
植物生理学通讯  第 46 卷 第 7 期, 2010 年 7 月 677

收稿 2010-04-02 修定 　2010-05-20
资助 国家 “863” 计划(2008AA10Z118)、国家自然科学基金

( 3 0 7 7 1 1 6 3 和 3 0 8 7 1 3 1 8 )和中南民族大学科研基金

(YZY 07 0 0 7)。
* 同等贡献。

   ** 通讯作者(E-mail: chuntaiwang@yahoo.com.cn; Tel/Fax:
02 7-67 84 32 39 )。

红莲型细胞质雄性不育(HL-CMS)水稻不育系与保持系中3个ANTs基因表

达模式的比较
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提要: 探讨红莲型细胞质雄性不育(HL-CMS)水稻不育系 ‘ 粤泰A’ (‘YTA’)和保持系 ‘粤泰 B’ (‘YTB’)中 3个腺苷酸转位酶

(ANT)基因在三叶期根、茎、叶以及不同发育时期的幼穗中的表达模式。结果表明: ANT1和ANT2在 ‘YTA’和 ‘YTB’三叶

期的根、茎、叶中的表达量都较高, 而在生殖生长不同时期的幼穗中表达量较低。‘YTA’中ANT1在不同时期的幼穗中表

达量都较低, 而ANT2的表达量到穗生长期 II的幼穗才较低。‘YTB’中ANT1在生殖生长的穗生长期 III的幼穗有很高的表

达。ANT3的表达水平在研究的各组织中的表达都较低, 在 ‘YTB’穗生长期V的幼穗中表达最高。相对于 ‘YTA’, ‘YTB’中
只有ANT3在穗生长期 III和穗生长期V的幼穗中呈现明显的优势表达; 而相对于 ‘YTB’, ‘YTA’中ANT2和ANT3在穗生长

期 I、ANT2在穗生长期VI幼穗具有明显的优势表达。3个ANTs基因在HL-CMS不育系 ‘YTA’和保持系 ‘YTB’不同组织及

发育时期的表达模式的差异, 暗示它们可能与HL-CMS水稻不育系和保持系的发育调控有关。
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Comparison on Expression Mode of Three ANTs Genes between Sterile Line
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Abstract: The expression mode of the three adenine nucleotide translocase (ANT) genes in roots, stems and leaves
at the 3-leaf stage, and in spikes at the different developmental phases of sterile line ‘Yuetai A’ (‘YTA’) and its
maintainer line ‘Yuetai B’ (‘YTB’) of Honglian-type cytoplasmic male sterile (HL-CMS) rice was studied in this
paper. The results showed that the expression of ANT1 and ANT2 was obviously higher in roots, stems, leaves at
the 3-leaf stage than in the spikes at the reproductive stage in both ‘YTA’ and ‘YTB’. Compared with the higher
ANT1 expression at spike development stage III in ‘YTB’, the lower expression of ANT1 was observed during the
whole reproductive phases in ‘YTA’, and the lower expression of ANT2 was present only after the spike develop-
ment stage II. The expression of ANT3 at all the detected stages of both ‘YTA’ and ‘YTB’ was lower than ANT1
and ANT2, although a relatively high expression was observed at the spike development stage V in ‘YTA’. There
were the preponderant expressions of ANT2 at the spike development stage I and spike development stage VI in
‘YTA’, while ANT3 had the preponderant expression at the spike development stage III and spike development
stage V in ‘YTB’. The expression mode differences among the three ANTs between ‘YTA’ and ‘YTB’ may be
involved in the developmental control of sterile line and its maintainer line of HL-CMS rice.
Key words: rice (Oryza sativa); ANTs; real-time quantitative PCR; gene expression

植物细胞质雄性不育(cytoplasmic male sterility,
CMS)现象普遍存在于高等植物中, 花粉的败育是雄

性不育的典型特征, 是一种早期的细胞凋亡(Young
和Hanson 1987; Balk和Leaver 2001)。红莲型CMS
(HL-CMS)水稻的不育系‘粤泰A’ (‘YTA’)的小孢子

形成时期发生典型的细胞凋亡现象, 在花粉败育过
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程中 ‘YTA’的线粒体内膜可能出现了崩解, ‘YTA’
花粉的败育与活性氧的过剩以及超氧物歧化酶活性

