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　　摘　要:利用降落 PCR的方法 ,从矮牵牛 DNA中扩增出 ACS2基因片段 ,在GenBank中获

得基因序列号为DQ090003;利用一步法将 ACS2基因的反义重复与 pBI-121质粒连接 ,构建含该

基因的反义重复表达载体。

关键词:矮牵牛;ACC合成酶;反义重复表达载体;降落 PCR;一步法

中图分类号:S 681.6;Q 943.2　文献标识码:A　文章编号:1001-0009(2009)07-0029-05

　　花卉衰老过程中伴随乙烯的生物合成 ,乙烯是促使

花卉衰老的重要因素[ 1] 。ACC 合成酶(1-amino-cyclo-

propane-1-carboxylie acid(ACC)synthase ,简称 ACS)是

乙烯生物合成过程中催化 SAM 向 ACC 转化的限速

酶[ 2-3] 。ACS 基因是乙烯生物合成过程中的重要基因 ,

是一个多基因家族[ 4] ,各个成员间序列同源性差异很

大
[ 5]
,其中的 ACS2基因是这个家族中的重要成员

[ 6]
。

在花卉中克隆 ACS 基因的研究比在果实中起步晚 ,只

局限于少数几种植物。

转基因沉默理论认为 ,转基因与内源基因有较高同

源性 ,以及重复基因的导入均可加强内源基因的沉

默
[ 7]
。Angel S M

[ 8]
和 Hamilton A J

[ 9]
等的研究也表明 ,

重复 DNA片段能够引起内源基因近 100%的转录后沉

默。并且反向抑制比正向抑制效果好 ,重复抑制比单基

因抑制效果好
[ 10]
。这为转基因沉默内源基因提供了更

加高效的方法。

矮牵牛(Petunia hybrida)作为最受欢迎的花卉之

一[ 11] ,被认为是模式花卉[ 12] ,在花色方面的研究报道很

多 ,有关花期方面的研究很少。在国外 ,1998年 Lind-

st rom J T 等[ 13]从矮牵牛中克隆出了 ACS 基因 ,序列号

为AF049711;在国内 ,目前还没有这方面的报道。

该试验的目的就是克隆矮牵牛 ACC合成酶基因 2

(ACS2),并构建含该基因的反义重复表达载体 ,从而为

以模式花卉矮牵牛为对象 ,利用共抑制技术延长花期的

研究奠定基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

1.1.1　植物材料、菌种 、质粒　植物材料为矮牵牛

(Petunia hybrida)幼嫩叶片 ,采自东北农业大学花圃;克

隆载体 pGEM-T Easy Vector购自 Promega公司 ,表达

载体质粒 pBI-121 ,由实验室保存;大肠杆菌(Eschericha

coli)DH5α,由实验室保存。

1.1.2　试剂　LA Taq DNA聚合酶 ,Marker ,各种限制

性内切酶 ,引物 , T4连接酶 ,氨苄青霉素 、卡那霉素 、IPTG
和 X-gal等抗生素 ,胶回收试剂盒 ,质粒提取试剂盒等购

于 Takara 公司;其他试剂均为国产的分析纯。

1.1.3　细菌培养基　LB 、YEB 、蓝白斑筛选(含 X-gal

和 IPTG)培养基。

1.2　试验方法

1.2.1　矮牵牛 ACS2基因的克隆　矮牵牛基因组 DNA

的提取:采用SDS法。ACS2基因的引物设计:根据基因

的序列同源性 、基因内部限制性酶切位点 ,以及克隆载

体 pGEM-T Easy Vector和表达载体 pBI-121质粒上的

多克隆位点 ,在欲克隆的反义 ACS2第一段基因(简称反
1 , antisense 1)上游引物 5' 端引入 2个保护碱基(GG)和

1个KpnI的酶切位点 ,下游引物 5' 端引入 2个保护碱

基(GG)和XbaI的酶切位点;在欲克隆的反义 ACS2第2

段基因(简称反 2 , antisense 2)上游引物 5' 端引入 2个

保护碱基(GG)和 1个SmaI的酶切位点 ,下游引物5'端

引入 2个保护碱基(GG)和 KpnI的酶切位点;最终提交

给公司合成的引物序列如下:

反1
上游:5'-GGGGTACCACGAGAAGAACCCATACG-3'

下游:5'-GGTCTAGAATAATCGGAAACCCCAC-3' ;

反2
上游:5'-GGCCCGGGACGAGAAGAACCCATACG-3'

下游:5'-GGGGTACCATAATCGGAAACCCCAC-3' 。
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目的基因的PCR扩增和目的片段的纯化回收:反应体系

为:10×LA PCR Buffer II 5μL ,dNTP(各5 mM)8μL ,

MgCl2(25 mM)5μL ,上游引物(10 pmol)1μL ,下游引物

(10 pmol)1 μL ,模板 DNA 1 μL , LA Taq(5 U/uL)

0.5μL ,ddH2O 28.5μL;Total 50μL。采用降落PCR的

方法 ,反应条件如下:

扩增完毕进行琼脂糖凝胶电泳检测:目的片段的纯化回

收按上海华舜小量胶回收试剂盒说明书进行。目的片

段与 pGEM-T Easy Vector 载体连接:反应体系如下:

2×Rapid Ligation Buffer 5 μL , pGEM-T or pGEM-T

Easy Vector (50ng)1 μL , PCR product 3 μL , T4DNA

Ligase(3 Weiss units/μL)1μL;Total 10μL。反应条件:

4℃过夜。大肠杆菌感受态的制备和连接产物转化感受

态细胞:采用 CaCl2法
[ 14]
制备大肠杆菌 DH5α感受态细

胞。连接产物转化感受态细胞的过程按 T4DNA Ligase

使用说明进行。筛选培养基含氨苄抗性。重组质粒的

筛选和鉴定:重组质粒的鉴定包括 PCR鉴定和酶切鉴

定。PCR鉴定时设空白对照 ,以正常程序和体系进行

PCR反应。质粒提取方法参见采用上海华舜生物工程

有限公司的质粒提取试剂盒。用 XbaI和 KpnI双酶切 ,

反应体系如下:XbaI 0.8 μL , KpnI 0.8 μL ,重组质粒

4.0μL ,M Buffer 2.0μL ,ddH2O 12.4 μL;Total 20μL。

酶切反应条件:37℃3 h。克隆序列的测定:序列测定采

用 Sanger双脱氧链终止法 ,由上海生物工程公司完成。

1.2.2　ACS2基因反义重复表达载体的构建　pBI-121

质粒的酶切鉴定:PstI在 pBI-121上有 3个酶切位点 ,分

别在 3 019、4 966 、12 854处 ,所以能将 pBI-121切成 3

段 ,大小分别将近 2、5 、8 kb。酶切验证反应体系如下:

PstI 0.8 μL , H Buffer 2.0 μL , pBI-121质粒 4.0 μL ,

ddH2O 13.2 μL;Total 20 μL。反应条件:37℃、3 h。

ACS2基因反义重复表达载体的构建:用 XbaI 、KpnI将

反 1从 T 载体上切下 ,回收;用 KpnI、SmaI将反 2从 T

载体上切下 ,回收;pBI-121质粒用 XbaI、SmaI酶切 ,回收

目的片段;回收的反 1 、反 2和 pBI-121质粒片段用一步

法进行连接 、转化大肠杆菌感受态细胞 、单斑筛选(培养

基含卡那抗性)、摇菌 、PCR检测和酶切检测。构建过程

见图 1。一步法连接反1 、反2和 pBI-121质粒片段的反

应体系如下:Buffer 1μL ,pBI-121 2.4μL ,反1 2.5μL ,反

2 2.5μL , T4 DNA Ligase 1.3 μL;Total 10 μL。反应条

件:4℃过夜。其他过程同1.2.1。

图 1　ACS2 基因反义重复表达载体构建过程
Fig.1　The Const ruction of Antisense Repetition Expression Vectors of ACS2 gene

2　结果与分析
2.1　矮牵牛 ACS2基因的克隆

2.1.1　矮牵牛基因组 DNA的提取　提取的矮牵牛基

因组 DNA电泳结果见图2。从图2可以看出:所提取的
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DNA完整 ,没有降解 ,质量较好 ,可以满足 PCR克隆基

