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要!水稻
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#
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为非典型的
B/C/

家族成员!其功能尚不清楚
;

酵母双杂交

实验表明!转录因子
!"&&

#

"?%%%

可以形成同源蛋白聚合体
;

随机结合位点筛选实验表明!

转录因子
!"&&

#

"?%%%

可以与
D7E

结合!并且其结合位点初步确定为
FF

"
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"

GEGG

"

HF

"

G;!"&&

#

"?%%%

基因的组织表达模式分析发现!

!"&&

#

"?%%%

基因主要在叶片和根中表达!推

测该基因可能在叶和根的发育调控中发挥作用
;

水培实验发现!该基因功能缺陷型转基因株

系的根长显著短于野生型!表现出明显的根部发育缺陷!表明
!"&&

#

"?%%%

在水稻根的发育

中起调控作用
;I>JGK

分析进一步证明!功能缺陷型转基因植株体内生长素合成和信号转

导相关基因表达量显著上升!表明转录因子
!"&&

#

"?%%%

参与了水稻生长素的合成和信号

转导的调控
;

关键词!水稻#
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转录因子!

5,*+49*1

M

51(+.,95(*

#

FL

"是能够与

目的基因上游特定
D7E

序列结合的蛋白质#又被

称为反式作用因子#通过与顺式作用元件相互作用#

从而保证目的基因以特定强度在特定时间与空间表

达的蛋白质分子'

&

(

;B/C/

!

B,419/3-1V>C((

M

>/3>

-1V

#碱性螺旋
>

环
>

螺旋"转录因子是真核生物蛋白

质中的一个大家族#其成员在动植物界行使着多种

重要的功能
;

例如#一个
B/C/

蛋白
\JR

M

可以通

过与生长素应答因子
EKL@

相互作用调控拟南芥

花蕊的早期发育'

$

(

;

研究发现
B/C/

在光敏色素的

信号转导#细胞分化#应答油菜素内酯的基因表达等

过程中都起着重要作用'

"̂ ]

(

;

典型的
B/C/

结构域包含大约
#%

个氨基酸#

由位于
B/C/

结构域
7

端能够结合
D7E

的
B,419

区域和
/C/

区域组成'

#

(

;/C/

区域包含两个
"

螺

旋#通过它们
B/C/

蛋白可以相互作用#形成同源

或者异源蛋白聚合体'

&

#

=̂ @

(

;

一类以人类
N[

蛋白为

代表缺少
B,419

区域的
/C/

蛋白虽然不能够与

D7E

直接相互作用#但是可以通过与其它
B/C/

蛋白的
/C/

区域形成特异的异源蛋白聚合体来抑

制相应
B/C/

转录因子的活性'

?̂ &%

(

;

通过抑制像
R

这样的
B/C/

蛋白#从而在细胞分化和发育过程中

起到关键作用'

&&

(

;

在拟南芥中#发现一个
/C/

蛋

白
ZNDEKN

#通过与一个在光调控过程中起作用的

B/C/

转录因子相互作用来抑制该转录因子活性#

从而调控植物生长发育'

&$

(

;

随着水稻全基因组测序的完成#利用生物信息

学分析发现#水稻中包含有
&#=

个
B/C/

转录因

子#绝大多数成员功能未知
;

有研究表明#

B/C/

家

族在水稻生长发育过程中起着关 键 作 用#如

_T,+

Q

'

&"

(等发现一对参与
\K

下游的
B/C/

基因

NCN&

和
JKR&

可以通过形成异源二聚体的形式参

与调控与
\K

相关的基因的表达
;1-1&

的水稻突变体

表现出与使用
\K

处理时相同的叶片倾角的表型#

过表达和
K7E

干扰的
NCN&

转基因水稻株系都分别

表现出了叶片倾角增加和减小的相反表型
;NCN&

和

JKR&

的相互作用导致了水稻叶片的直立
;

因此该

家族蛋白功能的揭示将有助于丰富和完善水稻基因

功能调控网络
;

本研究选取了一个水稻非典型的
B/C/

基因

家族成员
!"&&

#

"?%%%

基因进行了初步的功能研

究#发现转录因子
!"&&

#

"?%%%

可以以同源蛋白聚

合体的形式结合
D7E

#从而实现生长素!

NEE

"信号

转导#调节下游基因的表达#最终实现对水稻根部生

长发育的调控
;

$

!

材料与方法

$;$

!

生物信息学分析

利用
FNHK

!

T55

M

%&&

51

Q

*B-,45;51

Q

*;(*

Q

&

5

Q

1

#

K193H3+(P3E++(5,51(+J*(

`

395

"和
7G\N

!

T55

M

%&&

YYY;+9B1;+-P;+1T;

Q

(2

#

7,51(+,-G3+53*.(*\1(>

539T+(-(

Q6

1+.(*P,51(+

"数据库获得
!"&&

#

"?%%%

全

长
GD8

序列)氨基酸序列及启动子序列
;

通过基于

隐马科夫模型的蛋白质结构域分析数据库
8WEKF

!

