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RFLP 缩减杂交技术的改良与水稻雄性不育细胞质

基因组差异片段的克隆

张群宇，刘耀光

(华南农业大学生命科学学院，广东广州 51侃42)

摘要:对基因组盯LP 缩减杂交技术进行了改良， l!P 用连接成大分子的 Drivcr DNA 与 Tester DNA 杂交，再利用 PCR

纯化试剂盒对大片段 DNA 回收率低的原理去除大部分 Driver DNA 以及与之杂交的非特异性 Tester DNA 片段.经过

PCR 扩增和克隆，获得多态性片段，可快速获得在亲本间有差异的分子标记.用 i头技术对水稻野败型雄性不育细胞

质和正常细胞质 DNA 进行阳LP 缩减杂交，获得了 2 个在不育系细胞质 DNA 与保持系细胞质 DNA 间的差异片段.
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Isolation of polymorphic DNA fragments between normal and cytoplωmic male 

sterility lines of rice using a modified RFLP subtractive hybridization method 

ZHANG Qun-归，口U Ya叩ang

(College o[ Life Science , South China Agric. Univ. , Guangzhou 51凶42 ， China) 

Abs仕act: To obtain polymol1lhic markers between parents , a modified RFLP-subtractive hybridization method 

was developed. The method uses restriction fra伊lents of a parent as a driver , which were ligated to form large 

fragment DNA , for hybridization with tester DNA , and the driver/tester hybrid fra♂nents are removed by using 

a PCR purification kit.咀le method was used to isolate pol)11lol1lhic sequences between Zhenshan97B and a Rf­

gene near-isogenic line ZSRll with normal and CMS-WA cytoplasms , respectively. As a result , two polymor­

phic sequences , Bgl II - 1 and Pst 1 - 4 , were obtained. Southem blot analysis indicated 出at the polymor­

phisms were associated wi出 the normal and CMS-W A types of cytoplasm. 

Key words: RFLP-subtructive hybridization; rice; cytoplasmic male sterility 

缩减杂交是一种利用核酸动力学原理分离目的

基因的技术. 20 世纪 90 年代以来，缩减杂交技术在

基因克隆应用上得到迅速发展[1 ， 2] 目前缩减杂交

技术多数应用于 cDNA 缩减杂交或细菌等基因组复

杂度较小的遗传材料.对于高等植物，由于基因组的

复杂性以及大量存在的重复序列可能会降低缩减杂

交的效率，应用基因组缩减杂交的例子不多.目的基

因克隆研究工作中，常规方法是利用已有的分子标

记进行全基因组扫描，直至获得亲本间有遗传差异

的分子标记，如 RFLP 分子标记或 SSR 分子标记扫

描、RAPD 筛选，但都较费时.为了快速获得在亲本

间有差异的分子标记，在现有盯LP 缩减杂交方法的

基础上 [1 ， 2] 本研究发展了一种改良的基因组盯LP

缩减杂交技术，并用该技术对水稻野败型雄性不育

细胞质和正常细胞质 DNA 进行 RFLP 缩减杂交，获

得了 2 个在不育系细胞质 DNA 与保持系细胞质 DNA
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间的差异片段. BαmHI 接头 :TAGTGCGGCCGCT

1 材料与方法
ATCACGCCGGCGACTAG , 

引物 B: TAGTGCGGCCGC1巳ATC-3' . 

1. 1 材料 1.2 方法
1.1. 1 供试水稻材料 水稻野败型细胞质雄性不育

系珍汕 97A、保持系珍汕 97B ，以 IR24 为恢复基因供

体与野败型细胞质雄性不育系珍汕 97A 回交获得的

恢复基因近等基因系 ZSR11[3] ，以及另外 2种水稻野败

型细胞质雄性不育系和保持系:优 w优 IB、博A/博 B.

1.1. 2 主要试剂 缩减杂交液为 0.02 mol/L Hepes­

HCl pH 8.3 , 0.5 mol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA pH 

8.0;凝胶回收纯化试剂盒和 PCR 产物纯化试剂盒购

自 QIAGEN 公司 ;T4 DNA 连接酶购自大连宝生公司.

引物由上海生工公司合成.

