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� � 摘要 : :克隆了与草莓成熟有关的乙稀受体 FaEtr2 基因片段, 为进一步研究 FaEtr2 基因功能并通过基因技术改

善草莓贮运性能奠定基础。以千代田草莓成熟果实中分离到的基因组DNA为模板, 经PCR扩增到1 条约1. 0 kb的特

异片段,将该片段克隆到 pGEM- T easy vector 上经测序分析,基全长共 1 049 bp, 编号 349 个氨基酸残基。序列分析结

果表明,该序列与 Chandler- Etr2 的 cDNA序列同源性 99%、氨基酸序列同源性为 98% 。
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Abstract: In this study a ripening related ethylene receptor etr2 gene in strawberry fruits was cloned for the following

- up research on gene funct ion and improving variet ies of strawberry through transgenic technology. A pair of primers

were designed and synthesized based on the sequence reported of Chandler - Etr2 . Using genome DNA extracted from

Chinyoda strawberry mature fruits as template the specific PCR product of etr2 was obtained, then it was ligated to pGEM

- T easy vector and sequenced.The sequencing data showed that the PCR product was 1 049 bp encoding 349 predicted

amino acid residues. Comparison with the cDNA sequence from Chandler - etr2 indicated the homlogy was 99% , and

amino acid identities were 98%.
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� � 草莓( Fragaria � ananassa Duch. )是深受人们喜

