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　　摘要：利用ＲＴ－ＰＣＲ技术从巨峰葡萄中克隆获得ＲＳ基因的全长ｃＤＮＡ序列，并利用农杆菌侵染法转化黄芪。试
验结果表明：经ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ１１．０软件分析克隆获得的ＲＳ基因全长序列长度为１２４１ｂｐ，并带１４ｂｐ长度的ｐｏｌｙ（Ａ）尾
巴，包含９３０ｂｐ的开放读码框（ＯＲＦ），编码１个含３１０个氨基酸残基的蛋白质。生物信息学分析结果表明：ＲＳ基因编
码白藜芦醇合成酶，对ＲＳ基因全长序列进行蛋白质结构域分析，证明该基因具有查尔酮合成酶 Ｎ端保守结构域，其
长度为２２５个氨基酸。对黄芪进行遗传转化结果表明：获得了３棵黄芪转基因阳性植株，通过ＤＮＡ、ＲＮＡ以及蛋白质
水平证明ＲＳ基因已经完全整合到黄芪基因组中并表达。
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　　白藜芦醇（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，３，４′，５－ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅ，简称
Ｒｅｓ）是１９４０年首次从毛叶藜芦（Ｖｅｒａｔｒｕｍｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ）的根
部获得的［１］。多年来，随着植化技术的提高以及药理学试验

研究的深入，人们发现 Ｒｅｓ广泛存在于种子植物中，如葡
萄［２］、花生［３］、虎杖［４］等。它具有许多医疗保健作用，如抗氧

化、抗肿瘤、抗血小板凝聚、抗细菌和真菌、免疫护肝、治疗心

血管病以及植物雌激素作用等［５－６］，因此 Ｒｅｓ已成为科学家
们高度重视的天然活性成分。白藜芦醇合酶（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｓｙｎ
ｔｈａｓｅ，简称ＲＳ）是 Ｒｅｓ生物合成途径中的关键酶之一，它以
４－香豆酰辅酶 Ａ和丙二酰辅酶 Ａ为底物催化合成 Ｒｅｓ［７］。
ＲＳ基因已在多种植物和微生物中进行了转化和表达，并在植
物的代谢及调控等方面发挥生物学作用。通过植物基因工程

改良植物对病原菌的抗性已成为一种有效且切实可行的策

略，Ｒｅｓ的高效抗菌能力已得到一致认可，因此基于 ＲＳ基因
的转基因植物很具研究前景，其次 Ｒｅｓ的药理活性也已日益
引起人们的关注。但天然的植物中存在的 Ｒｅｓ毕竟是微量
的，对ＲＳ的分子生物学研究将使利用基因工程、转基因等生
物技术生产大量Ｒｅｓ成为可能，因此对Ｒｅｓ和ＲＳ的深入研究
将为提高植物的抗性和人类的健康水平提供有效途径。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　（１）葡萄：巨峰葡萄，购自于水果市场；黄
芪：膜荚黄芪，购自于种子公司。

１．１．２　菌种和试剂　（１）大肠杆菌感受态 ＤＨ５α，购自于天

根试剂有限公司，由笔者所在实验室活化保存。（２）农杆菌
菌种ＥＨＡ１０５，购自于天根试剂有限公司，由笔者所在实验室
活化备用。（３）植物克隆载体ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ，购自于天根
试剂有限公司。（４）植物表达载体 ｐＢＲ１２１，购自于天根试剂
有限公司；植物ＲＮＡ快速提取试剂盒，购自于美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ
公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ反转录试剂
盒，购自于大连宝生物公司；罗氏Ⅱ型高效地高辛 ＤＮＡ标记
和检测试剂盒，购自于美国Ｒｏｃｈｅ公司；其他分子生物学和组
织培养等相关试剂，购自于天根试剂公司和国药集团。

