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要"端粒在保护和维持染色体完整性方面发挥了重要作用#且与细胞衰老'癌变密切相关(由于同一细胞

内#不同染色体端粒长度存在差异#研究单个端粒长度的遗传特性对于深入了解端粒的作用#阐明端粒与细胞周期

间的关系具有重要意义(本研究利用水稻籼亚种和粳亚种之间平均端粒长度存在明显差异的特点#结合它们的杂

种
U%

'

U#

代群体#采用改良的单个端粒长度测定技术!
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个端粒

长度进行了分析(结果表明$单个端粒长度与相关染色体长度存在相关性#且具有数量性状遗传特征(更重要是
U%

代与亲本之间有
"

个端粒没有显著差异#仅有
8$I

g

一个端粒呈现出超显性遗传效应#且超过极显著的水平(因此#

推测调控细胞周期的端粒长度并非是整个细胞平均端粒长度#而是某些或极少数关键端粒的长度(

关键词"水稻&端粒长度&

58J\Q

&遗传

中图分类号"

WEI!

!!

文献标志码"

Q

!

文章编号"

%&F!7!G"%

"

#$%&

#

$!7$I&!7$&

!

引用页码"

$"$F$&

!

!

引
!

言

端粒是真核生物染色体末端的特殊结构$由富

含
Tc

的
B>Q

重复序列和端粒结合蛋白组成$能维

持染色体的稳定性$避免染色体末端融合'

%

(

%不同

生物有其特定的端粒长度'

#

(

$端粒能与端粒结合蛋

白共同作用在染色体末端形成
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链体等特殊结构'
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$发挥保护染色体的作用%

端粒的
B>Q

由两部分组成$单链
B>Q

和双链

B>Q

%双链
B>Q

由几十到几千个碱基组成$单链

B>Q

部分包含几十到上百个碱基$不同生物差异很

大'
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%随着细胞的分裂$因
B>Q

末端复制问题$

端粒逐渐缩短'

F
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$最终导致细胞衰老和死亡%有些

细胞中$端粒酶具有生物活性$能以自身的
Z>Q

为

模板$在端粒酶逆转录酶催化下延长端粒$克服了端

粒
B>Q

缩短的问题'

G

(

%正常组织细胞中$端粒酶

活性受到抑制$在一些具有增殖潜能的细胞中$端粒

酶有低水平表达%但在癌变的细胞中$端粒酶活性

较高'

E

(

$因此端粒酶常被作为肿瘤抑制剂的靶

标'

%$

(

%小鼠的实验表明$端粒酶的缺失将导致端粒

平均长度的缩短'
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$与细胞的生命周期及生物个体

寿命密切相关%端粒酶功能障碍会导致先天性角化

不良等退行性疾病'
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%与动物不同$植物中端粒酶

的活性较高$能够修复基因损伤$因此保持端粒酶活

性对植物非常重要'
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在端粒酶的作用下$端粒长度得到了延伸$但是

同一个细胞中具有相同细胞周期的染色体端粒长度

却有很大差异%显然$端粒长度受到了除端粒酶以

外其它因子的影响%研究表明$端粒长度受到端粒

酶活性&端粒相关蛋白&端粒模板
Z>Q

等因素的共

同调控'
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%端粒长度是否受到遗传因素的影响目

前并不十分清楚%

与动物相比$植物容易构建遗传群体$且端粒长

度较短$适合
XcZ

$因此选择植物进行实验研究更合

适%水稻作为模式生物$容易构建遗传群体$且全基

因组测序已经完成$方便获取基因组信息进行分析%

到目前为止$测定端粒长度的方法已有多种%

端粒限制片段分析"
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#最早用于测定端粒平均长度$但是分

辨率太低'
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#$包括定量荧光原位杂交技术
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#和流式
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荧光原位杂交技术"
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通过特异性的荧光标记探针与细胞分裂中期的染色

体末端杂交的方式提高了分辨率'
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%而单个端粒

长度测定技术"
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(都是基于特殊的接头扩增

端粒重复序列$与其它方法相比操作简单方便$且

58J\Q

的精确性比
W7XcZ

更高%因此在本实验

中用了
58J\Q

$而且为了克服下游引物在
!o

悬突

的滑动问题$本文对
58J\Q

进行了改进'
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实验材料和方法

%@%

!

