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　　摘要：叶片衰老作为叶片发育的最后阶段，是营养物质从叶片到其他器官的重新配置过程，对植物的适应环境至
关重要。衰老突变体及衰老相关基因的鉴定，对在分子水平上理解叶片衰老具有重要意义。本研究以拟南芥野生型

为植物材料，通过ＥＭＳ诱变技术构建突变体库，并建立了合理的黑暗胁迫体系诱导叶片衰老。利用该系统筛选到１
个衰老表型加剧的衰老异常突变体ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎｄａｒｋ１－１（ａｓｄ１－１）。通过黑暗胁迫条件下对该突变体的
叶绿素含量分析及叶片总蛋白含量的测定，确定了该突变体确实为叶片衰老加剧突变体，为寻找新的叶片衰老调控基

因及揭示植物衰老途径的分子机制提供依据。
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　　植物衰老是一个年龄依赖的在细胞、组织、器官和生物体
水平上的程序性死亡过程，是生长发育的最后一个阶段［１－２］。

叶片衰老作为植物衰老的主要形式，是叶片细胞对年龄信息

及一系列内外环境的总体响应。影响叶片衰老的环境因子包

括生物因素及非生物因素，生物因素包括病菌入侵或邻近植

物遮蔽等，非生物因素包括干旱、营养限制、黑暗处理、极端温

度及氧化胁迫等［３－４］。而外界因素的影响，会导致衰老的提

前发生［５－６］，例如，黑暗是最有效也是最简便的诱发衰老的信

号，使植物产生快速、一致的衰老表型［７］。在衰老过程中，伴

随着叶片形态上的显著变化如叶色逐渐黄化，细胞内也发生

一系列的生理生化反应［８－９］。首先，生长及环境因素等信号

分子激活调控衰老相关基因表达的转录因子［１０－１１］，从而启动

相关基因的表达。随后，细胞内的各组分开始进入有序的降

解过程，其中叶绿体的降解最早发生；伴随着叶绿体的降解就

是叶绿素和蛋白质的降解，典型的叶绿体蛋白如核酮糖二磷

酸羧化酶及叶绿素结合蛋白（ＣＡＢ）等都有很大程度的减少；
其他组分如膜脂、核酸等也被一定程度的降解，降解后的小分

子营养物质被转移到新生器官或种子中循环利用［１２－１３］。叶

片衰老是植物进化选择的产物，能够帮助植物更好地适应环

境并保证后代的繁衍［１４］，但另一方面，叶片衰老降低了作物

产量和生物量的积累，限制了水果、蔬菜以及观赏植物的寿

命，使植物更容易受到病原体侵害［１５－１６］。因而，对叶片衰老

的研究一方面可以更深入地阐明衰老过程的分子机理；另一

方面，对提高作物产量及果蔬储藏具有重要经济意义。

目前研究衰老机制主要从遗传筛选和分子手段两方面入

手。遗传手段包括筛选和鉴定衰老异常突变体。拟南芥作为

模式植物，具有全基因组已经测序、生长周期短、叶片生长发

育阶段易于区分等特点，成为研究叶片衰老的最适材料［１，４］。

拟南芥突变体的获得主要有物理诱变、化学诱变、Ｔ－ＤＮＡ插
入诱变等［１７］。化学诱变法作为经典的诱变方法，其产生的突

变体为基因功能研究提供了丰富资源。甲基磺酸乙酯

（ＥＭＳ）是一种较为常用的化学诱变剂，能诱发植物产生高密
度的系列等位基因点突变，并且诱变频率高、副作用（致死或

不育等）较小、操作简单［１８］，因而被广泛用于拟南芥的诱变处

理。对经过诱变处理后的植物，通常多利用植物表型鉴定、生

理生化、遗传学等方法进行筛选。

本研究先对野生型拟南芥进行时间梯度的黑暗胁迫诱

导，获得一个合理的诱导衰老体系：将拟南芥种子在添加１％
蔗糖的ＭＳ培养基上持续光照生长７ｄ，之后移栽至不添加外
源糖的ＭＳ培养基上，并进行梯度黑暗胁迫处理，植物叶片随
处理时间延长呈现出明显的衰老表型；接着，将自噬基因突变

