)、棉花 ＧｈＧＳＴＦ１２(Ｓｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)、
萝卜 ＲｓＧＳＴＦ１２(Ｎｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)等陆续被报道ꎬ
表明 ＧＳＴ 基因在花青素积累中的功能是高度保守

的ꎮ 由此可见ꎬＧＳＴ 家族成员在植物花青素积累

中发挥着重要作用ꎮ
芥菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ )是十字花科芸薹属作物ꎬ

为世界重要的蔬菜、油料、调料作物ꎮ 在我国ꎬ芥菜

可分为根、茎、叶、薹四大类 １６ 个变种 (刘佩瑛ꎬ
１９９６)ꎬ除西藏等高寒山区外ꎬ芥菜在全国各地均有

栽培(万正杰等ꎬ２０２０)ꎮ 随着生活水平的日益提高

与环境条件的变化ꎬ人们对芥菜品质和品种抗性提

出了新要求(符梅等ꎬ ２０２２)ꎮ 培育紫色蔬菜品种对

提高蔬菜的经济价值和营养价值具有重要意义ꎮ

８６２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



课题组以紫茎埃芥与棒菜经多代回交及自交ꎬ选育

了紫薹－绿薹芥菜近等位基因系(２０１￣４０２)ꎮ 该文

以紫薹－绿薹芥菜近等位基因系为材料ꎬ采用同源

克隆方法对芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因及启动子进行克

隆ꎬ通过生物信息学软件对其编码的蛋白序列进行

同源性分析和系统进化分析、启动子序列的顺式作

用元件分析ꎬ并分析其在紫薹、绿薹近等位基因系

芥菜中的表达情况及其花青素含量之间的关系ꎬ拟
探讨以下问题:(１)ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因及启动子序列在

紫薹芥菜和绿薹芥菜中是否存在差异ꎻ(２)紫薹、绿
薹芥菜薹茎花青素含量分析ꎬＢｊＧＳＴＦ１２ 基因在紫茎

芥菜和绿茎芥菜中的表达情况ꎻ(３)芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２
的互作蛋白分析ꎮ 本研究结果将为探究紫薹和绿

薹芥菜花青素含量差异提供信息ꎬ为进一步解析

ＢｊＧＳＴＦ１２ 在芥菜薹茎花青素积累中的作用奠定基

础ꎬ为芥菜种质资源的有效利用与合理保护等提供

一定的理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

供试材料为课题组选育紫薹－绿薹芥菜近等

位基因系(２０１￣４０２)ꎮ ２０２２ 年 １０ 月至次年 ２ 月ꎬ
将芥菜种植于广东省韶关市韶关学院生物与农业

学院生态园连栋温室内ꎮ
１.２ 试验材料的种植和取样

芥菜种子用 ７.５％的 ＮａＣｌＯ 消毒 １０ ｍｉｎꎬ用无菌

水清洗 ４~ ５ 次ꎬ将种子播种于泥炭 ∶ 蛭石 ＝ ３ ∶ １基
质中进行育苗ꎬ待芥菜幼苗长至三叶一心进行定

植ꎬ统一水肥管理ꎬ在移整地时ꎬ按照每 ６６７ 平方米

一次性施入 ５０ ｋｇ 复合肥(Ｎ－Ｐ ２ Ｏ５ －Ｋ２ 为 １５ － ５ －
２５)ꎮ 移栽 ４０ ｄ 后ꎬ待其抽薹ꎬ选取生长状态一致的

紫薹芥菜、绿薹芥菜植株ꎬ取新鲜茎ꎬ撕取表皮后剪

碎ꎬ液氮速冻后ꎬ保存在－８０ ℃冰箱中备用ꎬ每个样

品取 ３ 个生物重复ꎬ每个生物重复取 ４~６ 株ꎮ
１.３ 芥菜薹茎花青素含量的测定

取 ０.０５ ｇ 左右紫薹、绿薹芥菜表皮ꎬ切碎ꎬ放
入 ５ ｍＬ 的 １％ＨＣｌ 甲醇溶液室温避光过夜浸提ꎬ利
用 ＵＶ￣２６００ 型紫外分光光度计测定波长在 ５３０ ｎｍ
下的吸光值(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ
１.４ 基因组 ＤＮＡ、总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 合成

参照天根生化科技(北京)有限公司的新型基

因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取芥菜基因组 ＤＮＡꎬ参照

普洛麦格(北京)生物技术公司的 Ｅａｓｔｅｐ® Ｓｕｐｅｒ 植
物 总 ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒 和 ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 分 别 提 取 总 ＲＮＡ 和 合 成

ｃＤＮＡꎮ
１.５ 基因克隆及阳性克隆鉴定

根据十字花科基因组数据库 ( Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ
Ｄａｔａｂａｓｅ)中的芥菜基因组数据 Ｂｒａｊｕ＿ｔｕｍ＿Ｖ２.０ 中

