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苹果叶片抗坏血酸过氧化物酶基因 cD NA 的克隆
3

粟　霞 ,张军科 ,马锋旺
(西北农林科技大学 园艺学院 , 陕西 杨凌 712100)

[摘 　要 ] 　根据 Genbank 上已报道的烟草、辣椒、龙眼和杨树 4 种植物的抗坏血酸过氧化物酶基因的保守区域

设计兼并引物 ,利用 RT2PCR 和 RACE 法对皇家嘎拉苹果叶片 A PX 基因进行克隆、分析。结果表明 ,皇家嘎拉苹果

叶片 A PX基因片段长度为 694 bp ,与 GenBank 中已登陆的富士苹果果实、皇家嘎拉苹果花芽、草莓及 Rosa hybrid

cultivar 等的 A PX cDNA 的同源性分别为 97 % ,97 % ,84 %和 84 %。
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Cloning of ascorbate peroxidase cDNA from apple
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Abstract : With degenerated p rimers designed according to conservative region of ascorbate peroxidase

gene sequence of N icoti ana t abacum , Ca psicum annuum , Di mocarp us longan , and Pop ul us curamericana

on Genbank ,the f ragment of A PX gene was cloned f rom Royal Gala apple by R T2PCR met hod and the 3′

end by rapid amplification of cDNA end ( RACE) st rategy. The analysis showed t hat t he spliced f ragment

contained 694 base pairs ,which were 97 % ,97 % ,84 % and 84 % homology to t hat of Fuji f ruit ,Royal Gala

young shoot ,st rawberry and Rosa hybrid cultivar in A PX cDNA of Genbank ,respectively.
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　　植物在生长发育过程中经常受到环境因素的胁

迫 ,这种胁迫严重影响植物的正常生长和发育过程。

当植物遇到高温、干旱等一些逆境时 ,其体内就会产

生大量的活性氧 ( ROS) ,如过氧化氢 ( H2 O2 ) ,若不

及时清除就会导致植物死亡。而抗坏血酸过氧化物

酶 (Ascorbate peroxidase ,A PX) 是分解 H2 O2 的关

键酶[ 1 ] ,其对保护叶绿体和其他细胞组分免受

H2 O2 及其所产生的羟基自由基的破坏是必不可少

的[2 ] 。植物体内积累的活性氧 ,能快速诱导 A PX 表

达 ,A PX 催化抗坏血酸 ( ASA) 与 H2 O2 反应而使

H2 O2 被分解[3 ] 。迄今 ,已有大量报道指出 ,植物在

遇到高温、干旱、强光等逆境时 ,植物体内 A PX 的活

性均有所增强[425 ] ,A PX 是植物和藻类特有的清除

H2 O2 的重要酶类[6 ] 。因此 ,克隆植物 A P X 基因 ,

并通过转基因的方法来增强该基因的表达 ,提高

A PX 酶活性 ,对于增加作物的抗性、提高其产量和

品质具有重要的现实意义。

苹果作为多年生木本植物 ,环境胁迫不仅影响

其生长和发育 ,而且影响其产量和品质。为了增强

苹果对逆境的抵抗能力 ,减弱环境胁迫对苹果造成

的影响 ,本研究以嘎拉苹果叶片为材料 ,运用 R T2
PCR 技术对苹果 A P X 基因片段进行了克隆、鉴定 ,
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以期为进一步获得该基因全序列 ,并进行遗传转化

培育抗性品种奠定基础。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

苹果 ( M al us domestica B otk h. ) 品种“皇家嘎

拉”的叶片 ,采自西北农林科技大学园艺场。大肠杆

菌 ( Escherichi a col i) 宿主菌为 D H5a ,由西北农林科

技大学园艺学院实验室保存。T aq DNA 聚合酶购

自华美生物公司 ,dN TPs、ML V 反转录酶、p MD182
T 载体和限制性内切酶等购自大连 Ta KaRa 生物公

司 , Agarose Gel DNA Ext raction Kit 和 Plasmid

mini kit 购自安徽优晶生物工程公司 ,十二烷基磺

酸钠 (SDS) 为 Sigma 公司产品 ,其他试剂均为国产

分析纯。

1. 2 　引物的设计与合成

根据 Genbank 上已登陆的烟草 ( GenBank 登录

号 :U15933) 、辣椒 ( GenBank 登录号 : DQ002888) 、

龙眼 ( GenBank 登录号 : A Y831398) 和杨树 ( Gen2
Bank 登录号 : AJ 698922) A PX 基因的保守区 ,设计

引物 A PX21、A PX22 和 A PX23。另外 ,设计锚定引

物 A PX24 和反转录引物 A PX25 :

