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摘要:植物防御素是一类富含半胱氨酸的小分子蛋白ꎬ在抗病反应中起着重要作用ꎮ 本研究以结球白菜和拟南芥基因组序

列为材料ꎬ利用生物信息学手段进行基因鉴定、染色体定位和进化分析ꎮ 结果表明ꎬ结球白菜有 １１ 个防御素基因成员ꎬ数
量少于拟南芥(１５ 个)ꎬ基因组 ＤＮＡ 全长 １８３ ~ ６３７ ｂｐꎬ开放阅读框全长 １８３ ~ ３６３ ｂｐꎻ除结球白菜 Ｂｒａ０２９２０８ 序列外ꎬ其余

防御素基因均有 １ 个内含子ꎻ基因定位结果表明ꎬ一些基因成簇分布ꎬ推测由串联重复所致ꎬ拟南芥的 ３ 号、结球白菜的 １、
４、５ 和 １０ 号染色体均没有防御素基因的分布ꎻ进化分析结果表明ꎬ２６ 个防御素成员可分为三大类ꎬⅠ类有 １０ 条序列ꎬⅡ类

１３ 条ꎬⅢ类最少ꎬ仅 ３ 条ꎮ
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　 　 植物受病原菌侵染ꎬ一系列防卫反应被激活ꎬ
类黄酮、酚类、萜类和生物碱类物质大量产生ꎬ以阻

碍或减缓病原菌在植物体内生长与繁殖[１ꎬ２]ꎮ 植

保素、木质素和防御素等都是防卫反应过程中诱导

或积累的重要抗病物质ꎬ它们在抗病反应中起着重

要的调控作用[３ ~ ５]ꎮ 植物防御素是一类富含半胱

氨酸的小分子碱性蛋白ꎬ保守区由 ４５￣５４ 个氨基酸

残基组成ꎬ它们的分子结构与昆虫、哺乳动物和真

菌的防御素相仿ꎬ大部分植物防御素具有抗菌活

性[６]ꎬ一些则与抗虫、耐重金属和抗冻等相关[７ ~ ９]ꎮ
将萝卜防御素基因 ＲｓＡＦＰ２ 导入烟草ꎬ提高了对赤

星病菌(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｌｏｎｇｉｐｅｓ)的抗性[１０]ꎻ将二月兰
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防御素基因导入甘蓝型油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ)ꎬ对
菌核病 ( Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ) 的抗性显著增

强[１１]ꎻ利用花粉管通道法将兔防御素 ＮＰ￣１ 基因导

入小麦品种 Ｇ８９０１ꎬ增强了对白粉病、叶锈病和条

锈病的免疫力与抗性[１２]ꎮ
近年来ꎬ在银杏(Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ)[１３]、玉米(Ｚｅａ

ｍａｙｓ)[１４]、蒺藜苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ)[１５]、山葵

(Ｗａｓａｂｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ)[１６]、药西瓜 (Ｃｏｌｏｃｙｎｔｈｉｓ ｃｉｔｒｕｌ￣
ｌｕｓ)[１７]、小麦 (Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ)[９] 和油棕 (Ｅｌａｅｉｓ
ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ)[１８]等植物中克隆到了防御素或类防御素

基因ꎮ 在十字花科植物二月兰(Ｏｒｙｃｈｏｐｈｒａｇｍｕｓ ｖｉｏ￣
ｌａｃｅｕｓ)、拟南芥 (Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)、结球白菜

(Ｂ􀆰 ｒａｐａ ｓｓｐ. ｐｅｋｉｎｅｎｓｉｓ)和萝卜(Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ)中
也有此类基因克隆的报道[１１ꎬ １９ ~２１]ꎮ 结球白菜又名大

白菜ꎬ为十字花科(Ｃｒｕｃｉｆｅｒａｅ)芸薹属叶用蔬菜ꎬ原产

我国ꎬ由于营养丰富、风味独特ꎬ深受消费者的喜爱ꎬ
有“菜中之王”的美称ꎮ 结球白菜的基因组测序已经

顺利完成[２２]ꎬ为基因克隆、进化分析和全基因组鉴定

奠定了基础ꎮ 本研究以结球白菜和拟南芥基因组数

据为材料ꎬ进行防御素基因的挖掘、鉴定和比较分析ꎬ
为基因克隆、表达分析和功能鉴定提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

