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水稻 XIOsPR10基因表达调控的初步研究

郭迟鸣,毛  倩,杨晓坡,郭立佳,王丽娟,陈  亮*

(厦门大学生命科学学院,细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室,福建厦门 361005)

摘  要:为探索水稻 PR10 蛋白在水稻抗细菌性条斑病中的作用, 构建了 X IOsP R10 基因的植物过量表达载体

p1301-X IOsP R10 及 RNAi表达载体 pDS1301-X I OsPR10, 通过农杆菌介导分别转化水稻愈伤组织, 获得了相应的

再生植株。经 GU S 检测和 PCR 分析, 证实 X IOsPR10 基因以及 RNAi片段分别整合到水稻再生植株基因组中;

半定量 RT-PCR分析显示, 过量表达植株中 X IOsP R10 基因的表达量高于对照, 而 RNAi转基因植株中 X I O-

sPR10 基因的表达被抑制。
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Preliminary Study on Regulation of XIOsPR10 Gene Expression in Rice
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( Key Lab oratory of M in ist ry of Educat ion for Cel l Biology and T umor C ell Engineering, S chool of Life Sciences, Xiamen U nivers-i

ty, Xiamen, Fujian 361005, C hina)

Abstract: In order to study the funct ion o f r ice X IOsPR10 gene which is related to the plant disease r esist-

ant react ion, w e constr ucted plant o ver expression and RN Ai expression vector and integrated into the ge-

nome of rice via Ag robacter ium tumef aciens EHA105, r espect ively. The transgenic cultivars w ere identif ied

by PCR and GUS gene expression detection. The analysis result show ed that the t ranscript ion level of

X IOsPR10 o f ov er-expression t ransgenic rice w as higher than that of cont rol. In const ruct, X IOsPR10 gene

expression w as blocked in RNAi t ransgenic rice.

Key words: X IOsPR 10; over-expression vector ; RNAi expression vector; rice

  病程相关蛋白 10( pathogenesis- related protein

10, PR10)是一类分子量为 16~ 19 kD、位于细胞内液

和细胞质的酸性蛋白。在对双子叶植物西芹

( Petroselinum cri spum ) [ 1]、豌豆( Pisum sativum ) [ 2]、

马铃薯( Solanum tuberosum)
[ 3]
、大豆( Gly cine max cv

Mandarin) [ 4]、桤木 ( Alnus glutinosa) [ 5]、苹果 (Malus

domestica) [ 6]、苜蓿(Medicago sativa) [ 7] ,及单子叶植

物芦笋( A sparagus of f i cinalis )
[ 8]
、水稻( Ory z a sati-

va)
[ 9]
、百合花( L ilium longif lorum )

[ 10]
和高粱( Sor-

ghum bicolor )
[ 11]
等的研究中都报道存在 PR10蛋白。

PR10蛋白的表达与植物系统获得性抗性反应

( SAR)关系密切,在很多植物对病原菌的防御反应

中 PR10 类蛋白都有转录表达活性, 当植物受到外

界逆境胁迫后 PR10蛋白表达上调进而诱导植物

SAR的产生[ 12] ,因此 PR10类蛋白在植物防御反应

中具有重要作用。在转基因马铃薯和烟草( N icoti-

ana tabacum )研究中,特异 PR10基因的过量表达

能增强植物对病害的抗性
[ 13]
。研究发现 PR10 类
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蛋白参与了水稻对病原菌入侵的应答, 且主要与抗

病反应中的茉莉酸( JA)信号途径有关
[ 3-5]

