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　 　 摘要:　 利用 ＲＮＡ 干扰(ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎬ ＲＮＡｉ)技术可以进行基因功能研究以及作物遗传改良ꎬ但常规构建

ＲＮＡｉ 载体方法费时费力ꎮ 本研究报道了一种基于 ＵＳＥＲ 酶一步法快速构建 ＲＮＡｉ 发夹结构的载体 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ
及其应用方法ꎬ操作简便ꎬ省时省力ꎮ 与已报道的利用酶切连接、Ｇａｔｅｗａｙ 兼容的同源重组或 ＰＣＲ 直接连接等构建

ＲＮＡｉ 载体相比ꎬ该载体不需要酶切片段ꎬ片段扩增完成后即可与制备好的线性化载体进行反应ꎬ缩短操作流程和

时间ꎬ提高成功率ꎻ该载体对插入片段的酶切位点和长度没有要求ꎬ理论上任何位置和长度的片段均可进入 ２３０１ /
ＲＮＡｉ / ＯＳ 载体中ꎬ尤其是长片段 ＲＮＡｉ 的构建ꎮ 本试验以本氏烟(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ)ＰＤＳ (Ｐｈｙｔｏｅｎｅ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ)
基因为例ꎬ利用农杆菌介导的瞬时表达体系验证了该 ＲＮＡｉ 能够在植物体内有效地实现基因沉默ꎮ 该载体以新霉

素磷酸转移酶基因(ＮＰＴＩＩ)作为筛选标记基因ꎬ可以利用卡那霉素(Ｋａｎａｍｙｃｉｎ)和 Ｇ４１８(Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ)等抗生素筛选

转基因阳性植株ꎬ适合单子叶和双子叶植物的遗传转化ꎮ
关键词:　 ＲＮＡ 干扰(ＲＮＡｉ)ꎻ ＵＳＥＲ 酶ꎻ 一步法ꎻ 载体构建ꎻ 基因沉默
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ (ＲＮＡｉ) ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｃｒｏｐ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｍｐｒｏｖｅ￣
ｍｅｎｔꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ＲＮＡｉ ｖｅｃｔｏｒ ｉｓ ｔｉｍｅ￣ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ ａｎｄ ｌａｂｏｒｉｏｕｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ｗｅ ｐｒｏ￣
ｖｉｄｅ ａ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｎｇ￣ｆｒａｇｍｅｎｔ ＲＮＡｉ ｖｅｃｔｏｒ ｕｓｉｎｇ ｕｒａｃｉｌ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｃｉｓｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ (ＵＳＥＲ)
ｅｎｚｙｍｅ. Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅꎬ ｔｉｍｅ￣ｓａｖｉｎｇ ａｎｄ ｌａｂｏｒ￣ｓａｖｉｎｇ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ＲＮＡｉ ｖｅｃｔｏｒｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅ￣
ｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄꎬ Ｇａｔｅｗａｙ ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ＰＣＲ ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄꎬ
ｔｈｉｓ ｖｅｃｔｏｒ ｄｏｓｅ ｎｏｔ ｎｅｅｄ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ. Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅｄꎬ ｉｔ ｃａｎ ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｐｒｅｐａｒｅｄ ｌｉｎｅｕｒｉｚｅｄ ｖｅｃｔｏｒ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｔｉｍｅ ａｒｅ ｓｈｏｒｔｅｎｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｉｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ. Ｔｈｉｓ
ｖｅｃｔｏｒ ｈａｓ ｎｏ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ. Ｕｓｉｎｇ ｎｅｏｍｙｃｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
(ＮＰＴＩＩ) ａｓ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｉｓ ｖｅｃｔｏｒꎬ ｋａｎａｍｙｃｉｎ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ (Ｇ４１８) ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｏｓｉ￣
ｔｉｖｅ ｐｌａｎｔｓ. Ｉｔ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｃｏｔ ａｎｄ ｍｏｎｏｃｏｔ ｐｌａｎｔｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ( ＲＮＡｉ)ꎻ ＵＳＥＲ
ｅｎｚｙｍｅꎻ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｍｅｔｈｏｄꎻ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎꎻ ｇｅｎｅ ｓｉ￣
ｌｅｎｃｉｎｇ

