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摘要:研究了不同剂量
60
Coγ辐照小麦种子后 ,种胚在萌动的不同阶段反转录转座子 WIS2-1A 的

表达活性 ,分析了60Coγ射线对WIS2-1A 表达的时间效应和剂量效应 。结果表明 ,WIS2-1A 的表

达活性随培养时间的延长而降低;种子培养时间不同 ,对于60 Coγ辐照剂量有不同的敏感性 ,相对于

其他培养时间和剂量 ,在种子培养 45h受到 100 Gy
60
Coγ辐照的时候更能有效激活反转录转座子

WIS2-1A 的表达。
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Abstract:The pape r studied the t ranscription activity of ret rot ranspo son WIS2-1A at dif fe rent de-

velopmental stages of seeds w hen trea ted w ith di ffe rent doses of 60 Coγir radiat ion.The time and

do se effect of
60
Coγ-ray on the t ranscription of W IS2-1A were analy zed.The resul ts show ed that

the transcription act ivity o f WIS2-1A decreased w ith the pro longed incubation time o f seeds.The

sensitivi ty of seeds to 60Coγ-ray dose was dif ferent at dif fe rent incubation time.The seeds af ter 45

hour of incubation had the highe st expression act ivity o f Retrot ranspo son WIS2-1A when they

were i rradiated wi th 100 Gy
60
Coγ-ray.
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　　反转录转座子是真核生物界最重要的组成元件

之一 ,广泛存在于高等植物 ,其大小占玉米整个基因

组的 50%～ 80%,水稻的 17%,普通小麦中达到

90%以上
[ 1]
。它通过 RNA 为中介进行转座 , 每转

座一次拷贝数就增加一份 ,极大影响了基因组的大

小 、结构 、功能和进化 。小麦中反转录转座子可分为

7个家族(Fam ily1 ～ 7),它们多数都处在不活动状

态 ,在生物或非生物胁迫下会有转座现象发生。

WIS2-1A是小麦中发现的第 1个反转录转座子 ,在

小麦中广泛分布 ,是 Family 6的代表
[ 2]
。WIS2-1A

在每个六倍体小麦基因组中约有 200个拷贝 ,在新

合成六倍体小麦中具有较高活性并能稳定表达 ,当
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它处于活跃状态时 , 2个长末端重复序列 LTRs 能

