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柑橘和拟南芥RIN４基因的过表达载体构建
及其对沙田柚的DNA转化①
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摘要:用逆转承 cDNA聚合酶链式扩增(RTＧPCR)方法,分别从克里曼丁橘和拟南芥中克隆出RIN４基因,连接

到表达载体pFGC５９４１,构建了柑橘CcRIN４和拟南芥AtRIN４基因的过表达载体,并成功转入 EHA１０５农杆菌．
通过农杆菌介导法将过表达载体转入沙田柚,获得柑橘和拟南芥RIN４基因的转基因沙田柚植株各６株．
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拟南芥RIN４(RPM１interactingprotein４)基因是植株正常生长发育所必需的,也是PTI(PAMPＧtrigＧ
geredimmunity)的负调控因子[１]．大多数无毒因子有抑制PTI对RIN４作用的能力[２－５]．RIN４是无毒因子

AvrB,AvrRpm１和 AvrRpt２的靶蛋白[１－２,６],而抗病蛋白(R蛋白)RPM１和 RPS２实时监控无毒因子对

RIN４蛋白的修饰作用[１－２,６－７]．拟南芥RIN４基因过量表达不改变 RPM１引起的抗病表型,但会抑制

RPS２的抗性和无毒因子 AvrRpt２的功能[６]．番茄RIN４基因的过量表达会导致无毒因子 AvrRpt２的功能

抑制[６],而下调表达则会增强番茄对无毒因子 AvrPto的抗性[４]．大豆RPG１ＧB(类似拟南芥R蛋白RPM１)
对 AvrB的抗病性也需要RIN４Ｇlike蛋白的参与[８－９]．LindqvistＧKreuze等人[１０]利用基因芯片分析马铃薯感

染晚疫病后的转录组变化,发现马铃薯RIN４基因差异表达显著,表明RIN４基因极可能与马铃薯晚疫病

的抗性相关;李春雨等人[１１]通过转录组测序比较了香蕉枯萎病易感品种和抗病品种在接种枯萎病菌Foc
TR４后的转录组学变化,发现抗病品种接种后绝大多数的R 基因并没有象在易感品种中那样显著性上调

表达,但RIN４/RPM１例外,推测RIN４/RPM１基因的差异表达可能与香蕉抗病性有关．
钟云[１２]发现一个柑橘RIN４基因在感染柑橘黄龙病(HLB)的椪柑叶片中上调表达８９倍,在感染了

HLB的红橘根系中也上调表达,认为该基因的上调表达可能与柑橘感染了黄龙病菌有关．为探索该基因在

抵御黄龙病侵染中的作用,本研究从克里曼丁橘中克隆了RIN４基因,构建过量表达载体并转入沙田柚．
同时,鉴于拟南芥RIN４基因在抵御病原入侵过程中的重要作用,我们也克隆获得了拟南芥 RIN４基因,
构建相应的过量表达载体并转入沙田柚,以期获得柑橘和拟南芥RIN４基因的转基因沙田柚植株,为后续

研究RIN４基因在柑橘与病原互作中的作用奠定基础．
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１　材料与方法

１１　材　料

试验所用克里曼丁橘(Citrusclementina)叶片采自广东省农业科学院果树研究所温室,拟南芥(ArabiＧ
dopsisthalianaecotypeColumbia)由广东省农业科学院果树研究所柑桔研究室保存,遗传转化所用沙田柚

[Citrusgrandis(L)Osbeckcv‘Shatianyou’]果实购自广东梅龙柚果股份有限公司．
１２　方　法

１２１　基因组 DNA、总 RNA 提取及cDNA 的合成

DNA 的提取使用植物基因组DNA快速提取试剂盒(广州东盛生物科技有限公司),总 RNA提取采用

Trizol法[１３－１４]．所提取的DNA和RNA的质量用１５％琼脂糖凝胶电泳检测．
以总RNA作模板,用反转录试剂盒PrimeScriptTMⅡ１ststrandcDNASynthasisKit(TaKaRa)合成cDNA．
所得基因组DNA和cDNA均保存于－２０℃,备用．

