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OsVIP1 RNAi 转基因水稻植株的构建

娄丽娟 史 雪 罗美中

华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室,武汉430070

摘要 为进一步阐明农杆菌介导的遗传转化分子机制,进而利用分子生物学方法提高农杆菌转化水稻效

率,以水稻品种中花11为遗传转化受体材料,利用RNAi技术对水稻中拟南芥 AtVIP1蛋白的同源蛋白进行了

功能研究。通过同源性比对得到水稻中拟南芥AtVIP1蛋白的同源蛋白序列,命名为OsVIP1,构建了该蛋白基

因2个片段(R1和R2)的RNAi表达载体pDS1301-2-R1和pDS1301-2-R2,通过农杆菌介导的方法分别转化水

稻中花11。对转基因抗性愈伤进行统计,结果表明,由携带pDS1301-2-R1和pDS1301-2-R2载体转化的抗性愈

伤的形成受到一定程度抑制。经PCR检测,证明2个片段R1和R2均成功整合到再生水稻植株基因组中;半定

量RT-PCR分析显示部分RNAi转基因植株中OsVIP1基因表达被成功抑制。
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  农杆菌介导的水稻转化技术不仅为水稻遗传改

良奠定了基础,而且有力地促进了水稻分子生物学

的研究。农杆菌介导的遗传转化过程是农杆菌和受

体植株互作的过程。在这个过程中有农杆菌Ti质

粒上Vir区蛋白的参与,比如VirE2和VirD2,也有

受体植物蛋白参与[1-2]。Tzfira等[2-4]利用酵母双杂

交的方法在拟南芥中发现了与 VirE2互相作用的

蛋白,命名为 AtVIP1。AtVIP1不仅在T-DNA-复
合物进入植物细胞核和细胞核内运动的过程中发挥

重要作用,而且在T-DNA与植物基因组整合过程

中扮演重要角色[5]。

AtVIP1属于拟南芥中bZIP家族的IX亚家

族。bZIP家族是拟南芥中转录因子的一族,其特征

是含有亮氨酸拉链结构域(每7个氨基酸中的第7
位含有1个亮氨酸)和碱性结构域(在亮氨酸结构域

的N末端,大约20个氨基酸)。亮氨酸拉链结构域

参与bZIP蛋白与DNA序列结合之前的二聚体化,
碱性结构域和特定的DNA序列相互作用,从而调

控相应基因的表达[6]。研究发现,AtVIP1可以与

Trxh8基因和 MYB44基因(两者均是胁迫诱导表

达型蛋白,分别含有6个和3个VREs)启动子区中

VREs序列相互作用,进而激活相应的启动子,调节

防御基因的表达[7]。
近年来,由于分子生物学技术的快速发展,为人

们提供了许多高效、快速研究基因功能的方法,其中

RNAi技术凭借其沉默基因表达的高效性、特异性

和可传递性受到众多研究者的青睐。
水稻不仅是一种重要的粮食作物,也是功能基

因组研究的模式植物。到目前为止,关于水稻农杆

菌介导的遗传转化机制还不清楚。我们利用蛋白质

序列同源性比对得到1个与拟南芥VIP1序列高度

同源的水稻蛋白,命名为 OsVIP1。本试验旨在利

用RNAi技术沉默水稻中OsVIP1基因,获得阳性

转基因植株,为后续的研究提供试验材料。

1 材料与方法

1.1 材 料

1)水稻遗传转化受体。试验中所用的遗传转化

受体水稻材料是粳稻品种中花11(OryzasativaL.
ssp.japonicacv.zhonghua11),由华中农业大学作

物遗传改良国家重点实验室提供。

2)菌株和载体。试验中所用的菌株包括:大肠

杆菌菌株DH10B,根癌农杆菌(Agrobacteriumtu-
mefaciens)菌 株 EHA105 (含 有 辅 助 质 粒
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pTiBo542),均由笔者所在的实验室保存;RNAi干

