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番茄 1-氨基环丙烷梭酸（ACC）合成酶基因的反义
RNA-核酶嵌合DNA序列的构建①

仇润祥② 危廷茂③ 王永胜 张晓海 刘中大
（内蒙古大学生物系 呼和浩特010021)

摘 要 根据番茄ACC合成酶基因（LE-ACC2)DNA序列，以番茄（勿copersicon esculentum Mill）果实

的总DNA为模板，利用PCR技术扩增得到预期大小的该基因编码区内部分DNA序列，插人到质粒载

体pGEM-3 zf(+）的BamH I和HindIII位点之间后转化E. coli DH-5a，可选出重组子pRE,经酶切，

PCR及DNA序列分析证明克隆成功；将pRE上的目的DNA序列以反义方式构建到我室已合成并克

隆的含核酶DNA序列的重组质粒pRI的BamH工和Hind班之间，构成含有反义RNA一核酶嵌合DNA

序列的重组质粒pREI，经酶切及序列分析，结果与预期一致·
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The Construction of Antisense RNA-Ribozyme Chimeric

DNA Sequence of Tomato ACC Synthase Gene
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Abstract According DNA sequence of Tomato ACC synthase gene(LE-ACC2), and using total DNA of

fruit of tomato（匀。copersicon esculentum Mill) as template, the expected partial DNA Sequence in coding

region of gene was obtainted by PCR amplification and inserted imto pGEM-3zf(+) digested with BamH

工and HindUl．then we transformed the system into DH5-a and selected the postive recombinant (pRE).

"I he digestion of enzyme, PCR amplification and sequence of DNA analysis demonstrated that the cloning

was successifui; By the antisense way, the DNA sequence from pRE was combined to pRI between BamH

I and HindUl to consturct pREI containing antisense RNA-Ribozyme chimeric DNA sequence (pRI was

constructed in our Lab and contains Ribozyme DNA sequence), The restriction map of recombinants and

sequence analysis were indentical to the expected results.
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番茄是一种重要的经济作物，同时又是植物基因工程的模式植物〔‘〕。过去几年对其果实的成熟机制及应用
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反义基因延熟方面的研究比较深人．乙烯是植物内源性成熟激素，具有明显的果实催熟作用。1979年，Adams

