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优化 TAIL-PCR方法克隆棉花抗逆相关
转录因子编码基因
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摘要院ABF/AREB/ABI5/DPBF类转录因子属于碱性亮氨酸类蛋白袁 在依赖 ABA的逆境信号传导途径中起重

要的作用遥 本研究结合该类转录因子的结构特点袁利用 3忆 RACE技术和优化的 TAIL-PCR技术成功获得棉花

中三个该家族成员编码基因遥 进一步验证结果表明两步 PCR成功获得基因完整的 ORF尧3忆 UTR以及部分 5忆
UTR序列遥 本研究所获基因为棉花抗逆基因工程提供了候选基因源袁优化后的 TAIL-PCR技术为克隆棉花中

目的基因提供了一种简便高效的方法遥
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ABF/AREB/ABI5/DPBF transcription factors belong to basic leucine zipper protein, this kind of transcription factors

plays an important role in the signal transduction pathways of ABA-dependent abiotic stress. In this study, taking structure char-

acteristics of ABF/AREB/ABI5/DPBF as the research object, we cloned three bZIP encoding genes by 3忆 RACE successfully

from cotton and also optimized the TAIL-PCR conditions. The further experiment results showed that we had got the integrated

sequences of the ORF, 3忆 UTR, as well as part of 5忆 UTR sequence. The genes we cloned will provide candidate genes for resis-

tance genetic engineering of cotton. Furthermore, the optimized methodology of TAIL-PCR will provide an easy and efficient

technology for cloning of target genes.
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ABF/AREB/ABI5/DPBF 类转录因子属于
bZIP类蛋白袁 该类转录因子 C端包含一个高度
保守的碱性亮氨酸拉链结构袁N 端含有三个保
守的结构域咱1-4暂遥 研究发现该类蛋白能够特异结
合ABRE渊pyACGTGGC,ABA responsive element冤
基序袁 在依赖 ABA 的逆境信号传导过程中扮
演着重要的角色咱5-6暂遥 干旱尧高盐等逆境条件将
诱导植物体内 ABA 的生物合成和积累袁 激活
ABF/AREB/ABI5/DPBF类转录因子与 ABRE相

结合咱7暂袁从而调节下游大量抗旱尧耐盐碱等相关功
能基因的表达咱8暂袁提高植物抵御非生物逆境的能
力咱9-13暂遥

随着 GenBank数据库的不断积累及生物信
息学的快速发展袁 越来越多的蛋白得到了聚类袁
为同源克隆提供了重要的信息源遥 然而同一聚类
的蛋白往往只有有限的区域是保守的袁仅仅依靠
同源克隆很难获得基因的全长遥 在利用同源克隆
或 EST库轻松获得目的基因的部分编码序列后袁
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如何快速分离到全长基因袁 尤其是 ORF(Open
reading frame)序列袁是基因功能研究中首要解决
的问题遥 目前袁用于分离基因 cDNA序列最常见
的方法是通过 5忆 RACE获得基因的 5忆端完整序
列和 3忆 RACE获得基因的 3忆端完整序列袁 由于
基因 3忆端具有保守的 Ploy渊A冤结构袁3忆 RACE通
过合成 Olig渊dT冤引物进行 RT-PCR可以快速获
得基因的 3忆端完整序列遥 5忆 RACE在基因克隆
中得到广泛的应用袁 然而其操作步骤复杂袁对
mRNA的纯度要求高尧总量需求大袁因此费时费
力曰而且 mRNA在实验过程中容易降解袁增加了
操作的难度曰另外袁一般的实验室都难以满足 5忆
RACE中所需要的试剂要求袁因此需要购买价格
昂贵的 5忆 RACEK Kit来完成实验袁 极大地增加
了实验成本遥 热不对称交错 PCR渊Thermal asym-
metric interlaced PCR袁TAIL-PCR冤技术咱14暂因快速尧
简单尧 高效等优点而备受研究者所青睐袁 目前
为止已有大量成功的报道咱15-18暂袁本文利用改良的
TAIL-PCR取代 5忆 RACE技术首次从棉花 cDNA
中快速分离到基因的 5忆端核苷酸序列袁并详细地
阐 述 TAIL-PCR 的 优 化 设 计 及 其 在 棉 花
ABF/AREB/ABI5/DPBF类转录因子编码基因克
隆中的应用遥

