
植物遗传资源学报 2013,14(1):　 -　
Journal of Plant Genetic Resources

单子叶植物 RNA 干扰和过表达 Gateway 载体的构建
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　 　 摘要:基因枪和农杆菌介导的遗传转化是目前常用的两种单子叶植物遗传转化方法。 载体的发展和改良是提高植物遗

传转化效率的重要基础,RNA 干扰载体和过表达载体是目前通过遗传转化研究植物基因功能的主要工具。 Gateway 克隆技术

是一种基于 lambda 噬菌体特异位点重组特性的通用克隆技术,该技术可以将大批目的基因方便、快捷地连接到受体载体上。
本文利用 Gateway 技术结合传统酶切、连接方法,构建了适用于单子叶植物基因枪和农杆菌转化的 RNA 干扰 Gateway 载体

pAHC-PSK-RNAi、pClean-G185-RNAi 和过表达 Gateway 载体 pAHC-PSK-OE 和 pClean-G185-OE,为利用基因枪和农杆菌介导的

遗传转化,在小麦和水稻等单子叶植物中进行规模化基因功能研究奠定了基础。
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Abstract:Particle bombardment and Agrobacterium-mediated transformations are the two most widely employed
methods in plant genetic transformation. Vector system plays an important role in development of an efficient trans-
genic technology. At present,RNAi and overexpression vectors are widely used for gene function analysis. Gateway is
an efficient and high throughput cloning technology,which based on the site-specific recombination characteristics of
lambda phage. Using Gateway technology,large numbers of genes can be cloned into the desired vectors quickly and
conveniently. In this study,the overexpression vectors pAHC-PSK-OE and pClean-G185-OE,and the RNAi vectors
pAHC-PSK-RNAi and pClean-G185-RNAi for biolistic or Agrobacterium-mediated transformations were constructed
using traditional enzyme digestion and ligation methods and gateway technology. These vectors are likely useful for
high throughput gene function studies in monocotyledonous plants in the future.
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Gateway 技术是由 Invitrogen 公司开发的进行基

因克隆的一项新技术[1-2],该技术借助位点特异性

重组,可以方便快捷地把目的基因克隆到受体载体

上,克服了传统载体构建过程中需进行的多次酶切

和连接反应的繁琐操作步骤及酶切位点的限制等缺

点,已广泛用于基因的克隆和载体构建。 Gateway
技术主要包括 3 个反应:定向 TOPO 克隆反应、LR
反应、BP 反应。 TOPO 反应可定向克隆平端 PCR 产

物到入门载体(Entry Vector)。 由于入门载体 attL1
一侧具有 GTGG 4 个碱基的突出,在目的基因 PCR
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设计引物时,在正向引物的 5′端需加上 CACC 4 个

碱基。 TOPO 反应时,在 Topoisomorase I 的作用下,
突出的 GTGG 与 PCR 产物的 5′末端 CACC 退火结

合,从而将外源基因或表达盒定向克隆到 TOPO 载

体上。 LR 反应用于将目的基因从入门载体重组到

目的载体。 入门载体目的基因两端具有 attL1 和

attL2 重组位点,目的载体上具有 attR1 和 attR2 重

组位点,在 LR 重组酶的作用下,两个载体间发生定

向重组,从而将目的基因连接到目的载体上。 另外,
Gateway 重组技术利用了 ccdB 致死基因。 CcdB 蛋

白干扰大肠杆菌 DNA 促旋酶,抑制大肠杆菌大部分

菌株的生长 (例如 DH5α 和 TOP10 菌株)。 由于

CcdB 蛋白的致死作用,只有携带重组成功的目的载

体的克隆才能生长,而入门载体或未重组的目的载

体克隆由于带有 ccdB 致死基因而不能生长,极大地

降低了高背景的缺点,减少筛选时间[3]。 同时,结
合抗生素筛选,转化产物重组率可高达 90% 以上。
因此,利用 Gateway 技术可快速进行基因 /表达盒的

