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利用 mRNA 差异显示技术寻找甘蓝型油菜黄籽基因 
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摘要 以两组不同来源的甘蓝型黄籽油菜近等基因系为材料 利用mRNA 差异显示技术对 90对随机引物和锚

定引物组合进行筛选 获得 1个能稳定重复出现的差异 cDNA 片段 以该差异片段为探针经Northern 杂交验证了

上述结果 推测该差异片段可能和种皮色泽差异形成有关 对该差异片段进行了克隆 测序 并根据此序列设计

了 2个嵌套特异引物, 利用PCR-Walking 技术延伸该差异片段 对该延伸序列进行克隆 测序及序列同源性分析

同时对 mRNA 差异显示技术应用过程中的相关问题进行了探讨  
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Studies of Yellow-seeded Gene in Brassica napus with       
mRNA Differential Display 
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Abstract A repetitive and steady differential cDNA fragment was obtained by screening 90 pairs of random primers and 

anchor primer combination by using mRNA differential display technique in two groups of different origin NIL of yellow-seeded 

Brassica napus. Northern bloting confirmed the result by using the differential cDNA fragment as probe, and sepeculated that the 

differential cDNA fragment might be related to the color gene of Brassica napus. The differential cDNA fragment was cloned and 

sequenced and two nesting primers was designed to extend the fragment by PCR-Walking technique. The sequence analysis  revealed 

that the cloned cDNA fragment might be related to the development of Brassica napus seed color. Some problems in mRNA 

differential display were discussed. 

Key words Brassica napus Yellow-seeded gene NIL mRNA differential display 

 

甘蓝型油菜黄籽基因的研究和利用是近年来油

菜研究领域的热点 黄籽油菜育种是油菜高效育种的

主攻方向 但因黄籽基因的遗传背景复杂 不同材料

得出的结果不尽相同 甚至完全相反 如刘后利等认

为黄籽粒色可能受 2 3对隐性基因控制[1 2] 李殿荣

却认为甘蓝型油菜黄籽性状由两对独立遗传的显性互

补基因控制[3 4] 近年来 对油菜黄籽粒色基因分子

水平上的研究也主要利用各自的材料 [5 7] 所获标记

与目标基因还有一定的遗传距离 若以此为基础分离

与黄籽相关的基因十分困难 另外 黄籽材料来源不

同 所获结果无法相互验证 更难以借鉴和利用 从

而大大制约了黄籽基因的深入研究 为此 本研究利

用 mRNA 差异显示技术 以期避开材料本身复杂的

DNA 背景 找到与黄籽粒色形成有关的基因功能片

段  

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

1995年 笔者所在的课题组从已自交 10代以上

农艺性状整齐一致 黄籽度较好且来源不同的 8个黄
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籽品系中 选出少量黑籽单株自交 以后每代都与相

应的黄籽品系相间种植 选择性状整齐一致 粒色无

分离的单株自交保存 2000年建立了 8对关于粒色基

因的近等基因系 在这些近等基因系中 黄籽株系黄

籽率达 100% 黄籽度 80%以上 黑籽株系籽粒全为

黑籽 本试验选用的 2对近等基因系来源 甘蓝型 B. 