１２２　引物的设计与合成

从在线网站Phytozome(http://www．phytozome．net/)和NCBI(http://www．ncbi．nlm．nih．gov/)
中分别下载克里曼丁橘RIN４(CcRIN４,Ciclev１００２１７２６mCDS)和拟南芥RIN４(AtRIN４,AT３G２５０７０)
基因的编码序列．利用 Primer３(http://bioinfo．ut．ee/primer３Ｇ０４０/)设计这２个基因的开放阅读框

(Openreadingframe,ORF)的特异扩增引物,并在正反向引物的５端分别添加AscⅠ(GGCGCGCC)和

SmaⅠ(CCCGGG)酶切位点及保护碱基,pFGC５９４１载体引物P１/P２参照张凌云等人的序列[１５],转基因植

株检测引物３５S根据pFGC５９４１载体上３５S启动子序列设计．所有引物序列均由北京六合华大基因科技股

份有限公司合成(表１)．
表１　基因克隆及转基因植株检测所用引物

引物名 正向序列(A) 反向序列(S)

CcRIN４ ５ＧttGGCGCGCCATGGCACAACGTTCACATGTACＧ３ ５ＧtccCCCGGGTTATTTCTTGCCCCAAGGACＧ３

AtRIN４ ５ＧttGGCGCGCCaaATGGCACGTTCGAATGTACＧ３ ５ＧtccCCCGGGggaTCATTTTCCTCCAAAGCCＧ３

P１/P２ ５ＧAGCAAGTGGATTGATGTGACＧ３ ５ＧGGTAAGGATCTGAGCTACACＧ３

３５S ５ＧTCATAAACCAAGGCAAGTAATAGAGＧ３ ５ＧGATAGTGGGATTGTGCGTCATＧ３

１２３　RIN４基因的扩增及测序

分别以克里曼丁橘叶片cDNA和拟南芥cDNA为模板扩增柑橘CcRIN４和拟南芥AtRIN４基因,反应采

用２０μL体系,其中,模板cDNA１μL,１０×LAPCR缓冲液２μL,２５mmol/LdNTPs１５μL,正反扩增引物

各０４μL,LADNATaq聚合酶(５U/μL)０２μL,然后加双蒸水补足至２０μL．CcRIN４基因的PCR扩增程序

为:首先在９４℃下预变性５min;然后在９４℃变性３０s、６０℃退火３５s、７２℃延伸１min的条件下循环３５
次;最后在７２℃下延伸７min．AtRIN４基因的扩增条件除退火温度为５９℃外其余反应条件不变．扩增反应在

ABI热循环仪上进行．所得PCR产物交由北京六合华大基因科技股份有限公司测序．
１２４　RIN４基因过量表达载体的构建及农杆菌转化

正确扩增的CcRIN４和AtRIN４基因目的片段与载体pFGC５９４１经AscⅠ和SmaⅠ双酶切、电泳后从胶中回

收、纯化．用DNALigaseKit(TaKaRa)连接目的基因和载体,转化Trans１ＧT１大肠杆菌感受态细胞,在含有

Kan的LB平板上培养．阳性克隆经PCR确认后,进行液体培养,抽提质粒．将所得质粒经目的基因特异引物

和载体引物P１/P２双重PCR鉴定为阳性后,命名为pFGC５９４１ＧCcRIN４和pFGC５９４１ＧAtRIN４．将重组质粒用

电击法转入根癌农杆菌EHA１０５,在含有Kan/Rif的LB平板上培养,所得克隆经PCR鉴定为阳性后,命名为

pFGC５９４１ＧCcRIN４Ｇ１０５和pFGC５９４１ＧAtRIN４Ｇ１０５,准备用于沙田柚遗传转化．
１２５　pFGC５９４１ＧRIN４Ｇ１０５在沙田柚中的遗传转化

