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　　摘要：ＲＥＣＱ解旋酶是机体分子代谢途径中重要的调控蛋白，本研究为了探究甘蓝型油菜减数分裂中解旋酶
ＲＥＣＱ的功能及其表达模式。首先，运用 ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆获得 １个甘蓝型油菜 ＲＥＣＱ基因，并命名为 ＢｎａＣ．
ＲＥＣＱ４Ｂ，运用ＰＣＲ技术克隆获得 ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ的启动子序列，命名为 Ｐｒｏ．ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ；并对该基因编码的蛋白
以及启动子序列进行生物信息学分析；最后，运用ｑＲＴ－ＰＣＲ技术对甘蓝型油菜不同组织进行基因表达量分析。结果
表明，ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ开放阅读框（ＯＲＦ）长度为３４７７ｂｐ，编码１１５８个氨基酸，分子质量为１８０８６ｕ，等电点为８．３８，
属于亲水性不稳定碱性蛋白，可能是非分泌蛋白，蛋白质二级和三级结构显示无规则卷曲和 α－螺旋所占比例较高，
ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ与拟南芥的氨基酸序列相似性达到７４％，该基因启动子不仅包含多种响应逆境胁迫的顺式元件，还包
含大量的光反应与光响应相关调控元件，ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ在花苞、花中表达量较高，分别是根中的１１．９４、１１．１９倍；在
叶、茎、角果中也有较高表达，分别是根中的１０．５０、４．７３、５．９３倍。上述结果初步表明，ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ具有解旋酶功
能，可能参与植物体的ＤＮＡ损伤修复等功能，为进一步探讨甘蓝型油菜 ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ基因表达调控及作用机制提
供了理论支持与实践基础。
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　　优良种子是我国粮油安全的关键。只有攥紧
中国种子，才能端稳中国饭碗，才能让油瓶子多装

中国油，实现我国的粮油安全。甘蓝型油菜

（ＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓＬ．）是我国重要的油料作物，菜籽油
占我国自产植物油的 ４７％［１－３］。甘蓝型油菜原产

于欧洲地中海地区，２０世纪２０年代从日本引进我
国，后来又从欧洲引入原产品种［４］。由于我国甘蓝

型油菜的栽种历史只有近百年，缺乏优异的种质资

源。而油菜种质资源是开展优良品种选育、促进作

物科技创新的基础和源泉，开展优异种质资源的研

究是作物新品种不断育成和农业生产可持续发展

的重要保障，也是一个国家在作物育种领域核心竞

争力的体现［２，５］。

减数分裂是生殖细胞成熟过程中发生的特殊

分裂方式，它会导致含有一半物种染色体互补的配

子的形成。这种倍性减少是由染色体复制１次和随
后的２次染色体分离造成的：第１次分离是同源染
色体的缩减分裂，第２次分离是姐妹染色单体的等
式分离［６］。减数分裂重组对于染色体的正确分离、

形成交叉，即同源染色体之间遗传物质的相互交换

是必不可少的［７］。生物基因组通过减数分裂进行

染色体交叉互换，进行等位基因的重组等，加大了

生物遗传信息突变和重组的概率，从而加速了生物

进化的进程［８－１０］。其中，交叉对于作物育种至关重

要，增加交叉频率这一策略有可能推动作物基因组

的大规模交叉提升，并加速育种［１１］。因此对减数分

裂重组频率和分布的调控研究在作物育种中有着

广阔的应用前景［１２］。在真核生物中，ＳＰＯ１１复合体
在减数分裂前期程序性诱导染色体ＤＮＡ双链断裂，
在ＺＭＭ蛋白与ＭＬＨ１／３蛋白作用下形成Ⅰ类交叉；
而在ＭＵＳ８１蛋白作用下形成Ⅱ类交叉［６，１１］。但是

在大多数的真核生物中，交叉数量是一定的，这是

由于Ⅱ类交叉形成过程中的中间产物会在 ＦＡＮＣＭ
以及ＲＥＣＱ４蛋白的作用下形成非交叉，从而限制了
交叉数，这也从一定程度上限制了突变产生［１２－１３］。

ＲＥＣＱ解旋酶家族从细菌到动植物是一个进化上保
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守的蛋白质家族。它们是依赖于三磷酸腺苷和脱

氧核糖核酸的解旋酶，将双链ＤＮＡ沿 ３′→５′方向进
行解链［１４］。ＲＥＣＱ蛋白的功能在人体细胞中研究
的较多，如端粒稳定性［１５］，ＤＮＡ复制［１６－１７］，ＤＮＡ重
组［１８］和ＤＮＡ修复［１９－２０］。在水稻、豌豆中，研究发

