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摘要：根据ＮＣＢＩ网站上文心兰ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ基因序列设计引物，用ＲＴ－ＰＣＲ法从南茜文心兰花葶

中扩增ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ基因，对扩增产物进行测序。结果表明，获得的南茜文心兰ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ基因为

６９０ｂｐ，与报道序列完全一致。将ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ基因插入ｐＲＩ１０１－ＯＮ载体中，经ＰＣＲ、双酶切及测

序鉴定，证实重组表达质粒中含有目的片段，表明成功构建了高效植物表达载体ｐＲＩ１０１－ＯｎＡＰ１。

对ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ基因的结构域和所表达蛋白质的亲水性进行了分析，并预测了该基因所表达蛋白的

三维结构。结果显示，该基因包含 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ和 Ｋ－ｂｏｘ保守域，属于 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ基因家族，所表

达蛋白为亲水性蛋白。确定了一种文心兰的遗传转化条件，得到筛选抗生素Ｇ４１８的最适质量浓

度为４０ｍｇ／Ｌ，为进一步研究文心兰中ＡＰ１基因的功能奠定基础。
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　　文心兰（Ｏｎｃｉｄｉｕｍ ‘Ｇｏｗｅｒ　Ｒａｍｓｅｙ’）是兰科
（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）文心兰属（Ｏｎｃｉｄｉｕｍ）植物，热带多年

生常绿附生草本，又名舞女兰、跳舞兰，因其花瓣形

态像翩翩起舞的舞女而得名。由于文心兰的花型优

美、花色艳丽又分枝良好，所以深受各地人们的喜

爱，是世界上重要的切花品种。研究转基因文心兰

以培育优良品种，对于满足人们对物质和精神的需

求有重要意义。

ＡＰ１基因是植物特有的 ＭＩＫＣ－ｔｙｐｅ　ＭＡＤＳ－
ｂｏｘ基因［１］，属于“ＡＢＣ”模型中的 Ａ类基因，具有

多内含子基因结构，所编码的 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ转录因子

主要由 ＭＡＤＳ盒、Ｋ盒、Ｉ区、Ｃ末端等部分组成。

ＡＰ１基因既调控花分生组织的分化，又调控花器官

形态的建成［２－３］，它处于ＬＦＹ（ＬＥＡＦＹ）的下游，编码

ＭＡＤＳ－ｂｏｘ转 录 因 子，抑 制 ＴＦＬ１（ＴＥＲＭＩＮＡＬ

ＦＬＯＷＥＲ　１）基因，抑制ＳＶＰ、ＡＧＬ２４、ＳＯＣ１表达，可

调控ＡＰ３，使花中有花，萼片向叶的同源异形转变，花

瓣缺失或数量减少［４］。在不同物种中ＡＰ１同源基因

的表达存在一定差异［５］。本研究以文心兰ＯｎＡＰ１－
ｌｉｋｅ基因为对象构建植物表达载体并进行遗传转化，

从而为探索ＡＰ１基因的功能奠定基础。此外，本研

究对单子叶植物遗传转化体系的建立具有参考价值。

１　材料和方法

１．１　材料

以南茜文心兰（来自郑州师范学院智能温室）组

培保存的愈伤组织作为遗传转化材料。Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α
菌株和ＥＨＡ１０５农杆菌菌株由本实验室保存，克隆载

体ｐＭＤ１９－Ｔ、Ｐｆｕ　ＤＮＡ聚合酶、Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶、限

制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、表达载体ｐＲＩ１０１－ＯＮ
均购于ＴａＫａＲａ公司；植物总ＲＮＡ提取试剂盒、普通

琼脂糖ＤＮＡ回收试剂盒、质粒小提试剂盒、ＩＰＴＧ、

ｄＮＴＰｓ及ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ购于ＴＩＡＮＧＥＮ公司。带有

酶切位点的用于 ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ基 因 扩 增 的 上 游

引物ＯｎＡＰ１－Ｆ为５′－ＣＡＴＣＴＡＧＡＡＡＡＧＡＧＡＴＧ－
ＡＧＧＡＧＧＧＧ－３′，下 游 引 物 ＯｎＡＰ１－Ｒ 为 ５′－

ＴＣＣＣＣＣＧＧＧＴＣＡＴＴＣＧＡＡＣＡＡＡＴＧＴＧ－３′，下划线

部分分别为ＸｂａⅠ和ＳｍａⅠ酶切位点。引物合成和基

因测序由上海英骏公司完成。

１．２　方法

１．２．１　文心兰总ＲＮＡ的提取与反转录　用Ｔｒｉｚｏｌ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）试剂提取文心兰花葶总ＲＮＡ，用琼

