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利用mRNA差别显示技术分析拘祀体

细胞胚发生早期基因的差别表达①

崔凯荣② 邢更生 秦 琳 王亚馥③
（兰州大学干旱农业生态国家重点实验室 兰州 730000)

摘 要 本研究选用构祀体细胞胚发生体系中的继代愈伤组织 （对照）、胚性愈伤组织和早期胚体为实验

材料，提取细胞总 RNA，在 12种锚定真核生物 mRNA 3'末端的 OligodTl2VN中，随机选用

OligodT12GA为引物合成了以上三种材料的cDNA第一链，以此cDNA为模板，用随机引物进行

PCR扩增，选择差别表达的片段。我们选用了OPA, OPH, OPK和O PB四组的60个随机引物对所得

的 cDNA进行了PCR扩增，得到了三个在体细胞胚发生早期组织中基因特异表达的片段。结果表明，

在体细胞胚发生早期有胚胎发生特异性基因的表达，而且这种特异表达的基因在继代愈伤组织中没有表

达，说明植物的体细胞胚发生过程就是细胞内基因差别表达的结果。

关键词 mRNA，基因差别表达，PCR，体细胞胚发生，构祀

中图分类号：Q37

Differential Expression of the Gene in Early Somatic Embryogenesis

of匆cium barbarurn L. by modified mRNA Differential Display

CUI Kairong XING Gengsheng QIN Lin WANG Yafu

(The State Key Laboratory of Arid Agroecology of Lanzhou University. Lanzhou 730000)

Abstract Embryogenic calli and early embryo can be obtained from both auxin and auxin-free medium.

The analysis of differential gene expression in early somatic embryogenesis has been hindered by

above-mentioned material. The modifications of the recently described mRNA differential display meth-

od were reported and differential gene expression in early somatic embryogenesis was analyzed. We have

obtained three differential bands of cDNA in early somatic embryogenesis. The results indicate that gene

expression has temperal and spalil order in early somatic embryogenesis of Lycium barbarurn L. Plant

somatic embryogenesis is the results of differential gene expression in cell.
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植物体细胞胚的发生与发育的关键时期是胚性细胞的起始分化、它不仅决定了以后的发育途径，而且决定了

体细胞胚发生的频率 尽管体细胞分化为胚性细胞是受细胞内外各种因子所调控（‘2〕，但最重要的因子是受特

定的基因所控制，是相应基因产物作为胚性细胞形成的分子基础。

mRNA差别显示技术是哈佛医学院的Peng Liang CS〕和Strauss〔’〕于1992年发展的一种用于分离和克隆
哺乳动物正常与异常细胞之间差异表达基因的PCR方法。近年来许多学者对这一技术进行了改进，Sokolov等

①国家自然科学基金 （39770375)和甘肃省自然科学基金的项目；本工作在兰州大学完成。

②目前在中国科学院兰州沙漠研究所做博士后研究工作，兰州 7300000

③通讯联系人
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利用他们改进的技术成功地鉴别和克隆了人体几种组织中差别表达的基因〔10)，他们的技术简单易行、重复性

