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棉花线粒体基因 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 改良及其在寻找 ＣＭＳ 相关基因
中的应用
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摘　 要: 植物线粒体是含有遗传物质的细胞器ꎬ为细胞生命活动提供必需的能量ꎮ 农业生产中ꎬ线粒体基因的变异容易

导致细胞质雄性不育ꎬ为作物杂交育种提供了高效的杂交母本ꎮ 然而ꎬ植物线粒体基因组结构复杂ꎬ不同类型的细胞质

雄性不育的发生往往由特异的基因突变所导致ꎬ为雄性不育基因的克隆带来了较大的困难ꎮ 针对棉花线粒体基因的特

性ꎬ改进了 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬＲＮＡ 连接酶将线粒体 ｍＲＮＡ 的 ５′和 ３′末端连接环化后ꎬ应用随机引物进行反转录ꎬ在保证与

特异引物获得相同的完整线粒体基因转录本的基础上ꎬ实现了同时对所有线粒体编码基因的 ｃＲＴ￣ＰＣＲꎬ方便对线粒体编

码基因的结构进行全局分析ꎬ并且通过改良方法对棉花 ＣＭＳ 基因进行探索ꎬ从而快速找到异常因素ꎬ为线粒体功能基因

组分析提供了新的方法ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｃｏｔｔｏｎꎻｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌꎻｃＲＴ￣ＰＣＲꎻＣＭＳ

　 　 线粒体是细胞内氧化磷酸化和合成三磷酸腺

苷(ＡＴＰ)的主要场所ꎬ为细胞的活动提供了能量ꎮ
细胞生命活动所需的能量 ９５％来自线粒体ꎬ所以

其又有“细胞动力工厂”之称[１]ꎮ 除了为细胞供

能外ꎬ线粒体还参与诸如细胞分化、细胞信息传递

和细胞凋亡等过程ꎬ并有调控细胞生长和细胞周

期的能力ꎮ 因此ꎬ线粒体基因组中基因的异常表

达常常会影响细胞的能量代谢ꎬ从而引发一系列



的表型变化ꎬ如抗病性降低或细胞质雄性不育的

发生等ꎮ 对线粒体基因组编码基因的全长转录本

进行分析ꎬ有利于深入研究细胞质基因的功能以

及某些与细胞质关联性状的分子机理ꎮ
细胞质雄性不育( ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｍａｌｅ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙꎬ

ＣＭＳ)是由细胞质基因控制的并可被核恢复基因

抑制的母性遗传性状ꎮ 近几年ꎬ棉花功能基因组

学进展良好ꎬ但棉花细胞质雄性不育机理的相关

研究报道不是很多ꎬ尤其是胞质不育的机理ꎬ尚缺

乏足够的分子生物学证据[１ꎬ２]ꎮ 基于目前的研究

进展ꎬ多数科学家认为 ＣＭＳ 不育发生的原因大多

是由于线粒体基因的重组重排导致ꎬ所以对线粒

体基因全长转录本的获得显得尤为重要ꎮ
在传统方法中ꎬｃＤＮＡ 末端快速扩增( ｒａｐｉｄ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ｅｎｄｓꎬ ＲＡＣＥ)方法往往被用

于精确定位 ＲＮＡ 分子的 ５′或 ３′末端ꎬ但由于线粒

体基因大部分不存在转录后加工的过程ꎬ即不会

在转录后进行 ５′加帽子结构和 ３′端加 ｐｏｌｙＡ 序

列ꎬ也没有内含子ꎬ而是采用边转录边翻译的方

式ꎬ所以不适用于 ＲＡＣＥ 技术ꎮ 为克服这一弊端ꎬ
Ｋｕｈｎ 和 Ｂｉｎｄｅｒ 于 ２００２ 年提出环式反转录聚合酶

链式反应 ( ｃｙｃｌｉｃ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ｃＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ该技术极大简化了操

