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水稻转座子研究进展

高东迎*, 何冰, 孙立华
江苏省农业科学院粮食作物研究所, 南京  210014

摘要    转座子是植物基因组的重要组成部分, 对于研究植物基因组进化等具有重要意义。随着水稻全基因组测序计划的开

展和完成, 水稻转座子研究取得了极大进展, 目前已经在水稻基因组中发现了几乎所有类型的转座子, 约占水稻基因组的35%。

在正常情况下, 大多数水稻转座子不具有转座活性, 但是在特定的条件下(如组织培养或辐射等), 水稻基因组中沉默的转座子

可以被激活, 从而可能导致插入突变并影响基因的表达。在水稻中已鉴定出6个有活性的转座子, 其中Tos17已被应用到水稻

功能基因组研究中。转座子序列的新的分子标记转座子展示(transposon display, TD)现已被开发, 并在水稻遗传作图和遗

传分化研究中得到应用。
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转座子(transposable elements 或 transposons)是

指基因组中那些能够移动或复制自己并整合到新位点的

DNA片段(Curcio and Derbyshire, 2003), 其对于研究

植物基因组的组成、进化和基因的表达调控等都具有

重要意义(Feschotte et al., 2002)。水稻是世界重要粮

食作物, 禾本科植物分子生物学研究的模式植物。近年

来, 水稻转座子研究受到越来越多学者的重视, 并已取得

较大进展。本文将对水稻转座子研究所取得的一些新

进展进行归纳。

1    水稻基因组中转座子的种类

传统观念认为, 水稻基因组中不存在转座子, 但随着水稻

分子生物学的发展, 特别是水稻全基因组测序的开展和

完成, 科学家们意外发现, 在水稻基因组中不仅有转座子,

而且几乎包括所有类型转座子(Mao et  al . ,  2000;

Turcotte et al., 2001; Jiang et al., 2004b; International

Rice Genome Sequencing Project, 2005)。转座子

约占水稻基因组组成的35%, 其中第1类转座子(Class

I, 也称反转录转座子)和第 2类转座子(Class II, 也称

DNA转座子)分别占19.4%和14.0%, 但从数目上讲,第

2类转座子要远多于第1类转座子, 这是因为第2类转座

子包括了大量微小转座子 (表1)(International Rice Ge-

nome Sequencing Project, 2005)。现对水稻的主要

类型转座子介绍如下。

1.1    MITEs

微小反向重复转座子(miniature inverted repeat trans-

posable element, MITEs)是水稻基因组中数量最多的一

类转座子, 大约有 90 000个(Jiang et al.,2004b)。

MITEs为非自主DNA类转座子, 但是其序列小(一般为

100-500 bp)且拷贝高, 具有插入位点偏爱性, 使得其与

一般非自主DNA类转座子又有明显不同。由于MITEs

不编码转座酶(transposase), 其分类主要依据非编码区

的相似性, 如MITEs的末端反向重复(terminal inverted

repeats, TIRs)及其插入到基因组后所形成的2-3 bp的

同向重复序列(target site duplications, TSDs)。根据

这个标准, 大多数水稻MITE被分为Tourist(3 bp的TSD,
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通常为TTA或TAA)和Stowaway(2 bp的TSD, 通常为

