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摘　要:以通过图位克隆所获得的 Cosm id克隆 R2I19序列信息为基础 , 构建了一个长为 586 kb的粳稻第 6染

色体 S 5座位的 BAC重叠群 ( JS5-BC)。通过生物信息学方法 , 对 JS5-BC进行了基因注释 , 确定该区域含有 46

个基因位点。经功能预测 , JS5-BC重叠群中存在 3个主要的基因家族 , 分别是木葡聚糖岩藻糖基转移酶 、 脂酶

和黄素氧化还原酶。 JS5-BC中注释基因的一个显著特点是功能相关基因密集存在 , 如与植物细胞壁的合成代谢

相关的 3个基因 、 与呼吸链能量代谢的黄素氧化还原酶的 4个基因等都是如此。为了验证基因注释的可靠性 ,

克隆了广亲和品种 Cp17品种的 OSAPH基因的 cDNA, 并检测了该基因的表达模式 , 为注释基因提供了分子证

据。
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　　栽培稻籼粳亚种间杂交子代具有较强的杂种

优势:产量高 、 适应性广 、抗逆能力强等 。但籼粳

杂种普遍存在着不育或半不育现象。

Ikehashi和 A raki根据不同生态类型水稻品种

间的杂交研究 , 发现一些品种分别与籼 、 粳不同亚

种杂交时 , 都能产生正常可育的杂种 F1的遗传现

象 , 从而提出了广亲和品种 (W ide compatibility

varie ties, WCV)的概念
[ 1]
。他们把控制广亲和性

的基因称为广亲和基因 , 并将广亲和基因定位于水

稻第 6染色体上的 S5座位 。

为了研究和克隆 S 5座位的功能基因 , 国内外

许多研究者先后开展了 S5座位的分子标记定位研

究 。 Liu等
[ 2]
报道 , S5基因座与分子标记 R2349紧

密连锁 , 二者之间相距仅 1.0 cM。最近 , Q iu等
[ 3]

将 S
n
5定位在一个 40 kb的区域内 , 而 Q ing等

[ 4]
将

S
n
5定位在一个 50 kb的区域内。

我们为了通过图位克隆策略分离水稻广亲和基

因 , 构建了水稻广亲和品种的 Cosm id文库 , 以分

子标记 23D12的 R末端为探针从 Cosm id文库中筛

选到一阳性克隆 R2 I19
[ 5]
, 并进行了生物信息学分

析
[ 6]
。利用水稻基因组计划的信息资源 , 构建了

S5-BAC重叠群 , 并分析了 S5区的分子进化机制 ,

提出了不对称假说
[ 7]
, 同时对 S5-BAC重叠群进行

了详细的基因注释 , 在此基础上通过对水稻酰肽水

解酶基因的克隆分析对注释基因进行了分子验证。

本文报道相关研究结果 。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　菌株和质粒 　大肠杆菌菌株 BL21 (DE3)

和 DH5α由本实验室保存 。 pB luescript SK (M13

-), 由本实验室保存 。 pYLTAC17载体由华南农

业大学刘耀光教授惠赠 。

1.1.2试剂与材料 　各种限制性内切核酸酶 、 T4

DNA连接酶 、 Taq DNA聚合酶 、 高保真 P fu DNA

聚合酶均购自 TaKaRa公司;质粒提取试剂盒 、 胶

回收试剂盒 、 琼脂糖购自北京鼎国生物公司;PCR

扩增引物的合成和 DNA测序由上海 B ioasia公司完

成。一步法 RT-PCR试剂盒购自 C loneTech公司;

其它常用试剂均为分子生物学级或分析纯。

1.2　实验方法

1.2.1　Cosm id克隆 R2I19的染色体电子定位　以

根据图位克隆方法所获得的阳性 Cosm id克隆

R2I19序列信息为基础 , 利用 BLASTN程序 , 针对

TIGR (The Institute o f Genom ic Research)的 “A ll

Rice BAC and PAC sequences in G enBank” 数据库
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进行检索 , 确定 R2I19所对应的水稻 BAC /PAC克

