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要"端粒酶由端粒酶反转录蛋白和端粒酶
U>O

构成#端粒酶
U>O

中除模板序列保守外#其余区域的保守

度极低#难以基于同源序列实施克隆(目前#植物中仅拟南芥端粒酶
U>O

得到了克隆(为了鉴定一条具水稻端粒

酶
U>O

特征的候选序列#研究中进行了对模板序列单碱基
8

%

O

突变!

"u7OOOPPP8OO7!u

"后的转基因愈伤组织端

粒酶活性的比较#结果显示在缺乏
LO8a

的端粒重复序列扩增法反应中#突变型的端粒酶活性明显高于未突变型&

对体外延伸得到的端粒
;;A>O

进行测序分析#结果发现所测
#%

条片段均含有突变特征序列&再对转基因植株进行

端粒序列的检测#结果所测
F

个端粒序列中#有
$

个含有突变特征序列(因此#初步判断该候选序列为水稻端粒酶

U>O

基因(

关键词"水稻&端粒酶&端粒酶
U>O

&

8UOa

&定点突变

中图分类号"

SEF"
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引用页码"
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言

真核生物端粒酶是一种依赖于
U>O

的
A>O

聚合酶$是保证染色体末端结构稳定$维持细胞正常

分裂的重要生物酶%它由端粒酶逆转录酶

"

81-(J1*,;1*1:1*;1<*,+;6*3

X

<,;1

$

8IU8

#和
U>O

亚基"

81-(J1*,;1U>O

$

8IU

#组成$不管是体内还

是体外环境(

#7!

)

$对于端粒酶活性来说
8IU8

和

8IU

都是必不可少的核心组件$其中
8IU

中含有

决定端粒重复序列的一段短模板序列(

H

)

%端粒酶以

染色体
!u

末端为前导引物$以其自身的
8IU

为模

板合成串联重复序列"

888O]]]

#

4

$

8IU

模板区

直接决定了延伸的端粒末端序列%线虫&酵母和多

种脊椎动物的端粒酶
8IU

已经得到了克隆$而在

植物中仅报道了拟南芥端粒酶含有两个
8IU

形

式$分别为
8IU#

和
8IU$

$两者的模板序列均为

"u7P8OOOPPP8O7!u

$其中
8IU#

被认为是端粒重

复序列的主要模板提供者(

"

)

%分析显示
8IU

中除

了模板区域高度保守外$其长度及序列在这些物种

之间都不具相似性(

&

)

%

目前对水稻端粒酶序列的研究已有初步进展$

马登旭通过水稻愈伤组织的端粒酶提取总
U>O

$接

头连接后反转录得到
6A>O

$再设计多条特异性引

物进行克隆$经过分析得到了一条具有水稻
8IU

特征的候选序列(

E

)

'杨力媛等(

F

)建立了一套切实可

行的水稻端粒酶
U>O

模板基因序列的鉴定体系%

通过对拟南芥$水稻$大麦$玉米等植物的研究

发现$端粒酶主要分布在具有活跃细胞分裂和分化

的分生组织中(

D7##

)

$而在已分化的组织中几乎检测

不到端粒酶活性%植物细胞具有全能性(

#$

)

$高度分

化的成熟细胞可通过脱分化恢复分化能力$进而通

过再分化成长为一个新植株$说明脱分化能重新激

活端粒酶基因的表达%对烟草的研究发现$烟草叶

片脱分化形成的愈伤组织中端粒酶活性比其外植体

叶片有明显提高$而再分化后形成的再生植株叶片

的端粒酶活性又下降到了原始植株水平(

#!

