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摘要

通过构建三个双元载体的质粒pDsE、pDsG和pAc和农杆菌介导的T-DNA

转基因，发展了一个带有基因捕获器和增强子捕获器的Ac／Ds转座子系统作为插

入序列标签来研究水稻基因组。主要研究结果如下：

1．通过农杆菌介导的T-DNA转基因，共获得1188株独立可育的转基因水稻植

株。其中来自只本睛的转基因水稻为526株包括NAc(转pAe)51株，NE(转

pDsE)361株，NO(转pDsG)114株；来自中花一11号的转基因水稻为662株，

包括CAc(转pAc)176株，CE(转pDsE)320株，CG(转pDsG)166株。潮霉素

抗性试验表明T．D1qA在水稻染色体中平均插入位点数为1．3个；通过

Southern杂交分析，T-DNA在水稻基因组中的平均拷贝数为1．8个。

2．T-DNA插入到水稻基因区的GC％含量分布与插入到基因组DNA的分布基

本一致。通过对126个T-DNA插入位点两侧500bp水稻序列GC含量分析，

表明插入位点处水稻基因组DNA平均GC含量为42．5％。83％的T-DNA插

入子落在水稻GC含量为30．50％的基因组区域。有50个T-DNA(40％)插入

到水稻的基因区。

3．T-DNA在水稻基因组DNA的插入，既有准确的插入，又有不准确的插入。

在182个T-DNA与水稻的结合序列析中，只有69个序歹tJ(38％)中没有

filler-DNA的存在；而存在filIer-DNA的序列有113个，占总数的62％，长

度从lbp到数百bp不等。通过对61个大于50bp的filler-DNA分析，发现来

自T-DNA内部的DNA序列是filler．DNA的主要来源，总共有49个占总数

的80％：有8个(13％)是来自于T_DNA以外的双元载体主干序列；另有4个

(7％)与水稻序列和载体序列都没有同源性。在158个右边界旁邻序列中有77

个保持了特征序列TGA；而左边界序列的变化比较大，没有发现在某一特定

核苷酸断裂的现象。在T-DNA左边界与水稻基因组DNA直接相联的序列中

发现有1．8个碱基的同源序列存在。另外还发现有16例T—DNA RB—LB

的直接串联。

4．Ds元件附近的基因组DNA结构对跳跃频率有影响，PCR分析表明，来自11

个Ds亲本总共20个F2群体其Ds跳跃频率变化范围为O-40％；而亲本眈

元件拷贝数对Ds的跳跃频率影响不大。Southem杂交结果表明，Ds在F2

群体中的重新插入频率和独立插入频率都保持在70％以上。有Ds插入但没

有Ac元件而稳定插入的F2植株频率变化范围在14．33％之问。

5．Ds在水稻基因组DNA中有插入到基因区的倾向。在29个Ds插入位点旁邻
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序列的分析中，有17个(59％)插入到了基因区，其中有6个在启动子区域，

7个在外显子区域，有4个在内含子区域。另外还有10个序列位于非基因区

域。瓜插入位点的两侧会形成8bp水稻碱基的正向重复。

6．在Ds独立插入的F2水稻植株的叶、根、化和种予中，增强子捕获器的GUS

活性的检出率为28％，基因捕获器的GUS活性检出率为22％。

关键词：水稻，T-DNA，filIer-DNA，Ac／Ds，转座子，基因捕获器，增强子

捕获器
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Abstract

By constructing three binary vectors(pDsE，pDsG and pAc)and T-DNA

transformation mediated byAgrobacterium，we developed allAc／Ds system harboring

gene trap and enhancer trap for gene tagging in rice．The following results are

obtained：

1．Through Agrobacterium—mediated T-DNA transformation，1 188 independent

fertile transgenic rice lines were produced．In japonica Nipponbare，526 lines

were obtained including 5 1 NAc lines transfromed with pAc，361 NE lines

transfromed with pDsE and 114 NG lines transfromed with pDsG Injaponica

Zhonghua-1 1．662 lines were obtained including t76 CAc lines transformed with

pAc．320 CE lines transformed with pDsE and 1 66 CG lines transformed、vim

pDsG Hygromycin resistance tests revealed that transgenic plants contain an

average of 1．3 loci ofT-DNAinserts． Southern blot analysis oftransgenic plants

indicated that they contain average 1．8 T．DNA copies in rice genome．

2．The distilbution of GC content of rice gene region inserted by T-DNA was very

similar with that of flee genome DNA．Through GC content analysis of 500bp

rice genomic DNA flanking insertion site in 126 lines，We found that the average

GC content of the insertion site was 42．5％and 83％of the T-DNA insertion lines

locate in a genomic domain ranging from 30％to 50％in terms of GC content．

Fifty(40％)out of the total 1 26 T-DNA insertion lines were in the gene region of

rice．

3．Both precise insertion and imprecise insertion existed when T-DNA integrated

into rice genomic DNA．Among total 1 82 T-DNA／rice DNAjunctions，only 69

(38％)were found with no filIer-DNA，whereas the remaining 1 1 3(62％)

contained filler-DNA from lbp to several hundred base pairs．By analysis of61

filler-DNA larger than 50bp，we found that 49(80呦were from the sequence

within T-DNA．Eight(13％)of them were from backbone sequence of binary

vector out of T-DNA．In addition，4(7％)had no similarity with rice or vector

sequences．Three signature nucleotides TGAof fight border repeat were kept in

77 out of 1 58 T-DNA insertions．No specific nucleotide where the T-DNA left

border broken Was found when T-DNA integrated into rice genomic DNA．

Microhomologous fragments from l to 8bp were observed in the sequences next
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to the left border of T-DNA insertions． Sixteen direct ligation of T-DNAright

border to left border were observed in our experiments．

4．The structure of genomic DNA at insertion site affected Ds transposition

frequency greatly．Ds excision frequency varied from 0％to 40％in 20 F2

populations derived froml 1 different Ds parents with PCR analysis．It was

found that Ds copy number had little influence on Ds transposition frequency．

Southern blot analysis revealed that more than 70％ofDs element reinseaed into

rice genomic DNA and most of them(>70％)were independent in F2 population．

14—33％ofDs reinsertion F2 plants were stable withoutAc element．

5．Ds is inclined to integrate into gene region of rice genomic DNA．Seventeen out

of total 29(59％)flanking sequences of Ds elements were identified to be within

gene region of rice genomic DNA，including 6 in promoter,4 in exon and 7 in

intron．Another 10 flanking sequences ofDs elements were proved to be within

intergenic regions．8bp duplication of rice genomic DNA appeared at insertion

site ofDs element．

6．Among the F2 plants with independent Ds insertions，approxmately 28％of

enhancer trap and 22％of gene trap inserts displayed GUS activity in leave，roots，

flowers and seeds．

Key words：rice(Oryza sativa L．)，T-DNA，filler-DNA，Ac／Ds，transposon，gene trap，

enhancer trap

X



博士学位论文：A c／Bs转座子标签在水稻中的应用

致 谢

本研究是在导师吴平教授悉心指导下完成的，研究倾注着导师无数的心血。

在此谨向导师表示最诚挚的谢意!导师开阔的眼界、广博的知识、敏锐的思维、

严谨求实的治学态度、对事业和人生信念的执著追求、百折不挠永不停息的奋斗

精神时刻激励着我，催我奋进，将使我受益终生。

在攻读博士学位论文期间，承蒙傅承兴老师、蒋德安老师、朱诚老师、易可

可老师、吴运荣老师、姜华武博士、李靖老师、陈汉民老师、刘非燕老师的多方

帮助和指导；感谢中国水稻研究所的孙宗修老师、傅亚萍老师在转基因技术上的

帮助和提供pDsBARl300、pUBITS载体、感谢农业与生物技术研究所的毛碧增

老师提供pCAMBIAl300载体：感谢傅向东博士提供pAHC25质粒；感谢课题组

成员张帆、陈双燕、汪明怡、周沽、汪少敏、徐敏、段瑞君同学的大力协助；感

谢侯兴亮、刘洪家、佃蔚敏、吴忠长、毛传藻、郑炳松、杨玲、王首锋、杜黎明、

张麝龙、朱世华、黄帼、齐晓朋、王芳、樊叶杨等同学在平时学习和工作中给我

的帮助；感谢所有关心帮助过我的同学和朋友。

在此我要特别感谢我的妻子叶纨芝对我的理解与支持，感谢我的父亲、母亲、

岳父、岳母、哥哥、姐姐的关心与爱护，是他们使我能够全身心地投入到学习和

研究当中。

会维正

2003年5月于杭州华家池

V



博士学位论文：Ac／ns转座子标签在水稻中的应用

缩写
ABRC

Ac／Ds

AD

ADH

ALS

AS

BAC

bp

CodA

DNA

En，I

EST

GFP

GUS

HPT

HYG

lAAH

IPCR

LUC

NAA

NAM

NOS

NPTlI

OsEXP

PAC

PEG

PPT

TAlL．PCR

T_DNA

TE

Ti

TIR

X—Gluc

YAC

缩略词表

Abbreviation

英文
The Arabidopsis Biological Rc：source Center

Activator／Dissociation

Arbitrary degenerate primer

alcohol dehydrogenase

acetolactate synthase

Acetosyringone

Bactedal artificial chromosomes

base pair

cytosinedeaminase

Deoxyribonucleic acid

Enhancerl lnhibitor

Expressed sequence tag

green fluorescent protein

8一Glucuronidase

Hygromycin phosphotmnsferase

Hygromycin

indoleacetamide hydrolase

lnverse PCR

luciferase

naphthalene acetic acid

naphthalene acetamide

Nopaline synthase

Neomycin phosphotransfemse

Expansin

Pl-derived artificial chromosomes

Polyethylene glycol

phosphinothricin

Thermal asymmetric interlaced PCR

Transferred DNA

Transposon element

Tumo卜inducing

Terminal inverted repeat

5-bromo·4·chloro-3··indolyl·13--D glucuronide

Yeast artificial chromosomes

V

中文
拟南芥生物资源中心

激活子，分离子

随机简并引物

乙醇脱氢酶

乙酰乳酸合成酶

乙酰丁香酮

细菌人一l：染色体

碱基对

胞嘧啶脱胺酶

脱氧核糖核酸

增强子，抑制子

表达序列标签

绿色荧光蛋向

13-D葡糖醛酸糖苷酶

潮霉素磷酸转移酶

潮霉素

吲哚乙酰胺水解酶

反向PCR

荧光索酶

祭乙酸

荼乙胺

胭脂碱合成酶

新霉素磷酸转移酶

水稻膨胀素

P1人l：染色体

聚乙二醇

草J膦

热不对称交错PCR

转移DNA

转座子元件

肿瘤诱导 (Ti质粒)

末端倒转重复

5-溴_4一氯．3．吲哚13-D葡糖醛酸

酵母人I‘染色体
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第一章文献综述

1 T-DNA作为插入序列标签的研究进展

1．1农杆菌介导的T-DNA遗传转化

T-DNA作为转基因载体用于植物的遗传转化始于20世纪八十年代。农杆菌

介导的T-DNA转基因首先成功于双子叶植物，随着技术的进步与突破，特别是

在单子叶植物的转化技术获得突破成熟之后，利用T-DNA作为载体在单子叶植

物中的遗传转化也成为一种常规技术。因为这种方法简便、成本低、稳定性好而

受到广泛的青睐。目前T-DNA用作外源目的基因导入植物的载体，已经成为植

物遗传育种、品种改良的一种有效先进的工具。

因为T-DNA在转基因植物基因组中比较随机的分靠，所以无论是在双予叶

还是单子叶植物中都已经被用作研究植物本身基因功能一种很好的插入序列标

签、大大加快了植物基因功能的研究。

1．1．1 T-DNA的发现与应用

Smith年lTownsend发现植物冠婴瘤病(crown gall disease)是农杆菌引发的，之

后对农杆菌的研究就广泛的丌展起来了。冠婴瘤病曾在法国、东欧和澳大利亚的

葡萄树、核果树和坚果树上有大面积的发生，造成很大的危害。White年UBraun

发现冠婴瘤组织能在『F常细胞不能生长的无激素培养基上无限制生长并且不需

要细菌的存在；Link和Eggers发现冠婴瘤组织能产生生长素；发现细胞分裂素在

冠婴瘤组织中大量存在。Braun提出“肿瘤诱导因子”(tumor-inducing principle)

假说，尽管这一假说对这一因子的本质不清楚，但推测染色体外存在一种遗传物

质DNA，能使处于静止状态的植物细胞转变为分裂活跃的细胞。

随着分子生物学技术的出现，Schilperoort等发现无菌培养的冠婴瘤含有细菌

来源的DNA，尽管在当时这一结论是有争议的。但至lJ70年代，科学家发现用高

温培养的方法可以使农杆菌失去致瘤能力，并分离鉴定出一种与致瘤能力完全相

关的Ti质粒(tumor-inducing plasmid)(Van Larebeke等1974，Van Larebeke等1975，

Zaenen等1974)，这使得研究的范围缩小到Ti质粒上，最终通过Southern杂交的方

式确定了转移到植物细胞中的只是Ti质粒的一部分即T．DNA(Transferred DNA)

(Chilton等1977，Chilton等1978，Depicker等1978)。以上内容摘自Zupan等(2000)

的综述。
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进一步研究发现，T．DNA两端左右边界为25bp的J下向重复序列，即边界序列

(border sequence)，分别称之为左边界Oeff border，LB)年U右边界(right border，RB)，

边晃序列为保守序列(5’．TGACAcGATAlATTGGCGGGTAAAC．3’)，在T．DNA

右边界外还有一个24bp的超级驱动序列(overdrive sequence)

(TAACTCGCTGTGTATGTTTGTTTG)，对T．DNA的转移起增强子的作用(见王关

林1998，p140)。

利用农杆菌介导的T．DNA转基因成功报道于1983年，Murai等将种子贮藏蛋

白基因成功转到向同葵和烟草并得到表达，之后利用农杆菌介导的T-DNA转基因

在双子叶植物中就成为了一种常规方法。

1．1．2农杆菌介导的T-DNA转基因技术在单子叶植物中的研究进展

农杆菌介导的T-DNA转基因在单子叶植物上取得突破之前，主要采用直接

转化法。直接转化法就是通过处理的裸露DNA直接导入植物细胞，实现基因转

化的一种技术。按技术原理来分，转基因技术通常可分为物理法和化学法两种。

化学法又可分为聚乙二醇(PEG)介导基因转化法、脂质体介导基因转化法：物理

法又可分为电激法(electroporation)介导基因转化法、超声波介导基因转化法、显

微注射(microinjection)介导基因转化法、激光微束介导基因转化法、基因枪轰击

(microprojectile bombardmem)基因转化法。另外还有萌发种子电泳法、花粉管通

道法、种子浸泡法等。

其中Zhang和Wu(1988)首先报道了采用PEG介导法得到第一例转基因水稻

植株；Toriyama等(1988)和Zhang等(1998)炳个研究小组分别报道了水稻原生质

体电激法得到的转基因水稻植株。但是两者都需要原生质体的培养，原生质体的

培养本身就是一个复杂而且困难的方法，而且原生质体的再生频率也不高，因此

这两种方法在应用上都受到一定的限制。基因枪法由于对转化受体的要求不高，

而且转化的效率商，凶此方法一经出现，就受到广泛的应J}}j，并先后刚这一方法

在大豆．(Wang等1998)、玉米(Gordon．Kamm等1990)、水稻(Christou等1991，朱

冰等1996)、小麦(Vasil等1992)、黑麦(Somers等1992)等农作物上获得了转基因

植株。

农杆菌介导T-DNA在单子叶植物中的转基因在20世纪90年代取得突破。

Chan等(1992，1993)用水稻幼胚为材料获得一些转基因水稻植株，并对一株水稻

进行了遗传分析，Southern杂交证明转基因T-DNA能够遗传到后代中。Hiei等

(1994)在水稻中的转基因工作则以无可辩驳的证据表明农杆菌不但可以转化单

子叶植物而且还可以和双子叶植物一样有效。他们采用水稻成熟胚的盾片愈伤组

织，用乙酰丁香酮(Acetosyringone，AS)诱导农杆菌(LBA4404，EHAl01fl盛染愈伤
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组织，使转化频率大大提高，并获得了大量的转基因水稻植株。他们对众多转基