作步骤ꎬ成功实现一次性确定目的 ＲＮＡ 的 ５′和 ３′
末端的设想ꎬ具有明显的高效与便捷性[３]ꎮ

ｃＲＴ￣ＰＣＲ 技术现已广泛应该用于确定基因

的转录起始位点和启动子、鉴定核糖体 ＲＮＡ 前体

的 ５′和 ３′末端以及评估成熟 ｍＲＮＡ 的 ３′末端的

长度和转录后延伸ꎮ 目前ꎬｃＲＴ￣ＰＣＲ 技术应用于

水稻和拟南芥等植物的细胞基因研究ꎬ但研究报

道中均是利用该方法对特异基因进行研究[４ꎬ５]ꎬ
尚未见从转录组的水平获得全部线粒体基因全长

转录本的应用ꎮ
目前ꎬ根据诸多的文献报道ꎬＣＭＳ 基因通常

有以下五种特点:①不同的 ＣＭＳ 之间通常不具备

同源性ꎻ②ＣＭＳ 的位点经常出现在 ＡＴＰ 基因的上

下游ꎻ③它们往往通过重组产生嵌合的 ＯＲＦꎻ
④ＣＭＳ编码的蛋白通常具有细胞毒性ꎻ⑤ＣＭＳ 编

码蛋白通常会形成跨膜结构域ꎮ 尤其是嵌合

ＯＲＦ 的形成是不育基因目前的重点研究方向ꎬ通
过 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 技术可以较为简单的获得靶标基因

的 ＵＴＲ 区ꎬ为寻找嵌合的 ＯＲＦ 提供了一个新的

方向[６~８]ꎮ

近几年棉花功能基因组学进展良好ꎬ但棉花

细胞质雄性不育机理的相关研究报道不是很多ꎬ
同其他作物雄性不育机理研究相比有所滞后ꎮ 因

此ꎬ我们希望通过该方法的改良及应用能为寻找

不育基因带来新的方法ꎮ 本研究在获得高质量

ＲＮＡ 的基础上ꎬ对 ＲＮＡ 进行高效环化ꎬ并通过随

机引物对线粒体全基因组基因进行 ｃＲＴ￣ＰＣＲꎬ获
得了全部线粒体基因的全长转录本ꎬ并以 ＡＴＰ６
基因为例ꎬ比较了利用特异引物和随机引物进行

ｃＲＴ￣ＰＣＲ 后所获得的全长转录本的差异ꎮ 棉花

细胞质雄性不育的研究对于更好地利用棉花杂种

优势ꎬ以及加深对植物不育机理的认识ꎬ具有重要

的理论和现实意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

１.１.１　 实验材料 　 本实验所用材料为中国农业

科学院抗虫棉课题组实验室培育的不育系 Ｐ３０Ａꎮ
１.１.２　 试剂 　 原平皓 ＲＮＡ 提取试剂盒、ＲＮＡ 酶

抑制剂、ＤＮＡ 酶、Ｓｕｐｅｒｓｔａｒ ｍａｘ 超保真 ｍｉｘ 购自

Ｇｅｎｅｓｔａｒ 公司ꎻ反转录试剂盒购自全式金生物科

技有限公司ꎻＴ４ ＲＮＡ 连接酶购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻ
ＤＮＡ 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ 生化科

技有限公司ꎻＴ 载体、感受态购自擎科新业生物技

术有限公司ꎻ高温灭菌冷却至室温的 ＤＥＰＣ 水ꎮ

１.２　 实验方法

１.２.１　 引物设计　 ①ＲＴ￣ＰＣＲ 引物使用本实验室

发表的 ＰｒｉｍｅｒＳｅｒｖｅｒ: ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｂａｔｃｈ Ｄｅｓｉｇｎ ＆
Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ Ｃｈｅｃｋ 引物设计网站[９]ꎬ对参考基因序

列设计普通引物ꎬ引物位置在参考序列两边留出

１００~３００ ｂｐ 为宜ꎬ并由网站检测为特异引物ꎮ
②ｃＲＴ￣ＰＣＲ 引物由 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物反向互补得

