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� � 摘要:短柄二叶草作为一种新型的模式植物,已成为当前研究热点。其具有基因组小、生长周期短、生存环境简单和容易人

工转化等重要生理和遗传特性,被认为是一种潜力巨大的人类研究能源和粮食作物的重要模式植物。SGT1和 RAR1基因是高度

保守的并与植物抗病功能紧密相关的重要基因。本文采用 Gatew ay克隆技术构建了 SGT1和 RAR1的基因沉默表达载体。阳性

克隆载体经 PCR、酶切和测序鉴定。为进一步研究 SGT1和 RAR1互作蛋白及其功能,采用该克隆技术将基因 cDNA全长克隆至

串联亲和纯化蛋白表达载体 pEar leyGate205中,为纯化 SGT1和 RAR1及其互作蛋白提供了基础。正确的阳性克隆载体经农杆菌

介导转化至短柄二叶草 Bd21获得转化株, 以期进一步研究 SGT1和 RAR1基因及蛋白互作对于短柄二叶草抗病功能的影响。
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� � Abstract: B rachypod ium distachyon, wh ich characters show a small genome size, a short lifecyc le, simp le cu lti�
va tion cond ition, and h igh transformation effic ien,t is one o fmost popularmode l plants recently. TheSGT1 andRAR1

genes are pretty important and w e ll conserved genes related the plant resistant disease function. RNA interference

( RNA i) is an excellent andm ajorm ethod to study the genes�function of p lants now adays. In this paper, w e used the
new pow erfu l c loning system ca lled Gatew ay C lon ing to generate the h igh�throughout inducible RNA i gene silence
vectors for these tw o important d isease related genes inBrachypodium distachyon. Gatew ay C lon ing system is a t ime�
sav ing, easy to operating, and high efficientmo lecu lar clon ing technology. It conc luded tw o steps wh ich called BP re�
action and LR reaction respectively. A t the same t ime, w e a lso used the Gatew ay C lon ing to generate the prote in

TAP�tag fusion vectors wh ich can be used for the study of the purif ication theSGT1 andRAR1 prote ins and the ir in�
teract ive proteins in this new model plantBrachypodium d istachyon. F inallyw e used the system Agrobacterium �m edi�
ated transformation system ( ATMT ) to transform these RNA i and TAP�tag fusion vectors into B rachypodium d is�
tachyon genetypeBd21, and got theRNA iTAP�tag fusion p lant transform ants wh ich can be used for further study ing
the funct ion of these tw o genes re lated d isease resistance inB rachypod ium distachyon in future.
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� � 短柄二叶草 ( B rachypodium d istachyon )属于早熟禾亚科,广泛分布于地中海和中东地区, 作为一种新型
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的模式植物, 是当前研究热点
[ 1]
。它在个体形态、

生长条件、生长周期、染色体数目、基因组大小、遗传

转化、物理图谱等诸多方面具有独特优势,同时与禾

本科作物尤其是小麦等早熟禾亚科作物具有许多共

性,如穗型、颖果、病原菌 (稻瘟菌、赤霉菌等 )、种子

数量多等
[ 2�5]
。因此, 短柄二叶草对于研究能源与

粮食作物具有十分重要的参考价值。植物抗病性是

植物研究中的一个重要方面, 病害是造成农作物产

量减少和品质降低主要原因之一。SGT1和 RAR1是

与植物抗病相关的重要基因,在由抗性基因 (R基因 )

