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水稻(Oryza sativa L.)是与小麦具有同等重
要地位, 其种植面积占粮食作物总面积的30%左
右,  而稻谷产量则占粮食总产的 40% 以上。我
国是世界水稻的生产和消费大国, 种植面积占世
界水稻面积的 20%左右, 仅次于印度; 总产量占
世界总产的 33%左右, 居世界第一位(http://www.
knowledgebank.irri.org)。由于工业化的发展, 耕地
逐渐减少, 人口增加, 气候的变化(Peng等 2004)等
众多因素, 粮食安全问题日益成为人们关注的课
题。

采用培育矮秆抗倒品种技术也称“绿色革命”、
以及三系杂交稻育种技术, 我国水稻单产在1960年
到 2 0 0 0 年间增长了 3 倍 ( h t t p : / / w w w .
knowledgebank.irri.org), 但是要满足人口日益增长
的需求, 在 2025年之前产量还需要再提高 50%
(Khush 2001a, b)。近年来, 国际上将注意力集中
在水稻功能基因组研究上, 希望利用迅猛发展的现
代生物技术为上述问题的解决提供契机。

1  水稻结构基因组学
基因组学(genomics)研究主要是指建立高精度

的遗传、物理图谱和转录图谱, 探索基因组的结
构、基因的结构和功能以及物种的进化。水稻由

于相对较小的基因组(约 389 Mb)、比较完善的遗
传转化系统(尤其是粳稻品种) (Hiei等 1994)、高
密度的遗传图与物理图资源( C h e n 等 2 0 0 2 ;
Harushima等 1998)、积累丰富的 EST/cDNA数据
库和良好的分子生物学基础(Kikuchi等2003; Liu等

2007; Wu等 2002)、与其它禾本科作物基因组具
有广泛的高度共线(Moore等1995) 等原因, 它已成
为单子叶禾本科作物基因组学研究的模式生物。

国际水稻基因组测序计划(International Rice
Genome Sequencing Project, IRGSP)正式启动于
1998年, 由日本启动, 随后有中国、美国、英国、
法国、韩国、印度、泰国等 10多国家分别加入,
旨在制作粳稻品种 ‘日本晴 ’(Oryza sativa L. ssp.
Japonica cv. Nipponbare)全基因组的高质量的精确
序列图。我国承担第 4 号染色体的测序任务。
2000年 4月美国Monsanto公司率先完成了水稻基
因组草图(Barry 2001)。2002年 4月北京基因组研
究所和美国 Syngenta公司两个测序中心分别利用
鸟枪法完成籼稻品种 ‘93-11’和粳稻品种 ‘日本晴 ’
的全基因序列草图(Goff等 2002; Yu等 2002)。
2002年 11月, 参与 IRGSP 的日本和中国分别在
《Nature》杂志公布了 ‘日本晴 ’第 1号和第 4号
染色体的基于物理图的精确测序图谱( F en g 等
2002; Sasaki等 2002)。2005年 8月, 国际水稻基
因组测序计划宣布完成了 ‘日本晴 ’全基因组(约
389 Mb)的 95% (约 370 Mb)高质量精确序列图谱,
还包含了 2条染色体上完整的着丝粒序列(IRGSP
2005)。
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当前基于物理图精确测序的图谱研究表明

(IRGSP 2005; Ouyang等 2007; Tanaka等 2008), 水
稻 ‘日本晴 ’全基因组已获得372.1 Mb的高质量精
确序列, 余下的 5%分布于 12条染色体上的 38个
间隙(gaps)、10个着丝粒和 10个端粒处; 水稻全
基因组预测有 56 278个基因位点, 因为 6 498个基
因位点编码10 432个转录本, 所以总转录本为66 710;
如果去除 15 236个转座因子相关的蛋白编码基因
后, 共有41 042个基因位点编码非转座因子相关的
蛋白, 平均 9.4 kb含一个基因, 其中约 29%的基因
成族出现, 约71%与拟南芥基因(Arabidopsis, 28 000~
29 000个基因)享有同源性(反过来, 约 90%的拟南
芥基因与水稻基因享有同源性)。31 439个基因位
点已经得到 ESTs序列、全长 cDNA序列、Tiling
芯片检测、大规模平行测序(massively parallel sig-
nature sequencing, MPSS)检测的 RNA转录水平上
的确认, 8 226个基因位点的编码蛋白序列与功能
已知的蛋白质序列相同或相似, 另有13 632个基因
位点的编码蛋白含有已知的功能域。基因组中

