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　　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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ＲＮＡｉ干扰植物表达载体 ｐＡＮＤＡ由山东省农业科学院谢先
芝研究员馈赠。

１．３　供试试剂
ＳａｎＰｒｅｐ柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒购于生工生物工程（上

海）股份有限公司；２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ购于北京康为世纪生物
科技有限公司；２×ＶａｚｙｍｅＬＡｍｐ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ购于南京诺唯赞

生物科技有限公司；高保真 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ聚合酶、
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购于宝生物工程（大连）有限公司。
１．４　引物设计及合成

本试验所用引物（表１）均在苏州金唯智生物科技有限公
司合成。

表１　引物序列及用途

引物名称 序列（５′→３′） 用途

Ｐ１ ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＴＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧ ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因ＲＮＡ干扰载体构建上游引物
Ｐ２ ＧＡＴＴＧＧＴＣＡＧＡＡＡＴＧＡＡＴＡＧ ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因ＲＮＡ干扰载体构建下游引物
Ｐ３ ＣＡＴＧＡＡＧＡＴＧＣＧＧＡＣＴＴＡＣＧ 转基因水稻检测上游引物

Ｐ４ ＡＴＣＣＡＣＧＣＣＧＴＡＴＴＣＧＧ 转基因水稻检测下游引物

ＬＡＤ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＶＶＮＶＮＮＮＧＧＡＡ ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ第１轮扩增引物
ＨＹＧ－Ｒ１ ＧＣＡＧＴＴＣＧＧＴＴＴＣＡＧＧＣＡＧＧＴ ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ第１轮扩增引物
ＡＣ１ ＧＡＧＴＴＴＡＧＧＴＣＣＡＧＣＧＴＣＣＧＴＣＧＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧ ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ第２轮扩增引物
ＨＹＧ－Ｒ２ ＣＧＣＡＧＣＴＡＴＴＴＡＣＣＣＧＣＡＧＧＡ ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ第２轮扩增引物
ＡＣ２ ＧＡＧＴＴＴＡＧＧＴＣＣＡＧＣＧＴＣＣＧＴ ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ第３轮扩增引物
ＨＹＧ－Ｒ３ ＧＣＧＧＴＧＡＧＴＴＣＡＧＧＣＴＴＴＴＴＣ ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ第３轮扩增引物

　　注：Ｖ＝Ａ、Ｃ或Ｇ；Ｎ＝Ａ、Ｃ、Ｔ或Ｇ。

１．５　ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因的ＲＮＡ干扰载体的构建及水稻的遗传
转化

将 ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因的 ｃＤＮＡ序列提交 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／），以Ｂｌａｓｔｎ进行检索，并用ＤＮＡＭＡＮ
软件进行序列同源性比对。根据 ＲＮＡｉ载体设计原则，选取
ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因 ｃＤＮＡ序列的３′端２６１ｂｐ的特异区段作为
ＲＮＡ干扰片段。
　　根据ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因３′端的特异序列设计引物 Ｐ１和
Ｐ２。以 ｐＡＤ －ＯｓＲｈｏＧＡＰ２ 质 粒 为 模 板，用 高 保 真
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ｒＨＳＤＮＡ聚合酶扩增 ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因的 ＲＮＡ
干扰片段。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳检测后，ＰＣＲ产物参
照ＳａｎＰｒｅｐ柱式 ＤＮＡ胶回收试剂盒步骤回收定量后，与
ｐＥＮＴＲ／Ｄｇａｔｅｗａｙ入门载体连接，将载体命名为 ｐＥＮＴＲ／Ｄ－
ＯｓＲｈｏＧＡＰ２。

将 ｐＡＮＤＡ空载体和 ｐＥＮＴＲ／ＤＮＯｓＲｈｏＧＡＰ２按比例混
匀，将ｐＥＮＴＲ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２和 ｐＡＮＤＡ载体进行 ＬＲ反应后，
转到 ＤＨ５α感受态细胞中，将质粒命名为 ｐＡＮＤＡ－
ＯｓＲｈｏＧＡＰ２。

采用农杆菌介导法［１２］将 ｐＡＮＤＡ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２转化水稻
愈伤，筛选阳性愈伤，诱导分化，获得再生植株，２０１６年５月
１０日移植到河南师范大学生物实验园地，鉴定后于同年１０
月收获Ｔ０代种子。
１．６　水稻基因组ＤＮＡ的提取

