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摘要：通过水稻全基因组比对分析，获得16个谷蛋白成员信息。序列比对获得其保守区域，并选取其中
129 bp构建RNAi干涉载体，双酶切验证和测序结果表明干涉载体构建成功。
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高于 24%虫酰肼悬浮剂，3%阿维菌素·氯氰菊酯

烟雾剂 3 个处理的防效均极显著高于常规药剂

2.5%溴氰菊酯乳油。

2.2 速效性与持效性

3%阿维菌素（氯氰菊酯烟雾剂各处理药后 3 d的

防效在 80%左右，高于或与常规药剂相当，有很好

的速效性。药后14（15）d，防效均在 80%以上，高

于或与对照药剂相当，持效期在 14 d以上。

2.3 安全性

在整个试验期间，未发现 3%阿维菌素·氯氰

菊酯烟雾剂对马尾松有药害现象，松树生长正常。

3 小结与建议

从 2 a的试验结果可以看出，3%阿维菌素·氯

氰菊酯烟雾剂对马尾松毛虫有很好的防效效果，表

现出较好的速效性，且对松树生长无影响。相比较

常规的施药方法，使用烟雾剂防治马尾松毛虫施药

效率可大大提高。田间应用该烟雾剂防治马尾松毛

虫时，建议使用剂量为 1 500 g/hm2或以上，使用烟

雾剂进行均匀喷雾可有效防治马尾松毛虫。
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水稻为全球一半以上人口的主食，对保障全

球粮食安全极为重要。同时水稻种子也是目前认

为最有潜力作为生物反应器生产重组药用蛋白的

“工厂”之一［ 1］。目前，限制水稻种子特异表达体

系在重组药用蛋白大规模应用的主要因子是目标

基因表达量过低。外源基因表达受到转录、翻译

或翻译后加工修饰等多层面的协同调控。已用于

提高外源基因表达水平的策略包括使用强特异表

达启动子、改善蛋白运输环境、提高翻译效率、

特定细胞器储存等［ 2 - 5］，都一定程度上提高了外

源蛋白表达量。这些方法都是针对目的基因表达

过程的直接改造以提高表达水平，该类体系已较

成熟，如果再想大幅提高外源蛋白的表达量难度

较大。

外源基因在表达过程中涉及与内源相关蛋白

对氨基酸和存储空间的直接竞争［ 6］。2003 年，

Tada等将转大豆球蛋白（glycinin）基因的常规水稻

品种与日本晴的低谷蛋白水稻突变体（LGC-1）进行

杂交，LGC-1后代中 glycinin表达量比其亲本日本

晴的杂交后代提高 120%，达到 237 滋g/g，暗示突

变体中谷蛋白含量的降低提供了更多的氨基酸和

空间供 glycinin合成 ［ 7］。Kuroda等设计了一套包
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括抑制水稻内源蛋白合成和种子特异表达外源目

