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烟草花叶病毒装配起始位点反义 RNA 

表达型中间载体的构建 
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(中国科学麓上海生物化学研究所 ，上海 0̈1) ) 

提 要 54 z· 
利用基因工程方法培育抗病毒植物新品种的途径之一，是在植株中建立一十 产 生病 

毒基 因组功 能片段的反义 RNA的 系统。本工作设计并合成 了一段烟草花~ (TMV ) 

装配起 始位点反义 RNA的 基因，再 以 PBⅡ325为基本 质粒，构建 了包含带有花椰 菜 花 

叶 病毒 (CaM~)35S启动干和 PolyA信号的反义 RN^表达 单元， 殛为筛选转基嗣植 

椿所 必须的 NPT-E表达单元的中间载体，为以后经 土壤 农杼菌丽 获得转基 因 烟草檀 株 

打下 

烟草花叶病 TM 关t调 ：烟草花叶病毒 ( V) 反义 RNA 
r — — — — — 一  

中间载体 

烟草花叶病毒(TMV)装配起始 点位于该病 毒基因组的近3 端。TMV的装配是 由 

TMV外壳蛋白的20S聚合体与该位点结合开始的[I 。我们前期的工作表明：在体外，与 

TMV装配起始证点互补的 DNA片段可以抑制 TMV的装配” 。这意味着该位点的反义 

RNA也能起到类似的作用。因此，利用植物遗传工程的方法，在植株体 内建立 一个产 

生 TMV装配起始位点反义 RNA的系统，将是可能获得抗 TMV的植株 新 品 种的有效 

途径之一。为此，我们首先设计并合成了反义 RNA基因，又成功地构建了这一 反义R A 

的表达型中间载体，为进一步获得转基因烟草植株打一F了基础。 

材 料 和 方 法 

一
、 材料： 

本工作所用的内切酶、连接酶 澈酶等均为巷国 Bovh ringer公司产品； 小牛脯遭碱性礴眭晦 

为黄国 Sigma公司产品；(卜 P)ATP为美国 Amersha蛰 产品 大肠杆菌 JM83和质 粒PBR32s 

由奉所吴祥甫 副研r宄 员赠送。 

=．方法 ： 

1、质粒的分离和制备：按 Mani~ti$等【 l平ⅡArmi rage等f‘ 的碱裂解法 

2、DNA的酶切，连接厦磺 垃 DNA转化大肠杆菌： 按 MaⅡiat 等妁方法 f 。 
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3．酶切 DNA片段的电冰分离和回收：参照 Weislander的方法t 。为减少低融点璩脂糖的 

