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摘　要　为了解ＡＢＡ对果实发育和成熟的调控作用，对与 ＡＢＡ合成相关的犔犲犖犆犈犇２基因进行了克隆与分析。

采用ＲＴＰＣＲ和 ＲＡＣＥ 技术从番茄品种‘嘉宝’（犛狅犾犪狀狌犿犾狔犮狅狆犲狉狊犻犮狌犿 ｃｖ．Ｊｉａｂａｏ）果实中克隆得到了一个

犔犲犖犆犈犇１基因的同源片段，定名为犔犲犖犆犈犇２（基因库注册号：ＥＵ９１２３８７）。该基因３′端序列为１６３５ｂｐ，与

犔犲犖犆犈犇１基因的ＤＮＡ序列同源性为７２．７％，与马铃薯中的犛狋犖犆犈犇２ 基因（ＡＹ６６２３４３）碱基序列同源性高达

９５％。碱基序列推导的蛋白序列与犔犲犖犆犈犇１基因的同源性为８０％。ＲＴＰＣＲ分析显示犔犲犖犆犈犇２基因在番茄

植株的根、茎、叶、花和萼片上都有表达。ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ分析显示犔犲犖犆犈犇２基因在幼果期表达量较高，随着

果实成熟逐渐降低，与ＡＢＡ含量不一致。而犔犲犖犆犈犇１基因在转色期表达量最大且与ＡＢＡ含量相对应。
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　　植物激素脱落酸不仅在植物生长发育、种子休

眠和耐旱胁迫中发挥调节作用，同时还是果实发育

和成熟过程中的重要调控因子［１３］。到目前为止，跃

变型果实的成熟机制，尤其是乙烯的影响，虽然已经

得到了深入的研究［４］，但仍然有许多不明点，需要更

深入的研究。番茄之所以被认为是分析果实成熟和

发育的一个极好的模式材料，部分原因是由于它具

有大量的成熟突变体，为研究提供了方便。成熟抑

制突变体（ｒｉｎ）和不成熟突变体（ｎｏｒ）在果实成熟后

期缺乏呼吸跃变和乙烯高峰。应用外源乙烯处理虽

不能促进上述突变体果实的成熟，却能诱导其乙烯

调节的成熟相关基因的表达［５６］。这表明在跃变型
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果实的成熟过程中，除了常规的乙烯生物合成及其