下调有关(Li 等 2004)。
线粒体是真核生物细胞的能量工厂, 同时也是

细胞死亡的调节和控制中心。腺苷酸转位酶

(adenine nucleotide translocase, ANT)的主要作用是

介导细胞溶质ADP与线粒体ATP的交换(Riccio等
1975; Klingenberg 1980, 1985; Palmieri 2004), 在维

持细胞能量平衡 /稳态中发挥着重要作用(Dolce等
2005), 该酶由氧化磷酸化产生的 ATP 的亚细胞供

应,  是维持真核细胞不同线粒体功能所必需的

(Giraud 等 1998; Pebay-Peyroula 等 2003; Nury 等

2006)。除了作为 ATP/ADP 转运酶, ANT 也被认

为是细胞凋亡的正调节蛋白和负调节蛋白

(Luciakova 等 2008)。尽管 ANT 在细胞凋亡中的

关键作用还存在相当争议(Vyssokikh等2001), 但有

证据表明ANT可能是线粒体渗透性转换孔的重要

调控子, 而线粒体渗透性转换孔能调控细胞凋亡

(Halestrap 和 Brenner 2003; Lemasters 等 1998)。
尽管多数物种都含有不止一个ANT家族成员,

但是他们在发育过程的具体作用还有待深入研究。

我们实验室前期用HMMER (Eddy 1998)对粳稻‘日
本晴 ’全基因组进行扫描, 鉴定出在 ‘日本晴 ’基因

组中至少存在3个ANT基因, 并通过实验证明了这

3 个 ANT 基因的存在。本文用实时荧光定量 PCR
比较分析ANTs基因在红莲型水稻不育系‘YTA’与
保持系‘粤泰B’ (‘YTB’)三叶期幼苗的不同组织及不

同发育时期幼穗的表达特性, 以探索ANT 在水稻发

育过程中的作用及其与水稻 CMS 的潜在关联性。

材料与方法

水稻(Oryza sativa L.) HL-CMS 不育系 ‘YTA’
和保持系‘YTB’ (籼稻)种子由武汉大学生命科学院

植物发育生物学教育部重点实验室遗传研究所提

供, 种植于中南民族大学网室, 常规方法种植。根

据幼穗长度及稃壳颜色采集不同发育时期幼穗: 穗
生长期 I 为 1.0~2.9 cm长幼穗; 穗生长期 II 为 3.0~
4.9 cm长幼穗; 穗生长期 III 为 5.0~5.4 cm长幼穗;
穗生长期 IV 为 7.0~7.9 cm长幼穗; 穗生长期 V 为

稃壳半绿的幼穗; 穗生长期VI为稃壳变绿的幼穗。

总 RNA提取试剂 Trizol 购自 Invitrogen公司,

反转录试剂盒(ReverTra Ace-α-TM)和荧光定量试剂

盒(SYBR Green Realtime PCR Master Mix QPK-201)
购自 TOYOBO (日本), Taq DNA 聚合酶和 DNA
Marker-DL2000 购于 TaKaRa 公司, DEPC 购自

