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长穗偃麦草DREB类基因EeAP2．2的
克隆与序列分析
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摘耍：结合RACE和Genome Walking技术从十倍体长稳偃麦草中克隆了AP2家族的一个全长eDNA序列，命名为眈．

AP2．2。序列分析表明，该基因具有一个837bp的开放阅读框，编码279个氨基酸残基，含有一个保守的AP2结构域，是AP2

大家族的一个新成员。该基因编码的氨基酸序列与GenBank已有的普通小麦AP2家族两个同源基因编码蛋白TaDREBI和

TaDREBW50(登录号分别为：AAL01124．1和AAY44605．1)具有98％的氨基酸序列一致性，与大麦AP2蛋白HvDREBI-a(登

录号AAY25517．1)、高羊茅AP2蛋白FaDREB2A(登录号CAG30547．1)及水稻OsDREB2．2(登录号AY064403)的氨基酸序列

一致性分别为93％、86％和69％。说明该基因与小麦AP2家族基因的同源性最高。本研究除获得了长穗偃麦草一个重要抗

逆转录因子基因EeAP2．2的全长cDNA序列外，也提供了一种快速、有效克隆功能基因的方法。
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Thinopyrum Ponticum
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Abstract：By combining RACE and Genome Walking techniques，a full—length eDNA sequence of AP2 family

was cloned from Thinopyrum Ponticum(2n=70)，and named as EeAP2．2．Sequence analysis of EeAP2．2 revealed a

single open reading frame(ORF)of 837bp encoding a protein of 279 amino acids，and a highly conserved AP2 do—

main．Gene EeAP2．2 was classified as a new member of AP2 superfamily．Further comparison analysis through NCBI

blast showed that EeAP2．2 has 98％amino sequence identities with TaDREBl(Accession no．AALDl124．1)and

TaDREBW50(Accession no．AAY44605．1)from Triticum aestivum，and its amino sequence identities with

HvDREBl一a(Accession no．AAY255 17．1)from Hordeum vulgare，FaDREB2A(Accession no．CAG30547．1)from

Festuca arundinacea and OsDREB2．2(Accession no．AY064403)from Oryza sativa are 93％，86％and 69％，re-

spectively．The result indicates that EeAP2．2 has the highest homology with AP2 family members from Triticum aesti—

ffum．This study also provided a fast and effective method for cloning full length cDNA sequences in plants．

Key words：Thinopyrum Ponticum；DREB；RACE；Genome walking；Gene cloning

盐碱、干旱等非生物逆境胁迫对植物的生长发育

有重大的影响，是造成农作物减产的直接原因⋯。研

究发现，在植物中DREB类转录因子基因受干旱、高

盐等逆境因子诱导，并启动下游一系列抗逆功能基因

的表达⋯。将此类基因转入到拟南芥‘31、烟草‘41等

模式植物中可以显著提高植物对逆境的综合抗性，显
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示出DREB类基因在作物抗逆改良上的巨大应用潜

力。在当前生态环境，尤其水资源日益恶化的状况

下，开发优良资源植物的DREB类转录因子基因，为

作物转基因研究提供优质候选基因，进而培育出高抗

逆性的作物品种显得尤为重要p1。

长穗偃麦草(Thinopyrum Ponticum，2n=70)

