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摘要 目的：VQ模序蛋白是植物中所特有的一类具有高度保守序列的蛋白质，广泛参与植物的生长发育与逆境反应，本研究拟克

隆拟南芥的 AtVQ29基因并进一步构建由组成型启动子 CaMV 35S驱动的植物表达载体 pSN1301-AtVQ29。方法：采用 CTAB法

提取拟南芥基因组 DNA，根据已报道的 AtVQ29基因序列设计并合成引物，通过 PCR技术扩增获得拟南芥 AtVQ29基因，经 T

载体克隆后测序。利用生物信息学软件对序列进行初步分析，同时基于基因重组技术构建植物表达载体。结果：序列分析表明已

成功克隆 AtVQ29基因，该基因编码区全长为 372bp，共编码 123个氨基酸残基，具有保守的 VQ模序。并进一步构建了由组成型

启动子 CaMV 35S驱动的 AtVQ29基因植物表达载体 pSN1301-AtVQ29。结论：本研究所构建的 AtVQ29基因植物表达载体能够

在转基因植株中过量表达 AtVQ29基因，为后期开展基因功能研究与植物基因改良奠定了基础。
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Cloning of Arabidopsis AtVQ29 and Construction of its Plant
Expression Vector*

VQ-motif proteins are found exclusively in plants and have a broad range of roles in plant growth,

development and defense response. The study was aimed to clone AtVQ29 and construct plant expression vector pSN1301-AtVQ29

drived by CaMV 35S promoter. The genome DNA of Arabidopsis thaliana was extracted with CTAB method. Based on the

reported AtVQ29 sequence, primers were designed to amplify AtVQ29. After T-vector cloning and sequencing, preliminarily
bioinformatics analysis was made. Plant expression vector pSN1301-AtVQ29 was further constructed by the method of Recombinant

DNA Technology. The sequence has an open reading frame (ORF) of 372 bp long and encoded a polypeptide of 123 amino acids

with conserved VQ motif. Plant expression vector pSN1301-AtVQ29 drived by CaMV 35S promoter was successfully constructed.

The construction of plant expression vector pSN1301-AtVQ29 which can lead to the over-expression of AtVQ29 in

transgenic plants provides the foundation for identification of gene function and genetic modification of plant．
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前言

VQ模序蛋白是一类编码含缬氨酸（Valine, V）和谷氨酰胺

（Glitamine,Q）的植物特有蛋白质，该类蛋白质都有一个保守的
VQ模序：FxxxVQxLTG(x为任意氨基酸) [1,2]。近年来，VQ模序
蛋白已陆续在拟南芥、水稻和大豆等植物中被鉴定，其家族成

员数目较多，在拟南芥中有 34 个[3]，水稻中有 39个[4]，而在大

豆中多达 74个[5]。目前对 VQ模序蛋白家族成员功能的研究主

要集中在拟南芥中，水稻和大豆中还只有逆境胁迫下的表达分

析等零星报道。在拟南芥中，MKS1 (AtVQ21) 可作为拟南芥

MAPK4的酶底物,参与水杨酸(SA)依赖的防御机制的信号途

径[1]；SIBI(AtVQ23)也参与病害防御，该基因的过量表达可引起

植物对病原菌侵染的高效响应，并通过 SA和茉莉酸(JA)信号

途径参与这一响应过程[6]。对部分 VQ模序蛋白家族成员作用
机理的研究表明其通过与WRKY转录因子相互作用参与植物

的防御反应[3,7-10]。如 AtVQ23能识别WRKY结构域的 C端进而

激活WRKY33与DNA结合的活性[7]。AtVQ15也能与WRKY25

和WRKY51相互作用[3]。

拟南芥 VQ模序蛋白基因 AtVQ29编码区无内含子，亚细

胞定位预测 AtVQ29蛋白质位于质体或者线粒体，系统发育树

6814· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.35 DEC.2014

分析发现表明 AtVQ29与 AtVQ12(AtARVQ1)进化距离最近，

暗示它们可能具有相似的功能，而后者已被发现参与砷酸盐的

抗性等过程[3,11]。同时有研究发现 AtVQ29也参与调控幼苗的去

黄化和植株的开花时间[3,12]。这表明 AtVQ29在植物生长发育过

程中具有重要作用，其复杂的作用机理也还有待进一步研究。

本研究以拟南芥为材料，克隆 AtVQ29基因并进行分析，同时

构建该基因的植物表达载体，旨在为进一步开展基因功能研究

与植物基因改良奠定基础。

1 材料和方法

1.1 实验材料
1.1.1 主要材料与试剂 供试材料拟南芥（Arabidopsis thaliana

L., Columbia ecotype）为本实验室保存；供试质粒 pSN1301 由

中国科学院植物研究所提供；T4 DNA连接酶与凝胶回收试剂

盒购自北京全式金生物技术有限公司；DNA Marker DL2000与
DL5000、核酸内切酶 Ⅰ与 Ⅰ、Taq DNA 聚合酶 和
pMD19-T simple Vector等购自 TaKaRa公司。

