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摘  要 以优质烤烟品种翠碧一号花为材料，CTAB 法提取总 RNA，按经修改的 CreatorTM SMARTTM cDNA Library 

Construction kit 的方法，成功构建了花全长 cDNA文库。经鉴定，初级文库库容为 4.05×106个克隆，重组率达到 95%，插

入片段集中在 1 000 bp~2 500 bp之间，平均长度约为 1 400 bp，经扩增后的文库滴度为 6.75×109 pfu/mL。随机挑取 24个克

隆进行测序，获得有效序列 22条，利用 Blast2GO软件进行初步分析，其中 18条序列具有不同数量的功能注释。综合表明，

所构建的文库质量高，可用于筛选花发育重要功能基因，这为揭示烟草花发育机理和烟草遗传改良提供了物质基础。 
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Abstract A exellent library was successfully constructed from flower of a high quality flue-cured tobacco variety CuiBi1 by a 

modified method of CreatorTM SMARTTM cDNA library construction kit. Evaluation assays were performed on the library and the 

results was showed as follows. The primary library storage capacity was 4.05×106, the recombinant rate was 95%, the insert 

fragments concentrated in 1 000 bp to 2 500 bp, with an average length of 1 400 bp, and the amplify library titer was 6.52×109 

pfu/mL. Twenty-four clones were randomly selected for sequencing, twenty-two valid sequences were obtained, and then using 

Blast2GO software for preliminary analysis, eighteen sequences of which had different numbers of functional annotion. It was 

indicated that the library was of high quality, which would not only be helpful for screening important genes of flower development, 

but also providing the materal basis for revealing the mechanism of tobacco flower development and genetic improvement. 
Keywords Nicotiana tabacum; Flower; SMART technology; cDNA library 

研究背景 

花器官是植物生殖过程中重要的功能器官，它

的变异或败育对植物繁衍、种群扩散和农业生产将

带来不利影响(华志明, 1998)。了解植物开花行为是

农学和园艺生产上极具经济意义的课题。长期以

来，对花的研究多限于形态描述以及开花生理方

面，随着分子生物学技术突飞猛进的发展，从分子

水平揭示花发育机理已经是植物分子生物学的活

跃研究内容。 

通过对双子叶模式植物拟南芥和金鱼草花器

官突变体的研究，初步揭示了花器官发育的遗传控

制机理，并建立了花器官发育ABC模型(崔荣峰和梦

征, 2007)。该模型认为决定被子植物花各个器官发

育的基因共分为A、B、C三类。随着研究的深入，

克隆出的花同源异型基因数量不断增加，进而又发

现了D、E两类基因。这样经典的ABC模型就发展成

为ABCDE模型(丛楠等, 2007)。这些花器官发育相

关的同源异型基因，大都属于MADS-box基因家族，

该家族成员作为一类转录调控因子在植物花发育

调控中发挥着重要作用，到目前为止，已相继克隆
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出大量该基因家族成员(Kramer et al., 2004; Guo et 

al., 2007; 韩利涛等, 2010)。利用转录因子的调节功

能，还能对开花期和花型进行调节，这在生产中具

有重要意义。如拟南芥中的AP1基因转化番茄花期

提前，出现自然整枝的现象，果实心室数目增多(王

翊等, 2010)。通过转录因子调节花粉育性，可以产

生不育的花粉，创造不育系，简化育种程序，对杂

交育种等生产实践有重要意义。除此之外，现在已

经证明miRNA在植物开花时间调控及花器官发育

过程中也起着不可替代的作用(侍婷等, 2010)。 

作为模式植物的拟南芥、矮牵牛、金鱼草、水

稻和杨树花发育都有较多研究，而烟草(Nicotiana 

tabacum)作为另一种重要的模式生物，但对其花发

育的研究甚少。烟草是四倍体，基因组大而复杂，

从功能基因组学出发发掘研究烟草花发育功能基

因，有利于高效揭示花发育机理；另外，研究烟草

花发育分子机理有助于补充对花发育的分子机理

的认识，也必将对烟草遗传改良和杂种优势利用有

意义。本文利用SMART (switching mechanism at 

5'end of RNA transcript)技术(Lin et al., 2004; 王家

保等, 2009 ; Li et al., 2010)，成功构建了福建优质烤

烟品种花不同发育时期的cDNA文库，为高效克隆

和研究花发育功能基因奠定了基础。 

1结果与分析 

1.1总RNA的提取鉴定 

高质量的RNA是构建高质量文库的前提。本

研究提取的总RNA (见图1)，用微量紫外分光光度

计测A260/A280=1.82表明所提RNA较纯。从图中

可以看出总RNA的28S rRNA和18S rRNA两条带

清晰，且28S条带亮度约为18S的两倍，隐约可见

5S rRNA，没有基因组DNA污染。以上结果表明，

所提RNA没有降解，完整性较好，可以进行文库

构建的后续工作。 

1.2双链cDNA合成结果 

总RNA逆转录得第一链cDNA，然后以抑制

PCR方法合成双链cDNA (见图2)，从图中可以看出

双链呈弥散状分布，最高片段超过2 000 bp，信息

较为完整，表明双链cDNA可用于连接和转化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图1 总RNA凝胶电泳 

