
第 卷 第 期
年 月

西北农林科技大学学报 自然科学版
吕

番茄叶片液泡转化酶基因植物反义表达

载体的构建与瞬时表达

程智慧
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吴正景
’, ,

孟焕文
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许小勇‘

西北农林科技大学 园艺学院
,
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,
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摘 要 〕 在分析植物液泡转化酶基因保守区序列的基础上
,

设计 对 引物
,

以番茄 中蔬四号 叶片总

的反转录产物为模板
,

扩增出长为 的 片段
,

并克隆人 仆 载体
。

测序结果表明
,

所

获得的片段为番茄液泡转化酶基因 丁 讥 的片段 和酶切分析表明
,

该片段 已成功定向连人到双元载体

的 启动子和 终止子间
,

构建成反义植物表达载体
一

功 菌落 表明质粒成功转化人农

杆菌 瞬时表达证明该反义片段对番茄叶片液泡转化酶活性具有明显的抑制效果
。
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当植物遭受逆境胁迫时
,

有许多基因参与的一 系列防御反应就会受到诱导
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通常植物对胁迫的代
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谢响应是呼吸升高
、

细胞壁强化以及生成防御复合

物等
。

这些代谢活动的提高需要更多的蔗糖在受胁

迫的部位降解来实现
,

植物体内的转化酶能将蔗糖

分解为果糖和葡萄糖
,

用于代谢所需
。

有关研究表

明
,

转化酶参与植物对干早 〔
’
一

〕
、

病菌侵染〔
‘〕和机械

伤害川等逆境胁迫的反应
。

目前针对植物转化酶的

基因功能研究多集中在光合产物的积累和分配及个

体发育方面〔
一
’。〕,

但转化酶基因对不同逆境反应的

分子生物学机制并不清楚
。

本试验构建番茄叶片液泡转化酶反义表达载

体
,

旨在为进一步的基因转化和研究转化酶在植物

抗逆反应中的功能及相关基因表达调节奠定基础
。

材料与方法

材 料

番茄品种 中蔬 号 由中国农业科学院蔬菜花

卉研究所提供
。

取 叶龄番茄苗的幼嫩展开

叶
,

采用 公司的 总 提取试剂提

取总 引物由上海生物工程技术服务有

限公司合成 反转录酶
一

购 自 公

司
一 、

酶
、

限

制性内切酶
、 一

连接酶和 购

自 公司 酶购于华美生物技术公司

凝胶 回收和质粒提取采用安徽优晶试剂盒 大肠杆

菌 。 为本实验室保存 植物表达载体

由英国 大学 博士赠送

引物由上海生物工程公司合成
,

测序由上海英

骏生物技术有限公司完成
。

方 法

番茄液泡转化腾基 因片段克隆 根据已发

表的液泡转化酶 。 序列
’
一

, ’〕,

利用

软件设计 对特异引物
,

预期 目的片段大小约

为
,

引物序列如下
‘

端分别引人接头酶切位

点 和

反
上游引物 忆 一 ‘

下游引物 忆 一 ’。

按照
一

反转录酶使用说明进行反转录
,

以 拌 反转录产物为模板
,

另加

拜 , 拌 ,

拌 ,

上
、

下游引物 各 “ ,

补足 拼
。

循环参数为 预变性

然后 ℃
,

℃
,

℃

,

共 个循环 最后 ℃延伸
。

番茄液泡转化酶反 义表达载体构建 参考

文献
一

〕的方法回收目的片段
,

连接到
一

,

检测
,

测序
。

用 和

对重组质粒进行双酶切
,

回收目的片段与经过同样

双酶切的 载体定向连接
,

构建植物表达载

体
。

连接产物转化大肠杆菌 感受态细胞
,

在

含 卡那霉素的 平板上进行筛选
。

随机

挑取菌落
,

进行 扩增鉴定
。

提取阳性克隆质粒

双酶切鉴定
。

提取鉴定过的连接成功的表达载体质

粒
,

采用冻融法转人农杆菌
。

番茄液泡转化酶反 义基 因瞬时表达 按照

文献
一

〕的方法
,

以含有空质粒的 农杆

菌浸染为对照
,

对 。 番茄叶片进行瞬时转

化
。

转化体系菌液
。。 ,

侵染
,

附加

乙酞丁香酮
诊 ,

共培养 后转接到培养

基
一

上
,

抗生

素用 量 为卡 那霉 素
碑 ,

梭 节青霉 素
。

转接 后称取 培养物提取转化酶测

定活性 〔’ 〕
,

重复 次
。

数据采用 软件进行分

析
。

结果与分析

番茄液泡转化酶基因片段的克隆