1. 2.1 基因组超大分子 DNA 的提取 为避免抽提

过程中造成过多的机械断裂，取适量近等基因系

ZSR11 和保持系珍 97B 的种子，避光育成黄化苗.各

取 10 - 15 g 叶片，放入预冷的研钵中，加人液氮迅速研

磨成粉末状，按照提取超大分子 DNA 的方法[4] 制备

DNA. 其他水稻材料 DNA 的提取用 CTAB 方法提取-

1.1. 3 接头和 PCR 引物 根据限制性内切酶 Pst 1 

和 Bgl II 的识别位点序列设计了相应的接头和 PCR

引物:

PstI 接头 :TAGTGCGGCCGCTAATTGCA

ATCACGCCGGCGATTA , 

引物 P:TAG1巳CGGCCGCTAATTGCA-3' . 

1.2.2 基因组 DNA 的限制性酶切及回收 取

ZSRll 和珍汕 97B 的 DNA 各 2∞阅，用限制性内切

酶 Pst 1 充分酶切.将酶切产物在 0.01 glmL琼脂糖

凝胶电泳分离，回收 0.5 - 1. 8 kh 的酶切片段，用回

收纯化试剂盒纯化，分别获得约 20 问 DNA 片段.用

同样方法也回收了 Bgl II 酶切的 DNA.

1.2.3 基因组盯四缩减杂交 本研究对已报道的

盯LP 缩减杂交方法[J]进行了一些改良(见图1)，将

近等基因系 ZSRll 的酶切回收 DNA 片段 1μg 与 50

pmol的接头用 50 U 的 T4连接酶连接，作为 Tester

基因组 DNA (A) gcnomic DNA (A) 基因组 DNA (8) genomic DNA (8) 

限制性内切ðfJ酶切 digcslion wilh reslricted enz)' l11e 

共同的 DNA 片段

• 瞅…分饵离 剧瞰阳吵史μ川肌0盯协5ι- 1. 8 灿
f甘ra沉Cli旧onalion on agarose gel and recoveη， ofO.5- 1.8 kb f仕ragmen川11 t 

特异 DNA 片段 specl日c DNA frag l11el Driver DNA 连接成大分子

T巳stDNA 力日接头 市 Driver DNA was ligated to large fragment 

\、↓/
第一轮缩减杂交 (Test: Driver= 1: 1 0) 

firs! cyclc sllbtrac!ive hybrid ize (Tes! : Dri ver= 1: 1 0) 

利用 DNA 纯化试剂盒去除 Driver DNA 和l共同的 Test DNA 
The Driver DNA and lInspecific Tesl DNA w邵阳kcn a\\'ay lIsing DNA pllrified KIT 

• 
第二轮缩减杂交 (Test: Driver= 1 : 1 0) second cycle sublrac!ive hybridize (Tes!: Driver= 1: 1 0) 

• 
用接头的特异引物进行 PCR 扩增 PCR al11plifica!ion using adapter specific Pri l11er 

• 
缩减杂交产物克隆c10ne !he subtrac!ive hybridization rroduct 

多态片段筛选J1ol)' l11 or J1 hic screcning 

图 l 基因组盯1p缩减杂交技术路线示意图

Fig. 1 Procedures of Ùle modified genomie RFLP subtractive hybriclization 
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DNA. 将珍汕 97B 的酶切回收 DNA 片段在高质量浓

度(0.2μg!/.-1L) 条件下用 5∞ U 的 T4 连接酶连接成

超大分子片段，作为 Driver DNA. 将 1μg Tester 和 15

μg Driver 混合，乙醇沉淀，溶于 5/.-1L 杂交液，加人 0.5

μL 5 moVL NaCI，覆盖 2 滴矿物油，离心至管底. 96 

℃变性 5 min ，迅速转到 68 "c水浴中进行第一次缩减

杂交. 15 - 20 h 后，加人 1∞ /lL 1E于缩减杂交样品，

70 "c保温 30 min. 按 PCR 产物纯化试剂盒操作程序

处理杂交样品.

将 5μg 大分子 D由er DNA 与第一次缩减杂交的

回收 DNA 片段混合，乙醇沉淀后溶于 5 vL 杂交液进

行第二次缩减杂交，并用 PCR 产物纯化试剂盒回收，

试验步骤同上.

1. 2 .4 PCR 扩增与克隆 以缩减杂交后回收片段为

模板，用相应的接头特异引物进行 PCR 扩增，扩增条

件为: 94 "c 30 s , 60 "c 1 min , 72 "c 2 min , 35 次循

环.扩增产物克隆到质粒载体 pGEM-T.

