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　　摘要：采用电子克隆方法获得茶树ＣＰ２９蛋白的ｃＤＮＡ序列（ＣｓＬｈｃｂ４），并进行相关生物信息学分析。结果表明，
该基因包含１个８５８ｂｐ的开放阅读框，编码２８５个氨基酸，分子量为３１．１ｋｕ，理论等电位点５．７９。该基因为亲水蛋
白，可能位于叶绿体上，属于叶绿素ａ／ｂ连接蛋白超家族成员，其二级结构主要是α－螺旋和无规则卷曲，三级结构构
建模型为单体形式。序列进化分析表明，茶树ＣｓＬｈｃｂ４基因编码蛋白与大豆、欧洲大叶杨和陆地棉进化距离最近。以
上结果为进一步分析ＣｓＬｈｃｂ４的功能及花青素代谢中的作用奠定基础。
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　　光合作用产物是人类赖以生存和发展的基础，光捕获是
植物光合作用的重要过程。在高等植物中，捕光叶绿素 ａ／ｂ
结合蛋白（ｌｉｇｈｔｈａｒｖｅｓｔｉｎｇｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａ／ｂｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
ＬＨＣ）是光捕获中的重要功能蛋白，其与叶绿素ａ／ｂ形成复合
体，将光能迅速传到光系统Ⅰ（ＰＳⅠ）和光系统Ⅱ（ＰＳⅡ）的反
应中心，使光能转化为化学能，促进光合反应的进行［１］。

ＰＳⅠ和ＰＳⅡ都含有各自的 ＬＨＣ，即 ＬＨＣⅠ和 ＬＨＣⅡ。其中，
ＬＨＣⅡ在类囊体膜上的含量最为丰富，它所结合的叶绿素约
占类囊体膜上色素量的５０％，目前研究较多，也是结构较清
楚的一类膜蛋白［１－３］。ＬＨＣⅡ被认为是一类结构相似、进化
相关、由核基因家族（Ｌｈｃｂ）编码的蛋白，与色素所形成的色素
蛋白复合体家族，含有保守的叶绿素结合（ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｂｉｎｄｉｎｇ，
ＣＢ）结构域，它们除进行光能的捕获与传递外，还广泛参与了
激发能在ＰＳⅠ和ＰＳⅡ之间的调节与分配、类囊体膜结构的维
持、光保护以及对各种环境的应答等［４］。ＬＨＣⅡ主要由６种
色素蛋白复合体组成，分别由 Ｌｈｃｂ１、Ｌｈｃｂ２、Ｌｈｃｂ３、Ｌｈｃｂ４、
Ｌｈｃｂ５和Ｌｈｃｂ６编码，其组成了４种蛋白亚复合物，ＬＨＣⅡａ、
ＬＨＣⅡｂ、ＬＨＣⅡｃ、ＬＨＣⅡｄ。其中，ＬＨＣⅡｂ为主体 ＬＨＣⅡ，包
括ＬＨＣＢ１、ＬＨＣＢ２、ＬＨＣＢ３；其他３种合称为微量ＬＨＣⅡ，分别
为 ＬＨＣⅡ ａ（ＬＨＣＢ４）、ＬＨＣⅡ ｃ（ＬＨＣＢ５）、ＬＨＣⅡ ｄ
（ＬＨＣＢ６）［１］。

ＬＨＣＢ４别称ＣＰ２９，是ＰＳⅡ内部天线叶绿素 ａ／ｂ结合亚
复合体，其为次要捕光色素蛋白，较其他蛋白复合体更接近

ＰＳⅡ核心复合物，其编码基因为 Ｌｈｃｂ４［１］。目前已从拟南芥、
籼稻、杨树、菠菜、银杏等多种高等植物中克隆了 Ｌｈｃｂ４基因，
并研究了其在各种生态环境下的表达情况［５－１０］。

近年，茶树育种目标倾向叶色多样化，白化或紫化等特异

叶色品种的选育成为茶树新品种选育的热点。研究表明，光

是诱导茶树花青素形成的主要原因［１１］，光合作用与花青素的

合成之间是否存在一定关系有待于研究。本研究从紫芽中筛

选到下调表达基因片段，Ｂｌａｓｔｘ比对为 Ｌｈｃｂ４的部分基因片
段。以该基因片段为探针，在 ＮＣＢＩ中 Ｂｌａｓｔ检索茶树中与探
针序列相似性较高的 ＥＳＴｓ，然后利用 ＤＮＡｓｔａｒ进行序列拼
接，得到茶树叶绿素ａ／ｂ结合蛋白ＣＰ２９基因（ＣｓＬｈｃｂ４），利用
生物信息学技术预测该基因编码蛋白的理化性质和结构分

