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摘要：为了研究ＡＧＬ１５基因在种子发育过程中的作用，应用聚合酶链式反应技术（ＰＣＲ）扩增了拟
南芥ＡＧＬ１５基因，并将其克隆到ｐＭＤ２０－Ｔ　ｖｅｃｔｏｒ载体上，对重组子进行ＰＣＲ检测和限制性内切
酶分析，并测定了该基因全序列。结果表明，该基因全长为８０７ｂｐ。将拟南芥ＡＧＬ１５基因定向克
隆到植物表达载体ｐＣａｍｂｉａ１３０１的３５Ｓ启动子下游，双酶切鉴定结果表明，ＡＧＬ１５基因在双元表
达载体中的插入位置和方向都正确，即成功构建了该基因的植物超表达载体。
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　　拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）作为生物学研
究的模式植物，近些年其发育、生殖等生理生化机制
在分子水平上得到了前所未有的认识。尽管拟南芥
是研究种子胚胎发育分子遗传机制的良好材料，但
是由于拟南芥胚胎很小并且处于种子中，目前对拟
南芥种子的胚胎发育，尤其是胚胎早期发育还知之
甚少［１－２］。拟南芥种子胚中主要的储藏物质为油脂、
蛋白质和淀粉等。这些储藏物质经过一系列的生理
生化反应降解为糖，给种子萌发和形态建成提供能
量，同时，种子中的储藏物质不仅是人类重要的食物

来源，而且在化学工业中也起着重要的作用。因此，
研究拟南芥种子胚胎的发育具有很好的理论价值和
广阔的应用前景。

在拟南芥中，植物内源信号、转录因子以及外界
环境因子共同控制着拟南芥种子胚胎正常的生长发
育。截至目前，已经发现的影响种子胚胎发育的植
物内源信号主要有脱落酸和糖等［３－６］。影响拟南芥
种子胚发育的转录因子主要ＡＢＩ３、ＬＥＣ１、ＬＥＣ２和
ＦＵＳ３等，这些转录因子在种子发育的很多方面起
着重要作用，其中包括种子储藏物质的积累［７－８］。
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ＭＡＤＳ家族的转录因子在植物的生长发育过程中
起着重要作用［９］，ＡＧＡＭＯＵＳ－Ｌｉｋｅ１５（ＡＧＬ１５）基
因作为 ＭＡＤＳ家族中的转录因子，通过结合ＤＮＡ
和调控基因表达来促进种子胚胎发育。该基因在拟
南芥整个生长发育过程中均有表达，但在种子胚胎
发育过程中表达水平较高。在拟南芥中，组织性表
达ＡＧＬ１５基因造成转基因植物体内活性赤霉素的
合成量减少，导致转基因植物植株矮小、开花晚等，
外援赤霉素能够部分恢复该表现型［１０］。染色质免
疫共沉淀试验研究表明，ＬＥＣ２、ＦＵＳ３ 和ＡＢＩ３ 为
ＡＧＬ１５的靶基因［１１］。为了进一步研究ＡＧＬ１５ 基
因的功能以及该基因的下游调控网络，利用ＡＧＬ１５
基因成功构建了植物超表达载体，为通过拟南芥转
基因技术研究该基因在胚胎发育过程中的作用和对
储藏物质积累的影响以及在其他突变体的基础上研
究基因互作提供良好的遗传分子材料。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　菌种和质粒　菌种为大肠杆菌菌株ＤＨ５α；
双元质粒表达载体为 ｐＣａｍｂｉａ１３０１；克隆载 体

ｐＭＤ２０－Ｔ　ｖｅｃｔｏｒ购自ＴａＫａＲａ公司。

１．１．２　培养基　ＬＢ培养基。

１．１．３　生化试剂及酶　高保真的Ｔａｑ酶 Ｔｒａｎｓ－
Ｓｔａｒｔ　ＦａｓｔＰｆｕ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自北京全式金公
司，Ｔ４ＤＮＡ连接酶、限制性内切酶、ＲＮＡ提取试剂
盒及ｃＤＮＡ 合成试剂盒均购自天根生化科技（北
京）有限公司，其他试剂均为国产分析纯试剂。