克隆和目的载体的构建,适用于规模化转基因平台

的建设和利用。
目前,植物基因功能研究的方法主要有 RNA 干

扰(RNA interference,RNAi)、基因过表达和突变体

方法。 RNAi 现象是 Fire 等[4] 在线虫中发现的。 细

胞内核酸酶可以将外源或内源的双链 RNA 特异降

解为 21 ~ 25 个碱基的干扰性 RNA( small interfer-
ence RNA,siRNA),这些 siRNA 与细胞内同源的靶

RNA 互补结合,引起特异性酶降解靶 RNA,从而抑

制、下调基因表达。 RNAi 具有特异、稳定、高效以及

不改变基因组的遗传组成等特性,成为基因功能研

究的重要手段[5]。 表达载体体内转录法是被广泛

采用的产生双链 RNA(dsRNA)方法之一[6],该技术

是从靶基因中选取一段特异序列,分别以正向、反向

方式插入表达载体启动子下游,同时在正反向片段

之间连入一段间隔序列,提高双链 RNA 的稳定。 然

后将表达载体导入植物受体材料,在植物体内反向

重复序列转录后形成发夹结构,即稳定的 dsRNA,
从而诱导内源靶基因沉默。 Smith 等[7] 发现最有效

的双链 RNA 构件是能转录的发夹 RNA ( hairpin
RNA,hpRNA)。

在植物遗传转化中,外源基因表达量不足往

往是得不到理想转基因植株的重要原因 [8-10] ,由
于启动子在决定基因表达方面起到关键作用。
因此,选用强启动子可以增强外源基因的表达。
绝大多数双子叶植物转化载体均采用花椰菜花

叶病毒 35S 启动子,而在单子叶植物转化载体中

一般使用玉米 Ubiquitin 启动子和水稻 Actin1 启

动子 [11] 。 Christensen 等 [12] 利用 Ubiquitin 启动子

构建了一系列单子叶植物表达载体,pAHC25 载

体就是其中之一。 该载体含有 Ubi 启动子控制下

的 gus 表达盒和 bar 表达盒,为单子叶植物高效

组成型表达载体。 pAHC25 载体已经作为基础载

体,广泛应用于许多单子叶植物基因枪介导的遗

传转化中。 在 pAHC25 载体基础上,本实验室构

建了 pAHC-PSK 载体,将 gus 表达盒中的 gus 基

因切掉,连入了 PSK 多克隆位点,从而更加便于

目的基因的连接。 此外,为提高植物农杆菌转化

效率,Hellens 等 [13] 构建了 pGreen / pSoup 载体系

统,大大降低了质粒的长度,提高了其复制的拷

贝数,且适用范围较广。 基于 pGreen / pSoup 载体

系统,英国 John Innes Centre Phillip Vain 博士实

验室构建了 pClean 系列载体。 与原始的 pGreen /
pSoup 载体系统相比,pClean 系列载体还具有以

下特点:(1) pClean 载体在 RB 序列外的骨架序

列上连有额外的 vir 基因来提高转化效率;(2)载

体具有最小的 T-DNA 序列。 原始的 pClean 系列

载体的 T-DNA 具有 777 个核苷酸(包括 728 个核

苷酸的多克隆位点) ,而 pClean 系列载体的 T-
DNA 只有 102 个核苷酸(包括 52 个核苷酸的多

克隆位点) ;(3 ) 减少了 pClean 与 pSoup 载体间

的序列同源性;(4)有些 pClean 载体中具有两个

LB 序列,可以促进农杆菌对 LB 序列的正确识别

以及减少 LB 序列的通读,从而减少载体骨架序

列的转移;(5) pClean 载体将报告基因和选择标

记基因构建在 LB 序列外面的载体骨架上,从而

利用农杆菌转化中 T-DNA 的插入特性,可产生无

选择标记的转基因植株 [14] 。 因此, pClean 载体

具有转移 T-DNA 效率高、方便多个 T-DNA 的转

移以及可以产生无选择标记转基因植株等特点,
在植物农杆菌转化中已得到国内外专家的普遍

认可。
本文利用 pAHC-PSK 是本实验室由 pHAA25

载体改造而来的和 pClean 载体系列中 pClean-
G185 作为基础载体,利用传统的酶切、连接方法

和 Gateway 技术,分别构建了用于单子叶植物基

因枪和农杆菌转化的 RNAi Gateway 载体 pAHC-
PSK-RNAi、pClean-G185-RNAi 和过表达 Gateway
载体 pAHC-PSK-OE 和 pClean-G185-OE,目的是

为利用基因枪和农杆菌介导的遗传转化在小麦
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和水稻等单子叶植物中进行规模化基因功能研

究奠定基础。

1　 材料与方法

1． 1　 材料

pAHC-PSK 质粒、pClean-G185 质粒、pHMW 质

粒均由本实验室保存,pEasy-T 克隆试剂盒及大肠

杆菌感受态购自北京全式金生物技术有限公司;质
粒提取试剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒购自天根生

