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芥蓝不定芽发生过程的基因表达差异分析
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3 福建省农业科学院蔬菜研究中心，福州I 350013) 

摘要 采用 cDNA-AFLP 技术和双向电泳技术对不同培养基上的‘中花'芥蓝(Brassica

oleracea var. alboglabra cv. Zhonghua)下胚轴外植体愈伤组织和不定芽发生的基因表达差异进行

研究和分析。结果表明:芥蓝不定芽发生基因差异在 RNA 水平上有所体现，特异条带主要出现在

产生不定芽的外植体上，且主要集中在 200，."，600 bp 之间;芥蓝不定芽发生的基因表达差异在蛋白

质水平有很大差异，发生不定芽的外植体和不发生不定芽的外植体出现了 160 种蛋白质的差异点，

差异蛋白的 pI值多在5-7之间，在这个范围内的差异蛋白点达到了 122个，占差异蛋白总数的 76.25%，

差异蛋白的分子量多在 40-70 kDa之间，在这个范围内的差异蛋白点达到了 124 个，占差异蛋白总

数的 77.5% 。

关键词 芥蓝; cDNA-AFLP; 双向电泳;组织培养;表达差异

植物体细胞在一定条件下可形成愈伤组织和分

化出不定芽，并通过不定芽发育成为一个完整的植株，

这一分化的全过程是受一系列基因在时空顺序上表

达调控的结果，是相应基因产物作为愈伤组织形成和

不定芽发生的分子基础。尽管从理论上讲，植物细

胞具有全能性，它包含了发育成完整植株所需的全套

基因，而且这些基因均有可能表达，但由于高等植物

中存在着复杂的基因表达调控系统，参与调控的基因

需要有序、有效地表达。因此，促进愈伤组织形成

和不定芽分化的相关基因有效地进行表达是植物再

生发生现象研究的关键[1-3]。目前尚没有有关植物愈

伤组织形成和不定芽分化相关基因定位和克隆的报

道[41，可能是采用常规的基因定位、克隆方法不能克

服不同基因型植物问再生能力的差异。本研究以同

一基因型材料在不同诱导条件 F，采用 cDNA-AFLP

和双向电泳技术对植物在诱导条件下产生的基因表

达差异进行分析，可以克服不同基因型间再生能力差

异的障碍。

本实验以置于不同培养基上的‘中花'芥蓝

(Brassica oleracea var. alboglabra cv. Zhonghua)下胚

轴外植体为材料，根据两种培养基上愈伤组织和不定

芽发生的差异，采用 cDNA-AFLP和双向电泳技术对

‘中花'芥蓝愈伤组织和不定芽发生的基因差异进行

了研究和分析，为进一步进行愈伤组织和不定芽形成

相关基囚的研究提供基础。

1 材料与方法

1.1 材料

将芥蓝品种‘中花'下胚轴外植体分别接种于两

种培养基: MS 培养基(不分化培养基)和 MS+0.03

mg/L NAA + 2 mg/L BAP (分化培养基)[5]上，培养 20

天后，分化培养基上的外植体切口端显著膨大，且可

见突出于外植体表面的不定芽发生，不分化培养基上

的外植体切口端仅见稍有膨大，无不定芽发生。分

别取两种培养产物为材料，用锡宿纸包好，立即投入

液氮中固定。 75 oc保存备用。

TRIzo1@购自Life Techno1ogies 公司;cDNA合成

试剂盒， SMARTTM PCR cDNA Synthesis Kit 购自

C10ntech 公司;丙烯酌胶、甲叉丙烯酣胶、尿素、

过硫酸债、 TEMED、二硫苏糖醇(DTT) 、 pH 3 - 10, 

24 cm IPG 预制胶条、 IPG 缓冲液均购自 Amersham

Pharmacia Biotech 公司: SDS-PAGE 低分子量标准蛋

白质购白上海博亚生物技术有限公司; ~典乙曹先肢购白

Bio-Rad 公司。离心管、枪头等用 DEPC 水浸泡处

理，溶解 RNA 的水用 DEPC 处理，宰温过夜，高压灭

菌处理。分装氯仿、异丙醇、 DEPC- 水等的玻璃

器皿 200 oc干烤 2 h 。

收稿日期: 2006-05-24 接受日期: 2006-10-24 
国家自然科学基金(No.30671426)和浙江省重大科技项Fl (No
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表 1 Ase 1接头和引物序列 (A) 
B ( 

