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摘要: 基因工程技术是未来提高种子抗老化能力的理想途径。种子人工老化试验结果表明, 水稻(Oryza sativa) 
‘Kasalath’与其农杆菌转导pri-osa-miR164c突变体株系L8-1-2和L8-2-6-1的种子抗老化能力存在显著差异。qRT-
PCR和基因组重测序分析显示, 一方面, L8-1-2和L8-2-6-1种子的miR164c表达量分别低于和高于野生型; 另一方

面, L8-1-2和L8-2-6-1的基因组发生了大量的单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)和插入/缺失

(insertion/deletion, InDel)突变且存在显著差异。因此推测pri-osa-miR164c导入‘Kasalath’后引起miR164c的差异

表达和基因组变异可能是突变体株系L8-1-2、L8-2-6-1种子抗老化能力或种子活力发生变化的一个重要原因。

关键词: 水稻种子; 抗老化能力; 遗传转化; miR164c; 基因组变异

水稻是世界上最重要的粮食作物之一, 全世

界约有1/2人口的主粮为稻米(许惠滨等2017), 因
此, 在生产实践中保证水稻的高产和稳产意义重

大。水稻的正常生长发育离不开高质量种子。种

子寿命或活力是判断水稻种子质量高低的一个重

要生理指标(沈圣泉等2005)。种子在发育过程中, 
随着有机物的逐渐积累, 蛋白质、淀粉等含量显

著增加, 种子活力也随之提高, 并在生理成熟期达

到峰值(刁丽荣等2016); 成熟种子在储藏过程中, 
其活力会不可逆地下降, 即“劣变”或“老化”, 并伴

随着许多生理生化变化, 如脂质过氧化、蛋白质降

解或活性降低(Min等2017)、膜损伤、细胞器破坏、

DNA损伤(Waterworth等2015)和RNA降解(Fleming
等2019)等等。我国每年因水稻种子在储藏期间活

力下降而造成巨大的经济损失。为延长种子寿命, 
迄今主要针对不同品种种子的最适储藏时间、温

度、湿度等条件开展了相关研究(耿月明等2014)。
不同含水量种子分别采用牛皮纸袋和加厚PE-PA
材质包装袋包装于5°C贮藏12个月后种子活力、生

活力显著高于室温贮藏; 高活力种子在萌发过程

中有较多的赤霉素(GA3)积累, 脱落酸(ABA)含量

较少, 从而促进种子萌发(林程等2017)。大多数种

子资源通常是经过干燥处理后进行冷冻保存以延

长其寿命, 因此需要投入大量资金建设并维持冷

藏库或气调库运转以获得种子的最适储藏条件

(Genkawa等2008)。随着水稻育种研究的不断深入

和分子生物学技术的进步, 从基因水平上改良种子

的抗老化能力或储藏耐性具有广阔的应用前景。

有研究发现, LOX、OSALDH7、PIMT等基因对水

稻种子抗老化能力具有重要影响(蒋家月等2008; 
Shin等2009; Verma等2013; Wei等2015), Suzuki等
(1992)从水稻种质库中筛选到多份LOX3基因缺失

的耐储藏材料。miRNA也参与水稻种子活力的调

控(吴多2015; Zhou等2020)。目前, 全基因组关联

分析(genome-wide association study, GWAS)在水稻

遗传学相关研究方面已得到广泛应用, 该方法能快

速准确地检测出全基因组中的单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism, SNP)位点、插入/
缺失(insertion/deletion, InDel)位点、结构变异

(structure variation, SV)位点和拷贝数变异(copy 
number variation, CNV)位点等, 从而发现与重要农

艺性状连锁的等位基因或基因组区段, 为在基因

组水平上进行分子设计育种提供了有力依据。

GWAS技术在水稻的抗逆性、叶形、种子粒形、

糯性相关基因的挖掘以及miRNA介导基因沉默机

制等方面的研究已取得了重要进展(Zhao等2011; 
王丹2017; 姜洪真等2018), 但在水稻种子抗老化能

力方面尚未见研究报道。

本研究基于农杆菌转导pri-osa-miR164c入水

稻‘Kasalath’的两个突变体株系L8-1-2和L8-2-6-1
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的种子, 与野生型相比其抗老化能力有明显差异, 随
后我们比较了miR164c在三个材料种子中的表达量

