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发根农杆菌rolC基因的克隆及序列分析

刘兴菊， 梁海永， 杨敏生‘， 周怀军

(河北农业大学林学院．河北保定071000)

摘要：以发根农杆菌30148为材料，设计了rolC基因的特异性引物，应用PCR技术，扩增出了正

确序列的rolC基因585 bp片段，并利用pUCm—T载体对此片段进行了克隆，并进行了序列分析。

所克隆rolC基因与已发表的序列相比较，核苷酸序列的同源性达到100％，但另一个克隆中部分碱

基发生了改变，同源性达到99％。
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Abstract：Ri plasmid was developed and a 585bp fragment of rolC gene was amplified by PCR via primer of

rolC gene，and the fragment was cloned into vector pUCm—T．Comparison with previously published nu—

cleotide sequence showed that the homology was 100％．But another clone gene nucleotide sequence

showed that the homology was 99％with it．
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Ri质粒rol基因转化的植株不仅表现出生根能

力明显提高，而且通常还表现出叶片和花的形态、色

素形成、节间长短、生活周期及向地性等性状的可遗

传的变异，其中许多变异如植株矮化、节间缩短、花

形和叶形改变等在园林植物品种改良中有很大的应

用价值[1]。在果树生产上，使用矮化和根系发达的砧

木能使果树树型矮化，吸收功能增强，不仅便于经营

管理，也太大提高果树的生产率。为了改良梨树砧木

高生长的特性，＆彪等(1999)将rolC基因导入了西

洋梨中，并成功地获得了高生长下降、茎节数减少、

叶片变小的转基因植株[2]。Et本学者Kiyokawa等

(1996)利用rol基因对秋海棠进行转化，获得了矮

生型与超矮生型的转基因植株，表现出叶片浓绿、皱

缩，花瓣卷皱，叶量增多，株型矮化等一系列的可利

用的形态变异，为培育具有更高观赏价值的新品系

提供了选择基础口]。所以克隆rolC基因将为遗传育

种提供更广泛的变异来源，近年来许多学者已经从

多种发根农杆菌中克隆到rolC基因并广泛应用于

多种植物的遗传转化[4_引。

1 材料与方法

1．1菌株

发根农杆菌30148、大肠杆菌DHl0B，河北农业

大学林学院生物技术研究室保存。

1．2 PCR扩增用试剂

根据GENEBANK中发表的Ri质粒T—DNA

rolC基因上下游序列设计了1对引物(TAKARA

公司合成)。PCR试剂盒为TAKARA公司产品，引

物序列rolcl：5，一ACA AGC CAC TTC TGT TTC

CC-3；rolc2：5，一CAG CGA CTG CAA CCA GTT

TA一3。rolC基因的克隆试剂：PCR产物胶回收试剂

盒、T一载体试剂盒为上海生物工程公司产品。
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1．3 rolC基因与T一载体的连接反应