属于禾本科小麦族(Triticeae Dumort)偃麦草属

(Thinoprum)的多年生野生植物，具有较强的抗旱

性、抗寒性和耐盐碱的能力。长穗偃麦草可以与

小麦进行杂交，是小麦育种的一种重要远缘亲本，

也是小麦抗病育种的重要抗原植物之一，在我国

小麦许多大面积推广品种的培育中发挥了重要作

用¨1。应用现代分子生物学技术挖掘长穗偃麦草

的优良基因资源，将为小麦转基因育种奠定坚实

的物质基础。

RACE(rapid amplification of cDNA ends)技术

是目前公认的一种快速、便捷地获取基因全长cD—

NA的克隆方法o¨。该方法能够通过已知的部分基

因序列快速扩增eDNA的3’端或5’端未知序列区

域。但由于某些基因碱基序列特殊性的限制，使得

单纯采用RACE技术不容易得到这些基因的全序

列。此时采用一些其他的克隆技术配合使用，便极

为简便、有效。本研究采用Genome Walking与

RACE技术相结合的方法从十倍体长穗偃麦草中成

功克隆了DREB类转录因子基因EeAP2．2，并对该

方法进行了总结分析。

1材料与方法

1．1材料及试剂

植物材料长穗偃麦草受赠于美国国家种质资源

实验室(National Germplasm Resources Laboratory)，

索取号P1340066。大肠杆菌感受态，Peasy—T载体，

Taq DNA聚合酶购自全式金公司，RNA提取kit，1 st

strand eDNA合成kit购白天根生物公司，Genome

Walking kit购自TaKaRa，引物合成由上海生工完

成，测序由华大基因完成。

1．2植物材料的准备

将长穗偃麦草种子用清水洗净，浸种催芽，播种

于含蛭石的花盆中，置于光照培养室。28℃，16h光

照／Sh黑暗培养。30d后，收获幼苗。将幼苗浸泡

于250mmoL／L NaCl溶液中，高盐处理4h以诱导相

关基因的表达。将未作处理和高盐处理后的植物材

料速冻于液氮中，于一70cc保存。

1．3引物设计

根据已报道的长穗偃麦草近缘植物中DREB

类转录因子保守区氨基酸序列和碱基序列，设计

与保守区两端相应的的简并引物AP2a和AP2b

(表1)。用于扩增3端的锚定引物T，dT。。及T，

见表1。

1．4 RNA和DNA的提取

用RNA提取试剂盒提取高盐处理材料的总

RNA，CTAB法提取未做处理材料的基因组DNA。

1．5 RT-PCR

RT反应参照TIANSeript eDNA第一链合成试

剂盒说明书进行，以试剂盒提供的oligo(dT)。，为反

转录引物，合成长穗偃麦草eDNA第一链。

．以长穗偃麦草eDNA第一链为模板，用AP2a／

AP2b引物对扩增长穗偃麦草DREB基因。在20斗1．

反应体系中加入上述RT反应液1斗l，正向引物

AP2a和反向引物AP2b(皆10 pmo‰1)各l斗l，另有
10×PCR Buffer(含MgCl2)21．d，200i．Lmol／L dNTP，

1U Taq DNA聚合酶。循环参数为：94℃预变性

5min，94℃变性30 8，58℃退火30 s，72℃延伸1rain，

30个循环后，72℃延伸10min。PCR扩增产物克隆

到pEasy—IT载体，进行测序。

1．6 3 7J渔CE扩增

根据已克隆的长穗偃麦草DREB基因部分序列

设计用于扩增基因3 7端的引物AP2e(表1)。参照

TIANScript cDNA第一链合成试剂盒以T7dTl8引物

代替试剂盒中的oligo(dT)。，反转录合成第一链cD．

NA，并以此为模板，应用AP2a／T，，AP2c／T7引物对

进行半巢式PCR，扩增基因的3’端序列。20斗L PCR

扩增反应体系同上。第1轮扩增循环参数为：94℃

预变性5min，94℃变性30s，59℃退火30s，72℃延伸

1rain 20s，10个循环；94℃变性30s，53℃退火30s，

72℃延伸1min 20s，20个循环后，72℃延伸10min。

第2轮扩增循环参数为：94℃预变性5min，94℃变

性30s，57℃退火30s，72℃延伸1rain 20s，10个循

环；94℃变性30s，54℃退火30s，72℃延伸1min

20s，20个循环后，72℃延伸10rain。3 7RACE扩增产

物克隆到pEasy—IT载体，进行测序。

1．7 Genome Walking

在获得的3’端序列中，按照Genome Walking试

剂盒要求设计3条用于获得基因5’端未知序列的嵌

套GSP反向引物：GSPl、GSP2和GSP3(表1)。以提

取的长穗偃麦草基因组DNA为模板，TaKaRa Genome

Walking试剂盒提供的4种兼并引物APl、AP2和
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AP3，AP4为上游引物，嵌套GSP引物为下游引物进

