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大白菜细胞质雄性不育保持系341 1⋯7 

RAPD特异扩增片段的克隆测序 

王永飞1，马三梅1，张鲁刚2 
(1．暨南大学 生物工程学系，广东 广州 510632；2．西北农林科技大学园艺学院 ，陕西 杨陵 712100) 

摘 要：利用 RAPD技术从大 白菜细胞质雄性不育保持系 3411-7的 DNA中得到一个特异扩增片段 

MOPB046oo。回收该特异扩增片段并将其克隆到pGEM T Easy载体上进行序列测定。结果表明该片段全长 

600bp，其碱基组成为 A+T一72．33 通过与 GenBank+EMBL+DDBJ+PDB中的455，972个序列进行同源 

性比较，同源性均小于30 ，表明该片段为一新发现的序列。并对该特异片段的来源及其可能的作用进行探讨。 
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maintainer line 341 1-7 0f Chinese cabbage 

W ANG Yong～feil，MA San—meil，ZH ANG Lu～gang 

(1．Department of B 。 耳，Jinan University，Guangzhou 510632，China}2．College of Horticulture， 

Northwest Science and Technology University of Agriculture and Forestry，Yangling 712100，China) 

Abstract：A specific amplified DNA fragment was obtained from cytoplasmic male sterility maintainer line 

“341卜7”of Chinese cabbage by RAPD technique．This specific fragment was cloned into pGEM—T Easy vector 

and DNA sequence was determined．The result showed that it was consisted of 6OObp and the base component 

of A+T was 72．33 ．Comparison between MOPB046o0 and 455，972 sequences from GenBank+EMBL-+- 

DDBJ+PPB revealed that the homology were low(1ess than 30 o,4)．This implied that it was a newly found 

DNA sequence．The origin of MOPB046oo and its possible effects were discussed． 
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植物细胞质雄性不育(cytoplasmic male sterili— 

ty，CMS)是一种不能产生有活力或可育花粉的母性 

遗传现象(Hanson，1991)。自 1 921年 Bateson和 

Gairdant在亚麻中发现第一例 CMS以来，人们对 

CMS从形态学、组织学、遗传学和分子生物学等方 

面进行深入研究，为揭示 CMS的机制和选育 CMS 

系奠定了理论基础(Budar等，2003)。植物 CMS由 

胞质遗传物质和细胞核遗传物质的共同作用控制 

(Schnable等，1998)。不育系(A系)的育成和保持 

均依赖于其相应的保持系(B系)。A系的育成通常 

是由亲缘关系较远的两个亲本杂交和多代回交，将 

一 个亲本的核置换到另一个亲本的细胞质中引起核 

质不亲和性即核质互作而产生的(Pearson，1981)。 

例如大白菜细胞质雄性不育系 CMS341卜7就是由 

甘蓝型油菜波里马(Polima)不育系和大白菜自交系 

3411—7杂交后，以3411 7为轮回亲本经多代回交选 
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育得到的，341卜7就为其相应的保持系(柯桂兰等， 

