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甘蓝型油菜温敏 ＧＭＳＴＥ５Ａ幼蕾酵母
双杂交 ｃＤＮＡ文库的构建及筛选
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　　摘要：为进一步解析甘蓝型油菜温敏细胞核雄性不育系（ＧＭＳ）ＴＥ５Ａ的不育机理，筛选与育性蛋白ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ
互作的重要蛋白。提取不育系ＴＥ５Ａ的幼蕾（直径≤２ｍｍ）总 ＲＮＡ，利用 ＳＭＡＲＴ（ｓｗｉｔｃｈｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍａｔ５′ｅｎｄｏｆ
ｔｈｅＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ）技术构建酵母双杂交ｃＤＮＡ文库和诱饵载体 ｐＧＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ，转化酵母菌株 Ｙ２Ｈｇｏｌｄ，检
测其毒性和自激活活性，通过Ｍａｔｉｎｇ方法筛选与蛋白 ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ互作的蛋白，并根据基因注释推测其功能。结果
成功地构建了甘蓝型油菜温敏细胞核雄性不育系 ＴＥ５Ａ幼蕾酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库，文库库容量为２×１０７ｃｆｕ，重
组率达到１００％，插入片段平均长度大于１．８ｋｂ。发现诱饵载体ｐＧＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ对酵母没有毒性，没有自激活
活性。筛选出４９个候选互作蛋白，其中有丝分裂纺锤体检测点蛋白（ＢＵＢＲ１）、周期蛋白Ｄ３（ｃｙｃｌｉｎ－Ｄ３）和Ｆ－ｂｏｘ
蛋白（ＦＢＷ２）三个互作蛋白可能与该不育蛋白相互作用，共同调控该不育系ＴＥ５Ａ的育性。

关键词：甘蓝型油菜；温敏细胞核雄性不育；酵母双杂交ｃＤＮＡ文库；ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ；互作蛋白
中图分类号：Ｓ５６５．４０３　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００７－９０８４（２０１６）０３－０２９２－０８

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｙｅａｓｔｔｗｏ－ｈｙｂｒｉｄｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙｏｆｆｌｏｗｅｒｂｕｄ
ｆｒｏｍａｄｏｍｉｎａｎｔｔｈｅｒｍｏ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｇｅｎｉｃｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｅｌｉｎｅＴＥ５ＡｉｎＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ
ＬＩＫｅ－ｑｉ１，２，ＷＡＮＧＳｈａ－ｓｈａ１，ＺＥＮＧＸｉｎ－ｈｕａ１，ＹＡＮＸｉａｏ－ｈｏｎｇ１，ＷＵＧａｎｇ１

（１．ＯｉｌＣｒｏｐｓＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＧｅｎｅｔｉｃＩｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆＯｉｌＣｒｏｐｓ，
ｔｈｅＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，Ｗｕｈａｎ４３００６２，Ｃｈｉｎａ；

２．ＧｒａｄｕａｔｅＳｃｈｏｏｌｏｆＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００８１，Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｏｒｅｖｅａｌｓｔｅｒｉｌｉｔｙｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｄｏｍｉｎａｎｔｔｈｅｒｍｏ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｇｅｎｉｃｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｅｌｉｎｅＴＥ５ＡｉｎＢｒａｓ

ｓｉｃａｎａｐｕｓ，ｈｏｓｔｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｗｉｔｈＢｎａＡ．ｔｓＭｓｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄ．Ｓｔｅｒｉｌｅｆｌｏｗｅｒｂｕｄｓ（ｄｉａｍｅｔｅｒ≤２ｍｍ）
ＲＮＡｆｒｏｍＴＥ５Ａｗｅｒｅｓａｍｐｌｅｄ．Ｙｅａｓｔｔｗｏ－ｈｙｂｒｉｄ（Ｙ２Ｈ）ｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙＳＭＡＲＴｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．
ＢａｉｔｖｅｃｔｏｒｏｆｐＧＫＢＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＹ２Ｈｇｏｌｄ．ＲｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＹ２ＨｃＤ
ＮＡｌｉｂｒａｒｙｏｆｆｌｏｗｅｒｂｕｄｆｒｏｍＴＥ５Ａｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．Ｔｈｅｌｉｂｒａｒｙｃａｐａｃｉｔｙｗａｓａｂｏｕｔ２×１０７ｃｆｕ．Ｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅｃＤＮＡｌｅｎｇｔｈｗｅｒｅｍｏｒｅｔｈａｎ１．８ｋｂｗｉｔｈａｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆ１００％．ＢａｉｔｖｅｃｔｏｒｏｆｐＧＫＢＴ７－
ＢｎａＡ．ｔｓＭｓｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．Ｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｈａｄｎｏｖｉｒｕｌｅｎｃｅａｎｄｓｅｌｆ－ａｃｔｉｖｉｔｙｔｏｙｅａｓｔ．４９ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅｆａｃｔｏｒｓｗｅｒｅ
ｏｂｔａｉｎｅｄ．Ａｍｏｎｇｔｈｅｍ，３ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＢＵＢＲ１，ｃｙｃｌｉｎ－Ｄ３ａｎｄＦＢＷ２）ｗｅｒｅｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｆｏｕｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｗｉｔｈＢｎａＡ．ｔｓＭｓ，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｆｅｒｔｉｌｉｔｙｏｆＴＥ５Ａ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ；Ｔｈｅｒｍｏ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｇｅｎｉｃｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｉｔｙ；Ｙｅａｓｔｔｗｏ－ｈｙｂｒｉｄｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙ；
ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ；Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ

收稿日期：２０１５１２２２
基金项目：湖北省自然科学基金（２０１４ＣＦＢ３２０）
作者简介：李可琪（１９９０－），女，硕士研究生，从事油菜细胞核雄性不育的机理研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｋｅｑｉ１２１８＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ
通讯作者：吴　刚（１９７６－），男，博士，研究员，从事转基因安全检测和基因工程研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｕｇａｎｇ＠ｃａａｓ．ｃｎ

　　油菜是我国主要油料作物之一，同时也是杂种 优势利用最为成功的作物之一［１］。细胞核雄性不



育系因为恢复源广、易获得强优势杂交组合已成为

杂种优势利用的重要途径［２］。甘蓝型油菜温敏细

胞核雄性不育系ＴＥ５Ａ是本课题组从甘蓝型油菜品
系ＴＥ５中发现的一种温敏细胞核雄性不育突变类
型［３］。ＴＥ５Ａ的细胞学观察显示其花粉母细胞停留
在减数分裂时期，没有形成二分体及四分体，从而不

能产生花粉粒，研究表明其育性受一对显性基因

ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ［３］控制，目前本课题组已经定位并克隆了
该基因（文章待发表）。本研究拟通过构建甘蓝型

油菜温敏细胞核雄性不育系 ＴＥ５Ａ的幼蕾酵母双杂
交ｃＤＮＡ文库，采用酵母双杂交系统筛选与育性蛋
白ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ互作的蛋白，从而为解析该材料的不
育机理奠定基础。

目前，已经报道的甘蓝型油菜细胞核雄性不育

材料包括：Ｓ４５Ａ［４］、９０１２Ａ［５］、宜 ３Ａ［６］、Ｋ１２１Ｓ［７］、
３７３Ｓ［８］、Ｈｕｉｙｏｕ５０Ｓ［９］和 ＴＥ５Ａ［３］等。Ｙｉ等将甘蓝型
油菜隐性核不育Ｓ４５Ａ的恢复基因ＢｎＭｓ１精细定位
到０．１ｃＭ和０．３ｃＭ的范围，并认为该基因可能参
与绒毡层代谢途径［１０，１１］。Ｌｅｉ等［１２］将甘蓝型油菜

隐性核不育Ｓ４５Ａ的恢复基因 ＢｎＭｓ２定位到０．０３８
和０．０７５ｃＭ范围内，并进一步分析证明 ＢｎＭｓ２和
ＢｎＭｓ１是重叠基因，其生物学功能相同。Ｈｕａｎｇ等
在开发与甘蓝型油菜隐性核不育两型系９０１２ＡＢ中
ＢｎＭｓ３紧密连锁的分子标记的基础上，将 ＢｎＭｓ３锁
定在遗传距离在０．４ｃＭ的范围内［１３，１４］。Ｈｅ等利用
与ＢｎＭｓ３连锁的分子标记序列信息与拟南芥的共
线性关系，将 ＢｎＭｓ３锁定到左右两侧各０．０７ｃＭ的
遗传距离内［１５］。Ｄｕｎ等利用 ＩＰ标记和染色体登陆
的方法最终克隆了 ＢｎＭｓ３基因［１６，１７］，Ｚｈｏｕ等通过
差减 ｃＤＮＡ文库筛选，最终发现该基因编码 Ｔｉｃ４０
蛋白，主要调控绒毡层的发育［１８］。虽然近年来对影

响油菜细胞核雄性不育基因及其恢复基因进行了大

量研究，但国内外对油菜细胞核雄性不育分子机理

的研究仍比较薄弱，其作用机理及编码蛋白的功能

仍不清晰。酵母双杂交技术是检测蛋白质互作的有

效方法，也是应用最为广泛、获得蛋白互作数据最多

的方法之一［１９］。酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库是通过酵
母双杂交技术来筛选未知蛋白和检测蛋白之间相互

作用的前提和保障［２０］。Ｆｕｊｉｉ［２１］和Ｒｏｎｎｂｅｒｇ［２２］等通
过此方法分别筛选出与水稻不育恢复基因 ＲＦ２相
互作用的ＲＩＦ２蛋白和与小鼠 ＮＳｓ蛋白相互作用的
ＡＣＢＤ３蛋白。Ｓｉｎｇｈ等［２３］通过该方法构建了与水

