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　　摘要：在经过Ａｃ／Ｄｓ基因标签系统获得的水稻Ｄｓ插入突变株系中得到１株水稻曲穗突变体植株，对该突变体进
行初步表型观察，结果显示，成熟期突变体植株的稻穗有一定的弯曲；同时采用 ＴＡＩＬ－ＰＣＲ方法获得曲穗突变体 Ｄｓ
侧翼基因序列，结果证明含有１个Ｄｓ插入位点；对Ｄｓ侧翼序列进行分析发现，Ｄｓ插入在２个基因之间，其下游是编码
类泛素特异性蛋白酶１（Ｕｌｐ１）的基因，该基因与穗的形成有一定的关联；利用 ＲＡＣＥ技术扩增 Ｄｓ插入位点下游基因
的ｃＤＮＡ的３′端序列，序列比对发现，Ｄｓ插入前后其下游基因序列无变化。预测Ｄｓ的插入影响了Ｕｌｐ１基因的启动子
区域，进而影响水稻的花序生长发育形成穗弯曲水稻突变体。本研究结果可能在穗型的遗传及发育以及改良优质高

产水稻方面有一定的作用。
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　　水稻穗型指的是稻穗的大小、多少和生长姿态，反映水稻
穗型的具体指标包括每穗粒数、结实率、着粒密度、一二次枝

梗籽粒比例、穗长、穗颈弯曲度等，根据穗颈弯曲程度分为直

立穗型和弯曲穗型［１］。在２０世纪五六十年代，我国利用半矮
化育种及水稻杂种优势技术，水稻产量有很大的提高，但近年

来，水稻产量一直处于停滞不前的状态［２］。株型育种是水稻

超高产遗传育种的重要方向，而穗型与水稻株型密切相关，是

影响水稻产量的重要因素之一。因而，通过对穗型的研究进

而提高水稻产量是很多育种专家所重视的问题。在水稻发育

生物学研究及实际农业生产中，与弯曲穗型水稻比较而言，直

立穗型能够改善灌浆结实期群体结构，增强抗倒伏性，提高群

体生长率等生理生态特性，但大多数的研究只是简单地运用

统计学对其性状进行简单考察，对直立穗型和弯曲穗型分子

机制方面的研究较少［３－５］。阐明相关穗弯曲与穗直立基因的

遗传机理，为水稻育种研究提供参考依据，这也是研究优质高

产水稻的未来研究方向。本研究对水稻 Ｄｓ插入突变株系中
出现的曲穗突变体进行表型观察，并扩增Ｄｓ侧翼序列进行基
因的初步鉴定，在此基础上采用ＲＡＣＥ扩增技术扩增Ｄｓ标记
基因的ｃＤＮＡ序列，分析Ｄｓ的插入对水稻穗型变化影响的分
子机理。

１　材料与方法

１．１　材料
曲穗突变体水稻来源于水稻品种 Ｄｏｎｇｊｉｎ（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ

Ｌ．ｖａｒ．ｊａｐｏｎｉｃａｃｖ．Ｄｏｎｇｊｉｎ）的Ａｃ／Ｄｓ插入突变体系，由韩国

国立庆尚大学 ＨａｎＣｈａｎｇ－ｄｅｏｋ教授实验室提供，委托江苏
太湖地区农业科学研究所对种子进行播种并栽培。在生长期

期间多次观察其表型，并取田间栽培的野生型与突变体水稻

完整植株，带回实验室取其幼嫩的新鲜组织，提取植物基因组

ＤＮＡ和ＲＮＡ用于后续试验研究。抽穗期间，突变体较野生
型水稻抽穗较早并在该期间株高有显著差异；成熟期，突变体

与野生型植株穗弯曲程度存在明显差异（图１）。

１．２　方法
１．２．１　引物设计　根据转座子Ｄｓ的序列特点，在Ｄｓ的３′末
端设计引物ＳＰ１、ＳＰ２、ＳＰ３，分别与随机简并引物ＡＤ１、ＡＤ２搭
配，进行ＴＡＩＬ－ＰＣＲ的３轮扩增；以ＴＡＩＬ－ＰＣＲ扩增获得的
Ｄｓ侧翼水稻序列设计３′－ＲＡＣＥ扩增特异引物。除了ＲＡＣＥ
的通用引物外，其他引物均采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０和 Ｏｌｉｇｏ７
软件进行设计，引物由苏州金唯智生物科技有限公司合成，序