napus 芥菜型(B. juncea)组合后代 分别记为 Ynj(黄

籽材料) Bnj 黑籽材料 甘蓝型 B. napus 白

菜型(B. campestirs)组合后代 分别记为 Ync(黄籽材

料) Bnc 黑籽材料  

2001 年秋播于西南农业大学实验农场 顺序排

列 每份材料种植 100株  

1.2  试验方法 

1.2.1  引物设计   按 Genhunter Corporation RNA 

image TM Kit序列进行设计 下游反转录引物锚定碱基

为 1个 并在引物 5 端引入 1个 Hind 酶切位点

即 5 AAG CTT TTT TTT TTT G(C A)3´ 上游为 7

个碱基的随机引物 且也在 5´端引入 1 个 Hind 酶

切位点 引物由上海 Sangon合成  

1.2.2  材料获取  2002年3月标记各单株的初花期

初花 40 d时 各材料分别取 10株未成熟角果的混合

样  

1.2.3  总 RNA提取  总 RNA提取液 Trizol Reagent

购于 GIBCO-BRL公司 RNA 提取方法参考 TrizolTM kit

公司 说明进行 冰上剥取花后 40 d的种子种皮

在 0.1 g 材料中加入约 1 ml Trizol 提取的 RNA用

DNase处理后 再用饱和的酸酚抽提 1 次 乙醇沉淀

后用 ddH2O进行溶解 Beckman紫外分光光度计测定

OD260及 OD280值 计算 RNA浓度 用甲醛变性凝胶

电泳检测 确证其未发生降解  

1.2.4  反转录合成 cDNA 第一链  cDNA 合成参照

Genhunter Corpotation RNA image TM Kit 公司 说明

进行 在 20 ìl反应体系中 加入 2 ìg总 RNA 200U

的MMLV 反转录酶 2 ìl 25umol· L-1反转录引物 2 ìl 

10 mmol· L-1 dNTP 20U RNasin 1 RT Buffer 42

反应 1 h 反应结束后稀释 5倍用于 PCR分析  

1.2.5  PCR反应  根据 Genhunter Corpotation RNA 

image TM Kit 做适当调整 加大 dNTP 浓度及引物用

量 在 20 ìl体系中 加入 2 ìl 25mmol· L-1 MgCl2 0.4 

ìl 10 mmol· L-1 dNTP 2.0 -1反转录引物

1.0  L-1随机引物 0.5 U Taq DNA聚合酶  

PCR反应程序为 94 30 s 40 2 min 72

30 s 40 个循环 72 10 min 4 PCR 产物用

1%琼脂糖电泳检测后 再用 5%聚丙烯酰胺凝胶 80W

恒功率电泳 2 h 银染检测  

1.2.6  差异 cDNA片段的回收及重新扩增  按 Peng 

Liang[8] 等的方法煮沸回收差异 cDNA 片段 作适当

稀释后用上述 PCR 反应体系及扩增程序重新扩增

PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳检测后 再用 5%聚丙烯

酰胺胶电泳检测 确保其为单一的 DNA片段  

1.2.7  Northern 杂交分析  Northern 杂交方法参考

精编分子生物学实验指南 [ -32P] dCTP   

(3 000 uci·mmol-1)购于美国杜邦公司 将变性胶中甲

醛浓度降低到 0.22 mol·L-1 从聚丙烯酰胺胶上回收的

差异 cDNA 片段经重新扩增后 用 QIAGEN Gel 

Extraction Kit 回收 用随机引物标记方法标记回收的

DNA 片段作为探针 检测差显分析材料总 RNA 洗

膜时间和曝光时间由信号强弱而定  

1.2.8  差异片段的克隆及序列分析  差异片段经重

新扩增 回收纯化后 与 pMD18-T 载体 载体 Kit

购于大连宝生物公司 连接 连接方法参考 pMD18-T 

Vector kit 说明进行 连接反应液转化 DH10B菌株 经

Hind 酶切和 PCR 扩增鉴定后 摇取新鲜菌液 寄

往大连宝生物公司进行 DNA序列测定  

1.2.9  利用 PCR-Walking 方法延伸该差异片段  根

据获得的序列 设计 2 个嵌套引物 GSP1 5

-TAGATATGTACCAGAGTCG-3 SP2 5 -GAC- 

AAAGAAGACCATGTCG-3 用 BamH EcoR

Xba 酶切基因组 DNA后 参考 YADE Y Shaped 

Adaptor Dependant Extension [12]法并作一定修改 进

行 DNA片段的延伸 获得的延伸产物按 1.2.8方法进

行克隆 测序 将获得的 DNA序列在 Genebank中进

行序列同源性分析  

2  结果与分析 

2.1  mRNA 差别显示 
在 mRNA 差别显示过程中 所扩增的 cDNA 片

段一般在 500 50 个碱基对之间 平均每个泳道检测

到 60 80个条带 用 90对随机引物与锚定引物组合

对 2组黄籽材料的初步筛选发现 虽然在 1对黄籽和

黑籽近等系之间 出现的差异片段较多 但 2对黄籽

和黑籽近等系之间共有的差异 cDNA 片段只找到 3

个 其中 2个差异 cDNA片段仅出现在黑籽材料中

但未能重复出现 引物对 AP9 AAGCTTCATTCCG

和 P1 AAGCTTTTTTTTTTTTTG 获得的差异 cDNA
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在黄籽材料中表达强度较黑籽高 2 组黑籽材料和黄