　 　 Ｆｉｒｅ 等发现双链 ＲＮＡ (ｄｓＲＮＡ)可引发线虫体

内的基因沉默ꎬ并将这一现象命名为 ＲＮＡ 干扰
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(ＲＮＡｉ)ꎮ 真核生物体内形成的双链 ＲＮＡ 或部分双

链 ＲＮＡ 发夹结构可被双链 ＲＮＡ 专一的核酸内切酶

Ｄｉｃｅｒ 或 Ｄｉｃｅｒ￣ｌｉｋｅ ( ＤＣＬ ) 剪 切ꎬ 产 生 的 ｓｉＲＮＡ
(Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ＲＮＡ)形成 ＲＮＡ 诱导沉默复合体

(ＲＮＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘꎬ ＲＩＳＣ)ꎬ通过 ＲＮＡ
碱基序列间的碱基互补配对识别靶标基因并抑制靶

标基因的表达[１￣２]ꎮ
根据 ＲＮＡｉ 的原理ꎬ人为地在细胞内表达与靶

标基因互补配对的具有回文结构的序列ꎬ利用细胞

内源的 ＲＮＡｉ 元件ꎬ可以阻断某个基因的表达或降

低某个基因的表达量ꎬ引起细胞或组织内相应基因

表达量下降ꎬ产生相应的表型ꎮ 目前ꎬＲＮＡｉ 技术已

广泛应用于基因的功能研究ꎬ具有较高特异性[３￣７]ꎮ
利用 ＲＮＡｉ 技术ꎬ可以选取基因特异性区段作为靶

标ꎬ用于沉默特异的基因或基因家族中的单个或部

分成员ꎻ也可以选取基因间的保守区段作为靶标ꎬ用
于沉默某一类基因ꎮ

将具有发夹结构的双链 ＲＮＡ 的载体转化到植

物中能够产生 ｓｉＲＮＡꎬ并实现基因的沉默ꎮ 常规构

建发夹结构的方法是将靶标基因通过一段间隔序列

连接ꎬ形成反向互补的核苷酸序列ꎬ由组成型启动子

或时空特性启动子调控表达ꎮ 现有的 ＲＮＡｉ 载体的

构建方法ꎬ一类是通过两步法进行构建ꎬ包括酶切连

接法、Ｇａｔｅｗａｙ 兼容的同源重组法等[３￣７]ꎮ 利用酶切

连接法ꎬ首先将反向互补序列分别构建到中间载体ꎬ
再利用限制性内切酶将反向互补序列从中间载体上

切下来ꎬ连接到目的载体[３ꎬ６￣７]ꎮ 传统的两步法具有

明显的缺点ꎬ利用 Ｇａｔｅｗａｙ 兼容的同源重组的方法ꎬ
首先需要将反向互补序列分别构建到入门载体ꎬ再
通过 ＬＲ 反应连入植物表达终载体[４￣５]ꎻ酶切连接法

不易设计合适的酶切位点ꎬ难以构建长片段 ＲＮＡｉ
载体ꎮ 另一类是基于同源重组的一步法构建ꎬ即分

别扩增 ２ 段反向互补片段、内含子片段ꎬ再与酶切后

的植物表达载体进行四片段同源重组反应ꎬ然而实

际操作中ꎬ多片段同源重组反应往往效率偏低ꎬ不能

保证快速地成功构建 ＲＮＡｉ 载体ꎮ
ＵＳＥＲ 酶包含 ＤＮＡ 糖基化酶￣裂解酶 Ｅｎｄｏ ＶＩＩＩ

和尿嘧啶 ＤＮＡ 糖基化酶(ＵＤＧ)ꎬ可特异性切割尿

嘧啶ꎮ 该酶可不依赖限制性内切酶和 ＤＮＡ 连接酶

将 ＰＣＲ 产物装载到目的载体[８]ꎮ 目前使用 ＵＳＥＲ
酶进行一步法构建长片段 ＲＮＡｉ 载体尚未见相关报

道ꎮ 本研究以 ＰＤＳ 基因为例ꎬ基于 ＵＳＥＲ 酶体系ꎬ

将 ＰＤＳ 基因片段构建到 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ 载体ꎬ利用

烟草瞬时表达系统ꎬ 实现 ＰＤＳ 基因的沉默ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 仪器与试剂

