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　　[摘　要 ]　采用R T 2PCR 技术克隆了水稻O 2甲基转移酶 ZR P 4 基因的 cDNA 片段, 并进行了序列测定与分

析。结果表明, 该序列全长 1 101 bp , 编码 366 个氨基酸, 与 GenBank 中水稻 ZR P 4 基因序列比对, 核苷酸同源性为

99. 8% , 氨基酸同源性为 99. 7%。将克隆片段插入中间载体 pBPF8 7, 经H ind Ë 酶切回收带有 P35s 启动子和 no s

终止子片段, 连接 pCAM B IA 1301 载体, 成功构建 ZR P 4 基因的植物表达载体。
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　　盐碱地、干旱土地面积的增加给农业生产造成

了重大损失。水稻是我国主要的粮食作物之一, 通过

基因工程的技术和手段, 研究水稻的耐盐机制, 增强

其耐盐性, 使其能在盐碱、干旱胁迫下正常生长, 具

有重要的理论和现实意义[123 ]。研究人员通过“增强

子检测系统”筛选水稻耐盐突变体, 发现并推测水稻

的 ZR P 4 基因与盐胁迫密切相关。ZR P 4 基因全长

为 1 101 bp , 编码 366 个氨基酸组成的蛋白质, 该蛋

白质是由O 2甲基转移酶调控。在逆境胁迫下, 植物

调节甲基转移酶的活性, 能够高效地修复胁迫引起

的蛋白质损伤, 提高植物的抗逆能力[4 ]。本试验克隆

了水稻 ZR P 4 基因的 cDNA 片段, 并将构建的

ZR P 4 基因植物表达载体转入了农杆菌, 以期为转

化植物耐盐功能和机理研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试材料　水稻粳稻品种 (O ry z a sa tiva

L. )中华 11 由上海农业科学院提供。

1. 1. 2 　 载 体 与 菌 株 　 pCAM B IA 1301 载 体、

pBPF8 7 载体、根癌农杆菌 EHA 105 和大肠杆菌

DH 5Α, 均由厦门大学细胞生物学实验室保存。

1. 1. 3　试　剂　T aq 酶和限制性内切酶均购自大

连宝生物 (T akaR a) 公司, T rizo l RNA 提取试剂盒

购自 Invit rogen 公司, 反转录酶购自 P rom ega 公

司。

1. 2　方　法

1. 2. 1　引物设计　根据 GenBank 公布 (NM 194620)

水稻 ZR P 4 基因序列, 应用 P rim er P rem ier 5. 0 软

件分析设计一对上、下游引物 zp 421 和 zp 422, 上、下

游引物 zp 421 和 zp 422 分别设有 E coR É 和X baÉ 酶

切位点, 上游引物 zp 421 序列为: 5′GGC GAA T TC

CA T GGC A CA A CG T GT CCA A G 3′, 下游引物

zp 422 序列为: 5′GCG TCT A GA TCA A GG GTA

AA C CTC GA T GA T T G23′。引物由上海 Sangon

合成。

1. 2. 2　ZR P 4 基因的扩增　按照 T rizo l RNA 提取

试剂盒和 P rom ega 公司逆转录酶使用说明, 提取水

稻总RNA , 经反转录合成 cDNA。以反转录产物 cD 2
NA 作为模板, zp 421 和 zp 422 作为引物, 进行 PCR

扩增。PCR 扩增反应体系为: cDNA 30～ 90 ng, 10×

Buffer 2. 0 ΛL ,M gC l2 2. 0 ΛL , dN T P 0. 2 ΛL , 上下

游引物各 1. 0 ΛL , T aq 酶 1. 0 U , 加 ddH 2O 至 20

ΛL。PCR 扩增反应条件为: 94 ℃预变性 5 m in; 94

℃变性 45 s, 55 ℃退火 45 s, 72 ℃延伸 90 s, 35 个循

环; 72 ℃延伸 10 m in。回收扩增片段并连接
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pM D 182T 载体, 选取含有目的片段的阳性克隆, 送

