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论文创新点

本研究以作为重要粮食作物的单子叶模式植物水稻为研究对象，运用转录组学与蛋白质组学相结合的方法，大规模、大范围地分析水稻胚胎发育各时期基因在转录水平和翻译水平上的表达特点及变化规律，并与双子叶植物胚胎发育相关基因作比较，初步确定一些在单子叶植物胚胎发育中特有的基因表达特点。
水稻胚胎发育的转录组和蛋白质组研究

博士研究生： 徐 红
指导教师： 王建波 教授
（武汉大学生命科学学院，武汉 430072）

摘 要

胚胎发育是植物生长发育过程中一个非常重要的阶段，目前对单子叶植物胚胎发育的机制了解甚少。水稻作为遗传发育研究的单子叶模式植物，全基因组测序工作的完成使其成为粮食作物中基因背景最为清晰的物种。本研究利用水稻作为研究材料，通过对胚胎发育过程中转录组及蛋白质组的动态变化分析，初步确认水稻胚胎发育相关基因的表达模式，以期为理解植物胚胎发育的分子机理积累资料。
运用cDNA-AFLP技术对水稻胚胎发育及成熟过程进行基因差异表达分析， 256对引物组合共扩增出33621条带，其中多态性条带5727条。共选择了319条TDFs进行克隆测序，其中有221个基因，可归入11个不同的功能分类，如代谢、蛋白合成与命运、转录调控、信号转导、细胞生长与分裂、转运等。对其中的10个基因进行实时荧光定量RT-PCR分析，与cDNA-AFLP分析结果表现出很好的相关性。编码钙调素结合蛋白、铁离子通道转运蛋白、AP2转录因子等基因及生长素相关基因在3-5 DAP 高度表达。参与细胞生长分裂、氨基酸代谢、脂类代谢、转运蛋白、糖酵解途径的基因及钙依赖蛋白激酶等基因在5-14 DAP阶段均检测到较高丰度表达。同时，也检测到诸如MYB转录因子、WRKY转录因子等转录因子在中后期的表达。在14-30 DAP阶段，检测ABA响应蛋白、LEA类蛋白、脂氧合酶等基因的特异表达。14DAP之前检测到的表达基因呈现出更为复杂的多态性，说明水稻胚胎发生过程相较于晚期成熟过程，存在着更为复杂的基因表达调控。
通过对三个发育时期水稻胚胎（3-5 DAP、7 DAP和14 DAP）转录组的RNA-Seq分析，检测到了27190个基因的表达，每个时期胚胎分别检测到23971、23732和23592个基因表达。在这些基因中，有1131、1443和1223个基因依次分别为每个发育时期特异表达的，可见水稻胚胎发育过程中的转录组变化是相当大的。通过进一步的统计学分析，确定了1011个基因在水稻胚胎过程中差异表达达到2倍以上。其中，在前两个时期（3-5 DAP、7 DAP）表达显著差异的基因为672个，后两个时期（7 DAP、14 DAP）表达显著差异的基因为504个。大量参与代谢、转录调控、核酸复制及加工、信号传导的基因在胚胎发育的早中期优势表达。除此之外，还检测到大量转录因子在胚胎发育不同时期的表达。发现很多转录因子家族不仅在胚胎发育的起始阶段发挥重要的调控作用，也参与了在胚胎发育的其他阶段的调控。
利用双向电泳（2-DE）与纳升级液相色谱串联质谱（nano LC-MS/MS）相结合的方法，对授粉后5至30 天（5-30 DAP）的水稻胚胎进行蛋白质组分析，调查在胚胎发育及成熟过程中蛋白质表达的动态变化。在水稻胚胎从5-30 DAP的发育及成熟过程中，检测到275个表达量变化达到2倍以上的蛋白质。这些差异表达蛋白质大部分可归入8个不同的功能分类：代谢、蛋白质合成与加工、细胞生长与分裂、转运、转录、信号转导、疾病与防御、储藏蛋白等。对这些差异表达蛋白质的表达模式进行等级聚类分析，结合功能分类，发现在胚胎发育早期参与代谢、蛋白质合成等功能的蛋白高度表达，而在晚期胚胎成熟过程中参与物质储藏及脱水耐性的蛋白优势表达。
通过转录组和蛋白质组的分析来了解水稻胚胎发育及成熟过程中基因和蛋白质表达的特点以及表达变化规律，可为进一步研究水稻及其它谷类作物的胚胎发育奠定一定的基础。

关键词：胚胎发育，水稻， cDNA-扩增片段长度多态性分析，转录组测序，双向电泳，纳升级液相色谱串联质谱
The Transcriptomic and Proteomic Studies on Rice (Oryza sativa) Developing Embryo
Doctor Candidate: Hong Xu
Supervisor: Professor Jianbo Wang
(College of Life Sciences, Wuhan University, Wuhan 430072)
ABSTRACT

Although embryo development is a major subject in plant growth and development research, a number of aspects of the mechanism of this development process remain unknown. Rice (Oryza sativa) is an excellent model monocot with a known genome sequence for studying embryo development. Here, we conducted the transcriptomic and proteomic analysis of embryo development in rice (Oryza sativa L.ssp. indica cv. 9311).
A cDNA-AFLP approach was used to identify genes differentially expressed during rice embryo development. Among the 33621 tags produced, 319 were selected for sequence analysis. Two hundred twenty one differentially expressed genes were classified into 11 functional categories. With comparion to cDNA-AFLP analysis, the results of real-time RT-PCR analysis on 10 genes showed good relations. The genes for calmodulin binding protein, AP2 transcript factor, and auxin-related genes highly expressed at 3-5 DAP. The genes involved in cell division/growth, amino acid metabolism, lipid metabolism, transporter, glyosis were accumulated 5-14 DAP. During the middle and late stages of rice embryo development, the genes for MYB transcript factor, WRKY transcript factor were detected. The genes for ABA-responsive protein, LEA, lipoxygenase specially expressed at 21-30 DAP.
RNA-Seq analysis of rice developing embryo (3-5, 7, and 14 DAP) generated 27,190 genes. Among these genes, the number of genes expressed stage-specifically was 1,131, 1,443, and 1,223. The transcriptome of rice developing embryo changed considerably. A total of 1,011 differentially expressed genes were identified. A total of 672 genes with significant changes in expression were detected between 3-5 and 7 DAP; 504 DEGs were identified between 7 and 14 DAP. A large number of genes related to metabolism, transcriptional regulation, nucleic acid replication/processing, and signal transduction were expressed predominantly in the early and middle stages of embryogenesis. In addition, we found that many transcription factor families may play important roles at different developmental stages, not only in embryo initiation but also in other developmental processes. 
The proteome of developing embryos was characterized by two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) and nano Liquid Chromatography/Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (nano LC-MS/MS). The aim was to investigate and characterize the changes in the protein expression profile during embryo development. Proteomic analyses identified 275 differentially expressed proteins throughout the five sequential developmental stages from 5 to 30 days after pollination (DAP). Hierarchical clustering analyses of protein expression profiles showed that highly expressed proteins in early stages were involved in metabolism, protein synthesis/destination, and most of the other cellular functions, whereas the proteins highly expressed in later stages functioned in the desiccation and dormancy of the embryo.