用于载体构建的 ＵＳＥＲ 酶、限制性内切酶 Ｐａｃ Ｉ
和 Ｎｔ.ＢｂｖＣ Ｉ 购自 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公司ꎻ用于目

标片段扩增的高保真 ＤＮＡ 聚合酶、用于大肠杆菌和

农杆菌阳性转化子筛选的 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶预混液

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司ꎻＤＮＡ 纯化

试剂盒、ＲＮＡ 提取试剂盒、质粒小量提取试剂盒和

反转录试剂盒购自北京康为世纪生物科技有限公

司ꎮ
１.２　 质粒和菌株

用于植物表达的双元载体质粒 ｐＣａｍｂｉａ２３０１ 和

２３０１.ＧＦＰ４ 载体为本实验室保存ꎬ用于拟南芥(Ａｒａ￣
ｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)ＦＡＤ２ 基因[９]内含子克隆的 ｐＨｕｒｒｉ￣
ｃａｎｅ 质粒为本实验室保存ꎬＤＨ５α 感受态细胞购自

北京擎科新业生物技术有限公司ꎬ农杆菌(Ａｇｒｏｂａｃ￣
ｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ)菌株 ＧＶ３１０１ 感受态细胞购自上

海唯地生物技术有限公司ꎬ瞬时转化所用的本氏烟

(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ)种子由本实验室保存ꎮ
１.３　 引物合成和测序

本试验所用引物(表 １)由南京金斯瑞生物科技

有限公司合成ꎮ 构建载体过程中的 Ｓａｎｇｅｒ 测序由

北京擎科新业生物技术有限公司完成ꎮ
１.４　 试验方法

１.４.１　 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ 载体的构建 　 以 ｐＨｕｒｒｉｃａｎｅ
质粒为模板ꎬ利用引物 Ｉｎｔｒｏｎ￣ＣＦ 和 Ｉｎｔｒｏｎ￣ＣＲ 扩增

１ １５４ ｂｐ 的拟南芥 ＦＡＤ２ 基因内含子序列ꎬ用 ＢａｍＨ
Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 分别对 ＦＡＤ２ 内含子的扩增产物和 ２３０１.
ＧＦＰ４ 载体进行双酶切ꎬ１％ 琼脂糖凝胶电泳ꎬ分别

切胶回收扩增片段和线性化载体片段ꎬ用 Ｔ４ ＤＮＡ
连接酶连接ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５α 菌株的感受态细

胞ꎬ挑取单菌落ꎬ利用引物 ＴＥＶ￣Ｆ 和 ＦＡＤ￣Ｒ 进行菌

落 ＰＣＲ 筛选ꎬ选取含有阳性扩增条带的单菌落ꎬ提
取质粒ꎬ测序验证ꎮ
１.４.２　 本氏烟的 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成　 取产生

表型的本氏烟叶片ꎬ在研钵中液氮速冻ꎬ研磨成粉

末ꎬ利用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡꎬ采用反转录

试剂盒合成 ｃＤＮＡꎮ
１.４.３　 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ 载体的构建　 以幼嫩烟
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草叶片的 ｃＤＮＡ 为模版ꎬ利用引物 ＰＤＳ￣Ｆ１ 和 ＰＤＳ￣
Ｆ２ 扩增 ５７６ ｂｐ 的 ＰＤＳ 基因区段作为正向插入片

段ꎬ利用引物 ＰＤＳ￣Ｒ１ 和 ＰＤＳ￣Ｒ２ 扩增与正向插入片

段序列相同的区段作为反向插入片段ꎮ 用限制性内

切酶 Ｐａｃ Ｉ 和 Ｎｔ.ＢｂｖＣ Ｉ 将 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ 载体进行

