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　　 [摘　要 ]　利用 PCR 技术从油菜 Po lim a 不育系中扩增出细胞质雄性不育相关基因 orf 224, 并将其克隆到

pGEM 2T Easy载体上得到重组质粒 pGEM OR F。在此基础上,用限制性内切酶将 orf 224基因从质粒 pGEM OR F

上切下,连接在 pB I121质粒的CaM V 35S启动子和NO S终止子之间。经 PCR 和酶切鉴定,得到了 orf 224基因的

植物表达载体 pB IOR F。
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　　利用杂种优势可显著提高作物产量,改善作物

品质,因此杂种优势利用在农业生产中占有重要的

地位。作物雄性不育系的选育是杂种优势利用的关

键环节, 但利用常规育种方法来选育不育系, 周期

长、见效慢,远远不能满足生产发展的需要。近年来,

通过基因工程创建植物雄性不育系及其恢复系已在

一些作物上获得了成功[1～ 5 ],为作物杂种优势利用

开创了新的前景。近年来,在油菜 Po lim a 不育系中

发现了一个与细胞质雄性不育 (Cytop lasm ic m ale

sterility, CM S) 相关的基因 orf 224 [6, 7 ]; 该基因由

675个碱基组成,编码 224个氨基酸。笔者通过研究

进一步证实了 orf 224确实与CM S 有关[8 ]。本试验

利用 PCR 技术从油菜 Po lim a 不育系中扩增出

orf 224, 并将其克隆到 pGEM 2T Easy 载体上得到

重组质粒 pGEM OR F。在此基础上,用限制性内切

酶将 orf 224 从 pGEM OR F 质粒上切下, 连接在

pB I121质粒的CaM V 35S启动子和NO S终止子之

间,构建了 orf 224 的植物表达载体,以期为创造新

的不育系奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　植物材料　甘蓝型油菜 Po lim a 不育系由华

中农业大学傅廷栋院士提供。

1. 1. 2　菌种和质粒　pB I121质粒和受体菌大肠杆

菌DH 5Α由热带作物生物技术国家重点实验室提供。

pGEM 2T Easy 载体购自 P rom ega 公司。

1. 1. 3　主要化学试剂和酶　限制酶和修饰酶分别

购自华美生物工程公司和 P rom ega 公司; X2Gal,

IPT G 购自 P rom ega 公司; PEG8000,溴化乙锭购自

Sigm a 公司; 限制性核酸内切酶和修饰酶购自华美

生物工程公司; 低熔点琼脂糖、硫酸卡那霉素

(Kanam ycin, Kan)为 Sigm a 公司产品; 化学常规试

剂为国产分析纯。

1. 2　方　法

1. 2. 1　油菜 Po lim a 不育系DNA 的提取　挑选成

熟度好,饱满且表面光滑的种子。先用质量分数为

70%的乙醇处理 30 s, 然后用质量分数为 0. 1%的

H gC l2 消毒 15 m in,用无菌水冲洗 5次后,播于固体

M S 培养基上。在 25 ℃, 16 h 光照,光强 1 500 lx 条

件下培养两周后, 取 2. 0 g 幼嫩的叶片, 按江昌俊

等[9 ]的方法提取DNA。

1. 2. 2　寡核苷酸引物的设计合成及目的基因的扩

增　根据Homm e L Y 等报道的 orf 224序列,设计

下列引物, 由中国科学院微生物研究所在AB I381

型DNA 合成仪上合成。

P rim er 1 5′GC T↓CTA GA A T G CCT CAA CT G
x baÉ

GA T AAA T TC A C 3′
P rim er 2 5′GC G↓A GCTC TCA GCG AAA GA G

S acÉ
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A TC AA G GA T C 3′

目的基因的扩增在 PE 公司生产的 480 型

DNA T herm al Cycler 扩增仪上进行,具体方法详见

文献[ 10～ 12 ]。

1. 2. 3　orf 224 的克隆和DNA 序列测定　将 PCR

扩增的 orf 224基因经低熔点琼脂糖凝胶电泳回收,

然后克隆到 pGEM 2T Easy 载体上, 并转化 E. co li

DH 5Α, 具体操作过程参考文献 [ 13～ 14 ]及 P rom ega

技术手册。DNA 序列测定采用AB I公司 PR ISM TM

R eady R eact ion D ye D eoxyTM T erm inato r Cycle Se2
quencing 试剂盒反应,通过AB I全自动序列分析仪

