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摘要：利用 cDNA-AFLP 技术，对白菜核雄性不育两用系可育株群和不育株群分析显示：花蕾之间基因表达存

在差异；莲座期叶片之间、开花期叶片之间和花茎之间基因表达无差异；叶片、花茎和花蕾之间基因表达存在差异。

对开花期的小蕾、中蕾和大蕾分析显示：10 对引物中，1 对在可育株中蕾和大蕾中扩增出 1 条特异带，另 1 对扩增

出 1 条在可育株中蕾中表达丰度高于不育株中蕾的条带，其余 8 对未发现差异条带。对上述表达丰度有差异的基

因进行 Northern 验证，结果与之一致，表明 cDNA-AFLP 技术可以用于植物雄性不育基因表达差异的研究。
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Abstract：To determine differential expression of genic male sterility A / B lines in Chinese cabbage-pak-choi
（Brassica campestris ssp. chinensis Makino var . communis Tsen et Lee），cDNA-AFLP was analyzed，in dif-
ferent development stages and different tissues by using RNA fingerprinting technique. No obvious differential
expressions were observed in rosette leaves，florescence leaves，and scapes. Some differential expressions were
found in buds of A / B lines and among leaves，scapes and buds. Buds collected in different development stages
with 10 primer combinations were analyzed. With one pair primer，a unique band between middle buds and large
buds in B line was obtained；and with another one pair primer，one band reflected a higher gene-expression level
in A line than that in B line was obtained. No unique bands were found with the other primer combinations. The
bands reflected different gene-expression level were confirmed by Northern hybridization . All the results indicate
that cDNA-AFLP is a suitable tool for study of differential expression of genic male sterility in plants.
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RNA 指纹技术可以揭示基因调控在 RNA 水平

的表现，并进一步阐明其调控方式。Liang 等根据

高等生物成熟 mRNA 带有 polyA 尾巴的特性，用特

异的锚定引物反转录后，进行 PCR 扩增，建立了

mRNA 差异显示技术（mRNA differential display，

mRNA DD）［1］。但该技术存在假阳性高、重复性

差、3'端引物倒数第二个碱基的简并性使得某些差

异条带不能被扩增等缺点。1996 年 Bachem 等发展
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了一种新的方法，将 AFLP 用于 mRNA 表达差异分

析，即 cDNA-AFLP。cDNA-AFLP 指纹技术重复性

高、假阳性低，可准确地反映基因间表达量的差异，

可广泛用于植物分子生理过程的基因表达特性的研

究［2］。

白菜（ Brassica campestris L . ssp. chinensis
Makino）为典型的异花授粉作物，具有明显的杂种

优势。虽然可用自交不亲和系生产 F1 代种子，但由

于亲本繁殖困难、自交系多代生活力下降及易受环

境影响等原因，很难保证 100%的杂交率，自交不亲

和系的应用受到一定的制约。雄性不育系是白菜等

十字花科植物生产一代杂种的理想系统。因此，雄

性不育的选育及其应用研究倍受重视。白菜核不育

两用系自 20 世纪 70 年代培育成功以来，已在生产

一代杂种中发挥了重要作用［3］。但是，对其遗传规

律的认识还停留在形态学和细胞学水平，产生雄性

不育的分子机理还不清楚，获得不育系还需要通过

转育、选择配合力测定等一系列工作，费时、费工，限

制了雄性不育系在生产上的进一步应用［4］。因此，

从分子水平研究白菜雄性不育机理具有重要的实践

和理论意义。本研究采用 cDNA-AFLP 对白菜核雄

性不育两用系可育株群与不育株群的不同时期、不

同部位的 mRNA 的表达差异进行比较分析，为揭示

芸薹属等植物雄性不育的分子机理提供证据。

1 材料与方法

1 .1 材料

以浙江大学蔬菜研究所细胞与分子生物学实验

室经多代测交保存的白菜核隐性雄性不育两用系

（982A / B）的可育株群和不育株群为材料。2001 年

9 月 25 日播于苗床，10 月 25 日移栽于试验田，田间

管理同常规。莲座期，取莲座叶备用，并对调查的植

株编号挂牌，直到开花期调查其育性情况。抽薹开

花期，分别取叶片，小花蕾、中花蕾和大花蕾（分级标

准：0 . 5 mm 以下为小花蕾，0 . 8 ～ 1 . 2 mm 为中花

蕾，1 . 8 mm 以上到开花前为大花蕾）。在开花期对

试验材料进行育性调查，可育株与不育株分别为 62
株和 70 株，经x

2 检验，符合 1 : 1 的分离比例。

TRIzol!购 自 LIFE TECHNOLOGIES 公 司。

Taq DNA 聚合酶购自上海 Promega 公司。cDNA 合

成试剂盒 SMARTTM PCR cDNA Synthesis Kit 购自

Clontech 公 司。 Acrylamide、Bis-adrylamideT 和

TEMED 购自 Promega 公司。Ammonium Persulfate
购自上海生工生物工程技术服务有限公司。32 P-

dCTP 购自北京亚 辉 生 物 医 学 工 程 公 司。cDNA-
AFLP 所用接头和引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成，其序列如下：

