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甘蓝型油菜 ＢｎＮＰＲ１的序列及其环境信号响应分析
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（江苏大学生命科学研究院，江苏镇江２１２０１３）

　　摘要：为了研究油菜ＮＰＲ１（ｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｏｒｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ１）基因对各种环境胁迫信号及植物防卫激
素信号的表达响应，以甘蓝型油菜品种宁油１２为材料，采用同源克隆法克隆了甘蓝型油菜（ＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓＬ．）ＮＰＲ１
基因ＢｎＮＰＲ１的ｃＤＮＡ序列。序列分析表明，ＢｎＮＰＲ１编码的蛋白序列由５７９个氨基酸残基组成，含有１个锚定蛋白
重复序列结构和１个ＢＴＢ／ＰＯＺ结构域，与ＡｔＮＰＲ１的序列相似性达到７３％。烟草叶片瞬时表达分析显示，ＢｎＮＰＲ１编
码１个细胞核定位蛋白；实时荧光定量ＰＣＲ分析显示，ＢｎＮＰＲ１在根、茎和叶组织器官中特异性表达，其中在根中表达
量极为显著，并且对４℃低温、ＰＥＧ溶液以及水杨酸和甲基茉莉酸等的处理呈显著上调表达，而对Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７和ＮａＣｌ溶

液处理则呈显著下调表达。这些结果表明，ＢｎＮＰＲ１是低温、重金属、干旱、高盐以及水杨酸（ＳＡ）和茉莉酸（ＪＡ）等防
卫信号分子的响应基因，本研究结果将为进一步分析ＢｎＮＰＲ１在油菜抗逆中的功能及其机制提供线索。
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作者简介：李　霄（１９９１—），女，山东潍坊人，硕士，主要从事油菜功
能基因组学方面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１８２５２５８５９５１＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：王　政，博士，副研究员，主要从事油菜功能基因组学方面
的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｎｇｚｈｅｎｇ４４６６＠１６３．ｃｏｍ。

　　ＮＰＲ１（ｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｏｒｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ１）是一
个调控植物防卫反应的关键基因，在植物抗逆胁迫的生理活

动中具有重要的作用。ＮＰＲ１最早从拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ）中克隆获得，研究发现，这个基因不仅在拟南芥系统
获得性抗性（ｓｙｓｔｅｍｉｃａｃｑｕｉｒｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＳＡＲ）［１］和诱导系统
抗性（ｉｎｄｕｃｅｄｓｙｓｔｅｍｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＳＲ）［２］中起核心调控作用，
而且也在植物基础抗性（ｂａｓｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ）［３］中起作用。例如，
在拟南芥中，研究者发现植物重要防卫信号分子水杨酸（ＳＡ）
强烈诱导ＮＰＲ１的表达［４－５］，并且ＮＰＲ１在细胞核中能够与转
录因子结合而促进防卫基因的表达［６］；Ｓｐｏｅｌ等分析发现
ＮＰＲ１在调控ＳＡ和茉莉酸（ＪＡ）信号途径的交联中起重要作
用［２］；在水稻（Ｏｒｙｚａｅｓａｔｉｖａ）中，ＳＡ介导的 ＮＰＲ１抑制脱落酸
（ＡＢＡ）诱导基因的表达［７］，以上表明 ＮＰＲ１在植物防卫反应
中的重要地位与作用。

近年来，对 ＮＰＲ１在植物抗胁迫方面的研究也越来越
多［８－１１］。在拟南芥中，研究者发现ｎｐｒ１功能缺失突变体与野
生型相比在低温和高盐处理条件下均不同程度延迟了植物的

生长发育［１２－１４］；Ｚｈａｎｇ等在烟草中过量表达异源 ＭｈＮＰＲ１
（ＭａｌｕｓｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓＰａｍｐ．Ｒｅｈｄ．）而增强了烟草对盐和干旱胁
迫的抗性［８，１５］；Ｑｕｉｌｉｓ等研究分析表明，在水稻中组成型表达
ＡｔＮＰＲ１使其对盐和干旱胁迫具有更高的敏感性［１６］。目前，

