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摘  要 PPR 蛋白对植物的生长发育、逆境抗性以及育性具有重要的调节作用。本研究根据氨基酸序列的保守性，利用

CODEHOP 方法，通过简并引物扩增甘蓝型油菜基因组 DNA，得到 PPR 基因片段。结合 RACE 技术，在甘蓝型油菜品系 120
中扩增得到了 PPR 基因 cDNA 的全长序列。分析发现该 PPR 基因编码一个含 636 个氨基酸的蛋白质，具有 11 个 PPR 基序，

不含有内含子，具有典型的 PPR 基因特征，命名为 BnPPR636。Blast 比对发现，BnPPR636 与白菜 P2 克隆的一个未知蛋白

的氨基酸序列一致性最高，达到 75%。RT-PCR 分析表明，BnPPR636 在花中的表达量最高，在根与角果中的表达量次之，叶

和茎中较低。进化树分析表明，BnPPR636 蛋白与其他植物中和 CMS 育性恢复有关的 PPR 蛋白序列的一致性较高。以基因

组 DNA 为模板，利用染色体步移技术，得到了 BnPPR636 基因起始密码子上游 1 145 bp 的 DNA 片段。经生物信息学软件

分析表明，该序列具有典型的启动子序列特征，并含有许多相关的顺式作用元件，可能参与调节花和根的发育。 
关键词 油菜；同源克隆；PPR 基因；CODEHOP；RACE；染色体步移 
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Abstract PPR protein plays an important role in plant development, especially for characters involved in fertility restoration and 
resistance to biotic and abiotic stresses. Based on the conserved amino acid sequence, a fragment of PPR gene was cloned in Brassica 
napus by CODEHOP method. The full length cDNA of the gene was amplified by RACE which contains an ORF of 1 908 bp in 
length encoding a protein with 636 amino acids including 11 PPR motifs, named BnPPR636. Genomic DNA sequence of BnPPR636 
was completely identical to the cDNA sequence, indicating no intron in the gene. The highest homology was found with an unknown 
protein of P2 clone of B. rapa, which had 75% identity to BnPPR636. RT-PCR with BnPPR636 gene specific primers showed it was 
highly expressed in flower, moderately expressed in root and developing silique, with lowest expression in leaf and stem.  

Phylogenetic analysis showed that BnPPR636 had high consistency with the PPR protein sequence of other plants related to 
CMS Restoration. Using chromosome walking techniques, a 1 145 bp DNA fragment located upstream of the start codon of BnPPR- 
636 gene was obtained based on genomic DNA as template. Analysis of bioinformatics software showed the sequence had the typical 
characteristics of the promoter sequence, and contains many cis-acting elements, which may be involved in the regulation of flower 
and root development. 
Keywords Rapeseed (Brassica napus); Homologous cloning; PPR gene; CODEHOP; SRACE; Chromosome walking 

PPR (pentatricopeptide repeats)是在拟南芥基因

组序列测序完成后，由Small和Peeters (2000)发现的

一个新基因家族，是植物中最大的基因家族之一，

广泛分布于植物细胞核基因组中。PPR基因编码的



 
分子植物育种(网络版), 2012 年, 第 10 卷, 第 1497-1504 页 
Fenzi Zhiwu Yuzhong (Online), 2012, Vol.10, 1497-1504 
http://mpb.5th.sophiapublisher.com 

1498 
 

蛋白由多个含有35个氨基酸的PPR基序组成，每个

PPR基序含有非常保守的氨基酸残基，如酪氨酸、

赖氨酸、苏氨酸和甲硫氨酸等(O'Toole et al., 2008)。
基序的重复数目在2到26之间，一般为12个。PPR基
因序列比较简单，一般不含有内含子序列，或者含

