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水稻基因组中 U Zs n R N A 基因的结构分析
关
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摘要 对水稻 ( O。
忆“ s at 初 )uZ sn R NA 基因的结构分析结果表明单子叶植物水稻 的

U sZ n R NA 基 因以多基 因家族的形式存在
,

且 U sZ n

NR
A 基 因中存在连锁现象

.

3 个新

的水稻 U sZ n R NA 基 因和 已报道的 DF RGU Z
一

3 一样
,

编码 区上游除含有植物 U sn NR A

基因共有的 u SE 和 T ATA 元件外
,

还含有单子叶植物 U sn R NA 所特有的 M SP 元件
,

且

具有保 守的四茎环二 级结构
,

基 因成员间的同源性最低为 85
.

1%
.

其中两对基 因连

锁
,

且转录方向相同
,

此外还发现一例假基 因的存在
.

关键词 UZ
s刊RN A 基因 基因家族 结构分析 水稻

在高等真核生物中
,

与 p er
一

m
NR A 剪接相关的 us

n RN A 基因 ( u l
,

u Z
,

u 4
,

U S 及 u 6 )通常

以多基因家族 的形式存在
,

且不 同数 目的基 因常在一 定程 度上存在连锁
.

植 物细胞 核 中

sn RNA的丰度比动物的
S n RN A 低 or 一 100 倍

,

但个别成员 的结构变化类型却远远多于动物川
.

在植物中
,

被深人研究过的 us
n R NA 的基因家族并不多

,

已知拟南芥有 7 个 u Z sn NR A 基因川
,

番茄有 8 个 u1
S n

NR
A 基因 s[]

,

马铃薯有 6 个 u Z sn RN八基因闭
.

动物 u sn NR
A 基因家族常常分

散在基因组的某一区段
,

间距几百到几千碱基对囚
.

而植物 us
n

NR A 基因在基 因组 的分布情

况尚未见报道
.

单子叶植物与双子叶植物的 U Z sn NR A 基因在编码区部分有较高同源性
,

但在

上游调控区的结构上不同 e[,
7〕

,

这意味着它们的 us
n RN A 基因在表达调控上会有所区别

.

在完

成水稻一种 u sZ n RN A 基因结构分析的基础上〔7〕
,

为了解水稻 中 u sZ n RN A 基因家族 的组成情

况
、

结构特征以及在基因组中的分布等
,

我们以拟南芥 UZsn NR
A 基因为探针

,

从水稻基 因文库

中分离了 13 个 U sZ n RN A 基因克隆
,

在物理图谱分析基础上选择其中 5 个差异明显的 U sZ n

NR A

基因进行结构测定
,

结果表 明它们都具有典型的 U Z sn NR A 基因的结构特征
,

但又各不相 同
,

并

在水稻中发现至少存在两对连锁的基因
.

同时还发现在水稻 中存在 UZ sn RNA 假基因
,

这些结

果显示出水稻 UZ sn RN A 基因家族成员结构较为丰富
,

意味着水稻剪接机制的复杂性
.

1 材料与方法

1
.

1 Son ht em 印迹分析

从水稻广陆矮 4 号 (种 子由中国水稻研 究所 提供 )黄化 苗中提 取总 D
NA

,

各取 or 滩 总

DN A 经酶切后在 1%琼脂糖凝胶上电泳过夜
,

电压为 I V c/ m
,

将 电泳后的凝胶进行 oS ut ha m 转

l少哭荞08
一

17 收稿
,

l夕列弄 11
一

巧 收修改稿
*

国家水稻基因组研究计划资助项 目 (编号
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一

的
一
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移
,

所用尼龙膜为 H y l x 比 ld N ( A
l n e 玲11 a m 产品 )

.

以拟南芥 U Z
.

Z sn NR A 基因的 iH n d lll 硬七。 R 工片

段 (约 500 坤 )为探针
,

用「。
一 32 P」dA作 标记后进行杂交和放射 自显影

.

1
.

2 水稻 UZ
s证D胜 基因的分离及序列分析

以 [
。 一
咒 P」dA T p 标记 的拟南芥 u Z

.

Z sn NR A 基因 iH
n d lll

一

& 。 R 工酶切片段为探针
,

按 eB
n ot n

和 D va i。 的原位杂交法 s[]
,

从水稻基因文库中筛选含 u sZ
l l R N A 基 因的克隆图

,

制备重组 、 D NA
,

以 刀。爪 H 工
,

及
。 R 工

,

iH n d lll 等酶切进行酶谱分析
,

oS u ht e m 印迹分析后
,

将含有 U sZ r 1RNA 基 因

的酶切片段克隆于 M 13 mP 18 l/ 9 载体后
,

进行序列分析
.