化有限公司;TaqDNA 聚合酶、dNTP 购自大连宝生

物工程有限公司;T4 DNA 连接酶购自 Promega 公

司;各种限制性内切酶购自 NEB 公司;ccdB 试剂

盒、TOPO 试剂盒购自 Invitrogen 公司;其他各种试

剂均为国产分析纯产品。
1． 2　 方法

1． 2． 1　 用于基因枪转化的 RNAi 载体的构建

1． 2． 1． 1　 在 pAHC-PSK 载体中连入内含子 Adh1 片段

Adh1 是玉米乙醇脱氢酶基因中的内含子片段。 从

pHMW 质粒中扩增 Adh1 片段,正向引物中加 SpeI 和

EcoRV 酶切位点,反向引物中加 SacI 和 HpaI 酶切位

点,扩增产物为 SpeI-EcoRV-Adh1-HpaI-SacI。 具体引

物序 列 如 下, F1: 5′-GactagtCgatatcGAATCGATCTGG-
GAGGCCAA-3′; R1:5′-CgagctcgttaacAAACGGGAGTCT-
GCCCCTAAG-3′,扩增片段经琼脂糖凝胶电泳、回收,
连到 pEasy-T1 克隆载体上,经测序验证后,Adh1 片

段用 SpeI 和 SacI 酶切,然后与同样用 SpeI 和 SacI
酶切的 pAHC-PSK 质粒连接,转化大肠杆菌,经挑

菌、摇菌、菌液 PCR 检测后,送阳性菌液测序,测序

正确的菌液(含 pAHC-PSK-Adh1 质粒) 加甘油后

于 - 20 ℃保存待用。
1． 2． 1． 2　 在 SpeI 和 EcoRV 酶切位点处连入正向

ccdB 将本实验室构建的将 ccdB 反向连接的 pClean-
G185-Ubi-ccdB-Nos6 载体,用 SpeI 和 EcoRV 酶切,
ccdB 片 段 经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 后 回 收。 将

1． 2． 1． 1 中保存的菌液 ( 含 pAHC-PSK-Adh1 质

粒)用含氨苄青霉素抗性的 LB 培养基摇菌,提取

质粒,SpeI 和 EcoRV 酶切,酶切产物经琼脂糖凝

胶电泳后回收。 然后将上述回收的 ccdB 片段和

pAHC-PSK-Adh1 质粒连接,转化 ccdB 感受态(由

于 ccdB 是一种致死基因,转化有 ccdB 的一般的

大肠杆菌感受态细胞不能存活) ,经挑菌、摇菌、
菌液 PCR 检测后送阳性菌液测序,测序正确的菌

液 ( 含 pAHC-PSK-ccdB-Adh1 质 粒 ) 加 甘 油 后

于 - 20 ℃保存待用。

1． 2． 1． 3 　 在 SacI 和 HpaI 酶切位点处连入反向

ccdB 　 从本实验室构建的 pClean-G185-Ubi-ccdB-
Nos 载体,用 SacI 和 EcoRV 酶切,将 ccdB 片段切下

来,经琼脂糖凝胶电泳后回收。 将 1． 2． 1． 1 中保存

的菌液(含 pAHC-PSK-ccdB-Adh1 质粒)用含氨苄青

霉素和氯霉素抗性的 LB 培养基摇菌,提取质粒,
SacI 和 HpaI 酶切,酶切产物经琼脂糖凝胶电泳后回

收。 然后将 ccdB 片段和 pAHC-PSK-ccdB-Adh1 质

粒连接,转化 ccdB 感受态,经菌液 PCR 及测序验证

后的菌液(含 pAHC-PSK-ccdB-Adh1-ccdB 质粒),加
甘油后于 - 20 ℃ 保存。 最终构建的载体命名为

pAHC-PSK-RNAi。 载体构建过程如图 1。
1． 2． 2　 用于基因枪转化的过表达载体的构建　 将

本实验室构建的将 ccdB 正向连接的 pClean-G185-
Ubi-ccdB-Nos 载体,用 SpeI 和 EcoRV 将 ccdB 片段切

下来,经琼脂糖凝胶电泳后回收。 将 pAHC-PSK 载

体用 SpeI 和 SmaI 酶切,酶切产物经琼脂糖凝胶电

泳后回收。 然后将酶切的 ccdB 片段和 pAHC-PSK
质粒连接,转化 ccdB 感受态,经挑菌、摇菌、菌液

PCR 及测序验证的菌液 (含 pAHC-PSK-ccdB 质

粒),加甘油 - 20 ℃保存。 最终构建好的载体命名

为 pAHC-PSK-OE。
1． 2． 3　 用于农杆菌转化的 RNAi 载体的构建 　 在

pHMW 载体中扩增 Adh1 片段,在正向引物上加

EcoRV 酶切位点,反向引物中加 HpaI 酶切位点,扩
增产物为 EcoRV-Adh1-HpaI,具体引物序列如下,F:
5′-gatatcGAATCGATCTGGGAGGCCAA-3′; R:5′-gtta-
acAAACGGGAGTCTGCCCCTAAG-3′,扩增片段经琼

