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T-DNA 插入产生的水稻自化苗突变的遗传分析
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摘要:在筛选和鉴定水稻 T - DNA(含 Basta 抗性基因 Bar) 插入纯合体的过程中，观察到 1 个自化苗的突变体.对该

突变体进行遗传分析表明，分离群体出现绿苗和臼化苗 2 种类型，其分离比率为 3: 1 ，符合 l 对基因的显性遗传­

Basta 抗性检测、PCR 分子检测及 Southern 杂交证实，该突变体是由单一 T - DNA 插入所引起的，自化苗性状与

T-DNA共分离-该突变材料可用于插入座位的基因克隆-
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Abstract: T -DNA tagging was used to isolate genes in higher plant. In this study , an albino mutant 

caused by T-DNA insertion in rice was identified. Genetic analysis of the mutant showed 由at the two 

types of phenotype , normal and albino in the segregating populations derived from the T-DNA heterozy­

gotes , fit the ratio of 3: 1. Test for Basta resistance showed 出at all of 由e albino plants were resistant while 

the normal plants seglegated for resistant and susceptible by the ratio of 2: 1. The results indicated 由at

the albino mutant co-segregated with Basta resistance. The albino mutant caused by T-DNA insertion con­

firmed by T-DNA detection using PCR method and Southem blo t. This albino mutant was useful for isola­

tion of the tagged gene in rice. 
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水稻突变体是培育水稻新品种和水稻功能基因

组学研究的基础材料.突变体既可作为新的种质直

接用于水稻的遗传改良，又可用于突变基因的克隆

和功能研究.产生水稻突变体的方法主要有理化诱

变、 T - DNA 插入、转座子插人和逆转座子插入
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等[1] 其中利用 T-DNA 随机插入水稻基因组来产

生突变体并以 T-DNA 为标签分离突变基因的方法

得到了广泛应用，人们构建了多个水稻 T-DNA 插

入突变体库[2.10] 也从中分离到了一些水稻基

因 r 11.13] 为了分离水稻的基因井研究基因的功能，
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中国科学院上海生命科学研究院植物生理生态研究 材料. 2003 年晚季至 2004 年晚季分别种植白化苗

所构建了玉米的 Ac/Ds 转座因子系统[5] 在这个系 突变体的 T2 - T4 代，每代均种植突变杂合体和绿苗
统的 T-DNA 区域中插入了 Ds 因子，同时在 Ds 因 2 个群体，每个群体每代种植 100 - 200 个单株，用于

子中插入了对除草剂 Basta 抗性的 Bαr 基因，以追踪 白化苗突变体的遗传分析.

转化植株后代中是否存在 Ds 因子;以梗稻 Oryz
r- u_ 2 结果与分析

tiva L. subsp. j叩omca 中花 11 为转化对象，通过根

癌农杆菌介导方法，建立了 T-DNA 转化群体.在这

个转化群体中，观察到了一些植株表型的突变，主要

包括黄化苗、白化苗、矮化和株型变异等[14.19] 本文

2.1 自化苗突变体的性状表现

对 T-DNA 插人株系 (insertion lines , ILs) 的后

代进行全生育期观察，从中筛选到白化茵的突变体

报道了 1 个由于 T-DNA 插入所引起的自化苗突变 材料，株系编号为 IlA10 (图 1) .种子出芽后可见白

体，并对突变体进行了遗传分析，为进一步克隆该基 化苗，整个植株全白，至三叶期枯死.

因并进行功能分析奠定了基础.

1 材料与方法

1. 1 材料

白化苗突变体从质粒 pDsBar1300 转化梗稻 Ory­

za sativa L. subsp. jαipomca 中花 11 的转化群体(由

中国科学院上海生命科学院植物生理生态研究所提

供)中分离得到.质粒 pDsBar1300 在 T-DNA 区携

带 Ds 转座子， Ds 的内部插人 Bar 基因，能提供对

Basta (商用除草剂，有效成分为 phosphinothricin , 

PPT 腾丝菌素)的抗性，在 T-DNA 区还携有潮霉素

磷酸转移酶基因 Hpt ， 能提供对潮霉素的抗性[5]

1. 2 方法

1.2.1 Basta 抗性鉴定 在水稻分囊期和抽穗期共

进行 2 次 Basta 检测， Basta 检测参见陈兆贵等[14] 的

方法.

l. 2. 2 PCR 检测 PCR 检测参见陈兆贵等[14] 的方

法，所用引物为 DsP1 (5'-GGATGAAAACGGTCGGTA­

ACG-3') 和 DsP2 (5'-TGAAGATGTAGCAAGTG­

GCTCC-3') ，可特异性扩增长度为 528 bp 的 Ds 因子

片段.

l. 2. 3 DNA 抽提水稻叶片总 DNA 抽提参见 Mur-

ray 等问]的方法.

