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高山离子芥磷脂酶Ｄα编码区基因序列克隆
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摘要：磷脂酶Ｄ（ＰＬＤ）是重要的细胞磷脂代谢酶，在植物的生长及对不良环境胁迫的抵御反应中起重要作用．本试验
以高山离子芥（Ｃｈｏｒｉｓｐｏｒａ　Ｂｕｎｇｅａｎａ）为材料，取幼叶分离ｍＲＮＡ，反转录合成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增加ＸｂａΙ和ＳａｃΙ酶切
位点的高山离子芥磷脂酶Ｄα（ＰＬＤα）编码区序列、测序．结果表明插入片段为ＰＬＤα目的基因片段，全长约１　６００ｂｐ，

ｂｌａｓｔ比对发现该序列与 Ｇｅｎｂａｎｋ中报道的拟南芥ＰＬＤα基因相比同源率为９４．６％．回收纯化ＰＣＲ产物，克隆至

ｐＴＧ１９－Ｔ载体双酶切后将目的基因片段定向克隆至ｐＢＩ－１２１载体，构建高山离子芥ＰＬＤα基因编码区片段的表达载体

ｐＢＩ１２１－ＰＬＤα，双酶切及ＰＣＲ鉴定结果显示表达载体构建成功，为下一步进行抗逆转基因作物选育奠定了基础．
关键词：高山离子芥；ＰＬＤα基因；编码区序列；表达载体构建
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　　植物在环境中不断地进行物质和能量的交换，
只有在适应的环境条件下才能正常生长与发育．但
是各种不利环境条件，如低温、高温、干旱、盐害
等的存在，会抑制植物的新陈代谢和生长，甚至在
胁迫严重时会导致植株死亡［１］．高山离子芥
（Ｃｈｏｒｉｓｐｏｒａ　ｂｕｎｇｅａｎａ）是代表性的高山冰缘植物
之一，它属于十字花科离子芥属多年生草本植物，

主要分布在亚洲中部海拔３　８００ｍ 以上的高山地
区，地理上紧邻永久冰雪带，具有先锋植物的特
点，能适应低氧分压、冰冻和强紫外线辐射的环
境，尤其是高山冻融过程中剧烈的气温波动［２］．
研究表明，高山离子芥虽然是冰缘植物，但并没有
抵御冷冻环境的特殊形态结构，该植物具有生理生
化和分子水平上的抗冷冻调节机制，是研究植物适
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应冷冻环境分子机制的理想材料［３］．
磷脂酶Ｄ（ＰＬＤ）是植物组织中普遍存在的一种

酶，ＰＬＤ及其产物ＰＡ在信号转导、膜脂降解中
起重要作用，与植物胁迫密切相关．ＰＬＤ在信号
转导、小泡运输、有丝分裂、激素作用的发挥、细
胞骨架组装、防御反应以及种子萌发和衰老过程中
都起重要作用，因此越来越引起人们的重视［４］．
许多研究已经证明了膜脂降解酶在冷害中的作用，

ＰＬＤ的活性与植物对冷害与冻害条件的响应有密
切联系［５］．
ＰＬＤ是一个多基因家族，根据ＰＬＤ基因序列
的特点，植物的 ＰＬＤ 被分为六大类：ＰＬＤα，

ＰＬＤβ，ＰＬＤγ，ＰＬＤδ，ＰＬＤε，ＰＬＤζ
［６－７］．目前已从

多种植物中获得了ＰＬＤｃＤＮＡ的全序列，包括水
稻、玉米、拟南芥、甘蓝、棉花、烟草、花生等．
不同植物中分离出的ＰＬＤ 的数目和种类不同［８］．
本实验室首次从高山离子芥这种具有天然抗性冰缘

植物中成功的克隆出高山离子芥 ＰＬＤα 基因
（ｃｂＰＬＤα，Ｇｅｎｅ　Ｂａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ＮＯ．ＫＦ２４８００８），
并在此基础上进一步构建高山离子芥ＰＬＤα基因
的表达载体，为进一步研究利用该抗逆响应基因奠
定了基础．