差异, 并通过全基因组重测序技术(whole genome 
resequencing, WGR), 分析了外源基因的插入位点

和两个突变体株系与野生型的基因组差异, 为揭示

水稻种子抗老化能力的分子调控机制和利用基因

工程技术改良种子抗老化能力提供了依据。

1  材料与方法

1.1  植物材料

水稻(Oryza sativa L.) ‘Kasalath’ (野生型, WT)
及其转导pri-osa-miR164c的突变体株系L8-1-2和
L8-2-6-1的T6代种子。转导水稻的方法参考Zhou
等(2020)。
1.2  种子的人工老化处理和萌发试验

种子在(43±2)°C和100%相对湿度条件下进行

人工老化处理, 具体操作参考Zhou等(2020)的方

法; 种子萌发试验参考宋松泉等(2005)的方法。以

胚根突出谷壳视为种子萌发, 萌发率(%)=萌发种

子数/供试种子数×100, 计算3次重复的平均值。

1.3  总RNA提取、cDNA合成及qRT-PCR分析

使用北京全式金的TransZol Plant试剂盒, 按
供应商提供的操作说明提取水稻种子胚的总RNA。

miRNA逆转录反应按南京诺唯赞生物科技有限公

司提供的miRNA 1st strand cDNA synthesis kit (by 
stem-loop)及其说明进行, cDNA产物稀释10倍后

置于−20°C冰箱保存备用。miR164c表达的qRT- 
PCR (quantitative real-time PCR)分析采用诺唯赞

的miRNA universal SYBR qPCR master mix试剂盒, 
反应体系为10 μL, 反应程序为95°C 5 min; (95°C 
10 s, 60°C 30 s, 72°C 15 s)×40个循环。PCR反应

后, 采用65~95°C、温度间隔0.5°C进行熔解曲线分

析。所有反应均在荧光定量PCR平台(PikoReal 
RT-PCR system, Thermo Scientific公司)进行, 相关

引物见表1。基因的相对表达水平通过2–ΔΔCT方法

计算, 设置3次生物学重复和3次技术重复。

1.4  基因组重测序分析

水稻种子萌发后, 种子胚生长发育形成新的

植物体, 其根、茎、叶等营养组织来源于种子胚

细胞的有丝分裂、伸长生长和分化, 有相同的遗

传组成。取水稻‘Kasalath’、突变体株系L8-1-2和
L8-2-6-1的种子萌发后营养生长形成的正常植株

的成熟叶片各1 g, 液氮速冻后, 用干冰包裹运送至

晶能生物公司, 在IlluminaHiSeq 3000测序平台进行

基因组重测序分析。使用短reads对比软件BWA, 
将去除杂质序列的reads比对水稻‘日本晴’基因组

(http://rice.plantbiology.msu.eduindex.shtml), 从而

得到水稻‘Kasalath’基因组序列信息; 然后比对

‘Kasalath’基因组, 获得突变体株系L8-1-2和L8-2-6-1
的基因组差异。

1.5  T-DNA插入位点的PCR验证

基于上述重测序分析获得的突变体株系L8-1-2
和L8-2-6-1的T-DNA插入位点, 利用软件Primer 
Premier 5设计鉴定插入位点的PCR引物(表1), 正向

引物为载体DNA序列, 反向引物对应基因组DNA
序列, L8-1-2的预期扩增片段大小约230 bp; L8-2-6-1

表1  实验所用的引物

Table 1  Primers used in this study

      引物名称	                                                       引物序列(5'→3' )

L8-1-2 T-DNA F GCTGCAAAGTTAGGGTTT
L8-1-2 T-DNA R	 TGCCGCCTTACAACG
L8-2-6-1 T-DNA F	 TCTGGCCGTTTAATCCA
L8-2-6-1 T-DNA R	 CCGTTCTTCCGAATAGCAT
os-miR164c F	 CGCGTGGAGAAGCAGGGTA
os-miR164c R	 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGCACG
U6 F	 TACAGATAAGATTAGCATGGCCCC
U6 R	 GGACCATTTCTCGATTTGTACGTG
os-actin F	 CAATGTGCCAGCTATGTATGTCGCC
os-actin R	 TTCCCGTTCAGCAGTGGTAGTGAAG
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的预期扩增片段大小约225 bp。采用康为世纪生

