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摘　要　利用降落 PCR的方法 ,从谷子基因组中获得 lcy2b基因。全序列分析表明 ,其开放阅读框为 1 782 bp ,编

码的蛋白由 594个氨基酸组成 ,分子质量为 67 724 u。将获得的谷子 lcy2b基因序列与已发表的其他植物 lcy2b基因

序列比较 ,发现所得到的基因序列与单子叶植物黄水仙的同源性明显高于与双子叶植物的同源性。蛋白质序列比

较发现中部和尾部的部分区段内氨基酸同源性较高 ,且都存在 FL YAMP序列和 FAD/ NAD ( P)结合区等植物 LCY2
B的特征序列。Southern杂交结果表明 , lcy2b在基因组中以单拷贝存在。
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bio synthetic pathway of millet ( Setaria italica)
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Abstract 　Millet lcy2b gene was cloned by the Touch Down2PCR. Sequence analysis showed that the op en2reading

frame of the cDNA was 1 782 bp and encoded a putative protein with 594 amino acids . The molecular weight of the pu2
tative protein was 67 724 u. All of the proteins encoded by lcy2b gene in plants contained a FAD/ NAD ( P) binding re2
gion. The homologue of the obtained gene with monocotyledon daffodil was higher than that of the dicotyledon. And the

homologues of the proteins were higher in middle and tail p arts . Southern blottiog indicated that lcy2b gene was one

copy of the millet genome .
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　　植物类胡萝卜素可以保护叶绿素免受强光导致

的光氧化破坏 ,同时又是光合天线和反应中心复合

体不可缺少的结构成分[1 ] ,有些类胡萝卜素还是

ABA合成的前体[2 ] ,是植物生存所必不可少的。

类胡萝卜素的生物合成是以异戊基焦磷酸

( IPP)为前体 ,4个 IPP单元装配成的二十碳化合物

牛儿基　牛儿基焦磷酸 ( GGPP) 。在八氢番茄红

素合成酶 ( PSY)催化下 ,2 分子的 GGPP形成四十

碳的八氢番茄红素 (phytoene) 。八氢番茄红素经过

四步脱氢反应 ,形成番茄红素 (lycopene) 。在植物和

蓝细菌中四步脱氢反应是由 2种结构与功能相似的

酶 ,八氢番茄红素脱氢酶 ( PDS)和ζ2胡萝卜素脱氢
酶 (ZDS)共同完成的 ,而在其他细菌与真菌中只由

一种脱氢酶 (Crt I)完成。番茄红素在番茄红素环化

酶 (LCY) 的作用下发生环化 ,最终形成类胡萝

卜素[3 ]。

所有含β2环的类胡萝卜素都能转换成维生素 A

或者视黄醇 ,其在淬灭自由基、增强人体免疫力、预

防心血管疾病和防癌、抗癌方面的作用也越来越引

起人们的重视[4 ,5 ]。而类胡萝卜素生物合成途径及

其主要酶和基因的阐明 ,为通过基因工程手段调控

植物类胡萝卜素合成成为可能。

Fray等将细菌 Erw i nia 的八氢番茄红素合成

酶基因在果实特异启动子的控制下 ,在番茄果实中

表达 ,其类胡萝卜素的含量增长了 2 倍[6 ]。同样在

种子特异启动子控制下 ,在油菜种子中表达 crtB 基
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因 ,使得转基因油菜的胚呈橙色 ,种子中类胡萝卜素

的含量 (主要为α和β2胡萝卜素)提高了 50倍 ,达到

116 mg·g - 1 [7 ] ,由此种子榨成的‘金色菜油’可提供

大量的β2类胡萝卜素。Ye 等[8 ]将黄水仙的 psy 和

lcy2b基因 ,细菌 Erw i nia uredovora的 crt I 基因 ,在

胚乳特异谷蛋白启动子和 35S组成型启动子的控制

下 ,利用农杆菌介导的转化方法导入水稻 ,获得了胚

乳呈黄色的“金大米”,F0 代每 g胚乳中含有 116μg

类胡萝卜素 ,能够满足人体日常所需维生素 A

的量。

本实验通过 cDNA 文库筛选结合降落 PCR方

法 ,获得了谷子类胡萝卜素生物合成途径中番茄红

素β2环化酶基因 ,为用基因工程方法提高植物中类

胡萝卜素含量提供了新的基因资源。

1　材料和方法

1) 材料。谷子 ( Setaria italica) 3661 ,由中国农

科院品种资源研究所提供。

2) 酶和试剂。限制性内切酶购自 GIBCO 公

司 ,其他试剂为进口或国产分析纯。

3) 质粒载体。质粒载体 pMD182T购自 Takara

公司 ;含有编码黄水仙 lcy2b 基因[8 ]的质粒 pCYS2
GEM4由德国 Freiburg University ,Peter Beyer教授

惠赠 ;含有编码番茄 lcy2b基因 ( GenBank : X86452)