黔
一 23 ’ k b

锻铃 一 94 k b

赛
一

6石 k b

撇葡i

一
4 4 kb

一
2 3 k b

一
2刃 kb

1
.

3 水稻 UZ
s nI D汰 基因的连锁分析

以水 稻 基 因文 库 中分 离 到 的包 含 U Z sn R 、 A 基 因的 重组

几D
NA ( 50 gn )为模板

,

根据植物 u Z 基 因的保守顺 序设计并合成

一对引物
: U Zd 和 U2 u( 5忆咒CGT CA ( ; AA A G〔; CC G A ( ; A AA G G’ FAT

~

3
’

和 5忆 A C GG AT CCA GTG I
,

AGT AT C T G T IU 3
`

)
.

分 别 以 U Z u + UZd
,

U Z u + UZ u
,

U Z d + UZd 为引物
,

用 p CR 法扩增基 因间区
,

将扩增片

段进行酶谱分析
,

并克隆于 M 13 mP 18 l/ 9 载体中
,

用双脱氧法对扩

增片段 两端进行序列 分析
.

根据 引物组合及扩增 片段两 端 的

U sZ n R NA 特征序列
,

推测出基因的连锁方式
.

1
.

4 水稻 UZ
snI D汰 基因顺序的数据处理及同源性比较

应用计算机 CP GENE 6
.

7 FS T卜S C AN 软件系统
,

将各水稻 2U 基

因编码区进行 同源性 比较
,

分析编码 区 上游调控元件 的变化及

U sZ n RNA 二级结构 的保守性
.

-嘟

图 1 水稻 UZ
s l l
RN内基因的

阮
u th

e m 印迹分析图谱

左边泳道为 五板〕 R l 酶切 的水稻 总

D N A
,

右边泳道为 从几 d m酶切的水

稻总 D N A

2 结果与讨论

2
.

1 水稻 UZ
s血RN A 基 因的家族性

用 及。 R l
,

从几 d m酶切的水稻总 DN A 经 oS u ht e m 印迹分析
,

均有 10 余条杂交条带 (图 1 )
,

证 明水稻基因组 中 U Zsn R NA 基 因以

多基因家族的形式存在
.

结合水稻 U sZ l l RN A 基因的酶切图谱和

UsZ l l RNA 基 因存在连锁且无内含子等特点 (见下 文 )
,

推测水稻

U sZ n RN A 基因的拷贝数至少为 巧 个
.

2
.

2 水稻中一些 UZ
s址朴涟 基因的连锁性分布

以拟南芥 UZ
.

2 基因为探针
,

经噬菌体原位杂交
,

从水稻基因

渺触

文库中筛选到 13 个阳性克隆
,

分别命名为 DF RGU
Z
一

1 一 印RGU Z
一

13
.

酶切 图谱显示各克隆间

均有一定的差异 (结果未显示 )
.

选取 图谱差 异最 明显 的 5 个 克隆 ( u Z
一

1
,

u Z
一

3
,

UZ
一

4
,

u Z
一

5
,

UZ
一

6) 做进一步详细的分析和序列测定
.

结果表明
,

u Z
一

1
,

u Z
一

4
,

u Z
一

6 均含有 2 个 u Z sn NR A 基

因
,

分别称为 A 和 B
.

UZ
一

3 和 U Z
一

5 为单基因
,

且 U Z
一

3 与 UZ
一

I A 的核昔酸序列相同
.

进一步经

CP R 法扩增连锁基 因的基 因间区
,

并进 行酶谱分析
,

结果 显示 U Z
一

4 和 U Z
一

6 连锁 间距均 为

1
.

6 kb
,

间区 DNA 片段的酶切图谱亦相同
,

连锁基 因均为顺式重复排列 ; 由于基因间区 的 DNA

序列具有较强的特异性
,

推测两者可能为同一组基因
.

而 UZ
一

1 的两个基因的连锁 间距未能确

定
,

推测可能是两个连锁基 因的间距过长
,

难以用普通 CP R 方法扩增得到
,

酶谱分析和基因定
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水稻基 因组中 U Z s

ll
H闪A 基 因的结构分析

位 中亦未发现有短于 10 k h的单
一

阳性片段
,

从侧面证明了这 一点
.

