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I

摘 要

各种突变体库的构建和集中保存，为分子生物学和育种学研究提供了巨大的资源平台。

在突变体库的构建基础上，发现并利用突变体，克隆功能基因，揭示水稻重要农艺性状的分

子机理、调控途径已经成为功能基因组学研究中最为紧迫的任务。T-DNA插入法构建突变体

库的优势在于，如果连锁分析结果显示突变体是由插入事件引起，利用TAIL-PCR等方法便能

迅速找到插入位点，突变基因的确定时间可缩短在一周以内；如果是由组织培养诱导的突变，

则通过图位克隆的方法寻找突变基因，从而提高了突变体库的利用效率。图位克隆的方法进

行功能基因组研究，不受变异来源所限制，应用范围广泛。水稻基因组全序列的测定完成，

大大降低了图位克隆所需的多态性分子标记的筛选难度，缩减了成本、提高了效率。

我们在本实验室构建的T-DNA插入水稻突变体库中，发现了三个以日本晴为遗传背景的

突变体：温度钝感型淡绿叶突变体pgl2（pale green leaf 2 ）；温度敏感型黄绿叶突变体ypgl1(t)

（yellow pale green leaf 1, temporally）；斑点叶突变体spl19（spotted leaf 19），并对这3个突

变体进行了形态学鉴定、遗传分析和初步的生理学研究，克隆了Ypgl1(t)和Spl19基因并进行了

部分功能研究。主要结果如下：

1．潮霉素浸泡及PCR扩增结果显示，温度钝感型淡绿叶突变体pgl2不是由T-DNA插入引起。

遗传学分析表明该突变性状是由一对单隐性核基因控制。利用突变体和籼稻品种龙特普杂交，

构建F2群体对突变基因进行精细定位。初定位结果显示目的基因与第8染色体SSR标记RM331

连锁度较高，在该标记附近发展了14对INDEL标记，将突变基因进一步定位于着丝粒上2.37

Mb的区间，并对该区间候选基因进行了分析。突变体叶绿素的总量与对照相仿，但是叶绿素

a/b比值趋于1，明显低于对照。推测突变基因可能与叶绿素a、b间的转化有关。研究结果为

该基因的图位克隆奠定了基础。

2．共分离分析表明温度敏感型黄绿叶突变体ypgl1(t)不是由T-DNA插入引起。遗传学分析

结果显示该突变性状是由一对单隐性核基因控制。利用突变体和籼稻品种龙特普杂交，构建

F2群体对突变基因进行精细定位。初定位结果显示目的基因与第7染色体SSR标记RM11连锁

度较高，在RM11两端附近进一步发展了22对INDEL标记，最终将突变基因定位于INDEL标记

YT6132和YT614之间10.3kb的序列内，该区间有两个预测基因均编码未知蛋白，测序结果显

示Ypgl1(t)（KOME Accession No. AK062845）基因发生54个碱基的缺失突变，根据基因结构

预测功能发现，该基因编码一个介导蛋白互作的锚蛋白。RT-PCR证明突变体中Ypgl1(t)仍可

正常表达。突变体与野生型电镜观察显示前者叶绿体发育异常，嗜锇滴大量集聚。温控试验

结果表明，该突变体在≤30℃的温度条件生长时，表现为明显的黄叶表型，但当温度≥33℃

时则转变为淡绿色。突变体叶绿素a、b的含量均大幅减少，24℃时，叶绿素b减幅大于叶绿素

a，造成叶绿素a/b比值达到19.2，随着温度上升叶绿素b快速增加，33℃以后叶绿素a/b比值基

本趋于正常（3左右），不同温度下野生型叶绿素a、b的含量和a/b比值变化不大。

3．泛素结合酶 E2催化泛素分子从 E1半胱氨酸残基转移给 E2活化的半胱氨酸位点，进而

通过相同的基序与 E3连接，最终将泛素分子连接到靶蛋白上，成为蛋白特异降解的标记。泛

http://www.go2pdf.com


II

素化途径是目前己知的所有真核生物体内具有高度选择性的最为重要的蛋白质降解途径。斑

点叶突变体 spl19 从三叶期开始出现小的铁锈斑点，随着新叶片的生长，老叶片斑点逐步扩

大直至叶尖部分黄化枯死，衰老表现明显早于对照。遗传学分析表明该突变性状是由一对单

隐性核基因控制。潮霉素浸泡及 PCR扩增结果显示，该突变并非由 T-DNA插入引起。利用

突变体和籼稻品种龙特普杂交，构建 F2群体对突变基因进行定位。经过初定位、精细定位，

最后将突变基因定位于 INDEL标记 PSE55和 PSE62之间 67.5kb的序列内，该区间有 13个

预测基因，其中有两个编码泛素结合酶。测序结果显示 Spl19 基因内部插入一段来自于第 7

染色体 Tos17上约 4.1kb的序列，RT-PCR结果表明突变体中插入位点前的目的基因序列仍然

发生转录，插入位点后的序列无转录产物。利用生物信息学工具，根据基因结构预测功能发

现，该基因可能编码一个介导蛋白特异性降解的泛素结合酶。

关键词：图位克隆，着丝粒，淡绿叶突变体，温度敏感型黄绿叶突变体，锚蛋白，斑点叶

突变体，泛素结合酶
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Abstract

Various phenotypic and physiological mutants provide an indispensable source for functional
analysis of genes. Recent advances in genomic studies and the sequenced genome information have
made it possible to utilize phenotypic mutants for characterizing relevant genes at the molecular
level and reveal their functions. The collection and positioning of many pieces of genes in the
developmental and physiological pathways will decipher the many gene networks and thus
determine the morphological and developmental regulations for those gene networks. Many
somaclonal variations were induced during tissue culture in T-DNA insertion mutant library.
However, Map-based cloning strategy which was not limited by origin of mutant has been an
essential tool on rice functional genomics study. Many genes presently isolated were identified via
map-based cloning. With accomplish of the rice genome sequence project, cloning gene with
map-based cloning strategy was become more and more rapidly and efficiently.

Three mutants induced by tissue culture，i.e. thermo-insensitive pale green leaf mutant (pgl2)、
thermo-sensitive yellow pale green leaf mutant (ypgl1(t)) and spotted leaf mutant (spl19), were
isolated from our T-DNA insertion mutant populations of rice (Oryza sativa L. subsp. Japonica, cv.
Nipponbare). The morphology、genetics and physiology of three mutants involved were analyzed.
Mainly results were as follows:

1. A thermo-insensitive pale green leaf mutant (pgl2) which was not co-segregated with the
T-DNA insertion, isolated from T-DNA inserted transgenic lines. Genetic analysis indicated that the
phenotype was controlled by a recessive mutation in a single nuclear-encoded gene. To map the
PGL2 gene, an F2 population was constructed by crossing the mutant with Longtepu (Oryza sativa
L. subsp. indica). The PGL2 locus was roughly linked to SSR marker RM331 on chromosome 8.
Therefore, 14 new INDEL markers were developed around the marker. PGL2 was further mapped
to a 2.37 Mb centromeric region. Chlorophyll contents of leaves were measured. There was no
obvious difference between the mutant and wild type in total chlorophyll content, while the ratio of
Chl a / Chl b in the mutant was only about 1, which was distinctly lower than in the control. These
data suggested that the PGL2 gene is related to the transformation between Chl a and Chl b.

2. A thermo-sensitive chlorophyll deficient mutant was isolated from more than 15000
transgenic rice lines. The mutant displayed yellow leaf phenotype at 30℃ or lower temperature.
However, when grown at 33℃or higher the plant exhibited another phenotype characterized by pale
green leaf. Genetic analysis revealed that a single nuclear-encoded recessive gene is responsible for
the mutation, which is tentatively designed as ypgl1(t) (yellow pale green leaf 1, temporally). PCR
analysis and hygromycin resistance assay indicated the mutation was not caused by T-DNA
insertion. To isolate the Ypgl1(t) gene, a map-based cloning strategy was employed and 22 new
InDels markers were developed. A high-resolution physical map of the chromosomal region around
the Ypgl1(t) gene was made using F2 and F3 population consisting of 5139 mutant individuals. Our
initial mapping efforts with SSR markers placed the Ypgl1(t) locus near the SSR marker RM11 (67
cM) on chromosome 7. Finally, the Ypgl1(t) gene was mapped in a 10.3kb region between marker
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YT6132 and marker YT614. Sequence analysis revealed two candidate genes in target region.
Cloning and sequencing of the target region from the ypgl1(t) mutant showed that a deletion
mutation occurred in the mutant. The mutant gene (KOME Accession No. AK062845) was
identified as the OsYpgl1(t) gene. The result of bioinformatic analysis showed that OsYpgl1(t) gene
contains two exons and one intron, and encodes a protein containing an ankyrin repeat domain.
Nevertheless, the molecular function of OsYpgl1(t) gene was unknown in rice. RT-PCR analysis
indicated that OsYpgl1(t) gene was successfully transcripted in mutant. The third-leaves from
30-day old wild-type and ypgl1(t) mutant seedlings were used for electron microscopic observation.
The osmiophilic droplet were increased and assembled in ypgl1(t) mutant chloroplasts. Total
chlorophyll contents of mutant significant decrease compared with wild type grown at the same
condition. However, the ratio of Chl a / Chl b in the mutant at 24 ℃ was 19.21, and no distinct
differences at 33 ℃ between the wild type and the mutant.

3. Ubiquitin-conjugating enzyme E2s catalyze covalent attachment of ubiquitin to target
proteins, or, when acting along with HECT domain E3s, transfer of the activated ubiquitin moiety to
a highenergy E3 ubiquitin intermediate. They all share an active-site ubiquitin-binding Cys residue.
Regulated protein degradation plays a crucial role during development in all organisms. One
mechanism for proteolysis in eukaryotes is the ubiquitin-proteasome pathway. A spotted leaf
mutant (spl19) was isolated from T-DNA inserted transgenic lines. The mutant showed relatively
small, reddish brown lesions scattered over the whole surfaces of leaves. Under natural summer
field conditions, the lesions appeared from the tillering stage and continuously increased to heading
time until leaf died. No lesions appeared on seedlings or young leaves in wide type. Genetic
analysis revealed that a single nuclear-encoded recessive gene is responsible for the mutation,
which is tentatively designed as the Spl19 gene. PCR analysis and hygromycin resistance assay
indicated the mutation was not caused by T-DNA insertion. To isolate the Spl19 gene, a map-based
cloning strategy was employed. A high-resolution physical map of the chromosomal region around
the Spl19 gene was made using F2 and F3 population mutant individuals. Finally, the Spl19 gene
was mapped in 67.5kb region between INDELs marker PSE55 and PSE62. Sequence analysis
revealed 13 candidate genes in target region. Cloning and sequencing of the target region from the
spl19 mutant showed that a fragment sequence come from Tos17 about 4.1kb on chromosome 7
reversely inserted in the exon 8 of Spl19 gene. The Spl19 gene encodes a putative
ubiquitin-conjugating enzyme. RT-PCR analysis indicated that sequence of Spl19 gene which ahead
of inserted site was successfully transcripted, and sequence of Spl19 gene which behind of inserted
site was not transcripted in mutant. However, the whole Spl19 gene was successfully transcripted in
wide type.

Key words: Fine Mapping, Centromere, pgl2 (pale green leaf mutan)t, ypgl1(t) (yellow pale
green leaf 1, temporally), Ankyrin, spl19 (spotted leaf 19), Ubquitin Conjugating Anzyme

http://www.go2pdf.com


V

目 录

摘 要.......................................................................................................... I

Abstract ........................................................................................................... III

缩略词表...................................................................................................... VIII

第一部分 文献综述......................................................................................... 1

第一章 水稻功能基因组研究 ........................................................................ 1
1 发现新基因 ................................................................................................................ 1

1.1 从表型到基因��突变体库的构建及利用 .................................................. 1
1.2 从基因到表型��反向遗传学研究 .............................................................. 7

2 基因表达产物及其功能分析 .................................................................................... 9
2.1 功能互补及过表达分析 .................................................................................. 9
2.2 转录水平分析 ................................................................................................ 10
2.3 蛋白质组研究 ................................................................................................ 11

第二章 水稻组培诱导突变........................................................................... 14
1. 体细胞无性系变异的突变类型 ............................................................................. 14
2 体细胞无性系变异的遗传 ...................................................................................... 14
3 体细胞无性系变异的影响因素 .............................................................................. 15
4 体细胞无性系变异的分子机理 .............................................................................. 15

4.1 基因突变 ........................................................................................................ 16
4.2 逆转录转座子激活 ........................................................................................ 16

第三章 水稻着丝粒DNA序列研究及基因注释 .......................................... 17
1.水稻着丝粒区间序列研究 ....................................................................................... 17
2.水稻第 8染色体着丝粒区间基因组分析及功能注释 ........................................... 20

2.1 着丝粒 DNA序列分析 ................................................................................. 20
2.2 着丝粒 DNA基因功能注释 ......................................................................... 20

第四章 植物锚蛋白....................................................................................... 23
1. ANK的结构特征..................................................................................................... 23
2 植物锚蛋白功能研究 .............................................................................................. 25

2.1 锚蛋白参与自身防御 .................................................................................... 25
2.2 锚蛋白参与物质运输 .................................................................................... 25
2.3 锚蛋白参与发育调控 .................................................................................... 26
2.4 锚蛋白激酶 .................................................................................................... 27
2.5 锚蛋白与细胞骨架相互作用 ........................................................................ 27

http://www.go2pdf.com


VI

2.6 锚蛋白重复序列与泛素连接酶 .................................................................... 28

第五章 蛋白质的泛素化系统 ...................................................................... 29
1.泛素化系统的组成 ................................................................................................... 29

1.1 泛素 ................................................................................................................ 29
1.2 泛素激活酶 .................................................................................................... 30
1.3 泛素结合酶 .................................................................................................... 30
1.4 泛素连接酶 .................................................................................................... 31
1.5 蛋白酶体 ........................................................................................................ 33
1.6 脱泛素酶 ........................................................................................................ 33

2 泛素化系统的功能研究 .......................................................................................... 34
2.1 泛素化系统调节的蛋白降解 ........................................................................ 34
2.2 细胞膜受体蛋白的修饰 ................................................................................ 34
2.3 一些前体物质的加工 .................................................................................... 34
2.4 泛素化系统参与免疫应答 ............................................................................ 35

第六章 本研究的目的意义........................................................................... 36

第二部分 研究报告....................................................................................... 37

第一章 水稻着丝粒附近一个淡绿叶突变相关基因的定位分析 .............. 37
1 材料与方法 .............................................................................................................. 38

1.1 材料 ................................................................................................................ 38
1.2 方法 ................................................................................................................ 38

2 结果与分析 .............................................................................................................. 41
2.1 突变体表型及遗传分析 ................................................................................ 41
2.2 突变体与 T-DNA共分离分析 ...................................................................... 41
2.3 突变体光合参数的变化 ................................................................................ 41
2.4PGL2基因的染色体定位 .............................................................................. 43
2.5PGL2基因的精细定位 .................................................................................. 43

3 讨论 .......................................................................................................................... 43

第二章 一个温敏型水稻黄绿叶突变相关基因的精细定位与功能研究 .. 48
1 材料与方法 .............................................................................................................. 48

1.1 材料 ................................................................................................................ 48
1.2方法 ............................................................................................................... 49

2.结果与分析 ............................................................................................................... 54
2.1 突变体表型 .................................................................................................... 54
2.2 突变体的遗传学分析 .................................................................................... 54
2.3 突变体与 T-DNA共分离分析 ...................................................................... 56
2.4 突变体不同温度下叶绿素、类胡萝卜素含量的变化 ................................ 56
2.5 不同温度条件下突变体与野生型叶绿体电镜观察及叶片切片观察 ........ 56
2.6 Ypgl1(t)基因的初定位分析 ............................................................................ 57

http://www.go2pdf.com


VII

2.7 Ypgl1(t)基因的精细定位 ................................................................................ 57
2.8 Ypgl1(t)定位区间的候选基因及突变基因的测序 ........................................ 59
2.9 OsYpgl1(t)基因的 RT-PCR分析..................................................................... 63
2.10 构建 OsYpgl1(t)基因的干涉载体验证功能 ................................................ 64

3 讨论 .......................................................................................................................... 64

第三章 水稻斑点叶突变相关基因的精细定位与功能研究 ...................... 67
1 材料与方法 .............................................................................................................. 67

1.1 材料 ................................................................................................................ 67
1.2 方法 ................................................................................................................ 67

2.结果与分析 ............................................................................................................... 68
2.1 突变体表型 .................................................................................................... 68
2.2 突变体的遗传学分析 .................................................................................... 68
2.3 突变体与 T-DNA共分离分析...................................................................... 69
2.4突变体与野生型光合参数测定及叶片形态观察 ......................................... 69
2.5 Spl19基因的初定位分析 ............................................................................... 69
2.6 Spl19基因的精细定位 ................................................................................... 70
2.7 Spl19定位区间的候选基因及突变基因的测序 ........................................... 70
2.8 Spl19基因的 RT-PCR分析 ........................................................................... 70
2.9 构建 Spl19基因的干涉载体验证功能 ......................................................... 71

3.讨论 ........................................................................................................................... 71

第四章 全文结论 ................................................................................................... 74

参考文献......................................................................................................... 76

附录A主要化学试剂、分子生物学试剂及仪器 ...................................... 100

附录B主要培养基母液、缓冲液配方及配制方法 .................................. 101

致 谢..................................................................................................... 103

作 者 简 历................................................................................................. 104

http://www.go2pdf.com


VIII

缩略词表

缩写 英文 中文

6-BA 6-benzy laminpurine 6-苄基氨基嘌呤

BAC Bacterial artificial chromosome 细菌人工染色体

bp base pair 碱基对

CaMV35S Cauliflower mosaic virus 35S promoter 花椰菜花叶病毒35S启动子

cDNA complementary DNA 互补DNA

dNTP eoxyribonuceleoside triphosphate 脱氧核糖核苷三磷酸

EDTA Didodium ethylenediaminetetra-acetate 乙二胺四乙酸

GUS ¦Â-glucuronidase ¦Â-半乳糖苷酶

HYG hygromycin B 潮霉素B

HPT hygromycin phosphotransferase 潮霉素磷酸转移酶

Km kanamycin 卡那霉素

Mb Megabase 兆碱基

ORF Open Reading Frame 开放阅读框

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳

PCR polymerase chain reaction 聚合酶链反应

RNAi RNA interference RNA干涉

SDS sodium dodecylsulphate 十二烷基磺酸钠

TAIL-PCR Thermal asymmetric interlaced PCR 温度不对称PCR

T-DNA transferred DNA 转移DNA

Tris Trishydroxymethyl-aminomethane 三羟甲基氨基甲烷

Ac/Ds Activator/Dissociation 自主性转座子/非自主性转座子

cM CentiMorgan 厘摩尔根

E.coli Eschericia coli 大肠杆菌

EST Expressed sequence tag 表达序列标签

CEN Centromere sequence 着丝粒序列

CENH Centromeric histone 着丝粒结合的组氨酸

GA Gibberellane acid 赤霉素

GFP Green fluorescent protein 绿色荧光蛋白

IRGSP International Rice Genome Sequencing Project 国际水稻基因组测序计划

kb Kilobase 千碱基

LB Luria broth LB培养基

LTR Long terminal repeat 长末端重复

mL Millilitre 毫升
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Mol Molar 摩尔

PAC P1-derived artificial chromosome P1人工染色体

BAC Bacterial artificial cbronlosolne 细菌人工染色体

RAPD Random amplified polymorphic DNA 随机扩增多态性 DNA

rpm Revolutions per minute 每分钟转速

RT-PCR Reverse transcriptional-PCR 反转录-PCR

SSR Simple sequence repeat 简单重复序列

Taq Thermus aquaticus DNA polymerase 嗜热水生菌 DNA聚合酶

TILLING Targeting Induced Local Lesion In Genome 基因组局部诱变的定向检测

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism 限制片段长度多态性

E1 Ubiquitin activating enzyme 泛素激活酶

E2 Ubquitin conjugating anzyme 泛素结合酶

E3 Ubiquitin ligating enzyme 泛素连接酶
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第一部分 文献综述

第一章 水稻功能基因组研究

水稻基因组测序计划的全面完成（Yu et al. 2002, Goff et al. 2002, Sasaki et al. 2002b,

Feng et al. 2002, IRGSP 2005），标志着水稻基因组研究进入了后基因组学 (postgenomics)时

代，亦称功能基因组学(functional genomics)时代。功能基因组学主要是在基因组水平上分析

基因的生物学功能、表达产物间的互作关系以及在植物生长发育、代谢调控、信号传导、环

境应答等过程中的作用，这将是比以测序为目标的基因组计划更艰巨、意义更深刻的任务。

目前已知水稻大约有50000个注释基因（Han et al,2007），在巨大商业前景驱使下，各国政府

和商业公司纷纷斥巨资投入对水稻功能基因组学的研究，期望分离具有重要农艺性状（如高

产、优质及抗逆等）的基因并拥有其专利权。 中国水稻的栽培历史悠久，品种资源丰富，发

展适合我国国情的基因研究体系，克隆具有自主知识产权的基因，对我国的遗传学研究和转

基因作物商业化都非常重要。

1发现新基因

结构基因组学提供的海量序列信息为揭示和开发控制重要农艺性状的功能基因开辟了广

阔的前景。水稻基因功能的深入研究不仅可为水稻的品种改良创造便利条件，而且还可为其

它禾本科作物的基因克隆、功能注释及应用提供有益信息。变异是功能分析的基础，从基因

型与表型对应关系来看，研究基因功能的方法可归纳为对两种突变类型的探索：从突变体的

表型出发，研究�基因是什么？�；改变物种原有基因序列，观察表型变化。

1.1从表型到基因��突变体库的构建及利用

突变体是功能基因组学研究的重要材料。纵观生物学发展历史，从经典遗传学规律的发

现到拟南芥大量基因功能的揭示，从两次绿色革命的引发到快速高效的良种繁育，都与突变

体的发现与利用密切相关。突变体可以自然发生，也可以由人工诱变产生，自然产生突变的

频率较低，而人工诱变可以在短时间内产生大量突变体。为了加快功能基因组学研究的进程，

人工诱变就成为科研工作者的首选。20世纪70年代以来，各国的科学家已经利用物理诱变

(physical mutagenesis)、化学诱变(chemical mutagenesis)和插入诱变(insertional mutagenesis)等

方法构建了大量的水稻突变体库，一系列控制重要农艺性状的基因被克隆(Sasaki et al. 2002a,

Li et al. 2003a, Li et al. 2003b, Wang et al. 2006，Yang et al. 2007)。
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1.1.1突变体库的分类及构建策略

通常水稻突变可按以下三种方法进行分类：①按产生水稻突变体的方法可分为自然突变、

物理化学诱变、DNA插入突变；②按遗传背景可分为普通突变体库、近等基因系突变体库和

等基因系突变体库；③按引起突变的分子机制可分为功能丧失性突变和功能获得性突变

(Loss-of-function mutation and Gain-in-function mutation)（引自孙宗修私人资料）。目前水稻突

变体的构建主要有以下方法：①自然突变。该突变体库是在长期的自然选择和人工选择过程

中积累起来的，包含极为丰富的突变，但是突变体的来源非常复杂，遗传背景差异大，研究

困难大，而且自然条件下的突变频率很低，在大规模、高通量的功能基因组研究中显得力不

从心；②物理化学诱变。用物理，化学手段产生的形态各异的突变体为早期的遗传作图提供

了重要的形态标记。到上世纪末为止，超过2200个被推广的作物品种是通过理化诱变产生的，

其中有434个是水稻品种(Maluszynski et al. 2000)。中国水稻研究所(CNRRI)，国际水稻研究所

(IRRI)和日本的农业生物资源研究所(NIAS)等研究机构均利用理化诱变方法构建了水稻的突

变体库(朱旭东等 2003，郭龙彪等 2006, Hirochika et al. 2004, Wu et al. 2005)。物理、化学诱

变可快速获得较广的突变谱和稳定的遗传变异，产生多位点变异，容易构建饱和的突变体库。

然而突变的随机化和多位点突变，大大增加了随后基因分析、克隆的工作量和难度。③ 插入

突变。插入突变主要包括T-DNA插入诱变和转座子(包括Ac/Ds、Spm/dSpm、Tos17等)插入诱

变，它是利用遗传转化技术和转座子随机转座的原理将T-DNA或转座子插入到基因组中破坏

某个功能基因而导致突变。中国水稻研究所水稻生物学国家重点实验室，先后以中花11和日

本晴为受体，已获得了45000多个独立T-DNA插入的水稻转基因株系，分离了一千多个性状可

见的突变体，突变体库中包括了致死、叶色、株型、育性、熟期、穗型、早衰等类型的突变

体(朱正歌等 2001)。华中农业大学和中科院微生物所也分别构建了31443 和5200个独立

T-DNA插入的转基因突变体株系(Wu et al. 2003, Sha et al. 2004)。此外，韩国、新加坡、中国

台湾、美国和法国等国家和地区也分别构建了T-DNA插入的突变体库，获得至少200，000份

独立T-DNA插入突变体，为水稻功能基因组研究提供了资源平台(Jeon et al. 2000, Jeong et al.

2002, Ryu et al. 2004, Yin and Wang 2000, Barakat et al. 2000, Sallaud et al. 2003, Sallaud et al.

2004, Hirochika et al. 2004, An et al. 2005)。转座子(transposon)是染色体上一段可移动的DNA

片段, 它可从染色体的一个位置跳到另一个位置。当转座子跳跃而插入到某个功能基因时, 就

会引起该基因的失活, 诱导产生突变型, 而当转座子再次转座或切离这一位点时, 失活基因

的功能又可得到恢复。遗传分析可确定某基因的突变是否由转座子引起。用于构建水稻突变

体库的转座子有来源于玉米的Ac/Ds系统、Spm/dSpm系统和来自于水稻自身的Tos17逆转录转

座子。Ac/Ds系统是玉米中的一个转座子家族。Ac含有编码转座酶的基因，可自主转座，但

变异不稳定, Ds具有与Ac相同的转座必需区间，但不编码转座酶，是一种典型的非自主型转

座子，必须在有转座酶存在的条件下, 才会引起插入突变。利用自主元件Ac和非自主元件Ds

的作用机理，Ac-Ds共存的情况下发生转座，分离Ac和Ds元件后，便可获得稳定的Ds插入突

变体(朱正歌等 2001)。Ds因子以非复制的方式转座即所谓�切粘�机制; 但也会在染色单体

间发生基因转换, 使转座子拷贝数增多。以 Ac/Ds 为代表的转座子标签法不仅具有 T-DNA

插入突变法拷贝数少，遗传稳定的优点，而且还可通过 Ac和Ds 的杂交获得新的转座事件，
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从而避免了构建T-DNA 插入突变库时为获得数以万计的转基因植株所投入的巨大人力和物

力 (栾维江和孙宗修2005)。Spm/dSpm系统的作用原理和Ac/Ds 系统相似。逆转录转座子Tosl7

是存在于水稻基因组中的一种逆转录因子，每个基因组中有一个或数个拷贝（依不同品种而

不同），所有的Tos17在基因组中可以稳定遗传。在正常情况下，Tos17没有转座活性，但在

组织培养，物理化学诱变剂处理等特殊条件下，Tos17的逆转座活性被激活，合成新的Tos17

逆转座子并随机整合到基因组中，而这些新整合的Tos17同样也能稳定遗传(Hirochika et al.

1996, Hirochika 2001)，逆转录转座子的增殖均以RNA为中介, 通过DNA-RNA-DNA的方式进

行, 涉及逆转录过程, 因而被称为逆转录转座子(retrotransposon)。与T-DNA插入不同的是

Tos17在基因组中的插入位置存在明显的偏爱性，激酶，抗病相关基因家族是它们的高频插入

位点，而且Tos17DNA甲基化程度影响其转座活性并调节邻近基因的表达（Cheng et al. 2006,

An et al. 2005）。日本国立农业生物资源研究所通过组织培养获得50000个独立株系的Tos17

插入突变体库，发现53种不同的突变表型，大量Tos17的旁邻序列经过分析后被作图到水稻基

因组上(Miyao et al. 2007，http://www.rgrc.dna.affrc.go.jp/)。近年来，众多研究机构建立了大量

的插入突变体（Chin et al. 1999, Greco et al. 2001, Kohli et al. 2001, Kim et al. 2004, Kolesnik et

al. 2004, Ito et al. 2004, Jin et al. 2004, Sallaud et al. 2004, Kurata et al. 2005）。在水稻中除了已

经大量研究的外源转座子T-DNA，Ac/Ds系统及内源逆转座子Tos17外，近年来又发现了两个

内源的活性转座子：来自MITE（Miniature Inverted-repeat Transposable Element）家族0.43kb

长的mPing因子及来自hAT家族0.6kb长的nDart因子。mPing因子在组织培养、花药培养、¦Ã射

线及高静水压处理条件下被诱导转座；而nDart因子是一个非自主型转座子，其转座原理类似

于Ac/Ds系统，在与自主型转座子aDart共存的条件下完成转座，与aDart分离后突变稳定遗传，

组织培养条件下不能诱导该转座子的转座活性，所以不会引起相应的无性系变异（Jiang et al.

2003，Kikuchi et al. 2003, Nakazaki et al. 2003, Lin et al. 2006, Maekawa et al. 1999, Tsugane et al.

