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摘要 针对花器官形态和种子发育突变表型对大型水稻T-DNA插入突变体库进行筛选,获得了大量突变

体信息及材料,在9760个突变体家系中筛选得到177个花器官形态和数量异常的突变家系,突变频率为

1.81%;对9760个家系中的3432个家系筛选得到179个种子发育缺陷的突变家系,突变频率为5.22%。对所

获得的270个突变家系进行了T-DNA插入的阳性检测,阳性率为64.8%。利用公共数据库RMD(RiceMutant
Database,RMD)给定的侧翼序列,鉴定了其中1个结实率较低的突变体家系,表明其突变表型和T-DNA插入共

分离,为深入研究该基因的功能提供了重要的遗传材料。
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  水稻(Oryzasativa)不仅是全世界最重要的粮

食作物,而且还具有基因组较小且与其他禾本科植

物存在广泛的共线性、遗传转化体系完善等优点,因
此,它已成为研究单子叶植物遗传发育的模式植

物[1]。2005年国际水稻基因组计划(IRGSP)完成

了水稻全基因组测序,提供了该物种全部的核苷酸

序列[2]。如何揭示这些基因的生物学功能以及它们

有序的时空表达机制,已经成为水稻功能基因组时

代的重要课题。植物功能基因组研究策略主要有2
种:一是正向遗传学(forwardgenetics)方法,即从

突变表型出发克隆发生突变的基因,再确定该基因

功能;二是反向遗传学(reversegenetics)策略,通过

对特定基因序列的分析,在突变体库中搜寻其相应

的突变体,然后分析突变体表型,进行相关功能

研究[3]。
采用理化诱变和 DNA 插入突变(insertional

mutagenesis)等方法,创造大量突变体用于基因的

功能分析是通过正反向遗传学策略研究植物功能基

因组的重要手段。由于农杆菌T-DNA 整合到植物

基因组中的位置是随机的[4],并且整合到植物基因

组中的T-DNA能稳定遗传,这样随机插入到植物

基因组中的已知T-DNA序列能为后续的基因功能

研究 提 供 一 个“标 签”,使 得 人 们 可 以 采 用 反 向

PCR[5]、TAIL-PCR[6]、质粒拯救[7]和接头PCR[8]等
方法分离T-DNA插入位点的侧翼序列,然后利用

侧翼序列来检索基因组数据库便可找到相应的突变

基因。因此,T-DNA插入突变是目前大规模获得

水稻突变体的主要方法,华中农业大学国家植物基

因研究中心(武汉)采用该方法成功构建了超过

129000株T-DNA插入的增强子诱捕系,并公布了

分离得到的13804条侧翼序列[9]。本研究利用该

突变体库,以花器官形态变异、结实率明显降低这2
种生殖发育相关表型为筛选目标,通过T-DNA插

入的PCR阳性检测,获得T-DNA插入与突变表型

初步共分离的突变体家系,为进一步克隆水稻花器

官形态发育及种子发育相关基因奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

供试材料为华中农业大学国家植物基因研究中

心(武汉)构建的水稻T-DNA插入突变体库,是以

粳稻品种中花11(OryzaSativaL.ssp.japonica
cv.zhonghua11)为受体,经农杆菌介导T-DNA插

入所产生的转化群体。所有材料2009年夏天(长日

条件,日照时间为12~14h左右)种植在华中农业

大学试验田,每个突变体家系种植20个单株,分2
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行栽插。本试验所观察的水稻T-DNA插入家系共

9760个。
1.2 突变体表型观察与记载

突变表型判断标准:对于花器官形态,重点考察

护颖、颖壳、雌雄蕊的数量与野生型花器官的差异;
种子发育缺陷表型是在水稻种子发育的蜡熟期考察

结实率(以低于50%左右为突变标准)。具体观察、
筛选方法是将插秧时排布的家系号对应的大田编号

制成表格,7月至9月在田间对每个家系、单株逐个

观察,记录各个家系的突变单株、突变表型和植株数。
1.3 DNA 抽提和 PCR 检测

1)DNA提取。DNA样采用CTAB制备法[10]。

2)T-DNA阳性检测。以突变家系有表型的单

株总DNA为模板,根据T-DNA序列已知目的基因

GAL4/VP16设计PCR阳性检测引物GAL/VP-R
和GAL/VP-F,进行PCR扩增,确定有突变表型的

单株是否有T-DNA插入,初步确定突变家系的表

型与T-DNA的插入是否共分离。

3)基因型检测。在水稻突变体数据库 RMD
(RiceMutantDatabase,http://rmd.ncpgr.cn/)中
查询突变家系的侧翼序列,在候选基因的基因组中

