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小麦返白系相关基因的克隆与表达

侯典云1，胥华伟1，杜光源2，郭蔼光2，徐 虹2

( 1．河南科技大学 农学院，河南 洛阳 471003; 2．西北农林科技大学 生命科学学院，陕西 杨凌 712100)

摘要:为研究小麦返白系阶段性“白化-复绿”的分子机制，以中国春小麦叶绿体基因组序列的 LSC 区为参考序
列，分段设计引物，PCＲ扩增中国春、矮变 1 号、返白系的相应基因片段，在返白系中获得特异基因片段 WFC01。提取
中国春、矮变 1 号幼嫩叶片和返白系白化及复绿叶片总 ＲNA，毛细管法转膜，WFC01 为探针进行 Northern 杂交。结果
表明，与对照矮变 1 号和中国春相比，返白系随着叶片的白化，WFC01 基因片段的表达受到明显抑制，几乎无表达，随
着叶片的复绿，WFC01 基因片段的表达恢复正常，与对照表达量一致，表明该基因的表达与返白系的阶段性白化、复
绿有关。
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Cloning and Expression Analysis of Ｒelated Gene
in Wheat( Triticum aestivum L． ) Albinism Line

HOU Dian-yun1，XU Hua-wei1，DU Guang-yuan2，GUO Ai-guang2，XU Hong2

( 1． College of Agriculture，Henan University of Science and Technology，Luoyang 471003，China;
2． College of Life Sciences，Northwest A＆F University，Yangling 712100，China)

Abstract: In order to study the molecular mechanism of the“albino-after green”in wheat( Triticum aestivum
L． ) albinism line，we have designed the PCＲ primer with the LSC of Chloroplasts genome sequence in Chinese
spring wheat． We have amplified the related gene segment in chinese spring wheat，albinism line and Aibian 1 and
get the specific gene fragment WFC01 in albinism line． The total ＲNA has been extracted from leaves in Chinese
spring wheat，Aibian 1 and albinism line． WFC01 was the probe for northern blot． The results show that the expres-
sion of gene WFC01 has been inhibition along with the leaves albinism in albinism line compared with albinism line
and Chinese spring wheat． The gene WFC01 expression was back to normal with the leaves get green．
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植物叶色突变体最早发现于上世纪 30 年代，目
前已成为发育生物学和分子生物学研究的前沿和热

点之一，国内外在大麦［1］、水稻［2 － 3］、小麦［4］、油
菜［5 － 6］、烟草［7］等多种作物上都有报道，并从遗传、
生理生化、叶绿体超微结构等方面进行了大量研究，
为深入研究叶色突变体的分子机制及其应用奠定了

基础。
小麦返白系是在研究小麦矮变 1 号时发现的自

然突变体，后经多次选育形成的一个特异性材

料［8］。研究表明，其返白特性为胞质遗传，受低温
诱导，是一个对低温敏感的色素突变体，温度升高可

使白化逆转，呈现“返白-复绿”特性，故称之为“返
白系”［9］。自 1985 年发现以来，由于其胞质遗传特
性、特殊的代谢特点及潜在的应用价值，引起了国内
外不少学者的关注［10 － 11］。近年来，已对小麦返白系
的表现性状、遗传特性、叶绿体发育、及返白期间的
色素、蛋白与核酸代谢等进行了较为深入的研
究［11 － 14］。
尽管有关叶色突变体的报道很多，但绝大部分

都属于核遗传，类似返白系的胞质遗传材料国内外

报道很少，因此，研究小麦返白系的返白机理，对探

索质体发育的分子机理、植物基因的表达调控以及
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核质互作等都具有重要的理论价值。
中国春小麦叶绿体全基因组测序结果表明

( GenBank: AB042240． 3 ) ［15］，小麦叶绿体基因组序
列全 134 545 bp，其中反向重复序列( IＲ) 长 20 703
bp，大的单拷贝区( LSC) 全长 80 348 bp，小的单拷
贝区( SSC) 序列为 12 791 bp。LSC区域主要分布与
光系统Ⅰ、光系统Ⅱ、编码 Ｒubisco 大亚基和小亚基
ATP酶等基因，在叶绿体基因组进化过程中，大单拷
贝区是容易发生变异的热点突变区，许多叶绿体基

因的突变都发生在大单拷贝区［16 － 17］。对特异基因
的克隆与分析是研究基因功能的一种常用方法。凌
瑶等［18］研究了多年生果麦草 MYB转录因子基因的
功能，邹礼平等［19］对小麦生育酚环化酶基因全长

cDNA进行了克隆与分析。
小麦返白系的阶段性“白化-复绿”现象是细胞

质遗传，可能与叶绿体基因组序列变异有关，为了探

讨“白化 －复绿”的分子机制，本研究以中国春叶绿
体基因组的 LSC 区段为基础，分段设计引物，试图
通过 PCＲ扩增获得返白系与其亲本矮变 1 号 LSC
区段的变异基因序列，为进一步克隆差异基因和功

