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拟南芥草酸不敏感突变体的筛选与分析 
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摘  要: 草酸是多种真菌的致病因子。在含 1.2 mmol/L 草酸和 10 μmol/L 雌二醇的 MS 缺钙培养基上, 从大约含 6000

个独立株系的拟南芥化学诱导突变体库中筛选草酸不敏感的突变体。初筛获得的可能的草酸不敏感突变体单株收种后, 

进一步复筛获得 5 株较抗草酸的突变体 D33、D74、D154、D282 和 D630。对它们的 TAIL-PCR 的第三步产物回收、测

序、比对的结果表明：D33 的 T-DNA 插入位点位于 At2g39720 (Zinc finger ) and At2g39730 (Rubisco activase) 之间, D74、

D154、D282 和 D630 都插在 At5g10450 (14-3-3 protein GF14 lambda) 的第一个内含子上。突变体后继的遗传分析与分

子分析正在进行中。 
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Abstract: Oxalic acid (OA) is inhibitory to many fungal plant pathogens. To further characterize the molecular mechanism of OA 
involved in fungal pathogenesis, OA insensitive mutants were screened from a chemical inducible Arabidopsis mutant library (about 
6000 lines) using MS medium (calcium free) containing 1.2 mmol/L OA and 10 μmol/L estradiol. Harvested putative mutants were 
collected separately. Individual lines of mutants were screened again on modified MS medium containing OA. Mutants D33, D74, 
D154, D282 and D630 with enhanced OA resistance were obtained. The T-DNA flanking sequences were amplified by TAIL-PCR. 
The sequences were blasted against TAIR database. The result indicated that the T-DNA of mutant D33 was inserted between 
At2g39720 (zinc finger) and At2g39730 (Rubisco activase), and the T-DNA junctions of the other four mutants were the same, all 
inserted in the same site of the first intron of At5g10450 (14-3-3 protein GF14 lambda). 
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许多在生态、生理学上不同的真菌都可以产生

草酸(Oxalic acid, OA)[1]。这些草酸产生菌寄主范围

广, 可以引致上百种植物病害, 造成世界范围的粮

油、蔬菜等农作物的严重减产[2]。草酸在病菌致病
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过程中可能起着关键性的作用, 主要表现为：(1)草

酸可结合寄主体内的钙离子形成草酸钙结晶, 从而

阻塞导管、引起植物萎焉等症状; (2)草酸可以抑制植

物组织中重要的防卫反应酶－苯丙氨酸解氨酶和多

酚氧化酶的活性, 从而降低植物的抗病能力; (3)草

酸能增加侵染组织的酸度, 使半乳糖醛酸酶、纤维

素酶等水解酶活性增加, 从而有利于病菌在寄主组

织内扩展定殖, 最终导致病害的发生 [3]; (4)草酸的

释放会抑制寄主植物活性氧的产生, 从而削弱寄主

植物早期的防卫反应, 增加真菌的致病性 [4]; (5)在

病菌侵染植物时, 草酸可以通过促进渗透活性分子

的积累, 抑制ABA介导的气孔关闭, 导致气孔的开

放, 从而引起植物的萎焉[5]。 

拟南芥是研究植物防御机制的很好的模式植

物。我们利用中国科学院左建儒博士实验室创建的

突变体库筛选草酸不敏感的突变体[6,7]。该突变体库

是利用化学诱导激活XVE (LexA-VP16-ER)系统构

建的T-DNA插入突变体[7]。XVE是由细菌转录抑制

子LexA (X) 的DNA结合域, 单纯疱疹病毒VP16 (V)

的酸性转录激活域, 人雌激素受体的调节域 (E) 融

合而成的转录因子。XVE表达载体上有三个转录单

位：G10-90为人工合成的强组成型启动子(用来启动

XVE融合转录因子的转录); 选择性抗性标记基因

(Km); -46 35S 基础启动子与 8 个拷贝的LexA操纵

子序列融合形成的人工启动子。当加入雌激素, 雌

激素和其受体结合, 导致XVE融合蛋白构象发生变

化, 并由细胞质转移进入核内; 在细胞核内, LexA

的DNA结合域特异性识别LexA操纵子区 , 以至使

VP16 的转录激活域激活-46 35S 启动子, 高水平表

达其下游的目标基因。靶基因的功能获得和缺失将

被XVE 化学诱导表达系统紧密且相互交叉地控制

(由于T-DNA标记或相邻的基因可被XVE系统诱导

性的激活, 或被T-DNA 插入导致功能缺失。该突变

体库可以用于大规模筛选鉴定功能缺失性和功能获

得性突变体), 同时使得被标记遗传位点的表型可以

在给定的发育时期表达, 优势十分明显。该系统除

严格依赖于雌激素外, 还可根据雌激素的加入剂量

严格控制下游基因的表达水平[6]。 

本研究在实验室原有的基础上 [8], 进一步研究

草酸胁迫对拟南芥生长的影响 , 确定了筛选浓度 , 

从 6000 多个独立突变株系中筛选可能的草酸不敏

感突变体。期望对草酸不敏感突变体分子机制的研

究可以加深对草酸产生菌与其寄主植物互作机制的

认识。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
实验用拟南芥生态型为Col-0, 由美国加州大学

