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　 　 摘要:　 ＷＲＩ１ 是 ＡＰ２ 类转录因子的成员ꎬ在植物生长发育和脂肪酸合成途径中起着重要的调控作用ꎮ 通过 ＲＴ￣
ＰＣＲ 技术从麻风树中克隆了 １ 个ＡＰ２ 家族基因ꎬ将其命名为 ＪｃＷＲＩ１ꎮ ＪｃＷＲＩ１ 基因开放阅读框全长 １ １３７ ｂｐꎬ编码 ３７８
个氨基酸ꎮ 表达模式分析结果表明ꎬ在麻风树种子胚中没有检测到 ＪｃＷＲＩ１ 基因的表达ꎬ然而该基因在麻风树种子胚

乳中高表达ꎮ 亚细胞定位结果表明ꎬＪｃＷＲＩ１ 基因编码 １ 个核定位蛋白质ꎮ 表型分析结果表明ꎬ提高 ＪｃＷＲＩ１ 基因的表

达量不影响转基因水稻的生长发育ꎬ但是改变了转基因植株叶片、胚乳中脂肪酸组分的含量ꎬ并且提高了转基因水稻

叶片、胚乳中的含油量ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明ꎬ脂肪酸合成相关基因在 ＪｃＷＲＩ１ 转基因水稻中的相对表达量显著高于野

生型ꎮ 研究结果为将来研究 ＪｃＷＲＩ１ 基因在麻风树种子胚乳发育及油脂代谢途径中的功能提供了理论依据和新的基

因资源ꎮ
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　 　 油不仅是生产食物的原料ꎬ也是一种重要的工

