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　　摘要：蔗糖合成酶（ＳＵＳ）是植物蔗糖代谢的关键酶之一，它不仅影响植物的产量和品质，还在植物抵御逆境胁迫
中起重要作用。基于已经公布的甘蓝全基因组数据信息，利用生物信息学方法对甘蓝 ＢｏＳＵＳ基因家族成员进行鉴
定，分析其系统进化关系、染色体定位、基因结构、启动子顺式作用元件和低温胁迫下的表达模式。结果表明，甘蓝全

基因组共鉴定到７个ＢｏＳＵＳ基因成员，系统进化分析分成３个亚组（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ）。ＢｏＳＵＳ蛋白氨基酸长度范围为８０５
（ＢｏＳＵＳ１ａ）～９４０（ＢｏＳＵＳ６ｂ）个，均是亲水性蛋白。在芸薹族特异的全基因组３倍化事件后，与拟南芥 ＡｔＳＵＳ４共线性
的甘蓝ＢｏＳＵＳ４基因发生了丢失，与 ＡｔＳＵＳ１、ＡｔＳＵＳ６共线性的 ＢｏＳＵＳ１和 ＢｏＳＵＳ６基因均发生了扩张，出现了双拷贝
（ＢｏＳＵＳ１ａ、ＢｏＳＵＳ１ｂ和ＢｏＳＵＳ６ａ、ＢｏＳＵＳ６ｂ）。表达模式分析表明，ＢｏＳＵＳ１ａ、ＢｏＳＵＳ１ｂ和 ＢｏＳＵＳ３基因在甘蓝不同器官／
组织尤其在花器官的蔗糖代谢中起着重要作用，为库器官（花）的发育提供能量和物质。耐冷甘蓝 ＣＴ－９２３叶片中
ＢｏＳＵＳ１ａ和ＢｏＳＵＳ１ｂ基因表达水平在低温处理６、２４ｈ后相比对照急剧升高，ＢｏＳＵＳ１ａ和 ＢｏＳＵＳ１ｂ酶活性增强，为甘
蓝产生保护性反馈机制提供能量，使得耐冷甘蓝 ＣＴ－９２３耐寒性增强。综上所述，本研究为解析甘蓝 ＢｏＳＵＳ基因响
应低温胁迫的分子机制和指导甘蓝耐寒种质资源创新具有重要意义。
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　　蔗糖合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＳＵＳ，ＥＣ２．４．１．
１３）通常被认为是一种胞质可溶性酶，分布在细胞
质基质中，也广泛存在于膜系统和细胞壁。在大多

数植物中，蔗糖是光合作用的主要产物之一，储存

在库器官中的蔗糖不能被直接利用，须要通过 ＳＵＳ
或蔗糖转化酶（ｉｎｖｅｒｔａｓｅ，ＩＮＶ，ＥＣ３．２．１．２６）分解。
ＳＵＳ催化蔗糖和尿苷二磷酸（ＵＤＰ）产生尿苷二磷酸
葡萄糖（ＵＤＰＧ）和果糖，此反应可逆［１］，水解的六碳

糖参与细胞结构组成、物质贮藏和细胞新陈代谢

等［２－３］。ＳＵＳ还参与植物生长的多个代谢过程，包
括蔗糖转运、淀粉与纤维素合成、生物及非生物逆

境响应等［４－５］。

低温对蔬菜的危害一方面影响植物的外部形

态，另一方面引发植物生理生化的强烈变化，导致

减产和品质下降［６－７］。甘蓝（Ｂｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａｖａｒ．
ｃａｐｉｔａｔａＬ．）属于十字花科芸薹属甘蓝种中顶芽能
形成叶球的变种，是我国一种重要的十字花科蔬