洛杉矶分校  (UCLA) 林辰涛教授提供。OA(0.5 

mol/L)和 MES(2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid) 

(125g/L)均为分析纯, 用 0.22 μm滤膜抽滤后使用。

17-β-雌二醇购自 Sigma 公司, 用 DMSO 溶成 10 

mmol/L后待用。 

PCR 引物为上海鼎安生物科技有限公司合成, 

胶纯化试剂盒为 OMEGA 胶回收试剂盒 , 纯化的

PCR产物由上海鼎安生物科技有限公司测序。 

1.2  突变体筛选方法 
培养基为MS固体培养基(pH6.5), 但是在MS大

量成分中去掉CaCl2成分。湿热灭菌后添加OA(终浓

度为 1.2 mmol/L), 雌二醇(终浓度为 10 μmol/L)、

MES (终浓度 1 g/L), 铺平板后接种经常规消毒的拟

南芥种子(一般在直径 9 cm的培养皿中平行播两行, 

一行大约播 50~100粒种子)。4 oC冰箱中放置 2~3 d, 

置于温室(22±1)oC, 12 h光照, 12 h黑暗培养 2 周后, 

将有胚根发育的植株移于正常的MS培养基中培养

5~7 d后移载到土壤中, 单株收获种子。 

通过初筛得到的可能的草酸不敏感突变体种子

同上方法进行复筛, 选取有良好表型的突变体进一

步研究。 

1.3  T-DNA 插入位点的鉴定 
取 4~5片拟南芥叶片, 液氮研磨, 按参考文献[9]

方法提取 DNA。 T-DNA插入位点的鉴定利用
TAIL-PCR(thermal asymmetric interlaced-polymerase 
chain reaction)[10,11]方法进行。根据载体T-DNA的左

边界设计三个巢式引物[7]为： 
LexA2: 5′-CTAATCGCATTATCATCCCCTCG-3′;  
LexA4: 5′-CTGGTTTTATATACAGCAGTCGACG-3′;  
LexA5: 5′-AGTCGAGGTAAGATTAGATATGG-3′。 

四个随机引物为： 
AD1: 5′-(AGCT)TCGA(G/C)T(A/T)T(G/C)G(A/T)G- 
TT-3′;  
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AD2: 5′- NGTCGA(G/C)(A/T)GANA(A/T)GAA-3′;  
AD3: 5′- (A/T)GTGNAG(A/T)ANCANAGA-3′;  
AD4: 5′- AG(A/T)GNAG(A/T)ANCA(A/T)AGG-3′。 

2  结果 

2.1  草酸不敏感突变体筛选方法的建立 
将 Col-0的种子播在 OA浓度为 0~1.4 mmo1/L 

的 MS 培养基(缺 Ca)上, 实验结果(表 1)表明：OA 

处理抑制并推迟了种子的萌发。2周后, 对胚根、胚

轴长度测量结果表明：OA处理使拟南芥胚根、胚轴

极显著地变小, 1.1 mmo1/L OA 处理胚轴仅为对 

照(未加 OA)的 12.5%, 胚根仅为对照的 9.8%, 1.2 

mmo1/L OA 及更高浓度的 OA 处理基本上无法测 
 

表1  不同浓度草酸处理对拟南芥Col-0生长的影响* 

Table 1  Effects of oxalic acid treatment on the growth of Arabidopsis 
OA concentration (mmol/L) shoot length/cm root length/cm germination rate/% survival rate /% 

0 
0.6 
0.8 
1.0 
1.1 
1.2 
1.3 
1.4 

1.04±0.12 A 
0.37±0.11 B 
0.22±0.06 C 
0.15±0.08 C 
0.13±0.06 C 
0 
0 
0 

1.33±0.13 A 
0.38±0.09 B 
0.29±0.08 BC 
0.24±0.10 BC 
0.13±0.07 C 
0 
0 
0 

100 
98.0 
75.0 
55.0 
47.5 
23.5 
3.6 
0 

100 
98.0  
45.0  
4.3  
4.3 
1.1 
0 
0 

*: the same letter within each column are not significantly different at the 0.01 level by Duncan’s new multiple range.  
 