2 859个可能是水稻及禾本科作物所独有的, 推测
它们与单双子叶分化相关。另外, 0.38%~0.43%
核基因组中还有细胞器里的DNA片段。水稻的全
基因组注释可以在以下两个网站查询: 日本的“Rice
Annotation Project database” 数据库(RAP-DB http://
rapdb.dna.affrc.go.jp)和美国的 “TIGR Rice Genome
Annotation” 数据库(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/
osa1), 其中 RAP-DB数据库的数据已整合到NCBI
(National Center for Biotechnology Information)、
DDBJ (DNA Data Bank of Japan)和EMBL (European
Molecular Biology Laboratory)三大数据库中。

栽培稻除了上面提到的亚洲栽培稻(Ory za
sativa)—— 分为粳稻(Japonica)和籼稻(Indica)两亚
种以外, 还有非洲栽培稻(Oryza glaberrima) (均具
AA型染色体组, 单倍体都为 12条染色体)。在稻
属(Oryza)中还另有 22个野生稻, 它们分别代表 10
个不同类型的染色体组( A A、B B、C C、D D、
EE、FF、GG、HH、KK、JJ ) ,  变异类型十分
丰富, 含有许多未开发的重要农艺性状如抗病性状
等, 为水稻遗传育种研究的宝贵资料, 并为阐明水
稻起源和演化提供理论基础, 具有重要应用前景和
科学价值。在2003年美国起始了一项 “Oryza Map
Alignment Project (OMAP)”计划旨在利用现有的

IRGSP ‘日本晴 ’基因组序列装配各野生稻基因组
全序列, 以便更好地挖掘野生稻资源及了解水稻的
起源和演化(Ammiraju等 2006; Wing等 2005)。目
前该计划已经构建了 11个野生稻品种和 1个非洲
栽培稻品种(两者包含了稻属中全部10个不同类型
的染色体组)的具高覆盖率的 BAC文库, 并正在大
规模地分析这12个BAC文库中各个克隆两末端序
列以及克隆的指纹信息, 并根据 IRGSP 基因组全
序列装配各野生稻基因组的BAC物理图谱, 优先装
配第 1、3 和 10 号 3条染色体。
2  水稻基因表达的大规模分析平台

