
第 28 卷第 3 期
2007 年 7 月

华南农业大学学报 Vol. 28 , No.3 
J吐. 2007 Joumal of 50uth China Agricultural University 

用 RNA 干涉对几个水稻i WD 结构域基因的功能研究
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摘要:为研究水稻中 WD 结构域基因的功能，构建了 8 个 WD 结构域基因的 RNA 干涉转化载体并转化水稻品种.

其中 6 个基因获得了转化体，3 个基因(代号为 ElO，ω4 ，和∞5) 的转化体出现表型变异. ElO和 ω4 的转化植株

表现为花柱数目增加，ElO转化植株的花柱基部还长出 1 条半透明物体;G05 的转化植株表现为花粉不育对转化

植株的靶基因进行 RT-PCR 检测表明，大部分转化植株的内源基因表达量降低或没有表达，这些结果表明，这些

.WD 结构域基因的功能与生殖发育有关.
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Abstract : To stlldy the fllnctions of WD domain genes in rice , eight WD domain genes were selected from 

rice and llsed to prepare RNA interference constructs for transformation. Transgenic plants 前ere obtained 

from six of 由e RNAi constructs and phenotypic variations were observed in the transgenic plants with 

由ree genes (coded as E 1 0 ， ω4 ， and ω5). The transgenic plants of ElO and G04 exhibited increase of 

the nllmber of stigmas , and a transparent llnknown organ was arisen from the basis of the stigmas in the 

ElO transgenic plants. The transgenic plants of G05 showed male sterility. The expressions of the targe­

ted genes in the transgenic plants were sllppressed as assayed by RT-PCR. These reslllts show that the 

WD domain gene's fllnctions in rice have correlations with the development of reprodllctive organs. 
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水稻是重要的粮食作物，现已成为禾本科作物

的模式生物.随着基因组测序工作的完成，如何快而

准地破译基因，知道基因功能，进而在生产实践中利

用基因就成了研究者们的主要目标.通过对模式植

物拟南芥基因组序列进行基因预测，发现存在着一

类编码一组末端常为色氨酸(W) 和天冬氨酸( D) 结

尾、长度约为 40 个氨基酸的串联重复序列(WD 结构
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域)蛋白的超基因家族.目前，该基因家族只在真核

生物中发现.对果蝇、钱虫、人类和拟南芥中的 WD

结构域基因的研究发现，WD 结构域基因家族在不同

生物体中存在同源基因，是生物体中的重要基因，主

要参与信号传导、转录调控、RNA 剪切、细胞周期转

换、花发育等的基因调控[1] 目前已研究的植物 WD

结构域基因很少，只有拟南芥的约 10 个这类基因有
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功能研究的报道[2] 水稻基因组也预测有数百个 同源性较低的区段设计特异引物，进行 PCR 扩增获

WD 结构域基因，但鲜有利用实验技术对这类基因的 得目标基因片段. 8 个 WD 结构域基因 PCR 引物序

功能开展研究的报道.因此，对水稻中的 WD 结构域

基因进行功能鉴定是一项重要的工作.

诱导遗传突变是研究基因功能的重要手段. T­

DNA 插人失活法、激活标签技术、化学和物理诱变、

反义 RNA 技术己在基因功能研究中发挥了重要作

用. 1998 年， RNA 干涉现象的发现和机制的揭示，使

得 RNA 干涉技术成为了功能基因组研究中的有力

工具. RNA 干涉(RNA inte血rence ， RNAi) 就是指外

源或内源的 dsRNA( double strands RNA)可以阵解内

源的同源 mRNA，从而使相应基因发生基因沉默的

现象[3] RNA 干涉技术是将目的基因的序列在转基

因个体内转录出互补 RNA，可形成双链 RNA( dsR­

NA) ，产生 RNA 干涉，使目的基因沉默. RNA 干涉

技术适合于基因功能的大规模研究，这主要是因为:

(1 )RNA 干涉可以高效地获得特定基因表达沉默的

突变体; (2) 可同时沉默多个基因; (3) 导人带可诱

导调控元件的 DNA，如使用诱导型启动子等，使其在

需要的时候转录出特定的 dsRNA，从而可以在细胞

特定的发育时期观察基因敲除的效果[4] RNA 干涉

的高效性和特异性，已在钱虫[町、果蝇[町、小鼠[6] 、拟

南芥[7] 等模式生物中得到了广泛应用，并取得了一

系列成果.为了研究水稻 WD 结构域基因的功能，本

研究构建了 8 个水稻 WD 结构域基因的 RNA 干涉

载体，以农杆菌介导转化水稻，获得了相关基因的沉

默植株，为深入研究其功能奠定了基础.

