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摘 要 : 利用 笋ootC 辐射诱发水稻特光矮
一

2 ( r卜邓
口 、 at 初 L

. 。 v
.

撒
一

2) 产生变异
,

获得一种稳定遗传的新型水

稻矮化突变体 d
双心尹9

。 硬加叹梢夕和 峨 ; A
~

2及其杂交后代瓦
、

凡
、

玛成熟期的株高数据表明矮化表型受一对隐性基

因控制
。

进一步研究发现
,

虽然
硬众之心口石9 和

,

lu 今
一

2 的 G 蛋白
。
亚基基因 (瑜

e G 脚et in al p h a魂 U b l l n it
,

尺以 ) 编码

区核昔酸序列只有一个核昔酸的差异
,

但 尺` 4 在野生型
护

l丫;A
一

2 中的表达量明显高于在突变体 公砚心确夕中的表达

量
。

对矮化突变体 己“厄确夕和野生型 TG A
~

2 的 尺̀ 魂基因 5
’

上游区的序列分析表明
,

` “ U滴夕尺翻 5
’ _

仁游区比 1
,

G A
一

2

RCA S
’

」几游区多出 1 07 6 帅
。

首次报道水稻矮化突变体中的 刀侧 5
’

上游区序列与其野生种的 尺侧 5
,

上游区序列存

在显著的差异
。
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突变体是研究植物生长发育机理的重要材料
。

用矮化突变体进行研究对于阐明植物茎的生长发育

及其调节机理有着十分重要的意义
,

并可能在植物

育种中有着实际的应用价值
。

研究发现
,

大多数植

物矮化是由于突变体体内赤霉素 ( ig bb eer ill n

)[
’ 习和

油菜素类固醇 ( b二 is on set o id) 闭代谢受到影响
,

因

而导致矮化的发生 ; 少数植物矮化的发生与生长素

( aux in ) 有关阎 ; 此外
,

还有一些是同源异型盒基

因的异常表达所致囚
。

以前发现的多种 d1 水稻矮

化突变体中的矮化基因被证实为编码 G 蛋白
a
亚基

( R ie e G p ort
e i n al hP

a 一 s
ub

u n i t
,

尺以 )
,

对其机理的深

入研究表明 RGA 可能与 GA 的信号转导有关囚
。

sA 垃k如 等困 报道的 9 个水稻 dI 突变体 ( F12
,

H O 5 32
,

HO5 33
,

HO5 37
,

HO5 3 8
,

HO5 4 1
,

H O 55 2
,

e M 39 2
,

e M 17四 ) 和 ujF i s

awa 等 [ ,〕报道的 5 个 右

突变体 ( CM 13 6 1
一

l
,

D2K 2
,

D K f
.

1
,

DKT
一

2
,

ID
一

1 )

都是 RCA 基因编码区发生了不同程度的变化
,

致

使 RGA 蛋白的一级或高级结构发生改变
,

导致株

型矮化
。

我们曾经利用 y
一

C产诱变处理水稻品种特

光矮
一

2 ( TGA
一

2) 获得一株矮化突变体 战` d
确夕〔7二。

在本研究中
,

我们进一步对其遗传和分子生物学特

性进行了研究
,

初步证实 山口。尹夕 R以 的编码区没

有显著的改变
,

而其 5’ 上游区序列与其野生种不

同 ; 并且发现 五侧 在
之纽心确夕茎端分生组织中的表

达量显著减少
,

这一差异可能是导致 故硬心滴 9 植株

矮化的原因
。

1 材料与方法

1
.

1 植物材料及其诱变处理

供诱变处理的水稻釉 稻品种特光矮
一

2 ( o 。韶

s at 俪 L
.

c v
.

T GA
一

2) 由广东省农科院水稻研究所王

丰副研究员提供
。

用 y
一

C尹对 甲已A
一

2 种子进行 60 洲

而 n 、

辐射总量为 2
.

5 一 3
.