T55

M

%&&

4P,*5;3PB->T31[3-B3*

Q

;[3

#

81P

M

-3W([)>

-,*E*9T15395)*3K343,*9TF((-

"对
!"&&

#

"?%%%

氨

基酸序列比对分析#获得
!"&&

#

"?%%%

蛋白的结构

域类型
;

同时#利用
J-,+5GEKR

!

T55

M

%&&

B1(1+.(*>

P,5194;

M

4B;)

Q

3+5;B3

&

Y3B5((-4

&

M

-,+59,*3

&

T5P-

&"

数据 库 对
!"&&

#

"?%%%

起 始 密 码 子
EFH

上 游

&]%%B

M

的启动子序列进行分析#预测该基因启动

子区域所存在的调控元件#根据调控元件推测其可

能的调控途径
;

$;4

!

载体构建与功能缺陷型转基因株系的获得

以粳稻品种日本晴的
9D7E

为模板#利用

H,53Y,

6

方法#设计含有
,55\

接头的引物!

L

%

]a

GEEEEEEHGEHHGFFGEFHFGHFGHEHGGH>

HGH"a

$

K

%

]aGEEHEEEHGFHHHFGFFEGEF>

%&&
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转录因子
!"&&

#

"?%%%

的功能研究

HEHFEHHGFEGHHEFHEHH"a

"#

JGK

克隆目的

片段
;JGK

反应程序为%

?@b

#

]P1+

$

?@b

#

&%4

$

]@b

#

&]4

$

=$b

#

$%4

$共
"]

个循环
;

利用
\JG-(>

+,43NN

!

N+215*(

Q

3+

"经
\J

重组反应将
JGK

产物克

隆到入门载体
M

Dc7K

&

_3(

#测序正确后#利用
CK

G-(+,43NN

!

N+215*(

Q

3+

"将
!"&&

#

"?%%%

克隆到玉米

0B1

d

)151+

启动子驱动表达的
M

GEW\NE&"%&HX>

$%&

表达载体中#得到
7

端添加转录抑制基序

REK

的合成型转录因子'

&!

(

#并抑制目标转录因子

的转录活性
;

根据林建中等的水稻转化方法'

&]

(

#将

重组的
M

GEW\NE&"%&HX>$%&>!"&&

#

"?%%%

质粒

经过电击法转入农杆菌#通过农杆菌侵染水稻粳稻

品种
'()**+,

的愈伤组织#获得功能缺陷型转基因

株系
-.(

%%

$%&/!"&&

#

"?%%%;

$;%

!

酵母双杂交

M

HEDF=>!"&&

#

"?%%%

重组质粒能够编码融合

!"&&

#

"?%%%

和
HEC!

激活域的蛋白#

M

H\ZF=>

!"&&

#

"?%%%

重组质粒能够编码融合
!"&&

#

"?%%%

和

HEC!

结合域的蛋白#将两个重组质粒按照酵母手

册进行酵母转化#涂布于
8D

&

>C3)

&

>F*

6

平板上培

养
;$@b

培养
$

#

"[

#挑选
!

#

]

个单克隆用无菌水

混匀后涂布于
8D

&

>C3)

&

>F*

6

&

>/14

平板上#分析结

果
;

为了进一步检测相互作用的真实性#同时参照

GcCc7FRG/

说明书进行滤纸显色实验
;

$;5

!

蛋白表达和随机结合位点筛选

根据
C1)

等'

&!

(的蛋白诱导纯化方法#分别将

M

HRO>!F>&>!"&&

#

"?%%%

和
M

HRO>!F>&

质粒转入

大肠杆菌
\C$&

!

DR"

"#诱导表达
;

离心收集菌体#超

声破碎#离心#谷胱甘肽琼脂糖珠!

L3*P3+54

"亲合纯

化蛋白#

8D8>JEHR

检测
;

将已纯化的重组蛋白保

存#用于后续随机结合片段筛选实验
;

根据
\-,9eY3--

的方法'

&#

(

#使用引物
K\88!

和

GJDL!

进行
JGK

扩增#得到双链随机
D7E

片段并

与结合目的蛋白的谷胱甘肽琼脂糖珠室温孵育
&%

P1+;

使用
D7E

结合缓冲液洗涤离心#重复
]

次#最

后加入
"%

$

C

蛋白洗脱缓冲液#洗脱后离心取上清

为模板#

JGK

扩增目的片段#正向引物为
K\88"

#反

向引物为
GJDL!

#琼脂糖凝胶电泳观察结果
;

重复
#

#

@

次#直到扩增出目的条带#然后将扩增片段克隆

至
M

WD&@>F

载体!

F,Z,K,

"#测序
;

测序结果使用

在线分 析 工具分析 !

