
应用与环境生物学报    2009，15 ( 4 ): 479~482
Chin J Appl Environ Biol=ISSN 1006-687X

2009-08-25
DOI: 10.3724/SP.J.1145.2009.00479

赤霉素(Gibberellins，GAs)在植物的生长发育活动中发

挥着重要作用，如促进种子萌发、节间和叶片伸长、花器官形

成和孤雌生殖及果实形成等 [1~3]. 根据反应类型和酶的种类，

可将赤霉素生物合成分成3个阶段：第一阶段，从牻牛儿牻牛

儿焦磷酸合成内根-贝壳杉烯；第二阶段，内根-贝壳杉烯氧化

为GA12-醛；第三阶段，GA12-醛进一步氧化为不同的GA[4]. 其
中GA20-氧化酶属于第3阶段的双加氧酶，需要2-酮戊二酸和

氧分子作为辅底物. 
GA20-氧化酶 (GA20ox)是催化赤霉素生物合成倒数 第

二步的关键酶，如今已从拟南芥 [1]、水稻 [5]、菠菜 [6]、豌豆 [7]、

南瓜 [8]等植物中克隆出GA20氧化酶基因的全长cDNA，序列

分析表明，不同植物的GA20氧化酶存在较大差异. 簇毛麦
(Dasypyrum villosum，2n＝14，VV)是禾本科簇毛麦属一年生

二倍体异花授粉植物，为栽培小麦的近缘属. 原产于地中海

及高加索地区，具 有抗锈病、抗白粉病、抗全蚀病、抗根腐

病、耐旱、多蘖、高蛋白等许多优良性状 [9, 10]. 本研究以簇毛

麦为材料，利用RT-PCR技术克隆GA20ox基因，以期探讨簇毛

麦GA20-氧化酶基因的遗传多样性及其结构与功能的关系. 

1  材料与方法
1.1  材 料

供试材料簇毛麦(Dasypyrum villosum，2n＝14，VV)来自

法国农业科学院雷恩作物改良研究所，现由本实验室收集保

存. 大肠杆菌菌株DH5α、BL21以及原核表达载体pET-32a(+)
为本实验室保存. pMD 18-T Vector、PCR试剂，如dNTP-mix、

TaKaRa Taq DNA聚合酶、TaKaRa One Step RNA PCR Kit等，

购于宝生物(大连)有限公司. 凝胶回收试剂盒购自北京百泰
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摘  要   通过RT-PCR技术克隆了簇毛麦(Dasypyrum villosum)赤霉素生物合成关键酶GA20ox基因的全长序列，命名

为DvGA20ox，GenBank登录号为EU142949. 该基因全长1 080 bp，推测编码359个氨基酸的蛋白质，具有植物GA20ox
基因的典型保守结构域LPWKET和NYYPXCQKP. 该基因推导编码蛋白质与小麦、大麦和黑麦草GA20ox蛋白的同源

性分别为98%、97%和91%. 该序列重组到原核表达载体pET-32a(+)获得的重组子pET-32a(+)-DvGA20ox转化大肠杆菌
BL21pLysS后，IPTG诱导表达，SDS-PAGE分析表明，DvGA20ox基因在大肠杆菌中获得了高效表达，融合蛋白相对分

子质量为55×103，与理论值相符. 结果为深入研究DvGA20ox蛋白的结构与功能以及该基因与株高发育的关系奠定了基

础. 图3 参19
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克生物技术有限公司，其他化学试剂均为进口或国产分析纯

试剂. 
1.2  引物设计与合成

根 据 已知 大 麦、小 麦 GA 2 0 ox 序 列 设 计 一对 全 长 引

物 .  正向引物 GA20sense：5’- CCGGA ATTCATGGTGC-
AG CCG GTGT TCG -3’( 带 Ec oR I酶 切 位 点 )和 反 向引 物

GA20anti：5’-CCCAAGCTTTCAATGGCGACGACGATG-3’ 
(带Hind Ⅲ酶切位点)，引物由宝生物(大连)有限公司合成. 
1.3  总RNA的提取和RT-PCR  

利用TRIzol试剂从簇毛麦幼嫩叶片提取RNA. RT-PCR
扩增体系：RNA 1 μL，10×One Step RNA PCR Buffer 5 mL，
MgCl2 (25 mmol/L) 10 μL，dNTP mixture (10 mmol/L) 10 μL，

RNase Inhibitor (40 U/μL) 1 μL，AMV RTase XL (5 U/μL) 1 
μL，AMV-Optimized Taq (5 U/μL) 1 μL，特异引物(20 μmol/L)
各1 μL，RNase Free dH2O 24 μL. 反应程序为：50 ℃ 30 min，
94 ℃  2 min，94 ℃  变性30 s，55 ℃  退火30 s，72 ℃延伸1 
min，30个循环，最后72 ℃延伸10 min. PCR产物用1.0%的琼

