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摘要

铝毒害是酸性土壤中限制植物生长的重要逆境因子。铝毒害抑制植物根伸长

进而抑制植物对水分、养分的吸收最终抑制植物的生长、发育。本研究以热带抗铝

早稻品种Azucena和铝敏感水稻品种IRl552为材料，采用eDNA-AFLP技术筛选

铝诱导基因，结合抗铝QTL的定位结果，用反向Northern筛选主要QTL区间上的

铝诱导基因，以筛选抗铝候选基因。论文主要研究结果如下：

用Azucena和IRl552发展的RIL群体进行的抗铝QTL的定位结果表明：在胁

迫1星期、2星期的情况下定位的结果是基本一致的，分别在第1染色体

RZS01～RG381、第9染色体RZ698～ACA．CTAl、第12染色体的ACA-CTTI～RMll7

等3个区间检测到1个QTL。3个QTL的总贡献率分别是39％和35％。染色体1

上的QTL有利等位基因来自Azueena，在l星期、2星期的贡献率分别为15％和

90／o：染色体9上的QTL有利等位基因来自IRl552，l星期和2星期的贡献率分别

为13％、15％；第3个QTL有利等位基因来自Azucena，贡献率分别为10％和11％。

整合不同研究结果发现在第l染色体C86和C742的范围内有一个在4个不同的研

究中都检测到的铝抗性QTL。这一QTL在不同的研究中的贡献率在9％～25％之『自J。

通过cDNA．AFLP筛选到34个铝诱导的TDFs，其中有两个TDFs和同一基因

同源，可能为同一基因外，其它为不同的基因。33个单一基因中19个和已知基因

同源，其中7个TDFs为细胞壁组分代谢相关的，3个TDFs参与细胞代谢，3个为

蛋白代谢相关的，另外6个参与次生代谢、氧胁迫以及其它的细胞过程。这些铝诱

导基因说明铝毒害影响不同的细胞代谢过程，使植物产生一系列的生理生化反应。

而铝对细胞壁的影响尤其明显，铝诱导木质素、半纤维素、糖蛋白等细胞壁组分相

关基因的表达。掘此推测铝诱导细胞壁成分的改变，使细胞壁加厚，透性改变，从

而限制铝进入细胞质膜，但同时也可能限制了细胞伸长。大部分铝诱导基因在铝抗

性品种和铝敏感品种中都受铝诱导表达增强，而且表达模式类似。它们可能是铝毒

害引起的应激反应，而非品种特异的铝抗性基因。根据整合的遗传图谱，两个TDFs

(OsARl6和OsAR28)位于已定位的QTL区间附近，它们在铝抗性品种和敏感品种
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中显示出不同的表达模式，可能足铝抗性的候选基因。

进一步利用已定位的EST信息，用反向Northern筛选定位在第l染色体

C86～C742区间的83个ESTs以及75个定位在其它两个QTL位置的ESTs。结果发

现有4个位于C86--C742区问的ESTs受铝诱导增强表达，它们分别是氨基酸转运

体(C50531)、非特异脂转移蛋白(E30131)、GDP分裂抑制子(E1391)以及泛素

样蛋白SUMO．1(E61853)。序列比较发现E61853和eDNA．AFLP筛到的OsARl6

为同一基因。Norfllem分析表明这些EST在抗性品种和敏感品种中显示出不同的表

达模式。它们也是为进一步分柝这一铝抗性QTL的候选克隆。另外通过PCR克隆

了OsAR28全长CDS，该CDS长为513 bp，序列分析表明该基因和另一个未知功

能基因中的前510 bp同源性较高(98％)。

关键词： 水稻 铝抗性 QTL EST cDNA．AFLP 候选基因
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第一章文献综述

第一部分铝毒害和植物抗铝毒害的机制

l引 言

铝(A1)是地壳中含量最丰富的金属元素，也是在酸性土壤中限制作物产量

的重要逆境因子，在pH值小于等于5的条件下铝毒害成为酸性土壤中限制植物生

长的重要因素(Kochian，1995)。全世界酸性土壤的比例达到可耕地面积的40％

(Kochian，1995)。据估计在亚洲、非洲和美洲的热带地区分别有37％、39％和55％

的土壤是酸性土壤，总计达到1．6亿公顷(Sanehez和Salinas，1981)。其中包括我国

南方的广大红壤区域。随着世界范围的酸雨的影响，铝毒害问题将会更加严重。另

外，大量的施用N肥也会导致土壤酸化。铝在土壤溶液中的形念随pH值的变化丽

不同。在酸性土壤中，铝的主要无机形念为AI”、AI(OH)2+、AI(OH)2+，这些单体

态铝离子对植物具有较大的毒性(Kinraide和Parker,1987；Parker等，1989)。通过

土壤改良(如施石灰)控制作物铝毒害可能会取得一定成效，但大面积土壤改良受

制于成本，资源，劳力的投入，而且对深层土壤的改良效果较差。因此通过选育抗

铝毒的作物品种是更为可行的方法。针对这～问题，阐明铝对植物的毒害机制和植

物抗铝毒害的生物学机理具有重要理论和实践意义。

抑制植物根伸长是铝毒害的最明显症状(Taylor,1988)。铝积累在根部，严重

损伤植物根系，使根缩短变粗变脆，并抑制侧根的生长。铝影响植物对P、Ca2+、

K+等矿质元素和水的吸收、转运和利用并最终影响植物的生长发育。铝毒害影Ⅱ向植

物根伸长的生理生化机制已经有许多的研究。尽管铝毒耐性在不网物种和同一物种

不同品种问都存在巨大的变异，但对植物抗铝毒害的机制还不是很清楚。

水稻是世界上最重要的粮食作物之一，也是小粒禾本科作物中最抗铝的植物，

然而对水稻抗铝毒害的机制目前所知甚少。研究表明水稻不同品种对铝毒害的抗性

存在显著的基因型差异(Khatiwards等，1996；Wu等，1997)，这为通过作物遗传改

良，培育高抗品种提供了可行性，同时也为研究水稻抗铝毒害的机制提供了理论基



热带早稻抗铝的遗传发分了帆理研究

础。弄清水稻抗铝毒害的生理及分子机制对通过育种实践培育高抗品种或通过基因

工程改良作物的抗铝性是必要的。

本研究的目的是探寻铝对水稻的毒害机制及水稻抗铝毒害的分子机理，以期

为将来解决大面积酸性土壤的铝毒害问题提供理论基础。

2铝对植物的毒害作用

2．1毒性铝的种类

植物毒性相关的铝可分为几种类型，包括单核形式的A13+、多核Al以及低分

子量的铝复合物。铝在土壤溶液中的形念随pH值的变化而不同。在pH<5的酸性

条件下，铝以八面体六水合物AI(H20)63+的形式存在，通常又被称作Al”：当pH值

升高时，AI(H20)63+去质子化形成AI(OH)2+和AI(OH)2+的单体羟基形态；而在中

性pH值时，则以微溶的AI(OH)3(水铝矿)形态存在，在缺乏铝结合配位体时，

A1(OH)3可抑制其它铝单体的溶解。在碱性条件下，特别是溶液pH值远高于胞质

pH值(7．4)时，铝主要以AI(OH)4‘的形态存在。

通常认为对单子叶植物来说，Al”毒性最大。对小麦根的实验即证实了这一点，

但首先必须排除聚合念A1(AIl3)的影响(Kinraide，1991)。A113被认为比A13+的毒

性更大，但All3是否在自然界存在及其对土壤毒害的作用都不清楚。对双子叶植物

来说AI(OH)2+或AI(OH)2+是主要的毒害形态，A13+则次之(A1va等，1986)。而Al

的一些小分子化合物，如AI．F、铝的有机酸盐则基本没有毒性(Kinraide，1991)。

2．2铝毒害的作用位点

根尖是铝毒害抑制根伸长的主要作用位点。事实上，仅仅根尖2-3mm的部分

暴露于铝溶液中就足以抑制玉米和豌豆根的伸长(Delhaize和Ryan，1995；

Matsumoto等，t996)；根尖可分为根冠、分生组织区和伸长区。Bennet和Breen(1991)

认为根冠在玉米感受铝毒害中具有重要作用。但是随后对玉米根的实验证实，不论

是整根还是去根冠根，铝对其生长的抑制及其抑制程度是相同的(Ryan等，1993)。

因而，伸长区细胞的伸长被认为是铝抑制细胞伸长的靶位点。最近，Sivaguru和

Horst(1998)发现玉米根尖转换区的远端是铝毒的靶位点，在这一区域细胞进入快
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速伸长的准备阶段。

2．3铝毒害机理

因为铝能和许多细胞外及细胞内结构组分结合，人们提出了许多不同的假说

来解释铝毒性机制。包括铝和根细胞壁的结合；铝破坏质膜及质膜的转运过程；以

及铝和共质体组分的结合等等。但目前还没有很强的证据来支持任何一种假说。

2．3．1铝对根伸长的抑制

铝毒的主要症状是抑制根伸长。铝处理显著减少细胞长度而增加细胞直径。

在铝敏感的玉米品种中，根伸长抑制在30 min之内就出现J"(Llugany等，1995)。

许多研究认为，铝诱导的根伸长抑制是根尖细胞分裂受抑的结果。

Clarkson(1965)第一个提出，铝抑制了DNA的合成，使根部分生组织细胞有丝分裂

停止，抑制了根伸长。然而，Horst和Klotz(1990)认为铝抑制根伸长是抑制细胞

伸长而不是抑制细胞分裂的结果。然而铝主要是干扰细胞分裂过程或者是细胞仲长

过程仍然不是十分清楚，因为目前还没有一神足够敏感的技术来检测细胞分裂的抑

％iJ(Sivaguru和Horst，1998)。细胞分裂是一个缓慢的过程，植物的细胞周期大约是

一天，细胞分裂对总的根伸长的贡献只有1％～2％。在另一方面，人们发现根伸长

抑制在铝处理后1．2 h之内就已发生(Matsumoto，2000)。在这种情况下人们一般会

认为铝毒性的主要机制是对伸长区细胞的抑制。最近的研究还表明，铝胁迫诱导细

胞程序性死亡进而导致小麦根伸长不可逆抑f#lJ(Pan等，2001)。

事实上，铝对根伸长的抑制和根部细胞分裂的停止几乎同时发生，或者甚至

领先于后者，因此，铝对细胞分裂的抑制不可能是根伸长受抑的最初原因。由于根

细胞的分裂周期约有24小时(Powell等，1986)，且分裂细胞只占整个根伸长区的一

小部分，而根伸长在铝胁迫1．2小时内即被抑制。在这么短的时问内，对极少部分

细胞分裂的抑制并不足以影响整个根的伸长。因此，铝对根细胞伸长的抑制刊‘是根

伸长最初受抑的主要原因，而铝对根缩胞分裂的抑制可能是铝胁迫24小时后根长

受抑的原因(Kochian，1995)。
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2．3．2铝对质外体和共质体的毒害作用

要了解铝对根的毒害机制，首先必须了解铝到底是对质外体还是对共质体产

生毒害或者两者兼而有之。因为A13+极易快速地进入质外体，在其中沉淀或结合到

细胞壁和细胞膜外侧，并出此进入共质体，所以有人认为，铝对根的毒害主要在于

质外体。例如，铝能结合细胞壁上的果胶质残基或蛋白质。降低细胞壁的延伸性和

液压传导；从细胞壁或细胞膜上的重要位点置换出其它离子；结合到脂双层或膜结

合蛋白上，抑制营养传递过程；或者也可能通过触发二级信号途径打龋质外体的胞

间代谢等等(Bennet和Breen,1991；Rengel，1992；Taylor,1988)。事实上，要确定上

述作用是否真的造成铝毒害是困难的，而证明铝在质外体的毒害位点的证据也并不

那么确定。

铝可以通过多种途径(如：胞吞作用)穿过质膜进入细胞，而且人们发现小

麦根尖积累的铝约有50％。70％分柿在共质体(Tice等，1992)，由此可见，铝和共质

体的互作似乎也是铝毒害的重要方面。我们知道，短时期的铝接触(<60min)即可

抑制根的伸长，但因为没有合适的方法来测量铝在共质体和质外体的分向情况，所

以很难确定这一现象是否是出于铝快速进入共质体并积累到一定数量造成的。

Lazof等(1994)在对食荚菜豆根韵研究中发现在根接触铝仅仅30分钟后即可在其共

质体中检测到铝，说明在根生长受抑制之前，铝已经进入根细胞，那么，极有可能

是铝对共质体的伤害造成根生长抑制。虽然共质体的ql性pH环境(6．5．7．5)和0二

富的铝配体的存在使A13+的浓度保持在极低的水平，但是由于铝对代谢过程中的许

多重要分子具有极高的亲和性，凶而仍可能对共质体造成相当程度的伤害。我们不

难假设，共质体中铝配体复合物的形成，可能抑制了配体自身的重要功能，也可能

是铝配体复合物自身阻碍了其它代谢过程(Kochian，1 995)。

在铝胁迫中，根尖细胞的质外体和共质体均会积累铝。对食荚菜豆的研究表

明在相同胁迫条件下，敏感品种不论在质外体还是共质体，都比抗性品种积累更多

的铝。可见，铝对根尖的伤害可能既包括质外体伤害也包括共质体伤害(Kochian，

1995)。

4
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2．3．3铝对细胞壁的影响

日益增多的证据表明，质外体在感受铝的过程中起着主要作用(Horst，1995)。

铝会诱导许多细胞壁组分发生改变，并诱导细胞壁加厚。细胞壁组分的改变对理解

铝毒性和耐性的机制有很重要的作用。形念和组织学研究表明铝胁迫增加某些细胞

组分如多糖和木质素的含量(Eleftheriou等，1993；Sasaki等，1996)j Van等(1994)