１．１．４　引物　克隆ＡＧＬ１５基因的正向引物ＦＰ：５′－
ＡＴＴＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＧＴＣＧＴＧＧＡＡＡＡＡＴＣＧＡ－３′和反
向 引 物 ＲＰ：５′－ＡＴＴＧＡＧＣＴＣＣＴＡＡＡＣＡＧＡＧＡＡＣ－
ＣＴＴＴ－３′前分别加有ＸｂａⅠ和ＳａｃⅠ限制性酶切位点序
列，由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成　利用ＲＮＡ提取
试剂盒提取拟南芥花蕾的总 ＲＮＡ，并利用ｃＤＮＡ
合成试剂盒合成单链ｃＤＮＡ。

１．２．２　ＰＣＲ扩增　５０μＬ反应体系为：ｄＮＴＰｓ　０．８

μＬ、上下游引物各１．５μＬ（各２．０μｍｏｌ／Ｌ）、模板
ｃＤＮＡ　２μＬ、Ｔａｑ酶０．５μＬ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ　５．０μＬ，以
ｄｄＨ２Ｏ补足５０μＬ。ＡＧＬ１５ 基因的ＰＣＲ扩增条
件：９５℃预变性３５ｓ；９５℃变性３０ｓ，５９℃复性
３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３２个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．３　ＰＣＲ产物的克隆、鉴定与序列分析　首先
回收ＡＧＬ１５基因的ＰＣＲ扩增产物，纯化后按３∶１
比例与克隆载体ｐＭＤ２０－Ｔ　ｖｅｃｔｏｒ在１６℃下过夜

连接。按 Ｍａｓｏｎ等［１２］的方法制备感受态细胞，然
后将连接产物转入到大肠杆菌ＤＨ５α，并在含１００

μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的ＬＢ培养基上选择培养。挑取
白斑用碱裂解法提取质粒ＤＮＡ，用ＰＣＲ方法检测
得到重组克隆ｐＭＤＡＧＬ１５。序列测序由上海生工
生物工程技术服务有限公司完成。

１．２．４　植物表达载体的构建　将带有目的基因的
重组质粒ｐＭＤＡＧＬ１５经ＸｂａⅠ与ＳａｃⅠ双酶切，同
时，ｐＣａｍｂｉａ１３０１经ＸｂａⅠ和ＳａｃⅠ双酶切，然后，
利用 Ｔ４ＤＮＡ 连接酶将 ＡＧＬ１５ 基因和 ｐＣａｍ－
ｂｉａ１３０１片段在１６℃下过夜连接，得到重组质粒

ｐＣａｍＡＧＬ１５。转化大肠杆菌ＤＨ５α，在含有５０μｇ／

ｍＬ卡那霉素的ＬＢ培养基上筛选重组子。

１．２．５　ＰＣＲ检测　以阳性克隆重组质粒为模板，
按照１．２．２的方法进行ＰＣＲ扩增，然后用１．０％的
琼脂糖凝胶电泳检测目的基因片段是否存在以及大
小是否正确。

１．２．６　双酶切鉴定　在５０μＬ双酶切反应体系中，
阳性克隆重组质粒约２０μＬ（约６～８μｇ），２种限制性
内切酶（ＳａｃⅠ＋ＨｉｎｄⅢ或ＸｂａⅠ＋ＥｃｏＲⅠ）各１μＬ，

１０×Ｂｕｆｆｅｒ　５．０μＬ，以ｄｄＨ２Ｏ补足５０μＬ。３７℃恒温
条件下反应约５ｈ，然后用１．０％的琼脂糖凝胶电泳
检测重组质粒的酶切片段大小和方向是否正确。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增产物的克隆及筛选
ＡＧＬ１５基因的ＰＣＲ扩增产物在１．０％的琼脂

糖凝胶上电泳，得到约８０７ｂｐ、特异性强的、单一的
扩增条带，与预期一致（图１）。扩增产物回收后与
载体连接转化到大肠杆菌ＤＨ５α中，筛选出３个阳
性克隆，经ＰＣＲ检测和电泳分析，得到一条约８０７
ｂｐ的插入片段，说明该目的基因插入在载体上，其
片段大小与预期一致（图２）。