有极少数目的内含子(Andrés et al., 2007)。已鉴定的

PPR蛋白中，大约有50%蛋白的PPR基序呈串连重复

排列。这些重复单元通过形成超螺旋而与单链RNA
特异结合，在植物发育和细胞器的形成过程中发挥

重要的调控作用。 
大多数PPR蛋白定位在线粒体和叶绿体，具有

细胞器定位信号肽，与细胞器基因表达密切相关。

前人研究表明PPR蛋白几乎参与线粒体基因表达的

所有阶段(Schmitz-Linneweber and Small, 2008)，如

RNA剪切、编辑、 翻译以及稳定性，对植物的生

长发育尤其是逆境抗性和育性调控起关键作用(Ko- 
tera et al., 2005)。PPR基因在不同的物种之间具有高

度同源性。在已克隆的植物细胞质雄性不育(CMS)
的恢复基因中，绝大多数都为PPR基因(Liu et al., 
2012; 郝建轶等, 2011)。Geddy和Brown (2007)通过

比较基因组学研究发现，与其它PPR蛋白相比，恢

复基因所编码的PPR蛋白表现出更高的同源性。这

一特征为进行与植物育性调控相关的PPR基因的克

隆提供了重要依据。 
近年来，启动子序列的克隆与分析逐渐受到重

视。在基因的表达调控中，启动子作为基因表达的

顺式作用元件，起着十分重要的作用。研究启动子的

结构，可以推测目标基因的表达模式及功能。建立

在PCR技术基础上的染色体步移技术(thermal asy- 
mmetric interlaced PCR, TAIL-PCR)，以基因组DNA
为模板，使用高退火温度及长的特异引物与低退火