到ꎬ估计其大小ꎬ约为原始序列两边预留的 ２００ ｂｐ
加上可能的 ＵＴＲ 区域(约 １００~６００ ｂｐ)(表 １)ꎮ
１.２.２　 ＲＮＡ 提取　 按照原平皓试剂盒 ＲＮＡ 提取

说明书提取 ＲＮＡꎬ并在加入去蛋白液前增加 ＤＮＡ
酶ꎬ去除 ＤＮＡꎬ为后续实验去除 ＤＮＡ 污染ꎮ 提取

完成后通过琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的完整度ꎻ
并通过 Ｎａｎｏ￣ｄｒｏｐ 对 ＲＮＡ 的浓度和纯度进行

测量ꎮ
１.２.３ 　 ＲＮＡ 环化 　 体系:１０ μｇ 总 ＲＮＡꎬ１ μＬ
ＲＮＡ 酶抑制剂ꎬ２ μＬ Ｔ４ ＲＮＡ 连接酶 Ｂｕｆｆｅｒꎬ１ μＬ

４０３ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



表 １　 ４ 类线粒体基因 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｏｕｒ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｅ ｃＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ.

扩增基因 Ｆ 引物(５′→３′) 距边界 Ｒ 引物(５′→３′) 距边界

ＡＴＰ１ ５′￣ＡＡＣＴＧＡＧＡＣＣＡＣＴＣＧＡＣＣＧＡＴ￣３′ １０８ ５′￣ＧＧＡＴＴＣＴＧＴＧＡＴＣＧＡＡＴＧＣＣ￣３′ １６５

ＡＴＰ４ ５′￣ＣＣＧＴＣＧＡＧＡＧＴＣＡＣＴＴＴＧＡＡＡＧＴＣ￣３′ １８５ ５′￣ＡＧＡＴＴＴＧＴＣＣＣＣＧＧＧＴＧＴＡＣＧＴＴ￣３′ １０８

ＡＴＰ６ ５′￣ＧＧＡＡＣＡＡＡＣＴＧＡＧＡＧＴＴＡＧＣＡＧＣ￣３′ １４２ ５′￣ＣＡＧＧＴＣＴＧＧＡＡＴＴＡＧＧＴＧＴＡＧＣ￣３′ １１９

ＡＴＰ８ ５′￣ＣＴＧＣＴＧＴＡＣＣＣＡＡＧＴＡＣＴＣ￣３′ １１６ ５′￣ＴＴＧＡＴＣＴＣＧＡＡＧＴＣＣＴＣＣＴ￣３′ ９９

ＡＴＰ９ ５′￣ＴＴＣＧＣＧＣＣＡＣＧＧＡＡＴＧＧＡＴＣＡ￣３′ １１２ ５′￣ＧＣＣＣＣＡＡＴＧＡＴＧＧＣＣＴＴＴＣＴＧ￣３′ １２６

ＣＯＸ１ ５′￣ＡＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＡＣＴＣＣＡＧＣＡＡＴ￣３′ ９７ ５′￣ＣＡＣＣＧＧＡＡＴＧＧＡＴＧＧＴＡＣＡＡ￣３′ ９８

