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摘要 MicroRNA模拟靶序列(target mimic, TM)通过竞争性结合 miRNA，从而干扰 miRNA对靶标 mRNA的调控．我们前期
工作发现：以黄瓜花叶病毒(Cucumber mosaic virus，CMV)作为载体在植物体内表达 TM序列有效地抑制了 miRNA的活性或
稳定性，从而消减了 miRNA对靶基因的调控．但是，miRNA与 CMV携带的 TM序列的结合在一定程度上抑制了病毒的积
累．研究分析了 miRNA 靶向病毒携带的 TM 序列对病毒抑制作用的内在原因．a．通过 RNA 印迹分析 CMV 携带不同
miRNA TM序列对病毒积累的影响，进一步明确 miRNA靶向病毒携带的 TM序列对病毒的抑制作用；b．利用 GFP作为报
告基因，通过荧光显微镜、蛋白质印迹以及 RNA印迹分析 TM序列对重组病毒积累的影响；c．以 GFP作为报告基因，利
用荧光显微镜观察和免疫印迹方法分析模拟靶序列对 GFP翻译的影响；d．利用 CMV病毒的反式复制系统分析 miRNA模
拟靶序列对病毒负链 RNA合成的影响．结果表明，多种植物内源的 miRNA靶向 CMV基因组携带的 miRNA TM序列，在
不同程度上抑制了病毒的积累，miRNA与其 TM序列的结合抑制 GFP蛋白的翻译和负链的合成．植物内源的 miRNA通过
与病毒基因组携带的 miRNA模拟靶序列结合，通过抑制病毒蛋白的翻译以及病毒负链 RNA的合成，从而降低了病毒的积
累水平．基于该论文的研究结果有可能建立一种抗病毒的新方法．
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在高等植物中，microRNA 作为一类非编码
RNA，在调控植物的生长发育、应对生物和非生
物的胁迫方面扮演着重要的角色[1-4]．miRNA通过
序列互补的方式引导 RNA 沉默诱导的复合体
(RISC)在 miRNA第 10～11位相应的位置切割靶标
mRNA [5]， 或 者 抑 制 靶 标 RNA 的 翻 译 [6]．

Franco-Zorrilla 等 [7]在拟南芥中发现一种调控

miRNA 功能的新机制———miRNA 靶标模拟体
(target mimics, TM)．他们发现拟南芥细胞体内编
码一个非编码蛋白基因 IPS1(induced by phosphate
starvation 1)， IPS1 能够与 miR399 通过序列互补
的方式特异性结合，但在 miRNA的切割位点形成
不完全互补的泡状结构，使得 miR399 无法切割
IPS1 RNA，从而抑制了 miR399 对其靶标 mRNA
PHO2的调控．在该发现的基础上，他们建立了用
于调控 miRNA 功能的相关技术，即模拟靶序列
(TM)技术[8]．近几年，已有文献报道利用花椰菜花

叶病毒编码的 35 S 启动子在植物体内驱动表达
miRNA 模拟靶序列 RNA，从而干扰相应的
miRNA功能[8-10]．最近，基于植物病毒作为表达载

体的优势，黄瓜花叶病毒(Cucumber mosaic virus,
CMV)、烟草脆裂病毒(Tobacco rattle virus, TRV)和
马铃薯 X 病毒(Potato virus X, PVX)已被成功地改
造为 miRNA TM 序列的表达载体，有效地干扰
miRNA功能[11-14]．

CMV 是一种重要经济性的 RNA 病毒，其基
因组由 3条正义单链的 RNA组成，根据分子质量
大小依次为 RNA1、RNA2 和 RNA3．RNA1 和
RNA2分别编码 1a和 2a(RdRP)蛋白，负责病毒的
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复制：以正义基因组 RNA(gRNA)为模板合成负义
gRNA，进而以新合成的负义 gRNA作为模板，通
过不对称形式合成大量的正义 gRNA 以及亚基因
组 RNA[15]．由此可见，负义 gRNA 在不对称病毒
复制过程中扮演极为重要的角色．RNA2还通过亚
基因组的形式产生 RNA 沉默抑制子 2b 蛋白．
RNA3含有 2个开放阅读框(ORF)，分别为 3a(移动
蛋白，MP)和外壳蛋白(CP)．CP蛋白的表达通过
亚基因组的方式产生[15]．由于 CMV基因组 RNA3
及其亚基因组 RNA4 在植物体内具有高度的表达
水平，所以我们前期通过改造 CMV 弱毒株系
LS-CMV，在其 CP和 3忆UTR 之间插入 miRNA 模
拟靶序列，分析 CMV作为 miRNA模拟靶序列表
达载体的可行性 [11, 16]． 通过对植物体外源和内源