上海 Sangon 公司进行测序。

1. 2. 3　ZR P 4 基因植物表达载体的构建　用 E coR

É 和 X baÉ 双酶切带有 ZR P 4 基因片段的 pM D 182
T 质粒, 回收小片段, 连接经 E coR É 和 X baÉ 双酶

切的中间载体 pBPF8 7, 构建重组质粒 pBPF2

ZR P 4。用 H ind Ë 酶切 pBPF2ZR P 4 质粒, 回收带

有 P35s 启动子和 no s 终止子的大片段, 连接 H ind

Ë 酶切的 pCAM B IA 1301 载体, 构建植物表达载体

pBPF2ZR P 421301 (图 1) , 将其转化至大肠杆菌

DH 5Α, 按常规方法提取质粒, 进行 PCR 反应及酶切

鉴定。

图 1　植物表达载体 pBPF2ZR P 421301 构建过程

F ig. 1　Construction p rocess of p lan t exp ression vecto r pBPF2ZR P 421301

1. 2. 4　植物表达载体 pBPF2ZR P 421301 转化　采

用冻融法[4 ]将植物表达载体 pBPF2ZR P 421301 转

化至根癌农杆菌 EHA 105 感受态细胞中, 将菌液涂

布于含有卡那霉菌的LB 固体培养基上, 于 28 ℃条

件下培养 2～ 3 d, 挑取单菌落进行 PCR 检测。

1. 2. 5　重组农杆菌转化水稻愈伤组织及其GU S 基

因检测　挑取 1. 2. 4 中的重组农杆菌接种到LB 液

体培养基中, 于 28 ℃、250 röm 条件下培养 2～ 3 d,
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将水稻愈伤组织置于OD 600为 0. 5 的重组农杆菌菌

液中浸染 30 m in, 用灭菌滤纸吸干水稻愈伤组织表

面菌液, 置于共培养基 (M S 培养基+ 4 m göL 2, 42D
+ 100 Λmo löL A S) 中, 于 25 ℃条件下暗培养 3 d

后, 进行水稻愈伤组织的GU S 基因检测[5 ]。

2　结果与分析

2. 1　ZR P 4 基因的 PCR 扩增结果及序列分析

　　用所设计的引物, 克隆出长约 1 101 bp 的目的

片段 (图 2) , 经DANm an 和B IO edit 软件对比, 其核

苷酸序列与 GenBank 中水稻 ZR P 4 基因序列的同

源性为 99. 8% , 仅在 135 处有 2 个碱基不同, 推导

的氨基酸序列与水稻 ZR P 4 基因氨基酸序列的同

源性为 99. 7%。

2. 2　ZR P 4 基因植物表达载体的鉴定结果

用 E coR É 和 X baÉ 双酶切 pBPF2ZR P 4 质粒,

得到长约为 4 404 bp 的 pBPF 载体片段, 和长约为

1 101 bp 的 ZR P 4 片段, 与阳性对照大小一致 (图

3)。

图 2　ZR P 4 基因的 PCR 扩增结果
1. 阴性对照; 2. 基因 ZR P 4 的 cDNA ;M. DL 2000

F ig. 2　PCR amp lificat ion of gene ZR P 4 cDNA sequence
1. N egative con tro l; 2. cDNA of ZR P 4 gene;M. DL 2000

　
　

　

图 3　重组质粒 pBPF2ZR P 4 的酶切鉴定结果
M 1. DL 2000; 1. E coR É 和X baÉ 酶切; 2. pBPF2

ZR P 4 质粒;M 2. DL 15000; 3. 阳性对照; 4. 阴性对照

F ig. 3　 Iden tificat ion of the recom bined pBPF2
ZR P 4 p lasm id digested w ith E coR É and X baÉ

1. Iden tified by digested w ith E coR É and X baÉ ;

2. pBPF2ZR P 4 p lasm id; 3. Po sit ive con tro l; 4. N egative con tro l

　　分别用 E coR É 和 X ba É 双酶切和 H ind Ë 单

酶切鉴定 pBPF2ZR P 421301 质粒, E coR É 和 X baÉ
酶切得到长约 1 101 bp 的片段, 与阳性对照大小一

致; H ind Ë 酶切得到长约为 11 837 bp 的pCAM B I2
A 1301 载体片段, 和长约为 2 865 bp 的片段 (含

ZR P 4 基因和 P35s 启动子及 no s 终止子, 图 4)。

图 4　重组质粒 pBPF2ZR P 421301 的酶切鉴定结果
1. 阴性对照;M 1. DL 2000; 2. pBPF2ZR P 421301 质粒; 3. 阳性对照; 4. H indË 酶切 pBPF2ZR P 421301 质粒;

5. H indË 酶切 pBPF2ZR P 4 质粒; 6. E coR É 和X baÉ 酶切 pBPF2ZR P 421301 质粒;M 2. DL 15000

F ig. 4　 Iden tificat ion of the recom bined pBPF2ZR P 421301 p lasm id

1. N egative con tro l;M 1. DL 2000; 2. pBPF2ZR P 421301 p lasm id; 3. Po sit ive con tro l; 4. pBPF2ZR P 421301 p lasm id digested w ith H indË ;

5. pBPF2ZR P 4 p lasm id digested w ith H indË ; 6. pBPF2ZR P 421301 p lasm id digested w ith E coR É and X baÉ ;M 2. DL 15000
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2. 3　植物表达载体 pBPF2ZR P 421301 的 PCR 检