,但 JA 对

PR10蛋白的具体调控方式和途径还不是很清楚。

本研究根据获得的水稻 X IOsPR10基因( Gen-

Bank 登录号: AK061606. 1) , 构建了 X IOsPR10 的

植物过量表达载体和 RNA i表达载体; 利用农杆菌

介导的方法分别将其转入水稻中,获得相应的转基

因植株,并通过转基因植株的转录水平分析, 对水稻

X IOsPR10基因的表达调控方式进行了初步研究。

本研究将为进一步阐明 X IOsPR10 基因在水稻细

菌性条斑病抗性网络中的的功能地位奠定了基础,

对认识水稻细菌性条斑病的抗性机理、培育抗细菌

性条斑病的水稻品种具有重要意义。

1  材料和方法

1. 1  材  料
以水稻品种-中花 11. ( Or y z a sativa L. v ar iety

Zhonghua 11)为材料, 取其开花后 10~ 15 d左右的

幼胚,诱导愈伤组织。

1. 2  方  法
1. 2. 1  过量表达载体的构建  分析 pCMVFL3-

X IOsPR10质粒(本实验室保存)酶切位点,用 E coR

Ñ / X ba Ñ双酶切获得完整的 X IOsPR10 cDNA 序

列,将其亚克隆至 pBPF8 7 质粒, 获得超表达中间

载体 pBPF-X IOsPR10。然后用 H ind Ó 酶切 pB-

PF-X IOsPR10,得到 X IOsPR10基因超表达单元,

插入 pCAMBIA1301 载体, 构建成植物表达载体

p1301-35S-X IOsPR 10-Tnos(图 1)。

1. 2. 2  RNAi 表达载体的构建  利用 Primer

Premier 5. 0软件设计 RNAi基因片段引物 RNA-i

5K: 5c- GCCGGTACC TGCTGT GGATGATGGG- 3c,
RNA-i 3B: 5c-CGCGGAT CCTAGGGT GAGCGAC-

GAGGT-3c以及 RNA-i 5S: 5c-CGCACTAGT GCT-

GT GGAT GA TGGG-3c, RNA-i 3S: 5c-CGCGAGCTC-

TAGGGT GAGCGACGAGGT-3c分别引入 Kp nÑ、

BamH Ñ、S ac Ñ、Sp e Ñ酶切位点(下划线)。

以含 X IOsPR 10基因的质粒为模板, 用两对引

物RNA-i 5K/ RNA-i 3B和RNA-i 5S/ RNA-i 3S, PCR

扩增后得到 X IOsPR10 基因的正义片段 KB 和反

义片段 SS。S ac Ñ / Sp e Ñ不完全双酶切 SS 片段,

与 pDS1301质粒后进行连接,得到 pDS1301-SS, 然

后用K pn Ñ / B amH Ñ双酶切KB片段, 与pDS1301-

SS质粒连接,得到连有正义和反义片段的 RNAi表

达载体 pDS1301-SS-KB(图版 Ñ , 1)。

1. 2. 3  根癌农杆菌介导的转化  农杆菌感受态制

备与转化: 培养 EHA 105 农杆菌至浓度 OD600为

0. 6时, 将菌液转入离心管中, 4 e 冰浴 30 m in, 5 000

r/ min 离心 5 min, 弃上清, 加 2 mL 20 mmo l/ L

CaCl2 重悬菌体, 分装后 4 e 保存。取 20 Lg 质粒

DNA, 加入 200 LL 感受态细胞中混匀,冰浴 5 min,

转入液氮冷冻 8 min,迅速置于 37 e 中温浴 5 min,

加入 800 LL LB培养基, 28 e 250 r/ m in摇菌 4~ 5

h后将菌液涂布在 Kanr 的 LB 平板, 28 e 倒置培养
1~ 2 d。挑取单克隆作 PCR和酶切鉴定。

农杆菌转化水稻愈伤组织: 将含有重组质粒的

农杆菌接种到 LB 液体培养基中, 28 e 250 r/ min

条件下培养至 OD 600为 1. 0时,离心收集菌体, 用 30

mL 加 100 Lmo l/ L AS 的 AAM
[ 14]
液体培养基重

悬。将水稻愈伤组织浸入重悬菌液中,真空处理 15

m in( 0. 05 M Pa) , 静置 15 m in,用无菌滤纸吸干愈伤

表面液体,移入共培养培养基( NB
[ 15]

