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甘蓝型油菜 WRI1 基因 cDNA 的克隆与序列分析 
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摘 要：通过 RT–PCR方法克隆了甘蓝型油菜湘油 15号 5个WRI1基因 cDNA。测序结果显示，BnWRI1–1大小

为 1 248 bp，BnWRI1–2和 BnWRI1–3大小为 1 254 bp，BnWRI1–4、BnWRI1–5大小为 1 242 bp；聚类分析结果显

示，所克隆WRI1基因 cDNA在进化关系上属于 AP2/ERF转录因子家族，同拟南芥 AtWRI1(At3G54320)同处 1个

分支，并且所克隆基因 cDNA来自甘蓝型油菜不同的基因组；通过核苷酸序列比对分析，得到所克隆WRI1基因

cDNA单核苷酸变异位点 40个；特异性酶切位点分析显示，来源于 A基因组的 BnWRI1–1、BnWRI1–2、BnWRI1–3

第 892位与来源于 C基因组的 BnWRI1–4和 BnWRI1–5第 880位的核苷酸发生变异，导致 Bcl I识别位点的变化；

酶切试验结果表明，采用 BclI酶可区分甘蓝型油菜的 AtWRI1–like WRI1 基因的 A或 C 基因组来源。 
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Cloning and sequence analysis of cDNA WRI1 gene from Brassica napus 
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Abstract: Five WRI1–Like WRI1 cDNA samples were isolated from Brassica napus (Xiangyou No.15 cultivar) by RT–PCR. 
Among the five cDNAs, BnWRI1–1 is 1 248 bp, BnWRI1–2 and BnWRI1–3 are 1 254 bp, BnWRI1–4 and BnWRI1–5 are 
1 242 bp in length. Cluster Analysis showed WRI1 genes belong to transcription factor AP2/ERF gene family, which 
clustered in the same group with AtWRI1(At3G54320) gene of Arabidopsis thaliana. Alignment of the coding regions of 
WRI1 genes indicated 40 single nucleotide polymorphic sites. A nucleotide transition from A to G at position 892 in the 
coding sequence of BnWRI1–1，BnWRI1–2, BnWRI1–3 and at position 880 in the coding sequence of BnWRI1–4, BnWRI1–5 
produced a specific restriction endonuclease cleavage site which was original identified by Bcl I. Further digestion test 
showed that Bcl I cleavage could differentiate the genome origin of Brassica napus At WRII–like WRII.  
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植物油不仅是人类饮食的主要组成部分，还在

工业和生物能源上有很好的应用和发展前景[1]。由于

种子含油量是受多基因控制的，长期以来利用调控

种子脂肪酸代谢中的关键酶基因来达到提高含油量

的效果并不理想，但通过转录因子对相关代谢途径

的 1 组基因进行遗传修饰，可以更有效地达到提高
含油量的目的[2]。种子的胚胎发育和脂肪酸代谢途径

涉及许多复杂的过程，这些过程都受到许多转录因

子的调控[3–7]，这些转录因子相互之间存在联系，形

成 1 个调控网络，共同调控种子胚的发育和成熟以
及油脂的形成[8]。Focks 等[9]采用梯度离心筛选出了

1个低含油量、种皮发皱的突变体 wri1，图位克隆发
现，控制该性状的基因WRI1编码 1个 DNA结合转
录因子，功能缺失时致使含油量降低 80%，而过表
达却使含油量提高 20%左右。对 WRI1 突变体进行
生物化学分析显示，突变体中几种糖酵解酶，比如
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质体丙酮酸激酶、酰基载体蛋白(ACP)、3–酮酯
酰–ACP合成酶、烯酯酰–ACP还原酶等活性明显低
于野生型水平的。这些在WRI1突变体中表达水平低
的基因，多数是参与脂肪和糖酵解的基因，而且它

