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应用通用转录器工程获得优良农艺性状
的转基因水稻

彭　颖　陈香嵩　赵　毓

华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　为得到农艺性状或抗逆性优良的转基因水稻材料,克隆了粳稻品种中花１１(ZH１１)的通用转录因子

TATA框结合蛋白 TBP(TATAbindingprotein)基因,通过随机诱变PCR的方法,获得１０４个突变子;利用农

杆菌介导的方法将这些突变的TBP 基因分别转化到中花１１中,获得了水稻TBP 基因不同突变的转基因水

稻.将其移入大田,收获种子并在 T１、T２代进行农艺性状的考察,对产量性状改善的转基因材料进行百草枯、甘
露醇、氯化钠的胁迫处理,观察并记录表型变化.最终获得了１个具有较高产量同时具有一定非生物逆境抗性

的突变体材料.
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　　水稻是主要的粮食作物之一,其农艺性状的改

良对于缓解日趋严重的粮食和环境问题具有重要的

意义.已经有产量、抗逆和抗病的相关基因被分离

克隆[１Ｇ２],有的已经被用来培育具有优良性状的水稻

品种[３].然而植物体一种性状的获得或缺失往往伴

随着１条甚至数条代谢或信号传导途径的转变,会
引起大量基因的差异表达[４],只改变单个基因往往

达不到预期的效果.只有改变某一代谢或信号转导

途径中大量基因的表达才能解决这一问题,最经济

有效的方式就是在转录水平实现这一改变.
通用转录因子不具有基因特异性,可以广泛地

调节基因的表达.改造通用转录因子再附加特定的

筛选条件,就有可能获得经过定向改造的目标个

体[５].Alper等[６]在这方面进行了开创性的工作,
他们将该方法命名为通用转录器工程(globaltranＧ
scriptionmachineryengineering,gTME).通用转

录器工程是一个通过突变通用转录因子来获得具有

一些期望表型品系的方法[７].自２００６年以来,该方

法已经在大肠杆菌、酿酒酵母和植物乳酸杆菌中用

于高浓度乙醇耐受性、番茄红素增加和木糖发酵方

面的研究[７Ｇ８].在更加复杂的高等植物如水稻中,这
一技术体系是否适用,目前还没有报道.

通用转录因子TBP(TATAbindingprotein)的

C端有一个高保守的结构域,参与大部分真核生物

基因 转 录 起 始 复 合 体 (transcriptionalinitiation
complex,TIC)的组装,同时可与各种通用转录因子

互作[９Ｇ１１],是调控基因表达的重要因子.真核生物

细胞内存在４种RNA聚合酶,其中３种RNA聚合

酶的转录中都必须有 TBP的参与[１２Ｇ１４].拟南芥中

的研究表明,异位表达TBP 基因会引起植物顶端

优势的削弱甚至丧失[１５].
水稻对高盐、干旱、洪涝和低温等多种非生物逆

境的胁迫都很敏感[１６].研究发现转录调控在植物

抵抗非生物逆境的过程中起着至关重要的作用,很
多相关的必需转录因子已经被鉴定并进行了功能分

析[１７Ｇ２１].除此之外,大部分逆境胁迫还会引起活性

氧[２２]和细胞内钙离子的短暂增加[２３]以及水杨酸、
茉莉酸、脱落酸和乙烯等相关激素的含量增加[２４].

Zhu等[２５]将 PCR 扩 增 得 到 的 产 物 与 水 稻

cDNA文库进行杂交,最终分离鉴定了水稻TBP 基

因OsTBP１和OsTBP２(０３g),并研究了OsTBP２
(０３g)与其他的转录因子之间的互作,结果显示它与

基本转录因子 OsTFⅡB和辅助转录因子 RF２a都

有 相 互 作 用. 本 研 究 克 隆 了 粳 稻 品 种 中 花
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１１(ZH１１)的通用转录因子TBP 基因,通过随机诱

变PCR的方法,得到１０４个独立的突变子.利用农

杆菌介导的方法将这些突变的TBP 基因分别转化

到中花１１中,获得一个水稻 TBP 基因的突变体

库.将转基因水稻移入大田,收获种子并在 T１、T２

代进行农艺性状考察,对产量性状改善的转基因材

料进行百草枯、甘露醇、氯化钠的胁迫处理,观察并

记录表型变化,以期获得一些农艺性状或抗逆性得

到改良的转基因材料.