芯片技术主要是有利于科学家在一次实验中

检测了成千上万个基因表达水平的变化, 或者更广
泛地识别染色体上转录活性区域及甲基化等特殊区

域(Rensink和 Buell 2005)。这个技术是现代生物
信息井喷时代的一个重要的检测手段。通过比较

两张不同芯片的结果, 就能在全基因组水平上调查
各个基因的变化及其程度, 这样有助于我们发现突
变体中不同处理之间或者处理前后以及不同发育阶

段中那些特异基因发生变化, 从中寻找重要功能基
因。

在水稻的商业基因芯片中有两个著名的国际

产品, 一个是Affymetrix (昂飞)公司的GeneChip®

Rice Genome Array, 另一个是Agilent(安捷伦)公司
的 Rice Oligo Microarray kit, 两者使用不同生产工
艺在芯片上原位合成寡核苷酸探针(probes)。前者
在一张芯片上设计了共610 665个合成的长度25 bp
的寡核苷酸探针, 分为 55 515组, 每组含 11个探
针, 在11个探针中要求至少7个探针能共同检测一
个水稻转录本, 总共能检测大概48 564个粳稻转录
本和 1 260个籼稻转录本。而后者以前是一张 22
k的芯片(NCBI里Gene Expression Omnibus, 简称
GEO, 号码为GPL892), Agilent公司新近开发了一
张 4×44 k芯片由 4个 44 k微阵列组成, 含 40 901
个合成的长度 60 bp的寡核苷酸探针, 总共能检测
大概 44 000个水稻转录本(Shimono等 2007)。另
外, 在我国北京华大基因研究中心生物芯片平台
(http://www.genomics.org.cn/bgi_new/platforms/
ricechip.htm)提供的对外服务, 为北京基因组研究所
设计的长度 70 bp的寡核苷酸点样制造的芯片(Ma
等 2005)有 2个版本, 第 1个版本为 BGI-RiceChip-
60K单张一套, 第2个版本为BGI-RiceChip-30K两
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张成一套, 能检测大概41 k的非转座因子相关的水
稻基因。美国加州大学戴维斯分校的NSF45K寡
核苷酸点样制造的芯片, 有43 312个寡核苷酸探针
长度分布在 50~70 bp之间, 能检测 44 974个水稻
转录本(http://www.ricearray.org/)。

上述基因芯片的设计, 都是依据已知的水稻表
达序列(如EST、全长 cDNA等数据库)以及 IRGSP
预测的水稻基因序列进行的。因此, 这些基因芯片
在检测未知的水稻表达序列上能力欠缺, 由此产生
了水稻全基因组或染色体的 tiling(覆瓦式)芯片。
tiling芯片是针对分析全基因组所有转录活性区域
的DNA微阵列, 根据各条染色体已知的序列, 扩增
一个个相互重叠的片段(Jiao等2005)或者每隔十或
十几个碱基合成一段寡核苷酸探针, 这样一步步覆
盖整个水稻基因组或染色体(Li等 2007, 2006,
2005)。一般 tiling芯片由一个可操作的数目(如几
十张芯片)组成, 为了提高芯片的杂交质量还要求在
设计的寡核苷酸探针中剔除一些高度重复区域内的

探针。tiling芯片不但能全基因组验证已有的转录
本, 而且能发现新的转录活性区域。第一个利用一
套34张tiling芯片分析得到的水稻全基因组转录活
性图, 验证了 35 970 个(81.9%)已知的或预测的水
稻基因转录本, 并发现5 464个新的转录活性区域,
一些转录活性区域还存在正向和反向的转录本(Li
等 2006)。

一些发表的基因芯片表达信息沉积在 2个公
共生物信息网站NCBI的GEO和EBI的ArrayExpress
(Edgar和Barrett 2006; Parkinson等 2005), NCBI网
站显示水稻基因芯片平台已接近100种, 芯片杂交
信息数据超过 600张(包括样品的重复检测), 这些
数据包括了不同发育时期、不同组织器官、各种

突变体、各种环境条件胁迫下的水稻样品, 其中
Affymetrix芯片 183张, 另一个是Agilent的 22 k芯
片164张。虽然在芯片质量控制(microarray quality
control, MAQC)基础上各家设计的基因芯片之间检
测基因表达的信息有较好的重复性(Cana les 等
2006; Shi等 2006), 但是目前各基因芯片之间的实
验结果还不能很好地进行直接比较, 需要一些研究
数据以及数据的校正和转换。另外, 除了商用的芯
片分析软件GeneSpring外, 整合和开发各种开放的
芯片分析软件仍然十分必要。

除了基因芯片采用杂交手段检测全基因组表

达水平变化外, 水稻基因表达的大规模分析平台里
还有两个以测序为基础的检测方法: 大规模平行测
序技术(massively parallel signature sequencing,
MPSS) (Nobuta等 2007)和基因表达的系统分析
(serial analysis of gene expression, SAGE) (Gowda
等 2004; Matsumura等 1999, 2003)。两者检测的
理论基础都是一个长度20 bp 左右的寡核苷酸序列
足以作为特定基因的识别标签, 这些识别标签在表
达文库中出现的频率能很好地代表特定基因体内的

