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甲基茉莉酸和草酸诱导油菜 BN10 基因的表达

肖春芳 侯明生 蔡 丽
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摘要 利用实时荧光定量PCR方法,观察油菜BN10基因在根、茎、叶中的表达差异,并分析甲基茉莉酸

(MeJA)和草酸(OA)对该基因的诱导表达的动态变化。结果表明:BN10基因在油菜根、茎、叶中均能表达,其
中在根中的表达量最高,茎中的表达量次之,在叶中的表达量最低,且在抗病毒品种苏油1号中的表达量高于感

病品种中双9号;BN10的表达受 MeJA和OA的诱导影响。MeJA诱导处理感病品种中双9号叶片后,BN10
基因表达先升后降,在24h时表达量最高,为诱导前的2.58倍,之后有所下降,但诱导后的表达量始终高于诱

导前,72h时的表达量仍为诱导前的1.13倍;OA诱导处理中双9号后,BN10表达量也是先增加后降低,在

12h时达到最大值,为诱导前的2.5倍,72h时下降至最低,仅为诱导前的25%。MeJA诱导处理抗病品种苏油

1号后,BN10的表达趋势与中双9号相似,但各时间点的表达量均高于中双9号;OA诱导处理苏油1号后,对

BN10的诱导更强烈,表达量在6h时即达到峰值,为诱导处理前的3.05倍,之后逐渐下降。
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  油菜是中国主要的油料作物之一。甲基茉莉酸

(methyljasmonate,MeJA)和乙烯(ethylene,ET)
作为重要的植物激素和信号分子,广泛分布在植物

体中[1]。据报道,MeJA或JA在受伤或经病菌激发

子诱导后的细胞培养物和植物中能大量积累。外源

MeJA能够诱导植物特异基因的表达,产生茉莉酸

酯蛋白,从而发挥抗病作用。在拟南芥中,能诱导野

生型植株对灰霉菌(Botryriscineyea)的抗性,病原

物侵染所诱导的JA可激活一些防御基因的表达,
如PDF1.2、PR-3和PR-4等,以抵御某些病原菌

的侵染[2]。通过对拟南芥突变体的研究,现已得到

了几种乙烯反应突变体,这些突变体表现为对外源

乙烯无反应或诱导抗性[3]。草酸(oxalicacid,OA)
是病原真菌分泌的一种致病因子[4],同时也是一种

重要的非生物激发因子,能提高植物中某些与防御

反应相关的过氧化物酶的活性[5]。通过组织培养试

验发现,低浓度OA能促进单倍体愈伤组织生长和

植株再生[6]。

BN10基因为油菜的内源基因,是与植物防御

反应相关的基因,是从水杨酸类似物(benzothiadi-
azole,BTH)、甲基茉莉酸(MeJA)和乙烯(ET)诱导

处理油菜叶片制成的cDNA 芯片中筛选获得的。
将BN10基因的序列在http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/网站上进行序列比对,发现该基因与Gen-
Bank中拟南芥谷胱甘肽-S-转移酶(glutathioneS-
transferases,GST)的基因同源性为93.2%,推测其

功能与GST的基因类似。笔者从抗病防御途径的

角度出发,采用实时荧光定量PCR检测BN10基因

在油菜不同营养器官中和植株受 MeJA、OA诱导

后的表达差异,旨在为油菜BN10基因的功能研究

提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试品种

油菜抗病毒品种苏油1号和双低品种中双9号

(感病品种)种子由笔者所在实验室保存并提供。油

菜播种出苗后进行盆栽,置于光照培养间生长,每盆

留苗3~5株。
1.2 主要试剂

甲基茉莉酸和草酸购自Sigma公司;RNAprep
pure植物总RNA提取试剂盒购自TiangenInc;第
一链cDNA合成试剂盒购自FermentasInc;SYBR
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GreenRealtimePCRMasterMix购自ToyoboInc;