TA)2类(Zhang et al., 2004)。

1.2    MULEs

MULEs(Mutator-like transposable elements)是水稻基

因组中的另一大类DNA类转座子, 包括自主和非自主2

种类型。此类转座子一般特征是: (1)具有较长的末端反

向重复(一般大于100 bp); (2)大小从几百bp到30 kb左

右不等, 且内部序列变化较大; (3)有9-11 bp的靶位点

重复。与其它家族转座子不同的是, 非自主MULEs并

不都是由对应的自主转座子基因序列缺失导致其转座酶

失活; 在有些情况下, 非自主MULEs可以俘获寄主基因

片段,  这种带有寄主基因片段的 MULEs称为 Pack-

MULEs, 其对水稻基因组进化具有重要作用(Jiang et

al., 2004a)。目前在水稻基因组中已鉴定出 8 274个

MULEs, 其中有1 337个带有寄主基因片段(Juretic et

al., 2005)。

1.3    CACTA

CACTA家族(也叫En/Spm家族)为DNA类转座子, 该

家族有自主和非自主转座子 2类。CACTA类转座子最

典型特征是反向重复序列末端是保守的CACTA; 同时,

该类转座子具有长 10-28 bp末端反向重复, 是转座酶

的识别位点。其另一个特点是反向重复序列区保守性

较低。在水稻基因组中CACTA转座子有将近1.1万个

拷贝,约占整个基因组的2.69%(International Rice Ge-

nome Sequencing Project, 2005)。Tnr3 是最早发现

的水稻CACTA转座子, 是作为插入片段被鉴定出来的,

其大小为 1 539 bp, 并有 13 bp的反向末端重复(末端

以 5'-CACTA-3'开始)(Motohashi et al., 1996)。

1.4    hAT

hAT是真核生物细胞中广泛存在的另一大类转座子。

玉米Ac转座子是最早发现的该类转座子, 随后在金鱼草

和黑腹果蝇中也发现了类似于 Ac的转座子, 分别称为

Tam3和 hobo。1994年Warren 等取最早发现的 3个

该类转座子(hobo、Ac 和 Tam3) 的第 1个字母, 将该

类转座子命名为(hAT)(Warren et al., 1994)。hAT转

座子的特征是: (1)在转座过程中产生 8 bp的靶位点重

复; (2)有5-27 bp的短反向末端重复; (3)大多数hAT类

转座子小于 4 kb (Kempken and Windhofer, 2001)。

水稻中 hAT类转座子有 1.1万个, 数目与CACTA类转

座子接近, 但其长度较小, 平均约为1.27 kb, 因而在水

稻基因组中的比例较低(International Rice Genome Se-

quencing Project, 2005) 。

1.5    LTR retrotransposons

LTR类反转录转座子的典型特征是在转座子的两端具有

正向长末端重复(long terminal repeat, LTR), 主要包括

gypsy和 copia两大类。在水稻基因组中 copia类转座

子长度一般为 4-6 kb, 而 gypsy类转座子长度一般为

10-13 kb, 其大小约为 copia类的2倍; 水稻LTR类反

转录转座子的另一个特点是具有 5 bp的靶位点重复

(McCarthy et al., 2002)。LTR类反转录转座子不仅拷

贝数高, 而且该类转座子的平均长度大于其它类型转座

子(如MITEs和CACTA等), 因而该类转座子在水稻基因

组中所占的比例大约在 15%或更高(McCarthy et al.,

2002; Ma and Bennetzen, 2004;  International Rice

Genome Sequencing Project, 2005)。

1.6    其它TEs

Helitron是最近被鉴定出的另一类DNA类转座子, 在水

稻基因组中大量存在, 与其它类型转座子最明显的区别

是此类转座子不形成靶位点重复。水稻约有10 000多

个 Helitron, 占水稻基因组的 2%左右。另外, 在水稻

基因组中也包括大量的LINEs 和SINEs, 但其数目不如

上面提到的几大类转座子多(表 1)。

2    水稻转座子的发现鉴定

虽然转座子既古老又在水稻基因组中大量存在, 但是多

年来一直没有被发现。直到 1 9 9 2 年 ,  日本学者

Hirochika等(1992)首先发现水稻中存在反转录转座子。

此后科学家们鉴定发现了大量水稻转座子, 使得人们对
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水稻转座子有了全新的认识, 这在很大程度上得益于转

