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摘　 要： 春性甘蓝型油菜杂交种由于发育期较长，极大地限制了该油菜在高寒地区的推广。 为了从春性特

早熟甘蓝型油菜中筛选出苗期和蕾期差异表达的基因，该研究以春性特早熟甘蓝型油菜为材料，利用

ｃＤＮＡ⁃ＡＦＬＰ 技术筛选出 １ 个春性特早熟甘蓝型油菜苗期特异表达的基因片段，并采用 ＲＡＣＥ 技术成功分离

克隆了该基因，命名为 ＢｎＦＹ３４。 通过对该基因的测序和生物信息学分析，发现该基因序列大小为 ４５５ ｂｐ，
包含完整的开放阅读框（ＯＲＦ），编码一个由 ７１ 个氨基酸残基组成的蛋白，推测的蛋白质分子量为 ８．０４ ｋＤ，
理论等电点为 １０．２５，其三级结构中含有 ３ 个 α 螺旋，不含 β 折叠。 同时，将 ＢｎＦＹ３４ 基因与甘蓝型油菜基因

组序列进行比对，结果显示 ＢｎＦＹ３４ 基因位于 Ｃ４ 染色体上，由 ３ 个外显子和 ２ 个内含子组成。 另外，通过对

该基因与其他植物同源基因的亲缘关系进行了分析，结果表明 ＢｎＦＹ３４ 基因与芸薹属植物属于同一亚族，并
且与甘蓝型油菜中已报到的未诠释基因 ＸＭ＿０１３８３７２８２．１ 的相似度达 １００％，其功能有待进一步研究。 该研

究结果对春油菜产量和品质的早熟转基因育种具有重要意义。
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　 　 油菜是十字花科芸薹属植物，是我国重要的

油料作物之一。 青海省是春油菜产区，主要种植

春性甘蓝型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ）和春性白菜型油

菜（Ｂ． ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ） ２ 种，春油菜种植区域绝对无霜

期短，适合早熟性品种种植，春性甘蓝型油菜杂交

种产量高、品质好，但生育期长，不能在春性白菜

型油菜产区正常成熟 （Ｄｕ ｅｔ ａｌ，２０１０）。 因此，选
育具有广适性的春性甘蓝型油菜早熟品种，不仅

可扩大春油菜产区油菜种植区域，而且还可以提

高白菜型油菜产区的油菜产量，为社会带来巨大

的经济效益和社会效益 （Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ，２０１１）。 近年

来，分子育种已成为目前国内外油菜育种研究的

重点内容之一 （汤华等，２００６）。 转基因育种日趋

成熟，且广泛应用于油菜遗传育种当中，大大提高

了育种的效率。 对油菜早熟性状进行转基因育

种，首先必须弄清影响早熟性状的关键基因的结

构、功能及表达模式。 因此，筛选和分离苗期向蕾

期转换相关的基因，将有助于探究油菜早熟分子

机理，为油菜熟期改良分子育种工作提供有价值

的基因资源和理论依据 （Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ，２０１４）。

植物发育受许多特异性基因按一定的时空顺

序启动和关闭表达所控制。 模式植物拟南芥的研

究表明，植物开花是在 ４ 种途径 （光周期途径、自
主途径、春化途径和赤霉素途径）内源和外源信号

同时诱导下，多个特异性基因在时间和空间上顺

序表达的结果 （罗玉秀和罗春燕，２０１５）。 在控制

植物成花的五个途径中，自主开花途径的分子机

理尚不清楚。 目前，自主途径相关的 ６ 个基因

ＦＶＥ、ＦＣＡ、ＦＰＡ、ＦＬＤ、ＬＤ 和 ＦＹ 在拟南芥中都已被

克隆，这些基因可能参与染色质转录后修饰，通过

抑制 ＦＬＣ 基因的表达促进开花 （张生萍等，２０１６；
Ｈｕ ｅｔ ａｌ，２０１４）。 尽管自主途径在拟南芥中研究的

很多，但在油料作物油菜中的研究还处于起步阶

段。 ｃＤＮＡ 扩增性片段长度多态性 （ ｃＤＮＡ⁃ＡＦＬＰ）
是一种基于 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＡＦＬＰ 相结合的实验技术，
该技术已成功用于植物生物学的各个领域，比如

植物响应非生物胁迫，植物－微生物的相互作用，
植物激素信号转导和植物之间差异表达基因分析

等。 本研究以 ８６ 号油菜 （春性甘蓝型油菜与青藏

高原白菜型油菜种间杂交的新品系）为材料，用
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ｃＤＮＡ⁃ＡＦＬＰ 技术分离苗期和蕾期差异表达片段，
筛选和鉴定控制开花时间的新基因，并利用生物