因水稻植物进行了详细的遗传分析，还有就是获得了充分的分子证据，包括

Southern杂交和T-DNA边界序列信息的获得。之后，Dong等(1996)在爪哇稻中

转化成功，Aldemita等(1996)转化籼稻也获得了成功，Rashid等(1996)在籼稻中

转化取得了同粳稻中一样高的转化效率。这些工作表明农杆菌介导的T-DNA转

基因在单子叶植物中已经完全的确立起来了。

1．2 T-DNA在植物基因组DNA中整合的机制

T-DNA整合到植物基因组中具体机制至今不清。T-DNA在植物中的插入被

认为是随机的，它可以插入到任何一条植物染色体，但是插入位点通常具有以下

特点：①T-DNA优先整合到转录活跃的植物基因位点；②T-DNA偏爱插入到A．T

丰富区；③植物DNA的靶位点与T-DNA有小的同源性(microhomology)(Brunaud

等2002，Mayerhofer等1991，Tinland 1996，Szabados等2002)。目前，主要有

以下几种关于T-DNA整合到植物基因组DNA中的模型。

1．2．1双链断裂修复模型

双链断裂修复模型首先是植物靶DNA产生双链断裂，解旋的靶DNA与双

链T-DNA退火，单链部分被3’一5’外切酶或修复系统中单链特异的核酸内切酶

去除；然后进行修复连接，并由此导致了DNA的整合和缺失。靶DNA和T-DNA

缺失程度由靶DNA与T-DNA退火时形成的短的DNA互补顺序的位置所决定

(Mayerhofer等1991)。

1．2．2单链缺口修复模型

单链缺口修复模型是在靶DNA上形成一个缺刻，然后由于部分解旋或

5’一3’外切酶消化形成缺口，单链T-DNA靠近缺口，出于两链存在短的DNA互

补顺序，于是退火形成异质双链，未配对的3’和5’单链部分被除去，T-DNA末

端与靶DNA连接，在靶DNA链的互补链产生缺刻，以游离的3’DNA末端为引

物修复合成第二条T-DNA链(Mayerhofer等1991)。

1．2．3 T-DNA串联重复的形成

T-DNA整合到植物基因组中不单单以单个T-DNA的形式，在很多情况下是

以两个或两个以上的T-DNA串联形式整合到基因组DNA中的。串联的形式有

RB-RB、RB—LB及LB-LB等种类。Buck等(1999)认为这种T-DNA的串联是在

T-DNA整合到植物基因组DNA之前形成的，他们的理由是因为在串联的T-DNA
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交接处没有发现有植物基因组DNA的存在。

更为复杂的是多个T-DNA的串联插入，Krizkova和Hrouda(1998)发现在两

个相对完整T-DNA串联重复的交接还有T-DNA的成份存在，他们认为这种整合

方式可能是T-DNA整合时发生的，首先由一条T-DNA与植物染色体DNA通过

几个互补碱丛配剥结合，然后另外防条T-DNA链通过几个碱基的互补配对分别

与第一条T-DNA的3’和5’端结合，游离出的T-DNA单链分别与染色体DNA3’

端和5’端结合，通过对游离的ToDNA降解及以T-DNA为模板的DNA合成而使

多个T-DNA整合到植物基因组中。

1．3 T-DNA作为插入序列标签在植物功能基因组学研究中的应用

1．3．1 T-DNA在双予叶植物功能基因组学研究中的应用

T-DNA作为插入序列标签在双子叶植物中的应用主要以在拟南芥中为例。

拟南芥植株小，种子小而多(一株植株能产生大约10000粒种子)生长周期短，

基因组小而成为双子叶植物的模式植物。

删A插入突变体在拟南芥中早在20世纪90年代初就受到关注，并7r始
建立大规模的插入突变体库(Feldmannl991，Fortsthoefel等1992，Koncz等1992)。

为了全世界科研人员研究的方便，早在1991年9月在美国俄亥俄州立人学就建

立了拟南生物资源中心ABRC(The Arabidopsis Biological Resource Center)，以收

集、保存、分发各种突变体。现在ABRC已经建立了一个庞大的拟南芥插入突

变体库(包括很大一部分来源于T-DNA插入突变体)，并且还在以每年数万的数

量在增长。通过拟南芥的网站http：／／www．arabidopsis．org可获得拟南芥T-DNA

插入突变体。在拟南芥中，已经有大量的基因功能以T-DNA为插入序列标签得

到研究。

1．3．2 T-DNA在单子叶植物功能基因组学研究中的应用

T-DNA作为插入序列标签在单子叶植物功能基因组学研究中的应用比双子

叶植物中的研究要迟得多。水稻作为单子叶植物是禾本科的模式植物，其大规模

的插入突变体库见于2000年Jeon和Jeong等在2003年的报道。在我国也有多

家单位正在丌展建立大规模的插入突变体库(朱jF歌等2001)。但是至今没有

报道利用T-DNA作为插入序列标签在水稻中克隆新的基因。不过相信在广大科

研工作者的努力下，必定能很好的利用T-DNA这一工具来研究水稻的基因功能。
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2 Ac／Ds转座子系统作为插入序列标签的研究进展

2．1 Ac／Ds转座子系统的研究历史

转座子元件TE(transposon element)首先是由Barbara MeClimock在20世纪

三、四十年代研究玉米籽粒颜色变化时发现的，但一直没有受到人们的重视，直

到六、七十年代在大肠杆菌gal和lac操纵子发现了可以转移的插入序Ylj(Insertion

sequence)，McClintock的转座子理论才被人们所重新认识和接受。

转座子在DNA结构上具有一些共同的特点：一、在转座子的两端，存在术

端倒转重复序列(terminal inverted repeat，TIR)，它们是转座发生所必需的结构，

而且至关重要。二、转座子编码转座酶(transposase)，其功能是促进转座子的转座

发生。三、受体DNA上很短的一段靶序列，由于转座子的插入，会在转座子的

两侧形成正向重复序列，靶序列的正向重复序列长短由转座子决定，每一类转座

子造成的正向序列重复其碱基数目是确定的。

玉米中的Ac／Ds转座子系统(activator“dissociation)是研究的比较多的一个系

统。其中Ac是自主性(autonomous)成分，Ds是非自主性(nonautonomous)

成分。爿c全长4565bp，具有llbp的木端倒转重复序列TCAGGGTGAAA。自主

性爿c元件还编码一个的转座酶基因(Ac transposase)，具有完整结构的爿c元件能

够发生自主性转座。Ds在结构上缺乏编码完整转座酶基因的DNA序列，但是保

留了Je它血I未端倒转重复序列发生转座作用所必须的结构，冈此Ds不能发小门

主性的转座，但是在Ac提供转座酶的情况下州样能够发生转座。Ac／Ds转座。f

在玉米、拟南芥和水稻基因组中插入位点处能形成8bp的正向重复序列，当彳c

或肪从插入位点割离(excision)，割离的发生有可能是精确地发生在转座子术端倒

转重复序列两侧，也有可能是不精确的割离，通常会使原来的8bp重复序列的一

侧或两侧缺少几个碱基，这样果会留下Ac／Ds曾经在此插入过的足迹(footprint)。

在玉米中，还存在有其它的转座子系统如En／l系统(Enhancer／Inhibitor)

(Peterson 1953)，叉称为SprrddSpm系统(Suppressor／mutator)(McClintock 1954)。

自主性ErdSpm元件长8．3kb，编码两个基因TnpA和TnpD，它们是转座所必需

的。非自主性I／dSpm元件通常是有缺陷的En／Spm元件，无法自身进行转座。这

一转座子系统的TIR为13bp，插入靶位点形成3bp的正向重复序列，与Ac／Ds

一样，不精确的割离会留下足迹(Pereira等1985)。

利用Ac／Ds转座子系统克隆的第一个基因是玉米的bronze基因。Ac／Ds作为

外源转座子系统也已经成功的应用在矮牵牛、拟南芥、番茄、烟草等植物基因的

克隆中(Aarts等1993，Chuck等1993，Jones等1994，Whitham等1994)。特
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别是在拟南芥中许多具有重要功能的基因都是以Ac／Ds转座子系统作为序列标

签进行克隆的。

2．2 AciDs'转座了霸i突变体库构矬-11的成川

Ac／Ds转座子系统在突变体构建中的应用形式可以有多种多样，按Ac与Ds

是否构建在一起，能否自主性发生转座，一般分成二元系统与一元系统，下面就

以这两种系统来说明Ac／Ds在突变体库构建中的应用。

2．2．1二元系统

二元系统是将Ac与Ds分开构建到双元载体T-DNA中。自主性的Ac元件

可以通过基因工程技术将转座发生所必须的5’和3‘末端切除，因此不会发生转

座，而只提供完整的转座酶基因。Ds元件含有转座发生所必须的TIR结构，而

不含有转座酶基因，Ds元件的内部则可以做各种修饰，如加报告基因、抗生素

基因、除草剂基因等。

在制作突变体库的时候，首先是获得Ac—T-DNA和Ds．T-DNA的转基因亲本

植株，然后通过杂交的方式产生大量的F1种子，Fl自交产生F2，在F2代中对跳

跃的转座子进行选择。出于Ac转座酶的存在，Ds就不会稳定。为了获得稳定的

Ds插入子，可以通过遗传分离的方法选择不带Ac的Ds插入植株。

二元系统另一个优点是可以在杂交自i『选择Ac与cb起始植株的拷贝数，并

且通过杂交获得大量的转座频率稳定的同一F1种子，这样通过少数几个起始转

基因植株就可以获得大量的￡b插入突变体(Sundaresan等1995)。Izawa等n997)

首先利用二元系统来创建水稻突变体，Nakagawa(2000)等对双元系统在水稻

中的跳跃规律作了比较仔细的分析。

2．2．2一元系统

一元系统是将Ac转座酶基因与Ds转座子元件构建在同一个载体中，无须

通过如二元系统杂交的步骤，方便之处就是可以在转基因植物Tl代中可以分离

筛选到Ds跳跃的植株。

一元系统又可以分为Ac自主转座系统与Ac／Ds．T-DNA系统。Ac／Ds—T-DNA

系统是将Ac转座酶基因置于Ds转座元件的外部，当Ds跳到另一位置时，可以

获得与Ac转座酶分离而稳定的Ds插入子，这一点与二元系统相类似。

Ac自主转座系统是利用4c元件的自主转座特性(含有完整的转座结构与转

座酶基因，转座酶基因置于转座子的内部)。它的特点是在后代可以进行连续的

跳跃而不能得到稳定的突变体。Enoki等(1999)利用自主性转座子爿c在水稻

6
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中做了详细的分析，他们认为爿c自主转座系统可以应用于水稻功能基因组学的

研究当中。

2．3 Ac／Ds'转座子割离、插入的检测方法

Ac／Ds转座子在植物基因组发生的跳跃，既可以发生在体细胞中，这样的跳

跃称之为体细胞跳跃(somatic transposition)，转座子的跳跃还可以发生在生殖细

胞中，这种跳跃方式称之为生殖细胞跳跃(germinal transposition)。在体细胞中发

生的跳跃是不能通过遗传作用传到下一代的，转座只有发生在生殖细胞中才能传

到下一代中。因为Ac／Ds系统是将转座子元件割离后再插入到基因组组中的，因

此对于体细胞跳跃的检测，只要设计特定的PCR引物通过扩增得到特定大小的

PCR产物就可以获得证实(Suzuki等，2001)。而对于在生殖细胞中发生的转座

作用，因为其后代足通过遗传而得到的转座插入子，凶此植株的所有细胞都是带

有转座插入子的，而在原来的转座子供体位点(full donor site，FDS)出于转座子的

割离而完全成为空的供体位点(empty donor site．EDS)，对于这种转座方式可以

山多种方法对其进行检测。一种方法是通过Southern杂交的方法，山于是通过遗

传的形式得到的转座子插入，凶此转座子在所有细胞基因组中插入位置是一样

的，杂交显示为表现出与供体位点不同位置的特定条带；也可以通过对空位点

EDS进行Southern杂交检测，显示出单一的EDS条带说明跳跃发生在生殖细胞

当中。

更为方便的是，研究人员通过将一个选择标记基因的启动子与编码区用转座

子元件分隔，当没有发生转座时，选择标记基因不表现为抗性，当转座子从原米

的位置跳跃后，则启动子就能够正常启动编码区基因，使选择标记基因得到正常

表达而获得对特定底物的抗性。通过生殖细胞跳跃其后代获得的抗性是整个植株

都表现为抗性的，而如果足体细胞跳跃获得的抗性，只能表现为局部的抗性，并

且这种抗性足不能遗传的。

用作转座发生的的标记基因有很多种，一般选用抗除草剂基因和抗抗生素基

因，目前已经应用的有：1、Cr．ALS基因是一种对绿磺隆(chlorsulfuron)除草

剂具有抗性的乙酰乳酸合成酶(acetolactate synthase，ALS)基因，绿磺隆除草

剂的作用机理足抑制支链氨基酸缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸的生物合成，其作用

的靶标酶足支链氨基酸合成途径中第一个酶乙酰乳酸合成酶ALS(Fedoroff和

Smith，1993)；2、STPr(链霉素抗性)基因(Jones等1989)；3、HPT 11基因

(hygromycin phosphotransferase gene)，潮霉素磷酸转移酶基因(van Enckevort

等，2001)等。有时也有人采用荧光素酶基因作为检测跳跃发生的标记基因。

Charng等(2000)在构建一个诱导型转座子系统时就采用了荧光素酶基因LUC
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(1uciferase)作为标记基因，在其与启动子之间插入了诱导型转座子的元件，当转