座子鉴定思路和相关技术的创新以及水稻全基因组测序

计划的开展和完成。鉴定水稻转座子的方法很多, 但概

括起来主要有以下几种。

2.1    传统方法

转座子可通过转座插入到基因组中某些位点(如基因或其

调控序列), 引起插入位点(靶位点)基因失活或影响其表

达, 从而导致表型变化形成突变型。有时转座子可以从

原来插入位点跳出, 使得靶位点基因恢复活性而表现正

常性状。转座子从靶位点切除常发生在植株发育过程

中, 可以发现一些组织表型正常而另一些组织表型异常,

即出现所谓的嵌合性状, 这种不稳定的变异常常是由于

活性DNA类转座子活动所致。由于转座子发生回复突

变的频率一般较低, 所以可通过对转座子插入导致的突

变体和野生型的遗传分析 ,最终鉴定出转座子。如

Teraishi等(1999)从γ-射线辐照的粳稻Gimbozu种子后

代中发现一个籽粒颖壳细长突变体IM294, 该突变体经

多次自交繁殖仍不能完全稳定, 在同一单株不同穗之间

或同一稻穗不同支梗之间籽粒形状存在嵌合情况。遗

传分析表明, 突变性状由一对隐性基因(SLG)控制, 用三

体和RFLP分析将基因定位到第7号染色体上(Teraishi

et al., 1999)。图位克隆分析表明, 突变体有 1个 433

bp插入片段, 并发现插入片段序列为1个MITEs类转座

子, 命名为 mPing (Nakazaki et al., 2003)。

2.2    引物杂交法

由于反转录转座子引起的变异稳定遗传, 通过传统遗传

方法难以将由转座子插入引起的突变和其它变异区分开,

反转录转座子必须通过其它方法才可以鉴定出来。引

物杂交法鉴定反转录转座子的主要原理是: 有些反转录

转座子 5'  端 LTR下游有一个包含十几个碱基组成的

PBS(primer binding site, 引物结合位点)与起始蛋氨酸

的 tRNA(tRNAi
Met)3' 端序列互补, 而且植物中 tRNAi

Met

序列是高度保守的(Sprinzl et al., 1987); 故可利用一段

与起始蛋氨酸tRNA 3' 端互补的寡核苷酸序列作为探针,

筛选水稻基因组文库, 获得水稻反转录转座子的片段, 对

这些片段进行测序或再作为探针继续筛选分析, 最终可

得到完整的水稻反转录转座子。由于Copia类和gypsy

类反转录转座子均有LTR, 所以利用这一方法可以获得

这2类转座子, 如Hirochika等(1992)从水稻中鉴定出3

个反转录转座子家族, 分别命名为 Tos1-Tos3。但该

方法要经过大量的分子杂交和测序, 工作量大, 而且假阳

性较高, 故在当前研究中已较少应用。

2.3    基于转座酶保守序列的PCR法

转座子可以分为不同的家族, 不同家族的转座酶差异较

大, 但同一家族内的转座酶的特定区域具有保守性, 因而

可以根据其它生物中已克隆的转座酶序列设计简并引物,

扩增水稻基因组DNA。如反转录转座子的反转录酶编

码序列具有较高的保守性, 在水稻中对应2个保守单元

(QMDVKT和 YVDDM)的引物已经被成功应用到通过

PCR方法扩增反转录转座子的反转录酶区(Hirochika et

al., 1996)。由于PCR方法操作简单, 省时省力, 目前该

方法已在鉴定和克隆水稻转座子研究中得到广泛应用。

表 1    水稻基因组中的转座子
Table 1    Transposons in the rice genome

转座子
拷贝数 含量 占水稻基因
(×103) (kb) 组的比例 (%)

Class I
LINEs 9.6 4 161.3 1.12
SINEs 1.8 209.9 0.06
Ty1/copia 11.6 14 266.7 3.85
Ty3/gypsy 23.5 40 363.3 10.90
其它 class I转座子 15.4 12 733.3 3.43
总 class I转座子 61.9 71 734.4 19.35
Class II
hAT 1.1 1 405.9 0.38
CACTA 10.8 9 987.3 2.69
IS630/Tc1/mariner 67 8 388.3 2.26
IS256/Mutator 8.8 13 485.7 3.64
IS5/Tourist 57.9 12 095.8 3.26
其它 class II转座子 18.2 2 703.6 0.73
总 class II转座子 163.8 48 066.6 12.96
其它转座子 23.6 6 797.7 1.80
总的转座子 249.3 129 019.3 34.79
其它转座子是指那些不能够被容易地划分为第 1类或第 2类转座
子的 DNA组分
Other TEs mean those DNA fractions that can not be easily
classified into either class I or II
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2.4    计算机辅助数据库搜索

