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表 2  RT-PCR 反应体系与条件 
Table 2  RT-PCR reaction system and conditions 

PCR 反应体系 PCR 反应条件 

LA Tap 0.5 μL  
LA Tap Buffer 5.0 μL 94 ℃预变性，3 min
dNTP Mixture 8.0 μL 94 ℃变性，30 s 
DHmF (10 μmol/L) 0.5 μL 55 ℃退火，30 s，25 个循环

DHmR (10 μmol/L) 0.5 μL 72 ℃延伸，30 s 
cDNA 1.0 μL 72 ℃延伸，10 min
ddH2O 34.5 μL 4 ℃保存 
总量 50.0 μL  

2.3  阳性克隆的筛选与鉴定 
取 4 μL 胶回收产物与 1 μL pEASY-T1 载体混

合，于 PCR 仪中 25 ℃反应 10 min。将连接产物加

到 50 μL Trans-T1 感受态中，冰浴 30 min，42 ℃热

激 30 s，冰浴 2 min，加入 250 μL 不含抗生素的液

体 LB 培养基，37 ℃，200 r/min 振荡培养 1 h 后均

匀涂在含有卡那霉素的固体 LB 培养皿中，37 ℃培

养过夜。次日挑取单菌落，将经过 PCR 验证为阳性

的样品，提取质粒，双酶切鉴定正确后送到上海生

工生物技术有限公司测序。 
2.4  CtDHDPS 基因片段的序列分析 

将测序正确的 CtDHDPS 基因在 NCBI 网站上

进行 BLAST 分析，并与其他物种的 DHDPS 基因进

行同源性比较。 
2.5  红花不同发育时期种子中CtDHDPS基因的表

达分析 
提取红花不同发育时期籽粒总 RNA，反转录成

cDNA。以EF1A和60 S作为内参基因，根据CtDHDPS
基因片段设计荧光定量分析所需的引物，见表 1。采

用 2 步法，分析 CtDHDPS 在不同发育时期红花籽粒

中的表达量，内参与样品设置 3 个复孔，根据表 3 所

示的反应体系与反应条件进行 RT-PCR。 
表 3  RT-PCR 反应体系与反应条件 

Table 3  RT-PCR reaction systems and conditions 

PCR 反应体系 PCR 反应条件 

SYBR Premix Ex Taq TM 10.0 μL  

DHF (10 μmol/L) 0.4 μL 95 ℃、30 s 

DHF (10 μmol/L) 0.4 μL 95 ℃、5 s 

ROX 0.4 μL 58 ℃、20 s，40 个循环

cDNA 2.0 μL 95 ℃，20 s 

dH2O 6.8 μL 58 ℃，30 s 

总量 20.0 μL 95 ℃，20 s 

3  结果与分析 
3.1  红花种子总 RNA 的提取 

按照RNAisoPLUS提取试剂盒说明书提取红花

种子总 RNA，经 1%琼脂糖凝胶电泳检测结果（图

1），红花种子总 RNA 有 28 S 与 18 S 2 条带，且 28 
S 带的亮度大概是 18 S 带的 2 倍，说明所提红花

RNA 无降解，完整性较好，可以用于后续实验。经

微量核酸检测仪检测红花种子总 RNA 质量浓度均

在 1 μg/μL 左右，可以满足后续实验的要求。 
3.2  目的片段的 RT-PCR 扩增 

根据上述步骤提取的红花种子总 RNA，反转录

成 cDNA，以 cDNA 为模板，利用核心片段引物进

行 RT-PCR 扩增。经琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物

在 396 bp 处有 1 条特异性条带（图 2）。 
3.3  目的片段克隆载体构建及测序检测 

通过胶回收纯化目的片段，并连接 pEASY-T1
克隆载体，将连接产物转化 Trans-T1 感受态细胞， 

  
1～2-红花种子总 RNA 

1—2-Total RNA in safflower seed 

图 1  红花种子总 RNA 电泳图 
Fig. 1  Eletrophoresis of total RNA in safflower seed 

       
M-Marker  1-阴性对照  2～4-CtDHDPS 核心片段 

M-Marker  1-NC  2—4-core fragment of gene encoding CtDHDPS 

图 2  CtDHDPS 基因核心片段 RT-PCR 电泳图 
Fig. 2  Core fragment of gene encoding CtDHDPS in 
safflower amiplified by RT-PCR 
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