T55

M

%&&

Y3B-(

Q

(;B3*e3-3

6

;

3[)

&"

;

引物见表
&;

表
$

!

随机结合位点筛选实验引物

6,!7$

!

8+9:/+)/

;

</=-/)<)/3>2++,=32:!9=39=

?

)9*/)/@/-*92=,)),

0

引物名称 序列!从
]a>"a

"

GJDL! GGGHHEEFFGHEEHEEHEEFHGEEEEHEH

K\88" FHHEHEEHEHHEHEHFHHHG

K\88! HHEHEHFHHHG7777777777777777GFGFFFFHGEFFGFFG

$;A

!

植物材料种植&激素处理及取材设置

参照
C1+

等'

&=

(水稻种子催芽及种植方法#用

"f

次氯酸钠溶液对水稻种子表面消毒#

"=b

下种

子吸胀处理
!@T

#

$@b

恒温培养箱催芽
!@T;

待种

子露白后#用
&g&%%%

浓度的潮霉素!

/

6Q

"溶液对

种子进行初筛#然后将阳性植株转入
&

&

$W8

培养

液置于恒温培养箱中!

$@b

#光照
&#T

&黑暗
@T

"

;

参照
8(+

Q

等'

&@

(检测基因时空表达的取材方

法#分别对营养生长期和生殖生长期的水稻材料进

行取材
;

营养生长期的水稻材料取自温室生长
$%[

的野生型水稻日本晴#分别取根)茎和叶
"

部分$生

殖生长期的水稻材料取自大田内灌浆时期的野生型

水稻日本晴#分别取根)茎)叶)节间)叶鞘和幼穗等

组织材料
;

液氮速冻#

@̂%b

低温保存
;

参照
C1

等'

&?

(植物生长素诱导基因表达检测的

方法#将正常条件生长
&%[

的日本晴幼苗#转入含

有
&%

$

P(-

&

C

生长素的水培溶液中#分别处理
%

#

&

#

"

#

#

和
&$T

并取材#

@̂%b

保存
;

设置生长素浓度

梯度为
%

#

&%

^@

#

&%

^=

#

&%

^#和
&%

^]

P(-

&

C

分别处理

野生型材料
'()**+,

和功能缺陷型转基因材料#处

理
=[

后观察表型并统计分析
;

$7B

!

实时荧光定量
8CD

分析

按照
K7E3,4

6

W1+1Z15

!

F,Z,K,

"试剂盒说

明提取总
K7E

#然后利用
W,V1P,L1*4585*,+[9D>

7E8

6

+5T3414Z15

!

F,Z,K,

"合成
9D7E

#用于实时

定量
JGK

分析
;

利用
L3*P3+54

定量试剂盒!

L3*>

P3+54

"#

WV"%%%J

仪器 !

85*,5,

Q

3+3

"进行
JGK

分

析
;

实时荧光定量
JGK

反应程序为%

?]b

#

$P1+

$

&&&
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?]b

#

&%P1+

$

?]b

#

"%4

$

]]b

#

"%4

$

=$b

#

"%4

$

!]

个循环
;

实验重复
"

次#以持家基因
!"%0123&

为内参#

WV"%%%J

软件分析检测基因的相对表达水

平
;

定量
JGK

引物见表
$;

表
4

!

实时荧光定量
8CD

引物序列

6,!74

!

8+9:/+)/

;

</=-/)<)/3>2++/,@

*9:/>@<2+/)-/=-/

;

<,=*9*,*9E/8CD

引物名称 序列 !

]a>"a

"

!"&&

#

"?%%%IL GHHEHGGHFEGEFGHFGHE

!"&&

#

"?%%%IK GHFFHEFHHGHEHEFGHHE

!"%&4$"IL GEGGEHHFHGFEGFHEEFHH

!"%&4$"IK GEFGGEGFGGFFGFFEHHEGG

!"%&4$!IL FHEEFFGFHGEEGEFHHFFGE

!"%&4$!IK FEHEGGEGGFFHHEHGGGFF

!"5-00%&IL FGEFGHHEGHGGGFGEEGHFGHG

!"5-00%&IK HHGEHEHGEEHEFFEFGEHFG

!"5-00%!IL HGEHEEFHHGGFHFEGHGFHFFHH

!"5-00%!IK GEHEGGEHGEGEFHEGHFHFGFEG

!"623&.IL GFHFFGEFHHGHGFHGEHGG

!"623&.IK GHGHHFEGFGHEEHEHHEEGE

!"623$IL GEHHHGFEHHEEFHHGFEFHF

!"623$IK GGFEFFGFFGEHGFGFHHFEH

!"%0123&IL FHGFEFHFEGHFGHGGEFGGEH

!"%0123&IK EEFHEHFEEGGEGHGFGGHFGE

4

!

结
!

果

4;$

!