通过实验方法鉴定水稻转座子通常要花费大量的时间或

财力, 而且效率比较低。为此, 一些新方法被发展并应

用到水稻转座子鉴定中, 其中最重要的是利用计算机辅

助寻找转座子, 而且水稻基因组测序计划的实施和完成

也提供了大量基因组序列。利用计算机辅助寻找、鉴

定水稻转座子的基本原理是: 绝大多数情况下, 水稻转座

子在基因组中是以多拷贝形式存在的, 同时转座子又具

有一些特殊的特征, 如具有转座酶、末端为反向或正向

重复序列以及有靶位点重复, 使得转座子序列和基因组

中的其它重复序列(如着丝粒和端粒序列等)又有明显不

同, 因而可以据此开发一些生物学软件对这些序列进行

鉴定。目前已经开发了许多软件, 如 Repeat-Masker

( h t t p : / / f t p . g e n o m e . w a s h i n g t o n . e d u / R M /

RepeatMasker.html)和RECON(Bao and Eddy, 2002)

等。正是由于该方法的应用, 极大地加快了水稻转座子

的鉴定速度。

3    水稻转座子的失活与激活

3.1    水稻转座子的失活

3.1.1    转座子自身变异

有些转座子最初可能是有活性的, 但在长期进化过程中,

由于点突变和缺失等造成转座酶序列发生多种类型变异,

使原来转座酶丧失活性, 甚至直接缺失转座酶序列。由

于突变是随机的, 不仅可以发生在转座子内部(转座酶编

码区), 也可能发生在转座子末端重复区(如TIRs区), 而

TIR区包含转座酶的特异结合位点, 其发生变化将可能导

致转座子不能与转座酶特异结合而失去转座能力(Auge-

Gouillou et al., 2001)。Asakura等(2002)利用与玉米

MuDR转座酶同源序列筛选水稻基因组文库, 获得2个

Mutator类转座子, 并利用这2个序列搜索水稻基因组序

列数据库, 获得 6个序列, 这些序列与前 2个转座子的

TIRs有很高的同源性。对这8个序列进行分析, 发现最

长的一个转座子OsMu4-2虽与玉米MuDR的转座酶具

有很高的相似性, 但在其编码区发现终止密码子, 推测其

转座酶为假基因, 而在其余转座子中均发现内部有大片

段缺失(Asakura et al., 2002)。

3.1.2    甲基化

转座子发生转座至少造成两方面的后果: 其一就是造成

插入突变, 假如这种插入发生在控制水稻生长发育的一

些关键基因中, 将可能导致水稻生长发育停止甚至死亡;

