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摘要 为研究拟南芥血红蛋白1基因(AtGLB1)的功能,将AtGLB1基因构建入超表达载体pMD和RNAi
载体pZYI中,并采用花序浸染法将重组质粒转化拟南芥Columbia得到了转基因植株。对超表达株系和RNAi
株系的纯合体进行Northern分析,结果表明:超量表达的拟南芥株系中AtGLB1的表达水平比野生型高很多,
而表达被抑制的RNAi株系中几乎检测不到AtGLB1基因的表达。这些AtGLB1表达水平不同的拟南芥株系

的获得可为该基因功能的后续研究以及在农业生产中的应用奠定一定基础。
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  血红蛋白存在于整个生物界。植物中的血红蛋

白至少有3类:共生的血红蛋白、非共生的血红蛋

白、截短的血红蛋白[1]。非共生的血红蛋白可以分

为2类,血红蛋白1(Hb1)和血红蛋白2(Hb2)。
Hb1几乎存在于整个植物界,生物和非生物胁迫都

可以诱导Hb1的表达,如细菌侵染、低氧胁迫、渗透

胁迫、寒冷胁迫、营养缺乏等[2-4]。非共生血红蛋白

1具有过氧化物酶类似活性并参与NO的代谢,因
此在许多生物中的功能都是与NO的代谢或清除相

关[5]。拟南芥中的非共生血红蛋白1(AtGLB1或

AHb1)在低氧胁迫中的作用已经研究得比较清楚。
AtGLB1通过与低氧胁迫下大量产生的一氧化氮

(NO)反应形成S-亚硝基血红蛋白,从而清除了

NO,减少了低氧胁迫下NO的释放[6-7]。同时,在低

氧胁迫下AtGLB1有助于提高过氧化氢(H2O2)清
除系统的活性,从而降低了细胞中 H2O2的含量,减
少了低氧对植物细胞的伤害[8]。然而,AtGLB1在

其他胁迫反应中的作用机理还不是太清楚。在许多

生物和非生物胁迫中都产生活性氧和NO,因此At-
GLB1可能也参与调节那些产生活性氧和NO的胁

迫反应。研究 AtGLB1在其他胁迫反应中的作用

具有非常重要的意义,尤其是与农业生产密切相关

的胁迫(如寒冷、盐、干旱、虫害等)。为此,本研究通

过转基因方法获得了不同 AtGLB1表达水平的拟

南芥株系,旨在阐明植株对寒冷、盐、干旱、虫害等胁

迫的耐受性与 AtGLB1表达水平间的关系,并对

AtGLB1在农业生产中的应用进行探讨。

1 材料与方法

1.1 试验材料

EscherichiacoliDH5α、GV3101菌株,pBlue-
scriptIISK(-)、pMD、pZYI质粒,拟南芥cDNA文

库为笔者所在实验室保存。质粒提取试剂盒、DNA
回收试剂盒等购自上海生工生物工程有限公司,限
制性内切酶、连接酶、DNA分子质量标准等购自大

连宝生物公司,其它化学试剂为国产分析纯。
1.2 pBluescriptⅡSK(-)/AtGLB1 的构建

根据 AtGLB1序列设计5′端引物 AtGLB15(5′
CGGGATCCATGGAGAGTGAAGGAAAGATTGTG
3′)和3′端引物AtGLB13(5′CGGGATCCTTAGTTG-
GAAAGATTCATTTCAGCTTT 3′),两端引物均带有

BamHⅠ的酶切位点。利用上述2个引物从cDNA
文 库(PRL-2)(BiologicalResourceCenteratOhio
State,USA)中扩增AtGLB1的开放阅读框(94℃变

性3min;94℃变性1min,55℃复性1min,72℃延

伸1min,30个循环;72℃延伸10min)。用BamHⅠ
酶切后,将目的基因连接到pBluescriptⅡSK(-)上,
得到pBluescriptⅡSK(-)/AtGLB1。质粒pBlue-
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scriptⅡSK(-)具有Ampicillin(Amp)抗性,T3和

T7启动子分别位于其多克隆位点的两侧(图1-a)。
用 AtGLB15 引 物 分 别 和 T3(5′ATTAACCCT-
CACTAAAGGGAA3′)、T7(5′TAATACGACT-
CACTATAGGG3′)引物一起,以单菌落为模板,菌
落PCR筛选程序同扩增AtGLB1。AtGLB15和T3
能扩增出的为反向插入,AtGLB15和T7能扩增出

目的带的为正向插入。选取具有正向插入的阳性克

隆进行酶切鉴定后,测序鉴定。

图1 pBluescript(a)和pZYI(b)质粒中的酶切位点

Fig.1 DigestionsitesofvectorpBluescript(a)andpZYI(b)