信号转导之外，可能还存在其他独立于乙烯的调节

因子。脱落酸可以被看作是另一个成熟控制因子，

因为不论是在跃变型果实［７８］还是在非跃变型果

实［９１３］中，未熟的果实中脱落酸的含量都非常低，但

是ＡＢＡ随着果实成熟而增加。

现在生物化学和遗传学已经证明，９顺式环氧

类胡萝卜素双加氧酶（ＮＣＥＤ）是高等植物脱落酸生

物合成途径的关键酶［１４１６］。在干旱条件下，ＡＢＡ含

量达到峰值后，只要 ＡＢＡ合成关键酶 ＮＣＥＤ能持

续表达，ＡＢＡ含量即可继续维持较高水平
［１７］。目

前的研究表明，ＡＢＡ可能触发了跃变型果实番茄的

乙烯大量合成并启动其成熟进程［１８］。本实验室已

经建立了番茄ＮＣＥＤ基因的ＲＮＡｉ转化体系，以便

研究ＡＢＡ在其成熟过程中的作用
［１９］。在非跃变型

果实葡萄、甜樱桃上也证明 ＡＢＡ 与其始熟有

关［２０２１］。因此，犖犆犈犇 基因的克隆对研究 ＡＢＡ有

极其重要的作用。自从其首次被从玉米狏狆１４突变

体中分离［１４］以来，犖犆犈犇基因已经在多种植物中被

克隆，如菜豆［２２］，豇豆［２３］，拟南芥［１６］，柑橘［２４］。但

是目前对犖犆犈犇 基因关键调节的 ＡＢＡ在果实成

熟中的作用研究还较少。

目 前，基 因 库 中 仅 有 １ 个 犖犆犈犇 基 因

（犔犲犖犆犈犇１）注册。本研究拟利用 ＲＴＰＣＲ 和

ＲＡＣＥ技术从番茄果实中克隆得到犔犲犖犆犈犇２ 基

因，并通过 ＲＴＰＣＲ和 ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ分析得

到此基因的表达部位和时期。为进一步研究该基因

的功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

以番茄（犛狅犾犪狀狌犿犾狔犮狅狆犲狉狊犻犮狌犿 ｃｖ．Ｊｉａｂａｏ）为

试材，种子购自北京绿东方农业技术研究所。供试

番茄种子于２００７年春季种植于中国农业大学科学

园温室中。温室条件为：昼间２５℃，夜晚２０℃，相

对湿度为７０％左右。在开花期对花朵挂牌标记。

番茄果实取样时期为：花后２０（幼果期）、３０（绿熟

期）、３５（破色期）、３８（转色期）、４０（粉红期）、４５（红熟

期）和５０ｄ（过熟期）。每次取样选择１５个大小相同

的番茄果实（３次重复，每次重复５个果实）。果实

取样后切碎并在液氮中速冻后贮存在－８０℃条件

下备用。

克隆载体ｐＧＥＭＴＥａｓｙ试剂盒、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）

３０、犜犪狇 酶、反 转录 试剂盒 （Ｍａｒａｔｈｏｎ
ＴＭ ｃＤＮＡ

ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ）

和ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭｋｉｔ均购自ＴａＫａＲａ生

物工程有限公司。胶回收试剂盒、感受态大肠杆菌

ＤＨ５α购自北京天根公司。

１．２　试验方法

１．２．１　果实犖犆犈犇基因片段及３′端的克隆

果实样品中总ＲＮＡ的提取，采用热硼酸法；反

转录 利 用 ＭａｒａｔｈｏｎＴＭ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ

（ＣＬＯＮＴＥＣＨ）进行。简并引物根据 ＧｅｎＢａｎｋ中

登录的其他植物的犖犆犈犇基因保守区设计（表１）。

ＰＣＲ扩增条件为：９４℃，３ｍｉｎ预变性；９４℃，３０

ｓ；５０℃，３０ｓ；７２℃，１ｍｉｎ；３０个循环；７２℃延伸

１０ｍｉｎ。将 ＰＣＲ 产物用试剂盒 ＧＦＸＰＣＲＤＮＡ

ａｎｄＧｅｌＢａｎｄＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ａｍｅｒｓｈａｍ）纯化回

收后，连接到 ｐＧＥＭＴ 载体上，转化大肠杆菌

ＤＨ５α（北京天根公司），并涂布在含有５０ｍｇ／ｍＬ

的Ａｍｐ、ＩＰＴＧ和Ｘｇａｌ的ＬＢ平板上，筛选出阳性

克隆。质粒提取与纯化采用试剂盒 Ｗｉｚａｒｄ Ｐｌｕｓ

ＳＶＭｉｎｉｐｒｅｐｓＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ），按

照使用说明书进行。用犈犮狅犚Ⅰ酶切质粒，电泳鉴定

并选择插入片断大小正确的质粒并测序（重复２次）。

根据克隆得到的犖犆犈犇 基因中间片断设计特

异性引物，利用 ＲＡＣＥＰＣＲ技术，按照ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司的３′ＲＡＣＥＳｙｓｔｅｍｆｏｒＲａｐｉｄＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｃＤＮＡｅｎｄｓ试剂盒说明书，对犖犆犈犇 基因３′末端

序列进行扩增，特异引物见表１。ＰＣＲ反应程序：９４

℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５２℃ 退火３０ｓ，７２

℃ 延伸１ｍｉｎ，扩增３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

得到扩增片段按照上面方法测序。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ及ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ分析

提取番茄果实总ＲＮＡ，采用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ ＲＴ

ｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ（ＴａＫａＲａ）反转录成单链ｃＤＮＡ。ＲＴ

ＰＣＲ分析引物参见表１，ＰＣＲ条件为９５℃，３０ｓ；１

个循环；９５℃，１５ｓ；５８℃，２０ｓ；７２℃，１５ｓ；４０个

循环。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ使用 ＣｏｒｂｅｔｔＲｅｓｅａｒｃｈ公司

ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ３０００ ＴｗｏｆｉｌｔｅｒＲｅａｌｔｉｍｅＣｙｃｌｅｒ对

犖犆犈犇基因进行实时荧光定量分析。本实验中

ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ内参基因选用ＳＡＮＤ基因，引

１２
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物参考ＭａｒｉｎｏＥｘｐóｓｉｔｏＲｏｄｒíｇｕｅｚｄ等
［２２］。所用引

