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苹果液泡酸性转化酶基因片段的

克隆及序列分析

安新民张志毅骨 陶俊

(北京林业大学林木花卉遗传育种教育部重点开放实验室 北京 100083) (扬州大学农学院园艺系 扬州 225014) 

何承忠

(西南林学院 昆明 650224 )

摘 要 在分析植物可溶性转化酶基因的保守区序列基础上，设计了一对 PCR 引物，以苹果

(辽伏)基因组 DNA 为模板，采用 PCR 方法扩增出长约 743bp 的 DNA 片 段，克隆入 pUCm-T 载

体，测序结果表明，所获得的片段推测为苹果酸性转化酶基因的片段，该基因片段长度为 743坤，是

开放阅读框的一部分，无内含子。 其序列已在GenBank 中登记(登记号 为 AF433644) 。 在Gen

Bank 中进行同源性检索，结果表明该成员编码的氨基酸与植物可溶性酸性转化酶的氨基酸同源性

较高，与温州蜜柑 (GenBank AF014925) 、胡萝 r (X67163) 、甜菜(GenBank X81796) 和绿豆(Gen

Bank DI0265)液泡酸性转化酶基因编码蛋白质的氨基酸分别具有 80% 、 80% 、 78 % 和 77% 的同源

性。 而与定位于细胞壁的酸性转化酶(不溶性)同源性较低， 由此可推测出研究获得的苹果转化酶

基因可能定于液泡。 该基因片段的获得对于深入研究苹果展糖代谢以及果实发育和品质形成具有

重要的意义。

关键词:苹果 液泡酸性转化酶基因 克隆

除山梨醇之外，煎糖是苹果果实中碳水化合物

卸载的一种重要形式，在果实发育和品质形成的相

关代谢中起着重要的作用[ 1 ， 2 ] 。 转化酶(煎糖酶)催

化煎糖水解生成葡萄糖与果糖，在煎糖代谢中起着

重要作用。 转化酶分为酸性、中性或碱性三类。 酸

性转化酶存在于细胞壁(不溶性的)和液泡(可溶性

的)中，中性或碱性转化酶存在于细胞质中 。 对酸

性转化酶基因转化植株的研究表明，改变转化酶的

活性可以影响光合能力、光合产物的运转分配、乃至

植株生长、果实的大小、品质、产量和育性[3 - 8] 。

目前已从胡萝卡 、甜菜、马铃薯、 拟南芥、烟草、

玉米、番茄以及绿豆等植物中分离到编码酸性转化

酶的基因 。 但就果树而言，现仅从葡萄[9] 和草莓

(GenBank 登记号 AFO00521) 中分离到该基因，我们

已获得柑桔转化酶基因家族的 3 个成员 [ lo ， 11 ] ， 在

苹果上则未见报道。而该基因的获得对于探讨苹果

果实发育过程中煎糖的运输、积累和分解机理以及

对研究转化酶基因的表达与果实发育的内在联系具

有重要意义。

材料和方法

1.植物材料

以辽伏苹果(Malω pumila)幼叶(采自浙江大学华家池

校区园艺系果园)为提取基因组 DNA 的材料。

2. 冒|物

根据GenBanK登记的其他植物酸性转化酶基因序列的

保守区设计陀R引物如下:上游引物 :5'TATCATCf(G/AI

T IC)TTTTA(T IC) CA(A/G) TACAA(T IC) C口';下游引

物 :5' (A/G )TCGAAGAA (G/AITIC)GTTTτ飞GATGC(AI

G)TA 3' 

3. 基因组 DNA提取

本文 2003 年 4 月 14 日收到， 7 月 28 日接受。

‘ 通讯作者。 E-mail : zhiyizhang@bjfu. edu.cn 
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采用 CTAB法。

