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摘要 以柿 Διοσπψροσ κακι × ∏ 果实为材料 根据其它植物 ≤≤ 氧化酶 2 2 2 ¬

¬ ≤ 氨基酸保守区 设计 组简并引物 通过 ×2°≤ 法扩增出 个约 大小的 ⁄ 片段 ∀将其克隆

至 ∞ 2× 载体上 对这 个重组克隆进行序列测定 ⁄ 2 ≤ 由 个碱基组成 编码 个氨基酸 ⁄ 2 ≤ 为

个碱基 编码 个氨基酸 ∀它们均具有其它植物 ≤≤ 氧化酶中存在的保守区 且在多肽水平上的同源性很高

与番茄 ∞2 ≤ 的同源性 ⁄ 2 ≤ 是 ⁄ 2 ≤ 是 与甜瓜 ≤ 2 ≤ 的同源性 ⁄ 2 ≤ 是

⁄ 2 ≤ 为 ∀
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  柿在成熟过程中有呼吸高峰的出现 其采后软

化速度与其乙烯释放水平有着密切的关系≈ ∀有

呼吸高峰的果实成熟是乙烯依赖型的≈ 乙烯对呼

吸跃变型果实的成熟过程起着重要的调节作用 未

熟果实可以通过内源或外源乙烯的作用而加速成熟

进程≈ ∀在高等植物中 乙烯由 蛋氨酸 ψ

≥ 腺苷蛋氨酸 ψ ≤≤ 2氨基酸丙烷2 2羧酸

ψ乙烯途径合成 ∀在此生物合成途径中 主要通过

≤≤ 合成酶 ≤≥ 基因和 ≤≤ 氧化酶 ≤ 基因

表达 在转录水平上进行调节 最终由 ≤ 催化

≤≤ 转化为乙烯≈ ∀据 ∏ 等研究报道 ≤

可能也是乙烯生物合成途径中的一个限速酶 它在

转录水平上调控着乙烯的生成速率≈ ∀迄今已从

多种植物器官中获得 ≤≤ 氧化酶基因的 ⁄ 克
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隆 ≤ 由多基因家族编码≈ ∀目前 在柿上还未

见有对 ≤ 基因的克隆及其在果实成熟中的表达

调控等方面的研究报道 ∀本研究成功地克隆了柿果

实中 ≤ 基因家庭中的 个成员 ⁄ 2 ≤ 和

⁄ 2 ≤ 并进行了序列分析 旨在从分子水平阐

明柿果成熟软化机制 以便为采后果实后熟软化的

控制提供理论依据 ∀

1  材料与方法

1 1  材料

供试材料为日本涩柿代表品种−平核无 2

. 果实 采自日本冈山大学试验农场 ∀

于果实发育第 期 月 日 采收 ∀

质粒载体 ∞
ο2× ∞ ∂ ≥ 为

° 公司产品 × ! ƒ∞ ≥≤ ∞ ≤∞≥

ƒ ⁄ ≥ 及其余分子生物学

试剂为日本 × 生物制剂公司提供 大肠杆

菌菌株 为冈山大学农产物利用研究室保存

其他化学常规试剂为日本高土冢药品株式会社提供 ∀

1 2  提取和分离

切取果实薄片投入 ε 的液氮中保存备用 ∀

将冻好的组织加液氮研磨成粉状 按照 • 等≈ 的

方法提取总 ∀用 × 按使用说明 分

离出 ° ∀

1 3  引物设计与合成

参照 ≈ 等发表的其它果实 ≤ 基因的

保守氨基酸序列 设计 对简并引物 上游引物为

χ2≤ ≤ × ≤≤ ≤ ≤ × × ≤ × ≤

≤ × × ≤ × × ×2 χ 下游引物是 χ2

≤ × ≤ ≤ × ≤ × × ≤ ≤ × × ×

≤ × ≤ ≤ × × ≤ × × ×2 χ 由日本

公司合成 ∀

1 4  ⁄ 单链合成和 ×2°≤ 扩增

取分离得到的 ° Λ 使用 ƒ∞

≥≤ ∞ ≤∞≥ ƒ ⁄ ≥ ε

反转录合成 ⁄ 第 链 ∀以此产物为模板

进行 °≤ 扩增 ∀反应总体积 Λ 其中 × ⁄

° Λ Λ ×° ¬ ∏

Λ ∀反应条件 热启动 ε 变

性 ε 退火 ε 延伸 ε

轮循环 最后一轮延伸 ∀

1 5  扩增产物克隆与 ⁄ 序列测定

用低溶点琼脂糖法回收 °≤ 产物 与 ∞ 2×

载体连接 连接产物转化大肠杆菌 感受态细

胞 ∀在加有 ÷2 °× 的培养基上挑取白菌落

用碱变性法小批量抽提质粒 并用 ∞ 双位点酶

切后进行电泳鉴定 ∀采用双脱氧终止法 岛津 ⁄≥±

2 自动 ⁄ 序列分析仪测序 用 ¬

软件系统 计算机自动收集和处理信号 打印出碱基

序列和氨基酸序列 ∀将其与从基因组数据库中获得

的序列进行相似性比较 断定所克隆的 ⁄ 是否

≤≤ 氧化酶基因片段 ∀

2  结果与分析

2 1  检测

由柿果实中提取的总 样品 经紫外分光

光度计测定 紫外吸收值 ⁄ ⁄

说明提取的 纯度较高 用 琼脂糖

甲醛变性电泳检测结果见图 ∀图中可见有 ≥ 和

≥两条较完整的条带 并无拖尾 ∀ ≥ 条带

的亮度接近 ≥ 条带亮度的 倍 表明

样品比较完整 ∀

图 1  柿果实 电泳图

ƒ  ∞ ∏

2 2  °≤ 产物扩增和克隆

≤≤ 氧化酶基因的克隆已在番茄≈ !甜瓜≈ !

