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光质对离体诱导棕色棉纤维基因表达影响的 cDNA-SRAP分析
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摘要院以离体培养棕色棉纤维渊暗培养 10 d冤为材料袁分别用红尧黄尧蓝尧白光进行处理袁在 24 h光照条件下培养 10

d后袁利用 cDNA-SRAP技术对其基因表达进行分析遥 对其中 16个差异片段测序后进行同源性比对和功能分析

表明院2个序列功能与植物抗逆性有关渊CNGC5类似蛋白基因尧渊+冤-啄-杜松烯合成酶冤曰3个序列与生物代谢相关

渊茁-1,3-葡聚糖酶 13基因尧质膜胆碱转运蛋白基因尧tau类谷胱甘肽转移酶基因冤遥其中袁谷胱甘肽转移酶基因与原
花青素合成前体物质的转运有关袁光质可能通过影响谷胱甘肽转移酶基因进而对原花青素的合成产生影响遥
关键词院离体培养曰cDNA-SRAP曰谷胱甘肽转移酶曰植物抗逆性
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Fibers of brown cotton were treated with different light qualities (red, yellow, blue, and white) for 10 days in 24-h light

conditions, after which there gene expressions were analyzed using the cDNA-SRAP technique. The biological functions of 16

differentially expressed genes were predicted and characterized．The results showed that two fragments had high sequence simi-

larity with resistance genes (CNGC5-like protein gene, (+)-delta-cadinene synthase (cdn1-C6) pseudogene), 3 sequence related

to biological metabolism (sugar transporter/spinster transmembrane protein (PtrOATP2)), beta-1,3-glucanase 13(B13G_13) mR-

NA, and tau class glutathione transferase GSTU43 ). Among them, the glutathione transferase was associated with the synthesis

of proanthocyanidins. Light quality may affect glutathione transferase, thereby affecting the synthesis of proanthocyanidins.

culture; cDNA-SRAP; glutathione transferase; stress in plants

收稿日期院2013-04-08

作者简介院陈沙沙袁女袁硕士研究生袁chenshasha118@163.com; *通讯作者袁yjsc01@ahau.edu.cn

基金项目院安徽省教育厅重点项目渊KJ2011A103冤曰安徽省棉花产业创新体系

棕色棉是一种纤维本身呈棕色的彩色棉袁目
前棕色棉色素成分尚不清楚遥 肖月华等[1]利用 cD-
NA-AFLP 渊cDNA-amplified fragment length pol-
ymorphism冤 的方法分离得到一个黄酮类基因片
段袁 又根据植物黄酮类物质代谢过程中一些重要
的酶基因的保守序列袁 从彩色棉中分离到 4个黄
酮类基因袁 共获得了 5 个色素合成相关基因

尧 3 尧 尧 尧 袁推测棕
色棉中的色素物质可能是原花青素遥 詹少华等[2-3]

研究认为缩合单宁很可能是棕色棉色素的合成前

体袁且在未发育成棉纤维的种皮细胞中合成遥
原花青素合成与花青素合成属于植物黄酮

类化合物的生物合成的一部分遥 无色花青素及花
青素在无色花青素还原酶(Leucoanthocyanidin re-
ductase, LAR)和花青素还原酶(Anthocyanidin re-
duetase, ANR)的作用下袁能够分别合成儿茶素和
表儿茶素袁儿茶素和表儿茶素再进一步缩合生成
原花青素遥 植物花青素积累是一个复杂的过程袁
除受到多基因的控制外袁 还受到各种环境因素袁
如光尧温度尧糖尧激素等的影响袁其中袁光是影响花
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上游引物序列( 5' - 3')
Upstream primer sequence