实验材料

水稻!从中国水稻研究所获取两个水稻品种$粳

稻长粒粳$籼稻粤
V

$两者的遗传背景和端粒的平均

长度都有很大差异%

其它实验材料有!
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#*液氮*引物由上海生工

生物技术有限公司合成%
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凝胶成像仪"上海天能科技有限公司#%
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实验方法
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水稻遗传群体的构建

取水稻种子$浸种&播种&插秧$开花后$将长粒粳

向粤
V

授粉$成熟后得到
U%

代%

U%

代自交$收获一

定数量
U#

代的种子%

U#

代种子播种后得到植株%
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水稻基因组提取

取两亲本&

U%

代&

U#

代植株幼嫩的叶片$用试

剂盒 "
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#提取基因组%配置
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的琼脂糖凝胶$电泳检测基因组
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样品的

品质$利用
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测定样品的浓度%
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接头的制备及连接反应

由于
!o

悬突的特殊性$无法正常设计端粒下游

引物$实验中制备了特殊的接头
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*冷却至室温$静置
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%重复后两

个步骤两次$制得的接头于
IR

保存%

将制得的接头与水稻端粒末端连接$连接体系
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扩增端粒
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反应体系!模板
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水稻端粒上游特异性引物

端粒位置 引物序列

$#

L

"o788T8Qc88TcQT8T88TT8T7!o

$#

g

"o7T8T8QTcQTQ8Tc88cQcQQ7!o

$I

g

"o7cc8Q8Q8QTQ8TcTc8QQQc7!o

$E

L

"o7QTT8Q8cTcQ8Q8cTc88QQ7!o

%$

g

"o7ccT8c8QQ8QcT8QTcQc8Q7!o

%%

L

"o7TQ88c8QT8T8Qc8cQ8QTc87!o

!!

注!引物根据亚端粒序列设计%
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端粒长度测定

XcZ

产物用琼脂糖凝胶电泳分离分析%配置
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溴化乙锭中染色
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$流水中脱色
%$K3+
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通过
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+T1+1

成像系统进行成像$用
T1+18((-;

分析软件$对
XcZ

产物结果进行定量分析%由于端

粒长度的差异$

XcZ

产物呈弥散状$总体呈正态分

布%因此$测得的平均分子量就可看作单个端粒的

长度%当然$实际的端粒长度还必需减去亚端粒部

分的长度$包括上游引物到端粒起始位置的距离&上

游引物的长度以及
8

$

的长度%
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实验结果

端粒能够维持染色体的稳定性$但是在同一细

胞中$不同染色体端粒长度不同%早期研究发现端

粒长度与染色体的长度相关'

#%7##
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$但这并不能很好

解释端粒长度差异的问题%为了研究这个问题$需

要测定每条染色体上的端粒长度$并对其进行深入

分析%
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水稻遗传群体构建

利用水稻长期进化过程中形成的籼亚种和粳亚

种之间端粒长度显著差异的特点$构建遗传群体$具

体选择了粤
V

"母本#和长粒粳"父本#为亲本材料杂

交获得
U%

代$

U%

代自交得到
U#

代$将
U#

代种子

播种
F$]

后$各植株间株高&发育期&叶片形态等表

型出现了明显的差异$说明
U#

代具有很好的性状

分离$构建的
U#

代自交系能满足本实验的要求%
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水稻端粒长度的测定

基于之前的报道$已有多种测端粒长度的方

法'