体在碳素缺乏条件下，经过黑暗诱导后呈现的早衰表型来确

定试验体系的可行性和有效性；最后，以ＥＭＳ诱变获得的Ｍ２
代分离群体为研究对象，进行上述黑暗胁迫体系的诱导，从而

筛选出可能的叶片衰老提前或者衰老延缓的突变体，成功获

得了１个衰老提前的突变体ａｓｄ１－１，进一步对该衰老异常突
变体进行了鉴定和研究。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）野生型为
Ｃｏｌｕｍｂｉａ（Ｃｏｌ－０）生态型。植物经典自噬基因突变体
ａｔｇ５－１、ａｔｇ７－３由笔者所在实验室购于拟南芥资源中心
（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｏｕｒｃｅｃｅｎｔｅｒ，ＡＢＲＣ）。突 变 体
ａｓｄ１－１为野生型拟南芥通过ＥＭＳ诱变筛选得到。
１．１．２　主要试剂　拟南芥培养基质购自 ＰｉｎｄｓｔｒｕｐＳｕｂｓｔｒａｔｅ
ＰｅａｔＭｏｓｓ；蔗糖和 ＥＭＳ购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司，琼脂
（ＢＡＣＴＯ）购自美国ＢＤ公司。
１．１．３　溶液　种子漂洗液（５０％市售 ８４消毒液，０．１％
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ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）；ＭＳ全素固体培养基［５ｍｍｏｌ／Ｌ硝酸钾，
２ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸镁，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾，２ｍｍｏｌ／Ｌ硝酸
钙，０．０５ｍｍｏｌ／ＬＦｅ－ＥＤＴＡ，０．１％微量元素混合液（Ｖ／Ｖ），
０．０２％ ＥＭＳ，１％蔗糖，１％琼脂；ＫＯＨ调 ｐＨ值为 ５．８，１２１℃
高压灭菌２０ｍｉｎ］。
１．２　方法
１．２．１　ＥＭＳ诱变　以拟南芥野生型（Ｃｏｌ）为材料，利用甲基
磺酸乙酯（ＥＭＳ）化学诱变技术，构建诱变群体，参照 Ｗｉｌｓｏｎ
等的方法［１９］略作改动。称取０．４ｇ（约２万粒）的野生型种
子，于５０ｍＬ离心管中用双蒸水浸泡６～８ｈ使种子预吸胀。
之后吸出水，加入用磷酸缓冲液配制的０．４％的 ＥＭＳ（Ｖ／Ｖ），
浸泡１４ｈ过夜。处理后的种子，吸出 ＥＭＳ，用蒸馏水反复冲
洗数次，每次５ｍｉｎ，即为Ｍ１种子。将Ｍ１种子种植于培养基
质上，混合收获种子并分组，共得到３０个 Ｍ２诱变群体。将
获得的Ｍ２代群体作为筛选对象，通过缺失碳源及黑暗胁迫
体系处理，观察植物表型，筛选可能的叶片衰老相关突变体。

１．２．２　种子表面消毒　每次用千分之一天平称取０．０５ｇ（约
３０００粒）种子，分装于１．５ｍＬ的离心管中，加入１ｍＬ新配置
的种子漂洗液，颠倒数次后，于超净台中将漂洗液吸去，用已

灭菌的双蒸水反复洗数遍至不再有漂洗液残留，最后将种子

重新悬浮于无菌水中，置于４℃低温黑暗处理２～３ｄ。
１．２．３　ＭＳ固体培养基培养　配制含有１％蔗糖的 ＭＳ培养
基并于１２１℃高压灭菌。将灭菌后的培养基以每个培养板约

