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国家自然科学基金资助项目（*’)<#<H#%I;，<#JH;;II，<#J##!%I）和农业部蔬菜遗传与生理重点开放实验室资助。

青花菜雄性不育相关基因 !"#$%& 的克隆与表达分析
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摘 要 以一个与甘蓝显性核不育相关的差异表达片段的序列为信息探针，通过在 *OZ[ 与 >=[2 网站数据库中进行同源 P+>
序列搜索，经人工拼接、2>QFO2、FO2 克隆与序列分析，获得了青花菜脱氢抗坏血酸还原酶 \U=2 6,?:61’9@3’109., 1,683.9@, 基因

的 3\*= 与 \*= 全长序列，命名为 .(D=9E。并利用双链接头介导 FO2 的染色体步行技术（C,D’/, A9(B4DC）克隆了其上游

$JJ0- 的 "]端序列。所获的 .(D=9E 基因全长 ;JI$0-，存在两个内含子，\*= 编码区序列 $<<0-，编码 !;# 个氨基酸；序列分析

表明：.(D=9E 与同源基因 9@;F;%"H#^; 3\*= 序列有 I!^<_ 的一致性，推导的氨基酸序列有 H%^$_ 的一致性；编码的水溶性

蛋白存在多个磷酸化位点；"]端上游区存在明显的转录调控序列。半定量 2>QFO2 结果表明：.(D=9E 在可育系花蕾中的表达

量明显高于不育系花蕾，在花药中的表达明显高于其它部位。
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雄性不育是高等植物中广泛存在的一种现象，

