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摘要  [ 目的] 明确 Osdg 中T- DNA 插入位点的基因是否为引起突变表型的基因。[ 方法] 采用 Os WRKY10 基因5’端、不含 WRKY 保守域
的长300 bp 的 cDNA 片段, 构建抑制 Os WRKY10 基因表达的特异性 dsRNA 干涉重组表达载体 pCam-35SWInW。采用冻溶法将 pCam-
35SWInW 载体导入根癌农杆菌超毒力菌株EHA105 , 对其进行PCR 检测。[ 结果] 该研究成功构建了重组表达载体pCam-35SWInW。采用
相应限制性内切酶对重组表达载体进行酶切鉴定 , 其中以 XhoⅠ消解重组质粒 , 可获得1 kb 左右的DNA 片段。在抑制基因表达方面 , 发
卡结构比反义结构更为有效。[ 结论] 该研究成功构建了抑制 Os WRKY10 表达的特异性 dsRNA 干涉载体 , 可用于进一步的基因功能
研究。
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Construction on Specific dsRNA Interference Vector of Os WRKY10 Gene
DOU Cai- hong et al  ( College of Forestry , Henan University of Science and Technology , Luoyang , Henan 471003)
Abstract  [ Objective] The research ai med to definitude whether the T- DNA insert locus gene i n Osdg was the gene that caused mutant phenotype .
[ Method] cDNAfragment withthe length of 300 bp on5’end of Os WRKY10 gene without containing conserved domain WRKY was used to construct the
specific dsRNAinterference recombinant expression vector pCam-35SWInWthat could inhibit the expression of Os WRKY10 gene . pCam-35SWInWvector
was introduced into supervirulent strain EHA105 of Agrobacteriumtumefaciens by freeze –thaw method and it was detected by PCR. [ Result] The re-
search successfully constructedtherecombinant expression vector pCam-35SWInW. The enzyme digestion of the recombi nant expressionvector was made by
using the corresponding restriction endonuclease for identifyi ng , in whichthe recombinant plasmi d was digested by XhoⅠand DNAfragment withthe length
of about 1 kb was obtained . For inhibiting the gene expression, hairpin structure was more effective than antisense structure . [ Conclusion] The research
successfully constructed the specific dsRNAi nterference vector that could inhibit the expressionof Os WRKY10 , which could be usedinthe further research
of gene function .
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  水稻T- DNA 插入突变体 Osdg 生长发育缓慢、生育期延