有关于ＮＰＲ１在抗逆功能中的研究主要集中在拟南芥、烟草
以及水稻中，而在油菜中还未被研究或未见报道。

甘蓝型油菜（ＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓＬ．）是我国最重要的油料作

物之一，在生长过程中经常受到各种外界环境胁迫的影响，严

重影响油菜的生产。本研究以甘蓝型油菜品种宁油１２为研
究材料，分离获得油菜 ＮＰＲ１基因（ＢｎＮＰＲ１），然后探究其蛋
白的亚细胞定位及组织特异性表达，并且调查 ＢｎＮＰＲ１在各
种环境胁迫处理条件下的表达响应情况，以期为进一步研究

其抗逆功能提供线索。

１　材料与方法

１．１　植物材料和菌种
本试验所用到的植物材料分别为甘蓝型油菜品种宁油１２

和本式烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍｃｖ．Ｘａｎｔｈｉｎｃ），均在光照培养箱
中培养，培养条件为：２５℃条件光照培养１６ｈ，２０℃条件下暗
培养８ｈ，相对湿度６０％～９０％，光照度为４４μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）。

大 肠 杆 菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）菌 株 ＤＨ５α、农 杆 菌
（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）菌株 ＧＶ３１０１均为笔者所在实验
室保存菌种。

１．２　主要试剂
用于 ＲＮＡ提取的 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，

ＤＥＰＣ水购自北京索莱宝科技有限公司，反转录试剂盒
ＨｉＳｃｒｉｐｔＱＲＴ（ＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ＋ｇＤＮＡｗｉｐｅｒ）和荧光定量
ＰＣＲ试剂盒ＡｃｅＱ ｑＰＣＲＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ均购于南
京诺唯赞生物科技有限公司；水杨酸购于华东化玻有限公司

（ＣＡＳＮｏ：６１６－７６－２）；甲基茉莉酸（ｍｅｔｈｙｌｊａｓｍｏｎａｔｅ，ＭｅＪＡ）
购自 Ｓｉｇｍａ－ａｌｄｒｉｃｈ公司（ｃａｔＮｏ．３９，２７０－７）；脱落酸
（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，ＡＢＡ）购于 Ｓｉｇｍａ－ａｌｄｒｉｃｈ公司（Ｃａｔ．Ｎｏ．
Ａ４９０６）；乙烯前体ＡＣＣ（１－ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ，
ＡＣＣ）购于ＡｄａｍａｓＲｅａｇｅｎｔ公司（ＣＡＳＮｏ：２２０５９－２１－８）。
１．３　模拟生物激素和环境胁迫的化学处理［１７］

选用４叶１心期长势良好的油菜幼苗，将幼苗从土壤中取
出后用水洗干净，然后将其转移至１／２ＭＳ培养基中进行培养，
在黑暗条件下２０℃培养４８ｈ，以去除外界环境等因素对试验
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结果的影响，然后对其进行模拟不同环境条件下的胁迫处理。

１．３．１　生物激素处理　将上述预处理后幼苗的叶片剪下，选
取大小基本相同且等量的叶片，在离体叶片上分别喷洒足量

１ｍｍｏｌ／ＬＳＡ（水杨酸）、０．１ｍｍｏｌ／ＬＭｅＪＡ（甲基茉莉酸）、
００５ｍｍｏｌ／ＬＡＢＡ（脱落酸）和０．１ｍｍｏｌ／ＬＡＣＣ（乙烯前体），
封闭黑暗保湿处理０、３、６、９、１２ｈ，对照则用灭菌双蒸水喷洒
作相同处理，然后分别将用激素处理的叶片相应的对照叶片