用量，酶切片段先在普通琼脂糖申电泳分离，然后在要回收的条带前挖一宽约 1 cm的 槽； 灌八低 

融点琼脂糖，继续 电诛，待 DNA 条带 进入低融点璩脂糖后再 割出 回收。 

4．DNA的合成：单 链 eDNA 和引物 用 ABI公司 381A型 DNA台成仪台 成。 双链 DNA的 

台成参照 Maniatie等的方法 l 1，先将单 链 eDNA 和引物进行退火 ，再用 Klenow酶 法 合 成互补 

链。 ， 

s、探针的制备：按 M．nlitis等的方法 。I．先用小 牛 肠遭 碱性祷酸酶处理，去除DNA片 

段的 5’端磷酸 基团，再按 Maxim 和 Gilbert的方法 1．】进行 s’端”P标记。．． 

6，原位杂交：参照 Maniati*等的方法l 。杂交液为s xDenhmrdt， 3 x SSC， l畴sDs。 

杂交温度为s2℃。 

结 果 和 讨 论 

一

、 反义 RNA基因的设计与台成 

TMV-RNA的装配起始证点含有一百多个核苷酸， 其 中心部位有一段7个核苷酸 

的靶颓序。这一靶腰序及其邻近区域不仅具有特异的二级结掬，而且从已知的 TMV各 

{末系的基因组 RNA顺序比较来看， 靶颓序是一个非常保守的区域 “ 。 我们选取 TMV 

普通{末的靶顺序及其两循都分邻接区共30个核苷赣的顺序作为反义 RNA的作 用区域。 

先用 DNA台成仪台成了该区域的eDNA (包括两螭加上的便于基 因工程操作的限制性 

内切酶位点，共 44个核苷酸 )和为台成双链所用的 l2个核苷酸的引物， 再用 Klenow 

酶法台成 了反义 RNA基因，以下简称 AR(图 1)。 

t) 3，⋯⋯ CCUGUAGAAGGUACUUGAGUGUUGUUG
—

AA
—

GA cAuucA^ecuAccccG⋯ ⋯5 

b) 

c) 

d) 

e) 

5 UGAACUCAUCAACAACUUCUGUAACUU 3 

6 ccAATTcTc^ cTcAc^AcA^cTTcTTcTGT^^cTTTcTAG^A 3 

3 CCTTAAGACTTG 

5 G6AATTCTGAACTCATCAACAACTTCTTCTGTAAGTTTCTAGAA 3 

3 CCTTAAGACTTGAGTAGTTGTTGAAGAAGACATTCAAAGATCTT 5 

图 1 TMV装配起始位点反艾RN 基̂因的设计 a．TMV—RNA装 起始位点 分顺序 

b．反y．~RNAi c．台成 反卫DN ；̂d．引物 ；e反义HNA基因 (AR) 

Fi g． 1 De sign o F Ⅱ̂ti．en~e RNA gene for origin a s sembty o F TMV 

ge~ome．‘) Pdrt of t he orlg JⅡ of TMV—RNA}b) Anti se~s e RHA； 

e】Synl~etle eDNA；d) Primet；e)A nli seu~~RNA sere(AR) 

二、质粒 A的构建 

质粒 pNE0105和 pBR325分别用 Eco R1和 HindⅢ双酶切，经电冰分离， 从 pNE 

0105获得台Kmr表达单 -c- ，1t’段 (2．Okb)，从 pBR325获得占Ap 旧片段 <i．4kb)， 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

428 中 目 靠 毒 拳 簟7巷 

两者用 T。连接酶连接， 转化感受 态大肠杆菌 JM83，分别以 Ap、Cm、Tc进行筛选， 

选取仅对 Ap有抗性的菌落，从中提取质粒 A 质粒 A经 EcoR I和 HindⅢ双酶切，可 

获得含 Km 表达单元 的片段 (2．0kb见图 2)。 

a b c d e f 

图 2 1．0 琼H％楮凝胶电泳 

B
．PNE0105；b．pNE0]05经E~oR1和Hindll[酶切；t．质粒A；d．质拉 经 EcoRI酶切； 

e．质粒A弪 HindⅢ酶切 ；f．质粒 经̂E coR I和HindⅢ酶切 

F；g 1．0 g_r0r日。 ge1 e1ecl r。pbore Bi日 4． PNE 01 05； b． pNE 0105 dige Bl ed 

wit h E eoR I Bnd Hi口dⅢ ；c． PI id A；d． pl smid A d；ge 5ted wit h EeoR I； 

e． P1̈ 恤 ；d A dige5Ied il h I『ind Ⅲ ； f． Pla 6mid A dlge 9t ed wit b E oR I BⅡd HindⅢ 