的 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因序列(ＢｊｕＶＢ０５Ｇ２１７３０)设计引物

(表 １)ꎮ
以表 １ 中 ＧＳＴＦ１２ 为引物ꎬ以紫薹芥菜薹茎

ＤＮＡ、ｃＤＮＡ 样品分别为模板ꎬ克隆芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２
基因ꎮ ＰＣＲ 产物回收扩增得到的基因产物ꎬ连接

到 ｐＭＤ２０￣Ｔ 载体ꎬ并转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 感受

态细胞ꎬ经过 ＰＣＲ 鉴定后ꎬ选取阳性克隆送到广州

擎科生物技术有限公司进行测序ꎮ
１.６ 生物信息学分析

参照表 ２ 所列的生物信息学软件或网址对芥

菜 ＧＳＴＦ１２ 基因及其编码氨基酸进行分析ꎮ
１.７ ＢｊＧＳＴＦ１２ 在紫薹、绿薹芥菜薹茎中的表达量

分析

根据 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ进行荧光

定量 ＰＣＲ 分析ꎬ以 Ａｃｔｉｎ２ 为内参基因ꎬ使用 ２－ΔΔＣｔ

计算基因相对表达量(Ｌｉｖａｋ ＆ Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎꎬ ２００２)ꎮ
１.８ 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 启动子的克隆与顺式作用元

件分析

以紫薹、绿薹芥菜基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ以表 １
中 ＧＳＴＦｐｒｏ 为引物ꎬ克隆芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 启动子序

列ꎬ连接 ｐＭＤ２０￣Ｔ 载体ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受

态细 胞 后ꎬ 挑 选 阳 性 克 隆 进 行 测 序ꎮ 利 用

ＤＮＡＭＡＮ 软件对 ２ 个品种的启动子序列进行比

对ꎬ利用 Ｐｌａｎｔｃａｒｅ 网站对其启动子序列进行顺式

作用元件分析ꎬ并利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 对作用元件进行可

视化(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ
１.９ 统计分析与作图

利用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 进行数据整理ꎬ利用

ＳＰＳＳ １９. ０ 进 行 Ｄｕｎｃａｎ ’ ｓ 显 著 性 分 析ꎬ 利 用

ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １１.０ 进行作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因的克隆

提取紫薹芥菜薹茎 ＤＮＡ 和总 ＲＮＡꎬ将总 ＲＮＡ
反转录为 ｃＤＮＡꎬ以其为模板ꎬ利用表 １ 中 ＧＳＴＦ１２￣

９６２２ 期 朱云娜等: 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因克隆及表达分析



表 １　 该文所用的引物和序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物 Ｐｒｉｍｅｒ 序列 (５′－３′) Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′) 用途 Ｕｓａｇｅ

ＧＳＴＦ１２ Ｆ: ＡＴＧＧＴＴＧＴＧＡＡＡＣＴＡＴＡＣＧＧＡＣＡＧＧ
Ｒ: ＴＣＡＡＧＣＴＡＡＴＣＣＡＡＡＡＣＣＡＧＣＣ

基因克隆
Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｅ

ＧＳＴＦ１２ｐｒｏ Ｆ: ＴＴＴＧＡＡＡＴＣＡＧＴＧＴＧＡＡＴＣＡＧＣＴＴＣ
Ｒ: ＴＧＡＧＡＡＧＡＡＧＴＧＡＧＡＧＴＡＧＡＴＧＴＧＴ

启动子克隆
Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｌｏｎｅ

ｑ￣ＧＳＴＦ１２ Ｆ: ＣＴＣＡＡＡＧＴＧＡＡＧＣＴＣＧＧＧＧＴ
Ｒ: ＣＧＴＡＡＣＣＴＣＴＴＣＣＣＡＣＣＡＣＣ

荧光定量 ＰＣＲ
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

Ａｃｔｉｎ２ Ｆ: ＣＡＴＣＣＴＣＣＧＴＣＴＣＧＡＣＣＴＴＧ
Ｒ: ＡＧＴＣＣＡＣＡＧＣＧＡＣＡＡＡＧＧＡＧ

荧光定量 ＰＣＲ 内参基因
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

表 ２　 该文所用的软件及网址
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｆｔｗａｒｅ ａｎｄ ｗｅｂｓｉｔｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

软件 Ｓｏｆｔｗａｒｅ 网址 Ｗｅｂｓｉｔｅ 用途 Ｕｓａｇｅ

ＥｘＰＡＳＹ ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / 理化特性分析
Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

Ｐｌａｎｔ￣ＰＬｏｃ ｓｅｒｖｅｒ ｗｗｗ.ｃｓｂｉｏ.ｓｊｔｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ / 亚细胞定位
Ｓｕｂ￣ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ２.０ ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ￣２.０ / 跨膜结构分析
Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ

ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ / 磷酸化位点分析
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣５.０ / 蛋白质信号肽预测
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｓｗｉｓｓｍｏｄｅ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / 蛋白质三级结构
Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＭＥＭＥ ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / 保守基序分析
Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＳＭＡＲＴ ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / 保守结构域分析
Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＳＴＲＩＮＧ ｈｔｔｐｓ: / / ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / 蛋白互作分析
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｐｌａｎｔｃａｒｅ ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / 顺式作用元件分析
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＴＢｔｏｏｌｓ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ 顺式作用元件可视化
Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ

Ｆ / Ｒ 为引物ꎬ克隆芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因ꎮ 经过 ＰＣＲ
扩展ꎬ获得目的条带如图 １ 所示ꎮ 测序结果显示ꎬ
芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因的基因组序列和开放阅读框

序列分别为 ８０８、６５１ ｂｐꎮ
利用 Ｇｅｎｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｄｉｓｐｌａｙ Ｓｅｒｖｅｒ ２.０ 软件绘制

芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因结构图ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ芥菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因序列中包含 ２ 个内含子ꎬ内含子序列

分别在 １４８ ~ ２３２ ｂｐ、 ２８２ ~ ３５３ ｂｐ 之间ꎮ 芥菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因全长 ＣＤＳ 序列为 ６５１ ｂｐꎬ编码 ２１６ 个

氨基酸ꎮ 通过 ＢＬＡＳＴ 在线比对ꎬ芥菜 ＧＳＴＦ１２ 基因

片段 与 甘 蓝 型 油 菜 ＢｎＧＳＴＦ１２ ( Ｂ. ｎａｐｕｓꎬ ＸＭ ＿
０１３７９４３５１)、 白菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａꎬＸＭ＿００９１２７９２２.３)、
拟 南 芥 ＡｔＧＳＴＦ１２ ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬ ＮＭ ＿
１２１７２８.４)核苷酸序列的同源性分别为 ９４％、９４％
和 ８８％ꎮ 因此ꎬ将该芥菜基因命名为 ＢｊＧＳＴＦ１２ꎮ
２.２ 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白序列的生物信息学分析

利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 对芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因编码氨

基酸序列进行分析发现ꎬ芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因编码

２１６ 个氨基酸ꎬ分子量为 ２４. ８０ ｋＤａꎬ原子组成为

Ｃ１１２１Ｈ１７６５Ｎ２９７Ｏ３１３Ｓ１２ꎬ主要由亮氨酸( Ｌｅｕꎬ１１.６％)、
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Ｍ. ＤＬ２０００ Ⅱ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １. 以 ｃＤＮＡ 为模板的 ＰＣＲ 扩
增产物ꎻ ２. 以基因组 ＤＮＡ 为模板的 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
Ｍ. ＤＬ２０００ Ⅱ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ
ｃＤＮＡꎻ ２. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ.

图 １　 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因的 ＰＣＲ 产物琼脂凝胶电泳
Ｆｉｇ. １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆ ＢｊＧＳＴＦ１２ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ

缬氨酸(Ｖａｌꎬ９.７％)、丙氨酸(Ａｌａꎬ８.８％)、谷氨酸

(Ｇｌｕꎬ８.８％)等氨基酸组成ꎮ 该氨基酸序列的理论

等电点(ｐＩ)为 ５.７３ꎬ平均疏水率为－０.０７５ꎬ脂肪酸

系数为 ９８.３８ꎬ不稳定系数为 ３８.３０ꎮ 这表明芥菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 为稳定性蛋白ꎮ
利用 ＮＣＢＩ 网站保守结构域分析网站(ｈｔｔｐｓ:/ /

ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)对芥菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因编码氨基酸进行保守结构域分析ꎮ
由图 ３:Ａ 可知ꎬ芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 具有 ＧＳＴ＿ＮＴＥＲＨＥ
和 ＧＳＴ＿ＣＴＥＲ 两个结构域ꎬ保守结构域的位置为

１ ~ ７５、 ９１ ~ ２０７ 位氨基酸ꎬ１ＭＶＶＫＬＹＧＱＶＴＡＡＣＰＱ
ＲＶＬＬＣＦＬＥＫＥＩＥＦＥＩＶＨＶＤＬＤＴＬＥＱＫＫＰＥＨＬＬＲＱＰ
ＦＧＱＶＰＡＩＥＤＧＤＦＫＬＦＥＳＲＡＩＡＲＹＹＡ７５ꎻ ９１ＥＨＲＡＩＶＤ
ＱＷＡＤＶＥＴＨＹ ＦＮＶＬＡＦＰＩＶＬＮＬＶＩＫＰＲＬＧＥＥＣＤＶＶＬ
ＶＥＥＴＫＶＫＬＥＶＶＬＤＩＹＥＮＲＬＡＳＮＲＦＬＡＧＤＥＦＴＭＡＤ ＬＴ
ＨＭＰＡＭＧＨＬＭＧＴＤＶＮＲＭＶＫＡＲＶＮＭＮＲＷＷＥＥＩＴＡＲＰ
ＡＷＫＫＬ２０７ꎮ 由此可见ꎬ芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 具有 ＧＳＴ￣Ｃ
保守结构域ꎬ属于 ＧＳＴ 基因家族成员ꎮ

利用 ＥｘＰＡＳＹ ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 预测了芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２
氨基酸序列的亲疏水性ꎬ由图 ３: Ｂ 可知ꎬ芥菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 的最大正分值(２.５２２)位于肽链中的第

