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水稻单个端粒长度定量测定及分析
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要!端粒是真核生物线性染色体末端的特殊结构!一定长度的端粒在维持真核生物遗传信息完整性和染色

体结构稳定性中起重要作用%建立一种简单快捷定量测定水稻单个端粒绝对长度的方法对研究水稻各个染色体端

粒具有积极的意义%研究将特殊接头连接到水稻染色体端粒的
7̂(:1*0,+

4

末端!并利用近端粒区域的特定引物以

及下游接头引物!通过
[aP

技术!获得所需鉴定的端粒!结合
b@M

凝胶电泳成像分析系统!定量检测水稻单个端粒

的长度%结果显示本方法可以通过少量水稻基因组
b@M

有效测定单个端的粒长度%

关键词!水稻#单个端粒#

[aP

技术#定量测定#端粒长度
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端粒是真核生物线性染色体末端高度保守富含

鸟嘌呤的特殊元件%能有效防止染色体末端融合%从

而维持了遗传信息的完整和染色体结构的稳定'

%
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一定长度的端粒是端粒帽状结构形成的必要条件%

是细胞进行正常生命活动的重要保证&端粒的保护

功能以及端粒酶对端粒的延伸效率与
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四链体"阻碍端粒酶的延伸作用#

'

!

(

)

87

-((

Z

和
b7-((

Z

等特殊结构密切相关%而这些结构的

形成在一定程度上也取决于端粒的长度&研究显示

端粒还可使位于亚端粒区域中的基因处于沉默状

态%即位置效应"
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这种位置效应的强弱与端粒长度同样存在着密切关

系%长端粒产生的
8[K

效应强%可以显著抑制亚端

粒区报告基因的表达$而随着端粒长度变短%

8[K

效应会随之减弱'
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&植物端粒酶广泛分布在各器官

的分生组织中'

V

(

%这使得植物端粒长度的变化机制

比较特殊%需要深入研究&
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(发现
#

周龄

和
V

个月的番茄叶片的端粒长度几乎没有差异%在

整个发育过程中女娄菜端粒的长度也比较稳定'
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(将烟草叶片诱导脱分化形成愈伤组织

并将其分化生成植株%发现端粒长度在脱分化和再

分化的过程中也无显著差异%而
P30,

等'
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(则发现

女娄菜)大麦和拟南芥愈伤组织端粒的长度会变长&

有文章报道拟南芥晚期形成的最短端粒长度大约是

!C"I

Z

%融合桥连序列的补充分析显示端粒的长度

范围是
%$"
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#C"I

Z

%平均值为
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&以上研

究均建立在细胞中所有端粒平均长度的基础上%然

而%同一细胞的各个染色体的端粒长度存在着显著

差异%它们对各染色体的作用并不清晰%可见特定单

个端粒长度的准确测定具有深远的意义&

目前测定端粒长度的方法较多%常见的方法有!
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杂交法"
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光定量
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流式荧光原位杂交技术"

.-(̀7.3;0

#等'
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%但这些

方法只能测定细胞中所有端粒的平均长度%无法测

定细胞单个端粒绝对长度的要求&最近许多新颖的

测量端粒长度的方法也见诸报道%如
5.13*

等'
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(改

良了一种可以检测单个染色体端粒长度的技术
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(发明了通过检测端粒元件数目从而测定端粒



长度的方法%这些方法使得端粒长度测定更加精确%

但操作比较繁琐而且不经济%存在不能完整测定端

粒长度的隐患&本方法通过特殊端粒接头和端粒上

游引物%利用
[aP

技术扩增出完整的水稻单个端粒

序列%结合凝胶成像系统分析可获得水稻单个端粒

的绝对长度&
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引物由上海生工生物技术有限公司合成$十六烷三

甲基溴化铵"
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N,

#$三羟甲基氨基甲烷"分析纯%上

海生物生工有限公司#$盐酸"分析纯%上海三鹰化工

试剂有限公司#$乙二胺四乙酸"
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"分析

纯%上海生物生工有限公司#$
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巯基乙醇"
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异丙醇"分析纯%汇普化工仪器有限公司#$无水乙醇

"分析纯%成都市科隆化工试剂厂#$氯仿"分析纯%上

海三鹰化工试剂有限公司#$异戊醇"分析纯%上海凌

峰化学试剂有限公司#$琼脂糖凝胶 "
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#$液氮&
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仪器

研钵$高速离心机"

aP$$̂

%天美"上海#贸易有

限公司#$分光光度计"
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胶成像系统"
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方法
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上游引物设计

水稻为二倍体生物%具有
%$

对染色体%

#B

个端

粒&水稻染色体的近端粒区具有染色体序列特异

性%根据水稻基因组这一特性%利用
@aTQ

和
P̂ [

数据库中水稻近端粒序列设计了
!