好、差异片段的回收方便。为此，本项研究利用这一方法，采用本室已建立的名贵药用植物构祀体细胞胚发生体

系，研究体细胞胚发生早期基因差别表达的规律，为胚胎发生和细胞分化等重大理论问题的研究提供重要信息。

1材 料 和 方 法

1.1材料

宁夏构祀（勿cium barbarumL.）种子经常规消毒后，接种在无激素的MS培养基上，取无菌苗的叶片为外

植体，在MS十0.2mg / L 2, 4-D培养基上诱导脱分化产生愈伤组织，将该愈伤组织在MS+0.2mg / L 2, 4-D培

养基上继代 4-5次后转人 MS无激素培养基上，绝大多数愈伤组织可再分化形成体细胞胚。我们分别取继代愈

伤组织、胚性愈伤组织和早期胚体为实验材料。

1.2方法

1.2.1总RNA的提取 1g左右的实验材料在液氮中研磨，悬于4mol/ L的异硫氰酸肌溶液中，经酸性苯

酚和氯仿抽提后，用异丙醇沉淀总RNA, RNA沉淀经70％的乙醇洗1一2次，稍微晾干，最后RNA溶解在适

量的DEPC处理的水中，存于一70℃备用。总 RNA的产量及纯度通过紫外比色计算得知。总 RNA的完整性通

过含3.3％甲醛的1.0％琼脂糖凝胶电泳检测得知。

1.2.2 cDNA第一链的合成 分别以上述三种样品的总RNA为模板反转录合成cDNA第一链‘反应体系

(20川）包括：10pg总RNA, 2.5p mol/ L OligodTl2GA, 251t mol/ L dNTPs, 41il反转录酶缓冲液（5x),

M-MLV反转录酶300单位，反应条件为37C, 1h。用碱性琼脂糖凝胶电泳检测所得cDNA第一链的效果

1.2.3 cDNA片段的PCR扩增 l即1 PCR反应混合液中包括：cD NA第一链反应产物0.如｝，引物！、引

物2（均为Opern公司的十聚体核昔酸随机引物）各0.却mol / L, 1川10 x PCR反应缓冲液，2001unol/ L

dNTPs, 1个单位的Taq DNA聚合酶（华美公司），反应混合物用毛细管封好，在PCR仪（美国ATC 100Z

型）上扩增；扩增条件92 C l s, 40 C 78, 70 C l min, 40个循环反应后，72℃补平4min.

1.2.4 cDNA扩增片段的琼脂糖凝胶电泳分析 取PCR扩增混合物1即！，在1.8％的琼脂糖凝胶 （含助g

EB)上点样、电泳，电泳条件为TBE电泳缓冲液、电压 50V，至酒磺指示剂到达前沿为止，在紫外检测仪上对

凝胶进行观察和摄影。

2结 果

2.1总RNA的提取与cDNA第一链的合成

我们采用异硫氰酸肌一苯酚一氯仿法抽提总RNA，抽提完成后，RNA样品经稀释在紫外 ／可见分光光度计

(DW2000，美国）测定它的OD2so> OD�。和OD280，结果每个样品的OD2so / OD28。均在1.8-2.0, OD211

OD2,。均在2.0以上，这表明所提取的RNA无蛋白质、苯酚和异硫氰酸肌的污染，利用OD,,。的值算出样品的

RNA含量。取一定量的RNA在含有 3.3％甲醛的 】.0%琼脂糖凝胶上进行RNA变性电泳，结果表明RNA样

品没有降解。总RNA用Boehringer Mannheit。公司的OligodT12GA和M-MLV反转录酶进行反转录，得到

相应的cDNA第一链，为了防止模板RNA的降解，在反转录时加人 RNA酶抑制剂RNasin，所得的cDNA第

一链经碱性琼脂糖凝胶电泳检测，表明cDNA第一链的合成完全正常。

2.2 cDNA第一链的PCR扩增和差异片段的筛选

以OligodT12GA作为锚定3‘末端mRNA的引物，分别合成了继代愈伤组织、胚性愈伤组织和早期胚体的

cDNA第一链。然后选取 Opern公司的十聚体核昔酸随机引物对进行 PC R扩增，用了OPA, OPH, OPK,

OPB等60来个随机引物，PCR扩增结果显示大部分随机引物对扩增出的三个样品的带型完全相同 （图1)，经

大量扩增后，筛选出了在三个样品间转录水平不同的cDNA条带，共3个 （图2--4)，这3个条带在胚性愈伤

组织和早期胚体中有扩增，而在继代愈伤组织中均无扩增条带出现。扩增出差异条带的随机引物对分别为：A16
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（5’一AGCCAGCGAA-3'）和 HII（5‘一CTTCCGCAGT- 3')，K10（5‘一GTGCAACGTG-3'）和 K_9