１２５１　柑橘材料及侵染液的准备

沙田柚实生苗的获得及农杆菌侵染液的准备均参考贝学军的方法[１６]．
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１２５２　农杆菌转染柑橘上胚轴及转基因植株的嫁接

沙田柚遗传转化参照贝学军[１６]、胡新喜等人[１７]的方法．将沙田柚上胚轴斜切成１~２cm 的小段放入准

备好的农杆菌侵染液(含有１００μmol/L乙酰丁香酮)中侵染３０min后用无菌滤纸吸干表面菌液,转到 MS
培养基上,于２８℃下暗培养２d后取出,用无菌水(含有１００mg/L头孢菌素)清洗２０min,再用无菌滤纸

吸干表面水分,放于含有５mg/LBasta筛选培养基(含５mg/L６ＧBA)上,于２８℃下暗培养１４d后转移至

１２h光/１２h暗条件下继续培养[１８]．１０~１５d后换板,将Basta质量浓度调至７５mg/L．一个月后再换板,
将Basta质量浓度增至１０mg/L并维持在此质量浓度．待抗性芽长出４~６片真叶时,将上胚轴插于含有

１０mg/LBasta的生根培养基(含０２％ 活性炭、１５mg/LIBA的１/２MS培养基)中培养１０~１５d,于叶

片颜色深绿时嫁接．
１２５３　转基因植株的鉴定

当嫁接成活的Basta抗性植株长出５~８片叶时,采叶片提取DNA,用３５S引物检测转基因植株．

２　结果与分析

２１　柑橘和拟南芥RIN４基因的扩增及序列分析

以克里曼丁橘叶片cDNA为模板,通过PCR扩增出CcRIN４的片段大小约为８００bp(图１(a)),测序

结果为７９５bp,与克里曼丁RIN４基因序列(Ciclev１００２１７２６mCDS)的一致性为９９８７４％,起始密码子和

终止密码子分别为 ATG和 TAA．
以拟南芥叶片cDNA为模板,扩增出一条大小约为６５０bp的条带(图１(b)),测序结果显示其大小为

６３６bp,与拟南芥RIN４基因序列(AT３G２５０７０)的一致性为９９６８６％,起始密码子和终止密码子分别为

ATG和 TAA．
经比对,克里曼丁CcRIN４与拟南芥AtRIN４核苷酸序列的相似度为３８２４％,克里曼丁CcRIN４推

导的氨基酸序列与拟南芥AtRIN４的蛋白序列相似度为４０４５％．

M 为 DL２０００和 DL５０００DNAmarker．

图１　柑橘和拟南芥RIN４基因的PCR产物

２２　过量表达载体pFGC５９４１ＧRIN４的构建

用限制性内切酶AscⅠ/SmaⅠ对目的片段和载体片段进行双酶切．CcRIN４和AtRIN４基因的目的片

段酶切前后几乎无差异(图２(a)和(b)),载体pFGC５９４１经酶切后得到２个片段,包括大小约为１００００bp
的载体骨架序列和大小为１４１５bp的小片段(图２(c)),均符合预期大小．将CcRIN４和AtRIN４基因目的

序列和pFGC５９４１骨架序列回收后连接为重组质粒,转化大肠杆菌,获得了阳性克隆．阳性克隆用PCR检

测验证后进行菌液培养,提取重组质粒,再次进行PCR验证,结果与预期符合(图３),表明过量表达载体

pFGC５９４１ＧCcRIN４和pFGC５９４１ＧAtRIN４已成功构建．
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M 为 DL２０００DNAmarker和 D５０００Plusmarker．

图２　柑橘和拟南芥RIN４基因PCR产物及pFGC５９４１质粒的AscⅠ/SmaⅠ双酶切图谱

MDL２０００DNAmarker;A,BpFGC５９４１ＧCcRIN４质粒分别经P１/P２和CcRIN４A/S扩增所得产物;C,DpFGC５９４１ＧAtRIN４质粒分

