
猕猴桃果实特异表达异戊烯基转移酶基因植物表达载体的构建

王静毅1 ,2 , 朱道圩1 *
 

(1 .河南农业大学林学园艺学院,河南郑州450002 ; 2 .中国热带农业科学院生物技术研究所热带作物生物技术国家重点实验室,海南海口571101)

摘要  以pBI121 质粒为载体 ,将猕猴桃素基因启动子与 ipt 编码基因连接 ,构建猕猴桃果实特异表达ipt 嵌合基因。
关键词 猕猴桃 ; 植物表达载体 ; 猕猴桃素基因启动子 ; 异戊烯基转移酶基因
中图分类号  Q78   文献标识码  A  文章编号  0517 - 6611(2007)16 - 04773 - 02

Construction of Plant Expression Vector for Isopentenyltransferase ( ipt) Gene Expressed mainlyin Fruit of Actinidia delici osa
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Abstract  Inthe paper , a plasmid pBI121 was used to insert the chi mera gene to construct plant expression vector for ipt gene expressed mainly in the
fruit of Actinidi a deliciosa .
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  外源基因表达量不足是得不到理想的转基因植物的重

要原因。由于启动子在决定基因表达方面起关键作用 ,因此

选择合适的植物启动子和改进其活性是增强外源基因表达

首先要考虑的问题[ 1] 。植物基因的启动子按其基因的表达

方式分为组成型启动子、诱导型启动子和组织特异性启动

子。其中组织特异性启动子调控基因在不同发育阶段及组

织中表达, 是植物自身生长发育的需要, 因此对该类启动子

的研究和应用越来越受重视[ 2] 。

异戊烯基转移酶( isopentenyl transferase ,ipt) 是细胞分裂

素合成中的第一步关键酶,它能催化异戊烯基焦磷酸和单磷

酸腺苷的分解, 产生细胞分裂素的前体异戊烯基单磷酸腺苷

(isopentenyl AMP , i AMP) 。细胞分裂素对植物有多方面的生

理功能 ,如生产实践中施用外源细胞分裂素可有效增加籽粒

的重量[ 3] , 诱导果树单性结实, 提高座果率, 增加糖酸比, 以

及增大果实等[ 4 - 5] 。

在遗传转化方面,i pt 基因已用于水稻、烟草、棉花、番茄

等植物的转基因研究[ 6 - 12] 。关于基因在猕猴桃果实中特异

表达问题 ,已分离出猕猴桃果实特异表达猕猴桃素( actinidin)

基因启动子[ 13 - 14] 。猕猴桃素是一种半胱氨酸蛋白酶, 只在

猕猴桃幼果中开始呈现,因而猕猴桃素基因启动子可以保证

外源基因在猕猴桃果实中特异表达。笔者用猕猴桃素基因

启动子与 ipt 编码基因连接构建成猕猴桃果实特异表达ipt

嵌合基因 ,以期 ipt 基因仅在猕猴桃果实中表达, 为提高猕猴

桃单果重及果实品质的转基因工作奠定基础。

1  材料与方法

1 .1 材料  质粒 pRA - 9 由新西兰奥克兰大学提供 , 内含

1 .3 kb 的猕猴桃素基因启动子, 酶切位点为 Xba Ⅰ/ Ba mHⅠ。

质粒pGEM- T Easy 为中国热带农业科学院作物生物技术国

家重点实验室惠赠 , 内含0 .72 kb 的 ipt 编码基因, 酶切位点

为 Ba mHⅠ/ Sac Ⅰ。各种限制性内切酶、T4DNA 连接酶、琼脂

糖、Taq 酶等分子生物学试剂均购自大连宝生物工程有限公

司,其余化学试剂为Sigma 或国产分析纯产品。试验在河南
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省农科院农作物新品种重点开放实验室进行。