用其育成的雄性不育系是作物杂种优势利用的重要

途径，具有重要的理论和应用研究价值，因而一直是

作物育种工作研究的重点［@，A］。甘蓝类蔬菜在农业

生产中占有重要地位，自 @BCB 年获得甘蓝显性核不

育株以来，已在一代杂种生产中发挥了巨大作用［@］。

但对其遗传规律的认识还停留在形态和细胞学

的研究水平上，产生雄性不育的分子基础还不清楚。

雄性不育相关基因的克隆和其作用机制的研究是揭

示雄性不育发生的分子机理及人工创造雄性不育系

的重要基础。

脱氢 抗 坏 血 酸 还 原 酶（89:;）是 抗 坏 血 酸

（:%65’+$6 :6$-，:%:）氧化还原循环途径中的重要酶，

其功能是将氧化态的脱氢抗坏血酸还原成抗坏血酸

（:%:）。:%: 是高等植物中普遍存在的小分子物质，

具有清除超氧自由基和过氧化氢等活性氧的功能，

在植物细胞对氧化胁迫的抵抗以及细胞的分裂和伸

长中发挥着重要作用。:%: 的重要生理功能依赖于

和其再生和转运相关的酶类活性的变化［D］。但脱氢

抗坏血酸还原酶基因在花药发育过程中的作用尚未

见报道。

本实验室采用 68E:=:F7> 技术得到一个与甘

蓝显性核不育相关的差异表达片段 <8F（<’.#%6’$0)
8"’$1"- F’.!G"#)%）［A］。本研究以此 <8F 序列为信息

探针，采用电子克隆（$# %$*$65# 6*5#$#!）的策略［H］与双

链接头介导 >?; 的染色体步行技术，获得了青花菜

89:; 基因 68E: 及基因全长序列，并对该 68E: 序

列、推导的蛋白质序列及其表达进行了分析，为进一

步研究其在甘蓝显性核不育小孢子发育过程中的作

用奠定了基础。

) 材料与方法

)*) 材料与试剂

克隆载体 0I8 @J=< K"6)5’ 和胶回收纯化试剂

盒为 <.L.;. 公司产品；<H 8E: 连接酶为 <5M545 公

司产品；宿主菌 / 3 +",* <N>@O、<.P 8E: 聚合酶和

8E: I.’Q"’ 购自北京天为时代科技有限公司；反转

录试剂盒和 <;RS5* 试剂为 R#1$)’5!"# 产品。试验所

用青花菜为自交系 4@O=@HH。

)*+ 方法

)*+*) 总 ;E: 的 提 取 及 反 转 录 合 成 单 链 68E:
;E: 的提取采用 <;RS5* 试剂盒［A］进行，取 OT@! 青花

菜组织，液氮迅速研磨后加入 @G7 <’$S5* 充分摇匀，

;E: 最后溶于 AO!7 8U>? 水中。68E: 的合成按

反转录试剂盒说明书进行。

)*+*+ 引物的设计合成与 >?; 扩增：根据电子克隆

所得的完整 68E: 序列，设计合成特异引物（由上海

生 工 生 物 工 程 公 司 合 成 ）：!"#$%&=F，VW=
<:::::<XX?<?<?X::X<?<X=DW； !"#$%&=;， VW=
<<:X<:X<XX:??<<XXX:X??=DW。!=(+.*0 基因正向

引物：VW=??:??::<?<<X<:?:?:<??=DW；反向引物：

VW=:X:??:??::X<:?<:?<X?:?=DW。 >?; 反 应 体

系：68E: 模板 OTV!7，@O Y >?; 缓冲溶液 A!7，特异

引物（V0G5*Z!7）OTH!7，@OGG5*Z7 -E<>% @T[!7，<.P
酶（ATV,Z!7）OTH!7，加 水 到 总 体 积 AO!7。程 序 为

BH\ 预变性 DG$#，BH\ 变性 DO%，V[\ 复性 HV%，
CA\ 延伸 VO%，共 DV 个循环，CA\ 延伸 @OG$#。进行

基因表达水平的半定量 ;<=>?; 分析时扩增循环数

降低为 AD 个循环。反应完毕后取 [!7 于 @TO] 的

琼脂糖凝胶上进行电泳分析，通过凝胶分析软件

X"* 6.0),’" 中的 .’". -"#%$)2 )55* 工具分析单位面积

凝胶亮度值作为基因表达的相对量，三次重复。

)*+*, 染色体步行（!"#5G" ^.*Q$#!）接头、引物制

备及 >?; 扩增：根据 ?*5#)"6& 公司 _#$1"’%.* X"#5G"
‘.*Q"’<I L$) 进 行 操 作。接 头 @：VW=X<::<:?X:?<
?:?<:<:XXX?:?X?X<XX<?X:?XX???XXX?<XX<=
DW；接头 A：VW=>NH=:??:X???=E9A=DW；根据 !"#$%&
基因的 VW=端序列反向设计两个巢式引物：Xa>@：VW=
::X<<:?:X<?X??X:X:X?:<?=DW； Xa>A： VW=
XX?XX?<<<?:?X?:X:?=DW。根据接头序列设计接

头引 物 :>@：VW=X<::<:?X:?<? :?<:<:XXX?=DW；
:>A：VW=:?<:<:XXX ?:?X?X<XX<=DW。
)*+*- 重组、克隆和 8E: 序列分析：琼脂糖凝胶电

泳回收 >?; 产物，克隆到 0I8 @J=< 载体上，按说明

书进行操作，通过蓝白菌落挑选阳性克隆，委托北京

三博远志生物技术有限责任公司进行 8E: 序列测

定。利用 8E:%).’、I.)$#%0"6)5’ATA软件进行序列分析。

+ 结果与分析

+*) 青花菜 !"#$%& 的 ./01 与 /01 序列的克

隆与分析

以信 息 探 针 <8F Ia@[@V@CO 在 &))0：ZZ^^^3
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图 ! "#$ %&!’!(!)* 数据库搜索比对结果

$+,-! "./ 012&"3 4/56785 9: "#$ %&!’!(!)* +; <=8=>=5/

;?>+ - ;7@- ;+. - ,9AB012&" 与 .88C：BBDDD- =4=>+<9C5+5 -
94,B072&" 的数据库中进行同源序列检索，得到与之

