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摇 摇 摘要:摇 CRABS CLAW(CRC)转录因子是 YABBY 基因家族成员,在植物花器官发育过程中起重要作用。 为进一

步研究 CRC 转录因子在调控油菜花器官发育过程中的作用,本研究以甘蓝型油菜品种宁油 10 号花蕾 RNA 为材

料,通过反转录 PCR 克隆到 1 个 580 bp 长度的 CRC 基因,并利用 pHurricane 中间载体构建 CRC 基因的反向重复序

列表达框,将 CRC 基因片段以正向的方式连接在 1 个可剪切的内含子的 5忆末端,以反向的方式连接到该内含子的

3忆末端;然后将 CaMV35S 启动子序列和 CRC 基因的反向重复表达框再克隆到植物双元载体 pCAMBIAI1390 的

pUC18 多克隆位点,构建了干扰表达载体 pA6鄄CRCi,经过酶切鉴定和测序分析,所构建的载体正确。
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摇 摇 Abstract:摇 CRABS CLAW (CRC) is a member of the YABBYA transcription factor gene family and plays an impor鄄
tant role in the development of plant flower organ. In order to study the CRC transcription factor爷s function in regulating the
rape flower organ development, a 580鄄bp segment was cloned by RT鄄PCR from the total RNA of rapeseed flower organ. An
inverted repeated expression cassette was firstly constructed by cloning the 580鄄bp segment of CRC gene into an intermediate
pHurrican vector. The fragment was then ligated to a spliceable fad2 intron sequence. Finally, both the inverted repeat cas鄄
sette and CaMV35S promoter were inserted into the multiple clone site of binary vector pCAMBIA1390. The ihpRNA ex鄄

pression vector was named pA6鄄CRCi, and the
construction of which was further confirmed by the
digestion of restriction enzymes and sequencing.

Key words: 摇 Brassica napus L. ; CRABS CLAW
gene; RNA interference vector

摇 摇 植物雌性不育通常由雌性器官发育异常引起,
雌性不育表型具有多样性,不育机理复杂。 了解其

细胞分子机理对揭示植物花器官发育的分子机理以
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及在生产中克服不育性和利用雌性不育作为杂交育