脂糖凝胶电泳检测，用柱离心式琼脂糖DNA小量快速纯化

试剂盒进行纯化.  
1.4  原核表达载体的构建

将上述PCR产物经凝胶回收试剂盒回收纯化后连接入

克隆载体pMD18-T，转化大肠杆菌DH5α感受态细胞. 经蓝白

斑筛选提取质粒序列测定鉴定后，获得的重组质粒pMD18-
T-GA20ox经EcoR I和Hind Ⅲ双酶切回收目的片段，定向插入

EcoR I和Hind Ⅲ双酶切的原核表达载体pET-32a(+) Vector中，

转化大肠杆菌DH5α感受态细胞，经双酶切和DNA测序鉴定

筛选后，得到重组质粒pET-32-GA20ox. 
1.5  原核表达和蛋白纯化

用构建的表达载体pET-32GA20ox转化大肠杆菌BL21，

在同时含Kan(25 μg/mL)和氯霉素(34 μg/mL)的平板上挑选

单菌落，接种于同时含Kan(25 μg/mL)和氯霉素(34 μg/mL)的
LB中，37 ℃、160 r/min震荡培养过夜，次日按体积分数1%接

种到新鲜培养基中，37 ℃、160 r/min震荡培养至D600 nm值达
0.6~1.0. 

在培养基中加入终浓度为1 mmol/L的IPTG，37 ℃诱导

表达3 h，取1 mL菌液，4 ℃、8 000 r/min离心10 min，收集菌

体，加200 μL的5×SDS上样缓冲液，100 ℃煮沸3 min，离心后

取上清进行12% SDS-PAGE检测. 用考马斯亮蓝染色，脱色液

脱色后观察结果. 
1.6  序列分析

序列分析在NCBI网站上的blastn程序及DNAMAN软件

进行. 

2  结果与分析
2.1  簇毛麦GA20ox编码基因全长cDNA的分离

利用扩增GA20ox编码基因的引物，采用RT-PCR方法(一
步法)从簇毛麦幼嫩叶片总RNA扩增目的条带，琼脂糖凝胶

电泳检测的结果表明，得到了长度为1.1 kb左右的单一片段(
图1). 回收、纯化后的目的片段连接到T-载体上并转化至大肠

杆菌DH5α内. 通过PCR扩增筛选阳性克隆，并进行双向序列

测定，得到长度为1 080 bp的序列. 将所得序列在NCBI非冗余

数据库中进行序列相似搜索，发现该序列与已知大麦、小麦

和水稻等GA20ox基因序列具有很高的序列一致性，因此确

认所得为GA20ox编码基因. 

2.2  序列分析
进一步对获得的cDNA片段进行生物信息学分析，发现

该cDNA片段可推导编码具有359个氨基酸的蛋白质，推测相

对分子质量为40.083×103. 多序列比对结果表明，不同物种的
GA20ox氨基酸序列有高度的相似性，并且在已知功能的氨

基酸位点都高度一致，均含有GA20ox与底物和酮戊二酸共

底物相结合的LPWKET和NYYPXCQKP保守序列. 通过同源

性比较可知,该基因推导编码的蛋白质与大麦 [11]、小麦 [12]、黑

麦草[13]等GA20ox氨基酸序列同源性分别为98%、97%和91%. 
2.3  重组质粒pET32-GA20ox的构建及酶切鉴定

从已转化重组质粒的DH5α菌株中提取质粒，经EcoR I
和 Hind Ⅲ双 酶切后，琼 脂 糖 凝 胶电泳检 测插入 载体中的
GA20ox基因片段. 随机挑选克隆测序，结果显示GA20ox成功

地连入pMD18-T载体. 大规模提取重组重组质粒，双酶切后

纯化插入片段,并将其连接到双酶切后的表达载体pET-32a(+)
中，连接产物转化大肠杆菌BL21，在同时含Kan (25 μg/mL)
和氯霉素(34 μg/mL)的平板上挑选单菌落，经小规模液体培

养、提取质粒、进行双酶切后的电泳 . 酶切检测表明有插入

片段的阳性克隆，相对应的电泳中有约1.1 kb条带的酶切片

段(图2，泳道2). 取阳性克隆测序，结果与所选取的原GA20ox 

图1  簇毛麦GA20ox RT-PCR产物凝胶电泳
Fig. 1  Electrophoresis of RT-PCR product of GA20ox gene

1. DNA标准 DL 2000；2. 扩增产物  

1. DL 2000 marker; 2. Amplifi cation product 

图2  pET32-GA20ox质粒双酶切鉴定
Fig. 2  Identifi cation of plasmid pET32-GA20ox by enzyme digestion

1. DNA Marker 1 kb ladder；2. pET32-GA20ox质粒双酶切；3. pET32质粒
双酶切
1. DNA marker 1kb ladder; 2. pET32-GA20ox digested by EcoR I/HindⅢ; 3. 
pET32 digested by EcoR I/HindⅢ 
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列完全相符，没有发生移码的现象，即得到拥有正确读码框

的表达载体. 
2.4 GA20ox cDNA的原核表达

pET32-GA20ox表 达 载体 转化大 肠杆 菌 BL21后，经1 
mmol/L的 IPTG诱导3 h，煮沸破碎细菌后，离心并取 上清

液浓缩后SDS-PAGE电泳显色 . 观察发现，转入重组pET32-
GA20ox载体的细 菌总蛋白提取物中出现了相对分 子质量

约为55×103左右的蛋白质(图3，箭头所示). 分析表明，重组
pET32-GA20ox载体中产生的是His-GA20ox融合蛋白. 其蛋白

质分子量大小与预期大小一致，基本确定载体构建成功，而

且适合于蛋白质的高效表达. 