4. PCR 反应

(在 HYBAID PCR EXP阻ss 中进行) 50μLPCR 反应

体系包括 50ng 苹果(辽伏 ) 因组 DNA ， 各 0 . 2问丑。llL上游引

物和下游引物 ， 1 X PCR 反应缓冲液， 2rnmolIL MgClz , 200 

μmol IL c1NTPs 和 2 单位 TaqDNA聚合酶。 比R循环条件

为 94'C预变性 3min，最后 72'C延伸 lOmin ， 94'C 变性 40s ，

52'C退火 40s ， 72'C延伸 90s ，共进行 30 轮循环。

5 . 片段重组入质粒载体

PCR产物经纯化后与 pUCm-T 载体连接 ， 连接产物转

化大肠杆菌 TG1 菌株感受态细胞 ，通过蓝白斑筛选、质粒长

度和酶切鉴定重组质粒[12 ) 。

6. DNA序列测定

采用双脱氧终止法， PE公司 377 型自动测序仪测定重

组质粒 DNA序列 。

7. 序列分析

采用&甲id II 、 Clustalx 和 Bioedit 等软件进行翻译和序

列比较分析。

399 

2 . 基因序列与同源性分析

测定重组质粒中插入片段的序列 ，表明所克隆

的基因片段长 743峙，其序列如图 2 所示。 在Gen

Bank 中进行 Blast 检索结果表明，该片段与植物液

泡转化酶基因的相应片段具有较高的同源性，推测

其为苹果液泡酸性转化酶基因(孔。-VI-l)开放阅读

框的一部分，不含内 含子，序列内包含 Sca 1 和

Hind III 两个常用酶切位点。 运用缸qaid II 软件

分析推导该基因片段编码 247 个氨基酸(图 2) 。

志杂学物生胞细第 6 期第 25 卷
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TCATCTTTTTT ATCAGTACAACCCCAACAAAGCAGTATGGGAGACATA 
SSFLSV Q PQ Q SS MGDI V W G 
GCTGTGTCCAAGGACTTGAT∞ATTGGCTTCACCTTCCTCTGGCCATGGTGGCTG 

AV S KDLIHWLHL P L A M VA D 
TGGT ATGACATCAA TGGCGTTTGGACTGGCTCAGCCACCA TTCTCCCTG 
W Y DI NGV W T G SATIL P DGK 
GTCATGCTCT ACACTGGTTCAACCAA TGAGTCTGTCCA∞TCCAAAACCTT 
V M L Y T GSTN ESVQV Q NLAY 

Sca J 

GCTGACCACTCTGACCCTCTTCTCCTCAAσGGGTCAAGT ACTCAGGCAA 
ADH S DPL L L NW VK Y S G NPV 
GTCCCGCCCCCGGGCATCGGGTACAAGGACTTCCGGGACCCT ACCACGGCGTGGTTC 
VP P PGIGYKD F RDPTTA W F 

Hir.咀 I II

TCAGAGGGCAAA TGGωGATCACCA TTGGGTCCMGCTT AACAAAACTGGGATGT 
S EGKWRIT I G S KLNKT G M S 
G忖jATGACACCAAωAC门CAAAACCTATGAGC门CTGAATGGGGTG口ìCATG

VYDT K D F K T YELLNGV L HA 
CCTGGGACTGGAATGTGGGAGTGTGTGGATTTTTATCCGGTGTCGAAAA 
PGT G M W ECVDFYPVSKTSD 
GGA TTGGA TACTTCTGTGAA∞GGCCTGATGTGAAGCATGTGGTAAA∞口

G L D TSVNGPDVK H VVKASL 
GATGACAωAA TGA TT ACT ATGαTTCGGGAC门ATGATGAGAAGA口GGCA

DDRN D Y Y A FGTYDE K TGKW 
CαGATAA∞AAAAGA忖GATGTTGGTATTGGAATT

P D N E KI D VG I G IRYDY G K F 
GCA TCCAAAACC门CTTCGAC

A S K T F F D 

苹果液泡酸性转化酶基因部分序列

(划线部分为引物序列)

图 2

1. PCR产物的扩增和克隆

以苹果基因组 DNA 为模板，用所设计的引物

进行 PCR 反应，得到与预计长度一致的大约为 740

坤的条带 ，将经纯化的 PCR 产物与 pUCm-Tj主体

连接，用连接产物转化大肠杆菌 TG1 菌株感受态细

胞 ，在含氨书青霉素、X-gal 及 IPTG 的 LB平板上涂

布获得白色菌落。 挑取白色单菌落培养 ，提取质粒，

经长度和酶切(Pst I)鉴定获得预期的重组质粒(图

果结

在GenBank 进行Blast 检索并采用 Clustalx 和

Bioedit 等软件分析 ，结果表明本研究克隆的苹果液

泡酸性转化酶基因 ( MP-VI-l)片段分别与绿豆

(D10265) 、温州、|蜜柑 (AF014925) 、酸橙 (AF048579)

