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蔬菜作物重要农艺性状相关基因分离的研究进展
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摘 要: 本文简要综述了蔬菜作物基因分离的主要方法和近年来蔬菜作物重要农艺性状相

关基因分离的研究进展， 指出在分离蔬菜作物目的基因的研究中，必须加强基因分离的原创性;充

分利用现有的研究条件，做到基因分离与功能基因组研究相互协调，均衡发展，从而为我国蔬菜

作物开展分子育种研究奠定基础 。
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目的基因的分离是分子生物学研究领域中最为

关键和最为重要的环节，同时也是生物技术应用于

生产上创新的源泉。随着基因专利权的建立和完

善，在全球范围内，从园艺植物中分离重要农艺性

状相关基因的竞争也日趋激烈。在这样一个大环境

下，目的基因的分离技术也随着分子生物学发展的

步伐而日臻完善和多样化。 自 1995 年以来 ， 先后

完成基因组全序列测定的生物有 : 流感噬血杆菌

(Hoemophilus influenzae)、酿酒酵母(Saccharomyces

cerevisiae)、线虫(Caenorhabditis elegans) 、 果蝇

(Drosophila melanogaste r) 、 拟南芥(Arabidopsis

thaliana); 2001 年 2 月，人类基因组序列的工作草

图绘制完成并向大众公布; 2002 年 4 月 5 日， ((科

学》杂志用 14 页篇幅来发表《水稻基因组序列草

图》的论文，这是中国科学家独立完成植物测序工

作，同时也是第一例完成基因组全序列测定的农作

物 。 传统的正向遗传学 ( Forward genetics ) 始于

突变的表现型，它提出的问题是 "引起生物不同表

现型的突变基因序列是什么"。与之相反 ， 反向遗

传 ( Reverse genetics) 却始于突变体的基因序列 ，

它所提出的问题是"该序列使生物体的表现型产生

了什么样的变化"。即通过在体外改变基因序列来

观察体内的遗传效应 。 随着测序技术的不断提高，

越来越多的动、植物已经或即将完成基因组序列的

测定，遗传学的研究重心正逐渐由正向遗传学向反

向遗传学转移，即由结构基因组的研究转向功能基

因组的研究 。

1 蔬菜作物基因分离的策略和方法

一般而言，植物基因分离的主要目标是识别、

分离特异基因并获得基因的完整全序列，确定其染

色体的定位，阐明基因的生物学功能，明确其对特

定性状的遗传控制关系。蔬菜作物作为重要的栽培

植物，其种类很多 ， 仅我国就栽培有 130 多种，普

遍栽培的有 50-60 种， 同一种类又有许多变种和品

种，其中蕴涵有丰富的特异基因资源。目前常用于

蔬菜作物中的基因分离策略和方法主要有以下几种。

1. 1 同源序列分离法

植物的种、属之间， 基因编码序列的同源性

大大高于非编码区。因此，如果已经从植物中分离

到一个基因 ， 就可以根据该基因的序列从另一种植

物中分离这个基因。分离方法主要有两种， 一是根

据基因序列设计一对寡核昔酸引物，以待分离此基

因的植物基因组 DNA 或 cDNA 为模板进行 PCR 扩

增，对扩增产物测序井与源基因进行序列比较，从

而确定该基因是否为待分离基因。肖 岗等川采用此方

法获得了山菠菜甜菜碱醒脱氢酶基因 : 王淑芳等[2]

从 E. coli TGl 菌株中扩增得到胆碱脱氢酶基因，并

对番茄进行了遗传转化。另一种方法是用己知序列

的基因制备探针，筛选待分离基因的植物核 DNA或

cDNA 文库。再对阳性克隆进行测序，并与己知基

因序列进行同源性比较，最后经转化鉴定是否为待

分离的基因 。 应用该法己成功分离了许多植物基

因，如 Xu 等[3]从 So lanum chacoense 中分离出两个
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自交不亲和基因 ; Weigel 等[4]从拟南芥中分离得到