ＣＯＸ２ ５′￣ＡＴＣＡＴＡＧＧＴＧＴＴＧＣＴＧＣＧＴＣ￣３′ ９５ ５′￣ＧＧＴＣＡＧＴＧＣＡＧＴＧＡＧＡＴＴＴＧＴＧ￣３′ １２６

ＣＯＸ３ ５′￣ＡＴＣＡＣＡＣＣＴＣＣＴＡＣＧＧＴＧＧＴＴ￣３′ １０１ ５′￣ＧＡＧＣＡＴＣＡＣＧＴＴＧＧＣＴＴＴＧＡ￣３′ １０２

ＮＡＤ３ ５′￣ＡＡＣＣＡＣＡＴＴＣＧＴＡＧＧＣＣＧＡＣ￣３′ １３６ ５′￣ＴＴＣＣＴＴＧＧＧＣＡＧＴＡＣＣＴＣＣＣＡＡ￣３′ １２５

ＮＡＤ４ ５′￣ＧＧＡＴＣＧＡＡＴＴＧＴＡＴＣＣＧＡＧＧ￣３′ １８２ ５′￣ＧＧＡＧＴＴＧＴＴＴＧＧＡＴＧＧＧＴＧＴ￣３′ ９３

ＮＡＤ４Ｌ ５′￣ＣＣＧＴＴＧＧＡＡＣＣＡＡＴＧＡＡＧＣＡ￣３′ ２０２ ５′￣ＣＣＧＣＴＡＴＴＧＧＧＴＴＡＧＣＣＡＴＴＴＴＣＧ￣３′ ８６

ＮＡＤ６ ５′￣ＧＴＡＡＡＣＣＴＧＡＡＧＴＧＴＣＧＣＧＡ￣３′ １２１ ５′￣ＡＣＧＧＡＧＣＧＧＴＧＡＡＡＡＧＡＣＡＧＧＡＴ￣３′ ９５

ＮＡＤ７ ５′￣ＴＴＣＣＡＣＣＡＣＴＴＣＴＣＣＧＴＴＣＡ￣３′ １１４ ５′￣ＣＴＧＣＣＣＡＴＴＴＡＣＡＡＧＧＡＣＴＣＧＡ￣３′ １０７

ＮＡＤ９ ５′￣ＡＧＡＧＧＧＡＴＧＡＴＣＡＡＣＴＣＣＧＣＡＡ￣３′ １９８ ５′￣ＣＣＡＧＡＧＡＡＡＣＧＴＧＴＧＧＴＴＴＣＴＧ￣３′ ９６

ＲＰＳ３ ５′￣ＧＧＴＧＧＡＣＧＴＡＴＣＧＡＡＣＣＧＡＡＡ￣３′ １４３ ５′￣ＧＣＧＧＡＡＧＴＡＴＣＴＡＣＴＣＧＴＴＡＣＧＧ￣３′ １０２

ＲＰＳ４ ５′￣ＴＣＡＡＴＣＴＴＣＧＧＡＧＡＡＴＧＣＧＧ￣３′ ９７ ５′￣ＧＧＡＣＣＴＡＡＣＡＴＡＧＧＴＣＡＣＡＴＣＣ￣３′ ９３

ＲＰＳ７ ５′￣ＧＡＧＣＣＧＧＧＣＧＡＴＧＡＡＡＡＧＴＴ￣３′ １２１ ５′￣ＧＣＴＧＡＧＡＴＡＣＴＧＧＡＴＧＣＴＴＡＣＣＧ￣３′ １１１

ＲＰＳ１０ ５′￣ＧＣＡＡＴＣＣＡＡＴＣＴＴＣＣＧＴＧＴＧ￣３′ １００ ５′￣ＧＣＧＣＡＡＧＡＡＧＴＴＣＴＴＴＣＧＧＴ￣３′ １１２

ＲＰＳ１２ ５′￣ＧＧＴＧＴＴＣＴＣＧＴＴＡＡＡＡＣＡＣＧＣＧ￣３′ １２５ ５′￣ＧＡＴＴＴＧＣＣＡＧＧＴＧＴＧＡＡＡＴＣＣＣ￣３′ １０８

ＲＰＳ１４ ５′￣ＣＡＣＴＡＧＧＡＡＧＡＴＣＧＧＧＡＴＣＴ￣３′ １１２ ５′￣ＧＣＣＣＴＣＧＴＴＣＣＧＴＡＴＡＴＧＡＧＴＴ￣３′ １０１

Ｔ４ ＲＮＡ 连接酶ꎬ１ μＬ ＡＴＰꎬ ＤＥＰＣ 水补足至 ２０
μＬꎮ 将混合好的样品置于金属浴上ꎬ１６℃连接过

夜ꎮ 在连接液的每管中加入 １０ μＬ 氯仿并用移液

器反复吹打ꎻ加入 １００ μＬ 无水乙醇移液器吹打混

匀ꎬ冰浴 １５ ｍｉｎꎻ将混合物 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎ 离

心ꎬ弃上清ꎻ最后ꎬ加入 １４ μＬ ＤＥＰＣ 水溶解[１１ꎬ１２]ꎮ
１.２.４　 反转录 　 按照全式金生物科技有限公司

反转录试剂盒对产物进行反转录ꎬ完成后用 Ｎａｎｏ
测定浓度ꎬｄｄＨ２Ｏ 稀释至终浓度 ２００ ｎｇ / μＬ ꎬ冻存

备用ꎮ