座子被诱导转座后，荧光素酶基因发生表达，通过荧光的检测就可以确定转座子

是否在诱导的条件下发生转座；Greco等(2001)采用绿色荧光蛋白基因GFP作

为Ds跳跃发生的标记基因。

2．4影响Ac／Ds转座子跳跃的因素

Ac转座酶基因表达水平的高低对Ds转座子跳跃的频率与发生的时间都有很

大的影响。BancroR和DeaIl(1993)认为Ac转座酶表达量高则￡k转座发生的频率

就高，反之转座酶基因表达量低则转座发生的频率就低，表明转座发生的频率与

Ac转座酶的表达存剂量效应。他们的实验结果来自于纯合的Ac转座酶基因及杂

合的转座酶对历发生转座影响的研究。但是并不所有的结果都是这样的，Koprek

等(2000)在大麦中Ac／Ds系统中的实验中，采用强启动子CaMV35S和弱启动子

Ac本身的启动子分别使转座酶基因得到不同强度的表达，结果表明无论是强启

动予还是弱启动子对Ds发生转座的频率无显著性差异。

转座酶基因的高表达还被证明与转座发生在发育早期阶段是关联的，

(Balcells和Coupland 1994，Keller等1993，Koprek等2000，Long等1993，

Nawagata等2000)，因此采用强启动子如CaMV35、UBI等作为转座酶基因的启

动子会使转座酶基因的高表达，导致发生大面积区域发生转座，并且转座后的重

新插入的协元件有可能通过生殖细胞而传至下一代，并且下一代绝大部分中得

到的协插入子都插入在同一个位置，因此来自于同一Fl的F2植物中只需要保

留一个Ds插入子，显然这样的Ds插入方式对于建立大规模的Ds插入突变体库

是不利的。而采用相对弱的启动子如Ac转座酶本身的启动子，则可以使转座发

生在植物发育比较迟的阶段，这样在来自于同一F-的F2群体中就可能出现很多

互不相同的Ds插入子植株，这对于建立Ds插入突变体库是有利的。

2．5 Ac／Ds转座子在植物基因组中插入方式及其对策

Ac／Ds转座子在发生跳跃后重新插入到植物的基因组中有可能插入到与起始

位点相连锁的位置，也有可能插入到与起始位点不相连锁的位置，了解这种插入

规律对于选择基因突变的策略有很大的帮助。Ac／Ds转座子被认为有很大的倾向

插入到与起始位点相连锁的位置，这种倾向在玉米(Dooner和Belachew 1989)、

番茄(Healy等1993)、烟草(Dooner等1991)、拟南芥(Bancroft和Dean 1993b，Keller

等1993)r辛都已有报道，在单子叶植物的大麦与水稻中也有类似的报道。在这样

一种插入情况下，对于Ac／Ds原始位点在某个基因的附近，就可以利用转座子的

这种特性来使附近的这个基因进行插入失活。但是这种插入方式对于建立大规模
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的插入突变体库也是相当不利的，这需要要有很多分散于不同染色体不同位点的

起始Ac／Ds植株。

在拟南芥中还发现Ac／Ds转座子还有一种倾向是插入到染色体端粒的核仁

组织区NOR(nucleolus organizers)，这就是所谓的插入热点(hot spot)，这种插入

热点的存在对于建立突变体库也是不利的，但是这种内在的因素很难用序列的改

变来消除。

2．6 Ac／Ds转座子系统在水稻中的应用

Ac／Ds转座子系统应用到水稻中作为插入序列标签的是同本人Izawa等

(1991)，他们采用电穿孔法将彳c转座子导入到水稻的原生质体中，然后再生获

得转基因水稻再生植株，在愈伤组织阶段转座活性表现活跃，在不同基因组位置

的4c转座子表现出不一样的转座性。Nawagata等(2000)对Ac／Ds的跳跃规律(包

括瓜割离频率、重新插入频率、独立插入频率等)作了比较详细的研究。为了研

究的方便，研究人员采用不同的构建方式将Ac／Ds转座子系统应用到水稻功能基

因组学的研究之中(Chin等1999，Enok等1999，Greco等2001，Izawa等1997)。

相对拟南芥来说，水稻中应用Ac／Ds转座子系统的研究还远远不够深入，具体来

讲，还没有建立与拟南芥一样高效筛选跳跃、独立插入的系统，还没有建立一个

稳定插入的转座予插入突变体库，这些都是今后努力的方向。

3捕获器系统在植物基因功能研究中的应用

近年来，采用报告基因随机插入到基因组中来研究基因的功能，报告基因通

常构建成三种形式：增强予捕获器、启动子捕获器和基因捕获器，它们都能响应

基因组上的顺式作用元件而得到表达(Springer 1999)。

3．1增强子捕获器、启动子捕获器和基因捕获器

增强予捕获器(图1B)，是在报告基因前接上一弱启动子，通常足含有TAl'A

盒和转录起始位点，它本身不能表达或表达很弱，但当插入到基因组增强子元件

的附件时，就能被激活而得到表达。因为它没有方向的要求而且增强子在较远距

离的位置仍然能起作用，因此增强予中报告基因的表达率会比较高。

启动子捕获器和基因捕获器是含有一个没有启动子的报告基因，它只有在插

入到转录单位并且方向正确的时候才能得到表达。启动子捕获器(图1C)只有在插

入到基因的外显子的时候与被插入基因形成融合基因时／j‘能得到转录表达，而基

因捕获器(图1D)贝O是在报告基因前加上一个或多个剪接的受体序列，当插入到基

9
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因内含予的时候，通过基因的供体位点与捕获器的受体位点发生剪接而转录成融

合基因而使报告基因得到表达。出于形成的是融合基因，因此还有可能得到被插

入基因在亚细胞中的定位信息。

图1增强子捕获器、启动子捕获器和基冈捕获器的示意幽，摘臼Springer(1999)。

Figure 1．Structure of Enhancer，Gene，and Promoter Trap Vectors．

(A)A generic chromosomal gene with exons(boxes)and introns(1ines)．

(B)Enhancer trap construct．The minimal promoter of the reporter gene(TATA)is activated by a

chromosomal enhancer element，resulting in expression ofthe reporter gene．

(C)Promoter trap construct．The promoterless reporter gene can be expressed when insertion OCCUrs in an

exon so a5 to result in a transcriptional fusion．

(D)Gene trap construct．The promoterless reporter gene contains splice acceptor(SA)sequences．

Expression of the reporter gene occurs upon its insertion into all intron．Splicing from the chromosomal

splice donor(SD)site to the SA sequence results in creation ofa transcriptional fusion．Arrows in each panel

represent the transcripts that are produced aS a consequence of insertion．

0
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0’KaIle和Gehring(1987)首先在果蝇研究中应用增强子捕获器系统，他们采用

，口纪作为报告基因，在，口以前接了一个组成型P元件的弱启动子，通过P元件介导

将捕获器导入到果蝇基因组中，通过对肠cz活性染色而检测基因的表达模式，通

过这种方法在果蝇中找到了许多细胞和组织特异表达的基因。之后在小鼠的研究

中也采用了捕获器的方法(Allen等1988，Kothary等1988)，同时捕获器随机导入

到基因组中也由原来的转化方法改进到用转座子的方法来进行，并且还应用了质

粒营救的方法来克隆插入位点的基因组序列(Bier等1989，Grossniklaus等1989，

Wilson等1989)。由于增强子捕获器很容易得到表达，因此在大基因组且基因密

度低的生物中应用不是很合适，而采用基因捕获器或增强子捕获器的方法则更为

有效一些(Skarnes 1993，Brennan和Skarnes 1999)。

植物中应用的第一代基因捕获器是采用不带启动子的抗生素基因通过通过

农杆菌介导的T-DNA转入到烟草中，只有当抗生素基因与烟草基因发生融合表

达时，抗相应抗生素并且能再生的植株才能对插入的基因进行研究(Andr6等

1986，Teeri等1986)．。第二代捕获器是采用了完整的抗生素基因表达盒加报告

基因的方法，GUS作为报告基因使得目的基因的时空表达可以通过简单的组织

化学染色而得到研究(Kertbundit等1991，Topping等1991)。之后转座子作为捕

获器的载体也应用于植物基因的研究中(Fedoroff和Smithl993，Sundaresan等

1995)。

水稻中应用捕获器作为研究工具相对滞后，因为水稻在同时期转化的技术还

不成熟。Chin等(1999)首先应用Ac／Ds转座子系统作为基因捕获器的载体来研究水

稻基因的时空表达；Jeon等(2000)贝U采用了T．DNA作为增强予捕获器载体来研究

水稻基因的功能。

3．2捕获器中的报告基因

GUS基凼

GUS基因p-Glucuronidase来自细菌，是在植物中一个很常用的报告基因，

它的特点决定了它适合于做为一个报告基因。GUS基因很稳定，当它与其它蛋

白质成为融合基因的时候，仍然能保持相当好的活。l生(Jefferson等1987)；GUS

活性可以通过组织化学染色，其酶的底物有很多种，而且都已经商品化；GUS

活性的检测非常灵敏，甚至可能灵敏到单细胞水平(Jefferson等1987，Lindsey等

1993)。但GUS基因作为报告基因也有缺点，组织化学染色都是破坏性的，不能

进行活体分析：它的底物都很昂贵，如果大规模筛选则成本很高。

绿色荧光蛋白GFP

绿色荧光蛋白GFP(green fluorescent protein)来自水母，经过修饰改造后的
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GFP才能在植物中进行有效的应用(Haseloff和Amos 1995，Siemering等1996，

Haseloff等1997)。GFP可以在激发光下直接进行观察，而不象GUS需要使用昂

贵的底物，因此检测车目对就比较便宜。GFP作为报告基因的另外一个优点就是它

可以用来活观察，而不会对植物产生损伤，这样还能对同一植物的同一部位进行

多次不同时间段的观察。另外GFP还能与目的基因融合而对目的基因产物进行

亚细胞定位研究(Chiu等1996，Sheen等1995)。Haseloff等(1997)对GFP基因的

修饰使检测的灵敏度大大升高，使得GFP成为一种很好的植物报告基因。

其它报告基因体系还有如玉米的R基因家族的k基因，它是Myc样转录因

子，调节花青素的生物合成，血基因的表达会导致花青素的积累，致使呈现出

紫色(Lloya等1992，Goldsbmugh等1996)，这种系统最大的好处就是不需要用

昂贵的化学底物与检测设备，还能进行活体检测，适合于进行大规模的的羽问筛

选。但是它也有自己的缺点，上c基因的高表达会导致拟南芥毛状体(trichome)的

形成。

3．3反向选择标记

为了方便选择与原供体位点不相连锁的蕊转座子插入子，或者是为了选择与

与Ac转座酶相分离的转基因植株，就选用了反向选择标记。

IAAH(indoleacetamide hydrolase)，吲哚乙酰胺水解酶是由Klee等(1987)在

矮牵牛花转基因中丌始研究的。Sundaresan等(1995)则成功的应用到拟南芥中作

为m跳跃的反向选择标记。IAAH基因能将萘乙胺(naphthalene acetamide，NAM、

水解成萘乙酸(naphthalene acetic acid，NAA)，萘乙酸能促进植株根系的生长，形

成毛状根。将1AAH黄于Ds转座子外部，当Ds转座子割离插入到基因组的另

外部位，如果不是同一条染色体或是距离足够远的位置，则在后代的分离中，

Ds元件就有可能与原来的供体位点相分离。在加入底物的培养基中，只有Ds

元件的植株因为不能将NAM分解成NAA，而保持根的正常形态：而如果在同

一植株中既含有Ds元件，又含有IAAH基因，则因为IAAH基因将NAM分解

成NAA丽造成根系形念的不正常，从而达到分离的目的。

CbdA(cytosinedeaminase)，胞嘧啶脱胺酶能将对真核细胞无毒的5．氟胞嘧啶

(5-fluorocytosine)转变成对真核细胞有毒的5．氟尿嘧啶(5．fluorouracil)，当带有

CodA转基因的植株在含有5．氟胞嘧啶的培养基上时，在幼苗期就会停止生长而死

去(Stougaard 1993)。因此可以利用CodA基因的这一特性作为反向选择标记基凶，

其选择的思路与lAAH一样。

链霉菌细胞色素P450基因的产物CyPl05A1(cytochrome P450SUl)，能将一

种除草剂前体磺酰脲(R7402)分解成对植物有毒害作用的除草剂，因此可以用作
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反向选择标记(0’Keefe等1994)，其选择的思路与IAAH一样。

4克隆DNA序列标签旁邻序列的方法

4．1 TAIL—PCR

Thermal asymmetric interlaced(TAIL．)PCR的发明首先是用来克隆P1和

YAC克隆中插入片段的术端序列(Liu和Whitterier 1995)，随后证明这一方法用

于克隆T--DNA插入位点两侧的拟南芥基因组序列、甚至在基因组序列背景更

加复杂的小麦中也是很有效的(Liu等1995)。这种PCR要求利用已知的DNA

序列设计一套半巢式的特异性引物(specific primer)SPl．3，结合一条短的随机

简并引物，通过试用不同的退火温度、或高低退火温度的交替使用，使得只有特

异引物爿‘能很好地扩增出条带来，一般在进过二轮或者三轮后就能够扩增得到目

的条带(图2)。TAIL—PCR的特点是对DNA质量与数量的要求不高，在PCR前

或后不需要对样晶进行特殊处理，省时省力，特异扩增的PCR产物可以直接用

来测序。TAIL--PCR已经成为一种应用最为广泛的克隆T--DNA或转座子插入

突变体的两侧的基因组序列方法。采用这种方法已经在拟南芥中建立起多个插入

位点旁邻序列的数据库。

特异。I物
AD。l物

_+SPI_SP2_SP3 ■

4．2IPCR

T—DNA或转座了 堆⋯组DNA

序列标签DNA

兰 二—．型物==_—一一一一J--
图2 1’AIL．PCR扩增插入位点旁邻基冈组序列的原理示意图。

Figure 2．Schematic representation of amplification of genome sequence

flanking insertion site with TAIL·PCR．

图3显示了Inverse PCR的原理和过程，首先是利用插入标签的序列信息选

择合适的限制性内切酶的组合(例如用TaqI)将插入序列和基因组DNA切成合

适的片段，再用T4连接酶将片段环化，通过特异性嵌套式引物(RBl+LBl，
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RB2+LB2)的两次扩增得到特异的性PCR产物。

图3 IPCR扩增插入位位点旁邻基因序列的原理示意图。

Figure 3．Schematic representation of amplification of genome

sequence flanking insertion site with IPCR．

幽4质粒营救法克隆插入位点旁侧基冈组序列的原理示意图。

Fiure 4．Schematic representation of cloning genome sequence flanking insertion site

with plasmid rescue．

4．3质粒营救法

图4为我们构建的双元载体以通过质粒营救(plasmid rescue)的方法克隆T—

DNA插入旁侧的水稻基因组DNA片段。质粒营救法是将大肠杆菌质粒pBsSK

4
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插入到T-DNA序列标签中通过农杆菌介导的和T-DNA转基因一起转入到水稻基