物见表１。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 采用 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ犈狓

犜犪狇
ＴＭｋｉｔ（ＴａＫａＲａ）。反应体系包括：１μＬｐｒｉｍｅｒ

ｍｉｘ （包 括 ５μＭ ｏｆｅａｃｈｆｏｒｗａｒｄａｎｄｒｅｖｅｒｓｅ

ｐｒｉｍｅｒ），２μＬｃＤＮＡ，１２．５μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ犈狓

犜犪狇
ＴＭ（２×）ｍｉｘ和９．５μＬ水。反应条件为：９５

℃，３０ｓ；１个循环；９５℃，１５ｓ；５８℃，２０ｓ；７２℃，

１５ｓ；４０个循环。犖犆犈犇 基因的相对表达量通过

ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ６．１．８１软件进行计算。实验数据为

２００８和２００９年２年的数据。

表１　本试验所用引物

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

目的基因　　　　　　　　 引物名称　　　　　 引物序列（５′３′）　　　　　　

果实内参基因 ＳＡＮＤＦ ＴＴＧＣＴＴＧＧＡＧＧＡＡＣＡＧＡＣＧ

ＳＡＮＤＲ ＧＣＡＡＡＣＡＧＡＡＣＣＣＣＴＧＡＡＴＣ

犖犆犈犇基因简并引物 ＮＣＥＤＦ ＴＴＹＧＡＹＧＧＩＧＡＹＧＧＩＡＴＧＧＴＩＣＡ

ＮＣＥＤＲ ＴＣＣＣＡＩＧＣＲＴＴＣＣＡＩＡＲＲＴＧＲＡＡ

犔犲犖犆犈犇２基因 ＬｅＮＣＥＤ２外侧 ＣＴＡＴＴＧＴＴＧＴＴＣＴＡＴＧＣＣＣＧＴＧＧＡＧ

３′ＲＡＣＥ引物 ＬｅＮＣＥＤ２内侧 ＡＡＴＣＣＴＴＣＡＡＧＴＴＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＧＧ

犔犲犖犆犈犇１基因实时定量引物 ｌｅｎｓｐ１Ｆ ＡＧＧＣＡＡＣＡＧＴＧＡＡＡＣＴＴＣＣＡＴＣＡＡＧ

ｌｅｎｓｐ１Ｒ ＴＣＣＡＴＴＡＡＡＧＡＧＧＡＴＡＴＴＡＣＣＧＧＧＧＡＣ

犔犲犖犆犈犇２基因实时定量引物 ｌｅｎｓｐ２Ｆ ＴＧＧＴＴＴＴＣＡＴＧＧＧＡＣＡＴＴＣＡＴＴＡＧＣ

ｌｅｎｓｐ２Ｒ ＡＴＣＴＣＣＣＴＴＣＴＣＡＡＣＴＣＣＣＴＡＴＴＣＣ

　　注：引物源于文献［２５］，其他引物由本实验室设计。

１．３　统计分析

试验所有数据用Ｅｘｃｅｌ软件进行计算和作图，

采用狋ｔｅｓｔ对试验数据进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　番茄果实犔犲犖犆犈犇２基因的克隆

