
!" 卷 # 期
$%%!年 &月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-. $%%!

收稿日期：$%%%/!!/!#，修回日期：$%%!/%$/!&。

基金项目：国家转基因植物研究与产业化专项基金（0$%%%/1/%!2、0%%/3%%4/%"）、西南农业大学校基金（5"%%!）项目

资助。

"通讯作者。67)：42/$#/24$%55$!；8-9：42/$#/24$&!#:!；;/<-=)：>?@7ABCDEF-* EC* EA

""基因库编号为 38#!&&%&。

苹果铁结合蛋白基因（""!"#!）的克隆和序列分析

周志钦!" 成明昊! 周泽扬$ 裴 炎# 杨光伟#

（西南农业大学，! 园艺系，$ 蚕丝学院，# 生物技术中心 重庆 :%%"!2）

关键词 铁结合蛋白基因，苹果属，小金海棠

中图分类号 G"45 文献标识码 3 文章编号 !%%%/#%2!（$%%!）%#/%#:$/%#

铁结合蛋白是一种广泛存在于动物、植物和微生物中的

铁储藏蛋白，是动、植物生长发育使用的储存铁的唯一共同

来源。该蛋白在植物体中的主要功能是在种子形成、叶片衰

老或环境中铁过量时积累，在种子萌发或质体绿化过程中释

放铁，从而调节植物对铁的吸收和释放［!，$］。同时，该蛋白也

是解决全球动物和人类饮食缺铁有效的方法［#］。转基因研

究证明大豆铁结合蛋白基因能提高水稻种子中铁结合蛋白

的的含量［:］。同时在转基因烟草植株后代中由于叶片中积

累了铁结合蛋白而对病毒引起的坏死和真菌的感染表现出

耐性，对因各种环境胁迫而导致的细胞氧化性损伤有保护作

用［&］。铁结合蛋白基因是植物体内唯一依赖于铁而进行表

达的基因［2］。目前国外仅报道了大豆植物铁结合蛋白基因

的完整 H+3序列以及豌豆、豇豆、苜蓿、玉米、油菜、拟南芥、
马铃薯等的部分序列［"］。小金海棠是苹果属植物中具有抗

盐等各种抗逆境特性的优良遗传资源。本研究的目的是分

离和克隆国内外尚未见报道的小金海棠铁结合蛋白基因，并

进一步探索铁结合蛋白基因与苹果的抗盐等逆境特性的关

系和基因的进化。

$ 材料与方法

$%$ 材料
取苹果属植物小金海棠（3+,)& 4#+(5#$%$&#& IJ7AB 7F 0=-AB）

春季正在扩展的幼嫩叶用于 H+3的提取。
$%& 方法

H+3的提取、纯化及浓度和纯度的检验方法按文献［4］
进行。KIL扩增条件是：模板 H+3$!M（:%AB），!!M（&%ABN!M）
引物 !，!!M（&%ABN!M）；引物 $，$O&!M !% P KIL缓冲液，$O%!M
,BI)$（$&<<()NM），%O&!M ?+6K（&<<()NM），%O$!M 6-C H+3聚合

酶（&QN!M）和 !2!M重蒸灭菌水，总 $&!M。KIL程序为：5:R
&<=A变性；5:R !<=A，&$R !<=A，"$R $<=A，#& 循环；"$R
4<=A延伸。KIL 产物的克隆用上海生工生物工程公司的

KSI</6载体，按《分子克隆实验指南》（"版，金冬雁等译）上
的方法进行。片段的测序由大连宝生物工程有限公司完成。

序列的同源性比较在JFF@：NNTTT* AE>= * A)<* A=J* B(UN>)-VFN网站
上进行。基因的结构分析用 I)QVF-)9软件进行序列对齐，用
H+3WF-X软件的 ;?=V7C分析开放阅读框并翻译成蛋白质。

& 结果与分析

&%$ ’()扩增与克隆结果
利用设计的特异引物（序列见图 $）和不同方法提取的

小金海棠基因组 H+3进行了不同退火温度（#" Y &$R）等不
同条件下的 KIL扩增，结果均稳定地获得一个大小为 ""!>@
的片段。将 KIL产物连接到 @SI</6载体，转化 ZM/>)Q7感
受态细胞进行克隆并酶切检查克隆结果。KIL产物和质粒
H+3酶切电泳结果见图 !。

图 ! KIL产物和重组质粒 H+3酶切电泳结果
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图 ! 大豆铁结合蛋白基因与小金海棠铁结合蛋白

基因的编码序列及氨基酸序列比较
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!"! 测序结果及小金海棠和大豆铁结合蛋白基因的结构比较
对克隆的不同单菌落的质粒 <=>在大连宝生物工程公