+ 4 mg / L 2, 4-

D+ 100 Lmo l/ L AS)中暗培养 3 d( 25~ 26 e )。然

后转入筛选培养基( NB+ 2 mg/ L 2, 4-D+ 0. 5 mg/ L

图 1  植物表达载体 p1301-35S-X I OsPR10-T nos 的构建

F ig . 1  Construction pr ocess o f plant expression

vecto r of p1301-35S-X IOsP R10-Tnos
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Carb+ 100 mg/ L Hyg )进行筛选培养。

将经两次继代筛选( 30 d)后长出的乳白色、微

透亮的抗性愈伤转至预分化培养基( NB+ 2 mg/ L

ABA+ 3 mg/ L 6-BA + 1 mg/ L NAA + 200 mg/ L

Carb+ 25 mg/ L Hyg)中,一周后可以看到抗性愈伤

上有绿点产生, 再经一周后抗性愈伤长出再生小苗,

之后经水培移出温室于室外栽培。

1. 2. 4  转基因水稻检测  采用以下 3种方法对转

基因植株进行检测: ( 1) PCR检测目的基因和筛选

标记基因: 设计合成 X IOsPR 10基因两端引物 Os-

PR10-F ( 5c-A TGGCT CCGGTCAGCATC-3c) 和

OsPR10-R ( 5c-AA TT TT TAAGCAT ACTCG-3c) ,

用以 p1301-X IOsPR 10转基因植株 PCR检测。同

时根据载体 pDS1301上 H yg 基因的序列合成设计

引物 Hyg-F( 5c-AT GT T GGCGACCT CGTA TT-3c)

及 Hyg-R ( 5c-CGTT ATGT TT ATCGGCACT TT-

3c) ,用以扩增 H yg 基因 500 bp片段,对 pDS1301-

X IOsPR10转化植株进行检测。CT AB法抽提水稻

DNA, 用基因两端特异引物 X IOsPR10-F/ X IO-

sPR10-R或 RNAi表达载体上 H yg 抗性基因的引

物H yg-F/ H yg-R进行PCR扩增鉴定转基因植株。

( 2) RT-PCR检测:设计合成水稻 actin基因两端引

物 Actin-F( 5c-CCTT CAACACCCCTGCTA TG-3c)