The transcriptomic and proteomic analysis of rice developing embryos provided abundant data for the study of rice embryo development, which give insight into the molecular and cellular events associated with rice embryo development. These results will expand our understanding of the complex molecular and cellular events in rice embryogenesis and provide a foundation for future studies on embryo development in rice and other cereal crops.
Key words: Embryo development, Rice, cDNA-AFLP, RNA-Seq, 2-DE, Nano LC-MS/MS
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第 1章  文献综述
胚胎发育是植物生长发育过程中一个非常重要的阶段，由一个单细胞的合子经历了一系列复杂有序的发育过程，最终转变成多细胞的成熟胚。通过在形态学上显微观察不同发育阶段的胚胎，很多植物胚胎发育的过程都有了比较详细的描述。近年来，随着越来越多新技术的出现，人们对植物胚胎发育的了解又加深了很多。
1.1 植物胚胎发育过程
在开花植物中，胚胎发育是从双受精作用后形成的合子开始的，经过原胚和胚的分化发育阶段，最后达到成熟。合子的不对称分裂形成两个大小和命运不同的细胞：顶细胞（apical cell）和基细胞（basal cell）。随后，胚胎沿着两个不同的轴向（顶-基轴向和辐射轴向）发育建成不同的器官和组织（Umehara等，2007）。从2-细胞开始，直至胚胎器官开始分化之前的胚胎发育阶段称为原胚期。在原胚发育阶段，双子叶植物与单子叶植物之间有相似的发育形态，但胚的分化过程和成熟胚的结构则有着很大的差异。
在双子叶植物中，原胚依次经过球形期、心形期、鱼雷形期和成熟期最终成为成熟胚。在球形胚期，胚的细胞分裂基本上是同步进行的，胚胎没有明显的形态分化，呈球形。随后的发育过程中分别在以后要发育成子叶和根原基的地方，细胞分裂显著快于其他细胞，从而最终使胚胎在发育过程中依次呈现心形以及鱼雷形（蒋丽等，2007）。拟南芥、油菜和荠菜等植物在胚胎发育的早期分裂模式非常规范，而在许多被子植物中，类似的规范化分裂模式并不存在。由于单子叶植物胚胎只形成一片子叶，因此发育过程中不经过心形期和鱼雷形期。单子叶植物与双子叶植物的成熟胚器官差别也很大，如茎生长点的位置、子叶的数目等都不相同。
胚胎发育的具体阶段划分，因研究者以及植物种类的不同而异。根据整个发育过程中胚胎的形态学特征，可将水稻胚胎发育过程划分为几个阶段。水稻在开花之后马上完成授粉，这个过程在夏季的中午大约只需要15分钟。授精在授粉后几个小时内完成。之后大约一直到授粉后3天（3 DAP），合子一直重复进行着细胞分裂，胚胎尚未出现器官分化，属于原胚期。然后，胚胎经历一个非常重要的分化发育过程，在4 DAP时，胚芽鞘、茎尖分生组织（SAM）、胚根的原基几乎同时可见。第一片叶原基出现在5 DAP，第二片叶原基出现在大约7 DAP时，接下来各部分胚器官逐渐形成，到大约授粉后14天（14 DAP）左右，胚胎达到形态学上的成熟（徐雪宾等，1999）。传统胚胎学认为，到达这个阶段胚胎的发生过程已经完成。随后，胚胎各部分器官继续增大，一些储藏物质逐渐在胚胎内累积。约从21 DAP起，胚胎体积开始逐渐变小，随着种子的脱水干燥而转入脱水干燥阶段，至30 DAP时，成为干燥休眠的成熟胚（张斌和唐锡华，1992；Itoh等，2005）。
1.2 植物胚胎发育的基因表达研究
近年来，随着众多植物胚胎突变体的研究，许多在胚胎发育中发挥重要作用的基因被克隆。通过对这些基因功能及表达模式的深入分析，发现了很多在胚胎发育过程的各个阶段调控或被调控以及特异表达的基因。
1.2.1 合子激活过程的相关基因表达
在拟南芥中，DPB2是在受精后最早被转录激活的基因之一，是一个编码DNA聚合酶ε调节亚基的基因。DPB2的功能缺失会出现胚胎和胚乳核分裂严重减少的表型，从受精卵直至球形胚期，这个基因只在胚胎某些特定的位置表达，对于受精后的有丝分裂过程是必须的（Ronceret等，2005）。除此之外，AtCDC5是编码细胞周期调控蛋白的基因，而它是在G2/M期转换中发挥重要作用。AtCDC5的功能缺失导致的突变体会在合子期败育，其在合子的单细胞时期就已经开始起作用了（Lin等，2007）。在玉米合子中克隆到的一个编码钙网蛋白的基因，在受精之后的表达增强，因此推测Ca2+离子及相关蛋白在合子激活过程中发挥重要作用（Dresselhaus等，1994；Muller和Sheen，2008）。还有一些基因被认为在合子激活中起作用，如FAC1，GRP23等基因。FAC1基因可能参与了合子激活过程中的信号传导途径并可为合子激活提供能量（Xu等，2005；Han等，2006）。Ding等（2006）认为GRP23在胚胎发育早期可能以转录因子角色发挥调控作用，其功能缺失突变体的胚胎发育在早期就受到阻抑。
许多关键基因可能参与了合子激活的过程，但由于雌配子体分离困难等诸多原因，对高等植物合子的激活机制，我们的了解仍然很有限，而对于参与合子激活以及分裂的基因了解得更加有限。
1.2.2 胚胎极性建立及模式形成相关的基因表达

