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　　摘要：采用 ＰＣＲ技术扩增拟南芥 ＰＨＯＴ２基因编码序列，并将其转入 ｐＳＵＰＥＲ１３００超表达载体中，构建了
ｐＳＵＰＥＲ１３００－ＰＨＯＴ２超表达载体，利用农杆菌介导花序转化法，转入拟南芥野生型ｇｌ１、ｐｈｏｔ１突变体中。ＰＣＲ扩增及
ＲＴ－ＰＣＲ分析表明，该基因超表达，筛选到了潜在的转基因株系。
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　　光向素（ｐｈｏｔｏｔｒｏｐｉｎ，ＰＨＯＴ）是植物特有的蓝光受体，
ＰＨＯＴ１、ＰＨＯＴ２属于同一家族，其 Ｎ端含有２个高度保守的
光感受区 ＬＯＶ１（ｌｉｇｈｔ，ｏｘｙｇｅｎ，ｖｏｌｔａｇｅ１）区、ＬＯＶ２区，每个
ＬＯＶ区都结合一分子的黄素单核苷酸（ＦＭＮ）作为发色团。Ｃ
端是Ｓｅｒ／Ｔｈｒ蛋白激酶区，蓝光激活多个丝氨酸残基发生自
磷酸化作用［１］。研究发现，ＰＨＯＴ１的第 ８５１位丝氨酸残基
（Ｓｅｒ８５１）的磷酸化作用是 ＰＨＯＴ１发挥其生理作用所必需
的［２］。ＰＨＯＴ都定位于质膜，但蓝光会诱导部分 ＰＨＯＴ１向胞
质迁移，部分 ＰＨＯＴ２移至高尔基体及叶绿体外膜［３－５］。

ＰＨＯＴ１、ＰＨＯＴ２调节植物的许多生理反应，包括植物的向光
反应、气孔开放、叶绿体迁移及提高弱光下植物的光合作用、

降低强光对植物伤害等［１，６］。目前，学者们对 ＰＨＯＴ１、ＰＨＯＴ２
的结构及其生理作用有了较为深入的研究［７－８］，ＰＨＯＴ１、
ＰＨＯＴ２以光强依赖方式共同介导植物的许多生理反应，如共
同介导弱光下叶绿体的聚集运动及强光下下胚轴的向光弯

曲［７］。为了进一步研究ＰＨＯＴ２基因的功能及该基因下游的信
号调控网络，本研究通过基因重组技术，构建 ｐＳＵＰＥＲ１３００－
ＰＨＯＴ２超表达载体，转入野生型ｇｌ１及ｐｈｏｔ１突变体２种遗传
背景材料，获得ＰＨＯＴ２超表达转基因植株，旨在为深入研究
ＰＨＯＴ１、ＰＨＯＴ２所调控的信号网络提供遗传材料。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　拟南芥野生型ｇｌ１（Ｃｏｌ－０生态型）、ｐｈｏｔ１
突变体。

１．１．２　试剂、菌株、载体　大肠杆菌菌株 ＤＨ５α、农杆菌菌株
ＧＶ３１０１、超表达载体 ｐＳＵＰＥＲ１３００、ＴａｑＤＮＡ聚合酶为笔者所
在实验室保存；克隆载体 ｐＭＤ１８－Ｔ、限制性内切酶、Ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）引物、核酸分子量标准（ｍａｒｋｅｒ）、ＤＮＡ凝胶纯化回收试
剂盒及质粒提取试剂盒均购自 ＴａＫａＲａ公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；高效连接试剂盒 ＳｏｕｌｔｉｏｎＩ、Ｍ－ＭＬＶ反转录
酶、潮霉素 Ｂ（ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ）购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＫＯＤ－ｐｌｕｓ
ＤＮＡ聚合酶购自 ＴｏＹｏＢｏ公司；各类抗生素购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公

司；ｄＮＴＰ、普通ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ购自天根生化科技有限公司。引
物由上海生工生物工程技术服务有限公司（以下简称上海生

工）合成（表１）。

表１　引物序列

引物

名称

引物序列

（５′→３′）
片段长度

（ｂｐ）

ＰＦ１ ＧＧＧＴＣＴＡＧＡＡＡＡＧＡＡＡＣＧＴＴＡＴＧＧＡＧＡＧＧ ２７４８
ＰＲ１ ＧＣＣＧＧＴＡＣＣＧＡＴＴＡＧＡＡＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＴＣＣ ２７４８
ＡＦ１ ＴＴＣＣＴＣＡＴＧＣＣＡＴＣＣＴＣＣＧＴＣＴＴ ４２０
ＡＲ１ ＣＡＧＣＧＡＴＡＣＣＴＧＡＧＡＡＣＡＴＡＧＴＧＧ ４２０
ＰＦ２ ＴＣＧＴＣＡＴＣＡＧＴＧＡＴＣＣＴＣＧＴＣ ８１２
ＰＲ２ ＣＴＣＴＣＣＡＣＣＴＧＧＧＣＡＧＡＡＧＴ ８１２