1 材料与方法

1. 1 植物材料

以梗稻品系石拧白毛和中花 11 的幼胚诱导愈

伤组织作为外植体进行转化.

1.2 农杆菌菌株及质粒

列如下:

G04a: 5'- CGAGGGATCCAGGCGGTGGCGAAG-3' ; 

G04b: 5'- ACCGACTCGAGCCAAACCACCCCGA- 3'; 

D20a: 5'-GGCCACCGCAGTGAAATAGGT-3' ;D20b: 5'­

TCCCAAAGCTTGACATCATGATCAGC- 3';ω5a~ 5'­

GAAGTCCTCCTAGCACCATG-3'; G05b: 5'- GGAGCT­

CAACATGGACAACTAC_3 , ;F08a: 5'-GGGCAAAAATG­

GCGCAGCTGCAG-3' ; F08b: 5'- AGTGCCCGTCAAACT­

CACCAAC-3'; B07a: 5'- AGGGTATGAAGCAGGGATC­

CA- 3'; B07b: 5'- TTCTGCGGAGTGGCATATCCTG- 3'; 

P12a: 5'- ATCACGGATCCAGTATGTCAATAGTGC- 3'; 

P12b: 5'- AGCACAAACTGTGCAACATGAC- 3'; ElOa: 

5'- ATCTCTCTGTGGTGTAGGTGTA- 3'; ElOb: 5'­

AGAAGTTCCATGTCCTGAGCAG- 3'; D09a: 5'- GTC­

CTTTCCCTGTAGCGACTCG- 3'; D09b: 5'- ACAGCT: 

CAAGACGGCTATAAC_3 ,. 

1. 3. 3 目的基因片段的 RNAi 载体构建 目的基因

片段的 RNAi 载体的构建和检测技胡旭霞等问]所述

方法进行.

1. 3. 4 农杆菌介导特化 农杆菌转化水稻的培养

基、农杆菌培养及水稻愈伤组织的浸染、共培养及转

化子的筛选和植株再生同文献[9 ]. 

1. 3. 5 转化植林的 PCR 检测 提取各目标基因的

RNA 干涉转化植株的基因组 DNA ，同时设置阴性对

照及阳性对照，用潮霉素抗性基因 HPT 特异产物

(5'- TCCGGAGCCTCCGCTCGAAGTAG- 3' , 5'- CT­

GAACTCACCGCGACGTCTGTC-3' )进行 PCR 检测.

1. 3. 6 转化植株表型观察 采用目测和立体解剖

显微镜对转化植株进行表型观察.花粉育性用 w=

1% 的 12 -阻洛液染色，并在显微镜下观察.
1. 3. 7 目的基因的 RNA 表达水平检测 采用反转

农杆菌菌株为 EHAI05. RNA 干涉所用载体 录 PCR( RT - PCR) 方法对目标基因 mRNA 水平进

pYLRNAi 为华南农业大学植物功能基因组与生物技 行检测.

术重点实验室构建[8] 其中 BamH 1 和 Hind llI 酶切

位点用于第 1 次目的片段的连接 ， Mlu 1 和 Pst 1 酶

切位点用于第 2 次目的片段连接.

1. 3 试验方法

1. 3. 1 目标基因的选取 通过互联网 RGP 网站

( http://r即. dna. affrc. go. jp) RiceGAAS 分析系统查

询和选取水稻基因组中的 WD 结构域基因.

2 结果与分析

2.1 水稻中 WD 结构域基因的分布和目标基因的

选择

通过互联网 RGP 网站(网址 http://r即. dna. 

affrc. go. jp) 的 RiceGAAS 分析系统，用关键词

(WD)查询，在水稻基因组中共找到 594 个基因编

1. 3. 2 基因片段的获得 在目标基因与其他基因 码至少含 1 个 WD 重复单元的蛋白，含 4 个或 4 个
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以上重复单元的 WD 蛋白有 245 个，其中第 1 、3 染

色体分布较多，分别有 44 和 48 个.根据结构特征，

水稻的 WD 蛋白可分为 3 种类型: (1)只有数目不

同的 WD 重复单元; (2) 在 WD 重复单元之间插人

有其他结构域序列; (3) 除 WD 重复单元序列外，在

其 N 末端或 C 末端有其他保守结构域序列.本研

究选取了 8 个目标基因作 RNAi 分析.这些基因的

结构特征见表1.虽然根据 RiceGAAS 对这些基因

的可能功能进行了预测，但它们的真实功能未知.

