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摘要　 ［目的］进一步验证 ＷＲＫＹ４７ 基因在调控硒胁迫应答中的功能，构建 ＷＲＫＹ４７ 过表达载体，获得相应的转基因株系。 ［方法］以野
生型拟南芥的 ｃＤＮＡ 为模板，利用 ＰＣＲ 扩增 ＷＲＫＹ４７ 基因全长，将该基因连接到 ｐＢＩ１２１ 载体上。 将获得的重组载体转化至农杆菌菌株
ＧＶ３１０１，通过浸化转化法将 ＷＲＫＹ４７ 重组质粒转化到拟南芥野生型植株中，利用转基因筛选与遗传鉴定获得 ＷＲＫＹ４７ 转基因阳性植株。
［结果］扩增获得 ＷＲＫＹ４７ 基因，ＣＤＳ 全长 １ ４７０ ｂｐ，连接转化并获得测序正确的重组载体 ｐＢＩ１２１－ＷＲＫＹ４７。 通过抗性筛选和分子鉴定
获得阳性转基因植株。 ［结论］成功构建过表达载体并获得相应的转基因株系，为进一步研究该基因的分子机制奠定基础。
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　 　 硒（Ｓｅｌｅｎｉｕｍ，Ｓｅ）是自然环境中广泛存在的一种非金属

元素［１］。 尽管没有直接证据显示硒对植物是必需的，但其已

被证实是人类和动物所必需的微量元素［２］。 硒作为一种降

低生物氧化胁迫的生物活性物质，其功能受到抗氧化硒蛋白

的调节，如谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＰｘ） 和硫氧还蛋白还原

酶（ＴｒｘＲ） ［３］。 近年来，有研究也证实补硒对预防与氧化胁迫

或炎症相关疾病有重要影响［４］。 植物吸收硒的主要形式为

硒酸盐（ＳｅＯ２
４－）和亚硒酸盐（ＳｅＯ２

３－）。 硒在植物体内能够以

多种化合物的形式存在，这些化合物大体可以分为无机态和

有机态。 植物体内主要以有机硒的形式存在，占 ８０％以上；
无机硒含量较少，占总硒的 ８％左右［５］。 通过分子和基因组

分析许多硒诱导基因已经在拟南芥和其他植物中确定，其中

包括一系列的调节胁迫诱导基因表达量的转录因子。 胁迫

诱导基因不仅在最初胁迫反应中起作用，而且还影响植物对

该胁迫的耐受性。 硒是人和动物所必需的营养元素，而它的

最低剂量和中毒剂量之间的范围很窄。
合肥工业大学食品科学与工程学院分子生物学实验室

在前期试验工作中筛到 ２ 个具有硒敏感表型的突变体

ｗｒｋｙ４７－１、ｗｒｋｙ４７－２，研究了 ＷＲＫＹ４７ 基因在硒胁迫下的相关

耐硒机理及对相关基因的转录调控机制。 笔者通过运用生

物学方面的各种方法成功构建了 ＷＲＫＹ４７ 过表达载体并筛

选鉴定得到过表达株系，为进一步探究该基因分子功能提供

试验基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 植物材料。 采用的植物材料为拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ），购于美国拟南芥种子资源中心，遗传背景为哥伦

比亚（Ｃｏｌ）型，后由分子生物学实验室繁殖培育。
植物培养黑土购置于镇江市京口区绿岛园艺开发中心，

土壤 ｐＨ 为 ５．６～７．０。
１．１．２　 主要试剂和酶类。 Ｅａｓｙ Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｔｒａｎｓ⁃
Ｇｅｎ）；Ｔｒａｎｓ Ｓｔａｒｔ Ｆａｓｔ Ｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＴｒａｎｓＧｅｎ）；限制

性内切酶 ＸｂａⅠ（ＮＥＢ）、ＫｐｎⅠ（ＮＥＢ）、ＨｉｎｄⅢ（ＮＥＢ）； Ｔ４ ＤＮＡ
Ｌｉｇａｓｅ（ＴｒａｎｓＧｅｎ）；Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （ ＴａＫａ⁃
Ｒａ），Ｓｉｌｗｅｔ Ｌ－７７，蔗糖，ＭＥＳ，ＨｇＣｌ２。
１．１．３　 菌体和质粒载体。 大肠杆菌感受态 ＤＨ５α、农杆菌感

受态 ＧＶ３１０１、ｐＢＩ１２１ 表达载体。
１．２　 方法［６－７］

１．２．１　 土培营养液配制。 按照表 １、２ 配方配制土培营养液。

表 １　 大量元素营养液配方

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｅｌｅｍｅｎｔ

序号
Ｎｏ．

化合物名称
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｍｏｌ ／ Ｌ

１ ＫＮＯ３ １
２ ＫＨ２ＰＯ４ １
３ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １
４ Ｃａ（ＮＯ３） ２·４Ｈ２Ｏ １
５ Ｆｅ－ＥＤＴＡ ０．０２