5 万 下 的辐射诱变
。

将

5 仪幻粒处理后的种子放在加水的培养皿中 37 ℃保

温过夜
,

第 2 天进行播种
,

待长出 4 一 5 个叶片后

移栽至大田
。

对株高显著矮于野生种的突变体进行

自交培育至第 5 代
。

命名为 而
“
尹 9

。

分别测量野

生种和突变体的株高
、

茎粗
、

穗长和第 n 叶的叶

宽
、

叶长及叶绿素含量
。

将 凌似确夕与 TG A
一

2 进行

杂交
,

测量亲本和杂交后代 F , 、

凡
、

玛 成熟期的

株高
,

并进行数据统计与分析
。

1
.

2 试 剂
c D NA 合成试剂盒

、

MP D 18
一

T ve c

otr
、

连接酶购

自akT aar 公司 ; T a q 酶
、

内切酶购自 P拍m e g a
公司

。

E
,

col i DHS
。
为本实验室保存

。

其它试剂均为 5 1脚 ,

公司和国产分析纯产品
。

1
.
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水稻总 O N A提取
:
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:

水稻矮化突变体 G蛋白
。
亚基基因的结构和表达

方法提取 DAN
〔 7」。

水稻总 R NA 提取
:
剥取 血心尹夕

与 T GA
一

2 8叶期茎端分生组织
,

利用异硫氰酸肌一

步法提取总 NR A[
“ 〕。

1
.

4 水稻 RCA 全长
c DN A 的克隆

根据 eG
n B an k 数据库中 seo 等 0[] 发表的水稻

R GA 全长
。 DNA 序列 (登录号

:
U s oo l) 设计并合

成 CP R S
’

引物 尺以
a : 5

’ 一

路咫丝矍 at
ggc

ct at cc gtt agc aga
-

3
,

(下画线序列为加入的 彻
刀 工位点 ) 和 3

`

引物

RGA b : 5气鸽重少塑重
c a a g tet

cctt cc t咫a
gc -g 3

’

(下 画线 序

列为加人的 筋
“ I 位点 )

。

以 l 滩 水稻茎端分生组

织总 NR A 为模板
,

加人 0
.

5 滩 伪 go (d’r )
: 8 ,

65 ℃

变性 5 而 n ,

按 T a kaI’a
CDNA 合成试剂盒提供的方法

合成
c DN A 第一链

。

取第一链
c DN A 为模板

,

用

几庆i n
一

Elm e r Ce

ust DN A hT emr al C界 l e r 4 8 0 进行 CP R

扩增
。

扩增条件为 94 ℃变性 30
, ,

55 ℃退火 30
5 ,

7 2 ℃延伸 2 而
n ,

循环 30 个周期
,

最后一轮循环后

在 72 ℃保温 10 而 n 。

按 Sa n 山n力 k 等〔’ 0] 的方法以低

熔点琼脂糖凝胶电泳回收 代 R 产物
。

将 CP R 产物

克隆进 pM 1D 8
一

T 载体
,

用酶切鉴定得到阳性重组

子后
,

进一步用双脱氧终止法测定 CP R 产物的 D NA

序列
。

1
.

5 R以 的表达分析

采用半定量 RT
-

cP R 法 lll[
,

以水稻 act in 基

因山〕编码区 的 356 饰 代R 片段作为内参
。

其中
,

引物 双侧 盯b 浓度为 1 拼IT l o lL/
,

act in 引物浓度为

0
.

05 脚心L
。

扩增条件
:

95 ℃ 预变性 5 而 n ,

然后

94 ℃ l 而
n 、

5 0 ℃ 1 而 n 、

7 2 ℃ 2 而 n ,

扩增 3 5 个

循环
,

7 2 延伸 7 而 n 。

l
.