1.1.2 主要仪器设备 三用恒温水箱（浙江金坛市医疗仪器厂

HH-W420）；恒温培养振荡器（上海智城分析仪器制造有限公司

ZWYR-240）；超低温冷冻储存箱（中科美菱低温科技有限公司

DW-HL388）；梯度 PCR仪（美国 Eppendorf Mastercycler pro）；

凝胶成像系统（美国 SYGENE GENE GENIUS）；高速冷冻离心

机（美国 Eppendorf 5415R）等。

1.2 方法
1.2.1 拟南芥叶片总 DNA 提取 采用 CTAB 法进行基因组
DNA提取[13]。取 0.5 g左右拟南芥幼叶于研钵中，加 500 滋L的
CTAB提取液进行研磨，倒入 1.5 mL Ep管中；65 ℃水浴 30-50

min，冷却至室温；加入等量的苯酚：氯仿：异戊醇（25:24:1），震

荡混匀，13000 rpm离心 2 min；取上清，加入等体积的异丙醇，

颠倒混匀，-20℃放置 30 min；13000 rpm 离心 10 min，弃掉上

清；70%乙醇清洗 2次，待干至透明；加 30 滋L dd H2O溶解。
1.2.2 PCR扩增 根据拟南芥 AtVQ29（AT4G37710）基因序

列，应用 Primer Premier 5.0软件分析其内部酶切位点情况。设

计一对引物，并根据后续构建植物表达载体的需要，在上游引

物和下游引物的 5'端分别加入 Ⅰ与 Ⅰ的酶切位点。设

计 的 PCR 引 物 为 P1F: CAGTCTAGACCAATCT CATG-

GAAGC 和 P1R: CAAGAGCTCTACCATCTGGAAATATTT

GCA；PCR反应条件：94 ℃预变性 5 min；循环参数为 94 ℃变

性 30 sec，59 ℃复性 30 sec，72 ℃延伸 35 sec，35 个循环；72℃

保持 5 min。
1.2.3 基因的克隆与测序 扩增产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳

分离后，用 TransGen凝胶回收试剂盒回收纯化目的条带。将符

合目的大小的条带切下称重，加入 3倍体积溶液 GSB，于 55℃

水浴融胶 6-10 min，冷却至室温，加入离心柱中静置 1 min，
10000× g 离心 1 min，弃去流出液；加入 650 滋L 溶液 WB，
10000× g离心 1 min，弃流出液；开盖静置 2 min后在离心柱中

心加入 30 滋L Elution Buffer，室温静置 1 min；10000× g离心 1

min洗脱 DNA。将回收到的 DNA片段连接到 pMD19-T sim-

ple Vector，并转化到 DH5琢感受态细胞，加 LB液体培养

基混匀后置于 37℃，160 rpm摇菌 50 min使菌体复苏。取 200

滋L已转化的感受态细胞均匀的涂到加氨苄抗生素的 LB固体

培养基上，倒置平板于 37℃培养 10-12 h，随机挑取菌落进行重

组子鉴定。经鉴定呈阳性的克隆菌落送华大基因武汉分公司测

序。

1.2.4 生物信息学分析 测序结果用 DNAStar 7.1程序包进行

序列分析；开放阅读框的预测用在线预测工具 ORF Finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)；序列的检索在
GenBank和 TAIR中进行；相似性分析采用 Blast程序。

1.2.5 AtVQ2 基因植物表达载体构建 采用裂解法提取

pSN1301质粒与 pMD19-AtVQ29重组质粒；利用限制性内切

酶 Ⅰ 与 Ⅰ 对 pSN1301 质 粒 和 重 组 质 粒

pMD19-AtVQ29 进行双酶切，其反应体系：质粒 DNA 15 滋L，
10× M Buffer 5 滋L， Ⅰ 2 滋L， Ⅰ 2 滋L，ddH2O 8 滋L，总体