)

$说明植

物愈伤组织中有较高的端粒酶表达%本研究将正常

的及模板区定点突变了的
8IU

转导入水稻愈伤组

织$以此为实验材料进行端粒酶活性比较等相关

实验%



端粒酶活性的检测有多种方法$这些方法能应

用于较高端粒酶活性的动物组织的检测$而植物组

织$即便是分生组织或愈伤组织的酶活性都十分有

限$目前还没有完全适用于植物端粒酶活性的高灵

敏度检测技术%据报道$端粒酶重复序列扩增法

"

<1-(J1*36*1

X

1,<,J

X

-3.36,<3(+

X

*(<(6(-

$

8UOa

#相

对灵敏度较高$其原理是首先合成一段长度约为
#F

+<

的单链寡聚核苷酸作为前导引物$端粒酶结合前

导引物末端的
]88

并合成端粒重复序列$前导引

物被延伸成为含有多个端粒重复序列的
A>O

单

链$同时结合
aPU

扩增技术可提高检测端粒酶活性

的灵敏度(

#H

)

%其中引物的设计也是关键的一步$故

在本研究实验中采用
8UOa

法$通过设计特异的引

物来进一步提高检测的灵敏度%

本研究将对马登旭发现的这条具有水稻
8IU

特征的候选序列进行验证$实验采用杨力媛建立的

鉴定体系$通过改变候选序列的模板区即可导致合

成的端粒末端重复序列的变化$从而实现对候选序

列的鉴定$为之后进一步研究端粒酶
8IU

的结构

和功能奠定基础%

(

!

材料与方法

#@#

!

实验材料与仪器

主要实验材料有中花
##

号水稻"

,L

H

E+K+C/T+

M@

#种子&

=@&>5/ AV"

#

&

X

P,JM3,#!%#

&农杆菌

R̂ OHH%H

%

主要仪器有高压蒸汽灭菌锅&超净工作台&植物

生长培养箱&

3̂(7U,L

电泳仪&

5

=

+]1+1

凝胶成像系

统&

>O>BAUBa$%%%

分光光度计&

3̂(7U,L

电击转

化仪%

#@$

!

方法

#@$@#

!

水稻愈伤组织的诱导

利用水稻中花
##

的成熟胚为材料诱导愈伤组

织(

F7#"

)

%

#@$@$

!

端粒酶
8IU

候选序列的定点突变及穿梭

载体的构建

!!

在已经得到的一条
8IU

候选序列基因的基础

上$比对水稻的全基因组$在目标序列区向上游延伸

E%%M

X

$向下游延伸
"%%M

X

$按照此序列设计一对扩

增 全 长 目 的 序 列 的 引 物
$HU>Oa5#

和

$HU>OaO#

$再针对模板区设计一对定点突变引物

$$U>Oa5$

和
$EU>OaO$

"表
#

#%采用三重
aPU

方法$将候选序列模板区的
"u7OOOPPP8OO7!u

"

b

#突变为
"u7OOOPPPOOO7!u

"

8

#$从而获得突

变型序列%然后通过构建
X

P,JM3,#!%#78

+

b

穿梭

质粒的方法(

F

)

$将两组基因导入农杆菌
R̂ OHH%H

细胞$于*

F%W

冻存备用%

表
(

!

获得端粒酶
AE>

候选序列的引物

引物名称 序列"

"u

*

!u

#

$HU>Oa5# O8O]8PPO8]]88]P8OP]O]8O8

$HU>OaO# OP88OO]888PP]P]8P88OO]8P

$$U>Oa5$ OOPP8OOOOPPO8POOP]]POP

$EU>OaO$ P]88]O8]]8888O]]888]]]8888]

#@$@!

!

水稻转基因植株的培养

用分别含有穿梭载体
X

P,JM-#!%#78

+

b

的农

杆菌
R̂ OHH%H

侵染继代培养
H

次的水稻愈伤组织$

并对侵染后的愈伤组织进行两次抗性筛选(

F

)

%

分别挑取状态良好的未突变型"

P(+<(*-

$

P

#和

突变型"

N)<,+<

$

N

#愈伤组织
"

$

&

颗$移入装有分

化培养基的培养皿中$

$"W

$

#H0

光照和
#%0

黑暗

条件下培养分化成苗$

$%L

继代
#

次$待苗长至
#

6J

左右$移入装有生根培养基的组培瓶中壮苗%分

别留下一部分愈伤组织用于基因组和端粒酶的

提取%

待组培瓶中的转基因苗长至顶部时$及时开盖$

并加入适量无菌蒸馏水$炼苗
!L

$期间每天换水%

然后洗去苗根部的琼脂$移栽到温室的土钵中%

EL

后将苗移至室外实验田中%

#@$@H

!

利用转基因愈伤组织鉴定水稻端粒酶
8IU

候选序列

#@$@H@#

!

