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过表达转 ＯｓＩＬＰ基因水稻株系的构建
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　　摘要：采用ＲＴ－ＰＣＲ和ＴＡ克隆技术，从水稻品种日本晴中扩增出类整合素候选基因（ｉｎｔｅｇｒｉｎ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＬＰ）
ＯｓＩＬＰ的ｃＤＮＡ片段。经测序鉴定，克隆获得的目的片段长为１１６７ｂｐ，包含完整的ＣＤＳ，编码３８８个氨基酸，预测分子
量４３ｋｕ。进而将该片段连接至表达载体 ｐＴＣＫ３０３中，通过 ＰＣＲ鉴定与酶切验证，结果表明成功构建了
ｐＴＣＫ３０３－ＯｓＩＬＰ过表达载体。并将表达载体质粒转化为农杆菌 ＥＨＡ１０５，再通过农杆菌介导将其导入水稻日本晴的
愈伤中，经遗传转化，阳性鉴定，获得了过表达转ＯｓＩＬＰ基因水稻株系。
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　　水稻 ＯｓＩＬＰ即 Ｏｓ０３ｇ０１９９１００、ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ１０２４０，别称
ＵＰＦ０４９６ｐｒｏｔｅｉｎ１，是由１１６７个核苷酸序列编码３８８个氨基
酸组成的未知功能蛋白，预测分子量４３ｋｕ，属于 ＤＵＦ６７７家
族（ｄｏｍａｉｎｏｆｕｎｋｎｏｗｎｆｕｎｃｔｉｏｎ６７７）。ＤＵＦｓ为具有保守结构
域。但在Ｐｆａｍ等蛋白家族数据库中信息较少、功能尚待明确
的一系列蛋白家族［１］。其中，ＤＵＦ６７７（ＰＦ０５０５５）家族是植物
中存在的一个功能未知的蛋白家族。该家族中，除ＯｓＩＬＰ外，
拟南芥ＡＴ１４Ａ也是其中之一。ＡＴ１４Ａ是一个与动物整合素
蛋白具有部分相似序列和功能的膜蛋白［２－３］，被命名为类整

合素蛋白（ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＬＰ）。
整合素是动物细胞黏附分子的重要成员，属于一类跨膜

蛋白的超家族，是由２个跨膜糖蛋白亚基（α亚基、β亚基）通
过非共价键连接而成的异二聚体［４］。从结构上看，α亚基、β
亚基都是由１个大的Ｎ－胞外结构域、１个短的跨膜结构域、
１个短的Ｃ－胞内结构域组成［５］。构成胞外结构域的氨基酸

通过折叠和缠绕形成一个结合 “口袋”，能识别并结合各种含

有ＲＧＤ（Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ）短肽序列的胞外基质分子，并调节
其与配体结合的特异性。跨膜结构域相对较小，但在进化上

属高度保守的区域。在胞质一侧，整合素直接与包括 α－辅
肌动蛋白在内的多种肌动蛋白结合蛋白相连［６］。当细胞外

因素刺激或细胞本身的生理功能发生变化时，α－辅肌动蛋
白可通过其酪氨酸磷酸化、结合Ｃａ２＋或其他信号分子而影响
细胞骨架形态，调节细胞运动。整合素作为黏附受体的生物

学功能是传导生化信号并改变细胞骨架的机械结构，从而构

成了胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）－质膜 －细胞骨架
连续体，成为动物细胞内外信号双向转导过程中的关键分子

之一，在细胞的运动、增殖、分化、凋亡等方面起重要

作用［７－９］。

序列比对结果表明，ＯｓＩＬＰ蛋白与拟南芥类整合素蛋白
ＡＴ１４Ａ有 ２２．８７％的同源性，并且疏水氨基酸主要集中在
２２０～２８０位氨基酸。预测蛋白结构（图１）显示，其与动物整
合素亚基的构成更类似，即含有胞外结构域、跨膜结构域、胞

内结构域各１个，且具有不同物种间较保守的同源序列，因此
推测其为水稻中的类整合素（ＯｓＩＬＰ），参与了细胞内外信号
转导过程的调控。

　　本研究采用分子生物学技术克隆出 ＯｓＩＬＰ，并构建过表
达载体，再通过农杆菌介导法转化水稻植株，获得过表达的转

ＯｓＩＬＰ基因水稻株系，旨在为研究 ＯｓＩＬＰ编码蛋白的表达、定
位及生理功能，最终判断 ＯｓＩＬＰ蛋白是否为水稻中的类整合
素，以及研究其在细胞内外信号转导中的作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
供试材料为粳稻品种日本晴（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａｓｕｂｓｐ．ｊａｐｏｎｉｃａ