材料和方法
实验材料

棉花渊 L.冤品
系 Y18R种于大田袁采集干旱处理的幼叶袁立即冻
存于液氮中备用遥

DH5α 由本实验室保
藏曰克隆载体 PMD19-T购买自 TaKaRa生物公司遥

LA Taq聚合酶购自大连宝生物
工程有限公司曰反转录试剂盒尧T4 DNA连接酶购
自 Promega公司曰各种限制性内切酶购自MBI公
司袁引物合成在上海生工生物工程公司遥

实验方法

逆境处理的棉花

幼嫩叶片基因组 DNA 提取采用改良的 CTAB
法袁详见参考文献[6]遥

棉花

总 RNA提取采用热硼酸 /蛋白酶 K法[19]曰cDNA

第一链的合成按照 Promega 公司的反转录试剂
盒进行遥

按 Clontech Smart RACE
试剂盒说明操作袁采用 50 滋L体系遥 循环参数为院
94益 30 s袁94益 30 s袁60益 30 s袁72益 3 min袁40个循
环袁72益 4 min遥将 3忆 RACE所获得的扩增结果提
交到 GenBank中进行 BLAST及 BLASTx袁 筛选
出候选片段进行下一步染色体步移遥

根

据已获得的 3忆端 cDNA序列袁 设计 3个反向的
特异巢式引物 sp1尧sp2尧sp3袁同时袁根据文献等报
道[15-17]设计 11条随机引物 AD1~AD11渊表 1冤袁分
别以棉花基因组 DNA 和 cDNA 做模板进行
TAIL-PCR扩增袁反应条件见表 2袁1%琼脂糖凝胶
电泳检测扩增结果遥

回收

TAIL-PCR第二轮或第三轮 PCR产物,与 T载体
PMD19-T连接后热激转化 DH 5琢感受态
细胞袁蓝白斑筛选阳性克隆袁将 PCR和酶切鉴定
正确的菌株进行测序遥 测序结果利用 Conting
express尧VectorⅢ等生物软件进行分析袁 选取 3忆
端与已知片段具有完全相同重叠区域的候选片

段进行拼接袁根据所获得的核苷酸序列继续向前
步移袁直到获得完整的基因序列遥

结果与分析
ABF/AREB/ABI5/DPBF类转录因子结构分

析及 3忆 RACE简并引物设计
ABF/AREB/ABI5/DPBF 类转录因子家族成

员 N端一般包含 3个保守的结构域 C1尧C2尧C3袁
其长度依次约为 40尧25尧35个氨基酸残基袁 相似
性依次为院31%～79%尧64%～86%尧95%～100%袁
其中高度一致的连续片段长度依次约为 15尧18尧
19个氨基酸残基曰C端有一个保守的 bZIP结构
域袁由约 80个氨基酸残基组成袁包括碱性区和亮
氨酸拉链区遥 分析发现院碱性区含有一个约 37个
氨基酸残基的连续高度保守的区域袁 其序列为:
鄢EKV鄢ERRQRRMIKNRESAARSRARKQAYT
鄢ELEAE鄢袁 且这一高度保守的序列区靠近
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ABF/AREB/ABI5/DPBF 类转录因子的 C 末端袁
因此该区域是简并引物设计的最佳选择 渊图 1冤遥
结合棉花密码子偏爱性的特点袁根据高度保守的
碱性区域设计两条巢式简并引物 bZIPfp1 和
bZIPfp2院

bZIPfp1:5忆 -AWGATHAARAAYMGVGAR-

TCHGCDGCDMGDTCHMGVGC-3忆曰
ZIPfp2:5忆 -GARTCHGCDGCDMGDTCHM-

GVGCHMGVARRCARGCWYAH-3忆遥
渊M:AorC曰K:GorT曰W:AorT曰R:AorG曰Y:CorT曰S:
CorG曰D:AorGorT曰H:AorCorT曰N:AorCorGorT冤

