
第45卷 第 1期 

2017年 1月 

河南师范大学学报(自然科学版) 

Journal ofHenan Normal tiniversity(Natural Science Edition) 

If．45 ，v0．1 

Jan．2017 

文章编号：1000—2367(2017)01—0056—05 DOI：10．16366／j．cnki．1000—2367．2017．01．009 

菠菜性别差异 NUPTs序列的克隆及分析 
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摘 要 ：质体DNA向核基因组转移能够形成核质体 DNA，核质体 DNA序列的插入是推动动植物基因组及染 

色体组演化的重要动力．但是核质体 DNA的插入和植物性染色体起源及演化之间的关系仍不清楚．以雌雄异株植物 

菠菜为材料，利用基因组消减杂交技术筛选分离菠菜雌雄基因组差异的NUPTs序列 ，并进行验证和分析．结果表明， 

从构建的菠菜消减杂交文库中共得到39条长度为75～308 bp的雌雄差异序列，其平均长度约为 154 bp．对获得的 

序列进行 Blastn同源比对发现了12条序列为叶绿体基因组来源序列，这些序列与菠菜叶绿体基因组相似度在98％ 

以上，说明所获得的差异片段为核质体 DNA序列．将筛选出的核质体 DNA序列进行进一步验证后获得了两个稳定 

的长度分别为 146 bp和 199 bp的雄性偏好核质体 DNA序列 ，说明所获得的两个 NUFFs序列在菠菜雄性基因组中有 

更多的累积． 
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1982年，Ellis̈ 提出“杂乱 DNA”的概念，他发现这些杂乱 DNA在核基因组、叶绿体基因组和线粒体基 

因组之间可以进行移动．DNA序列从质体或线粒体转移到细胞核中 J，然后整合到核基因组中分别形成 

核质体 DNA(nuclear plastid DNA，NUPTs)或核线粒体 DNA(nuclear mitochondrion DNA，NUMTs)，其 中， 