稻促分裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）相互作用的蛋白
调控网络。

该不育材料 ＴＥ５Ａ为功能获得型突变，并且其

不育时期发生在减数分裂时期，因此选取该材料的

不育幼蕾来构建酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库，筛选与
ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ互作的蛋白，为进一步解析其不育机理
奠定基础。

１　材料与方法
１．１　材料

甘蓝型油菜温敏显性细胞核雄性不育系 ＴＥ５Ａ
种植于光照１６ｈ、温度２２℃的温室内，在抽薹开花
期，环境温度高于２０℃时表现为完全不育，随机选
取５株处于减数分裂旺盛时期的幼蕾（直径≤
２ｍｍ）混合后，立即放入液氮中速冻后于超低温冰箱
保存，用于总ＲＮＡ提取。

ＱｉａｇｅｎＲＮｅａｓｙＭｉｃｒｏｋｉｔ和ＱＩＡｑｕｉｃｋＰＣＲＰｕｒｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎＫｉｔ均购自上海玉博生物技术有限公司；ＳＭＡＲ
ＴＴＭ ｃＤＮＡＬｉｂｒａｒｙＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＫｉｔ、酵母菌株 Ｙ２Ｈ
ｇｏｌｄ、Ｙ１８７及载体 ｐＧＡＤＴ７、ｐＧＢＫＴ７、ｐＧＢＫＴ７－５３、
ｐＧＡＤＴ７－Ｔ等均购自 ＣＬＯＮＴＥＣＨ公司；ＮｕｃｌｅｏＢｏｎｄ
ＸｔｒａＭａｘｉＥＦ购自ＭＮ公司；ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅＤＮａｓｅＩ、Ｔ４
ＤＮＡ连接酶、ＳｆｉＩ内切酶、蛋白酶 Ｋ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、酵
母培养所用培养基等常用试剂均购自宝生物工程有

限公司。引物由上海生工生物技术有限公司合成。

１．２　ＴＥ５Ａ不育系幼蕾初级ｃＤＮＡ文库的构建
１．２．１　ＲＮＡ的提取　称取１ｇ幼蕾放在液氮预冷
过的研钵中研磨，用ＱｉａｇｅｎＲＮｅａｓｙＭｉｃｒｏｋｉｔ试剂盒
提取总ＲＮＡ。之后用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００微量分光光度
计估算 ＲＮＡ的浓度和纯度（Ａ２６０／Ａ２８０和 Ａ２６０／Ａ２３０
值），并用１％琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ的完整性。
１．２．２　双链 ｃＤＮＡ的合成　按照 ＳＭＡＲＴＴＭ ｃＤＮＡ
ＬｉｂｒａｒｙＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＫｉｔ说明书进行操作，取 １μｇ
ＲＮＡ为模板，引物 ＳＭＡＲＴＴＭ Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ：５′－
ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＧＧＣＣＡＴＴＡＣＧＧＣ
ＣＧＧＧ－３′和 ＣＤＳⅢ／３′ＰＣＲＰｒｉｍｅｒ：５′－ＡＴＴＣＴＡ
ＧＡＧＧＣＣＧＡＧＧＣＧＧＣＣＧＡＣＡＴＧ－ｄ（Ｔ）３０Ｎ－１Ｎ－３′
（Ｎ＝Ａ，Ｇ，Ｃ，或 Ｔ；Ｎ－１＝Ａ，Ｇ或 Ｃ）各１μＬ，合成
ｃＤＮＡ第一条链。再以 ｃＤＮＡ第一条链为模板，以
５′ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒ：５′－ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧ
ＣＡＧＡＧＴ－３′和 ＣＤＳⅢ／３′ＰＣＲＰｒｉｍｅｒ为引物进行
ＬＤ－ＰＣＲ，合成ｃＤＮＡ第二条链。接着通过 ＣＨＲＯ
ＭＡＳＰＩＮ－４００层析柱纯化双链 ｃＤＮＡ并去除小于
４００ｂｐ的片段，最后用１％琼脂糖凝胶电泳检测纯化
前后双链ｃＤＮＡ质量。
１．２．３　ｐＧＡＤＴ７载体的改造　为了将双链 ｃＤＮＡ
连接到载体 ｐＧＡＤＴ７上，对载体 ｐＧＡＤＴ７多克隆位
点处的序列进行了改造，在不改变原载体读码框的
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前提下，将原ＳｆｉＩ酶切位点改造为ＳｆｉＩＡ和ＳｆｉＩＢ两
个酶切位点［２４］。

１．２．４　初始ｃＤＮＡ文库的构建、扩增及质量鉴定　
取４μＬｐＧＡＤＴ７、４μＬｃＤＮＡ、１μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ和１μＬ
Ｔ４ＤＮＡ连接酶，混匀后１６℃连接过夜。将连接产
物在 １．８ｋＶ，２００Ω的条件下电击转化大肠杆菌
ＤＨ５α感受态细胞后加入 １ｍＬＬＢ培养基，放在
３７℃恒温摇床振荡培养 １ｈ，即得到初始 ｃＤＮＡ文
库。取上述培养液１μＬ分别稀释１０、１００、１０００和
１００００倍，测算文库滴度。对 ｃＤＮＡ初始文库进行
扩增后，用ＮｕｃｌｅｏＢｏｎｄＸｔｒａＭａｘｉＥＦ试剂盒抽提质
粒，用１％琼脂糖凝胶电泳检测其质量。
１．３　ＴＥ５Ａ不育系幼蕾Ｙ１８７酵母双杂交ｃＤＮＡ文

