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水稻自噬相关基因 OsATG7 的功能

孟盼盼　陈秋红　林拥军
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摘要　通过对OsATG７突变体、OsATG７超表达及干涉转基因植株表型的观察,对OsATG７突变体进行暗

胁迫处理并观察自噬体产生情况,检测OsATG７、SGR 基因的表达量以及叶绿素含量变化,阐述水稻细胞自噬

基因缺失对水稻生长发育的影响.结果显示:OsATG７基因与水稻育性相关,OsATG７基因的缺失导致水稻高

度不育;OsATG７基因可以抵抗黑暗对水稻的非生物胁迫作用,随着暗胁迫时间的增加,水稻OsATG７基因表达

量显著上升,该基因的缺失导致水稻衰老相关基因SGR 表达量急剧上升,叶绿素流失加速,使植株表现出提早

衰老的现象.
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　　细胞自噬是一种通过在细胞内形成自噬泡将细

胞内生物大分子和受损细胞器运送至溶酶体进行降

解的机制,这种机制有利于增强植物对外界环境胁

迫的适应能力,有利于维持植物体体内稳态.这种

进化保守机制在运行过程中主要包括自噬的诱导、
自噬泡的形成、自噬泡与液泡融合以及自噬泡内物

质在液泡腔内的降解等步骤.研究发现动植物和酵

母细胞在营养缺乏的情况下会激活自噬,降解细胞

内的物质来维持细胞的稳态.在动植物体内,细胞

自噬除了帮助机体应对营养缺乏,也会参与机体其

他重要的生命过程[１].
在植物中最早的关于自吞噬的分子遗传研究主

要是通过与酵母中ATG 基因的同源性比对得到一

些同源基因,进而获得相应的自噬基因缺失突变体,
从而开展植物中自噬功能的研究[２Ｇ５].如Su等[６]研

究发 现 水 稻 中 OsATG８ 与 OsATG４ 发 生 互 作;

OsATG１０b突变后会导致水稻对高盐和甲基紫精敏

感和氧化蛋白的积累[５]等.通过对植物核心ATG
基因突变体的研究,发现ATG 基因主要在营养缺

乏等各种逆境胁迫下发挥生理功能,且几乎所有典

型的ATG 突变体都表现出对 N、C胁迫敏感,叶片

加速衰老的表型[３Ｇ４,７Ｇ１０],并且伴有加剧细胞死亡的

现象[１１].

在线虫、植物、果蝇、小鼠以及人类中,ATG７基

因均发挥着重要功能,该基因主要负责ATG１２以

及ATG８ＧPE泛素化支路的激活,这２条支路涉及

自噬体的延伸和闭合,是细胞自噬发挥功能的重要

步骤之一,ATG７基因的突变会导致这２条支路同

时受到阻碍[３],严重影响生物体整个细胞自噬过程.
如拟南芥AtATG７突变体在长日照和短日照以及

在正常栽培和 N 胁迫的条件下均表现出加速衰老

的表型(成熟莲座叶会较早地枯黄),且在 N 胁迫条

件下叶片衰老加速的表型更加显著[３].
细胞自噬是真核生物特有的生命现象,贯穿于

细胞的生长发育和生理病理的整个过程,在细胞发

育、细胞免疫、组织重塑以及对环境适应等方面发挥

着重要的作用.到目前为止,水稻中关于细胞自噬

的研究还处于初级阶段,研究水稻自噬相关基因

(autophagyＧrelatedgene,ATG),探索水稻中自噬

分子机制和生理功能,对水稻的生长及育种均有重

要的意义.

