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摘要:埃塞俄比亚芥菜(Brassica
 

carinata,
 

BBCC
 

2n=34)具有诸多优良的农艺性状,
 

包 括 苗 期 长 势 旺、
 

耐 旱、
 

广谱抗病性、
 

抗裂角等,
 

但这些优良特性的利用受 限 于 其 高 硫 苷 的 特 性。
 

为 揭 示 BcMYB28 基 因 在 埃 塞 俄 比

亚芥菜硫苷代谢中的功能,
 

并找到硫苷代谢的 关 键 调 节 基 因,
 

本 研 究 从 埃 塞 俄 比 亚 芥 菜 中 克 隆 到 BcMYB28
基因,

 

通过比对分析获得6个同源基因(BcMYB28.1~BcMYB28.6),
 

其与芸薹属作物 MYB28 基因家族成员相似

性达74.6%~84.9%;
 

利用CRISPR/Cas9敲除BcMYB28,
 

获得T1 代编辑株系,
 

编辑株系叶片表现出蜡质层缺失

等表型变化,
 

qRT-PCR表明BcMYB28 基因表达显著降低;
 

利 用 UHPLC-MS技 术 鉴 定 出1
 

843种 次 级 代 谢 物,
 

与埃塞俄比亚株(编号 WT)相比,
 

编辑株系中存在247个 上 调 和132个 下 调 代 谢 物,
 

甘 氨 酸、
 

丝 氨 酸 和 苏 氨

酸代谢途径显著富集;
 

通过转录组测序,
 

以甘蓝型/芥菜型油菜为参考种,
 

分别获得5
 

495和5
 

104个 差 异 表

达基因,
 

GO富集分析显示20个 GO
 

terms被显著富集,
 

对差异表达基因进行聚类分 析,
 

鉴 定 到10个 与 硫 苷

合成相关的关键基因。
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Abstract:
 

Ethiopian
 

mustard
 

(Brassica
 

carinata,
 

BBCC
 

2n=34)
 

has
 

many
 

excellent
 

agronomic
 

traits,
 

in-
cluding

 

vigorous
 

growth
 

in
 

the
 

seedling
 

stage,
 

drought
 

tolerance,
 

broad-spectrum
 

disease
 

resistance,
 

cracking
 

resistance,
 

etc.
 

However,
 

the
 

utilization
 

of
 

the
 

above-mentioned
 

excellent
 

features
 

is
 

limited
 

by
 

its
 

high
 

glucosinolate
 

characteristics.
 

To
 

reveal
 

the
 

potential
 

function
 

of
 

the
 

BcMYB28
 

gene
 

in
 

the
 

biosyn-
thetic

 

pathway
 

of
 

glucosinolates
 

in
 

Ethiopian
 

mustard
 

and
 

find
 

the
 

key
 

regulatory
 

genes
 

of
 

glucosinolate
 

metabolism.
 

In
 

this
 

study,
 

the
 

BcMYB28
 

gene
 

was
 

cloned
 

from
 

Ethiopian
 

mustard,
 

and
 

six
 

homologous
 

genes
 

(BcMYB28.1-BcMYB28.6)
 

were
 

obtained
 

through
 

comparison
 

analysis.
 

The
 

similarity
 

between
 

them
 

and
 

the
 

MYB28
 

gene
 

family
 

members
 

of
 

Brassica
 

crops
 

is
 

74.6%-84.9%.
 

CRISPR/Cas9
 

was
 

used
 

to
 

knock
 

out
 

BcMYB28
 

to
 

obtain
 

a
 

T1 generation
 

of
 

edited
 

line.
 

The
 

leaves
 

of
 

the
 

edited
 

line
 

showed
 

phe-
notypic

 

changes
 

such
 

as
 

loss
 

of
 

wax
 

layer.
 

RT-qPCR
 

showed
 

that
 

BcMYB28
 

gene
 

expression
 

was
 

signifi-
cantly

 

reduced.
 

1
 

843
 

species
 

of
 

secondary
 

metabolites
 

were
 

identified
 

using
 

UHPLC-MS
 

technology.
 

Compared
 

with
 

wild
 

type,
 

there
 

were
 

247
 

up-regulated
 

and
 

132
 

down-regulated
 

metabolites
 

in
 

the
 

edited
 

lines.
 

The
 

glycine,
 

serine
 

and
 

threonine
 

metabolic
 

pathways
 

were
 

significantly
 

enriched.
 

Through
 

tran-
scriptome

 

sequencing,
 

using
 

B.
 

oleracea
 

and
 

B.
 

napus
 

as
 

the
 

reference
 

species,
 

5
 

495
 

and
 

5
 

104
 

differen-
tially

 

expressed
 

genes
 

(DEGs)
 

were
 

obtained,
 

respectively.
 

GO
 

and
 

KEGG
 

enrichment
 

analysis
 

revealed
 

20
 

GO
 

terms
 

were
 

significantly
 

enriched.
 