菜，其营养丰富，适应性及抗逆性均较强，在全国各

地普遍种植，在蔬菜供应中具有举足轻重的地

位［８］。１５～２０℃为甘蓝最适宜结球的温度，但其生
长受温度影响较大，早春易发生倒春寒现象，造成

甘蓝的先期抽薹，或是温度低到超过甘蓝的耐受程

度，幼苗直接冻死或叶球冻伤，严重影响甘蓝的

产量。

在低温胁迫下，植物可溶性糖含量明显增加，

作为渗透调节物质的可溶性糖主要有蔗糖、葡萄

糖、果糖、半乳糖等，其含量与植物抗寒性之间呈正

相关。Ｓａｓａｋｉ等提出甘蓝叶片中的可溶性糖含量与
甘蓝的耐寒性密切相关［９］。王磊等的研究表明，在

感受低温胁迫后，抗冻性强的甘蓝品种中可溶性糖

含量上升幅度高于抗冻性差的品种；感受冻害低温

后，可溶性糖含量下降，但抗冻性强的品种下降幅

度小于抗冻性差的品种［１０］。蔡青等的研究表明，在

－１℃ 低温条件下处理６ｈ，耐寒性强的甘蓝品种
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与耐寒性弱的品种叶片中可溶性糖含量存在显著

性差异，且抗寒性强的品种可溶性糖含量上升幅度

较大［１１］。由此可见，经过低温锻炼的植株体内可溶

性糖含量的增加使得作物耐寒能力增强，且在适应

温度范围内耐寒性强的材料比耐寒性弱的材料含

量高。

随着越来越多物种基因组测序的完成，ＳＵＳ家
族成员已经在拟南芥［１２］、水稻［１３］、玉米［１４］、杨

树［１５］、大豆［１６］等物种中被鉴定。不同物种的 ＳＵＳ
家族成员存在较大差异，但蛋白序列保守性比较

高，均具有蔗糖合成酶结构域和糖基转移酶结构

域。研究表明，在低氧胁迫下，玉米根［１］和马铃薯

块茎［１７］中一些 ＳＵＳ亚型的表达被诱导或增强。抑
制ＳＵＳ基因的表达，会导致玉米［１］和棉花［１８］的种

子萎缩，马铃薯块茎［１９］中淀粉积累减少。ＳＵＳ家族
成员间不同的表达模式表明它们在植物生长发育

及胁迫响应中具有不同的生理功能。但是 ＢｏＳＵＳ
基因在甘蓝中的全基因组鉴定以及如何响应低温

胁迫均尚未可知。因此，鉴定分析甘蓝 ＢｏＳＵＳ家族
成员具有重要意义。本研究对甘蓝进行全基因组

ＢｏＳＵＳ基因家族的鉴定，分析甘蓝 ＢｏＳＵＳ蛋白的进
化历程、结构特征以及表达模式，探究甘蓝 ＢｏＳＵＳ
基因在低温胁迫响应中的作用。

１　材料与方法

１．１　甘蓝ＢｏＳＵＳ基因家族的鉴定
根据前人的报道从拟南芥 ＴＡＩＲ数据库

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／）下载了６条 ＳＵＳ蛋
白序列（ＡｔＳＵＳ１～ＡｔＳＵＳ６）［１２］。大白菜和甘蓝全基
因组序列分别从 ＢＲＡＤ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｂｒａｓｓｉｃａｄｂ．
ｏｒｇ／ｂｒａｄ／）和甘蓝基因组数据库（Ｂｏｌｂａｓｅ，ｈｔｔｐ：／／
ｏｃｒｉ－ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ／ｂｏｌｂａｓｅ／）［２０－２１］下载获得。

为了在全基因组鉴定出甘蓝和白菜中的 ＳＵＳ
基因序列，通过 Ｐｆａｍ３１．０数据库（ｈｔｔｐ：／／ｐｆａｍ．
ｘｆａｍ．ｏｒｇ／）获取蔗糖合成酶结构域（Ｓｕｃｒｏｓｅ＿ｓｙｎｔｈ，
ＰＦ００８６２）和糖基转移酶结构域（Ｇｌｙｃｏｓ＿ｔｒａｎｓｆ＿１，
ＰＦ００５３４）的隐马尔科夫模型（ＨＭＭ），利用 ｈｍｍｅｒ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｍｍｅｒ．ｏｒｇ／）软件在全基因组数据库
中搜索含有该结构域的序列，将仅含有 ＰＦ００８６２和
ＰＦ００５３４结构域的蛋白序列作为候选ＳＵＳ基因家族
候选序列。利用在线 Ｐｆａｍ３１．０数据库、ＳＭＡＲＴ数
据库 （ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）和
ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ／）进一步验证 ＳＵＳ
候选序列的保守结构域，最终确定目的 ＳＵＳ基因。
甘蓝ＢｏＳＵＳ和大白菜 ＢｒＳＵＳ基因的命名根据其与
ＡｔＳＵＳ１～ＡｔＳＵＳ６序列的同源性及共线性关系并添
加后缀（ａ、ｂ、…）来命名。
１．２　甘蓝 ＢｏＳＵＳ蛋白特征预测、系统发育和进化
树分析