2006, Takagi et al. 2007）。Ueguchi-Tanaka及Tsugane等已经利用nDart-启动基因标签系统获得

了多个nDart插入突变体，并对其中一个赤霉素不敏感的矮秆突变体进行了研究，发现该突变

相关基因编码一种水溶性赤霉素受体蛋白（Ueguchi-Tanaka et al. 2005, Tsugane et al. 2006）。

随着相关研究的不断深入，我们相信水稻内源的转座子系统将成为新一代功能基因组研究的

有利工具。

1.1.2利用突变体鉴定、克隆基因

水稻各种类型诱变突变体库的构建和集中保存，为分子生物学和育种学研究提供了巨大

的资源平台。基于已有突变体库的基础上，利用突变体克隆相关基因并研究其功能，对于揭

示水稻重要农艺性状的分子机理、调控途径至关重要；而且一旦这些基因的功能明确，就可

以采用生物技术的手段将其应用于品种改良，为解决我国21世纪的粮食问题，培育产量高、

品质好、抗逆性强的优良品种提供新的途径。克隆突变基因的策略有很多，但在拟南芥和水

稻中应用最为成功的是T-DNA标签法(T-DNA tagging)、图位克隆法(map-based cloning)和定向

诱导基因组局部突变（Targeting Induced Local Lesion In Genome, TILLING）技术，下面对这

三种方法作一介绍。
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1.1.2.1 图位克隆

图位克隆（map-based cloning）又称定位克隆（positional cloning），1986年首先由剑桥

大学的Alan Coulson提出（Coulson et al. 1986），用该方法分离基因是根据目的基因在染色体

上的位置进行的，无需预知基因的任何DNA序列及表达产物的有关信息。通过分析突变位点

与已知分子标记的连锁关系来确定突变表型的遗传基础。近年来随着对水稻基因组测序工作

的完成，各种分子标记日趋丰富，数据库不断完善，在水稻中克隆一个基因需要付出的财力、

物力、人力已大大减少。

图位克隆的基本实验程序（图1-1）为：①突变体植株和另外一种野生型水稻（籼稻或粳

稻）杂交，杂交亲本的选择原则为：尽量选多态性高，广亲和性，有显性形态标记的品种；

②播种F1代种子。本实验室利用籼稻龙特普做杂交父本，一方面利用其广亲和性，可以解决

后代结实率低的问题，另一方面有显性标记，可以使杂种F1代在田间即可方便识别，大大节

省分子检测的工作量；③F1代自交得到F2代种子，按株系统计F2群体中突变型个体与野生型

个体的出现比率，确定该突变性状由几对基因控制。在明确一对基因控制的前提下，如果突

变基因是隐性的，选突变型个体作为定位群体，如果突变基因是显性的，用野生型植株作为

定位群体；④对突变基因进行初定位，首先用20株定位单株和均匀分布于水稻12条染色体的

分子标记(相邻两个分子标记间的相距大约为20cM)将目的基因初步定位在某个染色体上；⑤

精细定位目的基因，利用更多的F2群体（不足时也可用F3群体）和新的分子标记将目的基因

所在区间的范围逐步缩小，直到缩小到40 Kb或者更小的区间为止。显然定位群体越大和目的

基因附近可用分子标记越多，就能更精确的克隆到目的基因；⑥利用生物信息学手段预测侯

选区间的功能基因，对侯选基因进行测序，寻找突变基因；⑦利用过表达分析、互补实验和

RNA干涉技术验证目的基因的功能(Jander et al. 2002, Meinke et al. 2003)。当然，突变性状由

几对基因控制时，也可以利用图位克隆的方法来定位基因，但是涉及基因越多，定位的工作

量越大。

在基因组全序列公布之前，筛选与目的基因紧密连锁的分子标记是图位克隆的瓶颈。随

着粳稻品种日本晴精细图谱以及籼稻品种9311全基因框架图的公布，水稻全基因组范围内的

各种分子标记日趋丰富(Yu et al. 2002, IRGSP 2005)。到目前为止大约有2740个SSR标记

(simple sequence repeat)已经构建到水稻的物理和遗传图谱上，平均每157 kb 的区段就有一个

SSR 分子标记(Shen et al. 2004)。Shen等在日本晴和9311序列的基础上构建了全基因组范围的

核苷酸多态数据库，这个数据库包括了 1,703,176个单核苷酸多态 (single nucleotide

polymorphisms, SNPs)和479,406个插入/缺失(Insertion/Deletions, InDels)多态，这些多态大部分

可以发展成为InDels、CAPS(cleaved amplified polymorphic sequences)、dCAPS(derived cleaved

amplified polymorphic sequences)、 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)和

AFLP(Amplified Fragment Length Polymorphism)等新的分子标记(Shen et al. 2004)。这些发表的

分子标记和多态为水稻功能基因的图位克隆提供了便利。
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图位克隆在图谱饱和的模式植物功能基因组研究中发挥了巨大的作用。拟南芥有37%的

突变基因是通过图位克隆获得的（Meinke et al. 2003）。在水稻中包括导致第一次绿色革命的

半矮基因SD1、单蘖基因MOC1、脆茎基因BC1、耐盐基因SKC1、雄性不育基因Rf1a和Rf1b等

一系列重要农艺性状基因均是通过图位克隆法分离的(Sasaki et al. 2002a, Li et al. 2003a, Li et

al. 2003b, Wang et al. 2006, Yang et al. 2007, Ichitani et al. 2007 )。

1.1.2.2 T-DNA 或转座子标签法

自Hiei等首次报道用农杆菌介导法成功转化水稻以来, 该方法被广泛应用于水稻遗传转

化并不断完善，成为功能基因组研究中构建水稻插入突变体库的重要手段（Hiei et al. 1994）。

T-DNA或转座子标签法是通过插入片段旁邻序列的获取来克隆功能基因的方法，因此只有那

些由插入引起突变性状的突变体才能通过此方法分离突变基因。T-DNA或转座子标签法的基

本程序为：建立插入的突变体库，从突变体库中筛选感兴趣的突变体，然后通过连锁分析确

认该突变性状由插入引起，利用TAIL-PCR等技术分离插入位点的旁邻序列，生物信息学预测。

通过花粉管导入法建立的T-DNA插入突变体库在拟南芥功能基因组研究中发挥了巨大的作

用，拟南芥已克隆的突变基因有40%是通过T-DNA标签法获得的(Meinke et al. 2003)。在水稻

上，虽然世界各国的研究机构不惜巨资构建了多达几十万个独立株系的水稻T-DNA插入突变

体库(Hirohiko et al. 2004, An et al. 2005)，然而到目前为止已报道的利用T-DNA标签法克隆的

Mutant Wild type

图1-1.图位克隆的基本程序（拟南芥）（引自Janderetal.2002）

Fig1-1.Protocolofmap-basedcloning（Arabidopsisthaliana）

http://www.go2pdf.com


中国农业科学院博士学位论文 第一章 水稻功能基因组研究

6

水稻突变基因仅10多个。事实上，农杆菌介导转化的水稻T-DNA插入突变体库中的突变体，

大部分突变性状不是由T-DNA插入引起的。Hirohiko等报道，在水稻T-DNA插入突变体中由

T-DNA插入引起突变性状的比例少于5%，而大部分突变是由组织培养过程中，水稻内源的转

座子被激活引起的(Hirohiko et al. 2004)。因此有必要建立更为精确的转基因技术，提高突变

性状与T-DNA或转座子标签的共分离率，使组织培养诱导突变与T-DNA、转座子标签诱导突

变各显其长，提高突变体在水稻功能基因组研究中的利用效率。

一旦确定突变性状是由T-DNA或转座子标签插入引起的，就可以通过分离插入位点的旁

邻序列克隆功能基因。分离旁邻序列的方法主要有以下几种：TAIL-PCR(thermal asymmetric

interlaced PCR) (Liu et al. 1995，Liu et al. 1995)、反向PCR(reverse PCR) (Ochman et al. 1988,

Triglia et al. 1988)、质粒拯救(plasmid rescue) (Koncz et al. 1989)和AL-PCR(adaptor ligation PCR)

(Rosenthal and Jones 1990)等。以上四种获得旁邻序列的方法各有优缺点，而其中TAIL-PCR

以其简单快速的特点在获得插入位点的旁邻序列中运用最为广泛。到目前为止，通过T-DNA

或转座子标签法已经克隆了多个水稻功能基因（见表1-1）：

表1-1.水稻中T-DNA或转座子标签法克隆的基因

Table1-1GeneclonedbyT-DNAtaggingortransposoninsertion

基因名称

Name

突变体表型

Phenotype of mutant

基因功能

Function of gene

标签

Tagging

参考文献

Reference

OsCHLH 淡绿叶 镁离子鏊合酶大亚基 T-DNA Jung et al. 2003

OsGA20ox1 半矮秆 赤霉素20氧化酶 T-DNA Oikawa et al 2004

OsP5CS2 耐盐耐冷 脯氨酸合成酶 T-DNA Hur et al. 2004

OsMADS50 开花延迟 花器官发育相关蛋白 T-DNA Lee et al. 2004a

OsCP1 花粉发育异常 半胱氨酸蛋白酶 T-DNA Lee et al. 2004b

Udt1 绒毡层不发达 转录因子 T-DNA Jung et al. 2005

lla 大叶角 株型发育相关蛋白 T-DNA 汪得凯等2005

OsCAO1 淡绿叶 叶绿素a加氧酶 T-DNA Lee et al. 2005

OsGNA1 短根 6-磷酸葡萄糖胺 T-DNA Jiang et al. 2005

OsGLU1 矮秆 1,4-¦Â-D-葡聚糖酶 T-DNA Zhou et al. 2006

OsAT1 斑点叶 酰基转移酶 T-DNA Mori et al. 2007

BFL1 穗分化缺陷 花器官发育相关蛋白 Ds Zhu et al. 2003

OsKS1 矮秆 GA合成途径相关蛋白 Ds Margis et al. 2005

DT1 双分蘖 水稻类形成素蛋白 Ds 孙丙耀等2007

OsH15 短节间 knl-型同源异型框 Tos17 Sato et al.1999

Osaba1 穗发芽 玉米黄质环氧化酶同源 Tos17 Agrawal et al. 2001

OsTATC 淡绿叶 蛋白转运酶 Tos17 Agrawal et al. 2001

phyA 水稻光形态特异性 植酸酶 Tos17 Takano et al. 2001

Ring finger protein 侧根伸长缺失 泛素化途径相关蛋白 Tos17 Lu et al. 2002

OsCesA7 脆茎 纤维素合成酶结合亚基 Tos17 Tanaka et al.2003

YABBY family 披叶 调节叶中脉形成相关蛋白 Tos17 Yamaguchi et al. 2004
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1.1.2.3 TILLING

应用理化诱变常可以产生一些点突变或缺失突变，但常规方法难以检测到基因组中哪个

位点发生了突变， 2000年McCallum 等建立了一个用于大规模筛选点突变的方法

——TILLING（Targeting Induced Local Lesion In Genome）技术，并用该方法成功的筛选出了

DNA甲基化酶突变基因CMT1和CMT2，建立了拥有10,000个突变体的大规模TILLING筛选体

系（McCallum et al. 2000a，McCallum et al. 2000b）。其基本原理是通过理化诱变方法产生一

系列的点突变，设计引物，通过PCR扩增感兴趣的区段，经过变性复性过程使野生型DNA分

子和突变DNA分子产生异源双链DNA分子，再利用特异性识别异源双链中错配碱基的核酸酶

切开错配处的DNA，最后采用聚丙烯酰胺凝胶电泳和双色红外荧光检测技术进行分析。随着

TILLING方法有效应用到越来越多的生物种类，如拟南芥、水稻、玉米、线虫、果蝇和斑马

鱼等，它在遗传学研究中的重要价值也越发体现出来（Colbert et al. 2001，Henikoff et al. 2004）。

应用TILLING技术克隆的基因步骤是：① 利用理化诱变的方法（EMS、伽玛射线、快中

子等）诱发点突变，构建突变体库；② 提取突变后代个体DNA并根据实际情况混合DNA建

立DNA池（pool），通常用96孔板形成DNA混合池，每孔最多8个，每块板可以检测768个突

变个体；③根据已知的目标基因序列设计特异引物扩增出感兴趣的基因片段；④ 所扩增PCR

产物经变性、退火后形成异源双链核酸分子，并用特异性识别异源双链错配碱基的核酸酶（通

常为CEL I）剪切错配处的DNA；⑤利用检测工具（变性高压液相色谱仪和红外双色荧光检测

系统）检测异源双链核酸分子, 获得突变池；⑥ 利用相同方法从突变池中筛选突变个体；⑦

突变个体PCR产物的测序鉴定。目前，在拟南芥中该系统已完全自动化，可以进行大规模的

筛选突变体（Colbert et al. 2001）。水稻中该技术也在成功应用，Leung 等已获得14 ,000个EMS

突变群体，并利用TILLING技术进行靶向突变体的筛选（Leung et al. 2002 ）。

1.2从基因到表型��反向遗传学研究

随着各种模式生物基因组测序的完成，海量的基因序列信息呈现在生物学家面前，而另

一方面从表型到基因的研究面临着突变性状遗传背景复杂，基因克隆费时费力等困难。因此，

着眼于定点修饰基因，从序列到蛋白的反向遗传学研究越来越显示了其高通量，大规模的技

术优势。该策略是通过使特定基因发生定向突变、缺失、失活和敲除后研究其的表型变异来

推测在生物体内基因的作用，主要的研究方法有RNA介导的基因沉默（RNA silencing）、

T-DNA或转座子标签技术、异位表达等（Ectopic expression）。

1.2.1RNA介导的基因沉默

RNA沉默（RNA silencing）是生物抵抗异常DNA（病毒、转座因子和某些高重复的基因

组序列）的保护机制，同时在生物发育过程中扮演着基因表达调控的角色，它可以通过降解

RNA、抑制翻译或修饰染色体等方式发挥作用。其发现可追溯到1990年，Napoli等向矮牵牛

中导入更多拷贝与粉红色色素合成有关的基因以产生颜色更深的紫色矮牵牛花，结果许多花
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朵的颜色不但没有加深，反而变成白色或花白色。因为导入的基因和其同源的内源基因同时

都被抑制，所以被称为共抑制（co-suppression）现象。另外，这种共抑制现象被确认是发生

在转录后水平，所以又被称为转录后基因沉默(post-transcriptional gene silencing，PTGS)。随

后发现在真菌中的消除(quelling)现象以及动物的RNA干扰(RNA interference，RNAi)现象都属

于RNA沉默。RNA沉默存在两种既有联系又有区别的途径：siRNA(small interference RNA)途

径和miRNA(microRNA)途径。siRNA途径是由dsRNA(double-stranded RNA)引发的，dsRNA

被一种RNaseIll家族的内切核酸酶(RNA-induced silencing complex，Dicer)切割成21-26nt长的

siRNA，通过siRNA指导形成RISC蛋白复合物(RNA-induced silencing complex)降解与siRNA序

列互补的mRNA而引发RNA沉默。而miRNA途径中miRNA是含量丰富的不编码小RNA(21～

24个核苷酸)，由Dicer酶切割内源性表达的短发夹结构RNA(hairpin RNA，hpRNA)形成。

miRNA同样可以与蛋白因子形成RISC蛋白复合物，可以结合并切割特异的mRNA而引发RNA

沉默。尽管引发沉默的来源不同，但siRNA和miRNA都参与形成结构相似的RISC，在作用方

式上二者有很大的相似性。根据它们作用的特点，可通过将人工设计获得的双链RNA，转入

到生物体内可用于基因功能研究，农作物品种的改良和基因治疗等。

(1) 基因功能的研究。以35S或ubi作为启动子，将目标基因的5’或3’端的UTR的一段DNA

以反向重复的方式连接在一无关序列的两侧，加上终止子后，导入到植物体后，可以导致目

标基因的降解，从而通过观察目标基因在表达量减少的情况下的性状变化，获知该基因的功

能。

(2) 农作物品种的改良。根据RNA干涉高效、可稳定遗传的特点，可将RNA干涉应用于

改良农产品的品质。水稻突变株系lgc-1(Low Glutelin Content-1)是第一个应用RNA干涉技术产

生的品种，该品种具有低蛋白含量的特性，适用于限制蛋白含量摄入的肾病病人(Kusaba

2004)。

(3) 基因治疗。理论上针对有害基因序列设计RNA干涉载体，导入到人体后可以引发该

有害基因转录本的降解，从而达到抑制有害基因表达的目的。

1.2.2T-DNA或转座子标签技术

插入诱变往往是以基因敲除（knockout）的方式导致突变。在现已研究清楚的遗传性状

中，多数是通过基因敲除后引起功能缺失得到的，但有些基因家族的单个成员仅在特定的生

理状态下才能表现功能；另一方面，植物基因组大部分基因以冗余形式存在，当这些基因中

的其中一个破坏时，其它的基因会补偿其功能。因此，大量T-DNA、转座子标签法获得的敲

除突变体没有可见的表型改变，难以对这些基因进行研究。为了弥补不足，科学家在构建插

入突变体库时引进了新的技术即激活标签(Activation Tagging)和基因陷阱(gene trap)。激活标

签是在T-DNA的边界序列插入一个或多个增强子、强启动子或特异表达启动子，当这些增强

子或启动子插入到某个基因时可以增强或诱导其表达，从而得到功能获得的显性突变体(Tani

et al. 2004，An et al. 2005)。目前韩国、中国台湾和欧盟等国家和地区构建了激活标签的水稻

突变体库，并获得了一些激活标签导致的突变体(Jeong et al. 2002, An et al. 2005，Mori et al.

2007)。
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基因陷阱可分为三种类型：增强子陷阱，启动子陷阱和基因陷阱。它们以报告基因的表

达来发现突变基因，并不完全依赖突变体的表型。该技术有利于多效性基因和多基因家族的

基因识别。基因陷阱根据其转座子中报告基因的结构和所插入的基因组位置的差异而有不同

的称谓。如果转座子带有一个弱启动子报告基因, 只有插入到增强子附近才能表达的则称为

增强子陷阱(enhancer trap)。如果转座子中含有一个没有启动子的报告基因, 报告基因只有以

正确的方向插入到转录单位的exon中才能表达, 并产生一个融合转录物, 这类结构被称为启

动子陷阱(promotor trap)。如果转座子中的报告基因前含有一个或几个剪接受体（splice acceptor

sequence）序列, 当含有该结构的转座子插入到基因组的intron中后, 通过转录后加工, 则可产

生一个上游exon和报告基因的融合产物, 这类结构被称为基因陷阱(gene trap)。由于转录物的

融合, 启动子陷阱和基因陷阱所产生的插入, 也能产生被插入位点前的DNA序列所产生的多

肽与报告基因的融合蛋白, 这一特点, 可以提供蛋白质在细胞中定位信息。这种基因陷阱方法

可在杂种后代中产生大量的插入突变，为大通量基因功能分析提供了实验材料, 成为功能基

因组分析中研究者所青睐的方法。

1.2.3异位表达

异位表达（Ectopic Expression）是利用可诱导性的启动子，通过外加物质的诱导作用增

强转基因表达的一种方法。在自然界的生物中普遍存在着一种热激系统，在高温条件下能够

迅速表达。在目的基因上游连接一个热激蛋白的启动子序列然后转入生物体内，用小的激光

束短时间处理任意组织器官甚至是单个细胞，就可以使目的基因在该处表达(韩斌，2005)。

Sentoku等在水稻中克隆了一个主要在胚发生时期和小花发育时期表达的基因OsMADS22并把

该基因与玉米泛素启动子构建于载体中进行异位表达，结果在转基因植株中表现出异常发育

的花形态（Sentoku et al. 2005）。Hu 等利用杂交杨Pttkn1基因在矮牵牛中的异位表达导致了

转基因植物在叶、花和整体形态方面的多种改变，包括花冠正面异位刺状结构的形成，花冠

背面异位花瓣的形成，花器官的融合，花冠中脉的缩短，花冠背面沿中脉瘤状物的形成，花

冠边缘锯齿形缺刻的形成以及花冠颜色的改变（Hu et al. 2005）。

2基因表达产物及其功能分析

基因功能的研究可以通过以下几个途径：①DNA水平研究，如功能互补、过表达载体的

构建转化等，研究目的基因与表型性状间的关系；②转录水平分析，如Northern blotting、

RT-PCR及基因芯片（gene chip）等技术，探究基因的时空表达模式，确定其在发育途径中的

功能；③蛋白水平的检测，如酵母双杂交体系、双向电泳、蛋白质阵列及免疫反应等，研究

蛋白功能及与其它蛋白的互作关系，进而揭示某个生长发育途径的详细作用机理。

2.1功能互补及过表达分析

功能互补实验是通过构建载体将野生型的目的基因包括其自有启动子、终止子序列以及
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调控元件转化突变体，从而观察突变体表型是否恢复正常或发生预期的表型变化，是一种最

直接，最有效验证基因功能的方法。用组成型强启动子启动野生型目的基因在野生型亲本及

突变体中表达，然后根据表型的变化可以研究基因的表达模式，目的基因在野生型和突变体

中超表达，出现非预期的表型变化将为基因功能及其相关途径的研究提供线索。Zhou等利用

T-DNA插入法克隆了一个水稻矮秆相关突变基因OsGLU1，编码内源的膜结合1,4-¦Â-D-葡聚糖

酶，功能互补结果显示突变体可回复到野生型表型。突变体转化过表达载体后得到了与突变

体相似的表型，但株高略有增加，结合RNAi结果说明OsGLU1基因在控制植株节间延伸过程

中起主要作用（Zhou et al. 2006）。

2.2转录水平分析

2.2.1Northernblotting和 RT-PCR分析

Northern blotting是Alwine等建立起来的一种用DNA探针特异检测RNA的方法（Alwine et

al. 1977）。它可用于定性、定量检测特异的mRNA，分析目的基因的表达情况。但是其检测

效率及灵敏度较低，最主要的缺点是需要用放射性物质标记探针，对人及环境危害较大。1998

年Peterhaensel等提出用地高辛、荧光素或生物素替代放射性物质，减小了这一方法的使用局

限性（Peterhaensel et al.1998）。PCR技术不仅可以用来扩增DNA模板，也可以用来扩增被逆

转录成cDNA形式的特异的RNA序列即RT-PCR（Reverse Transcription-Polymerase Chain

Reaction）。利用RT-PCR技术分析基因表达水平时，PCR扩增前需用DNase消化，同时引物

的设计也应该跨越一个或多个内含子，这样可以减少DNA扩增对实验结果的影响。RT-PCR

法以其比Northern blotting更加灵敏，需要的RNA量及序列信息少，不涉及放射性物质等优势

在基因功能研究中被广泛使用。

2.2.2基因芯片

基因芯片是利用核酸分子杂交的原理，用已知序列的核酸探针，对未知的核酸序列进行

杂交检测。利用微点阵技术将寡核苷酸cDNA或基因组DNA固定排列在固相支持物表面，形

成高密度的寡核苷酸阵列，然后与标记的生物样品进行杂交，通过特殊的检测系统对每个杂

交点进行定量分析。用于分析DNA突变及多态性、发现新基因、监测同一组织细胞在不同状

态下或在同一状态下不同组织目的基因表达水平的差异，从而明确目的基因及其互作元件在

植物生长发育途径中的作用等。它的优点在于：①，高通量。基因芯片可以同时对大量基因

（例如：某一组织细胞特异状态或同一条件多个组织的目的基因及其互作元件）的表达情况

进行分析；②, 信息量大。可使用几种不同颜色的荧光染料标记探针，这样在同一张阵列膜

上进行一次杂交试验就可以同时分析不同细胞间或不同环境下基因表达的差异。Li等利用

Tiling微列阵技术分别在籼稻和粳稻中鉴定了27744和25352个未注释为基因外显子的转录活

性区域（transcriptionally active regions，TARs），粳稻中约80%的非外显子TARs可被注释为

基因功能区或基因组结构元件，例如，抗敏转录本、基因复制片断、可能的非编码RNA等（Li
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et al. 2007）。在水稻花粉发育研究中，利用cDNA微列阵技术找到了253个参与调控该途径的

cDNA，逆境处理结果显示其中53.8% (136/253)的cDNA与细胞脱水有关而21% (57/253)与细胞

损伤相关（Han et al. 2007）。

然而，基因芯片技术也有某些缺陷包括：①，灵敏度低。特别是对于一些低丰度的材料，

基因芯片检测技术的灵敏度仍不够，可进一步通过对样品进行PCR或RT-PCR扩增以提高检测

灵敏度；②，特异性低。杂交时芯片上的探针自身形成二级甚至三级结构，使靶序列不易被

探测到，目前研究用肽核酸（PNA）取代DNA以解决这一问题；③，DNA芯片成本很高，需

要机器点膜和特殊的信号检测分析系统（钱前，程式华 2006）。

2.3蛋白质组研究

蛋白质组学（Proteomics）是在基因组学的研究成就和高通量的蛋白质分析技术得到突破

的背景下产生的新兴研究领域。蛋白质是基因功能的体现者和执行者。现在已经证明，一个

基因不只产生一个编码产物，机体所处的不同环境和本身的生理状态差异，会导致基因转录

产物通过不同的剪切修饰方式，转译编码不同的产物。蛋白前体加工修饰和转移定位后，才

具有活性和生物功能，产生相应的生理作用，适应生存环境。在转录水平上所获取的基因表

达信息并不足以揭示该基因在细胞内的确切功能。直接对蛋白质的表达模式和生物学功能进

行研究就成为生命科学发展的必然趋势。因此，研究基因组编码的全蛋白质功能及其相互作

用关系的蛋白质组学应运而生(Anderson & Anderson，1998)。蛋白质组学研究方法有很多，

并且不断发展和出现新的技术。目前主要有以下几种：

2.3.1酵母双杂交体系（Yeasttwo-hybridsystem）

酵母双杂交系统是研究蛋白互作的有力工具，现已被广泛应用于真核基因的表达与调控、

信号转导通路、细胞周期与分化、反式因子的鉴定与分离等多领域的研究。其理论基础是真

核生物转录因子结构模型。研究表明，许多真核生物的转录因子都是由两个结构分开、功能

独立的结构域组成。当转录因子的DNA结合域（DNA-binding domain, DNA-BD）与激活域

（DNA transcriptional activation domain, DNA-AD）紧密结合以后，就会启动基因转录。许多

转录因子的DNA-BD均可被用于酵母双杂交系统，最常用的是酿酒酵母半乳糖苷酶转录因子

GAL4和大肠杆菌阻遏蛋白LexA的DNA-BD。利用包含DNA-BD与DNA-AD的特异载体，将开

放阅读框架(0RF)分别连在这两种载体上，构成文库，然后转入酵母细胞。当其中的两个ORF

编码蛋白在酵母细胞中表达，并发生相互作用时，就会将DNA-BD与DNA-AD结合在一起，

从而导致报告基因转录。通过培养基营养缺陷筛选法，可将没发生相互作用的酵母克隆筛选

掉，而将发生相互作用的酵母克隆保留下来。然后对发生相互作用的蛋白质进行分析，通过

测序就可以鉴定ORF。因此，酵母双杂交系统对大规模筛选分析蛋白质间的相互作用来说是

一项简便易行的方法。但是利用酵母双杂交系统所得到的研究结果仅仅是潜在的蛋白质间的

相互作用，还需要进一步的生物学实验验证或者排除。Vidal和Endoh对酵母双杂交系统的改

进，叫做�反向�双杂交，它可被用来鉴定破坏蛋白质间相互作用的复合物和肽链（Vidal and
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Endoh 1999）。

2.3.2双向电泳（2DE）和质谱技术（Mass-spectrometric）

2DE方法的应用始于20世纪70年代，但直至今日，仍然是分离蛋白质的有效方法。与基

因组研究不同的是，蛋白质组学并没有类似于PCR反应的扩增方法，因此，分离样品的精确

性就成了至关重要的问题。双向凝胶电泳首先利用等电点和蛋白分子量的不同分离蛋白，然

后借助于考马斯亮蓝或银染法，对蛋白质进行定性、定量分析；应用荧光染料，还可以使一

定范围内的上千种蛋白质定量地显现出来，大大提高了2DE的精确性。当然2DE技术还远远

没有达到完善的地步，例如要使低水平表达的蛋白质显现出来仍有困难，而高水平表达的蛋

白质有时也会出现小部分的模糊。质谱(Mass-spectrometric)技术的发展，使分离和鉴定蛋白质

的工作又大大前进了一步。以往进行的双向凝胶电泳从提取液中分离并显现蛋白，然后回收

有差异的斑点，进行测序鉴定。现在可以用分子扫描仪同步消化转移感兴趣的斑点到PVDF

膜上，然后进行质谱分析鉴定所获蛋白。例如，在比较突变系和野生型差异以获得功能蛋白

的实验中，用同位素亲和标签标记蛋白，再结合质谱分析，就可以直接定量比较蛋白质丰度

的差异（Han et al. 2001），是一种测定基因表达变化的有效方法。

2.3.3蛋白质芯片(Proteinchips)技术

蛋白质芯片(Protein chips)是一类高通量、微型化分析蛋白质表达及功能的新型分离及鉴

定技术（Lueking et al. 2005）。可分为生物化学芯片、化学芯片和缩微芯片三类。生物化学

芯片与基因芯片的原理相似，芯片上固定的是结合特异蛋白质的分子如抗体、抗原、配体、

受体及酶等，形成蛋白质的微阵列，依据蛋白分子间、蛋白与核酸、蛋白与其他分子相互作

用实现检测目的。实验时将待检样品中的蛋白质用荧光素、同位素或酶分子标记，在适当的

条件下与芯片作用，结合到芯片上的靶蛋白就会直接或间接通过底物发出特定信号(荧光、放

射线或颜色)，然后用激光共聚焦扫描仪、荧光透射扫描仪或质谱仪等对信号进行检测。化学

芯片的设计基于传统色谱原理，在芯片表面包裹各种色谱介质，通过色谱介质的疏水力、静

电力、金属螯合、共价结合等捕获样本中的目标蛋白，经特定的洗脱液去除杂质后，再用质

谱进行检测保留在芯片上的蛋白，获得样品蛋白质表达谱。缩微芯片又称芯片实验室(Lab-on

a chip) （Brivio et al. 2006）。利用玻片或硅片上制作各种高信息量的芯片，使蛋白质的分离、

纯化、酶解、分析等步骤集中在一块玻片上进行，是蛋白质芯片技术的发展趋向。蛋白质芯

片能够同时分析上千种蛋白质的变化情况，使得在基因组水平研究蛋白质的功能(如酶活性、

抗体的特异性、配体一受体交互作用以及蛋白质与蛋白质或核酸或小分子的结合)成为可能。

大规模的蛋白质组研究在标准且可重复的2DE蛋白质分析方法基础上，再加上其它技术

的辅助(如蛋白质免疫检测、微序列分析、质谱等)，可以使我们获得大量的蛋白质表达的信

息。这些信息可以贮存在蛋白质数据库中，并与其它数据库相联接。互联网提供的植物蛋白

质组数据库有：

http://psort.nibb.ac.jp/
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http://www.cbs.dtu.dk/services/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=proteinclusters

http://www.international.inra.fr/research/scientific_resources/scientific_databases