４０ｍＬ的量均匀平铺于１２ｃｍ×１２ｃｍ的方形培养板上，待培
养基凝结以备用。用巴氏滴管吸取种子，单粒均匀点播在含

有１％蔗糖的ＭＳ固体培养基表面。待培养基表面无多余水
分后，用封口膜密封培养板。将培养板放入培养间，放置在温

度２２℃和光强约 １００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）的持续光照下竖直
培养。

１．２．４　黑暗胁迫体系诱导叶片衰老及衰老异常突变体的筛
选　将在含有１％蔗糖的 ＭＳ培养基上光下生长的拟南芥植
株，移到不添加外源糖的 ＭＳ培养基上并完全黑暗处理的体
系称为黑暗胁迫。在含１％蔗糖的 ＭＳ培养基上生长７ｄ的
Ｍ２代植物，于超净台中用镊子小心挑起并移到不添加蔗糖
的ＭＳ培养基上，封口膜密封后，用锡纸包裹培养板使植物完
全黑暗并竖直放入培养箱中培养。在黑暗胁迫处理７ｄ后，
取出黑暗处理过的Ｍ２代植株观察拍照。叶片衰老相关突变
体的筛选模式如图１所示，此时的 Ｍ２群体中叶片衰老程度
不一。将黑暗胁迫７ｄ的野生型（ＷＴ）植株（图１－Ａ）中子叶
明显黄化、衰老加剧或子叶较绿、衰老延缓的植物挑出

（图１－Ｂ），移栽到植物基质泥炭土中，放入光照培养间正常
培养，单株编号并记录植株表型后收种子。以野生型拟南芥

作对照，将第１轮筛选得到的叶片衰老表型异常植株经过黑
暗胁迫处理再次验证叶片衰老表型，能够维持第１轮得到的
叶片衰老加剧或延缓的植物即为可能的衰老异常突变体。具

体筛选过程如图１－Ｃ所示。

１．２．５　突变体的衰老表型分析　观察突变体幼苗的发育状
况、叶色的差异、植株整体表型及在黑暗胁迫处理中植物的衰

老情况并拍照。

１．２．６　Ｔ－ＤＮＡ插入突变体的鉴定　进行突变体 Ｔ－ＤＮＡ
插入鉴定的引物如表１所示。Ｔ－ＤＮＡ插入的纯合体植株基
因组ＤＮＡ用自身基因Ｒ引物或Ｆ引物与Ｔ－ＤＮＡ序列上的
ＬＢ引物可以扩增出特异条带，而自身 Ｆ＋Ｒ不能扩增出目的
条带。野生型或无插入的植株只有Ｆ＋Ｒ可以扩增出目的条

带。进一步对突变体的Ｔ－ＤＮＡ插入位置进行确定，以纯合
突变体植株的基因组ＤＮＡ为模板，用Ｔ－ＤＮＡ序列的左端引
物ＬＢ与基因组Ｆ或Ｒ引物扩增，将所得的扩增产物回收后
测序并比对分析Ｔ－ＤＮＡ插入位置。
１．２．７　叶绿素的提取及含量测定　取新鲜植物叶片（约
２０ｍｇ）置于标记好的１．５ｍＬ离心管中，精确称质量并记录组
织鲜质量后迅速投入液氮中冻存。将植物组织充分研磨至粉

末状，加入１ｍＬ的９５％乙醇；避光放入４℃环境中颠倒混匀
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表１　ＡＴＧ５及ＡＴＧ７Ｔ－ＤＮＡ插入突变体鉴定引物