Cluster
 

analysis
 

was
 

performed
 

on
 

DEGs,
 

and
 

10
 

key
 

genes
 

re-
lated

 

to
 

glucosinolate
 

synthesis
 

were
 

identified.
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埃塞俄比亚芥菜属于十字花科芸薹属作物,
 

由黑芥和甘蓝天然杂交,
 

自然加倍进化而来[1-3]。
 

埃塞俄

比亚芥菜的幼苗生长旺盛,
 

并且具有抗寒、
 

抗虫、
 

抗旱、
 

抗裂角等优异性状,
 

具有较大的生产应用前

景[4-6]。
 

埃塞俄比亚芥菜的种子可用作调味品(芥末),
 

也可用于制作药品、
 

化妆品、
 

塑料等。
 

在育种中,
 

可将埃塞俄比亚芥菜与现有品系进行杂交,
 

转移单个优异性状,
 

目前已成功转移黄籽基因、
 

抗黑胫病基

因、
 

抗白粉病基因等[7]。
 

通过埃塞俄比亚芥菜和芸薹属其他作物杂交会产生一些中间多倍体品系,
 

利用

这些多倍体品系可对目标性状进行改良,
 

从而丰富遗传多样性[8-11]。
 

通过将白菜型油菜的A基因组(Ar)
与埃塞俄比亚芥菜的C基因组(Cc)进行种间杂交,

 

成功培育出具有显著生物量和产量优势的新型甘蓝

型油菜(ArCc)。
 

研究显示,
 

随着外源ArCc含量的增加,
 

这些优势呈现出增强的趋势[12-13]。
 

构建芸薹属异

源六倍体(ArArBcBcCcCc)
 

的种质库,
 

运用高通量技术比较了人工合成芸薹属六倍体与其亲本之间的转录

组差异,
 

共得到35
 

644
 

409条清洁读段,
 

匹配到的基因数为32
 

642,
 

其中在父本白菜型油菜、
 

母本埃塞俄

比亚芥菜和六倍体植物中分别有29
 

260、
 

29
 

060和29
 

697个基因被检测到[14]。
 

通过对异源六倍体的染色

体稳定性、
 

基因组稳定性和育性的分析表明,
 

异源六倍体比例和稳定性随着自交代数的增加而增强,
 

且花

粉育性接近正常[15]。
 

利用该异源六倍体种质库与甘蓝型油菜杂交产生五倍体(ArAnBcCcCn),
 

自交多代产

生新型甘蓝型油菜,
 

与传统甘蓝型油菜相比,
 

新型甘蓝型油菜具有更丰富的变异[15]。
 

然而埃塞俄比亚芥菜

这些优良特性的利用受限于其硫苷含量较高,
 

通过对埃塞俄比亚芥菜品质进行改良,
 

可满足人们对其食用

品质、
 

饲用品质以及工业用途的不同需求。
硫苷是一组含氮、

 

硫的植物次生代谢物,
 

对植株的长势、
 

耐旱性、
 

广谱抗病性等方面具有显著影响。
 

在

十字花科芸薹属作物中共发现了约30种硫苷[16]。
 

硫苷及其降解产物具有抵御草食动物、
 

抗病虫及抗病原

微生物的能力,
 

在植物的防卫反应中发挥重要的作用。
 

如硫苷降解产物烯丙基异硫氰酸酯、
 

2-苯乙基异硫

氰酸酯等对芸苔属专食性昆虫具有致死作用。
 

当植株中2-苯乙基硫苷含量增加时,
 

蚜虫数量减少,
 

植株抗

虫性增强。
 

此外,
 

硫苷还参与调节植物的耐旱性,
 

在干旱胁迫下,
 

某些油菜品种的硫苷含量会发生变化,
 

而

这种变化可能与植物的抗旱机制相关联。
 

然而,
 

对于某些作物如油菜而言,
 

过高的硫苷含量会影响其品质,
 

如硫苷及其降解产物是油菜籽饼粕中主要的抗营养因子,
 

会影响菜籽饼粕的饲用安全。
 

因此,
 

降低硫苷含

量成为油菜品质育种的一个重要目标。
 

油菜种子中的硫代葡萄糖苷,
 

由于其水解产物的毒性被认为具有抗

营养作用。
 

2-羟基-3-丁烯基硫代葡萄糖苷酸酯转变为促甲状腺激素产物,
 

而3-丁烯基和4-戊烯基硫代葡萄
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糖苷可以转变为异硫氰酸酯,
 

这会降低牛、
 

猪和家禽对饼粕的适口性[17]。
 

研究者通过RNAi抑制硫代葡萄

糖苷路径中R2R3-MYB转录因子MYB28 的表达来生产低硫苷的芥菜型油菜品种,
 

该基因是脂肪族硫代

葡萄糖苷生物合成的主要调节剂[18]。
 

此外,
 

通过基于乙基磺酸盐的TILLING方法破坏硫苷转运蛋白可获

得低硫苷白菜型油菜[19]。
 

但是,
 

该方法难以应用于具有多基因拷贝的埃塞俄比亚芥菜品种。
 

研究发现,
 

埃

塞俄比亚芥菜种子富含硫代葡萄糖甙和芥酸、
 

油酸等多种脂肪酸,
 

相对于低硫苷的甘蓝型油菜,
 

埃塞俄比

亚芥菜种子中硫代葡萄糖苷的含量仍然很高,
 

其中丙烯基硫苷占种子总硫苷含量的95%以上[20]。
 

大量的

链式烯基硫代葡萄糖苷严重影响了埃塞俄比亚芥菜饼粕作为动物饲料的使用,
 

研究者通过尝试化学诱变和

种间杂交等方法减少硫苷特别是种子中链式烯基硫代葡萄糖苷的含量,
 

但由于硫代葡萄糖苷复杂的生物合

成过程和相关的遗传控制,
 

收效甚微。
本研究通过克隆及数据库比对共得到6个BcMYB28 同源基因,

 