LEAFY基因:杨素欣等[5]根据大白菜 BcpLH基因设

计引物，用 PCR 法从结球期的甘蓝茎尖组织扩增到

BcpLH基因的同源基因 BoLHl ; 曹必好等[6]根据抗

病基因保守序列 (NBS-LRR ) 设计简并引物 ， PCR 

扩增得到探针，经筛选 cDNA 文库后获得一个编码

226 个氨基酸 ， 包含 681 bp 的开放阅读框架的与结

球甘蓝抗 TuMV 相关的基因。 除此之外，利用植物

基因组全序列测定的结果，借助计算机找出所有可

能的开放阅读框架(ORF)，最终可以克隆到植物体

的全部基因。

l.2 差异表达分析法

1.2.1 mRNA 差异显示法(mRNA differential display, 

DD-PCR) 该方法是由美国哈佛医学院的Liang和

Pardee[7]首‘先提出的，其基本原理是 RNA- 逆转录 

PCR 。 真核生物成熟 mRNA3 ' 端 poly (A)尾上游的

2个碱基有 12 种组合，而 poly(A)尾上游的 1 个碱基

仅有 3 种组合(T ， G, C) 。 因此，按照碱基互补原

则人工合成 poly(T) ，在其 3' 端加上另两个或一个

碱基，用此引物进行逆转录成 cDNA，并用此引物

锚定 cDNA 的第二链的 3 '端，同时，用另一随

机寡核昔酸引物(lObp的随机引物)与cDNA第一链互

补进行 PCR 扩增 。 随后将扩增产物进行电泳 、 染

色或扩增时用同位素标记，差异的 cDNA 片段重扩

增后回收进行克隆分析， 利用 RACE(rapid amplifi

cation of cDNA ends)技术或对 cDNA文库筛选获得

待测基因的全长。 本实验室利用 DD-PCR 方法 ， 结

合 RACE 技术，从白菜核雄性不育两用系中分离并

克隆到一个与白菜核雄性不育相关的编码细胞色素

P450(cytochrome P450, CYP450)基因 CYP86MF ， 经

Northern 验证表明 ， 该基因在白菜两用系不育株的

表达受到了明显地抑制 ， 并且该基因在花蕾中特异

表达，而在叶片和茎中不表达[ 8] 。随后 ， 根据

GenBank 登录的的同源序列保守区设计引物，在萝

卡、 芜菁、芥菜 、 甘蓝、大白菜、油菜、荠菜

以及拟南芥等十字花科栽培植物的基因组DNA中均

扩增出 CYP86MF基因的同源序列，其中芫菁和甘蓝

的同源序列与 CYP86MF基因的同源性达 90% 以上。

1.2.2 cDNA-AFLP分析法 该方法主要用来分析

基因的差异表达及检测差异表达的基因，其基本原

理及主要步骤如下 : 分别提取差异表达的总 RNA ，

逆转录并合成 cDNA 第二链 ， 随后用限制性内切酶

水解 cDNA 双链产生不同大小的 cDNA 片段 ， 再在

片段的两端连接上人工寡核昔酸接头， 制成模板

cDNA; 然后用含选择性碱基的引物对模板 cDNA进

行选择性扩增 : 最后，凝胶电泳检测扩增产物，

根据扩增片段长度的不同检出多态性。从电泳胶上

切下差异片段，再扩增后进行克隆分折，采用

RACE技术或制备探针从cDNA文库或基因组文库中

筛选出全长的基因。目前，我们实验室采用 cDNA

AFLP方法配合RACE技术，从白菜核雄性不育两用

系中获得四个与白菜雄性不育相关的基因全长

BCAl , BCA2 , BCA3 和 BCA4 。 经 BLAST 序列比

较 ， BCAl 和 BCA2 没有发现同源序列，说明获得

的全长序列可能是新基因(结果待发表) 。

1 . 2.3 减法杂交 该方法于 1991 年由 Lee 等首先

提出，其原理是植物在生长发育过程中不同组织或

同一组织的不同发育阶段，由于基因特异性的表

达 ， 其 mRNA 表现不同 ， 从表达特异基因的组织

中提取 mRNA ， 并逆转录成 cDNA 。 随后从无特异

表达的组织中提取 mRN A ，两者杂交，而特异

mRNA 转录的 cDNA 仍保持单链状态，把这种单链

cDNA 分离出来即为差异表达基因 。 Chong 等[9]分离

了小麦的春化相关基因:余旭红等[10]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， 据推测该基因以双链

