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乙醇酸氧化酶基囚诱导反义表达载体
的构建与水稻的遗传转化
胥华伟，侯典云，施江。史国安
(河南科技大学农学院．河南洛阳471003)

摘 要：通过RT—PCR扩增得到水稻叶片乙醇酸氧化酶fGlycolate oxidase，GLO)的伞长cDNA并构建诱导反义表达载体

pER8一GLO，以根癌农杆菌介导法得到转基凶水稻。以诱导剂13一雌二醇(13一estradioll诱导处理12 d后．转基因水稻的GLO活性

降低超过80％．在空气条件下．转基冈植株的生长受到抑制；而高C02条件下的转基因植株与野生型植株表型没有显著差异．说明
反义GL0植株具有典型的光呼吸突变体的特征。
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乙醇酸氧化酶(Glycolate oxidase，GLO)是光呼吸中

的关键酶11I，催化乙醇酸氧化生成乙醛酸和过氧化氢121。利

用甲基磺酸乙酯(Ethyl methane sulfonate，EMSl化学突

变结合不同浓度CO：筛选的方法，Somerville等㈣从拟南芥
中筛选到一系列光呼吸途径关键酶的突变体。这些突变

体的典型表型就是在高CO：条件下可以正常生长，而在
空气条件下却很快表现出生长迟缓或者叶片萎黄等表

型．这就是典型的光呼吸突变体表型．但却没有筛选到

GLO的缺失突变体。Somerville推测GL0可能还在别的代

谢途径具有重要作用131。随着拟南芥和水稻基因组测序工

作的完成．生物信息学分析表明在拟南芥和水稻中GLO

都是由多基因所编码．这种基因的冗余性或许是化学突

变法筛选突变体失败的原因。

过去对GLO的研究主要集中在分子结构和催化特
性方面14-51．对其在光呼吸中的生理功能仍不清楚。甚至

对其底物乙醇酸的来源仍有争议13I，利用转基因技术可

望进一步探索或解决这些问题。本研究构建了诱导反义

表达载体pER8一GLO．通过农杆菌介导的方法获得转基
因水稻，并对其进行诱导，探求其在光呼吸中的作用机

理。

1材料和方法

1．1试验材料

供试水稻为粳稻品种石狩白毛fOryza sativa L．cv

Shishoubaimao)。可诱导表达载体pER8由旧金山州立大学

贺正辉博士提供，该载体只有在施加诱导剂B一雌二醇

(13一estradi01)的条件下才会大量诱导目的基因的表达[61。

根据预测的水稻GLD序列(GenBank登录号：

AK098878)设计PCR引物。上游引物(GLO—D为5’一

GAGAGAACTAGTGCAGGGTTCACAAGGCAGGAGAAAA一
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3’(下划线处为Spe I的酶切位点)，下游引物(GLO—R)

为5’一GTGTCTCTCGAGCATGAACGACCCAGTrACGA一3’

(下划线处为Xb I的酶切位点)。以潮霉素磷酸转移酶

(Hygromyein phosphotransferase，H网基因片段上的引物
进行转化植株的PCR鉴定。上游引物(H町一n为5’一
CTGAACTCACCGCGACGTCTGTC一3’。下游引物(HPT—R)

为5’一TAGCGCGTCTGCTGCTCCATACA一3’。引物由上海

生工生物T程技术服务有限公司合成。DNA聚合酶、限制

性内切酶等相关试剂均购自大连宝生物技术有限公司．诱

导剂B一雌二醇(13一estradi01)购自Sigma公司。

1．2试验方法

1．2．1 诱导反义GLD栽体的构建及G￡D序列测定 GLO

基因的PCR扩增、酶切、连接、转化等参照Sambrookrn进

行。扩增所得GLO片段和pER8经Spe I和Xb I双酶切

后进行连接，pER8的结构161及载体构建过程如图l所示。

经测序确认目的片段及连接方向的正确性。构建的诱导反

义载体命名为pER8一GLO。

Spe I Xho I

Sse83871 XhoI却e I

圈1 pER8结构(仅左右边界之间)及诱导反义表达载体的构麓

1．2．2水稻的遗传转化 水稻的遗传转化参照Hiei等嗍

方法并略作修改：由于no$启动子在单子叶植物中启动能

力很弱．应避免过长时间的筛选，所以仅在两轮的筛选培

养基中加入50 m{；，L的潮霉素，每轮筛选时间为2周左

右。

1．23 PCR初步筛选转基因植株水稻微量基因组DNA

的提取采用SDS法。PCR鉴定采用20斗L的体系．反应程

序为94℃预变性3 rain，94℃变性1 min．55℃退火40日．

72℃延伸l min。共28个循环，最后72℃延伸6 min终止

反应。

1．2．4 筛选GLO活性下调植株经PCR初步鉴定为转

基闪植株后，将T0代植株种植并收获种子。每个株系挑选

10粒饱满种子．消毒后以木村B营养液培养至3叶期开
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始诱导试验以筛选出酶活降低的植株。诱导荆8一estradiol