们的积累模式与种子油的一致，这说明WRI1很可能
调控这些基因的表达。Cernac等[6]和Masaki等[10]的

研究都证明了这一假设。Baud等[11]的研究还发现了

WRI1新的靶基因，包括脂肪酸合成酶基因、硫辛酸
和生物素合成途径相关酶基因，但内质网的脂肪酸

脱氢酶和延伸酶基因不受 WRI1 的调控，暗示着
WRI1 基因可能在控制种子发育和油脂积累过程中
起着关键性作用。后来一系列的研究[12–16]发现，

WRI1基因确实在油脂的合成方面起着重要作用。To
等[13]的研究发现，拟南芥中存在多拷贝WRI1基因，
且部分 WRI1 基因拷贝对油脂的合成调控作用不明
显。另外，由于甘蓝型油菜(B. napus，2n=38, AACC)
起源于白菜(B. rapa，2n=20, AA)和甘蓝(B.oleracea，
2n=18, CC)的天然杂交和染色体组自然加倍，因此，
甘蓝型油菜中可能存在不同WRI1基因，且对含油量
的影响可能不同。笔者以甘蓝型油菜湘油 15号为材
料，克隆甘蓝型油菜的WRI1基因，并对序列进行分
析，旨在有目的地调控该转录因子基因，为培育高

含油量的油菜品种提供便利。 

1 材料与方法 

1.1 供试材料 

甘蓝型油菜湘油 15 号(Brassica napus,2n=38, 
AACC)，由国家油料改良中心(湖南)提供；矮脚小
白菜(B. rapa，2n=20，AA)、强夏甘蓝(B.oleracea，
2n=18，CC)，由植物病虫害防治湖南省重点实验室
提供；大肠杆菌 DH5α由作物基因工程湖南省重点
实验室保存。 

1.2 主要试剂及仪器 

主要试剂：EASYspin植物 RNA快速提取试剂
盒及 TUREscript 1st Strand cDNA Synthsis Kit试剂
盒，购自北京艾德莱生物科技有限公司；高保真 Pfu
及 EasyPure Quick Gel Extraction Kit切胶回收试剂
盒，购自北京全式金生物科技有限公司；连接载体

pMD18–T Simple Vector及相关限制性内切酶，购自
Takara生物技术有限公司。 

主要仪器：Eppendorf Centrifuge 5804R 台式冷

冻高速离心机；MiKRO 220R高速离心机；UV–1700 
PharmaSpec紫外分光光度计；Pharmacia MultiTemp 
Ⅲ恒温水浴锅；HIRAYAMA 全自动高温灭菌锅；
MJ Research PTC–200 PCR仪。 

1.3 总 RNA 提取和第一链 cDNA 合成 

按EASYspin植物RNA快速提取试剂盒的操作
说明从供试材料单株单片新鲜叶中提取总 RNA。按
照 TUREscript 1st Strand cDNA Synthsis Kit的操作
说明，以提取的总 RNA 为模板，反转录合成第一
链 cDNA。 

1.4 引物设计与 PCR 扩增 

以 GenBank WRI1 mRNA 全长编码序列

(DQ370141)为参考，利用 Primer 5.0设计引物 FW： 
GGATCCATGAAGAGACCCTTAACCA；RV：GAG 
CTCTCAGACAGAATAGTTCCAAGA，下划线部分
分别为 Bam HI位点和 Sac I位点。分别以 3种供试
材料的第一链 cDNA为模板，进行 PCR扩增。PCR
反应体系为 20 μL，包括 cDNA模板 2 μL，10×Buffer 
2 μL，2.5 mmol/L dNTPs 2 μL，引物各 1 μL，5 U/μL 
高保真 Pfu 0.5 μL，ddH2O11.5 μL。PCR扩增程序为：
94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 40 s，50 ℃退火 40 s，
72 ℃延伸 100 s，30个循环，72 ℃延伸 10 min。反
应终止后，取 PCR 产物在 1.0%的琼脂糖凝胶上电
泳检测。用切胶回收试剂盒回收目的条带，用于载

