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水稻果胶甲基转移酶 OsTSD2 基因突变体的分析
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摘要　探讨水稻果胶甲基转移酶OsTSD２基因的功能,尤其是对生长发育的影响,筛选并鉴定了OsTSD２
基因突变的３个突变体tsd２a、tsd２b和tsd２c.表型观察显示:突变体水稻结实率下降、种子粒长变短、粒宽变

窄、千粒重下降;突变体的颖壳颜色变暗,颖壳的破裂程度加重并出现新的背部破裂;荧光免疫标记试验研究发

现,突变体种子萌发率下降可能是由于突变体种子盾片中的甲基化果胶含量低所致.结果表明,OsTSD２基因

的下调导致水稻的种子在发育和萌发过程中存在明显的缺陷.
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　　果胶对植物果实的成熟具有显著的影响,它的

积累决定了果实的柔软程度[１Ｇ２].另外,果胶在种子

萌发过程中具有不可忽视的作用[３],果胶含量以及

甲基化程度影响着植物种子的形成[４],在拟南芥中

果胶影响种子粘液层的形态和结构,进而决定种皮

的状态[５Ｇ６].
果胶甲基转移酶(pectin methyltransferases,

PMTs)和 甲 脂 化 酶[７] (pectin methylesterases,

PMEs)的协同作用可以打破种子的休眠、促进种子

萌发[８Ｇ１１].Frank等[１２]在拟南芥中首先报道TSD２
(tumorousshootdevelopment２,TSD２,AT１G７８２４０)
基因的突变体,该基因的突变会导致植株矮小和发

育迟缓、细胞间的粘附性产生缺陷、分生组织的活性

受到影响、根的生长发育受到抑制[１２Ｇ１４].水稻中

OsTSD２基因在根的时空发育和激素对根的生长调

节中扮演了重要角色[１５].本研究从水稻突变体库

中筛选并鉴定OsTSD２基因发生突变的３个等位

突变体tsd２a、tsd２b和tsd２c,探讨水稻果胶甲基转

移酶基因的功能,以期为水稻遗传改良提供材料.

1　材料与方法

1.1　试验材料

本研究以水稻粳稻品种中花１１(Oryzasativa
L．ssp．japonicacv．zhonghua１１,ZH１１)为试验材

料.研究中涉及到的突变体,是中花１１经过农杆菌

介导的遗传转化所产生的 TＧDNA 插入植株[１６Ｇ１７].
水稻种植于华中农业大学试验田和温室.

载体构建所用的菌株为 E．coliDH５α 和 E．
coliTop１０,遗传转化农杆菌菌株为 EHA１０５,载体

包括遗传转化载体和中间载体,均由华中农业大学

作物遗传改良国家重点实验室提供.
1.2　基因的表达量检测

选择种植于华中农业大学试验田的水稻材料,
提取抽穗期的剑叶 RNA,采用发转录试剂盒将

RNA进行反转录成cDNA 作为PCR检测的模板,
利 用 引 物 F:５′ＧAAAAAGCAGGCTTACAGGＧ
GAAATCTCGGGTTGTCＧ３′、R:５′ＧAGAAAGCTＧ
GGGTACGCTGCGGATCTCACGGCＧ３′构建载体,利
用引物F:５′ＧTGGAAGTTGATCGCATCCTACＧ３′、

R:５′ＧCCACCTGAGCTGTGTTACAAＧ３′进行半定量

PCR和荧光实时定量PCR,检测OsTSD２基因的表

达量[１８Ｇ１９].
1.3　农艺性状统计

选用材料为２０１５年夏季在华中农业大学试验

田收获的水稻粳稻品种中花１１的种子,包括野生型

和突变体.收获的种子密封后贮存于低温冰箱中.
随机挑选ZH１１及突变体tsd２a、tsd２b、tsd２c的种

子各３００粒,测量及统计结实率、千粒重和颖壳破裂
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情况;再挑选饱满的米粒３０粒,测量粒长,１８粒测

粒宽.每个家系３组技术重复.
1.4　种子萌发试验

选取 田 间 收 获 的 饱 满 的 ZH１１ 及 突 变 体

tsd２a、tsd２b、tsd２c的脱壳的种子１５０粒,消毒后点

种至透明的加有１/２MS培养基的方皿上,每皿点

４个家系的种子各２０粒,每隔１２h以露芽为标准统

计每皿发芽情况,３组技术重复.
1.5　果胶甲基化程度分析

利用 购 自 Plantprobes 公 司 的 单 克 隆 抗 体

LM２０(标记果胶分子高甲基化水平)和 FITC标记

二抗,再结合石蜡切片对突变体根部果胶甲基化水

平进行组织间差异检测,通过荧光显微镜和 CCD
(chargeＧcoupleddevice,CCD)图像传感器进行观

察和拍照(统一曝光参数).借助图片分析软件,对
不同家系萌发３６h后的种子盾片进行荧光信号的

比较与分析[１８].
1.6　生物信息学分析

经过 TAILPCR 获得的突变体侧翼序列在

Rice Genome Annotation Project(http://rice．

plantbiology．msu．edu/analyses_search_blast．shtＧ
ml)进行blastn分析.并根据 RiceGenomeAnnoＧ
tationProject数据库提供的蛋白序列在水稻数据

