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乙烯作为一种气态植物激素，参与了种子萌发至成熟

的一系列生命活动的调节，与植物花、果的成熟和衰老有着

密切的关系[1]，是目前植物生长发育调控机制的研究热点之
一。乙烯在植物中的生物合成途径为：甲硫氨酸寅S蛳腺苷甲
硫氨酸（SAM）寅1蛳氨基环丙烷蛳1蛳羧酸（ACC）寅乙烯 [2]。其
中，ACC 氧化酶（ACO）催化 ACC氧化成乙烯，是植物内源
乙烯生物合成途径的关键酶之一[3]。

外源乙烯对甘蔗生长也有着广泛的调节效应，在生长

前期使用可促进萌发、分蘖和生长，提高产量；在生长后期

使用可促进甘蔗早熟、提高蔗糖含量 [4-5]。研究表明，甘蔗
ACO基因与甘蔗叶片对逆境胁迫的应答有关，并参与植物
激素对甘蔗生长的调节[6]。因此，从分子水平上阐明甘蔗ACO
的特性，进而从体外控制或通过基因工程的手段来调控乙

烯的生物合成，从而调控甘蔗的成熟与衰老，对提高甘蔗品

质和培育新品种具有重要的现实意义。王爱勤等 [7]通过
RACE蛳PCR技术获得了甘蔗 ACC 氧化酶的 cDNA 全长序
列，但关于甘蔗 ACC氧化酶基因的功能鉴定和转基因结果
尚无报道。鉴于此，笔者首先采用 RT蛳PCR（Reverse transcription
polymerase chain reaction）技术克隆了甘蔗 ACC 氧化酶的
cDNA读码框，并将其分别以正向和反向插入载体 pBI121
的 CaMV35s启动子与 NOS终止子之间，构建了正义植物表
达载体和反义植物表达载体，准备用于转化模式植物烟草，

鉴定甘蔗 ACO基因的功能，进而遗传转化甘蔗，进一步研
究甘蔗 ACO基因调控乙烯生物合成的机制，以期获得甘蔗
新品种，为甘蔗的基因工程育种提供理论基础和技术储备。

1 材料与方法

1.1 材料 甘蔗（Saccharum officinarum L.）品种为 ROC22；
质粒载体 pBI121、大肠杆菌 DH5琢均由广西作物遗传改良
生物技术重点开放实验室保存；根癌农杆菌菌株 EHA105
由中国热带农业科学院热带作物生物技术国家重点实验室

张树珍教授惠赠；RNA抽提试剂 Trizol购自 Promega公司；
反转录试剂盒 First Strand cDNA Synthesis Kit 购自 MBI
Fermentas公司；克隆载体 pMD18蛳T vector及其他分子生物
学试剂为宝生物工程（大连）有限公司产品；引物由上海生