做好标记，取出装袋后迅速置于液氮中冻存，并于 －７０℃ 冰
箱保存。上述每种处理均进行３次生物学重复。
１．３．２　环境胁迫处理　低温胁迫处理：取上述预处理油菜的
根部置于另一１００ｍＬ１／２ＭＳ培养基，在黑暗条件下将其置于
４℃冰箱中模拟低温进行胁迫处理。重金属（铬）胁迫处理：
将预处理油菜的根部置于配制好的 ５００μｍｏｌ／Ｌ的 Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７
溶液中在黑暗条件下２０℃培养；干旱胁迫处理：将预处理油
菜的根部置于浓度为１５％的 ＰＥＧ－４０００（ＰＥＧ，聚乙二醇）溶
液中模拟干旱，黑暗下２０℃培养。盐胁迫处理：将预处理油
菜的根部置于浓度为 ４００ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ溶液中模拟盐胁
迫，２０℃黑暗培养。
１．４　植物叶片总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ扩增

采用液氮研磨法对植物叶片（不超过１ｇ）进行研磨制
备，然后按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书上的步骤对叶片总 ＲＮＡ进
行提取。提取得到的总ＲＮＡ溶于２０μＬＤＥＰＣ水中，从中取
出０．２μＬ溶于５μＬＤＥＰＣ水并用１％的琼脂糖凝胶电泳检
测ＲＮＡ的完整性，ＲＮＡ浓度使用 ＯｎｅＤｒｏｐＯＤ－１０００＋分光
光度计测定。ＲＮＡ的逆转录用４×ｇＤＮＡｗｉｐｅｒＭｉｘ迅速彻底
去除基因组污染，然后按ＨｉＳｃｒｉｐｔ两步法ＲＴ－ＰＣＲ／ｑＰＣＲ系
列试剂盒进行反转录合成 ｃＤＮＡ，最后得到总体积１０μＬ的
ｃＤＮＡ溶液，置于－７０℃冰箱中保存备用。
１．５　ＢｎＮＰＲ１的序列克隆及生物信息学分析

根据已经报道的 ＮＣＢＩ上公布的甘蓝（Ｂｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａ）
ＮＰＲ１（ＢｏＮＰＲ１，ＧｅｎｅＩＤ：１０６３７６０３６）的序列设计引物进行克
隆，ＰＣＲ引物序列为：Ｆ：５′－ＣＴＴＧＴＣＴＣＴＴＧＧＡＧＴＴＴＴＣＡＣ－３′
和Ｒ：５′－ＧＡＡＴＧＡＧＣＣＡＡＣＡＡＴＡＧＡＣＡＧ－３′。扩增条件为：
９４℃１０ｍｉｎ；然后９４℃１ｍｉｎ，５０℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３６个
循环；最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。扩增得到的目的片段使用
ＧｅｎＣｌｅａｎ柱式琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒回收后连接到
ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ上，转化大肠杆菌。ＰＣＲ鉴定平板上的单
菌落，将鉴定得到的阳性菌株提取质粒后送往生工生物工程

（上海）股份有限公司进行测序，测序成功后命名为ｐＭＤ１８Ｔ－
ＢｎＮＰＲ１。使 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工 具 （ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析上述扩增得到的 ＢｎＮＰＲ１蛋白的理化性质，
如等电点、相对分子量等；Ｐｌａｎｔ－ｍＰＬｏｃ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓｂｉｏ．
ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｂｉｏｉｎｆ／ｐｌａｎｔ－ｍｕｌｔｉ／）［１８］用于预测蛋白质的亚细
胞定位锚定序列；ＧｅｎｅＤｏｃ和 ＭＥＧＡ软件用于多序列比对分
析；利用ＮＣＢＩ数据库中ＣＤＤ数据库对目的蛋白的保守结构
域进行在线分析预测。

１．６　农杆菌介导的烟草叶片瞬时转化
１．６．１　ｐＫ７ＦＷＧ２．０－ＢｎＮＰＲ１亚细胞定位载体的构建　从
甘蓝型油菜宁油 １２的叶片中提取 ＲＮＡ，以反转录得到的
ｃＤＮＡ作为模板，设计 ＰＣＲ引物 Ｆ：５′－ＣＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＣ
ＣＡＴＴＧＣＣＧＧＡＴＴ－３′和 Ｒ：５′－ＣＣＧＡＣＧＣＣＧＧＴＧＡＧＡＧＧＧＴＴ－