下游引物序列( 5' -3')
Downstream primer sequence

me1 TGAGTCCAAACCGGATA em2 GACTGCGTACGAATTTGC

me2 TGAGTCCAAACCGGAGC em3 GACTGCGTACGAATTGAC

me3 TGAGTCCAAACCGGAAT em4GACTGCGTACGAATTTGA

me4 TGAGTCCAAACCGGACC em5GACTGCGTACGAATTAAC

me5 TGAGTCCAAACCGGAAG em6GACTGCGTACGAATTGCA

me6 TGAGTCCAAACCGGTAG em14 GACTGCGTACGAATTCAG

me7 TGAGTCCAAACCGGTTG em15 GACTGCGTACGAATTCTG

me8 TGAGTCCAAACCGGTGT em16GACTGCGTACGAATTCGG

em1 GACTGCGTACGAATTAAT em17 GACTGCGTACGAATTCCA

em7 GACTGCGTACGAATTCAA

青素积累主要的外界环境因素之一袁光可通过调
控花青素合成途径中相关酶基因的表达而影响

花的着色[4]遥
汪淼等[5-6]研究了光质对棕色棉纤维品质及

纤维合成相关酶活性的影响遥 结果表明光质可以
通过对纤维合成相关酶活性的调控来影响棕色

棉纤维的品质遥 不同光质对棕色棉不同发育阶段
的纤维合成代谢产生了不同的生理生化效应遥
研究表明袁棕色棉纤维颜色的呈现与光照有

关袁但关于纤维色素合成过程中是否存在光质调
控尚不清楚袁纤维色素合成和积累与光照是否存
在一定关系仍需进一步研究遥 目前对棕色棉色素
的研究多在野外复杂环境下生长的植株上进行遥
在野外条件下袁水分袁光照袁温度等的变化是不可
控制的袁 这样的研究条件和结果是高度可变的遥
2001年由 Li和 Quiros[7]提出一种基于 PCR的新
型分子标记技术要要要相关序列扩增多态性渊Se-
quence-related amplified polymorphism, SRAP冤遥
目前该技术已经在水稻尧甘蓝尧梨尧玉米等植物上
得到应用[8]遥 因此袁本实验以不同光质处理的离体
培养的棕色棉纤维为材料袁 利用 cDNA-SRAP技
术对其基因表达进行分析袁以期对棕色棉色素合
成相关基因的光响应特性进行一定的阐述袁希望
为进一步明确原花色素与纤维色素的关系袁解决
棕色棉纤维色素颜色不纯正尧色素分布不均匀的
问题提供理论依据遥

材料和方法

材料

试验材料选用陆地棉品种百泉棕絮袁棉絮为
棕色袁引自中棉所遥 大田种植袁常规管理遥 于 2012
年 7－8月早上 9点左右对当日花挂牌袁 并于两
日后采集袁装入冰盒带回实验室遥

方法

培养所用器皿统一为

100 mL三角瓶遥每瓶装 30 mL培养基袁高温高压
灭菌遥 以 BT培养基[9]为基础袁添加 1 mg窑L-1 GA3

和 1 mg窑L-1 NAA遥将当天采集的幼铃袁剥去苞片尧
花冠及雄蕊袁75％酒精消毒 1 min后再用 0.1%氯
化汞浸泡 15 min遥 在超净工作台中剥取胚珠袁接
种于培养基上遥每瓶接种同一个子房的胚珠约 20

粒遥 置于(31依1)℃条件下暗培养遥
选取胚珠渊暗培

养 10 d冤 长势基本一致的培养基分别用红尧 黄尧
蓝尧白渊透明冤四种颜色的滤光膜渊上海伟康厂冤进
行套袋袁于光照培养箱渊渊31依1冤℃袁24 h袁光照强度
为 45 滋mol窑m-2窑s-1冤中培养 10 d后袁液氮冷冻并
保存于–80℃冰箱中备用遥 以相同光照及温度条
件下暗培养 20 d胚珠为对照遥

