
收稿日期:2007-04-23

基金项目:国家 863 课题(2001AA241104);四川省“十五”油菜育种攻关项目(200107001)
作者简介:周增光(1982-),男 ,河南孟州人 , 硕士 ,主要从事植物遗传学研究。

通讯作者:王茂林(1965-),男 ,四川营山人 , 教授 ,博士 , 博士生导师 ,主要从事植物遗传育种研究。

油菜矮化突变体茎段伸长初期茎尖
差异表达基因的初步分析

周增光 ,周云涛 ,高　勇 ,王茂林
*

(四川大学 生命科学学院 , 四川 成都 610064)

摘要:采用抑制性消减杂交技术 ,以甘蓝型油菜矮化突变体“NDF - 1” 及野生型“3529”为材料构

建与植株高矮性状关系最为密切的茎尖差异表达抑制消减 cDNA 文库。所建 cDNA 文库插入片

段大小主要集中在 100 ～ 500bp之间。斑点杂交筛选得到 30个阳性克隆 ,序列测定和同源性对比

分析表明 ,所得克隆功能涉及到第二信使 、转录因子 、激素代谢 、蛋白质降解及转运等多个方面 。并

对其中几个差异表达基因的功能进行了初步分析 ,为进一步认识油菜植株矮化机理奠定了基础。
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Abstract:cDNA library of di fferentially expressed genes in dw arf m utant“NDF - 1” and i ts w ild

type “3529” w as const ructed by suppression subtract ive hybridization (SS H). These clones w ere

checked by co lony PC R. T he recombined ef ficiencies o f the subtractive library we re 58%. The

size of inser ted f ragments w as ranged from 100 to 500 bp. Eighty eight clones in the subtractive

library w ere screened by do t blo t. T hir ty po sitive clones w ere sequenced and thei r homolo gy w as

analyzed by BLAST search in GenBank. Some of these clones were put into several functional cat-

ego rie s , including signaling , secondary messenger , ho rmone me tabo lism , t ranscription facto r ,

pro tein deg radation and transfer. The successful const ruction of subtractive cDNA library has

pro vided a foundat ion for further studying the mechanism of plant dw arfi sm.

Key words:B rassica napus;Suppression subtractive hybridization ;cDNA library;Dw arf M u-

tant;Dif ferential expression

　　油菜是我国最主要的油料作物 ,占全国食油消

费的 60 %。同时 ,油菜还是能源作物 ,是制造生物

柴油的重要资源。油菜生产对保证食油 、饲料及能

源持续供应都有重要意义 。此外 ,油菜还可作为青

贮饲料 、绿肥 、蔬菜 、蜜源作物和花卉进行开发 。目

前 ,我国种植的甘蓝型油菜绝大部分都为高秆品种 ,

它在结实中后期容易倒伏 ,造成大量减产 ,严重影响

油菜的生产 。我们经诱变获得的甘蓝型油菜矮秆突
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变体“NDF - 1”重心低 ,抗倒伏能力强 ,且还能减少

植株因秸秆过高消耗的光合产物 ,有效提高油菜的

经济系数[ 1] 。

本研究通过构建抑制性消减文库 ,筛选矮化突

变体“NDF - 1”与野生型“3529”茎段伸长初期茎尖

差异表达的基因 ,并对部分差异表达的基因进行了

初步分析 ,为克隆油菜矮化相关基因 ,探讨植物茎秆

发育机理奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　材料和试剂

甘蓝型油菜矮化突变体“NDF - 1”及其野生型

亲本“3529”由四川大学生命科学学院油菜课题组提

供 ,取茎段开始伸长而尚未出现花蕾分化的茎尖部

位 0. 5 cm 左右迅速置于液氮中备用 。

大肠杆菌 JM 109和质粒载体 pM D18 - T vec-

to r 购自宝生物工程有限公司(中国大连)。 T 4

DNA 连接酶 、DNA 聚合酶 、各种限制性内切酶和

dN TPs等均购自 Takara公司(日本)。polyA Tract

mRNA iso lation Kit 购自 Promega 公司(美国);