表 1 本文涉及引物

Table 1 Primers used in this paper

Primer name Primer No. Primer sequence
AD Primers AD Primer 1 5忆-NTCGASTWTSGWGTT-3′

AD Primer 2 5忆-NGTCGASWGANAWGAA-3′
AD Primer 3 5忆-WGTGNAGWANCANAGA-3′
AD Primer 4 5忆-TGWGNAGWANCASAGA-3′
AD Primer 5 5忆-AGWGNAGWANCAWAGG-3′
AD Primer 6 5忆-CAWCGICNGAIASGA- 3′
AD Primer 7 5忆-TCSTICGNACITWGGA-3′
AD Primer 8 5忆-STTGNTASTNCTNTGC- 3′
AD Primer 9 5忆-WCAGNTGWTNGTNCTG- 3′
AD Primer 10 5忆-TCTTICGNACITNGGA-3′
AD Primer 11 5忆-TTGIAGNACIANAGG-3′

RACE Primers

RACE rv1 5忆-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3′
RACE rv2 5忆-CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3

ORF Primers GFORFfp 5忆-ATGGGGTCTAATCTGAATTT-3′
GFORFrv 5忆-ATGGTGGTTGAGAACTCTGA-3′

Note S:C or G;W:A or T;N:A or C or G or T

AMV Adaptor
5忆-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG
TTTTTTTTTTTTTTTTTT-3′

表 2 TAIL-PCR反应条件
Table 2 Cycling conditions used for TAIL-PCR

Reaction File No Thermal cycling condition Cycle No.

Primary 1 94益 5 min, 95益 10 min 1

2 95益 15 s, 61益 15 s,72益 30 s 5

4 95益 15 s, 44益 15 s, 72益 30 s 3

6 72益 10 min

Secondary

6 72益 10 min 1

Tertiary

6 72益 10 min 1

3 95益 15 s, 25益 3 min, ramping to 72益 over 3min, 72益 2 min

95益 10 s, 61益 15 s, 72益 2 min

95益 10 s, 61益 15 s, 72益 2 min

95益 10 s, 44益 15 s, 72益 2 min

95益 10 s, 63益 15 s, 72益 2 min

95益 10 s ,63益 15 s, 72益 2 min

95益 10 s, 44益 15 s, 72益 2 min

95益 10 s, 65益 15 s, 72益 2 min

95益 10 s, 65益 15 s, 72益 2 min

95益 10 s, 44益 15 s, 72益 2 min

1

12

15

15

5

7

8
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ABF/AREB/ABI5/DPBF类转录因子编码基
因 3忆端 cDNA序列扩增及筛选
本实验参考 TaKaRa生物公司 3忆-Full RACE

原理袁自行设计反转录引物 AMV Adaptor渊表 1冤袁
利用 AMV Adaptor作为反转录引物进行 cDNA
第一链的合成遥 由于植物体内存在庞大的 bZIP
类转录因子袁 为尽可能减少非特异扩增的影响袁
使用上游外侧的巢式简并引物 bZIPfp1尧bZIPfp2
和根据 AMV Adaptor 设计的 RACE 巢式引物
RACErv1尧RACErv2进行嵌套式 PCR扩增袁以反
转录 cDNA做模板袁 通过巢式 PCR扩增共获得
棉花中 13个阳性克隆 渊图 2为部分扩增结果冤袁
将这些片段回收后与 T载体 PMD19-T连接袁对