表达丰度(Brenner等 2000a, 2000b; Velculescu等
1995)。最近一篇文章报道了利用MPSS技术建立
的整个基因组的水稻表达图谱(Nobuta等2007), 该
研究从 22个水稻mRNA文库中检测了 46 971 553
个短序列识别标签, 验证和识别了大量已知的和未
知的转录本, 还从 3个小RNA文库中检测了 2 953
855个短序列识别标签, 是目前最深入地挖掘作物
中小 RNA的研究工作。20~24 bp的小 RNAs, 包
括micro-RNAs (简称miRNA)和 short interfering
RNAs (简称 siRNAs), 两者都能通过序列互补与靶
基因的mRNA结合并降解靶mRNA, 使靶基因沉
默。siRNAs还能通过DNA的甲基化或组蛋白的
修饰引起靶基因的转录沉默。小RNA的研究是当
今生物领域的热点之一, 被公认为广泛地控制植物
的各生长发育, 以及生理代谢途径包括环境胁迫响
应途径。MPSS技术是高度自动化的价格昂贵的
检测技术, 目前只掌握在少数几家实验室。由于没
有芯片杂交的背景噪音, 不能采用信号与背景比值
的阈值来剔除假阳性, MPSS技术分析中小部分短
序列识别标签的真伪难辨, 但是与tiling等基因芯片
相比, 大大提高了对极低表达丰度的转录活性位点
的检出。

通过MPSS技术和tiling芯片的研究工作, 发现
水稻基因组的转录比我们目前想象的要复杂得多,
成千上万个已知基因可能存在至今没有识别的各种

转录本, 这些特殊的转录本的表达可能只在高度特
定的时期、组织或处理中才出现; 以前认为基因间
和重复序列区域是非转录区域, 研究发现这些区域
的转录活性大大出乎人们意外。这些工作加深人

们对基因的认识水平。

信息时代的基因表达的大规模分析平台给我

们带来极大的便利, 通过上述各种实验方法系统地
分析水稻各个组织、各个发育阶段、各个相关突
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变体以及各种处理条件下全基因组的基因表达数据

库, 然后加以合理地整合分析, 预计能大大加速水
稻功能基因的信息阐述。

3  水稻全基因组的突变群体库
突变体是研究水稻功能基因组的基础和前

提。目前国际上许多国家都竞相开展水稻随机插

入的突变体库的构建, 希望建立一个全基因组饱和
突变体库。插入突变的基因功能研究方法就是将

一个序列已知的DNA片段整合到植物基因组中, 从
而导致被插入植株的功能突变, 而已知序列的DNA
片段可作为整合位点的标记, 故也称为基因标签技
术(gene tagging)。表 1列出了各种水稻插入突变

群体库类型的一些基本情况。

水稻插入突变体的一些实验设计方案, 包括了
基因的敲除(gene knockout)、基因的增强(gene
activation)、基因的过量表达(gene over-expression)
系统、以及基因 /启动子捕获(gene/promoter trap)
和增强子捕获(enhancer  trap) ,  并使用 T-DNA
(transfer DNA)、外源转座子(如 Ac/Ds系统、En/
Spm)和内源逆转录转座子(如 Tosl7)作为插入因
子。T - D N A 是根癌农杆菌( A g r o b a c t e r i u m
tumefaciens) Ti (tumor inducing)质粒或发根农杆菌
(Agrobacterium rhizogenes) Ri (root inducing)质粒上
的一段特殊DNA, 它可以从农杆菌转移出并稳定地
整合入植物染色体中, 是目前植物中常用的一类介
导外源基因的转化载体。当前采用T-DNA介导的
水稻遗传转化系统(尤其是粳稻品种)已经相当完善
了(Hiei等 1994; Toki等 2006), 加上T-DNA插入基
本可随机发生在染色体的所有基因上, 因此是目前
获取大量水稻插入突变植株的主要手段。外源转

座子由T-DNA介导整合到水稻基因组中后, 可在相
应的转座酶作用下再次发生转座, 增加插入。因
此, 对水稻全基因组饱和插入突变群体来说, 在一
定程度上可减少数量巨大的T-DNA初始转基因水
稻植株, 但其不足之处是目前发现的再转座现象常
距原始插入位点的距离较近, 即具有再转座的热点,
故不易大规模产生新的插入突变植株。内源逆转

录转座子(retrotransposon) Tosl7在水稻组织培养过
程中比较活跃, 可被激活发生再次转座插入事件, 并
且在水稻全基因组中存在相对较少的拷贝数, 因此
在水稻中得到开发利用(Hirochika 2001; Hirochika
等 1996)。