库RAPＧDB(http://rapdb．dna．affrc．go．jp/)和拟南

芥数据库 TAIR(http://www．arabidopsis．org/)进
行blastp分析,检索与该蛋白序列同源的蛋白,以

EＧvalue值１eＧ８５为阈值,选取同源性比较高的蛋

白;再下载全部基因的氨基酸序列在 Clustar和

MEGA５软件中,使用邻接法构建系统进化树,了解

目的基因在进化上的位置.
同时,还对OsTSD２基因编码的蛋白序列进行

结构预测.使用 MotifScan网站(http://myhits．
isbＧsib．ch/cgiＧbin/motif_scan)和Pfam 数据库(htＧ
tp://pfam．xfam．org/)预 测 OsTSD２ 蛋 白 质 结

构域.
1.7　数据分析

所有试验均以野生型 (typewild,WT)水稻

ZH１１为对照,利用SPSS２２．０软件数据统计以及双

尾卡方检验和Student’stＧtest检验,进行显著性差

异分析.

　A．OsTSD２基因的结构及３个等位基因的 TＧDNA 插入位点(黑框代表外显子,线条代表内含子);B．WT 与tsd２a 植株的表型;

C．３个等位突变体中OsTSD２基因的表达量分析:∗表示差异显著,∗∗表示差异极显著.A．SchematicdiagramofOsTSD２gene
structureandthreeallelesofTＧDNAinsertionmutants,tsd２a,tsd２bandtsd２c(Exonsandintronsareindicatedbyblockboxandlines,

respectively．GeneＧspecificprimersusedfortheanalysisofTＧDNAintegrationareindicatedbyarrows);B．Plantphenotypeofwildtype
ZH１１andtsd２a;C．TheexpressionlevelsofOsTSD２inthreemutantalleles;Valuesarethemeans±SD(n＝３),∗showsP＜０．０５,

∗∗showP＜０．０１level．
图１　突变体的表型和基因型分析

Fig．１　Theanalysisofphenotypeandgenotypeinmutants

６２
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2　结果与分析

2.1　3 个等位突变体的获取及表型

从作物遗传改良国家重点实验室水稻突变体库

筛选并鉴定了 OsTSD２ 基因突变的 ３ 个突变体

tsd２a 、tsd２b 和tsd２c.经过分离侧翼 TAILPCR
发现,tsd２a 突变体是由于该基因第７个外显子上

的 TＧDNA插入造成的;tsd２b 和tsd２c 分别是 TＧ
DNA插入OsTSD２的第２个内含子和第１个外显

子上(图１A).
表型观察显示,成熟期tsd２a 突变体矮于 WT,

剑叶短,穂形小(图１B).利用剑叶 RNA 进行半定

量PCR以及定量 PCR,检测OsTSD２基因的表达

量,结果显示:与 WT相比,在这３个等位突变体中

OsTSD２基因表达量受到严重抑制,三者的表达量

仅有 WT 的１５．６％、３５．２％、２６．４％,都显著低于

WT中OsTSD２基因的表达量(图１C),所以这３个

等位突变体是属于表达量下调抑制型的突变体.
2.2　 OsTSD2 基因的蛋白结构以及进化分析

经过初步的生物信息学分析发现,OsTSD２基

因编码蛋白含６６１个氨基酸.对OsTSD２基因编

码蛋白进行网站预测得知,该蛋白具有１个 N 端的

跨膜结构域、１个功能不明的 DFU２４８结构域和１
个果胶甲基转移酶的结构域(图２A).将OsTSD２
基因编码的氨基酸序列在 NCBI数据库中水稻和拟

南芥的同源蛋白序列进行进化树分析(图２B)发现,

OsTSD２ 与 拟 南 芥 AtTSD２、AtQUL１ 和

AtQUL２在进化树上位于同一个分支,OsTSD２与

AtTSD２序列高度相似,表明 OsTSD２可能编码果

胶甲基转移酶,tsd２可能是一个果胶甲基转移酶基

　A．OsTSD２蛋白结构分析;B．OsTSD２基因编码蛋白的进化树分析.A．ThedomainanalysisofOsTSD２protein;B．Phylogenetic

treeofOsTSD２protein．

图２　OsTSD２的蛋白结构及进化分析

Fig．２　ThedomainanalysisandphylogeneticanalysesofOsTSD２inriceandArabidopsis

７２



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３６卷　

因突变体.
2.3　 OsTSD2 基因突变对种子形成的影响

１)突变体的花粉粒活性以及雌蕊形态.以生长

在温室的水稻为试验材料,解剖镜下观察授粉前的

花粉粒活性和雌蕊的形态,发现３个等位突变体

tsd２a、tsd２b、tsd２c材料用碘液染色结果与 WT相

比没有差异(图３).突变体材料与 WT雌蕊形态也

没有差异(图４).据此推测OsTSD２基因不影响水

稻的花粉以及雌蕊的生长发育.

