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黄河蜜甜瓜 1-氨基环丙烷 1-羧酸合成酶
基因片段的克隆和反义载体的构建
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　　[摘　要 ]　从伤诱导的黄河蜜甜瓜 (Cucum is m elo cv. H uanghem i) 成熟果实的中果皮组织中分离总 RNA , 经

反转录和 PCR 扩增得到 974 bp 的 cDNA 片段, 克隆到质粒载体 pGEM 23zf, 经测序与 Genbank 中甜瓜 12氨基环丙

烷 12羧酸合成酶 (12am ino2cyclop ropane212carboxylie acid syn thase,A CS) 基因同源性为 99%。克隆片段经双酶切

消化, 反向插入到植物表达载体 pB I121 的 35S 启动子和NO S 终止子之间, 构建成A CS 基因的反义表达载体。
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　　乙烯在高等植物的生长、发育、成熟、衰老过程

中起着重要作用[1, 2 ] , 乙烯的产生与果实的软化、腐

烂有密切关系[3 ]。1979 年,A dm an 和Yang [3 ]阐述了

乙烯的生物合成途径为: 甲硫氨酸 (M ET ) →S2腺苷

甲硫氨酸 (SAM ) →12氨基环丙烷 12羧酸 (A CC) →

乙烯。在这个合成途径中, SAM 向A CC 的转化由

12氨基环丙烷 12羧酸合成酶 (A CS) 催化形成, 此步

骤是乙烯生物合成的限速步骤[2, 4 ]。Sato 和 T helo2
gis[5 ]首次报道从南瓜 (Cucum is z ucch in i) 果实切片

中分离到编码A CS 的 cDNA 序列。此后相继报道

从多种植物中克隆到 A CS 的 cDNA 和染色体

DNA , 如番茄[6, 7 ] , 甜瓜[8 ]等。反义RNA 技术是转录

后基因沉默 (PT GS) 的一种, 其可能的作用机制是

同时转录的正义和反义 RNA 形成互补的双链

RNA (dsRNA ) , dsRNA 被核酸酶切割成 21～ 25 n t

的干扰性小 RNA (siRNA ) , 由 siRNA 介导识别并

靶向切割同源性靶mRNA 分子而实现基因沉默[9 ]。

利用反义A CS 基因调控乙烯的合成, 从而延迟果实

成熟的成功例子很多[10, 11 ]。黄河蜜甜瓜是甘肃特产

的厚皮甜瓜, 果实甘甜、营养丰富、风味独特, 但采后

病害严重, 不耐储藏, 严重影响了甜瓜的生产及储

运。控制果实成熟过程中乙烯的产量是减少产后病

害损失的有效方法之一, 但是应用传统方法解决这

个问题一直没有得到理想结果。本研究拟通过反义

RNA 技术获得转反义A CS 基因的黄河蜜甜瓜植

株, 以期获得耐贮藏的甜瓜品种, 改善黄河蜜甜瓜的

保鲜问题。作为前期工作, 本研究介绍黄河蜜甜瓜

A CS 基因编码区 cDNA 的克隆和表达其反义A CS

双元载体的构建。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　植物材料　黄河蜜甜瓜果实购自当地市场。

质粒载体和细菌菌株　质粒载体 pGEM 23zf 购

自 P rom ege 公司; 双元载体 pB I121, 根 癌 农 杆 菌

(A g robacterium tum ef aciens) 菌株 LBA 4404 (Strr )