番茄叶片总 经过反转录
,

获得 个

大小约为 的片断
,

与引物设计时预期的大小

相近 图
。

回收 产物
,

经连接
、

转化后
,

随机

挑取几个白色菌落
,

菌落 扩增出 条约

的片段 图
。

对阳性克隆进行测序
,

在

上比对结果显示
,

目的片段大小为“
,

属于番茄

液泡转化酶基因 。 片段
,

与番茄液泡转化酶基

因 登录号为 的

序列符合率达 ”
,

与该基因

中的 碱基仅有 个碱基不同
。

由 软件分析克隆的 。 片段编码的

氨基酸序列
,

发现有 个氨基酸出现变化 图
,

这

可能是品种遗传背景不同造成的
。

番茄液泡转化酶墓因反义衰达载体

的构建

运用 软件对克隆片段进行酶切

位点分析可知 基 因片段 内部确实不含 勘 和

酶切位点
。

用 勘 和 从克隆载

体上切下 目的片段
,

将 个片段反向插入到经同样

双酶切的植物表达载体 中
,

构建成反义表
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达载体
,

命名 为
一 。

重组 质粒导 人

感受态细胞
,

随机选取 个单菌落提取质粒
,

扩增均检测有约 的条带 图 反

和 阳 双酶切结果表明
,

重组质粒酶切片段较对

照 空质粒 长约 图
,

证明已将 目的片段

定向克隆人表达载体
。

以沦 佣加 以犯 印 佣 优 弘 下田 八 月目鸽 弱阴 弱下沈鹅了阴以 优 拟兄以玖下加化加盯以下日竹佣下 从力阶 田心叨 以 以

邵 此 劫 此 仪众刀比 此竹盯八以 以祀 口诀 月诀以粉叭众为阅 沈了仪决阅以拍以竹朋 口块以从 以以以羌

以 印 以从仪泊叭叨 以心叭 印 朋 口策犯 八 以 优 以 从韶 八以扒

此 印 即 沈以扣 佣以 以 川八仪冷阅 灿肉认 认邻邵 扒 八以 八 以眼泊关 习认义八 邵

从 印 以 朋 创认 月认 以从 从 沈朋 的八 朋 八以 妇仪确叭 朋

月认 以以芜臼认 创认 田以下叨伪

图 番茄液泡转化酶基因目的片段测序结果

节口
,

门
,

’ 刀订 毛叼门阴 们叮 刀订

闰叮 毛叼门阴 八 们叮 刀订

图 获得的番茄液泡转化酶基因序列与 基因的 。 序列比较
获得的番茄液泡转化酶基因片段 基因片段

功
一 、

召 ‘

图 获得的番茄液泡转化酶基因片段与 编码的氨基酸序列比较
获得的番茄液泡转化酶基因片段编码氨基酸序列 丁 基因片段编码氮荃酸序列

‘ ‘

、

一卜

卜

卡
卜

图 番茄液泡转化酶基因克隆的 检测
一 阳性单菌落

, 二

一

图 农杆菌 菌落
一 农杆菌 单菌落

’
。

一 ,

图 重组质粒
一

的双酶切结果
乏 质较

’

旅组质软
、

一

价
‘

‘

番茄液泡转化酶基因反义表达载体

转入农杆菌

重组质粒采用冻融法导人农杆菌 感

受态细胞
,

随机挑取 个单菌落为模板
,

采用特异引

物进行
。

结果 图 表明扩增 出了约

的条带
,

说明重组质粒已成功导人农杆菌

细胞
。

瞬时转化番茄叶片液泡转化酶活性检测

由表 可知
,

番茄叶片瞬时表达反义液泡转化
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酶基因使叶片转化酶活性平均下降了 数 受体个体受抑制的差异
,

说明该片段具有明显的反

据分析表明
, 。 , ,

表明转 义抑制效果
,

可以进一步进行遗传转化研究
。

化叶片中液泡转化酶活性变化极显著
。

考虑到转化

裹 番茄叶片液泡转化醉活性
·

处理 平均

对照

转化 ,

仁〕

,刁心内尸

〕

〕

,,︸‘﹄︸﹄工

结论与讨论

本研究参照番茄果实中的液泡转化酶

设计两端具有接头的特异引物
,

以番茄叶片总

的逆转录产物为模板
,

获得 个 的片段
。

该

片段与番茄液泡转化酶 讥 基因存在 个碱基的

差异
,

其编码的 个氨基酸出现变化
,

这可能是品种

遗传背景不同造成的
。

与 中发表的番茄果实液泡转化酶基

因序列
、 、 、 、

、 、

进行比对表明
,

本研究获得的番茄叶片液泡转化酶基因片段与其序

列同源性均达 ” 以上 姜晶等〔”〕也从番茄叶片总

反转录出果实液泡转化酶
,

这说明来自不同部

位的番茄液泡转化酶可能由同一个阅读框编码
。

本研究首次将番茄叶片液泡转化酶基因片段反

向连在植物表达载体 上
,

构建成液泡转化

酶反义表达载体
一

讥
,

并用冻融法将重

组质粒高效地转人根癌农杆菌
。

叶盘瞬时

表达初步证明
,

该片段具有明显的反义抑制效果
,

对

进一步的基因转化和利用转基因植株进行基因功能

研究提供了充足的试验证据
。
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