利用T-DNA, 外源转座子(如Ac/Ds系统、En/
Spm)、内源逆转录转座子(如 Tosl7)随机插入到水
稻基因组, 一些插入影响到插入位点基因的表达造
成基因功能丧失(loss-of-function), 即基因敲除, 其
中一部分基因被敲除后产生可筛选的突变表型, 由
于插入的DNA序列已知, 一旦遗传分析确定突变表

表 1  水稻插入突变群体库

 
插入的类型             增加插入的方法        插入拷贝数           插入的热点 

        定位的插入旁邻            被插入的基因位    
参考文献                                                                                                 序列数目(总共约           点数目(总共约

                                                                                                                    177 000)                       28 000)

外源转座子 农杆菌转化, 田间 1~7 有 ~7 200 ~2 500* I
Ac/Ds 自交或杂交

外源转座子 农杆菌转化, 田间 1~7 有 8 416 ~2 500* II
Spm/dSpm 自交或杂交

内源逆转座 组织培养 5~10 有 ~32 450 ~5 000 III
子 Tos17
T-DNA 农杆菌转化 1~2 可能无 ~143 000a ~21 000a IV
T-DNA含有 农杆菌转化 1~2 可能无 ~46 083 － V
增强子

基因过量表 农杆菌转化 － － 8 225 5 462 VI
达系统

　　*表示 Ac/Ds和 Spm/dSpm相加的总数。a 表示数目包含了 T-DNA含有增强子的这一插入类型的 T-DNA旁邻序列。I: Chin等
1999; Eamens等 2004; Jiang等 2007; Kohli等 2001; Kolesnik等 2004; Park等 2007; van Enckevort等 2005。II: Kumar等 2005。III:
Miyao等 2007, 2003; Piffanelli等 2007。 IV: Hsing等 2007; Jeon等 2000, 2002, 2006; Ryu等 2004。V: Hsing等 2007; Jeong等 2002,
2006。VI: Nakamura等 2007。数据来源于 RiceGE数据库(http://signal.salk.edu/cgi-bin/RiceGE, 2008年 5月 1日)及上述文献资料。



植物生理学通讯  第 44卷 第 6期，2008年 12月 1059

型与插入的标签连锁, 即可通过 TAIL-PCR或反向
PCR方法获得插入标签的旁邻序列, 了解突变基因
的信息。另一方面, 建立突变库中各个水稻插入
DNA序列的旁邻序列(flanking sequence tags, FSTs)
数据库, 然后筛选感兴趣基因的插入突变株再进行
基因功能的研究。目前, 水稻中已经产生了大约
177 000个FSTs, 这些序列表明大约 28 000个基因
位点(包括起始密码子ATG上游 5'非翻译区, 但不
包括3' 非翻译区和启动子区域)里插有已知DNA序
列, 占全基因组预测总基因位点的 48%左右(http://
signal.salk.edu/cgi-bin/RiceGE, 2008年 5月 1日)。

基因组中存在许多基因家族, 基因成员间在功
能上有一定的重叠或互补, 因此单基因的插入突变
所造成的基因敲除, 在大多数情况下没有产生明显
的表型变化, 给基因功能分析带来难度; 而有些基
因的表达明显具有组织器官的特异性, 发育阶段的
特异性, 以及环境条件的特异性, 同样单纯的基因
敲除方法很难发现这些特征。为了克服这些困难,
前者可以通过基因的增强系统(gene activation)和过
量表达系统得到一定改善, 后者可以利用基因 /启
动子捕获和增强子捕获得到完善。基因的增强系

统和过量表达系统两者都能造成基因的功能获得

(gain-of-function)。基因的增强系统(Hsing等2007;
Jeong等 2002, 2006)是通过在 T-DNA一端引入多
个强的增强子序列, 使增强子插入位点附近, 几千
碱基范围甚至上万碱基范围内的基因表达都增强,
从而解决一些基因冗余的问题。由于增强子作用