利用在线 ＰｒｏｔＰａｒａｍ工具（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）对获得的甘蓝ＳＵＳ蛋白质序列分子
量、理论等电点、不稳定指数、脂肪族指数和亲水性

平均系数进行分析。使用 ＣＥＬＬＯｖ２．５（ｈｔｔｐ：／／
ｃｅｌｌｏ．ｌｉｆｅ．ｎｃｔｕ．ｅｄｕ．ｔｗ／）和 ＢａＣｅｌＬｏ（ｈｔｔｐ：／／ｇｐｃｒ２．
ｂｉｏｃｏｍｐ．ｕｎｉｂｏ．ｉｔ／ｂａｃｅｌｌｏ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍ）进行亚细胞定
位预测。利用 ＧｅｎｅＳｔｒｕｃｔｕｒｅＤｉｓｐｌａｙＳｅｒｖｅｒ（ＧＳＤＳ
２．０，ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓ．ｇａｏ－ｌａｂ．ｏｒｇ／）根据每个 ＢｏＳＵＳ基
因组序列和相应的 ＣＤＳ序列绘制基因结构图［２２］。

利用ＭＥＧＡ７．０对甘蓝 ＢｏＳＵＳ、拟南芥 ＡｔＳＵＳ和大
白菜ＢｒＳＵＳ蛋白质序列绘制系统进化树，采用邻接
法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ），设置 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值为
１０００，其他参数保持默认值［２３］。

１．３　ＢｏＳＵＳ基因的染色体定位、共线性及进化约束
值（Ｋａ／Ｋｓ）分析

根据甘蓝ＢｏＳＵＳｓ基因在染色体上的物理位置，
使用ＭａｐＣｈａｒｔ２．３０［２４］对 ＢｏＳＵＳｓ基因进行染色体
定位。利用 ＢＲＡＤ数据库分析甘蓝和拟南芥之间
的直系和旁系同源基因关系，利用ＴＢｔｏｏｌｓ［２５］绘制共
线性图。通过使用ＤｎａＳＰ６计算同义替换率（Ｋｓ）、
非同义替换率（Ｋａ）和进化约束值（Ｋａ／Ｋｓ）。使用公
式Ｔ＝Ｋｓ／２ｒ计算同源基因之间的分化时间，双子叶
植物中每个位点每年的同义替换率 ｒ＝１．５×
１０－８［２６］。　
１．４　甘蓝ＢｏＳＵＳ基因启动子区域的顺式作用元件
分析

利用在线软件 ＮｅｗＰＬＡＣＥ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｏｇｏ．ｄｎａ．
ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／）分析 ＢｏＳＵＳ成员起始密码子上游
１５００ｂｐ序列中ＡＢＲＥ（ＡＢＡ－响应元）、ＡＲＥ（厌氧
诱导的顺式作用元件）、ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ、ＧＡＲＥ－
ｍｏｔｉｆ、ＬＴＲＥ（低温响应元件）、ＴＣＡ－元件和ＴＧＡＣＧ－
ｍｏｔｉｆ等顺式作用元件。
１．５　甘蓝 ＢｏＳＵＳ基因在不同器官／组织以及低温
胁迫下的表达模式分析

为了分析甘蓝不同器官／组织中 ＢｏＳＵＳ基因的
表达水平，在ＮＣＢＩ的 ＧＥＯ数据库下载甘蓝不同器
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官／组织（愈伤组织、根、茎、叶、芽、花和角果）转录
组数据（登录号为 ＧＳＥ４２８９１），以 ＢｏＳＵＳ基因的
ＦＰＫＭ（ｆｒａｇｍｅｎｔｓｐｅｒｋｉｌｏｂａｓｅｐｅｒｍｉｌｌｉｏｎｍａｐｐｅｄ
ｒｅａｄｓ）值来表示甘蓝 ＢｏＳＵＳ在不同器官／组织中的
表达水平，并绘制柱形图。