种手段等都具有重要的理论与实践意义[1]。
甘蓝型油菜雌性不育突变体 FS鄄M1 于 1996 年

在甘蓝型油菜(Brassica napus L. )品种宁油 10 号的

135 个株系群体中偶然被发现。 形态观察发现突变

株FS鄄M1雌蕊明显短于雄蕊,无蜜腺,柱头乳突细胞

较大但数量较少,粘附花粉能力弱, 柱头授粉功能

缺陷。 切除柱头及部分花柱后再授粉,在 FS鄄M1 花

柱中观察到伸长的花粉管,授精结角也接近正常。
FS鄄M1雌性不育现象可能与柱头乳突细胞发育畸变

和功能缺失有关,与自交不亲和无关[2鄄3]。 遗传研究

结果显示 FS鄄M1的突变性状由 2 对隐性基因控制,
遗传性状稳定,植株花粉育性正常[4]。

付三雄曾利用 Agilent 公司生产的油菜全基因

组 4伊44K 芯片比较了油菜 FS鄄M1及其野生型花器官

的转录组,发现突变体花器官组织 1 个 CRABS
CLAW (CRC)转录因子的基因表达量显著下调。 本

研究为了进一步验证 CRC 转录因子在油菜花器官

发育中的作用,以及导致油菜 FS鄄M1雌性不育性状

的决定因素是否与 CRC 基因表达量显著下调有关,
根据同源序列克隆了甘蓝型油菜 CRC 基因,并构建

CRC 基因干扰表达载体,拟通过转基因来验证 CRC
基因的功能,明确 CRC 基因下调表达与 FS鄄M1雌性

不育的关系。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

克隆载体 pEASY鄄T1 及感受态大肠杆菌 DH5倩
购自南京百斯凯公司,RNA 提取试剂盒为 Promega
公司产品,琼脂糖凝胶回收试剂盒及细菌质粒小量

提取试剂盒均购自北京天根生物有限公司,Ex Taq、
DNA Marker、RNA 反转录试剂盒、各种限制性内切

酶(如 EcoR I、Xho I、Hin III、BamH I、Not I 等)、T4
连接酶、碱性磷酸酶(Alkaline Phosphatase)均购自

TaKaRa 公司,X鄄gal、IPTG、酵母提取物、蛋白胨、抗
生素等购自南京基天生物公司。 测序由上海英骏公

司完成。
中间载体 pHurricane、表达载体 pCAMBIA1390

系本实验室保存。
1. 2摇 CRC 基因克隆

本试验依据已经公开的甘蓝型油菜 CRC 基因

cDNA 序列(登录号为 XM00910 7216)设计 RT鄄PCR

引物。 引物同时引进 Not玉和 Xho玉酶切位点,
CRCXNFF:5 忆鄄CTCGAGCGGCCGCATGAACCTTGAA
GAGAAACC鄄3忆, CRCXNR R: 5忆鄄CTCGAGCGGCCG鄄
CATTTCCTTGGGCTATCACCTT鄄3忆,以甘蓝型油菜品

种宁油 10 号花蕾 RNA 反转录 cDNA 为模板,采用

Ex Taq 酶 PCR 扩增靶基因序列片段,将目标条带克

隆到 pEASY鄄T1 载体上,挑选阳性克隆测序,并与目

标序列进行比对分析,获得含 CRC 基因片段的克隆

载体 pT鄄CRC。
1. 3摇 CRC 基因反向重复框构建

根据中间载体 pHurricane 内含子序列设计特异

性引物: INTRONFW: 5忆鄄CGTATTCTCAACGCAATC鄄
3忆, 和 INTRONRV: 5忆鄄CAAAGTGGGAAATCAGGT鄄
3忆, 用于鉴别靶序列插入方向。 用 Not I 酶切

pT1鄄CRC,回收 580bp 目的片段。 同时利用 Not I 酶
切 pHurricane 载体,并进行末端去磷酸化处理后,再
与目的片段连接,连接产物转化感受态大肠杆菌。
采用 INTRONRV 和 CRCXNF 引物对鉴定正向插入

的阳性克隆,此时获得的中间载体命名为pH鄄CRCF。
再用 Xho I 酶切 pT鄄CRC,回收 580 bp 目的片段,用
Xho I 酶切 pH鄄CRCF 载体,并去磷酸化处理、纯化后

与目的片段连接,连接产物转化大肠杆菌。 用

INTRONFW 和 CRCXNF 引物对进行菌落 PCR,选择

反向插入的阳性克隆。 此时获得的中间载体命名为

pH鄄CRCir,包含目的基因反向重复框。
1. 4摇 CRC 干扰表达载体的组装及酶切鉴定

本试验选择 CaMV35S 启动子作为 CRC 反向重

复序列表达框的启动子。 以 pCAMBIA1390 质粒

DNA 为模板,设计特异性扩增引物,在 35SHF 5忆端
加 Hind III 的酶切位点,在 35SBR 5忆端增加 BamH I
的 酶 切 位 点。 35SHF: 5忆鄄AAGCTTATGGTGGAG鄄
CACGACACTCT鄄3忆, 35SBR: 5忆鄄GGATCCAGAGAT鄄
AGATTTGTA GAGAG鄄3忆,扩增 35S 序列,先将扩增

产物克隆到 pEASY鄄T 载体上,再用 Hind III 和 Bam
H I 双酶切获得 780bp 大小的 35S 启动子序列,再组

装到 pCAMBIA1390 载体相应的酶切位点上,得中

间载体 pCAMBIA1390鄄35S。
用 BamH玉和 EcoR玉分别双酶切 pCAMBIA1390鄄

35S 和 pH鄄CRCir,回收纯化线性化的 pCAMBIA1390鄄
35S 载体片段和大小约 2. 3 kb 的 CRC 正反向重复

框片段,将回收产物用 T4 连接酶连接后转化大肠杆

菌。 用 CRCXNF 和 CRCXNR 引物进行菌落 PCR 鉴
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定阳性克隆,并提取阳性克隆质粒 DNA,分别用单