3  讨 论
GA20氧化酶 是 最 重要的也是目前研究最多的赤霉素

生物合成限速酶 [14]. 20世纪50年代的“绿色革命”中，水稻
GA20氧化酶功能的丧失产生半矮秆植株，提高了水稻的抗

倒伏能力且显著提高了水稻的产量 [15, 16]，由此引发了人们对

植株株高和赤霉素生物合成酶类的广泛关注. 由于GA20氧

化酶直接催化生成具有生物活性的GAs，而且GA20氧化酶

基因在 植物矮 化 型、徒 长 型突 变体内表 达丰度 差 别 很大 . 
GA-20 (GA-20 oxidase)由小的多基因家族编码，基因家庭成

员的表达模式既重叠，也存在区别 [1, 17] . 本研究分离克隆到

的簇毛麦GA20ox推导氨基酸序列与已知的单子叶作物如大

麦、小麦、黑麦草GA20氧化酶的氨基酸序列一致性分别高

达98%、97%和91%，而与双子叶植物如烟草、拟南芥、豌豆

以及莴苣等GA20氧化酶的氨基酸序列一致性只有66%~61%. 
这可能是由于在高等植物体内至少存在两条平行途径形成

有生物活性的赤霉素，即C13羟基化(GA53)和非C13羟基化
(GA12) [14, 18]. 两种底物的亲和力因GA20-氧化酶的来源而异：

拟南芥、豌豆等双子叶植物来源的GA20-氧化酶对GA12的亲

和力高于对GA53的亲和力[8]，而麦类作物体内的GA20-氧化

酶对GA53的亲和力高于对GA12的亲和力[15]. 这表明单子叶植

物和双子叶植物的赤霉素生物合成途径差异与序列一致性

分析的结果一致. 在推测的氨基酸序列中均含有LPWKET和
NYYPXCQKP的保守结构，GA20ox是一个水溶性的依赖2-
酮戊二酸的双加氧酶 [19]，其保守序列分别与GA底物和酮戊

二酸相结合，这些保守序列对于GA20氧化酶发挥功能是极

其重要的. 
谈心等利用烟草GA20氧化酶核心序列构建了植物反义

表 达载体，并进 一步 转化得到了矮化的转基因烟草 [19]，本

研究选择pET-32a(+) Vector载体及宿主菌大肠杆菌BL21，成

功表达了约55×103大小的簇毛麦GA20氧化酶融合蛋白，为
GA20氧化酶的真核表达奠定了基础. 随着赤霉素生物合成

及代谢调控研究的深入，对GA20-氧化酶的认识也越来越清

楚. 尤其是各种GA突变体的发现及许多植物中GA20-氧化酶

基因的克隆，为在分子水平上利用反义技术、基因敲除、定

向突变等手段研究GA20氧化酶的作用与功能开辟了新的途

径.  
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育种为名的科学杂志。于2003年创刊，创刊伊始即被美国化学文摘(CA)，中国科学引文数据库、中国科技期刊全文数

据库、中国引文数据库，中国科技期刊数据库、中文科技期刊数据库，中国核心期刊(遴选)数据库，中国生物学文摘和

中国生物学数据库等多家中外文献数据库收录。2008年中国CNKI影响因子达到1.23的新高度，中国自然科学核心期

刊影响因子达到1.229的新起点。同时，《分子植物育种》已建立了全英文的期刊网站，定期发布学术动态、出版信息及

期刊近期目录等，实现作者编者读者同步分享。

《分子植物育种》包括专题评述、研究论文、研究报告、专题介绍、学位论文简报、新基因新种质新品种、新思路

新技术新方法和信息索引等栏目。主要围绕水稻、小麦、玉米、油菜、大豆、棉麻、薯类、果树、蔬菜、花卉、茶叶、林

草等方面。《分子植物育种》已经成为植物育种及相关研究领域研究成果发表和交流的最重要学术平台，代表了目前

中国分子植物育种的现实情况，是了解中国分子植物育种的一个重要窗口。 

欢迎订阅《分子植物育种》，本刊单月28日出版，国内定价：￥40.0 0/期，￥240.0 0/年；国际定价：$20.0 0/期，

$120.00/年。国内统一刊号：CN46-1068/S，国际标准刊号：ISSN1672-416X，邮发代号：84-23。订户可到当地邮局订

阅，或直接汇款至编辑部，免收邮费。  
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