A PX21 :5′2GT T GT T GCT GT ( G/ T) GAA

(A/ G) T T ACT GG23′;

A PX22 :5′2A GG A GC GT T C ( T/ A) G G (A/

C/ G/ T) T T ( T/ C) G A GG23′;

A PX23 :5′2CA T C(C/ T) G CA G CA T A ( T/ C)

T T (C/ T) T CAA C23′;

A PX24 : 5′2CT G A TC TA G A GG TAC CGG

A TC C23′;

A PX25 : 5′2CT G A TC TA G A GG TAC CGG

A TC CT T T T T T T T T T T T T T T T (A/ C/ G)23′;

引物由上海生物工程公司合成。

1. 3 　苹果叶片总 RNA 的提取

采用改良的 SDS/ 酚法[728 ] 提取苹果叶片总

RNA , - 70 ℃保存备用。将 RNA 溶解于 30 μL

DEPC 处理的无菌水中 ,电泳检测完整性 ,并用紫外

分光光度计检测 RNA 的浓度和纯度。

1. 4 　苹果叶片 A P X 基因的 R T2PCR 及 3′末端扩

增 (3′RACE)

1. 4. 1 　反转录 　以提取的总 RNA 为模板 ,在引物

A PX25 引导下 ,反转录合成 cDNA 第一条链。在 20

μL 反应体系中加入 4μL 5 ×ML V buffer ,1. 6μL

25 mmol/ L MgCl2 ,2μL 10 mmol/ L dN TP ,20 U

RNasin ,2. 5μL 引物 A PX25 ,1 U ML V 反转录酶 ,1

μg RNA 模板 ,室温放置 10 min ,42 ℃反应 15 min ,

95 ℃反应 5 min ,4 ℃反应 5 min。

1. 4. 2 　R T2PCR 　取 2μL 反转录产物作为模板 ,

在 0. 2 mL PCR 管中依次加入 2. 5 μL 10 ×Taq

Buffer ,0. 5μL dN TP (10mmol/ L ) ,2μL Mg2 + (25

mmol/ L) ,2μL A PX21 (10μmol/ L ) ,2μL A PX24

(10μmol/ L) ,0. 2μL T aq (5 U/μL ) ,加灭菌双蒸

水至 25μL ,进行第 1 次 PCR 扩增。PCR 扩增程序

为 :94 ℃预变性 5 min ;94 ℃变性 1 min ,52 ℃退火

1 min ,72 ℃延伸 2 min ,循环 35 次 ;最后 72 ℃延伸

10 min ;4 ℃存放。

以第 1 次 PCR 扩增产物作为模板 , A PX21 和

A PX23 为引物进行第 2 次 PCR 扩增 ,反应体系和程

序同上。

1. 4. 3 　3′RACE 　以 1. 4. 2 中第 1 次 PCR 扩增产

物作为模板 ,A PX22 和 A PX24 为引物扩增 3′末端 ,

反应体系和程序同 1. 4. 2。

1. 5 　苹果叶片 A P X 基因 PCR 产物的克隆、鉴定

与测序

1. 5. 1 　PCR 产物的克隆 　PCR 产物用 Agarose

Gel DNA Ext raction Kit 回收后 ,与 pMD182T 载体

连接。连接产物利用热激法转化至 D H5a 感受态细

胞中 ,然后将其涂于含 100 mg/ L Amp 的 LB 固体

培养基上 ,37 ℃反向放置培养 12～16 h。待长出大

小合适的菌斑时筛选白斑 ,小量提取质粒。

1. 5. 2 　PCR 产物的鉴定与测序 　分别用单引物

(A PX21、A PX23) 及双引物 ( A PX21 和 A PX23) 对

R T2PCR 质粒进行 PCR 扩增 ,并进行 X ba Ⅰ和 S al

Ⅰ双酶切鉴定 ,将 PCR 扩增和双酶切鉴定均为阳性

的克隆测序。同样 ,分别用单引物 (A PX22、A PX24)

及双引物 ( A PX22 和 A PX24) 对 3′末端质粒进行

PCR 扩增 ,并进行 S al Ⅰ和 EcoR Ⅰ双酶切鉴定 ,将

PCR 扩增和双酶切鉴定均为阳性克隆测序。测序

在西北农林科技大学生物技术中心完成 ,结果用

BL AST 软件进行序列分析。

2 　结果与分析

2. 1 　苹果叶片 A P X 基因的 R T2PCR 及 3′RACE

扩增

以苹果叶片总 RNA 为模板 ,A PX21 和 A PX23

为引物 ,经 R T2PCR 得到长度为 379 bp 的片段 (图

1) ,与预期结果相符 ;以 A PX22 和 A PX24 为引物 ,

进行 3′RACE ,产物长度为 500 bp 左右 (图 2) 。
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图 1 　苹果叶片 A PX基因 RT2PCR 扩增结果

