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提要 采用反转录一聚合酶链式反应方法(RT-PCR)，在人工 合成 的引物 引导下，扩增 出水稻矮墙 

病毒基因组第一片段 (s1)全长序列及第五 片殷的部分序列(s5Ⅲ)，将扩增的片段 分别 克 隆到克隆 

载体 pGEMTZf(+)及 pUC19的 Smal位点上．并进行 了序列测定 在此基础上，利用 PCR引入的 

方法将核酶序列引入到 s5Ⅲ片段反义链上以构成反义棱酶基因s5ⅢR．将 sl片段 5 端部分序列 

(S1．1)及 S5ⅢR基因克隆到植物表达载体 pROKⅡ上．构建成水稻转化载体 pROK．S1．1 及 pROK一 

一 种主要的病原。RDV属于植物呼肠孤病毒属，其基因组由 12个 dsRNA片段组成，目前已 

全部定序。其中，推测 RNA1可能编码病毒复制酶；RNA2，5编码外层外壳蛋 白，另有资料也 

认为 RNA5编码产物参与了病毒的复制；RNA8，9编码 内层外壳蛋白；RNA7编码核心蛋白； 

RNA4，6，10，11，12编码非结构蛋白 。 

抗病毒植物基因工程的发展为病毒病害的防治提供了一种新手段。目前应用较为普遍的 

策略有外壳蛋白基因、卫星 RNA、复制酶部分序列及核酶等，以上这些策略在双子叶植物抗病 

基因工程中进行了较为广泛的研究，转基因工程植株可获得程度不同的抗病性 。本研究将 

RDV中推测与复制酶基因有关的部分序列(S1．1)构建到植物表达载体 pROK1I上；另外我们 

又以S5部分序列(S5Ⅲ片段)作为核酶作用的底物分子，用PCR方法，将锤头型核酶序列引入 

S5片段中，由此构建成反义核酶基因．将构建好的反义核酶序列克隆到植物表达载体 pROK 

Ⅱ中构建成水稻转化载体 。 

材料与方法 

1 材科 

1．1 病毒样品 感病的水稻病叶由浙江省农科院病毒室陈声祥教授提供 ．．70℃保存 。 

1．2 菌株及有关质粒 大肠杆菌 E．coil 5 MC1022，植物表达载体 pSOKI1均 为本 实验 室提供 ；克隆载体 

pUC19，pGEM7Zf(+)购 自毕黄公司 

1．3 分子生物学试荆 eDNA合成试剂盒，4×dNTP购 自Boehringe~Marmheim公 司．TaqDNA聚合酶，限制 

性内切酶，修饰酶等购自Promega公司，T7 DNA聚合酶序列分析试剂盘购 自Pharmacia公司．同位素 s 

本文于 1995年 l1月 19 H收到．1996年 1月 29日修回 
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dATP，e_30P-dCTP为美国 Dupont公司产品，PCR引物 由本所技术室合成。 

2 方法 

2 1 病毒的分离和病毒 RNA的纯化 病毒的分离参照我们以前的方法_1 ，将水稻病叶加磷魏缓冲禳 

(0 1 mol／L NazHPO,，pH7 2)，匀浆后用四层纱布过滤，滤液加四氰化碳抽 提，PEG-6000沉 淀，差速和蔗糖 

梯度超速离心后，以 10nm~l／LTris-Cl(pH8 0)悬浮纯化病 毒，4℃保存 ，提纯的病 毒加蛋白酶 K，37℃保温 

30min后，丹别用酚，酚 ：氯仿，氯仿各抽 提 1攻，无水乙醇沉淀病毒 RNA，抽干备用 。 

2 2 病毒 cDNA的合成及 PCR扩增 引物经磷酸化处理后即可用于 eDNA的合成和 PCR扩增 取适量的 

病毒总 RNA，经煮沸变性后加入适当的引物及反转录酶合成第一链 eDNA。其反应条件为 RDV RNA 2 ug， 

50mmol／LTris-CI(pH8．3)，75mind／LK(31，10mm0 L Drn ，3mind／LMga2，500 r砌 ol／L dNTPs，100I1g 