TaqI 接 头：5'-GACGATGAGTCCTGAC-3'；5'-
CGGTCACGGACTCAT-3'

TaqI 预扩增引物：5'-GACGATGAGTCCTGA-
CCGA；

TaqI 选 择 性 扩 增 引 物：5'-GATGAGTCCT-
GACC-GANN（N 代表 ATCG 中任意一种，T4 ～ T19
共 16 条引物）

AseI 接 头：5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3'；
5'-TAGGTACGCAGTC-3'；

AseI 预 扩 增 引 物：5'-CTCGTAGACTGCGTA-
CCTAAT-3'；

AseI 选 择 性 扩 增 引 物：5'-GACTGCGTACC-
TAATNN（A4 ～ A19 共 16 条引物）。

1 .2 总 RNA 的提取与 cDNA 的合成

分别取不育株群和可育株群莲座期的叶片；开

花期的叶片、茎、小蕾、中蕾和大蕾为材料，用 TRI-
zol 抽提总 RNA，具体操作方法参照 TRIzol!产品手

册。cDNA 第一链和第二链的合成参照 SMARTTM

PCR cDNA Synthesis Kit User Manual 方法进行。

1 .3 cDNA-AFLP 方法

参照 http：/ / www . dpw . wau. nl / pv / index. htm 上

的 cDNA-AFLP Procotol 进行。电泳采用 6%的聚丙

烯酰胺凝胶电泳，1 × TBE 电泳缓冲液，1 700 V 电压

电泳至二甲苯青距下部边沿 10 cm 处停止电泳。

1 .4 探针标记及 Northern杂交

探针的标记采用宝生物工程（大连）有限公司的

Random Primer DNA Labeling Kit Ver . 2 试剂盒，标

记方法参照说明书进行。Northern 杂交参照 Sam-
brook 等［5］的 方 法 进 行。预 杂 交 和 杂 交 温 度 为

60℃。

2 结果与分析

提取的总 RNA 的电泳结果表明 RNA 质量较

好，符合合成 cDNA 要求。以上述 12 份总 RNA 为

材料，合成 cDNA，并取其中 4 份 cDNA 进行电泳。

结果表明，cDNA 大小在 500 ～ 5 000 bp 之间，说明

cDNA 合成质量较好（图 1-A）。

2 .1 cDNA-AFLP 技术分析白菜两用系不同部位基

因的表达差异

首先，进行了 125 对引物对白菜雄性核不育两

用 系 小 蕾 的 cDNA-AFLP分 析 ，11对 引 物 产 生11
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A：合成的 cDNA；B：A8T10 引物组合在不同部位电泳结果。1、3、5、

7 泳道分别为可育株莲座期叶片、开花期叶片、花茎、花蕾；2、4、6、8
分别为不育株莲座期叶片、开花期叶片、花茎、花蕾。图 B 中箭头 a
所指的带为不育株特异表达的条带，箭头 b 所指的带为不育株表达

高于可育株的条带

A：cDNA reverse-transcribed from RNA in Chinese cabbage-pak-choi.

B：Lanes 1，3，5 and 7 indicate rosette leaves， florescence leaves，

scapes and flower buds from B line，respectively；Lanes 2，4，6，and 8

indicate rosette leaves，florescence leaves，scapes and flower buds from

A line，respectively；The arrow a represents the unique band in B line.

The arrow b indicates a band reflected a higher gene-expression level in

A line than that in B line

图 1 白菜核雄性不育两用系莲座期叶片、开花期叶片、花

茎和花蕾 cDNA-AFLP 分析

Fig . 1 cDNA-AFLP analysis on different tissues of genic male
sterility A / B line in Chinese cabbage-pak-choi