生物信息学分析与基因克隆

根据
FNHK

和
7G\N

数据库的序列信息#设计

引物#以水稻
9D7E

为模板克隆出和预测分子量大

小相似的
D7E

片段!图
&

!

,

""

;

测序发现该片段的

序列和数据库中预测相同#命名为
!"&&

#

"?%%%;

该

图
&

!

!"&&

#

"?%%%

基因的克隆

和其编码蛋白结构域位点图谱

L1

Q

;&

!

G-(+1+

Q

(.5T3!"&&

#

"?%%%

Q

3+3,+[49T3P,519

[1,

Q

*,P(.9(+43*23[[(P,1+41+1543+9([3[

M

*(531+

基因的编码序列含有
"%#

个核苷酸#编码含
&%$

个

氨基酸序列的蛋白质
;

利用蛋白质结构域分析数据

库
8WEKF

对
!"&&

#

"?%%%

蛋白结构进行分析#发

现
!"&&

#

"?%%%

蛋白在第
&?

#

#"

个氨基酸区域包

含一个
/C/

保守结构域!图
&

!

B

""#但是并没有结

合
D7E

的
B,419

区域#因此
!"&&

#

"?%%%

是一个非

典型的
B/C/

蛋白#单个的
!"&&

#

"?%%%

蛋白不能

够直接结合
D7E

片段
;

有研究表明
B/C/

蛋白可

以通过
/C/

结构域形成同源或异源聚合体行使功

能'

=̂ @

(

;

因此推测该蛋白可能是以蛋白聚合体的形

式行使功能
;

474

!

!"$$

?

%&'''

蛋白与自身的相互作用

为了探究该编码蛋白能够形成同源蛋白聚合体#

进行了酵母双杂交实验
;

首先构建了
M

HEDF=>

!"&&

#

"?%%%

重组质粒和
M

H\ZF=>!"&&

#

"?%%%

重组质

粒#然后将重组质粒共转入
E/&%?

酵母中#同时用共

转
M

HEDF=>!"&&

#

"?%%%

&

M

H\ZF=

#

M

HEDF=

&

M

H>

\ZF=>!"&&

#

"?%%%

和
M

HEDF=

&

M

H\ZF=

载体的酵母

作为阴性对照#涂布于含有
&%PP(-

&

C">EF

的
8D

&

>

C3)

&

>F*

6

固体平板#以及于含有
&%PW">EF

的
8D

&

>

C3)

&

>F*

6

&

>/14

固体平板
;

结果显示只有共转入

M

HEDF=>!"&&

#

"?%%%

&

M

H\ZF=>!"&&

#

"?%%%

的酵母在

含有
&%PP(-

&

C">EF

的
8D

&

>C3)

&

>F*

6

&

>/14

固体平

板上继续生长
;

滤纸显色实验也发现只有共转入

M

HEDF=>!"&&

#

"?%%%

和
M

H\ZF=>!"&&

#

"?%%%

重组质

粒的酵母可以显色!图
$

!

,

""#说明
!"&&

#

"?%%%

蛋白可

以形成同源蛋白聚合体
;

47%

!

!"$$

#

%&'''

蛋白的
FG(

随机结合位点筛选

酵母双杂交实验证明
!"&&

Q

"?%%%

蛋白可以形

成同源蛋白聚合体#为了进一步验证
!"&&

#

"?%%%

蛋白形成的同源蛋白聚合体是否可以与
D7E

直接

相互作用#构建了
M

HRO>!F>&>!"&&

#

"?%%%

重组质

粒
;

将重组质粒通过热激法转化入大肠杆菌
\C$&

!

DR"

"并成功诱导纯化了
H8F>!"&&

Q

"?%%%

重组蛋

白!图
$

!

B

""

;D7E

随机结合位点筛选实验
;

结果显

示#该蛋白可以通过形成同源蛋白聚合体与
D7E

片段直接相互作用#且直接结合的
D7E

片段为

FF

&

GH

&

GEGG

&

HF

&

G

!图
$

!

9

""

;

表明该蛋白可以

通过
/C/

区域相互作用形成同源蛋白聚合体结合

特定
D7E

片段#从而行使调控下游基因表达的

功能
;

$&&



第
#

期 刘选明等%水稻
B/C/

转录因子
!"&&

#

"?%%%

的功能研究

W

%

W,*e3*

$

&

%

H8F

$

$

%

H8F>!"&&

#

"?%%%

图
$

!

!"&&

#

"?%%%

蛋白的酵母双杂交分析及与
D7E

结合位点的筛选

L1

Q

;$

!

S3,455Y(T

6

B*1[,+,-

6

414,+[*,+[(PB1+[1+

Q

415343-3951(+,44,

6

(.!"&&

#

"?%%%

M

*(531+

475

!