条特异端粒上游

引物"见表
%

#%作为鉴定特定端粒的上游引物&

表
!
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水稻端粒定位引物

端粒所在

位置
引物序列

距端粒序列起始

部位的距离*
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号染色体

短臂

Cp7M8̂ Ma88M̂ 8aa87

aMa8aMa7!p

!B
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号染色体

长臂

Cp788aM̂ 8̂ 87

8aM̂ ^̂ 8888̂ 7̂!p
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&

号染色体

短臂

Cp78M̂ ^̂ 7̂

8M̂ M8Ma88M̂ 8̂7!p

"
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特殊接头的设计

根据水稻基因组序列比对结果设计了特殊引物

8

"

%基于水稻的端粒单位重复序列
888M̂ ^̂

和

特殊引物
8

"

设计了长度为
$!I

Z

端粒导向模板引

物
8

%

%用以制备特殊接头&接头作用原理模型"见

图
%

#&
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Cp7MaMa8aM̂ ^M88aM8a7!p

8
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Cp7̂ M8 M̂M8aa8̂ M 8̂̂ 8aaa8M

MM7!p?

图
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特定单个端粒长度测定策略图
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水稻基因组
b@M

的提取

采用改进的
L)**,
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等'
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年报道的方法%

提取水稻幼叶基因组&将
C

4

水稻幼叶在液氮中研

磨成粉末后%转入装有经
VCW

预热的
%"NO%g

a8MT

提取液"

%Xa8MT

$

C"NL8*3;7_a-
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%"NLKb8M

%

&""NL@,a-

%

"?CX
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巯基乙

醇#的
C"NO

的离心管中%混匀%

VCW

孵育
!"N3+

$加

%"NO

氯仿!异戊醇"

$#U%

#混合液%充分混匀"操作

过程要轻柔#$

%""""*

*

N3+

%离心
%CN3+

$将上清液

转到一支新
C"NO

离心管中%加
$?"

#

O%"N

4

*

NO

P@M

酶摇匀%静置
CN3+

$加入等体积经
A$"W

预

冷的异丙醇%混匀%冰上放置
!"N3+

%用玻璃钩将白

色絮状
b@M

捞出%放入装有
!"NO&"X

乙醇的

C"NO

离心管中洗涤%用灭菌滤纸吸去絮状
b@M

上

的残液%挑入
%?CNO

离心管中%室温下倒置干燥

CN3+

$加
%NO8K

缓冲液
C"W

溶解%并用
"?BX

琼

脂糖凝胶电泳检测基因组
b@M

样品品质%利用

@,+(b*(

Z

$"""

分光光度计测定样品浓度&
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特殊接头的制备和连接反应

反应体系"
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$

C""NL

R7,61<,<1

#$加
%B

#

O

灭菌水%

!"""*

*

N3+

%离心

%C;

%

F#W

变性
!N3+

%缓慢冷却至室温&重复
b@M

变性和复性操作
!

次%制得接头
M

%

%

#W

保存&

将水稻基因组
b@M

与
M

%

用
8

#

b@M

连接酶

进行连接&反应体系!

$
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基因组
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%VW

连接
$0

&

VCW

%

%"N3+

灭活
8

#

b@M

连接酶&

将连接好的模板
b@M

用
HH_

$

D

稀释至
%"+
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%

#W

保存&
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[aP

反应及产物的定量分析

[aP

体系!
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%CNL

#$

%?V

#
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"各
$?CNL
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端粒上游引物"
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#$

%

#

O8

%

"

#NL

#$

F?$

#

O

HH_

$

D

$

C?"
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模板
b@M

$
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反应参数!