因组中，然后利用适当的限制性内切酶Hind III在不破坏质粒结构的条件下酶切

基因组DNA，通过T4连接酶将带有水稻基因组DNA片段的质粒环化，转化大

肠杆菌以F：'dl抗性克隆就能得到含有插入位点基凶组旁邻序列的质粒。
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第二章Ac／Ds．T．DNA原初插入位点的分析

1材料与方法

1．1材料

水稻：粳稻中花．11号、同本晴。

菌株：大肠杆菌DH5 a，农杆菌菌株EHAl05。

质粒：pCAMBIAl300，CD3-125，CD3-126，pAHC25，pDsbarl300，pUBITs。

工具酶：HindllI、SacI、PstI、XbaI、BamHI、EcoRI、T4DNA聚合酶、T4DNA

连接酶、CIAP碱性磷酸酶。

TaqDNApolymerase。

PCR产物克隆载体：pUC．T载体。

1．2方法

分子生物学操作按分子克隆手册(萨母前i鲁克等1995)和精编分子生物学

实验指南(奥斯伯等1998)进行。

1．2．1载体构建

双元载体pDsE、pDsG与pAc的构建。

pDsE的构建：CD3．125用Xba I和Hind 11I酶切切除NPT II基因表达盒，

用Hind III酶切pDsbarl300酶切切取bar基因表达盒，两者均用T4 DNA聚合酶

补平，用T4 DNA连接酶连接，得CD3．125bar质粒。用Sac I酶切CD3．125bar

切耿眈元件，插入pCAMBIAl300的SacI位点，得pDsE。

pDsG的构建：除了CD3．126替代CD3．125外，其它方法与步骤同pDsE的

构建一样。

pAc的构建：pCAMBIAl300和pAHC25两者都用EcoR I和BamH I双酶切，

前者回收载体部分，后者回收GUS．Nos片段，连接转化后得pGUSNosl300：

pGUSNosl300和pUBITs分别用Sac I和BamH I双酶切，前者回收载体，后者

回收TS片段，两者连接得pTsNos；pTsNos用BamH I单酶切，用T4 DNA聚合

酶补平，pAHC25用风f I酶切回收UBI启动子片段，T4 DNA连接酶补平，然

后UBI启动予片段与补平后的pTsNos连接得pAc。

构建完成后的载体线性示意图如图1所示，质粒图见附录一。

6
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a

b

PDsE

pAc 1kb

图i烈元载体pDsE、pDsG和pAc的线性示意幽

Figure 1．Schemmic representation of the T-DNA containing the Ds element harboring gene trap

(DsE)(a)and enhancer trap(DsG)(b)’and AcTPase(c)，as well as selectable markers associated

with each．All three vectors are based on pCAMBIAl300．Abbreviations：LB，T-DNA left border；

RB，T-DNA right border；HaT,hygromycin phosphortransferase；35S，CaMV35S promoter；

NOS3’，3'-end signal of nopaline synthase；GUS，L3-glucuronidase；35S polyA，CaMV35S polyA

signal；BAR：phosphoinothricin acetyltransferase，provides resistance to Basta；Ds5’，5’termini of

dissociation from maize，n，3’，3’termini of dissociation from maize，A35S．CaMV 35S mini

promoter；intron，intron of gene for G·protein Ct-subunit from Arabidopsis；UBI／E／I，maize ubi一1

promoter／Exon／Intron；Ac transposase，transposase of activator from maize．barl，bar2，hptl，

hptu，acu，acl and LB 1，2，3 and RB l，2，3 are primers used in PCR analysis and TAIL-PCR．

17
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I．2．2水稻转基因

水稻转基因采用Hiei(1994)的方法步骤。转基因的受体材料为水稻中花一11

号和日本睛幼胚诱导的愈伤组织；转基因用双元载体pAc、pDsE和pDsG三种

质粒；农杆菌采用EHAl05；50mg／L-潮霉素用作筛选物质，再生的水稻苗长至

20cm高时移载到水稻溶液培养中7—10天，在水稻栽培季节时移栽到士壤中自

然生长，在非水稻栽培季节中，生长在闩温30℃／夜温20。C、光周期为12光照／12

小时黑暗生长，至结实收获。

1．2．3 Tl代转基因水稻的潮霉素抗性分析

消毒种子后，播种到水稻培养液(蒋德安和曾广文1998)的固体培养基上

(pH5．5，琼脂浓度为0．7％)，光周期为14小时光照／10小时黑暗，发芽后10天

考察水稻的潮霉素抗性。

1．2．4转基因水稻的PCR检测

检测HPT基因的引物设计为hptu(5"-cggtcgcggaggctatggatg-3’)和hptl

(5"-gcttctgcgggcgatttgtgta一3 7)，扩增产物为599bp。反应采用20p．1体积(50ng DNA，

100p．M dNTP,O．59M hptu和hptl，1．5mM MCl2，50mM KCI，0．1％Triton X·100，

10mM Tris·HCI，PH9．0，1 unit Taq DNApolymerase)；热循环条件为：94℃4mira

94。C 20see，62。C 30see，72。C 1min，35 cycles：72。C 5min。

检测BAR基凶的引物设计为barl(5"-atgagcccagaacgacgccc一3’)和bar2

(5"-tcagatctcggtgacgggca·3 7)，扩增产物大小为354bp，反应采用20p．1体积(50ng

DNA，lOOp．M dNTP,0．5p．Mbaru和barl，1．5raM MCl2，50raM KCl，O．1％Triton

X-100，10mM Tris-HCI，PH9．0，l unit Taq DNApolymerase)：热循环条件为：94。C

4min；94。C 20see，60。C 30see，72。C Irain，35 cycles；72。C 5min。

检测爿c转座酶基因的引物为Acu(5"-agtgtcctgcaaatcctcaat．3’)和Acl

(5 7一gtctctgcgccctcactt一3’)，扩增产物大小为486bp，反应体系及PCR扩增条件同

BAR基因检测的一样。

1．2．5转基因水稻的Southem杂交分析

水稻总DNA的大量提取法卢扬iK(1992)的方法，5p．g总DNA用EcoR l或

Hind III酶切完全，在O．7％的琼脂糖凝胶中电泳分离，转移到带『F电的尼龙膜

(Hybond—N+，Amersham)上，用32P放射性同位素标记的HPT基因(与亲奉杂交)。

Hind Ill在载体上的分布如图一所示，在HPT基因和￡b上没有酶切位点，杂交
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的条带数反应T-DNA或Ds的拷贝数。

1．2．6 T-DNA旁邻序列的克隆与测序

采片J Tail．PCR的方法(Liu等，1995)米克隆T-DNA插入子两侧的序列。^i右

边界的特异引物设计采用DNASTAR软件PRIMERSELECT 4．05程序，右边界引

物用RBI：5'-gcaccgatcgcccttcccaaca-3’，RB2．．5'-ccaacagttgcgcagcctgaatg-3’，RB3：

5'-ccaacagttgcgcagcctgaatg-3’，左边界引物用LBl：5'-tcgtccgagggcaaa gaaataga一3’，

5'-taaaatccagatcccccgaatta·3’，5'-ccgcaatgtgttattaagttgtc·3’，随机引物采用如同(Liu

等1995)中的引物。ADl，NTCGA(G／C)T(A／T)T(G／C)G(A／TIIGTT；AD2，

(G／C)TTGNTA(G／C)TNCTNTGC：AD3，(A／T)GTGNAG(A／T)ANCANAGA。反

应条件参照Liu等(1995)的方法进行。特异扩增得到的第三轮PCR产物经凝胶电

泳回收后克隆到pUC．T载体中，用M13测序引物及发玛西亚测序试剂盒

(DYEnamic ET dye terminator kit)作反应在MEGABASEl000测序仪上测序。

1．2．7 T-DNA旁邻序列分析

在水稻基因组中的插入位置，数据库GenBank中所有的水稻序列Ill"(所有

GenBank+RefSeq Nucleotides+EMBL+DDBJ+PDB序列，不包含EST、STS、GSS

和阶段0、1、2的HTGS序列)，gss(genome survey sequence，include)and htgs(high

throughput genomic sequence)，本地分析在DNASTAR(version 5．O)中进行。核酸

序列的同源分析按相似性5"95％或者score>300为准，对于有些片段比较短的序

列。按人工判断是否为水稻序列。

2结果与分析

2．1 T-DNA插入的转基因水稻

本研究中我们采用农杆菌EHAl05介导的水稻Ac／Ds．T-DNA转基因。共用

了三种双元载体的质粒pDsE、pDsG和pAc，选用潮霉素基因HPT为选择标记，

总共获得转基因可育水稻1188株。其中来自R本睛的转基因水稻为526株包括

Nac(转pAc)5l株，NE(转pDsE)361株，NG(转pDsG)114株，来自中花．11号的

转基因水稻为662株，包括CAc(转pAc)176株，CE(转pDsE)320株，CG(转

pDsG)166株。

2．2转基因水稻的PCR检测

对于所仃的转基因植株，都可以采用HPT基因的扩增进行检测。图2是表

9
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明对中花．11号的转基因水稻的PCR检测，1．19是对19株独立的转基因水稻植

株，CK为未经过转基因的正常中花一11号水稻植株，扩增得到的PCR产物与设

计产物HPT基因599bp片段的大小一致，结果表明采用设计的HPT基因引物作

为为检测转基因水稻其特异性是非常好的。在对转基因水稻的PCR检测中，HPT

的阳性率在90％以上，说明我们的转基因系统是非常有效的。

幽2转Ac／Ds．T-DNA水稻植株HPT基冈的PCR检测。

Figure 2．PCR identification ofHPT gene in Ac／Ds-T-DNA transformation rice plants．

转pDsE和pDsG的转基因水稻还可以采用BAR基因的PCR扩增进行检测。

图3是表示转基因水稻扩增BAR基因检测转基因水稻，结果在阴性对照中也出

现了一个非特异扩增的条带，大约为500bp，虽然在转基因水稻中扩增出BAR

基因的与阳性对照质粒一样的特异条带，但由于非特异条带的干扰，所以在以后

的检测中就不采用BAR基因片段的扩增作为检测的依据。

图3转Ds．T-DNA水稻植株BAR基冈的PCR检测。

Figure 3．PCR identification ofBAR gene in Ds-T-DNA transformation rice plants．

0，Zhong-1 1 as negative CK；1-14，Ds-T-DNA transformation rice plants，pDs．

pDsE plasmid aS positive CK．

转pAc的转基因植株可采用扩增彳c转座酶片段来进行进一步的验证。图4

是对22株独立的转pAc水稻植株，CK为未经过转基因的币常中花．11水稻植株，

扩增得到的PCR产物与设计产物486bp大小一致，结果表明采用设计的爿c转座

酶基因引物作为检测转pAc水稻其特异性能保证准确的检测。与HPT基因扩增

结果相比较发现，儿是扩增到Ac转座酶基因片段的，都能扩增到HPT基因片段，

说明HPT基因与爿c元件很好的保持完整性转入到了水稻基因组DNA之中。

20
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中。

幽4转Ac-T-DNA水稻植株爿c转庠酶基冈片段的PCR检测。

Figure 4．PCR identification ofAc transposase gene fragment in

Ac-T-DNA transformation rice plants．

2．3AdDs．T-DNA转基因水稻的拷贝数分析

选取30个转Ac—T-DNA，72个转DsE-T-DNA和22个转DsG．T-DNA总共

124个独立Tl代中花一11号转基因水稻进行潮霉素抗性的试验。其中有92个株

系Hyg‘表现为3：1分离，说明水稻基因组DNA的一个位点上插入有T-DNA，另

外32个株系在水稻染色体互不连锁的不同位点上插入有二个或二个以上的T—

DNA(见表1)。124独立株系的的T-DNA在水稻染色体上插入位点的平均数为

1．3个，这一结果与Jeon(2000)报道的在水稻中平均为1．4个T-DNA插入位点数

相近。

通过Southern杂交分析，在总共48个To代转基因水稻植株中有26个只有

单拷贝的HPT基因，12个水稻植株中含有2个拷贝的HPT基因，还有lO转基

因水稻植株含有3个或3个以上的HPT基因拷贝。这个结果表明大约有一半的

转基因水稻植株只含有一个拷贝的T-DNA插入。通过Southern杂交分析，HPT

基因的平均拷贝数为1．8个。Jeon(2000)报道的在水稻中平均为2．2个GUS基因

和2．1个HPT基因插入拷贝数

Ⅵ0 2：{．1 j“7 H q10 11 12 13 14 Ij 1n 17 lH 19 20 2l 22 z{24龉∞打

幽5 Ac／Ds-T-DNA转基冈水稻的Southern杂交分析。

Figure 5．Southern blot analysis for HPT copy number in Ac／Ds—T-DNA

transformation rice plants．O：Zhonghua-1 1．1-27 trangenic rice line．
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表l转基闪水稻T-DNA插入拷贝位点数的分析
Table 1．Estimation ofT-DNA loci numbers in transgenic rice

Hygromycin resistance in T1 generation

Transfromants resistant sensitive genetic loci f

Ac04 16 6 0 0

1 Ac22 17 ll 2．3

Ac24 18 10 I．2

I Ac25 20 5 0．1

Ac26 9 4 0 0

· Ac30 12 8 I 7

Ac3l 17 6 0 0

Ac32 19 8 0．I
l Ac39 14 8 I，0

0 Ac45 19 3 1 0

l Ae46 3l 10 0．0

2 Ac48 28 8 0．0

3 Ac50 13 12 5．9

4 Ac52 25 9 00

5 Ac53 20 4 0 5

6 Ac54 7 3 0．0

7 Ac55 13 5 00

8 Ac57 14 3 0．2

9 Ac60 12 5 0．0

．0 Ac63 6 5 1．5

1l Ac65 9 3 0 1

12 Ac68 4 2 0 0

13 Ac69 7 4 0 3

P．4 Ac70 l 3 7 06

15 Ac7I 17 4 0 l

16 Ac74 ll 4 00

17 Ac77 14 7 0．4

18 Ac80 16 4 0．1

19 CEOll j7 7 0 1

}0 CE013 14 8 l 0

Il CE016 14 4 0 0

12 CE022 23 6 0 1

13 CE026 23 10 0 3

14 CE027 22 8 0 0

；5 CE028 19 7 00

}6 CE029 1 3 3 0l

17 CE03I 15 5 0 1

18 CE034 14 7 0 4

19 CE035 25 ll 0 3

10 CE037 34 10 00

ll CE038 20 7 0．0

12 CE042 22 9 0 1

13 CE045 20 4 0 5

14 CE050 16 6 00

15 CE053 23 9 00

16 CE055 12 5 00

17 CE056 14 7 04

18 CE059 19 7 00

19 CE06I l 8 5 01)

；0 CE063 17 5 0 0

；l CE064 26 13 I．0

；2 CE065 29 8 0 1

；3 CE066 19 4 04

；4 CE067 2l 4 0．7

；5 CE068 26 7 0．1

；6 CE070 30 7 0．4

i7 CE07l 32 8 0 3

；8 CE072 22 9 0．1
；9 CE076 19 4 04

'0 CE078 33 10 0．0

，1 CE079 lj 7 I 2

，2 CE080 32 15 0．9

，3 CE08I 2l 7 0．0

，4 CE082 19 7 0．0
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Table 1．continued