物公司的2×Es TaqMasterMix (Dye)试剂盒进行

PCR扩增。

1.6  数据的统计分析

水稻野生型‘Kasalath’ (WT)及其突变体株系

L8-1-2和L8-2-6-1的种子人工老化前后萌发率和

miR164c表达量比较, 采用OriginPro 9.1软件绘制

图表, WT、L8-1-2和L8-2-6-1彼此间的相同老化时

间处理种子的萌发率和miR164c表达量用t-检验法

进行差异显著性分析。

2  实验结果

2.1  水稻‘Kasalath’与突变体株系L8-1-2和L8-2-6-1
种子抗老化能力存在差异

人工老化处理后的种子萌发率变化是评价种

子抗老化能力的重要生理指标。图1结果表明, 未
老化处理的突变体株系L8-1-2和L8-2-6-1的种子萌

发率均高于野生型种子, 且L8-2-6-1与野生型之间

差异显著(P<0.05); 人工老化8 d时, L8-1-2和L8-2-
6-1的种子萌发率分别为82%和70%, 差异显著(P< 
0.05), 相同老化处理的野生型种子萌发率为78%, 
L8-1-2与野生型、L8-2-6-1与野生型之间皆差异不

显著; 人工老化18 d时, L8-1-2和L8-2-6-1的种子萌发

率分别为64%和20%, 两者差异极显著(P<0.001), 
野生型种子萌发率为25%, L8-1-2与野生型之间差

异极显著(P<0.01), 而L8-2-6-1与野生型之间差异不

显著。因此, 虽然L8-1-2和L8-2-6-1都是转导pri-osa- 
miR164c株系, 但两者的种子抗老化能力出现了显

著差异, 即L8-1-2的种子抗老化能力高于野生型, 
而L8-2-6-1的种子抗老化能力低于野生型。

2.2  ‘Kasalath’与突变体株系L8-1-2和L8-2-6-1种子

的miR164c表达量不同

为了探讨‘Kasalath’与突变体株系L8-1-2和
L8-2-6-1种子抗老化力差异的分子机制, 我们首先

分析了pri-osa-miR164c导入是否引起导致突变体

株系种子中miR164c表达量发生变化。图2结果表

明: (1)在未老化、人工老化处理8和18 d的种子中, 
L8-1-2的miR164c表达量皆低于野生型, L8-2-6-1
的miR164c表达量皆高于野生型; (2)三个材料的人

工老化处理种子中的miR164c的表达量皆高于未

老化种子, 且人工老化程度越高, miR164c表达量

越高, 即miR164c的表达量与种子抗老化能力(图
1-B)呈负相关性, 该结果与本研究室前期的研究结

果一致(Zhou等2020)。值得注意的是, 在理论上, 
转导pri-osa-miR164c会导致种子中miR164c过
表达, 但突变体株系L8-1-2的种子无论老化与否, 

图1  水稻‘Kasalath’及其突变体株系L8-1-2和L8-2-6-1的 
种子人工老化前后萌发表型(A)和萌发率(B)比较

Fig.1  Comparison of the germination phenotypes (A) and 
germination percentage (B) of seeds of rice ‘Kasalath’ 

and its mutant lines L8-1-2 and L8-2-6-1 before 
and after artificial aging

WT: 水稻野生型‘Kasalath’, 后同。*: P≤0.05水平差异显著; 
**和***: P≤0.01和P≤0.001水平差异极显著; 图2同此。
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其miR164c的表达量均低于野生型, 与预期结果

相反。

2.3  L8-1-2和L8-2-6-1的基因组有不同的T-DNA插

入位点

基因组重测序分析表明, 比对‘Kasalath’ (WT)
的基因组序列, 突变体株系基因组序列上包含pri-
osa-miR164c的T-DNA插入位点分别位于L8-1-2的
2号染色体232 063 132 bp右侧和L8-2-6-1的4号染

色体25 447 539 bp右侧, 皆是基因间隔区, 该结果

得到了PCR分析验证(图3)。

2.4  L8-1-2与L8-2-6-1的基因组序列差异分析

2.4.1  L8-1-2与L8-2-6-1基因组的SNPs和非同义突

变氨基酸差异

比对‘Kasalath’基因组序列的结果表明(表2), 
突变体株系L8-1-2和L8-2-6-1的SNP数量分别为 
3 742 174和3 741 224个, 其中L8-1-2的碱基转换

