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低能 N十

注入诱导拟南芥变异及

突变体特异表达 c DN A克隆
`

常凤启 李银心 刘选明 刘公社 “ 朱至 清 “

中国科学院植物研究所
,

北京 10 0 0 9 3

摘要 低能 N +

离子注入拟南芥 引起处理 当代 ( M 。 )种子的萌发率降低
,

并且 降低的幅度随剂量

的升高而 增大
.

较高剂量离子处理 的 M : 代植株 中出现 了较明显的表型变异
,

包括黄化
、

半致死
、

形态变异 以及开花结实性状的改变等
.

对 M : 代植株进行随机引物扩增多态性 D N A ( R A P D )分析的

结果表 明
,

离子注入处理 的拟南芥 中有 RA P D 条带的缺失或增加
,

且 变化频率与离子 注入 的剂量

相关
,

而对照未发现有明显变化
.

8 0 次剂量处理 的 M l 代植株 中有一株特别矮小
,

为典型 的矮化

变异体
.

以它的一个稳定的 M 6 代矮化突变体 T 8 0I I 为材料
,

用 P C R 增效的减法杂交技术
,

构建

减法文库
,

克隆特异表达的
c D N A 片段

,

其中 1 个 71 2 b p 的片段与 G尺F 基因有部分同源性
.

关键词 低能离子束 拟南芥 变异
c D N A 减法文库

近年来低能离子注入 已逐步发展成为一个新的

诱变育种手段
,

并且离子注入对生物体的诱变效应

已经被广泛证 明 [’ 一 5〕
.

中国科学院等离子体物理研

究所余增亮等在 已经发现 的低能离子注入可以造成

植物细胞壁刻蚀并产生局部穿孔现象的基础上 6[] 提

出了低熊离子束介导外源 D N A 转化的 设想
.

他

们〔6 〕和杨剑波等〔’ 〕
,

吴丽芳等〔8〕分别应用低能离子

注入技术获得了转基因植株
.

除诱变育种 以外
,

基

因转化也是低能离子注入技术的应用之一
我们用不 同剂量的 N

+

注人拟南芥
,

研究 了低

能离子注入对拟南芥的诱变效应
,

并用 P C R 增效的

减法杂交技术
,

首次构建了低能离子注入诱发的突

变体一 T 80 H 特异表达 cD N A 的减法文库
,

并对特

异表达的片段进行了序列分析
.

具体方 法依 据 Y u
等 l[] 进行

.

每 次 脉冲 剂量 l x

10 ` S N 斗

/ 。 m Z ,

处理 的剂 量 分别 为 0 (作 为 对照 )
,

40
,

60 和 8 0 次
.

每个剂量处理 300 粒种子
.

1
.

2 辐照后拟南芥的培养

处理的种子种植在 温室 中
,

白夭 25 ℃
,

夜间

12 ℃
,

光照 16 h
.

在 80 次剂量处理 的拟南芥植株

中发现的矮化变异体
,

经过 5 代 自交稳定后
,

取其

中的一个矮生突变株系 T 8 0 I l( 详见结果 )和野生型

对照拟南芥作为构建减法文库的实验材料
.

1 材料与方法

1
.

1 拟南芥的 N 十

离子束辐照处理

所有 处 理 的干 种子 均来源 于 同 一 株拟 南芥

( A ar 占id OP
s i: t人a zi a n a )

,

oC l u m b i a 生态型 :
中国科

学院等离子体物理研究所提供离子源
,

离子注入的

1
.

3 基因组总 D N A 的提取

取对照和 M :
代 N

+

处理的部分植株进行基因组

D N A 的提取
,

方法按照 R og er S
等 [9 1进行

.

1
.

4 R A P D 标记

随机引物购 自赛百盛公司 ( C Y A I 一 2 0 )
,

T aq 聚

合酶 和 dN T P 购 自上 海 生工 公司
.

扩增 条件 为
:

25 沙的反应体系
,

94 ℃ 预变性 5 m in
,

然后进入下

列循环
:

94 ℃变性 1 m in
,

45 ℃ 复性 1 m in
,

72 ℃ 延

伸 Z m in
,

3 5 个循环
,

最后 7 2 ℃ 保温 10 m i n
.

扩增

产物用 1
.

5% 的琼脂糖凝胶 电泳分离
.

2 0 0 2
一

0 9
一

0 9 收稿
,

2 00 2
一

l x
一

0 8 收修改稿
,

国家自然科学基金重大项目 (批准号
:

19 6 0 5 0 0 5) 资助
, ,

联系人
,

E
一

m a i l
: c e e h u @ n s

.

ib e a s
.

a e
·

e n
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1
.

5 减法杂交及相减后
c D N A 产物 的分析

、

克隆

和鉴定

减法杂交的过 程及
“

示踪
” CD N A 的扩增 引物

依据文献 〔10] 中所述的进行
,

略有改动
.