进行测序分析。

1. 2. 4　表达载体的构建策略　由于 pB I121的多克

隆位点中有 X baÉ 和 S acÉ 酶切位点,而 orf 224 序

列中没有这两个酶切位点序列,所以在利用 PCR 扩

增 orf 224时,在其两端分别加上 X baÉ 和 S acÉ 酶
切位点。这样就使得目的基因两端的酶切位点和

pB I121 中的 X baÉ 和 S acÉ 酶切位点相匹配,故本

试验用 X ba É 和 S acÉ 双酶切分别消化 pB I121 和

pGEM OR F,回收目的基因片段和线状载体,采用粘

端连接策略, 将 orf 224 连接在 pB I121 的 CaM V

35S 启动子和NO S 终止子之间, 从而构建 orf 224

的植物表达载体。

1. 2. 5　orf 224表达载体的构建步骤　具体操作步

骤如下: ①用 X ba É 和 S ac É 双酶切分别消化

pGEM OR F和 pB I121, 采用低熔点琼脂糖法回收

orf 224基因片段和线状载体片段; ②按插入片段与

载体的分子数为 3∶1的比例,连接回收的目的基因

片段和线状载体片段,同时设不加目的基因的连接

反应体系为对照; ③用连接产物转化大肠杆菌

DH 5Α; ④将转化产物均匀涂布在含有 100 m göL 的

Kan 的LB 平板上,于 37 ℃下培养 16 h 后出现单菌

落; ⑤挑取单菌落,分别接种于 3 mL 含 100 m göL
Kan 的LB 培养基中,于 37 ℃下, 300 röm in 振荡培

养 8～ 10 h; ⑥用碱裂解法小量抽提质粒[9 ] ,并进行

琼脂糖凝胶电泳检验和 PCR 及酶切鉴定。
1. 2. 6　orf 224 植物表达载体的检测　以质粒

DNA 为模板,按扩增 orf 224的反应条件进行 PCR ,

电泳检测扩增片段长度。根据 pB I121的酶切位点,

用 S acÉ和 X baÉ消化质粒DNA ,电泳检测酶切结
果。

2　结果与分析

2. 1　orf 224基因的克隆测序

　　以 Po lim a 不育系的DNA 为模板,进行 PCR 扩

增,扩增体系为 50 ΛL ,其中含有 10×T aq酶反应缓

冲液 5 ΛL , dN T P s (2. 5 mmo löL ) 5. 0 ΛL , P rim ers

(10 Λmo löL ) 2. 5 ΛL ,模板DNA 200 ng, T aq DNA

聚合酶 20 Λmo lö(L·m in) , 加水补至 50 ΛL , 再加

50 ΛL 矿物油覆盖反应液。94 ℃预变性 5 m in,然后

按 94 ℃ 1 m in, 50 ℃ 1 m in, 72 ℃ 2 m in 的条件进

行 35 个循环。循环结束后再于 72 ℃继续延伸 10

m in。然后取 5. 0 ΛL 反应液进行电泳检查。结果发

现扩增出了一条 680 bp 左右的DNA 片段。

　1 ATGCCTCAA C T GGA TAAA T T CA CT TA T T T T TCA CAA T TCT TCT GGT TA T G CCT T T TCT TC

61 T T TA CT T TCT A TA T T T TCA T A T GCAA T GA T GGA GA T GGA G TA CT T GGGA T CA GCA GAA T T

121 CTAAAA CTA T GGAA CCAA CT GCT T TCA CA C CGGGGGAA GA CCCTCCT GA G CAA GGGAA GG

181 CT T GGAAAAA A TCGTA GT TC A GA T TCAA GT CGGT TCGA GG TA TCA GCGT T GGCCGCCCA T

241 TA T T T TA TCA T T T TCGT GGT CCCAAAA T T G GGA CCA GT T T TCTA CA T TA T A TA TAA T T T T