和大肠杆菌 (E scherich ia coli) 菌株DH 5Α由中国农

业大学植病生防室保存。

工具酶及生化试剂　反转录酶M 2M LV , RNA

酶抑制剂和DNA 回收试剂盒购自鼎国生物公司,

T aq 酶及 PCR 相关试剂购自欣经科生物公司。

DNA 连接酶及其他限制性内切酶购自华美公司,

DNA 测序由上海申友生物公司完成。

1. 2　方　法

1. 2. 1　大肠杆菌DH 5Α的培养　挑取单菌落接种

于液体 LB 培养基中, 37 ℃振荡培养至 OD 600 =

0. 5, 收集细胞用于连接物转化。电击转化后均匀涂

于附加有氨苄青霉素 (Amp ) (100 ΛgömL ) , X2gal
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(40 ΛgömL ) , IPT G (20 ΛgömL )的LB 平板上, 37 ℃

温箱中培养过夜。

1. 2. 2　农杆菌LBA 4404 (Str r) 的培养　挑取单菌

落接种于含有硫酸链霉素 (Str) (125 ΛgömL ) 的液

体LB 培养基中, 28 ℃振荡培养至OD 600 = 0. 3～

0. 4, 收集细胞用于转化。转化液均匀涂于附加有硫

酸链霉素 Str (125 ΛgömL ) 和卡那霉素 (Kan) (100

ΛgömL )的LB 平板上, 28 ℃温箱中培养 36～ 48 h。

1. 2. 3　总 RNA 的分离　从市场购回的黄河蜜瓜

果实放置于 25 ℃温箱中保湿 5 h 后取出, 一切两

半, 以伤诱导A CS 基因的表达[12 ]。分别间隔 0. 0,

1. 0, 2. 0, 3. 0, 3. 5, 4. 4, 5. 0 h 取中果皮组织约 5 g,

切成 1 mm 厚的薄片, 立即放入液氮中研磨, 用L iC l

沉淀法从多糖材料黄河密瓜果实中提取总

RNA [13 ]。

1. 2. 4　R T 2PCR 和A CS 基因 cDNA 的克隆　分

别以伤诱导 0. 0, 1. 0, 2. 0, 3. 0, 3. 5, 4. 4, 5. 0 h 的甜

瓜中果皮组织中提取的总 RNA 为模板, 以O ligo

(dT ) 15为引物, 按照M 2M LV 反转录方法反转录成

cDNA 第一链, 再以 cDNA 第一链为模板进行 PCR

扩增, 引物以 Genbank 中葫芦科A CS 基因 cDNA

的保守序列设计。P 1: 5′acacg agcac aaata a t tcc ag,

P 2: 5′gccag gagaa cat tg agct t。反应条件为: 94 ℃预

变性 4 m in; 94 ℃ 1 m in, 55 ℃ 1 m in, 72 ℃ 1 m in,

共 35 个循环; 72 ℃终延伸 10 m in。反应体积 50 ΛL。

扩增完毕后电泳检查, 用酚ö氯仿抽提和乙醇沉淀法

从反应混合物中纯化扩增到的 cDNA 片段。纯化的

片段克隆到经限制性内切酶 Sm a É 消化的质粒载

体 pGEM 23zf。

1. 2. 5　反义载体的构建　重组质粒经限制性内切

酶 S acÉ 和 X baÉ 消化后, 从胶中回收小片段, 与经

X ba É 和 S acÉ 消化的质粒载体 pB I121 大片段连

接, 连接产物转化感受态大肠杆菌 E. coli DH 5Α, 在

含有卡那霉素 (Kan) (100 ΛgömL ) 的LB 平板上筛

选阳性菌落, 碱法提取质粒并酶切鉴定。重组质粒用

反复冻融法转化根癌农杆菌LBA 4404 (Strr) , 在含

有卡那霉素 (Kan) (100 ΛgömL ) 和硫酸链霉素 (Str)

(125 m göL )的LB 平板上筛选阳性克隆并提取质粒

酶切鉴定。反义载体的构建过程见图 1。

图 1　A CS 反义表达载体 pBA CS 的构建过程

F ig. 1　Construction of an tisense exp ressing vecto r pBA CS
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2　结果与分析