工生物工程公司合成。

1.2 方法

1.2.1 甘蔗总 RNA的提取及电泳分析。参照王爱勤等 [8]的
方法，取 2 g嫩叶采用 Trizol一步法提取甘蔗总 RNA，进行
非变性琼脂糖凝胶电泳检测，-80 益保存备用。
1.2.2 PCR引物的设计。为了确定方向和后续操作的方便，
根据 GenBank（AY521566）中甘蔗 ACC 氧化酶的 cDNA 序
列设计了 2对引物：ACO蛳01和 ACO蛳02。ACO蛳01的上游引
物 P1：5忆CGGATCCATGGCGCCTGCATTGTC3忆，下游引物P2：
5忆TGAGCTCTTACGCGATGGCTATGCAGTTG 3忆；ACO蛳02 的
上游引物 P3：5忆CGAGCTCATGGCGCCTGCATTGTC 3忆，下游
引物 P4：5忆TGGATCCTTACGCGATGGCTATGCAGTTG 3忆（下
划线为酶切位点）。其中，P1引用 BamHI位点，P2引用 SacI
位点，其 RT蛳PCR产物用于构建正义表达载体。P3引用 SacI
位点，P4引用 BamHI位点，其 RT蛳PCR产物用于构建反义
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摘要 [目的]为甘蔗的基因工程育种提供理论基础和技术储备。[方法]从甘蔗嫩叶中提取总 RNA,根据 GenBank中甘蔗 ACC氧化酶
cDNA序列设计 2对引物，利用 RT-PCR技术扩增甘蔗 ACO cDNA序列。构建甘蔗 ACO cDNA正义植物表达载体和反义植物表达载
体，并利用含 ACC氧化酶基因的植物重组表达载体转化根癌农杆菌感受态细胞。[结果]从甘蔗嫩叶中提取总 RNA的 OD260/ OD280为1.90，说明提取 RNA完整性好、纯度高，完全可满足 cDNA逆转录的要求。所获得的甘蔗 ACC氧化酶 cDNA序列全长为 969 bp，与
GenBank中甘蔗 ACO cDNA的核苷酸序列同源性为 98.6豫，氨基酸序列同源性为 97.5豫。成功构建了正义植物表达载体 pBIaco和反
义植物表达载体 pBIantiaco,并将其导入根癌农杆菌 EHA105中。[结论]该研究为研究该基因的功能和培育甘蔗转基因新种质资源奠
定了基础。
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Cloning of ACC Oxidase Gene in Sugarcane and the Construction of Its Plant Expression Vector
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Abstract [Objective] The research aimed to provide the theoretical basis and the technical reserve for the genetic engineering breeding of
sugarcane. [Method] Total RNA was extracted from tender leaves of sugarcane. Two pairs of primers were designed according to cDNA sequence
of ACC oxidase (ACO) on GenBank website to amplify ACO cDNA sequence in sugarcane. The sense and antisense plant expression vectors of
ACO cDNA in sugarcane were constructed. And the recombined plant expression vectors containing ACO gene was used to transfer the competent
cells of Agrobacterium tumefaciens. [Result] The OD260/ OD280 value of total RNA extracted from tender leaves of sugarcane was 1.90, which
indicated that the extracted RNA had good integrity and high purity and it could completely met the demands of cDNA reverse transcription. The
whole length of ACO cDNA obtained from sugarcane was 969 bp, with the nucleotide sequence homology with ACO cDNA in sugarcane of 98.6豫
and the amino acid sequence homology of 97.5豫. The sense plant expression vector pBIaco and the antisense plant expression vector pBIantiaco
were successfully constructed and they were introduced into A. tumefaciens EHA105. [Conclusion] This research laid the foundation for studying
the functions of the gene and breeding new transgenic germplasm resources of sugarcane.
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表达载体。

1.2.3 RT蛳PCR扩增甘蔗 ACOcDNA。取甘蔗幼叶总 RNA 5
滋l、Oligod（T）18 primer 1 滋l，Rnase蛳free H2O 7 滋l，混匀于 70益
水浴 5 min；再加入 5伊First strand buffer 4 滋l，Rnase inhibitor
1 滋l，dNTP（10 mmol/L）1 滋l，混匀，37 益水浴 5 min后加入
M蛳Mulv Reverse transcriptase 1 滋l，混匀后 42 益反应 60 min，
再于 70 益反应 10 min，合成 ACOcDNA第一链。然后以合成
的 cDNA第一链为模板，采用 LA Taq DNA polymerase进行
扩增，反应体系为：cDNA第一链反应液 20 滋l，2伊GC buffer I
25 滋l，dNTP（10 mmol/L）2 滋l，P1 10 pmol，P2 10 pmol/P3
10 pmol，P4 10 pmol；LA Taq DNA polymerase 1 滋l，定量补足
ddH20至 50 滋l。RT蛳PCR 反应条件为：预变性 94 益，2 min；
94 益 30 s，64益 30 s，72益 2 min，35 cycles；最后 72 益再延
伸 10 min。PCR产物经 0.8豫琼脂糖凝胶电泳后，切下目的
带，用 PCR产物纯化试剂盒回收。
1.2.4 PCR产物的序列测定。将回收的目的片段与 pMD18蛳
T 载体连接，转化大肠杆菌 DH5琢 感受态细胞，在 X蛳gal/

