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　　摘要：以ａｔ１４ａ相关基因型（野生、缺失）拟南芥植株为试验材料，利用转录组学和生物信息学等方法，分析野生型
（ｃｏｌ）、缺失突变体（ａｔ１４ａ）拟南芥差异基因表达状况，初步探讨拟南芥 ＡＴ１４Ａ的功能。结果表明：ａｔ１４ａ在拟南芥植
株根、茎、叶和花中均有表达，尤其在叶片中的表达量较高；相较于野生型，缺失突变体ａｔ１４ａ中有１９４个差异基因，其
中上调基因１２２个，下调基因７２个；通过ＧＯ富集分析发现，２种基因型植株差异基因主要参与了应答胁迫过程，这表
明ａｔ１４ａ可能通过调控ＡＴ５Ｇ３９６１０、ＡＴ１Ｇ５３２４０、ＡＴ４Ｇ３２７７０、ＡＴ１Ｇ０２９２０、ＡＴ１Ｇ１０７６０这些逆境胁迫相关基因的表达来
参与应答胁迫。差异分子主要定位于细胞核，具有绑定的分子功能。通过 ｐａｔｈｗａｙ分析发现，２个基因型植株差异基
因主要参与了核糖体代谢、碳水化合物代谢、光合等代谢途径。研究结果为深入研究 ａｔ１４ａ作用的分子机理奠定了
基础。
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　　植物细胞壁可能与膜蛋白相互作用，其中一类膜蛋白就
是与动物细胞整合素蛋白相似的类整合素蛋白。整合素是动

物细胞黏附分子的重要成员，属于一类跨膜蛋白的超家族，是

由２个跨膜糖蛋白亚基（α、β）通过非共价键连接而成的异二
聚体，它们黏附于细胞外基质（ＥＣＭ）并结合细胞骨架。整合
素分子的结构特点使其成为动物细胞内外信号双向转导过程

中的关键分子之一，它能介导细胞膜双向信号转导，即通过调

控细胞外的信号从而调控其与细胞外配体的结合活性；同时，

细胞外基质与整合素的结合诱导细胞内的信号传递过程。整

合素在多种生理活动中具有重要的功能，它们调节细胞的迁

移、极性、生长、分化，并与基因表达的信号转导元件相互作

用［１－３］。在植物中，整合素尚未被证实，有可能是因为植物已

经将这些蛋白功能以不同于哺乳动物细胞的方式进行组合，

以适应植物质膜的独特结构，并与细胞壁相互作用［４］。自从

Ｓｃｈｉｎｄｌｅｒ等首次发现与动物整合素具有相似功能的类整合素
蛋白以来，在植物中已经确定了许多类整合素蛋白［５－６］。

Ｎａｇｐａｌ等在１９９９年报道了在拟南芥 ｃＤＮＡ库中用抗脊
椎动物整合素β１亚基胞内高度保守结构域抗体作探针分离
和鉴定出１个与整合素具有部分相似序列的ｃＤＮＡ克隆———
ＡＴ１４Ａ，这为植物类整合素的存在提供了直接证据。ＡＴ１４Ａ
（Ａｔ３Ｇ２８３００）编码基因有１个１１５４ｂｐ的开放阅读框，只存
在１个外显子，由１４５９个核苷酸组成，其中１０至１１６４位核
苷酸组成编码３８５个氨基酸的蛋白，分子量预测为４３ｋｕ。序

列分析发现，ＡＴ１４Ａ蛋白有１个小的结构域与真菌、昆虫和
人类的整合素存在序列相似性，并有１个编码１１个氨基酸的
高度保守区，它与人类Ｄ１整合素胞内结构域同源性较高［７］。

笔者前期研究表明，拟南芥ＡＴ１４Ａ蛋白功能类似于动物中的
整合素，介导了悬浮细胞细胞壁 －质膜 －细胞骨架连续体
（ＷＭＣ）的连接［８］。然而，关于 ＡＴ１４Ａ发挥生理功能的机制
尚不清楚。

转录组学是新兴的研究细胞表型和功能的重要手段，在

研究基因结构、表达和功能上开拓了新型研究方向。转录组

（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ）概念最先是由 Ｖｅｌｃｕｌｅｓｃｕ等在 １９９７年提出
的，是指某一特定生物体在特定状态下所有基因转录产物的

