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摘要 利用反 义 R N A 技术
,

将水稻低分子量 G T P 结合蛋 白基因 o
sR A C D 反 向置于 C a M V 35 5

启动子的调控下
,

构成反义基 因表达载体 p BI D
,

并用真空渗透法转化拟南芥植株
.

转基因植株 的

英果 自花谢之后就停止生长
,

其后英果便 自顶端开始逐渐枯黄并死 亡 ; 而对照植株 的英果在花谢

之后仍继续生长直到成熟
.

花粉 离体萌发生长买验显 示
,

转基因植株 花粉萌发后 的生长延伸过程

受到抑制
,

形成短 而 略粗 的花粉管 ; 而对照植株花粉萌发后 的生长状况正 常
,

形成长 圆柱形 的花

粉管
.

这些结果表明
,

os R A C D 基 因的功能是参与控制花粉管 的生长延伸过程
,

其编码 的蛋 白质

可能是调控光敏核不育水稻 5 8 5 育性的重要因子之一

关键词 水稻
。

sR A
cD 基因 拟南芥 转基因

G 蛋白是真核生物信号传导通路上 的关键分子

开关
,

它在与 G T P 结合的活性状态和与 G D P 结合

的失活状态之间循环
.

已知的信号分子 G 蛋白主要

有两类
,

即异源三聚体 G 蛋 白和低分子量 G T aP se

的 R a S
超家族 [` 〕

.

作为信号分子的低分子量 G T Pas e

的 R a S 超家族是 由 R A s
,

R H O
,

R A B / Y P T
,

A R F

和 R A N 等 5 个家族组成
,

但其中只有 R A S 和 R H O

被认为是真正的信号蛋 白〔’ 〕
,

而 R
BA / Y P T

,

A R F

和 R A N 则 直接 参与囊 泡 或 核运 输 的调 节〔2一 4了
.

R H O 家族 由 R h o ,

R a e ,

C d e 4 2 这 3 个亚 类和几个

单基因成员组成川
.

哺乳动物的细胞学研究表明
,

R a c 亚类的低分子量 G T P 结合蛋白参与调控细胞极

性建立
、

细胞骨架的形成
、

细胞凋亡
、

细胞内活性

氧的产生
、

细胞增殖
、

细胞分裂
、

细胞分化等多种

生命活动 t”
·

“ 〕
.

自从 1 9 9 3 年 Y an g 等仁
7 1从豌豆中首次分离到第

一个编码类 R H O 的植物 G T P as e 基 因 R h o1 sP 以

来
,

已陆 续 从 不 同植 物 中克 隆 到相 当数 量 的 类

hR
。 1尸: 基 因 s[]

.

几乎所有的这些 基因
,

都属于命

名为 R o p ( R H O
一 r e l a t e d G T p a s e f r o m p la n t s

)的独特

R H O 亚类
.

由于 R o p 与 R H ( ) G T P a s e 的 R a C 亚类

的总体同源性较高
,

所以植物 R H O 相关的 G T P as e

在文献中曾常被命 名为 R a c
.

但系统进化树和 序列

比较分析表 明
,

R o p 与动物 中其他 R H O G T P a s e 亚

族完全不同
,

R o p 是植物特异的
,

而且植物中明显

没有 R h o ,

R a c 和 e d e 4 2 亚类川
.

近期对 一些植物

特异的 R叩 亚类的研究表 明
,

高等植物 R叩 亚类低

分子量 G T P 结合蛋白除了参与调控肌动蛋白依赖

的花粉管生长之 外
,

还与依赖 H Z O :
的 防卫反应

、

胚的发育
、

种子休眠
、

幼苗发育
、

侧根起始
、

芽中

侧生器官形态建成
,

以 及芽顶端优势等生理功能调

节的信号传导通路密切相关 〔” 一 `“ 〕
.

本实验 室米 志勇等〔川 利用 D D R T
一

P c R 技术
,

从水稻中分离到了一个植物特异的 R叩 亚类低分子

量 G T P 结合蛋白基因 os R A C D
,

它在可育材料农垦

58 N 和农垦 58 5
一

S D 中均可正常表达
,

但在不育 的

材料 58 5
一

L D 中不表 达
.

序 列 比较分析 表 明
,

os
-

R A CD 与从拟南芥 中所分离得到的 n 个 R叩 基 因

的核昔酸同源性都很高
,

而且与植物中首次分离所

得到的 R h。 1尸:
的核昔酸同源性达 79

.