能验证并最终揭示返白系“白化-复绿”的分子机制
奠定基础。

1 材料和方法
1． 1 植物材料
中国春小麦、返白系 FA85、矮变 1 号种子为陕

西省农业分子生物学重点实验室保存，材料均种植

与西北农林科技大学试验田。采集的不同发育时期
叶片置于液氮速冻后存放于 － 70 ℃冰箱备用。
1． 2 引物设计及序列扩增
利用 Primer 5． 0 引物设计软件，以中国春小麦

的叶绿体全基因组序列的 LSC 区段分段设计引物，
每个区段约 5 kb，引物由上海英俊生物技术有限公
司合成，序列见表 1。
在 25 μL反应体系中加入 2． 5 μL 10 × LA Buff-

er，0． 2 μL LA Taq 酶( TaKaＲa 公司，5 U /μL) ，0． 8
μL dNTP( TaKaＲa 公司，4 种 dNTP各 2． 5 mmol /L) ，
引物各 1． 0 μL( 10 pmol /L) ，模板 2． 0 μL，再加 17． 5
μL无菌水。反应参数为 95 ℃ 5 min; 94 ℃ 40 s，
60 ℃ 1 min，72 ℃ 7 min，32 个循环; 72 ℃ 10 min。
1%的琼脂糖凝胶电泳检测 PCＲ扩增结果。凝胶回
收试剂盒( TIANGEN 公司) 回收特异片段。
1． 3 特异片段扩增及克隆
为便于克隆，在扩出特异片段的第 17 区段引物

F17 / Ｒ17 的 5' 端引入 EcoＲ Ⅴ酶切位点，重新设计
引物( PF 正向引物 5'-CTTTGATATCGATCTCAATT
TCGCCTACTAG-3'，PＲ 反向引物 5'-GGAACTATAG
CTCAGAGCATAGGAGGGAAAGTCG-3') 。PCＲ 扩增
体系和反应参数同上，回收特异片段，EcoＲ Ⅴ酶切
并回收，连接到 pGEM-T easy 载体 ( Invitrogen 公
司) ，连接产物转化感受态细胞 JM109，涂到含有 X-
gal、IPTG、Amp 的 LB 固体培养基上 37 ℃过夜培养，
经蓝白斑筛选和酶切鉴定，挑取单克隆送北京三博

远志公司测序。
表 1 分段设计的引物序列

Tab． 1 Primer squence of segmented design

区段
Fragment

正向引物
Foward primer

反向引物
Ｒeverse primer

1 F1 5'-ACAGAAATACCCAATATCTTGTTC-3' Ｒ1 5'-CCATCCATATTGGATCAATTCC-3'
2 F2 5'-CTTATTCTGATCCAACTCTGTTG-3' Ｒ2 5'-TAAAGAGCGTTTCCACGTGGTAG-3'
3 F3 5'-ATAGCCCTTGGTAGAATTCCTAAAG-3' Ｒ3 5'-TGGGAGGAACTTTTGGTAATGGCC-3'
4 F4 5'-AGGTTCATGACACTGAGCCGTTGG-3' Ｒ4 5'-GCAGCCTGTGAATAGAAATCC-3'
5 F5 5'-AACAGCAAGTATTCATCCACG-3 Ｒ5 5'-TCTCAATCTGGATTCGCGTG-3'
6 F6 5'-TTCTTTGGTCGAATGGAAGG-3' Ｒ6 5'-GTTAGTGTTCTAAGTTCAAAAGTC-3'
7 F7 5'-ATTTGGCCACTACAGGAGCAACTG-3' Ｒ7 5'-GAAAGTAGAAGTTCAAGGCC-3'
8 F8 5'-CGTGAGAGCCAAATGAATCG-3' Ｒ8 5'-ACGCTGTCCTTAATAGCGGGTTGG-3'
9 F9 5'-GTATACGGTTCTAATCCTAGATG-3' Ｒ9 5'-GGCTCTATATCTATCTATGC-3'
10 F10 5'-GGATCAACAACCAAACCACC-3' Ｒ10 5'-GGTAGTCCTATGCATTGTGCATGG-3'
11 F11 5'-CTCAAAGAAGAGGGAAATGGGG-3' Ｒ11 5'-CTATAACCTTAGAAGAGGAG-3'
12 F12 5'-CTAGATAGCATTGGACTTAC-3' Ｒ12 5'-CGAAGGAAGACGCGACGTTTTATT-3'
13 F13 5'-TAACAGGCGTAATCGTGAGTCAAC-3' Ｒ13 5'-CGTAGAATGCCAGGAATCCC-3'
14 F14 5'-GGGATTCCTGGCATTCTACG-3' Ｒ14 5'-GGTCTCATGGTATATCTGAGTATAG-3'
15 F15 5'-GTAGCTGACCCTGTTAGTCCGTTC-3' Ｒ15 5'-CAATGAAATACCACAACCTACCCG-3'
16 F16 5'-GGACTCGGGTTAGTTACCTATCT-3' Ｒ16 5'-GCAGCTATCTCCATAGCTGCCAG-3'
17 F17 5'-GATCTCAATTTCGCCTACTAG-3' Ｒ17 5'-CTCAGAGCATAGGAGGGAAAGTCG-3'
18 F18 5'-GTGATCGATTTCTAGGTTTCGTCG-3' Ｒ18 5'-CCATTACACTATTTCGGAAACC-3'
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1． 4 序列同源性分析及探针制备
克隆获得的序列利用 MEGA 5． 0 去除引物、拼

