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玉米淀粉分支酶基因的克隆和反义载体的构建
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摘 要! 应 用 聚 合 酶 链 式 反 应 技 术 ,/01.扩 增 了 玉 米 淀 粉 分 支 酶 的 2345 基 因 片 段"并 将 其 克 隆 到 673!-$
89:2;<= 载体上"对重组子进行 /01 检测和限制性内切酶分析"并测定了 345 全序列# 结果表明! 克隆片段全长为

! &%- >6# 将该基因反向插入到 6057?@5!+"! 的 0A7B+#C 启动子之后"构建了反义表达载体#

关键词! 淀粉分支酶基因$/01$克隆$2345$反义载体
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淀粉是大多数高等植物重要的储存物质" 淀粉

合成的主要场所是淀粉体和叶绿体" 整个过程受到

一系列酶的调控 ‘!a# 淀粉分支酶是植物淀粉生物合

成过程中的一个起重要调节作用的酶" 一方面它能

切开以 !,!").糖苷键连接的葡萄糖"另一方面它又

能把切下的短链通过 ! ,!"&. 糖苷键连接于受体链

上"形成分枝结构# 因此"淀粉是直链淀粉和支链淀

粉混合物‘("+a# 而降低或抑制淀粉分支酶基因的表达

则可以影响细胞内酶的含量或活性" 从而控制淀粉

的结构"提高直链淀粉的含量‘)a# 直链淀粉是重要的

工业原料"用途广泛"涉及到各个领域"如食品%医

疗%纺织%造纸%包装%石油%环保%光纤%高度印刷线

路板和电子芯片等行业$ 另一个潜在利用价值是玉

米高直链淀粉是生产光解塑料的最佳原料" 是解决

目前严重&白色污染’的有效途径# 普通玉米淀粉质

量赶不上高直链淀粉" 而我国工业所需要的直链淀
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工程研究# 王丕武为本文通讯作者 8:\!")+!$-b!#!!-

粉主要从美国进口" 进口原料价格比普通玉米淀粉

高 !& 倍‘#"&a# 但迄今为止国内尚没有高直链淀粉的

玉米品种" 利用常规育种技术选育高直链淀粉玉米

品种会引起子粒瘪缩和产量降低" 而利用基因工程

技术进行改良则是一种有效的途径#

! 材料与方法

?@? 实验材料

!"!"! 菌种和质粒 菌种为 ^D 2<\G 3E#!# 质粒由

北京农林科学院玉米研究中心谭振波博士提供"作

为 /01 反应的模板# 673!-$89:2;<= 购自 8AcA1A
公司"6057?@5!+"! 由东北师大王兴智教授馈赠#
!"!"# 培养基 d? 液体培养基!胰化蛋白胨,>A2;<$
;=S6;<P:.!" V e d"酵母提取物,>A2;<$S:AU;.# V e d"氯化

钠 !" V e d"6EbD""高压蒸汽灭菌 (" WGP# d? 固体培

养基!在液体培养基中加入琼脂,>A2;<$AVA=.!# V e d"
高压灭菌 (" WGP#
!"!"$ 试剂与酶 /01 扩增试剂盒%限制性内切酶

,^2<1 "%?AWE ".%14AU:%溶菌酶%8) 345 连接酶%
345 7A=f:= 3d$(""" 和 3d$!#""" 分 子 量 标 准 购

自 8AcA1A 和 /=<W:VA 公司" 其它试剂都是国产分
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析纯产品!
!"!"# 人工寡核苷酸引物 由大连宝生物公司合成!
!"# 实验方法

!"$"! %&’ 扩增 人工合成引物为"
!" 端 引 物 "!" #$$%&’’%%%&$’%$%&’$&% (

&$()"#
)" 端 引 物 "!"($%%&&’&$’&%%%&’’%’’%%(

%&%$&’’%$’()"#
在 !* !+ 的反应体系中$,-&. / !+$引物各 !*

0123$ 模板 *45 !6$78&9: *4! !+$5*";<==>? ! !+$
@6’3A / !+ 以 ,,BAC 补足 !* !+% .’D 反应条件为"
E/F预 变 性 ! 1GH&E/F变 性 I* J&!!F退 火 )* J&
KAF 延伸 A 1GH&共 )* 循环%
!"$"$ %&’ 扩增产物电泳及回收 ()* 片段 配制