7 % [7〕
.

为了

阐明 os R A C D 的生物学功能
,

本实验利用反义 R N A

技术
,

将该基因反 向置于 C a M V 35 S 启动子的调控

2 0 0 2
一

1 0
一

0 9 收稿
,

2 0 0 2一 z
一

2 9 收修改稿
,
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、
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下
,

转入拟南芥植株
,

观察转基因植 株的生物学性

状的变化
.

材料与方法

1
.

1 实验材料

( i ) 植物材料
.

拟南芥 ( A ar 占i j o户5 1: t人a z i a n a )为

L an ds be gr 生态型
,

由中国农业大学武维 华教授惠

赠
.

ii( ) 菌种和质粒
.

根癌农杆菌 ( A gr
o bac t er iu m

t u m确
c i e n 、 )

、

大 肠 杆 菌 ( E s e人e r i c人i a 。 0 21 ) x L i
-

B L u E 菌 株 及质粒 载体 p lB l 21 为 本 实 验保 存
,

p G E M
一

T
一

ae sy 载体购 自 P or m ge a 公司
.

ii( i) 酶和试

剂
.

限制性 内切酶和 T 4 D N A 连接酶均购 自 G BI C O

B R L 公司
.

其他试剂均为国产分析纯
.

1
.

4 花粉离体萌发

参照文献「16 」的方法
,

收集种植于温室 内的拟

南芥植株抽苔后 1 一 2 周 内开花的花 粉
,

室温下干

燥 Z h 以上
,

然后将花粉点播于花粉离体萌发培养

基上
.

培养基 成分为 18 % 蔗糖
,

0
.

01 % 硼 酸 钠
,

l m m o l/ L C a ( N O : ) 2 ,

l m m o l / L C a C 12 ,

l m m o l / L

M g s O ; 和 0
.

5 % 的琼脂粉
.

放置室温下萌发 6 h 后
,

用 35 m m 的照相机于光学显微镜下观察
,

拍照
.

1
.

2 植株真空渗透转化及 T ,
代转基因植株的筛选

转化所用材料为种植于温室 内即将开花的拟南

芥植株
,

参照 cl ou gh 等 [`“ ]的方法进行
.

收集经农

杆菌侵染 的植株 自花授粉所结的荚果
,

并将如此得

到的 T l
代种子用 0

.

1 % 琼脂糖重悬后 (大约 1 0 0 0 粒

种子 / m L ) 播 种 于 筛 选 培 养 基 M S + 卡 那 霉 素

60 m g
L/

+ 琼脂粉 8 9 / L 上 13[ 〕
.

一周 之后
,

将长 出

小苗的平皿移放于 4 ℃ 冰箱 中春化 Z d 后 将小苗移

栽于土壤中
,

置温室内生长到开花结果
.

1
.

3 T l
代转基 因植株 基 因 组 D N A 的 P c R 和

S o u t h e r n
杂交分析

用 c T
BA 法 〔̀ 4〕提取拟 南芥植 株基 因组 D N A

.

利用构建载体时所用的引物 P l ,

P :
对转基因拟南芥

植株总 D N A 进行 P C R 扩增
,

两个 引物之 间的距离

约为 8 3 0 b p
.

so ut he m 杂交时
,

取 2 0 拼g 拟南芥叶片

总 D N A 经限制性内切酶 iH
n d m和 B a m H 工双酶切

消化
,

0
.

8 % 琼脂糖凝胶电泳分离 ; 用毛细管法将

D N A 转 移 至尼 龙膜上
,

以随 机 引物标记 试剂盒

( P r o m e g a
公司 )制备

。 一 32 P d e T p 标记的 e a M V 3 5 5

启动子 D N A 序列作为探针进行杂交
,

具体方法按

文献〔1 5] 进行
.

2 结果

2
.

1 反义表达载体 p B ID 的构建与鉴定

为了利用转基因拟南芥研究 os R A C D 的生物学

功能
,

构建了反义表达载体 p BI D
,

利用 C a M V 35 S

启动子驱动其表达
.

根据
。 s R A CD

C D N A 的 5
’ 一

U T R

和 3几U T R 序列设计了一对分别含 sS t l 和 B a m H

I 酶切位点的 引物 P l 和 P Z ,

P l :

5’ G A 旦鑫旦旦匹
T G A G G T C C G T G G C 3

’

(划线部分为 ss lt 酶切位

点 )
,

P Z :

5’ C A 丛丛卫I 皿 C Z、八 A G G c A G G A G

G A C T 3
`

(划线部分为 B a m H I 酶切位点 )
.