miRNA 活性的测试，我们发现 CMV 在所测试的
多种植物(拟南芥、本生烟、番茄、普通烟等)上均
表现为有效的 miRNA沉默效率．但是，我们也发
现 miRNA靶向病毒携带的 miRNA TM序列抑制了
病毒的积累．为此，本论文试图通过分子生物学、

细胞生物学和遗传学等手段分析 miRNA靶标模拟
体的携带对病毒积累的抑制作用，探究 TM技术作
为一种抗病毒方法的可能性．

1 材料与方法

1援1 试验材料

pLS109、pLS209、pLS309 分别为 T7 启动子
驱动的 LS-CMV 基因组 RNA1、RNA2、RNA3 的
侵染性克隆 [17]．pCB301-LS109、pCB301-LS209 和
pCB301-LS309则是由 2伊35S启动子驱动的 LS-CMV
基因组 RNA1、RNA2、RNA3 的侵染性克隆 [16]．

本研究所用质粒包括 pLS109、pLS209、pLS309、
pCB301-LS109、 pLS309-trioX-MX3、 pCB301-
LS209、pCB301-LSR3GFP、pCB301-Fny1a、pCB301-
Fny1b、pCB301-Fny 3a驻驻GFP和 pBI-EGFP，均由本
实验室构建或保存；农杆菌 GV3101 菌株为实验
室保存；本生烟 (N援 benthamiana)、NN 三生烟
(N援 tabacum Samsun)种子播种后，约 10天后移苗，
幼苗在 22℃～28℃、16 h光照周期的植物生长室中
培养．野生型拟南芥(Arabidopsis thaliana，Col-0)
种子播种约 2 星期后移苗，幼苗培养于 22℃～
25℃、8 h光照周期的植物生长室．
1援2 方法

1援2援1 质粒构建

利用 Site-Directed Mutagenesis 方法，在质粒

pLS309 的 CP 和 3忆UTR 之间引入 Xho玉和 Mlu玉
克隆位点，然后对此克隆进行 Xho玉/Mlu玉双酶
切，分别与 miRNA模拟靶序列正反向引物退火形
成的 DNA 片段连接，筛选获得携带不同 miRNA
TM 序列的重组质粒： pLS309-MIMNT (对照 )、
pLS309-MIM159、 pLS309-MIM162、 pLS309-
MIM165、 pLS309-MIM 168 和 pLS309-MIM170
(图 1a)．

利用 In-phusion 克隆方法，将 GFP 替换
pCB301-LS309 中 的 CP 序 列 ， 获 得 pCB301-
LSR3GFP 重组质粒．进而利用以上相同的方法，
将 miRNA TM序列插入在 pCB301-LSR3GFP的 GFP
和 3忆UTR 之间，获得以下重组质粒：pCB301-
LSR3GFP-MIMNT、 pCB301-LSR3GFP-MIM159、
pCB301-LSR3GFP-MIM162、 pCB301-LSR3GFP-
MIM164和 pCB301-LSR3GFP-MIM170(图 2a)．

以 上 构 建 的 pCB301-LSR3GFP、 pCB301-
LSR3GFP-MIMNT、 pCB301-LSR3GFP-MIM162、
pCB301-LSR3GFP-MIM164 和 pCB301-LSR3GFP-
MIM170 为模 板，通过 PCR 扩 增获得编码
EGFP-MIM-3忆 UTR- 核酶的 DNA 片段，克隆至
pBI121 载体，获得重组质粒：pBI-EGFP、 pBI-
EGFP-MIMNT、 pBI-EGFP-MIM162、 pBI-EGFP-
MIM164、pBI-EGFP-MIM170(图 3a)．