极性是指在细胞分裂之前，胞质组分的不均匀的分布。植物胚胎极性的建立对整个胚的发育过程都很重要（Souter和

 HYPERLINK "http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lindsey%20K%22%5BAuthor%5D" Lindsey，2000；Weijers和Jürgens，2005）。AGL11和AGL15都属于MADS-box基因，但两者的表达模式与参与的功能有所不同。AGL11在胚珠时期就开始表达了，一直持续到胚胎发育早期（Rounsley等，1995）。Nain等（2008）认为AGL11可能参与一些相关的信号转导途径从而在胚囊及至早期胚胎的极性保持中起作用。而从拟南芥和菜豆中克隆到的AGL15基因，推测其在可能通过作为转录因子来调控胚胎早期发育中其他基因的表达（Heck等，1995；Perry等，1999；Thakare等，2008）。基因G564和C541在红花菜豆的球形胚期特异性地积累。这两个基因主要在胚的基部表达，而在顶部检测不到表达，暗示了它们的功能可能与胚胎极性相关（Weterings等，2001）。AtOPT3编码一个转运蛋白，定位于植物细胞膜上，参与铁及其它可能金属离子的转运（Stacey等，2008；Lubkowitz，2011）。拟南芥opt3突变体的胚胎，在尚未发育到八分体时就不再继续发育了，也暗示了这个基因在胚胎发育早期起重要作用（Stacey等，2002）。
研究表明胚胎的极性形成是与生长素有关的。拟南芥axr6突变体在整个胚胎发生的过程中，显示持续的细胞分裂，但会产生异常的胚轴、胚根和维管组织等（Hobbie等，2000）。基因AUXIN RESISTANT6（AXR6）位于拟南芥第4 条染色体，与胚胎早期发育的整个过程中对生长素的响应密切相关（Hellmann等，2003）。ABP1是另一个与生长素相关的基因，其突变体不能产生两侧对称的胚胎（Chen等，2001）。最近，Chen等（2010）又研究发现生长素与ABP1的作用可能是以直接或间接地方式发生的，从而影响了胚胎分化。MONOPTEROS（MP）是作为转录因子调节下游基因表达的，同时也与生长素的响应有关（Ulmasov等，1997；Hardtke和Berleth, 1998；Tiwari等，2003）。Schlereth等（2010）发现MONOPTEROS（MP）也可通过调节一个转录因子而控制胚根的起始。
PIN基因家族成员如PIN1、PIN4 和PIN7等通常都在胚胎发育的早期可检测到表达，与生长素极性转运有关，因此推测它们对胚胎的早期发育存在很大影响（Weijers等，2005；Weijers等，2006）。Friml 等（2003）发现生长素在基细胞中很少，相反在顶细胞中含量非常高。这种生长素的不同模式分布需要PIN的参与，很大程度依赖于PIN蛋白的极性亚细胞定位（Kleine-Vehn等，2009）。PIN蛋白还可以通过胞吞胞吐方式在不同区域变换位置，相应地也会影响到生长素在不同位置的浓度梯度（Geldner等，2001；Geldner等，2003）。Wang等（2011）分析了不同PIN蛋白成员在发育胚胎中各部分的亚细胞定位，但其机理还有待进一步研究。
1.2.3 胚胎分生组织以及器官形成相关的基因表达
植物胚胎的顶部区域包括上胚轴、子叶和胚茎端分生组织（shoot apical meristem，SAM），中部区域包括下胚轴，基部区域包括根冠和胚根尖分生组织（root apical meristem，RAM），各种胚器官的形成以及生长点的维持是由多基因协同控制的。
1.2.3.1 胚胎顶部区域发育相关基因
一些基因的突变体，其子叶及胚茎端分生组织（SAM）发育不正常，暗示这些基因可能参与了胚胎顶端区域的分化。SHOOT MERISTEMLESS (STM) 编码一个包含KOTTED1-like同源异形结构域的转录因子，该基因在胚胎顶端两片子叶的原基间表达，是胚胎发育过程中茎端分生组织（SAM）的形成所必需的，控制拟南芥分生组织形成的重要调控基因（Long和Barton，1998）。stm突变体的胚胎从胚茎端分生组织（SAM）开始胚器官呈融合状态，说明STM 可能限制了胚胎细胞的分化以及器官的形成（Aida等，1999）。WUSCHEL (WUS)属于一个同源异型盒基因家族，是胚胎早期发育细胞命运特化过程的调节基因。WUS和STM在胚芽分生组织的活性保持中起到互补的作用（Spinelli等，2011）。
胚胎细胞的分化受CLAVATA (CLV)基因控制，这类基因的作用主要体现在限制了分生组织的大小。与WUS基因相反，CLV和STM基因在调控胚茎端分生组织（SAM）活性时的作用是相反的（De Young和Clarks，2008）。WUS基因参与调控早期胚胎发育中细胞的命运，突变后会导致分生组织活性的终止。WUS 和CLV 的路径相互作用，在干细胞和分生组织区域之间建立了一个负反馈环。遗传分析暗示WUS 基因可能是CLV1 和STM 蛋白的靶基因（Lenhard等，2002；Kieffer等，2006）。
球形胚的顶端区域可分为两个区域：STM 表达细胞所在的外周区域和CUPSHAPED COTYLEDON (CUC) 表达的中央区域。CUC 基因调控胚胎的胚茎端分生组织（SAM）的形成以及子叶的分离（Takada等，2001）。不同的生长素极性抑制可使子叶和胚茎端分生组织（SAM）的发育停止，表明了生长素在胚胎顶端区域发育模式中的作用（Fujita等，2008）。还有一些同源异形盒基因家族，如LEUCINE ZIPPER (HD-ZIP) 和 FINGER (PHDFINGER) 家族，也在胚茎端分生组织（SAM）发育中发挥重要作用。ZWILLE (ZLL) 基因对于发育中胚胎的胚芽分生组织内干细胞命运的维持是必需的。ZLL与STM在晚期球形胚的顶端区域相互作用，然而这个基因与STM基因发挥着相似的作用，也许调控了STM基因表达的空间模式（Moussain等，1998；Tucker等，2008）。
GURKE (GK) 基因的突变特异性影响胚胎顶部区域的产生，gk 突变体的胚胎在心形胚期顶端区域的缺失已非常明显（Torres-Ruiz等，1996）。相似地，PASTICCINO (PAS) 基因也参与了胚胎顶端区域正常发育所需的细胞分裂和分化的调控（Faure等，1998）。此基因的突变体如pas1 和pas2因子叶原基的改变而产生了平顶的异常胚（Bellec等，2002）。Baud等（2004）鉴定了致死因子acc1突变体，通过对乙酰辅酶A羧化酶1 (ACCase1)的影响产生了与GURKE 和PASTICCINO基因突变体相似的胚胎表型。
遗传分析鉴定了参与胚胎模式建成的多基因功能模式。有一个WOX基因家族成员在合子不均等分裂后的顶细胞中特异表达。WOX基因属于一个编码WUSCHEL相关同源异形盒结构域的基因家族。WOX2基因是胚胎细胞分裂以形成顶端区域所必需的。STIMPY (STIP)/WOX9具有保持细胞分裂能力的作用，其突变缺失导致早期胚胎发育停止。STIMPY-LIKE (STPL)/WOX8与WOX2功能相似，这些发现表明WOX基因作为转录因子的组合相互作用对于胚胎发育是必需的（Haecker等，2003；Kieffer等，2006）。
胚茎端分生组织（SAM）形成所必需的其它基因如ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1) 在平衡和限制由生长素信号介导的分生组织活性增强的过程中发挥作用。amp1突变体表现出包括额外的子叶等多种不同的形态异常表型（Vidaurre等，2007）。amp1和mp突变体的表型特征暗示AMP1和MONOPTEROS（MP）在调控拟南芥胚胎和分生组织发育的过程中起着相反的作用。
在LEUCINE ZIPPER (HD-ZIP)这个同源异型盒转录因子基因家族中， PHABULOSA (PHB)，PHAVOLUTA (PHV)，REVOLUTA (REV) 在这个过程中也发挥关键的作用（Prigge等，2005）。PHB，PHV 和REV 基因可能通过正向调节STM 基因的表达从而调控胚胎的胚茎端分生组织（SAM）的形成。phb，phv 和rev 突变体表现出对生长素向胚轴极性运输的强烈抑制，这一变化干扰了细胞的分化以及胚胎的形态建成。当顶基部器官命运形成时，根促进基因在胚胎顶部区域被强烈抑制，TOPLESS (TPL) 和TOPLESS-RELATED (TPR) 蛋白的活性与这一过程密切相关。TPL 和TPR 蛋白作为共抑制因子与AUX/IAA 蛋白一起参与生长素介导的转录抑制 （Szemenyei等，2008）。

1.2.3.2 胚胎中部及基部区域发育相关基因
胚胎中部和基部区域一起促进了胚根尖分生组织（RAM）的形成，这两个区域特异信号的缺失干扰了原形成层细胞的组织结构。生长素和乙烯均在胚根尖分生组织（RAM）中有表达。生长素在干细胞及分生组织的特化和活性维持过程中作用显著，而乙烯参与了静止中心（Quiescent Center，QC）细胞分裂活性的调控。静止中心（QC）是一群不分裂的细胞，用来维持周围干细胞的非分化状态。通过遗传或化学方法改变乙烯调控途径会对静止中心（QC）的分裂活性产生影响，暗示了其通过调节干细胞的增殖与静止之间的平衡从而维持干细胞的小生境（Ortega-Martinez等，2007）。
一些调节因子的活性以及正常的生长素信号途径是维持静止中心（QC）特性、分生组织活性和根的生长所必需的。早期胚根的发育依赖于BODENLOS (BDL)，MONOPTEROS (MP) 和GNOM (GN) 等基因的活性。GN 蛋白参与了顶端-基部模式的形成，最近又发现其参与了细胞的分裂、增大和粘附（Robert等，2008）。bdl 和mp 突变体在两细胞期即出现异常，顶细胞进行水平分裂而不是正常发育情况下的垂直分裂，暗示了MP和BDL参与了生长素介导的顶端-基部模式形成过程。最近的研究发现，MP可通过调节一个转录因子而控制胚根的起始（Schlereth等，2010）。中央区域细胞的异常分裂以及胚根原细胞不能产生透镜状细胞共同导致了根尖分生组织和下胚轴的缺失。MP和BDL通过形成异源二聚体相互作用，在早期球形胚中共表达（Hardtke 等，2004；Smet，2010）。
与MP 和BDL 基因相反，在AUXIN RESISTANT6 (AXR6) 基因缺失的胚胎中，来源于基细胞中的紊乱细胞分裂定向随后导致了没有根分生组织的形成（Hobbie等，2000）。mp，bdl 和axr6 突变体不同程度地干扰了胚轴的形成以及胚基部区域的分裂定向。HOBBIT (HBT) 基因的突变影响胚基部区域发育的方式与MP 基因不同，并不在中央区域，但依然会导致根分生组织功能的缺失进而影响根的形成（Serralbo等，2006）。
1.2.3.3 胚胎发育成熟相关基因
拟南芥LEAFY COTYLEDON（LEC）基因LEC1、LEC2 以及FUSCA3（FUS3）是胚胎形态发生和成熟所必需的调控基因。LEC1 是胚胎发育的重要调控因子，它活化胚胎发生以及分化所必需的基因表达（Braybrook 和Harada，2008；Chiappetta等，2009）。LEC2 在子叶的分化以及胚轴形态的维持、早熟抑制以及胚胎的成熟等方面都发挥着非常重要的作用（Baud等，2007； Angeles-Núñez 和Tiessen，2011）。FUS3在调控子叶细胞的特性、储藏物质的合成和积累、胚胎依赖的种子休眠等过程中发挥重要作用（Tsuchiya等，2004；Moreno-Risueno等，2008）。从拟南芥和白菜中克隆到的AGL15 基因编码一个含MADS 盒的转录调节因子，可能是以转录因子的形式来调控下游基因的表达，从而启动胚的分化发育或是在胚胎成熟时抑制种子萌发的过程中起作用（Zheng等，2009）。
胚胎沿着两个不同的轴向（顶基轴向和辐射轴向）发育形成不同的器官和组织，这一发育过程不仅包含了大量不同基因的表达，也包括了大量参与不同信号转导途径之激活或抑制的基因集，这些基因集仍有待于进一步的鉴定和分析。
1.3 植物转录组研究
对于某一个特定植物个体而言，基因组是完全相同的，然而不同的细胞、组织、器官之间却表现出不同的形态结构和功能。这是因为植物会在特定的环境条件下、特定的组织器官、特定的发育阶段启动某些特异基因的表达，并同时关闭另外某些基因的表达，表现出明显的条件诱导性、组织特异性和时空特异性。植物转录组研究可对所有转录产物进行分类，而且可比较各个转录本在不同条件下以及发育过程中表达水平的变化从而发现特定的相关功能基因。
目前应用在植物转录组研究中的技术有EST测序技术、基因芯片技术、cDNA-AFLP技术、SAGE技术、MPSS技术等。最近发展起来的新一代深度测序技术，为植物转录组研究带来了新的思维方式。RNA-Seq（RNA sequencing），即RNA 测序又称转录组测序，就是利用深度测序技术进行转录组分析的技术。