研究表明铝处理增加细胞壁果胶和多糖的含量，果胶含量的增加是糖醛酸、半乳糖

和阿拉伯糖含量增加的结果。Van等(1994)研究也表明铝处理诱导南瓜幼苗根中

半纤维素含量提高，并且发现它主要是由于木糖、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖提高

的结果。铝对其它细胞壁组分如酶、伸展蛋白、木葡聚糖等的影确也很可能影响细

胞壁功能的完整性。因此阐明体内和铝结合的糖组分以及参与细胞壁结构的合成和

修饰的酶的活性和多糖的结构的改变将是很重要的研究内容(Matsumoto，2000)。胼

胝质在铝胁迫条件下迅速而活跃的合成并结合到质外体中，如在大豆中胼胝质的形

成受铝诱导，并且低至5／amol／L的铝处理10 rain即可诱导胼胝质的形成(Horst，

1995)。尽管已经知道铝可能会影响许多细腿壁成分的改变，但且前尚没有直接的

分子证据支持，也不知道这些改变对植物适应铝毒害环境具体有些什么作用。

2．3．4铝对质膜的影响

根细胞质膜位于根细胞的边界，并且富含磷脂，因而质膜是潜在的铝最初结

合的靶位点。关于铝毒害改变质膜的结构和功能以及铝和质膜的相互作用目fj{『已有

许多研究(Matsumoto，2000)，根细胞质膜上磷脂和膜蛋白都可能是铝结合的靶位点

(Akeson等，1989；Caldwell，1989)。铝和质膜的结合诱导膜结构发生改变，从而导

致质膜功能的改变。如质膜流动性及离子转运过程以及膜的电生理特性等的改变。

另外铝胁迫还会诱导膜脂的过氧化，并且发现膜脂的过氧化和旱期根伸长抑制存在

紧密的关系，至于两者如何联系起来尚有待避一步研究(Matsumoto，2000)。

Yamamoto等(2001)调查了铝胁迫条件下豌豆根细胞中铝的积累、膜脂过氧化、胼

胝质形成以及根伸长抑制等4个事件，认为膜脂过氧化是铝胁迫诱导的相对早期的

症状，并且部分地促使胼胝质的形成，而不是根伸长抑制的主要原因。而膜完整性

破坏是一个相对迟的症状。是由于根延伸抑制而起的破裂。Kochian等(1991)表明
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虽然铝胁迫诱导根伸长和根形态发生巨大改变，但相对．柬说根细胞质膜变化较少。

2．3．S铝毒害对钙的影响

早期的研究显示，土壤植物严重的铝毒害症状和cd+缺乏症状相似，并且加

入CaS04或CaC03可以减轻铝毒害症状。Ca2+可能通过跨膜通道被转运至细胞中，

该过程是被动、需能的，许多多价金属离子(如：La3+、Ga，、G毋+)。都能拂制ca2+

的转运，而铝抑制植物对Ca2+吸收和转运的报道也较多(Hua|lg等，1992；Rengel，

1992)。尤其是Huang等(1992)的实验，证实了铝对铝敏感小麦品种caz÷吸收的抑

制远大于抗铝小麦品种，似乎更说明了铝对ca2+吸收的抑制是铝毒害的一个重要方

面。

但是，最近的实验又得出了不同的结果。Rya．等(1997)k正实。一定低浓度的

铝溶液能抑制小麦根生长，但并不影昀根对Ca2中的吸收：而加入其它离子(如：

Na+、M毋+)可改善铝处理的根，土长，但同时也掷斜了根对Ca2+的吸收。出此可见，

铝毒害似乎并非由铝对c2+吸收的抑制造成，至少可以c兑低浓度铝对植物根生长韵

抑制不是由此造成。

此外，尽管有人提出铝生理毒害的一个重要靶位点可能是ca2+结合蛋白

—caM。但目前还没有一致的证掘证明浚假设是正确的(Kochian，1995；Matsumolo，

2000)。

2．3．6铝毒害对细胞骨架的影响

在铝胁迫中，根伸长受到抑制，根尖膨胀，极有可能是A】”改变了细胞骨架，

并最终影响了根的形态。

在人类和动物中，Al”诱导的神经系统的紊乱经常和细胞骨架的缺陷有关。A13十

强烈促进微管蛋白装配到微管上，并抑制了随后发生的ca2+诱导的微管蛋白的解聚

作ff](MacDonald和Martin．1989)。微管的装配需要M92+，一般认为，参与此过

程的M92+结合在GTP和GDP受体位置，而A13+对这一位置的结合常数是Mgp的

3x 107倍，也就是税，4×tO"10tool活性的A13+就可和l×10‘3mol活性的M92+进行

有效的竞争。微管装配过程中的GTP水解速度是调节体内微管动力学的关键，而

这～速度会出于A13+的结合丽降{氐。出于缅跑中微管懿形残和分解的动力学平衡根

6
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敏感，因而．细胞内极低浓度的AI”可能就足以扰乱这一平衡状念，并导致细胞失

去功I一目g(Kochlan，1995)。在大豆根细胞中铝会诱导肌动蛋白网络的僵硬(Grabski和

Schindler,1995)。在玉米铝敏感品种根尖转换区远端(DTZ)的细胞中锚诱导的微

管和微纤丝的变化是最明显的(sivagum等，1999)。转换区远端细胞的细胞骨架对

铝特剥敏感，这和这一区域的细胞对铝的特异敏感性相～致$ivaguru和Horst，

1998)。最近对烟草的研究表明，微管细胞骨架的确是早期铝毒害的靶位点，铝诱

导形成额外的皮层维管束，减少单个维管束的厚度，增加a一维管蛋白和相应的维管

蛋白折叠伴]g(Schwarzerova等，2002)。

2．3．7铝毒害对信号传导过程的影响

医学领域的研究显示，铝毒害的细胞学机制可能包括A13+和参与磷酯酰肌醇信

号传导途径的各个组分之蒯的互作，该结论在动物细胞中已经绳到证实(Berridge，

1987)，植物细胞中铝毒害也搀制这一信号通路，可能通过影响磷脂酶C柬影响这

一途径Oones和Kochian，1995)。实验证实，铝处理干扰这一信号途径可能通过抑

制信号诱导的胞质三磷酸肌醇(IP3)浓度的升高而实现的。在某些实验中，可通

过抑制随后发生的胞质cf+浓度的升高而干扰这一途径(KochiaIl，1995)。进一步研

究表明铝确实会抑制磷脂酶C的活性(Pina—Chable和Hemandez．Solomayor，2001)。

阐明铝影响的信号途径对理解早期的铝毒害机制将是很重要的。铝也可能在

蛋白磷酸化和去磷酸化中起作用(Matsumoto，2000)。这需要进一步的研究农证明。

3植物对铝毒害的抗性机理

已经知道不同的植物种阊以及同一种内不同品种问对铝的抗性存在较大的变

异。到底是什么机制促成这些植物抗铝呢?根据已有的知识植物铝抗性机制可分为

促进铝从根尖排放的铝排斥机制和共质体耐铝的铝时受机制。不同的细胞机制可促

成植物抗铝性。但不可能所有植物都使用单一的抗性机制。

3．1植物对铝的外部排斥机制

研究表明，根尖对铝的排斥作用是许多植物抗铝毒的机制之～，如小麦、玉

米、大豆、黑麦等(Ma等，200i)。相对予小麦抗铝品种及其近等基因系来说，铝敏
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感品种在根尖积累的铝是它们的3-8倍(Tice等，1992)，而根尖正是铝毒害的主要

位点(Ryan等，1993)：两个品种在成熟根组织的铝含量并无差别。此机理可能包括

整个根尖(质外体和共质体)的铝排斥作用。凶面，最可能的机制要么释放蝥合锚

的配体，要么诱导增加根际pH值(Kochian，1995)。

3．1．1根际pit梯度障碍

铝胁迫时，某些植物种类或品种能在根系质外体或根际维持较高的pH值，在

裉．土壤界面形成一个pH屏障，从而降低铝的溶解度，限制铝进入共质体。B?tamey

等(1983)证明，当溶液pH从4．5上升到4,6时，溶液中铝的浓度下降26％。拟南芥

突变体研究表明，抗铝突变体a／r一104是通过铝诱导提高根际pH值束排斥铝的

(Degenhardt等，1998)。但这一机制是否在野生型的植物种中存在并行使抗铝作用

尚缺乏足够的实验证据支持。

3．1．2细胞壁的铝排斥作用

曾经有人提出报细胞壁可能是铝结合和固定的位点，细胞壁会阻止铝和质膜

结合，或者进入共质体(Kochian，1995)。已有研究表明铝会诱导细胞壁加厚及细胞

壁组分的改变，铝诱导多糖(Eleflheriou等，1993；Van等，1994)、木质素(Sasaki等，

1996)、果胶(Van等，1994)、半纤维素(Tabuchi和Matsumoto，2001)等细胞壁成分

及胼胝质(Horst，19951的积累，这些成分的改变可能会影响细胞壁透性，另外，这

些物质积累在细胞壁上也可能会形成一种屏障阻止Al进入共质体中。

另一方面，有人认为这主要是抗铝植物根系的阳离子交换力(Cation exchange

capability，CEC)低，因而抗性品种细胞壁上结合了更少的铝。低CEC作物品静

积累单价阳离子优于多价阳离子，对阳离子的吸收低于对阴离子的吸收，因而降低

了生长介质的酸化程度，从而能减少铝进入共质体的数量(Taylor,i988)。但Kennedy

等(1986)认为，植物根系CEC在植物抗铝中的作用微不足道。对于根系CEC在铝

排斥机制中作用目前尚无定论。

3．1．3铝诱导的根尖有机酸的排放

目前大量的研究集中于研究植物通过排放有机酸螯合A13+来缓解铝毒害的机
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制。并且已经有足够的证据表明铝诱导有机酸分泌螯合根际A13+是植物抗铝毒害的

机制之一。

该结论最早是在食荚菜豆中报导的(Miyasaka等，1991)：食荚菜豆植株在无菌

铝溶液中生长8天，抗铝植株根系分泌的柠檬酸是自身对照的70倍，是铝敏感植

株(铝处理、对照)的10倍。到目前为止，已知有lO多种抗铝植物通过根尖排放

有机酸来减缓铝毒害(Ma，2000；Ma等，2001)。柠檬酸、草酸、和苹果酸是不同植

物根排放的能够有效的和AI”形成复合物的共同的有机酸。在小麦中根排放苹果

酸：在菜豆、玉米、大豆中排放柠檬酸；在荞麦和芋头中分泌草酸；一些其它植物

如小黑麦、油菜、燕麦、黑麦和胡萝b则同时分泌柠檬酸和苹果酸(Ma等，2001)。

对于有机酸分泌，存在着两种不同模式：模式1在加铝和有机酸分泌丌始之|'自』没

有明显的延迟。如小麦在铝处理开始15 min内即可检测到苹果酸(Delhaize等，

1993)。模式2有机酸分泌相对于铝胁迫丌始要延迟几个小时。如黑麦中柠檬酸、

苹果酸分泌在胁追后6．10 h期间逐渐增由n(Li等，2000)。模式1暗示着铝可能激活

一个已经存在的机制而不需要诱导新的蛋白(Ma，2000)。在这种情况下铝可能仅简

单的激活一个膜转运体而起始有机酸的分泌(Ma等，2001)。相比之下模式2可能需

要诱导一些蛋白。这些蛋白可能参与有机酸的代驸或转运(Ma等，2001)。水稻足小

粒禾本科作物中最抗铝的作物，有机酸分泌机制是否在水稻中也存在呢?至今仍很

少看到水稻中有机酸分泌的报导，Ma等(2002)研究表明除分泌少量的柠檬酸外水

稻根并不分泌任何其它有机酸，并且在抗性品种和敏感品种中柠檬酸的分泌量并无

差异(Ma等，2002)。说明水稻中可能存在有机酸排放之外的其它抗铝机制。

3．2植物对铝的内部耐受机理

相对来说，对铝排放机制的研究大大多于对铝耐受机制的研究，因而对铝耐

受机制目前所知甚少。已经知道一些高等植物能积累高浓度的铝而不显示铝毒症

状。荞麦在短期的铝暴露(5 d)就可以在每公斤重的干物中积累大于400 mg的铝

(Ma等，1997)，而当生长在酸性土壤中时每公斤干物重可积累高达15000 mg的铝

(Ma等，2001)。八仙花属植物也可以在几个月的生长期间积累高浓度的铝(>3000

mg kg．1)(Homung等，1999)。说明共质体铝耐受机制也是植物抗铝毒害的主要机

制之一。

9



热带早稻抗铝的遗传驶分了机理lij|_究

3．2．1细胞溶质中的螯合作用

研究表明，铝胁迫时，植物抗铝品种根系相对于铝敏感品种含有更多的有机

酸。Foy等(1990)研究了5个不同抗铝性小麦品种根系有机酸浓度和其抗铝性的关

系，结果发现，铝处理后小麦根系的延胡索酸、苹果酸、琥珀酸和总有机酸的浓度

提高，各品种两个铝处理水平的延胡索酸、苹果酸和总有机酸的浓度有显著性差异。

由于有机酸能螯合A13+，且其和A13+的亲合度大于ATP等细胞内化学组分，因而

能阻止Al”和它们的结合，有效地降低植物内部的Al”的毒害作用(Ma等，2001)。

最近的研究表明上面提到的两个铝积累物种是通过形成铝-有机酸复合物来解

除细胞内铝的毒害(Ma等，2001)。在八仙花属植物中铝和柠檬酸以l：1形成复合

物(Homung等，1999)，而在荞麦中铝和草酸以1：3形成复合物(Ma等，1997)，并

且已经通过核磁共振验证(Ma等，2001)。当前一个有效的假说是这些螯合物有效的

减少了细胞质中A13+的活性，阻止了铝和其它铝敏感的细胞组分形成复合物(Ma等，

2001)。

3．2．2铝诱导蛋白质的形成

铝可诱导植物产生一系列蛋白质。Cruz-Ortega和Ownby(1993){_iE实小麦椒受

铝诱导产生一种18KD的蛋白质，与病原发生相关蛋白相似，该蛋白在其它胁迫中

也被诱导表达，且抗铝和铝敏感基因型都表达。Basu等(1994)鉴别了两种铝诱导的

51KD的微粒体蛋白，在Cd和Ni胁迫时也能少量产生，而在其它胁迫中不产生，

并且该蛋白只在抗铝品种中产生，认为它们可能与抗铝过程有关。朱睦元等(1990)