1.3 pMD/ AtGLB1 植物表达载体的构建

将测序鉴定后的重组质粒pBluescriptⅡ SK
(-)/AtGLB1转入大肠杆菌中大量扩增质粒,然后

再用 BamHⅠ酶切,得到 AtGLB1酶切片段;将

pMD用BamHⅠ酶切后,去磷酸化。将BamHⅠ酶

切的AtGLB1片段与酶切并去磷酸化后的pMD连

接,将连接产物转化入DH5α感受态细胞中。菌落

PCR筛选含有正向插入的重组质粒pMD/AtGLB1
的菌落,接菌提质粒后,进行酶切鉴定。
1.4 RNAi 载体的构建

RNAi载体的构建是在同一个载体pZYI中插

入一个正向和一个反向的目的基因拷贝。首先插入

第1个拷贝:用BamHⅠ酶切pBluescriptⅡSK(-)/
AtGLB1后回收片段,并用同样的酶酶切pZYI载

体并去磷酸化;将两者连接后转化,用正向引物为

CaMV35S(5′GAAACCTCCTCGGATTCCAT3′)
和AtGLB13进行菌落PCR,筛选含有正向插入的

重组质粒pZYI/AtGLB1的菌落。接菌提质粒后

用BamHⅠ酶切鉴定。因为pBluescriptⅡSK(-)
上的XhoⅠ和SacⅠ酶切位点排列顺序与pZYI上

的刚好相反(图1),用XhoⅠ和SacⅠ从pBluescript
ⅡSK(-)/AtGLB1上双酶切下的片段插入pZYI
后,其方向则为反向。因此,为确保2个拷贝的插入

方向刚好相反,第1个拷贝的插入方向就应为正向。
然后插入第2个拷贝:用 XhoⅠ和SacⅠ双酶切

pBluescriptⅡSK(-)/AtGLB1后回收片段,并用这

2个酶酶切已经连接有第1个拷贝的pZYI/At-
GLB1重组质粒。将两者连接后转化,PCR筛选含

有正确插入的重组质粒pZYI/AtGLB1/AtGLB1的

菌落。接菌提质粒后用 XhoⅠ和SacⅠ双酶切鉴

定。
1.5 拟南芥转化和鉴定

拟南芥转化采用的方法是花蕾浸泡法[9]。收获

转化 后 的 拟 南 芥 种 子,并 用 卡 那 霉 素 (Kan50
mg/L)对转基因拟南芥植株逐代进行鉴定和筛选,
得到纯合株系。用TRIzol法提取拟南芥幼苗的总

RNA,用紫外分光光度计测定D260nm和D280nm值来

确定RNA的浓度和纯度。将RNA变性后在琼脂

糖凝胶中电泳,将电泳后的胶置于转膜装置中将

RNA转到硝酸纤维素膜上。转膜10~16h后,取
出杂交膜,并用铅笔做好标记,放在紫外交联仪上交

联。交联好的膜放入杂交炉中进行Northern杂交

后,将杂交膜取出清洗后用保鲜膜包好置于磷屏夹

内放射自显影。磷屏扫描,分析结果。

2 结果与分析

2.1 pBluescriptⅡ SK(-)/AtGLB1 的鉴定

菌落PCR筛选出含有具有正向插入的阳性克

隆后,提取重组质粒进行酶切鉴定。BamHⅠ酶切

重组质粒pBluescript/AtGLB1后,结果显示酶切出

1条500bp左右的带(图2),表明目的片段 At-
GLB1已插入到相应的克隆位点。测序后与Gene-
Bank中的AtGLB1序列相比较,序列完全正确。

 1.未 经 酶 切 的 重 组 质 粒 pBluescript/AtGLB1Recombinant

plasmidpBluescript/AtGLB1;2.BamHⅠ 消 化 后 的 重 组 质 粒

pBluescript/AtGLB1RecombinantplasmidpBluescript/AtGLB1

digestedbyBamHⅠ;M.DNA 分 子 质 量 标 准 DNA marker
(DL2000,1000,750,500,250,100bp).

图2 重组质粒pBluescript/AtGLB1的酶切鉴定

Fig.2 Identificationofrecombinantconstruction

pBluescript/AtGLB1withenzymedigestion
2.2 pMD/ AtGLB1 的鉴定

以转化了连接产物的单菌落为模板,用正向引

物35S和AtGLB13扩增,10个菌落中有2个单菌

落(4#,6#)能扩增出500bp左右的带(图3),表明

其中含有pMD/AtGLB1质粒,且AtGLB1片段是
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正向插入。从4#,6#单菌落中任意挑选1个,接菌

提质粒后,用BamHⅠ酶切,能切下1条500bp左

右的带(图4),表明AtGLB1的插入正确。

 1~10.PCR扩增产物PCRproductsofAtGLB1gene;M.DNA
分子质量标准 DNAmarker(DL2000).

图3 重组质粒pMD/AtGLB1的PCR鉴定

Fig.3 Identificationofrecombinantconstruction

pMD/AtGLB1withPCR

 1.未经酶切的重组质粒pMD/AtGLB1Recombinantplasmid

pMD/AtGLB1;2.BamHⅠ消化后的重组质粒pMD/AtGLB1Re-
combinantplasmidpMD/AtGLB1digestedbyBamHⅠ;M.DNA
分子质量标准 DNAmarker(DL2000).

