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玉米核糖体失活蛋白基因的克隆及序列分析

范 琦" 高晓蓉 李文利" 金礼吉 安利佳""

（大连理工大学生化工程研究所，大连!!"%!$）

摘 要 将提取的玉米4+5反转录成67+5，以此为模板，合成特异性引物，应用多聚酶链式反应（894）技术扩增
出目的片段。对894片段直接进行序列分析，测定并克隆玉米的核糖体失活蛋白（4:8）基因。序列分析表明，已
测定的玉米4:8基因序列长为/12;<，其中编码区长1$1;<，共编码有$&3个氨基酸和一个终止密码子，=9含量为

31>2?。与已发表的序列相比较其核苷酸序列及推导的氨基酸序列的同源性分别为/1>#?和/&>#?。

关键词 玉米，核糖体失活蛋白基因，7+5序列分析
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核糖体失活蛋白（4A;(B(CD0AEF6GAHFGAEI<J(0
GDAE，4:8）是一类在植物中较广泛存在的毒蛋白。

4:8的主要酶学性质是具有4+5+0糖苷酶活力，
可特异地水解大鼠$1KJ4+52L0端茎环结构的腺嘌
呤残基而导致核糖体失活，阻止多肽链的延伸，从而

抑制靶细胞中蛋白质合成。4:8B不影响自身的

$1KJ4+5，但对亲缘关系较远植物的核糖体表现不
同程度的损伤，有些4:8B被用于治疗肿瘤、爱滋病，
有些4:8B也可失活真菌的核糖体［!!#］。因此分离

4:8基因并构建基因表达载体，用于转基因植物，以
提高植株的抗真菌病也是人们研究的热点。

到目前为止，来自玉米不同组织的4:8基因被
克隆并测序［!，$，3］，它们的核苷酸序列不尽相同，有

的甚至差异很大。我们从玉米的叶子中提取总

4+5，并反转录成67+5，通过对已有玉米4:8基因
序列的比较，设计合成引物，以玉米叶67+5为模
板，用894方法获得特异性7+5条带。序列分析
表明，我们已克隆了一新的玉米4:8基因，为以后
的研究工作打下了基础。

! 材料和方法

!"! 材料和试剂
玉米（MDFCF.B）品种为自交系2!11，由大连市

农科所提供，室内播种出苗后2星期，用剪刀机械损

伤，黑暗饥饿3N，取嫩叶用于4+5提取。4+5提
取所用试剂、67+5合成试剂盒、894反应试剂盒、
各种限制酶、连接酶等均由OFPF4F公司提供。寡
核苷酸引物合成，7+5序列分析在OFPF4F公司完
成。载体质粒<Q9!/，宿主菌7R3等为本实验室保
存。

!"# 方法

!"#"! 玉米叶总 4+5的提取：参照材料方法
［"］所述，提取玉米总4+5。取约2I重的玉米嫩
叶，清洗晾干后在液氮中研磨成粉末，加不少于3
倍叶重的裂解液=O9（#C()／S盐酸胍，%>!C()／S
OJAB·R9)<R&>3，!?"0巯基乙醇），再加!$0烷基
肌氨酸钠终浓度为%>3?，继续研磨。然后转到玻
璃匀浆器中，冰浴下研磨。研磨后的样品经#T，

#3%%J／CAE离心$%CAE，取出上清转到超离心管
中，进行9B9)（3>&C()／S9B9)，%>%!C()／SU70
O5）密度离心。9B9)与样品的比例为!V!，!1T，

23%%%J／CAE离心约$%N，弃去上层废液，用&%?
冷乙醇洗管底部沉淀，自然干燥后用少量OUK溶
解，并在乙醇沉淀下保存备用。

!"#"# 67+5合成、连接：参照OFPF4F67+5合
成及连接试剂盒的方法进行。取约!#I的玉米总

4+5，用逆转录酶（5W’）进行67+5合成，反应条
件：2%T，!%CAE；#$T，!3CAE；//T，3CAE；3T，



!"#$，一个循环。再用%&’()*处理，+,-，./。合
成的01&2用34%&2连接酶连接，.5-过夜。

!"#"$ 67%扩增：根据对文献［.，8，!］所报道的玉
米%96核苷酸序列的分析比较，设计合成引物，一
对引物为：

6.（:）!; 232<3<77222<33727+;，

68（=）!; 733227<2<7<7227<23+;。

用这一对引物，以玉米的01&2为模板进行

67%反应，并用这一对引物对67%片段进行测序。
根据测序结果设计另一对引物：

6+（:）!; 2<<<<22<72<<3<72<22+;，

64（=）!; 23<22<<7<73<322<<<32+;。

用该引物，以连接后的玉米01&2为模板进行
反向67%反应。方法参照3’>’%’公司67%试剂
盒的方法，反应条件：?4-，4,(；?4-，+,(；!!-，

+,(；@8-，?,(；+,个循环。最后@8-，!"#$，扩增产
物在.A琼脂糖凝胶中电泳检测。

!"#"% 1&2序列分析：将67%扩增产物回收做
模板，分别用引物6.，68，64做测序引物进行序列
分析，1&2测序工作在3’>’%’公司完成。

!"#"& 基因克隆：根据1&2序列分析的结果，设
计两条引物，分别加入限制酶识别序列：

6!（:）!;737<<237733372<73<33<23272+;，

65（=）!;737<22337323273<73273<32772+;。

用这一对引物，以玉米01&2为模板进行67%
反应，条件同上。扩增产物用!"#*9和$%&%9酶
切制备，与BC7.?载体连接，转化到大肠杆菌1*!，
挑出阳性克隆做序列分析。