跨T-DNA插入位点设计上游引物F和下游引物

R,在T-DNA序列中设计边界引物NTLB5,分别以

F和R、R和NTLB5配对,对突变家系内所有单株

进行PCR扩增,确定基因型。本实验中所用引物序

列见表1。
表1 所用引物序列

Table1 Primersusedintheexperiment 

名称 Name 序列Sequence
GAL/VP-R 5′-AGACCGGCAACAGGATTCAATC-3′
GAL/VP-F 5′-TTCGTCCAGGACAACGTGAACA-3′

F 5′-CTGAAGACCGACGACCGATGA-3′
R 5′-TCAAGTAAAGACCAACGACGCC-3′

NTLB5 5′-AATCCAGATCCCCCGAATTA-3′

  PCR反应体系:DNA 模板1μL;10×buffer
2.0μL;dNTP0.4μL;上下游引物各0.4μL;Taq
酶0.2μL;加ddH2O至20μL。PCR扩增反应程

序为:94℃3min;94℃45s;58℃45s;72℃1.5
min;35个循环;72℃10min;12℃5min;4℃保

存。扩增 产 物 在 1.0% 的 琼 脂 糖 凝 胶 上 电 泳

(120V、45min)检测。

2 结果与分析

2.1 水稻 T-DNA 插入突变体植株 PCR 阳性检测

在田间观察水稻T-DNA插入突变体库时,发
现有突变表型的家系存在2种情况:一种是家系内

所有单株全部为同一种突变表型,即表现为标签系

内的拟纯合突变,这种情况通常被认为是在组培过

程中体细胞变异造成的;另一种则是家系内部分单

株表现为突变表型,存在突变植株和正常植株的分

离。在后续研究中我们主要关注第2种情况。因为

T-DNA引发的插入突变,在理论上后代会出现表

型分离,对于单拷贝T-DNA插入的突变体,在其后

代株系中,如果群体足够大,表型正常的植株和具有

突变表型的植株数应符合3∶1(孟德尔遗传定律)
的分离模式。

根据这一原则,在所观察的9760个家系中筛

选到270个具有花器官形态异常、种子发育缺陷的

突变体家系,随后利用插入片段T-DNA序列设计

引物,对这些家系进行 T-DNA阳性检测。采用构

建该突变体库转化载体特有的基因(GAL4/VP16)
设计引物 GAL/VP-R和 GAL/VP-F,特异扩增片

段的大小约为467bp(图1)。扩增结果显示270个

有突变表型的家系中阳性家系为175个,T-DNA插

入阳性率为64.8%。表明这175个家系的突变表

型与T-DNA标签初步共分离,而其他非阳性家系

M:2kbDNAladder;1~23:突变体家系 Mutantlines;WT:阴性对照 Negativecontrol.

图1 突变体家系T-DNA阳性检测

Fig.1 ThePCRpositiveassayofplantsofmutantlines
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的突变表型则不是由T-DNA插入造成的。
2.2 花器官形态异常的突变体筛选

