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摘　要：硝酸还原酶是氮素代谢的关键酶和限速酶，研究硝酸还原酶的功能对提高甜菜的产量具有重要作

用。运用ＲＡＣＥ法克隆出甜菜的硝酸还原酶基因，并利用生物信息学对甜菜ＮＲ进行主要结构分析和功能预

测，并使其在拟南芥中表达，观察根对向重性应答过程中的弯曲情况。结果表明，利用ＲＡＣＥ法克隆得到甜菜

ＮＲ　ｃＤＮＡ全长为２　７６０ｂｐ；甜菜ＮＲ为易溶、亲水性强的蛋白；二级结构预测结果显示，甜菜ＮＲ为混合型蛋白；

甜菜ＮＲ含有钼辅因子、细胞色素ｂ５、ＦＡＤ及ＮＡＤＨ结合域，具有跨膜区域，但不含有信号肽；利用拟南芥突变

体观察到野生型比突变体的弯曲较快，暗示甜菜的ＮＲ基因可能通过调节ＮＯ积累参与植物向重性应答。
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　　糖用甜菜（Ｂｅｔａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）是我国两大糖料作物

之一，在我国北方生产中占有重要地位。但近几十

年来，世界各主要甜菜生产国产量停滞，品质有明显

的下降趋势。因此，提高甜菜的产量和品质，将成为
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发展我国糖料作物的一项重要任务。除了作物品种

选育落后之外，不合理供应氮素亦是其主因之一（周
仁 喜，１９８６；于 海 彬 等，１９８８；Ｃａｂｏｃｈｅ　＆ Ｒｏｕｚｅ，

１９９０；曲 文 章 等，１９９２；Ｚｈｏｕ　＆ Ｋｌｅｉｎｈｏｆｓ，１９９６；陈

志英 等，２００８）。硝 酸 还 原 酶（Ｎｉｔｒａｔｅ　Ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，

ＮＲ）是植物体内硝酸盐同化的关键酶与限速酶，在

氮素代谢中起着重要的作用（宋松泉等，１９９３）。一

氧化氮（ＮＯ）是 一 种 广 泛 存 在 于 动、植 物 和 微 生 物

体内的胞 内 和 胞 间 信 使 分 子（Ｂｅｓｓｏｎ－Ｂａｒｄ　ｅｔａｌ．，

２００８），作为一种不稳定的气体自由基，在哺乳动物

细胞中，由ＮＯ合酶催化精氨酸产生。目前关于植

物体内ＮＯ产生的主要途径有两条，其中一条是通

过ＮＲ来产 生（Ｍｅｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｍｏｄｏｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，

２００５），另一条 是 直 接 或 间 接 地 通 过 植 物 体 内Ｌ－精

氨酸途径来产生（Ｐａｒｉｈａｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００８）。拟南芥中

关于ＮＲ调控ＮＯ产生及其作为信号分子的研究已

经很多，而关于甜菜ＮＲ对ＮＯ信号的调节目前鲜

有报道。
从多种植物中分离克隆了ＮＲ基因全长或片段

（Ｈｙｄｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１；王 利 群 等，２００３；Ａｍｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，

２００７；毛伟 华 等，２００７；田 华 等，２００９）。当 前，Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ里从高等植物、藻类和真菌中已获得的ＮＲ序