1　材料与方法

1.1　试验材料

遗传转化受体是粳稻品种(Oryzasativassp．
japonica)中 花 １１.克 隆 菌 株 为 大 肠 杆 菌 (EsＧ
chherichiacoli)DH１０B,遗传转化菌株为农杆菌

(Agrobacteriumtumefaciens)EHA１０５,所用克隆

载体为pUC１９,超量表达载体为pU１３０１[２６].
1.2　易错 PCR

易错PCR的原理是通过调整反应条件来改变

扩增目的基因过程中的突变频率,从而随机引入突

变,进而获得蛋白质分子的随机突变体.按照试剂

盒 GeneMorph ⅡRadom MutagenesisKit(StrataＧ
gene,Catalog＃２００５５０)说明书进行操作,通过使用

高错误率的DNA聚合酶混合物和选择合适的突变

频率来获得TBP２(０３g)基因的随机突变PCR扩增

产物.
1.3　农杆菌介导粳稻遗传转化

用农杆菌介导的方法侵染中花１１种子诱导出

的胚性愈伤组织,共培养２d后用潮霉素筛选,得到

抗性愈伤[２７].分化生根后获得转化植株,将其分别

命名为 mt０、mt１、mt２、mt３􀆺􀆺mt１０４.
1.4　非生物逆境胁迫

将野生型和转基因的稻谷去壳,用０．１５％的

HgCl２溶液消毒后水洗,置于生根培养基上发芽,用
封口膜封好置于光照培养室７d.选择长势相同的

突变体和野生型中花１１幼苗,分别移入含有０．１５
mol/L甘露醇、０．２０mol/L氯化钠和２．００μmol/L百

草枯的培养基内,置于光照培养室,观察突变体和野

生型表型之间的差异并进行测量和记录.

2　结果与分析

2.1　水稻基因组中 TBP 基因及蛋白质结构分析

１)水稻基因组中TBP 基因结构及蛋白质同源

性分析.通过搜索 NCBI(NationalCenterforBioＧ
technologyInformation)核苷酸数据库(GenBank),
根据核苷酸同源性分析发现,粳稻(Oryzasativassp．
japonica)中 基 因 组 有 ３ 个 TBP 基 因:OsTBP１
(LOC_Os１０g２９６６０)、OsTBP２(LOC_Os０３g４５４１０)和

OsTBP２(LOC_Os１２g３９０７０),分别位于第１０、３和

１２条染色体上,含有１１８６、１０７１、１１３２个碱基.
对３种TBP 的基因进行结构分析,发现OsTBP１
只有３个外显子,而其余２个TBP 基因结构相似,
分别有９个和１１个外显子(图１).它们分别编码

２２３、２０３和２０８个氨基酸,尽管氨基酸序列的长度

不同,但编码蛋白的同源性是非常高的,２个 TBP２
蛋白 的 序 列 同 源 性 高 达 ９９％,而 TBP１ 和 ２ 个

TBP２序列的同源性都只有８８％(图２).

　黑色方框代表外显子,直线代表内含子,OsTBP１中白色方框

表示编码 TBP蛋白以外的部分.Blackboxesreprenttheexon,

straightlinesreprenttheintron,whiteboxesoftheOsTBP１reＧ

prentcodingpartoutsideTBPprotein．

图１　粳稻品种TBP 基因的结构示意图

Fig．１　DiagrammaticstructureofTBPgenes

inrice(Oryzasativassp．japonica)

２)TBP 在水稻不同组织器官中的表达模式.
采用RTＧPCR检测３种TBP 基因在水稻生长发育

过程中不同时期及组织器官中的表达状况,结果显

示这 ３ 个 TBP 基 因 的 表 达 模 式 不 完 全 相 同.

OsTBP１(１０g)在叶片中表达量很低,但在剑叶中表

达量很高.OsTBP２(０３g)在愈伤中基本不表达,

OsTBP２(１２g)在各组织或器官中为组成型高水平

表达(图３).
2.2　 TBP2(03g)突变体库的建立

１)突变体库中OsTBP２(０３g)突变位点在蛋白

质序 列 上 的 分 布.根 据 KOME(http://cdna０１．
dna．affrc．go．jp/cDNA/)上的全长cDNA 信息设计

引物,以野生中花１１中抽提的 RNA 反转录产物为

模板,扩增得到OsTBP２(０３g)全长cDNA.然后

以之为模板进行易错PCR反应,根据产品说明书选

择合适的突变频率.