列见表１。
１．２．２　突变体水稻Ｄｓ侧翼序列的扩增　采用 ＴａＫａＲａ植物
ＤＮＡ提取试剂盒，对野生型和突变体水稻的单株叶片 ＤＮＡ
进行分离提取；采用核酸微量紫外分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃＮａｎｏＤｒｏｐ２０００）对所提取的 ＤＮＡ进行浓度和纯度检测，
选取纯度较高的ＤＮＡ作为后续ＰＣＲ反应模板；然后对曲穗
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表１　用于ＴＡＩＬ－ＰＣＲ和ＲＡＣＥ扩增测定的引物

引物名称 引物序列（５′→３′） 引物用途

ＳＰ１ ＡＣＣＣＧＡＣＣＧＧＡＴＣＧＴＡＴＣＧＧＴ ＴＩＡＬ－ＰＣＲ特异引物
ＳＰ２ ＴＡＴＧＡＡＡＡＴＧＡＡＡＡＣＧＧＴＡＧＡＧＧ
ＳＰ３ ＧＴＴＡＣＣＧＡＣＣＧＴＴＴＴＣＡＴＣＣ
ＡＤ１ ＴＴＧＩＡＧＮＡＣＩＡＮＡＧＧ ＴＡＩＬ－ＰＣＲ随机简并引物
ＡＤ２ ＧＴＧＡＳＮＴＧＳＷＡＴＧＧ

ＲＡＣＥ１－１ ＴＣＡＧＣＣＣＡＡＴＡＣＡＡＧＧＴＡＧＧＡＧＴ ３′－ＲＡＣＥ特异引物
ＲＡＣＥ１－２ ＧＴＧＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＴＧＡＡＧＧＡＣ
ＲＡＣＥ２－１ ＡＧＧＡＴＧＡＧＧＡＧＣＣＡＣＧＡＣＡＡＧ
ＲＡＣＥ２－２ ＣＣＣＴＣＣＡＡＣＡＴＴＧＡＡＧＴＴＡＧＣＡＧ
ＵＳ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ ＲＡＣＥ通用引物
ＵＬ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ
ＮＵＰ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ

突变体基因组 ＤＮＡ进行 Ａｃ／Ｄｓ元件插入检测，确认含有 Ｄｓ
插入后进行 Ｄｓ侧翼序列扩增；以曲穗突变体基因组作为模
板，以随机简并引物ＡＤ１和 ＡＤ２分别与特异引物 ＳＰ１、ＳＰ２、
ＳＰ３搭配进行ＴＡＩＬ－ＰＣＲ的３轮反应扩增 Ｄｓ的侧翼序列；
根据引物设计特点，ＴＡＩＬ－ＰＣＲ的２、３轮反应产物大小应相
差３６ｂｐ，然后对第３轮反应特异条带进行割胶，采用ＴａＫａＲａ
ＭｉｎｉＢＥＳＴＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．４．０回收、纯化
特异扩增产物；将其产物连接到ＰＭＤ１９－ＴＶｅｃｔｏｒ进行ＴＡ克
隆，１６℃条件下连接过夜；连接产物转化至大肠杆菌 ＪＭ１０９
感受态细胞进行蓝白斑筛选，挑取１０个单菌落，在 ＬＢ液体
培养基中培养过夜；将菌液 ＰＣＲ验证为阳性克隆的菌液，送
至苏州金唯智生物科技有限公司进行序列测定，获得Ｄｓ侧翼
序列。

１．２．３　Ｄｓ标记基因ｃＤＮＡ的 ＲＡＣＥ扩增　对野生型和曲穗
突变体的不同组织，利用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ。采用ＴａＫａＲａ
公司ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＭ－ＭＬＶ试剂盒，建立反转录反应
体系，将提取的总ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，将其作为ＲＡＣＥ扩增
反应的模板。