隆 。进一步根据水稻物理图谱的信息 , 确定该

BAC /PAC克隆在水稻染色体的定位信息。

1.2.2　JS5-BC重叠群的电子构建
[ 7]
　以所确定的

BAC /PAC克隆靠近 S 5座位的末端 (选取长度为 5

kb的序列 )为检索源 , 采用上述策略进行下一轮

的数据库检索 , 逐步向 S5座位方向进行电子延伸 。

如此往复 , 共进行多轮检索 , 利用 B ioedit软件将

所获得的 BAC克隆进行拼接 , 构建了约 586 kb的

水稻 S 5座位的 BAC重叠群 ——— JS5-BC ( japonica

S5 BAC contig, JS5-BC)。

1.2.3　重叠群 JS5-BC的基因注释　通过检索水稻

EST数据库与全长 cDNA数据库的策略 , 对 JS5-BC

进行了基因注释 。利用 B ioedit软件 , 寻找 JS5-BC

中各个 FL-cDNA序列的中包含的 ORF , 选取最长

ORF所对应的氨基酸序列 , 分别检索 NCB I中 NC-

B IConserved Domain Search
[ 8]
, 根据检索结果 , 推

测该 FL-cDNA的功能。

1.2.4　注释基因 OS-APH的克隆　根据对 JS5-BC

的基 因注 释 结果 , 发 现 第 38 号 注 释 基因

(AK106301)所编码的蛋白质与拟南芥酰肽水解酶

(一类脂酶)注释基因同源 , 可能是编码水稻酰肽

水解酶候选基因 , 将其命名为 OS-APH。根据

AK106301的序列信息 , 设计如下两条引物用来扩

增 aph cDNA全长:

O sAPHE1F:CTCGCCTCCATCTCACCCGCACGCC

O sAPHE18R:GCCCCAGACTCCAACATTGATT-

GATTTT

以水稻广亲和品种 Cpslo17叶总 RNA为模板

进行 RT - PCR (按 C loneTech公司试剂盒操作 )。

回收 PCR产物 , 亚克隆后进行序列测定和分析。

1.2.5OS-APH表达谱分析　为了研究注释基因在

水稻不同组织与发育时期的表达情况 , 我们采用

RT-PCR方法 , 以水稻广亲和品种 Cpslo17为材料

进行检测。所选取的材料基本覆盖了水稻发育的不

同时期和不同组织 , 包括:幼根 、幼叶 、 老根 、老

叶 、茎 、小穗 (<3 cM)、小穗 (>3 cM)、花粉 、

开花期花序 、成熟花序。

2　结果与分析

2.1　Cosm id克隆 R2I19的染色体电子定位

在我们前期的研究中 , 通过酶切图谱分析以及

Sou thern杂交实验 , 初步确定了 R2I19为接近 S 5

区的阳性克隆。进一步对所构建亚克隆 TRW1510

和 TRW1517全序列测定 , 然而 , 我们并没有能将

TRW1510和 TRW1517进行序列的拼接
[ 6]
。本研究

中 , 我们利用水稻全序列数据库资源 , 对 R2 I19进

行了重新的序列比较分析。发现 R2 I19是一个嵌合

体 , TRW 1510和 TRW 1517不是位于同一个染色体

位置 , 可能是在 Cosm id基因组文库构建时产生的

两个独立基因组片段末段互补配对所致 。所幸的是

亚克隆 TRW1517对应于粳稻第 6染色体的一个

BAC克隆。将 23D12R测序后进行检索分析 , 确定

其序列完全位于亚克隆 TRW 1517序列之中 (图 1)。

图 1　S5区的物理图谱以及 R2349与

TRW1517的相对位置关系

F ig. 1　Physica lm ap o f S5 reg ion and the re la tive

position of R2349 and TRW 1517

2.2　粳稻 S 5重叠群 (JS5-BC)的电子构建

2.2.1亚克隆 TRW1517向 S5延伸方向的确定　考

虑到我们所采用的水稻广亲和材料 Cpslo17为偏粳

型 , 可以结合 TIGR中的粳稻基因组精细图谱进行

S5区的电子定位分析 。根据 S 5位点区段高密度连

锁图中分子标记的相对位置 , 我们从 NCB I下载分

子标记 R2349序列 , 通过比较分子标记 R2349、

23D12和亚克隆 TRW 1517的位置关系 , 可以确定

S5座位位于分子标记 R2349向亚克隆 TRW 1517的

延伸方向 (图 2)。

图 2　 JS5-BC的遗传图谱与物理图谱

F ig.2　Gene ticm ap and Phy sica lm ap of JS5-BC

a:分子标记来自 “BAC Ends Anchored to RGP

Chrom osom e 6M arkers”

b:分子标记来自 “ YAC-Based R ice T ranscrip tM ap”
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2.2.2 JS5-BC的电子构建
[ 7]
　进一步以 AP003525

