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水稻愈伤诱导过程中生长素通路的初步研究

段镇淳,张昭阳,林拥军

华中农业大学作物遗传育种国家重点实验室/国家植物基因研究中心,武汉４３００７０

摘要　构建水稻LBD 基因家族中CRL１基因的 CRISPR/CAS９基因敲除载体,并转化中花１１水稻愈伤,

获得了８个转基因片段缺失家系;对CRL１基因敲除材料种子进行愈伤诱导实验;结果显示,它们的愈伤组织诱

导受到了强烈抑制,与已知的水稻OsIAA１０基因的 RNA干扰材料表型相似.进行 OsIAA１０的亚细胞定位实

验,结果显示,OsIAA１０同时定位在细胞核与细胞膜上.通过酵母双杂交筛库实验,发现 OsIAA１０能与OsARF
家族成员中的 OsARF５、OsARF１、OsARF７２１、OsARF２３四个转录因子发生互作.以CRL１基因启动子为诱饵

构建载体,进行酵母单杂交点对点实验,结果显示,这４个转录因子中只有 OsARF５与 OsARF２１能特异性结合

CRL１基因启动子区的AuxRE 基序,激活CRL１基因转录.本研究结果初步证明水稻侧根发育通路与愈伤组

织诱导过程存在直接相关,水稻与双子叶植物之间存在保守的生长素调控机制,在水稻种子的愈伤组织诱导过

程中发挥着重要的作用.
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　　生长素在植物的生长和发育中起着至关重要的

作用.植物可以快速感知并响应生长素水平的变

化,这些应答反应主要涉及２类生长素应答基因,即
生长素/吲哚Ｇ３Ｇ乙酸(Aux/IAA)基因家族和生长素

应 答 因 子 (auxinresponsefactor,ARF)基 因 家

族[１].研究表明,Aux/IAA 家族蛋白可以与 ARF
形成多个二聚体,在植物发育中具有多种作用,例如

根系发育、枝条生长和果实成熟[２].AUX/IAA 家

族的成员已被鉴定为短寿命核蛋白,包含４个高度

保守的结构域(结构域Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ)[３].AUX/

IAA家族蛋白具有与 ARF相互作用或抑制或激活

ARF基因转录的特定结构域.在低生长素浓度条

件下,Aux/IAA 蛋白与 ARF因子结合并阻止生长

素应答基因的激活.在高生长素水平下,Aux/IAA
蛋白被泛素化,随后通过与生长素信号传递受体FＧ
BOX(TIR１/AFB)相互作用的２６S蛋白酶体结合而

降解[４].被释放的 ARF因子可调节下游生长素应

答基因的表达.通常,不同的 TIR１/AFB与 AUX/

IAA蛋白组合具有不同的生长素结合亲和力,并且

生长素水平在不同的组织和发育阶段有所不同,从

而导致不同的生长素感应作用[５].生长素水平的时

空动态变化可以转化为基因重编信号,精确地调节

植物生长和发育的过程.OsIAA１０基因的功能缺

失突变体在经过３０d的暗光诱导培养后,无法形成

正常愈伤组织,且下胚轴不受生长素抑制而伸长[６].
但是其下游作用于哪个 ARF因子,ARF因子下游

作用的具体基因,尚不清楚.

CRL１启动子区域包含２个推定的生长素反应

元件(AuxRE).AuxRE 基序特异性作用于水稻

ARF,并充当CRL１表达的顺式基序[７].CRL１基

因编码１个侧根形成正调节因子,其表达受生长素

信号传导途径中的 ARF直接调节,但具体的 ARF
因子还未知.在CRL１的根起始功能模型中,生长

素调 控 AUX/IAA 的 降 解,并 且 AUX/IAA 与

ARF相互作用,释放的 ARF与CRL１启动子中的

AuxRE 相互作用,触发侧根起始区域的CRL１基

因转录,从而导致根形成起始[８].本研究通过基因

敲除、超表达结合诱导、酵母杂交等研究方法,确定

生长素通路中的相互作用因子,揭示水稻愈伤组织

形成与其根发育途径的关联性,以期为进一步研究
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愈伤发生机制打下基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料

采用粳稻品种中花１１进行遗传转化,并以中花

１１黄化幼苗用于原生质体分离.载体构建过程中

用到的菌株与载体参见文献[６].