数据库集中在模式植物拟南芥，重要的粮食作物水稻、玉米，以及松树等植物上，这些

数据库都提供可以点击的2DE图像，还包括植物各器官(根、茎、叶、芽、种子)、各组织(愈

伤组织、木质部、韧皮部)或基因型间多肽形式的比较。蛋白质组数据库的一个重要特征是它

们建立了与基因组计划的联系。现有的蛋白质组数据库所包含的植物都是已完成或正在进行

系统测序的物种。有的是在基因组水平(如拟南芥、水稻)，有的是在转录组水平(如拟南芥、

玉米、水稻、松树的表达序列标签EST)。更有意义的是在拟南芥原生质膜蛋白质数据库中发

现许多蛋白质与未知的EST相关联，这为研究在亚细胞水平表达的蛋白质的编码基因提供了

重要信息。

http://www.cbs.dtu.dk/services/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=proteinclusters
http://www.international.inra.fr/research/scientific_resources/scientific_databases
http://www.go2pdf.com


中国农业科学院博士学位论文 第二章 水稻组培诱导突变

14

第二章 水稻组培诱导突变

体细胞无性系变异(somaclonal variation)是指由任何形式的植物组织培养中产生的变异

(Larkin and Scowcroft，1981)。对各种植物体细胞无性系变异株后代的分析证明，其绝大多数

变异是可遗传的，组织细胞培养过程引起的无性系变异，对植物品种改良和选育新品种具有

重要的意义；但是如果目标是农艺性状不变（如快繁）或者仅仅改变目的性状（如转基因），

则希望最大限度的限制无性系变异（Sun et al. 1991）。近年来在遗传转化实践中表明，经历

组织培养和再生阶段后，常表现出一些非目的性状改变，其原因属体细胞无性系变异还是外

源基因的插入诱变，往往很难确定（Veilleux 1998）。因此，体细胞无性系变异一直为众多研

究者所关注。水稻是世界上最重要粮食作物之一，其体细胞无性系变异研究也取得了较大进

展。

1.体细胞无性系变异的突变类型

水稻组织培养过程中会产生广泛的变异，在株高、株型、叶形以及抗病、米质、耐逆境、

花粉育性、光合特性、配合力、胚致死型、生根能力及抽穗期等方面都会发生突变。Oono首

次报道了栽培水稻体细胞无性系的性状变异，在种子愈伤组织再生的1121个无性系中，发现

有株高、小穗育性、抽穗性、叶片形态和叶绿体缺失等表型变异（Oono 1978）。Sun等以幼

穗和成熟胚为材料研究籼稻和粳稻体细胞无性系变异，在4个品种的950个R2代株系中，有

75.6%的株系出现变异，单个性状变异频率从11.5%-39.5%不等（Sun et al. 1983）。中国水稻

研究所水稻生物学国家重点实验室，先后以中花11和日本晴为受体，用T-DNA插入法获得了

45000多个独立的水稻转基因株系，分离了一千多个性状可见的突变体，突变体库中包括了致

死、叶色、株型、育性、熟期、穗型、早衰等类型的突变体（朱正歌等 2001），但后期研究

发现其中T-DNA插入引起的突变不到10%，90%以上的突变来自于组培过程中的诱导变异。

这些变异的研究不仅为水稻种质创新展现了广阔前景，而且也为功能基因组学提供了丰富的

资源平台。

2体细胞无性系变异的遗传

组织培养产生的变异十分丰富，从不同角度有多种分类方式。如依据变异性状在后代是

否稳定遗传可分为可遗传变异和非遗传变异(外遗传或生理遗传)两类。对于可遗传变异，又

可根据无性系变异在R2代是否分离而分为纯合变异 (homozygous variation)和杂合变异

(heteozygous variation)。纯合变异在R2代及以后世代均不出现分离，而杂合变异在R2代出现

分离，但一般在以后世代可以稳定传递。据变异性状的基因作用对数可分为单基因、双基因

和多基因变异。亦可据基因的显、隐性将无性系变异分为显性突变和隐性突变。除了核基因
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突变外，细胞质基因也可能发生突变，如Yoshida等(1998)在Nipponbare的花培后代中获得两

个高杆突变体B42-3及B42-48，B42-3与原亲本正反交F1均为高秆。而B42-48则不同，当以

B42-48为母本时，F1为高秆，为父本时则F1的株高与原亲本相同，说明具有细胞质效应

（Yoshida et al. 1998）。单基因或两对基因突变的事例比较普遍。当然，也有多基因突变，

这些变异一般均符合经典的孟德尔遗传规律。Xie等(1995)在研究Lemont(绿颖壳GH)的体细胞

突变体SC86-20973(紫红颖壳PRH)过程中发现，正反交F1代均表现紫红颖壳，说明该性状突

变显性突变，但正反交F2代中GH：PRH分别为147：37及180：42，出现显性基因隐性化的特

点（Xie et al. 1995）。这种现象的机理尚不清楚，推测可能是隐性等位基因的产物阻碍了显

性基因蛋白质的正常功能。

3体细胞无性系变异的影响因素

体细胞无性系变异的发生受多种因素影响，主要有以下几个因素：①外植体：不同外植

体对水稻体细胞无性系变异的影响差别非常明显，水稻的变异率高低依次为幼穗>未成熟胚>

成熟胚；②品种基因型：研究表明，不同基因型体细胞无性系变异的频率不同，有些品种容

易发生变异，而有的则不易发生变异，基因型被认为是影响变异的主要因素。如朱秀英等(1990)

对20个基因型水稻的成熟或未成熟胚无性系变异后代研究发现，808的无性系变异率高，而�金

早�4号最低（朱秀英等 1990）；③植物生长调节剂水平：2，4-D是诱导胚型愈伤组织不可

缺少的植物生长调节剂，但同时也是引起无性系变异的主要物质。一般认为，2，4-D含量高

的培养基再生植株比含量低的更容易发生无性系变异（Larkin et al. 1981）；④性状：已有资

料表明，一些性状易发生变异，如株高(赵成章等 1982；Yoshida et al. 1998)、不育 (Oono 1978；

凌定厚等 1990)等；而另一些性状则不易发生变异，具有较高保守性，如广亲和性(孙立华等

1994)和恢复性(Shen et al，1995)等；⑤继代及培养时间：愈伤组织的继代及培养时间的长短，

既影响分化，也影响性状的变异率。一般来说，愈伤组织继代次数越多，培养时间越长，其

绿苗分化率越低，性状变异也越大。Yoshida等在花药培养研究中发现，继代时间延长，再生

植株中二倍体植株的比例增加。同时发现，随着继代时间延长，无性系后代在株高、抽穗期、

穗长、穗重、穗数和子粒重6个性状的变异率增加，继代20周的无性系变异率为88％，而继代

4～6周的无性系变异率为63％（Yoshida et al. 1998）；⑥培养条件和方式：不同培养方式，

体细胞无性系变异发生的频率可能不同。

4体细胞无性系变异的分子机理

关于体细胞无性系变异的研究在20世纪80年代初曾经出现一个高潮，Larkin和Scowcroft

对无性系变异做了详尽和全面的分析（Larkin and Scowcroft 1981），90年代以来，随着分子

生物学的迅速发展，使无性系变异的机理研究由细胞水平的观测逐步向分子水平的研究深入。

体细胞无性系变异中，分子水平的变异涉及点突变、碱基修饰、DNA插入和缺失、染色体重

排及转座子激活等。在水稻体细胞无性系变异中，DNA的插入、缺失、点突变及转座子激活
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是最常见的（程式华和李建 2007）。

4.1基因突变

基因突变被认为是引起水稻体细胞无性系变异的重要来源。关于组织培养、理化诱导、

逆境等情况下引起的基因突变已有很多报道。陈受宜等(1991)通过对耐盐突变体进行RFLP分

析，确定了突变体在第7对染色体上两个连锁位点RG711和RG4发生了突变（陈受宜等 1991）。

基因点突变并不一定全发生在变异性状的基因内，有时也可能是由于调控基因发生点突变，

而导致目的基因遗传状态发生变化(Xie et al. 1995)。在本实验室的T-DNA插入突变体库中找

到了多个组织培养引起基因突变的突变体，基因克隆后测序结果表明，有多种突变方式：包

括缺失突变、插入突变、点突变，大片段倒位等（内部资料）。

4.2逆转录转座子激活

虽然已有实验结果表明，转座子激活可以引起植物体细胞无性系变异，如玉米Ac／Ds

Spm/dSpm和水稻中Ping/Pong等频繁活动的转座子，但在水稻基因组中研究较多的是另一类型

转座子-逆转录转座子(Retrotransposom)。与转座子不同的是，逆转录转座子转座是以RNA为

中介，即以DNA�RNA�DNA方式转座，引起稳定变异。目前，在水稻中已经鉴定出32个逆

转录转座子家族，其中研究较为深入的是Tosl7，其长度为4.3kb。一般情况下，Tosl7没有活

性，但在逆境、辐射以及组织培养过程中，逆转录转座子被激活，发生转座，从而使水稻体

细胞产生无性系变异(Hirochika et al. 1996)。Oono等利用72个分布于水稻12条染色体的探针，

以限制性内切酶HindⅢ酶切，对培养3个月和7个月的�秋光�愈伤组织再生植株进行分析，

有2个标记GN232(位于第3染色体上)和GN89-2(位于第10染色体上)可以揭示多态性。以

GN89-2为探针分析时发现，对照出现7.1kb和3.4kb两条带，而无性系后代R0C-22、R0E-20等

出现11.4 kb、7.1kb和3.4kb三条带。同时发现，R0C-22、R0E-20等的自交一代R1C-22、R1E-20

等的杂交图谱分成7.1 kb+3.4b、11.4kb+7.1 kb+3.4 kb和11.4 kb+3.4 kb三种类型，且符合1：2：

1的比例，说明是杂合变异。用Tosl7为探针，对R0C-22、R0E-20及其后代进行分析，发现11.4kb

带的分离与以GN89-2为探针分析时相同。由于11.4 kb正好等于Tosl7的长度(4.3 kb)和一条对

照带的长度(7.1kb)之和，说明R0C-22、R0E-20等变异可能是由于Tos17插入到秋光的7.1 kb而

引起（Oono et al. 1999）。本研究中涉及的一个突变体，也是由Tos17反向插入功能基因外显

子所引起的突变。可以用逆转录转座子插入来解释体细胞无性系变异的一些现象，如随着组

织培养时间延长，体细胞变异频率增加，这可能是由于长时间培养引起逆转录转座子拷贝数

增加所致。一些体细胞无性系变异(如耐盐突变体)不稳定，其原因可能是由于逆转录转座子

增强和启动子失活引起。总之，体细胞无性系变异研究还不够深入，对其机理研究尚处于初

级阶段。但有理由相信，随着分子生物学发展和培养条件完善，将会为研究体细胞无性系变

异提供更有力的工具和更丰富的资料，全面了解其发生的分子机制已为期不远。
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第三章 水稻着丝粒DNA序列研究及基因注释

着丝粒(centromere)是染色体稳定存在，并且正常分裂、分离到子细胞中的基本结构、功

能元件之一。它负责有丝分裂和减数分裂过程的两个关键功能：(1)作为姊妹染色单体粘附位

点和分离的调节位点；(2)作为着丝点(kinetochore) 的形成中心, 纺锤体微管通过着丝点与染

色体相连, 使染色体在早中期集合到赤道板, 在后期分开移向两极。着丝粒的这些功能在所有

真核生物都是高度保守的, 但与着丝粒关联的DNA却没有保守性, 不同的生物具有显著不同

的着丝粒DNA序列。这一不可思议的现象促使人们寻找着丝粒可能的共同结构, 并首先聚焦

在与着丝粒相关联的DNA序列上。对酵母、线虫、果蝇和人类等模式生物的着丝粒DNA较为

充分的研究表明, 它们的着丝粒DNA序列存在很大的差异, 不存在对真核生物着丝粒功能高

度专一的DNA保守序列（Henikoff et al. 2001, Sullivan et al. 2001）。对许多植物着丝粒的分析

表明, 与人类和果蝇等多细胞真核生物类似, 植物的着丝粒也是包埋在若干百万碱基对长的

高度重复DNA序列中。水稻基因组框架图和全长序列的精确测定虽已基本完成，但片段之间

或重叠群之间仍存在一些缺口或空隙，尤其是着丝粒区间的序列，由于其高度重复性及序列

同源性，给序列的测定、拼接及精细遗传图谱的构建带来了困难，到目前为止只有3条染色体

（chr.3, 4, 8）的着丝粒序列被精确测定，并进行了相应的功能注释（Ma and Jackson 2006, Yan

and Jiang 2007）。

1.水稻着丝粒区间序列研究

虽然水稻与其他真核生物如拟南芥、玉米、果蝇和人类等在着丝粒序列上没有保守性，

但在水稻不同染色体之间，着丝粒序列中却包含两种同源度很高的大量重复的序列：155bp

的卫星重复序列CentO和着丝粒特有的逆转座子（centromere-specific retrotransposon CRR），

不同染色体之间只是重复次数、排列方式不同而已。栽培稻的CentO有155 bp和164 bp两个不

同的亚族, 以前者为主, 后者是前者插入单一的10bp的结果；在每一亚族中又有许多变异类型,

这些变异是单一碱基的替换、插入或缺失, 很少有绝对保守的碱基；另外, 相同的变异类型分

布广泛, 没有单一的相同单体的串联（Dong et al. 1998, Lee et al. 2005）。人类X染色体着丝粒

的功能区含有高度均质化的~171bpα-卫星重复序列, 缺乏转座子插入, 其侧翼区则含有分歧

的α-卫星重复序列和明显较多的转座子（Schueler et al. 2001）。水稻着丝粒的DNA组成则有

所不同, 其功能区含有着丝粒专一的逆转录转座子CRR，它在着丝粒DNA中的重复度非常高，

而且通常都是与CentO混杂在一起，构成了高度复杂的着丝粒序列性（Yan et al. 2007）。Cheng

等（2002）研究表明CentO的重复度在水稻12条染色体中变化非常大，可以以此来区分各染色

体，同时他们认为，CentO序列及其重复度在着丝粒功能保守性上起主要作用。

水稻12条染色体着丝粒在遗传图谱上的位置最早是由Singh等利用RFLP分子标记推断出

来的（Singh et al. 1996），随后Harushima等又发展了更多的RFLP分子标记，使其位置精确化
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（Harushima et al. 1998）。着丝粒DNA的一个特点就是重组交换率非常低，导致大量的分子

标记与重组抑制区（recombination-suppression domain，RSD）共分离，无法绘制非常精细的

遗传图谱。据报道第3和第8染色体中RSD的长度分别为3113 kb和2312 kb，着丝粒组蛋白H3

结合域（CENH3）均嵌于其中（Yan et al. 2005, 2006）（图3-1）。一直以来人们都认为着丝

粒DNA是一段高度异质化的序列，没有功能基因，但是第8染色体上功能基因的发现，使人

们不得不重新认识这一段神秘的序列。通过利用水稻EST序列和着丝粒特异卫星序列构建酵

母人工染色体跨叠克隆群，进行染色体作图，Wu等（2004）认为，第8染色体上着丝粒区间

大约有2Mb，位于遗传图谱54.3 cM处。Nagaki等（2004）在对1.65 Mb的序列分析后发现，在

此区间内存在有47个假设的基因，其中14个存在于着丝粒的异染色质区，而在这14个基因中

至少有4个是功能基因。此后，Yan等（2006）利用荧光原位杂交（FISH）技术研究第3染色

体发现，在着丝粒DNA区间约有3113kb序列表现低重组率，其间包含着1881kb的CENH3结合

域，有19个可转录基因（表3-1），CentO的重复全长可达441kb。利用大规模平行测序技术

(massively parallel signature sequencing, MPSS)对17bp的mRNA和小RNA信号分析得知，超过

40%的mRNA是由基因间序列或是基因的内含子序列转录而来的，这说明着丝粒DNA中很多

重复序列是可以转录并行使功能的，着丝粒的形成与抑制基因转录活性没有本质的因果联系，

同时也说明着丝粒DNA中的很多序列可能是来自于常染色体的基因编码区（Yan et al. 2007）

（图3-1）。着丝粒功能主要在有丝分裂和减数分裂期间完成，但基因转录是在剩余的细胞周

期中进行，因此着丝粒区间的基因是可以转录的（裔传灯和顾铭洪 2007， Nagaki et al. 2004）

表3-1第3染色体上CENH3结合域结合域及其旁邻的基因分布情况（Yanetal.2006）

Table3-1.GenedistributionintheCENH3bindingdomainanditsflankingdomains

短臂旁邻区间

Short arm

flanking domain

CENH3结合域

CENH3 binding

domain

长臂旁邻序列

Long arm

flanking domain

在Cen3上对应的序列长度（kb）

Coordinates (kb) in the Cen3 virtual contig

1-389 389-1786 1786-2275

序列长度（kb）

Size (kb)

389 1397 489

有EST或cDNA支持的基因

Genes with EST/fl-cDNA

19 19 27

无EST或cDNA支持的基因

Genes without EST/fl-cDNA

9 29 24

基因总数

Total number of genes

28 48 51

基因密度（kb/gene）

Gene density (kb/gene)

13.9 29.1 9.6
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图3-1水稻第3染色体着丝粒DNA结构图（Yanetal.2007）

Figure3-1.Structureofthecentromereofricechromosome3

在全长 3113kb的 RSD 序列（蓝色）中有 1881kbCENH3结合域（青绿色），其中又包含 441kb的 CentO重复序

列（黄色），RSD边界由两个 DNA分子标记 L708 和 R3235确定位置, CENH3结合域中有 19个活性基因（红色

斑点），基因密度低于常染色体。

Cen3 includes a ~1881 kb region associated with CENH3 (turquoise colour).This CENH3-binding domain includes ~441

kb of the CentO satellite repeat (yellow colour) and is embedded within a 3113-kb recombination-suppressed domain (blue

colour). The boundary of the recombination-suppressed domain is marked by DNA markers L708 and R3235, both at 86

cM. The CENH3-binding domain contains active genes (red bars), but with a lower density than the flanking domains.

图3-2水稻第8染色体3.5M序列（包括着丝粒DNA）图谱（Yanetal.2005）

Figure3-2.Mapofthe3.5-MbRegionSpanningtheRecombination-FreeRegion,IncludingtheCentromere,

ofRiceChromosome8

无交换区位于遗传图谱54.3 cM处，跨越2312kb物理长度；区间A包括750kb CENH3结合域（粉色）；区间B1（913kb）

和B2（649kb）（淡绿色）位于区间A两旁；C1（437kb），C2（741kb）为所分析的无交换区末端；灰色矩形的

34 BAC/PAC序列来自于Genebank和3.5M的跨叠克隆群；图上部为10个RFLP分子标记。

The recombination-free region is located at 54.3 cM on the genetic linkage map and spans;2312 kb. This region is

divided into three domains. Domain A includes the 750-kb CENH3 binding region (in pink) (Nagaki et al., 2004).

Domains B1 and B2 (in light green) flank domain A. The two distal domains, C1 and C2, flank the recombination-free

region. Sequences of 34 BAC/PAC clones (gray bars) were downloaded from GenBank and assembled into the Cen8

virtual contig of 3,489,829 bp. The 10 genetically mapped RFLP markers in this region are shown at the top of the map.
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2.水稻第8染色体着丝粒区间基因组分析及功能注释

2.1着丝粒DNA序列分析

有研究结果表明，水稻的12条染色体序列中，第8染色体着丝粒区间的序列重复度相对最

低，荧光原位杂交（FISH）实验结果显示卫星重复序列的长度大约只有64Kb（Cheng et al.,

2002）。但是重复序列对测序结果的精确性仍有很大影响，造成不同的方法，不同实验室的

结论多有出入。Wu等（2004)利用克隆步移法对该染色体1.97M着丝粒DNA的序列进行测序后

得知，其中包括68.5kb的CentO（155bp）重复序列，以及超过220个转座子（transposable element,

TE），这两部分的序列长度约占测序全长的60%。155bpCentO序列头尾随机的排布在染色体

上，其间被TE插入打断，但无明显插入规律。此后，Ma等（2006）对此1.97M着丝粒DNA进

行了进一步的研究，结果显示在此区间内有33个长末端重复序列（long terminal repeats LTRs），

其中11个为首次发现。共有功能元件245个，占测序总长度的67%。Nagaki等（2004)在对1.65M

的序列分析后发现，共有162个逆转座子，其中28个为CRR。在这些CRR中有4个为自主型的

逆转座子大小在7.6-7.8kb之间，5个为非自主型逆转座子大小约为4.4kb，而其它的片断多为不

完整的逆转座子或单独的长末端重复序列。虽然关于CEN8的研究已经很多，但是到目前为止

CEN8区间到底有多长，还没有被明确界定。为了进一步揭示着丝粒序列复杂性及功能高度保

守性的分子基础，Yan等（2005）利用粳稻日本晴和籼稻Kasalath杂交的186个F2个体构建了

3.5Mb的跨叠克隆群，对应于遗传图谱上的位置为54~55.4CM，其中54.3CM处的无交换区跨

越2312kb的物理长度，与10个RFLP标记共分离（图3-2）。

2.2着丝粒DNA基因功能注释

在对着丝粒DNA进行测序，研究其序列组成的同时，各国的科学家们也投入了大量的人

力物力，对已知的序列进行功能分析。Wu等（2004)研究结果显示，在1.97M的区间内，有201

个开放阅读框架（ORF），48个基因的序列有全长cDNA支持或其表达产物与已知蛋白有较高

的同源性，其中在CentO重复簇附近（分别约为8kb,4kb）存在着两个假设的活性基因TGF-beta

互作受体蛋白、叶绿体和叶缺陷蛋白（defective chloroplasts and leaves protein）的叶绿体前体。

而Nagaki等（2004) 分析了1.65M的序列后认为，此区间内存在有47个假设的基因，其中14个

存在于着丝粒的异染色质区，而在这14个基因中至少有4个是活性基因，这一结果首次打破了

人们关于异染色质无基因的传统认识（Schueler et al. 2001，Sun et al. 1997，Hosouchi et al.

2002）。随后Yan等（2005）又对3.5M着丝粒DNA及其旁邻序列进行了分析，结果显示在此区

间内有225个基因，其中106个基因有EST或cDNA支持（79个基因可获得全长，27个只有部分

转录元件），119个为电子预测基因（40个基因根据与已知基因同源性预测，79个完全为电子

预测），还未得到EST或cDNA支持（表3-2，3-3）。在750kb长CENH3结合域中，有16个功能

基因，其中与拟南芥同源的7个，非同源的9个，基因密度为46.9kb/活性基因，远低于其两边

的旁邻序列，这说明虽然着丝粒区间存在活性基因已被证实，但由于高度异质化及序列的高

http://www.go2pdf.com


中国农业科学院博士学位论文 第三章 水稻着丝粒 DNA序列研究及基因注释

21

度重复，此区间内的活性基因密度确实远低于常染色质区间，这可能也是多年来一直没有找

到相应功能基因的主要原因。研究此区间176个基因结合的组蛋白结构显示，与活性基因结合

的H4组蛋白乙酰化，H3K4组蛋白二甲基化程度较其它非转录区间高，这暗示着结合在着丝

粒DNA序列上组蛋白的修饰程度可能与着丝粒DNA的进化时序有关。除此之外，他们还就预

测无活性的基因，与拟南芥中有同源性的蛋白、逆转座子、转座子及小的反向重复转座子等

进行了详细的比较分析研究（Yan et al. 2005）。

着丝粒被认为是真核生物结构基因组学研究的最后目标，以植物特别是模式植物为材料，

研究着丝粒区域DNA序列组成及其功能性着丝粒的DNA元件，确定着丝粒正常行使功能所必

需的表观因子，阐明着丝粒DNA快速进化的分子机制等有着十分重要的理论研究意义。随着

水稻基因组测序的完成，着丝粒的序列组成已经逐渐被人们所认识，但是有关着丝粒DNA序

列及其相关功能分析还远不能详细阐明着丝粒的生物学功能，无法全面认识生物着丝粒进化

及其对物种形成的影响。因此，有关功能性着丝粒序列以及其低序列同源度、高功能保守性

的研究已经成为近年来分子生物学及分子遗传学的研究热点。

表3-2第8染色体3.5M序列中基因的RT-PCR分析（Yanetal.2005）

Table3-2.RT-PCRAnalysisofGenesLocatedinthe3.5-MbCen8VirtualContig

完整转录的基因

Genes with

complete

transcripts

未获得整转录本的

基因

Genes with

incomplete

transcripts

编码与拟南芥同

源蛋白的基因

Genes with protein

homologs

假设基因

Hypothetical

genes

基因总数

Total no. of genes

79 27 40 79

被测基因数

No. of genes tested

71 27 22 78

RT-PCR阴性

RT-PCR negative

0 1 8 35

RT-PCR阳性

RT-PCR positive

71(100%) 26(96.3%) 14(63.6%) 43(55.1%)
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表3-3第8染色体3.5M序列中基因及重复片断分布（Yanetal.2005）

Table3-3DistributionofGenesandRepeatsalongthe3.5-MbCen8VirtualContig

序列特征

Feature

Domain C1

区间C1

Domain B1

区间B1

Domain A

区间A

Domain B2

区间B2

Domain C2

区间C2

遗传学位置(CM)

Genetic position (CM)

54.0-54.3 54.3 54.3 54.3 54.3-55.4

3.5M序列对应物理距离

Coordinate (kb)

1-437 437-1350 1350-2100 2100-2749 2749-3490

区间大小

Size (kb)

437 913 750 649 741

活性基因

Active genes

28 32 16 38 48

在拟南芥有同源性的蛋白

Protein homology

12 20 7 24 17

在拟南芥没有同源性的蛋白

No protein homology

16 12 9 14 31

基因密度（kb/活性基因）

Gene density (kb per active gene)

15.6 28.5 46.9 17.1 15.4

活性基因覆盖率

Active gene coverage

24.0% 15.9% 12.8% 19.8% 21.2%

无活性或未分析基因

Inactive or unanalyzed genes

15 14 13 7 11

在拟南芥有同源性的蛋白

Protein homology

6 6 10 2 2

基因总数

Total genes

43 46 29 45 59

逆转录元件(kb)

Retrotransposon (kb)

135.9 390.0 277.8 214.8 209.4

转录元件(kb)

Transposon (kb)

10.1 55.0 32.9 33.1 51.3

小反向重复转录元件(kb)

MITE(kb)

10.2 15.4 8.4 20.1 17.6

其它或未知区间(kb)

Others or unknown(kb)

8.1 10.9 62.2 8.4 7.1

重复总数(kb)

Total repeats (kb)

164.2(37.6%) 471.3(51.6%) 381.3(50.8%) 276.3(42.6%) 285.4(38.5%)
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第四章 植物锚蛋白

锚蛋白(ankyrin)源于拉丁文ankyra，意为锚，它可以把骨架蛋白固定在质膜上，而细胞骨

架对维持细胞形态是至关重要的，同时它也限制了膜蛋白的侧向扩散。作为重要的连接分子，

锚蛋白可以直接将膜蛋白锚定在细胞骨架蛋白网络，同时其众多异构体可将细胞骨架连接到

细胞器，如内质网、高尔基体等。由锚蛋白介导的连接并非简单的生理连接，通过它介导的

膜蛋白和其他蛋白的相互作用，在多种生物活动中发挥着重要作用。近年来研究发现，锚蛋

白有可能参与细胞凋亡和信号传导，并影响细胞信号传导的多个环节。锚蛋白重复序列

(ankyrin repeat)是普遍存在于真核、原核及病毒中的一种蛋白质序列，其功能主要是参与蛋白

质与蛋白质的相互作用。在已确定的400多种含有该基序的蛋白质中，就发现了约3000个ANK

重复序列，由于该蛋白质家族成员中ANK在数目、一级序列以及空间结构上都存在差异，使

得ANK模体能够与多种配体结合，实现纷繁复杂的生物功能。

1.ANK的结构特征

1987年，Breeden和Nasmyth在两个酵母细胞周期调控蛋白Swi6和Cdcl0中，首次发现了

ANK模体，随后在细胞骨架锚蛋白(ankyrin)中发现了含有24个此重复序列模体的结构，将其

命名为锚蛋白重复序列模体(ANK repeats motif)（Breeden and Nasmyth 1987）。典型的ANK重

复序列一般含有33个残基，数目不等的ANK单元串联起来，形成许多大的ANK结构域(ANK

domain)，行使生物功能。有关动物中锚蛋白重复序列的研究报道很多，其中主要包括细胞骨

架形成体(cytoskeletal organizers)，CDK(cyelin dependent kinase)抑制剂，转录调控因子，发育

调控子，膜蛋白等。拟南芥和水稻等模式植物基因组测序发现锚蛋白重复序列也存在于许多

植物蛋白中，但植物锚蛋白的研究还相对滞后，主要集中在有关信号转导中的自身防御、发

育调控、物质转运及蛋白磷酸化等。因此，研究ANK模体对于认识这类植物蛋白质家族成员

的结构和功能具有十分重要的作用，也必定会给植物信号传导的研究带来新的切入点。

锚蛋白作为一个调节蛋白由三个保守结构域和一个调节结构域组成。N末端为85-95kD的

膜结合区，该区包含24个重复的由33个氨基酸残基组成的片段，即锚蛋白重复区，其序列

GXTPLHXAAXXGHXXXV／AXXLLXX GAXXN／DXXX中l5个氨基酸是高度保守的，可见

于所有的锚蛋白异构体中，而其余的氨基酸组成则在不同的异构体中存在差异。其重复序列

介导不同蛋白质的识别（Gorina and Pavletich 1996）；C末端为调节结构域，也称可变区，该

区功能未完全明了，推断C末端的变化可能与锚蛋白的某些特殊功能有关。保守残基的一级

序列和二级结构可由图4-1表示（Tschopp et al. 1999，Sedgwick et al. 1999）。同源性比较显示，

蛋白质的功能越类似，其保守性就越强，从ANK家族蛋白质分子整体上看，具有保守性的氨

基酸残基在结构上的作用大致可分为两类：一类参与每个独立重复序列的形成和构建；另一

类形成各重复序列之间相互作用的表面残基，对整个ANK结构域起到稳定的作用（Russo et al.
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1998, Jacobs and Harrison 1998，Foord et al. 1999）．非保守残基集中在分子表面作为蛋白质识