条差异条带，其中可育小蕾中特有的有 8 条，不育小

蕾中特有的为 3 条。

随后，采用 cDNA-AFLP 分析了莲座期叶片、开

花期叶片、花茎和花蕾不同部位基因的表达差异。

结果表明，花蕾之间存在差异；莲座期叶片之间、开

花期叶片之间和花茎之间无差异；叶片、花茎和花蕾

之间存在差异。图 1-B 为 A8T10 引物组合在不同

部位电泳结果。

2 .2 可育株群与不育株群不同时期花蕾表达差异

的 cDNA-AFLP 分析

用 10 对引物对可育株群和不育株群的小蕾、中

蕾、大蕾进行 cDNA-AFLP 分析，发现有 2 对引物在

开花期产生差异条带；其中 A15T17 引物组合在可

育株群中蕾和大蕾中产生表达特异条带；A8T10 引

物组合在可育株群中蕾中表达丰度高于不育株群

（图 2-A，图 2-B）；其余 8 对引物未发现差异条带。

2 .3 表达特异条带的 Northern分析

A：cDNA-AFLP 聚丙烯酰胺凝胶电泳，其中 1、3、5 为可育株小、中、

大蕾；2、4、6 为不育株小、中、大蕾；B：图 A 中 3 和 4 泳道中表达丰

度差异条带的 Northern 杂交结果；C：用于 Northern 杂交的总 RNA
变性凝胶电泳

A：Polyacrylamide gel electrophoresis of cDNA-AFLP. Lanes 1，3 and

5 indicate small buds，middle buds and large buds from B line，respec-

tively；lanes 2，4 and 6 indicate those from A line，respectively；B：

Northern hybridization of different fragments reflected gene-expression

level .（derived from lanes 3 and 4 in figure A）；C：Denaturing gel elec-

trophoresis of total RNAs used in Northern hybridization

图 2 白菜雄性核不育两用系可育株群与不育株群花蕾表

达差异的 cDNA-AFLP 分析

Fig . 2 cDNA-AFLP analysis of different flower buds from
genic male sterility（GMS）A / B line in Chinese cab-
bage-pak-choi

为了进一步验证利用 cDNA-AFLP 分析方法研

究基因表达的可靠性，对 A8T10 引物组合中，可育

中蕾表达丰度有差异的条带进行 Northern 验证。

取可 育 株 群 和 不 育 株 群 中 蕾 各 20µg 总 RNA 做

Northern 杂交（图 2-C），其结果与 cDNA-AFLP 的结

果一致，表明 cDNA-AFLP 技术研究植物雄性不育

基因表达差异是可行的。

3 讨论

植物雄性不育是一个复杂的发育过程，涉及多

个组织的分化和大量基因的协同表达，且多数花药

发育所需的基因一旦发生突变，就会使花粉不能正

常发育而导致雄性不育。本研究中白菜不育株群和

可育株群只存在 1 对性状的差异，即育性的差异；生

长前期育性基因未表达，生长性状整齐一致；开花期

育性基因表达，导致育性差异。本试验的 cDNA-
AFLP 分析结果充分证明了这一点。

可直接利用 cDNA-AFLP 分析技术研究基因表

达特性［6］。Bachem 利用已知表达模式的土豆贮藏

蛋白 STPATB2 基因验证 cDNA-AFLP 技术研究基
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因表达的可行性，通过 cDNA-AFLP 获得 1 个 570
bp 的 TDF，测序分析证实 TDF 序列与 STPATB2
基因几乎完全同源（500 bp 中 99%以上），Northern
杂交分析表明两者有极为相似的表达模式。进一步

利用 cDNA-AFLP 分析 2 个 lox TDFs 在块茎形成

过程中表达方式，TDF531 先产生，其余的 TDF 在

块茎形成启动以后再表达，在表达时间上有很大区

别。在表达空间上两者均是块茎特有的，在茎尖上

表达微弱，该分析结果同 Northern 杂交分析的完全

一致［2］。吴敏生等［7］利用 cDNA-AFLP 技术对玉米

强优势组合和弱优势组合及其双亲的自交系在苗期

和雄穗生长锥伸长期的基因表达进行了分析。结果

表明，该技术是研究基因表达的一种新方法，具有较

高的重复性，不仅可以观察某一时期的基因表达，而

且可以同时观察不同时期的基因表达。笔者的研究

结果也表明，用该方法研究基因表达的差异是可行

的。

本研究表明，一些基因在可育株群中表达；一些

基因在不育株群中表达。白菜核雄性不育两用系不

育株群中发生突变的基因与小孢子正常发育过程中

所必需的某种物质有关，或者其间接影响小孢子发

育的某种代谢，发生突变的基因的转录产物也可能

正向或负向调控其它一些基因的表达。该基因的表

达一旦发生突变，会造成相关基因的不表达或表达。

本研究结果与江树业等［8］在籼稻光敏核不育、凌杏

元等［9］和王学德等［10］在水稻细胞质雄性不育的研

究结果相似。
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