根据简并引物扩增得到番茄犔犲犖犆犈犇２基因的

保守片段，长度约为７４０ｂｐ。ＢＬＡＳＴ比对和同源

性分析表明番茄果实犔犲犖犆犈犇２基因的碱基序列与

番茄犔犲犖犆犈犇１ 基因（Ｚ９７２１５）碱基序列同源性为

７２．７０％，而与马铃薯的犛狋犖犆犈犇２基因（ＡＹ６６２３４３）

碱基 序 列 同 源 性 高 达 ９５％。此 外，番 茄 果 实

犔犲犖犆犈犇２ 基 因 所 编 码 的 氨 基 酸 序 列 与 桃

（犘狆犖犆犈犇１，ＥＦ６２５６８４；犘狆犖犆犈犇２，ＥＵ９１２３８６）和

葡萄（犞狏犖犆犈犇１，ＥＦ６２５６８５）果实ＮＣＥＤ氨基酸片

断的同源性都在８０％以上。通过３′ＲＡＣＥ得到３′

片段，拼合后总长度为１６３５ｂｐ。定名为犔犲犖犆犈犇２，

在基因库注册号为ＥＵ９１２３８７（图１～３）。

　　１为犔犲犖犆犈犇２基因简并引物扩增产物凝胶电泳；２为犔犲犖犆犈犇２外侧引物扩增产物凝胶电泳；３为以犔犲犖犆犈犇２外侧

引物扩增产物为模板，以犔犲犖犆犈犇２内侧引物进行ｎｅｓｔＰＣＲ扩增产物凝胶电泳；Ｍ为犖犆犈犇基因的ｍａｒｋｅｒ。

图１　犔犲犖犆犈犇２基因简并引物扩增及３′犚犃犆犈扩增产物凝胶电泳

Ｆｉｇ．１　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅ犔犲犖犆犈犇２ｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔａｎｄ３′ＲＡＣＥｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２２
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图２　番茄果实中犔犲犖犆犈犇２基因同源性分析

Ｆｉｇ．２　Ｈｏｍｏｌｏｇｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犔犲犖犆犈犇２ｇｅｎｅ

２．２　番茄中犔犲犖犆犈犇２的表达

通过ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ分析了番茄果实发育

与成熟过程中犔犲犖犆犈犇１基因和犔犲犖犆犈犇２基因在

果肉中的表达（图４）。结果显示，犔犲犖犆犈犇１基因在

果实转色期表达量达到最大值，与 ＡＢＡ含量的变

化相一致。而犔犲犖犆犈犇２与犔犲犖犆犈犇１基因的表达

有很大的差别。犔犲犖犆犈犇２基因在幼果期的果肉中

表达 量 最 大，随 后 逐 渐 下 降，果 实 成 熟 之 后

犔犲犖犆犈犇２基因的表达很低。此外，ＲＴＰＣＲ分析

结果（图５）显示，犔犲犖犆犈犇２基因在番茄植株的各个

部位均有表达。犔犲犖犆犈犇２基因的生物学功能还不

太清楚，有待进一步深究。

３　讨　论

对果实中犖犆犈犇狊的克隆及其表达规律分析有

助于了解ＡＢＡ对果实发育与成熟的调控作用。迄

今已经从跃变型果实鳄梨中分离出２个犖犆犈犇 基

因 （犘犲狉狊犲犪 犃犿犲狉犻犮犪狀犪 Ｍｉｌｌ．） ：犘犪犖犆犈犇１ 和

犘犪犖犆犈犇３。在果实发育与成熟过程中，犘犪犖犆犈犇１

和犘犪犖犆犈犇３ 基因的表达与果实中乙烯的产生相

３２
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图３　犔犲犖犆犈犇２基因包含３′端序列的酶切位点图谱

Ｆｉｇ．３　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎＥｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆ犔犲犖犆犈犇２ｇｅｎｅｗｉｔｈ３′ｅｎｄ

图４　果实发育与成熟过程中犔犲犖犆犈犇２与犔犲犖犆犈犇１基因的表达和犃犅犃含量的变化

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犔犲犖犆犈犇２，犔犲犖犆犈犇１ａｎｄＡＢＡｃｏｎｔｅｎｔｄｕｒｉｎｇｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓ

ｏｆｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｒｉｐｅｎｉｎｇｏｆｔｏｍａｔｏｆｒｕｉｔｓ

１为根系；２为成熟叶片；３为花瓣；４为萼片；５为茎尖。

图５　番茄植株不同组织中犔犲犖犆犈犇２基因的

犚犜犘犆犚分析

Ｆｉｇ．５　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犔犲犖犆犈犇２ｇｅｎｅｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｏｍａｔｏ

一致，它们早于脱落酸的积累。因此有学者认为乙

烯诱导了犖犆犈犇基因的表达和ＡＢＡ的积累，从而

导致了果实的成熟［２６］。最近，已从一种非跃变型果

实 犆犻狋狉狌狊狊犻狀犲狀狊犻狊 Ｌ．Ｏｓｂｅｃｋ 中 分 离 出 ２ 个

犖犆犈犇狊：犆狊犖犆犈犇１ 和犆狊犖犆犈犇２
［２３］。在果实中只

有犆狊犖犆犈犇１基因的表达与 ＡＢＡ的积累相一致，

这表明犆狊犖犆犈犇１基因可能是在果实 ＡＢＡ生物合

成中起主要作用。本课题组在先前的工作中已经证

明，番茄中犔犲犖犆犈犇１基因可通过诱导ＡＣＣ合成酶

４２
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基因犃犆犛２ 和犃犆犛４ 以及 ＡＣＣ氧化酶基因犃犆犗１