rTaq酶、dNTP等常用 PCR 试剂与限制性内

切酶购于TaKaRa公司,组培试剂乙酰丁香酮、潮霉

素、水解酪蛋白和２,４ＧD 等购自Sigma公司,引物

合成和测序等工作均由生工生物工程(上海)公司

承担,详见文献[６].
1.2　 CRL1 基因敲除载体的构建

选择CRL１基因序列上 CDS区的２个靶位点,
分别为pYLCRISPR/Cas９ＧMH 多靶点载体构建体

系的 U３靶点和 U６a靶点,构建gRNA 表达盒,核
酸 序 列 为 GGCCACCATGAACAACTGGCTGG,

ACGACGGCGACGATGGCTGGTGG(核 酸 序 列

５′Ｇ３′).
1.3　 CRL1 基因超表达载体的构建

以pCAMBIA１３００s(３５S启动子)超表达载体

作为克隆载体的骨架,在载体的多克隆位点处插入

CRL１基因的基因组全长序列.PCR 扩增出的目

的片段使用试剂盒纯化回收,以BamHⅠ、KpnⅠ
双酶切载体及目的片段,回收酶切产物[１].之后再

通过NEBT４Ｇ连接酶的连接体系将目的片段连接至

线性化载体.得到的连接产物转化DH５a感受态细

胞,培养过夜后挑取生长健康的单克隆菌落至对应

抗性的３mLLB液体培养基中,过夜培养,抽出质

粒后测序鉴定[９].
1.4　农杆菌侵染法转化水稻

将测序无误的终载体电转化到农杆菌中,通过

挑取单克隆抽提质粒,测序鉴定阳性菌落,筛选培养

过程参见文献[６].
1.5　转化植株分子检测

取CRL１基因敲除并过表达转化植物的叶片,

CTAB法提取DNA [９].

１)对转基因 植 物 进 行 阳 性 检 测.以 提 取 的

DNA样品为模板,引物为潮霉素通用引物,PCR程

序参见文献[６].

２)植物基因组编辑检测.在２个目标点外侧

２００~４００bp处设计引物,通过扩增出来的条带的

大小判断基因敲除是否成功[６].

1.6　 CRL1 纯合敲除和超表达 T1 种子的愈伤组织

诱导

　　选择成熟饱满一致的CRL１基因纯合敲除和

过表达的 T１种子,以野生型作为对照.在正常的诱

导培养基中,除去颖壳并挑选状况良好且无病原体

感染的种子.将４０粒种子浸泡于７５％乙醇３０s,然
后用无菌蒸馏水洗涤[２].加入０．１５％HgCl２溶液,浸
泡１５~３０min,最后用无菌蒸馏水冲洗,直到白色

泡沫消失.每瓶培养基中接种８粒种子,每个处理

接种５瓶;在黑暗中于２８℃培育３０d[６].
1.7　OsIAA10 的亚细胞定位

取生长１５d左右的水稻幼苗制备原生质体细

胞,并构建 OsIAA１０ＧGFP融合表达载体.参照文

献[９],于激光共聚焦显微镜下观察融合蛋白在原生

质体中的表达部位.
1.8　OsIAA10 互作蛋白筛选

构建OsIAA１０基因的诱饵载体,并与空文库

载体 PPR３ＧN 共转化酵母菌株 NMY５１,在 SD/－
Trp/－Leu/－His/－Ade培养基中培养,进行自激

活检测[１],膜蛋白文库筛选过程参照文献[６]进行.
1.9　酵母杂交点对点互作验证实验

构建的重组质粒 ADＧOsARF和 BDＧOsIAA１０
共转化至酵母 AH１０９中,涂布于SD/－Trp/－Leu
平板上[１].菌落生长后,选择少量单个菌落,并将其

溶解在一定量的灭菌ddH２O 中.混合后,用移液

器吸 取 ３μL 的 菌 液 点 于 SD/－Trp/－Leu 和

SD/－Trp/－Leu/－His/－Ade筛板(３个生物学

重复样本).在３０℃恒温培养箱中培养３d后,观察

酵母的生长.如果白色菌落在SD/－Trp/－Leu和

SD/－Trp/－Leu/－His/－Ade平板上生长,则表

明OsARF和 OsIAA１０蛋白存在相互作用.如果白

色菌落仅能在SD/－Trp/－Leu平板上生长,而不

能在另外的平板上生长,则表明 OsARF 与 OsＧ
IAA１０蛋白没有相互作用[１].