引物，500单位 MMLV-RTase，总体积为 20 ，37℃保温 1 h。为扩增 eDNA，取 5 第 一链 eDNA产物经 过 

30个 PCR循环，加入引物各 10pmoUL。每一循环包括94℃变性 1rain，54℃复性 30 S，72℃延伸1 5rain，用 

1％琼脂糖凝腔电泳检测扩增产物并以低熔点腔回收扩增片段。 

2．3 PRC产物的克隆及序列分析 克隆载体 pUC19，pGEM7Zf(+)以Swaa[切成平端，载体与扩增产物的连 

接、转化参照我们以前的方法_1 。挑选白色克隆小量碱法提取质粒，经电泳及适当的限制性内切酶酶切，筛 

选鉴定重组克隆，随后 以煮沸法提取质粒，以17DNA聚合酶序列分折试剂盒直接进行序列分析 。 

2．4 反义核酶序列的弓}入 利用 PCR引入法将具有锤头状核酶序列引入s5Ⅲ反义链的方法见图1。 

7日 墨墼卅 。 916 l HllI 
■一 FW - · A1 

o[：] A2 

pUC19一$5111 

I 

S5III-R2 tt~ll 

S51 1IR 

pGEM -SSIIIR 

圉 1 S5Ⅲ反义桉酶序列时引^。FW．Ml3／puc通用 I物；RP．pUC反相引物。EI，EooRl；Hl，Hind ；所示序列为 

核酶保守序列。 

Rg 1 Insertion of fibozyme~ uence into S5Ⅲ fragment．Fw，M13／pUC unlve~ l forward primer；RP，pUC 

面 m％ E1．E∞RI，HⅢ，Hindm 

R 
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选择 S5Ⅲ第 1670～1672 Ili：处的 GUC位点作为靶位点，设计覆盖全长核酶序列的两个 引物：A1：5"-GTGAG． 

GACG ATTCGAAAAGG-3 (与 M13／pUC通用正 向引物配合 引导合成 包含核酶 5 端部 

分序列 S5Ⅲ一R1)；A2：5'-GGTCTCATCAGGTTGGAGAGACTATGGATATAG-3 (与 pUC反 向引物配合 引导 

合 成包含核酶 3 端部分序列的片段 S5Ⅲ．R2)。在 A1与 M13／pUC通用正向引物以厦 A2与 pUC反 向引物引 

导下，PCR合成 S5Ⅲ．R1，S5皿．R2。将 S5皿．R1，S5皿．R2分别用 EcoRI和 H[nd~酶解后，以低熔点琼脂糖凝 

歧 电泳回收并克隆到 pGEM7Zf(+)上，筛选得到重组克隆 r,GEM．S5皿R，进行序列分折。 

2 5 含反义核酶基因及复制酶基 因的水稻表达载体的构建 将 目的基 因以适当内切酶消解后，以低熔点琼 

脂糖凝歧 回收，与 pROK11载体连接，转化 MC1022感受态细胞，筛选重组克隆。 

结果与讨论 

1 RDV S1片段的克隆 

RDV S1全长片段合成及克隆策略见图 2。根据 已发表的 日本株系 RDV S1全序列 。 
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图2 疆盖全长 s1序列 eDNA克隆镶略 

F 2 Stoateg)"for c~ning full size S1 segm舯  

合成了三对引物：Pl，5'-AGGTCGACGTGCCTGGACTTGATTCGTC-3 ；P2，5'-TCTGGATC— 

CC~CCCAGAT-3 (P1和 P2扩增出 sl第 1～1518 lit片段，sl—1)。P3，5'-ATCT~ G— 

GATCCAGA一3 ；P4，5'-GGGTGGcGGATAGTArr，rcA．3 (P3，P4扩增出s1第 1519～2999lit 

片 段， S1—2)。 P5， 5"-ACCTCAGTAATTGCTCCA。3 ； P6， 5'-CTAGATCTGATCG· 
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GCTGATTAACCTAT一3 (P5，P6扩增出 S1第 3000--4423i2t片段，S1．3)。以纯化的 RDV总 

RNA为模板，在 P1，P6引物的引导下，经反转录合成 ：DNA第一链，以此作模板，分别在三对 

引物的引导下经 PCR扩增出特异的 s1．1，s1．2和 s1．3片段。PCR扩增结果见图 3。将 PCR 

产物克隆于 pGEM7Zf(+)载体上，得重组克隆 pGEM7Z．s1．1。pGEM7Z．S1-2，pGEM7Z．S1—3。 

重组克隆酶切图谱见图 4，5。 

图 3 s1 1，s1 2，sI 3 PCR产物电诛囝谱 

Fig 3 Electrophoresls ana sis of PCR products(S1．1．s1 2．s1 3)^ s1-3；B，s1-2；C，s1-1；B．Marker：Sppl—EcQR! 