涉载体为pDS1301,由华中农业大学作物遗传改良

国家重点实验室王石平教授提供;pGEM-T-Easy
载体购自Promega公司。
1.2 方 法

1)OsVIP1特异性片段R1和R2的克隆。通过

蛋白质同源性比对得到水稻中和拟南芥AtVIP1高

度同源的蛋白OsVIP1序列(NP_001066224.1),根
据其mRNA(NM_001072756.1)序列,选择两端的

区段用于构建RNAi载体,分别命名为R1和R2。
利用Primer5.0设计带有RNAi载体pDS1301载

体上相应酶切位点的引物(表1)。

表1 PCR所用引物的序列

Table1 ThesequencesofthePCRprimersused

名称 Name 序列Sequence 备注 Note

R1-F 5′-GGACTAGTGGTACCATTTGACCGGCGTTGACTCC-3′ SpeⅠ,KpnⅠ

R1-R 5′-CGAGCTCGGATCCCATGGCCTTCTTCGCGTAGT-3 SacⅠ,BamHⅠ

R2-F 5′-CCACTAGTGGTACCTGGTCAGTCCCTAAAC-3′ SpeⅠ,KpnⅠ

R2-R 5′-CGAGCTCGGATCCGTTACAAACGACCACTTTAC-3′ SacⅠ,BamHⅠ

hyg-F 5′-AATTGCCGTCAACCAAGCTC-3′ Primerforhygromycinresistantgene

hyg-R 5′-TAGCGAGAGCCTGACCTATTGC-3′ Primerforhygromycinresistantgene

actin-F 5′-TGTATGCCAGTGGTCGTACCA-3′ PrimerforRT-PCRinternalcontrol

actin-R 5′-CCAGCAAGGTCGAGACGAA-3′ PrimerforRT-PCRinternalcontrol

VIP1-F 5′-TTCCGCCCTATTACACGCAA-3′ PrimerforVIP1RT-PCR

VIP1-R 5′-TGATGAGCTCTGCTGATGGCT-3′ PrimerforVIP1RT-PCR

  以日本晴叶片cDNA为模板,以R1-F/R1-R和

R2-F/R2-R为引物PCR扩增片段R1和R2。PCR
体 系 如 下:1 μL cDNA 模 板、2 μL dNTP
(2mmol/L)、2μL10×DNApolymerasebuffer、上
下游引物(10mmol/L)各0.4μL、0.3μLrTaq
DNApolymerase(5U/μL)、13.9μLddH2O。反

