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用 cDNA-SRAP 技术分离蜡梅花发育
不同时期差异表达基因片段

赵凯歌 王文颖 陈龙清

华中农业大学园艺林学学院/园艺植物生物学教育部重点实验室,武汉430070

摘要 应用cDNA-SRAP标记方法,筛选出19对引物,对8-12月所采集的24个蜡梅花芽(花朵)样品所

制备的cDNA模板进行扩增,研究蜡梅花发育各时期的基因表达情况,并对部分差异片段进行了表达分析和功

能预测。结果表明,cDNA-SRAP分子标记技术操作简便,能产生较丰富的条带,是进行差异显示分析研究的有

效途径;与玉米淀粉去分支酶基因、欧洲山杨纤维素合成酶基因、玉米抗锈病基因和小麦多酚氧化酶基因相似性

高的差异表达片段,可能对蜡梅花发育和抗性表现起着重要的作用。
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  蜡梅(Chimonanthuspraecox (L.)Link)又称

腊梅、黄梅、寒梅等,为蜡梅科蜡梅属落叶灌木。其

开放时正值腊月,花色晶莹剔透,花香浓郁,是深受

中国人民喜爱的传统名花。蜡梅对环境条件适应性

很强,易于栽培,具有抗多种生物胁迫的能力[1]。很

多蜡梅品种一朵花可以同时呈现出黄色和紫红

色[2],是研究花色相关基因差异表达的理想材料。
蜡梅花香成份复杂,市场应用潜力高。近年来,挖掘

其抗逆性、花色、花香相关基因并进行功能分析已成

为蜡梅研究中的热点内容。Xiang等[3]采用同源克

隆的 方 法 克 隆 了 与 花 香 相 关 的 CpSAMT 和

CpFPPS基因;刘群等[4]研究了脂转移蛋白在蜡梅

非生物胁迫过程中的应答情况;眭顺照等[5]研究了

凝集素基因对蚜虫、蛞蝓的抗性等;谢树章等[6]认为

蜡梅几丁质酶可能与蜡梅抗寒性有关,这些研究为

蜡梅的品种改良和种质创新奠定了基础。但是这些

研究多偏重于对蜡梅花期的基因表达情况进行研

究,而蜡梅从夏季花芽分化到冬季花期长达数月,该
过程中的基因表达情况目前尚无研究。

相关序列扩增多态性(sequence-relatedampli-
fiedpolymorphisim,SRAP)又称为基于序列扩增

多态性,是2001年由美国加州大学的Li等[7]提出

的一种基于PCR技术的新型分子标记技术,已被应

用于遗传多样性分析、比较基因组学、遗传图谱构

建、性状标记及种质资源评价[8-10]。在Li等[7]对白

菜不同组织中的cDNA进行SRAP扩增时,检测到

了组织特异性表达的条带,说明SRAP技术也可用

于cDNA差异表达分析,cDNA-SRAP技术目前已

在剪股颖[11]、甘蔗[12]、油菜[13]、芝麻[14]、花生[15]、油
莎豆[16]等植物中得到应用,成为一种新的转录基因

组学研究工具。本研究利用cDNA-SRAP分子标

记技术,以不同时期的蜡梅花芽或花被片为材料进

行花发育过程中的基因差异表达研究,以期找到一

些与花发育及抗性相关的基因,为蜡梅的品种改良

和种质利用提供参考。

1 材料与方法

1.1 材 料

试验材料为种植于华中农业大学校内的 ‘狗
牙’蜡梅。该蜡梅属红心型,花较小,花期早,中被片

为淡黄色,内被片为紫红色。从2010年8月初开

始,每10d采集1次花芽样品,从10月起缩短采样

间隔,每6d采样1次,至蜡梅开放,共采集24份花

芽(花朵)样品。
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1.2 方 法

将提取的蜡梅总 RNA用 DNase酶纯化,用

M-MLV逆转录酶反转录合成cDNA第一链并检

测。根据Li等[7]开发的SRAP标记引物,共合成

了正向引物10条,反向引物17条,组成170对引

物组合。

PCR扩增体系和反应程序参照 Li等[7]的方

法,略作改动。扩增体系20μL,其中cDNA第一链

45ng,10×PCRbuffer2μL,dNTPs0.2mmol/L,
正向引物0.5μmol/L,反向引物0.5μmol/L,Taq
酶1 U。PCR 反 应 程 序 为:94 ℃ 5 min;94 ℃
1min,35℃1min,72℃1min,5个循环;94℃
1min,50℃1min,72℃1min,35个循环;72℃
10min。反应结束后,取扩增产物于2%的琼脂糖凝