(transition, Ts)和颠换(transversion, Tv)数量分别为

2 687 708和1 054 466个, L8-2-6-1的碱基转换和颠

换数量分别为2 687 400和1 053 824个; L8-1-2的碱

基转换和颠换数量分别比L8-2-6-1多308和642个, 
但L8-1-2和L8-2-6-1的碱基转换和颠换数量的比值

几乎一致(分别为2.549和2.550)。

图2  水稻‘Kasalath’及其突变体株系L8-1-2和L8-2-6-1种子

人工老化前后的miR164c表达量比较

Fig.2  Comparison of miR164c expression in seeds of
 rice ‘Kasalath’ and its mutant lines L8-1-2 and 

L8-2-6-1 before and after artificial aging

图3  L8-1-2和L8-2-6-1基因组序列的T-DNA插入位点验证

Fig.3  Verification of T-DNA insertion site in genomes of  
L8-1-2 and L8-2-6-1

M: DNA marker; 1: L8-2-6-1; 2: L8-1-2; 3: WT。

表2  L8-1-2和L8-2-6-1的SNPs中碱基替换的数量

Table 2  Data of base substitutions in the SNPs of L8-1-2 and L8-2-6-1

                     碱基替换数量/个
碱基替换方式                           类别

                                         L8-1-2              L8-2-6-1     ∆(L8-1-2−L8-2-6-1) 

转换 A/G	 1 343 651	 1 343 296	 355
 C/T	 1 344 057	 1 344 104	 −47
 合计 2 687 708	 2 687 400	 308
颠换 A/C	 276 274	 276 152	 122
 T/A	 305 311	 305 049	 262
 C/G	 197 021	 197 033	 −12
 G/T	 275 860	 275 590	 270
 合计 1 054 466	 1 053 824	 642
总计  3 742 174	 3 741 224	 950
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根据在基因组序列中的位置不同, SNP可分为

三类: 基因编码区SNP (cSNP)、基因调控区SNP 
(pSNP)和基因间非编码区SNP (rSNP)。其中, 非同

义突变(non-synonymous)的cSNP可能对生物遗传

性状产生直接影响。表3结果表明, L8-1-2和L8-2-
6-1的非同义突变cSNP编码的非同义突变氨基酸

的数目总量分别为95 701和95 479个, 前者比后者

多222个。

2.4.2  L8-1-2与L8-2-6-1基因组的InDels
InDel即插入缺失突变, 指在基因组的某个位

置上发生的50 bp以下的小片段序列的插入或者删

除。统计分析表明, L8-1-2和L8-2-6-1的InDels数
量分别为605 029和605 018个, 其中, L8-1-2基因

组的外显子区域内移码缺失(frameshift deletion)  
4 243个, 移码插入(frameshift insertion) 3 807个; 
L8-2-6-1基因组的外显子区域内移码缺失4 223个, 
移码插入3 790个。此外, 序列比对结果表明, In-
Dels突变不但在L8-1-2和L8-2-6-1有数量差异, 而
且在两个突变体株系的基因组序列上的位置和片

段大小也不一样。

2.4.3  L8-1-2和L8-2-6-1各自特有的SNPs和InDels
及其在染色体上分布有差异

进一步比对分析表明, L8-1-2特有的突变位点

2 403个(1 760个SNPs、643个InDels), L8-2-6-1特
有的突变位点2 368个(1 776个SNPs、592个InDels); 
这些突变位点在染色体上呈不均匀分布, 且两个

突变体株系间有明显差异(图4)。

2.4.4  L8-1-2和L8-2-6-1特有突变基因的生物信息

学分析

生物信息学分析表明, L8-1-2的外显子区域特

有突变基因共664个(结果未列出), 包含1 290个

图4  L8-1-2 (A)和L8-2-6-1 (B)特有的SNPs和InDels在染色体上的分布和数量  
Fig.4  Distribution and number of specific SNPs and InDels on the chromosomes of L8-1-2 (A) and L8-2-6-1 (B)

表3  L8-1-2和L8-2-6-1中cSNPs编码的非同义 
突变氨基酸的数量

Table 3  Data of non-synonymous mutant amino acid encoded 
by cSNPs in L8-1-2 and L8-2-6-1

                           氨基酸数量/个
氨基酸

             L8-1-2             L8-2-6-1 	      ∆(L8-1-2−L8-2-6-1) 