　 　 　安徽农业科学，Ｊ．Ａｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃ．Ｓｃｉ． ２０１８，４６（２０）：８６－８８



表 ２　 微量元素营养液配方

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｅｌｅｍｅｎｔ

序号
Ｎｏ．

化合物名称
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｍｏｌ ／ Ｌ

１ Ｈ３ＢＯ３ ７０
２ ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ １４
３ ＮａＣｌ ０．５
４ ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １
５ ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ０．２
６ Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ １０
７ ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ ０．０１

１．２．２　 拟南芥土壤培养。 首先将黑土高温高压灭菌 ２０ ｍｉｎ
以上，冷却后粉碎，再将蛭石、黑土、珍珠岩按照 ９．０ ∶３．０ ∶０．５
的比例混合，装入提前清洗干净的钵子中。 将配制好的营养

液倒入托盘中，待土壤充分吸足营养液后，将种子用牙签蘸

取后点在土壤表面，置于温室中培养。
１．２．３　 ＷＲＫＹ４７ 过表达载体的构建。
１．２．３．１　 目的基因片段的获得。 ①利用软件设计所需引物，
选用 ＸｂａⅠ和 ＫｐｎⅡ２ 个酶切位点。 所需引物为 ＦＰ：５′ －
ＧＧＧＧＴ ＡＣＣＡＴＧＧＡＡＧＡＡＣＡＴＡ ＴＴＣＡＡＧＡＴＣ － ３′， ＲＰ： ５′ －
ＣＧＧＣＧＡＧＣＴＣＴＴＡＧＴＴＴＧＴ ＡＧＡＧＡＡＡＧＴ ＧＧ－３′。 ②提取拟

南芥植物组织 ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ，以其为模版用 ＰＳ 酶进

行 ＰＣＲ 扩增。
１．２．３．２　 重组载体的获得。 ①用分子生物学试剂盒回收目

的基因及 ｐＢＩ１２１ 载体，用限制性内切酶 ＸｂａⅠ和 ＫｐｎⅡ置于

３７ ℃生化培养箱中进行酶切。 ②用 Ｔ４连接酶将酶切产物置

于金属浴 １６ ℃过夜连接。 ③用热击转化的方法将连接产物

转入到大肠杆菌感受态 ＤＨ５α 中，然后涂布在含有 ５０ μｇ ／ ｍＬ
Ｋａｎａ 抗性的固体 ＬＢ 平板上，置于 ２８ ℃生化培养箱中培养

１２ ｈ。④待其长出单菌落后挑取单克隆转接至含有相应抗性

的液体 ＬＢ 培养基中，置于 ３７ ℃ 恒温振荡器中振荡培养

１２ ｈ，进行 ＰＣＲ 鉴定，挑选阳性菌液送至上海生工生物公司

测序，并用 ５０％甘油以 １ ∶１的比例将其置于－２０ ℃冰箱保存

待用。
１．２．４　 拟南芥转基因。 用电击转化法将测序正确的质粒转

化到农杆菌感受态 ＧＶ３１０１ 中，涂布在含有 ５０ μｇ ／ ｍＬ Ｋａｎａ
抗性和 ５０ μｇ ／ ｍＬ Ｇｅｎ 抗性的固体 ＬＢ 平板上，置于 ２８ ℃生

化培养箱中培养 １２ ｈ。 待其长出单菌落后挑取单克隆进行

ＰＣＲ 鉴定，用条带大小正确、成功转化的阳性菌落进行转

基因。
转基因方法：将阳性菌液活化至 ＯＤ６００达 ０．８ 左右，用普

通离心机离心，转速为 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，时间为 １０ ｍｉｎ，离心所得

菌体用提前配制好的浸染缓冲液洗涤 ２ 次，最后重悬至菌液

的 ＯＤ６００为 ０．８ 左右，浸染前 １ ｄ 将开放的花朵剪去，浇满水，
次日将选取未盛开的花苞置于转基因缓冲液中浸泡 ３０ ～
６０ ｓ，用保鲜膜包裹好置于黑暗处理 ２４ ｈ 后于温室培养。
１．２．５　 转基因阳性株系的筛选与鉴定。 将收集的种子置于