1.2.4 Southern blotting 分析参照 San由:ook 等[21]

的方法进行.取 10 -15μg J1<.稻叶片总 DNA 限制性

内切酶 Hind III进行消化，7 mglL 琼脂糖电泳分离，

毛细管法转到尼龙膜上，真空烘干. Ds 因子的部分

序列(以 DsP1 、 DsP2为引物，从质粒 pDsBar1300 中

扩增得到的 DNA 序列)用随机引物标记法进行标记

后作为探针，杂交、洗膜后，尼龙膜放在 X 光片上

-70 "c条件下 3 -7 d 得到放射自显影像.

l. 2. 5 突变体的种植 T-DNA 转化材料 T1 - T4 

代种植于华南农业大学教学农场. 2003 年早季种植

T1 代，每个株系约 20 个单株，用于筛选表型变异的

左:对照中花 11; 右:突变纯合体

left: nonnal plant; right: homozygote 

国 1 IlAlO突变体的表型

Fig.l 咀le phenotypes of rnutant IlA 10 

2.2 自化苗突变体 IlA10 中 T-DNA 插入位点数目

的 Southern blot 检测

图 2 为 Southern 杂交检测结果.整合到水稻基

因组中的 T-DNA 区有 2 个 Hind III 切点，转化水稻

总 DNA 经 Hind III 完全消化后， T-DNA区会产生 3

个 DNA 片段，右侧片段一端与水稻基因组相连，如

果T-DNA在水稻基因组中有多位点插入，则会有多

1 : pDsBar 1300; 2: 中花 11; 3:IIA lO 

1 : Hind m digest of the plasmid pDsBar 1 300; 2: Hind m digest of the to­
tal DNA isolated from seedlings of Zhonghua 11; 3: Hind m digest of the 
total DNA isolated from seedlings of lIA10 

图 2 IlAlO基因组中 T-DNA 插入位点数目的 Southern 杂交

分析

Fig.2 Southern blot analysis for detecting the copies of T-DNA 

integrated into the g巳nome of IlA 1 0 
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个长度不同的片段出现.因此以右侧 DNA 片段中的 2.3 突变性状的遗传

Ds 因子的部分片段为探针(以 DsPl 、 DsP2为引物， 从 Tz 代开始，连续 3 个世代对 IIAlO的突变性

从质粒 pDsBar1300 中扩增得到的 DNA 序列) South- 状进行了遗传分析(表 1) .结果表明:在不同世代，

em 杂交后根据专一性杂交条带的数目来判断水稻 分离群体均出现 3: 1 的绿苗和白化苗的分离，说明

基因组中 Ds 因子的插入位点数，从而确定 T-DNA 突变性状能稳定遗传，是可遗传的变异;在同一分离

插入位点数.图 2 的结果表明，水稻转化植株 IIAIO 世代，不同株系的植株均出现绿苗和白化苗 2 种类

只出现了 1 条约 2 灿的专一性杂交条带，表明 型，分离比率符合 3: 1 ，表明白化苗突变是由 1 对基

T-DNA在 IIAIO 的基因组中是单位点整合. 因所控制.

表 1 lIA10 突变性状的分离

Tab.l Segregation of the albino phenotype in the populations derived from the heterozygotes of mutant IIAI0 

株数

世代 no. of plants χ z 
P 

generatlOn 合计 正常 自化苗 比值 (3: 1) 

total norrnal albino ratlO 

飞 895 670 225 

T3 945 713 232 

T, 886 661 225 

2.4 突变性状与 Ds 共分离

在 Tz - T4 代，对 IIAlO分离群体中绿茵的 Basta

抗性进行了遗传分析.结果(表 2)表明:在不同的分

离世代，杂合体分离群体中绿苗 Basta 的抗感分离比

2.977 8 

3.0733 

2.9378 

。.093 1 

。.1019

0.0737 

>0.90 

>0.90 

>0.90 

Basta 抗性，部分表现出对 Basta 敏感，且前者对后者

的比率符合 2: 1 ，继续同时选取对Basta抗性和对 Bas­

ta 敏感植株的后代进行种植观察，结果显示对 Basta

抗性植株后代出现绿苗和白化苗 2 种类型植株，且

率符合 2: 1 ，符合单基因的遗传模式，表明 Bar 基因 符合 3: 1 的分离比，而对 Ba血敏感植株的后代全部

是以单拷贝方式插入到水稻染色体上，并能稳定遗 为绿苗，未出现分离.这些结果证实了白化苗突变与

传给后代;在同一分离世代，绿苗植株部分表现出对 Basta 抗性共分离.