及 Actin-R ( 5c- CAAT GCCAGGGAACAT AGTG-

3c)。T RIzol( Invit rog en)提取水稻总 RNA, 以反转

录后得到的 cDNA 为模板, 水稻 act in 基因为 RT-

PCR反应的内标, 引物为 A ct in-F/ A ctin-R, 扩增目

的片段长度 600 bp; X IOsPR 10 基因的引物为

X IOsPR10-F/ X IOsPR 10-R, 扩增片段长度 483

bp。通过半定量 RT-PCR的方法对目的基因 X IO-

sPR10进行表达量分析。反应程序: 94 e 预变性 7

min; 94 e 变性 30 s, 55 e 退火 45 s, 72 e 延伸 45 s,

25个循环; 72 e 延伸 7 min。( 3) GU S染色法: 取转

基因植株以及对照植株的叶片, 于 X-g luc (上海生

工)染液中 37 e 染色过夜,观察、拍照。

2  结果与分析

2. 1  XIOsPR10基因过量表达载体的构建和转基

因植株的分析

2. 1. 1  XIOsPR10 基因过量表达载体的构建与鉴

定  用 EcoR Ñ和 X ba Ñ双酶切 pCMVFL3-X IO-

sPR10质粒,获得 760 bp的完整 X IOsPR10 cDNA

序列片断(图 2, 1泳道)。将酶切片段与 pBPF 质粒

连接,转化后挑取单克隆用 EcoR Ñ和 XbaÑ进行双

酶切鉴定,得到 760 bp 的条带(图 2, 2泳道) , 该中

间质粒命名为 pBPF-X IOsPR10。该质粒上含有约

2 600 bp 的 X IOsPR10基因超表达单元, 即 X IO-

sPR10基因上游的 35S 启动子、8 因子和下游的

T nos终止子。H ind Ó酶切 pBPF-X IOsPR 10, 得到

X IOsPR10 基因超表达单元; 将其插入 pCAM-

BIA1301载体, 构建成植物表达载体 p1301-35S-

X IOsPR10-T nos ( 图 1) , 简称 p1301-X IOsPR10。

抽提阳性克隆质粒, 分别用 H ind Ó 单酶切和 EcoR

Ñ / XbaÑ 双酶切鉴定 (图 3, 1、3 泳道; 图 2, 4 泳

道)。将质粒 p1301-X IOsPR10 送 Invitr ogen 公司

测序以确保其序列正确。

2. 1. 2  XIOsPR10 基因过量表达转基因水稻的

PCR检测  以 X IOsPR10过量表达转基因水稻和

对照水稻叶片总 DNA 为模板, 用引物 X IOsPR 10-

F/ X IOsPR10-R进行 PCR扩增(图 4) , 从图 4 可以

看出,转化的水稻植株中均扩增出 483 bp 的 X IO-

sPR10基因编码区片段(图 4, 1~ 3泳道) ,而阴性对

照无此条带(图 4, 4泳道) , 表明 X IOsPR10 基因已

转化并整合到水稻染色体组中。另外, 转基因水稻

和对照植株均扩增到780 bp的带(图 4, 1~ 4泳道) ,

这是因为水稻的基因组 X IOsPR10基因中含有一

个 297 bp的内含子。

2. 1. 3  XIOsPR10基因过量表达转基因植株的 gus

基因表达分析  取转基因植株叶片和对照叶片, 于

X-g luc染液中37 e 染色过夜, 可见转基因植株叶片

图 2 阳性克隆双酶切鉴定
M. DL2000 marker; 1. EcoRÑ / X baÑ 酶切 pCMVFL3- X I OsPR 10;

2. E coRÑ / X baÑ 酶切 pBPF- X I OsPR10; 3. pBPF-X I OsPR10;

4. EcoR Ñ / X baÑ 酶切 p1301- X I OsPR10; 5. p1301- X IOsPR 10

Fig. 2 Enzyme digestion of positive clone with EcoRÑ and X ba Ñ
M. DL2000 m ark er; 1. pCMVFL3-X I OsPR10 digested by

E coR Ñ / X baÑ ; 2. pBPF- X I OsPR10 dig ested by EcoR Ñ / X baÑ ;

3. pBPF- X IOsPR 10; 4. p1301-X IOsPR10 digested

b y E coR Ñ / X baÑ ; 5. p1301-X I OsPR10
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断面处呈现蓝色,而对照叶片不变色(图版Ñ , 2) , 表

