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甘蔗乙烯合成酶基因家族三个成员的 

克隆与序列分析 

王爱勤 ，杨丽涛 ，王自章2，韦宇拓 ，何龙飞 ，李杨瑞 
(1．广西大学农学院，南宁530005；2．中国科学院植物研究所，北京 100093； 

3．J 西大学生命科学与技术学院，南宁530005；4．广西农业科学院，南宁 530007) 

摘要：ACC(1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid)合成酶是高等植物乙烯生物合成途径中的限速酶。根据已克隆的植 

物』4CS(1-aminocyclopropane·1-carboxylic acid synthase)基因同源序列，设计简并引物，以甘蔗叶片总 DNA为模板，通 

过 PCR扩增，得到 3条特异性强的扩增片段：Sc-ACS1为 1 041 bp、Sc-ACS2为 1 345 bp和 5c-ACS3为 1 707 bp。将序 

列在 GenBank核酸数据库进行同源性搜索，结果表明，3个片段均为』4c5基因，推导编码的蛋白质序列分别包含 326、 

242和 310个氨基酸。其中，＆ CS1和 ＆ CS3同源性最高，核苷酸序列和蛋白质氨基酸序列分别有 98％~U 96％同 

源，与禾本科植物玉米 ZmACS6、水稻 OS-ACS2、毛竹等』4cs基因家族也有很高的同源性，核苷酸序列同源性为 88％一 

98％，蛋白质氨基酸序列同源性为 73％一81％。甘蔗 Sc-ACS2与水稻 OS-ACS5在核苷酸和氨基酸序列上分别有 91％和 

79％同源性，但与甘蔗 Sc-ACS1和 5c CS3基因成员之间，氨基酸同源性分别只有 45％~U 49％。系统进化分析表明， 

Sc-ACS1和 Sc-ACS3基因与玉米 Zm ACS6基因亲缘关系最近，而 Sc-ACS2基因与水稻 OS-ACS5基因亲缘关系最近。 

Southern杂交表明三基因在基因组中确实存住Im n．是多拷贝基因。三个片段已在 GenBank数据库中注册，注册号分别 

为AY620985、AY620986和 AY788919。 
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Cloning and Sequence Analysis of Three M embers 

of ACC Synthase Gene Family in Sugarcane 
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Abstract： ACC (1一aminocyclopropane一1一carboxylic acid) synthase (ACS)iS one of the key rate—limiting 

enzymes for ethylene biosynthesis in higher plants．In this paper，two degenerate oligonucleotide primers were 

designed，coding for conservative amino acid regions in ACC synthase protein family．PCR amplification was 

performed on sugarcane DNA template，and produced three fragments，1 04 1 bp(Sc-A CS1)，1 345 bp(Sc-A CS2) 

and 1 707 bp(Sc-A cs3)．By using the program of BLAST on NCBI GenBank database，three sequences were all 

ACC synthase genes，coded 326，242 and 310 amino acids，respectively．The identity of 5c CS1 and Sc-A CS3 

was 98％ in DNA sequence and 96％ at amino acid level，and that ofA CS genes from other grass plant species Zea 

mays(Zm ACS6)，Oryza stativa(OS-ACS2)and脚 llostachys edul~(BA-ACS)reached to 88％-98％ in DNA 

sequence and 73％一8 1％ in amino acid sequence．The identity of Sc-A CS2．compared to OS-A CS5 from Oryza 
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stati was 91％in DNA sequence and 79％ at amino acid level，which was higher than that for Sc-A CS1(45％) 

and Sc-A CS3(49％)from sugarcane．Phylogenetic analysis showed that the genes of Sc-A CS1 and Sc-A CS3 in 

sugarcane were closely related to Zm A CS6 in maize， while Sc-A CS2 was closely related to OS-A CS5 in rice． 

Southern blotting analysis showed that these genes were presented in the genomic DNA with multiple copies． 

The three sequences have been registered in GenBank with the accession numbers AY620985，AY620986 and 