在头和亨|寻到名称

Al 

A2 

A3 

A4 

A5 

A6 

A7 

接头和引吻序列

5'-GCGTAGACTGCGTACC-3' 

5'-TAGGTACGCAGTC-3' 

5'-CTCGTAGACTGCGTACCTAAT-3 

5'-GACTGCGTACCTAATGG-3' 

5'-GACTGCGT ACCTAATGA-3' 

5'-GACTGCGT ACCTAA TGT -3' 

5'-GACTGCGTACCT AATGC-3' 

表 2 Taq 1 接头和引物序列

接头和1 引物名称 接头和引物序列

TI 

T2 

T3 

T4 

T5 

T6 

T7 

T8 

T9 

TIO 

T 11 

T12 

TI3 

T14 
TI5 

5' -GACGA TGAGTCCTGAC-3' 

5' -CGGTCAGGACTCA T -3' 

5'-GACGATGAGTCCTGACCGA-3' 

5'-GATGAGTCCAGACCGAGG-3' 

5' -GA TGAGTCCAGACCGAGA-3' 

5'-GA TGAGTCCAGACCGAGT -3' 

5'-GATGAGTCCAGACCGAGC-3' 

5'-GATGAGTCCAGACCGAAG-3' 

5'-GATGAGTCCAGACCGAAA-3' 

5' -GA TGAGTCCAGACCGAA T -3' 

5'-GATGAGTCCAGACCGAAC-3' 

5'-GATGAGTCCAGACCGATG-3' 

5'-GATGAGTCCAGACCGATA-3' 

5'-GATGAGTCCAGACCGATT -3' 

5'-GATGAGTCCAGACCGATC-3' 

