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　 　 摘要:　 外源双链 ＲＮＡ(ｄｓＲＮＡ)可通过 ＲＮＡ 干扰(ＲＮＡｉ)影响植物线虫的基因表达ꎬ达到杀虫防病的目的ꎮ
利用细菌表达系统进行 ｄｓＲＮＡ 制备ꎬ生产效率高、成本低ꎬ是 ｄｓＲＮＡ 规模化制备的优选策略ꎮ 为探索基于 ＲＮＡｉ 技
术的细菌表达 ｄｓＲＮＡ 在水稻干尖线虫(Ａｐｈｅｌｅｃｈｏｉｄｅｓ ｂｅｓｓｅｙｉ)防治中的作用ꎬ本研究以水稻干尖线虫海藻糖 ６￣磷酸

合成酶基因 ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２ 为靶标基因ꎬ设计构建细菌表达双链 ＲＮＡ(ｄｓＡｂＴＰＳ１、ｄｓＡｂＴＰＳ２)载体并转化大肠杆

菌 ＨＴ１１５(ＤＥ３)ꎬ优化 ｄｓＲＮＡ 诱导表达条件和提取方法ꎬ并利用荧光定量 ＰＣＲ 测定细菌表达的 ｄｓＲＮＡ 对靶标基因

的沉默效率ꎬ评估其对水稻干尖线虫的防治效果ꎮ 结果表明ꎬ当异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷( ＩＰＴＧ)浓度为 ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ、诱导时间为 ６ ｈꎬ本研究构建的携带 ＡｂＴＰＳ￣Ｌ４４４０ 表达载体 ＨＴ１１５ 菌株的 ｄｓＲＮＡ 产量达到最大ꎮ 利用 Ｔｒ￣
ｉｚｏｌ 法和甲酰胺法从表达菌株中提取的 ｄｓＲＮＡ 产量显著高于乙醇￣氯化钠法ꎮ 用 ｄｓＡｂＴＰＳ１ 和 ｄｓＡｂＴＰＳ２ 处理水稻

干尖线虫后ꎬ靶基因 ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２ 表达水平下调ꎬ在 ４ ℃低温、４０ ℃高温及脱水干燥环境中水稻干尖线虫存活

率均显著低于 Ｍ９ 缓冲液处理和 ｄｓＧＦＰ 处理ꎮ 本研究成功构建了水稻干尖线虫 ＡｂＴＰＳ１、ＡｂＴＰＳ２ 基因的 ｄｓＲＮＡ 细

菌表达体系ꎬ获得的 ｄｓＲＮＡ 具有明显的 ＲＮＡｉ 效应ꎬ为利用 ＲＮＡ 农药防治水稻干尖线虫提供了技术支撑ꎮ
关键词:　 水稻干尖线虫ꎻ 海藻糖￣６ 磷酸合成酶基因ꎻ 双链 ＲＮＡꎻ ＲＮＡ 干扰
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(１.Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌａｎｄｓｃａｐｅ ａｎｄ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｈｅｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｈａｎｄａｎ ０５６０３８ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ (ｄｓＲＮＡ) ｃａｎ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ

ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ (ＲＮＡｉ) ｔｏ ａｃｈｉｅｖｅ ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｐｅｓｔ
ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｄｓＲＮＡ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｈａｓ ｈｉｇｈ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｌｏｗ ｃｏｓｔꎬ
ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｔｈｅ ｐｒｅｆｅｒｒｅｄ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｓＲＮＡ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｓＲＮＡ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＲＮＡｉ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ａｐｈ￣
ｅｌｅｃｈｏｉｄｅｓ ｂｅｓｓｅｙｉꎬ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ￣６￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅｓ ＡｂＴＰＳ１ ａｎｄ ＡｂＴＰＳ２ ｏｆ Ａｐｈｅｌｅｃｈｏｉｄｅｓ ｂｅｓ￣
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ｓｅｙｉ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｔｏ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ ( ｄｓＡｂＴＰＳ１ ａｎｄ
ｄｓＡｂＴＰＳ２) ｖｅｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＨＴ１１５ (ＤＥ３). Ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈ￣
ｏｄｓ ｏｆ ｄｓＲＮＡ ｗｅｒｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｄｓＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｓＲＮＡ ｏｎ Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｏｉｄｅｓ ｂｅｓｓｅｙｉ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ￣β￣Ｄ￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ (ＩＰＴＧ) ｗａｓ ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ ６
ｈꎬ ｔｈｅ ｄｓＲＮＡ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔｈｅ ＡｂＴＰＳ￣Ｌ４４４０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ＨＴ１１５ ｓｔｒａｉｎ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ.
Ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｄｓＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｒａｉｎｓ ｕｓｉｎｇ Ｔｒｉｚｏｌ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｆｏｒｍａｍｉｄｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｅｔｈａｎｏｌ￣ｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｍｅｔｈｏｄ. Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｉｎｇ Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｏｉｄｅｓ ｂｅｓｓｅｙｉ ｗｉｔｈ ｄｓＡｂＴＰＳ１ ａｎｄ
ｄｓＡｂＴＰＳ２ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ＡｂＴＰＳ１ ａｎｄ ＡｂＴＰＳ２ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ａｐｈｅｌｅｎｃｈ￣
ｏｉｄｅｓ ｂｅｓｓｅｙｉ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ４ ℃ꎬ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ４０ ℃ ａｎｄ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｒｙｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ Ｍ９ ｂｕｆｆｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｓＧＦＰ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｓＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＡｂＴＰＳ１ ａｎｄ ＡｂＴＰＳ２ ｏｆ Ａ. ｂｅｓｓｅｙｉ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｄｓＲＮＡ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ＲＮＡｉ
ｅｆｆｅｃｔｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ＲＮＡ￣ｂａｓｅｄ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ Ａ. ｂｅｓｓｅｙｉ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｏｉｄｅｓ ｂｅｓｓｅｙｉꎻ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ￣６￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅｓꎻ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡꎻ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