３′，将扩增完成后的目的条带进行胶回收（去除终止子）并测
定其浓度。依据Ｇａｔｅ－ｗａｙ试剂盒的操作说明（在上游的５′
端加入ＣＡＣＣ目的是提高与入门载体的连接效率），以１∶３
的比例将回收的目的片段与 ｐＥＮＴＲ／Ｄ－ＴＯＰＯ载体反应，得
到入门中间克隆载体，转化大肠杆菌后用 ＬＢ培养基
（５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素）进行抗性筛选，挑取单克隆摇菌后进行
ＰＣＲ鉴定，阳性克隆对应菌液送到生工生物工程（上海）股份
有限公司测序，并留存剩余菌液。取测序正确的菌液提取质

粒，然后按照 Ｇａｔｅ－ｗａｙＬＲ试剂盒的说明书通过 ＬＲ置换反
应将ＢｎＮＰＲ１从ｐＥＮＴＲ中间载体转移至最终的植物表达载
体ｐＫ７ＦＷＧ２．０－ｅＧＦＰ上，ＬＲ反应完成后转化大肠杆菌，
ＰＣＲ鉴定单菌落，将得到的阳性克隆命名为 ｐＫ７ＦＷＧ２．０－
ＢｎＮＰＲ１－ｅＧＦＰ。将该阳性克隆扩大培养后提取的质粒转化
至农杆菌ＧＶ３１０１中。菌种置于 －７０℃ 冰箱保存备用。
１．６．２　烟草叶片的瞬时转化　将含有 ｐＫ７ＦＷＧ２．０－
ＢｎＮＰＲ１－ｅＧＦＰ重组质粒的农杆菌 ＧＶ３１０１活化，然后在摇
床（２８℃，２００ｒ／ｍｉｎ）中分别培养含有重组质粒、Ｐ１９（一种抑
制基因沉默的蛋白质）和 ＰＣＸ－ＩＮＤ－ＤｓＲｅｄ携带红色荧光
蛋白的核定位（ｍａｒｋｅｒ基因构成的载体）的农杆菌，培养至
Ｄ６００ｎｍ的值为０．６时，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集菌体，加入
１５～２０ｍＬ的甲基丙烯酸甲酯（ＭＭＡ）溶液悬浮１次，第２次
悬浮后用分光光度计调节其Ｄ６００ｎｍ值为１．２时，按照１∶１∶１
的体积比混合３种农杆菌菌液，２８℃暗室放置诱导３ｈ。选
取生长４周大且长势良好的烟草植株，在靠近烟草叶片叶脉
部位下表皮扎孔，然后用去掉针头的１ｍＬ无菌医用注射器吸
取菌液，紧贴烟草叶片下表皮将菌液缓慢注入叶片，直至菌液

将整片叶片都充满为止。黑暗条件下将烟草置于不透光的密

封箱内，保湿培养２４ｈ，然后转入光照培养箱中培养５ｄ后观
察。试验进行３次重复。
１．６．３　亚细胞定位观察　取上述注射５ｄ后的烟草叶片，用
荧光共聚焦显微镜（ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ５）观察并检测荧光信号。
分别用激发光波长为４８８ｎｍ（发射波长为５１０～５４０ｎｍ）检测
ｅＧＦＰ发出的绿色荧光，用激发光波长为５４３ｎｍ（发射波长为
５８０～５８４ｎｍ）检测核定位 ｍａｒｋｅｒ发出的红色荧光。观察时
以空载体ｐＫ７ＦＷＧ２．０－ｅＧＦＰ、ＰＣＸ－ＩＮＤ－ＤｓＲｅｄ和 Ｐ１９的
混合菌液为对照。