2. 1　cDNA 的合成和A CS 基因 cDNA 克隆

　　以总RNA 为模板,O ligo (dT ) 15为引物, 反转录

成 cDNA 第一链, 再以 cDNA 第一链为模板, 以 P 1

和 P 2 为引物进行 PCR 扩增。PCR 产物经电泳检

查, 只有诱导 2. 0, 3. 0, 4. 4 h 的样品有 PCR 产物,

扩增的A CS cDNA 片段约为 1 kb, 与预期大小一致

(图 1, 泳道 6)。有文献报道[14 ] , 甜瓜A CS RNA 以

伤诱导 4～ 5 h 的产量最高, 本研究选取诱导 4. 4 h

的 PCR 产物做后续工作。扩增后的 cDNA 片段以

平端插入 pGEM 23zf 的 Sm aÉ 位点。重组质粒命名

为 pA CS44, 并经限制性内切酶消化和电泳分析验

证 (图 2)。

测序结果显示该片段长 974 bp , 其核苷酸序列

与 Genbank 中报道的日本甜瓜品种“A ndes”M E 2

A CS 1、黄瓜 A CS 和番茄 A CS 的同源性分别为

99% , 95% 和 84% , 推导的氨基酸序列与甜瓜、黄

瓜、番茄的氨基酸序列同源性分别为 98% , 96% ,

70% (Genbank database) (图 3)。

图 2　pA CS44 的限制酶分析

1. 1 kb ladder; 2. Kp nÉ 消化; 3. S a lÉ 消化; 4. X baÉ + S acÉ 消化;

5. E coR É 消化的 pGEM 23zf; 6. PCR 产物

F ig. 2　A nalysis of pA CS44 w ith restrict ion enzym e

1. 1 kb ladder; 2. Kp nÉ digestion; 3. S a lÉ digestion;

4. X baÉ + S acÉ digestion; 5. P lasm id pGEM 23zf

digested w ith E coR É ; 6. PCR p roduct

图 3　黄河蜜甜瓜A CS 推导的氨基酸序列及其与其他作物A CS 氨基酸序列的比较

3 表示相同的氨基酸; É . 黄河蜜瓜; Ê . 甜瓜; Ë . 黄瓜; Ì . 番茄

F ig. 3　Comparison of derived AA sequence and o ther crop speciesπAA sequence of A CC synthase

3 p resen ts the sam e AA ; É . Cucum is m elon cv. H uanghe; Ê . Cucum is m elon;

Ë . Cucum is sa tivus; Ì . L y cop ersicon escu len tum

2. 2　反义表达载体的构建

A CS cDNA 片段可由 pA CS44 上经 X ba É 和

S acÉ 双酶切切下, 所得到的A CS 基因片段表达方

向为S acÉ →X baÉ。该片段连接上X baÉ 和S acÉ

双酶切的真核表达载体pB I121 后, 构建成新的载体

pBA CS, 其由 35S 启动子带动的转录方向为 X baÉ

→S acÉ , 形成A CS 的反义mRNA (图 3)。克隆的

cDNA 片段第 24 和 638 位有 2 个 E coR É 位点, 用

X ba É 和 S acÉ 消化后只留下 638 位的 E coR É 位

点, 质粒 pB I121 的NO S 终止子下游有 1 个 E coR É

位点, 若携带有部分克隆载体 pGEM 23zf 序列的

cDNA 片段以反方向插入 35S 启动子和NO S 终止

子之间, 则用限制性内切酶 E coR É 消化会切下一个

904 bp 的片段。E coR É 消化和电泳分析结果 (图 4)