301 T T T T GT T T GT T GGGGT T GAA A T GGGGGGTA T TA GGAAA T G AAA T T T GTCA T T TCGGCGTC

361 GGA CCA GA T G GCGTCGCGCC CCCA GCGCT G GA TCTCAA CG A GCGCCCGCC TCT GCA TCT T

421 T T GTA CGCGG A T GT T GA GA G T TCCGA CTCT CAA CAA GCGC GAAA TAA T GA CA T GTA CGCG

481 CA TCT TA GGC GCGTA CA GGA GA TCA CCCAA AAA CTA GA GG GT GA GCGCGA TA TCGT GCGG

541 CGTCAA GCCC TCCT GGA TA T AA T GAAA T GG GA GGTCA GAA GCCT TCA GGA GCA CT T TCGG

601 A TCT T TCGGC A CCT T GA TCG TCT GCGA GA T TCGCA GA GA G CCAA GGT GAA CGA GA TCCT T

661 GA TCTCT T TC GCTGA

图 1　orf 224基因的核苷酸序列
(起始密码子和终止密码子用黑体表示)

F ig. 1　N ucleo tide sequence of orf 224 gene

(T ranslation in it ial codon, translation term ination codon w ere show n in bo ld letters)

　　PCR 产物经质量分数为 1. 5%的低熔点琼脂糖

凝胶电泳回收后, 将其克隆到 pGEM 2T Easy 载体

上并转化大肠杆菌DH 5Α,经蓝白斑选择,酶切鉴定,

筛选出含有插入片断的重组质粒。重组质粒经
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PGE8000 纯化后, 采用AB I公司 PR ISM TM R eady

R eact ion D ye D exoyTM T erm inato r Cycle Sequenc2
ing 试剂盒反应,以 T 7 和 SP6 为通用引物,在AB I

全自动序列分析仪上进行了正反方向测序,测序结

果 (图 1)表明: orf 224由 675个核苷酸组成,起始密

码子为 A T G, 终止密码子为 T GA , 所得序列与

Homm e Y L 等[7 ]报道的序列结果完全一致。并将含

有 orf 224基因的重组质粒定名为 pGEM OR F。

2. 2　orf 224植物表达载体的构建

pB I121是从结瘤农杆菌双元质粒pB IN 19改造

衍生而来的, 带有 GU S 基因, 在 GU S 基因上游为

CaM V 35S 启动子。本试验用 S acÉ 和 X baÉ 酶切
消化 pB I121,切除GU S 基因,保留了CaM V 35S 启

动子,产生约 11. 0 kb 的线状质粒载体,此线状载体

具有 2 个粘性末端。用 S acÉ 和 X ba É 酶切消化

pGEM OR F 质粒,获得带有 2个粘性末端的 orf 224

基因片段 (图 2)。

图 2　S acÉ和 X baÉ消化 pB I121和 pGEM OR F

M 1. ΚDNA öH ind Ë M arkers;M 2. PCR M arkers;

1. pB I121被 S acÉ和X baÉ酶切; 2. 回收的线状载体片段;

3. pGEM ORF 被 S acÉ和X baÉ酶切

F ig. 2　pB I121 and pGEM OR F digested by S acÉ and X baÉ
M 1. ΚDNA öH ind Ë M arkers;M 2. PCR M arkers;

1. pB I121 digested by S acÉ and X baÉ ;