1.3.1表达序列标签（EST）技术及应用
大规模测序来自cDNA文库的EST，是早期获得转录组表达谱的方法。这种方法中，在无偏向性的cDNA文库里，随机测序得到的EST被利用序列聚类或/和序列组装的方法分成转录序列簇。然后，每种组织中转录物的丰度通过计算EST的数量来衡量。EST上含有每种基因组文库和/或每一个序列簇的识别标记。EST来源于一定条件下某一组织器官或细胞等总mRNA所构建的cDNA文库，因此EST也能说明该样品中各基因的表达水平。
随着测序技术的进步，最近也有EST技术应用于植物转录组研究的报道。 Blair等（2011）构建了两个菜豆（Phaseolus vulgaris L.）品种的全长cDNA文库，一个为耐干旱品种BAT477，另一个为耐酸性土壤品种G19833。总共有20,000个克隆被选择出来进行测序，各有一半的克隆来自两个文库。来自G19833文库的10,000个克隆测序得到平均850nt长的序列片段，代表了4,219个基因，其中有一半以上代表了新的菜豆EST或者已知基因的5’端。Tillett等（2011）对来自于非生物胁迫下酿酒葡萄（Vitis vinifera L.）叶、浆果和根组织的62,236个EST进行测序，同时与来自公共数据库的32,286个EST序列进行比较。测序得到13,278个唯一序列，其中有739个转录本在胁迫条件下的叶片和浆果组织中差异表达，250个为之前从未发现的胁迫诱导基因。来自于胁迫下根组织的16,452个EST序列中，有135个基因表现根特异富集表达模式。
1.3.2 基因芯片技术及应用
基因表达芯片可以将成千上万个基因特异探针固定在一块DNA芯片上，对来源于不同组织器官、分化发育阶段或处理条件下mRNA产生的cDNA进行检测，从而对这些基因表达的特异性进行综合分析。
随着大规模cDNA克隆数量和全基因组测序物种数量的增加，很多DNA微阵列开发出来并对多种植物进行转录组分析。例如，Brosché等（2005）利用基因芯片对胡杨非生物胁迫的响应机制进行研究，选取了控制条件下沙漠中和暴露在胁迫中的胡杨树，创建多个均一化cDNA文库以及差减cDNA文库，共获得约14000个可能参与了忍耐和抵抗盐及其他非生物胁迫的EST。Park等（2011）利用基因芯片检测水稻叶片对低磷环境的响应，发现有21,033个基因受到磷缺乏的影响，其中有4271个基因可归入51个代谢途径，最大的一类与蔗糖降解为乙醇和乳酸盐途径相关。在这些途径中，胞质糖酵解包含了最少量的上调基因但含有最大量的下调基因。低磷使葡萄糖、丙酮酸盐以及叶绿素含量减少，与碳代谢以及叶绿素生物合成相关的基因表达下降，然而蔗糖和淀粉的含量却上升。Zmieńko等（2011）构建了一个包含1629个寡核苷酸探针的质体嵌合芯片（PlasTi-microarray），这些寡核苷酸是基于黄瓜叶绿体基因组序列设计的。对于每一个基因或外显子有高达4个特异的探针，基因间隔区也被常规覆盖。这个PlasTi-microarray用来调查黄瓜叶绿体的质体转录组，由于植物质体基因组序列的高相似性，这个新建立的基因芯片也可用来研究其他植物。对黄瓜、拟南芥、番茄和菠菜的叶绿体转录组的差异杂交比较表明PlasTi-microarray的通用性很高。
随着商用基因芯片增加，很多实验室开始使用特定基因芯片设计来获取转录组数据，目的是为特定物种转录组研究积累更为全面的资源。基因芯片技术最大的劣势就是其使用的局限性，因为其要求被测物种必须有完备基因组信息或者大库容量cDNA库。对于那些缺乏可用于制备芯片序列信息的物种来说, 依然有一些基于cDNA片段分析和cDNA测序的替代手段，这其中最成功的替代方法就是cDNA-AFLP。
1.3.3 cDNA-AFLP及应用
cDNA-AFLP是利用2种内切酶酶切cDNA之后，加接头、预扩增、选择性扩增，最后PAGE电泳分析，得到清晰的、重复性好的条带。获得的转录衍生片段，可提供更多的编码区信息。
Claverie等（2011）利用定量cDNA-AFLP监测棉花纤维细胞两个关键的发育时期—伸长期（10 dpa）和次生细胞壁加厚期（22 dpa）转录本表达水平变化，分别有3263和1201个TDFs作为10 dpa和22 dpa显著的数量性状位点（QTL）进行分析。所有TDFs中有三分之二匹配1到6个eQTLs，相较于其他染色体，染色体21有较高eQTLs密度。eQTL热点与纤维特征表型QTL的位置作比较，检测出几个共定位的情况。对eQTL和eQTL热点进行进一步地确认和整合将有利于丰富棉花cDNA和基因组序列资源。此外，cDNA-AFLP还可以检测亲本来源的等位基因的特异表达，因为在来自于每个等位基因的转录本中多态性位点受到限制。McKeown等（2011）运用全基因组范围的cDNA-AFLP调查了包含F1代种子的拟南芥角果中4500个TDFs的表达，发现了52个母性表达基因。他们开发了一种生物信息学工具（GenFrag），可以从加到引物上的选择性核苷及其大小直接确定TDFs，这种方法可大大增加全基因组范围的cDNA-AFLP片段的分析通量。从52个母性表达基因中进一步过滤在胚乳中高表达的基因，这些基因中有些可能为新的在拟南芥胚乳中表达的印记基因。三个表达量相对最高的基因，ATCDC48、PDE120、MS5-like经显微切割和定量RT-PCR分析，确认为在F1种子中特异表达的母性表达基因。在邻近ATCDC48和PDE120处有不同的甲基化区域，可能代表了参与印记控制的区域。
Malacarne等（2011）研究葡萄藤人工接种霜霉菌（Plasmopara viticola）后的群体反应，根据从易感到抵抗的不同程度，分为9个组。运用cDNA-AFLP对抵抗表型和易感表型的群体进行初步的转录研究来检测一些相关的调节基因，发现有57个基因特异在抵抗表型个体中表达发生变化，暗示它们参与了葡萄藤与霜霉菌之间相容性互作。这些转录本的功能主要包括防御响应、光合作用、初生及次生代谢、信号转导和运输。Sestili等（2011）采用大规模cDNA-AFLP分析鉴定甜瓜感染镰刀霉菌后的转录组，成功测序了627个差异表达TDFs，其中305个TDFs是为甜瓜转录本，195个为镰刀霉菌转录本，反映了甜瓜对感染镰刀霉菌感染后诱导的转录变化。Bita等（2011）运用cDNA-AFLP 技术分析敏感型和耐受型两种基因型番茄在耐受适度高温（32°C）时处于减数分裂过程中花药的转录组。高温耐受型番茄花药与敏感型番茄相比，其转录组显示出不同的基因表达谱结构，说明了耐受型在高温耐受过程中诱导了参与环境适应及保护机制的基因表达。
1.3.4基因表达序列分析（SAGE）技术及应用
SAGE（Velculescu等，1995）是一种高通量基因表达定量分析技术，是基于短的可读cDNA标签深度测序技术的序列分析方法。SAGE设计一些13到15 bp大小的特异性标签，这些标签是来自样品mRNA3′末端的。大规模的EST和基因组序列数据集是对于鉴定SAGE标签的基因是必需的。SAGE可以鉴定组织中存在的大量基因表达，但不适合对遗传信息缺乏的植物进行转录组研究。
SAGE技术在植物中的应用相对较少，利用SAGE方法对火炬树轴向发育梯度木质部进行基因差异表达定量分析，用以鉴定木材信息相关的特异表达基因。分别从树干冠部和基部取木质部材料构建2个SAGE文库，经聚类分析150855个标签共代表乐42641个不同的基因，并通过比较确定有哪些基因可能在决定木材质量方面起作用（Lorenz等，2002）。Robinson等（2008）对低温胁迫下拟南芥组织培养产生的幼苗进行SAGE分析，通过比较，有920多个转录物片段的表达量增加5倍以上，表明植物连续暴露于低温下会使其基因表达变化显著，这些结果可为研究植物保持遗传完整性的机制提供一定的基础。
一些衍生的分型方法，比如SADE、MAGE、miniSAGE、microSAGE、superSAGE、longSAGE、5′ SAGE和deepSAGE等已经开发用来拓宽和提高SAGE的实用性。例如，超级基因表达分析（superSAGE）就是其中一个SAGE的改进版本，从打断的cDNA获得26 bp片段标签的方法已经用来对水稻细胞及其真核病原体的基因表达谱进行同步定量分析。SuperSAGE中的26 bp片段标签也可被用来直接为寡聚微阵列设计探针。
1.3.5大规模平行测序（MPSS）技术及应用