对大麦耐酸铝变异体和野生型的过氧化物同工酶的电泳分析表明二者有明显的差

异。某些特异性酶带与抗铝性有一定的关系。酸铝条件抑制了野生型细胞中这两条

酶带多肽的产生，而变异体细胞中仍能『F常表达。

尽管已经发现一些铝诱导蛋白，但至今没有明显的证据显示这些铝诱导的蛋

白质与抗铝机理有关，具体的机制需要从分子生物学的角度去进一步阐明。

0
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3．3植物抗铝毒害的分子机制

3．3．1植物抗铝基因定位

随着遗传学的发展以及植物抗铝的遗传机制研究的开展。对植物抗铝毒害的

基因定位研究也逐渐展开，目前已对多种植物进行了抗铝基因定位研究。

在双子叶植物拟南芥中运用重组自交系定位了2个铝抗性QTL，分别位于第1

和4染色体，总共解释了表型变异的43％(Kobayashi和Koyama，2002)。

单子叶禾本科作物抗铝性研究中，研究较多的是小麦、大麦和黑麦。已有研

究表明在大麦中抗铝性是出单基因控制的(Minella和SorreUs，1992)。不同品种的

抗性差异主要是由于该基因不同等位基因决定的。Tang等(2000)将其定位于染色体

4H的长臂上。小麦中铝抗性是由主基因和～些微效基因共同控制的，在染色体2D、

4D和5D上都存在铝抗性基因。Riede和Anderson(1996)将一个主效基因定位于

染色4DL，这个基因解释了85％的表型变异。在黑麦中运用染色体附加系和替换系

发现铝抗性主基因位于染色3R和4R和6R上(Aniol和Gustafson，1984；Gallego等，

1998；Mifiahudin等，2002)。

水稻铝抗性是由多基因控制的，目前已有5篇文章报导水稻抗铝基因的定位

工作，结果表明水稻中抗铝QTL在不同的遗传背景中分别位于第l、2、3、4、6、

7、8、9、10、12等染色体上(Ma等，2002；Nguyen等，2001；Nguyen等，2002；Nguyen

等，2003；Wu等，2000)。为便于进一步分析和克隆铝抗性基因，本文将不同研究定

位的水稻铝抗性QTL进行了整理(表1．1)，以便于不同遗传背景进行比较。除第1染

色体上的QTL在不同群体中存在共性之外，其它染色体上的QTL都未能在3个以

上的群体中检测到位于相近位置的QTL o从表1．1可知，在不同的遗传背景中抗铝

QTL存在较大变异。单个QTL效应及QTL的总效应也存在较大变异。另外从表

1．1可看出不同群体中定位的单个铝抗性QTL的效应都较小(差不多都在25％以

下)，上位分析表明水稻铝抗性遗传效应中上位性效应也占了较大的比例(Wu等，

2000)。这反应了水稻铝抗性遗传机制的复杂性，也暗示着水稻的抗铝性不可能仅

由单一机制来解释，可能是多种机制联合作用的结果。从以前的分析可知对于效应

较小的QTL，由于所用遗传群体、环境条件、统计方法及所用QTL分析软件的不
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同会影响其定位准确性及对其效应的估计(毛等，1999)。因此综合不同材料和培

养条件的定位结果，确定不同条件下都能起作用的QTL是进一步利用铝抗性QTL

所必需考虑的问题。

表1，1不同水稻群体中定位的铝抗性QTLs

群体 处理时闻 染也体 QTL逸间 贡献率 文献

Azucena／IRl552 14 1 RZ801-RG323 19 Wu等f2000)

Chiembau／Omon269·95 10

F2．，

KoshihikaritKasalalh／／4

Koshihikari

BCIF7

CT9993儿R62266

RIL6

O．mfipogon／IR64

RIL6

I

2

3

5

JJ

2

6

CDOl395一AGC．CAC4

RG9-RG457

WGll0-RGl09

RGl39一CD0395

RG996一RZl42

BCD454．RG470

RG2-RZ53

CS6一R2625

R25 10．R2460

S1520·G200

CD0345．MElol4

RGl028．RZ543

C1408·C1419

ME82-CDOlz2

RGj90一EMl53

ME43·EMl5ll

ME53一Cll2I

RG667-RM2l 5

EMl69一G333

RG323-ME29

RG406-RZ2记

CD01395．RG39

RZ629·RG650

RG28-RM223

RM201-wALl7

9

{O

Tolal 38

25

7．9

IO

6．1

62

TbtaI 55．2

11．1

7 3

8 7

Tbtal 27 l

241

18 5

13 4

12．8

20l

lO 3

28 7

19 3

17 7

19 7

TotaI 60 54

9

249

22 5

20．8

9．9

Nguven摊(200 J)

Ma等(2002)

Ngttyert等f2002)

Nguyen等(2003)

701bl盘1 ．8’

+：此总贡献率通过多QTL模型汁算。

●●2，4

7

S

9旧旧
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3．3．3植物铝诱导基因的克隆

通过不同的方法试图克隆抗铝基因的工作已在不同的作物中展刀：。至今已从

植物克隆了20多个铝调节基因，其中在不同的小麦品种中已经克隆了10多个铝调

节基因(Hamel等，1998；Riehards等，1994；Snowden和Gardner,1993)。在拟南芥

中也已经克隆了lO多个基因(Richards等，1998)。克隆铝调节基因的工作在烟草中

也已经展开(Ezaki等，2000；2001)。从这些铝诱导基因的功能分析可知铝毒害会影

响不同的生理、生化途径(表1．2)。

Snowden等(1995)从小麦中分离了7个铝诱导基因(wali 1～7)，包括金属硫

蛋白样蛋白，苯丙氨酸氨裂解酶，蛋白酶抑制剡以及伤害诱导基因等。Hamel等

(1998)也从小麦中克隆了几个铝诱导基因，包括过氧化物酶、半胱氨酸蛋白酶、苯

丙氨酸氨裂解酶、草酸氧化酶。然而这些基因在抗性品种和敏感品种中都受铝诱导

增强表达，而且受金属毒害、低钙、生理伤害诱导(Snowden等，1995)。表明这些

基因可能和抗性品种的抗铝性没有关系而是铝毒害的一种防御反应。大部分这些基

因和病原发生相关的传导途径相关(HameI等，1998)。Cruz-Ortega等(1997)的研

究发现l，3．13．葡聚糖酶和细胞骨架肌动蛋白(fimbrin．1ike)样蛋自也受铝诱导表达。

这也表明铝毒害诱导植物防御相关基因和保持细胞骨架相关基因增强表达。

Delhaize等(1999)从小麦中克隆了一个编码磷脂酰丝氨酸合成酶(PSS)的基凶，

酵母中表达表明它能增强抗铝性。铝离子易和磷脂结合，因而质膜是铝进入细胞的

主要障碍，可想而知，改变质膜的磷脂组成可以通过排斥铝而提高铝抗性。但是在

拟南芥和烟草中高水平表达却导致叶片的坏死，可能是过量积累磷脂酰丝氨酸的缘

故。研究表明一个编码多药抗性(MDR)类似蛋白的基因也受铝诱导表达，它是

一个钙离子通道抑制剂，可能是铝毒害的早期破坏了钙离子平衡的缘故(Sasaki等，

2002)。

Ezaki等(1995；1996)从烟草中分离到3个铝诱导基因，包括生长素调节基因

(pALlll)、谷胱苷肽．S．转移酶(GST，pALl42)、过氧化物酶(pAL201)．其中

前两个基因也受磷饥饿诱导增强表达。Richards等(1998)也从铝处理2 h的拟南

芥中克隆了过氧化物酶、GST和一个蓝色铜结合蛋白基因。酵母研究表明热击蛋白

HSPl50也受铝诱导，基因敲除突变结果表明HSPl50在铝胁迫中起基本的保护作
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用(Ezaki等，1998)。这些氧胁迫相关基因的诱导表明铝胁迫和氧胁迫可能存在共同

的反应途径，办或是铝胁迫结果会导致氧胁迫。

明风等(2002)发现RuBP羧化酶与光合系统I P700编码基因也受铝诱导增强表

达，表明铝也可能影响光合作用系统。

表1．2目酶为止报道的已知功能的铝诱导基因。

编号 基因 米白物种 参考文献

Blue copper binding protein(BCB) Arabidopsis Richards等．1998

Bowman-Birk protease inhibitor

Glutathione．S-transferase(GST)
Peroxidase

Reticuline：oxygen oxidoreductase

Superoxlde dismutase．

Anionic peroxidase N．tabacum

GDP·dissociation jnhibitor

Glutathione—S—tmnsferase(GST)

Ezaki等，1996

Ezaki等，1999

Ezaki等，1995

Heat shock protein S cerevisiae Ezaki等，1 998

SED l(putative membmne protein)

I，3-beta-glucanase

Fimbrin·like cytoskeletal protein

PhosphaIidylserine synlhase(PSS)

Cysteine proteinase

oxalate oxidase

ATP synthase

Vacuolar ATPase

Muttidrug Resistance(MDR、·Like protein
Bowman．Birk protease fnhibitor

Metallothionein—like protein

Phenylalanine ammonialyase

23 RuBP羧化酶

24 光合系统J P700

Cruz-Ortega等，1 997

Delhaize等．1 999

Hamel等，1998

Hamilton等，200 I

Sasaki等．2002

Snowden,≠／／Gardnet，1993

． Snowden{：flGardner，1 993

Hamel等，1998

O．Rufipogon明风等，2002

随着研究的进展，铝诱导基因的发现『F逐渐增多，但目前还没有克隆抗铝基

因的报道。进一步工作需要阐明这些基因到底和铝抗性有没有什么关系。运用基因

4

，2

3

4

5

6

7

8

9

M¨

佗¨M巧临"幅伶加引让
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获得突变体(遗传转化)和基因缺失突变体(敲除或自然和人工诱发突变形成)是

研究这些基因功能的有效途径。Ezaki等(1999)将11个铝诱导基因转入酵母中进

行铝胁迫筛选，结果表明蓝色铜结合蛋白(BCB)基因和烟草的GDP分裂抑制子

1(GDI 1)能提高铝抗性，其中BCB起着限制铝吸收的功能而GDI促进已吸收的

铝的排出。拟南芥转基因结果表明BCB、GDI、GST、过氧化物酶能减轻铝毒害和

氧胁迫(Ezaki等，2000；Ezaki等，2001)，说明这些铝诱导基因参与对铝毒害的防御

作用。

研究表明，通过生物技术途径获得抗铝植物是可行的。将假单胞菌柠檬酸合成

酶基因转入烟草和番木瓜中可得到抗铝植株(de la Fuente等，1997)。这为将来通过

基因工程改良作物抗铝性指明了方向。
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第二部分 cDNA．AFLP技术的原理及其应用

eDNA．AFLP是一种新的显示差异表达基因的RNA指纹技术(Baehem等．

1996)，eDNA．AFLP分析优于其它的RNA指纹技术和以DNA芯片为基础的方法

(Baldwin等，1999；McClelland等，1995)。与差异显示方法相比，eDNA．AFLP的退

火温度相对较高，使其严谨度更高并使其结果可以重演，这己被RNA凝胶分析证

实(Bachem等，1996；Bachem等，1998)。与以杂交为基础的技术(如DNA：占片)

相比，eDNA．AFLP能揭示含有合适限制性酶切位点的任何基因时空表达的改变，

且能区别同一个基因家族中高度同源的基因：此外，eDNA．AFLP不需要任何事先

已知的序列信息；这些优点使eDNA．AFLP成为一种克隆新基因的良好的工具。

1 eDNA．AFLP技术的原理与方法

cDNA-AFLP技术是将AFLP技术应用于mRNA的差异表达的一种RNA指纹

技术。它通过选择性引物的选择性扩增产物来显示不同物种、不同时问、不同处理

条件下cDNA即mRNA之间的表达差异。它以mRNA为材料，结合了RT-PCR和

人工接头技术，先将样本mRNA逆转录成eDNA。两边同时用2个分别识别6bp和

4bp序列的限制性内切酶进行酶切。酶切片段和适宜的接头连接，然后利用与接头

互补的引物预扩增。再在引物3’术端加2～3个选择性碱基进行选择性扩增，最后在

测序胶上展示可获得大小在100～1000bp之汹的重复性好、清晰的条带(Baehem等．

1996；Bachem等，1998)。

在基因组AFLP分析中，需要有3个选择性碱基，而eDNA．AFLP中，利用2

个选择性碱基即可，因为cDNA的复杂性远较基因组DNA低。PCR循环次数和模

板稀释倍数对扩增条带影响较大。但每对引物组合～般可得到约50条左右的可以

别条带。共有256对引物组合可供筛选，总共可出现约13000条条带。由于扩增显

示的模板条带数大约为模板的2倍，所以共约有6500条条带被显示。假如植物

mRNA样今总数有15000-30000之瞄，利用一个酶切组合即有约半数的mRNA样

本被检测。由于AFLP分析可以利用许多限制性内切酶，如EeoR I、HindlII、Pst

I、XbaI、Taq I、Mse I等，再加上选择性碱基种类、数目很多，所以理论上
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eDNA．AFLP可产生的标记数目是无限的，可以对生物体全部的mRNA样品进行筛

选。

2 eDNA。AFLP技术的特点

重复性好。cDNA—AFLP在cDNA酶切片段两端加上统一的引物作为PCR扩

增模板，并且退火温度较高，因而可靠性较高，其重复性可达95％以上。Fukada

等(1999)也证实eDNA—AFLP分析重复性达95％以上。Money等(1996)为证实该技

术的重复性，重复合成新的cDNA并按程序进行选择性扩增，在进行的10个不同

引物产生的条；特中不同批次合成的cDNA表现结果完全一致。Habu等(1997)L1i较

了eDNA．AFLP技术和DD．PCR扩增的结果，结果发现其重复性大大高于DD-PCR。

Baldwin等(1999)进一步证实了RAP．PCR、DD．PCR等技术对反应条件以及模板质

量非常敏感。而eDNA．AFLP对反应模板与反应条件的要求就没有那么苛刻。

可准确地反映表达量的差异。DD．PCR与RAP．PCR等mRNA指纹技术为了

获得可见产物，都有要求一个较低的退火温度。特异扩增产物条带的强弱不仅同

eDNA样本最初浓度有关，也依赖于引物模板问的特异配对的程度。而eDNA．AFLP

技术由于其反应条件的严谨性，扩增产物水平完全依赖于单个模板的浓度，这样可

对基因的表达量差异提供一个可靠的结果。与差异显示方法相比，eDNA—AFLP的

退火温度相对较高，使其_『rF：谨度更高并使其结果可以重复，这己被Northern杂交分

析证实(Baehem等，1996；Bachem等，1998)。

3 eDNA-AFLP技术的应用

3．1研究基因的表达特性

eDNA—AFLP分析同其它RNA指纹技术和基于DNA芯片技术比较，r一]-直接

地研究基因表达特性(Baldwin等，1999)。Bachem等(1996)．}1j用已知表达模式的土

豆贮藏蛋白STATB2基因验证eDNA．AFLP技术研究基因表达的可行性，证实它可

用于研究基因的时空表达模式。Dellagi等(2000)将eDNA-AFLP用于研究植物与病

原相互作用过程中基因表达的变化。该技术还用于研究植物受农杆菌侵染过程中的

基因表达变化(Ditt等，2001)。以及根瘤形成过程中的基因表达变化(Simoes．Araujo
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等，2002)，等等。另外，该技术也应用于基因组范围的细胞周期差异表达基因的研究