转基因愈伤组织的鉴定

分别称取新鲜的未突变型和突变型愈伤组织各

#%%J

4

$用试剂盒"

8,̀,U,N3+3̂I58 9+3:1*;,-

]1+(J36A>OI_<*,6<3(+ 3̀<?1*@"@%

#提取全基

因组%以基因组为
aPU

模板$根据载体
X

P,J7

M-#!%#

内含的潮霉素基因序列以及插入水稻基因

组的
87A>O

序列设计上下游引物
89a

和
8Ad

"表
$

#$进行
aPU

验证$并测序鉴定%

表
*

!

鉴定抗性愈伤组织的引物

引物名称 序列"

"u

*

!u

#

89a P8OOOPPP]P8P]8P8]]P8OO

8Ad POP88]POPP]O8O8]88P8

#@$@H@$

!

端粒酶活性及酶促产物的检测

参照
T3<K

4

1*,-LN5

等报道的方法提取水稻成

熟胚愈伤组织的端粒酶(

#&

)

%对未突变型和突变型

愈伤组织的端粒酶蛋白进行分组实验(

#E

)

$分别为
P

组&

N

组及相应的对照组
P7

灭活组&

N7

灭活组$灭

活组在酶促反应前加
%@"

(

R#%J

4

+

JRU>,;1O

$

E##

第
#

期 朱莲莲等!水稻端粒酶
U>O

候选序列的鉴定



冰上放置
"J3+

$将端粒酶进行灭活%采用
3̀J

建

立的基于
aPU

基础上的
8UOa

法(

#F

)

$结合陈波

等(

#D

)设计的前导引物
PVI>%!

"表
!

#和不含
LO8a

和
LP8a

的
L>8a;

$同时进行体外酶促反应%

P

组&

N

组在酶促反应后加
%@"

(

R#% J

4

+

JR

U>,;1O

$冰上放置
"J3+

$将端粒酶进行灭活%酶促

反应产物用氯仿抽提$醋酸钠&乙醇沉淀纯化的方法

回收后$使用
>O>BAUBa$%%%;

X

16<*(

X

0(<(J1<1*

进

行
;;A>O

的含量测定$并对各组进行比较分析%

通过对酶促产物
;;A>O

序列排列方式的推

测$设计下游引物
8!87#

"表
!

#$以
N

组的酶促产

物为模板$

PVI>%!

和
8!87#

为引物进行
8A7aPU

扩增%

aPU

产物用试剂盒进行纯化后装载与

X

NA#F78:16<(*

并转化大肠杆菌细胞$挑取单菌落

后进行菌液
aPU

鉴定阳性克隆$引物为
X

NA#F78

:16<(*

测序用的上下游引物
N#!7$%

和
N#!7HF

"表

!

#%并选择合适的克隆进行测序分析$以进一步确

定
8IU

候选序列的正确性%

表
+

!

酶促反应及克隆鉴定的引物序列

引物名称 序列"

"u

*

!u

#

PVI>%! O8]O8]8]POOP8P]OPOOP88

8!87# O]]8P8]]OOPPPOOOOPPPO

N#!7$% ]8OOOOP]OP]]PPO]8

N#!7HF O]P]]O8OOPOO888POPOPO]]O

#@$@"

!

转基因植株端粒的检测

#@$@"@#

!

转基因植株的鉴定

分别称取鲜嫩叶片
#%%J

4

$用试剂盒提取
"

个

样本的全基因组%按照转基因愈伤组织的
aPU

鉴

定方法$使用相同的引物和程序对
"

个样本进行

aPU

扩增$使用突变型愈伤组织基因组作为对照$

进行转基因植株的鉴定%

#@$@"@$

!

染色体末端的检测

随机选取第
$

号染色体短臂设计上游引物

%$

X

T

$下游引物为端粒重复序列
a7U

"表
H

#%分别

以五个植株的基因组
A>O

为模板进行
aPU

反应%

取一部分
aPU

产物进行回收$将回收后的产物装载

到
X

NA#F78:16<(*

中用于测序检测$以确定样品

端粒的组成%

表
,

!