现仅突变ＲＥＣＱ４就能极大地增加水稻、豌豆杂交种
中的染色体重组频率［２１］。在拟南芥中，发现

ＲＥＣＱ４Ａ和 ＲＥＣＱ４Ｂ具有减数分裂抗交叉活性，
ＲＥＣＱ４Ａ和ＲＥＣＱ４Ｂ的双突变体导致交叉频率增加
６倍［８］。在番茄中，利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术对杂交种
Ｆ１代进行ＲＥＣＱ４敲除，发现雄性减数分裂过程中，交
叉现象显著增加［２２］。这些研究表明，ＲＥＣＱ４突变能
提高植物染色体的同源交换频率。

目前关于油菜ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ基因的功能特征
未有报道。本研究采用反转录 －聚合酶链式反应
（ＲＴ－ＰＣＲ），从甘蓝型油菜ＺＳ１１中克隆得到１个Ｃ
染色体上ＲＥＣＱ４Ｂ基因的全长ｃＤＮＡ以及启动子序
列，利用生物信息学方法，分析和预测该基因编码

蛋白的氨基酸组成、理化性质、亲／疏水性、亚细胞
定位及三级结构等［２３］，旨在为进一步探究甘蓝型油

菜ＲＥＣＱ４Ｂ基因的功能提供理论与实践基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
基因克隆以及实时荧光定量分析分别以甘蓝

型油菜 ＺＳ１１和 Ｙ１２７为背景。２×ＰｈａｎｔａＭａｘ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＤｙｅＰｌｕｓ）（Ｐ５２５－０１）、ＨｉｓｃｒｉｐｔⅡ
ＱＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ、ＲＮＡｉｓｏｌａｔｅｒＴｏｔａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｒ４０１－０１）、ＦａｓｔＰｕｒｅＧｅｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ＭｉｎｉＫｉｔ（ＤＣ３０１－０１）、ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（Ｑ１１１－０２）、ＤＬ５０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＭＤ１０２－０１）均
购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；琼脂糖

（Ａ６２００１４）购自加拿大ＢＢＩ公司。
１．２　引物设计与合成

根据华中农业大学提供的甘蓝型油菜基因组

网站（ｈｔｔｐ：／／ｃｂｉ．ｈｚａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｂｎａｐｕｓ／）设计基因克
隆引物（表１），由生工生物工程（上海）股份有限公
司合成。

１．３　甘蓝型油菜ＤＮＡ和ＲＮＡ的提取
使用十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法提取甘

蓝型油菜ＺＳ１１叶片组织的ＤＮＡ；使用Ｔｒｉｚｏｌ法提取
甘蓝型油菜 ＺＳ１１花蕾组织的 ＲＮＡ，提取的 ＤＮＡ、
ＲＮＡ用１％琼脂糖凝胶电泳进行检验，并用 ＯＤ－

表１　引物序列及用途

引物名称 引物序列（５′→３′） 用途

Ｃ０９－Ｆ ＡＴＧＧＴＧＧＴＴＧＴＴＡＣＡＡＧＣＧＡＣＧ 基因克隆

Ｃ０９－Ｒ ＴＣＡＡＣＡＴＧＴＡＧＣＴＴＣＴＴＣＡＣＡＣＧ 基因克隆

ＰｒｏＣ０９Ｆ ＣＣＴＣＧＡＴＣＴＡＣＣＡＣＣＡＴＣＴＡＣ 启动子克隆

ＰｒｏＣ０９Ｒ ＧＡＡＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＣＣＣＣＴＣＡＣＡ 启动子克隆

Ｑ－Ｃ０９－Ｆ ＴＡＧＣＡＣＡＣＣＣＡＧＣＴＡＧＡＣＡＧ 荧光定量ＰＣＲ

Ｑ－Ｃ０９－Ｒ ＴＡＡＣＴＣＡＧＧＡＧＧＣＡＡＡＣＡＧＧＧ 荧光定量ＰＣＲ

Ａｃｔｉｎ－ＱＦ ＴＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣＴＧＴＴＣＴＴＴＣ 荧光定量ＰＣＲ

