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　　摘要：苔藓植物能否合成木质素目前还存在一定的争议。肉桂醇脱氢酶（ＣＡＤ）催化木质素单体合成的最后一步
反应，Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ表达分析表明，小立碗藓 ＣＡＤ１基因在接种灰霉菌后的第２天表达量迅速上升。本试验利用
ＰＣＲ技术，以小立碗藓基因组ＤＮＡ为模板，使用Ｐｒｉｍｅｒ５－Ｃｒａｃｋｅｄ设计的引物，扩增出小立碗藓 ＣＡＤ１基因的上、下
游同源臂基因片段。酶切ＣＡＤ１上游同源臂和ｐＴＮ１８２原始质粒，经连接酶连接、转化至感受态大肠杆菌，筛选出阳性
株。采用裂解液裂解、质粒ＤＮＡ提取、质粒ＰＣＲ以及酶切进行验证，得到ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２。采用同样的方法把下游
片段转入ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２，即得 ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２－ＣＡＤ１２，最后进行测序分析。结果表明，已成功构建 ＣＡＤ１１－
ｐＴＮ１８２－ＣＡＤ１２敲除载体，并将该重组质粒转入目的菌株大肠杆菌中保存备用，可为后续进行小立碗藓ＣＡＤ１基因敲
除，验证小立碗藓ＣＡＤ１基因功能，进一步了解模式植物小立碗藓防卫反应机理研究奠定良好基础。
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　　苔藓植物是高等植物的低等类群，是陆生植物登陆早期
的代表，含有一整套合成木质素的基因［１］，具备合成木质素

的生理基础，但是苔藓植物能否合成木质素目前还存在一定

的争议。小立碗藓（Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａｐａｔｅｎｓ）隶属葫芦藓目葫芦
藓科（Ｆｕｎａｒｉａｃｅａｅ）小立碗藓属（Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｉｕｍ）。小立碗藓生
活史中单倍体的配子体时期占优势，其整个基因序列已知，核

基因组易于与有同源片段的外源 ＤＮＡ发生高频率的同源重
组，这使得基因敲除成为可能，并且试验过程中得到的突变体

即为纯合体，为基因功能的研究提供了良好的材料［２］，已经

成为植物分子生物学研究的模式生物。

病原真菌和细菌感染维管束植物时，感染部位的细胞壁

加厚并形成突起状结构———乳突。本试验室前期工作中发现

灰霉菌感染非维管束植物小立碗藓后，小立碗藓细胞壁加厚

或形成乳突结构。形成乳突是维管束植物常见的防卫反应，

是限制病原体入侵的一道物理障碍，其主要成分之一为木质

素，说明乳突是植物一个较为保守的抗病反应机制。木质素

是一种复杂的酚类聚合物，广泛存在于高等植物中的维管束

植物中［３］，苔藓植物中是否合成木质素目前还存在一定的争

议。相关文献报道，苔藓植物不合成木质素，却合成木酯素或

类木质素。用木质素的特异性染料高锰酸钾染色灰霉菌感染

的小立碗藓样品并于电镜下观察发现，细胞壁加厚或乳突部

位出现明显染色加深，说明小立碗藓在灰霉菌胁迫下可能合

成了类木质素。木质素的生物合成是以苯丙酸起始，在一系

列酶催化下逐步转化为木质素单体，最终聚合成木质素的过

程，其中肉桂醇脱氢酶（ＣＡＤ）是木质素代谢途径中第一个被

研究的酶，其催化木质素单体合成的最后一步反应，将３种肉
桂醛还原生成相应的 ３种肉桂醇［４］。本试验室前期使用

Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ表达分析表明，小立碗藓 ＣＡＤ１基因在接种
灰霉菌后的第２天表达量迅速上升，达到未接种对照组的１７
倍。综上所述，小立碗藓中可能合成了类木质素。

本试验构建小立碗藓 ＣＡＤ１基因的敲除载体，为后续敲
除小立碗藓ＣＡＤ１基因，获得 ＣＡＤ１基因敲除突变株，验证小
立碗藓ＣＡＤ１基因是否参与木质素的合成奠定基础，对揭示
模式植物小立碗藓防卫反应机理有重要意义。