第１轮 ＲＡＣＥ反应体系（５０μＬ）包括 ５μＬ的 １０×
Ｂｕｆｆｅｒ、３μＬ的ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、１．５μＬ引物ＵＳ、０．３μＬ
的引物ＵＬ、１．５μＬ的１轮特异引物、０．２５μＬｒＴａｑＤＮＡ聚合
酶（５Ｕ／μＬ）以及约２００ｎｇｃＤＮＡ模板。反应循环参数为：
９４℃３０ｓ，６７℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，２５个循环。第２轮反应
中，以通用引物ＮＵＰ与第２轮的特异引物搭配，为了得到理
想的结果，再以第２轮扩增产物为模板重复第２轮反应。退
火温度依据特异引物与ＮＵＰ的解链温度（Ｔｍ）值确定。依据
预测的 ＲＡＣＥ目标条带大小以及２、３轮结果比对，选取第３
轮反应中合适的电泳迁移条带，经胶回收、ＴＡ克隆后，将菌液
送至苏州金唯智生物科技有限公司进行序列测定。

１．２．４　突变体中Ｄｓ的染色体定位、插入位点以及Ｄｓ标记基
因的生物信息学分析　将测序获得的 Ｄｓ侧翼序列与 ＮＣＢＩ
数据库中序列进行在线比对（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ），确定突变体基因组上 Ｄｓ的染色体定位和基因位
点。将测序获得的ｃＤＮＡ的序列与 ＮＣＢＩ数据库中序列进行
在线比对，分析Ｄｓ插入前、后标记基因的结构。

２　结果与分析

２．１　曲穗突变体基因组上Ｄｓ的插入位点

对曲穗突变体进行基于ＴＡＩＬ－ＰＣＲ技术的Ｄｓ侧翼序列
的扩增，结果见图２。以突变体基因组ＤＮＡ为模板进行扩增
获取得到Ｄｓ侧翼序列，通过 ＮＣＢＩ－ＢＬＡＳＴ在线比对和分析
发现，Ｄｓ插入在３号染色体上（ＳｅｑｕｅｎｃｅＩＤ：ｄｂｊ｜ＡＰ０１４９５９．１
｜），插入在 ２个基因之间，下游为类泛素特异性蛋白酶 １
（Ｕｌｐ１）基因（图３），该基因与穗的形成有一定的关联，由此推
测Ｄｓ的插入会对下游基因Ｕｌｐ１的表达有影响。

２．２　Ｄｓ标记基因ｃＤＮＡ末端序列的分析
ＴＡＩＬ－ＰＣＲ扩增的 Ｄｓ侧翼序列分析表明，Ｄｓ插入在２

个基因之间，但下游基因对穗的形成有关联，以此为基础，提

取下游基因相关序列设计２对不同的 ＲＡＣＥ特异引物，并分
别以野生型和曲穗突变体水稻总 ＲＮＡ反转录产生的 ｃＤＮＡ
为模板进行 ＲＡＣＥ扩增反应并对其扩增产物进行电泳分析
（图４），第１对特异性引物组合ＲＡＣＥ１－１和 ＲＡＣＥ１－２中，
曲穗突变体第３轮扩增产物有１条约为４００ｂｐ的主条带，第
２对特异性引物组合 ＲＡＣＥ２－１和 ＲＡＣＥ２－２中，野生型和
突变体２、３轮扩增产物都有１条约为８００ｂｐ的主条带，经序
列测定８００ｂｐ左右的条带为特异扩增产物。测序结果显示，

—７２—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１１期



Ｄｓ插入前后，下游编码Ｕｌｐ１的基因序列无变化。预测 Ｄｓ的
插入位置对Ｕｌｐ１基因的启动子结构有一定的影响，有研究表
明Ｕｌｐ１调节ＳＵＭＯ／Ｓｍｔ３代谢途径，而ＳＵＭＯ／Ｓｍｔ３途径对细
胞分化及细胞生长、ＤＮＡ的复制与修复、核蛋白导入和靶向
以及植物开花时期有重要作用［６－７］。

