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要!利用水稻端粒酶对端粒序列的合成作用!对模板基因序列进行定点突变!构建了
Z

a,NI3,%!"%78

突变

型'

Z

a,NI3,%!"%7E

野生型载体%经农杆菌介导!选用水稻不同品种和组织!探索候选序列的鉴定体系%结果显示!

不同水稻品种诱导愈伤!差异显著!其中中花
%%

号可快速诱导愈伤!比广陆矮
#

诱导时间缩短一半!用成熟胚和幼胚

分别诱导愈伤!无明显差异#对突变型'野生型'正常组织进行基因组
b@M

端粒鉴定和端粒酶活性分析!发现突变型

端粒酶活性明显高于对照%这些均表明该鉴定体系完整'可靠!为端粒酶
P@M

模板基因序列的鉴定建立了有效的

方法%

关键词!水稻#端粒酶
P@M

#模板序列鉴定技术#定点突变

中图分类号!

S&BC

!!!

文献标志码!

M

(

!

引
!

言

端粒酶通过识别端粒末端序列%与自身携带的

P@M

模板互补配对%以延伸端粒缩短的序列%保证

端粒的正常长度%维持细胞内遗传物质的稳定性&

端粒酶中的
P@M

成分包含一个短的模板序列

"

8KP

#%决定了端粒的重复合成序列'

%

(

&在端粒酶

保持一定活性的情况下%端粒酶
P@M

模板基因序

列直接决定了延伸得到的端粒末端序列&由于植物

基因组内端粒酶
P@M

模板为单基因%通过基因突

变改变水稻端粒酶
P@M

模板基因序列可导致基因

组端粒末端重复序列的改变%从而对端粒酶
P@M

模板序列实施有效鉴定&

建立一套完备的端粒酶
P@M

模板基因序列鉴

定体系还需要水稻转基因技术相辅助&研究表明%

水稻转基因采用
@T

培养基更有利于水稻愈伤组织

的诱导%预培养
#

$

CH

的水稻愈伤组织更利于形成

抗性愈伤'

$7!

(

&经过验证%水稻成熟胚与幼胚均可诱

导出质地较好的愈伤组织&基于水稻成熟胚取材便

捷%使用继代
#

次的水稻成熟胚愈伤组织预培养
#H

可作为农杆菌侵染的材料&

同时%在水稻转基因过程中%宿主菌和诱导环境

的选择也很重要&农杆菌多应用于双子叶植物转基

因%但对一些重要的单子叶植物%如水稻%已经打破

这一界限%其应用技术逐渐成熟'

#

(

&在农杆菌侵染

水稻愈伤组织时%培养基中需加入一定量的乙酰丁

香酮"

M5

#%诱导外源基因的表达%同时拓宽可选择

的农杆菌菌种范围'

C7V

(

&研究选择农杆菌
OTM##"#

菌种%通过转基因菌种与水稻愈伤组织共培养方法

将基因整合到水稻基因组中&

此外%转基因愈伤组织中端粒酶活性测定方法

的选择%对于正确评价实验的可靠性具有重要意义&

同时%由于端粒酶活性的检测也已经成为了现代肿

瘤恶性)良性判断的新指标'

&7B

(

%有效的检测方法对

其也具有一定指导意义&常用的检测方法主要有端

粒重复序列延伸法和端粒重复序列扩增法"

8PM[

#

及其改良方法&对于
8PM[

法进行改良的方法有

很多%如核素
78PM[

法)银染
8PM[

法以及在其基

础上建立的端粒酶延伸产物的液体闪烁计数法'

F

(

&

另外%端粒酶活性检测中%引物的设计极其关键%因

此%通过对其引物的研究也可以得到较好的改进方

法'

%"

(
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材料与方法

%?%

!

材料与仪器

穿梭质粒
Z

a,NI3,%!"%

)农杆菌
OTM##"#

菌种

以及中花
%%

号水稻种子为本实验室所有&头孢噻

肟钠)潮霉素
T

购自生工生物工程有限公司&

8#

b@M-3

4

,;1

)

Z

Lb%B78:16<(*

及相关限制性内切酶

购自
8,Y,*,

公司&其他材料包括乙酰丁香酮

"

M5

#)

@T

培养基等&主要仪器为
T3(7P,H

电击转

化仪)

@M@DbPD[$""";

Z

16<*(

Z

0(<(N1<1*

"

801*7

N(5aQK@8QJQa

公司#&

%?$

!

方法

%?$?%

!