1　材料与方法

1.1　植物材料

突 变 体 材 料 PFG _ ２DＧ２００７２ 购 自 韩 国

POSTEC(PohangUniversityofScienceandTechＧ
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nology),材料背景为 Dongjin.遗传转化受体品种

为中花１１(ZH１１),由华中农业大学作物遗传改良

国家重点实验室保存并提供.
1.2　菌株材料

大肠杆菌 (Escheerichiacoli)菌株 Top１０及

根癌 农 杆 菌 (Agrobacteriumtumefaciens)菌 株

EHA１０５,由笔者所在实验室保存和提供.
1.3　载　体

克隆载体pEASYＧT３(TransGen)、超表达载体

pCAMBIA１３０１S及干涉载体 pDS１３０１[１２],由笔者

所在实验室保存和提供.
1.4　遗传转化和阳性转基因植株的检测

遗传转化依照林拥军等[１３]建立的方法进行.
将构建好的超表达和干涉载体转入根癌农杆菌菌

株,以ZH１１种子诱导的胚性愈伤组织作为转化受

体,在根癌农杆菌中加入诱导剂乙酰丁香酮,侵染胚

性愈伤,共培养３d后,置于潮霉素筛选培养基上筛

选抗性愈伤２次,每次１５d.得到抗性愈伤后,将抗

性愈伤置于分化培养基上,待分化出转基因苗后,转
到生根培养基中,获得转入目的基因的转基因植株.

阳性转基因植株的检测,首先采用小量抽提

法[１４]提取再生植株 DNA,随后使用 PCR 的方法,
以提取的DNA为模板,用潮霉素引物hptＧF和hptＧ
R进行扩增检测.
1.5　水培方法

水培液按照国际水稻研究所营养液配方配制.
将待用的OsATG７转基因杂合植株收获的种子经

消毒处理后置于发芽培养基上培养７d,随后转入水

培液中进行培养.
1.6　透射电镜观察

将水培液中培养了４周的OsATG７转基因纯

合突变体及阴性植株置于添加了１００μmol/LEＧ
６４d(SigmaＧAldrich)的水培液中,暗处理１d.取叶

片顶端处,并将叶片样品切成１mm×１mm 的碎

片,随后置于５％戊二醛固定液中固定,抽真空１h
后置４℃冰箱保存.制片后置于透射镜下观察.
1.7　MDC 染色

将水培液中培养了４周的OsATG７转基因纯

合突变体及阴性植株置于添加了１００μmol/LEＧ６４d
(SigmaＧAldrich)的水培液中,暗处理１d.于根尖处

取 样,并 立 即 浸 没 于 １００μmol/L MDC(SigmaＧ
Aldrich)染料中,在暗环境中染色１h,随后用PBS缓

冲液漂洗２次后,于荧光显微镜下观察.MDC染料

是一种酸性的荧光染料,多年来在植物和哺乳动物中

被广泛应用于检测自噬体的产生[２,１５Ｇ１６].
1.8　RTＧPCR 分析

将叶片样品于液氮中磨成粉末,使用 Tirzol
(Tiangen)抽提总RNA,最后将总RNA溶于DEPC
水中.以oligo(dT)(上海生工)作为反转录引物,

MLV为反转录酶,将总 RNA 反转录为cDNA,用
于RTＧPCR分析.
1.9　叶绿素含量检测

将OsATG７转基因纯合突变体、杂合转基因植

株和阴性植株置于暗培室培养,分别于第０、２、４和

６天取样.将样品于暗光条件下剪碎并快速称取

２０mg,放入２mL离心管中,并迅速加入１mL叶

绿素抽提液(V丙酮 ∶V乙醇 ∶V双蒸水 ＝４．５∶４．５∶１),
然后用封口膜及锡箔纸包好后混匀,置４℃抽提

１２h.使用DU６４０分光计,于６４５和６６３nm 测量其

吸光值,计算叶绿素含量[１７].