# 结果

#"! 玉米总’()提取
乙醇沉淀的玉米总%&2经@!A乙醇清洗，干

燥后，溶适量的3D中，经紫外分光光度计定量，并
进行%&2琼脂糖凝胶电泳，结果见图.。

图. 玉米总%&2琼脂糖凝胶电泳
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#"# *+()合成及,-’反应
取.QR01&2合成样品为模板，用引物6.，68

进行67%反应，电泳结果显示一条约S,,TB的特异
性扩增片段。取.QR连接后01&2合成样品为模
板，用引物6+，64进行67%反应，电泳显示一条约

8!,TB的特异性扩增片段。见图8。

图8 玉米01&2合成后67%产物凝胶电泳
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#"$ 基因的核苷酸序列分析及克隆
通过对上述67%片段的1&2序列分析，以及

进一步对克隆的基因片段进行序列分析，结果证实

我们得到了一个玉米%96基因序列（见图+）。

图+ 玉米%96基因的酶切分析

E#FG+ %)(KH#0K#I$)$MW")’$’JW(#(IL
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测定的基因序列全长?S+TB，其中编码区长

S8STB，共编码有8@!个氨基酸和一个终止密码子，

<7含量为 !SX+A（<)$Y’$N’00)((#I$$Q"T)H：

2E8++SS.）。

#"% 核苷酸序列及氨基酸序列同源性分析
将我们所测定的玉米 %96基因序列与Y’((

（.??!）发表的玉米%96基因（源于叶片组织1&2）
序列进行比较，发现两个基因中编码区的核苷酸序

列有.+处有差异，其中前者基因序列比后者少?个
碱基，另有4处碱基有变异，其同源性为?SX4A。
比较编码区的氨基酸序列，两者间有@处不同，同源
性为?@X4A。在已测定的序列中，!;端非编码区碱
基的同源性比较高，而+;端非编码区碱基序列的同
源性相对较低。
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如果将我们所测定的玉米!"#基因编码的氨
基酸序列与$%&’(［)］（)**)）及+%’’［,］（)**,）文中的
玉米种子!"#的氨基酸序列进行比较可以看出（见
图-）：在前导肽).个氨基酸序列中，分别有/个和

-个氨基酸残基不同，仔细比较会看出它们都有一
些相同的氨基酸残基，但排序却有很大不同；在!肽

链部分，我们所测定的玉米!"#氨基酸数目要少)
个，同源性可达到/0102；比较连接肽段的氨基酸
会发现这部分变化很大，但富含谷氨酸和丙氨酸；"
肽链的氨基酸数目相同，其同源性为.31.2；4端
肽段中三者的氨基酸数目相差很大，但比较已有的

氨基酸序列同源性也达到/)102。

图- 玉米叶!"#基因编码氨基酸的同源性分析

5678- 9:;:&:7:<’%=%&>’6’:?@A@<BA@%;6=:%B6@’AC<A=BA:?;%6DA!"#7A=A’
)8E(A%;6=:%B6@’AC<A=BA:?;%6DA!"#?F:;GAF=A&’H<I&6’(A@I>$%&’(，)**)；

,8E(A@A@<BA@%;6=:%B6@’AC<A=BA:?;%6DA!"#7A=A@AJAF;6=A@6=J(6’H%HAF；

K8E(A%;6=:%B6@’AC<A=BA:?;%6DA!"#?F:;A=@:’HAF;H<I&6’(A@I>+%’’，)**,

! 讨 论
尽管玉米!"#基因序列已有报道，但由于各自

的序列不尽相同，因此想直接快速获得该基因有一

定难度。我们以玉米叶为材料，用传统的方法提取

总!LM，并反转录合成BNLM。通过对已发表的玉
米!"#基因序列进行比较，找出保守区段，合成引
物，用BNLM做模板进行正向和反向#4!，都获得
了特异的扩增片段。对#4!产物直接进行序列分
析，测定了玉米的!"#基因全序列，这样可使我们
准确克隆该基因。对阳性克隆的序列分析也获得一

致的结果，没有发生碱基突变情况。

分析 $%&’(及+%’’等人发表的玉米!"#基因
序列，可以知道虽然都是取材于玉米种子，但所测定

的玉米!"#基因序列及氨基酸序列却各不相同。
将我们所测定的玉米!"#基因序列与+%’’（)**0）
发表的玉米!"#基因（源于叶片组织NLM）序列进
行比较，也可以看出它们的不同。变化主要发生在

连接肽段中，前者比后者少*个碱基。我们认为这

种差异主要是玉米品种间的差异造成的。另外!"#
在植物中存在基因多样性也形成了即使在同种植物

同种组织器官中，!"#经常以不同的亚型存在。
将本文所测玉米!"#基因编码的氨基酸序列

与$%&’(及+%’’等人发表的玉米!"#氨基酸序列
进行比较（图-），可见变异主要发生在前导肽，连接
肽及4端肽段等部位，这可能与不同品种、不同组
织的蛋白质后加工能力有关，因为这些肽段在!"#
由前体形成成熟蛋白时被剪切掉。在!肽链和"肽
链中，尽管氨基酸序列有些不同，但它们的同源性仍

是最高的，尤其是!肽链。这也反过来说明了在结
构和功能上玉米!"#的!肽链和"肽链的保守性。
目前我们已完成了玉米!"#植物表达载体的

构建，正进行转基因植物的研究，进一步的结果将另

文发表。
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