以克隆

有
。
sR A C I〕 基 因全长

c D N A 的 p B s 质粒 D肉A 为模

板进行 P c R 扩增
,

将其产物与 p G E M
一

T
一

ae sy 载体

连接后
,

转化大肠杆菌 X L I
一

lB u e
菌株

.

经测序鉴定

后
,

提 取 转 化 子 菌落 的 质 粒 D N A
,

经 ss t 工和

B a m H I 酶切消化后
,

电泳 回收分子量 约为 8 30 b p

的片段
,

将此 片段与同样用 ss t l 和 B o m H 工双酶

切质粒 p lB l 21 后得到的 1 1
.

13 k b 大片段连接
,

并

转化 X L I
一

lB ue
,

这样就得到将 os R A CI 〕 全长
c D N A

反向置 于 C a M V 35 5 启动子调 控 下 的重组 质粒

p B ID
.

同时
,

将去掉 1
.

8 7 k b 的 G us 基 因编码区

的 p B l l2 1 质粒 D N A 部分补平后自连
,

并转化 X L I
-

B l u e ,

获得对照质粒 p B x (图 1 )
.

经 s s t l 和 B a m H I

酶切消化质粒 p B xD 和 p B I
,

电泳
、

转膜和 S o u t h e r n

杂交分析后
,

证明本实验构建的反义表达载体 p BI D

中含 有
o
sR A C D 基 因全 长

c D N A
,

而 对照 空载 体

p BI 中则无杂交信号 (图未示 出 )
.

刀介 n on s 3
’

3 55 5
’

3
’
。
武

j

祖工〕 5
`

~ 3
`

氏

lT ~ 5
`

雄 n ~ 3’ 3 5S 5’ ~ 3
`

瓜

图 1 反义表达载体 p BI D (上图 )和对照空载体 p BI (下图 )的结构示意图

O sR A C〔〕 c D N A 反方向插入到 C a M V 35 S 启动子和 on
s

终止区之间并受其调控
, , tP n基因作为转基因拟南芥植株的选择标记
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2
.

2 转基因拟南芥植株的分子检测

将反义表达载体 声 o r和对照空载体 pI B用电激

法分别转化农杆菌1 H E A5 0
.

再通过真空渗透法将含

有该表达载体的农杆菌浸染拟南芥花序
.

获得的转基

因 l T代种子
,

播种在含卡那霉素的培养基中来筛选

转基因拟南芥植株
.

作为阳性对照
,

我们还转化并获

得了仅含有空载体 pBI 的转化拟南芥植株
.

将筛选出来的抗卡那霉素的拟南芥植株栽种于

花盆内
,

提取抽苔后植株丛 生叶的基 因组 D N A
,

进

行 P C R 分析和 oS ut he m 杂交鉴定
.

结果表 明
,

本实

验随机挑选检测的经抗卡那霉 素筛选后所生长的植

株
,

都能扩增得到 1 条分子量 约为 8 30 b p 的特异条

带
,

而转化 声 I的阳性对照植株中则无此特异扩增条

带 (图 2)
.

在 p C R 分析的基础上
,

用限制性 内切酶

从
n d m和 擞m IH 消化这些植株的基因组 1) N A

,

切下

含 。 M V 35 S 启动子的 D N A 序列
,

加样于 0
.

8 % 的

琼脂糖凝 胶 进行 电泳分 离
,

转 膜后 与
” Z P 标记 的

aC M V 35 5 启动子序列作为探针进行 oS ut he m 杂交
,

都得到相应的杂交条带 (图 3)
.

这说明获得了转反义

。 5尺八以〕 基因的转基因拟南芥植株
.

表型 比较 中发现有显著差异 (图 4 )
.

育性分析 以 9

周龄内开 的花和 所结 荚果 为统 计依 据
.

随机调 查

10 0 株转基因植株的育性
,

结果显示转基因拟南芥

植株的育性状态有 3种不 同的情况
.

