
第 期 西北农林科技大学学报 自然科学版
吕

苹果
一

半乳糖脱氢酶基因 全长的

克隆与序列分析

肖妮娜
,

马锋旺
,

张军科
,

梁 东
西北农林科技大学 园艺学院

,

陕西 杨凌

摘 要 〕
矛一

半乳糖脱氢酶
一 。 。 ,

是维生素 合成的
一

半乳糖途径中
,

催化
一

平

乳糖生成 卜半乳糖内醋的关键酶
。

根据 中登录的的 伪 序列设计 对扩增引物
,

以嘎拉苹果叶

片为材料 采用
一

法扩增出位 。 全长
。

将获得的基因片段克隆到
一

载体上
,

转入 大肠杆菌

筛选阳性克隆
,

经酶切和 鉴定
,

并对插人片段进行序列分析 结果表明
,

本试验获得的 。 片段长为
,

是苹果 全长
。
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维生素 又叫抗坏血酸
, ,

是植物和大多数动物体内合成的一类己糖内醋化合

物
。

植物中的 不仅为人类提供丰富的维生素

源
,

同时对植物 自身也有非常重要 的生理作用
。

由于人类缺乏其合成的关键酶而只能从食物中获取
,

因此 含量已成为衡量农产品品质的重要

指标
。

近年来的研究表明
,

是一种普遍存在于植

物组织的高丰度小分子抗氧化物质
,

在植物抗氧化
、

光合保护以及调节生长发育等方面具有非常重要的

生理功能
,

其作用主要体现在以下儿个方面 ” ”

在植物抗氧化和清除 自由基中具有重要作用 参

一
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与植物细胞氧化还原平衡的调节
,

是一种重要的氧

化还原缓冲剂 参与某些基因转录和翻译的调

节 调节酶的活性
,

可作为一些酶的辅酶 参

与植物细胞壁的合成
、

伸长和交联 调节细胞的

分裂和伸长 参与某些次生代谢物和 乙烯的合

成
。

目前对高等植物的研究表明
,

合成可能有

碳链倒位途径
、

邻酮醛糖途径
、 一

半乳糖途径及糖醛

酸转变途径等共存途径 〔
· 一

〕,

但主要 以
一

半乳糖途

径
一

途径 合成 仁’
, ‘。

一

‘’二。 在该

途径中
, 一

半乳糖脱氢酶 直接催化
一

半乳

糖形成
一

半乳糖内醋
,

起着关键酶的作用帅 〕
。

目前国内对苹果 积累机理的研究尚未涉

及
,

对其合成和积累 这一复杂过程中所涉及的

酶在分子水平上的作用机制也有待进一步研究
。

本

试验拟从苹果中克隆出 基因
,

探讨其与其

他植物同源基因的相似性
,

为今后苹果的抗性育种
、

提高其营养品质及研究苹果 积累的分子机制

莫定基础
。

材料与方法

材 料

供试材料为苹果 品种
“

皇家嘎拉
”

的幼嫩叶片
,

采自西北农林科技大学园

艺场苹果资源圃
。

采集后用液氮速冻
,

然后保存于

一 ℃冰箱中备用
。

方 法

引物设计 根据 中登录的苹果
。 序列的保守区域

,

用 设计

对扩增引物
,

上游扩增引物为 忆

一 ‘ ,

下游扩增 引物 为 忆

一 ‘ 。

引物 由上海

英骏生物技术有限公司合成
。

提取与质童检测 取快速冷冻保存的

幼嫩嘎拉苹果 叶 片
,

用改 良的 酚法 提取 总
〕。 用 的琼脂糖凝胶 电泳检测

提取质量
,

用紫外分光光度计测其在
,

和

下的 值以定量
。

一

反应 将提取的 ℃水浴

后用于反转录
。

反转录引物用六碱基随机

引物
,

反应体系为 的 拜 ,

只 缓冲液 拌 ,

的 拌 ,

酶抑制剂
, 一

反转录酶
,

的六聚随机引物 砂
才 , 拼 ,

加人

水使终体积为 砂
碑 。

反应参数为 室温放置

℃
,

℃
,

℃
,

,

最后于一 ℃保存备用
。

取 砂 反转录液为模板
,

用设计的 条特异引

物进行 反应
。

反应 条件 为 ℃预 变性

变性
,

℃退火
,

℃延伸
,

循环 次 最后 延伸
。

产物回收与 目的片段的克隆 将 产物

用 的琼脂糖凝胶电泳
,

切下约 的目

的条带
,

用 型小量 片段快速胶回收试剂盒

回收 方法按试剂盒说明进行
, 。

将回收产

物与
一

载体 在 ℃连接
。

体系为 川 载体 砂
,

回收片段
,

反应

连接液 川
诊 ,

然后转化人大肠杆菌 。感受态细

胞
,

并涂布在含有
、

和
一

的 固体平板上
,

℃避光培

养
。

重组质粒的酶切鉴定和 鉴定 挑取培

养基上的白色菌斑置于含 的 液

体培养基中
,

于 ℃
、

条件下培养
,

用质粒微量抽提试剂盒
一

提取质粒
,

然后用 及。 和 反 对质粒 进行双

酶切鉴定和 检测
。

目的片段的序列测定 将经过酶切和

检测的确定带有目的片断的菌落穿刺培养
,

送于上

海英骏生物技术有限公司进行序列测定
。

结果与分析
“

皇家嘎拉
”