介导的植物抵抗细菌、真菌和病毒等重要病原菌中扮

演重要角色
[ 6�8]
。然而,有些植物的 SGT1和 RAR1基

因并不参与其 R基因介导的抗病反应
[ 9�10]
。RNA介

导的基因沉默 ( RNA i)作为一项新兴基因克隆体系,

对于研究植物基因功能提供了诱人途径,具有广泛的

应用前景
[ 11]
。本文通过 Gatew ay克隆体系构建了短

柄二叶草 SGT1和 RAR1基因的 RNA i和 TAP�tag表
达载体,以期为更好地研究这些基因在植物抗病性中

表达调控和基因功能奠定基础。

1� 材料与方法

1�1� 材料
短柄二叶草 Bd21 (该基因型于 2010年被进行

全基因组测序 )种子由美国农业部 ( USDA )专家

John V ogel博士惠赠。质粒 pDONR221购自美国

Inv itrogen公司。植物高通量基因沉默表达质粒

pOpOff1( HPH )由澳大利亚 CSIRO植物公司 Chr is

He lliw ell博士惠赠。蛋白串联亲和纯化 TAP�tag表
达质粒 pEarleygate205由美国 Ke ithW. E arley博士

惠赠。大肠杆菌 X�b lue由本实验室保存。
1�2� 试剂

Gatew ay BP C lonase
TM
II EnzymeM ix、Gatew ay LR

C lonase
TM
II Enzyme M ix、DNA marker以及 DNA聚

合酶购自美国 Invitrogen公司; 凝胶回收试剂盒、总

RNA提取试剂盒购自 Q iagen公司; 限制性内切酶

A flII、EcorV、XhoI、SpeI、XbaI和 KpnI购自 B io lab公

司。PCR引物由美国 IDT公司合成。

1�3� 反转录 PCR(RT�PCR)

短柄二叶草 RNA的提取根据总 RNA提取试剂

盒 ( RNA Iso lation System K it)操作说明书进行。

SGT1和 RAR1基因分别用以下寡核苷酸引物进行

扩增 P1: 5��atggccgccgccgccgcg tcg�3�; P2: 5��ttaatactc�
ccacttcttcagttc�3�( SGT1 基因 )。 P3: 5��atgtcggcggag�
acggagaag�3�; P4: 5��tcacaccgcatcagcgttgtgcca�3�( RAR1

基因 )。扩增条件: 95∀ 3m in 预变性; 94∀ 45s,

54∀ 45s, 68∀ 2m in, 33个循环; 68∀ 10m in。

1�4� H igh�throughout基因沉默载体的构建过程

1�4�1� ihpRNAi载体目的片段的 PCR扩增 � 利用

反转录 PCR获得的 SGT1和 RAR1基因 cDNA序列做

模板, 用以下引物扩增目的片段: P5: 5 '�GGGGA�
CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC tgtcgacgatgattt�
cgagc�3�, P6: 5��GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT�
GGGTCagggacctttggtttaccgct�3�(扩增部分 SGT1基因片

段, 720bp) ; P7: 5��GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAG�
CAGGCTTC tgcgacgccatattcaccagcga�3�, P8: 5��GGG�
GACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC tgccacccctttgt�
gcatggaggt�3�(扩增部分 RAR1基因片段, 620bp)。下

划线部分为 attB位点。扩增条件: 95∀ 3m in预变性;

94∀ 45s, 58∀ 45s, 68∀ 1m in, 32个循环; 68∀ 10m in。

1�4�2� BP与 LR反应 � 利用扩增 SGT1 和 RAR1

目的基因 cDNA片段为模板进行 PCR,利用此 PCR

产物与质粒 pDONR221 进行 BP 反应。 BP 体系

( 10� l)为:纯化后的 PCR产物 4� ,l pDONR221质粒

1� ,l TE buffer( pH 8�0) 3� ,l轻轻混匀后加入 Gatew ay

BP C lonase
TM
II EnzymeM ix 2� ,l室温下反应 2h。反

应后的体系电击转化大肠杆菌 X�blue感受态细胞,
37∀ 过夜培养。从 LB平板上 ( Kan

+
抗性 )挑取单

菌落进行 PCR、酶切和测序鉴定正确的 pEntry�c lone
质粒,该质粒含有目的基因的部分 cDNA片段。利

用该 pEntry�c lone质粒与表达载体 pOpO ff2 (HPH )

进一步进行 LR反应。 LR体系 ( 10� l)为: pEntry�
clone质粒 1� ,l pOpO ff2( HPH )质粒 1� ,l TE buffer