为电子探针 , 在 TIGR的粳稻基因组序列数据库中

进行检索 , 确定向 S5座位方向延伸的 BAC克隆 。

如此重复 4 次 , 分别获得了 4 个 BAC 克隆:

AP003458、 AP004687、 AP004758 和 AP004754。

将这 5个 BAC克隆进行拼接 , 组成了一个粳稻

BAC重叠群 (BAC con tig), 命名为 JS5-BC (Ja-

ponica S5 BAC con tig), 并确定了位于该区段中的 5

个分子标记以及它们所对应的遗传图距 (图 2)。

2.3　JS5-BC的基因注释

将 JS5-BC检索水稻 FL-cDNA数据库 , 确定了

43个 FL-cDNA位点 。为了做全面的基因注释 , 又

将 JS5-BC在 NCB I的中检索水稻 EST数据库 。基

于 EST检索以及 FL-cDNA检索及定位的基础上 ,

通过双向验证的检索策略 , 排除了冗余的情况后 ,

一共确定 JS5-BC中的 46个基因位点 , 并进行编

号 。将 46个基因位点进行了功能预测 、 归类分析

(表 1)。

表 1　JS5-BC中注释基因位点的功能分类
Tab.1　Func tional classification of the anno tated genes in JS5-BC

功能分类
JS5-BC中的

基因位点

基因位

点总数

细胞代谢 13

　　脂酶 19, 32, 33, 38, 39 　　5

　　植物细胞壁合成 10, 24, 25, 26, 　　4

　　激酶 4, 17, 　　2

　　异构酶 46 　　1

　　脱酰酶 16 　　1

能量代谢 6

　　NADH 35, 40, 41, 42, 43 　　5

质体蓝素 45 　　1

转录因子 8, 11, 20, 3

促进转运 15, 18 2

分子伴侣 27 1

发动蛋白 2, 1

未分类 1, 3, 5, 6, 29, 31, 36, 44 8

非全长 ORF 9, 13, 21, 22, 30, 37 6

未完全测序 7, 12, 14, 23, 28, 34 6

合计 46

2.4注释基因 OsAPH的克隆及时空表达模式检测

2.4.1　注释基因 OsAPH的克隆 以与 38号注释基

因同源的 cDNA克隆 AK106301的序列设计两端引

物 , 以水稻品种 Cpslo17叶总 RNA为模板 , 通过

RT-PCR方法克隆该基因 。所克隆的 OS-APH基因

序列全长 2332bp, 与 AK106301克隆相比 , 只是第

10外显子稍长 , 其他部分基本相同 。

通过 B ioedit软件分析 , 发现该基因内部有一

个长 1 827 bp的可读框。经 B last检索 Genbank蛋

白数据库 , 发现该基因所编码的蛋白质与拟南芥酰

肽 水 解 酶 样 蛋 白 ( acy l-peptide hydro lase-like

prote in)在氨基酸水平上具有 64%的一致性 。

2.4.2　OsAPH的时空表达　为了研究 OsAPH基因

在水稻广亲和品种 Cpslo17不同组织与发育时期的

表达情况 , 我们采用 RT-PCR方法 , 检测了该基因

的表达模式 , 结果表明:OsAPH基因在水稻的各

个组织及不同的发育时期均有表达 , 但在在花粉组

织中的表达异常 , 比其余时期的表达产物为小

(图 3)。

图 3　RT-PCR检测 O sAPH在水稻广亲和品种 Cpslo17

中的时空表达特模式检测

F ig. 3　Analysis o f the expression patte rn o fO sAPH

gene in Cpslo17 by RT-PCR

A:Osact1引物扩增结果;B:OS-APH引物扩增结果

1 - 10:幼根 、 幼叶 、 老根 、 老叶 、 茎 、 小穗 (<3

cM)、 小穗 (>3 cM)、 花粉 、开花期花序 、 成熟花序

我们将花粉期差异表达的 cDNA亚克隆及测序

后表明 , OS-APH基因在花粉组织表达出现了可变

剪接 , 第 8外显子发生了缺失 , 导致原 ORF提前

终止 (图 4)。通过分析 OsAPH各外显子 -内含子

剪接位点及其附近的序列 , 并与一致保守的单子叶

植物的外显子 -内含子剪接位点比较 , 发现所有剪

接位点均符合通用的 GT-AG规则 , 并且部分符合

单子叶植物的一致序列
[ 9]
, 同时 , 在外显子 8的剪

接位点附近并未发现序列异常。这一结果提示 ,

OS-APH基因的表达模式可能与水稻的花粉发育有

关 , 其变剪接的机制 , 值得进一步研究 。

图 4OS-APH基因外显子结构图示

F ig.4　Exon o rganiza tion o f theOS-APH gene

E1-E18:外显子 , E8在花粉中发生可变剪接
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3　讨　论

3.1　关于 JS5-BC的跨度问题

由于水稻第 6染色体的 S 5区与水稻广亲和基

因相关 、分子标记稀少 、图距离单位特别等特点 ,

引起育种学家和分子生物学家的极大兴趣 , 采取了

不同的研究策略进行研究 。我们采取的策略是先研

究整体 , 尔后研究细节 , 即先研究 S5区 , 再研究

S 5区内的相关基因及位点。

根据 Liu等
[ 2]
对 S5座位精细定位的遗传图谱 ,

与 S 5座位最接近的分子标记为 R2349, 相距 S5座

位约 1.0 cM。我们构建了一个由 5个 BAC克隆组

成的总长度达 586 kb的粳稻 BAC重叠群 ——— JS5-

BC , 根据 3方面的分析 , 认为该 JS5-BC已经覆盖

了 S 5座位 。

首先 , 粳稻基因组序列中遗传图距与物理图距

的对应关系在 214 ～ 288 kb cM
- 1 [ 10]