和杨祥发阐明了乙烯的生物合成途径〔2)。乙烯的直接前体ACC的合成是由ACC合成酶这个限速酶来催化

的 1991年，Rottman等〔’〕从成熟的番茄果实里克隆了5个ACC合成酶基因，其中LE-ACC2与

S traeten 1989年报道的pC V V4A完全一样，与番茄的成熟直接相关。因此，基于ACC合成酶在乙烯生物合成方

面的重要性，在基因水平上控制 ACC合成酶的表达成为植物果实延熟及抗衰老的一个研究热点。

1991年，Oelle：将ACC合成酶的反义基因导人番茄植株中去〔4)，在所培育成功的转基因番茄果实中，乙

烯的合成被抑制了99.5 。国内外应用反义技术在抗病毒感染和果实保鲜等方面开展了不少工作，但效果不等。

甚至有将番茄ACC合成酶基因及其反义基因导入其它植物（如西瓜）也取得了一定的效果〔”。目前应用基因工程

进行果实保鲜和延熟几乎都集中于反义技术，但其在体内作用的效率及稳定性有待提高。

核酶是由Cech和Altman发现的一类具有催化功能的RNA分子〔‘〕，其切割具有顺序专一性 从核酶发现

以来，对其结构和机理有较多的研究〔”，并确定为金属酶类〔吕〕。目前应用研究中较受重视的核酶有锤头结构

(Hammerhead)、发夹结构（Hairpin)和斧头结构（Axehead), ca--i0〕其中锤头结构被研究的较多，其结构特点也最

早被阐明，加上其设计简单和类型多样，从而为从全新角度设计合成特异性的人造核酶，专一性抑制某一RNA

的活性提供了条件。在核酶应用方面，大部分集中在抗病毒方面，尤其是严重威胁人类健康的获得性免疫缺陷病

毒(HIV）的复制上〔“12, 13)，然而其体内稳定性、切割效率有待提高。有关反义RNA一核酶嵌合基因在抗病毒方

面，国外有少量报道〔14, 157，而在国内外尚未见到以此嵌合基因抑制番茄ACC合成酶mRNA表达的报道。

本文成功地克隆了反义RNA-洲咳酶嵌合DNA序列，希望利用此嵌合基因弥补反义 RNA和核酶分别作用

的不足，从而为进一步探讨利用该嵌合基因提高抗果实软化的可能性创造必要条件。

1材 料

1.1植物材料

表面顶部略显红色的番茄果实．

1.2菌种及载体质粒

DH-5，为本实验室保存菌种；pGEM-3zf(+)载体质粒购自北京华美生物工程公司。

1.3酶、试剂及用品

限制性内切酶；标准 DNA分子量 Marker; PCR试剂盒；毛-DNA连接酶均购自华美生物工程公司。

X-gal; IPTG为Promega公司产品。其它常规试剂均为国内分析纯或化学纯产品。
1.4引物

据Rottman报道的番茄ACC合成酶LE-ACC2基因正链序列〔”，先在第四个外显子1 928-2421区段处

设计合成一对引物，跨越ACC合酶基因494bp(该区段转录形成LE-ACC2mRNA中的649-1 086区段）。

Re-1：5' GGGGATCCACCTTGTTTGTGACGA-24mer(5端引物）；

Re-2：5' CGTTAAGCTTAACATCGTTT-20mer(3端引物）。

以上引物由中国科学院微生物研究所自动DNA合成仪合成。

2实 验 方 法

2.1 ACC合成酶基因（LE-ACC2)部分编码序列的克隆和检测

2.1.1番茄总DNA的提取 参考辽宁省农业科学院石太渊等快速提取高粱DNA的改良方法（’。。

2.1.2目的基因的PCR的扩增 100u1的反应体系中包括；10 x buffer[500mmo1 / L KCI; 100mmo1 / L

Tris-HCI(pH9.0, 25 C ); 15mmo1 / L MgCIZ; 0.1％明胶（w / v); 1 % Triton X-100] 10M1; 4 x dNTP(2.Ommo1 / L /

每种）10u1；引物Re-1和Re-2分别为50pmo1;模板5OOng。循环参数为：951C 1分钟、50C 1分钟、72AC 3分
钟、35个循环。
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2.1.3连接及转化 用BamH工和Hind11l双切提取好的质粒载体pGEM-3 zf(+)及PCR产物，用电洗脱透析带

法分别回收PCR产物及载体大片段按常规方法进行连接〔17)，连接产物转化感受态细胞（DH-5哟，转化产物涂布

在含X-gal. IPTG的培 上进行蓝白菌落的初步筛选( 18)。

2.1.4重组子的筛选和鉴定养皿随机挑取8个大而透亮的菌落，提质粒后，首先用Pst I单酶切。没有切开的阳

性克隆用BamH工和Hindl U双切及 PCR检测，以进一步确定重组质粒。

2.2嵌合DNA序列的构建及检测‘17)
2.2.1构建及克隆以反碱法提质粒pRE及pRI，用BamH工和HindIII分别双酶切pRE和pRI，并用电洗脱透析

带法回收pRE DNA小片段北京义方式和以同样方法回收的pRI大片段进行连接。用DH-5a制备感受态细胞

并进行连接物的转化，转化产物用Amp初步筛选．随机挑取8个阳性克隆，用XbaI单切，然后挑取未切开的

重组质粒，用Kp。工和HindIII及BamH工和HindIII两种双酶切以进一步检Nail pREI是否构建成功。

2.2.2序列分析 将 pREI交由 赛百盛（美国）生物工程公司DNA自动荧光测序仪进行序列分析。

嵌合基因克隆质粒构建图（图1).

