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0 引言

桃属于呼吸跃变性果实，植物内源性乙烯具有触

发呼吸跃变和促进果实成熟及衰老的作用。ACC合

酶 （1-Aminocyclopropane-1-Carboxylate synthase，

ACS）是植物体内乙烯合成途径其中一个关键性限速

酶，S-腺苷-L-蛋氨酸在ACC合酶作用下合成乙烯前体

1-氨基-1-羧基环丙烷（ACC）[1-2]。RNA干扰技术已被

应用于沉默ACC合酶基因表达的研究。唐霞等构建

了柿果 ACC 合成酶基因 RNA 干扰植物表达载体 [3]。

Yuri Trusov 等研究发现，凤梨中 RNA 干扰抑制 ACC

合成酶基因ACACS2使得其开花的时间延后[4]。

病毒诱导基因沉默（virus-induced gene silencing，

VIGS）是一种用于植物基因功能研究的新兴技术。

VIGS可引起内源mRNA序列特异性降解，是一种转

录后的基因沉默 [5]。抑制乙烯生物合成途径中ACC

合酶基因的表达，拟达到降低植物内源性乙烯的生成，
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桃果实中ACC合酶基因克隆及基因沉默载体构建
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摘 要：植物中乙烯是一种具有促进果实成熟和衰老的内源激素。ACC合酶是植物乙烯生物合成途径

中一个重要的限速酶，沉默ACC合酶基因的表达能减少植物性内源性乙烯的产生。以中华寿桃为研究

材料，采用 RT-PCR 技术，克隆获得 ACC 合酶基因。将该基因酶切回收后连接到 pTRV-RNA2 载体上，

转化DH5α，筛选阳性克隆，进行酶切鉴定。测序后与已知序列进行同源性比较，其同源性达到99%，表

明将ACC合酶基因成功连接到pTRV-RNA2基因沉默载体上。
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Cloning of ACC Synthase Gene and Vector Construction of Gene Silencing from Peach
Wang Nian1, Zhang Hongxing1, Zhu Benzhong2, Luo Yunbo2, Han Tao1

(1Beijing University of Agriculture, Beijing 102206;
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Abstract: Ethylene, an internal source hormone, affects ripening and senescence in most of fruits. ACC
Synthase is one of the rate-limiting enzymes in ethylene biosynthesis. The silencing of ACC Synthase gene
results in the decreased production of endogeny ethylene. In this study, ACC Synthase gene was cloned with
RT-PCR from peach, digested and inserted into the pTRV-RNA2 vector, and transformed into the E. coli
component DH5 α. The recombination plasmid was selected and identified by restriction enzyme analysis.
Sequence analysis showed that nucleotide of the ACC Synthase gene was 99% identical to the published
sequence. The results showed that ACC Synthase gene was rightly cloned into the gene silencing vector
pTRV-RNA2.
Key words: peach, ACC Synthase gene, clone, vector construction, gene silencing



王 廿等：桃果实中ACC合酶基因克隆及基因沉默载体构建

是VIGS运用于研究延缓桃果实成熟和衰老的基础。

笔者克隆了中华寿桃ACC合成酶基因片段，并成功构

建pTRV-RNA2-ACS载体，为下一步研究奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验材料 采用的桃（Prunus persica L.）品种为中

华寿桃果实，取自北京平谷区麻子峪果园。

1.1.2 菌株和质粒 大肠杆菌DH5α购自Tiangen公司；

含 有 TRV-RNA1 载 体 的 农 杆 菌 GV3101、含 有

TRV-RNA2载体的农杆菌GV3101、含有TRV-RNA3载

体的农杆菌GV3101由中国农业大学食品科学与营养

工程食品生物技术实验室保存。

1.1.3 酶和试剂 限制性内切酶、T4 DNA连接酶、反转

录试剂盒（Reverse transcription system）购自美国

Promege公司；PCR反应所用DNA聚合酶、植物RNA

提取试剂盒、质粒小量提取试剂盒、琼脂糖凝胶DNA

回收试剂盒等购自 Tiangen 公司，Ex TaqTM DNA 聚

合酶、DNA Marker DL 2000 购自大连宝生物公司；

dNTP购自赛百盛公司；其他常规化学试剂均为国产

分析纯。PCR引物由上海生工生物技术有限公司合

成。

1.2 方法

1.2.1 中华寿桃总RNA的提取 按照Tiangen公司植物

RNA 提取试剂盒的操作说明书提取总 RNA。参照

Promega 公司反转录试剂盒（Reverse transcription

system）合成cDNA。cDNA于-20 ℃保存备用。

1.2.2 基因克隆 为了保证定向克隆和阅读框正

确 , 根据桃中的 ACC 合成酶基因（GenBank 访问

号：AY077626）序列设计一对引物，在上游引物和

下游引物的 5′端分别引入 BamHI 和 XbalI 酶切

位点，引物由上海生工生物技术有限公司合成，

引物序列分别如下：

ACS上游引物：5’-CG GGA TCC TCC ACC GCT CAT CAC AAC-3’

BamHI

ACS下游引物：5’-GC TCT AGA GGG TTA TTC AGA TGG GTC-3’