Transfromants—忑赢丽———品而石—一genetic loci f

The number of loci was determined by hygromycin-resistant ratio that give the smallest x2 value．

陆t copy．=半，rom州“矿=坠掣型。J月 I)"
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相比为较小。而通过Tt代转基因水稻的潮霉素抗性分析获知T-DNA在基因组中

的平均插入位点数为1．3个。出现ToDNA插入位点数比HPT基因实际拷贝数要

少这样的结果数可能是因为T-DNA在插入到植物基因组DNA时发生串联重复。

表2 HPT基闪在To代转基冈水稻中的拷贝数
Table 2．Statistical ofcopy numberofHPTgenein

TO transgenic plants
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2．4转基因水稻T-DNA插入位点处基因组DNA的分析

为研究T-DNA在水稻基因组DNA中的插入规律，通过1’AIL．PCR的方法扩

增得到T-DNA两侧的水稻基因组序列，为了得到更多的T-DNA边界的序列特征，

将特异扩增的PCR产物克隆到pUC．T载体中，然后进行测序。总共得到有效序

列182条。

在182条序列中，检测到有水稻序列的有126条。对插入位点两侧各250bp(总

共500bp)的水稻序列GC含量进行分析(图6)。插入位点的水稻基因组DNA平

均GC含量为42．5％，这一结果与水稻的基因组平均GC％含量4313％的值比较接

近。有超过83％的T-DNA插入予落在水稻GC％含量为30，50％的基因组区域，

而只有很少的一部分T-DNA插入到基因组GC含量高于60％或低于30％的区域。

从T-DNA插入位点GC含量与水稻基因组GC含量的分布比较来看，T-DNA在

水稻基因组中的插入是随机的，有可能插入到基因组DNA的任意区域。

50

g 40

莒
芑30
∞

=20
蛊
三10

0
_—k

25 30 35 40 45 50 55 60 65 G}C％

【划6Ac／Ds-T-DNA插入位点处西侧500bp水稻DNA序列的GC％分布。

Figure 6 Distribution ofGC％content of500bp DNA sequence flanking insetion site

在总共126个分析的T-DNA插入子中，有50个T-DNA插入到水稻的基因

区，插入到基因区的频率为40％。从图6中可以看出，ToDNA插入到水稻基因

区的GC％含量的分布与基因组DNA的分布基本一致。表3列出了部分插入到

水稻基因区的T-DNA插入植株，关于所有T-DNA插入子在基因组DNA的具体

位置见(http：／／www．genomics．ziu．edu．cn／ricetdna．html)。T-DNA在水稻基因组DNA

插入处的特点详细分析见另一博士学位论文，其中有详细的阐述，在此不展丌讨

论。
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2．5 T-DNA左、右边界在基因组DNA中的插入特点分析

2．5．1 T-DNA左、、右边界重复序列的缺失

T-DNA在整合到植物基因组的时候通常保留右边界重复序列的最后3个碱基

TGA特征序列。在182条序列中，检测到ToDNA右边界有158条，其中保留有完整

特征序列TGA的有77例(49％)，约占总数的一半，保留TG的有22例，保留T的

有13例，这三种插入情况合在一起占的比例为71％。剩下的46例都有不同程度的碱

基缺失情况，详细见图7。说明T-DNA右边界通常是以精确的插入方式整合到水稻

基因中的，但是在某些况下也以不精确的插入方式整合到基因组DNA中。

T-DNA right border

AGTTTAAACTATCAGl’GTTtgacaggatatattggcgggtaaacctaagagaaaagagcgttta

AGTTTAAACTATCAGTGTTtga#料料料}料料料十}$}料料料料}十}}料料}料料$}77
AGTTTAAACTATCAGTGTTtg丰年唪木木木术丰术术术半丰术宰}幸木枣木枣木半半木木木术幸丰车幸半木木唪车丰宰水木木丰22

AG兀T从ACTATCAGTGTTt宰轴I轴#宰籼K籼k扣k桕k扣I轴I扣_水水半桕I轴#扣k扣I扣E木车术扣K车轴-木如#13
AGTlVrAAACTATCAGTGTT半轴I扣I舢I扣#扣E桕E桕k桕k桕I木丰扣#和#扣k扣I桕k桕F扣#轴I扣I扣#枷_扣11 1

AGTTTAAACTATC^GTGT扣I扣I扣I木扣-桕I扣I丰桕k扣K木扣#扣#轴k扣I轴I籼I轴K堆扣I桕K木轴#扣I木和15
AGTTTAAACTATCAGTG扣F扣k丰扣k扣#桕I木木籼I半牡I桕#扣#釉#翱-桕k扣k籼k牺I牡#扣k扣K桕#车轴I扣屹

AGTTTAAACTATCAGT扣k扣k桕k牵扣I牺I}扣#扣K扣k枷k粗I翱P如I扣件扣I扣k扣#半奉木’#扣-丰扣#扣-扣k5

AGlv广rAAACTATcAG扣K桕F扣I桕I桕I桕I桕E术扣E桕k枷I扣k丰牺I扣}半桕_扣I枷I籼#籼#桕K桕I木扣K扣F术5

AGTTTAAACTATCA半扣K枷F扣I扣k扣k籼k枷I枷I牢唪轴_桕B籼k扣#枷k桕K桕I轴k丰事率丰扣k扣k抽I桕I扣}木4

AGTTTAAACTATC木木半卓半牛丰木车木木木木木丰木木半牛木半牛半木牢木木毒木木木木木木木木术木率术枣木木木木木宰丰水奉丰2

AGTTTAAACTAT轴K水半半扣_桕I扣I籼k籼k桕k牺I扣_枷I丰桕k籼#末籼k枷k桕I轴I桕#卓扣k扣I和#幸扣k扣陴J

AGTTTAAACTA术扣-扣I扣k扣I桕k扣k扣k扣I扣K半扣k扣k扣I扣I宰幸籼k扣k丰籼I枷k扣#车扣k车桕I枣卓半扣#串2

其它9例

幽7 T-DNA-(i边界重复序列的缺火。

Figure 7．Deletion ofnucleotides in repeat sequence ofT-DNA right border

T-DNA left border

pDsE
CAe52

CAe53

CAc63

CAc64

CE002
CEOll

CE042

CE053
CE087

CE090

CG008

CG016

CG038

CG042

CG043

TCCGCAAq’GTGlvrATTAAGTTGTCTAAGCGTcAATTTGTTTACACCAC从TATATCCTGCCA
TCcGCAATGTGTTAlvr从GTTGTCTAAGCGTC从Tcggtccaacggaacaagggtgggcgtc
TCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTACACCACgtcaataagtgtgt

TCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCT从GCGTCgcccatttcaaactttgccaagatcatgcg
TCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCcctctcttccacgcttgcttggcaatctcgctc

TCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTggtLagaagacatgttaatttg
TCCGC从TGTGTTATTAAGTTGTCTAAGcGTCAATTTGTTTACACCACAATATATCCTGCCA

TCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAAmGTTTACGGCAtggattctgctccac
TCCGCAATGTGTTATT从GTTGTCTAAGCGTC从TTTGTTTACACCACAATATATCCTctcc
TCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTAtgtggattcaggtacagttc

TCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTggttagaagacatgttaattt

TCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTNGTTTAtgtggattcaggtacagttc

TCcGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATT书TTTAChCCACAATtgcttggagga

TCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCT从GCGTCAATcggtccaacggaacaaggggtgggcgt
TCCGCAATGTGTTATTAAGT—GTCTAAGCGTCAATT—GTTTACAgggttcatgtaggcttgc

1Caagtggtgaatcegcacctctggcaaccgggtgaaggttatctctatgaactgtgcgtca

图8 T-DNA左边界重复序列的缺火。

Figure 8．Deletion of nucleotides in repeat sequence of T-DNA left border．Uppercase

letters represent T-DNA，lowcase letteB represent rice DNA．
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在182条序列中，检测到左边界的有40条，其中RB．LB串联的有16条(同时

包含了左边界与右边界)。通过对40个T-DNA左边界序列的分析发现，T-DNA左边

界碱基的变化比较大，没有发现某一个碱基处断裂的比率比较高。图8中列出了部分

T-DNA插入予左边界T-DNA序列重复序列的缺失情况。

2．5．2 T-DNA左边界小同源性序列的分析

通过对10个T-DNA左边界与水稻基因组DNA直接相联的序列分析，发现T-DNA

左边界与水稻基因组DNA的接合处有小同源性序ylJ(microhomology)I拘存在，同源性

的碱基序列的长度为1-8bp，它们被认为在T-DNA以不规则同源重组的方式整合到植

株基因组DNA时起着重要的作用(图9)。
T_DNA 小同源序列 水稻DNA

NEl43 ⋯TGTGTI"ATT^AGTTGTCTAAGCGTC从TTTG玎删搿硒ATTcAGGTACAGTTCCTCTTACCATTTGGGTC⋯
⋯TGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTG删搿7F

"掰坩蕊ATTCAGGTACAGTTCCTcTTAccATTTGGGTC⋯
cG8—6 ⋯CAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCG丁c从TTF6，7％GTTAGAAGACATGTT^ATTTTGGT6GGA张GAGA⋯

⋯C^ATGTGTT^TTAAGTTGTCTAAGCGTCAA TFTG刀7

玎，疗，r弼GTTAGAAG^CATGTTAATTTTGGTGGGATAGAGA⋯

NE65I ⋯CGTTAATTC^GTACATTAA从ACGTCCGCAd彤搿尼GTCAAACAACCTAACATACAT^GGA^TGAACAGTT⋯

⋯CGTTAATTCAGTACATTAAAAACGTCCGCA』船搿r

月阳7嚣弼GTCMACAACCTAACATACATAGGAATGAACAGTT⋯

NE455 ⋯TGTGTTATC^ATTTGTcTAAGCGTcAATTTG rr掰^CCTTATAATCTGTTACTTGATCAATAAACTATACCA·：·

⋯TGTGTTATCAATTTGTCTAAGCGTC从TTTG，r掰

"胁CCTT^TAATCTGTTAcTTGATC从TAAACTATACCA．·

CE53 l ⋯TCTAAGCGTCAATTTGTl7"ACACCACAATATA姗TccTATCCCCTACTCTCTCTAAAAGCAAAACACAC⋯
⋯TCTAAGCGTCAATTTGTTTACACCACAATATA聊r

7姗TCCTATCCCCTACTCTCTCTAAAAGc^^AACACAC⋯
NE830 ⋯CCGAATTAATTCGGCGTTAATTCAGTACATTA月一∞GTTTGTTTAGTTTGGGGAAAAGGAAAT竹TTATGTG⋯

⋯CCGAATTAATTCGGCGTTAATTCAGTACATTA删一

』月街GTTTGTTTAGTTTGGGGAAAAGGAAATTTTTATGTG⋯

CE90 3 ⋯CcGCAA似TG丁丁AfTAAGT下6TCTAAGCGTcAA，77TGTTTGGTTAGAAGAcATGTT^ATTTTGGTGGGATA⋯

⋯CCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAA玎r

，r丌GTTTGGTTAGAAGACATGTTAATTTTGGTGGGATA⋯

NE534 ⋯TTACTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTACAC删院ACCTTCTTCATTAcTACTACAGCTACTATTCGTA⋯

⋯TTACTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTACAC酬f

翻正ACCTTCTTCATTACTACTACAGCTACTATTCGTA⋯

CEll l ⋯ACAATATATCCTGCCACCAGCCAGCCAAcAGc，吼AAGTCAAACCGCGGGTATTATTAcATTTATGTCCACC⋯

⋯ACAATATATCCTGCCACCAGCCAGCCAACAGC7r

7礴AAGTC从ACCGCGGGTATTATTAcATTT^TGTcc^cc⋯

CE87—2 ⋯CCCAAATGGTAAGAGGAACTGTACCTGAATCcAc舭ACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGC⋯

⋯CCCAAATGGTAAGAGG^ACTGT^CCTGAATCCAC月

肌ACAAATTGACGCTTAGAc^ACTTAAT从CAcATTGC⋯

图9 T-DNA左边界序列与水稻基冈组DNA的小同源序列。

Figure 9．Microhomologous oliogonucleotides at T_DNA left border／rice geomic DNA junction．Bold

and italic letters representing microhomology．
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2．5．3 T-DNARB．LB串联情况的分析

T-DNA在整合到植物基因组时，不但会以独立的单个T—DNA插入到基因组

DNA中，还会两个甚至两个以上的T—DNA以串联形式插入到植物基因中。在182

条序列中发现有14例是T-DNA发生RB--LB的直接串联，中问没有任何的填充DNA

的存在(图10)。但在另外2例RB．LB的串联情况中，则发现有filler-DNA的存在(图

11)。其中CE420的15bp的filler-DNA前14bp虽然能在水稻基因组找到100％的同源

性，且只有7bp的碱基能在载体中找到同源性，但也不能推测filler-DNA一定是来源

于水稻的。CE302的32bp的filler-DNA则无法从载体DNA和水稻基因组DNA找到

完全同源的序列，也无法从农杆菌的基因组DNA中找到同源序列，推测可能是这些

序列是由多个DNA片段连接而成的。

系号
NE398

NE527

NE666

NE439

NE315

NE702

NE694

NE484
NGl09

NGll0

NGl27

NGl37

NE658

CE034

T_DNAfRl

CTATCAGTGTTTGA
CTATCAGTGTTTG

CTATCAGTGTTTGA

CTATCAGTGr兀GA

CTATCAGTGTTTGA

CTATCAGTGTTTG

CTATCAGTG

CTHTC^GTGTTTGA
CTATCAGTGTTT

CTATCAGTGTTT

CTAq’CAGTGTTTGA

AGTGTTTGA

AGTGlTrGA

CTATCAGTG

T-DNAfU

Obp ACTTAATAAC

Obp TGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACA

Obp CAGGATATATGTGGTGTA从CAAATTG

Obp CAACTTAATAAC

Obp AAATTGACGCTTAGACACTTAATAACA

Obp TAAACAAATTGACGCTTAGACACTTAA

0bp GTGTAMiCA从TGACGCTTAGACAACT

Obp |CAGGATATA丁％TGGTGTAAACAA兀G
Obp ATATTGTGGTGTAAACAAATTGATGCT

Obp ATATTGTGGTGTAAACAAATGACGCTT

Obp AATTAATTCGGGGGATCTGGATTTTAG

Obp CAGGATATATTGTGGlGTAAACAAATT

Obp }ATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCT6G

0bp CACATGAGCGNGGGCCTATAGGAACCC

图10也边界与左边界的直接串连，没有filler DNA。

Figure 10．Direct tandem between right border and left border without any filler-DNA atjunctions

CE420

CE302

CTATCAGTGTTTGA GCGACGTCCTTTTG ATAACACATTGCGGACGTTTTTA

CTATC CAATTGGTATCAG7口TTTCCCGCCTTCAA丌G|ATTGTGTGGTGTAAACAAATGACGC

图1l右边界与左边界的串联，中间间隔有fjller—DNA。

Figure l 1．Direct tandem between right border and left border with filler-DNA at junctions．

2．5．4 Filler-DNA分析

对T-DNA插入子的DNA序列进行分析，发现T-DNA边界序列与水稻基因组DNA

的接合处存在filler-DNA是一种很普遍的现象。在总共182个ToDNA插入予中，只

有69个序yU(38％),tI没有filler-DNA的存在，而在其余T-DNA插入子中或多或少都

存在序列长短不一的filler-DNA，filler-DNA的长度大于100bp的有58个，占总数的

32％(表4)。



博士学位论文：A c／Ds转座子标签在水稻中的应用

表4 DNA边界结合处的不同长度的filler-DNA
Table 4．FilIcr-DNA in different length at T-DNA／rice DNAjunction

自!!￡生趟△
Q !：2Q 21：』Q §l：!QQ 三!!!!!