第 1 种情况为

完全败育
,

占 26 %
,

表现为所结的荚果自花凋谢后

就停止生长
,

大小仅为 2 一 3 m m
,

细小枯黄
,

荚果

内没有一粒种子 (图 4 ) ; 第 2 种情况为大部分败育
,

占 6 4 %
,

表现为每 株有 1 一 4 个 荚果有 部分种子
,

但其数量要比正常荚果的少得多
,

大多仅有 1 一 10

粒 /荚
,

且荚或为不正常形 (粗 短 )或为底部 有几 粒

种子
,

荚顶部枯死
,

其余的荚全为败育形 ; 第 3 种

情况为正常可育
,

占 10 %
,

荚果较大
,

与正常对照

植株的差不多
,

但每 株所结的荚果数 目不定
,

且每

株仍有不少败育的荚果出现
.

髯;蒙

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
图 4 转反义 os R A C D 基因拟南芥植株的育性分析

左图示转基因植株败育的荚果
;
右图示对照植株发育正常的荚果

一
83 0 b P

图 2 转基因拟南芥植株的 P C R 扩增鉴定

D N A 标志
:

3 k b
,

2 k b
,

1 kb
,

7 5 0 b p ,

5 00 b p ,

2 0 0 bp ;

2
.

对照植株
; 3一 16

.

转基因植株

曝曝曝蘸蘸

一
80 0 b P

图 3

2
.

3

转反义 os R A C D 基因拟南芥植株的 s o ut h er n 杂交鉴定

1
.

阴性对照植株
; 2一 7

.

转基因植株

转基 因植株的育性分析

转基因植株从种子萌发到抽苔开花期间均 未观

察到异常表型
,

即在此阶段
,

与野生型植株相 比其

表型没有发生任何改变
.

但在花凋谢后所结的荚果

2
.

4 转基因植株的花粉离体萌发

以上结果说明
,

转基因植株的花器官没有发生

正常的受精过程
,

也就是说有可能是 因为转基 因植

株花器官发生了变异或败育
,

导致无法完成正常的

受精过程从而表现出败育
.

为此
,

本实验参照 iL 等

的方法〔`6 〕
,

取对照植株花粉与转基因植株花粉
,

同

时播种于同样的培养基中进行离体花粉萌发 比较实

验
.

结果如图 5 所示
,

对照植株花粉正常萌发
,

花

粉管成为长长的小圆柱形 ; 而转基 因植株的花粉萌

发后
,

花粉管生长 比对照植株的慢得 多
,

但形 态基

本相同
,

只是花粉管 比对照的短而略粗
,

这可能是

由于 G ol ig 囊泡在顶端积 累并在一较大区域融合造

成的
,

即花粉萌发后花粉管不能正常生长
,

受到阻

抑
,

整体花粉管短而略粗
.

这表明
,

由转入的反义

os 尺A C I〕基因抑制了拟南芥中同源基因的正常表达
,

致使花 粉管无法正常生长延伸
,

最 终导致了败育
,

从而证实了 os R A C D 蛋白质是花粉管生长延伸调控

中的重要成分
.

其编码基因的功能显然是与育性密

切相关的
.
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图 5 拟南芥的花粉离体萌发

左方示对照植株的花粉管正常生长
;
右方示转反义

o

sR A C D

基因植株的花粉萌发后
,

花粉管的生长受抑制

.... .、!
一..... J...... i

3 讨论

3
.

1 光敏核不育水稻农垦 58 5 育性转换和 os R A C D

基因的相关性研究

光敏核不育水稻农垦 58 5
,

是我国 已故 的农业

科学家石 明松先生于 1 9 7 3 年在大 田 中发现 的一种

晚粳水稻品种 58 N 的 自然突变体
.

它具有在长 日照

高积温环境条件下导致雄性不育
,

而在短 日照低积

温环境条件下雄性 可育的光周期 育性转换遗传特

征 〔̀ 7 〕
.

经过以水稻泛素蛋白基因为 内标的 R T
一

P c R

检测
, 。 s R A 〔: D 基 因 的 组 织 特 异 性表 达模 式 分

析〔“ 〕
,

大肠杆菌 中表达的 os R A c D 蛋 白质体外功能

鉴定
,

os R A C D 蛋 白质三维结构 预测
, o

sR A C I〕 基

因原位杂交研究
, o

sR A C D 基 因启动 区顺式元件鉴

定及其与水稻幼穗蛋白质提取物的凝胶阻滞实验等

(本实验室未发表材料 )
,

均表 明本实验 室分离的水

稻 os R A C D 基因可能是控制农垦 58 5 光周期育性转

换特性和光信号传导通路上 的一个重要基因
,

其功

能是与水稻光敏核不育性状 明显相关 的
.