别和结合位点，而保守残基则包含蛋白质分子折叠所必需的信息（Foord et al. 1999）。锚蛋白

重复结构域主要由两个¦Á螺旋和两个¦Â片层构成，折叠成¦Â2¦Á2结构。¦Â发夹与¦Á螺旋构成的平面

几乎垂直，几对¦Á螺旋平行排列，依靠疏水作用相互堆积，形成一个紧密而舒展的螺旋平面，

一侧疏水，另一侧亲水，在空间上则形成L型结构，整个结构域就像一只弯曲的手，¦Â片层形

成手指，而螺旋平面形成手掌部分，手指与手掌相互垂直，从而形成手心内部的一个疏水性

深沟（图4-1B）。保守残基在结构上可能参与每个独立重复序列构建或者形成各重复序列之间

相互作用的表面残基，对整个ANK结构域起到稳定的作用（Russo et al. 1998）。ANK中还有

一个非常保守的基序TPLH形成的一个紧密转角(tight turn)，它是连接¦Â2和¦Á1的纽带（Zweifel et

al. 2003）。一般来说，¦Â发夹指尖残基可变，它并不参与结构的形成，因此，它很可能参与与

目标蛋白的结合，不同残基结合不同的蛋白，便形成了其功能的特异性。同时，许多ANK家

族蛋白质分子的ANK结构域并不完全保持典型的结构特征，有些ANK序列长度相对于其他单

元较短，还有些ANK结构域有一些氨基酸序列会插入到两个ANK重复序列之间或者是位于

ANK模体的内部。这些结构上的�变异�，也使得ANK的空间结构多样化，能够结合的不同

蛋白质配体，实现了功能上的多样化。

C

A B

图4-1ANK的基本结构

Fig.4-1TheX-raystructureofANK

A：保守的 ANK重复序列；B：ANK重复序列二级结构示意图；C：空间折叠后得 ANK结构域

A: The ANK repeat consensus; B: The ANK repeat secondary structure; C: Assembly of the ANK-repeat

domain
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2植物锚蛋白功能研究

2.1锚蛋白参与自身防御

植物依靠敏感的识别机制，识别各种入侵的病原微生物，从而激活防卫反应、保护自己。

遗传学研究发现有很多抗性基因参与防卫反应的信号传导，它们能被独立地激活。锚蛋白作

为重要的调节因子，广泛参与植物防卫反应。应用突变体分析和基因克隆技术，已分离和鉴

定了一些参与防卫反应的锚蛋白基因，例如：At-Phos43、AKP2、ANK1、ACD6、DREB2和

NPR1等。Scott等（2001）用双向电泳结合质谱分析在拟南芥中分离得到一个43KD的蛋白质

AtPhos43，细菌或真菌感染后几分钟内AtPhos43迅速被磷酸化，其C末端含2个锚蛋白单元，

可能介导蛋白质的识别或相互作用。有趣的是表达分析发现许多植物如水稻、棉花、苜蓿等

均存在AtPhos43的同源蛋白，而酵母、动物和人类均没找到其同源蛋白质，表明AtPhos43是

一个植物特有的锚蛋白编码基因。Yan等应用酵母双杂交分离和鉴定了一个锚蛋白编码基因

AKR2，AKR2蛋白C-末端有4个锚蛋白单元，而N-末端包含PEST序列，类似动物的IkB蛋白及

植物NPR1／NIM1蛋白。用反义RNA 抑制AKR2表达导致叶片小块坏死，并伴随产生H202，

类似过敏反应。AKR2可能是PR-1的负调节子，还可能参与抗病和抗胁迫反应中的抗氧代谢，

锚蛋白重复序列在其中的具体作用还有待进一步研究（Yan et al. 2002）。Lu等在拟南芥中分离

得到一个锚蛋白编码基因ACD6，它的编码产物影响和调节拟南芥防卫反应的SA(水杨酸)信号

途径。ACD6是一个必需且剂量依赖的激活因子，在对病原体防卫反应和SA依赖的细胞程序

死亡中起作用，它属于一个大的家族，编码的蛋白质含9个锚蛋白单元，N-末端有5个跨膜结

构域（Lu et al. 2003, Dong 2004）。NPR1是从拟南芥中克隆到的系统获得抗性(SAR)的重要调

节成员，NPR1突变体阻止水杨酸(SA)参与的系统获得抗性。NPR1包含锚蛋白重复序列和一

个BTB域，以此与其它蛋白相互作用。例如酵母双杂交证明NPR1与bZIP特异性结合（Dong et

al. 2001）。而Markus等发现烟草bZIP转录因子BZT-1的¦Á螺旋D1结构域与另一个锚蛋白ANKI

相互作用，参与激素信号和病原体防卫反应（Markus K et al. 2003）。而Wirdnam等也从烟草

中得到两个锚蛋白GBP1和GBP2。当GBP1或GBP2在体外和酵母中表达都能结合几丁质酶

(HNI)和¦Â-1，3一葡聚糖酶(GLUI)，而HNI和GLUI均参与对病毒、细菌、真菌等病原体的防御

反应。GBP1的正反义RNA转化株表现出幼叶下垂卷缩，同时淀粉、蔗糖、果糖积累减少，说

明GBP1／2属于植物特有的PANK家族成员，可能参与植物防御反应与糖代谢之间的关联。有

趣的是正义GBP1转化株中GBP过量表达，而反义GBP1转化株GBP／TIPb表达减少，猜测只

有GBP的适当丰度才能保证植物的相关防御功能（Wirdnam et al. 2004）。

2.2锚蛋白参与物质运输

组织或细胞之间物质运输和信息交流，有机分子和无机离子的选择吸收和有序运输对植

物的生长发育调控非常重要。植物中有很多锚蛋白基因参与物质的识别和运输。Pratelli等在

葡萄中克隆了一个K+通道蛋白编码基因SIPK，它属于所谓的Shaker家族，与K+通道蛋白KAT
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有很高同源性，不同的是它还含有一个小的锚蛋白结构域。SIPK与报告基因GUS的融合蛋白

的组织定位分析发现它在葡萄中主要在保卫细胞中表达，而拟南芥中还在木质部的薄壁组织

表达。SIPK可能调节植物蒸腾作用，以及控制葡萄浆果的含水量（Pratelli et al. 2002）。而

Sentenac等在拟南芥克中也隆得到一个K+转运的基因，其编码的多肽有三个结构域：一个与

动物同源的K+通道形成区，一个环核苷酸结合域以及一个锚蛋白重复序列。该基因在酵母中

表达能互补酵母K+缺陷株（Sentenac et al. 1992）。随后Pilot等发现拟南芥含ANK 的K+通道蛋

白AKT有六个成员（Pilot et al. 2003）。Li和Chye等在拟南芥中分离和克隆了一个锚蛋白编码

基因ACBP2，该蛋白结合长链乙酰辅酶A，作为乙酰辅酶A的转运子，能维持胞内乙酰辅酶A

库。与其它ACBP一样，ACBP2含有一个乙酰辅酶A结合域，但它还有N-末端的跨膜区以及

C-末端的锚蛋白重复序列，酵母双杂交表明ACBP2很可能在质膜通过其C-末端的锚蛋白重复

序列与拟南芥的乙烯响应因子结合蛋白AtEBP相互作用，从而参与乙酰辅酶A的转运（Li and

Chye et al. 2004）。

2.3锚蛋白参与发育调控

生物体的生长发育是一个非常复杂的过程，发育过程中细胞、组织和器官内一系列按时

间和空间顺序发生质变的规律是植物遗传信息在内外条件影响下顺序表达的结果。其发育中

会涉及到一系列植物的极性、模式的决定，组织间的相互作用、细胞分化、细胞识别以及核-

质关系等生物学的基本问题。大量蛋白调节因子在不同时空水平上调控生物体的正常生长发

育。Albert等分离了一个参与胚胎发育的锚蛋白编码基因EMB506，编码一个35KD的蛋白，在

C-末端有5个锚蛋白重复序列。EMB506在配子发生期或早期胚胎中表达，而突变体emb506会

出现胚胎发育受阻，而正常emb506 cDNA互补突变株能产生种子，但顶端优势不明显，且产

生不定芽或苞叶。EMB506可能通过其锚蛋白重复序列识别蛋白，调节植物的胚胎发育（Albert

et al. 1999)）。Zhang等克隆和鉴定了一个参与质体发育的基因AKR，其编码的蛋白质包含4个

典型的锚蛋白重复序列。AKR基因光依赖性表达，而且含两个或多个正反义AKR的转基因拟

南芥表现明显黄萎，这种表型能稳定遗传。大多数黄萎植株结实很少，黄萎叶片里类囊体膜

减少以及基粒缺失说明正反义AKR抑制了叶绿体的分化，而锚蛋白重复序列可能在叶绿体的

分化中起了重要的调控作用。值得说明的是正义AKR沉默的作用机理还不太清楚，可能是在

转录或DNA修饰过程中导致基因沉默，也有可能跟AKR基因本身的特异性有关，正义AKR植

株产生含4个锚蛋白重复序列的多肽，一旦这些多肽翻译或折叠正确，就可能与AKR形成竞争

性的抑制，通过其锚蛋白重复序列结合相关蛋白（Zhang et al. 1992）。Victor等用转座子标记

分离到一个拟南芥突变体chaos，表现出类囊体核编码天线蛋白显著减少、叶绿素和类胡萝卜

素耗尽以及光合作用的捕光不足。克隆得到该基因CAO，编码一个43KD 的蛋白cpSRP43，

含4个锚蛋白重复序列和一个染色质结合域，在叶绿体内cpSRP43与cpSRP54特异结合。序列

分析发现cpSRP43是一个植物特有的蛋白，可能通过其锚蛋白重复序列识别cpSRP54，作为叶

绿体信号识别系统(cpSRP)的成员，参与捕光色素蛋白复合物(LHCP)的转运和定位（Victor et al.

1999）。锚蛋白还参与转录水平的调控，Bouche等筛选cDNA表达文库发现一类转录激活蛋白

家族CAMTA，存在于在各种多细胞生物体，拟南芥中共有6个CAMTA基因，其中有些含
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CAMTA蛋白含有锚蛋白重复序列（Bouche et al. 2002）。Zhang等年发现了一个新的锚蛋白编

码基因（SRC interacting protein SIP），在细胞质中与类固醇激素受体共激活子（steroid receptor

coactivators, SRC）相结合。用酪蛋白激酶Ⅱ诱导该基因脯氨酸、谷氨酸、丝氨酸及苏氨酸位

点磷酸化后，其表达产物失去与SRC互作能力，SRC激活类固醇激素受体进行后续的生物学

反应。功能丧失和功能获得实验结果显示，该锚蛋白的生物学功能主要是缓冲SRC等激活子

的激活效应，调节转录因子活性（Zhang et al. 2007）。而Ha等在拟南芥中发现一个含BTB／

POZ及ANK结构结构域的蛋白BOP1，其插入突变出现明显的叶损伤，而表达模式研究发现它

在幼叶原基、基叶近轴、花芽、萼片及花瓣均有表达，表明BOP1可能参与调节侧生器官形态

建成（Ha et al. 2004）。Kumagai等利用图位克隆的方法找到了一个控制豆科植物与根瘤菌共

生固氮识别的基因（ineffective greenish nodules 1, IGN1），编码一个新的跨膜锚蛋白。ign1突

变体表现为根瘤极度早衰、不规则伸长，不再特异识别并与根瘤菌共生，而是同时与多种细

菌共生，完全失去固氮能力。这说明IGN1基因在识别共生菌并进行生物固氮方面是必须的

（Kumagai et al. 2007）。

CaM作为最重要的一类Ca2+ 传感蛋白，可以通过与其下游CaM结合蛋白(CaMBP)作用而

调节细胞的生理功能。Choi等利用辣根氧化酶标记CaM，从水稻cDNA表达文库中筛选到一个

CaM结合转录因子，其结构与拟南芥中AtSRs/AtCAMTAs高度同源，编码103KDa的蛋白，包

括三个锚蛋白重复序列。细胞定位结果显示该转录因子在细胞核内发生作用，其转录活性被

CaM所调节。同源蛋白功能分析表明该转录因子参与Ca2+的信号转导过程，在植物环境应答

反应（如：光、温、激素及病原体损伤等）中起作用（Choi et al. 2005）。

2.4锚蛋白激酶

现在有关植物锚蛋白激酶的报道还很少，Chinchilla等在紫花苜蓿的原发或继发根结节中

发现Msapkl的表达，它是一类新的蛋白激酶，其N-末端有3个锚蛋白重复序列，在渗透压力下，

Msapkl从3小时开始表达，2天到达最高。RT�PCR在拟南芥中找到了Msapkl的同源基因

（Chinchilla et al. 2003)）。而其它还有有关植物锚蛋白激酶在细胞黏附中起作用的报道。

2.5锚蛋白与细胞骨架相互作用

细胞骨架是位于细胞核和细胞膜内侧面的一种纤维状蛋白基质，细胞骨架参与细胞的多

种功能，如细胞分裂、运动、内吞外排作用、细胞间黏连、轴突的物质运输等，而且它还调

节受体介导的信号传导（Molitoris 1997）。血影蛋白是细胞骨架的主要成分，由¦Á和¦Â二个亚基

组成，血影蛋白亚基与锚蛋白的N末端部位相互作用。锚蛋白也可与中间丝和微管偶联，这

表明锚蛋白参与中间丝和微管与膜的连接。同时锚蛋白与血影蛋白的结合促进了其与红细胞

膜骨架蛋白如肌动蛋白的相互作用。
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2.6锚蛋白重复序列与泛素连接酶

泛素连接酶通过调控蛋白泛素化过程，参与细胞内的多种生理过程，但近年来研究发现，

该酶的蛋白结构中经常包含有锚蛋白重复序列及环状锌指结构域。Nodzon等在拟南芥中发现

了一个泛素连接酶编码基因XBAT32，其表达产物包含一个锚蛋白重复序列及一个依赖锌离子

的环指结构。xbat32突变体表现为侧根发育缺陷，细胞分裂标志物CYCBI表达显著减少，激

素处理其突变株诱导刺激初生根中XBAT32表达，而且部分刺激次生根的生长，功能互补实验

表明XBAT32基因可以使突变体的侧根发育回复正常，且在主根维管束系统中大量表达。因此，

XBAT32可能是一个新的泛素蛋白连接酶，参与侧根发育（Nodzon et al. 2004）。此后Huang等

利用cDNA芯片检测了铁炮百合（Lilium longiflorum，lily ）花粉发育相关的1536个cDNA 的

转录情况，又找到了一个LANK（lily ankyrin repeat-containing protein）蛋白，该蛋白同样包

含锚蛋白重复序列及一个环指结构。LANK编码基因的过表达分析及瞬时沉默实验结果显示，

LANK基因的异常表达导致花粉管生长势减弱及花粉萌发率降低。结合RNA分析结果，他们认

为LANK基因的编码产物是一种粘附在细胞膜上的泛素结合酶，调节花粉管生长极性（Huang

et al. 2006）。在水稻抗病性研究中已被广泛应用的Xa-21是第一个被克隆的水稻抗病基因，该

基因编码一个有1025个氨基酸组成的受体类似的激酶，其基因产物包含胞外富含亮氨酸的重

复序列（LRR）结构域和胞内丝氨酸- 苏氨酸激酶（STK）结构两部分。Xa21结合蛋白（Xa21

binding protein 3, XB3）是Xa21丝氨酸、苏氨酸激酶的作用底物，Wang 等研究发现该蛋白也

有两个结构域：一个锚蛋白重复序列和一个环指结构域，分别用于结合Xa21激酶和行使泛素

连接酶E3的生物学功能。降低Xb3基因表达量的转基因植株表现为水稻白叶枯病抗性减弱，

Xa21激酶积累量减少。这些研究结果表明，XB3在调节水稻Xa21蛋白积累水平及Xa21介导的

抗病性方面有着十分重要的生物学作用（Wang et al. 2006）。现有的研究结果已经证实，环指

结构是泛素连接酶E3三种结构类型中的一种，RingE3s通过环指结构域别构激活泛素结合酶

E2，促进由E2直接催化的底物Lys残基的泛素化（Skowyra et al. 1999），但是锚蛋白在泛素连

接酶E3中究竟起怎样的作用，现在还没有定论。而上述的实验结果可能预示着锚蛋白在泛素

连接酶介导的蛋白泛素化降解过程中起识别、结合目的蛋白的作用，参与植物生长发育中的

蛋白降解。

由于锚蛋白介导不同蛋白大分子的识别，表明其可作为功能广泛的调节因子介导蛋白质-

蛋白质的相互作用，参与复杂的生物功能。锚蛋白主要在细胞内外的信号传递过程中起联系

和调节作用。事实上，复杂的生物反应大部分正是通过有限的蛋白质结构基序完成的。蛋白

质的进化既需要关键氨基酸的保守性来保持结构上的完整性，又要通过序列上的变化来实现

功能上的特异性和生物多样性。正如ANK模体，螺旋堆积内保守的疏水性残基既保证了整个

ANK结构域的形成和稳定，同时¦Â发夹指尖和其他非保守元件的插入又为其功能多样性提供

了结构基础。深入研究植物锚蛋白功能对于阐明蛋白质-蛋白质相互作用以及植物信号传导的

规律具有重要意义。
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第五章 蛋白质的泛素化系统

1.泛素化系统的组成

泛素化途径由一系列的蛋白质组成，包括泛素、泛素连接酶、脱泛素酶以及蛋白酶体，

主要存在于细胞核、细胞质中，也存在于细胞膜上，能选择性地降解细胞内变性、变构或错

误翻译的蛋白以及各种调节蛋白等，因而在细胞周期的控制、免疫应答、胁迫反应和细胞程

序性死亡等许多细胞内基本生理过程中起重要作用（Hershko and Ciechanover 1998, Glickman

and Ciechanover 2002）。泛素蛋白酶体途径是目前己知的所有真核生物体内具有高度选择性

的最为重要的蛋白质降解途径。

泛素化途径涉及泛素、泛素激活酶E1、泛素结合酶E2和泛素连接酶E3的一系列反应：首

先在ATP供能的情况下泛素激活酶E1激活泛素，然后通过硫酯键与E2的活性位点的Cys相连

将泛素转移到泛素结合酶E2上。E2可以直接将泛素转移到靶蛋白的Lys残基上，但一般靶蛋

白的泛素化需要一个特异的泛素连接酶E3。根据E3与底物的相对比例可以将底物单泛素化修

饰和多聚泛素化修饰。多聚泛素化修饰的靶蛋白一般被26S的蛋白酶体所降解此途径被称为泛

素蛋白酶体途径，简称泛素化途径。多聚泛素化修饰的靶蛋白(如变性、错误折叠或过量表达

的蛋白质以及细胞中的许多调控蛋白)可以通过泛素化途径被降解从而对细胞周期调控、胞吞

作用、信号转导、DNA修复、蛋白质的质量控制(例如Bsd2在膜蛋白的质量控制方面) 、细胞

凋亡等过程具有重要的作用（Hettema et al. 2004, Pickart 2000, Shih et al. 2000） 。单泛素化

修饰是一种调节信号可以引起靶蛋白的活性、定位以及蛋白质结构的改变从而对蛋白质的胞

吞途径、膜泡的出芽、组蛋白的修饰、基因的转录以及蛋白质核内的定位进行调节（Shih et al.

2003）。单独的泛素本身并没有任何生物功能，它只是一种分子标记蛋白，发挥作用必须在

ATP提供能量的前提下依靠泛素途径的相关酶类及蛋白酶体。真核细胞中泛素化修饰后的靶

蛋白可能被降解、可能被转移到细胞或细胞外的特定部位，也有可能导致靶蛋白的功能发生

变化，这主要取决于靶蛋白所加的泛素链的结构，以及泛素链的长短（Hicke 2001）。因此蛋

白质的泛素标签并不一定是一个死亡信号，人们现在提出了用蛋白质翻译后的泛素化修饰这

个术语来准确地描述泛素连接到靶蛋白的这一生物事件 。

1.1泛素

泛素(Ubiquitin，Ub)是1975年由Goldstein首先发现的一种在真核生物细胞内高度保守的多

肽，单个泛素分子由76个氨基酸组成，分子量约8.5 kD，等电点6.7（Goldstein et al. 1975）。

目前发现所有生物的泛素都是由多基因编码的；而且它的序列相当保守，比较人与酵母的泛

素序列，只有3个氨基酸不同。泛素分子紧密折叠成球形，5股混合的¦Â片层形成一个腔样结构，

内部对角线位置有1个¦Á螺旋，这个结构称为泛素折叠。这个小蛋白含有一个明显的疏水核心
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和大量的氢键，表现出特殊的稳定性，能够防止在结合和靶向性降解循环中变性失活，从而

保证泛素循环的运行。从泛素折叠中突出来的是具有一定变形性的C末端延伸部分，这个末

端第76位含有一个必须的甘氨酸。末端Gly残基在泛素连接酶的作用下连接到底物蛋白的Lys

残基上，形成单聚泛素化底物蛋白（Lee et al. 1998）。同时，每个泛素分子具有7个Lys残基，

在泛素连接酶的作用下，游离的泛素单体也能连接到已经连接到底物蛋白上的泛素的Lys残基

上，主要是Lys8，此外还有Lys63和Lys2。形成多聚泛素化底物蛋白。随着研究的进展，又发

现了许多类泛素蛋白(Ubiquitin-like proteins，UBLs)（Glickman and Ciechanover 2002, Saitoh and

Hinchey 2000）。在一系列酶的催化下，类泛素蛋白也能与底物蛋白共价结合，但其功能目前

还不清楚。

1.2泛素激活酶

El(Ubiquitin activating enzyme，E1)是催化泛素与底物蛋白结合所需要的第一个酶，但是

对靶蛋白的特异性却几乎没有影响。El是一种广泛表达的多肽，大约1100个氨基酸，含有位

置固定的保守的半胱氨酸残基。El有2个亚型，是由同一个mRNA在不同的起始位点翻译而成

的，存在于细胞浆和细胞核中。酵母的El基因失活后是致命的，说明这个蛋白对于细胞的生

存是至关重要的。El可以水解ATP，与泛素的羧基末端形成高能硫酯键而激活泛素。在E1的

作用下，泛素C末端Gly 残基与E1的Cys残基形成一个高能硫酯键，同时伴随着ATP水解，形

成E1-Ub复合物（Glickman and Ciechanover 2002）。E1-Ub复合物是一种短暂存在的中间产物，

活化的泛素分子很快就通过转酯作用从E1的Cys残基转移到E2的Cys残基上，形成E2-Ub复合

物。E1具有高度的催化效能，在低浓度的情况下就能够激活泛素，满足下游的级联反应过程

(Pickart and Eddins 2004)

1.3泛素结合酶

级联反应的第二步是泛素分子经过转硫醇反应从E1半胱氨酸残基转移给E2(Ubquitin

conjugating anzyme，E2)活化的半胱氨酸位点。E2是催化泛素与底物蛋白结合的第二个酶。

含有一个保守的14~16 kDa的核心区域，其内包含活性所需的Cys残基，位于蛋白表面的裂隙

内(Hamilton et al. 2001)。能接受从E1-Ub复合物转移过来的活化的泛素分子，形成E2-Ub复合

物。E2可能具有直接识别底物蛋白的能力，能直接催化E2-Ub复合物上的泛素分子与底物蛋

白或底物蛋白上的泛素分子结合（Robinson and Ardley 2004）。更多的情况是，在泛素连接

酶（E3）的协同作用下，E2-Ub复合物把活化的泛素分子转移到底物蛋白，形成单泛素化蛋

白或者多聚泛素化蛋白（Glickman and Ciechanover 2002）。E1和E3通过相同的基序与E2连接，

这说明在反应循环过程中，E2必须在E1和E3之间穿梭往返运行。因此为了保证在激活的泛素

与数量巨大的E3之间得到平衡的分布，需要多个E2异构体。E2-Ub非共价结合的亲和力非常

低，说明其在转移泛素分子到靶蛋白上起着重要的作用。
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1.4泛素连接酶

E3(Ubiquitin ligating enzyme，E3)是泛素化途径中发现最迟，种类最多，在底物的特异性

选择降解过程中作用最为关键成员（Hellmann and Estelle 2002）。泛素蛋白酶体途径可分为

三步：①靶蛋白的识别；②将泛素连接到靶蛋白的特定位点；③通过26S蛋白酶体或者溶酶体

的作用执行其相应的生理功能。泛素连接酶E3决定靶蛋白的特异性识别，在泛素途径中具有

重要的作用。泛素连接酶E3通过调节蛋白的泛素化过程参与细胞内的多种生理过程。所有的

E3都具有连接靶蛋白和特定E2的能力。蛋白质特定的翻译后的修饰经常作为其相应的泛素连

接酶E3识别的标志。例如：泛素连接酶SCFCdc4识别细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶

CDK(cyclin-dependent kinase)抑制子Sicl时就需要Sicl在其特定位点的磷酸化，否则不能被E3

中的SCFCdc4识别进入泛素降解途径。正确的识别可能有助于生物体对细胞周期进行精确调

控，避免某些细胞组织或器官生长异常（Orlicky et al. 2003）。现在发现鉴定的泛素连接酶E3

主要有两大类：HECT结构域家族和RING结构域家族，最近又发现了一类新的E3家族：U-box

蛋白家族。

1.4.1HECTE3的结构及可能作用机制

HECT结构域(homologous to E6-AP carboxyl terminus，HECT)家族的泛素连接酶E3是目前

所知的唯一的可以和泛素形成硫酯键中间体的泛素连接酶，并且它可以直接催化靶蛋白的泛

素化。HECTE3有一个分子量大约为40 kDa的具有保守性的羧基末端催化结构域，即HECT结

构域。HECTE3的N末端不具有保守性，但其中部分氨基酸残基Arg506、Glu539、Glu550和

Asp607具有非常高的保守性，任何一个氨基酸残基的突变都会导致与泛素形成硫酯键的能力

降低达90％以上，底物的特异性识别也由N末端决定。此结构域至少具有四种生物学功能：

①通过其连接特定E2；②接受来自于E2的泛素，并且通过它的Cys活性位点与泛素形成通过

硫酯键连接的中间体；③通过催化泛素与底物上Lys侧链的ε氨基形成异肽键从而将泛素转移

到靶蛋白上；④负责转移泛素到正在延长的多泛素链末端从而延长泛素链（Wang et al. 1999）。

与HECTE3相对应的E2构成一个亚家族，在此亚家族内每一E2成员都对特定的HECTE3有偏

爱性，这归因于E2和HECT结构域的特异性。

1.4.2Ring结构域家族的泛素连接酶 E3及可能作用机制

缺乏HECT结构域的E3在亚基组成和氨基酸序列上是多样的，但大部分含有与E2相连的

RING结构域。RING结构域家族最典型的特点是具有环指结构域(Ring finger domain)，RING

结构域是此家族具有泛素连接酶作用的重要因素。RINGE3中RING结构域的氨基酸序列为：

Cys-X2-Cys –Xn-Cys-X1-3-His-X2-3-Cys-X2-Cys-Xn-Cys-X2-Cys(C2HC4)，并且每一环指结构域连

有两个锌离子。RINGE3的E3活性依赖于环指结构域，并通过其与泛素结合酶E2相连。尽管

RINGE3中RING结构域是泛素连接酶活性所必须的，但并不是所有含有RING结构域的蛋白质

都具有RINGE3的活性。例如：家蚕核多角体病毒中有6种编码含有RING结构域的蛋白质，但
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只有其中的3种被证明具有RINGE3活性。另外3种无活性原因可能是因为其RING结构域中无

与E2连接所需要的凹槽结构（Imai et al. 2003）。此实验还证明了锌离子是RING E3具酶活性

所必需的，因为环指结构域维持其特定的构象需要锌离子。RINGE3的功能是将E2和底物集

聚在一起，它可以通过增加E2周围底物的有效浓度促进底物的泛素化。因此人们提出了一种

假说，认为E2在其在E3连接部位精确安置对E3的活性有重要作用。除了集聚E2和底物外，

RINGE3也可能对底物泛素化位点的选择有作用，即RINGE3作为骨架使E2和底物达到最佳定

位以便完成泛素由E2转移到底物特定位点的修饰。

含有环指状结构域的E3可被分成2种类型，一种是单个蛋白，其代表是作为P53-E3的

MDM2(mouse double minute 2)癌蛋白(Honda and Yasuda 2000)以及作为受体酪氨酸激酶如表

皮生长因子受体 (epidermal growth factor receptor， EGFR)和血小板衍生因子受体

(platelet-derived growth factor receptor)E3的c-Cbl(Tsygankov et al. 2001)。另一种是多蛋白组成

