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摘要 !
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可能参与水稻
8$59& 3&4-2&

应答亚砷酸盐和过氧化氢胁迫 ! 但其具体的生物学功能未知 % 以

6-:/7%7

过表达转基因株系"

<39&#9

!

<39&#;

&和野生型品种中花
&&

为试材! 系统研究了转基因植株对亚砷酸盐的

耐受性表现及其初步生理机制% 结果表明$ 与野生型相比!

6-:;7%7

过表达转基因植株对亚砷酸盐更加敏感! 其对

砷的吸收与转移能力明显增强' 转基因植株在砷胁迫下! 其根部脯氨酸( 可溶性蛋白质量浓度显著升高! 但各抗

氧化酶活性却受到明显抑制!

6-:;7%7

在亚砷酸盐处理后的野生型和转基因植株叶片中的表达谱截然不同% 这些结

果可为进一步揭示由该基因介导的水稻对砷耐性改变的分子机制以及抗逆育种提供理论参考% 图
7

表
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参
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关键词! 作物遗传育种'
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' 水稻' 砷' 转基因' 生理机制
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砷是人类
!

级致癌物" 为表土污染五大有害元素之一&

&

'

" 对动植物具有强烈毒害作用( 据报道" 南

亚和东南亚地区&

9

'是目前全球受砷毒害最为严重的地区之一( 长期以来" 由于自然环境与气候影响" 以

及采矿) 含砷地下水灌溉等人类作业活动加剧了土壤中砷的过量积累&

;

'

( 特别是近年来" 随着工农业生

产的快速发展" 环境质量不断下降" 中国土壤尤其水稻田等耕地呈现砷污染区域和污染程度进一步扩大

和恶化的态势" 严重影响到农产品质量安全( 水稻
8$59& 3&4-2&

对砷的吸收与富集能力显著大于小麦
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和玉米
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# 这使得水稻砷污染已成为以稻米为主食人群砷暴露为

害的主要途径之一$ 比如# 在中国土壤砷污染严重的衡阳% 湘潭等地# 水稻籽粒中砷含量明显增高 !

(

"

$

水稻对砷的吸收% 积累和耐受性等存在显著的基因型差异!

$)*

"

$

+,-.,+

等!

/"

"发现#

0""

多个供试水稻基

因型中# 其籽粒砷浓度相差
010'

倍# 遗传变异占总变异的
'"21$'2

$ 另外发现# 与耐砷基因型相比#

砷敏感水稻往往在根部积累较少量的砷!

//

"

$ 因此# 若以不同砷耐性基因型为材料# 研究植株对砷的积

累% 分布及耐受性等!

/!)/0

"

# 可揭示水稻对砷耐性差异的内在生理与分子机制$

34-+5

是生物体内源产生

的一种长度约
!"1!' 67

的非编码小核糖核酸&

-+5

'# 它们通过序列互补配对的方式在转录后或翻译水

平上调控靶基因的表达!

/')/(

"

$ 大量研究发现#

34-+5

在生物体应对外界环境因子胁迫中发挥着重要作

用!

/()/%

"

$ 比如# 水稻基因组中存在特异
34-+5

分别应答镉% 过氧化氢% 干旱和高温等逆境胁迫!

/$8/*)!"

"

$ 砷

作为重要的环境污染物之一# 植物基因组亦编码特异
34-+5

来调控其对该胁迫因子的适应性$ 近年来#

采用
34-+5

芯片技术 #

9-:;59.5;5

等 !

/<

"

#

=5+>?@

等 !

!/

"以及
9A5-B5

等 !

!!

"分别从芥菜
."(**#%(

/&0%)(

和水稻幼苗中鉴定到
$*

#

'$

和
!%&

个亚砷酸盐或砷酸盐响应特异表达的
34-+5

$ 另外# 采用新

一代高通量测序结合定量逆转录聚合酶链式反应&

-.!=C-

'技术#

@D

等!

!0

"以及
E:D

等!