Figure 1 Gel electrophoresis of total RNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图2 双链cDNA凝胶电泳  

注: M: DL2000分子量标准; 1: 双链cDNA 

Figure 2 Gel electrophoresis of double strand cDNA 

Note: M: DL2000 marker; 1: Double strand cDNA 

1.3文库质量鉴定 

1.3.1文库库容量及滴度测定 

原始文库菌液稀释涂板后，计算克隆数，按照

cDNA文库容量计算公式：库容量=每μL文库菌液所

含的菌落数×文库菌液总体积，得到初级文库库容

为4.05×10
6；扩增文库滴度参照文库构建试剂盒

Creator
TM

 SMART
TM

 cDNA Library Construction Kit

说明书上的计算公式：文库滴度cfu/mL=菌落数×稀

释倍数×10
3，得到扩增文库滴度为6.75×10

9
 pfu/mL，

可用于长期保存。 

1.3.2文库重组率及插入片段鉴定 

随机从板上挑取20个克隆，用载体通用引物

M13F和M13R引物PCR扩增，1%的琼脂糖凝胶电泳

检测(见图3)。如图3所示，在20个菌液PCR结果中，

除泳道16外，剩余19个都有条带，重组率为95%。

片段大小大都集中在1 000 bp~2 500 bp之间，平均

长度约为1 400 bp。
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图3 随机挑取20个菌落的PCR检测 

注: M: DL15000分子量标准; 1~20: 菌落 

Figure 3 PCR detection of randomly selected 20 colonies 

Note: M: DL15000 marker; 1~20: Colonies 

再次从板上随机调取30个克隆，摇菌，提质粒

后，用限制性内切酶SfiI酶切后，经1%的琼脂糖凝

胶电泳检测(见图4)。如图4所示，插入片段大小与

菌液PCR结果基本吻合，进一步验证了文库的质量。 

1.4测序结果初步分析 

测序获得有效序列为22条，按Blast2GO默认的

参数运行完后，根据序列相似性分布自动输出物种

相似性分布统计图如(图5)，最高的为水稻和葡萄，

紧接为拟南芥、毛果杨，烟草排在第五位。由于前

四种植物基因组都相继破译，所拥有的基因资源丰

富，而烟草基因组庞大而复杂，这就为其基因组的

破译带来困难。因此，构建cDNA文库，从转录组

研究烟草基因是十分必要的。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图4 随机挑取30个菌落SfiI酶切 

注: M: DL15000分子量标准; 1~30: 菌落 

Figure 4 SfiI digestion of randomly selected 30 colonies 

Note: M: DL15000 marker; 1~30: Colonies 

分别从分子功能、细胞组件、生物过程类别对

序列进行GOs功能注释，22条序列中具有注释的序

列为18条(表1)，剩余4条为未知功能或无功能的基

因序列。在这些注释的功能中，参与了不同的细胞

器组件，涉及到生物体内不同的代谢过程，如糖酵 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图5 物种相似性分布 

注: 横轴: BLAST比对分值; 纵轴: 物种 

Figure 5 Catelog of species distribution 

Note: Horizontal: BLAST hits score; Vertical: Species 
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表 1 Blast2GO具有 GOs功能注释的 18条序列  

Table 1 Eighteen sequences with the functional annotation by Blast2GO 

序列名称 

Seq. Name 

相似性 

Similarity 

注释数量 

Total number 

of annotation 

功能注释 

Functional annotation 

TF1 67.4% 2 C: 细胞膜; C: 过氧化物酶 

C: Membrane; C: Peroxisome 

TF2 55.5% 4 C: 核仁; F: 水解酶活性; C: 细胞膜; C: 线粒体 

C: Nucleolus; F: Hydrolase activity; C: Membrane; C: Mitochondrion 

TF4 83.8% 2 F: 核酸结合; F: 锌离子结合 

F: Nucleic acid binding; F: Zinc ion binding 

TF5 99.9% 3 F: 结合; P: 光合作用; C: 叶绿体类囊体膜 

F: Binding; P: Photosynthesis; C: Chloroplast thylakoid membrane 

TF6 96.3% 3 C: 核糖体; F: 核糖体结构组成; P: 翻译 

C: Ribosome; F: Structural constituent of ribosome; P: Translation 

TF8 93.2% 8 C: 核仁; P: 细胞氧化还原稳态; P: 氧化还原; P: 丙酮酸到乙酰辅酶A生物合成过程; 