１．１．３　培养基　大肠杆菌的培养基为 ＬＢ培养基，农杆菌的
培养基为ＹＥＢ固体培养基和 ＹＥＢ液体培养基，植物材料的
培养基为ＭＳ培养基。
１．２　试验方法
１．２．１　葡萄总ＲＮＡ的提取　将从市场上买回的巨峰葡萄经
过液氮处理，然后参考 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司植物 ＲＮＡ快速提取试
剂盒说明书进行总ＲＮＡ提取，电泳检测提取的ＲＮＡ质量，并
将其保存在－８０℃冰箱中，为下一步反转录备用。
１．２．２　ＲＳ基因的克隆　（１）ｃＤＮＡ第一条链合成：参考大连
宝生物公司ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ反转
录试剂的说明书进行 ｃＤＮＡ第一条链的合成，反应体系在
４２℃ 条件下合成１ｈ，待反应结束后再将反应体系转到６５℃
条件的恒温金属浴中处理５～１０ｍｉｎ，使反应体系过程中的逆
转录酶失活，最后放置 －２０℃冰箱保存备用。（２）ＲＴ－ＰＣＲ
反应体系：根据 ＧｅｎＢａｎｋ中已经注册的 ＲＳ基因（基因编号
为：ＮＭ＿００１２８１０４４．１，ＧＩ编号为：５２６１１８２５６）序列，利用在线
ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ软件和ＭＥＭＥ软件寻找序列的开放阅读框，利用
ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ１１．０软件设计引物。其中引物上添加相对应的酶
切 位 点，上 游 引 物 ＰＦ 序 列 为：ＣＴＡＣＣＣＧＧＧＴＧＧＣＴ
ＴＣＡＧＴＣＧＡＧＧＡＡＴＴ，其中下划线为 ＳｍａⅠ的限制性酶切位
点；下游引物 ＰＲ序列为：ＧＴＡＧＡＧＣＴＣＴＡＣＧＧＴＴＡＣＡＡＡＴＴＡ
ＡＧＴＧ，其中下划线为ＳａｃⅠ的限制性酶切位点。ＰＣＲ反应体
系为１００μＬ，其中包括：２０μＬｃＤＮＡ模板，１０μＬ１０×Ｔａｑ
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓＢｕｆｆｅｒ，８μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，５μＬ引物 ＰＦ，
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５μＬ引物 ＰＲ，６μＬＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓ，ｄｄＨ２Ｏ补齐至
１００μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性
３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸 ９０ｓ，３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ；４℃保存。（３）产物序列测序以及其生物信息学分
析：ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳后，利用ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝
胶回收试剂盒回收目的基因片段。再将纯化回收的目的基因

片段与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，并将连接好的产物转化大肠杆
菌ＤＨ５α感受态细胞中，通过蓝白斑筛选试验，并进行 ＰＣＲ
验证。最后将验证的菌液以Ｍ１３通用引物进行测序，该工作
由北京华大公司测序完成。

１．２．３　ＲＳ基因测序结果生物信息学分析　将测序的结果在
ＧｅｎＢａｎｋ中进行Ｂｌａｓｔ比对。利用 Ｂｌａｓｔ２ｇｏ软件［６－７］（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｂｌａｓｔ２ｇｏ．ｃｏｍ／ｂ２ｇｈｏｍｅ）进行生物信息学分析。利用
Ｐｆａｍ在线软件［８］（ｈｔｔｐ：／／ｐｆａｍ．ｘｆａｍ．ｏｒｇ／）进行蛋白质结构域
预测。

１．２．４　ＲＳ基因转化黄芪的研究　首先绘制农杆菌 ＥＨＡ１０５
的生长曲线，确定 Ｏ５５０＝０．６时候为农杆菌的对数生长期。
然后将ＲＳ基因与表达载体ｐＢＲ１２１连接，并将连接好的产物
转化农杆菌ＥＨＡ１０５中，备用。最后，转化笔者所在实验室已
经建立好的黄芪再生体系中，筛选抗性植株，并对抗性植株进

行炼苗、移栽，最终收获转基因黄芪阳性植株。

１．２．５　黄芪转基因抗性植株的鉴定　（１）转基因阳性黄芪
植株基因组ＤＮＡ提取：参考天根公司植物 ＤＮＡ快速提取试
剂盒说明书进行转基因阳性黄芪植株的基因组ＤＮＡ提取，然
后进行纯化，保存于－２０℃冰箱备用。（２）转基因阳性黄芪
植株ＰＣＲ检测：ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变
性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３５个循环；７２℃ 延伸
７ｍｉｎ；４℃保存。反应结束后通过 １％琼脂糖凝胶电泳对
ＰＣＲ产物进行检测。（３）转基因阳性黄芪植株 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ
杂交检测：Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ杂交检测参考罗氏Ⅱ型高效地高辛
ＤＮＡ标记和检测试剂盒说明书进行，然后进行预杂交、杂交、
洗膜和显色。最后将滤膜，置于含有 ＮＢＴ／ＢＣＩＰ的 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｂｕｆｆｅｒ中，避光静止１６ｈ，观察斑点颜色变化；完成后用ＴＥ缓
冲液清洗滤膜５ｍｉｎ，观察、成像、记录。（４）转基因阳性黄芪
植株ＲＴ－ＰＣＲ检测：ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性３ｍｉｎ；
９５℃ 变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸 ６０ｓ，３５个循环；
７２℃ 延伸７ｍｉｎ；４℃保存。反应结束后通过１％琼脂糖凝胶
电泳对ＰＣＲ产物进行检测。

