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摘要    大白菜营养生长经历幼苗期 莲座期 包心期和结球期 4 个生育时期, 每个

时期分别以幼叶 莲座叶 包叶和球叶为主要形态标志. 构建了大白菜包心早期茎尖
组织特异的 cDNA 文库, 分别与莲座叶和包叶 cDNA 两个探针进行差异杂交, 筛选出

一个全长的 cDNA克隆 BcpLH. DNA 序列和推导氨基酸序列同源性比较表明, 该基因

编码的蛋白质含有两个双链 RNA 结合结构域(dsRNA-binding domains), 与人和小鼠

dsRNA结合蛋白基因 TRBP具有较高的同源区域. PCR表达分析的结果表明, BcpLH基

因主要在包心期的包叶组织中表达. 在包心期用 IAA 涂抹植株显著增加了包叶中

BcpLH基因的转录产物. 据此认为, BcpLH基因与包叶的发生和叶球的形成有关, 它的

表达受生长素的诱导调节.

关键词    大白菜  基因表达  RNA结合蛋白  生长素  叶球

大白菜(Brassica campestris ssp. pekinensis) 属于芸苔属植物 , 在中国和远东地区是主要

的蔬菜作物. 栽培条件下, 大白菜的营养生长周期比较长, 可分为 4 个发育时期: 幼苗期 莲

座期 包心期和结球期. 每个发育时期都具有明显的形态标志 , 其中叶片的形态特征最为明

显[1]. 幼苗期主要是幼叶的分化和生长, 莲座期主要进行莲座叶的扩张生长 包心期分化包叶,

而结球期则表现为球叶的分化和扩张生长. 幼叶 莲座叶 包叶和球叶是 4 种不同类型的叶

子, 在形状 大小 颜色和生理功能上有所不同. 其中, 包叶的形态发生标志着莲座期的结束

和叶球发生的开始, 它在包心期呈现内向弯曲生长, 在结球期呈现半抱合的状态, 分布在叶球

周围.当然, 不同发育时期之间并没有严格的界限, 每一类叶子的数目和形态随着品种和环境

条件的变化都有所不同[2].

叶球由轮生的叶片相互抱合而成, 是一种典型的食用变态器官 . 已经知道 , 许多因素影

响大白菜叶球的发生和发育进程. 生长素在叶片内的不均衡分布 较低的温度和较大的昼夜

温差 弱光和短日照, 以及充足的碳素营养都可以促进叶球的发生和发育 [2]. 不难看出, 叶球
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的发生是一个复杂的生物学过程, 是环境因子诱导下的形态学反应. 在此过程中, 基因的表达

和调控是植物接受外界信号和展开发育活动的关键环节.长期以来, 我们对叶球发育过程中基

因的调控作用知之甚少, 这在很大程度上妨碍了我们对叶球形态发生过程的深入了解 , 使许

多生理实验的结果无法得到正确的解释和证实. 要清晰地了解叶球分化和发育的生理机制 ,

就必须首先分离与之相关的基因, 明确其结构特征和表达方式, 只有这样, 才能研究激素和环

境因子引起基因表达的生物化学反应链, 建立环境-基因-形态三者的相互关系, 了解叶球和其

他植物器官发生的复杂机理.正因为如此, 我们从 1993 年起就致力于叶球相关基因的分离与

克隆, 试图得到控制叶球分化和发育的有关基因 , 为人们研究和利用基因工程调控叶球发育

进程, 培育高产优质品种提供科学依据.

1  材料与方法

1.1  植物材料

所选大白菜品种为自交系 Da1-12. 该自交系为早熟品种, 其植株生长和叶球发育对温度

和光照等条件比较敏感. 该自交系的种子经仔细挑选后按上海地区正常播种期(1994年 8月 20

日)播种在中国科学院上海植物生理研究所实验农场内, 经 30 d 的育苗后移栽到大田. 于 10

月 13日待植株生长到 12~14展开叶 即刚刚进入包心早期时, 从一部分植株上切取 5 mm长

的茎尖 (带有 5~8 片未展开叶) 从另一部分植株上切取长度为 5 mm 以下的未展开叶. 所取

茎尖样品在液氮中速冻保存, 用于提取和分离 mRNA 和构建 cDNA 文库. 在此之前 于 10

月 5 日待植株生长到 8~10 片展开叶时, 即开始进入莲座早期的时候, 切取长度为 5 mm 以下

的未展开叶 连同包心早期的未展开叶在液氮中速冻保存 分别用于提取 mRNA 和同位素

标记探针.