(Breyne和Zabeau，2001)。

3．2发展遗传标记

Suarez等(2000)矛u用cDNA-AFLP分析木薯作图群体的一对亲本，狱得500多

个TDFs，它们分别在各自的亲本中表达，对其中s0个TDFs进行克隆、分析，并

将部分标记定位于遗传图谱上。对TDFs遗传作图表咧TDFs比随机cDNA有更多

的多念性。

另外，eDNA·AFLP还可以用于遗传群体分析，直接构建基因组范围的转录图

谱，cDNA—AFLP得到的差异克隆可直接作为一个遗传标记用于遗传分析(Brugmans

等，2002)。

3．3分离特异表达的基因

Habu等(1997)30用cDNA-AFLP比较了普通牵牛白花、红花两个品系的花芽

mRNA。获得2个在红花花芽中高度表达面在白花中不表达的cDNA片段，并通过

筛选全长cDNA文库将其克隆。Del[egi等(2000)利用eDNA．AFLP方法分离了不同

条件下植物病原差异表达的基因，并通过Northern验证。Bachem et al f2001)用该

方法从马铃薯中克隆了一个类固醇脱氢酶基因。Johnes和Rower(1998)进～步指出

eDNA．AFLP与DD-PCR相比较在分离差异表达基因方面具有更高的可行性。

Kojima等(2000)利用了cDNA—AFLP技术结合基因定位结果克隆了小麦Q基

因，该基因位于染色体5A的长臂上，控制麦穗形念和落粒性等农艺性状。他们比

较了中国舂和它的～个染色体缺失品系的eDNA—AFLP图谱(该品系缺失一段包括

Q基因的15％的5A染色体)，发现有92个片段在两个品系中有不同的表达。Northern

和Southern杂交表明其中16个片段在，卜舀春中有特异或较强的转录信号。序列分

析知9个克隆同已知基因无明显的同源序列。其中6个克隆定位于第5染色体上，

克隆pTaQ22恰被定位于Q基因位置。因此，他们认为eDNA．AFLP可以方便地、

系统地用于遗传背景比较复杂的多倍体作物基因的筛选和分离。
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4 eDNA—AFLP技术的发展

作为一种研究基因组范围的差异表达变化☆勺方法，eDNA—AFLP技术也在不断

发展，限制性内切酶的选择(Habu等，1997)，以及抑制性PCR技术应用于选择性

扩增步骤，使得这一技术的针对性和可靠性进一步得到提高(Fukuda等，1999)。另

外荧光显色技术及自动化分析软件的应用使得这一技术更直观，操作更简便、自动

化程度更高(Breyne等，2002)。随着分子生物学的发展，eDNA—AFLP技术将会更

加完善，应用范围会更加广泛。
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第二章 比较基因定位分析

在酸性土壤中，铝毒害是限制作物产量的主要因素。全世界酸性土壤的比例

高达40％，主要分布在热带和亚热带地区(Kochian，1995)，我国酸性土壤约占全国

耕地面积的21％(熊毅，1990)。主要分斫i在我闺南方的广大红壤区域。铝毒害也是

我国农业生产的重大限制因子。大多数早作对铝敏感，如大、小麦在几个毫克铝／

公斤土水平，即町发生铝害，而大多数酸性土壤中活性铝都超过这个水平。水稻相

对于旱作物来说是一种较抗铝的作物，但品种问差异也很大，某些热带早稻表现为

高抗铝性。研究表明热带早稻，如Palawan，Azucena等在30mgAI／L水平下，根系

生长仍然表现正常，而铝敏感水稻品种，如IRl552，在10 mg AI／L胁迫水平下根

系生长即明显受阻(Khatiwards等，1996；Wu等，1997)。

施石灰是减轻酸性土壤中铝毒害的有效措施，可是费钱费力，划深层土壤没

什么效果，而且大量施用石灰会破坏土壤结构。选用抗铝品种是解决酸性土壤铝毒

害的经济有效的措施。铝毒的遗传学机制已经在几种重要植物中展开研究。已有研

究表明大麦的抗铝性是由单基因控制的。小麦中抗锚性是由主基因和一些微效基因

控制的，但不同遗传背景和铝胁迫浓度显著地影响抗铝基因的表达。Tang等用RFLP

标记将大麦品种Dayton的抗铝基因定位于染色体4H的氏臂上，并发现它和定位于

染色体4D上的小麦抗铝基因都和同一个标记Xcd01395紧密连锁，说明了两者抗

铝基因位点是直向同源进化的。“ma等(1995)研究表明玉米中抗铝基因是由多基囚

控制的，抗铝基因表现为加性效应。

水稻是我国最重要的粮食作物之一，其种植面积约占粮食作物总面积的40％，

总产量约占粮食总产量的一半。水稻也是当前分子生物学研究的模式植物，旱种水

稻也是当前遗传育种的一个重要研究方向。因此，探明热带早稻中抗铝基因背景，

克隆抗铝基因对今后选育抗铝优良水稻品种或将抗铝基因运用于其他早作中，以解

决酸性土壤铝毒害问题具有重要的理论和实践意义。研究表明栽培稻不同基因型品

种问对铝毒抗性存在较大差异。水稻抗铝性是由多基因决定的数量性状这已经在不

同的研究中反映出来。尽管已经有多篇文章报道，但目的尚没有明确是否在不同的
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研究材料中存在共同的QTL。本章将对抗铝基因进行定位，并对当前不同研究报

道的结果进行整合以便进一步研究参考。

1材料

亲本材料：IRl552和Azucena。IRl552是来自IRRI的籼型铝敏感水稻品种，

Azucena为热带粳型抗铝早稻品种。

群体材料：本研究所用的重组自交群体为IRl552×Azucena杂交发展而来的重

组自交系Flo代的96个株系。

2方法

2．1水稻材料准备

2。1．1种子处理

Azuccna、IRl552神子用蒸馏水洗净，3％次氯酸钠浸20min。再用蒸馏水洗净，

放于培养皿中，304C黑暗浸种至露白(2 d)，再在27。C培养2 d；将发芽的种子移

至尼龙纱网上，进行A1胁迫处理。

2．1．2胁迫处理

设3个重复，每个重复各4株苗按随机排列种植。发芽种子播于在底部有纱

网的PVC板．卜，采用1／2营养液(对照：不含铝；处理：含铝O．556 mmol／L即100

lamollL活性A13+，活性A13+采用Geochem．PC计算(Parker，1 995))进行溶液培养和

胁迫处理，一周后姆茁移入没有纱网的PVC扳上培养。培养液母波j!!i0方如下

(Yoshida等，1976)，终浓度为母液稀释1600倍(1／2营养液)。

培养液母液(各500m1)：

solmion I：NH4N03 45．79；CaCl2 44．39

solution II：NaH2P04 2H20 20．1 59；K2S04 35．79

solution IIi：MgS04 7H20 1629

solution IV：MnCl2 4H20 0．759；fNH4)6M07024 4H20 O．0379；H3803 O．4679

ZnS04 7I-120 0．01 759；CuS04 5Hz0 0．01559；FeCl3 61-120 3,859；柠檬酸一水合

物5,959
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培养液pH=4．0，每天调一次pH，每5天换一次培养液a

温度控制：白天28。30"C，12 h；夜晚20—22 4C。

光照强度：250～300 txmol m。s一。

2．1．3根长的测量

将在对照和处理溶液中生长1星期和2星期的茁取出，分别用直尺测量3根

最长根的长度。基本统计数据的分析采用Excel 2000进行。

2．2遗传连锁图构建

本试验根据RIL群体以前发表的数据(wu等，2000)随机选了96个株系构

成一个新的群体用于遗传分析，从部分性状及分子标记的分布来看该群体呈正态分

布。利用该群体构成一个新的遗传连锁图，该图谱包括104个AFLP标记和114个

RFLP标记，41个微卫星标记，1个CAPS标记，覆盖了水稻的12条染色体。整个

连锁图总长度2860 cM，平均标记区间长度11 cM。图谱构建采用Mapmaker 3．0完

成。

2．3QTL分析

采用Qgene3，06(Nelson，1997)进行单因子方差分析和区间作图分析。LOD

值>2．2认为存在可能的QTL。

3结果

3．1铝抗性基凶定位

3．1．1表型表现

根据前人的研究，用相对根长(RRL=铝处理条件下最大根长／对照条件下最大

根长)作为抗铝性的指标。亲本和群体的相对根长分稚如图2．1所示。由图可知相

对根长的分稚基本呈正态分布。经过1星期的胁迫Azucena和IRl552的平均相对

根长分别约为0．2和0．9。胁迫2星期的茁Azucena和IRl552的平均相对根长分别

约为0．3和1．0。这也说明Azucena是一个较抗铝的品种，而IRl552则是铝较敏感

的品种。
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图2。1．相对根长在RIL群体中的分布图，上图为胁追l周苗，下图为2周苗。

各图右上角为亲小和群体的平均值及标准差。

3．1．2铝抗性QTL

单因子分析(Single marker analysis)和区间作图分析(interval mapping)用束检

测铝抗性QTL。LOD>2．2则认为存在可能的QTL。

处理条件下最大根长(MRTr)、对照条件’卜．的最大根长(MRCK)及相对根长

(RRL=MRTr／MRCK)等3个性状分别进行QTL分析，结果见表2．1，在对照条件

并没有检测到根长的QTL。在胁迫1星期、2星期情况下，分别检测到1个决定胁

迫根长的QTL，位于染色体1的RZ801．RG323区问，贡献率分别为15％和11％。

而对抗铝参数相对根长的分析表明，在1星期和2星期胁迫条件下检测到的QTL

基本上是一致的，都检测到3个QTL，分别位于第1、9、12染色体上(表2．1，

图2．2)，总共分别解释了39％年11 35％的表型变异。第一染色体上QTL在第1、2

两周的贡献率随着胁迫时问延长而减少，分别为16％和9％，有利等位基因来自

Azucena。相反第9、12染色体上的QTL随着胁迫时问延长而效应增大，两者在第

姐复

淼眦
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1、2星期的贡献率分别为13％、15％和10％、11％。12染色体上QTL的有利等位

基因来自Azucena，而第9染色体上的QTL的有利等位基因却来自铝敏感品种

IRl552。

表2．1．铝胁迫1星期、2星期检测到的QTL

性状 染色体LOD值 QTL区间 贡献率加性效廊

MRTrl l

RRLI l

9

12

2．2 RZ801．RG323

2．4 RZ80I—RG38I

2．9 RZ698．ACA—CTA 1

2．2 ACA-CT丁l-RMll7

15％

16％

13％

10％

-0．70

—0．08

0．08

．O．08

MRTr2 1 2．6 RZ801．RG323 11％ ．O．88

RRL2 I 2．3 RZ80I．RG38l 9％ ．0．07

9 3．1 Rz698．ACA—C丁A1 15％0．07

12 2．5 ACA·CTT卜RMll7 11％ ．0，08

注：MRTrl、MRTr2为处理条什F 1星期和2星；5I】的最人根长；RRLl、RRL2为1星期

和2星期的相对根长。

cM Chr Marker

AAG—CTC9

R210

AAG-C^T16
AGC-c‘rA6
^GG．CAA6

CD0920

BCDf34

0

2

cM Chr 9 Marker eM Chrl2 Marker

12 3

6 S

5 8

4 8

4 7

2l 8

16 9

8l

19 0

8 3

6 0
2 2

J2 5

6 5

36
5 6

16 4

2 7
3 0

4 9

6 5

13 7

AAC．CT乃

AGG．CAA5

RG757

A6C-cA∞
GT-GGl
RZ699

ACA．CTA5_

ACA．C1A1

ACAfTA4

AAC_cAG3

^GC．CA08
R¨422

AAG—C1fcIO

RM242
RM328
RG570

RG667

RM205
RGl4I

RZ792
AGG．CAG

RG45I

I RRL 且MRTr

RZ26I

RGl09A
^CA—CpJ7

ACA-CAT6

RG457

AGG．CTGl

AAC．CTC5

AGGCTG3

AOGfAG5
AGGC^G6
^GG《TT4

ACA-cTT】

RM¨7 _
RM247

RG574a

ACA，CTG6

图2．2．已检测QT：的染色体位置。(因胁迫l、2星期的定位结果基本一致，故没

有分开表示。)
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3比较定位结果

目前有关水稻铝抗性基因定位的文章已经发表了5篇，比较不同群体、不同

遗传背景、不同实验条件下的研究表明不同的定位结果存在较大差异。在不同的研

究中都在第1染色体一个较近的区域检测到铝抗性QTL，而其它位置QTL都未能

在3个以上的群体中检测封。可见第1染色体上存在一个铝抗性QTL足比较确定

的，在不同的材料申该QTL的贡献率在9％．25％之间(见表1．1)。为此，本研究

针对这一位置进行不同群体的整合。为方便与序列图的比较，以目前测序所用的品

种日本晴(Nipponbare)和Kasalash发展的回交自交系群体为背景，将不同群体定

位的抗铝QTL两端标记定位到该群体中，结果见图2．4。由图2．4知，尽管第l染

色体QTL在不同研究中具体位置稍有差异。但除Nguyen等(2003)的研究外，都在

C86和RZ801区Il{J之内。由于不同群体都还未达到精细定位的程度，因此该QTL

具体位于I郧一个精细的区间尚有待进一步研究，小研究曾以RIL群体为背景在该区

间附近增加了15个SSR和RFLP标记，1个CAPS标记，但未能缩小该区f叫(图

2．3)。

§ g

暑

骥艘瞪皆黼㈨阑嘲曦
幽2．3增加标记斤染色体1 QTL犀间示意图，波峰所在l：：)=置为可能的QTL区间。
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4讨论