析，为后续研究ＣｓＬｈｃｂ４与花青素代谢的关系提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
笔者所在研究组从紫芽中筛选的差异表达基因片段

（Ｄ－ＺＹ－５），经Ｂｌａｓｔｘ比对为Ｌｈｃｂ４的部分基因片段。
１．２　方法
１．２．１　茶树 ＣｓＬｈｃｂ４基因的电子克隆　以差异筛选的 ＥＳＴ
基因片段为查询探针，利用 ＮＣＢＩ中的 Ｂｌａｓｔｎ工具，搜索茶树
ＥＳＴ数据库（ｔａｘｉｄ：４４４２），得到具有高度同源性（选择相似性
大于等于 ９０％，覆盖率大于 １００ｂｐ）的 ＥＳＴ序列，再利用
ＤＮＡＳｔａｒ进行重叠区域拼接和组装，构建重叠序列群。以重
叠序列群为信息标签，进一步检索比对，搜索高度同源序列，

并拼接组装，直至没有发现高度同源序列。在非冗余数据库

中进行搜索，确认新基因序列，获得茶树 ＣｓＬｈｃｂ４的 ｃＤＮＡ
序列。

１．２．２　茶树 ＣｓＬｈｃｂ４基因及蛋白质序列的生物信息学鉴定
　以ＮＣＢＩ的ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ和ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎＤａｔａｂａｓｅ功能对
扩增的基因序列进行蛋白质翻译及其保守结构域预测。以

Ｅｘｐａｓｙ的在线分析软件对蛋白序列进行理化性质（ＰｒｏｔＰａｒａｍ
ｔｏｏｌ）、疏水性（ＰｒｏｔＳｃａｌｅ）、二级结构（ＳＯＰＭＡ）和三维结构分
析预测（ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ），同时利用在线分析工具分析无序
区域（ｆｏｌｄｉｎｄｅｘ）、亚细胞定位（ＴａｒｇｅｔＰ１．１Ｓｅｒｖｅｒ）及磷酸化位
点预测（ＮｅｔＰｈｏｓ３．１Ｓｅｒｖｅｒ）。利用 ＮＣＢＩ的 ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ进
行蛋白序列同源比对，利用 ＤＮＡｍａｎ软件进行同源蛋白的氨
基酸多序列比对并用Ｍｅｇａ构建系统进化树。
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２　结果与分析

２．１　茶树ＣｓＬｈｃｂ４基因克隆及序列分析
以筛选的ＥＳＴ基因片段为查询探针，利用 Ｂｌａｓｔｎ对茶树

ＥＳＴ数据库进行搜索，得到 ２个高度同源的 ＥＳＴ序列
（ＦＳ９５４７９２．１和 ＪＫ９９３２０６．１），利用 ＤＮＡＳｔａｒ对序列进行重
叠区域拼接和组装，在以拼接的重叠序列群进行检索，得到高

度同源的 ＥＳＴ序列（ＦＳ９６０１６１．１），重复拼接得到茶树
ＣｓＬｈｃｂ４基因 ｃＤＮＡ序列，长度为１０８５ｂｐ。经 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ分

析，该基因包含１个８５８ｂｐ的 ＯＲＦ，编码１个含２８５个氨基
酸的蛋白质。

２．２　茶树ＣＰ２９蛋白保守结构域预测
利用 ＮＣＢＩ在线分析软件 ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎＤａｔａｂａｓｅ

（ＣＤＤ）对蛋白进行结构域分析，结果（图１）显示，在茶树叶绿
素ａ／ｂ连接蛋白ＣＰ２９的氨基酸序列第１３个和第２８５个之间
存在光系统Ⅱ光捕获复合体结构域（ＰＬＮ００１８７），编码蛋白属
于叶绿素ａ／ｂ连接蛋白超家族成员。

