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摘 要 采用单引物 F71GHF 扩增的方法，从新疆野生植物盐角草（3+,#0(*$#+ %)*(4+%+）中克隆获得了 !)9IJ 的 AK*6
片段，经过测序和序列分析，发现基因片段包含了 (*-56 基因完整的读码框架。采用序列同源性分析方法，结果显

示新疆盐角草 (*-56 基因与甜菜线粒体同源性高达 "2L，与烟草线粒体同源性达到 "4L，与小麦同源性为 "#L，与

玉米同源性为 22L，表明 (*-56 基因在植物中是高度保守的一种基因，同时说明野生植物盐角草中也存在与农作

物相似的雄性不育相关基因，(*-56 基因编码的功能性蛋白可能在影响植物雄性不育改良作物品种方面具有重要

的意义。
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植株雄性不育是一种植物在有性繁殖过程中不能产生

正常的花药、花粉或雄配子的遗传现象，它广泛存在于开花

植物中。植物雄性不育是作物杂种优势利用的重要途径，已

成为许多农作物育种的主要方向和目标，并且在生产上取得

了很大的成功，如我国杂交水稻种植面积占水稻总面积的

E3L N 44L，其产量较常规品种增产 #$L N %$L。植物雄性

不育性状的分类和遗传机制是杂种优势利用的基础，在这方

面已取得许多研究进展，尤其是在不良性状遗传上，已建立

了较为科学的理论体系，并用于指导雄性不育系的选育和农

作物的改良。

自上世纪 "$ 年代初 O,/>,->（!""$，!""#）［!，#］等开始利用

基因工程创造植物雄性不育以来，至今已初步建立了几种创

造雄性不育的体系。K8 5(’AI（!""9）等［%］和傅荣昭（!""9）

等［E］也相继将雄性不育体系用于小麦的研究，但均沿用了

O,/>,-> 等人开创的花药特异性启动子驱动 5,/-,P8 基因来构

建雄性不育基因的体系。李艳红（!"""）等［4］以克隆的肌动

蛋白基因为基础构建了新的雄性不育嵌合基因导入普通小

麦取得了可喜的结果。</>A K.A’P（#$$!）等［3］对甜菜进行了

研究，发现了 Q 型细胞质雄性不育与线粒体有关。O,/>,--8
5) R=>ST（#$$#）等［9］利用显微镜技术直接从形态学方面对细

胞质雄性不育进行了研究，使人们对雄性不育有了更直观的

了解。

盐角草（3+,#0(*$#+ %)*(4+%+）为藜科（!"%$(4(7#+0%+%）盐角

草属（3+,#0(*$#+）植物。一年生草本，高 !$ N E$A=，生于新疆

南北疆平原地区盐湖边、盐化沼泽边、潮湿盐土及重盐土上，

为一种耐盐碱的植物，其对于利用野生耐盐碱植物来改良作

物性状，培育作物新品种，改良盐碱土壤和退沙还耕均有重

要的意义。因此本文运用 F71GHF 技术从盐角草 =F*6 中

扩增出 (*-56 基因片段，发现 (*-56 基因是一类与雄性不育密

切相关的基因，试想从转录阶段来探讨植物雄性不育的遗传

机制，以期为作物优良品种的培育提供科学的理论指导。

! 材料和方法

!"! 材料和试剂

盐角草采自新疆五家渠干旱盐碱地区，UOK!217 测序载

体购自 7,V,F, 公司，大肠杆菌 KW4!菌株为本实验室保藏菌

种。F*6 提取试剂盒、GHF 产物回收试剂盒、K*6 =,/I8/、
84$ X 和 34" X 限制酶、8;7,Y 酶以及 F71GHF 和 GHF 引物均

购自 7,I,F, 公司；测序试剂盒购自美国 G< 公司，其它试剂

均为分析纯。

!"# 盐角草总 $%& 的提取

依据操作试剂盒进行。

!"’ $()*+$ 反应

根据 已 发 表 的 58S, Z.([,/>P 线 粒 体 (*-56 基 因 序 列

（65$#$$3#），设 计 GHF 引 物 序 列 为：4\17H676Q67HQ77H1
H7Q6666HQ1%\，依照 7,V,F, F*6 GHF V>S 操作指南进行，反

转录用 ](>[’（D7）作 下 游 引 物，反 应 条 件：E#^ %$=>-，""^
4=>-，4^4=>-。GHF 反应用 (*-56 基因序列设计特异性引物，

扩增参数："E^4=>-；"E^%$P，4!^%$P，9#^%=>- E$ 个循环；

9#^!$=>-，反应产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。



!"# $%&’( )*+* ,-./ 的克隆

按 !"#"$" 公司 %&$ ’(")*+,- $+./0+(1 #2- 说明书进行

%&$ 产物的回收。回收的 !"#$% .345 片段与 673 89:! 载体

在 !; 345 连接酶的作用下 8<=过夜，使 !"#$% .345 连接到

673 89:! 的载体上。连接产物转化感受态细胞，感受态的

制备及转化按参考文献［9］。

!"( 重组质粒的鉴定

按相关的参考文献［9］进行质粒 345 的小量提取，提取

后的质粒用 &’(> 和 )’*> 双酶切进行重组质粒的鉴定，酶切

反应结束后进行琼脂糖凝胶电泳鉴定，正确的克隆进行质粒

的大量提取。

!"0 盐角草 $%&’( ,-./ 的序列测定及序列分析

为鉴定克隆的 .345 序列，对 67389:!? /(@AB 重组质粒

进行纯化，并用 C."CDE! 6(2*+( $F:7 和 C."CDE! 6(2*+( 78G:
;H 对盐角草 !"#$% .345 在 %DGHH 全自动测序仪进行双向