１.２.５　 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 程序 　 我们在棉花线粒体基因

的主要 ４ 种类型的基因 ＡＴＰ、ＣＯＸ、ＲＰＳ、ＮＡＤ 基

因中随机选择 ７ 个作为实验对象ꎬ并根据普通

ＰＣＲ 引物反向互补链设计相应的 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 引物ꎬ
其特点是仅能以环化 ＲＮＡ 为模板获得扩增条带ꎮ
扩增体系:２５ μＬ Ｓｕｐｅｒｓｔａｒ ｍａｘ 超保真 ｍｉｘ(Ｇｅｎｅ￣
ｓｔａｒ)ꎬ１ μＬ ｃＤＮＡꎬ正反向引物各 １ μＬꎬ ｄｄＨ２Ｏ
２２ μＬꎮ 扩增程序:９４℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４℃ 变性

３０ ｓꎻ５４℃(取决于引物)退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸４０ ｓꎬ

３５~４０ 个循环ꎻ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４℃保存ꎮ 完成

ＰＣＲ 之后ꎬ将 ＰＣＲ 产物于 １％琼脂糖凝胶中上样ꎬ
１２０ Ｖꎬ３０ ｍｉｎꎮ 电泳结束后ꎬ按照 ＤＮＡ 琼脂糖凝

胶回收试剂盒(Ａｘｙｇｅｎ 生化科技有限公司)回收

条带ꎮ
１.２.６　 ＡＴＰ６ 的测序分析　 为进一步分析测序结

果的准确性ꎬ从上述 ７ 个棉花线粒体基因中随机

选取 ＡＴＰ６ 为代表进行分析ꎮ 对 ＡＴＰ６ 基因的

ｃＲＴ￣ＰＣＲ 引物进行扩增ꎬ然后将该序列回收后连

接 Ｔ 载体ꎬ挑单克隆进行测序ꎬ最终挑选出一个

一致性最好的克隆子进行分析ꎬ并与 ＮＣＢＩ 上的

序列进行比对ꎮ 然后采用随机引物和特异引物共

同对其进行 ｃＲＴ￣ＰＣＲ(图 １)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 线粒体基因 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 电泳分析

对棉花线粒体基因的主要 ４ 种类型的基因中

随机选择的７个基因的扩增结果显示ꎬ７个线粒

５０３王裴林ꎬ等:棉花线粒体基因 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 改良及其在寻找 ＣＭＳ 相关基因中的应用



图 １　 随机引物和特异引物 ＡＴＰ６ 全长转录本对比

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒａｎｄｏｍ ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｉｍｅｒ ｏｆ ＡＴＰ６ ｇｅｎｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ.