等定位于液泡的酸性转化酶基因的相应片段具有

81 % 、79% 和 79 % 的核昔酸同源性 ，其编码的氨基

酸与温州蜜柑 (AF014925) 、胡萝卡 (X67163 ) 、甜菜

(X81796)和绿豆 (D10265 )液泡酸性转化酶基因编

码的氨基酸分别具有 80% 、 80 % 、 78 % 和 77% 的同

源性(图 3) 。 而与定位与细胞壁的转化酶基因具有

较低的核昔酸和氨基酸同源性。 该序列 中的基序

"MWECVD"( 图 3)是植物液泡转化酶非常保守的

半脱氨酸的催化位点 ， 可能在转化酶的构造和催化
活性上具有重要的功能( 13) 。 根据上述分析，推测获

得的基因片段 MP-VI- 1 定位于液泡。

图 1 基因片段重组入 pU臼l-T

1. DL-2000 M缸ker; 2. PCR 产物 ; 3. pUC19; 4 重

组质粒; 5. 重组质粒用 Pst 1 酶切的产物[释放出与插入

片段(PCR 产物)长度基本一致的条带]。
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AF433644 
AF014925 
X81796 
010265 
X67163 

AF433644 
AFOl4925 
X81796 
010265 
X67163 

Af'433644 
AF014925 
X81796 
010265 
X67163 

Af'433644 
AF014925 
X81796 
。10265

X67163 

图 3 几种植物液泡转化酶基因编码的氨基酸同源性比较

AF433644一一苹果液泡酸性转化酶基因 ; AF014925一一温州蜜柑液泡酸'性转化酶基因; X81796一一甜菜可溶性转化

酶基因; D10265一一绿豆可溶性转化酶基因; X67163一一胡萝卡可溶性转化酶基因 。

讨 论

转化酶在植物的煎糖代谢中具有重要的作用。

许多研究表明，编码转化酶的基因组成一个大的基

因家族，每一种类型转化酶基因又包括几个不同的

成员，因此仅从酶活性测定无法阐明转化酶作用的

内在本质，只有获得基因，进而进行表达研究方可阐

明每个成员在煎糖代谢与积累及其生理功能的分子

机理。

本研究获得的苹果可溶性酸性转化酶基因片段

(MP-VI-l , GenBank 号为 AF433644) ，为研究该基

因成员在不同组织和发育阶段的表达情况，探讨其

在苹果果实发育期间煎糖的积累和分解中所起的作

用，进而为理解果实发育以及含糖量这一品质性状

形成机制打下基础。

植物液泡和细胞壁中存在的酸性转化酶又各有

几种同工酶，苹果的酸性转化酶也包括液泡和细胞

壁转化酶，苹果的液泡转化酶也可能由若干个不同

的基因成员来编码，本研究首次获得该基因家族一

个成员的片段，苹果中其他的转化酶基因成员仍有

待克隆并进行进一步深入研究。
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ABSIRACf A pair of primers was designed according to the ∞nserved sequences of plant soluble acid in

vertase genes , and a 743bp fragment was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using the genomic 

DNA of MaLus pumiLa(Liao Fu) as a t巳mplate. The fragment was cloned into pUCm-T , and then sequenced. 

The results suggest that this fragment is a part of open reading frame( ORF) , and there is no intron in this 

fragment. The sequence has been registered on Gen&nl王 (AF433644) ， and shows much more homology to 

soluble than to insoluble invertases of plants by Blast in Gen&nk. The deduced amino acid sequence of the in

vertase gene fragment is 80 %、 80% 、 78 % 、 77 % identical to that of the proteins from Citrus unshiu 

(AF014925 ) , Daucus carota (X67163) , Beta vuLg，αns (X81796) and Mung bean (D10265 ) , respectively. 

The gene is putatively recognised as a soluble acid invertase( vacuolar acid invertase) gene. Our results are im

portant for study on transportation and metabolism of sucrose , development and quality of apple fruit. 

Key words : Malus pumila Vacuolar Acid Invertase Gene Cloning 
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