!&

"分别发掘出
0$

和
$<

个水稻亚砷酸盐响应相关的
34-+5

$ 但目前为止# 鲜见有关
34-+5

在调控水稻砷胁迫应答中的

生物学功能方面的研究报道$

'#10*<*

是
E:

等 !

/*

"在研究水稻对过氧化氢胁迫应答时鉴定到的一个新

34-+5

$ 随后#

E:D

等!

!&

"研究发现# 在亚砷酸盐胁迫下#

'#20*<*

在籼稻明恢
%$

根系中被明显抑制表

达$ 除此之外# 再未见到有关该
34-+5

的研究报道$ 从
34-FGHI

数据库&

-IJIGHI !#

'的注释可以看出#

该
34-+5

可编码
!

个成熟序列# 即
'#20*<*!(3

和
'#20*<*!03

# 但其生物学功能未知# 尤其是该
34-!

+5

是否参与调控水稻对亚砷酸盐的应答反应等尚不清楚$ 基于此# 我们获得了
'#20*<*

的过表达转基

因水稻植株# 拟在此基础上探讨
'#20*<*

与水稻砷耐性的关系# 并试图揭示由其介导的水稻应答砷胁

迫的初步生理机理$

#

材料和方法

!"!

实验材料与处理

本研究以粳稻品种中花
##

&野生型对照#

K.

'#

'#20*<*

过表达转基因株系&

5H!#!!

和
5H!#!0

'# 中

国普通野生稻以及籼稻品种
*0!##

和明恢
%$

为试材$ 首先分别挑选各供试材料饱满种子# 用质量浓度

为
( L

(

E

)#次氯酸钠消毒
#( 346

# 然后用蒸馏水冲洗
01(

次# 最后在蒸馏水中浸泡过夜$ 将浸泡后的种

子转移到铺有滤纸的发芽盒里# 加入质量浓度为
(M& L

(

E

)/氯化钙溶液催芽
(1< N

$ 待幼苗长至约
' O3

时# 将其转移至含有营养液的盆钵中继续培养# 期间每
0 N

更换
#

次营养液&配方如下)

&M!<' 33PJ

(

E

"#

硫酸镁#
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"#硝酸钾#

&M( !3PJ
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E

"#氯化锰#
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"#磷酸二氢钾#
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E

"#硫酸

锌#
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"# 硫酸铵#
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E

"# 硫酸铜 #
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"# 硼酸 #

&M# !3PJ
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E

"# 钼酸铵 #

&M#%0

33PJ

(

E

"#硝酸钙#

'&M& !3PJ

(

E

"#乙二胺四乙酸铁&

"

'钠!

+GQI

&

"

'

!?>.5

"#

!M&&& 33PJ

(

E

"#

!!

吗啉磺酸

&

B?9

'# 并用氢氧化钠将
RA

值调至
RA (M(

'$ 整个过程都在培养箱中进行# 条件为
#$ S

光照
T% S

黑暗$

实验采取随机区组设计$ 设对照和亚砷酸钠&

5H

'胁迫
!

种处理#

0

次重复$ 待苗龄
!/ N

时# 将幼苗

分别转移到
0 E

的小培养桶中#

%

株(桶)/

# 利用
!(M& !3PJ

(

E

"/亚砷酸钠进行胁迫处理$ 在处理的第
0

天

和第
$

天时分别对根系和叶片取样# 鲜样保存在
"%& #

冰箱中备用# 其余样品在烘箱中
/&( #

杀青
0&

346

# 然后在
<( #

下处理
'% S

以充分干燥后使用$

!"#

转基因植株的获得及阳性检测

利用正向引物
($!555 U5U C.C 5U. C5. .CC 5C. CC5 .U. UC. ..U!0$

和反向引物
($!555 UU5

.CC .U. .UC ..5 5C. CC5 U.5 UCC 5.U!0$

# 从中花
//

基因组中扩增出约
0/& VR

的包含
'#20*<*

前体序列的
>+5

片段$ 将
=C-

扩增产物经
4(% #

和
.('5 #

双酶切后# 连接至
RC5BF:5#0&&

载体上#

然后分别采用热激法和电击法转化大肠埃希菌
6*789":%8:( %;<:

和农杆菌
=>";?(%$9":&' ?A5#&(

$ 最后#

将目标基因经农杆菌介导侵染中花
##

愈伤组织# 并经卡那霉素抗性筛选后获得转基因植株$ 采用十六

烷基三甲基溴化铵&

C.5F

'法提取水稻基因组
>+5

$ 分别采用载体通用引物及
':20*<*

基因特异引物进

行聚合酶链式反应&

=C-

'扩增# 筛选出阳性
.

!

代转基因植株用于后续研究$

=C-

反应体系为)

*' #

预

(<!
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变性
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!

&" !

变性
' #$%
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退火
"( )

!

*+ !

延伸
,- )

!

!-

个循环!

*+ !

总延伸
'- #$%

"

!"#

实时定量逆转录聚合酶链式反应!

$%&' ()*% +,!-.+

"分析

采用
./0$)1 213 )#455 ./0 6$7

#

8464.4

$提取水稻小
./0

% 参照
93$#:;<3$=7 #$./0 .8"9>. 6$7

&

8464.4

$使用说明! 以
?@

为内参! 在
A4)7:3<B<5:3 := 3:45=5:C )B)7:#

&

D==:%E132

$上进行实时定量
.8"

9>.

扩增% 反应体系包括
(F- !G <H/0

!

(F- !G

引物&表
'

$!

'-F- !G

的
+# ;IJ.

混合物%

9>.

扩增条

件为' 先
&( !

预变性
' #$%

! 然后
&( !

变性
'( )

!

@- !

复性
!- )

!

"-

个循环% 重复
!

次(试验K'

% 采用

+

K!!>8法估测基因的相对表达量%

表
! !"##/0/

实时定量
+,!-.+

的引物名称及序列

84L5: ' .:45"7$#: .8"9>. =3$#:3 ):MN:%<:) 213 !"#!&*&"($ 4%E !"#!&*&"!$

引物名称 引物序列&
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砷质量分数测定

将砷胁迫后的幼苗放在解吸液中处理
'- #$%

后! 将根系和茎干分别取样% 待充分烘干后! 用研磨

机将样品研磨成粉末% 取
-F! Q

样品! 加入
+F- #G

硝酸和
-F( #G

过氧化氢! 于
'+- !

条件下硝化
+" R

%

待冷却后! 加入去离子水至
+-F- #G

% 最后! 采用电感耦合等离子体质谱仪&

S>9"A;

!

0Q$5:%7 *(--4

$对

样品中的总砷质量分数进行测定% 水稻根系对砷的吸收能力是衡量各基因型对砷吸收能力的常用指标!

常用根系和茎干中砷的总吸收量与根系干质量的比值表示%

&

0?

T

&

'

3117"0)

%#

L$1#4))

&'

)R117"0)

%&

L$1#4))

$

U#

L$1#4))

% 在公

式中!

&

0?

表示水稻根系对砷的吸收能力%

'

3117"0)

和
'

)R117"0)

分别代表根系和茎干中砷的总质量分数%

#

L$1#4))

和
&

L$1#4))

分别代表根系和茎干的干质量% 另外! 采用转移速率&

'

O

$来评估砷从根系转移到茎干的能力!

用茎干与根系中砷的总质量分数比值来表示%

!"2

生理指标测定

'F(F'

脯氨酸质量浓度的测定 采用茚三酮染色法)

+"

*测定处理
@ E

时各材料中游离脯氨酸质量浓度+ 使

用分光光度计测定萃取液在
(+- %#

处吸光值% 使用
'-F- #Q

,

G

''的脯氨酸溶液制作标准曲线%

'F(F+

可溶性蛋白质质量浓度的测定 采用考马斯亮蓝染色法! 对处理
!