对BcMYB28 同源基因的序列特征进

行分析,
 

利用CRISPR/Cas9创制BcMYB28 基因敲除植株,
 

采用代谢组分析BcMYB28 敲除植株的代谢组

分变化,
 

结合转录组测序和qRT-PCR筛选埃塞俄比亚芥菜中硫苷合成途径的关键基因。
 

研究结果为低硫

苷埃塞俄比亚芥菜品质改良提供了理论依据。

1 材料与方法

1.1 埃塞俄比亚芥菜DNA提取及序列分析

试验材料为埃塞俄比亚芥菜种子,
 

由西南大学油菜工程中心提供。
 

选取埃塞俄比亚芥菜籽粒饱满的种

子,
 

用纸盘发苗,
 

温度在22~25
 

℃,
 

浇足水分,
 

暗光培养2~3
 

d,
 

以减少幼苗的徒长现象,
 

待种子萌发后

再移到光照培养室;
 

幼苗长出4片叶子时,
 

选取单株嫩叶,
 

采用CTAB法提取DNA,
 

紫外分光光度计检测

每个单株的DNA浓度,
 

并稀释至50
 

ng/μL,
 

于-20
 

℃保存备用。
 

采用TA克隆的方法获得目的基因序列

信息[21]。
采用Geneious软件进行基因序列比对,

 

利用 MEGA6.0软件分析目的基因与十字花科芸薹属其他作

物同源基因的亲缘关系,
 

并构建系统进化树。

1.2 RNA提取与文库构建

取埃塞俄比亚芥菜籽粒饱满的种子,
 

用纸盘发苗,
 

待长出4片叶子后移入土壤中,
 

放于光照培养箱培

养。
 

光照培养箱的生长条件为:
 

光培16
 

h/暗培8
 

h,
 

温度为22
 

℃,
 

光照强度为10
 

000
 

Lx。
 

取埃塞俄比亚芥

菜授粉后10
 

d、
 

20
 

d、
 

30
 

d的种子(编号WT-10DAF、
 

WT-20DAF、
 

WT-30DAF),
 

设置3个生物学重复,
 

取

样后放入-80
 

℃冰箱备用,
 

采用 NEB柱式小量植物总RNA抽提试剂盒提取。
 

利用 Nanodrop
 

2000对

RNA的浓度和纯度进行检测,
 

琼脂糖凝胶电泳测RNA完整性,
 

Agilent
 

2100测定RIN
 

值。
 

单次建库要求

RNA
 

总量为大于10
 

μg,
 

浓度≥100
 

ng/μL,
 

OD260/280=1.8~2.2,
 

OD260/230≥2.0,
 

RIN≥6.5,
 

28S∶
18S≥1.0。

 

将RNA进行冻干处理后,
 

送往上海美吉生物医药科技有限公司进行高通量测序。
 

以甘蓝型和

芥菜型油菜作为参考种,
 

对埃塞俄比亚芥菜的RNA进行测序比对分析。

1.3 qRT-PCR荧光定量分析

采集 WT-10DAF、
 

WT-20DAF、
 

WT-30DAF新鲜组织,
 

用液氮冷冻后,
 

保存于-80
 

℃超低温冰箱备

用。
 

待所有不同发育时期的样品取样完成后,
 

将各组织材料反转录合成的cDNA第一链进行qRT-PCR分

析,
 

qRT-PCR反应体系为20
 

μL,
 

包含10
 

μL
 

2×
 

Promega
 

GoTaq
 

qPCR
 

Master
 

Mix、
 

1
 

μL
 

20
 

μmol
 

L1
正向引物、

 

1
 

μL
 

20
 

μmol
 

L1反向引物、
 

100
 

ng
 

cDNA第一链,
 

添加ddH2O至20
 

μL。
 

使用StepOnePlusTM
 

Real-Time
 

PCR
 

Systems
 

(Applied
 

Biosystems)进行扩增,
 

反应程序为94
 

℃
 

2
 

min;
 

94
 

℃
 

3
 

s,
 

60
 

℃
 

30
 

s,
 

40循环;
 

60~95
 

℃,
 

熔解曲线分析。
 

使用2-ΔΔCt法计算基因的表达量[22]。

1.4 CRISPR/Cas9载体构建及埃塞俄比亚芥菜的遗传转化

对埃塞俄比亚芥菜硫苷生物合成路径中关键调节因子的候选基因设计靶点(http:
 