１．７　实时荧光定量ＰＣＲ
选择使用内参基因 Ｂ．ｎａｐｕｓＴＩＰ４１（ＢｎＴＩＰ４１，油菜数据

库登录号：Ｂｒａ０１１５１６），设计引物为：Ｆ：５′－ＴＧＡＡＧＡＧＣＡＧＡ
ＴＴＧＡＴＴＴＧＧＣＴ－３′；Ｒ：５′－ＡＣＡＣＴＣＣＡＴＴＧＴＣＡＧＣＣＡＧＴＴ－
３′；根据目的基因 ＢｎＮＰＲ１设计引物序列为：Ｆ：５′－ＴＣＣＡＡＣ
ＡＴＡＣＡＣＡＡＧＧＣＧＣＴ－３′和 Ｒ：５′－ＣＡＴＣＧＣＡＡＴＡＣＧＣＡＡＣＡ
ＧＣＡ－３′。荧光定量反应体系根据 ＡｃｅＱ ｑＰＣＲＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒的说明书配制。依据说明书该试剂一
般采用两步法程序进行反应，即退火／延伸设置为６０℃，反应
４０个循环；在每个循环的６０℃收集荧光信号，通过每一个循
环荧光信号的变化得到扩增产物的熔解曲线，以反应的ＣＴ值
落在２０～２８之间的定量最为准确。每组试验均要进行３个生
物学重复，同时每个生物学重复至少需要进行３次技术重复。
数据处理参考Ｗａｎｇ等［１９］的２－ΔΔＣＴ计算方法，将数据输出后得
到的ＢｎＴＩＰ４１和ＢｎＮＰＲ１的ＣＴ值转化为基因的相对表达量。
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２　结果与分析

２．１　甘蓝型油菜ＢｎＮＰＲ１基因的克隆与序列分析
根据甘蓝ＮＰＲ１（ＢｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａＮＰＲ１，ＢｏＮＰＲ１）的核苷

酸序列ＣＤＳ区的外侧设计上下游引物，以油菜品种宁油１２
的总ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，获得单一的１８９２ｂｐ的扩
增片段。该序列最终的 ＯＲＦ框长 １７４０ｂｐ，终止密码子
ＴＡＧ，编码含有５７９个氨基酸残基的蛋白质（图１）。与其他
植物ＮＰＲ１氨基酸序列进行同源性比较发现，其所编码的蛋

白与双子叶植物拟南芥、辣椒、烟草和单子叶植物葡萄、玉米、

水稻等６个物种的 ＮＰＲ１在氨基酸水平上有较强的保守性，
与ＡｔＮＰＲ１的一致性达到 ７３％（图 ２），进而，ＮＣＢＩ的 ＣＤＤ
（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｄａｔａｂａｓｅ）Ｓｅａｒｃｈ搜索比较发现，与其他植
物的ＮＰＲ１类似，其蛋白序列含有ＮＰＲ１＿ｌｉｋｅ＿Ｃｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ保
守功能域（图 ３），同时还具有 ＢＴＢｄｏｍａｉｎ和 Ａｎｋｒｙｉｎｒｅｐｅａｔ
ｄｏｍａｉｎ蛋白相互作用功能位点。这些分析表明，本试验克隆
得到的是ＮＰＲ１在甘蓝型油菜中的同源基因即Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ
ＮＰＲ１（ＢｎＮＰＲ１）。

２．２　ＢｎＮＰＲ１的亚细胞定位
蛋白质在细胞中不同位置的定位与其相应的生物功能相

关。为了研究ＢｎＮＰＲ１蛋白的亚细胞定位，笔者构建了植物
表达载体ｐＫ７ＦＷＧ２．０－ＢｎＮＰＲ１－ｅＧＦＰ，并且利用农杆菌介
导的烟草瞬时表达系统进行探测。结果（图４）显示，转化载
体的烟草叶片的细胞在绿色荧光激发下细胞核显示为绿色，