PCR - select TM cDNA subtraction Kit 购自 Clon-

tech 公司(美国);E. Z . N. A cycle-pure Ki t购自 O-

m ega公司(美国)。其余试剂均为国产分析纯。

1. 2　方法

1. 2. 1　m RNA 的分离和纯化　分别取甘蓝型油菜

“NDF - 1”和野生型品系“3529”茎尖 ,加入液氮充

分研磨 , 参照文献 [ 2] 的方法提取 RNA 。按照

po lyA Tract mRNA iso lation system s Ⅲ 使用手册

分离纯化 m RNA ,-70℃保存备用 。

1. 2. 2　抑制性削减杂交(SSH)　分别取野生型和

突变型油菜茎尖 mRNA 约 2μg ,反转录成单链 cD-

NA ,然后利用 PCR方法制备双链 cDNA 。所得的

双链 cDNA 用限制性内切酶 RsaⅠ37 ℃酶切1. 5h ,

然后用氯仿 、异戊醇进行纯化 。之后以矮化突变体

“NDF - 1”作为消减杂交的 Tester ,以野生型油菜

作为消减杂交的 Driver 进行消减杂交。

1. 2. 3　cDNA 消减文库的构建　用 E. Z. N. A cy-

cle-pure Ki t纯化消减杂交的二次 PCR产物 ,重悬

于 25μL ddH 2O 中 ,电泳估测 DNA 的浓度及片段

大小。取适量纯化后的二次 PCR 产物与 50 ng

pM D18 - T 载体 16℃过夜连接;将连接产物转化到

大肠杆菌 JM109 中 ,涂布于 LB /AM P /IPTG /X -

Gal平板上 ,37℃过夜培养。

1. 2. 4　阳性克隆的检测　随机挑取转化平板上的

白色菌落 ,在含氨苄青霉素的 LB 培养基中 , 37℃摇

菌过夜 。以 nested primer1(5′- TCGAGCGGC-

CGCCCGGGCAGGT - 3′)和 nested primer 2R(5′

- AGCG TGG TCGCGGCCGAGGT - 3′)为引物 ,

所选白色菌落为模板 ,菌落 PCR检测插入片段。

1. 2. 5　斑点杂交筛选差异表达的基因片段　随机

挑取消减文库中 88个阳性克隆的菌落 PCR产物制

备两张相同的杂交膜。按照 DIG DNA Labeling

and Detection Kit 使用手册 , 以消减杂交的二次

PC R产物做探针进行杂交 。

1. 2. 6　阳性克隆的测序及同源性比对分析　根据

斑点杂交筛选得到的阳性斑点 ,从 88孔板找出对应

的克隆 ,重新摇菌;PC R检测为单一克隆后 ,送上海

博亚公司测序 ,将测序结果在 GenBank拟南芥的基

因库中利用 BLAST 软件进行序列同源性检索

分析。

2　结果与分析

2. 1　削减效率的检测

根据甘蓝型油菜 P sb基因序列的 RsaⅠ的酶切

位点设计 1对引物(上游:5′- ACCT TAT TGAC-

CGCAAC TTCCG - 3′;下游:5′- ACCAGAGA T-

TCC TAGAGGCA TACC - 3′), PCR扩增消减前后

的 Teste r cDNA 。结果显示(图 1), Psb基因在野生

型和矮化突变体植株中均表达;SSH 后经 PCR扩

增 ,未消减产物中第 18个循环即检测到 P sb产物 ,

而消减产物中要多 5 ～ 10个循环后才有 Psb产物

出现。

M. Marker;1～ 4道和 5 ～ 8道分别为消减产物和未消

减产物的二轮 PC R产物;1 , 5道:18个循环;2 , 6 道:23

个循环;3 , 7道:28个循环;4 , 8道:33个循环

图 1　PCR扩增 Psb片段判断消减效率

2. 2　消减 cDNA文库的构建

以甘蓝型油菜矮化突变体“NDF - 1”为 Test-

er ,野生型亲本“3529”为 Driver 进行消减为反向消
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减;反之 ,为正向消减。抑制性消减杂交后经两轮

PCR扩增结果如图 2所示。消减得到的 cDNA 群

体用 T /A 克隆法来构建消减文库。

M . DNA M aker(DL2000);1. 正向消减 PCR 产物;

