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提要 用基因棺法将古有RDV第五片段反义棱酵序列基因的植物表达载体 pROKI[转化水稻幼 

胚，在 G418存在的条件下。约 2～3十 月可筛选出抗性 童伤，转^分化培养基 中培养可分化出幼 

苗。经 Soathem杂交法拉浏为阳性的水稻幼苗进行抗病性测定显示，转 RDV反义核酵基因的水 

稻植株对 RDV的复制和定状有显著抑制作用。‘转基因植株发病鞍轻，并蕾部分结实，面对照植株 

剐明显矮化且大多不良抽穗 

关键词 变塑璧星瘟垂，墨墨茎醴 E旦：茎苎里查塑-抻制病毒复制 r<̂／ ． 

水稻普通矮缩病是 由黑尾叶蝉(№坤 f z妇 cincticeps)传播的病毒病害．此病普遍分布于 

我国南方地区，能造成水稻严重减产．其病原为水稻矮缩病毒(rice dwarf virus．RDv)。RDV 

属于植物呼肠孤病毒属(plant reovLrus)的第一亚属。病毒可在传毒介休 叶蝉休 内复制，并随 

叶蝉卵传给后代lI1。RDV属双链 RNA病毒．基因组包含 12条 dsRNA片段。我们针对 RDV 

s5的核酶攻击位点．将一锤头型核酶引入 SSIII反义链上，柑建成反义核酶基因 SSIIIR。将 

S5IIIR插入植物表达载体 pROKII，用基因枪法转化水稻幼胚 ．用 G418进行选择培养。从抗 

性禽伤中分化出幼苗，转化植株对 RDV的复制和症状发生有显著抑制作用。 

材料和方法 

1 材料和试剂 

1．1 水稻 转化用承稻以安徽地方水稻品种(0b翻 sati~a L)为材料，水稻幼藿采自中国农业科学院品资 

所承稻组同室。病毒鬟殖用水稻品种为台中本地 1号。 

1 2 病 毒 为水稻矮绾病毒按攥分离物。 

1．3 试 荆 分 子生物学 实验所 用的 cDNA合成试剂盒，4×dNTP及 随机引物 合成试 荆翦 自 Boo．hlJl~er 

Mannheim公司。PCR扩增用的 Taq酵、限制性内切酵、修饰酵均翦 自Promega公司和华美生物工程公司。 

反转录酵 M—MLV—RTase购 自BRL公司，PCR引物 由丰所技术室合成。 

2 方法 

2．1 未成熟胚培养 将开花后 15d的水稻幼穗，iI去颖壳，幼搬种子用自来水磊洗干净。用 70％乙醇授泡 2 

min，后用 0．1％升汞灭菌 15~20mhl，再用无菌水磊洗 4童 ，共约 20--30rain。在无茁条件下将幼旺弱出。盾 

车文于 1995~ 12月 11日收爿 ．1996年 3月4日謦回 
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片朝上放入固体培养基中(N6基本培养基，2．4一D 2 mg／L．3％ 蔗糖，0．7％琼脂．pH5．7高压灭菌)．暗处培 