表 2 突变体分离群体中绿苗 Basta 抗性的分离

Tab.2 Segregation of the Basta resistance in normal populations derived from the heterozygote of IIAI0 

株数

世代 no. of plants 
χ 

P 
generat lOn 合计 抗 感 比值 (2: 1) 

total reslstant susceptible ratlO 

飞 400 270 

T3 415 276 

T, 344 230 

2.5 突变体基因组的 PCR 分析

为了进一步从分子水平上验证 IIAlO白化苗突

变性状与 T-DNA 之间存在共分离关系，用 T-DNA

内部的 Ds 上 1 对引物 DsPl 和 DsP2对 IIAI0 部分植

株进行 PCR 扩增.结果(表 3) 表明:绿苗中表现出

130 

139 

114 

2.0769 

1. 9856 

2.0175 

0.1250 

0.004 8 

0.0058 

>0.90 

>0.90 

>0.90 

对 Basta 抗性的植株及未进行 Basta 抗性检测的白化

苗植株，均能检测出 1 条 528 峙的特异带;而绿苗中

表现出对 Basta 敏感的植株，无特异性的扩增带出现

(图 3) .这表明 IIAlO的白化苗突变性状与 T-DNA

的插入有相关性-
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表 3 lIA10 突变体分离群体中 T-DNA 的 PCR 检测

Tab.3 T-DNA examÏnation in the popuJations derived from the mutant lIA10 by PCR method 

T-DNA 检测株数

表型 no. of plants for T-DNA examination 

phenotype 有 元

present absent 

白化苗植株
30 。

albino plant 

叶色正常抗 Basta 植株
60 。

Basta resistant of normal plant 

叶色正常感 Basta 植株
O 30 

Basta susceptible of normal plant 

合计 total 90 30 

计
，
M

A口
协

30 

60 

30 

120 

11 12 日 14 15 16 M 

500 bp 

M:I∞ bp 1adùer; 1: 中花 11; 2 :1lAlO; 3 -16 为 F2 群体，其中 9 和 16 是正常植株，其他是臼化苗植株

M: 100 bp laùder; 1: Zhonghua 11 plant; 2: IlAlO plant; 3 - 16 are F2 population. among 9 and 16 are nonnal plants. others 田它 albino plants 

图 3 llAlO白化苗突变体分离后代的 PCR

Fig.3 T-DNA detection in the segregates derived from the heterozygote of llAI0 by PCR method 

根据上述结果可以认为，在 IlAI0 突变体中，由

于 T-DNA 的插入导致了 1 个控制叶色的基因发生

了突变，使该基因的功能发生了改变，致使突变体表

现出白化苗.

3 讨论

叶色变异是比较常见的突变性状，多数在苗期

表达，易于识别.突变基因往往是直接或间接影响叶

绿素的合成和降解，改变叶绿素的含量，从而影响光

合效率，造成作物减产，甚至导致植株死亡;同时在

基础研究中，叶色突变体是研究植物光合作用、光形

态建成、激素生理及抗病机制等一系列生理代谢过

程的理想材料，因而叶色突变体作物生产应用和基

础研究均具有重要意义.目前被子植物中叶绿素合

成途径研究较为清楚，叶绿素形成从谷氨酌 -tRNA

开始到叶绿素 a、 b 合成结束，合成途径中大部分的

关键酶都已经被鉴定出来[22] 还利用叶色突变体验

证了谷氨酷 -tRNA 还原酶[23] 、原叶绿素酸醋氧化还

原酶(NADPH) [24] 和叶绿素合成酶[25] 等关键酶在叶

绿素合成过程的功能.

用 T-DNA 插入植物基因组来构建突变库已成

为植物功能基因组学研究的一个重要途径[叫，仅拟

南芥就有 40% 的突变基因是用 T-DNA 标签法克隆

的[27] 近年来，国内外众多研究人员采用不同的

T-DNA标签系统构建了大量水稻 T -DNA 插入突

变体[川从中分离到了一些水稻基因 [1山 T-

DNA 标签法分离水稻基因和分析基因功能离不开筛

选和鉴定各种类型的水稻突变体的基础性工作.通

过对水稻 T-DNA 插入纯合体的筛选和鉴定，笔者

已经获得了一批水稻 T-DNA 插入纯合体[ 14] 并从

中筛选到了 1 个水稻白化苗突变体.本研究进一步

表明，该白化苗突变体是由单基因控制的，为单基因

显性遗传;该基因的突变是单一 T - DNA 插入引起

的.这一新的水稻白化苗突变体的获得，为进一步克

隆控制该性状的基因奠定了基础.下一步将克隆该

基因并深入研究该基因的功能以及与其他控制叶绿

素合成基因的相互关系，为采用基因工程技术培育

高光效的水稻品种奠定基础.
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