的质粒 pCYST2g由本实验室构建。

谷子未成熟种子 cDNA文库 ,容量 2 ×107 pfu·

mL - 1 ,本实验室构建[9 ]。

4) cDNA 文库的筛选。分别以番茄和黄水仙

lcy2b基因为探针筛选谷子 cDNA文库 ,经过 3轮筛

选后 ,利用 helper phage 将得到的阳性克隆环化成

质粒。进行序列分析。

① lcy2b cDNA序列已被 Genebank数据库接受 ,注册号为 A Y337024。

5) 利用降落 PCR ( TD2PCR)手段获得谷子 lcy2
b基因①的全长。根据文库筛选得到的谷子 lcy2b

基因的部分序列 ,设计 3′引物 P2 : 5′2CGGGTA G2
TACAA TGGTA GG23′;同时根据 lcy2b 基因在不同

植物中 5′端的相似性 ,参照番茄 lcy2b基因的 5′端

序列 ,设计 5′引物 TP1 : 5′2TGTTGG ( C) AAAAA

( T) GA TGGA TAC23′,以谷子基因组 DNA 为模板 ,

采用退火温度随循环数增加而不断降低的降落

PCR方法 ,获得已知序列 5′端的未知序列。退火温

度设计为从 Tm + 5 ℃降落至 Tm - 10 ℃,每个温度

2个循环 ,最后在 Tm - 10 ℃上增加 5～10个循环。

将扩增产物连接到 T载体 pMD182T上 ,进行序列

分析。

6) Southern blot 分析。从谷子叶片中提取基

因组 DNA。使用限制性内切酶 Hi ndⅢ, Eco RⅠ,

B am HⅠ, Pst Ⅰ, Kpn Ⅰ完全酶解 ,经 110 %琼脂糖

凝胶电泳后转移至尼龙膜上。参照文献[ 10 ]进行杂

交 ,并按 2×SSC ,015 %SDS ,30 min ;1 ×SSC ,015 %

SDS ,30 min ;015×SSC ,015 %SDS ,30 min的条件洗

膜 ,X光片曝光 3 d。

7) 分子进化分析。使用 PAU P软件对多种植

物的 lcy2b基因序列进行系统分析 ,序列来自 Gen2
Bank数据库。

2　结　果

211　谷子 lcy2b cD NA片段的获得

酶切质粒 pCYST2g 和 pCYSGEM4 ,电泳回收

番茄 lcy2b基因和黄水仙 lcy2b 基因片段 ,用32 P标

记 ,作为探针。经过 3 轮筛选 ,从谷子未成熟种子

cDNA表达文库共得到 15个克隆与 2种 lcy2b基因

杂交时都有较强信号。利用 helper phage将这些克

隆环化后 ,提取质粒 ,取插入片段较长的 1 号、7 号

和 12号质粒测序 ,结果表明 7号质粒含有谷子 lcy2
b基因的部分序列 ,命名为 pCYS27。

质粒 pCYS27上插入片段包含一个长 1 509 bp

的开放阅读框架 ,编码 502 个氨基酸。该片段具有

完整的 3′端区段 ,但是缺乏基因的 5′端部分 ,获得

的是缺乏 5′端的谷子 lcy2b基因序列。该片段与作

为探针的番茄 lcy2b基因和黄水仙 lcy2b基因分别有

67 %和 73 %的同源性 ,在氨基酸水平上分别有 70 %

和 78 %的同源性。

212　谷子 lcy2b基因全长的获得

根据文库筛选得到的谷子 lcy2b基因的部分序

列 ,设计 3′引物 P2 ;同时根据 lcy2b基因在不同植物

中 5′端的相似性 ,利用番茄的 5′引物 TP1 ,以谷子

基因组 DNA为模板 ,用降落 PCR的方法 ,得到了约

400和 600 bp 的 2 个大小不同的片段。将这 2 种

PCR产物分别与 T载体 pMD182T连接 ,得到 2 个

重组质粒 ,命名为 pMD400 和 pMD600。对其测序

结果表明 ,pMD600 中插入片段全长为 533 nt , (包

括 39 nt 的人工合成引物) ,其 3′端 235 nt 与谷子

2
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lcy2b cDNA片段的 5′端序列完全相同。因此认为