　 　 ＲＮＡ 干扰(ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎬＲＮＡｉ)是一种进

化上保守的序列特异机制ꎬ能调控大部分真核生物

基因表达ꎮ 一般而言ꎬ内源或外源双链 ＲＮＡ(ｄｓＲ￣
ＮＡ)被加工成 １８ ~ ３０ ｎｔ 的小 ＲＮＡꎬ包括小干扰

ＲＮＡ(ｓｉＲＮＡ)和微小 ＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)ꎮ 这些小 ＲＮＡ
可识别互补的 ｍＲＮＡ 或 ＤＮＡꎬ通过切割 ｍＲＮＡ 和抑

制翻译、ＤＮＡ 甲基化和染色质修饰等ꎬ在转录时或

转录后调控基因表达[１]ꎮ 由于 ｄｓＲＮＡ 具有低毒、环
境友好以及容易设计等特点ꎬ因此ꎬ基于 ＲＮＡｉ 技
术ꎬ利用 ｄｓＲＮＡ 进行植物病虫害防治得到越来越多

的关注[２]ꎮ
大量高效制备 ｄｓＲＮＡ 或小 ＲＮＡ 是 ＲＮＡｉ 防治

策略得到应用的关键步骤ꎮ 基于细菌体系生产

ｄｓＲＮＡꎬ制备简便且成本低廉ꎬ是 ｄｓＲＮＡ 规模化制

备的优选策略ꎮ 目前的研究中通常将靶标基因序列

构建进入 ＲＮＡｉ 载体ꎬ转化至中性、共生或有益细

菌ꎬ通过优化发酵条件ꎬ提取发酵产物中的 ｄｓＲＮＡꎬ
从而实现 ｄｓＲＮＡ 的量产[２￣３]ꎮ 当前应用较多的细菌

表达体系是大肠杆菌 ＨＴ１１５ ( ＤＥ３) [４￣６]ꎮ ＨＴ１１５
(ＤＥ３)菌株缺乏核酸内切酶 ＲＮＡａｓｅⅢ基因ꎬ从而避

免细胞产生的 ｄｓＲＮＡ 降解ꎮ 此外ꎬＨＴ１１５(ＤＥ３)菌
株在异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷(ＩＰＴＧ)诱导下可产

生 Ｔ７ 聚合酶ꎬ因此通过构建带有 Ｔ７ 启动子的 ＲＮＡｉ
载体(如 Ｌ４４４０ 等)可实现 ｄｓＲＮＡ 的大量合成[３ꎬ７]ꎮ
但目前有关发酵条件及提取方法对细菌体系 ｄｓＲ￣
ＮＡ 产量的影响研究较少ꎮ

水稻干尖线虫(Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｏｉｄｅｓ ｂｅｓｓｅｙｉ)是水稻重

要病原线虫之一ꎬ被列入世界十大植物病原线虫名

单[８]ꎮ 干尖线虫为害水稻时ꎬ水稻植株常出现剑叶

叶尖干枯或小穗头等症状ꎬ导致穗长缩短、穗粒数减

少以及稻米品质变差ꎬ对水稻安全生产造成严重威

胁[９]ꎮ 水稻干尖线虫是典型的外寄生线虫ꎬ主要为

害水稻地上部分生组织ꎬ在孕穗期进入颖花ꎬ随着种

子成熟停止取食ꎬ藏匿米粒和颖壳之间进入脱水休

眠状态ꎬ并依赖种子实现远距离传播[１０]ꎮ 基于上述

寄生特点ꎬ水稻干尖线虫能适应高温、干燥、高渗透

等多种逆境胁迫ꎮ
随着分子生物学研究的深入ꎬ作物响应逆境胁

迫的海藻糖￣６ 磷酸合成酶 ( Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ￣６￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＴＰＳ)基因等相继被克隆和分析[１０￣１１]ꎮ 海

藻糖是生物体的血糖ꎬ经水解为生物体提供能量ꎬ而
ＴＰＳ 是昆虫、线虫及病原菌海藻糖合成途径中的关

键酶ꎬ广泛参与微生物的生长发育、侵染寄生及其对

逆境胁迫响应与适应等过程[１２]ꎮ ＲｄＴＰＳ１ 基因对谷

蠹(Ｒｈｙｚｏｐｅｒｔｈａ ｄｏｍｉｎｉｃａ)适应热逆境至关重要ꎬ通
过 ｄｓＲＮＡ 处理能显著降低谷蠹体内海藻糖水平及

其在高温胁迫下的存活率[１３]ꎮ 水稻褐飞虱(Ｎｉｌａｐａ￣
ｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ)ＴＰＳ 基因在不同发育阶段差异化表达ꎬ
基于 ＲＮＡｉ 技术可抑制 ＴＰＳ３ 基因的表达水平ꎬ进而

