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摘  要：为了预测抽薹相关基因 BrcuDFR-like/BrcuAXS 的功能，通过 PCR 和 RACE 的方法克隆了菜

薹 BrcuDFR-like/BrcuAXS 基因的 cDNA 和 gDNA 全长序列。结果表明：该基因编码区全长 1 332 bp，编

码 312 个氨基酸残基。对应的 gDNA 全长为 2 460 bp，含有 8 个外显子和 7 个内含子，内含子总长为 1 042 

bp，其中第 3 个内含子最长，为 401 bp。内含子中含有多个基本转录元件和顺式作用元件，如光应答元

件、赤霉素响应元件、参与抗性和胁迫应答元件、热响应元件、WRKY 转录因子的结合位点及干旱胁迫

元件 MYB 转录因子结合位点等。利用半定量 RT-PCR 分析表达模式，发现 BrcuDFR-like/BrcuAXS 随菜薹

花芽形态逐步建成直至抽薹开花，其表达量逐渐增强，与其它物种 DFR-like 基因的表达模式更吻合，由

此预测该基因在菜薹生长发育阶段编码 DFR-like 酶的可能性大于编码 AXS 的可能性，其功能可能与菜薹

营养分生组织向花分生组织转变有关。 
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Abstract：In order to predict the function of BrcuDFR-like/BrcuAXS，both the full-length of cDNA 

and genomic DNA were cloned with the method of PCR and RACE and expression pattern was 

investigated in flowering Chinese cabbage（Brassica rapa syn. campestris L. ssp. chinensis var. utilis Tsen 

et Lee）. The results indicated that the cDNA with the complete coding region was 1 332 bp in length 

which encoded 312 putative amino acids. The corresponding gDNA was 2 460 bp in length which 

harbored eight exons and seven introns. The longest intron was the third intron with 401 bp in length. A 

computer scan disclosed that the introns harbored light-responsive element，gibberellin-responsive 

element，defense and stress responsiveness element，heat stress responsiveness element，WRKY and MYB  
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binding site and so on. The semi-quantitative RT-PCR analysis revealed that no detectable levels were 

expressed during the first stage of sampling，then transcripts were detected during the two true-leaf，the 

four true-leaf，the five true-leaf and the flowering stages. Based on expression analysis，it is more likely to 

encode DFR than AXS，and it may play a role of transition from vegetative growth to reproductive growth 

in flowering Chinese cabbage. 

Key words：flowering Chinese cabbage；bolting；gene structure；expression  

 

菜薹（Brassica rapa syn. campestris L. ssp. chinensis var. utilis Tsen et Lee）又称菜心，是目前我