PCRStriptubes购自AxygenInc;常规化学试剂购

自武汉友媛生物科技有限公司。
1.3 植株的化学诱导

当油菜幼苗长到四叶一心期时,进行化学诱导

处理。分别用0.1mmol/LMeJA和5.0mmol/L
OA对四叶期植株的第三片真叶喷雾,用灭菌双蒸

水喷雾相同苗龄的相应叶片为对照。喷雾至叶片上

均匀布满液滴为止。每处理15株,3次重复。将不

同处理的植株分别放入不同的塑料密封间,轻缓操

作以防止试剂滑落或接触到其他叶片[7]。处理后的

植株23℃恒温保湿培养。
1.4 取样与保存

油菜幼苗经诱导处理后,依次在0、6、12、24、

48、72h取样,分别剪下诱导植株上部的非处理叶

保存备用。在未处理的油菜长至十叶期分别剪下植

株的根、茎、叶,用于检测目的基因在植株不同部位

的表达情况。取样后用锡箔纸包住,编号之后快速

用液氮速冻,于-80℃保存备用。
1.5 总 RNA 的提取及反转录

总RNA提取参照RNApreppure试剂盒说明

的方法进行,反转录参照第一链cDNA合成试剂盒

说明的方法进行。
1.6 荧光定量 PCR

以植物体内衡量表达的Actin基因作为内标,
进行目的基因表达的实时荧光定量PCR检测,扩增

使用Cl0000TM Thermalcycler(BIO-RADINC)。
油菜Actin基因特异性扩增的上游引物序列为5′-
TTCTCTTTATGCCAGTGGTCGTA-3′,下 游 引

物序列为5′-CCCATCAGGTAGCTCGTAGTTC-
3′,扩增片段为300bp[8]。BN10特异扩增的上游

引物序列为5′-TCAGCCATCCAGGTTCAGT-3′,
下游引物序列为5′-CCTTCCTCTGTGCCTCGTA-
3′,扩增片段138bp。引物由上海英骏生物技术有