酶切(Hind 芋)和双酶切(BamH 玉和 EcoR 玉)进

行鉴定并测序,获得的载体定名为 pA6鄄CRCi。

2摇 结 果

2. 1摇 油菜 CRC 基因片段克隆与序列分析

本研究对甘蓝型油菜宁油 10 号花蕾 RNA 进行

RT鄄 PCR,扩增到 1 个约 580 bp 大小的产物(图 1)。
经克隆测序,并用 BioXM 软件对其核酸序列进行分

析,结果显示该 cDNA 全长 580 bp,具有 1 个编码

193 个氨基酸的开放式阅读框。

M:Trans2K plus II DNA marker;1 ~ 6:CRC 基因片段克隆。
图 1摇 CRC 基因克隆菌落 PCR 鉴定结果

Fig. 1摇 The PCR amplification of CRC gene clones

摇 摇 用 BLAST 在线分析软件进一步将所克隆的 cD鄄
NA 序列与 GenBank 中登录的油菜、拟南芥等多种

植物的 CRC 基因 cDNA 序列进行同源性比较,发现

该核苷酸序列与油菜、拟南芥、非洲独行菜、芸薹、甘
蓝等植物中的 CRC 基因序列高度同源,相似性大于

90% ,其中与甘蓝型油菜 CRC 基因的 cDNA 序列

(XM 009107216)同源性达 99% ,表明所克隆序列即

为油菜 CRC 基因序列,此克隆定名为 pT鄄CRC。
2. 2摇 油菜 CRC 基因反向重复表达框构建及酶切

鉴定

摇 摇 将 2. 1 克隆到的 CRC 基因片段分 2 步,依次克

隆到中间载体 pHurricane 内含子两侧的 Not I 和

Xho I 限制性内切酶位点。 分别利用内含子上的引

物 INTRONRV 和 INTRONFW 与干扰片段的上游引

物 CRCNX F 组合进行菌液 PCR 鉴定,可以筛选到

干扰片段正向插入 Not I 位点的阳性克隆和反向插

入 Xho I 位点的阳性克隆(图 2)。

M:Trans2K plus II DNA marker;1、7:阴性对照;2 ~ 6:正向插入阳

性克隆;8 ~ 12:反向插入克隆。
图 2摇 PCR 鉴定 CRC 基因片段插入正反方向克隆

Fig. 2摇 PCR identification of CRC positive clones

摇 摇 培养经 PCR 鉴定后的阳性克隆菌株,提取质

粒,分别用 Not I 和 Xho I 限制性内切酶酶切,均可

以切出大小约 580 bp 的条带 (图 3)。 进一步用

BamH I 和 EcoR I 限制性酶进行双酶切,可以获得

大小 2郾 29 kb 左右的片段(图 3),该片段包含有正

向插入、反向插入的干扰片段和内含子片段,表明

CRC 基因片段已成功连接到中间载体的相应酶切

位点上。

M:Trans2K plus II DNA marker;1:pH鄄CRCir 质粒;2:Not I 单酶

切;3:Xho I 单酶切;4:BamH I 和 EcoR I 双酶切。
图 3摇 酶切鉴定 pH鄄CRCir
Fig. 3摇 Enzymatic identification of pH鄄CRCir

2. 3摇 CRC 基因 ihpRNAi 植物表达载体构建

为构建组成型表达的 CRC 基因的干扰载体,本
研究选择 CaMV35S 启动子作为 CRC 反向重复表达

框的启动子。 首先通过 PCR 从 pCAMBIA1390 上扩

增 1 个 780 bp 的增强型 CaMV35S 启动子,再经过

酶切与连接等步骤,将 CaMV35S 启动子连接到

pCAMBIA1390 双元表达载体的 Hind III 和 BamH I
位点上,再用 BamH I 和 EcoR I 双酶切,获得 2郾 29
kb 的 CRC 基因反向重复框片段,与同样双酶切的
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pCAMBIA1390鄄35S 载体片段连接后最终形成 CRC
基因 的 干 扰 表 达 载 体 pA6鄄CRCi。 pA6鄄CRCi 经