, 而 JS5-BC中

从 R2349向 S5座位延伸了 540 kb , 至少跨越了

1.5 cM。其次 , 根据现有的水稻高密度连锁图 ,

JS5-BC中包含了 5个分子标记 , 其中间距最远的

是 S16568 (31.3 cM)与 R2349 (32.7 /32.1 cM),

在 JS5-BC中它们之间物理距离 342 kb, 相对的遗

传距离为 1.4 /0.8 cM , 则推测该区域遗传图距与

物理图距的对应关系为 244 /427 kb cM
-1
。以此为

标准 , JS5-BC从 R2349向 S5座位延伸了 2.2 /1.3

cM。若以 E6119和 E3188之间的图距对应关系换

算 , 则 110 kb cM
-1
。最后 , R2349在第 6染色体

的遗传图谱定位为 32.7 /32.1 cM , 而组成 JS5-BC

中最远的 BAC克隆 AP004754在 TIGR中定位为

19.1 cM , 因此 JS5-BC对应的遗传距离也大于 1.0

cM。

最近 , Q iu
[ 3]
和 Q ing等

[ 4]
分别将 S5n定位在一

个 40 kb和 50 kb的区域内 , 有趣的是 , 这一区域

也在我们构建的重叠群中 (360 ～ 410 kb), 距离

23D12R约 150 kb , 也就是说该区域 1.0 cM约相当

于 150 kb, 在我们根据已有的分子标记所进行的遗

传图距的分析范围内 。

3. 2　 JS5-BC基因注释的一个分子证明———OS-

APH基因的克隆分析

虽然通过基因注释 , 初步确定了 S 5区的 46个

基因或位点 , 但是 , 注释基因的可靠性有多大 , 这

需要进行分子水平的验证。为此 , 我们选择了 38

号注释基因进行了克隆分析。克隆该基因 , 主要基

于两方面的考虑 。

第一 , 在经典遗传图上 S 5座位与一个同工酶

标记 E st-2 (一种脂酶 )紧密连锁
[ 11]
, 而 JS5-BC

重叠群则是根据分子遗传图谱与 S5连锁的分子标

记为基础构建的 , 因此 , 如果能够证明该同工酶是

JS5-BC中的一个注释基因 , 则从分子水平上为注

释基因提供了证据 。有趣的是 , 根据我们对 JS5-

BC的基因注释和功能预测的结果 , 发现第 38号基

因位点可能是编码水稻酰肽水解酶 (也是一类脂

酶)候选基因 。

第二 , 酰肽水解酶 (acy lpeptide hydro lase,

APH)属于一类新的丝氨酸蛋白酶家族。该酶能够

催化 N末端酰基化的肽段水解以释放出 N末端酰

化的氨基酸。在高等真核生物细胞中 , 细胞内合成

蛋白质的 N 乙酰化被认为是一种重要的保护机

制
[ 12]
。据报道 , 哺乳动物细胞中被 N酰基化修饰

的蛋白质高达 80% - 90%, 酵母中为 50%, 原核

细胞中则很少 , 植物中的情况还不清楚
[ 13]
。

目前的研究表明 , N -酰基的去除是蛋白质活

性调控过程的重要步骤 , 酰肽水解酶通过其对蛋白

质的去酰基化作用从而调控某些重要的生理生化过

程。因此 , 克隆分析水稻酰肽水解酶基因 , 不仅可

为 JS5-BC注释基因提供证据 , 同时可通过该基因

的研究进一步探讨 S 5区的功能。

3.3　 JS5-BC重叠群构建及基因的意义

通过构建 JS5-BC重叠群 、 基因注释和功能预

测 , 获得了水稻第 6染色体 S 5区的一些重要信息。

首先 , 我们发现 JS5-BC中存在 3个主要的基

因家族 , 分别是木聚糖岩藻糖基转移酶 (XG _

Ftase, Xy log lucan fucosy ltransfe rase)、 脂酶 (E ster-

ase /lipase)和黄素氧化还原酶 ( flav in oxido reduc-

tase s), 前两个与细胞代谢过程相关 (其中 XG _

Ftase与植物细胞壁的合成代谢有关), 第三个则参

与能量代谢。特别是参与细胞壁合成的基因家族的

存在 , 引起我们极大的兴趣 , 因为植物的育性与细

胞壁的合成有很大的关系。

第二 , JS5-BC中的基因位点的显著特点是基

因位点分布不均匀 , 功能相关基因密集存在 , 例如

参与呼吸链能量代谢的黄素氧化还原酶的 4个基因

就位于 528 kb ～ 570 kb的 42 kb的范围内 , 提示基

因在基因组中的位置与其功能有一定的相关性。