仝数 §! 堑 !§ 3 59

对大于50bp的filIcr-DNA的序列作分析，根据本地比较的结果，发现很多载体上

的filIer-DNA序列的主要-束源为T-DNA内部序列，结果总结于表5。主要来源的序

列有如CaMV35S、Ds3’、Ds5’、GUS、NOS、ADHl，总共有49个占总数的80％；

总共有8个序列是来自于T-DNA的外部序列，其中抗卡那霉素基因aadA的序列发现

有2个，还有另个6个序列来源于双元载体主干序列的其它部位。另有4个序列来源

不明。成为filler-DNA最多的是GUS基因，总共有20个。从结果来看，GUS基因似

乎是一个重组发生的热点。

表5 Filler-DNA的来源
Table 5 Origin offiller DNA

￡§凹yj§曼旦旦： 鱼坐曼 型Q蔓 △QHl QS5： b殳n￡磐垡△ 女nknQ型B lQ垫!

全堑 5 垂 2Q 5 垒 ! 垂 2 垒 查!

根据TAIL．PCR的结果，将filler-DNA的表现形式分为以下几类

1)：匣巫匝亚堕亟巫塑口
如NG092、NE795、CE078等，在这些T-DNA插入檀株中，其T-DNA与水稻

DNA的接合处存在只有几个碱基的filler-DNA，因为几个碱基的序列太短，无法J下确

判断其来源(图12)。由于filler-DNA很短，所以得到的水稻序列比较长，对于确定

T-DNA的插入位点没有什么影响。

T-DNA filler-DNA 水稻DNA

NG092⋯一GTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTACACCACAAT 8bp AAACATCCCTCCATTACTCC-CAACCCCAACT

NE795 -ATCCCCCGAATTAATTCGGCGTTAATTCAGTACATTAAAAACG 6bp fCTGAATTCCAATTCGTTAGCATCATCCTTCC

CE078-一AAACGTCCGCAATGTTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTl 8bp IGGCATGGATTCTGCTCCACGAGATTTGTTTA

幽12 T．DNA与水稻基冈组DNA接合处的短filler-DNA。

Figure 12．short filler-DNA at T-DNA／rice genomic DNAjunction．

2)：l T．DNAI 长的filIer-DNA l水稻DNA
如图13 ffI·的NE612和NE653，它们的filler．DNA都比较长。NE612的T-DNA

30
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右边界紧接着的是一段长为77bp的来源于CaMV35S启动子的filler-DNA，其外紧接

着的是水稻基因组DNA序列，与水稻第】1条染色体BAC克隆OSJNBb0039K08的

同源性为95％。T-DNA边界、CaMV35S启动子filIer-DNA和水稻基因组DNA三者

接合处的序列都有明确的界限，并且它们之间不存在任何其它的碱基。

其中NE653的filIer-DNA更是高达537bp。其T-DNA左边界紧接着的是一段长

达523bp的来源于T-DNA内部序列的CaMV35S启动子和ADHl内含子序列，之外

则是一段14bp难以确定来源的DNA序列，这段DNA与水稻或载体的序列都没有完

全的同源性，其外部才是水稻基因组DNA，通过比较发现与水稻第二条染色体的BAC

克隆OSJNBb0088N06的一段序列具有完全的同源性。

77bp
Rice nN^⋯TTAGTTCCTACTAqG JCCTTCCTTTT⋯CaMV35S⋯CGATATTACC JTCAAACACTG⋯T—DNA㈣NE612

^

48698bp(ACl25783，chromosome 1 1 BAC clone，OSJNBb0039K08)

Unknown sequence 523bp

Rice DNA⋯GAAGGGG÷1 CCTGGATGAAAATG ACGTCTCC⋯CaMV35S／ADHI⋯AAGACGCT TTTAATGT⋯T—DNA(L)

@5bp(AP005851，chr。m。s。me 2，OSJNBb0088N06) NE653

幽13 T-DNA与水稻基冈组DNA接合处的艮的filler-DNA

Figure 13．Longfiller-DNA atT-DNA／ricegenomic DNAjunction．

31：I T-DNA K的filIor-DNA

图14中CE315其T-DNA右边界紧接着的filIer-DNA为来源于T-DNA外的265bp

载体主干序flLJ(STA区DNA序YU)，出于TAIL．PCR扩增得到的序列长度比较短，在

其外没有扩增到水稻基凶组DNA。而NE412的filIer-DNA的来源并不只是来源于某

一段DNA，紧接着T-DNA边界的是一段长为77bp来源不明的DNA序列，之外则是

一段长度为265bp来源于Ds5’端的DNA，同样因为TAIL—PCR的局限性，没有扩增

到水稻DNA序列。

265bp unknown sequence 77bp

Ds5。～TGTTGCAGAGCCCIAACTCTATC⋯⋯CCGGAATTGAAAAlAACTGAAGGCGG⋯T DNA(R)NE412

vect。I b。ne seuuence⋯GGAAcGGGCGGTTGGCcjtl跳￥IAAAcAcTGATAGTTTAAAcc⋯T—DNA(R)cE315

酗14 T-DNA右边界处长的filler-DNA

Figure 14．Long filler-DNA at T-DNA fight border
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3讨论

3．1 T-DNA插入拷贝数

在本研究中，总共得到可育的独立转基因水稻植株1188株。根据HYG‘的抗性

试验结果，T-DNA在水稻基因组中的插入位点数为平均1．3个，而通过Southern杂交

的结果T-DNA在基因组中的插入拷贝数为t．8个。这个数值比Jeon(2000)报道的平

均1．4个插入位点数和2．2个T-DNA插入拷贝数要小一些。这一数比采用基因枪法将

DNA直接转入到植物细胞中(Kohli等1998)褥到的拷贝数要少。插入位点数少，插入

的T-DNA拷贝数少对于插入位点旁侧的水稻基因组DNA的扩增会起到方便的作用，

而且在遗传分析方面也会大大的简化。

根据TAIL-PCR的结果，大约40％的T-DNA插入到水稻的基因区，因此可以推

测在我们的研究中大约有855个T-DNA插入到了水稻基因区，相当于可以获得855

个插入突变体。这对于水稻功能基因的研究是非常有用的。根据我们的结果，如果水

稻基因以40 000个计，则至少获得大约56 000个独立的转基因植株才有可能覆盖整

个基因组。当然这利，估计是远远偏小的，因为随着T-DNA插入数量的增加，插入到

同一个基因中的T-DNA可能性就大大增加了，尤其是对于那些大的基因。Krysan等

(1999)采用P=I--(1一X／125 000)“这一方程式来计算在拟南芥中找到一个大小为Xkb

的基因概率为P条件下至少要n个T-DNA插入突变体。如果将这一方程式应用到水

稻中，即P=I--(I--X／430 000)“，则如果要在水稻中找到一个基因大小为3kb的T-DNA

插入突变体，如果概率设定为P=90％，则大约需要n=33力．个T-DNA插入突变体。

如果P=99％，则n=66万，相当于需要51万株独立的转基因水稻植株。

3．2 T-D1NA在水稻基因组的插入特点

T-DNA在植物基因组中的整合位置通常发生在AT相对丰富的区域，AT丰富区

域可能是转基因发生重组的热点，这些可能与染色体DNA在空间折叠结构有关

(Takano等1997)。T-DNA整合到基因组AT丰富区在拟南芥(Mayerhofer等1991)、烟

草(Gheysen等1991)中已有报道；在水稻中Takano等(1997)在两个转基因水稻中序列

也表明了T-DNA在转基因水稻中整合AT丰富的区域。在我们的研究中，有83％的

T-DNA插入子落在AT含量在50．70％的区域(GC含量在30．50％)，这个区域也相

当于水稻基因区或基因组DNA集中的区域。T-DNA在水稻基因组中的整合偏向于水

稻基因丰富区已有报道(Barakat等2000)，和T-DNA的这一特点对于水稻创建水稻突

变体是相当有利的。表3中我们只是例出了其中一部分插入到水稻基因区中的T-DNA

插入子，从表中可以看出，T-DNA插入分布在不同的染色体中，在基因中的插入既
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有在内含子的，也有在外显予的，还有一部分是插入在启动予区域的。从插入到酶的

种类来看，也有各种各样的类型，如磷酯酶、蛋白激酶、脱水酶、异构酶、受体蛋白、

锌指蛋白、氨基转移酶、磷酸转移酶等。这些插入在不同基因中的突变体，足进一步

研究这些基因功能非常好的材料。因为已经知道了T-DNA在这些基因中的插入位置，

就可以进行有目的的对可能产生的表型或生理变化按排试验，这也是所谓的反向遗传

学的研究方法以及建立这个水稻插入突变体库的目的。对插入到基因区的插入子的分

析正在进行之中。

3．3 T-DNA在水稻基因组中的整合机理

T-DNA在植物基因组中插入的具体机制相当复杂，至今没有一个清晰的认识。

Tinland(1996)认为山于致毒蛋白virD2的保护，因此T-DNA右边界在整合到植物

基因组的过程中，一直保持完整的DNA结构直到整合到植物基因组时，／j‘在固定碱

基处断裂，完成T-DNA在基因组DNA的精确插入。在对158例T-DNA右边界的研

究中发现，将近有一半的序列保持了很完整的TGA标志序列，如果将保留TG和T

的这两种情况加在一起则有大约70％的T-DNA右边界保持了精确的整合。这种整合

方式与在拟南芥、烟草中的报道一致(Gheysn等1991，Mayerhofer等1991)。但是在

其余的46例中T-DNA右边界都有不同程度的缺失，说明T-DNA右边界在基因组中

的整合肯定还存在另外一种机制，这种整合方式是一种不精确的整合方式t

T-DNA左边界在整合到水稻基因组DNA时，没有发现在某一个特定碱基处断裂

的频率比较高，相对于右边界T-DNA的断裂点来讲，表现出很大的随机性。通过对

T-DNA整合前的水稻基因组DNA与获得的T-DNA旁邻序列相比，在很多个T-DNA

左边界序列与水稻基因组序列之间存在着小同源性序列(见图9)，这些同源性碱基在

单链T-DNA与解链的基因组DNA进行互补配对，从而以单链修复模型完成T-DNA

整合到丛因组DNA i|j的过程(Maycrhofer等1991，Tinland 1996)。

图lO和图11中表示了T-DNA的RB．LB直接串联分析。在串联的T-DNA中，

绝大部分(14个)在左边界与右边界之间不存在任何的fitler-DNA，而另外两个(CE302

和CE420)串联中虽然有filler-DNA，但经过比较其序列来自水稻基因组DNA的町能

性不大。因此推测RB．LB的串联序列是在整合到水稻基因组DNA前就已经形成的。

在我们的研究中，没有扩增到RB．RB或者LB．LB这种倒转串联重复情况，而只

出现了RB．LB的直接串联。如果在对PCR扩增原理做出分析以后，就不难理解为什

么从TAIL．PCR的结果中无法得到RB．RB和LB．LB的串联，因为在这两种情况下，

在PCR退火这一步中，由于DNA序列的完全倒转重复，引物可能就无法结合到DNA

序列上，无法完成PCR的扩增。De Buck等(1999)利用两个不同的T-DNA同时转

化拟南芥，分析了RB．RB和LB．LB串联在基因组DNA中插入的情况。
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对于在T-DNA左边界或者右边界出现的大量以T-DNA内部的一段DNA成为

filIer-DNA的现象。按照Krizkova和Hrouda(1998)认为用T-DNA整合到植物基因组

前形成T-DNA串联重复并且复制形成双链的模式解释不合理，因为在这种情况下，

不太可能出现短的T-DNA序列作为filler-DNA存在。按照他们的模型，首先是T-DNA

接近攻击染色体DNA，使染色体DNA形成局部单链，T-DNA的3’端在染色体上找

Nd,同源性序列配对形成双链，然后以此为引物修复植物基因组DNA，T-DNA的5’

端结合VirD2蛋白再与染色体DNA形成短暂的共价结合：然后第二条甚至第三条

T-DNA链以同样的方式再攻击第一条T-DNA链，然后按照单链断裂修复模型整合到

植物基因组DNA中。

3．4 FilIer-DNA对扩增插入位点水稻旁邻序列的影响

农杆菌介导的T-DNA转基因，通常只有T-DNA左右边界之间的序列才能转移到

植株细胞中。但是T-DNA之外的序列有时也会随T-DNA一起转移到植物细胞中，在

我们的研究中，也扩增得到了7个序列是来源于T-DNA之外的载体主干序列。这种

现象也烟草和水稻中都有报道(方进等2000，Maria等1997)。载体主干序列随T-DNA

一起转入到水稻基因组中，对于突变体的分析增加的困难只是如其它filler-DNA片段

一样，没有什么特别之处，但是在生物安全评价方面被认为是一个很大的隐患，在此

不作展丌性讨论。

Filler-DNA在T-DNA边界中的大量出现，以及T-DNA串联重复序列的形成给

T-DNA插入位点处水稻序列的获得造成了一定的困难。由于TAIL—PCR扩增产物的大

小是很有限的，往i}在几百个碱基左右，如果filIer-DNA的长度也足几臼个碱基，则

就难扩增到水稻序列。在我们的研究中，在182个T-DNA边界序列中，存在有

filIer-DNA的序列有113个，占总数的62％，虽然有些filler-DNA的片段很小，不会

影响到T-DNA旁侧序列的扩增，但是超过100bp的filler-DNA达到了58个，占总数

的32％，这其中很火一部分会直接影响到T-DNA旁邻序列的获得。即使TAIL．PCR

扩增的产物有足够长，应用PCR产物测序，按照目前一次测序反应能读到的碱基数

平均也就在500—600bp，而且rI’AlL—PCR的特点是只有一侧是特异性引物，只能采取

用特异引物的一端测序，这样如果filler-DNA的长度比较长的话，也很难测到基因组

序列。如果采用将PCR产物克隆到载体中再进行测序，那过程与时间就增加了很多，

对于大量的T-DNA旁邻序列克隆与测序显然工作量是很大的。
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第三章Ac／Ds转座子在水稻中跳跃规律的研究