2 结果与分析

2.1 RFLP 缩减杂交方法的改良

本研究对报道的 RFLP 缩减杂交方法[IJ 进行了

一些改良.即将 Driver DNA 连接成大片段分子，缩减

杂交后用 PCR 纯化试剂盒处理杂交产物.由于纯化

试剂盒对 9kb 以上的片段回收率很低，处理过程实

际上除去大部分大分子 Driver，同时带走与之杂交的

同源 Tester 片段，使回收的 DNA 中特异的 Tester 片段

获得富集，并可以进行第 2 轮缩减杂交，进一步富集

特异的 Tester 片段.

2.2 RFLP 缩减杂交差异片断的筛选

从 Pst 1 和 Bgl II 2 种酶切片段的盯LP 缩减文

库中各随机挑选 1∞个克隆进行初步筛选.利用接

头特异引物进行 PCR 扩增插入子，电泳后转移到尼

龙膜.用 Driver DNA 和 Tester DNA 作为探针进行

Southem 杂交，从来源于近等基因系 ZSRl l 的 Pst 1 

酶切片段盯四缩减杂交文库和 Bgl II 酶切片段缩

减杂交文库分别筛选到 8 个和 6 个杂交信号强度有

差异的片段.

2.3 RFLP 分析

对 14 个候选差异片段逐一进行了 RFLP 分析，

97A、珍汕 97B 和 ZSRl1之间细胞质和细胞核基因组

两两相同的特点，把 3 种亲本用 6 种限制性内切酶

酶切，用这 2 个多态片段标记作 RFLP 分析.结果显

示该片段在珍汕 97A 和 ZSR11 之间相同、而与珍汕

97B 不同(图 2) ，说明该片段属于细胞质 DNA 片段.

进一步用 Pst 1 - 4 片段对 3 对水稻野败性不育系/保

持系材料即珍汕 97A/珍汕 97B、优 IA/优 IB、博A/博

B 进行的阳12 分析，结果显示在所有材料的A/B 细

胞质之间存在相似的差异(图 3) .对该片段进行测

序发现它是一段线粒体序列(结果另文发表) . 

BamH I Dra I EcorR I EcoR V Hind m Psl I 
123456 7 89101112131415161718 

命..
矗‘'-___ -6 kb 

T 咱.. 
w .. .. .. -4 kb 

-- -2 kb 

1 .4， 7 ， 10 ， 13 ， 16 为珍汕 97A;2 ， 5 ， 8 ， 11 , 14 , 17 为珍 ìtll 97 1l ;3 ,6,9, 12 , 

凹， 18 为 ZSRll

1,4,7,10 ,13 ,16 is Zhenshan97A , 2,5,8, 11 ,14 ,17 is Zhenshan97ß , 3,6, 

9,12 ,15 ,18 is ZSRII 

图 2 Bgl II - 1 片段探针对珍汕 97A、珍汕 97B 和 ZSRl1的

盯1]>分析

Fig. 2 RFlP analysis of Zhenshan97A , Zhenshan97B , and ZSRl1 

with Bgl n - 1 fragment as a probe 
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各获得 I 个在亲本珍汕 97B 和 ZSRll 间检出多态的 图 3 Pst 1-4 片段探钊对 3 XJ AlB 型细胞质的 RFLP 分析

片段，分别命名为 Bgl II - 1 和 Pst 1 - 4. Fig. 3 HFLP analysis of 3 pairs of A/B cytopl出ms with Pst 1 - 4 

为了确认这 2 个多态片段的来源，利用珍汕 fragment as a probe 
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3 讨论
线粒体中特异内质粒与核基因组的同源关系以及它

们的存在与否同 CMS 表达的关系，更为线粒体可能

笔者对基因组盯四缩减杂交技术进行了改良， 参与 CMS 的表达提供了有力的证据[5 ， 6J 本试验获

并用于水稻野败型雄性不育细胞质差异片段的克 得的 2 个遗传差异片段在不育系和保持系表现了明

隆. RFLP 缩减杂交技术的基本原理是，基因组 DNA 显的差异，在不同的不育系和保持系组合间也显示

由于缺失、碱基突变等可能导致酶切片段长度多态 了差异，说明该片段为不育细胞质线粒体基因组与

性 .2 个遗传材料用同一种限制性内切酶酶切时，如 正常细胞质线粒体基因组之间有差异的 DNA 片段.

果出现限制性酶切片段长度有较大的差异，则该片

段在电泳后回收的一定范围长度的 DNA 片段样品中

是一方存在而另一方不存在，因此可以通过缩减杂

交富集特异片段.笔者对 RFLP 缩减杂交技术的改

良点在于将回收的酶切片段连接为大分子作为 Driv­

er DNA. 它既利于杂合分子的形成，又便于和特异性
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