总和，主要包括ｍＲＮＡ、非编码 ＲＮＡ［９］。相对于基因组而言，
转录组更具有时间性、空间性，转录组反映的是特定条件下活

跃表达的基因［１０］，基因芯片技术是转录组学分析的常用方

法。它起源于２０世纪９０年代，是指高密度固定在硅片、玻
片、陶瓷等固相支持介质上的生物分子微阵列，具有快速、高

效、微型化、高通量、大规模、高度并行性等特点［１１］。因此，本

研究通过基因芯片技术分析 ＡＴ１４Ａ对拟南芥基因表达的影
响，从而探讨ＡＴ１４Ａ的功能，以期为类整合素的研究提供理
论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验所用的植物材料是拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）。

ａｔ１４ａ基因位于３号染色体上，编号为ＡＴ３Ｇ２８３００。以野生型
（Ｃｏｌ）、纯合突变体（ａｔ１４ａ）（ＳＡＬＫ＿１０１７６１）２种基因型拟南
芥为材料。野生型拟南芥（Ｃｏｌ）由加拿大大不列颠哥伦比亚
大学陈金桂博士提供，后经笔者所在实验室自行繁种保存。

ａｔ１４ａ是ＡＴ１４Ａ的Ｔ－ＤＮＡ插入功能缺失突变体。以不同组
织的拟南芥为材料，提取总 ＲＮＡ，用于 ａｔ１４ａ基因的表达分
析。以生长６周的拟南芥叶片为材料，提取总 ＲＮＡ，用于基
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因芯片分析。

１．２　试剂
总ＲＮＡ提取试剂盒：ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅＰｌａｎｔＫｉｔ［天根生化

科技（北京）有限公司］；ｃＤＮＡ第１链合成试剂盒（Ｒｏｃｈｅ）；
ＲＴ－ｑＰＣＲＭｉｘ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）；ＲＮＡ提取和反转录过程中所用
ＥＰ管及枪头均为无菌级（美国 Ａｘｙｇｅｎ公司）；荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ（美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ公司）；Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶：ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＤｒｅａｍＴａｑＧｒｅｅｎＤＮＡ聚合酶。
引物由上海捷瑞生物工程公司合成。

１．３　荧光定量ＰＣＲ方法
根据植物总ＲＮＡ提取试剂盒的说明，提取拟南芥叶片总

ＲＮＡ，并参照反转录试剂盒的说明，以总ＲＮＡ为模板，反转录
为ｃＤＮＡ，用于 ａｔ１４ａ的表达分析。以拟南芥数据库中的
ａｔ１４ａ基因编码序列为参照，用Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计 ａｔ１４ａ基因
定量ＰＣＲ引物。以根、茎、叶、花等组织的ｃＤＮＡ为模板，扩增
拟南芥ａｔ１４ａ基因，进行表达量分析。反应体系２０μＬ，其中
上下游引物各０．５μＬ，定量 ＰＣＲ混合液１０μＬ，模板 ｃＤＮＡ
１μＬ，补双蒸水至２０μＬ。反应条件：９５℃ １ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，
６０℃１ｍｉｎ，４０个循环；９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，
６０℃３０ｓ，导出数据使用ＡＢＩ７３００自带软件进行定量分析。
１．４　基因芯片分析
１．４．１　ＲＮＡ样品制备及芯片杂交　采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取拟南
芥叶片中的总ＲＮＡ，通过异丙醇沉淀法浓缩 ＲＮＡ，并进一步
采用ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎ试剂盒对总ＲＮＡ进行柱纯化，
用分光光度计定量、甲醛变性胶电泳质检。采用ＲＮＡ扩增标
记方法合成带生物素标记的 ｃＲＮＡ，将纯化后的 ｃＲＮＡ与
Ａｇｉｌｅｎｔ公司拟南芥全基因组芯片杂交过夜，然后在芯片工作
站进行芯片洗脱，采用芯片扫描仪进行扫描。这些工作均由

北京博奥生物有限公司完成，每个样品重复３次。
１．４．２　芯片图像的采集与数据分析　采用ＦｅａｔｕｒｅＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ
图像分析软件对芯片图像进行分析，将图像信号转化为数字

信号。然后对信号值进行归一化处理，用 ＳＡＭ（Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＭｉｃｒｏａｒｒａｙｓ）软件进行差异基因的分析。ＦＤＲ控制
在５％以内，再以倍数变化大于２倍或小于５０％的标准筛选
差异基因。

１．５　生物信息学分析
本试验通过 ＴＡＩＲＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓｔｏｏｌ

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｂｕｌｋ／ｇｏ／ｉｎｄｅｘ．ｊｓｐ）和
ＭＡＳ（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＡｎｎｏｔａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ）系统对差异基因进行
分析。

