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　　[摘　要 ]　以胡萝卜品种A utum n K ing 的幼苗为材料,用CTAB 法提取其基因组DNA ,以 PCR (Polym erase

Chain R eaction)的方法在体外扩增出胡萝卜抗冻蛋白基因 (afp) ,以 pU Cm 2T V ector为载体构建成胡萝卜 afp 的克

隆载体 pTA F,用 E coR É消化重组质粒 pTA F 使其线性化,再用DNA 聚合酶É K lenow 大片段补平末端,然后用

X baÉ消化,获得一末端粘,一末端平的目的片段 (afp )。植物表达载体 pB I121用X baÉ和 Sm aÉ双酶切,获得一末

端粘,一末端平的线性质粒。将目的片段与线性质粒在 T 4 DNA 连接酶的作用下进行定向连接,构建成胡萝卜 afp

的植物表达载体 pBA F。
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　　低温冻害是农业生产中一种严重的自然灾害,

也是许多农作物区域性和季节性的限定因素。改造

农作物的遗传特性,使之从冻害中解脱出来,一直是

科学工作者的理想与追求。然而用常规的育种方法

很难提高作物的抗冻性。自从北极鱼抗冻蛋白

(A n tifreeze p ro teins, A FP s)基因 (afp )被揭示以后,

人们就尝试用转鱼类 afp 的方法来提高作物的抗冻

性 (黄永芬等[1 ] , Georges 等[2 ] , H igh tow er 等[3 ] ,

W allis等[4 ])。虽然取得了一些有益的成果,但在大

多数情况下并不理想。因为鱼类和植物在分类学上

的关系毕竟太远,外源基因的正确表达有一定困难。

在此情形下,人们寄希望于植物 afp 基因的早日发

现和利用[5, 6 ]。 1998 年 10 月英国 York 大学的

W orrall等[7 ]发表了胡萝卜 afp 及其基因的论文,标

志着第一个植物 afp 基因的发现,对于植物抗冻基

因工程具有非常重要的意义。他们不仅测定了胡萝

卜 afp 的体外热滞值及重结晶抑制活性,而且将其

cDNA 连接在表达载体的双CaM V 35 S 启动子之

后导入烟草,获得了正确表达。但到目前为止,还未

见国内有关胡萝卜 afp 的研究报道。本研究以胡萝

卜基因组DNA 为模板, 用 PCR (Po lym erase Chain

R eaction)的方法克隆了胡萝卜 afp ,构建了其植物表

达载体,为进一步利用其转化番茄、甜椒等作物奠定

了实验基础。　　　　　　　　　　

1　材料与方法

胡萝卜品种A utum n K ing　由美国友人赠送。

胡萝卜基因组DNA 的提取　用 CTAB 法, 参

考文献[ 8 ]进行,略加修改。取材部位为胡萝卜苗幼

叶。

PCR ( Po lym erase Chain R eaction ) 　 根 据

A utum n K ing 的 afp cDNA 已知序列,设计合成1对

引物,正向: A T G A A T A T T G A A T C A T C

T T T C T G C C C T;反向: G G T A A C T A G C

A T T C T G G C A A T G G A G C A。以胡萝卜

基因组 DNA 为模板。反应程序: 94℃ 10 m in→

(94℃ 1 m in→63℃ 1 m in→72℃ 2 m in ) 30→72℃

8 m in。循环 30 次, 热启动法加酶。所用酶为 T aq

P lus É DNA Polym erase (T aq+ Pfu)。PCR 仪为

M iniCyclerTM。

目的片段的纯化回收和酶切鉴定　对 PCR 产

物做琼脂糖凝胶电泳, 用DNA 快速纯化回收试剂

盒 (北京博大科技公司产品)回收目的片段,具体操

作按产品说明书进行。根据已知序列的酶切位点,选

择B am H É 和 P stÉ 对目的片段进行酶切分析, 酶

切反应体系为DNA 15 ΛL + 10×Buffer 2 ΛL + BSA

2 ΛL + B am H É (P st É ) 1 ΛL。在 37℃条件下酶切 4

h。
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克隆载体的构建　所用载体为上海生工

(Sangon)生物工程技术服务有限公司的 pU Cm 2T

V ecto r。该载体专为 PCR 产物的克隆而设计,具有

氨苄青霉素抗性标记,可以进行蓝白筛选,便于进行

酶切鉴定和测序。连接反应体系: 2 ΛL 去离子无菌

水+ 5 ΛL 纯化后的 PCR 产物+ 1 ΛL 10×L igation

Buffer+ 1 ΛL (50 m göL ) pU Cm 2T V ecto r+ 1 ΛL T 4