１１６ 位氨基酸ꎬ最小负分值( －２.２５６)位于第 ４０ 位

氨基酸ꎬ 整条肽链的亲水性氨基酸数量多于疏水

性氨基酸数量ꎮ 由此推测ꎬ芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 可能为

亲水性蛋白ꎮ
利用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ 对芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 进行了潜

在磷 酸 化 位 点 分 析ꎮ 由 图 ３: Ｃ 可 知ꎬ 芥 菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 存在若干个潜在的磷酸化位点ꎮ 芥菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 磷酸位点最多的是苏氨酸磷酸位点

( ｔｈｒｅｏｎｉｎｅꎬ Ｔｈｒ )ꎬ 为 ４ 个ꎬ 酪 氨 酸 磷 酸 化 位 点

( ｔｙｒｏｓｉｎｅꎬ Ｔｙｒ) 次 之ꎬ为 ３ 个ꎬ丝 氨 酸 磷 酸 位 点

(ｓｅｒｉｎｅꎬＳｅｒ)最少ꎬ为 １ 个ꎮ 这说明芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２
可能被苏氨酸、酪氨酸、丝氨酸激酶磷酸化ꎬ从而

实现其调控功能ꎮ 通过 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ 预测分析芥菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 氨基酸序列ꎬ发现无信号肽序列ꎬ说明芥

菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 为非分泌型蛋白ꎮ
运用 ＥｘＰＡＳＹ 的 ＳＯＰＭＡ 对芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 的

二级 结 构 进 行 了 分 析 预 测ꎮ 由 图 ３: Ｄ 可 知ꎬ
ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白含有 α￣螺旋(ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ)４６.３０％、延
伸链 ( ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ) １５. ２８％、β￣折叠 ( ｂｅｔａ ｔｕｒｎ)
７.４１％、无规则卷曲(ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ)３１.０２％ꎮ 由此可见ꎬ
芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白的主要组成部分为 α￣螺旋ꎬ而
延伸链、β￣折叠、无规则卷曲则散布于蛋白结构中ꎮ

利用 Ｐｌａｎｔ￣ＰＬｏｃ ｓｅｒｖｅｒ(ｗｗｗ.ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ.ｃｎ /
ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ)预测芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 亚细胞定位发现

芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 定位于细胞质中ꎮ 利用 ＴＭＨＭＭ
Ｓｅｒｖｅｒ ２.０ 分析该蛋白无跨膜结构ꎮ 使用 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 在线软件预测芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 的三级结

构ꎮ 由图 ３:Ｅ 可知ꎬ芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白的主要结

构为 α￣螺旋ꎬ延伸链、β￣折叠、无规则卷曲则散分

布于蛋白结构中ꎬ与二级结构预测结果一致ꎻ芥菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白三级结构为单体结构ꎮ
２.３ 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 的同源性比对及系统进化

分析

将芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 与油菜 ＢｎＧＳＴＦ１２ ( ＸＰ ＿
０４８６０２３８６. １ )、 拟 南 芥 ＡｔＧＳＴＦ１２ / ＡｔＴＴ１９ ( ＮＰ ＿
１９７２２４.１)、白菜 ＢｒＧＳＴＦ１２(ＸＰ＿００９１２６１７０.１)、萝卜

ＲｓＧＳＴＦ１２(ＸＰ＿０１８４４４３０５.１)、棉花 ＧｈＧＳＴＦ１２(ＸＰ＿
０１６７４４８７７.２)以及猕猴桃 ＡｃＧＳＴ１(ＰＳＳ２１４３５.１)等

序列进行了氨基酸序列多重比对分析ꎮ 由图 ４ 可

知ꎬ芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 与其他物种 ＧＳＴ 氨基酸的同源

性相似性介于 ５２. ０７％ ~ ９５.３１％之间ꎬ其中ꎬ芥菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 与猕猴桃 ＡｃＧＳＴ１ 的相似性最低ꎬ 为

５２.０７％ꎬ与油菜 ＢｎＧＳＴＦ１２ 相似性最高ꎬ达 ９５.３１％ꎮ
利用 ＭＥＭＥ 在线分析工具对芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２
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图 ２　 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因结构图
Ｆｉｇ. ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢｊＧＳＴＦ１２ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ

Ａ. 保守结构域分析ꎻ Ｂ. 亲疏水性预测ꎻ Ｃ. 磷酸化位点预测ꎻ Ｄ. 二级结构预测ꎻ Ｅ. 三级结构预测ꎮ
Ａ. Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｂ. Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓꎻ Ｃ. Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎꎻ Ｄ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎꎻ Ｅ. Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ.

