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7�摘　要：以水稻 ＯｓＲａｃＤ的ｃＤＮＡ序列为探针筛选光敏核不育水稻农垦５８Ｓ基因组文库，获得了一个包含２ｋｂ的 Ｏｓ-

ＲａｃＤ启动区和３９６ｂｐ编码区序列的阳性克隆。与反向ＰＣＲ克隆的水稻农垦５８Ｎ 该基因的启动区比较，证实该基因的启

动区在农垦５８Ｓ和农垦５８Ｎ的同源性达到９９．８％，且在预测的调控元件上不存在碱基差异。说明农垦５８Ｓ和农垦５８Ｎ在
长日照条件下表现出的育性差别，并非两者在 ＯｓＲａｃＤ调控序列结构上的差别所致，而与基因表达的发育调控有关。
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7�　　光敏核不育水稻农垦５８Ｓ是我国科学家石明松先生于

１９７３年在湖北晚粳水稻品种农垦５８大田中首次发现的一种

自然突变体 7�［１］ 7�。它具有在长日照、高积温环境条件下水稻花

粉雄性不育，在短日照、低积温环境条件下水稻花粉雄性可

育的光周期育性转换的遗传特性，是研究光周期诱导的雄性

不育机理和光周期调控基因表达特性的典型材料。在基础

理论研究上，我国科学家开展了生理学、细胞学和遗传学等

方面的深入研究，并取得了丰硕的成果 7�［２-５］ 7�。在深入分析了

有关光敏核不育研究的基础上，我们认为光敏核不育水稻农

垦５８Ｓ光周期育性转换不仅仅是由单基因决定的遗传性状

问题，还涉及到水稻植株对环境光温等因素作用的反应和植

物自身的发育状态。因此不能简单地仅从遗传学角度考察

光敏核不育现象，还应从光温效应、光信号转导以及特异转

录因子等诸多方面，特别是基因表达的发育调控方面综合考

虑。

7�基于以上观点，米志勇等 7�［６］ 7�利用改良的 ｍＲＮＡ差别显

示技术，从可育的、经短日照处理的农垦５８Ｓ幼穗中分离到

属于植物 Ｒｈｏ家族的 ＯｓＲａｃＤ基因。Ｒｈｏ家族的成员参与

调节了多种细胞生命活动，已经明确的功能主要是调控花粉

管生长 7�［７-９］ 7�、细胞死亡 7�［１０］ 7�和细胞壁合成 7�［１１-１２］ 7�。作为信号通

路中的“分子开关”，Ｒｈｏ基因的转录水平的调控对于启动多

种不同的信号传导途径是一个关键的环节。ＲＴ-ＰＣＲ分析

证实，该基因在可育的材料农垦５８Ｎ和经短日照处理的农

垦５８Ｓ幼穗中表达，而在不育的经长日照处理的农垦５８Ｓ材

料的幼穗中不表达 7�［６］ 7�，暗示 ＯｓＲａｃＤ基因具有受光周期调控

表达的特点。由于大部分光调节基因的表达是受其上游光

效应元件激发的，因此研究ＯｓＲａｃＤ基因启动区及其光周期

应答元件，将有助于深入理解该基因在光周期育性转换过程

中的信号调节功能。本研究通过构建、筛选基因组文库，分

离了ＯｓＲａｃＤ基因的启动子，并对其进行了分析和比较，以期

7�为解释水稻光周期育性转换机理提供线索和依据。

7�１　材料与方法

7�１．１　植物材料与菌株

7�光敏核不育水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．ｓｕｂｓｐ．ｊａｐｏｎｉｃａ）农垦

５８Ｓ由湖北省农业科学院牟同敏教授惠赠。Ｅ．ｃｏｌｉＬＥ３９２，

ＫＷ２５１菌株购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

7�１．２　酶和化学试剂

7�λ噬菌体载体臂ＥＭＢＬ-３ＢａｍＨⅠＡＲＭＳ、包装蛋白

ＬａｍｂｄａＤＮＡ ＰａｃｋａｇｉｎｇＥｘｔｒａｃｔ、Ｐｒｉｍｅｒ-ａ-ＧｅｎｅＬａｂｅｌｉｎｇ

Ｓｙｓｔｅｍ 购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；限制性内切酶Ｓａｕ３ＡⅠ，ＢａｍＨ

Ⅰ，ＳａｌⅠ，ＥｃｏＲⅠ购自 ＭＢＩ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自Ｉｎ-

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
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7�１．３　水稻基因组文库的构建