库构建及质量鉴定

通过 ＰＥＧ／ＬｉＡｃ化学转化法转化酵母 Ｙ１８７菌
株。取１５μｇ上述文库重组质粒和６００μＬＹ１８７感
受态细胞混匀后，于３０℃水浴３０ｍｉｎ后，４２℃热激
２５ｍｉｎ。然后３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ除上清，重悬细
胞于８００μＬＹＰＤＡ液体培养基中，培养２ｈ。然后取
培养液１μＬ分别稀释１０、１００、１０００和１００００倍，涂
布在ＳＤ／－Ｌｅｕ平板上，并对平板单克隆计数，测算
文库滴度。从平板上随机挑取１６个分离良好的单
菌落进行培养，并对这些单菌落进行菌落 ＰＣＲ鉴
定，所用引物为：ｐＧＡＤＴ７－Ｆ（５′－ＧＧＡＧＴＡＣＣＣＡＴ
ＡＣＧＡＣＧＴＡＣＣ－３′）和 ｐＧＡＤＴ７－Ｒ（５′－ＴＡＴＣ
ＴＡＣＧＡＴＴＣＡＴＣＴＧＣＡＧＣ－３′）。用 １％琼脂糖凝胶
电泳检测ＰＣＲ产物，统计文库插入片段的大小和重
组率，分析文库的多态性。

文库重组率（％）＝（有插入片段的反应个数／
总挑选菌落数）×１００。
１．４　诱饵蛋白载体构建及蛋白表达检测

首先把基因 ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ通过双酶切位点 ＥｃｏＲＩ
和ＰｓｔＩ构建到ｐＧＢＫＴ７载体中，所用引物为：上游引
物 Ｆ：ＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＧＴＡＡＴＴＣＴＧＣＧＣＣＴＧＧＡＧ
ＧＧＴ和下游引物 Ｒ：ＴＴＡＣＴＧＣＡＧＴＴＡＣＴＣＡＧＡＧＴＣ
ＧＧＧＣＡＣＡＡＧＣＴＧＡ。然后通过ＰＥＧ／ＬｉＡｃ化学转化
法转化酵母菌株 Ｙ２Ｈｇｏｌｄ。为了检测诱饵蛋白是
否在宿主酵母菌中表达，用玻璃珠破碎酵母细胞，提

取酵母蛋白，用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法对提取的表达蛋
白进行检测，一抗为 ｃ－Ｍｙｃ单克隆抗体，通过化学
发光检测诱饵蛋白的表达。

１．５　诱饵蛋白毒性及自激活活性检测
１．５．１　诱饵蛋白毒性检测　把空载体 ｐＧＢＫＴ７转
入Ｙ２Ｈｇｏｌｄ，分别挑取一个直径２～３ｍｍ的诱饵酵
母单菌落及空载体酵母单菌落接种于含有 ５０ｍＬ