A．WT;B．tsd２a;C．tsd２b;D．tsd２c．

图３　突变体的花粉粒活性

Fig．３　Thepollengrainsactivityofmutants

A．WT;B．tsd２a;C．tsd２b;D．tsd２c．

图４　突变体的雌蕊形态

Fig．４　Thepistilmorphaofmutants

　　２)突变体的结实率.结实率统计分析结果显

示:WT的结实率为８６％,TＧDNA插入外显子上的

等位 突 变 体tsd２a、tsd２c 材 料 的 结 实 率 分 别 为

６９％、６２％,这２个突变体的结实率极显著下降;

TＧDNA插入内含子上的等位突变体tsd２b 的结实

率是８３％(图５).表明OsTSD２基因功能与水稻

图５　突变体单株结实率的变化

Fig．５　Thechangeofindividualplantseed
settingrateinmutant

结实率密切相关.

３)突变体的 粒 型 和 千 粒 重 的 变 化.为 研 究

OsTSD２基因在水稻种子形成过程中的作用,采用

２０１５年在华中农业大学水稻试验田里收获的同一

批种子进行米粒的形态观察及统计分析得到如下结

果:(１)３个等位突变体的米粒长度明显短于 WT
(图６A),统计分析显示米粒长度下降程度都极为显

著(图６C),由此推测OsTSD２基因可能调控种子

的粒长表型;(２)３个等位突变体的米粒宽度明显窄

于野生型(图６B),统计分析显示米粒宽度下降也极

为显著(图６D),由此推测OsTSD２基因可能调控

种子的粒宽表型;(３)３个等位突变体的千粒重低于

WT,统计分析也表明千粒重下降显著(图６E),由
此推测,OsTSD２基因可能调控种子的大小.综合

种子粒型和千粒重的结果,推测OsTSD２基因可能

影响水稻种子的粒型、大小.

４)突变体颖壳的颜色及破裂情况.对种子颖壳

颜色进行观察(图７),发现３个等位突变体种子颖

壳的颜色与 WT 相比较为灰暗.对种子颖壳的破

裂程度(图８)进行统计分析,结果显示:WT只存在

很低比例的外稃与内稃连接的侧面破裂,而３个等

位突变体中不仅存在高比例的侧面破裂,还存在着

相当高比例的与枝梗相连的外稃背部的破裂;３个

等位突变体种子颖壳的破裂程度比 WT严重,三者

颖壳总体破裂比例分别是５７％、４８％、５１％,其中侧

裂比例分别是２９％、１４％、１７％,背裂比例分别是

２８％、３４％、３４％.
综上,果胶甲基转移酶OsTSD２基因对于水稻

种子颖壳的颜色和形成可能有着重要的作用,它可

能通过影响果胶的修饰进而对颖壳的颜色及破裂产

生影响.

８２
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　A．突变体的粒长变化表型;B．突变体的粒宽变化表型;C．突变体的粒长变化的数据统计;D．突变体的粒宽变化的数据统计;E．突变

体千粒重变化的数据统计.A．Phenotypeofgrainlengthchangeinmutants;B．Phenotypeofgrainwidthchangeinmutants;C．Grain

lengthchangeinmutants;D．Grainwidthchangeinmutants;E．１０００Ｇgrainsweightchangeinmutants．

图６　突变体的粒长、粒宽和千粒重的表型变化

Fig．６　Mutantphenotypechangeanalysis,includinggrainlength,grainwidthand１０００Ｇgrainsweight

图７　突变体的颖壳颜色变化表型

Fig．７　Thechangeofglumeshellcolorinmutant
2.4　 OsTSD2 基因突变对种子萌发的影响

在正常条件下,３个等位突变体种子在３６、４８、

６０、８８h等时间的萌发率与 WT 相比显著降低(图
９),表明OsTSD２基因参与调控水稻种子的萌发过

程.采用荧光免疫标记探针 LM２０(标记果胶高甲

基化位点)对萌发 ３６h 的水稻种子的盾片进行

LM２０免疫实验,观察结果显示突变体tsd２a 的萌

发种子盾片中 LM２０绿色免疫信号与 WT 相比变

弱(图１０),表明突变体tsd２a的甲基化位点要比野

　统计同一批次的野生型和突变体颖壳的未破裂、侧面破裂和背

部破裂的比例:A．WT;B．tsd２a;C．tsd２b;D．tsd２c.Calculate

theglumeshellunbroken,sidepiecebroken,backsidebrokenratio

ofWTandmutantsinthesamebatch:A．WT;B．tsd２a;C．tsd２b;