1.2  cDNA文库构建和差异杂交

用酚-SDS 抽提和氯化锂沉淀的方法从植物材料中提取总 RNA, 经 Oligo(dT)纤维柱富集

poly(A) RNA, 采用 Universal RiboClone cDNA Synthesis System (Promega) 合成 cDNA. 将

cDNA 与 EcoR adaptor 连接, 插入到 LamdaGEM-2 载体中 , 用  Packagene Lamda DNA

Packaging System (Promega)包装.

在大白菜莲座早期和包心早期, 用异硫氰酸胍法分别从未展开叶中提取总 RNA[3], 在寡

核苷酸随机引物的作用下以 32P-dCTP 为同位素标记物, 合成与单链 RNA 互补的总 cDNA 探

针.从茎尖组织特异的 cDNA 文库中制备两套重复拷贝, 转移在硝酸纤维素滤膜上, 然后在 42

预杂交4 h. 预杂交缓冲液含有25% 甲酰胺, 100 µg/mL 变性的鲑精DNA, 10 µg/mL 酵母RNA,

5 Denhardt试剂, 50 mmol/L 磷酸钠 (pH 6.5), 5 SSC 和 0.2% SDS. 在预杂交缓冲液内分

别加入莲座早期和包心早期叶片的 cDNA 探针, 与 cDNA 文库杂交 20 h. 在室温下用漂洗缓

冲液( 0.05 mol/L NaH2PO4, 0.05 mol/L Na2HPO4, 5×SSC和 25%甲酰胺)漂洗杂交膜, 然后在 42

下用 2×SSC/0.02% SDS 继续漂洗. 滤膜烘干后加增感屏对 X 射线片曝光.挑选差异性噬斑,

在降低噬斑密度的情况下再次筛选, 确定那些与包心期 cDNA 杂交而与莲座期 cDNA 不能杂

交的噬斑作为候选克隆.以 T7和 SP6引物为引物, 用 PCR扩增所选克隆的 cDNA插入片段, 其

PCR产物克隆在 pBluescript KS+质粒上.
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1.3  DNA序列分析

用外切核酸酶 和 S1 核酸酶创造 BcpLH 基因 cDNA 片段的嵌套缺失突变体.质粒 DNA

在碱解后用 Sanger 方法人工测序, 其序列通过测序仪二次测序得到验证.借助 Blast 软件进行

同源性分析, ProDom软件搜索特异结构域.

1.4  PCR表达分析

在大白菜不同发育时期的植株上切取根 茎和叶等组织 , 以同样方法提取总 RNA. 用

Oligo(dT)12~18作引物, 经反转录合成 cDNA第 1条链.通过浓缩或稀释的办法使各组分总 RNA

的含量相等, 以保证各样品中 BcpLH 基因的转录产物有可比性.根据 BcpLH 基因的 cDNA 序

列 , 合 成 一 对 引 物 : 5 -AATGAAGTTTCCTCTGGT-3 ( 正 义 ) 和 5 -

ACAGCTATGCTTGGCTTGC-  3 (反义). 以不同植物器官来源的 cDNA 组分作模板进行

RT-PCR.在 PCR 扩增前, 注意在每个反应混合液中加入等量的 cDNA 样品 引物和其他 PCR

试剂.为消除反应误差, 实验采用两种对照, 一种是各植物材料的总 RNA, 另一种是 BcpLH 基

因的 cDNA(阳性对照). 每个 PCR的反应体积为 50 µL, 包括 1.25 mmol/L MgCl2, 20 pmol 引

物, 3 单位 Taq DNA 聚合酶. 反应共进行 40个循环, 每循环包括 1 min 变性(94 ), 2 min 退

火(58 )和 2.5 min延伸(72 ).