ＳＤ／－Ｔｒｐ液体培养基的锥形瓶中，３０℃培养５、１０、
１５、２０、２５、３０ｈ后，用紫外分光光度计测定 ＯＤ６００值，
分析ｐＧＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ对酵母菌生长的影响。
１．５．２　诱饵蛋白自激活活性检测　将含有 ｐＧ
ＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ重组质粒的酵母菌株 Ｙ２Ｈｇｏｌｄ
涂布到 ＳＤ／－Ｔｒｐ（ＳＤＯ）、ＳＤ／－Ｔｒｐ／ｘ－α－ｇａｌ
（ＳＤＯ／ｘ）、ＳＤ／－Ｔｒｐ／ｘ－α－ｇａｌ／ＡｂＡ（ＳＤＯ／ｘ／Ａ）平
板，３０℃倒置培养３～５ｄ，观察平板菌落生长情况，
分析 ｐＧＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ对酵母是否具有自激活
活性。同时采用 Ｍａｔｉｎｇ方法设置自激活实验的阴
性对照和阳性对照，Ｙ２Ｈｇｏｌｄ［ｐＧＢＫＴ７－Ｌａｍ］×
Ｙ１８７［ｐＧＡＤＴ７－Ｔ］为阴性对照组，Ｙ２Ｈｇｏｌｄ［ｐＧ
ＢＫＴ７－ｐ５３］×Ｙ１８７［ｐＧＡＤＴ７－Ｔ］为阳性对照组。
１．６　酵母文库筛选
１．６．１　文库ｍａｔｉｎｇ筛选　用Ｍａｔｉｎｇ方法进行酵母
文库筛选，方法参照ＣＬＯＮＴＥＣＨ公司的Ｍａｔｃｈｍａｋｅｒ
ＧｏｌｄＹｅａｓｔＴｗｏ－ＨｙｂｒｉｄＳｙｓｔｅｍＵｓｅｒＭａｎｕａｌ。具体
如下，挑取新鲜培养的诱饵酵母菌落，在５０ｍＬＳＤ／
－Ｔｒｐ培养基中过夜培养 １６～２０ｈ，使 ＯＤ６００达到
０．８，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ后用 ４～５ｍＬＳＤ／－Ｔｒｐ
重悬，与上述制备好的酵母双杂交ｃＤＮＡ文库混匀，
在４５ｍＬ２×ＹＰＤＡ培养基中培养２０～２４ｈ，在显微
镜下观察成二倍体接合型后，３０００ｒ／ｍｉｎ离心
３ｍｉｎ，用１０ｍＬ０．５×ＹＰＤＡ培养基重悬，把酵母菌液
涂布在直径１５０ｍｍ的 ＳＤ／－Ｔｒｐ－Ｌｅｕ／ｘ－α－ｇａｌ／
ＡｂＡ（ＤＤＯ／ｘ／Ａ）平板上，３０℃避光培养３～５ｄ，把平
板上的蓝色菌落转移到 ＳＤ／－Ｔｒｐ－Ｌｅｕ－Ａｄｅ－Ｈｉｓ
／ｘ－α－ｇａｌ／ＡｂＡ（ＱＤＯ／ｘ／Ａ）平板上３０℃避光培养
７～１０ｄ。
１．６．２　文库阳性克隆的鉴定　上述平板倒置培养
后，观察菌落在ＱＤＯ／Ｘ／Ａ平板的生长情况，挑取直
径超过２ｍｍ的蓝色菌落，接种于 ＳＤ／－Ｌｅｕ／－Ｔｒｐ
培养基中进行扩繁，以 ｐＧＡＤＴ７载体通用引物
ｐＧＡＤＴ７－Ｆ和ｐＧＡＤＴ７－Ｒ进行菌落 ＰＣＲ扩增，分
析插入片段的大小并排除重复克隆。

１．６．３　阳性克隆的测序和生物信息学分析　直接
取上述筛选出的酵母单克隆在 ＳＤ／－Ｌｅｕ／－Ｔｒｐ培
养基中进行扩繁，然后取 ０．５ｍＬ培养液送公司测
序。测得的序列在 ＮＣＢＩ数据库进行 ＢＬＡＳＴ，找到
同源序列，统计序列长度、基因登录号、读码框完整

性、基因注释和读码框一致性等信息。

２　结果与分析
２．１　总ＲＮＡ的提取

经测定，油菜花蕾总 ＲＮＡＡ２６０／Ａ２８０＝１．９６１，
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Ａ２６０／Ａ２３０＝２．５３，浓度为 ３．１３μｇ／μＬ，表明该 ＲＮＡ
纯度高，无蛋白质和其它杂质污染。ＲＮＡ琼脂糖凝
胶电泳条带较清晰，无拖尾、扩散等降解现象（图

１），并且２８Ｓ条带亮度是１８Ｓ条带亮度的２倍以上，
进一步证明抽提的ＲＮＡ质量好，没有发生降解。综
上所述，该 ＲＮＡ纯度和完整性高，完全满足建库的
要求，可以用来构建ｃＤＮＡ文库。

注／Ｎｏｔｅ：Ｍ：２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；
１：总ＲＮＡＴｏｔａｌＲＮＡ

图１　总ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳图
Ｆｉｇ．１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡ

２．２　双链ｃＤＮＡ的合成
采用 ＳＭＡＲＴ方法合成单链 ｃＤＮＡ，再通过 ＬＤ

－ＰＣＲ扩增得到双链 ｃＤＮＡ，双链 ｃＤＮＡ片段集中
在２５０～４０００ｂｐ之间，呈弥散状（图２Ａ），说明该材
料幼蕾不同大小和丰度的 ｍＲＮＡ都进行了有效反
转录及扩增，可用于酵母双杂交ｃＤＮＡ文库的构建。
如图２Ｂ所示，当用 ＣＨＲＯＭＡＳＰＩＮ－４００层析柱对
双链 ｃＤＮＡ纯化后，基本将 ４００ｂｐ以下的片段去
除掉。

注／Ｎｏｔｅ：Ｍ：２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；
Ａ：１：纯化前双链ｃＤＮＡｄｓｃＤＮＡｂｅｆｏｒｅｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；
Ｂ：１：纯化后双链ｃＤＮＡｄｓｃＤＮＡａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
图２　纯化前后双链ｃＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳图
Ｆｉｇ．２　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌ
ｄｓｃＤＮＡｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．３　大肠杆菌ｃＤＮＡ文库构建
通过酶切、连接的方法将纯化的双链 ｃＤＮＡ连

