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　　摘要 :利用逆转录 - 聚合酶链式反应 (RT2PCR)得到在水稻中特异性表达的脯氨酸氧化酶 (PRO) 基因。DNA序列

分析表明 ,所获得水稻的 PRO cDNA的最大开放阅读框序列全长为 1 428 bp ,可编码 476个氨基酸。该序列与 NCBI网

站上已发表的 PRO基因 100 %相似。为了能进一步验证所克隆的序列是我们所需的目的基因 ,成功构建了 PRO基因

超表达载体和 PRO基因干涉载体 ,便于导入水稻中进行基因的功能鉴定。
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Clonging of PRO Gene from Aromatic Rice and Constructing of Its Expression Vector
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Abstract :By RT2PCR method the cDNA of PRO gene was obtained. Analysis of DNA sequence showed that the

largest open reading frame sequence of PRO cDNA was 1 428 bp ,which could encode 476. amino acids. The sequence

with the NCBI web site has been published by the PRO gene 100 % similarity. In order to further verify the sequence by

which we cloned the gene required for the successful construction of a over expression PRO gene vector and interference

expression PRO gene vector ,to facilitate the import of rice carried out to identify the function of genes.
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　　香稻是水稻中的珍品 ,如何在保证香稻产量和

品质的基础上 ,提高我国香稻米的香气含量 ,是近年

来我国重点关注的问题之一。大多数学者一致认为

22乙酰212吡咯啉 (简称 22AP)是香稻香气的主要成

分[1 - 7 ]。也有报道说某些水稻品种的香气成分可能

是 a2吡咯烷酮[8 - 10 ]。然而 ,22AP在香稻体内是怎样

形成的研究甚少。Tadashi[11 ]对 KDML105 的研究发

现 ,当提取液中存在较多的脯氨酸、鸟氨酸和谷氨酸

时 ,22AP的含量增加 ,并随着脯氨酸的增加 ,22AP的

含量是对照的 3倍多。示踪试验结果表明 22AP的

氮源来自脯氨酸 ,所以认为脯氨酸是 22AP合成的主

要前体物质 ,其次为谷氨酸和鸟氨酸。另外脯氨酸

和鸟氨酸的基本碳架则来源于谷氨酸[12 ]。由上可

知 ,脯氨酸是香气形成主要前体物质。但是 ,到现在

为止也没有学者报道形成香气的关键酶是什么 ,所

以本研究的目的就是应用 RNA干涉技术和超表达

技术调控香稻中脯氨酸氧化酶 (Proline oxidase ,PRO)

的活性 ,进一步能从分子水平上深入探讨 PRO在香

稻形成中的作用机制 ,看是否是香气形成的关键酶 ,

并且也能探明 PRO是否是香气形成过程中主要的

前提物质 ,从而还可以发掘其新的生理功能。

本研究以香稻为材料 ,对其 PRO的 cDNA序列

进行克隆和测序 ,并成功构建了 PRO基因超表达载

体和 PRO基因干涉载体 ,进一步为导入香稻中进行

基因的功能鉴定奠定了基础。

1　材料和方法

1. 1　菌株和质粒

农杆菌菌株 ( EHA105 ) 和大肠杆菌菌株

(DH10B、DH5α、TOP10)为本实验室所保存。干涉和
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超表达所用组成型载体 pRNAi2Ubi由华南农业大学

刘耀光研究员提供[13 ]。测序由上海博亚测序公司

完成。

1. 2　工具酶和主要试剂

限制性内切酶 , T42DNA 连接酶 ,高保真 KOD2
plus DNA polymerase 及 DNA回收试剂盒均购自大连

宝生物公司 ,引物由上海生工生物工程公司代为合

成 ,其他生化试剂均为国产分析纯。

1. 3　引物设计

Primer5. 0 设计特异引物 ,然后作 RT - PCR 扩

增 ,扩增产物即为要装载的基因目的片段。试验中

所用引物序列如下 :扩出 PRO cDNA最大开放阅读

框序列 ( 1 428 bp ) 的引物 ( PRO2F : 5′2ACTTG2
GAAGCTTCAGGCACAAGTCCGACCTTC23′; PRO2R : 5′2
AATATCACGCGTTTACCGGAGCAGCTGTCTGT23′) ; 扩