体基因的电泳条带清晰(图 ２)ꎬ表明 ＲＮＡ 模板已

经环化ꎬ为后续的实验分析提供必要的前提ꎮ
我们对棉花线粒体的 ３３ 编码蛋白基因

(ＡＴＰ１、 ＡＴＰ４、 ＡＴＰ６、 ＡＴＰ８、 ＡＴＰ９ꎻ ＣＯＸ１、 ＣＯＸ２、
ＣＯＸ３ꎻＲＰＬ２、ＲＰＬ５、ＲＰＬ１０、ＲＰＬ１６ꎻＮＡＤ３、ＮＡＤ４、
ＮＡＤ４Ｌ、ＮＡＤ６、ＮＡＤ７、ＮＡＤ９ꎻＲＰＳ３、ＲＰＳ４、ＲＰＳ７、
ＲＰＳ１０、 ＲＰＳ１２、 ＲＰＳ１４ꎻ ＣＣＭＢ、 ＣＣＭＣ、 ＣＣＭＦＣ、
ＣＣＭＦＮꎻＳＤＨ３、ＳＤＨ４ꎻＭＡＴＲ、ＣＯＢ、ＭＴＴＢ)进行了

ｃＲＴ￣ＰＣＲꎬ发现大多数的基因 ＵＴＲ 都在 ３００ ~ ５００
ｂｐ 左右ꎮ 我们使用特异引物和随机引物同时进

行扩增ꎬ发现两者所获得结果基本保持一致ꎬ通过

测序验证ꎬ仅有个别基因出现了极少数的 ＳＮＰꎮ

图 ２　 线粒体基因 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 电泳分析

Ｆｉｇ.２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｅ ｂｙ ｃＲＴ￣ＰＣＲ.

２.２　 ＡＴＰ６ 基因测序结果分析

通过 ＡＴＰ６ 基因的 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 引物进行扩增ꎬ
获得一段全长 ５６７ ｂｐ 的序列(图 ３)ꎬ测序并与

ＮＣＢＩ 上的序列进行比对ꎬ我们获得了 ２８４ ｂｐ 的

５′ＵＴＲ 和 ２２ ｂｐ 的 ３′ＵＴＲꎬ并且原基因上的一段

重复区域也完全匹配ꎬ获得了 ＡＴＰ６ 的完整全长

转录本ꎮ 测序结果与参考序列保持一致ꎬ之后ꎬ采
用随机引物和特异引物共同对其进行 ｃＲＴ￣ＰＣＲꎬ
发现两者获得条带一致ꎮ 测序后ꎬ两者序列仅出

现了一个 ＳＮＰꎮ 其余基因验证测序结果同样保持

一致ꎬ所以我们认为采用随机引物替代靶基因特

异引物的方法在保证了正确率的情况下ꎬ更为方

便快速ꎮ

图 ３　 ＡＴＰ６ 基因 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ.３　 ｃＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＴＰ６ ｇｅｎｅ.
注:Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１ꎬ２:随机引物ꎻ３ꎬ４:特异引物ꎮ