棉

花纤维总 RNA 的提取采用改良的 CTAB-PVP
法[10]袁用紫外分光光度计和 1%的琼脂糖凝胶电泳
对总 RNA进行定量和质量分析遥 于室温下风干袁
加入 20～30 滋L DEPC水溶解袁–80℃保存备用遥
cDNA第一链合成根据试剂盒渊Takara Prime script
first strand cDNA synthesis kit冤说明书操作遥

实验中使用的

SRAP引物序列见表 1袁8个正向引物和 10个反
向引物配对共计 80个引物组合遥 PCR扩增反应
体系包括 2.5 滋L 10伊PCR缓冲液尧2.0 滋L dNTPs尧
正向引物和反向引物各 1.5 滋L尧0.25 滋L Taq 酶
(5 U窑滋L-1)尧1.5 滋L cDNA 模板袁 补水至总体积
25 滋L遥 其扩增程序为院94℃ 5 min曰94℃ 1 min袁
35 ℃ 1 min袁72 ℃ 1 min袁5 个循环曰 94 ℃ 1 min袁
50℃ 1 min袁 72℃ 1 min袁35个循环曰72℃ 7 min遥

表 1 试验所用引物的序列

Table1 Sequencesof primesused in thisstudy

注: me1- me5,em1-em6 参照文献 [7]报道的序列合

成曰me6-me8, em14-em17参照文献[11]报道的序列合成遥
Note院Synthesis of me1- me5 and em1-em6 were a refer-

ence to literature 8; Synthesis of me6- me8 and em14-em17

were a reference to literature 9.
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选择性扩增

产物用 6 %的聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分离遥 电
泳缓冲液为 1× TBE袁预电泳 30 min后袁将扩增
产物与上样缓冲液 渊4%蔗糖袁0.25%溴酚蓝袁
0.25%二甲苯青冤按 5颐1混匀 袁取 10 滋L上样袁80
W恒定功率电泳约 1.5 h袁 二甲苯青 FF至胶板
2/3处遥 电泳后银染[12]遥

回收差异片段袁用相应的引物尧反应体系和程
序进行二次 PCR扩增袁1%琼脂糖凝胶电泳检测
扩增产物遥 其扩增产物经胶回收纯化试剂盒回
收袁pMD18-T连接, 转入感受态细胞中经蓝白斑

筛选挑取阳性克隆袁上海生工生物工程公司进行
测序遥在 NCBI上用 Blast工具分析测序片段的核
酸序列同源性袁并提交 NCBI网站 Gen Bank数据
库遥 胶回收试剂盒购于上海生工生物工程有限公
司袁pMD18-T载体购于 TaKaRa公司遥

结果与分析

棕色棉胚珠离体培养及光处理

在 Beasley和 Ting方法[9]的基础上袁初步建立
棕色棉胚珠离体培养体系遥培养结果见图 1遥光照
对胚珠表皮细胞特化产生棉纤维的过程起到明显

的抑制作用袁这与蒋淑丽等[13]报道的完全一致遥

a为培养 10 d胚珠曰b为培养 15 d胚珠曰c为培养 20 d胚珠遥 a院10 DAC ovules曰b院15 DAC ovules 曰c院20 DAC ovules

图 1 棕色棉胚珠暗培养 10 d尧15 d尧20 d 结果
Fig.1 The brown cotton ovules under dark culture conditions for 10 days, 15 days and 20 days

总 RNA电泳检测
试验采用改良的 CTAB-PVP法[10]提取棉纤

维总 RNA袁 并利用 1 %的琼脂糖凝胶电泳进行
RNA质量的检测遥 从图 2中可以看出袁5个样品
的 RNA经电泳后点样孔无残留袁 泳道无拖带现

象遥 28 sRNA与 18 sRNA条带分离明显袁且 28 s
的亮度明显高于 18 s袁说明 RNA的完整性较好袁
质量较高袁没有发生降解和 DNA的污染袁可以满
足试验中反转录的要求遥

CK院对照渊暗培养 20 d冤曰T1院红光处理曰T2院黄光处理曰T3:蓝光处理曰T4院白光处理遥
CK: Control (20 day after culture under dark treatment); T1: Brown cotton ovules under red light treatment;

T2: Brown cotton ovules under yellow light treatment; T3: Brown cotton ovules under blue light treatment

T4: Brown cotton ovules under white light treatment.