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　 植物材料 　 取高山离子芥（Ｃｈｏｒｉｓｐｏｒａ
Ｂｕｎｇｅａｎａ）试管苗叶片用于ＲＮＡ的提取，以提取
的ＲＮＡ为模板，用ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔ　ＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ
Ｗｉｔｈ　ｇＤＮＡ　Ｅｒａｓｅｒ（Ｐｅｒｆｅｃｔ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ）逆转录试剂
盒（ＴＡＫＡＲＡ公司）反转录合成第一链ｃＤＮＡ．
１．１．２　 菌 种、载 体 与 试 剂 　 植 物 表 达 载 体

ｐＢＩ１２１，大肠杆菌菌株ＤＨα购于全式金公司，连
接载体购自捷瑞公司．胰蛋白胨（Ｔｒｙｐｔｏｎｅ）、酵母
提取物（Ｙｅａｓｔ　Ｅｘｔｒａｃｔ）、琼脂、琼脂糖、氨苄青霉
素（Ａｍｐ）、卡那霉素（Ｋａｎ）、异丙基硫代半乳糖苷
（ＩＰＴＧ），５－溴－４氯－３－吲哚－β－Ｄ－半乳糖苷（Ｘ－ｇａｌ）、

Ｅｘ　Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶、ＰＣＲ反应Ｂｕｆｆｅｒ、Ｔ４ＤＮＡ
连接酶、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶 Ｂｕｆｆｅｒ、限制性内切酶

ＸｂａⅠ和ＳａｃⅠ、ＤＮＡ分子量标准（Ｍａｒｋｅｒ）购于宝
生物有限公司；质粒提取试剂盒购于上海生工生物
技术有限公司；凝胶回收试剂盒购于爱思进生物技
术有限公司；其余常规试剂均为国产分析纯或化学
纯．本试验所用引物由北京六合华大基因科技股份

有限公司合成．
１．１．３　引物序列　利用ＤＮＡｓｔａｒ软件以及本实验
室已经克隆获得的高山离子芥ＰＬＤα基因的编码
区设计引物，上游引物为：ＰＬＤαＵｐｐｅｒ　Ｐｒｉｍｅｒ
５－ＡＴＡＧＴＴＧＧＧＣＣＡＡＡＣＡＡＡＣ－３（含 ＸｂａΙ酶
切位点）；下游引物为：ＰＬＤαＬｏｗｅｒ　Ｐｒｉｍｅｒ　５－
ＡＣＣＧＣＧＡＧＧＡＣＣＡＧＡ－３（含ＳａｃΙ酶切位点）．
１．２　方法

１．２．１　ＰＬＤα基因编码区克隆　以高山离子芥总

ｃＤＮＡ为模板，以 Ｕｐｐｅｒ　Ｐｒｉｍｅｒ、Ｌｏｗｅｒ　Ｐｒｉｍｅｒ
为引物进行 ＰＣＲ基因扩增，反应体系为：模板

ｃＤＮＡ　１．０μＬ，ＵｐｐｅｒＰｒｉｍｅｒ（１０μＭ ）１．０μＬ，Ｌｏｗｅｒ
Ｐｒｉｍｅｒ（１０μＭ ）１．０μＬ，Ｅｘ　Ｔａｑ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
１２．５μＬ，加 Ｈ２Ｏ至２５．０μＬ．ＰＣＲ反应参数为：

９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５７℃退火

１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环３５次，７２℃延伸

１０ｍｉｎ；４℃保存．经琼脂糖凝胶电泳分离ＰＣＲ
扩增产物后，扩增产物用普通琼脂糖凝胶ＤＮＡ回
收试剂盒（离心柱型）回收目的片段．
１．２．２　ｐＴＧ１９－Ｔ克隆载体构建　取回收产物７

μＬ，ｐＴＧ１９－Ｔ　Ｖｅｃｔｏｒ１　１ μＬ，Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ
１μＬ，１０×Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　１μＬ，混匀，