54*L琼脂糖凝胶&溴化乙锭 M7;N在 配 胶 时 加 入&在

O-% 样品中加入 5 P I 的上样缓冲液加入样品孔中&
! Q P R1 S5 T /* 1GHU% 在紫外灯下观察&小心切下含

有目的片段的琼脂糖凝胶&放入微量离心管中%O-%
片段的回收"按 O-% 片段凝胶回收试剂盒M经改良U
的方法进行% 回收的 O-% 片段&置(A*F冰箱保存%
!"$"+ %&’ 产物的克隆和筛选 0@O5V#&W>RX2? 与

外源 O-% 片段以 5Y) 的比例& 加 / !+ Z23<XG2H # 混

匀&5IF反应过夜% 按 @9HG9XGJ 的方法制备感受态细

胞&将连接产物转化大肠杆菌 OB!$&冰浴 )* 1GH&
同时做两个对照管% 以 /AF热激 E* J& 冰上放置 A
1GH% 每管加入 V** !+ +; 液体培养基& )KF温育

/! 1GH&5/* ? P 1GH% 涂在含氨苄青霉素M5** !6 P 1+U’
[(693’\.&$ 的 +; 培 养 基 平 板 上 选 择 培 养 过 夜

M)K]U! 挑取白斑用碱裂解法提取质粒&用限制性内

切酶酶切鉴定&得到重组克隆&其中插入约 54K ^_ 的

目的基因!
!"$"# 序列分析 由大连宝生物公司完成& 核酸序

列分析用 O-%Z\Z 软件!
!"$", 目的基因反向插入表达载体 将含有目的基

因的重组质粒和 0’%@;\%5)*5 用 7R2D #’;91B #
酶切’连接&转化 74 R23G OB!$ 感受态细胞! 在含卡

那霉素S‘9Ha 5** !6 P 1+U的 +; 固体培养基上培养进

行初步筛选&提取阳性克隆的质粒进行酶切&以确定

反向克隆!

A 结果与讨论

#"! $%& 扩增反应

经 .’D 扩增后& 取 ! !+ .’D 产物与标准分子

量 O-% 一起在 54*b琼脂糖凝胶上电泳&得到约 54K
^_ 大小’特异性强’单一的扩增带S图 5U&结果与预

期一致!

#"# $%& 产物克隆及筛选

扩增产物回收后与载体连接转化到大肠杆菌

OB!$ 中&筛选出 5/ 个阳性克隆&经酶切分析&由于

引 物 上 设 计 了 7R2D #’;91B # 酶 切 位 点 & 当 用

7R2D #’;91B # 酶切时&得到一条约 54K ^_ 大小的

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S图 AU!

#"’ 反义表达载体的构建

由于表达载体和目的片段均比较大& 所以重组

率不是很高& 只筛选出 V 个重组克隆& 进一步用

7R2D #’;91B # 酶切鉴定&电泳图谱S图 )U&表明酶

切片段大小与理伦值一致! 说明目的基因的插入位

置和方向都正确!

9a T 为 O-% 分子量标准

_a Ra ,a > 为 .’D 产物

=a 6 为无菌水对照

图 ! $%& 产物的电泳分析

9a , 为 O-% 分子量标准

_a R 为 7R2D #c ;91B #

图 # 重组克隆的酶切鉴定

9a , 为 O-% 分子量标准

_a R 为 7R2D #c ;91B #

图 ’ 酶切鉴定反向克隆
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!"# $%& 序列分析

经过 !"# 全自动测序仪! 测定得到的序列为

$ %&’ () 的目的片段与已发表的基因一致*图 +,"
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图 # 目的片段的核苷酸序列
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