国华南地区栽培规模最大的特产蔬菜之一（蔡绵聪 等，2010），其品质柔嫩，风味独特，营养丰富，

深受广大消费者喜欢。菜薹适应性广，生长迅速，周年均能栽培，因此在蔬菜淡季供应上占有重要

地位。 

作者前期利用 cDNA-AFLP 技术比较菜薹未抽薹转录组与抽薹转录组差异时，筛选出 1 条长 133 

bp 的表达序列标签（EST）（肖旭峰，2008）。经在线软件比对发现，该序列同时与拟南芥二氢黄酮

还原酶同工酶（dihydroflavonol reductase，DFR）及 UDP-D–芹菜糖/UDP-D–木糖合酶（UDP-D- 

apiose/UDP-D-xylose synthase，AXS）基因的中间序列同源性均达到 90%以上，将该基因命名为

BrcuDFR-like/BrcuAXS。据相关文献报道，DFR 是植物花色苷生物合成途径中后期表达的第一个关

键酶，在不同花色形成中起着关键作用（孟祥春 等，2007；胡可 等，2009；潘丽晶 等，2010；韩

科厅 等，2012；招雪晴 等，2012）；而 UDP-D–芹菜糖/UDP-D–木糖合酶（AXS）则在植物 D–

芹菜糖形成过程中催化 UDP-D–葡萄糖醛酸脱羧分别形成 UDP-D–芹菜糖和 UDP-D–木糖起作用

（Ahn et al.，2006）。 

本试验中通过上述 EST 片段，采用 RACE 技术克隆出菜薹 BrcuDFR-like/BrcuAXS 的 cDNA 全

长，并通过 PCR 技术扩增 gDNA 全长序列。利用生物信息学软件分析 BrcuDFR-like/BrcuAXS 的全

长序列、外显子和内含子结构特征，并研究其在菜薹不同生长发育阶段的表达模式，以期为该基因

的功能预测及深入研究利用奠定基础。 

1  材料与方法  

1.1  材料 

供试材料为菜薹早熟品种‘油青 49’和晚熟品种‘油青甜菜心 80 天’，由广东省农业科学院蔬

菜研究所提供。2006 年 3 月 9 日播种于营养钵，置于光照培养箱中。待抽薹开花后，在菜薹茎尖部

位取样，提取总 RNA 和 gDNA。 

1.2  BrcuDFR-like/BrcuAXS 全长序列扩增 

DNA 的提取采用改良 CTAB 法（曹必好 等，2003）。总 RNA 提取按照 Invitrogen 公司的 Trizol

试剂盒说明书，cDNA 第一链合成参照 CLONTECH 公司 SMART cDNA Library Construction 试剂盒

说明书。 

根据 BrcuDFR-like/BrcuAXS 基因的 EST 序列，设计正向特异 Primer 1 与锚定引物 UMP 扩增该

基因 3′末端，反向引物 Primer2 及 Primer3 分别与锚定引物 UPM、NUP 进行套式扩增 5′末端。PCR

反应的体系为：1 μL cDNA 模板，2.5 μL 10 × PCR buffer，Mg2+（25 mmol · L
-1
）0.5 µL，0.5 μL dNTP 

（10 µmol · L
-1
），1 μL 锚定引物，1 μL 特异引物，0.25 μL Tag 聚合酶（5 U），18.25 μL ddH2O。反
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应程序为：94 ℃预变性 2 min；94 ℃ 30 s，退火温度 55 ℃或 57 ℃ 30 s，72 ℃延伸 2 min，30 个

循环后再 72 ℃ 7 min 延伸。 

根据拼接全长序列设计上、下游引物 Primer 4、Primer 5 进一步扩增 cDNA 与 DNA 全长序列，

扩增体系与前述一致，反应程序则为：94 ℃预变性 3 min；94  30 s℃ ，52  50 s℃ ，72  2.5 min℃ ，

30 个循环后再 72  10 min℃ 。以上所有引物序列（表 1）均由上海生工生物工程有限公司合成。获

得的 PCR 产物纯化后与 PMD-19T 载体连接（由日本 TaKaRa 提供）。连接产物转化受体大肠杆菌

DH5α 感受态细胞，由华南农业大学园艺生物技术所提供，蓝白斑筛选阳性克隆。碱裂解法小量提

取质粒 DNA，EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切鉴定后，将检测结果为阳性质粒菌的菌液送上海生工生物工

程有限公司测序。 
表 1  BrcuDFR-like/BrcuAXS cDNA 和 DNA 全长序列扩增引物 

Table 1  Primers used in the cloning of the full-length cDNA and DNA of BrcuDFR-like/BrcuAXS 

引物名称  Primer 引物序列  Sequence 

UMP 5′-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3′ 

5′-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3′ 

NUP 5′-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3′ 

Primer 1 5′-CGGATTACAATACGCGTCCTCTTG-3′ 

Primer 2 5′-TGCTGTAGATAGTGTCAAGAGGACGC-3′ 

Primer 3 5′-TAATCCGCCGGTGTACAGATCGCCGCC-3′ 

Primer 4 5′-ATTCCTTTCCTCCATCCACCGAC-3′ 

Primer 5 5′-CTATAAACTAGAACCAACCACC-3′ 

 

1.3  BrcuDFR-like/BrcuAXS 全长测序与序列分析 

分析菜薹 BrcuDFR-like/BrcuAXS 的 cDNA 和 gDNA 全长结构，并在 NCBI 的 Blast（http：//www. 

ncbi. nlm. nih. gov/blast）进行在线同源性检索和相似性比对；DNASTAR 软件分析内含子、外显子

多态性及构建系统进化树；PlantCARE（http：//bioinformatics. psb. ugent. be/webtools/plantcare/html/）