A 9 840 9 721 119
C	 2 320	 2 306	 14
D	 4 688	 4 683	 5
E	 4 164	 4 159	 5
F 2 588 2 558 30
G 6 181 6 177 4
H 3 387 3 406 −19
I 4 864 4 854 10
K 3 702 3 707 −5
L 6 126 6 141 −15
M 2 803 2 802 1
N 3 775 3 770 5
P 4 797 4 808 −11
Q 3 047 3 017 30
R	 8 483	 8 491	 −8
S	 8 216	 8 204	 12
T	 6 246	 6 224	 22
V	 7 662	 7 658	 4
W	 1 022	 1 017	 5
Y	 1 790	 1 776	 14
总计 95 701	 95 479	 222
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SNP和443个InDel突变, 其中386个基因只发生SNP
突变(共864个), 147个基因只发生InDel突变(共193
个), 131个基因同时发生多个SNP (共426个)和
InDel突变(共250个); L8-2-6-1的外显子区域特有

突变基因共651个(结果未列出), 包含1 252个SNP
和389个InDel突变, 其中387个基因只发生SNP突
变(共805个), 123个基因只发生InDel突变(共155
个), 141个基因同时发生多个SNP (共447个)和
InDel突变(共234个)。进一步分析表明, L8-1-2和
L8-2-6-1的上述特有突变基因的非同义突变cSNPs
编码氨基酸总数量分别为926和862个, 且不同类

型氨基酸的数目均存在差异(图5); 其中, L8-1-2和

L8-2-6-1的单一基因外显子突变位点数≥10的特

有突变基因分别有19和15个(图6)。通过UniProt数
据库查询, 这些突变基因的分子功能主要有ATP结
合、氧化还原酶活性、丝氨酸/苏氨酸(Ser/Thr)蛋
白激酶活性、其他蛋白激酶活性等类别, 有的突

变基因功能未知(表4)。L8-1-2和L8-2-6-1在ATP结
合、Ser/Thr蛋白激酶活性及其他蛋白激酶活性类

别上均有较多的相关功能基因的位点突变, 但两

者在其他分子功能类别上有明显差异, 其中, L8-
1-2特有突变基因的分子功能主要为参与磷脂分解

代谢过程, 与半胱氨酸型肽酶活性有关、参与蛋

白质去磺酰化反应, 参与铜离子结合以及丝氨酸

图5  L8-1-2 (A)和L8-2-6-1 (B)特有SNPs编码的非同义突变氨基酸与野生型相比的数目变化

Fig.5  Changes in the number of amino acids with non-synonymous mutation encoded by specific SNPs of L8-1-2 (A) and  
L8-2-6-1 (B) in compare with ‘Kasalath’ (WT)

图6  L8-1-2 (A)和L8-2-6-1 (B)中外显子突变位点数大于等于10的基因

Fig.6  Genes with more than or equal to 10 mutant loci in exons of L8-1-2 (A) and L8-2-6-1 (B)
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蛋白酶抑制剂等; 而L8-2-6-1特有突变基因的分子

功能主要为与血红素、铁离子结合, 碳固定, 三羧

酸循环反应及与多糖结合等。

3  讨论

水稻种子活力或储藏耐性及其分子机制研究

一直备受重视。在种子贮藏过程中, 杂交水稻及

其亲本不育系种子活力下降一般比常规水稻种子

更迅速, 生理生化分析表明, 杂交水稻及其亲本不

育系种子浸泡液的外渗氨基酸、脂肪酸和钾离子

含量均比常规水稻种子高(黄上志和傅家瑞1987)。
Gao等(2016)报道氧化还原反应调节蛋白如谷胱甘

肽在储藏耐性有差异的不同杂交水稻种子中表达

量不同, 被认为可能有保护种子胚中蛋白质免受

氧化伤害的作用; 此外, 与DNA损伤修复相关的蛋

白、与脱水耐性相关的LEA蛋白(late embryogenesis 

表4  L8-1-2和L8-2-6-1特有的外显子突变位点数大于等于10的基因的分子功能

Table 4  Molecular functions for the specific genes of L8-1-2 and L8-2-6-1 with more than or equal to 10 mutant loci in exons