拟南芥防御素基因来自 ＴＡＩＲ 网站( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ. ｏｒｇ )ꎬ 共 １５ 条 ( ＡＴ１Ｇ１９６１０、
ＡＴ１Ｇ５５０１０、 ＡＴ１Ｇ７５８３０、 ＡＴ５Ｇ４４４２０、 ＡＴ５Ｇ４４４￣
３０、ＡＴ２Ｇ２６０１０、ＡＴ２Ｇ２６０２０、ＡＴ１Ｇ６１０７０、ＡＴ５Ｇ￣
６３６６０、ＡＴ２Ｇ０２１００、ＡＴ２Ｇ０２１２０、ＡＴ２Ｇ０２１３０、ＡＴ￣
２Ｇ０２１４０、ＡＴ４Ｇ３００７０、ＡＴ５Ｇ３８３３０)ꎬ结球白菜基

因组数据来自 ＢＲＡＤ 网站(ｈｔｔｐ: / / ｂｒａｓｓｉｃａｄｂ. ｏｒｇ /
ｂｒａｄ / ｉｎｄｅｘ. ｐｈｐ)ꎮ

１. ２　 防御素基因的鉴定

以 １５ 条拟南芥防御素基因序列为参照ꎬ利用

ＢＬＡＳＴ 工具在本地检索结球白菜基因组数据库

(Ｐ ＝０. ００１)ꎬ手工剔除无完整开放阅读框(Ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ ＯＲＦ)的序列ꎮ 候选序列翻译成蛋

白质后ꎬ利用 ＳＭＡＲＴ 在线工具(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍ￣
ｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ)检测结构域ꎬ并去除重复序列ꎮ

１. ３　 防御素基因结构预测与染色体定位

ＧＳＤＳ(ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ. ｃｎ)是分析基

因结构的网站ꎬ将编码区序列和基因组序列粘贴到

相应的输入框中ꎬ获得拟南芥和结球白菜防御素基

因的内含子和外显子分布图ꎮ 根据结球白菜和拟南

芥染色体长度、基因位点等信息ꎬ利用软件 Ｍａｐ￣
Ｃｈａｒｔ ２. ２ 将防御素基因标注到相应的染色体上ꎮ

１. ４　 系统发育树的构建

用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ １. ８１ 对结球白菜和拟南芥的防御

素蛋白序列进行联配ꎬ比对时使用默认参数ꎮ 利用

ＭＥＧＡ ４. ０ 生成系统发育树ꎬ采用邻接法(Ｎｅｉｇｈ￣
ｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ)自举检测 １ ０００ 次ꎬ其他参数为

默认值ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 防御素基因的序列特征

经 ｔＢＬＡＳＴｎ 检索、ＳＭＡＲＴ 在线工具鉴定结构

域和手工去除冗余序列ꎬ共得到 １１ 条结球白菜防

御素基因序列(Ｂｒａ００８２２５、Ｂｒａ００８２２６、Ｂｒａ０２６６１５、
Ｂｒａ０２９２０８、 Ｂｒａ０２４１１０、 Ｂｒａ０２４８３２、 Ｂｒａ００３７４０、
Ｂｒａ０１５８０９、Ｂｒａ０１５８１１、Ｂｒａ０１６５０１ 和 Ｂｒａ０１７４２１)ꎬ
它们的基因组 ＤＮＡ 全长 １８３ ~ ６３７ ｂｐꎬＯＲＦ 全长

１８３ ~ ３６３ ｂｐꎮ 拟南芥共有 １５ 条防御素基因序列ꎬ
基因组 ＤＮＡ 全长 ３２６ ~ ９４２ ｂｐꎬＯＲＦ 全长 ２２２ ~
３９０ ｂｐ(表 １)ꎮ 利用 ＧＳＤＳ 服务器分析结球白菜