１　材料与方法

１．１　仪器、试剂与材料
１．１．１　仪器　电子天平，美国ＤｅｎｖｅｒＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔＭＸＸ－６１２，
ＴＰ－２１４；ＰＣＲ仪，美国 Ｂｉｏ－ＲａｄＥｎｇｉｎｅ；电泳仪，美国 Ｂｉｏ－
ＲａｄＡ１０１４３９；凝胶成像系统，美国 Ｂｉｏ－ＲａｄＥｎｇｉｎｅ；微量冷
冻离心机，日本３５００；超净工作台，上海博迅 ＶＳ－８４０－２；微
电脑光照培养箱，上海博迅 ＳＰＸ－２５０Ｂ－Ｇ；１０１Ａ－３型电热
鼓风干燥箱，上海市实验仪器总厂；ＹＸＱ－ＬＳ－７５ＳⅡ型立式
压力蒸汽灭菌器，上海博讯实业有限公司；ＨＨＳ型电热恒温
水浴锅，上海博讯实业有限公司；十万分之一分析天平，梅特

勒－托利多仪器有限公司；ＴＧＬ－１６Ｇ型离心机，上海安亭科
学仪器厂；８５－２Ａ恒温磁力搅拌器，金坛市科析仪器有限公
司；精密酸度计，上海大普仪器有限公司。

１．１．２　试剂　引物，限制性核酸内切酶（ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅤ、Ｘｂａ
Ⅰ、ＢａｍＨⅠ）、ＰｒｅｍｉｘＴａｑＴＭ、Ｔ４－ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ
ＤＬ１５０００，大连宝生物工程有限公司；ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔⅠ试剂
盒，ＯＭＥＧＡｂｉｏｔｅｋ公司；Ｋａｎａｍｙｃｉｎ；测序由上海生工完成；其
他试剂均为国产分析纯。

１．１．３　材料　小立碗藓（提取其 ＤＮＡ，用于扩增 ＣＡＤ１基因
上、下游同源臂）、质粒ｐＴＮ１８２（５００６ｂｐ，用于构建ＣＡＤ１１－
ＮＰＴⅡ－ＣＡＤ１２敲除载体）由首都师范大学提供，Ｅ．ｃｏｌｉ
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ＤＨ５α（用于外源基因的转化）由贵阳医学院提供。ｐＴＮ１８２
质粒模式见图１，该质粒含有ＮＰＴⅡ基因，在大肠杆菌中表现

为抗卡那霉素，此外，该质粒含有２个多酶切位点，可将小立
碗藓ＣＡＤ１基因上、下游同源臂先后２次转入该质粒。

１．２　方法
１．２．１　引物设计　（１）在ＧｅｎＢａｎｋ中搜索出蓝桉树ＣＡＤ１基
因的蛋白质序列。（２）在ｂｌａｓｔ中比对出相应的 ｍＲＮＡ序列。
（３）在ＪＧＩＧｅｎｏｍｅＰｏｒｔａｌ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｊｇｉ－ｐｓｆ．ｏｒｇ／）通过
ｍＲＮＡ序列比对出小立碗藓 ＣＡＤ１基因 的 ＤＮＡ序列
（１６２４ｂｐ）。（４）将小立碗藓ＣＡＤ１基因的ＤＮＡ序列均分为
上、下游片段。（５）根据小立碗藓ＣＡＤ１上、下游片段的 ＤＮＡ

序列使用引物设计软Ｐｒｉｍｅｒ５－Ｃｒａｃｋｅｄ分别设计ＣＡＤ１基因
上、下游片段的最佳引物与同源臂片段（上游同源臂ＣＡＤ１１－
６８１ｂｐ，下游同源臂 ＣＡＤ１２－６５０ｂｐ）。（６）在 ＤＮＡＭＡＮ软
件中根据比对的基因序列在引物前添加酶切位点。（７）根据
ＧＣ％添加保护碱基。（８）大连宝生物工程有限公司合成引
物［５］。所合成的引物序列见表１。