1 .2 植物表达载体构建方案  用pRA - 9、pGEM- T Easy 和

pBI121 质粒为出发质粒,在植物表达载体pBI121 质粒中构建

猕猴桃果实特异表达 AGP - i pt 嵌合基因, 构建完成后的质

粒称为pBI121AGP - ipt , 如图1 所示。

1 .3 方法

1 .3 .1 质粒 DNA 提取与酶切。将带有出发质粒的大肠杆菌

接种于相应抗生素浓度的LB 液体培养基中, 过夜培养后按

小量碱法提取并进行酶切[ 15] 。

1 .3 .2  酶切产物的纯化与回收。将酶切液用酚/ 氯仿抽提

液抽提纯化后用1 % 的低熔点 Agrose 胶电泳分离 , 在紫外灯

下用刀片切下目的片段, 放入1 .5 ml Eppendorf 管中 , 使用

PCR Fragment Recovery Kit 从胶中回收DNA 片段。

1 .3 .3  载体与片段的连接。将处理好的载体和要连接的片

段以适当比例混合, 加1 μl 10×buffer , 加入双蒸水至总体积

9 .5 ml ,加入0 .5 μl T4 DNA Ligase , 混匀,16 ℃连接16 h 以上。

1 .3 .4 转化菌落的PCR 检测。根据猕猴桃素基因启动子的

上游和下游序列设计的引物分别为:5’- TCT AGA GGT TGA

GAA GGT GGG TGT G-3’、5’- CAA TGG TGT TCT CTC TCG TTT

TTT G-3’。

用牙签挑取转化菌落于PCR 管中,在94 ℃预变性10 min

做为模板进行PCR 扩增。反应条件为94 ℃预变性1 min ; 94 ℃

变性1 min ,58 ℃退火1 min ,72 ℃延伸2 min ,共30 个循环;72 ℃

延伸10 min。PCR 产物用1 %的低熔点Agrose 胶电泳检查。

1 .3 .5 酶切鉴定。用 Xba Ⅰ/ Ba mHⅠ, Ba mHⅠ/ SacⅠ分别双酶

切质粒 DNA, 并取酶切液进行电泳分析 , 鉴定插入片段是否

正确连接。

2  结果与分析

2 .1 质粒 DNA 的酶切电泳  用 Ba mHⅠ/ Sac Ⅰ分别双酶切

质粒pBI121 和pGEM- T Easy。质粒pBI121 酶切后可得到1

条大片段和约1 .8 kb 的小片段( 图2 , 泳道1) ,电泳回收大片

段作为载体; 质粒pGEM- T Easy 酶切后可得到0 .72 kb 的

ipt 编码基因小片段( 图2 , 泳道2) , 回收后作为插入片段构

建载体pBI121 - ipt。

用 Xba Ⅰ/ Ba mH Ⅰ分 别 双 酶 切 质 粒 pBI121 - ipt 和

pRA- 9。质粒pBI121 - ipt 酶切后得到1 条大片段( 图2 , 泳

道4) , 回收作为载体 ;质粒pRA- 9 酶切后可得到1 .3 kb 的猕
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猴桃素基因启动子小片段( 图2 ,泳道6) , 回收后作为插入片