列有６０多 个，而 且 这 个 数 字 每 年 还 在 增 长。针 对

ＮＲ基因水平上的研究，主要集中在高等植物和真

菌的研究，而 有 关 甜 菜 ＮＲ 基 因 克 隆 也 鲜 有 报 道。
本文报道了 参 照ＧｅｎＢａｎｋ上 检 索 到 的 甜 菜ＮＲ基

因ＥＳＴ序 列 和ＮＲ 基 因 组ＤＮＡ部 分 序 列 来 设 计

引物，本文 创 新 点 在 于 首 次 采 用 ＲＡＣＥ法 克 隆 了

ＮＲ的全长ｃＤＮＡ序 列，并 运 用 生 物 信 息 学 的 手 段

对ＮＲ基因及ＮＲ的结构与生理功能进行了预测，
同时在拟南芥中表达，观察根对向重性应答过程中

的弯曲情况。理论意义在于从酶分子的结构上揭示

甜菜硝酸还原酶的调控机理，为后续的基因功能鉴

定和应用提供一些理论参考和依据，进而对甜菜合

理施用氮肥、为提高甜菜产量提供理论依据；实践意

义在于对改善与防止农业施肥中硝酸盐给地下水带

来的严重生态污染有重大意义。

１　材料和方法

１．１材料

选用甜菜 二 倍 体 品 种 甜 研７号（Ｔｙ７）作 为 试

材。Ｅ．ｃｏｌｉ感受态 细 胞ＪＭ１０９（ＴａＫａＲａ）、ｐＭＤ１８－

Ｔ克隆载体（ＴａＫａＲａ）、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、

Ｔａｑ聚合酶（ＴａＫａＲａ）、Ｔ４ＤＮＡ连接酶（ＴａＫａＲａ）、

３′－ＲＡＣＥ　Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ）、５′－ＲＡＣＥ　Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ）、

ＲＮＡａｓｅ／ＥｃｏＲⅠ／ＰｓｔⅠ／ＨｉｎｄⅢ／ＢａｍＨⅠ／ＤｒａⅠ
（ＴａＫａＲａ）、质 粒 提 取 Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ）、ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ
（ＤＬ２０００，ＤＬ１５０００）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、转基因受 体 为 拟

南芥野生生态型Ｃｏｌ－０、拟南芥ｎｉａ１ｎｉａ２双 突 变 体、
拟南 芥 Ａｔｎｏａ１／ｒｉｆ１突 变 体、ｐＣａｍｂｉａ１３０２表 达 载

体（ＴａＫａＲａ）、农 杆 菌 菌 株 为 ＧＶ３１０１（本 实 验 室 保

存）、琼脂糖（Ａｍｅｒｓｃｏ）；引 物 由 南 京 金 斯 瑞 生 物 科

技有限公司合成，其它试剂均为分析纯。

１．２方法

１．２．１甜菜总ＲＮＡ的提取及ＲＡＣＥ法克隆目的基
因片段　从Ｇｅｎｂａｎｋ中 检 索 到 一 段 甜 菜ＮＲ 基 因

的ＥＳＴ 序 列（登 录 号：ＢＩ０９６２９６）和 ＮＲ 基 因 组

ＤＮＡ的部分序列（登录号：ＡＦ１７３６６４），依据此序列

设计引物，以Ｔｙ７的总ＲＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩

增，得到两个序列Ｐ１和Ｐ２。利用Ｐ１和Ｐ２设计向

外扩增的引物，并且利用ＲＡＣＥ法扩增ＮＲ基因的

５′端序 列 和３′端 序 列，将 已 获 得 的 甜 菜 ＮＲ　ｃＤＮＡ
序列，采用ＤＮＡＳＴＡＲ　７．０进 行 序 列 拼 接 分 析，查

明中间 序 列 有 缺 失，然 后 采 用 引 物 在 线 设 计 程 序

Ｐｒｉｍｅｒ　３设计引物，设计出缺失片段的引物，反转录

合成ｃＤＮＡ第一链作为模板，扩增，得到Ｐ３，将已得

到的甜菜 ＮＲ　ｃＤＮＡ的 序 列（Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、ｃＤＮＡ　３′
端、ｃＤＮＡ　５′端）进行序列拼接分析，得到拼接序 列