体连接反应。 

1.5 载体连接与测序 

将回收产物连接至 pMD18–T Simple Vector，连
接体系为 10 μL，包括回收产物 3 μL，pMD18-T 
Simple Vector 1 μL，Solution I 5 μL，ddH2O 1 μL，
16 ℃连接 1 h。采用热激法将连接产物转化至大肠
杆菌，筛选阳性克隆。取阳性克隆送北京六合华大

基因科技股份有限公司测序。 

1.6 序列分析与酶切检测 

采用 DNAman进行序列比对，分析 WRI1基因
编码序列的单核苷酸变异；采用 CLUSTAL X，
MEGA5.0软件进行聚类系谱分析；采用 Primer 5.0
进行酶切位点分析；采用 DNAman进行可以识别 A
和 C基因组来源 WRI1的特异性酶切位点分析，用
所得到的该内切酶酶切检测3种供试材料的PCR产
物；采用双酶切检测酶切位点变异的真实存在。 
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2 结果与分析 

2.1 WRI1 基因 mRNA 全长编码序列的克隆 

3种供试材料均扩增出大小约为 1.3 kb的 PCR
产物，与目的片段大小一致(图 1)。将 PCR产物连
接到 PMD18–TSimple Vector 载体上，转化大肠杆
菌 DH5α，阳性菌落经 PCR 检测，从湘油 15 号筛
选出 5 个阳性克隆，分别命名为 BnWRI1–1，
BnWRI1–2，BnWRI1–3，BnWRI1–4和 BnWRI1–5；
矮脚小白菜与强夏甘蓝各筛选出 1个阳性克隆，分
别命名为 BraWRI1 和 BoWRI1。测序结果显示，
BnWRI1–1 和 BraWRI1 的大小为 1 248 bp，
BnWRI1–2 和 BnWRI1–3 的大小为 1 254 bp，
BnWRI1–4、BnWRI1–5和 BoWRI1的大小为 1 242 bp。
重复测序 1次，结果一致。 

 

1 湘油 15号；2 矮脚小白菜；3 强夏甘蓝；M 100 bp 
DNA marker。 

图 1 白菜、甘蓝、甘蓝型油菜 WRI1 基因编码

序列 PCR 扩增结果 
Fig.1 PCR amplification of WRI1 cDNA from Brassica rapa, 

Brassica oleracea and Brassica napus 

2.2 WRI1 基因 cDNA 序列的比对结果 

序列比对分析结果(表 1)显示，克隆所得的
WRI1基因编码序列共发现 41个单核苷酸的变异。
BnWRI1–4、BnWRI1–5在 826位和 870位分别存在
9个碱基和 3个碱基的缺失，BnWRI1–1在 1 217到 

表 1 WRI1 编码序列单核苷酸变异位点分布 
Table 1 SNPs in the coding sequences of the cloned WRI1  

单核苷酸变异(SNPs) 
碱基位点 

BnWRI1–1 BnWRI1–2 BnWRI1–3 BnWRI1–4 BnWRI1–5 
31 A A A T T 
57 T T T C C 
76 C C C T T 

124 A A A C C 
126 T T T G G 
128 C C C G G 
130 A A A T T 
228 G G G A A 
324 G G G A A 
364 G G G A A 
386 C C C T T 
406 T T T C C 
582 T T C T C 
642 C C T T T 
711 A A G G G 
717 T T C C C 
729 C C T T T 
757 G G G A A 

823~831 GAACCGCAA GAACCGCAA GAACCGCAA ··· ··· 
871~873 CAA CAA CAA ··· ··· 

892 G G G A A 
910 G G G A A 
978 G G G T T 

1 038 G G T T T 
1 217~1 222 ⋯ CAACAG CAACAG CAACAG CAACAG 

 “⋯”示碱基缺失；下划线部分示可用于区分 A基因组和 C基因组来源 AtWRI1–Like WRI1基因的特异性内切酶 Bcl I(TGATCA)变异位点。  
1 222 位存在 6 个碱基的缺失。通过对测序结果所
编码的氨基酸序列进行分析，发现这些碱基的缺失