!"$$

#

%&'''

在水稻不同组织器官中的表达

基因的时空表达模式可以为预测和研究其生物

学功 能 提 供 参 考 依 据
;

实 时 定 量
JGK

分 析

!"&&

#

"?%%%

基因在水稻不同组织器官中的相对表

达量#表明该基因在苗期和抽穗期都主要在叶和根

表达#其它的组织器官表达量极少!图
"

!

,

"#!

B

""#

推测该基因可能参与植物根和叶的生长发育调控
;

!

,

"幼苗期的基因表达实时定量
JGK

分析
!

B

"抽穗期的基因表达实时定量
JGK

分析

图
"

!

不同水稻组织器官中
!"&&

#

"?%%%

基因转录水平的实时定量
JGK

分析

L1

Q

;"

!

K3,-51P3JGK,+,-

6

414(.5*,+49*1

M

51(+,--323-4(.!"&&

#

"?%%%

Q

3+31+2,*1()4*193(*

Q

,+4

4;A

!

转基因植物鉴定与表型分析

利用嵌合抑制因子基因沉默技术'

&!

#

$%

(

!

9T1P3>

*19*3

M

*344(*

Q

3+3>41-3+91+

Q

539T+(-(

Q6

GKR8>F

"及

H,53Y,

6

技 术 获 得 了
M

GEW\NE&"%&HX>REK>

!"&&

#

"?%%%

重组质粒!图
!

!

,

""

;

通过农杆菌侵染

水稻
'()**+,

愈伤组织的方法#得到
!"&&

#

"?%%%

转

录抑制型的转基因株系#即该转录因子的功能缺陷

型转基因株系
;

通过
D7E

和
K7E

水平上的分子鉴

定!图
!

!

B

"#!

9

""#筛选出
$

个阳性功能缺陷型转基

因株系
-.(

%%

$%&/!"&&

#

"?%%%/&%

和
-.(

%%

$%&/

!"&&

#

"?%%%/&&;

水培实验表明#转基因株系
-.(

%%

$%&/!"&&

#

"?%%%/&%

和
-.(

%%

$%&/!"&&

#

"?%%%/

&&

的根长比野生型的短#表现为明显的根部发育缺

陷!图
!

!

9

"#!

[

""

;

该结果表明#当抑制
!"&&

Q

"?%%%

的转录活性时严重干扰了水稻根部的正常生长发

育#说明
!"&&

#

"?%%%

基因参与了水稻根部发育的

调控
;

47B

!

生长素对
!"$$

#

%&'''

的表达调控

研究表明#生长素对植物根部发育具有显著影

响'

$&

(

;

利用
J-,+5GEKR

数据库对
!"&&

#

"?%%%

基

因起始密码子
EFH

上游
&]%%B

M

的启动子序列进

行分析#发现该基因启动子
=̂?$B

M

处含有一个生

长素应答元件!图
]

!

,

""#推测该基因功能可能与生

长素有关
;

实时荧光定量
JGK

分析表明#随着生长

素处理时间的延长#该基因表达量持续升高!图
]

!

B

""#表明该基因表达受到生长素诱导
;

同时#不同

浓度生长素对野生型
'()**+,

和转基因株系
-.(

%%

$%&/!"&&

#

"?%%%/&%

和
-.(

%%

$%&/!"&&

#

"?%%%/

&&

处理
=[

发现#随着生长素浓度的升高#野生型根

长受到明显抑制#而转基因株系根长没有明显变化

"&&
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!图
]

!

9

"#!

[

""#表现为对生长素不敏感#即抑制转

录因子
!"&&

#

"?%%%

的转录活性干扰了植物对生长

素的响应#暗示该基因参与了生长素的相关途径
;

W

%

W,*e3*

$

&

%

9(+5*(-

$

$

%

-.(

%%

$%&/!"&&

#

"?%%%/&%

$

"

%

-.(

%%

$%&/!"&&

#

"?%%%/&&

图
!

!

功能缺陷型转基因株系的鉴定与表现分析

L1

Q

;!

!

N[3+51.19,51(+,+[

M

T3+(5

6M

19,+,-

6

414(.-(44>(.>.)+951(+5*,+4

Q

3+19-1+34

图
]

!

!"&&

#

"?%%%

基因启动子分析和生长素处理对植株的影响

L1

Q

;]

!

FT3

M

*(P(53*,+,-

6

414(.!"&&

#

"?%%%

Q

3+3,+[5T33..395(.*19345*3,53[Y15T,)V1+

!&&



第
#

期 刘选明等%水稻
B/C/

转录因子
!"&&

#

"?%%%

的功能研究

!!

为了进一步探究该基因对生长素生物合成)信

号转导和极性运输途径的影响#选取这些途径中的

相关基因#检测其表达量
;

结果表明#在功能缺陷型

转基因株系中#生长素信号转导相关基因
!"/

%&4$"

#

!"%&4$!

和生长素合成相关基因
!"5-0/

0%&

#

!"5-00%!

的表达量显著提高!图
#

!