全长。

１．２．２基因的克隆与测序　运用Ｐｒｉｍｅｒ　３设计编码

区两端的 引 物，反 转 录 合 成ｃＤＮＡ 第 一 链 作 为 模

板，扩增，扩增产物与ｐＭＤ１８－Ｔ　Ｖｅｃｔｏｒ进行１６℃
酒精浴过夜连接反应，转化ＪＭ１０９感受 态 细 胞，蓝

白斑筛选后，挑取阳性重组克隆，提取质粒ＤＮＡ，进
行单、双酶切鉴定，阳性克隆送金思特科技（南京）有
限公司进行测序。

１．２．３生物信息学分析　首先用ＯＲＦ　Ｆｉｎｄｅｒ对基

因序列进行 ＯＲＦ（开 放 阅 读 框）分 析，再 利 用 Ｔｏｐ－
Ｐｒｅｄ（徐建华和朱家勇，２００５）、ＡＮＴＨＥＰＯＲＴ（殷志

祥，２００４）等软件分析ＮＲ基因编码蛋白的疏水曲线

与跨膜曲线，Ｃｌｕｓｔａ　Ｗ 系统进化树分析（王安娜等，

２０１０），ＧＯＲ４ 法 预 测 二 级 结 构 （Ｇａｍｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，

１９９６；张桂荣，２０１０）；同 时，应 用 ＮＣＢＩ　ＣＤ　Ｓｅａｒｃｈ、

Ｓｉｇｎａｌ　Ｐ对甜菜ＮＲ基因编码蛋白的功能进行预测

（Ｎａｋａｉ　＆ Ｈｏｒｔｏｎ，１９９９；贺 光，２００２；丁 忠 涛 等，
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２０１１；徐飞等，２０１１）。

１．２．４植物外源基因表达载体的构建　将回收的基

因片段用公用Ｂｕｆｆｅｒ　３７℃双酶切（ＢｇｌⅡ、ＳｐｅⅠ），
载体为ｐＣａｍｂｉａ１３０２用相同酶切体系进行双酶切。
双酶切后琼脂糖电泳，再回收片段和载体，用ＴａＫａ－
Ｒａ的Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接过夜。将连接产物加到