                                                                                                                  外显子突变位点数
 株系                   基因

            InDel            SNP        InDel+SNP                  分子功能

L8-1-2 Os01g0102000	 6	 15	 21	 参与磷脂分解代谢过程

 Os01g0102700	 0	 15	 15	 尚不清楚

 Os01g0113000	 6	 9	 15	 与半胱氨酸型肽酶活性有关, 参与蛋白质去磺酰化反应

 Os01g0113400	 8	 6	 14	 ATP结合, 与Ser/Thr蛋白激酶活性有关

 Os01g0113450	 3	 11	 14	 尚不清楚

 Os01g0114700	 8	 5	 13	 ATP结合, 与蛋白激酶活性有关

 Os01g0115100	 1	 11	 12	 尚不清楚

 Os01g0116200	 0	 11	 11	 ATP结合, 与蛋白激酶活性有关

 Os01g0116400	 0	 11	 11	 ATP结合, 与蛋白激酶活性有关

 Os01g0117400	 7	 4	 11	 ATP结合, 与蛋白激酶活性有关

 Os01g0117450	 3	 8	 11	 尚不清楚

 Os01g0117500	 3	 8	 11	 ATP结合, 与Ser/Thr蛋白激酶活性有关

 Os01g0123900	 0	 11	 11	 蛋白酶抑制剂, Ser蛋白酶抑制剂

 Os01g0124200	 2	 9	 11	 Ser蛋白酶抑制剂

 Os01g0124401	 4	 7	 11	 Ser蛋白酶抑制剂

 Os01g0127000	 2	 9	 11	 与铜离子结合, 并与氧化还原酶活性有关

 Os01g0127100	 0	 10	 10	 尚不清楚

 Os01g0137250	 1	 9	 10	 ATP结合, 与Ser/Thr蛋白激酶活性有关

 Os01g0137266	 3	 7	 10	 尚不清楚

L8-2-6-1	 Os01g0100200	 10	 9	 19	 尚不清楚

	 Os01g0100300	 4	 13	 17	 能与血红素、铁离子结合, 与氧化还原酶活性有关, 作
					     用于成对供体上, 并结合或还原氧分子

	 Os01g0110700	 4	 12	 16	 有固碳的分子功能, 并参与三羧酸循环反应

	 Os01g0113700	 4	 10	 14	 ATP结合, 与蛋白激酶活性有关

	 Os01g0113800	 0	 12	 12	 ATP结合, 与蛋白激酶活性有关

	 Os01g0114100	 2	 10	 12 ATP结合, 与蛋白激酶活性有关, 能与多糖结合

	 Os01g0115750	 3	 7	 10	 ATP结合, 与蛋白激酶活性有关

	 Os01g0115900	 4	 6	 10	 ATP结合, 与蛋白激酶活性有关

	 Os01g0116800	 0	 10	 10	 ATP结合, 与蛋白Ser/Thr激酶活性有关

	 Os01g0124550	 0	 10	 10	 尚不清楚

	 Os01g0134200	 0	 10	 10	 尚不清楚

	 Os01g0136800	 1	 9	 10	 ATP结合, 与蛋白Ser/Thr激酶活性有关并与多糖结合

	 Os01g0137200	 1	 9	 10	 ATP结合, 与蛋白激酶活性有关, 能与多糖结合

	 Os01g0137400	 4	 6	 10	 ATP结合, 与蛋白激酶活性有关, 能与多糖结合

	 Os01g0150950	 2	 8	 10	 尚不清楚
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abundant protein)等在储藏耐性低的种子中也显著

下调。异天冬氨酸甲基转移酶能抑制有毒的异天

冬氨酸的产生、修复抗氧化酶而抑制活性氧积累和

脂质过氧化等, 有利于维持种子活力和寿命(Petla
等2016)。

‘Kasalath’属于籼亚种含有aus型组分的栽培

稻品种, 与粳亚种相比有很高的遗传差异(Garris等
2005), 具有早熟、抗旱、耐低磷等优良性状, 与
‘日本晴’一样, 是一个开发重要基因资源的种质材

料(Kanamori等2013; Sakai等2014)。在我们的前期

工作中, 以‘Kasalath’种子愈伤组织为受体, 通过农

杆菌介导法转导pri-osa-miR164c和突变体筛选、

加代繁育, 获得了一批转基因株系(周艳等2013; 
Zhou等2020)。Zhou等(2020)报道, 转导pri-osa-
miR164c获得的突变体株系L4-1-3-1和L6-4-4-1, 皆
是miR164c过表达突变体, 无论是未老化种子还是