同源性较高的基因序列或 E&" 片段共 F* 条（图 !）。

将检出的同源性较高或部分重叠的 E&" 序列拼接

为重 叠 群（?9;8+,），再 以 此 重 叠 群 序 列 重 复 以 上

012&" 检索过程，重叠群不再继续延伸［G］，得到受信

息探针支持的青花菜 !"#$%& 基因 ’HI>C 的可靠

?#32 序列。以此序列为模版设计特异引物进行目

的片段的 J"KLMJ 扩增，!N*O 琼脂糖凝胶电泳分析

的结果显示，得到与预计大小相符的约 ’HI>C 的特

异条带（图 F）。经克隆测序，序列受信息探针完全

支持（图 G）。经 #3258=4 软件进行可读框（PJ$）的

搜索以及与相似性较高的拟南芥基因 %’!(!Q()*N!
比对分析，确定了长度为 ’HH>C 的开放阅读框，编码

F!* 个氨基酸。2"R 上游KH 位核苷酸为 2，S G 位为

R，为典型的 T9U=V 结构，这一结构对于蛋白质合成

的 G*& 起始复合物正确识别启始密码子具有重要的

作用，并且同一读码框起始位点上游存在终止子序

列，有明显的转录翻译起始序列的特点，因此推定得

到了青花菜 !"#$%& ?#32 完整序列。

图 F 青花菜 !"#$%& J"KLMJ 与基因组

LMJ 产物琼脂糖电泳分析

$+,-F W</;8+:+?=8+9; 9: 8./ J"KLMJ =;< LMJ C49<6?8
>X =,495/ ,/7 /7/?849C.94/5+5

!：#32 @97/?67=4 @=55 @=4V/4；F：YFP（MT）；H：J"KLMJ C49<6?8；G：

,/;9@+? LMJ C49<6?8 -

以青花菜 #32（(* ;,）为模板，利用特异引物

!"#$%&K$B!"#$%&KJ 进行基因组 !"#$%& 序列的

扩增，得到 IGF>C 的 #32 序列（图 F，G），经分析确定

此基因包含两个内含子，分别位于 S (Q>C Z S !’G>C
和 S F(’>C Z S H(I>C（将翻译起始密码 2"R 中的 2
定义为 S ! 位）符合 R"K2R 法则，基因的结构与同