以二甲基亚矾(Dimethylsulfoxide．DMS01配成40 mmoI／L

的母液．一20℃储存。使用浓度为5斗m01]L．每3 d将诱导
剂和营养液一起更换，12 d后称取上数第2和第3片叶

子0．15 g测定GLO活性。．

GLO活性的测定参照彭新湘等”的方法．分副以每克

鲜重每分钟和每毫克蛋白每分钟产生的H：O!的最来表示
酶活性，参照ZelitehI”I的方法测定蛋白质含量，

1．2．5聘基固植株在空气和高CO，条件下的袁型 以酶

活降低的转基因植株为材料．以5 pmol／L的醺导剂浓度

诱导处理12 d．处理过程中观察其表型变化．镣12 d取

样测定GLO活性。在人丁气候箱进行高c0』1％)和诱导剂
处理：将纯CO：通人人工气候室，以转子流量计控制C02

的流量，以CO：分析仪监测CO：浓度。培养条件为白天

30℃，300 IxmoWm!·s)光照14 h，晚上25屯，持续处理12

d蜕察表型变化并测定CLr)活性一

2结果与分析

2．1 GL0基因的克隆及载体的构建

以RT—PeR从水稻eDNA中扩增得到一条特异性条

带，大小和预测一致，大约在1 300 bp左右，初步确定为

目的片段(罔2)。将目的片段回收，以如e I和X^o I双酶

切目的片段和诱导表达载体pER8后进行连接，载体的结

构及构建如图2所示。以鄢e I和Xho I双酶切确定目的

片段已成功连接至pER8(围3)，所构建的载体命名为
pER8一GLO。进一步的测序结果表明片段长度为1 333

I】I)'与AK098878的核苷酸相似性为100％．连接方向正
确。

2．0 kb

1 0 kb

0 75 kb7

2 0 kb．—

l 0 kb～

M：DNA Marker DL舢：14：RT—I’L=R扩增产物
围2 RT—PCR扩增水稻G￡o基因

M l 2 3 4

M：DNA Marker DL2000：I一2．4：阳性克隆：3：假阳性克隆

图3诱导反义表达载体pERS-GLO的藏羹切鉴定

2．2农杆菌介导的遗传转化和诱导反义植株的再生

pER8上驱动HPT基因表达的是n05启动子．这种启

动子在单子叶植物中的启动能力很弱㈣．故试验巾仅在筛

选培养基中加入潮霉素．在随后的预分化和分化试验中没

有加入潮霉素，相比从筛选刘最终的生根壮苗都加入潮霉

素的方法．结果可能造成较多的假阳性植株，但却可以有

效克服i'lO$启动子启动能力弱的特点．能够得到更多的再

生植株。本试验在较短的时间内得到大量抗性植株，表明
采用缩短潮孽素筛选时间的方法是切实可行的+

2．3 PCR初步筛选转基因埴株
共得到127株抗性植{束．抽提基圳组DNA以其为模

板进行HPT基因部分序列的PCR扩增，能够扩增山大小

约为730 bp的DNA片段浩果未显示)，与预测吻合。初
步证明U的片段已经整合到转化植株的基因纽，共有46

株能够扩增到打尸r片段．阳性率为36．2％，而以35 S为启

动子的RNA干涉载体所进行的遗传转化中．在从筛选到

分化都添加潮霉素的情况下．阳性植株几乎为100％f数

据未显不)。以pER8一GLO进行的转化试验枉筛选时间缩

短的情况下抗性植株的阳性率远远低于以35S为启动子

的阳性率．和预测结果相一致。

2．4 GLO活性下调植株的诱导筛选

虽然得到经PCR验汪为阳性植株的水稻，但诱导剂

是否能够启动植株体内反义GLO的表达，还需要进行进

一步的聆证．．参考Zuo等8的处理浓度．以5 I．．Lmol／L来进

行爵导筛选实验。以野生型植株同样以诱导荆处理作为埘
照(CK)，结果表明在检测的48个株系中．有两个株系

(GLO—AS一26，GLO—AS一46)的GLO活性大幅下降，其中

GLO—AS一26的酶活最高可降低90％以上．GL0一AS一46的

降低比例多介下80％一90％之间，野生型植株的酶活性没

有受到影响f图4)。
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围4 T，代簋株的诱导筛选实验

2．5转基因植株在空气和高Co：下的表型

空气条件下．未诱导处理时．转基因植株的表型和野

生犁没有明显差异(同5A)，当以5 p,mol，L的诱导剂处理

12 d后．转基因檀株的生长受到明显抑制．野生型植株的

生长未受影响(罔5B)，说明本诱导系统可以严格控制目的

基因的表达．只有施加诱导剂后才会高效特异诱导反义

GLO的表达并使酶活性下陴．以J％的CO：诱导处理12 d

的野牛型植株的GLO活性和空气中的无显著差异．而转

基因植株的GLO活性下降超过90％．但却没有明显表型

f数据未列m1．说明高C01可有效阻止转基肉楠株生长受
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指标的变化．也可以应用各种分子生物学手段来研究

GLO下调对植物体内各种代谢途径的影响；此外．大量的

试验证据表明GLO在植物抗逆中也可能发挥着重要作
用116J．利用GLO下调的转基网植株可以进一步验证和研

究GLO在抗逆中的作用．为进一步阐明光呼吸的生理功

能奠定基础。
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