6 R以 5
’

上游区序列的分析

根据 RCA 基 因 组 序列 ( eG
r l Ban k 登 录 号

:

口5 844 )
,

设计 6 个引物 (图 3 ( a) )
:

A S
` 一 e gt 堪c at a lg a c c c at 越男c

ag
一

3
`

B S
’ ~

g aa tg a

gat
c年粥流娜男

a tg ag
一

3
`

C S
` 一 e e at 目蔡tc tt

脚鳍
a a
gc 卿

一

3
`

D S
’ 一

ct gc
c t a t咫尊cat

a tg c ac 兮3
`

E S
’ 一 e咫阳 c

gc t a t ta tot rc t t咫娜ac
一

3
’

F S
` 一

胖
t段笋 tt ag ga gct gaa

tgc 邵一
`

利用 5 对引物 A/ B
、

C/ D
、

E/ F
、

C/ F 和 E/ D 通

过 CP R 方法分别从 而
口
功汐 和 T GA

`

2 基因组 DNA
中扩增相应的片段

。

扩增条件为
: 95 ℃ 变性 5

而 n ,

加人 1 b q 酶
,

然后进行 30 个循环 (9 4℃ 1

m in
,

65 ℃ l 而
n ,

72 ℃ 3 而 n) 的扩增
,

最后一轮

循环完成后
,

样品继续在 72 ℃保温 or 而
n 。

其中
,

C /D 扩增产物的克隆和序列测定同前 ( l
,

4)
。

2 结果与讨论

2
.

1 突变体 J切确夕与野生种 TG A
一

2 的表型分析

突变体 而
。
消夕 自交培育到 MS 代

,

表型保持

稳定川
,

说明已得到稳定遗传的水稻矮秆突变株

系
。

面
。
尹 9 表型为矮化

、

茎秆粗硬
、

叶片直立
、

短而刚硬
,

呈墨绿色
,

分孽较少
,

育性较差
,

种子

粗短
,

整体表现为生长受阻 (图 1 )
。

表 1 统计了

在大田生长条件下成熟期的 J阴尹夕和 TGA
一

2 各 30

株的有关性状
。

可以看出 ` “ 心声 9 的株高和穗长均

只有其野生种 TG A
一

2 的一半左右 ; 而对于最长的第

n 叶
,

己幼口梢夕的叶长为 TGA
一

2 的 14/
,

但 w (叶绿

素 ) (以干质量计 ) 面
。
尹夕是 咒A

一

2 的近 5 倍
。

图 l 野生型水稻 T G A
一

2 (
a
)

、

矮化突变体 汤刀砚形9 (b)

及其杂交 ( T G A
一

Z x 面砚声夕) lF 代 (
C

) 的表型

iF g
.

1 Ph e
on t

胖
5 o f 币 Id t” 又 联; A

一

2 (
a )

,

面
夕

可 m u t a n t 而
a

尹 9 ( b) an
(1

山魔 F I妙郎
n y (卫 ; A

~

2 / 面啊两9 )

表 1 山厄确夕和 TGA
一

2 (各 30 株 ) 的株高
、

茎粗
、

穗 长和第 11 叶的叶宽
、

叶长及叶绿素含量

1油
.

1 hT
e
he ihg t ,

set m id ~ etr
,
详川 Ic le e[ n

ght of T GA
一

2 an d 山明声9 内nst
,

and het iwd ht
,

l
e l l多五and

。扭oor hP yl l e
on et nt

o
f het i

r
l l
出

leaf
.

项 目 株高 /cm 茎粗 / e m 穗长 /e m 叶宽/cm 叶长 /
e m

面料声夕

T GA
.

2

幽叨声夕/T GA
山

2

44
.

8 土 5
.

726

92
.

4 土 7
.

卯 7

0
.

4 8

0
.

58 士 0
.

肠 l

0
.

40 土 0
.

05 8

1
.

18

13
.

7 6 土 1
.

(洲又

26
.

38 士 1
.

3 17

0
.

52

1
.

35 士 0
.

226

2
.

02
土 0

.

203

0
.

67

8
.

8 士 2
.

52 1

36
.

2 士 5
.

3 12

0
.

24

3
.

35 土 0
.

03 7

0
.

69
土 0

.

03 1

4
.