出 PRO cDNA全长序列中的一部分 (582 bp)的引物

( PRO2RNAi2F : 5′2ATAGTAGGATCCGACGAAGCTGC

CATGGAAAG23′; PRO2RNAi2R : 5′2ATATACAAGCTT

AGCTGCCCGGACTCGACGTT23′) 。

1. 4　RT2PCR扩增目的片段

以水稻叶片材料的 cDNA为模板 ,扩 PRO cDNA

的最大开放阅读框序列 (1 428 bp)用引物 PRO2F和

PRO2R ,高保真 KOD2plus DNA polymerase 进行 PCR ,

94℃3 min一个循环 ;94℃40 s ,58℃40 s ,72℃1. 5

min ,25个循环 ;72℃延伸 5 min。扩 PRO cDNA全长

序列中的一部分 (582 bp ) 用引物 PRO2RNAi2F 和

PRO2RNAi2R ,高保真 KOD2plus DNA polymerase 进行

PCR ,94℃3 min一个循环 ,94℃40 s ,55℃40 s ,72℃

40 s ,30 个循环后 ,72℃延伸 5 min。2 个 PCR产物

018 %琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 5 　PRO超表达载体(简称 pOVER2PRO)和干涉

表达载体(简称 pRNAi2PRO)构建

载体 pOVER2PRO构建∶PRO2F和 PRO2R引物分

别引入了 Hind III和 Mlu I两个酶切位点 ,在组成型

载体 pRNAi2Ubi上也有单一的 Hind III和 Mlu I酶切

位点 ,用试剂盒回收相应的 PRO 全长目的片段 ,用

T4连接酶连接 ,构建成含有 PRO 基因插入的超表

达载体 pOVER2PRO。

载体 pRNAi2PRO构建 :为了能够正确地将目的

基因片段插入到干涉所用组成型载体 pRNAi - Ubi

的多克隆位点区 1 (MCS1)之间 ,在引物的 5′端分别

设计了加上了酶切位点和保护碱基 ,其中 PRO2
RNAi2F加 BamH I酶切位点 , PRO2RNAi2R 加 Hind

III酶切位点 ,RNAi 转化载体的构建需要将目的片

段分别以正向和反向的形式插入到MCS1和MCS2 ,

在多克隆位点区 1 (MCS1)有 BamH I和 Hind III酶

切位点 ,在MCS1两侧有通用引物 MluKpn (RNAi - Mlu

I : 5′2CACCCTGACGCGTGGT GTTACTTCTGAAGAGG23′)