图 4 pGEMTZ-S1．1．pGEMTZ-SI一2酶切图谱分析 

Fig 4 R~trictioa anaNsis of pGEM7Z S1 1 a力d pGEM7Z-s1-2 A．pGEM&z—SI—l：EcoRI；B．pGEM&Z-SI一1：BamH1}C． 

~3EM＆ 7．-S1 2：Ecx：,Rl；C．M arker：lkb ladder；E．pGEM7Z S1．2：HindⅢ +Xbal 

图 5 pGEM7Z s1．3酶切图谱分析 

Fig．5 Restriction analysis of pGEM7Z-Sl 3 

A．Kpnl}B．HindⅢ；C，Marker：Ikbladder；D：EcoRI十Sad；E．BamHI 

图 6 s5ⅢRI．s5Ⅲ．R2 PCR产物电泳图谱 

F 6 E／ectmphoresis~mlFsis of FCR plod咖 ：s5Ⅲ．R1 and Ⅲ+P,2．A， Ⅲ一R1 B s5Ⅲ-P,2；B．Marker：pBR322／一Kae[~ 

2 s5邮分序列扩增、克隆和序列分析 

根据已发表的 日本株系 RDV s5序列，人工合成一对引物 ：P1，5 一TcGGcTGGc1 AT— 

GCTAA-3 (与 s5片段 5 端 1578～1598 lit序列相同)，P2，5'-GCGTATTAGAGTGGTGAA-3 

(与 s5片段 5 端 1899--1916 nt序列互补)。以 RDV总 RNA为模板 ，在引物 Pl，P2引导下， 

经 PCR扩增出特异的 S5Ⅲ片段，片段大小为 338 bp，位于 S5距 5 端 1578--1916 nt的部分序 
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列。将 PCR产物克隆于 pUC19的 SmaI位点上，获得重组质粒 pUC19一S5nl，序列分析鉴定所 

获得的 s5Ⅲ片段。 

3 反义核酶序列的引人及表达载体的构建 

选择 s5Ⅲ片段中位于 1670～1672 nt处的 GUC位点作为锤头型核酶特异切割靶分子的 

识别位点，按 图 l所示的步骤 以 pUC19一s5Ⅲ为模板扩增 出含核酶序列的 S5Ⅲ一Rl，S5Ⅲ一R2 

两片段，PCR扩增产物见图 6，将 S5Ⅲ一R1，S5Ⅲ．R2分别用 EcoRI，HindⅢ酶解后克隆到载体 

pGEM7Zf(+)上，筛选得到重组克隆 pGEM S5 nlR。经序列分析验证，核酶序列 已引入到 S5 

Ⅲ片段中。由于此法扩增得到的含核酶序列的基因，在核酶活性保守区两边与靶分子配对的 

侧翼序列很长，5 端为 90 nt，3 端为 248 Tit，这一长的互补序列同时又起到反义 RNA的作用， 

因此，引入了核酶序列的基因被称为反义核酶基因。将该重组序列克隆用 XbaI和 SacI酶切 

后补平，与 pROKⅡ(SmaD连接、转化、筛选得到重组克隆 pROKII—S5 nlR，这里，S5ⅢR的插 

入方向与 pROKII上的 35S启动子的转录方向相反(图 7A)。 

4 RDV复制酶部分序列的表达载体的构建 

将 pGEMtS1．1进行序列分析确证后．合成一个含终止密码子引物 P2 ，P2 除含一终止密 

码子外，其他与 P2引物相 同：5'-TCTGGATCCGccOcAGATTAGAT一3 。利用 Pl和 P2 扩增 

出与 s1—1相同大小的片段 s1—1 (含终止密码子)。将 S1—1克隆于 pGEMTZK+)上 ，序列分析 

后将 S1—1 克睦到植物表达载体 pROKII上，得到重组克隆 pROKII—S1一l (图 7B)。 

B． 

5'-GGGACGTTTCG'ITTCGTCCTCACGG 

图 7 植物表达蓑悼 pROKⅡ SS~R(A)和 pROKⅡ-S1一l。(B) 

Fig 7 Plant e ⋯ ved pROKⅡ-s5[~R(A)and pROK II-S1一I (B) 

一 
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Construction of Rice Expression Vectors Including Antisense Ribozyme 

and Partial Sequence of Replicase from Rice Dwarf Virus 

W ang Suyan Sheng Gang Liu W eiping Yie Yin Tine Po 

(Institute ofMicrobiology．CAS，Beijing 100080) 

The wh0le sequence of RDV Sl fragment and partial sequence(S5Ⅲ)of RDV S5 fragment 

were synthesized and amplified by the method of reversed transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR)．Each amplified product w~：is then cloned into pGEM7Zf(+)or pUC19 at the SmaI 

site．and sequenced．Based on these results。a hammer-head ribozyme sequence wss introduced into 

antisense chainof S5m fragmentto cor~truet ant~ense ribozyme gene S5mR．Ricetransformation 

vector pROK-S1—1 and oROK．S5ⅢR were constructed by inserting S5mR gene and 5'-end se— 

quence of S1 fragment(S1—1 )into plant expression vector pROK 1I． 

Key words RDV，Anti—sense ribozyme，Replicase gene，Rice expression vector 
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