生命科学学院
本科生能力提高项目（科研训练）基金
子课题概要
申请类别：   指南项目□             开放项目□√           
课题名称：甜瓜ACC合成酶基因家族几个成员全长cDNA的克隆及功能分析                                              
教师姓名：   郝金凤         研究方向： 生物化学与分子生物学              
合作指导教师：  哈斯阿古拉、牛一丁、张立全  
拟接收本科生年级和人数：   08级2人、07级1人              
研究项目介绍

	背景知识简介

（或训练内容）

	乙烯是调节植物生长发育的内源激素，它调节着植物生长发育等许多生理过程, 如种子萌发、根毛发育、开花、果实成熟、器官衰老及植物对生物和逆境胁迫的反应等。植物乙烯合成途径是：甲硫氨酸 →S - 腺苷甲硫氨酸 ( SAM ) →1 - 氨基环丙烷 - 1 - 羧酸 (ACC) →乙烯。ACC合成酶是催化SAM 向ACC转化的限速酶，在调节乙烯生物合成中起关键的作用。ACC合成酶基因是一个基因家族，每个基因的表达调控受不同诱导剂所诱导，例如番茄有9个基因是编码ACC合成酶，其中六个是受生长素所调控。对拟南芥中乙烯合成的遗传研究显示，ACS受转录后调控。许多研究结果表明, 乙烯合成调节的一种重要机制是调节ACS蛋白的活性, 这种调节至少部分通过蛋白的C 端结构域来实现。
比较已报道的ACC合成酶基因核苷酸序列和氨基酸序列，其编码区内DNA序列都有约6O%的同源性，蛋白质同源性为5O%～95%。其中，最大的同源性部分在多肽的中部，差异最大的是在C端。利用保守区的同源序列设特异或简并引物，可从基因组文库或cDNA 文库中克隆出ACS核苷酸片段，这在已报道的多种植物ACS基因家族的克隆中得到了证实。
迄今为止，甜瓜中已有6个ACC合成酶基因被分离，分别为ACS1—5及ACS7。Cm-ACS1在成熟果实中表达，在对成熟阶段乙烯的增加起增加作用；Cm-ACS2在生长素处理过的黄花苗中分离得到，在果实发育的膨大时期持续表达，在采收时表达降低；Cm-ACS3也是一个生长素应答基因，其表达水平比Cm-ACS2低；Cm-ACS4的作用还不清楚；Cm-ACS5在成熟的果实中高度表达；Cm-ACS7是一个andromonoecious基因，主要在雌花和两性花中表达，在雄性花的任何发育阶段都检测不到其表达。本研究将克隆甜瓜品种河套蜜瓜的ACS1、ACS2和ACS5，这些基因的克隆为阐明甜瓜果实发育和成熟过程中ACC合成酶的表达特性及其特异性功能奠定基础。

	现有研究基础


	申请者已经克隆了ACC氧化酶基因ACO1 及。3-羟基-3-甲基戊二单酰辅酶A还原酶基因HMGR全长cDNA序列，并且构建了ACC氧化酶反义基因表达载体及HMGR RNAi表达载体，并且对河套蜜瓜进行了遗传转化，获得了转基因河套蜜瓜果实。申请者多年来一直从事甜瓜分子生物学及基因工程相关研究，所在实验室硬件设施齐全，可以满足本研究所需的条件。

	研究摘要

	参照已报道的网纹甜瓜品种的ACS1、ACS2和ACS3 mRNA序列，设计合成引物，以河套蜜瓜果实为材料，提取总RNA，进行RT-PCR扩增，将扩增产物克隆后测序。
比对几个物种ACS5核酸序列，根据蛋白质保守序列和核苷酸保守序列设计简并引物，经RT-PCR扩增，克隆获得ACS5基因保守区，再经RACE方法获得ACS5全长cDNA。
本研究为进一步研究ACC合成酶基因的表达调控机理及其特异性功能奠定基础，具有重要的研究价值和意义。

	进度计划

	2010年1月—6月：设计合成引物，用已保存的河套蜜瓜果肉组织为材料，进行总RNA提取。

2010年7月—12月：RT-PCR，克隆（含ACS5保守区），测序。 
2011年1月—6月：RACE获得ACS5全长cDNA，测序。

2011年7月—12月：论文撰写，投稿。

	预期成果形式
	至少在国内核心期刊发表论文1篇；培养本科生1—2名。

	项目来源说明
	如说明已获资助或正在申请中的项目名称、时间和经费
无


注：本表供拟承担指南项目或开放项目的指导教师填写，并向学生公布。
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