RNA 结合蛋白的形式在包叶的形成和球叶的发育过

程中起作用 。

l. 3 功能分离法

功能分离法是一种经典的基因分离策略，它根

据性状的基本生化特性这一功能信息，在鉴定己知

基因的功能后进行分离。利用这种方法分离基因首

先应根据己知的生化缺陷或特征确认与该功能有关的

蛋白质，再分离纯化这一蛋白并制备相应抗体，或

测定其氨基酸序，列 ， 推测可能的 mRNA序列，根据

mRNA序列设计相应的核昔酸探针或寡核昔酸引物。

利用抗体或核酸探针筛选核 DNA文库或 cDNA文库 ，

也可利用寡核昔酸引物对基因组 DNA 或 cDNA进行

PCR 扩增 。 通过对阳性克隆或 PCR 扩增产物的序列

分析鉴定分离基因 。 利用这种方法已经分离到第 1 个

自交不亲和的 S基因[l l]，冯洁和何礼远等[ 12]首次从马

铃薯近缘栽培种富利亚的杂交后代材料 MS-42.3 中发

现并分离纯化了一种抗青枯菌蛋白(命名为 Apl) ，并

进一步获得了 APl 蛋白的编码基因 。

l.4 转座子或 T-DNA 标记法
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转座子是可从一个基因位置转移到另一个位置

的 DNA 片段，通过转座子上的标记基因(如抗药性

等)就可检测突变基因的位置和分离突变基因。目

前，研究得较为深入的有 Ac/D s ， En/Spm 、 Tam 、

Mu 等转座子。转座子标签法分离基因需要创建转

座子插入突变库，并进行筛选鉴定 ， 这项工作需要

技入大量人力物力，目前已经建立了拟南芥和水稻

的突变基因库。其中番茄的抗叶霉病基因 Cf- 2 和

Cf-9 就是采用转座子标记法分离得到的[13] 。

与转座子功能类似的根癌农杆菌T-DNA也可用

来分离植物基因 . T-DNA 能够从农杆菌中转移并稳

定地整合到植物宿主的基因组中 ， 从而使整合位置

上的基因失活或产生突变。 通过T-DNA上的标记基

因(如 NPTII 或 GUS 等基因)就可检测突变位置 ， 得

到与 T-DNA 相连的 DNA 片段 . 以此制备探针筛选

野生型基因文库，就可得到与突变相应的完整基

因 。 目前，该方法己成功地应用于拟南芥、烟草

等有关基因的分离。同样， T-DNA 标记法也需要

建立相应的突变体库。目前， 本实验室正利用含多

个CaMV35S启动子的超强表达载体构建芸墓属蔬菜

的突变体库，期望能获得一些重要农艺性状相关的

目的基因。

1.5 定位克隆

定位克隆(Positional cloning) ， 又称为图位克隆 。

1985 年首先由剑桥大学的 Alan Coulson 提出 ， 该方法

的基本思路是根据功能基因在基因组中都有相对较稳

定的基因座 ， 在利用分离群体的遗传连锁分析或染

色体异常将基因定位到染色体的一个具体位置的基础

上。通过构建高密度的分子连锁图 ， 找到与目 的基

因紧密连锁的分子标记，不断缩小候选区域进而克

隆该基因，并阐明其功能和作用机制 。 迄今为止，

用定位克隆技术分离得到的植物基因己超过了 5 0

个，其中 ， Martin 等问最早用定位克隆技术分离出

番茄的pto 基因，并将该基因导入感病的番茄品系，

从而使植株获得了对丁香假单胞菌的抗性。

除上述分离基因的方法以外 ， 还有表型分离方

法和人工合成方法等等。基因分离的技术发展很

快，但每一种方法都有它的优势和劣势及适用范围

等限制因素 ， 因而我们必须根据所分离基因的类型

和实际条件选择最佳的方案。

2 蔬菜作物重要农艺性状相关基因的分

离

由于蔬菜作物中蕴涵有丰富的特异基因资源，

近年来，随着分子生物学实验手段的不断完善和模 .