BamH I 和 EcoR I 双酶切验证,酶切图谱中含有

2郾 29 kb 大小的 CRC 反向重复表达框片段(图 4)。
表明 CRC 基因的干扰重复框已经成功连接到带

pCAMBIA1390鄄35S 双元表达载体上。 最终形成的

pA6鄄CRCi 载体含有 1 个由 CaMV35S 启动子驱动的

CRC 反向重复序列表达框,终止子是原载体自带的

nos 终止子。

M:Trans2K plus II DNA marker;1:pCRCi 质粒;2:双酶切结果。
图 4摇 BamH I和 EcoR I酶切鉴定 pA6鄄CRCi
Fig. 4摇 Enzymatic identification of pA6鄄CRCi with BamH I and

EcoR I

3摇 讨 论

植物的雌性不育现象普遍存在,在水稻[5]、油
松[6]、小麦[7]、甘蓝型油菜[2]、大豆[8] 和苜蓿[9] 等十

余种植物中均报道过雌性不育现象。 导致植物雌性

不育的原因比较复杂,而远缘杂交后代发现雌性不

育的报道比较多。 Stort[10] 将兰花的属间或种间 F1

代与母本回交,发现其回交后代结实率下降,且雌性

不育率远远大于雄性不育率。 刘永胜等[11] 观察到

水稻籼粳 F1杂种的结实率仅为 40% ~60% ,其主要

原因是由雌性不育引起。 离体培养易产生无性系变

异,也是产生雌性不育突变体的原因之一[5]。 环境

的变化也会影响植物的育性,Lillecrapp 等[12]在 Tre鄄
vatt Blue 的研究中发现,温度可以影响到胚珠的数

量,进而形成多胚珠现象而导致雌性不育。
植物雌性不育的原因相当复杂,一些表现为大

孢子母细胞减数分裂不正常,不能形成功能性大孢

子。 Rim[13]等研究发现豆科百脉根属 2 个种的体细

胞杂交后代由于大孢子母细胞减数分裂后期发生异

常,不能形成 4 个大孢子而导致雌性不育;也有的是

因为不能形成成熟的胚囊[14] 或胚珠发育异常而导

致不结实[15]。 此外,雌蕊发育异常,如多雌和雌蕊

短小等突变现象,也会引起育性降低或不育[16]。 近

几年来人们应用遗传学方法与分子生物学技术研究

植物雌性不育的分子机理,发现了一些与雌性不育

相关的基因。 Lang 等[17]研究证实,拟南芥 sinl 基因

的突变会导致胚珠畸形发育与雌性不育的发生。
Tian 等[18] 发现拟南芥中组蛋白脱乙酰化基因

(AtHD1)表达下调会导致许多异常现象产生,包括

花器官缺陷及雌性和雄性不育。 Capomaccio 等[19]

对紫花苜蓿雌性不育突变株和可育对照株杂交分离

后代进行了 cDNA鄄AFLP 扩增分析,筛选并鉴定了 3
个与雌性不育性状相关的基因 MsBGluc、MsMAPKKK
和 MselF4G。

大多数植物的雌性不育在花的外观特征上都有

所表现。 如 Carapetian[20]等在红花的雌性不育研究

中观察到 2 个红花品种杂交产生的不育植株开花时

会发生小花的干枯和花柄的延长。 一些学者试图从

花器官发育调控方面去寻找雌性不育的内在原因,
其中花发育调控相关的一些转录因子受到人们的普

遍关注,如 YABBY 家族的 INNER NO OUTER ( INO)
参与了拟南芥胚珠的发育[21];TONGARI鄄BOUSHI1
(TOB1) 参与了水稻小穗的发育[22]。 而拟南芥