说明, A CS 基因片段的反义表达载体已经成功构

建。
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图 4　反义表达载体的限制酶分析

1. 1 kb ladder; 2. E coR É 消化; 3. E coR É 消化

的质粒 pB I121; 4. ΚDNA öE coR É + H indË m arker

F ig. 4　A nalysis of an tisense exp ression vecto r

digested w ith restrict ion enzym e

1. 1 kb ladder; 2. E coR É digestion; 3. P lasm id pB I 121

digested w ith E coR É ; 4. ΚDNA öE coR É + H indË m arker

3　讨　论

A CC 合成酶参与植物生长发育的调控以及对

环境压力作出各种反应。A CC 合成酶基因由多基因

家族编码, 其表达有组织特异性[15, 16 ] , 因此不同的

甜瓜品种其A CS 基因的同源性也有一定的差异。

M ik i 等[14 ]从甜瓜成熟果实中克隆出 2 个A CS 基因

M e2A CS 1 和M e2A CS 2,M e2A CS 1 的表达不仅受成

熟诱导还受伤口诱导, 而且在果实成熟过程中优先

表达, 这说明M e2A CS 1 对甜瓜果实成熟过程中乙

烯的大量产生起着主要作用。M e2A CS 1 的表达与番

茄中A CC 合成酶L E 2A CC 2 在成熟过程中的表达

方式相似。本研究从伤诱导的黄河蜜甜瓜成熟果实

的中果皮组织中克隆了A CC 合酶 cDNA 片段。克

隆的 cDNA 片段长 974 bp , 与已经报道的甜瓜M e2

A CS 1 的核苷酸同源性为 99% , 因此可以推断所克

隆的 cDNA 片段与成熟过程中乙烯的产生相关。

20 世纪 80 年代以来, 反义RNA 技术已经成为

调控植物基因表达的有力工具。通过反义RNA 途

径抑制乙烯合成途径中限速酶的表达, 可延迟果实

的成熟[11 ]。反义RNA 可能的作用机制是转录后有

义链和反义链互补形成的复合物干扰了靶基因的表

达[17 ]。尽管目前还不完全清楚由反义RNA 介导的

转录后基因沉默 (PT GS) 的机制, 但是其潜在的应

用价值在过去的 20 年中已经得到证明[18～ 20 ]。本研

究构建了黄河蜜瓜A CC 合酶 cDNA 片段的反义表

达载体, 并以根癌农杆菌介导建立了适合黄河蜜甜

瓜的高效遗传转化体系, 将甜瓜A CC 合成酶反义

基因导入黄河蜜甜瓜, 并通过组织培养筛选出了黄

河蜜甜瓜再生培养基中适宜的激素浓度, 目前已经

获得抗性无根苗, 无根苗的生根及转基因再生植株

的鉴定工作正在进行中。
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M o lecu la r clon ing of a m u skm elon cDNA fragm en t encod ing

an am ino2cyclop ropane212carboxylie acid (A CC) syn thase

and con st ruct ion of an t isen se exp ression vecto r

ZHANG Y ong-hong1, 2, ZHANG L i-qun 2,YANG Zh i-we i1, TANGW en -hua2

(1 Colleg e of P lan t P rotection ,N othw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 D ep artm en t of P lan t P a thology , Ch ina A g ricu ltu re U niversity ,B eij ing 100094, Ch ina)

Abstract: A cDNA fragm en t of an am ino2cyclop ropane212carboxylie acid (A CC) syn thase w as amp li2

f ied by R everse T ran scrip t ion Po lym erase Chain R eact ion (R T 2PCR ) from w ounded m esocarp t issue of

m atu re m u skm elon (Cucum is m elo cv. H uanghem i) and cloned in to a vecto r pGEM 23zf. DNA sequencing

show ed that the cloned fragm en t shared h igh ly homogeneity to the cDNA s of A CC syn thases from o ther

Cucub itae p lan ts. T he cloned cDNA of A CC syn thase w as fu rther in t roduced in to a b inary vecto r pB I121 in

a reverse o rien ta t ion w ith its up stream p romo to r (CaM V 35S) , g iving an exp ressing p lasm id con ta in ing the

an t isen se A CC syn thase gene.

Key words: m u skm elon; A CC syn thase gene; an t isen se exp ression vecto r
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