双酶切ꎬ１％ 琼脂糖凝胶电泳ꎬ切胶回收线性化载体

和 ＦＡＤ２ 内含子条带ꎮ 配制连接反应体系:ＰＤＳ 正

向片段 １５０ ｎｇꎬＰＤＳ 反向片段 １５０ ｎｇꎬ２３０１ / ＲＮＡｉ /
ＯＳ 酶切产物 ２００ ｎｇꎬＵＳＥＲ 酶 １ μｌꎬ补 ｄｄＨ２Ｏ 至 １０
μｌꎮ 反应条件:３７ ℃ ２０ ｍｉｎ ꎬ２５ ℃ ２０ ｍｉｎꎬ获得连

接产物ꎬ转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 菌株中ꎮ 挑取单菌

落ꎬ分别利用引物 ＴＥＶ￣Ｆ 和 ＦＡＤ￣Ｒꎬ以及 ＦＡＤ￣Ｆ 和

ＮＯＳＴ￣ＳＲ 进行菌落 ＰＣＲ 鉴定阳性克隆ꎬ提取质粒ꎬ
进行测序验证ꎮ
１.４.４　 农杆菌介导的烟草瞬时转化　 分别取 １００ ｎｇ
２３０１/ ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ 质粒和 ２３０１/ ＲＮＡｉ / ＯＳ 质粒(作为

空载体对照)ꎬ利用电击转化法导入 ＧＶ３１０１ 农杆菌菌

株ꎬ涂布于固体 ＬＢ 培养基平板上(含有 ５０ ｍｇ / ｍｌ利福

平和 ５０ ｍｇ / ｍｌ卡那霉素)ꎬ２８ ℃倒置培养 ３６ ｈꎬ挑取单

菌落ꎬ利用引物 ＴＥＶ￣Ｆ 和 ＦＡＤ￣Ｒ 进行菌落 ＰＣＲꎬ挑取 ３
个阳性单菌落ꎬ２８ ℃振荡培养 ３６ ｈ 用于烟草瞬时表

达ꎮ 配制农杆菌侵染液(２０ ｍｌ):２ ｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ １５ μｌꎬ
１ ｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ５􀆰 ７ ＭＥＳ ２００ μｌ ꎬ２００ μｍｏｌ / Ｌ乙酰丁香酮

１００ μｌꎬ用超纯水补足到 ２０ ｍｌꎮ 农杆菌ＯＤ６００ ＝０􀆰 ０５ꎬ用
１ ｍｌ 无菌注射器将侵染液从烟草叶片背面注射到叶片

内ꎬ每种质粒注射 ３ 个单株ꎮ
１.４.５　 实时定量 ＰＣＲ 反应　 反应体系:２×实时定量

ＰＣＲ 预混液 １０􀆰 ０ μｌꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ引物 ＰＤＳ￣ＴＦ(或 ＥＦ１￣
ＡＦ) ０􀆰 ５ μｌꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ引物 ＰＤＳ￣ＴＲ(或 ＥＦ１￣ＡＦ) ０􀆰 ５
μｌꎬ１ ∶ ３０ 稀释的 ｃＤＮＡ ３􀆰 ０ μｌꎻ 无离子水 ６􀆰 ０ μｌꎮ 反

应程序: ９５ ℃ １ ｍｉｎꎻ ９４ ℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃ １ ｍｉｎꎬ７２ ℃
３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ熔解曲线ꎬ６０~９５ ℃ꎬ每 ０􀆰 １ ℃读数 １
次ꎮ 通过 ２－△△Ｃｔ法分析基因表达差异[１０]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 引物设计和植物表达载体构建

本试验采用 ２３０１.ＧＦＰ４ 作为骨架构建 ＲＮＡ 载

体 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳꎮ ２３０１.ＧＦＰ４ 为本实验室改造ꎬ该
载体以商业化的 ｐＣａｍｂｉａ２３０１ 质粒作为骨架ꎬ在多

克隆位点处顺序连有含有 ２× 花椰菜花叶病毒

(ＣａＭＶ)３５Ｓ 增强子的 ＣａＭＶ ３５Ｓ 启动子、烟草蚀纹

病毒(ＴＥＶ)的翻译增强子 ＴＥＶ ｌｅａｄｅｒ 序列[１１]、增强

型绿色荧光蛋白(ｅＧＦＰ)的编码序列和 ３５Ｓ 终止子

(图 １)ꎮ 该载体以新霉素磷酸转移酶(ＮＰＴＩＩ)基因

作为筛选标记基因ꎮ

表 １　 本试验所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 引物序列(５′→３′)

