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Abstract:Floweringtime(headingdate)isanimportantagronomictraitofcrops,anditiscloselylinkedwiththeyield
ofcrops．TorevealthefunctionofricefloweringtimegeneOsDTH１０inrice,weconstructedanoverexpressingvector
ofOsDTH１０andanalyzedthefunctionofOsDTH１０bythereversegenetics．TheresultsshowedthattheOsDTH１０Ｇ
overexpressing (OsDTH１０ＧOV )transgenic plants displayed a late heading phenotype,suggesting that the
overexpressionofOsDTH１０delayedtheheadingＧdateofrice．RTＧPCRexpressionanalysisshowedthattheexpression
levelofOsDTH１０wasincreasedobviouslyinOsDTH１０ＧOVlineswithphenotypecomparedwiththetransgeniclines
withoutphenotypeandwildtypeplants,indicatingthatlateheadingphenotypeinOsDTH１０ＧOVlineswascausedby
theoverexpressionofOsDTH１０．ThetissueＧspecificexpressionshowedthatOsDTH１０ wasexpressedindifferent
organs,withthehigherexpressionlevelsinstem andleafsheath．Also,wefurtheranalyzedtheexpressionof
OsDTH１０inleavesatvariousleafＧages,andtheresultshowedthatOsDTH１０ exhibitedhigherexpressionin
unexpandedflagleafandthesecondleaffromthetopthantheseinthethirdandthefourthleaffromthetop．In
addition,wealsoanalyzedtheexpressionofOsDTH１０ indifferentphotoperiods,andtheresultindicatedthat
OsDTH１０displayedahigherexpressionduringthedaytime(lightstage)andalowerexpressionatnight(darkstage)
whatevershortＧdayandlongＧdayconditions,suggestingthatOsDTH１０ mightbeinvolvedinthephotoperiodic
pathwaystoregulatetheheadingＧdateinrice．
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摘　要:开花时间(抽穗期)是农作物一个重要的农艺性状,与农作物的产量息息相关.调节农作物的开花抽穗时间是提高
农作物产量的一条重要途径.为了揭示水稻开花时间基因OsDTH１０ 在水稻抽穗期调控中的功能,利用反向遗传学方法构
建了水稻OsDTH１０ 基因过量表达载体,获得转基因植株,分析目的基因在过量表达条件下的功能.结果表明,过量表达

OsDTH１０ 导致水稻的抽穗期推迟;RTＧPCR检测结果表明OsDTH１０ 的表达量在晚抽穗的转基因株系中明显提高,但在没
有表型的转基因株系及野生型中表达量较低,说明晚抽穗的表型是由于OsDTH１０ 过量表达所致.组织特异性表达结果表
明OsDTH１０ 在植物的不同器官中都有表达,但在水稻的茎、叶鞘中表达量较高.分析OsDTH１０ 在不同叶龄叶片中的表
达,结果表明OsDTH１０ 在未完全展开的剑叶叶片及倒２叶中的表达量较高,但在下部较老的倒３叶及倒４叶中的表达量下
降.另外,分析OsDTH１０ 在不同光周期条件下的昼夜节律性表达,结果表明无论在短日照还是长日照条件下,OsDTH１０
都在白天(光期)有表达高峰,在夜晚(暗期)表达降低,表明OsDTH１０ 可能涉及光周期调控通路调节水稻的抽穗期.
关键词:水稻;OsDTH１０;过量表达;表达分析
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　　植物开花转变受其内部基因及外界环境因素共

同影响.光周期(日照长短)是植物开花转变和开花

时间的主要环境决定因素.植物通过内部基因网络

识别和测量日照长短,并对光周期作出反应来调控

植物开花的时间[１Ｇ３].根据光周期对植物开花的影

响将其划分为短日照植物、长日照植物和日中性植

物[４].水稻是典型的短日照植物,短日照条件下水

稻的抽穗期提早,而长日照条件下水稻的抽穗期延
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迟.现已明确短日照条件下水稻抽穗提早主要通过