脂糖凝胶电泳后回收,连到 pEasy-T1 克隆载体上,
经测序验证后,将 Adh1 片段连接到用 SmaI 酶切的

pAHC-PSK 质粒上,转化大肠杆菌,经菌液 PCR 及

测序验证后的菌液(含 pAHC-PSK-Adh1 质粒)加甘

油 - 20 ℃保存待用。
在 pAHC-PSK-Adh1 质粒上扩增 Ubi-Adh1-Nos 表

达盒,所用引物为 F:5′-CACCGATCGGTGCGGGCCTCT-
TCG-3′,R:5′-TGCAAGCTTGAATTCCCGATCTAGT-3′,扩
增片段经测序验证后连接到 TOPO 载体上,与已经构

建好的 pClean-G185-ccdB 进行 LR 重组,经转化大肠

杆菌,卡那霉素筛选后,获得含有 pClean-G185-Ubi-
Adh1-Nos 质粒的菌落。 经菌液 PCR、测序验证后的

菌液(含 pClean-G185-Ubi-Adh1-Nos 质粒),加甘油

- 20 ℃保存待用。 然后在 pClean-G185-Ubi-Adh1-
Nos 质粒的 EcoRV 位点连入正向 ccdB,将检测正确

的菌液(pClean-G185-Ubi-ccdB-Adh1-Nos 质粒)加
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2　 结果与分析

