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甜瓜品种河套蜜瓜 ACC氧化酶基因 1( ACO1)
全长 cDNA的克隆及序列分析
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摘要:根据 GenBank 上登录的甜瓜 ACC 氧化酶基因 1 ( Cm-ACO1 ) 序列，设计特异性引物，应用 RT-PCR 从甜瓜品

种河套蜜瓜成熟果实中克隆得到了 ACO1 的全长 cDNA，共 1 035 bp，并对其进行了序列分析，结果表明，所克隆的 cD-

NA 与已报道的甜瓜品种 Cantaloup charentais 的 ACO1 cDNA 序列完全一致。该基因的克隆为进一步研究 ACC 氧化酶

基因在甜瓜中的表达特性以及功能奠定了基础。
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Cloning and Sequence Analysis of ACC Oxidase Gene 1 cDNA from Melon
Cultivar Hetao( Cucumis melo L． cv Hetao)

HAO Jin-feng，GAO Feng，BO Yan-tai，LI Feng，Hasi Agula
( Biotechnology Center，College of Life Sciences，Inner Mongolia University，Inner Mongolia Key Laboratory of

Herbage ＆ Endemic Crop Biotechnology，Huhhot 010021，China)

Abstract: A pair of specific primer was designed based on melon ACC oxidase gene Cm-ACO1 in Genbank． The
full-length cDNA of ACO1 was cloned by RT-PCR from ripening fruit of melon ( Cucumis melo L． cv． Hetao ) ． The
length of cDNA was 1 035 bp． Sequence analysis indicated that the cDNA sequence was consistent with that of repor-
ted melon ACO1 cDNA． This work may contribute to study the expression pattern and function of ACO1 in melon．
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乙烯是调节植物生长发育的内源激素［1］，它调

节着植物生长发育等许多生理过程，如种子萌发、根
毛发育、开花、果实成熟、器官衰老及植物对生物和
逆境胁迫的反应等［2 － 6］。植物乙烯合成途径［7］是:

甲硫氨酸 →S -腺苷甲硫氨酸 ( SAM ) →1-氨基环
丙烷-1-羧酸 ( ACC ) →乙烯。ACC 氧化酶( ACO )

是乙烯生物合成途径中的最后一个步骤的酶，催化

ACC 向乙烯转化，是乙烯生物合成的关键酶之一。
许多研究表明，ACC 氧化酶基因是一个基因家族，

如已发现甜瓜的 ACC 氧化酶基因家族是由 ACO1、
ACO2 和 ACO3 3 个基因组成，这些基因的编码区核
苷酸同源性很高［8］，其表达也存在器官表达特异性

和时空表达特异性，如 CM-ACO1 在成熟果实及受乙
烯或伤诱导的叶片中表达量最高，在未成熟的果实

中检测不到其表达量; CM-ACO2 只在白化的胚轴中
可检测到其转录物; 而 CM-ACO3 主要在花器官中表
达，在白化的胚轴中表达量次之，在果实中不表

达［8］。为进一步研究 ACO1 在甜瓜果实生长、发育
和成熟过程中的特异性功能，本研究克隆了甜瓜

ACO1 全长 cDNA。

1 材料和方法
1． 1 植物材料和试剂
植物材料为甜瓜品种河套蜜瓜原种，由本实验

室保存。在大田种植，采摘九成熟的果实，取中果皮
组织，于液氮速冻，－ 80℃保存备用。
大肠杆菌 ( Escherichia coli) DH5α 由本实验

室保存。反转录试剂盒购自 Invitrogen 公司; 克隆载
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体 pMD19-T、限制性内切酶、PrimeSTARTM HS DNA
聚合酶、dNTPs、氨苄青霉素、DNA marker 等购自大
连宝生物公司; PCR 产物纯化试剂盒购自上海生工
生物工程有限公司; 其余试剂为进口或国产分析纯。
1． 2 方法
1． 2． 1 甜瓜果实总 RNA 提取 采用异硫氰酸胍法
结合 KAc 沉淀多糖法提取甜瓜果实中果皮组织总
RNA［9］。
1． 2． 2 引物设计与合成 根据 Genbank 上登录的
甜瓜品种 Cantaloup charentais 的 ACO1 cDNA 序列
( 登录号: X95551 ) ，设计特异性引物。上游引物 P1
序 列 为: 5'-GGCGGATCCAAACCAAATCTTGTATC-
TAC -3'，5'-端设计限制性酶 BamHⅠ酶切位点，下
游引物 P2 序列为: 5'-TCAGGTACCAAGCCCTCTA
ATATTCCT-3'，5'-端设计限制性酶 KpnⅠ酶切位点。
引物由上海生工生物工程有限公司合成。
1． 2． 3 cDNA 克隆及序列分析 取 5 μg 总 RNA 做
模板，加 50 μmol /L Oligo ( dT ) 20引物 1 μL，加 10
mmol /L dNTP 2 μL，灭菌无 RNase 水 5 μL，65℃变性
5 min，迅速放在冰上 5 min; 然后依次加入 5 × cDNA
Synthesis Buffer 4 μL、0． 1 mol /L dTT 1 μL、15 U /μL
Thermo ScriptTM RT 1 μL、40 U /μL RNase-out 1 μL，反
应条件: 50℃，50 min; 60℃，10 min; 70℃，10 min;
85℃，5 min; 4℃，5 min。反应结束后，加 RNaseH 1
μL 于 37℃反应 30 min，－ 20℃保存备用。
以合成的 cDNA 第一链为模板，采用 PrimeST-