( pH8�0) 6� ,l轻轻混匀后加入 Gatew ay LR C lonase
TM

II EnzymeM ix 2� ,l室温下反应 16h。将 LR反应后

的体系再次转化大肠杆菌 X�blue感受态细胞, 37∀
过夜培养,从 LB平板上 ( spec

+
抗性 )挑取单菌落进

行 PCR、质粒酶切确认载体构建的准确性。

1�4�3� 基因沉默载体的构建示意图 � 具体构建方
案见图 1。

1�5� TAP�tag蛋白纯化载体构建
1�5�1� TAP�tag蛋白纯化载体目的片段的 PCR扩

增 � 利用反转录 PCR获得的 SGT1和 RAR1基因 cD�
NA序列做模板, 用以下引物扩增目的片段: P9: 5��
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCatggc�
cgccgccgccgcgtcg�3�; P10: 5��GGGGACCACTTTGTACA�
AGAAAGCTGGGTCatactcccacttcttcagttc�3�(全长 SGT1

基因片段, 1122bp ) ; P11: 5��GGGGACAAGTTTGTA�
CAAAAAAGCAGGCTTCatgtcggcggagacggagaag�3�; P12:
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5��GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCcaccg�
catcagcg ttgtgcca�3�(全长 RAR1基因片段, 684bp)。下划

线部分为 attB位点。扩增条件: 95∀ 3m in预变性; 94∀

45s, 58∀ 45s, 68∀ 2m in, 32个循环; 68∀ 10m in。

图 1� 基因高通效沉默载体的构建示意图

F ig� 1� Outline of the use of pOpOff2(HPH )

vector for the RNA i gene silencing

� � Target genes w ith the attB1 and attB2 s ites included into th e PCR

prim ers. Th is PCR product then is inserted into the PDONR221 vector by

recomb inat ion betw een attB1 /attB2 and attP1 /attP2m ed iated through BP

C lonase to yield an interm ed iate clon e. The target gene fragm en t from the

in term ed iate clone is then inserted in to th e pOpO ff2 (H PH ) vector th rough

recomb inat ion betw een at tL1 /at tL2 and attR1 /attR2 w h ich m ediated by

the LR C lonase. Once th e con struct is expressed in plants through the

p lan t tran sform ation a hairpin RNA ( hpRNA )w ith the in tron sp liced out is

produced

1�5�2� TAP�tag蛋白纯化载体的构建 � 载体构建

过程与基因沉默载体构建相似, 参见 1�4�2。此
pEarlyG ate 205为串联亲和纯化蛋白高效表达载

体
[ 12]
,其载体图谱如下 (图 2)。筛选阳性克隆时,

均用 LB平板 ( kan
+
抗性 )筛选。

图 2� TAP�tag Gateway克隆载体 pEarleygate205图谱

F ig� 2� M ap of TAP�tag Gateway C loning vector

pEarleygate 205

1�6� 目标载体的鉴定
1�6�1� 中间载体的鉴定 � SGT1和 RAR1基因沉默

和蛋白纯化的中间载体 ( pEntry�clone)克隆首先经
过 PCR扩增筛选, 筛选引物为 P13#5��AAACGACG�
GCCAGTCTTAA�3�; P14: 5��TGCCAGGAAACAGCT�
ATGA�3�(该筛选引物位于 pDONR221)。并进一步

对经 PCR确认正确的克隆进行酶切和测序分析。

限制性内切酶分别为 A fl II和 EcorV。测序引物分

别为: M 13 F: 5��GTAAAACGACGGCCAG�3�, M 13 R:
5��CAGGAAACAGCTATGAC�3�。
1�6�2� 表达载体的鉴定 � 基因沉默表达载体由于

需确保得到正确的目的基因反向重复结构, 本文采

用单引物 PCR筛选法, SGT1用单引物 P15: 5��AG�
GACAAAGAGGATGGTGC�3�; RAR1 用单引物 P16:

5��CCATATTCACCAGCGACGACAA�3�进行筛选。蛋
白纯化载体由于不具有基因反向重复结构, 故筛选

引物设计为: P17: 5��CCGACAGTGGTCCCAAAGA�
3�; P18: 5��GGATGAAGGCGTTTCGTTG�3�(该筛选引
物位于 pEarleyga te 205)。

1�7� 表达载体的转化
表达载体采用农杆菌介导转化法 (Agrobacteri�

um �med iated transform ation system, ATMT )转化至短
柄二叶草, 从而获得目的基因沉默和蛋白纯化转

化株。

2� 结果与分析

2�1� 短柄二叶草 SGT1和 RAR1基因的克隆

以生长 2周的短柄二叶草幼苗叶片为材料提取

总 RNA,以 RNA为模板进行反转录 PCR反应,获得

总 cDNA。以反转录的 cDNA为模板,用引物 P1 /P2

( SGT1 )和 P3 /P4(RAR1 )分别进行 PCR扩增, 扩增

产物进行琼脂糖凝胶电泳, 得到如图 3所示的 DNA
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扩增条带。目的 DNA条带用 DNA凝胶纯化试剂盒

进行回收, 将回收的目的 DNA片段分别克隆至

pGEM �T载体上。测序反应后经 NCB I B last align�
ment分析,扩增的 cDNA片段序列与短柄二叶草的

SGT1和 RAR1基因序列完全一致。

图 3� SGT1和 RAR1 基因 PCR扩增结果

Fig�3� The PCR resu lt ofSGT1 and RAR1 genes

in Brachypodium distachyon

M: DNA m arker; 1: 阴性对照 1 ( H
2
O ); 2: 阴性对照 2

(Bd21 genom e DNA ); 3 ~ 5: RAR1 cDNA PCR 产物; 6 ~ 8:

SGT1 cDNA PCR产物

M: DNA m arker; 1: Negative contro l 1( H2O ); 2: N ega tive

contro l 2(Bd21 genom e DNA); 3�5: RAR1 cDNA PCR product;

