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柑橘 CsERF1 基因 RNAi 载体的构建及转化  
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摘  要：用 RT–PCR克隆柑橘的 CsERF1基因 cDNA序列，并连接到 TA克隆载体 pMD–19T上；经限制性内切

酶 2次双酶切，CsERF1基因的正、反向片段被分别插入到双元质粒 pFGC5941查耳酮合成酶 A(CHSA)内含子的

两端，构成反向重复序列；经菌液 PCR和测序验证，成功构建了 CsERF1基因的 RNA干涉载体；通过农杆菌介

导法转化柑橘，已获得部分抗性芽。  
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Abstract：ERF1(ethylene response factor 1) is a intranuclear transcription factor involved in the end of the ethylene 
signal transduction pathway. The sense and anti-sense cDNA sequences of CsERF1 were amplified from Citrus by 
RT–PCR and cloned into pMD–19T respectively, resulting in plasmids containing sense and anti-sense fragment of 
CsERF1 respectively. Plasmid containing sense CsERF1 and pFGC5941 were digested by XhoI and AscI, and the sense 
fragment of CsERF1 was inserted into binary vector pFGC5941 forming +CsERF1–pFGC5941, then the anti-sense 
fragment of CsERF1 was subsequently cloned into +CsERF1–pFGC5941 by SmaI and XbaI digestion and ligation of 
+CsERF1–pFGC5941 and plasmid containing anti-sense CsERF1, resulting in RNAi vector of CsERF1 with sense and 
antisense fragment flanking the intron of chalcone synthase a gene. Verified by PCR testing and sequencing, the RNAi 
vector of CsERF1 was successfully constructed. Antibiotic resistant buds were regenerated via Agrobacterium-mediated 
transformation of citrus explants which provides a way towards the elucidation of the function of CsERF1.     
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高等植物在抵抗各种逆境的过程中，转录因子

作为基因表达水平的主要调控者扮演了重要的角

色。乙烯应答因子1(ethylene response factor1，ERF1)

是植物体内庞大的AP2/ERF类转录因子的家族成员

之一[1]，是细胞核内的信号转录因子。ERF1处于乙

烯信号转导通路的末端，属于乙烯反应元件结合蛋

白 (ethylene response element binding proteins，

EREBPs)基因家族[2]，以转录级联参与了乙烯介导

的基因表达 [3]。ERF1能与下游乙烯响应基因的

GCC–box特异结合，从而启动乙烯效应基因的表
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达。目前，在拟南芥中已分离到6个ERF1同源物，