两条途径实现:一条是与模式植物拟南芥COＧFT
途径保守的Hd１ＧHd３a 途径;另一条是水稻所特有

的Ehd１ＧHd３a 途径[５Ｇ７].在这两条途径中,有几个

调控基因起重要作用.Hd１ 编码一个锌指蛋白,通
过调控其下游的 Hd３a 基因,在短日条件下促进水

稻的开花,但在长日条件下 Hd１ 通过抑制 Hd３a
的表达延迟水稻的开花[８Ｇ９].Hd３a 是水稻抽穗开

花的激活子,它可以促进水稻成花,是水稻的成花

素[１０],Hd３a 在短日照条件下有较高的水平,但在

长日照条件下表达水平很低.RFT１ 是Hd３a 的同

源基因,也是水稻开花的激活子.在短日照条件下

与 Hd３a 功能冗余,但在长日照条件下可以促进水

稻开 花,是 水 稻 在 长 日 照 条 件 下 的 成 花 素[１１].

Ehd１ 编码一个B型的应答效应因子,在短日照条

件下通过诱导FTＧlike基因(如 Hd３a、RFT１ 等)
的表达而促进水稻开花[１２].而在长日照条件下水

稻开花延迟主要通过两条途径实现:一条途径是通

过 Hd１ 的抑制作用,负向调控 Hd３a 的表达从而

推迟水稻的抽穗开花时间;另一条途径是通过开花

的抑制子Ghd７ 在长日照条件下抑制Ehd１ 的表

达,进而抑制 Hd３a 和RFT１ 的表达,从而推迟水

稻的抽穗[１３].这两条途径最终都通过成花素基因

Hd３a 和RFT１ 的表达调控调节水稻抽穗开花.成

花素基因编码一个磷酯酰乙醇胺结合蛋白(PhosＧ
phatidylethanolaminebinding protein,PEBP)家

族[１４],拟南芥中已发现该家族成员在功能上已有了

分化,除了促进拟南芥成花的FT 基因外,还发现一

个与FT 基因同源但功能却完全相反的TFL１ 家族

成员,它能够抑制拟南芥开花[１５].水稻中该家族有

１３个成员[１６],Hd３a 和RFT１ 是两个功能明确的成

员,但其他成员功能仍然未知.为了进一步研究水

稻中成花素家族成员的功能,我们对其他未知的家

族成员进行反向遗传学分析,发现其中一个家族成

员OsDTH１０(Os０６g３５９４０)与 Hd３a 和RFT１ 在

水稻抽穗开花上具有相反的功能,过量表达 OsＧ
DTH１０ 延 迟 了 水 稻 抽 穗.另 外 还 揭 示 了 OsＧ
DTH１０ 的表达规律,表明OsDTH１０ 可能涉及光

周期调控通路调控水稻的抽穗期.

１　材料与方法

１．１　材料

粳稻品种中花１１(OryzasativaL．ssp．japonＧ

icacv．Zhonghua１１)及其转基因植株用于本实验,
材料种植于天津市农业科学院试验田.田间常规管

理.

１．２　OsDTH１０过表达载体的构建

OsDTH１０ 目的基因用 RTＧPCR 方法获得,总
RNA从４０d的水稻叶片中提取,用 MＧMLV 反转

录酶反转录合成cDNA,以它为模板,用基因特异性

引物 OsDTH１０F(５′ＧATTggtaccGCTTAGCTTCA
GCTCACACCＧ３′,小 写 字 母 为 酶 切 位 点 )和

OsDTH１０R(５′ＧATTgtcgacGCTGGCTAGACACA
CACTGCATＧ３′,小写字母为酶切位点)进行 PCR
扩增,获得目的基因完整的 ORF(开放阅读框).

PCR运行程序如下:９５℃下１ min;９５℃下３０s,

６０℃下３０s,７２℃下３０s,３５次循环;之后７２℃下延

伸５min.凝胶检测后回收纯化目的片段,将获得

的目的片段用相应酶切位点连入空载体 pCAMＧ
BIA２３００中,获得过表达融合载体.对融合载体进

行测序验证,正确无误后用农杆菌介导的遗传转化

方法获得转基因植株,并用空载体产生转基因植株

作对照,具体程序参照文献[１７].