和 Apa Pst2 ( RNAi2 Pst I : 5′2ACTAGAACTGCAGC2
CTCAGATCTACCATGGTCG23′)的结合位点 ,上游引物

MluKpn上带有 Mlu I酶切位点 ,下游引物 Apa Pst2上

带有 Pst I酶切位点 ;在多克隆位点区 2(MCS2)有 Pst I

和 MluI酶切位点 ,酶切位点 Pst I位于上游 ,Mlu I则

位于下游 ,这样在连入第一个目的片段后 ,利用 pRNAi

上的通用引物 MluKpn和 Apa Pst2就可以扩增出带有

Mlu I和 Pst I两个酶切位点的目的片段 ,将目的片段

和载体分别用 Mlu I和 Pst I双酶切后连接 ,则相对于

第一次连接 ,目的片段反向连接到MCS2处 ,形成反向

重复序列 ,由于反向重复序列由一个共同的启动子控

制 ,经转录后就可形成含内含子的具发夹环结构的

dsRNA。

1. 6　感受态细胞的制备和细菌转化

农杆菌菌株 ( EHA105)和大肠杆菌菌株 (DH10B、

DH5α、TOP10)感受态制备用CaCl2方法。大肠杆菌和农

杆菌的转化分别采用热激法及冻融法[14]。

2　结果与分析

2. 1　水稻 PRO基因的生物信息学分析

根据 GenBank里可利用的数据 ,在NCBI网站所搜

索到的结果为 :水稻 PRO的 cDNA全基因的最大开放

阅读框(ORF)序列大小为 1 428 bp ,编码一个 476个氨

基酸的蛋白质 (图 1)。通过 RGP网站的自动基因预

http :/ / ricegaas. dna. affrc. go. jp/ rgadb/搜索得知 PRO在

第 10染色体上。

2. 2　水稻总 RNA的提取

本试验以香稻叶片为材料提取香稻叶片总 RNA ,

经 1 %变性琼脂糖凝胶电泳检测 ,结果如图 2所示 ,所

提 RNA未发生降解 ;紫外分光光度计分析其浓度和纯

度 ,其OD260/ OD280 = 1. 8～2. 0 ,OD260/ OD230 > 2 ,纯度和完

整性符合试验要求。

2. 3　RT2PCR扩增目的片段

以水稻 cDNA为模板 ,通过 RT2PCR扩增 ,扩增产

物经 018 %琼脂糖凝胶电泳检测 ,顺利地扩增出符合大

小的 PRO基因最大开放阅读框(图 3)。扩增片段的特

异性强 ,无非特异带 ;大小为 114 kb 左右 ,与报道的

PRO基因的 cDNA序列大小相符 ,初步确定扩增片段

为目的片段。同理也以水稻 cDNA为模板中扩出水稻

PRO基因的干涉片段 ,大小为 016 kb左右 (图 4) ,与预

测的片段大小相符。
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图 1　水稻 PRO基因的开放阅读框及导出的编码蛋白的氨基酸序列

Fig. 1　ORF sequence of PRO gene and coding the amino acid sequence in rice

图 2　水稻叶片总 RNA变性琼脂糖凝胶电泳

Fig. 2　Denature agar electrophoresis of total

RNA in rice leaves

M.分子量标记DL2000 ;1～6. RT2PCR扩增产物。

M. DL2000 Marker ;1 - 6. RT2PCR products.

图 3　水稻 PRO基因 ORF的 RT2PCR扩增结果

Fig. 3　RT2PCR to acquire the target gene fragment

M.分子量标记DL2000 ;1～4. RT2PCR扩增产物。

M. DL2000 Marker ;1 - 4. RT2PCR products.

图 4　水稻 PRO基因的干涉片段 RT2PCR扩增结果

Fig. 4　RT2PCR to acquire the target gene fragment

2.4 　酶切鉴定装载成功的 pOVER2PRO 和 pRNAi2
PRO

pOVER2PRO连接后装载完的质粒选用 Hind III和

Mlu I双酶切检测后 (图 5) ,可以看出切出了相应大小

的片段约 114 kb ,至此证实了 pOVER2PRO重组载体已

成功构建。二次装载完的质粒可选用 BamH I单酶切

检测 ,由图 6可以看出 :切出了的片段大小约为 1. 4 ,其
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中包括了反向重复序列间导入的内含子 250 bp ,由此证

实 pRNAi2PRO重组载体已成功构建。送上海博亚公司

进行测序 ,结果表明 ,所扩增的 PRO 基因全序列与

GenBank中 PRO的 cDNA全序列 100 %相似 ,扩增 PRO

基因的干涉片段也与 GenBank中相对应的 PRO的 cD2
NA序列 100 %相似。说明所构建的两个载体都能达到

要求。

M.分子量标记DL2000 ;1～4.pOVER2PRO连接后的酶切鉴定。

M. DL2000 Marker ;1 - 4. Identification ligation of pOVER2PRO.

图 5　pOVER2PRO连接后的酶切鉴定

Fig. 5　Identification of ligation. of pOVER- PRO

M.分子量标记DL2000 ;1～3.假阳性克隆 ;4.阴性对照 ;