与细胞核核定位标记基因的ＲＦＰ显示的红色重叠后显黄色，
表明ＢｎＮＰＲ１定位于细胞核中。
２．３　组织表达分析

为了研究ＢｎＮＰＲ１在油菜中各组织特异性表达情况，以
油菜 ＢｎＮＰＲ１基因的全长 ｃＤＮＡ为模板设计特异性引物，以

ＢｎＴＩＰ４１为内参基因，利用荧光定量 ＰＣＲ技术对 ＢｎＮＰＲ１在
油菜的根、茎、叶、花、角果等组织器官中的相对表达情况进行

分析。结果表明，ＢｎＮＰＲ１在根、茎、叶、花、角果中都有表达，
其中在根中相对表达量最高，而在角果中表达量最少（图５）。
２．４　ＢｎＮＰＲ１在各种植物激素胁迫下的表达分析

已有的许多研究报道显示，水杨酸（ＳＡ）、茉莉酸（ＪＡ）、
脱落酸（ＡＢＡ）、乙烯（ＥＴ）等激素在调控植物防卫反应及抗逆
胁迫中具有重要作用。为了研究ＢｎＮＰＲ１是否与这些激素途
径相关或可能参与其中的途径，笔者用上述植物激素或其类

似物处理甘蓝型油菜宁油１２后，ＱＲＴ－ＰＣＲ分析结果显示，
ＳＡ、ＪＡ和ＡＢＡ均可显著激活ＢｎＮＰＲ１的表达，但激活程度不
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同，而ＥＴ对其表达影响不明显。ＳＡ处理后 ＢｎＮＰＲ１的表达
量极显著提高，特别是在６ｈ时表达上调到未处理时的近２０
倍；在ＪＡ和ＡＢＡ处理后，ＢｎＮＰＲ１也有上调表达；而在 ＥＴ处
理后，ＢｎＮＰＲ１的表达量未发生明显变化（图６）。这些结果
表明，ＢｎＮＰＲ１是激素ＳＡ、ＪＡ和ＡＢＡ的响应因子，ＢｎＮＰＲ１可
能在调控植物防卫反应及各种环境胁迫中，主要参与到 ＳＡ

和ＪＡ相关的信号网络中。
２．５　ＢｎＮＰＲ１在各种环境因子胁迫下的表达分析

在模拟低温、重金属、干旱、高盐这４种环境因子胁迫处
理条件下，调查甘蓝型油菜ＢｎＮＰＲ１基因的表达情况。结果
如图７所示，在低温处理１ｈ时 ＢｎＮＰＲ１的表达量显著上调；
在ＰＥＧ溶液处理３ｈ时ＢｎＮＰＲ１的表达也上调明显。与此同
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时，在Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７溶液和低温处理的条件下，ＢｎＮＰＲ１的表达量
也出现较明显的变化。由这些结果可知，ＢｎＮＰＲ１是低温、重
金属、干旱、高盐等各种环境胁迫因子的响应基因。

３　讨论与结论

油菜是重要的油料作物，在食品、冶金、机械等多种行业

应用广泛，经济价值高［２０］。不良的环境条件会对植物生长产

生不好的影响，甚至严重时会威胁到油菜的正常生产。目前，

有关ＮＰＲ１的研究主要集中在拟南芥、烟草以及水稻中，而关
于ＮＰＲ１在甘蓝型油菜中还未有研究或未见报道。本研究从
甘蓝型油菜中克隆了 ＢｎＮＰＲ１，并系统地研究了其在各种防
卫信号分子和环境因子胁迫下的表达响应，结果显示，

ＢｎＮＰＲ１是ＳＡ和ＪＡ以及低温、重金属、干旱、高盐等各种环
境胁迫及激素胁迫因子的响应基因。

迄今为止，多种植物的ＮＰＲ１同源基因已被克隆，并且展
开了这个 基因的植物抗逆功能的研究。在 拟 南 芥

（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ）中，ＡｔＮＰＲ１参与增强由 ＳＡ介导的 ｆｌｇ２２诱导的
ＭＰＫ３和ＭＰＫ６的激活［２１］，本研究 ＳＡ处理条件下，ＢｎＮＰＲ１