788919 

Key words：Saccharum officinarum L．：1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase；Gene family；DNA 

cloning 

乙烯对植物生长具有广泛的调节作用，不仅与 

果实的成熟、衰老和脱落有关，还调控植物的发育 

过程，如种子萌发、生根、茎叶的生长、花芽分化、性 

别分化和对环境胁迫的应答等Ⅲ。生理生化研究表 

明，乙烯利对甘蔗的增产、增糖具有重要的调节作 

用[241。甘蔗分蘖初期用低浓度的乙烯利处理，对甘 

蔗生长有明显的促进作用，叶面积、株高、有效茎数 

都比对照增加[2'3]；在甘蔗生长后期，高浓度的乙烯 

利可抑制甘蔗开花、提高甘蔗糖分和纯度[4，5】。乙烯 

利调节甘蔗增产、增糖的机理，目前有两种不同的 

观 点，一是外源 乙烯利诱导甘蔗体内乙烯 的形 

成M。另一种观点认为外源乙烯利不能影响 ACC 

和 ACC合成 的水平，因此与体内乙烯 的形成无 

关嘲。越来越多研究证据支持第一种观点。姚瑞亮等 

发现乙烯利处理后乙烯释放有一共同特点，即在乙 

烯释放下降过程中有一个小的回升过程，出现一个 

次高峰，认为可能是乙烯利诱发甘蔗内源乙烯释放 

的结果，而乙烯利对甘蔗生长和催熟的调控效应，是 

通过影响茎尖的激素平衡，降低茎尖中生长素、细 

胞分裂素和赤霉素含量，提高乙烯和脱落酸含量，从而 

抑制生长而促进成熟『91。然而，缺乏分子水平的证据。 

高等植物乙烯的生物合成途径已经确定，ACC 

合成酶和 ACC氧化酶是该合成途径的两个关键 

酶，内源乙烯的生物合成和释放量与这两个酶的活 

性、酶基因的表达有关。为了更好地研究乙烯调控 

甘蔗增产和增糖的分子机理，我们在已经克隆甘蔗 

乙烯氧化酶基因 cDNA全长(AF521566)的基础上， 

克隆了甘蔗 ACC合成酶基因及其基因家族成员， 

并利用基因数据库资料对该基因序列进行了比较 

分析，为利用基因工程进行品种改良提供参考资料。 

1材料和方法 

1．1供试材料、菌株和试剂 

甘蔗(Saccharum ofticinarum L．Hybrid ROC 20) 

由广西大学农学院教学科研基地提供。以一芽一节 

种植于温室大棚中(30+2℃)。每天定时喷雾淋水。 

选取 4—5叶期甘蔗健壮幼苗为材料，剥取幼嫩心 

叶，迅速加液氮研匀，置 ．80℃冰箱保存。受体大肠 

杆菌菌株 JM109由广西大学生物科学与技术学院 

微生物发酵中心提供。Taq DNA聚合酶、限制性 

内切酶、IPTG、X．Gal、dNTP、AMV．RNase、PMD1 8．T 

Vector、DL2000、胶回收试剂盒、质粒小量抽提试剂 

盒等分子生物学试剂购 自TaKaRa公司。 

1-2甘蔗 DNA的提取和纯化 

按王自章等 】方法进行。 

1．3 引物设计 

根据 GenBank核酸数据库中检索水稻、玉米、 

毛竹、小麦 、香蕉等单 子叶植物的 基因家 

族成员 DNA或 cDNA序列，设计简并引物 ，Plfi 

5-TAGAGCTCATCCAGATGGGCCTCGCCGA．3： 

P2r：5-TATCTAGAACGCGGAACCA[GC]CCGGG- 

CTC．3，由上海生工合成。 

1．4 甘蔗A 基因DNA片段的克隆和测序 

以甘蔗总 DNA为模板进行PCR扩增。反应体积 

为 50 l，内 含 2 xGC Buffer I反 应 缓 冲 液 

25 txl，2．5 mmoFL dNTP Mix 4 txl，Plf和 P2r各 

10 txmol／L，LA Taq酶 2．5 u，模板 DNA 0．1 txg。反 

应条件为：94℃预变性 5 min，94oC变性 30 s、60℃退 

火 45 s、72oC延伸 2 min，35次循环，然后 72℃延伸 

10 min。PCR扩增产物经 1％的琼脂糖凝胶电泳后， 

切下含 目的片段的胶块，用上海华舜生工胶回收纯 

化试剂盒回收。将 目的 DNA片段与载体 pGEM．T 

Easy Vector连接，转化大肠杆菌 JM109，菌落在含 

有 IPTG和 X．gal的平板上进行蓝白菌斑筛选，挑 

选 白色转化菌落进行质粒酶切鉴定。克隆的 PCR 

产物由上海生工测序。序列用 NCBI．Blast等软件和 

Vector NTI 7．0软件对核酸数据库及推导的蛋白质 
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序列进行同源性分析。 