明p1301-X IOsPR10质粒上的 gus 基因已经成功整

合到水稻基因组,并表达出具有活性的 GUS 蛋白。

2. 1. 4  XIOsPR10 基因过量表达转基因水稻的

XIOsPR10基因表达分析  提取过量表达植株及对

照植株的总 RNA, 经反转录后获得 cDNA, 以 cD-

NA 为模版, actin 为内标, PCR 扩增 act in 基因和

X IOsPR 10基因(图 5)。从图 5可以看出, 在没有

受到诱导的情况下, 对照植株叶片中的 X IOsPR 10

基因基本没有表达, 而转基因过量表达植株的

X IOsPR10基因具有较高的表达水平, 转录水平明

显高于对照植株。这表明 X IOsPR10 基因在转基

因植株中能够稳定高表达。

2. 2  RNAi表达载体的构建转化和分析

2. 2. 1  RNAi表达载体的构建及鉴定  以含 X IO-

sPR10基因的质粒为模板, 用 RNA-i 5K/ RNA-i 3B

和 RNA-i 5S/ RNA-i 3S 两对引物分别进行 PCR 扩

增,得到大小约 250 bp, 反向互补的 X IOsPR10基

因的正义片段 KB和反义片段 SS。

通过酶切连接的方法将反向互补的 KB和 SS片

段构 建 进 pDS1301 载 体 中, RNAi 表 达 载体

pDS1301SS-KB。阳性克隆 PCR 扩增可得到约 250

bp的扩增条带(图6, 3、4泳道) ;阳性克隆质粒分别进

行 Sac Ñ / Sp e Ñ双酶切和 Kp nÑ / BamH Ñ双酶切
鉴定。因 KB 和 SS 内含有 Sac Ñ酶切位点, 所以

S ac Ñ / S p e Ñ酶切后可以得到约2 kb、150 bp以及
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200 bp的 3个小片段(图 6, 1泳道) ; K pn Ñ / B amH

Ñ酶切后可以得到约350 bp的小片段 (图 6, 2 泳

道) , 表明已获得 X IOsPR 10基因 RNAi表达载体

pDS1301-SS-KB, 简称 pDS1301-X IOsPR 10。将质

粒 pDS1301-X IOsPR10 送 Invit rog en 公司测序以

确保其序列正确。

2. 2. 2  RNAi 表达植株的 PCR 检测  用引物

H yg-F/ H yg-R对 RNAi植株的DNA进行 PCR鉴

定。结果表明, 转化的水稻植株均扩增出 500 bp 左

右的目的条带, 而阴性对照没有出现相应的条带(图

7)。表明 pDS1301-X IOsPR10 质粒的 T-DNA 区

已经成功整合到水稻染色体组中。

2. 2. 3  RNAi表达植株gus基因表达组化分析  取
转基因植株叶片和对照叶片, 于X-g luc染液中 37 e

染色过夜,可见转基因植株叶片断面处呈现蓝色, 而

对照叶片不变色(图版 Ñ , 3) , 表明pDS1301- X IO-

sPR10质粒上的 gus基因已经成功整合到水稻基因

组,并表达出具有活性的 GU S蛋白。

2. 2. 4  RNAi 表达植株 XIOsPR10基因表达分析

 对 3株转 RNAi水稻以及对照植株接种病原菌

Xanthomonas campestris pv. ory z icola(简写/ Xooc0) ,

诱导 X IOsPR10基因的表达,再用半定量RT-PCR方

法分析 X IOsPR10基因的转录水平。结果显示, 野

生型水稻在受到病原菌侵染后,叶片中有 483 bp的

X IOsPR10基因编码区片段。(图 8, 右 1泳道) ;一

株转基因水稻未能检测到 X IOsPR10基因编码区

片段(图 8,右 4泳道) , 另两株能检测到 X IOsPR10

基因编码区片段 (图 8, 右 2、3 泳道) , 表明 X IO-

sPR10 基因 RNAi 表达载体 pDS1301-X IOsPR10

抑制 X IOsPR 10基因表达的效率在不同的转化植

株中表现不同。

3  讨  论

PR10蛋白与植物的抗逆和抗病性关系密切。

当植物受到外界环境如铜 [ 7] , 苯并噻二唑[ 16]、冷

冻
[ 1 7]
、创伤

[ 9, 10]
和病原菌如植物病毒

[ 18]
、细菌

[ 7, 19]

和真菌[ 9, 11] 的胁迫时,能够诱导 PR10基因的表达。

人参[ 13]、羽扇豆[ 20] 、棉花 [ 19]、甜椒 [ 21]、甘蓝型油

菜
[ 1 7]
、水稻

[ 18]
等的 PR10蛋白都具有 RNase活性,

可以抑制病菌的生长。对于 PR10基因在植物防御

反应中的作用, 有假说认为一些 PR10 蛋白具有的

RN ase活性与植物的超敏反应有关, 或者直接对病

原菌发生作用从而起到保护植物的作用
[ 13]
。对花

生( Ar achis hypogaea L. ) A hPR10 蛋白的研究结

果表明, AhPR10蛋白通过其 RNase 活性对病原菌

起到抑制的作用
[ 22]
。

在转基因植物研究中人们发现, PR10 基因的

过量表达并不一定能够抑制病原菌的生长。大豆

YPR10家族成员中 ST H-2基因过量表达后, 并没

有增强马铃薯对 Phy tophthora inf estans 和 Potato

virus X病原菌的抗性[ 13]。此外可能由于使用了不

同的宿主/病原体系统, 豌豆 ( P isum sativum L. )