接到载体ｐＧＡＤＴ７上，电击转化到大肠杆菌ＤＨ５α

中，进一步培养得到初级 ｃＤＮＡ文库，文库滴度为
２．３×１０６ｃｆｕ。将文库扩增后，用 ＮｕｃｌｅｏＢｏｎｄＸｔｒａ
ＭａｘｉＥＦ试剂盒提取大肠杆菌ｃＤＮＡ文库质粒，如图
３所示，凝胶电泳主带明亮，几乎没有杂带，说明该
质粒比较完整，质量好。

注／Ｎｏｔｅ：Ｍ：２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１：质粒Ｐｌａｓｍｉｄ
图３　初级ｃＤＮＡ文库扩增后质粒琼脂糖凝胶电泳图
Ｆｉｇ．３　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｆｏｒｐｌａｓｍｉｄｏｆ
ｐｒｉｍａｒｙｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙａｆｔｅｒｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．４　Ｙ１８７酵母双杂交ｃＤＮＡ文库构建及质量鉴定
将上述大肠杆菌 ｃＤＮＡ文库质粒转化到酵母

Ｙ１８７菌株中，获得酵母双杂交所用的 Ｙ１８７酵母双
杂交ｃＤＮＡ文库，其文库滴度达到２×１０７ｃｆｕ。如图
４所示，随机挑选的１６个酵母文库单克隆进行菌落
ＰＣＲ扩增，通过琼脂糖凝胶电泳显示外源重组片段
分布在７５０～３０００ｂｐ之间，文库插入片段平均长度
大于１．８ｋｂ，说明该文库具有很好的多态性，文库重
组率为１００％。结果表明 Ｙ１８７酵母文库中 ｃＤＮＡ
片段长度适合进行酵母双杂交筛选，文库质量较高。

注／Ｎｏｔｅ：Ｍ：２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；
１－１６：菌落编号 Ｃｏｄｅｓｏｆｃｌｏｎｅｓ

图４　酵母双杂交ｃＤＮＡ文库ＰＣＲ检测结果
Ｆｉｇ．４　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｙｅａｓｔｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙ

２．５　诱饵载体构建及在酵母菌中的表达检测
诱饵基因通过ＰＣＲ扩增，以 ＥｃｏＲＩ和 ＰｓｔＩ酶切

位点连入 ｐＧＢＫＴ７载体中，通过菌落 ＰＣＲ扩增，证
实ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ成功构建到载体中（图５Ａ）。目的基
因ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ与载体中的ＧＡＬ４－ＢＤ蛋白区域构成
融合蛋白ＧＡＬ４－ＢＤ－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ，约为５２．８ｋＤ，通
过ＴＣＡ丙酮法提取融合蛋白，并通过 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
检测到融合蛋白 ＧＡＬ４－ＢＤ－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ正确表达
（图５Ｂ）。
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注：Ａ诱饵基因重组载体构建的菌落ＰＣＲ电泳鉴定图：
Ｍ：２５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ；１：阴性对照ｐＧＢＫＴ７；
２：ｐＧＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ诱饵重组载体；
Ｂ：诱饵蛋白ｗｅｓｔｅｒｎ表达检测：

１：融合蛋白ＧＡＬ４－ＢＤ－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ；
２：阴性对照；Ｍ：ＴｈｅｒｍｏＮｏ．２６６１６

Ｎｏｔｅ：ＡＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅａｎｄｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｂａｉｔｂｙｃｏｌｏｎｙＰＣＲ：Ｍ：２５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ；

１：ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｐＧＢＫＴ７；２：Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅａｎｄｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ
ｏｆｂａｉｔｐＧＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ．Ｂ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＡＬ４－ＢＤ－ＢｎａＡ．
ｔｓＭｓｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ：１：ＧＡＬ４－ＢＤ－ＢｎａＡ．

ｔｓＭｓｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ；２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ：ＴｈｅｒｍｏＮｏ．２６６１６
图５　诱饵基因重组载体构建及诱饵蛋白表达检测
Ｆｉｇ．５　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｂａｉｔｇｅｎｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒ
ａｎｄＧＡＬ４－ＢＤ－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２．６　诱饵蛋白毒性检测及自激活检测
分别取含有ｐＧＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ诱饵载体及

对照空质粒ｐＧＢＫＴ７的Ｙ２Ｈｇｏｌｄ转化菌培养，每５ｈ
检测 ＯＤ６００吸 光 度 值。ｐＧＢＫＴ７和 ｐＧＢＫＴ７－
ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ诱饵载体转化 Ｙ２Ｈｇｏｌｄ的 ＯＤ６００几乎没
有差异（图 ６），说明该酵母双杂交诱饵载体 ｐＧ
ＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ与对照空质粒转化菌生长情况相
似，证明该诱饵载体对酵母菌没有毒性。此外，Ｙ２Ｈ
ｇｏｌｄ［ｐＧＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ］在ＳＤ／－Ｔｒｐ／ｘ－α－ｇａｌ
平板上有白色菌落生长；在 ＳＤ／－Ｔｒｐ／ｘ－α－ｇａｌ／
ＡｂＡ平板上没有菌落生长；阳性对照在 ＳＤ／－Ｔｒｐ－
Ｌｅｕ－Ａｄｅ－Ｈｉｓ／ｘ－α－ｇａｌ／ＡｂＡ平板有明显的蓝色
克隆子出现，而阴性对照无克隆子出现（表１）。这表
明ｐＧＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ在酵母细胞中没有激活报告
基因ＡＵＲ１－Ｃ和ＭＥＬ１，无自身转录激活作用发生。