耐冷甘蓝９２３（ＣＴ－９２３）和冷敏甘蓝 Ｄ９（ＣＳ－
Ｄ９）的种子发芽后播种在无菌基质中，放在人工气
候室中进行生长，环境条件设定为：白天２５℃／夜晚
１８℃，光照１４ｈ／黑暗１０ｈ。为了开展低温胁迫处
理，将５叶１心期的幼苗转移至春化室（４℃）处理，
作为对照的幼苗仍处于正常条件下。在处理６、２４ｈ
后，分别对春化室和人工气候室的幼苗同时进行取

样。对于每个甘蓝材料每个时间点的取样，至少选

取１８株幼苗，随机选取６株作为１个生物学重复（３
个生物学重复），每株材料取顶部第３张完全展开
叶，剪碎后放进锡箔纸在液氮中冷冻并储存在

－８０℃冰箱中。利用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）
提取样品的总ＲＮＡ，将获得的高纯度和完整性好的
ＲＮＡ用于 ＲＮＡ－Ｓｅｑ文库构建。构建好的 ２４个

ＲＮＡ－Ｓｅｑ文库在 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ２５００平台上进
行测序。根据ＲＮＡ－Ｓｅｑ数据中获取的每个 ＢｏＳＵＳ
基因的ＦＰＫＭ值来绘制柱形图。

２　结果与分析

２．１　甘蓝 ＢｏＳＵＳ基因家族的鉴定、系统发育和蛋
白特征分析

　　通过对全基因组蛋白数据库的鉴定和结构域
验证，在甘蓝和大白菜基因组中分别鉴定到 ７个
ＢｏＳＵＳ蛋白和７个 ＢｒＳＵＳ蛋白。根据命名规则，将
这些蛋白分别命名为ＢｏＳＵＳ１～ＢｏＳＵＳ６和ＢｒＳＵＳ１～
ＢｒＳＵＳ６。将甘蓝、大白菜和拟南芥的２０个 ＳＵＳ蛋
白序列构建了邻接法（ＮＪ）无根系统进化树，从而来
阐明它们的进化关系（图１）。系统发育分析表明，
这些ＳＵＳ蛋白成员根据聚类被分为３个不同的亚
组（Ⅰ～Ⅲ）。亚组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ分别包含６、６、８个ＳＵＳ
成员。其中亚组Ⅰ包括 ＢｏＳＵＳ１ａ和 ＢｏＳＵＳ１ｂ，亚组
Ⅱ包括 ＢｏＳＵＳ２和 ＢｏＳＵＳ３，亚组Ⅲ包括 ＢｏＳＵＳ５、
ＢｏＳＵＳ６ａ和ＢｏＳＵＳ６ｂ。

　　通过在线ＰｒｏｔＰａｒａｍ工具预测了 ＢｏＳＵＳ蛋白的
物理和化学特征。ＢｏＳＵＳ蛋白的氨基酸长度范围为
８０５（ＢｏＳＵＳ１ａ）～９４０（ＢｏＳＵＳ６ｂ）个，相对应的开放
阅读框（ＯＲＦ）分布为 ２４１８～２８２３ｂｐ（表 １）。
ＢｏＳＵＳ蛋白的分子量分布为９２．１（ＢｏＳＵＳ２）～１０６．５

（ＢｏＳＵＳ６ｂ）ｋｕ，理论等电点（ｐＩ）范围为 ５．６７
（ＢｏＳＵＳ１ｂ）～７．２０（ＢｏＳＵＳ６ｂ）（表 １）。除了
ＢｏＳＵＳ６ｂ，其余所有的ＢｏＳＵＳ家族成员的 ｐＩ均小于
７，这说明甘蓝 ＢｏＳＵＳ蛋白主要是弱酸性蛋白。
ＢｏＳＵＳ蛋白的不稳定指数范围为３４．４１（ＢｏＳＵＳ１ｂ）～
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４１．５２（ＢｏＳＵＳ３）。除ＢｏＳＵＳ３外，其余的不稳定指数
均未超过临界值（大于４０被认为不稳定）。此外，
脂肪族氨基酸指数和总平均亲水性分别为８２６６～
９４．０９和－０．３８２～－０．２４５（表１）。所有 ＢｏＳＵＳ蛋
白的总平均亲水性值均为负值，表明均是亲水性