扩增端粒的引物序列

引物名称 序列"

"u

*

!u

#

%$

X

T 8]O88]O]PPOO]OPOO]8]PO8

a7U P8OOOPPP8OOOPPP8OOOPP

*

!

实验结果

$@#

!

水稻转基因植株的获取

将未突变型和突变型的抗性愈伤组织进行诱导

分化$发现在相同的培养条件下$突变组出绿点率高

于未突变组%取长有绿色颗粒状组织的愈伤组织进

行继代培养后$突变组内近一半组织褐变死亡$但有

两块愈伤组织上分化出苗"图
#

"

,

##'未突变组大部

分褐变死亡$未能分化成苗%重复诱导分化实验$出

现相似的结果%待突变型转基因苗长至
#6J

左右

时$将其转接到含有生根培养基的组培瓶中进行壮

苗"图
#

"

M

##$再移栽入土栽培为转基因植株"图
#

"

6

##%

图
#

!

转基因植株诱导培养的不同阶段

$@$

!

转基因愈伤组织及植株的鉴定

分别提取未突变型和突变型两种愈伤组织$以

及五个突变型转基因植株的基因组后$经
aPU

鉴定

目标片段大小均在
$"%%M

X

左右$符合预期"图
$

"

,

#

G

"

M

##$结合测序结果证明转基因成功%

图
$

!

转基因愈伤组织及植株的
aPU

鉴定结果

注!

N@N,*e1*

'

6@

未突变型愈伤组织基因组'

J@

突变型

愈伤组织基因组'

#

$

"@

转基因植株基因组%

F##

!!!!!!!!!!!!!!
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!
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!

利用转基因愈伤组织鉴定水稻端粒酶
8IU

候选序列

$@!@#

!

端粒酶活性的比较

基于
8UOa

方法$在缺乏
LO8a

和
LP8a

的体

外酶促延伸反应中$未突变型端粒酶将受到抑制或

停止反应$而突变型端粒酶则能顺利延伸前导引物$

增加
;;A>O

含量%结果显示用
#%%

(

4

未突变型和

突变型的端粒酶经体外延伸后获得的
;;A>O

量

"表
"

#$未突变型的差值应为加入的前导引物$其与

突变型组的差值为突变型端粒酶作用的结果$说明

突变型愈伤组织的端粒酶$在缺乏
LO8a

和
LP8a

的条件下能有效延伸前导引物$但相对于动物组织

的端粒酶$它的酶活性仍不强%

表
U

!

未突变型%

N

&和突变型%

!

&端粒酶的

!!!!!!

体外酶促反应产物含量
!!!

#

5

$

!

H

样品名称
P

组
N

组

正常的端粒酶蛋白
!D#@& H&%@!

灭活的端粒酶蛋白
$FF@" $D$@%

差值
#%!@# #&F@!

$@!@$

!

酶促产物的检测

为解析延伸的
;;A>O

$对
N

组的酶促产物进

行回收$并通过
87:16<(*

进行克隆%从获得的
$!

个克隆"图
!

#中$选取了
#%

个含所有不同分子量的

克隆进行了测序分析$结果显示!

#%

个克隆中都含

有或多或少的
]]]8888

重复$与突变型端粒酶

U>O

模板序列
"u7OOOPPPOOO7!u

相符"表
&

#%

图
!

!

N

组酶促产物的
8

克隆
aPU

鉴定结果

!!!!!!!

注!

N@N,*e1*

'

#

$

$!@$!

个不同的克隆%

表
D

!

('

个
!

组酶促产物
I

克隆的测序结果

名称 序列"

"u

*

!u

#

>(#

5

O8]O8]8]POOP8P]OPOOP88

"

]

#

]]]8888]]]]888]]]8888

5

G!u

>(!

5

O8]O8]8]POOP8P]OPOOP88

"

]

#

]]]8888]]]8888]]]8888

5

G!u

>("

5

O8]O8]8]POOP8P]OPOOP88

"

]

#

]]]8888]]]8888

5

G!u

>(&

5

O8]O8]8]POOP8P]OPOOP88]]]]888

"

]

#

]]]8888]]]]8P88]]]8888

5

G!u

>(E

5

O8]O8]8]POOP8P]OPOOP88]]]8888]]]8888

5

G!u

>(#%

5

O8]O8]8]POOP8P]OPOOP888

"

]

#

]]]8888

"

]

#

]]]8888]]]8888

5

G!u

>(#H

5

O8]O8]8]POOP8P]OPOOP88

"

]]

#

]]]8888]]]8888

5

G!u

>(#E

5

O8]O8]8]POOP8P]OPOOP88]]]]888]]]]88P8]]]8888

5

G!u

>(#D

5

O8]O8]8]POOP8P]OPOOP88]]]8888]]]8888

5

G!u

>($!