Ｅ．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９感受态细胞中，在卡那抗性的培养板

筛选阳性转化子。阳性克隆的菌落摇菌后制备质粒

送金思特科技（南京）有限公司进行测序验证，测序

正确后保存质粒。

１．２．５农杆菌介导的浸花序法转化拟南芥　将构建

好的 带ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ抗 性 基 因 的 载 体，加 到 农 杆 菌

ＧＶ３１０１感受态 细 胞，培 养２ｄ。挑 出 单 克 隆ＰＣＲ
鉴定为阳性转化子后，继续培养并收集菌体。将浸

润培养 基 对Ｃｏｌ－０、Ａｔｎｏａｌ／ｒｉｆ１和ｎｉａ１ｎｉａ２突 变 体

拟南芥 进 行 浸 花 处 理，暗 培 养２４ｈ后 恢 复 正 常 光

照。人工气候室中正常培养开花结实，当拟南芥种

子成熟后收取种子并在３７℃晾干，待用。将晾干后

的种子灭菌后 播 于 含 潮 霉 素 的 ＭＳＯ的 平 板 上，进

行抗性筛选，得到阳性苗后移栽于拟南芥土中生长。
等苗 长 大 即 培 养 约２周 后，取 叶 片 提 基 因 组，用

ＰＣＲ进行鉴定阳性苗。

１．２．６重力刺激下拟南芥突变体的表型鉴定　将各

拟南芥种子 灭 菌，４℃放 置４８ｈ后 移 至 培 养 间２５
℃光照１２ｈ，垂 直 放 置 培 养 一 周，再 将 苗 移 至 新 培

养基上，进行重力刺激，即将苗水平放置３、６、９、１２、

２４ｈ，观察根弯曲情况，拍照统计结果。

２　结果与分析

２．１Ｐ１、Ｐ２的克隆

通过Ｔｙ７叶片中提取的总ＲＮＡ，测定ＯＤ２６０与

ＯＤ２８０的比值大于２．０，说明ＲＮＡ纯度较纯，且检测

提取的ＲＮＡ无 降 解，亦 无 蛋 白 质、苯 酚 等 污 染；经

上、下游引物对 扩 增，分 别 得 到５５０、６２０ｂｐ的 甜 菜

ＮＲ　ｃＤＮＡ的Ｐ１、Ｐ２片段，结果如图１。

２．２ＲＡＣＥ法克隆５′和３′端ｃＤＮＡ
参照５′－ＲＡＣＥ、３′－ＲＡＣＥ　Ｋｉｔ，扩增得到ｃＤＮＡ

５′端为７６０ｂｐ和ｃＤＮＡ　３′端 为１　２００ｂｐ，结 果 如

图２。

２．３Ｐ３的克隆

将之 前 获 得 的 甜 菜 ＮＲ　ｃＤＮＡ 的 序 列，利 用

ＤＮＡＳＴＡＲ　７．０进行序列拼接分析，显示出中间序

列有缺失。然 后 利 用 引 物 在 线 设 计 程 序Ｐｒｉｍｅｒ　３
设计引物，设计出缺失片段的引物，经上、下游引物

对扩增，得到５２０ｂｐ的甜菜ＮＲ　ｃＤＮＡ的Ｐ３片段，
结果如图３。

图１　Ｐ１、Ｐ２的ＰＣＲ电泳图

Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　Ｐ１，Ｐ２ｂｙ　ＰＣＲ
Ａ．Ｐ１的ＰＣＲ电泳图（Ｍ：ＤＬ　２０００Ｍａｒｋｅｒ；１－５：Ｐ１的ＰＣＲ结果）；
Ｂ．Ｐ２的ＰＣＲ电泳图（Ｍ：ＤＬ　２０００Ｍａｒｋｅｒ；１－５：Ｐ２的ＰＣＲ结果）。

图２　ｃＤＮＡ　５′端、３′端克隆的ＰＣＲ电泳图

Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｃＤＮＡ
５′，３′ｅｎｄ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｂｙ　ＰＣＲ

Ａ．ｃＤＮＡ　５′端克隆的ＰＣＲ电泳图（Ｍ：ＤＬ　２０００Ｍａｒｋｅｒ；１－５：
ｃＤＮＡ　５′端的ＰＣＲ结果）；Ｂ．ｃＤＮＡ　３′端克隆的ＰＣＲ电泳

图（Ｍ：ＤＬ　１５０００Ｍａｒｋｅｒ；１－３：ｃＤＮＡ　３′端的ＰＣＲ结果）。

２．４ｃＤＮＡ全长的克隆与酶切鉴定

经上、下游 引 物 对 扩 增，得 到 甜 菜 ＮＲ的 全 长

ｃＤＮＡ为２　９００ｂｐ左右片段，与预期的ＮＲ基因全

长大小相符（图４：Ａ）；将 所 得 的ＰＣＲ产 物 克 隆 至

ｐＭＤ１８－Ｔ载体，转化大 肠 杆 菌ＪＭ１０９，挑 取 阳 性 克

隆，提取质粒，酶切鉴定，结果如图４：Ｂ。

２．５生物信息学分析

测序分 析 表 明，ＮＲ 基 因 全 长２　７６０ｂｐ，采 用

ＯＲＦ　Ｆｉｎｄｅｒ分 析，得 到 一 条 长２　７１８ｂｐ的 完 整
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图３　Ｐ３的ＰＣＲ电泳图

Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　Ｐ３ｂｙ　ＰＣＲ
Ｍ：ＤＬ　２０００Ｍａｒｋｅｒ；１－４：Ｐ３的ＰＣＲ结果。

图４　ｃＤＮＡ全长及酶切鉴定ＰＣＲ电泳图

Ｆｉｇ．４　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｃｏｍｐｌｅｔｅｃＤＮＡ
ｂｙ　ＰＣＲ　ａｎｄ　ｂｙ　ｅｎｚｙｍｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