533 nt 片段为谷子 lcy2b基因的 5′端序列。

由于获得的谷子 lcy2b基因 2 个片段的重复区

域内部存在 Pst Ⅰ位点 ,质粒 pMD600 上带有 S acⅠ

位点。因此采用 Pst Ⅰ和 S acⅠ双酶切质粒

pMD600 ,回收 400 bp 左右的小片段 ,以获得谷子

lcy2b基因 5′部分 ;同时利用同样的酶处理含有谷子

lcy2b基因 115 kb片段的质粒 pCYS27 ,完全酶切后

回收 4 400 bp 的大片段 ,连接后获得大小为 418 kb

左右 ,包含谷子 lcy2b 基因全长的质粒 pCYST2M。

酶切和 PCR结果表明构建的重组质粒是正确的 (图

1) 。将所获得的谷子 lcy2b基因的序列 (图 2)与已

报道的 lcy2b基因序列比较 ,结果表明 ,本研究已获

得全长的 lcy2b基因 (图 3) 。

M1—100 bp ladder ; 1—Negative control ; 2—pCYST27/ Pst Ⅰ+

S acⅠ; 3—pMD600/ Pst Ⅰ+ S ac Ⅰ; 4—pCYST2M/ Pst Ⅰ+ S ac

Ⅰ; 5—pCYST2M PCR result ; 6—pCYST2M/ Kpn Ⅰ + S ac Ⅰ;

M2—λDNA/ H + E Marker

图 1　质粒 pCYST2M的鉴定

Fig. 1　Characterization of plasmid pCYST2M

3终止密码子 ; 划线部分表示由降落 PCR获得的 5′cDNA片段 ; 斜体表示引物

图 2　谷子 lcy2b cDNA全序列

Fig. 2　Full length of nucleotide and deduced amino acid sequence of lcy2b cDNA from millet

3
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图 3　几种植物中 lcy2b基因全长的相似性比较结果

Fig. 3　Sequences alignment of lcy2b gene in different plants
A donis palaesti na ( AF321534 ) ; Narcissus pseudonarissus

(X98796) ; Setaria italica ( A Y337024) ; S andersonia aurantiaca

(AF489520) ; Capsicum annuum ( X86221) ; L ycopersicon escu2
lent um (X86452) ; Nicotiana tabacum , ( X81787) ; Cit rus sinensis

(AF240787) ; Cit rus unshiu (A Y1666796) ; A rabidopsis thaliana

(At3g10230) ; Tagetes erecta (A Y099484)

图 4　不同植物中 lcy2b部分蛋白质序列相似性比较
Fig. 4　Partial protein sequences alignment of lcy2b gene in different plants

underlines indicate FL YAMP sequence and FAD/ NAD( P) binding region
　

213　谷子 lcy2b基因的分析

根据所获得质粒 pCYST2M 的测序结果 ,所得

到的谷子 lcy2b基因序列的开放阅读框架长 1 782

bp ,推测该基因编码的蛋白由 594个氨基酸组成 ,分

子质量为 67 724 u。

将获得的谷子 lcy2b基因序列与 Genbank中发

表的黄水仙 ( X98796 ) 、番茄 ( X86452 ) 、柑橘

(AF240787) 、烟草 ( X81787) 、辣椒 ( X86221) 、拟南

芥 (At3g10230)等植物的 lcy2b基因序列比较 ,发现

所得到的基因序列与单子叶植物黄水仙的序列同源

性明显高于与其他双子叶植物的相似性 (图 3) 。蛋

白序列比较显示 ,在所比较植物 lcy2b 基因的编码

的蛋白序列中 ,所有的序列在中、后部氨基酸的相似

性很强 ,所获得的谷子 LCY2B序列中包含一些植物

LCY2B的特征序列 ,都含有一段 FL YAMP序列 ,都

存在 FAD/ NAD ( P)结合区等[11 ] (图 4) 。而在LCY2
B的 N端 ,几乎所有的蛋白序列都是不同的。

4
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214　谷子 lcy2b基因的 Southern blot分析