标基因这 2个表达框的植物表达载体，结果发现

内源蛋白含量降低的转基因水稻种子中绿色荧光

蛋白（GFP）表达水平比抑制前显著增强［ 8］。

Kurokawa等筛选到霍乱毒素 B亚基表达量显著提

高的转基因株系，表明利用外源基因与相关内源

基因的竞争关系可提高外源蛋白表达水平，然而

关于降低水稻种子内源蛋白含量如何增强外源基

因表达尚不清楚［ 9 - 10］。

另一方面，水稻种子具有调节各种内源蛋白

组成以保持其总蛋白含量于一定范围的动态平衡

机制。Maruta等利用 RNAi技术降低水稻谷蛋白表

达以改良水稻蒸煮品质，结果检测到种子的其他

内源储藏蛋白含量增加［ 11］。Kim等在抑制水稻 13

kDa醇溶蛋白合成改进营养品质的研究中发现，该

醇溶蛋白显著降低的同时，其他蛋白含量如 10

kDa醇溶蛋白、谷蛋白和伴侣蛋白等增加［ 12］。综

合分析多个研究组的研究结果，无论低内源蛋白

突变体、RNAi降低内源蛋白的水稻种子，还是以

二者作为受体表达外源蛋白的种子，均与其野生

型在总蛋白含量上无显著差异，表现为各种内源

蛋白或与外源蛋白之间的此消彼长，说明水稻种

子各种蛋白组分间存在一种动态平衡机制，使得

其总蛋白含量维持于一恒定范围［ 11 - 14］。

因此，以水稻中谷蛋白所有成员的保守区域

为靶序列，通过 RNAi技术降低谷蛋白的含量，可

创制低谷蛋白的突变体，为提高外源重组蛋白表

达水平奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

日本晴水稻种子由安徽省农业科学院水稻研

究所提供。

植物表达载体 pCAMBIA1390RNAi骨架载体、

大肠杆菌（Escherichia coli）菌株 DH5琢、根癌农杆
菌（Agrobacterium tumefaciens）菌株 EHA105为淮北

师范大学生命科学学院资源植物生物学安徽省重

点实验室课题组保存。

PCR扩增试剂为生工生物工程（上海）股份有

限公司产品，限制性内切酶 SacI、StuI、BamHI、

MluI、T4 DNA连接酶均购自 New England BioLabs

（NEB）公司，胶回收试剂盒购自 AxyGen Biosciences

公司，pMD18-T vector购自 TaKaRa生物工程（大

连）有限公司，卡那霉素、氨苄青霉素钠盐和利福

平等购自生工生物工程（上海）股份有限公司，引

物和基因合成以及测序由生工生物工程（上海）股

份有限公司完成。

1.2 方法

1.2.1 水稻谷蛋白基因及其保守区域分析 通过

NCBI软件分析水稻全基因组范围内谷蛋白分布情

况，并采用 Blast程序对所获成员的保守区域进行

分析。选定其中部分保守序列作为靶位点设计引

物，构建 RNAi干涉表达载体（表1）。

1.2.2 靶片段的获得及载体构建 以日本晴基因

组 DNA为模板扩增正义和反义靶片段。PCR扩增

体系（50滋l）如下：5 滋l 10×PCR buffer，4 滋l 25

mmol MgCl2，4 滋l 2.0 mmol dNTPs，2 滋l 10 滋mol上

下游引物，0.4 滋l 5 U/滋l Taq DNA聚合酶，100 ng

DNA 模板，ddH2O 至 50 滋l。PCR 扩增条件为 94

℃预变性 5 min；94℃30 s，55℃30 s，72℃30 s

进行 30 循环。PCR 产物连接至 pMD18-T vector，

挑取 PCR阳性克隆送生工生物工程（上海）股份有

限公司测序。

1.2.3 RfTNFR-Fc 种子特异表达载体构建 以

SacI/StuI对 pCAMBIA1390RNAi骨架载体质粒进行

双酶切和含有正义片段的 pMD18-T vector 载体，

回收片段后进行 T4DNA酶重组连接；提取所获阳

性菌落质粒进行 BamHI/MluI 双酶切使载体线性
化，同理将反义片段连入表达载体。提取阳性克

隆质粒以相应内切酶进行正义片段和反义片段的

酶切验证，鉴定正确的克隆送生工生物工程（上

海）股份有限公司测序。

1.2.4 表达载体导入根癌农杆菌 将测序验证正

确的重组质粒转入根癌农杆菌 EHA105感受态细

胞。取 2 滋g质粒 DNA加入从 -70℃超低温冰箱

取出的农杆菌感受态细胞，混匀后冰浴 30 min；

转入液氮速冻 1 min；加入 1 ml YEP培养基（不含

抗生素），30 ℃、120 r/min 培养 4 h；4 000 r/min

离心 1 min，弃上清；加 150 滋l YEP培养基（不含

抗生素）重悬，将菌液涂布与含 50 滋g/ml Kan和 10

引物名称 序列①

RNAi Glu-Uf gagctctttgataggttgcaagcattt（/SacI）

RNAi Glu-Ur aggcctttcaataactcggcggacaac（/StuI）

RNAi Glu-Df ggatccaagttattgagccgcctgttg（/BamHI）

RNAi Glu-Dr acgcgTaaactatccaacgttcgtaaa（/MluI）

表 1 RNAi干涉表达载体构建所用引物序列

①下划线为限制性内切酶酶切位点。
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滋g/ml Amp的 YEP固体平板；28℃培养 48 h至单