突变体名称

（编号）
引物名称

引物序列

（５′→３′）

ａｔｇ５－１（ＳＡＩＬ＿１２９＿Ｂ０７）ＳＡＩＬ＿ＬＢ３ ＴＡＧＣＡＴＣＴＧＡＡＴＴＴＣＡＴＡＡＣＣ
ＡＡＴＣＴＣＧＡＴＡＣＡＣ

ＡＴＧ５Ｆ２ ＧＧＡＴＡＴＣＣＴＴＧＣＡＡＣＡＴＡＣＴＧ
ＡＴＧ５Ｒ２ ＴＴＧＴＡＴＡＧＧＣＡＴＣＡＡＧＡＴＣＡＣ

ａｔｇ７－３（ＳＡＩＬ＿１１＿Ｈ０７）ＳＡＩＬ＿ＬＢ３ ＴＡＧＣＡＴＣＴＧＡＡＴＴＴＣＡＴＡＡＣＣ
ＡＡＴＣＴＣ

ＡＴＧ７Ｆ１ ＧＡＧＣＡＴＴＡＣＣＧＴＣＴＣＴＴＡＡＣ
ＡＴＧ７Ｒ２ ＣＡＴＧＧＣＧＣＡＴＴＡＣＣＡＴＧＴＡＧ

孵育，孵育时间为５～２４ｈ；孵育完成后，使用高速低温离心机
以１４０００ｒ／ｍｉｎ在４℃下离心１０ｍｉｎ；转移上清液到新的离
心管中，之后对样本的吸光度进行测定。将分光光度计设定

３个波长（６６４、６４９、４７０ｎｍ），每个样本重复测３遍后记录平
均吸光度Ｄ６６４ｎｍ、Ｄ６４９ｎｍ、Ｄ４７０ｎｍ。用９５％乙醇调零后，即可进
行样本吸光度的测定，若样本的吸光度高于１，可以按１∶１０
的比例进行稀释。通过计算公式可以得到总叶绿素含量及叶

绿素ａ、叶绿素ｂ、类胡萝卜素、叶黄素的量。
１．２．８　拟南芥叶片总蛋白提取及 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离　取拟
南芥叶片组织（约５０ｍｇ）置于１．５ｍＬ离心管中，用千分之一
天平精确称量后放入液氮中瞬时冷冻。将叶片充分研磨至粉

末状，按１ｍｇ组织加１０μＬ缓冲液的量加入２×蛋白提取缓
冲液，颠倒混匀后放入 ６５℃干浴 ２ｈ。２ｈ后，室温以
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，转移上清液（即为所需的蛋白样
品）到新的离心管中，蛋白样品可于 －８０℃保存。等量的蛋
白样品经１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离后，通过考马斯Ｒ－２５０染色
液染胶，充分染色后，加入脱色液室温脱色至凝胶空白处蓝色

完全脱去，拍照分析条带。

２　结果与分析

２．１　黑暗胁迫体系诱导野生型拟南芥叶片衰老
利用黑暗胁迫梯度处理体系，首先构建了以拟南芥野生

型为处理对象的植物叶片衰老模式，以此寻找叶片出现显著

衰老表型的时间点，同时鉴定该黑暗处理体系的有效性。将

生长于ＭＳ培养基上的７ｄ的野生型拟南芥，转移到不添加蔗
糖的ＭＳ培养基上，经过黑暗胁迫（Ｃ－）不同天数处理诱导
植物衰老；而对照组植株转移到含有１％蔗糖的 ＭＳ培养基
上，继续光下生长。黑暗胁迫处理的时间梯度依次为０、０．５、
１、２、３、４、５、７、９ｄ。取出对应时间点的植物观察表型，与光下
对照相比，在黑暗胁迫诱导５ｄ后植物叶片颜色开始变黄，７ｄ
后叶片黄化加剧，衰老表型明显（图２）。在处理９ｄ后，植物
叶片基本完全变黄。通过对野生型诱导衰老，确定了最为明

显的植物叶片衰老表型开始于处理７ｄ左右，同时也说明了
构建的黑暗胁迫体系确实能诱导植物产生快速一致的叶片衰

老表型。

２．２　经典自噬基因突变体的 Ｔ－ＤＮＡ插入鉴定及黑暗胁迫
诱导叶片衰老

　　Ｔｈｏｍｐｓｏｎ等将在碳源充足的短日照条件下生长的自噬
基因突变体ａｔｇ５－１和 ａｔｇ７－１，转移到黑暗中生长一段时间
后又回到短日照下生长１周，诱导ａｔｇ５－１和ａｔｇ７－１产生了

生长减慢和衰老加速的表型，从而证明了其构建的碳源缺乏

体系的有效性［２０］。因此，先通过从 ＡＢＲＣ网站上购买，分别
获得了ＡＴＧ５基因和ＡＴＧ７基因的 Ｔ－ＤＮＡ插入功能缺失突
变体ａｔｇ５－１和 ａｔｇ７－３，再通过设计引物进行 ＰＣＲ鉴定其
Ｔ－ＤＮＡ插入位点（图３），获得其 Ｔ－ＤＮＡ插入功能缺失纯
合突变体。