业原料ꎬ具有巨大的经济价值ꎮ 在植物种子中ꎬ三酰

基甘油(ＴＡＧｓ)作为一种主要的储存化合物ꎬ能够为

种子发育和幼苗生长提供碳源和能量[１]ꎮ ＴＡＧｓ 是

甘油和脂肪酸酯化的产物ꎬ通过基因工程的方法提

高 ＴＡＧ 代谢途径关键酶基因 ＧＰＡＴ、ＬＰＡＴ、ＤＧＡＴ 的

表达量ꎬ能够增加植物种子的含油量[２￣４]ꎮ 近年来ꎬ
控制脂肪酸合成途径中多种酶活性的转录因子已经

引起研究者的广泛关注ꎮ
ＷＲＩ１ 是 ＡＰ２ 类转录因子家族成员ꎬ包含 ２ 个

保守的 ＡＰ２ / ＥＲＦ 结构域ꎬ首次是从种子表皮有皱

纹的拟南芥突变体中分离出来的ꎬ命名为 ＷＲＩＮ￣
ＫＬＥＤ１[５] ꎮ 此外ꎬ在种子发育过程中ꎬＷＲＩ１ 突变体

种子不能将葡萄糖、蔗糖转化为脂肪酸合成的前

体ꎬ并且种子含油量降低了 ８０％ [５] ꎮ 相 反ꎬ以

ＷＲＩ１ 突变体为受体ꎬ过表达 ＡｔＷＲＩ１ 基因不仅可

以恢复突变体正常的种子外观ꎬ而且与野生型相

比增加了种子的含油量[６] ꎮ 在玉米中ꎬ过表达

ＺｍＷＲＩ１ 不影响转基因植株种子萌发、叶片发育和

作物产量ꎬ然而会增加转基因植株种子的含油

量[７] ꎮ 在大豆中ꎬ提高 ＧｍＷＲＩ１ｂ 基因的表达量增

加了大豆种子的含油量[８] ꎮ 此外ꎬ在拟南芥中过

表达油菜 ＢｎＷＲＩ１ 基因后ꎬ通过上调脂肪酸合成基

因 ＥＡＲ 的表达量增加了种子的含油量[９] ꎮ 综上所

述ꎬ尽管不同物种的 ＷＲＩ１ 基因已经被克隆并进行

了功能分析ꎬ然而这些物种的油脂主要积累在种

子胚中ꎬ而目前与油脂在植物种子胚乳中积累相

关的 ＷＲＩ１ 基因是否拥有相似功能的研究较少ꎮ
因此ꎬ挖掘与油脂在种子胚乳中积累相关的 ＷＲＩ１
基因并对其调控机制进行研究ꎬ对于胚乳油脂含

量的提高具有重要理论意义ꎮ
麻风树ꎬ又名小桐子ꎬ是一种多用途的木本植

物ꎬ具有抗旱、耐盐碱、耐贫瘠、胚乳含油量高等特

点ꎬ已被广泛认为是最适宜用于生产生物柴油的能

源植物之一[１０]ꎮ 在本研究中ꎬ笔者克隆了 １ 个麻风

树 ＡＰ２ 家族转录因子基因ꎬ将其命名为 ＪｃＷＲＩ１ꎬ并
在水稻中分析该基因的功能ꎬ以期为麻风树及其他

作物高含油品种的培育提供新的基因资源和理论依

据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

本试验所用的麻风树品种为 ＧＺＱＸ０４０１ 自交

系ꎬ水稻材料为粳稻中花 １１(ＺＨ１１)ꎮ 取麻风树授

粉后 ２９ ｄ、３５ ｄ、４１ ｄ、４５ ｄ 种子的胚、胚乳用于表达

模式分析ꎮ 本试验所用高保真酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、
ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体、限制性内切酶等试剂均购自宝生物

工程(大连)有限公司ꎮ
１.２　 基因克隆与植物表达载体的构建

按 ＪｃＷＲＩ１ 基因序列设计特异性引物ꎬ以麻风树

种子 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术克隆获得 Ｊｃ￣
ＷＲＩ１ 基因序列ꎬ电泳回收后将用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术扩增

得到的目的基因连接到 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体上ꎬ转化、扩
大培养、提取质粒后送北京奥科鼎盛生物科技有限

公司测序ꎬ随后将测序正确的目的基因从 ｐＭＤ１８￣Ｔ
载体切下来ꎬ最后通过 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将回收的目

的基因连接到植物表达载体上ꎬ再次将构建好的植

物表达载体送北京奥科鼎盛生物科技有限公司测

序ꎬ确保目的基因正确连接到植物表达载体上后ꎬ将
植物表达载体转入农杆菌 ＥＨＡ１０５ 中保存待用ꎮ
１.３　 ＪｃＷＲＩ１ 基因编码蛋白质的亚细胞定位分析

以麻风树种子 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 技

术克隆获得 ＪｃＷＲＩ１ 基因的全长编码序列(不含终

止密码子)ꎬ再将测序正确的序列连接到亚细胞定

位载体 ｐ￣ＧＦＰ 上ꎬ形成 ＪｃＷＲＩ１￣ＧＦＰ 融合表达载体ꎮ
然后将空载体和 ＪｃＷＲＩ１￣ＧＦＰ 融合表达载体通过聚

乙二醇(ＰＥＧ)介导的方法转移到拟南芥原生质体

细胞中ꎬ在荧光共聚焦显微镜下观察定位结果ꎮ
１.４　 转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻的获得

本研究以 ＺＨ１１ 愈伤组织为受体ꎬ通过农杆菌

ＥＨＡ１０５ 介导的转化法将构建好的 ＪｃＷＲＩ１ 表达载

体通过转基因方法转化到水稻中[１１]ꎬ通过潮霉素筛

选、β￣葡萄糖苷酸酶(ＧＵＳ)染色初步确定转基因植

株ꎬ最后通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测 ＪｃＷＲＩ１ 基因在野生

型(ＷＴ)、转基因水稻植株[包括转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水

稻 １ 号株系(ＯＥ１)、转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻 ２ 号株系

(ＯＥ２)、转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻 ３ 号株系(ＯＥ３)]中的

表达情况ꎬ最终确定有效转基因植株ꎬ并挑选 ３ 株用

于后续研究ꎮ
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１.５　 转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻的表型分析