３　讨论与结论

玉米Ａｃ／Ｄｓ双因子系统属于 ＤＮＡ转座元件 ｈＡＴ超家族
的成员，近年来运用Ａｃ／Ｄｓ双元件系统构建水稻突变体库已
经有了很大的进展，日本、美国、韩国、荷兰、澳大利亚等不同

的国家都有科学家致力于水稻突变体库的构建，这为高通量

突变体筛选、功能基因组学研究以及突变体库的构建和育种

奠定了基础。同时，利用水稻基因组中大量的序列信息去阐

明基因的生物学功能、鉴定以及克隆相关农艺性状的基因，对

改良水稻的生产性能和品质具有重要意义。

穗型是水稻的重要形态特征之一，与水稻产量水平有着

密切的联系，是水稻理想株型育种和栽培研究关注的焦

点［８］。有研究表明，直立穗型和弯曲穗型在直链淀粉含量、

不同部位粒型分布等方面都有区别［９－１０］，在实际生产中由于

直立穗型群体的实粒数、千粒质量明显高于弯曲穗型群体，特

别是直立穗群体的二次枝梗实粒率比弯曲型群体高１０％以
上，以及直立穗更能充分利用光照条件进行光合作用，更倾向

于直立穗型的培育［１１］。已有的研究大部分从形态及生理方

面着手讨论弯曲穗型与直立穗型的不同点，但弯曲穗型与直

立穗型在分子机制方面的差异有待进一步研究。

关于控制水稻穗型基因的研究显示，定位在第２条染色
体短臂端 ｎＤｅｌ标记 ＥＪ－４和 ｄＣＡＰｓ标记 ＥＪ－５之间的
ＦＵＷＡ基因，定位在第６号染色体短臂端 ＳＳＲ标记的 Ｒｍ２５３
和ＲＭ１９６２３之间的ＥＰ４基因，定位在９号染色体的ｑＰＥ９－１
基因，在粒长、粒宽、穗弯曲、穗直立等穗型方面进行调

控［２，５，１２－１３］。本研究结果显示，曲穗突变体的 Ｄｓ插入在２个
基因之间，其下游基因为 Ｕｌｐ１的基因，Ｄｓ标记基因 ｃＤＮＡ末
端序列的分析显示曲穗突变体水稻与野生型水稻序列无变

化，但表型观察结果证明两者在穗型弯曲度上确实存在差异，

Ａｃ／Ｄｓ双元件检测也确实有Ｄｓ元件的插入，ＴＡＩＬ－ＰＣＲ结果
也证明含有１个 Ｄｓ的拷贝，说明 Ｄｓ的插入对突变体穗的形
成有影响。Ｄｓ插入位置下游基因 Ｕｌｐ１在穗型发育过程中有
一定的调节作用。穗型的调控涉及许多不同的生化途径，包

括泛素化途径，近年来关于控制穗部性状相关基因陆续被克

隆出来，如控制穗型粒宽、粒质量编码 Ｅ３泛素连接酶的 ＧＷ２

基因可能参与降解促进细胞分裂的蛋白的过程，进而对水稻

颖壳、粒质量和产量方面进行控制，如编码核定位蛋白的

ＧＷ５基因，通过泛素蛋白酶体途径调节控制穗型粒宽、粒质
量［１４－１５］。水稻穗部性状是由多基因控制的复杂的数量性状，

另外已经克隆的水稻穗型基因还包括 Ｄ２、ＧＳ３、ＧＳ５、ＧＷ８、
ＴＡＷ１等基因［１６－２０］，随着测序技术的发展和分子标记的应用

以及突变体的挖掘，已克隆出来的控制穗部性状的基因揭示

了粒穗调控的相关机制，也为利用分子育种手段改良品种奠

定了一定的基础。但是，Ｕｌｐ１参与的泛素化调解途径以及在
穗型调控的确切机制还有待进一步确认。

另外，本研究对获得的 Ｕｌｐ１基因没有进行表达谱的分
析，在后续研究中运用荧光定量ＰＣＲ技术得到该基因在水稻
不同组织的表达差异，进一步分析 Ｄｓ插入是否会对 Ｕｌｐ１基
因的表达产生影响。
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基于 ＥＳＴ序列的茶代谢网络的构建
张正东１，申　铁２，周文卫２，谢晓尧２