１．３　DNA的提取及转基因植株的分子检测

用 CTAB 法[１８]从 水 稻 叶 片 中 提 取 基 因 组

DNA.然后用载体中的新霉素磷酸转移酶抗性基

因(NPT Ⅱ)对获得的过表达转基因植株进行PCR
检 测.所用引物为NPTⅡF(５′ＧTTCTCACTGAA
GCGGGAAGGGＧ３′)和NPTⅡR(５′ＧGCGATACC
GTAAAGCACCAGGＧ３′).反应条件如下:９４℃下

４min;９４℃下３０s,５７℃下３０s,７２℃下３０s,３０次

循环;之后７２℃下延伸５min.

１．４　目的基因的表达分析

在过表达转基因植株的表达分析中,总 RNA
从６０d水稻植株的叶片中提取;在水稻组织特异性

表达分析中,总 RNA 分别从水稻根、茎、不同部位

的叶片、茎顶端分生组织、不同时期的幼穗中提取.
提取的总 RNA 用 DNase Ⅰ进行处理,消化基因

DNA后用 MＧMLV 反转录酶反转录合成cDNA 后

进 行RTＧPCR.引物序列为OsDTH１０F(５′ＧCTGT
GATGTATGATGGGAGGＧ３′)和 OsDTH１０R(５′Ｇ
AAGGTTGGGTTGCTGGGATTＧ３′).运 行 程 序

如下:９４℃下４min;９４℃下３０s,５８℃下３０s,７２℃
下３０s,３２次循环;之后７２℃下延伸５min.并以水

稻OsActin１ 为内参进行相对定量分析.引物为

OsActin１F(５′ＧGACTCTGGTGATGGTGTCAGC
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Ｇ３′)和OsActin１R(５′ＧGGCTGGAAGAGGACCTC
AGGＧ３′).反应条件为９４℃下４min;９４℃下３０s,

６０℃下３０s,７２℃下３０s,２４次循环;之后７２℃下

延伸５min.

１．５　光周期材料的处理及表达分析

田间生长４０d、健壮一致的野生型中花１１移入

大型人工气候箱中,分别用两个光周期条件进行处

理,即长日照(LD,１５h光照/９h黑暗)和短日照

(SD,１１h光照/１３h黑暗).温度为２８℃.处理２５
d后,按２４h节律性,每隔３h取样提取总RNA,并
用DNaseⅠ进行处理,消化基因 DNA 后反转录合

成cDNA,利用qRTＧPCR 分析目的基因在不同光

周期条件下的 表 达 模 式.qRTＧPCR 按 照 SYBR
GreenPCR mastermix(Vazyme,南京)试剂盒说

明操作,在７５００Fast实时 PCRSystem(ABiＧ７５００,
美国)荧 光 定 量 PCR 仪 上 进 行 扩 增 反 应,并 用

２Ｇ△△Ct方法进行相对定量分析,每个反应重复３次.
所用引物同１．４所述.

２　结果与分析

２．１　OsDTH１０过表达载体的构建

用RTＧPCR方法从水稻叶片中获得OsDTH１０
的全长 ORF,目的片段符合预期设计(图１ＧB).纯

化回收后用限制性内切酶KpnⅠ和BamHⅠ对目

的片段和空质粒pCAMBIA２３００进行酶切,纯化回

收后用 T４DNA 连接酶进行连接,获得重组载体.
对重组质粒进行酶切检测,发现切出了预期的目的

片段(图１ＧC),表明目的片段已成功连入空载体中,
获得最终的过表达载体(图１ＧA).将构建成功的重

组质粒进行测序验证后,转化到农杆菌 EHA１０５
中,用于后续的转基因实验.

２．２　转基因植株的表型分析

通过农 杆 菌 介 导 的 遗 传 转 化,将 重 组 载 体

pCAMBIA２３００ＧOsDTH１０ 导入野生型中花１１中,
最终获得了１１个独立株系的９８株 T０代转基因阳

性植株.我们选取了５个株系种植到大田里,获得

T１代转基因株系.并检测了转基因植株中目的基

因的表达,发现其中３个株系目的基因表达水平明

显提高(３~５号株系;图２ＧB),其他两个株系与野生

型相比没有明显差异(１号和２号株系;图２ＧB),表
明所构建的过表达载体正常工作.表型观察发现这

３个表达量明显提高株系(３~５号株系)的抽穗期比

野生型对照分别推迟了４、７和１６d(图２ＧA,C),而

A－过表达载体结构;LB为 TＧDNA左边界;NPTⅡ－新霉素磷酸

转移酶抗性筛选标记;p２×３５S－２ 个 串 连 的 花 椰 菜 花 叶 病 毒

(CaMV)３５S启动子;RB为 TＧDNA右边界.B－OsDTH１０ 全长开

放阅读框的PCR扩增.C－过表达载体的酶切鉴定.１~３为３个

不同单克隆;M－DNA标记.