7�ＣＴＡＢ法提取水稻农垦５８Ｓ黄化苗的基因组ＤＮＡ，经小

7�量部分酶切试验确定ＤＮＡ浓度、Ｓａｕ３ＡⅠ酶切时间、酶切温

度后，放大体系，取５０～１００μｇ的基因组ＤＮＡ进行大量酶

切，通过透析袋电洗脱法回收酶切产物，与λ噬菌体载体臂

ＥＭＢＬ-３ＢａｍＨⅠＡＲＭＳ连接，包装后，进行滴度测定。

7�１．４　基因组文库的筛选

7�以水稻低分子量ＧＴＰ结合蛋白基因 ＯｓＲａｃＤ的ｃＤＮＡ

为探针，采用 7�３２ 7�Ｐ-α随机引物法标记后，筛选农垦５８Ｓ基因组

文库，筛选按照标记试剂盒Ｐｒｉｍｅｒ-ａ-ＧｅｎｅＬａｂｅｌｉｎｇＳｙｓｔｅｍ

说明书进行，直至得到单个阳性噬菌斑。

7�１．５　ＯｓＲａｃＤ启动区的分离

7�提取阳性噬菌斑的ＤＮＡ，经ＳａｌⅠ、ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨⅠ

内切酶酶切、转膜、杂交鉴定后，将阳性杂交条带亚克隆到

ｐＢｌｕｅＳｃｒｉｐｔ（ＳＫ-）载体上，测序。

7�１．６　 ＯｓＲａｃＤ基因启动子的分析

7�将测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ中进行同源性比较，鉴定所得阳

性克隆的真实性。利用Ｇｅｎｅｔｙｘ５．０软件分析比较水稻农垦

５８Ｓ与农垦５８Ｎ的 ＯｓＲａｃＤ基因启动子序列的差异，并在植

物启动子数据库ＰｌａｎｔＣＡＲＥ（ｄａｔａｂｓｅｏｆｐｌａｎｔｐｒｏｍｏｔｅｒｓａｎｄ

ｔｈｅｉｒｃｉｓ-ａｃｔｉｎｇｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｓ）中进行启动子预测，通过

国际互联网在植物顺式激活调控元件数据库ＰＬＡＣＥ（ｄａｔａ-

ｂａｓｅｏｆｐｌａｎｔｃｉｓ-ａｃｔｉｎｇｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＤＮＡｅｌｅｍｅｎｔｓ）网站进行