经测序确定序列正确后，转化农杆菌 GV3101.
用于构建以上重组体的引物序列，详见附件表 S1.
1援2援2 病毒 RNA 的体外合成、接种和病毒粒子
提纯

将侵染性克隆 pLS109、pLS209、pLS309 和
pLS309-MIM (表示携带不同 miRNA TM的克隆)用
Pst玉或 Sac玉进行线性化，然后利用体外转录试剂
盒 (Promega) 合 成 LS-CMV 的 RNA1、 RNA2、
RNA3和 RNA3-MIM．根据文献[11]的方法将 CMV
的 3条基因组以 1∶1∶1的比例混合，摩擦接种至
4～5叶期的三生烟，20天后提取病毒粒子．将提
纯的病毒粒子以 100 mg/L的浓度接种 5～6叶期的
拟南芥．

1援2援3 农杆菌浸润接种

根据前期描述的农杆菌浸润方法[16]，将以上涉

及和构建的 T-DNA克隆通过电击法转化至农杆菌
GV3101．农杆菌在含 50 mg/L卡那霉素和 20 mg/L
利福平的 LB 液体培养基 (含 10 mmol·L-1 MES，
200 mmol·L-1乙酰丁香酮)中进行培养．对于病毒
侵染实验，将单独携带 pCB301-LS109、pCB301-
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Fig. 1 RNA blotting analysis of viral progeny RNAs in
Arabidopsis thaliana plants with infection of CMV wildtype

or mutants carrying miRNA target mimics
(a) Schematic diagram of RNA3 construct carrying miRNA target mimic

sequence (MIM). (b) RNA blotting analysis of viral progeny RNAs in

Arabidopsis thaliana plants with infection of CMV wild type or mutants

carrying miRNA target mimics. Total RNA was extracted at 14 dpi, and

probed by a Dig-labeled DNA oligo complementary to the 3' UTR of

CMV genome.

LS209 的农杆菌，或者 pCB301-LS1a 和 pCB301-
LS2a 的农杆菌与携带 pCB301-LS309 或 pCB301-
LS309的 TM重组体按 1∶1∶1的比例混合，菌液
浓度调至 A 600为 0.5～0.6，将菌液注射本生烟的第
5～6 片真叶．对于 GFP 的翻译实验，将携带
pCB301-EGFP和其 TM重组体的农杆菌调整浓度
至 A 0.5，单独注射本生烟．

1援2援4 GFP绿色荧光的观察
农杆菌浸润接种 5天后，剪取叶片注射斑，使

用奥林巴斯倒置荧光显微镜观察 GFP的荧光情况，
并拍照记录．

1援2援5 蛋白质印迹

根据我们描述的方法[18]，将农杆菌浸润接种的

叶片进行总蛋白的提取、SDS-PAGE电泳、转膜和
免疫印迹，利用 GFP的多克隆抗体(Santa Cruz)对
GFP进行检测，利用 ECL底物化学发光和 X胶片
进行显影．

1援2援6 RNA印迹
根据 TRIzol试剂(Life Technology公司)提供的

实验步骤，提取各 CMV病毒侵染的拟南芥植株的
总 RNA．然后根据我们描述的 RNA印迹步骤 [11]，

对病毒的 RNA进行检测．
1援2援7 半定量 PCR

将单独携带 pCB301-LS1a 和 pCB301-LS2a 的
农杆菌与携带 pBI-EGFP、 pBI-EGFP-MIMNT、
pBI-EGFP-MIM162、 pBI-EGFP-MIM164 或 pBI-
EGFP-MIM170 农杆菌按等比例混合，注射本生
烟．注射后 3天，提取注射叶组织的总 RNA，并
用 DNase玉进行消化．以 DNase玉消化的 RNA作
为模板，用 EGFP正向引物和 GAPDH反向引物进
行逆转录．最后用 EGFP和 GAPDH的特异引物扩
增 EGFP和 GAPDH的部分片段，PCR循环数设为
25、30 和 35 个循环，通过电泳检测 PCR 扩增的
产物．EGFP和 GAPDH的引物见表 S1．

2 结 果

2援1 携带 miRNA模拟靶序列对 CMV病毒积累的
抑制作用

我们前期研究发现：LS-CMV携带 miR159或
miR165/166的模拟靶序列，一定程度上降低了病
毒基因组的积累 [16, 19]．为了明确 miRNA 靶向病毒
携带的 miRNA模拟靶序列对病毒的抑制作用，我
们进一步构建了携带 miR162、miR168 或 miR170
的模拟靶序列的 RNA3重组体(图 1a)．分别将携带