IPTG培养基上挑取白色菌落，用碱法小量抽提质粒，并进
行电泳鉴定和限制性内切酶分析。挑出能切出约 1.0 kb片
段的阳性克隆菌株，委托上海捷瑞生物工程有限公司进行

测序。引物 P1、P2 PCR产物得到的克隆命名为 pMD 18 aco；
P3、P4 PCR产物得到的克隆命名为 pMD18antiaco。
1.2.5 甘蔗 ACC氧化酶 cDNA正、反义植物表达载体的构
建。在载体 pBI121中有一个 GUS基因，GUS基因两侧 35 S
启动子和 NOS终止子构成一个完整的表达框架。笔者试图
用 ACO基因取代 GUS，从而可利用 GUS基因两侧的表达
框控制 ACO基因在植物中的表达。将含有甘蔗 ACOcDNA
的克隆 pMD18aco 和 pMD18antiaco 用 BamHI 和 SacI 双酶
切，分别回收小片段定向连接到也经 BamHI和 SacI进行双
酶切的载体 pBI121上，连接产物转化 E.coli DH5琢感受态
细胞、碱法提取质粒，取电泳谱带滞后的质粒 DNA 作
BamHI+SacI酶切图谱分析。正义载体命名为 pBIaco，反义
载体命名为 pBIantiaco，其构建策略见图 1。
1.2.6 含 ACC 氧化酶基因的植物重组表达载体转化根癌

图 1 ACC氧化酶 cDNA的正义植物表达载体 pBIaco和反义植物表达载体 pBIantiaco的构建
Fig. 1 Construction of sense plant expression vector pBIaco and antisense plant expression vector pBIantiaco of the ACC oxidase cDNA

农杆菌。用碱法大量制备质粒 pBIaco和 pBIantiaco，经RNase
消化 RNA，然后用 PEG进行纯化，将纯化后的质粒 DNA通
过冻融法[9]导入根癌农杆菌感受态细胞。提取重组质粒，以
ACO蛳01和 ACO蛳02为引物分别对两者进行 PCR检测。
2 结果与分析

2.1 RNA的完整性 取部分从甘蔗幼叶中提取的总 RNA
进行 1%非变性琼脂糖凝胶电泳检测，结果见图 2。产生 3条
清晰条带，采用紫外吸收法测定其浓度和纯度，OD260/OD280
为 1.90，说明所提取的 RNA完整性较好、纯度高，完全可满
足逆转录 cDNA的要求。
2.2 PCR产物的鉴定和序列测定 将 PCR产物进行琼脂
糖凝胶电泳分析，2对引物 ACO蛳01和 ACO蛳02均扩增出约
1.0 kb的 DNA片段（图 3），与预期的结果相符。将此片段回
收后与 pMD18蛳T vector 相连，获得重组质粒 pMD18aco 和
pMD18antiaco。pMD18aco和 pMD18antiaco经 BamHI和 SacI
酶切消化，均得到 2条带，一条为约 3.0 kb pMD18蛳T，另一
条为约 1.0 kb 甘蔗 ACOcDNA，说明目的片段已经插入
pMD18蛳T vector中（图 4）。

经序列测定可知 ,该试验所获得的甘蔗 ACC 氧化酶
cDNA序列全长 969 bp。经比较，其与 GenBank公布的甘蔗
ACO cDNA 的核苷酸序列（AY521566）同源性为 98.6豫，氨
基酸序列同源性为 97.5豫，说明该试验得到的甘蔗 ACC氧
化酶的 cDNA是正确的。