导致 BnWRI1–4、BnWRI1–5所编码的氨基酸序列存
在 4 个氨基酸的缺失，BnWRI1–1 存在 2 个氨基酸

的缺失。这种序列上的变化是否会造成该蛋白存在

调控方面的差异，还有待进一步研究。 

2.3 WRI 基因 cDNA 序列系谱聚类分析 

系谱聚类分析结果(图 2)显示，所克隆 WRI1基

1 500 bp
1 000 bp

M     1     2     3 
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因 cDNA在进化关系上同拟南芥 AtWRI1 (At3G54320)
同处 1 个分支，进化关系最近，且 BnWRI1–1、
BnWRI1–2、BnWRI1–3 与克隆自矮脚小白菜的
BraWRI1被聚为一类，BnWRI1–4、BnWRI1–5与克
隆自强夏甘蓝的 BoWRI1被聚为另外一类，且白菜

和甘蓝均存在和拟南芥其他几个 WRI1 基因拷贝相
似的基因序列。由此可见，甘蓝型油菜湘油 15 号
中可能有分别来源于 A基因组和 C基因组的 WRI1
基因，并且 A 基因组与 C 基因组也可能存在不同
WRI1基因拷贝。 

 

 
图 2 白菜、甘蓝、甘蓝型油菜和拟南芥 AP2–Like WRI1 基因编码序列的聚类系谱 

Fig.2 Cladogram of AP2–Like WRI1 coding sequences from Brassica rapa, Brassica oleracea, Brassica napus and Arabidopsis thaliana 
 

2.4 WRI1基因cDNA特异性酶切位点分析及酶切

检测结果 

序列比对和酶切位点分析结果显示，来源于 A
基因组的 BraWRI1、BnWRI1–1、BnWRI1–2 和
BnWRI1–3第 892位核苷酸为鸟嘌呤(G)，而来源于
C基因组的BoWRI1、BnWRI1–4和BnWRI1–5第 880
位核苷酸为腺嘌呤(A)。该变异导致甘蓝和甘蓝型油
菜 C 基因组 WRI1 基因编码序列中有 Bcl I 
(TGATCA)识别位点，而白菜和甘蓝型油菜 A 基因
组 WRI1编码序列没有 BclI识别位点(图 3)。以内切
酶 BclI酶切 3种供试材料纯化后的 PCR产物，1.5%
琼脂糖凝胶电泳检测显示，湘油 15号的 WRI1基因
编码序列 PCR 产物被切成 3 个片段，强夏甘蓝的
WRI1基因编码序列 PCR产物被切成 2个片段，而
矮脚小白菜的WRI1基因编码序列 PCR产物没有被
切开(图 4)。提取阳性克隆质粒(连接至 pMD18–T 
Simple vector)并依照图 5示意方法作双酶切检测，
结果如图 6 所示。由此证明了不同基因组
AtWRI1–Like WRI1基因突变位点的真实存在，并且
可以利用核酸内切酶 Bcl I区分甘蓝型油菜 A和 C

基因组 AtWRI1–Like WRI1基因。 

BraWRI1    AGGAGGCGGTGGTCACTTGCTGCATTGATTCTTCGGAGAG    920 
BnWRI1-1   AGGAGGCGGTGGTCACTTGCTGCATTGATTCTTCGGAGAG    920 
BnWRI1-2   AGGAGGCGGTGGTCACTTGCTGCATTGATTCTTCGGAGAG    920 
BnWRI1-3   AGGAGGCGGTGGTCACTTGCTGCATTGATTCTTCGGAGAG    920 
BnWRI1-4   AGGAGGCGGTGATCACTTGCTGCATTGATTCTTCAGAGAG    908 
BoWRI1     AGGAGGCGGTGATCACTTGCTGCATTGATTCTTCAGAGAG    908 
BnWRI1-5   AGGAGGCGGTGATCACTTGCTGCATTGATTCTTCAGAGAG    908 
方框部分示 Bcl I可识别核苷酸序列；下划线部分示 Bcl I不能识别

