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　　摘要：棉花是世界上重要的经济作物之一。为创制和改良棉花抗旱新品种提供种质资源及遗传育种研究提供理
论依据，通过染色体步移技术明确外源基因在棉花染色体上的插入位点、序列及染色体信息，研究了转梭梭ＨａＮＡＣ基
因的棉花材料对干旱胁迫的响应能力，确定了ＨａＮＡＣ基因的物理位置，鉴定了其遗传稳定性。研究结果如下：（１）本
研究对转ＨａＮＡＣ３８转录因子基因棉花材料进行了分子鉴定，通过ＰＣＲ扩增、电泳检测及测序证实了转基因植株中分
别存在标记基因和目的基因序列。应用半定量ＰＣＲ，证明了ＨａＮＡＣ３８基因在棉花受干旱胁迫后表达量上调。这些结
果说明转ＨａＮＡＣ３８基因Ｔ６代棉花植株的遗传稳定性。（２）通过标记基因的初步筛选获得阳性植株后，对转基因棉花
进行外源基因的检测鉴定，利用获得的序列设计染色体步移引物，通过巢式 ＰＣＲ方法获得转 ＨａＮＡＣ３８基因棉花的
Ｔ－ＤＮＡ序列在基因组中的插入位置，结果定位到棉花基因组Ａ１１染色体第２６２０２３２３ｂｐ处。根据已知的棉花基因
组信息，通过鉴定，共筛选转ＨａＮＡＣ３８基因的棉花材料５个株系，为创制和改良棉花抗旱新品种提供了亲本材料。
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　　近年来，随着干旱土地面积的扩大与气候影
响，作物由于干旱的影响而产生不同程度的减产和

品质的下降［１］。基因工程和植物转化通过在作物

中导入有益的外源基因或沉默内源基因的表达，在

作物改良中发挥了关键作用。由于性状的复杂性，

与除草剂、昆虫和抗病等性状相比，具有非生物抗

逆性的作物较少被商业化。为了推进转基因棉花

的商业化进程，丰富抗旱性种质资源，开展抗旱性

研究对于我国棉花产业发展具有重要的社会效益、

生态环境作用及巨大的经济效益［２］。

ＮＡＣ（ＮＡＭ，ＡＴＡＦ，ＣＵＣ１）转录因子家族是较大
的转录因子家族之一，在植物中广泛存在。它可以

调控目标基因的转录过程，识别和结合启动子中的

相关核苷酸序列，在植物生长发育、胁迫和信号转

导中发挥着作用［３］。从梭梭中克隆出 ＮＡＣ转录因
子基因并进行一定功能分析具有重要意义。

ＨａＮＡＣ３８转录因子基因含有 ＮＡＣ家族的 Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｄ、Ｅ保守结构域，读码框长８７９ｂｐ，编码２９２个氨基
酸［３］，研究发现其在干旱胁迫条件下表达量较高，

发挥重要的调控作用。

酵母单杂交技术证明了 ＧｈＮＡＣ７９基因参与干
旱调控通路并发挥正调控作用［４］；研究表明，

ＨａＮＡＣ２、ＨａＮＡＣ３基因提高了烟草对模拟干旱、高
温胁迫的抵抗能力［５］；有试验证实了 ＨａＮＡＣ３转录
因子基因可以提高植物在干旱条件下的生存能

力［６］；有试验结果表明，ＨａＮＡＣ３基因主要通过改变
烟草根部代谢来抵御干旱胁迫［７］；有研究通过启动

子克隆和分析指出ＨａＮＡＣ３８含有２０个ＴＡＴＡ－ｂｏｘ
启动子元件［８］，且具有高转录水平的顺式元件

５′ＵＴＲＰｙ－ｒｉｃｈｓｔｒｅｔｃｈ，通过转录组测序分析，
ＨａＮＡＣ３８基因的表达量显著高于梭梭的其他 ＮＡＣ
基因。因此认为ＨａＮＡＣ３８受到干旱胁迫诱导表达，
响应梭梭应答干旱胁迫的过程。

研究指出，外源基因在转基因后代中整合到受

体植物基因组中并稳定表达是稳定遗传的主要标

准［８］，以及持续表现出其目标性状。转基因植物在

后续生产中具有实用价值的关键是目标性状在后

代中稳定地遗传和表达。明确转基因棉花的遗传

稳定性和抗旱性可为抗旱种质资源的进一步应用

提供依据［９］。本研究通过染色体步移对转基因棉
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花材料转ＨａＮＡＣ３８基因插入序列位置鉴定及检测
方法进行初步探究，为研究外源基因整合到染色体