不同 miRNA模拟靶序列的病毒接种拟南芥．接种
后 14 天，RNA 印迹检测病毒 RNA 的结果显示：
携带对照序列的重组病毒 LS-CMV-MIMNT与野生
型病毒有着相似的积累水平；携带 MIM59 或
MIM65均抑制了病毒的积累，这些结果与前期的
报道相一致[11, 16](图 1b)．而且， LS-CMV-MIM162、
LS-CMV-MIM168和 LS-CMV-MIM170的积累也明
显低于野生型 LS-CMV或 LS-CMV-MIMNT(图 1b),
这些结果明确了植物内源 miRNA与 CMV 携带的
模拟靶序列互作会抑制病毒积累．

2援2 miRNA模拟靶序列对不同 CMV株系的抑制
作用

为了更好地展示携带 TM序列对病毒的抑制作
用，我们将 LS-CMV或 Fny-CMV RNA3的双元质
粒侵染性克隆 pCB301-LS309和 pCB301-Fny309进
行了改造，利用 GFP序列替换二者的 CP ORF，并
在 GFP与 3忆UTR之间插入不同的 TM序列或对照
序列(MIM-NT)，从而构建了携带 GFP和不同 TM
序列的重组质粒(图 2a)．然后，通过农杆菌浸润的
方法，将构建的重组质粒分别与表达 LS-CMV
RNA1 和 RNA2 的双元质粒混合注射生烟的叶组

(a)

(b)

5忆UTR 3忆UTR

3aT7 MIMIC
LS-CMV-MIMIC RNA3

CP

RNA loading

RNA5

RNA4A
RNA4

RNA3
RNA1/2
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2援3 携带 miRNA 模拟靶序列对病毒翻译水平的
影响

为了分析病毒携带的 miRNA模拟靶序列对病

毒抑制作用的内在原因，我们通过构建 EGFP-
MIM-3忆UTR的双元质粒克隆(图 3a)，进而通过农
杆菌注射和荧光显微镜观察，分析 miRNA模拟靶

Fig. 2 Effect of target mimic on GFP expression from CMV genome
(a) Schematic diagram of CMV-GFP-MIMIC RNA3. (b) Detection of GFP from a mild strain LS-CMV using fluorescence observation and Western

blot. (c) Detection of GFP from a severe strain Fny-CMV using fluorescence observation and Western blot.

织．注射后 5 天，荧光显微镜观察结果显示：
mock样品(只注射携带 RNA3-GFP的农杆菌)没用
呈现可见的绿色荧光，这与预期的相符．在 GFP和
3忆UTR之间不含插入序列的重组病毒(WT)与含插
入对照序列的重组病毒(MIM-NT)呈现相近强度的
绿色荧光，而且，二者的荧光信号明显高于携带

MIM159、MIM162、MIM170 的重组体 (图 2b)．
蛋白质印迹检测各处理组的 GFP蛋白表达水平如
图 2b所示，其结果与所观察的荧光结果相一致．

利用相同的方法，我们测试了 TM序列对强毒
株系 Fny-CMV的抑制作用．WT与 MIM-NT呈现
相似的 GFP荧光信号，而且，二者的荧光信号均
明显高于携带 MIM162、MIM164、MIM170 的重
组体(图 2c)．进而通过免疫印迹检测 GFP蛋白的
积累水平，其结果与 GFP的荧光信号相一致(图 2c).
可见，不管是 CMV 强毒株还是弱毒株，内源性
miRNA 与 CMV 携带的 TM 模拟靶序列的结合在
一定程度上抑制病毒的积累．

2伊35S
(a)

(b)

(c)

Relative
level0

Loading

琢-GFP

100 52326694

Relative
level0

Loading

琢-GFP

100 523266940

3忆UTR
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LS-CMV-GFP-MIMIC RNA3

GFP3a

5忆UTR

2伊35S

3忆UTR
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Fny-CMV-GFP-MIMIC RNA3

GFP3a

5忆UTR

Mock WT

MIM-NT MIM159

MIM162 MIM170
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2援4 携带 miRNA 模拟靶序列对病毒负链合成的
影响