信息学技术对该基因进行同源性分析和功能分

析，为优质、早熟油菜分子育种奠定基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

实验材料为春性甘蓝型油菜与青藏高原白菜

型油菜种间杂交获得的 ８６ 号品系，其表现特早

熟，对光周期和春化不敏感，由青海大学农林科学

院春油菜研究中心提供。 首先选取籽粒饱满的种

子种植于人工气候箱中，设置的培养条件为温度

２２ ／ １８ ℃ （昼 ／夜），１６ ｈ 光照 ／ ８ ｈ 黑暗，光照强度

为 ３５０ μｍｏｌ·ｍ ⁃２·ｓ⁃１，相对湿度为 ６０％；然后分别

取其苗期（两叶一心）和蕾期（现蕾初期）的茎尖

嫩叶，液氮速冻后保存于－８０ ℃冰箱备用。
所用 主 要 试 剂 及 试 剂 盒： 大 肠 杆 菌 菌 株

ＤＨ５α，克隆载体 ｐＭＤ１８⁃Ｔ、各种内切酶、Ｔ４ 连接

酶、引物接头、植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒，反转录试

剂盒。 各试剂盒由 ＴａＫａＲａ 公司提供，所用引物由

上海生工合成，引物序列见表 １。
１．２ 总 ＲＮＡ 提取和双链 ｃＤＮＡ 合成

按照试剂盒说明，采用 ＴａＫａＲａ 公司的 ＲＮＡｉｓｏ

表 １　 本研究所用引物和接头序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ａｄａｐｔｏｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

用途
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

名称
Ｎａｍｅ

序列 （５′⁃３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）

接头
Ａｄａｐｔｏｒ

ＰＦ ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＡＴＧＣＡ

ＰＲ ＴＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣＴＡＣ

ＭＦ ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ

ＭＲ ＴＡＣＴＣＡＧＧＣＴＣＡＴ

预扩增
Ｐｒｅ⁃ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＰＯ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＡＴＧＣＡＧ

ＭＣ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣ

选择性扩增
Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｃａｉｔｏｎ

Ｐ０８ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＡＴＧＣＡＧＧＣＴ

ＭＣ０９ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＣＡ

３′⁃ＲＡＣＥ １００⁃８⁃３ＲＡＣＥ１ ＡＧＴＡＴＣＴＡＡＧＡＣＡＧＴＣＧＣＡＡＴＧＴＴＴＣＣ

１００⁃８⁃３ＲＡＣＥ２ ＣＡＧＴＣＧＣＡＡＴＧＴＴＴＣＣＴＣＴＧＴＧＴＡＡ

５′⁃ＲＡＣＥ １００⁃８⁃５ＲＡＣＥ⁃１ ＴＧＧＡＴＴＡＣＡＣＡＧＡＧＧＡＡＡＣＡＴＴＧＣＧ

１００⁃８⁃５ＲＡＣＥ⁃２ ＣＡＧＡＧＧＡＡＡＣＡＴＴＧＣＧＡＣＴＧＴＣＴＴＡＧＡ

Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒提取苗期和蕾期叶片的总 ＲＮＡ，用
ＤＮａｓｅⅠ除去提取的 总 ＲＮＡ 中 残 留 的 基 因 组

ＤＮＡ。 取苗期和蕾期各 ５ 个单株的总 ＲＮＡ 将其等

量混合，形成两个样品（苗期和蕾期）。 ｃＤＮＡ 第 １
链和第 ２ 链的合成参照 Ｔ Ｄｏｕｂｌｅ⁃Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎ⁃
ｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒方法进行。
１．３ ＢｎＦＹ３４ 特异片段的获得

ｃＤＮＡ⁃ＡＦＬＰ 技术流程及体系参考 Ｙｕ ｅｔ ａｌ

（２０１１）中的方法进行。 将 ｃＤＮＡ 双链经 ＰｓｔⅠ ／ Ｍｓｅ
Ⅰ双酶切后，用 Ｔ４ 连接酶将 Ｐｓｔ Ｉ 和 Ｍｓｅ Ｉ 的接头

与酶切产物相连接；最后将连接产物稀释 ５ 倍后

作为模板，先用预扩增引物 ＰＯ ／ ＭＣ 进行预扩增，
ＰＣＲ 反应程序如下： ９４ ℃ ３ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５６ ℃
３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，２０ ｃｙｃｌｅｓ；７２ ℃ ５ ｍｉｎ；４ ℃保存。
然后，将预扩增产物稀释 ２５ 倍后作为选择性扩增

的模板，用选择性引物 （ Ｐ０８ ／ ＭＣ０９） 进行扩增。
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ＰＣＲ 扩增条件： ９４ ℃ ３ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，６５ ℃ ３０
ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，１３ ｃｙｃｌｅｓ，每循环降 ０．７ ℃ ；９４ ℃ ３０
ｓ，５６ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，２３ ｃｙｃｌｅｓ； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ；４
℃保存。
１．４ ＢｎＦＹ３４ ｃＤＮＡ 全长克隆