1．5 Southern杂交 

用NCBI．Blast软件和 Vector NTI 7．0软件分析 

目的基因序列的酶切位点，选择基因序列中不含酶 

切位点的内切酶BamH I、EcoR I、Hind1I进行基因 

组DNA消化过夜。DNA的印迹转移按 《植物分子 

生物学实验手册》⋯]的方法。DNA探针用 2P同位 

素标记，根据 Promega公司提供的Random labeling 

systems反应盒进行 DNA标记，标记反应在 50 l 

的体积进行。DNA杂交液用北京博大泰克高效液 

相杂交液，杂交温度为 65oc过夜。用 2xSSC，0．1％ 

SDS的洗膜液在65clC下洗膜2次，每次20 min，然 

后再用 0．1xSSC、0．1％SDS的洗膜液在 65clC下洗膜 

2次，每次20min。 

2结果和分析 

2．1甘蔗AC 基因DNA片段的扩增与回收 

扩增结果可见三条带，以2．0 kb的带特异性最 

强，1．4 kb次之，1．0 kb最弱 (图 1A)。1．0 kb的带符 

合我们预计的片段，而 2．0 kb和 1．4 kb的带与我们 

预计的片段大小差别太大，但特异性很强，鉴于 

基因是多基因家族，我们认为可能是不同的基 

因家族成员，因此将这三个片段 (从大到小分别 

记为 Sc-ACS3，Sc-A CS2，Sc-A CS1)一并回收。将 

回收的PCR产物 (图 1B)插入载体 pGEM．T Easy 

2000bp 

1000 bp 

500bp 

250bp 

100bp 

的多克隆位点后，获得 的重组质粒分别命名为 

pTSc-ACS1、pTSc~CS2和 pTSc-ACS3。重组质粒经 

EcoR I酶切后电泳显示的片段大小与 PCR扩增结 

果相同(图 1C)。 

2．2 PCR产物测序结果 

Sc-ACS1全长 1 041bp，在7—162 bp、217—1 040 bp 

处有编码框，编码 326个氨基酸序列，占推测全长 

氨基酸残基总数的67％。163—216 bp之间的序列为 

内含子，除了没有保守区 1和 2外，该片段的DNA 

序列包含了已有报道的7个保守区中的5个 (图2)。 

Sc-ACS2全长 1 345bp，在 1-132bp、685—1 287 bp 

处有编码框，编码 245个氨基酸序列，占推测全长 

氨基酸残基总数的50％。173—556 bp之间的序列为 

内含子，除了没有保守区3和 7外，该片段的DNA序 

列也包含了已有报道的7个保守区中的5个 (图3)。 

Sc-ACS3全长 1 707 bp，在 596—741 bp、925— 

1 707 bp处有编码框，编码 310个氨基酸序列，占推 

测全长氨基酸残基总数的64．6％。1—595 bp、742— 

924bp之间的序列为内含子；除了没有保守区 1和 

2外，该片段的DNA序列也包含了已有报道的7个 

保守区中的 5个 (图4)。 

用 NCBI．Blast和 Vector NTI 7．0软件对经过反 

复双向测序所得到的结果进行核酸数据库及推导 

的蛋白质序列同源性比较分析，结果发现，所克隆 

的三个 DNA片段，Sc-A CS3和 Sc-A CS1相应区段 

M 1 1 2 3 M 1 2 3 M 

A B 

2000 bp 

1000 bp 

500bp 

C 

2000 bp 

1000 bp 

图 1甘蔗ACS基因的PCR扩增及重组质粒的EeoRI酶切结果 

Fig．1 PCR amplification and cloning ofA CS genes in sugarcane and recombinant plasmid digested by EcoR I 

A：Ac5基因的PCR扩增结果 PCRam plificationoftheACSgene(M．DL2000Marker，1．ACS基因ACSgene)； 

B：胶回收的PCR产物 PurifiedPCRproducts(1．Sc-ACSJ；2．Sc-ACS2；3．Sc-ACS3；M．DL2000Marker)； 

C：重组质粒pTSc-A CS1、pTSc-A CS2和 pTSc-A CS3的EeoR I酶切结果Recombinant plasmid digested by EeoR I 