　　进一步将突变体 ａｔｇ５－１和 ａｔｇ７－３作为处理对象来检
测该黑暗胁迫体系在鉴定自噬异常突变体叶片衰老表型中的

有效性，处理时间为７ｄ，处理方法同上。在黑暗胁迫体系处
理７ｄ后，取出植物观察表型，可以看到，经过处理的野生型
植物叶片已经开始变黄，这与之前结果一致。然而相比于野

生型，处理后的自噬基因突变体ａｔｇ５－１和ａｔｇ７－３均表现出
更为明显的叶片黄化衰老表型（图３），这与已经报道的经典
自噬基因突变体在营养胁迫下产生的超敏感表型一致。同

时，观察光下正常生长的对照组植物，发现突变体与野生型植

物叶片颜色并无差异，表明在黑暗胁迫后产生的叶片衰老表

型并非由植物本身叶色差异造成。通过已知的自噬突变体在

黑暗胁迫诱导下产生的衰老加剧表型，说明构建的黑暗胁迫

体系确实可以作为筛选或鉴定衰老异常突变体的有效手段。

２．３　衰老异常突变体的筛选与表型鉴定
通过ＥＭＳ诱变及黑暗胁迫处理体系，在 Ｍ２代筛到了３

个可能的衰老相关突变体。其中筛到１个在黑暗胁迫处理以
后植物叶片颜色明显黄化、衰老加剧的突变体 ａｓｄ１－１，在后
续作为研究对象。将野生型和ａｓｄ１－１突变体经过黑暗胁迫
梯度处理体系诱导，培养时间梯度为０．５、１、２、３、４、５、７、９ｄ，
将到达处理时间点的植物取出观察衰老表型，本研究展示了

０、１、３、５、７、９ｄ这６个时间点的植物表型图（图４）。从图中
可以看出，随时间的延长，黑暗胁迫处理以后的植物叶片逐渐
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变黄衰老。而对比野生型与 ａｓｄ１－１突变体可以发现，
ａｓｄ１－１突变体衰老更快，在处理５ｄ后，野生型与 ａｓｄ１－１
突变体已呈现出叶色黄化差异，而在处理７ｄ后，叶色差异更
为明显；到处理９ｄ后，虽然二者都衰老严重，但 ａｓｄ１－１突

变体的叶片已经开始腐烂。而处理０ｄ的植物叶片颜色并无
差异，表明在黑暗胁迫后产生的叶片衰老加剧表型并非由植

物本身叶色差异造成，而可能是 ＡＳＤ１基因在调控叶片衰老
中的功能引起。

２．４　衰老叶片中的叶绿素含量测定
现已建立的表征衰老的标记有叶绿素含量、光合效率、基

因表达以及蛋白水平的变化等。其中测定叶绿素含量是最为

方便和简单的定量叶片衰老的方法［２１－２２］。通过测量叶片的

叶绿素含量，发现光下对照中的野生型与 ａｓｄ１－１突变体的
叶绿素含量在同一时间点差异并不明显；而在黑暗胁迫处理

中的２种基因型植物叶绿素含量都随着处理时间延长呈下降
趋势，但 ａｓｄ１－１突变体叶绿素下降速率要高于野生型
（图５）。　
２．５　衰老叶片中蛋白的降解

将野生型拟南芥与ａｓｄ１－１突变体在梯度黑暗处理０．５、

１０、２．０、３．０、４．０、５．０ｄ后，通过提取衰老叶片的总蛋白及
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测叶片总蛋白的降解情况（图６）。观察
考马斯亮蓝染色的蛋白胶，可以看到在黑暗胁迫诱导的衰老

叶片中，蛋白积累明显降低，而对比于野生型，ａｓｄ１－１突变
体中蛋白的降解更为明显，尤其在处理３ｄ以后，ａｓｄ１－１突
变体中蛋白积累，特别是叶绿体蛋白 Ｒｕｂｉｓｃｏ大亚基（５０ｋｕ）
的含量明显下降。这也间接反映了ａｓｄ１－１突变体在黑暗胁
迫诱导下衰老加剧。