表１　引物序列

引物名称 引物序列 酶切位点

上游臂ＣＡＤ１１－Ｆ ５′－ＡＣＡＣＴＣＧＡＧＡＧＣＧＴＣＴＴＧＣＴＧＴＴＴＧＴＴ－３′ ＸｈｏⅠ
上游臂ＣＡＤ１１－Ｒ ５′－ＣＧＣＧＡＴＡＴＣＣＡＧＧＡＡＧＴＴＣＧＧＡＧＴＴＧＴＡ－３′ ＥｃｏＲⅤ
下游臂ＣＡＤ１２－Ｆ ５′－ＣＧＣＴＣＴＡＧＡＴＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＧＴＧＴＣＧＴ－３′ ＸｂａⅠ
下游臂ＣＡＤ１２－Ｒ ５′－ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＴＧＡＧＧＧＴＧＴＣＡＣＧＣＴＣＣＡ－３′ ＢａｍＨⅠ

　　注：下划线部分为酶切位点碱基序列。

１．２．２　目的基因的获取　以改良的 ＣＴＡＢ法提取的小立碗
藓基因组ＤＮＡ为模板［６－７］，以ＣＡＤ１１－Ｆ、ＣＡＤ１１－Ｒ为引物
进行ＰＣＲ，扩增出 ＣＡＤ１上游同源臂 ＣＡＤ１１；以 ＣＡＤ１２－Ｆ、
ＣＡＤ１２－Ｒ为引物进行 ＰＣＲ，扩增出 ＣＡＤ１下游同源臂
ＣＡＤ１２，反应体系见表２。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环，
７２℃终延伸１０ｍｉｎ，保存于４℃。扩增出目的基因片段采用
乙酸钠、乙醇洗脱法进行回收，溶于无菌去离子水中，置于

－２０℃ 保存备用［８－９］。

１．２．３　质粒的提取　将含有 ｐＴＮ１８２质粒的大肠杆菌置于
ＬＢ固体培养基上３７℃活化培养１２～１６ｈ，挑取单菌落接种
于ＬＢ液体培养基中，３７℃振荡过夜培养。将该培养基转移

表２　ＰＣＲ反应体系

药品 体积（μＬ）
ＣＡＤ１１－Ｆ １
ＣＡＤ１１－Ｒ １

小立碗藓基因组ＤＮＡ ３
ＰｒｅｍｉｘＴａｑＴＭ ２５
无菌去离子水 ２０
总体积（μＬ） ５０

至５ｍＬＥＰ管中，室温离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１ｍｉｎ），去上清。
采用ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔⅠ试剂盒（按试剂盒说明）抽提 ｐＴＮ１８２
质粒，将提取的质粒溶于无菌去离子水中保存于４℃冰箱。
１．２．４　ＣＡＤ１－ｐＴＮ１８２克隆载体的构建　使用ＸｈｏＩ、ＥｃｏＲＶ２
种酶，分别使用同步双酶切、分步酶切方法酶切 ＣＡＤ１上游目
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的基因和ｐＴＮ１８２原始质粒，经乙醇洗脱后使用ＥｃｏＲⅤ继续酶
切，酶切体系为２μＬ酶、４μＬ对应ｂｕｆｆｅｒ、１２μＬ目的基因，使
用无菌去离子水补齐至４０μＬ，酶切反应条件为３７℃、３ｈ。取
目的基因片段９μＬ、质粒３μＬ、连接液１２μＬ于ＥＰ管中混匀，
封口膜密封ＥＰ管１６℃过夜连接［１０－１５］。