大规模平行测序技术（massively parallel signature sequencing, MPSS）是又一个以测序为基础的技术。MPSS采用独特的方法来定量测定基因的表达水平。它是通过使用“微球状阵列”新技术测序cDNA 3′端16-20 bp的核苷酸链。在每个文库中，它可以产生数以百万计的短序列标签。很多植物，如拟南芥、水稻、葡萄以及包括稻瘟菌在内植物相关微生物的MPSS数据库已经可以网上查询（http://mpss.udel.edu）。另外，MPSS方法也被用于在基因组规模上剖析和探索拟南芥和水稻的sRNA表达。CT-MPSS是最近研发的定量分析转录物5′末端的技术，同时又和全基因组克隆的cap-trapper法联系起来。该方法已应用于高密度定位拟南芥的转录起始位点（TSS），旨在基因组水平搞清楚植物的启动子。拟南芥CT-MPSS标签的数据集可以在ppdb（Plant Promoter Database）（http://ppdb.agr.gifu-u.ac.jp）获得。ppdb是一个植物启动子数据库，它可用于提供拟南芥和水稻的启动子注释。
Peiffer等（2008）通过比较表达文库，总共得到572个在花序中特异富集的基因。大量器官特异富集基因在雄蕊和雌蕊上的转录差异显著存在，但很少有基因表现出在萼片或花瓣的特异定位表达。这一大范围的MPSS分析确认和补充了前人使用微阵列对花基因表达的研究，显示了基于序列测量的表达分析对于功能基因组学研究的效用。Jo和Hyun（2011）用测序水稻基因组的计算分析，分别鉴定了8个参与抗坏血酸（AsA）生物合成途径和7个参与生育酚生物合成途径的成员，这一结果揭示了这些基因的启动子的共同特征是与光响应、激素响应和胁迫响应相结合。这些发现与在MPSS数据库中的表达分析一起，说明了抗坏血酸和生育酚在参与植物响应的途径中是相关的。
1.3.6 RNA-Seq及应用
随着新一代测序技术的相继诞生，在几种目前已经推出的新一代深度测序平台中， 在Illumina/Solexa 测序平台上的RNA-Seq应用最为广泛。RNA测序（RNA-Seq），是利用新一代深度测序技术对不同类型和来源的转录本高通量定量检测。转录组和基因表达研究长久以来一直依赖于EST测序和基因芯片技术，而新一代测序技术不仅可以在表达水平，还可以在序列水平上全面地了解一个转录组的概况。相较于与基因芯片技术，RNA-Seq不需要设计探针，能以单碱基分辨率检测并可量化转录片段，而且能够应用于尚未完成基因组图谱的物种，正逐渐成为转录组和基因表达分析的重要研究手段（祁云霞等，2011）。高通量测序的最大特点是测序通量极高，通过一次运行可以获得至少0.45Gb到200Gb的碱基数据，非常有利于转录组的研究。利用RNA-Seq测序，还可以检测到一些低丰度表达的基因，而这些基因大都是以前用传统方法根本无法检测和研究的。
Zhang等（2010）利用配对末端RNA-Seq技术对栽培水稻的8 个器官进行测序，鉴定出38650个转录单元，通过与之前的芯片结果和已知基因模型比较，检测出7232个之前尚未确定的新转录区。除此之外，还鉴定出10595个新的外显子和29751个新的或延长的5′和3′UTRs 边界。最近也利用Illumina 测序技术在水稻中鉴定出181个之前未报道的microRNA，更新了当前水稻microRNA的估计数。Lu等（2010）对栽培水稻的两个亚种(Oryza sativa spp. indica 和 japonica)进行转录组测序，鉴定出15708 个新转录活跃区（nTARs），并且证明有6228个基因在5′和或3′末端延长至少50 bp。
Wang等（2010）利用RNA-Seq技术分析棉花fuzzless/lintless突变体早期发育纤维转录组差异，在WT1、WT2、M1和M2四个文库中分别得到23854、24442、23497和19957个基因。对差异表达基因进行分析之后发现，在野生型和突变体之间在基因型和表达丰度上都存在着相当大的差异。在WT1/M1和WT2/M2文库之间，差异表达最显著的20个基因分别为编码纤维素合成酶、磷酸酶、脱氢酶等参与纤维细胞发育的基因。Chen等（2010）应用RNA-Seq分析分离的性母细胞，鉴定了减数分裂特异基因。超过1000个基因特异或优先表达在性母细胞中的基因被鉴定为特异参与减数分裂的基因。其中有55个基因来源于线粒体基因组，也发现大量转座元件基因在性母细胞中上调表达。
Pont等（2011）在小麦谷粒充盈过程中应用RNA-Seq鉴定了一个有37,695个非冗余序列簇的唯一基因集，首次对小麦基因组唯一基因库中一半以上基因的表达评估。用二穗短柄草（Brachypodium distachyon）基因组作为小麦族的参考，可将得到的基因簇的关系分为直系同源、旁系同源和部分同源三大类。通过对小麦基因的进化分析，发现较早的重复拷贝存在超过80%的基因缺失和表达差异性，而最近的重复基因仅有54%的基因缺失和36-49%的表达差异。Kunjeti等（2011）使用RNA-Seq平台对感染利马豆的疫霉病菌（Phytophthora phaseoli）的转录组进行全面分析，来自于6个文库的序列读段（read）与最接近的白叶枯病原菌和马铃薯晚疫病菌基因模式匹配，并进一步讨论了与马铃薯晚疫病菌在致病性机制上的相似性与不同。
1.4 植物蛋白质组研究
植物蛋白质组学起步较晚，但随着蛋白质组学技术的不断发展和进步，蛋白质组研究在植物中的应用也越来越广泛。目前进行植物蛋白质组学研究，最常使用的方法仍然是双向电泳结合质谱鉴定的方法。同时，也有一些新的蛋白质组学技术，如双向荧光差异凝胶电泳（2D-DIGE）、同位素标记定量（iTRAQ）等等在动物蛋白组研究中发展起来的技术，已经渐渐在植物蛋白质组研究中开始应用。
1.4.1植物组织器官发育蛋白质组
应用蛋白质组学方法比较分析野生型和突变体之间蛋白质表达的差异，可以使人们能够对产生突变体的突变基因所编码蛋白质进行鉴定，而且受此基因影响的蛋白质也能够同时鉴定出来。例如，对水稻正常野生型叶片和突变体斑点叶片进行蛋白组比较分析，有159种蛋白质在两者之间表达有差异，其中RuBisCO大亚基与激活的小亚基、ATP合成酶，以及硫氧还蛋白过氧化物酶（TPX）等这些蛋白质在野生型中高度表达，而突变体中却均未检测到（Kang等，2007）。黄锦文等（2011）运用双向电泳与质谱技术相结合的方法，比较分析了在水稻籽粒灌浆时两种不同“源”（“Ⅱ优航2 号”和“汕优63”）类型的叶片中的蛋白差异表达。两种不同来源的水稻叶片蛋白中，共有22 个蛋白点显示出显著的差异表达，有20 个蛋白的功能得到鉴定。通过对差异蛋白表达丰度及功能的分析，发现“Ⅱ优航2 号”在灌浆期基因转录表达、光合代谢、能量代谢、抗逆反应、细胞生长等生理活动过程中均比“汕优63”显示出更大的优势，可能是其叶片在灌浆期“源”优势之主要体现。
近些年，人们进一步补充完善了植物的组织器官蛋白质表达谱（Baerenfaller等，2008；Baerenfaller等，2011）。例如，通过对蛋白质组进行分析，发现在种子发育不同时期出现表达变化的蛋白质显示出了不同的功能类群偏向。Xu等（2008）分析了水稻种子发育过程中的蛋白质组，发现有345种蛋白质在此过程中出现表达变化，其中参与乙醇发酵和淀粉合成的蛋白一般持续上调，而参与细胞生长分裂、信号转导、蛋白质合成/降解和碳代谢等蛋白主要呈持续下调趋势。水稻种子产生的愈伤组织在分化过程中，有79种出现差异表达的蛋白质，它们主要参与了胁迫/防御反应和糖代谢等功能（Yin等，2008）。
Bak-Jensen等（2007）比较大麦种子萌发过程不同阶段的蛋白质组发现，有29个蛋白质点均鉴定为α-淀粉酶（AMY）的同工型蛋白质，而且至少有1至2种AMY蛋白参与了贮藏淀粉的快速降解。以水稻花粉为代表的单子叶植物花粉萌发蛋白质组研究，鉴定出120种萌发前后表达差异的蛋白质，这些蛋白主要参与了蛋白质合成/降解、细胞骨架及细胞壁代谢和糖代谢等过程（Dai等，2007）。此外，对大桉（Eucalyptus grandis）幼树木材形成过程中蛋白质组的分析，发现在不同树龄的形成层组织中，有240种蛋白质表达丰度有变化（Fiorani等，2007）。
此外，组织器官差异表达蛋白质组研究也开始引入灵敏度相对较高的蛋白质标记技术。运用15N代谢标记技术和2D-DIGE分析拟南芥叶片衰老过程中的蛋白组差异，发现叶片在衰老过程中其光合机制应该出现了明显的退化，表现为21个差异表达蛋白质中，3个小亚基和RuBisCO大亚基成分表达下调，而苯醌还原酶和GST家族蛋白表达上调，这些蛋白的表达可能用来抵御衰老过程叶片中的活性氧损伤（Hebeler等，2008）。对油菜叶片中不同类型的细胞运用iTRAQ技术进行蛋白质组分析，鉴定了1458种蛋白质，发现了427种特异在保卫细胞中高丰度表达的蛋白质，也有74种蛋白表达量在保卫细胞中明显高于叶肉细胞中，这些蛋白分别参与了细胞结构、信号转导、能量代谢、转录、运输等过程（Zhu等，2009）。
1.4.2植物亚细胞蛋白质组