Ａ ．ｃＤＮＡ全长的ＰＣＲ电泳图（Ｍ：ＤＬ　１５０００Ｍａｒｋｅｒ；１－６：ｃＤＮＡ全

长的ＰＣＲ结果）；Ｂ．ｃＤＮＡ全长的酶切ＰＣＲ电泳图（Ｍ：ＤＬ　１５０００
Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰｓｔⅠ单酶切；２：双酶切；３：ＥｃｏＲⅠ单酶切；４：质粒）。

ＯＲＦ（Ｏｐｅｎ　Ｒｅａｄｉｎｇ　Ｆｒａｍｅ）开放读码框（图５：Ａ，箭
头所示），起始密码子位于１４８ｂｐ，终止密码子位于

２　８６５ｂｐ，推测共编码９０５个氨基酸；利用ＴｏｐＰｒｅｄ
软件分析甜菜ＮＲ疏水曲线，纵坐标表示蛋白质中

残基的亲水／疏水特性，横坐标表示蛋白质中氨基酸

残基的序号，其中正值表示疏水，负值表示亲水，而

疏水性较高的肽段位于蛋白质的内部，否则，亲水性

较高 的 肽 段 位 于 蛋 白 质 分 子 的 表 面。从 图５：Ｂ结

果显示，ＮＲ为一种亲水性较强的可溶性蛋白质，且

推测此蛋白质含有跨膜肽段。利用ＡＮＴＨＥＰＯＲＴ
软件分析的跨膜曲线更能直观地说明这一点，由图

５：Ｃ中，结 果 显 示Ｃ端 确 实 存 在 一 个 跨 膜 区；应 用

Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗ 进行系统进化树分析，分析结果如图５：Ｄ
所示。甜 菜 ＮＲ与 菠 菜（Ｓｐｉｎａｃｉａ　ｏｌｅｒａｃｅａ）ＮＲ的

亲缘关系最近，同 源 性 达 到８６％，来 自 于 同 一 个 分

枝；其 次，甜 菜 ＮＲ 与 烟 草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｂｅｎｔｈａｍｉ－
ａｎａ）、马 铃 薯（Ｓｏｌａｎｕｍ　ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ）、蓖 麻（Ｒｉｃｉｎｕｓ
ｃｏｍｍｕｎｉｓ）、拟 南 芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）、玉 米

（Ｚｅａ　ｍａｙｓ）、大 麦（Ｈｏｒｄｅｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ　ｓｕｂｓｐ．ｖｕｌ－
ｇａｒｅ）、桃（Ｐｒｕｎｕｓ　ｐｅｒｓｉｃａ）、大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ）、阔

叶椴（Ｔｉｌｉａ　ｐｌａｔｙｐａｙｌｌｏｓ）、毛果杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ　ｔｒｉｃｈｏ－
ｃａｒｐａ）等 的 ＮＲ 蛋 白 有 很 显 著 的 同 源 性；采 用