段构建猕猴桃果实特异表达异戊烯基转移酶基因植物表达

载体pBI121AGP - ipt。

图1 猕猴桃果实特异表达 ipt 基因植物表达载体的构建方案

注 :泳道1 为质粒 pBI121 酶切电泳

图谱 ; 3 为质粒 pGEM - T Easy

酶切电泳图谱 ; 4 为质粒 pBI121

- ipt 酶切电泳图谱 ;6 为质粒

pRA- 9 的酶切电泳图谱 ;2 和5

为 DNA 分子量标准。

图2 质粒的酶切电泳图谱

2 .2  转化菌质粒的PCR 检

测 挑取转化单菌落置1 .5

ml 含相应抗生素的LB 培养

基中,37 ℃摇床震荡培养8

～12 h。按照小量碱法提取

质粒 DNA , 并 进行 PCR 检

测。电泳分析时用含有猕猴

桃素基因启动子的pRA - 9

质粒 和 不 含 该 启 动 子 的

pBI121 - ipt 质粒 PCR 作为

对照。试验结果显示, pRA

- 9 质粒扩增出1 .3 kb 明亮

片段( 图3 , 泳道3) , 转化质

粒 pBI121AGP - ipt 扩 增出

1 .3 kb 明亮片段( 图3 , 泳道

4) ,而pBI121 - ipt 质粒未扩

增出1 .3 kb 条带( 图3 ,泳道1) , 说明猕猴桃素基因启动子已

成功转入质粒pBI121AGP - ipt 之中。

2 .3 转化菌质粒的酶切鉴定 挑取转化单菌落置1 .5 ml 含

相应抗生素的LB 培养基中,于37 ℃摇床震荡培养8～12 h ,

按照小量碱法提取质粒DNA ,然后用 Xba Ⅰ/ Ba mHⅠ与 Ba mH

Ⅰ/ Sac Ⅰ分别进行双酶切 ,若载体与片段连接成功, 则可分别

切出1 条1 .3 kb 和1 条0 .72 kb 的片段( 分别为猕猴桃素基

因启动子和 ipt 基因) 。图3 表明, 转化质粒pBI121AGP - ipt

经酶切后切出了相应的片段, 说明猕猴桃素基因启动子与

ipt 基因已经插入载体,并被成功切出( 图3 ,泳道6 和7) 。

2 .4  载体与片段的连接效率  根据构建方案, 试验用分步

连接法构建猕猴桃果实特异表达异戊烯基转移酶基因植物

表达载体。先将 i pt 插入pBI121 中, 在得到的菌落中随机挑

注 :泳道1 为质粒pBI121 - ipt 的PCR

鉴定结果 ;3 为质粒 pRA - 9 的

PCR 鉴 定 结 果 ; 4 为 质 粒

pBI121AGP - i pt 的 PCR 鉴定结

果 ;6 和7 为质粒 pBI121AGP - ipt

的酶切电泳图谱 ;2 和 5 为 DNA

分子量标准。

图3 转化质粒pBI121Actinidin- ipt

PCR及酶切鉴定

取7 个单菌落进行酶切鉴

定。结果发现,有6 个单菌落

可切出0.72 kb 的 ipt 基因,

转化效率达86%。随后将猕

猴桃 素 基因 启 动 子插 入

pBI121- ipt 中,再次随机挑选

12 个所得的菌落进行PCR 鉴

定。结果有7 个单菌落可扩

增出1 .3 kb 明亮片段,随后

酶切鉴定也证实了猕猴桃素

基因启动子的正确插入, 其

转化效率达58 %。

3  小结与讨论

在早期的研 究中, 用

CaMV35S 启动子调控 ipt 基

因在转化组织中表达, 转基

因植株都表现为细胞分裂

素的含量增加 , 叶片衰老延迟 , 同时植株的生长发育形态也

发生了许多不正常的变化 , 如, 叶片变小、顶端优势丧失、不

能形成根或形成的根不能伸长等。为获得生长发育正常的

转基因植株,可利用组织特异性启动子调控 ipt 基因表达, 使

ipt 基因的表达具有一定的时空特异性。笔者用猕猴桃素基

因启动子与 i pt 编码基因连接构建成猕猴桃果实特异表达

ipt 嵌合基因 ,以期 ipt 基因仅在猕猴桃果实中得到表达 , 改

变转基因植株生长发育不正常的状况。

在对猕猴桃果实特异表达异戊烯基转移酶基因植物表
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时播种。在满足所用玉米品种≥10 ℃积温要求、且不受早霜