PCR和酶切鉴定正确的重组质粒进行测序遥测序
结果可归为两类院含有 Ploy渊A冤结构的序列和不
含 Ploy渊A冤结构的序列遥 对于不含 Ploy渊A冤结构
的序列一般认为是简并引物自身的非特异扩增袁
可直接排除掉曰含有 Ploy渊A冤结构的序列提交到
GenBank库中进行 BLAST及 pBLAST袁 根据比
对结果筛选出目的克隆遥 本实验从获得的 13个
克隆中分离到 3个属于 ABF/ AREB/ABI5/DPBF
家族的编码基因片段遥 本文选择白色箭头标出的
片段为例进行后面的阐述袁经分析标记片段和拟
南芥中已报道的 ABF3/DPBF5相似性最高袁因此
将其命名为 3(尚未发表)遥

图 1 ABF/AREB/ABI5/DPBF类转录因子结构特点渊Ruth R,2002冤
Fig.1 Structural characteristics of ABF/AREB/ABI5/DPBF transcription factors渊Ruth R,2002冤

图 2 3忆 RACE 巢式 PCR扩增结果
Fig.2 Amplification results of 3忆 RACE-nested PCR

TAIL-PCR随机引物筛选及特异引物设计
TAIL-PCR成功的关键在于随机引物的选择

及特异引物的设计袁为了保证 TAIL-PCR在棉花
cDNA扩增中具有较高的特异性和成功率袁 本文
对引物的选择及设计做了如下两点改进院

利用目前已报道的 11条
TAIL-PCR随机引物 AD1~AD11渊表 1冤与棉花中
特异引物进行组合扩增袁通过比较分析筛选获得
4条棉花中扩增效果较为理想的随机引物院AD1尧
AD2尧AD10尧AD11袁 其中 AD10和 AD11在棉花
cDNA扩增中的效果优于其他随机引物 渊图 3为
随机引物 AD1尧AD2尧AD10尧AD11在棉花 cDNA
中的扩增结果图冤遥推测其原因是 AD10和 AD11
两条随机引物长度较短且简并性较高袁因此结合

位点较多且退火温度较低袁在利用 TAIL-PCR超
级循环程序进行扩增时袁较多的结合位点保证了
相对较短的 cDNA做模板时的结合率袁较低的退
火温度极大地减少了随机引物自身的非特异扩

增袁从而提高了扩增成功率遥
特异引物设计基本遵循一

般 PCR引物设计原则咱20暂袁为了提高 TAIL-PCR扩
增的特异性袁本实验进行了两处重要改进院①三
条特异引物退火温度均高于 60益袁 低于 72益袁且
三条特异引物 sp1尧sp2尧sp3退火温度依次升高袁
使第一轮及第二轮 TAIL-PCR 中的非特异扩增
片段得不到进一步有效扩增袁提高终产物扩增的
特异性曰②特异引物 3忆 末端 5~10个碱基中适当
提高 G尧C含量袁 尤其是 3忆末端 5个碱基设计时
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不要出现二联体或三联体的 A或 T袁同时增加 G
或 C碱基的个数渊最好逸3个冤袁这样可以很大程
度地减少特异引物的自身非特异扩增 遥 以

3基因克隆为例袁 根据 2.2中所获得核苷
酸序列信息袁设计三条反向嵌套的 TAIL-PCR特
异引物GFSP1尧GFSP2尧GFSP3袁 序列如下院GFSP1院
5忆 -ACCACTCTGCAGGCCACTAGACCTG-3忆 曰
GFSP2院5忆-GCTGTTGTCTCTGCTGTGAATGT-
GAGTG-3忆 曰GFSP3院5忆 -CACCAACCGGTGTGCA
TATCTTCCCTCAC-3忆遥GFSP1尧GFSP2尧GFSP3的