穿梭质粒载体的构建

研究采用三重
[aP

方法%在获得野生型基因的

基础上%将待测模板基因中的
7888M̂ ^̂ 7

序列突

变为
78888̂ ^̂ 7

%从而获得突变型基因&再分三

步将两组基因导入农杆菌
OTM##"#

细胞!"

%

#清洁

回收两组
[aP

产物%装载于
Z

Lb%B78:16<(*

%测序

验证序列的正确性&"

$

#测序正确的两组质粒双酶

切后装载到
Z

a,NI3,%!"%

载体中%转化大肠杆菌

b_C

)

感受态细胞%扩增出大量阳性克隆质粒%通过

菌液
[aP

进行阳性克隆鉴定&"

!

#分别抽提
Z

a,N7

I3,%!"%78

突变型质粒和
Z

a,NI3,%!"%7E

野生型质

粒&同时%用
EKT

培养基培养农杆菌
OTM##"#

细

胞至
Db

V""

值为
"?V

左右%用冰上预冷的
%"X

甘油

重悬
!

次&

%""+

4

质粒与制备好的
%""

#

O

农杆菌

OTM##"#

细胞悬液混匀后电击转化&其中%

T3(7

P,H

电击转化仪参数为!

ah$C

#

J

%

>h$?#Y>

%电

击杯杯径
$?"NN

&

%?$?$

!

水稻愈伤组织诱导

水稻愈伤的诱导)继代)预培养用
@Tb

$

培养

基%共培养用
MMLb

"?C

7M;

培养基%抗性筛选用

@Tb

"?C

7a_

%

培养基&具体组成见陈惠方法'

%%

(

&

水稻成熟胚愈伤组织诱导方法!水稻种子脱颖

壳后浸入
&CX

乙醇
%N3+

)

$CX

的次氯酸钠溶液
!"

N3+

&无菌水冲洗
!

$

C

次后%用滤纸吸干残液%接

种于
@Tb

$

培养基上%进行愈伤组织诱导&

%#H

后

继代培养%以后每
%"H

继代
%

次&

水稻幼胚愈伤组织诱导方法!取开花
%#H

的水

稻幼穗%脱粒后用
&CX

的乙醇表面消毒
%N3+

%再转

入
!CX

的次氯酸钠溶液中消毒
%0

&无菌水冲洗
!

$

C

次后%用滤纸吸干%再用镊子挤出幼胚%将其接

种于
@Tb

$

培养基上&后续培养方法同水稻成

熟胚&

%?$?!

!

农杆菌侵染水稻成熟胚愈伤组织

继代
!

次的愈伤组织转接到
@Tb

$

培养基上预

处理
#H

&同时%准备含
C"N

4

*

O

卡那霉素的
EKT

液体培养基%挑取农杆菌单菌落于
!NO

培养基中%

$BW

)

$B"*

*

N3+

摇菌
%V0

&次日%按照
%U%""

的比

例转接农杆菌于
C"NO

新鲜培养基中%继续摇菌约

V0

至
Db

V""

值为
"?C

&

#W

)

C"""*

*

N3+

离心
%"N3+

收集菌体&加入
C"NO

的
MMLb

"?C

7M;

液体培养基%

悬浮菌体&

将愈伤组织切成小块%浸入
MMLb

"?C

7M;

的农

杆菌悬液中
$"N3+

&用滤纸吸干残液%转接于

MMLb

"?C

7M;

固体培养基%暗培养
!H

&用
C""N

4

*

O

头孢霉素溶液清洗共培养后的愈伤组织
C

次%用滤纸

吸干后%转接于
@Tb

"?C

7a_

%

培养基中进行筛选&

%#H

后转接愈伤组织于新鲜的
@Tb

"?C

7a_

%

培养基

上%再次筛选&

%?$?#

!

基因组
b@M

端粒末端鉴定

愈伤组织材料分为
!

组!编号
/

%正常水稻愈伤

组织$编号
E

%野生型水稻愈伤"导入
Z

a,NI3,%!"%7

E

野生型质粒#$编号
8

%突变型水稻愈伤"导入

Z

a,NI3,%!"%78

突变型质粒#&

!

组均采用
)+3:1*7

;,- 1̂+(N36b@MKd<*,6<3(+R3<>1*?!?"

试剂盒

提取全基因组
b@M

&根据陈波方法'

%$

(

%设计接头

引物%制备端粒末端接头&采用
%VW

与
b@M

连接

$0

后用于
[aP

体外延伸反应&

[aP

产物经
%?$X

琼脂糖凝胶电泳分析%用
K̂@K 1̂+3);T3(73N,7

4

3+

4

5

=

;<1N

凝胶电泳成像系统进行分析&回收
8

组最亮条带%装载到
Z

Lb%B78:16<(*

中%样品可用

于测序检测&

%?$?C

!