限公司合成。
实时荧光定量PCR反应体系为20μL,含有

SYBRGreenPCRMasterMix10μL、上下游引物

各0.5μL、cDNA模板1μL和蒸馏水8μL。扩增

条件:95℃,3min;95℃10s,55℃15s,72℃
30s,40个循环;每个循环于72℃复性末端进行荧

光检测。反应结束后降温至65℃,以0.5℃递增速

度升温,记录荧光信号的变化,逐渐加热到95℃
(5s),最后降至20℃(5s)。每组试验进行3次生

物学重复,每个生物学重复至少进行3次技术重复。
1.7 数据处理

首先以熔解曲线为标准,利用仪器所带软件

CFX96TMReal-TimeSystem,优化内标基因和目

标基因PCR反应条件,使之扩增产物特异。试验采

用比较Ct法(DDCt)计算基因的相对表达量。以油

菜Actin为内标基因,分别测定Actin基因和目的

基因的Ct值,取其平均值,然后通过内标基因对目

的基因进行校正得到DDCt,最后通过2-DDCt估算目

的基因的相对表达量和系统误差[8]。
在计算基因的相对表达量时,以对照植株作为

参照,其表达量设为1,其他检测样品再与参照比

较,最后获得相对表达值[9]。

2 结果与分析

2.1 总 RNA 质量的检测

从油菜叶片、茎秆或根部提取总RNA并进行

快速电泳检测,UV下能看到非常明显的2条带,分
别为28S和18SrRNA,另一条带为5S,片段最小,
亮度最弱(图1)。由图1可知,最大rRNA亮度为

次大rRNA亮度的1.5~2.0倍,表示RNA样品完

整性较好。使用分光光度计测得RNA的D260/D280

读数为1.8~2.1,表明没有蛋白质污染。RNA质

量浓度为0.5~1.5μg/μL,表明RNA质量较好,可
以用于后续反转录试验。

图1 油菜总RNA质量检测

Fig.1 QualityinspectionfortotalRNAofoilseedrape

2.2 PCR 条件优化和特异性产物的扩增

实时荧光定量PCR所用的SYBRGreenⅠ荧

光染料,在PCR反应中能够结合到DNA双链上。
为了避免该染料与非目的DNA的非特异性结合,
需要根据产物的熔解曲线对Ct值、退火温度、引物

设计和使用浓度等条件进行优化,同时也要避免

PCR反应过程中产生非特异性产物[10]。分别用

Actin基因和BN10基因的引物对扩增的熔解曲线

进行分析,熔点峰值依次为87.6℃和85.5℃。分

495



 第5期 肖春芳 等:甲基茉莉酸和草酸诱导油菜BN10基因的表达  

析结果显示,扩增的熔解曲线平稳,峰尖且窄,峰型

单一,且每个峰的位置基本保持一致。这表明引物

设计合理,扩增条件合适,扩增产物特异,可以采用

此反应条件进行基因表达的相关分析。
2.3 BN10 基因的相对表达水平

以油 菜 茎 中 BN10 的 表 达 量 为 参 照,测 定

BN10基因在油菜品种苏油1号和中双9号的不同

营养器官中的表达量(图2)。由图2可知,BN10基

因在油菜根、茎、叶中均有表达,且在2个品种中的

表达趋势相似,但表达量略有差异。BN10基因在

油菜根部的表达量最高,茎居中,叶中的表达量最

低,仅相当于根中表达水平的25%,但BN10在抗

病品种苏油1号的表达量略高于中双9号。
2.4 诱导后 BN10 在叶片中的表达动态

利用甲基茉莉酸和草酸2种化学物质诱导处理

油菜抗感病品种叶片,观察BN10在处理后不同时

间点的表达变化(图3和图4)。

  以中双9号茎中的相对表达量作为参照,设为1;图中为

5%水平下的差异显著性分析。Therelativeexpressionwas

calibratedtostemsascontrolsamplesanditwasdesignated

as1.Thesignificanceofdifferencewasanalysedatthelevel

of5%.

图2 不同油菜营养组织中BN10的相对表达水平

Fig.2 RelativeexpressionlevelsofgenesBN10
indifferenttissuesofoilseedrape

  分别以未诱导时的相对表达量作为参照,设为1;图中为5%水平下的差异显著性分析。Therelativeexpressionwascalibratedto

non-inducedascontrolsamplesrespectivelyanditwasdesignatedas1.Thesignificanceofdifferencewasanalysedatthelevelof5%.

图3 甲基茉莉酸和草酸诱导处理中双9号叶片中BN10的相对表达量

Fig.3 RelativeexpressionlevelsofgenesBN10inZhongshuangNo.9leavesinducedbyMeJAandOA

  分别以未诱导时的相对表达量作为参照,设为1;图中为5%水平下的差异显著性分析。Therelativeexpressionwascalibratedto

non-inducedascontrolsamplesrespectivelyanditwasdesignatedas1.Thesignificanceofdifferencewasanalysedatthelevelof5%.

图4 甲基茉莉酸和草酸诱导处理苏油1号叶片中BN10的相对表达量

Fig.4 RelativeexpressionlevelsofgenesBN10inSuyouNo.1leavesinducedbyMeJAandOA
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  由图3可知,在 MeJA诱导感病品种中双9号