因的要求。

2.1.2　目的基因的 PCR扩增　以矮牵牛基因组 DNA

为模板 ,以 ddH2O为空白对照 ,采用降落PCR技术进行

PCR扩增。PCR反应结束后 ,取 5 μL 进行电泳检测。

从图 3可以看出 ,所获得片段和目的片段大小接近 ,约

为2 kb。

2.1.3　重组质粒的鉴定　PCR鉴定结果:从图 4可以

看出 ,反 1的1st菌落 、反2的 1s t菌落和 2nd菌落为阳性克

隆 ,反 1的2nd菌落为假阳性;酶切鉴定结果见图 5 ,可以

看出 ,反 1的1st 、反2的1st 、2nd菌落为阳性克隆 ,反 1的

2nd菌落为假阳性。PCR鉴定结果和酶切鉴定结果表明 ,

反1的 1
st
、反 2的1

st
和 2

nd
菌落为阳性 ,可将该阳性菌液

用于测序。

2.1.4　克隆序列的测定与分析　经测定 ,所克隆的

ACS2基因反1和反2的片段长度均为1 962 bp ,与 gen-

bank中序列号为 AF049711的矮牵牛 ACS2基因的同源

性达到 85.79%。所克隆的序列已经申请登录 genbank ,

序列号为。

2.2　ACS2基因反义重复表达载体(pBI-121-ACS2(反)-

ACS2(反))的构建

2.2.1　pBI-121质粒的酶切鉴定　PstI对 pBI-121酶切

鉴定结果见图6。从图6可知 ,该质粒为pBI-121。

2.2.2　XbaI、SmaI对 pBI-121质粒的双酶切　酶切结果

见图 7。酶切后回收目的大片段。由于 pBI-121载体多

克隆位点在XbaI 、SmaI之间的片段很短 ,所以酶切后电

泳时只能看到一条和载体大小相近的带。

2.2.3　pBI-121-ACS2(反)-ACS2(反)的鉴定　pBI-121-

ACS2(反)-ACS2(反)的菌落 PCR鉴定结果见图8 ,酶切

鉴定结果见图9。PCR鉴定和酶切鉴定结果表明 ,所构

建的 ACS2基因反义重复表达载体 pBI-121-ACS2(反)-

ACS2(反)的结构是正确的 ,可用于后续试验。
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3　结论
3.1　获得了矮牵牛 ACS2基因片段

利用降落PCR的方法 ,克隆了矮牵牛 ACS2基因片

段 ,并申请登录 genbank ,序列号为。该基因的克隆 ,为

以矮牵牛为对象 ,研究花卉的衰老问题奠定基础。

3.2　构建了矮牵牛 ACS2基因的反义重复表达载体

用一步法将 ACS2基因的 2个反义片段与 pBI-121

质粒连接起来 ,构建了 pBI-121-ACS2(反)-ACS2(反)重

复表达载体。该载体的构建 ,为利用共抑制技术延长矮

牵牛花期的研究奠定基础。

4　讨论
降落 PCR是一种设计多循环以使相连循环 ,的退

火温度越来越低 ,从而达到最佳扩增条件的方法。省却

了常规 PCR中摸索最适退火温度的过程。经过改良以

后程序简单 ,且产物的特异性及效率有较大提高[ 15-16] 。

该试验就是采用了改良后的降落PCR技术 ,一次就得到

了目的产物 ,并且产物的特异性强 ,产量高 ,表现在 PCR

产物在电泳时条带宽 、亮 ,从而验证了降落 PCR确实比

一般 PCR方法工作效率高。

在构建表达载体时 ,一般采用一个中间载体最后将

目的片段与表达载体连接
[ 11]
。该试验采用一步法将 2

个目的片段和1个载体片段直接放在一起连接 ,比利用

中间载体顺次连接减少工作量。
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The Clone of ACS2 Gene of Petunia hybrida and the Construction of Its'
Antisense Repetion Expression Vectors
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Abstract:Used the method of touch down PCR , the ACS2 gene was cloned from DNA of Petunia hybrida.At the same

time , it s gene sequence DQ090003 was obtained in GenBank , the antisense repetition of ACS2 linked the plasmid pBI-121

by use of one step.In the result , the expression vector having antisense repetition gene was constucted.

Keywords:Petunia hybrida;ACC synthase;Antisense repetition expression vectors;Touch down PCR;One step
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