通过对水稻T-DNA插入的9760个家系进行

田间观察,发现有177个家系具有花器官形态和数

量变异的表型,并且符合3∶1的遗传分离模式,突
变比例为1.81%。

田间拍摄的花器官突变表型如图2,将突变的

小花放在体视显微镜下观察和拍摄,更清楚地显示

突变体花器官的异常形态(图3):野生型水稻的小

花由1对护颖、1枚外稃、1枚内稃(图3-A)、2枚浆

片、6枚雄蕊(图3-H )和1枚雌蕊(含1个心皮和2
个柱头)组成(图3-J)。筛选到的花器官异常表型

有:多颖壳(图2-A,图3-B、C)、护颖较长(图2-B,图

3-D)、内稃退化(图2-C,图3-F)、顶端小花退化

(图2-D,图3-G)、芒较长(图2-E,图3-E)、小花颖壳

畸形(图2-F)、多雄蕊(图3-I)以及多雌蕊(图3-K)
等。
2.3 种子发育缺陷突变体筛选

水稻种子发育的蜡熟期,在田间以目测结实率

低于50%左右为突变标准,对水稻T-DNA插入突

变体库9760个家系中的3432个家系进行结实率

筛选,结果发现其中179个突变体家系有结实率下

降的显著表型,且符合孟德尔遗传分离模式,突变比

例为5.22%。将结实率降低的突变家系编号与花

器官异常突变家系编号对应起来分析,发现其中78
个结实率下降的突变家系也有花器官形态异常的表

型,表明这些家系结实率降低可能与其花器官形态

和发育异常有关。
2.4 种子发育缺陷突变体的鉴定

对其中1个结实率降低且初步共分离的家系

(命名为rss1)进行进一步分析。2009年夏天该家

系的20个单株中,5个单株几乎不结实;2010年夏

天种植该突变体48株,发现其结实率低的表型能稳

定传递,而且突变体植株和野生型植株在营养生长

阶段形态上没有明显差异(图4)。
通过 在 RMD 中 查 找,获 得 了 该 突 变 家 系

T-DNA插入片段的侧翼序列。为了检测突变表型

与T-DNA插入是否共分离,在T-DNA插入位置设

 A.多颖壳 Multi-glume;B.护颖较长Longsterilelemma;C.内稃退化Bractdegradation;D.顶端小花退化 Topfloraldegradation;

E.芒较长Longawn;F.小花颖壳畸形Floralglumemalformation.

图2 突变体颖花田间表型

Fig.2 Mutantglumephenotypeobservedinthefield
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 A:野生型小花外形 Wild-type(bar=2mm);B-G:突变体小花外部形态 Outsidephenotypeofthemutant(bar=2mm);H:野生型

小花雄蕊Stamenofwild-type(bar=1mm);I:多雄蕊Polyandry(bar=1mm);J:野生型小花雌蕊Pistilofwild-type(bar=0.1mm);

K:多柱头Polyandrous(bar=0.2mm).

图3 野生型和突变体小花表型

Fig.3 Floralphenotypeofthewild-typeandthemutant

图4 野生型和rss1突变表型比较

Fig.4 PhenotypecomparisonbetweenWT
andtherss1mutantplants

计引物,引物F、R是来源于基因组的上下游引物,

NTLB5是来源于T-DNA标签的边界引物。野生

型植株(WT)由于没有T-DNA标签序列的插入,所
以引物R和NTLB5组合不能扩增出PCR产物,利
用基因组引物F和R组合则可以扩增得到预期大

小的产物;在杂合子突变体植株(H)中,利用引物F
和R以及R和NTLB5组合都可以得到预期大小的

PCR扩增片段;在纯合突变体植株(M)中,由于T-
DNA标签的插入导致F与R配对的扩增产物太大

(约大于10kb)而无法得到正常大小的基因组片

段,故只有R和NTLB5配对可以扩增出目的片段

(图5)。

 F:特异基因组正向引物Forwardgene-specificprimer;R:特

异基因组反向引物 Reversegene-specificprimer;NTLB5:T-

DNA边界引物 T-DNAborderprimer;WT:野生型 Wild-type;

H:杂合子 Hemizygous;M:纯合子 HomozygousforT-DNA

insertion;

 T-DNA插入侧翼的引物F和R可扩增得到杂合子或野生型

的等位基因产物;用R和NTLB5扩增到的PCR阳性植株表明

T-DNA在该位点插入;R和NTLB5扩增阳性,而F和R扩增

为阴性,表示该植株为纯合子插入。PrimersFandRflankthe

T-DNAinsertionandamplifyaproductfrom hemizygousor

wild-typeallele.PCR-positiveplantswithRandNTLB5indicate

T-DNAinsertionintheexaminedsite.Presenceofaproduct

withRandNTLB5andnotwithFandRindicatesaplantho-
mozygousfortheinsertion.

图5 “三引物法”检测突变体家系

分离后代植株的基因型

Fig.5 “Threeprimers”principlefortesting
themutationgenotype
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  通过这种“三引物法”对该突变家系子代的48
个单株进行了基因型检测,结果表明:T-DNA插入

的纯合植株有8株(图6),杂合植株38株,野生型

植株2株;表型观察结果显示,纯合植株的结实率明

显降低,杂合子植株该表型较弱或无此表型,分离出

来的野生型(阴性对照)则没有表型。因此,该家系

结实率显著降低的突变表型与该基因被T-DNA插

入共分离,即突变表型是由T-DNA插入到该基因

所造成的。

 1~20代表突变家系的后代Segregantsofmutantlines;WT:野生型 Wild-type;H:杂合 Hemizygous;M:纯合 Homozygousfor

T-DNAinsertion;Z11:对照Control.