２　结果与分析

２．１　ＲＳ基因全长序列的克隆与分析
以提取的巨峰葡萄ｃＤＮＡ为模版，利用设计好的引物 ＰＦ

和ＰＲ进行ＲＴ－ＰＣＲ，结果获得大约为１２００ｂｐ的目的条带。
将目的条带经过纯化后转化到大肠杆菌感受态中，通过筛选

阳性菌落进行ＰＣＲ检验和测序分析，结果表明：ＲＴ－ＰＣＲ获
得的目的片段长度为１２４１ｂｐ（图１），同时将该片段的核苷
酸序列与ＮＣＢＩ中的序列比对，其结果与已经公布的ＲＳ基因
（登录号：ＡＦ１２８８６１）的同源性达到９５％。因此，认为已经成
功获得了ＲＳ基因的全长编码序列。
２．２　ＲＳ基因全长ｃＤＮＡ序列生物信息学分析

通过ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ１１．０软件对已经获得的ＲＳ基因的全长

序列进行分析，获得葡萄中的 ＲＳ基因序列全长为 １２４１ｂｐ，
并带有１４ｂｐ长的Ｐｏｌｙ（Ａ），克隆获得的ＲＳ基因起始密码子
ＡＴＧ位于１９４ｎｔ处，终止密码子ＴＡＧ位于１１２４ｎｔ处。全长
为１２４１ｂｐ序列中包含１９４ｂｐ长度的５′端非翻译区（ＵＴＲ，
ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ）、１１７ｂｐ长度的３′端非翻译区以及９３０ｂｐ
长度的开放读码框（ＯＲＦ）区，ＲＳ基因编码１个含３１０个氨基
酸残基的蛋白质，经预测编码白藜芦醇合成酶。

　　再将已经获得的葡萄中的ＲＳ基因全长序列编辑成 ｆａｓｔａ
格式文件，利用生物信息学软件Ｂｌａｓｔ２ｇｏ对ＲＳ基因进行功能
注释分析和ＫＥＧＧ代谢途径分析。由功能注释结果可知，ＲＳ
基因被功能注释为白藜芦醇合成酶。由 ＫＥＧＧ代谢途径注
释结果分析可知，ＲＳ基因的酶标号为ＥＣ２．３．１．９５，是黄酮类
以及黄酮醇类化合物生物合成过程中的关键酶基因。由图２
对该基因编码的蛋白保守域分析结果可知，获得的 ＲＳ基因
全长序列包含了完成的查尔酮合成酶Ｎ端保守结构域，其长
度为２２５个氨基酸。综上所述，通过生物信息学分析为ＲＳ基
因参与的黄酮类和黄酮醇类化合物生物合成机制的研究提供

了生物信息学基础数据支撑。

２．３　ＲＳ基因转化黄芪的研究
将已经克隆获得的 ＲＳ基因，与表达载体 ｐＢＲ１２１连接，

构建成为 ｐＢＲ１２１－ＲＳ表达载体，并将其转化到农杆菌
ＥＨＡ１０５中，最后对黄芪子叶和胚轴为外植体进行农杆菌侵
染进行遗传转化，获得再生植株。本试验共分４０批接种外植
体２０８０块，其中子叶１０４０块，胚轴１０４０块。培养２ｄ后进
行侵染；侵染后共培养２ｄ；最后筛选培养，每１０ｄ继代１次。
培养 ３０ｄ统计不定芽再生率，其中胚轴不定芽再生率为
２２１％，子叶的不定芽再生率为１５．９％。对所获得的抗性芽
进行生根、炼苗、移栽，最后共获得抗性植株１１棵（图３）。
２．４　转基因黄芪植株的鉴定

对取得转基因阳性的抗性１１棵植株的基因组进行 ＤＮＡ
提取，经检测质量和纯度完好，结果见图４。
　　利用试验所述方法对 １１棵转基因黄芪阳性植株进行
ＰＣＲ检测，检测表达载体的左右２个区是否成功转入到黄芪
基因组中。ＰＣＲ结果如图 ５和图 ６所示，左区扩增条带为
７５０ｂｐ左右，右区扩增条带为４００ｂｐ左右，均与载体左右２
个区设计的ＰＣＲ目的引物大小相同，初步鉴定目的基因整合
入黄芪基因组中。

　　为进一步鉴定 ＲＳ基因在黄芪基因组中的整合及转录，
进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ杂交，结果如图７所示，转基因植株３棵具
有杂交信号，其余８数植株无明显信号，进一步证明目的基因
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已整合到黄芪基因组中进行转录。从杂交结果可以看出，不