另一个效应就是在基因组中增加自身的拷贝数, 其无限

转座将不断增加转座子成分在水稻基因组中所占比例,

并使水稻基因组膨胀(genome expansion)。为防止或

减少这种不利局面的出现, 基因组进化产生出了某些应

对措施, 其中之一就是甲基化。目前已经比较清楚, 在

大多数或全部组织中, 植物绝大部分高度重复DNA的甲

基化都是5'-CG-3'或5'-CNG-3'序列胞嘧啶(C)的甲基化

(Bennetzen et al., 1994); 这些重复序列一般都高度浓

缩和异染色质化, 而且甲基化程度较高, 推测这主要是抑

制转座子的活性, 以保持基因组的稳定性。虽然有少数

学者对甲基化程度和转座子活动是否具有相关性存在质

疑(Fedoroff, 2000), 但是大多数人仍然相信二者之间存

在相关性。在拟南芥中, DDM1 (decrease in DNA

m ethyla t ion)基因编码一个类似于染色质修饰因子

SWI2/SNF2的蛋白质。如果该基因发生突变, 则导致

基因组甲基化程度降低, 使得一些原来“沉默”的重复序

列重新活化,  同时发现 ddm1 突变体的表型不正常。

Miura 等(2001)发现有一个拟南芥内源的CACTA类转

座子CAC1的插入与表型异常有关, 同时发现在ddm1

突变体低甲基化遗传背景下, CAC1的拷贝数大大增加,

这说明基因组甲基化程度降低将可以增加内源转座子活

性。有研究发现, 转座子启动子及其毗邻 TIRs区的转

座酶结合位点甲基化对于转座子的转座活性是至关重要

的, 如玉米Ac转座子启动子或转座酶结合位点甲基化程

度增加, 则会降低其转座酶的转录及转座子的转座频率

(Kunze and Starlinger, 1989; Schwartz, 1989)。

3.1.3    自主转座子的丢失

对于大多数DNA类转座子而言, 一个家族自主转座子在

基因组中的拷贝数较少, 通常只有1个或几个, 而非自主

转座子的拷贝数相对较高, 甚至多达几千个(Jiang et al.,
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2004b)。在漫长进化过程中, 由于自然或人为因素造成