 
 

图 1  D33(左)和野生型 Col-0(右)在含 1.2 mmol/L OA 的 MS 培养基上生长 14 d 的情况 
Fig. 1  Growth response of D33 (left) and wild type (Col-0, right) on modified MS medium containing  

1.2 mmol/L OA for 14 days 
 

量到胚根、胚轴的长度。即使发芽, 也只长子叶。

播种 7 d后统计发芽率, 2 周后统计存活率 (有胚根

生成的视为存活)。结果表明：1.3 mmo1/L OA处理

拟南芥发芽率仅为 3.6%, 存活率为 0, 而 1.2 

mmo1/L OA 处理存活率为 1.1%。故此选取 1.2 

mmo1/L OA为突变体库的筛选压。 

2.2  草酸不敏感突变体的筛选 
对约 6000 独立家系的化学诱导突变体库的种

子在含 1.2 mmol/L OA 和 10 μmol/L雌二醇的 MS

培养基上进行筛选, 2周后取有胚根发育的可能突变

体移植于正常 MS培养基中, 5~7 d后移到土里, 单

株收种。初筛获得约 300 株可能的草酸不敏感突变

体, 在筛选培养基上复筛一次, 获得 5 株较耐草酸

的突变体 (D33、D74、D154、D282、D630)(图 1和

图 2)。从图片中清晰可见, 突变体胚根较长, 甚至 

 
 

图 2  D630(上)和野生型 col-0(下)在含 1.2 mmol/L OA 的
MS 培养基上生长 14 d 的情况 

Fig. 2  Growth response of D630 (above) and wild type 
(col-0, down) on modified MS medium containing  

1.2 mmol/L OA for 14 days 
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有根毛发生, 叶片为绿色, 多长有四片叶。野生型仅

有少数露白发芽, 个别有胚根, 但是没有真叶发育, 

只有两片子叶。 

2.3  突变体插入位点分析 
为了进一步对突变体进行遗传分析, 从突变体

中提取基因组 DNA, 进行 TAIL-PCR。对第二步和

第三步产物进行琼脂糖电泳(图 3), 切胶回收第三步

产物的大片段。测序、比对的结果表明：D33 的

T-DNA 插入位点位于 At2g39720 (Zinc finger) and 

At2g39730 (Rubisco activase) 之间 (GenBank 登录

号 No. EF591991) , D74、D154、D282和 D630虽然

测序所得序列长短有所不同, 但是比对结果都插在

At5g10450 (14-3-3 protein GF14 lambda)的第一个内

含子上(GenBank 登录号 No. EF591992)。 

 

 
 

图 3  TAIL-PCR 扩增 D33 突变体的 T-DNA 侧翼序列 
Fig. 3  TAIL-PCR to amplify the T-DNA flanking  

sequence of mutant D33 
Lane 1: secondary product; lane 2: tertiary product; lane 3: marker V 
(TIANGEN). The size difference of 100 bp between each secondary 

and tertiary products indicated the target sequences 
 

3  讨论 

草酸是多数真菌的致病因子, 并且已有研究表

明植物对草酸的抗性与对菌核病的抗性是一致   

的[12]。有研究者采用草酸处理油菜组织产生的愈伤

组织[13,14]或用用草酸浸根和浸叶法筛选油菜[15]或菜

豆[16]的抗病材料, 或用化学诱变剂或辐射诱变干种

子[17]、愈伤组织[18]或诱变丛生芽[19], 茎尖[20,21]并结

合草酸筛选, 获得了对菌核病抗性增强的材料。但

是这些研究对所获得突变体的抗病分子机理未作研

究或极其有限, 也未找到与草酸抗性相关的基因。

目前的研究热点主要集中于草酸降解途径中两种关

键酶—草酸氧化酶和草酸脱羧酶酶性质和转基因的

研究。最初从单子叶禾本科植物中获得的草酸氧化

酶基因已成功地转到双子叶植物油菜 [3,22]、向日葵
[23]、烟草[24]、花生[25]甚至杨树[26]等, 获得一些对草

酸或草酸产生菌的抗性有所增强的转基因植株。转

草酸脱羧酶的莴苣[27]、烟草和番茄[28]对菌核病的抗

性也有所增强。 

突变体筛选的关键是建立一套切实可行的筛选

方案。本研究采用不含钙离子的 MS 培养基做为培
养介质, 克服了培养基中的钙离子与草酸作用生成
沉淀的问题; 此外草酸的加入还导致培养基 pH 下
降, 致使高温灭菌后琼脂无法凝固。因此, 本研究将
灭菌前的培养基 pH 调至 6.5, 铺平板前再添加酸碱
缓冲液MES, 克服 pH波动对实验结果的影响, 保证
了实验结果的平行性和重现性。将在筛选培养基上

能生根的突变体挑出来作为可能的草酸抗性突变体, 
单株收种后, 进行复筛。对于有良好表型的草酸抗
性突变体, 利用化学诱导突变体库构建过程中载体
所带的 T-DNA 标记(左边界)设计特异引物, 利用三
个嵌套的特异引物和随机引物进行三轮 PCR, 可以
特异地扩增插入位点的侧翼序列, 从而方便后续的
基因功能分析。 

本研究采用缺钙的 MS 培养基对化学诱导突变
体库进行了两代的筛选, 获得了五株草酸不敏感的
突变体, 并利用 TAIL-PCR 获得了突变体的插入位
点。后继的研究将对插入位点上下游基因的表达情

况进行分析, 对上调的基因进行过表达分析, 以期
获得草酸抗性相关基因。 
 
致  谢  中国科学院遗传与发育生物学研究所左建儒研

究员提供了突变体库, 在此深表谢意。 
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