端粒酶活性鉴定

准备
/

组"正常#)

E

组"野生型#)

8

组"突变型#

愈伤各
!""N

4

%分别提取端粒酶蛋白&液氮研磨后

加入
%NO

端粒酶提取液%冰上混匀
%"N3+

%

#W

%

%!"""*

*

N3+

离心
%CN3+

提取上清%分装后使用

@M@DbPD[$""";

Z

16<*(

Z

0(<(N1<1*

进行蛋白含

量测定&

按照刘红彦方法'

%!

(

%使用
!""

#

O

反应体系%

/

组)

E

组)

8

组及相应的对照组
/7

灭组)

E7

灭组)

87

灭组各加入
%""

#

4

蛋白%对照组蛋白灭活处理%使

用不含
HM8[

和
Ha8[

的
H@8[

进行体外酶促反

应%酶促产物使用氯仿抽提%醋酸钠)乙醇沉淀纯化

后%再次使用
@M@DbPD[$""";

Z

16<*(

Z

0(<(N17

<1*

进行
;;b@M

含量测定&

%FC
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结果与分析

$?%

!

构建的穿梭质粒载体图谱

0P%

-

和
/

3

A

.

双酶切已经装载了野生型和

突变型基因的
Z

Lb%B78:16<(*

以及
Z

a,NI3,%!"%

双元载体%同样条件下进行野生型基因)突变型基因

与双元载体的连接%完成载体构建&所构建载体的

87b@M

区示意见图
%

&

图
%

!

双元载体
Z

a,NI%!"%78

*

E

的
87b@M

区结构

$?$

!

水稻愈伤组织诱导

$?$?%

!

水稻成熟胚与幼胚愈伤组织诱导的比较

将中花
%%

号水稻成熟胚)幼胚分别接种于
@Tb

$

培养基%经过
&H

的暗培养%成熟胚和幼胚均诱导出

膨大的淡黄色质地较硬的愈伤组织"见图
$

%放大倍

数均为
#

倍#&从形态上观察二者区别不大%只是成熟

胚诱导出的愈伤组织较幼胚诱导出的愈伤组织稍小&

图
$

!

水稻胚诱导出的愈伤组织

$?$?$

!

中花
%%

号水稻与广陆矮
#

水稻愈伤诱导的

比较

!!

比较使用中花
%%

号水稻成熟胚和广陆矮
#

水

稻成熟胚分别诱导的愈伤组织&观察发现%中花
%%

号水稻成熟胚经诱导后可在一周内愈伤组织分化%

分化率高)繁殖较快$而广陆矮
#

成熟胚愈伤组织分

化需要两周时间%分化率较低)繁殖较慢&二者均可

培养出淡黄色愈伤组织"见图
$

#中花
%%

号愈伤组

织较广陆矮
#

愈伤组织培养时间少一个月&可见%

使用中花
%%

号水稻有助于缩短愈伤诱导时间&

$?$?!

!

野生组与突变组愈伤组织抗性筛选比较

对农杆菌侵染后的中花
%%

号水稻愈伤组织进

行潮霉素抗性筛选%每
%#H

继代
%

次%均使用含潮

霉素抗性的培养基培养&筛选出的抗性愈伤组织见

图
!

&

图
!

!

潮霉素筛选的抗性愈伤

观察发现%野生型愈伤组织生长较慢%经过
$BH

筛选后大部分愈伤组织褐变死亡%少数边缘有淡绿

色愈伤组织出现"图
!,

#&突变型愈伤组织生长较

快%经过
%#H

筛选大部分愈伤组织死亡%部分边缘

有嫩绿色颗粒状组织存活"图
!I

#&

$?!

!

基因组
b@M

端粒末端鉴定

!

组基因组
b@M

端粒末端经过特异引物扩增%

产物进行
%?$X

琼脂糖凝胶电泳检测及总含量测

定%结果见图
#

&

图
#

!

基因组
b@M

端粒末端特异引物扩增及含量测定

图
#,

显示的是特异引物扩增产物的电泳结果%

图
#I

为电泳总
b@M

含量的分析图&结果显示突

变组
b@M

末端特异引物扩增出的
b@M

量较前两

组多&表明端粒酶
P@M

模板基因序列所进行的碱

基突变对其扩增造成了显著影响&

$

!

讨
!