司通过 ?次测序结果完全一致，克隆片段大小为 @@A7,。用
<=>B2-.软件的 C3#/(4程序分析共发现 AA个 DE"/，其中最大
的 DE"与 F(/)5.( +, "# %［G］报道的大豆铁结合蛋白基因编码
的氨基酸序列除第 A和第 AH@位不同外，其余完全相同，二
者氨基酸序列的同源性达 GGI。克隆片段含完整的编码序
列、转录起始和终止密码子。在基因的瞬时多肽编码区内

（&J区，2.-0/#2 ,(,2#3(）二者氨基酸序列完全一致，而在成熟多
肽编码区内（KJ 区，0-25.( ,(,2#3(）二者间有 H 个碱基的差
异，但其中 L个是同义突变，详细见图 !。
!"# 小金海棠铁结合蛋白基因与现有报道的主要植物铁结
合蛋白基因的同源性比较

根据测序的结果，将所得序列同网站 ’22,：MM:::% 0)7# %
09+% 0#’% $*NM79-/2M上的 0. 3-2-7-/(进行比较，获得小金海棠铁
结合蛋白基因与现有报道的主要植物铁结合蛋白基因的同

源性比较，结果见表 A。由表 A可以看出小金海棠铁结合蛋
白基因与不同科的植物铁结合蛋白基因都有很高的同源性，

尤其是与已报道的大豆铁结合蛋白基因的氨基酸序列的同

源性高达 G@I O GGI。

# 讨 论

F(/)5.( +, "# %［G］报道了大豆铁结合蛋白基因 )<=>的部
分序列（GPH7,），其中编码序列是 @H?7,。Q*2* +, "# %［L］利用
F(/)5.( +, "# %报道的序列设计特异引物，用 E&RJSE的方法得
到一个 TUVLW7的大豆铁结合蛋白基因的 )<=>，并将其与水
稻种子储藏蛋白特异表达启动子连接，得到 ?倍于原种子铁
结合蛋白含量的转基因水稻种子。本研究获得的 @@A7,的

表 $ 克隆片段同因特网上已报道的植物主要铁结合蛋白的氨基酸同源性比较

%&’() $ %*) &+,-. &/,0 *.+.(.12 &-&(23,3 .4 5*) /(.-)0 46&1+)-5 5. .5*)6 7(&-5

4)66,5,- 6)7.65)0 ,- )8,35,-1 1)-) 0&5&’&3)3 .- ,-5)6-)5

=*% <-2-7-/( =*% Q(0( 0-+(/ F(0$2’ 83(02#2#(/ J*/#2#N( CRN-95(

A JAGG@P "E8 /*67(-0 1(..#2#0 ,.()5./*. !HT !LVM!HT（GGI） !LVM!HT（GGI） CRALT

! K@!VGL Q96)#0( +-; 1(..#2#0 FR)’-#0 !HT !LVM!LG（GGI） !LVM!LG（GGI） CRALT

? X?APLV Q96)#0( +-; 1(..#2#0 !HT !LTM!HT（GPI） !L?M!HT（G@I） CRA?H

L YHV!@L J’-/(*95/ N59$-.#/ 1(..#2#0 !HL !!?M!LG（VGI） !?TM!LG（GAI） CRA!A

H Y@??TG J#/5+ /-2#N5+ 1(..#2#0 !H? !T!M!HT（VTI） !A@M!HT（VPI） CRAAT

P YG@THG K(3#)-$* /-2#N- 1(..#2#0 !HT AGHM!H!（@@I） !TPM!H!（VAI） CRATT

@ &TVA!? )*:,(- 1(..#2#0 ? ,.()5./*. !HP AG?M!HL（@HI） !TVM!HL（VTI） CRATT

V YGL!LV >.-7#3*,/#/ 2’-9#-0- 1(..#2#0 !HH APVM!H@（PHI） AGGM!H@（@@I） CRGT

G XPV!A@ Z.-//#)- 0-,5/ 1(..#2#0 !HL AP@M!LG（P@I） AGPM!LG（@VI） ?CRVG

AT >"A??VAL B*9-05+ 257(.*/5+ !TH AHVM!TT（@GI） A@?M!TT（VPI） @CRVG

AA YV?T@P A@? [-6 +-6/ 1(..#2#0 !H? GHMA?T（@?I） AATMA?T（VLI） LCRHT

克隆片段包含了 F(/)5.( +, "# %［G］报道的全部编码序列，并具
完整的转录的起始和终止密码子。因此，初步推断本文报道

的是一个具有完整表达功能的苹果铁结合蛋白基因。有关

小金海棠铁结合蛋白基因与大豆铁结合蛋白基因间高度的同
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源性，由于缺乏苹果属近缘植物的铁结合蛋白基因的报道，对

这种高度的同源性我们目前无法做进一步的分析。但该基因

的获得已经为开发和利用我国特有的珍贵苹果遗传资源小金

海棠以及研究它对各种逆境的适应提供了重要的条件。
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