３　结论与讨论

植物叶片衰老是植物自身发育阶段整合外界环境而表现
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出的一种自然响应的衰退过程。外界环境（如黑暗诱导、营

养限制等）可以促使整个叶片趋于同步化的衰老［２３］。前人的

研究中常将单个叶片避光黑暗或者采用营养限制（如缺氮、

缺碳等）来促使植物衰老，将营养缺乏和黑暗结合起来处理

植物幼苗的方法则是一种更为有效的新方法。本研究中，在

不提供外源蔗糖的情况下，完全黑暗处理阻止植物进行光合

作用，从而抑制内源糖类的产生，形成完全的碳素缺乏。而梯

度黑暗胁迫处理的目的在于观测植物表型及细胞内物质变化

的动态过程，为后期试验提供合理的植物处理时间点。这种

黑暗胁迫体系不仅可以实现植物在幼苗期形成快速一致的衰

老，并且植物培养基成分易于控制，避免了因外在因素导致的

衰老差异。在本研究中建立的黑暗胁迫体系，不仅可以作为

筛选植物衰老相关突变体的有效手段，对于已有突变体材料

进行衰老相关表型的鉴定也是一种快速而简便的方法。

利用ＥＭＳ技术构建突变体库，从中筛选突变体是一种经
典的正向遗传学方法，该方法有可能筛选到从 Ｔ－ＤＮＡ插入
突变体库中无法发现的新基因［２４］。在本试验中，通过对野生

型拟南芥进行ＥＭＳ诱变，筛选到１个衰老表型加剧的突变体
ａｓｄ１－１，进一步对该突变体通过黑暗胁迫体系诱导叶片衰老
进行表型验证，同时检测衰老叶片中叶绿体基质蛋白的降解情

况，发现突变体叶片衰老表型和叶绿体蛋白降解都与野生型存

在差异，明确了ａｓｄ１－１为１个叶片衰老相关突变体，这为后
续研究ＡＳＤ１基因在调控叶片衰老中的功能奠定了基础。

参考文献：

［１］ＬｉｍＰＯ，ＫｉｍＨＪ，ＮａｍＨＧ．Ｌｅａｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗ

ｏｆＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２００７，５８：１１５－１３６．
［２］Ｂｕｃｈａｎａｎ－ＷｏｌｌａｓｔｏｎＶ．Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｙｏｆｌｅａｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，１９９７，４８（２）：１８１－１９９．

［３］ＳｅｎｅｓｃｎｅｃｅＴＨ．Ａｇｅｉｎｇａｎｄｄｅａｔｈｏｆｔｈｅｗｈｏｌｅｐｌａｎｔ［Ｊ］．Ｎｅｗ
Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔ，２０１３，１９７（３）：６９６－７１１．

［４］ＬｉｍＰＯ，ＷｏｏＨＲ，ＮａｍＨＧ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｇｅｎｅｔｉｃｓｏｆｌｅａｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００３，８（６）：２７２－２７８．

［５］ＢｌｅｅｃｋｅｒＡＢ，ＰａｔｔｅｒｓｏｎＳＥ．Ｌａｓｔｅｘｉｔ：ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ，ａｂｓｃｉｓｓｉｏｎ，ａｎｄ
ｍｅｒｉｓｔｅｍａｒｒｅｓｔｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，１９９７，９（７）：１１６９－
１１７９．　

［６］ＳｍａｒｔＣＭ．Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇｌｅａｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ［Ｊ］．Ｎｅｗ
Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔ，１９９４，１２６（３）：４１９－４４８．

［７］ＮｏｏｄｅｎＬＤ，ＧｕｉａｍｅｔＪＪ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎａｎｄｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ｂｙｔｈｅｆｒｕｉｔｉｎｍｏｎｏｃａｒｐｉｃｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉａＰｌａｎｔａｒｕｍ，１９８９，７７
（２）：２６７－２７４．