ＧＯＲ４算法预测，ＮＲ的二级结构如图５：Ｅ所示，结

果表明，甜 菜 ＮＲ的α螺 旋（ｈ）：１９８，２１．８８％，β折

叠（ｅ）：２１３，２３．５４％，随机卷曲（ｃ）：４９４，５４．５９％。
利用ＮＣＢＩ的保守域（ＣＤ）预测ＮＲ的结构域，

图５：Ｆ表明甜 菜ＮＲ 基 因 编 码 蛋 白 的 保 守 域 结 构

包括钼辅蛋白结合域，细胞色素ｂ５结合域，ＦＡＤ结

合域及ＮＡＤＨ结合域；用Ｓｉｇｎａｌ　Ｐ对ＮＲ进行信号

肽预测，图５：Ｇ可 以 直 观 地 看 出，甜 菜 ＮＲ没 有 信

号肽；利用ＴＭｐｒｅｄ网络服务器对目标蛋白质进行

跨膜区预测，提交 ＮＲ蛋白序列，图５：Ｈ 可以直观

地看出，ＮＲ蛋白存在两个由内向外的跨膜区，一个

由外向内 的 跨 膜 区，分 别 位 于２０１～２７９处、７７６～
７９４处和７７８～７９６之间。

２．６植物外源基因表达载体的构建

通过ＰＣＲ扩增得到的条带如图６：Ａ所示，Ｓｂ－
ＮＲ全长为２　７６０ｂｐ，琼脂糖电泳后胶回收条带，再

琼脂 糖 电 泳 确 定 其 大 小，连 接 到ｐＣａｍｂｉａ１３０２上，
转化鉴定确定连接到载体上后送金思特科技（南京）
有限公 司 测 序，测 序 结 果 正 确。构 建 好 的 载 体 用

ＢｇｌⅡ和ＳｐｅⅠ进行双酶切后的条 带 大 小 同 从ｃＤ－
ＮＡ模板上扩增出的大小一致，如图６：Ｂ所示。

２．７转基因拟南芥植株的鉴定

将 ｐＣａｍｂｉａ１３０２－ＳｂＮＲ 载 体 转 化 到 农 杆 菌

ＧＶ３１０１中，再利用 农 杆 菌 浸 花 序 法 将 目 的 基 因 转

到野生型和突变体拟南芥植株中，收获Ｔ０代种子。
对Ｔ０种子用含潮霉素抗性在 ＭＳＯ平 板 上 筛 选 得

到的阳性苗，培 养２周 后 进 行 取 样 提 取 基 因 组，用

ＰＣＲ鉴定阳性苗。结果表明能在含潮霉素 ＭＳＯ的

培养基上正常生根的苗均为含转化子的阳性苗。如

图７所 示，用 ＨＰＴⅡ基 因 的 短 片 段 引 物 进 行ＰＣＲ
扩增得到正确的大小的基因片段。

　　用Ｔｉｚｏｌ法提取阳性拟南芥苗的ＲＮＡ，反转录

后做ＰＣＲ，鉴定转化的甜菜硝酸还原酶的ＳｂＮＲ后
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的基因表达情况，如图８所示，转化的拟南芥都能表 达外源基因。

２．８拟南芥 突 变 体Ａｔｎｏａ１／ｒｉｆ１、ｎｉａ１ｎｉａ２对 重 力 刺

激应答反应情况

　　野生型拟南芥苗在随着时间的增加对弯曲的感

应比突变体的较快，向下 弯 曲 程 度 大，在１２ｈ时 最

为明显，如图９所示，随后差异逐渐减小。

３　讨论

３．１实验材料

大多栽培糖甜菜是高度杂合的多倍体，基因组

成比较复杂。而本文选用的是目前栽培面积比较大

的二倍体纯系 甜 研７号（Ｔｙ７）为 试 材，这 样 不 仅 可

以适合甜菜基因克隆的需要，同时也具有一定的代

表性。

３．２ＲＡＣＥ法克隆目的基因

ＲＡＣＥ（Ｒａｐｉｄ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃＤＮＡ　Ｅｎｄｓ）技

术是借助ＰＣＲ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）技术发

展 起 来 的，也 是 一 种 高 效 分 离 目 的 基 因 的 方 法。

ＲＡＣＥ法可以从低含量转录产物中快速扩增出ｃＤ－
ＮＡ　３′和５′端。近 年 来，ＲＡＣＥ法 的 广 泛 应 用 显 示

出，它是一种迅速、高效地克隆ｃＤＮＡ全长，尤其是

从微量甚至痕量ＲＮＡ克隆ｃＤＮＡ全长的方法。对

ＲＡＣＥ法的创新，伴随着诸如ＰＣＲ扩增效率、忠实

性的提高以及ＰＣＲ产物克隆技术的发展，ＲＡＣＥ法

在目的基因克隆、ＲＮＡ剪接、基因家族和基因表达

变化的研究中起着越来越重要的作用。如果想成功

地扩增出目的基因，ｍＲＮＡ逆转录合成第一条ｃＤ－
ＮＡ链是ＲＡＣＥ法 中 的 关 键 环 节，对 于 得 到ｃＤＮＡ
全长５′端来说更为重要。由于 ｍＲＮＡ逆转录时常

