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　　摘要：以砂梨品种“宝珠”雌蕊为材料提取ＲＮＡ，通过采用ＲＡＣＥ技术，获得了１个８４０ｂｐ梨Ｓ基因的ｃＤＮＡ目的
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　　自交不亲和性是植物实现异花受精、防止近亲繁殖和物
种退化的一种重要而精密的遗传机制［１－２］。梨（Ｐｙｒｕｓ）自交
不亲和是由单个基因位点（Ｓ基因位点）的复等位基因
（Ｓ－ＲＮａｓｅ基因，简称 Ｓ基因）所控制［３－４］。对于全长 ｃＤＮＡ
序列的获得可以更好地研究梨自交不亲和 Ｓ基因在 ＲＮＡ水
平上的差异，更好地获得其编码序列的真实情况，验证基因组

水平上获得的Ｓ基因外显子的可靠性和内含子插入区域的准
确性。日本学者于１９９５和１９９８年从日本的５个梨品种中分
离克隆到了７个 Ｓ基因的全长 ｃＤＮＡ［５－６］，２００２年又克隆了
Ｓ８的全长ｃＤＮＡ

［７］，２００４年克隆到了 Ｓ９的全长 ｃＤＮＡ
［８］。国

内新发现了３０多个新的梨 Ｓ基因，但绝大多数都为基因片
段。笔者提取砂梨品种“宝珠”（Ｐｙｒｕｓｐｙｒｉｆｏｌｉａ‘Ｂａｏｚｈｕ’）雌
蕊的总ＲＮＡ，并用ＲＴ－ＰＣＲ和ＲＡＣＥ技术获得了 Ｓ２２－ＲＮａｓｅ
的全长ｃＤＮＡ序列，并对序列进行了相关分析。

１　材料与方法

１．１　材料
宝珠雌蕊采自中国农业科学院郑州果树研究所，置于液

氮中带回实验室于 －７０℃保存待用。ＥｘＴａｑ、ｐＭＤ１８－Ｔ载
体和３′－ＦｕｌｌＲａｃｅＣｏｒｅＳｅｔ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司，ＲＮＡ
抽提试剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，回收试剂盒购自安比奥生物
技术公司，其他药品购自上海生工生物工程技术服务公司。

１．２　方法
１．２．１　总ＲＮＡ提取　参照ＲＮＡ抽提试剂盒说明书，所用试
剂用０．０５％ ＤＥＰＣ处理过的无菌水配制。操作过程尽量避
免ＲＮａｓｅ污染，耐高温器皿２４０℃烘烤４ｈ以上，其他器皿用
０．０５％ＤＥＰＣ浸泡过夜，然后高温灭菌处理，烘干备用。
１．２．２　引物设计及ｃＤＮＡ全长获得　参考ＧｅｎＢａｎｋ上苹果、
梨的ｍＲＮＡ序列，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计５′端特异引物
ＰＦ２：５′－ＴＧＣＣＴＣＧＣＴＣＴＴＧＡＡＣＡＡＡ－３′和ＰＦ１：５′－ＴＴＴＡＣＧ
ＣＡＧＣＡＡＴＡＴＣＡＧ－３′，ＰＦ１位于 ＰＦ２下游１２０ｂｐ左右处。反
转录反应体系为：１０×ＲＮＡＰＣＲＢｕｆｆｅｒ１μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２

２μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（各 １０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，５Ｕ／μＬＡＭＶ
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＸＬ０．５μＬ，４０Ｕ／μＬＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ
０．２５μＬ，２．５μｍｏｌ／ＬＯｌｉｇｏｄｔ－３ｓｉｔｅｓＡｄａｐｔｏｒＰｒｉｍｅｒ０．５μＬ，
２×１０５ｃｏｐｉｅｓ／μＬＰｏｓｉｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌＲＮＡ０．５μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅ
ｄＨ２Ｏ４．２５μＬ。循环条件如下：３０℃ １０ｍｉｎ，５０℃ ３０ｍｉｎ，
９５℃ ５ｍｉｎ，５℃ ５ｍｉｎ，１个循环。反应结束后，进行下一反
应：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋Ｆｒｅｅ）４μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２３μＬ，
５Ｕ／μＬＴａｑ０．２５μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＰＦ２１μＬ，２０μｍｏｌ／Ｌ３ｓｉｔｅｓ
ＡｄａｐｔｏｒＰｒｉｍｅｒ０．５μＬ，上步反应液１０μＬ，灭菌水 ３３．７５μＬ；
循环条件：９４℃３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３８个循环。
１．２．３　目的片段回收、克隆　ＰＣＲ产物回收按照 Ａｍｂｉｏｇｅｎ
ＬｉｆｅＴｅｃｈＬｔｄ的 ＰｕｐｒｅｐＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ操作，回收产物与
ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ（ＴａＫａＲａ）过夜连接，连接产物转化至感受态
大肠杆菌ＤＨ５α，涂布于含有ＩＰＴＧ、Ｘ－ｇａｌ、Ａｍｐ的ＬＢ固体培
养基上３７℃过夜。挑取白色单克隆于５ｍＬ含Ａｍｐ的ＬＢ液
体培养基中，３７℃摇菌过夜，抽提质粒ＤＮＡ，送上海生工测序。