除了G04 与拟南芥的已知功能基因 FIE[IO] 同源，

其余的为新基因.

表 1 用于 RNAi 的水稻 WD 结构域基因

Tab. 1 The rice WD domain genes selected for RNAi 

基因代号 BAC/PAC 上的预测基因。 结构2) 功能预测

Eene codes predicted gene in BAC/PAC structure predicted function 

未知E lO P0028ElO.19(1) Zf-C3HC4+WD(2) 

G05 阳592G05.21( 1) WD (5) 信号传导

F08 POω4F08. 14 (1) WD (10) P66( 逆境蛋白)

气孔胞质分裂缺陷

信号传导

D09 B1112囚9.07 (1) DENN + WD (8) 

D20 OSJNBa∞38D20.27(3) WD (10) +D1_heme 

P12 OSJNBa∞09P12.23 (4) WD (12) 未知

B07 四613B07.07 (7) WD (6) 信号传导

G04 0 J1613 G04 .11 (8) WD (5) FIE( 不依赖受精的胚乳发育) [10] 

1)括号内数字为所在染色体 ;2) 括号内数字为 WD 重复数

2.2 目标基因片段的获得和 RNAi 载体的构建

目标基因片段是以水稻中花 11 基因组 DNA 作

模板，目标基因 PCR 引物特异扩增的产物.电泳结

果表明 8 个目标基因都获得了特异的扩增产物，大

小范围为 200 - 1200 bp (图 1) .目的基因片段的

RNAi 载体的构建按胡旭霞等[8] 所述方法进行，分 2

轮连接，将目的片段以相反方向插入到 2 个克隆位

点构建好的 RNAi 载体质粒的命名为在其基因代

号后加 Ri.

M 234 5 6 7 8 

M:DNA marker õ 1-8: B07 ，因9 ， P12 ， EI0 ， D20 ，G05 ，G04，F08

固 1 PCR 扩增的目标基因片段

Fig. 1 PCR-amplified fragments of target genes 

2.3 RNAi 载体质粒的检测

用 BamH 1 和 HindIII双酶切 RNAi 载体质粒可

切出第 1 轮插人的片段 ， Mlu 1 和 Pst 1 双酶切可切

出第 2 轮插人的片段 ，BamH 1 单酶切可切出插入的

2 个片段以及之间的间隔区酶切鉴定结果表明本

试验所装载的 8 个 RNAi 载体质粒结构正确，可用

来转化水稻.图 2 列出了其中 4 个目标基因的

RNAi 质粒的酶切电泳图.

:13画--EE画
980 
830 
660 

制蝙喇喇.

M:DNA marker;I-3 为 E10Ri ;4-6 为 PI2Ri""; 7 -9 为 009Ri; 10-

12 为 B07Ri; 1 、4 、7 、 10 为 BamHIIHindill双酶切; 2 ，5 ，8 、 11 为 MluIl

PstI 双酶切 3 、6 ，9 、 12 为 BamHI 单酶切

M:DNA marker; 1-3:E10Ri; 4.{í :PI2Ri; 7-9:009Ri; 10-12:B07Ri; 

1 ,4 ,7 , 10: BamHIIHind ill double digestion; 2 ,5 ,8 , 11: Mlu IIPstI 

double digestion; 3 ,6 ,9 ,12 : BamHl digestion 

图 2 RNAi 质粒的酶切检测

Fig. 2 Restriction analysis of RNAi constructs 

2.4 水稻转化和检测

将 8 个 RNAi 质粒进行了农杆菌介导的水稻转

化. P12Ri 和 B07Ri 经分别转化中花 11 和石狞白

毛，虽然都筛选出抗性愈伤组织，但没有分化出苗

其他 6 个基因获得转化体植株(表 2) .用 PCR 检测

表 2 RNAi载体转化结果

Tab.2 R臼ults of transfonnation with the RNAi constructs 

RNAi 载体 转化的水稻品种 转化体数 表型变异

RNAi rice varieties no. of transgenic rnutant 

constructs trllnsforrned plllnts phen。可pe

EI0Ri 石狞白毛 30 雌器官变异
D20阳 中花 11 、石狞白毛 40 元

D09Ri 石猜白毛 15 无

G04阳 中花 11 4 雌器官变异
F08Ri 中花 11 10 无

GOSRi 中花 11 6 雄性不育
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各转化植株的选择标记基因 HPT ，表明全部为阳性

(结果未显示) . 