胶上电泳检测。将差异条带与载体连接,转化到感

受态大肠杆菌上,经蓝白斑初步筛选后,挑取白色菌

斑进行菌落PCR,检测是否阳性克隆。进行测序分

析,并在NCBI上进行比对。
为了进一步研究差异片段在不同发育阶段的表

达情况,根据其序列设计引物,进行逆转录PCR。
扩增体系为20μL,其中10×PCRbuffer2μL,

dNTPs0.2mmol/L,正向引物1.5μmol/L,反向

引物1.5μmol/L,cDNA模板1μL,Taq酶1U。
反应程序为:94℃4min;94℃30s,60~70℃复性

30s(每进行5个循环退火温度下降2℃),72℃
1min,30个循环;72℃10min。内参为18SrRNA
基因。

2 结果与分析

2.1 RNA 的提取及 cDNA 第一链的合成

对所采24份样品进行了总RNA的提取。所

提取的RNA28S,18S的带型清晰整齐,无拖尾,无
降解,完整性好。用紫外分光光度计测得 D260nm/

D280nm均为1.8~2.0,RNA质量浓度为500~1000
ng/μL,符合后续试验要求。

用Invitrogen 公 司 的 M-MLV 逆 转 录 酶 将

RNA反转录成cDNA第一链。合成后,以稀释10
倍的cDNA第一链为模板,用笔者所在课题组克隆

的蜡梅DFR 基因(1100bp左右)引物进行扩增,检
测cDNA第一链的质量。PCR结束后,用1%琼脂

糖凝胶检测,结果如图1,所合成的cDNA第一链均

能扩增出单一明亮的目的条带,说明cDNA第一链

的合成效果较好。

 M:分子质量标记 Molecularweightmarker;1~3:花芽样品

Flowerbudsamples;4~7:分别为盛开期和衰老期的中轮花被片

和内轮花被片 Middleandinnertepalsoffullyopenedflowersand

senescentflowers,respectively.

图1 反转录产物检测的结果

Fig.1 QualityofreversetranscriptionPCRproducts
2.2 蜡梅花不同发育时期的 cDNA-SRAP 扩增差

异显示

  通过预试验确定的cDNA-SRAP反应体系与

条件,对170对引物进行筛选,最终选择了19对引

物进行后续试验(表1)。以24个不同时期反转录

单链作为模板,进行PCR扩增。检测结果显示,共
扩增出清晰可辨的条带596条,条带主要分布在

100~1000bp之间(图2)。
2.3 差异条带的测序

经重复扩增后,选择能在同一位置稳定出现、大
小在100~1000bp之间,带型明亮清晰的部分条

带进行回收测序,在NCBI上进行同源性比对分析,
与已知功能序列同源性较高的序列有23条(表2)。
有的序列与转录因子、转座子、逆转录转座子关系密

切,如Copia-like逆转录转座子基因、AP2转录因子

基因;有的序列与生物代谢有关,如纤维素合成酶基

因、谷氨酰胺合成酶基因等;有的序列与植物抗逆性

有关,如抗锈病基因、多酚氧化酶基因、钙依赖蛋白

激酶基因等。
还有20个片段为未知功能序列,其中1条序列

与非生物胁迫后得到的葡萄EST数据库同源性高,

1条与梨叶缘焦枯病病原菌感染后得到的柑橘cD-
NA文库数据同源性高,1条与干旱处理后得到的

二穗短柄草cDNA文库数据同源性高,推测它们可

能与植物抗逆功能有关。

496
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表1 cDNA-SRAP引物组合

Table1 ThecombinationofcDNA-SRAPprimers

引物编号

Sequencenumber
正向引物

Forwardprimer(5′-3′)
反向引物

Reverseprimer(5′-3′)