２　结果与分析

２．１　雌蕊总ＲＮＡ的检测
提取雌蕊总ＲＮＡ，用０．８％琼脂糖凝胶电泳检测（图１），

结果显示：２８Ｓ和１８Ｓ核糖体ＲＮＡ特征谱带清晰，无拖尾，亮
度接近２∶１，这说明 ＲＮＡ是完整的。用紫外分光光度计测
定Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ，接近２．０，可以满足试验的需要。

２．２　ＲＡＣＥ扩增与序列分析
为获得基因的全长，反转录后，在５′－ＵＴＲ区域设计特

异引物ＰＦ２，并在其下游１２０ｂｐ左右设计特异引物 ＰＦ１作为
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巢式引物，与ＴａＫａＲａ的３′－ＦｕｌｌＲａｃｅＣｏｒｅＳｅｔ试剂盒通用引
物３ｓｉｔｅｓＡｄａｐｔｏｒＰｒｉｍｅｒ配对进行扩增。引物 ＰＦ２和３ｓｉｔｅｓ
ＡｄａｐｔｏｒＰｒｉｍｅｒ的ＰＣＲ产物在８４０ｂｐ左右有１条亮带，引物
ＰＦ１和３ｓｉｔｅｓＡｄａｐｔｏｒＰｒｉｍｅｒ的 ＰＣＲ产物在７２０ｂｐ左右有１
条亮带（图２）。将 ＰＣＲ产物回收并与 ＰＭＤ１８－Ｔ载体连接
后转化，分别选取大量阳性克隆，用特异引物 ＰＦ１和 Ｐ２２Ｒ
（５′－ＧＡＧＧＡＴＴＣＣＴＴＡＴＣＴＴＧＣ－３′）扩增，检测到 １４０ｂｐ左
右有条带（图３）。对原来的阳性克隆测序，插入片段大小分
别为８４０、７１７ｂｐ。

２．３　Ｓ２２－ＲＮａｓｅ全长ｃＤＮＡ序列分析
通过对测序基因片段序列进行拼接，获得１个 ｃＤＮＡ全

长为８４０ｂｐ的基因。对序列进行分析，结果显示，该基因的
编码框由 ６８１个碱基组成，基因序列从第 ２８ｂｐ开始至
７１４ｂｐ，含有１个开放阅读框（ＯＲＦ）和１个终止密码子，编码
２２７个氨基酸（图４）。由图４可见，Ｓ２２－ＲＮａｓｅ氨基酸序列包
含信号肽（ｐｕｔａｔｉｖｅｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ）＋Ｃ１＋Ｃ２＋ＨＶ＋Ｃ３＋ＲＣ４＋
Ｃ５，其中，信号肽由２７个氨基酸组成，Ｃ１区由１１个氨基酸组
成，Ｃ２区也由１１个氨基酸组成，Ｃ３区由 ６个氨基酸组成，
ＲＣ４是蔷薇科特有保守区，由８个氨基酸组成，Ｃ５区由７个
氨基酸组成。另外，有８个高度保守的半胱氨酸残基，位置为
别为Ｃｙｓ４２、Ｃｙｓ４９、Ｃｙｓ７５、Ｃｙｓ１１８、Ｃｙｓ１８２、Ｃｙｓ１９７、Ｃｙｓ２０８和Ｃｙｓ２２０，这
８个高度保守的半胱氨酸残基扮演了一个很重要的角色，说
明Ｓ等位基因可能存在４个二硫键。在Ｃ２和Ｃ３区各含有１
个保守的组氨酸残基，分别位于Ｈｉｓ６０和Ｈｉｓ１０５，这２个组氨酸
残基在决定Ｓ－ＲＮａｓｅ酶活性方面起着重要的作用。
２．４　和已有梨Ｓ基因的比较分析

将已分离克隆的梨Ｓ基因用ＭＥＧＡ４．０软件进行转换和
颠换分析，结果由表１可见：序列变异位点基本上是转换少于
颠换；除了Ｓ３和Ｓ５的转换和颠换较少外，其余的平均转换为
５５个，颠换为６９个，二者之比约为０．８，转换和颠换占总序列