F#W!N3+

%"

F#W!";

%

C#W

#C;

%

&$W#";

#

g!V

个循环%

&$W

延伸
%"N3+

&对

[aP

产物进行凝胶电泳分析%将
"?#B

4

琼脂糖

"

M

4

*(;1_PT

8L

#加入到
#"NO

的
%g8MK

溶液

"

#"NN(-

*

O8*3;

碱$

$"NN(-

*

O

冰乙酸$

$NN(-

*

OKb8M

"

Z

_hB?"

##中%用微波炉煮沸混匀%配成

%?$X

的琼脂糖凝胶%

#>

*

6N

电泳分离后%放入
%?"

#

4

*

NO

溴化乙锭溶液中染色
$CN3+

%自来水中脱色

CN3+

&在
$C#+N

波长下%通过
5

=

+̂1+1

凝胶电泳

成像分析系统进行成像%利用
1̂+18((-;

软件进行

定量分析%分析以
$C"I

Z

N,*Y1*

的
%"""I

Z

带为

标准%计算出端粒
;N1,*

区的总量及半总量%从而确

定水稻单个端粒的平均长度&

端粒长度
h

"

>ABA;%AG

"

#

I

Z

"

%

#

式中!

B

!上游引物距端粒起始位置的距离$

;%

!上游引物

的长度$

G

"

h%VI

Z

$

>

!端粒平均分子量%即"端粒

[aP

产物总量*
$

#处所对应端粒
b@M

的长度&

'

!

实验结果

利用
1̂+18((-;

软件对水稻品种长粒粳和粤

T

的
!

号染色体短臂)

!

号染色体长臂)

&

号染色体

短臂的端粒
[aP

产物"见图
$

#进行数据测定%结果

显示!长粒粳
!

号染色体长臂端粒最大长度为
%!#!

k$"I

Z

%最小值为
%F!k%CI

Z

%均值为
#B%k%&I

Z

$

粤
T!

号染色体长臂端粒最大长度为
%V#!k

%BI

Z

%最小值为
$&"k%VI

Z

%均值
C"%k%BI

Z

&长

粒粳
&

号染色体短臂端粒最大长度为
%"BVk

%CI

Z

%最小值为
$$Vk%!I

Z

%均值
#&!kBI

Z

$粤
T

&

号染色体短臂端粒最大长度为
%%BVk$!I

Z

%最小

值为
$##k%&I

Z

%均值为
#V"k%FI

Z

&长粒粳
!

号

染色体短臂端粒最大长度为
%C#Vk%CI

Z

%最小值

为
%FVk%!I

Z

%均值为
C!Vk&I

Z

$粤
T!

号染色体

短臂端粒最大长度为
%&#Vk%!I

Z

%最小值为
$$Vk

%$I

Z

%均值为
CF!kVI

Z

&这表明不同水稻品种长

粒粳)粤
T

以及杂交子代
J%

间的同一单个端粒长

度有很大的不同%同一水稻品种的不同单个端粒长

度也有一定差距"见图
!

#&

L

!

$C"I

Z

b@MO,HH1*L,*Y1*

$

%

)

$

!水稻
!

号染色体长臂端粒$

!

)

#

!水稻
&

号染色体短臂端粒$

C

)

V

!水稻
!

号染色体短臂端粒$

%

)

!

)

C

!长粒粳$

$

)

#

)

V

!粤
T

图
$

!

水稻单个端粒
[aP

产物

%

)

$

!水稻
!

号染色体长臂端粒$

!

)

#

!水稻
&

号染色体短臂端粒$

C

)

V

!水稻
!

号染色体短臂端粒$

%

)

!

)

C

!长粒粳$

$

)

#

)

V

!粤
T

图
!

!

水稻单个端粒的长度

$

!

讨
!

论

端粒长度测定的方法较多%各种测定方法各有

所长&以往测定端粒长度的方法只能检测到所有端

粒的平均长度%而这里报道的定方法能够测定水稻

细胞
#B

个端粒中单个端粒的长度%并且方法简捷)

精确度高%所测得端粒中无亚端粒序列的影响&

5.13*

等人基于端粒导向平台"

aaMM8a

#

+

%利用

[aP

方法测定了人细胞单个端粒长度%用此技术测

量人类成纤维细胞的
]

Z

E

Z

端粒长度始终比端粒限

制性片段"