ｃｖ．Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ）。克隆载体 ｐＭＤ１９－Ｔ购自 ＴａＫａＲａ公司。
ｐＴＣＫ３０３双元载体由中国科学院种康实验室惠赠。大肠杆
菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５α、农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）ＥＨＡ１０５
等分子生物学试验常用菌种由笔者所在实验室保存。

１．２　ＯｓＩＬＰ基因扩增与Ｔ－Ａ克隆
１．２．１　引物设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的水稻基因及其登录
号ＮＭ＿００１０５５８１８在ＮＣＢＩ数据库中搜索 ＯｓＩＬＰ基因的编码
序列，并结合表达载体（ｐＴＣＫ３０３）的多克隆酶切位点［１０］（图
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２）设计特异引物 （表１）。引物由上海捷瑞生物工程有限公
司合成，同时合成潮霉素（Ｈｙｇ）抗性基因的引物。
１．２．２　ＯｓＩＬＰ基因的ＰＣＲ扩增　提取日本晴水稻１４ｄ幼苗
的总ＲＮＡ，以甲醛变性琼脂糖凝胶电泳和 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００微
量分光光度计检测ＲＮＡ质量，参照 ＴａＫａＲａ公司的 ｃＤＮＡ第
一链合成试剂盒说明书，采用２０μＬ反应体系反转录合成水
稻ｃＤＮＡ第一链。
　　以第一链ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，扩增条件：９５℃
预变性４ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，６３℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，
３０次循环；７２℃后延伸１０ｍｉｎ。
１．２．３　ＯｓＩＬＰ基因的Ｔ－Ａ克隆与测序　纯化的目的基因片
段与ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接，并转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细

表１　目标基因的ＰＣＲ扩增产物

基因 引物序列（５′→３′） 产物大小（ｂｐ）
ＯｓＩＬＰ Ｆ：ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＧＡＡＣＡＧＣＡＧＣＡ；Ｒ：ＡＣＴＡＧＴＴＣＡＧＣＴＡＧＧＡＴＧＣＣＧＧＡＴＧＡ １１６７
Ｈｙｇ Ｆ：ＣＴＴＣＴＧＣＧＧＧＣＧＡＴＴＴＧＴＧ；Ｒ：ＴＧＡＣＴＧＧＡＧＣＧＡＧＧＣＧＡＴＧ ３００

胞。对所获得的白斑菌落通过菌液ＰＣＲ扩增验证后，按照上
海捷瑞生物工程有限公司质粒小提试剂盒说明书提取质粒，

并送至南京金斯瑞生物科技有限公司测序，以确定其是否为

重组克隆载体ｐＭＤ１９－Ｔ－ＯｓＩＬＰ。
１．３　过表达转ＯｓＩＬＰ基因载体的构建与农杆菌的获得
１．３．１　ＯｓＩＬＰ基因过表达载体的构建　将上述重组克隆载
体（ｐＭＤ１９－Ｔ－ＯｓＩＬＰ）质粒和空载体 ｐＴＣＫ３０３质粒用限制
性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＳｐｅⅠ 双酶切，分别回收目标区域

（１２００ｂｐ左右）片段和空载体酶切产物（约１４ｋｂ）片段，用
Ｔ４－ＤＮＡ连接酶过夜连接后转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态
细胞。

用２种方法分别验证重组质粒：一是进行菌落 ＰＣＲ验
证；二是采用酶切验证。ＰＣＲ产物和酶切产物均用琼脂糖凝
胶电泳检测。

１．３．２　过表达转ＯｓＩＬＰ基因农杆菌的获得　采用冻融法将
重组质粒转化到农杆菌 ＥＨＡ１０５感受态细胞中，对抗生素筛
选出 的 阳 性 菌 落 以 目 的 基 因 ＯｓＩＬＰ为 目 标 产 物 进
行ＰＣＲ鉴定。
１．４　过表达转ＯｓＩＬＰ基因水稻株系的获得与鉴定

水稻转基因操作步骤参考刘巧泉等的方法［１１］，略作改

动。提取Ｔ０代转化苗的叶片 ＤＮＡ，以潮霉素抗性基因为目
标产物进行ＰＣＲ扩增，扩增条件：９５℃预变性４ｍｉｎ；９５℃变
性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，３０次循环；７２℃后延
伸１０ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　ＯｓＩＬＰ基因的克隆
将从日本晴水稻中提取的总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ第一