测结果

　　重组质粒 pBPF2ZR P 421301 导入农杆菌的

PCR 检测结果见图 5。由图 5 可知, 重组农杆菌菌落

可以扩增出长约的 1 101 bp 片段, 与阳性对照一

致, 而阴性对照 (EHA 105) 却未见该目的条带, 说明

质粒已导入根癌农杆菌 EH 105。

2. 4　重组农杆菌转化水稻愈伤组织的GU S 基因检

测结果

　　由图 62A , B 可知, 转化 ZR P 4 基因的水稻愈伤

组织部分呈现蓝色, 说明外源基因 ZR PR 4 已转入

水稻愈伤组织。

图 5　pBPF2ZR P 421301 载体导入农杆菌的 PCR 检测结果

1. 阳性对照; 2, 3, 4. 重组农杆菌的 PCR;

5. 阴性对照;M. DL 2000

F ig. 5　PCR analysis of pBPF2ZR P 421301 vecto r

transferred in to A g robacterium tum efaciens

1. Po sit ive con tro l; 2, 3, 4. PCR of the recom bined

A g robacterium tum efaciens; 5. N egative con tro l;M. DL 2000

图 6　重组农杆菌转化水稻愈伤组织

的GU S 基因检测结果

A. 未转化水稻愈伤组织;B. 转化 ZR P 4 基因的水稻愈伤组织

F ig. 6　 Inden tificat ion of GU S gene in rice calli

1. T he un trasfo rm ed calli of rice;

2. T he transfo rm ed ZR P 4 gene calli of rice

　

3　讨　论

增强子是基因表达的重要调节元件, 其能显著

增强启动子的表达效率。本研究在植物表达载体的

构建中, 成功地从中间载体 pBPF8 7 中引入植物表

达启动子 P35s 和 no s 终止子, 以及一个 8 7 增强

子。M ich iels 等[6 ]将增强子元件与一个雄性不育相

关的启动子结合, 使用该启动子获得了高效表达。

R aho [7 ]报道, 8 7 增强子在植物、动物和 E. coil 的体

内及体外翻译中均能提高翻译效率。本研究构建的

载体 pBPF2ZR P 421301 中的 CaM V 35S 启动子与

GU S 报告基因的融合体, 经农杆菌浸染转入靶细胞

后, 短时间 (共培养 3 d) 即可通过GU S 瞬时表达系

统检测出来。

盐胁迫下, 植物体内多种基因的表达模式均会

变化或有新的基因产物出现, 而新的基因产物在保

护细胞正常的代谢活动和生长发育方面起着重要的

作用。在逆境胁迫时, 甲基转移酶的活性能够高效地

修复胁迫引起的蛋白质损伤, 提高植物的抗逆能力。

M udeget t 等[4 ]研究表明, 在高浓度盐胁迫下, 小麦

幼苗的天冬氨酰异构甲基转移酶被诱导激活, 使幼

苗的耐盐能力提高。Sheveleva 等[8 ]将肌醇O 2甲基

转移酶转入烟草中, 提高了植株的抗旱耐盐能力, 并

且转基因植株胁迫后的恢复速度要高于野生型植

株。Charron 等[9 ]在分析胁迫诱导基因W 89 内部的

甲基转移酶区时发现, 甲基转移酶区的一个 SAM

(S2腺苷甲硫氨酸)结合基因可能与其蛋白或转录因

子相互作用, 从而调控植物在逆境中的基因表达, 提

高植物的抗逆性。在水稻盐胁迫突变体中, 调控水稻

ZR P 4 基因的O 2甲基转移酶的活性很高, 但其耐盐

的特性和机理尚未见报道。本研究将在水稻遗传转

化中对其功能和机制作进一步研究。
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C lon ing sa lt2to lerance re la ted gene ZR P 4 of rice and con st ruct ion

of it s p lan t exp ression vecto r
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Abstract: U t ilizing R T 2PCR , the cDNA of fragm en t of O 2m eth lytran sferan se ZR P 4 gene in rice w as

successfu lly amp lif ied, w h ich w as abou t 1 101 bp in length and encoded 366 am ino acids, and w as cloned

and sequenced. DNA sequence analysis indica ted that the cloned fragm en t shared h igh homogeneity to the

cDNA of ZR P 4 gene in rice. T he cloned cDNA of ZR P 4 gene w as in troduced in to a m iddle vecto r pBPF8 7.

T he fragm en t w ith P35s p romo ter and no s w ere digested by H ind Ë , w h ich w ere liga ted in to pCAM B I2
A 1301 vecto r, g iving an p lan t exp ression vecto r con ta in ing ZR P 4 gene.

Key words: O ry z a sa tiva L. ; ZR P 4 gene; gene clon ing; p lan t exp ression vecto r
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