脂糖凝胶电泳鉴定 ＲＮＡ的完整性。以提取的总

ＲＮＡ为模板，用 Ｍ－ＭＬＶ反转录酶（ＴａＫａＲａ公司）合

成第一链，反转录反应参照Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ　Ｍ－

ＭＬＶ（ＲＮａｓｅ　Ｈ－）使用说明。

１．２．２　ＰＣＲ扩增与鉴定　以ｃＤＮＡ为模板进行

ＰＣＲ反应。ＰＣＲ反应体系为２０μＬ：１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ

２μＬ、ｄＮＴＰ　Ｍｉｘ　１．６μＬ、上 游 引 物 ＯｎＡＰ１－Ｆ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、下游引物ＯｎＡＰ１－Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）

１．０μＬ、文心兰ｃＤＮＡ　１μＬ、Ｔａｑ酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，

加灭菌双蒸水至总体积２０μＬ；反应程序：９４℃预变

性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃复性３０ｓ，７２℃延伸

１ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物

在琼脂糖凝胶（１．０％）中电泳检测并回收，然后克隆

到ｐＭＤ１９－Ｔ载体中，转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α，通过蓝白斑

筛选阳性克隆，命名为 ＤＨ５α－ｐＭＤ１９－ＯｎＡＰ１，选取

１０个克隆进行ＤＮＡ测序，并与数据库核酸序列进

行比较。

１．２．３　ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ的生物信息学分析　用 ＮＣＢＩ
网站上的Ｂｌａｓｔ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ｂｌａｓｔ／）将ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ与其他同源序列进行同源性

对比，用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序（ｈｔｔｐ：／／ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／

ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．ｈｔｍｌ／）分 析 蛋 白 质 亲、疏 水 性，用

ＥｘＰＡＳｙ 网 站 上 的 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ　Ｗｏｒｋｓｐａｃｅ
（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）预测蛋白质的结构。

１．２．４　高效植物表达载体的构建与鉴定　提取阳

性单克隆ＤＨ５α－ｐＭＤ１９－ＯｎＡＰ１的质粒，经过Ｘｂａ

Ⅰ／ＳａｍⅠ双酶切，用１．０％琼脂糖凝胶电泳分离并

回收目的基因，通过Ｔ４ＤＮＡ连接酶将目的基因片

段定向连接到经同样处理的植物表达载体ｐＲＩ１０１－

ＯＮ中，命名为ｐＲＩ１０１－ＯｎＡＰ１，转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α
感受态细胞，涂布于含有卡那霉素（Ｋａｎ　５０ｍｇ／Ｌ）

的ＬＢ平板上，３７℃培养过夜，挑取单菌落。提取质

粒后进行ＰＣＲ扩增检测，对ＰＣＲ检测为阳性的质

粒进行双酶切鉴定，将经ＰＣＲ以及双酶切鉴定均为

阳性的质粒进行测序，测序结果用 Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ

５．０软件进行分析。

１．２．５　遗传转化　通过冻融法［６］将植物表达载体

ｐＲＩ１０１－ＯｎＡＰ１转化农杆菌感受态细胞，用１．２．２
的ＰＣＲ扩增体系与程序检测已转化的农杆菌单克

隆，对ＰＣＲ检测为阳性的克隆在含有卡那霉素的

ＹＥＢ液体培养基中扩大培养并提取质粒进行Ｘｂａ

Ⅰ／ＳａｍⅠ双酶切验证，对验证正确的克隆加甘油至
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终浓度２０％，分装保存于－８０℃备用。