的表达而启动系统Ⅱ乙烯
［２７］。说明在跃变型果实

番茄成熟过程中，存在着 ＡＢＡ和乙烯的功能性交

感与协作。

本研究从番茄果实中克隆了犔犲犖犆犈犇２基因的

保守片段和３′末端序列，表明番茄果实至少存在２

个犖犆犈犇 基因。在番茄果实成熟过程中，分析

犔犲犖犆犈犇１基因和犔犲犖犆犈犇２基因的表达，发现这２

个基因的表达差异很大。犔犲犖犆犈犇１基因在果实转

色期出现高峰，与果实中ＡＢＡ含量的变化相对应，

由此可以说明犔犲犖犆犈犇１基因在果实的发育过程中

起作用；犔犲犖犆犈犇２基因在幼果期表达量最高，之后

持续降低，与果实中ＡＢＡ的含量变化不相关，说明

犔犲犖犆犈犇２基因与果实成熟过程不相关，而有可能

与果实幼果发育相关。这种同源基因在同一组织中

表达模式的不同可能涉及到基因的组织和功能特异

性表达，这一现象也在其他同源基因中发现，如番茄

果实中犔犲犃犆犛２与犔犲犃犆犛４与系统Ⅱ乙烯相关，而

犔犲犃犆犛１和犔犲犃犆犛６ 与系统Ⅰ乙烯相关
［２８］。这种

基因表达的特异性有利于植物体适应外界环境变化

和增 强 对 自 身 生 命 过 程 的 精 确 调 控。已 知

犔犲犖犆犈犇１基因的表达早于犔犲犃犆犛２，犔犲犃犆犛４ 和

犔犲犃犆犗１，犔犲犖犆犈犇１ 基因的表达启动了果实成熟

初期脱落酸的生物合成，并作为果实成熟的原初诱

导因子［２５］。但是，犔犲犖犆犈犇２基因的生物学功能还

有待进一步试验研究。
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·科研简讯·

“农田循环生产配套关键机械技术集成与应用研究”课题三项成果通过教育部鉴定

２０１０年９月５日，由彭彦昆教授主持的“十一五”国家科技支撑计划“农田循环生产配套关键机械技术

集成与应用研究”课题中的“农田循环生产精准复合施肥、地膜回收和旋耕埋草关键技术与装备”接受了相关

技术领域专家的鉴定。该课题是“十一五”国家科技支撑计划“农田循环生产关键技术研究与集成示范”项目

之一，于２００７年末启动，目标是从农田循环生产机械化需求出发，建立可控化、减量化、可循环、再利用的农

田循环生产机械化技术体系，研发农田循环生产作业装备。课题组针对小麦、玉米２种作物，研制了氮、磷、

钾精准复合变量施肥机。开发了农田氮、磷、钾养分变量与自动配比及混合机械装置和控制器，可根据土壤

养分信息，实现农田氮、磷、钾３种肥料变量及自动混合配比。课题组还研制了１ＭＳＭ１０００型苗期地膜回

收机，可实现苗期地膜的完整回收。此外，课题组研制的旋耕埋草施肥复合作业机可一次完成秸秆粉碎、旋

耕碎土、秸秆覆埋和施肥等多项作业。项目执行期间，共发表研究论文２０篇，其中ＥＩ收录论文８篇。申报

国家发明专利７项、授权实用新型专利２项。鉴定委员会听取了彭彦昆教授的研究和技术工作报告，审阅了

课题组提交的鉴定材料，评价了研究成果。鉴定委员会认为：氮、磷、钾同时精准变量施肥机，对实现最小投

入产出比、保证资源环境可持续发展、确保食物安全等均具有重要意义。１ＭＳＭ１０００型苗期地膜回收机的

研制成功对于解决地膜对作物生长以及对生态环境造成的环境污染问题，保证农业可持续发展具有重要意

义。旋耕埋草施肥复合作业机项目的实施，避免了秸秆焚烧对环境的污染，秸秆还田改善了土壤结构，可增

加土壤有机质含量、提高土壤肥力，社会经济效益显著。上述三类机械装备机构新颖，创新性强，总体上达到

国际先进水平，一致同意通过鉴定。

（摘自中国农大校园网）
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