造成褐飞虱蜕皮障碍和翅发育畸形[１４]ꎮ 水稻稻瘟

病病原菌(Ｍａｇａｎａｐｈｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ)ＭｏＴＰＳ１ 基因还可

调控病原菌的侵染和致病性[１５]ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１１]鉴定了

２ 个水稻干尖线虫 ＴＰＳ 基因(ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２)ꎬ
体外合成 ｄｓＲＮＡ 证实这 ２ 个基因对线虫在低氧胁

迫逆境中的存活和代谢非常重要ꎬ并有望成为水稻

干尖线虫防治的靶标ꎮ 因此ꎬ本研究拟通过构建携
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带 ＡｂＴＰＳ 基因的 ＲＮＡｉ 载体ꎬ利用 ＩＰＴＧ 诱导大肠杆

菌 ＨＴ１１５(ＤＥ３)表达制备 ｄｓＲＮＡꎬ并评估其应用效

果ꎬ为基于 ＲＮＡｉ 策略防治水稻干尖线虫提供技术

支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 线虫准备

本研究所采用水稻干尖线虫种群最初分离自江

苏省发病水稻病穗ꎬ后在灰葡萄孢菌(Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅ￣
ｒｅａ)平板上扩繁培养ꎮ 用无菌水洗脱平板进行线虫

收集ꎬ并用含 １００ μｇ / ｍＬ氨苄青霉素、５０ μｇ / ｍＬ卡那

霉素和 １００ μｇ / ｍＬ两性霉素的消毒液对虫体进行消

毒[１６]ꎮ
１.２　 线虫 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成

收集活性良好的线虫ꎬ液氮速冻后迅速研磨成

粉ꎬ加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产

品)ꎬ按照试剂盒说明书进行线虫 ＲＮＡ 提取ꎮ 利用

１.２％琼脂糖凝胶电泳及 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 分光光度计

(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品) 的 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０

(２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 的吸光度比值)进行 ＲＮＡ 质量

和产量评估ꎮ 采用 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ ｕｎｉ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｇＤＮＡ ｒｅ￣
ｍｏｖａｌ ａｎｄ ｃＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｓｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒(北京全

式金生物技术有限公司产品)进行 ｃＤＮＡ 合成ꎮ
１.３　 靶标片段扩增

将水稻干尖线虫海藻糖￣６ 磷酸合成酶基因 ｃＤ￣
ＮＡ 序列(ＡｂＴＰＳ１:ＮＣＢＩ 登录号 ＫＹ６６１３８８ꎻＡｂＴＰＳ２:
ＮＣＢＩ 登录号ＫＹ６６１３８９)上传 ｓｉＲＮＡ ｔａｒｇｅｔ ｆｉｎｄｅｒ 网站

( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ. ｃｏｍ / ｔｏｏｌｓ / ｓｉｒｎａ￣ｔａｒｇｅｔ￣ｆｉｎｄ￣
ｅｒ)ꎬ设置水稻干尖线虫(Ａ. ｂｅｓｓｅｙｉ)为靶标物种ꎬ含有

４ 个及以上潜在 ｓｉＲＮＡ 的序列进行靶标序列分析ꎮ
采用 Ｐｒｉｍｅｒ３ ｐｌｕｓ 网 站 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｐｒｉｍｅｒ３ｐｌｕｓ.
ｃｏｍ / )设计引物ꎬ并用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｂｌａｓｔ 网站(ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )进行特异性检验后ꎬ委托生工(上
海)生物工程股份有限公司进行引物合成ꎮ 分别以引

物 ＡｂＴＰＳ１￣Ｆ / ＡｂＴＰＳ１￣Ｒ 和 ＡｂＴＰＳ２￣Ｆ / ＡｂＴＰＳ２￣Ｒ 扩增

ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２ 序列片段ꎬ并连接至 ｐＭＤ２０￣Ｔ 载

体ꎬ测序正确的重组转化子提取质粒ꎬ用于后续研究ꎮ
本研究所用引物序列见表 １ꎮ

表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 引物用途

ＡｂＴＰＳ１￣Ｆ ＴＡＣＡＴＴＧＡＴＧＡＴＧＣＧＴＴＣＴＣ 目标基因片段获取

ＡｂＴＰＳ１￣Ｒ ＧＡＣＡＡＣＡＧＡＣＡＴＧＡＣＴＴＣＴＴ

ＡｂＴＰＳ２￣Ｆ ＣＧＡＴＴＣＴＣＣＴＣＡＴＴＧＧＡＣ

ＡｂＴＰＳ２￣Ｒ ＡＧＴＧＣＴＧＴＧＡＡＴＡＴＧＴＧＴＴＧ

ｄｓＴＰＳ１￣Ｆ ＧＴＧＡＣＧＣＧＴＧＧＡＴＣＣＣＣＣＧＧＧＴＡＣＡＴＴＧＡＴＧＡＴＧＣＧＴＴＣＴＣ ＲＮＡｉ 载体构建

ｄｓＴＰＳ１￣Ｒ ＧＴＣＧＡＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＡＡＧＣＴＴＧＡＣＡＡＣＡＧＡＣＡＴＧＡＣＴＴＣＴＴ