2　结果与分析

2.1　 OsATG7 突变体株高及育性变化

OsATG７突变体种子经多代种植及观察,发现

相比于阴性植株和杂合转基因植株,OsATG７转基

因纯 合 突 变 体 植 株 变 矮 (图 １A)且 高 度 不 育

(图１B).因此,每次获得转基因纯合突变体植株需

要从杂合转基因植株的种子中分离.为了进一步确

定转 基 因 纯 合 突 变 体 高 度 不 育 的 表 型,构 建 了

OsATG７超表达及干涉载体,并将其转入同为粳稻

的ZH１１中,结果显示,OsATG７干涉转基因植株结

实率明显下降(图１C),超表达转基因植株结实率变

化不明显(图１D).
2.2　暗胁迫对自噬体产生的影响

为了验证暗胁迫是否可以诱导水稻细胞自噬,
采用了 ２ 种方法来检测自噬体.将阴性植株及

OsATG７突变体置于暗培养室处理１d,随后取根尖

(约１cm)浸入 MDC染料中染色,置于荧光显微镜

下观察,结果显示:在阴性植株中可以看到很多自噬

体荧光(图２A),在转基因纯合突变体中几乎没有荧

光产生(图２B).为了进一步验证上述结果,取暗胁

迫处理后的叶尖部分进行固定,制片后于透射电镜

下观察,结果显示,在阴性植株中可以看到液泡中有

自噬体产生(图３A),而转基因纯合突变体中没有观

察到这一现象.结果表明,黑暗条件可诱导自噬体

的产生,OsATG７基因的缺失影响自噬体的形成.

２
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　A．由左至右依次为OsATG７阴性植株、转基因杂合植株及转基因纯合突变体成熟期表型;B．由左至右依次为OsATG７阴性植株、转

基因杂合植株及转基因纯合突变体单穗;C．阴性对照单穗(左)及OsATG７干涉转基因植株(右);D．阴性对照单穗(左)及OsATG７超

表达转基因植株(右).A．ThephenotypeofOsATG７mutantsinmaturationperiod,fromlefttorightisnegative,heterozygous,homozyＧ

gous;B．ThepanicleofOsATG７mutants,fromlefttorightisnegative,heterozygous,homozygous;C．ThepanicleofinterferencetransＧ

genicplants,theleftoneiscontrol;D．Thepanicleofoverexpressiontransgenicplants,theleftoneiscontrol．

图１　OsATG７突变体成熟期表型

Fig．１　ThephenotypeofOsATG７mutantinmaturationperiod

　A．使用 MDC染料浸染暗胁迫１d后的阴性植株根尖,于显微镜下观察到自噬体荧光;B．MDC染料浸染同样处理的纯合突变体,几

乎没有观察到自噬体荧光.A．MDCＧstainedautophagygosomesinthecontrolplantrootsafter１dayindarknessobservedbyfluoresＧ

cencemicroscope;B．Nofluorescenceinhomozygousplantwasobserved．

图２　在荧光显微镜下观察自噬的产生

Fig．２　Visualizationofautophagybyfluorescencemicroscope

３
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　A．阴性植株在暗胁迫１d后有自噬体形成,箭头位置即为观察到的自噬体;B．纯合突变体在暗胁迫１d后没有观察到自噬体形成.

A．Theautophagosomincontrolplantleafafter１dayofexposuretodarkness．Thearrowindicatesautophagosome;B．Noautophagosome

inhomozygousmutantplantsleafafter１dayofexposuretodarkness．

图３　透射电镜下观察OsATG７突变体叶片自噬体

Fig．３　TEMofautophagosomeinleavesofOsATG７mutantplant

2.3　暗胁迫条件下 OsATG7 的基因表达情况

OsATG７基因在水稻叶片的不同发育阶段均

有表达[１８].多数植物ATG 基因受各种胁迫诱导表

达,不同基因在不同胁迫中诱导表达的情况不一

样[１].为了检测在暗胁迫条件下OsAGT７诱导表

达情况,将OsATG７阴性植株置于暗培室处理０、１、

２、３、４、５、６d后取样,检测OsATG７在不同暗胁迫

处理时长中的表达量,结果显示,随着暗胁迫时间的

增加,OsATG７基因在阴性植株中表达量逐渐上升

(图４).

