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鸭梨多酚氧化酶基因反义表达载体的构建
及农杆菌介导的遗传转化

李桂琴1一，齐 靖1，高志华2，许冬倩2，李会宣2，张玉星1

(’河北农业大学园艺学院，保定071001；2河北经贸大学生物科学与工程学院，石家庄050061)

摘要：根据鸭梨多酚氧化酶基因序列设计引物，PER扩增该基因3’端450bp的片段，并将该片段反向插入真核表达裁体

pBll21的CaMV 35S启动子和NOS终止予之间，首次构建了鸭梨PPO基因的反义表达载体；其后，在农杆菌EHAl05的介导

下，成功实现了PPO反义基因对鸭梨组培苗的遗传转化。经No．hem杂交和酶活检测证实，转基因鸭梨植株体内的多酚氧化

酶基因转录和翻译水平均得到明显抑制，从而为耐褐化梨新品种的培育奠定了基础。
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Abstract：In this paper，a cDNA fragment of 450 bp which located on the 3’terminal of polyphenol oxidase

0 PPo)gene was amplified from Yali pear by using RT—PCR method，then the antisense expression vector was con-

strncted by inserting the fragment of Yali pear PPO gene between the CaMV promoter and NOS terminator of the ex—

pression vector pBll21 in reverse orientation．After that。with agrobacterium—mediated method，the PPo antisense

gene was transformed into Yali plants．Northern blot analysis and Enzyme activity assay showed that the PPO activi—

ties in the transgenic Yali plants were significantly decreased compared with the non-transformed Yali plants．This

will lay a good foundation for breeding new varieties of pears which resistant to browning in the future．
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鸭梨(Pyrus bretschneideri Rehd．)原产我国，是

我国主栽梨品种之一，也是我国出口刨汇的重要果

品。在果品生产后期，鸭梨果实的褐变给果品的运

输、贮藏和销售带来诸多不便并造成一定的经济损

失，因此有必要对其进行遗传改良。前人研究证实，

多酚氧化酶(polyphenol oxidase，PPO)基因的大量表

达是促使果实褐变的主要原因之一，抑制果实组织

中多酚氧化酶的表达将会起到降低褐变、延长保鲜

期的作用¨⋯。近年来，利用反义技术降低植物中

多酚氧化酶水平已在马铃薯上取得了一定的进

展H引。本研究借助反义RNA技术构建PPO基因

的反义表达载体，并在农杆菌介导下实现了对鸭梨

组培苗的转化，从而为日后培育耐褐化梨新品种奠

定了基础，为其他果树耐褐化新品种的培育提供了

优质种质资源，也为反义RNA技术在鸭梨遗传改良

研究中的进一步应用提供了参考依据。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1植物材料试材为鸭梨，定植于河北省农林
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科学院果树研究所梨园。取成熟鸭梨果实用于克隆