同植株的信号强弱不同，说明其表达量不同，可能与不同植株

个体整合外源基因的拷贝数及插入位点不同有关。

３　结论

本研究利用ＲＴ－ＰＣＲ技术从巨峰葡萄中克隆获得ＲＳ

基因的全长序列。通过生物信息学分析该基因全长序列，并

利用农杆菌浸染的方法将其对黄芪进行遗传转化，通过对黄

芪阳性植株鉴定，从ＤＮＡ、ＲＮＡ以及蛋白质水平证明ＲＳ基因
已经完全整合到黄芪基因组中并表达。本研究通过结合生物

学知识和生物信息学分析，更进一步对 ＲＳ基因的信息进行
解读，重点从转录组学层面上解释了 ＲＳ基因参与黄酮类和
黄酮醇类化合物生物合成途径中的关系，更明晰了白藜芦醇

的生物合成代谢的积累机制，为日后提高白藜芦醇的定向生

成提供了有价值的理论参考。
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差异较大的因子。通过１０对多态性高的 ＳＳＲ引物共检测出３５个等位变异位点，变异范围在２～６之间，平均每对
ＳＳＲ引物可检测到３．５个等位位点。遗传相似系数（ＧＳ）变异范围为０．５１～０．９５。ＧＳ值在０．５５水平上的ＵＰＧＭＡ聚
类分析可将供试的野核桃种质资源划分成Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ共４个组。丰富的遗传变异可为野核桃遗传改良及分子育种
提供依据。
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　　生物体遗传多样性的实质是其在遗传物质组成、结构上
的变异，表现在群体、个体、组织、细胞、分子水平等不同层次

上［１］。以往人们常根据植株形态鉴定杂交子代，但形态学鉴

定周期较长，易受栽培环境影响，具有很大的局限性。近年发

展起来的基于物种ＤＮＡ水平的分子标记技术，具有不易受环
境影响、引物信息共享、鉴定速度快等优点，是鉴定杂交子代

的有力手段［２］。于是，将形态学与分子手段相结合的研究方

法随之兴起［３］，如对不同类型小豆的ＳＳＲ标记及其性状进行
研究［４］，对大豆［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ．）Ｍｅｒｒ］农艺性状与 ＳＳＲ标
作进行研究［５］，以及对桃（ＡｍｙｇｄａｌｕｓｐｅｒｓｉｃａＬ．）的形态特征
进行研究［６－８］等，类似研究较多。

新疆野核桃（Ｊｕｇｌａｎｓｒｅｇｉａ）为胡桃科胡桃属植物，是栽培
核桃的直系祖先，具有许多优良的遗传特性，在我国仅分布于

新疆伊犁巩留县野核桃沟自然保护区内，是我国珍贵的天然

野生资源。新疆野核桃不仅是我国重要的野生核桃资源，更

是研究栽培核桃起源、进化、自然选择不可多得的原始材料。

曾有报道，遗传多样性越高或遗传变异越丰富，林木对环境变

化的适应能力也就越强，而遗传多样性的降低或消失将导致

林木在适应、繁殖方面产生衰退，同时抵抗力也会下降［９－１０］。

新疆野核桃作为一种重要的林木，对其遗传多样性的研究显

得尤为重要。目前，关于新疆野核桃的研究较多，王肇延对其

ＤＮＡ的提取方法以及野核桃遗传多样性进行了研究［１１］；王

磊等对野核桃的形态特征进行了研究［１２］；袁海涛利用野核桃

的表型基础数据全面构建了新疆野核桃的基础数据库，并对

其构建野核桃核心种质的方法进行了研究［１３］；张维等对其种

群动态进行了研究［１４］，但对表型性状还没有进行较深入研

究，而表型性状不仅是遗传多样性的组成部分，更为野核桃的

遗传育种提供了依据。因此，本研究将野核桃的表型性状及

ＳＳＲ标记的多态性相结合，以期了解其表型性状的同时，更加
全面地了解其形态多样性的来源。

１　材料与方法

１．１　试验材料
材料选自新疆伊犁河谷地巩留县西北部的野核桃沟，

２０１４年５月下旬选取２棵长势较好且表型性状差异较大的
野核桃树（父本：平底圆核桃，母本：椭圆核桃，两树相隔５０ｍ
左右）进行人工授粉杂交，待果实成熟后，将Ｆ１种子移栽到新
疆乌鲁木齐县花卉生产基地内，共计培养幼苗３６８株。
１．２　研究方法
１．２．１　表型性状的选取　从培养的Ｆ１幼苗中随机选取６０
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