NUPTs在核基因组中的插入在植物中普遍存在，不仅能够导致基因组的不稳定，而且和染色体的结构变异也 

存在一定的联系，是基因和基因组进化的重要推动力． 

目前研究表明，NUPTs在植物中往往以多拷贝形式存在，并且在染色体分布上多出现在着丝粒等异染色 

质位置．这些现象说明，NUPTs在染色体组的分布具有重复序列的分布特征，可能和植物某些特殊染色体，如 

性染色体的起源和演化具有一定的联系．但是，目前为止仅从三种雌雄异株植物的性染色体上发现了 NUPTs 

序列．2004年，Vyskot等 利用荧光原位杂交技术，对酸模(Rumexacetosa)和白麦瓶草(Silenelatifolia)的叶绿 

体基因组序列进行 了染色体定位．发现在酸模的 Y1和 Y2染色体上都存在 NUPTs序列．而白麦瓶草基因组 

中的NUPTs仅定位于Y染色体的着丝粒区域 ．2006年，Kejnovsky等人从白麦瓶草 Y染色体的重组抑制 

区分离的一个 BAC7H5克隆中含有叶绿体基因组的一部分，表明这些叶绿体序列已经在 Y染色体上积累， 

也可能导致 Y染色体体积的膨胀 J．在番木瓜 x染色体和 Y染色体的 HSY区域上的 NUPTs序列进行分析 

发现，只有 12％的叶绿体保守序列的积累，这表明细胞器 DNA积累发生在 HSY重组抑制之后 ．这些有限 

的证据说明NUPTs序列可能和植物性染色体的起源和演化有关．但是对于NUPTs在植物染色体上的分布特 

征研究较少，尤其是在雌雄异株植物的性染色体上 NUPq、S的分布模式及其和性染色体起源和演化之间的关 

系仍不清楚．因此，本文以雌雄异株植物菠菜为材料，利用雌雄基因组消减杂交技术分离分析菠菜核基因组 

中性别差异的NUPTs序列并对其进行分析，为进一步分析NUPTs在菠菜性染色体起源及演化中的作用提供 

理论资料． 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 植物材料 

菠菜(Spinacia oleracea)品种“日本大叶菠菜”栽培于河南师范大生命科学学院实验基地．在菠菜开花期 

鉴别雌雄． 

1．2 方法 

1．2．1 菠菜基因组 DNA的提取 

分别取雌、雄菠菜各 1O株的叶片等量混合后按照文献[8]方法提取 DNA组成雌雄基因池． 

1．2．2 基因组消减杂交文库构建 

将雄性 DNA在37 cc用 Mbo I进行酶切，酶切产物纯化后用做 Tester DNA(依据 Takara MiniBEST DNA 

Fragment Purification Kit Ver．4．0纯化试剂盒说明书进行纯化)．取适量雌性基因组 DNA，置于沸水浴中煮沸 

70 min，破碎成大小约为500 bp的具有平末端的小片段后电泳检测制成 driver DNA． 

取4 g Tester DNA和 200 g的 Driver DNA按照 1：50比例混合，沸水浴中煮沸 10 min．将反应物混合 

在4 mL的PERT溶液(8％的苯酚，1．25 mol／L高氯酸钠，0．12 mol／L磷酸氢二钠，Ph 6．8)的三角瓶中室温 

退火 72 h，期问振动增加 DNA复性．将杂交液用0．45 m的有机滤膜进行抽滤，然后用氯仿：异戊醇(24： 

1)抽提两次，加 1／10的醋酸钠和 2．5倍的冰乙醇沉淀，室温 12 000 r·min 离心 10 min，弃上清，7O％的乙 

醇洗两遍 ，乙醇沉淀 PERT DNA．吹干后溶于适量的无菌水中保存备用． 

1．2．3 消减杂交片段的连接转化 

将消减产物与载体 PUC1 19连接并转化大肠杆菌感受态细胞 DH5 ，连接转化操作按照文献[9]方法进 

行．用通用引物 M13进行阳性克隆的检测，检测 PCR反应条件如下：94℃，5 min；94℃，30 s，55℃，45 S， 

72℃，1．5 min，35个循环；72℃，10 min．扩增产物用 1．5％的琼脂糖凝胶电泳进行检测． 

1．2．4 雌雄差异片段的斑点杂交及测序 

分别取 1．5 IxL菌落 PCR扩增产物逐个点在划有格子的尼龙膜上，分别以雌雄菠菜基因组 DNA为探针 

进行斑点杂交．探针的标记按照 Random Primer DNA Labeling Kit Ver．2．0和 DIG High Primer DNA Labeling 

and Detection Starter Kit试剂盒说明书进行．斑点杂交程序按照文献[10]方法进行．根据斑点杂交结果，筛选 

出雌雄信号差异显著的单克隆进行测序． 

1．2．5 NUPTs的鉴定及雌雄差异性验证 

将测序得到的差异序列用 NCBI中的 Blast进行同源性搜索，筛选出与叶绿体基因组有关的序列．采用 

Primer 6对这些序列设计引物(表 1)，分别以菠菜的雌雄基因组为模板进行 PCR扩增，验证其性别差异性． 

PCR扩增是在20 L体系内分别加入 200 ng雌雄基因组模板，0．2 L Taq酶，1．5 dNTP，2．0 L 10 X 

PCR buffer，0．5 IxL上下游引物(表 1)进行 PCR扩增．扩增反应条件为：94℃预变性 5 min；94℃变性 30 S， 

55 cI=退火 45 S，72℃延伸 1．5 min，20个循环；72℃延伸 10 min．扩增产物用 1．5％的琼脂糖凝胶电泳检测． 

表 1 引物序列汇总表 

2 结果与分析 

2．1 菠菜基因组酶切及高温破碎效率 

菠菜雄性基因组 DNA在 100 L体系下经过 。1过夜酶切后的产物电泳结果表明
，酶切产物呈现均匀 
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的异染色质化 ．现有的证据表明，植物的性染色体上积累有大量的包括 NUPTs在内的重复序列，因此推 