养 2～3d备甩 

2．2 质垃掏建 利用 PCR引入法将具有锤头状棱爵序列引入 $5111反义链 ．将该重组克隆用 Xbal和 Sacl酶 

切后以低熔点琼脂塘凝胶回收．与经同种内切酶处理的 pROKI[载体连接。转化 MC1022癌受态细胞．筛选得 

到重组克隆 pROKIt—S5tttR(见王苏燕等)【2J。 

2．3 基因枪转化 奉研究所用基因枪为中目科学院生物物理研究所研崩的高压放电基因枪。轰击前将幼胚 

放入 6 ctn的培养皿中。在 50m 的鸨 粉溶藏 中(60m mL)依次加入 5 pL质粒 DNA(I L)，50 ，2．5 

mot／LCaCh和20 0．1mol+／L亚精胺．混旋2～3 n6a．睁置 1min．离心沉淀钨粉及 DNA．弃去上请．沉淀分 

用 70％，100％乙醇冼潦，最后用 48 L100％乙醇悬泽扰淀。每次取此最泽藏 6 L放在载体中央．干爆后 

即可进行轰击 样品室高度 为6∞ ．电压 7—8KV ．真空虚 一0．095 每皿轰击 1—2枪 ，以上操作均在无菌 

条件下进行。 

2．4 转化体筛选及植株再生 将基因枪轰击的幼胚放在嗣体培养基暗中培养．25℃，约 1～2局后，转入古 

有G418(20．mg／mL)的嗣体培养基中．继续培养，并莲渐增加G418的维虚(4O ug／mL)。将筛选出的抗性蠢估 

转入分化培养基(N6基本培养基，BAt+2～3-n L'NAA20 L．3％蔗糖．0．7％琼脂．pH5．7．高压灭菌)中培 

养。约一个月后可分化得列绿芽．将小茅转至不古激素的 N6基本培养基中促其生根。 

2 5 分子生物学检测 待转化苗长至2～3片叶时，取适量叶片进行分子生物学检潮，采用异硫氰酿■法提 

取转基因水稻的总RN ，并以此 RNA为模扳加入反转录酶和引物．合成 cDNA第一链，5 端引物为 5 一 

TCG．GCT．GGC，下rA．113cI1-从 一3 ，3 靖引物为 5 一C,CG．1 r．1-AG．AGT．GAA一3 。其反应条件 为：50 

Ⅱ1md，L"Iris—CI{pH8．3)，75mmot／LKa，10mmo1．／LD r'3n．nd／LMg0：．500．．md／LdNn 3 及 5 引物 

各 100ng，500uM—MLV—RTase(BRL) 整个反应体积 为 20 反应在 37℃保强 t．5 为扩增e．DIqAl取 

10 第一链 eDNA产物加入上述3 及 5 引物各 100 pmd／L．进行 PCR扩增．共 30十循环，每一循环包括94 

℃交性 305．52℃复性3o s．72℃延伸 1mitt+PCR结果用 1％璩脂塘凝胶电抹检测。将部分分离 PCR产物的 

琼脂糖胶进行Sc~thern转印uJ，以从 pGmm- 19 R(古引入反义核酶的S5片段部分序列的重组克匿)上 

Xhal与 Sacl酶切下的 S5IIIR片段为模板，使用随机引物标记法合成撵针(反应条件见试剂盘操作指南)．变 

住的探针 与转 印好的犍窿在 65℃杂交 24 h，按常规方法铣膜压片Ⅱl。 

2：6 抗病性潮定 将分子检测阳性及根系生长健壮的转基因幼苗移栽至小盐于置室中培养，约 2～3局后进 

行攻毒实验 供试毒源为置室保存的承稻矮翁病毒橙撰分离物(RDV—SX)，繁殖用 承稻品种 为台中本地 1 

号(TN一1)。供试介体昆虫 为人工饲养的无毒黑尾叶蝉群件，饲养甩承稻品种为 "IN一1。将无毒蒹尾 叶蝉 

的2～3特幼虫吸转刭RDV病株上饲毒．2d后将其转移到 "IN一1健苗上饲养，待其通过循回期后备用。采 

用3虫单苗单管方法接种，即在每只试管内放入 1棵转基因水稻苗．转入上述 3只蒹尾叶蝉，让其接种取食2 

d，同种方法处理非转基因对照植株．并用苗龄为 14d的TN一1为对照。将接种过的稻苗在强室中隔离种植， 

理察症状出理时阄和症状表理。 

2．7 病毒音量的ELISA测定 分捌取接种后24 d．48 d．72d所有供试植物的步量根、茎和叶，进行ELISA检 

测。方法为 A蛋白酶联免疫吸附法HJ。 

结 果 

1 水稻幼胚的基因枪转化及再生 