位置对表型的影响提供理论基础，以期为抗逆转基

因棉花的更好发展提供材料来源。

１　材料与方法

１．１　试验材料
转基因棉花材料为笔者所在课题组前期获得

的转梭梭 ＨａＮＡＣ３８基因的 Ｔ６代株系与受体材料
Ｄ５，其他转基因对照品种转 ＮＨＸ基因等材料均由
笔者所在试验室保存。供试材料于２０２１年春季正
常播种于新疆塔城地区沙湾市１４４团新疆农业大学
棉花育种基地转基因区。采用人工点播模式进行

播种，１膜３行，株距为１０ｃｍ。
植物组织ＲＮＡ快速提取试剂盒与 ＤＨ５α大肠

感受态购自天根生化科技（北京）有限公司，染色体

步移试剂盒购自宝生物工程（大连）有限公司。引

物的合成由北京博迈德基因技术有限公司完成，测

序由生工生物工程（上海）股份有限公司完成，其他

试剂购自国内外各厂家均为国产或进口分析纯。

１．２　试验方法与步骤
１．２．１　植株基因组ＤＮＡ的提取　在棉花３叶期从
转ＨａＮＡＣ３８株系中随机选６株，挂牌标记，取幼叶

分别放入２ｍＬ离心管中，装入硅胶使其干燥，以十
六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）改良法提取叶片基因
组ＤＮＡ。从棉花叶片中获得的基因组 ＤＮＡ进一步
纯化后用于交错式热不对称（ＴＡＩＬ）－ＰＣＲ［１０］，利用
超微量分光光度计法检测 ＤＮＡ质量和浓度，将
ＤＮＡ稀释成５０～１００ｎｇ／μＬ备用。
１．２．２　转基因棉花植株标记基因的ＰＣＲ检测　以
改造后的 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４载体上的标记基因 ＮＰＴＩＩ
序列为基础设计引物，进行标记基因 ＰＣＲ检测［１１］，

ＰＣＲ反应体系为：含模板 ＤＮＡ１μＬ、上下游引物各
１μＬ、普通 ｍｉｘ１２．５μＬ、最后用灭菌双蒸水补足
２５μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９０℃
３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ４０ｓ为１个循环，进行３５个
循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；最后４℃保温。将显示阳
性条带的植株进行下一步目的基因的ＰＣＲ检测。
１．２．３　转基因棉花目的基因的ＰＣＲ检测　以目的
基因设计特异性引物，将标记基因显示阳性条带的