86

0 以干质量计
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而
口

梢夕与 T GA
一

2 的正反交试验结果表明
: lF

代株高与 TGA
一

2 相近 (图 l
,

表 2 ) ; 正反交的兄 代

群体出现株高性状分离现象 (表 2 )
。

在正反交 兄

群体的 4肠株个体中
,

株高分布在 88 一 121 C m 的有

307 株
,

平均为 109
.

30 cm
; 株高分布在 23 一

62 cm

的有 99 株
,

平均为 45
.

42 cm (表 2)
。

高矮两种表

型接近 :3 1分离比
,

说明 血心梢夕的矮秆突变表型

可能涉及一对隐性等位基因
。

为了进一步验证结

果
,

从 咫代中挑选 出 3 株突变表型和 3 株野生表

型植株的自交种子进行播种
,

观察 兄 代表型
。

所

有 3 株突变表型的植株 邪 代都表现为突变表型
,

未出现性状分离
,

为隐性纯合体 ; 而野生表型中有

2 株的后代出现性状分离
,

为杂合体
,

野生表型和

突变表型的个体比例符合 3 :
;l 另一株的玛 代全部

为野 生表 型
,

为显 性 纯合 体
,

这 进 一步 说 明

而
“
尹夕表型涉及一对隐性等位基因

。

从图 2 可以看到
,

在 8 叶期的茎端分生组织中

尺以 (实线箭头所示 ) 在 面
。
声夕中的表达量显著

低于其在 TG A
一

2 的表达量 (图 2 ( a) )
,

而作为内参

的 浏 in (虚线箭头所示 ) 的表达量在两者中相似
。

这一结果说明 RGA 在水稻矮化突变体山姐尹夕中不

能正常表达
。

b P

2 0 0 0 一
10 0 0 一
7 50 一
5 00 一

2 5 0 —
10 0一

表 Z d撇尹9
、

T CA
一

2及其正反交

后代 lF
、

凡 的株高
1习 〕 .

2 hT
e
he ihg t of

r

八; A
一

2
,

己明动卯 an d het ir F l an d

几 卿 ge ny p lan st of 概 ip找祀 al c

~

图 2 亡

俪确夕和 飞℃A
一

2 中 R以

基因半定量 m
、咒R表达分析

月 9
.

2 蕊
n五甲明巨t如 ve R T

,

P C R ar 回 ys is of R以

罗 n e e x p代 SS 10 n of 硬

俪确 9 an d TGA -2

M : DN A 相对分量质量标准 ;

a : 以 TG A
一

2 总 NR A 为模板 ;

b : 以 《翻砚了总 NR A 为模板
.

图中实线箭头为 RcA 的扩增产物
,

虚线箭头为 ac it n
的扩增产物

项目 株高分布cI m 株数 平均株高 cI m

T GA
.

2

面
。
尹夕

IU A
一
Z x 法之明声夕 1F

面呷声夕x T G A
一

2 F I

86 一 10 1

30 一 52

105 一 1 1 1

TGA
一

Z
x

面
亡

确 9 程

95
一

107

30 一 53

%
.

12 2

55

149

23
一

62 科
d胡习石9 x

r

】
,

GA
一

2 兄
8 8

一
12 1 1 5 8

92 士 7
.

4 5 士 5
.

108 土 l

10 1 士 2

45 土 5
.

112 士 4

45 土 4
.

1的 土 5
.

880

2
.