的１８３７％。但是，可能存在一些基因间转换大于颠换，这和
Ｓ基因的分化时期早于梨Ｓ基因的分化有关。
　　为进一步研究和分析 Ｓ２２－ＲＮａｓｅ序列，将其与 ＧｅｎＢａｎｋ
已登录的东方梨 Ｓ－ＲＮａｓｅ基因进行比对，结果（图５）发现：
梨Ｓ－ＲＮａｓｅ基因有其特有的组成：信号肽 ＋Ｃ１＋Ｃ２＋ＨＶ＋
Ｃ３＋ＲＣ４＋Ｃ５；信号肽部分有２２～２８个氨基酸，Ｃ１区比较保
守，仅存在氨基酸Ｙ和Ｆ的替代，Ｃ２区高度保守，未出现任何
替代，Ｃ３保守区也有个别的氨基酸替代现象，作为蔷薇科 Ｓ
基因所特有的保守区，ＲＣ４存在１处氨基酸的替代，Ｃ５区也
存在１处氨基酸替代的现象，作为鉴别 Ｓ基因的重要部分，
ＨＶ区氨基酸种类和长度都有很大差异。在已获得的全长
ｃＤＮＡ序列中，Ｓ２２－ＲＮａｓｅ的氨基酸序列和 Ｓ２１－ＲＮａｓｅ的相似
性最高，达９０％，和Ｓ９－ＲＮａｓｅ的相似性最低，为６０％。

３　小结与讨论

以砂梨品种宝珠为材料，用 ３′ＲＡＣＥ技术，获得了梨
Ｓ２２－ＲＮａｓｅ的全长ｃＤＮＡ序列，Ｓ２２－ＲＮａｓｅ和梨Ｓ２１－ＲＮａｓｅ的相
似性最高，达９０％，且和已克隆梨Ｓ－ＲＮａｓｅ基因间的转换／颠
换的平均比率为０．９２，接近于１．００，这可能和蔷薇科 Ｓ基因
的进化早于苹果亚科的分化有关［９－１０］。

２００２年Ｃａｓｔｉｌｌｏ等为获得日本梨Ｓ８－ＲＮａｓｅ的全长序列，
设计了５′端延伸引物“ＴＧＣＣＴＣＧＣＴＣＴＴＧＡＡＣＡＡＡ”［７］，此引
物在日本梨中仅不能扩增出 Ｓ１，用于中国梨品种中，目前除
Ｓ１２外，均可以扩增。Ｓ２２－ＲＮａｓｅ也可以采用此引物扩增。
　　Ｓ－ＲＮａｓｅ编码的糖蛋白存在于雌蕊输导组织的胞外空
间，其５个保守区（Ｃ１至Ｃ５）中，Ｃ１、Ｃ４、Ｃ５是疏水区，Ｃ２、Ｃ３
是亲水区［１１－１２］。ＨＶ区是糖蛋白中含亲水基团最多的部分。
从已克隆的梨Ｓ基因ｃＤＮＡ全长来看，只有Ｃ２区严格保守，
其余的４个保守区都有变化，ＨＶ区的变化最为活跃，因此，
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表１　梨Ｓ基因间的转换（右上角）和颠换（左下角）

Ｓ基因 Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ Ｓ１２ Ｓ１３ Ｓ１６ Ｓ２１ Ｓ２２ Ｓ３４ Ｓ３９
Ｓ１ ４８ ５７ ２０ ６４ ５０ ５３ ５６ ７６ ４５ ５９ ５１ ７０ ６０ ５４ ５７
Ｓ２ ７５ ５５ ４９ ５８ ５３ ４５ ４３ ６８ ３７ ５４ ４５ ５３ ５１ ５２ ５４
Ｓ３ ６７ ７２ ５４ ８ ６７ ６５ ６９ ７４ ４９ ６２ ５８ ５０ ４７ ６５ ７１
Ｓ４ ２０ ７６ ７１ ５６ ４１ ４２ ４４ ６４ ３７ ５１ ４１ ５４ ５０ ４４ ４７
Ｓ５ ７０ ７３ ９ ７５ ６８ ６５ ７１ ７７ ５４ ６３ ５８ ５４ ５１ ６８ ７３
Ｓ６ ６５ ７８ ８２ ７１ ７６ ５１ ５６ ６８ ５３ ５３ ３７ ６７ ６７ ４８ ５６
Ｓ７ ５２ ７８ ６４ ５３ ６５ ７２ ５３ ７０ ４２ ６２ ５２ ５２ ５３ ５３ ６０
Ｓ８ ６４ ７２ ７９ ６８ ７４ ７８ ４９ ６９ ４７ ６６ ５２ ６２ ６４ ６４ ６０
Ｓ９ ６１ ７０ ７８ ６５ ７９ ５７ ６４ ６７ ５５ ７１ ６６ ８０ ８１ ６７ ８０
Ｓ１２ ６７ ６１ ８０ ６７ ７７ ７０ ６３ ５６ ６５ ５５ ４４ ５４ ５０ ４５ ４６
Ｓ１３ ６９ ８３ ８２ ７３ ７８ ６７ ６７ ７２ ７７ ７５ ５２ ６０ ５９ ５６ ６１
Ｓ１６ ６５ ８４ ８０ ７１ ８２ ５１ ６２ ７４ ６２ ７４ ７１ ６３ ５５ ４９ ５９
Ｓ２１ ６５ ６１ ５７ ６４ ５４ ６７ ６５ ７０ ７２ ６０ ７３ ７２ ２０ ６９ ７２
Ｓ２２ ６３ ６３ ５５ ６６ ５２ ６７ ６６ ６７ ７３ ６０ ７３ ６７ １８ ６２ ６８
Ｓ３４ ６０ ７８ ７５ ６４ ７９ ６５ ５３ ５０ ６７ ６３ ７０ ６７ ７３ ６３ ５８
Ｓ３９ ６８ ８０ ７６ ７６ ７４ ７２ ６６ ７６ ６８ ７７ ６９ ７２ ６２ ６０ ７３