PCR扩增后, 在琼脂糖凝胶上进行电泳, 每个泳道上样 20 µL. 不同大小的 DNA片段转

移到硝酸纤维素滤膜上, 与前述的 BcpLH基因的 cDNA探针进行 Southern 杂交.杂交膜进行

自显影和照相.

2  结果

2.1  BcpLH基因的 cDNA克隆

根据大白菜不同生长发育阶段生长点的动态变化, 确定 12~14 片展开叶为莲座期转向包

心期的形态标志, 因为在此阶段后植株分化的叶子具有了包叶的特征. 为此, 我们选择这一发

育时期的茎尖组织, 从中提取和分离 mRNA, 经反转录合成 cDNA, 在此基础上构建了包心早

期茎尖特异的 cDNA文库.文库的滴度达到了 5.4 105 pfu.与此同时, 从未展开的莲座叶和包

叶中提取 mRNA, 经反转录后标记成莲座期 cDNA 探针和包心期 cDNA 探针, 分别用两个探

针与 cDNA文库进行差异杂交, 结果筛选出了 9个差异性克隆, 经复筛后得到 3 个克隆. 这 3

个克隆与包叶 cDNA探针有明显杂交信号, 而与莲座叶 cDNA探针无杂交信号.以这 3 个克隆

的噬菌体 DNA 为模板, 进行预期的 cDNA 插入片段的 PCR 扩增, 结果出现了 3 个不同长度

的 PCR产物.将该产物克隆在 pBluescript质粒中, 用多种限制性内切酶酶切, 建立了 DNA 片

段的酶切图谱.Southern 杂交的结果显示, 这 3 个 DNA 片段均来源于大白菜包心早期茎尖特

异的 cDNA文库.将其中 1 个长约 1.1 kb 的 DNA 片段作为重点进行序列分析, 在序列缺失

亚克隆和测序后发现, 该 DNA的 3 端含有较长的 poly (A)序列, 5 端呈现 mRNA 典型的帽

子结构. 据此推断该 DNA 为全长的 cDNA, 命名为 BcpLH (图 1).将 BcpLH 基因 cDNA 序列

中的第 1个 ATG确定为翻译起始位点, 其理由之一是 该翻译起始位点的旁邻序列 ATAATGA

符合真核翻译起始位点的一致性序列(A/G)NNATGg [4], 同时 该 ATG 起始密码子上游第 6

个碱基处有符合可读框的 TGA终止密码子.   
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为了解大白菜基因组中 BcpLH 基因的拷贝数, 对基因组 DNA 进行 Southern 杂交. 在高

严紧度(杂交温度为 58 )条件下, BcpLH 基因的 cDNA 探针与基因组 Hind 酶切片段杂交后

出现 8.0和 4.8 kb两条杂交带, 与 EcoR 酶切片段杂交后出现 5.8 kb 条带, 与 BamH 酶切

片段杂交有 1 个 4.5 kb 杂交带(图 2). 在低严紧度(50 )条件下, 基因组 3 种内切酶的酶切片

段分别出现 5 个以上的杂交带. 这表明, 大白菜中存在多种 BcpLH 基因的同源片段, 其编码

图 1  BcpLH基因 cDNA和推导氨基酸的序列
起始密码子和终止密码子分别用方框和划线表示 阴影部分代表两个 dsRNA结合结构域
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的蛋白 质也可能含有 RNA 结合结构域. 因此, 还不能确

切的认为大白菜基因组仅存在一个拷贝的  BcpLH 基因 .

一个排除了 RNA 结合结构域的 DNA 片段将用来标记同

位素探针, 并在此基础上进行定量的 Southern杂交.