植株，进行目的基因 ＰＣＲ检测，将 ＰＣＲ产物进行琼
脂糖凝胶电泳，将显示阳性条带的植株用染色体步

移技术进行Ｔ－ＤＮＡ插入位置鉴定。
１．２．４　染色体步移（巢式ＰＣＲ）扩增检测　特异性
引物设计见图１（以获取 ５′序列为例）。

　　根据已知序列区域设计特异性引物（引物序列
见表１），本研究经过多轮筛选得出染色体步移试剂
盒内随机引物ＡＰ３的扩增效果较好。

表１　试验所用引物

引物名称 引物序列（５′→３′）

ＮＰＴⅡ －Ｆ ＡＴＧＡＴＴＧＡＡＣＡＡＧＡＴＧＧＡＴＴＧＣＡＣ

ＮＰＴⅡ －Ｒ ＡＧＡＡＧＡＡＣＴＣＧＴＣＡＡＧＡＡＧＧＣＧＡＴ

ＨａＮＡＣ３８－Ｆ ＡＴＧＧＡＧＡＧＴＧＧＴＡＡＧＡＴＧＡＣ

ＨａＮＡＣ３８－Ｒ ＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＣＡＣＧＣＴＣＴＴ

Ａ１１－Ｆ ＴＴＴＴＴＡＧＧＣＣＴＧＡＧＣＣＣＡＡＴ

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｒ ＴＴＧＧＡＧＣＧＡＡＣＧＡＣＣＴＡＣＡＣ

ＨａＮＡＣ３８－ＳＰ１ ＧＡＣＡＡＣＡＴＴＧＴＴＧＧＴＧＡＣＡＣＣＡＡＧＣ

ＨａＮＡＣ３８－ＳＰ２ ＧＴＴＣＴＧＴＣＡＣＣＧＡＴＡＴＣＡＡＣＡＴＣＧＧＴ

ＨａＮＡＣ３８－ＳＰ３ ＧＧＣＡＡＴＡＧＣＡＧＣＴＧＣＡＡＴＡＧＣＡＴ

ＵＢＱ－Ｆ ＧＡＡＧＧＣＡＴＴＣＣＡＣＣＴＧＡＣＣＡＡＣ

ＵＢＱ－Ｒ ＣＴＴＧＡＣＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣＴＴＧＴＧＣＴＴＧ

　　本试验使用染色体步移试剂盒中的 ＡＰ３作为
兼并引物，以外源基因为已知片段设计引物，命名

为ＳＰ１、ＳＰ２、ＳＰ３，巢式反应体系见表２，ＰＣＲ扩增过
程见表３。

表２　巢式ＰＣＲ反应体系

试剂名称 用量（μＬ）

模板ＤＮＡ １

ｄＮＴＰｍｉｘ ８

１０×ＬＡＲＣＲＢｕｆｆｅｒⅡ ５

ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ １

ＡＰ１ １

ＡＰ３ １
ｄｄＨ２Ｏ ３３

１．２．５　ＰＣＲ产物的克隆与测序　利用琼脂糖凝胶
回收试剂盒回收 ＰＣＲ产物，将回收的 ＰＣＲ产物用
过线性化载体试剂盒（ｐＥＡＳＹ －Ｔ５ＺｅｒｏＣｌｏｎｉｎｇ
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表３　巢式ＰＣＲ扩增程序

反应步骤 循环数（个） 反应条件

第１步 １ ９４℃，１ｍｉｎ；９８℃，１ｍｉｎ

５ ９４℃，３０ｓ；６０℃，１ｍｉｎ；７２℃，２ｍｉｎ

１ ９４℃，３０ｓ；２５℃，３ｍｉｎ；７２℃，２ｍｉｎ

１５ ９４℃，３０ｓ；６０℃，１ｍｉｎ；７２℃，２ｍｉｎ

９４℃，３０ｓ；６０℃，１ｍｉｎ；７２℃，２ｍｉｎ

９４℃，３０ｓ；４４℃，１ｍｉｎ；７２℃，２ｍｉｎ

１ ７２℃，１０ｍｉｎ

第２步 １５ ９４℃，３０ｓ；６０℃，１ｍｉｎ；７２℃，２ｍｉｎ

９４℃，３０ｓ；６０℃，１ｍｉｎ；７２℃，２ｍｉｎ

９４℃，３０ｓ；４４℃，１ｍｉｎ；７２℃，２ｍｉｎ

１ ７２℃，１０ｍｉｎ

第３步 １５ ９４℃，３０ｓ；６０℃，１ｍｉｎ；７２℃，２ｍｉｎ

９４℃，３０ｓ；６０℃，１ｍｉｎ；７２℃，２ｍｉｎ

９４℃，３０ｓ；４４℃，１ｍｉｎ；７２℃，２ｍｉｎ

１ ７２℃，１０ｍｉｎ

Ｋｉｔ）进行连接和转化并涂抹于含卡那霉素的 ＬＢ固
体培养基上，３７℃过夜培养。挑取菌落进行 ＰＣＲ
检测，阳性菌落送生工生物工程（上海）股份有限公

司测序，将测序结果与参考序列比对，根据测序结

果设计特异性引物，对试验结果进行验证。

１．２．６　植物组织总ＲＮＡ的提取　当棉花幼苗处于
３叶期时进行干旱处理，用电子秤测定土样和幼苗
总质量，确定样品含水量，使其自然干旱。鲜质量

含水量 ＝（ｍｆ－ｍｄ）／ｍｆ×１００％。其中，ｍｆ代表鲜
质量，ｇ；ｍｄ代表干质量，ｇ。当含水量每下降２０％时
取样，分别取含水量为８０％、６０％、４０％、２０％的新鲜
叶片组织并做好标记。用锡箔纸包裹放于液氮罐中，

在液氮中取出样品，通过试剂盒进行ＲＮＡ提取。
１．２．７　反转录 ｃＤＮＡ　通过琼脂糖凝胶电泳确认
提取的植物基因组ＲＮＡ的完整性，同时利用超微量
分光光度计法测定其质量和浓度。按照测定的