DNA L igase。在 16℃条件下连接过夜。

感受态细菌的制备及转化　宿主菌为大肠杆菌

DH 5Α,感受态的制备及转化过程参照文献[ 9 ]进行。

筛选培养基中添加氨苄青霉素、X2gal和 IPT G。

重组质粒的鉴定　随机挑取 2 个白色菌落,分

别接种于 2 mL LB 液体培养基中, 在 37℃

180 röm in条件下振荡培养过夜,转接于 8 mL LB 中

振荡培养。按碱裂解法小量提取质粒[7 ]。以质粒

DNA 为底物用B am H É 进行单酶切鉴定, X baÉ +

E coR É 进行双酶切鉴定。双酶切反应体系为质粒

DNA 14 ΛL + 10×BufferD 2 ΛL + BSA 2 ΛL + X ba

É 1 ΛL + E coR É 1 ΛL , 37℃, 4 h。

目的基因的序列测定　由上海博亚生物技术有

限公司用 Sanger双脱氧链终止法进行,所用仪器为

美国 PE 公司 377型全自动DNA 序列分析仪。

植物表达载体的构建　重组质粒 pTA F 用

E coR É 酶切, 酶切反应体系为DNA 15 ΛL + 10×

BufferH 2 ΛL + BSA 2 ΛL + E coR É 1 ΛL. 37℃, 3 h。

形成的粘末端线性质粒经纯化回收后用DNA 聚合

酶É K lenow fragm en t补平。补平反应体系: DNA 17

ΛL + 10×Buffer 2 ΛL + 10 mmolöL dN T P 0. 5 ΛL +

K lenow (10 Λmolö(m in·ΛL ) ) 0. 5 ΛL , 16℃反应 9

h,纯化回收补平的线性质粒,用X baÉ酶切。酶切反
应体系为DNA 15 ΛL + 10×BufferD 2 ΛL + BSA 2

ΛL + X baÉ 1 ΛL , 37℃反应 4 h。酶切后产生带有一

粘末端和一平末端的 afp 基因片段,对其进行纯化

回收。

pB I121 用 Sm a É 酶切, 酶切反应体系为质粒

DNA 15 ΛL + 10×BufferJ 2 ΛL + BSA 2 ΛL +

Sm aÉ 1 ΛL , 25℃反应 4 h。酶切后形成平端线性质

粒,对其进行纯化回收,再用 X baÉ 酶切,酶切反应

体系同上X baÉ酶切。酶切后形成带有一粘末端和
一平末端的线性质粒,纯化回收。

回收的线性 pB I121 和 afp 基因片段经电泳定

量后, 在 T 4 DNA L igase 作用下进行定向连接, 连

接反应体系为 afp DNA 5 ΛL + pB I121 12 ΛL + 10×

Buffer 2 ΛL + T 4 L igase 1 ΛL , 19℃连接 22 h。

感受态细菌的制备及转化同上。筛选培养基添

加 Kanam icin 100 m göL。
植物表达载体的鉴定　随机挑取两转化菌落,

提取重组质粒,用B am H É 进行酶切鉴定。以质粒

DNA 为模板进行 PCR 鉴定。PCR 反应条件同前。

2　结果与分析

2. 1　PCR

　　扩增出的目的片段,约 1 000 bp (图 1)。退火温

度为 53～ 63 ℃均可扩增出目的片段,但以 63 ℃特

异性最好。

2. 2　目的片段的酶切鉴定

对经过纯化回收的目的片段分别用B am H É和

P st É 进行酶切分析, B am H É 产生约 600 bp 和

400 bp的预期片段, P stÉ 产生约 900 bp 和 100 bp

的预期片段 (图 2)。据此可初步认为该目的片段即

为胡萝卜抗冻蛋白的基因片段。

2. 3　克隆载体的构建

由于 T aq P lusÉ DNA Polym erase的 PCR 产物

在 3′末端有突出的A ,故以 pU Cm 2T V ecto r作为克

隆载体与目的片段进行连接。转化细菌后, 直径

9 cm的培养皿上生成菌落约 1 000 个,其中白色菌

落约占 50%。

2. 4　重组质粒的鉴定

对 2 个白色菌落 (A 和 B ) 的质粒 DNA 用

B am H É 消化,均产生约 600 bp 和 3 200 bp 的预期

片段; 用 X ba É 和 E coR É 进行双酶切, 均产生约

1 100 bp和 2 700 bp 的预期片段 (图 3) ,说明克隆载

体的构建是成功的。并且所鉴定两克隆的目的基因

在载体内的连接方向均为正向。命名A 克隆的重组

质粒为 pTA F (结构示意图见图 4) , B 克隆保存备

用。

2. 5　目的基因的序列测定

取 pTA F 进行目的基因的序列测定。所测序列

与报道序列一致。证明所克隆的目的片段正是 afp

基因。测序结果还直接证明了目的片段在克隆载体

内的连接方向正是所需要的。
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图 1　PCR 产物的电泳结果