式植物拟南芥全序列的测定完成，从蔬菜作物中分

离和克隆重要功能的基因在世界范围内也方兴未

艾 ， 获得了一批重要农艺性状基因 ， 如高产、优

质、抗病、抗逆、雄性不育、自交不亲和以及具

有重要生理功能的基因 ， 并进一步应用于新品种选

育、不育材料的获得和有用生物物质的生产等方面

的开发利用。近年来 ， 从蔬菜作物中分离得到的上

述几个重要农艺性状相关基因列表如下(表 1) 。

3 我国蔬菜作物分离目的基因现存的问

题及其研究展望
我国是许多温带、亚热带作物的起源地，也

是世界农业最古老的发源地和园艺植物起源的巨大

中心，而且蔬菜作物是园艺作物中数量最大，类型

最多的植物种类 ， 因此其中蕴涵有丰富的基因资

源。 同时 ， 从园艺植物中分离重要功能基因并进行

功能分析鉴定己经成为当前植物前基因组学向植物

后基因组学过渡期间一个十分引人注目的研究热

点。目前，随着拟南芥和水稻等基因组计划的完

成，针对蔬菜作物基因组序列的测定水平有了很大

的提高 ， 然而随着我国蔬菜作物目的基因的分离研

究日渐增多的同时，也出现了一些制约本领域持续

健康发展的瓶颈问题， 主要表现在以下三个方面 :

3 .1 基因分离技术的相对落后

当前 ， 在蔬菜作物中一般多以同源序列扩增法

进行同源基因的分离 ， 这与蔬菜作物本身的特点有

着密切的关系。由于蔬菜作物的种类繁多，单个种

类的栽培面积有限，有些珍稀特种蔬菜相对水稻、

小麦 、 玉米以及油菜等大宗作物而言其栽培面积几

乎可以忽略不计 ， 难以引起决策者和研究者的重

视， 因此 ， 投入蔬菜作物中的研究资源相对较少 ，

这同时也是造成蔬菜作物中基因分离技术相对落后

最主要的原因之一。目前不仅没有一种蔬菜作物列

入植物基因组计划 ， 得到其全长序列 ， 就是分离目

的基因的基础工作一一一基因组文库的构建 ， 在蔬菜

作物中也很少。所以 ， 要从蕴涵有丰富基因资源的

蔬菜作物种类中分离得到有用的目的基因 ， 一方面

要引起决策者的重视 ， 进一步加大研究资源的投

入 ; 另一方面也要提高研究者自身的积极性，充分

利用现有的研究资源 ， 深入开展此方面的研究工

作 ， 为以后大规模分离蔬菜作物重要农艺性状的相
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表 l 蔬菜作物重要农艺性状相关基因的分离

基因来源植物 基因名称

结球甘蓝 BoLHJ 

结球甘蓝 TuR2 

结球甘蓝 SLG, SRK, SCR 

花椰莱 BobCAL 

大白菜 BcpLH 

普通白菜 CYP86MF 

普通臼菜 BCMFl , BCMF2, BCMF3, 

BCMF4 

普通白菜 SPJJ 

芥菜、汹菜、 拟商芥 FAE J 

萝 卡 ATP 酶 P 亚基

辣根 HRP-C 

番茄 ζ严2， 叮~6

番茄 p to 

番茄 TA OJ , TA02, TA 0 3 

番茄 TA04, TA05 

番茄 NR 

马铃薯 Ssci 17. Ssci20 

马铃薯 apl 

辣椒 CaPinIT 

辣椒 Chi3 -P 1 

茄 子、 拟南芥 Afg rp-5 

菜豆 DnaJ-like 

豌豆，向日葵 Actin 

豌豆 AAlR 

大豆 Leginsulin 

丝瓜 luffin-b 

苦瓜 moc PHGPX 

草莓 annf af 

葱莲 Lectin 

金花菜 CPAIl 

籽粒克 核糖体蛋白 S25， AmMT 

榆钱菠菜 A hProTJ 

关基因奠定研究基础 。

3 .2 跟踪研究居多 ， 原创性成果较少

近年来 ， 虽然我国在植物基因组研究工作中取

得了令人瞩目的成绩，尤其在水稻基因组计划研究

中处于国际领先水平，然而， 遗憾的是 ， 目 前我

国在植物基因的分离方面还是以跟踪研究居多 ， 这

在一定程度上是造成我们在植物基因分离研究领域

总处于追踪世界先进水平局面的主要原因 。 作为栽

培面积相对较小的蔬菜作物而言 ， 其研究境况 自然

不言而喻。 要摆脱这一不利的现状，唯一的出路就

是加强原创性成果的研究力度 ， 从而在新世纪的分

离目的基因的竞争中抢占先机， 充分发挥我国蔬菜

作物起源种质最多的资源优势 。

3 . 3 基因的生物学功能鉴定和利用跟不上基因分

基 因 的表型 ( 或功能) 参考文献

包叶的形成和球叶的发育 [5] 