植物相关顺式元件预测。

7�２　结果与分析

7�２．１　ＤＮＡ的纯度和完整性是高质量基因组文库构建的决定

因素

7�多种基因组ＤＮＡ提取方法比较结果显示，采用改良的

ＣＴＡＢ法提取基因组ＤＮＡ相对简单、快捷和有效，能最大限

度地减少机械剪切力对大分子ＤＮＡ的破坏。

7�为了得到合适大小（１５～２３ｋｂ）并且两端具有与载体

ＢａｍＨⅠ臂互补粘末端的插入片段，我们利用 ＢａｍＨⅠ的同

尾酶Ｓａｕ３ＡⅠ，对水稻基因组ＤＮＡ进行部分酶切。首先通

过小量酶切确定ＤＮＡ与酶用量的最佳比例，０．４％琼脂糖凝

胶电泳检测酶切产物，结果（图１）显示，部分酶切效果最好的

7�是第４泳道。按照这一比例放大体系进行ＤＮＡ大量消化

后，回收含１５～２３ｋｂ片段的凝胶，参照Ｓａｍｂｒｏｏｋ等 7�［１３］ 7�的

方法用透析袋电洗脱的方法回收，经正丁醇浓缩后，电泳检

测回收ＤＮＡ的质量（图略）。以２∶１的摩尔数比连接回收

的ＤＮＡ大片段和载体臂，经包装和检测，结果显示文库滴度

达到５×１０ 7�６ 7�ｐｆｕ／ｍＬ。

7�２．２　探针制备和文库筛选

7�以Ａｌｗ２６Ⅰ酶切含有 ＯｓＲａｃＤｃＤＮＡ全长的ｐＢＳ-Ｏｓ-

ＲａｃＤ质粒，回收７２５ｂｐ包含 ＯｓＲａｃＤ完整的３′-ＵＴＲ和

7�ｃＤＮＡ编码区的ｃＤＮＡ片段。以放射性同位素 7�３２ 7�Ｐ-α标记的

ＯｓＲａｃＤ的ｃＤＮＡ为探针，筛选水稻基因组文库。经多轮筛

选，从约５×１０ 7�５ 7�个克隆中共得到了３个阳性噬菌斑。提取重

组λＤＮＡ，分别用ＳａｌⅠ、ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ进行酶切，分析

其酶切图谱并转膜，进一步进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交鉴定。其中编

号为Ｓｕｂ-Ｂ３的阳性克隆酶切和杂交结果如图２所示，在约４

ｋｂ的ＢａｍＨⅠ与 ＥｃｏＲⅠ双酶切片段中可能包含有ＯｓＲａｃＤ

的基因组序列。将杂交阳性的片段回收，亚克隆至ｐＢｌｕｅ-

Ｓｃｒｉｐｔ质粒载体中，进行核苷酸序列测定。核苷酸序列（Ｓｕｂ-

7�图１　基因组 ＤＮＡ小量部分酶切产物的琼脂糖凝胶电泳检测
7�Ｆｉｇ．１ Ａｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｓｍａｌｌ-ｓｃａｌｅｄｐａｒｔｉａｌｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

ｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ．
7�１－ＨｉｎｄⅢ单酶切的λＤＮＡ 分子量标准；２～１１－经稀释的

Ｓａｕ３ＡⅠ 酶切的基因组 ＤＮＡ（１μｇ／ｌａｎｅ）；１２－未切酶的基因组
ＤＮＡ（１μｇ／ｌａｎｅ）；１３－经 ＨｉｎｄⅢ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切的λＤＮＡ分子
量标准。

7�Ｌａｎｅ１，ＬａｍｂｄａＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ ｍａｒｋｅｒ（０．６μｇ）；Ｌａｎｅｓ２ｔｏ
１１，ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡｐａｒｔｉａｌｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＳａｕ３ＡⅠｄｉｌｕｔｉｏｎｓ；Ｌａｎｅ１２，
ＵｎｄｉｇｅｓｔｅｄｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｃｏｎｔｒｏｌ；Ｌａｎｅ１３，ＬａｍｂｄａＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ
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7�Ｂ３）结果显示在２４５０ｂｐ序列中，包含约２ｋｂ的 ＯｓＲａｃＤ的