图６　诱饵蛋白毒性检测
Ｆｉｇ．６　Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌｔｅｓｔｏｆｂａｉｔｐｒｏｔｅｉｎ

表１　重组质粒ｐＧＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ自激活作用检测
Ｔａｂｌｅ１　ＴｅｓｔｏｆｐＧＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓｂａｉｔｆｏｒａｕｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

ＳＤＯ
ＳＤｌ／－Ｔｒｐ

ＳＤＯ／Ｘ
ＳＤｌ／－Ｔｒｐ／Ｘ－α－Ｇａｌ

ＳＤＯ／Ｘ／Ａ
ＳＤ／－Ｔｒｐ／ＡｂＡ／Ｘ－α－Ｇａｌ

ＱＤＯ／Ｘ／Ａ
ＳＤ／－Ｔｒｐ／－Ｌｅｕ／－Ａｄｅ／－Ｈｉｓ／ＡｂＡ／Ｘ－α－Ｇａｌ

ｐＧＢＫＴ７－ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ ＋ ＋白色 Ｗｈｉｔｅ － －
阳性对照 Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ／ ／ ／ ＋蓝色 Ｂｌｕｅ
阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ／ ／ － －
　　注／Ｎｏｔｅ：＋：生长Ｇｒｏｗｔｈ；－：不生长 Ｎｏｇｒｏｗｔｈ；／：未转平板 Ｎｏｎ－ｅｘｉｓｔｎｃｅ

２．７　酵母文库筛选
通过Ｍａｔｉｎｇ方法，以 ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ为诱饵，对甘

蓝型油菜温敏细胞核雄性不育系 ＴＥ５Ａ的幼蕾酵母
双杂交 ｃＤＮＡ文库进行筛选，统计 ＳＤ／－Ａｄｅ／－
Ｈｉｓ／－Ｌｅｕ／－Ｔｒｐ／Ｘ－α－Ｇａｌ平板上共有１４３个蓝
色阳性菌落，挑取阳性菌落在 ＳＤ／－Ｔｒｐ－Ｌｅｕ培养
基培养后进行菌落 ＰＣＲ，显示 ｃＤＮＡ插入片段大小
在４００～１０００ｂｐ。在测序过程中，由于部分阳性克
隆存在高级结构，导致测序没有成功，同时排除重复

克隆序列，最后获得４９个基因序列。其中存在１５
个未知功能的蛋白，剩余３４个基因通过ＧｅｎｅＯｎｔｏｌ
ｏｇｙ进行基因分子功能分类，共分为９类（图７）：核
糖体结构蛋白、ＤＮＡ结合蛋白、锌离子结合蛋白、蛋
白绑定因子、转移酶活性、ＡＴＰ结合蛋白、ＧＴＰ结合
蛋白、特异性ＤＮＡ结合蛋白及核酸结合蛋白。鉴于
该细胞核雄性不育材料的不育性与减数分裂异常有

关，根据候选互作蛋白的功能注释，其中有丝分裂纺

锤体检测点蛋白（ＢＵＢＲ１）、周期蛋白 Ｄ３（ｃｙｃｌｉｎ－
Ｄ３）及 Ｆ－ｂｏｘ蛋白（ＦＢＷ２）与减数分裂相关（表
２）。这３个蛋白 ＢＵＢＲ１、ｃｙｃｌｉｎ－Ｄ３、ＦＢＷ２可能与
ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ相互作用，导致减数分裂异常，影响小孢
子发育进程，从而调控温敏细胞核雄性不育系

ＴＥ５Ａ的育性。

图７　基因分子功能分类
Ｆｉｇ．７　Ｃｌａｓｓｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｓｃｒｅｅｎｅｄｇｅｎｅｓ

６９２ 中国油料作物学报　２０１６，３８（３）



表２　ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ为诱饵筛选到的重要互作基因信息
Ｔａｂｌｅ２　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ３ｉｍｐｏｒｔａｎｔｇｅｎｅｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈＢｎａＡ．ｔｓＭｓｓｃｒｅｅｎｉｎｇｂｙｙｅａｓｔｔｗｏ－ｈｙｂｒｉｄｓｙｓｔｅｍ