减法完成

后
,

用初始总
“

排除
” c D N A 作 为探 针

,

对各轮减

法 的 P C R 产物进行梯度点杂交
,

鉴定减法效率
,

杂

交 用 B o e h r in g e r

M a n h e im 公 司 的 D IG H i g h P r im e

D N A L a b e l i n g a n d D e t e e t i o n S t a r t e : K i t l 进行
,

方法

依据产品说明书
.

相减后 。 D N A 用 p u 1C 8 克隆 [“ 〕
.

可能含有重组子的菌落用 P C R 扩增的方法进行鉴定

后
,

再挑选插入片段大小较为合适的 p C R 产物点膜

进行点杂交
,

以挑选阳性克隆
.

杂交操作如上所述
.

1
.

6 N o r t h e r n
杂交

N or ht er n
杂交按照文献「1 1] 所述方法进行

,

杂

交探针为克隆的 T S O l lS H 43 ( 见结果 )
,

探 针标记依

据 T a K a R a 公 司 R a n d o m P r im e : D N A L a b e l i n g K i t

产品说 明书
.

1
.

7 测序及序列分析

从点杂交中挑选部分阳性克隆送上海生工公司

测序
.

测序引物是 M 1 3( + )和 M 1 3( 一 )通 用测序引

物
.

序列通过 N CBI 服务 器
,

用 B L A S T 软件进行

序列同源性比较
.

降的幅度升高
.

其中对照拟南芥种子的萌发率和成苗

率分 别 为 89
.

7 % 和 77
.

0 %
,

而 40 次剂 量 处理 为

74
.

7 % 和 66
.

5 %
,

6 0 次剂量处理为 45
.

3 % 和 38
.

2 %
,

80 剂量为 23
.

3 % 和 21
.

4 %
.

在 3 组处理的 M :
代植

株中基本上没有发现变异株
,

但是在 80 次处理组中
,

有 1 个植株生长缓慢
,

且特别矮小
,

其果实也较对照

短粗
,

花的着生状态也发生了明显的变化 (图 1)
.

将

其 自交获得 咦 代
,

峡 代群体中矮株和高株的 比例

约为 3 : 1
,

再选取分离后的矮株连续 自交 4 代
,

获得

遗传上已经稳定的 Me 代矮生突变株系 8T 0I I
,

用来

构建 cD N A 减法文库
.

此外
,

在 映 代植株中
,

40 次

剂量处理组的 2 22 个植株生长基本正常
,

形态与对

照没有明显区别
,

60 次剂量处理组的 76 株中发现 3

株在花序形成后顶端不能形成花芽
,

80 次剂量处理

的群体中存在较明显的表型变异
,

例如黄化
、

半致

死
、

形态变异 (花形
、

植株高度等 )及开花结实性状

的改变等 (图 2 )
.

我们在实验 中也发 现
,

当离子剂

量增大
,

不完全花的分化频率增加丈数据未给出 )
.

2 结果

2
.

I N 十

离子注入对拟南芥生长发育及表型变异的

影响

低能离子处理 的当代种子萌发率和成苗率与对

照相 比都有所下降
,

而且随离子注入剂量的增大
,

下

图 1 拟南芥对照植株 ( a)
,

株高超过 n
c m 和

M
l

代矮化变异体 ( b)
,

株高仅约 3 cm

图 2 低能离子诱导的拟南芥 M
:

代部分植株花的形态变异

( a) 对照 ; ( b) 40 次剂量处理的拟南芥
,

能进行正常的花序
、

花芽分化
; (

C

) 60 次剂量处理的拟南芥出现无柄花的花芽分化
,

花序难以伸长
; ( d) 80 次剂量处理的植株形成的无柄花

,

只有花瓣
,

没有正常的雄蕊与雌蕊的分化
,

花序不能正常形成

2
.

2 R A P D 分析

使用 2 0 个随机引物进行 R八尸I〕扩增
,

16 个引物

有扩增产物
,

产物大小分布在 2 00 一 1 2 00 b p 之间
.

从

中挑选稳定性较好的引物 CY A
,

1 0 和 C Y A
,

1 9 对对照

及 40
,

60 和 80 次剂量处理的 47 株植株进行了 R A尸1〕

分析
.

其中对照组在 10 个植株中都未发现条带差异
,
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而经 N +

离子处理的拟南芥 咦 代植株与对照相比大

多有条带的增加或缺失
,

而且差异的出现与离子剂量

相关
.

此外
,

我们在实验中发现
,

同一条带有时还有

扩增量的差异 (部分 RA p l〕结果见图 3)
.

有杂交信号出现
.