<1-(N1*1*1;<*36<3(+.*,

4

N1+<

%

8PJ

#法

测得的端粒长度平均值小%且这两者成线性关系%说

明此方法测得的数据可避免亚端粒长度的影响&但

由于动物的
7̂(:1*0,+

4

长度多样化而且比较长%如

人类
7̂(:1*0,+

4

长度范围为
!C

$

V""+<

%而水稻的

7̂(:1*0,+

4

长度虽不确定%但这种状况的存在很可

能导致下游接头引物无法在
7̂(:1*0,+

4

上的精确

定位%后续
[aP

反应中很可能由于端粒导向平台

"

aaMM8a

#

+

在端粒
7̂(:1*0,+

4

上出现滑动结合%

在一定程度上造成端粒长度的测定值不精确%并且
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亚端粒区域常常存在零星的"

88M̂ ^̂

#

+

序列%也

会影响导向平台的定位&这些情况都会影响端粒长

度测量的精确性%而本方法"见图
%

#设计特殊接

头'

%F

(可以连接到端粒
7̂(:1*0,+

4

的最末端从而彻

底解决以上了隐含的问题&近端粒区域引物距端粒

起始处的距离是已知的并且序列具有特异性%故而

可以保证测出精确地单个端粒的长度&另外本方法

对细胞材料无严格要求%仅需要少量的基因组
b@M

即可%取材方便%整个操作过程简单快捷&但这个方

法也有一些不足%由于
[aP

技术固有缺陷%

[aP

反

应会优先扩增短端粒序列%但
5.13*

等的实验表明本

方法与端粒限制性片段法获得结果成明显线性关

系%表明不影响本法方法对端粒长的测定$其次本技

术需要清楚水稻染色体近端粒区域序列%如果近端

粒区域是未知%则需要测定近端粒序列$再者本方法

需要保证水稻基因组是完整的%基因组断裂会直接

影响测定数据$

[aP

反应灵敏度极高%要求操作流

程严格标准化$由于端粒会随着细胞分裂而逐渐缩

短%因而本方法获得
[aP

产物为大小不同的同一个

单端粒的混合物%实验表明对
[aP

产物进行定量分

析时需采用严格一致的条件&本方法统一使用浓度

为
%?$X

"

"?#B

4

琼脂糖加入
#"NO%g8MK

溶液#

的
_PT

8L

"

T3(<160

#琼脂糖$

b@ML,*Y1*

为
$C"I

Z

b@MO,HH1*L,*Y1*

"

8,R,P,

#%用量为
!

#

O

$电泳

液为
%g8MK

$电压为
#>

*

6N

$电泳时
O(,H3+

4

指

示剂移动到胶板同一刻度时停止电泳$溴化乙锭染

色时间为
$CN3+

%清水洗胶
CN3+

%充分洗去胶表面

的溴化乙锭溶液以及杂质污物&通过
1̂+18((-;

分析软件精确地分析端粒
b@M

的电泳图信息%根

据端粒
[aP

产物半总量处所对应的
b@M

大小确

定端粒长度%而并不与
[aP

总产量相关%稳定)精确

地测定水稻单个端粒的长度&实验数据显示所测的

水稻长粒粳和粤
T

单端粒长度在
#B%

$

CF%I

Z

之

间%这表明测得的水稻端粒普遍比较短%这可能由于

水稻端粒能及时得到端粒酶的延伸%从而保证了分

生组织中端粒的长度%在一定程度上表现了植物端

粒长度调控的特殊性&实验数据表明水稻品种长粒

粳的
!

号染色体短臂)

!

号染色体长臂)

&

号染色体

短臂的端粒长度存在显著地差异%水稻品种粤
T

也

存在相同的现象%并且水稻品种长粒粳与粤
T

间的

相同单个端粒的长度也表现出了一定的差异性%这

表明水稻相同品种的不同单个端粒长度以及不同品

种的相同单个端粒的长度均存在一定的差异性%这

可能说明水稻特定单个端粒长度与水稻的一些生理

机制以及细胞代谢调控存在一定的关系&当今水稻

单个端粒长度变化与生理机制的关系的研究还不透

彻%急需进一步的深入研究&本方法将为这些研

究打下基础%而且经过接头改造本方法可以广泛

应用于其他植物以及动物端粒长度变化机制及端

粒长度与细胞代谢调控关系的相关研究%有助于

揭示端粒长度调控与真核生物生理机制)发育机

制的关系&
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