１．２．５　克隆载体的转化　采用 ＣａＣｌ２方法制作感受态大肠
杆菌［１６］，保存于４℃冰箱。取１μＬ过夜连接产物，加入到感
受态大肠杆菌（感受态１２～２４ｈ转化效率最高），轻旋，冰浴
３０ｍｉｎ，放入４２℃水浴锅热激９０ｓ，立即冰浴３ｍｉｎ，加入 ＬＢ
液体培养基１ｍＬ，３７℃振荡培养１ｈ。取８００μＬ转化液于含
有卡那霉素（１０ｍｇ／ｍＬ）的ＬＢ固体平板培养基上，３７℃放置
２０ｍｉｎ，待菌液完全被吸收后倒置过夜培养。
１．２．６　转化菌株的鉴定　挑取长出的单菌落，转移到新的含
卡那霉素的 ＬＢ固体平板培养基上并编号做进一步筛选。
（１）挑取第２次在含卡那霉素的 ＬＢ固体培养基上长出的单
菌落将于裂解液中６５℃裂解１．５ｈ，裂解产物用琼脂糖凝胶
电泳与ｐＴＮ１８２原始质粒对比验证。（２）将筛选出的菌落用
ＬＢ液体培养基３７℃振荡过夜培养，使用质粒ＤＮＡ提取试剂
盒提取质粒，琼脂糖凝胶电泳与 ｐＴＮ１８２原始质粒对比验证，
筛选出比原始质粒条带略高的菌落。（３）以筛选出的质粒为
模板进行ＰＣＲ验证，琼脂糖凝胶电泳验证是否可以得到目的
条带。（４）用 ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅤ分步酶切验证。以插入了上游
片段的ｐＴＮ１８２重组质粒（ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２）为载体，采用插
入上游臂方法构建插入下游片段的重组质粒（ＣＡＤ１１－
ｐＴＮ１８２－ＣＡＤ１２）。ＣＡＤ１敲除载体构建过程模式见图１，以
ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２－ＣＡＤ１２重组质粒为模板，使用ＣＡＤ１１－Ｆ、
ＣＡＤ１２－Ｒ为引物 ＰＣＲ出总目的基因条带（ＣＡＤ１１－
ＮＰＴⅡ－ＣＡＤ１２），送至上海生工测序。

２　结果与分析

２．１　提取出的小立碗藓基因组ＤＮＡ的检测
采用改良的ＣＴＡＢ法提取小立碗藓基因组 ＤＮＡ，最后用

７０％的乙醇洗脱，溶于蒸馏水中于－２０℃备用。琼脂糖凝胶
电泳验证提取出的 ＤＮＡ。从图２可以看出，经０．７％琼脂糖
凝胶电泳可看出预期的ＤＮＡ条带。

２．２　ＰＣＲ扩增小立碗藓ＣＡＤ１基因上、下游目的基因
使用设计好的引物，以提取的小立碗藓基因组ＤＮＡ为模

板，ＰＣＲ扩增同源臂基因片段出现了模糊的弥散条带（图３），
没有出现目的基因条带。将提取的小立碗藓基因组 ＤＮＡ用
高盐ＴＥ溶液和无水乙醇沉淀，再用７０％的乙醇洗脱３遍，以
此ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，从图４、图５可以看出，ＰＣＲ产
物经０．７％琼脂糖凝胶电泳，可以获得１条清晰明亮的特异
性条带，条带大小与引物设计时设计的上、下游同源臂长度

６８１、６５０ｂｐ相符。

２．３　ＣＡＤ１上游同源臂插入结果鉴定
采用裂解液裂解转化的大肠杆菌进行验证。利用裂解液

裂解转化后在含卡那霉素的ＬＢ固体平板培养基上生长的大
肠杆菌，裂解产物经０．７％琼脂糖凝胶电泳，可以对比出比原
始质粒条带高的为插入了上游片段的质粒，进而可以筛选出

对应的插入了含上游同源臂质粒的大肠杆菌。从图６可以看
出，第７道的质粒比原始质粒条带略高，第７道的质粒可能已
经插入了ＣＡＤ１上游臂。
　　提取质粒验证。挑取上述第７道菌落于含卡那霉素的
ＬＢ液体培养基３７℃振荡过夜培养，用质粒ＤＮＡ提取试剂盒
抽提，提取出的质粒经０．７％琼脂糖凝胶电泳，与原始质粒比
对，可以比对出可能插入了目的片段的菌落。从图７可以看
出，第７道菌落提取出的质粒条带比原始质粒条带略高，表明