此 外
,

我 们用 总
“

示踪
” c D N A

作为探针
,

再进行一次杂交
,

杂交结果 (图 4 ( b ) )显

示
,

每次减法杂交的产物与总
“

示踪
” C D N A 探针

都有 很 强 的 杂 交 信号 出 现
,

证 明相 减后 剩 余的
c D N A来源于 T 8 0 H

.

对阳性克隆 中质粒所携带的插

入片段的 P C R 扩增和点杂交结果 (结果未给出 )也显

示插入片段是来源于 T 8 l0 l 的
,

因此 c D N A 减法文

库的构建是成功的
.

1陀

住2滩

4 0 n g

s n g

图 3 用 C Y A
一

10 和 C Y A
.

19 对对照和离子注人处理的

M
:

代部分植株进行 R A P D 扩增的结果

( a )为 c Y A
一

19 对对照和 60 剂量处理的植株扩增的结果
; ( b)

,

( c )和 ( d) 为 C Y A
一

10 分别对对照 和 40
,

60 和 80 剂量处理的植

株扩增的 R户尸 D 图谱
; 口 <为对照

; 1一 10 为不同剂量处理的不

同株系的编号
.

M 为 D N A 分子量标准

图 4 初始总
“

排除
” c D N A 和总

“

示踪
” c D N A

为探针与每步减法扩增产物杂交结果

( a) 总
“

排除
” c

D N A 与减法扩增产物杂交结果
; ( b) 总

“

示踪
”

c D N A 与减法扩增产物杂交结果
; 0

.

初始总
“

示踪
” (。 N A ; 1

.

1

次减法的扩增产物
; 2

.

2 次减法的扩增产物
; 3

.

3 次减法的

扩增产物
; 4

.

4 次减法的扩增产物

2
.

3 N 十

离子注入诱 发的矮化突变 体中特异表 达

c D N A 的克隆分析

为了获得低能离子注入诱导 的拟南芥特异表达

的 Cl〕N A
,

我们用矮化突变体 铭01 1作为
“

示踪
”

材

料
,

对照植株作为
“

排除
”

材料
,

进行 cD N A 减法文

库的构建
.

经过 4 次减法杂交过程后
,

我们用初始

总
“

排除
’ CD N A 作为探针对各轮减法的 PC R 产物进

行梯度点杂交
,

确定减法效率 (图 4 a( ) )
.

从 点杂交

的结果可以看出
,

每经过一轮减法 /杂交过程后
,

杂

交信号就减弱一些
.

经过 4 轮减法杂交后
,

基本上没

2
.

4 重组克隆插入片段核普酸的序列分析

我们测定了部分阳性克隆插入片段 的序列
,

并

通过 N C BI 服务器
,

用 B L A S T Z
.

0 软件进行序列相

似性比较
.

其中 T 8 l0 l SH 43 (减法杂交后 43 号克隆

菌落 ) 的 序 列 见 图 5
.

同 源 性 比 较 结 果 显 示
,

T 8 l0 l S4H 3 在 第 2 7 3 一 4 61 位碱基 和 A ar ib d oP iss
t人a zi a n a 14

一

3
一

3 蛋 白 G F 一4 n u ( G R F 7 ) g e n e ( G e n -

B a n k 登记号
:

A F 1 4 5 2 9 9 ) CD N A 的 3 5 14 一 3 7 0 2 位碱

基有 9 8 % 的同源性
,

表明 T 8 l0 lS H 43 编码的蛋白质

可能属于 1 4
一

3
一

3 蛋白家族
.