的复合体，包括SCF(Skpl-Cullin/Cdc53-F-box-Rbx1)、有丝分裂后期促进复合物(aftaphase

promoting complex，APC)和VBC-Cu12复合体(the yon-Hippel-Lindau-elongins B and C-Cu12

complex)。

SCF-E3是至少有4种多肽组成的复合体。被命名为SCF是因为其中的三个核心亚基(Skpl、

Cullin/CDC53和一个F-Box蛋白)。后来第四个亚基Rbxl (RING box 1 protein)被发现，其含有一

个RING-H2型结构域。在SCF-E3中的Rbxl能够集合E2，Cullins蛋白作为Rbxl与蛋白之间的支

架参与底物的选择性。底物的识别由底物特异性的F-box蛋白所介导，F-box本身被SCF-E3复

合体中的Skpl接头因子所识别和聚集。Skpl与Cullins结合，因此将底物和泛素并列排开。F-box

蛋白的特征是含有一个大约40个氨基酸的基序，最初在细胞周期蛋白F中鉴定出来。APC的核

心颗粒至少含有13个亚基，最初发现在降解Cyclin的过程中起着重要作用。随后研究表明，

其具有控制在有丝分裂进展和结束过程中重要因子半衰期的功能（Passmore et al. 2005）。APC

中的2个亚基APC2和APC11分别与SCF-E3复合体中的Cullinl和Rbxl相关，推测APC2可能具有

连接其它亚基的作用，而APC11则具有结合Ub-E2中间体的作用。

1.4.3U-box结构域家族的泛素连接酶 E3结构特点及其可能作用机制

U-box家族的泛素连接酶E3是真核细胞蛋白质翻译后质量控制所必需的。此类蛋白质的C

端都包含一个大约70个氨基酸残基的从酵母菌到人类具保守性的U-box结构域。U-box蛋白家

族的泛素连接酶E3开始被认为是一个多聚泛素链的装配因子E4，在与E1、E2和E3的共同作用

下催化靶蛋白多聚泛素链的形成（Koegl et al. 1999）。后来被证明E4是泛素连接酶E3的一种

新的类型，而其促进多聚泛素链的装配反映了特定泛素连接酶E3的酶活性。U-box家族的泛

素连接酶E3的作用机制开始认为和HECT家族的作用机制类似：通过U-box结构域与泛素结合

酶E2相连，然后与泛素通过硫酯键结合形成中间复合体，最后催化靶蛋白的多聚泛素化修饰。

但是此家族E3的U-box结构域内部没有保守的Cys残基，甚至此家族的有些成员在U-box结构

域中根本不含任何Cys残基。因此这种作用机制不成立。事实上此蛋白质家族是通过U-box结

构域与泛素结合酶E2相互作用从而将泛素直接从泛素结合酶E2转移到靶蛋白将其泛素化修

饰（Hatakeyama et al. 2001）。U-box结构域E3作为受体调节未折叠或错误折叠的蛋白质降解，
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从而对蛋白质的质量控制起着重要作用（Hatakeyama et al. 2004）。

1.5蛋白酶体

一般情况下，多聚泛素化的底物蛋白随即被蛋白酶体识别并降解，同时释放可重复利用

的泛素单体。26S蛋白酶体（Proteasome）是降解泛素化底物的一个ATP依赖型蛋白水解复合

体，由20S核心蛋白酶(core protease，CP)和19S调节颗粒(regulatory particle，RP)构成。CP是

由4个七聚体蛋白组成的环层叠在一起形成的一个空心圆柱体样结构(¦Ál-7¦Âl-7¦Âl-7¦Ál-7)，是26S

蛋白酶体的水解核心。活性位点位于20S圆柱体空心结构中心的2个¦Â环上，含有胰蛋白酶、糜

蛋白酶和谷氨酰样肽水解活性，具有能够使大多数肽键断裂的能力(Voges et al. 1999)。靶蛋

白进入蛋白酶体需要传送蛋白底物的辅助，这些蛋白含有UBL或UBX(ubiquitin-like protein)和

UBA(ubiquitin-associated)结构域，包括Rad23(radiation gene 23)、Dsk2(dominant suppressor of

Kar2)、Ddil(DNA damage molecule-1)和Shp1/p47。底物与蛋白酶体的结合有许多直接和间接

的机制。这些不同的机制为多种蛋白在蛋白酶体中提供了选择性降解过程。综上所述，26S

蛋白酶体降解泛素化底物的程序为：RP辅助识别和伸展适当的底物，裂解与Ub连接的共价键，

开放¦Á环，然后伸展开的多肽直接进入CP的腔内被断裂成6-10个氨基酸长度的片断，最后在胞

浆中被水解成单个氨基酸。

1.6脱泛素酶

与磷酸化修饰蛋白质类似，泛素化也是一个可逆的过程。已经发现真核细胞内有许多种

脱泛素酶(Deubiquitinating enzymes，DUB)能够水解泛素和蛋白质间的硫酯键（Clague and Urbe

2006）。DUB可分为两类：一类是泛素羧端水解酶，通常水解去除和泛素C端连接的小肽，

也参与由泛素前体产生泛素单体的过程；另一类是100kD的泛素特异性加工酶，其主要功能

有：①水解已经被蛋白酶体识别并即将被降解的泛素缀合蛋白上的多聚泛素链，释放可重复

利用的泛素单体；②被错误泛素化的泛素缀合蛋白上的泛素或泛素链的去除；③修饰底物蛋

白上的多聚泛素链，使之更易于被26S蛋白酶体识别（Saitoh and Hinchey 2000）。值得指出

的是，用蛋白抑制剂处理细胞后，细胞内聚集的多是未泛素化的底物蛋白，说明细胞内有大

量已激活的DUB。此外，细胞内还有许多与泛素有一定的同源性的蛋白质。一类称作泛素样

蛋白，它们与泛素类似，也能够利用分子C-端的甘氨酸和其他蛋白质共价结合，其中研究得

比较多的是含101个氨基酸残基的SUMO-1(small ubiquitin-related modifier I)。与泛素不同的

是，SUMO不含有泛素中参与多聚化的若干赖氨酸残基，不能形成SUMO-SUMO链，因而不

是蛋白质降解的标记。已发现许多蛋白质可被SUMO修饰，其中包括转录因子、核或膜转运

蛋白及参与DNA复制和修复的酶等。SUMO修饰对这些蛋白质的影响各不相同，有的激活转

录，有的避免被泛素化降解，这暗示着SUMO系统的功能可能是调节泛素化系统的活性，增

加蛋白质在细胞内的稳定性（Dye and Schulman 2007）。综上所述，脱泛素酶是泛素化途径

的重要调节因子。
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2泛素化系统的功能研究

泛素化系统的生物学功能广泛，参与细胞周期控制、免疫应答、胁迫反应和细胞程序性

死亡、DNA修复等一系列基本生理过程，涉及细胞内异常蛋白和各种调节因子的降解、细胞

膜受体蛋白的修饰以及一些前体物质的加工等。

2.1泛素化系统调节的蛋白降解

不良外界条件、植物体内自由基累积及蛋白质合成、翻译以及翻译后的折叠、修饰过程

发生错误都会产生一些异常蛋白，对细胞造成危害。通过泛素化途径细胞就可以特异的降解

这些异常蛋白（Hershko and Ciechanover 1998）。如分泌蛋白或者与分泌途径相关的一些蛋白，

大部分蛋白质经修饰后被转运到高尔基体、细胞膜或者被分泌到细胞外，而一些未被正确修

饰的蛋白则保留在内质网中。这些蛋白被转运回细胞质或被暴露在内质网的胞质面，进而被

泛素化途径识别并降解。调节细胞内各种生理过程的一系列调节因子在完成其相应的生物学

功能后，绝大部分也是通过泛素化途径被迅速降解的（Glickman and Ciechanover 2002）。如

合成于细胞间期的细胞周期蛋白B，在细胞分裂中期结束后，迅速被泛素化途径识别并降解，

从而确保细胞顺利进入下一个分裂时期（Ciechanover 1994）。生长素/吲哚乙酸（Aux/IAA）

蛋白，在没有生长素信号刺激的情况下通过与生长素应答因子（auxin response factors，ARFs）

结合形成异源二聚体，阻碍ARFs执行功能，而当植物接受生长素信号刺激时，生长素就会促

进Aux/IAA与泛素连接酶E3-SCFTIRI作用，降解Aux/IAA蛋白，释放出的ARFs与DNA相结合，

调节生长素相关基因表达（Gagne et al. 2002, Hellmann and Estelle 2002, Kepinski and Leyser

2002, Gray et al. 2001, Leyser 2001）。

2.2细胞膜受体蛋白的修饰

细胞膜表面有很多受体蛋白，能接受细胞外信号，并传递到细胞内。泛素化系统参与一

些膜受体蛋白的信号传递过程（Michael et al. 2002）。一些细胞膜受体蛋白与相应的配体结

合后随即被泛素系统识别并泛素化。膜受体蛋白一般发生单泛素化或者寡聚泛素化，也有一

些膜受体蛋白发生多聚泛素化。泛素化的受体蛋白并不随之被蛋白酶体识别而降解，而是作

为一种活性物质激活细胞内相应的生理反应，如¦Á因子受体蛋白泛素化后引发细胞的内吞作

用（Glickman and Ciechanover 2002）。

2.3一些前体物质的加工

刚合成的蛋白质往往没有生物活性，一般要经过一个翻译后加工过程。泛素化途径参与

某些蛋白质前体的加工。如转录因子NF-κB的一个亚基P50的前体是一个105kD的蛋白，该蛋

白被泛素化途径识别后，其C端部分被26S蛋白酶体降解，残余N端完整的50kD片段即为有活

性的P50（Palombella et al. 1994）。
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2.4泛素化系统参与免疫应答

泛素化系统除了具有清除衰老、损伤及错误折叠蛋白的功能外，近年来许多研究发现，

该系统还可以通过作用于免疫信号转导因子来调控免疫应答。无毒基因Avr9编码一种特异性

激发子，它们可以触发抗性基因决定的特异性防卫反应。用Avr9激发子处理转番茄叶霉病抗

性基因（Cf-9）的烟草，具有和叶损伤相同的诱导效应��诱导一种具有U-box ARMADILLO

重复结构的E3连接酶编码基因ACRE276高效表达，开启植物的免疫应答反应。RNAi沉默

ACRE276基因的Cf-9转基因植株失去病源诱导的超敏反应，叶霉病抗性大幅降低。结合与该

基因高度同源的拟南芥中PLANT U-BOX17 (PUB17)基因在Cf-9转基因植株中瞬时表达的结

果发现，在茄科和十字花科植物中，ACRE276基因是超敏性细胞死亡防御机制中的正调控因

子（Yang et al. 2006）。CMPG1是Avr9/ Cf-9激发系统的另外一个诱导产物，编码烟草中U-box

型E3连接酶，Rocío等（2006）研究发现该基因及其番茄同源基因在植物细胞防御及疾病抗性

方面至关重要，该基因过表达后Cf-9转基因植株表现出强烈的超敏反应（Rocío et al. 2006）。

丁香假单胞菌（Pseudomonas syringae）蛋白编码基因AvrPtoB转化植物后表现为抑制植物的细

胞程序性死亡（programmed cell death PCD），研究发现该蛋白C-末端是与真核生物E3连接酶

高度同源的U-box和环指结构，将其编码基因中编码E2结合酶结合域的序列突变转化番茄后，

PCD抗性减弱，植物可以恢复免疫系统的应答机制（Janjusevic et al. 2006）。在水稻中Zeng

等（2004）在水稻中利用Spotted leaf 11（spl11）突变体，图位克隆精细定位找到了突变相关

基因Spl11，结构预测发现该基因有一个U-boxARMADILLO重复结构，离体实验证明该基因

编码蛋白有E3连接酶活性。稻瘟病侵染大量诱导该基因表达。因此Zeng等认为该基因与植物

细胞死亡的自我防御机制密切相关（Zeng et al. 2002, 2004）。

泛素化系统是细胞内ATP依赖的蛋白质选择性降解的主要途径，是真核细胞内重要的蛋

白质质控系统，参与细胞凋亡、生物防御、细胞周期以及细胞内信号转导等多种生理过程，

对维持细胞的稳态具有十分重要的意义。该途径在20世纪80年代初期首先被Avram Hershko、

Aaron Ciechanover和Irwin Rose等几位科学家所认识，三人以此项成果共享2004年诺贝尔化学

奖。经过30年的研究，人们对泛素化系统的组成和在生物体内的功能有了深刻的认识，但其

参与多种生理过程的详细作用机理还未被阐明。相信随着技术手段的进步，泛素化系统会逐

渐被揭示，从而丰富人们对细胞凋亡，免疫应答及等一系列生理生化机理的认识。
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第六章 本研究的目的意义

水稻是我国最重要的粮食作物，也是禾谷类作物中基因组最小的一种，与其他作物之间

存在广泛的共线性。随着水稻全基因组测序工作的完成，充分利用水稻功能基因组研究成果，

鉴定、挖掘控制重要农艺性状的一系列新基因及调控因子，并将这些优异基因应用于作物品

种改良，培育高品质，高产量的优良品种。对确保我国粮食安全具有重大的理论意义和实际

意义。

各种突变体库的构建和集中保存，为分子生物学和育种学研究提供了巨大的资源平台。

在此基础上发现并利用突变体，对于揭示水稻重要农艺性状的分子机理、调控途径至关重要。

T-DNA插入或其他转座子法构建突变体库的优势在于，如果连锁分析结果显示突变体是由插

入事件引起，利用 TAIL-PCR 等方法便能迅速找到插入位点，突变基因的确定时间可缩短在

一周以内；如果是由组织培养诱导的突变，则可通过图位克隆的方法寻找突变基因，从而提

高了突变体库的利用效率。图位克隆的方法进行功能基因组研究，不受变异来源所限制，应

用范围广泛。水稻基因组全序列的测定完成，大大降低了图位克隆所需的多态性分子标记的

筛选难度，缩减了成本、提高了效率。自 1995年利用图位克隆的方法找到了水稻白叶枯病抗

性基因 Xa21之后，几十个重要的功能基因如：MOC1、BC1、ALK等均已被鉴定和克隆，在

水稻功能基因组研究中发挥了巨大的作用。

本研究中涉及的三个水稻突变体��性状分别为淡绿叶、温敏型黄绿叶、斑点叶，均来

自于本实验室构建的 T-DNA插入突变体库，遗传学分析和分子鉴定后发现，其突变来源于组

培过程中的体细胞无性系变异并各自由一对单隐性核基因控制。本研究的目的是利用图位克

隆的方法鉴定分离突变相关基因，并进行初步的功能研究。该研究将为克隆目的基因、阐明

基因功能、了解其相应的生化机理及生物学作用途径，奠定理论基础并为突变基因的深入研

究提供线索。
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第二部分 研究报告

第一章 水稻着丝粒附近一个淡绿叶突变相关基因的定位分析

摘要：在本实验室构建的T-DNA插入水稻突变体库中，发现了一个以日本晴为遗传背景的温

度钝感型淡绿叶突变体pgl2（pale green leaf 2 ）。遗传学分析表明该突变性状是由一对单隐性

核基因控制。利用突变体和籼稻品种龙特普杂交，构建F2群体对突变基因进行精细定位。初

定位结果显示目的基因与第8染色体SSR标记RM331连锁度较高，在该标记附近发展了14对

INDEL标记，将突变基因进一步定位于着丝粒上2.37 Mb的区间，并对该区间候选基因进行了

分析。突变体叶绿素的总量与对照相仿，但是叶绿素a/b比值趋于1，明显低于对照。推测突

变基因可能与叶绿素a、b间的转化有关。研究结果为该基因的图位克隆奠定了基础。本文还

就着丝粒中基因定位的引物设计方法进行了讨论。

关键词：着丝粒; 图位克隆; 淡绿叶突变体; 叶绿素a/b

虽然不同的真核生物如拟南芥（Copenhaver et al. 1999, Heslop-Harrison et al. 1999,

Kumekawa et al.2000, Kumekawa et al.2001）、水稻（Cheng et al. 2002, Nagaki et al. 2004, Wu et

al. 2004, Zhang et al. 2004）、玉米（Ananiev et al. 1998, Jin et al. 2004）、果蝇（Sun et al. 1997, Sun

et al. 2003）和人类（Schueler et al. 2001, Rudd et al. 2003）等在着丝粒序列上没有保守性，但

它们的结构特征却很相似，都包含着许多转座元件、卫星重复DNA、着丝粒特异逆转录转座

子、长末端重复序列等，正是由于这些重复片段的大量存在，给着丝粒区间基因序列的完整

克隆、测定以及正确拼接带来了巨大的困难。但是不同物种、同一物种不同染色体之间，重

复序列的长短、重复次数的多少甚至同源性却又存在很大差别（在同一物种中重复序列的同

源性相对较高）（Copenhaver et al. 1999, Cheng et al. 2002, Ananiev et al. 1998, Sun et al. 2003,

Schueler et al. 2001, Waye and Willard 1987, Choo et al. 1991, Kaszas and Birchler 1996, Hosouchi

et al. 2002），这就给重复度比较低的着丝粒序列的研究带来了契机，到目前为止除了水稻第3、

4和第8染色体的着丝粒序列精确测序、正确拼接外，其他着丝粒区间序列的测定仍有待突破

（Yan et al. 2007, Ma et al. 2006, Wu et al. 2004）。对着丝粒中基因功能的研究，其意义不仅在

于对一个基因的阐释，而且还可以研究不同物种，同一物种不同染色体上，发挥相同功能的

着丝粒区间是否也具有相同的功能基因，更重要的是着丝粒中功能基因的鉴定，还可能为常

染色质和异染色质间的转换关系和相互作用的研究提供有价值的线索，进而明确真核生物系

统的进化过程和规律。

叶片是植物进行光合作用，将光能转为化学能的主要器官，各种叶色突变体是研究光合

系统结构、机理及调控机制的理想材料。近年来，利用叶色突变体，在拟南芥中克隆了PIF1

http://www.go2pdf.com


中国农业科学院博士学位论文 第一章水稻着丝粒附近一个淡绿叶突变相关基因的定位分析

38

（Huq et al. 2004）、PCB2（Nakanishi et al. 2005）、DVR（Nagata et al. 2005）、PORB 和 PORC

（Frick et al. 2003）、ATHCOR1（Benedetti and Arruda 2002），在大麦中克隆了Xantha-l基因

（Rzeznicka et al. 2005）。但有关水稻叶色突变相关基因的报道还不多。2003年Jung等首次报

道用T-DNA插入突变的方法，克隆了镁离子螯合酶H亚基(OsCHLH) 基因（Jung et al. 2003），

编码Chlorina-1 和 Chlorina-9的另外两个镁离子螯合酶亚基基因ChlD 和ChlI也已经被克隆

（Zhang et al. 2006）。Lee等则发现了两个与叶绿素a氧化酶高度同源的基因OsCAO1 和

OsCAO2（Lee et al. 2005）。

我们在本实验室构建的T-DNA插入水稻突变体库中发现了一个淡绿叶突变体，该突变体

以日本晴为遗传背景，在整个生育期均表现为淡绿色，同时伴有半矮化、分蘖少、生育期延

迟的表型。遗传学分析表明该突变是由一对单隐性核基因控制的，利用图位克隆法将该基因

定位于第8染色体着丝粒上2.37 Mb的区间。此研究结果不仅验证了着丝粒区间有功能基因的

假说，而且还可能为常染色质序列、异染色质序列以及核外叶绿体基因组序列相互间的进化

关系提供有益的线索。

1材料与方法

1.1材料

1.1.1植物材料

突变体材料来源于本实验室构建的以粳稻品种（Oryza sativa L ssp. japonica）日本晴为遗

传背景的T-DNA插入突变体库（朱正歌等2001）。

1.1.2主要分子生物学试剂、化学试剂和仪器

见附录。

1.2方法

1.2.1突变体的发现及遗传学分析

我们在本实验室构建的T-DNA插入水稻突变体库中发现了一个淡绿叶突变体，对T0代植

株单株收种，T1 代种子播种在中国水稻研究所的试验田里。观察突变体表型。2004年夏以突

变体为母本，籼稻品种龙特普为父本杂交，构建群体。2005年初在海南种植F1代，种子全部

播种，自交后单株收种。2005年夏杭州种植F2代分离群体，统计突变型个体与野生型个体的

分离比。
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1.2.2突变体温敏特性的观察

在已报道的水稻叶色突变体中，很多材料的表型都会受温度影响，不同温度下叶色表现

不同（Chuong and Omura 1982, 舒庆尧等 1996，崔海瑞等 2001，邵继荣等 2004）。为了

明确突变体表型与温度的关系，我们将突变体和非转基因对照植株同时种植于具有相同光质

和光强的温度梯度培养箱(TG-100-A; Nippon Medical & Chemical Instruments, Japan)中，设置

温度为24℃、27℃、30℃、33℃、36℃，观察突变体和对照植株在不同温度下的性状表现。

1.2.3野生型和突变体叶绿素 a、b的测定

以突变体和非转基因对照生长20 d的幼苗新鲜叶片为材料，取0.1~0.5 g，剪成1 cm左右的

片段浸泡于10ml 80%的丙酮溶液中，在26℃的黑暗条件下浸泡48 h。用分光光度计在645 nm

和 663 nm两个波长下测量溶液的光密度，两次重复。按照Arnon等（1949）的方法计算叶片

的总叶绿素（Chl, chlorophyll）、叶绿素a（Chl a）和叶绿素b（Chl b）的含量，公式如下：

chl a=(12.7D663-2.69D645)�V/W

chl b=(22.9D645-4.68D663)�V/W

1.2.4光合作用的测定

孕穗期用LiCor-6400型便携式光合作用测定仪测定突变体以及对照的净光合速率。测定

部位均为主茎或者大分蘖剑叶，人工光源采用水稻饱和光强1500 µmol/（m2�s）的光照条件。

3次重复，每个重复，待读数稳定后分别读取5次，取平均值。

1.2.5水稻总 DNA的提取

按照卢扬江和郑康乐（1992）报道的方法提取转基因水稻的DNA（卢扬江和郑康乐1992）。

Ø 取约100mg新鲜或冻存的水稻幼嫩叶片用液氮速冻后研磨成粉末；

Ø 将粉末转入1.5 ml离心管中，加入700ml 65℃预热的抽提缓冲液（100mM Tris-HCl，

pH 8.0；20mM EDTA；500mM NaCl；2.0% SDS），65℃水浴30～60min，其间不时

振摇混匀；

Ø 加入550ml氯仿异戊醇混合液，其中含4:20:76的异戊醇：乙醇：氯仿（V/V），颠倒

混匀，室温放置几分钟，使其自然分层；

Ø 10000rpm，离心6min取上清液；

Ø 加入500ml预冷异丙醇，小心混匀，静置5min，12000rpm离心5 min

Ø DNA沉淀在70%乙醇中洗一次，晾干后，溶于200¦ÌlTE中；

Ø 凝胶电泳检查DNA质量。
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1.2.6突变体与 T-DNA共分离分析

为了验证该突变是否由T-DNA插入引起，在F2代中取突变型植株和野生型植株各30株以

HPT1(5’-GTTTATCGGCACTTTGCATCG-3’), HPT2(5’-GGAGCATATACGCCCGGAGT-3’)为

引物对选择标记基因HPT进行PCR扩增。15 uL 反应体系中包括20 mmol/LTris-HCl，10

mmol/L (NH4)2SO4，10 mmol/L KCl，2 mmol/L MgCl2，1% Triton X-100，pH 8.8，0.6 U Taq 酶，

0.17 mmol/L dNTPs，0.33 umol/L 引物， 100 ng 模板DNA。ABI 9600 PCR 仪上进行PCR 扩

增，反应条件为：94℃下预变性4 min；94℃下 30s，58℃下30s，72℃下 1 min，35 个循环；

最后在72℃下延伸10 min，预期产物大小为600 bp。扩增产物在1%的琼脂糖凝胶中电泳分离，

溴化乙锭染色紫外灯下观察。

1.2.7突变体抗潮霉素浸泡分析

取处于分蘖期的水稻突变体植株叶片，剪成2-5cm片段置于含潮霉素溶液的培养皿中，并

使叶片和溶液充分接触，在12h光照／12h黑暗、26℃条件下培养，定期观察叶片变色情况，

以判断其抗性水平。检测溶液为含0.5mg/L 6-苄氨基嘌呤（6－BA）及50mg/L潮霉素B的水溶

液。

1.2.8突变相关基因的初定位

在已公布的SSR标记中，选取均匀分布在12条染色体上的213对引物（Temnykh et al. 2001,

McCouch et al. 2002），在两亲本日本晴和龙特普间进行多态性分析，结果发现98对引物的PCR

产物在亲本间表现多态，将筛选到的98对多态性标记用于突变相关基因的初定位分析。引物

由北京奥科生物公司合成。反应体系同上，条件为：94℃下预变性4 min；94℃下 30s，退火

(退火温度随引物各异)30s，72℃下 1 min，30 个循环；72℃下延伸10 min，反应产物用8%垂

直板聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，银染观察（萨母布鲁克等2002）。

1.2.9精细定位标记设计

在 国 际 水 稻 基 因 组 计 划 公 布 的 水 稻 全 基 因 组 序 列 信 息 RGP

(http://rgp.dna.affrc.go.jp/E/index.html) 、 NCBI （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ） Gramene

(http://www.gramene.org/genome_browser/index.html)，和中国华大基因研究中心完成的9311草

图序列（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/oldblast/BLAST/Genome/PlantBlast.shtml?10）基础上，Blast

分析日本晴和9311间序列的差别，利用这些差异借助生物软件Primer Premier 5.0和DNAMAN

设计引物，筛选有多态性的标记，精细定位突变相关基因。引物、PCR体系、产物分析同上。

http://www.gramene.org/genome_browser/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/oldblast/BLAST/Genome/PlantBlast.shtml?10�������ϣ�
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2结果与分析

2.1突变体表型及遗传分析

在T-DNA插入转基因株系Fg10688的T1代中，发现了一些淡绿叶突变体，突变体叶片颜

色在整个生育期均较野生型明显变淡，同时伴有半矮化、分蘖少、生育期延迟等性状（图1-1，

表1-1）。根据表型我们将该突变体命名为pgl2（pale green leaf 2 ）。经统计，T1代50株植株

中有38株野生型个体和12株突变型个体，野生型个体和突变型个体的分离符合3:1的分离假设

（¦Ö2= 0<¦Ö20.05=3.84），T1代突变体后代均表现为淡绿叶，并伴有半矮化、分蘖少、生育期延

迟的性状，野生型单株收获播种，后代有2/3的株系发生性状分离，由此推断该突变可能是由

单基因控制的隐性突变。用突变体和野生型籼稻品种龙特普杂交获得的F1植株均不表现突变

表型，F2随机挑选300株个体进行突变体的遗传分析，结果发现有231株野生型个体和69株突

变型个体，也符合3:1的分离假设（¦Ö2= 0.537<¦Ö20.05=3.84），进一步证实了该突变是由单基因

控制的隐性突变。

2.2突变体与T-DNA共分离分析

为了验证突变体是否由T-DNA插入引起的，潮霉素抗性实验被用于共分离分析。30株突

变体，转基因和非转基因对照植株的叶片被浸泡于潮霉素溶液中，一个星期后，发现非转基

因对照和7株突变体的叶片明显褐化，而剩下的23株突变体和转基因对照植株的叶片仍然保持

绿色。这个结果暗示着突变性状不是由T-DNA插入引起的。

考虑到潮霉素磷酸转移酶基因在转基因植株中可能发生沉默这一事实，我们用PCR的方

法检测潮霉素敏感的突变体是否含有潮霉素磷酸转移酶基因，结果显示所有潮霉素敏感突变

体的DNA均不能扩增出潮霉素磷酸转移酶基因中的目的片段。（图1-2）潮霉素抗性实验和PCR

检测实验的结果均说明突变体的产生和T-DNA插入无关，因此我们考虑用图位克隆法来克隆

PGL2基因。

2.3突变体光合参数的变化

突变体及非转基因野生型对照光合参数的测定结果表明（表1-1），突变体和野生型的叶

绿素总量差异不大，但突变体中叶绿素a的含量减少，仅为对照的70%，而叶绿素b增加为对

照的175%。在正常野生型对照中，叶绿素a/b的值为2.52，而突变体中叶绿素a/b则有较大幅度

的降低，比值趋于1（Chl a/Chl b=1.002）。虽然突变体叶色变淡，但净光合速率却达到23.16

µmol/(m2s)，比野生型亲本提高了21%。
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材料
Material

株高
Plant
height

/cm

播始历

期
Days to
heading

/d

有效分

蘖
Effective

tillers
per plant

叶绿素 a含
量

Chl a
content/mg
�g-1

叶绿素b含
量

Chl b
content/mg
�g-1

叶绿素 a/叶
绿素 b

Chl a /Chl b

叶绿素 a,b总量
Chl a+ Chl b

/mg�g-1

净光合速率
Net photosynthetic

rate
/�mol�m-2.s-1

突变体 pgl2 65.8±1.8 85±0 5.7±0.2 1.66±0.001 1.66±0.001 1.00 3.32 23.16±0.034
日本晴

Nipponbare
93.3±4.4 68±0 12±0.6 2.39±0.003 0.95±0.001 2.52 3.34 19.18±0.549

表1-1突变体pgl2的表型特征

Table1-1.Characterizationofthemutantpgl2

图1-2突变体pgl2叶片的潮霉素片段

PCR扩增结果及潮霉素溶液浸泡结果

Fig.1-2.PCRanalysisofmutant

pgl2andtheresultofhygromycin

resistanceassay

1-12，突变体单株；13，Marker

1-12, mutants; 13, Marker
S: Sensitive; R: Resistant

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

S

R

WT日本晴 pgl2突变体 WT pgl2

图1-1突变体pgl2及其野生型亲本日本晴在苗期的表型

Fig.1-1.Phenotypesofthemutantpgl2andwildtypeatseedlingstage

http://www.go2pdf.com


中国农业科学院博士学位论文 第一章水稻着丝粒附近一个淡绿叶突变相关基因的定位分析

43

不同温度条件下生长的突变体和非转基因野生型对照观察结果表明，该突变体对温度钝

感，在5个不同温度条件下，叶色无明显变化（资料未显示）。

2.4PGL2基因的染色体定位

利用筛选到的98对多态性标记对21个F2的突变型单株进行初定位分析，结果发现目的基

因与第8染色体的标记RM331表现紧密连锁，21个单株全部扩增出与日本晴对照相同的带型

（图1-3），这说明突变相关基因PGL2与标记RM331在同一染色体上且距离较近。

2.5PGL2基因的精细定位

利用已公布的日本晴和9311序列，Blast分析其差别，并近似认为这些差别在日本晴和另

一籼稻品种龙特普间也存在，借助生物软件Primer Premier 5.0和DNAMAN，在RM331两边设

计了49对INDEL引物，经过两亲本间多态性筛选，结果找到14对在日本晴和龙特普间有多态

表现的分子标记（表1-2），利用这些标记分析了384个F2突变型单株和4390个F3突变型单株。

最后将PGL2基因定位于着丝粒附近分子标记PH72和PH78之间约2.37Mb的范围内，其中在

PH72侧有2个交换，PH78侧有1个交换。其他标记的交换数见图1-4。

3讨论

有研究结果表明，在水稻的12条染色体序列中，第8染色体着丝粒区间的序列重复度相对

最低，荧光原位杂交（FISH）实验结果显示卫星重复序列的长度大约只有64 kb（Cheng et al.