籽材料各自的表达强度基本一致 并且该差异 cDNA

片段经多次验证都能稳定重复出现 该片段大小约

160 bp 图 1 箭头位置表示在黄籽材料中的带型明显

强于黑籽材料  

2.2  Northern 杂交 

回收 PAGE 胶上来源于黄籽材料的信号强的差异

cDNA片段作探针 对2对黄籽近等基因系材料总RNA

进行检测 图 1 从图 1 中可以看出 在黑籽材料中

也能检测到较弱的杂交信号 表明出现在黄籽和黑籽材

料中的差异片段序列是一致的 这和 2.3中的序列分析

相符 另外黄籽材料中杂交信号强度明显高于黑籽 且

不同黄籽材料和不同黑籽材料的杂交信号强度基本上

一致 这与差异显示分析结果相符 由此可以推测 甘

蓝型油菜黄色种皮和黑色种皮的形成可能是某些与色

素发育有关的基因表达强弱不同造成的  

2.3  差异 cDNA 序列分析 

分别回收黄籽材料 Ynj 和黑籽材料(Bnj) 中对

应的表达强弱有别 图 2箭头所指位置 的差异 cDNA

片段 克隆到 pMD18-T载体上测序 测序结果表明

两者对应的差异片段序列一致 这与 2.2 中利用来源

于黄籽材料的差异片段作探针 在黑籽中也能检测到

杂交信号的结果相符 根据获得的序列 利用 YADE

法进行 PCR-Walking 用 BamH 酶切基因组后与 Y 

 

 

1.Bnj 2. Ynj 3. Bnc  4. Ync 

 

图 1  Northern杂交分析结果 

Fig. 1  The results of Northern bloting 

 

 

1. Bnj 2. Ynj 3. Bnc 4. Ync  

 

图 2  mRNA差异显示分析结果 

Fig.2  The results of mRNA differential display 

 

形接头连接 扩增获得的产物特异性高 而其它 2 种

酶切 连接扩增不理想 将扩增特异性好的产物回收

克隆及测序 结果如图 3 所示 在序列分析时可找到

P1 AP9 GSP1和 GSP2引物序列 序列同源性分析

未能发现该差异 cDNA片段与已知功能序列具有较好

的同源性 但发现该片段部分序列和拟南芥种子发育

EST库中一未知功能的 EST序列具有很高的相似性

达到 99%  

3  讨论 

3.1  甘蓝型黄籽油菜具种皮薄 油菜籽中纤维素与色

素含量低 油分与蛋白质含量高 一般含油量比同类

型黑籽油菜高 1.5 5个百分点 [13] 油品清澈透明

籽饼饲料质优蛋白高等优点 大大提高了油菜的经济

价值 虽然在白菜型 芥菜型油菜中 有不少品种黄

色性状比较稳定 但在甘蓝型油菜中黄籽基因资源贫

乏 为此 利用白菜型和芥菜型油菜的黄籽基因就成

为一种重要选择 本试验在材料选择上 考虑到不同

来源对黄籽基因研究的影响 选用了甘蓝型 白菜型

与甘蓝型 芥菜型两种组合后代进行分析 取材时间

选择开花后 40 d 即种皮色泽形成的高峰期 [15] 以种

皮为对象 针对组织特异性转录产物来进行研究 以

最大限度减少其它不相关性状的影响  

目前 对于甘蓝型黄籽油菜种皮色泽形成机理的

研究已有不少报道 但大多仍局限于生理水平上 且 
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ATTCGGTAGGATCCCGCAGAACGAGGCCAGGATCCTGGCCGTCCAAGACGCGTATCAATTGTGAACTTTTGAGTTT

TCTCTCCCTCTCATCACCTCCCCTTCCTTATATGATTGAATACGCTTCACATTGAATAGCACACAAAGTAATAAAAAAACA

CATGATAGAGATGATTAGGTTTACAGTATTATCATTCTTTGTTGTTTTCCTTCTCTTATTCGCTTGCAATGAGTCTTCGGCTA

AGACTGCTAAGTATGATAAGTCAGATGAGTCGGACGAAAACGACGATCTCGCCGCTGTACCGTCATGTTGTGGGTTTTC

ATCGCCTCTTCTGATCAAGAAAGATCAATGGAAACCAATCTTCGCGAACAAGTTCGGACAGATCTCAACCGTTCAAATC

GGCGATGGATGCGGCGGGATGGGCCCTTACAAAATACATTCCATAACGCTGGAACCAAACGCGCTTATGCTCCCTCTTCT

TCTTCATTCCGACATGGTCTTCTTTGTCGACTCTGGTACATATCTATAATCTGCTTCAGTGTCATGTATTCAGGGTCGGAT 

Primer AP9 site  Primer GSP2 site   Primer GSP1 site  

CATAGACTTTGACACCTAAATTTTTAAGAAGTAATGTATAGTTTTTTTTCTGAAAACCAAGTAATTTATATAGTTATCGTTT

ACCAAAAAAAAAAAAA 

Primer P1 site 

 