测这些 NUPTs和性别决定区的异染色质化有可能参与了早期性染色体的演化过程．在雌雄异株植物酸模的 

Y染色体上发生大面积的异染色质化并伴随Y染色体功能丧失的现象⋯ ，形成了两条组成型异染色质 

的Y染色体 。j．在酸模整个 Y染色体有几乎叶绿体基因组序列的分布，而在白麦瓶草 Y染色体上，NUPTs 

的分布主要位于着丝粒区域 ，而该区域往往是高度异染色质化的．这些有限的证据说明 NUPTs在植物性 

染色体的起源及演化中可能扮演了重要的角色，但是仍需更多更深入的研究来揭示 NUPTs的作用机制．本 

研究采用消减抑制杂交并通过多种方法的验证最终获得了两条在菠菜雄性基因组中累积较多的 NUPT序 

列，由于菠菜属于 XY染色体性别决定系统，雌雄的主要差异体现在其性染色体 x和 Y染色体上，所以这两 

条序列极有可能在 Y染色体上累积比x染色体上多．尽管这些推测还需要进一步的定位的实验证据，但这 

些序列的获得为进一步研究 NUPTs在菠菜性染色体演化过程中的作用提供了基础资料． 
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Predictive Value of Serum miR 一25，miR 一223，and miR 一373 as 

Promising Biomarkers in Esophageal Squamous Cell Carcinoma 
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Abstract：It is to investigate the feasibility of serum miRNA as a diagnostic marker．The relative expression of miR 一25， 

miR一223 and miR一373 were detected in serum among health control，esophageal squamous cell carcinoma patients before and after 7 

days of surgery and in esophageal squamous cell carcinoma and adjacent tissues by qRT——PCR with stem——loop primer．The experiment 

results showed that the relative expression of three kinds of serum miRNAs were higher at preoperative esophageal squamous cell cancer 

patients than health control and the patients at 7 days after surgery．AUC were 0．794，0．839 and 0．873 among three miRNA，respec— 

tively．At the same time the levels of three miRNAs were higher in cancerous tissue than in adjacent tissues．Therefore the three miR-- 

NAs in serum mainly come from tissues and higher expression of three serum miRNAs resulted from esophageal cancer tissues．These re— 

suits suggested that miR一25，miR一223，and miR373 have great potential to be as candidate of diagnostic mal'kers． 

Keywords：esophageal squamous cell carcinomas；serum；miRNA；diagnostic markers 
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Cloning and Analysis of Sex-biased NUPTs in Spinach 

Li Shufen，Jia Keli，Su Ting，Yuan Jinhong，Deng Chuanliang，Gao Wujun 

(College of Life Sciences，Henan Normal University，Xinxiang 453007，China) 

Abstract：The transfer of plastid DNA into nuclear genome leads to the formation of nuclear plastid DNA(NUFF)．The inser- 

tion of NUFFs is an important force to drive the evolution of genome and chromosomes both in animals and in plants．However，it is 

still unclear about the relationship between the insertion of NUPTs and pla~t sex chromosome origin and evolution．In this study，sex 

different NUPT sequences were screened and isolated using genome substractive hybridization technique．and further validation and a— 

nalysis were also conducted．A total of 39 valid sequences with the length between 75 bp and 308 bp(average of 154 bp)were ob- 

rained from the spinach substractive hybridization hbrary．Blastn searching revealed that 12 sequences were related to chloroplast DNA， 

showing over 98％ similarity-with spinach chloroplast DNA．The results indicated that these 12 sequences were NUPTs in spinach ge— 

nome．Finally，two stable male—biased NUPTs with size of 146 bp and 199 bp were obtained by further genomic semi—quantitative PCR 

validation，demonstrating that these two NUPTs accumulated more in spinach male genome than in female genome． 

Keywords：Spinaciaoleracea；nuclear plastid DNA；male-biased 