的表达量极显著升高，特别是在６ｈ时表达量上调到未处理
时的近２０倍，表明ＮＰＲ１在ＳＡ途径中发挥重要作用；在烟草
（Ｎｉｃｏｔｉａｎａａｔｔｅｎｕａｔａ）中，其 ＮＰＲ１通过影响早期酶的合成途
径参与ＪＡ生物合成的诱导［２２］，本调查结果也发现在ＪＡ的处
理下，ＢｎＮＰＲ１的表达量响应显著，说明 ＮＰＲ１可能在油菜中
也参与ＪＡ信号途径。这些研究结果共同指出ＮＰＲ１在ＳＡ和
ＪＡ等防卫信号途径中起作用。

当植物受到外界环境胁迫时，其生物胁迫与非生物胁迫

中的防卫反应信号调控机制是复杂的。Ｊａｙａｋａｎｎａｎ等在拟南
芥中发现，依赖于水杨酸途径的 ＮＰＲ１缺失突变体在盐胁迫
下表现为敏感的，表明ＮＰＲ１依赖的ＳＡ信号途径对盐是非常
重要的［１０］。Ｌｉｕ等在拟南芥中发现ＥＴ／ＳＡ双突变体比ＥＴ敏
感单突变体（ｅｉｎ２）和ＳＡ敏感单突变体（ｎｐｒ１）对低温处理更
加敏感，表明除了 ＳＡ途径，ＥＴ信号途径也在低温胁迫中起
作用［１２］。本研究对甘蓝型油菜的调查结果显示，ＢｎＮＰＲ１是
盐和低温胁迫的响应因子。另外，本研究首次发现 ＢｎＮＰＲ１
也是重金属环境胁迫的响应基因。本研究的数据将为进一步

研究ＢｎＮＰＲ１在油菜抗逆中的功能及其机制提供线索。
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枸杞转录组 ＳＳＲ分布特征分析及其与
基因组 ＳＳＲ分布特征的比较

虞　杭１，张得芳１，２，樊光辉１，２，王占林１，２

（１．青海大学，青海西宁８１００１６；２．青海省农林科学院／青海高原林木遗传育种实验室，青海西宁 ８１００１６）

　　摘要：通过ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００高通量测序平台，利用ＲＮＡ－Ｓｅｑ技术对青杞１号品种整体转录活动进行检测，并
对得到的序列采用生物信息学手段进行拼接后查找 ＳＳＲ，然后与基因组 ＳＳＲ进行比较。结果显示，转录组共获得
５４１１个重复单元长度为２～６碱基的微卫星重复序列，２碱基重复的微卫星最为丰富，共２６６６个，占４９．２７％，其中
ＡＧ／ＣＴ基序的重复数量最多；３碱基重复类型有２６０９个，占重复序列总数的４８．２２％；４碱基重复１１８个，５碱基重复
１０个，６碱基重复８个，分别占重复序列总数的２．１８％、０．１８％、０．１５％。而基因组共获得１４７３３个重复单元为２～６
碱基的微卫星重复序列，３碱基重复的微卫星最为丰富，共９７９９个，占６６．５１％，其中ＧＴＴ／ＣＡＡ基序的数量最多。青
杞１号转录组ＳＳＲ与基因ＳＳＲ在重复序列分布上存在显著差异。
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　　枸杞（Ｌｙｃｉｕｍｂａｒｂａｒｕｍ）属于茄科（Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ）枸杞属 （ＬｙｃｉｕｍＬ．）落叶灌木，是重要的药用资源，其果、叶、根等均
能被利用，在中药配方中有重要地位［１－２］。枸杞的营养含量

非常丰富，富含蛋白质、维生素和多种氨基酸，还有类胡萝卜

素以及钙、铁、锌、硒等对人体有益的元素，有很高的药用价值

和保健效果。枸杞不仅有美容养生和抗衰老的功效，还具有

抗癌、降血糖、降血脂以及护眼等功能［３－７］。

转录组是指某个物种或细胞在某一条件下所有转录产物

的集合。ＲＮＡ－Ｓｅｑ技术能够在单核苷酸水平对特定物种的
整体转录活动进行检测，以提供最全面的转录组信息［８－１２］。

同样，ＲＮＡ－Ｓｅｑ技术的应用也非常普遍，利用此技术鉴定油
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