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摘要 为研究 Ms5基因在红麻(HibiscuscanabiusL.)花药中的转录特征,以L23A不育系为试材,基于已

知的红麻 Ms5基因5′端cDNA序列,采用3′RACE和RT-PCR技术对该基因全长cDNA序列进行克隆。序列

比对分析结果表明,红麻花药组织中同时存在 Ms5基因2种不同的转录本,其长度分别为972和1105bp,依次

命名为 HcMs5-α和 HcMs5-β。这2种转录本均包含了完整且一致的编码序列,其编码序列(CDS)全长为858
bp,预测编码的蛋白质含有285个氨基酸残基,分子质量为32.4ku,理论等电点为7.62;两者5′端前972bp序

列完全一致,但3′端的非编码区(UTR)长度有所不同,HcMs5-β在第972bp以后比 HcMs5-α多出133bp的序

列,具有选择性转录终止的特征。这种转录终止信号的可选择性可能与该基因转录后水平的调控有关。
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  减数分裂是有性生殖过程中配子体发生的重要

事件。目前,在拟南芥中已鉴定到多个与小孢子减

数分 裂 有 关 的 基 因,如 MMD1、SYN1、ASK1、

MEI1等[1-5]。Ms5基因也是一个在高等植物中与

减数分裂密切相关的基因[6]。Ms5基因在拟南芥基

因组中至少包含以下3个拷贝:Ms5、Ms5-LIKE1
和 Ms5-LIKE2[7]。Sanders等[7]研究发现,拟南芥

Ms5基因的T-DNA插入突变体表现为减数分裂四

分体异常,进而导致小孢子败育,药室内细胞退化,
但绒毡层无异常;Ms5基因仅仅在药室内的减数分

裂细胞中表达,且只短暂地出现在减数分裂后期。
因此,推测该基因编码蛋白可能在减数分裂期对小

孢子的发育起到重要的周期性调控作用。
红麻具有丰富的种质资源和遗传多样性[8]。李

刚[9]以红麻细胞质雄性不育系(CMS)L23A及其保

持系L23B为材料,采用同位素相对标记与绝对定

量(iTRAQ)技术,通过二维液相色谱分离,结合串

联质谱,共鉴定出93个在不育系和保持系花药线粒

体中显著差异的蛋白质,其中包括1个红麻 Ms5蛋

白。但该Ms5基因在红麻中的表达及功能尚不明

确。本研究以红麻CMS系L23A为材料,基于已知

的红麻Ms5基因cDNA5′-UTR序列设计3′RACE

引物进行PCR扩增,克隆该基因的全长开放阅读框

(ORF),揭示了其多转录本现象,以期为该基因的

表达调控和功能研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试材料为笔者所在课题组选育的红麻细胞质

雄性不育系(CMS)L23A,于2010年4月种植于广

西大学农学院教学科研试验基地。
1.2 红麻花药总 RNA 的提取和反转录

2010年10月初剥取红麻花药,由于红麻与松

树一样含多糖、多酚等化合物,多糖的理化性质与

RNA相似,在提取过程中,易与RNA形成胶冻状

物质共沉淀[10-11];而酚类物质易被氧化成多醌类物

质,与 RNA 不 可 逆 结 合,影 响 RNA 产 量 和 活

性[12];因此参照 Chang等[13]对松树RNA提取的

方法,采用CTAB法提取总RNA;用 Oligo(dT)接
头引物(3′RACE-W)按照北京天恩泽基因科技公司

cDNA第一链合成试剂盒进行反转录。
1.3 目的基因的 3′RACE 克隆与鉴定

在该基因已知的cDNA序列5′端 UTR区域,
设计2条基因特异引物(GSP1和GSP2)作为上游
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引物,用1个含有部分接头序列的通用引物 UPM
作为下游引物,进行两轮PCR扩增。PCR产物经

DNA凝胶回收试剂盒纯化后克隆,送至华大基因公

司测序。
表1 本研究所用的引物

Table1 Primerpairsusedinthisstudy

引物Primers 序列Primersequences(5′-3′)

3′RACE-W
GGCCACGCGTCGACTAG-
TACTTTTTTTTTTTTTTT

UPM GGCCACGCGTCGACTAGTAC
GSP1 GGAGAGGAGAAAGCTGAGTTC
GSP2 AGAAAGCTGAGTTCCCGAGA

1.4 生物信息学和序列分析

利用 NCBI的Blast和 ORFFinder程序进行

基因序列同源性分析和开放阅读框的预测;利用ht-
tp://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/prot-
param网站分析PNDREB1基因的氨基酸组成、理
论分 子 质 量 和 等 电 点;利 用 http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/structure/cdd/wrpsb.cgi进行基因编

码蛋白质的功能域分析;利用 MEGA4.0进行该基

因蛋白序列的同源比对,并采用邻接法构建进化

树[14]。

2 结果与分析

2.1 RNA 的提取与纯化

从图1可以看出用CTAB法提取的红麻花药

总 RNA,28SrRNA 和 18SrRNA 条 带 清 晰,

5SrRNA几乎看不到,且28SrRNA 条带的亮度约

为18SrRNA条带亮度的2倍,没有DNA 与蛋白

质污染,RNA无降解,完整性好,纯度高,其质量可

满足反转录为完整的cDNA的技术要求。

 1,2:红麻花药总RNATotalRNAextractedfromkenafanther.