图1 反义RNA一核酶嵌合序列重组载体的构建图

3结 果

3.1 ACC合成酶基因（(LE-ACC2）部分编码序列的克隆分析
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用Psr I单切8个白色菌落的质粒DNA，有5个质粒不存在Pst I切点。将此5个克隆进行酶切及PCR检

测，证明确有预期大小的插人片段．

3.2反义RNA--49}酶嵌合DNA序列的构建及检测

3.2.｝嵌合DNA序列连接物 转化得到23个转化子，随机挑取8个大而透亮的转化子，提质粒 DNA，经相

应酶切检测，其中5个克隆含有预期大小的嵌合片段，从而说明pREI构建成功。

3.2.2反义 RNA 核酶嵌合 DNA序列的分析 经反义RNA-核酶嵌合 DNA序列的分析，与原序列（包括

BamHI位点之前的原设计的核酶DNA序列）和BamHI位点之后的原LE-ACC2编码区内部分DNA序列比较

见图 2,

图2 反义RNA一核酶嵌合DNA与设计的核酶DNA及LE-ACC2(1 928-- 2 381)的核昔酸顺序比较
a.嵌合DNA核普酸顺序；b．设计核酶DNA及LE-ACC2 (1 928 -- 2 381)的核昔酸顺序。

我们只比较前521个碱基序列，第521一561位点间序列由于测序太长的原因，在测序图上未标出 1--6位

是KpnI酶切位点、69-74是BamHI酶切位点、a表示原序列、b表示嵌合DNA的序列（与a序列相同的碱基

用横线代替）分析结果。通过比较发现：b序列相对于a序列的第62位缺失了一个C, a序列第143位的A在b

序列中以G替换。如不考虑未标出的序列，嵌合DNA序列与原序列比较，同源率为99.80%.

3.3核酶－反义RNA嵌合DNA序列的转录产物在mRNA上的作用位点及区段

针对番茄ACC合成酶基因 LE-ACC2第四个外显子处设计的核酶，反义RNA嵌合DNA序列的转录产物
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在 mRNA上的作用位点及区段见图3e