Ｉｎｔｒｏｎ￣ＣＦ ＣＧＣｇｇａｔｃｃＧＣＴＧＡＧＧＴＣＴＴＡＡＴＴＡＡＴＧＣＣＴＣＡＧＣＣＴＣＣＡＧＧ￣
ＴＣＣＧＴＣＧＣＴＴＣＴＣ

Ｉｎｔｒｏｎ￣ＣＲ ＣＣＣｔｃｔａｇａＧＣＴＧＡＧＧＧＴＴＴＡＡＴＴＡＡＧＴＣＣＴＣＡＧＣＡＣＣＴＧＣＡ￣
ＣＣＴＡＴＧＴＴＴＣＴＧＣ

ＴＥＶ￣Ｆ ＣＡＡＧＣＡＡＴＣＡＡＧＣＡＴＴＣＴＡＣ

ＦＡＤ￣Ｒ ＧＡＡＴＣＡＡＴＣＡＡＡＧＡＧＣＡＴＣ

ＰＤＳ￣Ｆ１ ＧＧＴＣＴＴＡＡＵＴＴＧＴＴＡＴＧＴＴＴＴＧＧＴＡＧＴＡＧＣＧ

ＰＤＳ￣Ｆ２ ＧＧＣＡＴＴＡＡＵＣＧＴＡＡＧＣＡＴＴＴＣＧＴＴＧＴＴＣ

ＰＤＳ￣Ｒ１ ＧＧＧＴＴＴＡＡＵＴＴＧＴＴＡＴＧＴＴＴＴＧＧＴＡＧＴＡＧＣＧ

ＰＤＳ￣Ｒ２ ＧＧＡＣＴＴＡＡＵＣＧＴＡＡＧＣＡＴＴＴＣＧＴＴＧＴＴＣ

ＦＡＤ￣Ｆ ＴＴＣＣＡＴＡＧＴＣＴＴＧＡＧＴＴＴＴＣ

ＮＯＳＴ￣ＳＲ ＣＴＡＧＴＡＡＣＡＴＡＧＡＴＧＡＣＡＣＣＧ

ＰＤＳ￣ＴＦ ＧＡＡＣＡＡＣＧＡＡＡＴＧＣＴＴＡＣＧ

ＰＤＳ￣ＴＲ ＣＣＴＣＡＴＣＴＧＴＣＡＣＣＣＴＡＴＣＡ

ＥＦ１￣ＡＦ ＡＣＡＡＧＡＴＧＧＡＴＧＣＴＡＣＣＡＣＣ

ＥＦ１￣ＡＲ ＡＡＣＣＡＧＡＧＡＴＧＧＧＧＡＣＡＡＡＧ
小写字母为在引物中添加的酶切位点ꎻ下划线为特异序列ꎮ

　 　 以 ｐＨｕｒｒｉｃａｎｅ 质粒为模板ꎬ扩增拟南芥 ＦＡＤ２
基因的内含子序列ꎬ通过引物在 ＦＡＤ２ 内含子编码

序列上游和下游分别引入限制性内切酶(ＢａｍＨ Ｉ
和 Ｘｂａ Ｉ)位点ꎬ以便将 ＦＡＤ２ 内含子编码序列定向

连入同样用 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 双酶切的 ２３０１.ＧＦＰ４
载体中ꎮ 同时在 ＦＡＤ２ 内含子序列两侧ꎬ分别引入

Ｎｔ.ＢｂｖＣ Ｉ￣Ｐａｃ Ｉ￣Ｎｔ.ＢｂｖＣ Ｉ 酶切位点ꎬ使得所得载体

在 Ｎｔ.ＢｂｖＣ Ｉ￣Ｐａｃ Ｉ 的作用下能够形成含有 ９ ｎｔ 黏性

末端的载体片段ꎮ 测序验证正确的质粒命名为

２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ(图 １)ꎬ即为本试验构建的 ＲＮＡｉ 植
物表达载体ꎮ 后续只需扩增出目标基因的反向互补