２
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　数字代表氨基酸数目;“:”表示该位置的突变是保守性突变;“．”表示半保守性突变;“∗”表示该位点序列一致.Numbersrepresent

theserialnumbersofaminoacidslocation;“:”representconservedmutants;“．”representhalfconservedmutants;“∗”represent

identicalaminoacids．

图２　粳稻品种TBP蛋白的氨基酸序列比对

Fig．２　AminoacidsequencesaligmentofthreeTBPsinrice(Oryzasativassp．japonica)

１:愈伤组织 Callus;２:剑叶 Flagleaf;３:叶片 Leaf;４:幼穗 Panicle;５:根 Root;６:芽 Shoot;７:茎 Stem．

图３　３个TBP 基因在水稻不同组织器官中的的表达模式

Fig．３　ExpressionprofileofthreeTBPgenes

　　将易错PCR产物纯化后用合适的内切酶酶切,
连接到克隆载体pUC１９上,挑选少量白色菌落培

养,抽提质粒,测序.根据测序结果,挑选在氨其酸

水平发生１~３个突变的突变子,同时少量选取发生

２~５个突变的突变子,要求所有突变位点基本平均

覆盖 TBP蛋白的肽链.按以上条件筛选共计得到

１０４个突变子(图４).

２)突 变 体 库 中 TBP 蛋 白 的 氨 基 酸 变 化.

OsTBP２(０３g)编码２０３个氨基酸,对于易错PCR产

物突变位点进行统计分析,OsTBP２(０３g)中的１２２个

　刻度数字代表氨基酸数目;圆点代表突变位点;方框代表 TBP结构域(２３~１０８,１１３~１９９).Numbersrepresenttheserialnumbers
ofaminoacidslocation;spotsrepresentthelocationofmutantspots;framesrepresentdifferetdomains(２３Ｇ１０８,１１３Ｇ１９９)．

图４　氨基酸突变位点在OsTBP２蛋白上的分布

Fig．４　MutantlocionOsTBP２protein

３
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位点上发生了１７１个突变,其中３１个PCR产物发

生了单氨基酸突变、４７个为双氨基酸突变、２０个为

三氨基酸突变,只有６个发生了３个以上的突变.
2.3　遗传转化及转基因植株的检测

将发生了突变的OsTBP２(０３g)基因分别连接

到超量表达载体pU１３０１上,通过农杆菌介导的遗

传转化方法转化到受体材料中花１１中,获得的转基

因 植株依次命名为mt１、mt２、mt３􀆺􀆺mt１０４,同

时将转化了野生型OsTBP２(０３g)的植株作为对照,
命名为 mt０.每个克隆转化水稻中花１１后,至少获

得２０株家系.大田种植 T０代转基因材料后,以

GUS 和潮霉素序列作为引物通过PCR的方法检测

转基因阳性并初步选取５株转基因阳性单株,每株

选取２０粒种子,混合后播种.通过 PCR进行表达

水平检测(图５),结果表明有４９个克隆子成功转入

中 花１１中,且突变的TBP在mRNA水平有了较

图５　转基因植株的阳性检测(部分)

Fig．５　Positivedetectionoftransgeneticplants

高的表达.
2.4　产量相关农艺性状考察

为考察 TBP突变后水稻产量是否受到了影响,

对转基因材料进行了连续２a的产量农艺性状的考

察.将阳性突变体种子植入大田,选取总穗数、实粒

质量、实粒数、空壳质量、空壳数５个性状对T１、T２

表１　产量增加的阳性突变体农艺性状表型值

Table１　Agronomictraitsofproductivepositivemutants

突变体编号

MutantsNo．
总穗数

Tillersperpanicle
结实率/％

Seedsettingratio
千粒重/g

１０００Ｇgrainweight
单株产量/g

Yieldperplant
每穗颖花数

Spikeletsperpanicle
ZH１１(WT) １１．８１±２．９６ ７８±０．０４ ２４．７４±０．９２ ３２．３１±７．７５ １４１．８８±１１．０９
mt０(CK) ８．７７±２．１４ ７３±０．１０ ２４．７８±１．２３ ２１．８４±６．０２ １３９．３６±１５．８７

mt１ ９．８０±２．９８ ７９±０．１４ ２４．８６±０．４５ ３３．０７±１５．２７ １６２．０３±２７．４６∗

mt２ １２．３３±３．６８ ８２±０．０３ ２５．２６±０．８２ ５２．４２±１８．５３ ２０２．３７±１７．１６∗∗

mt３ １１．５６±３．２４ ７６±０．０７ ２４．７１±０．９９ ３３．９８±１１．９４ １６３．７１±１６．３４∗

mt２９ １０．９０±３．７１ ７９±０．０４ ２５．９０±１．６０∗ ３１．８８±１１．６９ １４２．８７±１１．２５
mt４２ １４．９２±７．１５ ７２±０．０６∗∗ ２４．３３±１．０３ ５３．７０±２９．０５∗∗ ２００．８５±２９．１９∗∗