(1．pTSc-A CS3：2．pTSc-A CS2；3．pTSc-A CS1；M．DL2000 Marker) 
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1 

83 

1 atccagatgggG tcgccgaccacggagacgcttttctcat靠cccacgccatactacccagggt嚣tgtttgcgtgtgtgta 

赫 G L A D H G；D A F L I P } P y Y P G Y V G V C V 

82 cgttg~~~~~ttaatagtcgcegcaagtggcggccggcggctga~tggcgccgcgcgatgcacgttactgctacgtat 

R e F F N S R C K 鞭 R P A A D W R R A M H V T A T Y 

159 ~aagta~tcctagctaggccc娃caegatggcatgacgacggatgggacggctgctgactgggcttg tcgcgcttgtc 

L G L L A L V 

238 

318 

394 

g七ct霜c搴ggtt0gaccgtgacctc曩毋gtggcgcaccggcgccgagatcgtcccogtgcactgcacgagcggcaacggc 

V Y R F D R D L K W R T G A E I V P V H C } S G N G 

ttcc~ gtgacgcgcgccgcgctggacgacgcgtaccg~cgcgcccagaagcagcgg~tgcgcgtcaagggcgtgctc 

F R V } R A A L D D A ￥ R R A 0 Q R L R V K 8 V L 

矗tc景 口寮媾cc口ttc#秸摹cc#gctggg#穗c 穗 gtcc~~gcgcgccgacctggagatgctggtcgac 

l}} N P S N P L G } T S l P R A D L E M L V D 

tt0gtgg~egc~ 

F V A A 

472 aagg~catccacctggtgagcgacgagatatactccggcacggccttcgcggagccgggcttcgtgagcgt~ctcgag 

l( G l H L ￥ S D ￡ 1 Y S 8 T A F A E P G F V S V L E 

550 gtggtggccgcgcgtgtgaacgccgccacggacgccgacgggctgctgtcggagcgcgegcacgeggtgt a c 
—

a
—

g
—

c
—  

c tg 

V V A A R V K A A D A 0 G L L S E R V H V S Lf 

628 tcca8ggacctgg§_cctccctggtttccgcgtgggcgccatctact00tccaacgccggcgtcgtctccgcggccacc 

ls K D L G L P G F R V Gl A I Y S S N A G V V S A A T 

706 aagatgtegage~tCSgcctggtgtcctcccagacgcagcacctcctggegtcgctgctgggcgacagggacttcac~ 
}M S S F G L V S S l 0 T Q H L L A S L L G D R D F T 

784 cgccggtacgtcgccgagaacacgcggcggatcaaggggcgccgcgaccagctggcggaaggcctggcgg~gatccgc 

R R ￥ V A E N T R R } K G R R D Q L A E G L A A } R 

862 ggcatcgagtgcc~ggagagcaacgcggggctcttctgctgggtcaacatgcgggggctgatgcg~accccgtcg 

G I E e L E S N A G L F e W V N R G L M R T P S 

l84 

244 

824 

404 

484 

564 

图2 Sc-A CS1的核苷酸序列及其推导氨基酸序列 

Fig．2 The nucleotide sequence ofSc-A CS1 and its deduced amino acid sequence 

方框为保守区氨基酸序列 Conserved sequences are denotedbyboxes． 

S ! S鲢 g 曼!!g曼曼 S ! 邸tgtccttcgacctcctcgaggggtacctcagggaccacccggaggccgcggac 
{l 0 M G L A E N l V S F D L L E G Y L R D H P E lA A D鞭 

ggggcggtgccgccggct~cggcgtegcc蒲gcttcaggga 霉acg0gc S璺墨曼 ccacggcctc霸aggccttc壤 

8 8 A A G s G V A s F R D A 0 
⋯  0⋯ 

ggaaggtgagcgcaacgcgcga~aaaagtgctctcccctgctcgtcttcgatcggtgccctggtctcctggaccgtggac 

cc't．~ac88cgtcatt~gcttgcaggcgatdCgcgagctcatggagaagattaggggcgcaagcg 

asgtttgaccccgaccgcatcgegctcaccgccgcgcgagggtaacgagctgctcacgttcatcctd~gccaaccccggag 