ｄｓＴＰＳ２￣Ｆ ＧＴＧＡＣＧＣＧＴＧＧＡＴＣＣＣＣＣＧＧＧＣＧＡＴＴＣＴＣＣＴＣＡＴＴＧＴＴＡＧＡＣ

ｄｓＴＰＳ２￣Ｒ ＧＴＣＧＡＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＡＡＧＣＴＴＡＧＴＧＣＴＧＴＧＡＡＴＡＴＧＴＧＴＴＧ

ｄｓＧＦＰ￣Ｆ ＧＴＧＡＣＧＣＧＴＧＧＡＴＣＣＣＣＣＧＧＧＣＣＡＡＣＡＣＴＴＧＴＣＡＣＴＡＣＴＴＴＣ

ｄｓＧＦＰ￣Ｒ ＧＴＣＧＡＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＡＡＧＣＴＴＡＣＡＡＡＣＴＣＡＡＧＡＡＧＧＡＣＣＡＴ

ｑＡｂ１８Ｓ￣Ｆ ＴＧＣＧＧＴＡＡＴＴＣＴＧＧＡＧＣＣＡＡ ｑＰＣＲ

ｑＡｂ１８Ｓ￣Ｒ ＣＣＣＧＴＴＡＧＡＡＣＣＡＴＧＧＣＡＧＴ

ｑＴＰＳ１￣Ｆ ＧＣＡＴＴＣＣＡＡＴＣＣＧＡＧＣＡＣＡＣ

ｑＴＰＳ１￣Ｒ ＴＴＣＴＣＣＴＧＣＡＴＧＴＣＣＧＴＴＣＣ

ｑＴＰＳ２￣Ｆ ＴＡＣＡＡＧＡＴＧＣＡＡＧＣＣＧＴＴＣＧ

ｑＴＰＳ２￣Ｒ ＴＴＧＧＴＧＴＴＧＴＣＧＴＣＧＴＴＧＡＧ
序列下划线为载体同源序列ꎬ加粗斜体为限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ和 ＳｍａⅠ的酶切位点ꎮ

１.４　 重组表达菌株构建

根据 ＲＮＡｉ 载体 Ｌ４４４０ 多克隆位点序列ꎬ设计

含载体接头序列的引物ꎬ以方法 １.３ 测序正确的重

组质粒为模板 ＰＣＲ 扩增 ＴＰＳ 序列ꎬ并以 ｐＣａｍ￣
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ｂｉａ１３０４ 载体 ＤＮＡ 为模板 ＰＣＲ 扩增绿色荧光蛋白

(ＧＦＰ)片段ꎮ ＰＣＲ 反应体系 ５０ μＬ:２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ(南京诺唯赞生物科技股份有限公司产品) ２５
μＬ、上下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ２ μＬ、质粒模板(１０
ｎｇ)２ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ １９ μＬꎮ 反应程序如下:９５ ℃预变

性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ５８ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃延伸

４５ ｓꎬ ３２ 个 循 环ꎻ ７２ ℃ 补 充 延 伸 ５ ｍｉｎꎮ 采 用

ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓⅡ ｏｎｅ ｓｔｅｐ ｃｌｏｎｉｎｇ ｋｉｔ(南京诺唯赞生物

科技股份有限公司产品)将靶标片段连接至 ＨｉｎｄⅢ
和 ＳｍａⅠ双酶切的 Ｌ４４４０ 载体ꎬ并转化至 ＲＮａｓｅⅢ
缺陷型大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ) ＨＴ１１５(ＤＥ３)菌

株ꎬ测序验证正确的转化子菌液保存备用ꎮ
１.５　 靶标 ｄｓＲＮＡ 细菌表达的诱导及诱导条件优化

将含 有 ＡｂＴＰＳ１￣Ｌ４４４０ 重 组 质 粒 的 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＨＴ１１５(ＤＥ３)转化子菌液按体积比１ ∶ １ ０００添加至

含氨苄青霉素 １００􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、四环素 １２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ的
ＬＢ 液体培养基ꎬ１８０ ｒ / ｍｉｎ ３７ ℃振荡培养 １６ ｈꎮ 吸

取 ０􀆰 ２ ｍＬ 培养菌液加到 ２０ ｍＬ 含上述抗生素的 ＬＢ
培养基继续培养ꎬ至对数生长期(ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ４)ꎬ加入

ＩＰＴＧ ( 异 丙 基￣β￣Ｄ￣硫 代 半 乳 糖 苷ꎬ 上 海 Ｓｉｇｍａ￣
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司产品)进行诱导ꎮ 为明确靶标 ｄｓＲＮＡ
细菌表达的适宜诱导条件ꎬ本研究设置 ０ μｍｏｌ / ｍＬ、
０􀆰 １ μｍｏｌ / ｍＬ、０􀆰 ５ μｍｏｌ / ｍＬ和 １􀆰 ０ μｍｏｌ / ｍＬ ４ 个

ＩＰＴＧ 浓度ꎬ分别振荡诱导 ４ ｈꎬ测定不同 ＩＰＴＧ 浓度

下的 ｄｓＲＮＡ 产量ꎬ以明确适宜的 ＩＰＴＧ 诱导浓度ꎮ
并在 ０􀆰 ５ μｍｏｌ / ｍＬ的 ＩＰＴＧ 浓度下ꎬ分别振荡诱导 ２
ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ 和 １０ ｈꎬ测定不同诱导时间下的 ｄｓＲ￣
ＮＡ 产量以确定最佳诱导时间ꎮ 每处理设 ３ 个重