图1 CTAB法提取红麻花药总RNA的琼脂糖凝胶电泳图

Fig.1 AgarosegelelectrophoresisoftotalRNAextracted

fromkenafantherwithCTABmethod

2.2 红麻 Ms5 基因的 3′RACE 克隆

以红麻花药cDNA第一链为模板,应用基于该

基因cDNA5′-UTR的2条特异引物与UPM 组合

进行两轮PCR扩增,获得了红麻Ms52条大小不等

的条带,其大小分别为972和1105bp(图1)。2种

转录本均包含完整的开放阅读框,其长度为858
bp,预测编码的蛋白质含有285个氨基酸残基,分
子质量为32.4ku,理论等电点为7.62;且所扩增的

5′-UTR和ORF序列一致,预测的蛋白序列含有介

导蛋白质互作的TPR结构域(图2)。

 M:100bpDNAladderplus;1,2:3′RACE扩增产物Productof

3′RACE.

图2 红麻Ms5基因cDNA的3′RACE扩增产物

Fig.2 3′RACEproductsofMs5cDNAfromH.canabius
2.3 红麻 Ms5 基因的 2 种转录本

经Ms5基因的3′RACE扩增,得到了2种不同

的Ms5基因cDNA序列,分别命名为 HcMs5-α 和

HcMs5-β(图3)。两者5′端前972bp序列完全一

致,但3′端的 UTR长度有所不同,HcMs5-β 在第

972bp以后比HcMs5-α多出了133bp的序列。在

该基因3′非编码区没有典型的加尾信号 AATA-
AA,但具有2个可能的加尾信号,具有选择性转录

终止的特征(图4)。
2.4 红麻 Ms5 的分子进化分析

采用 MEGA4.0软件将红麻和其他植物 Ms5
氨基酸序列作多重比对,构建系统进化树。结果表

明:该基因在高等植物中是多拷贝的;高等植物Ms5
蛋白可分为3个亚组。红麻 Ms5所在的亚组Ⅰ分

支具有单子叶植物(如水稻 Oryzasativa 和玉米

Zeamays)和双子叶植物(如蓖麻Ricinuscommu-
nis、杨树Populustrichocarpa、葡萄Vitisvinifera
和拟南芥Arabidopsisthaliana)的 Ms5蛋白成员,
说明该亚组 Ms5蛋白的基本特征在单子叶和双子

叶植物分离前就已形成(图5)。
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图3 Ms5蛋白的保守域

Fig.3 ConsevveddomainsofMs5

方框部分为起始密码子ATG和终止密码子TAATwoboxesindicateATGandTAA.

图4 HcMs5-α和HcMs5-β核苷酸序列比对

Fig.4 DNAsequenceofHcMs5-αandHcMs5-β
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图5 红麻Ms5与其他植物的同源蛋白的系统进化树

Fig.5 PhylogenetictreebasedontheaminoacidsequenceofMs5

3 讨 论

本研究所克隆的红麻Ms5基因是一个与雄性不

育相关的基因[7,9]。本研究通过3′RACE克隆该基因

cDNA序列,发现2种转录本3′UTR的长度不一样,
暗示了该基因的表达具有选择性转录终止的特征。

5′UTR和3′UTR通常含有涉及基因转录和转

录后水平调控的序列。选择性转录起始和终止增加

了转录本的多样性和复杂性[15]。多聚腺苷酸化是

真核生物成熟 mRNA 产生过程中的重要环节。

3′UTR被认为是基因表达所必需的一个调控区,其
序列和长度是可变的;3′UTR的顺式作用元件通

过与反式作用因子的互作,对 mRNA稳定性、基因

表达定位以及翻译效率等过程进行调控[16-17]。例

如,戴冰冰等[18]报道了PI3KγmRNA3′UTR可能

存在基因表达负调控区。可变的多聚腺苷酸位点还

可能与基因表达的组织特异性有关[16-17]。因此,选

择性的多聚腺苷酸位点可能也是基因表达调控的重

要机制。我们推测,红麻Ms5基因的1种转录本选

择性终止后可能通过转录后的调控机制影响到其稳

定性,从而在蛋白水平上表现 Ms5量上的差异,影
响到花药的发育[9]。但 HcMs5-α 和 HcMs5-β 哪

一种更不稳定? 同时,Ms5基因的选择性转录终止

是否在高等植物中具有普遍性? 这种选择性终止会

如何影响该基因的表达、翻译和组织特异性? 由于

Ms5基因在高等植物中存在多个拷贝,因此 Ms5基

因在红麻中的拷贝数以及它们所执行的生物学功能

等问题还有待于进一步的研究。
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Abstract ThefullmRNAofkenafMs5genewastriedtoclonewithRT-PCRand3′RACEmethods
basedontheknownpartial5′-endcDNAsequence.Thesequencingresultsshowedthattwotranscripted
cDNAsofMs5genewereclonedfromtheantherofkenaf.ThelengthoftwotranscriptsnamedasHc-
Ms5-αandHcMs5-βwere972bpand1105bp,respectively.Thestructureanalysisshowedthatbothof
themcontainedan858bpORF,encodingaproteinof285aminoacidswithpredictedmolecularweightof
32.4kuandaisoelectricpointof7.62.Thesequencingresultsshowedthat5′-end972bpsequenceofthe
twotranscriptswasidentical,butHcMs5-βpossessedanadditional133bpsequenceat3′-endafter972
bpcomparedwithHcMs5-α.Thealternativeterminationoftranscriptioninthe3′UTRofkenafMs5
mayberelatedwiththeposttranscriptionalregulationofthegene.Itisthefirstreportaboutthemultiple
transcriptsofMs5geneinhigherplant.

Keywords kenaf(HibiscuscanabiusL.);Ms5gene;3′RACE;multipletranscript;alternativeter-
mination
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