行半巢式PCR。根据试剂盒要求，以0．1—1斗g的基

因组DNA作为模板，配制501LLl体系的1 st PCR扩增

反应液：基因组DNA(317ng／斗1)1．5斗l，正向引物APl

和反向引物GSPl各l斗l，10×LA PCR Buffer(含

MgCl2)5“1，200斗mol／L dNTP，2．5 U LA Taq DNA聚

合酶。第1轮扩增循环参数为：94。C 1min；98。C

1rain；94℃变性30s，63℃退火1min，720C延伸3min，5

个循环；94。C变性30s，250C退火3min，720C延伸

2min，1个循环；94℃变性30s，63℃退火1min，72。C延

伸2min，94℃变性30s，63℃退火1 rain，72。C延伸

2min，94℃变性30s，440C退火1rain，720C延伸2min，

15个循环；72℃延伸10rain。以1斗l 1 st PCR扩增反

应产物为模板，正向引物APl和反向引物GSP2各

1斗l，配制同上的50td体系2nd PCR扩增反应液。第

2轮扩增循环参数为：94。C变性30s，65℃退火1min，

72℃延伸2min，940C变性30s，65。C退火1rain，72℃

延伸2min，940C变性30s，440C退火1min，72℃延伸

2min，15个循环；72。C延伸10rain。以1txl 2nd PCR扩

增反应产物为模板，正向引物APl反向引物GSP3各

1斗l，配制同上的501xl体系3rd PCR扩增反应液。第

3轮扩增循环参数同第2轮扩增循环参数。另分别

以AP2、AP3、AP4为上游引物，配制同上的PCR扩增

反应液体系进行3轮PCR扩增。将第3轮PCR扩增

产物克隆到pEasy—IT载体，进行测序。

1．8序列分析及ORF框的获得

将测序得到的基因序列用DNAMAN软件进行

序列拼接和分析。Primer5软件设计扩增基因开放

读码框的引物：E2．2F、E2．2R(表1)。以oligo

(dT)。，引物反转录获得的第一链cDNA为模板，应

用E2．2F／E2．2R引物对扩增基因的开放读码框，

PCR扩增产物克隆到pEasy．T载体，测序，用于以后

基因的功能研究。

2结果与分析

2．1 EeAP2．2 RT-IPCR扩增结果

以长穗偃麦草第一链cDNA为模板，利用

AP2a／AP2b引物对扩增，扩增产物经琼脂糖凝胶

电泳检测显示得到一条长约100bp的片段(图1)，

测序结果显示这条片段长117bp，且编码的氨基

酸序列与已报道的其他植物DREB基因保守区

序列有很高的同源性(图2)，命名该基因为眈一

AP2．2。

表1 长穗偃麦草EeAP2．2基因的克隆引物

Table 1 Primers for cloningEeAP2．2 cDNA from E玲trig泌

elongata

弓J物名称

P—mer name

引物序列

Primer sequence

引物长度(bp)

Sequence

length

fop)

250

loo

圈

图1 EeAP2．2 cDNA部分片段扩增结果

Fig．1 PCR product of EeAP2．2 cDNA fragment

M：DNA分子量标记DL一2000；1：用AP2a和

AP2b引物对扩增的PCR产物

M：DNA marker DL一2000；1：PCR product amplified

using AP2a and AP2b primer pair

2．2 EeAP2．2 3’RACE扩增结果

以T，dT。。引物反转录获得的第一链cDNA为

模板，应用AP2a／T，，AP2c／T，引物对进行半巢式

PCR。第1轮扩增未得到特异条带，第2轮扩增产

物经琼脂糖凝胶电泳检测显示得到一条约750bp

的片段(图3)，经测序片段长794bp，包含一个

PolyA尾。
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图2层诅彪．2基因部分氨基酸序列在GenBank中Blast比较结果