鞋cgcgctgtg盘tccct摩ctccttact毋ccctgggta秘g0taagcacatcaagcaagctgc矗tgc毒tgcaccgacc鑫gtgc 

tgct毒c 孽ttac搴t矗c毒ctgccac毒gtgetctcgttctg矗catggcggcggcggctctgcttt】ggtttgc矗gcttcga 

cagagacctgaggtggaggaccggggtgaacatcgtgccggtgcactgcgacagcgccaacgggttccaggtcacggtcg 

644 ccgcgc~ccaggcggcg~acgaggaggccgaggcggcgggga~gcgcgtcc 

M ＆ V R 

724 cc霉0t gge硅c 硅c gt霉a囊gcggtcggtcctcgaggacgtgctcgacttc 

立 ～ ～ 曼～ !一 V R S V L E V L F 

gcgccgtccegc~ca c
⋯

ca
⋯

acc c g t c c a ac
⋯  

A L L 
—  一  ～ 妻 照J 

V V R I H L 

tcatctc 

l S 

804 cgacgaga~ctactccggctcgggcttcgcggcgccggacctggtcagcg~ggcggagc~cgtcgagtcccgcgcgcgc~ 

D E l Y S G S F A A P D L V S V A E L V ￡ S R A R R 

：ggcgac霉矗ctccggcgtcgc是gagcgcgtccacatcgtlCcacagcctgtccaaggacecgggcc~cccgggtttcc 

8 D D S G V A E R V H l V S L S D P G L P G F R 

964 g~cgg 
囹____cVgtgVgegtYac~s geYacaNacgDaegAccVg~cVg~caTccaTcggAcacgccgcR R 

044 gacgcagaagacgc~cgtcgccatgctctcggacgc0g穗0ttcgc0gacgc0妇leatccg0ac0囊a0cgcg葫暮cg0ctc 

T Q K T L V A L S D A D F A D A y l R } ￡ R L 

1{23 

{2O2 

c88gcgcgscacga~cacatcgtcgcc~ ~tggc0cgcgc0gg0gtgccgtgc tgcgcggcaatg~cgggccg~tce 

R A H D H l V A G L A R A 8 ￥ P e L R G 瓣 V G L F R 

ggctgctcggcgaggcgaccgtcgccggcgagetcag蓉ctgtggg囊ccggatgctgcg毫溶 

V D G H E A A A R R G D R R R R A Q A 、f G P D A A G 

128i aggteaagc ：a矗catc七0gc0ggg0tcgt0gtgc attgctcggaScccg蓉0t囊熔ttc gcgtt 

G 

图3 Sc CS2的核苷酸序列及其推导氨基酸序列 

Fig．3 The nucleotide sequence ofSc-A CS2 and its deduced amino acid sequence 

方框为保守区氨基酸序列Conserved sequences are denotedbyboxes． 

无论是核苷酸序列及氨基酸序列比较，同源性都最 

高，核苷酸序列 98％同源，氨基酸序列 96％同源。两 

者推导的氨基酸序列与数据库中搜索到的玉米、毛 

竹 、水稻、芦笋、香蕉、苹果、马铃薯、番茄等植物 

A 基因有 57％一81％的同源性，而且与禾本科植物 

玉米 ZMACS6、毛竹 、水稻 OS-ACS2、芦笋 
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tgggcctcgccgagaaccagctatccttcgacctgctggaggcgtggctggaggccaacceggacgcgctcggcctccgcc 

gcggaggcgcctccgtcttccgcgagctcgcgctcttccaggactaccacggcatgccggggctcaagaatgtgagtgcct 

ggctgtctgct目gtttactcattcattga七tcgttcccaggcacaggcagccattctgt甚gtctgctggccggtctaagc 

ggccggcccgggatcgagcaaattaacgagacttg~~ttgtttagttcgcttctaaattctaaatttttac=ttttcttt 

atcacattgaatctttagatgtatgca 

cttacgagacgaatcttttgagcctaattaatttatgattggacactp tttatgattggacactagttaccaaatacaa 

accaaaCacaaacgaaagtgctacgat：agaaaaaaaaaatcaaaaaaaactCacgatct~aacgaggcccgactgactga 

564 tgcgtg§tttccgcaggcattggcgaggttcatgtcagagcaacgtgggtaca暮g霉tgaccttcSaccccagcaac tc 