G C G G G G G G户〕
,

G G A G T T G T G G T C G C C G G T G G C C G A G八T A A I
,

C C G G A G A I C T A G T G A A C C G T

C T C A A 】
,

G T C T G G T C C A G T C C G G C G AI…G G A G C G A G G C A A C A A G G C A I , G T G C G G C G A G A I, C

G T T C T G G C A A】
,

G C A C C G T T T八 I
,

G T G A G G T C T I ’A C l 诱A l
,

CC G G G C T C C A C T G T G T I该 J
,

C T T I人

A T C G A I
,

T A G I ’A G C C T G A I , G T T C A T T G G T下 AG C T C G G G A A A A G C T C I’A G C C T T G C T G G T T T G

C C T T G I消 LT C A I
,

T G G T C G G G T C A G T C G G A I
,

1A ’/ 口
,

G G T C C G C T T T T G G T T T A A G A C C G A A A C A

A C G AA A G C C G G G G A】
,

T T T G A G C C T T T C T G A T G A I
,

G C G C C T C C G G G C G G T A A T G C T叼习
,

G G

G A C AT G G A T I ’A C A I丁C T G A T C A川队 G G G A】
,

T A产T A G I肖 1
,

G G A I
,

T l ’A C T T T G T A C T T CA G A C T

A G G T T T T G G T C T C I丁C C G I
,

TT T A G I
,

A G T T G T T C T C G T G T C G C T I ’A G A G T C T G T G
r

l人G G T G G

T C T A A G A G A I
,

G A毛气A D幻
,

T C T C A r l
,

1
,

G T G G A G I ’A T彩汀C T A I
,

C T C A TT G T G G T T T AA A户沪汀G C

A A T G G T T T C T C G A T C A G G T A G C G C T G G A I
,

C C G A T A G T G I
一

l
~

I C A G G G T G A TA C I ’A G AT C A A A

C C A I
,

T G C A T T T G G G G T C C凡1A
,

T T G A TA G T G G G G A A I
,

G T I消J G I ’A C C T T C A A I
,

T G G A I
,

G l ’A AT

CA r T T G G I
,

A A A 】
,

G A A A G T T G A T G T T G AA C C A A A A A A A A A A

图 5 克隆的 T s 0 l l SH 4 3 的序列
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2
.

T 50 8l l H S 43 的 N o r t h er n
杂交分析

N o r t hr e n
杂 交的结 果 显示 (图 6 )

,

T 8 0 l lS H 4 3

与 T 8 0I I总 R N A 有 明显的杂交信号
,

而 与对照植

株的总 R N A 无 杂交信号
,

因此 T 8 0 l l SH 4 3 是 在

T SO H 中特异表达的
c D N A 片段

.

图 6 N o r t h e r n 杂交的结果

T 8 0 I I : 2
.

对照

3 讨论

我们以拟 南芥为材料
,

低 能 N +

作为诱变剂
,

研究了不同剂量低能离子注入对拟 南芥生长发育及

其表型变异的影响
,

并用 P C R 增效的减 法杂交技

术
,

首次构建了低能离予注入诱导变异体 T 80I I 特

异表达
c D N A 的减法文库

,

并成功得到了低能离子

注入诱导的突变体特异表达的
c D N A

.

这是对低能

离子注入应用研究的一个新的拓展
.

低能离子注入对于拟南芥处理 当代种子 的萌发

有很大的影响
.

较高剂量的离子显著抑制种子的萌

发
,

并且种子的萌发率随着离子注入剂量的升高而

降低
.

当剂量达到 80 x 101 5 N
+

/ c m “ ,

多数种子失

去了发芽力
.

这与张志宏等 3[] 用 N +

离子注入烟草

对种子萌发率影响的结果是一致的
.

离子注入后代植株的 R A P D 分析发现
,

谱带能

较好的反映出诱变植株相 比对照的遗传差异
.

如 80

次处理的后代表现 出明显 的表型变异
,

而其 R A P D

谱带与对照也有明显的不同 (图 3 ( d) )
.

减法杂交后的
CDN A 产物及克隆产物的分析表明

,

构建低能离子注入贷 01 1特异表达的
c DN A 减法文库是

成功的
.

因此
,

用 P C R 增效的减法杂交技术克隆低

能 N +

诱导的突变体中特异表达的基因是可行的
.

用 T 8 0 l l SH 4 3 作为探针进行 N o r t h e r n
杂交分

析的结果显示
,

T 8 0 H S H 43 是在 T 8 0I I 中特 异表达

的
c D N A 片段

,

序 列 相 似 性 比 较 的结 果 表 明
,

T 8 0 l lS H 4 3 与 14
一

3
一

3 蛋 白 G F 14 n u ( G R F 7 ) g e n e
有

部分同源性
.

1 4
一

3
一

3 蛋 白是一个多基 因家族
,

它们

被认为参与多种蛋 白激酶的调节
,

与信号转导过程

中蛋 白质磷酸化 和去磷酸化 的调节有关 〔̀ “ 〕
.

此 外

Br an dt 等 〔̀ 3 〕也认为 14
一

3
一

3 蛋 白作为调节物质参与

磷 酸 化 过 程 以 应 对 多 种 外 在 的 胁 迫 反 应
.

T 80 H S 4H 3 基因在 T 8 0I I 中特异表达
,

它可能与突

变体的多种突变性状相关
.

T 8 l0 l S H 43 的全长序列

和可能的功能还有待进一步研究
.

以模式植物拟南芥为材料
,

进行低能 N
+

注入

拟南芥种子诱变后代的生物学特性研究发现
,

低能

离子能引起拟南芥处理当代和后代的变异
,

这些变

异在后代能进行遗传
、

分离
,

并表现 出丰富的生物

学特征的变化
.

此外
,

我们用 P C R 增效的减法杂交

技术
,

建立了 80 次剂量 低能离子处理获得 的一个

矮化突变体
,

T 8 0 H
,

特异表达的
c D N A 减法文库

,

证明通过减法杂交技术克 隆低能离子诱发的突变体

特异表达的
。D N A 是可能的

.

因此
,

我们的研 究为

低能离子注入技术在生物学上
,

特别是在分子生物

学上的应用开辟了一个新的思路
.
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