6�8: SGT1 cDNA PCR product

2�2� 中间载体 ( pEntry载体 )构建

以连接到 pEGM �T载体上的目的基因序列为模
板,采用引物 P2 /P3和 P4 /P5进行 PCR扩增。获得

600bp和 700bp目的片段。用此目的 DNA片段 (两

端分别含 attB1和 attB2位点 )直接与入门克隆

pDONR221进行 BP反应,反应过程参照 1�4�2。反
应体系 1� l电击转化至 X�b lue, 37∀ 过夜培养。

Gatew ay克隆的优势是操作简单且重组准确率较

高,但因为随机插入等引起的假阳性也时有发生。

中间载体是进行下一步 LR反应的基础, 确保其真

实可信是应用 Gatew ay克隆技术的关键。关于中间

克隆载体的鉴定,大多认为只需确认基因片段存在

于载体中即可,采用的是 PCR扩增目的基因片段的

方法, 此法虽说简单, 但是并不能鉴定排除随机插入

等非正确重组克隆。本文将技术加以改良, 提出了

一种新的更为准确可信的鉴定方法。PCR不去单

纯扩增目的基因片段, 而是将引物设计在供体

pDONR221载体上, 根据目的基因与 pDONR221载

体中的 ccdB基因和 cm
R
基因重组后中间载体的片

段大小改变而真正确保得到正确的阳性克隆。如

图 4( a)所示, 以位于 pDONR221载体上的筛选引

物 P13和 P14 PCR扩增后, pDONR221模板出现

如第一条泳道 2500bp大小片段; 而经成功的重组

反应后,用于构建 SGT1和 RAR1 基因沉默的中间

载体模板分别出现 1200bp和 1100bp大小片段,

差异十分明显。蛋白纯化中间载体经 P13和 P14

引物 PCR扩增后, 也出现了如图 4( b)所示的预期

条带。

对于 PCR鉴定的阳性中间载体克隆进一步进

行酶切鉴定。以 pDONR221为对照, 分别对 SGT1

和 RAR1中间载体采用 A fl II和 Eco r V双酶切反

应, 结果如图 5所示。第一泳道上的 pDONR221载

体经 A fl II和 EcorV双酶切后, 出现两个片段相近

约 2300bp的片段,在图上显示为一条带。重组后的

中间载体分别同样切下一条 2300bp大小的条带和

另外一条包含目的基因的条带。这进一步证明 BP

反应重组成功。

经 PCR和酶切验证后的中间克隆载体最终需

要通过测序验证 PCR扩增序列的准确率, 以确保获

得完全正确的中间克隆, 为后续的 LR反应奠定基

础。本文的中间克隆通过采用测序引物 M 13F和

M13R测序分析, 所得序列结果通过 NCB I b last a�
lignm ent比 对分析, 序列 与目 的基因 序列 完

全一致。

2�3� 表达载体 ( pExpression载体 )构建

经过 BP反应的正确的中间载体可直接用于与

含有 attR位点的目标克隆载体 pOpO ff1 ( HPH )或

pEarleygate 205直接进行 LR反应,以获得重组后的

表达载体克隆。LR反应后表达载体克隆的鉴定仍

然需要经过 PCR筛选和酶切分析确认。

本文所用的基因沉 默目标载体 pOpO ff1

( HPH )是植物构建基因沉默表达质粒中十分重要

而高效的载体
[ 13 ]
。由于需要构建为基因反向互补

的结构, 为确保得到正确的基因沉默表达载体, 本

文在进行 PCR筛选克隆时,采用目的基因单引物筛

选法,以鉴定真正的阳性克隆,筛选引物如 1�6�2所
述。图 6( a)表明,用位于目的基因上的单引物进行

PCR扩增后,未经 LR重组的 pOpO ff1( HPH )载体为

模板不能得到任何 PCR目的条带, 而重组成功后的

表达载体为模板出现了清晰的目的条带。这充分证

明目的基因已经重组至 pOpO ff1( HPH )载体, 且出

现了基因反向互补的发夹结构, 为基因沉默提供了

基础。

由于该载体大至 21�3kb, 所含常规酶切位点很
多, 故用常规酶切质粒的方法不太适用于该载体的

酶切鉴定。本文采用酶切 PCR产物的方法,用以进

一步鉴定。结果表明, PCR产物经 Kpn I酶切后的

条带与预期一致见图 6( b)。
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图 4� 中间载体 pEntry�clone的 PCR鉴定

Fig�4� The PCR screen ing result of the pEntry�clone for the RNA i and TAP�tag constructs

( a)为 RNA i中间载体 PCR鉴定。M: DNA m arker; 1:阴性对照 (H
2
O); 2: 阳性对照 ( pDONR221); 3~ 5: RAR1 RNA i中间

载体; 6~ 8: SGT1 RNA i中间载体。 ( b)为 TAP�tag中间载体 PCR鉴定。M: DNA m arker; 1: 阴性对照 ( H2O );

2:阳性对照 ( pDONR221); 3~ 5: RAR1 TAP�tag中间载体; 6~ 8: SGT1T AP�tag中间载体

( a) Identify o f pEntry�c lone for RNA i constructs. M: DNA m arker; 1: Negative contro;l 2: Positive contro l( pDONR221 DNA );

3�5: RAR1 RNA i pEntry�c lone PCR product; 6�8: SGT1 RNA i pEn try�clone PCR produc t. ( b) Identify o f pEntry�c lone fo rTAP�tag

constructs. M: DNA m arker; 1: Negativ e contro;l 2: P ositive control( pDONR221 DNA); 3�5: RAR1

TAP�tag pEntry�clone PCR product; 6�8: SGT1 TAP�tag pEntry�c lone PCR product

图 5� 中间克隆载体的 A fl II和 EcoR V双酶切结果

F ig�5� The pEntry�clone doub le digest resu lts through A fl II and EcoR V

M: DNA m arker; 1: A fl II和 Ecor V双酶切的 pDONR221; 2~ 3: A fl II和 Eco rV双酶切的 RAR1 pEntry�clone( RNA i);