cDNA-AFLP 的号|物和接头(表 1 和表 2)由上海

生工生物程技术服务有限公司合成。

1.2 RNA 的分离及 cDNA-AFLP 技术

RNA 的分离参照 TRlzol骨的说明书进行。用

DEPC 水溶解， -75 oC保存备用。用 SMARTTM PCR 

cDNA Synthesis Kit 合成双4连 cDNA， cDNA-AFLP 分

析参照王永勤等[6] 的方法进行。

1.3 蛋白质的提取及双向电泳技术

1.3.1 蛋白质提取 液氮研磨新鲜样品组织至粉

状，取 1 g，转入加有 Tris 平衡盼和提取液(0.1 mol/L 

Tris-HC1, 10 mmol/L EDTA, 0.4% ß 琉基乙醇， 0.9 mol/L 

庶糖)的离心管中搅拌 30 min , 4 oC 5 000 g 离心 10

mino 取酌相，于酣相中加入 0.1 mol/L 醋酸钱沉淀

蛋白质，蜗旋后 20 oC培育至少 1 h 0 20 000 g, 4 oC 

离心 20 min，收集蛋白质沉淀。 0.1 mol/L 醋酸按洗

沉淀两次， 80% 丙酬洗两次， 70% 乙醇洗…次。沉

淀在 37"C下放置 15 min 以下燥沉淀， -20 oC贮藏。

用 1 ml IEF抽提溶液(9.6 mollL尿素， 2% CHAPS , 2% 

Triton X-I00, 50 mmol/L DTT, 0.5% pH 3-10 IPG 缓

冲液)悬浮沉淀，搅拌培育样品 1 h 。

1.3.2 x又向电泳 IPG 条状电泳槽中加入 IPG 胶

2 M 2 

28S 

18S 

500 bp 

4 kb 

3 kb 

5S 

图 1 不同培养基上‘中花'芥蓝培养产物 RNA提取和 cDNA

合成

A: 1 和 2 分别为不分化培养基和分化培养毕梢养产物 RNA 电i在结

果; B: 1 和 2 分别为不分化培养基手rI分化培养基培养产物 cDNA 电

i?K结果;M 为 markero

条i包胀液后，将 IPG 胶条放入电泳槽中，滴fJD覆盖液，

泡胀 12 h 以上。泡胀后进行等电聚焦电泳，等电聚

焦电泳按 1 000 V 1 h, 4 000 V 1 h, 8 000 V 10 h 的条

件进行聚焦。等电聚焦电泳后， IPG 胶条在平衡液

a、 b 中各平衡 15 mino IPG 胶条平衡后，将胶条置

于 12.5% SDS ì，疑胶上，用 0.5% 琼脂糖封住顶部，按

15 W 6 h 参数进行电泳。电i永结束后银染染色。

2 结果

2.1 RNA 提取和 cDNA 合成

本实验分别提取了不同培养基 k的‘中花'芥蓝

培养产物总 RNA，每份样品各取 30 个外植体，磨样

后取样品 0.1 g 左右提取总 RNA，作为 cDNA 合成的

材料。 2 份总 RNA 提取及检测结果表明总 RNA 质

量较好，适于 cDNA 合成(图 lA)。合成的 cDNA 大

小主要分布在 0.5-4 kb 之间，表明 cDNA 合成质量

较好(图 lB) 。

2.2 cDNA-AFLP 技术对芥蓝不定芽发生基因差

异的分析

本实验进行了 48对引物对芥蓝不定芽发生基因

差异的 cDNA-AFLP 分析 9 对引物产生 13 条差异条

带，其中产生不定芽的培养产物特有的差异条带为 12

条，不产牛不定芽的培养产物特有的为 1 条。从

cDNA-AFLP 分析结果(图 2)可以看出，芥蓝不定芽发

生基因差异在 RNA水平上有所体现。特异条带主要

出现在产生不定芽的培养产物 L一Jλ命

200-吨60∞o b坤p 之问。
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M A4T4 A4T5 A4T6 A4T7 A4T8 A4T9 A4Tl O A4Tl 1 A4T12 

600 bp 

200 bp 一+也h ? 碰隘悔恨

图 2 不同培养基上‘中花'芥蓝下胚轴外植体不定芽发生基因表达差异的 cDNA-AFLP 分析

M 为 marker; 每 对 'J I 物组合按顺序分别为不分化培养某材料和分化珩养墓材料 u 箭头所指为差异条'肘。

i• 
(A) 

p13-10 斗

97 kDa-.陆

移

费v
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14 kDa飞 创胁 。. • 
• 海啕"

F 
V幽F
V
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咱楠w

h 
14 k川、

(B) 
p13-10 斗

图 3 蛋白质双向电泳结果

A 小分化珩养呆 1:培养产物蛋白质双向电泳结果。 B: 分化培养基 1:培养产物蛋白质双 I"J 也泳约束。

2.3 蛋白质提取及双向电泳技术参数优化

本实验分别提取了不同培养基上的‘中花'芥蓝

培养产物蛋白质，每份样品各取 30 个外植体，磨样后

取样品 1 g 左右，提取蛋白质，作为双向电泳的材料。

以牛血清白蛋白(BSA)制备了蛋白质含量的标准曲线，

2 份蛋白质样品含量均在 2.5μg/μl 左右。

本实验采用了30V1包胀12h; 1 ∞o V, 1 h; 4 OOOV, 

1h;8000V， 10h 的等电聚焦参数，采用了两步平衡

的方法，每块胶 15 W 恒功率电泳。经过以上电泳

参数优化，本实验取得了理想的实验结果(罔 3) 。

2.4 双向电泳技术对芥蓝不定芽发生基因差异的

分析

双向电流结果用 IMAGE Master V2003 分析，以
开蓝下胚轴在分化培养基上的双向电泳结果为参考

胶，结果表明，芥蓝不在芽发生的基因表达差异在蛋

白质水平上有所体现。‘中花'芥蓝不定芽发生的相

关基因在蛋白质水平上表现出很大的差异，发生不定

芽的外植体和不发生不定芽的外植体出现了 160 种

蛋白质的差异点。从分析结果还可以看出，差异蛋

白的 pI值多在5-7之间，在这个范围内的差异蛋白点

达到了 122 个，占差异蛋白总数的 76.25%，差异蛋白

的分子量多在 40-70 kDa 之间，在这个范围内的差异

蛋白点达到了 124 个，占差异蛋白总数的 77.59毛。

3 讨论

真核生物中，从个体的生长、发育、衰老、死

亡，到组织的分化、凋亡以及细胞对各种生物、理

化因子的应答，本质上都涉及基因的选择性表达。
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高等生物大约有 30 万个不同的基因，但在生物体内