别经P１/P２和 AtRIN４A/S扩增所得产物．

图３　柑橘pFGC５９４１ＧCcRIN４和拟南芥pFGC５９４１ＧAtRIN４质粒PCR产物

２３　根癌农杆菌工程菌的获得

将重组质粒pFGC５９４１ＧCcRIN４和pFGC５９４１ＧAtRIN４用电击法转入根癌农杆菌EHA１０５,分别获得

过量表达CcRIN４和AtRIN４基因的农杆菌工程菌,随机挑选７~８个菌斑进行菌液PCR检测,其检测结

果见图４．
２４　沙田柚转基因植株的鉴定

将带有抗性芽的上胚轴嫁接到沙田柚后,成活１６株,待其长出５~８片真叶时取叶片提取 DNA,
用３５S检测引物进行 PCR检测,共发现１２株为阳性,转CcRIN４基因和转AtRIN４基因的沙田柚各

６株(图５)．
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M 为 DL２０００DNAmarker;(a)为pFGC５９４１ＧCcRIN４农杆菌菌液检测,１－８为pFGC５９４１ＧCcRIN４单克隆菌液 PCR检测;(b)为pFＧ

GC５９４１ＧAtRIN４农杆菌菌液检测,１－７为pFGC５９４１ＧAtRIN４单克隆菌液PCR检测;有主带的泳道表示菌液检测为阳性,箭头所在泳

道表示菌液为假阳性．

图４　柑橘pFGC５９４１ＧCcRIN４和拟南芥pFGC５９４１ＧCcRIN４农杆菌菌液PCR检测结果

M 为 DL２０００DNAmarker;１－１６为嫁接抗性芽后成活的１６株沙田柚,其中１－１０为转 AtRIN４基因的沙田柚植株,１１－１６为转

CcRIN４基因的沙田柚植株;箭头标示之处表示用３５S引物检测呈阳性的沙田柚植株,未标箭头表示用３５S引物检测呈阴性的沙田柚植

株;＋表示阳性对照,－表示阴性对照;３次独立的PCR验证表明试验的重复性良好．

图５　转基因沙田柚PCR检测

３　结　论

本研究成功构建了柑橘和拟南芥RIN４基因的过量表达载体,通过根癌农杆菌介导的遗传转化,将其

整合到沙田柚基因组中,PCR检测结果表明获得转CcRIN４基因和转AtRIN４基因的沙田柚各６株,为后

续研究柑橘和拟南芥RIN４基因在柑橘与病原互作过程中的作用(如黄龙病、溃疡病等细菌性病害)奠定了

材料基础．
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ConstructionofOverＧExpressionVectorsforRIN４Gene
fromCitrusandArabidopsisandTheirTransformation
IntoShatianyouPummelo(Citrusgrandis (L)Osbeck)

LI　Ju１,２,　CHENGChunＧzhen１,２,　ZHANGYongＧyan２,
ZHONG　Yun２,　ZHONGGuangＧyan２,　LUZhiＧming１

１SchoolofHorticultureandLandscapeArchitecture,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１６,China;

２InstituteofFruitTreeResearch,GuangdongAcademyofAgriculturalSciences,Guangzhou５１０６４０,China

Abstract:TheopenreadingframesofCcRIN４andAtRIN４geneswereclonedfromCitrusclementinaand
ArabidopsisthalianabyRTＧPCR,andligatedintothebinaryvectorpFGC５９４１,respectively．TheoverＧ
expressionvectorsweretransformedintoAgrobacterium strainEHA１０５．SixCcRIN４andsixAtRIN４
transgenicplantswereobtainedbycoＧculturingthevectorcarryingEHA１０５andShatianyou(Cgrandis)

epicotylsegments．Thetransgenicplantsobtainedinthisstudywillserveasmaterialsinfuturestudieson
theroleofRIN４geneincitrusＧmicrobeinteractions．
Keywords:cloning;overＧexpressionvector;transformation;Citrusgrandis(L)Osbeck‘Shatianyou’
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