以前的研究表明植物抗铝性同溶液浓度、pH值、铝浓度、基因型及苗龄有关。

本研究所定位的QTL和wu等(2000)的定位结果并不一致也反映了这一问题。Wu

等(2000)用Azucena与IRl552发展而来的重组自交系进行铝抗性QTL的定位工

作，在玻璃温室中采用全培养液培养，长到7d的幼苗统一将根剪掉，剩下lcm的

根长用于铝胁迫处理，处理两周后测量根长，并进行定位。本研究在人工光照的培

养室中采用半培养液直播培养的方式进行铝胁追处理，在胁迫两周后测量根长，并

进行定位。结果发现在胁迫两周时两种处理条件下都检测到3个QTL，总贡献率

分别为38％和35％，wu等在1、3、12染色体分别检测到一个QTL，而本研究在

1、9、12染色体上各检测到一个QTL。染色体l上的QTL在两种处理中是一致的，

而12染色体上的QTL并不在相同位置。这也说明不同的培养条件和处理方式对抗

铝QTL的检测能力是有区别的，不同的苗龄、不同的处理方式可能会诱导不同的

基因(QTL)起作用从而形成水稻的抗铝性。已有研究表明铝能诱导植物增强表达

许多基因，本研究也发现了许多铝诱导基因，它们参与不同的生理、尘化代谢途径

(表3．1)。这些铝诱导基因是否与水稻抗铝性有关将在下一章进行讨论。

本研究中第9染色体上QTL的有利等位基因来自敏感亲本IRl552，说明在铝

敏感品种中也存在铝抗性QTL，只是由于敏感品种中积累的有利等位基因较少所

以表现为敏感。而抗性品种中也存在不利的等位基因，但相对来说积累更多的有利

等位基因，从而表现为抗性。另外，本实验的研究可知，铝抗性是由多个效应较小

的QTL决定的。3个QTL总共只解释了不到40％的总变异。上位性分析表明

(QTLMapperV 1．O)在第1、2星期胁迫下，上位性互作总效应分别为39％和47％(数

据未列出)。wu等(2000)的研究也表明上位效应占了较大的比例(20％-32％)。

从QTL的定位结果可知水稻抗铝性是由许多效应较小的基因决定的，加性效应和

上位性效应都是抗铝性的重要遗传基础。根据这些结果可以推测水稻抗铝性是由许

多基因或者甚至许多代谢途径共同作用的结果，单个基因或单个铝抗性机制可能不

能很好的解释水稻的抗铝性。

群体中大量的超亲分离说明通过选择可得到更抗铝的株系。通过标记辅助选

择选育积累较多有利QTL的品种是选育抗铝品种的有效手段。本研究所用铝抗性
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品种是一个旱稻，研究表明其抗旱QTL(种子根长)位于第1染色体的

s1746．RGl09B区域、第2染色体AGC．cTA7一CD0718区域、第9染色体的

RG570，RG667区削(本实验室的研究结果)。并且第l染色体的抗旱QTL和铝抗性

QTL靠近。通过标记辅助选择育种，以Azucena为父本，选优良水稻品种为母本

杂交或回交，再从后代分离群体中运用标记辅助选择选育含有抗铝和抗旱QTL的

优良株系，将是选育抗铝、抗旱水稻品种的一条有效途径。

克隆抗铝基因是研究抗铝机制，并最终将其应用于改良水稻及其他旱作以提

高其抗铝性的必经之路。本研究发现第l染色体的QTL是～个普遍存在的铝抗性

QTL，尽管其效应不是很大，但在不同的研究中差不多都能检测到。目前其精确的

位置尚不明确，这需要通过精细定位来确定。因为是一个效应较小的数量性状基因，

因此直接通过F2大群体来定位将很难排除其它QTL的影响，筛选与QTL共分离

的标记也会存在一些困难。另外，由于最终确定QTL的位置也需要通过QTL作图

软件对大群体进行QTL分析，而目酊还没有有效的软件可以对F2大群体进行数量

性状的精细定位。因此直接用F2群体将难以达到精细定位抗铝基因的目的。发展

近等基因系是最终克隆铝抗性QTL的有效途径。通过回交选择仅第l染色体QTL

区间被Azucena替代，而其它位置都为IRl552綦因型的株系和IRl552构成一对近

等基因系，或选择仅第一染色体QTL区间存在差异而其它位置基因型一致的两个

株系构成一对近等基因系即可排除其它QTL的影响，将复杂的数量性状分解成单

个的基因，从而通过精细定位或者位置候选基因策略最终将其克隆。
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第三章运用cDNA．AFLP筛选铝调节基因

铝毒害的主要症状是快速抑制根伸长。铝快速积累在质外体、质膜并最终进

入细胞质@(Lazof等，1994)。曰静已对铝毒性机制提出不同假说，包括铝和根细胞

壁的作用、铝和共质体组分如细胞骨架的结合等(Kochian，1995)。虽然对于铝毒性

机制已经有过许多研究，但铝抑制根长的特异机制目前仍不清楚。尽管还不清楚铝

毒性是质外体或是共质体现象，同益增多的证据表明质外体在感受铝的过程中扮演

着主要作用(Horst，1995)。

一般认为铝抗性是根尖对锚的排斥作用或是共质体耐受作用或者两者共同起

作用。通过根际分泌有机酸螫合铝从而解除铝毒害已经在许多植物中报道，而铝在

体内和有机酸形成复合物从而解除铝毒害的机制也在一些植物中起作用(Ma等，

2001)。水稻是小粒禾本科作物中最抗铝的(Foy，1988)。然而有关水稻抗铝毒害的机

制目前所知还很有限。Ma等(2002)研究发现在水稻中铝只诱导分泌少量的有机

酸，并且在抗性品种和敏感品种中其分泌量并无显著差异。这也意味着水稻可能存

在一种不同于有机酸分泌的解除铝毒害的机制。

至今已从植物中克隆了20多个铝调节基因，其中在不同的小麦品种中已经克

隆了10多个铝调节基因(Hamel等，1998；Richards等，1994；Snowden和Gardner,

1993)。在拟南芥中也已经克隆了IO多个基因(Richards等，1998)。克隆铝调节基因

的工作在烟草中也已经展开(Ezaki等，2000，2001)。然而，这些基因中大部分也受

其他金属胁迫、低ca2+水平、物理伤害(Snowdcn等，1995)以及病躁侵染(Hamet

等，1998)等的诱导表达。并且在抗性|I：fi种和敏感品种中都受铝涛导表达增强(Hamel

等。1998)。在水稻中除明风等(2002)从时片中分离了3个铝诱导基因外，目前没

有其它铝调节基因的报道。

cDNA扩增片段长度多态性(eDNA—AFLP)(Bachem等，1996)是分离差异表

达基因的一种非常有效的方法。Northern杂交分析证明它具有较好的重复性

(Bachem等，1996，1998)。它是一种基因组范围的表达分析工具，并且不需要事先

知道序列信息，因而是一种发现新基因的有效的方法(D淑等，200t)。本研究运用
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cDNA-AFLP分离到34个铝胁迫诱导的差异表达基因。这些差异表达的基因信息将

有助于理解铝对水稻和其它植物的毒害机理和它们的抗铝机制。

1材料

热带粳型抗铝旱稻品种Azucena及籼型铝敏感水稻品种IRl552

2方法

2．1水稻材料准备

2．1．1水稻培养

Azucena、IRl552种子用蒸馏水沈净，3％次氯酸钠浸20rain。再用蒸馏水洗净，

放于培养皿中，30。C黑暗浸种至露白(2 d)，再在27。C培养2 d；将发芽的种子移

至尼龙纱网上，半培养液培养4 d，进行铝胁迫处理。

2．1．2胁迫处理

将苗移入0．5mmol／L CaCl2溶液(pH 4．0)00渗透平衡2h，然后移到含0和183

gmol／LAlCl3(A13+活度为100 gmolfL)的CaCl2溶液(pH 4．O)中，进行胁迫处理。

2．1．3取样

胁迫后oh、O．5h、2h、12h、24h、48h分别取样一次(取茎及根尖约3-5cm)，

同时取对照。所有样品于，70"(2冷冻保存。

2．2RNA提墩、纯化

2．2．1总RNA提取

RNA提取采用GIBRCOL公司Trizol试剂抽提方法：

50～100mg组织加入液氮充分研磨，加lml Trizol(样品体积不能超过Trizol的

10％)，继续研磨直至完全溶解，吸入离心管。

12000 g离心10 min(4℃)，取上清，15～30"C 5min，

加0．2ml氯仿(20：1的氯仿：异戊醇)溶液，用力摇15s，15--30"(2 2-3 rain，2-8

30
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℃≤120009离心15rain(4℃)，上层液相约为总体积的60％。

取上清，加0．5ml异戊醇，混匀，15-30。C 10 rain，2-8。C≤12000 g 10 rain

去上清，加75％乙醇lml(DEPC水配制)，振荡，2-8。C一<7500 g5 rain。

去乙醇，空气干燥，用DEPC处理的水溶解(无R烈A酶)，于一70"C冷冻保存。

相同品种同一处理的根组织O．5 h、2 h、12 h、24 h 4个时期样按RNA等量混

合，用于mRNA分离和cDNA．AFLP分析。

2．2．2 mRNA分离纯化

采用promcga公司的PolyATtract@mRNAlsolation Systems

探针退火

取一无RNA酶的1．5ml管中加入0。1．1．0mg总RNA，加水(无RNA酶)到500

ul；65℃，10 rain；

在RNA管中加3 pl Biotinglated—Otigo(dT)Probe和13 pl 20×SSC，混匀，

室温下冷却，约需10 mini

磁粒清洗

轻轻地悬浮管中的颗粒至全部被分散丌．将管放到Magnetic Stand使

SA．PMPS颗粒层积在管的～边(30 s)，小心去除悬液(不要离心)。

用0。5×ssc(无RNA酶，每次0．3 m1)沈SA-PMPS颗粒三次，每次用Magnetic

Stand固定，小心移去悬澉：

用O，1 ml 0．5×SSC悬浮沈过的SA-PMPS颗粒。

纯化

将处理的RNA全部加入已经洗过的含SA—PMPS管中；室温10min，每1—2rain

温和地颠倒混匀一次；

将SA-PMPS管放到Magnetic Stand固定，小心去除悬浮液，不要摇动SA-PMPS

沉淀；

用0．1×SSC洗颗粒(轻轻将颗粒从管底弹起使所有颗粒悬浮)4次，每次

O-3 ml；最后一次沈颗粒后在不搅动颗粒沉淀的嚣提下尽可能去除悬浮液。

洗脱mRNA

用O，1 ml无RNA酶水将沈过的颗砬轻轻弹起悬浮；
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用Magnetic Stand固定颗粒，将沈脱的mRNA转移到灭菌的无RNA酶管中，

不要将颗粒丢弃!

用0．15 ml无RNA酶水再次洗脱颗粒，将两次洗脱的mRNA混合(O．25mt)，

测OD值。

mRNA的浓缩与检测

在mRNA溶液中加入NaAc(pH5．2)，至终浓度0．3 tool／L：，混匀，加二倍体积预

冷的乙醇，混匀，冰上放置至少30 rain；

4"C，10，0009 15min，小心弃去上清液，用70％乙醇沈沉淀，离心后在空气中晾

干核酸沉淀(以上步骤也可用冷冻干燥替代)，用少量无RNA酶水溶解(0．5—1 p．g／p1)

．70"C保存备用。

2．3 cDNA-AFLP

2．3．1 cDNA合成

eDNA合成采用elontech公司的SMARTTM eDNA library construction

kit(PT300t)合成(用约1}IgmRNA进行cDNA合成)。

第一链eDNA合成：

向灭过菌的O。5ml离心管中加入下列试荆：

1p．1 gNA样品(1ug mRNA)

1 p．1 SMART IlI OligonucJeotide

l—CDS III／3’PCR Primer

2pl ddH20

5 L‘l total

混合样品，短暂离心。72。C保温2分钟。迅速置于冰上冷却2分钟。短暂离

心收集样品予管底。加入下列试剂于反应管中； ．

2 ul 5×First．Strand Buf论r

1 pl DTT(20mmol／L)
l“l dNTP Mix(10 mmol／L)

l社l MMLV逆转录酶(200 U／ut，G[BRCOL Superscriptll)

10 u1 总体积
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用移液枪轻轻吹吸混匀样品，短暂离心收集样；nI。42℃空气浴111。将反应钙。

置于冰上终止第一链合成。加l“I NaOH，68。C空气浴30min。保存于．20 0C。

第二链eDNA合成(引物延伸法)

预热PCR仪到95。C。加入以下试剂于反应管中：

11ul 第一链cDNA

71ul 去离子水

10pl 10×cDNAPCRbufier

2ul 50×dNTPMix

2p．1 5’PCR Primer

2p．1 CDSIII／3’PCR Primer

2p．1 50×Advantage cDNA Polymerase Mix

IOOBl

混合样品，短暂离心收集样品于管底。加两滴矿物油于反应液上，将反应管

置于预热的PCR仪上。按下列程序运行：

GeneAmp 480

72℃ 10min

95℃ 1min

3 cycles：

95℃ 15sec

68℃ 6min

循环结束后，取出5／．tl样品在1．1％琼脂糖凝胶上电泳，检测合成情况。合成

出的cDNA是0．1～3 kb弥散的带。

2．3．2 eDNA纯化 ．

采用QIAquick PCR Purification Kit

加5倍体积的PB溶液到1倍体积的cDNA中，混匀。

加到QIAquick柱中，>13000 RPM离心30～60 S。

弃流出液，加O．75ml PE溶液至柱中。>13000 RPM离，ti,l min。

33
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弃流出液， >13000 RPM再lmin。

将柱置于新的1．5ml离心管，加509l溶液EB，静置1min，全速离心1min。

测OD，取200ng用于酶切，其它-70℃保存。

2．3．3 eDNA酶切

TaqI酶切：

20m cDNA(约1 OOng)
lul TaqI(10U)

41al RLbuffer(10×)

15ul H20 ，

40Ill

65℃水浴2h。

AseI酶切：

在Taql酶切体系中添gh

1ul IUbuffer(10×)
lul Asel(10U)

8talH20 t

501al

37’C水浴2h。

1硇I接头(接头1)：l驶2599T1茅q12299T2混合后水定容到loo“l(此为50pmo!／L

的TaqI接头)。

Asel接头(接头2)：取2．699Al和2／agA2混合后水定容到100“l(此为5pmol／L

的AseI接头)。

2．3．4连接

在酶切体系中加入：

1“l 接头1
‘

Igl 接头2
0．5ul 10mmol／LATP

0．51al RL bufier(10×)

0．21al T4 DNA连接酶

21al H20(实际上每体系加入51a1)

559l
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37 6c 7Kf苔3h。可先驳lOpl连接产物稀释10倍-

2．3．S预扩增

201al 连接稀释产物

1ul 引物T3(100ng／¨l或20lamol／L)

l“I 引物A3(100ng／gl或20I．tmol／L)

5pl 10×PCR buffer

0．Snl dNTPs(25mmol／L)