A,Constructureofoverexpressionvetor;LB,LeftborderofTＧ

DNA;NPT Ⅱ,Neomycin phosphotransferaseⅡ;p２ ×３５S,

Doublecauliflowermosaicvirus(CaMV)３５Spromoter;RB,Right

borderofTＧDNA;B,PCRamplificationofOsDTH１０fullopen

readingframe;C,Digestingidentificationofrecombinantplasmid;１

－３,Threeindependentclonesofrecombinantplasmid;M,DNA

marker．
图１　过表达载体的构建

Fig．１．Constructionofoverexpressionvetor．

１号和２号株系的抽穗期与野生型没有明显差异,
说明转基因植株延迟抽穗是由OsDTH１０ 基因过

量表达所致(图２ＧC).

２．３　OsDTH１０基因的组织特异性表达分析

为了确定OsDTH１０ 在不同组织器官中的表

达,分别提取了野生型水稻中花１１的茎顶端分生组

织、根、叶片、叶鞘、茎和不同时期幼穗的总RNA,反
转录合成cDNA,通过 RTＧPCR检测目的基因在水

稻不同器官中的表达差异.结果显示 OsDTH１０
在水稻各个组织器官中均有表达,但表达量有差异.
比较而言,在茎和叶鞘中的表达量最高(图３ＧA),在
茎顶端分生组织、１４cm 长幼穗及叶片中次之.我

们进一步分析了OsDTH１０ 在同一株水稻上不同

叶龄叶片中的表达.结果显示,OsDTH１０ 在最上

部还未完全展开叶片和倒２叶中的表达量较高,但
在较老的倒３叶和倒４叶中表达量比较低(图３Ｇ
B).

２．４　OsDTH１０ 基因在不同光周期条件下昼夜节

律性表达

　　由于过表达转基因植株表现延迟抽穗,我们推
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A－ 过表达转基因植株的表型;WT为空载体转基因植株对照,OsDTH１０ＧOV为过表达转基因植株;B－转基因植株的表达分析;１~５分别

为５个独立的转基因株系;C－转基因株系的抽穗期(平均值±标准差,n≥１５).

A,Phenotypeoftransgenicplants;WT,Transgenicplantswithemptyvector;OsDTH１０ＧOV,OsDTH１０ＧOverexpressingtransgenicplants．

B,qRTＧPCRandRTＧPCRanalysisofOsDTH１０expressionlevelindifferentOsDTH１０ＧOVlines;１to５arefiveindependentOsDTH１０ＧOV

lines;C,HeadingdateofOsDTH１０ＧOVline(mean±SD,n≥１５)．
图２　过表达转基因植株的表型及表达分析

Fig．２．PhenotypeandexpressionanalysisofOsDTH１０Ｇoverexpressingtransgeniclines(OsDTH１０ＧOV)．

A－OsDTH１０ 组织特异性表达;M－茎顶端分生组织;R－根;L－叶片;LS－叶鞘;S－茎;P１－１４cm 长幼穗;P２－４cm 长幼穗;P３－２５

cm 长幼穗.B－OsDTH１０ 在不同叶龄叶片中的表达.L１－未完全展开的剑叶叶片,L２－倒２叶,L３－倒３叶,L４－倒４叶.

A,TissueＧspecificexpressionofOsDTH１０;M,Shootapicalmeristem;R,Root;L,Leaf;LS,Leafsheath;S,Stem;P１,１４cmpanicle;P２,

４cmpanicle;P３,２５cmpanicle．B,ExpressionofOsDTH１０inleavesatvariousleafＧages．L１,Theunexpandedflagleaf;L２,Thesecondleaf

fromthetop;L３,Thethirdleaffromthetop;L４,Thefourthleaffromthetop．
图３　OsDTH１０ 的组织特异性表达分析

Fig．３．TissueＧspecificexpressionofOsDTH１０．
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A－短日照条件下OsDTH１０ 的表达水平;B－长日照条件下OsDTH１０ 的表达水平.