1. PCR 产物; 2. DNA 分子量标记

F ig. 1　E lectrophoresis of PCR p roducts

1. PCR p roducts; 2. 200 bp DNA ladder

　

　

图 2　目的片段的酶切鉴定

1. DNA 分子量标记; 2. 目的基因;

3. P stÉ酶切; 4. B am H É酶切

F ig. 2　R estriction enzym e digestion of in terest fragm ent

1. 200 bp DNA ladder; 2. In terest fragm ent;

3. P stÉ digestion; 4. B am H É digestion

图 3　重组质粒的酶切鉴定

1. A 克隆B am H É酶切; 2. A 克隆X baÉ与 E coRÉ酶切;

3. B 克隆B am H É酶切; 4. B 克隆X baÉ与 E coRÉ酶切;

5. DNA 分子量标记

F ig. 3　R estriction enzym e digestion

of recom binan t p lasm id

1. D igestion of clone A w ith B am H É ; 2. D igestion of

clone A w ith X baÉ and E coRÉ ; 3. D igestion of

clone B w ith B am H É ; 4. D igestion of clone B w ith

X baÉ and E coRÉ ; 5. 200 bp DNA ladder

图 4　重组质粒 (pTA F)的示意图

afp. 抗冻蛋白基因; Amp r. 氨苄青霉素抗性基因;

L acZ. Β2半乳糖苷酶阅读框架; rep. 起始蛋白质基因

F ig. 4　D emonstration of recom binan t p lasm id pTA F

　

　

　

　

　

　

　2. 6　植物表达载体的构建

植物表达载体 pB I121 是从结瘤农杆菌双元质

粒衍生而来, 系一组成性表达载体, 大小 13 kb, 多

克隆位点上游带有 CaM V 35S 启动子, 下游带有

GU S报告基因;在NO S启动子下游带有N PT Ê基
因,可进行 Kanam icin 抗性筛选。胡萝卜 afp 植物表

达载体的构建过程: 先用 E coR É 消化重组质粒
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pTA F , 使其线性化, 再用DNA 聚合酶É K lenow

大片段补平末端, 然后用 X baÉ 消化, 获得一末端

粘,一末端平的目的片段 (afp )。pB I121用 X baÉ和

Sm aÉ 双酶切, 获得一末端粘, 一末端平的线性质

粒。将目的片段与线性质粒在 T 4 DNA 连接酶的作

用下进行定向连接,即构建成胡萝卜 afp 的植物表

达载体 pBA F (图 5)。

图 5　胡萝卜 afp 的植物表达载体 (pBA F)示意图

afp. 抗冻蛋白基因; GU S. Β2葡糖苷酸酶基因;

CaMV 35S. 花椰菜花叶病毒 35S启动子;

N PT II(kanr). 新霉素磷酸转移酶基因 (卡那霉素抗性) ;

NO S p roöter. 胭脂碱合成酶启动子ö终止子

F ig. 5　P lan t exp ression vecto r of carro t afp

　

图 6　胡萝卜 afp 植物表达载体 (pBA F)的酶切及 PCR 鉴定

1. B am H É酶切; 2. PCR 产物; 3. DNA 分子量标记

F ig. 6　 Iden tification of p lan t exp ression vecto r

of carro t afp w ith enzym e digestion and PCR

1. B am H É digestion; 2. PCR p roduct; 3. 200 bp DNA ladder

　

　

2. 7　植物表达载体的鉴定

挑取转化菌落, 提取重组质粒 pBA F, 用

B am H É 消化, 产生约 600 bp 预期片段。以 pBA F

DNA 为模板进行 PCR , 极特异地扩增出 1 000 bp

预期片段, 说明胡萝卜 afp 基因在植物表达载体

pBA F 内连接完整,并且方向正确 (图 6)。

3　讨　论

3. 1　胡萝卜 afp 的克隆策略

　　一般克隆已知基因多采用 R T 2PCR (R everse

T ranscribed PCR )的方法, 即以 po lyA + RNA 为模

板, o ligo dT 为引物, 通过反转录酶把 po lyA + RNA

反转录成 cDNA ,然后在 T aq DNA 聚合酶的作用下

进行DNA 扩增。此法特别适合于克隆那些具有内

含子的基因。对于不含有内含子的基因,以基因组

DNA 为模板,直接进行 PCR 的方法则较为简捷经

济。本试验采用后一方法的基础即在于胡萝卜 afp

不含内含子。

但以基因组DNA 为模板进行 PCR , 其背景比

R T 2PCR 要复杂得多, 加之胡萝卜 afp 序列的特殊

性,引物的设计就显得特别重要。作者认为: (1)除了

要注意引物内、引物间的二级结构外,还要特别注意

加上的酶切位点和保护碱基对于二级结构的影响。

如果影响较大, 就舍其不用, 改用 T 2载体克隆; (2)