%"7%F

$
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$但是只有
58J\Q

适用于本实验%此外$

为了解决下游引物在
!l

悬突上滑动的问题$设计了

特殊的接头$也使实验结果更精确%在
XcZ

反应

中$相较于长片段$短片段更容易被扩增%从实验结

果也可以看出$实际测得的端粒长度比理论值短%

但是实验得到的数据中$亲本&

U%

代中单个端粒长

度都有相当的变化"如表
#

#$因此
XcZ

反应中存在

的问题并不影响实验结果的分析%
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水稻端粒长度遗传特性

水稻
%#

对姐妹染色体$有
#I

对姐妹端粒$每条

染色体都有特异的近端粒序列$但是在已知的水稻

染色体信息中$只有
&

对姐妹近端粒序列是已知的$

基于此$设计了
&

条特异性引物$
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"见表
%

#$扩增了
&

个端

粒并测定了长度%实验结果表明$粳稻和籼稻

8$#
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平均端粒长度无显著差异*
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L

的平均端粒长度籼稻要长于粳

稻$且差异较为明显"见表
#

#$这与之前报道的结果

是一致的'

#!

(

%

表
#

!

亲本与
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个端粒的单个端粒长度
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籼稻)
O

L

U%

代)
O

L

粳稻)
O

L

$#

L

!&I

"

dG

#

!&F

"

d%%

#

!&G

"

dE

#

$#

g

I"G

"

d%$

#

I&&

"

d%!

#

I"G

"

d%$

#

$I

g

I"F

"

d%!

#

"%F

"

d%E

#

I!"

"

d%&

#

$E

L

IG!

"

dF

#

I&!

"

d%%

#

I""

"

dE

#

%$

g

I"&

"

d%#

#

IF&

"

d%%

#

I%$

"

d%#

#

%%

L

"G%

"

d%%

#

"G"

"

d%#

#

"IF

"

d%%

#

!!

同一品种中$不同染色体端粒长度相差较大%

理论上$同一细胞中端粒酶活性相同&遗传背景一

致&细胞周期相同$端粒长度应是相近的$差异很可

能是进化过程中染色体长度的不同导致的%为了深

入探讨两者的关系$从
Z361T1+(K1Q++(<,<3(+

X*(

2

16<

和华大基因的数据库中获取了对应染色体

的特性包括染色体的长度&染色体臂的长度&染色体

臂上基因的数量等$然后分析了端粒长度与这些特

性之间的相关性%分析结果表明$籼稻中染色体的

长度与端粒长度的相关系数为
H$@I!G

$粳稻中的相

关系数为
H$@&!&

"见表
!

&表
I

#$表明端粒长度与染

色体长度存在相关性$且呈负相关%这可能与染色

体螺旋化有关$需要进一步地研究%
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籼稻中染色体单个端粒长度性状与染色体性状相关性分析
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染色体臂长

)"

%$O

L

#

&

基因数目)个
基因密度

)"个)"
%$O

L

#

&

#

臂比

$#

L

!&I

"

dG

#

!&@$# %!@&I %#&E E!@$! %@F$

$#

g

I"G

"

d%$

#

!&@$# #!@%G #%I# E#@I% %@F$

$I

g

I"F

"

d%!

#

!#@!" #"@E! ##EI GG@IG #@&&

$E

L

IG!

"

dF

#

#%@&$ #@F$ %%# I%@IF F@G!

%$

g

I"&

"

d%#

#

#%@"! %"@%" %!$% G"@G" %@G%

%%

L

"G%

"

d%%

#

##@&F %%@EI G&E F#@F& %@"G

相关系数
H H$@I!G H$@%#F H$@#$F H$@!G% $@$IE
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表
$

!