2002）。通过利用水稻EST序列和着丝粒特异卫星序列构建酵母人工染色体跨叠克隆群，进

行染色体作图，Wu等认为，第8染色体上着丝粒区间大约有2 Mb，位于遗传图谱54.3 cM处（Wu

et al. 2002）。Nagaki等在对1.65 Mb的序列分析后发现，在此区间内存在有47个假设的基因，

其中14个存在于着丝粒的异染色质区，而在这14个基因中至少有4个是功能基因，这一结果改

变了人们认为异染色质无功能基因的传统观点（Nagaki et al. 2004, Sun et al. 1997, Schueler et

al. 2001, Hosouchi et al. 2002）。与此同时，Wu等也对第8染色体着丝粒区间的序列进行较为

精细的序列测定及结构研究，在他们研究的约1.97 Mb的区间内，有201个开放阅读框架

（ORF），48个基因的序列有全长cDNA支持或其表达产物与已知蛋白有较高的同源性，其中

图1-3初定位结果中标记RM331与PGL2基因连锁

Fig1-3.SSRmarkerRM331islinkedwiththepgl2locusinprimarymapping.

1-日本晴；2-龙特普；3-F1（pgl2×龙特普）；4 ~24-F2突变型单株。

1， Nipponbare; 2， Longtepu; 3，F1（ pgl2�Longtepu）; 4-24, Mutant individuals in F2 population

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
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在CentO重复簇附近（分别约为8kb，4kb）存在着两个假设的功能基因分别编码TGF-beta 互

作受体蛋白和叶绿体前体缺陷蛋白（Wu et al. 2004）。虽然关于CEN8的研究已经很多，但是

到目前为止CEN8区间究竟有多长，还没有被明确界定。

注：以上序列及染色体位置信息均来自于 NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Note: Information comes from NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

分子标记

Marker
引物序列

Primer sequence
物理距离

Physical distance /Mb
PH87 TCCCTGGTGTTACAATCAT

TGGCATCTCCGAATCAAAA
9.064

PH7-1 GCAGGGAAAAAATACAGCA
ACTAGCAAAATTGAAAGCC

9.524

PH7-2 TTGGATCGTCTCCCTCAA
CTCCCATGCCTTCTTCTC

10.950

PH72 CAATAGTCAACCAAAGATAA
GAAAGAAAAGAAGGGAGATA

11.782

PH56 TAAGATAGCCACTGATAAAGT
GAATATGTGAGAGTAAGCATG

12.009

PH74 GCACTGATTCTGTGGTGGTA
CTTCGTTAGCCTCATGTCTG

12.258

RM331 GAACCAGAGGACAAAAATGC
CATCATACATTTGCAGCCAG

12.288

PH75 AAGAAGCGGCAATTATAGACCC
CTGCAACCCTCAACCAAACG

12.711

PH77 AATGTTGCGGAAATATCTGG
GGCTTACTCGGTGATGATTG

13.809

PH78 CAACAGTGAATCTGCATATTG
TTATGGATTTATGACCTGCTC

14.153

PH79 GAGCCCTATCTAGCGTCACTG
ATAGAAGCACCCGCCAATCGT

14.412

PH80 AGGAAATAATTGTCCATAAC
CAACTCAAAAGGTAAAACTG

14.732

PH7-5 CAAACCGCACTGCTCACT
AGGATGCACAGCCTACCG

15.098

PH7-6 GGGAGCTGCTGCATCGTCA
CGCTGTTGGTCGCTGTCTGTC

15.652

PH7-8 ACCGAAGTAGGCCAAGAT
TTGAGAAAACCAGGGTGC

17.118

表1-2PGL2基因精细定位所用分子标记

Table1-2.MarkersusedforfinemappingofthePGL2gene

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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随着国际水稻基因组计划的圆满完成，利用图位克隆的方法克隆基因已经变得越来越快

捷、高效，但是着丝粒区间序列的高度重复性，同源性不仅给序列的测定、拼接带来了困难，

同时也极大地限制了分子标记的开发，在引物设计的过程中，经常会出现一对引物有多个匹

配位点的情况，严重干扰了分子标记位置的确定，所以到目前为止克隆着丝粒区间的基因，

仍然是一项极具挑战性的工作。本研究在初定位的基础上，利用自行开发设计的INDEL引物

将PGL2基因定位于第8染色体着丝粒附近2.37 Mb的区间内，此结果为该基因的最终克隆提供

了一个较为精细的候选区间，可以通过基因预测，大大减少后期基因测序和RNA干涉的工作

量。在引物设计的过程中，我们的经验是尽量避免在水稻特异大片段重复的区间（如CENO）

设计引物，根据Nagaki等、Wu等对CEN8的分析结果（Nagaki et al. 2004, Wu et al. 2004），我

们发现在预测的ORF中设计的引物多态率较高，而位于CENO，TE，LTR等序列上的引物通

常不容易得到多态表现。此外，INDEL引物的设计应尽量找两亲本间差别约在10~20个碱基的

区段，太大或太小的差别所设计的引物多态率都较低。

PGL2基因的定位区间与Wu等测序区间的比较结果如图1-5，遗传距离均为54.3 cM（Wu et

al. 2004）。根据精确测序和基因预测结果，在此区间，除了1.97 Mb内预测的48个假设基因外，

其余6个BAC/PAC上预测的有cDNA全长支持的基因还有17个（表1-3）。在已有的预测结果

中，由于候选基因较多，而且大多数的预测基因都编码未知蛋白或是假设蛋白，尚未发现有

与叶绿素合成和降解途径有关的基因，所以PGL2基因功能还不能确定。

Chr.8

图1-4第8染色体上的PGL2基因物理图谱

Fig.1-4.Physicalmaparoundthepgl2locusonchr.8

着丝粒区间（1.65M Nagaki et
al. 2004, 1.97M Wu et al.
2004）

PH87

PH7-1

PH72

PH78

PH80

PH7-5

RM331

PH74

PH75

物理距离
Distance /Mb

重组个体
No. of

recombinants

PH7-8

PGL2 基因定位
区间（2.37Mb）

9.064

9.524

14.153

12.258

15.098

11.782

12.288

12.711

17.118

14.732

83/4590

49/4590

10/4590

1/4590

2/4590

0/4590

0/4590

分子标记
Marker
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叶绿素合成过程比较明确，首先合成叶绿素a，再通过叶绿素a氧化酶的作用形成叶绿素b。

叶绿素a氧化酶也能将叶绿酸a(chlorophyllide a) 直接氧化为叶绿酸b(chlorophyllide b)，然后再

转化为叶绿素b。此外，在叶绿素b还原酶的作用下，叶绿素b也能转换为叶绿素a，叶绿素a氧

化酶、叶绿素b还原酶和羟基叶绿素a还原酶共同调控叶绿素a和叶绿素b的比例（Eckhardt et al.

2004, Grossman et al. 2004）。由我们的实验结果可以看出，突变体和野生型的叶绿素总量差

异不大，但突变体中Chl a/Chl b的比值趋近于1，这提示有更多的叶绿素a被转化为叶绿素b，

因此，我们推测引发突变的基因可能与叶绿素a，b间的转化有关。但是，PGL2基因在水稻叶

色变化过程中究竟起怎样的作用，还有待更为深入的研究来验证。pgl2突变体的发现、定位

及候选基因的分析将有助于人们对CEN8上的基因在水稻生长、发育过程中的作用，以及在水

稻进化中序列变化情况的了解。

OJ1705_A03

OJ1212_C09 OJ1136_D12

P0005C02

P0048E12

OSJNBa0078D03

1.97Mb（Wu et al. 2004）

图1-5PGL2基因定位区间与现有精确测序的着丝粒区间位置比较

Fig.1-5.ThePGL2genetargetregionandreportedcentromericregion

PGL2基因定位区间（2.37Mb）
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注：以上数据信息均来自于 http://rgp.dna.affrc.go.jp/E/index.html
Note: Information comes from http://rgp.dna.affrc.go.jp/E/index.html

BAC/PAC 功能预测(Predicted Function ) cDNA

OJ1705_A03 ATP结合蛋白

putative ATP binding

AK073881

未知蛋白

unknown protein

AK069295

未知蛋白

unknown protein

AK062297

苏氨酰- tRNA合成酶 (苏氨酸-tRNA 连接酶) (ThrRS)

putative Threonyl-tRNA synthetase (Threonine--tRNA ligase) (ThrRS)

AK070378

AK059095

OJ1212_C09 NBS-LRR 抗病蛋白

putative NBS-LRR disease resistance protein homologue

AK066438

OJ1136_D12 未知蛋白

unknown protein similar to cyclase-like protein

AK108030

酪氨酰-tRNA合成酶

putative Tyrosyl-tRNA synthetase

AK101379

AK101530

RNA / 核酸结合蛋白

putative RNA binding / nucleic acid binding

AK121802

AK104999

ATOPT1; 多肽转运蛋白

putative ATOPT1; oligopeptide transporter

AK121257

未知蛋白

unknown protein

AK069354

P0005C02 未知蛋白

unknown protein similar to endoribonuclease E-like protein

AK099426

AK059447

未知蛋白

unknown protein

AK107815

类似于成束蛋白的阿拉伯半乳聚糖蛋白1

putative FLA1 (fasciclin-like arabinogalactan-protein 1)

AK068096

AK104404

P0048E12 未知蛋白

unknown protein similar to porin-like protein

AK120116

ATPPT1;异戊烯转移酶

putative ATPPT1; prenyltransferase

AK069839

未知蛋白

unknown protein similar to signal recognition particle 68K protein

AK064573

OSJNBa0078D03 参与电子转运和金属离子结合的蛋白

putative electron transporter/ metal ion binding

AK068722

AK104226

表 1-3 PGL2基因定位区间内其余六个 BAC/PAC上的预测基因
Table 1-3.Predicted genes in other six BAC/PAC clones in the PGL2 gene target region
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第二章 一个温敏型水稻黄绿叶突变相关基因的精细定

位与功能研究

摘要：在本实验室构建的T-DNA插入水稻突变体库中，发现了一个以日本晴为遗传背景的温

度敏感型黄绿叶突变体ypgl1(t)（yellow pale green leaf 1, temporally）。遗传学分析表明该
突变性状是由一对单隐性核基因控制。潮霉素PCR扩增结果显示，该突变并非由T-DNA插入

引起。利用突变体和籼稻品种龙特普杂交，构建F2群体对突变基因进行精细定位。初定位结

果显示目的基因与第7染色体SSR标记RM11连锁度较高，根据初定位的结果在设计RM11附近

进一步发展了22对INDEL标记，将突变基因进一步定位于INDEL标记YT6132和YT614之间

10.3kb的序列内，该区间有两个预测基因均编码未知蛋白，测序结果显示Ypgl1(t)（KOME

Accession No. AK062845）基因发生54个碱基的缺失突变，利用生物信息学工具，根据基因结

构进行功能预测，结果显示该基因编码一个介导蛋白互作的锚蛋白。RT-PCR证明突变体中

Ypgl1(t)仍可正常表达。突变体与野生型电镜观察显示前者叶绿体发育异常，嗜锇滴大量集聚。

温控试验结果表明，该突变体在≤30℃的温度条件生长时，表现为明显的黄叶表型，但当温

度≥33℃时则转变为淡绿色。突变体叶绿素a、b的含量均大幅减少，24℃时，叶绿素b减幅大

于叶绿素a，造成叶绿素a/b比值达到19.2，随着温度上升叶绿素b快速增加，33℃以后叶绿素

a/b比值基本趋于正常（3左右），野生型叶绿素a、b的含量和a/b比值变化不大。

关键词：图位克隆; 温度敏感型黄绿叶突变体; 锚蛋白

1材料与方法

1.1材料

1.1.1植物材料

我们在本实验室构建的以粳稻品种（Oryza sativa L ssp. japonica）日本晴为遗传背景的

T-DNA插入突变体库中发现了一个温度敏感型黄绿叶突变体，对T0代植株单株收种，T1 代

种子播种于试验田，观察突变体表型。2004年夏以突变体为母本，籼稻品种龙特普为父本杂

交，构建群体。2005年初在海南种植F1代，种子全部播种，自交后单株收种。2005年夏杭州

种植F2代分离群体，统计突变型个体与野生型个体的分离比。

1.1.2质粒

干涉载体主骨架来自于TaKaRa公司pANDA35HK质粒（见图2-1）。
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1.1.3菌株

大肠杆菌菌株 E. coli DH5¦Á

根癌农杆菌菌株 EHA105

1.1.4主要分子生物学试剂、化学试剂和仪器

见附录。

1.2方法

1.2.1水稻总 RNA的提取

参照上海生工生物工程有限公司RNA提取试剂盒操作说明稍加修改提取水稻总RNA。具体步

骤如下：

Ø 称取100 mg左右材料于研钵中，在液氮迅速下研磨成粉末；

Ø 1.5ml离心管收集粉末，加入50℃预热的450¦Ìl RLT提取缓冲液，涡旋混匀；

Ø 加0.5倍体积的无水乙醇，温和混匀；

Ø 12000rpm离心2min，弃杂质，取上清；

Ø 将上清夜转入EZ spin柱（套放在2ml收集管上）中，12000rpm离心2min，弃废液；

Ø 加500¦Ìl RW缓冲液到EZ spin柱，120000rpm离心1min，弃收集管；

Ø 将柱子转移到一新的1.5ml收集管上，向柱子中加入500¦Ìl RPE缓冲液，12000rpm离1min，

弃废液；

Ø 将柱子转移到一新的1.5ml收集管中，12000rpm再次离心1min，弃废液；

Ø 最后转移柱子到新的1.5ml收集管，在柱子中央50¦Ìl RNase-free水，50℃温育2min，12000rpm

离心1min；

NPT HPT 35S attR
gus

linker attR T

attR

attR1 attR2CmR ccdB

1.7Kbp

图2-1RNA干涉载体主骨架pANDA35HK的T-DNA区段

Fig2-1T-DNAregionofRNAivectorpANDA35HK
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Ø 1% 甲醛变性胶电泳检测RNA的完整性。

1.2.2RT-PCR检测

所得RNA样品用RNase-free的Dnase于37℃下消化30 min，消化体系包括：40 mmol/L

Tris-HCl（pH 8.0） 10 mmol/L MgSO4，1 mmol/L CaCl2，1 U RQ1 RNase-Free DNase，300 ng

模板total RNA。然后加1 μL RQ1 DNase Stop Solution(20 mmol/L EGTA pH 8.0) 于65℃下10

min，终止反应。RQ1 RNase-Free DNase消化后的RNA样品进行反转录反应，反应体系包括：

5 mmol/L MgCl2，10 mmol/L Tris-HCl pH 8.3，50 mmol/L KCl，1 mmol/L each dNTP Mixture，

10 U RNase Inhibitor，2.5 U AMV Reverse Transcriptase，2.5 pmol/μL Random 9 mers，120 ng

total RNA模板。按如下条件反应：30℃下 10 min；42℃下 30 min；99℃下5 min；5℃下5 min。

反转录产物进行PCR扩增，50μL反应体系包括：5�PCR buffer 10μL(TaKaRa)，5 U TaKaRa

Ex TaqTM HS , 0.33 μmol/L Primer, 反转录cDNA第一链反应产物 5 μL（约60 ng）。ABI 9600

PCR 仪上进行PCR 扩增，反应条件为：94℃下预变性4 min；94℃下 30s，退火(退火温度随

引物各异)30s，72℃下 1 min，40个循环；最后在72℃下延伸10 min。扩增产物在1%的琼脂

糖凝胶中电泳分离，溴化乙锭染色紫外灯下观察。

1.2.3野生型与突变体叶绿体的电镜观察

Ø 分别取野生型与突变体新鲜剑叶叶片，用双面刀片切成1 mm×3 mm 小片；

Ø 2.5%戊二醛（pH 7.3-7.4）4℃下预固定过夜（固定时抽真空使叶片下沉）；

Ø 0.1mol/ L 磷酸缓冲液（PB，pH 7.0）漂洗3次，每次15 min，然后用1%四氧化锇后固定2 h；

Ø 0.1 mol/ L PB（pH7.0）漂洗，乙醇系列脱水，Spurr’低粘度环氧树脂渗透和包埋，70℃聚合；

Ø 包埋材料在Reichart-Jung ULTRACUT E 型超薄切片机上切片，用醋酸双氧铀和柠檬酸铅双

染色，在日本电子JEOL 公司的JEM-1230 透射电镜下观察叶绿体细胞；

Ø 加速电压为80 kV，用Gatan公司782 型CCD 相机记录图像。

1.2.4野生型和突变体叶绿素 a、b，类胡萝卜素的测定

以突变体和非转基因对照生长20 d的幼苗新鲜叶片为材料，取0.1~0.5 g，剪成1 cm左右的

片段浸泡于10mL 80%的丙酮溶液中，在26℃的黑暗条件下浸泡48 h。用分光光度计在470 nm,

645 nm和 663 nm三个波长下测量溶液的光密度，两次重复。按照Arnon等（1949）的方法计

算叶片的总叶绿素（Chl, chlorophyll）、叶绿素a（Chl a）和叶绿素b（Chl b）的含量。根据

Wellburn 的方法计算叶片类胡萝卜素的含量(Wellburn 1994)，公式如下：

chl a=(12.7D663-2.69D645)�V/W

chl b=(22.9D645-4.68D663)�V/W

car=(1000D470�V/W-3.27chl a-104chl b)/198
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1.2.5野生型与突变体叶片石蜡切片观察

石蜡切片制作步骤如下：叶片在FAA中固定后作如下处理

Ø 脱水：经70%、85%、95%、100%、100%各级酒精处理脱水至纯酒精；

Ø 透明：经1/2纯酒精+1/2二甲苯至纯二甲苯每级停留2-6小时，在酒精、二甲苯各半时，加入

少许番红干粉，给材料着色，使其石蜡中可见；

Ø 浸蜡：在装有材料的纯二甲苯中，加入纯石蜡粉。其具体方法为：用单面刀片刮取石蜡屑，

加入量以先少后多为宜，一般分2-3次加入，每加一次后放回恒温箱，控制在38-40 ℃之间，

使石蜡融化包埋；

Ø 包埋：包埋之前，准备一个镊子，一盆冷水，酒精灯及火柴，放在温箱旁。然后准备包埋

用的纸盒，纸盒必须用较硬而光滑的纸折成。纸盒的大小可根据材料的大小及多少而定。包

埋用的纸盒折叠成小船型。包埋时将融化的石蜡连同材料一起倾于纸盒内，然后将镊子或解

剖针在酒精灯上烧热，迅速把材料按需要的切面排列整齐。然后平平放入冷水中，使其很快

凝固；

Ø 切片：切片时，把切片刀和刀架装好，再把小木块夹在固着装置上，调整固着装置，使材

料的切面与切片刀口平行，材料的纵轴必须与刀口垂直，否则切片不正。调整厚度标志器，

使所指刻度正适合所要厚度，然后左手持毛笔，右手转动切片机进行切片；

Ø 粘片：将彻底洗净的载玻片涂上一小滴粘贴剂。将粘贴剂用小指涂匀，然后加几滴3%福尔

马林或蒸馏水，用针或解剖刀轻轻将蜡片放在液面上。然后将带有蜡片的载玻片放在温台上。

蜡片受热后，即慢慢伸直。完全伸直后，即用解剖针把材料在载玻片上的位置放好，再用吸

水纸将多余的水吸去，放在温台上表面烤干。可放于30℃温箱中一昼夜加速其干燥；。

Ø 脱蜡：将切片放于纯二甲苯中5-10分钟，脱去材料周围的蜡，若镜检时发现蜡未脱干净可

重复；

Ø 镜检拍照

1.2.6DNA片断的回收

本研究采用QIAGEN公司的QIAquick Gel Extraction Kit从胶中回收目的片段。操作如下：

Ø DNA酶切产物电泳后，用一干净锋利刀片从凝胶割取目的片段带；

Ø 加入3倍胶体积的QG缓冲液；

Ø 50℃ 10min以熔解凝胶；

Ø 加入1倍胶体积的异丙醇，混匀；

Ø 将以上样品转至QIAquick离心柱，离心柱置于2ml收集管上，12000rpm 离心1min；

Ø 弃去滤过液，加0.5ml QG缓冲液于离心柱中，离心1min；

Ø 用0.75ml PE缓冲液洗柱，室温静置5min，12000rpm离心1min，除去滤过液；

Ø 12000rpm再离心1次以彻底去除PE缓冲液；

Ø 加入20µl ddH2O溶解DNA，37℃静置10min后，14000rpm离心1min，收集滤液即为DNA片

段溶液，取适量溶液电泳，估计其浓度。
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1.2.7连接反应

连接反应体系如下：

连接反应体系 加入量

线性载体DNA 20ng

外源片断 200ng

10�连接缓冲液 2¦Ìl

T4 DNA ligase 1¦Ìl（5u）

ddH2O to 20¦Ìl

在1.5ml Eppendorf离心管中依次加入上述成分以后，离心混匀，于16℃连接过夜，65℃

灭活10min。

1.2.8大肠杆菌 E.coliDH5¦Á感受态制备（CaCl2法）及转化（热击

法）

Ø 取DH5¦Á单菌落接种于5ml LB液体培养基中，37℃，250rpm振荡培养过夜；

Ø 1：100转接菌液于500ml LB液体培养基，37℃，250rpm振荡培养过夜3h；

Ø 冰浴10min后，4000rpm，4℃10min离心收集菌体；

Ø 弃上清，加入冰预冷的0.1mol/L CaCl2重悬沉淀；

Ø 4000rpm，4℃10min离心收集菌体，弃上清，加入冰预冷的0.1mol/L CaCl2再次重悬沉淀；

Ø 菌液冰浴30min，其间不时晃动，保证菌体降温均匀；

Ø 4000rpm，4℃10min离心收集菌体；

Ø 加入30%甘油和0.2mol.L-1 CaCl2重悬菌体，150¦ÌL/管分装于1.5ml冰冷的无菌离心管，迅速

液氮冷冻，-80℃超低温冰箱保存；

Ø 取1管感受态细胞，手握融化，加入连接产物冰浴30min；

Ø 热击90s，迅速放入冰中，加入800¦ÌLSOC；

Ø 37℃，250rpm振荡培养1h后涂含有相应抗生素的平板；

Ø 平板37℃，培养16h，挑单克隆，鉴定阳性重组子。

1.2.9碱裂解法提取质粒

Ø 取培养好的携带质粒 DNA 的菌液 1.5ml，4℃ 10000rpm 离心 2min，弃上清，将离心管倒

置使上清液全部流尽；

Ø 用 100µl溶液Ⅰ充分悬浮菌体细胞；

Ø 加入 200µl 新配制的溶液Ⅱ，盖紧管盖，缓缓地颠倒离心管数次，以充分混匀内容物，冰

浴 10min；

Ø 加 300µl预冷的溶液Ⅲ，摇动离心管数次以混匀内容物，冰上放置 15min，此时应形成白色
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絮状沉淀；

Ø 4℃下 10000rpm离心 10min，取上清液；

Ø 加入等体积的饱和酚/氯仿（1:1），振荡混匀，4℃下 12000rpm离心 10min；

Ø 取上层水相，加入 2倍体积的冰冷无水乙醇，-20℃放置 30min。4℃下 12000rpm离心 20min，

去上清，沉淀用冰冷的 70%乙醇洗涤；

Ø 沉淀真空抽干，溶于 20µl TE或水中。

1.2.10农杆菌感受态细胞的制备 （热击）

Ø 取农杆菌单菌落接种于5ml含有20mg/ml利福平的YM液体培养基中，28℃，140rpm振荡培

养过夜；

Ø 2ml菌液转入50mlYM培养基中继续振荡培养至OD600＝0.5；

Ø 将菌液转入无菌离心管，4℃下4000rpm离心8min收集菌体；

Ø 菌体用5ml预冷的TE（pH7.5）洗一次，加入5ml新鲜的YM培养基重新悬浮；

Ø 200¦Ìl/管分装于1.5ml Eppendorf管中，用液氮迅速冷冻后，-80℃超低温冰箱保存；

1.2.11植物表达载体导入农杆菌感受态细胞

Ø 取农杆菌感受态细胞室温解冻以后，加入1¦Ìg质粒DNA，混匀；

Ø 依次于冰浴、液氮和37℃水浴中各置5min；

Ø 加入800¦Ìl新鲜的YM培养基，于28℃振荡培养4h；

Ø 取200¦Ìl涂布于含相应抗生素（50mg/L）的YM培养基上，28℃培养2-3天。

1.2.12农杆菌转化水稻

基因转化方法参照Hiei等的方法并加以修改。取开花后12~15d左右的稻穗脱粒，表面灭

菌后接种在NB培养基上，26℃下暗培养诱导愈伤组织。约5~7d后取愈伤组织在相同条件下继

代培养，用于共培养。农杆菌于含50 mg/L卡那霉素(Kan)的YM平板上划线，28℃下黑暗培养

3d，用金属匙收集农杆菌菌体，将其悬浮于共培养CM液体培养基中，调整菌体浓度至OD600

为0.3~0.5，加入乙酰丁香酮（AS，终浓度为100 mmol/L）, 即为共培养转化水稻用的农杆菌

悬浮液。将继代培养4d后的愈伤组织浸于此菌液中，20min后取出并用无菌滤纸吸去多余菌液，

随即转入铺有无菌滤纸的固体培养基上，于26℃下暗培养2~3d。共培养后的愈伤组织在含

50mg/ L潮霉素的筛选培养基上，26℃下暗培养14d，再转到新鲜配制的筛选培养基上继续筛

选14d。然后选择生长旺盛的抗性愈伤组织转移到含有50mg/L潮霉素的分化培养基上，暗培

养3d后转至15h/d光照条件下培养，再生的小苗在1/2MS上生根壮苗两周左右。选择高约10cm、

根系发达的小苗，按编号移栽入土。

本研究所涉及的其他试验方法请见第一章
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2.结果与分析

2.1突变体表型

2004年夏在播种于中国水稻所富阳基地农场的T-DNA插入转基因株系V1257的T1代中，

发现了一个黄绿叶突变体，在T1代群体中，突变体表现为：苗期（5月中下旬到6月下旬温度

偏低）叶片亮黄色（图2-2C），营养生长期（7月初到8月底）随着温度的升高，叶片颜色逐

渐转变为淡绿色，同时伴有半矮化性状，但分蘖数与对照差异不大（图2-2A），生殖生长期

（9月初）突变体抽穗明显晚于对照，从播种到抽穗生长时间可达92天。由于9月以后温度开

始回落，在突然降温的条件下，突变体会出现原有叶片淡绿色，新生叶片黄色的情况（图2-2B）。

在海南陵水试验场连续三年播种突变体，苗期仍表现黄叶性状，且颜色更为鲜艳，偏向于橙

色，但插秧后迅速死亡，无法完成全生育期（表2-1）。

为了确定突变体颜色变化的温度临界值，我们将突变体和野生型对照植株分别播种于相

同光周期和光密度，但不同温度（24°C-36°C）的温度梯度培养箱中。当突变体生长温度≤30°C

时可以清楚地观察到突变体表现为黄叶表型，然而当突变体生长温度上升到≥33°C时，突变

体则表现为淡绿色 (图2-3)。根据表型我们将该突变体命名为ypgl1(t)（yellow pale green leaf 1,

temporally）。

2.2突变体的遗传学分析

经统计，突变株系V1257的T1代群体78株植株中，有57株野生型个体和21株突变型个体，

野生型和突变型的分离符合3:1的分离假设（¦Ö2=0.154<¦Ö20.05=3.84）。T1代突变体后代表型遗

传稳定，野生型单株收获播种，后代有2/3的株系发生性状分离，由此推断该突变可能是由单

基因控制的隐性突变。

用突变体和野生型籼稻品种龙特普杂交获得的F1植株均不表现突变表型，随机挑选300

株F2代个体用于突变体的遗传分析，有216株野生型个体和84株突变型个体F2群体同样也符合

3:1的分离假设（¦Ö2=1.44<¦Ö20.05=3.84）,进一步证实该突变是由单基因控制的隐性突变。
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表2-1突变体ypgl1(t)的表型特征

Table2-1.Characterizationofthemutantypgl1(t)

材料

Material

株高

Plant height

/cm

播始历期

Days to heading

/d

有效分蘖

Effective tillers

per plant

突变体 ypgl1(t) 72.8±0.6 92±0 11±0.6

日本晴 Nipponbare 93.3±4.4 68±0 12±0.6

图2-2突变体ypgl1(t)及其野生型亲本日本晴的表型

Fig.2-2.Phenotypesofthemutantypgl1(t)andthewildtypeatheadingstage

A：突变体 ypgl1(t)及其野生型亲本日本晴在抽穗期的表型；B：突变体 ypgl1(t)在突遇降温时的表型；C：突变体 ypgl1(t)苗期田间的

表型

A: Phenotypes of the mutant ypgl1(t) and the wild type at heading stage; B: Phenotypes of the mutant ypgl1(t) at heading stage after

temperature lowering sharply ; C: Phenotypes of the mutant ypgl1(t) at seeding stage in paddy field

ypgl1(t) WT

图 2-3在不同的生长温度下，发芽后生长7d的野生型和ypgl1(t)突变体植株的表型

Fig2-3Phenotypesofwildtype(WT)andtheypgl1(t)mutant(M)grownfor

7daftergerminationunderdifferenttemperatures

24℃ 27℃ 30℃ 33℃ 36℃
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2.3突变体与T-DNA共分离分析