２．３　茶树ＣＰ２９蛋白同源比对及序列进化分析
在ＮＣＢＩ中的 Ｂｌａｓｔｐ中采用 ＰＳＩ－Ｂｌａｓｔ方法在 ｒｅｆｓｅｑ数

据库中进行氨基酸序列同源比对，结果显示，有４７８个蛋白与
茶树ＣＰ２９蛋白同源，一致性最大为８９％，最小为３２％，这些
蛋白包括假定未知的蛋白、预测的蛋白、功能已鉴定的蛋白，

它们都有叶绿素ａ／ｂ结合蛋白超家族结构域（ＰＬＮ００１８７），相
对保守。在功能已鉴定的蛋白中，茶树 ＣＰ２９蛋白与陆地棉
ＣＰ２９．１（ＮＰ００１３１４５９８．１）、欧洲大叶杨 ＣＰ２９（ＸＰ００２３２３５７５．１）、
大豆ＣＰ２９（ＮＰ００１３０４３４３．１）、拟南芥（ＮＰ１８７５０６．１）、深山南

芥 （ＸＰ００２８７３００５．１）、玉 米 （ＮＰ００１１０５５０２．１）、衣 藻
（ＸＰ００１６９７１９３．１）、绿藻（ＸＰ００５６４６２２５．１）一致性分别是
８７％、８７％、８７％、８３％、８３％、８２％、５１％、４７％，这表明植物叶
绿素ａ／ｂ连接蛋白ＣＰ２９序列在不同植物之间具有一定程度
的序列分化。利用 ＤＮＡｍａｎ软件将茶树与这 ８个植物的
ＣＰ２９蛋白进行多重比较分析，序列一致性为７４．１９％（图２）。
Ｍｅｇａ构建系统发育树表明，高等植物的ＣＰ２９区别于藻类，在
进化距离上较近；茶树与大豆、欧洲大叶杨和陆地棉进化距离

最近，聚为一类（图３）。

２．４　茶树ＣＰ２９蛋白理化性质分析
ＣｓＬｈｃｂ４编码的蛋白质分子式为Ｃ１４２７Ｈ２１８０Ｎ３６６Ｏ４０７Ｓ４，分子量

为３１．１ｋｕ，理论等电位点 ５．７９。亮氨酸（Ｌｅｕ）和丙氨酸

（Ａｌａ）占比最大，分别为１１．２％和１０．９％，芳香族氨基酸［苯
丙氨酸（Ｐｈｅ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）、色氨酸（Ｔｒｐ）］３３个，占比
１１６％。负电荷残基［天冬氨酸（Ａｓｐ）＋谷氨酸（Ｇｌｕ）］数为

—２５— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第９期



３１个，正电荷残基［精氨酸（Ａｒｇ）＋赖氨酸（Ｌｙｓ）］数为 ２７
个，脂溶系数为 ８４，总平均疏水性为 －０．０９９。不稳定系数
３１．６９，该蛋白为稳定蛋白。无序区域预测结果表明，其存在
１个无序区域１～５０位氨基酸处，不可折叠性０．１９４，对蛋白
折叠、表达水平干扰较小。

２．５　茶树ＣＰ２９蛋白疏水性分析
用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件对蛋白质进行疏水性／亲水性分析（图

４），正值越大表示越疏水，负值越大表示越亲水，介于
＋０．５～－０．５之间的主要为两性氨基酸。结果表明，Ｇｌｕ１９１
疏水性最强，疏水性参数为２．７８９；Ｌｅｕ２０６和 Ａｓｐ２０７亲水性
最强，疏水性参数为－２．３３３。蛋白中约在１８３～１９７区域疏

水性最强，其次是２４５～２５６、１４４～１５７区域具有较强的疏水
性；在１９９～２１９区域亲水性最强，其次在３８～５４、２２７～２３２
区域具有较强的亲水性。该蛋白的亲水区域大于疏水区域，