图 2 棉纤维 RNA电泳图
Fig. 2 Agarosegel electrophesis of RNA from cotton fiber
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表 2 28对 SRAP引物组合的扩增结果
Table 2 Primer combinations and number of bands of cDNA-SRAP markers

引物组合
Primer

combinations

总带数
The total

number of bands

多态性条带数
The number of

polymorphic bands

总带数
The total

number of bands

多态性条带数
The number of

polymorphic bands

me1em1 16 4 14 1
me1em4 14 4 19 2
me1em7 14 2 20 2

me1em15 9 2 14 2
me1em16 13 4 16 4
me1em14 8 2 13 1
me1em17 6 1 16 2
me2em1 17 3 15 1
me2em3 13 2 14 2
me2em4 15 1 15 1
me2em7 15 2 19 2

me2em15 11 3 19 1
me2em16 14 2 14 2
me6em2 12 1 16 2

引物组合
Primer

combinations

me6em4
me6em6
me7em1
me7em4
me7em15
me7em16
me8em2
me8em3
me8em4
me8em6
me8em15
me8em16
me8em17
me6em3

CK院对照渊暗培养 20 d冤曰1院红光处理曰2院黄光处理曰3:蓝光处理曰4院白光处理遥
CK: Control (20 day after culture under dark treatment); 1: Brown cotton ovules under red light treatment;

2: Brown cotton ovules under yellow light treatment; 3: Brown cotton ovules under blue light treatment
4: Brown cotton ovules under white light treatment.

图 3 部分引物组合的扩增图

Fig. 3 Amplification profile for several primer combinations

cDNA-SRAP扩增结果
试验中袁从 80个引物组合中袁筛选出 28个

重复性好尧扩增条带清晰且多态性丰富的引物组
合袁进行 cDNA-SRAP扩增及数据分析渊表 2冤遥 28

个引物组合共产生 401条清晰条带袁平均每个引
物产生 14条遥 其中袁多态性条带 58条袁占总条带
数 14.46%袁 平均每对引物组合得到 2.07条多态
性条带遥 代表性带谱见图 3遥
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表 3 差异 cDNA片段序列同源性分析
Table 3 Sequence identity analysis of differential cDNA fragments

序列编号
cDNA-SRAP

fragment

大小
Length / bp 同源性 Homology E值

Blast score
相似性

Similarity

Gb-1 302
陆地棉 cDNA克隆袁mRNA序列 DT464590.1|GH_CHX15O21.r GH_CHX

cDNA clone GH_CHX15O21 3', mRNA sequence 2e-73 86%

Gb-2 275
海岛棉纤维均一化 cDNA 文库 cDNA 克隆袁mRNA 序列 GR709358.1 |Gossypium barbadense L. line
3-79 fiber normalized cDNA library cDNA clone 10-J19 5', mRNA sequence 4e-77 86%

Gb-3 239
陆地棉顶端分生组织袁 蓓蕾和花 cDNA袁mRNA 序列 HO107217.1 | cotton shoot
apical meristems, buds and flowers Gossypium hirsutum cDNA 3', mRNA sequence 9e-40 83%