水稻白色体发育为叶绿体的光调控过程中，参与光合作用和碳代谢的蛋白质表达显著上调，而参与脂肪酸和氨基酸代谢功能的蛋白质表达下降，这一发现可使人们进一步认识和了解叶绿体从自养到异养的发育过程（Kleffmann等，2007）。通过对C4植物玉米（Zea mays）和C3植物豌豆（Pisum sativum）叶肉细胞中叶绿体外膜的蛋白质组比较分析，其结果为理解C4植物光合作用适应机制以及叶绿体分化提供了重要的线索（Brautigam等，2008；Majeran等，2008）。
仅对某一具体细胞器进行独立的蛋白质组学研究，是远远不够的。Dunkley等（2006）结合iTRAQ和2D-LC技术，将182种蛋白定位于不同的细胞器，由此获得在拟南芥的根愈伤组织中细胞器的蛋白质组图谱。
质膜蛋白质组仍是目前植物蛋白质组研究中的难题之一，是因为质膜蛋白组分中包含大量的疏水蛋白和低丰度蛋白（Komatsu，2008；Nouri和Komatsu，2010）。Marmagne等（2007）运用Nano LC-MS/MS分析拟南芥质膜蛋白组，在446种鉴定得到的蛋白质中具有锚定序列或跨膜结构域的有一半以上，并且包括了大量的被脂基化修饰的蛋白和新发现信号蛋白，由此获得最具多样性拟南芥质膜蛋白质组。在水稻质膜中，Whiteman等（2008）总共鉴定出805种蛋白质，其中有350种可预测为质膜相关蛋白。

1.4.3植物翻译后修饰蛋白质组

随着蛋白质组学技术不断改进，人们陆续研究了特定功能状态下的拟南芥、水稻、苜蓿和大麦等植物蛋白质的磷酸化修饰状况。Kwon等（2008）对去除RuBisCO的拟南芥幼苗运用磷酸亲和取代法进行磷酸化蛋白的富集，再使用2-DE分离，最终通过质谱鉴定得到31个磷酸化蛋白。Shin等（2010）以敲除snrk突变体和过量表达SNRK的转基因拟南芥根为材料，运用质谱鉴定SNRK蛋白的2个磷酸化位点以及其靶蛋白的1个磷酸化位点。预测SNRK蛋白作用下14-3-3蛋白参与了能量代谢、ATP生成和光合作用等过程。Krüger等（2007）应用感应耦合等离子体质谱（ICP-MS）和毛细管液相色谱（CapLC）技术，比较分析了莱茵衣藻及拟南芥蛋白质的整体磷酸化水平。 
1.5 本研究的目的和意义
胚胎发育是植物生长发育过程中一个非常重要的阶段。近年来,人们通过对不同植物中不同基因的突变体或转基因植物进行研究，对很多胚胎发育相关基因的功能及表达模式有了较清楚的了解。这些研究多集中于以拟南芥为代表的双子叶植物中，而单子叶植物胚胎相关基因表达及功能的研究还比较少。单子叶植物从胚胎发育的模式到成熟胚胎的形态都与双子叶植物存在着很大差异，这其中可能涉及了很多基因的不同表达及调控。水稻作为遗传研究的单子叶模式植物和重要的粮食作物,全基因组测序工作的完成使其成为粮食作物中基因背景最为清晰的物种，更加有利于通过生物信息学的方法大规模分析基因和蛋白质的表达情况。研究水稻胚胎发育过程的转录组和蛋白质组的动态变化具有重大的理论和现实意义。
对植物胚胎发育过程的理解多来源于突变体研究，在拟南芥、土豆、玉米、水稻等多种植物突变体的研究中，在植物胚胎发育中发挥关键作用的一些基因陆陆续续被鉴定出来。然而，植物胚胎发育分化涉及了一系列有序的、选择性的基因表达,是由多基因协调控制的过程。
本研究利用水稻作为研究材料,通过对胚胎发育过程中基因表达及蛋白质组的动态变化分析,初步确认水稻胚胎发育过程中相关基因和蛋白质的表达变化模式。转录组分析是通过高通量方法研究整个转录组的表达变化规律，可大规模分析基因表达模式，为阐明基因的功能和调控途径提供新的线索。在生物体内真正发挥作用的是蛋白质，是生命活动的真正执行者和体现者。转录组和蛋白质组研究的有机结合, 将有利于我们明确基因调控是在转录水平还是在翻译水平上进行的，更有利于进一步揭示整个植物胚胎发育的过程和机理。
第 2章 水稻胚胎发育过程中基因差异表达分析
胚胎发育是植物生活周期中一个非常关键的阶段，单细胞合子经历一系列复杂有序的事件发育成为多细胞的成熟胚（Laux等，2004；De Smet等，2010）。对于植物胚胎发育过程的理解多来源于对突变体的研究，在拟南芥、土豆、玉米、水稻等很多植物的突变体研究中，一些在植物胚胎发育中发挥关键作用的基因陆续被鉴定出来（Gray-Mitsumune等，2006；Lahmy等，2007；Colombo等，2008；Guo等，2010）。
单子叶植物与双子叶植物在原胚发育阶段虽有着相似的发育形态，但胚的分化过程和成熟胚的结构却存在很大的差异。作为单子叶植物的模式植物，水稻因具有较小的基因组以及已知的基因组序列信息，可为胚胎发育的研究提供更多便利。本研究以水稻为材料，应用cDNA-AFLP的方法研究了胚胎发育不同时期的基因表达变化情况，并克隆了部分差异表达基因，初步分析了胚胎发育过程中基因的表达模式及变化规律。
2.1 材料与方法
2.1.1 水稻材料
实验材料为水稻（Oryza sativa L. ssp. indica cv. 9311），自然条件下，种植在武汉大学温室中。取授粉后3天，5天，7天，14天，21天，30天的子房，置于滴有DEPC水的载玻片上，在倒置显微镜或体视显微镜下，从子房和胚珠中分离出水稻胚胎。