退火温度依次为 63益尧66益尧68益袁GFSP1和 GF-
SP2尧GFSP2 和 GFSP3 引物间序列间隔依次为
168 bp尧90 bp, 与随机引物 AD10配对 TAIL-PCR
扩增袁结果如图 3所示渊Line8尧Line9尧Line10冤袁从
扩增片段 2尧3尧4可以看出袁 第一轮和第二轮尧第
二轮和第三轮扩增产物之间的大小差异与特异

引物 GFSP1和 GFSP2尧GFSP2和 GFSP3之间的
序列间隔基本一致袁经测序分析扩增片段 3来自
于 2袁 扩增片段 4 来自于 3袁 因此袁 经过三轮
TAIL-PCR扩增获得了一致的结果遥

图 3 GhABF3基因 5忆 端 TAIL-PCR电泳分析
Fig.3 Electrophoresis analysis of TAIL-PCR amplified products

ABF/AREB/ABI5/DPBF 类转录因子编码基
因 5忆 端 cDNA序列 TAIL-PCR分离及筛选

3 基因 5忆 端 TAIL-PCR 共回收 4 个
特异扩增片段渊图 3中 1尧4尧5尧6冤袁测序结果分析
发现 1尧4和 6三个片段之间除了有个别的碱基
差异外其他序列基本一致袁 而且三个片段的 3′
端序列与已知的基因片段完全一致袁说明随机引
物 AD1尧AD10尧AD11参与的扩增获得了目的结
果袁即 GhABF3基因的 5忆端序列部分遥 这三个基
因之间个别碱基的差异可能是测序误差或 PCR
过程中碱基突变所致袁通过后期验证可以将这一
问题解决遥 因此袁改良后的 TAIL-PCR技术可以
很 好 地 从 棉 花 cDNA 中 克 隆 ABF/AREB/
ABI5/DPBF类蛋白编码基因遥 在 1%的琼脂糖凝
胶上各取适量 TAIL-PCR第一轮尧第二轮及第三
轮扩增产物电泳袁回收与理论相符的第二轮及第
三轮 TAIL-PCR扩增片段袁 即第一轮和第二轮尧

第二轮和第三轮扩增产物之间的大小差距与特

异引物 sp1和 sp2尧sp2和 sp3之间的大小差别相
当的扩增产物袁 回收产物与 T载体 pMD19-T连
接袁 对 PCR及酶切鉴定正确的重组质粒进行测
序袁 利用 Conting express尧VectorⅢ等生物软件对
测序结果进行分析袁 筛选获得目的基因扩增片
段遥 对于序列较大的基因袁一次 TAIL-PCR不一
定能够获得完整的基因序列袁因此需要以新获得
的核苷酸序列为基础袁继续向 5忆 端进行步移袁直
到获得基因 5忆 UTR区的序列遥

所获基因 cDNA序列的验证
ABF/AREB/ABI5/DPBF 类转录因子家族成

员之间存在保守的结构域袁 因此袁 对通过改良
TAIL-PCR 及 3忆 RACE 技术两步法获得的全长
基因编码序列进行验证是非常必要的遥 利用生物
信息学预测拼接后的 GhABF3基因转译起始位
点及终止位点袁并依据起始及终止端序列设计引
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物 GFORFfp 和 GFORFrv袁 分别以棉花基因组
DNA及 cDNA为模板进行 PCR扩增渊图 4冤遥 在
棉花基因组及 cDNA中均扩增出单一的目的条
带袁且 cDNA中获得的扩增结果与理论预测值大
小一致袁表明 TAIL-PCR获得的 5忆 端核苷酸序列

与 3忆 RACE获得的 3忆端核苷酸序列来自同一个
编码基因遥 经回收尧克隆尧测序袁结果与两步法获
得的 cDNA拼接序列完全一致袁说明本实验成功
获得了 GhABF3基因完整 ORF序列尧3忆UTR 序
列及部分 5忆 UTR序列遥