2． 1　 用于基因枪转化的 RNAi Gateway 载体的构

建与鉴定

2． 1． 1 　 Adh1 内含子片断的插入和鉴定 　 在

pAHC-PSK 载体的 SpeI 和 SacI 位点连入 Adh1 片

段,菌液检测结果如图 3 所示,扩增出的 Adh1 片段

大约 150 bp。 测序引物为扩增 Adh1 片段的引物 F1
和 R1,由于测序结果中前几十 bp 的序列往往不准

确,所以取以正向引物 F1 测出的 Adh1 片段的后半

段序列以及以反向引物 R1 测出的 Adh1 片段的前

半段序列与已知的 Adh1 片段(两端加有酶切位点)
比对,序列比对结果一致,说明 Adh1 片段已经正确

插入 pAHC-PSK 载体中。

图 3　 Adh1 片段 PCR 扩增结果

Fig． 3　 PCR results of Adh1 fragment
M:DL2000 DNA marker;1 ~ 12 泳道为 PCR 产物

1-12:PCR products

2． 1． 2　 正、反向 ccdB 的连接 　 在 pAHC-PSK-Adh1
载体的 SpeI 和 EcoRV 酶切位点进行双酶切连入正向

ccdB,用 ccdB 试剂盒提供的测序引物 P1 进行测序,
测序结果表明正向 ccdB 连接成功。 利用测序正确的

菌液提取质粒,用 SpeI 和 EcoRV 酶切鉴定,结果可

以切下大小约为 1808 bp 的片段(包括 ccdB 序列

1714 bp,及 LR 重组后的部分序列和 PSK 多克隆位点

的部分序列),酶切结果如图 4 所示。 对已构建好的

pAHC-PSK-ccdB-Adh1 载体用 SacI 和 HpaI 限制性内

切酶酶切,然后与用 SacI 和 EcoRV 酶切下来的 ccdB
片段进行连接,转化大肠杆菌后菌液检测,所用的是

从终止子 Tnos 和 Adh1 上设计的一对引物,扩增片段

大约 2000 bp,琼脂糖凝胶电泳检测结果如图 5 所示。

图 4　 pAHC-PSK-Adh1 载体用 SpeI和 EcoRV双酶切结果

Fig． 4　 Detection of pAHC-PSK-Adh1
vector digested by SpeI and EcoRV

M:DL2000 DNA marker;1 ~ 4 泳道为酶切产物

1-4:Enzyme-digested Products

图 5　 菌液 PCR 检测 pAHC-PSK-RNAi
载体中的反向 ccdB 结果

Fig． 5　 PCR amplification of reverse
ccdB in vector pAHC-PSK-RNAi

M:DL2000 DNA marker;1 泳道为菌液 PCR 结果

1:PCR product

2． 2　 用于基因枪转化的过表达 Gateway 载体的

鉴定

将 pAHC-PSK 载体通过双酶切连入正向 ccdB,
转化大肠杆菌后用从终止子 Tnos 和 Adh1 上设计的

一对 引 物 进 行 菌 液 PCR, 结 果 扩 增 片 段 大 约

2000 bp,琼脂糖凝胶电泳检测结果如图 6 所示。 送

阳性菌液测序,测序引物为 ccdB 试剂盒自带的测序

引物 P1,测序验证结果正确。
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图 6　 菌液 PCR 检测过表达载体

pAHC-PSK-OE 载体中的 ccdB 结果

Fig． 6　 PCR amplification of ccdB in
overexpression vector pAHC-PSK-OE

M:DL2000 DNA marker;1 ~ 2 泳道为菌液 PCR 结果

1-2:PCR products

2． 3 　 用于农杆菌转化的 RNAi Gateway 载体的

鉴定

该载体的构建过程如 1． 2． 3 方法中所述,利用

菌液 PCR、测序、酶切来确保中间载体的正确性。
由于方法与上文构建用于基因枪转化的 RNAi 载体

的方法相似,中间载体的构建过程在此不再一一列

出。 最终,构建好的载体的菌液用从终止子 Tnos 和

Adh1 上设计的一对引物进行菌液 PCR 检测,结果

如图 7 所示。 测序验证结果正确。

图 7　 pClean-G185-RNAi PCR 扩增结果

Fig． 7　 PCR results of vector pClean-G185-RNAi
M:DL2000 DNA marker;1 ~ 2 泳道为菌液 PCR 结果

1-2:PCR products

2． 4　 用于农杆菌转化的过表达 Gateway 载体的

鉴定

构建好的过表达载体 pClean-G185-OE 的酶

切鉴定结果如图 8,所用限制性内切酶为 SpeI 和

EcoRV,酶切片段大小约 1700 bp,与预期结果

相符。

图 8　 pClean-G185-OE 酶切鉴定

Fig． 8　 Detection of vector pClean-G185-OE
digested by SpeI and EcoRV

M:DL2000 DNA marker;1:pClean-G185-OE;

2:pClean-G185-OE 酶切结果

1:pClean-G185-OE;2:Enzyme-digested Product

3　 讨论

植物遗传转化是通过基因工程进行植物分子生

物学研究和作物遗传改良的重要基础。 在过去十几

年中,新型载体的改良和使用使植物转化技术取得

了突破性进展。 1980 年,通过对农杆菌 Ti 质粒的改

良,即除掉 Ti 质粒上的毒性基因,选用无毒的理想

基因,促进了用于植物农杆菌转化的双元载体的发

展,并在水稻和玉米农杆菌介导的遗传转化中获得

成功[14]。 此外,用于基因枪转化的载体也在不断得

到改良。 随着高通量测序技术和转基因技术的发

展,以及对载体快速构建的需求,建立一种快速、便
捷适用于基因枪和农杆菌转化的载体具有重要

意义。
高通量测序技术的快速发展为植物基因组和转

录组测序提供了可能。 目前,水稻、玉米等重要单子

叶植物的基因组和转录组测序工作已经完成。 如何

规模化确定基因 /序列的功能,进而发现并利用控制

特定性状的重要基因来进行品种改良,是作物功能

基因组学研究的核心问题。 植物功能基因组学研究

的方法主要有以测序为基础的基因序列表达分析

(serial analysis of gene expression,SAGE)方法、cDNA
微阵列或基因芯片法以及反向遗传学的转座子突变

(主要是 T-DNA 插入技术及 Ac / Ds 转座子插入突

变)、RNA 介导基因沉默等。 近年来,又相继发展了

基于 EMS 化学诱变的定向诱导基因组局部突变技

术 ( targeting induced local lesions in genomes, Till-
ing) [15-16]以及病毒诱导基因沉默(virus induced gene
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silencing,VIGS)技术[17-18]。 其中,SAGE 及基因芯片