图 ３　 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白的生物信息学分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＢｊＧＳＴＦ１２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ

与其他物种 ＧＳＴｓ 蛋白保守结构域进行了分析ꎮ
由图 ５ 可知ꎬ共获得 １０ 个保守基序ꎬ分别为 Ｍｏｔｉｆ
１ ~Ｍｏｔｉｆ １０ꎮ 在芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 与油菜、白菜、拟南

芥、萝卜等物种 ＧＳＴｓ 成员中ꎬ共有 ６ 个保守基序ꎬ

分别为 Ｍｏｔｉｆ １ ~ Ｍｏｔｉｆ ６ꎻ猕猴桃 ＡｃＧＳＴ１ 与油菜

ＢｎＧＳＴＦ１２ 还包含 Ｍｏｔｉｆ ８ 和 Ｍｏｔｉｆ １０ 保守基序ꎬ而
猕猴桃 ＡｃＧＳＴ１ 与棉花 ＧｈＧＳＴＦ１２ 还包含 Ｍｏｔｉｆ ７
保守基序ꎬ但其他物种的 ＧＳＴｓ 成员不含这几个基
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Ｂｎ. 甘蓝型油菜ꎻ Ｂｒ. 白菜ꎻ Ａｔ. 拟南芥ꎻ Ｒｓ. 萝卜ꎻ Ｇｈ. 棉花ꎻ Ａｃ. 猕猴桃ꎮ 下同ꎮ
Ｂｎ. Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓꎻ Ｂｒ. Ｂ. ｒａｐａꎻ Ａｔ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ｒｓ. Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓꎻ Ｇｈ. Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍꎻ Ａｃ. Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｂｅｌｏｗ.

图 ４　 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白与其他物种 ＧＳＴｓ 蛋白序列多重比对
Ｆｉｇ. ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＢｊＧＳＴＦ１２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ ａｎｄ ＧＳＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

序ꎮ 在 ７ 个物种的 ＧＳＴｓ 成员中ꎬ均含有 Ｍｏｔｉｆ １、
Ｍｏｔｉｆ ２、Ｍｏｔｉｆ ４、Ｍｏｔｉｆ ５ 这 ４ 个保守基序ꎮ

为了进一步了解芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 与其他 ＧＳＴ
家族成员的进化关系ꎬ将其与 ５０ 个拟南芥 ＧＳＴ 家

族成员进行了进化树分析ꎮ 由图 ６ 可知ꎬ拟南芥

ＧＳＴ 家族成员聚类为 ７ 个亚家族ꎬ分别为 τ 亚家族

(２８ 个成员)、φ 亚家族(１１ 个成员)、ＤＨＡＲ 亚家

族(３ 个成员)、ζ 亚家族(２ 个成员)、θ 亚家族(２
个成员)、λ 亚家族(２ 个成员)、ＴＣＨＱＤ 亚家族(１
个成员)ꎮ 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 与拟南芥 ＧＳＴＦ１２ 先聚

类在一起ꎬ后与 ＡＴＧＳＴＦ１１ 聚类在一簇ꎬ属于 φ 亚

家族成员ꎬ而与其他亚家族成员相距较远ꎮ 本研

究结果再次表明ꎬ所克隆的芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因属

于植物 ＧＳＴ 基因家族成员ꎮ
２.４ 绿薹、紫薹芥菜近等基因系花青素含量及

ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因表达量分析

为进一步了解芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因在薹茎表

皮花青素合成中的作用ꎬ利用前期选育不同茎色

芥菜近等位基因系(绿薹、紫薹芥菜)ꎬ分析了其薹

茎表皮花青素含量与 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因的表达情况ꎮ
由图 ７:Ａ、Ｂ 可知ꎬ绿薹芥菜无论叶片还是薹茎、薹
叶均为绿色ꎬ而紫薹芥菜叶片颜色为绿色ꎬ薹茎及

幼嫩薹叶表现出明显紫色ꎮ 对两种芥菜薹茎花青

素含量分析表明ꎬ紫薹芥菜的花青素含量极显著
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图 ５　 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白与其他物种 ＧＳＴｓ 蛋白序列保守结构域分析
Ｆｉｇ. ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＢｊＧＳＴＦ１２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ ａｎｄ ＧＳＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

高于绿薹芥菜的(Ｐ<０.０１) (图 ７:Ｃ)ꎻＢｊＧＳＴＦ１２ 基

因在绿薹芥菜中仅有微弱表达ꎬ而其在紫薹芥菜

中的表达水平明显高于绿薹芥菜ꎬ二者之间差异

达到极显著水平(图 ７:Ｄ)ꎮ 比较 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因

在绿薹芥菜和紫薹芥菜中的表达水平及其薹茎表

皮花青素含量差别的结果表明ꎬＢｊＧＳＴＦ１２ 在不同

薹色芥菜的基因表达水平与花青素含量呈现类似

的变化规律ꎮ
２.５ 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因的启动子顺式作用元件

预测

从芥菜基因组数据中调取 ＢｊＧＳＴＦ１２ 翻译起

始位点上游启动子序列ꎬ设计引物ꎬ分别用绿薹芥

菜和紫薹芥菜基因组 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增、
测序ꎬ 分 别 获 得 １ ８５５、 １ ８５７ ｂｐ 序 列ꎬ 利 用

ＤＮＡＭＡＮ 软件进行了比对ꎮ 由图 ８ 可知ꎬ两个芥

菜品系的 ＢｊＧＳＴＦ１２ 启动子序列相似度为９９.７８％ꎬ
与绿薹芥菜相比ꎬ紫薹芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 启动子在第