序列ꎬ即可通过 ＵＳＥＲ 酶介导的方法连入该载体ꎮ
２.２　 烟草 ＰＤＳ 基因的瞬时沉默载体构建

为了验证利用 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ 构建的 ＲＮＡｉ 载
体能够在植物中有效地实现基因沉默ꎬ我们选取本

氏烟 ＰＤＳ 基因作为靶标基因ꎬ通过农杆菌介导的瞬

时转化沉默 ＰＤＳ 基因[６]ꎮ ＰＤＳ 突变体会表现出叶

片白化失绿以及植株生长受抑制的表型ꎬ因而容易

通过表型变化ꎬ直观地观察基因沉默情况ꎮ
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３５Ｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ:花椰菜花叶病毒 ３５Ｓ 启动子ꎻｄｕａｌ ｅｎｈａｎｃｅｒ:２×花椰菜花叶病毒 ３５Ｓ 增强子ꎻＴＬ:烟草蚀纹病毒翻译增强子ꎻＭＣＳ:限制性内切酶

多克隆位点ꎻｅＧＦＰ:增强型绿色荧光蛋白ꎻＴｅｒ:３５Ｓ 终止子ꎻＦＡＤ２ ｉｎｔｒｏｎ:拟南芥 ＦＡＤ２ 基因内含子ꎮ 上部放大图中的黑色竖线和折线表示相

应限制性内切酶的切割位置ꎮ
图 １　 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ 载体示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ

　 　 根据 ＮＣＢＩ 数据库中本氏烟的 ｃＤＮＡ 选取从编

码区 １２１ 位到 ６９６ 位之间的 ５７６ ｂｐ 的基因特异性

区段作为靶标区段ꎬ分别设计 ２ 对引物(ＰＤＳ￣Ｆ１ 和

ＰＤＳ￣Ｆ２ꎬＰＤＳ￣Ｒ１ 和 ＰＤＳ￣Ｒ２)ꎬ以本氏烟幼苗叶片的

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ分别扩增靶标区段ꎮ 设计引物时ꎬ在
引物中基因特异区段的 ５′侧依次引入 ＵＳＥＲ 酶的识

别碱基尿嘧啶(Ｕ)和特异的序列(表 １)ꎬ以便目标

区段的 ＰＣＲ 产物在 ＵＳＥＲ 酶作用后ꎬ可产生与

２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ 酶切产物一致的 ９ ｎｔ 的黏性末端ꎮ
用 ＵＳＥＲ 酶处理 ２ 段含有靶标基因序列的 ＰＣＲ 产

物ꎬ以及 Ｐａｃ Ｉ 和 Ｎｔ.ＢｂｖＣ Ｉ 双酶切的 ２３０１ / ＲＮＡｉ /
ＯＳ 载体ꎬ反应后转化大肠杆菌(图 ２Ａ)ꎮ 挑取单克

隆进行菌落 ＰＣＲꎬ鉴定两段目标序列均连入 ２３０１ /
ＲＮＡｉ / ＯＳ 载体的克隆ꎮ 本试验随机挑取 １６ 个单菌

落ꎬ２ 组引物均能扩增出阳性条带的有 １３ 个菌落ꎬ
正确率超过 ８０％(图 ２Ｂ、图 ２Ｃ、图 ２Ｄ)ꎮ 选取 ２ 号

和 ５ 号克隆ꎬ提取质粒ꎬ测序验证ꎬ结果都正确ꎬ命名

为 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ￣２ 和 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ￣５ꎬ
后续选取 ２ 号质粒进行烟草瞬时表达试验ꎮ
２.３　 瞬时沉默本氏烟 ＰＤＳ 基因

利用电击法将质粒 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ￣２ 转入

农杆菌菌株 ＧＶ３１０１ 的感受态细胞中ꎬ同样利用

ＴＥＶ￣Ｆ 和 ＦＡＤ￣Ｒ 进行菌落 ＰＣＲ 筛选ꎮ 随机挑取 ３
个阳性克隆ꎬ接种于含有利福平、庆大霉素和卡那霉

素的液体 ＬＢ 培养基中培养至饱和ꎮ 离心收集菌体

沉淀ꎬ利用烟草注射缓冲液重悬至终 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ５ꎬ静
置活化后注射４~５ 片平展的本氏烟叶片ꎮ 以注射含