预测该蛋白为亲水蛋白，与ＰｒｏｔＰａｒａｍ分析结果一致。

２．６　茶树ＣＰ２９蛋白亚细胞定位预测
结合ＴａｒｇｅｔＰ亚细胞定位预测（表 １），蛋白定位于叶绿

体。ＣＰ２９为植物ＰＳⅡ３种次要捕光色素蛋白之一，蛋白亚细
胞定位结果符合其功能预测。

表１　茶树ＣＰ２９蛋白亚细胞定位

名称 长度 叶绿体转运肽 线粒体靶向肽 分泌途径的信号肽 其他 位置 可靠性等级

ＣＰ２９ ２８５ ０．７９８ ０．０５７ ０．１０３ ０．２０６ 细胞质 ３

２．７　茶树ＣＰ２９蛋白磷酸化修饰位点及分析
磷酸化是蛋白翻译前修饰的最常见的形式之一，在调节

从基因表达到信号和代谢调控等所有细胞功能中都起作

用［４］。ＣＰ２９的磷酸化可能与植物的抗逆有关［１２－１３］，其磷酸

化可能是调节光能的捕获及激发能向反应中心传递的一种方

式，也是一种新的光保护机制。利用 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１预测茶树
ＣＰ２９蛋白磷酸化位点，结果（表２）显示，ＣＰ２９蛋白磷酸化位
点有２３个，其中Ｔｈｒ９个，丝氨酸（Ｓｅｒ）１０个，Ｔｙｒ４个。
２．８　茶树ＣＰ２９蛋白二级结构预测和分析

利用ＳＯＰＭＡ在线预测蛋白的二级结构（图５），α－螺旋
和无规则卷曲是其主要二级结构，其中１１５个氨基酸可能形
成无规则卷曲，占４０．３５％，９７个氨基酸可能形成 α－螺旋，
占３４．０４％，４９个氨基酸可能形成延伸链，占１７．１９％，２４个
氨基酸可能形成β－转角，占８．４２％，不含其他二级结构。
２．９　茶树ＣＰ２９蛋白三级结构建模及分析

利用ｓｗｉｓｓ－ｍｏｄｅｌ在线对其进行建模，从ＰＤＢ（蛋白质结
构数据库）中获得６３个同源蛋白序列，选择其中的３ｊｃｕ．１菠
菜ＰＳⅡ－ＬＨＣⅡ超分子复合物，与靶标序列比对结果作模
板，其序列一致性为８８．５１％，获得其三级结构（图６）。三级
结构从Ｎ端开始形成８端螺旋结构，至Ｃ端形成较长的延伸
链。建模结果估值（ＯＭＱＥ）为０．７５，介于０～１之间，接近１，
建模结果处于接受水平。但是 ＱＭＥＡＮ４值为 －３．９５，其理想
值为１，因此建模结果并不十分理想。

３　讨论与结论

ＬＨＣ蛋白是高等植物光合作用过程中的重要功能蛋白，
本研究以在紫芽中下调表达的基因片段（Ｄ－ＺＹ－５）为查询
探针，通过电子克隆的方式得到编码茶树ＣＰ２９蛋白基因的

表２　茶树ＣＰ２９蛋白磷酸化修饰位点预测

编号 位点 氨基酸 激酶 分值编号 位点 氨基酸 激酶 分值

１ ４ 苏氨酸 Ｃｄｃ２ ０．５２７
２ ５ 苏氨酸 ＰＫＣ ０．７３１
３ １０ 苏氨酸 ＰＫＣ ０．６９７
４ １２ 丝氨酸 ＰＫＣ ０．５２２
５ １６ 苏氨酸 ｕｎｓｐ ０．６３６
６ ２３ 丝氨酸 ｕｎｓｐ ０．７０４
７ ２５ 丝氨酸 ｕｎｓｐ ０．８３４
８ ７２ 酪氨酸 ＩＮＳＲ ０．５０１
９ ９２ 丝氨酸 ＰＫＡ ０．５１２
１０ １０８ 苏氨酸 ｕｎｓｐ ０．７９４
１１ １１７ 丝氨酸 ｕｎｓｐ ０．６４１
１２ １１８ 苏氨酸 ｕｎｓｐ ０．７１９
１３ １４７ 苏氨酸 ＰＫＡ ０．６０１
１４ １７５ 酪氨酸 ＥＧＦＲ ０．５２０
１５ １８３ 丝氨酸 ＰＫＡ ０．５４４
１６ １９７ 酪氨酸 ＥＧＦＲ ０．６４２
１７ ２０４ 丝氨酸 ｕｎｓｐ ０．９９４
１８ ２１８ 酪氨酸 ｕｎｓｐ ０．８１９
１９ ２２６ 丝氨酸 ＣＫＩＩ ０．６０１
２０ ２４９ 丝氨酸 ＤＮＡＰＫ ０．５１８
２１ ２５９ 苏氨酸 ＰＫＣ ０．８４５
２２ ２７２ 丝氨酸 ＰＫＡ ０．６２６
２３ ２７８ 苏氨酸 ｕｎｓｐ ０．８０６