345 序列测定，所得序列用 %D 公司 E+IDJ 08K L K G 软件进行

分析。

’ 结 果

’"! 123451 产物鉴定

利用提取的总 $45，以 MN2)/（J!）为引物进行反转录得

到单链 .345，再以设计的 %&$ 单引物进行扩增得到 !"#$%
基因片段。$!:%&$ 产物经 8O琼脂糖凝胶电泳鉴定（见图

8），可见一条约 8HLLP6 的条带，与我们预计的 8HLLP6 一致。

图 8 盐角草 !"#$% 基因 $!:%&$ 结果

’2)K 8 $!:%&$ /@ /(@AB .345 @(/* )+,-.!"(-+ /0"!’+/+

8 K 3QALLL *"(R+(；

A K !"#$% .345 @(/* )+,-.!"(-+ /0"!’+/+

’"’ 测序载体的构建及其鉴定

$!:%&$ 产物与克隆载体 67389:! 连接，构建了重组质

粒 67389:!? /(@AB。重组质粒用 &’(> 和 )’*> 酶切，切出约

8HLLP6 的 345 片段（图 A），与预计的连接片段大小相同。

’"6 盐角草 $%&’( ,-./ 序列测定及序列分析

对 67389:!?/(@AB 重组质粒用 C."CDE! 6(2*+( $F:7 和

C."CDE! 6(2*+( 78G:;H 进行双向测序，部分测序结果如图 G。

’"# 对所测序列进行同源性分析

用 345754 对盐角草 !"#$% 基因与甜菜、烟草、小麦、玉

米 !"#$% 基因进行同源性分析，其同源性分别为 S9O、SBO、

SAO和 99O（见图 ;），表明所克隆的 .345 为 /(@AB .345，测

定序列区间包含了 BT端的 !"#$% 的部分读码框架。

图 A 67389:!?/(@AB 酶切分析

’2)K A >J+,-2@2."-2/, /@ -U+ 67389:!? !"#$%

8K 3QALLL *"(R+(；

AK 32)+V-2/, /@ 67389:!? !"#$% W2-U &’(! ",J )’(!

图 G 盐角草 !"#$% 基因 BT端的 .345 序列测定结果

’2)KG !U+ V+IX+,.+ /@ !"#$% BT .345 2, )+,-.!"(-+ /0"!’+/+

6 讨 论

本研究通过单引物 $!:%&$ 技术扩增盐角草 !"#$% 基

因，根据甜菜（1/2+ 30,4+"-5）的线粒体 !"#$% 基因序列设计一

条引物，通过引物与基因序列的同源性分析，发现该引物既

能作为上游引物，又能作为下游引物，以合适的 %&$ 条件即

可扩增出目的基因片段。对于单引物 %&$ 条件进行的探索

表明，单引物 %&$ 退火温度比普通 %&$ 退火温度要稍高一

些，一般比引物 6* 值低 G=左右，其余条件与普通 %&$ 相

同。从盐角草总 $45 中扩增出的目的片段与甜菜线粒体

!"#$% 基因同源性达到了 S9O，与烟草线粒体 !"#$% 基因同源

性达到了 SBO，与小麦的 !"#$% 基因同源性为 SAO，与玉米

同源性为 99O，说明 !"#$% 基因在植物中是高度保守的，

!"#$% 基因可能编码了一个保守的蛋白产物［S］。并且 !"#$%
基因位于线粒体基因组，其功能可能与细胞质雄性不育有

关。

!",) 等发现了高粱的细胞质雄性不育品系 >E888A&，该

品系含有一个新的开放读框，其中包含了 !"#$% 基因序列，被
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称为 !"#$%&［’%］。()*+,", 小组发现光周期敏感型细胞质雄性

不育小麦品系（-../0.,12*3 .*45）的 !"#$% 基因转录产物比正常

小麦品系（6!0.,12*3 .*45）的 !"#$% 基因转录产物多大约 7%%
个核苷酸，说明 !"#$% 的转录模式与光周期敏感的细胞质雄

性不育现象相关。同时也表明 !"#$% 基因编码的异常蛋白产

物可能导致线粒体机能不良，从而影响了花的形态形成途

径，尤其是决定器官特性的过程［’’］。

图 8 盐角草 !"#$% )545 与甜菜、玉米、烟草和小麦 /"#$9 )545 同源性比较

:*);8 </2/./)= ,4,.=1*1 /# >+5 !"#$% 3?@- /# &’()*!"+)’ ,-"!.’,’ A*>+ /,0’ 1-(2’")3，B,*C5，@*3/>*,4, ,4D E+5,>

/"#$9 基因在玉米中以单拷贝形式存在，并且在 8 种主要

的玉米细胞质（@，F，G ,4D H）和烟草中进行转录。预计

(I:$9 多 肽 在 玉 米 中 分 子 量 为 $8; 7J8K?，在 烟 草 中 为

$$L87&K?。在 8 种玉米细胞质和烟草中 !"#$% 基因有几个核

苷酸和预测的氨基酸发生了变化。不同种之间 !"#$% 序列在

保守性和转录方面的性质说明了 !"#$% 基因是一个具有功能

的线粒体基因。对细胞质雄性不育品系 F 恢复系和未恢复

系的 !"#$% 基因序列进行比较没有发现差异，因此 !"#$% 基因

的核酸序列与可育性的恢复无直接关系［’$］。

上述研究结果表明 !"#$% 基因在植物中是非常保守的，

而且在植物细胞质雄性不育中起着重要的作用。这为进一

步研究盐角草 !"#$% 基因的功能，以及为利用该基因改良农

作物品种方面奠定了理论基础。
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