应程 序:PCR 扩 增 条 件 为 95 ℃,4 min;94 ℃,

1min;57℃,1min;72℃,50s,30个循环;72℃延

伸5min。PCR产物切胶回收并用1%的琼脂糖凝

胶检测。

2)RNAi载体的构建。①R1和R2与pGEM-
T-Easy载体的连接。将PCR产物切胶回收后与

pGEM-T-Easy载体在4℃下连接过夜,然后转化大

肠杆菌DH10B感受态细胞。用BamHⅠ和KpnⅠ
酶切检测得到阳性TA克隆并将此质粒送上海桑尼

公司测序,将序列完全正确的TA克隆分别命名为

T-R1和 T-R2。通过 BamHⅠ/KpnⅠ和SacⅠ/

SpeⅠ两对酶切位点将同1个RNAi片段以正方向

和反方向连接到 RNAi表达载体pDS1301中在

CaMV35S启动子控制下的一段Intron序列的两

侧。②R1和 R2正方向连接到 RNAi载 体。用

BamHⅠ和KpnⅠ双酶切T-R1、T-R2和RNAi载

体pDS1301,切胶回收R1、R2和pDS1301,然后将

pDS1301分别和 R1、R2在4℃下连接过夜,转化

DH10B 感受态细胞。通过BamHⅠ和KpnⅠ进行

双酶切检测选择正确的克隆,分别命名为pDS1301-
1-R1、pDS1301-1-R2。③R1和 R2反方向连接到

RNAi载体。用SacⅠ和SpeⅠ双酶切T-R1、T-R2
和含有正方向片段的 RNAi载体pDS1301-1-R1、

pDS1301-1-R2。切 胶 回 收 R1、R2和 pDS1301-1-
R1、pDS1301-1-R2,然后将pDS1301-1-R1与 R1,

pDS1301-1-R2与 R2,在4℃ 下 连 接 过 夜,转 化

DH10B感受态细胞。分别用 BamHⅠ/KpnⅠ和

SacⅠ/SpeⅠ双酶切检测选择正确的克隆,将正确

的克隆命名为pDS1301-2-R1、pDS1301-2-R2。最

后将pDS1301-2-R1、pDS1301-2-R2和pDS1301空

载体转化根癌农杆菌EHA105,用于水稻遗传转

化。

3)农杆菌介导的水稻转化。农杆菌转化的受体

是水稻品种中花11。用含有RNAi载体pDS1301-
2-R1、pDS1301-2-R2 和 pDS1301 空 载 体 的

EHA105的菌液侵染中花11种子诱导得到的愈伤

组织。农杆菌介导的水稻转化方法主要是依据

Hiei等[8]的水稻转化方案并参照林拥军[9]的方法。

4)转基因中花11抗性愈伤统计。中花11愈伤

经EHA105菌液侵染后,19℃避光共培养2d,水
洗、避光28℃下进行第1次筛选15d,避光28℃下

进行第2次筛选15d,长出亮黄色的抗性愈伤。每

351



  华 中 农 业 大 学 学 报 第31卷 

个片段转化的愈伤共有10个培养皿(直径9cm),
每个培养皿上有25粒愈伤。分别统计对照组和试

验组中长出抗性愈伤的中花11愈伤数及总的转基

因愈伤数。

5)T0代转基因再生植株阳性检测。CTAB法

抽提转基因植株基因组DNA,作为PCR模板。通

过扩增筛选标记hyg来检测转基因阳性植株,所用

引物见表1。PCR产物大小为750bp。PCR扩增

体系:1.0μL 基因组 DNA 模板、1.5μLdNTP
(2mmol/L)、1.5μL10×DNApolymerasebuffer、
上下游引物(10mmol/L)各0.3μL、0.3μLTaq
DNApolymerase (5 U/μL)、10.2μLddH2O。

PCR反应程序:95℃,4min;94℃,40s;58℃,

30s;72℃,40s,30个循环;72℃延伸5min。PCR
产物用1%琼脂糖凝胶检测。

6)T0代转基因植株中OsVIP1基因表达量检

测。采 用 TRIZOL 法 抽 提 转 基 因 水 稻 叶 片 总

RNA.利用TOYOBO公司FirststrandcDNAsyn-
thesisKit进行RNA反转录,得到cDNA。具体操

作按照说明书进行。RT-PCR试验中,以β-actin 作

内参基因,检测转基因水稻植株和对照中OsVIP1
基因表达量。β-actin 和OsVIP1基因 RT-PCR所

用引物见表1。首先通过调整cDNA模板量和PCR
循环数将内参基因β-actin 的表达量调到一致。然

后按照同样的 PCR 反应体系和程序,同时扩增

β-actin和OsVIP1。PCR反应程序:95℃,1min;

94℃,20s;57℃,20s;72℃,20s,28个循环;72℃
延伸5min。1%琼脂糖凝胶检测。

2 结果与分析

2.1 水稻中 VIP1 蛋白(OsVIP1)与拟南芥 VIP1 蛋

白(AtVIP1)的同源性比对

  为了研究水稻中农杆菌介导的遗传转化机制,
利用同源性比对获得了水稻中与拟南芥VIP1蛋白

(AtVIP1)高 度 同 源 的 蛋 白,序 列 编 号 为 NP_

001066224.1,命 名 为 OsVIP1,从 AtVIP1 和

OsVIP1的序列比对可以看出(图1),AtVIP1和

OsVIP1氨基酸序列的相似性达47%,表明2个蛋

白同源性很高,而且bZIP结构域非常保守。

 蓝色框:核定位信号序列Bluebox:Nuclearlocationsequence;红色框:bZIP保守结构域的7个亮氨酸重复 Redboxes:sevenleucine

repeatsofthebasicbZIPmotif;黑色阴影框:相同的氨基酸Shadeblackboxes:theidenticalamino.