为了回答携带 miRNA模拟靶序列是否会干扰
病毒负链 RNA的合成，我们通过农杆菌注射的方
法，在本生烟的叶组织瞬时共表达 CMV复制酶 1a
和 RdRp，分析其合成 EGFP-MIM-3忆UTR的负链情
况．半定量 RT-PCR结果显示(图 4)：当 PCR运行
25 个扩增循环，在所有的 RNA 样品检测到条带
亮度相近的 GAPDH内参基因的条带，但是，没有
检测到 EGFP-MIM-3忆UTR 负链相应的条带．当
PCR运行 35个扩增循环，在所有的样品中均检测
到 EGFP-MIM-3忆UTR 负链 RNA 相应的条带，而
且，WT和 NT的扩增条带亮度相近，比其他MIM
样品的条带亮，该结果暗示 miRNA靶向其模拟靶

序列，很可能在一定程度上抑制了病毒负链的

合成．

Fig. 3 Effect of miRNA target mimics on EGFP translation
(a) Schematic diagram of EGFP-MIM-3'UTR. (b) Observation of GFP fluorescence from the leave expressing EGFP with or without miRNA TM

sequences. (c) Western blot analysis of EGFP protein in the leaves as shown in the panel.

序列对 GFP 翻译的影响．荧光观察结果显示：
Mock样品(只注射浸润缓冲液)没有产生可见的绿
色荧光，而在 EGFP与 3忆UTR之间不含任何插入
序列(标示为 EGFP-WT)和仅插入对照序列(标示为
EGFP-MIMNT)二者均产生很强的绿色荧光．然而，
在 EGFP与 3忆UTR之间插入MIM162、MIM164和
MIM170则均显示明显的绿色荧光，但是显著低于
EGFP-WT或 EGFP-MINNT(图 3b)．然后，通过提
取叶片的总蛋白，并进行 GFP的免疫印迹检测．

结果显示：EGFP-WT和 EGFP-MINNT处理的样品
中检测到相似水平的 GFP蛋白，二者的蛋白质水
平均高于 MIM162、MIM164和 MIM170处理的样
品 (图 3c)，该结果与荧光显微镜的结果相一致．
以上结果说明，内源 miRNA与其模拟靶序列结合
抑制了 GFP 蛋白的翻译，暗示 CMV 病毒携带
miRNA模拟靶序列降低病毒蛋白质的翻译，从而
抑制病毒的积累．

Fig. 4 Effect of miRNAs binding to target mimic
sequences on synthesis of CMV 3忆UTR鄄mediated

minus strand RNA
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3 讨 论

本论文是在前期研究结果的基础上，通过测定

多种 miRNA模拟靶序列，明确了病毒携带模拟靶
序列对病毒积累的抑制作用，进而通过分析

miRNA 模拟靶序列对 EGFP 的翻译以及由病毒
3忆UTR介导的 EGFP负链的合成，说明 miRNA靶
向其模拟靶序列很可能抑制了病毒蛋白质的翻译和

负链的合成，从而表现出对病毒的抑制作用．

在测试的 3 种 miRNA 的模拟靶序列，包括
MIM162、MIM164 和 MIM170 均有效地抑制了
EGFP 的翻译(图 3)，这与 Franco-Zorrilla 等 [7]先前

报道的结果相一致．成熟的单链 miRNA在细胞体
内是以 RNA诱导的沉默复合体(RISC)的形式存在，
一旦与 miRNA 模拟靶序列结合，RISC 将覆盖整
个模拟靶序列和其周边的部分序列．当模拟靶序列

位于编码框的终止密码子下游时，RISC很可能掩
盖终止密码子，从而使得核糖体无法合成完整的蛋

白或提前终止，这可以解释 miRNA模拟靶序列抑
制 EGFP 表达的原因．而且，已有文献报道
miRNA 与 mRNA 3忆UTR 的结合，抑制 mRNA 的
翻译[6]，这也进一步支持我们的结果．我们所测试

的这 3种模拟靶序列同时还抑制了病毒 3忆UTR指
导的 EGFP负链的合成(图 4)．负链合成的抑制很
可能是由于携带相应 miRNA的 RISC复合体与其
模拟靶序列稳定结合，这将成为病毒 RdRp复制过
程中的一个障碍，使得负链合成受阻，从而表现出