//skl.scau.edu.cn/

targetdesign/),
 

构建CRISPR/Cas9双元载体,
 

方法按照 Ma等[23]CRISPR/Cas9载体构建方法将得到的重

组载体用液氮冻融法转化农杆菌菌株GV3101,
 

构建载体所用引物包括通用引物信息(表1)。
 

以子叶为外植

体,
 

转化埃塞俄比亚芥菜。
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表1 用于载体构建的引物序列

引物名称 序列信息

T1-F gtcaTCGGAGAAGGGCTGAAGAA

T1-R aaacTTCTTCAGCCCTTCTCCGA

T2-F gtcaACGAACATGGAGAAGGTGGC

T2-R aaacGCCACCTTCTCCATGTTCGT

U-F CTCCGTTTTACCTGTGGAATCG

gR/-R CGGAGGAAAATTCCATCCAC

PB-L GCGCGCgGTctcGCTCGACTAGTATGG

PB-R GCGCGCggtctcTACCGACGCGTATCC

Pps-GGL TTCAGAggtctcTctcgACTAGTATGGAATCGGCAGCAAAGG

Pgs-GG2 AGCGTGggtctcGtcagggTCCATCCACTCCAAGCTC

Pgs-GGR AGCGTGggtctcGaccgACGCGTATCCATCCACTCCAAGCTC

DM942 TCTAGAATGGAGTCCATTTCTGCTAG

DM943 CTTGGCATTTTGGTGGTGGTGG

M28-F ATGTCAAGAAAACCGTGTTGTGTCG

M28-R GGATCCTCATATGATTTGCTTATCGAAG

1.5 非靶向代谢物测定

选择埃塞俄比亚芥菜和T1 代遗传转化株授粉后的种子(分别编号CR、
 

WT),
 

用液氮速冻后,
 

将样品

送至上海美吉生物医药科技有限公司完成UHPLC-MS测定。
 

采用AB
 

Sciex
 

Triple
 

TOF
 

5600高分辨质谱

仪与Agilent
 

1290超高效液相色谱仪。
 

ESI离子源参数设置如下:
 

雾化气压(GS1)60
 

Pa,
 

辅助气压60
 

Pa,
 

气帘气压35
 

Pa,
 

温度650
 

℃,
 

喷雾电压+5
 

000
 

V(正离子模式)。
 

流动相包括溶剂A(25
 

mmol/L醋酸铵和

25
 

mmol/L氨水)和溶剂B(乙腈)。
 

将上机的代谢物参数矫正和比对之后再与数据库进行比对和物质鉴定,
 

用ESI+模式进行。

2 结果与分析

2.1 BcMYB28的克隆及序列分析

本研究从埃塞俄比亚芥菜的DNA材料中克隆BcMYB28基因,
 

所用引物 M28-F/-R见表1,
 

利用PCR扩

增及TA克隆获得埃塞俄比亚芥菜BcMYB28的基因序列,
 

将该序列提交至埃塞俄比亚芥菜测序数据库(该数

据库由Agricultural
 

&
 

Agri-Food
 

Canada,
 

AAFC提供),
 

通过序列比对分析,
 

埃塞俄比亚芥菜中共得到6个

BcMYB28 同 源 基 因,
 

分 别 为 BcMYB28.1、
 

BcMYB28.2、
 

BcMYB28.3、
 

BcMYB28.4、
 

BcMYB28.5、
 

Bc-
MYB28.6。

 

在BRAD(http:
 

//brassicadb.org/brad/)及NCBI(https:
 

//www.ncbi.nlm.nih.gov/)数据库下载获

取芸薹属作物MYB28同源基因的家族成员共17个,
 

进一步将BcMYB28.1~BcMYB28.6 与同源基因进行相

似度分析(表2),
 

结果表明,
 

BcMYB28.1、
 

BcMYB28.3、
 

BcMYB28.4、
 

BcMYB28.5、
 

BcMYB28.6 分别与Bo-
MYB28.3、

 

BoMYB28.2、
 

BoMYB28.1、
 

BniMYB28.2、
 

BniMYB28.1 的相似度最高,
 

相似度分别为95.8%、
 

92.2%、
 

95.5%、
 

93.2%、
 

95.0%;
 

而BcMYB28.2与各同源基因的相似度在74.6%~84.9%。
 

该结果证明Bc-
MYB28.1、

 

BcMYB28.3、
 

BcMYB28.4可能起源于C染色体组的甘蓝,
 

而BcMYB28.5、
 

BcMYB28.6可能起源

于B染色体组的黑芥。
 

将拟南芥AtMYB28、
 

17个已知的芸薹属作物中MYB28同源基因以及埃塞俄比亚芥菜

中6个BcMYB28共24个同源基因进行进化分析(图1)。
 

BcMYB28.1 与BcMYB28.2 聚为第一大类,
 

且Bc-
MYB28.1与甘蓝型油菜BnMYB28.1和甘蓝中BoMYB28.3 基因聚为同一亚类;

 

BcMYB28.4 与BcMYB28.6
聚为第2大类,

 

且 BcMYB28.4 与甘蓝中 BoMYB28.1 基因聚为同一亚类,
 

BcMYB28.6 与芥菜型油菜

BjMYB28.1和黑芥中BniMYB28.1基因聚为同一亚类;
 

BcMYB28.3 与BcMYB28.5 聚为第3大类,
 

该结果
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与序列分析结果相一致。
表2 埃塞俄比亚芥菜中BcMYB28与芸薹属作物各同源基因相似度分析 % 