反应在10止体系内进行，取T一载体1止(约
50 ng)，PCR的rolC基因产物2,uL(约100 ng)，5

倍连接缓冲液5止，T4连接酶(3 U／mL)2弘L。在
进行目的基因与载体的连接反应时，按PCR产物与

T一载体的分子比为3：1～9；1，设计了3个处理

(I、Ⅱ、Ⅲ)，体系为10儿。
1．4 rolC基因的克隆

采用分子克隆中常用的蓝白斑筛选法，将PCR

扩增产物rolC基因与pUCm—T载体连接物置于冰

上，取4止连接产物，转化大肠杆菌DHl0B感受态
细胞。在含X—Gal与IPTG的平板上(50 pg／mL

Amp)进行蓝白斑筛选。

1．5 rolC基因序列分析

测序方法采用双脱氧自动测序法，利用pUCm—

T载体上T7启动子和M13启动子的特异引物，对

插入片段测序(rolC基因序列由TAKARA公司测

定)。

2 结果与分析

2．1 rolC基因的PCR扩增

挑取发根农杆菌30148单菌落，接种于5

mLYEB液体培养基中，于28"C下暗振荡培养24 h。

采用分子克隆实验指南的质粒提取方法[7|，用于Ri

质粒的提取。在0．2 mL离心管中加10×PCR缓冲

液5止，10×dNTP(各25弘mol／L)4止，2种引物

各2弘L，TaqDNA聚合酶1止，Ri质粒DNA 1止，
加无菌重蒸水至50止，混匀。在PCR仪E进行以下

反应过程：95℃，5 rain(预变性)，94℃，50 s(变性)斗

50℃，50 s(退火)一72℃，80 s(延伸)，进行30个循

图1 E．col R V酶切鉴定

Fig．1 Identification of E．co／R V by ermyme restriction

1为pUCm—T载体；3、4为正向克隆；2、5为反向克隆

环；最后于72℃，延伸8 min。扩增产物在1％琼脂糖

凝胶上电泳分析。回收目的基因片段，约600 bp左

右，通过匕海生物工程公司胶回收试剂盒纯化备用。

2．2 rolC基因的克隆与序列分析

2．2．1 用T一载体克隆PCR扩增产物rolC基因

连接产物在1％琼脂糖凝胶上进行电泳，结果表明，

T一载体条带与对照相比明显变暗，其与PCR产物

之间有大量的连接产物条带。其中处理Ⅱ[T_载体1

止(约50 ng)，2倍连接Buffer 5弘L，PCR产物(约
200 ng)与T4连接酶均为2弘L]获得了很好的连接

效果，连接产物转化大肠杆菌DHl0B效率高，产生

了大量的白斑菌落，并从中选出了目的克隆(表1)。

表1不同连接比率对大肠杆菌DHl0B转化率的影响

Table 1 Effect of ligation rates on transforming rates

of E，coli DHl0B

挑取4个中等大小白色菌落，提取质粒。所提4

个质粒均比pUCm—T载体慢，4个质粒用EcorV酶

切，有2个质粒中切出442bp片段，在另2个质粒中

切出207bp片段(图1)。HindⅢ一Ecol RI酶切，有4

个质粒切出720bp片段，其可能为阳性克隆质粒

(图2)。根据已知序列分析，说明了有2个质粒为可

能为所需的正向克隆，另2个为反向连接克隆。将

所得克隆进行PCR检测，均可扩增出585bp的目的

片段(图3)。

圈2 E．col R I+HindⅢ酶切鉴定

Fig．2 Identification of E．col R I+hindⅢby enzyme restriction

1为pUCm—T载体}3、4为正向克隆；2、5为反向克隆
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图3 PCR鉴定

Fig．3 PCR identification

1为pUCm-T载体；2、3、4为正向克隆；

5、6、7为反向克隆；8、9为Ri质粒阳性对照

2．2．2 role基因的序列测定将疑似的2个阳性

克隆质粒纯化后，进行测序。基因序列其中1个克隆

所测定结果与Hansen，G．等[s]报道的rolC基因序

列完全一致。但另外1个克隆通过测序确定为反向

插入载体，其基因序列在阅读框第15、57、237、257、

278个碱基处发生了改变。导致整个读框共178个

氨基酸中5个氨基酸发生了改变。这种情况的产生

可能是由于测序时碱基的摆动造成的，也有可能造

成的原因是PCR扩增时，碱基摆动错配形成的，否

则可能是变成了点突变，这有可能对以后的基因表

达有一定的影响。但是，如果此氨基酸不在基因的活

性中心部位，则对基因的表达无影响。序列测定结果

如下：

阴影部分的碱基序列为引物序列，方括号内为ORFl2读框，小括号内为改变的碱基。

2．2．3氨基酸序列分析根据DNA序列推导的

蛋白质的氨基酸序列，与GENBANK中现有发根

农杆菌的Ri质粒的rolC序列比较，与pRi8196、

pRiA4b、pRil724分别有100％、80％、78％的同源

性。所克隆基因与pRi8196质粒所具有的rolC基因

完全相同。

3 结论与讨论

发根农杆菌的rolC基因，其编码的细胞分裂素

p葡萄糖苷酶，至少能够水解N7和N9位2种细胞

分裂素葡萄糖苷[9]。rolC基因的表达产物能够利用

贮存形式的细胞分裂素，释放自由态细胞分裂素，

从而影响植物的生长发育。有研究指出，质粒上的
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I凋影部分为所克隆rolC DNA序列推导的氨基酸序列。

rolC基因不仅能诱导植物产生发根，而且还具有影terium rhizogenes influence plant development[J]．EMBO J．·

响植物次生代谢产物合成的能力[i0]o X寸,-olC N [。]萎怠孟薯善兰i J，s。。。。A．P。。m帆始。，。h。rolA’B’
克隆，为进一步开展该基因表达产物对植物生长的 。nd C gene。s of A鲋勘旗疵跏施洳聊。。婵differenti。lly把g一
调控研究奠定了基础。还可对所克隆的碱基发生变 ulated in transgenic plants[J]．Plant Cell，1989，(1)：665—670．

异的基因进一步研究，确定其是否为突变，以及碱基 [63掌。rza R’zim鼍咖“T w，cor出8T M，甜以’Horn：u1姐毹
突变将来转化植物时对基因表达的影响。同时，也为 from A耐。甜耐枷荔。聊酣[J]．J：A=Soc．赢叱
开展相关基因工程研究(如对已通过发根农杆菌转 Sci．，1994，199：1091．1098．

化的植物进行转化，达到调控该基因的表达等)打下 [73萨姆布鲁克J，弗里奇EF,曼县阿蒂斯T著·金冬雁，黎孟枫
一。。。。。

译，分子克隆实验指南[M]。北京：科学出版社，1999．
J艮好基础。

[8]Hansen G，Larribe M，Vaubert D．甜以．AgrobacteHu小rhi一
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