［８］ＺｈａｎｇＨＳ，ＺｈｏｕＣＪ．Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｉｎｌｅａｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ［Ｊ］．
ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１３，８２（６）：５３９－５４５．

［９］ＬｅｅＲＨ，ＷａｎｇＣＨ，ＨｕａｎｇＬＴ，ｅｔａｌ．Ｌｅａｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎｒｉｃｅ
ｐｌａｎｔｓ：ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ
［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２００１，５２（３５８）：１１１７－１１２１．

［１０］ＢａｌａｚａｄｅｈＳ，Ｒｉａｎｏ－Ｐａｃｈｏｎ Ｄ Ｍ，Ｍｕｅｌｌｅｒ－ＲｏｅｂｅｒＢ．
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｌｅａｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２００８，１０（１）：６３－７５．

［１１］ＧｕｏＨ，ＥｃｋｅｒＪＲ．Ｔｈｅｅｔｈｙｌｅｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ：ｎｅｗｉｎｓｉｇｈｔｓ
［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２００４，７（１）：４０－４９．

［１２］ＲｏｂｉｎｓｏｎＷＤ，ＣａｒｓｏｎＩ，ＹｉｎｇＳ，ｅｔａｌ．Ｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇｔｈｅｐｕｒｐｌｅａｃｉｄ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅＡｔＰＡＰ２６ｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｄｅｌａｙｓｌｅａｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ａｎｄｉｍｐａｉｒｓｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｒｅｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮｅｗＰｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔ，２０１２，
１９６（４）：１０２４－１０２９．

［１３］ＰｏｔｔｉｅｒＭ，Ｍａｓｃｌａｕｘ－ＤａｕｂｒｅｓｓｅＣ，ＹｏｓｈｉｍｏｔｏＫＡ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙａｓａ
ｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｆｏｒｍｉｃｒｏｎｕｔｒｉｅｎｔｒｅｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｆｒｏｍｌｅａｖｅｓｔｏ
ｓｅｅｄｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２０１４，５（２）：１１．

［１４］Ｂｕｃｈａｎａｎ－ＷｏｌｌａｓｔｏｎＶ，ＥａｒｌＳ，ＨａｒｒｉｓｏｎＥ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌｅａｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ—Ａ ｇｅｎｏｍｉｃｓａｐｐｒｏａｃｈ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ
ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＪｏｕｒｎａｌ，２００３，１（１）：３－２２．

［１５］ＬｉｍＰＯ，ＮａｍＨＧ．２－Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｃｏｎｔｒｏｌｏｆｌｅａｆ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄｌｏｎｇｅｖｉｔｙｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＴｏｐｉｃｓｉｎ
ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ，２００５，６７：４９－８３．

［１６］ＮａｖａｂｐｏｕｒＳ，ＭｏｒｒｉｓＫ，ＡｌｌｅｎＲ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ－
ｅｎｈａｎｃｅｄｇｅｎｅｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２００３，５４（３９１）：２２８５－２２９２．

［１７］李国保．一个拟南芥晚花突变体的鉴定［Ｄ］．太原：山西大学，

—２４— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１８期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
２００７．

［１８］崔清志，刘晓虹，陈惠明．ＥＭＳ诱变技术研究进展［Ｊ］．湖南农
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陶仕珍，田　斌，孙正海，等．绣球藤叶片转录组分析及ＳＳＲ引物开发［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（１８）：４３－４６．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．１８．０１１