ARTM HS DNA 聚合酶进行 PCR 扩增。PCR 反应条
件为: 94℃预变性 30 s，94℃变性 30 s，60℃退火 40
s，72℃延伸 90 s，30 个循环后; 72℃ 延伸 10 min。
PCR 产物经 1． 5% 琼脂糖凝胶电泳检测。

PCR 产物经 PCR 产物纯化试剂盒纯化后与
pMD19-T 载体连接，转化 DH5α 大肠杆菌，在 LB /
Amp / IPTG /X -gal 平板上筛选阳性克隆，然后随机
挑选经 BamH Ⅰ和 Kpn Ⅰ酶切确认的重组质粒 3
个独立克隆，进行序列分析。将所测的序列结果进
行 BLAST 序列相似性分析，用 DNAMAN6． 0 软件进
行序列比较分析。

2 结果与分析
2． 1 RNA 的分析
用紫外分光光度法测定 RNA 的 OD 值，结果表

明 OD260 /OD280为 1. 94，OD260 /OD230为 2. 06。从图 1
电泳图片可以看出: 28 S rRNA 的亮度约为 18 S
rRNA 的 2 倍，说明提取的总 RNA 纯度高而且完整
性好。

图 1 甜瓜果实总 RNA 的电泳结果
Fig． 1 Agarose gel electrophoresis of melon

fruit total RNA

2． 2 RT-PCR 产物的分析
RT-PCR 扩增后得到约 1 kb 的特异性条带 ( 图

2 ) ，与预期相符。

1． DNA Marker Ⅲ ; 2． RT-PCR 产物。

1． DNA Marker Ⅲ ; 2． Product of RT-PCR．

图 2 甜瓜 ACO1 基因的 cDNA 扩增
Fig． 2 The cDNA amplification of ACO1 gene from melon

2． 3 cDNA 克隆及序列分析
将得到的特异性条带进行克隆和酶切鉴定( 图

3 ) ，结果表明已经得到预期正确的克隆。

1．阴性对照质粒 pUC19 ; 2． RT-PCR 产物; 3． BamHⅠ和 KpnⅠ

酶切的重组质粒; 4． DNA Marker DL5000。

1． pUC19 ; 2． Product of RT-PCR; 3． Recombinant plasmid

digested by BamHⅠ and KpnⅠ ; 4． DL5000 Marker．

图 3 重组质粒的酶切鉴定
Fig． 3 Detection of recombinant plasmid
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将 3 个独立克隆进行测序分析，结果表明，克隆
的该基因 cDNA 核苷酸序列长度为 1 035 bp，编码
区共 957 bp，与已报道的 Cm-ACO1 mRNA 序列完全

一致( 图 4 ) ，编码 318 个氨基酸组成的蛋白，分子量
约为 35. 1 kDa。此序列已经在 GenBank 数据库中
提交，登录号为 GU017416。

下划线核苷酸为 PCR 引物。
The portion of underline means PCR primer．

图 4 甜瓜品种河套密瓜 ACO1 基因 cDNA 核苷酸序列
Fig． 4 Nucleotide sequence of ACO1 gene cDNA from melon cultivar Hetao

3 讨 论

多数甜瓜品种果实糖分含量特别高，其中多糖

是干扰甜瓜总 RNA 提取的重要因素。本研究采用
异硫氰酸胍法结合 KAc 沉淀多糖的方法成功地从
甜瓜品种河套蜜瓜中提取出了高质量的 RNA，这为
该基因的克隆提供了基础。
序列比较发现，本研究克隆的甜瓜品种河套蜜

瓜的 ACC 氧化酶基因 ACO1 cDNA 与 Lasserre 等［8］

所报道的甜瓜品种 Cantaloup charentais 的 ACO1 cD-
NA 序列完全相同，表明 ACC 氧化酶基因 ACO1 在
这两个甜瓜品种中相当保守。该基因的克隆为进一
步研究 ACC 氧化酶基因在甜瓜中的表达特性以及
特异性功能方面奠定了基础。
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