鸭梨PPO基因的RNA提取。利用本实验室已成功

建立的鸭梨叶片不定芽再生体系诱导成的鸭梨叶片

愈伤组织作为遗传转化受体材料。

1．1．2质粒及菌株pGEM—T Vector购自Promega

公司；农杆菌EHAl05由河北师范大学分子遗传实

验室朱正歌老师馈赠；pBIl21菌株和E．coli DH5a

感受态细胞由本实验室保存。

1．1．3 酶及试剂 限制性内切酶、T4 DNA连接

酶、反转录酶M—MLV、DNA Marker购自Promega

公司；Oligo(dT)。，、Taq酶、dNTP、DNA片段回收

试剂盒和基因组提取试剂盒购自大连宝生物工程

有限公司；质粒小量制备试剂盒为北京赛百盛公

司产品；地高辛高效标记和检测试剂盒I为罗氏公

司产品；MOPS、去离子甲酰胺、20×SSC、正电尼龙

膜、马来酸购自上海生工；其他常规试剂为国产分

析纯。

1．2方法

1．2．1 RNA提取及eDNA第一链的合成 鸭梨总

RNA提取和纯化参照改良CTAB法¨1进行，以1％

琼脂糖电泳检测RNA的完整性。纯化后的RNA在

反转录酶M．MLV的作用下，以Oligo(dT)，，为引物，

按照反转录酶M—MLV使用说明书进行反转录，合

成eDNA第一链。

1．2．2 PPO基因片段的扩增 根据已发表的鸭梨

PPO基因CDS序列(EU048225)一o，利用Oli906．0

软件设计1对PCR扩增引物，A1(5 7一AAGCTGG—

GAGTTGCTcACGCAACTGT·3’)与 A2(5’一TrAA—

GAAGCAAACTCAATCTTGATACCACC．3’)。引物由

上海生工合成。以21xl鸭梨反转录产物为模板，另

加10×PCR buffer 5斗l，dNTP(10mmol／L)1¨l，上、下

游引物(201_Lmol／L)各1一，Taq酶(5U／I上I)1斗l，

ddH，O补足501LLl。PCR循环参数为：940C预变性

5min；94℃变性30s，62℃退火45s，72℃延长lrain，

共30个循环；最后72℃延伸lOmin。

1．2．3 PPO基因反义片段的克隆与测序PCR扩

增产物在1％琼脂糖凝胶电泳中分离，回收目的片

段，与pGEM．T Vector连接，借助热激法转化到E．

coli DH 5a感受态细胞，经蓝白斑筛选，质粒提取，

酶切鉴定片段大小无误后送交上海生工测序。

1．2．4反义PPO基因表达载体的构建对经测序

鉴定后鸭梨PPO基因片段反向插入在pGEM—T

Vector多克隆位点的重组质粒以及真核表达载体

pBll21进行XbaI／SacI双酶切，用1％琼脂糖凝胶电

泳分离后，分别同收反义基因片段和切除Gus基因

的pBll21线性载体并连接，转化至大肠杆菌DH5a

感受态细胞，挑取卡那霉素(Kan)抗性单克隆，进一

步扩繁。提取质粒后以XbaI／SacI双酶切鉴定反义

片段是否成功插入表达载体。将经鉴定的重组质粒

用电击法转化农杆菌EHAl05细胞，然后在含有链

霉素(50mg／L)、卡那霉素(50mg／L)、利福平

(50mg／L)的YEB平板上筛选阳性克隆，扩繁后提

取质粒并进行酶切鉴定。

1．2．5鸭梨的遗传转化将预培养2d的鸭梨叶片

愈伤组织作为遗传转化的起始材料，置于OD鲫为

0．4农杆菌菌液中浸渍5min，用滤纸吸去多余的菌

液，接种于诱导选择培养基(MS+S，。∥。+6一

BA5．o皿晷／皿l+IAAo．3m∥mI +Agar6．o寡／L(pH 5．8) +

Kan，。∥。)避光共培养2d，再加入4001xg／ml的羧苄

青霉素抑菌。然后将抗性芽转入芽再生选择培养基

(MS+S30∥L+6一BAl．om∥ml+NAAo 5m暑／加I+Agar6．o∥L

(pH5．8)+Kan5。∥L+Carb4∞。g／L)培养，待不定芽长

度为4—6cm时，切取带有顶芽或腋芽片段1．5—

2cm，接种于生根培养基(1／2MS+IBAo．5。5／L+S305／L

+Agar6．o晷／L(pH 5．8)+Kan20。∥L+Carb4∞。∥L)上培

养，观察不定根的再生情况。

1．2．6转基因鸭梨的检测PCR检测 根据Gen-

bank上公布的NPT H基因序列设计1对特异性引

物，N1(5 7．CGTCTGTCGAGAAGlr兀C．3’)和N2(5’-

TACTTCTACACAGCCATC一3’)，按大连宝生物工程

有限公司基因组提取试剂盒提供的方法提取卡那霉

素抗性转基因鸭梨DNA，进行PCR扩增。取10p,1

PCR产物，加入6×Loading Buffer 21xl，充分混匀后

在1％琼脂糖凝胶、5V／cm电压下，电泳20min后显

影、照相。

Northem杂交检测 根据鸭梨PPO基因CDS

序列(EU048225)”1合成探针进行Northern杂交

鉴定。Northern探针的合成、RNA变性电泳、RNA

转膜、预杂交和杂交、洗膜和检测杂交信号参照地

高辛标记试剂盒进行。

PPO活性的生理检测 在5ml用0．2mol／L

pH7．4的柠檬酸一磷酸缓冲液配制的0．2％的邻苯

二酚底物液中加入0．5ml叶片粗酶提取液，迅速

混匀后，在415nm处准确测定酶促反应1 rain时

OD值，每隔10s读数1次，重复3次，取平均值。

按25℃条件下反应体系每分钟增加0．0010D值