图1 拟南芥VIP1蛋白(AtVIP1)和水稻VIP1蛋白(OsVIP1)序列同源性比较

Fig.1 AlignmentofAtVIP1andOsVIP1proteinsequences
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2.2 OsVIP1 中用于 RNAi 干涉的特异性片段 R1
和 R2 的克隆

  由于OsVIP1蛋白属于bZIP家族成员,因此设

计RNAi引物时避开了其保守域所对应的 mRNA
区段,在OsVIP1的cDNA序列的5′端和3′端选择

2个区段作为沉默OsVIP1基因的特异 RNAi片

段,命名为 R1和 R2。2个片段在OsVIP1的cD-
NA中的具体位置如图2所示。以日本晴cDNA为

模板,PCR扩增得到片段R1和R2(图3-A)。

 粉色箭头:R1-F/R1-R的位置Pinkarrows:PositionsofR1-F/R1-R;棕色箭头:R2-F/R2-R的位置Brownarrows:PositionsofR2-F/

R2-R;蓝色线:R1片段Blueline:R1fragment;绿色线:R2片段Greenline:R2fragment;红色线:bZIP保守结构Redline:bZIPdo-
main.

图2 OsVIP1cDNA序列中用于构建RNAi载体的区段

Fig.2 FragmentsofOsVIP1cDNAsequenceusedtodesigntheRNAivector

 A.M:DNAmarker(100~5000bp);1:R1片段R1fragment;

2:R2片段 R2fragment;B.M:DNA marker(100~8000bp);

1:T-R1的SacⅠ/SpeⅠ酶切电泳图 T-R1digestedwithSacⅠ/

SpeⅠ;2:T-R2的SacⅠ/SpeⅠ酶切电泳图 T-R2digestedwith

SacⅠ/SpeⅠ.

图3 R1和R2的PCR产物回收检测(A)和

TA克隆的酶切检测(B)

Fig.3 DetectionofthePCRproductsofR1andR2(A)

andenzymedigestionanalysisoftheTAclones(B)

2.3 R1 和 R2 片段 RNAi 载体的构建

将片段R1和R2与pGEM-T-Easy连接,得到

了TA克隆T-R1和T-R2,SacⅠ和SpeⅠ双酶切验

证结果如电泳图3-B所示,可以切出目标带R1和

R2,证明TA克隆构建成功。按照“本文1.2”方法

2)中所述RNAi载体构建步骤,将R1以正向和反

向与RNAi载体pDS1301连接,构建成植物表达载

体pDS1301-2-R1;将R2以同样的操作构建成植物

表达载体pDS1301-2-R2。BamHⅠ/KpnⅠ双酶切

鉴定pDS1301-2-R1和pDS1301-2-R2(图4中泳道

1~4)的结果表明,R1和R2已经正向连接到载体

pDS1301;SacⅠ/SpeⅠ双酶切鉴定pDS1301-2-R1
和pDS1301-2-R2(图4中泳道5~8)的结果表明,

R1和R2已经反向连接到载体pDS1301。酶切分

析表明RNAi载体构建成功。

 M:DNAmarker(100~8000bp);1,5:分别为pDS1301-2-R1

的BamHⅠ/KpnⅠ和SacⅠ/SpeⅠ 的酶切电泳图pDS1301-2-R1

digestedbyBamHⅠ/KpnⅠandSacⅠ/SpeⅠ,respectively;2~

4,6~8:分 别 为 pDS1301-2-R2的 BamHⅠ/KpnⅠ和 SacⅠ/

SpeⅠ的酶切电泳图pDS1301-2-R2digestedbyBamHⅠ/KpnⅠ

andSacⅠ/SpeⅠ,respectively.