１３０、１ ３３３ ｂｐ 处分别插入了 １ 个 Ｇ 和 １ 个 Ａ 碱

基ꎬ在第 ９３７、９８０ ｂｐ 处的 Ｔ 碱基分别突变为 Ａ 和

Ｇ 碱基ꎮ 为进一步了解 ２ 个芥菜品系 ＢｊＧＳＴＦ１２ 启

动子的差别ꎬ利用 ＰｌａｎｔＣａｒｅ 在线网站预测了其作

用元件ꎬ并用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件进行了可视化ꎮ 由图 ９
可知ꎬ２ 个品系 ＢｊＧＳＴＦ１２ 启动子序列预测的顺式

作用元件相同ꎬ均含有 ９ 个真核生物转录起始核

心的启动子作用元件(ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ)和 ５ 个启动子和

增强子区域的共同顺式作用元件(ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ)ꎬ含
有 ９ 个 ＭＹＢ 转录因子结合位点(６ 个 ＭＹＢ 作用元

件、３ 个 ＭＹＢ￣ｌｉｋｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ 作用元件)、１ 个赤霉

素响应元件(ＧＡＲＥ 作用元件)、１ 个厌氧诱导响应

元件(ＡＲＥ 作用元件)、２ 个损伤和防御响应元件
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图 ６　 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白与 ５０ 个拟南芥 ＧＳＴｓ 蛋白的进化树分析
Ｆｉｇ. ６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｊＧＳＴＦ１２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ ａｎｄ ５０ ＧＳＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

(ＷＲＥ３)ꎬ另外ꎬ该启动子序列还有 ８ 个未知作用

元件(１ 个作用元件为 ｔａＴＡＡＡＴＡＴｃｔ、７ 个作用元

件为 ＣＴＣＣ)ꎮ
２.６ 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白互作关系

利用 ＳＴＲＩＮＧ 交 互 式 数 据 库 构 建 了 芥 菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白与其他蛋白的互作关系网络图ꎬ进
而预测与 ＢｊＧＳＴＦ１２ 可发生互作的蛋白ꎮ 选择模

式植物拟南芥ꎬ构建芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白的互作关

系网络图ꎮ 由图 １０ 可知ꎬ芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白与

二氢 黄 酮 醇 还 原 酶 ( ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎｏｌ￣４￣ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ
ＤＦＲ)、查尔酮合成酶( ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｔｅｓｔａ ４ / ｃｈａｌｃｏｎｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＴＴ４ / ＣＨＳ )、 无 色 花 青 素 双 加 氧 酶

( ｌｅｕｃｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬＬＤＯＸ)、类黄酮３￣
Ｏ￣葡 萄 糖 基 转 移 酶 ( ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ ３￣Ｏ￣
ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＵＦ３ＧＴ)、丙二酰辅酶 Ａ:花青素

５￣Ｏ￣葡萄糖苷￣６″￣Ｏ￣丙二酰转移酶 ( ｍａｌｏｎｙｌ￣ＣｏＡ:
ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ ５￣Ｏ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ￣６￣Ｏ￣ｍａｌｏｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ
ＡＴ５ＭＡＴ)、ＭＡＴＥ 转运蛋白 ( ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｔｅｓｔａ １２ꎬ
ＴＴ１２)、Ｈ＋泵类型跨膜转运蛋白( ａｕｔｏｉｎｈｉｂｉｔｅｄ Ｈ＋ ￣
ＡＴＰａｓｅ ｉｓｏｆｏｒｍ １０ꎬＡＨＡ１０)、ＵＤＰ￣糖基转移酶超家

族成员(ＡＴ４Ｇ１４０９０)、ＨＸＸＸＤ￣型酰基转移酶家族

蛋白(ＡＴ１Ｇ０３４９５)等蛋白存在互作ꎮ 其中ꎬＤＦＲ、
ＴＴ４、ＬＤＯＸ、ＵＦ３ＧＴ 为花青素生物合成中关键酶ꎬ
ＡＴ５ＭＡＴ、ＡＴ４Ｇ１４０９０、ＡＴ１Ｇ０３４９５ 主要负责花青
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Ａ. 近等基因系芥菜表型ꎻ Ｂ. 绿薹芥菜和紫薹芥菜薹茎局部图ꎻ Ｃ. 花青素含量ꎻ Ｄ. 相对表达量分析ꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｎｅａｒ￣ｉｓｏｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｏｆ Ｂｒａｓｓｃｉａ ｊｕｎｃｅａꎻ Ｂ. Ｐａｒｔｉａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ Ｂ. ｊｕｎｃｅａ ｗｉｔｈ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｌｋ ａｎｄ ｐｕｒｐｌｅ ｓｔａｌｋꎻ Ｃ. Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ
ｃｏｎｔｅｎｔꎻ Ｄ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ.