软件分析内含子调控序列。 

1.4  BrcuDFR-like/BrcuAXS 表达模式分析 

依据菜薹花芽形态发育特征（肖旭峰，2008），分别提取菜薹早熟品种‘油青 49’和晚熟品种

‘油青甜菜心 80 天’第 1、2、4、5 片真叶期及开花期植株的总 RNA，并反转录成第一链 cDNA 为

模板，通过半定量 RT-PCR 研究抽薹相关基因 BrcuDFR-like/BrcuAXS 的表达特性。 

2  结果与分析  

2.1  菜薹 BrcuDFR-like/BrcuAXS 的克隆 

以开花期菜薹材料的第一链 cDNA 为模板，采用 RACE 技术扩增获得了长为 1 043 bp 的 3′片段

（图 1，1）和 357 bp 的 5′片段（图 1，4）。3′片段末端上共有 30 bp PolyA 尾巴，表明扩增的 3′末端

结果完全正确。5′序列经 Blast 比对后，发现该序列中包含了与同源序列相对应的起始密码子 ATG，

表明扩增序列达到了 BrcuDFR-like/BrcuAXS 基因的 5′末端。 

分别以菜薹 gDNA 和第一链 cDNA 为模板，用 Primer4 和 Primer5 特异引物进行 PCR 扩增，分

别获得约 1 300 bp（图 1，6）和 2 400 bp 两条特异带（图 1，7），条带与预期大小一致。纯化产物

与 T 载体连接后转化大肠杆菌，挑取蓝、白斑提取质粒酶切，酶切后的泳带与目的片段大小完全相
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同（图 1，10、11），表明目的片段已克隆到载体上。将鉴定为阳性的克隆进一步测序，结果表明：

BrcuDFR-like/BrcuAXS cDNA 全长序列为 1 332 bp，包含了编码 312 个氨基酸残基的 ORF 框、438 bp

的 3′非翻译区及 67 bp 的 5′非翻译区。ORF 框由 939 个碱基组成，起始密码子位于第 68 位碱基上，

终止密码子则位于第 1 006 位碱基，编码氨基酸残基的分子量为 35.1 kD，蛋白等电点为 6.35。 

图 1  BrcuDFR-like/BrcuAXS 基因 cDNA 和 DNA 全长克隆 

M：Marker；1、2 为 3′-RACE 片段和重组质粒；3 ~ 5 分别为 5′-RACE 扩增的第一、二轮产物及重组质粒； 

6、7 分别为 cDNA 和 DNA 全长；8 ~ 11 分别为 cDNA、DNA 全长重组质粒和双酶切产物。 

Fig. 1  Cloning of amplified fragment into PMD-19T of BrcuDFR-like/BrcuAXS gene 

M：Marker；Lane 1 and 2 were 3′-RACE product and the recombinant plasmid；Lane 3–5 were the first，second cycle 

products of 5′-RACE and the recombinant plasmid；Lane 6 and 7 were the full-length cDNA and gDNA； 

Lane 8–11 were the recombinant plasmids and the digested product of the full-length cDNA and gDNA. 

经 Blast 比对发现，该序列与拟南芥、马铃薯和陆地棉的 UDP-D–芹菜糖/UDP-D–木糖合酶核

苷酸序列同源性分别达到了 91%、82%和 79%，与拟南芥 DFR 同工酶核苷酸序列（GenBank 登录号：

BT001220）同源性为 90%，推导的氨基酸序列与拟南芥 DFR 同工酶相似性为 95%，与拟南芥、陆

地棉 AXS 分别为 95%和 93%。基于 cDNA 序列和氨基酸序列构建的系统进化树均显示，菜薹与拟

南芥的 UDP-D–芹菜糖/UDP-D–木糖合酶（AXS1 和 AXS2）和二氢黄酮还原酶同功酶的亲缘关系

较近，与陆地棉、马铃薯等 UDP-D–芹菜糖/UDP-D–木糖合酶相对较远（图 2）。 

 
图 2  菜薹 BrcuDFR-like/BrcuAXS 系统进化树 

Fig. 2  Phylogenetic tree of BrcuDFR-like/BrcuAXS sequences with other related plants 