将Ｔ０代转基因水稻种子，消毒后置于２７℃恒温培养箱
中培养７ｄ，获得Ｔ１代转基因水稻幼苗。取其叶片，液氮冷冻
后，迅速研磨至粉末，然后以ＣＴＡＢ法［１３］提取基因组ＤＮＡ，经
１％琼脂糖凝胶电泳检测质量。
１．７　转基因植株的ＰＣＲ鉴定

按照 ２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ说明书配制 ＰＣＲ反应体系
（２０μＬ）：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（１０μＬ）、Ｐ３（０．８μＬ）、Ｐ４
（０．８μＬ）、基因组ＤＮＡ（０．４μＬ）和无菌水（８μＬ）。ＰＣＲ反
应程序为：９４℃，２ｍｉｎ；９４℃、３０ｓ，５５℃、３０ｓ，７２℃、３０ｓ，共
３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。扩增产物经１％琼脂糖凝胶电

泳检测。

１．８　Ｔ－ＤＮＡ在水稻基因组中插入位点的鉴定
采用ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ技术扩增Ｔ－ＤＮＡ侧翼序列，反应体

系和反应程序见表２、表３。将第３轮反应产物经１％琼脂糖
凝胶电泳检测后，送至苏州金唯智生物科技有限公司测序。

表２　ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ反应体系

反应顺序 反应体系
反应体积

（μＬ）

第１轮：加无菌 ２×ＶａｚｙｍｅＬＡｍｐ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ １２．５０
水至２５μＬ ＨＹＧ－Ｒ１ ０．７５

ＬＡＤ ２．５０
模板（基因组ＤＮＡ） １．００

第２轮：加无菌 ２×ＶａｚｙｍｅＬＡｍｐ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ １２．５０
水至２５μＬ ＨＹＧ－Ｒ２ ０．７５

ＡＣ１ ０．７５
模板（第１轮反应产物稀释５０倍） １．００

第３轮：加无菌 ２×ＶａｚｙｍｅＬＡｍｐ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２５．００
水至５０μＬ ＨＹＧ－Ｒ２ １．５０

ＡＣ２ １．５０
模板（第２轮反应产物稀释１０倍） ２．００

１．９　序列比对和分析
采用ＤＮＡＭＡＮ软件对测序结果进行序列分析，Ｔ－ＤＮＡ

在水稻基因组 ＤＮＡ上插入位点的分析采用 Ｂｌａｓｔ结合
ＤＮＡＭＡＮ软件。

２　结果与分析

２．１　ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因ＲＮＡ干扰载体的构建
　　以ｐＡＤ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２质粒为模板，用引物 Ｐ１和 Ｐ２进行
ＰＣＲ扩增ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因特异片段。电泳检测显示，扩增产
物与预期的２６１ｂｐ长度相符（图１－Ａ），回收该扩增条带，连
入ｐＥＮＴＲ／Ｄｇａｔｅｗａｙ入门载体，筛选阳性克隆，并测序确认
后，将其与 ｐＡＮＤＡ载体进行 ＬＲ反应，然后将反应产物转化
到感受态细胞，筛选转化子，并从中提取重组载体。

采用ＫｐｎⅠ和ＳａｃⅠ双酶切鉴定重组载体，电泳结果显
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表３　ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ反应程序

步骤
反应程序

第１轮反应 第２轮反应 第３轮反应
１ ９３℃２ｍｉｎ ９３℃２ｍｉｎ ９３℃ ２ｍｉｎ
２ ９５℃１ｍｉｎ ９５℃１ｍｉｎ ９５℃ １ｍｉｎ
３ ９４℃３０ｓ ９４℃ ３０ｓ ９４℃ ３０ｓ
４ ６０℃１ｍｉｎ ６８℃１ｍｉｎ ６８℃ １ｍｉｎ
５ ７２℃３ｍｉｎ ７２℃３ｍｉｎ ７２℃ ３ｍｉｎ
６ ３～５步骤，１１个循环 ９４℃３０ｓ ９４℃ ３０ｓ
７ ９４℃３０ｓ ６８℃ １ｍｉｎ ６８℃ １ｍｉｎ
８ ２５℃２ｍｉｎ ７２℃３ｍｉｎ ７２℃ ３ｍｉｎ
９ 升至７２℃，０．３℃／ｓ ９４℃ ３０ｓ ９４℃ ３０ｓ
１０ ７２℃３ｍｉｎ ５０℃ １ｍｉｎ ５０℃ １ｍｉｎ
１１ ９４℃３０ｓ ７２℃ ３ｍｉｎ ７２℃ ３ｍｉｎ