的核苷酸序列。 

图 3 特异性酶切位点 Bcl I(TGATCA)两侧核苷

酸序列比对 
Fig.3 Alignment of partial sequence near the Bcl I cutting site 

 
1 湘油 15号；2 强夏甘蓝；3 矮脚小白菜；

M 100 bp DNA marker。 
图 4 甘蓝型油菜、甘蓝、白菜 WRI1 的 PCR

产物 Bcl I 酶切检测结果 
Fig.4 Digestion of WRI1 cDNAs from Brassica napus, Brassica 

oleracea and Brassica rapa by Bcl I 

 

1 500 bp
1 000 bp

M   1   2  3 

HM374502.1/B.napus 
Bra007066/B.rapa 
BnWRI1-3 
BraWRI1 
BnWRI1-1 
BnWRI1-2 

Bol008611/B.oleracea 
BoWRI1 
BnWRI1-4 
BnWRI1-5 
DQ370141.1/B.napus 
At3g54320/AtWRI1 
Bol025192/B.oleracea 
Bra003178/B.rapa 
Bra035137/B.rapa 
At1g79700/AtWRI4 
At1g16060/AtWRI3 
Bra026082/B.rapa 
At2g41710/AtWRI2 
Bra000237/B.rapa 
Bra004641/B.rapa 

70

56

92

53
93

45
80

97

82

100

100 

90
100

53 

100 

100
100

 



 
 

第39卷第3期          施春霖等 甘蓝型油菜WRI1基因 cDNA的克隆与序列分析           251 

 
图 5 双酶切检测示意图 

Fig. 5 Schematic diagram of double digests 
 

 
 

泳道 1和 4,2和 5,3和 6分别为 BnWRI1-1、BnWRI1-2、BnWRI1-3阳性克隆，7和 9,8和 10分别为 BnWRI1-4、BnWRI1-5阳性克隆，
其中 1、2、3、7、8经 BamH І和 Bcl І双酶切处理，4、5、6、9、10经 Bcl I和 Sac I双酶切处理；M 为 5 kb DNA marker。 

图 6 阳性克隆的双酶切检测结果 
Fig.6 Identification of WRI1 cDNAs from Brassica napus with double digests 

 

3 结论与讨论 

提高油菜种子含油量是现今乃至将来育种工

作的重要目标。通过常规育种手段选育出了许多高

含油量、高品质的油菜品种[17–21]。笔者从现今广泛

推广种植的甘蓝型双低油菜品种湘油 15 号中克隆
出的 WRI1基因编码序列是以 GenBank WRI1全长
编码序列 DQ370141 为模板设计得到的引物，经
PCR扩增。扩增产物序列与拟南芥 AtWRI1相似。
序列分析发现，BnWRI1–1、BnWRI1–2、BnWRI1–3
与矮脚小白菜WRI1基因编码序列 BraWRI1来源相
同。另外，BnWRI1–4、BnWRI1–5与强夏甘蓝 WRI1
基因编码序列 BoWRI1来源相同。不同来源的 WRI1
序列上存在差异。聚类分析结果显示，分属 A基因
组和 C基因组的白菜和甘蓝均存在和拟南芥另外 3
个 WRI1 基因拷贝相似的基因序列，而甘蓝型油菜
含有 A组和 C组 2种基因型的染色体，由此推测甘
蓝型油菜也可能存在不同的 WRI1 基因拷贝，并且
有不同的基因组来源，对脂肪酸合成调控作用也可

能各有不同；因此，获得并区分能高效提高含油量

的 WRI1 基因具有重要的现实意义。限制性内切酶
Bcl I的酶切结果不仅证实了突变位点的真实存在，

还为区分甘蓝型油菜 AtWRI1–Like WRI1 基因的 A
和 C基因组的来源提供了新的方法。然而，对基因
功能的研究还需进一步利用转基因手段来验证。

WRI1 基因的克隆和序列分析将对甘蓝型油菜该转
录因子的研究提供素材，并为进一步的转基因研究

和应用打下基础。 
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