抗芜苦花叶病毒 ( TuM V ) [6] 

自交不亲和 [11 , 16-18] 

与花球发生有关 [15] 

包叶的形成和球叶的发育 [10] 

可能与育性相关 [8] 

待定 待发表

白交不亲和 [19] 

脂肪酸延长酶 [20] 

光合作用 [21] 

辣根过氧化物酶同功酶 C [22] 

抗叶4:þ病 - 2 ， 抗叶霉病 -9 [13] 

抗细菌性斑点病 [14] 

乙酸氧化酶 [23] 

拟乙腔氧化酶 [23] 

延迟成熟 [24] 

抗冷害 [25] 

抗菌蛋白 [ 12] 

蛋白酶抑制因子 [26] 

几丁质酶 III [27] 

与体细胞胚发育有关 [28] 

抗逆性 [29] 

肌动蛋白基因 [30-3 1] 

乙歌j.}.酸还原异构酶 [32] 

豆类膜岛素 [33] 

植物核糖体失活蛋白 [34] 

谷脱甘Jj太磷月旨氢过氧化物酶 [35] 

膜联蛋 白 [36] 

可能与抗虫有关 [37] 

氨甲M;磷酸合成酶 [38] 

蛋白质合成.11 型金属硫蛋白(耐重金属) [39-40] 

脯氨酸转运蛋臼 [4 1] 

菌的研究进展

随着人们对蔬菜作物有用 目 的基因分离重要性

认识的不断提高以及在此方面研究的不断加强和深

入， 目前己经获得了一些目的基因的全长序列 ， 但

针对这些基因的生理生化方面的基础研究却亟需加

强 。 作者 以为 ， 造成这一现象的原因主要有二 :

一是对获得的DNA序列进行生物学功能的进一步研

究 ， 需要更高的技术要求: 二是功能基因组研究需

要更大的资金投入 ， 以购置大型仪器设备和分子生

物学试剂 。 此外， 经过生物学功能鉴定的基因在生

产上的应用方面也跟不上基因分离的研究进展。 由

于目前遗传转化所利用的CaMV35S启动子和GUS等

标记基因的产权均在国外， 所以要进行转基因分子

育种的产业化必须购买其专利使用权，这在一定程
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度上制约了分离获得基因的利用效率 ， 大大延长了

其变为现实生产力的转化周期。 所以，在蔬菜作物

的基因分离的研究过程中，注重提高基因的生理生

化方面的基础研究，加强对获得的基因进行生物学

功能验证的研究工作，以及尽可能地减少科研成果

转变成现实生产力的周期等方面的问题，将有利于

整个研究体系的不断完善，继而提高研究和开发工

作的效率。

近年来，从蔬菜作物中分离和克隆重要功能的

基因在世界范围内悄然兴起，已经获得了一批重要

农艺性状基因，并用于新品种选育和育种材料的获

得等方面的研究及开发。但就目前而言，雄性不育

与自交不亲和基因的分离由于可以直接应用于种子

产业的生产实践，并且对阐明植物小抱子发育的机

理有着重要的作用而深受研究者的重视;其次，随

着人们生活水平的提高， 人们越来越看重蔬菜的品

质和无公害化，因此，与品质相关的基因以及植物

源的抗病虫害基因将是蔬菜作物目的基因分离的重

点之一:再次，与次生代谢产物生物合成相关的基

因由于具有广阔的产业化前景而倍受研究者的青

睐，如番茄红素、花青素和黄酣类物质生物合成相

关的基因等 : 最后，获得珍稀蔬菜作物的一些特殊

性状相关基因将为保存这些珍稀资源的种质提供一

条重要的途径 。 当前，经过多年的积累，我国在

植物基因组的测序方面有着较好的研究基础，相信

在不远的将来， 经过各方的努力， 我们将在蔬菜作

物的基因组和功能基因组的研究方面为人类的进步

作出更多更大的贡献 。
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