的选择和遗传重组, 使原来在一个材料中的自主和非自

主转座子发生分离, 有些水稻材料基因组中仅存在非自

主转座子, 因而不能发生转座。如果将其与原来自主转

座子组合到一起, 其仍可以发生转座。如 Tsugane等

(2006)发现一个水稻自然突变体, 其苗期叶片为黄绿斑

相间, 图位克隆发现突变型是由于有1个607 bp 片段插

入到OsClpP5基因中, 该基因编码叶绿体蛋白酶分析发

现插入片段为一个非自主的DNA类转座子, 属于hAT家

族,  并将该转座子命名为 nDar t1。将突变体和具有

nDart1自主转座子aDart1的材料杂交, 诱导nDart1发

生转座, 但在无自主转座子存在情况下, nDart1 是稳定

的(Tsugane et al., 2006)。

3.2    水稻转座子的激活

转座子是基因组中能够移动的组分, 具有转座潜能是其

区别于基因组其它遗传成分的本质所在。由于长期

进化, 某些原来具有转座活性的转座子发生变异而丧

失移动性, 但有些转座子仍具有这种潜能。基因组中

“沉默” 的转座子可以被一些外界条件激活, 主要有3

种情况。

3.2.1    组织培养

组织培养激活水稻转座子是非常普遍的。Hirochika等

(1996)发现水稻反转录转座子Tos10、Tos17 和Tos19

在正常生长条件下是失活的, 但是在组织培养条件下恢

复活性; 同时发现随着继代培养时间的延长, Tos17的拷

贝数不断增加。另一个最近鉴定的水稻转座子mPing

同样可以被组织培养(Jiang et al., 2003)和花药培养所

激活(Kikuchi et al., 2003)。组织培养激活水稻转座子

的原因之一可能是在组织培养过程中基因组(包括转座子

成分)的甲基化程度降低, 使原来“束缚”转座子的外

界因子消除或减少。最近, Cheng等(2006)研究了水稻

转座子Tos17和甲基化程度的关系, 发现在组织培养过

程中位于Nipponbare第7染色体上的1个Tos17拷贝

(Tos17chr.7)甲基化程度降低, 其转座活性增加; 而在再

生植株的生长过程中, 随着Tos17的甲基化程度逐渐增

加,转座子的转座活性也降低或失活, 这从另一方面也证

实 Tos17的转座是受甲基化控制的。

3.2.2   理化处理

对水稻种子进行理化处理可以活化基因组中的转座子。

其中最为常见的是γ-射线辐照, 如Tanisaka 和Tsugane

分别于2003年和2006年从不同水稻材料γ-射线辐照后

代中获得突变体, 并在此基础上鉴定出2个活性水稻转

座子mPing和nDart1 (Nakazaki et al.,2003; Tsugane

et al., 2006), 说明通过 γ-射线等激活水稻转座子是可

行的。由于转座子活性与甲基化程度具有相关性, 用去

甲基化试剂(如5-azaC)对水稻进行处理, 将可能降低基

因组甲基化水平, 增加水稻转座子转座活性。Cheng等

(2006)发现大多数水稻材料基因组中Tos17可以被组

织培养激活, 但粳稻Moritawase基因组中的Tos17却

不能, 说明其是高度甲基化的, 对粳稻种子用去甲基化

试剂5-azaC进行处理, 发现Moritawase中的Tos17可

以被激活。

3.2.3    病菌侵染

Pouteau等(1994)首先发现, 烟草反转录转座子Tntl 可

以被多种病原菌或其提取物所激活。Hi roc h ik a 等

(1996)接着发现, 接种病毒也可以活化Tntl转座子。He

等(2000)对一个水稻CACTA类转座子Rim2的研究发

现, 接种水稻稻瘟病病菌后, Rim2的转录活性增加, 并

发现Rim2和水稻抗白叶枯病基因Xa21家族的A1和C

成员的侧翼序列有82%的同源性, 且在Rim2的上游发

现了与欧芹PR-1启动子激发子反应因子序列高度同源

的4个单元, 说明Rim2的积累可能与水稻对病原菌的反

应有关, 但病菌侵染引起转座子活化的机制尚不清楚。

4    水稻转座子与基因组进化和基因的调节

最初认为转座子在基因组中的唯一作用就是繁殖自己,

因而转座子被称为基因组中自私的DNA (Doolittle and

Sapienza, 1980)。实际上转座子对基因组的形成和进

化以及基因活动等都有重要作用。
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4.1    转座子与基因组进化

转座子可能参与了早期基因组的形成, 因而从这个意义

上讲 ,  转座子从一开始就是基因组的重要组成部分

(Brosius and Tiedge, 1995)。初看起来, 高等植物中

存在大量转座子似乎对基因组是不利的, 因为它们过度

繁殖和频繁插入将可能导致植物整个遗传结构体系的消

失, 但是所有目前存在的基因组实际上是转座子和寄主

基因组共同成功进化的结果(Kazazian, 2004)。在真核

生物中, 转座子是基因组中主要非基因类型的DNA, 它

为寄主提供了组装或修饰遗传功能的原料。同时, 许多

转座子活动增加了基因组结构的变化, 如形成染色体断

裂、染色体重排、插入突变和特定的序列扩增, 并常

和基因活性变化相联系。所以有人猜测转座子在进化

中主要作用之一就是作为超级诱变的来源, 使得整个群

体在遭受逆境胁迫而面临灭绝的情况下有可能产生存活

个体(Bennetzen, 2000), 因此转座子可能与基因组的可

塑性有关。此外, 转座子(特别是LTR类反转录转座子)