图 ７　 不同薹色近等基因系芥菜花青素含量与 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因表达量情况
Ｆｉｇ. ７　 Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ＢｊＧＳＴＦ１２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｔａｌｋ ｃｏｌｏｒ ｎｅａｒ￣ｉｓｏｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｏｆ Ｂｒａｓｓｃｉａ ｊｕｎｃｅａ

素糖基化、酰基化修饰ꎬＴＴ１２ 和 ＡＨＡ１０ 主要负责

原花青素单体向液泡的转运ꎮ 由此可见ꎬ芥菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 可能通过与这些互作蛋白相互作用参与

花青素生物合成、修饰及转运ꎮ

３　 讨论与结论

谷胱甘肽转移酶是一种多功能酶ꎬ在细胞解

毒(陈秀华等ꎬ２０１３)、抵抗逆境胁迫( Ｌａｌｌｅｍｅｎｔ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１４)、花青素等次生代谢转运(Ｍａｒｒｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９５ꎻＳｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)等方面发挥重要作用ꎮ 但

是目前ꎬ有关芥菜 ＧＳＴ 基因的功能及其与蔬菜薹

茎颜色形成之间关系的研究报道还较少ꎮ 本研究

从紫薹芥菜中分离 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因的基因组序列

和开放阅读框序列ꎬ该基因序列含有 ３ 个外显子

和 ２ 个内含子ꎮ 利用 ＮＣＢＩ 网站分析该基因编码

氨基酸序列具有 ＧＳＴ＿ＮＴＥＲＨＥ 和 ＧＳＴ＿ＣＴＥＲ 两

个结构域ꎬ表明芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 具有 ＧＳＴ 蛋白的

ＧＳＴ￣Ｎ 和 ＧＳＴ￣Ｃ 保守结构域ꎬ属于 ＧＳＴ 家族成员ꎮ
本研究通过进一步的系统进化树分析所获得的芥

菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 与拟南芥 φ 亚家族 ＧＳＴ 成员聚类为

一个类群ꎬ与拟南芥 ＡｔＧＳＴＦ１２ 的亲缘关系最近ꎬ
表明该基因属于 ＧＳＴ 家族 φ 亚家族成员ꎮ 花青素

是类黄酮化合物ꎬ为植物提供从红色、粉红色、橙
色到蓝色的一系列颜色ꎬ是评价植物花色、叶色、
果色等器官色泽及营养品质的重要指标ꎮ 花青素
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图 ８　 绿薹、紫薹芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 启动子序列比对
Ｆｉｇ. ８　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＢｊＧＳＴＦ１２ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ ｗｉｔｈ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｌｋ ａｎｄ ｐｕｒｐｌｅ ｓｔａｌｋ

在细胞质中合成ꎬ由苯丙氨酸解氨酶( ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎ
ａｍｍｏｎｉａｌｙａｓｅꎬＰＡＬ)、ＴＴ４ / ＣＨＳ、黄烷酮 ３ －羟化酶

( ｆｌａｖａｎｏｎｅ ３￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎬ Ｆ３Ｈ )、 ＤＦＲ、 ＵＦ３ＧＴ、
ＬＤＯＸ 等酶参与完成(侯泽豪等ꎬ２０１７)ꎻ主要通过

空泡隔离积聚在液泡中ꎬ其中包括 ＧＳＴ、多药和有

毒 化 合 物 挤 出 ( ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ａｎｄ ｔｏｘｉｎ ｅｘｔｒｕｓｉｏｎꎬ
ＭＡＴＥ) 以及 ＡＴＰ 结合盒 ( ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅꎬ
ＡＢＣ)转运体( Ｓｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 本研究在紫薹

７７２２ 期 朱云娜等: 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因克隆及表达分析



图 ９　 绿薹、紫薹芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因启动子顺式作用元件分布图
Ｆｉｇ. ９　 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＢｊＧＳＴＦ１２

ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ ｗｉｔｈ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｌｋ ａｎｄ ｐｕｒｐｌｅ ｓｔａｌｋ

芥菜和绿薹芥菜克隆得到的 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因ꎬ其核

苷酸序列和氨基酸序列比对结果一致ꎬ并且与芥

菜基因组 ＢｊｕＶＢ０５Ｇ２１７３０ 基因序列也完全一致ꎬ
ＣＤＳ 序列长度为 ６５１ ｂｐꎬ编码 ２１６ 个氨基酸残基ꎬ
该序列与油菜、白菜、拟南芥、萝卜 ＧＳＴＦ１２ 氨基酸

序列同源性较高ꎬ为８４.３３％ ~ ９５. ３１％ꎮ ＧＳＴ 蛋白

除参与逆境胁迫调控外ꎬ也参与花青素的转运

(Ｍａｒｒｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９５ꎻＫｉｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎮ 在拟

南芥(Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)、棉花(Ｓｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)、
萝卜 ( Ｎｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２) 等植物中陆续被报道ꎬ
ＧＳＴＦ１２ 参与花青素从细胞质转运到液泡的过程ꎮ
此外ꎬ在猕猴桃、马铃薯等物种中ꎬＧＳＴ１ 也可作为

花青素运输载体转运花青素至液泡 ( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９ꎻＺｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３)ꎮ 综上表明ꎬ植物 ＧＳＴ 基