来源 基因 BcMYB28.1 BcMYB28.2 BcMYB28.3 BcMYB28.4 BcMYB28.5 BcMYB28.6

芥菜型油菜 BjMYB28.1 81.8 77.7 79.2 84.6 80.2 94.4

芥菜型油菜 BjMYB28.2 81.8 79.4 88.5 80.1 93.2 79.8

芥菜型油菜 BjMYB28.3 81.8 75.4 78.4 91.5 79.6 85.9

芥菜型油菜 BjMYB28.4 93.6 81.8 81.8 81.8 81.8 81.8

甘蓝型油菜 BnMYB28.1 90.4 81.8 81.8 81.8 81.8 81.8

甘蓝型油菜 BnMYB28.2 84.9 84.9 84.9 84.9 84.9 84.9

甘蓝型油菜 BnMYB28.3 79.1 79.1 79.1 79.1 79.1 79.1

甘蓝型油菜 BnMYB28.4 86.3 81.8 81.8 81.8 81.8 81.8

黑芥 BniMYB28.1 81.8 77.8 79.3 84.7 80.3 95.0

黑芥 BniMYB28.2 81.8 79.6 88.8 80.4 93.2 80.1

甘蓝 BoMYB28.1 81.8 74.6 77.7 95.5 78.7 84.7

甘蓝 BoMYB28.2 81.8 78.5 92.2 78.7 87.9 77.8

甘蓝 BoMYB28.3 95.8 81.8 81.8 81.8 81.8 81.8

甘蓝 BoMYB28.4 79.7 79.7 79.7 79.7 79.7 79.7

白菜 BrMYB28.1 93.5 81.8 81.8 81.8 81.8 81.8

白菜 BrMYB28.2 81.9 81.9 81.9 81.9 81.9 81.9

白菜 BrMYB28.3 81.8 81.8 81.8 81.8 81.8 81.8

图1 BcMYB28同源基因进化分析
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2.2 CRISPR/Cas9载体构建及埃塞俄比亚芥菜的遗传转化

根据埃塞俄比亚芥菜中BcMYB28 各同源基因的序列信息,
 

通过网站(http:
 

//skl.scau.edu.cn/tar-

getdesign/)设计BcMYB28 基因靶点 T1-F/-R和 T2-F/-R,
 

构建CRISPR/Cas9双元表达载体。
 

为确保

BcMYB28.1-BcMYB28.6 同时被敲除,
 

在BcMYB28 保守区域第一外显子处距 ATG起始位点23
 

bp处

和89
 

bp处分别设计两个靶点,
 

通过 Overlapping
 

PCR将两个表达盒与 AtU3d启动子串联,
 

最后连入

pYLCRISPR/Cas9PubiN表达载体,
 

将构建好的重组载体pYLCRISPR/Cas9PubiN-MYB28 送测序,
 

以确

保构建 完 整 无 误 的 双 靶 点 载 体pYLCRISPR/Cas9PubiN-MYB28。
 

构 建 好 的 重 组 载 体 pYLCRISPR/

Cas9PubiN-MYB28 通过子叶为外植体的遗传转化方法转化埃塞俄比亚芥菜材料(图2)。
 

用引物 M28-F/-

R检测共得到2株T0 代阳性遗传转化株(图3c),
 

收获T1 代种子。
 

将T1 代转化植株CR与埃塞俄比亚

芥菜 WT种到西南大学10号温室。
 

与 WT相比(图3a右),
 

CR叶片呈现表面光亮、
 

无蜡质层、
 

无刺毛等

表型(图3a左)。
 

取 WT、
 

CR生长期的茎秆、
 

叶、
 

花以及开花后10
 

d、
 

20
 

d、
 

30
 

d的种子,
 

通过qRT-PCR

分析结果显示,
 

WT中BcMYB28 在叶片、
 

茎秆及种子形成早中期均有高量表达,
 

CR植株中BcMYB28

的表达显著低于 WT(图3b)。

a,
 

b,
 

c,
 

d,
 

e分别表示在 M0、
 

M1、
 

M2、
 

M3、
 

M4培养基生长,
 

f为T0代遗传转化植株(含假阳性株与阳性株)。

图2 子叶为外植体的埃芥遗传转化

2.3 UHPLC-MS代谢物的测定及差异代谢物筛选

为进一步研究埃塞俄比亚芥菜中BcMYB28 转录因子在硫苷生物合成路径中的作用,
 

寻找在埃塞俄比

亚芥菜种起重要作用的关键代谢物,
 

从T1代遗传转化株、
 

埃塞俄比亚芥菜授粉后10
 

d、
 

20
 

d、
 

30
 

d的种子

材料中共鉴定出1
 

843种次级代谢物(表3)。
 

在正向模式下,
 

与埃塞俄比亚芥菜 WT相比,
 

CR有247个代

谢物含量上调,
 

132个代谢物下调,
 

其余1
 

464个代谢物无显著差异(图4a);
 

进一步对差异代谢物进行富集

分析,
 

找到前25个显著富集的差异代谢,
 

甘氨酸、
 

丝氨酸和苏氨酸代谢(Glycine,
 

serine
 

and
 

threonine
 

me-

tabolism)被显著富集(图4b),
 

硫代葡萄糖苷的生物合成中半胱氨酸、
 

丝氨酸具有重要作用,
 

甘氨酸与苏氨

酸也可对代谢产生影响。
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a图左上、
 

左下为CR生长株型及叶片表型,
 

a图右上、
 

右下为 WT生长株型及叶片表型;
 

b图为BcMYB28 的qRT-PCR表达图;
 