2 血舰尹夕和咒A
一

2 RGA 基因编码区的克隆及其

表达分析

鉴于以前发现的多种 d1 水稻矮化突变体都是

由于双`摊基因编码区发生 了不同程度的变异而引

起的陈
6〕 ,

所 以本研究用 RT
~

CP R 的方法分别从

己叨。消夕和 T GA
一

2 中克隆了含完整编码区 的 R侧
c DNA

。

测序结果表明
: 对 于长 度为 1 143 饰 的

R以
。 DN A 读码框 (编码 38 0 个氨基酸 )

,

TG A
一

2 和

汉功“确夕之间有一个核昔酸的差异 ( A~ G )
,

导致

尺侧 的第 7 个氨基酸发生变异 (赖氨酸~ 精氨酸 )
。

这一个核昔酸的差异有可能是 RT
~

PCR 过程中产生

的
,

也可能是诱变导致的
。

但我们认为该变异可能

不会影响 尺以 基因在面
。
声夕中的表达及其蛋白质

、
_

的结构和功能
。

这是因为另外两个已发表的水稻

尺以 cD NA 序列
陈 ” ]在相应位置都与 血砚西夕的序列

相同
。

我们进一步采用半定量 RT
~

CP R 方法对 尺侧

在 战姐尹夕和 TGA
一

2 中的表达情况进行了比较分析
。

2
.

3 山妇a
娜 9 和 T ( ; A一 中 RGA 基因 5’ 上游区序列

的克隆分析

尽管 R以 基因的编码序列在水稻矮化突变体
己叨。声夕中没有显著的变异

,

仍可编码完整的蛋白

质 ; 但在 汤硬心尹夕中 R CA
I证幽A 的表达量大大低于

其野生种 (图 2)
。

这很可能是由于 尺̀ 减基因的调

控序列发生变化而引起的
。

为此
,

我们对突变体

d双心尹 9 和野生种 峨汰2 中的 尺以 基因 5
’

上游区序

列进行了比较分析
。

根据 se 。
等 ( 19 95 )图发表的水稻 IR

一

36 的 RGA

基因组序列 ( C
e n Ba法 登录号

:
U 5 8科 )

,

设计了 6

个 CP R 引物 (图 3 (
a
)

,

引物 A
,

B
,

C
,

D
,

E
,

F )
。

当用引物对 IA B
,

分别以 面
。
湃 9 和 T GA

一

2 基因组

DNA 为模板扩增 5
’

上游区序列时
,

结果都得到一

个预期大小的约 1 65 0 坤 的 CP R 扩增片段 (资料未

显示 )
。

但用引物对 C/ D 进行扩增时
,

以 TG A
一

2 基

因组 DNA 为模板
,

扩增得到的是约 500 坤 的片段

(图 3
,

泳道 l) ; 而以 而
口
班卯 基因组 DNA 为模板

,

扩增得到的却是约 1
600 bP 的片段 (图 3

,

泳道 2)
。

以突变体 d阴声9 基因组 DN A 为模板扩增出的片段

比以野生种 TGA
一

2 基因组 DNA 为模板扩增出的片

段长 1 100 饰
,

这一结果出乎意料
。

为证实上述

CP R 扩增结果的可靠性
,

用另外三对引物 IE F
、

lC

F
、

E/ D 分别进行扩增
。

结果是这 3 对引物与引物

对 cl D 一样
,

以突变体 面
。
湃 9 基因组 ND A 为模板

叩726.414鲤223卫1353030
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15 5 7 /一 15 3 2 ) wd
a

确 , 多出的 10 3 b p J专段

C卜 1 6 0 9--/ 15 8 7 ) 价火
刁

泌夕多出的 9 7 3 b p 片段 A (一 2 9八 7)

、

凡妞一ù厂
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一 16 0 9 一 14 4 9
F (十 14 9+/ 17 1) B (+ 1 5 8 5 /+ 1 6 0 8 )

D (一 7--/ 2 9 )

( a) 用于扩增 R以

2
、

4
、

6

图 3 TG A
~

2 和 而傲形夕尺以 基因 5’ 上游区序列 CP R 分析
.

3 代R an 街51 5
of s

’ u PS etr am
s e
qU

e
cn

e of R侧 ge ne 伍〕n l
血心声 9 an d 飞 A

一

2

5
,

上游区序列的引物 A
,

B
,

c
,

D
,

E
,

F 的位置示意图
,

序列编号根据 ce
n B an k u s脚 9j[ ;

( b) IU A
.