野生型和转基因水稻种子萌发后ꎬ挑选生长一

致的幼苗并将其转移到水稻营养液中继续生长ꎬ１４
ｄ 后进行表型分析ꎬ选取 ３０ 株幼苗ꎬ统计其根长和

株高ꎮ
１.６　 野生型和转基因水稻种子脂肪酸、淀粉含量的

测定

　 　 脂肪酸组分的测定参考前人的研究方法[１２]ꎬ所
选材料为成熟的野生型水稻、转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻纯

合体种子和剑叶ꎬ首先称取 ５０ ｍｇ 种子ꎬ用三氯甲烷

彻底清洗后放入 １０ ｍｌ 玻璃瓶中ꎬ随后加入 １ ｍｌ ５％
(体积分数)Ｈ２ＳＯ４甲醇溶液、３００ μｌ 甲苯ꎬ并补充 ２０
μｌ ０􀆰 ２％(质量体积比)丁基羟基甲苯溶液ꎬ以 Ｃ１７ ∶ ０

作为内标(４０ μｌ)ꎬ然后将玻璃管在 ９０ ℃加热 １􀆰 ５
ｈꎮ 冷却至室温后ꎬ加入 １ ｍｌ ０􀆰 ９％(质量体积比)
ＮａＣｌ 并混合均匀ꎬ随后加入 ２ ｍｌ 己烷并混合均匀ꎬ
并在室温下４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ接着将上层溶液

转移到新的玻璃管中ꎬ向新的玻璃管中加入 ２ ｍｌ 己
烷并混合均匀ꎬ在室温、４ ０００ ｒ / ｍｉｎ条件下离心 ５
ｍｉｎꎬ然后将上层溶液转移到新玻璃管中ꎬ最后使用

配备火焰离子化检测器(ＦＩＤ)的 Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ ＧＣ
系统仪器在 ＨＰ￣８８ 色谱柱(３０􀆰 ００ ｍｍ×０􀆰 ２５ ｍｍ 内

径ꎬ膜厚 ０􀆰 ２０ μｍ)上通过气相色谱(ＧＣ)分析脂肪

酸甲酯提取物ꎮ 用野生型、转基因水稻植株成熟的

种子胚乳检测淀粉含量ꎬ具体操作方法参考淀粉总

量试剂盒(莱尔生物医药科技有限公司ꎬ货号:Ｋ￣

ＴＳＴＡ￣１００Ａ)说明书ꎮ
１.７　 野生型和转基因水稻植株含油量的测定

所用材料为成熟的野生型、转基因水稻胚乳和

剑叶ꎮ 首先将胚乳磨碎并于 ８０ ℃烘干ꎬ将叶片去除

叶绿素后于 ８０ ℃烘干ꎮ 将去除叶绿素后磨碎的叶

片粉末在干燥器中冷却后称质量ꎬ再将磨碎的粉末

放入 １０ ｍｌ 离心管中ꎬ然后加入 ２ ｍｌ 异丙醇且于 ８５
℃水浴 １０ ｍｉｎꎬ冷却至室温后ꎬ加入 ３ ｍｌ 正已烷并

静置 ５ ｍｉｎꎬ然后剧烈振荡ꎬ接着加入 ２􀆰 ５ ｍｌ １５％
Ｎａ２ＳＯ４上下颠倒后ꎬ将上层溶液转入 １ 个新的玻璃

管中ꎬ下层再加入 ５ ｍｌ 正己烷￣异丙醇(体积比７ ∶
２)再次萃取ꎮ 最后将玻璃管中萃取得到的有机相

用氮气吹干ꎬ烘干过夜后在干燥器内冷却ꎬ再次称玻

璃管质量ꎮ 种子、叶片含油率 ＝ (含油玻璃瓶质量－
玻璃瓶质量) /种子质量×１００％ꎮ
１.８　 ＲＮＡ 的提取及基因表达情况的检测

本研究所用材料中 ＲＮＡ 的提取均采用赛默飞世

尔科技(中国)有限公司的 ＲＮＡ 提取试剂盒(货号:
１２１８３０２５)ꎬｃＤＮＡ 链的合成采用 ＴａＫａＲａ 公司的逆转

录试剂盒(货号:６２１５Ａ)ꎮ 定量 ＰＣＲ 采用 ＬｉｇｈｔＣｙ￣
ｃｌｅｒ４８０Ⅱ实时荧光定量 ＰＣＲ 仪和 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 Ｆａｓｔ
ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 试剂盒ꎬ具体操作方法参照试剂盒说明书ꎮ
分别用 ＯｓＵｂｉｑｕｉｔｉｎ、ＪｃＡｃｔｉｎ 作为水稻、麻风树的内参