A,ExpressionlevelofOsDTH１０inshortＧdayconditions;B,ExpressionlevelofOsDTH１０inlongＧdayconditions．
图４　OsDTH１０ 基因在不同光周期条件下的昼夜节律性表达

Fig．４．CircadianrhythmexpressionofOsDTH１０underdifferentphotoperiods．

测OsDTH１０ 基因可能与光周期途径相关,为此我

们进一步分析了目的基因在不同光周期下的表达.
结果表明,无论在长日照还是短日照条件下,OsＧ
DTH１０ 在白天(光期)的表达量较高,而在晚上(暗
期)表达量较低(图４ＧA,B).短日照条件下,OsＧ
DTH１０ mRNA水平从早上６:３０开始积累到下午

１５:３０达到峰值,在凌晨降到最低(图４ＧA).长日

照条件下,OsDTH１０ mRNA 积累表现为双峰,分
别在９:３０和１５:３０达到峰值,在凌晨３:３０降到最

低(图４ＧB).

３　讨论

植物开花是环境因素与控制植物开花的基因网

络相互作用的结果,目前已明确水稻的成花主要是

由成花素负责[６Ｇ７].短日照条件下起主要作用的成

花素是 Hd３a,在长日照条件下起主要作用的成花

素是RFT１[１１].这两个成花素都是FTＧlike 家族

基因[１６].模式植物拟南芥中FT 和TFL１ 是FTＧ
like家族 中 的 两 个 成 员,但 它 们 的 功 能 完 全 相

反[１５],FT 促进拟南芥开花,而TFL１ 则抑制拟南

芥开 花,维 持 其 营 养 生 长,充 当 反 成 花 素 的 作

用[１９Ｇ２０].水稻中FTＧlike家族共有１３个成员[１６],除
了已经报道的RFT１ 和Hd３a 分别履行水稻长日

照及短日照成花素的功能外,其他成员的功能仍不

清楚.本研究揭示了该家族另一成员 OsDTH１０
在水稻中的功能,即过量表达OsDTH１０ 推迟了水

稻的抽穗开花时间.这与 Hd３a 及RFT１ 有所不

同,Hd３a 及RFT１ 是水稻开花的激活子,过量表达

Hd３a 及RFT１ 导致水稻提早抽穗.OsDTH１０ 是

水稻开花的抑制子,这与拟南芥TFL１ 基因的功能

相似,是水稻中的反成花素.这一结果充分说明了

水稻FTＧlike家族的成员在进化中功能有了很大的

分化,因此弄清该家族中每个成员的功能,揭示哪些

成员在功能上是冗余的,哪些成员在功能上已有分

化,对于揭示水稻成花素基因的进化及功能具有重

要的意义.
实时定量PCR结果表明,OsDTH１０ 具有昼夜

节律性表达,在白天表达量较高,而在夜晚表达量较

低,这与 Hd３a 及RFT１ 表达模式一致.但 OsＧ
DTH１０ 无论短日照还是长日照条件下都有较高的

表达,这与 Hd３a 在短日照条件下表达量低有所不

同.另外,现已明确成花素基因 Hd３a 及RFT１ 首

先在叶片接受光的信号,然后运输到茎顶端分生组

织中起作用.分子机理方面,Hd３a 或RFT１ 首先

在 细 胞 质 中 与 水 稻 １４Ｇ３Ｇ３ 基 因 (OsGF１４b,

OsGF１４c)互作形成复合体,然后进入细胞核中与水

稻OsFD１ 结合形成复合体,最终调控开花身份基

因OsMADS１４ 和OsMADS１５ 的表达水平来调控

水稻抽穗的早晚[２１Ｇ２２].OsDTH１０ 是否有这样的功

能,能否和这些已知的基因相互调控还不清楚,因
此,后期创建OsDTH１０ RNAi转基因植株,利用

RNAi及过表达转基因植株,用不同的光周期条件

处理,研究光周期调控通路中其他已知基因的表达,
揭示目的基因与光周期通路中其他关键基因的调控
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关系,从而揭示OsDTH１０ 在水稻抽穗开花时间上

的功能.
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