的范围大, 因此可以适当减少原始的转化插入株; 另
一方面, 多个基因同时增强表达所造成的表型改变,
需要逐个基因的功能验证。基因的过量表达系统

(Nakamura等2007)则是使用强的启动子序列(如玉
米的Ubi启动子)引导水稻基因组各个全长cDNA的
表达。由于这种表达是异位的增强表达, 因此有时
会产生一些非基因自身功能的多余表型变化。

捕获系统是以报告基因(如 GUS、荧光蛋白
GFP和RFP等等)的表达来挖掘特异表达的插入突
变基因, 而不管插入突变体的表型。增强子捕获系
统中, 报告基因与最小启动子融合, 典型的最小启
动子仅含 TATA box及转录起始位点, 其本身不能
单独驱动报告基因的表达, 经附近增强子激活后, 才
能导致报告基因表达。由于增强子捕获不受插入

位置的限制, 且在相当远的距离也能起作用, 因此

带增强子捕获系统的T-DNA不仅可插入在转录单
元内, 而且可位于转录单元外, 两者都能起捕获功
能, 而其插入的方向性也不影响捕获。基因 /启动
子捕获系统中, 报告基因前则无启动子成分, 并且
位于T-DNA或Ds的边界附近, 只有插入在一个转
录单元内且方向正确时才能表达。为了使插入在

内含子中的报告基因不被剪切剔除, 一般在报告基
因之前带上一个或多个剪切受体位点(splicing ac-
ceptor sites), 这样就可与染色体上基因的剪切供体
位点(splicing donor sites)相对应, 剪切后留下的报
告基因可与染色体基因融合, 蛋白序列正确融合的
报告基因就能指示插入突变基因的表达特征, 而且
一些融合适当的报告蛋白还可提供相关突变蛋白质

的定位信息。

水稻突变群体库除了 T-DNA、转座子、逆
转录转座子 Tosl7的插入突变, 以及人为增强或过
量表达基因外, 还包括天然自发突变和人工物理化
学诱变。天然自发突变的频率极低, 理化诱变技术
虽可快速获得大量突变群体, 但是射线诱变常引起
DNA大片段的缺失或重排, 且变异位点不易确定。
尽管如此该技术仍取得了一定的进展, 日本发现的
一个 γ射线(gamma ray)辐射引起的DNA大片段的
缺失诱变, 正好是一处两个串联的高度同源基因
(GluB5和GluB4)的位点, 因此射线诱变也许在染色
体上串联的功能重叠的基因群分析中有一定优势

(Morita等 2007)。国际水稻研究所(IRRI)利用快中
子(fast neutron)和 γ射线辐射诱变, 以及化学试剂
双环氧丁烷(diepoxybutane, DEB)和甲磺酸乙酯
(ethylmethanesulfonate, EMS), 产生了约 60 000个
IR64的突变体, 并获得了 38 000个M4系和大量
的表型鉴定(Wu等 2005)。

上述提到的双环氧丁烷、甲磺酸乙酯以及叠

氮钠(sodium azide)和N-甲基亚硝基脲(N-methyl-N-
nitrosourea, MNU)等是常用的化学诱变剂。这些
化学诱变剂产生的基因突变多为点突变, 而且一个
基因内常会在不同碱基位点发生点突变, 经大规模
筛选能找到一系列等位突变基因的植株。点突变

的另一特点是, 突变表型与上述插入突变(常引起基
因功能的丧失)相比, 常常表现比较温和, 适合于一
些特殊基因(如插入突变能导致早期致死的基因)功
能的深入全面的研究。TILLING (targeting in-
duced local lesions in genomes)技术(McCallum等
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2000)的发展, 使得大规模自动化筛选特定基因位点
内发生化学点突变成为现实。在水稻作物中, 美国
和日本近年都发展了其水稻TILLING计划 (Suzuki
等 2008; Till等 2007)。在 TILLING技术中, 建立
高密度突变的群体库、设计能扩增出基因特定区