图c中1

~3为CR单株pcr检测电泳图,
 

4、
 

5为 WT单株检测电泳图,
 

M为maker。

图3 BcMYB28编辑载体的遗传转化及定量表达

表3 部分差异代谢物

二级质谱名称 二级质谱得分 质荷比中位数 保留时间中位数 类型

2-(4-羟基苯基)萘酸酐 1 196.209
 

5 291.069
 

117
 

7 正向

β-氨基丙腈 0.999
 

994
 

538 644.487 71.060
 

804
 

67 正向

2,
 

3-二氢-2,
 

3-二羟基-4-(4-甲氧基苯基)-1H-苯-1-酮 0.999
 

965
 

615 73.026
 

1 321.114
 

498
 

3 正向

2-羟基吡啶 0.999
 

952
 

692 810.186 96.044
 

534
 

86 正向

2,
 

3,
 

5-三羟基-5,
 

7-二甲氧基黄烷酮 0.999
 

939
 

462 259.925 333.096
 

632
 

7 正向

腺嘌呤 0.999
 

935
 

769 166.368
 

5 136.061
 

234
 

2 正向

蜜环菌内酯
 

M 0.999
 

901
 

231 488.153 453.166
 

465
 

5 正向

异落叶松脂素
 

9-O-α-L-阿拉伯呋喃糖苷 0.999
 

867
 

462 342.133
 

5 493.203
 

350
 

5 正向

精氨酰天冬酰胺 0.999
 

853 267.633
 

5 289.161
 

181
 

9 正向

新亚麻毒素 0.999
 

850
 

692 206.539 446.161
 

806
 

6 正向

α-氨基-2,
 

5-二氢-5-氧代-4-异噁唑丙酸
 

N2-葡萄糖苷 0.999
 

842
 

154 228.527 335.109
 

553
 

5 正向

梅素苷 0.999
 

794 227.57 391.156
 

287
 

3 正向

桃叶珊瑚素 0.999
 

765
 

846 319.402 485.197
 

127 正向

喹啉 0.999
 

732
 

154 352.358
 

5 130.064
 

713
 

5 正向

酪氨酰甲硫氨酸 0.999
 

724
 

154 250.138
 

5 313.125
 

155
 

8 正向

甲基
 

(3R,
 

10R)-二羟基-11-十二碳烯-6,
 

8-二炔酸
 

10-葡萄糖苷 0.999
 

687
 

615 284.204 399.160
 

706
 

4 正向

2-吡咯烷酮 0.999
 

670
 

615 862.411 86.060
 

315
 

67 正向
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图4 差异代谢物火山图(a)和富集代谢分析(b)

2.4 转录组测序分析埃塞俄比亚芥菜硫苷代谢中的关键调节因子

为鉴定埃塞俄比亚芥菜中BcMYB28 在硫苷生物合成路径中的调节作用并找到更多埃塞俄比亚芥菜硫

苷代谢中的关键调节因子,
 

选取埃塞俄比亚芥菜开花后10
 

d、
 

20
 

d、
 

30
 

d形成期种子编号 WT-10DAF、
 

WT-20DAF、
 

WT-30DAF(图5),
 

然后进行转录组测序分析。
 

WT-10DAF、
 

WT-20DAF、
 

WT-30DAF中分

别得到50644704、
 

49413212、
 

42434056条清洁读段,
 

所有样品的错误率低于0.03%,
 

质量为Q20(正确碱

基识别率大于99%)和Q30(正确碱基识别率大于99.9%)的清洁读段分别大于98%和94%。
 

WT-10DAF、
 

WT-20DAF、
 

WT-30DAF分别只有55.21%、
 

54.24%和51.06%的清洁读段比对至甘蓝型油菜参考基

因组;
 

分别有69.6%、
 

70.21%和72.2%的清洁读段比对至芥菜型油菜参考基因组(表4)。
 

埃塞俄比亚

芥菜(BBCC,
 

n=34)的清洁读段分别比对到B01-B08以及C01至C09的参考染色体上。
 

C01和C03在C染

色体组中的比对最高(图6a),
 

而B05在B染色体中的比对率最高(图6b)。
 

这可能归因于埃塞俄比亚芥菜

的染色体组构成主要源自B、
 

C组,
 

而甘蓝型油菜则来自A、
 

C组,
 

芥菜型油菜则仅包含A、
 

B组染色体。
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因此,
 

埃塞俄比亚芥菜样品的清洁读段在比对时,
 

其比对率为51.06%~72.2%。
 

此外,
 

当以芥菜作为参考

基因组时,
 

其比对率普遍高于以甘蓝型油菜为参考基因组的比对结果。

a,
 

b,
 

c,
 

d,
 

e,
 

f分别表示埃塞俄比亚芥菜从播种、
 

移栽、
 

抽薹、
 

不同形成期的角果和种子,
 

DAF表示开花后的天数。

图5 埃塞俄比亚芥菜的农艺性状

表4 比对数据统计

样品 总读段 总比对数(比对率) 多重比对(比对率) 唯一比对(比对率) 参考基因组

WT-10DAF 50644704 27960912(55.21%) 3761141(7.43%) 24199771(47.78%) B.napus

WT-20DAF 49413212 26803865(54.24%) 4111971(8.32%) 22691894(45.92%) B.napus

WT-30DAF 42434056 21666479(51.06%) 6859188(16.16%) 14807291(34.89%) B.napus

WT-10DAF 50644704 35250382(69.6%) 3697827(7.3%) 31552555(62.3%) B.juncea

WT-20DAF 49413212 34691361(70.21%) 3641303(7.37%) 31050058(62.84%) B.juncea

WT-30DAF 42434056 30639144(72.2%) 5355177(12.62%) 25283967(59.58%) B.juncea

2.5 差异表达基因(DEGs)的检测及聚类分析

为了解埃塞俄比亚芥菜形成期种子中差异基因的表达情况,
 

使用 DESeq2对 WT-10DAF、
 

WT-

20DAF、
 

WT-30DAF分别检测差异表达基因。
 

以甘蓝型油菜为参考物种,
 

共鉴定出5
 

495个DEG,
 

3个时

期均差异表达的基因有60个(图7
 

a)。
 

在每个阶段(WT-10DAF、
 

WT-20DAF、
 

WT-30DAF)下调表达的基

因远超过了上调表达的基因,
 

分别是1
 

686∶853、
 

464∶259、
 

3
 

447∶886;
 