因在花青素积累中的功能是保守的ꎮ 本研究发

现ꎬＢｊＧＳＴＦ１２ 基因在绿薹芥菜中仅有微弱表达ꎬ而
在紫薹芥菜中的表达水平明显提高ꎬ并且不同薹

色芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因表达水平与花青素含量有

类似的变化规律ꎮ
本研究中ꎬ尽管紫薹、绿薹芥菜在花青素含量

和 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因表达水平方面存在明显差异ꎬ但
是从 ２ 个芥菜品系中克隆的 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因序列

完全一致ꎬ暗示 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因对芥菜花青素合成

积累的影响可能发生在转录水平ꎮ 为此ꎬ我们从

绿薹芥菜、紫薹芥菜中分离 ＢｊＧＳＴＦ１２ 启动子序

列ꎬ发现 ２ 个品系 ＢｊＧＳＴＦ１２ 启动子序列相似度为

９９.７８％ꎬ紫薹芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 启动子有 ４ 处存在单

碱基的突变或插入ꎬ但这 ２ 个品系 ＢｊＧＳＴＦ１２ 启动

子序列的顺式作用元件种类与数目均相同ꎬ主要

含有 ＭＹＢ 转录因子结合位点、赤霉素响应元件、
厌氧诱导响应元件以及损伤和防御响应元件等作

用元件ꎮ 前人研究表明ꎬＭＹＢ 转录因子通过调控

ＧＳＴ 促进花青素积累 ( Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２３)ꎻ在油菜中ꎬＧＳＴＦ１２ 与 ＭＹＢ５、ＭＹＢ５６、
ＭＹＢ６１、ＭＹＢ１１８ 等多个 ＭＹＢ 转录因子存在共表

达(Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎻＧｏｓｗａｍｉ 等(２０１８)利用杂交

创制富含花青素的甘蓝型油菜ꎬ研究表明 ＴＴ１９
(ＧＳＴＦ１２)与 ＭＹＢ１１１、ＴＴ８ 共同调控花青素合成

和积累ꎮ 此外ꎬ除 ＭＹＢ 结合位点外ꎬＢｊＧＳＴＦ１２ 启

动子还受激素、环境因子等调控ꎮ 然而ꎬ紫薹芥菜

ＢｊＧＳＴＦ１２ 启动子序列的突变和插入与该基因在绿

薹、紫薹芥菜表达差异之间的关系ꎬ也有待进一步

研究ꎮ
利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库分析芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 互作

蛋 白 网 络ꎬ 芥 菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 与 ＤＦＲ、 ＴＴ４ / ＣＨＳ、
ＬＤＯＸ、ＵＦ３ＧＴ 等花青素合成关键酶存在互作ꎬ同
时与 ＴＴ１２ 和 ＡＨＡ１０ 等负责原花青素单体向液泡

转 运 的 蛋 白 存 在 互 作ꎻ 此 外ꎬ ＢｊＧＳＴＦ１２ 与

８７２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



图 １０　 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 蛋白的互作网络图
Ｆｉｇ. １０　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｍａｐ ｏｆ ＢｊＧＳＴＦ１２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ

ＡＴ５ＭＡＴ、ＡＴ４Ｇ１４０９０、ＡＴ１Ｇ０３４９５ 等负责花青素

糖基化、酰基化修饰蛋白也存在互作关系ꎮ 然而ꎬ
研究者指出 ＧＳＴ 本身并不能直接催化花青素生物

合成ꎬ它仅作为载体将花青素从细胞质转运至液

泡(Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 由此可见ꎬ芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２
可能通过互作蛋白相互作用调控花青素的生物合

成、修饰、转运ꎬ从而影响花青素的积累ꎮ 然而ꎬ目
前本研究还缺少足够的试验证据ꎬ今后将通过亚

细胞定位、基因功能鉴定、构建酵母文库并筛选芥

菜 ＧＳＴ 基因上游转录因子等方面着手ꎬ深入探究

ＧＳＴ 在芥菜薹茎花青素积累过程中生物学功能及

其作用机制ꎮ
综上所述ꎬ我们从绿薹、紫薹芥菜中克隆并

分析了 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因、启动子序列ꎬ分析结果表

明该基因属于植物 ＧＳＴ 家族的 φ 亚家族成员ꎬ其
启动子包含的顺式作用元件种类和数目ꎬ仅存在

几处碱基突变 /插入ꎬ然而该基因在绿薹、紫薹芥

菜中表达量存在显著差异且与芥菜薹茎花青素

含量有类似的变化规律ꎬ表明 ＢｊＧＳＴＦ１２ 为功能

基因ꎬ可能在芥菜薹茎花青素积累中发挥重要作

用ꎬ为今后芥菜花青素积累机制研究提供了 １ 个

候选基因ꎮ 然而ꎬ要想全面了解 ＢｊＧＳＴＦ１２ 调控

９７２２ 期 朱云娜等: 芥菜 ＢｊＧＳＴＦ１２ 基因克隆及表达分析
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