在番茄中也分离到1个同源物[4]。ERF1最早是利用

烟草的EREBP1的互补序列从拟南芥中克隆到的[5]，

是EIN3的直接目的基因[6]。ERF1是正转录调控因

子，其过量表达只能部分活化乙烯反应[7]，表明

ERF1并非EIN3唯一的靶基因。ERF1基因可被乙烯

或其他胁迫条件调控[8]。ERF1 有可能是调控 EIN3 

下游的一个信号支路，除乙烯外，水杨酸、茉莉素

和干旱等都可以诱导ERF的表达。据文献[9]报道，

ERF1可以协同调控2条信号途径中下游相关基因的

表达，在植物抗逆反应中发挥重要的调控作用。

RNA干涉 (RNA interference，RNAi) 现象最早是通

过转基因研究在植物中发现的 [10−11]，双链RNA 

(double–stranded RNA，dsRNA)衍生复合物能介导

同源基因mRNA的降解[12]，现作为一种基因敲除技

术已广泛应用于基因功能分析，是一种高效的诱导

基因沉默的方法，其分子机理主要是诱导转录后基

因沉默[13]。目前，在植物中 RNAi表达载体主要是

通过构建发夹 RNA(hairpin RNA，hpRNA) 转基因

来实现的[14]。这种方法比转反义基因更有效[15]。

hpRNA由一个植物启动子、目的基因的反向重复序

列和终止子组成。通常，在目的基因正反向重复序

列之间插入一个内含子作为间隔序列 (stuffer 

fragment)，虽然目前还不能解释其作用机理，但有

研究表明内含子作为间隔序列能有效提高沉默的

效率[16−17]，并已在植物基因功能研究中得到广泛应

用[19]。目前，国内报道的苎麻 CCoAOMT 基因干

扰表达载体[20]、茶树咖啡因合成酶基因干扰表达载

体[21]等均使用的是pFGC5941，吴昊等[22]在构建水

稻的RNAi载体时也用到了pFGC5941的干扰功能

区。试验中使用的质粒pFGC5941[19](GeneBank登录

号为AY310901)，是美国俄亥俄州大学拟南芥生物

资源中心在双元表达载体pCAMBIA1300 的基础

上构建的、适用于双子叶植物的  RNAi 载体

(http/www.chromdb. com)。该载体目标基因正、反

向片段插入位点之间间隔一段矮牵牛查耳酮合成

酶A(CHSA)基因的内含子序列，RNAi功能区由 

CaMV 35S 启动子驱动，使用章鱼碱合成酶基因的

终止子(OCS 3′)，转基因植物的筛选标记为Basta抗

性。笔者研究柑橘CsERF1基因RNAi载体的构建及

转化，旨在探明CsERF1基因的功能。 

1  材料与方法 

1.1  材  料  

奥林达伏令夏橙 (Citrus sinensis Osbeck 
Valencia ‘Olinda’)果实于2008年5月20日采自重庆

市忠县三峡建设公司生产园。挑选无病虫害斑的果

实，剪去多余枝叶，保留约5 cm的果柄，静置待用。

取样时用解剖刀、打孔器迅速将柑橘果实离层切成

约直径6 mm、厚4 mm的小圆盘后立即放入液氮里，

于－80 ℃冰箱保存备用。 

大肠杆菌DH5α、根癌农杆菌LAB4404为中国农

业科学院柑橘研究所种质资源室保存；pMDTM–19

购自TaKaRa(大连)有限公司；双元质粒pFGC5941由

湖南农业大学张学文教授惠赠。 

反转录试剂盒为Toyobo Co., Ltd的First Strand 

cDNA Synthesis Kit，ReverTra Ace–α–。Taq DNA 聚

合酶购自TaKaRa(大连)有限公司。 

1.2  方  法  

1.2.1  RNA 的提取及 RT-PCR 

参照叶庆亮等[23]的方法提取 RNA，用 RQ1 

Rnase-Free Dnase 清除基因组 DNA，按试剂盒说明

进行反转录合成 cDNA。 

PCR扩增 CsERF1基因的正、反向片段：向 PCR

管中依次加入 cDNA模板 1 μL，10×PCR Buffer 2.5 

μL，25 mmol/L MgCl2 1.5 μL，2.5 mmol/L dNTPs 1.6 

μL，正、反义引物(10 µmol/L)各 0.5 μL，双蒸水 17.25 

μL，最后加入 5 U/μL Taq DNA聚合酶 0.15 μL，总

反应体系为 25 μL。反应程序：94 ℃预变性 5 min；

94 ℃变性 40 s，60 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 55 s，

循环 36次；72 ℃延伸 5 min。 

PCR产物设计长度为 908 bp。取 PCR扩增产物 

6 µL在 1.5%琼脂糖凝胶上 1.5~2 .0 V/cm电泳检测。 
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1.2.2  双酶切 

限制性内切酶 XhoI、AscI、SmaI和 XbaI 购自

NEB公司。双酶切按试剂说明操作。 

1.2.3  引物设计 

用 Primer Premier 5 软件进行引物设计和酶切

位点分析。根据 TaKaRa公司的保护碱基表选择保护

碱基。扩增正向片段的正义引物、反义引物分别为5′– 

ccgCTCGAGcggTTCTGTTGCCGCATCCTT–3′(XhoI)

和 5′–aGGCGCGCCtAAGGAATCCGGTGGTTGA–3′ 

(AscI)。扩增反向片段的正义引物、反义引物分别为5′– 

tccCCCGGGggaTTCTGTTGCCGCATCCTT–3′ (SmaI)