第７道大肠杆菌中提取出的质粒可能已插入了小立碗藓
ＣＡＤ１上游臂基因。
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　　质粒ＰＣＲ验证。以上述７质粒为模板，进行 ＰＣＲ扩增，
ＰＣＲ产物经０．７％琼脂糖凝胶电泳，获得预期上游目的基因
条带则该质粒可能已经插入了 ＣＡＤ１上游臂。以图６中第７
道菌提取的质粒为模板，以 ＣＡＤ１１－Ｆ、ＣＡＤ１１－Ｒ作引物进
行ＰＣＲ验证，ＰＣＲ产物采用琼脂糖凝胶电泳验证，结果（图
８）表明，产生的１条特异性条带与预期上游臂片段６８１ｂｐ相
符。可能成功构建了ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２重组质粒。

２．４　ＣＡＤ１下游同源臂插入结果鉴定
ＣＡＤ１下游同源臂插入 ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２重组质粒即得

ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２－ＣＡＤ１２重组质粒。验证方法同上。
裂解法验证。由图 ９可知，第 ３、４、６、７、９道的质粒比

ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２重质粒条带略高，有可能第３、４、６、７、９道的
质粒已经插入了ＣＡＤ１下游同源臂。
　　提取质粒验证。挑取第３、４、６、７、９道的菌落于含卡那霉
素的ＬＢ液体培养基３７℃振荡过夜培养，进一步提取质粒验
证。从图１０可以看出，第９道菌落提取出的质粒条带比

ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２重组质粒条带略高，表明第９道大肠杆菌中
提取出的质粒可能已插入了小立碗藓ＣＡＤ１下游臂。
　　质粒 ＰＣＲ验证。以图７中第９道菌提取的质粒为模板
见图１１，以ＣＡＤ１２－Ｆ、ＣＡＤ１２－Ｒ作引物进行 ＰＣＲ验证，出
来１条特异性条带，与预期下游臂片段６５０ｂｐ相符。可能成
功构建了ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２－ＣＡＤ１２重组质粒。
２．５　ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２－ＣＡＤ１２重组质粒鉴定

质粒ＰＣＲ验证。以第 ９道菌提取出的质粒为模板，
ＣＡＤ１１－Ｆ、ＣＡＤ１２－Ｒ为引物，ＰＣＲ出总目的基因条带（上游
臂６８１ｂｐ，下游臂６５０ｂｐ，ＮＰＴⅡ基因约２０００ｂｐ，总目的基因条
带约３３００ｂｐ）（图１２）。经０．７％琼脂糖凝胶电泳，可以看到３
３００ｂｐ左右的特异性条带，与预期的３３００ｂｐ条带相符。
　　酶切验证。图１中构建好的 ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２－ＣＡＤ１２
重组质粒，ＡＢ（６８１ｂｐ）为插入的 ＣＡＤ１上游臂，ＣＤ（６５０ｂｐ）
为插入的ＣＡＤ１下游臂，Ｂ′Ｃ′（２１１４ｂｐ）为选择标记基因ＮＰＴ
Ⅱ基因，ＢＢ′、ＣＣ′为酶切位点与ＮＰＴⅡ 基因连接片段。酶切
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验证电泳见图１３，单酶切原始质粒、ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２重组质
粒、ＣＡＤ１１－ｐＴＮ１８２－ＣＡＤ１２重组质粒（１、２、３），条带依次略
高。用ＸｈｏⅠ、ＸｂａⅠ酶切可能含有上下游片段的质粒（４），可
得到２条约为２７００、３７００ｂｐ的条带。用 ＸｈｏⅠ、ＢａｍＨⅠ酶
切可能含有上下游臂的质粒（５）可得到 ２条约 ３０００、
３３００ｂｐ的条带。用ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅤ酶切可能含有上游臂的
质粒（６）可能含有上下游臂的质粒可得到 ２条约 ６８１、
５０００ｂｐ的条带。用ＸｂａⅠ、ＢａｍＨⅠ酶切可能含有上下游臂
的质粒（７）可得到２条约６５０、５７００ｂｐ的条带。从图１３可以
看出，酶切得到的条带与预期结果相符，说明原始质粒中插入

了ＣＡＤ１上、下游同源臂。
　　测序验证。取 ＰＣＲ出的总目的基因拿到大连宝生物工
程有限公司进行测序，测序出来的结果用ＤＮＡＭＡＮ软件与设
计的目的片段比对，比对结果见图 １４。比对结果显示
９９０５％互补配对，可能在ＢＢ′、ＣＣ′接口处会出现一些小的误
差，测序结果表明，插入了 ＣＡＤ１上下游同源臂，敲除载体构
建成功。