１２ ６０℃１ｍｉｎ ３～１１步骤，１３
个循环

３～１１步骤，７个
循环

１３ ７２℃３ｍｉｎ ７２℃５ｍｉｎ ７２℃ ５ｍｉｎ
１４ １１～１３步骤，２５个循环
１５ ７２℃５ｍｉｎ

示，重组载体释放出１条１８００ｂｐ左右的目的条带（图１－
Ｂ），条带大小与预期一致，说明ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因ＲＮＡ干扰载
体构建成功（图１－Ｃ），进一步测序确认。
２．２　ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２水稻的筛选及表型分析

通过农杆菌介导法，将ｐＡＮＤＡ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２载体转入到
水稻愈伤组织中，筛选潮霉素抗性愈伤，并进一步诱导分化为

再生植株。提取再生水稻植株的基因组ＤＮＡ，利用载体上序
列设计的特异性引物 Ｐ３和 Ｐ４进行 ＰＣＲ扩增。电泳检测显
示，所检测的４个不同株系的转基因植株均可以扩增出特异
性片段，且片段长度与预期的６３８ｂｐ大小相符（图２），而以
水为模板的阴性对照，以及对照 ＷＴ水稻中均未扩增出该条
带，表明载体已经整合到水稻基因组中。比较转基因水稻和

对照的表型，结果显示ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２转基因植株的株高
显著高于对照水稻（图３）。
２．３　ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２水稻Ｔ－ＤＮＡ侧翼序列的扩增

根据ｐＡＮＤＡ载体上的潮霉素基因设计３条特异性嵌套
引物ＨＹＧＲ１、ＨＹＧＲ２和ＨＹＧＲ３，参考文献［１４］的方法设计３
条随机简并引物ＬＡＤ、ＡＣ１和ＡＣ２，采用ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ方法

扩增左侧翼序列。以提取的水稻基因组ＤＮＡ为模板，用以上
引物分别进行３轮扩增，取第３轮扩增产物，经１％琼脂糖凝
胶电泳检测。结果显示，４个检测的株系均扩增出约１２００ｂｐ
的条带（图４），与预期的扩增产物大小相符，将这些 ＰＣＲ产
物测序作进一步分析。

２．４　Ｔ－ＤＮＡ在ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２水稻插入位点的分析
使用ＤＮＡＭＡＮ软件，对４个转基因水稻株系 ＰＣＲ产物

的测序结果进行比对，结果显示序列完全相同，表明Ｔ－ＤＮＡ

插入到水稻基因组的同一位置。将测序序列与水稻

ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因的基因组 ＤＮＡ序列、ｐＡＮＤＡ载体的左边界
序列进行对比，结果显示，测序序列与水稻 ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因
的基因组序列、ｐＡＮＤＡ载体的左边界序列均有重合部分（图
５），说明载体序列已整合到水稻基因组ＤＮＡ序列中。
　　将测序结果经 ＮＣＢＩ网站 Ｂｌａｓｔ确定 ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２
水稻Ｔ－ＤＮＡ左边界插入位点，发现 Ｔ－ＤＮＡ插入位于日本
晴水稻第２号染色体克隆 ＮＣ０２９２５７．１中，其左边界插入位
点位于ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因编码区的第２６６９位，处于该基因的
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第５个外显子内（图６）。

３　讨论与结论

水稻ＯｓＲｈｏＧＡＰ２是通过酵母双杂交筛选到的与水稻
ＲＯＰ蛋白ＯｓＲａｃＤ相互作用蛋白的编码基因。有研究显示，
ＯｓＲａｃＤ参与水稻育性调控［９］。之前的试验表明，ＯｓＲｈｏＧＡＰ２
只与ＧＴＰ结合的、处于激活形式的ＯｓＲａｃＤ发生结合，并可能
是负调控ＯｓＲａｃＤ活性的蛋白，在ＯｓＲａｃＤ的信号调节通路中
扮演重要角色，但其功能未知。前期试验结果显示，