2.2  BcpLH基因的结构

BcpLH 基因的 cDNA 全长 1 092 bp, 其中 5 非翻译

区(5 UTR)为 57 bp, 3 UTR 为 160 bp (图 1), 推导的氨

基酸序列全长 274 个氨基酸残基. 在数据库登录(EMBL

Y16954)后进行同源性比较, 没有发现与 BcpLH 基因高度

同源的已知基因 .为此 , 我们采用专门分析结构域的

ProDom 程序搜索, 结果发现 BcpLH多肽链中有 3个片段

与双链 RNA 结合结构域(dsRNA-binding domains, 缩写为

DRBM)一致(图 3).DRBM 是一些 RNA 结合蛋白的结构特

征, 在所有 RNA 结合蛋白中, 人 TRBP [5], 小鼠 TRBP

(Prbp)[6], 果蝇 Staufen [7], 爪蟾 TRBP[8], 鼠 DRADA[9]和人

DRA- RA[10] 的 DRBM 与 BcpLH 相比同源性较高.其中,

BcpLH的前两个 DRBM与人类 RNA结合蛋白 TRBP的对

应区域分别有 59%和 51%的一致性, 而且, 不同 DRBM 之

间的氨基酸残基数很接近, 不同蛋白 DRBM 上游区域的

同源性也比较高.

2.3  BcpLH基因的表达方式

通过 mRNA 的反转录和 cDNA 的 PCR 分析, 我们研

究了 BcpLH 基因在大白菜不同发育时期和不同组织内的时空表达.首先, 在大白菜幼苗期

莲座期 包心期和结球期切取根 茎 叶

及茎尖组织, 提取总 RNA.不同组织和器官

的提取样品中所含的总 RNA 及其杂质含量

是不一样的, 只有各组样品中的总 RNA 相

等, 其 PCR产物才能与模板中相应的mRNA

量成比例, 然后各种来源的材料在基因表达

分析方面才有可比性 .为此 , 我们通过稀释

或浓缩调整不同组分的总 RNA 含量, 使其

基本相等.在进行 PCR 扩增时, 同一组样品

常常在同一时间 同一条件下进行反应和

扩增.PCR所用的引物见 1.4小节. PCR产物

经琼脂糖凝胶电泳后转移在硝酸纤维素膜

上, 与 BcpLH 基因的 cDNA 探针杂交. 结

果显示, BcpLH 基因的表达呈现明显的时空

性(图 4).在幼苗期, 根 茎和叶中均未检测

图 2  大白菜基因组 BcpLH基因的

Southern杂交
基因组 DNA分别用限制性内切酶 Hind

(H), EcoR (E)和 BamH (B)酶切, 在 0.8%

琼脂糖凝胶中电泳. 将 DNA样品转移到硝

酸纤维素滤膜上, 与 BcpLH的 cDNA ( 32P

标记)杂交

图 3  BcpLH基因和其他 RNA结合蛋白基因 dsRNA

结合结构域同源性比较
已知的 RNA结合蛋白基因包括: 人 DRADA(DSRA-HUMAN),

鼠 DRADA(DSRA-RAT), 人 TRBP (TRBP-HUMAN), 爪蟾

TRBP(TRBP-XENLA), 果蝇 Staufen(STAU-DROME), 人 KP68

(KP68-HUMAN). 根据 Gatignol 等人的方法将氨基酸分类 [5]:

h为疏水性氨基酸残基; p为极性氨基酸残基; x为未定
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到 BcpLH 基因的转录产物 进入莲座期后,

未展开叶子有微弱的杂交信号, 在包心期包

叶中的杂交信号很强, 在结球期的包叶中依

然有较强的表达, 很明显 , 未展开的包叶是

BcpLH基因优势表达的区域.

2.4  生长素与 BcpLH基因的表达

在大白菜莲座期 , 分别用 2 mg/L IAA

涂抹处理莲座叶的背面, 然后从莲座叶中提

取总 RNA, 与 BcpLH 基因的 cDNA 探针进

行 Northern 杂交, 结果观察到的杂交信号很

弱 (图 5). 在包心期, 用同样浓度的 IAA 处

理包叶和莲座叶, 包叶出现了明显的杂交信

号, 可见, IAA可诱导BcpLH基因的表达, 这

种诱导作用在包叶中很明显, 在莲座叶中不明显. 当包叶用生长素处理后, 在不同时间间隔采

样, 发现 BcpLH基因的表达在 2~8 h内随着时间的延长而增加.

3  讨论

植物器官变态是指器官形态和生理功能的转化 [11]. 大白菜的莲座叶和球叶是叶的两种形

式, 前者主要进行光合作用, 而后者主要进行碳水化合物和其他营养物质的积累与贮藏 [2]. 包

叶在形态和生理功能上介乎于莲座叶和球叶之间, 因此是一种中间形式. 不同发育时期叶子

形态的规律性变化受茎顶端分生组织的控制, BcpLH 基因在包心期包叶中的优势表达说明了

该基因在包叶形态发生过程中有重要调控作用, 而它的结构特征展示了形态发生过程中一种

新的调控途径.