３　讨论及结论

本试验将ＣＡＤ１基因的上、下游同源臂分别插入到含２
个多酶切位点的 ｐＴＮ１８２质粒。以改良的 ＣＴＡＢ法提取的小
立碗藓基因组ＤＮＡ为模板，使用引物设计软件设计的小立碗
藓ＣＡＤ１基因上、下游同源臂的引物，利用ＰＣＲ技术扩增出小
立碗藓ＣＡＤ１基因的上、下游同源臂。使用 ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲＶ２
种酶，酶切ＣＡＤ１上游同源臂和ｐＴＮ１８２原始质粒，Ｔ４ＤＮＡ连
接酶过夜连接，连接产物转化至感受态大肠杆菌，用含卡那霉

素的ＬＢ固体平板培养基筛选阳性株，之后采用裂解液裂解、
质粒ＤＮＡ提取、质粒 ＰＣＲ以及酶切进行验证。下游同源臂
的构建采用同样的方法，最后进行测序分析。结果表明，已成

功构建了ＣＡＤ１基因敲除载体。
本试验过程当中，采用改良的 ＣＴＡＢ方法提取小立碗藓

基因组ＤＮＡ，用７０％乙醇洗脱１遍。以此 ＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物经０．７％琼脂糖凝胶电泳，没有出现预期
的６８１、６５０ｂｐ目的基因条带，而是在３００ｂｐ左右出现弥散
带［１７］。改变ＤＮＡ模板与引物的比例，仍出现同样的弥散带。
在试验过程中发现提取的ＤＮＡ溶于水后，该溶液略微发黄并
有黏稠感，分析可能是以下原因影响了后续 ＰＣＲ反应［１８］：

（１）提取的ＤＮＡ的纯度不够，其中可能含有蛋白质、多糖和
酚类等杂质。（２）ＤＮＡ在溶解前可能有乙醇残留，乙醇抑制
后续反应。（３）提取的 ＤＮＡ中可能有残留的金属离子。为
排除以上因素，将提取的小立碗藓基因组 ＤＮＡ用高盐 ＴＥ溶
液和无水乙醇沉淀，于 －２０℃沉淀１ｈ后离心，再用７０％的
乙醇洗脱３遍，从而去除混在 ＤＮＡ中的杂质，于超净工作台
吹风晾干，让乙醇充分挥发（不要过分干燥，以免 ＤＮＡ断裂）
后再加水溶解ＤＮＡ。以此 ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，可以
得到目的基因。因此，在提取ＤＮＡ时，应将蛋白质、多糖和酚
类杂质洗脱完全，以免影响后续反应。试验前期过程中采用

同步双酶切的方法酶切 ＣＡＤ１上游目的基因和 ｐＴＮ１８２原始
质粒，经连接、转化至大肠杆菌等过程，一直未筛选出插入上

游目的片段的阳性株，后改用分步酶切的方法酶切，成功筛选

出插入目的基因的阳性株。说明同步双酶切没有分步酶切效

率高。可能是由于每一种酶都有随酶提供的相应的最佳

ｂｕｆｆｅｒ，以保证１００％的酶活性。ｂｕｆｆｅｒ的组成及内切酶在不
同缓冲液中的活性不同。在设计引物时，虽然选择了能在最

大程度上保证２种酶活性的缓冲液，但由于２种酶均在非最
佳缓冲液条件下进行酶切，其效率会降低，从而影响后续的连

接及转化效率。因此，在同步双酶切不成功时，可以考虑采用

分步酶切的方法，提高酶切效率，为后续转化、筛选等过程奠

定良好的基础。

参考文献：

［１］ＸｕＺＹ，ＺｈａｎｇＤＤ，ＨｕＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｌｉｇｎｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｇｅｎｅｆａｍｉｌｉｅｓａｃｒｏｓｓｔｈｅｐｌａｎｔｋｉｎｇｄｏｍ［Ｊ］．
ＢＭＣＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２００９，１０（Ｓｕｐｐｌ１１）：Ｓ３．