源性较高的拟南芥 %’!(!Q()*N! 基因相似。

对 !"#$%& 核 酸 序 列 的 同 源 性 分 析 表 明：

!"#$%& 与其他高等植物中得到的抗坏血酸还原酶

的 一 致 性 均 大 于 (*O，与 同 科 植 物 拟 南 芥

%)!*!Q()*N! 核酸序列有 IFNHO 的一致性；与大白

菜 #$%& 基因 %%+*!()H 有 )INIO 的一致性；其它

高等植物 #$%& 基因间的核酸序列一致性也较高，

说明该基因的核酸序列比较保守。

图 H 青花菜 !"#$%& ([端上游序列的

,/;9@/ D=7V+;, 巢式 LMJ 结果电泳分析

$+,-H W</;8+:+?=8+9; 9: 8./ 5/?9;<=4X（;/58/<）LMJ C49<6?8
>X =,495/ ,/7 /7/?849C.94/5+5 +; 8./ ,/;9@/ D=7V+;,

!：#32 5+U/ @=4V/45；F：$,-! 7+>4=4X；H：./," 7+>4=4X；G：01"J#
7+>4=4X；(：234$ 7+>4=4X

!"! !"#$%& 基因 #$ 端上游序列的克隆与分析

利用双链接头介导 LMJ 的染色体步行技术从

./,"与 01"J#酶切的总 #32 中分别扩增出一条

约 GN(V> 和 Q**>C 的专一条带，选择较长的片段

（GN( V>）进行克隆测序，结果表明该片段的 H[K端与

已获得的 !"#$%& #32 ([K端碱基完全相同，说明克

隆到了 !"#$%& 翻译起始密码子 2"R 的上游序列。

与相似性很高的 2"!R!Q()*N! 基因上游启动子区

的序列比对分析后确定了 !"#$%& 基因 ([端 ’GG>C
的上游序列（图 H）。在翻译起始密码子上游存在一

个 M22"K>9\，其 中 央 序 列 为 ] GFG Z ] GFI 位 的

MM22"；此 区 中 还 有 一 个 RK>9\ 序 列（ ] !)G Z ]
!)Q>C，?2MR",）；G 个 "R2M 序列（ ] GQI Z ] (*I>C，

=?=="R2M???,；] G’* Z ] G)!>C，8,8,"R2M=8,,；] H((
Z ] H’’>C， 8?8?"R2M??=8； ] FFI Z ] FHQ>C，

8,=,"R2M==??）。RK>9\ 序列和 "R2M 序列是广泛存

在于植物基因启动子区的一类顺式调控元件，是

H()张国裕等：青花菜雄性不育相关基因 !"#$%& 的克隆与表达分析



!"#$ 蛋白与核 %&’ 相结合的位点，在基因的转录

调节中占着十分重要的地位。另外，此序列还含有

图 ( 青花菜 !"#$%& 的 %&’ 序列及推导的氨基酸序列

下划线示内含子，虚线处示启动子区序列，星号示终止密码子，方框示启动子

)*+,( -./ 0123/45*6/ 72*6 8/91/02/ 706 6/612/6 7:*04 72*6 8/91/02/ ;4< =4%>’?
#05<40 *8 106/<3*0/6，</+*408 106/<824</6 @*5. 7 678./6 3*0/ 24<</8A406 54 5./ A<4:45/< 8/91/02/8，

854A 24640 *8 *06*275/6 !B 785/<*8C（!），*0*5*75*40 24640 *8 !4D/6,

’-、E- 丰 富 区，如 F G H F II 位 的 -’---’’’’
EJ’J-EJ--’’J-J’’-’’--’--JJ’-JEJ-JJ’’’’
-’’’’’’E’’-’EJ-’’’’；F KL H F GMG 位 的