图４　黑暗处理不同时间后检测OsATG７的表达量

Fig．４　TheOsATG７relativeexpressionafter
differentperiodsindarkness

2.4　暗胁迫条件下 OsATG7 突变体的表型

将OsATG７突变体置于暗培养室处理,随着时

间的增加,纯合突变体表现出明显的黄化、萎蔫的早

衰现象,但杂合转基因植株及阴性植株变化不明显

(图５).为进一步检测各基因型植株衰老程度,选

图５　暗胁迫处理不同时间的OsATG７突变体叶片

Fig．５　TheleavesofOsATG７mutantplants
aftervariousperiodsindarkness

用衰老标记基因SGR 基因作为检验个体衰老程度

的标志[１６],抽提了３种基因型个体的总 RNA,检测

SGR 基因的表达量,qRTＧPCR结果显示,随着暗胁

迫时间的增加,该基因在纯合突变体中的表达量远

远高于杂合和阴性植株(图６A),说明纯合突变体在

暗胁迫的诱导下表现出加速衰老的现象.植物的衰

老往往伴随着叶绿体的降解,因此,进一步检测了３
种基因型个体的叶绿素含量,结果表明:纯合突变体

的 叶 绿 体 随 着 暗 胁 迫 的 时 间 增 加 而 逐 渐 减 少

(图６BＧD),进一步证实了OsATG７基因缺失的纯

合突变体在暗胁迫诱导下出现提早衰老的表型.

４
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　A．暗胁迫处理０、２、４、６d后叶片中SGR 表达量;B．暗胁迫处理０、２、４、６d后叶片中总叶绿素含量(mg/g);C:暗胁迫处理０、２、４、

６d后叶片中叶绿素a含量(mg/g);D:暗胁迫处理０、２、４、６d后叶片中叶绿素b含量(mg/g).A．TheSGRrelativeexpressionof

plantsafter０day,２day,４dayand６dayofexposureindarkness;B．Thetotalchlorophyllcontentofplantsafter０day,２day,４dayand

６dayofexposureindarkness;C．Thechlorophyllacontentofplantsafter０day,２day,４dayand６dayofexposureindarkness;D:The

chlorophyllbcontentofplantsafter０day,２day,４dayand６dayofexposureindarkness．

图６　 暗胁迫处理不同时间的OsATG７突变体SGR 表达量及叶绿素含量

Fig．６　TheSGRrelativeexpressionandchlorophyllcontentofOsATG７mutantplantsafterdifferentperiodsindarkness