Ａｃｔｉｎ－ＱＲ ＧＡＴＡＧＣＧＴＧＡＧＧＡＡＧＡＧＣＡＴＡＡＣＣ 荧光定量ＰＣＲ

１０００－ＯｎｅＤｒｏｐ仪器测定其浓度，将质量较好的
ＲＮＡ按照 ＨｉｓｃｒｉｐｔⅡＱＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒＱ－ＰＣＲ
反转录试剂盒的说明书进行逆转录反应，得到

ｃＤＮＡ。
１．４　实时荧光定量ＰＣＲ

以甘蓝型油菜 Ｙ１２７的各组织（根、茎、叶、子
叶、下胚轴、花、花苞、角果）的ｃＤＮＡ为模板，持家基
因Ａｃｔｉｎ作为内参，以克隆得到的ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ序
列为参考，按照 ｑＰＣＲ引物设计原则进行 ｑＰＣＲ引
物设计，引物序列见表１。试验设置３次生物学重
复和 ３次技术重复。反应体系：２×ｑＰＣＲＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，Ｑ－ＰｒｉｍｅｒＦ、Ｑ－ＰｒｉｍｅｒＲ各
０．４μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．２μＬ。反应程序为
９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，５７℃３０ｓ，循环４０次；９５℃
１５ｓ；６０℃６０ｓ；９５℃１５ｓ。反应完成后收集整理数
据，利用２－ΔΔＣＴ法分析试验数据，计算出基因的相对
表达量。使用Ｇｒａｐｈｐａｄ软件作图，以根中基因的表
达量作为对照，使用ｔ检验进行显著性差异分析。
１．５　ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ基因的克隆与启动子序列
获得

分别以 ｃＤＮＡ与 ＤＮＡ为模板，采用 ２０μＬ的
ＰＣＲ反应体系进行 ＰＣＲ扩增，包括：２×ＰｈａｎｔａＭａｘ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、下游
引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、模板 １μＬ、ｄｄＨ２Ｏ７μＬ。
ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４ＢＰＣＲ反应扩增程序为９５℃ ３ｍｉｎ；
变性９５℃ ３０ｓ，退火５８℃ ３０ｓ，延伸７２℃ ３ｍｉｎ
３０ｓ，循环３４次，修复延伸７２℃ ５ｍｉｎ；启动子ＰＣＲ
反应扩增程序为９５℃ ３ｍｉｎ；变性９５℃ ３０ｓ，退火
５６．９℃ ３０ｓ，延伸７２℃ ２ｍｉｎ２０ｓ，循环３４次；修
复延伸７２℃５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经１％琼脂糖凝
胶电泳检测，用ＤＣ３０１－０１试剂盒回收纯化目的条
带，送生工生物工程（上海）股份有限公司测序。

１．６　克隆基因的生物信息学分析
利用ＮＣＢＩ的ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ在线程序及Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
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ｄｏｍａｉｎｓ数据库对测序获得的 ｃＤＮＡ序列的开放阅
读框（ＯＲＦ）及保守功能结构域进行分析。通过
ＰｒｏｔＰａｒａｍ对蛋白理化性质进行分析；使用 ＨＭＭＥＲ
在线分析蛋白结构域；利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ分析蛋白的亲
疏水性。采用ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．２．０分析编码氨基
酸的跨膜结构域；利用 ＳｉｇｎａｌＰ５．０Ｓｅｒｖｅｒ预测信号
肽；用在线软件 Ｐｓｏｒｔ分析亚细胞定位情况。通过
ＳＯＰＭＡ及ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ预测蛋白质的二级结构
和三级结构；用ＭＥＧＡ７．０构建系统进化树以及序
列对比，用 ＧｅｎｅＤｏｃ展示不同物种氨基酸比对结
果。使用在线工具 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ分析油菜 ＢｎａＣ．
ＲＥＣＱ４Ｂ基因启动子区域的顺式作用元件。

２　结果与分析

２．１　ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ基因的克隆以及启动子的
获得

通过 ＲＴ－ＰＣＲ克隆获得 ＺＳ１１的 ＢｎａＣ．
ＲＥＣＱ４Ｂ基因，产物经１％琼脂糖凝胶电泳分析可
知，在３０００～５０００ｂｐ之间有明显扩增条带（图１
左），凝胶产物回收并测序。根据测序结果进行拼