2　结果与分析

2.1　 CRL1 敲除和超表达载体的构建与检测

CRISPR终载体质粒构建(图１A)成功后,阳性

质粒串联的gRNA 表达盒用 MluⅠ酶切(图１B),
验证无误后再测序确认.将扩增的CRL１基因全长

序列 插 入 到 超 表 达 载 体 (图 １C),以 Kpn Ⅰ、

BamHⅠ酶切检测.

９９
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　A．CRISPR 载体构建;B．MluⅠ酶酶切CRISPR 终载体质粒的琼脂糖凝胶电泳;C．超表达终载体示意图;D．琼脂糖凝胶电泳检测表达终

载体.A．CRISPRvectordiagram;B．AgarosegelelectrophoresisimageofCRISPRfinalvectorplasmiddigestedbyMluⅠ;C．SchematicdiＧ

agramofoverexpressionfinalvector;D．Agarosegelelectrophoresisimageofoverexpressionfinalvectorrestrictiondetection．

图１　载体示意图以及酶切检测结果

Fig．１　Vectorschematicdiagramandenzymedigestiontestresults
2.2　敲除和超表达载体的遗传转化

将构建的CRL１基因的CRISPR/Cas９载体和

超表达载体转入农杆菌菌株 EHA１０５,转化中花１１
愈伤,经过２轮潮霉素筛选,得到的转化苗进行hpt

阳性检测,CRL１基因敲除转化苗进行基因编辑检

测.CRL１基因的基因敲除突变体 T０代得到８个

大片段缺失突变家系,超表达突变体 T１代得到１１３
株阳性突变苗(图２).

　A．基因敲除突变体编辑结果的PCR检测结果;B．超表达突变体 PCR检测结果.A．PCRdetectionresultsoftheeditingresultsofgene

knockoutmutants;B．PCRpositivedetectionresultsofoverexpressionmutants．

图２　基因敲除和超表达的分子检测的琼脂糖凝胶电泳

Fig．２　Agarosegelelectrophoresisimageformoleculardetectionofgeneknockoutandoverexpression
2.3　 CRL1 纯合敲除和超表达水稻种子的愈伤

诱导

　　愈伤诱导结果显示,CRL１的纯合超表达家系

种子并无显著的诱导率与诱导速率变化;CRL１基

因敲除家系种子表现出明显不同表型,在诱导１５d
后CRL１突变体种子未出现不规则的细胞团,只有

下胚轴的伸长.在诱导３０d后,对照组已产生健康

的愈伤组织,而CRL１敲除突变体的种子没有完整

的愈伤组织(图３).暗示着CRL１基因可能是水稻

种子愈伤诱导中的关键因子.
2.4　OsIAA10 的亚细胞定位

将融合表达载体转化中花１１原生质体,在培养

１２~１６h后,置于激光共聚焦显微镜下观察,结果

显示 OsIAA１０ 蛋 白 定 位 于 细 胞 核 与 细 胞 膜 上

(图４).

2.5　OsIAA10 互作蛋白筛选

DUAL膜系统文库中使用的cDNA 是野生型

中花 １１ 在 整 个 生 长 期 的 各 种 器 官 和 组 织 的

cDNA[１].由于不清楚蛋白的 N端、C端定位情况,

直接 对 ３ 个 载 体 进 行 自 激 活 检 测,结 果 显 示

OsIAA１０只在pBT３ＧSUC载体中没有自激活现象

(图５).对从相互作用阳性克隆中提取的质粒进行

测序,并与水稻基因组数据库进行比较,以排除假阳

性序 列,获 得 了 ４ 个 主 要 的 候 选 相 互 作 用 蛋 白

(表１),都是 OsARF家族的成员.