危害的原则下, 可适当推迟播种期, 以尽量缩短玉米与小麦

的共生期。

4 .2 .2  播种规格及方法。春小麦两叶一心时, 早灌头水。

待地表黄干时,在预留的玉米带内, 在离两边小麦28 c m处 ,

错位点播2 行玉米 ,播深6～7 cm, 每穴2 粒 ,穴距20～22 c m,

保穴60 000～67 500 株/ hm2。点种时,在玉米带内沟施氮肥5

～6 kg、磷肥( P2O5) 7～8 kg。

5  田间管理技术

5 .1 春小麦管理技术

5 .1 .1 春小麦灌溉和追肥。在春小麦两叶一心期或三叶期

灌头水, 促蘖促穗。结合头水 , 追施氮肥15 ～22 .5 kg/ hm2。

二水控制到拔节末期, 以壮秆防倒。根据各方面情况, 浇好

抽穗扬花水、灌浆水和麦黄水。后期灌水应遵循有风不浇、

无风抢浇、昼夜巧浇、雨前停浇、过水为主、不留积水的原则 ,

谨防倒伏。在小麦灌浆期,有条件时可喷施磷酸二氢钾1～2

次,每次1 500 g/ hm2 , 对水375 kg 喷雾, 可增加千粒重, 促进

早熟。

5 .1 .2 小麦除草和治虫。在任何时期都应做到有草即除。

为防止玉米受害,禁止使用2 ,4- D 类除草剂。在小麦拔节孕

穗期, 根据病虫预测预报, 防治麦茎蜂2 次。用10 % 氯氰菊

脂乳油300 ml/ hm2 对水750 kg 于成虫羽化盛期喷雾。在小

麦灌浆期,视麦芽虫发生情况 ,防治1～2 次。可使用40 % 乐

果乳油加80 %敌敌畏乳油750～900 g/ hm2 , 对水750 kg 喷雾。

5 .2 玉米管理技术

5 .2 .1 第1 次管理。玉米出苗后,要及时查苗补苗。缺苗较

多时, 要在缺苗处灌水创墒,采用浸种催芽的种子补种;缺苗

较少时, 可移苗补栽,栽后按穴灌水, 保证成活。当玉米长出

2～3 片叶时,可进行间苗,每穴留1 株健壮苗。

5 .2 .2 第2 次管理。结合春小麦开花期的第3 次灌水 ,给玉

米进行第1 次追肥。灌水前穴施氮肥120～150 kg/ hm2。追

肥于2 行玉米之间,3 株玉米中间用手铲挖下去, 前后摇动几

下, 随之将肥料施下,后盖土。

5 .2 .3 第3 次管理。7 月中下旬春小麦收获后,要立即给玉

米进行第2 次追肥, 穴施氮肥120～150 kg/ hm2 , 结合追肥进

行中耕、除草、灭茬工作。为了保证玉米雌穗和籽粒饱满, 在

玉米开花授粉期若遇不良天气, 则要进行人工辅助授粉, 减

少秃头缺粒。

5 .2 .4 后期管理。玉米后期管理主要是灌好灌浆水。视天

气降水情况, 每隔15～20 d 灌水1 次,一般灌水3～4 次, 直至

成熟前15 d 左右。

5 .2 .5 虫害和鼠害防治。在玉米心叶期, 若有玉米螟和粘

虫发生 ,则用50 % 甲铵磷1 500 ml/ hm2 , 对水375 kg 喷雾防

治。在玉米灌浆期, 若鼠害严重,则用各种毒饵进行诱杀。

6  收获

6 .1 小麦收获  在小麦蜡熟中后期及时收获, 捆子要随即

拉运上场,以利于玉米生长和翻茬。在收获小麦时, 谨防伤

害玉米苗。

6 .2 玉米收获  玉米不宜收获过早, 以利于茎秆物质充分

向籽粒运输,而且适当晚收还可以降低籽粒含水量。籽粒完

全硬化 ,表面呈现鲜明的光泽 ,含水量20 %左右, 整个植株呈

现黄色,果穗苞叶松散 , 茎秆容易折断, 表明已为玉米完熟

期。在该时期收获或在早霜之后收获,籽粒最为饱满。
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达载体pBI121AGP - ipt 的构建过程中 , 还根据酶切位点情

况试验了一步连接法, 即将猕猴桃素基因启动子与 i pt 基因

同时插入pBI121 中。但是,3 个片段同时连接得到48 个单

菌落的PCR 检测结果表明, 仅有4 个单菌落扩增出1 .3 kb

的猕猴桃素基因启动子的明亮片段, 转化率仅为8 %。对比

分步连接法中第1 步的转化效率86 % 和第2 步的转化效率

58 % ,可得分步连接法明显优于一步连接法。
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