任意细胞中只有10%的基因得以表达，而这些基因的

表达是按事件和空间顺序有序地进行着，这种表达的

方式即为基因的差异表达。其包括新出现的基因的

表达与表达量有差异的基因的表达。生物体表现出

的各种特性，主要是由于基因的差异表达引起的。

由于基因的差异表达的变化是调控细胞生命活动过

程的核心机制，通过比较同一类细胞在不同生理条件

下或在不同生长发育阶段的基因表达差异，可为分析

生命活动过程提供重要信息。

有研究表明，植物愈伤组织细胞的发生过程中包

含着细胞内特异基困的选择性表达。愈伤组织细胞

发生是按严格时空顺序进行的一系列核质之间和细

胞之间相互作用的结果，不同时期有不同的一组墓因

起作用。植物愈伤组织细胞发生过程中，愈伤组织

细胞的起始分化是关键，其后的不定芽形成发育的信

息贮存于愈伤细胞中，外界因子促使这些信息按一定

的时空顺序选择性地表达，最终形成完整的植株。

因此，早期的愈伤组织细胞中特异基因的表达和蛋白

质的形成是研究的重点[1 ，3 ，7-9]。不定芽的发生是植物

再生过程的重要过程，是植物再生能力的重要衡量标

准。但植物愈伤组织形成、不定芽发生过程受哪些

基因的调控，这些基因与诱导条件存在有怎样的关联

目前尚不能有明确的理论支持[4， 10]0 cDNA-AFLP 技

术和双向电泳技术是近年发展起来的比较成熟的用

于差异基因筛选和分析技术，能同时处理多个不同来

源样品间基因表达的差异[11 ， 12] 0 

本实验通过 cDNA-AFLP 技术对芥蓝不定芽发

生过程的 RNA 差异表达进行了初步的研究，发现分

化细胞与不分化细胞在 RNA 水平上有很大的差异，

并且这些差异片段多集中在 200-600 bp 之间，说明

在芥蓝不定芽形成过程中，不分化细胞与分化细胞受

到了不同外源条件的调控，从而引起了芥蓝发生愈伤

组织和形成不定芽的差异。这种差异的形成可能是

由于各自的培养基组成不同，调节了芥蓝外植体内基

因表达的差异，产生了不同的基因调控类型，导致了

芥蓝分化情况的不同。我们可以由此推测，通过促

进愈伤组织细胞相关基因的表达，促进芥蓝的愈伤组

织形成，诱导了不定芽的发生，提高芥蓝外植体的再

生能力。由此，我们可以在愈伤组织形成和不定芽

·研究论文·

形成比较困难的植物上，通过调节相关基因表达，有

利于愈伤组织形成和不定芽的发生，从而提高植物的

再生能力，为解决生产上的实际问题提供基础理论依

据。但是，调控基因表达的因素以及调控的方式有

待于进一步的研究。

对基因表达的鉴定分为两个水平:一是在转录水

平上对特异 mRNA 的鉴定主要方法有 Northern 杂

交、 mRNA 差别显示等，二是在翻译水平上对特异

蛋白的鉴定，主要方法有蛋白质的双向电泳等。本

实验利用双向电泳技术对芥蓝不同分化形式的外植

体进行了蛋白质水平土的分析，发现两种形式的外植

体在蛋白质水平上存在有差异，进一步证实了基因表

达存在有差异的结果。但是基因表达差异结果是否

产生的是我们所检测到的蛋白质差异?这些蛋白质

差异是否决定了不定芽的形成，还有待于进一步的深

入研究。

cDNA-AFLP技术是将酶lJ后的cDNA经PCR扩

增后，接上特定接头，然后用特定引物再进行选择性

扩增。双向电泳技术则是根据蛋白质的等电点和分

子量大小进行分离。在进行cDNA-A且P 分析时，由

于受酶切是否充分、所采用的接头和引物数量等因

素影响，差异片段的数量会有一定的差异，特别是引

物数量的影响很大。本实验选用了 48 对引物进行差

异片段的筛选，只有 9 对引物出现了 13 条差异片段，

可能是由于引物数量太少，或者是接头和引物序列的

选用需要更进一步优化的原因。而双向电泳技术是

直接对所有蛋白质进行分离分析的，所以在双向电泳

结果中出现了 160 种差异蛋白质点。
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Abstract The differential expression of Chinese kale during regeneration has been analyzed by cDNA-

AFLP and 2-D electrophoresis. The results indicated that the differential gene expression of Chinese kale adventi

tious bud occurred at RNA level, the differential band appeared in explants with adventitious bud occurring mainly in 

200-600 bp; and the differential gene expression also occurred at protein level, 160 differential proteins have been 

observed, among which 122 (76.25% of total differential proteins) proteins' pI were 5一7. Of the total differential 

proteins, 124 (77.5 % of total differential proteins) proteins' MW distributed at 40-70 kDa. 

Key words Chinese kale; Brassica oleracea var. alboglabra; cDNA-AFLP; 二D electrophoresis; adventi-

tious bud; differential expression 
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