2. T he recovered linear fragm ent of pB I121;

3. pEGM ORF digested by S acÉ and X baÉ

将带有 2 个粘性末端的目的基因片段和大约

11. 0 kb的线状质粒载体连接,由于采用 2个粘端连

接,避免了载体的自身环化,有利于提高连接效率并

达到定向连接的效果。连接产物转化大肠杆菌后,经

过 16 h 的抗性选择培养后在样品平板上长出菌落,

对照平板上无菌落出现,说明载体pB I121的酶切比

较彻底。挑取样品平板上的单菌落进行培养,培养

8～ 10 h后,用碱裂解法小量抽取质粒,并用质量分

数 0. 8%的琼脂糖凝胶电泳,结果出现了滞后质粒。

2. 3　重组质粒的筛选鉴定

以滞后质粒DNA 为模板,按扩增 orf 224 的反

应条件进行 PCR ,扩增得到了约 680 bp 的片段 (图

3) ,表明滞后质粒中存在完整的 orf 224基因。

图 3　重组质粒的 PCR 鉴定

M. PCR M arkers; 1～ 4. PCR 产物

F ig. 3　 Iden tificat ion of recom binan t p lasm id by PCR

M. PCR M arkers; 1～ 4. PCR P roducts

滞后质粒进一步用X baÉ 和 S acÉ 进行酶切鉴
定,结果酶切下一个约 680 bp 的片段 (图 4) , 说明

orf 224 已连接在 pB I121 的 X ba É 和 S acÉ 酶切位
点之间,将此重组子命名为 pB IOR F,从而构建成了

orf 224的植物表达载体。

图 4　重组质粒的酶切鉴定

M 1. ΚDNA öH ind Ë M arkers;M 2. PCR M arkers;

1. 重组质粒X baÉ öS acÉ双酶切; 2. orf 224

F ig. 4　D igestion iden tificat ion of recom binan t p lasm id

M 1. ΚDNA öH ind Ë M arkers;M 2. PCR M arker;

1. Recom binan t p lasm id digested by

X baÉ and S acÉ ; 2. orf 224

3　讨　论

目前利用基因工程创造雄性不育的策略主要是

以绒毡层特异表达基因为启动子,与外源细胞毒素

基因、Β21, 32葡聚糖酶基因以及查尔酮合成酶反义
RNA 等嵌合,阻断花粉发育过程从而达到雄性不育

的目的。例如把绒毡层特异表达的启动子 TA 29与

淀粉芽孢杆菌核糖核酸酶 (barnase)基因相连,得到

一个嵌合基因 TA 292ba rnase, 以 T i质粒为载体转

化烟草和油菜,转基因的花药不能产生功能花粉粒,

导致了雄性不育。这是由于 ba rnase基因在绒毡层

细胞中特异表达,专一地破坏绒毡层的发育,致使花

粉败育。除了雄性不育外,这些转基因植物在其他方
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面都是正常的[2 ]。但这些策略还有一定的局限性和

一些潜在危险性。而本试验所采用的细胞质雄性不

育基因 orf 224 来自植物本身,潜在的危险性较小,

并且将其与CaM V 35S启动子连接,构建了 orf 224

表达载体 pB IOR F,为创造新的不育系奠定了基础,

开创了新途径。
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C lon ing of orf 224 gene co rre la ted w ith cytop lasm ic m ale sterility (CM S)

and its p lan t exp ression vecto r con st ruct ion
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Abstract: orf 224 w as a CM S2rela ted gene discovered in Po lim a cytop lasm. In th is paper, genom ic DNA

of Po lim a CM S line w as u sed as temp la tes, and tw o p rim ers of specif ic o ligonucleo t ides a t 5′and 3′end w ere

u sed, PCR w as perfo rm ed. T he amp lif ica t ion fragm en t w as cloned in to pGEM 2T Easy vecto rs and a recom 2
b inan t p lasm id pGEM OR F w ith orf 224 w as ob ta ined. A p lan t exp ression vecto r w as con structed by in sert2
ing orf 224 gene that cu t from pGM OR F u sing rest rict ion endonuclease in to the site betw een CaM V 35S

p romo ter and NO S term inato r of pB I121. PCR and rest rict ion enzym e digest ion analysis show ed that the

p lan t exp ression vecto r pB IOR F con ta in ing orf 224 gene w as ob ta ined. T h is research created a new m ethod

and founded the basis fo r genera t ing CM S line.

Key words: cytop lasm ic m ale sterility; orf 224; gene clon ing; p lan t exp ression vecto r

21 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 30卷