2 和 d w ar 拓g R以 基因 5
’

上游区 PC R扩增结果

M
:

D NA 相对分子质量标准 ;

7 :
以 飞 A

一
2基因组 ND

A 为模板
,

分别以引物对 曰 D
、

公 F
、

曰 F
、

曰 D 进行扩增 ;

l :
以 d切砚两9 基因组 DN A 为模板

,

分别以引物对 C/ D
、

曰 F
、

。 F
、

E/ D 进行扩增

eG
n B明k 中只有一个水稻 R CA 基因 5

`

上游区序列

(玛5 844 )
,

根据现有的资料我们还不能解释产生这

种差异的原因
,

以及这种差异与 RGA 基因的表达

和突变体表型变异之间的关系
。

我们将进一步采用

基因组步移的方法分别从 血心梢 9 和 TG A
一

2 中克隆

RCA 基因 5
`

上游区序列
,

同时分析比较更多其它

水稻品种及其矮化突变体的 RCA 基因 5
`

上游区序

列
,

这将有助于理解其发生变异的原因
。

另一方

面
,

为了阐明 R GA 基因 5
`

上游区序列 的变异与

RGA 基因的表达及突变体表型之间的关系
,

我们

将利用克隆 自野生种
口

n 〕A
一

2 的 RGA 基因 5
`

上游区

序列
,

通过转基因方法研究能否使突变体 `阴尹夕

的 R以 表达量恢复正常
,

并使突变体回复为野生

种表型
。
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扩增出的片段都比以野生种 T GA
一

2 基因组 D NA 为

模板扩增出的相应片段长 1 100 坤 (图 3
,

泳道 3 -

8)
。

这一结果说明 面
。
泌夕和 TG

~

2 的 R CA 基因 5
`

上游区序列的长度确实存在着显著的差异
。

为了更好地理解 己叨尹 9 和 TGA
一

2 的 尺以 基因

5
’

上游区序列的差异
,

我们分别克隆了用 C/ D 引物

对扩增的两种产物 (分别为 1 5 29 帅 和 4 53 帅 )
。

测序结果显示
: 法功“确夕的 尺侧 基因 5

`

上游区序列

(其 C七n B a l lk 登录号为 YA 19 21 5 2) 分别在
一 144 9 1 -

47 9 和
一
45 1/ 一 35 0 两处 (序列编号根据 尺以 1 的基

因组序列 eG nB ank ” 5
844
图

,

下 同 ) 较 T GA
一

2 的

R以 基 因 5
`

上游 区序列 (其 eG nB an k 登录号为

解 19 2 15 3 ) 多出 9 7 3 bp 和 l o 3 bP
,

共计 1 m 6 b p
,

这一结果进一步证实了上述 CP R 分析的结果
。

突变体 面
“
湃 9 是采用辐射诱变获 得的

,

其

RCA 基因 5
’

上游区序列 比其野生种 T。 、
一

2 的 RGA

基因 5
,

上游区序列多出两个片段 ( 9 73 如 和 103

帅 )
,

有可能是插人突变而引起的
。

但令人费解的

是在另外一个已发表的半矮杆水稻品种 IR
一

36 的

RcA 基因 5
`

上游区序列刚 中也存在与第一个长插

人片段几乎完全同源的片段 (
一 144 9 / 一 5 24 )

。

虽然

在 IR
一

36 的 尺以 基因 5
`

上游区找不到与第 2个短插

人片段同源的序列
,

但在相应位置处有相同长度的

非同源序列存在 (
一 451 / 一 3 50)

。

另外
,

T GA
一

2 和

凌似尹 的 RcA 基因 5
’

上游区都缺少一个存在于

IR
一

36 中的 75 b p 的片段 (
一 2 21 / 一 14 7 )

,

这可能代

表品种间的差异
。

本研究是首次报道水稻矮化突变体中的 RCA

基因 5
`

上游区序列与其野生种的 RCA 基因 5
’

上游

区序列存在显 著的差异
。

但 由于 到 目前为 止
,
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