承稻幼胚在固体培养基中培养2--3 d后，即可膨大并长出小的胚根。基因枪轰击后培养 

l周即出现浅黄色愈伤组织，将其转移到选择培养基中进行筛选。选择培养 2周后约有 5O～ 

60％的幼肛产生抗性愈伤。在提高 C,418含量的基础上．这些抗性愈伤继续增殖(图 1)。在幼 

胚转化后约5～6周左右．将抗性愈伤转入分化培养基中进行光照培养，一个月后可分化出许 
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多小绿点，从这些绿点中可长出小绿苗(图 2)。 

图 1 盎捧培养4周后的木稿抗性●伤 

F-嗄 1 Resistant衄ni 0f rice a,fmr 

4 weeks sdeeth,e calu~  

2 转基因植株的 Soathera检测 

圈 2 分化培养 1—2十月后从承稻抗性囊伤中分化出的小晕苗 

Fig 2 Phntlet m击 fix,m n n cam of after 

1—2 mmathK 击 衄 t cdrare 

取转基因再生的水稻幼苗叶片 0．2 g匀浆后提取总 RNA,反转录为 eDNA第一链．以此 
寰 1 

Table 1 Sympt删 and fertiliti~ ofⅡm g叫 c rice plants and 眦 d  

注{对照 1—3为组培苗．对照 4--6为 TN 1。 帕【e：嘣IⅡd1—3：~,Jlt~ed plant，~ trol 4--6："IN一1 
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围 3 转化 求稻植 株 中 s5lⅧ 基 因转 录产物 幢舅 ：PCR扩增 样 品的 Southern 杂 交 图谱 。3、6、11、15、32为宴警 材 

料编号．C一为阴性对照，c’为阳性 对照。 

F 3 Det~-minatlon tr卸 p od1．ctldSSIIIR tm~genleme 嗍 ．sou bh 蚰岫  RT一 

唧  ．3、6’1I、15、32：No of e mateti~ C’：negative control，C ： contml 

图 4 转化水稻植株及对 照的发病及结实情况差异 左 ：对照；右 ：转基因水稻植株a 

4 EMfe'~mced symptc~n andfeftillty between m c rice pI帅b and ccmt~ ，left：conurol；~ght：u"mmgenic rice 
‘  

b  

为横板进行 PCR扩增，引物为人工合成的与 Ⅲ片段 5 和 3 端互补序列。将部分 PCR产物 

电泳分离后，进行 Southern转印，取含反义核酶的酶切克隆片段以睫机引物法台成探针，进行 

Southem杂交，杂交结果证明有5株水稻苗表现阳性结果(图3)，说明构建的反义核酶基因已 

在转基因水稻植株中表达。 

3 转基因植株对 RDV的抗性 

所筛选出的转基因植株抗病毒检测结果见表 1。从表中可以看出，转化体在接种 RDV 后， 

其潜育期比对照长 2～7 d，株高较对照高 50％以上，症状显著减轻，白色条点较少，大部分可 

以结实。而对照植株明显矮化(图4)，症状较重，白色条点多，不抽穗，或少量抽穗不饱满。 

4 转基因植抹内病毒含量的变他 

攻毒后不同时间转基因植株及对照植株内病毒含量经 ELISA检测发现，转化植株中病毒 

相对含量较对照低，茎和根中病毒含量相当对照的 I9～85％。接种后 72 d，叶中的病毒含量 

明显降低至对照的17~44％(表2)。 
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衰 2 

Ta e 2 

辖 pROKI!一85111R木稻爰对晨檀株内病毒含量比较 iELISA位 ) 

(_棚 口ar目∞ of virus actaunula6on between trara~enic plltnt5 and~ trol 

(ELISA “ d 口g) 