CRABS CLAW(CRC)转录因子也属于 YABBY 基因家

族成员,是控制心皮发育的关键性基因, Alvarez
等[23]报道 CRC 可抑制正在发育的雌蕊的横向生

长,促进其轴向生长,CRC 基因突变将引起雌蕊呈

现较宽而短的结构,且使两心皮在顶点处呈非融合

状态,并导致蜜腺的缺失[24鄄25]。 心皮发育还有 SPT
(SPATULA) 基因[26鄄27]及花器官确定基因 AGA(AGA鄄
MOUS)的参与[28]。 从一些心皮突变体的研究中,首
先认为 CRC 基因很有可能是 AGA 调节的下游基

因[25]。 对分离到的 2 个突变基因 CRC、SPT 的研究

发现,二者除了影响雌蕊的发育之外还导致其他不

同的生理缺陷,通过对 CRC、SPT 和 AGA 以及其他

的相关基因的详细分析,发现 CRC 和 SPT 2 个基因

都与心皮的发育有关,在心皮发育过程中 CRC 和

SPT 是与 AGA 平行起作用,而不是位于 AGA 的下

游。
FS鄄M1突变体是研究甘蓝型油菜柱头发育分子
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机理的理想材料。 李春宏等[4] 基于蛋白质组学水

平比较甘蓝型油菜野生型和 FS鄄M1的柱头差异蛋白

质,获得了甘蓝型油菜野生型柱头显著上调且可鉴

定的蛋白质有 33 个,包括抗胁迫 /防御、氧化还原反

应平衡调节、碳水化合物代谢、蛋白质水解、蛋白折

叠、氨基酸和氮代谢、核苷酸代谢等 7 类功能蛋白。
李春宏等[29]以 FS鄄M1 突变体和其野生型为材料利

用油菜基因表达谱芯片筛选甘蓝型油菜柱头特异表

达基因,发现野生型较 FS鄄M1显著上调的基因多达

198 个,主要是水解酶基因、转移酶基因、氧化还原

酶基因和转录因子中。 但目前尚没有详实的证据阐

明油菜突变体 FS鄄M1雌性不育的原因。
我们对油菜雌性不育突变体 FS鄄M1初步研究发

现,其 CRC 基因表达水平较野生型对照极显著下

调,结合先前的研究报道 FS鄄M1突变体柱头短小且

异常,因此我们推测油菜 CRC 基因下调可能是油菜

雌性不育突变体 FS鄄M1的内在原因。 为此,我们构

建了 CRC 基因的 RNAi 干扰载体,以期通过下调

CRC 表达,验证其在 FS鄄M1 突变体中所起的作用。
本研究利用同源序列法通过 PCR 扩增克隆了油菜

CRC 基因序列,经过与已知序列进行比对分析,证
明本试验所克隆的基因序列正是甘蓝型油菜的

CRC 基因序列。 我们利用 pHurricane 载体构建

CRC 反向重复序列表达框,该表达框有 1 个拟南芥

的 FAD2 基因的可剪切的内含子序列,两边有多个

限制性内切酶位点可供选择。 将 CRC 基因片段分

别插入该载体的 Not I 和 Xho I 位点,结合内含子序

列设计的引物,可以比较方便地选择片段插入的方

向。 应用该载体我们成功构建了多个基因的干扰载

体[30鄄31]。 在 本 研 究 中 我 们 选 择 了 增 强 型 的

CaMV35S 启动子,该启动子全长序列 780 bp 左右,
5忆端有一段重复序列,可以起到增强表达的作用,用
该启动子驱动 CRC 的反向重复序列表达框,目的是

提高组成型表达的强度,达到彻底抑制 CRC 表达的

效果。 本试验成功构建组成型表达的 CRC 基因干

扰载体,经过酶切验证和序列分析,表明所构建的载

体正确,这为进一步开展农杆菌遗传转化油菜奠定

了基础。
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