菌落长出，进行菌落 PCR鉴定。

2 结果与分析

2.1 水稻中谷蛋白同源性分析

以谷蛋白基因 Os10g0400200全长序列（1540 bp）

对水稻全基因组数据库进行搜索比对，获得 16个

谷蛋白基因信息（Os10g 0400200、Os01g 0762500、

Os02g 0249800、Os02g 0249000、Os02g 0249600、

Os02g 0268300、Os02g 0268100、Os02g 0248800、

Os02g 0242600、Os02g 0453600、Os02g 0249000、

Os03g 0427300、Os12g 0155200、Os08g 0127900、

Os11g 0153400、Os05g 0170300）。通过 NCBI Blast

软件对这些基因进行全长比对，结果表明其同源

性极高（图1）。选取其中部分保守区域作为靶位

点，序列为：tttgataggttgcaagcatttgagccaattcggagtgtga-

ggtctcaagctggcacaactgagttcttcgatgtctctaatgagttgtttcaatgt-

accggagtatctgttgtccgccgagttattgaa。以该区域为靶序列

可能同时抑制所有谷蛋白基因的表达。

2.2 表达载体构建

回收 PCR片段后连入 T载体，分别酶切后与

相应的酶线性化的载体进行连接，对所获重组子

进行正义片段和反义片段的酶切验证。酶切结果

显示，所获表达载体中含有 129 bp的正义和反义

片段（图2）。测序结果表明，正义和反义片段已正

确连入 pCAMBIA1390 RNAi骨架载体。

2.3 重组子导入根癌农杆菌

提取测序正确克隆的质粒 DNA转化根癌农杆

菌 EHA105感受态细胞，液氮速冻和恢复培养后

涂于含卡那霉素和利福平的 YEP平板。培养 2 d

后获得大量转化克隆（图3），菌落 PCR表明重组质

粒已导入根癌农杆菌菌株 EHA105。

3 结论

谷蛋白是水稻种子中含量最高的储藏蛋白，

其含量占总蛋白的 80%左右，包括至少 12个编码

基因［ 3］。通过敲除或降低谷蛋白表达，对提高外

源基因的表达水平很有意义和潜力。该研究通过

水稻全基因组比对分析，获得 16个谷蛋白成员信

息。序列比对获得其保守区域，并选取其中 129

bp构建 RNAi干涉载体，双酶切验证和测序结果

表明干涉载体构建成功。
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图 2 重组子正义和反义片段的双酶切验证

图 3 阳性农杆菌克隆
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摘要：综合分析第四轮豌豆全国区试定西点参试品种（系）的生育期、主要农艺性状及产量表明，WD04-
02、WD04-01均属于中、早熟半无叶豌豆品种，田间长势整齐，百粒重适中，中后期无白粉病发生或发生较轻，
折合产量分别为1 890.95、1 850.93 kg/hm2，居参试品种（系）第1、2位，比较适宜在定西市及同类地区种植推广。
WD04-06、 WD04-07适宜水肥条件较好的地域种植，WD04-1不适应当地生产条件，建议淘汰。
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豌豆属于泛域性豆科作物，具有耐瘠、抗旱、

适应性强、蛋白质含量高的特点，能种植大麦、

小麦的地方，均能种植豌豆［ 1］，我国豌豆种植面

积 460多万 hm2，定西市豌豆常年种植面积 3.0万

hm2［ 2］。国家春播豌豆品种区试是为了鉴定各单位

选育和引进的春豌豆品种（系）及筛选的地方品种

在不同条件下的适应性、生产力与商品性，从中

筛选出符合出口和加工需要的春豌豆品种，为春

豌豆品种鉴定、推广提供科学依据。定西试点于

2012—2014年承担第四轮豌豆全国区试，现将结

果总结如下。

1 材料与方法

1.1 供试品种

参试的 11个品种（系）均为半无叶豌豆，采用

匿名制管理，品种（系）代号为 WD04-01、WD04-

02、WD04-03、WD04-04、WD04 - 05、WD04 -

06、WD04 - 07、WD04 - 08、WD04 - 09、WD04 -

10、WD04-11。

1.2 试验方法

试验设在定西市农业科学研究院旱地试验地，
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