蛋白。

２．２　ＢｏＳＵＳ基因的染色体分布和共线性分析
在本研究中，７个 ＢｏＳＵＳ家族基因均分布在３

个亚基因组上，其中 ＬＦ亚基因组中有４个 ＢｏＳＵＳ
基因，ＭＦ１亚基因组中有２个 ＢｏＳＵＳ基因，ＭＦ２亚
基因组中有１个 ＢｏＳＵＳ基因（表１）。此外，与拟南
芥ＡｔＳＵＳ基因相比，甘蓝中除了 ＢｏＳＵＳ４基因丢失
之外，其他所有的ＢｏＳＵＳ基因在芸薹族特异的全基
因组３倍化事件［２０］（ＷＧＴ）后均被保留了下来。总
共有３个ＢｏＳＵＳ基因（ＢｏＳＵＳ２、ＢｏＳＵＳ３和ＢｏＳＵＳ５）
保留了单拷贝，２个 ＢｏＳＵＳ基因 （ＢｏＳＵＳ１和
ＢｏＳＵＳ６）保留了双拷贝（表１）。同一ＢｏＳＵＳ基因不
同拷贝之间具有相同的共线性区块，结果如图２所
示。此外，还分析了ＢｏＳＵＳ基因在甘蓝染色体上的
物理 定 位。ＢｏＳＵＳ１ｂ定 位 于 染 色 体 Ｃ０３上，
ＢｏＳＵＳ６ａ和 ＢｏＳＵＳ６ｂ位于染色体 Ｃ０６上，ＢｏＳＵＳ３
和 ＢｏＳＵＳ１ａ位于染色体 Ｃ０９上，而 ＢｏＳＵＳ２和
ＢｏＳＵＳ５只锚定到Ｓｃａｆｆｏｌｄｓ上，未能锚定到甘蓝的任
何染色体上（图２）。

此外，将鉴定到的直系同源和旁系同源 ＳＵＳ基
因用于分析 ＢｏＳＵＳ和 ＢｒＳＵＳ、ＡｔＳＵＳ基因之间的共
线性关系。利用 ＢＲＡＤ数据库分析了甘蓝和大白
菜之间的直系和旁系同源 ＳＵＳ基因关系。共鉴定
到甘蓝之间２对旁系同源基因、甘蓝和拟南芥之间
７对直系同源基因、甘蓝和大白菜之间１１对直系同
源基因以及大白菜之间２对旁系同源基因（图３）。
２．３　甘蓝和拟南芥ＳＵＳ基因的Ｋａ、Ｋｓ分析

通过计算分析了甘蓝和拟南芥中７个 ＳＵＳ直
系同源基因对，得到了它们的同义替换率（Ｋｓ）、非
同义替换率（Ｋａ）和进化约束值（Ｋａ／Ｋｓ）（表２）。结
果表明，进化约束值Ｋａ／Ｋｓ均小于１，说明甘蓝和拟
南芥在与共同祖先分化之后，ＳＵＳ基因家族经历了
纯化（负向）选择作用。Ｋｓ值的分布还能体现基因
家族的分化时间。在甘蓝和拟南芥的直系同源基

因对中，非同义替换率 Ｋｓ值范围为 ０．３２４２～
０５２９７。双子叶植物中每个位点每年的同义替换
率，表明甘蓝ＢｏＳＵＳ基因与拟南芥的同源基因的分
化大致发生在１０．８×１０６～１７．７×１０６年，与芸薹族