2.5 转化植株表型变异

对 T。转化植株进行了表型观察. EI0Ri 转化植

株出现了雌性器官变异，表现为花柱(柱头)数目增

加，且花柱基部长出一条卷曲状的半透明物体(图

3B) .而 ω4Ri 转化植株的雌性器官表现为其中 1

条花柱开裂成为 2 个柱头(图 3C) .∞5 转化植株

表现为花粉不育(图 4B) ，导致小穗完全不结实或

结实率很低.其他 3 个基因的转化体没有明显

变异.

2.6 靶基因的表达抑制

为了鉴定转化导人的 RNAi 结构是否产生 RNA

干涉效果，对转化植株的内源靶基因表达水平进行

RT-PCR 检测.对非转化体各种器官的 RT-PCR 检

测表明，所有基因(表 1 )都是组成型表达的(结果未

显示) .从转化植株的幼叶抽提 RNA 进行检测显

示，所有内源靶基因在不同的转化植株中的表达水

平均有不同程度的下阵.其中 2 个基因( ElO和

D20) 在转化植株的表达沉默情况如图 5 所示.说明

本试验的 RNA 干涉载体转化有效地引发了 RNA 干

涉效应.

A:未转化植株; B:EI0Ri 转化植株 C:∞4Ri 转化植株

A : untransfo口ned plant; B: transgenic plant with EI0Ri; C: lransgenic plants with G04Ri 

图 3 转化植株的花器官突变

可

Fig. 3 Abnorrnal phenotypes of the female organs in transgenic plants 
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图 4 非转化植株的可育花粉( A) 和 ω5阳转化植株的部分败育花粉( B) 

Fig. 4 Fertile pollens of untransforrned plant (A) and partial-sterile pollens of transgenic plants with G05Ri (B) 

2 

M 2 

li 一一什|1933 

A 

M 2 3 4 5 6 

EIO 

HPT 

D20 

HPT 

M: ONA marker; 1:非转化植株; 2 -7:转化植株;下部小图的 HPT是抗潮霉素标记基因作为表达水平内参址 :EIO 靶基因的 RT-

B 

PCR 检t9!L B: D20 靶基因的 RT-PCR 检测

M:ONA marker;l :untransforrmed planl; 2 -7 :lransgenic plants; HPT: hygromycin-resistant marker ger回国 a expression conlrol; A: RT­

PCR assay of EI0; B: RT -PCR assay of 020 

图 5 转化植株的靶基因表达的 RT-PCR 检测

Fig. 5 RT-PCR analysis of the expression of the target genes in transgenic plants 
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3 讨论

虽然水稻基因组中有大量的 WD 结构域基因，

但对它们的功能研究尚未展开. RNA 干涉技术是研

究植物基因功能的有效工具.为研究水稻.中 WD 结

构域基因的功能，本研究选取 8 个 WD 结构域基因

为目标，试图以 RNA 干涉技术研究它们的功能.其

中代号为 P12 和 B07 的 2 个基因对 2 个水稻受体材

料的转化试验中虽然获得抗潮霉素愈伤组织，但都

不能再分化成苗.重复转化这 2 个载体还是不能从

抗潮霉素愈伤组织获得转化体.这暗示这 2 个基因

可能是水稻再分化必须的关键基因，转化不能获得

分化苗可能是 RNA 干涉效应抑制了它们的表达，从

而影响了细胞的再分化.用基因沉默技术(反义

RNA ， RNAi)对这类影响再分化的关键基因进行研究

时，需要利用条件诱导型启动子的控制表达才能达

到目的. EI0 基因获得的变异大多集中在花的雌性

器官，表明该基因可能参与水稻花雌性器官的发育

调控.∞5 基因转化植株表现为雄性不育，表明该基

因对水稻生殖发育有重要作用.拟南芥中的 FIE 基

因为不依赖受精的胚乳发育的相关基因，在发生功

能缺失时，植株表现为未授粉时胚乳发育，授粉后，

胚发生败育[10] 本研究获得的一个水稻 FIE 同源基

因(∞4) 的 RNAi 转化植株，出现雌性器官的发育异

常，说明该基因参与花器官的发育.有 3 个 WD 结构

域基因的 RNAi 转化体没有观察到明显的表型变异，

虽然 RT-PCR 检测表明靶基因的表达受到了抑制.

这可能是这些基因的功能是冗余的.这些基因详细

的功能分析有待进一步展开.

RNA 干涉技术已广泛地应用于线虫、果蝇、人类

等生物的基因功能研究中近年来在拟南芥、烟草、

水稻等植物也越来越多地应用该技术研究基因的功

能[ 11]本试验获得的转化植株中，大部分产生了有

效的 RNA 干涉效果，说明该技术是研究植物基因功

能的有效技术.
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