复ꎮ
１.６　 细菌表达 ｄｓＲＮＡ 提取

取 ＩＰＴＧ 诱导的新鲜菌液 １０ ｍＬꎬ４ ℃离心收集

菌体沉淀ꎬ加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂裂解细胞ꎬ提取细菌

ＲＮＡꎬ提取方法同方法 １.２ꎮ 为大量制备 ｄｓＲＮＡ、降
低生产成本ꎬ进一步分别采用甲酰胺法和乙醇￣氯化

钠(ＥｔＯＨ￣ＮａＣｌ)法提取 ＲＮＡꎮ 甲酰胺法提取 ＲＮＡ
的方法如下:在 １０􀆰 ０ ｍＬ 菌液沉淀中加入 １􀆰 ０ ｍＬ 含

９８􀆰 ０％甲酰胺、０􀆰 ２％巯基乙醇、０􀆰 １％十二烷基硫酸

钠、０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ乙二胺四乙酸的提取缓冲液ꎬ涡旋后

置于 ６０􀆰 ０ ℃水浴 ２０ ｍｉｎ 使菌体充分裂解ꎬ离心收

集上清液ꎬ并通过异丙醇￣乙醇法纯化 ＲＮＡ[１７￣１８]ꎮ
乙醇￣氯化钠(ＥｔＯＨ￣ＮａＣｌ)法提取 ＲＮＡ 的方法如下:
１０ ｍＬ 菌液 ８０ ℃孵育 ２０ ｍｉｎꎬ离心收集菌体沉淀ꎬ

依次用 ７５％ 乙醇 (１× ＰＢＳ 缓冲液配制) 和 １５０
μｍｏｌ / ｍＬ ＮａＣｌ 重悬菌体沉淀ꎬ离心收集上清液ꎬ得
到 ＲＮＡ 粗提液[１９]ꎮ 使用 Ｔ７ ＲＮＡｉ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｋｉｔ
(南京诺唯赞生物科技股份有限公司产品) 处理

ＲＮＡꎬ每 ２０ μＬ ＲＮＡ 粗提液加入 １ μＬ 质量浓度为 ２
ｎｇ / μＬ的 ＤＮａｓｅ Ｉ 和 １ 个单位 ＲＮａｓｅ Ａꎬ于 ３７ ℃孵育

３０ ｍｉｎ 以消化残留单链 ＲＮＡ 和 ＤＮＡꎮ 上述方法提

取的 ＲＮＡ 均通过 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳和 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００ 分光光度计测定 ｄｓＲＮＡ 质量和产量ꎮ 每处理

设 ３ 个重复ꎮ
１.７　 ＲＮＡ 干扰

将 ２ ０００ 条线虫分别浸泡于１×Ｍ９ 缓冲液、１
μｇ / μＬ的 ＡｂＴＰＳ１ 基因 ｄｓＲＮＡ、１ μｇ / μＬ的 ＡｂＴＰＳ２
基因 ｄｓＲＮＡ 和 １ μｇ / μＬ的 ＧＦＰ 基因 ｄｓＲＮＡ 中ꎬ２５
℃避光处理 ２４ ｈꎬ通过荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)检测

ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２ 基因沉默效率ꎮ 采用 Ｅｖｏ Ｍ￣ＭＬＶ
反转录试剂盒(湖南艾科瑞生物工程有限公司产

品)进行 ｃＤＮＡ 模板制备ꎬ通过 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 试剂盒(湖南艾科瑞生物工程有限公司

产品)在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６ ＰＣＲ 平台(德国 Ｒｏｃｈｅ 公司

产品)进行 ｑＰＣＲ 分析ꎮ 以水稻干尖线虫 １８Ｓ ｒＤＮＡ
为内 参 基 因ꎬ 分 别 以 特 异 性 引 物 ｑＡｂＴＰＳ１￣Ｆ /
ｑＡｂＴＰＳ１￣Ｒ 和 ｑＡｂＴＰＳ２￣Ｆ / ｑＡｂＴＰＳ２￣Ｒ 检测 ＡｂＴＰＳ１
和 ＡｂＴＰＳ２ 的相对表达水平ꎮ 相对基因表达水平通

过 ２－△△Ｃｔ法计算[２０]ꎮ 为检测靶标基因沉默后水稻

干尖线虫对逆境胁迫的适应能力ꎬ按照文献[２１]的
方法ꎬ对 ＲＮＡ 干扰后的水稻干尖线虫分别进行 ４ ℃
低温、４０ ℃高温和常温干燥脱水处理ꎬ每处理 １００
条线虫ꎬ４８ ｈ 后将虫体转移至室温无菌水中ꎬ在体

视显微镜下观察线虫活性ꎬ以线虫虫体僵直或呈

“Ｃ”形弯曲、针触无反应为依据判定线虫是否死亡ꎬ
并统计存活率[２２]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＴＰＳ 靶标序列的扩增和双链 ＲＮＡ 制备

利用 Ｌ４４４０ 载体在 Ｅ. ｃｏｌｉ ＨＴ１１５ 中表达产生

靶标 ｄｓＲＮＡ 的流程见图 １Ａꎮ 基于 ＮＣＢＩ 数据库中

ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２ ｃＤＮＡ 序列设计的特异引物ꎬＰＣＲ
扩增分别获得 ３５８ ｂｐ 和 ３２９ ｂｐ 片段条带ꎬ经测序验

