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野生马蔺中和抗性有关基因片段

的分离与初步分析
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摘 要：野生植物是宝贵资源，在生物多样性、保护生态环境和遗传育种等众多领域具有重要意义。本

研究以马蔺为材料，利用保守区域序列，设计简并引物进行 *+, 扩增，从马蔺当中分离了一些 -./0 片段，
通过比较发现，其中部分片段和抗逆性有关，此结果为今后充分利用丰富的野生植物资源奠定了基础。
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野生植物通过长期的进化、演变，具备了抵御外界恶劣环境的能力，它们的基因组中包含了众多

的优异基因，是野生植物基因资源的宝贵财富，也是转基因研究的优良基础。因此，开展野生植物优

异基因的研究具有十分重要的意义。马蔺，别名马莲，属于鸢尾科，是一种适应性非常强的野生植物。

尤其是它超强的抗逆性特征，如耐干旱和耐盐碱等特点，是分离抗逆性基因的优异材料。马蔺根系发

达，可以入土深达 " 5 以上，须根发达，呈伞状分布，固土能力极强，在 67&#& 的盐碱土上能正常生长
8"9。本研究利用野生马蔺的抗逆性特征，通过设计简并引物，从马蔺当中分离了一些基因片段，通过网

上 :;01< 比较，发现其中部分片段和耐干旱基因有同源性，这个结果为今后获得和抗逆性有关的基
因全长和转基因研究奠定了基础，并为野生资源的研究和应用提供帮助。

! 材料和方法
!+! 材料
野生植物马蔺取于路边瘠薄的土壤中。整株!保持根系完整)用液氮冷冻后放入=&%>超低温冰箱

保存备用。

!+( 引物的设计
大量的研究表明，植物在受到干旱胁迫时会产生应答因子，称为干旱应答因子!.,?)，而这些蛋白

的序列中有非常保守的区域称为 0*$ 区。在许多植物中均存在这样的保守区域 8$9。通过比较 "4 个不
同植物中的耐干旱、耐盐碱基因序列，找出其保守的区域，然后根据保守区域设计简并引物，作为

*+, 扩增的 2@ 端上游引物，而下游采用 "(AB 的 CDEFGH!<)作为 ’@ 端的引物。设计的简并引物序列如
下：

2@=BI!B J -)-F/FF/FB/-F/!I J -)BF-F=’@
!+# ,-. 的提取
总 ,/0 的提取采用 *KG5LFI 公司 ,/0 提取试剂盒，同时结合《分子克隆实验指南》进行 8’9。提取

的 ,/0 用 ./IML N 进行处理，去除污染。
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!"# $%&’ 制备
按照 !"#$%&’()! *$+, -./0123 415 67384*9: ;/<253.=的说明书进行。本文采用 >? !’ 体系。体系

中包括 > !@ 纯化的 $+, 模板；> !’ 的 > !*/2 下游引物 %21@/A6B=CD 作为逆转录合成 8E+, 第一链的
引物；> !’ 的 >F? !*/2 的 A+B)；>??G:15 H<-3.H8.1-5 "" 反转录酶；FIH<-3.H8.1-5 "" $B J<003. KL? !’；
C?? **/2 的 EBB > !’，最后加水至 >? !’。K> M保持 F *1:，然后 F? M温育 F? *1:，NF M加热 F *1:
终止反应。作为 );$ 扩增的模板。
!"( )*+ 扩增片段的回收
扩增体系采用 K? !’，NK M，F *1:，然后 NK M，C *1:；KF M，O? P；Q> M，C *1:；OF 个循环，Q> M，

C? *1:。反应产物用 CR的琼脂糖凝胶分离，切割目的片段后回收。
!", - 载体的连接、测序

B 载体是购自 )./*3@9 公司的 -&#STB #9PU V385/.，连接按照说明书进行。连接完成后，热激转化
大肠杆菌，铺平板过夜。次日，挑单克隆进行液体培养，提取质粒进行测序。测序工作由上海生物工程

技术服务有限公司完成。

! 结果和分析
."! +&’ 提取
马蔺提取的总 $+, 进行琼脂糖电泳检测6图 C=，可见 $+, 比较完整，没有发生降解。

.". 利用简并引物进行 )*+ 扩增
采用设计的简并引物和结合 -/2U 6,= 尾巴的锚定引物进行 );$ 扩增，模板是总 $+, 逆转录的

8E+, 片段。由于上游引物是简并引物，所以，);$ 扩增的结果就是大小不同的片段。从图 > 可以看
出，扩增产物有一个明显主带的弥散状区域。回收这些区域的片段连接到 B 载体上。

."/ - 载体的连接、转化、质粒提取
B 载体采用 )./*3@9 公司的 -&#STB #P9U V385/.，按照说明书操作，连接后热激转化大肠杆菌感

受态细胞，铺在含有氨苄青霉素抗性的 ’7 培养基上，OQ M保温过夜。通过蓝白斑筛选得到阳性克隆，
随机挑取 O? 个单克隆，摇菌，提取质粒，编号分别为 CWO?，酶切鉴定，结果如图 O 所示。可见片段大小
不同，集中在 O??WF?? J- 之间。

."# 测序
连接到 B 载体上的所有阳性克隆送上海生工生物工程技术服务有限公司测序，然后在 &3:79:4

上进行同源性比较67’,HB=。结果综合成表 C。从表 C 可以看到，除了 D 个克隆测序失败，为载体序列

>XH
CXH

图 . 用简并引物扩增的片段图 ! 提取马蔺的总 +&’ 电泳

图 / /0个克隆提取质粒后酶切结果
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外，其余 "% 个克隆有 & 个克隆的序列和其他抗逆性基因具有部分同源性；!’ 个克隆没有明显的同源
性，存在是新基因片段的可能性。

! 讨 论
作为一种在北方广泛分布的多年生草本植物，马蔺具有耐旱和耐盐碱等许多优良特性，主要用来

进行水土保持、观赏植物和药用等。对它的研究主要集中在分类、种子发芽处理、栽培繁殖和组织解

剖等常规研究 (%)&*，分子生物学方面的研究基本没有报道。对于基因分离来说，有许多方法可以利用 (+)

!"*。本文用马蔺做材料，采用设计简并引物的方法，初步得到了一些基因片段，其中部分和抗逆性有

关，但这些片段是否具有利用价值，还有待进一步研究确定。目前这些片段的杂交验证工作正在进

行，如果证实和抗性有关，可以获得基因全长，再转到植物当中进行功能的鉴定。希望通过这些研究

充分挖掘野生植物当中的优异基因，同时也给其他野生植物的深入研究提供一个切实可行的途径。
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表 @ 不同阳性克隆测序结果汇总

L‘NRD结果 部分同源 无明显同源性 载 体
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