ＯｓＲｈｏＧＡＰ２在细胞分裂旺盛的幼叶、幼根、幼穗或成熟根中高
表达（未发表），说明该基因可能参与了相关组织的生长分化

过程。

　　为了研究水稻 ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因的功能，本研究构建了
ＯｓＲｈｏＧＡＰ２的 ＲＮＡ干扰转基因水稻，并发现 ＲＮＡｉ－
ＯｓＲｈｏＧＡＰ２转基因水稻的株高与对照水稻相比，株高差异显
著。为鉴定外源载体在转基因水稻中的插入位点，本研究采

用ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ方法对 ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２转基因水稻的
Ｔ－ＤＮＡ的侧翼序列进行扩增和分析，以期了解株高发生显
著变化相关的分子信息，为后续利用转基因水稻开展对

ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因的功能研究奠定基础。
热不对称交错 ＰＣＲ法（ＴＡＩＬ－ＰＣＲ）最早由 Ｌｉｕ等报

道［１５］。该技术可以有效地分离 Ｔ－ＤＮＡ侧翼序列，只须经３

次ＰＣＲ特异扩增过程，大大提高了目的片段的扩增效率和特
异性，成为分析植物 Ｔ－ＤＮＡ侧翼序列的有效方法。使用
ＴＡＩＬ－ＰＣＲ方法高效地分离Ｔ－ＤＮＡ的侧翼序列已有报道，
例如，邵彦春等采用ＴＡＩＬ－ＰＣＲ法成功分离了红曲霉突变株
Ｔ－ＤＮＡ插入位点的侧翼序列，不仅丰富了丝状真菌的生物
信息学资源，也为深入研究这些序列包含的功能信息奠定了

基础［１６］。王海燕等利用ＴＡＩＬ－ＰＣＲ成功扩增了小麦抗叶锈
病基因同源序列ＲＧＡ１侧翼序列，为克隆目的基因 Ｌｒ３５奠定
了基础［１７］。ＴＡＩＬ－ＰＣＲ有许多优点：简单快速，不需要特殊
的酶切连接甚至是转化等操作，ＰＣＲ产物可以直接用于测
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序；具有高特异性和高灵敏性，设计的３条嵌套特异性引物，
很好地利用了巢式ＰＣＲ的原理来选择特异性的产物，此外通
过巧妙的控制高温和低温的退火次数，让特异性产物占优

势［１８］。因此该技术广泛应用于许多生物的分子生物学研究

之中［１９］，包括在拟南芥和水稻中大规模检测Ｔ－ＤＮＡ和转座
子插入位点，以及分离已知序列的上游（启动子）和下游序

列［２０－２４］。不过，ＴＡＩＬ－ＰＣＲ技术也有自身的缺陷：一是随机
简并引物太多，能扩增出特异产物的数量有限，因此须要通过

大量试验筛选和确定；二是结果不稳定，第３轮 ＰＣＲ有弥散
的情况，很难得到特异性的条带，或者得到了清楚的条带，却

因为太短没有测序的价值。

本试验采用的 ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ是 Ｌｉｕ等针对上述问题改
进后的方法［２５］，该方法结合了 ＴＡＩＬ循环和抑制 ＰＣＲ的优
点，且第２轮和第３轮 ＰＣＲ不再使用随机简并引物，而是利
用ＡＣ引物代替了随机简并引物，这样就抑制了短的特异产
物的扩增，有效扩增长片段靶序列。反应的成功率高于

９０％，在大多数情况下获得的主要产物的大小为１～３ｋｂ。笔
者利用ＨｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ技术扩增ＲＮＡｉ－ＯｓＲｈｏＧＡＰ２转基因水
稻Ｔ－ＤＮＡ的侧翼序列，结果显示 Ｔ－ＤＮＡ插入到水稻
ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因的第５个外显子内，推测 ＯｓＲｈｏＧＡＰ２水稻的
表型改变可能是 ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因的结构发生改变引起的。
同时，也说明ＯｓＲｈｏＧＡＰ２基因可能与水稻的株高性状控制相
关，值得后续深入的研究。
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