接，进行 Blast比对和分析。按随机引物标记试剂盒
( MBI公司) 操作说明，用32 P-dCTP 标记克隆的特异
DNA片段作为探针。
1． 5 ＲNA提取及转膜
分别取矮变 1 号、FA85 白化叶片、复绿中的叶

片和完全复绿叶片各 0． 1 g，迅速加入液氮研磨，按
照 Trizol( Invitrogen公司) 操作说明提取总 ＲNA。取
20 μg总 ＲNA，用 1． 2%甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检
测并保存凝胶备用。
取一个培养皿倒放在磁盘中，培养皿上放一块

玻璃板，磁盘中倒入 20 × SSC 缓冲溶液，液面略低
于玻璃板，玻璃板上放一张经 20 × SSC 缓冲液浸润
的滤纸，把含有 ＲNA片断的甲醛变性凝胶转至磁盘
中滤纸中央，赶出滤纸和凝胶之间的气泡，切取与凝

胶大小一致的 Hybord-N +尼龙膜平放在凝胶上，赶

出气泡，做好记号。Hybord-N +尼龙膜上覆盖一层

提前用 20 × SSC缓冲溶液预先浸湿的滤纸，赶出气
泡，上面加上纸巾、玻璃板和重物，根据纸巾浸湿情
况及时更换纸巾，使 ＲNA 发生毛细管转移，约需
15 h转膜结束。取下 Hybord-N +尼龙膜浸入 6 × SSC
缓冲溶液中，5 min 后取出晾干，用微波炉烘干，塑
料袋密封，4 ℃保存备用。

1． 6 Northern 杂交
20 μg总 ＲNA经 1． 2%甲醛变性琼脂糖凝胶分
离后，按照毛细管法转移到 Hybord-N +尼龙膜上，按

随机引物标记试剂盒( MBI 公司) 操作说明，用32 P-
dCTP标记克隆的特异 DNA 片段，按照分子克隆的
方法进行杂交。具体操作为: 预杂交，将膜的反面紧
贴杂交瓶，加入 5 mL 杂交液，42 ℃预杂交 3 h。杂
交，将变性的探针( 95 ～ 100 ℃变性 5 min，冰浴
5 min) 加入到杂交液中，42 ℃杂交 16 h。洗膜，倒
去杂交液，用 2 × SSC /0． 1% SDS，室温洗 15 min，
0． 2 × SSC /0． 1% SDS，55 ℃洗 15 min 洗 2 次。压
片，将膜用双蒸水漂洗片刻，用滤纸吸去膜上水分。
压磷屏，用保鲜膜将膜包好( 液体要吸干) ，置于暗

盒中压磷屏 20 h左右，扫描观察。

2 结果与分析
2． 1 PCＲ扩增结果分析
利用设计的 18 对特异引物分别扩增小麦中国

春、矮变 1 号( 对照) 和返白系 FA85 的序列，都能扩
出大小 5 kb 的序列( 图 1-A) ，而且大小一致，初步
证明这些区段无差异，第 17 对引物( F17 /Ｒ17) 在中
国春、矮变 1 号和 FA85 中扩增出 5 kb 序列，同时，
仅在 FA85 中扩增出一条大小 4 kb 左右的特异条带
( 图 1-B) 。试验重复 3 次，能够重现上述结果。

A．第 13 对引物 PCＲ扩增结果; B．第 17 对引物 PCＲ扩增结果。
A． PCＲ results of 13th primer in wheat; B． PCＲ results of 17th primer in wheat．