综上所述ꎬ通过随机引物进行反转录 ｃＲＴ￣
ＰＣＲ 同特异引物一样能获得目的基因的全长转

录本ꎬ但在比对序列时也发现极少部分基因的测

序结果存在基因的不完整性和突变性ꎬ主要表现

为基因两端碱基缺失与单核苷酸多态性ꎮ 前者的

发生取决于 ＲＮＡ 的完整度以及环化效率ꎬ而单核

苷酸多态性的发生则多半是由于特异引物和随机

引物的差异造成的ꎮ 因此ꎬ在方便快捷的基础上ꎬ
首先采用随机引物对大批量的基因进行 ｃＲＴ￣
ＰＣＲꎬ如若所获基因转录本的序列异常ꎬ为保证准

确性ꎬ可辅助设计特异引物进行反转录ꎮ

２.３　 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 在寻找不育基因中的应用

通过对本课题组繁育的不育系和保持系同时

进行线粒体基因的批量 ｃＲＴ￣ＰＣＲꎬ根据条带大小

以及测序结果对线粒体编码蛋白基因进行考量ꎬ
找到一些具有差异的候选基因ꎬ认为可能是嵌合

ＯＲＦ 的插入导致了结果的差异ꎮ
如图 ４ 所示ꎬ差异表达出现了四种情况ꎬ一是

不育系和保持系条带完全一致ꎻ二是不育系和保

持系条带存在明暗亮度差异ꎻ三是不育系有而保

持系没有条带ꎻ四是在不育系和保持系中条带大

小不一致的情况ꎮ
另外有的基因在电泳条带上表现一致ꎬ但通

过测序出现了几个氨基酸的缺失ꎬ或是出现一些

ＳＮＰ 的情况ꎬ结果如表 ２ 所示: 线粒体编码蛋白

基因中 ＡＴＰ１、ＡＴＰ４、ＡＴＰ６、ＣＯＸ１ 在不育系和保持

系的扩增中出现了明显差异ꎬ 尤其是 ＡＴＰ１、
ＡＴＰ６、ＣＯＸ１ꎬ在两段序列中出现了大段的插入或

者缺失ꎬ我们认为这些差异片段可能是由于线粒

体的某种重组或者重排造成ꎬ或可能引起作物的

不育ꎮ 除此之外ꎬ 线粒体的其他基因 ＡＴＰ８、
ＣＯＸ２、ＮＡＤ３ 等出现了在不育系和保持系中序列

有ＳＮＰ 的情况ꎬ可能是由于ＰＣＲ或者测序的原

６０３ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



图 ４　 线粒体基因在不育系与保持系中的扩增条带

Ｆｉｇ.４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｔｅｒｉｌｅ ｌｉｎｅ ａｎｄ ｍａｉｎｔａｉｎｅｒ ｌｉｎｅ.
注:Ａ:ＡＴＰ８ꎻＢ:ＣＯＸ２ꎻＣ:ＡＴＰ１ꎻＤ:ＡＴＰ６ꎻＭ:ＭａｒｋｅｒꎻＡ 系:不育系ꎻＢ 系:保持系ꎮ

表 ２　 线粒体基因在不育系和保持系中的 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 扩增结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｔｅｒｉｌｅ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｍａｉｎｔａｉｎｅｒ ｌｉｎｅｓ.