Gb-4 208
毛果杨 tau 类谷胱甘肽转移酶 GSTU43ADB11369.1|

tau class glutathione transferase GSTU43
1e-15 62%

Gb-5 212
毛果杨假定蛋白 袁mRNAXM_002315092.1|

predicted protein, mRNA
0.002 75%

Gb-6 218
马铃薯 茁-1袁3 -葡聚糖酶 13 (B13G_13) mRNAJX838867.1|

beta-1,3-glucanase 13渊B13G_13冤mRNA, complete cds
3.8 80%

Gb-7 249
苜 蓿 胆 碱 转 运 蛋 白 mRNAXM_003637379.1|

Choline transporter-like protein (MTR_085s0030) mRNA, complete cds
4e-07 83%

Gb-8 228
陆地棉克隆袁 完整序列 AC243156.1| clone

MX119B12-jot, complete sequence
2e-04 80%

Gb-9 180
天蓝苜蓿 CNGC5 类似蛋白基因 DQ662640.1|

CNGC5-like protein gene, partial cds
0.070 83%

Gb-10 154
蓖麻保守的假定蛋白袁mRNAXM_002512032.1 |

conserved hypothetical protein, mRNA
4e-10 76%

Gb-11 145 棉花叶绿体袁完整序列 JF317355| chloroplast, complete genome 2e-45 98%

Gb-12 173
陆地棉渊+冤-啄-杜松烯合成酶的假基因袁完整序列 AY800006.1 |

(+)-delta-cadinene synthase (cdn1-C6 冤pseudogene, complete sequence 7e-08 72%

Gb-13 166
陆地棉克隆袁 完整序列 AC243162.1| clone

MX169F24-jhp, complete sequence
3e-50 89%

Gb-14 180
陆地棉克隆袁 完整序列 AC243143.1| clone

MX055E05-jos, complete sequence
3e-13 80%

Gb-15 152
苜蓿细胞核酸结合蛋白 XP_003637905.1|

Cellular nucleic acid-binding protein
8e-06 70%

Gb-16 192
陆地棉克隆袁 完整序列 AC243134.1| clone

MX018L03-joq, complete sequence
7e-09 72%

差异片段的同源性比对和功能分析

选择重复扩增稳定表现的差异片段进行测

序袁在 NCBI上进行同源性比对和功能分析袁结果
表明袁与已知基因同源性较高的序列有 16条(表
3袁表 4)袁包括假定蛋白渊Gb-5尧Gb-10冤尧功能基因

渊Gb-1尧Gb-3尧Gb-7尧Gb-8尧Gb-13尧Gb-14尧Gb-15尧
Gb-16冤尧叶绿体基因渊Gb-11冤尧原花青素合成相关
基因渊Gb-4冤尧棉纤维发育相关基因渊Gb-2尧Gb-6冤
和植物抗逆性相关基因(Gb-9尧Gb-12)等遥
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讨论

本研究采用 cDNA-SRAP技术袁 以离体培养
的棕色棉纤维为试材研究不同光质处理对其基

因表达的影响袁最终获得与已知功能序列同源性
较高的序列 16条遥 其中 1条特异表达片段与谷
胱甘肽转移酶同源性较高袁该片段与原花青素合
成有关遥 有多条与植物抗逆性相关遥

编号为 Gb-12的序列仅在白光处理的棕色
棉胚珠中表达袁其与陆地棉渊+冤-啄-杜松烯合成酶
基因具有较高同源性遥 杜松烯合成酶催化(E袁E)-
法呢基焦磷酸(Farnesyl pyrophosphate, FPP)环化
形成渊+冤-啄-杜松烯袁渊+冤-啄-杜松烯是所有棉酚及
其衍生物的共同前体物质[14]遥 以棉酚为代表的酚
性倍半萜衍生物是棉花防御机制的重要组成部

分[15]袁由此推测袁白光处理可能激发了棕色棉胚珠
的抗逆反应遥

编号为 Gb-9的序列与环核苷酸门控离子通
道 (Cyclic nucleotide-gated channels, CNGC)类似
蛋白基因具有较高的同源性遥 近年来的研究表
明袁环核苷酸门控离子通道(CNGC)在植物生长发
育尧细胞的离子转运及逆境胁迫等方面均具有重
要的作用[16]遥 但是袁迄今为止袁植物 CNGC功能的
详细研究较少袁 其在植物生长发育以及生物尧非