使用芥菜型油菜作为参考种,
 

在

种子发育的不同阶段共鉴定出5
 

104个DEG,
 

3个时期均差异表达的基因有78个(图7
 

b)。
 

在每个阶段,
 

下调表达的基因远超过上调表达的基因,
 

分别是1
 

420∶787、
 

566∶294、
 

3
 

240∶785(表5),
 

分布于B、
 

C
染色体组的差异表达基因均表现为下调表达的基因数目显著多于上调表达基因。

表5 差异表达基因统计

分组 总差异表达基因 上调表达差异基因 下调表达差异基因 参考基因组

WT_20DAF
 

vs
 

WT_30DAF 2
 

539 853 1
 

686 B.napus

WT_10DAF
 

vs
 

WT_20DAF 723 259 464 B.napus

WT_10DAF
 

vs
 

WT_30DAF 4
 

333 886 3
 

447 B.napus

WT_20DAF
 

vs
 

WT_30DAF 2
 

207 787 1
 

420 B.juncea

WT_10DAF
 

vs
 

WT_20DAF 860 294 566 B.juncea

WT_10DAF
 

vs
 

WT_30DAF 4
 

025 785 3
 

240 B.juncea
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图6 读段在染色体中的分布统计

图7 WT-10DAF、
 

WT-20DAF、
 

WT-30DAF中差异表达基因的韦恩图
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2.6 GO和KEGG富集分析

以甘蓝型油菜为参考种共得到5
 

495个差异表达基因,
 

GO富集分析结果显示,
 

20个GO
 

terms被显著

富集
 

(p 值<0.05),
 

但并未检测到硫苷代谢相关的 GO
 

terms被显著富集(图8
 

a);
 

对所有740个 GO
 

terms分析发现,
 

其中GO:
 

0019760被富集到参与硫苷代谢,
 

共包含62个差异表达基因。
 

以芥菜型油菜为

参考种共得到5
 

104个差异表达基因,
 

进一步GO富集分析,
 

结果显示,
 

共有20个GO
 

terms被显著富集
 

(p 值<0.05),
 

其中GO:
 

0008152富集了1
 

718个差异表达基因,
 

参与代谢过程(图8
 

b),
 

但未检测到硫苷

代谢相关的GO
 

terms被显著富集。

图8 埃塞俄比亚芥菜形成期种子中差异表达基因的GO富集分析

2.7 埃塞俄比亚芥菜种子中参与硫代葡萄糖苷合成的DEGs聚类热图分析

进一步对GO富集分析得到的埃塞俄比亚芥菜硫代葡萄糖苷合成路径中的差异表达基因进行聚类

热图分析(图9),
 

包括以甘蓝型油菜为参考种得到的62个差异表达基因及以芥菜型油菜为参考种得到

的1个差异表达基因,
 

聚类结果显示参与硫代葡萄糖苷合成相关的63个差异表达基因聚为3个亚类,
 

即随种子成熟显著上调表达的差异表达基因、
 

显著下调表达的差异表达基因以及差异不显著的部分差
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异表达基因。
 