温度及短的简并引物组合，通过高严谨性PCR和低

严谨性PCR交替进行热不对称循环，有效扩增特异

产物，具有简单快速、特异性高等特点，是扩增基

因侧翼序列的有效手段之一。当前，对于大多数生

物而言，全基因组序列不易获得，要从一个已知序

列中得到其两侧区域的DNA序列，染色体步移技

术是一个非常好的选择(徐超等, 2011)。染色体步

移技术利用已知序列设计PCR引物，扩增与目标片

段或区域相邻的未知序列或与其呈线性关系的未

知序列,在鉴定启动子序列、特定基因的上、下游序

列以及分析转基因过程中外缘基因的插入位点等

方面发挥了重要作用(Liu et al., 1995; Liu and W- 
ittier, 1995)。 

PPR基因在植物CMS的育性调控中起着重要

作用。Bentolila等(2002)用图位克隆的方法克隆了矮

牵牛中的CMS育性恢复基因Rf-PPR592，其编码的

产物为含14个PPR基序的线粒体定位蛋白。Imai等
(2003)克隆了萝卜CMS的恢复基因Rfk1(Rfo)，该基

因为含16个PPR基序的线粒体定位蛋白。BT型水稻

CMS的恢复基因Rf-1 (PRR791)基因编码一个含

PPR的线粒体定位蛋白(Komori et al., 2004)。高粱

CMS的恢复基因Rf2也属于PPR蛋白家族基因，其

编码的PPR蛋白和水稻Rf1的PPR蛋白具有高度同

源性。Xu等(2009)在玉米中克隆了5个编码PPR蛋白

的基因(PPR-814a, PPR-814b, PPR-814c, PPR-816
和PPR-817)，序列分析认为S型雄性不育细胞质的

育性恢复基因可能为PPR-814a、PPR-814b和PPR- 
814cq这三者中的一个(Klein et al., 2005)。本研究通

过进化分析，根据PPR蛋白的保守性利用简并引物

设计软件CODEHOP (Liu and Huang, 1998)设计引

物，扩增甘蓝型油菜PPR基因的同源片段，结合

RACE (Rose et al., 1998)技术克隆甘蓝型油菜Bn- 
PPR636基因的全长cDNA序列和基因组序列，并结

合染色体步移技术，采用TAIL-PCR获取启动子序

列；利用生物信息学软件分析启动子序列的顺式作

用元件，推导可能的激活位点，为研究甘蓝型油菜中

PPR基因的作用与功能、鉴定油菜CMS育性恢复基

因奠定基础。 

1结果与分析 
1.1 BnPPR636基因片段的克隆 

采用CODEHOP设计的引物进行组合配对，获

得9个引物组合。经PCR扩增与筛选后，发现引物组

合MOTIF-E-1：TGCTTCTGCTATGGACCTGCTNM 
GNAARATGG与MOTIF-I-10：TGACAGCTGACA- 
GCTGACAGAANCCNTGDAT扩增效果最好，获得

长度约为550 bp的特异性条带(图1)。测序结果表

明所得片段大小为554 bp，与拟南芥AtPPR基因(At1- 
g12300)具有非常高的相似性。在E值为2e-142下，核

苷酸序列的一致性达到77%；与萝卜中一个与育性

恢复有关的RAPD-PCR标记 (AB458521)在E值为

2e-116下一致性为84%，证明该片段为甘蓝型油菜的

PPR基因片段。
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图1 PPR基因片段的扩增 
注: M: 2000 bp DNA ladder marker; 1: PPR基因片段克隆 
Figure 1 Amplification of PPR gene fragment from B. napus 
cDNA 
Note: M: 2000 bp DNA ladder marker; 1: The fragment of PPR 
gene 
 
1.2 BnPPR636基因全长序列的获得 

3'RACE扩增出单一的条带(图2A)，5'RACE扩
增出两条比较明显的条带(图2B)。测序发现3'RACE 
片段大小为695 bp，与拟南芥的PPR同源。5'RACE 
的两个片段序列中，小片段序列与拟南芥的PPR基 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
图2 3'RACE(A)和5'RACE(B)扩增产物的电泳图 
注: M: 2000 bp DNA ladder marker; 1: PCR扩增产物 
Figure 2 Amplified fragments of 3'RACE (A) and 5'RACE (B) 
Note: M: 2000 bp DNA ladder marker; 1: Amplified fragments 

 

因序列无同源性，属于非特异性扩增；大片段长度 
为1 629 bp，与拟南芥的PPR同源。5'RACE与3'RACE
的扩增片段存在160 bp的重叠序列，利用CAP3序列

拼接软件对5'RACE和3'RACE的序列进行全长序列

拼接，得到一条长度为2 164 bp的cDNA序列。经

ORF find软件分析表明其开放阅读框序列为+37到
+1947，总长为1 908 bp，编码636个氨基酸，因此

命名为BnPPR636。BnPPR636蛋白的理论分子量为

71.3 KD，等电点为8.11。经保守区域数据库(conserved 
domain database, CDD)分析表明BnPPR636具有11个
PPR基序，属于典型的PPR蛋白家族成员(图3)。利用

拼接的cDNA序列设计引物，分别以cDNA和DNA
为模板扩增BnPPR636 cDNA全长序列和基因组

DNA序列时，获得了大小相等的片段(图4)。序列比

对分析发现，BnPPR636基因的cDNA序列与DNA序

列完全相同，不含内含子序列。 

1.3 BnPPR636的进化分析 
在在NCBI上Blast搜索比对发现，BnPPR636与

白菜P2克隆的一个未知蛋白的氨基酸序列的一致

性最高，达到75%；与拟南芥的PPR序列和从萝卜

转育到甘蓝型油菜的Ogura细胞质雄性不育系统恢

复基因编码的氨基酸序列的一致性也较高。利用获

得的同源性较高的蛋白序列，包括白菜的ABQ505- 
46、拟南芥的CAR70003、Ogura细胞质雄性不育系

统的恢复基因ACJ70132、萝卜的ACM24117、水稻的

ABC42330、玉米的ACN24620、蓖麻的XP0025201- 
67、高粱的XP002465809、杨树的EEE76466、卷柏的

XP002977337和大麦的CAJ32535，采用MEGA5.0构
建不同物种的PPR蛋白的系统发育树。从构建的系

统发育树可以看出，BnPPR636与同为芸薹属的白

 
 
 
 
 
 
 
 
 
图3 BnPPR636序列中PPR基序分布 
Figure 3 Distribution of PPR motif in BnPPR636 
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图4 BnPPR636基因全长cDNA (泳道1)与基因组DNA (泳道2)
扩增结果 
注: M: 2000 bp DNA ladder marker 
Figure 4 Amplification of BnPPR636 full length cDNA (Lane 1) 
and genomic DNA (Lane 2)  
Note: M: 2000 bp DNA ladder marker 
 