Fig．2 The Blast result of partiaI amino adds seltuence of EeAJ么2

Cop)

2000

1000

750

M

图3 E￡AP2．2 3’RACE扩增结果

Fig．3 PCIi product of 3t RACE for EeAP2．2

M：DNA分子量标记DL一2000；1：

用AP2c和T，引物对扩增的3’RACE PCR产物

M：marker DL一2000；1：3’RACE product of

amplified by using AP2c and T7 primer pair

2．3 EeAP2．2 Genome Walking扩增结果

以基因组DNA为模板，参照Genome Walking

步移试剂盒进行半巢式PCR反应，经过3轮PCR扩

增后，将得到的PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳检

测。检测结果显示以兼并引物AP2和AP4为上游

引物进行的扩增得到了比较明显的主带，长约

1200bp(图4)，经测序两个片段序列相同均

为1152bp。

2．4测序结果的分析、拼接及ORF框的扩增

根据上述RT—PCR、3’RACE及Genome Walking

的扩增结果，利用DNANAN软件对测序结果进行电

子拼接。测序结果显示3’RACE片段与RT．PCR扩

增得到eDNA的序列有79bp重叠区，且包含20bp

的poly(A)结构，表明所克隆的片段是长穗偃麦草

(bp)

2000

1000

750

500

250

loo

M l 2 3 4

图

图4昱eAP2．2 Genome Walking扩增结果

Fig．4 PCR productsof EeAI”2．2 Genome Walking

M：DNA分子量标记I)L一2000；

1：用AP4／GSP3引物对扩增的PCR产物；

2：用AP3／GSP3引物对扩增的PCR产物；

3：用AP2／CSP3引物对扩增的PCR产物；

4：用API／GSP3引物对扩增的PCR产物

M：marker DL一2000；

1：PCR products amplified by using AP4／GSP3 primer pair；

2：PCIl pr0(1ucts amplified by u8ing AP3／GSP3 primer pair；

3：PCI!produets amplified，by using AP2／GSP3 primer pair；

4：PCR products amplified by using API／GSP3 primer pair

EeAP2．2基因的3’末端。Genome Walking测序结果

在NCBI站点进行BLAST比对，发现其中包括内含

子序列。去掉内含子序列后与3’端序列进行拼接，

将拼接的序列再次进行BLAST比对，并结合NCBI

的ORF finder功能，证明得到了EeAP2．2包括开放

读码框(ORF)在内的完整基因和eDNA序列。通过

NCBI Blast Find“eonselwed domain”进行分析，显示

该基因为AP2家族成员(图5)。

|耋搴萋蚺蚺妻旨燃端娥妻耋耋耋燃啪一一一一一一一一一一一一一
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图5 EeAP2．2 Genome Walking和3’RACE拼接序列的保守功能域分析

Fig．5 Analysis of the conserved domain of EeAP2．2 sequences assembled from Genome Walking and 3’RACE

按照拼接的EeAP2．2全序列设计扩增基因

ORF区的上下游引物E2．2F和E2．2R(表1)。以

oligo(dT)。，引物反转录获得的第一链cDNA为模

板，应用E2．2F／E2．2R引物对进行PCR扩增，扩增

产物经琼脂糖凝胶电泳检测显示得到一条约800bp

的片段(图6)。经测序该片段长837bp，包括起始

密码子ATG和终止子TAG，是一个EeAP2．2完整的

开放读码框。

(bp)