ＲＮＡ浓度，选择合适的量做反转录试验。反转录体
系见表４。

表４　反转录体系

组分 用量（μＬ）

ＲＮＡ ８．０

ｇＤＮＡＲｅｍｏｖｅｒ １．０

ＯｌｉｇｏｄＴ ０．５

２×ＴＳＲｅａｃｔｉｏｎｍｉｘ １０．０

ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔＲＴ／Ｒ１ｅｎｚｙｍｅｍｉｘ ０．５

１．２．８　半定量ＰＣＲ　半定量ＰＣＲ是介于定量和定
性之间的一种判定基因是否差异表达的方式。在

控制其他变量相同的情况下，比较电泳条带亮度，

对基因表达量的情况进行判断。半定量 ＰＣＲ反应
体系为：含模板 ＤＮＡ１μＬ、半定量引物１μＬ、普通
ｍｉｘ１２．５μＬ、最后用ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μＬ。反应程
序为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９０℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，
７２℃ ４０ｓ，２５个循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ；最后放
４℃ 冰箱保存。

２　结果与分析

２．１　转基因植株标记基因ＰＣＲ检测结果
试验从种植的转ＨａＮＡＣ３８基因的Ｔ６代１个株

系中随机抽检 ６株材料，提取材料嫩叶基因组
ＤＮＡ，用标记基因 ＮＰＴⅡ 的引物对其进行 ＰＣＲ扩
增，扩增结果显示阳性对照和转基因株系均扩增出

７９５ｂｐ片段，转基因植株阴性对照无条带（图 ２）。
ＰＣＲ产物测序结果见图３，除序列两端外，其他序列
均与 ＮＰＴⅡ 序列比对结果完全相同。通过电泳及
测序结果可以看出，所选取的６株转基因单株均为
阳性植株。
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２．２　转基因植株目的基因ＰＣＲ检测结果
用目的基因引物对其进行 ＰＣＲ扩增，电泳结果

（图４）显示转基因植株能扩增出目标条带，转基因阴
性植株无条带。ＰＣＲ产物的测序结果与目的基因
ＨａＮＡＣ３８的部分序列相似性为１００％（图５）。通过电
泳和测序结果验证了外源基因仍存在于转基因植株。

２．３　染色体步移（巢式ＰＣＲ）扩增检测
通过目的基因 ＨａＮＡＣ３８序列设计染色体步移

特异性引物，通过巢式ＰＣＲ扩增Ｔ－ＤＮＡ与基因组
ＤＮＡ连接的片段以确定外源ＤＮＡ插入的边界［１２－１３］。

取上述各步ＰＣＲ反应液８μＬ进行１％琼脂糖凝胶
电泳，结果（图６）显示，所取转 ＨａＮＡＣ３８基因植株
在３轮 ＰＣＲ反应中均扩增出条带。将第３轮 ＰＣＲ
扩增出的条带回收并测序，结果如图７所示。对载
体序列以及测序结果进一步比对发现，上区段的序

列与棉花基因组序列具有 １００％的同源性。ＮＣＢＩ
比对序列定位到棉花基因组 Ａ１１染色体上第
２６２０２３２３ｂｐ处（图８）。
　　根据测序结果设计特异性引物，对试验结果进
行验证。

　　测序结果表明外源基因ＨａＮＡＣ３８整合在棉花

基因组中，其与载体都位于棉花 Ａ１１染色体上，确
定了其精确插入位点，但其插入位点的侧翼序列的

功能研究还没有相关的解释［１４－１７］。验证扩增结果

（图９）显示，转基因阳性植株扩增出了条带。经验

证，预期结果正确。

２．４　半定量ＰＣＲ检测结果
提取转ＨａＮＡＣ３８基因材料 Ｔ６代植株总 ＲＮＡ，

反转录为ｃＤＮＡ，做半定量ＰＣＲ检测试验，其中内参
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基因为棉花内源基因 ＵＢＱ７。由图１０可以看出，内
参基因的扩增条带在不同旱胁迫处理中亮度基本

一致。由图１１可以看出，由于旱胁迫处理含水量的
不同，目的基因的条带亮度明暗强弱有所变化。由

半定量ＰＣＲ扩增结果可以看出，随着干旱胁迫处理
时间的延长，含水量越低，条带越亮，目的基因的表

达量增强，由此初步判断目的基因在抗旱表达中发

挥了作用［１８－１９］。

３　讨论与结论

染色体步移过程中，由于简并引物具有随机

性，为达试验目的，本试验设计多对简并引物才扩

增到阳性结果。这也是前人对于染色体步移扩增

特点的印证［２０］。半定量 ＰＣＲ不但可以比较不同基
因表达量的高低，也可以比较相同基因在不同材料
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中表达量的高低。本试验要验证 ＨａＮＡＣ３８基因是
否受到干旱胁迫的影响，控制其他变量相同，改变