４℃连接过夜．取连接产物５μＬ加入到５０μＬ的

ＤＨ５α感受态细胞中，混匀，冰浴３０ｍｉｎ，４２℃
水浴中热激４５ｓ，冰浴２ｍｉｎ，加入５０μＬ　ＬＢ液体
培养基，置于３７℃，振荡培养１ｈ．取转化的菌液
涂布于预先涂好ＩＰＴＧ（２００ｍｇ·ｍＬ－１）７μＬ和Ｘ－
ｇａｌ（２０ｍｇ·ｍＬ－１）４０μＬ的含Ａｍｐ抗生素的ＬＢ平
板，３７℃至液体被吸收，倒置平板，３７℃过夜培
养．挑取平板上的白色单克隆菌落，接种于１ｍＬ
含Ａｍｐ（１ｍＬ·Ｌ－１）的 ＬＢ液体培养基中，置于

３７℃，振荡至菌液浑浊．对菌悬液进行ＰＣＲ扩增
鉴定，阳性克隆送检测序．同时，提取阳性克隆载
体菌液质粒，按如下体系进行双酶切（Ｖ总＝２０μＬ）：

ｐＴＧ１９－Ｔ－ＰＬＤ质粒１４μＬ，ＸｂａⅠ１μＬ，ＳａｃⅠ１μＬ，

０．１％ＢＳＡ　２μＬ，缓冲液２μＬ，３７℃酶切２ｈ．用
琼脂糖凝胶电泳分离回收目的片段．将回收纯化的
目的片段，贮存于－２０℃，用于后续的连接．
１．２．３　ｐＢＩ１２１－ＰＬＤα植物表达载体的构建及阳性
菌株检验　此过程通过提取质粒、酶切转化、目的
片段的回收、连接与重组 ＤＮＡ 的鉴定等常规

ＤＮＡ重组技术进行．通过用ＸｂａＩ和ＳａｃＩ限制性
内切酶双酶切 ＰＢＩ－１２１质粒，酶切体系：ｐＢＩ１２１

５９



西　北　师　范　大　学　学　报 （自然科学版）　　 第５０卷　
Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ　Ｎｏｒｍａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）　　 Ｖｏｌ．５０　

质粒溶液１４μＬ，ＸｂａⅠ１μＬ，ＳａｃⅠ１μＬ，０．１％
ＢＳＡ　２μＬ，１０×Ｍ　Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ．利用试剂盒回收带
有ＸｂａＩ和ＳａｃＩ粘性末端的大片段．将回收产物与
回收的ＰＬＤα目的基因片段进行连接，产物转化
大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞中进行修复，检菌，

ＸｂａＩ和ＳａｃＩ双酶切鉴定并测序检测．

２　结果与分析

２．１　ＰＬＤα目的片段的扩增及克隆载体构建

２．１．１　目的片段的ＰＣＲ扩增产物测定　以高山离
子芥总ｃＤＮＡ 为模板，以 Ｕｐｐｅｒ　Ｐｒｉｍｅｒ、Ｌｏｗｅｒ
Ｐｒｉｍｅｒ为引物进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ扩增产物经

１％琼脂糖凝胶电泳分析后，ＰＣＲ扩增片段的大小
约为１　６００ｂｐ左右（图１）．

　　Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１、２．ＰＣＲ扩增产物（ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ）
图１　目的基因扩增电泳图谱

Ｆｉｇ　１ Ａｇｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ｔａｒｇｅｔ

ｇｅｎｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．１．２　菌液ＰＣＲ鉴定及阳性克隆的序列测定　由
图２可见，在第１泳道有一条清晰的菌液ＰＣＲ扩
增产物扩增条带，与预期ＰＬＤα基因片断大小吻
合．为了进一步检测目的片段是否引入酶切位点，