三、质粒 B的构建 

质粒 pRT101用Eco RI和 XbaI双酶切，电泳分离得大片段(3．31 kb)，用 T。连 

接酶与经 Eco RI和 XbaI双酶切 AR片段连接， 转化感受态大肠杆菌 JM83， 在 Ap培 

养基上初步筛选后，再用 ”P标记的 AR基因作探针进行和原位杂交筛选，获得含有质 

粒 B的菌落 (图 3)，质粒 B含有带花椰菜花叶病毒 (CaMV)35S强启动子和 Po1)A 

信号的 AR基因 

四、质粒 C的构建 

质粒 B经 Hind 111酶切后，电泳分离获得含AR表达单元的片段 (0．7kb)，用 T 

连接酶插入质粒 A中 Km 表达单元下游的 HindⅢ 位点，经 Ap培 养 基初步筛选，所 

得菌落分别以 Km 基因和 AR基因为探针进行原位杂交，筛选出对两种探 针 均表现为 

阳性的菌落 (图 4)，从中提取质粒 C，即反义 RNA表达型中间载体。 

从上述结果可以看出，获得反义 RNA表达型中间载体的基本路线是·从质粒 pNE 

0105获得为以后筛选转基因植株所必需的Km 表达单元，插／'~pBR325的EcoR I与 Hind 

Ⅲ位点 之间， 获得嵌台质粒 A J 将 AR基因插入质粒 PRT 101的CaMV 3fiS启动 子和 

PolyA信号之间，获得嵌台质粒 B。再从质粒 B中坍出 AR表达单元，插^质粒 A，从 
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图 3 原位杂交放射自显影 (复制于z光片)e探针为AR基目。 

Fig．3 AⅡto r̂ di。E rIPh of in situ hybridlzatloB(Copied f rom X-zJy film) 

^R Kene l_p~,be． 

图 4 原位杂交放射 自显髟 (复制于 光片 )。^．掠针为AR基因{B．探 为 Kin'基因 

基因双阳性菌落ff勺标号为1．5． ，52。 

FiE．4 Aut q radi。g phY of in 8it u hyb Fidi‘aIjoⅡ(c。pjcd f X—r Y rj【口l8)． 

^ AR g㈣ ·8 p 。b j B
．
Km gone 5 p robe． Double—po sit】 【日n e8 ]abell~~[ 

ith 1． 5， 蛐 ． 5j． 
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图 s 构建tMV冀配趋位直 反义RN̂ 表达型中间载体昀战略 

Fig．5 The s c rategy of Ⅲ ●±zuetlo~ or th。 im~e rmediate Ⅲ t。T exp ressing 

In|imes*e RNA ‘Ⅲ f。f}-e *ssembl7 origlu of TMV geuom* 

而构建了TMV装配起始位点反义 RtqA的表达型中间载体 (质粒 C)。 (图 5) 

质粒 pRT 101的 CaMV 35S启动子转录起始位点至 AR基 因插入的 EeoR I位点仅 

7个核苷酸，且不含有 ATG(参见[7])，排除了转录产物被翻译的可能性，转录产物 

的融台片段也很小．不至于影响其作为反义 RNA的功能。 由于 DNA片段 的 插入大都 

采取了双酶切的方法，避免了反向连接的问题。 质粒 c的构建 虽然采取单酶切的方法， 

AR表达单 的插入可有两个方向，但 AR表达单元是拙立的， 其插入的方向性并不影 

响它的表达。中间裁体中除含有反义 RNA表达单元外，还含有筛选转基 因植株所必需 

的 Km 表达单元。这一中问载体的梅建成功 为进一 步转陀烟草组织， 再生转基因烟草 

植株奠定了基础，这些工作目前正在进行之中。 
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， 

In this p~per We have designed tnd constructed ‘ antisense gone which 

is complementary with the assembly origin 0f TM V—RNA． then a interme— 

diate vector which contains the expressing unit，consisting of CaMV 35S pro 

moter~ antisense RNg gone and poly A signal。 as well-s the NPT—II ex— 

pressing unit WGS constructed． The NPT-II is essential for the ~election and 

transformation of plants． Thus， the successful construction of thi s interme 

di ate w ctor wiII~acillatc obtainlug the transge~【 plants． 

Key w ordsl Tobacco mosaic virus(TMV ) Antisensc RN A 

Into rreediate rector 
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