1 Em06:GACTGCGTACGAATTGCA Me01:TGAGTCCAAACCGGATA

2 Em06:GACTGCGTACGAATTGCA Me02:TGAGTCCAAACCGGAGC

3 Em02:GACTGCGTACGAATTTGC Me10:TGAGTCCAAACCGGTGC

4 Em07:GACTGCGTACGAATTATG Me06:TGAGCTCTTTCCGGTAA

5 Em10:GACTGCGTACGAATTTAG Me01:TGAGTCCAAACCGGATA

6 Em10:GACTGCGTACGAATTTAG Me07:TGAGCTCTTTCCGGTTG

7 Em11:GACTGCGTACGAATTTCG Me03:TGAGTCCAAACCGGAAT

8 Em13:GACTGCGTACGAATTCAA Me09:TGAGTCCAAACCGGTCC

9 Em12:GACTGCGTACGAATTGAC Me03:TGAGTCCAAACCGGAAT

10 Em12:GACTGCGTACGAATTGAC Me04:TGAGTCCAAACCGGACC

11 Em17:GACTGCGTACGAATTCCA Me02:TGAGTCCAAACCGGAGC

12 Em14:GACTGCGTACGAATTCTG Me03:TGAGTCCAAACCGGAAT

13 Em08:GACTGCGTACGAATTAGC Me06:TGAGCTCTTTCCGGTAA

14 Em01:GACTGCGTACGAATTAAT Me01:TGAGTCCAAACCGGATA

15 Em16:GACTGCGTACGAATTCAG Me03:TGAGTCCAAACCGGAAT

16 Em17:GACTGCGTACGAATTCCA Me06:TGAGCTCTTTCCGGTAA

17 Em02:GACTGCGTACGAATTTGC Me06:TGAGCTCTTTCCGGTAA

18 Em07:GACTGCGTACGAATTATG Me03:TGAGTCCAAACCGGAAT

19 Em02:GACTGCGTACGAATTTGC Me03:TGAGTCCAAACCGGAAT

 M:分子质量标记 Molecularweightmarker;1~10:8-10月每10d所采花芽Flowerbudsamplescollectedevery10daysduringAu-

gusttoOctoberperoid;11~18:11-12月每6d所采花芽 Flowerbudsamplescollectedevery6daysduringNovembertoDecember

peroid;19~24:初开期、盛开期和衰老期的中轮花被片和内轮花被片 Middleandinnertepalsofpartiallyopened,fullyopenedflowers

andsenescentflowers,respectively.

图2 Em11Me03引物组合的cDNA-SRAP扩增结果

Fig.2 AmplifiedresultofEm11Me03primercombination
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表2 部分cDNA-SRAP差异片段的序列分析

Table2 SequenceanalysisofapartofdifferentialcDNA-SRAPfragments

序号

No.
GenBank登录号

GenBankaccessionNo.
物种

Species
相似序列

Similarsequence
片段长度/bp

Lengthofsequences

1 AY574035.1 玉米Zeamays
抗锈病基因

Rustresistanceproteinrp3-1gene
213

2 AY162181.1
欧洲山杨

Populustremuloides
纤维素合成酶mRNA

Cellulosesynthase(CesA4)mRNA
419

3 DQ195078.1 玉米Zeamays
淀粉去分支酶

Pullulanase-typestarchdebranchingenzymegene(Zpu1)
215

4 GQ252858.1
毛竹

Phyllostachysedulis
转座酶蛋白基因 Transposonproteingenes 515

5 XR_077361.1 葡萄Vitisvinifera miscRNA基因 MiscellaneousRNAgene 265
6 FY987163.1 日本黄连Coptisjaponica AP2转录因子基因 AP2classtranscriptionfactor 252
7 JN632508.1 小麦 Triticumaestivum 多酚氧化酶基因Polyphenoloxidasegene(PPO-B2) 187
8 NM_001112072 玉米Zeamays 钙依赖蛋白激酶基因Calcium-dependentproteinkinase 374
9 JQ246972.1 野胡萝卜 Daucuscarota atp1基因 ATPasesubunit1gene(atp1) 266
10 NM_001255403.1 大豆Glycinemax 谷氨酰胺合成酶基因 Glutaminesynthetasebeta2mRNA 158
11 FJ660634.1 水稻Oryzasativa 脂氧合酶基因BasmatiLOX9mRNA 125
12 DQ359721.1 火炬松 Pinustaeda 叶绿体tRNA-Val基因tRNA-Valgene(trnV) 289
13 AJ428413.1 美国蜡梅Calycanthusfertilis 叶绿体基因Chloroplastgene 300
14 HQ215855.1 毛果杨 Populustrichocarpa NACmRNA基因 NACdomainmRNAgene 264
15 JQ340872.1 棉Gossypiumhirsutum 果胶甲基酯酶基因PectinmethylesterasemRNA 415