和
@ E

时各材料根系和叶片中的

可溶性蛋白质质量浓度进行测定% 记录
(&( %#

处吸光值% 使用
'-- #Q

,

G

''的牛血清蛋白制作标准曲线%

'F(F!

抗氧化酶活性测定 称取处理
!

和
@ E

的根系及叶片各
-F+ Q

! 与
!F- #G (-F-- ##15

,

G

''磷酸钠缓

冲液&

=V *F,

! 包含
-F+- ##15

,

G

''乙二胺四乙酸
DH80

$和质量浓度
+F- Q

,

G

K'的聚乙烯砒咯烷酮&

9W9

$混

合后! 冰浴条件下研磨成匀浆% 然后! 在
" !

下
'+ --- 3

,

#$%

K'离心
+- #$%

% 取上清液以用于抗氧化酶

活性的测定% 超氧化物歧化酶&

;XH

$! 过氧化氢酶&

>08

$以及过氧化物酶&

9XH

$的活性测定分别参照

PS0//X9X8S8S;

和
.SD;

)

+(

*

!

>06A06

和
A0.;>V/D.

)

+@

*以及
9(88D.

)

+*

*等方法% 抗坏血酸过氧化物酶

&

09Y

$活性的测定则根据抗坏血酸的氧化率来进行估计)

+,

*

%

!"3

统计分析

所有数据均为
!

次实验重复的平均值
)

标准误% 采用最小显著性差数法&

G;H

$对数据进行方差分

析! 在
(Z

水平上分析不同指标间的差异显著水平&

;9;; '&F-

$%

+

结果与分析

4"!

不同砷耐性水稻基因型中
!"##/0/

的表达分析

V?

等)

+&

*曾系统比较了
!

种不同基因型水稻对亚砷酸盐的耐受性! 发现中国普通野生稻对亚砷酸盐

张丽清等'

!"#!&*&

在水稻砷耐受性中的作用
(*!
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的耐受性最强! 其次为
'(!##

和明恢
%$

" 为初步明确
!"#(')'

与水稻砷耐受性的关系! 分析了它在上

述
(

个不同砷耐性水稻基因型中的表达情况" 结果发现# 在亚砷酸盐处理后!

!"#(')'

在
(

个水稻基因

型根部的表达均受到抑制! 但受抑制程度明显不同$分别下降了
%*%'

!

##*$$

和
# #'%*($

倍! 图
# +

%!

暗示随着水稻对亚砷酸盐耐受程度的增强!

!"#(')'

相对表达量呈现整体下降态势& 此外! 我们分析了

!"#(')'

在明恢
%$

根系' 茎干和叶片等不同组织中的表达模式发现! 在受到亚砷酸盐胁迫后!

!"#(')'

在其根部高度富集! 其表达丰度是茎干和叶片的
!,-*$(

和
# &,)*%-

倍! 而在茎部的相对表达量又显著高

于叶片(

-*#,

倍! 图
# .

%& 这些结果表明# 该
!"#(')'

在水稻应答亚砷酸盐胁迫过程中发挥着重要作用&

图
/ !"#(')'

在不同基因型水稻!

+

"以及在明恢
%$

不同组织!

.

"中的表达量

012345 / 67845991:; 84:<1=1;2 :< !"#(')' 1; >1<<545;? 41@5 25;:?A859

(

+

%

B;> 1; >1<<545;? ?199359 :< C1;2D31 %$

(

.

%

+ .

!"!

阳性转基因植株检测

利用农杆菌介导法获得了
!"#(')'

过表达的转化中花
//

的转基因植株& 采用
8E+C.F+/(&&

载体

通用引物对
G

!

代转基因植株进行
HEI

检测(图
!

%& 对
%

个转基因株系的检测结果发现!

-&&

个过表达转

基因植株中!

(,!

株为阳性! 阳性率为
%%J

&

C* KL+ MB4N54 !&&&

)

/*

水
O !*

阳性对照)

(P,

!

)

!

'P//

!