将阳性克隆送检测序．测序结果表明，所克隆的基
因序列两端成功引 入ＸｂａⅠ和ＳａｃⅠ酶 切位点，

ｂｌａｓｔ比对建立系统树分析表明，高山离子芥

ＰＬＤα编码区序列，与已报道的拟南芥ＡｔＰＬＤα１
的遗传距离最短，同源率为 ９４．６％，与 玉 米

ＺｍＰＬＤ亲缘关系较远，同源率７７．７％（图３）．所
克隆的基因序列为目的基因．

　　Ｍ．ＤＮＡ　ＭａｒｋｅｒＩＩＩ；１．ＰＣＲ产物（ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ）
图２　ＰＣＲ鉴定的电泳图谱

Ｆｉｇ　２ Ａｇｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ＰＣＲ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．１．３　ｐＴＧ１９－Ｔ克隆载体的构建检测　将测序正
确的菌液进行质粒的提取，并进行电泳检测，该质
粒大小与预期相符．用ＸｂａⅠ和ＳａｃⅠ对抽提质粒
双酶切．若抽提质粒中含有插入的目的片段，则酶
切后除应得到一条较大的载体片段，还应有一条较
小目的基因片段．酶切产物经１％琼脂糖凝胶电泳
检测（图４）．结果显示与预期一致，约为１　６００ｂｐ
处有一条清晰的扩增条带，即我们所需的ＰＬＤα
目的基因片段，而在约为２　７００ｂｐ处的另一条扩
增条带，即为较大的载体片段．采用ＤＮＡ凝胶回
收试剂盒回收该目的片段，进行电泳检测，结果显
示目的片段得到纯化．

图３　高山离子芥ＰＬＤα基因编码区与多种植物的ＰＬＤ 基因序列遗传进化树分析

Ｆｉｇ　３ Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＣｂＰＬＤαｗｉｔｈ　ｏｔｈｅｒ　ＰＬＤｓ　ｆｒｏｍ　ｐｌａｎｔ　ｓｐｅｃｉｅｓ
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　２０１４　Ｎｏ．３ Ｔｈｅ　ｃｏｄｉｎｇ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｃｌｏｎｅ　ａｎｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｖｅｃｔｏｒ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＬＤαｇｅｎｅ　ｆｒｏｍＣｈｏｒｉｓｐｏｒａ　Ｂｕｎｇｅａｎａ

＊Ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＰＬＤｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｒｅｅ　ａｒｅ　ｌｉｓｔｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＧｅｎＢａｎｋ　ｄａｔａ　ｂａｓｅ　ｕｎｄｅｒ　ｔｈｅ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒｓ：ＡｔＰＬＤａｌｐｈａ１（ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＭ１１２４４３）；ＡｔＰＬＤａｌｐｈａ２（Ｎｏ．ＮＭ１０４１３５）；ＡｔＰＬＤａｌｐｈａ３
（Ｎｏ．ＮＭ１２２４４６）；ＢｏＰＬＤ２（Ｎｏ．ＡＦ０９０４４４）；ＶｕＰＬＤ（Ｎｏ．Ｕ９２６５６）；ＦｘａＰＬＤ ａｌｐｈａ（Ｎｏ．ＡＹ７５８３５９）；ＧｈＰＬＤ ａｌｐｈａ２
（Ｎｏ．ＧＵ５６９９５３）；ＮｔＰＬＤ （Ｎｏ．Ｚ８４８２２）；ＯｓＰＬＤ （Ｎｏ．Ｄ７３４１１）；ＶｖＰＬＤ　ａｌｐｈａ （Ｎｏ．ＸＭ００２２６８１５９）；ＺｍＰＬＤ
（Ｎｏ．Ｄ７３４１０）．

　　Ｍ．ＤＮＡ　ＭａｒｋｅｒＩＩＩ；１．酶切产物（ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ）
图４　ＰＴＧ１９－Ｔ－ＰＬＤα质粒酶切电泳图谱

Ｆｉｇ　４ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＴＧ１９－Ｔ－ＰＬＤαｖｅｃｔｏｒ

ｗｉｔｈ　ＸｂａΙａｎｄ　ＳａｃΙｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．２　高山离子芥磷脂酶Ｄα基因表达载体的构建
检测