mt５９ １１．１１±３．１６ ７５±０．０６ ２５．４９±１．１９∗ ３１．７０±９．３４ １５０．６７±１７．１０
mt７１ １１．１７±４．２６ ８０±０．０４ ２７．９８±２．８２∗∗ ３３．６９±１５．０７ １３４．３９±２１．８０
mt８３ １０．６２±２．８９ ７５±０．０７ ２４．１５±１．７５ ３５．９３±１１．００ １８７．７４±２０．５４∗∗

　注:∗和∗∗分别表示在０．０５和０．０１水平上差异显著.Note:∗and∗∗indicatesignificantdifferencesatP＜０．０５or０．０１byDunＧ

can’smultipleＧrangetest．

４
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代转基因植株进行考察,由考察数据计算出结实率、
千粒重、单株产量和每穗颖花数,并以 mt０为对照

分别进行了显著性分析.结果显示:转入了野生型

基因的空白对照 mt０各性状测量值与中花１１没有

显著差异,表明遗传转化载体和遗传转化方法没有

影响水稻各方面的生长;突变体 mt２９、mt５９、mt７１
的千粒重显著增加,分别比对照 mt０高４％、２％、

１２％;突变体 mt１１和 mt４２的单株产量显著上升,
比 mt０高１４０％、１４６％;而突变体 mt４、mt１１、mt１６
和 mt８３的每穗颖花数显著增加,与 mt０相比增加

１６％、４５％、１７％、３４％(表１).
2.5　非生物逆境胁迫

选取产量等农艺性状有明显改变的突变体 T２

代种子,用２．００μmol/L百草枯、０．１５mol/L甘露醇

和０．２０mol/L氯化钠进行胁迫处理(以 mt０作为对

照),结果表明:在未处理前,mt０和 mt１６在植株形

态和生长方面没有显著差异,在百草枯胁迫条件处

理６d后,mt１６的叶片仍然显现绿色,而相同生长

条件下的中花１１的整个幼苗显现出白化现象.在

NaCl胁迫处理８d后,mt１６幼苗颜色没有明显变

化,而中花 １１ 已经泛黄 (图 ６).这 表 明 突 变 体

mt１６对百草枯和氯化钠都具有一定耐受性,在不良

的环境条件下可能有更强的适应性.
随后还对产量性状没有变化的阳性突变体进行

了百草枯、甘露醇和氯化钠等非生物胁迫处理,结果

发现有８个突变体对不同的非生物胁迫有明显的抗

性,有的突变体还呈现对几种胁迫的交叉抗性(数据

未发表).与此同时,对抗性突变体的氨基酸突变位

点的特异性进行了分析统计,发现丙氨酸的突变非

常多.有研究表明逆境相关的单个氨基酸的突变会

导致植物抗性的增强,表明脯氨酸在植物体内的积

累与植物的逆境代谢密切相关,单个氨基酸是可能

影响植物抗性的[２８].推测 TBP中丙氨酸的突变对

于加强水稻非生物逆境抗性也具有非常重要的作

用.统计TBP在突变后的蛋白质性质变化后发现,
抗氯化钠的突变体 mt６３和对３种胁迫都具有一定抗

性的 mt３２、mt３８、mt６２中的TBP极性都增强(表２).

图６　抗性突变体mt１６对

百草枯和氯化钠的抗性(标尺＝１cm)

Fig．６　Resistanceofmutantmt１６to

paraquatandNaCl(Bar＝１cm)