００１
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　　A:诱导１５d后的野生型种子与敲除突变体种子;B:诱导３０d后的野生型种子和敲除突变体种子;C:诱导３０d后的野生型种子和超

表达突变体种子.A:WildＧtypeseedsandknockoutmutantseeds１５daysafterinduction;B:WildＧtypeseedsandknockoutmutantseeds３０

daysafterinduction;C:WildＧtypeseedsandoverexpressionmutantseeds３０daysafterinduction．

图３　野生型水稻种子与水稻CRL１基因敲除突变体CR３、超表达突变体CO３种子诱导表型对比

Fig．３　ComparisonofseedinducedphenotypeofwildtypericeandriceCRL１gene
knockoutmutantCR３andgeneoverexpressmutantCO３seedinducedphenotype

图４　OsIAA１０在水稻原生质体中的亚细胞定位

Fig．４　SubcellularlocalizationofOsIAA１０inriceprotoplasts

图５　pGBKT７ＧOsIAA１０自激活检测

Fig．５　pGBKT７ＧOsIAA１０selfactivatedtest
表１　筛库的候选互作蛋白信息

Table１　Screeninglibrarycandidateinteractionproteininformation

位置

Locus
常用名

Commonname
注释

Annotation

XM_０１５７７１５６４ OsARF５ Auxinresponsefactor５

XM_０１５７８８３５７ OsARF１７ Auxinresponsefactor,putative

XM_０１５７９４２６９ OsARF２１ Auxinresponsefactor,putative

XM_０１５７６１７０２ OsARF２３ Auxinresponsefactor,putative

XM_０１５７７０８９７ OsIAA１０ AuxinＧresponsiveprotein

XM_０１５７８４７４０ OsIAA１７ AuxinＧresponsiveprotein

2.6　候选互作蛋白的验证

将 OsARF５、OsARF１７、OsARF２１ 和 OsARF２３
基因全长序列分别插入文库载体pPR３ＧN,构成４个

筛选载体,与诱饵载体共转至酵母AH１０９菌株中,于

　分别稀释１０倍与１００倍,第１行至第５行分别为:阳性对照、阴性对

照、BDＧIAA１０加 AD空载、ADＧARF５加BD空载、BDＧIAA１０与 ADＧ
ARF５.Diluting１０timesand１００times,thefirstrowtothefifthrowof

thefigureare:positivecontrol,negativecontrol,BDＧIAA１０plusADnoＧ
load,ADＧARF５plusBDnoＧload,BDＧIAA１０andADＧARF５．

图６　酵母点对点实验

Fig．６　SomeyeastpointＧtoＧpointexperiments

１０１
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SD/－Ade/－His/－Ura/－Trp 平板培养.结果显

示,OsARF５、OsARF１７、OsARF２１和 OsARF２３在酵

母点对点验证实验中均能够和 OsIAA１０发生互作.
2.7　 CRL1 与候选基因点对点验证

采用酵母 ABA 杂交系统,将构建的含有转录

因子基因的pGADT质粒分别转化到诱饵菌株和突

变诱饵菌株,pGADＧp５３质粒转化为 p５３ＧABAi菌

株作为阳性对照[１].将转化的酵母菌株涂在SD/－
Leu培养基上,ABA 的自激活抑制质量浓度为５００

ng/mL,结果显示,在没有 ABA 的培养基上,包含

所有转化组合的酵母细胞可以正常生长.在含有

５００ng/mLABA的培养基上,含有突变诱饵的酵母

菌株 根 本 无 法 生 长,只 有 含 有 CRL１ＧABAi＋
pGADTＧOsARF５ 或 CRL１ＧABAi＋pGADTＧOsＧ
ARF２１或阳性对照组合的酵母细胞才可以生长.
基于此结果可以推断,转录因子 OsARF５和 OsＧ
ARF２１可以结合酵母中CRL１基因的启动子区域

的基序并激活抗性基因的表达.

图７　酵母单克隆点对点实验(阳性克隆验证)

Fig．７　YeastsingleＧclonepointＧtoＧpointexperiments(proofofpositiveclone)

3　讨　论

本研究通过基因敲除、超表达突变体结合突变

体种子诱导实验,证明了CRL１在调控水稻愈伤组

织的形成中发挥重要作用,通过酵母双杂交筛库实

验,筛选并验证了 OsIAA１０和 OsARF５、OsARF１７、

OsARF２１、OsARF２３存在相互作用关系.通过酵母

单杂 交 点 对 点 实 验,验 证 了 其 中 的 OsARF５、

OsARF２１能和CRL１启动子区的特定元件结合,以
此调控CRL１基因的转录.初步证明了CRL１基

因是生长素通路中OsIAA１０基因下游的一个关键

调控基因,初步探明了一条在水稻愈伤组织诱导初

期发挥重要作用的生长素调控通路.CRL１基因下

游对生理生化过程的影响机制仍然未知,但是单从

表型足以认识到它的重要性.同时本研究中对

CRL１基因的研究将生长素响应的愈伤组织诱导途

径与冠根原基发育起始途径两者直接联系了起

来[１０].这与同家族的LBD１６、LBD１８等同源基因

在拟南芥中发挥的作用类似.同时超表达突变体种

子诱导实验未发现异常,说明可能存在着未知的反

馈调节通路[１０Ｇ１３].

