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摘 要 采用 H73IJH 扩增的方法，从新疆不同地区的野生植物胡杨中分别克隆获得 !K1 和 $L&K1 的 AM+6 片段，

测序和序列分析表明这两个基因片段均包含 +NO 基因的部分读码框架，分别命名为 3/456 和 37456。3/456 序

列同源性分析结果显示胡杨456 基因与滨藜456 基因同源性高达 "8P，与碱蓬同源性达到 84P，与拟南芥同源性

为 8GP，与水稻同源性为 8%P，表明它是植物中高度保守的一种基因，同时说明野生植物胡杨中也存在与拟南芥相

似的植物耐盐相关基因。37456 序列分析表明，该基因内部含有一种转座酶的读码框，大小约 !&#%1.，与已发表的

8"#1%,,+ -,%9$%*# *转座子 7F!% 基因序列（6:!4$$$&）同源性为 ""P。+NO 基因的蛋白产物在植物的耐盐性方面起着

重要的作用。推测 IQ+NO 由于插入转座酶读码框可能会导致该基因的功能丧失。胡杨生存于盐碱地，其体内可

能存在另一些机制使胡杨具有抗盐碱的能力。对于这些机制的研究可能有助于进一步了解植物的抗盐机制。利

用 37456 基因内的转座子作基因标签，可进一步研究胡杨的其它基因，从而有可能揭示胡杨叶子发育的变态过

程、耐盐碱等性状。
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转座子（72;FS.(S(F）是指在生物细胞中能从同一条染色

体的一个位点转移到另一个位点或者从一条染色体转移到

另一条染色体上的 M+6 序列。它是 TAJ)>F/(AK［!］首先在玉

米中发现的。以后陆续在矮牵牛、金鱼草、飞燕草、甜豌豆等

&# 种植物和一些多细胞绿藻中也证实了转座子的存在［$，&］。

转座子的发现具有重要的意义，它打破了传统遗传学上关于

基因在染色体上固定排列及同源染色体交换的观念，揭示了

基因的流动性。

转座子的发现为基因工程和分子生物学研究提供了强

有力的工具，可以在不了解基因产物的生化性质和表达模式

的情况 下，分 离 克 隆 植 物 基 因，即 转 座 子 标 签（72;FS.(S(F
/;UU>FU），又称为转座子示踪法。其原理是利用转座子的插

入造成基因突变，以转座子序列为基础，从突变株的基因文

库中筛选出带有此转座子的克隆，它必定含有与转座子序列

相邻的突变基因的部分序列，再利用这部分序列从野生型基

因文库中获得完整的基因［G］。!"8G 年，用转座子标签法首先

在玉米中分离了 :*($;% 基因［#］。

+NO（+;V WNV ;F/>.(2/-2）是液泡膜中的 +;V WNV 反向运

输体，可促进离子在液泡中的区隔效应，跨液泡膜的 .N 为

其提 供 能 量。通 过 在 功 能 上 恢 复 +;V WNV 反 向 运 输 体

（,A+NO!）缺陷型酵母突变体，从拟南芥中分离出了 6/+NO!
基因，并 且 与 哺 乳 动 物 +N= 反 向 运 输 体 具 有 序 列 相 似

性［438］。在 转 基 因 拟 南 芥 和 转 基 因 西 红 柿 中 过 量 表 达

6/+NO!，可在液泡膜中积累大量的运输体，并且极大地提高

了它们的耐盐性［4，8，"］。这些结果显示出 6/+NO 家族在钠离

子的液泡区隔效应中起着关键的作用。

胡杨（3(<),)& %)<"*+/#0+）为落叶乔木，主要分布于塔里木

盆地荒漠河流沿岸，叶的发育具有变态过程，幼叶为披针形

或线形，成熟叶为椭圆形或圆形。耐盐碱，其对于利用野生

耐盐碱植物来改良作物性状，培育作物新品种，改良盐碱土

壤具有重要意义。+NO 基因是一类与植物耐盐性密切相关

的基因，据此本文运用 H73IJH 技术从胡杨 0H+6 中扩增出

+NO 基因片段，以期为探讨植物的耐盐机制和作物优良品

种的培育提供参考。

& 材料和方法

&*& 材料和试剂

胡杨采自新疆五家渠准噶尔盆地和塔里木盆地的干旱

盐碱地区，.TM!837 测序载体购自 7;X;H; 公司，大肠杆菌

MN#!菌 株 为 本 实 验 室 保 藏 菌 种。H+6 提 取 试 剂 盒 购 自



!"#$% &’()*+, 公 司；-./ 产 物 回 收 试 剂 盒、01% 234,+4、
!"#5!和 $%&6"限制性内切酶、+7*38 酶以及 /*)-./ 和