的存在也与基因组的大小和分化有关。Ma等 (2004)对

具有共同祖先的非洲栽培稻和亚洲栽培稻的2个亚种粳

稻和籼稻的基因组序列进行比较, 发现粳稻和籼稻的基

因组大小分别比非洲栽培稻增加了6%和2%, 主要原因

是亚洲栽培稻基因组中LTR类反转录转座子的扩增, 这

可能是这2种栽培稻在不同条件下基因组对周围生态环

境适应的结果。转座子也参加了染色体基本结构的形

成 ,  如异染色质、核仁组织区、着丝粒和端粒等

(Dimitri and Junakovic, 1999)。由于着丝粒和端粒等

对维持染色体在细胞中的相对独立性和稳定性都有重要

作用, 所以该区域维持一定遗传惰性是必需的, 在水稻中

这些区域主要由LTR类反转录转座子组成(Cheng et al.,

2002)。

4.2    转座子与基因调节

转座子与基因活动密切相关。没有基因, 转座子将不可

能在细胞中生存, 但转座子对基因进化和活性调节等也

有重要影响, 如相邻转座子可以通过不等交换等方式, 使

某些转座子俘获寄主基因片段, 有时甚至可以将两个不

同位点基因片段融和到一起, 形成新基因。在水稻中已

经发现有部分MULEs(Pack-MULEs)转座子带有寄主基

因或基因片段(Jiang et al., 2004a), 这可能是一条形成

水稻新基因的方式, 对水稻基因进化有积极作用。转座

子能通过不同方式改变基因表达, 其可插入到基因不同

部位(如内含子、编码区)或其上游调节区, 导致基因功

能发生变化(Wessler, 1998)。一些人认为反转录转座

子比DNA类转座子对基因表达影响更大, 主要理由是反

转录转座子的拷贝数高且比较大, 如果其插入到基因中

将会使基因表达下降甚至失活, 但其实并不一定是这

样。水稻中 LTR 类反转录转座子就占水稻基因组的

15%, 甚至更高, 但大多集中在基因贫瘠区或异染色质区

(如着丝粒或近着丝粒区)(International Rice Genome

Sequencing Project, 2005), 因而此类转座子插入到基

因中并不常见, 其对基因的表达影响可能不如DNA类转

座子。有些反转录转座子倾向于插入到基因富集区,

Tos17就是其中之一(Hirochika et al., 1996)。相比而

言, DNA类转座子倾向于插入或存在于含有基因的基因

组活性区。如Mu1和Spm都倾向于插入到玉米基因组

少部分区域, 这些区域的基因在成熟组织中是非甲基化

的, 而且是低拷贝的(Cresse et al., 1995)。最近研究

发现, 水稻中一些转座子超家族如IS5/Tourist和IS630/

Tc1/ mariner等也倾向插入到基因富集区(Kikuchi et al.,

2003; International Rice Genome Sequencing Project,

2005)。总之, 在正常条件下转座子被严格控制, 但在一

定条件下(如基因组胁迫)转座子可能会被激活。转座子

与基因互作的结果并不仅仅造成基因突变或失活, 也可

能表现为增强基因的表达活性。

5    水稻转座子的应用

转座子不仅对于研究水稻起源和进化等理论问题具有重

要意义, 而且也具有较高的应用价值。有关水稻转座子

应用研究已有一些报道, 主要包括以下两方面。

5.1     利用转座子标签鉴定水稻功能基因

利用转座子标签法发现、鉴定功能基因是目前水稻遗

传学研究的一项重要内容。由于最初在水稻中没有发
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现活性转座子, 所以一些科学家设想将玉米转座子(如