0．25}．tl Taq酶(IU)

22．25pl H20

501sl

PCR[94*O：30 sec，52|。C：30 8ec，72。C：60 secj×16循环。

s出产物于1．8％agarose gel上电泳，结果呈一弥散带。PCR产物撼释到约

1ng／lul(稀释10-20倍)。用于选择性扩增。

2．3．6选择性扩增

3pl

3pl

3pl

2pl

1pl

0．125pl

7pl

20pl

PCR条件：

94℃

94℃

65℃

72℃

94℃

56℃

72℃

72℃

4℃

预扩增稀释产物

特异性引物】(30rig)
特异性引物2(30ng)
10×PCR buffer

dNTPs(25mmol／L)

Taq-Po|(O．5U)

H20

2rain

30see

30sec

Xmln

30scc

30see

1min

7min

每循环一次复性福度。r

降o．7"C、共12／卜循环

20个循环]]
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2．3．7测序胶电泳、染色

2．3．7．1电泳

将聚合好的胶清沈好，于1×TBE中2000V 60W左右电泳20rain。将鲨鱼齿

梳装好。

特异性扩增产物用loading buffer(二甲苯氰lmg溴酚兰lmg 0．5mol／L

EDTA20ml溶于lml去离子甲酰胺)等体积混匀。95。C变性3min后立即置于冰上。

取3p．1上样电泳。

2．3．7．2银染

玻璃板处理：

将玻璃板用洗洁精洗涤，双蒸水漂沈干净。晾干后用无水乙醇蘸在面巾纸上

擦沈，晾干。

制备新鲜的binding solution：39l Bind silicone加入到lml 95％的乙醇和O．5％

冰醋酸中。

配备5％的sigmacote：25p．1 sigmacote加入到4759l氯仿中。

短板：用binding solution擦拭一遍短板，4-5min后，95％的乙醇擦拭一遍。

长板：用约0．5ml sigmacote擦拭一遍长板，5-10min后，95％的乙醇擦拭一遍。

准备溶液：

固定／终止液：1．8LddH20中加入200ml冰醋酸。

染色液：29AgN03和3ml 37％的甲醛溶于2LddH20中。

显色液：609 Na2C03溶于2LddH20，冰浴至10。C，用之前加3ml 37％I的94

和4009l 1 0mg／ml的Na28203。

配胶： -

5×TBE 16ml

尿素 33．69

Acr：Bis贮液 12m1．

ddH20 24ml

(注：Acr：Bis贮液为199Acr和19 Bis溶于50ml ddH20，过滤)
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灌胶前加入409l TEMED和约400p_l 10％的过硫酸铵，混匀。

灌胶用～小漏斗下接橡皮管，与橡皮管上接一lml枪头。小漏斗放于高处，

加入凝胶溶液，赶走橡皮管及枪头中气泡，通过控制橡皮管调整溶液流出速度。将

玻璃板成40度角斜放，将溶液灌入玻板中，应无气泡，灌好后将鲨鱼齿梳倒插入

液面5-6 mm，将板成20度角放置聚合。待其聚合2h后，再电泳(也可在头天晚

上灌制好，凝固后用保鲜膜封好口，电泳斡将板上残留物冲洗干净。)，揭板。

染色：

固定：在托盘(1)中加入固定／终止液，将有胶的短板放入托盘，轻摇20min或

直到指示剂颜色消失为止。另胶可在溶液中浸泡过夜(不摇动)。将溶液回收留用，

清洗托盘。如此时显色液还未预冷，可于此时罱于冰上。
，

洗胶：在托盘(2)中用ddH20漂沈凝胶3次，每次2 rain，在将玻板取出时，

让玻板竖直滴干10-20 s。

染色：在托盘(1)中加入2L染色液，将有胶的玻扳放入托盘，轻摇30 rain。

显色准备；完全配砖i好显色液，将1L预冷的显色液嚣于托盘(2)中，剩下的溶

液仍置于冰上。将胶从染色液中拿出放在一边，染色液倒回容器，用水猝沈托盘(1)。

并在此托盘中加入约2L ddH20。

沈胶：将胶浸入装有ddH20的托盘中，拿出，滴干水，立即将胶置于预冷的

显色液中。注意，从将胶置于水中到将其放入显色液中，时间不超过5．10 s(可将

板放入水中约3-4 s，立即拿出竖直滴干2 S，直接放入显色液)。如沈胶时间过长。

重复染色过程。

显色：轻摇显色液，至胶上条带出现(或第一条条带出现)后，将胶转入剩余的

1 L预冷显色液继续显色2—3 min或直到所有条带都出现。

固定：将1 L固定液加入到显色液中，终止显色反应。

沈涤：用ddH20洗涤凝胶两次，每次2min。 ．

室温下自然晾干。
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2．4特异性片段克隆、测序

2．4．1克隆

用刀片割下特异性条带，将凝胶溶于400pl高盐溶液(20％乙醇，lmoltL LiCI

和10mmol／L Tris．HCI，pH7．5)中，室温放置24h，65℃温浴2h，无水乙醇沉淀并浴

于20¨l TE。取5lll回收的DNA为模板，用以下条件扩增，循环数可提高到40个

循环。

94℃：4rain【94℃：30sec，56℃：30sec，72℃：lmin】×35循环72℃：7min。

(20H1体系)

PCR产物电泳，切下所需条带用QIAquick Gel P撕fication Kjt回收，方法同PCR

纯化Kit。用T-Vector与特异性片段进行连接，反应如下：裁体DNA 50ng、目的

DNA片段200ng、10X连接缓冲液l¨l、DNA连接酶3U，加水至10Ⅲ。16℃连

接过夜。

2．4．2大肠杆菌DHSQ感受态细胞制备及质粒转化

按1：100比例将过夜菌加入到新鲜的LB中，37℃培养至OD600为0．375。50ml

一管分装，在冰上放置5．10 min。4℃16009离心7rain，沉淀菌体。用10ml CaCl2

溶液重悬菌体。4℃1 1009离心5ram。10ml CaCl2重悬菌体，冰上放置30min。4

℃“O昭离心5rain。用lml CaCl2重悬菌体，按100p1一管分装于～70℃保存。一

管100感受念菌加lOng DNA冰上放置10min。将管放入42℃水浴tmin进行热

击，然后加入900ml SOC培养基37℃下225 rpm培养l hr。于合适的抗生素(如氨

苄青霉素，Amp)平板上用蓝白斑筛选单菌落。

2．4．3质粒抽提

在平板上选择一个白色单菌落按种到LB液体培养基(含50吲ml氨苄青霉

素)，37℃下225巾m培养16 hr，取1．5ml菌液120009离心沉淀菌体，去上清，加

100m溶液I悬浮菌体。加入200}L1溶液毗颠倒离心管5次混合溶液，放置冰上

3rain。加入150山溶液IrI，混匀，冰上放置5min。4℃下1200孵离心5rain，上清

转移至新酌离心管。加入等体积的异丙醇。混匀，4℃下120009离心5rain，去上
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清。70％的乙醇漂沈沉淀，晾干后加入50／41 TE溶解。

2．4．4测序

直接拿PCR产物或克隆好的质粒用MegaBACE 1000(Amersham Pharmacia，

USA)测序。已测序列用DNASTAR分析并去除载体序列。

2．5序列比较及基因功能分析
__

序列分析采用blast软件进行intemet比较(NCBI，National Center for

Biotechnology Information)(http：／／www,ncbi．nlmmih．gov／BLAST)。根据RGP释放的

数据，和已定位的BAC完全同源的序列(基因)就认为定位在该BAC位置。

未知功能克隆根据其基因组序列在RGP(http：／／ricegaas．dna．affrc．gojp／)进行注

释，或用Genscan-软48((http：／／biowcb．pasteur．fr／seqanal／interfaces／genscan．html)预测

蛋白后进行比较。功能己知的基因根据同源基因推断(BLASTX或TBLASTX比

较E values小于le-5)(Dirt等，2001)。

2．6 Southern和Northern杂交分析方法

预杂交：将杂交膜装入杂交管或放入杂交盒中。加入～定体积65。C预热的预

杂交液(O．25mol／L Na2HP04、I％BSA、Immol／L EDTA、7％SDS)，保证RNA面

直接接触预杂交液，同时预杂交液要覆盖所有膜。在65。c、40rpm下预杂交反应

至少持续6h。

探针标记：取50rig．100ng探针(总体积约10tal)，沸水浴10rain，立即冰浴

10min。离心后加入标记混合液：LS 121al+lpl Klenow Fragmem(5U／p．1)+3pl

p3Z-dCTP，37。C下反应30rain，之后加入0．25mmol／L的dNTP 4叫，继续反应20min。

探针变性：标过好的探针100。C交性10rain，迅速冰浴10rain。

杂交：将变性好的探针立即加入预杂交液中，混匀，保证膜被完全覆盖，在

65。C、40rpm下杂交12h以上。

沈膜：将膜从杂交液中取出，放入装有65。C沈膜液的盒中，沈膜液分别为：

2xSSC+0．I％SDS、1xSSC+0，I％SDS、O．1xSSC+0．1％SDS。650C／60rpm下分别沈

20rain、20min、20rain。
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包膜压片：驳出尼龙膜，轻轻沥干液体，用保鲜膜包好，压磷屏，用Typhoon

8600扫描仪(Molecular Dynamics,USA)检测信号。

脱探针：将湿润的膜放入煮沸的O．1％(w／v)SDS(pH7．5)，轻轻摇动至溶液冷

却，将膜在2×SSC中过一遍，检测放射强度，若太高需再脱一次。用保鲜膜包好

待用。注意不要让膜干燥。

3结果

3．1抗敏品种的铝抗性表现和根中铝积累情况

抗铝的热带粳型早稻Azucena和铝敏感的籼型水稻IRl552用于铝胁迫处理

(100岬nol／L活性铝)。结果表明IRl552相对Azucena来说要敏感的多，铝对其

根伸长的抑制远比Azucena严重(图3．1)。然而，在两个品种中根伸长在最初的

12小时就受到显著抑制(图3．1)。苏木精(铝组织化学染色剂)染色结果表明IRl552

根被染成深色而Azucena只有轻微的染色(图3．2)，这表明铝抗性品种比敏感品种

在根中积累更少的铝。这也暗示着铝排放机制可能在水稻抗铝机制中起重要作用。

1 2

1 0

0．8

爱0-6

0 4

0．2

0．0

0 12 24 36 48 60

Time(h)

图3．1．铝抗性(Azucena)和敏感品种(IRlS52)在不同胁迫时阁下的相对根长。数
据为15株凿的平均值，误差线为标准著。 。
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图3．2．根组织化学染色结果。A图为4Azucena，B图为IRl552，在两个图中左边为

CK条件下的根，右边为处理条件下的根。幽中的白色横条代表300p．m。

3．2铝调节基因的筛选

在本实验中我们运用cDNA．AFLP技术对Azucena和IRl552在铝胁迫和对照

条件下的根组织RNA进行了差异表达分析(附图l为部分引物对的cDNA-AFLP

扩增结果)。通过35对引物组合的选择性扩增，得到了2100条扩增条带。在Azucena

或IRl552中或者在两个品种中都受铝诱导表达的片段认为是铝调节的TDF。通过

本实验我们分离到34个大小在100 bp到600 bp的铝调节的TDFs。不同的TDF定

名为OsAR(Oryza sativa AI regulated)。OsAR7和OsAR8都和对香豆醇-3·羟化酶

(p-coumarate 3-hydroxylase)基因同源，表明这两个差异表达片段属于同一个基因。

Blast比较表明在33个单基因中有19个分别和已知的基因同源(表3．1)。10个TDFs

能找到同源的基因组序列或EST，另有4个TDFs未能找到显著同源的序列信息，

分别称其为未知功能基因和未知基因。

在19个已知基因中，7个可能参与细胞壁组分代谢，其中包括4个木质素合

成的基因(OsAR4，OsAR5，OsAR6和OsJ4R7)，1个半纤维素合成相关的酶(OsAR9)，
●

1个糖蛋白合成(OsARll)和1个其它组分相关的基因(OsARIO)还有1个氧胁

迫相关基因(OsARl3)。有10个基因可能参与细胞代谢(OsARl，OsAR2和OsAR3)，

逆转座元件(0叫RJ9)，基因表达调控(O叫R20)，蛋白代谢(OsARl4，0叫RJ5和

OsARl6)以及细胞周期调控(OsARl7)和发育调控(侥彳五?占)等。从cDNA．AFLP

的表达模式可以看出有17个基因在Azucena和IRl552中都受铝诱导增强表达(表
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3．1)。有一个差异表达片段仅在Azucena中增强表达(OsARl8)，这个克隆编码一

个KN．1样蛋白。而另一个克隆仅在IRl552中增强表达(OsARl2)，该克隆可能参

与紫杉醇的生物合成。

在10个未知功能基因和4个未知基因中，有两个基因(OsAR24和OsAR34)

仅在Azucena中诱导增强表达，有一个基因在Azucena中受铝胁迫诱导抑制。另外

11个基因在两个品种中都受铝诱导增强表达。

t。r 豁鬻 蝴物 功能分类篡咄
OsARI 255 + +Dihydrolipoamide S-acetyltransferase 细胞代谢 CB483485

西』船 283 + +2-oxoglutarate dchydrogctlasc

o鲥R3 334 十 + Aspartate amirtotran_s．ferase

7 OsAR4 333 + +4-coumarate：CoAtigase isororm 2

OsAR5 128 + +Phenylalanine ammonia-lyase

0叫雕 133 ++JPutative cinnamyl·alcohol dehydrogenase

西d月7 272 + +p-coumarate 3-hydroxylase

OsAR8 232 + -I-p-coumarate 3-hydroxylase

o叫只9 256 + +Xylo∞iso-mewase

OsARIO 24I + +JBeta．1，3-glucanase

OsARII 194 4- + UDP-N-acetylglueosamine pyrophosphorylase

OsARl2 322 +O-deacetylbaccatin IlI-lO-O·aeetyl transfcrase

蕊AR|3 265 -t- 十 Quinone oxidoreductase

0sAR|4 286 + 十Protoinase Inhibitor

OsARl5 227 + + Elongation factor EF-2

OsARl6 112 + + SUMO-I

OsAR，7 572 + + MCT-l protein·like

o叫尺培 253 + Rice KN卜like proteins

osARl9 268 + {Pu|ativerelroelemom pol polyprotein

OsA。R20 239 + +Histone H4

OsAR21．23 + + Unknownprotein

os^R24 + Unknown protein。

OsAR25 · UnknOWnI protein

伪√胄26一如 + + UnknOWnprotein

osAR3l一33 + + No matchh

术质索合成

细胞壁相关

次生代谢

氧胁迫

蛋白代谢

JC它

CB483486

c8483487

CB483488

CB483489

CB483490

CB48349l

CB483492

CB483493

CB483494

CB483495

CB483496

CB483497

CB483498

CB483499

CB483500

CB48350l

CB483502

CB483503

CB483504

CB483505-07

CB483508

CB483509

CB483510．14

CB483515-17

OsAR34 + No malch6 CB483518

表3．1．铝调节TDFs的功能分析及它们在eDNA．AFLP中的表达模式

注：8：A：Azucena： I：IRl552： (+)： 表达上凋； (．)： 表达一卜调； “： 同已有的基冈组

序列、EST及蛋白数据库无显著同源。
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3．3部分铝诱导基因的时空表达模式