此外
,

以水稻总 DN A 为模

板扩增连锁基因间区 时发现除 l
.

6 kb 的片段外还有 3
.

2 kb 和 3
.

s kb 的片段 (数据未列出 )
,

表

明水稻基因组 中 U Z sn RN A 基因存在不同的连锁方式 (图 2 )
.

2
.

3 水稻 uZ
s n RN A 基因的结构特征 a() 一

-

仆石 . 一一一一 { 闷玉卜一一一
经 序 列 分 析

,

水 稻 u Z一 A
,

u Z
一

4 A
,

u Z
一

4 B
,

U Z
一

4 A u Z
一

4 。

U Z
一

5基因编码区 的同源性为 85
.

1%
,

而相连锁 的 (b)

es
. -月. . . . 卜一 - - - -

一
U Z

一

4 A和 U Z
一

4 B 的同源性为 95
.

5 %
,

表明连锁的基

因具有更高的相似性
.

4 个水稻 U Z 基因 皆具有

典型的植物 u sZ n R NA 基因的特征 [ 7二
,

其编码区 5
`

端 124 个碱基完全相 同
,

差异都发 生在 基因的 3
`

端
.

位 于 U Z sn R NA S
`

端 的 RNA
一

RN A 结合区 域保

守性极 强
,

而核糖核蛋白的结合区域在 3
`

区的茎

U Z
一

I A t J Z
一

I B

图 2 水稻 U Zsn RN A 基 因连锁示意 图

( a) 连锁 基因 U 2 4
.

黑框为 U2 4 A 和 2U 一 B 基 因编码

仄
,

空框为基因上游调控区
,

箭头表示 基因的转录方 向
.

基囚间 区约为 l
.

6 kb
.

( h) 连锁基 因 2U
一

1
.

灰框表示

U Z
一

I A 和 UZ
一

I B 基 因的调控区和编码区
,

基因的排列方

式尚未确定
.

基因间风估计远大于 l
.

6 kb

环结构
,

有较多变化
,

这种差异意味着不同的 U Z sn RNA 与蛋 白结合可形成特异的核糖核蛋 白

体圈
.

Han ley 等人队
’ 。〕对植物 us

n RN A 基 因表达的研究表明
,

在不同发育时期 us
n

NR A 的表达

模式不同
,

不同的 sU
n RN A 基因由于转录或转录后加工的不同而在发育 的特殊时期表达

.

由

此推测
,

不同的 U Z sn RNA 基因成员可能与生物体发育的各不同阶段特异表达的基因 m RN A 前

体的剪接密切相关
.

U Z
一

I A
,

U Z
一

4 A
,

UZ
一

4 B
,

UZ
一

5 基因的编码区上游
一 7 0 区和 一

30 区分别含有植物 U sn NR A 基

因所特有的 U S E (叩
s ter am

S e q u e n e e e l e m e n t )元件和 以以
一

lik e 元件 (图 3 )
.

除此之外
,

在 jt s E

元件的上游
,

从
一 1 80 - 一 120 区分布着 2 一 3 个保守的 G / A C C C灯 G顺序 (图 3 )

,

此为单子叶植

物 us
n RN A 基因所特有 的调控顺序

,

称 为 M s P (mo
n oc ot

一

sP ec 币 C por mo t er )元 件
.

水 稻 u Z
一

I A
,

U Z
一

4 A 和 U Z
一

5 基因中均含有两个 M S P
,

顺序都是 C C C C C A
,

而 U Z一B 中含有 3 个 M SP
,

除两个

是 G( ;C C C A 顺序外
,

还有一个是 AG C C CG
.

单子叶植物与双子叶植物 sU
n

NR A 基因上游调控区

的不同
,

反映出它们的转录系统存在差别
.

据报道
,

单子叶植物的 sU
n RN A 基因 (包括 M SP 缺

失后 的基因 )在双子叶植物的原生质体 中能够表达
,

而双子叶植物的 sU
n RN A 基因一般在单子

叶植物的原生质体中不能表达〔’ “ 〕
,

这证实了 M sP 元件是单子叶植物中 us
n

NR
A 基因表达所必

需的
,

也说明单子叶植物与双子叶植物的 sU
n RN A 基因对表达所需的转录因子有着明显的不

同
.

2
.