2000

1000

750

M 】

图6 EeAP2．2 ORF框扩增结果

Fig．6 PCR productsof amplifing EeAP2．2 ORF region

M：DNA分子量标记DL一2000；l：用E2．2F／E

2．2R引物对扩增的PCR产物

M：marker DL-2000；l：PCR products amplified by using

E2．2F／E2．2R primer pair

2．5 EeAP2．2与其他植物氨基酸序列同源性的

比较

将获得的长穗偃麦革EeAP2．2基因的全长序

列在NCBI站点进行BLAST比对、序列分析，结果表

明，该基因具有一个837bp的开放阅读框，编码279

个氨基酸残基，编码的氨基酸序列与小麦AF2家族

蛋白TaDREBl(登录号AALll24．1)和TaDREBWS0

(登录号AAY44605．1)的氨基酸序列一致性为

98％，与大麦AP2家族蛋白HvDREBl．a(登录号

AAY25517．1)的氨基酸序列一致性为93％，与高羊

茅AP2家族蛋白FaDREB2A(登录号为

CAG30547．1)的氨基酸序列一致性为86％，与水稻

AF2家族基因OsDREB2．2(登录号AY064403)编码

的氨基酸序列一致性为69％。以上结果表明，该基

因与小麦AP2家族的成员同源性最高，接近100％，

而随着与小麦亲缘关系的疏远，其序列一致性也相

应降低。由于小麦在进化和培育过程中，或多或少

地融入了一些长穗偃麦草的遗传物质，因此，小麦中

的AP2家族成员有可能来自与长穗偃麦草EeAP2．2

的基因交流。

3 讨论

AP2／EREBP类转录因子是植物中所特有的一

类转录因子。根据AP2／ERF结构域的数目，可分为

2个亚族：，EREBP亚族(具有1个AP2／ERF结构

域)和AP2亚族(具有2个AP2／ER}"结构域)旧。。

近年来已有许多研究表明，其家族的各个成员与植

物的发育、生物和环境胁迫应答等有密切的关系。

而属于EREBP亚族的干旱反应元件结合蛋白

DREB类更是在拟南芥、烟草、水稻p]、小麦¨0’11]、玉

米¨21、大豆¨引、高羊茅¨41等多种植物中被克隆和

进行功能验证，但在长穗偃麦草中还未见报道。长

穗偃麦草是能与小麦进行远缘杂交的一种野生植

物，具有优良的抗病性，并且耐寒、耐旱和耐盐碱。

因此，从长穗偃麦草中克隆获得的DREB类转录因

子基因有可能保持了更好的适应严酷环境的调控能

力，可以为小麦以及其他作物抗逆基因的遗传转化

研究提供优质候选基因。

本试验采用3’RACE和Genome Walking相结合

的技术从NaCI诱导的长穗偃麦草中克隆得到了一

个DREB类的转录因子基因。根据本实验的结果，

以及克隆其他基因的经验，总结了获得完整基因

cDNA全长的方案流程(图7)。由于mRNA的3’端

含有polyA尾，故用一个含有Oligo(dT)的接头引物

进行反转录合成cDNA，再用基因特异性引物作为

上游引物，以及含有部分接头序列的引物作为下游

引物，很容易就扩增获得了cDNA 3’端序列。本试

验也曾尝试5’RACE技术获得基因的5’端序列，采

用了末端脱氧核糖核酸转移酶法‘1纠扩增5’端，但由

于接头引物与材料中的其他基因序列有非常高的相

似性，扩增得到的都不是目的基因。所以最终采用
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图7获得目标基因全长eDNA的流程

Fig．7 Flow chart of cloning whole length

eDNA of target gene

了Genome Walking的方法获得基因的5’端未知序

列。染色体步移使用的是基因组DNA模板，扩增得

到的序列可能会含有内含子序列。根据其他植物中

DREB类转录因子的研究，这类基因一般不含有内

含子，或者内含子序列较短。因此，用染色体步移的

方法对该类基因进行克隆，在理论上是可行的。本

实验用染色体步移的方法获得的5’端序列就包含

一段713bp的内含子序列，但也得到了该基因5’端

非翻译区和开放读码框上游的一段序列，使得该基

因采用染色体步移的方法获得5’端序列获得了成

功。该方法用于eDNA的全长克隆适用性不是很

高，尤其是包括较长内含子序列的基因。但对于某

些基因采用5’RACE技术进行克隆遇到问题的时

候，也不失为一种有效的辅助手段来得到基因的

全长。
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