5～9.阳性克隆的 BamH I单酶切。

M. DL2000 Marker ;1 - 3. The fake recombination vectors ;

4. CK- ;5 - 9. Digestion with BamH I.

图 6　pRNAi2PRO两次都装载完的质粒用

BamH I单酶切检测

Fig. 6　BamH I digestion on the final recombination vectors

M.分子量标记DL2000 ;1～4 :PCR产物。

M. DL2000 Marker ;1 - 4. Results of PCR.

图 7　装载成功的 pOVER2PRO重组质粒在农杆菌中

稳定性的鉴定

Fig. 7　The success of the load pOVER2PRO

of the stability of the identification in Agrobacterium

2. 5　装载成功的重组质粒在农杆菌中的稳定性鉴定

序列成功装入由 ubi启动子驱动的水稻组成型

超表达和干涉表达载体中 (图 7 ,8) ,把构建好的组

成型超表达载体 (pOVER2PRO)和干涉载体 (pRNAi2
PRO)用 PCR方法扩增目的片段来检测在农杆菌中

的稳定性 , 结果表明 ,这两种不同的质粒 DNA都可

以扩出相应大小的片段 ,图 7显示扩出了 114 kb左

右的带 ,图 8显示扩出了 016 kb左右的带 ,都与目的

片段大小相符。说明质粒结构在农杆菌中保持稳

定 ,没有发生变异 ,可以用于植物的转化。稳定性将

已经鉴定好的农杆菌的菌液加上终浓度为 15 %的

甘油 ,置 - 75℃冰箱保存便于做植物转基因侵染用。

M.分子量标记 DL2000 ;1～4. PCR产物。

M. DL2000 Marker ; 1 - 4. Results of PCR.

图 8　装载成功的 pRNAi2PRO重组质粒

在农杆菌中稳定性的鉴定

Fig. 8　The success of the load pRNAi2PRO of the

stability of the identification in Agrobacterium

3　讨论

RNA干涉技术首先应用于线虫的基因组研究

中 ,体外或体内转录生成 dsRNA ,再用显微注射、浸

泡或喂养的方法导入线虫 ,目前已探索了几乎整个

线虫基因组的所有基因 (约 19 000 个) 。研究结果

表明 :其中 50 %～80 %序列选择有效 ,10 %的基因封

闭产生了明显的异常表型[15 ]。RNA干涉应用于果

蝇的基因组研究取得了满意的结果[16 ]。由于在植
物体中 ,不能通过简单的注射、浸泡等方法将 dsRNA

导入细胞 ,而植物转化中农杆菌介导法是常用的方

法 ,所以可以通过构建转化表达载体来利用 RNA干

涉。有研究表明 ,构建能转录出发夹结构的 dsRNA

的表达载体能高效引发 RNA干涉 ,获得一系列由弱

到强的突变体[17 - 20 ]。通常在同一启动子下连接目

的基因的相应正义片段和反义片段 ,在两片段间插

入一间隔区 ,就可实现在植物体中转录出发夹结构

的 dsRNA ,引发 RNA干涉。干涉技术是研究基因功

能最为有效的手段之一。组成型干涉技术已在功能

基因分析以及生物性状的分子改良方面被广泛应

用[21 ,22 ]。本试验采用 582 bp 的片段再加酶切位点

的 RNA 干涉片段 ,构建了 RNA 干涉载体并成功转

化农杆菌。

鉴定基因功能的另一个常用的方法是超表达或

称过量表达技术。有时通过 RNAi、反义 RNA技术

或插入失活等手段都不能产生表型的变异。其原因

可能是基因的功能冗余 ,从人类基因组、水稻、拟南

芥、线虫、小鼠、果蝇等一大批生物基因组的测序成

功及全基因组分析知道 ,基因组中存在着大量的功

能相同或相似的基因 ,某一功能冗余基因的突变 ,其

3期 田　华等 : 香稻 PRO基因的克隆及表达载体的构建 35　　　



作用可以被其他功能基因所替代 ,因此往往得不到

易于识别的表型特征[23 ,24 ]。在这种情况下 ,超表达

或过量表达技术提供了对基因功能进行鉴定的另一

种途径 ;即使基因功能缺失后有表型 ,应用超表达技

术也可以与之相验证[25 ]。在本研究中 ,我们利用超

表达技术将 PRO活性水平上调来研究相关的代谢

过程的变化。

应用 RNA干涉技术下调 PRO活性和超表达技

术上调 PRO的活性 ,进一步能从分子水平上深入探

讨 PRO在香稻 22AP形成中的作用机制 ,同时脯氨

酸是 PRO 的反应前提 ,而脯氨酸又是一个逆境指

标 ,借此从而研究在水分控制中脯氨酸代谢及相关

的酶和香稻 22AP之间的关系 ,探明水分对 22AP形

成的调控机理 ,探明 PRO与抗旱性的关系 ,初步研

究香稻 22AP形成的生理生化机制。为制定香稻浓

香优质的栽培措施提供理论依据和技术支持 ,提高

我国香米在国际市场的竞争力。
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