2.正向未消减 PCR产物;3.反向消减 PC R产物;4.反

向未消减 PCR产物

　　图 2　“ 3529”和“NDF - 1”抑制性消减杂交后经两轮

　　　　　PCR扩增结果

　　经两轮 PC R富集 ,消减后的 cDNA 群体与未

消减的 cDNA 群体比较 ,可以看到消减后 cDNA 的

范围有所变化 ,一些条带出现 ,而另一些条带消失 。

这可能是由于两次杂交扣除了 Tester 与 Driv er 中

共同表达的基因 ,同时消除了基因丰度之间的差异 ,

使一些低丰度的差异表达基因得以显现 。

2. 3　消减文库阳性克隆的检测

图 3为反向消减文库的菌落 PC R检测的部分

电泳检测结果。从图 3可见 ,插入片段的大小不等 ,

范围在 100 ～ 500 bp 之间 。随机挑取的 200个白色

菌落有 124个菌落为阳性克隆 ,其中 6个克隆中含

有两个插入片段 ,可被视为无效克隆 ,有效重组率为

58%。

图 3　反向消减文库部分克隆菌落 PCR电泳图谱

2. 4　消减文库的筛选

随机挑取反向消减文库的 PC R阳性转化子 88

个进行斑点杂交筛选 ,比较不同杂交膜上杂交信号

的强弱 ,共筛选到 30个阳性克隆 ,即在矮秆突变体

“NDF - 1”中特异性表达或表达量增加的基因。杂

交结果见图 4(仅为部分克隆杂交结果),阳性克隆

与反向消减杂交产物探针杂交的信号要比与正向消

减杂交产物探针杂交的信号强的多。为了避免斑点

杂交高背景 ,假阳性高的缺点 ,所有克隆都进行了 2

次筛选 。

H 1 , H 2 分别代表反向和正向探针与反向消减文库中 88

个阳性克隆的菌落 PC R产物的斑点杂交

图 4　斑点杂交结果

2. 5　测序及序列比较分析

将通过斑点杂交筛选的 30个阳性克隆送上海

博亚生物工程公司进行测序 。测序结果(送测克隆

中 23个有测序结果)到 GenBank 进行 BLAS Tn比

对 ,其中 18个有比较明确的比对结果。8个克隆涉

及到第二信使 、转录因子 、激素代谢 、蛋白质降解及

转运等多个方面 , 另外有 10 个克隆功能未知

(表 1)。

表 1　差异表达基因同源比较结果

基因功能 相关的基因个数

第二信使 1

转录因子 1

激素代谢 1

蛋白质降解 4

蛋白质转运 1

其他 6

未知功能蛋白 4

　注:“其他”为未能明确分类的基因

2. 6　部分差异表达基因功能分析

对其中有明确比对结果 ,斑点杂交显示仅在矮

化突变体中表达或表达量明显增加的 3 个克隆

(C10 ,G6和 M 8)进行功能分析。

C10与拟南芥泛素连接酶同源 ,与核苷酸同源
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性达 92 %,与推测的蛋白质同源性高达 97%。泛素

连接酶通过参与 ATP 依赖的泛素 -蛋白酶体途径

降解真核细胞内大部分的蛋白质。泛素 -蛋白酶体

途径能选择性地降解细胞内变性 、变构或错误翻译

的蛋白以及各种调节蛋白等 ,因而在胚胎发育 、激素

响应 、昼夜节律 、花的同源异形性(hom eo sis)、光形

态建成 、细胞分化 、衰老和病原防御等许多细胞内基

本生理过程中起重要作用 。该途径在包括生长素 、

赤霉素在内的调控植株高矮性状的植物激素的信号

转导过程中发挥着重要作用 。Sasaki 等的研究表

明 ,GA 的信号传导过程中有泛素 -蛋白酶体降解

的发生[ 3] ,通过降解 GA应答的负调控因子 ,解除抑

制状态 ,允许 GA相关基因的表达 ,植株进行正常的

生长和发育[ 4] 。

G6与拟南芥几丁质酶的核苷酸及推测的蛋白

质同源性分别为 86%和 84%。几丁质酶广泛存在

于高等植物 ,主要分布于植物的茎 、叶 、种子及愈伤

组织中[ 5 , 6] 。植物几丁质酶在植物的生长与发育过

程中具有重要作用。Ruiqin Zhong 的研究证明 ,在

拟南芥 elp1 几丁质酶相关基因突变体中 ,该基因仅

在突变体胚轴和根部表达 ,胚轴和根的长度明显变

短 ,直径明显变粗[ 7] ,这些情况表明 ,此基因很可能

对植物的矮化有一定影响 。

M8与拟南芥生长素应答因子(ARF)的核苷酸

同源性达 92 %,与推测的蛋白质的相似性更是高达

98%。生长素是促进植物细胞伸长和分裂的主要激

素 ,A RF 能与在初期或早期生长素诱导基因的启动

子中发现的生长素反应元件结合[ 8] , 并且可能与

Aux /IAA 蛋白一起参与调控早期生长素诱导基因

的转录[ 9] ,是激活还是抑制基因转录依赖于 A RF

本身
[ 10]

,从而影响植物的生长发育。

3　讨论

基因的差异表达(或选择性表达)在很大程度

上决定着生物体的各项生命活动 ,并使生物体表现

出形形色色的差异。就油菜矮化性状突变而言 ,它

的产生 ,必然涉及与野生型众多基因的差异表达 。

如能获取两者之间基因差异表达的信息 ,将对揭示

油菜矮化性状突变的分子机理具有重要的作用。

本实验以矮化突变的甘蓝型油菜茎尖为 Test-

er ,野生型茎尖为 Driver ,通过抑制消减杂交构建了

SS H cDN A文库 ,利用反向消减 cDNA 库斑点印迹

筛选该文库 ,并对在实验中显示出杂交信号差异的

克隆进行序列测定和 BLAST 查询。与本实验室李

小艳所构建的突变体幼叶消减文库[ 11] 相比 ,在已测

序的克隆中还未发现完全一样的基因片段 ,两个文

库的进一步分析工作正在进行中 。在本研究所得的

23个阳性克隆序列中 18个可以比对出较为明确的

结果 ,其中 8 个克隆功能涉及到第二信使 、转录因

子 、激素代谢 、蛋白质降解等多个方面 ,但这些基因

是否真正具有矮化相关功能还需深入研究 。而对于

10 个未知功能基因 , 有的序列较短 , 无法仅通过

GenBank 中BLASTn 比对就确认为新基因 ,所以需

要进一步验证;有的需经过 Northern杂交来验证它

们的差异性 ,如果得到确定 ,可以进一步研究它们编

码的蛋白质的结构和功能。
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