1材料与方法

1．1材料

双元载体系统Ac-T-DNA和Ds．T=DNA，载体构建见上一章。结构示意图见图1。

转基因起始植株见上一章。

所用的工具酶、载体、酶也如上一章所述。

b

C

图1 pDsE、pDsG、pAc的结构示意图。

Figure 1．Schematic representation ofpDsE，pDsG、pAc．

Ds3一I，Ds3-2，Ds3-3 and Ds5一I，Ds5—2，Ds5-3 are the specific primer ofTAIL·PCR for cloning

genomic sequence flanking Ds element．EDSl and EDS2 are primer for amplification ofempty

donor sited left by excision of Ds element．All the other elements are described at the second

chapten
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1．2方法

1．2．1 F2群体的发展

含有单拷贝Ac的转基因水稻作父本，与含单拷贝Ds作母本的转基因水稻杂交得

Fl，Fi自交得F2。彳c元件已经缺失了5’和3’末端，因此已经不会发生转座。不可发

生转座的Ac元件带有用UBI启动的Ac转座酶基因，并以此来激发Ds的割离。Ds

元件含有报告基因GUS和选择标记基因BAR。GUS报告基因的表达可以通过组织化

学染色来进行检测，增强子捕获器DsE元件在GUS报告基因自{『加了一个CaMV35S

的弱启动子(含有TATA盒)，当DsE插入到水稻基因组DNA的顺式作用元件中时

GUS基因就会表达。綦因捕获器足在GUS报告基因前加了内含予剪接的受体位点和

供体位点但是不加启动子成份，当DsG插入到水稻基因组转录区时，通过内含子的

剪接作用使GUS与水稻基因形成融合基因而得到表达(Sundaresan等1995)。当Ds

元件从原始供体位点割离后，HPT基因将保留在空供体位点(示意图1)。

而对于含有Ds元件的苗，可以通过喷洒除草剂对BAR基因进行选择。我们采用

将发芽一个星期后的水稻苗，移栽到溶液培养中，证常生长一个星期后，喷洒3mg／L

PPT(Basta)，3-7天后不含有BAR的植株将枯黄直至死亡。

1．2．2小量DNA的提取

取20天苗龄的水稻叶片5cm，剪成小片段，放入1．5ml离心管中，加液氮磨碎，

加入500“1 DNA提取液(100mM Tris—HCI pH8．0，20mM EDTA，500mM NaCI，1．5％

SDS)，短暂振荡使提取液与粉末混匀，65℃水浴放置20min，加等体积的氯仿／乙醇／

戊醇(20：4：1)振荡混匀lO秒种，12，000rpm离心5rain，取5001xl上清液转移到新的1．5ml

离心管中，加lml．20℃的无水乙醇，混匀，室温下置5min，12，000rpm离心5min，

去上清，加lml 70％乙醇洗涤，倒扣置于吸水纸上自然晾干，加入100pl含有O．1m∥m1

RNaseA的TE(pH8．O)溶解，作为PCR反应的模板。

1．2．3Ds跳跃的PCR分析

检测Ds在F2代中的中的跳跃。根据载体的构建，设计引物EDSl

(5 7-atgcttccggctcgtatgttgtgt-3 7)和EDS2(5 7一aagcgtaaggtatatttggaagta·3 7)扩增肪跳跃后

的空供体位点EDS(empty donor site)，引物EDSI和Ds3．1(5"-ggttcccgtccgatttgact一3’)

扩增完整的供体位点FDS fruit donor site)。为减少PCR反应数量，将三个引物同时置

于一个反应管，反应采用30pl体积(50ng DNA，200肚M dNTP,1“M EDSl，0．5pM EDS2

和Ds3-1，1．5mM MC|2，50mM KCI，0．1％Triton X一100，10mM Tris·HCI，PH9．0，1 unit
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Taq DNA polymerase)；热循环条件为：94℃4min；94℃20see，56℃30see，72℃Imin，

35 cycles：72℃5min。根据设计，EDS的扩增片段为516bp，FDS为287bp。

检测HPT基因的引物设计为hpm(5"-cggtcgcggaggctatggatg-3’)和hptl

(5"-gcttctgcgggcgatttgtgta一3’)，扩增产物为599bp。反应采用209l体积(50ng DNA，

1009M dNTP,O．59M hptu和hptl，1．5mM MCl2，50mM KCl，O．1％Triton X·100，10mM

"Iris-HCl，PH9．0，l unit Taq DNA polymerase)；热循环条件为：94*(2 4min；94"C 20see，

62℃30see，72。C Imin，35 cycles；72。C 5rain。

检测BAR基因的引物设计为barl(5"-atgagcccagaacgacgecc-3 7)和bar2

(5"-tcagatctcggtgacgggca-3’)，扩增产物大小为354bp反应采用209l体积(50ng DNA，

lOOgM dNTP,0．59M bam和barl，1．5mM MCl2，50mM KCI，0．1％Triton X·100，10mM

Tris-HCl，PH9．0，l unit Taq DNA polymerase)：热循环条件为：94。C 4min；94"C 20see，

60℃30see．72℃lmin，35 cycles；72℃5min。

1．2．4 Southern Blot分耄lr

水稻总DNA的大量提取法卢扬：i5E(1992)的方法，51,tg总DNA用肺耐UI酶切完

全，在0．7％的琼脂糖凝胶中电泳分离，转移到带正电的尼龙膜(Hybond-N+，Amcrsham)

上，用32P放射性同位素标记的HPT基因(与亲本杂交)或BAR基因(与F2植株杂

交)作探针。／／／nd 111在载体上的分布如图一所示，在HPT基因和眈上没有酶切位

点，杂交的条带数反映T-DNA或Ds的拷贝数。

1．2．5 Ds旁邻序列的克隆

用TAIL。PCR的方法(Liu el a1．，1995a；Liu et a1．，1995b)扩增cb插入位点两侧的水

稻基因DNA。Ds3’端的特异引物采用Ds3一l：5"-ggttcccgtccgatttcgact-3’，Ds3-2：

5"-cgattaccgtatttatcccgttc-3’，Ds3-3：5"-tcgtttccgtcccgcaagt一3’。Ds5’端的特异引物采用

Ds5-l：5"-acggtcgggaaactagctctac·3’，Ds5-2：5"-tccgttccgttttcgttttttac·3’，Ds5-3：

5"-cggtcggtacgggattttcc·3 7。随机引物用ADl，NTCGA(G／C)T(A／T)T(G／C)G(A／T)GTT；

AD2，(G／C)TTGNTA(G／C)TNCTNTGC；AD3，(A／T)GTGNAG(A／T)ANCANAGA。

反应条件参照Liu等(1995)的方法进行。特异扩增得到的第三轮PCR产物经凝胶

电泳回收后克隆到pUC．T载体中，用M13测序引物及发玛西亚测序试剂盒(DYEnamic

ET dye terminator kit)作反应在MEGABAsElOoo测序仪上测序。序列在OenBank中作

BLASTN搜索确定Ds在水稻基因组中的插入位置，序列本地分析在DNASTAR

(vemion 5．0)中进行。
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1．2．6 Ds旁邻序列的分析

序列在GenBank(http：／／www．ncbi．nih．nlm．gov／BLAST)qb作BLASTN搜索确定cb

在水稻基因组中的插入位置，数据库GenBank中所有的水稻序列nr(所有

GenBank+RefSeq Nucleotides+EMBL+DDBJ+PDB序列，不包含EST、STS、GSS和

阶段0、1、2的HTGS序列)、gss(genome survey sequence)和htgs(high throughput

genomic sequence)。肪插入元件在水稻物理图谱上的插入通过BAC号或PAC号在
http：／／www．tigr．org／tdb／e2k1／osal／BACmapping／description．shtml)比较后确定。本地分

析在DNASTAR(version 5．o)中进行。核酸序列的问源分析按相似性>95％或者

score>300为准，对于有些片段比较短的序列，按人工判断是否为水稻序列。

1．2．7Gus分析

将1-2cm的叶片、根或花放入装有GUS染色液(GUS染色液的配方：100mM磷

酸缓冲液寂pH7．0，Triton X-100 O．5％，甲醇20％，X-Gluc O．5mg／m1)的1．5ml离心

管中，真空抽气15min后盖上盖子，放入37℃恒温箱中反应24hr。在LEICA MZ95

体视镜下观察，用LEICA DC300摄像头拍照。样品用戊二苯醛固定，用ERL．4206

树脂包包埋，切片厚度为4p．m。

2结果与分析

2．1 F2群体发展

幽2亲本植株的Southem,)j}交分析。

Figure 2．Southern hybridization analysis of parent

plants．旧MHind 111 marker；heel4；2：ce37，

3：ce59，4：ce70；5：ce72；6：ce78；7：ce80；8：c938；

9：cac46．j 0：cac48．

圈3 PPT抗性的F2植株选择。

Figure 3．Screening PPr plants in

F2 population．

a：PPT‘rice plants．

b：PPT‘rice plants．
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在本研究中，我们采用二元转座子系统来发展Ds插入群体。将带有不可移动单

拷贝彳c元件的水稻亲本植株作为父本与带有拷贝数不等的肪元件(OsE或DsG)的水

稻植株作母本进行杂交。在杂交前先对亲本植株Southern杂交进行拷贝数(图2)和

位点数(见上一章)的确定。彳c全部为单拷贝单位点转基因植株，而胁作为亲本的

￡b转基因水稻除了CEl4外都表现出3：1(PPT‘：PPTs)的分离，说明它们的位点数都

是1个，但是CE70，CE72，CE78和CE80 Southem杂交的条带数则不至1条。杂交得

到的FI，Fl自交得F2，分别进行单株收取种子以进行分析之用。

F2植株通过BASTA喷洒选择，不含有Ds元件的F2植株将枯萎死亡(图3)，这

样在对F2植株的PCR筛选时，死亡部分的植株就可以不进行PCR的检测。从而达到

降低成本、减少工作量。

2．2 F2植株伽元件从供体位点的割离

杂交之后，总共得到的108个FI植株，在开花前提取水稻叶片的基因组DNA用

作PCR的模板，采用设计的三引物EDSI、EDS2和Ds3—1为引物来扩增分析确定Ds

在F。植株中的跳跃情况，结果在所有108个样品中都没有扩增到Ds跳跃后留下的空

位点EDS。

同样采用PCR分析方法对PPT‘的F2植株Ds跳跃情况进行了分杌-，结果表明Ds

在F2植株的跳跃频率大大增加了。按照设计在F2植株的Ds跳跃检测中，其三引物扩

增的PCR产物应当出现四种条带模式，分别为EDS+FDS。、EDS+FDS+、EDS’FDS+和

EDS。FDS。，实验结果与预期的相一致，在F2代PCR检测中出现这四条带模式(见图

4)。EDS‘FDS。条带模式(C19．01．002，C19．01．005和C19．叭．010)代表只含有重新插入

的瓜元件的(提供ppTr)，而不含有原来的供体位点；EDS+FDS’(C19．01．001，
C19．01．009和C19．01．011)表明F2植株含有一个空位点及提供PPT抗性的肪位点；

EDS’FDS+表明F2植株只含有原先的位点而不含有肪跳跃后的空位点EDS；

EDS+FDS+(C19．01．004)表明F2植株既含有跳跃后的空位点，又含有原来的供体位点，

这种情况是由后代自山重组引起的。

幽4 Ds转_唪发生斤留下的空供体何点EDS的PCR检测。

Figure 4．PCR amplification analysis of EDS left by excision ofDs element．

39
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为证明用三引物扩增得到的516bpEDS片段确实代表￡b从供体位点跳跃后的情

况，我们对3个亲本的10个不同EDS片段进行了测序，测序的结果表明Ds元件确

实是从原来的供体位点上跳走了。Ds跳跃后在供体位点发生了少量几个碱基的变化，

碱基的变化既有缺失如C03．14．024等，也有替代如C03．14．267和C03．14．272等(见图

5)。肪跳跃后在空位点处发生碱基变化在玉米、拟南芥、酵母和水稻中都有发现(Izawa

等1997，Rinehart等1997，Suzuki等2001，Weil and Kunze 2000)。

m element

弋7
GGAATTCGAGCl口GGTCACGCAACGC donor site

GGAATTCGAGCTC CGTCACGCAACGC C03一14．272。C03·14．047，C03-14．003．Cl 1．02．003

GGAATTCGAGCTG^GTCACGCAACGC C03．14．267．C15-43．153．C15．43．186

GGAATTcGAGCT_一GTCACGC从CGC C03-14．024．C03-14．058，C15．43．182．C19．0j．00

幽5 EDS伉点的DNA序列碱基变化。

Figure 5．DNA sequence variety at EDS stie．

为了进一步确定用PCR方法扩增的EDS和FDS的正确性，我们又采用了HPT

基因作探针进行了Southren杂交分析(图6)。与PCR分析的结果相一致，F2植株

C15．43．186、182和062用PCR的方法只扩增出EDS片段，在Soutnem杂交中也只

出现了大约2800bp的杂交片段，而F2植株C15．43．172在扩增中既有EDS又有FDS

片段，在Soutnern杂交中则出现8800bp和2800bp大小的2个片段，这两个片段分别

与FDS和EDS相对应。

图6 EDS位点的Southern杂交分析。

Figure 6．Southern hybridization analysis of EDS site．

Ac：Ac transposase fragment，the 8800bp and 2800bp fragment are FDS and EDS respectively。

The band length is calculated with software Gel·Pro ANALYZER(version 4．0．00．001)．
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我们对来自11个胁亲本总共20个F2群体用PCR方法作了协割离(excision)情

况包括体细胞割离(somatic excision)幕El生殖细胞割离(germinal excision)的分析。PCR

分析的结果统计列于表l。Ds在F2不同群体的割离频率范围为0-40％，来自同一个

组合的不同F2群体其Ds割离的频率变化不大。例如来自杂交组合CE70×CAc46的

三个F2群体它们的跳跃频率分别为27％，30％and 33％。杂交组合CE37×CAc46 and

CE76×CAc46它们同样具有与CE70×CAc46的父本CAc46，但显然它们的Ds割离

频率要比CE70的相差很远，分别只有O％与6％。这说明Ds元件在水稻染色体中插

入位点处的不同基因组DNA序列影响到Ds的割离频率。这种现象在拟南芥中已有

报道(Smith等1996)，而亲本的占恼元件拷贝数则对伪的跳跃频率影响不人，如c恼
亲本CE70和cE68均为多拷贝，而CE68为单拷贝，但是它们的Ds割离频率都在30％