/(P/$*

转基因阳性植株)

$

!

%

!

/!*

转基因阴性植株&

图
!

部分转基因水稻的
HEI

检测

012345 ! HEI B;B=A919 :< ?D5 ?4B;925;1@ 41@5 8=B;?9 @B44A1;2 :Q5457845995> !"#(')'

!"#

转基因株系中
!"##$%$

的表达分析

采用
!"#(')'

特异引物! 分析了
!"#(')'!,$

和
!($

在各转基因株系中的表达情况& 我们发现! 在

正常生长条件下! 与野生型中花
//

相比! 各转基因株系叶片中!

!"#(')'!,$

的表达水平都显著升高)

!"#(')'!($

的表达水平也明显增加但增幅不及
!"#(')'!,$

(图
(

%& 值得注意的是! 在株系
+9!/!!

和

+9!/!(

中!

!"#(')'!,$

和
!"#(')'!($

的表达水平与中花
//

相比都呈现显著上调& 基于此! 我们选择

这
!

个株系开展后续研究&

!"&

转基因水稻的砷耐受性分析

在正常田间试验条件下! 各转基因株系(

+9!/!!

和
+9!/!(

%的
!/ >

龄幼苗与中花
//

并无明显表型差

异! 但是在
!,*& ! M:=

*

R

"/亚砷酸钠处理
$ >

时! 转基因植株幼苗表现出典型的砷中毒症状! 即大部分

叶片卷曲' 萎蔫' 黄化! 而中花
//

在砷胁迫下却无明显叶片卷曲等现象(图
-

%! 表明
!"#(')'

被过表

达后增加了水稻对亚砷酸盐的敏感程度&

!"'

转基因水稻砷吸收与转移能力分析

从表
!

可以看出# 经亚砷酸盐处理后! 各转基因株系(

+9!/!!

和
+9!/!(

%根系和茎干中砷的积累量

,)-
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图
#

中花
$$

和转基因植株对砷的吸收能力!

%

"和转移速率!

&

"的比较

'()*+, # -.,/(0(/ 1+2,3(/ *.415,

!

-%67 %

"

138 %2 4+1329:/14(:3 01/4:+

!

;'7 &

"

:0 <=:3)=*1 $$ 138 4+132),3(/ +(/, .91342

表
!

各供试植株根系和茎干中的总砷质量分数

;1>9, ? @:A.1+(2:3 :0 4:419 1+2,3(/ /:3/,34+14(:3 (3 4=, +::4 138 24,A :0 ,1/= 4,24,8 +(/, ),3:4B.,2

供试植株
总砷质量分数

C

!

A)

#

5)

!D

"

根系 茎干

中花
$$ $EFGH" " "GI$ / $FG$" " FGJI /

%2JK#J LM#G#L " $IGEI 1 $LGE$ " FG"M >

%2J$#! J#FG#M " EGJ! > $MGFI " FG#J 1

% &

张丽清等$

!"#!IEI

在水稻砷耐受性中的作用

中花
$$

砷处理
G

野生型中花
$$

砷处理% 中花
$$

对照
G

野生型中花
$$

对照%

%2J$#! %2G

转基因株系
%2J$#!

砷处理%

%2J$#! /5G

转基因株系
%2J$#!

对照%

%2J$#J %2G

转基因株系
%2J$#J

砷处理%

%2J$#J

对照
G

转基因株系
%2J$#J

对照&

图
"

亚砷酸盐胁迫下转基因株系及野生型中花
$$

的表型对比

'()*+, " N=,3:4B.,2 :0 <=:3)=*1 KK 138 6>(OOPQR!IEI 4+132),3(/ .91342 *38,+ 1+2,3(4, 24+,22

图
! !"#!IEI

!

##$

和
#!$

"在各转基因株系叶片中的表达量

'()*+, ! ST.+,22(:3 1319B2(2 :0 !"#!IEI

!