用 5种限制性内切酶 Hind Ⅲ, Eco RI , Bam H I ,

Pst Ⅰ和 Kpn Ⅰ分别对谷子基因组进行彻底酶解 ,用
32P标记的 lcy2b cDNA 片段做探针杂交。结果表

明 ,不同限制性内切酶酶解产物均只有一条杂交信

号带 (图 5) ,由此推断该基因可能是以单拷贝的形

式存在于谷子基因组中。

B—Bam HⅠ; H—HindⅢ; K—KpnⅠ; E—EcoRⅠ; P—Pst Ⅰ

图 5　谷子 lcy2b基因的 Southern杂交分析
Fig. 5　Southern blot analysis of millet genomic DNA with

the lcy2b probe
Genomic DNA from millet leaves was digested with the enzyme

3　讨　论

筛选 cDNA 文库遇到的问题是 ,当分离的 cD2
NA序列较长时 ,常常得不到全长的 cDNA。获得与

已知序列相邻的未知序列 ,常用 RACE 方法 ,但

RACE的前提是作为模板的反转录产物必须含有全

长的 cDNA。另外一种常用的方法是基因组反向

PCR ,即将单酶切的 DNA自身环化 ,再用特异引物

扩增已知序列两端的未知序列[11 ]。但反向 PCR依

赖于待扩增序列的附近有合适的酶切位点 ,而且酶

切片段自身环化的效率也较低。本实验根据 lcy2b

基因在不同植物中 5′端有一定的相似性 ,利用番茄

的 5′端序列合成 5′简并引物 TP1 ,同时根据文库筛

选得到的谷子 lcy2b基因的部分序列 ,设计 3′引物

P2 ,以谷子基因组 DNA 为模板 ,在普通 PCR 的基

础上 ,采用降落 PCR技术 ,获得了已知 cDNA 序列

5′端的未知序列 ,并通过拼接得到了谷子 lcy2b cD2
NA全长。在降落 PCR技术中 ,温度不断降低的目

的是通过控制模板与引物的特异性结合来控制反应

产物的特异性 ,提高获得低峰度基因的几率。所以

降落 PCR技术特别适合于利用简并引物或者通用

引物等特异性不太高的引物摸索 PCR反应的条件。

在应用降落 PCR技术时必须注意循环数、退火时间

与整个反应时间的配合 ,尽量提高聚合酶在反应体

系中的活性。

通过对谷子 cDNA 文库的筛选和降落 PCR的

方法 ,第一次获得了全长的谷子 lcy2b 基因序列。

该序列包含有正确的起始与终止密码子 ,其编码的

蛋白在中、后部与其他植物 LCY2B的氨基酸的同源

性很高 ,且包含植物 LCY2B 的共同特征 FL YAMP

序列和 FAD/ NAD ( P)结合区[12 ] ,推测为番茄红素

β2环化酶的功能区。而基因 5′端的同源性较低 ,估

计是不同植物进化的结果。序列比较发现 , lcy2b基

因的核苷酸序列与单子叶植物黄水仙的序列同源性

明显高于与其他双子叶植物的同源性 ,这与进化上

的观点[12 ]相符合。

植物中番茄红素环化酶基因是一个大的家族 ,

在不同条件下不同的成员发挥不同的功能 ,不同的

成员在核苷酸水平与蛋白质水平有一定的同源[13 ]

性。要确定一个新的番茄红素环化酶基因的作用 ,

还需要在 E. coli [14 ]和高等植物[15 ,16 ]中进行功能分

析和验证。
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科研简讯

我校生物安全防护三级实验室建成

我校生物安全防护三级实验室 (Biosafety Containment for Laboratory Ⅲ,原称“P3 实验室”)于 2002 年

进行筹备 ,经过多方努力现已完成建设 ,将于 2004年 2月进入试运营阶段。本实验室严格按照农业部、卫生

部和科技部的最高标准设计和建设 ,拥有先进的仪器设备、严格的质量安全管理体系和良好的人才环境 ,对

我校开展动物疫病和病原方面的研究 ,特别是高致病性疫病的研究提供了重要的基地保证。

生物安全防护实验室要求实验室的结构、设施、安全操作规程及安全设备能够确保工作人员在处理含有

致病微生物及其毒素的材料时不受实验对象侵染且周围环境不受污染。根据微生物及其毒素的危害程度不

同 ,又将实验室分为四级 :一级为最低 ,四级为最高。目前 ,P3实验室是我国大陆最高安全级别的实验室。

P3实验室最大的特点是拥有一个负压实验室———使得外界物质可以进入 ,内部物质却无法外泄。P3

实验室的建造设计非常严格 ,例如洗手水必须统一收集消毒 ,空气也必须经过过滤消毒之后才能向外界排

放 ,其目的是保证工作人员、周边环境和检测对象三方面的安全。

(赵德明供稿)
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