S E Q R G Y R V T F O P S K { 

644 gtgctcaccgccggcgcca~ctcggccaacgaggcgcteatgttctgcctcgccgaccacggagacgcttttctcatccc 
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T P Y Y P G Y V C V e V C R F F N S R C K 辫 R P A ^ O 
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l044 丘ca丘c蒜Ectzc丘cj caa丘丘丘c 
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N 8 F R V T R ^ A L O O ^ Y R R ^ 0 

gCgctcatcaccaacccttccaacccgctgg鬈c8CC8C 

V L}囊二二夏夏 ■二圃  
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图4 Sc CS3的核苷酸序列及其推导氨基酸序列 

Fig．4 The nucleotide sequence ofSc-A CS3 and its deduced amino acid sequence 

方框为保守区氨基酸序列 Conserved sequences are denoted by boxes． 

等同源性较高，达 73％一81％(表 1)。Sc-ACS2与水 

稻OS-A CS5同源率很高，核苷酸序列和氨基酸序列 

分别为91％和 79％同源；但 Sc-ACS2氨基酸序列与 

数据库中搜索到的玉米、毛竹、水稻、芦笋、香蕉、苹 

果、马铃薯、番茄等植物ACS家族成员之间仅有 

22％一54％同源率，与甘蔗 5c—A CS3、Sc-A CS1同源性 

较低，分别为49％~U 45％(表 1)。 

2-3氨基酸序列系统进化分析 

应用 Vector NTI 7．0软件对 Sc-A CS1、Sc-A CS2 

表 1 Sc-ACS基因家族与一些植物ACS氨基酸序列的同源率(％) 

Table 1 Homology percentage ofSc-A CS gene fam ily and some plant amino acid sequences recorded in GenBank 
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和 Sc CS3的氨基酸序列及从 GenBank中获取的 

其它植物的A 基因序列进行系统进化分析(图 

51，发现 Sc CS1和 Sc cS3最先与玉米 ZmACS6 

聚类 ，然后再与毛竹、芦笋 、水稻 OS-ACS1和 

OS-ACS2聚类合并。而 Sc CS2则与水稻 OS-ACS5 

最先聚类合并，再与双子叶植物如梨、苹果、马铃 

薯、绿豆、拟南芥等聚类，然后与玉米 ZmACS2和 

ZmA CS7聚类。这一结果与 GenBank核酸数据库中 

进行的同源性搜索结果相吻合，说明 Sc CS1和 

& CS3系统进化分析符合按照形态特征进行判定 

的单子叶和双子叶植物的系统进化关系，Sc CS2 

进化关系较远，该酶可能是由基因家族中为适应不 

同环境条件而演化的较远的基因编码的【1o]。 

2．4甘蔗AC 基因片段的Southern杂交分析 

用甘蔗 ACS基因 & CS1、& CS2、& CS3 

分别作为探针进行 Southem杂交，结果见图6—8。 

由图 6可知，以Sc CS1为探针 ．用 BamH I(B) 

酶切得到 4条带 (21 kb、10kb、9．0kb、2．4kb左右)， 

用 0R I(E)酶切得 到 3条 带f6．5 kb、5．0 kb、 

图5甘蔗与其它植物A 基因的氨基酸序列聚类分析图 

Fig．5 Dendrogram ofA CS gene sequences from sugarcane and other plants by Vector NTI7．0 program 

+ ． M 1 H E B S1 M2 

23130 bp一 

9416bp一 
6557bD一 

436l bp一 

盘二 

564bp～ 

图6 以Sc-ACS1作为探针进行 Southern杂交 

Fig．6 Southern blot analysis ofthe gene Sc-A CS1 by using the DNA isolated from young leaves of sugarcane 

B、E、H分别为基因组 DNA用内切酶BamH I、 0 I、HindllI消化；+：基因组 DNA不经酶切；一：以水作阴性空白对照； 

M1：kDNAJ Hindm Marker；Sl：Sc-ACS1探针阳性对照：M2：SM0333 Marker。下同。+：The genomic DNA without digestion as 

the posffive control；一：Water without digestion as the negative control；M 1：kDNAJ Hind m Marker；S l：The posffive control of 

Sc-A CS1 probe；M 2：SMO333 Marker．B，E and H：The results of Southern blotting an alysis，which 60 g DNA was digested with 

BamH I．EcoR I and Hindm，respectively．The labels in the figue are the same for the following figues． 
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4．0 kb左右)，用 Hind111(H)酶切得到 1条 5．5 kb左 