2.1.2 总RNA的提取

提取RNA所用到的所有玻璃制品、药匙等200 ℃ 烘烤8 h 以上；塑料枪头、离心管、研磨杵等用0.1 % DEPC溶液浸泡24 h，然后高压灭菌，烘干。无法用DEPC处理的用具，氯仿擦拭若干次，通常可以消除RNA酶的活性。 总RNA 提取采用 Invitrogen 公司TRIzol 试剂盒，所需其他试剂：氯仿、异丙醇、75 % 乙醇 （用DEPC 水配制）、DEPC 水（无 RNA 酶的水）。
操作步骤：
1）将大约100 mg 水稻胚胎置于含有500 μl 冰预冷TRIzol试剂 的1.5 ml 离心管中， 一次性研磨杵充分研磨匀浆；
2）加入 500 μl 冰预冷TRIzol试剂，充分混匀后，室温静置5 min；
3）加入 200μl 氯仿，用力振荡15 s 后，室温静置 2-3 min 使其自然分相；
4）4 ℃ 12000 g 离心 15 min，样品分成三层：黄色的有机相，中间层和无色的水相，RNA主要在水相中；
5）将水相（通常可吸取500 μl）转移到新管中，加入500 μl冰冷的异丙醇，-20 ℃ 放置20 min； 
6）4 ℃ 12000 g离心10 min， RNA沉淀于管底；

7）弃上清，RNA沉淀中加入1ml 75%乙醇，温和振荡离心管，悬浮沉淀；  
8）4 ℃ 7500 g离心5 min，弃上清；短暂快速离心，用移液器小心吸弃剩余的少量上清，注意不要吸弃沉淀；

9）室温放置5-10 min晾干沉淀 （RNA样品不要过于干燥，否则很难溶解）。 沉淀中加入30 μl DEPC 水，轻弹管壁，以充分溶解RNA，从 RNA溶液取出5 μl进行电泳检测，剩余的可直接进行反转录，或-70℃冷冻保存。
为避免DNA 污染，用 DNase I 除去新提取RNA 中残余的基因组DNA。
在 1.5 ml 离心管（RNase-Free）中，
RNA                          25 μl
10×DNase I buffer              5 μl
DNase I (RNase-Free, Promega)    20 μl
Rnasin (40U/μl, Promega)         5 μl
DEPC 水                      45 μl
37 ℃ 温育 30 min，酚—氯仿终止反应，纯化RNA：
1）加入相等的体积的酚—氯仿，混匀，在4 ℃条件下， 12000 g离心1 min，吸上清至新离心管中；
2）加入相等体积的氯仿，充分混匀后，4 ℃ 12000 g 离心 1 min，吸取上层（水相）至另一新离心管中；

3）加入1/10 体积的3M 醋酸钠（pH 5.2, DEPC水配制）和 2.5倍体积的无水乙醇沉淀RNA。-20 ℃ 静置1 h，4 ℃ 12000 g 离心 10 min；
4）75 %乙醇悬浮清洗沉淀，干燥后加入25 μl DEPC水溶解RNA。
2.1.3 cDNA的合成
cDNA第一链合成：
RNA                           5 μg
Oligo（dT）18                            500 ng

dNTP Mixture（10 mM）         1 μl
DEPC水                       13 μl
70 ℃ 保温5 min，冰上速冷5 min。

向上述反应管中加入：
5×first strand buffer (Invitrogen)   4 μl
0.1 M DTT                     1 μl
Rnasin (40U/μl)                 1 μl
SuperScript Ⅲ (Invitrogen)       1 μl
45 ℃ 反应2 h，反应结束后，70 ℃ 温育 10 min，然后冰上冷却 2 min。
cDNA第二链合成：

向上述反应产物中加入：

10 mM MgCl2                  70 μl
2 M Tris-HCl（pH 7.4）          5 μl
1 M (NH4)2SO4                 1.5 μl
10 mM dNTP                   5 μl
RNase H (2 U/μl)                2 μl
DNA Polymerase I (3.5 U/μl)      10 μl
DEPC 水                      至150 μl
15 ℃ 反应3 h后，75 ℃ 终止反应。
所得cDNA的纯化采用酚—氯仿法，基本步骤同2.1.2 RNA的纯化过程。
2.1.4 cDNA-AFLP 分析

cDNA-AFLP分析参考Vos等（1995年）的AFLP方法，略加改动。本研究采用两种限制性内切酶Taq I和 Ase I对cDNA进行双酶切，连接接头，然后以T00和A00为引物进行预扩增。预扩增产物稀释后，以Taq I选择性引物（2个选择性碱基）和Ase I选择性引物（2个选择性碱基）进行选择性扩增，共计256个引物组合。接头、预扩增引物、选择性扩增引物见表2-1。

cDNA双酶切：
cDNA                       约500 ng

10×buffer2（NEB）         2 μl

Taq I（NEB）              10 U

Ase I（NEB）              10 U

灭菌超纯水                至20 μl
37 ℃ 酶切反应过夜。75 ℃ 温育10 min终止反应。

连接接头：

向上述双酶切反应液加入

Taq I adapter（50 μM）            1 μl
Ase I adapter（5 μM）             1 μl
ATP（10 mM）                  1 μl
T4 DNA ligase （Promega）       1 μl
10×ligase buffer（Promega）      1 μl
灭菌超纯水                     5 μl
16 ℃ 温育 4 h，75 ℃ 加热10 min灭活。
预扩增：

连接产物                      5 μl
Taq I 预扩引物T00（10 μM）    1 μl
Ase I 预扩引物A00（10 μM）   1 μl
25 mM MgCl2                           1.5 μl
Taq polymerase（Fermentas）    0.5 μl
10×PCR buffer                2.5 μl
dNTP Mixture （2.5 mM）      2 μl
灭菌超纯水                   11.5 μl
预扩增PCR程序：94 ℃ 3 min；94 ℃ 30 s，56 ℃ 40 s，72 ℃ 60 s共24个循环；72 ℃ 10 min。反应物4 ℃ 保存，取5 μl 琼脂糖电泳检测。
选择性扩增：

预扩增产物稀释10 倍，取1 μl作为选择性扩增的模板。
预扩增产物稀释液              1 μl
Taq I 选扩引物（10 μM）        1 μl
Ase I 选扩引物（10 μM）       1 μl
25 mM MgCl2                           1.5 μl
Taq polymerase（Fermentas）     0.5 μl
10×PCR buffer                 2.5 μl
dNTP Mixture （2.5 mM）       2 μl
灭菌超纯水                    15.5 μl
选择性扩增PCR：94 ℃ 1 min预变性；94 ℃ 30 s，65 ℃-56 ℃ 40 s（每个cycle降0.7 ℃），72 ℃ 60 s，共12个循环；94 ℃ 30 s，56 ℃ 40 s，72 ℃ 60 s共25个循环；72 ℃ 10 min。反应物4 ℃ 保存，取5 μl 琼脂糖电泳检测。

表2-1 cDNA-AELP分析所用的接头、预扩增引物和选择性扩增引物序列

Table 2-1 Sequences of adapters and primers used for pre-amplification and selective amplification in cDNA-AELP analysis