人工老化8 d的种子, miR164c的表达量均分别显著高

于未老化和人工老化8 d的野生型种子; 种子的抗老

化能力则显著低于野生型种子, 因此认为miR164c
的表达负调控水稻种子活力或抗老化能力。在本

研究中, 无论是野生型还是突变体株系L8-1-2和
L8-2-6-1的种子, miR164c的表达量也是人工老化

处理后的种子高于未老化种子, 且随老化程度加重

而表达量升高, 与Zhou等(2020)报道的结果一致; 
但是, 无论是未老化种子还是人工老化种子, L8-
1-2的miR164c表达量均低于野生型, 与L8-2-6-1、
L4-1-3-1和L6-4-4-1中miR164c表达量高于野生型

形成明显差异, 说明在L8-1-2的种子中, 转导pri-
osa-miR164c未能增加miR164c的表达量, 与预期不

符; 但值得注意的是, 在相同老化条件下, miR164c
表达量降低的L8-1-2种子的抗老化能力高于野生

型, miR164c表达量升高的L8-2-6-1种子的抗老化能

力低于野生型, 进一步证明miR164c的表达负调控

水稻种子活力或抗老化能力。在理论上, 转导pri-
osa-miR164c的突变体株系种子的miR164c表达量

应该高于野生型, 但突变体株系L8-1-2的种子无论

老化与否, 其miR164c的表达量反而低于野生型, 
因此推测, miR164c的表达可能不仅仅受到osa-
miR164c基因本身转录的影响, 还可能因为pri-osa-
miR164c在L8-1-2和L8-2-6-1的基因组上插入位点

不同, 致使两者基因组的结构和基因表达出现差

异, 从而对两个突变体株系中miR164c表达的调控

产生不同影响。miRNA的生物合成过程涉及其编

码基因(microRNA gene, MIR)的转录、转录后前体

(precusor)加工、miRNA稳定性、从核内输出及

RISC形成等诸多事件(Yu等2017), 任何影响这些

事件的因素都可能造成miRNA表达量的差异。

基因组重测序分析表明, 虽然包含pri-osa-
miR164c的T-DNA在L8-1-2和L8-2-6-1的插入位点

均在基因间隔区, 但L8-1-2在2号染色体, 而L8-2-
6-1在4号染色体, 且两个突变体株系的基因组中

SNP和InDel突变存在显著差异, 包括各自外显子

区域特有突变基因及其非同义突变氨基酸数量均

明显不同。生物信息学分析表明, 这些差异基因

的分子功能主要富集在ATP结合、Ser/Thr蛋白激

酶和其他蛋白激酶活性等类别上。

因此, 水稻种子抗老化能力或种子活力的调

控可能是一个复杂的蛋白质互作网络系统工程, 
外源基因导入产生的基因组SNP和InDel变异相关

的突变基因和miR164c的差异表达均可能参与其

中。本文研究结果为筛选和研究与种子抗老化能

力或种子活力调控相关的关键基因以及基因或蛋

白质之间的相互作用调控网络提供了思路。
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Pri-osa-miR164c transformation induces genome variations and 
changes in anti-aging capacity of seeds for rice ‘Kasalath’
GONG Xian, CAO Lijuan, ZENG Ya, ZHOU Shiqi, HUANG Kerui, ZHU Miao, JIANG Xiaocheng*

College of Life Sciences, Hunan Normal University, Changsha 410081, China 

Abstract: The application of genetic engineering will be an ideal way to improve the anti-aging capacity of 
seeds. In the present study, the results of artificial-aging test for seeds indicated that there were significant dif-
ferences among the anti-aging capacity of seeds of rice (Oryza sativa) ‘Kasalath’ and its agrobacterium-mediat-
ed pri-osa-miR164c transformed mutant lines L8-1-2 and L8-2-6-1. qRT-PCR and genome resequencing analy-
sis showed that the expression level of miR164c in seeds of L8-1-2 and L8-2-6-1 were lower and higher than 
that in the wild type respectively; on the other hand, the transformation of pri-osa-miR164c led to a large num-
ber of single nucleotide polymorphism (SNP) and insertion/deletion (InDel) in genome of the two mutant lines 
and the mutations were significantly different with each other. Therefore, it is speculated that the differential 
expression of miR164c and genome variation induced by pri-osa-miR164c transformation may contribute to the 
difference in anti-aging capacity or vigor of L8-1-2 and L8-2-6-1 seeds. 
Key words: rice seed; anti-aging capacity; genetic transformation; miR164c; genome variation
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