(5'-CACAGGCGGA-3'), K04 (5'-CCGCCCAAAC-3'）和K13 (5'-GGTTGTACAC-3')。为了证明实验

的可靠性，我们除重复3次实验外，还用了没有经反转录的总RNA样品作模板，用同样的引物对进行 PC R扩

增，结果所有的引物对均无扩增条带出现，因此证明所提取的总 RNA中无DNA的污染，实验所扩增出的条带

完全是经反转录后所得 cDNA的扩增条带。

图 1 每组引物扩增出的三个样品
的cDNA片段带型完全相同

I．继代愈伤组织；2.胚性愈伤组织；3．早期胚体。

图2 用OPK10和OPK19引物对扩增
样品所得的差异cDNA片段

吼3 } OPIC04 }ct10PK13 },}物劝犷I
样品所得的差异cDNA片段

图4 甩OP X16和OPHI l弓＼物对扩增
样品所得的差异cI)N入片段

3讨 论

3.1所用实验技术的特点

实验中我们选用总RNA作为反转录的模板，效果很好；已有实验表明〔”’，总RNA或纯化的mRNA作

模板的差别显示结果基本一致，用Oligo(dT)法纯化的mRNA含有少量的Oligo(dT)片段，反而增加了差异表达

的背景，因此在众多的实验中均应用总RNA作为模板。

我们所采用的检测mRNA差别表达的方法是在Sokolov等(10，所建立技术的基础上进行的，他们利用此方

法成功地鉴别和克隆了人体几种组织中差别表达的基因。该方法简单易行、重复性好，而且能迅速地在 mRNA

水平上研究基因的差别表达。与Peng Liang c 8〕和Strauss c 9〕发展的技术相比较有两个显著特点：(1)
DDRT-PCR技术实验时间较长，所检测的cDNA片段仅100-600bp;而我们用的方法可检测出大于3000bp的

cDNA片段；(2) DDRT-PCR技术用6％的测序聚丙烯酞胺凝胶电泳，扩增时要加人同位素，还要做放射自显

bp

- 1】14

--900

-692

--495

--404

--320

～ 242

1 2 ’3 1' 2' 3' 1" 2" 3"
1 2 3

1 2 3 1 2 3
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影，因此实验周期长、成本高、易造成同位素污染，实验的限制因素较多，而且用自显影胶片去对照凝胶切下差

异片段，差异片段又很短，且片段与片段间连接得很紧，这样就不能保证准确地切下差异片段；而我们用的方

法，扩增时不用加人同位素，扩增结果是在琼脂糖凝胶上进行检测，实验设备和操作均很简便，可准确、容易地

回收差异片段，省时、成本低、无污染，在一般实验室就可进行实验，限制因素少。

我们利用mRNA差别显示技术分析了构祀体细胞胚发生早期基因表达的特性，选用了Opern公司的60多

种十聚核昔酸随机引物进行PCR扩增，总共获得 1000多条扩增条带，其中找出差异条带3个。对所选的引物

来说，3条差异带的比例合适，根据我们所用的实验材料，绝大多数的cDNA条带应是一致的，少数有差异的

cDNA片段反映了不同材料中基因表达的差异。

3.2体细胞胚发生早期基因差别表达的特点
植物的形态建成主要是在种子萌发以后发生的，但是成熟植株的整体框架 （overall architecture)在胚胎发

生时期已经建立〔12)，迄今为止，尚未鉴定几个胚胎发生早期特异表达的基因，主要是因为胚和周围母体组织的

质量比例的技术难题和缺乏鉴定有关基因的分子及细胞标记(3l。而植物体细胞胚的实验结果〔4一7〕为了解胚胎

发生早期的分子及细胞变化提供了重要信息。植物体细胞胚的发生过程实质上就是脱分化的体细胞再分化的过

程，其关键时期是胚性细胞的起始分化，因此研究体细胞胚发生早期基因的差别表达对胚胎发生和细胞分化分子

机理的探讨具重要意义。

本项研究结果表明，在构祀的体细胞胚发生早期基因的表达具时空顺序性，在胚性愈伤组织和早期胚体中有

特异基因的表达，这种在体细胞胚发生早期特异表达的基因在继代愈伤组织中没有表达，因此它是胚胎发生相关

性基因，这种基因的表达对胚胎发生具诱导和促进作用，这进一步说明植物体细胞胚发生过程就是细胞内基因差

别表达的结果，在外界条件，如激素等刺激下，植物体细胞中的与胚胎发生的启动有关、控制胚胎发生、促进细

胞分化的基因进行表达，其结果是产生相应的胚性细胞所特有的蛋白质，这些蛋白质可作为结构蛋白、贮藏蛋

白，更重要的是作为酶或基因调控因子起作用，促进体细胞转化为胚性细胞，进人胚胎发生过程。
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