图 3 差异 cDNA片段拼接后的序列 (阴影部分为延伸序列) 

Fig.3  The sequence of differential cDNA The shadow part is the walking sequence  

 

观点不一致 有学者认为多酚氧化酶催化产物 简

单型或聚合型苯醌类物质 黑色素 可能决定油菜

籽种皮色泽[14] 也有学者认为黄籽材料在种子发育后

期 酪氨酸酶活性较黑籽材料低几倍 从而导致黄籽

材料色素类物质积累降低[15] 本试验通过 mRNA差异

显示技术在分子转录水平上对甘蓝型黄籽油菜种皮进

行分析 Northern杂交加以验证 发现在 2 对黄黑籽

近等基因系中 黄籽材料中都有上调表达的基因存在

推测其可能和黄籽与黑籽种皮色泽差异的形成有关

黄籽材料和黑籽材料种皮色泽差异是色素多少之别

而不是绝对的有无 这表明两者在种皮色泽形成过程

中存在不同表达强度的基因 但对于该方面的研究报

道不多 而且植物色素的形成本身就比较复杂 有研

究表明 和色素形成有关的类黄酮结构基因存在多种

调控因子 研究发现在拟南芥种皮色素合成中存在有

调节类黄酮合成负调控因子 另外对模式植物金鱼草

矮牵牛及拟南芥中与色素相关的花青素研究表明 其

合成的调控机制非常复杂 涉及 20 多个位点并和环

境 发育时期及组织部位有关[18] 所以要彻底弄清楚

黄籽基因 还需要进行大量的研究工作  

序列同源性分析发现 该片段部分序列和拟南芥

种子发育过程中的一 EST序列具有较高的相似性 达

到 99% 拟南芥和油菜的亲缘关系比较近 两者同属

十字花科 对拟南芥和油菜EST克隆的比较分析表明

两种植物基因组中 86%的编码序列是保守的 并且拟

南芥的一些基因在油菜中有相似的功能[16 17]  

3.2  差异显示技术除了可对基因表达与否进行研究

外 还可对基因表达上调和下调进行研究[19 20] 但由

于该技术在 PCR中使用了随机引物 所以应注意对假

阳性的排除 在本试验中选取 2 组不同来源的材料互

相验证 而且设置水作为空白对照 进行 2 3次重复

并经 Northern杂交加以检验 提高了结果的可信度

差别显示中 DNA的去除特别重要 因为 DNA污染是

假阳性出现的一个重要原因 所以试验中在反转录合

成 cDNA第一链时引入 1个未加反转录酶的空白对照

组检测是否有 DNA 污染 因为在差别显示技术中上

游引物为随机引物 所以不可避免地会出现假阳性

如在本研究中初步筛选虽获得 3 个共有的差异片段

但经多次重复和 Northern杂交检验后只获得 1个差异

片段 在引物设计上参考 Liang[8]所设计的第三代引

物 反转录引物只用 1 个锚定碱基 这样可以大大减

少工作量 且在引物5 端引入 1个Hind 酶切位点

使上游引物由 7个随机碱基和 1个 6碱基的 Hind 酶

切位点组成 可以检测到更多的位点并提高扩增效率

对于 PCR 反应体系的优化 则以增加扩增效率为目

的 由于本试验采用银染方法检测 检测效率比同位

素低 所以必须获得高产量的扩增产物 因此 在试

验中加大了 PCR反应体系中 dNTP及上 下游引物的

用量 为克服由此出现的引物二聚体干扰 在每组试

验中均设置空白对照 Mg2+是 PCR反应的 1个关键因

素 它关系到 Taq DNA聚合酶活性高低 稳定性及扩

增产物的重复性 在本试验中由于体系扩增的需要

故适度增加Mg2+用量到 2.5 mmol· L-1 得到了很好的

扩增效率和较好的重复性
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