　　注：下划线为ＸｂａⅠ、ＫｐｎⅠ酶切位点。

１．２　方法
１．２．１　总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成　将野生型 ｇｌ１种子点播
于０．６％ ＭＳ固体培养基上，取生长２周左右的无菌苗０．１ｇ，
液氮研磨，按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书提取总 ＲＮＡ。将提取的总
ＲＮＡ在１％琼脂糖凝胶上电泳检测。以合格的总 ＲＮＡ为模
板，参照 Ｍ－ＭＬＶ反转录酶说明书进行反转录，合成 ｃＤＮＡ
第一链，立即使用或－２０℃保存备用。
１．２．２　ＡｔＰＨＯＴ２超表达载体构建　根据 ＴＡＩＲ网站上提供
的ＡｔＰＨＯＴ１的ＣＤＳ序列及 ｐＳＵＰＥＲ１３００载体上的多克隆位
点，选择 ＸｂａⅠ、ＫｐｎⅠ限制性内切酶，设计克隆引物 ＰＦ１、
ＰＲ１。以ｃＤＮＡ为模板，利用普通ＴａｑＤＮＡ聚合酶预扩增预期
片段，再用高保真酶ＫＯＤ－ＰｌｕｓＤＮＡ聚合酶扩增回收。扩增
条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４０ｓ，５６℃复性４０ｓ，
６８℃ 延伸３ｍｉｎ，３０个循环；６８℃延伸１０ｍｉｎ。依据 ＴＡ克
隆试剂盒说明书将上述 ＰＣＲ产物克隆到 ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ，
然后通过热激法将连接产物传入大肠杆菌 ＤＨ５α中，并在含
５０μｇ／ｍＬ卡那霉素（Ｋａｎ）的 ＬＢ培养基上选择培养。菌落
ＰＣＲ、质粒ＰＣＲ后，得到重组克隆ｐＭＤ１８－ＰＨＯＴ２质粒，送上
海生工测序。以测序正确的ｐＭＤ１８－ＰＨＯＴ２质粒为模板，按
上述引物、ＰＣＲ程序再进行 ＰＨＯＴ２片段扩增，回收片段、
ｐＳＵＰＥＲ１３００空质粒分别利用 ＸｂａⅠ、ＫｐｎⅠ酶切，连接并转
化，进行 ＰＣＲ检测、酶切鉴定，送上海生工测序，得到
ｐＳＵＰＥＲ１３００－ＰＨＯＴ２超表达质粒。
１．２．３　农杆菌介导的拟南芥遗传转化　采用 ＣａＣｌ２冻融法
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将０．５μＬ重组质粒 ｐＳＵＰＥＲ１３０００－ＰＨＯＴ２导入农杆菌
ＧＶ３１０１感受态细胞，涂板筛选，挑选单菌落摇菌，以所摇农
杆菌菌液为模板，ＰＣＲ扩增检测阳性目的质粒。拟南芥转化
采用的方法是花序浸染法［９］，将含有阳性超表达质粒的农杆

菌菌液分别浸染野生型ｇｌ１、ｐｈｏｔ１突变体的花序，收获转化后
的种子，用潮霉素Ｂ（ＨｙｇＢ）进行抗性筛选，得Ｔ１代转基因植
株，用ＳＤＳ法提取叶片ＤＮＡ，利用ＰＦ２、ＰＲ２引物扩增 ＰＨＯＴ２
基因，对能扩增出目的条带的株系继续进行ＨｙｇＢ抗性筛选，
直至Ｔ３代产生纯合株系。
１．２．４　表达量鉴定　把ＰＨＯＴ２基因转入 ｇｌ１背景的株系命
名为ＰＨＯＴ２－ＯＸ，将以ｐｈｏｔ１突变体为背景的ＰＨＯＴ２超表达
株系命名为ｐｈｏｔ１ＰＨＯＴ２－ＯＸ。用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取拟南芥 ｇｌ１、
ｐｈｏｔ１及上述２个转基因株系幼苗的总ＲＮＡ，利用 ＡＣＴＩＮ２基
因做内参，用ＰＦ２、ＰＲ２引物对对转基因植株进行 ＰＨＯＴ２表
达量的半定量ＰＣＲ鉴定。