１．６　统计分析
研究中每个值的表达方式为“平均值±标准误差”，不同

处理之间进行了多重比较，所有数据进行了单因素方差分析。

２　结果与分析

２．１　ａｔ１４ａ的组织表达特性
图１表明，在拟南芥根、茎、叶和花各组织中，ａｔ１４ａ都有

表达，尤其是叶片中的 ａｔ１４ａ基因表达量最高，根、茎中的
ａｔ１４ａ表达量最低，花中ａｔ１４ａ表达量居于两者之间。
２．２　总ＲＮＡ质检和芯片杂交质量检测

采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取６个拟南芥样本叶片的总ＲＮＡ，纯化

后，紫外分光光度计测定Ｄ２３０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ，计算出各ＲＮＡ
样品的浓度（表１）。由图２可知，ＲＮＡ样品电泳条带清晰。
总体看出，ＲＮＡ样品的纯度、总量及完整性符合 Ａｇｉｌｅｎｔ表达
谱芯片试验要求，可以继续后续芯片试验。

６个样本纯化后 ｃＲＮＡ产物分别与芯片进行杂交和扫
描，芯片杂交扫描结果显示拟南芥基因组中所有基因表达的

荧光原始信号强度。由图３可知，芯片四周边界点线均匀一
致，表明芯片质量可靠。信号检测报告表明：样品各项检测参

数达到质控要求，杂交控制探针等阳性对照信号、看家基因信

号值正常；平均背景值与噪音值较低；阳性率数值正常。这些

结果说明，本组基因芯片的质量、杂交和检测体系均无问题，

芯片检测结果可靠。

表１　总ＲＮＡ质检报告

序号 样品名称 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ
浓度

（μｇ／μＬ）
总量

（μｇ）

１ 野生型－１ １．９４ １．３１ １．３７ ５４．８３
２ 野生型－２ １．９６ １．２６ ０．８３ ３３．１７
３ 野生型－３ １．９６ １．２５ １．４０ ５５．９１
４ 突变体－１ １．９５ １．１１ １．１６ ４６．４９
５ 突变体－２ １．９５ １．１３ １．０３ ４１．１８
６ 突变体－３ １．９５ ０．５４ ０．８１ ３２．５６

２．３　不同基因型拟南芥转录组分析
通过软件对野生型（ｃｏｌ）和缺失突变体（ａｔ１４ａ）植株叶片

的差异基因进行了分析。由图４可知，野生型与缺失突变体
植株的差异基因共１９４个，其中１２２个上调，７２个下调。
２．３．１　不同基因型拟南芥差异基因的基因本体（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌ
ｏｇｙ）分析　ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ数据库旨在建立注释基因和蛋白质
知识的标准词汇体系。ＧＯ功能注释包括细胞定位（ｃｅｌｌｕｌａｒ
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ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）、生物学过程（ｂｉｏ
ｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓ），３者紧密联系，共同描述基因的特征。细胞
定位是指基因产物在细胞中的位置；分子功能描述基因或基

因产物的分子生物学活性和功能；生物学过程通常由多种分

子功能有序组成。通过ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ分析，有助于更好地了
解拟南芥ａｔ１４ａ缺失后，植株基因表达的变化规律。由图５－
Ａ可知，２个基因型植株叶片差异基因参与的生物过程多种
多样，如细胞代谢、应答胁迫、运输、信号转导、转录等，应答胁

迫是其中比较重要的过程。这从转录水平上说明，定位于质

膜的 ａｔ１４ａ作为细胞壁 －质膜 －细胞骨架连续体的中间分
子，可能在拟南芥响应胁迫过程中起关键作用。由图５－Ｂ
可知，２个基因型植株叶片差异基因主要定位于细胞核，分布
比例高达２０．３５％，其次是细胞质、细胞内、叶绿体等部位。
这为 ａｔ１４ａ定位于质膜，并参与细胞壁的组成提供了组织基
础。由图５－Ｃ可知，２个基因型植株叶片差异基因主要具有
绑定功能，还有转移酶活性、激酶活性、水解酶活性等功能。

这表明ａｔ１４ａ具有和其他基因相互作用的分子基础。
２．３．２　不同基因型拟南芥差异基因的 Ｐａｔｈｗａｙ分析　日本
京都基因和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）是生物系统学的数据
库，它整合了细胞功能、生物体特性知识，描述了分子间相互