5

O8]O8]8]POOP8P]OPOOP88

"

]

#

]]]8888

"

]

#

]]]8888]]]8888

5

G!u

$@H

!

转基因植株端粒的检测

$@H@#

!

单个端粒序列的扩增

以
%$

X

T

和
a7U

作为上下游引物对获得的五株

转基因水稻染色体端粒进行扩增并分析"图
H

#%每

个泳道均出现了弥散条带$与预期情况相符%

图
H

!

单个端粒重复序列的
aPU

扩增结果

!!!

注!

N@N,*e1*

'

#

$

"@"

个转基因水稻基因组%

$@H@$

!

染色体端粒序列的检测

为解析转基因植株染色体末端的组成$对
aPU

扩增后的端粒重复序列进行回收$并通过
87:16<(*

进行克隆%结果获得了
H%

个克隆"图
"

#$选取
F

个

含不同插入片段的克隆进行测序分析%显示
F

个克

隆中均含有"

O]]]888

#

4

$与野生型端粒酶
U>O

模板序列
"u7OOOPPP8OO7!u

相吻合'其中$

$

个克

隆出现
"

次
]]]8888

序列$与突变型端粒酶

U>O

模板序列
"u7OOOPPPOOO7!u

一致"表
E

#%

图
"

!

染色体端粒序列
8

克隆的
aPU

鉴定结果

注!

N@N,*e1*

'

#G#

$

"GF@

以
%$

X

T

和
N#!GHF

为引物获得的
H%

个克隆%

D##

第
#
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表
\

!

]

个染色体端粒序列
I

克隆的测序结果

名称 序列"

"u

*

!u

#

>(#G"

5

8]O88]O]PPOO]OPOO]8]PO88]P88PO88OO]]88]]]]88

"

O]]]888

#

$"

O]]]8888

"

O]]]888

#

F

O]]]88

"

O]]]888

#

!

O]O]888

"

O]]]888

#

!

O]]]8888

"

O]]]888

#

&

O]]]8888

"

O]]]888

#

$

G!u
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5
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"
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#

"

O]]]88

"
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O]]]888

#
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"

O]]]888
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D

G!u

>($G!

5
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"

O]]]888

#

H

O]]]88
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O]]]888

#

D

O]]]88

"

O]]]888

#

H

O]8]888

"

O]]]888

#

D

G!u

>(!G#

5

8]O88]O]PPOO]OPOO]8]PO88]P88PO88OO]]88]]]]88

"

O]]]888

#

$

G!u

>(!GE

5

8]O88]O]PPOO]OPOO]8]PO88]P88PO88OO]]88]]]]88

"

O]]]888

#

!

O]]]P88O]]]88

"

O]]]888

#

D

O]]]88

"

O]]]888

#
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G!u

>(HG#

5

8]O88]O]PPOO]OPOO]8]PO88]P88PO88OO]]88]]]]88

"

O]]]888

#

H

O]]]88
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O]]]888

#

D

O]]]88

"

O]]]888

#

&

G!u

>("G!

5

8]O88]O]PPOO]OPOO]8]PO88]P88PO88OO]]88]]]]88

"

O]]]888

#

H

O]]]88

"

O]]]888

#

#E

O]]]88

"

O]]]888

#

#!

G!u

>("GE

5

8]O88]O]PPOO]OPOO]8]PO88]P88PO88OO]]88]]]]88

"

O]]]888

#

H

O]]]88

"

O]]]888

#

D

O]]]88

"

O]]]888

#

E

O]]]8888

"

O]]]888

#

!

O]]]88

"

O]]]888

#

H

]]]]888

"

O]]]888

#

$

O]]]8888

"

O]]]888

#

##

G!u

+

!

讨
!