接组装，得到最终序列。序列分析结果表明，ＢｎａＣ．
ＲＥＣＱ４Ｂ基因的 ＯＲＦ长度为 ３４７７ｂｐ，编码 １１５８
个氨基酸。

通过ＰＣＲ克隆获得 ＺＳ１１的 ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ基
因启动子（Ｐｒｏ．ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ）序列，产物经１％琼
脂糖凝胶电泳分析可知，在２０００～３０００ｂｐ之间有
明显扩增条带（图１右），凝胶产物回收并送公司测
序。根据测序结果进行拼接组装，获得 ＢｎａＣ．
ＲＥＣＱ４Ｂ基因的启动子序列，与华中农业大学
（ｈｔｔｐ：／／ｃｂｉ．ｈｚａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｂｎａｐｕｓ／）公布的序列比对
仅有１个Ｔ碱基的区别。
２．２　ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ基因生物信息学分析
２．２．１　理化性质、亚细胞定位分析结果　ＢｎａＣ．
ＲＥＣＱ４Ｂ蛋白分子式为 Ｃ５６５３Ｈ９０１１Ｎ１６２３Ｏ１７４３Ｓ５６，理
论分子量为１８０８６ｕ。通过ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）发现该蛋白亲水性指数在
－３．５６７～２．７４４之间，亲水性平均系数为 －０．４６１
（图２－Ａ）。其中，ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ的第５０５位氨基
酸的分值最高，为２．７４４，表明该位点氨基酸疏水性
最强；第１１１９位氨基酸的分值最低，为 －３．５６７，该
位点氨基酸亲水性最强。不稳定系数（Ⅱ）为
４６５０，是不稳定蛋白；脂溶指数为８０．８２；负电荷残
基有１３０个，正电荷残基有１４０个，理论等电点为

８．３８，偏碱性。以上结果表明，ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ蛋白
为亲水性不稳定碱性蛋白。亚细胞定位结果显示，

ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ主要分布于细胞核中。
　　对ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ的蛋白结构域进行分析，发
现其保守结构域为第５８６位至第５９５位的氨基酸，
该蛋白属于 ＰＬＮ０３１３７超家族（图 ２－Ｂ）。第 ４６５
位至第６３６位为ＤＥＡＤ／ＤＥＡＨｂｏｘｈｅｌｉｃａｓｅ结构域；
第 ６６８位至第 ７７８位为 ＨｅｌｉｃａｓｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄＣ－
ｔｅｒｍｉｎａｌ结构域；第７８９位至第８７０位为 ＲｅｃＱｚｉｎｃ－
ｂｉｎｄｉｎｇ；第８７３位至第９９３位为 ＲＱＣ结构域；第 １
０２６位至第 １０９５位为ＨＲＤＣ结构域。
２．２．２　跨膜结构域的预测分析及信号肽预测　跨
膜区连接膜内和膜外，主要功能为固定蛋白，部分

还有一些介导信号传递的作用。对于能够在细胞

膜或质膜上发挥作用的蛋白质，通过了解多肽链中

疏水氨基酸区的数量和位置，可以知道蛋白质的穿

膜情况［２４］。结果表明，ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ不具有跨膜
结构域（图３－Ａ）。利用ＳｉｇｎａｌＰ５．０Ｓｅｒｖｅｒ在线软
件对蛋白的信号肽进行预测，结果表明，ＢｎａＣ．
ＲＥＣＱ４Ｂ不具有信号肽，属于非分泌蛋白（图３－Ｂ）。
２．２．３　ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ蛋白结构分析　利用
ＳＯＰＭＡ对蛋白质的二级结构进行在线预测，发现
ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ具有丰富的二级结构，其中无规则
卷曲占４４．３０％，α－螺旋占 ３９．２９％，β－转角占
５４４％，延伸链占 １０．９７％ （图 ４－Ａ）。通过
ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ对蛋白质的三级结构进行预测并
构建ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ的三级结构模型（图４－Ｂ），但
ＧＭＱＥ值（全球性模型质量估测）是０．３２，表明可信
度一般。
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２．２．４　系统进化树分析及不同物种氨基酸比对　
通过 ＢＬＡＳＴｐ在 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ以及芸薹属基因组数据

库中筛选获取单子叶、双子叶以及芸薹属物种

ＲＥＣＱ４Ｂ基因的同源蛋白质序列。使用 ＭＥＧＡ７．０
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软件中的邻接（ＮＪ）法构建ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ系统发育
树，整体上所有的基因主要可以分为３个大的类群
（图５）。第１类群单子叶植物水稻、玉米等的基因
都处于１个大分支中，说明进化上亲缘性最为相近；
第２类群双子叶植物大豆、番茄、葡萄、拟南芥等的
基因处于２个不同的分支中，说明大豆、番茄、葡萄
与拟南芥等植物的亲缘性较低；第３类群芸薹属的
基因处于１个分支，并且与拟南芥处于１个大分支
中，而与大豆、番茄、葡萄处于不同分支，这说明芸