##$ 138 #!$

"

(3 4=, 9,1U,2 :0 8(00,+,34 4+132),3(/ 9(3,2

!"#!IEI##$ !"#!IEI#!$

&

供试植株 供试植株

显著高于中花
KK

植株& 与中花
KK

相比' 转基因植株根系中砷的积累量分别上升了
"H!VFW

和
$"EV!W

&

如图
#

所示'

!"#!IEI

过表达株系对砷的吸收能力显著高于中花
$$

& 但转基因植株砷的转移速率与中

#E#
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花
##

相比有较大不同! 其中
'(!#!!

向地上部分的转移速率低于中花
##

! 而
'(!#!)

株系却显著高于中

花
##

" 这一现象需在其他转基因株系中进行验证"

!"#

亚砷酸盐对供试材料各生理指标的影响

!*$*#

对脯氨酸质量分数的影响 在亚砷酸盐胁迫下! 转基因植株根系和叶片以及中花
##

对照叶片中

的脯氨酸质量浓度显著增加#图
$'

和图
$+

$! 但中花
##

根系中的脯氨酸质量浓度却呈现下降趋势% 在

根系中! 胁迫处理后转基因植株中的脯氨酸质量浓度上升趋势显著高于中花
##

植株! 而在叶片中! 各

材料中的脯氨酸质量浓度也显著增加! 但中花
##

植株中的质量浓度明显高于转基因植株&图
$ +

$%

图
$

砷胁迫对转基因植株及野生型中花
##

脯氨酸质量浓度的影响

,-./01 $ 233145 63 70(18-4 (501(( 68 906:-81 4685185 63 ;<68.</7 ## 78= 5078(.18-4 0-41 9:785(

'

+

!

脯
氨
酸
>

&

?
.

'

@

A
B

$

处理 处理

!

脯
氨
酸
>

&

?
.

(

@

A
B

$

!*$*!

对可溶性蛋白质质量浓度的影响 在
!C*& !?6:

(

@

"B亚砷酸盐处理下! 各供试材料根系中的可溶性

蛋白质质量浓度显著性下降&图
D'

$% 在处理第
$

天时! 转基因株系根系中可溶性蛋白质质量浓度显著

显著高于中花
BB

% 在处理
)

和
$ =

时! 各转基因植株叶片中的可溶性蛋白质质量浓度显著高于中花
BB

植株% 值得注意的是! 在砷处理
) =

时! 转基因材料中叶片中的可溶性蛋白质质量浓度明显升高! 而中

花
BB

植株中的质量浓度却显著性降低&图
D+

$%

图
D

亚砷酸盐对转基因植株及野生型中花
BB

根系!

'

"和叶片!

+

"中可溶性蛋白质的影响

,-./01 D 233145 63 70(18-51 (501(( 68 (6:/E:1 90651-8 4685185 63 5078(.18-4 9:785( 78= ;<68.</7 BB 0-41 -8 0665(

&

'

$

78= :17F1(

&

+

$

'

+

!>= !>=

!

可
溶
性
蛋
白
质
>

&

?
.

(

@

A
#

$

!

可
溶
性
蛋
白
质
>

&

?
.

(

@

A
#

$

!*$*)

对抗氧化酶活性的影响 处理第
)

天时! 中花
##

植株根系中的
GHI

活性显著增加! 且其活性明

显高于转基因植株) 但在转基因植株中却呈现相反趋势% 到处理第
$

天时! 各材料中
GHI

的活性均显

著性升高&图
%'

$% 在叶片中! 砷处理的第
)

天! 各材料中的
GHI

的活性均显著性下降! 但中花
##

材

料中的
GHI

活性明显高于转基因植株% 至处理
$

天时! 中花
##

中
GHI

活性显著性增强! 而在转基因

植株中的活性却显著性减弱% 砷胁迫第
)

天时! 各供试材料根系中
JHI

活性显著性降低! 且转基因材

料中的
JHI

活性明显高于中花
##

植株) 处理了
$ =

后! 中花
##

植株中的
JHI

活性有升高趋势! 而在

转基因植株中的表现依旧显著降低! 且明显低于中花
##

&图
%K

$% 在亚砷酸盐处理
) =

时! 各供试材料

叶片中的
JHI

活性显著性升高! 随着处理时间的延长&第
$

天时$! 中花
##

和
'(!#!)