２　结果与分析

２．１　ＰＨＯＴ１基因超表达载体的构建
用Ｔｒｉｚｏｌ方法提取拟南芥幼苗，用反转录的 ｃＤＮＡ为模

板，扩增到２７４８ｂｐ的ＰＨＯＴ２的ＣＤＳ序列全长（图１）。由于
该基因 ＣＤＳ片段较长，ＰＣＲ不易扩增，为了保证载体构建时
有足够的模板，先将回收的片段与易连接转化的克隆载体

ｐＭＤ１８－Ｔ相连，将得到的重组产物转化到大肠杆菌 ＤＨ５α
感受态细胞中，３７℃培养。通过菌落 ＰＣＲ、质粒 ＰＣＲ鉴定基
因片段正确后，取２０μＬ质粒测序，序列比对完全正确，可用
于表达载体构建的模板。用测序正确的质粒为模板，ＰＣＲ目
的条带回收，与 ｐＳＵＰＥＲ１３００空载体用 ＸｂａⅠ、ＫｐｎⅠ酶同时
酶切４ｈ回收，ＳｏｕｌｔｉｏｎⅠ连接酶１６℃连接过夜，转化到大肠
杆菌ＤＨ５α感受态细胞中，３７℃培养。菌落 ＰＣＲ验证正确
后，挑单菌落进行过夜液体培养，提取质粒，质粒ＰＣＲ鉴定条
带正确后，再酶切验证（图 ２）。将得到的 ｐＳＵＰＥＲ１３００－
ＰＨＯＴ２重组质粒送公司测序，经序列比对，序列片段与拟南
芥资源信息（ＴＡＩＲ）网站上公布的序列完全相同。

２．２　ＰＨＯＴ２超表达转基因植株的初步鉴定
将测序正确的 ｐＳＵＰＥＲ１３００－ＰＨＯＴ２质粒转入农杆菌

ＧＶ３１０１，菌液ＰＣＲ鉴定出目的条带。将获得的ｐＳＵＰＥＲ１３００－
ＰＨＯＴ２农杆菌菌株分别浸染拟南芥野生型 ｇｌ１、ｐｈｏｔ１突变体
植株，筛选转基因株系。取部分 Ｔ３代纯合株系生长２～３周
的叶片，提取基因组ＤＮＡ进行初步筛选鉴定，设计ＰＨＯＴ２引

物ＰＦ２、ＰＲ２进行ＰＣＲ检测（图３），检测了５株 ＰＨＯＴ２转入
野生型ｇｌ１所获得的转基因株系（命名为ＰＨＯＴ２－ＯＸ），即图
３所示的１～５号泳道，除５号株系有微弱条带外，其余均扩
增出了较亮的电泳条带，与预期条带一致。６～１１号是以
ｐｈｏｔ１突变体 为 背 景 的 ＰＨＯＴ２超 表 达 株 系 （命 名 为
ｐｈｏｔ１ＰＨＯＴ２－ＯＸ），７号株系没有目的条带，其他５个株系检
测到了目的条带。

２．３　ＰＨＯＴ２超表达转基因植株表达量的鉴定
提取图３中有目的条带的转基因单株的总 ＲＮＡ，同时提

取野生型ｇｌ１及ｐｈｏｔ１突变体幼苗的总ＲＮＡ做对照。反转录
为ｃＤＮＡ，进行半定量 ＲＴ－ＰＣＲ鉴定，检测各个株系 ＰＨＯＴ２
的表达情况。以 ＡＣＴＩＮ２为内参，设计表１所示的 ＡＦ１、ＡＲ１
为对照引物，ＰＨＯＴ２半定量表达引物为 ＰＦ２、ＰＲ２，进行电泳
检测（图４）。ＰＨＯＴ２－ＯＸ转基因株系２、３表达量明显高于
对照ｇｌ１。ｐｈｏｔ１ＰＨＯＴ２－ＯＸ株系１０、１１号表达量显著高于
对照ｐｈｏｔ１突变体（图５）。由此可知，筛选到了潜在的转基因
植株。

３　结论与讨论

光不仅是植物生长发育的能量来源，而且也是一种重要

的信号分子。利用不同类型的遗传突变体材料是目前研究基

因功能的重要手段。ＰＨＯＴ１、ＰＨＯＴ２既共同介导了植物的许
多生理反应，又有其独特的功能。本研究利用优化的ＰＣＲ反
应体系扩增拟南芥ＰＨＯＴ２基因，结果表明，该基因 ＣＤＳ序列
全长为２７４８ｂｐ，与已发表的ＰＨＯＴ２序列完全相同。将目的
基因插入到表达载体 ｐＳＵＰＥＲ１３００中的３５Ｓ启动子下游，成
功构建了超表达质粒 ｐＳＵＰＥＲ１３００－ＰＨＯＴ２，获得了野生型
ｇｌ１、ｐｈｏｔ１突变体２种背景的ＰＨＯＴ２超表达遗传材料。
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青海大黄油菜黄籽基因 ＳＳＲ标记开发和图谱构建
赵会彦，肖　麓，杜德志