证其序列与预期一致ꎮ 采用同源重组法分别将获得

的 ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２ 构建至 Ｌ４４４０ 载体ꎬ并转化至

ＨＴ１１５ 菌株ꎬ待细菌生长至指数期加 ＩＰＴＧ 诱导后
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可见目标条带ꎮ 当用 ＲＮａｓｅ Ａ 和 ＤＮａｓｅ Ｉ 消化单链 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 后ꎬｄｓＲＮＡ 条带清晰可见(图 １Ｂ)ꎮ

Ａ:ＲＮＡｉ 载体构建及细菌表达 ｄｓＲＮＡ 体系流程图ꎻＢ:细菌表达靶标基因 ｄｓＲＮＡ 电泳检测ꎮ Ｍ:ＤＮＡ 分子标尺ꎻ１:细菌表达含 ｄｓＡｂＴＰＳ１ 的总

产物ꎻ ２:细菌表达含 ｄｓＡｂＴＰＳ２ 的总产物ꎻ３:经 ＲＮａｓｅ Ａ 和 ＤＮａｓｅⅠ消化后的 ｄｓＡｂＴＰＳ１ꎻ４:经 ＲＮａｓｅ Ａ 和 ＤＮａｓｅⅠ消化后的 ｄｓＡｂＴＰＳ２ꎮ
图 １　 细菌表达靶标基因双链 ＲＮＡ 的制备及电泳检测

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ

２.２　 ｄｓＲＮＡ 诱导条件的优化

以 ＡｂＴＰＳ１ 为测试对象ꎬ不同 ＩＰＴＧ 诱导浓度和

时间下ꎬ 细菌表达载体产生 ｄｓＲＮＡ 质量浓度的变

化如图 ２ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ随着 ＩＰＴＧ 浓度

的增加ꎬ ｄｓＲＮＡ 质量浓度呈先增后减的趋势ꎬ
０ μｍｏｌ / ｍＬ、 ０􀆰 １ μｍｏｌ / ｍＬ、 ０􀆰 ５ μｍｏｌ / ｍＬ 及 １􀆰 ０
μｍｏｌ / ｍＬ ＩＰＴＧ 诱导浓度下ꎬ细菌表达载体产生的

ｄｓＲＮＡ 质量浓度分别为 ２􀆰 １３ μｇ / ｍＬ、３􀆰 １１ μｇ / ｍＬ、

１３􀆰 ４５ μｇ / ｍＬ及 １０􀆰 ６７ μｇ / ｍＬꎬ即细菌表达载体产生

ｄｓＲＮＡ 的适宜 ＩＰＴＧ 浓度为 ０􀆰 ５ μｍｏｌ / ｍＬ(图 ２Ａ)ꎮ
当 ＩＰＴＧ 浓度为 ０􀆰 ５ μｍｏｌ / ｍＬ时ꎬ随着诱导时间的增

加ꎬ细菌表达载体产生的 ｄｓＲＮＡ 质量浓度亦呈先增

加后减少趋势ꎬ当诱导时间 ６ ｈ 时ꎬ细菌表达载体产

生的 ｄｓＲＮＡ 质量浓度达到最高(图 ２Ｂ)ꎮ 因此细菌

表达载体产生 ｄｓＲＮＡ 的适宜 ＩＰＴＧ 浓度为 ０􀆰 ５
μｍｏｌ / ｍＬꎬ诱导时间为 ６ ｈꎮ

Ａ:不同 ＩＰＴＧ 浓度对 ｄｓＲＮＡ 产量的影响ꎻ Ｂ:不同诱导时间对 ｄｓＲＮＡ 产量的影响ꎮ 同一图中不同小写字母表示不同诱导条件细菌表达载体

产生的 ｄｓＲＮＡ 质量浓度差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 不同诱导条件对细菌表达载体产生 ｄｓＲＮＡ 质量浓度的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ (ｄｓＲＮＡ) ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ

２.３　 不同提取方法对 ｄｓＲＮＡ 质量浓度的影响

基于上述最优 ｄｓＲＮＡ 诱导条件ꎬ分别采用 Ｔｒｉｚｏｌ
法、甲酰胺法及乙醇￣ＮａＣｌ 法提取细菌总 ＲＮＡꎬ并经

ＤＮａｓｅ Ｉ 和 ＲＮａｓｅ Ａ 对 ＤＮＡ 和单链 ＲＮＡ 消除后ꎬ不

１７８崔苗苗等:水稻干尖线虫海藻糖 ６￣磷酸合成酶基因双链 ＲＮＡ 细菌表达体系构建



同提取方法得到的电泳图和 ｄｓＲＮＡ 质量浓度如图 ３
所示ꎮ 从图中可以看出ꎬＴｒｉｚｏｌ 法、甲酰胺法及乙醇￣
ＮａＣｌ 法均可获得单一条带(图 ３Ａ)ꎻ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法或