右的带。由图7可知，以Sc CS2为探针，用BtunH I 

(B)酶切产物得到 3条 21 kb、9．8 kb、5．1 kb左右 

的带，用 EcoR I(E)酶切得到 1条 20 kb左右的 

带，用 Hind1II(H)酶切得到 3条 10．5 kb、8．0 kb、 

5．5 kb左右的带。由图 8可知，以Sc-A CS3为探针， 

用 BamH I(B)酶切得到 4条带f21 kb、9．4 kb、 

6．5 kb、2．8 kb左右)，用 EcoR I(E)酶切得到 4条 

带(7．8 kb、5．5 kb、4．2 kb、2．8 kb左右的)，用 Hind 111 

(H)酶切得到 2条带(9．0 kb、5．5 kb左右的)。从 

图6—8可以看出，无论是以& J、& CS2或 

& CS3作为探针进行 Southern杂交，结果都相 

23l3O 

9416 

6557 

4361 

2322 

2o27 

+ 一 M l H E B S2 M2 

图7以sc CS2作为探针进行 Southern杂交 

Fig．7 Southern blotting analysis ofthe gene Sc-A CS2 by using the 

DNA isolated from young leaves of sugarcane 

M2 S3 B E H Mi 一 + 

图8以sc CS3作为探针进行 Southern杂交 

Fig．8 Southern blotting analysis ofthe gene sc CS3 by using the 

DNA isolated from young leaves of sugarcane 

似，即酶切产物得到多条带，探针作为阳性对照均 

有一条特异杂交带，与探针大小相同，而不经酶切 

的基因组 DNA直接杂交均未见杂交带。对甘蔗 

A 基因家族成员序列进行酶切位点分析表明，该 

基因家族成员内部均不含 BamH I、EcoR I、Hind1II 

酶切位点，表明甘蔗A 基因家族成员在基因组中 

确实存在而且是多拷贝基因。 

3讨论 

植物 ACS基因是一个大的基因家族，它与 

ACD基因的不同之处是所报道的植物 ACO基因彼 

此之间的核苷酸序列和氨基酸序列的同源性较高 

(氨基酸序列在 80％以上)，而且同源的区域集中 

在多肽的中部；而所报道的不同植物的ACS基因、 

甚至同一植物不同的基因家族成员彼此之间的核 

苷酸序列和氨基酸序列的同源性相差很大，已知的 

植物都有一个以上的 cS基因，且它们的编码区内 

DNA序列都有约 60％的同源性，氨基酸序列一致 

变幅为 48％一97％，蛋白质同源性为 50％一95％， 

mRNA的分子量大小为 2．8—2．2 kb左右【l 2】。根据已 

报道的植物 ACC合成酶基因序列及所推导的氨基 

酸序列来设计 PCR引物扩增 目的基因片段，进而扩 

增基因全长，在许多植物的A 和ACO基因的克 

隆中都获得了成功113-17】。但同种植物 AC5基因家族 

不同的成员之间同源性差异较大，如水稻基因家族 

中OS-A 与番茄LE-ACS3在氨基酸上有 69％同 

源率，但与水稻其它的4 基因成员之间的同源 

率只有 44％一50％【 8]；玉米 ZmA CS6与 ZmACS2、 

ZmA CS7的氨基酸序列 的同源率分别为 54％和 

53％，但它与拟南芥 ACS4基因有 68％同源 ，而 

ZmA CS2和 ZmA 7的氨基酸序列的同源率高达 

95％[191。这给我们的克隆工作增加了许多困难。对甘 

蔗A cs基因，我们不知道它的任何序列，已知的是 

其它植物同一基因的序列。甘蔗是遗传背景十分复杂 

的异源多倍体或非整倍体的植物 ，克隆的难度相对 

别的植物更大。鉴于此，我们采用同源序列克隆方法， 

利用 PCR方法从基因组DNA中首先克隆到 c．s基 

因片段，再从cDNA文库克隆全长的克隆策略。 

甘蔗 基因家族三个不同成员的获得，为我 

们继续跟踪这些基因在甘蔗生长发育过程中，特别 

是在生长后期的糖分积累和甘蔗开花过程中的表 

达，进一步明确 和ACO基因与甘蔗生长发育和 

增产增糖的关系将具有重要的学术价值和实践意义。 
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