在F2群体中取突变型植株和野生型植株各30株，分别进行选择标记基因HPT的PCR扩增

及潮霉素溶液浸泡，结果显示该突变性状与T-DNA各自独立分离，不存在共分离关系，表明

该突变不是由插入引起。

2.4突变体不同温度下叶绿素、类胡萝卜素含量的变化

突变体及非转基因野生型对照在不同温度条件下叶绿素含量的测定结果表明（表2-2），

突变体叶绿素总量明显少于野生型。叶绿素a/b比值随温度的升高，由24℃的19.21逐渐降低，

类胡萝卜素含量在低温情况下高于对照，33℃以后二者均与野生型对照基本一致，但叶绿素

总含量仍低于野生型。

2.5不同温度条件下突变体与野生型叶绿体电镜观察及叶片切片观察

嗜锇滴的主要成分是亲脂性的醌类物质，在叶绿体中起脂类仓库的作用。当叶绿体发育正常，

片层合成需要脂类时，便从嗜锇滴调用，嗜锇滴减少，通过同化作用产生淀粉粒；反之片层合成

受阻，嗜锇滴就会大量集聚，伴随光能利用率降低，淀粉粒合成减少甚至停止。不同温度下生长

的突变体与野生型叶片取样，电镜下观察叶绿体形态。如图2-4所示，24℃时突变体细胞中几乎没

有可见的淀粉粒，且嗜锇滴数目增加大量集聚；33℃时叶绿体中出现了淀粉粒，且嗜锇滴数目较

24℃有所减少，但仍多于野生型对照；在两种温度条件下对照叶绿体中淀粉粒和嗜锇滴数目变化

不大。因此我们认为目的基因的突变造成植物叶绿体发育异常，但是随着温度的升高，突变对植

物的影响有减弱的趋势，但不会完全被温度补偿。石蜡切片观察结果显示，不同温度条件下突变

体与对照在主脉、侧脉形态、侧脉间距方面均无明显差异（资料未显示）。

表2-2不同的生长温度下，发芽后生长10d的ypgl1(t)突变体和野生型叶绿素、类胡萝卜素的含量[mg/g]

Table2-2Chlorophylla(Chla)，chlorophyllb(Chlb)andcarotenoidcontents[mg/g]inypgl1(t)mutant

andwildtypecultivarNipponbaregrownfor10daftergerminationunderdifferenttemperatures

环境温度 (°C)

Temperature of environment (°C)
材料

Material

色素

Pigment
36 33 30 27 24

Chl a 0.170 0.190 0.221 0.229 0.186

Chl b 0.068 0.062 0.047 0.013 0.010

Chl a+Chl b 0.237 0.256 0.268 0.240 0.195

Chl a/ Chl b 2.513 3.147 4.702 17.880 19.210

突变体

ypgl1(t)

Caro 0.100 0.196 0.349 0.496 0.676

Chl a 0.528 0.901 1.281 1.477 1.548

Chl b 0.238 0.355 0.509 0.688 0.590

Chl a+Chl b 0.765 1.256 1.790 2.165 2.137

Chl a/ Chl b 2.232 2.550 2.529 2.157 2.636

野生型

日本晴

Caro 0.098 0.158 0.239 0.265 0.278

http://www.go2pdf.com


中国农业科学院博士学位论文 第二章 一个温敏型水稻黄绿叶突变相关基因的精细定为与功能研究

57

2.6Ypgl1(t)基因的初定位分析

利用筛选到的98对多态性标记对21个F2的突变型单株进行初定位分析，结果发现第7染色

体的SSR标记RM11与目的基因连锁度较高，21个单株中有2个单交换，其余19个均扩增出与

日本晴对照相同的带型（图2-5A），这说明突变相关基因Ypgl1(t) 与标记RM11在同一染色体

上。

2.7Ypgl1(t)基因的精细定位

利用已公布的日本晴和9311序列，Blast分析其差别，并近似认为这些差别在日本晴和另

一籼稻品种龙特普间也存在，借助生物软件Primer Premier 5.0和DNAMAN，在RM11两边设

计了53对SSR和INDEL引物，经过两亲本间多态性筛选，结果找到22对在日本晴和龙特普间

图2-4不同温度条件下突变体与野生型叶绿体电镜观察

Fig2-4Electronmicroscopicanalysisoftheypgl1(t)mutantandwild-typechloroplastsatdifferent

temperature

A，B 为 24℃温度条件下突变体；C，D 为 24℃温度条件下野生型对照；E，F 为 33℃温度条件下突变体；G，H

为 33℃温度条件下野生型对照；S为淀粉颗粒；O为嗜锇颗粒

A and B are sections of ypgl1(t) mutant chloroplasts at 24℃; C and D are sections of wild-type chloroplasts at 24℃;.E and

F are sections of ypgl1(t) mutant chloroplasts at 33℃; G and H are sections of wild-type chloroplasts at 33℃; S, starch

granule; O，osmiophilic droplet
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有多态表现的分子标记（表2-3）。在初定位的基础上，利用新设计的分子标记进一步分析，

将Ypgl1(t)基因定位于标记YT6-1和YT6-4之间。用INDEL标记YT6-1和YT6-12筛选了420个F2

突变型单株和4719个F3突变型单株（图2-5B，C）。最后将Ypgl1(t)基因定位于分子标记YT6132

和YT614之间约10.3kb的范围内，其中在YT6132侧有3个交换，YT614侧有1个交换。其他标

记的交换数见图2-6。

图2-5与Ypgl1(t)基因连锁的分子标记和筛选Ypgl1(t)基因和分子标记间发生交换的重组个体

A：初定位中发现RM11和Ypgl1(t)基因连锁

B，C：INDEL分子标记YT6-1和YT6-12被用于筛选重组个体

1：日本晴;2：龙特普;3：F1(Ypgl1(t)�龙特普);4-24：F2代的突变型个体;

Fig2-5ScreeningforYpgl1(t)-linkedmarkersandidentificationofrecombinantsbetweenthe

Ypgl1(t)locusandmolecularmarkers

A:TheSSRmarkerRM11islinkedwiththeYpgl1(t)locusinprimarymapping.B,C:TheInDels

markerYT6-1andYT6-12areemployedforidentificationofrecombinants1:Nipponbare;2:

Longtepu;3:F1(Ypgl1(t)�Longtepu);4-24:mutantindividualsofF2population

C

B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

A
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2.8Ypgl1(t)定位区间的候选基因及突变基因的测序

利用网络资源，参照水稻基因功能自动注释系统（http://ricegaas.dna.affrc.go.jp/rgadb/ ），

我 们 发 现 在 Ypgl1(t) 定 位 的 10.3kb 区 间 内 有 两 个 候 选 基 因 ： 1 ， Gene No.

OJ1657_A07.AutoPredgene07，包括两个外显子，基因组长度为 1261bp，全长 cDNA 克隆

AK062845支持，转录长度为 519bp；2， Gene No. OJ1657_A07.Predgene03，包括 18个外显

子，基因组长度 7434bp，全长 cDNA克隆 AK120277支持，转录长度为 4230bp；二者均编码

未知蛋白，后者编码产物类似于一种�不依赖 Ca2+的磷脂酶 A2（calcium-independent

phospholipase A2）�。为了确定真正的突变基因并明确其突变方式，我们设计了 12 对测序

引物（表 2-4），以突变体基因组为模板进行 PCR扩增，产物回收后连到 T-Vector上，进行

测序，每个反应 3次重复。测序结果表明 Gene No. OJ1657_A07.AutoPredgene07为突变体相

关基因，我们将其命名为 OsYpgl1(t)基因。该基因发生缺失突变，在 cDNA编码区缺失 54个

碱基（图 2-7A），对应缺失 18个氨基酸，读码框没有发生变化（图 2-7B）。将该基因 cDNA

克隆 AK062845

Chr.7
分子标记

Marker
重组个体（个）

No.of recombinants
标记间物理距离（kb）
Physical distance (kb)

73/5139

11/5139

3/5139

1/5139

13/5139

66/5139

RM11

YT6-1

YT61

YT613

YT614

YT617

YT6-12

YT6-4

10.3kb
Ypgl1(t)

477.2

270

101.9

118.6

577.7

148.2

图 2-6第7染色体与Ypgl1(t)基因连锁的SSR和INDEL分子标记在水稻遗传连锁图谱上的位置，以及

目的基因区域的高密度物理图谱

IRGSP的图位序列估算分子标记间的物理距离，黑色矩形为候选基因所在的区域

Fig2-6AhighresolutionphysicalmaparoundtheYpgl1(t)locusonchromosome7,andthe

ricegeneticlinkagemapofSSR,INDELmarkersYpgl1(t)-linked

Physical distance was calculated from the map-based sequence published by IRGSP (IRGSP 2005).The black

rectangle indicates the candidate region for the Ypgl1(t) gene
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分子标记

Marker

引物序列

Primer sequence

退火温度（℃）

Annealing

temperature (℃)

物理距离（bp）

Physical distance (bp)

RM11 5’- TCTCCTCTTCCCCCGATC-3’

5’- ATAGCGGGCGAGGCTTAG-3’

50 19204328

YT6-2 5’-GGGGATAACACAAATGAG-3’

5’-ACCGTGCTAGAATAAGAA-3’

50 19247433

YT6-1 5’-GCTCCCATATATATACACAT-3’

5’-GTTGAGATTAATTAGCTGTC-3’

55 19681513

YT61 5’-ACGGGGACATTAAATCTGT-3’

5’-TTCTTGACTTCGCACCAAC-3’

46 19951393

YT613 5’-TCTCCCCTCACCCCTTCATC-3’

5’-CTCTGCACTGCACTCCACCA-3’

55 20053249

YT6132 5’-GTGATACTTGGTTATTCCT-3’

5’-TCTGATACCCAGTAGAAAT-3’

46 20058677

YT6131 5’-TCCCAGTGATGAAAGAGC-3’

5’-GGTACATATTCAATCTCCCTAA-3’

48 20067066

YT614 5’-GCCTCCTGACCACCCGCATCT-3’

5’-GGCTCCAGTCCCAGCTCATGG-3’

63 20068977

YT621 5’-GATTGGTTCATTTCCCTC-3’

5’-TTGGTACTTCATCGGTAG-3’

46 20076452

YT622 5’-CCAATTTATGCTGCAATCT-3’

5’-TTTTCTCAGCATGTCCTTG-3’

50 20095902

YT615 5’-AGGTACTCCAAGGACATCA- 3’

5’-CTTTTGAGTCGTTGGGTTT- 3’

49 20099014

YT623 5’-CTTGGAGGAGACAAACACC-3’

5’-GAAGAAGGTCACGGGATAA-3’

50 20135707

YT624 5’-GGAGGTAATATCTGAACAT-3’

5’-CTACAACAGCCATCTAAAA-3’

44 20135777

YT625 5’-TCCAGATTTCCTGGTATA-3’

5’-TAGCAGGTTTCTTTTGTT-3’

45 20137995

YT627 5’-AGTCGGCAGAACACCTAG-3’

5’-GGGCACGCTGATCTTCAC-3’

50 20186226

YT616 5’-GACCGCCTCGACCAGTAAG-3’

5’-GCAAGTGGATCAACTATAAACCC-3’

52 20152236

YT630 5’ GAAAAGTAATGCGGTGCC--3’

5’-TCATAAATTGGAGGGGTC-3’

49 20186226

YT617 5’-CGTCCACCGATTACGTGCTC-3’

5’-TGCCAAGTAAGTGTTTATGATT-3’

47 20217197

表2-3Ypgl1(t)基因定位所用分子标记

Table2-3.MarkersusedformappingoftheYpgl1(t)gene
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测序引物

Primer

name

引物序列

Primer sequence

退火温度（℃）

Annealing

temperature (℃)

OJ1657_A07克隆中的对

应位置（bp）

Corresponding position of

primers in BAC

OJ1657_A07 (bp)

ssg1 5’-CACTTCCGAATGAAACAATA-3’

5’-TACTCCATCCCTCCGTAAAA-3’

52 22904-24306

ssg2 5’-AAAACCAACGGATGTGACCC-3’

5’-AATAAGCGAAGCAAGCGAAA-3’

54 24169-25303

ssg3 5’-TCGCTTGCTTCGCTTATTCC-3’

5’-TTTCGTTGTTGAGGCTGTGG-3’

54 25286-26438

ssg4 5’-ACCACAGCCTCAACAACGAA-3’

5’-GACAGTGCCTGCTGCTCATA-3’

52 26418-27560

ssg5 5’-TTGGCAGCAATTAGAGTATGT-3’

5’-ACCTTAGGATGGAGGCGTGT-3’

52 27123-28434

ssg6 5’-CCAATTCTTTGGGTGCCCTCT-3’

5’-CTCTGCTTGCCTCCTCCTGT-3’

52 28181-29553

ssg7 5’-ACATGGATTGCCCATTGCTT-3’

5’-TTCCGAAATTACCAGGTTTG-3’

52 29482-30425

ssg8 5’-CAGCAGTTCCAACCGTGTTA-3’

5’-GAGGCAAGATGATCTGGATTTA-3’

52 30137-31461

ssg9 5’-AGTGCATGAGGGTGCGACGAG-3’

5’-CGCCCATTACTGGATTTCAGGTTA-3’

54 31300-32383

ssg10 5’-TAACAATGCAGGATAGTTTACC-3’

5’-ATGCTACGACCACTGAAGAT-3’

50 32093-33084

分子标记

Marker

引物序列

Primer sequence

退火温度（℃）

Annealing

temperature (℃)

物理距离（bp）

Physical distance (bp)

YT6-13 5’-AAACAAGAAAGGGAGGAT-3’

5’-AAAGTTAGCGAGAGAAGC-3’

50 20035778

YT6-12 5’-AGGGAGGATGATGTGACC-3’

5’-CCTGATGCGTATGAAAGT-3’

50 20335787

YT6-16 5’-GGGACTGAAAAATGCTGT-3’

5’-GGATCTGATTCTCGAAGC-3’

50 20678718

YT6-4 5’-CAAGTACAGAAAAGGGCA-3’

5’-ATTAGAGGGCAACATCAA-3’

50 20913474

YT6-6 5’-TCCATTTTTTGTCCTCGC-3’

5’-CTTGTTTCAATAGTTCGG-3’

50 21526010

表2-4OsYpgl1(t)基因测序所用引物

Table2-4.PrimersusedforsequencingoftheOsYpgl1(t)gene

注：以上序列及染色体位置信息均来自于 NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Note: Information comes from NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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测序引物

Primer

name

引物序列

Primer sequence

退火温度（℃）

Annealing

temperature (℃)

OJ1657_A07克隆中的对

应位置（bp）

Corresponding position of

primers in BAC

OJ1657_A07 (bp)

ssg11 5’-ATTTGGACAGAGCCACAGAAC-3’

5’-GGACCTCCTCACCATCACC-3’

58 33029-33910

ssg12 5’-AGCCAGGGCAGGGACGACTT-3’

5’-TCAGCAGCGCCTCCATCTT-3’

54 24835-25683

。

注：以上序列、克隆及染色体位置信息均来自于 NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Note: Information comes from NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

A

B

图2-7OsYpgl1(t)基因突变位点

Fig2-7ThemutationofOsYpgl1(t)

A 基因序列比对；B 氨基酸序列比对

A The Blast of sequence; B The Blast of amino acid

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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产物大小（bp）

Product sizes

引物序列

Primer sequence

退火温度（℃）

Annealing

temperature（℃） 基因组 cDNA

SOEP 5’-AGATCTAGGGCAGGGACGAC-3’

5’-ATTTCTACAAAGCTAGCCTCACA-3’

58 1250 531

SRP 5’-CACCTACGACAAGATGGAGGC-3’

5’-CGGCGAAGCCGAGGATGAA-3’

62 214 214

在http://cdna01.dna.affrc.go.jp/cDNA/report/KOME_001-107-H09.html 中搜索后，我们发现该基因

编码产物被定位于细胞质中，与叶绿体发育相关，一次跨膜。用其编码的氨基酸序列在

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&BLAST_PROG

RAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on 中进行Blast分析，结果表明，

编 码 产 物 中 包 含 锚 蛋 白 重 复 序 列

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=125558552&dopt

=GenPept

2.9OsYpgl1(t)基因的RT-PCR分析

基因序列发生突变后引起一系列的突变表型，有可能是由于目的基因沉默，不再编码产

A

1 2 3 4 5 6

B

1 2 3 4 5

1250bp

277bp
531bp

277bp

图2-8OsYpgl1(t)基因在野生型对照和突变体基因组、cDNA中的PCR、RT-PCR分析

Fig.2-8PCRanalysisOsYpgl1(t)ofgenomeinwidetypeandmutant.RT-PCRanalysisOsYpgl1(t)of

cDNAinwidetypeandmutant

A：OsYpgl1(t)基因在野生型对照和突变体基因组中的 PCR扩增，对照中目的片断的大小为 1250bp

1，6：DL2000（TaKaRa）；2，5：野生型和突变体基因组内参 SPS扩增；3，4：野生型和突变体基因组 SOEP

扩增

B：OsYpgl1(t)基因在野生型对照和突变体中的 RT-PCR分析，对照中目的片断的大小为 531bp

1：DL2000（TaKaRa）；2，4：野生型和突变体 cDNA 内参 SPS 扩增；3，4：野生型和突变体 cDNASOEP

扩增

A: PCR analysis of OsYpgl1(t) in genome of wide type and mutant. MW of product is 1250bp in genome of wide type

1, 6: DL2000(TaKaRa); 2, 5: SPS analysis of genome of wide type and mutant; 3, 4: SOEP analysis of genome of

wide type and mutant

B：RT-PCR analysis of OsYpgl1(t) in wide type and mutant. MW of product is 531bp in wide type

表2-5RT-PCR分析及RNA干涉载体目的片断扩增所用引物

Table2-5PrimersofRT-PCRandRNAivectorconstruction

http://cdna01.dna.affrc.go.jp/cDNA/report/KOME_001-107-H09.html����������
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&BLAST_PROG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=125558552&dopt
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物，也可能是改变了表达方式，编码新的蛋白。为了验证OsYpgl1(t)基因在突变体中是否发生

沉默，或是产生新的转录产物，我们设计了RT-PCR试验，从RNA水平上验证目的基因是否正

常转录。根据OsYpgl1(t)基因cDNA序列两端，设计引物SOEP1和SOEP2（表2-5）。提取突变

体及野生型对照的叶片总RNA，反转录为cDNA。用SOEP和水稻内参SPS为引物，分别扩增

突变体、野生型的基因组及cDNA（图2-8），电泳结果显示：SOEP在野生型叶片基因组中的

扩增大小为1250bp，突变体产物略小。RNA反转录为cDNA后扩增结果则可以清晰的反映野

生型与突变体间的差异。基因转录后，内含子被剪切掉，所以野生型扩增产物就变为531bp，

而突变体大小为477bp。这说明OsYpgl1(t)基因的突变虽然引起了表型的变化，但该基因的转

录是正常的，即没有发生沉默，而是转录生成了新的产物，从而影响植物的代谢发育，造成

温敏型的黄绿叶突变

2.10构建OsYpgl1(t)基因的干涉载体验证功能

以OsYpgl1(t)基因cDNA序列位模板，设计引物SRP扩增目的基因5’端214bp的片断（表2-5），

参照pENTR�Directional TOPO Cloning Kits及Gateway LR Clonase�Enzyme Mix（Invitrogen）试剂

盒说明，在设计引物时5’端引物前加�CACC�四个碱基。目的片断扩增后，连T测序，序列正确

即按图2-9流程构建RNA干涉载体pANDA183-SRP。

干涉载体构建好后，连接反应液转化大肠杆菌DH5α，挑取单克隆，提取质粒，对质粒进行

酶切和PCR鉴定。将鉴定正确的干涉载体pANDA183-SRP重组子质粒转化农杆菌菌株EHA105，

菌落PCR鉴定，结果证明干涉载体pANDA-183-SRP被成功转化到农杆菌菌株EHA105中。

pANDA183-SRP农杆菌重组子转化水稻，现已进入重组愈伤分化阶段。

3讨论

在高等植物的类囊体膜上排列着两种光合色素，叶绿素和类胡萝卜素。众所周知，叶绿

素是植物进行光合作用的主要色素，但是叶绿素较易被破坏和降解，而类胡萝卜素则相对稳

定，同时后者也有收集和传递光能的作用，除此之外类胡萝卜素还有一个重要的功能，那就

是吸收多余的光能，使叶绿素免受的伤害。秋天、衰老或生长异常的叶片，叶绿素被破坏或

降解，数量减少，类胡萝卜含量相对增加，所以叶片呈黄色（潘瑞炽等2004）。在本研究中，

叶绿素及类胡萝卜素含量测定结果表明，叶绿素含量远低于对照，类胡萝卜素的含量却高于

对照，这是突变体表现为黄叶的直接原因。但是，如果仅仅是由于叶绿素的减少，引起黄叶，

类胡萝卜素的含量应该与对照没有大的差异。为了解释突变体在海南陵水连种三年均不能完

成正常生育过程，2006年四月初我们在实验室播种突变体，正常管理条件下到五月初突变体

全部死亡，而野生型虽然长势弱，但仍然存活，这与突变体在海南的表现一致，所以我们推

测苗期持续低温抑制叶绿素的合成，由于叶绿素的大幅减少，植物机体出于一种自我防御机

制，增加类胡萝卜素的合成量，以吸收多余的光能，进行光保护，保证植株顺利完成整个生

理过程。但随着种子贮存能量的减少，光合作用不能产生足够植株生长所需要的能量物质，

合成更多的类胡萝卜素（突变体表现为颜色更加鲜艳，趋向与橙色）也无法缓解光损伤时，
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植株就不能顺利完成生育期，导致在海南陵水突变体插秧后迅速死亡。

一般来说，叶绿素形成的最低温度是2-4℃，最适温度为30℃，最高温度为40℃，秋天叶

子变黄和早春寒潮过后水稻秧苗变白等现象都说明，低温抑制叶绿素的合成（潘瑞炽等2004）。

本研究所涉及的是一个温敏型的突变体，在30℃以下时，表现为黄叶，33℃以上时则逐渐转

为淡绿，颜色变化的临界温度在30℃-33℃之间。这说明一种可能是目的基因本身对温度敏感，

另一种可能是目的基因的突变对叶绿素合成的影响可能位于低温抑制靶物质（简称蛋白A）的

下游，而OsYpgl1(t)基因编码产物正是和蛋白A的下游产物结合介导后续的叶绿素合成反应。

低温情况下蛋白A被抑制，不能正常合成其下游物质，叶绿素合成受阻，叶片表现为黄色；当

温度升高到合成的最适温度后，蛋白A的抑制被解除，但是OsYpgl1(t)基因的突变则仍使叶绿

素的合成不能完全恢复正常，表现为淡绿色，也就是说OsYpgl1(t)基因的突变所引起的真正表

型应该是淡绿叶突变。温敏型的黄叶表型只是目的基因与温度互作的结果。

通过氨基酸序列的比对，我们发现 OsYpgl1(t)基因的编码产物中包含锚蛋白重复序列。锚

蛋白在细胞中的作用是介导蛋白与蛋白互作，参与信号转导、发育调控、物质运输等生长发

育 过 程 。 OsYpgl1(t) 基 因 编 码 产 物 的 部 分 序 列

�LMLAASEGDKPKLEELLRAGAKYDVKDVDGRTALDRAA�被预测为锚蛋白重复序列，

其中灰色标示的序列恰好是本研究所证实的缺失突变区。RT-PCR 试验结果表明，在突变体

中目的基因序列发生突变后，并没有引起基因的沉默，而是正常转录的。这说明，突变表型

的出现不是由于目的基因没有编码蛋白，而是可能改变了表达方式，编码新的蛋白。结合氨

基酸序列的比对结果，我们可以推测 18个氨基酸的缺失引起表型突变的可能机制为：锚蛋白

序列的缺失，使突变体中 OsYpgl1(t)基因的编码产物结构发生变化，虽然仍可以结合上游蛋白，

使叶绿素的合成不致完全停止，但是原有蛋白的构象变化或是新产生的蛋白所能介导的叶绿

素合成效率降低，最终引起淡绿叶的突变表型。如果将锚蛋白介导的叶绿素合成过程比做信

号的级联传导，那么 OsYpgl1(t)基因的突变就可以被认为是降低了信号的传导效率，减少了下

游的反应量。虽然 RT-PCR 可以反映目的基因的转录情况，但是在转录水平上所获取的基因

表达信息并不足以揭示该基因在细胞内的确切功能，所以我们正在构建 GUS表达载体，期望

在蛋白水平检测其表达的组织特异性。RNA干涉载体的构建及转化，会产生目的基因的沉默

效应，观察其表型变化，可能会为突变机理进一步明确提供有益的线索。由于锚蛋白功能复

杂，不同的序列重复度及与其相连的其他功能域的不同都会产生完全不同的生理学效应，例

如 Zhang等发现了一种类固醇受体激发子，编码锚蛋白，在细胞中调节转录因子活性（Zhang

et al. 2007））。而其他一些研究又证实锚蛋白通过与 F-box、U-box、环指结构域等序列相连，

在植物细胞中起泛素连接酶的作用（Nodz-on et al. 2004，Huang et al. 2006, Wang et al. 2006）。

因此，虽然近年来关于锚蛋白的研究很多，但它在细胞中究竟如何起作用，到目前为止还没

有详细的机理阐述。
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图 2-9RNA干涉载体的构建流程图

Fig2-9ProcedureofRNAivectorconstruction

OsYpgl1(t)基因 SRP片段

TOPO cloning

CCC TT AAG GGT
GGG AAG TGG T T C CCA

TOPO

TOPO

SRPattL1 attL2 pANDA 载体 T-DAN区间

35S SRP SRPGUS T
RNA干涉载体 pANDA183-SRP

LR clonase反应

NPT HPT 35S attR
gus

linker attR T
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第三章 水稻斑点叶突变相关基因的精细定位与功能研究

摘要：泛素结合酶E2催化泛素分子从E1半胱氨酸残基转移给E2活化的半胱氨酸位点，进而通

过相同的基序与E3连接，将泛素分子通过E3最终结合到靶蛋白上，成为蛋白特异降解的标记。

泛素化途径是目前己知的所有真核生物体内具有高度选择性的最为重要的蛋白质降解途径。

在本实验室构建的T-DNA插入水稻突变体库中，发现了一个以日本晴为遗传背景的斑点叶突

变体spl19（spotted leaf 19），该突变从三叶期开始出现小的铁锈斑点，随着新叶片的生长，

老叶片斑点逐步扩大直至叶尖部分黄化枯死，衰老表现明显早于对照。遗传学分析表明该突

变性状是由一对单隐性核基因控制。潮霉素PCR扩增结果显示，该突变并非由T-DNA插入引

起。利用突变体和籼稻品种龙特普杂交，构建F2群体对突变基因进行定位。经过初定位、精

细定位，最后将突变基因定位于INDEL标记PSE55和PSE62之间67.5kb的序列内，该区间有13

个预测基因，其中有两个编码泛素结合酶。测序结果显示Spl19基因内部插入一段来自于第7

染色体Tos17上约4.1kb的序列，RT-PCR结果表明突变体中插入位点前的目的基因序列仍然发

生转录，插入位点后的序列无转录产物。利用生物信息学工具，根据基因结构预测功能发现，

该基因可能编码一个介导蛋白特异性降解的泛素结合酶。

关键词：图位克隆; 斑点叶突变体; 泛素结合酶

1材料与方法

1.1材料

1.1.1植物材料

斑点叶突变体spl19来自于在本实验室构建的以粳稻品种（Oryza sativa L ssp. japonica）日

本晴为遗传背景的T-DNA插入突变体库。定位F2群体来自于突变体和籼稻品种龙特普杂交的

杂交后代。F3群体为F2代中野生型表型个体的自交后代。T0代、F1代植株单株收种，T1代、

F2代播种于试验田，用于观察突变体表型并统计突变型个体与野生型个体的分离比。

1.1.2主要分子生物学试剂、化学试剂和仪器

见附录。

1.2方法

方法参见研究报告第一、二章
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2.结果与分析

2.1突变体表型

在T-DNA插入突变体库中发现一个斑点叶突变体VKT1897。该突变体在T1代的表现为：

3叶期开始，老叶叶尖首先出现小的铁锈色斑点，随着新叶的不断抽出，突变体一直保持除新

叶外，老叶全部表现斑点性状，随着时间的推移，斑点数越来越多，直至叶尖处连成一片，

然后黄化枯死（图3-1A，B）；突变体还伴有半矮，分蘖少，抽穗期略有提前的性状（图3-1C）

（表3-1）。根据表型我们将该突变体命名为spl19（spotted leaf 19）。

2.2突变体的遗传学分析

在突变株系VKT1897的T1代群体55株植株中，有36株野生型个体和19株突变型个体，野

生型个体和突变型个体的分离符合3:1的分离假设（¦Ö2=2.39<¦Ö20.05=3.84）。T1代突变体后代

表型遗传稳定，野生型单株收获播种，后代有2/3的株系发生性状分离，由此推断该突变可能

是由单基因控制的隐性突变。

用突变体和野生型籼稻品种龙特普杂交获得的F1植株均不表现突变表型，随机挑选300

株F2代个体用于突变体的遗传分析，有212株野生型个体和88株突变型个体，也符合3:1的分

离假设（¦Ö2=3.104<¦Ö20.05=3.84），进一步证实了该突变是由单基因控制的隐性突变。

图3-1突变体spl19及其野生型亲本日本晴在苗期和抽穗期的表型

Fig.3-1.Phenotypesofthemutantspl19andthewildtypeatseedingandheadingstage

A：叶片随生长时间的延长斑点程度加剧；B突变体 spl19田间苗期的表型；C突变体 spl19及其野生型亲本

日本晴在抽穗期的表型

A and B：Phenotypes of the mutant spl19 at seeding stage C：Phenotypes of the mutant spl19 and the wild type at

heading stage

spl19 WT
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2.3突变体与T-DNA共分离分析

在F2代群体中取突变型植株和野生型植株各30株，分别进行选择标记基因HPT的PCR扩

增及潮霉素溶液浸泡，结果显示该突变性状与T-DNA各自独立分离，不存在共分离关系，表

明该突变不是由插入引起。

2.4突变体与野生型光合参数测定及叶片形态观察

以突变体和非转基因对照生长20d的幼苗新鲜叶片为材料，测叶绿素含量。孕穗期用

LiCor-6400型便携式光合作用测定仪测定大田生长的突变体以及对照的净光合速率。测定部

位均为主茎或者大分蘖剑叶，其中突变体选还未出现锈斑的叶片。结果显示，突变体净光合

速率略高于野生型对照（表3-1）。叶绿素及类胡萝卜素含量无明显变化（资料未显示）。

2.5Spl19基因的初定位分析

利用筛选到的发布在12条染色体上的98对多态性标记对21个F2的突变型单株进行初定位

分析，结果发现目的基因与SSR标记PE12连锁度较高，21个单株中有4个单交换，4个双交换，

其余13个均扩增出与日本晴对照相同的带型（图3-2），这说明突变相关基因Spl19与标记PE12

在同一染色体上。

图3-2初定位结果中标记PE12与Spl19基因连锁

Fig3-2.SSRmarkerPE12islinkedwiththespl19locusinprimarymapping.