基因ꎬ用 ２－△△Ｃｔ计算基因的相对表达水平ꎬ本研究所

需引物序列见表 １ꎬ所有试验均进行 ３ 次生物学重复ꎮ

表 １　 本研究所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物类别 编号 正向引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 反向引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　

定量引物 ＪｃＷＲＩ１ ＧＧＡＡＧＡＡＣＣＡＡＣＣＧＣＡＧＡＴＡＧ ＡＣＡＣＴＴＴＧＣＴＧＴＡＣＣＡＴＧＡＡＡＡＣＡＣ

ＫＡＳＩＩＩ ＴＧＧＣＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＣＡＧＧＣ ＧＧＡＴＧＡＡＡＴＣＴＣＧＧＡＡＣＧＧＴＧＴ

ＰＤＨ￣Ｅ１β ＧＣＡＣＡＣＧＡＴＡＧＧＧＡＡＣＴＣＣＡＴＴＡ ＧＴＴＧＣＧＴＣＣＴＣＣＡＧＡＧＴＴＧＣ

ＰＤＨ￣Ｅ１α ＧＧＡＣＣＣＣＡＴＴＡＣＡＧＣＣＴＴＧＡＡ ＧＧＣＴＴＧＣＧＴＣＡＧＣＧＡＡＣＴＣ

ＥＮＲ１ ＣＧＡＡＧＴＧＧＧＧＡＡＣＡＣＡＧＣＡＧ ＴＴＴＡＴＴＣＡＡＧＡＡＡＣＡＡＧＣＣＧＣＡ

ＰＤＨ￣Ｅ２ ＴＧＧＧＡＴＣＡＡＧＡＡＣＣＡＡＡＴＧＣ ＡＧＴＧＣＣＴＣＡＧＧＧＡＡＡＡＡＣＡＡＴ

ＡＣＰ ＣＧＡＧＧＡＧＧＡＧＴＴＣＣＡＣＡＴＣＡＧ ＣＧＣＣＣＡＡＧＧＴＡＧＡＡＧＴＡＧＡＧＣ

ＪｃＡｃｔｉｎ ＴＡＡＴＧＧＴＣＣＣＴＣＴＧＧＡＴＧＴＧ ＡＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＡＡＧＣＡＧＣ

ＯｓＲＵＢ１ ＴＴＣＣＡＴＧＣＴＧＣＴＣＴＡＣＣＡＣＡＧ ＡＧＧＧＴＴＣＡＣＡＡＧＴＣＴＧＣＣＴＡＴＴ

全长引物 ＪｃＷＲＩ１ ＡＴＧＧＣＧＡＡＧＡＧＡＴＣＧＴＣＴＣＣ ＴＣＡＧＴＴＧＣＡＣＡＣＡＣＴＧＡＴＣＡ
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２　 结果与分析

２.１　 ＪｃＷＲＩ１ 基因的生物信息学分析

设计特异性引物ꎬ以麻风树种子 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术克隆出 ＪｃＷＲＩ１ 基因ꎬ随后进行测

序并通过美国国立生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)网站

的 ＢｌａｓｔＰ 程序进行比对ꎮ 比对结果表明ꎬ该基因开

放阅读框全长 １ １３７ ｂｐꎬ 编码 ３７８ 个氨基酸(Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 登录号:ＪＣＧＺ＿０９７２７)ꎮ 多序列比对结果表明ꎬ

ＪｃＷＲＩ１ 基因编码的蛋白质含有 ２ 个保守的 ＡＰ２ /
ＥＲＦ 结构域ꎬ且与拟南芥 ＡｔＷＲＩ１ 蛋白、水稻 Ｏｓ￣
ＷＲＩ１ 蛋白高度同源(图 １)ꎮ 此外的研究结果表明ꎬ
在拟南芥中ꎬ第 １ 个 ＡＰ２ / ＥＲＦ 结构域中的 ＶＹＬ 基