作用。由图６可知，２种基因型植株叶片差异基因参与的代
谢途径多种多样，如核糖体代谢、淀粉与蔗糖代谢、氨基糖代

谢、与细胞色素Ｐ４５０相关的异源性代谢、叶绿素卟啉环代谢、
乙醛酸代谢、色氨酸代谢、光合代谢等。这些结果表明，ａｔ１４ａ
可能参与这些代谢途径的调控。

３　讨论与结论

叶片在植物光合作用、蒸腾作用、水和营养物质的吸收等

过程中发挥重要作用，从而影响整个植物的生长和发育。因

此，叶片组织的转录组学研究在植物转录组学的研究中具有

举足轻重的作用。ａｔ１４ａ在叶片中表达较高，这为它在生物
进程中发挥功能提供了组织基础。

近期的研究表明，ＡＴ１４Ａ是 ＷＭＣ连续体中必不可少的
核心分子，可以作为植物细胞壁和细胞骨架之间的连接载体，

与动物整合素一样，在控制极性和形态中起重要作用。它参

与了细胞质膜与细胞壁间的黏附，并参与了渗透胁迫诱导的

质－壁分离过程［８］。越来越多的证据表明，在植物细胞中

ＷＭＣ连续体对胁迫起重要的调控作用，但是它通过膜蛋白介
导的分子机制还不清楚。相关研究表明，植物类整合素参与

了霉菌毒素的渗透作用、机械刺激应答、细胞壁黏附等［１２］。

笔者的研究也发现，２个基因型植株差异基因主要参与了应
答胁迫过程。

ＡＴ５Ｇ３９６１０（ＡＴＮＡＣ２）是编码ＮＡＣ结构域的转录因子。
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在盐胁迫下，野生型、ＮＴＨＫ１转基因株系中该基因表达上调；
此外，它还参与氧化胁迫［１３］。ＡＴ４Ｇ３２７７０（ＶＴＥ１）编码生育酚
环化酶，与生育酚（维生素Ｅ）的合成有关，它参与应答高光、
氧化、低温等逆境胁迫过程［１４］。ＡＴ１Ｇ５３２４０（ＭＭＤＨ１）编码
线粒体苹果酸脱氢酶，它参与冷胁迫和盐胁迫应答过程，并参

与细菌防御反应；它还参与苹果酸、三羧酸循环等碳水化合物

的代谢过程［１５］。ＡＴ１Ｇ０２９２０（ＧＳＴ１１）编码谷胱甘肽转移酶，
具有和钴离子、铜离子、谷胱甘肽结合的功能，它定位于细胞

质、细胞核和液泡等部位，参与应答盐胁迫、细菌和真菌防御，

还参与谷胱甘肽代谢和毒素分解代谢等途径［１６］。ＡＴ１Ｇ１０７６０
（ＳＥＸ１）编码淀粉降解所需的α－葡聚糖水合二激酶，它具有
α－葡聚糖水合二激酶活性，能与 ＡＴＰ、金属离子结合，它定
位于叶绿体、线粒体等部位，参与了应答冷胁迫过程，与淀粉

分解途径有关［１７］。ＡＴ１４Ａ可能通过调控这些逆境相关胁迫
基因的表达，从而参与了拟南芥响应逆境胁迫过程。

本试验通过转录组学和生物信息学的方法初步分析了拟

南芥缺失突变体ａｔ１４ａ的基因表达变化及其参与的生物学过
程和代谢途径等，分析结果较直观，为进一步研究 ａｔ１４ａ作用
的分子机制奠定了基础。
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毛百合试管鳞茎形成和膨大的培养优化

张彦妮１，李兆婷１，张艳波１，汪海洋２

（１．东北林业大学园林学院，黑龙江哈尔滨１５００４０；２．内蒙古自治区翁牛特旗林业局，内蒙古赤峰 ０２４５００）

　　摘要：以毛百合（Ｌｉｌｉｕｍｄａｕｒｉｃｕｍ）试管苗为材料，研究不同浓度活性炭、激素种类、水杨酸、蔗糖等对试管鳞茎形
成和膨大的影响，同时比较鳞茎大小对移栽成活率的影响。结果表明，ＮＡＡ、ＩＢＡ、多效唑对试管鳞茎形成和膨大都有
影响，蔗糖对鳞茎膨大有影响；１．０ｇ／Ｌ活性炭对鳞茎的形成及膨大效果最好，所结鳞茎直径增大２．５０倍，鳞茎球形指
数１．４０，鳞茎鲜质量８２８．２ｍｇ，结球率达１００％，平均新增鳞茎４．４０个；水杨酸对鳞茎膨大效果不明显；鳞茎越大
（≥８ｍｍ），移栽成活率越高（９６％），长势越好。
　　关键词：毛百合；试管鳞茎；植物激素；膨大
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ＤＬ１２ＣＡ１１）。