模板 （经过干旱胁迫处理材料的 ｃＤＮＡ），看
ＨａＮＡＣ３８基因表达是否有变化，即相同基因在不同
模板下的半定量ＰＣＲ。

研究表明，外源基因在转基因后代植株中大多

数能稳定遗传，但也有一些外源基因遗传是不规则

的，可能是由外源基因拷贝数不同和整合方式所引

起的，甚至会导致基因沉默或基因丢失等［２１］。通过

试验结果可以推断，外源基因与棉花基因组的整合

遵循一定的整合模式，有选择地切割或插入某些序

列，但这些序列是随机插入的。这与前人的研究结

论［２２］相一致。本研究证明染色体步移技术可以作

为转基因棉花插入位置检测有效方法。

前人的研究证明梭梭 ＨａＮＡＣ３８基因在抗旱中

发挥着重要作用［２３］，但关于转 ＨａＮＡＣ３８基因后代
植株的遗传稳定性却鲜有研究。为验证转基因植

株的遗传稳定性，对转基因高代植株中外源基因的

遗传、表达稳定性进行分析，本研究对转 ＨａＮＡＣ３８
基因棉花材料进行了分子鉴定，通过 ＰＣＲ扩增、电
泳检测及测序证实了 Ｔ６代转基因植株中存在标记
基因ＰＣＲ、目的基因 ＰＣＲ。又通过染色体步移检测
Ｔ－ＤＮＡ插入到转基因植株染色体的具体位置。同
时应用半定量 ＰＣＲ［２４－２８］，证明了 ＨａＮＡＣ３８基因在
棉花受干旱胁迫后表达量上调。这些结果说明了

转ＨａＮＡＣ３８基因Ｔ６代棉花的遗传稳定性。以上研
究结果为转基因材料进一步应用提供了理论依

据，转 ＨａＮＡＣ３８基因棉花丰富了抗旱棉花的种质
资源，为转基因抗旱棉花新品种的培育奠定了

基础［２９］。
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南欧大戟叶绿体基因组密码子偏好性分析

余　涛，蒲　芬，管　芹，范　敏
（大理大学药学院，云南大理６７１０００）

　　摘要：为了揭示南欧大戟叶绿体基因组密码子使用偏性及形成原因，以南欧大戟叶绿体基因组中长度大于３００ｂｐ
的非重复蛋白质编码序列为研究对象，利用ＣｏｄｏｎＷ１．４．１、ＣＵＳＰ在线程序等生物信息学分析工具对其密码子偏性
及使用模式进行分析。结果表明，南欧大戟叶绿体基因组密码子中相对同义密码子使用度 ＞１的有３１个，其中以
Ａ／Ｕ结尾的占７１％，表明其偏好使用以Ａ／Ｕ结尾的密码子；有效密码子数均值为４６．７４，说明密码子使用的偏好性较
弱；ＧＣ１与ＧＣ２呈极显著相关，ＧＣ３与ＧＣ２、ＧＣ１无显著相关性，表明密码子第３位碱基与其他位置碱基的组成有差

异；此外，ＥＮＣ与ＧＣ３呈极显著相关，说明密码子末尾碱基组成在一定程度上会影响密码子使用偏好性。ＥＮＣ－ｐｌｏｔ

绘图分析、中性绘图分析、ＰＲ２－ｐｌｏｔ偏倚分析结果表明，影响南欧大戟叶绿体基因组同义密码子使用偏性的主要因素
是自然选择，但同时也受到突变压力等其他因素的影响；通过建库分析，筛选出ＧＡＵ、ＡＵＡ、ＵＵＧ等１４个最优密码子。
研究结果可为开展目的基因优化、物种改良和系统进化分析等研究提供科学参考。
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　　南欧大戟（ＥｕｐｈｏｒｂｉａｐｅｐｌｕｓＬ．）为大戟科
（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｃｅａｅ）大戟属（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ）一年生草本植
物，原产于地中海沿岸，在我国云南、广西、广东及

台湾等地区均有分布［１］。民间常用其治疗哮喘、癌

症等疾病［２］。已有研究发现，南欧大戟含有二萜、

三萜、甾醇、黄酮、酚酸和糖类等化学成分［３－５］，具有

抗炎［６］、抗肿瘤［７］、治疗心血管疾病和改善多重耐

药性［８］等作用。目前，关于南欧大戟的研究主要涉

及化学成分、药理活性等方面，在核酸等生物大分

子层面的研究较少。笔者所在课题组前期对南欧

大戟叶绿体基因组特征和系统发育关系进行了阐

述［９］，但未对其叶绿体基因组密码子使用偏性影响
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