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摘　要：为进一步研究菘蓝ＡＰＸ基因的功能，构建了菘蓝ＡＰＸ 基因真核表达载体。从菘蓝植株中提取总

ＲＮＡ，逆转录为ｃＤＮＡ，根据ＡＰＸ基因在该类植物中的同源性设计简并引物，利用ＰＣＲ方法钓取目的基因，

将目的基因与Ｔ载体连接，ＰＣＲ检测阳性克隆，同时菌液送往测序公司进行测序。结果表明：测序片段的生

物信息学分析证实了该序列与ＧｅｎＢａｎｋ登录的ＡＰＸ基因一致。说明成功构建了菘蓝ＡＰＸ重组质粒和克隆

鉴定了菘蓝ＡＰＸ基因，可进一步用于基因表达和表达产物的功能研究。
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　　菘蓝（Ｉｓａｔｉｓ　ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ）主 产 于 河 北、江 苏、浙

江、河南、湖北等地，为十字花科（Ｃｒｕｃｉｆｅｒａｅ）菘蓝属

（Ｉｓａｔｉｓ）两年生草本植物，是目前 常 用 的 大 众 药 材，
干燥根入药 称 板 蓝 根（Ｒａｄｉｘ　Ｉｓａｔｉｄｉｓ），干 燥 叶 入 药

称大青叶（Ｆｏｌｉｕｍ　ｉｓａｔｉｄｉｓ），板 蓝 根 和 大 青 叶 都 具

有清热解毒、凉血、消斑的功效（李玲等，１９９６）。菘

蓝的有效成分能较好地抑制甲型流感病毒的增殖，
是一种有 效 的 抗 流 感 病 毒 的 中 药 成 分（Ｚｈｅｎｇ等，

２００６）。

需氧生物细胞在其代谢过程中总会产生一些有

毒害作用的活性氧物质。活性氧可引起蛋白质、膜

脂和其它细胞组分的损伤，进而导致细胞及组织死

亡。因此，植物本身会逐步地产生一些保护机制来

清除过多的活性氧，包括超氧化物歧化酶、抗坏血酸

过氧化物酶、过氧化氢酶、抗坏血酸等活性和含量的

调节。抗坏血酸过氧化物酶（ａｓｃｏｒｂａｔｅ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，

ＡＰＸ）是植 物 活 性 氧 代 谢 中 重 要 的 抗 氧 化 酶 之 一，
又是维生素Ｃ代 谢 的 主 要 酶 类。若 使 其 活 性 极 显
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著升高，则可使超氧阴离子自由基（Ｏ－
２

．）产生速率极

显著下降，脂质过氧化作用减弱，从而提高植物体内

抗氧化 酶 活 性 及 增 强 抗 氧 化 代 谢 的 水 平（Ａｓａｄａ，

１９９２）。ＡＰＸ主要存在于高等植物中，已发现ＡＰＸ
存在于菠菜、豌豆、浮萍、美国梧桐、棉花、黄瓜、蓖麻

子、向日葵、茶叶、小麦、大麦、玉米、烟草、西葫芦等

植物的叶片中，同时在豆科植物的根癌、蓖麻等油料

植物种子、马铃薯块茎以及藻类（真核藻类及某些蓝

藻）中 均 检 测 出 ＡＰＸ活 性（Ｉｓｈｉｋａｗａ等，２００８），但

在菘蓝中尚无该基因的报道。同时，ＡＰＸ在植物中

的克隆和鉴定也缺乏相关的研究。因此，本研究通过

基因工 程 的 方 法 利 用ｐＴＺ５７Ｒ／Ｔ载 体 构 建 了 菘 蓝

ＡＰＸ基因的重组质粒，克隆和鉴定菘 蓝 的ＡＰＸ 基

因，为研究菘蓝ＡＰＸ基因功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１材料与主要试剂

供试 菘 蓝 购 自 西 安 市 长 安 区；菘 蓝 基 因 组

ＤＮＡ；ｐＴＺ５７Ｒ／Ｔ质 粒；感 受 态 细 菌Ｅ．ｃｏｌｉ，ＤＨ５α
均为本实验室保存。

Ｔ４ＤＮＡ 连 接 酶 （ＴａＫａＲａ）；ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ：

Ｄ２０００（ＴＩＡＮＧＥＮ 有 限 公 司）；琼 脂 糖 （ＧＥＮＥ
ＴＥＣＨ）；Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶（ＴａＫａＲａ）；卡那霉素（使

用浓度１００Ｕ／ｍＬ）；ＤＮＡ 凝 胶 回 收 试 剂 盒（Ｇｅｌ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品）。

１．２试验方法

１．２．１　ＡＰＸ目的基因的扩增　选取新鲜、茁壮的菘

蓝叶 片，采 用 ＴＲＩＺＯＬ方 法（ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ，Ｇａｉｔｈ－
ｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ，ＵＳＡ）提 取 总 ＲＮＡ，逆 转 录 合 成ｃＤ－
ＮＡ。根据 ＧｅｎＢａｎｋ提 供 的ＡＰＸ 基 因 序 列，应 用

Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５软件设计一对简并引物，Ｐ１序列

为５′－ＡＴＧＧＧＫＮＡＡＲＷＮＹＴＡＹＣＣＮＡＣＹＧＴ－３′；

Ｐ２序 列 为５′－ＴＴＡＡＧＣＮＴＣＡＧＣＡＡＡＮＣＣＮＡＲ－
ＴＴＣＡＧＴ－３′，引物由北京三博远志生物技术有限公

司合成。
利用Ｐ１和Ｐ２引 物 进 行ＰＣＲ扩 增，扩 增 体 系

为５０μＬ，包 括２×Ｄｒｅａｍ　Ｔａｑ　Ｇｒｅｅｎ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ　２５μＬ；上 游 引 物、下 游 引 物 各１μＬ；ＤＮＡ　１

μＬ；ｄｄＨ２Ｏ２１μＬ。采 用 退 火 梯 度，优 化ＰＣＲ反 应

条件，应 程 序 为９４℃预 变 性５ｍｉｎ；９５ ℃变 性１
ｍｉｎ；５５－５６－５７－５８－５９－６０－６１－６２℃退 火１ｍｉｎ；７２℃
延伸１ｍｉｎ；进 行３５个 循 环 后，７２℃继 续 延 伸１０

ｍｉｎ，４℃保 存 扩 增 产 物。扩 增 产 物 经１％琼 脂 糖

（含溴化乙锭０．５ｇ／ｍＬ）电泳鉴定。

１．２．２ｐＴＺ５７Ｒ／Ｔ－ＡＰＸ１的构建与鉴定

１．２．２．１回收酶切产物　ＰＣＲ产物经１％琼脂糖电

泳，收集 含ＤＮＡ片 段 的 凝 胶 切 片 至１．５ｍＬ离 心

管，称重，加入等体积溶液ＢＤ；６５℃水浴１０ｍｉｎ；凝
胶溶液置 于 ＤＮＡ纯 化 柱，静 置２ｍｉｎ，１２　０００ｒ·

ｍｉｎ－１离心６０ｓ，弃去滤液；加入溶液ＰＥ，１２　０００ｒ·

ｍｉｎ－１离心６０ｓ，弃去滤液；ＤＮＡ纯 化 柱 置 于 新 离

心管；加入６０℃预热的溶液Ｅ　１００μＬ，静置２ｍｉｎ，

１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心６０ｓ，管底即为回收的ＤＮＡ，

－２０℃保存。回收的ＤＮＡ经１％琼脂糖电泳鉴定。

１．２．２．２感受态细胞的制备　从３７℃培养１６ｈ的

平板中挑取单菌落，转到一个含有１００ｍＬ　ＬＢ培养

基的摇瓶中。于３７℃剧烈振摇培养３ｈ（旋转摇床，

３００ｒ·ｍｉｎ－１）。无 菌 条 件 下 将 细 菌 转 移 到 一 个 无

菌、一次性使用的、用冰预冷的５０ｍＬ聚丙烯管中，
在冰上放置１０ｍｉｎ，使培养物冷却至０℃。４℃，以

４　０００ｒ·ｍｉｎ－１离 心１０ｍｉｎ，回 收 细 胞。倒 出 培 养

液，将管倒 置１ｍｉｎ，使 最 后 残 留 的 痕 量 培 养 液 流

尽。以１０ｍＬ用冰预冷的０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＣａＣｌ２ 重悬每

份沉淀，冰浴。４℃以４　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，
回收细胞。倒出培养液，将管倒置１ｍｉｎ，使最后残

留的痕量培 养 液 流 尽。每５０ｍＬ初 始 培 养 物 用２
ｍＬ用冰预冷的０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＣａＣｌ２ 重悬每份细胞沉

淀。将细胞分装成小份，放于－７０℃冻存。

１．２．２．３ＤＮＡ连 接 及 转 化　利 用Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公 司

产品ＰＣＲ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｋｉｔ进 行，建 立 连 接 反 应 体 系：５
×连 接 酶 缓 冲 液６μＬ；Ｔ４连 接 酶１μＬ；Ｖｅｃｔｏｒ
ｐＴＺ５７Ｒ／Ｔ　０．１８ｐｍｏｌ（３μＬ）；胶 回 收 的ＰＣＲ产 物

０．５４ｐｍｏｌ（５μＬ）；加入三蒸水至３０μＬ；２２℃，连接

１６ｈ；次日将连接产物转化入感受态细胞接种到ＬＢ
固体选择性培养基（含卡那抗 性１００μｇ／ｍＬ）３７℃
过夜，挑取在选择性培养基上生长的菌落制备菌液，
一部分作 为 模 板 用 针 对 目 的 基 因ＡＰＸ 的 引 物 做