图4 OsVIP1RNAi载体酶切检测

Fig.4 EnzymedigestionoftheRNAiconstructs

2.4 转基因水稻中花 11 抗性愈伤统计

按照水稻粳稻品种的农杆菌转化步骤,将对照

组和RNAi试验组分别侵染中花11胚性愈伤,在第

2次筛选2周后统计长出抗性愈伤的中花11愈伤

粒数。如图5所示,RNAi试验组中花11再生抗性

愈伤的比例明显低于对照组且差异达到极显著水平

(P<0.01),其中pDS1301-2-R1的转基因中花11
再生抗性愈伤的比例最低。
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 Control:转化RNAi空载体的中花11愈伤Zhonghua11callus

transformedwiththeemptyRNAivector;TR-R1和TR-R2:分别

转化pDS1301-2-R1和pDS1301-2-R2的中花11愈伤Zhonghua

11callustransformedwithpDS1301-2-R1andpDS1301-2-R2con-
structs,respectively;

 **:TR-R1和TR-R2转基因抗性愈伤比例与对照相比差异

达到极显 著 水 平(P<0.01)Thepercentagedifferencesofthe

transgenicresistantcallusbetweenTR-R1andcontrol,andTR-R2

andcontrolreachedtheextremesignificance(P<0.01).

图5 RNAi转基因中花11再生抗性愈伤统计

Fig.5 StatisticsoftheRNAitransgenic
Zhonghua11resistantcallus

2.5 T0代转基因水稻阳性植株检测

用PCR法对 T0代转基因植株进行了阳性检

测,对照组转基因水稻植株为20株,阳性植株为18
株,阳性率为90%;片段 R1的转基因水稻植株为

40,阳性植株为35株,阳性率为87.5%;片段R2的

转基因水稻植株为35,阳性植株为32株,阳性率为

94.3%,证明RNAi表达载体已经整合进水稻中花

11基因组中。部分检测结果如图6所示,第7泳道

和17泳道没有扩增出潮霉素基因,应为假阳性

植株。
2.6 T0代转基因水稻植株中 OsVIP1 基因表达量

检测

  利用RT-PCR对T0代RNAi转基因水稻植株

的OsVIP1基因表达量进行了分析,结果如图7所

示,在检测的6株片段R1的T0代转基因水稻植株

中(图7-A),5株中OsVIP1基因的表达量明显低于

对照中花11,表明在这5株片段R1T0代RNAi转

基因水稻植株中,OsVIP1基因的表达在一定程度

上 受到了干扰;在检测的7株片段R2的T0代转基

 M:DNAmarker(100~8000bp);H2O:阴性对照 Negativecontrol;WT:野生型 Wildtype;1~17:不同的T0RANi转基因植株

DifferentT0generationRNAitransgenicriceplants.

图6 部分T0代转基因水稻植株潮霉素筛选标记基因的PCR检测

Fig.6 PCRdetectionoftheselectionmarkergenehyginsomeT0generationRNAitransgenicriceplants

 A.Control:RNAi空载体的转基因水稻植株TransgenicriceplantsofemptyRNAivector;1~6:片段R1RNAi的不同转基因水稻植

株 DifferenttransgenicriceplantsofR1fragmentRNAivector;β-actin:内参基因Internalcontrolgene;B.Control:RNAi空载体的转

基因水稻植株 TransgenicriceplantsofemptyRNAivector;1~7:片段 R2RNAi的不同转基因水稻植株 Differenttransgenicrice

plantsofR2fragmentRNAivector;β-actin:内参基因Internalcontrolgene.

图7 RT-PCR检测片段R1(A)和片段R2(B)T0代转基因水稻中OsVIP1基因表达量

Fig.7 RT-PCRdetectionoftheOsVIP1geneexpressionin
R1(A)andR2(B)T0generationtransgenicriceplants
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因水稻植株中(图7-B),4株中OsVIP1基因的表达