的
JHI

活性依旧

呈现升高趋势! 但在
'(!#!!

中却开始降低% 在砷胁迫下! 各供试材料根系中
'JL

酶的活性一直受到抑

制% 在处理第
)

天! 转基因植株的
'JL

的活性显著高于中花
##

植株! 随着处理时间的延长! 其间的差

CD$
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距逐渐减弱"图
%&

#$ 在叶片中% 转基因植株经砷处理后%

'()

的活性显著性增强% 而中花
**

植株却受

到强烈抑制$ 随着处理时间的延长%

'+,*!,

与中花
**

植株的
'()

的活性明显升高% 而在
'+,*!!

中活

性却受到抑制"图
%-

&$ 另外% 我们发现% 在处理第
!

天时% 各供试材料根系中的
.'/

活性显著升高%

但随着处理时间的延长% 其活性又被明显抑制% 然而转基因材料中的
.'/

的活性却明显高于中花
**

植

株'图
%0

&$ 在叶片中% 砷胁迫后转基因材料中的
.'/

活性明显高于中花
**

植株"图
%1

&$ 经砷处理
!

2

后% 各供试材料中
.'/

活性均有所升高% 处理
3 2

后%

'+,*!!

中的
.'/

的活性依旧显著升高% 而其

他材料中
.'/

活性却受到明显抑制$

图
%

亚砷酸盐胁迫!

!

和
3 2

"下转基因植株及野生型中花
**

根系和叶片中的抗氧化酶活性变化

-45678 % &998:; <9 =7+8>4;8 +;78++ <> ;?8 =:;4@4;A <9 =>;4<B42=>; 8>CAD8+ EFGH (FGH '()H =>2 .'/ =:;4@4;A 4> ;?8 7<<;+ =>2 I8=@8+ <9

J?<>5?6= ** =>2 ;7=>+58>4: 74:8 KI=>;+
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!"# !"#$%#%

在亚砷酸盐胁迫不同时间点的表达分析

如图
#

所示! 在亚砷酸盐处理的不同时间点"

S

%

3

和
$, ?

&%

!"#!#$#

在各供试材料叶片中的表达

模式存在一定差异!

!"#!#$#!T%

在中花
**

中的表达量一直呈现下调趋势) 而在
,

个过表达转基因株系

中的表达量显著高于中花
**

% 且在砷胁迫
3 ?

时表达量最高% 但随着处理时间的增加"

$, ?

&% 其表达量

开始下降% 因而呈现出先上升后逐渐降低的表达趋势) 而
!"#!#$#!!%

的表达模式与
!"#!#$#!T%

正好相

反! 在砷胁迫处理
3 ?

时% 其在中花
**

叶片中的表达量开始上调% 随后表达受到明显抑制% 而在转基

因材料中一直处于被抑制状态"图
#

&$

!

讨论

近年来% 有关水稻对砷吸收* 转运* 积累及代谢相关重要功能基因的鉴定与作用机制研究等方面取

T$$
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得了重要进展!

'&

"

# 但有关水稻砷耐受性相关基因的鉴定及其应答砷胁迫分子机制等方面进展缓慢$ 目

前# 仅有少数蛋白编码基因被发现或与水稻的砷耐受性有关!

'#('!

"

# 而鲜见
)*+,-

与水稻砷耐受性关联

方面的研究报道$ 另外# 虽然越来越多的证据表明#

)*+,-

应参与了水稻对砷胁迫响应与应答过

程!

#./ !&(!'