 

2.2  BrcuDFR-like/BrcuAXS 基因外显子与内含子结构特征分析 

以菜薹 gDNA 为模板，扩增的 BrcuDFR-like/BrcuAXS 基因组 DNA 全长序列为 2 460 bp，从起
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始密码子到终止密码子共 1 981 bp，经在线软件 Blast 搜索未发现任何其它物种的同源序列。将 gDNA

与 cDNA 序列相比较，发现该基因含有 7 个内含子和 8 个外显子，其中外显子总长度为 939 bp，内 

含子总长为 1 042 bp。8 个外显子中，第 1 个外显子最长，为 279 bp；而 7 个内含子除第 1 和 3 内含

子外，其它内含子长度均处于 50 ~ 150 bp 之间，但大多不符合标准的 GT-AG 内含子剪接法则（图 3）。 
 

 

图 3  菜薹 BrcuDFR-like/BrcuAXS 基因组结构 

外显子：             内含子： 

Fig. 3  Genomic constructs of BrcuDFR-like/BrcuAXS gene 

Extron：            Intron： 

 

 

ATTCCTTTCCTCCATCCACCGACAATGGCGAACAACGGAGCCGTTAGATTGGATCTGGACGGGAAGCCGATCAAGCCGCTCACGATCTGCATGATCGGC 

GCCGGCGGTTTCATCGGCTCTCACCTCTGCGAGAAGCTCCTGAACGAGACTCCGCACAAGGTGTTGGCCCTCGACGTCTACAACGACAAGATCAAGCAC 

CTGCTCGAGCCTGATACCTCCGAGTGGGCCGAGAGGATCCAGTTCCATCGCATCAACATCAAGCATGACTCGAGGCTCGAGGGGCTCGTCAAGATGGCG 

GATCTAGgtaaaatctcttttcctccgtaatgctgattgtacactatcccagatctagcagatcgaaattgcgaaggtgttgtttagcgatttgtgata 

TATC-box  
gtatactcagatctgattcattaattgaatttcaatcgtgctttgttcatttgtattatgtatattatcgatacggtgtcgtagcgagattgtgaatg 

Box 4                       Gap-box 
tgtttgtttgtttttttgcgatgcagACGATTAATTTGGCGGCGATCTGTACACCAGCGGATTACAATACGCGTCCTCTTGACACTATCTACAGCAAT 

TTCATCGATGCTCTCCCTGTGGTatgtgtttttcaattaatgcagcaattcaatctttgagggatgttagttgtgtgacattgaggtggtcaatgtat 

Box 4                                              W-box 
aggtTAAGTACTGCTCAGAGAACAACAAGCGTCTGATTCACTTCTCCACTTGTGAAGTATATGGGAAAACCATTGGAAGCTTTCTTCCAAAGGATCATC 

CTCTGCGTCAGGtctggcttttcttcactctgatcatgtcatttttgtgtcaagcggatcaagaagcTatgttatttgtacagtgacacactcactga 

TC-rich repeats              GCN4_motif                           GCN4_motif 
agatggattcagagttttaatatgagattgttgttgttgtttagattctcttaaaactcgattcagagagtagagtaagctagttctgagtctgtcact 

                                                GAG-motif 
atcccctttaGtagtttgagaaaatgtagtttattttcctgcaattatttgagtatggctttgagtcccaactactaccacctgAgaagtttttttttt 

TC-rich repeats                                                              HSE 
Ttttgcttagtattcttatgccaagtaaaatttagttattattactagtactacgtctgtctctgtatttattatttctgcaccactcacagttgatat 

MBS Ⅱ                                                       MBS 
tcgtcttgttttttcaggATCCTGATTTTTATGTACTCAAAGAAGATACATCTCCTTGCATTTTTGGTTCTATTGAGAAGCAGAGGTGGTCATATGCTT 

GTGCTAAGCAACTGATTGAGAGGCTTGTCTATGgtacgcagttctttctattatgataagcaaattcagtttacctagaggcaaaaggatctcattttc 