F: 蛋白结合; C: 叶绿体基质; F: 二氢硫辛酸脱氢酶活性; F: FAD结合 

C: Nucleolus; P: Cell redox homeostasis; P: Oxidation reduction; P: Acetyl-CoA 

biosynthetic process from pyruvate; F: Protein binding; C: Chloroplast stroma; F: 

Dihydrolipoyl dehydrogenase activity; F: FAD binding 

TF9 95.85% 3 F: GDP-甘露糖 3,5-异构酶活性; P: 细胞代谢过程; F: 辅酶结合 

F: GDP-mannose 3,5-epimerase activity; P: Cellular metabolic process; F:Coenzyme 

binding 

TF10 66.7% 2 P: 转录调节; F: 水解酶活性 

P: Regulation of transcription; F: Hydrolase activity 

TF11 93.95% 4 P: 蛋白折叠; F: 多肽结合; C: 细胞质; F: 肽基脯氨酰顺反异构酶活性 

P: Protein folding; F: Peptide binding; C: Cytoplasm; F: Peptidyl-prolyl cis-trans 

isomerase activity 

TF12 68.95% 3 P: 切除 tRNA3'尾部过程; F: 锌离子结合; F: 具有切除 tRNA3'尾部的内切核酸酶活

性 

P: tRNA 3'-trailer cleavage; F: Zinc ion binding; F:3'-tRNA processing endoribonuclease 

activity 

TF13 84.35% 4 C: 核小体; F: DNA结合; P: 核小体组装; C: 核仁 

C: Nucleosome; F: DNA binding; P: Nucleosome assembly; C: Nucleus 

TF14 76.2% 6 F: DNA指导的 RNA聚合酶活性; F: DNA结合; P: 翻译; C: 核仁; C: DNA指导的

RNA聚合酶 V复合物; C: 质体 

F: DNA-directed RNA polymerase activity; F: DNA binding; P: Transcription; C: 

Nucleus; C: DNA-directed RNA polymerase V complex; C: Plastid 

TF15 74.75% 1 F: 水解酶活性 

F: Hydrolase activity 

TF17 98.25% 6 F: GTP结合; P: 微管运动; P: 蛋白聚合; F: 分子运动; C: 微管; F: GTP酶活性 

F: GTP binding; P: Microtubule-based movement; P: Protein polymerization; F: Structural 

molecule activity; C: Microtubule; F: GTPase activity 

TF18 69.25% 5 P: 昼夜节律调控; P: 起负调控的转录因子活性; F: 蛋白结合; F: 转录调控; C: 核仁 

P: Regulation of circadian rhythm; P: Negative regulation of transcription factor activity; 

F: Protein binding; F: Transcription factor activity; C: Nucleus 
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   续表 1 

Continuing Table 1 

序列名称 

Seq. Name 

相似性 

Similarity 

注释数量 

Total number 

of annotation 

功能注释 

Functional annotation 

TF19 77.9% 9 C: 依赖质子转运的ATP合酶复合体催化亚基F1; P: 脂质代谢过程; P: 质膜质子转运

和 ATP合成相偶联过程; C: 线粒体内膜; F: 氢离子转运偶联 ATP合酶活性; F: ATP

结合; P: 胚胎发育; C: 质膜; F: 质膜质子转运和 ATP转换活性 

C: F1 Proton-transporting ATP synthase complex, catalytic core F(1); P: Lipid metabolic 

process; P: Plasma membrane ATP synthesis coupling with proton transport; C: 

Mitochondrial inner membrane; F: Hydrogen ion transport coupling with ATP synthase 

activity; F: ATP binding; P: Embryonic development; C: Plasma membrane F: Plasma 

membrane H+
-ATP activity 

TF20 69.5% 7 P: 细菌防疫; C: 液泡; P: 干旱胁迫应答; F: 半胱氨酸内肽酶活性; P: 蛋白质水解; C: 

核仁; P: 盐胁迫应答 

P: Defense response to bacterium; C: Vacuole; P: Response to desiccation; F: 