ＨＶ区也被认为是雌蕊与花粉间特异识别的关键部位。梨的
雄蕊和雌蕊分别受不同的Ｓ基因控制，即花粉 Ｓ基因和雌蕊

Ｓ基因，但由于一直未分离到花粉Ｓ基因的产物，所以梨自交
不亲和的机制还未完全搞清。分离和鉴定花粉Ｓ基因是未来
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的热点，也是彻底解决自交不亲和的机制的关键所在。
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油茶内生真菌 ＤＮＡ提取及 ＳＲＡＰ反应体系的建立
王立博，张　婷，王敬力，易庆平
（荆楚理工学院生物工程学院，湖北荆门４４８０００）

　　摘要：采用改良的ＣＴＡＢ法提取油茶内生真菌基因组ＤＮＡ，并以油茶内生真菌基因组 ＤＮＡ为材料，对影响 ＳＲＡＰ
反应条件的因素进行探索。结果表明，在 ３０μＬ反应体系中，５种成分的适宜量分别是 Ｍｇ２＋ １．８ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ
１４５μｍｏｌ／Ｌ、引物 ０．２２μｍｏｌ／Ｌ、模板ＤＮＡ６５ｎｇ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶２．０Ｕ。建立的ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系为ＳＲＡＰ分子
标记在油茶内生真菌遗传多样性研究中的应用提供了基础。

　　关键词：内生真菌；油茶；ＳＲＡＰ；ＰＣＲ反应体系
　　中图分类号：Ｑ９３９．９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）１２－００３７－０４
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基金项目：湖北省教育厅项目（编号：Ｑ２０１３４３０１）；荆楚理工学院校
级科研项目（编号：ＺＲ２０１００１）。

作者简介：王立博（１９８８—），男，河南洛阳人，主要从事食品科学与工
程研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｖｏｌｌｅｙ＿ｂａｌｌ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：张　婷，硕士，讲师，主要从事生化与分子生物学研究。
Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｔｘｉａｎｙｕｎ＠１２６．ｃｏｍ。

　　内生真菌（ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉ）是指生活史中的一定阶段或
全部阶段生活于健康植物的各种组织部位及器官内部的真菌

微生物，一般不引起植物体病害，可通过组织学方法等证明其

为内生，常见于植物的茎、叶以及芽等组织［１－２］。目前对植物

内生真菌研究较多的是药用植物和农作物等方面，如红豆杉、

匙叶翼首草、虎杖、麻黄、水稻等［３－１０］。

序列相关扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ，ＳＲＡＰ）是一种新型的基于 ＰＣＲ的标记技术，它不需要

知道任何基因的序列信息即可进行ＰＣＲ扩增，克服了ＲＡＰＤ、
ＳＳＲ、ＡＦＬＰ等标记技术重复性差、成本高的缺点，具有操作简
便、标记位点分布均匀、标记稳定性好、重复性好等优

点［１１－１３］，有学者用ＳＲＡＰ分子标记技术对喜树内生真菌进行
了研究［１４］，但至今未见ＳＲＡＰ分子标记技术应用于油茶内生
真菌研究中的报道。因此，本研究以油茶内生真菌为材料，提

取基因组ＤＮＡ，建立适合于油茶内生真菌的ＳＲＡＰ反应体系，
以期为ＳＲＡＰ标记技术应用于油茶内生真菌遗传多样性及基
因标记的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料及试剂
１．１．１　材料　试验材料为周希等筛选的油茶内生真菌［１５］。

随机选取１５种，在液体培养基内培养４ｄ获得油茶内生真菌
菌丝体。
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