P-box 
ttttgtttgttgttgaagCTGAGGGTGCTGAGAATGGACTTGAGTTCACCGTTGTGAGACCGTTTAACTGGATTGGACCTAGGATGGATTTCATCCCTG 

GCATTGATGGTCCTAGCGAGGGTGTCCCTCGTGTCCTAGCCTGCTTCAGCAACgtatgttacatgctcggtcctataggccatataaactgccttcttt 

TattgcctgctgcttaactttttcaaatttttgggggtattttcagAACCTTCTGAGGCGTGAGCCTCTCAAGCTTGTGGATGGTGGAGAATCACAGAG 

                      BoxⅠ 

AACCTTCGTCTGCATCAAAGATGCCATTGAAGCTGTCCTCTTGATGATTGtgagttgcattcattgtttatccctgttagcatctcgttttgctgcact 

CATT-motif 
agttgtcaagaagttgcatctgaaatttcttgtttaaataggAAAACCCAGAGAGAGCCAATGGGCATATCTTCAATGTAGGAAACCCAAACAATGAAG 

   HSE 
TGACAGTAAGGCAGCTTGCGGAAATGATGACCAAGGTgagaaagcttgttcaaattataaaacatctaatatgattttcgatactcaaatgctggcaaa 

acaaaaaattgacaggtCTACTCAAAGTGAGTGGAGAGACAGCTATAGAGAGTCCAACTATAGATGTGAGCTCCAAAGAATTCTATGGAGAAGGTTATG 

ATGACAGCGACAAGAGAATCCCAGACATGACCATCATCAACCGTCAACTTGG 

 

图 4  菜薹 BrcuDFR-like/BrcuAXS 基因 gDNA 全长序列及顺式作用元件预测 

大写字母表示外显子序列，小写字母表示内含子序列；ATG 表示起始密码子，TGA 表示终止密码子。 

Fig. 4  The full-length sequence of gDNA and prediction of cis-acting elements of BrcuDFR-like/BrcuAXS gene 

The capital letter indicates extron，the lowercase letter indicates intron；ATG indicates start codon，TGA indicates stop codon. 
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第 3 内含子是该基因最长的内含子，长度为 401 bp，是其它 6 个内含子平均长度的 4 倍左右（107 

bp），第 2 和第 7 内含子最短，只有 79 bp。内含子中碱基的含量为 T > A > C > G，其中 A · T 碱基

含量达到了 65.36%，明显高于外显子 50.86%，符合内含子 A · T 含量较高的一致特点。使用

PlantCARE 在线分析该基因内含子元件，结果表明内含子除了含有 26 个 CAAT-box、2 个 TATA-box

等基本转录元件外，还含有赋予高转录水平的顺式作用元件，如光应答元件 BoxⅠ、GAG-motif、

Gap-box、CATT-motif、TCCC-motif 和 Box4 等，赤霉素响应元件 P-box 和 TATC-box，参与抗性和

胁迫应答相关的顺式元件 TC-rich repeats，热响应元件 HSE，WRKY 转录因子的结合位点 W-box 及

干旱胁迫元件 MYB 转录因子结合位点等（图 4）。 

2.3  菜薹不同发育时期 BrcuDFR-like/BrcuAXS 的表达模式 

半定量 RT-PCR 分析了目的基因在菜薹第 1、2、4、5 片真叶期及开花期的表达模式，结果表明

在菜薹早熟品种‘油青 49’和晚熟品种‘油青甜菜心 80 天’不同生长发育时期的基因表达模式各

异。在第 1 片真叶期时，两个品种都未检测到基因表达，在随后的第 2、4、5 片真叶期及开花期，

均有不同程度的表达。据肖旭峰（2008）报道，第 2 片真叶期是标志着菜薹由营养生长转向生殖生

长的过渡期。从表达模式看，BrcuDFR-like/BrcuAXS 在菜薹整个生殖发育阶段持续表达，并随着菜

薹花芽形态逐步建成直至抽薹开花，基因的表达丰度逐渐增强，最高表达量均发生在开花期（图 5），

由此预测该基因的功能可能与菜薹营养分生组织向花分生组织转变有关。 

 

 
图 5  菜薹 BrcuDFR-like/BrcuAXS 基因表达模式 

E 代表早熟品种‘油青 49’，L 代表晚熟品种‘油青甜菜心 80 天’；1、2、4、5、f 分别表示 

第 1、2、4、5 片真叶期和开花期。 

Fig. 5  Expression analysis of BrcuDFR-like /BrcuAXS in different periods of two cultivars 

E，L：The early blooming variety and the late blooming variety；1，2，4，5，f：The periods of the one，two，four， 

five true-leaf and completed flowering. 