Ac-Ds、Spm)导入到水稻中, 建立一个外源水稻转座子

标签体系(Izawa et al., 1997)。目前已得到大量Ds插

入突变株,并正在验证表型突变是否由 D s 插入引起

(Szeverenyi et al., 2006), 但外源转座子鉴定基因尚存

在一些问题, 如 Ds 因子的沉默、转基因(转座标记)不

稳定表达以及在同世代单株中缺少自主转座(Kolesnik

et al., 2004)。

内源活性转座子的发现为水稻功能基因组研究提供

了一条新途径。迄今已发现6个活性水稻转座子, 分别

是LTR类逆转座子Tos12、Tos17和Tos19(Hirochika

et al., 1996)、LINE类逆转座子 Karma (Komatsu et

al., 2003)、微小反向重复转座子mPing (Jiang et al.,

2003; Kikuchi et al., 2003; Nakazaki et al., 2003)和

nDart (Tsugane et al., 2006)。Tos17是水稻中第 1

个被鉴定的活性转座子, 它在组织培养条件下可以被激

活, 且随培养时间的延长其拷贝数会提高, 该转座子已经

被用于鉴定水稻功能基因研究中。目前已经获得了约5

万个 Tos17 插入系, 估计有 50万个插入; 将其中 11

487个插入位点定位到水稻12条染色体上, 并鉴定了3

243个基因(International Rice Genome Sequencing

Project, 2005), 其中 OSH15 (Sato et al., 1999)、

MSP1 (Nonomura et al., 2003)、GAMYB (Kaneko

et al., 2004)、PAIR2 (Nonomura et al., 2004)和淀粉

合成酶基因(Fujita et al., 2006)等已经被分离。尽管

Tos17基因标签系统是十分有用的, 但该系统的效率仍

然很低, 仅为5%-10%, 这是因为大部分变异并不是由

于Tos17插入引起的, 而是由于组织培养诱导的其它变

异引起。为了提高该系统的效率, 需要研究新条件, 在

这种新条件下, 反转录转座子可以被激活但又可以减少

其它变异, 或者利用其它新的内源转座子。

无论外源转座子标签, 还是内源水稻转座子标签, 都

可能存在插入偏爱性, 这样可能会造成不均匀插入; 而且

已经发现许多转座子有就近转座特性, 从原位点到插入

点一般小于 100 kb (Kazazian, 2000)。为此各国科学

家已经开始合作, 正在建立一个公开的水稻插入数据库

(http://signal.salk.edu/cgi-bin/RiceGE), 包括内、外

源转座子插入数据库及T-DNA插入数据库, 希望能将不

同研究者的插入库数据整合起来, 以加快水稻饱和插入

库构建步伐。但总的来说, 目前各国科学家获得的插入

突变还远没有达到饱和插入的程度; 而且 Ds和 Tos17

的片段大, 其插入到水稻某些关键基因可能引起致死突

变, 所以开发鉴定新的插入体系仍很重要。最近发现的

微小反向重复转座子mPing有可能作为一个新的转座子

标签体系, 由于其长度较小且具有较高的拷贝数, 因而其

插入可能引起致死突变的几率较小。此外, 如何快速鉴

定这些突变体并分离和利用水稻功能基因也是今后科学

家需要研究的课题。

5.2     基于转座子的新的分子标记开发及应用

转座子大量散布在基因组中, 同时又具有重复末端和转

座酶等, 因而可以根据这些特点开发一些新的分子标

记。 最早开发的基于转座子的分子标记为序列特异扩增

多态性( s e q u e n c e - s p e c i f i c  a m p l i f i c a t i o n

polymorphism, S-SAP), 其原理和操作与AFLP基本相

同, 但S-SAP比AFLP具有更丰富的多态性且在染色体

上分布更广(Waugh et al., 1997)。水稻全基因组测序

计划的实施和完成, 大量转座子被发现鉴定, 给基于转座

子序列的分子标记开发提供了极大便利。在水稻中被

称作转座子展示(transposon display, TD)的新的分子标

记已经被开发出来。目前 TD主要应用于以下两个方

面。(1)用于水稻遗传图谱构建。虽然目前水稻已经开

发了大量分子标记, 并利用这些标记构建了饱和遗传图

谱, 在大多数人看来, 已能够适应水稻遗传育种的需要。

但由于转座子序列大量散布在水稻基因组中, 且多数是

以多拷贝形式存在, 转座子序列富集区(如着丝粒)就成了

目前水稻分子标记开发的“盲点”; 因而基于转座子序列

的开发将可以弥补水稻其它分子标记的一些不足, 如

J i a n g 等( 2 0 0 2 )鉴定出 1 个 L T R 类反转录转座子

Dasheng, 其在水稻基因组中大约有 1 000个拷贝, 应

用TD技术将其中215个定位到水稻12条染色体上, 同

时发现大约有一半Dasheng 分布在近着丝粒的异染色

质区。Kwon 等(2005)发现 CACTA类转座子 Rim2/

Hipa-TD 分子标记也多位于近着丝粒区。(2)鉴定不同种

 https://www.sciengine.com/doi/10.3724/CBB-t26-386



674 植物学通报    24(5)    2007

质的转座子拷贝数。有些转座子在水稻基因组中有很

多拷贝,  如水稻微小反向重复转座子 mPing 在粳稻

Nippobare中有 70个拷贝, 在Gimbozu中可能有近 1

000个拷贝, 这样多的拷贝数难以应用常规的Southern

杂交方法准确鉴定, 但可以通过TD分析鉴定出其拷贝

数 。

总之, 转座子是水稻基因组中重要的组成部分, 其对

于水稻基因组组成进化和基因表达调控等都具有重要意

义。如同著名遗传学家 Bennetzen所言: “如果我们

不了解转座子的功能, 就不可能对植物基因组的结构和

进化有一个明确的概念”(Bennetzen, 2000)。所以对

于转座子的深入了解将为我们提供一把了解水稻基因组

组成与进化秘密的钥匙, 也必将促进水稻遗传育种相关

理论和技术的发展。
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