生物胁迫中的具体功能仍未确定遥
目前袁有关结构基因在植物类黄酮代谢中的

作用已研究较为清楚袁但是袁对不同花青素运输
机制及类黄酮物质的转运与积累相关转运蛋白

的研究还不是十分明确遥 在拟南芥中的研究表
明袁 原花青素前体物质首先在细胞质中合成袁而
后运输到液泡中袁最后由氧化酶类将其缩合成不
同聚合度的原花青素遥 拟南芥 TT19基因编码谷
胱甘肽 -S- 转移酶 渊Glutathione S-transferases,
GST冤-like蛋白袁它与原花青素的积累相关遥 拟南
芥透明种皮 渊TT冤 突变体 TT19 可能有一个
5'GSH-结合结构域袁 它可以同时影响花青素和
原花青素的积累袁 而 3'结构域影响原花青素的
积累[17]遥 Kitamura等[18]研究表明袁TT19与原花青
素渊Proanthocyanidins, PAs冤前体物质袁如表儿茶
素和糖基化的表儿茶素袁 在细胞质中的积累有
关遥 Azum[19]等利用 qRT-PCR分析温度和光照对
离体葡萄浆果黄酮类化合物生物合成的影响袁其
中袁 的表达水平在 15℃ /光照的条件下最高遥

本试验中袁在黄光尧蓝光和白光处理的棕色
棉纤维中特异表达的片段与谷胱甘肽转移酶基

因 43具有很高的同源性遥 由此推测袁光质
可能通过影响谷胱甘肽转移酶基因进而对原花

表 4 cDNA-SRAP差异条带的分布
Table 4 Distribution of differential bands by cDNA-SRAP analysis

陈沙沙等院光质对离体诱导棕色棉纤维基因表达影响的 cDNA-SRAP分析

序列编号

cDNA-SRAP

fragment

引物组合

Primer

combinations

差异片段分布

Distribution of

differential bands

序列编号

cDNA-SRAP

fragment

引物组合

Primer

combinations

差异片段分布

Distribution of

differential bands

Gb-1 me6em15 Gb-9 me7em15

Gb-2 me8em15 Gb-10 me7em15

Gb-3 me8em4 Gb-11 me2em1

Gb-4 me8em2 Gb-12 me1em7

Gb-5 me6em3 Gb-13 me6em15

Gb-6 me2em7 Gb-14 me1em1

Gb-7 me2em1 Gb-15 me7em1

Gb-8 me1em16 Gb-16 me8em17

CK T1 T2 T3 T4

＋ ＋ ＋ － ＋

＋ ＋ ＋ － ＋

＋ － ＋ ＋ －

－ ＋ ＋ ＋ －

＋ ― ＋ ― ―

＋ ＋ ＋ － ＋

－ ＋ ― ― ―

＋ ＋ ― ― ―

CK T1 T2 T3 T4

－ ＋ ＋ ＋ －

－ ＋ ― ― ―

－ ＋ ＋ ＋ ＋

― ― ― ＋ －

＋ ＋ ＋ － ＋

＋ ＋ ＋ ＋ －

＋ ＋ ＋ － ＋

＋ ＋ － ＋ ＋

注院CK为对照遥 T1尧T2尧T3尧T4分别表示红光处理尧黄光处理尧蓝光处理和白光处理遥 野＋ 冶表示存在该条带曰野－ 冶表示
该片段缺失遥

Note: CK was the control. T1: Brown cotton ovules under red light treatment. T2: Brown cotton ovules under yellow light

treatment. T3: Brown cotton ovules under blue light treatment; T4: Brown cotton ovules under white light treatment. 野＋ 冶shown

a band appeared in the gel. 野－ 冶represented the absence of the band in the gel.
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青素的积累产生影响遥
综上所述袁本试验初步获得了与光处理相关

的差异表达片段袁有关这些片段在棕色棉离体纤
维响应光调控过程中的具体作用仍需要进一步

的研究遥
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