图 4 A: 3基因 ORF以基因组做模板扩增结果曰B: 3基因 ORF以 cDNA做模板扩增结果
Fig.4 A:Electrophoresis analysis of 3 Gene ORF from Genome chromosome;

B:Electrophoresis analysis of 3 Gene ORF from cDNA

讨论
当前袁尽管有很多物种已经完成了基因组测

序袁如人尧小鼠尧线虫尧水稻尧拟南芥等袁可以从数
据库中轻松地找到已知片段的侧翼序列袁然后通
过 RT-PCR 获得基因的 cDNA 序列袁但是袁自然
界中绝大多数生物基因组 DNA序列仍然未知袁
如何利用 EST渊Expression Sequence Tag冤或同源
克隆片段快速简单地分离基因的 cDNA序列尤
其是 ORF序列袁仍是研究基因功能的关键步骤遥
真核生物中除了 degraded mRNA尧rRNA尧tRNA
外袁 其它 mRNA 的 3忆 末端均含有固定的 Poly
渊A冤结构袁利用这一结构特点袁可以通过 3忆 RACE
技术分离获得基因的 3忆端序列遥 目前袁5忆端序列
分离的主要方法是 5忆 RACE袁该方法能够获得基
因的全长 cDNA序列袁而且特异性较好袁灵敏度
较高袁在很多实验室中都取得了成功遥 然而该方
法操作步骤复杂袁 需要进行如下操作院渊1冤 去掉
Total RNA中 5忆 裸露的磷酸基团曰渊2冤 去掉 mR-
NA的 5忆帽子结构曰渊3冤 连接 5忆 RACE Adaptor曰
渊4冤反转录合成 cDNA曰渊5冤基因克隆遥 其中袁1~3
步骤均是在 RNA水平的操作袁步骤繁琐尧耗时较

长袁而 mRNA又极易降解袁因此对操作者的要求
极高曰5忆 RACE对 Total RNA 需求的量较大尧纯
度较高袁一般需要高纯度的总 mRNA的量为 2~5
滋g袁尽管如此袁对于丰度较低的基因仍很难分离曰
并且袁5忆 RACE 技术需要的试剂多尧 纯度要求
高袁 目前几乎所有实验室均是利用公司购买的
5忆 RACE试剂盒进行基因的克隆袁极大地增加了
实验成本遥 本实验采用改良的 TAIL-PCR法取代
5忆 RACE方法分离基因的 5忆端序列袁 为全长基
因克隆提供了一种新选择遥 改良后的 TAIL-PCR
技术很大程度地弥补了原 TAIL-PCR 技术非特
异扩增高尧成功率低的缺陷袁通过随机引物的筛
选及特异引物设计的改进袁 极大地提高了 TAIL
超级循环中特异扩增的效率袁操作简单袁3轮超级
循环在一天内就可完成袁 而且模板需求量仅为
20~200 ng袁因此省时省力尧快速高效遥 改良后的
TAIL-PCR技术对试剂尧仪器等的要求相对较低袁
一般实验室均可满足要求袁因此是进行全长基因
克隆的理想选择袁具有较广泛的应用空间遥
干旱尧高盐等非生物胁迫是棉花产量和品质

的重要限制因子袁严重地限制了我国棉花产业的
稳步发展遥 本文利用 3忆 RACE及改良 TAIL-PCR
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结合的方法从棉花 cDNA 中克隆获得了 3 个
ABF/AREB/ABI5/DPBF类转录因子编码基因袁对
其它物种的研究发现 ABF/AREB/ABI5/DPBF类
蛋白在响应干旱尧高盐等外界环境胁迫的信号传
导过程中起着重要的作用咱4-6袁13-14袁21暂遥 因此袁利用转
录因子来改良棉花的抗逆性袁 将能够获得较为
理想的综合效果袁 而本文中分离获得的 ABF/
AREB/ABI5/DPBF类转录因子编码基因为开展
棉花抗逆基因工程提供了优良的候选基因源遥
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