E-EJE-E-E-E-E-E-E-E-E-E-E-E。这 些 序 列 可

能是植物细胞内特异转录因子的结合位点，能提高

启动子的转录活性，对基因的表达起调控作用。

!"# !"#$%& 编码氨基酸的功能分析与同源性比较

!"#$%& 编码 NGM 个氨基酸，相对分子质量为

NOPNLGC%，等电点 A# Q IPRNL。经 STSU# 预测该蛋白

不存在跨膜结构域，为水溶性蛋白；$<48*5/ 数据库序

列模体分析显示在 NV H OM77，OO H OL77，LM H LN77，IR
H KN77，R( H RI77 处有 L 个蛋白激酶（$WJ）磷酸化位

点，IR H KN77 处为酪蛋白激酶 N（JWN）磷酸化位点，

GM H GL77 处为 &X末端十四烷基化位点。存在的多

个磷酸化位点可能与其功能的行使有重要的联系。

经氨基酸序列同源检索，!"#$%& 与同科植物拟南

芥 %>’? 基 因 %’G(GRLKMPG 编 码 氨 基 酸 序 列 有

KRPIY 的一致性，与大白菜 ’’ZMGLKO 有 IVPVY 的

一致 性，与 马 铃 薯 的 %>’? 基 因 %!%(M(OR 和

%!%(IKLM 在核酸序列上相似性不高，但蛋白序列上

相似性分别达到 KOPGY 和 K(Y。各物种来源的氨

基酸序列全序列比对相似性均大于 LMPNY，脱氢抗

坏血 酸 还 原 酶 保 守 域 在 各 序 列 及 =4%>’?（RM H
NGM77）中存在。氨基酸序列的系统进化树（图 L）表

明：氨基酸的序列进化与植物的进化保持了一致，同

科植物在进化树上基本处于同一分支，!"#$%& 与

拟南芥 #$%& 基因（ %)G*GRLLMPG，%)G*GRLKMPG，

%)L*OINKMPG %)G*KLNKMPG）、大 白 菜 %>’? 基 因

（%%+MGLKO）具有更近的亲缘关系，处于同一分支。

但同科植物甘蓝与芥菜的 %>’? 基因却处于另外

的分支上，这可能是进化中功能上的专化性造成了

差异。

!"$ 基因 !"#$%& 的表达分析

为验证 2%&’X’)[$ 结果的可靠性，研究基因
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图 ! 青花菜 !"#$%& 基因氨基酸序列与其它植物

氨基酸序列系统进化树

数值表示 "## 次自展分析值

$%&’! ()*+,&-.-/%0 /1-- ,2 33 4-56-.0- ,2 71,00,+%
!"#$%& &-.- 8%/) ,/)-1 1-9,1/-: &-.-4

百 脉 根（ ’,/64 ;39,.%064， <<=!>?@" ）； 苜 蓿（ 7311-+ A-:%0，

<<=B!"B!）； 大 豆（ 4,*7-3.， <<=B!"B? ）； 菠 菜（ 49%.30)，

<<C>?D?!）；甘 蓝（ 03773&-，E<F"?DG!）；芥 菜（ !()**+,) -./,0)，

<<H#?#?D）水稻（1%0-，<<I??"DD）小麦（J)-3/，<<KL"B!?）马铃薯

（9,/3/,，<E<?@L!#，<E<?#?GD）番 茄（ /,A3/,，<<=?L#?B）烟 草

（/37300,，<<KL"B!L）百 日 菊（ 1%..%3 -+-&3.4，E<F>LGD>）；大 白 菜

（ 9-M%.-.4%4 03773&-， <<N#"!LG ）； 拟 南 芥 （ <137%:,94%4，

<O"C"D!!#P"，<O"C"D!L#P"，<O!CG@>L#P" <O"CL!>L#P"）；青花

菜（E,FQ<R）’

图 L 基因 !"#$%& 在根、茎、叶、花、幼荚（<）及花柄、花萼、花瓣、花柱、花丝和花药（E）中的表达分析

$%&’L ROS(TR 3.3+*4%4 ,2 /)- -U91-44%,. ,2 !"#$%& %. :%22-1-./ ,1&3.4 3.: 2+,8-1 /%446-4
（<）"：1,,/；>：*,6.& 4/-A；G：*,6.& +-32；?：2+,8-1 76:；!：*,6.& 4%+%56-；（E）"：2+,8-1 4/3+M；>：4-93+；G：9-/3+；?：

4/*+-；!：2%+3A-./；@：3./)-1 ’

!"#$%& 在可育植株与雄性不育植株花蕾间表达的

差异，提取花蕾总 RH<，以!S),2+/ 为内参照基因进

行半定量 ROS(TR 分析，结果表明（图 @）：!"#$%&
的表达量在可育与不育植株花蕾中存在明显的差

异，在显性细胞核雄性不育植株的花蕾中表达微弱，

与 0FH<S<$K( 结果相同。提取青花菜不同器官（根、

茎、叶、花、幼荚）与花不同组织（花柄、花萼、花瓣、花

图 @ 基因 !"#$%& 在可育系与显性细胞核

雄性不育系花蕾中的表达分析

$%&’@ ROS(TR 3.3+*4%4 ,2 /)- -U91-44%,. ,2 !"#$%&
%. /)- 2+,8-1 76:4 ,2 2-1/%+- +%.- 3.: :,A%.3./

A3+- 4/-1%+- +%.-’
"：4/-1%+- +%.-；>：2-1/%+- +%.-’