Promrga (美国), PCR 引物由上海赛百盛生物技术

公司合成, 其余试剂均为国产分析纯产品。

根据 GenBank 上已公布的水稻内参基因 β-
actin 序列设计合成引物 actinF/actinR, 根据夏春皎

(2006)搜索得到的水稻 ‘ 日本晴 ’ ANT 基因的基因

组 DNA 序列以及 cDNA 序列, 使用 Premer 5.0 分

别设计引物。引物由上海赛百盛生物技术公司合

成。

总RNA提取采用Trizol法。分别称取约80 mg
新鲜 ‘YTA’ 和 ‘YTB’ 三叶期根、茎、叶和不同发

育时期的幼穗, 按陈为等(2009)采用的方法提取

RNA, 然后用 20 μL DEPC 水溶解, 电泳检测 RNA
质量后, 利用反转录试剂盒 ReverTra Ace-α-TM 按

其说明进行反转录合成 cDNA。

以上述操作获得的 cDNA 为模板, 并以 Actin
作内标进行实时荧光定量 PCR 分析。试验方法按

照仪器 Rotor-Gene 2000 说明书进行, PCR 反应体

系(10 μL)由5.0 μL SYBR® Green PCR Master Mix、
引物各 0.2 μL、cDNA 模板 1.0 μL 组成; 采用三

步法40个循环, 在72 ℃延伸时收集荧光信号。PCR
完成后设置 57~99 ℃的熔解温度, 每 1 ℃采集 1次
信号。每个反应重复 3 次。

用对数模式图显示 PCR 全过程, 在指数期内,
根据仪器使用指南及实际情况, 设定参数值, 得到

每个 PCR 反应的循环域(cycle threshold, Q)值。本

文采用统一的参数(域值为 0.018), 依据 2-ΔΔCT 方法,
将原始数据经转换后进行统计学分析。

实验结果

1  ANTs基因的RT-PCR扩增

分别提取 ‘YTA’ 和 ‘YTB’ 三叶期幼苗的根、

茎、叶以及不同发育时期幼穗的 RNA, 反转录后

以等量 cDNA为模板进行 PCR 扩增, 以 Actin检测

RNA的质量, 结果(图1)表明, ANTs基因在‘YTA’和
‘YTB’ 发育的各时期均有表达。

2  ANTs基因的定量表达分析

为进一步确定ANTs基因在‘YTA’和‘YTB’不
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同生长发育时期的表达特异性, 提取各组织的RNA
后进行实时荧光定量 PCR 分析, 以 Actin基因作为

持家基因参照, 以 ‘YTB’ 三核期幼穗中 ANT1的表

达量为 1, 采用 2-ΔΔCT 法比较目的基因与 Actin 的相

对表达量(图 2)。从图 2 可以看出, ANT3 在不同组

织中表达量都很低, ANT1和ANT2在‘YTA’和‘YTB’
三叶期幼苗的根、茎、叶中的表达量都较高, 而

在生殖生长不同时期的幼穗表达量较低。‘YTA’
中 ANT1 在三叶期幼苗的叶中表达水平最高, 生殖

生长不同发育时期的幼穗中表达量都非常低, 而
ANT2在茎中表达量最高, 穗生长期I的幼穗表达量

还很高, 但到穗生长期 II的幼穗则表达量很低。在

‘YTB’中ANT1和ANT2都是在茎中表达量最高, 但
ANT1 在穗生长期 III 有很高的表达。与 ANT1 和

图 1  ‘YTA’ 和 ‘YTB’ 不同组织 ANTs cDNA质量检测

Fig.1  Quality checking for cDNA of ANTs in different tissues of ‘YTA’ and ‘YTB’
A: ANT1; B: ANT2; C: ANT3; D: Actin。M: 分子量标准 DL2000; 1: 根; 2: 茎; 3: 叶; 4~9: 分别为穗生长期 I~VI 的幼穗。

图 2  ANTs基因在 ‘YTA’ 和 ‘YTB’不同组织中定量表达分析

Fig.2  Quantitative expression analysis of ANTs in different tissues of ‘YTA’ and ‘YTB’
1: 根; 2: 茎; 3: 叶; 4~9: 分别为穗生长期 I~VI 的幼穗。

ANT2不同, ANT3在所有研究的组织中表达都较低。

3  ANTs基因在‘YTA’和‘YTB’中表达趋势的比较

分析

为了比较分析ANTs基因在‘YTA’和‘YTB’中

的表达趋势, 采用 2-ΔΔCT 法分析了 3个ANTs基因在

水稻 ‘YTB’和 ‘YTA’不同组织中的相对表达量(图
3), 相对表达超过 3 倍则认为基因优势表达。结果

表明, 相对于 ‘YTA’, 在 ‘YTB’ 中ANT1和ANT2基
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图 3  ANTs基因在 ‘YTB’ 与 ‘YTA’不同组织中的相对表达分析

Fig.3  Relative expression analysis of ANTs in different tissues of ‘YTB’ and ‘YTA’
1: 根; 2: 茎; 3: 叶; 4~9: 分别为穗生长期 I~VI 的幼穗。

本上没有表现出优势表达; 尽管ANT3在 ‘YTA’和
‘YTB’中的总体表达水平较低, 但ANT3在‘YTB’穗
生长期 III和穗生长期V的幼穗中呈现明显的优势