绣球藤叶片转录组分析及 ＳＳＲ引物开发
陶仕珍１，田　斌２，孙正海２，张　睿２

（１．云南林业职业技术学院，云南昆明６５０２２４；２．西南林业大学，云南昆明 ６５０２２４）

　　摘要：转录组是特定组织或细胞在某一发育阶段或功能状态下转录出来的所有转录本的集合，转录组研究能够从
整体水平上探讨基因功能及基因结构，揭示特定生物学过程的分子机制。利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序平台对绣球藤叶片的转
录组进行测序，共得到原始ｒｅａｄｓ９２０４２０８６个；对其测序组装总共获得２０２３４０个 ｕｎｉｇｅｎｅ，长度分布于２０１～１９４１５
ｂｐ之间，平均长度为６４２ｂｐ；数据库中的序列同源性比较表明，９５５８６个 ｕｎｉｇｅｎｅ与其他生物的已知基因具有不同程
度的同源性；绣球藤转录组中的ｕｎｉｇｅｎｅ根据基因本体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，简称ＧＯ）功能大致可分为细胞组分、分子功能
和生物学过程三大类和３８个亚类；将ｕｎｉｇｅｎｅ与蛋白质直系同源数据库（ｃｌｕｓｔｅｒｏｆｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓｇｒｏｕｐｓ，简称 ＣＯＧ）数据
库进行比对，根据其功能大致可分为２６类；ＫＥＧＧ数据库作为参考，依据代谢途径可将 ｕｎｉｇｅｎｅ定位到５个代谢途径
分支；ＫＥＧＧ通路分析显示，参与翻译的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ最多有 ５５０条，并得到 １０２５５个简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔ，简称ＳＳＲ）位点，能为今后对铁线莲属植物资源的研究和有效利用奠定基础。
　　关键词：绣球藤；转录组；基因功能与结构；ＳＳＲ引物开发；测序
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育种研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｕｎｚｈｅｎｇｈａｉ１９７８＠１６３．ｃｏｍ。

　　转录组是指特定生物体在某种状态下所有基因转录产物
的总和。目前，以 Ｉｌｌｕｍｉｎａ、４５４和 ＡＢＩ为代表的第２代测序
技术的迅速发展及随之产生的诸如 ＳＯＡＰ－ｄｅｎｏｖ等新的分
析方法使人们能更全面快速地了解真核生物复杂的转录

组［１－２］，更为全基因组测序尚未完成（无参考基因组）的生物

提供了组学研究的新途径［３］。

通过转录组测序分析能有效挖掘植物不同组织、不同生长

发育时期及在不同环境下的基因表达差异［４］。另外，转录组测

序对新基因的深度发掘、基因家族鉴定、代谢途径确定等科学

问题提供了新的解决途径［５］。近年来，由于转录组测序成本的

降低，通过转录组数据开发适用于动植物育种、濒危物种保护、

群体遗传学等领域的分子标记也已获得了很好的效果［６］。

铁线莲属（Ｃｌｅｍａｔｉｓ）是毛茛科（ＲａｎｕｎｃｕｌａｃｅａｅＪｕｓｓｉｅｕ）的

一个世界性分布的大属，共约有３５０余种［７］。我国是铁线莲

属物种多样性最高的国家之一，约有１４７种，其中９３种为我
国特有［８］。这个属的植物多为大型攀援草本，并且有很多物

种如转子莲（Ｃ．ｐａｔｅｎｓ）、毛茛铁线莲（Ｃ．ｒａｎｕｎｃｕｌｏｉｄｅｓ）、长瓣
铁线莲（Ｃ．ｍａｃｒｏｐｅｔａｌａ）等花大而艳丽，具有很高的园艺价值。
此外这个属的部分植物如绣球藤（Ｃ．ｍｏｎｔａｎａ）、威灵仙（Ｃ．
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）、小木通（Ｃ．ａｒｍａｎｄｉｉ）等还有很高的药用价值。本
研究所涉及的物种绣球藤是铁线莲属绣球藤组分布较广泛的

一个物种，自然分布于我国西南以及喜马拉雅地区，具有良好

的药用价值和观赏价值［９］。

本研究拟利用Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序平台对绣球藤叶片的转录组
进行测序，对其测序组装得到的 ｕｎｉｇｅｎｅ进行分类统计、功能
注释以及代谢通路分析，并得到一批简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称ＳＳＲ）位点，为今后对铁线莲属植物资源
的深入研究和有效利用奠定基础。

１　研究方法

１．１　总ＲＮＡ的提取和测序
用十六烷基三甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ

ｂｒｏｍｉｄｅ，简称ＣＴＡＢ）法［１０］提取采自云南省昆明市的绣球藤
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