（青海大学农林科学院春油菜研究所／青海省春油菜遗传改良重点实验室／青海省高原作物种质资源创新与利用重点实验室，青海西宁８１００１６）

　　摘要：青海大黄油菜是青藏高原特有的一个白菜型油菜地方品种，具有黄籽的优良性状。前人研究结果表明大黄
油菜黄籽性状受一对隐性基因Ｂｒｓｃ１控制。该基因被定位于白菜型油菜的Ａ９染色体上。为了筛选更多与Ｂｒｓｃ１紧密
连锁的标记，本研究根据Ｂｒｓｃ１所在染色体区间，依据ＢＲＡＤ数据库中已公布的白菜型油菜的序列信息（ｈｔｔｐ：／／ｂｒａｓｓｉ
ｃａｄｂ．ｏｒｇ／ｂｒａｄ／），设计新的ＳＳＲ引物，同时利用同源区间内已有的ＳＳＲ引物对目标基因进一步精细定位。以大黄油菜
和褐籽油菜０９Ａ－１２６为亲本，构建ＢＣ１分离群体和Ｆ２群体，结合ＢＳＡ法，对ＳＳＲ引物进行检测，共筛选到５个与Ｂｒ

ｓｃ１基因紧密连锁的ＳＳＲ标记：Ａ－１１－６５、Ａ－１１－１４５、Ｂ－６－３２、ＢｒＩＤ１０６０７和ＫＳ１０７６０，其中Ａ－１１－６５为共显性标
记。构建了Ｂｒｓｃ１的ＳＳＲ标记遗传图谱和物理图谱，图谱标记密度较前人进一步增加。这些标记的获得为油菜黄籽
品种分子标记辅助选择育种体系的建立和黄籽基因的克隆奠定了基础。
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　　油菜是世界范围内广泛种植的油料作物之一，也是我国
食用植物油的重要来源。油菜种皮颜色有黄色、褐色、黑色

等，研究结果表明，在相同遗传背景下，黄籽油菜与黑、褐籽等

油菜相比，具有种皮薄，皮壳率低，蛋白质和含油量高，色素含

量少等优点［１－２］。白菜型黄籽油菜为自然界存在的天然黄籽

资源之一，对白菜型油菜黄籽基因进行定位，开发与黄籽基因

紧密连锁的分子标记，构建黄籽基因的遗传连锁图谱和物理

图谱，对黄籽油菜分子标记辅助选择育种体系的建立、黄籽基

因的图位克隆以及转基因油菜品种的培育等都具有重要的意

义［３－７］。Ｃｈｅｎ等利用印度黄籽沙逊构建白菜 －芥蓝（Ｂ．
ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ－Ｂ．ａｌｂｏｇｌａｂｒａ）Ｃ染色体组异附加系，并利用该异
附加系筛选出一个与黄籽基因紧密连锁的 ＲＡＰＤ标记
Ｂ０６－６００［８］。Ｒａｈｍａｎ等在白菜型黄籽沙逊油菜中发现１个
与黄籽性状主效基因（Ｂｒ１／ｂｒ１）紧密连锁的 ＳＲＡＰ标记
ＳＡ７ＢＧ２９－２４５，并将这个标记转化为共显性 ＳＮＰ（单核苷酸
多态性）标记和ＳＣＡＲ（序列特异性扩增区域）标记［９］。Ｚｈａｎｇ
等利用大白菜双单倍体群体进行黄籽基因的精细定位和图位

克隆，用１３个ＳＲＡＰ标记、６个ＳＣＡＲ标记和４个ＳＮＰ标记构
建了黄籽基因的遗传连锁图谱，克隆了控制种皮颜色的基因，

该基因位于白菜型油菜 Ａ６连锁群［１０］。Ｋｅｂｅｄｅ等对白菜型
黄籽沙逊油菜种皮颜色基因进行了ＱＴＬ定位，共检测到４个
ＱＴＬ位点，其中一个主效ＱＴＬ位点ＳＣＡ９－２和一个微效ＱＴＬ
位点 ＳＣＡ９－１位于 Ａ９连锁群，其他两个微效 ＱＴＬ位点
（ＳＣＡ３－１和ＳＣＡ５－１）分别位于Ａ３和Ａ５连锁群，共解释了
６７％的表型变异［１１］。Ｘｉａｏ等对青海大黄油菜黄籽性状进行
了遗传分析和基因定位研究，结果表明青海大黄油菜黄籽性
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