基因名称 差异情况 基因名称 差异情况

ＡＴＰ１ Ａ 系 ２６０ ｂｐꎬＢ 系没有 ＲＰＳ３ ＳＮＰ

ＡＴＰ４ Ａ 系:５′￣ＡＡＣＧＣＧＴＴＴＡＧＧＴＡＡＧＡＣＴＴ￣３′
Ｂ 系:５′￣ＡＡＣ－－Ｇ－－－Ａ－－－－－－－ＣＴＴ￣３′

ＲＰＳ４
ＲＰＳ７ －

ＡＴＰ６ Ａ 系 ３６０ ｂｐꎬＢ 系 ５２６ ｂｐꎬＳＮＰ ＲＰＳ１０ ＳＮＰ

ＡＴＰ８ ＳＮＰ ＲＰＳ１２ －

ＡＴＰ９ － ＲＰＳ１４ ＳＮＰ

ＣＯＸ１ Ａ 系 Ｂ 系 １６１ ｂｐ 序列差异ꎬＳＮＰ ＣＣＭＢ －

ＣＯＸ２ ＳＮＰ ＣＣＭＣ ＳＮＰ

ＣＯＸ３ － ＣＣＭＦＣ －

ＮＡＤ３ ＳＮＰ ＣＣＭＦＮ ＳＮＰ

ＮＡＤ４ － ＳＤＨ３ ＳＮＰ

ＮＡＤ４Ｌ ＳＮＰ ＳＤＨ４ 未获条带

ＮＡＤ６ － ＭＡＴＲ ＳＮＰ

ＮＡＤ７ ＳＮＰ ＣＯＢ 未获条带

ＮＡＤ９ ＳＮＰ ＭＴＴＢ ＳＮＰ

因ꎬ也有可能是线粒体的某种突变引起ꎬ但这种方

式引起不育的可能性过低ꎮ

３　 讨论

长期以来ꎬｃＲＴ￣ＰＣＲ 技术已广泛应用于拟南

芥、水稻等植物的细胞研究中ꎬ但鲜有涉及棉花细

胞线粒体基因的研究ꎮ 在本研究中ꎬ我们对转录

本序列分析发现ꎬｃＲＴ￣ＰＣＲ 技术适用于获得棉花

线粒体目的基因的全长转录本ꎬ为后续技术改良

奠定了实验基础ꎮ 在传统 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 技术的基础

上ꎬ我们优化了 ＲＮＡ 提取方法和环化连接体系ꎬ
显著提高了环化效率ꎮ 反转录阶段ꎬ在保证与特

异引物获得相同完整转录本的基础上ꎬ创新性地

采用随机引物进行大批量的基因检测ꎬ操作更方

便快捷ꎮ
基于本研究中改良的 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 技术存在上

述提及的基因的不完整性和突变性现象ꎬ本研究

提出如下针对性措施:首先保证 ＲＮＡ 提取方法的

科学准确性ꎬ鉴于 ＲＮＡ 的降解起始于 ５′和 ３′末
端ꎬ直接决定环化效率并影响扩增中基因序列的

完整性ꎬ因此反应试剂中应保证一定浓度的 ＲＮＡ
酶抑制剂ꎬ以从源头上确保基因序列的准确性ꎻ其
次ꎬ我们发现环化的效率极大的影响了扩增的结

果ꎬ无论是特异引物还是随机引物ꎬ都会出现区段

缺失的情况ꎬ但在必要时将随机引物改为传统的

７０３王裴林ꎬ等:棉花线粒体基因 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 改良及其在寻找 ＣＭＳ 相关基因中的应用



特异性引物ꎬ以从反应途径上确保降低单核苷酸

多态性的发生ꎬ从而提升基因序列的特异性ꎮ 在

本研究中ꎬ需要综合考虑影响实验的诸多环节ꎬ其
中需要格外关注的是 ＲＮＡ 环化连接的质量ꎮ 过

夜可以为充分环化提供必要的时间保障ꎬ但鉴于

单链 ＲＮＡ 的易降解性ꎬ保证充分环化时间的前提

是确保所加入的 ＲＮＡ 酶抑制剂达到一定浓度ꎬ能
够保障 ＲＮＡ 在环化期间的稳定性ꎮ 此外ꎬ在过

夜后环化效率依然不高的特殊情形下ꎬ加入适

量 ＡＴＰ 可以明显加速 ＲＮＡ 环化ꎬ提 高 环 化

效率ꎮ
我们通过改良的 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 技术对不育基因

进行探索ꎬ通过对不育系和保持系的扩增ꎬ发现在

ＡＴＰ 和 ＣＯＸ 家族中存在 ＵＴＲ 区有差异的基因

(在其他线粒体基因中大多是 ＳＮＰ 的差异)ꎮ 在

此ꎬ我们暂不讨论条带明暗的差异ꎬ这可能和扩增

效率或是拷贝数相关ꎮ 差异基因中有无的差异、
条带大小的差异ꎬ都很可能是由于线粒体内部重

排或者 ＯＲＦ 的插入导致的ꎬ而这些差异可能会引

起作物的 ＣＭＳꎮ 根据本实验结果ꎬ发现线粒体编

码蛋白基因中 ＡＴＰ１、ＡＴＰ４、ＡＴＰ６、ＣＯＸ１ 在不育系

和保持系的扩增中出现了明显差异ꎬ我们认为这

些差异片段可能是由于某种重组或者插入造成ꎬ
或可能引起作物的不育ꎮ ＵＴＲ 区段的差异倾向

于 ＡＴＰ 和 ＣＯＸ 基因ꎬ这和目前发表的 ＣＭＳ 相关

文献保持一致ꎬ提升了作为 ＣＭＳ 相关基因的可能

性ꎬ因此我们认为该方法用来寻找不育基因是可

行的ꎮ 当然ꎬ这些差异的出现不一定是 ＣＭＳ 基因

造成的嵌合 ＯＲＦꎬ具体结果如何还需要进一步的

实验验证ꎮ 但是ꎬ通过 ｃＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬ为寻找

ＣＭＳ 基因提供了新的方法和思路ꎮ
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