薹属植物与拟南芥有着更高的亲缘性，与大豆、番

茄、葡萄等的亲缘性较低。ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ与芸薹

属甘蓝、擘蓝的基因处于１个分支，与芥菜、白菜分
支不同，说明ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ与甘蓝、擘蓝亲缘性较
高，与芥菜、白菜亲缘性较低，进一步说明 ＢｎａＣ．
ＲＥＣＱ４Ｂ可能起源于甘蓝、擘蓝基因组。
　　分别选取单子叶代表性植物水稻及双子叶植
物拟南芥、大豆、番茄的氨基酸序列与油菜ＲＥＣＱ４Ｂ
进行氨基酸序列比对。发现，ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ与水
稻、拟南芥、大豆、番茄的序列相似性分别为４４％、
７４％、５０％、５０％（图 ６）。其中拟南芥与油菜的
ＲＥＣＱ４Ｂ蛋白序列最相似，这与２个物种同属十字
花科是相一致的。
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２．２．５　ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ启动子顺式元件分析　对
ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ起始密码子上游２２５１ｂｐ的启动子
区域进行分析，结果（表２）表明，该基因的启动子不
仅含有ＴＡＴＡ－ｂｏｘ和 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ真核生物启动子
固有元件，还包含了２个 Ａ－ｂｏｘ顺式作用调控元
件；５个ＡＢＲＥ参与脱落酸反应的顺式作用调控元
件；１个ＡＥ－ｂｏｘ光响应；３个ＡＲＥ顺式作用调节元
件对无氧诱导至关重要；５个 Ｂｏｘ４参与光响应的保
守ＤＮＡ模块的一部分；２个 ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ参与茉
莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）反应的顺式作用调节元件；１个

ＧＡＴＡ－ｍｏｔｉｆ光反应元件；１个ＬＡＭＰ－ｅｌｅｍｅｎｔ光反
应元件；１个ＬＴＲ参与低温响应的顺式作用元件；１
个ＭＢＳＩＭＹＢ结合位点参与类黄酮生物合成基因调
控；１个 ＭＲＥＭＹＢ结合位点参与光响应；Ｏ２－ｓｉｔｅ
参与玉米醇溶蛋白代谢调节的顺式作用调节元件；１
个Ｓｐ１光反应元件；２个 ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ参与 ＭｅＪＡ
反应的顺式作用调节元件；１个 ｃｈｓ－ＣＭＡ１ａ光反
应元件。研究结果表明，该启动子不仅包含多种响

应逆境胁迫的顺式元件，还包含大量的光反应与光

响应相关调控元件。
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表２　ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ启动子区的顺式作用元件分布及功能

元件名称 序列 功能 位置（ｂｐ）

Ａ－ｂｏｘ ＣＣＧＴＣＣ 顺式作用调控元件 ９０７、９２２

ＡＢＲＥ ＡＡＣＣＣＧＧ 参与脱落酸反应的顺式作用调控元件 １５７４、２１６７、２０４７、１５８５、２１４３

ＡＥ－ｂｏｘ ＡＧＡＡＡＣＴＴ 光响应模块的一部分 ５４９

ＡＲＥ ＡＡＡＣＣＡ 顺式作用调节元件对无氧诱导至关重要 ２１９、４０６、１４９４

Ｂｏｘ４ ＡＴＴＡＡＴ 参与光响应的保守ＤＮＡ模块的一部分 ３４９、９６７、１９２９、１９７３、２１０７

ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ 参与ＭｅＪＡ反应的顺式作用调节元件 １０１０、２０５６

ＧＡＴＡ－ｍｏｔｉｆ ＡＡＧＡＴＡＡＧＡＴＴ 部分光反应元件 １９４３

ＬＡＭＰ－ｅｌｅｍｅｎｔ ＣＴＴＴＡＴＣＡ 部分光反应元件 １０７８

ＬＴＲ ＣＣＧＡＡＡ 参与低温响应的顺式作用元件 ２１２７

ＭＢＳＩ ＴＴＴＴＴＡＣＧＧＴＴＡ ＭＹＢ结合位点参与类黄酮生物合成基因调控 ９９７

ＭＲＥ ＡＡＣＣＴＡＡ ＭＹＢ结合位点参与光响应 １２６６

Ｏ２－ｓｉｔｅ ＧＴＴＧＡＣＧＴＧＡ 参与玉米醇溶蛋白代谢调节的顺式作用调节元件 ２３９

Ｓｐ１ ＧＧＧＣＧＧ 光反应元件 ８２５

ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＣＧ 参与ＭｅＪＡ反应的顺式作用调节元件 １０１０、２０５６