作者简介：张彦妮（１９７４—），女，山西大同人，博士，副教授，主要从事
园林花卉的繁殖栽培及育种研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｙａｎｎｉ８０８＠
１２６．ｃｏｍ。

　　毛百合（Ｌｉｌｉｕｍｄａｕｒｉｃｕｍ）为百合科（Ｌｉｌｉａｃｅａｅ）百合属
（Ｌｉｌｉｕｍ）多年生球根类花卉，产于黑龙江、吉林、辽宁、内蒙古
和河北等地，朝鲜、日本、蒙古和俄罗斯也有分布，其花色艳

丽、姿态优雅，是一种代表和谐美好、吉祥高贵的观赏花

卉［１］；同时又是一种名贵的中草药，鳞茎治脓肿、骨折、烧伤

及冻伤等，地上部分新鲜时局部应用，可促进外伤愈合，有收

敛作用，花可治肺病［２］。毛百合是一种珍贵的野生资源，具

有极高的观赏、食用和药用价值，花期 ６—７月，抗寒性极
强［３］，是很好的逆境基因资源库。目前，学者对毛百合的种

子萌发［４］、繁殖生物学［５］、染色体［６］、核型分析［７］、再生体系

的建立［８］、切花保鲜［９］、栽培［１０］进行了研究。东北林业大学

花卉研究所于１９９４年利用“９４０７０３”科学卫星搭载毛百合的
种子后，发现卫星搭载可以提高毛百合种子的萌发率，可使毛

百合鳞茎大小及质量产生一定变异［１１］。纪莹等利用栽培品

种布鲁拉诺与毛百合进行种间杂交后，通过测定杂交后代相

关生理生化指标，发现杂交后代抗寒性有所提高［１２］。鳞茎作

为毛百合繁殖和药用的一个重要部位，如何短时间内使其鳞

茎增大、鳞茎增大受到哪些因素的影响仍值得探讨。目前，还

未发现添加不同附加物促进毛百合鳞茎膨大的相关研究。一

般在组织培养过程中，试管结球时间较长，形成的鳞茎直径较

小，制约了其繁殖及生产。因此，有必要寻找能缩短结球时间

和促进试管鳞茎增大的方法。本试验以毛百合组培苗为试验

材料，探讨活性炭（ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ，ＡＣ）、α－萘乙酸（ＮＡＡ）、
３－吲哚丁酸（ｉｎｄｏｌｅｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＩＢＡ）、蔗糖、水杨酸（ｓａｌｉｃｙｌｉｃ
ａｃｉｄ，ＳＡ）、多效唑（ＰＰ３３３）对毛百合试管鳞茎形成和膨大的影
响，探索添加不同附加物对试管鳞茎移栽成活率及生长状况

的影响，以期找到最适附加物及其浓度，加速鳞茎的生长和发

育，为毛百合的育种、离体快繁及园林应用等奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
以毛百合（Ｌｉｌｉｕｍｄａｕｒｉｃｕｍ）的无菌苗为试验材料。

１．２　方法
１．２．１　小鳞茎的获得　将通过增殖培养获得的毛百合不定
芽分割成单芽（高约４ｍｍ），转接到 ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ（根据预试验获得的培养基配方）继代培养
基上壮苗，直到每个单芽基部小鳞茎直径长至０．３～０．４ｃｍ
时，剪去上部叶片接种于培养基上。

１．２．２　鳞茎膨大培养基设计与培养条件　以 ＭＳ为基础培
养基，培养基设计方案分为２种，一种方案为附加０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ，设置ＮＡＡ浓度为０、０．２、０．５、１．０、２．０、４．０ｍｇ／Ｌ、ＩＢＡ
浓度为０、０．１、０．５、１．０、２．０、４．０ｍｇ／Ｌ。另一种方案为附加
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ，设置添加物活性炭（０、０．２、
０．５、１．０、２．０ｇ／Ｌ）、蔗糖（０、１５、３０、６０、９０、１２０ｇ／Ｌ）、水杨酸
（０、０．０５、０．１、０．５、１．０、２．０ｍｇ／Ｌ）、多效唑（０、５、１０、２０、
４０ｍｇ／Ｌ）浓度。每个处理接种 ３０个外植体。除特殊说明
外，所有培养基均附加 ７．８ｇ／Ｌ琼脂、３０ｇ／Ｌ蔗糖，ｐＨ值
５．８～６．０。培养基在１２１℃高压灭菌锅中灭菌２０ｍｉｎ。组培
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