-./ 引物均购自 *393/3 公司；测序试剂盒购自美国 -# 公

司，其它试剂均为分析纯。

!"# 胡杨总 $%& 的提取

依据 !"#$% 公司的植物 /1% 提取试剂盒的操作进行。

!"’ $()*+$ 反应

根据已发表的各种 ’$( 基因序列的保守区，设计 : 对

-./ 引物，其中的一对序列为：

-;：***.%%$*%%%%%%$%%$.%$*****..$；

-<：%*.$*%.*.$*$%*.%*$%**$.%**
依照 *393/3 /1% -./ 9’= 操作指南进行，反转录用寡聚

脱氧胸腺嘧啶作下游引物，反应条件：><? @A2’B，CC? D2’B，

D? D2’B。-./ 反应用 15E 基因序列设计的特异性引物，扩

增参数：C>? D2’B；C>? @AF，D<GD? @AF，:<? <2’B @D 个循

环；:<? ;A2’B，反应产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。

!", %-. 基因 /0%& 的克隆

按 *393/3 公司 -./ 产物回收试剂盒说明书进行 -./
产物的回收。回收的 ’$( H01% 片段与 I"0;J)* 载体在 *>
01% 连 接 酶 的 作 用 下 ;K? 过 夜，使 15E H01% 连 接 到

I"0;J)* 的载体上。连接产物转化感受态细胞，感受态的制

备及转化按参考文献［;A］。

!"1 重组质粒的鉴定

按相关的参考文献［;A］进行质粒 01% 的小量提取，提

取后的质粒分别用 !"#5!和 $%&6"双酶切进行重组质粒

的鉴定，酶切反应结束后进行琼脂糖凝胶电泳鉴定，正确的

克隆进行质粒的大量提取。

!"2 胡杨 %-. /0%& 的序列测定及序列分析

为鉴定克隆的 H01% 序列，对 I"0;J)*L 15E 重组质粒

进行纯化，并用 &H3&#M* I4’2+4 /N)" 和 &H3&#M* I4’2+4 ";@)
>: 对胡杨 ’$( H01% 在 -#@:: 全自动测序仪进行双向 01%
序列测定，所得序列用 -# 公司 M+8#6 O;GAG@ 软件进行分析。