D．tsd２c．

图８　突变体的颖壳破裂比例

Fig．８　Analysisofglumeshellbrokenratiosituationinmutants

９２
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　正常条件下,统计 WT与３个等位突变体在点种后３２、４８、６０h
和８８h的萌发率.Innormalrightconditions,calculatetheseed

germinationratioofWTandthreemutantallelesaftertheseed

pointintheculturemedium３２h,４８h,６０h,８８h．

图９　突变体的萌发率分析

Fig．９　Analysisoftheseedgerminationratioinmutants

　萌发３６h的 WT与tsd２a种子的盾片进行荧光标记,观察其中

的果 胶 甲 基 化 情 况.Fluorescencelabelingon WTandtsd２a

scutellumofseedsaftergermination３６handobservationthesituＧ

ationofpectinmethylation．

图１０　突变体tsd２a种子萌发后的盾片中果胶的甲基化分析

Fig．１０　Analysisofpectinmethylationinthescutellum
ofmutanttsd２agerminalseed

生型的弱,说明突变体tsd２a 萌发种子盾片中的甲

基化 修 饰 果 胶 含 量 是 低 于 野 生 型 的. 综 上,

OsTSD２基因可能是通过改变果胶的修饰程度,进
而影响水稻的种子萌发.

3　讨　论

TＧDNA插入突变体是用于植物基因挖掘和功

能探究的有效研究工具[２０],在正向及反向遗传学研

究中都起到重要作用.本研究在tsd２突变体中没

有发现花粉粒活性降低以及雌蕊形态的改变;相对

于 WT,tsd２突变体的结实率下降、粒长变短、粒宽

变窄,推断OsTSD２基因可能影响水稻种子的形

成,但是其中的机制还需要进一步研究.
相对于 WT,突变体的颖壳颜色变暗、破裂程度

严重,并且还出现了新的较高比例的背部破裂,预测

可能是OsTSD２基因影响了植物体在种子颖壳上

的色素积累才导致了突变体材料的颖壳颜色变暗,
结合果胶与色素积累机制之间的关系有必要进行深

入的研究.
本研究结果表明,OsTSD２甲基转移酶基因可

以通过改变果胶的修饰程度,进而影响水稻的种子

萌发,但这一结论还需要更多的试验验证.虽然已

经明确OsTSD２基因影响水稻的种子萌发,但其中

复杂的调控机制不是很清楚,需要进一步深入挖掘

基因、果胶和种子萌发三者之间关系的生物学机制.
另外,赤霉素(gibberellin,GA)和 ABA 在水稻种子

萌发过程中有重要的影响,那么OsTSD２基因与激

素 GA 和 ABA 在水稻种子萌发中存在怎样的联

系,以及它们之间的调控机制对种子的萌发产生怎

样的影响都是迫切需要探究的问题.
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MutantsofricepectinmethyltransferaseOsTSD２gene

ZHANGFei１,２　QULianghuan１　LUOJie１

１．NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/CollegeofLifeScience
&Technology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．CollegeofLifeScience,HuaibeiNormalUniversity,Huaibei２３５０００,China

Abstract　TostudythefunctionofricepectinmethyltransferaseOsTSD２genesanditseffectson
growthanddevelopment,adwarfmutantwasfoundbyscreeningthemutantsandexperimentallyveriＧ
fied．TheTＧDNAwasinsertedintheseventhintronofthegeneOsTSD２．Thismutantwasnamedas
tsd２a (tumorousshootdevelopment２a)．Othertwoallelicmutantstsd２bandtsd２cwerefoundaswell．
Threeallelicmutantshadlowerseedsettingpercentage,shortergrainlength,narrowedgrainwidthand
reduced１０００Ｇgrainweight．Theglumeofmutanthaddarkenedcolors,aggravatingthedegreeofrupＧ
ture,newandseriouslybrokenbackside．Resultsoffluorescenceimmunoassayindicatedthatthedeclined
germinationrateofmutantseedwasduetolowermethylationpectininscutellumofgerminatingmutant
seeds．DefectivefunctionofpectinmethyltransferaseOsTSD２genemayobviouslymakethedefectivedeＧ
velopmentandgerminationofthericeseeds．

Keywords　rice;pectinmethyltransferase;OsTSD２gene;seeds;germination
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