（１．贵州大学计算机科学与技术学院，贵州贵阳５５０００１；２．贵州师范大学贵州省信息与计算科学重点实验室，贵州贵阳 ５５０００１）

　　摘要：茶树体内的生化反应所生成的各种功能性化合物是茶叶具有营养和健康功能的物质基础，也是茶叶品质的
决定因素。这些生化反应由茶树基因编码的酶催化并组成复杂的代谢网络。首先通过开源工具包 ｊｓｏｕｐ开发异步数
据采集程序，从布伦瑞克酶数据库（ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇｅｎｚｙｍｅｄａｔａｂａｓｅ，简称 ＢＲＥＮＤＡ）和美国国立生物技术信息中心
（ＮＣＢＩ）网站上获取酶序列及其催化反应、ＧＩ号、ＥＣ编码对应关系等相关信息，建立本地酶数据库；其次从ＮＣＢＩ上下
载ＦＡＳＴＡ格式的茶树表达序列标签（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇ，简称ＥＳＴ）序列数据，通过ＧＩ号查询本地酶数据库，得到
酶催化反应信息，继而基于超图思想利用ＣｙｔｏｓｃａｐｅＷｅｂＡＰＩ重构茶代谢网络；最后对ＥＳＴ序列信息进行统计分析，并
从多个维度对构造的代谢网络进行拓扑特性、ＫＥＧＧ路径、生物意义的深入分析，对茶树内生化反应的理解、新功能基
因的挖掘、茶叶品质的提升、新茶产品的开发具有重要意义。
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析研究。Ｅ－ｍａｉｌ：２７１５２３６６７９＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　茶是世界上一种重要的饮料［１］。茶叶品质是茶叶具有

营养和健康功能的物质基础，其决定因素是茶叶中的各种功

能性化合物［２］。研究表明，茶叶中蕴含的活性物质能够促进

身体健康和预防多种疾病。比如，茶叶中的多酚类物质有很

强的抗氧化性和生理活性，具有很好的抗衰老效果［３］。茶多

酚及其氧化物能够吸收放射性物质锶９０、钴６０，具有一定的
抗辐射作用［４］。此外，茶多酚（主要是儿茶素类化合物）具有

预防多种器官癌症、代谢综合征、心血管疾病以及神经退行性

疾病的作用［５－７］。

茶叶中的功能性化合物来源于茶树基因编码的酶［８］。

酶是代谢反应的生物催化剂，其活性由基因转录和翻译的特

定氨基酸序列决定［９－１２］。茶叶中的酶促反应组成复杂的生

化反应网络，即代谢网络［１３］。代谢网络的基本功能是不停地

与外界环境进行物质和能量交换，维持茶树体的生命特

征［１４］。此外，代谢网络对于茶叶中的物质合成至关重要，这

些物质是决定茶叶品质和等级的关键要素［１５－１６］。研究茶叶

中的酶及其催化的代谢反应，对于茶树品种的开发、品质的提

升、新型茶产品的研发加工具有重要作用。

茶叶酶的特性取决于氨基酸种类和线性排列，这些氨基

酸由茶树基因编码［１７］。因此，本研究通过异步数据采集程序

从布伦瑞克酶数据库（ＢＲＥＮＤＡ）、美国国立生物技术信息中
心（ＮＣＢＩ）网站上获取酶序列及其催化反应、ＧＩ号、ＥＣ编码
等相关信息，建立本地酶数据库；从ＮＣＢＩ上下载茶树表达序
列标签（ＥＳＴ）序列数据，通过查询本地酶数据库鉴别出 ＥＳＴ
序列对应的茶叶酶，继而构造茶代谢网络，从多个维度对构造

的代谢网络进行拓扑特性和生物信息统计分析，并讨论分析

结果所蕴含的生物学意义。

—９２—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１１期