表达(图 3-A)。相对于 ‘YTB’, ‘YTA’ 中只有 ANT2
在穗生长期I和穗生长期VI的幼穗具有明显的优势

表达(图 3-B)。推测 ANT2 和 ANT3 的表达与 HL-
CMS 水稻花粉发育关系更密切, 3 个 ANTs 基因可

能在水稻HL-CMS中发挥不同的功能, 还有待进一

步研究。

讨　　论

HL-CMS 水稻的小孢子形成时期发生典型的

细胞凋亡现象(Li 等 2004)。线粒体ANT是双功能

蛋白, 负责跨线粒体内膜 ADP 和 ATP 的运输, 以
及调控能启动细胞凋亡的线粒体渗透性转换孔

(Brown 和 Wallace 1994)。
本文用实时荧光定量PCR, 发现ANT1和ANT2

在 ‘YTA’和 ‘YTB’中的表达模式相似, 即在三叶期

营养器官表达强而在生殖生长阶段的生殖器官表达

弱; 而 ANT3 表达模式较前两者明显不同。这与我

们实验室前期生物信息学研究得出 ANT1和ANT2
位于同一簇而 ANT3 位于单独一簇的结论一致(夏
春皎 2006)。

本文证实 3 个 ANTs 基因在 HL-CMS 不育系

‘YTA’ 和保持系 ‘YTB’ 中存在表达差异, ANT1 和

ANT2 均在 ‘YTA’ 和 ‘YTB’ 三叶期的根、茎、叶

中的表达量较高, 而在生殖生长阶段发育不同时期

的小穗中的表达量较低。ANT3在 ‘YTA’和 ‘YTB’
的不同时期均表现为低水平表达, 且表达水平明显

低于ANT1和ANT2, ANT3在 ‘YTB’ 穗生长期V的
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表达量高于其他发育时期。3 个 ANTs 基因在 HL-
CMS不育系‘YTA’和保持系‘YTB’不同组织及发育

时期的表达差异, 暗示它们在水稻HL-CMS中可能

行使不同的功能。在 ‘YTA’ 和 ‘YTB’ 营养生长中

可能是ANT1和ANT2在起主要生理作用, ANT3的
表达过低说明ANT3可能是应对某种特殊环境应激

性或生物特殊需求存在的。HL-CMS水稻‘YTA’和
‘YTB’ 中 3个ANTs基因所表现出来的这种表达特

性与目前在其他物种中发现的ANTs基因的表达特

性有相似之处。研究发现, 人类、老鼠及秀丽隐

杆线虫的不同 ANTs 基因之间也存在着功能分工

(Torroni等1990; Giraud等1998; Chevrollier等2005;
Farina 等 2008)。人类 ANT 蛋白表现为复杂的组

织特异性表达形式, 并在维持线粒体功能方面发挥

着必不可少的作用, ANT基因的双突变和调控失调

与一些人类疾病相关(Farina 等 2008)。
ANTs基因在 ‘YTA’和 ‘YTB’的相对表达模式

也表现差别, ‘YTB’ 相对 ‘YTA’ 的比较分析显示,
ANT3在‘YTB’中穗生长期III和穗生长期V中呈现

明显的优势表达, 而相对于 ‘YTB’, ‘YTA’ 中则是

ANT2在穗生长期 I和穗生长期VI具有明显的优势

表达。这再次证明在水稻 HL-CMS 中, ANT2 在营

养生长可能发挥着基础作用, 满足细胞的基本需求,
而在生殖生长阶段ANT2和ANT3的差异表达则满

足植物细胞的特殊功能需求。由于 HL-CMS 的不

育系‘YTA’在小孢子形成时期小孢子母细胞发生典

型的细胞凋亡现象(Li等2004), 在二胞花粉晚期花

药表现出败育(徐树华 1980), 根据冯九焕等(2001)
的水稻幼穗发育时期划分法, 穗生长期 I 和穗生长

期VI可能分别对应于小孢子母细胞形成期和二胞

花粉晚期(其确切的发育时期尚需作进一步的细胞

学观察), 而这两个时期中不育系‘YTA’中ANT3的
表达明显低于保持系 ‘YTB’, 这是否暗示 ANT3 可

能在 ‘YTB’ 的花粉正常发育中发挥着某种重要作

用,  还有待进一步研究。
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