"

# 但它们在调控水稻砷耐性方面的生物学功能尚有待深入研究$ 基于此# 本研究采用过表达转

基因策略初次证明#

!"#'0.0

应在调控水稻砷耐性过程中起着重要作用# 但是它究竟如何与其靶基因互

作进而参与调节水稻植株对砷胁迫做出应答反应的机理等尚有待进一步深入探究$

尽管近几年多个研究组对水稻应答亚砷酸盐或砷酸盐相关
)*+,-

进行了初步探索# 但是经比较分

析发现# 各研究之间鉴定到的共有的差异表达
)*+,-

的数量却相对较少 !

#./ !&(!'

"

$ 比如#

123

等 !

!"

"将

!"#'0.0

鉴定为亚砷酸盐胁迫特异表达
)*+,-

# 但在其他研究中却未见报道!

!4(!'

"

$ 经检索
)*+5678

数据

库!

''

"及序列同源性搜索发现#

!"#'0.0

应为水稻特有的# 它在水稻应答亚砷酸盐!

!&

"和过氧化氢胁迫!

40

"过

程中起作用$ 因此# 各研究组的结果差异主要可归结为他们所采用的供试水稻基因型% 砷胁迫供体&亚

砷酸盐和砷酸盐'% 胁迫处理时间以及所采用的研究策略&

)*+,-

芯片!

4./ !4(!!

"和高通量测序!

!&/!'

"

'等不同所

致$ 尤其是# 与
)*+,-

芯片相比!

'9

"

# 高通量测序不仅可鉴定到表达丰度较低的
)*+,-

# 更可发掘出一

些新的% 砷胁迫特异应答相关的
)*+,-

!

!&/':

"

$ 这可为水稻抗逆育种提供新的靶基因资源$

研究发现( 不同基因型水稻对砷的耐受性差异明显!

%(0/!0

"

$ 基于此# 以耐砷和砷敏感基因型为试材#

一些研究组对水稻砷耐性差异的内在机制进行了初步探索!

44/!'/'$

"

$ 比如#

;+2<-;=2

等!

'$

"发现# 与
2>;!

9.%$

&砷敏感'相比# 耐砷品种 )

;?*@AB6

* 在砷胁迫下# 一些胁迫响应氨基酸包括脯氨酸以及植物螯合肽

和硫醇类物质的含量大幅增加$ 本研究发现(

!"#'0.0

过表达转基因植株比野生型中花
##

对砷胁迫反

应更敏感# 但其根系和叶片中却积累了更多的脯氨酸# 这与前人的报道!

'$

"不一致$ 已知# 脯氨酸是植物

体内重要的渗透调节物质# 它的积累有着对逆境适应的意义!
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"

$ 但是越来越多的证据表明# 脯氨酸的积

累仅仅是植物对逆境胁迫的一种生理响应# 并无明显保护作用!

'%

"

$ 因此#

!"#'0.0

过表达转基因植株脯

氨酸含量显著升高或许是其应对砷胁迫的一种应激性反应$

与动物相比# 植物更容易遭受外界逆境因子胁迫$ 因此# 在进化过程中# 植物衍生出通过调节

)*+,-

及抗氧化酶系活性等机制以耐受或适应外界胁迫!

'0

"

$ 在本研究中#

!"#'0.0

过表达转基因植株对

砷的耐受性显著下降# 但砷吸收与转移能力上升$ 这除了可能触发基因组中与水稻砷吸收% 转运以及耐

性相关基因!

'&('!

"表达谱的改变外# 极有可能引发了其他
)*+,-

包括一些靶基因为
CDE

#

-<F

或
G-;

酶

的
)*+,-

表达水平的变化$

;+2<-;=2

等!

'$

"发现( 与砷敏感品种
2>;!9.%$

相比# 耐砷水稻
;?*@AB6

在砷

胁迫下其植株内
CDE

等抗氧化酶活性被明显上调# 这与本研究的结论一致$

!"#'0.0

被过表达后导致

抗氧化酶活性显著降低# 致使植株内产生严重过氧化胁迫而导致膜通透性增大并伴随大分子物质损

失!

'$

"

# 进而造成了转基因植株对砷的耐受性改变$
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