为一个相对酶活性单位计算PPO活性(1 U=

0。0010D值／rain·m1)。
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2结果与分析

2．1 鸭梨PPO基因反义片段的克隆

根据已有的鸭梨PPO基因eDNA序列

(EU048225)，在下游1333—1782bp处设计l对引物

Al和A2，以鸭梨果实eDNA为模板，PCR扩增构建

反义表达载体所用的PPO基因片段。电泳结果显示

(图1)，该片段长度为450bp，与预期结果相一致。进

一步将此片段{玎】收后与pGEM．T Vector连接，并转化

E．coli DH 5ct感受态细胞，经蓝白斑筛选、质粒酶切

鉴定(图2)无误后送交上海生工测序。测序结果显

示该片段与登录号为EU048225序列相符，没有移码

或突变发生，可用于构建反义表达载体，遂将此片段

命名为AsPPO。

图1鸭梨PPO基因片段电泳结果

Fig．1 Agarose gel electrophoresis result of PPO fragment

in Ymi pear

1、2：PCR扩增产物PCR produces；M：Marker

图2基因片段重组质粒经Sac I和

Xba I双酶切产物电泳结果

Fig．2 Electrophoresis pattern of recombinant

pIasmid doubledigest by Sac I andXba I

l、2：重组质粒酶切结果Recombinant plasmid

doubledigest by Sac 1 and Z6d I：M：Marker

2．2 鸭梨反义胛D基因表达载体的构建

4sPPD在克隆到载体pGEM．T Vector时存在

正、反两种插入方式，选择经测序验证AsPPO反向

插入pGEM-T Vector的重组质粒，进行Sac I／Xba I

双酶切，电泳回收AsPPO片段，与用同样酶切的

pBll21线性载体进行定向连接，连接反应完成后将

连接产物转化到E．coli DH5a感受态细胞，挑取卡

那霉素(Kan)抗性单克隆，进一步扩繁。提取质粒

后，经Sac I／Xba l双酶切鉴定证实反义片段已成功

插入表达载体(图3)。构建的反义表达载体图谱如

图4所示。

图3反义表达载体pBll21-AsPPO酶切鉴定结果

Fig．3 Identification of pBll21·AsPPoⅥ

restriction enzyme digestion

1、2：反义表达载体酶切结果Antisense expression vector

doubledigest by Sac I and Xba I：M：Marker

肋耐I X'baI SacI EcoRl

圈4 反义表达载体pBll21·A舢图谱
Fig．4 Diagram of antisense express vector of pBll21·AsPPO

将经酶切鉴定证实构建成功的鸭梨PPO基因

反义表达载体借助电极法转化农杆菌EHAl05细

胞，在Kan／Rif／Str抗生素平板挑取抗性单菌落，进

一步扩繁后回收质粒，以A1和A2为引物进行PCR

鉴定。扩增产物电泳结果同图1，再次证实鸭梨

PPO基因反义表达载体构建成功并已导入农杆菌

EHAl05，该工程菌株可直接用于下一步的遗传转化

研究。

2．3卡那霉素抗性鸭梨无菌苗的获得

叶片经农杆菌菌液侵染后，在愈伤组织诱导选

择培养基(MS+S30晷／L+6一BA5．o。咖J+IAAo 3。咖J+

Agars．o∥L(pH5．8)+Kan5。∥L)上对愈伤组织进行诱

导和再生。经过大约20d左右的诱导后，共有94个

外植体产生了愈伤组织，占外植体总数的5．4％；其

后将愈伤组织转接到诱导芽的再生培养基(MS+

S鲫∥L+6一BAl．o_∥ml+NAAo，m∥皿l+Agar 6．or／L(pH5．8)

+Kan5。∥L+carb椭。∥L)中培养2—4周，共有23个

外植体的愈伤组织长出不定芽，占外植体总数的
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1．33％；在培养基中加入卡那霉素对不定芽进行两

代筛选，发现19个外植体的不定芽死亡，仅有4个

外植体的不定芽表现出卡那霉素抗性，占外植体总

数的0．23％。

2．4反义转基因鸭梨的检测

提取4株对Kan表现抗性的鸭梨植株总DNA，

根据Genbank上公布的NPT H基因序列设计1对

特异性引物，对鸭梨转基因植株进行PCR鉴定。 图6 PPO基因在普通鸭梨与转反义PPO基因

图5为鸭梨转基因植株的PCR鉴定结果。以未转 鸭梨组织中的表达情况

基因鸭梨植株DNA为模板的阴性对照(泳道1)没 Fig．6 Expression analys缸ofPPO gen。in nomal yali

有扩增产物，而以反义表达载体质粒为模板的阳6鹋u。and
t112‘汹u。w1‘h an廿-PPD g。n。

⋯⋯⋯⋯洲㈨愀：=裟淼：嚣溅嚣
扩增出800bp的目标片段，与设计长度相符，初步 量总RNA在EB染色下的结果

证实这1株鸭梨植株中反义PPO基因已经成功实 A：Th。ti。。。。with anti—PPO gene；B：Th。。。rmalti。ue．The upper paneli8