—７２—江苏农业科学　２０２１年第４９卷第２期



表２　甘蓝和拟南芥之间ＳＵＳ直系同源基因对的非同义替换率（Ｋａ）和同义替换率（Ｋｓ）

直系同源基因对 Ｋｓ Ｋａ Ｋａ／Ｋｓ 分化时间（×１０６年）

ＡｔＳＵＳ１、ＢｏＳＵＳ１ａ ０．０３４１ ０．３９６９ ０．０８５９ １３．２

ＡｔＳＵＳ１、ＢｏＳＵＳ１ｂ ０．０３４４ ０．４４３４ ０．０７７６ １４．８

ＡｔＳＵＳ２、ＢｏＳＵＳ２ ０．０２８８ ０．３２４２ ０．０８８８ １０．８

ＡｔＳＵＳ３、ＢｏＳＵＳ３ ０．０３１４ ０．５２９７ ０．０５９３ １７．７

ＡｔＳＵＳ５、ＢｏＳＵＳ５ ０．０３９４ ０．４０１６ ０．０９８１ １３．４

ＡｔＳＵＳ６、ＢｏＳＵＳ６ａ ０．０４７３ ０．３７３９ ０．１２６５ １２．５

ＡｔＳＵＳ６、ＢｏＳＵＳ６ｂ ０．０４５２ ０．３４８５ ０．１２９７ １１．６

特异的全基因组 ３倍化时间（１３×１０６～１７×１０６

年）基本相符［２０，２７］。

２．４　甘蓝ＢｏＳＵＳ基因结构和亚细胞定位预测分析
本研究根据甘蓝 ＢｏＳＵＳ基因家族成员的 ＣＤＳ

序列和基因组 ＤＮＡ序列，绘制甘蓝 ＢｏＳＵＳ基因结
构图（图４）。结果显示，除了ＢｏＳＵＳ１ｂ含有１０个外
显子，ＢｏＳＵＳ５含有１３个外显子，ＢｏＳＵＳ２含有１４个
外显子外，其余的 ＢｏＳＵＳ基因均含有１２个外显子，
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但是各成员外显子的位置和长度存在较大差异。

其中，相比ＢｏＳＵＳ１ａ，旁系同源基因ＢｏＳＵＳ１ｂ发生了
可变剪切和内含子插入，导致其丢失第６、第１１位

外显子，且第２、第６位内含子长度增长（图４）。而
ＢｏＳＵＳ６ａ和 ＢｏＳＵＳ６ｂ之间外显子、内含子数量以及
长度均没有发生明显变化，属于高度保守的。

　　分别通过在线软件 ＣＥＬＬＯｖ２．５和 ＢａＣｅｌＬｏ对
甘蓝ＢｏＳＵＳ蛋白进行亚细胞定位预测，结果如表３
所示，２种软件的预测结果均表明甘蓝 ＢｏＳＵＳ蛋白
位于细胞质中。

表３　甘蓝ＢｏＳＵＳ蛋白亚细胞定位预测

蛋白名称
亚细胞定位预测

ＣＥＬＬＯ ＢａＣｅｌＬｏ

ＢｏＳＵＳ１ａ 细胞质 细胞质

ＢｏＳＵＳ１ｂ 细胞质 细胞质

ＢｏＳＵＳ２ 细胞质 细胞质

ＢｏＳＵＳ３ 细胞质 细胞质

ＢｏＳＵＳ５ 细胞质 细胞质

ＢｏＳＵＳ６ａ 细胞质 细胞质

ＢｏＳＵＳ６ｂ 细胞质 细胞质

２．５　甘蓝ＢｏＳＵＳ基因启动子的顺式作用元件分析
用ＰｌａｎｔＣＡＲＥ数据库对甘蓝 ＢｏＳＵＳ基因家族

成员的上游１５００ｂｐ启动子区域进行顺式作用元件
的预测（表４）。预测有７个与逆境和激素反应相关
的顺式作用元件，包括 ＡＢＲＥ（ＡＢＡ响应元件）、
ＡＲＥ（厌氧诱导调控元件）、ＧＡＲＥ－ｍｏｔｉｆ（赤霉素响
应元件）、ＬＴＲ（低温响应元件）、ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ（水
杨酸响应元件）、ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ、ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ（茉
莉酸甲酯响应元件）。这些顺式作用元件在 ５个
ＢｏＳＵＳ基因中均有分布，但是 ＢｏＳＵＳ６ｂ基因启动子
中没有发现此类调控元件。

２．６　甘蓝 ＢｏＳＵＳ基因在不同器官／组织及低温胁
迫下表达模式分析

研究７个ＢｏＳＵＳ基因在甘蓝愈伤组织、根、茎、

表４　甘蓝ＢｏＳＵＳ基因启动子中顺式作用元件的种类与数量

基因名称 ＡＢＲＥ ＡＲＥ ＧＡＲＥ－ｍｏｔｉｆ ＬＴＲ ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ

ＢｏＳＵＳ１ａ １ ３ ０ ２ ０ ０ ０

ＢｏＳＵＳ１ｂ ３ ４ １ １ ０ １ １

ＢｏＳＵＳ２ ２ ４ ０ １ ０ ０ ０

ＢｏＳＵＳ３ ４ １ ０ ０ １ ３ ３

ＢｏＳＵＳ５ ３ ５ ０ １ ０ ０ ０

ＢｏＳＵＳ６ａ ０ １ ０ ０ １ ０ ０

ＢｏＳＵＳ６ｂ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

叶、芽、花和角果中的基因表达水平（图５）。其中，
ＢｏＳＵＳ２基因在各个器官／组织中均没有表达量
（ＦＰＫＭ）（图 ５未列出）。从整体表达水平看，
ＢｏＳＵＳ１ａ、ＢｏＳＵＳ１ｂ和 ＢｏＳＵＳ３基因在各个器官／组
织中的表达水平（根和叶除外）要高于 ＢｏＳＵＳ５、
ＢｏＳＵＳ６ａ和 ＢｏＳＵＳ６ｂ基 因。此 外，ＢｏＳＵＳ１ａ、
ＢｏＳＵＳ１ｂ和ＢｏＳＵＳ３均在花中高水平表达，ＢｏＳＵＳ１ａ
基因在花中的表达量ＦＰＫＭ值最大，为８６７（图５）。

此外，还分析了 ＢｏＳＵＳ基因在低温胁迫下不同
耐寒性甘蓝材料中的表达模式差异。如图６所示，
总体而言，ＢｏＳＵＳ１ａ基因低温处理下的整体表达水
平远远高于其他几个 ＢｏＳＵＳ基因。耐冷甘蓝 ＣＴ－
９２３叶片中ＢｏＳＵＳ１ａ和ＢｏＳＵＳ１ｂ在低温处理６、２４ｈ
后的表达量相比对照（Ｍｏｃｋ）急剧升高。冷敏甘蓝
ＣＳ－Ｄ９叶片中ＢｏＳＵＳ１ａ和ＢｏＳＵＳ１ｂ基因的表达水
平在低温处理６ｈ后出现了缓慢的升高，而在低温

—９２—江苏农业科学　２０２１年第４９卷第２期



处理２４ｈ后，处理组的表达量相比对照也是出现了
表达量急剧升高。而 ＢｏＳＵＳ３基因仅仅在冷敏甘蓝
ＣＳ－Ｄ９叶片被低温处理２４ｈ后出现了２．５倍的上
升，其他时期均没有明显变化（图 ６）。此外，
ＢｏＳＵＳ５、ＢｏＳＵＳ６ａ和 ＢｏＳＵＳ６ｂ整体表达水平很低，
这与图５的组织表达水平相类似，且低温处理后的

表达量没有发生明显变化。综上所述，ＢｏＳＵＳ１ａ和
ＢｏＳＵＳ１ｂ是响应低温胁迫的关键蔗糖合成酶基因。

３　讨论与结论

糖代谢不仅是植物发育的核心，也是非生物胁

迫响应的核心，因此了解其潜在的机制对于提高植
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物对干旱、高温和冷胁迫的耐受性至关重要［２８］。由

于蔗糖本身就是一种重要的信号分子，参与到植物

的生长发育过程，ＳＵＳ参与的蔗糖代谢过程产生的
己糖分子也可以作为感知能量和代谢物变化的信

号分子［２９］，参与到细胞壁信号转导、细胞周期和激

素调 节 等 过 程 中，以 此 来 调 控 种 子 的 发 育

过程［５，３０－３１］。

ＳＵＳ蛋白是一种胞质可溶性酶，有助于淀粉和
蛋白质的生物合成以及能量的产生，在植物生长发

育中有重要的作用。基于甘蓝基因组，鉴定出７个
ＳＵＳ家族成员，拟南芥、水稻和桃中也鉴定出 ６个
ＳＵＳ基因［１２－１３，３２］，葡萄中鉴定出５个 ＳＵＳ基因［３３］，

杨树中鉴定出４个 ＳＵＳ基因［１５］。外显子 －内含子
结构被认为在多基因家族的进化中发挥重要作用。

本研究发现ＢｏＳＵＳ基因内含子的数目为９～１３个，
其中包含１１个内含子的ＢｏＳＵＳ基因数目最多，为４
个，这与大豆和杨树的内含子数目均在１１～１４个之
间［１５－１６］相符合，这表明 ＳＵＳ家族的内含子数目在
不同物种间具有高度保守性。此外，旁系同源基因