3  讨论 

DFR 是控制植物花青素生物合成途径的关键酶之一，在植物开花及果实颜色变化中发挥重要作

用（招雪晴 等，2012）。目前，植物花色的形成及相关基因的作用机理已得到了广泛研究，如拟南

芥、玉米、番茄、矮牵牛、葡萄等多种植物（Shirley et al.，1995；Xie et al.，2004；郑亚东 等，2007；

慕茜 等，2011；王廿 等，2012）。据已报道的生物信息学资料分析，DFR 属于单基因或小基因家

族，通常不同植物的外显子和内含子存在数量多态性。双子叶植物如裂叶牵牛、圆叶牵牛、金鱼草、

矮牵牛与拟南芥等 DFR 基因组序列包含 6 个外显子和 5 个内含子；而单子叶植物如玉米、小麦和高

粱等则只有 3 个内含子，4 个外显子；水稻 DFR（AB003495）只有 2 个内含子（刘光德 等，2009）。

内含子虽不编码蛋白质，但一些调控元件可能影响目的基因的表达，如增强表达水平或驱动基因表

达等。菜薹属于十字花科双子叶植物，目的基因组所包含的 7 个内含子可能是植物在进化过程中不

断插入的结果，但本研究中的内含子进化变化及调控机制还缺少足够证据，内含子数量差异是否可

调控 DFR 转录也未见任何报道，尚需进一步探讨。 
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UDP-D–芹菜糖/UDP-D–木糖合酶（AXS）能催化 UDP-D–葡萄糖醛酸脱羧，分别使碳骨架

重新组合引起环收缩或形成分支，从而得到 UDP-D–芹菜糖和 UDP-D–木糖复合物（Baker & 

Blasco，1992）。利用烟草病毒诱导 NbAXS1 基因沉默(VIGS)的植株，出现了 UDP-D–芹菜糖/ 

UDP-D–木糖合酶降解的细胞学效应。据相关文献报道，NbAXS1 在所有植物器官中都表达，与绿

色荧光蛋白组成的融合蛋白主要定位在细胞质中。一旦编码 UDP-D–芹菜糖/UDP-D–木糖合酶的

AXS 沉默，将导致植株矮小、叶片黄化，伴随着分裂细胞结构和过量活性氧积聚造成的细胞坏死表

现，且受影响的叶肉细胞出现细胞壁肥厚，壁缺口及淀粉高度聚积。完全丧失 UDP-D–芹菜糖/ 

UDP-D–木糖合酶功能还可能导致胚或幼苗致死（Ahn et al.，2006）。 

本研究中从基因表达结果看，该基因随菜薹花发育逐步增加，抽薹开花期表达量最大，符合前

人对 DFR 的研究结果（Nakatsuka et al.，2003）。如果目的基因在菜薹生长发育过程中行使 AXS 基

因功能，UDP-D–芹菜糖/UDP-D–木糖合酶的逐渐上调将有利于促进 UDP-D–芹菜糖/UDP-D–木

糖复合物合成，然而该基因在第 1 片真叶期不表达或表达量极少，显然与酶功能丧失可能导致胚或

幼苗致死的表型不符，由此基因行使 UDP-D–芹菜糖/UDP-D–木糖合酶功能的可能性不大。 

综上所述，目的基因编码 DFR-like 酶的可能性大于编码 AXS 酶，预测其功能可能与菜薹生长

发育中营养分生组织向花分生组织转变有关，可能为花青素生物合成途径中的关键酶，也可能是一

种还原酶，或可能是一种脱氢酶或表异构酶等，还可能是其它有 2、3 倍酶活性的同系物等，需进一

步体外酶活性分析验证。 
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