以上，相差不大(表1)。

根据Southern杂交的结果，转座事件有比较高的频率是发生在生殖细胞中。如果

发生在生殖细胞的割离，其后代则通过Southern杂交的条带只留下EDS空位点条带

而不带有FDS条带。图6显示在6个杂交的条带中，只有C15-43．172显示出既有FDS

条带也有EDS条带，而这意味着6个发生割离的至少有5个是发生在生殖细胞中的。

2．3Ds元件在F2代中的插入

为确定从供体位点割离后的Ds在F2植株中重新插入的情况，用放射性同位素32P

标记的BAR作探针对8个F2群体的基因组DNA作了Southem杂交分析，图7显示

出同一群体中不同个体的F2植株表现出不一样的杂交带型，说明Ds在基因组DNA

中的插入位置是不同的。根据Southern杂交结果，Ds在F2群体中的独立插入频率在

70％以上(表2)。这一结果与在拟南芥中的报道(Sundaresan等1995)不一样，在他们的

报道中，绝大部分的Ds插入予表现出相同的杂交带。

从FDS割离后的Ds在F2植株中并不一定重新插入植物基因组DNA中的。根据

8个F2群体的Southren杂交结果统计分析，在我们的系统中Ds重新插入频率保持在

高于70％的水平(表2)。大多数重新插入的D哼植株含有爿c元件，彳c元件的存在可能

会导致瓜在下一代中的重新跳跃。稳定插入(有伪插入但是没有爿c元件的F2植株)

频率变化范围在14．33％之间，这个频率范围符合单基因分离的孟德尔规律。
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博士学位论文：A c／Ds转座子标签在水稻中的应用

2．4胁元件在水稻基因中的插入位点分析

为确定转座后的Ds元件是否与供体点位相连锁，我们采用了TAIL．PCR的方法

克隆了Ds元件旁侧的水稻DNA序列，序列扩增的特异性由第二轮与第三轮PCR产

物的大小来确定，通过电泳第三轮产物比第二轮产物要小一些来判断1’AlL—PCR扩增

的特异性(图8)。

在设计上，第三轮特异扩增的TAIL．PCR保留了胁序列3 7未端的39bp，Ds5’术

端的82bp，克隆到pUC-T载体上测序列能保证这些标汜序列的完整保留。通过对这

些标记序列的判读，确定得到的29个Ds元件旁邻的水稻DNA序列是特异扩增的。

这些序列在水稻中位置的确定通过与GenBank中水稻序列作BLASTN比较，以

同源性大于95％或Score值大于300为准。序列比较结果表明来自四个供体位点的29

个序列分布于7条不同的染色体上(表2)。旁邻序列的结果表明在Southern杂交中

的不同的条带对应于Ds在染色体上不同的位点。与供体位点相比表明，Ds的插入位

点与原始位点不相串联。

在29个Ds插入位点中，有17个(59％)插入到了基因区，其中有6个在启动子

区域(定义为丌放阅读框Ij{『1—1000bp)，7个在外显子区域，有4个在内含子区域。另

外还有10个序列位于非基因区域(定义为丌放阅读框f；i『1000bp以上和开放阅读框

200bp以后)。Ds可以插入到不同的基因中。如谷胱甘肽转移酶(C03．14．011)、离子

通道蛋白(C20．5．090)、查尔酮合酶(C20．3．169)、ECAl相关蛋白(C15．43．153)等。

Ds在水稻中以59％的高比例插入到水稻基因区表明Ds转座子适合于作为水稻基因的

插入序列标签。

Ds5 Ds3

图8 1’AlL．PCR扩增￡b旁侧序列的电泳幽。

Figure 8．Electrophoresis ofTAIL·PCR fragments amplification from Ds insertion site．

II represented the second、round TAIL-PCR products，III represented the third round

TAIL-PCR products．，Ds5 indicated 5’end of Ds element and Ds3 3’end。
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博士学位论文：Ac／Ds转座子标签在水稻中的应用

为了确定肪在水稻中有否存在重新插入的时候是否形成8bp的重复序列，

对4个￡b插入位点的两侧的水稻序列分别进行了克隆与序列分析，结果表明在

插入位点Ds的两侧形成了水稻基因组DNA的8bp碱基的重复，结果见我们的

结果与Izawa(1997)的报道一致。

GCATCTGAAGGACTGAAG[psi GACTGAAGCACTTCGTTT

ACAATTGGTCTGAGCAGT[Ds]TGAGCAGTTGGGGTTCCC

AAGCAGCCAGATCAATAC[Ds]ATCAATACACTATACACT

CTCACTTTGGGTGTTC竹[Ds]GTGTTCTTAGTTCACGTC

C19-01．002

C19-01．005

C15-43．166

C2m05．209

图9 Ds元件在插入位点处8bp的正向重复序列。

Figure 9．Dircct Sbp duplication at Ds insertion sites．Bold letters

indicated duplication．

2．5GUS染色分析

当基因捕获器或增强子捕获器插入到水稻基因组时，就有可能使报告基因

GUS得到表达。为了估计这一系统中基因捕获器或增强子捕获器的效率，我们

将叶、根、花或不成熟种子作GUS活性分析。我们总共分析了来自6个F-含有

不同DsE插入的100个F2植株，总共有28个株植株表现出GUS活性，增强子

捕获器在这个系统中的GUS检出例为28％；对自2个Fl家系(C20．03 andC20．05)

的27个DsG独立插入植株进行GUS染色，发现其中有6株水稻表现GUS染色，

GUS检出率为22％。部分DsG和DsE插入植株的GUS染色的结果如图10所示。

GUS表达的部分既有在根中的(如C20．05．027，C20．05．090)、叶中(如C20．5．194，

C13．4．002)，也有在花中(如C20．5．31 1)、种子中(C03．14。272)。结果说明捕

获器可以捕获不同时期特异表达的基因。

2．6 C03．14．037植株的分析

C03．14．037是一个肪E插入子，GUS染色结果在根尖(包括主根、不定根

和侧根根尖)和花药处有强烈的GUS活性，而在叶片和种子则不表现出任何的

GUS活性。根据GuS染色和切片结果，主要是在根尖分生细胞和花药绒毡经外

的细胞有强烈的GUS活性。其根尖GUS基因始终有强烈的表达。TAIL．PCR结

果表明，DsE元件插入到水稻第3条染色体分子标记IL273附近的膨胀素基因

OsEXP7启动予区域，位于起始密码子ATG前366bp。C03．14．037F2植株在初期

生长阶段并无异常，但是在嗣阳J生长过程中发现其后期比其它植株要矮小，并且

结实率很底。在对F3植株的观察当中，在生长到1个月左右时生长与野生型水

47



博士学位论文：Ac／Bs转座子标签在水稻中的应用

稻没有差别，并且不表现出性状的分离。但是在GUS分析过程中发现，在总共

10株苗中其中有2株是没有表现出GUS活性的，说明Ds插入在后代中是分离

的。由于Ds插入引起的突变性状可能产生在植株生长发育的后期阶段，需要进

行进一步的观察与确定。膨胀素基因是一类对细胞扩大生长起着很重要的作用，

因此这一突变体对于研究膨胀素在细胞生长扩大中的具体作用机制可能会起到

很大的帮助。



博士学位论文：A c／Ds转座子标签在水稻中的应用

幽10DsEandDsG植株的GUS染色分析。

Figure 1 0．GUS staining analysis ofDsEand DsG insertion plants

a-fi GUS staining photos ofDsG insertion plants．

(a)Line C20-03．027 exhibits strongly GUS activity in lateral roots．(b)Line C20-05．090 exhibits

the strong GUS activity at the base region of lateral roots．(c)Line C20-05．I 12 exhibits strong

GUS activity in whole roots．(d)Line C20-05．194 exhibits strong GUS activity in main vein of

leaE(e1)and(e2)Line C20—05．209 exhibits GUS activity in root and glume．(f)Line

C20-05．3 l 1 exhibits GUS activity at thejunction offilament and anther,

g-m GUS staining photos of DsE insertion plants．(g)Line C03-14：272 exhibits GUS activity in

seed capsule．(h)Line C14-03．I 13 exhibits strong GUS activity instele．(i)Line C03·13．174

exhibits strong GUS activity inlateral root．(i)Line C 1 1—02．030 exhibits strong GUS activity in

whole root．(k)Line C03-13．191 exhibits GUS activity in hemi root where lateral root happened．

(1)Line C03—02．024 exhibits strong GUS activity in hemi root．(m)Line C13-04．002 exhibits

strong GUS activity in lateral vein of leaf．



博士学位论文：A c／Ds转座子标签在水稻中的应用

蚓l 1 DsE插入植株C03．14．37．的GUS活性分析。

Figure I I．Analysis ofGUS activity in DsE insertion rice plant C03·14．037．。

AI-A4 indicated strong GUS activity at anther．Bl·B3 indicated strong GUS activity at root

tips。White bar：2009m，black bar：509m．

154

ChL 3

．37

图12 DsE插入植株C03．14．037在水稻基冈组中的插入位置分析。

Figure 12 Insertion site ofDsE element at rice genome DNA in plant C03-14．037

50



博士学位论文：A c／Ds转座子标签在水稻中的应用

3讨论

3．I影响Ds转座的因素

在本研究中，我们采用含有增强予捕获器和基因捕获器的AciDs转座子系统

用作创建水稻突变体和基因标签。Ds的转座频率在不同的系统与生物中变化很

大，在已经报道的Ac／Ds转座子系统在拟南芥中转座频率为50．60％(Bancroft和

Deanl993，Ito等1999)，在烟草中为O-90％(Suzuki等2001)，在水稻中为0-51％

(Nakagawa等2000)，大麦中为0-47％(Koprek等2000)，在我们的研究中，转座

的频率为0％到4l％。

在不同的F2群体中，即使它们具有同样来源的爿c转座酶的亲本，表现出很

大转座频率很大的差异性，这说明￡b元件周围的基因组DNA序列肯定会影响

转座的发生和发生的频率。

Ds元件从供体位点割离后重新插入到植物基因组的时候，在不同的系统中，

有的时候在同一F2群体中，Ds的插入模式是一样的，而在有的系统中则发现在

同一个F2群体中Ds的插入可以插入到基因组DNA的不同位点，这种情况拟南

芥、水稻和大麦中均有发现(Bancroft和Deanl993b，Koprek等2000，Nakagawa，

2000)。在来自同一Fl的F2群体中，高比例的插入到同一位点被认为是出于Ac

转座酶基因置于强启动子(如启动子CaMV35和UBI)下，彳c转座酶的高表达使

得转座发生在发育的早期，因此在后代中会出现大量的同一转座位点的不同F2

植株(Balcells和Coupland 1994，Keller等1993，Long等1993)。而在比较弱的

启动子下的爿c转座酶会在F2代中得到不同插入位点的F2植株。在我们的实验

中，采用了强启动子UBI来启动Ac转座酶，但是得到的结果却与上面的结论不

一样，通过对8个F2群体的Southem杂交(图7)发现独立的插入频率都在70％以

上(表1)。在对Fl植株进行PCR检测Ds跳跃时，以成熟的水稻叶片DNA为

模板都扩增不到EDS特征片段，所以认为转座发生是在F。植株生长发育的后期，

这可能是导致在我们这一系统中出现比率很高的独立转座频率的原因。同时也说

明这一系统对于构建Ds插入突变体库是非常有效的。

3．2 Ds元件在水稻中插入位置的特点

Ds有一种倾向就是跳跃到核仁的组织区，这就是所谓的热点(Parinov等

1999，等2002)。但是c悖还有一种倾向足跳跃到染色体的基因区，在拟南芥，

有48％的￡b插入子位于开放阅读框区(Raina等2002)。在我们的研究中，在总

共扩增得到的29个Ds插入子中，有7个是位于外显予区域的，占有24％，这
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与Enoki等(1999)在Ac自主转座子系统中29％的结果比较一致。看起来似乎

在水稻中Ds插入到基因的频率中只有在拟南芥中的一半，我们分析认为在水稻

中基因密度大约为每10kb为1个基I冈(Yu等2002)，而在拟南芥中相同长度的基

因组序列则有2个基因。水稻和拟南芥中外显子的分布很相似，所以我们认为

Ds在水稻中的作为外显子的插入标签的能力可以与在拟南芥中的相比。

3．3 HPT基因作为反向选择标记的讨论

为在F2群体中获得稳定的￡b插入植株，必需要得到与Ac转座酶相分离的

Ds插入植株。为方便选择这样Ds插入植株，应用反向选择标记就显得很有必要

了，在拟南芥中，IAAH基因已成功的应用作为选择与供体位点及Ac转座酶不

相联锁的￡b插入植株(Sundaresan等1995)。水稻中Chin(1999)应用细胞色素

P450基因作为反向选择标记，但是他没有作详细的描述，效果如何不得而知。

HPT基因，在我们的Ac．T-DNA及Ds．T-DNA亲本的转基因实验中是作为选择标

记基因的，在选择与供体位点及Ac转座酶不相联锁的Ds插入植株时可以作为

反向选择标记。不含有HPT基因的水稻叶片在含有100mg／L潮霉素的MS培养

基上培养，一个星期后会坏死，而含有HPT基因的水稻叶片则会保持绿色。

(Ming．Bo Wang和Peter M．Waterhouse 1997)。在39个F2植株中，我们用这种方

法筛选得到两株PPT7HYG5(C19．01．002 and C19．01．005)植株。结果表明HPT基

因可以用作反向选择标记以选择不含有供体位点及彳c转座酶的肪插入植株，

这在大规模进行筛选独立远距离插入突变体是非常有效的。

3．4基因捕获器的作用

基因捕获器和增强子捕获器是确定基因功能的一种很好的工具，特别对于那

些生长发育多效性基因及功能冗余的基因尤其有效(Springer等1995，Springer

1999)。表现出GUS活性的J[h插入植株对于基因功能的确定和表达模式的研究

很有帮助。在我们的研究系统中，基因捕获器的GUS活性表为22％增强子捕获

GUS活性表为28％。基因捕获器和增强子捕获器可以捕获不同时期特异表达的

基因，这些材料对于研究基因在特定时期的功能是非常有用的。在我们的研究中，

有一些GUS染色的植株非常有意思，例如C03．14．037是一个增强子捕获器在根

尖和花药表现出强烈的GUS活性，但在叶中并不表现出GUS活性，TAIL．PCR

的结果表明，它插入到的是水稻膨胀素基因OsExp7编码区326bp的位置，也即

是启动子部位，其F2植株已经表现出一定的生长状态的改变，这对于OsExp7

在水稻细胞伸长机理可能是非常好的一个材料。
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3．5大规模筛选的策略

基于本研究所获得的信息，我们认为可以采用本系统来获得大量的Ds插入

子。例如1个F1种子能产生1000个F2，则理论上能获得的独立稳定的Ds插入

子数为1000×1／4(无原始供体位点的F2植株)×30％(转座子的平均跳跃频率)×

70％(独立插入频率)×1／4(无Ac元件的F2植株频率)=12。在这样的选择策略下，

可以利用HPT基因作为反向选择标记来选择Ds与原来供体位点及Ac元件相分

离的插入子。为了获得更多的Ds插入的F2植株，而不考虑Ds与供体位点及Ac

分离与否，则可以用本文中所采用的PPT‘抗性筛选含有Ds插入子、PCR方法

来筛选EDS。FDS‘或EDS+FDS。F2植株。根据我们lji『面的结果，这些肌插入植

株70％以上足独立插入子，这对于筛选突变体是非常有用的。此外，对于这些筛

选到的Ds插入子还可通过GUS活性分析，以筛选GUS报告基因组织特异或时

空特异性表达的突变体，以进一步研究特定基因的功能。
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