序对于维持 ＡｔＷＲＩ１ 在调控植物发育方面的功能是

至关重要的[１３]ꎮ 本研究结果表明ꎬＶＹＬ 基序也存在

于 ＪｃＷＲＩ１ 蛋白序列中(图 １)ꎮ 说明ꎬＶＹＬ 基序在

ＷＲＩ１ 蛋白中是高度保守的ꎮ

字母底色为深色表示保守氨基酸ꎻ字母底色为浅色表示不保守氨基酸ꎻ划线部分表示 ＡＰ２ / ＥＲＦ 区域ꎮ
图 １　 ＪｃＷＲＩ１ 蛋白的氨基酸序列分析

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＪｃＷＲＩ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.２　 ＪｃＷＲＩ１ 基因的表达模式分析

对麻风树不同组织及种子不同发育时期的转录

组测序结果表明ꎬＪｃＷＲＩ１ 基因在根、茎和叶中没有检

测到表达ꎬ仅在种子中检测到高表达ꎮ 为了验证转录

组测序结果的可靠性ꎬ通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测 Ｊｃ￣
ＷＲＩ１ 在麻风树种子不同发育时期的胚、胚乳中的表

达ꎮ 结果表明ꎬ在麻风树种子胚中没有检测到 Ｊｃ￣
ＷＲＩ１ 基因表达ꎬ仅在胚乳中检测到 ＪｃＷＲＩ１ 基因的表

达ꎬ且在授粉后 ３５ ｄ 的胚乳中相对表达量最高(图
２)ꎮ 说明ꎬＪｃＷＲＩ１ 基因也许在麻风树种子发育过程

中起重要的调控作用ꎮ
２.３　 ＪｃＷＲＩ１ 基因编码蛋白质的亚细胞定位分析

为了 明 确 ＪｃＷＲＩ１ 蛋 白 的 特 性ꎬ 通 过 ＲＴ￣

ＰＣＲ 克隆了 ＪｃＷＲＩ１ 开放阅读框序列(不含终止

子) ꎬ测 序 后 通 过 酶 切 连 接 的 方 法 构 建 了 Ｊｃ￣
ＷＲＩ１￣ＧＦＰ 融合表达载体ꎮ 随后通过 ＰＥＧ 介导

的拟南芥原生质体转化的方法将空载体和 Ｊｃ￣
ＷＲＩ１￣ＧＦＰ 融合表达载体分别转化到拟南芥原

生质体细胞中ꎮ 于 ２５ ℃ 过夜培养后ꎬ将拟南芥

原生质体细胞置于荧光共聚焦显微镜下观察定

位情况ꎮ 结果表明ꎬ空载体转化的细胞中所有

细胞器中都检测到了绿色荧光信号ꎬ然而在 Ｊｃ￣
ＷＲＩ１￣ＧＦＰ 融合表达载体转化的细胞中ꎬ仅在细

胞核中检测到了绿色荧光信号(图 ３) ꎮ 本研究

结果进一步表明ꎬ ＪｃＷＲＩ１ 基因编码 １ 个核定位

蛋白质ꎮ
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图 ２　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析 ＪｃＷＲＩ１ 基因在麻风树授粉后 ２９ ｄ、３５ ｄ、４１ ｄ、４５ ｄ 胚(Ｅｍ)、胚乳(Ｅｎ)中的表达情况

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＪｃＷＲＩ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏ (Ｅｍ) ａｎｄ ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ (Ｅｎ) ｏｆ ｐｈｙｓｉｃ ｎｕｔ ａｔ ２９ ｄꎬ ３５ ｄꎬ ４１ ｄꎬ ４５
ｄ ａｆｔｅｒ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ

比例尺:１０ μｍꎮ
图 ３　 ＪｃＷＲＩ１ 基因编码蛋白质的亚细胞定位

Ｆｉｇ.３ 　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＪｃＷＲＩ１
ｇｅｎｅ

２.４　 转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻的表型分析

为了研究 ＪｃＷＲＩ１ 基因的生物学功能ꎬ本研究构

建了 ＪｃＷＲＩ１ 基因过表达的转基因水稻植株ꎬ并选取

３ 株转基因水稻(ＯＥ１、ＯＥ２、ＯＥ３)用于后续功能研

究ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明ꎬＪｃＷＲＩ１ 基因在野生型水稻

中没有表达ꎬ然而在转基因水稻中高表达ꎮ 表型分

析结果表明ꎬ过表达 ＪｃＷＲＩ１ 基因不影响转基因水稻

根、地上部分的生长发育ꎮ 统计学分析结果表明ꎬ转
ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻根长、地上部分的高度与野生型植

株相比没有明显差异(图 ４)ꎮ 为了分析提高 Ｊｃ￣
ＷＲＩ１ 表达量是否会影响转基因水稻的生长发育情

况ꎬ本研究进一步统计了成熟植株的高度ꎬ结果表

明ꎬ野生型、转基因水稻(ＯＥ１、ＯＥ２、ＯＥ３ 株系)的株

高分别为 ８９.５２ ｃｍ、８８.８０ ｃｍ、８８.６２ ｃｍ 和 ８８.９０ ｃｍꎬ
进一步表明过表达 ＪｃＷＲＩ１ 基因不会影响转基因水

稻的生长发育ꎮ
２.５　 转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻胚乳脂肪酸成分分析

为了明确提高 ＪｃＷＲＩ１ 基因表达量是否会影响

转基因水稻的脂肪酸成分ꎬ通过气相色谱的方法分

析了野生型、转基因水稻胚乳的脂肪酸成分ꎮ 由图

５ 可以看出ꎬ水稻胚乳中主要含有 Ｃ１４ ∶ ０、 Ｃ１６ ∶ ０、
Ｃ１６ ∶ １、Ｃ１８ ∶ ０、Ｃ１８ ∶ １、Ｃ１８ ∶ ２、Ｃ１８ ∶ ３、Ｃ２０ ∶ ０ 和 Ｃ２０ ∶ １ꎬ其中

Ｃ１６ ∶ ０、Ｃ１８ ∶ １和 Ｃ１８ ∶ ２为主要脂肪酸成分ꎬ三者占比约

为 ９０％ꎮ 研究结果还显示ꎬ与野生型植株相比ꎬ转
ＪｃＷＲＩ１ 基因植株中 Ｃ１４ ∶ ０、Ｃ１８ ∶ ０和 Ｃ２０ ∶ ０脂肪酸成分

的含量显著低于野生型ꎬ然而 Ｃ１６ ∶ １和 Ｃ１８ ∶ １在转基

因水稻中的含量显著高于野生型ꎮ 综上所述ꎬ过表

达 ＪｃＷＲＩ１ 改变了转基因水稻胚乳中脂肪酸成分ꎮ
２.６　 转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻叶片脂肪酸成分分析

　 　 为了验证过表达 ＪｃＷＲＩ１ 基因是否会影响转基因

水稻叶片脂肪酸组分ꎬ笔者进一步分析了野生型和转

ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻旗叶中脂肪酸组分ꎮ 结果表明ꎬ
Ｃ１６ ∶ ０、Ｃ１８ ∶ ２和 Ｃ１８ ∶ ３为水稻旗叶的主要脂肪酸成分ꎬ三
者占所有组分的比例为 ８９％ꎻ与野生型水稻相比ꎬ
Ｃ１６ ∶ １在转基因水稻中的含量显著提高ꎬ然而 Ｃ１８ ∶ ０在

转基因水稻中的含量却显著低于野生型(图 ６)ꎮ
２.７ 　 转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻叶片和胚乳中含油量