洼：对黑为三株未转化组堵苗蔫量平均值 

e：dk：~erage re$c1~ of 3 umr~ ormvd plltnl$；TF：n n bm ed plants 

-：0D =病椿 OD柚1一健株0D柚1；健椿 OD =0 155；空白OD埘 =0 004 

f：0o秭 il,,oeulated pLmt ， health plantODe~$health p]ltItt0D_ 0 155；blank‰  0 0I)4 

讨 论 

近几年来在禾本科植物中利用未成熟胚进行基因枪转化逐渐被众多的研 究者所采用．并 

逐渐代替了原生质体和悬浮培养系统的发育进行的转化方法 J 幼胚转化再生能力强，转化 

效率高．周期短，用悬浮细胞转化方法从诱导愈伤至再生出转化幼苗需要大约一年时间I6J，而 

我们用承稻幼胚进行转化，从幼胚培养至分化出转化幼苗 ，q需 2～3个月的时间，大大缩短了 

周期，并有可能减少在组织培养中产生的体细胞变异的可能性。 

自从 1986年美国华盛顿大学 R Beachy[~1等通过植物基因工程技术，首次将烟草花叶病 

毒(TMv)cP基因转入烟草培育出能稳定遗传的抗病毒工程植物，抗病毒的植物基因工程成 
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为近年来迅速发展的一个领域。目前在这一钡域的研究不外乎通过病毒的外壳蛋 白基、卫星 

RNA基因、反义 RNA与病毒复制相关基因的部分序列等⋯。RDV作为一种植物呼肠孤病 

毒，为双链 RNA病毒．组份多．基因组包含 l2条 dsRNA片段，生活周期相当复杂。利用反义 

核酶 RNA策略在水稻中是一种新的尝试。转化 的水稻幼苗经分子生物学检测证实 了针对 

RDV S5的反义核酶基因已在水稻中表达。抗病性检测发现，转基因植株在接种 RDV后，潜 

育期比对照要长，植株较高，症状较轻，大部分可以结实。而对照则症状较重，不结实或少量结 

实并且耔粒不饱满。另外．在接种 RDV后不同时间分别对转基因水稻及对 照进行病毒含量 

的检测，也发现前者体内的病毒含量较低．后者则较高。 

致谢 本工作承中国科学院生物物理所姚山麟、刘仲岚先生提供基因枪使用技术方 面的大力 

帮助，特此致谢。 
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Inhibition of Replication of Rice Dwarf Virus in Transgenic 

Rice Plant Expressing Antisense Rilmzyme gene 

YaIlgW ending W ang Suyan LiuW eiping Yie Yin Tien Po 

(InstituteofMicrobiology ，ChineseAcademy ofSciences，Beijing tO0080) 

Wu Zujian XieLianhm 

(Institute ofPlant Virology，Fujian Agricultural University，Fuzhou 350002) 

Th plant expre~ssion vector pROKII containing anti．sense rihozyme gene of rice dwarf virus 

(RDV)S5 was transferred to rice immature embryo by mieroprojeetiie bombardment．The~es／s 

taI1t calliwe~'eobtainedinthepresenceof G418．Twoorthreemontkslate1"these calli could difief- 

entiate to shoot after tran8fefred to d珊eremial medium．The transformation of the regenerated 

rice plan t was confirmed by S0uthern blot．Tratmgenie ph．ts were inoculated with viml Ils 

leMhopper(Nephotetti．r cincticeps)to determinetheirRDV resistance．The results showed that 

theinfectionofRDV Was not prevented ，butthe symptormsweremilderthan contro1
． M ost ofthe 

transgenie rice phntswerefertilewhilethe controlwas not．In orde~to assaythe RDV replica— 

tion,virus ocmcentration Was deteeted by EU SA．TIle resul~ indicau~i that the replication of RDV 

in transgenic plants Was obviously inhihited 

Key words RDV。Am isense ribozyme gene ，Transgenic rice，Inhibition of replication  of RDV 
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