［２］赵　奂，赵晓刚，何奕昆，等．植物分子生物学研究极具前景的模
式系统———小立碗藓［Ｊ］．植物学通报，２００４，２１（２）：１２９－１３８．

［３］蒋挺大，木质素［Ｍ］．北京：化学工业出版社，２００８：７－９，９８．
［４］ＭａｎｓｅｌｌＲＬ，ＧｒｏｓｓＣＧ，ＳｔｏｃｋｉｇｔＪ，ｅｔａ１．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
ｏｆｃｉｎｎａｍｙｌａｌｃｏｈｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｆｒｏｍｈｉｇｈｅｒｐｌａｎｔｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ
ｌｉｇｎｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｏｓｔｒｙ，１９７４，１３：２４２７－２４３５．

［５］张新宇，高燕宁．ＰＣＲ引物设计及软件使用技巧［Ｊ］．生物信息
学，２００４，２（４）：１５－１８，４６．

［６］金东雁，黎孟枫，侯云德，等．分子克隆实验指导［Ｍ］．２版．北
京：科学出版社，１９９２．

［７］ＳａｍｂｒｏｏｋＪ，ＲｕｓｓｅｌｌＤＷ，．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇ：ａｌａｂｏｒａｔｏｒｙｍａｎｕａｌ
［Ｍ］．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＣｏｌｄＳｐｒｉｎｇＨａｒｂｏｕｒＬａｂｏｒａｔｏｒｙＰｒｅｓｓ，２００２．

［８］林万明．ＰＣＲ技术操作与应用指南［Ｍ］．北京：人民军医出版
社，１９９３．

［９］艾得希 ＨＡ．ＰＣＲ技术：ＤＮＡ扩增的原理与应用［Ｍ］．田　丁，
译．北京：北京医科大学中国协和医科大学联合出版社，１９９１．

［１０］ＧａｖｉｔＰ，ＢｅｔｔｅｒＭ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｆｕｎｇａｌｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０００，７９（２）：１２７－１３６．

［１１］ｖｏｎＡｒｎｉｍＡＧ，ＤｅｎｇＸＷ，ＳｔａｃｅｙＭＧ．Ｃｌｏｎｉｎｇｖｅｃｔｏｒｓｆｏｒｔｈｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，１９９８，２２１（１）：３５－４３．

［１２］李　晶，朱延明，李　杰．转录因子ＤＲＥＢ１Ａ基因的克隆与植物
表达载体的构建［Ｊ］．植物研究，２００４，２４（２）：２１１－２１４．

［１３］张　莉，苏曼琳．植物抗旱基因ＨＤＣＳ１的克隆和表达载体的构
建［Ｊ］．中南林业科技大学学报，２０１２，３２（６）：１１５－１１７．

［１４］ＺｈａｎｇＹ，ＷａｎｇＸ，ＣｈｅｎｇＣ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｚａｔｉｏｎｏｆＧｈＮＰＲ１，ａｇｅｎｅｉｍｐｌｉｃａｔｅｄｉｎｐａｔｈｏｇｅｎｒｅｓｐｏｎｓｅｓｆｒｏｍ
ｃｏｔｔｏｎ（ＧｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍＬ．）［Ｊ］．ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅＲｅｐｏｒｔｓ，２００８，２８
（１）：７－１４．

［１５］王　娟，韩科厅，戴思兰．玉米 ＬＣ基因植物表达载体构建及菊
花转化［Ｊ］．基因组学与应用生物学，２００９，２８（２）：２２９－２３６．

［１６］罗　婵，汤刚彬，谢体三，等．感受态细胞制备与保存方法的比
较研究［Ｊ］．生物技术，２００５，１５（１）：５２－５４．

［１７］张维铭．现代分子生物学实验手册［Ｍ］．２版．北京：科学出版
社，２００７：２１９－２２９．

［１８］李荣华，夏岩石，刘顺枝，等．改进的ＣＴＡＢ提取植物 ＤＮＡ方法
［Ｊ］．实验室研究与探索，２００９，２８（９）：１４－１６．

—３６—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第３期