用 ６％的聚丙烯酰胺凝胶电泳将选择性扩增

产物进行分离，然后将差异片段聚丙烯酰胺凝胶

条带切胶回收纯化后为模板，用 Ｐ０８ ／ ＭＣ０９ 引物

进行二次 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 反应条件与选择性扩增

反应相同。 将扩增产物用 １．０％的琼脂糖凝胶进

行分离并切胶回收纯化，回收纯化产物经连接、转
化和单克隆培养，挑取白斑进行菌液验证后送上

海生工测序。 测序结果在 ＮＣＢＩ 网站上进行 Ｂｌａｓｔ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ） 比对，根
据 ｃＤＮＡ⁃ＡＦＬＰ 得到的差异片段的测序结果，分别

设计 １ 对 ３′⁃ＲＡＣＥ 和 ５′⁃ＲＡＣＥ 特异引物（表 １），
按 ＴａＫａＲａ 公司的 ３′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ Ｖｅｒ． ２． ０
和 ５′⁃ＲＡＣＥ Ｋｉｔ 获得 ｃＤＮＡ 全长序列。 ＰＣＲ 反应

体系为 １０ μＬ，ＰＣＲ 反应体系包括 ｃＤＮＡ 模板 ２
μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ １．４ μＬ，２．５ ｍｏｌ·Ｌ⁃１ ｄＮＴＰｓ １ μＬ，１０
ｐｍｏｌ·Ｌ⁃１ 的上下游引物各 ０． ３ μＬ， ｒＴａｑ ０． ２ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ ４．８ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序为 ９４ ℃ 预变性 ３
ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ２ ｍｉｎ，３０ 个循

环；７２ ℃ 延伸 ７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物的回收、连接、转
化、鉴定、测序等步骤同上。
１．５ ＢｎＦＹ３４ 序列分析

将获得的 ＢｎＦＹ３４ 基因序列在 ＮＣＢＩ 网站上进

行 Ｂｌａｓｔ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．—ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．
ｃｇｉ） 比 对， 用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．
ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｏｒｆ ／ ｇｏｒｆ． ｈｔｍｌ） 寻找开放阅读框；通过

ＤＮＡＳｔａｒ 软件进行多重序列比较和氨基酸同源性

分析， 利用产生的比对序列用 ＭＥＧＡ４．０ 软件构建

系统发育树。

２　 结果与分析

２．１ 总 ＲＮＡ 提取和双链 ｃＤＮＡ 合成

提取的总 ＲＮＡ 经 １．０％琼脂糖凝胶电泳检测

结果表明，２８Ｓ、１８Ｓ 和 ５Ｓ 条带清晰，且 ２８Ｓ ＲＮＡ
的亮度约为 １８Ｓ ＲＮＡ 的 ２ 倍（图 １）；经紫外分光

光度计检测，ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ 的值在 １．９ ～ ２．０，说明

提取的 ＲＮＡ 纯度较高、完整性较好，没有基因组

ＤＮＡ 残留，可用于后续实验。

注： Ａ． 苗期叶片； Ｂ． 蕾期叶片。
Ｎｏｔｅ： Ａ． Ｌｅａｖｅｓ ｉｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅ； Ｂ． Ｌｅａｖｅｓ ｉｎ ｂｕｄ ｓｔａｇｅ．

图 １　 总 ＲＮＡ 琼脂糖凝胶电泳检测
Ｆｉｇ． １　 ＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ

合成的双链 ｃＤＮＡ 经 １．０％琼脂糖凝胶电泳检

测，结果显示双链 ｃＤＮＡ 呈现为 ３００ ～ ３ ０００ ｂｐ 的

弥散条带，符合植物双链 ｃＤＮＡ 的特征，可以用于

进一步的试验分析。
２．２ ＢｎＦＹ３４ 特异片段的获得

利用 Ｐ０８ ／ ＭＣ０９ 组合对 ８６ 号油菜苗期（两叶

一心）和蕾期（现蕾初期）叶片差异表达基因进行

分析，获得了 １ 条 １５８ ｂｐ 的在苗期特异表达的基

因片段，经同源性比对，该段序列位于甘蓝型油菜

的 Ｃ４ 染色体上，该基因序列与甘蓝型油菜中的未

知功能基因 ＸＭ＿０１３８３７２８２．１ 的相似度达 １００％，
命名为 ＢｎＦＹ３４。
２．３ ＢｎＦＹ３４ ｃＤＮＡ 全长克隆

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中已报道的甘蓝型油菜

未知基因 ＸＭ＿０１３８３７２８２． １ 与 ＢｎＦＹ３４ 基因序列

的保守区，用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 设计 ＲＡＣＥ 引物，用 ８６ 号甘

蓝型油菜苗期叶片 ｃＤＮＡ 为模板，采用 ３′和 ５′
ＲＡＣＥ 技术扩增出了 ＢｎＦＹ３４ 基因 ３′端 ２２４ ｂｐ 的

序列和 ５′端 ２９２ ｂｐ 的序列，两端序列中间部分重

叠。 经拼接，获得了 ＢｎＦＹ３４ 基因的 ｃＤＮＡ 全长

４５５ ｂｐ（图 ２）。
ＢｎＦＹ３４ 基因与甘蓝型油菜基因组（ＮＣ＿０２７７７０．１）
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注： 下划线部分表示 ３′和 ５′ＲＡＣＥ 引物设计部位； 方框表示起始密码子和终止密码子部位；
蓝色表示第一外显子； 绿色表示第二外显子； 红色表示第三外显子。

Ｎｏｔｅ： Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ３′ ａｎｄ ５′ＲＡＣＥ ｐｒｉｍｅｒｓ； Ｂｏｘｅｓ ｓｈｏｗ ｔｈｅ Ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ ａｎｄ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ；
ｔｈｅ ｂｌｕｅ， ｇｒｅｅｎ ａｎｄ ｒｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ， ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ａｎｄ ｔｈｉｒｄ ｅｘｏｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 ２　 ＢｎＦＹ３４ 基因 ｃＤＮＡ 全长序列
Ｆｉｇ． ２　 ｃＤＮＡ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＢｎＦＹ３４ ｇｅｎｅ

图 ３　 ＢｎＦＹ３４ 基因系统进化树分析　
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ＢｎＦＹ３４
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序列比对结果发现，该基因由 ３ 个外显子，两个内

含子组成。 第一外显子最短（２８ ｂｐ），第三外显子

最长（２８６ ｂｐ）。 另外，ＢｎＦＹ３４ 基因在甘蓝型油菜

的 Ｃ２ 染色体上存在同源区段。 ＢｎＦＹ３４ 基因包含

完整的编码框（图 ２），ＢｎＦＹ３４ 基因的编码序列全

长为 ２１６ ｂｐ，编码 ７１ 个氨基酸残基组成的蛋

白质。
２．４ ＢｎＦＹ３４ 序列分析

ＢｎＦＹ３４ 基因序列分析结果表明，该基因与已

公布的甘蓝型油菜未知基因 ＸＭ ＿０１３８３７２８２． １
（Ｃ４）相似度达 １００％；与甘蓝型油菜 Ｃ２ 染色体上

的转录因子 ＸＭ＿０１３８２０３３２．１ 和 ＸＭ＿０１３８２０３３３．１
的相似度分别为 ８８％和 ８７％；与深山南芥亚种未

知功能基因 ＸＭ＿００２８７３３４２．１ 相似性为 ９０％。 进

一步分析该基因与其他植物同源基因的亲缘关

系，图 ３ 结果表明，８６ 号甘蓝型油菜 ＢｎＦＹ３４ 基因

与芸薹属属于同一亚族，与甘蓝型和白菜型油菜

亲缘关系最近。
氨基酸序列分析结果显示，ＢｎＦＹ３４ 蛋白相对

分子质量和理论等电点分别为 ８．０４ ｋＤ 和 １０．２５。
通过 ＳｉｇｎａｌＰ４．０ 预测结构表明，ＢｎＦＹ３４ 为非分泌

蛋白。 ＴＭＨＭＭ 跨膜预测结果表明，ＢｎＦＹ３４ 为非

膜蛋白。 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 网上在线预测了 ＢｎＦＹ３４
的三级结构，结果显示该蛋白含有 ３ 个 α 螺旋，不
含 β 折叠。

早熟是春性甘蓝型油菜的重要育种目标之

一。 现蕾是其从营养生长向生殖生长转变的一个

重要标志（罗玉秀和罗春燕，２０１５）。 在模式植物

拟南芥中，与成花相关的数十个基因被相继克隆，
而同为十字花科的芸薹属植物甘蓝型油菜中只有

少数 开 花 相 关 基 因 被 克 隆， 如 光 周 期 基 因

（ＢｎＣＯ），自主开花基因 ＢｎＦＣＡ、ＢｎＦＬＤ 等（ Ｌｕｏ ｅｔ
ａｌ， ２０１４；张生萍等，２０１６；Ｈｕ ｅｔ ａｌ， ２０１４）。 本研

究采用 ｃＤＮＡ⁃ＡＦＬＰ 技术成功筛选出了一个苗期

特异表达的基因片段，并采用 ＲＡＣＥ 技术对其进

行了全长序列克隆，序列分析发现该基因在 Ｃ４ 染

色体上，编码 ７１ 个氨基酸残基组成的蛋白。 该基

因的时空表达模式以及功能有待进一步研究。
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