菜P2克隆上的一个未知功能蛋白聚在一起，亲缘关

系最近；与同为十字花科的拟南芥的PPR蛋白亲缘

关系次之，聚在较近位置的还有油菜Ogura细胞质雄

性不育系统的恢复基因和萝卜的恢复基因，而与禾

本科的水稻、高粱、大麦的PPR蛋白亲缘关系逐渐变

远(图5)。玉米与水稻的PPR聚在一起，蓖麻与高粱

的PPR聚在一起，而杨树、卷柏和大麦的PPR蛋白则

被单独分开。通过进化树可以发现，PPR蛋白在进化

上虽然较为保守，但也出现了分化。该基因的系统

发育进化树基本符合物种的进化规律。 

1.4 BnPPR636的组织特异性表达分析 
采用半定量RT-PCR法检测BnPPR636基因在

根、茎、叶、花和角果5个不同组织中的相对表达量，

结果表明BnPPR636在花中的表达量最高，在根中

的表达量次之，角果与叶片的表达量相对较弱，在

茎中的表达量最低(图6)。说明该基因可能与花的发

育有关，同时也参与根和角果的生理活动。 

 
 
 
 
 
 
图6 BnPPR636的组织特异性表达分析 
Figure 6 Tissue specific expression of BnPPR636 

1.5 BnPPR636启动子的扩增 
根据BnPPR636的5'末端DNA序列，设计三条特

异引物进行TAIL-PCR，通过3轮热不对称PCR反应，

第三轮的PCR产物在1.2%的琼脂糖凝胶上电泳，获

得长度约为1 100 bp的DNA片段(图7)。序列分析发

现其实际长度为1 145 bp。利用在线启动子分析软件

(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html)预测

结果表明此片段具备启动子的基本特征。 
 
 
 
 
 
 
 
 
图7 BnPPR636启动子扩增电泳图 
Figure 7 PCR amplification of BnPPR636 promoter 
 

利用PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/ 
signalscan.html)预测分析核心启动子区域和有关的

顺式作用元件结合位点，结果显示1 145 bp的区域中

含有多种启动子通用元件(图8)，如TATA-box、TSS
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图5 不同植物种与BnPPR636同源的PPR蛋白进化分析 
Figure 5 Phylogenetic analysis of PPR proteins homologous to BnPPR636 in various plant species 
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图8 BnPPR636启动子顺式作用元件分布图 
Figure 8 Distribution of CIS-acting elements in the promoter of BnPPR636 

 
(转录起始位点)，和一些转录因子结合位点，如：

GATA-box，WRKY710S，MYBPZM等。另外还发

现一些与根有关的组织特异性元件，如CAAT-BOX；

与胁迫有关的元件，如MYBCORE；以及与光调控

相关的应答位点，如I-BOX。预测结果表明此序列能

代表BnPPR636的启动子序列信息。 

2讨论 
同源克隆是基因克隆的主要方法之一，由于其

工作量小，省时省力，且针对性强，逐渐得到广泛

应用。同源克隆成败的关键在于所选用序列的保守

性。由于氨基酸序列的保守性强于核苷酸序列， 
CODEHOP方法利用氨基酸序列的保守性设计简

并引物，与利用核苷酸序列设计的简并引物相比

较，能更加有效地降低引物的简并性，从而提高特

异性。CODEHOP方法设计的引物分为5'夹板端和

3'核心区两部分。5'夹板端由20至30个碱基组成，

主要对退火温度起作用，提高PCR的效率；3'核心

区由根据氨基酸序列设计的简并引物组成。在PCR
过程中，主要由3'核心区引物序列与模板配对(Liu 
and Huang, 1998)。5'夹板端和3'核心区共同作用可