文心兰愈伤组织的侵染过程参照崔波等［７］的方

法，将保存的农杆菌在含有卡那霉素的ＹＥＢ液体培

养基中分别扩大培养至ＯＤ６００＝０．６～１．０，２　７００ｇ
离心６ｍｉｎ，倒掉上清加同等体积的１／２ＭＳ培养基，

并加入乙酰丁香酮（ＡＳ）至终浓度０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，在

２８℃、７５ｒ／ｍｉｎ的条件下横摇２ｈ活化。用解剖刀

将文心兰愈伤组织切成直径３ｍｍ左右的小块儿并

轻轻划出伤口或用钝器按压使其受伤，放入已活化

好的菌液中，在２８℃、７５ｒ／ｍｉｎ的条件下横摇２ｈ，

转入共培养培养基（１／２ＭＳ＋６－ＢＡ　１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ

０．１ｍｇ／Ｌ）中，２８℃暗培养２ｄ，而后转入含有不同

质量浓度 Ｇ４１８ 的筛选培养基 （１／２ＭＳ＋６－ＢＡ

１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ＋Ｇ４１８）中，Ｇ４１８的质量

浓度分别设为１０、２０、３０、４０、５０、６０ｍｇ／Ｌ，在２５℃、

光照１２ｈ／黑暗１２ｈ、光照强度２　０００ｌｘ的条件下进

行筛选培养。每隔１５ｄ将未死亡的愈伤组织更换

一次培养基，直至文心兰愈伤组织分化为原球茎。

２　结果与分析

２．１　ＯｎＡＰ１　ｌｉｋｅ基因鉴定

２．１．１　ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ基因ＰＣＲ扩增与测序结果　
根据ＮＣＢＩ已报道的ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ　ｍＲＮＡ序列（登录号：

ＫＣ４２６９４６）设计引物，目的片段大小为６９０ｂｐ。经琼脂糖

凝胶电泳，文心兰ｃＤＮＡ的ＰＣＲ扩增产物片段大小约为

７００ｂｐ，与预期结果一致。测序结果见图１。

ＡＴＧ为起始密码子；ＴＧＡ为终止密码子；双下划线为 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ；单下划线为Ｋ－ｂｏｘ

图１　ＯｎＡＰ１　ｌｉｋｅ基因全长与预测的氨基酸序列

２．１．２　重组质粒的鉴定　重组克隆质粒ｐＭＤ１９－

ＯｎＡＰ１的ＰＣＲ及双酶切鉴定：对重组克隆质粒进

行ＰＣＲ扩增和电泳，结果也出现１条约７００ｂｐ的

特异条带；经ＸｂａⅠ／ＳｍａⅠ双酶切，电泳出现２条

带，１条为质粒片段，约２　７００ｂｐ，另１条为克隆的

文心兰ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ基因片段，约７００ｂｐ（图２Ａ），与

预期结果一致。

重组表达质粒ｐＲＩ１０１－ＯｎＡＰ１的鉴定：对ＰＣＲ
检测为阳性的重组质粒进行双酶切，用１．０％ 的琼

脂糖凝胶对酶切产物进行电泳检测。结果显示，共

出现２条带，１条约１０　５００ｂｐ，为质粒片段；另１条

约７００ｂｐ，为克隆的ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ基因片段（图２Ｂ），

与预期结果一致。将ＰＣＲ和双酶切鉴定为阳性的

重组表达质粒进行测序，测序结果与报道的序列完

全一致，并带有完整的酶切位点。证明重组表达质

粒ｐＲＩ１０１－ＯｎＡＰ１中含有目的基因，表达载体构建

成功。

２．２　生物信息学分析

为了进一步了解ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ基因的特性，便于

同其他植物的ＡＰ１基因进行比较，对该基因进行了

生物信息学分析。用Ｂｌａｓｔｎ分析该基因保守域（图

３Ａ），其 有 完 整 的 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 和 Ｋ－ｂｏｘ，属 于
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ＭＤＡＳ－ｂｏｘ基因家族；经蛋白质亲、疏水性分析，该