粳稻中染色体单个端粒长度性状与染色体性状相关性分析

染色体 端粒长度)
O

L

染色体长度

)"

%$O

L

#

&

染色体臂长

)"

%$O

L

#

&

基因数目)个
基因密度)

"个)"
%$O

L

#

&

#

臂比

$#

L

!&G

"

dE

#

!G@%$ %%@F" %!#" %%#@FI #@#I

$#

g

I"G

"

d%$

#

!G@%$ #&@!I #F#I %$!@I% #@#I

$I

g

I!"

"

d%&

#

!I@F# #"@%E #FI# %$G@G" #@&"

$E

L

I""

"

dE

#

#%@F& #@!& %I" &%@"% G@#!

%$

g

I%$

"

d%#

#

##@#$ %"@F& %&&F %$"@FG #@I"

%%

L

"IF

"

d%%

#

#!@$I %$@$I %$I" %$I@$& %@#E

相关系数
H H$@&!& H$@#$$ H$@##E H$@#"# H$@$%G

!!

对比
U%

代与亲本染色体的平均端粒长度"图

%

#$

U%

代中
8$#

L

&

8$#

g

和
8$E

L

长度接近两亲本$

表现为加性效应*

8%$

g

&

8%%

L

的长度比两亲本都长

且更接近亲本中端粒长度较长者$表现为显性效应*

8$I

g

的长度比两亲本都长$表现为超显性效应%

A,-1

!父本$

U%

!

U%

代$

U1K,-1

!母本

图
%

!

亲本与
U%

代单个端粒长度比较

U%

代
&

个端粒长度中$

8$I

g

的长度变化最显

著$因此详细分析了
8$I

g

端粒的遗传特性"如图
#

#%

由图
#

可知$

U%

代的平均端粒长度比父本即粳稻品

种长
!IO

L

$比母本籼稻品种长
%#O

L

%

U#

代
F$

个个体

8$I

g

的平均端粒长度表现出明显的性状分离$且呈连

续分布"如图
!

#$说明水稻端粒长度遗传上表现为一定

的数量性状特性$且
U#

代平均长度远小于
U%

代$这可

能与姐妹染色体端粒之间的长度改变有关$有待进一

步研究%

A

!父本$

U%

!

U%

代$

U

!母本$

U#

!

U#

代

图
#

!

亲本&

U%

代&

U#

代
8$I

g

端粒长度对比

图
!

!

U#

代
F$

个个体
8$I

g

端粒长度

(

!

讨
!

论

细胞中端粒长度的差异是一个很复杂的问题$

端粒酶的活性&染色体及其长度&细胞周期等多方面

原因共同导致了差异的产生%本实验用改良的

58J\Q

测定单个端粒的长度$对比分析了亲本&

U%

代&

U#

代端粒长度的关系$研究了染色体长度&染色

体两臂长度与端粒长度的相关性$得到以下结果!

,

#水稻染色体端粒长度分析表明$

8$#

L

&

8$#

g

两个端粒平均长度在两亲本中无显著差异$而

8$I

g

&

8$E

L

&

8%$

g

&

8%%

L

的平均端粒长度粤
V

长于

长粒粳$说明籼稻的平均端粒长度比粳稻长%

O

#分析染色体信息与端粒长度的关系可知$与

染色体的其他特性相比$染色体的长度与端粒长度

呈负相关$且端粒长度表现为一定的数量性状遗传

特性%

6

#对比亲本&

U%

代平均端粒长度$发现
U%

代与

亲本中
"

个端粒长度没有明显的差异$仅表现为加

性效应或显性效应$但是
8$I

g

U%

代的端粒长度远

大于亲本$表现为超显性效应%因此推测$染色体端

粒长度还受到了某些遗传因素的调控%

综合以上分析$研究认为在水稻细胞中$某些关

键端粒的长度影响了整个细胞周期%此外$本实验
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中
8$I

g

的端粒长度在
U#

代呈连续分布且有明显

的性状分离$这为分析定位与水稻端粒长度相关基

因打下了坚实的基础$也对进一步分析水稻端粒长

度遗传规律及相关基因定位研究具有重要意义%
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