1-日本晴；2-龙特普；3-F1（spl19×龙特普）；4 -24，F2突变型单株。

1， Nipponbare; 2， Longtepu; 3，F1（ spl19�Longtepu）; 4-24, Mutant individuals in F2 population

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

表3-1突变体spl19的表型特征

Table3-1.Characterizationofthemutantspl19

材料

Material

株高

Plant height

/cm

播始历期

Days to heading

/d

有效分蘖数

Effective tillers

number per plant

净光合速率

Net photosynthetic rate

/�mol�m-2.s-1

突变体 spl19 72±1.7 64±0 3.7±0.2 25.7±0.5

日本晴

Nipponbare

93.3±4.4 68±0 12±0.6 21.8±0.2
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2.6Spl19基因的精细定位

利用已公布的日本晴和9311序列，Blast分析其差别，并近似认为这些差别在日本晴和另

一籼稻品种龙特普间也存在，借助生物软件Primer Premier 5.0和DNAMAN，在PE12两边设计

了36对SSR和INDEL引物，经过两亲本间多态性筛选，结果找到19对在日本晴和龙特普间有

多态表现的分子标记。在初定位的基础上，利用新设计的分子标记进一步分析，用INDEL标

记PSE42和PSE33筛选了315个F2突变型单株和1545个F3突变型单株。最后将Spl19基因定位于

标记INDEL标记PSE55和PSE62之间67.5kb的序列内，其中在PSE55侧有6个交换， PSE62侧有

2个交换。其他标记的交换数见图3-3。

2.7Spl19定位区间的候选基因及突变基因的测序

在http://rgp.dna.affrc.go.jp/E/index.html 中进行Blast分析发现，Spl19基因定位区间共有13

个预测基因，其中8个有EST序列和cDNA序列支持。预测的13个基因中，有两个基因的可能

编码产物是泛素结合酶，参考其他已克隆的斑点叶相关基因（Zeng et al. 2004），我们设计了

17对测序引物（FE1-17）对这两个基因进行了优先测序。测序结果显示其中一个泛素结合酶

为突变相关基因，该基因有11个外显子，基因组全长6907bp，cDNA编码序列长2982bp，一段

来自于第7染色体Tos17上约4.1kb(OJ1340_C08 186486-190601)的序列反向插入第8个外显子

内部。（突变基因测序工作由本实验室胡国成老师帮助完成）

2.8Spl19基因的RT-PCR分析

为了验证目的基因在突变体中的是否正常转录，我们对突变体和野生型中的目的基因进

行了RT-PCR分析。在引物设计过程中考虑到插入突变可能不影响插入位置前基因序列的正常

转录，所以根据突变可能出现的转录情况我们设计了多对引物，以期得到更多的关于基因突

变后，其表达方式的变化信息（图3-4）。引物设计如下：RT1P1设在外显子1上，P2在外显

子2上； RT2P1设在外显子2上，P2在外显子5上；RT3P1设在外显子8上，P2在外显子9上；

RT4P1设在外显子8上，P2在插入的Tos17上，各引物在野生型和突变体的基因组及cDNA中具

体扩增产物大小见（表3-2）。分析结果与预期结果基本一致：RT1、RT2在野生型和突变体

的基因组及cDNA中均扩增正常；RT3在野生型的基因组和cDNA中均扩增正常，在突变体的

基因组和cDNA中均无扩增产物；RT4在野生型的基因组和cDNA中均无扩增产物，在突变体

的 基 因 组 可 以 正 常 扩 增 但 在 cDNA 中 无 扩 增 产 物 ； 水 稻 内 参 RAC （ P1 ：

5'-CTCACCGAGGCTCCTCTCAAC-3'，P2：5'-GGATACCCGCAGCTTCCATTC-3'，Tm=55℃）

扩增正常（图3-5）。这些结果表明：插入突变造成目的基因无法正常转录，编码产物行使其

生物学功能，但是插入位点前的序列是可以转录的，而插入位点后的序列无转录产物。

http://rgp.dna.affrc.go.jp/E/index.html�н���Blast�������֣�Spl19��
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2.9构建Spl19基因的干涉载体验证功能

以Spl19基因cDNA序列为模板，设计引物E70扩增目的基因5’端447bp的片断，参照

pENTR�Directional TOPO Cloning Kits及Gateway LR Clonase�Enzyme Mix（Invitrogen）试剂

盒说明，以图2-9相同的流程构建RNA干涉载体pANDA340-E70。

在基因预测的过程中我们发现，与Spl19基因相邻的基因也被预测为一个泛素结合酶E2，

并有全长cDNA支持，为了验证其是否具有与Spl19基因相似的生物学功能，我们同时以该基

因cDNA序列为模板设计引物E69扩增5’端629bp的片断，构建RNA干涉载体pANDA340-E69。

干涉载体构建好后，连接反应液转化大肠杆菌DH5α，挑取单克隆，提取质粒，对质粒进行

酶切和PCR鉴定。将鉴定正确的干涉载体pANDA340-E69，pANDA340-E70重组子质粒转化农

杆菌菌株EHA105，菌落PCR鉴定，挑选正确的阳性重组子转化野生型亲本，现已进入重组愈

伤分化阶段。

3.讨论

共分离分析表明，突变体 spl19的突变表型不是由 T-DNA插入引起的，因此我们采用图

230/1860

53/1860

6/1860

2/1860

36/1860

216/1860

PSE42

PSE50

PSE55

PSE62

PSE52

PSE33

67.5kb

标记在染色体上的物理距离（bp）
Physical distance in chromosome (bp)

25601133

27101960

27480671

27548170

27605971

28625381

分子标记

Markers
重组个体（个）

No.of recombinants

图 3-3染色体与spl19基因连锁的SSR和INDEL分子标记在水稻染色体上的物理距离

IRGSP的图位序列估算分子标记间的物理距离，黑矩形区域为候选基因所在的区域

Fig3-3Ahighresolutionphysicalmaparoundthespl19locusonchromosome

Physical distance was calculated from the map-based sequence published by IRGSP (IRGSP 2005).The black

rectangle indicates the candidate region for the Spl19 gene
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位克隆的策略克隆该基因。分子标记是图位克隆的基础，是在核苷酸多态性的基础之上发展

起来的。为了顺利地克隆该基因，我们必须选择合适的亲本构建定位群体以便设计尽可能多

的分子标记用于精细构图，但是在杂交过程中，难免会出现假杂种，F1代假杂种的剔除与否

直接影响后续试验的可靠性。利用 PCR 对 F1 代进行分子鉴定的传统方法，存在工作量大、

PCR假阳性等局限性，所以我们选用籼稻品种龙特普做杂交父本，龙特普的紫色稃尖，紫色

叶鞘是一对连锁性状，对绿色稃尖，绿色叶鞘表现显性， F1 代真杂种会出现这一对显性性

状，而假杂种则不表现，在苗期、抽穗期均可准确、快速的剔除假杂种，保证后续试验准确

性。

虽然粳稻品种日本晴的全基因组序列已公布，但籼稻品种只有 9311 的工作框架图发表

(IRGSP 2005，Yu et al. 2002)，龙特普还没有全序列支持，所以我们只能根据日本晴和 9311

的序列差别来设计 INDEL引物，近似的认为这些差别在日本晴和龙特普中也存在。从实验结

果来看，根据网上公布的日本晴和 9311序列新设计的分子标记大部分在亲本间具有多态性，

但也有一些分子标记没有多态，其原因可能有两种其一：9311和龙特普序列间存在差别；其

二：测序结果不完全或拼装错误。因此需要更多的序列信息来提高分子标记的多态率及现有

序列数据库的精确度。

泛素化介导的蛋白特异降解系统涉及泛素、泛素激活酶E1、泛素结合酶E2和泛素连接酶

E3的一系列反应。泛素激活酶E1将泛素转移给泛素结合酶E2后，E2有两种作用方式：1，直

图3-4野生型及突变体中Spl19RT-PCR分析所用引物示意图

Fig3-4.SchematicdiagramofthedifferentRT-PCRprimerswhichwereusedtoanalyzeSpl19in

widetypeandmutant

RT3P2

外显子 1 外显子 8外显子 2

RT1P1

RT1P2
TOS17

RT3P1

RT4P1

RT4P2RT2P1

RT2P2

外显子 5

表3-2RT-PCR引物在野生型及突变体中Spl19的预计扩增结果

Table3-2.TheexpectedproductsofdifferentRT-PCRprimerswhichwereusedtoanalyzeSpl19

inwidetypeandmutant

基因组（bp）

Genome（bp）

反转录产物（bp）

cDNA（bp）引物

Primers 野生型对照

Wide type

突变体

Mutant

野生型对照

Wide type

突变体

Mutant

RT1 705 705 298 298

RT2 1311 1311 538 538

RT3 1295 无 942 无

RT4 无 2227 无 无

RAC 742 742 489 489
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接将泛素转移到靶蛋白的Lys残基上，完成泛素标记；2，将泛素转移到与靶蛋白特异识别的

泛素连接酶E3，使底物发生单泛素化修饰或多聚泛素化修饰。E1和E3通过相同的基序与E2

连接，这说明在反应循环过程中，E2必须在E1和E3之间穿梭往返运行，保证降解信号的顺利

传递。泛素连接酶E3被认为是底物特异性选择降解的关键作用酶，关于它的研究已经有很多。

作为降解信号中间传递者的泛素结合酶E2，虽然没有泛素连接酶E3纷繁复杂的种类和结构，

但在泛素化系统中同样具有非常重要的作用。Zeng等年在水稻中克隆了位于第12染色体上的

斑点叶突变相关基因Spl11（与本研究所克隆的突变基因在不同的染色体上），发现该基因编

码一个具有U-box结构的泛素连接酶E3，而本研究克隆的编码泛素结合酶E2基因恰好是泛素

化系统中泛素连接酶E3的上游作用蛋白。两个研究中涉及的突变性状也基本一致，因此我们

推测两个突变基因最终引起性状变化的机理可能是一致的（Zeng et al. 2002，2004）。

通过RT-PCR分析结果可知由于插入突变没有影响插入位点前序列的结构，所以插入位点

前的序列是可以转录的，只有插入位点后的序列无转录产物。根据预测的基因结构，插入位

点前的7个外显子转录后cDNA长度可能为1200bp，这些转录产物在后续的生命活动中是被降

解还是产生其他的编码蛋白进而行使新的生理功能，进一步的研究还在继续。Spl19基因功能

的深入研究将为阐明真核生物泛素化系统、及其在细胞早衰、程序化死亡、免疫信号转导等

方面的作用机理提供更多有益的线索。

图3-5野生型、突变体的基因组和cDNA中不同引物Spl19基因的PCR、RT-PCR分析结果

Fig3-5PCRanalysisofSpl19ingenomeofwidetypeandmutant. RT-PCRanalysisofSpl19inwide

typeandmutant

基因组：Spl19基因在野生型对照和突变体基因组中的 PCR扩增。1，3，5，7，9：野生型对照： 2，4，6，8，

10：突变体；11：DL2000（TaKaRa）；RAC：水稻内参；RT1，2，3，4：不同的 RT-PCR引物

cDNA：Spl19基因在野生型对照和突变体 cDNA中的 PCR扩增。1，3，5，7，9：野生型对照： 2，4，6，8，

10：突变体；11：DL2000（TaKaRa）；RAC：水稻内参；RT1，2，3，4：不同的 RT-PCR引物

Genome: PCR analysis of Spl19 in genome of wide type and mutant. 1, 3, 5, 7, 9: Wide type; 2, 4, 6, 8, 10: Mutant；11:

DL2000（TaKaRa）；RAC：Rice actin gene；RT1，2，3，4：Different primers of RT-PCR

cDNA: RT-PCR analysis of Spl19 in cDNA of wide type and mutant. 1, 3, 5, 7, 9: Wide type; 2, 4, 6, 8, 10: Mutant；11:

DL2000（TaKaRa）；RAC：Rice actin gene；RT1，2，3，4：Different primers of RT-PCR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

RT1 RT2RAC RT3 RT4

基因组

cDNA

742bp 705bp 1311bp 1295bp 2227bp

489bp 298bp 538bp 942bp

2000bp
500bp
250bp

http://www.go2pdf.com


中国农业科学院博士学位论文 第四章 全文结论

74

第四章 全文结论

我们在本实验室构建的T-DNA插入水稻突变体库中，发现了三个以日本晴为遗传背景的

突变体：温度钝感型淡绿叶突变体pgl2（pale green leaf 2 ）；温度敏感型黄绿叶突变体ypgl1(t)

（yellow pale green leaf 1, temporally）；斑点叶突变体spl19（spotted leaf 19）。并对这3个突

变体进行了形态学鉴定、遗传分析和初步的生理学研究，克隆了Ypgl1(t)和Spl19基因并进行了

部分功能研究。主要结果如下：

1．潮霉素浸泡及PCR扩增结果显示，温度钝感型淡绿叶突变体pgl2不是由T-DNA插入引

起。该突变在整个生育期均表现为淡绿色，同时伴有半矮化、分蘖少、生育期延迟的表型。

遗传学分析表明该突变性状是由一对单隐性核基因控制。利用突变体和籼稻品种龙特普杂交，

构建F2群体对突变基因进行精细定位。初定位结果显示目的基因与第8染色体SSR标记RM331

连锁度较高，在该标记附近发展了14对INDEL标记，将突变基因进一步定位于着丝粒上2.37

Mb的区间，并对该区间候选基因进行了分析。突变体叶绿素的总量与对照相仿，但是叶绿素

a/b比值趋于1，明显低于对照。推测突变基因可能与叶绿素a、b间的转化有关。

本研究首次确定了目的基因在染色体上的位置并对其相关功能进行初步研究，为着丝粒

区间功能基因的克隆方法做了探索性的尝试。研究结果不仅验证了着丝粒区间有功能基因的

假说，而且还可能为常染色质序列、异染色质序列以及核外叶绿体基因组序列相互间的进化

关系提供有益的线索。本文还就着丝粒中基因定位的引物设计方法进行了讨论。

2．共分离分析表明温度敏感型黄绿叶突变体ypgl1(t)不是由T-DNA插入引起。遗传学分

析结果显示该突变性状是由一对单隐性核基因控制。突变体表现为：苗期，日积温偏低叶片

亮黄色；营养生长期，随着温度的升高，叶片颜色逐渐转变为淡绿色，同时伴有半矮化性状，

但分蘖数与对照差异不大；生殖生长期，突变体抽穗明显晚于对照，从播种到抽穗生长时间

可达92天。由于9月以后温度开始回落，在突然降温的条件下，突变体会出现老叶淡绿色，其

他分蘖的新生叶片黄色的情况。在海南陵水连续三年播种突变体，苗期仍表现黄叶性状，而

且颜色更为鲜艳，偏向于橙色，但插秧后迅速死亡，无法完成全生育期。突变体与野生型电

镜观察显示前者叶绿体发育异常，嗜锇滴大量集聚，淀粉粒消失。温控试验结果表明，该突

变体在≤30℃的温度条件生长时，表现为明显的黄叶表型，但当温度≥33℃时则转变为淡绿

色。突变体叶绿素a、b的含量均大幅减少，24℃时，叶绿素b减幅大于叶绿素a，造成叶绿素

a/b比值达到19.2，随着温度上升叶绿素b快速增加，33℃以后叶绿素a/b比值基本趋于正常（3

左右），野生型叶绿素a、b的含量和a/b比值变化不大，突变体类胡萝卜素含量明显高于对照，

推测可能是起光保护的作用。

利用突变体和籼稻品种龙特普杂交，构建F2群体对突变基因进行精细定位。初定位结果

显示目的基因与第7染色体SSR标记RM11 (67 cM) 连锁度较高，在RM11两端附近进一步发展

了22对INDEL标记，将突变基因进一步定位于INDEL标记YT6132和YT614之间10.3kb的序列

内，该区间有两个预测基因均编码未知蛋白，测序结果显示Ypgl1(t)（KOME Accession No.

AK062845）基因第二个外显子上发生54个碱基的缺失突变，对应缺失18个氨基酸，读码框没
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有发生变化。经检索，我们发现该基因编码产物被定位于细胞质中，与叶绿体发育相关，一

次跨膜。生物信息学根据基因结构预测功能发现，该基因编码一个介导蛋白互作的锚蛋白，

而缺失的18个氨基酸正处于预测锚蛋白结构域C末端。RT-PCR证明突变体中Ypgl1(t)仍可正常

表达。构建了干涉载体并转化野生型对照，现已处于愈伤分化阶段。

本研究首次阐明了目的基因染色体位置与生物学功能的对应关系，分析了基因突变后相

关性状在不同温度下的变化情况，为进一步揭示该基因的生物学功能的详细信息，了解其参

与的生理学途径及其在介导蛋白互作中的作用方式，奠定了理论基础并提供了有益的研究线

索。研究结果不仅对目的基因突变后的转录方式进行了研究，而且在电镜水平观察了不同温

度条件下目的基因突变后对叶绿体发育的影响。在叶绿素、类胡萝卜的含量测定基础上，参

考基因功能预测，首次发现锚蛋白可能在现已基本明确的叶绿素合成过程中发挥重要的生物

学作用，为进一步揭示光合作用的详细机理，开辟了新的研究途径。

3．斑点叶突变体spl19从三叶期开始出现小的铁锈斑点，随着新叶片的生长，老叶片斑

点逐步扩大直至叶尖部分黄化枯死，衰老表现明显早于对照。遗传学分析表明该突变性状是

由一对单隐性核基因控制。潮霉素浸泡及PCR扩增结果显示，该突变并非由T-DNA插入引起。

利用突变体和籼稻品种龙特普杂交，构建F2群体对突变基因进行定位。经过初定位、精细定

位，最后将突变基因定位于INDEL标记PSE55和PSE62之间67.5kb的序列内，该区间有13个预

测基因，其中有两个编码泛素结合酶。测序结果显示Spl19基因的8个外显子内部反向插入一

段来自于第7染色体Tos17上约4.1kb的序列，RT-PCR结果表明突变体中插入位点前的目的基

因序列仍然发生转录，插入位点后的序列无转录产物。根据基因结构预测功能发现，该基因

可能编码一个介导蛋白特异性降解的泛素结合酶。

本研究首次揭示了目的基因的相关性状，分析了基因突变后插入位点前后的转录方式。

虽然Spl19基因和现已发表的Spl11基因不在同一染色体上，但它们引起的相关突变性状有很大

的相似性。Spl11基因编码一个具有U-box结构的泛素连接酶E3，而本研究克隆的编码泛素结

合酶E2基因是泛素化系统中泛素连接酶E3的上游作用蛋白，因此我们推测两个突变基因最终

引起性状变化的机理可能是一致的，这为揭示真核生物体内最重要蛋白质特异降解系统的作

用机理奠定了理论基础，并将该系统中的两个重要组成元件的作用首次在表型水平上联系了

起来。
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附录A主要化学试剂、分子生物学试剂及仪器

1.常用化学试剂

常用化学试剂 商品来源

十二烷基硫酸钠(SDS) 进口分装

乙二胺四乙酸二钠盐（EDTA） Sigma

三羟甲基氨基甲烷(Tris) Sigma

牛血清白蛋白(BSA) TaKaRa

琼脂糖(Agrose) Sangon

各种氨基酸 Sangon

Gelrite Woko

潮霉素（hygromycin B） Roche

2.分子生物学试剂

分子生物学试剂 商品来源

多种限制性内切酶 MBI

DNA修饰酶 MBI

TaqDNA聚合酶 TaKaRa

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN

质粒回收试剂盒 博亚

3.仪器

仪器 商品来源

台式超速低温离心机 Beckman

温度梯度培养箱 Nippon Medical & Chemical

Instruments

恒温水浴箱 Pharmacia

紫外可见两用分光光度计 Beckman

平板、垂直板电泳仪 BioRAD

垂直板电泳槽 北京六一厂

GeneAmp PCR System 9600 Perkin-Elmer

凝胶成像系统 复日
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超净工作台 苏净集团安泰公司

附录B主要培养基母液、缓冲液配方及配制方法

1.培养基配方

（1） LB培养基

组成成分 加入量 单位

Trypton 10 g/L

Yeast extract 5 g/L

NaCl 10 g/L

Agar 15 g/L

pH 7.0

（2） YM培养基

组成成分 加入量 单位

KH2PO4 0.5 g/L

Mannitol 10 g/L
L-Glutamine 2 g/L

NaCl 0.2 g/L
MgSO4 0.2 g/L

Yeast extract 0.3 g/L
Agar 15 g/L

pH 7.0

2.常用缓冲液、储藏液配方

（1）10% SDS

10g 十二烷基硫酸钠溶于 90ml 水中，加热至 68℃溶解，加几滴浓盐酸调 pH
至 7.2，定容至 100ml，过滤除菌。

（2）0.5�EDTA（pH8.0）

186.1g EDTA-Na2.H2O溶于 800 ml水中，用 NaOH调节 pH至 8.0，定容至 1000ml。

（3） 1M Tris

在 800 ml水中溶解 121.1g Tris碱，加入浓 HCl调节 pH至所需值，定容至 1000ml。
高压灭菌。
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（4）50�TAE缓冲液

组成成分 加入量 单位

Tris 242 g
冰醋酸 57.1 ml
0.5 mol/L EDTA(pH8.0) 100 ml

用水定容至1000 ml，用时稀释50倍。

（5）5�TBE缓冲液：

组成成分 加入量 单位

Tris 54 g
硼酸 27.5 ml
0.5mol/L EDTA(pH8.0) 20 ml

加水定容至 1000ml，用时稀释 10倍。

（6）碱裂解提取质粒 DNA溶液

试剂名称 组成成分 加入量 单位

葡萄糖 50 mmol/L溶液 I
高压灭菌 15分钟，贮存于 4℃

Tris.Cl(pH8.0) 25 mmol/L

EDTA(pH8.0) 10 mmol/L
溶液 II NaOH 0.2 mol/L

SDS 1%
溶液 III

高压灭菌 15分钟，贮存于 4℃
5mol/L KAc 60 ml

冰醋酸 11.5 ml
水 28.5 ml

（7）DNA提取液

组成成分 加入量 单位

Tris.Cl pH8.0 100 mmol/L
EDTA pH8.0 50 mmol/L

NaCl 500 mmol/L
SDS 1.5%

（8）0.5mg/ml 6-BA母液的配法

Ø 称取 100mg 6-BA置于小烧杯中；

Ø 加少量的浓盐酸，用玻棒研磨成糊状，再加入少量浓盐酸，使之完全溶解；

Ø 用水稀释并定容至 200ml，4℃保存。
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致 谢

2004年第一次在水稻所见到孙老师的时候，就觉得这个老师很有亲和力。花白的头发，

走路像风一样，说话干脆利落，吃饭的时候还会和学生们一起谈天说地、笑论古今。转眼三

年的时间过去了，历经努力终于走到了毕业这一天，值此之际，衷心感谢我的导师孙宗修研

究员!本研究是在孙老师的悉心指导下完成的，从论文的选题、试验的设计实施到论文的写作

都凝结着导师无数的心血和汗水。三年来孙老师不仅以开阔的学术眼界、渊博的专业知识、

敏锐的科学洞察力引导、激励着我在求学路上步步前行，更重要的是他以严谨扎实的科学态

度、孜孜不倦的求学精神、平易近人的处事原则教我如何在今后的人生路上严谨做事，踏实

做人，使我受益终生。虽然实验工作几经坎坷，但是每次孙老师都在百忙之中抽出时间帮我

分析原因，讨论解决方案；论文写作总是我白天写好，孙老师连夜修回，看着他认真负责的

工作态度，敬佩之情油然而生；三年的艰辛是孙老师陪我走过每一天，帮助我，支持我。在

此向孙老师致以我最崇高的敬意和最诚挚的感谢!

本论文主要是在中国水稻研究所国家重点实验室完成的。论文的顺利完成离不开本实验

付亚萍老师、胡国成老师和斯华敏老师的热心帮助和支持；重点实验室颜红岚老师及科研处

胡慧英老师也在很多方面给予了无私的帮助和关心；还有一起学习和奋斗过的卓仁英博士、

汪得凯博士、李付振博士、栾维江博士、刘文真博士、吴超、刘文英、张洪、刘军、乔桂荣、

梁亮、陈德源、卢大臣、陈恩助、沈丹丹、许杨锋、王维、郭书巧等同学以及秦志明、邱孝

珍、潘小红、邓慧华、毛双珠及倪树彪、黄建生等科辅人员也给了我诸多帮助和关心，在此

向各位表示深深的谢意。

在实验和论文的完成过程中，还得到了中国水稻研究所钱前研究员、吴建利研究员、郑

康乐研究员、庄杰云研究员、陶龙兴研究员、朱旭东研究员及浙江省农科院的陶跃之研究员

的大量帮助和热情指导，在此向各位老师表示真挚的感谢。

在钱前研究员实验室做实验的过程中，得到了张光恒、胡江、刘坚、薛大伟、姜华等老

师和同学的帮助，中科院微生物研究所颜永胜、杨鵾同学，北京市农业科学院唐忠辉、权威、

刘黎明、杨迪同学在水稻所期间也一起度过了一段愉快的时光，中国水稻研究所沈希宏、杜

景红、张正波等同学在实验和生活给予了大量的帮助，在此一并致谢。

衷心的感谢父母多年来的养育之恩和对我学业一如既往的支持！感谢我的丈夫几年来对

我的理解和帮助，让我全身心的投入工作中，顺利完成学业。

值此论文成稿之际，谨向所有关心和帮助过我的领导、老师和同学以及我的亲人、朋友

致以最诚挚的谢意！

朱 丽

2007 年 5 月
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作 者 简 历

朱丽，女，党员，1978年11月生于山西省大同市。1997年9月至2001年7月就读于山西农

业大学农学专业，同年修本校经济学专业第二学位，期间获优秀学生、优秀学生干部、运牌

奖学金等奖励；2001年9月至2004年7月于山西农业大学，攻读生物化学与分子生物学专

业硕士研究生，2002年冬至中国农业科学院生物技术研究所进行硕士论文研究工作，研究方

向为微生物基因工程；2004年9月至今于中国农业科学院中国水稻研究所攻读生物化学与分

子生物学专业博士研究生，研究方向为水稻功能基因组学。

攻读博士学位期间已发表或正在发表的文章

朱丽 刘文真 吴超 栾维江 付亚萍 胡国成 斯华敏 孙宗修，水稻着丝粒附近一个淡绿叶突变

相关基因的定位分析，中国水稻科学，2007，21（3）：228-234

朱丽，付亚萍，刘文真，胡国成，斯华敏，唐克轩，孙宗修，利用共转化和花药培养技术快

速获得无选择标记的三价转基因水稻，中国水稻科学（已接收）

ZHU Li, FU Ya-ping, LIU Wen-zhen, HU Guo-cheng, SI Hua-min, Tang Ke-xuan, SUN Zong-xiu.

Rapidly Obtaining the Marker-Free Transgenic Rice with Three Target Genes by

Co-Transformation and Anther Culture, Rice Science (in press)

ZHU Li, LIU Wen-zhen, Wu Chao, LUAN Wei-jiang, FU Ya-ping, HU Guo-cheng, SI Hua-min,

and SUN Zong-xiu. Identification and Fine Mapping of a Gene Related to Pale Green Leaf

Phenotype near the Centromere Region in Rice (Oryza sativa L.) Rice Science（in press）

Li Zhu, Wenzhen Liu, Yaping Fu, Guocheng Hu, Huamin Si, Chao Wu, Zongxiu Sun,

Identification and fine mapping of a thermo-sensitive yellow pale green leaf mutant in rice (Oryza

sativa L.). Theor Appl Genet. (Submitted)

Li ZHU, Hong ZHANG, Wenzhen LIU , Guocheng HU, Yaping FU, Huamin SI, Weijiang LUAN,

and Zongxiu SUN, A rapid reliable method of assaying T-DNA-inserted rice mutant lines, 5th

International Rice Genetics Symposium and 3rd International Rice Functional Genomics

Symposium, 207, 2005

斯华敏，朱丽，牟仁祥，刘文真，胡国成，付亚萍，陈铭学，蔡宝立，孙宗修，表达细菌阿

特拉津氯水解酶的转基因烟草对土壤中阿特拉津的生物降解，应用与环境生物学报（已投稿）

吴超，傅亚萍，朱丽，胡国成，斯华敏，刘文真，孙宗修转高赖氨酸蛋白基因脆茎水稻的收

获指数及秸秆赖氨酸含量的研究 浙江农业科学（已接收）

Wenzhen Liu�Yaping Fu�Guocheng Hu�Huamin Si�Li Zhu�Chao Wu�Zongxiu Sun Identification

and fine mapping of a thermo-sensitive chlorophyll deficient mutant in rice (Oryza sativa L.) Planta

2007,[Epub ahead of print].
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