ＰＣＲ，通过琼脂糖凝胶电泳鉴定阳性克隆，克隆阳性

的菌液送至生物公司进行序列测定。

２　结果与分析

２．１ＰＣＲ扩增菘蓝茎叶ＡＰＸ基因

用Ｐ１和Ｐ２引物 对ＡＰＸ 基 因 进 行 扩 增，琼 脂

糖电泳。图１显示５７℃时扩增的条带最长，与预期

８６３ 广　西　植　物　　　 　　　　　　　　　　　　　　３２卷



图１　ＡＰＸ基因的ＰＣＲ扩增产物

Ｆｉｇ．１　ＡＰＸｇｅｎｅ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ

图２　重组质粒菌落ＰＣＲ结果

Ｆｉｇ．２　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｏｌｏｎｙ　ｏｆ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ
１泳道为２　０００ｂｐ　ＤＮＡ标准分子量 Ｍａｒｋｅｒ；

其余泳道均为ＡＰＸ基因ＰＣＲ扩增产物。
Ｌａｎｅ　１：２　０００ｂｐ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；ｏｔｈｅｒｓ：ＡＰＸＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

片 段 大 小 一 致，有 可 能 是 我 们 需 要 钓 取 的 基 因

ＡＰＸ，胶回收该片段，准备连入Ｔ载体。

２．２ｐＴＺ５７Ｒ／Ｔ／ＡＰＸ重组表达质粒构建与鉴定

用含氨苄青霉素的ＬＢ培养基筛选生长的菌落

制备菌液 进 行ＰＣＲ，琼 脂 糖 电 泳 初 步 筛 选 阳 性 克

隆，结果见图１。可见ｐＴＺ５７Ｒ／Ｔ／ＡＰＸ阳性重组质

粒，经ＰＣＲ扩增，随机挑选的１０个单克隆中９个扩

增出目的片段。

２．３ＡＰＸ核苷酸序列分析

总共挑取了１５个克隆，只有２个克隆的测序符

合ＰＣＲ产物的长度；ＡＰＸ测序结果与Ｇｅｎｂａｎｋ登

录的ＡＰＸ基因碱基、氨基酸序列完全一致，并对其

ＯＲＦ框进行分析，包含２５５个氨基 酸，证 实 目 的 基

因已成功插入真核表达载体ｐＴＺ５７Ｒ／Ｔ中。

３　结论与讨论

ＡＰＸ作为植物体内抗氧化酶类，其活性的增强

可植物增加耐逆性。转基因植物中ＡＰＸ的过量表

达可以提高 转 基 因 植 物 的 抗 性（Ｍｉｔｔｌｅｒ等，２０１０）。
在棉花、拟南芥等植物中的研究表明，克隆ＡＰＸ 基

因并进行转基因后，可有效增加植物的耐逆性。例

图３　ＮＣＢＩ提供的ＯＲＦ阅读框分析

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ＯＲＦ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＡＰＸｆｒｏｍ　ＮＣＢＩ

如，拟南 芥 中ｔＡＰＸ的 过 量 表 达 可 增 强 对 除 草 剂

（Ｐａｒａｑｕａｔ）诱导的光合氧化胁迫和氧化氮诱导的细

胞死亡的 抗 性（Ｍｕｒｇｉａ等，２００４）。此 外，番 茄 中 细

胞质ＡＰＸ（ｃＡＰＸ）基因的过量表达，可显著提高转基

因番茄 的 抗 寒 和 抗 盐 能 力（Ｗａｎｇ等，２００５）。辣 椒

ＡＰＸ基因转入烟草，同样提高可转基因烟草的抗氧

９６３３期　　　　　　　　　　　　孙晓东等：菘蓝ＡＰＸ基因克隆及序列分析



化胁 迫 与 抗 真 菌 能 力（Ｓａｒｏｗａｒ等，２００５）。因 此，

ＡＰＸ基因在植物耐逆性的研究中有着重要的意义。
在分子克隆的过程中，利用Ｔａｑ酶具有的非模

板依赖性末端转移酶活性，将ＰＣＲ产物３′末端加入

一个脱氧腺嘌呤核苷（Ａ）。同时将克隆载体平端线

性化 后，在 其３′末 端 加 入 一 个 脱 氧 胸 腺 嘧 啶 核 苷

（Ｔ）（本研究中所用的ｐＴＺ５７Ｒ／Ｔ载体已有商 品 化

供应）。从而根据Ｔ／Ａ碱基互补配对原理，可以 将

加Ａ后的ＰＣＲ产物直接克隆入Ｔ载体，这种方式

称为 ＴＡ 克 隆 （于 永 利 等，１９９４）。本 研 究 利 用

ｐＴＺ５７Ｒ／Ｔ载体，利用ＴＡ克 隆 的 方 法 成 功 地 构 建

了ｐＴＺ５７Ｒ／Ｔ／ＡＰＸ重组质粒，为 采 用Ｔ载 体 克 隆

其它 目 的 基 因 扩 增 片 断 提 供 了 经 验；同 时，菘 蓝

ＡＰＸ基因重 组 质 粒 的 构 建，可 为 下 一 步 深 入 研 究

其作用机制及其临床应用奠定基础。
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