表２　抗性突变体的突变位点及氨基酸特异性

Table２　Mutantlociandaminoacidspecificityoftheresistantmutants

突变体编号

MutantsNo．
逆境

Stress
突变

Mutations
极性表现

Polarity

氨基酸特异性

Aminoacid
specificity

mt４７
mt１００

百草枯

Paraquat

NＧ３６ＧK,SＧ８９ＧI,KＧ２００ＧStop
AＧ２ＧV,SＧ３３ＧL,AＧ１０１ＧG,

KＧ１０６ＧM,GＧ１４１ＧV

增强

Increased

A→V(２)
A→G(３)
A→X(７)

mt６３
氯化钠

NaCl
AＧ６２ＧV,AＧ９７ＧE

增强

Increased
mt１６ 百草枯＋ QＧ１０５ＧK
mt７５ 氯化钠 AＧ７８ＧG,MＧ８２ＧL

增强

Increased
mt９４ Paraquat＋ NaCl EＧ５４ＧQ,VＧ６３ＧA

mt３２

百草枯＋甘露醇＋氯化钠

Paraquat＋ Mannitol＋ NaCl

LＧ４８ＧS
增强

Increased

mt３８ AＧ８７ＧG
增强

Increased

mt６２ AＧ６１ＧD,CＧ８４ＧY
增强

Increased

　注:括号内数字表示出现次数.Note:Numbersinthebracketsrepresentthefrequency．

５



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３５卷　

3　讨　论

抗非生物逆境和高产是作物最佳的性状组合,
仅有产量增加或者逆境胁迫抗性增强可作为作物的

优良农艺性状.本试验中 mt４、mt１１、mt２９、mt５９、

mt７１和 mt８３没有很强的非生物逆境耐受性,但

mt２９、mt５９和 mt７１的千粒重增加,mt１１和 mt４２
的单株产量上升,mt４、mt５和 mt８３的每穗颖花数

增多,说明通过通用转录器工程获得的突变体与野

生型水稻相比对环境的适应力更强,有的还可以提

高产量;其中 mt１１和 mt４２的单株产量比对照 mt０
高出１４０％ ,这是人们期望获得的性状之一.这与

Alper等[８]通过突变酵母的 TATA 框 结 合 蛋 白

SPT１５和辅助蛋白 TAF２５,筛选出对乙醇和葡萄糖

都有很强耐受性的酵母菌株有异曲同工之处.进一

步说明了通用转录器工程(gTME)这一育种方法在

水稻中是可行的.
具有抗性的突变体中,突变位点基本在２个功

能结构域的范围内,表明２３~１０８和１１３~１９９这２
段结构域与抵御非生物逆境相关.统计发现大部分

突变位点处于２３~１１８结构域,由此推测该结构域

对水稻的非生物逆境抗性更重要.

mt１６、mt３２和 mt３８都是单一位点发生突变的

突变体,分别在第１０５、４８和８７位氨基酸发生变化.
只突变一个位点就能增强水稻的非生物逆境抗性,
表明这３个氨基酸位点与水稻抵御非生物逆境的能

力相关性很高.另外,mt４２在１３６位氨基酸发生突

变,其单株产量出现了大幅度的提高,第１３６位可能

是产量相关的氨基酸位点.其中 mt１６只有第１０５
个位点发生变化,产量显著上升,同时对于百草枯、
氯化钠的抗性也增加,这个位点值得深入研究.水

稻的生长周期很长,进行１个基因突变往往得不到

期望的表型,水稻抗逆、抗病等方面研究尤其困难,
可以通过通用转录器工程(gTME)提高植物非生物

胁迫耐受性并对其深入研究.
突变一个通用转录因子会引起一连串基因转录

表达和代谢通路的变化,因此,构建通用转录因子的

突变体库为整个调控网络的系统研究提供了丰富的

研究材料.本研究初步考察了这些水稻材料中与产

量和抗性相关的性状,其光合作用、呼吸作用、生长

发育、次生代谢等过程也可能发生了一系列变化,有
待进一步探讨.
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Obtainingtransgenicriceplantwitheliteagronomic
traitsbythegeneraltranscriptionmachinery

PENGYing　CHENXiangsong　ZHAOYu

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　Generaltranscriptionfactorsareinvolvedinawiderangeofeukaryotegenetranscription．
RiceTBP(TATAＧboxbindingprotein)genewasamplifiedbyPCR．Totally１０４individualmutagenic
TBPgeneswereobtainedbyrandom mutagenesisandintroducedintowildriceZH１１(Oryzasativaspp．
japonica)byAgrobacteriumtumefaciensＧmediatedtransformation．Variousphenotypeswerescreened．In
T１andT２generation,improvedagronomictraitsandtoleranttoabioticstresseswereidentified．OnemuＧ
tantwithhighyieldandabioticstressresistancewasobtained．ItisindicatedthatimprovingriceagroＧ
nomictraitswithgeneraltranscriptionmachineryisworkable．

Keywords　globaltranscription machineryengineering(gTME);TATA bindingprotein(TBP);

rice;abioticstress;agronomictraits;transgene

(责任编辑:张志钰)

７