有 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ 空载体的农杆菌的烟草作为对

照ꎮ 每隔 ２ ｄ 注射 １ 次ꎬ共注射 ３ 次ꎬ于最后一次注

射后 １０ ｄ 观察烟草叶片表型ꎮ 结果表明ꎬ注射含有

２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ 空载体的农杆菌的叶片(对照)仍然

保持绿色ꎬ并且能够长出多片绿色新叶(图 ３Ａ)ꎻ而
注射了含有 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ￣２ 质粒的农杆菌的

烟草植株叶片明显失绿ꎬ较老的叶片白化坏死ꎬ植株

生长受到严重抑制(图 ３Ｂ)ꎬ呈现出典型的 ＰＤＳ 基

因功能缺失的表型ꎮ 除了被注射的叶片失绿白化ꎬ
没有被注射的新叶的叶脉也可以观察到明显的白化

表型ꎮ 除了表型观察ꎬ本试验进一步进行了实时定

量 ＰＣＲꎬ检测 ＰＤＳ 基因表达水平的变化ꎮ 本试验针

对 ＲＮＡｉ 载体靶标序列以外的 ３′端区段设计引物ꎬ
提取叶脉白化的新叶的总 ＲＮＡ 反转录了后ꎬ检测

ＰＤＳ 基因表达水平ꎬ以烟草延伸因子基因(ＥＦ１ａ)作
为内参基因ꎮ 结果表明ꎬ相比于对照ꎬ注射了含有

２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ￣２ 质粒的农杆菌的烟草植株中

ＰＤＳ 基因的表达水平下降 ２０％(图 ３Ｃ)ꎬ这与相应

叶片叶脉白化的表型相一致ꎮ 以上结果表明ꎬ本试

验构建的 ＲＮＡｉ 载体可以有效地在植物体内实现基

因沉默ꎮ

３　 讨 论

近年来ꎬ新近发展起来的基因编辑技术能够相

对容易地在多种植物中实现基因功能缺失突

变[１２￣１６]ꎮ 但对于纯合突变致死的基因ꎬ基因功能的

彻底丧失可能导致纯合体不能成活ꎬ影响后续表型
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Ａ:Ｐａｃ Ｉ 和 Ｎｔ.ＢｂｖＣ Ｉ 双酶切后的 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ 载体和 ＵＳＥＲ 酶切后的 ＰＤＳ 基因扩增产物混合后转化大肠杆菌ꎬ涂布于含有卡那霉素的

ＬＢ 固体培养基上长出的单菌落ꎻＢ:利用引物 ＴＥＶ￣Ｆ 和 ＦＡＤ￣Ｒ 进行菌落 ＰＣＲ 的琼脂糖凝胶电泳结果ꎻＣ 和 Ｄ:利用引物 ＦＡＤ￣Ｆ 和 ＮＯＳＴ￣ＳＲ
进行菌落 ＰＣＲ 的琼脂糖凝胶电泳结果ꎻＭ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ数字 １~１６ 代表被测单克隆的编号ꎮ

图 ２　 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ 质粒检测结果

Ｆｉｇ.２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ ｐｌａｓｍｉｄ

Ａ:注射含有空载体 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ 的农杆菌的烟草植株的表型(对照)ꎻＢ:注射含有 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ 质粒的农杆菌的烟草植株的表型ꎮ
用白色的数字标注被注射的叶片ꎬ从基部计算第 １ 片被注射的叶片计为 １ꎻＣ:实时定量 ＰＣＲ 检测对照和注射含有 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ 质粒

的农杆菌的烟草植株中 ＰＤＳ 基因的相对表达水平ꎮ 对照中 ＰＤＳ 基因的相对表达水平被设为 １ꎬ烟草延伸因子基因(ＥＦ１ａ)被用作内参基

因ꎬ误差线表示 ３ 次重复的标准差ꎮ ＰＤＳ￣ＲＮＡｉ 代表 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ￣２ 质粒ꎮ
图 ３　 利用 ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ 质粒瞬时沉默烟草 ＰＤＳ 基因