域的引物以及高灵敏的检测系统都是技术中的关

键。另外, 化学诱变虽然在被检测的DNA区域内
是相当均匀的, 但是这种均匀性在整个染色体上的
情况仍然未见报道。

水稻突变群体库的创建工作当前正在蓬勃发

展, 上述提到的各种技术手段都各有其优缺点, 但
随着研究的不断深入, 研究手段将得到不断完善。
4  正向遗传学与反向遗传学

传统的遗传学即正向遗传学(forward genetics)
分离基因的方法, 是首先研究突变体中某一已知突
变性状的表现以及其遗传行为(如突变性状在后代
中的传递规律、核质基因的判断、控制突变性状

的基因数目等等), 然后对主效基因进行染色体上的
定位及精细定位, 接着对定位区域内的候选基因筛
选并且验证其功能, 最后分离出控制突变性状的基
因。这种方法被称为图位克隆法。反向遗传学

(reverse genetics)是相对正向遗传学而言, 是在功能
基因序列发生已知突变后的基础上, 对这些突变基
因进行分析, 研究该基因突变后在生物体内的功能
作用即表型变化。在具备了水稻 T-DNA、外源
转座子以及内源逆转录转座子Tosl7插入突变群体
和其它全基因组上已知序列突变的资源库后, 水稻
功能基因组学的研究正逐步由正向遗传学(突变—
—基因)向反向遗传学(基因——突变)发展。

图位克隆新基因的方法需要建立一个遗传背

景差异大的水稻品种间或亚种间的杂交群体进行基

因定位, 精细定位群体通常要分析 500~30 000株
F2代个体的性状及其基因型, 需要大片的田地。而
对于那些筛选分析工作难度大的性状, 大群体分析
的操作相当费时费力。水稻染色体上部分区域序

列的高度同源性, 都给图位方法克隆一些新基因带
来一定局限。

在过去长期的传统育种工作中, 人们已经挖掘
出了大量自然突变发生的具有重要农艺性状的突变

体, 对这些重要基因的定位工作仍然得到高度重视,
尤其在当今水稻全基因组序列的公布对图位克隆方

法极大促进的基础下, 这一点也可从目前报道已克

隆的水稻重要基因大多还是使用图位克隆方法的事

实上得到反映。另一方面, 最近已有几篇文章报道
正对一些水稻插入突变库进行了大规模的性状观察

或筛选(Chern等 2007; Jiang等 2007; Larmande等
2008; Miyao等2007), 但是从中筛选出有重要意义
的大量突变体的工作仍然正在进行中, 此外在水稻
T-DNA或Tos17插入突变体库应用中, 多个实验室
报道只有较低的频率观察到突变性状与插入标签存

在连锁, 部分原因是在构建插入突变群体的组织培
养过程中, 产生了大量的非T-DNA或Tos17等已知
序列插入造成的突变体。这些现象使得先从突变

体库筛选特定突变性状, 再判断已知插入序列位点
的基因与突变性状的连锁关系, 最后分离出基因的
传统正向遗传学方法困难不小。

反向遗传学研究水稻基因的功能, 既可以通过
对插入突变库构建插入序列的旁邻序列FSTs数据
库, 也可以对突变库分组后进行筛选特定区域的序
列突变的单株(An等 2005)。大规模的突变体的构
建一方面对反向遗传学研究带来极大的便利, 另一
方面这些大量突变体种子的储存、繁殖和分发则

是极大的不便。加上对转基因植株种植的政策管

理, 也给种子的繁殖和分发形成一定的阻碍。另
外, 水稻中部分功能基因的冗余在一定程度上也给
反向遗传学研究方法造成了一些困难, 虽然增强或
过量表达基因的方法能够弥补一些不足。

除了上述两种基因克隆方法外, 其它一些基因
克隆方法也正在应用或逐步展开, 如从突变体芯片
里大规模基因的表达变化中筛选候选基因, 或从一
系列特定芯片中众多基因的相似表达模式上挖掘功

能新基因, 从蛋白质蛋白质或蛋白质核酸相互作用
的筛选方法中寻找新基因, 从传统的代谢途径中各
步骤的相关蛋白酶家族里筛选功能基因, 从系统进
化树中寻找相关功能基因等等。加快水稻基因功

能的识别仍然是当前备受关注的主题。
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