ｃｈｓ－ＣＭＡ１ａ ＴＴＡＣＴＴＡＡ 部分光反应元件 １９５３

２．３　实时荧光定量ＰＣＲ表达分析
利用 ＲＴ－ｑＰＣＲ分析 ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ在 Ｙ１２７

油菜各组织中的相对表达含量，结果（图 ７）表明，
ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ在油菜不同部位均有表达，但不同
部位表达差异较大。在根中的表达量最少，而在花

苞、花中表达量较高，分别是根中的 １１．９４、１１．１９
倍；在叶、茎、角果中也有较高表达，分别是根中的

１０．５０、４．７３、５．９３倍。该结果与 ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ可
能参与减数分裂非交叉形成的生物学功能是一

致的。

３　讨论与结论

甘蓝型油菜是我国及世界上最重要的油料作

物之一。我国 ２０１９—２０２０年度油菜播种面积达
５００万ｈｍ２，年产油量５２０万 ｔ，占国产油料产油的
５０％以上，是第一大国产食用植物油来源［２５－２６］。我

国虽有本地的芥菜型油菜与白菜型油菜，但是产量

不高，抗性不强，故目前主要栽种的是由国外引进

的甘蓝型油菜［２］。我国在甘蓝型油菜的种质资源

方面匮乏，因此发掘新的油菜种质资源是必要的。

育种的基础条件是基因的等位变异，这种变异在减

数分裂重组时会自然地重新洗牌，并通过配子传

递。这创造了新的等位基因组合，而育种者就是利

用这样的原理来创造新的优异表型。然而，同源染

色体之间的减数分裂重组受到每条染色体交叉数

量的限制（通常每对染色体只形成 １～３个）［２７］。
在植物基因组中，重组频率可能在染色体不同区域

之间差异高达１００倍［２８］。因此，使减数分裂过程易

于操纵以增强或靶向基因重组是非常可取的。

ＲｅｃＱ解旋酶是维持基因组完整性的一系列ＤＮＡ修
复和重组途径中的关键因子。在拟南芥等植物中

的研究都表明，ＲＥＣＱ４Ｂ基因在减数分裂细胞中通
过影响染色体交叉数量从而影响染色体的重组，该

基因的研究有利于新的种质资源的创建。

本研究以甘蓝型油菜品种ＺＳ１１为材料，克隆了
ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ基因以及启动子序列，并通过生物
信息学方法分析了其基本理化性质以及结构特点

等。利用 ＮＣＢＩ的 ＣＤＤ数据库分析，发现 ＢｎａＣ．
ＲＥＣＱ４Ｂ蛋白属于植物 ＰＬＮ０３１３７超家族，利用
ＨＭＭＥＲ蛋白质结构域在线预测分析该蛋白有
ＤＥＡＤ／ＤＥＡＨ ｂｏｘ ｈｅｌｉｃａｓｅ 结 构 域、Ｈｅｌｉｃａｓｅ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄＣ－ｔｅｒｍｉｎａｌ结构域、ＲｅｃＱｚｉｎｃ－ｂｉｎｄｉｎｇ、
ＲＱＣ结构域、ＨＲＤＣ结构域，这与先前的研究［２９－３０］
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相吻合。蛋白质疏水性预测表明该蛋白为亲水性

不稳定碱性蛋白，主要分布于细胞核中。ＢｎａＣ．
ＲＥＣＱ４Ｂ属于非分泌蛋白，该蛋白质的二级结构以
无规则卷曲为主。通过构建系统进化树及不同物

种氨基酸序列比对，发现甘蓝型油菜 ＢｎａＣ．
ＲＥＣＱ４Ｂ基因与甘蓝、擘蓝亲缘性最近，推测该基因
来源于甘蓝的基因组，拟南芥的氨基酸序列与油菜

最为相似，相似性达到７４％。启动子序列分析结果
表明，该启动子不仅包含多种响应逆境胁迫的顺式

元件，还包含大量的光反应与光响应相关调控元

件。ＲＴ－ｑＰＣＲ分析结果表明，ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ在花
苞中表达量最高，这与该基因的可能的生物学功能

是相一致的。本研究结果为进一步探讨甘蓝型油

菜ＢｎａＣ．ＲＥＣＱ４Ｂ基因表达调控及作用机制提供了
理论支持与实践基础。
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