4~ 5: A fl II和 EcoR V双酶切的 RAR1 pEntry�clone( TAP�tag) ; 6~ 7: A fl II和 Ecor V双酶切的 SGT1 pEntry�c lone( RNA i) ;

8~ 9: A fl II和 EcoR V双酶切的 SGT1 pEntry�clone( TAP�tag)

M: DNA marker; 1: pDONR221 digest byA fl II and EcoR V; 2�3: RAR1 RNA i pEntry�c lone d igest by A fl II and EcoR V; 4�5:

RAR 1 TAP�tag pEntry�clone d igest by A fl II and E coR V; 6�7: SGT1 RNA i pEn try�clone d igest by A fl II and EcoR

V; 8�9: SGT1 TAP�tag pEntry�clone digest by A fl II and EcoR V

� � 用于构建蛋白纯化的目的载体 pEarleygate 205

图谱如图 2所示。PCR扩增结果如图 7( a) ,引物设

计原理依然不是单纯去扩增目的基因而是根据重组

后 PCR条带大小差异去判断, 与中间载体的筛选原

理一致。酶切表达载体结构如图 7( b)所示,经 Xho I

和 Spe I双酶切 PE arleygate 205质粒出现两条大小

分别约为 1�1kb和 2500bp的目的条带;而 LR重组

成功后的表达载体经 Xho I和 Spe I双酶切后,在出

现 1�1kb目的条带的同时, 出现了包含目的基因的
条带,大小正确。表明表达载体构建成功。表达载

体采用农杆菌介导转化法 ( Agrobactrium �med iated
transforma tion system, ATMT)转化至短柄二叶草, 从

而获得目的基因沉默和蛋白纯化转化株。
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� 1期 张岳平等:新模式植物短柄二叶草 SGT1和 RAR1 基因沉默和蛋白纯化载体构建

图 6� RNA i表达载体的 PCR筛选 ( a)和酶切 PCR产物鉴定 ( b)

F ig� 6� The iden tification of theRNA i Expression�clone through the PCR screen ing and the d igest by the kpnI

( a)M: DNA m arker; 1: 阴性对照 1(H 2O); 2: 阴性对照 2( pOpO ff1(H PH ) ); 3~ 5: RAR1基因沉默表达载体 PCR片段;

6~ 8: SGT1基因沉默表达载体 PCR片段。 ( b) 1~ 2: RAR1 基因沉默表达载体 PCR产物 Kpn I酶切结果;

M: DNA m arker; 3~ 4: SGT1基因沉默表达载体 PCR产物 Kpn I酶切结果

( a)M: DNA m arker; 1: Negative control 1(H2O); 2: N aegative contro l 2( pOpO ff1( HPH ) ); 3�5: RAR1 pExpression�c lone

( RNA i) PCR fragm ent; 6�8: SGT1 pExpression�clone( RNA i) PCR fragm ent。 ( b) 1�2: RAR1PCR product

d igest by Kpn I( RNA i); M: DNA m arke r; 3�4: SGT1 PCR produc t dig est by Kpn I( RNA i)

图 7� TAP�tag表达载体克隆的 PCR筛选 ( a)和酶切 ( b)鉴定

Fig�7� The ident ification of the TAP�tag pExpression�clone through the screen ing

PCR and the doub le digest by the Xho I and Spe I

( a)M: DNA m arker; 1: 阴性对照 1(H 2O); 2: 阳性对照 2( pE arleygate 205); 3~ 5: RAR1蛋白纯化表达载体 PCR片段;

6~ 8: SGT1基因蛋白纯化表达载体 PCR片段。 ( b)M: DNA m arker; 1: Xho I和 Spe I双酶切 PEar leygate 205质粒;

2~ 3: Xho I和 Spe I双酶切 RAR1基因蛋白纯化表达载体; 4~ 5: Xho I和 Spe I双酶切 SGT1基因蛋白纯化表达载体。

( a)M: DNA m arker; 1: Negative contro l( H2O); 2: Pos itive contro l( pEar leygate 205); 3�5: RAR1 pExpression�c lone