,

"#

!

B

""$生长素极性运输相关基因
!"623&.

和
!"/

623$

表达量没有明显变化!图
#

!

9

""

;

该结果说明#

!"&&

#

"?%%%

基因的功能缺陷主要影响了生长素的

信号传导和生物合成途径#而对于生长素的极性运

输并没有显著影响#推测
!"&&

#

"?%%%

参与了生长

素合成与显著信号转导的调控
;

图
#

!

功能缺陷型转基因株系中生长素相关基因的转录水平分析

L1

Q

;#

!

E+,-

6

414(.5*,+49*1

M

51(+,--323-4(.NEE*3-,53[

Q

3+341+-(44>(.>.)+951(+5*,+4

Q

3+19-1+34

%

!

讨
!

论

B/C/

蛋白通常通过
/C/

区域相互作用形成同

源或异源蛋白聚合体行使对下游基因的调控'

@

(

;

本研

究发现#

!"&&

#

"?%%%

蛋白不能直接结合
D7E

的
B,419

区域!图
&

!

B

""#但
!"&&

#

"?%%%

蛋白可以通过形成同源

蛋白聚合体来直接结合
D7E

片段#从而调控下游基因

表达!图
$

!

,

"

#

!

9

""

;

同时通过
D7E

随机结合位点筛

选实验分析了该基因的直接
D7E

结合位点
FF

&

GH

&

GEGG

&

HF

&

G

!图
$

!

9

""#为深入研究
!"&&

#

"?%%%

蛋白

的生理功能提供了重要线索
;

分析基因在植物不同组织器官中的表达可以对

该基因行使的功能进行预测'

$$

(

;

通过
I>JGK

分析

发现
!"&&

#

"?%%%

基因主要在水稻叶和根中表达

!图
"

!

,

"#!

B

""#暗示该基因可能参与植物叶和根的

发育
;

水培实验发现#功能缺陷型转基因株系的根相

对于野生型明显变短!图
!

!

[

"#!

3

""#证实了该基因

在根发育过程中起作用
;

但叶片中我们没有发现明

显差异#对于该结果还有待进一步研究
;B/C/

基

因家族在动植物界广泛存在且行使多种多样的功

能#已知
624"

#

624!

#

74&&

在光敏色素信号传导

中起作用#

861

和
%90

与雌蕊发育有关#

%:8

在

花粉粒发育中起作用#

%):50$

与脱落酸诱导的基

因表达有关'

$"

(

;

植物激素是调控植物生长发育的重

要因子
;

生长素影响植物生长发育的各个方面#包括

细胞分裂与生长#细胞分化#顶端优势#根的向地性

等'

$!

(

;

本研究通过
J-,+5GEKR

对
!"&&

#

"?%%%

基

因的启动子顺式元件进行分析#结果显示该基因启

动子 区 域 存 在 生 长 素 响 应 元 件 !图
]

!

,

""

;

!"&&

#

"?%%%

基因的表达受到生长素诱导并且随着

生长素处理时间的延长#该基因的表达量显著提高

!图
]

!

B

""

;

不同浓度的生长素对转基因株系处理发

现其根长对生长素不敏感!图
]

!

9

"#!

[

""#说明该基

因的表达受到生长素的调控
;

为了进一步研究该基

因对生长素途径的影响#对功能缺陷型转基因株系

中生长素的相关基因进行定量分析#发现与生长素

信号转导和合成相关的基因表达量显著提高!图
#

!

,

"#!

B

""#表明抑制转录因子
!"&&

#

"?%%%

的转录

活性主要影响了生长素的信号转导和合成途径
;

这

些结果表明#

!"&&

#

"?%%%

是生长素对植物调节途径

中的相关基因#为进一步阐明
!"&&

#

"?%%%

的作用

机理奠定了良好的基础
;

参考文献

'

&

(

!

W0KKRG

#

WGGEX J8

#

\ECFNWcKRD;E+3Y D7E

B1+[1+

Q

,+[[1P3*1U,51(+ P(51.1+1PP)+(

Q

-(B)-1+3+T,+93*

B1+[1+

Q

#

[,)

Q

T53*-344

#

W

6

(D

#

,+[P

6

9

M

*(531+4

'

'

(

;G3--

#

&?@?

#

]#

!

]

"%

===̂ =@";

'

$

(

!

:EKE0DR

#

\KNc0DR8L

#

8_RG8N'

#

,)*;;E0ON7KR>

8Jc78RLEGFcK@*3

Q

)-,534%<*.(=>

?

"("

M

35,-

Q

*(Y5TB

6

1+53*,951+

Q

Y15T5T3B/C/5*,+49*1

M

51(+.,95(*\NHJRFEC

M

'

'

(

;J-,+5G3--

#

$%&&

#

$"

!

"

"%

?="̂ ?@";

'

"

(

!