柱、花丝、花药）的 RH< 进行半定量 ROS(TR 分析，

结果见图 L。!"#$%& 在根以外的其它器官中均有

表达，但花器官中表达量最高，为茎与叶中表达量的

> V G 倍。在花的各组织中，花药中的表达量明显高

于其它组织。这些结果说明 !"#$%& 可能与花药的

发育密切相关。

! 讨论

在有目的探针的基础上，利用电子克隆技术获

得新的基因是目前被广泛应用的一种新的、快捷且

成本低的基因克隆手段，随着 WXO 数据库的不断扩

充，克隆效率会更高。我们克隆了与花药发育相关

的基因 !"#$%&，受信息探针的完全支持，经比对发

现与拟南芥的抗坏血酸还原酶基因 <O"C"D!L#P"
序列一致性较高，基因结构相似。

很多研究中表明抗坏血酸（<4<）在植物体内具

有清除有害活性氧的重要作用，它和能调节 <4<Y
FQ< 氧化还原状态的抗坏血酸氧化酶（<Z），还直接

或间接参与细胞的增殖与伸长过程，特别是 <4< 与

其氧化产物可以通过多种途径影响细胞的伸展与细

!!L张国裕等：青花菜雄性不育相关基因 !"#$%& 的克隆与表达分析



胞壁物质的形成［!，"］。甘蓝显性核不育细胞学的观

察结果是不育花药小孢子在四分体时期粘连不分离

最终导致败育［#］。这一现象与 $%$ 的浓度降低导

致的活性氧清除能力的减弱或对细胞壁合成的影响

是否有关还需探讨。

本实验还通过双链接头介导的 &’( 染色体步

行技术克隆了青花菜 !"#$%& 基因的 !)端上游序

列。其关键是有效利用了接头的防自身延伸扩增设

计以及两步 &’( 的高退火温度，减少了接头自身扩

增产生的非特异条带。克隆得到的序列经与同源基

因 $*+,+-!./0+ 启动子区比对分析，确定该区包含

了同源性很高的核心序列，存在 ’$$*1234、,1234 等

转录调控序列。需通过启动子活性及缺失试验以进

一步确定其核心的转录调控序列［.］。

对 !"#$%& 基 因 的 克 隆 为 进 一 步 通 过 反 义

(5$ 或 (5$6 技术来研究其具体的功能［7］，通过启

动子序列融合 ,8& 或 ,9: 基因确定其表达的部位

与时期［-］及阐明其在雄性不育小孢子发育中的作用

奠定了基础。
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英文版正式上网了，欢迎浏览

我刊英文版 ‘ ’H6<D%D Y3@F<;C 3M ^63EDKH<3C3=N a 已于 X 月 +7 日在 bC%DT6DF 的 :K6D<KDU6FDKE 平台正式推出

了，网址是：

HEEO：ccGGGA %K6D<KDI6FDKE A K3Bc%K6D<KDcd3@F<;Cc+7.##/.!

目前已经完成第 +、#、V 期，从第 X 期开始，英文版将与中文版同步刊出。非常感谢这几期英文稿作者付

出的努力。

现在的英文版是从中文版中择优选译出来的，入选的论文置于 :K6D<KDU6FDKE 平台，将会大大提高文章的

国内外浏览量，扩大与国内外同行的交流，同时也将加快期刊的国际化进程。因此，真诚欢迎广大作者投送

高质量的论文，编辑部也将竭尽全力使英文刊越办越好。

#//" 年属于 bC%DT6DF 推广期，没有购买 bC%DT6DF 数据库的个人和单位都可以免费阅读并下载，欢迎浏览、

投稿，并多提宝贵意见。

"!. :-/4’6’ ;"214)* "< !/"(’0-4"*"7. 生物工程学报 #//"，\3C0##，530!