现转化o the result of Northern blotting，about 20p．g total RNA was loaded in each

line．and the bot'tom panel w88 the equal amounlB of total RNA loading we”

identified with ethidium bromide staining

图5鸭梨转基因植株PCR鉴定结果

Fig．5 PCR analysis of transgenic Yall plant

1：阳性对照；2：阴性对照；3—6：鸭梨转基因植株

l：Positive control；2：Negative control；3—6：Transgenie Yali plants；

M：Marker

应用Northern杂交检测转基因鸭梨的内源PPO

基因转录情况，分别提取了非转基因鸭梨植株叶片

及经PCR鉴定为阳性的转基因鸭梨植株叶片的总

RNA，转膜后进行以PPO基因CDS全长为探针的

Northern杂交分析。结果显示(图6)，在相同含量

(201山g)的总RNA中，转基因鸭梨植株的PPO转录

水平明显较对照低，再次证实PPO基因反义片段已

成功转化目标植株并有效地抑制了目标植株内源

PPO基因的表达。

为进一步检测反义PPO基因对转基因鸭梨内

源PPO活性抑制效果，分别测定了非转基因鸭梨植

株和转基因鸭梨植株的多酚氧化酶活性。从图7可

以看出，转基因鸭梨植株体内多酚氧化酶活性明显

低于相同反应时间下非转基因鸭梨植株体内多酚氧

化酶的活性。

≥圣
一‘譬

藿茎

图7对照植株与转基因植株在9min内的

酶活性测定结果

Fig．7 The result of enzyme activity in the

control and transgenic plants

3 讨论

本研究首次构建了鸭梨PPO基因反义表达载

体，并在农杆菌EHAl05介导下对鸭梨叶片进行了

遗传转化，经PCR和Northern blot分子检测及PPO

活性生理检测，成功获得了转基因鸭梨植株，为研究

鸭梨PPO基因在鸭梨树体内的表达调控及其在梨

果品质改良上的应用提供了参考。由于鸭梨树系多

年生木本植物，与马铃薯相比，建立再生体系难度

大，遗传转化效率比较低。本试验从大批受体材料

中仅检测到4个转基因植株，卡那霉素抗性苗的获

得率也仅为0．23％。因此，还需要改进鸭梨转基因

技术以提高遗传转化效率。此外，虽然经Northern

杂交鉴定和PPO活性生理检测，转基因鸭梨叶片

PPO活性有所下降，但其果实中PPO活性如何，还
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有待其开花结果之后进行研究。

利用反义RNA技术抑制植物体内PPO基因的

表达，从而控制酶促褐变，成为多酚氧化酶活性控制

的有效手段。Bechem等¨o通过农杆菌介导，分别将

PPO cDNA片段和eDNA全长加上合适的启动子，

反向插入到马铃薯的染色体上，成功获得了抗褐变

马铃薯新品系。王清等¨“1从马铃薯试管苗叶片中

提取总DNA，对多酚氧化酶基因进行克隆并构建了

相应的反义基因植物表达载体，并借助农杆菌对现

有优良加工型马铃薯品种进行遗传转化，获得了转

化植株，使块茎和抗性愈伤组织PPO活性均比对照

明显降低。本研究结果显示，转基因鸭梨叶片PPO

活性也明显低于对照。可见，对于反义技术而言，构

建到反义表达载体上的反义片段关系到整个试验的

成败。有文献表明，覆盖整个cDNA的反义RNA、

与部分mRNA互补的反义RNA对基因的表达能起

到良好的抑制作用¨J。鸭梨PPO基因eDNA序列

就多达1782个核苷酸，如此长的片段用于构建反义

表达载体会带来操作的诸多不便；同时，通过序列比

对还发现鸭梨PPO C端150个氨基酸范围内存在1

个富含组氨酸的铜结合区(CuC)，即PPO活性位

点。除鸭梨外，存在CuC的物种还有富士苹果¨0|、

美洲商陆⋯1、马铃薯：12]、番茄‘13]、蚕豆㈨等。因

此，选择编码该PPO C末端具高保守度150个氨基

酸序列的基因片段构建反义基因表达载体，可以达

到既能特异性抑制鸭梨内源PPO基因表达又能为

日后开展其他植物抑制内源PPO基因表达遗传转

化研究提供工程菌株的作用。
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