ＢｏＳＵＳ１ａ、ＢｏＳＵＳ１ｂ之间发生了部分可变剪切和内
含子插入，导致ＢｏＳＵＳ１ａ与ＢｏＳＵＳ１ｂ基因之间功能
的多样性，使得出现了ＢｏＳＵＳ１ａ与ＢｏＳＵＳ１ｂ基因在
不同器官／组织以及响应低温胁迫的基因表达水平
的极大差异。通过甘蓝 ＢｏＳＵＳ基因在不同器官／组
织中的表达水平可以看出，ＢｏＳＵＳ１ａ、ＢｏＳＵＳ１ｂ和
ＢｏＳＵＳ３基因在甘蓝不同器官／组织中蔗糖代谢过程
中起着重要作用。此外，ＢｏＳＵＳ１ａ、ＢｏＳＵＳ１ｂ和
ＢｏＳＵＳ３基因均在花器官中表达水平最高，表明花器
官作为库器官，在生长发育过程中需要大量的物质

和能量，需要蔗糖合成酶将库器官里的蔗糖分解，

形成从源到库的蔗糖浓度梯度，为蔗糖由韧皮部向

库器官的运输提供压力，保证蔗糖向库中持续供应。

耐冷 甘 蓝 ＣＴ－９２３叶 片 中 ＢｏＳＵＳ１ａ和
ＢｏＳＵＳ１ｂ基因的表达水平在低温处理６、２４ｈ后相
比对照急剧升高，而冷敏甘蓝 ＣＳ－Ｄ９中 ＢｏＳＵＳ１ａ
和ＢｏＳＵＳ１ｂ基因表达水平虽然出现了升高，但表达
水平远远低于耐冷甘蓝 ＣＴ－９２３。表明耐冷甘蓝
ＣＴ－９２３在低温胁迫下，叶片中 ＢｏＳＵＳ１ａ和
ＢｏＳＵＳ１ｂ基因迅速响应，表达量急剧上升，使得
ＢｏＳＵＳ１ａ和 ＢｏＳＵＳ１ｂ酶活性增强，为产生保护性反
馈机制提供能量，还增加了细胞内的细胞液浓度，

冰点降低，抑制了细胞内冰核的形成，使得耐冷甘

蓝ＣＴ－９２３耐寒性增强。这与 Ｆｅｎａｎｄｏ等的“当植

物受到胁迫时，细胞内的可溶性糖含量迅速增加，

来维持细胞内蛋白质结构和细胞膜稳定”的结论［３４］

相一致。有研究还发现，ＳＵＳ促进蔗糖分解所需要
的能量相比其他蔗糖代谢需要的更少，所以在逆境

胁迫下，植物更倾向于通过 ＳＵＳ促进蔗糖分解来提
供还原糖维持生长［３５］。Ｋｌｏｔｚ等研究发现，在低温、
干旱、高盐和伤害胁迫下，甜菜 ＳＵＳ基因都会被诱
导而表达上调［３６］。同样在小麦的研究中发现，遭遇

冷害的小麦ＳＵＳ蛋白含量升高了５～６倍，这表明
ＳＵＳ蛋白可能参与小麦冷驯化的过程，可能是通过
调节细胞内可溶性糖的含量以及渗透压的方式来

增强耐寒性［３７］。此外，在水稻研究中还发现，水稻

种子在受到高温胁迫时，通过过表达 ＯｓＳＵＳ３基因
可使种子的垩白减少，来降低高温对水稻产量和品

质的造成危害［３８］。总之，ＳＵＳ蛋白可以参与多个逆
境胁迫响应，通过过表达 ＳＵＳ基因大多数都能提高
植物抵抗逆境胁迫的能力［３９］。本研究发现的耐冷

甘蓝ＣＴ－９２３叶片中 ＢｏＳＵＳ１ａ和 ＢｏＳＵＳ１ｂ基因在
低温胁迫后的表达水平急剧变化，为后续进一步开

展ＢｏＳＵＳ１ａ和ＢｏＳＵＳ１ｂ基因的具体功能研究奠定
了基础。
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