其中仅有10个差异表达基因随种子成熟呈显著上调表达,
 

分别为 BnaC07g47470D、
 

BnaC01g23800D、
 

BnaC03g60280D、
 

BnaC01g15060D、
 

BnaA03g31890D、
 

BnaCnng32000D、
 

BnaC-

nng66500D、
 

BnaC07g14870D、
 

BnaC08g15350D、
 

BnaC03g75340D。

图9 埃塞俄比亚芥菜形成期种子中参与硫代葡萄糖苷合成代谢的差异表达基因的聚类热图分析

3 结论与讨论

MYB28 基因在调控植物次生代谢途径中发挥着重要作用,
 

特别是与硫代葡萄糖苷的合成密切相

关[24-26]。
 

本研究通过TA克隆及测序,
 

获得了1个BcMYB28 序列。
 

将该序列提交至埃塞俄比亚芥菜数据

库进行比对分析,
 

鉴定出埃塞俄比亚芥菜中共有6个BcMYB28 同源基因。
 

这些基因序列与芸薹属作物中

已知的 MYB28 基因序列的相似度为74.6%~95.8%,
 

该发现揭示了 MYB28 基因在进化过程中的保守

性。
 

本研究通过CRISPR/Cas9成功构建了BcMYB28 基因的双靶点敲除载体,
 

并转化至埃塞俄比亚芥菜

中,
 

观察发现与埃塞俄比亚芥菜 WT相比,
 

T1代转化植株(CR)的叶片呈现出表面光亮、
 

无蜡质层、
 

无刺

毛等显著表型变化。
 

这些表型变化可能源于MYB28 基因敲除后,
 

其下游调控途径的紊乱。
 

MYB28 转录因

子在植物体内扮演着重要的调控角色,
 

它参与调控多种生物过程,
 

包括芥子油苷代谢、
 

蜡质合成以及抗病

抗虫作用等。
 

芥子油苷是十字花科植物中一类重要的次生代谢产物,
 

具有抗病虫害和抗癌等生物活性。
 

MYB28 通过调控芥子油苷合成途径中的关键酶基因来影响芥子油苷的合成水平。
 

当 MYB28 基因被敲除

后,
 

芥子油苷的合成将受到抑制[27],
 

从而影响植物对病虫害的防御能力以及相关信号转导途径的正常运

作。
 

此外,
 

MYB28 还参与调控植物蜡质层的合成,
 

蜡质层是植物表面的一层重要屏障,
 

可以保护植物免受

外界生物和非生物胁迫的侵害,
 

MYB28 通过调控蜡质合成基因的表达来影响蜡质层的形成。
 

当MYB28 基

因被敲除后,
 

蜡质层的合成将受到影响,
 

导致植物对病虫害的防御能力降低[28]。
 

在小麦中,
 

MYB28 还参与

调控韧皮部防卫反应,
 

这是植物抵御系统性侵染的病原微生物的一种有效机制[29]。
 

当 MYB28 基因被敲除
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后,
 

韧皮部防卫反应将受到影响,
 

从而影响植物对病原微生物的抵御能力。

MYB28 基因在硫代葡萄糖苷合成途径中起着关键调控作用,
 

通过调控与硫代葡萄糖苷合成相关的酶

基因(如侧链延长酶基因BCAT4、
 

MAM1,
 

中心结构合成酶基因CYP79F1等)的表达,
 

来影响硫代葡萄糖

苷的合成[30]。
 

硫代葡萄糖苷与植物叶片表面蜡质层及刺毛的形成不受单个SAM 细胞层的控制,
 

而是受到

细胞层间相互作用的影响[31]。
 

因此硫代葡萄糖苷合成减少导致了SAM 细胞层的相互作用,
 

形成叶片表面

光亮、
 

无蜡质层、
 

无刺毛等表型。
 

此外,
 

MYB28 基因参与调控水杨酸(SA)和茉莉酸(JA)等激素的信号途

径,
 

来影响植物的防御反应和生长发育[32-33]。
 

当MYB28 基因被敲除后,
 

这些信号途径可能受到干扰,
 

从而

导致植物生长发育的异常。

半胱氨酸是硫代葡萄糖苷合成中的关键前体物质,
 

其通过一系列酶促反应转化为硫代葡萄糖苷的核心

结构[16-17]。
 

MYB28 基因的敲除可能影响了这些酶促反应的进行,
 

从而导致半胱氨酸向硫代葡萄糖苷的转

化受阻。
 

丝氨酸在硫代葡萄糖苷的侧链延长过程中具有重要作用[34],
 

虽然丝氨酸本身并不直接参与硫代葡

萄糖苷的合成,
 

但其作为关键中间体的前体物质,
 

对硫代葡萄糖苷的多样性和复杂性具有重要影响。
 

本研

究通过差异代谢物富集分析,
 

找到甘氨酸、
 

丝氨酸和苏氨酸代谢被显著富集,
 

MYB28 基因的敲除可能间接

影响了丝氨酸的代谢途径,
 

进而影响了硫代葡萄糖苷的侧链结构和含量。
 

甘氨酸和苏氨酸的代谢变化可能

通过影响植物体内的氨基酸平衡和能量代谢,
 

间接影响硫代葡萄糖苷的合成和积累。

在对 WT形成期种子进行转录组测序分析发现,
 

埃塞俄比亚芥菜的清洁读段在比对到甘蓝型油菜和芥

菜型油菜基因组时,
 

比对率为51.06%~72.2%。
 

埃塞俄比亚芥菜的染色体组构成主要源自B、
 

C组染色

体,
 

通过其与甘蓝型油菜和芥菜型油菜的染色体比对,
 

C01和C03在C染色体组中的比对率最高,
 

而B05
在B染色体中的比对率较高。

 

芥菜型油菜的基因组被广泛用于与其他芸薹属植物的比较分析,
 

尤其是与埃

塞俄比亚芥的对比研究。
 

这种比对率普遍较高,
 

可能与两者在染色体组构成上的相似性有关[35]。
 

由于埃塞

俄比亚芥和芥菜型油菜在基因组结构上的相似性,
 

尤其是B基因组的共性,
 

使得在进行基因组比对时能够

找到更多的同源区域,
 

从而导致较高的比对率。
 

通过差异表达基因的聚类热图分析找到10个硫苷合成相关

差异表达基因,
 

揭示了这些基因在埃塞俄比亚芥菜种子发育过程中调节硫苷代谢的潜在功能。

本研究采用CRISPR/Cas9技术成功建立了埃塞俄比亚芥菜的遗传转化体系,
 

为后续的DEGs的功能

验证奠定了基础。
 

通过运用差异表达基因的聚类热图分析方法,
 

鉴定出与硫苷合成相关的差异表达基因,
 

揭示了这些基因在埃塞俄比亚芥菜种子发育过程中的潜在作用。
 

这些研究成果进一步加深了对埃塞俄比亚

芥菜硫苷代谢途径的了解,
 

然而,
 

探索这些DEGs在改良埃塞俄比亚芥菜、
 

提高抗逆性等方面的应用潜力,
 

尚需进一步深入研究以阐明。
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