苹果叶片的 提取与质 , 鉴

定

的质量对反转录的影响很大
。

从图 可

以看出
,

用改良的
一

酚法提取的
“

皇家嘎拉
”

苹果

叶片
,

其 和 条主带较亮
,

也

可见跑在最前面的 带
,

且 带的亮度

约为 带的 倍
。

其不同波长下的吸光度比值

为
。 。 , 。 。 。

以上

结果说明
,

提取的总 纯度较高
,

无明显降解
,

质量较好
。

“

皇家嘎拉
”

苹果叶片 全长的

扩增

取 拌 “

皇家嘎拉
”

苹果叶片 进行

反应
,

扩增产物用 的琼脂糖凝胶进行

电泳检测
,

在约 处获得特异条带
,

其大小

与预期 目的片段大小一致
,

见图
。
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一

一
一 卜

一日卜

图
“

皇家嘎啦
”

苹果叶片总

凝胶电泳结果

电泳结果

一

宜组质粒的酶切鉴定和 鉴定

以提取的阳性重组质粒为模板
,

用相同的引物

对插人片段进行 检测
。

从图 可以看出
,

重组

质粒的 产物与目的条带大小相同
。

从图 可

图
“

皇家嘎拉
, ,

苹果叶片 的
一

扩增结果
一

扩增结果 、

一

一

以看出
,

重组质粒用双酶酶切出的片段与目的条带

大小也相同
,

这与预期的结果完全一致
。

由此可以

判断
,

目的 。 序列克隆成功
。

卜
一日卜

今
卜

图 重组质粒的 产物

结果 。

叩

“
之家嘎拉

”

苹果 序列核昔酸与

氨基酸序列分析

将从凝胶中回收的 目的片断克隆到 载体测

序后
,

获得 的序列
,

结果见图
。

将获得的
“
皇家嘎拉

”

苹果的 与

中登录的拟南芥
、

菠菜
、

称猴桃的 进

行了同源性 比较
,

结果表明
, “

皇家嘎拉
”

苹果与拟南

芥
、

菠菜
、

称猴 桃 的 同源性 分 别 为
,

和

图 重组质粒 和 酶切结果

酶切结果

。

与 中登录的苹果 。 序

列的相似性达
,

只在 位和 位有 个碱

基的差别
,

但是表达的氨基酸相同
,

这是由于密码子

存在简并性的缘故
。

该基因的起始密码子和终止密

码子分别在第 位和第 位碱基处
,

其最大开放

阅读框编码 个氨基酸
,

所对应的氨基酸序列如

图 所示
,

与其他几种植物该基因的氨基酸序列同

源性高达
。
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再 八

,

八

图 从
“

皇家嘎拉
”

苹果获得的山 。 核昔酸序列

工工工工

工

工工工工工工工工工工

图 从 的编码框核昔酸序列推导的氨基酸序列

讨 论

抗坏血酸普遍存在于植物组织中
,

其可以直接

与单线态 氧 孟
、

超 氧 自由基 下 、

过 氧化氢

和经自由基
一

等活性氧反应
,

因此在

植物抵抗氧化胁迫中具有重要作用
。

抗坏血酸的重

要生理功能是与其氧化还原状态以及生物合成
、

代

谢
、

再生和转运的相关酶类活性的变化密切相关〔
‘〕
。

研究表明
,

卜半乳糖途径已被公认是高等植物合成

的主要途径〔‘
·

‘
一

‘ 。 一

半乳糖脱氢酶是该途径

中催化抗坏血酸合成倒数第二步的惟一酶
。

最近几年对 在植物中的功能及 生物

合成途径的研究较多
,

特别是 生物合成新途径

的提出
,

澄清了过去合成途径的争议并为更加全面

地认识 提供 了重要信息
。

尽管如此
,

有关

在植物细胞分裂
、

环境适应性和生长发育过程

中的作用
,

以及 在植物体内的运输机制
、

植物

合成 的多条途径在不同植物种类及不 同发育

时期的地位及其之 间的相互关系
,

特别是植物中

的合成和代谢机制及其遗传调控等方面仍需

深入研究
。

苹果因营养丰富
、

口感佳而广受人们青

睐
,

研究 自然成为苹果选种育种工作的重要指

标
。

本试验从苹果叶片中克隆到
,

经分析其

与已知的其他植物的同源基因有较高的保守性
,

这

说明该基因在高等植物中是普遍存在的
。

本研究结

果为今后进一步研究该酶的分子结构
、

功能和表达

特点奠定了基础
,

同时也为研究 与 积

累的可能关系以及苹果合成和积累 的生理机

制
、

分子机理奠定了基础
。

在此基础上
,

还将有望通

过基因工程方法提高苹果的抗逆性
、

改善苹果果品

的营养品质
。
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’ 〕。 本研究中 含量在盐胁迫前期急剧下

降
,

其原因可能是 催化 清除
,

而

酶活性很低
,

难以还原
,

所以导致

含量急剧下降
。

但盐胁迫后期 含量下降

的原因有待进一步研究
。

总之
,

叶片和根系的

含量变化幅度再次证明了百合根部较叶片耐盐
。

综上所述
,

百合根系比其叶片具有更强的耐盐

胁迫能力 对百合而言
,

脯氨酸含量只能作为一种辅

助指标
,

不宜用于抗盐性评定
,

但电导率和 含

量与百合的抗盐性有密切关系
,

可以作为百合抗盐

性评价的稳定指标
。
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