3　讨　论

细胞自噬在植物生长发育和响应干旱、营养、黑
暗、衰老等胁迫中扮演着重要的角色,是真核生物中

一种降解细胞内物质的进化保守机制,目前在双子

叶模式植物拟南芥中已经获得了多个自噬相关基因

的突变体,并进行了相关的功能研究.然而,在单子

叶模式植物水稻中的研究尚处于初级阶段.
在水稻中一共发现了３３个自噬相关的基因,许

多ATG 基因具有多个同源基因,如OsATG８具有

７ 个 同 源 基 因,分 别 是 OsATG８a、OsATG８b、

OsATG８c、OsATG８d、OsATG８e、OsATG８f 和

OsATG８i[１９].不同的OsATG８基因发挥不同的功

能[９].而在水稻中OsATG７基因只有１个,且在酵

母中,ATG７基因在自噬体的 ATG８和 ATG１２两

个类泛素蛋白多聚化的过程中起作用,是形成正常

的自噬体不可或缺的,研究水稻中OsATG７基因的

功能,对揭示水稻中细胞自噬的分子机制非常重要.
3.1　 OsATG7 基因对水稻生长发育的影响

在拟南芥中发现,大多数自噬相关基因突变体

在整个植物生长期间除了有早衰现象外没有明显的

发育异常现象[３Ｇ４,７,９Ｇ１０,２０Ｇ２２],但多伴随开花数减少及

５



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３６卷　

结实率降低等[１].
在本研究中,经过多代种植并观察,发现纯合突

变体也有类似的表型,即早衰和不育.纯合突变体

OsATG７基因为敲除突变,通过qRTＧPCR 检测得

知,该基因在纯合突变体中的相对表达量为０,通过

对OsATG７突变体及干涉和超表达转基因植株的

表型观察发现,株高变矮的表型只有纯合突变体中

才表现出来,而育性下降的表型在干涉转基因植株

和纯合突变体中都能观察到,这说明OsATG７基因

表达量低于某一阈值时会导致水稻育性下降、结实

率降低,具体的阈值还需要进一步研究;而植株变矮

这一表型目前只有在纯合突变体中观察到且该表型

非常稳定,但由于缺少互补试验,目前还不能肯定

OsATG７基因的突变导致植株变矮.在以往的研

究中发现,细胞自噬在小麦的小花发育过程中起作

用[１,２３],随后 Kurusu等[２４]也发现,细胞自噬参与到

水稻花粉发育过程中,自噬基因的缺失会影响花粉

的正常发育,造成水稻不育.因此,该突变体不育可

能是由于OsATG７基因的缺失导致细胞自噬过程

受影响,从而进一步扰乱水稻花的发育.
3.2　暗胁迫对 OsATG7 突变体的影响

在研究暗胁迫诱导自噬的试验中,通过 MDC
染色和透射电镜观察２种方法证明了暗胁迫可以诱

导自噬体的形成;荧光定量PCR的结果表明暗胁迫

可以诱导OsATG７基因的表达,且随着暗胁迫时间

的增加而表达量上升,进一步说明暗胁迫可以诱导

细胞自噬.随着暗胁迫时间的增加,OsATG７纯合

突变体植株叶片叶绿素降低、衰老相关基因表达量

上升,表现出加速衰老的现象.植物衰老最典型的

外部特征就是叶片的黄化,这是由于叶绿素含量下

降,叶绿体发生降解的缘故,近几年的研究表明,叶
片衰老过程中的叶绿体降解机制涉及细胞自噬[１].

Ishida等[２５]和Izumi等[２６]发现在衰老的叶片中存

在着依赖于细胞自噬降解叶绿体的２种途径:一种

是通过包含有Rubisco蛋白的圆形结构 RCBs对叶

绿体中的蛋白质进行逐步降解,另一种是通过自噬

小泡直接包裹叶绿体进行降解.因此,推测暗胁迫

诱导OsATG７纯合突变体早衰的原因可能是由于

细胞自噬过程的缺陷,使叶绿体不能依赖自噬过程

有序降解,在植株受到暗胁迫后不能将叶绿体中的

营养物质有效地循环利用,所以表现出加速衰老的

现象.
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FunctionsofautophagyrelatedgeneOsATG７inrice

MENGPanpan　CHENQiuhong　LINYongjun

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/NationalCenterof
PlantGeneResearch(Wuhan),HuazhongAgricultualUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Therelationshipsbetweenautophagyandsenesenceinriceunderdarknessconditionwere
discussed．ThephenotypeofOsATG７mutantswasobserved．OsATG７transgenicplantswereoverＧexＧ
pressedandinterfered．TheexpressionofOsATG７,SGRgeneandthevariationofchlorophyllcontentin
differentgenotypesofOsATG７mutantstreatedwithdarknesswasstudied．ResultsshowedthattheexＧ
pressionofOsATG７wasassociatedwithricefertility．TheexpressionofOsATG７andSGR geneinＧ
creasedsharplyinhomozygousmutant．ThechlorophyllcontentofOSATG７mutantsdecreasedfaster
thanthatofcontrolplants．Underdarknesscondition,theautophagosomeonlyformedincontrolplants
ratherthanhomozygousmutants．
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