1992)。故认为 A系和 B系的细胞核在遗传上完全 

一 致，育性的差别是由于二者在胞质基因的差异引 

起的。因此，在 CMS的机理研究中，A系和 B系间 

胞质 DNA的差异倍受关注(Schnable等，1998)。 

二十世纪 8O年代以来，分子生物学的快速发展 

为比较A系和B系的 DNA差异提供了有力的技术 

手段和工具。尤其是 RAPD技术诞生后，因其快 

速、经济、有效而得到了广泛应用，从而促进了对 

CMS分子机理的研究(王永飞等，2001)。在以 A 

系和B系的线粒体DNA(mitochondrial DNA)为模 

板的RAPD扩增反应中，已发现了许多扩增片段在 

A系和 B系之间表现出差异，并找到了一些两系的 

特异片段(许仁林等，1995)。大量的实验结果表明， 

利用 RAPD技术，检测 mtDNA在不育系和保持系 

之间的多态性，并进一步探讨这些多态性的分子基 

础，有助于揭示CMS的形成机制(Budar等，2003)。 

但是，A系和B系的细胞质大多分别来自完全 

不同的种属，甚至更为远缘，也就是说，A系和 B系 

的胞质 DNA在遗传上是完全异质的。尽管 A系和 

B系间的育性差别可能是由于胞质的差别引起的， 

但对遗传上远缘且无交流的两个系统进行比较，会 

发现二者的差异太多，而很难找出真正导致 CMS 

的DNA片段(范昌发等，2001)。同时，恢复系(C 

系)核恢复基因(nuclear restorer gene)的引入，会导 

致 A系育性的恢复，认为这是由于 C系的核恢复基 

因会“弥补或矫正”A系胞质基因的“缺陷”，从而导 

致花粉育性的恢复；并且 A系的保持也必须在 B系 

核基因的作用下才能保持。显然，核基因组在 CMS 

中是起重要作用的(徐秉芳，2000)。那么，A系和 B 

系间在核基因组上会不会有差异?范昌发等(2001) 

以高粱 CMS不育系和其保持系为材料，利用 

RAPD技术对总 DNA、mtDNA 及 叶绿体 DNA 

(chloroplast DNA，cp DNA)进行分析比较，结果发 

现，A系和 B系的核 DNA上存在差异。郭骁才 

(2001)对核基因组在 CMS中作用进行了综述。 

利用 RAPD技术对大白菜细胞质雄性不育系 

CMS3411—7和其保持系3411—7的DNA进行扩增，通 

过对扩增图谱的比较研究，证实不育系和保持系的 

DNA组织结构存在一定差异，并检测到不育系和保 

持系的特异扩增片段 CMS0PLo16 。和MOPB046。。(王 

永飞等，2003)。本研究将 MOPB046。。片段克隆到 

pGEM-T Easy载体上进行序列测定。并对该特异片 

段的来源及其可能的作用进行探讨。 

1 材料和方法 

1．1材料 

植物材料：所用的植物材料为大白菜细胞质雄 

性不育系CMS3411—7和其保持系 3411—7。菌株和 

质粒：转化 受 体 菌 为 E．Coli DH 克 隆载 体 

pGEM-T Easy购自Promega公司。主要生化试剂 

及酶类：限制性核 酸内切酶、修饰酶、dNTPs和 

DNA分子量参照物购自华美生物工程公司；随机引 

物购自Operon公司；X—Gal、IPTG购自Promega公 

司；PEG8000购自Sigma公司。 

1．2方法 

1．2．1 DNA的制备 采用改良SDS法(王永飞等， 

2000)进行大白菜总DNA提取。 

1．2．2 RAPD扩增及扩增产物的检测方法 RAPD 

扩增反应在 PE公司生产的 DNA Thermal Cycler 

480型PCR仪上进行，具体反应条件以我们优化的 

体系进行(iE永飞等，2OO2)，即在25 L反应体系中 

含有 i0 mmol／L Tris-HC1(pH8．3)，50 mmol／L 

KC1，1．5 mmol／L MgC12，0．001 明 胶，0．15 

mmol／L dNTPs，1．0 gmol／L随机引物，2O～6O ng 

的基因组 DNA，1．0U的 Taq DNA聚合酶(华美生 

物工程公司产品)。反应程序：94℃预变性 5 rain后 

执行 94℃变性 1 min，37℃复性 1 rain，72℃延伸 2 

min，35个循环，最后 72℃再延伸 5 min。 

1．2．3特异扩增片段的回收和克隆测序 特异扩增 

片段经低熔点琼脂糖凝胶电泳回收，克隆到 pGEM— 

T Easy载体上，并转化 E．coli DH ，具体方法参考 

文献 (Sambrool等，1898)。DNA序 列测定采用 

ABI公司的PRISM州Ready Reaction Dye Dco xy 

Terminator Cycle Sequencing试 剂盒反应，通过 

ABI全自动序列分析仪进行测序分析。 

1．2．4 DNA序列的计算机分析 用PC gene程序分 

析 DNA序列中的碱基组成和开放阅读框架，并通过 

查询与 GenBank+EMBL+DDBJ+PDB中的 455， 

972个序列(Altschul等，1997)进行同源性比较。 

2 结果与分析 

2．1大白菜细胞质雄性不育保持系3411—7的RAPD 

我们共用 269个随机引物对 CMS3411—7和 
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3411—7的DNA进行 RAPD扩增。通过对扩增图谱 