抑制作用．RNA病毒基因组的复制是不对称性的，
在寄主因子 GAPDH特异性的选择下，以少量的基
因组负链 RNA合成大量的基因组 RNA[20]．因此，

抑制负链的合成是抑制病毒复制的一个有效途径，

这对于抗病毒方法的建立具有重要的生物学意义．

RNA沉默是高等植物最为重要的抗病毒防御
机制．然而，为了抑制 siRNA介导的抗病毒沉默，
大量植物病毒编码 1个或多个 RNA沉默抑制子[21-22].
CMV 2b蛋白是最早被鉴定的 RNA沉默抑制子之
一[23]． CMV亚组玉株系，而非亚组域株系编码的
2b 蛋白能有效地干扰 miRNA 途径 [11, 24-26]． 然而，

我们发现不管是亚组玉株系 Fny，还是亚组域株系
LS，携带 miRNA模拟靶序列都抑制了病毒的积累
(图 2)，这说明亚组玉和域株系编码的 2b蛋白均不
能有效地干扰 miRNA与其模拟靶序列的结合，这
很可能是 miRNA-RISC识别病毒携带的 miRNA模
拟靶序列先于病毒 2b蛋白的产生．

与 siRNA介导的抗病毒沉默不同，miRNA与
病毒携带的 miRNA 模拟靶序列结合并不导致
miRNA模拟靶序列被切割，而是滞留在病毒基因
组上，阻断病毒蛋白的合成和基因组负链的合成．

由此推测：通过转基因方法在植物体内转录合成靶

向病毒基因组的 miRNA，使其靶向但不切割病毒
RNA，可能具有较好的抑制病毒效果．因此，本
研究为发展抗病毒的新方法提供了一条新思路．

附件 表 S1见本文网络版附录(http://www.pibb.ac.
cn)
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MicroRNAs Targeting to Virus鄄carrying MicroRNA Target
Mimics Inhibit Virus Accumulation*
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Abstract MicroRNA Target Mimics (TM) interfere with regulation of miRNA to its target mRNA by
competitively binding the miRNA．Previously, we found that Cucumber mosaic virus (CMV) as a vector
expressing a TM sequence effectively inhibited the activity or stability of somemiRNAs in plants, thereby impaired
their regulation to the targets．However, the miRNAs binding to their TM sequences carried by CMV inhibited
accumulation of the virus to some extent. To analyze underlying reason of the inhibition to virus accumulation
when a miRNA binds to its TM sequence in CMV genome, we analyzed influence of various miRNA TM
sequences in CMV genome on virus accumulation using RNA blotting．Then, using GFP as a reporter gene, effect
of the TM sequences on virus accumulation was analyzed by fluorescence microscopy, Western blotting and RNA
blotting．Subsequently, using GFP as a reporter gene again, we analyzed effect of the TM sequences on GFP
translation．Finally, the influence of the TM sequences on virus negative-strand RNA synthesis was tested using
CMV trans-replication system．The results showed that targeting of five plant endogenous miRNA species tested
to their TM sequences carried by CMV genome inhibited virus accumulation to a varied extent．Binding of the
miRNAs to their TM sequences suppressed translation of the GFP protein and synthesis of the negative strand.
Plant endogenous miRNAs targeting to their target mimics carried by viral genome inhibits translation of viral
protein and synthesis of negative strand, thus reduces virus accumulation．The data present here provide
possibility for developing a new antiviral methods.
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Primer name Primer sequence Constructing clones