PR10-1蛋白在油菜 ( B rassica campest ri s L. )中的

过量表达并不能对 L ep tosp haer ia maculans 起到很

好的抑制作用[ 13]。但是大豆 PR10-1基因在马铃薯

中的过量表达对一些病害起到抑制作用[ 19]。转玉

米 ZmPR10基因的烟草叶汁表现出 RNase 活性,

同时能抑制玉米病原体 A sp er gi l lus f lavus 的生

长[ 2 3]。因此 PR 10 基因在植物里过量表达有可能

能够提高植物对病原菌的抵抗能力。
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在水稻对外源病菌入侵的应答反应研究中表

明, PR10蛋白参与了水稻对外来刺激的应急反应,

并且处于抗病反应中的 JA (茉莉酸)信号途径的下

游[ 3-5] ,但其如何抵御外来病害及在整个信号途径中

具体功能和地位还需要进一步的研究。为进一步了

解XIOsPR10蛋白的功能,提高水稻抗病性, 本课题

组构建了 X IOsPR10植物过量表达载体,并通过农

杆菌介导的方法将其转入水稻中,获得了过量表达

X IOsPR10的转基因水稻。半定量 RT-PCR分析

表明转 X IOsPR10 基因的水稻在 X IOsPR10 基因

转录水平上明显高于野生型对照, 说明 X IOsPR 10

基因已经整合到水稻基因组中,并稳定表达。

RNAi技术是对植物内源基因进行表达调控的

另外一种重要方式, 它通过双链 RNA ( dsRNA )特

异性地降解靶 mRNA,使靶基因发生基因沉默。构

建可形成带发卡结构的 hpRNA 载体, 导入植物体

后,发卡茎部形成的 dsRNA 可诱导同源的内源基

因沉默 [ 24] , hpRN A 类 RNAi表达载体具有较高的

沉默效率, 并且大多数表现出显著的表型[ 6, 24]。为

更好地研究 X IOsPR10基因的功能,本实验构建了

X IOsPR10 基因的 ihpRNA 类 RNAi 表达载体

pDS1301-X IOsPR10, 并成功转入水稻中, 获得

RNAi转基因水稻。通过半定量 RT-PCR 分析显

示,获得了 X IOsPR10基因表达受抑制的转基因植

株。上述 X IOsPR10 基因超表达和 RNAi转基因

植株的获得,对 X IOsPR10基因的表达调控方式进

行了初步的分析, 为今后通过对获得的两种转基因

植株进一步研究 XIOsPR10蛋白在水稻应答外源病

菌入侵反应中的作用奠定了基础。
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  图版 Ñ  1.水稻 X IOsPR 10 RNAi结构示意图( KB. RNAi正义片段; SS. RNAi反义片段) ; 2. GUS 基因在转基因水稻中的稳定表达( A .

过量表达转基因水稻; B.野生型) ; 3. GUS基因在转基因水稻中的稳定表达( A . RNAi转基因水稻; B.野生型)。

Plate Ñ  Fig. 1. RNAi s t ructure of rice X I OsPR10 ( KB. RNAi s ense f ragmen t; S S. RNAi ant-i s ens e f ragmen t) ; Fig. 2 Stable GUS ex pres-

s ion in t ransgenic rice( A. over- expr ess ion plant ; B. w ild type) ; Fig. 3. Stable GUS ex pres sion in t ran sgen ic rice( A. Inhib ited expression plant ; B.

W ild type) .
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