ａ，ｂ．ＰＣＲ产物；Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ

图１　ＰＣＲ产物的电泳分析
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ａ，ｂ，ｃ．ＰＣＲ产物；ｄ．阴性对照；Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ

图２　重组阳性克隆的ＰＣＲ检测与电泳分析

２．２　ＤＮＡ序列分析
经过ＤＮＡ全自动测序仪，测定得到的ＡＧＬ１５

基因序列为８０７ｂｐ，该片段与已发表的拟南芥基因
序列（ＮＣＢＩ序列登录号：ＮＭ＿１２１３８２）有２个核苷
酸的差异，同源性约为９９．８％（图３）。分析表明，

ＡＧＬ１５基因序列中２个差异的核苷酸分别为第３５７
和６６０个碱基（方框表示差异碱基），但是这２个碱
基的差异没有导致氨基酸残基的改变，即没有改变

ＡＧＬ１５基因编码的蛋白序列，因此可以用于植物超
表达载体的构建以及后续试验。

图３　克隆得到的ＡＧＬ１５基因片段（上排）与已发表的该基因序列（下排）比对结果

２．３　拟南芥ＡＧＬ１５基因植物超表达载体的构建
将筛选得到的一个阳性克隆进一步进行双酶切

鉴定。理论上，ＸｂａⅠ、ＳａｃⅠ、ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ等

４种限制性内切酶在阳性克隆中均只有１个限制性
酶切位点，ＳａｃⅠ和ＨｉｎｄⅢ位点之间的较小片段大
小约为１．６ｋｂ，ＸｂａⅠ和ＥｃｏＲⅠ之间的较小片段大
小为１．１ｋｂ左右，图４ 和图５分别为ＳａｃⅠ＋
ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａⅠ＋ＥｃｏＲⅠ的双酶切电泳图谱，双
酶切和电泳结果表明，得到的酶切片断大小与理论
值一致，说明目的片段在双元表达载体中的插入位
置和方向都正确，，即说明成功构建了ＡＧＬ１５基因
的植物超表达双元载体。

ａ．ＳａｃⅠ＋ＨｉｎｄⅢ酶切产物；Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ

图４　阳性克隆ＳａｃⅠ＋ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定结果
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ａ．ＸｂａⅠ＋ＥｃｏＲⅠ酶切产物；Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ

图５　阳性克隆ＸｂａⅠ＋ＥｃｏＲⅠ双酶切鉴定结果

３　结论与讨论

根据已发表的序列设计引物，利用优化的ＰＣＲ
反应体系扩增出拟南芥ＡＧＬ１５ 基因，序列测定的
结果表明，该基因片段全长为８０７ｂｐ，与已发表的

ＡＧＬ１５基因序列（ＮＣＢＩ序列登录号：ＮＭ＿１２１３８２）

同源性为９９．８％。尽管与已发表的基因序列有２
个碱基的差异，但是这没有引起氨基酸残基的改变，

因此，克隆得到的ＡＧＬ１５ 基因片段可以用于超表
达载体的构建以及后续试验。

将目的基因插入到双元表达载体ｐＣａｍｂｉａ１３０１
中的３５Ｓ启动子下游，构建成超表达质粒ｐＣａｍＡ－
ＧＬ１５。限制性内切酶酶切鉴定表明插入方向和片

段大小都正确，证明已成功构建了拟南芥ＡＧＬ１５
的植物超表达载体。

在克隆了拟南芥ＡＧＬ１５ 基因的基础上，构建
了植物超表达载体，一方面可以为今后利用拟南芥

转基因技术研究ＡＧＬ１５基因与植物内源激素或影
响种子胚胎发育和储藏物质积累等基因的互作奠定

了基础，另一方面提供了一条实用的途径，即通过转

基因技术研究该基因在油料作物种子胚胎发育和储

藏物质积累等方面的作用机制，为油料作物如油菜、

大豆等的高产和优质育种提供宝贵的基因资源。
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