图 2 甘蔗嫩叶 RNA 1%琼脂糖凝胶电泳图谱
Fig. 2 1% agrose gelelectrophoresis for RNA

of sugarcane leaves
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2.3 甘蔗 ACC 氧化酶 cDNA 植物表达载体的鉴定和分
析 将正义表达载体 pBIaco和反义表达载体 pBIantiaco进
行 BamHI和 SacI双酶切鉴定，如图 5所示。研究表明，它们
在 11 kb和约 1.0 kb各出现一条带，而对照 pBI121的双酶
切结果为 11 kb和约 2.0 kb（GUS基因），说明甘蔗 ACC 氧
化酶正义基因和反义基因均已经插入植物表达载体 pBI121
的 BamHI+SacI位点，取代了原载体中的 GUS基因，从而可
利用 GUS基因两侧的 35S启动子和 NOS终止子构成一个
完整的表达盒，实现 ACO基因在植物中的表达。在载体中
还有一个 NPT域基因（卡那霉素抗性基因），因此可以在转
基因过程中利用卡那霉素选择转基因阳性苗。

2.4 根癌农杆菌的转化与鉴定 利用冻融法将正向和反

向重组表达载体转化到根癌农杆菌中，分别获得 20余个转
化子。正向载体采用引物 ACO蛳01，反向载体采用引物 ACO蛳
02，以农杆菌中纯化的质粒为模板进行 PCR，结果如图 6。
挑取的菌株均能扩增出一条长约 1.0 kb的特异性条带，而
阴性对照未能扩增出相应条带，说明这些菌落为阳性转化

子，质粒 pBIaco和 pBIantiaco已转入农杆菌中。

3 讨论

利用乙烯利促进甘蔗增产增糖，在甘蔗生产中已被广

泛推广与应用，其调控的生理生化效应和形态结构方面已

有深入研究。但是，有关揭示基因表达调控生理基础和分子

机理的报道很少。近年来，已有许多学者从不同植物中克隆

了ACC氧化酶 cDNA，并通过鉴定其功能性表达实现了基
因的性质和功能鉴定，如番茄 [10]、甜瓜 [11]、康乃馨 [12-13]等。为
此，笔者采用 RT蛳PCR技术克隆了甘蔗 ACO的 cDNA，并分

（下转第 7171页）

图 3 RT蛳PCR产物电泳谱带
Fig. 3 Electrophoretic band of RT蛳PCR products
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图 4 重组质粒 pMD18aco和 pMD18antiaco的酶切验证
Fig. 4 Verification of recombinant plasmid PMD18aco and

PMD18antiaco by restriction enzyme
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图 5 正义植物表达载体 pBI aco和反义植物表达载体 pBI
antiaco的酶切验证

Fig. 5 Verification of pBIaco and pBIantiaco by restriction
enzyme
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图 6 PCR检测质粒 pBIaco和 pBIantiaco转化农杆菌电泳图谱
Fig. 6 Electrophoretogram of plasmids pBIaco and pBIantiaco in

agrobacterium蛳mediated transformation by PCR detection
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注：M 为 DNA Marker DL蛳2000；1 为甘蔗 ACO cDNA 经引物ACO蛳01扩增的 RT蛳PCR产物；2为经引物 ACO蛳02扩增甘
蔗 ACO蛳02的 RT蛳PCR产物。Note: M. DNA Marker DL蛳2000; 1. RT蛳PCR products with ACO蛳01primers of sugarcane ACO cDNA; 2. RT蛳PCR products withACO蛳02 primers of sugarcane ACO cDNA.

注：M为 DNA Marker DL蛳2000；1为 pMD18aco/BamHI and SacI；2为pMD18antiaco/BamHI和 SacI。Note: M. DNA Marker DL蛳2000; 1. pMD18aco/BamHI and SacI；2.pMD
18antiaco/BamHI and SacI。

注：M1 为 DNA Marker DL蛳2000；M2 为 A DNA/Hind 芋；1 为 pBI121/BamHI和 SacI; 2为 pBIaco/BamHI和 SacI；3为pBIantiaco/BamHI和 SacI。Note: M1. DNA Marker DL蛳2000；M2.A DNA/Hind 芋；1.pBI 121/BamHI and SacI; 2. pBIaco/BamHI and SacI；3.pBIantiaco/BamHIand SacI.