爱的大众果品,但果实采后易软化, 极大的影响了其

商业价值。草莓属非跃变型果实,但它也可以产生少

量乙烯。2种ACC氧化酶( FaACO1 和 FaACO2 )和 3

种乙烯受体 ( FaEtr1, FaErs1, FaEtr2 ) 基因已被克

隆[ 1]。其中,属于系统 �的FaEtr2 在果实成熟过程中

大量表达,该乙烯受体有退化的组氨酸激酶结构域,

推断有少量乙烯就可能启动与草莓成熟相关的生理

反应[ 2]。因此, 采用反义 RNA 或 RNA 干扰技术将

Etr2 基因反向导入草莓植株中,可在一定程度上抑制

其内源 FaEtr2 基因的表达, 抑制乙烯信号向下游转

导,进而延缓草莓果实的软化,使其贮藏期得以延长。

本研究采用 PCR技术克隆了全明星草莓 Etr2 基因片

段并进行了序列分析,为通过转基因技术抑制草莓成

熟软化奠定基础。

1 � 材料和方法

1. 1 � 材料

1. 1. 1 � 植物材料 � 千代田草莓成熟果实, 取自满城

县草莓基地。

1. 1. 2 � 质粒载体和细菌菌株 � pGEM-T 克隆试剂盒

为北京TIANGEN 公司产品, 购自保定赛尔克生物

技术有限公司;大肠杆菌 DH5�由本实验室保存。

1. 1. 3 � 试剂盒、工具酶及生化试剂 � 胶回收试剂
盒、TaqDNA聚合酶及 PCR相关试剂购自天为时代

生物公司;各种限制性内切酶均为大连宝生物公司

产品。
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1. 2 � 方法

1. 2. 1 � PCR扩增 � PCR扩增所用引物是根据 Gen-

Bank中登陆的草莓 Etr2 基因的保守区设计的,上游

引物为: 5�-TGCTTACCCAAGAGATTCGC-3�, 下游引物

为: 5�-ATCATTCCTCCCCTGACTTCC-3�,由北京赛百盛
基因技术有限公司合成。以基因组 DNA为模板进行

PCR扩增,采用热启动 PCR扩增目的片段,反应条件

为: 94 � 预变性 5min; 94 � 变性30 s, 56. 1 � 退火 30 s,

72 � 延伸 1 min, 共 35个循环;最后 72� 延伸 5 min。

同时以无菌水为模板做阴性对照。PCR产物经 1%

的琼脂糖凝胶电泳后,切下目的条带,用 DNA回收试

剂盒回收。

1. 2. 2 � 目的片段的克隆与序列的测定 � 纯化的目
的PCR片段与 pGEM-T 载体连接, 转化到大肠杆菌

DH5�感受态细胞中,在 X-gal/ IPTG培养基上挑取白

色菌落,碱法小批量抽提质粒,用 EcoR I 酶切质粒

后,电泳鉴定并选择插入片段大小正确的质粒,菌液

送北京三博远志生物技术有限公司进行测序。

1. 2. 3 � 序列同源性分析对测序结果进行 Blast同源

性比较,用 Omiga软件进行序列分析。

2 � 结果与分析

2. 1 � 电泳检测 PCR产物

草莓基因组 DNA经 PCR扩增, 根据引物在 Etr2

基因上的位点, 可以推断出扩增产物应在 1 kb左

右。PCR扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分析后可

以看出,其扩增片段的大小约为1. 0 kb,与我们预期

大小一致,凝胶成像系统观察电泳图谱,如图 1。

M.100 bp DNA Ladder Marker; CK- .阴性对照; 1. PCR 产物。

M. 100 bp DNA Ladder Marker; CK- . Negat ive comparison;

1. PCR products.

图 1� PCR 产物电泳检测

Fig. 1� Agrose gel electrophoretrogram of PCR products

2. 2 � 阳性克隆的鉴定
将扩增的片段纯化后与 pGEM-T 载体连接, 转

化大肠杆菌感受态 DH5�,蓝白斑筛选含有插入片段

的重组质粒。挑取 X-gal/ IPTG培养基上白色菌落,

进行菌液 PCR 扩增。若含有插入片段则应扩增出

一条约1�0 kb条带, 电泳检测 PCR产物(图 2)。

采用碱裂解法小量提取质粒 DNA, 根据载体上

多克隆位点 2端的酶切位点,选择 EcoR I酶切重组

质粒。若重组质粒含有插入片段, 则酶切后除应得

到 1条 3. 0 kb 的 pGEM-T 载体片段外, 还应有 1条

1. 0 kb左右的插入片段。琼脂糖凝胶电泳检测酶切

产物,结果与预期一致, 表明有 1. 0 kb左右的 DNA

片段插入到了 pGEM-T 载体, 此片段可能为我们所

要的目的片段,酶切电泳如图 3。

M.1 kb DNA Ladder Marker; 1.阴性对照;

2~ 6.菌液PCR产物; 7.阳性对照。

M. 1 kb DNA Ladder Marker; 1. Negative comparison of PCR products;

2- 6. PCR products; 7. Positive control.

图 2� 菌液 PCR产物电泳检测

Fig. 2� Agrose gel electrophoretrogram of PCR products

M.1 kb ladder Marker; 1~ 3.重组质粒 EcoR�酶切产物; 4.重组质粒。

M. 1 kb ladder Marker; 1- 3. Recombinant plasmid digested by EcoR � ;

4. Recombinant plasmid.

图 3� 重组质粒经 EcoR�酶切后电泳图谱
Fig. 3� Electrophoresis pattern of recombinant

plasmid digested by EcoR�

2. 3 � 阳性克隆的测序及同源性分析
将经检测正确的阳性克隆送北京三博远志生物

技术有限公司进行测序。测序结果表明, PCR扩增

产物长 1 049 bp, 含有扩增时所用的引物序列, 不含

内含子序列, 图4所示。

对克隆到的核苷酸序列进行同源性分析, 通过

NCBI网站进行 Blastn 比较, 在 GenBank + EMBL +

DDBJ+ PDB 数据库中显示出各种植物乙烯受体基

因核苷酸序列,它与 Chandler- Etr2 的 mRNA编码序

列(登陆号为 AJ297513)同源性高达 99% ,除外引物

序列只有 8个核苷酸与其不同(图 4)。克隆的核苷

酸序列编码 349个氨基酸, 在氨基酸水平上, 它与

Chandle-r Etr2 氨基酸 (登陆号为: CAC48386. 1) 有

98%的同源性。氨基酸序列只有 5个不同(图 5)。

因此可确定重组质粒插入的 DNA 片段为草莓 Etr2

基因片段, 即 Chiyoda-Etr2。由上可见, Chiyoda- Etr2

与 Chandler-Etr2 无论是核苷酸水平还是在氨基酸水
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横线处所标核苷酸序列为引物序列;方框中的核苷酸为与GenBank中不同的核苷酸。

Underlined sequences were the primer sequences;Nucleotide in square box meant the nucleotide different from Chandler-Etr2 .

图 4� 千代田草莓 Etr2 核苷酸序列

Fig. 4� The nucleotide sequence of Chiyoda- Etr2

框中的氨基酸为两者不同的氨基酸。

The amino acid in square box meant the amino acid different from Chandler-Etr2

图5 � 由 Chiyoda-Etr2 推导出的氨基酸序列及与 Chandler- Etr2 氨基酸序列同源性比较

Fig. 5 � The amino acid sequence deduced from Chiyoda-Etr2 and homologous comparison with Chandler-Etr2
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平,都有很高的同源性,可以认为两者在功能上也有

很高的相似性。Chandler- Etr2 基因已被证实在果实

成熟阶段大量表达, 可能与成熟直接相关,若将克隆

的全明星草莓 Etr2 序列构建到植物表达载体, 以反

义及 RNA干扰技术抑制该基因的表达, 预期可能有

效延缓草莓果实的成熟、软化。

3 � 讨论

分子生物学上有 2种途径可以抑制乙烯作用,

一是抑制乙烯的生物合成, 二是抑制乙烯信号向下

游转导。利用转基因技术可以从乙烯生物合成途径

的下游抑制乙烯信号转导, 从而抑制乙烯作用[ 3, 4]。

Chiyoda-Etr2 与 Chandler-Etr2 无论是核苷酸水平还

是在氨基酸水平,都有很高的同源性,可以认为两者

在功能上也是相似的。Chandler-Etr2 基因已被证实

与草莓果实成熟大量表达,若将克隆的 Chiyoda- Etr2

序列构建到植物表达载体,以反义及 RNA干扰技术

抑制该基因的表达,预期可有效延缓草莓果实的成

熟、软化。Chiyoda-Etr2 的核苷酸序列已用于载体构

建, 相关试验正在进行中。
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