16 GU647223.1 白羽扇豆Lupinusalbus
甘油磷酸二酯磷酸二酯酶基因

Glycerophosphodiesterphosphodiesterase1gene
237

17 NM_103475.1
拟南芥

Arabidopsisthaliana
hAT家族转座子mRNAhATtransposonproteinmRNA 178

18 AY099257.1
宽叶菜豆

Phaseolusacutifolius
谷胱甘肽硫转移酶mRNAGlutathioneS-transferasemRNA 221

19 JQ429083.1 葡萄Vitisvinifera 多磷酸肌醇激酶基因IPK2proteinmRNA 132
20 EU853459.1 甜瓜Cucumismelo RanBP1mRNA基因 Ran-bindingproteinmRNAgene 443

21 JN402332.1 柑橘Citrussinensis
Copia-like逆转录转座子基因

Retrotransposoncopia-likepolyproteingene(Tcs1)
126

22 EF088506.1 葡萄Vitisvinifera 钙网蛋白基因Calreticulin2mRNA(CRT2) 187
23 XM_002281150.1 葡萄Vitisvinifera GLP类萌发素蛋白基因 Germin-likeproteinmRNA 203

2.4 一些重要片段的基因表达分析

对一些预测功能比较重要的片段设计引物,进
行逆转录PCR反应,以进一步了解其在蜡梅花不同

发 育 阶 段 的 表 达 情 况。结 果 表 明,由 引 物

Em02Me10扩增的长度为215bp的差异片段(命名

为Em02Me10-215),在蜡梅初开花朵中特异出现

(图3-A),它与玉米淀粉去分支酶基因的部分编码

区有81%的相似性。由引物Em02Me03扩增的长

度为419bp的差异片段(命名为Em02Me03-419),
在蜡梅蕾期的样品中特异出现(图3-B),它与欧洲

山杨纤维素合成酶(CesA4)mRNA完整编码区序

列的一部分有87%的相似性。由引物Em14Me03
扩增 的 长 度 为 213 bp 的 差 异 片 段 (命 名 为

Em14Me03-213)在蜡梅花发育各阶段均有表达,在
初 开期和盛开期表达量上升(图3-C),它与玉米抗

 1~5:采自8-12月蕾期样品 Flowerbudsamplescollected

duringAugusttoDecemberperoid;6~11:初开期、盛开期和衰老

期的中轮花被片和内轮花被片 Middleandinnertepalsofpartially

opened,fullyopenedflowersandsenescentflowers,respectively;

A:Em02Me10-215;B:Em02Me03-419;C:Em14Me03-213;

D:Em02Me06-187.

图3 逆转录PCR检测一些片段在蜡梅花

不同发育阶段的表达情况

Fig.3 Expressionofsomeputativegenefragments
inChimonanthuspraecoxatdifferentdevelopmental

stagesbyreversetranscriptionPCR
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锈病蛋白(RP3-1)的完整编码区的一部分有98%的

相似性。由引物Em02Me06扩增的长度为187bp
的差异片段(命名为Em02Me06-187)在蜡梅花芽

期、初开期、盛开期均有表达,在衰老花被片中没有

检测到表达(图3-D),它与小麦多酚氧化酶基因部

分编码区有71%的相似性。

3 讨 论

无论是动物还是植物,同一基因在不同的组织,
或同一组织的不同发育阶段,其基因的表达量都是

有差异的。为了研究这些呈现出表达差异的基因,
人们建立起了一系列差异基因筛选技术,其中cD-
NA-AFLP试验成本相对较低,稳定性好,在国内外

应用较多[17]。本研究发现,与cDNA-AFLP方法相

比,cDNA-SRAP方法同样具有重复性好,能产生较

丰富的条带,可同时检测多个样本之间的表达差异

等优点,并且cDNA-SRAP方法操作步骤更简单,
实验成本更低;而且 在 一 些 实 验 过 程 中,cDNA-
SRAP的PCR扩增产物可以直接用琼脂糖凝胶电