黄瓜≈ 等多种植物上报道 ∀它们一般都有 ∗ 个

氨基酸保守区 ∀我们根据保守区设计的 组简并引

物 从柿果实中扩增出 ≤≤ 氧化酶的 ⁄ 片段 ∀

将这些片段纯化 克隆至载体 ∞ 2× 通过限制性

内切酶 ∞ 双位点酶切鉴定 初步筛选出插入的

片段为 左右的重组克隆 图 中的

∀

2 3  ⁄ 序列测定和同源性比较

对重组克隆的 ⁄ 2 ≤ 进行核苷酸序列测定

表明 ⁄ 2 ≤ 片段有 个不同的碱基序列 个片
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∗ 重组质粒酶切 ⁄ 2 ≤ ∞

图 2  重组质粒用 ∞ 双位点酶切后的电泳图谱

ƒ  ∞ ∏ 2

段为 个碱基 编码 个氨基酸 将其定为 ⁄ 2

≤ 图 另 个片段由 个碱基组成 编码

个氨基酸 将其定为 ⁄ 2 ≤ 图 ∀通过与

其它植物的 ≤≤ 氧化酶基因氨基酸的同源性比较

与番茄的 ∞2 ≤ 的同源性 ⁄ 2 ≤ 为

⁄ 2 ≤ 为 ∀ 与甜瓜 ≤ 2 ≤ 的同源

性 ⁄ 2 ≤ 为 ⁄ 2 ≤ 是 图

∀柿的 个 ≤≤ 氧化酶多肽均包含有 个氨基

酸高度保守区和不同酶中所共有的 个不变氨基酸

残基 ∀二者在多肽水平上有 的相似性 ∀

3  讨论

过去的研究认为 ≤≤ 合成酶是乙烯生物合成

途径中唯一的限速酶≈ ∀但近年来的研究结果表

划线部分为引物  × ∏

图 3  柿果 ≤ ≤ 氧化酶 ⁄ ⁄ 2 ≤ 1 核苷酸序列和由此推导的氨基酸序列

ƒ  × ∏ ∏ ∏ ⁄ 2 ≤

明 ≤≤ 氧化酶对乙烯的生物合成也具有重要的调

控作用 它可能是又一乙烯生物合成限速酶≈ ∀跃

变型果实在呼吸高峰前期 ≤ 活性可因外源乙烯

的影响而增加≈ ∀在康乃馨 !牵牛花的花瓣老化

时 ≤ 活性增大的同时 ≤ 基因的表达量也随

之增加 这种现象在跃变型果实成熟始期 兰花受粉

之后 番茄和花椰菜营养组织老化过程中都有发

生≈ ∀ ≤≤ 氧化酶基因是由多基因家族编码 这

在许多植物体中都已发现 番茄和甜瓜均有 个

≤ 基因≈ ∀一般不同物种的 ≤≤ 氧化酶氨基

酸的同源性都比较高 大多为 左右 ∀我们从柿

中克隆的 个 ≤≤ 氧化酶的同源物 经序列分析和

同源性分析表明 它们与番茄等植物的同源性很高

超过了 并且也具有其它植物类似的高度保守

氨基酸序列 个基因编码不同的 ≤≤ 氧化酶多

肽 这些结果都说明柿的 ≤≤ 氧化酶同样是由多基

因家族编码的 ∀多基因家族中各基因的表达受发育

时期 !环境条件 !激素等因素的影响 在不同的条件

下具有不同的表达特征 ∀柿的 个 ≤ 基因与其

果实成熟衰老的关系 以及在成熟软化过程中表达

调控的特异性方面的研究 尚在进行之中 ∀
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划线部分为引物  × ∏

图 4  柿果 ≤ ≤ 氧化酶 ⁄ 2 ≤ 2 核苷酸序列和由此推导的氨基酸序列

ƒ  × ∏ ∏ ∏ ⁄ 2 ≤

/ 3 0表示完全保守 线框中是保守区 黑影处为不变氨基酸残基

/ 3 0 √ ∏ ∏ √

图 5  柿 ≤ 基因 ⁄ 2 ≤ 1 ⁄ 2 ≤ 2 与番茄 ∞2 ≤ 1 和甜瓜 ≤ 2 ≤ 1 基因所推导的氨基酸序列比较

ƒ  ≤ ∏ ∏ ≤ ⁄ 2 ≤ ⁄ 2 ≤

∞2 ≤ ≤ 2 ≤
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