嵌合DNA序列的转录产物在mRNA上的作用位点及区段的说明：

(1) KpnI和BamHT识别序列对应区段与mRNA不完全互补，是出于构建的需要。

(2）以 BamHI识别序列对应区段与 mRNA不互补的 CC为分界点，左为核酶(62nt)，右为反义

mRNA(492nt)。反义RNA-Ribozyme由pGEM-3zf(+）的S P6- T7方向转录而成，即HindIII--KpnI方向

仍）箭头（竖向）所指为核酶在 mR NA上的剪切点。

模板mRNA

6'-GGUGUU 杏 ACAUCC
AGACACACUGAAAAGUGUCUUGAGUUUCACCAACCAACACA ACC

UCUGUGUGACUUUUCACA AACUCAAAGUGGUUGGUUGUGU UGG

3'-CCAUGG

称nI 18nt侧其序列

核酶一

AC

A U 22nt侧其序列

G G

CGA A

A U G U

GC

GC

A G

GU

．⋯ AA好CUU

，．⋯ 侧CGAA

HindlllCCUAGG

BamHI

，反义RNA

图3 反义RNA一核酶嵌合DNA序列转录物阻断LE-ACC2 mRNA表达的序列和位点

4讨 论

1991年，Rottman从成熟的番茄果实里克隆了5个ACC合成酶基因〔3〕其中与番茄果实成熟直接相关的两

种是LE-ACC2和 LE-ACC4. LE-ACC2被乙烯诱导的速度快于LE-ACC4，所以应用基因工程技术对番茄果

实延熟保鲜最理想的方法就是阻断LE-ACC2的表达，本文正是针一对此基因设计并合成了反义RNA一核酶嵌合

DNA序列 通过测序并与原序列进行比较，发现测出的LE-ACC2基因编码区内部分DNA序列与原序列相比

只有一个碱基差异（第143位以A替代了G)o测出的核酶DNA序列与原设计序列相比在第6位和第62位分别

缺失了一个C，根据测序图的波峰判断，第6位上的C属未标出，实际并未缺实，而第62位的C将来位于核酶

的右臂上，对于核酶行使其功能无有影响。所以预计此嵌合体序列可以较圆满地实现其功能

设计 Ribozyme和反义 RNA时，正确选择靶位点是很关键的 我们比较了ACC合成酶多基因家族成员，

发现LE-ACC2的第四个外显子在多基因家族中相对保守。尤其是 LE-ACC2和LE-ACC4在我们所设计的嵌

合基因区内，核昔酸序列几乎是吻合的（LE-ACC2比LE-ACC4后移几位）。LE-ACC2第四个外显子从 2 180

位点开始有 36个碱基在 ACC合成酶多基因家族及各种转氨酶基因中几乎是保守的，而这36个碱基序列表达形

成ACC合成酶的Dodecapeptide motif,是ACC合成酶的部分活性中心，也是辅酶磷酸毗哆醛的结合位点·
基于以上分析，我们针对LE-ACC2第四个外显子 1 928-2421区段间设计了反义DNA序列，在 1897-

1 934区段间，针对 1903位点开始处的GTC设计了核酶 DNA序列，二者重合的6个位点是 BamH工的识别位

点 借助与此位点构建的嵌合基因序列可望能阻断LE-ACC2的表达，同时阻断LE-ACC4及其它多基因家族

成员 从而能够有效控制乙烯的形成，达到高效延熟及保鲜的目的

在设计Ribozyme靶位点时，我们考虑到周围的二级结构比较简单，有利于核酶接近靶位点，其保守性也较

好 符合核酶切割位点的一般性原则（’。）。在核酶两臂互补序列长度方面，一般认为两侧互补区为16个碱基较

为合适〔20) 但考虑到嵌合基因构建的需要及真核生物mRNA较长而导致其二级结构的复杂性，我们选择了左

臂18个碱基、右臂22个碱基，使得核酶与mRNA容易结合，易于发挥作用。
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核酶两侧需要与靶RNA配对，从这个意义上说，核酶是具有催化活性的反义RNA分子〔221，也就是说具

有反义RNA和剪切作用的双重功能。但由于真核生物mRNA较长，可能导致其二级结构复杂化，加上有关核

酶对真核生物 mRNA剪切的报道极少，所以如果核酶的作用位点被埋藏在高级结构中，反义RNA牢固的结合

作用可以拆开二级结构，从而促进核酶发生作用．反过来，核酶的结合及剪切也可增加破坏 mRNA的二级结

构，促进自身和反义RNA的作用。反义RNA和核酶有协同作用‘14)，尤其是可望能提高核酶的稳定性和剪切

效率 核酶和反义RNA的联合应用将是真核生物体内阻断mRNA表达的有效办法。

从另一个角度说，嵌合基因序列的转录物相当于臂延伸了的核酶，核酶两侧的无关序列虽可提高核酶的稳定

性，但如果与核酶形成二级结构，会导致剪切活性的降低〔2-1)。我们还难以肯定没有这种可能性，另外还有

报道〔“。，：核酶两侧的靶序列延长，与mRNA作用加强，剪切效率高，但最适温度也升高，这对体内作用显然

是不利因素．基于这种认识，我们可利用本文所克隆的反义DNA序列和核酶碱基序列不经嵌合就检测其作用，

作为对照，以检测这种可能性是否成立．

本文是有关克隆反义RNA一核酶嵌合基因序列，以用于阻断番茄ACC合成酶表达的首次报道，对于探讨番

茄延熟保鲜的机制及嵌合基因的作用，有十分重要的理论价值和实际意义 同时也为今后进一步与其它高效率启

动区联合克隆，构建高效表达载体，以获得高效表达的和稳定的转基因植株创造了条件。
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