    RNA 结合蛋白是一种重要的发育调节因子[12], 在结构上存在不同的基序, 如富集精氨酸

图 4  大白菜 BcpLH基因的时空表达
(a) 不同发育时期叶中的表达. SL为幼苗期未展开叶 ; RL为莲

座期未展开叶; FF为包心期未展开叶. (b) 结球期叶中的表达.

OF为外叶; FL为包叶; HL为球叶. 图中下半部分的 rRNA作

为对照显示每个样品的 RNA浓度是基本相等的

图 5  生长素处理对大白菜 BcpLH基因转录表达的影响
用 2 mg/L IAA涂抹叶的背面, 从特定阶段处理叶子中提取总 RNA 以 BcpLH基因 cDNA

作为探针进行 Northern杂交. (a) IAA处理对不同叶中基因表达的诱导. R为莲座期莲座叶;

F为包心期包叶; H为结球期包叶; C为阳性对照. (b) IAA处理包叶后 BcpLH基因的转录

产物随时间的动态变化. 0, 2, 4, 8 分别表示生长素涂抹处理后采样的时间(h)
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基序 富集甘氨酸基序和锌指纹基序.结构域分析的结果表明, BcpLH 蛋白的某些片段与许多

RNA结合蛋白的 dsRNA结合结构域同源.这些 RNA结合蛋白通过 RNA编辑 多聚腺苷化

信息识别或核定位调节发育进程. 其中, 人和鼠 RNA 结合蛋白 TRBP 与大白菜 BcpLH 蛋白

除了有同源的 dsRNA结合结构域外, 在结构域旁临序列上也有较高的同源性.因此, BcpLH基

因可能是植物 RNA结合蛋白基因.人 TRBP 能够结合艾滋病毒 1 型 TAR序列, 可作为蛋白激

酶 PKR 的抑制剂 而后者受干扰素的诱导[13], 鼠 TRBP 可以结合鱼精蛋白 mRNA 的非翻译

区, 抑制该基因的翻译表达[6].植物中的器官和组织与动物明显不同, 那么在植物中 BcpLH 蛋

白是如何与 dsRNA 结合的? 在植物器官的发生过程中有什么调节作用? 目前, 植物中发现的

RNA 结合蛋白基因还很少, 而且仅仅局限于线粒体和叶绿体内 . BcpLH 基因是核基因, 因此

在组织定位和生理功能上有别于已发现的 RNA 结合蛋白基因. 然而, 将动物 RNA 结合蛋白

的研究成果应用于植物有助于我们对 BcpLH基因的了解.

BcpLH基因在大白菜中的表达量很低, 用常规的 Northern杂交不能检测到. RT-PCR扩增

使 BcpLH 基因的转录信号放大. 在大白菜包心期, BcpLH 基因主要在包叶中表达, 在莲座叶

和根中不表达, 这一结果表明, 包叶是 BcpLH基因优势表达的场所.

叶子向内弯曲是叶球发生的显著特征, 包叶的分化预示着叶球发生的开始 . 尽管包叶不

是叶球的组成部分, 但是它启动叶球形态发生的过程. 在包叶外表面涂抹生长素, 可诱导其进

行内向弯曲生长 [2]; 在幼叶和莲座叶外表面涂抹生长素则不能使其弯曲.在我们先前的研究

中 向大白菜和甘蓝中转移生长素基因可提高转基因植株的生长素水平, 其结果促进叶球的

提前发生[14]. 我们现在的实验结果表明 在包叶内有 BcpLH 基因的转录表达, 在幼叶和莲座

叶内则无明显的表达. 由此可见, 包叶不同于其他类型的叶子, 它可以接受外界环境条件的刺

激, 并将信号转换为形态转化的的生物学功能. 在此过程中, BcpLH基因在信息俘获或传导过

程中很可能起调节作用, 这种调节作用的间接结果是包叶的分化和叶球的发生.
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