XbalI

以合成单链 cDNA 为模板，使用设计引物进行

PCR 扩增，反应条件如下：25 μl反应体系，94 ℃ 5 min；

94 ℃ 1 min，58 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，30 次循环；

72 ℃ 10 min。PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳分离

后，按照Tiangen公司琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒的

操作方法将PCR产物纯化回收。

1.2.3 重组载体的构建 质粒DNA提取、酶切、连接及

转化均参照文献[6]。通过培养含有TRV-RNA2载体的

农杆菌 GV3101，提取质粒 pTRV-RNA2。分别将

pTRV-RNA2沉默载体与回收的PCR产物用BamHI和

XbalI酶切成粘性末端，通过 1%非变性琼脂糖凝胶电

泳分离出目的片段，并用Tiangen公司的琼脂糖凝胶

DNA回收试剂盒分别回收目的片段。将回收纯化的

PCR酶切产物与酶切好的pTRV-RNA2载体连接，20 μ

l的连接反应体系如下：10×T4 DNA连接酶缓冲液2 μl，

pTRV-RNA2载体与PCR回收产物的末端摩尔数比3:1，

T4 DNA连接酶1 μl，离心混匀收集于管底，4 ℃连接过

夜。将1 μl连接产物转化100 μl大肠杆菌感受态DH5

α细胞，接种到含有50 mg/L卡那抗性的LB平板上，在

37 ℃培养 14 h左右，挑单菌落于含有卡那抗性的LB

液体培养基中，37 ℃ 150 r/min摇床上培养过夜。集

菌提质粒后通过双酶切鉴定pTRV-RNA2-ACS重组质

粒。

1.2.4 ACC 合酶基因的测序和生物学分析 ACC合酶

基因的测序工作由上海生工生物技术有限公司测序完

成。生物学分析采用Primer 5和DNAMAN软件。

2 结果与分析

2.1 桃果实总RNA提取的效果

采用试剂盒提取中华寿桃总RNA。通过 1.5%非

变性琼脂糖凝胶电泳检测提取的总RNA质量。由图1

所示，28S rRNA的亮度约为 18S rRNA的两倍且没有

降解，提取RNA的完整性较好，可作为反转录模板。

2.2 ACC合酶基因的RT-PCR扩增

以中华寿桃果实总RNA为模板，按照Promega公

司反转录试剂盒（Reverse transcription system）操作说

明书反转录成 cDNA。以 cDNA 为模板进行 PCR 扩

增，得到了长度约为250 bp左右的片段，与预期目的片

段大小相符（图2）。

28S rRNA

18S rRNA

图1 桃果实总RNA琼脂糖凝胶电泳

·· 35
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M 1

目的片段

图2 RT-PCR产物的凝胶电泳结果

注：M：2000bp DNA maker; 1为扩增结果。

M 1

pTRV-RNA2

目的片段

图3 重组质粒pTRV-RNA2-ACS双酶切鉴定电泳图

注：M：2000 bp DNA maker；1：BamHI和 XbalI双酶切重组

质粒的酶切产物。

图4 ACS基因和已发表序列的核苷酸序列比较
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王 廿等：桃果实中ACC合酶基因克隆及基因沉默载体构建

2.3 重组质粒构建与鉴定

将 RT-PCR 扩增的片段和克隆载体 pTRV-RNA2

均用限制性内切酶BamHⅠ和XbalI切成双粘性末端，

纯化后用T4连接酶进行定向连接。重组质粒用限制性

内切酶BamHI和XbalI进行酶切鉴定，分别得到大于

2000 bp和250 bp左右两个片断，目的基因片断大小与

预期结果相符，初步确定克隆片段的正确性（图3）。

2.4 ACC氧化酶基因测序及序列分析结果

如图 4所示，通过与Gene bank序列AY077626的

比较，克隆得到的基因（称为 ACS）与已发表基因的

180~385 bp之间的同源性达99%。结果能达到病毒诱

导基因沉默技术的要求，与预期目标符合。

3 讨论

由于脂糖凝胶DNA回收试剂盒的效率是一定的，

为了成功连接回收纯化的 PCR酶切产物与酶切好的

pTRV-RNA2载体，此实验将含有TRV-RNA2载体的农

杆菌GV3101提取质粒后转化入DH5α内。大量培养

转化的DH5α有利于提取到高浓度的质粒TRV-RNA2，

再将质粒双酶切。实验通过RT-PCR从中华寿桃果实

cDNA 中克隆了 ACC 合酶基因，并将此基因与载体

pTRV-RNA2连接，转化到农杆菌GV3013中。为下一

步带有重组质粒的农杆菌侵染桃果实做好了充分的准

备。

植物基因功能研究中病毒诱导的基因沉默

（virus-indued gene silencing，VIGS）与传统的转基因技

术相比，具有以下优点：操作简单，只需经过简单的农

杆菌侵染程序；操作简便，无需复杂的遗传转化；病毒

载体来源广泛，双子叶和单子叶植物都能应用[5]。研

究成功构建了 pTRV-RNA2-ACS基因沉默载体，为下

一步抑制ACC合酶的表达减少内源性乙烯产生的实

验打下了基础。
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