常温下干燥 ７ ｄ，并于 ４ ℃春化 ７ ｄ，将种子消毒后置于滤纸

上干燥，用无菌牙签慢慢地拨撒到含有 ５０ μｇ ／ ｍＬ Ｋａｎａ 抗性

的 １ ／ ２ＭＳ 培养基上，置于光照培养箱培养 １４ ｄ，可以看到阳

性植株的根系发达并且叶片颜色翠绿，将其移栽至土壤中于

培养室正常培养，并将其作为 Ｔ１ 代植株。
待阳性植株生长 ２１～２８ ｄ 后，取植株叶片用 ＣＴＡＢ 法提

取基因组 ＤＮＡ，用 ＰＣＲ 扩增条带鉴定筛到的是否为阳性株

系，将假阳性株系去除。 将阳性植株所收获的种子记为 Ｔ２

代植株。
２　 结果与分析

２．１　 拟南芥ＷＲＫＹ４７基因克隆　 用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取拟南芥野

生型植株的 ＲＮＡ，用反转录试剂盒将其反转成 ｃＤＮＡ，然后

以 ｃＤＮＡ 为模板 ＰＣＲ 扩增 ＷＲＫＹ４７ 基因片段。 扩增出的目

的基因片段如图 １ａ 所示，扩增后的片段电泳检测条带大小

与预计一致，大小为 １ ４７０ ｂｐ 左右，这证明已经成功克隆出

ＷＲＫＹ４７ 基因。 然后繁殖了 ｐＢＩ１２１ 质粒载体，并进行电泳检

测，由图 １ｂ 可知，条带大小正确，条带清晰，均可用于后续

试验。

图 １　 目的基因片段和质粒电泳检测

Ｆｉｇ．１　 Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２．２　 过表达载体的构建　 选用 ｐＢＩ１２１ 质粒作为过表达载

体，经软件设计后选择的酶切位点是 ＸｂａⅠ和 ＫｐｎⅠ。 将产纯后

的目的基因与表达载体进行双酶切，进行电泳检测（图 ２ａ、
ｂ），酶切后的基因和载体条带清晰、大小正确，可用于下一步

试验。

图 ２　 酶切回收电泳检测

Ｆｉｇ．２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

　 　 酶切成功后置于金属浴中 １６ ℃过夜连接，接着将连接

产物转化到大肠杆菌感受态细胞中，涂于含有抗性的平板

上，待长出单菌落后挑取单克隆进行 ＰＣＲ 鉴定，使用基因自

身引物进行扩增，电泳检测结果见图 ３。
　 　 将阳性菌株的菌液送至上海生工生物公司测序，测序比

对结果与拟南芥网站上查得的序列一致。 由以上结果可知

ＷＲＫＹ４７ 基因过表达载体构建成功，可以用于后续试验。
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图 ３　 ＷＲＫＹ４７过表达菌落 ＰＣＲ后电泳检测

Ｆｉｇ．３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ
ｏｆ ＷＲＫＹ４７

２．３　 转基因阳性植株的鉴定与筛选　 收种后室温干燥７ ｄ，置
于 ４ ℃冰箱春化 ３ ｄ，消毒后用无菌牙签拨撒到含有３０ μｇ ／ ｍＬ
Ｋａｎａ 抗性的 １／ ２ＭＳ 培养基上，置于温室培养 １４ ｄ。 １４ ｄ 后可

以看到转化成功的拟南芥植株，它的长势状态比未成功转基因

的植株状态好，并且它的根系发达、叶片翠绿。 挑选长势好的

幼苗进行土培移栽。 抗性筛选结果见图 ４。

图 ４　 ＷＲＫＹ４７过表达植株抗性筛选

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＷＲＫＹ４７ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｌａｎｔ

　 　 待植株生长 １４ ｄ 后提取 ＤＮＡ，进行 ＰＣＲ 扩增鉴定，条带

大小约为 １ ５００ ｂｐ（图 ５），说明成功筛出了 ５ 个 ＷＲＫＹ４７ 基

因过表达株系。
３　 讨论

在试验中通过分子生物学和遗传学方法构建了ＷＲＫＹ４７
过表达载体并成功筛选获得了过表达材料，这一试验成果对

于后期研究该基因在耐硒胁迫中的转录调控功能具有重大

的意义，为进一步研究此基因的耐硒富硒机制奠定了基础。
　 　 硒的有益和有毒作用之间的浓度差异较小［８］，硒是人和

图 ５　 转基因植株筛选鉴定

Ｆｉｇ．５　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

动物必需的 １４ 种微量元素之一，具有抗氧化作用、抗癌作

用、预防各种疾病作用，还能抵抗人体内有毒金属元素积累。
由于动物和人类不能从自然界的土壤中吸收所需要的有机

态硒，但能够吸收植物中所含有的有机态硒，植物可吸收和

富积有机态硒的这个能力对人们来说是很宝贵的，对植物富

积硒的研究不断深入，为保证人体健康提供了保障［９］。 通过

分子生物学和遗传学方法研究植物硒代谢积累相关途径已

经开始，这将为寻找植物中潜在的参与硒胁迫应答的基因，
提高目标植物中的硒含量奠定扎实的理论依据。 这一具有

生产应用价值的研究将推动富硒功能性食品、保健品等产业

的发展，为人体硒营养健康做出重要贡献［１０］。
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科技论文写作规范———讨论

着重于研究中新的发现和重要方面，以及从中得出的结论。 不必重复在结果中已评述过的资料，也不要用模棱两可的

语言，或随意扩大范围，讨论与文中无多大关联的内容。
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