量显著低于中花11,同样表明在这4株片段R2T0
代RNAi转基因水稻植株中,OsVIP1基因的表达

在一定程度上受到了干扰。

3 讨 论

农杆菌介导的植物遗传转化是一个非常复杂的

生物学过程,涉及诸多蛋白的参与。对农杆菌和受

体植物内参与此过程的各种蛋白因子的研究,有助

于我们深入了解这一过程。目前为止,关于受体植

物内参与此过程蛋白因子的研究远远没有对农杆菌

中相关蛋白的研究深入[10-11]。研究者通过不同的研

究方法证明,拟南芥AtVIP1在农杆菌转化过程中

发挥重要作用,其反义RNA转烟草植株受农杆菌

侵染的能力发生了变化,能抵抗瘤的形成,T-DNA
上基因的早期表达和 VirE2向细胞核的输入均受

阻[12],而该基因在烟草中的超量表达,能显著提高

农杆菌对烟草细胞的侵染能力从而提高转化效

率[10]。由于水稻是单子叶植物,不是农杆菌的天然

寄主,转化效率较低。农杆菌转化水稻受诸多因素

的影响,如水稻的基因型、形成愈伤的外植体类型、
培养基的成分、农杆菌菌株和双元质粒载体、可选择

的标记基因、组织培养过程中的温度、pH 值等[13]。
但水稻中是否存在类似拟南芥AtVIP1的作用途径

还不清楚,因此,研究水稻中与AtVIP1同源的蛋白

OsVIP1具有重要的意义,将为提高农杆菌转化水

稻特别是籼稻的效率开拓新的思路。
本研究成功构建了水稻 OsVIP12个片段的

RNAi载体并利用农杆菌转化了中花11,在第2次

筛选2周时,RNAi转基因中花11愈伤形成抗性愈

伤的比例明显低于对照组。抗性愈伤的数目在一定

程度上代表着农杆菌的早期转化效率,表明 Os-
VIP1RNAi在水稻中所起的作用可能和 AtVIP1
反义RNA在烟草中所起的作用[12]类似,降低农杆

菌侵染水稻愈伤的能力或影响T-DNA上基因的早

期表达和VirE2向细胞核的输入,从而影响抗性愈

伤的形成。对 T0代 RNAi转基因水稻植株 RT-
PCR检测表明,内源OsVIP1基因的表达被RNAi
不同程度干涉。

水稻OsVIP1属于含有bZIP保守结构域的转

录因子,研究发现,植物中bZIP转录因子可以通过

和特定的DNA序列结合,调控抗病途径中相关基

因的表达。PBZ1(一病程相关蛋白)属于PR-10家

族,在植物抵御生物和非生物逆境中都有着重要作

用。有报道称水稻在受到病原菌侵害时PBZ1基

因的表达量上升[14]。而农杆菌介导的转化过程中,
本质上就是一种外来病原菌入侵植物的过程,因此,

OsVIP1可能和PBZI信号通路调节相关。本试验

中,同时检测了T0代转基因植株中PBZI基因的表

达量,初步 结 果 表 明,在 OsVIP1表 达 被 抑 制 的

RNAi植株中,PBZI基因的表达量也有相应的下

降,该结果还有待于进一步的验证。
本研究通过RNAi技术沉默OsVIP1基因的表

达并得到T0代种子,为后续研究该基因功能奠定了

一定的基础。
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ConstructionofOsVIP1RNAitransgenicriceplants

LOULi-juan SHIXue LUOMei-zhong

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract InordertoelucidatethemolecularmechanismofAgrobacterium-mediatedgenetictrans-
formationandimprovetheefficiencyofAgrobacterium-mediatedricetransformationbymolecularbio-
logicalmethods,westudiedtheOsVIP1proteinfunctionwiththeRNAinterferingtechnologyusingthe
ricevarietyZhonghua11asthehostforgenetictransformation.Ariceproteinsequencehomologousto
AtVIP1,namedOsVIP1wasobtainedbyhomologoussearches.TwoRNAiexpressionvectors,pDS1301-
2-R1andpDS1301-2-R2,wereconstructedwithtwofragments(R1andR2)oftheOsVIP1cDNA,re-
spectively,andusedtotransformricevarietyZhonghua11callusthroughAgrobacterium.Thestatistical
resultsshowedthatformationofthetransgenicresistantcallusofpDS1301-2-R1andpDS1301-2-R2vec-
torswasinhibitedtosomeextent.PCRexperimentsindicatedthatR1andR2fragmentsweresuccessful-
lyintegratedintothetransgenicricegenome.Semi-quantitativeRT-PCRanalysisshowedthatthe
OsVIP1geneexpressionwassuppressedsuccessfullyinsomeRNAitransgenicriceplants.

Keywords rice;OsVIP1;RNAinterfering;transformation;transgene
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