ｃＤＮＡ序列，命名为ＣｓＬｈｃｂ４，长度为１０８５ｂｐ，ＯＲＦ为８５８ｂｐ，
编码２８５个氨基酸，分子量为３１．１ｋｕ。蛋白保守结构域分析
表明其编码氨基酸序列第１３个和第２８５个之间存在光系统
Ⅱ光捕获复合体结构域（编号ＰＬＮ００１８７），属于叶绿素ａ／ｂ连
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接蛋白超家族成员。亚细胞定位于叶绿体上，与蛋白预测的

功能相吻合。

氨基酸同源序列分析表明，克隆的茶树 ＣｓＬｈｃｂ４编码氨
基酸与这些序列相似性为３２％ ～８９％，总体上相对保守，属
于叶绿素ａ／ｂ结合蛋白ＣＰ２９。构建进化树表明，茶树与高等
植物陆地棉、绿豆和烟草进化距离最近，聚为一类。

二级结构分析表明，α－螺旋和无规则卷曲是茶树 ＣＰ２９
的主要二级结构，α－螺旋是一种稳定结构，能维持蛋白的结
构稳定性。三维结构分析表明，基于茶树 ＣＰ２９与菠菜
ＰＳⅡ－ＬＨＣⅡ超分子复合物（３ｊｃｕ．１）序列同源性为８８．５１％，
利用Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ中的同源建模法构建茶树 ＣＰ２９的三维结
构，构建模型为单体形式。

氨基酸序列亲水性／疏水性分析结果显示，该蛋白的亲水
区域大于疏水区域，预测该蛋白为亲水蛋白。不稳定系数为

３１．６９，该蛋白为稳定蛋白，能稳定保持其与叶绿素 ａ／ｂ形成
的复合体，传输光能，促进光合作用。

在高等植物中，ＣＰ２９在 ＬＨＣⅡ中分子量最大，结构最简
单，光谱值相对简单，结合６个叶绿素ａ、２个叶绿素ｂ和２个
类胡萝卜素分子，其结构及功能研究相对明确［１４－１５］。研究表

明，ＣＰ２９是植物光系统Ⅱ天线蛋白不可或缺的结构组成，在
非光化学淬灭（ＮＰＱ）作用中至关重要，其缺失会造成光系统
Ⅱ结构变化，并影响光保护作用［１６－１８］。ＣＰ２９的磷酸化可能
与植物的抗逆性有一定关系，低温、强光等逆境能诱导 ＣＰ２９
的磷酸化，其磷酸化可在多个位点发生，并通过可逆磷酸化调

节和决定ＬＨＣⅡ在２个光系统之间的亲和性和 ＬＨＣⅡ的状
态迁移［１９］。

本研究通过电子克隆方式得到在高花青素茶树中下调表

达的叶绿素ａ／ｂ结合蛋白ＣＰ２９基因，通过生物信息学分析预
测其理化性质、二级结构和三维结构，为进一步研究ＣＰ２９在高
花青素茶树代谢中的作用奠定了基础。ＣＰ２９是否通过光保护
作用或磷酸化等来影响花青素的代谢有待于进一步研究。

捕光色素蛋白有１４类，最初序列上的相似性却表明这些

色素蛋白都起始于１个相同的原始基因，原始基因能够编码
１个含跨膜螺旋的蛋白［４］。高等植物的 ＰＳⅡ外周光捕获蛋
白都在非光化学淬灭（ＮＰＱ）下发挥其作用，起到光保护作
用［１７］。因此，在ＣＰ２９的研究基础上继续对高花青素茶树捕
光色素蛋白的表达及功能进行研究具有一定的意义。
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４７９７－４８０６．　

葛慧雯，李佳佳，王高华，等．利用ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ技术鉴定Ｔ－ＤＮＡ在ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２水稻中的插入位点［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（９）：５５－５９．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．０９．０１１

利用 ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ技术鉴定 Ｔ－ＤＮＡ在
ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２水稻中的插入位点