链后，进行 ＯｓＩＬＰ基因的 ＰＣＲ扩增。琼脂糖凝胶电泳检测
ＰＣＲ产物的结果如图３－Ａ所示，扩增产物大小为１２００ｂｐ
左右，符合目的片段１１６７ｂｐ预期。将回收并纯化后的目标
片段进行Ｔ－Ａ克隆，菌液ＰＣＲ验证结果（图３－Ｂ）表明，目
的片段已转入ｐＭＤ１９－Ｔ载体。阳性菌液测序结果经 ＮＣＢＩ
序列比对，与ＮＣＢＩ上报道的ＯｓＩＬＰ基因序列９９％匹配，只有

第１０４０位上的碱基由 “Ｔ”变成“Ｃ”，即由“ＧＡＴ”变成
“ＧＡＣ”，密码子由“ＣＵＡ”变成“ＣＵＧ”，编码同一种氨基酸（亮
氨酸），此为同义改变。上述结果表明重组克隆载体

ｐＭＤ１９－Ｔ－ＯｓＩＬＰ已构建成功。

２．２　ｐＴＣＫ３０３－ＯｓＩＬＰ过表达载体的构建
利用位于载体 ｐＭＤ１９－Ｔ－ＯｓＩＬＰ和表达载体 ｐＴＣＫ３０３

内含子两端的ＢａｍＨⅠ和ＳｐｅⅠ酶切位点，分别对提取的２个
载体质粒进行双酶切，回收各自目的片段（１１６７、１４ｋｂ），将
两者用Ｔ４－ＤＮＡ连接酶连接后转化大肠杆菌ＤＨ５α。对菌液
进行ＰＣＲ鉴定，结果见图４－Ａ。除阴性对照外，阳性对照和
检测菌液均可以扩增出１１６７ｂｐ长的目的片段。进而提取质
粒，对重组质粒进行双酶切鉴定（图４－Ｂ），１号泳道为空载
体的酶切结果，在４００ｂｐ处可看到１条带，为内含子片段；２
号泳道为重组载体的酶切结果，在１２００ｂｐ左右处出现１条
带，说明目标片段（１１６７ｂｐ）已正确连接到ｐＴＣＫ３０３载体中。
　　将所构建的过表达载体 ｐＴＣＫ３０３－ＯｓＩＬＰ导入农杆菌
ＥＨＡ１０５中，农杆菌菌液 ＰＣＲ检测如图４－Ｃ所示，１号泳道
为空载体阴性对照，２号泳道为阳性对照，３～５号泳道为不同
的单克隆菌株，２～５号泳道均扩增出目的片段，说明过表达
载体ｐＴＣＫ３０３－ＯｓＩＬＰ已成功导入农杆菌ＥＨＡ１０５，可以进行
下一步的愈伤转化。
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２．３　农杆菌介导的水稻遗传转化
以成熟胚愈伤组织为材料，与转过表达载体ｐＴＣＫ３０３－

ＯｓＩＬＰ的农杆菌菌液共培养后，用含潮霉素、头孢霉素的培养
基进行抗性筛选，得到抗性愈伤（图５－Ａ），并对筛选出的抗
性愈伤诱导生芽（图５－Ｂ），再将生芽植株转移至生根培养基
培养生根（图 ５－Ｃ），获得再生抗性苗，然后移栽到盆钵
（图５－Ｄ）。　
２．４　Ｔ０代过表达转ＯｓＩＬＰ基因水稻植株的潮霉素抗性基因
检测

提取再生苗叶片基因组ＤＮＡ，以潮霉素抗性基因为特异
扩增对象进行ＰＣＲ扩增。由图６可见，在检测的９株再生苗
中有６株能扩增出预期长度的目标条带，即检测出了潮霉素
抗性基因，证实带有嵌合基因的 Ｔ－ＤＮＡ区域已融合到水稻
植株的基因组中，获得了阳性转基因植株。

３　结论与讨论

采用反向遗传学技术，首先从水稻 ｃＤＮＡ文库中扩增出
了ＯｓＩＬＰ基因编码区全长序列。由于 ＯｓＩＬＰ基因序列 ＧＣ含
量高达６０％以上，使得引物的退火温度变高，普通 Ｔａｑ酶无
法扩增出完整的目的基因全长，只能得到５００～８００ｂｐ的片
段。本研究采用ＴａＫａＲａ公司的 ＬＡＴａｑｗｉｔｈＧＣＢｕｆｆｅｒⅠ（编
码 ＲＲ０２ＡＧ），应用 ＬＡ ＰＣＲ原理研制出具有 ３′→５′

Ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ活性 （Ｐｒｏｏｆｒｅａｄｉｎｇ活性）的耐热性ＤＮＡ聚合酶。
无论是扩增短链 ＤＮＡ还是长链 ＤＮＡ，其效率都优于其他同
类产品，尤其是在扩增大于１０ｋｂ的 ＤＮＡ片段上，其优势更
加明显，而且保真性能强。当扩增具有复杂的二级结构 （ＧＣ
ｒｉｃｈ等）的模板或重复序列的模板时，使用 ＧＣＢｕｆｆｅｒ进行
ＰＣＲ扩增将非常有效。然而该酶虽能完整扩增出目的片段，
但并不能保证测序结果与目的片段完全一致，多次试验结果

均不理想，最好的试验结果是本研究中达到的９９％匹配率，
因是同义突变，没有改变氨基酸序列，编码蛋白与目标蛋白完

全一致。

ｐＴＣＫ３０３双元表达载体是构建ＲＮＡ干扰载体，使基因沉
默的常用载体［１０］。因其在内含子两端各自反向连入了１段
目的基因，使之在转录后能形成双链 ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）。ｄｓＲＮＡ
首先与Ｄｉｃｅｒ酶的ｄｓＲＮＡ结合区结合，并降解成为２１～２３个
核苷酸的小分子干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）。ｓｉＲＮＡ在解旋酶的作用
下解链形成的反义链ＲＮＡ可指导生成一种核蛋白体复合物，
也叫诱导沉默复合体（ＲＩＳＣ），在解旋酶作用下，双链ＲＮＡ解
链形成单链，ＲＩＳＣ的内切酶及外切酶活性被激活，在 ｓｉＲＮＡ
序列的引导下，对靶ｍＲＮＡ进行剪切，从而降解特定 ｍＲＮＡ，
从而使目标基因沉默［１２－１５］。而本研究直接利用目的基因全

长替换掉载体上的内含子片段，使之成为过表达载体。

将构建的过表达载体导入农杆菌ＥＨＡ１０５，再通过根癌

—９１—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第１０期



农杆菌介导的方法转化水稻愈伤。具体操作时鉴于农杆菌生

长不容易控制，建议浸染后的愈伤组织一定要尽量吹干再移

到共培养基，并且一定要在培养基里垫１层无菌滤纸，即使这
样，在后面筛选培养基中仍须加一定浓度的头孢霉素，以防止

农杆菌过度繁殖。初步筛选仅有小部分能正常生长出嫩黄色

的新生愈伤组织。第２步筛选时，潮霉素浓度加倍，而头孢霉
素的浓度相应降低，此时大部分愈伤组织都能正常生长，只是

极个别愈伤仍会大量繁殖农杆菌，最后获得 ９株转基因再
生苗。

Ｔ０代转基因植株的鉴定主要是以载体上的潮霉素基因
为扩增对象，初步鉴定获得了６个过表达的转基因水稻植株，
这为研究ＯｓＩＬＰ蛋白的表达、定位及生理功能，最终判断其是
否即为水稻中的类整合素，以及研究 ＯｓＩＬＰ在细胞内外信号
转导中的作用奠定了基础。

４　研究展望

生物信息学研究表明，ＯｓＩＬＰ的表达情况与生物胁迫、非
生物胁迫、种子萌发均有关系。不仅如此，基因芯片数据库结

果还显示，ＯｓＩＬＰ在水稻不同器官组织中的表达情况也各不

相同，尤其在胚乳等贮藏器官中ＯｓＩＬＰ的表达量相对较高，而
在叶片等营养器官中表达量相对较低。因此，ＯｓＩＬＰ的功能
可能与水稻抗逆、种子萌发、籽粒胚乳发育密切相关。

ＯｓＩＬＰ是用拟南芥类整合素基因ＡＴ１４Ａ序列在水稻数据
库中ＢＬＡＳＴ寻找的基因，两者的编码蛋白同属 ＤＵＦ６７７家
族。笔者所在实验室已有研究表明，ＡＴ１４Ａ作为拟南芥中的
类整合素，介导了细胞壁－质膜－细胞骨架连续体，在细胞的
内外信号转导方面起着重要作用［３］。从结构上来看，水稻

ＯｓＩＬＰ含有胞外结构域、跨膜结构域、胞内结构域各１个，其
分子结构与动物整合素更为类似。结构相似提示功能可能一

致，ＯｓＩＬＰ是否为水稻中的类整合素及其与水稻种子发育、萌
发及响应逆境胁迫的关系，还须进一步验证。
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