后,BN10基因的表达量先升后降。在24h时表达

量最高,上调到诱导前的2.58倍,在48h时开始下

降,但诱导后的表达量始终高于诱导前,72h时的

表达量仍为诱导前的1.13倍。在草酸诱导处理中

双9号后,BN10的表达也是先增加后降低,12h时

达到最大值(为诱导前的2.58倍),24h时的表达

量骤降至与诱导前相近,72h时下降至最低,仅为

诱导前的25%。
由图4可知,MeJA 诱导处理抗病品种苏油

1号时,BN10基因的表达趋势与中双9号相似,但
在各时间点的表达量均高于中双9号;但 OA诱导

处理苏油1号时,植株体内的BN10基因的表达迅

速升高,在6h时即达到峰值,表达量为诱导处理前

的3.05倍,之后逐渐下降。

3 讨 论

序列比对发现BN10基因与GenBank中拟南

芥谷 胱 甘 肽-S-转 移 酶 (GST)的 基 因 同 源 性 为

93.2%。拟南芥谷胱甘肽-S-转移酶基因在植物解毒

和防御活性氧伤害中有重要作用,其主要功能之一

是能提高植物细胞膜的修复能力,在基因工程中常

用于提高植物的抗逆能力。研究表明,在高等植物

中拟南芥谷胱甘肽-S-转移酶基因与植物对多种逆

境的抗性密切相关,能抵御低温、盐、干旱、重金属、
除草剂等非生物胁迫对植物造成的损伤,有促进植

物损伤修复的作用[11-12]。推测油菜BN10基因可

能与拟南芥GST的基因具有相同的抗逆功能。
本研究对油菜类似GST的基因BN10在不同

部位的表达量进行了检测,用甲基茉莉酸(MeJA)
和草酸(OA)对BN10进行诱导。结果表明,BN10
基因在油菜的根、茎、叶中均有表达,表达量依次为

根>茎>叶,且在抗性品种中的表达量高于感病品

种。MeJA和 OA 均能诱导 BN10基因的上调表

达,表达趋势均为先上升后下降,但表达峰值出现的

时间点有所不同,且在抗病品种中各时间点的表达

量均高于感病品种。
有研究表明,用 MeJA、OA 和水杨酸类似物

BTH处理油菜,能诱导抗病基因的表达。冀瑞琴

等[7,13]用 MeJA、BTH 和 OA处理诱导油菜后,防
御信号传导途径中的标记基因如PR-1和PDF1.2
等表达上调,且增强了对核盘菌的抗性。任秋红

等[14]利用荧光定量PCR技术,检测了甘蓝型油菜

中脂氧合酶基因LOX2在 MeJA和BTH处理后的

表达差异,结果表明LOX2基因的表达受 MeJA诱

导,而BTH则明显抑制了LOX2的表达。核盘菌

接种也能明显诱导该基因的上调表达,且在抗病品

种中 的 表 达 量 高 于 感 病 品 种。因 此,初 步 推 测

LOX2基因的高表达在油菜对菌核病抗性中起重要

作用,参与了茉莉酸介导的菌核病抗性防御反应。
本试验结果表明,油菜类似GST的基因BN10表达

受 MeJA和OA的诱导,在不同组织中的表达量为

根>茎>叶,且在抗性品种中的表达量高于感病品

种。由此可知,BN10基因可能与油菜的抗病和抗

逆相关,但需要进一步研究证实。
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GeneexpressionofoilseedrapeBN10induced
bymethyljasmonateandoxalicacid

XIAOChun-fang HOUMing-sheng CAILi

CollegeofPlantScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Usingreal-timequantitativePCR,theBN10geneexpressioninroots,stemsandleaves
ofrapewasdetected.Itsexpressionafterthetreatmentwithmethyljasmonate(MeJA)andoxalicacid
(OA)wasalsoanalyzed.TheresultsindicatedthattheexpressionoftheBN10genewasdetectedin
roots,stemsandleavesofrapewiththehighestexpressionlevelinroots,whereasthelowestexpression
levelinleaves.TheexpressionlevelintheantiviralvarietySuyouNo.1washigherthanthatinthesus-
ceptiblevarietyZhongshuangNo.9.TheBN10geneexpressionwasinducedbyMeJAandOAinasimi-
larmode.BN10wassignificantlyinducedafterthetreatmentwithOAandMeJAfor12hand24hin
ZhongshuangNo.9respectively.Theexpressionlevelwas2.50-foldsand2.58-foldshigherthanthat
beforetheinduction,followedbyadecrease.Afterinductionfor72h,thegeneexpressionlevelinthe
treatmentofOAwas75%lowerthanthatoftheuntreatedcontrol,whereaswasstill1.13-foldshigher
inthetreatmentofMeJAthanthatoftheuntreatedcontrol.TheBN10geneexpressioninSuyouNo.1
wassimilartothatinZhongshuangNo.9inducedbyMeJAandOAexceptedforthatitsexpressionlevel
washigherthanthatinZhongshuangNo.9.BN10wassignificantlyinducedafterthetreatmentwith
OAfor6h.Theexpressionlevelwas3.05foldshigherthanthatbeforetheinduction,followedbyade-
crease.
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