的比较研究，发现有 79个引物的扩增结果在不育系 

和保持系之问存在差异。进一步对这 79个引物进 

行筛选，筛选得到了引物 OPB04。用 OPB04作引 

物时，扩增出了一条保持系 341l一7所特有的条带， 

其大小约为600bp(图 1)，记为 MOPB04 。。。 

2．2 MOPB04Ⅲ片段的克隆测序 

特异扩增 片段经 回收纯 化后，将其 克隆到 

pOEM—T Easy载体上并转化大肠杆菌 DH。 §蓝白 

斑选择，酶切鉴定，筛选出含有插入片断的重组质粒 

pGEMOPB04。重组质粒经 PEG 8000纯化后 ，以 

T7和 SP6为通用引物，在 ABI全 自动序列分析仪 

上进行正反向测序，结果如图 2。 

图 2中的GGACTGGAGT和ACTCCAGTCC 

O0 1 GGACTGGAGI 

O6 1 T1 AAAACC FT 

l 2 l FGACAGTCAC 

18l GCGTCATCAA 

24 l CAAGATM、AT 

301 

361 

42l 

48l 
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GATTGT从 AC 
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图 i 引物 OPBO4扩增的 a411_7的特异片段 

Fig．1 The specific fragment of 3411 7 

amplified by primer OPB04 

M ：PCR Markers；1：CMS341l_7l 2：a41卜7． 
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图 2 大白菜细胞质雄性不育保持系341l一7 DNA特异片段 MOPB0％oo的核苷酸序列和推导的氨基酸序列 
Fig．2 Nucleotide sequence and the deduced amino acid residues of the specific fragment of remain line 341卜7 

表示引物 OPB04的碱基序列和其互补序列；*表示 

终止密码子；起始密码子和终止密码子用黑体标出。 

从图 2中看出，MOPB046。。的 DNA序列全长 为 

600bp。两 端 有 随 机 引 物 OPB04的 序 列 (5 

GGACTGGAGT3 )和 其 互 补 序 列 (5 ACTC— 

CAGTCC3 )，其碱基组成为 206个 A，72个 C，94 

个 G，228个 T，A+T==72．33 ，A+G=5O 9，6。通 

过查询发现它与 GenBank+EBML+DDB]+PDB 

中已报道的455，972个序列的同源性均低于 3O ， 

表现该片段为一新发现的大白菜 DNA序列。该序 

列中不包含有长度在 200bp以上的开放阅读框架 

(open reading frame，ORF)，但在十4l7～+473的 

区域内，含有一个以 ATG为起始密码子，TAA为 

终止密码子，可编码 l8个氨基酸残基的编码区。从 

推断的氨基酸序列来看，这个短肽富含赖氨酸、异亮 

氨酸、苯丙氨酸、缬氨酸等氨基酸。另外在+294～ 

+308和 387～398的区域内，有两个以 ATG为起 

始密码子，TAA为终止密码子的编码区，分别编码 

4和 3个氨基酸残基小肽。 

3 讨论 

我们利用 RAPD技术对大 白菜细胞质雄性不 

育系 CMS341l一7和其保 持系 34ll一7的基 因组 

DNA进行比较分析，共使用了 269个随机引物，其 

中有 163个引物在两系问都得到扩增产物，79个引 

物扩增结果在两系间表现出遗传多态性。并找到了 

保持系的特异扩增片段 MOPB04。∞。 

因为用改良SDS法提取的基因组 DNA是由核 

DNA、mtDNA和 cpDNA组成的，所以MOPB0460c 
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特异片段有可能来自核 DNA，也有可能来 自mtD— 

NA和 cpDNA。MOPB046∞特异片段的测序结果 

和序列同源性比较表明，该特异片段的序列和已发 

表基因序列的同源性都较小，相比较而言，和已发表 

的叶绿体和线粒体基因序列的同源性更小，因此我们 

推测该特异片段很可能来自核 DNA。如是这样，也 

就证实了范昌发等(2001)的观点，即 A系和 B系的 

核DNA上存在差异。这些差异也许在 A系和 B系 

的育性差异的形成过程中有重要的作用(郭骁才等， 

2001)。但该特异片段是否与大白菜细胞质雄性不育 

系 cMS3411—7和其保持系 3411—7的育性有关，还是 

与其他的性状有关，这有待于进一步的深入研究。 
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