论

研究和建立一套完整的水稻端粒酶
P@M

模板

基因候选序列鉴定体系需要从三方面取得突破&首

先%在体系建立过程中%愈伤组织的诱导与培养是限

速步骤%如何快速获得生长状态良好的愈伤组织是

$FC
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首要解决的问题&通过使用不同的水稻组织诱导愈

伤%发现成熟胚与幼胚诱导出的愈伤组织在诱导时

间及生长状态上基本无差异%鉴于成熟胚取材便捷

的特点%优先选择其作为材料$通过不同品种成熟胚

愈伤组织的诱导比较%发现中花
%%

号与广陆矮
#

差

异较大%其中%中花
%%

号易诱导出适于转基因的愈

伤组织%生长较快%可极大地缩短培养时间&研究还

发现%如果共培养后的愈伤组织表面有大量农杆菌

附着%则不利于获得较为干燥)无污染的愈伤组织%

故而%共培养阶段对农杆菌生长的抑制也很重要&

为改善这一状况%在共培养阶段%设计两组实验%一

组在培养基上加滤纸%将愈伤组织放至滤纸上进行

看护培养%一组则不加&结果发现%在后续筛选阶

段%加有滤纸看护培养的愈伤组织周边不再有农杆

菌生长%植物组织生长状态良好$而未加滤纸的一

组%农杆菌生长旺盛%植物组织生长较慢&因而%加

入滤纸看护培养可有效弥补抗性筛选中抗生素对农

杆菌生长抑制的不足&

此外%转基因愈伤组织的抗性筛选也是实验成

败的决定因素&正常生长的水稻愈伤组织不具有潮

霉素抗性&而经过转基因的愈伤组织%在获得目的

基因片段的同时获得了与目的基因片段连锁的潮霉

素抗性基因&因而%共培养后的愈伤组织在有效的

潮霉素筛选下大部分褐变死亡%部分因为继承潮霉

素抗性基因而存活&由此可见%有效的潮霉素浓度

有利于抗性愈伤的筛选&此外%潮霉素有抑制植物

生长的作用%抗性愈伤组织在含潮霉素的培养基上

生长较慢&因而%其浓度也不宜过高&参考陈惠方

法'

%%

(

%培养基使用
$CN

4

*

O

的潮霉素浓度%发现突

变型愈伤组织筛选与其方法中所用时间一致%比野

生型愈伤组织筛选时间缩短一半%因而%后续筛选阶

段潮霉素浓度不宜再提高&突变型愈伤组织生长较

快可能是待测基因的插入提高了植物体内的端粒酶

活性%可间接证明该序列与端粒酶有重要关联&

再者%整个鉴定体系的完成还需要有效的检测

手段相辅助&采用两种方法对转基因愈伤组织进行

了鉴定和分析&其一是%基因组
b@M

端粒末端扩

增方法&研究只需筛选获得一条按照突变型基因合

成的端粒序列则可证明待测序列的正确性&因此%

对水稻不同染色体近端粒区设计上游引物并对设计

的上游引物进行初次筛选%得到突变型扩增量较大

的结果后再进一步筛选&根据实验设计%接头进行

单碱基改变%只与突变型端粒末端序列完全匹配%与

其余组相差一个碱基%能够更好与突变型端粒连接%

但退火温度较低%其余组可通过端粒的滑动作用进

行少量扩增%导致泳道内有条带&经过退火温度不

断调整%可实现前两个泳道有很少条带%突变型泳道

有较亮条带%此时突变型
[aP

产物中即含有突变基

因的延伸产物&回收筛选出的基因片段%加载到

Z

Lb%B78:16<(*

上进行测序%如果测序结果中任意

结果显示扩增产物的端粒序列发生了碱基突变%则

证明待测序列为水稻端粒酶
P@M

模板基因序列&

其二是%端粒酶活性的检测方法%假设通过端粒酶活

性检测得出剔除
HM8[

后的突变型保持延伸特性%

正常的端粒酶实验条件下延伸特性基本丧失则可证

明突变的序列对于端粒酶的活性具有举足轻重的作

用%但由于正常)野生型)突变型
!

组的愈伤组织生

长状态不一致而使测定时间无法保持一致%但并不

影响最终结果&使用两套方案进行抗性愈伤的鉴定

能够更充分证明候选序列的可能性&本研究可从量

上证明端粒酶
P@M

模板基因序列的正确性%基于

基因组
b@M

端粒末端扩增得到的序列较多%端粒

酶活性的检测方法也需要大量的愈伤组织材料反复

验证%因而其序列的报道仍需要对上述两种方法的

数据进行大量比较分析&
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