\RK7/EKDF G

#

_/Ec W

#

Hc7_ECR_ E

#

,)*;;FT3

B/C/

Q

3+34HC",+[RHC"

M

,*5191

M

,531+,+1+53*93--)-,*

*3

Q

)-,5(*

6

91*9)155T,59(+5*(-493--

M

,553*+1+

Q

1+5T3%<*.(/

]&&



!!

湖南大学学报!自然科学版"

$%&#

年

[(

M

414*((53

M

1[3*P14

'

'

(

;D323-(

M

P3+5

#

$%%]

#

&"$

!

$

"%

$?&̂

$?@;

'

!

(

!

D0RZJD

#

LE7Z/E08RKG;B/C/9-,445*,+49*1

M

51(+

.,95(*45,e393+5*345,

Q

31+

M

T

6

5(9T*(P341

Q

+,-1+

Q

'

'

(

;F*3+[4

J-,+5891

#

$%%]

#

&%

!

$

"%

]&̂ ]!;

'

]

(

!

8RK7EC;B/C/

M

*(531+4e+(YYT3+5(P,e3,45(P,

'

'

(

;

F*3+[4J-,+5891

#

$%%=

#

&$

!

&&

"%

!@"̂ !@];

'

#

(

!

EFG/CRS X K

#

FRK/ECCRX

#

DKR88E;J(4151(+,-[3>

M

3+[3+93

#

9-1

d

)34

#

,+[

M

*3[195123P(51.41+5T3B/C/

M

*(531+

[(P,1+

'

'

(

;'W(-R2(-

#

&???

#

!@

!

]

"%

]%&̂ ]&#;

'

=

(

!

RCCR7\RKHRKF

#

LE88D

#

EK7E0D W

#

,)*;;G*

6

45,-

45*)95)*3(.5*,+49*1

M

51(+.,95(*R!=

%

R>B(V*39(

Q

+151(+B

6

,

B,419*3

Q

1(+T3-1V>-((

M

>T3-1V[1PP3*

'

'

(

;H3+34D32

#

&??!

#

@

!

@

"%

?=%̂ ?@%;

'

@

(

!

7R8N7

#

DR\RE0'c7N

#

'c7DG

#

,)*;;FT3FF@

Q

3+33+>

9([34,B,419T3-1V>-((

M

>T3-1V[(P,1+

M

*(531+*3

d

)1*3[.(*3V>

M

*3441(+(.DLK,+[\E7

Q

3+341+%<*.(=>

?

"("41-1

d

)34

'

'

(

;

J-,+5G3--

#

$%%%

#

&$

!

&%

"%

&@#"̂ &@=@;

'

?

(

!

807O/

#

GcJRCE7D7H

#

'R7ZN787E

#

,)*;;N[

M

*(>

531+4N[&,+[N[$43-395123-

6

1+T1B15D7EB1+[1+

Q

B

6

(+39-,44

(.T3-1V>-((

M

>T3-1V

M

*(531+4

'

'

(

;W(-G3--\1(-

#

&??&

#

&&

!

&&

"%

]#%"̂ ]#&&;

'

&%

(

K0_N7c:E W\

#

\R7R_KEK;N[

M

*(531+41+[323-(

M

P3+5

#

93--9

6

9-3,+[9,+93*

'

'

(

;F*3+[4G3--\1(-

#

$%%"

#

&"

!

@

"%

!&%

!̂&@;

'

&&

(

ZRR\C;R,+[ND

M

*(531+4B*,+9T()5

'

'

(

;7,5K32NPP)>

+(-

#

$%%?

#

?

!

"

"%

&=]̂ &@!;

'

&$

(

/S07 S

#

CRRN;ZNDEKN

#

3+9([1+

Q

,+(+>D7EB1+[1+

Q

B/C/

M

*(531+

#

*3

M

*34434-1

Q

T541

Q

+,-5*,+4[)951(+1+%<*.(/

=>

?

"(")@*;(*A*

'

'

(

;J-,+5W(-\1(-

#

$%%#

#

#&

!

&

&

$

"%

$@"^

$?#;

'

&"

(

_/E7HCS

#

\ENW S

#

X0'

#

,)*;;E+5,

Q

(+14519/C/

&

B/C/5*,+49*1

M

51(+.,95(*4P3[1,53B*,441+(453*(1[*3

Q

)-,51(+

(.93--3-(+

Q

,51(+,+[

M

-,+5[323-(

M

P3+51+*193,+[%<*.(=>

?

/

"("

'

'

(

;J-,+5G3--

#

$%%?

#

$&

!

&$

"%

"=#=̂ "=@%;

'

&!

(

CN0 /

#

S0 O

#

CNZ

#

,)*;;JT(5(3V9153[GKS$1+53*,954

Y15TGN\&5(*3

Q

)-,535*,+49*1

M

51(+,+[.-(*,-1+151,51(+1+%</

*.(=>

?