5忆 tcgaCACGCCGTTCATTTCGGCAACAAATCCGTGTGTT 3忆
5忆 cgcgAACACACGGATTTGTTGCCGAAATGAACGGCGTG 3忆
5忆 tcgaAAGAGCTCCCTCAATCAATCCAAA 3忆
5忆 cgcgTTTGGATTGATTGAGGGAGCTCTT 3忆
5忆 tcgaCTGGATGCAGATCTGGTTTATCGA 3忆
5忆 cgcgTCGATAAACCAGATCTGCATCCAG 3忆
5忆 tcgaGGGGAATGAATCTACCTGGTCCGA 3忆
5忆 cgcgTCGGACCAGGTAGATTCATTCCCC 3忆
5忆 tcgaTTCCCGACCTTAAACACCAAGCGA 3忆
5忆 cgcgTCGCTTGGTGTTTAAGGTCGGGAA 3忆
5忆 tcgaGATATTGACATAAAGGCTCAATCA 3忆
5忆 cgcgTGATTGAGCCTTTATGTCAATATC 3忆
5忆 GCAGGTGGTTAACGGTCTTTAG 3忆
5忆 TTATTTGTATAGTTCATCCATGCC 3忆
5忆 GGCATGGATGAACTATACAAATAACTGGATGCAGATCTGGTTTATCGA 3忆
5忆 GGCATGGATGAACTATACAAATAAGATATTGACATAAAGGCTCAATCA 3忆
5忆 GGCATGGATGAACTATACAAATAAAAGAGCTCCCTCAATCAATCCAAA 3忆
5忆 GGCATGGATGAACTATACAAATAACACGCCGTTCATTTCGGCAACAAATCCGTGTGTT 3忆
5忆 TTGGATCCTGGTCTCCTTATGGAGAACC 3忆
5忆 GAACTAGTTGTTTTGTTACGTTGTACCT 3忆
5忆 CGACGCGTGAATTCAGGCCTTTATTTGTATAGTTCATC 3忆
5忆 TCACGCGTTCCGTGTGTTTACCGGCGTCC 3忆
5忆 CTGGATGCAGATCTGGTTTATCGA 3忆
5忆 cgcgTCGATAAACCAGATCTGCATCCAG 3忆
5忆 TGCACGTGCCCCTATGCTTCTCCA 3忆
5忆 cgcgTGGAGAAGCATAGGGGCACGTGCA 3忆
5忆 GATATTGACATAAAGGCTCAATCA 3忆
5忆 cgcgTGATTGAGCCTTTATGTCAATATC 3忆
5忆 TCCGTGTGTTTACCGGCGTC 3忆
5忆 CACGCCGTTCATTTCGGCAACAAATCCGTGTGTT 3忆
5忆 CTGGATGCAGATCTGGTTTATCGA 3忆
5忆 TGCACGTGCCCCTATGCTTCTCCA 3忆
5忆 GATATTGACATAAAGGCTCAATCA 3忆
5忆 ACGCGTATGGTGAGCAAGGGCGAGG 3忆
5忆 TCACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 3忆
5忆 AGGCTGGGATTGCATTGAGCGA 3忆
5忆 ACACACAAACTCTCGCCGGTGT 3忆

附 录

Table S1 List of primers used for either generation of DNA constructs or semi鄄RT鄄PCR

MIMNTF

MIMNTR

MIM159F

MIM159R

MIM162F

MIM162R

MIM165F

MIM165R

MIM168F

MIM168R

MIM170F

MIM170R

LS-R3F915

GFPR

G-MIM162F

G-MIM170F

G-MIM159F

G-MIM-NT-F

LSR3R-BamH玉
Fny-3a驻驻-gfp F1631

Fny-3a驻驻-gfp R2640

Fny-3a驻驻-gfp F2641

MIM162F

MIM162R

MIM164F

MIM164R

MIM170F

MIM170R

LSR3-1878F

MIMNTF-BE

MIM162F-BE

MIM164F-BE

MIM170F-BE

EGFP-F

EGFP-R

GAPDH-F

GAPDH-R

pLS309-MIMNT

pLS309-MIMNT

pLS309-MIM159

pLS309-MIM159

pLS309-MIM162

pLS309-MIM162

pLS309-MIM165

pLS309-MIM165

pLS309-MIM168

pLS309-MIM168

pLS309-MIM170

pLS309-MIM170

pCB301-LSR3GFP-MIMIC

pCB301-LSR3GFP-MIMIC

pCB301-LSR3GFP-MIM162

pCB301-LSR3GFP-MIM170

pCB301-LSR3GFP-MIM159

pCB301-LSR3GFP-MIMNT

pCB301-LSR3GFP -MIMIC

pCB301-FnyR3GFP-MIMIC

pCB301-FnyR3GFP-MIMIC

pCB301-FnyR3GFP-MIMIC

pCB301-FnyR3GFP-MIM162

pCB301-FnyR3GFP-MIM162

pCB301-FnyR3GFP-MIM162

pCB301-FnyR3GFP-MIM164

pCB301-FnyR3GFP-MIM170

pCB301-FnyR3GFP-MIM170

pBI-EGFP-MIMIC

pBI-EGFP-MIMNT

pBI-EGFP-MIM162

pBI-EGFP-MIM164

pBI-EGFP-MIM170

Semi-RT-PCR

Semi-RT-PCR

Semi-RT-PCR

Semi-RT-PCR

·S162.1·