技术借助于发达的生物信息学可以高效、大规模地

研究基因的功能。 但相比较而言,反向遗传学的方

法更适合于研究特定基因的功能。 由于 T-DNA 插

入技术、Ac / Ds 转座子插入突变以及 RNAi 技术需

要借助于植物遗传转化技术,因此,单子叶植物遗传

转化技术的发展,可为重要农作物功能基因组学研

究提供了工具。 目前,国内外已经建立了水稻、玉米

和小麦等单子叶植物成熟的基因枪和农杆菌介导的

遗传转化方法。 由于小麦具有复杂的六倍体基因

组,而且是最晚一个建立起遗传转化体系的重要农

作物。 目前,广泛使用的仍然是基因枪转化法。 但

自从 Cheng 等[19] 首先建立了小麦农杆菌介导的遗

传转化体系以来,人们普遍认为农杆菌介导的遗传

转化是一种更好的转化方法,该方法具有以下优点:
(1)具有能够转移大片段 DNA 而产生较小重排的

能力;(2)转移的基因具有低拷贝少沉默的特点;
(3)在谷类作物中,基因具有倾向于整合到基因组

转录活性区以及在后代中转基因稳定表达的特

点[20]。 因此,在小麦的基因工程改良中已经得到普

遍重视。
载体的构建是通过遗传转化进行基因功能鉴定

的前提。 传统的酶切、连接进行载体构建方法不便

于大规模基因功能的研究,不仅繁琐、费时费力,而
且有时难以找到合适的酶切位点,降低了载体构建

效率。 Gateway 技术利用位点特异性重组,只需将

目的基因亚克隆到入门载体上,就可以利用重组技

术将目的基因连接到目的载体上。 徐化学等[21] 应

用 Gateway 技术体系替代传统载体构建方法,构建

了水稻基因 OsDAD1 的 RNAi 载体,证明了 Gateway
技术的可行性。 梅文倩等[22] 利用 Gateway 技术将

16 个拟南芥转录因子的 ORF 克隆到植物表达载体

pPTV 和酵母表达载体 pYTV 中,酵母融合表达实验

和 Western-blot 检测进一步证明了该克隆途径的可

行性。 郭姗姗等[23] 成功构建了基于 Gateway 克隆

技术的植物表达载体 p1104D,并通过载体重组基因

的选择性测试、载体重组效率测试以及 gus 报告基

因瞬间表达试验,证明了改造后的载体可以实现目

标基因的表达。 为了验证小麦穗发芽抗性相关 Vp1
基因的功能,高东尧等[24] 利用 Gateway 克隆技术构

建了含有双 35S 启动子的高效植物表达载体,并转

化拟南芥突变体 abi3-4,获得了转基因植株。 阎淑

滑等[25]构建了以木糖异构酶基因 xylA 为选择标记

的 Gateway 系统植物表达载体。 另外,由于遗传转

化的目的是使目的基因在特定组织、特定时间高水

平表达,因此,载体构建不仅需要快捷方便,还需要

通过一些策略对基因表达进行优化。 目前这方面的

应用主要集中在以下几方面:(1)利用特异性的强

启动子,包括组织器官特异性启动子和诱导特异性

启动子;(2)通过 Ω 元件、Kozak 序列等一些非翻译

序列来增强目的基因的翻译效率;(3)利用内含子

增加基因的表达,例如,玉米乙醇脱氢酶基因 Adh1
的第 1 个内含子、玉米 Ubiquitin 基因的第 1 个内含

子;(4)利用核基质结合区和定点整合技术使外源

基因能够整合在基因组的转录活跃区,促进基因的

转录和翻译[8]。
本文利用传统的酶切和连接方法,结合 Gateway

技术,构建了用于单子叶植物基因枪和农杆菌转化

的 RNAi Gateway 载 体 pAHC-PSK-RNAi、 pClean-
G185-RNAi 和过表达 Gateway 载体 pAHC-PSK-OE
和 pClean-G185-OE,为利用基因枪和农杆菌介导的

遗传转化,在小麦和水稻等单子叶植物中进行规模

化基因功能研究奠定了基础。 利用构建好的 Gate-
way 表达载体,仅需两步亚克隆,即可将外源基因 /
片断快速构建到用于基因枪和农杆菌介导的遗传转

化目的载体上:(1)创建入门克隆,通过 PCR 或传统

的克隆方法将目的基因 /片断克隆到入门载体;(2)
混合包含目的基因 /片断的入门克隆和本研究中所

获得的 Gateway 载体以及 LR Clonase 酶,完成表达

载体的构建。 与经典克隆和亚克隆需要多个酶切和

连接步骤相比,该方法不需要多克隆位点,而且只需

两步生化反应便能快速完成操作,是进行规模化基

因功能鉴定的快速、有效工具。
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