"("

'

'

(

;8913+93

#

$%%@

#

"$$

!

]?%=

"%

&]"]̂ &]"?;

'

&]

(林建中#杨远柱#周波#等
;

一种简单高效的水稻体细胞诱变育

种新方法'

'

(

;

湖南大学学报%自然科学版#

$%&"

#

!%

!

?

"%

=?^

@];

CN7'1,+>UT(+

Q

#

SE7HS),+>UT)

#

_/c0\(

#

,)*;;E+3Y

,+[3..3951234(P,519P)5,

Q

3+3414*193B*33[1+

Q

P35T([

'

'

(

;

'()*+,-(./)+,+0+123*415

6

%

7,5)*,-8913+934

#

$%&"

#

!%

!

?

"%

=?̂ @];

!

N+GT1+343

"

'

&#

(

\CEGZXRCCFZ

#

XRN7FKE0\/;D1..3*3+934,+[41P1>

-,*151341+D7E>B1+[1+

QM

*3.3*3+934(.W

6

(D,+[R$E

M

*(531+

9(P

M

-3V34*323,-3[B

6

B1+[1+

Q

415343-3951(+

'

'

(

;8913+93

#

&??%

#

$]%

!

!?@!

"%

&&%!̂ &&&%;

'

&=

(

CN7'

#

_/c0\

#

SE7HS

#

,)*;;J13*91+

Q

,+[2,9))P1+.1->

5*,51(+ (.5T3 P,5)*3 3PB*

6

(

%

, 41P

M

-1.13[ P35T([ .(*

,

Q

*(B,953*1)P>P3[1,53[5*,+4.(*P,51(+ (.N+[19,*193

'

'

(

;

J-,+5G3--K3

M

#

$%%?

#

$@

!

=

"%

&%#]̂ &%=!;

'

&@

(

8c7HOI

#

CN0CL

#

'NE7HS'

#

,)*;;D14*)

M

51(+(.439>

(+[,*

6

Y,--93--)-(43B1(4

6

+5T3414,-53*49,[P1)P5*,+4-(9,>

51(+,+[5(-3*,+931+*193

M

-,+54

'

'

(

;W(-J-,+5

#

$%&"

#

#

!

"

"%

=#@̂ =@%;

'

&?

(

CNH,+

Q

#

CNE7H X,+>

d

1

#

_/E7HO1,(>

d

1+

Q

#

,)*;;K193,9>

51+>B1+[1+

QM

*(531+KWD14,e3

6

-1+e1+5T3,)V1+>,951+*3

Q

)>

-,5(*

6

-((

M

5T,59(+5*(-493--

Q

*(Y5T

'

'

(

;J*(7,5-E9,[891

08E

#

$%&!

#

&&&

!

$@

"%

&%"==̂ &%"@$;

'

$%

(

/NKEF80 Z

#

WEF80NZ

#

ZcSEWEF

#

,)*;;D(P1+,+5

*3

M

*3441(+(.5,*

Q

35

Q

3+34B

6

9T1P3*19*3

M

*344(*45T,51+9-)[3

5T3REKP(51.

#

,*3

M

*3441(+[(P,1+1+%<*.(=>

?

"("

'

'

(

;J-,+5

'

#

$%%"

#

"!

!

]

"%

=""̂ ="?;

'

$&

(

FE7EZE/

#

D/c70Z8/RJ

#

\KRXRKJ\

#

,)*;;8

M

,51>

(53P

M

(*,-,4

6

PP35*19,)V1+[145*1B)51(+

%

,P3,+45(9((*[1>

+,53

M

-,+5[323-(

M

P3+5

'

'

(

;G3--W(-C1.3891

#

$%%#

#

#"

!

$"

"%

$="@̂ $=]!;

'

$$

(

IN7S

#

CNO

#

H0cW

#

,)*;;K3

Q

)-,51(+(.4,-5,+[E\E*3>

4

M

(+434B

6

GNJZ&!

#

,9,-91)P43+4(*1+53*,951+

QM

*(531+e1>

+,431+%<*.(=>

?

"("

'

'

(

;891GT1+,GC1.3891

#

$%%@

#

]&

!

]

"%

"?&̂ !%&;

'

$"

(

FcCRDc>cKFN_H

#

/0IR

#

I0ENCJ/;FT3%<*.(=>

?

"("

B,419

&

T3-1V-((

M

>T3-1V5*,+49*1

M

51(+.,95(*.,P1-

6

'

'

(

;J-,+5

G3--

#

$%%"

#

&]

!

@

"%

&=!?̂ &==%;

'

$!

(

:E77R8FR8

#

LKNWC';E)V1+

%

,5*1

QQ

3*.(*9T,+

Q

31+

M

-,+5[323-(

M

P3+5

'

'

(

;G3--

#

$%%?

#

&"#

!

#

"%

&%%]̂ &%&#;

#&&