积为 30 滋L。反应条件为 37℃下 2 h；pSN1301质粒双酶切后回

收大片段，重组质粒 pMD19-AtVQ29酶切后回收 400 bp的小

片段，将回收的大小片段进行连接，其反应体系为大片段 DNA

2 滋L，小片段 DNA 5.5 滋L，2 滋L 5× T4 DNA Ligase Buffer，0.5

滋L T4 DNA Ligase，总体积为 10 滋L，20℃条件下反应 2 h；将连

接产物转化 DH5琢感受态细胞，加 LB液体培养基置于
37℃，160 rpm恢复培养 50 min。取 200 滋L已转化的感受态细

胞均匀的涂至含卡那霉素的 LB 固体培养基上，倒置平板于
37℃培养 10-12 h，随机挑取菌落进行酶切鉴定和测序确证。

2 结果

2.1 基因的鉴定与 TA克隆

将 PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后，得到长约 400

bp的目的片段，与预期结果相符（图 1）。回收 PCR扩增产物，

与 pMD19-T载体连接后转化到 DH5琢感受态细胞，挑取
经 PCR鉴定为阳性的单菌摇菌后提取质粒，用 Ⅰ / Ⅰ

双酶切后得到约 400 bp的目的片段（图 4的泳道 1），说明该目

的 片 段 已 成 功 地 插 入 载 体 中 ， 即 得 到 重 组 质 粒

pMD19-AtVQ29。

2.2 序列测定及分析

将经鉴定的阳性菌送至华大基因武汉分公司测序，对测序

图 1 AtVQ29的 PCR克隆鉴定图

1,2: PCR扩增产物; M: DL2000 Marker

Fig. 1 PCR Cloning of AtVQ29

1,2: PCR products; M: DL2000 Marker
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结果进行 Blast分析，表明得到的目的区域序列与数据库中的

序列一致，酶切位点正确，可以用于后续的植物表达载体构建。

利用 ORF Finder 进行分析表明该序列的开放阅读框长度为
372 bp，无内含子，共编码 123个氨基酸残基。其氨基酸分子式

为 C609H946N174O188S3，等电点 pI为 9.75，脂肪族指数为
53.98，稳定系数计算结果为 64.22，为不稳定的蛋白质。对其蛋

白质序列结构进行分析，结果表明 AtVQ29中含有植物特有的
VQ模序，与预期相符。

2.3 AtVQ29植物表达载体的构建及鉴定

将 pSN1301 与重组质粒 pMD19-AtVQ2用 Ⅰ / Ⅰ

酶切，均得到了符合预期大小的片段（图 4），对其进行回收后

连接并转化感受态细胞，随机挑选单菌落进行重组子鉴定。酶

切鉴定结果如图 5所示，经 Ⅰ / Ⅰ酶切后得到约为 400

bp的目的片段，与预期结果一致，并进一步进行了测序验证，

表明成功构建了植物表达载体 pSN1301-AtVQ29。

3 讨论

模式植物拟南芥中已鉴定出 34个 VQ模序蛋白[3]，其中多

达 29 个 VQ 模序蛋白的氨基酸残基数目少于 300 个，28 个
VQ 模序蛋白的编码基因没有内含子。AtVQ1、AtVQ10、
AtVQ12、AtVQ16、AtVQ29等 5个 VQ模序蛋白氨基酸残基数

目更是少于 150个，编码基因也没有内含子，可能在进化和功

能的相关性上具有一定的特殊性，值得深入研究。Cheng等[3]对

拟南芥 VQ模序蛋白进行全基因组分析发现 AtVQ29含有 117

个氨基酸残基。但本研究通过检索 TAIR数据库发现 AtVQ29

的开放阅读框长度为 372bp，应编码长度为 123 的蛋白质序

列。我们通过设计引物对 AtVQ29进行克隆后测序的结果表明
AtVQ29确实应该含有 123个氨基酸残基，这与数据库中登记

的相符。

尽管拟南芥中 VQ模序蛋白功能的研究陆续有报道，但大

多集中在氨基酸残基数目超过 150 个的成员中，如 AtVQ21

（AT3G18690）[1]、AtVQ14（AT2G35230）[14]、AtVQ15（AT2G41010）
[15]、AtVQ23（AT3G56710）和 AtVQ16（AT2G41180）[6,7]等。拟南

芥 AtVQ29与 AtVQ12进化距离最近，而后者已被发现参与砷

酸盐的抗性等过程[11]，我们的初步研究发现 AtVQ12还可能参
与耐旱和耐盐过程，这表明 AtVQ29可能在逆境防御反应中也

具有重要功能。AtVQ29也参与调控植株的开花时间[3]。最近的

研究还发现 AtVQ29的表达受光调节，能与 P1F1相互作用，参

与幼苗的去黄化过程，证实了 AtVQ29为光形态建成的一个新

调节因子[12]。尽管如此，AtVQ29可能存在的多种功能以及其是

否与WRKY转录因子相互作用等作用机制还有待揭示。本研

究克隆得到 AtVQ29基因并进而基于基因重组技术成功构建
了植物表达载体 pSN1301-AtVQ29，为深入开展基因功能研究

与基因改良应用研究奠定了基础。
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