泳分离,避免了变性或非变性聚丙烯酰胺凝胶的复

杂制备过程。因此,近年来cDNA-SRAP技术已逐

渐成为基因表达研究的重要工具。
本研究采用cDNA-SRAP技术,以不同发育时

期的蜡梅花芽(花朵)为试材研究蜡梅花发育过程中

的表达差异,最终获得与已知功能序列同源性较高

的序列23条及未知功能序列20条,并对一些预测

功能比较重要的片段进行逆转录PCR反应,以进一

步了解其在蜡梅花不同发育阶段的表达情况。结果

表明,在蜡梅初开花被片、花芽中分别有特异表达的

片段与玉米淀粉去分支酶基因(Zpu1)、欧洲山杨纤

维素合成酶基因(CesA4)具有较高的相似性;在蜡

梅花芽及初开、盛开花朵中有特异表达的片段与小

麦多酚氧化酶基因(PPO)有较高相似性,这一片段

在衰老花被片中不表达;另有一片段与玉米抗锈病

基因(RP3-1)相似性高,在蜡梅花发育各阶段有不

同程度表达。这些基因可能与蜡梅花发育和抗性表

现有密切联系。
玉米淀粉去分支酶由Zpu1基因编码,在淀粉

的合成过程中发挥重要作用[18]。植物体中存在着

众多种类的纤维素合成酶,它们催化合成的β-1,4
糖苷链构成了植物细胞壁中含量最丰富的纤维素组

分。根据本试验结果以及蜡梅花开放的生理过程,
笔者推测:蜡梅是落叶灌木且花期是冬季,从蕾期到

开放的过程中,花瓣明显、迅速增大,所以在蕾期的

时候,对构成细胞壁的主要成分———纤维素需求量

急剧增加,导致纤维素合成酶基因(CesA4)大量表

达;又由于蜡梅此时处于落叶期,不能继续生成游离

的单糖分子,这种情况可能激发了淀粉脱分支酶基

因表达,将多糖降解,所得产物用以生成纤维素,保
证花被片的正常增大。

植物在长期进化中,形成了一系列防御机制来

抵抗各类病原物入侵,其中抗病R 基因发挥着关键

作用。R 基因以基因家族的形式存在,通常成簇排

列从而形成复杂的结构。对玉米抗病基因的一致性

图谱的研究表明,玉米抗锈病基因Rp3是1个抗病

主基因,位于3号染色体着丝粒附近的抗性基因群

中[19]。蜡梅的抗病性很强,病虫害少,同源比对出

的玉米抗锈病蛋白(RP3-1)可能与蜡梅的抗病机理

有关。
多酚氧化酶(PPO)广泛存在于植物中,也与抗

性密切相关。很多植物的抗性品系PPO活性比敏

感品系高,感染后抗性品系的PPO活性增高的速率

要比敏感性品系快[20]。它通常在幼嫩组织活性高,
而在衰老部位活性低。本研究中,多酚氧化酶基因

类似片段在蜡梅花芽期、初开期、盛开期均有表达,
在衰老花被片中没有检测到表达,与前人研究所得

PPO活性规律相符。
本研究通过cDNA-SRAP技术,分离了蜡梅花

发育不同时期差异表达基因片段,并结合RT-PCR
技术对进行了基因表达分析及功能预测,初步得到

了与蜡梅抗性及花发育关系密切的基因片段。其确

切功能有待通过RACE技术得到全长,进一步做基

因功能验证进行确定。
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UsingcDNA-SRAPmethodtoisolategenefragmentsexpressing
atdifferentdevelopmentalstagesofflowerofChimonanthuspraecox

ZHAOKai-ge WANGWen-ying CHENLong-qing

CollegeofHorticultureandForestrySciences/KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology,

MinistryofEducation,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract NineteenpairsofcDNA-SRAPprimersweredesignedtoamplifycDNAsamplesof24
Chimonanthuspraecoxflowerbuds/tepalsrepresentingdifferentdevelopmentalstages.Thebiological
functionsofaportionofdifferentiallyexpressedgeneswerepredictedandcharacterized.Theresults
showedthatcDNA-SRAPmethodsissimple,cheap,effectiveingeneratingrelativelyabundantbandsand
avalidapproachtostudydifferentiallyexpressedgenes.Itindicatedthatfragmentshavinghighsequence
similaritywithZeamaysZpu1,PopulustremuloidesCesA4,ZeamaysRP3-1andTriticumaestivum
PPO mayplayanimportantroleinflowerdevelopmentandresistancetostress.

Keywords Chimonanthuspraecox;cDNA-SRAP;differentialdisplay;geneexpression;develop-
mentalstage
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