分析

　 　 表达模式分析结果表明ꎬＪｃＷＲＩ１ 基因主要在麻

风树胚乳中表达(图 ２)ꎮ 此外前人研究发现ꎬ麻风树

中的油主要积累在胚乳中ꎬ且含量高达 ５０％ꎮ 因此ꎬ
为了验证 ＪｃＷＲＩ１ 基因在麻风树种子胚乳发育中的功

能ꎬ首先检测了转 ＪｃＷＲＩ１ 基因植株种子的千粒质量ꎮ
图 ７ｂ 结果表明ꎬ与野生型水稻相比ꎬ转基因水稻种子

千粒质量没有显著差异ꎮ 随后ꎬ检测了野生型水稻和

转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻种子胚乳中的含油量、淀粉含量ꎬ
结果表明ꎬ与野生型水稻相比ꎬ过表达 ＪｃＷＲＩ１ 基因显

著增加了转基因水稻种子胚乳的含油量(图 ７ａ)ꎬ但
是降低了转基因水稻种子胚乳中淀粉含量(图 ７ｃ)ꎮ
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ａ.转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻和野生型植株表型分析ꎻｂ.转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻和野生型株高ꎻｃ.ＪｃＷＲＩ１ 基因在野生型和转基因水稻中的表达ꎻｄ.转 Ｊｃ￣
ＷＲＩ１ 基因水稻和野生型根长ꎮ ＷＴ:野生型ꎻＯＥ１:转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻 １ 号株系ꎻＯＥ２:转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻 ２ 号株系ꎻＯＥ３:转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水

稻 ３ 号株系ꎮ
图 ４　 转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻植株的表型分析

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＪｃＷＲＩ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ ｐｌａｎｔｓ

∗∗表示转基因水稻与野生型相比差异显著(Ｐ<０.０１)ꎮ ＷＴ:野生型ꎻＯＥ１:转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻 １ 号株系ꎻＯＥ２:转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻 ２ 号株

系ꎻＯＥ３:转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻 ３ 号株系ꎮ
图 ５　 野生型和转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻胚乳脂肪酸组分

Ｆｉｇ.５　 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ＪｃＷＲＩ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ

进一步检测水稻叶片中含油量ꎬ结果表明ꎬ转 ＪｃＷＲＩ１
基因水稻叶片的含油量明显高于野生型水稻(图
７ｄ)ꎮ
２.８　 过表达 ＪｃＷＲＩ１ 基因改变脂肪酸合成相关基

因的表达

　 　 为了阐明 ＪｃＷＲＩ１ 基因参与水稻胚乳含油量调

控的分子机制ꎬ通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术进一步检测了脂

肪酸合成相关基因在野生型、转基因水稻中的表达

情况ꎮ 结果表明ꎬ与野生水稻相比ꎬ脂肪酸合成相关

基因 ( ＫＡＳＩＩＩ、 ＰＤＨ￣Ｅ１ β、 ＥＮＲ１、 ＰＤＨ￣Ｅ２、 ＡＣＰ 和

ＰＤＨ￣Ｅ１α)在转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻中的相对表达量

显著高于在野生型(图 ８)ꎮ 表明过表达 ＪｃＷＲＩ１ 基

因增加了转基因水稻胚乳含油量的部分原因可能是

因为上调了脂肪酸合成相关基因的表达量ꎮ
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∗∗表示转基因水稻与 ＷＴ 相比差异显著(Ｐ<０.０１)ꎮ ＷＴ:野生型ꎻＯＥ１:转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻 １ 号株系ꎻＯＥ２:转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻 ２ 号株系ꎻ
ＯＥ３:转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻 ３ 号株系ꎮ

图 ６　 野生型和转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻旗叶脂肪酸组分

Ｆｉｇ.６　 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｆｌａｇ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｒｉｃｅ ａｎｄ ＪｃＷＲＩ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ

ａ:野生型和转基因水稻种子胚乳含油量ꎻｂ:千粒质量ꎻｃ:野生型和转基因植株种子胚乳淀粉含量ꎻｄ:野生型和转基因水稻叶片含油量ꎮ ∗∗
表示转基因水稻与 ＷＴ 相比差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎬ∗表示转基因水稻与 ＷＴ 相比差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ ＷＴ:野生型ꎻＯＥ１:转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水