葛慧雯，李佳佳，王高华，闫鑫甜，安文静，杜京尧，石　佳，彭静静，王美娜，梁卫红
（河南师范大学生命科学学院，河南新乡４５３００７）

　　摘要：水稻 ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因是前期从幼穗 ｃＤＮＡ文库中筛选获得的功能未知基因，采用 ＤＮＡ重组技术构建
ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因ＲＮＡ干扰载体，并转化水稻。对转基因水稻的表型分析显示，ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因ＲＮＡ干扰水稻株高显
著高于对照水稻。采用高效热不对称交错ＰＣＲ法（ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ）对ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２转基因水稻Ｔ－ＤＮＡ插入位
点的侧翼序列进行分析，利用特异性嵌套引物扩增，结合序列对比分析，发现在４个不同的转基因水稻株系中，Ｔ－
ＤＮＡ均插入到水稻ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因的第５个外显子内，本研究将为后续对该基因的功能鉴定提供重要依据。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉａｎｇｗｈ＠ｈｔｕ．ｃｎ。

　　近年来，随着农杆菌介导的遗传转化技术的发展，Ｔ－
ＤＮＡ插入技术已经广泛应用于水稻等模式植物转基因研
究［１］。但是，在转基因植物的研究过程中发现外源基因在转

基因植物中并不都能实现预期表达，其表达的稳定性问题有

待解决［２］。已有研究报道，转基因植物中外源基因能否在植

物基因组中稳定表达受到多种因素的影响，如外源基因自身

的结构、启动子等［３－４］。此外，也与其插入位点的侧翼序列和

染色体定位有关，外源基因插入到染色体的不同位置，其表达

稳定性和表达效率可能也不同［５］。因此，鉴定外源基因的插

入位点，了解其侧翼序列及染色体定位对于后续的基因功能

研究有重要意义。目前Ｔ－ＤＮＡ插入位点侧翼序列的鉴定多
采用 ＰＣＲ扩增的方法，主要包括热不对称交错 ＰＣＲ法
（ｔｈｅｒｍａｌａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｉｎｔｅｒｌａｃｅｄ－ＰＣＲ，ＴＡＩＬ－ＰＣＲ）［６］、反向
ＰＣＲ（ｉｎｖｅｒｓｅＰＣＲ，Ｉ－ＰＣＲ）［７］和ＰＣＲ－ｗａｌｋｉｎｇ法［８］３种。

前期研究发现水稻ＲＯＰ（Ｒｈｏｏｆｐｌａｎｔ）基因 ＯｓＲａｃＤ与水

稻育性相关［９］，为研究其功能和作用机制，利用酵母双杂交

技术，以ＯｓＲａｃＤ为诱饵筛选水稻幼穗 ｃＤＮＡ文库，获得了若
干功能未知基因［１０－１１］，其中包括 ＯｓＲｈｏＧＡＰ２。为了鉴定
ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因的功能，本研究利用Ｇａｔｅｗａｙ克隆技术，构建
了 ＯｓＲｈｏＧＡＰ２的 ＲＮＡ干 扰 植 物 表 达 载 体 ｐＡＮＤＡ －
ＯｓＲｈｏＧＡＰ２，对水稻进行遗传转化，筛选获得阳性转基因植
株，并发现转基因水稻株高显著高于对照水稻。为确定鉴定

外源载体的整合位点，本研究采用改良的高效热不对称交错

ＰＣＲ法（ｈｉｇｈ－ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｔｈｅｒｍａｌａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｉｎｔｅｒｌａｃｅｄＰＣＲ，
ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ）对ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２转基因水稻Ｔ－ＤＮＡ的
侧翼序列进行分析，旨在为研究ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２转基因水
稻表型变化的分子基础提供依据。

１　材料与方法

１．１　植物材料
本研究所用植物材料包括水稻粳稻栽培品种日本晴

（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）野生型（简称 ＷＴ）和笔者所在的实验室前
期筛选获得的 Ｔ１代 ＯｓＲｈｏＧＡＰ２干扰转基因水稻植株（简称
ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２），遗传背景为日本晴。
１．２　质粒和菌株

大肠 杆 菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）ＤＨ５α、根 癌 农 杆 菌
（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）ＥＨＡ１０５由笔者所在的实验室保
存；ｐＡＤ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２来自酵母双杂交筛选，由笔者所在的实
验室保存；ｐＥＮＴＲ／Ｄｇａｔｅｗａｙ入门载体购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
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