为了提高特异性,可适当延长引物; (3)开放阅读框

(OR F)内的序列比其外边的序列更为特异,引物应

尽量向OR F 内延伸。

一般的克隆载体 (如 pU C18, pU C19等)应用于

克隆 PCR 产物时,须提前在 PCR 引物的 5′端加上

酶切位点和保护碱基,然后对 PCR 产物和克隆载体

用相同的限制性内切酶去消化,造成相应的黏性末

端或平末端,最后再定向连接。这一过程未免繁琐,

尤其是当外加酶切位点对引物的二级结构有影响,

或者引物自身已足够长,再加酶切位点和保护碱基

显得过长时, 就可考虑使用 T 2载体。T 2载体可和
T aq, T th,Amp liT aq或K lenT aq DNA polym erase的

PCR 扩增产物直接相连, 因这些酶的 PCR 产物 3′

末端都带有一个突出的2A ,而 T 2载体在其 3′末端带

有一个突出的2T ,刚好形成一对黏性接头。本试验

使用 pU Cm 2T V ecto r 克隆效率很高, 直径 9 cm 的

平皿上生成白色菌落和蓝色菌落各约 500 个,而且
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随意所挑白色菌落均为重组克隆。

3. 2　胡萝卜 afp 植物表达载体的构建策略

pB I121 是一个常用的植物表达载体, 有其优

点,但也有其不足,如多克隆位点仅有 3个酶切位点

(X baÉ ,B am H É和 Sm aÉ ) ,选择余地过小,给连接

目的基因造成一定的困难。实际工作中有人就用置

换 GU S 基因的办法来解决这个问题 (GU S 基因下

游有一 S acÉ酶切位点可利用)。但这样后期检测表

达状况时,就无法进行方便的组织化学检验了。胡萝

卜 afp 因为含有B am H É位点,所以在pB I1121多克

隆位点只有X baÉ和 Sm aÉ 2个位点可利用。T 2载
体中的 E coR Í 位点也因胡萝卜 afp 含有而不能利

用, 故而采用了文中的技术路线。试验证明,该技术

路线简单快捷,行之有效,并且保留了 GU S基因。

目的片段在 T 2载体内的连接方向是随机的,可

能正向也可能反向。为了构建植物表达载体,在构建

克隆载体时就对目的片段的连接方向进行了选择鉴

定。这样即可选择利用 T 2载体的有关酶切位点,使

目的片段能与 pB I121进行定向连接。
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C lon ing of a carro t gene encoding an tifreeze p ro tein and

construction of its p lan t exp ression vecto r

Y IN M ing-an1, CU I Hong-wen1, FAN Da i-m ing2, GUO L i3

(1 College of H orticu lture, N orthw est S cience and T echnology U niversity of A g ricu lture and Forestry ,

Y ang ling , S haanx i 712100, China; 2 X ij ing H osp ital, the Fourth U niversity of M ilitary M ed icine, X iθan 710032, China;

3 College of L if e S cience, N orthw est S cience and T echnology U niversity of A g ricu lture

and Forestry , Y ang ling , S haanx i 712100, China)

Abstract: Genom ic DNA in the seedlings of carro t cultivar A utum n K ing w as ex tracted w ith CTAB

m ethod. T he carro t an tifreeze p ro tein gene (afp) w as amp lified by PCR (Po lym erase Chain R eaction). C lon ing

vecto r pTA F of carro t afp w as constructed w ith pU Cm 2T V ecto r. PTA F w as digested w ith E coR É and becam e

linear. Its ends w ere filled w ith DNA Polym erase É K lenow fragm en t. T hen it w as digested w ith X baÉ and a

designed fragm en t (afp) w ith a cohesive end and a blun t end w as released. P lan t exp ression vecto r pB I121 w as

digested w ith X baÉ and Sm aÉ and a linear p lasm id w ith a cohesive end and a blun t end w as obtained. T he

linear p lasm id and the designed fragm en t (afp ) w ere directively ligated w ith T 4 DNA ligase, and the p lan t

exp ression vecto r of carro t afp w as constructed.

Key words: carro t; an tifreeze p ro tein gene; molecular bio logy
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