启动区和３９６ｂｐ的ＯｓＲａｃＤ基因５′端编码区序列。

7�２．３　农垦５８Ｎ和农垦５８ＳＯｓＲａｃＤ基因启动区的比较

7�将从农垦５８Ｓ基因组文库中筛选到的阳性克隆Ｓｕｂ-Ｂ３

序列与通过反向ＰＣＲ从农垦５８Ｎ基因组 ＤＮＡ 中获得的

ＯｓＲａｃＤ启动区 7�［１４］ 7�进行比较，结果显示农垦５８Ｓ与农垦５８Ｎ

ＯｓＲａｃＤ的启动区的同源性达到９９．８％，仅在距离翻译起始

位点上游－６２８ｂｐ、－７０８ｂｐ和－７２３ｂｐ处存在３个核苷酸

碱基的差异，当然这种碱基的差别也有可能是由于长片段

ＰＣＲ反应过程中的误差所致，但重要的是它们都没有分布在

预测的各种元件上。二级结构预测分析结果显示，这３个碱

基的差别不会造成启动区在二级结构上的差异。这说明农

垦５８Ｓ和农垦５８Ｎ在ＯｓＲａｃＤ基因的启动区上没有差异，两

者启动区上应该可以结合相同的转录因子，调控该基因的转

录。因此，农垦５８Ｓ在长日照和短日照处理条件下所表现出

的育性差异，应当不是由于基因启动区的结构差异造成的，

而可能是由于农垦５８Ｓ在长日照处理条件下，一些调控 Ｏｓ-

ＲａｃＤ基因的上游转录因子不表达或者丧失结合ＯｓＲａｃＤ启

动区的能力引起的。

7�利用ＰｌａｎｔＣＡＲＥ提供的软件，我们在ＯｓＲａｃＤ基因的５′

7�上游区段发现了多个已知的光应答元件的同源序列区，如：

Ｇ-ｂｏｘ、Ｉ-ｂｏｘ、ＬＡＭＰ-ｅｌｅｍｅｎｔ等，以 及 生 长素 应 答元 件

ＡｕｘＲＲ-ｃｏｒｅ（ＧＧＴＣｃｇｔ）、脱 落 酸 应 答 顺 式 元 件 ＡＢＲＥ

7�（ａｔｃＡＣＧＴｇｔａ）、水 杨 酸 应 答 的 顺 式 元 件 ＴＣＡ-ｅｌｅｍｅｎｔ

7�（ａＡＧＡＡｇａｇｇｇ）、茉莉酸应答元件 ＴＧＡＣＧ-ｍｏｔｉｆ（ＴＧＡＣｇ）

等多种激素应答元件以及热诱导应答相关顺式元件 ＨＳＥ

（ａＡＡＡＡａｔａｔ）等其他一些转录激活元件，据此推测 ＯｓＲａｃＤ

基因的表达可能受多种元件共同调节。

7�３　讨论

7�ＧＴＰ结合蛋白是细胞内重要的信号开关分子，包括异源

三聚体ＧＴＰ结合蛋白和小ＧＴＰ结合蛋白两类。动物细胞

的研究结果显示，只有异源三聚体ＧＴＰ结合蛋白和小ＧＴＰ

结合蛋白中的Ｒｈｏ、Ｒａｓ是真正的信号分子。但是植物的异

源三聚体ＧＴＰ结合蛋白数量很少，并且对拟南芥基因组全

序列的分析显示，植物没有Ｒａｓ，因而承担信号传导功能的小

ＧＴＰ结合蛋白仅有Ｒｈｏ蛋白。因此，对植物Ｒｈｏ的研究引

起了广泛的关注，但是有关 Ｒｈｏ基因启动子及其调控机制的

研究还未见报道。

7�前期的研究结果显示，水稻 ＯｓＲａｃＤ基因可能通过调控

花粉管的延伸，参与了水稻农垦５８Ｓ的光周期育性转换过

程 7�［１５-１６］ 7�。为研究该基因的表达调控机理及其与光敏核不育

的关系，需要对该基因的启动子进行结构分析，进而对感兴

趣的元件进行深入研究。在通过反向ＰＣＲ技术从农垦５８Ｎ

中分离该基因的启动区的同时，我们采取可信度最高的文库

筛选策略，克隆了农垦５８Ｓ该基因的启动区。对水稻农垦

５８Ｎ和农垦５８Ｓ中该基因启动区序列的比较分析结果说明，

农垦５８Ｓ在长日照和短日照条件下的育性差别可能是受特

异性转录因子的调控所致，而非基因启动子结构差异所致。

进一步的启动区的片段缺失突变和凝胶阻滞研究结果 7�［１４］ 7�确

证了该结果，因为 ＯｓＲａｃＤ基因启动子－７９９ｂｐ～－６８６ｂｐ

和－６８６ｂｐ～－４３１ｂｐ的区段，具有光周期应答特性，表现

为与短日照处理的可育农垦５８Ｓ幼穗核蛋白提取物有明显

的结合条带；而与经长日照处理的不育农垦５８Ｓ幼穗核蛋白

提取物则没有结合条带，说明ＯｓＲａｃＤ基因不仅受光调控，而

7�且该基因的表达确实和特异的转录因子的调控有关，这样的

转录因子仅在可育的水稻材料中才有表达。

7�本研究为ＯｓＲａｃＤ的深入研究提供了重要线索和依据，

明确了借助于酵母单杂交技术、经典的生物化学和分子生物

学手段，进一步分离和鉴定调控ＯｓＲａｃＤ的特异性转录因子，

7�同时通过酵母双杂交分离ＯｓＲａｃＤ互作蛋白编码基因 7�［１７］ 7�的

思路，对研究ＯｓＲａｃＤ相关信号通路的分子机理，解释水稻农

7�垦５８Ｓ光敏核不育现象具有重要意义。
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