会产生截短的ｃＤＮＡ片段，而截短的ｃＤＮＡ在后续

的反应中会优先扩增，产生大量非特异性产物，本文

选用ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ反转录酶获得全长ｃＤＮＡ，该酶

能降低ＲＮａｓｅ　Ｈ活性，在５０℃时具有全部活性，可
增加使用基因特异引物的特异性。

在ＰＣＲ扩增反应中，反 应 的 特 异 性 必 须 注 意。

为了提高 特 异 性，主 要 应 用 热 启 动ＰＣＲ（ｈｏｔ　ｓｔａｒｔ
ＰＣＲ）技术，即在第一个循环 中 将 一 种ＰＣＲ关 键 成

分（如ＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋ 或引物等）手工加入到已

经在高于Ｔｍ值的温度预热的反应体系中，使得引

物与模板的配对特异性更强，本文利用ＲＡＣＥ法成

功地得到ＮＲ的全长ｃＤＮＡ，再次体现了ＲＡＣＥ法

在克隆新基因上应用的潜力和具有的优越性。

３．３生物信息学分析

预测蛋白质结构的目的在于利用已知的蛋白质

氨基酸序列即一级序列来构建出蛋白质的三维结构

模型，而 二 级 结 构 的 预 测 准 确 率 一 般 在５５％～
６５％，然而，当前认为二级结构的预测准确率如果达

到８５％，就可以基本准确地预测一个蛋白质分子的

三维结构。本 文 利 用 ＧＯＲ４算 法 对 甜 菜 ＮＲ的 二

级结构进行了分析，预测结果表明，ＮＲ为混合型蛋

白（α螺旋占２１．８８％，β折叠占２３．５４％），这为三维

空间结构的预测打下了坚实的理论基础。当前，如

果某种蛋白质的一级结构确定以后，就可以方便地

利用网络服务器对相关数据库进行检索分析，与已

知的蛋白质的氨基酸序列进行比较，通过这一比较，
可以建立一些蛋白的超家族。这样的比较经常可以

获得一些意外的效果，可以发现一些蛋白质含有一

些新的结构域或者模体，并由此揭示一些蛋白质可

能具有的新功能。

３．４ＳｂＮＲ在拟南芥中的表达

将外源基因转入拟南芥中进行表达，从而来研

究该外源基因的某些功能是常见的实验方法。利用

拟南芥ＮＯ相关的突变体Ａｔｎｏａ１／ｒｉｆ１和ｎｉａ１ｎｉａ２
来研究植物 ＮＯ，通 过 对 拟 南 芥 野 生 型 和 突 变 体 的

比较来观察表型是对基因功能研究的常用手段。
突变体拟南芥苗对向重性反应的减慢表明：拟

南芥的ｎｉａ１和ｎｉａ２基因可能间接或者直接的参与

植物对重力的应答过程，而突变体Ａｔｎｏａ１／ｒｉｆ１则

表明拟南芥 中 内 源 ＮＯ的 含 量 与 植 物 的 向 重 性 有

关。这同硝酸还原酶基因在甜菜中向重性刺激下其

ｍＲＮＡ表达水平的不对称性是具有相似性的，这也

说明了在植物体内ＮＯ对重力刺激的应答模式可能

是一致的。
本文采用ＲＡＣＥ法 成 功 克 隆 到 甜 菜ＮＲ 基 因

并对ＮＲ生物信息学进行了分析，并利用拟南芥的

体外表达，对其基因功能做了初步研究，但对其特性

分析还有待于进一步研究，以便为后续通过基因工

程方法有效合理施用氮肥，提高甜菜品质与产量提

供依据。
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图５　生物信息学分析
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