长、植株矮化、分蘖数减少、穗长缩短、千粒重下降、萌发速度

减慢, 其插入位点侧翼序列编码一个 WRKY 类转录因子( Os-

WRKY10) 。WRKY 是近年才发现的一类转录因子。该类蛋白

有一长约60 个氨基酸的 DNA 结合域 , 即 WRKY 域。研究表

明, WRKY 基因可能源自十几亿年前的真核细胞。在许多植

物种类中, WRKY 基因对病原侵染、生物胁迫、非生物胁迫( 干

旱、低温、创伤等) 做出应答[ 1 - 2] 。此外, 该类基因也参与植

物衰老、毛状体和种皮发育等[ 3 - 6] 。RNA 干涉( RNA Interfer-

ence , RNAi) 是一种由dsRNA 介导的基因沉默现象, 利用这一

现象可特异性关闭目的基因表达。为了明确插入位点的基

因是否为引起突变表型的基因, 笔者采用目的基因5′端、不

含 WRKY 保守 域、长 300 bp 的 c DNA 片 段, 构 建了 抑 制

Os WRKY10基因表达的特异性 dsRNA 干涉重组表 达载体

pCam-35SWInW。

1  材料与方法

1 .1  菌株及载体质粒  大肠杆菌( Escherchi a coli ) 菌株

DH5α、根癌农杆菌( Agrobacteriumtumefaciens) 菌株EHA105 及

pUC- T、pUC-ubiIn、pCam-35S 等载体。

1 .2  分子生物学试 剂及仪器  限制性核酸内 切酶为

Promega 公司产品 ;T4 DNA 连接酶、Klenow 酶、碱性磷酸酶

( AP) 、Taq DNA 聚合酶、DNA 胶回收试剂盒等为Sangon 公司

产品;PCR 仪为Perkin - El mer 公司产品。

1 .3  特异性 dsRNA 干涉载体的构建  采用引物5’- TTT

CCA CAC ATA AGC TAG CTC C-3’和5’- CCC TTC GTA CGT

GGT GAT- 3 , 通过PCR 方法扩增,PCR 产物连接至pUC- T 载

体, 通过 Not Ⅰ、EcoR Ⅴ、Ba m H Ⅰ等限制性内切酶酶切, 经

DNA 片段回收、补平、去磷酸化后分步连接到pUC- ubiIn 中内

含子两侧 , 得到pUC- WFW 载体。pUC- WFW 再通过 EcoR Ⅴ、

Not Ⅰ等限制性内切酶酶切去掉基因保守区 , 经去磷酸化、补

平、DNA 片段回收后分步连接构成pUC- WInW 载体。

1 .4 植物表达载体 pCam-35SWInW 的构建及酶切鉴定  

将pUC- WInW 载体以 Ba mHⅠ、Sac Ⅰ酶切, 获得片段 WInW, 连

接于CaMV35S 启动子控制、带有rbsc 终止子的载体, 即获得

重组表达载体pCam- 35SWInW。采用 Pst Ⅰ、EcoR Ⅰ、Xho Ⅰ等限

制性内切酶对重组质粒进行酶切鉴定, 以确定重组质粒是否

为所要构建的特异性dsRNA 干涉重组表达载体。

1 .5  重组载体的农杆菌转化及 PCR 检测  载体质粒的农

杆菌转化采用直接导入法。取重组转化子菌液 ,PCR 检测。

2  结果与分析

2 .1 特异性dsRNA 干涉载体的获得 选用 Os WRKY10 基因

c DNA 5′端、不含 WRKY 保守域、长约300 bp 的片段作为反向

重复双臂, 以玉米泛素基因( Ubiquitin) 启动子内含子序列作

为发卡环状处片段, 构建了反向重复发卡结构( 图1) , 即

pUC- WInW 载体。

图1 特异性dsRNA 干涉反向重复结构

Fig.1 Constructionof specific dsRNA

2 .2 重组表达载体 pCam-35SWInW 的获得及酶切鉴定  

以 Ba mHⅠ、Sac Ⅰ酶切pUC- WInW 载体, 获得DNA 片段 WInW,

连接于CaMV35S 启动子控制、带有rbsc 终止子的载体, 即获
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得重组表达载体pCam-35SWInW( 图2) 。采用相应限制性内

切酶对重组表达载体进行酶切鉴定, 其中以 Xho Ⅰ消解重组

质粒, 可获得1 kb 左右的DNA 片段( 图3) 。

注 :35 S 为 CaMV35 S 启动子 ; W 为 Os WRKY10 c DNA 片段 ,In 为 u-

biquitin 内含子 ;rbsc 为rbsc 终止子。

Note :35 S , CaMV35S promoter ; W, Os WRKY10 c DNA segment ; In , u-

biquitin intron ; rbsc , rbsc terminator .

图2 植物表达载体pCam-35WInW 结构

Fig .2 Structure of plant expressionvector pCam-35SWInW

注 : WInW 为 pCam-35SWInW 的 Xho Ⅰ酶产物 ;M 为 DNA marker 。

Note : WInW, pCam- 35SWInWdigested by Xho Ⅰ; M,marker .

图3 重组表达载体的酶切鉴定

Fig.3 Enzyme digestion of recombined expressionvector

2 .3  重组表达载体 pCam-35S WInW 的农杆菌转化及 PCR

检测 采用冻溶法将 pCam-35SWInW 载体导入根癌农杆菌

超毒力菌株EHA105 , 以特异引物对获得的转化子进行菌体

PCR 检测。电泳结果如图4 所示。

3  讨论

为了明确 Osdg 中T- DNA 插入位点的基因是否为引起突

注 :M 为 DNA marker ;1 为空白对照 ;2 ～4 为质粒。

Note : M, marker ;1 , ddH2O;2 - 4 , plasmid .

图4 表达载体的PCR 检测

Fig .4 PCR amplificationonexpressionvector

变表型的基因, 采用最新基因功能研究手段———RNA 干涉技

术。研究表明 , 在抑制基因表达方面, 发卡结构较反义结构

更为有效。WRKY 是一个具有共同保守功能域的庞大基因

家族。为了抑制目的基因且避免在干涉过程中可能产生的

相互干扰 , 选取目的基因5′端、不含 WRKY 保守域、长约300

bp 的 c DNA 片段 , 构建 了抑制 Os WRKY10 表达 的特异 性

dsRNA干涉载体, 用于进一步的基因功能研究。
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S . t yphi muri um de novo 合成钴胺素中 cobD 合成的是( R)-

AP- P , 那么, cobU 的AdoCbi 激酶活性就变得没有必要了; 如

果前人的 假设 是正 确的, 即 Cob Ⅰ 领域 的最 终产 物 是

AdoCbi- P 而不是 AdoCbi , 那么 cobD 基因的发现将为今后进

一步研究复杂的合成途径和培养条件之间的关系奠定基

础。关于这个假设是否正确, 目前还处于研究阶段[ 8] 。但

是这些为探索维生素B12 高生产的关键点具有意义。
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