本研究应

用转反义 os R A C D 基因技术培育的转基因拟南芥荚

果不存在一粒正常的种子
,

这种败育现象有力地支

持了本结论的正确性
.

3
.

2 R叩 G T P as
e
与花粉的萌发和生长

拟南芥花粉 中有 3 个 “ 尺A CD 的同源基 因
,

即

R吵 3 A t
,

尺吵 S A t / aR
c Z 和 花粉特 异的 尺吵 I A t [` 8 ]

.

研究表 明
,

在花粉管 生长过程 中
,

R oP 1 A t 不仅对

生长位点的确定起关键作用
,

而且还控制花粉管延

长的速率
.

用 G F P
一

R叩 I A t 融合蛋 白在花粉管质膜

中的定位研究表 明 R op 1 A t 是定位 于质膜 顶端的
,

这种极性定位对于顶端生长位点是关键的〔`“ 〕
.

显性

无功 能 ( D N
一

R oP I A t) 突变体的花粉管生长受到 抑

制
,

但花粉管形状却没有显著改变
,

只是直径略有

增大
,

这与本实验转反义 os R A C I〕 基因拟南芥花粉

管生长延伸受抑制相同 (图 5 )
.

在转基因拟南芥中
,

反义 R oP 1 A t 的表达对花粉管生长的抑制效应 比显

性无功 能突变体要小得多 〔̀ ” 〕
.

iL n
等对豌 豆中

。 s -

R A C D 的 同源 基 因 R h o1 sP 的研究发现
,

当 用 抗

R ho 1 P S
的抗体显微注射入豌豆花粉管后

,

能够完全

抑制豌豆花粉管的生长〔2“ 〕
.

如果拟南芥花粉管中所

有 R叩 G T P as e
完全失 活

,

花粉管的萌发便会被 抑

制〔`“ 〕
.

顶端定位的活性 R O P s
通过调控两个至关重

要的下游途径来调节花粉管生长
,

一是产生顶端 集

中的胞内 C护
+

梯度
,

二是动态顶端 F 肌动蛋 白的组

装
.

R O P S
可能是分别激活这 两个相关途径

,

导致

肌动蛋白组装和顶端 c 扩
+

积累 9[, 川
.

因此
,

转反义

os R A C D 基因拟南芥 中所观察到的荚果败育 和花粉

管生长延伸受抑制等表明
,

os R A 。 〕 基因不仅在核

昔酸 序 列 上 与 花 粉特 异 的 R oP I A t 同 源性高达

76
.

1 %
,

而且在功能上也是非常保守 的
,

即可能通

过调控花粉管生长的机制来参与光敏核不育水稻农

垦 5 8 5 光周期花粉育性转换
.

反义 os R A C I〕 基 因在拟南芥 植株 中的表达
,

导

致转基因植株的育性下降间接说明了 os R A C D 基 因

与光敏 核 不育 水 稻 的育性相关
.

近期 我盯将 os
-

R A C D 基因正向转入光敏核不育水稻农垦 58 5 中表

达
,

结果显示在长 日照条件下
,

有近 100 株转基 因

58 5 植株的育性得到很大程度的恢复
,

而约 2 00 株

表达反义
。
sR A C D 基因的农垦 58 N 水稻植株的结实

率则明显下降 (待发表 的结果 )
.

这些结果进一步说

明 os R A C I〕 基 因有可 能参与光 敏核不育水稻 农垦

5 8 5 的光周期育性转换遗传性状的调控
,

有关这方

面的研究 目前正在进行之中
.
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生产竞争战略的理论
、

实践及国际比较

妙
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一

,

本书较为全面地总结生产系统的竞争和战略功能
,

内容包括
:

( 1)

生产战略的基本框架 ; ( 2) 生产竞争战略的国际 比较 ; ( 3) 我 国制造

业企业生产竞争的现状以及与其他 国家的 比较 ; ( 4) 生产竞争战略设

计的方法程序 ; ( 5) 21 世纪生产管理技术发展的新动 向
.

本书为国家自然科学基金项 目研究成果
,

可供生产管理
、

运作管

理的科研工作者以及制造业企业生产管理人员参考
,

也可作为生产运

作管理专业研究生的教学参考书
.

e m仑爪
上自晚. 六华申侧健