Cysteine-type endopeptidase activity; P: Proteolysis; C: 核仁Nucleus; P: Response to salt 

stress 

TF21 61.2% 2 C: 细胞膜; P: 转运过程 

C: Membrane; P: Transport 

注: F: 分子功能; C: 细胞组件; P: 生物过程 

Note: F: Molecular function; C: Cellular component; P: Biological process 

解、光合作用、脂肪酸代谢、核酸代谢等重要的生

物过程，既有物质代谢过程，又伴随能量代谢过程。

通过这些有限的基因功能注释结果可以预测，文库

中信息量较为丰富，获得候选基因是可行的。 

2讨论 
SMART法由Clontech公司创建，具有简单、快

速等优点，目前被许多学者广泛运用于文库的构

建。常规的SMART法步骤中，双链cDNA经过蛋白

酶K消化和SfiI酶切后，较常用的是cDNA分级分离

法收集片段，用于连接。往往构建的文库插入片段

大都集中在1 000 bp左右，大片段占的比例很小。

由于不同长度的cDNA片段在连接反应中的连接速

度不同，短片段优先连接，长片段连接效率则低，

导致了长片段cDNA克隆较少。本研究将琼脂糖凝

胶电泳切胶回收的方法引入，取代cDNA分级分离

法，构建的文库经鉴定大片段的比例明显提高。 

cDNA文库的质量具体反映在两个方面(朱碧

云, 2009)：一是文库的代表性，可用一个量化的指

标来衡量，即文库的库容量。本研究所构建的原始

cDNA文库具有的库容为4.05×10
6个独立重组子，

为满足筛到低丰度mRNA的要求，一般cDNA文库

构建要求其库容不小于1×10
6 
cfu/mL，本研究构建

的cDNA文库完全达到了这个库容要求。二是重组

cDNA片段的大小。本研究所构建的文库插入片段集

中在1 000 bp~2 500 bp之间，平均长度约为1 400 bp，

保证了高比例全长cDNA的获得。综合两方面判断，

文库质量较高，可用于基因的克隆和筛选，从而为

进一步揭示烟草花发育分子机制和烟草遗传改良

提供有效途径。 

3材料与方法 

3.1实验材料 

3.1.1烟草材料 

以福建烤烟品种翠碧一号为材料，等到现蕾和

开花阶段，取下花蕾和花序迅速置于液氮中冷冻，

-80℃冰箱保存备用。 

3.1.2实验试剂 

采用Biospin胶回收试剂盒和质粒小量提取试

剂盒，PrimerScript逆转录酶，RNase Inhibitor，SfiI，

Ex-Taq，dNTP (10 mmol/L与2.5 mmol/L)、DL2000

和DL15000分子标准等均购自大连宝生物公司

(TAKARA)，连接酶购于NEB公司，大肠杆菌DH5α

菌种由本实验室保存，其它试剂为国药集团化学试

剂有限公司生产。 

3.1.3引物 

见表2。 
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表 2 引物名称及序列 

Table 2 Primer name and sequence 

引物名称 

Primer name 

引物序列(5' to 3') 

Primer sequence (5' to 3') 

5' SMART IV Oligonucleotide AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG 

3' Primer AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCGAGGCGGCCGA-d(T)30VN 

5' Primer AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

M13 F GTAAAACGACGGCCAG 

M13 R CAGGAAACAGCTATGAC 

注: V= A, G, or C ; N = A, G, C, or T 

Notes: V= A, G, or C; N = A, G, C, or T 

3.2试验方法 

3.2.1总RNA提取 

采用改良的CTAB法提取总RNA：取烟草花材

料，加液氮充分研磨呈粉末状，迅速转移到5 mL

离心管中，加入2.4 mL CTAB提取缓冲液和2% β-

巯基乙醇，迅速振荡混匀，涡旋3 min，65℃水浴约

15 min~20 min，吸取上清液经过两次等量氯仿／异

戊醇抽提，去除蛋白后，加入LiCl溶液沉淀两次，

用75%乙醇洗涤2次，干燥后分别用RNase free H2O

和去离子甲酰胺溶解。得总RNA后，使用ND-2000C

微量紫外分光光度计检测总RNA浓度、纯度，1%

琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。 

3.2.2文库构建的主要步骤 

主要参照美国Clontech公司开发的SMART文

库构建技术进行，根据实验需要，对部分步骤有所

改动。即以3 μg总RNA反转录得第一链cDNA，以

抑制PCR方法合成双链cDNA，双链经蛋白酶K消化

后进行SfiI酶切，将酶切产物经琼脂糖凝胶电泳后，

切割回收750 bp以上的区域，再与pDNR-LIB载体连

接，电转化大肠杆菌DH5α，获得原始文库。从中

随机挑取部分克隆进行菌落PCR和酶切鉴定以确定

文库的重组率及插入片段的大小。将原始文库菌液

涂板扩增后，得到的菌液按不同比例稀释涂板检测

扩增文库滴度。 

3.2.3文库初步测序及分析 

随机挑取24个单菌落送上海国家人类基因组南

方研究中心进行测序，将测序结果去除载体和引物

序列后，利用Blast2GO软件进行分析，按照默认的

参数(Blast program: BlastX, Blast database: nr)先运

行BlastX，再进行go-mapping和annotation功能注释，

其中功能注释主要从分子功能、细胞组件、生物过

程三个不同的水平进行，并导出相应的归并数据。 
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