基因
Ｇｅｎｅ

大小
Ｓｉｚｅ／ｂｐ

ＯＲＦ完整性
ＯＲＦｉｎｔｅｇｒｉｔｙ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

注释
Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

读码框一致性
ＯＲＦｃｏｈｅｒｅｎｃｅ

ＢＵＢＲ１ １３４４ 完整 Ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ＸＭ＿０１３８８２４０９ ｍｉｔｏｔｉｃｓｐｉｎｄｌｅｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔｐｒｏｔｅｉｎ 一致 Ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｔ
ＦＢＷ２ ９５６ 完整 Ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ＸＭ＿０１３７７５１８２ Ｆ－ｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎ 一致 Ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｔ
ｃｙｃｌｉｎ－Ｄ３ １０５８ 完整 Ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ＸＭ＿０１３７８１１６０ ｃｙｃｌｉｎ－Ｄ３－３－ｌｉｋｅ 一致 Ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｔ

３　讨论
高质量的ｃＤＮＡ文库是通过酵母双杂交进行大

规模蛋白筛选的前提［２５］，ＲＮＡ样品的质量直接影
响ｃＤＮＡ文库的质量及库容量。本研究采用Ｑｉａｇｅｎ
方法提取的总 ＲＮＡ完全满足构建高质量 ｃＤＮＡ文
库的先决条件。采用 ＣＬＯＮＴＥＣＨ公司推出的
ＳＭＡＲＴ方法合成的双链 ｃＤＮＡ，其两端分别带有
ＳｆｉＩＡ和ＳｆｉＩＢ酶切位点，我们将该载体ｐＧＡＤＴ７原
来的ＳｆｉＩ酶切位点改造为 ＳｆｉＩＡ和 ＳｆｉＩＢ两个酶切
位点，从而保证ｃＤＮＡ片段可以定向插入到载体中，
避免了其他方法构建文库时ｃＤＮＡ片段插入方向不
确定的情况。

文库的库容量和文库重组率是评价ｃＤＮＡ文库
质量的两个主要指标。经测定，本研究构建的酵母

双杂交ｃＤＮＡ文库库容量为２×１０７ｃｆｕ，重组外源片
段在７５０～３０００ｂｐ之间，文库插入片段平均长度大
于１．８ｋｂ，重组率达到１００％，远远大于构建 ｃＤＮＡ
文库的基本要求（库容量大于１×１０６ｃｆｕ，插入ｃＤＮＡ
片段≥３００ｂｐ，平均 ＞１０００ｂｐ）。因此，本研究所构
建的酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库库容量、重组率及文库
插入片段平均长度均达到较高的水平，完全满足高

质量ｃＤＮＡ文库的标准，可以用来进行下一步的酵
母双杂交筛选。本研究通过将诱饵载体 ｐＧＢＫＴ７－
ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ转化到 ＣＬＯＮＴＥＣＨ公司最新推出的黄
金酵母Ｙ２Ｈｇｏｌｄ菌株中，增加了 ＡｂＡ筛选压力，大
大降低了文库筛选的假阳性率［２６］。

利用酵母双杂交技术，以 ＢｎａＡ．ｔｓＭｓ为诱饵对
ｃＤＮＡ文库进行大规模筛选，共获得３４个有功能注
释的基因。该不育材料的败育与减数分裂异常有

关，在筛选到的候选互作蛋白中，有３个互作蛋白与
减数分裂相关，包括有丝分裂纺锤体检测点蛋白

ＢＵＢＲ１，周期蛋白 Ｄ３（ｃｙｃｌｉｎ－Ｄ３）和 Ｆ－ｂｏｘ蛋白
（ＦＢＷ２），我们接下来将对筛选到互作蛋白通过
ＢｉＦＣ［２７］、ＧＳＴ－ｐｕｌｌｄｏｗｎ［２８］或免疫共沉淀实验进行
验证［２９］。ＢｕｂＲ１在哺乳动物卵母细胞减数分裂中
具有重要作用，该基因调控第一次减数分裂过程中

染色体的正常分离［３０］。ＢｕｂＲ１在植物中也同样发
挥重要作用，Ｗａｎｇ等研究发现在水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）

中ＢｕｂＲ１发生突变，导致减数分裂过程中姐妹染色
单体提前分离，从而导致水稻不育［３１］。Ｃｏｌｌｉｎｓ等通
过功能缺失研究表明拟南芥周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎＤ３参
与形成层细胞增殖和次生生长调控过程，并影响微

管的发育［３２］，在配子生成过程中，ｃｙｃｌｉｎＤ３参与生
殖细胞的有丝分裂、减数分裂及细胞分化等过

程［３３］。Ｆ－ｂｏｘ蛋白是Ｅ３泛素连接酶组成部分［３４］，

在植物中广泛参与多个过程，包括生长素反应过

程［３５］、育性调控及致病原的抗性反应［３６］、花分生组

织的发育及花模式的构建过程［３７］。Ｌａｉ等研究发现
在金鱼草中编码Ｆ－ｂｏｘ蛋白的基因 ＡｈＳＬＦＳ２在绒
毡层、小孢子和花粉粒中特异表达［３８］。Ｊａｉｎ等通过
芯片分析发现：与正常可育材料相比，在水稻ｕｄｔ１－
１不育突变体中，有８个 Ｆ－ｂｏｘ蛋白家族成员的表
达显著下调［３９］。因此，我们筛选出的这些互作蛋

白，将有助于解析该不育材料的不育机理。
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