( TAP�tag ) PCR fragm ent; 6�8: SGT1 pExpression�clone( TAP�tag ) PCR fragm ent。 ( b) M: DNA m arke r;

1: PEar leygate 205 d igest by XhoI and ASpe I( RNA i); 2�3: RAR1 pExpression�c lone( TAP�tag) d igest Xho I and Spe I;

4�5: SGT1 pExpression�c lone( TAP�tag) d igest XhoI and Spe I

3� 讨论

随着短柄二叶草全基因组序列的最新测序成

功,如何以其作为模式研究各种重要基因的功能成

了亟待解决的问题。以往的化学物理诱导突变、T�
DNA插入突变、DNA转座子等方法研究基因功能往

往费时且效率较低。当前, 基因沉默已为研究植物

基因表达调控及鉴定基因功能提供了新的契机
[ 11 ]
。

如何构建植物基因高效沉默系统表达载体成为关

键。本文采用 G atew ay克隆体系, 详细阐述了各个

反应的过程以及各个阶段正确克隆的筛选和鉴定的

方法,提出了相对科学和完整的确认克隆成功与否

的评判体系,并最终成功构建了与抗病性紧密相关

的 SGT1和 RAR1基因的高效沉默系统表达和蛋白

纯化载体。对于进一步探讨短柄二叶草抗病关联基

因 SGT1和 RAR1功能具有重大意义, 同时也为研究
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其他相关基因提供借鉴。

本文利用 Gatew ay克隆技术构建的基因沉默和

串联亲和纯化二元表达载体,能直接用于农杆菌介

导的植物转化,更为开启高通量 RNA i技术研究植

物基因功能之门提供了方法。实验具体操作中,通

过 BP反应得到正确的中间载体 ( pEntry�clone)是该
技术的关键。在 10� l的 BP反应体系中,经纯化后

的含 a ttB位点的 PCR产物量应略多于供体载体

( pDONR221)以促进载体高效重组, 但最好不要超

过 250 ng,反应时间视克隆基因大小有所变化,一般

1 ~ 2h即可。 LR反应可采用中间载体 ( pEn try�
clone)和目的载体 ( pE arleygate205)质粒直接反应,

方便省时,反应体系中两载体的量以保持 1#1为宜,
反应时间以 16h左右为宜。中间载体除需 PCR和

酶切鉴定外, 必须测序验证。RNA i基因表达载体

筛选时,注意其正确的基因插入方向并确保互补发

夹机构的形成。基因沉默载体构建不需考虑基因的

开放阅读框 ( ORF), 只需克隆基因序列即可, 在引

物设计时比较简单。而蛋白纯化载体则需考虑

ORF的正确阅读, 以保证融合蛋白的正确高效表

达;在引物设计时应考虑周密, 本文为 C端融合

TAP标签表达载体,引物设计应包含基因起始密码

子,不含终止密码子, attB位点也应严格参考本文提

供引物序列方式。

关于正确的中间和表达载体的鉴定是成功运用

该克隆体系的关键, 本文提出 PCR鉴定时,筛选引

物设计在母体载体上而非基因上, 这样更有利于确

保重组克隆的正确率, 从而排除了随机插入等的假

阳性克隆。对于构建基因沉默表达载体时, 由于需

要验证基因的反向互补结构, 为确认克隆的正确

(目的基因的大小和方向 ) ,提出用基因上的单引物

去进行 PCR验证,这样便在扩增目的基因片段的同

时又保证了基因在载体上反向互补方向的正确。酶

切与测序是在 PCR基础上更进一步确认克隆的正

确性, 酶切应选择合适的酶切位点, 当载体很大,又

无合适酶切位点时,应考虑酶切 PCR产物以简化实

验过程。测序反应根据目的基因大小选择合适的测

序引物,一般在供体 pDONR221上应选择合适引物

(如 M13F和 M 13R )。
*
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