# 结 果

#"! $()*+$ 产物鉴定

采用提取的总 /1%，以寡聚脱氧胸腺嘧啶为引物进行反

转录得到单链 H01%，再以设计的 -./ 引物进行扩增得到

’$( 基因片段。塔里木盆地的胡杨标本扩增得到的 ’$(
H01%命名为 )*’$(，新疆五家渠的胡杨标本扩增得到的

’$( H01% 命名为 )+’$(。)*’$( /*)-./ 产物经 ;P琼脂

糖凝胶电泳鉴定（图 ;），可见一条约 ;AAAQI 的条带，与我们

预计的 ;AAAQI 一致。)+’$( /*)-./ 产物经 ;P琼脂糖凝

胶电泳鉴定（图 <），可见一条约 <@AAQI 的条带，比我们预计

的 ;AAAQI 的条带大。

#"# 测序载体的构建及其鉴定

/*)-./ 产物与克隆载体 I"0;J)* 连接，构建了重组质

粒 I"0;J)*L)*’$( 和 I"0;J)*L)+’$(。 重 组 质 粒 用

!"#5!和 $%&6"酶切，分别切出约 ;AAAQI 和 <@AAQI 01%

片段，与预计的连接片段大小相同。

图 ; )*’$( /*)-./ 结果

R’ST; %2IU’V’H3=’(B (V )*’$( H01% QW /*)-./ V4(2 ),-./.0

图 < )+’$( /*)-./ 结果

R’ST< %2IU’V’H3=’(B (V )+’$( H01% QW /*)-./ V4(2 -(IXUXF

#"’ !"#$% 和 !&#$% /0%& 序列测定及序列分析

对 I"0;J)*L)+’$( 和 I"0;J)*L)*’$( 重 组 质 粒 用

&H3&#M* I4’2+4 /N)" 和 &H3&#M* I4’2+4 ";@)>: 进行双向测

序，测序结果如图 @。

图 @ )+’$( 基因 H01% 序列，划线部分为 YM;A)Z 序列

R’ST@ *[+ F+8X+BH+ (V )+’$( H01% 3B6 YM;A)Z（U’B+3=’(B）

C<KD 期 李金耀等：在胡杨 15E 基因内发现细菌转座子 YM;A)Z 的存在



!"# 对所测序列进行同源性分析

用 !"#$#" 对胡杨 !"# 基因与滨藜、碱蓬、拟南芥和

水稻 !"# 基 因 进 行 同 源 性 分 析，其 同 源 性 分 别 为 %&’、

&(’、&)’和 &*’（图 )），表明所克隆的 +!"# 为 !"# 基因，

测定序列区间包含了 !"# 的部分读码框架。

图 ) 胡杨 !"# 基因与滨藜、碱蓬、拟南芥

和水稻 !"# 基因的同源性比较

,-./) 012131.4 565347-7 18 9:; !"# +!"# 18 $%&’(’)

*’&+,-./0- <-9: 1.,/&(*2 3/4%,&+%).*5/-，6’-*3-

4-,/./4-，1,-7/3%&)/) .+-(/-8- 56= 9,:;- )-./<-

$ 讨 论

本文通过 >?@AB> 技术扩增胡杨 !"# 基因，根据已发表

的各种 !"# 基因序列设计了 C 对引物，其中有一对可从胡

杨总 >"# 中扩增出目的片段，其它引物因同源性不高而扩

增不到相应的片段。扩增得到的片段与滨藜 !"# 基因同源

性高达 %&’，与碱蓬同源性达到 &(’，与拟南芥同源性为

&)’，与水稻同源性为 &*’，!"# 基因可能编码了一种功能

性蛋白，其功能在于提高植物的耐盐水平。

在扩增胡杨 !"# +!"# 时，发现从新疆五家渠地区的标

本中扩增出的片段远远大于预期的 D***EF，得到了一条大约

GH**EF 的条带，该片段经测序发现，基因内部含有 6+/5*((-

=(*28*,/ /转座子 ?6D* 转座酶的读码框，大小约 DHI*EF，与已发

表的基因序列（#,D(GGGH）同源性为 %%’。该读码框编码了

JKD*@3;89 转座酶（?L567F1757;）。$>!"# 基因内部插入了转座

子 ?6D* 转座酶的读码框可能会导致该基因的插入失活，使

得该基因的功能丧失。!"# 基因的蛋白产物在植物的耐盐

性方面起着重要的作用，而胡杨生存于盐碱地，其体内可能

存在另一些机制使胡杨具有抗盐碱的能力。对于这些机制

的研究可能有助于进一步了解植物的抗盐机制。

目前转座子元件是植物分子生物学操作和植物基因工

程中分离克隆基因和研究基因功能最有力的工具之一。早

在 D%&D 年，M53+;337 等人［DD］就提出了转座子基因标签的概

念，即用转座子的特异性片段作探针，通过杂交，分离出有转

座子导致突变的目的基因。由于转座子的插入会引起基因

的突变，因此可以把它作为一个插入突变源，并用来克隆因

转座子插入而失活的基因。用这一方法克隆基因的优点是

不需要鉴定基因的产物，也不需要了解基因表达的特征。

B5LF;69;L［DG］在金鱼草中利用 ?52 转座子在 DH***,D 代的群体

中就发现了一个与花的发育有关的显性突变体，,G 代 )****
棵植株中至少发现有 C 个与花的型态有关的隐性突变体。

因此，利用 $>!"# 基因内的转座子作基因标签，可进一步研

究胡杨的其它基因，从而可能揭示胡杨的一些特性，如：叶子

发育的变态过程，耐盐碱性状等。
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