图6 rss1突变家系后代共分离检测结果

Fig.6 PCRgenotypingrss1segregants

3 讨 论

T-DNA插入突变体以及所分离到的侧翼序列

已在水稻功能基因组研究中发挥了重要作用。许多

研究者利用华中农业大学国家植物基因研究中心构

建的大型水稻T-DNA插入突变体库,分离克隆了

一些重要基因。Wu等[11]研究和鉴定了一个调控水

稻开花时间、影响其生长周期的重要基因RID1;Li
等[12]克隆和分析了增加水稻茎秆机械强度、与木质

素合成相关的基因FC1;Yuan等[13]分离和鉴定了

影响水稻花粉减数分裂的基因PAIR3;Sun等[14]从

该突变体库中得到了编码组蛋白去甲基化酶的基因

JMJ706,以表观修饰的方式调控水稻生殖发育。
随着该突变体库(RMD)更多表型观察数据提交和

侧翼序列的分离,将会提供大量的突变体信息和材

料供水稻基因组研究所用。
本试 验 通 过 对 水 稻 T-DNA 插 入 突 变 体 库

9760个家系的批量筛选,获得了水稻花器官形态异

常和种子发育缺陷的突变体材料270多份,而且这

些有目标性状突变表型的家系的T-DNA插入阳性

率达到64.8%。对其中1份种子发育缺陷突变体

家系的进一步共分离检测,显示被插入的1个水稻

未知基因参与调控种子发育。通过这种从突变表型

筛选入手的正向遗传学策略,结合侧翼序列分离和

进一步共分离检测,有望克隆和鉴定一批控制水稻

花器官形态发育和种子形成过程的重要基因,不仅

有助于增加人们对水稻生殖发育的认识,也可为水

稻的遗传改良提供基因资源。
虽然T-DNA插入突变体在对目标基因进行快

速定位并确定其功能的研究中具有明显优势[15],但

是T-DNA插入突变体库的利用也有一些局限性。
农杆菌介导的T-DNA转化通常需要较长的组织培

养过程,易造成体细胞变异而非插入突变[16]。此

外,T-DNA插入的多拷贝、侧翼序列分离等问题也

会影响突变体材料的利用。T-DNA的插入有时还

会导致靶位点基因组序列的重排,故在突变体的筛

选鉴定过程中必须要进行突变表型和T-DNA的共

分离检测,以确定突变表型是否真正是由于T-DNA
的插入所造成的[17]。
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Ricemutantsofreproductivedevelopmentobtainedfrom
screeningthericemutantlibraryofT-DNAinsertionalmutagenesis

PEIRong1 LUZhan-hua2 YAOJia-ling1

1.CollegeofLifeScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.CollegeofHorticultureandForestrySciences,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Toidentifyricemutantsoffloralorganandseeddevelopment,aricemutantlibraryofT-
DNAinsertionalmutagenesisconstructedbythenationalkeylaboratoryofcropgeneticimprovementat
HuazhongAgriculturalUniversitywasscreenedonlargescale.Alargenumberofusefulinformationof
mutantsweregot.Among9760stablelinesofphenotypevariant,177linesshowedmorphologyand
numberchangeoffloralorgan,withmutationfrequencyof1.81%;179linesfromthe3432lines
showedabnormalseeddevelopment,thepercentofmutantswas5.22%.270linesofphenotypevariant
interestedwereobtainedand175linesshowedT-DNAinsertionthroughPCRtest,thepositiveratewas
64.8%,whichwilllaythefoundationforcloninggenesrelatedwithricefloralorganandseeddevelop-
ment.Onelowseed-settingmutantwasidentifiedandconfirmedtobecosegregatedwithitscorrespond-
ingT-DNAflankingsequencestags,providinganimportantgeneticresourceforfurtherstudyingthe
functionofthisgene.

Keywords rice;T-DNAinsertionalmutagenesis;mutantphenotype;reproductivedevelopment;

cosegregate
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