图 1 PCＲ扩增结果
Fig． 1 PCＲ results in wheat

2． 2 特异片段的 PCＲ克隆及序列分析
利用设计的特异引物 PF /PＲ重新扩增第 17 区

段，回收 FA85 中扩增出的 4 kb 的特异片段，利用
EcoＲ Ⅴ酶切得到约 1． 9 kb 和 2． 2 kb 的 2 个片段，
把 1． 9 kb片段克隆到经 EcoＲ Ⅴ酶切和碱性磷酸酶
处理的 pGEM-T easy 载体上，转化 JM109，经蓝白斑
筛选和酶切鉴定，挑取单克隆送北京三博远志公司

测序( 2． 2 kb片段克隆正在进行，另文发表) 。序列
经去除引物序列、拼接分析，得到长度为 1 979 bp的
DNA特异序列，命名为WFC01( 图 2) 。Blast比对表
明，WFC01 区段包括基因 psbA 的部分序列和 rpl2

的全长序列。
2． 3 Northern 杂交结果
按照随机引物标记试剂盒操作说明，将 WFC01

作为探针进行 Northern 杂交( 图 3) ，结果表明，随着
返白系叶片的白化和复绿，psbA 和 rpl2 基因的表达
呈现减弱和回复正常表达的规律。在返白系完全白
化阶段未杂交出或仅有微弱的条带，而在复绿和对

照均有较强的杂交条带出现，说明返白系在返白阶

段 psbA和 rpl2 基因的正常表达受阻，随着叶片的逐
渐复绿，基因表达才趋于正常，表达水平和对照

一致。
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图 2 WFC01 的核苷酸序列( 1 979 bp)
Fig． 2 Nucleotide sequences of WFC01 in FA85( 1 979 bp)

A．返白和矮变 1 号田间图片; B． 返白系 FA85 和矮变 1 号叶片; C．
ＲNA电泳图; D． Northern杂交结果: 1． FA85 白化叶片; 2．中国春叶片;
3．矮变 1号叶片; 4，5． FA85逐渐复绿的叶片; 6． FA85复绿叶片。
A． Aibian 1 and FA85 in field; B． Mature leaves of Aibian 1 and FA85;
C． ＲNA electrophoresis figure; D． Ｒesult of Northern blot: 1． FA85 in the
stage of albinism; 2． Chinese Spring leaves; 3． Aibian 1 leaves; 4，5． FA85
in the gradually-greening leaves; 6． FA85 in the stage of greening．

图 3 FA85 和矮变 1 号差异图

Fig． 3 Difference map in the FA85 and Aibian 1

3 结论与讨论

叶色突变体的来源广泛，主要包括自发突变［20］

和人工诱变［21］等。尽管自发突变的频率低，可供直
接利用的突变材料并不多。但小麦返白系作为一个
自发突变的材料，自发现至今，一直稳定遗传，是研

究基因功能和光合作用机理的理想材料。随着各种
研究手段的不断深入，为叶色突变体的研究和应用

奠定了良好的基础，在基础研究中，叶色突变体不仅

是开展光合作用机理和光形态建成研究的理想材

料［22］。还可以作为标记性状，应用于良种繁育和杂
交种的生产［23 － 24］。叶色突变体的分子机制较为复
杂，一种观点认为，植物长期进化过程中，由于受到

各种因素的影响，使叶绿体基因的碱基序列发生改

变，叶绿体数目、形态、结构发生异常，叶绿体发育停
滞于幼龄阶段，叶绿体缺失或无叶绿体膜，而叶绿体

膜的层状与叶绿素合成呈正相关，从而使叶绿素合

成量减少，导致叶色变异［25］。透射电镜结果表明，
返白系在白化-复绿过程中，叶绿体结构经历被破坏
和重建的动态过程( 另文发表) ，证明返白系的阶段

性白化与叶绿体结构和发育密切相关。
本研究 Northern 杂交的探针序列主要是 psbA
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的部分序列和 rpl2 的全长序列，psbA 编码光系统Ⅱ
中心色素蛋白 D1，rpl2 编码蛋白参与核糖体大亚基
组装的蛋白，Northern 杂交结果表明，在返白系叶片
白化期间，光合色素蛋白复合体及叶绿体核都受到

了很大影响，基因表达受到明显抑制。这与 Liu
等［26］对绿竹长期继代培养获得的白化突变体和许

凤华等［27］对水稻白条纹叶突变体的研究结果一致，

与对照相比，psbA 基因的表达均受到明显抑制。而
袁丽钗等［28］研究则表明，在白化突变体中，psbA 基
因的表达明显上调。究竟 psbA、rpl2 等叶绿体编码
基因的异常表达是否与返白系的阶段性白化 －复绿
有关，需要进一步对返白系中相关基因的表达进行

深入研究，为真正揭示返白系的分子机理奠定基础。
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