和 5′–gcTCTAGAgcAAGGAATCCGGTGGT TGA–3′ 

(XbaI)。所有引物中，斜体部分表示 CsERF1基因的

特异序列，下划线部分表示括号里的酶切位点，小

写字母表示添加的保护碱基。 

1.2.4  TA 的克隆及质粒重组 

将 RT–PCR扩增获得的 CsERF1基因的正、反

向片段经 T4连接酶 16 ℃连接过夜，次日转化大肠

杆菌感受态，分别克隆到 pMDTM–19 载体，在含

Amp的 LB培养基上 37 ℃培养过夜，次日进行蓝、

白筛选，挑取白色菌落进行 PCR检测。 

分别提取 pFGC5941和CsERF1基因 pMT–19T

正向片段质粒，用 XhoI/AscI 进行双酶切，割胶回

收 pFGC5941载体骨架和目的基因的正向片段，用

T4连接酶进行连接，重组子转化感受态大肠杆菌，

在含卡那霉素的 LB培养基上进行培养。 

菌液 PCR检测合格的重组子经扩增、提取质粒

后，用于连接反向片段。用 SmaI/XbaI 分别双酶切

连接了正向片段的 pFGC5941 和 pMT–19T 反向片

段质粒，割胶回收重组子+CsERF1–pFGC5941载体

骨架和 CsERF1 基因的反向片段，用 T4 连接酶连

接后转化感受态大肠肝菌，用含卡那霉素的 LB 培

养基进行培养。随机挑选阳性克隆进行扩增，使用

含载体序列的引物 P1 与正向片段反义引物组合和

反向片段正义引物与含载体序列的 P2 组合进行菌

液 PCR检测，得到的重组质粒即为 CsERF1基因的

RNAi 载体。 

1.2.5  重组质粒验证 

在重组质粒 pFGC5941– CsERF1中，目标基因

正、反向片段插入位点之间由长约1 353 kb的CHSA

内含子隔开。正向片段插入位于 CHSA 内含子前的

XhoI/AscI 位点之间，反向片段插入位于 CHSA 内

含子后的 XbaI/SamI 位点之间。为了检测目的基因

的正、反向片段是否正确插入载体的预定区域，根

据 pFGC5941载体序列设计了 1对特异引物 P1(5′–A 

GCAAGTGGATTGATGTGAC–3′) 和 P2(5′–GGTAA 

GGATCTGAGCTACAC –3′)，用于 PCR检测及测序

反应，其位置和方向如图 1、图 2所示。 

 
图 1  质粒 pFGC5941 的结构简图 

Fig.1  Schematic diagram of plasmid pFGC5941 

 
图 2  CsERF1 基因的 pFGC5941 RNAi 载体 T–DNA 区域及反

向重复片段插入位点 

Fig.2  T–DNA region and CsERF1 gene insertion sites in RNAi 

vector pFGC5941 

1.2.6  柑橘的遗传转化   

借鉴谢玉明等[24]的方法，采用柳橙的上胚轴(切

割成 1 cm长的茎段)为转化受体材料。用扩增测序结

果正确的克隆提取质粒，转化感受态农杆菌，使用

含 Kan的 YEB培养基进行筛选，随机挑选阳性菌落

扩增，分别使用含载体序列的引物 P1、正向片段反

义引物组合和反向片段正义引物、含载体序列的 P2

11 405 bp
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引物组合，进行菌液 PCR检测，将能扩出预期片段