1 ,2. R T2PCR 产物 ;3. DNA 分子量标准

Fig. 1 　RT2PCR product s of apple leaves

1 ,2. R T2PCR product s ;3. DL2000 Marker

图 2 　苹果叶片 APX基因 3′RACE的扩增结果

1. DNA 分子量标准 ;2 ,3. 3′RACE 产物

Fig. 2 　3′RACE procuct s of apple leaves

1. DL2000 Marker ;2 ,3. 3′RACE product s

2. 2 　苹果叶片扩增产物的克隆鉴定与序列分析

将扩增产物分别与 pMD182T 载体进行连接 ,

转化 D H5a ,筛选阳性克隆进行鉴定 ,结果显示 R T2
PCR 产物长度为 379 bp (图 3) ,3′RACE 产物长度

为 489 bp (图 4) 。对 A PX 基因 R T2PCR 产物和 3′

RACE 产物测序后进行拼接 ,结果 (图 5) 显示 ,苹果

叶片 A P X 基因 cDNA 长度为 694 bp 。

图 3 　苹果叶片 A P X 基因 RT2PCR 产物

重组质粒的鉴定结果

1. 酶切产物 ;2 ,3. 单引物 PCR 产物 ;4. 双引物 PCR 产物 ;

5. DNA 分子量标准

Fig. 3 　Test of RT2PCR recombined

plasmid in apple leaves

1. Digest f ragment ;2 ,3 Single primer product s ;

4. PCR product s ;5. DL2000 Marker

图 4 　苹果叶片 A P X 基因 3′RACE 产物

重组质粒的鉴定结果

1. DNA 分子量标准 ;2. 酶切产物 ;3 ,4. 单引物 PCR 产物 ;

5. 双引物 PCR 产物

Fig. 4 　Test of 3′RACE recombined

plasmid in apple leaves

1. DL2000 Marker ;2. Digest f ragment ;

3 ,4. Single primer proudct s ;5. PCR product s

　　将所得的苹果叶片 A P X 基因 cDNA 序列与

Genbank 中已登录的其他物种 A P X 基因进行比

对 ,结果发现 ,其均具有很高的同源性。其中 ,与富

士苹果果实 ( GenBank 登录号 :DW248924) 、皇家嘎

拉苹果花芽 ( GenBank 登录号 : CN943921) 、草莓

( GenBank 登录号 :CX025276)和 Rosa hybrid culti2
var ( GenBank 登录号 : A Y937208) A P X cDNA 的

同源性分别为 97 % ,97 % ,84 %和 84 %。另外 ,将其

所编码的氨基酸序列与几种植物的抗坏血酸过氧化

物酶氨基酸序列比较 ,也具有较高的同源性 ,从而可
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以确定克隆片断为皇家嘎拉苹果叶片 A PX 基因的 部分序列。

图 5 　苹果叶片 A P X 基因 cDNA 的测序结果

Fig. 5 　Result s of APX gene cDNA sequencing in apple leaves

3 　讨　论

在高等植物中 ,抗坏血酸 (Ascorbic acid ,ASA)

- 谷胱甘肽 ( Glutathione , GSH) 循环对于清除活性

氧具有极其重要的作用。而 A PX 作为 ASA2GSH

循环中分解 H2 O2 的关键酶 ,与植物的生长和抵抗

逆境胁迫有密切关系 ,同时其也是分解维生素 C 的

酶之一。在高等植物中 ,A PX 存在多种同工酶 ,分

别定位在细胞的不同部位[9211 ] 。目前 ,不少研究者

已在多种植物上进行了 A PX 各种同工酶基因的分

子克隆 ,但多集中在草本植物上 ,木本植物由于遗传

背景较复杂 ,至今得到 A P X 基因全长的研究相对

较少。尽管在 Genbank 上已有富士果实及皇家嘎

拉花芽 A P X 基因的片断 ,但尚无皇家嘎拉叶片

A P X 基因全长的报道。为了能成功克隆皇家嘎拉

叶片 A P X 基因 ,本试验在设计引物时参考木本和

草本植物 A P X 基因序列共有的保守区 ,而没有局

限在苹果 A P X 基因序列。本研究对皇家嘎拉叶片

A P X 基因片断进行了成功克隆 ,结果为苹果抗性新

品种的培育及 A P X 基因功能的深入研究奠定了基

础。
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