稻 １ 号株系ꎻＯＥ２:转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻 ２ 号株系ꎻＯＥ３:转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻 ３ 号株系ꎮ
图 ７　 野生型、转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻千粒质量及胚乳、叶片含油量

Ｆｉｇ.７　 Ｔｈｏｕｓａｎｄ￣ｇｒａｉｎ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｏｉｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｒｉｃｅ ａｎｄ ＪｃＷＲＩ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ

３　 结论与讨论

ＡＰ２ 家族是一类至少包含 １ 个保守 ＡＰ２ / ＥＲＦ
结构域的转录因子ꎬ该家族成员在植物生长发育及

油脂合成中起重要的调控作用[１４￣１５]ꎮ 尽管一些物

种的 ＡＰ２ 转录因子已经被克隆和进行功能分析ꎬ但
是关于麻风树 ＡＰ２ 家族成员的生物学功能研究未

见报道ꎮ 在本研究中ꎬ克隆了油脂合成关键调控因

子编码基因 ＷＲＩ１ 在麻风树中的同源基因ꎬ将其命

名为 ＪｃＷＲＩ１ꎬ并分析了该基因的功能ꎬ结果表明ꎬ在
水稻中过表达 ＪｃＷＲＩ１ 基因增加了转基因植株叶片、
胚乳中的含油量ꎮ
　 　 前人研究发现ꎬ在玉米中过表达 ＺｍＷＲＩ１ 基因

不影响转基因植株叶片的发育[７]ꎮ 本研究也发现ꎬ
异位表达 ＪｃＷＲＩ１ 基因对转基因植物叶片发育也没

有明显影响ꎬ且过表达 ＪｃＷＲＩ１ 增加了转基因植株叶

片的含油量ꎮ 另外ꎬ在拟南芥中异位表达 ＡｔＷＲＩ１ 基

因增加了转基因拟南芥叶片的含油量ꎬ且 ＷＲＩ１ 突
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∗∗表示与 ＷＴ 相比差异显著(Ｐ<０.０１)ꎮ ＷＴ:野生型ꎻＯＥ１:ＪｃＷＲＩ１ 转基因水稻 １ 号株系ꎻＯＥ２:ＪｃＷＲＩ１ 转基因水稻 ２ 号株系ꎻＯＥ３:ＪｃＷＲＩ１
转基因水稻 ３ 号株系ꎮ

图 ８　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测脂肪酸合成相关基因在野生型和转基因水稻中的表达量

Ｆｉｇ.８　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｒｉｃｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

变体对叶片发育没有影响[１３]ꎮ 以上结果表明ꎬＪｃ￣
ＷＲＩ１ 基因在调控叶片脂肪酸和三酰基甘油(ＴＡＧ)
合成中的功能是相对保守的ꎮ 综上所述ꎬＷＲＩ１ 的异

位表达可以用来作为提高植物营养器官含油量的有

效路径ꎮ 与野生型相比ꎬ拟南芥 ＷＲＩ１ 突变体胚、胚
乳中的含油量都明显降低[５ꎬ１６￣１９]ꎮ 本研究发现ꎬ提
高 ＪｃＷＲＩ１ 基因的表达量增加了转基因植株胚乳中

的含油量ꎮ 可见ꎬＷＲＩ１ 在种子油脂合成中的功能也

是相对保守的ꎮ
尽管转 ＪｃＷＲＩ１ 基因水稻胚乳、叶片的含油量与

野生型相比都显著增加ꎬ但是胚乳、叶片中的脂肪酸

组分差异很大ꎮ 本研究结果表明ꎬ在转基因水稻胚

乳中ꎬ约 ３０％的脂肪酸被用来合成 Ｃ１８ ∶ １ꎬ然而 Ｃ１８ ∶ ３

含量低于 ２％ꎮ 形成鲜明对比的是ꎬ在叶片中ꎬ含量

最高的脂肪酸组分是 Ｃ１８ ∶ ３(约为 ６８％)ꎬ然而 Ｃ１８ ∶ １

含量仅为 ２􀆰 ８％ꎮ 本研究为进一步研究麻风树种子

发育和作物高油品种的培育提供了新的基因资源和

理论依据ꎮ
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