注：M 为 DNA Marker DL蛳2000；1 为对照 ; 2、3 为 PBIaco/EHA105
的 PCR产物；4、5、6为 pBIantiaco/EHA105的 PCR产物。Note: M. DNA Marker DL蛳2000；1.CK;2 and 3.PCR products fromPBIaco/EHA105；4-6. PCR products from pBIantiaco/EHA105.
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（上接第 7149页）
别以正向和反向插入载体 pBI121的 CaMV 35 s 启动子和
NOS终止子之间，取代原 GUS基因，构建植物表达载体。经
PCR鉴定，已获得了含有表达载体的农杆菌 EHA105，并用
于转基因模式植物烟草的遗传转化，以期获得转甘蔗 ACO
正义与反义基因烟草，通过真核系统研究鉴定甘蔗 ACO基
因的功能，阐释 ACO控制乙烯生物合成的分子机制，进一
步转化甘蔗，为获得一批高产高糖的转基因甘蔗种质新资

源奠定良好基础。
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光温敏核不育系PTGMS line 总颖花数 Totalflorets椅朵 柱头外露数 Stigmaexsertion florets椅朵 单外露率 One stigmaexsertion rate椅% 双外露率 Double stigmaexsertion rate椅% 总外露率 Total stigmaexsertion rate椅%
香 125 S Xiang125 S 518 428 40.9 31.7 72.6
安湘 S AnxiangS 572 495 51.2 35.3 86.5
培矮 64 S Peiai64 S 697 608 50.7 36.5 87.2
贺 S HeS 676 543 45.6 34.7 80.3

表 5 供试不育系柱头外露率
Table 5 Stigma exsertion rate of the 4 PTGMS lines

已经下降为 1.6豫。
3 结论与讨论

（1）4个光温敏核不育系按照生育期由短到长排列依
次为：香 125S、安湘 S、培矮 64S、贺 S，因此在生产过程中，
应该根据各自的生育期安排适宜的播种期。

（2）4个光温敏核不育系农艺性状差异较大，因此在生
产利用时应根据育种目标要求选择适宜的光温敏核不育系

光温敏核不育系PTGMS line
张颖时间Glume openingtime椅h

颖尖距离 Glumetop distance椅cm 张颖角度 Glumeopening angl椅毅
香 125 S Xiang125 S 1.68 0.39 30.8
安湘 S AnxiangS 2.12 0.37 32.5
培矮 64 S Peiai64 S 1.85 0.45 33.0
贺 S HeS 1.78 0.43 29.6

表 6 供试不育系张颖时间、颖尖距离和开颖角度
Table 6 Glume opening time, glume top distance and glume

opening angle of the 4 PTGMS lines

光温敏核不育系 PTGMS line 第 1天 1st day 第 2天 2nd day 第 3天 3rd day 第 4天 4th day 第 5天 5th day 第 6天 6th day 第 7天 7th day
香 125 S Xiang125 S 48.8 36.6 23.7 15.8 1.6 0 0
安湘 S AnxiangS 56.2 49.5 36.4 28.7 19.6 8.9 2.8
培矮 64 S Peiai64 S 53.2 44.2 35.4 12.2 5.7 2.5 0
贺 S HeS 54.2 42.8 32.2 21.0 8.8 1.4 0

表 7 供试不育系柱头生命力测定结果
Table 7 The test results of stigma vitality for the 4 PTGMS lines %

类型。

（3）4个光温敏核不育系的育性表现均比较好，不育花
粉以典败为主，并且不育株率和花粉不育率均符合实用光

温敏核不育系标准。

（4）4个光温敏核不育系开花时间比较长，开花分散，
花时高峰基本上集中在 10：00~11：00，午前开花百分率高；
除了香 125 S以外，柱头外露率均达到 80豫以上；同时张颖
时间比较长，颖尖距大，张颖角度也比较大；柱头生命力除

了香 125 S只能保持 5 d以外，其他 3个光温敏核不育系均

能保持 6 d，安湘 S甚至可以保持长达 8 d。因此，在利用其
作为母本进行制种时，应该根据光温敏核不育系各自开花

习性的优缺点，以及所选父本的开花习性，采取趋利避害的

技术措施，以最大限度地提高制种产量。
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