图4 重组质粒pMD/AtGLB1的酶切鉴定

Fig.4 Identificationofrecombinantconstruction

pMD/AtGLB1withenzymedigestion

2.3 RNAi 载体的鉴定

pZYI/AtGLB1/AtGLB1的构建也是以pBlue-
scriptIISK(-)/AtGLB1的构建为基础的。

1)第1个拷贝的插入鉴定。以转化了pZYI/

AtGLB1质粒的单菌落为模板,将用正向引物35S
和AtGLB13菌落PCR筛选到的阳性克隆扩大培养

提质粒,用BamHⅠ酶切能切下1条500bp左右的

带,表明AtGLB1片段已正向插入到pZYI中。

2)第2个拷贝的插入鉴定。挑取转化了pZYI/

AtGLB1/AtGLB1质粒 的 单 菌 落 为 模 板,用 引 物

35S和AtGLB13扩增,8个菌落中有3个单菌落

(3#,4#,8#)能扩增出2条带,分别为500bp和

1000bp左右(图5)。pZYI载体中的Intron长度

为500bp左右,所以PCR检测时扩增的500bp和

1000bp左右的带分别为正向插入的第1个拷贝

AtGLB1基因和第1个拷贝加上载体上的Intron。
阳性克隆接菌提质粒后,用 BamHⅠ或SacⅠ和

XhoⅠ酶切重组质粒,均能切下1条500bp左右的

带。表明AtGLB1已经插入到2个酶切位点且插入

方向正好相反。

 1~8.PCR扩增产物 PCRproducts;M.DNA 分子质量标准

DNAmarker(DL2000).

图5 重组质粒pZYI/AtGLB1/AtGLB1的PCR鉴定

Fig.5 Identificationofrecombinantconstruction

pZYI/AtGLB1/AtGLB1withPCR
2.4 转基因植株的获得和鉴定

获得转基因拟南芥种子后,逐代筛选出具有卡

那霉素抗性的纯合的转基因拟南芥。选取几个拟南

芥株系提取其幼苗总RNA,进行Northern杂交,分
析各个株系的AtGLB1表达量。3个株系 (35S∶
AtGLB1、RNAi∶AtGLB1 和野生型)中 AtGLB1
的含量差别很大。超表达株系中的AtGLB1表达

水平明显高于其它株系,而在RNAi株系中几乎检

测不到 AtGLB1mRNA 的存在(图6)。这 表 明

RNAi导致了基因表达活性的丧失。

 1.野生型 WildtypeArabidopsis;2~4.AtGLB1超量表达株

系 AtGLB1overexpressingArabidopsis;5~7.RNAi抑制株系

AtGLB1suppressedArabidopsis.

图6 Northern杂交分析AtGLB1在各株系中的表达

Fig.6 NorthernblotanalysisofAtGLB1expression

3 讨 论

在植物 中,通 过 增 强 型 启 动 子 上 调 和 通 过

RNAi技术下调特异基因的表达,已被广泛用于植

物基因的功能研究中[10-11]。本研究中所用的pZYI
质粒是一种含有内含子的ihpRNA(intron_contai-
ninghairpinRNA)表达质粒载体,已有研究发现其

沉默效 率 比 不 含 内 含 子 的 hpRNA 质 粒 要 高 很

多[12]。其工作原理是针对靶基因,设计将反向重复

序列构建到含内含子的pZYI质粒中,然后利用农

杆菌介导转化整合到植物染色体中,通过反向重复

序列转录形成含发夹结构的双链RNA,进而诱导

RNAi的产生。在本研究中,RNAi的效果显著。
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拟南芥AtGLB1在低氧胁迫中的作用方式已

经非常明确[13]。最近,又有研究表明在拟南芥中超

量表达棉花的血红蛋白1增强了植株的抗病能力和

对NO的耐受性。而且棉花的血红蛋白1在拟南芥

中的超量表达诱导了防卫基因PR-1、PDF1.2的组

成型表达[14-15]。这表明棉花的血红蛋白1在植物抵

抗病原体入侵的防御反应中起着非常重要的作用。
拟南芥的血红蛋白1与棉花的血红蛋白1有82%
的同源性,因此拟南芥的血红蛋白1很可能也有相

似的功能。下一步将利用本研究所获得的不同

AtGLB1表达水平的拟南芥株系对AtGLB1在各种

胁迫,尤其是农业相关胁迫中的作用进行系统深入

的研究。
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ConstructionandTransformationofOver-Expression
VectorandRNAiVectorofAtGLB1

YANGLi-xiang WANGZheng-xun KEDe-sen WUJin-xiong
SchoolofBiologicalSciences,GuangzhouUniversity,Guangzhou510006,China

Abstract Theover-expressionandRNAiconstructsofAtGLB1wereconstructedandtransformed
intoArabidopsisplantswithfloraldippingmethod.NorthernblotanalysisofAtGLB1expressioninho-
mozygousT3linesoftransgenicArabidopsisshowedthatAtGLB1mRNAwerenotidentifiedinlines
expressingtheAtGLB1RNAiconstruct,whilelinesover-expressingAtGLB1showedasubstantially
highlevelofAtGLB1mRNAcomparedwiththewild-type.Thestudylaidfoundationforfurtherresear-
chesonthefunctionandapplicationofAtGLB1geneinagriculture.
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