论

在抗性愈伤组织的诱导分化过程中$愈伤组织

的褐变死亡现象是导致低分化率的最大原因%植物

组织培养中产生褐变的原因很多$可能是在多次转

接过程中愈伤组织受到了多次切割$切口部位酚类

物质被氧化的面积越来越大$导致了褐变程度的加

深%在抗性筛选过程中使用了
P1.

来抑制农杆菌的

生长$但
P1.

却易于引起伤口细胞的褐变死亡$也会

抑制芽的分化(

$%

)

%在愈伤组织诱导过程中
X

V

值

的变化$也可能改变酚类与酚氧化酶的结合部位$进

而影响酚类的氧化程度%在之后的实验中$可以深

入探索防止植物组织培养褐变的措施$从而提高分

化率%

在解析突变型愈伤组织端粒酶体外酶促反应的

产物时$表
&

显示酶促产物中出现
F

次"

]

#

]]]8888

和
#

次"

]]

#

]]]8888

$可能是
U>O

模板的突变降低了端粒酶的保真性所导致%

!

次

]]]]888

序列的出现可能是由于突变型愈伤组

织中内源的野生型端粒酶
U>O

模板造成的干扰所

致%根据陈波等(

#D

)的研究$端粒酶在延伸前导引物

时 倾 向 于 合 成
]]888O]

&

88O]]]8

&

8O]]]88

这三种类型的重复序列$且体外酶促条

件下前导引物与
8IU

模板区结合的位点一般是两

个碱基$这意味着反应过程中
8IU

模板可发生左

右滑动$使得野生型端粒酶在不含
LO8a

的情况下

通过错配一个碱基
]

来完成端粒的延伸$但其效率

应远远低于突变型端粒酶的催化作用%表
&

的结果

可以较清晰地阐明体外延伸的部分为端粒重复序

列$且出现了突变型目标重复序列$与拟南芥体外延

伸试验结果基本一致(

"

)

%

由于转基因植株体内既有内源的野生型端粒酶

又有转入的突变型端粒酶$野生型端粒酶可能合成

的 端 粒 序 列 有
O]]]888

&

88O]]]8

&

8O]]]88

三种类型$而突变型端粒酶可能合成的

端粒序列有
]]]8888

&

888]]]8

&

88]]]88

&

8]]]888

四种类型%在检测转基因植株染色体

末端的组成时$表
E

的测序结果符合预期%其中
E

个克隆均出现了或多或少的
O]]]88

序列$总计

达
#H

次$还出现了
O]O]888

&

O]8]888

&

O]]]P88

&

]]]]888

这
H

个单一的序列$推测

是突变型端粒酶
U>O

模板序列的存在降低了内源

野生型端粒酶的保真性所导致的%从测序结果来

看$突变型端粒酶合成的端粒序列
]]]8888

次

%$#
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数很少$出现这种情况可能有两方面的原因$其一$

水稻有
$H

条染色体$共
HF

个染色体末端$这里只选

择了其中一条染色体的一个端粒末端来进行实验$

突变型端粒酶产生作用的概率相对较低'其二$体内

端粒合成过程中$转基因植株的内源野生型端粒酶

占优势$故合成的野生型端粒重复序列居多$推测突

变型端粒酶只是间或插入野生型端粒酶作用的进程

中$故合成的序列很少%

综合上述分析$研究认为马登旭克隆得到的这

条候选序列为水稻端粒酶
U>O

序列%根据已报道

的拟南芥端粒酶的情况$其拥有两个形式的

8IU

(

"

)

$水稻也可能存在多个形式$而现克隆得到

的这条序列也许只是其中一种$水稻端粒酶是否拥

有另一个
8IU

形式还有待进一步的研究%

参考文献"

(

#

)

NC8PVIRR' U

$

PBRRC>5 @̀V)J,+<1-(J1*,;1

,6<3:,<3(+*1

o

)3*1;<[(3+L1

X

1+L1+<3+<1*,6<3(+;M1<[11+

<1-(J1*,;1U>O,+L<1-(J1*,;1*1:1*;1<*,+;6*3

X

<,;1

(

'

)

@

N(-16)-,*P1--

$

$%%%

$

&

"

$

#!

!&#7!E#@

(

$

)
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