激活侧翼基因的转录形成已知基因的有义或反义转

录物造成相应基因的表达或沉默[ 3] 。近来还发现反

转录转座子的活动或沉默与组氨酸和 DNA 甲基化

的突变形成有关
[ 4]
。

60
Coγ射线是一种高能量 、长射程的诱变源 ,很

早就作为主要的诱变因子应用于植物辐射育种。早

在 20世纪 90 年代 ,高明尉 、陈秋方等
[ 5 , 6]
分别用

6 0
Coγ射线处理小麦和水稻愈伤组织 ,从中发现了多

种染色体倍性突变 ,得到了早熟 、矮秆等有益变异 ,

并从再生植株群体中选育出具有高产 、早熟 、抗病等

优良性状的新品种。近年来 ,国内
60
Coγ射线主要应

用于提高产量 、植株矮化 、早熟和抗病等作物改良方

面 ,国际上主要关注于癌症相关的基因调控研究[ 7] ,

至今缺乏和变异紧密相关的反转录转座子与诱变

源60Coγ射线的直接关系的报道。

本研究首次采用不同剂量
60
Coγ射线辐照小麦

种子 ,研究种胚在萌动的不同阶段反转录转座子

WIS2-1A 的表达活性 ,旨在更深入地了解反转录转

座子对
60
Coγ射线的辐射敏感性 ,掌握 WIS2-1A 的

表达规律 ,为诱变育种提供新的方法和思路。

1　材料和方法

1.1　材料

2007年 6月初从温县收获冬小麦国审小偃 81

(2003016),单株脱粒 ,从中挑选大小一致的麦粒作

为试验材料。

1.2　方法

1.2.1　辐照　挑选 300粒种子 ,每 100粒种子装入

一个透明塑料袋 ,在河南省科学院同位素研究所接

受不同剂量60 Coγ射线的辐照 ,辐照活度为 7.4 ×

10
15

Bq ,辐照剂量分别为 100 Gy 、300 Gy 和 500

Gy 。以没有接受辐照的种子为对照。

1.2.2　RNA 提取和 cDNA 第 1链合成　对照及

处理的种子都在培养箱中进行 25℃的暗培养 ,分别

在培养的第 30小时 ,45小时和 60小时取材。为尽

量消除个体间差异 ,在每个时间点切 15 粒种胚 ,用

T rizol 法(invit rogen)提取总 RNA 。 1.0mg 总

RNA 作为模板 ,随机引物为 pd(N)9 ,按照 TaKaRa

公司的 M-MLV(RNaseH-)使用说明反转录合成

cDNA 第 1链 ,同时做不加反转录酶的对照确保没

有基因组 DNA 的污染 。

1.2.3 　实时定量 PCR 和基因表达分析 　根据

WIS2-1A(GenBank 号:X63184)及 18s rRNA(Gen-

Bank号:AY049040)基因的保守区段设计特异性引

物 , cDNA 第 1 链产物稀释 5 倍作为模板 , 按照

SYBR★R Premix Ex TaqTM kit (T aKaRa)的试验说

明 ,在 A pplied Bio sy stems 7500(U.S.A.)中进行

实时定量 PCR反应。反应过程:95℃ 10 s预热 ,紧

接着 95℃5 s , 60℃34 s ,40个循环 ,每个样本的目

标基因WIS2-1A和内对照基因18s rRNA 都要做3

个重复 。每一个反应结束后为确保引物特异性和有

效性要进行一个溶解曲线的分析。用 2-ΔΔct方法计

算出反转录转座子 WIS2-1A 基因的相对表达量 ,在

图中用 log 10 (relativ e quantification)表 示。用

ANOVA 方法对相对基因表达量进行统计学分析 ,

P <0.05 表示显著水平 , P <0.01 表示极显著

水平。 　　

2　结果与分析

2.1　60Coγ射线对WIS2-1A 表达的时间效应

图 1 是没有经过照射的种子在 30 h 、45h 和

60 h WIS2-1A 的基因表达情况 ,分别以不同处理下

30 h 的表达量作为基准 , 可以清楚看到在 45 h

WIS2-1A的表达量显著下降 。随着种子培养时间

的延长 ,到 60h ,WIS2-1A 的表达量继续下降。经

过剂量分别为 100Gy 、300Gy
60
Coγ射线照射的种

子 ,WIS2-1A 的表达和没有照射的种子一样随着培

养时间的延长 ,45 h 和 60 h的表达量都比 30 h有明

显下降(图 1B , C)。而经过 500 Gy 60 Coγ射线照射

后 ,WIS2-1A 的表达在 45 h 的时候比基准 30 h 的

表达量明显提高 ,到 60 h 又大幅下降(图 1D)。以

上结果表明 ,WIS2-1A 的表达活性随着种子培养时

间的延长而下降 , 100 Gy 与 300 Gy 60Coγ辐射无法

改变这种下降趋势 ,接受较大剂量 500 Gy 照射后 ,

能在一定的延长时间内比如 45 h提高表达活性 ,随

着时间进一步延长 ,到 60 h ,WIS2-1A 的活性进一

步被抑制而无法被激活 。

图 1　60Coγ射线对WIS2-1A表达的时间效应
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2.2　60Coγ射线对WIS2-1A表达的剂量效应

分别以30h 、45 h 和60 h未经过
60
Coγ射线辐照

的种胚中WIS2-1A表达量为基准 ,经过剂量分别为

100 Gy 、300 Gy 和 500 Gy 60Coγ射线照射后WIS2-

1A 的表达变化情况表明 , 30 h 与 60 h 的变化趋势

基本一致 ,在 300 Gy
60
Coγ照射后 ,WIS2-1A 的表

达略有增加 , 100 Gy 与 500 Gy 60 Coγ射线都抑制

WIS2-1A 的表达。45 h 时 , 100 Gy 60Coγ射线刺激

WIS2-1A 的表达有较显著地提高 ,随着辐射剂量增

加WIS2-1A 表达活性受到较大抑制 。总体来看 ,在

培养的不同时间 ,经过不同剂量60Coγ射线处理的种

胚中WIS2-1A 的表达没有规律性 ,种子培养时间不

同 ,对于
60
Coγ辐照剂量有不同的敏感性 ,相对于其

他培养时间和剂量 ,在种子培养 45 h 的时候似乎更

能有效激活反转录转座子 WIS2-1A 的表达。

图 2　60Coγ射线对WIS2-1A表达的剂量效应

3　讨论

60 Coγ辐射通过线性能量传递能够引起 DNA

的改变 ,但目前的研究主要停留在细胞学水平 ,用于

直接产生突变体或者观察生物体内代谢物质的改

变 ,很少见60Coγ射线与特定基因或者蛋白关系的报

道。反转录转座子的自主复制并转座插入到基因组

内的特性很容易引起遗传重组 ,造成整个基因组的

不稳定 ,严重情况下可导致植株突变和死亡。本试

验用 RT-PCR的方法研究了不同剂量60 Coγ射线处

理的小麦种胚中 WIS2-1A 的表达情况 ,发现 WIS2-

1A的表达活性随着种子培养时间延长而下降 ,100

Gy 与 300 Gy 60 Coγ辐射无法改变这种下降趋势 ,

较大剂量 500 Gy 60Coγ能在一定的延长时间内比如

45 h内刺激WIS2-1A 的表达有一定程度的增加 , 60

h表达又受到抑制 。唐益苗等
[ 8]
的研究表明:小麦

中一个属于 family 4 的反转录转座子受到胁迫后

24 h的表达量最高 , 48 h恢复原来的表达水平 ,这与

本试验结果一致 。因此 ,在较短的时间内反转录转

座子的活性较高 ,受到外界胁迫的情况下也更容易

被激活 。

本试验结果表明 ,WIS2-1A 在小麦种胚中有持

续低水平的表达 , 60Coγ辐照能够刺激表达增加或抑

制表达 。种子培养时间不同 ,对于60Coγ辐照剂量有

不同的敏感性 ,在种子培养 30h 和 60 h 时 ,WIS2-

1A 的表达对 300 Gy
60
Coγ辐照较敏感;45 h 时 ,在

100 Gy 60Coγ刺激下 ,WIS2-1A 的相对表达量达到

最大值 ,因此 ,在培养 45 h 、 100 Gy 60Coγ辐射的条

件下 , 更能有效激活反转录转座子 WIS2-1A 的

表达。
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