甲酰胺法提取获得的 ｄｓＲＮＡ 质量浓度显著高于乙

醇￣ＮａＣｌ 法ꎬ而 Ｔｒｉｚｏｌ 法和甲酰胺法得到的 ｄｓＲＮＡ 质

量浓度无显著差异(图 ３Ｂ)ꎮ 由于甲酰胺法提取 ｄｓＲ￣
ＮＡ 所需的成本更低ꎬ所以从大量生产 ｄｓＲＮＡ 的角

度ꎬ使用甲酰胺法提取 ｄｓＲＮＡ 是合适的ꎮ

Ａ:Ｔｒｉｚｏｌ 法、甲酰胺法及乙醇￣氯化钠法提取细菌总 ＲＮＡꎬ并经 ＲＮａｓｅ Ａ 和 ＤＮａｓｅⅠ消化后的电泳图ꎻＭ:ＤＮＡ 分子标尺ꎻ１、２、３ 分别表示 Ｔｒ￣
ｉｚｏｌ 法、甲酰胺法及乙醇￣ＮａＣＩ 法提取的细菌总 ＲＮＡ 电泳图ꎮ Ｂ:Ｔｒｉｚｏｌ 法、甲酰胺法及乙醇￣ＮａＣＩ 法提取得到的 ｄｓＲＮＡ 质量浓度ꎮ ｎｓ、∗∗分

别表示处理间差异不显著和差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ３　 不同提取方法得到的 ｄｓＲＮＡ 电泳图和质量浓度

Ｆｉｇ.３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ａｎｄ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ (ｄｓＲＮＡ) ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

２.４　 ＲＮＡｉ 效果评价

用细菌表达的 ｄｓＡｂＴＰＳ１ 和 ｄｓＡｂＴＰＳ２ 浸泡线虫

２４ ｈꎬ对应靶标记基因 ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２ 的表达水均

低于Ｍ９ 缓冲液处理和 ｄｓＧＦＰ 处理(图 ４Ａ、图 ４Ｂ)ꎮ 在

常温(２５ ℃)、低温(４ ℃)、高温(４０ ℃)及脱水干燥逆

境中ꎬＭ９ 缓冲液处理和 ｄｓＧＦＰ 处理的线虫存活率均超

过 ９４％ꎬ而经细菌表达的 ｄｓＡｂＴＰＳ１ 处理和 ｄｓＡＴＰＳ２ 处

理的线虫在常温(２５ ℃)下的存活率分别为 ７５􀆰 ３３％和

８１􀆰 ３３％ꎬ均显著低于 Ｍ９ 缓冲液处理和 ｄｓＧＦＰ 处理ꎮ
在低温 (４ ℃)、高温 (４０ ℃) 及脱水干燥逆境下ꎬ
ｄｓＡｂＴＰＳ１ 处理和 ｄｓＡｂＴＰＳ２ 处理的线虫存活率为

３９􀆰 ６７％~６２􀆰 ６７％ꎬ显著低于 Ｍ９ 缓冲液处理和 ｄｓＧＦＰ
处理(表 ２)ꎮ

Ａ:ＡｂＴＰＳ１ 的相对表达水平ꎻＢ:ＡｂＴＰＳ２ 的相对表达水平ꎮ Ｍ９ 缓冲液、ｄｓＧＦＰ、ｄｓＡｂＴＰＳ１、ｄｓＡｂＴＰＳ２ 分别利用 １×Ｍ９ 缓冲液、ＧＦＰ 基因的 ｄｓＲ￣
ＮＡ、ＡｂＴＰＳ１ 基因的 ｄｓＲＮＡ、ＡｂＴＰＳ２ 基因的 ｄｓＲＮＡ 浸泡水稻干尖线虫 ２４ ｈ 处理ꎮ ∗∗、∗分别表示处理间差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)和差异显著

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻｎｓ 表示处理间差异不显著ꎮ
图 ４　 ｄｓＲＮＡ 处理对水稻干尖线虫 ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２ 靶基因表达水平的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ (ｄｓＲＮＡ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｂＴＰＳ１ ａｎｄ ＡｂＴＰＳ２ ｉｎ Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｏｉｄｅｓ ｂｅｓｓｅｙｉ

３　 讨论与结论

目前ꎬ作物病虫害防治通常依赖化学药剂、品种

抗性或其他农艺措施ꎬ但线虫病害防治缺乏有效技

术手段或抗性资源[２]ꎮ 基于 ＲＮＡｉ 技术ꎬ应用 ｄｓＲ￣

ＮＡ 干扰线虫重要靶标基因的表达水平ꎬ有效降低

植物病原线虫环境适应性ꎬ可达到杀虫防病的目

的[２３]ꎮ 一般而言ꎬ体外 ｄｓＲＮＡ 合成需要分别转录

合成正义 ＲＮＡ 和反义 ＲＮＡ 序列ꎬ然后退火形成

ｄｓＲＮＡ片段ꎬ但该方法大多依赖商业化的试剂盒ꎬ
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表 ２　 ｄｓＲＮＡ 处理后的线虫在不同温度和脱水干燥胁迫下的存活率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｏｉｄｅｓ ｂｅｓｓｅｙｉ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｏｕｂ￣

ｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ (ｄｓＲＮＡ) ｕｎｄｅｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｅｈｙ￣

ｄｒａｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

处理　 　
存活率(％)

２５ ℃ ４ ℃ ４０ ℃ 脱水干燥

Ｍ９ 缓冲液 ９６.００±２.００ａ ９９.３３±０.５８ａ ９８.６７±１.５３ａ ９４.６７±１.５３ａ

ｄｓＧＦＰ ９５.００±１.００ａ ９５.００±２.００ａ ９５.６７±１.５３ａ ９３.６７±１.５３ａ

ｄｓＡｂＴＰＳ１ ７５.３３±１.１５ｃ ４３.３３±１.５３ｃ ５１.３３±１.５３ｃ ３９.６７±１.１５ｃ

ｄｓＡｂＴＰＳ２ ８１.３３±０.５８ｂ ５５.００±３.００ｂ ６２.６７±２.０８ｂ ５３.００±１.００ｂ
Ｍ９ 缓冲液、ｄｓＧＦＰ、ｄｓＡｂＴＰＳ１、ｄｓＡｂＴＰＳ２ 见图 ４ 注ꎮ 同一列数据后
不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