的农杆菌与准备好的植物材料进行柑橘遗传转化，

在Mt+10 mg/L Basta培养基上进行筛选。 

2  结果与分析 

2.1  目的基因的正、反向片段 TA 克隆 

经序列比对，将保留酶切位点的单克隆进一步

扩增。图 3显示了 CsERF1基因正、反向克隆菌液

的 PCR检测结果。由图 3可见，用 CsERF1基因的

正、反向片段引物分别扩增出了与预期 908 bp相符

的片段。 

M   1  1       2   2 

 
M  DL2000 DNA相对分子质量标准；1  CsERF1基因的正向片段； 

2  CsERF1基因的反向片段。 

图3  CsERF1 基因正、反向片段 TA克隆菌液的 PCR检测结果 

Fig.3  PCR testing of clone with sense fragment and anti-sense 

fragment of CsERF1 gene 

2.2  插入正向片段 

图 4显示了质粒 pFGC5941及目的基因正向片

段质粒 (XhoI/AscI)的双酶切结果。结果显示，

pFGC5941(泳道 2)经 XhoI 和 AscI 双酶切，形成一

条线性质粒 DNA 条带，在琼脂糖凝胶上的移动慢 

M   1    2   2   3   3 

 
M  DL 15000 DNA相对分子质量标准；1  未经酶切的 pFGC5941；

2  经 XhoI/AscI双酶切的 pFGC5941；3  经 XhoI/AscI双酶切的 CsERF1

正向片段 TA克隆质粒。 

图4  pFGC5941 和 CsERF1 正向片段的双酶切结果 

Fig.4  Digestion of pFGC5941(lane 2) and sense fragment of 

CsERF1(lane 3) by XhoI and AscI 

于环状质粒(泳道 1)；CsERF1正向片段 TA克隆质

粒被 XhoI和 AscI双酶切后，被切割成约 2 000 bp

的 pMT–19T骨架和 908 bp的目标片段(泳道 3)。 

随机挑选阳性克隆进行扩增，分别使用含

pFGC5941载体序列的引物 P2、正向片段正义引物

组合和正向片段的正、反义引物进行菌液 PCR 鉴

定。图 5显示，前者扩增出大于目的基因的约 1 000 

bp 的片段(泳道 2)，后者扩增出与目的基因长度一

致的片段(泳道 1)。2 种引物组合的 PCR 扩增结果

初步证明： CsERF1 正向片段已成功连接至

pFGC5941的 CHSA内含子上游。 

M       1       2  

 
M  DL 2 000 DNA相对分子质量标准；1  正向片段的正、反义引

物组合；2  P2和正向片段正义引物组合。 

图 5  +CsERF1–pFGC5941 的菌液 PCR 检验结果 

Fig.5  PCR testing of clone for recombinant +CsPRP4–pFGC5941 

2.3  插入反向片段 

重组子+CsERF1–pFGC5941 与反向片段的 TA

克隆载体经 SmaI/XbaI 双酶切后的载体骨架和反向

片段见图 6。2组引物分别扩增出 1 000 bp与目的

基因相近的片段(图 7)，符合预期长度。 

M  1   1   2   2 

 
M  DL 15000 DNA相对分子质量标准；1  经 SmaI/XbaI双酶切的

+CsERF1– pFGC5941；2  经 SmaI/XbaI双酶切的 CsERF1反向片段 TA

克隆质粒。 

图6  重组子+CsERF1–pFGC5941及CsERF1反向片段的SmaI/ 

XbaI 双酶切结果 

Fig.6  Double digestion of recombinant +CsERF1–pFGC5941 (lane 1) 

and anti-sense fragment of CsERF1 (lane 2) by SmaI and XbaI 

1 000 bp 908 bp 

1 000 bp 

908 bp 

2 000 bp

1 000 bp

1 000 bp

908 bp 
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1  1    M  2   2 

  
M  DL 2 000 DNA相对分子质量标准；1  P1与正向片段反义引物

组合；2  P2与反向片段正义引物组合。 

图 7  pFGC5941-CsERF1RNAi 载体菌液的 PCR 检验结果 

Fig.7  PCR testing of clone for RNAi vector pFGC5941–CsERF1 

2.4  CsERF1 基因 RNAi 载体的测序验证 

P1、P2 引物双向测序结果(图 8)表明，正、反
向片段已连接，CsERF1 基因的带发夹结构和反向
重复序列的 RNAi 载体构建成功，并将其命名为
pFGC5941–CsERF1。 

 

 

图 8  pFGC5941-CsETR1 的 P1、P2 引物部分测序结果 

Fig.8  Sequencing of pFGC5941–CsERF1(partial display) 

2.5  根癌农杆菌介导的柑橘遗传转化 

经过近 50 d的培养，最终成功诱导出可用于温
室嫁接的 Basta抗性芽(图 9)。参照普通甜橙抗性芽
茎尖嫁接方法[25]，将部分长到 1 cm的芽嫁接到枳
砧上，于温室中继续培养。转基因的表达和沉默效

果有待检验。 
 

 
图 9  Basta 抗性芽 

 Fig.9  Basta–resistant bud 

3  结论与讨论 

采用 RT–PCR 方法扩增柑橘 CsERF1 基因的
cDNA 片段，并连接到 TA 克隆载体。双元载体
pFGC5941 和目的基因的克隆经限制性内切酶 2 次

双酶切，将目的基因片段按正、反向插入到

pFGC5941 的 CHSA 内含子的两端，构成反向重复
序列，即 RNA 干涉载体。通过菌液 PCR、酶切检
验和测序，证实正、反向基因片段均已正确插入到

载体中。 
邓晶等[20]构建苎麻CCoAOMT基因干扰表达载

体转化烟草后，转基因烟草的木质素含量有一定程

度的下降，说明具有干扰效果。本试验中采用了与

之相似的策略，其干扰效果有待检验；因为目的基

因片段太短不能形成发夹结构，pFGC5941 的间隔
序列长达 1 352 bp。本试验设计的 CsETR1基因片
段的长度为 908 bp，有完整的开放阅读框，所以，
构建RNAi载体的中间产物+CsERF1– pFGC5941也
可用于基因的过量表达研究。 
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