基因所表达蛋白属于亲水性蛋白（图３Ｂ）；蛋白质三

维结构预测结果显示，该蛋白的主要元件是ɑ螺旋，

其次为β折叠（图３Ｃ）。

Ａ．重组克隆质粒ｐＭＤ１９－ＯｎＡＰ１的鉴定；Ｂ．重组表达质粒ｐＲＩ１０１－ＯｎＡＰ１的鉴定；１．以ｐＭＤ１９－ＯｎＡＰ１为模板的
ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ　ＰＣＲ产物；２．ｐＭＤ１９－ＯｎＡＰ１的双酶切；３．ｐＲＩ１０１－ＯｎＡＰ１表达质粒；４．以ｐＲＩ１０１－ＯｎＡＰ１为模板的
ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ　ＰＣＲ产物；５．ｐＲＩ１０１－ＯｎＡＰ１的双酶切；ＣＫ．用水取代ｐＲＩ１０１－ＯｎＡＰ１模板的ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ　ＰＣＲ扩增

结果；Ｍ１、Ｍ２．ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ

图２　重组质粒的鉴定

Ａ．ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ基因的功能域分析；Ｂ．ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ所表达氨基酸序列的亲水性分析；
Ｃ．ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ所表达氨基酸序列的三维结构预测

图３　ＯｎＡＰ１　ｌｉｋｅ基因的生物信息学分析

２．３　农杆菌介导法转化文心兰愈伤组织筛选压的

确定

将被农杆菌侵染后的文心兰愈伤组织放入含有

不同质量浓度Ｇ４１８的培养基中进行抗性筛选，每天

观察其生长状态，分别在第４天（图４Ａ）、第１１天（图

４Ｂ）、第１８天（图４Ｃ）、第２５天（图４Ｄ）照相计数。当

Ｇ４１８质量浓度由３０ｍｇ／Ｌ增加到４０ｍｇ／Ｌ时，愈伤

组织死亡率骤然升高，未转化文心兰愈伤组织几乎全

部死亡（死亡率达９５％），故４０ｍｇ／Ｌ可作为区分转

化与未转化文心兰愈伤组织的有效筛选压。
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Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为文心兰愈伤组织经过筛选培养基培养的第４天、第１１天、第１８天、第２５天结果，培养皿上的数字表示Ｇ４１８质量浓度（ｍｇ／Ｌ）

图４　抗性筛选压测试

３　讨论

目前，对于 ＡＰ１ 基因的研究已有很多报道。

Ｍａｎｄｅｌ等［３］利用ＣａＭＶ　３５Ｓ启动子使ＡＰ１基因在

拟南芥中组成型表达，转基因拟南芥开花时间早于

野生型。此后，Ｗｅｉｇｅｌ等［８］和 Ｓａｒａｈ等［９］验证了

３５Ｓ∷ＡＰ１转基因植株不论在长日照还是短日照条

件下都能提早开花。安利忻等［１０］将ＡＰ１基因转化

矮牵牛，转基因矮牵牛Ｒ０ 代表现出提前且持续不

断的开花特性。Ｐｅ珘ｎａ等［１１］将ＡＰ１ 基因和ＬＦＹ 基

因导入柑橘，转基因柑橘当年开花结果。由此说明，

ＡＰ１基因具有促进植物开花的作用。本试验构建

了ＯｎＡＰ１－ｌｉｋｅ基因的表达载体，为分析文心兰中

ＡＰ１的具体功能奠定基础；生物信息学分析表明，

该基因结构与性质同报道的 ＡＰ１ 基因极为相

似［１２－１４］，是文心兰的ＡＰ１基因之一。

农杆菌介导法遗传转化条件比较成熟，关于兰

科植物的遗传转化也有报道［１５－１６］，如吴锦娣等对建

兰转化体系的研究［１７］，王微等对大花蕙兰遗传转化

的研究［１８］，张妙彬等对石斛兰遗传转化的研究［１９］。

不同植物对抗生素 Ｇ４１８的敏感性不同，本试验对

抗生素的筛选压做了探索，确定当 Ｇ４１８质量浓度

为４０ｍｇ／Ｌ时，筛选效果最好。此外，试验中还发

现将未转化的愈伤组织提前黑暗处理２ｄ，有利于提

高其转化效率。试验中用的共培养培养基和筛选培

养基的不同点仅在于筛选培养基中含有Ｇ４１８，而且

此培养基可以同时作为文心兰愈伤组织扩增培养基

和分化培养基，使试验过程中省去了转换培养基的

步骤。
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