成本高昂且流程复杂ꎬ不适用病虫害防治规模化应

用[２４]ꎮ 原核表达系统生产 ｄｓＲＮＡꎬ因具备低成本、
效率高等优点ꎬ适合批量制备 ｄｓＲＮＡ[２５]ꎮ
　 　 转化 Ｌ４４４０ ＲＮＡｉ 载体的 Ｅ.ｃｏｌｉ ＨＴ１１５ 诱导生

产 ｄｓＲＮＡ 的产量ꎬ取决于 ｄｓＲＮＡ 序列及培养方

法[３]ꎮ 计慧君等[２６]构建了褐飞虱蛋白激酶 Ｂ 双链

ＲＮＡ(ｄｓＮｌＡＫＴ)的原核表达体系ꎬ发现当 ＩＰＴＧ 工作

浓度为 ０. １ μｍｏｌ / ｍＬ和 ０. ５ μｍｏｌ / ｍＬꎬ细菌表达

ｄｓＮｌＡＫＴ 水平显著高于 １􀆰 ０ μｍｏｌ / ｍＬꎬ说明低浓度

ＩＰＴＧ 有助于提高 ｄｓＲＮＡ 产生ꎮ 本研究结果表明

０􀆰 ５ μｍｏｌ / ｍＬ ＩＰＴＧ 浓度能诱导 ｄｓＲＮＡ 的高表达ꎬ
而 ０􀆰 １ μｍｏｌ / ｍＬ的 ＩＰＴＧ 不利于 ｄｓＲＮＡ 的制备ꎮ 同

时ꎬ随着诱导时间延长ꎬ细菌表达载体表达的 ｄｓＲ￣
ＮＡ 质量浓度呈先增加后减少的趋势ꎬ在诱导 ６ ｈ
时ꎬｄｓＲＮＡ 质量浓度达到最高ꎬ说明 ６ ｈ 是本细菌表

达体系下的最优诱导表达时间ꎬ这一结果与前人的

研究结果基本一致[２６]ꎮ Ｐａｐｉｃ 等[２７] 发现 ｄｓＲＮＡ 的

产生与表达细菌生物量密切相关ꎬ通过分批进料增

加菌体生物量的方式最高可产生 １８２ ｍｇ / Ｌ ｄｓＲＮＡꎬ
这使得细菌表达 ｄｓＲＮＡ 大规模制备成为可能ꎬ其制

备成本也远低于体外试剂盒的制备方法ꎮ 本研究以

ｄｓＡｂＴＰＳ１ 为对象进行测试ꎬ优化后的细菌表达体系

最高可产生超过 １５ μｇ / ｍＬ质量浓度的 ｄｓＲＮＡꎮ 本

研究还比较了 ３ 种常用提取细菌 ＲＮＡ 方法的效率ꎬ
其中 Ｔｒｉｚｏｌ 法和甲酰胺法提取 ＲＮＡ 的质量和效率

优于乙醇￣氯化钠法ꎮ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂是 ＲＮＡ 提取最常

用试剂ꎬ但价格比较昂贵ꎬ且萃取过程常需要使用氯

仿等有毒试剂ꎮ 甲酰胺试剂成本低廉ꎬ提取操作简

便ꎬ适合于细菌表达的 ｄｓＲＮＡ 批量制备ꎮ
Ｃｈｅｎ 等[１１] 研究结果表明ꎬ海藻糖合成酶基因

ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２ 参与水稻干尖线虫对逆境的适应

过程ꎬ采用体外合成的 ｄｓＲＮＡ 浸泡虫体能显著降低

ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２ 的转录丰度ꎬ并导致低氧胁迫下

线 虫 死 亡 率 增 加ꎮ 本 研 究 利 用 细 菌 表 达 的

ｄｓＡｂＴＰＳ１ 和 ｄｓＡｂＴＰＳ２ 浸泡线虫 ２４ ｈꎬ靶标基因

ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２ 的表达水平均显著下降ꎬ线虫在

低温、高温和干燥脱水逆境下的存活率均低于 Ｍ９
缓冲液处理和 ｄｓＧＴＰ 处理ꎮ 说明 ＡｂＴＰＳ１ 和 ＡｂＴＰＳ２
基因表达水平对水稻干尖线虫逆境生存能力有重要

影响ꎬ通过细菌表达的 ｄｓＲＮＡ 可有效降低 ＡｂＴＰＳ１
和 ＡｂＴＰＳ２ 基因的表达水平ꎬ导致线虫在环境压力

下的死亡率提高ꎮ
综上所述ꎬ本研究建立了水稻干尖线虫 ＡｂＴＰＳ

基因的 ｄｓＲＮＡ 细菌表达体系ꎬ通过优化诱导条件和

提取方法ꎬ可实现 ｄｓＲＮＡ 的批量生产ꎬ为利用 ＲＮＡ
农药防治水稻干尖线虫提供了技术支持ꎮ
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