２．２．１　表达载体的构建　采用ＳａｎＰｒｅｐ柱式质粒

ＤＮＡ小量抽提试剂盒方法对本实验室保存的含有

ｐＢＩ１２１载体的大肠杆菌菌液进行质粒抽提．经１％
琼脂糖凝胶电泳检测，该质粒大小与预期相符．用

ＸｂａⅠ和ＳａｃⅠ限制性双酶切抽提的ｐＢＩ１２１质粒，
酶切产物用１％的琼脂糖凝胶电泳检测，结果显示
酶切成功 （图５）．采用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收
载体大片段，将获得的目的片段贮存于－２０℃，
用于后续的连接．

　　Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＲ扩增产物（ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ）
图５　ｐＢＩ１２１双酶切

Ｆｉｇ　５ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＢＩ１２１ｖｅｃｔｏｒ　ｗｉｔｈ　ＸｂａΙ
ａｎｄ　ＳａｃΙｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．２．２　表达载体的检测　将回收的酶切ＰＬＤα目
的基因片段和表达载体大片段进行连接、转化，将
转化的菌液涂布于ＬＢ平板，将培养的单克隆菌液
进行ＰＣＲ扩增，并进行电泳检测，结果显示在约

１　６００ｂｐ处有条带，与预期结果一致，表明其为阳
性克隆．选择检测正确的菌液用于进一步的抽提质
粒酶切鉴定．用ＸｂａⅠ和ＳａｃⅠ限制性内切酶双酶
切重组质粒ｐＢＩ１２１－ＰＬＤα．酶切产物电泳检测如
图６所示，ｐＢＩ１２１－ＰＬＤα质粒双酶切后，得到一条
大载体片段和一条约１　６００ｂｐ的目的片段．
为了进一步检测表达载体是否构建成功，将阳

性克隆送检测序．测序结果表明，重组质粒中确实
含有ＰＬＤα目的基因片段，且读码框正确，重组
质粒ｐＢＩ１２１－ＰＬＤα质粒构建成功．

　　Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．酶切产物（ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ）
图６　ｐＢＩ１２１－ＰＬＤα质粒酶切电泳图

Ｆｉｇ　６ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＢＩ１２１－ＰＬＤαｖｅｃｔｏｒ　ｗｉｔｈ
ＸｂａΙａｎｄ　ＳａｃΙｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

３　讨论

低温作为一种严重的自然灾害，不仅限制着农
作物的分布区域，影响着农作物的产量、质量，有
时甚至影响到其生存．每年冷害带来的损失高达数
千亿美元，而传统的育种方式得不到具有高效抗寒
能力的品种．近几年利用外源基因进行作物遗传改
良已成为植物育种的重要手段．通过转基因技术对
作物进行抗寒性遗传改良，对于农业生产中的抗低
温育种以及提高寒区农作物产量具有重要的指导意

义［９－１１］．
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ＰＬＤ是调控磷脂降解的关键酶，在信号转导、
激素作用的发挥、细胞骨架组装、细胞分裂的发
生、穿膜运输、分泌作用、逆境防御反应以及种子
萌发和细胞衰老中都扮演着重要角色［５，８，１３，１４］，因
此在植物育种上有很大的发展前景．已从蓖麻、烟
草、拟南芥等植物上克隆得到ＰＬＤ的ｃＤＮＡ构建
成ＰＬＤ超表达载体和反义表达载体，并成功获得
蓖麻、烟草、拟南芥等的转化植株，得到了许多有
特殊性状的植株及其后代［１４］．对拟南芥的研究发
现，ＰＬＤα有助于减轻细胞膜冻害特征［１４，１６］．本实
验室已成功克隆高山离子芥细胞ＰＬＤ基因，并揭
示了ＰＬＤ在高山离子芥特殊抗寒机制中扮演着重
要角色［１７］，表明其参与植物响应胁迫的保护机制．
虽然ＰＬＤα受胁迫而被诱导，但其在适应或耐受
逆境的具体功能尚待进一步鉴定．
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