对10个铝诱导基因包括5个参与木质素和半纤维素合成的酶、1个紫杉醇合

成相关酶、延伸因子及KN．1样蛋白，再加两个未知功能基因进行了不同时间和组

织的Northern分析。Northern结果也反映了cDNA-AFLP的可靠性。OsAR9，OsARl2

和OsAR24这3个基因可能表达丰度比较低，在Northern分析时没有结果。这些

基因在Azucena和IRl552的根茎的表达中存在5种表达模式。1)4-香豆酸辅酶A

连接酶异构体2、苯丙氨酸氨裂解酶、假定香豆醇脱氢酶(OsAR4，OsAR5和OsAR回

等3个基因在Azucena的根茎中都受铝诱导表达增强，而在IRl552叶片中仅有微

弱的表达增强。3个基因在Azucena中的表达比IRl552中要强，但在IRl552中它

们更早达到表达高峰；2)编码对一香豆酸-3-羟化酶的基因(OsAR7)在茎中表达较弱，

而在根中，IRl552中的表达要早于Azucena，表达量也高一些；3)一个编码未知

蛋白的基因(OsAR28)在两个品种的茎中都几乎不表达，但在根中IRl552的表达要

早于Azucena，在Azucena中其mRNA的量随着处理时间的延长而逐渐增加，而在

IRl552中则在早期诱导增强然后逐渐减少。4)编码延伸因子EF．2的基因(OsARl5)

在Azucena组成型增强表达，在IRl552茎中则是随着表达时间延长表达量下降，

而根中稍有增强；5)编码KNl样蛋白的基因(OsARl8)，在Azucena根中组成型增

强表达，而在茎中胁迫早期(2h之内)表达量下降而在后面的时间点(12 h之后)

则表达增强。在IRl552中则在根、茎中都为组成型表达(图3．3)。

图3．3 7个铝调节基因的时空表达模式。A、B图为Northern分析结果，A为mzucena，

B为IRl552；C图为cDNA．AFLP结果。
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4讨论

cDNA．AFLP是一种分离差异表达基因的有效方法。 本研究中分离的33个

TDFs中有3个和小麦中报道的铝诱导基因同源(Cruz-Ortega等，1997；Snowden和

GardneL 1993；Snowden等，1995)，它们分别是苯丙氨酸氨裂解酶、蛋白酶抑制剂

和口．1，3．葡聚糖酶。这一结果也表明不同植物可能存在相似的铝应答机制。

本实验得到的19个已知基因分别参与不同的代谢途径。出表3．1知，有7个

参与细胞壁组分的合成代谢，有3个参与细胞内物质代谢、另外有3个参与蛋白合

成分解。此外，分别有一个基因参与次生代谢、氧胁迫、细胞周期调控(OsARl7)、

植物发育(OsARtS)、逆转座元件(D谢Rf9)、转录调节(OsAR20)等相关代谢途

径等等。说明铝毒害结果会影响植物体内一系列的代谢途径，使植物产生一系列的

生理生化反应。这些反应有些可能对植物有利的，是植物体为抵抗铝的毒害而产生

的防御反应。而有些则可能对植物体产生毒害作用，是铝对植物毒害作用的体现。

4．1铝胁迫诱导细胞壁组分相关基因

在19个已知基因中有7个可能参与细胞壁组分的代谢(表3．1)。形态学和组

织学研究已经表明铝胁迫可以诱导细胞壁组分的改变，如多糖和木质素食量的增加

fElettheriou等，1993；Sasaki等，1996)。

在本实验中4个编码木质素生物合成相关酶(Humphreys和Chapple，2002)的

基因(OsAR4，OsAR5，OsAR6和OsAR7)受铝诱导增强表达。Northern分析表明这些

基因在根中表达比茎中要高。在铝处理条件下，铝敏感品种IRl552比铝抗性品种

更早地积累mRNA。木质素是植物细胞次生壁的主要结构成分。不同的胁迫因子，

包括离子缺乏、病原侵染以及物理伤害都能诱导细胞壁中木质素的沉积。Sasaki等

(1996)研究表明不论在铝抗性品种和铝敏感品种中根伸长的抑制程度和木质索的

含量都是呈正相关的，在根中铝敏感品种比铝抗性品种会积累更多的木质素，这和

前面提到的这些基因的表达模式相一致。

3个基因包括木糖异构酶(OsAR9)，S．1,3．葡聚糖酶(OsARIO)和尿苷二磷酸一N·

乙酰葡糖胺(UDP—GIcNAc)焦磷酸化酶(OsARll)在铝抗性品种和敏感品种都受铝诱

导增强表达。木糖异构酶催化D．木酮糖和D．木糖的转化
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(http：llwww．brenda．uni．koeln．de／)，D．木糖是半纤维素的主要组成成分。这和铝能诱

导半纤维素在细胞壁中沉积的事实(Tabuchi和Matsumoto，2001)相一致。Van等

f1994)研究表明铝处理诱导南瓜幼苗根中半纤维素含量提高，并且发现它主要是由

于木糖、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖提高的结果。

13．1,3．葡聚糖酶在植物防御病原侵染过程起着重要作用。这个基因在植物受

伤害以及病原细菌、真菌和病毒侵染过程中强烈诱导表达。在植物胚胎发生、小孢

子发生、开花、物理伤害过程中这个基因也在起作用(Leubner-Metzger和Meins，

1999)。在小麦中它也受铝诱导增强表达(Cruz．Ortega等，1997)。曾经有人提出13

．1，3．葡聚糖酶在种子萌发过程促进细胞壁成分的水解(Leubner-Metzger和Meins，

1999)，这也暗示着在铝胁迫条件下它可能也参与细胞壁成分的修饰。

尿苷二磷酸．N．乙酰葡糖胺I(UDP．GIcNAc)焦磷酸化酶可逆地催化

UDP．GIcNAc一1一P和UTP合成UDP-GlcNAc(http：／／www．brenda．uni-koeln．de／)。

UDP．GIcNAc是一个普遍存在又是必需的代谢产物，它在好几个代谢途径中起着重

要作用。在细菌中是细胞壁肽聚糖的细胞质前体。在真核生物中它在生物合成N一、

O．连接的糖蛋白过程中作为特异的糖基供体(Piro等，1994)。而糖蛋白也是细胞壁

的重要组成成分，表明铝也可能影响细胞壁糖蛋白的合成代谢。

Tabuchi和．Matsumoto(2001)表明铝毒害改变细胞壁成分的代谢，因而使得

细胞壁加厚变脆。这和我们的结果相一致。木质素、半纤维素、糖蛋白和其它次尘

代谢物质的合成和在细胞壁的沉积，改变了细胞壁结构，它们可能使细胞壁加厚，

透性改变，阻止铝进入细胞质膜。然而细胞壁成分的改变、加厚也可能限制了根细

胞伸长从而也抑制根伸长(．Van等，1994)，并使植物处于氧胁迫状态，铝诱导的醌

氧化还原酶基因(OsARIj)增强表达也说明了这一点。醌氧化还原酶被公认为是微生

物抵抗氧胁迫反应中的一个重要酶，其增强表达可能是铝诱导氧胁迫反应的表现。

4．2铝抗性候选基因

本实验中分离了33个铝诱导基因，但没发现有机酸合成和代谢相关的基因，

对有机酸分泌相关的柠檬酸合成酶、细胞质和乙醛酸循环体苹果酸脱氢酶的反向

Northern分析表明它们并没有显著的受铝诱导增强表达。这和Ma等(2002)的发

现相符合，在他们研究中发现水稻在铝胁迫条件下仅诱导分泌少量的柠檬酸，而检
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测不到其它有机酸。大部分这些基因在铝抗性品种和敏感品种中都受铝诱导表达。

但在铝抗性品种和敏感品种中存在不同的时空表达模式。根据它们的表达模式可以

推测表达模式为1的基因可能在两个品种中都起保护性作用：表达模式为2、3的

基因可能在铝抗性和敏感品种中有不同的效应；而表达模式为4、5的基因可能是

品种特异的铝应答基因。

编码泛素样蛋白SUMO．1(small ubiquitin—like modifier-1，OsARl6)和一个未知

蛋I兰I(OsAR28)的两个TDFs根据整合图谱定位在染色体1的铝抗性QTL附近(图

4．3)。OsAR28(181 bp)在Azucena和IRl552中显示了不同的表达模式，其转录本

在Azucena中逐渐增加，而在IRl552中逐渐下降(图3．3)。OsARl6(112 bp)是一

个泛素样蛋白(SUMO连接系统中的一个成员)。SUMO系统是泛素样多肽超家族

的一个成员，它是植物蛋白修饰系统中一条不同于泛素化修饰类型的途径，在拟南

芥中包括8个基因。它能共价结合到细胞内不同的靶蛋白上，从而改变它们的功能、

定位和半寿期。SUMO．1在植物中受热胁迫、H202、乙醇等诱导，在植物胁迫反应

中起保护和修复的作用(Kurepa等，2003)。这两个基因可能在水稻抗铝机制中起一

定的作用，进一步的功能验证和分析需要将它们转入水稻中，通过在铝敏感品种中

增强表达，在铝抗性品种中敲除，从而确定其是否参与水稻抗铝反应以及如何起作

用。
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第四章QTL区间上铝诱导差异表达基因的筛选

尽管铝毒耐性在不同物种和同一物种不同品种问都存在巨大的变异，但对植物

抗铝毒害的机制目前还不是很清楚。铝抗性是一个多基因控制的复杂的性状，已经

有许多研究运用不同的技术试图克隆植物抗铝基因，至今已从植物中克隆了20多

个铝调节基因。其中在不同的小麦品种中已经克隆了10多个铝调节綦因(Hamel

等，1998；Richards等，1994；Snowden和Gardner,1993)。在拟南芥中也已经克隆了

lO多个基因(Richards等，1998)。克隆铝调节基因的工作在烟草中也已经展开(Ezaki

等，2000，2001)。在水稻中除明风等(2002)从叶片中分离了3个铝诱导基因外，

目前没有其它铝调节基因的报道，我们也从水稻中筛选了34个铝诱导基因。然而。

这些基因中大部分在抗性品种和敏感品种中都受铝诱导表达增强(Hamel等，

1998)。尽管在酵母和拟南芥中增强表达一些铝诱导基因能提高它们的抗铝性，但

到目前为止，还没有克隆抗铝基因的报道。由第二章可知在不同的水稻抗铝材料中

都在第1染色体C86和RZ801这一区间上检测到一个抗铝QTL。但目前尚不知道

这个QTL是什么基因在起作用。在第三章中通过cDNA—AFLP在该区间筛选到两

个铝诱导基因。本章将采用反向Northern的方法筛选该位置上的铝诱导EST，以便

为筛选候选l_f勺抗铝基凶提供参考。

1材料与方法

1．1材料

所用铝处理材料为Azucena。所有EST克隆由Fil本MAFF DNA Bank

(http：／／rgp．dna．afire．go．jp／)提供．

1．2反向Northern分析

点膜：

采用常规的PCR条件，用M13引物扩增EST克隆，电泳检测后，加入NaOH
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和EDTA至终浓度为O．4mol／L的NaOH、}0mmol／L的EDTA，100。C交性，冰浴。

然后用BIO．RAD点样器(Bio．Dot@Microfiltration Apparatus)点到Hybond—N+尼龙

膜上(Amersham Pharmacia Biotech)，点样方法参照点样器说明书。80。C烘膜2 h，

备用。

反转录标记探针：

O．5ml管中加入mKNA ll-tg，T13A、T13G、T13C(0。5pg／pt)各1“l，六聚体

随机引物(1¨g徂I)3pl，70。C变性10min， 冰浴5rain。

建立标记体系如下(25m)：

5×Reaction Buffer 51-tl

dNTP(无dCTP，20mmol／L)lgl

dCTP(O．5mmol／L)lpl

RNase inhibitor 1Ⅲ

MMLV(200U／p1) l uI

p32-dCTP 6pl

37。C反应l h，加入0。5p．1RNaseH(60U／BI)，继续作用30rain。100。C变性10min，

冰浴5min。

杂交方法和洗膜条件、Northern杂交方法及序歹lj分析、定位方法同上一章。

1．3 eDNA全长序列的获得

根据序列预测结果设计引物PCR扩增得到全长序列，再利用5’RACE,3’RACE

验证。

2结果分析与讨论

2．1铝诱导差异表达EST的筛选

从第一部分工作已知不同水稻和早稻品种中在第一染色体C86～RZ801的区间

存在一个铝抗性QTL(图2。4)。这个QTL是如何起作用的，是通过转录水平调节

抑或是转录后水平的调节目前尚不清楚。Wu等(2002)将6591个EST定位在水稻高

密度遗传图谱上。根据他们的定位结果在C86和C742(RZ801之外)之间有83

个EST，在另外俩个QTL区阀附近也找到75个EST，再抛上柠檬酸合成酶、细胞

质和乙醛酸循环体节果酸脱氢酶等有机酸分泌相关的酶。我们运用反向Northem
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对这些EST进行了检测。对这些EST进行PCR扩增后点在尼龙膜上，用胁迫条件