有研究显示水稻CRL１基因下游调控基因超

过６００个[１４Ｇ１５],许多基因和参与侧根形成的拟南芥

基因同源,但是其中大约有四分之一是水稻所特有

的[１６Ｇ１８].６００多个基因中被上调表达的主要是涉及

甲基化、转录调控、ROS和脂质代谢以及细胞壁水

解与合成等反应过程的相关基因,下调的主要是与

光合作用等反应相关的基因[１９Ｇ２１],这与愈伤诱导过

程中的相关生化反应比较吻合.
进一步的研究可以从以下几个方面进行:(１)本

研 究 结 果 显 示 CRL１ 与 OsIAA１０、OsARF５、

OsARF２１之间存在调控关系,而IAA 家族与 ARF
家族之间存在着保守的互作模式,CRL１上游是否

还存在与 OsIAA１７等因子的调控关系? 我们将继

续对此进行深入的研究.(２)不同的水稻品种对组

织培养的耐受能力不同[２２Ｇ２３],CRL１在其中发挥的

作用是否有差别,结合不同品种与激素条件,改善现

有的优良水稻品种组培力,培育出优良的可组培品

种,进一步研究籼稻与粳稻品种之间组培力差异的

原因,促 进 优 良 籼 稻 品 种 的 生 物 技 术 改 造 和 利

用[２４Ｇ２６].(３)CRL１在愈伤诱导过程中的表达模式

是否与根发育过程存在不同? 虽然愈伤诱导早期与
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根系发育的早期原基形成都受到CRL１控制[２７],但
之后的生理发育过程却相去甚远,是下游的哪一个

调控步骤造成如此差异? 之后的研究可以从组织分

生模式、细胞增殖、激素稳态、转录调控和细胞壁水

解与合成[２８Ｇ３０]等方面开展.
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Auxinpathwayinprocessofricecallusinduction

DUANZhenchun,ZHANGZhaoyang,LINYongjun

StateKeyLaboratoryofCropGeneticsandBreeding/NationalPlantGeneResearchCenter,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Riceasamonocotmodelplantisoneofthefewcropsthatachievematuretissueculture,

butthephysiologicalprocessesandspecificmolecularmechanismsintheprocessoftissuecultureare
stillrarelyunderstood．Inthisstudy,theCRISPR/CAS９geneknockoutvectoroftheCRL１geneinthe
riceLBDgenefamilywasconstructedandtransformedintocallusofriceZhonghua１１．Eightfamilies
withmissingtransgenefragmentswereobtained．TheresultofcallusinductionontheseedsofCRL１
geneknockoutmaterialshowedthattheircallusinductionwasstronglyinhibited,similartotheknown
RNAinterferencematerialphenotypeofthericeOsIAA１０gene．Theresultsofasubcellularlocalization
ofOsIAA１０showedthatOsIAA１０waslocatedonthenucleusandthecellmembrane．Throughthe
yeasttwoＧhybridscreeninglibraryexperiment,itwasfoundthatOsIAA１０caninteractwithfourtranＧ
scriptionfactorsincludingOsARF５,OsARF１７,OsARF２１,andOsARF２３amongmembersoftheOsＧ
ARFfamily．AyeastoneＧhybridpointＧtoＧpointexperimentwasperformedusingthepromoterofCRL１
geneasabaittoconstructavector．TheresultsshowedthatonlyOsARF５andOsARF２１canspecifically
bindtotheAuxRE motifinthepromoterregionoftheCRL１geneandactivatethetranscriptionof
CRL１gene．Itisindicatedthatthedevelopmentpathwayofricelateralrootsisdirectlyrelatedtothe
processofcallusinduction．ThereisaconservativemechanismofauxinregulationbetweenriceanddiＧ
cots,whichplaysanimportantroleintheprocessofcallusinductioninriceseeds．

Keywords　rice;auxinpathway;callusinduction;OsIAA１０;CRL１;yeastdoublehybrid;gene
knockout;rootdevelopment;overexpressionmutant
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