和拟南芥防御素基因的结构ꎬ结果表明ꎬ除结球白

菜的 Ｂｒａ０２９２０８ 外ꎬ其余序列均具有 １ 个内含子ꎬ
而 Ｂｒａ０２９２０８ 没有内含子(图 １)ꎮ

２. ２　 防御素基因的染色体定位

根据染色体长度、基因位点等信息ꎬ利用 Ｍａｐ￣
Ｃｈａｒｔ 软件将防御素基因定位到染色体上ꎮ 结果表

明ꎬ拟南芥的防御素基因分布在 １、２、３ 和 ５ 号染色

体ꎬ其中 ２ 号染色体上最多ꎬ有 ６ 个ꎬ１ 号和 ５ 号染

色体次之ꎬ均为 ４ 个ꎬ３ 号染色体未检测到防御素

基因的分布ꎮ 有 ３ 组基因成簇分布(ＡＴ２Ｇ０２１００、
ＡＴ２Ｇ０２１２０、ＡＴ２Ｇ０２１３０ 和 ＡＴ２Ｇ０２１４０ꎻＡＴ２Ｇ２６０１０
和ＡＴ２０２６０２０ꎻＡＴ５Ｇ４４４２０ 和ＡＴ５Ｇ４４４３０)(图２)ꎮ 结

球白菜的防御素基因分布在 ２、３、６、７、８ 和 ９ 号染色

体ꎬ２ 号染色体上最多ꎬ有 ４ 个ꎬ７ 号染色体次之ꎬ为 ３
个ꎬ３、６、８ 和 ９ 号染色体均只有 １ 个ꎬ而其他染色体未

检测到防御素基因ꎬ有 ２ 组基因成簇分布(Ｂｒａ００８２２６
和 Ｂｒａ００８￣２２５、Ｂｒａ０１５８１１ 和 Ｂｒａ０１５８０９)(图 ３)ꎮ

９６３
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Ｆｉｇ. １　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｄｅｆｅｎｓｉｎ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
Ｔｈｅ ｂｏｘｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｘｏｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｎｅｓ ｓｈｏｗ ｉｎｔｒｏｎｓ

Ｆｉｇ. ２　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｅｆｅｎｓｉｎ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

Ｆｉｇ. ３　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｅｆｅｎｓｉｎ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ
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２. ３　 防御素基因的进化分析

利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 软件对拟南芥和结球白菜的防

御素蛋白序列进行多重比对ꎬ结果表明ꎬ２６ 条序列

的长度范围为 ６０￣１２９ꎬ存在 ８ 个保守的半胱氨酸残

基ꎬ分别位于 ３６、９０、９９、１０３、１１４、１２４、１２６ 和 １３０
(图 ４)ꎮ 利用 ＭＥＧＡ 软件生成进化树ꎬ２６ 个氨基

酸序列分成 ３ 大类ꎬ即 Ｄｅｆｅｎｓｉｎ Ⅰ、Ⅱ和ⅢꎬⅠ类有

１０ 条序列ꎬⅡ类 １３ 条ꎬⅢ类最少ꎬ仅 ３ 条(图 ５)ꎮ
每个大类可分为若干亚类ꎬⅠ类的 Ｂｒａ０１７４２１、
ＡＴ２Ｇ０２１３０ 与 Ｂｒａ０２４８３２、ＡＴ２Ｇ０２１１２０ 与 ＡＴ２Ｇ０２１００、
Ｂｒａ０２９２０８ 与ＡＴ５Ｇ０２１４０ 聚为 ３ 个亚类ꎬ而 Ｂｒａ０２６６１５、
ＡＴ１Ｇ６１０７０和ＡＴ２Ｇ０２１４０处于不同分支ꎬ单独成一个

Ｆｉｇ. ４　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｅｆｅｎｓｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

２７３
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Ｆｉｇ. ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｄｅｆｅｎｓｉｎｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

亚 类ꎮ Ⅱ 类 的 ＡＴ１Ｇ７５８３０、 ＡＴ２Ｇ２６０１０、
ＡＴ５Ｇ４４４３０、ＡＴ５Ｇ４４４２０ 与 ＡＴ２Ｇ２６０２０、ＡＴ１Ｇ１９６１０
与 Ｂｒａ０１６５０１、Ｂｒａ００３７４０ 与 Ｂｒａ００８２２６ 以及 Ｂｒａ０１５８０９
与 Ｂｒａ０１５８１１ 聚为 ４ 个亚类ꎬ其他成员分别处于不