第三 , 在 FL-cDNA数据库中参与能量代谢的

基因位点所占比例仅为 1.1%, 而在 JS5-BC中却

高达 13%, 这与 Cui等在对某些植物不育现象的

研究中发现线粒体呼吸链组分的异常破坏 , 可能是

造成败育的主要原因之一
[ 14]
的说法是否有某种联

系 

上述的信息 , 引起我们思考这样一个问题:水

稻的广亲和性是由单个基因决定的  还是由一个社
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区基因 (b lock genes)共同作用的结果  根据基因

注释的信息 , 我们正在对其中一些重要的基因位点

进行较深入的研究。
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Construction and Annotation of the JS5-BC Contig of R ice S ixth

Chromosom e S5 Locus and OS-APH Gene Ana lysis

WANG Hong-bin , LIU B ing , LiY in , Feng Dong-ru , HE Yan-ming , QIKang-biao , Wang J in-fa

(The S tate Key Labo ra to ry of B iocontro l and The Key Labora to ry ofG ene Eng inee ring o fM inistry of

Educa tion, Schoo l of L ife Science, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510275, China)

Abstract:Based on the sequences informa tion o f the rice C osm id clone R2 I19, the JS5-BC contig (BAC con tig o f

Japonica rice S5 locus) had been constructed. The leng th o f JS5-BC was 586 kb and cove ring the S5 locus, as de-

term ined from the rela tivem ap ofmo lecularmarker around the S5 locus. A fter anno tation of JS5-BC , 46 gene loci

w ere pred icted. Among the 26 genesw ith predicted func tion, the re w ere three gene fam iliesma in ly:xy log lucan fu-

cosy ltransferase gene fam ily, esterase /lipase gene fam ily and flav in oxidoreductases gene fam ily, respective ly. A

remarkable characteristic of anno tation genes in the JS5-BC was the crow ded ex istence o f func tion corre lation genes,

for examp le, three genes re lated to p lant ce llw all synthesisme tabo lism , four genes re lated to b reath chain energy

me tabo lism and so on. To ve rify the annota tion o f JS5-BC , one of the anno tated genes, OS-APH , was isola ted from

Cpslo 17 and analyzed.

Key words:rice (Oryza sativa L. );S 5 locus;gene annota tion;acy lpeptide hydro lase (APH);contig
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