下0．5 h、2 h、12h、24 h各时间点的等量的RNA混合成一个处理RNA池，对照

条件下相同时间点RNA混合成对照RNA池，处理和对照RNA池分别纯化mRNA

用作反向Northern的探针。处理和对照的探针分别和两张点了同样EST的膜杂交，

两次重复实验都有差异表达的克隆就认为是差异表达克隆。结果如图4．1所示。经

过两次重复，最后找到4个差异表达的克隆(图中箭头所指)，它们都位于第一染

色体C86-42742这一区间，几个有机酸分泌相关的基因并没有显著的铝诱导表达差

异。

瓣静 静磐一m豢m謦 静 #蟒 ，i豢§罐一

≮誓≯赣纛 、
《

7

．_辩鬻鲁 静
k
《攀霉 警

：款

图4．1 EST克隆的反向Northern结果。箭头所指的为差异表达克隆。两张膜上所

点的样完全一样，最后一个点为aetin作为对照。左图为和处理探针杂交的结果，

右图为和对照探针杂交的结果。

2．2差异克隆的分析

对4个差异表达的EST克隆测序后，进行BLAST比较，假定的功能列于表

4．1，它们分别是氨基酸转运体(C50531)、假定的Rho，GDP分裂抑制子(E1391)、

非特异脂转移蛋白(E30131)、泛素样蛋白SUMO．1(E61853)。序列分析发现所

筛到的EST克隆E61853和上一章cDNA．AFLP筛到的OsARl6为同一个基因。

图4。2差异表达EST克隆的Northem结果。
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表4．1 EST克隆的序列比较分析

克隆名称 得分E value功能

C5053 1 1 59 8E一57 Putative amino acid transport protein

E139l 138 1E一31 Putative RhO GDP．dissocial【ion inhibitor

E30131 55．1 1E_()6 PVR3一like protein，non—specific lipid transfer protein

E61853 150 1 E．44 Ubiquitin-like protein SUMO·1

E3013l编码非特异脂转移蛋白(nsLTP)。其在Azucena根中受铝诱导表达增

强，而在IRl552根中则受铝诱导表达量下降，在茎中表达量相对较低。非特异脂

转移蛋白参与磷脂、糖脂、脂肪酸、类固醇等物质在膜问的转移。非特异脂转移蛋

白是由体内分泌的，然后定位至t拟南芥表皮层细胞壁或椰菜表皮腊质层rO(Horvath

等，2002)。研究发现植物nsLTP基因的表达受许多环境条件如高盐、干旱、极端温

度、以及生物胁迫的诱导(Kader,1997)。非特异脂转移蛋白在防御细菌和真菌侵染

过程中起着抑制细菌和真菌的作用(Kristensen等，2000；。Molina等，1993)，分离的

非特异脂转移蛋白有抗菌作用(Cammue等，1995j。然而nsLTP是否促进水稻抗铝

性尚有待进一步研究。

E1391编码Rho．GDP分裂抑制子(Rho．GDI)。Rho．GDI是一个抑制GDP／GTP

交换的蛋白。它抑制GTP和GTP酶结合从而抑制GTP酶的活性，Rho．GTP酶是

在细胞骨架调控、细胞生长和分化、基因表达以及超氧阴离子产生等过程中信号传

导途径的分子丌关(Kiefier等，2000)。一般情况下，Rho蛋白和Rho．GDI在细胞质

中形成二聚体复合物。激活的时候Rho．GTP酶和GTP结合转移到质膜上和其它效

应子结合。Leffers等(1993)发现过量表达Rho．GDI导致肌动蛋白细胞骨架的破坏，

并指出Rho-GDI在调节Rho蛋白的活性中起重要作用。从Northern结果来看，在

铝处理条件下Rho．GDI在抗铝品种根中随着胁迫时问延长而表达逐渐增强，而在

铝敏感品种中则在胁迫30min即丌始诱导，随后表达逐渐减弱，在茎中其受铝诱导

表达变化的趋势不明显(图4．2)。从其在抗铝和铝敏感品种的差异表达情况来看，

Rho．GDI可能和水稻铝抗性有关系。研究表明GDI受真菌诱导子诱导表达(Kim等，

1999)，酵母表达分析表明，增强表达烟草GDI能够促进体内铝的排出从而提高铝

抗性(Ezaki等，1999)。到底Rho．GDI和水稻铝抗性有些什么关系需要进一步的工

作来研究。

50
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E61853为一泛素样蛋白SUMO．1，序列比较发现该克隆和eDNA．AFLP得到

的OsARl6是一致的。两者属于同一个基因。该基因的功能及其与铝耐性的关系在

前一章已经作了讨论，在此不再讨论。

C50531为是假定的氨基酸转运体。氨基酸转运体参与体内氨基酸的分配，是

体内能源分配途径的重要组成部分。生长中的叶片、分尘组织以及生殖器官都必需

依赖氨基酸转运体输入氨基酸来维持生长和发育。在叶片衰老和种子萌发过程中氨

基酸转运体也起着重要作用，目前植物中已发现了8个氨基酸转运体，它们分别在

不同的组织行使功能。研究表明氨基酸转运体受环境条件的诱导，旱处理和盐胁迫

诱导某些氨基酸转运体的表达及酶活性增强(Ortiz．Lopez等，2000)0本研究发现氨

基酸运体也受铝胁迫诱导增强表达，Northern分析表明它在根中表达量较高而在茎

中表达较弱，而且在茎中铝胁迫并不影响其表达。在根中其在Azucena中受铝诱导

逐步增强表达，而在IRl552中其受铝诱导表达模式为早期表达下降(O．5 h)随后

逐步升高。根据其在抗铝品种和铝敏感品融中的表达模式可以推测该氨基酸转运体

可能也是铝胁迫影响根细胞间能量和物质的交流进而影响根细胞中能源分配的一

种反映。

‘

cM Marker

图4．3铝诱导差异表达的EST的染色体分布图。各ES．T通过序列比较定位

(http：／／rgp．dn&affre．go．jp／)

根据本章及上一章的结果，在第一染色体铝抗性QTL所在染色体区问筛选到

5个铝诱导差异表达基因，这些基因是否与抗铝性有关目前尚无法确定，但它们可
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能是将来分析该铝抗性QTL的候选基因。

2．3 OsAR28全长cDNA的克隆

由第三章的分析可知OsAR28可能在水稻抗铝反应中起作用。根据

cDNA．AFLP筛选得到的181bp的TDF进行BLAST比较发现它和一个BAC克隆

B1078G07中的一段完全同源，序列相似性达到100％。和另两个BAC克隆

P0671D01和P0445H04的同源性为96％。在BAC克隆B1078G07中以和TDF同

源的序列为中心向两端各延伸2kb共4kb的序列用Genscan软件预测得到一个

615bp的ORF。到RGP进行基因组注释得到一个513bp的ORF。根据预测的结果

我们在CDS的两端各延伸20bp设计了一对包含起始密码子和终止密码子的引物。

引物序列为OsAR28．a：5’GTC CTT ACA TCC GCG ACA AGC 3’；OsAR28_b：5’

CAC CGAGCAATG GAATCGAGG 3’。并以胁迫条件下的cDNA为模板进行PCR，

得到一条约500bp的条带，将该条带克隆并测序发现比Genescan预测的CDS少一

个外显子(图4．4)而和RGP注释的结果一致，为一513bp的CDS。

预测CDS

实断CDS

预测CDS

实断CDS

强测CD$

实际CDS

撷洲CDS
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图4．40sAR28实际CDS和预测CDS的比较

进一步和基因组的比较发现，该基因包括7个外显子6个内含子(图4．5)。蛋白预

测表明该蛋白是一个可溶性蛋白，可能定位于细胞质中(0．65)。该克隆和BAC

B1078G07．5完全同源。基因组注释结果表明该序列编码一个5t3bp的未知功能的

基因。和另一BAC P0671D01．1l同源性也很高，基因组注释结果表明该段序列编
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码一个1245bp的未知功能基因。该基因的前510bp和我们得到的克隆有98％同源

性。Sourthem杂交也表现出类似的结果(图4．6)，进一步以该克隆为探针采用F|

本晴／Kasalash／／Iq本晴发展的BClF6群体进行RFLP定位，结果定位结果和序列分

析的结果一致，两个拷贝分别定在154．6cM和l 14．1cM的位置(图2．4；OsAR28-1

即为OsAR28本身，而OsAR28．2为与其同源的另一基因)。但Northern杂交结果

表明大片段的基因可能表达丰度较低，只出现极弱的条带，铝诱导的趋势不清楚(末

显示结果)。

图4．5 OsAR28外显子和内含子结构示意图

该克隆和拟南芥中一个未知蛋白有较高的同源性(66％)，此外它和酵母3’一

5l夕}切核酸酶复合体RRP40有一定同源性(45％)，该酶复合体参与RNA的加工和

降解，目前在植物中研究较少，尚未有研究报道它和胁迫相关。根据基因组注释结

果将该基因归为未知功能基因。进一步研究其和铝抗性的关系正在本实验室进行。

^／Hindlll Apal BamHl Dral EcoRl EeoRV Hindlll Xbal

图4．6 AS5在Azucena和IRl552中的多态性及拷贝数分析结果
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第五章结论及进一步研究展望

l结论

铝对植物的毒害作用是多方面的，尽管目前已经有许多研究阐明铝对植物的

不同组织器官的影响。但目前尚没有一个系统一致的结论。本文对这一问题进行了

研究。从形态上来看，铝诱导根伸长抑制，使根变粗变脆，同时也影响地上部分的

生长，造成植株矮小。从分子的角度来看，铝诱导基因参与不同的生理生化代谢途

径，如细胞代谢、蛋白代谢、氧胁迫等相关的途径。铝对细胞壁组分的影响是相当

明显的，7个铝诱导基因参与细胞壁组分如木质素、半纤维素、糖蛋白等组分的代

谢，这些铝诱导基因可能是铝毒害产生的应激反应，也可能是植物防御铝毒害的一

系列生理反应。

有机酸排放机制并不在水稻抗铝机制中起主要作用。水稻铝抗性是一仓复杂

的性状，它出3个以上效应较小的基因(QTL)控制。并且受加性效应和上位性效

应共同影响。在第一染色体C86～C742的区问有一个较稳定存在的铝抗性QTL，它

的贡献率的在9％到25％之问，因不同研究材料而异。在该区问找到5个铝诱导差

异表达的EST克隆，其中两个通过eDNA．AFLP筛选得到，其它为通过反向Northern

分析得到。这5个克隆将是进一步克隆该QTL的候选基因。OsAR28全长cDNA

的克隆，将有助于研究其功能及其与抗铝性的关系。

2进一步的研究展望

克隆铝抗性基因是研究铝抗性机制并将其应用于改良植物抗铝性的直接有效

的途径。针对这一问题可以走两条路：(1)筛选抗锡或铝敏感的突变体并将其克隆。

(2)根据已经定位的铝抗性QTL发展近等基因系最终将其克隆。由于铝抗性由效

应较小的基因决定的，因此两种策略都存在同样的问题，那就是筛选到的铝抗性或

敏感突变体和野生型的铝抗性差异可能并不是很明显。发展的近等基因系也可能差
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异不是很大。在做进一步研究时，会影响表型判断的准确性，因此需要寻找一种最

佳的胁迫条件，以便尽可能地区分铝抗性的差异。

QTL区间的铝诱导基因的研究也是克隆铝抗性QTL的候选策略，同时也可阐

明这些铝诱导基因与铝毒害及早稻抗铝性问的关系。这可以通过在抗性品种中敲除

(如RNAi等方法)或在敏感品种中增强表达得以展丌研究。
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Abstract

Aluminum(AI)toxicity is a major factor limiting plant growth on acid soil．AI

toxicity inhibits root growth，and then limits plant from absorbing water and other

nutrients，and consequently reduces plant growth．In this study,an upland tropical

japonica rice Azucena and a lowland indica rice IRl552 were used for screening AI

induced gene。A recombinant inbred line(RIL、population derived from a Gross

between IRI 552 and Azucena were used for detecting QTLs for tolerance to AI

toxicity at different seedling stages．Comparative mapping analysis was carried out

for the QTLs reported for rice rolerance to A1 toxicity from different genetic

populations．eDNA—AFLP was used for idenfifying AI induced genes，All of the

34 TDFs were aligned to integrated genetic and physical map by sequence alignment

or genetic mapping．ESTs mapped at the detected QTL interval were screened by

reverse Nofthem，The results were summarized as follOWS；

t，QTLs for A1 tolorance were identified by using the RIL population described as above

Three QTLs were detected after both one week and two weeks of AI to stress at the

interval RZ801-RG381，RZ698-ACA—CTAl and ACA．CTTl一RMl 17 on chromosome

1，9 and 1 2，respectively．The 3 QTLs accounted about 39％and 35％of total variation

jn root length after one week AJ slress treatment and two weeks stress streatment，

respectively．The QTL on chromosome 1 explained about 1 5％and 9％of phenotypic

variation after 1 and 2 weeks of AI stress with positive allelic effect from Azucena．

Positive allele of QTLs on chromosome 9 is from IRl552 which explained about 13％

and 15％of total phenotypic variation．The QTL on chromosome 12 explained about

1 0％and 1 1％of phenotypic variation with positive allele(s1 from Azucena．By

integrated mapping based on rice genetic map，an identical QTL interval between C86

and C742 were found On chromosome 1 from 4 different genetic populations．
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2．Thirty four AI induced TDFs were screened by eDNA—AFLP,including 33 unique

genes．Of 33 unique genes，1 9 showed homology with known genes．Seven of the 1 9

genes are involved in cell wall components metabolism，3 for cellular metabolism，3 for

protein metabolism and 6 for secondary metabolism，oxidative stress and other

metabolic pathways．The result indicates that A1 toxicity affected different

physiological and biochemical pathways．

3．Two AI induced genes(OsARl6，OsAR28)located near the QTL interval on

chromosome 1 were singled out by eDNA—AFLE According to the transcription map，

83 ES"Is loeated between C86 and C742 were screened．Four Al induced ESTs were

confirmed by Northen blot analysis．The 4 genes are for amino acid transport protein

(C5053】)，non—specific lipid transfer protein(E30 1 3 1)，Rho GDP—dissociation inhibitor

(E1391)and Ubiquitinqike protein SUMO一1(E61853)．One of the 4 ESTs(E61853)

showed homology with OsARl6．Full length CDS of OsAR28 was obtained by PCR

according to the predicted results of bioinformatics．This CDS was 513bp，which

showed homology(98％)with first 5 1 0 bp of another predicted gene in chromosome 1．

Blast results showed that it was homology with an exosome complex exonuclease(45％

in Blastn)，Further work need to be performed for confirming if this gene show any

relationship with A1 tolerance in rice。

Keywords：Aluminum toxicity Candidate gene eDNA—AF乙P EST QT乙Rice

(Oryza sativa L．)
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附图1．eDNA．AFLP电泳图。每4个泳道为一对引物的扩增结果，分剐为Azucena处理、Azucena

CK、IRl552处理、IRl552 CK。
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