同分支ꎮ Ⅲ类仅 ３ 个成员ꎬ先是 Ｂｒａ０２４１１０ 与

ＡＴ４Ｇ３００７０ 聚为一组ꎬ而后与 ＡＴ５Ｇ３８３３０ 聚为

一类ꎮ

３　 讨论

植物防御素是一类小分子蛋白质ꎬ大部分具有

广谱抗菌活性ꎬ在防卫反应中起着重要作用[２３]ꎮ
防御素的三维结构( ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ３￣Ｄ
结构)由 １ 个 α￣螺旋和 ３ 个 β￣折叠构成ꎬ８ 个保守

的半胱氨酸由二硫键连接ꎬ形成稳定的 βαββ 结

构[２４]ꎮ 尽管它们具有相似的化学构成和 ３￣Ｄ 结

构ꎬ但它们的氨基酸组成和生物活性各异[２５]ꎮ 近

年来ꎬ已从多种植物中克隆到了防御素基因:Ｓｈｅｎ
等[１３]从银杏中克隆到 １ 个防御素基因ꎬ该基因的

ＣＤＳ 全长为 ２４３ ｂｐꎬ编码 ８０ 个氨基酸ꎬ该基因在

损伤或茉莉酮酸甲酯处理时上调表达ꎮ Ｂａｌａｎｄｉｎ
等[１４]从玉米中分离到 １ 个防御素基因ꎬ该基因编

码 １０８ 个氨基酸ꎬ基因产物在种子发育早期对种胚

起保护作用ꎮ 防御素基因在结球白菜中也有克隆

(ＢｒＤ１)ꎬ该基因对应本文的 Ｂｒａ０１５８１１ꎬ遗传转化

结果表明ꎬ转 ＢｒＤ１ 基因的水稻抗褐飞虱(Ｎｉｌａｐａｒ￣
ｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ)能力增强[２０]ꎮ 本研究以拟南芥防御素

基因序列为参照ꎬ从结球白菜中鉴定出 １１ 条序列ꎬ
它们的编码氨基酸长度为 ６０￣１２９ꎬ不同类型的防御

素序列之间存在较大差异ꎮ 但是ꎬ它们均含 ８ 个保

守的半胱氨酸残基ꎬ这些基因在抗病反应中的功

能ꎬ尚待进一步研究ꎮ
基因家族成员来自同一祖先ꎬ在漫长的进化

过程中ꎬ通过复制事件形成的一组结构相似、功
能相仿的基因ꎬ基因复制是进化的动力之一[２６] ꎮ
拟南芥和芸薹属植物的亲缘关系较近ꎬ尽管基因

组大小存在较大差异ꎬ但基因相似性达 ８７％ [２７] ꎮ
防御素广泛分布在植物和动物中ꎬ土曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｔｅｒｒｅｕｓ)中也发现了类似的蛋白结构ꎬ说明防御素

是一类古老的分子[２８]ꎮ 根据氨基酸序列比对结

果ꎬＨａｒｒｉｓｏｎ 等将植物防御素分为 ２ 类ꎬ分类结果

与生物活性具有相关性[２９]ꎻＤｅ Ｓａｍｂｌａｎｘ 等则根据

抗菌活性把防御素分为 ３ 类[２１]ꎮ 在本研究中ꎬ拟
南芥和结球白菜的防御素基因分属 ３ 种不同类型ꎬ
序列组成、数量等存在一定的差异ꎮ 另外ꎬ一些基

３７３
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因成簇分布在染色体上ꎬ推测结球白菜祖先种与拟

南芥分化后ꎬ防御素基因发生了不同程度的复制和

丢失事件ꎮ
以拟南芥和结球白菜基因组为材料ꎬ利用生物

信息学手段鉴定了结球白菜的防御素基因ꎬ并将它

与拟南芥的防御素基因进行了比对和序列分析ꎬ为
基因克隆、表达、功能验证和转基因抗病材料的创

制奠定了基础ꎮ
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