Ｆｉｇ.３　 Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ＰＤＳ ｇｅｎｅ ｕｓｉｎｇ ２３０１ / ＲＮＡｉ / ＯＳ￣ＰＤＳ ｐｌａｓｍｉｄ

和基因功能的分析ꎮ 利用 ＲＮＡｉ 技术ꎬ可不同程度

地降低靶标基因的表达ꎬ而不会彻底敲除目标基因ꎬ
进而能够在植株成活的情况下ꎬ研究基因功能ꎮ 此

外ꎬ对于序列相似性较高的基因家族ꎬＲＮＡｉ 技术可

高效地同时降低多个基因的表达ꎬ尤其是串联重复

的基因家族ꎬ通过杂交将多个单基因突变聚合在一

起是几乎不能达到的ꎬ这时候 ＲＮＡｉ 技术便更能体

现出其优势ꎮ
目前在植物中ꎬ利用小 ＲＮＡ 干扰基因表达主要

有 ＲＮＡｉ 和人工微 ＲＮＡ(ａｍｉＲＮＡ)２ 种策略ꎮ 与形

成较长的具有发夹结构的双链 ＲＮＡ 前体不同ꎬ
ａｍｉＲＮＡ 的策略是选取较短(通常为 ２１ ｎｔ)的 １ 段与

靶标基因互补的序列ꎬ同时借用植物内源存在的

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 前体基因作为骨架构建载体ꎬ在植物中表

达ꎮ 一般来讲ꎬａｍｉＲＮＡ 策略在体内只产生一种小

ＲＮＡꎬ虽然可能有益于提高干扰的特异性ꎬ但干扰效

率有时低于产生多段小 ＲＮＡ 的 ＲＮＡｉ 策略ꎮ 此外ꎬ
不同的靶标序列对所使用的内源 ＲＮＡ 骨架可能具

有一定程度的选择性ꎮ 因而ꎬＲＮＡｉ 相比于 ａｍｉＲＮＡ
仍具有自己的优势[１]ꎮ

本研究采用基于 ＵＳＥＲ 酶的一步法构建 ＲＮＡｉ
发夹结构的载体ꎮ 该方法简便高效ꎬ植物表达终载

体一旦构建好ꎬ每次只需扩增 ２ 条反向互补的序列ꎬ
再用 ＵＳＥＲ 酶处理ꎬ就可以与酶切后的终载体相连

接ꎮ 本研究以本氏烟 ＰＤＳ 基因为例ꎬ构建 ＰＤＳ 基因

的 ２ 条反向重复序列ꎬ成功构建了 ＲＮＡｉ 载体ꎬ载体

５３１１刘廷利等:一步法快速构建长片段 ＲＮＡｉ 发夹的载体



构建成功率超过 ８０％ꎮ ＵＳＥＲ 酶可产生比普通酶切

位点更长的黏性末端ꎬ且不需要 ＤＮＡ 连接酶的作用

即可完成连接ꎬ快速、稳定、高效ꎮ 与 ＬＩＣ 连接方

法[１７]相比ꎬ本研究报道的方法成功率更高ꎬ操作更

简便ꎮ
本研究利用农杆菌介导的本氏烟瞬时表达系统

验证该载体的沉默效果ꎬ结果表明ꎬ利用该载体可以

有效沉默烟草 ＰＤＳ 基因ꎬ使注射含有 ２３０１ / ＲＮＡｉ /
ＯＳ￣ＰＤＳ￣２ 质粒的农杆菌的烟草叶片明显失绿ꎬ植株

生长明显受到抑制ꎮ 有意思地是ꎬ除了直接注射的

叶片失绿黄化ꎬ没有直接注射的新生叶片的叶脉也

表现出明显的白化表型ꎬ并且 ＰＤＳ 基因的表达水平

降低到对照的 ８０％ꎮ 这可能是小 ＲＮＡ 可以在细胞

间移动导致的[２ꎬ１８]ꎮ 这一现象表明ꎬ农杆菌介导的

瞬时 ＲＮＡ 干扰能够在一定程度上实现系统性的基

因沉默ꎮ
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