以有效地增强扩增的特异性，提高基因克隆的效

率。本研究利用CODEHOP方法共设计了6条引物，

组配成9个引物对，仅用1个能很好扩增出明显片段

的引物对就获得了预期的PPR基因，证明了该方法

的高效性。 

RACE技术是以PCR为基础，利用特异引物和

通用引物相结合，快速扩增cDNA 5'末端和3'末端的

一种方法。近年来RACE技术得到了极快的发展，

在基因全长序列扩增中应用广泛。许多实验室都利

用RACE技术成功得到了基因的cDNA全长(Rose et 
al., 1998; Chai et al., 2010; 何聪芬等, 2011)。本研究

在利用CODEHOP简并引物扩增出目标特异片段的

基础，结合RACE技术在甘蓝型油菜波里马细胞质

雄性不育(Pol CMS)的恢复系中成功获得BnPPR636
基因。推导的氨基酸序列分析结果证实BnPPR636
与已经发表的一些PPR蛋白，特别是与甘蓝型油菜

细胞质雄性不育育性恢复基因的氨基酸序列相似

性较高，如与Ogura CMS恢复基因的氨基酸序列和

白菜的一个未知蛋白ABQ50546.1的序列相似性都较

高。其中ABQ50546.1是从白菜的一个对波里马CMS
具有育性恢复性能品系的基因组文库中鉴定出来

的，与育性恢复相关的可能性较大(Geddy and Brown, 
2007)。与拟南芥中同源性最高的PPR基因是At1g- 
12300 (基因库中蛋白编号CAR70003)，在1 774 bp
序列长度范围内有1 409个碱基是相同的，同源性高

达79%。Liu等(2012)通过图位克隆获得的波里马

CMS的候选恢复基因ORF2也是与At1g12300同源

性最高。如果BnPPR636与ORF2为同一基因，则本

研究利用同源克隆获得目标基因比图位克隆简单

快速得多。但BnPPR636是不是恢复基因，还有待
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于进一步验证。至少有一点可以相信，油菜波里马

CMS的恢复基因，与拟南芥中众多的PPR基因中的

At1g12300是同源等位基因的可能性极高。 
我们曾利用可扩增BnPPR636全长基因的引物

对甘蓝型油菜的一些品系进行PPR基因克隆，序列

分析的结果表明，BnPPR636基因在不同的品系之

间存在着广泛的核苷酸差异，这种多态性是否与表

型性状相关，尚需要进一步的试验验证。通过分析

BnPPR636启动子的序列，发现该启动子序列中含

有许多转录因子的结合位点。半定量RT-PCR分析结

果，BnPPR636基因在花中表达量最高，其次是在

根中的表达量，表明BnPPR636与花和根的发育有

关。启动子结构分析发现其中含有与光调控相关的

应答位点、与根有关的组织特异性元件和与胁迫有

关的元件，进一步印证了BnPPR636与花和根的发

育相关。明确本研究克隆的BnPPR636基因的功能，

可以利用启动子序列，构建启动子驱动的GUS或者

GFP表达载体进行遗传转化研究，观察其表达部位。

同时可以构建BnPPR636的正义或反义基因表达载

体，转化至油菜中，观察其生理生化变化，以进一

步确定PPR蛋白家族基因在甘蓝型油菜中的作用。 

3材料与方法 
3.1材料 

实验材料为甘蓝型油菜POL CMS的恢复系120，
由中国农业科学院油料作物研究所油菜杂种优势

利用课题组提供。 

3.2试验载体，菌株及生化试剂 
克隆载体pMD18-T、大肠杆菌菌株DH5α、Ex 

Taq聚合酶(5 U/μL)购自宝生物工程(大连)有限公司。

DNA Marker和dNTPs (10 mmol/L)购自鼎国(北京)
公司；Dnase购于Progema公司，总RNA提取液Triozol
和RNA反转录试剂盒购于Invitrogen公司，DNA回

收纯化试剂盒购于OMEGA公司。其他试剂均为国

产分析纯。 

3.3总DNA和总RNA的提取 
采用CTAB法提取植物花蕾DNA，Triozol法提

取植物的总RNA，用Dnase消化以去除DNA污染，1%
的琼脂糖凝胶电泳检测DNA和RNA质量。 

3.4 BnPPR636基因片段的克隆 
根据在NCBI上已登录的植物PPR蛋白的氨基

酸序列，选取与拟南芥、白菜、萝卜和野芥等与甘

蓝型油菜亲缘关系较近的物种的PPR蛋白的氨基酸

序列为对比序列，提交到Blockmaker (http:∥blocks1 
-fhcrc1org/blocks/blockmkr/make-blocks1html) 进 行