4 水稻 中 UZ
s妞RNA 假基因

5 个不同的 U sZ n RN A 基因中
,

UZ
一

lB 无上游调控 区
,

与相应的 sU
n

NR
A 相 比

,

UZ
一

lB 缺失 5
’

端的 25 个碱基 (图 3 )
,

其余 5
`

端的 99 个碱基顺序与其他的水稻 UZ sn RN A 相同
,

3
`

端不同于已

测定的任何一个水稻 UZ sn RNA 基 因
,

是一个新 的 U Z sn RN A 基 因的部分 片段
.

在 已报道 的

us
n

NR A基因家族中
,

普遍存在假基 因〔5
,

” 一 `3 〕
.

据推测
,

假基因可能是 由于基因组 的重组造成

的
,

表现为无上游调控元件或仅是基因的某个片段或基 因发生部分缺失
.

U Z
一

lB 是 U Z sn RNA

基因缺失了一部分
,

故推测为假基因
.

植物 u sZ n

NR A 基因结构的多样性说明植物生长发育 中 p。
一

mR
NA 剪接加工的复杂性

,

对

植物 sU
n RNA 基因家族的研究将为了解植物生长发育的分子机制提供有益的信息

.
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F DR U GZ一A I

FR D GU Z一 4A

FR DU GZ~ 4 B

R F DU Z G~5

R F DU GZ一 I B

H 比 )。C 。卜落冶五 f ic仑以翅幻饮江 卜七 no co t --姚祀C 比 ic p士 a口 Ot曰 r

A TA A A TC 卿赵江次五 GA T T TC G GC C C CA A A A G GA A A A C TC C q二二二二五一 一 一

一
A A A G GC C 二贝二且二五T T TA G GA A G GC C C TA GC GA T G一CA C G旦Q二Q 二五A CA C G

A A A GC C G二垦二二A Q T T T GA G一

一 G GT T TC C C G GA GC CA GC Q 二二二 g五A C C GA

GT TCA T G二安二二二五A C TA C TC G GC CA C T T G GC T G GNTC G GA G GT T TCA G空二
.

R F D G口2 一 IA

F OR GU Z~ 4A

r DR GU Z一 4 B

F DR GU Z一 5

R F D GU Z一 I B

一 一 一 一 T GA A T GC T T GA TA A C GA A T GCA C C TA GC G G GA TC C GA GA T G GA T G G

C GA CA GCA A A C G一 一 一 一 一 一 ~一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一C CA

Q Q Q 立盈CA TC C GA T GA TA T T GTA C C T T GC C C TC C C GT T T G一 -一 一

一 T TC GT

gA QA C C GC C CA A GCA GT GA GA NC C N G GC G GC GCA G GT T GC T GC T T TC C T G

F DR GU Z~IA

r DR GU Z一 4A

F DR U GZ一 4 B

F DR U GZ一 5

R F U D GZ~I B

中
st艺. a口 3构娜翔国 肚

C 目解翔飞七

A T G GT TC T T GT G GT TA A TA C CA C C C T GA G GA C G GA GA GC GA T G GA C G G G G

A T GC T GC T T TC T T T GT T GA C CA CA TC GA C G GA TCA A G GA GA T GA A C T GCA

TCA T TA C T GA CA T T T GT GA C CA CA C T GC GC GA TCA A G几C GA G GA GA T GA T

T TC GC T T G GA T GT T TA A C T GCA C 一C T GC T T T T GCA GC TC G GTA G GC G G GT

吧叨久
~

工主 ke日 X O+ 1
F DR U GZ~IA

F DR GU Z
~

4A

F DR U GZ~ 4 B

R F D GU Z一 5

F DR GU Z一 I B

C T GC C GTC T G工五工石工五旦C GA A GCA G G GT TC GA C GT T TA CA C TC
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F DR U GZ一 4A
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G G e T ; A G 。 : e A A G : q 里压q 工八 T e T G T : e T T ; T e ; G T T T ;;;
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J办千 1 1

F D R G U Z 一 I A

F D R G U Z 一 4 A

F D R G U Z 一 4 B

r D R G U Z 一 5

F O R G U Z ~ I B

阵阵T A T c T G A T
A T G T G G G c 二么I 二工G c T C A c T A c G A T A T T A A A T T T A T T T T T TTT

卜卜
T A T c T G A T A T G T G G G c 二五工二工G c c 一 A c T T T G A T A T T A A A T T T A T T T T T TTT

卜卜T A T c T G A T A T G T G G G c C
`

△I 二工G T c T A C T T T G A T A T T A A A T T T A T T T T T CCC
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图 3 水稻 U sZ ll R卜A 基因的同源性比较

黑线框 内为推测的基 因的编码区
,

黑体为调控元件或基因结构域
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