保守区查找，将得到的保守区中最保守的氨基酸序

列提交到CODEHOP，综合考虑扩增片段的长度进

行引物设计。选用其中简并度小、Tm值适当及目的

片段长度合适的引物序列送上海生物工程公司合

成。PCR扩增体系为：Taq MIX 10 μL (购自GeneStar, 
DNA模板1 μL, 正反向引物各2.5 μL (10 μmol/L)，
ddH2O 4 μL。PCR扩增采用降落(touchdown) PCR程
序，即95℃ 2 min，(94℃ 30 s, 55℃~40℃ 45 s, 72℃ 
2 min)，退火温度每个循环下降1℃，共14个循环；然

后(95℃ 30 s, 40℃ 45 s, 72℃ 2 min)，25个循环。PCR
产物在1.2%琼脂糖凝胶上电泳检测，利用OMEGA
公司的胶回收试剂盒回收产物，纯化后与PMD18-T
载体连接，转化大肠杆菌DH5α，蓝白斑筛选重组

子，菌落PCR鉴定正确的阳性克隆送至英俊生物技

术服务有限公司(上海)测序。 

3.5 BnPPR636基因全长cDNA的克隆 
按照Clontech公司的SMARTer RACE cDNA 

Amplification试剂盒说明书的引物设计原则，利用3.4
中获得的PPR基因片段核苷酸序列，分别设计3'RACE
与5'RACE特异引物GSP-F：5'-ATGGCGAACTAG- 
AAGAGGCTTTGGG-3'和5'-GSP-R：CGCTCCTT- 
TGACATTGAGGCTACAGA-3'。3'RACE与5'RACE
过程中cDNA第一条链的合成及PCR反应体系的配

置和扩增均按照Clontech公司试剂盒说明书进行。

PCR反应的总体积为50 μL，成分为：cDNA第一链

2.5 μL，GSP (10 μmol/L) 1. 0 μL，UPM (10×) 5.0 μL，
Master Mix 41.5 μL。PCR反应程序为：94℃ 30 s，72℃ 
3 min，5个循环；94℃ 30 s，70℃ 30 s，72℃ 3 min，
5个循环；94℃ 30 s，68℃ 30 s，72℃ 3 min，27个
循环；共35个循环。PCR产物片段纯化、克隆和测

序同3.4。 

3.6 BnPPR636基因全长序列的PCR扩增 
根据拼接cDNA序列的5'端和3'端设计引物

All-F (5'-GGAATGATTCATCTGAAGAAGAAGAA- 
3')和All-R (5'-TTATGATATGTCTCGAAAAGGAC- 
CA-3')，分别以基因组DNA及cDNA为模板扩增基因

全长，反应条件：95℃ 3 min；94℃ 30 s，58℃ 30 s，
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72℃ 2 min，34个循环；最后再72℃延伸10 min。PCR
产物电泳检测、回收、克隆、测序同3.4。 

3.7 BnPPR636基因的组织特异性表达分析 
在植株生长期间分别提取根、茎、叶、花和发育

角果的总RNA，反转录成cDNA后，根据Chai等
(2010)采用半定量法检测BnPPR636基因在不同组

织中的相对表达量，以甘蓝型油菜的看家基因

Bnactin (GenBank登录号: AF1118122)为内参进行

半定量PCR分析。引物组合如下：PPR-ALONE-F：
5'-AGATGGTGATACGAAGAACA-3'，PPR-ALONE 
-R：5'-AAAAGGTTGAGGGCATCGTC-3'；Actin-F：
5'-TCTGGCATCACACTTTCTACAACGAGC-3'，
Actin-R：5'-CAGGGAACATGGTCGAACCACC-3'。 

3.8启动子的扩增 
利用油菜基因组DNA作为模板，使用Genome- 

walking试剂盒(Takara公司)扩增油菜BnPPR636启
动子序列。根据BnPPR636的全长序列，设计3条引

物SP1 (5'-TGGCAACTGAACCAAACAATC-3')、SP2 
(5'-CCGAGGCTGAACCAATGCCAAAG-3') 和 SP3 
(5'-TCCTTTTTCCTTAGGGCATAC-3')。以试剂盒提

供的AP2引物作为上游引物，以SP1、SP2、SP3引
物分别作为下游引物进行3轮热不对称PCR反应。具

体PCR过程严格按照试剂盒说明进行。PCR产物电

泳检测、回收、克隆、测序同3.4。 
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