	接头或引物
	名 称
	序列（5’-3’）

	接头
	TaqI adapter1
	GACGATGAGTCCTGAC

	
	TaqI adapter2
	CGGTCAGGACTCAT

	
	AseI adapter1
	CTCGTAGACTGCGTACC

	
	AseI adapter2
	TAGGTACGCAGTC

	cDNA-AFLP
预扩引物
	T00
	GACGATGAGTCCTGACCGA

	
	A00
	CTCGTAGACTGCGTACCTAAT

	cDNA-AFLP
TaqI选扩引物
	T1-AA
	GATGAGTCCTGACCGAAA

	
	T2-AC
	GATGAGTCCTGACCGAAC

	
	T3-AG
	GATGAGTCCTGACCGAAG

	
	T4-AT
	GATGAGTCCTGACCGAAT

	
	T5-CA
	GATGAGTCCTGACCGACA

	
	T6-CC
	GATGAGTCCTGACCGACC

	
	T7-CG
	GATGAGTCCTGACCGACG

	
	T8-CT
	GATGAGTCCTGACCGACT

	
	T9-GA
	GATGAGTCCTGACCGAGA

	
	T10-GC
	GATGAGTCCTGACCGAGC

	
	T11-GG
	GATGAGTCCTGACCGAGG

	
	T12-GT
	GATGAGTCCTGACCGAGT

	
	T13-TA
	GATGAGTCCTGACCGATA

	
	T14-TC
	GATGAGTCCTGACCGATC

	
	T15-TG
	GATGAGTCCTGACCGATG

	
	T16-TT
	GATGAGTCCTGACCGATT

	cDNA-AFLP
AseI选扩引物
	A1-AA
	GACTGCGTACCTAATAA

	
	A2-AC
	GACTGCGTACCTAATAC

	
	A3-AG
	GACTGCGTACCTAATAG

	
	A4-AT
	GACTGCGTACCTAATAT

	
	A5-CA
	GACTGCGTACCTAATCA

	
	A6-CC
	GACTGCGTACCTAATCC

	
	A7-CG
	GACTGCGTACCTAATCG

	
	A8-CT
	GACTGCGTACCTAATCT

	
	A9-GA
	GACTGCGTACCTAATGA

	
	A10-GC
	GACTGCGTACCTAATGC

	
	A11-GG
	GACTGCGTACCTAATGG

	
	A12-GT
	GACTGCGTACCTAATGT

	
	A13-TA
	GACTGCGTACCTAATTA

	
	A14-TC
	GACTGCGTACCTAATTC

	
	A15-TG
	GACTGCGTACCTAATTG

	
	A16-TT
	GACTGCGTACCTAATTT


2.1.5 聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）及银染
变性聚丙烯酰胺凝胶电泳：

选择性扩增产物中加入等体积甲酰胺加样缓冲液（98 % 甲酰胺、l0 mM EDTA、0.025 % （m/v）溴酚蓝、0.025 % （m/v）二甲苯青），95℃变性5min后，立即置冰上冷却，4 ℃冰箱暂时保存。

1）将配好的硅化剂溶液 （100 μl硅化剂+ 1ml 95%乙醇）均匀地涂在短板（带凹槽玻璃板）上，将配好的反硅化剂溶液（3 μl反硅化剂+ 6 μl 冰醋酸+1 ml 95 %乙醇）均匀地涂在长板上，放置约15min；
2）长板和短板装配好后，将0.4 mm厚的间隔片沿玻璃板边缘放置，调至水平，三边用透明胶带封边以防漏胶；
3）取80ml 6%的丙烯酰胺胶溶液，加入300 μl 10%APS和60 μl TEMED轻轻混匀后，将胶缓缓地灌入到玻璃板中。将梳子插入玻璃板之间适当位置，并用夹子夹紧，水平放置。聚合2h以上，待胶凝固后用于电泳；
4）将梳子拔出，用注射器将插梳子的一端冲洗干净，将制备好的胶装在电泳槽上，电泳槽中加入1×TBE电泳缓冲液。在恒功率100 W预电泳30 min；
5）预电泳结束后，用注射器将胶面吹打干净，将梳子梳齿朝下轻轻插入，将已变性的选择性扩增产物上样6 μl，恒功率75W电泳约2.5 h。
银染：
1）固定：将小玻璃板撬起，胶附在大玻璃板上，放入2000 ml固定液（10 % 冰醋酸）中轻摇30 min；

2）漂洗：去离子水漂洗胶三次，每次2 min；

3）银染：于2000 ml银染液（1 % 硝酸银溶液，使用前加甲醛溶液3ml）中轻摇30-60 min；

4）润洗：去离子水快速洗5-10 s；

5）显影：加入预冷的2000 ml显影液（3 % 碳酸钠溶液，使用前加入甲醛溶液3 ml+ 10 mg/ml硫代硫酸钠溶液 400 μl），快速震荡，直至出现清晰的条带；

6）终止显影：最后将大玻璃板转入1）中的固定液（10 % 冰醋酸）中轻摇2-3 min终止显影反应。

7）漂洗和干燥：去离子水冲洗两次后，待胶自然晾干，在可见灯箱上拍照，观察记录银染结果。

2.1.6 数据统计分析

为了减少实验误差，降低假阳性率，每个样品进行三次重复实验，只选取在重复实验中一致性强的扩增条带进行统计。将电泳图谱上清晰且可重复出现的条带记为“1”，同一水平位置没有条带记为“0”。同时忽略条带强弱的差异，生成“0”和“l”组成的原始矩阵。对“0-1”矩阵进行分析，得出水稻胚胎发育各时期的基因表达差异。
2.1.7 差异片段的PAGE胶回收


选取水稻胚胎发育各时期发生明显表达变化的部分片段，从PAGE胶上回收。将特异条带从胶上挖出，加入 50 μl 灭菌超纯水，100 ℃ 煮 15 min，冷却到室温，12000 g 离心 5 min，取 5 μl 上清液作为模板，采用相应的选择性扩增引物进行重新扩增。PCR扩增体系与电泳之前的选扩一致。PCR程序：94 ℃ 3 min；94 ℃ 30 s，56 ℃ 40 s，72 ℃ 60 s共28个循环；72 ℃ 10 min。取5 μl 扩增产物琼脂糖凝胶检测。
2.1.8 差异片段的琼脂糖凝胶回收与克隆

PCR扩增产物纯化：PCR产物琼脂糖凝胶电泳后，切取目的片段凝胶。采用Axygene公司凝胶回收试剂盒进行回收。
用pGEM-T载体（Promega）对得到的TDFs进行克隆。
连接反应：

pGEM-T vector                           0.5 μl
回收纯化的PCR产物                     50-100 ng

2×Ligation Buffer                         5 μl
T4 DNA Ligase                           1.0 μl
灭菌超纯水                              至10 μl
16 ℃ 孵育10 h 以上，然后用以转化感受态细胞。
制备感受态细胞（CaCl法）：
1）挑取DH5单菌落，接种至 5 ml LB培养基，200 rpm, 37 ℃ 培养过夜；
2）吸取400 μl 上述菌液接种至 400 ml LB培养基，300 rpm, 37 ℃ 培养 2.5 h；

3）将菌液转入预冷50 ml 离心管中，冷却30 min左右使培养物至0 ℃；
4）在4 ℃下， 4000 rpm 离心10 min。倒出上清培养液，将离心管倒置流尽痕量培养液；

5）加入 10 ml 预冷0.1 M 的CaCl溶液使菌体重悬，冰浴min （用手旋摇）；

6）4 ℃ 4000 rpm 离心10 min。弃上清，倒置流尽痕量；

7）加入1 ml 预冷0.1 M 的CaCl溶液，于冰上用手旋摇，重悬菌体；
8）每200 μl一份分装于微量离心管中，准备进行转化。

连接产物的转化：

1）无菌条件下，每管感受态细胞加入10 μl连接产物，轻柔混匀，冰上静置30 min；
2）42 ℃ 水浴热激90 s 后，冰上静置2 min；
3）加入800 μl LB培养基，150 rpm, 37 ℃ 培养1 h；

4）在室温下，3800 rpm 离心5 min，用移液器吸去上清，然后再加进200 μl培养基，吸打均匀；
5）在含100 μg/ml Amp的LB 固体培养基平板上（平板预先涂布7 μl 的100 mM IPTG+ 40 μl 的20 mg/ml X-gal）涂布菌液；

6）37 ℃，恒温培养箱中平板正向放置约1 h以吸收多余液体，之后倒置培养过夜。
挑取白色克隆，接种至含100 μg/ml Amp的LB液体培养基中，37 ℃ 200rpm 振荡培养过夜。蓝白斑筛选，由载体自连而形成的蓝色菌落可排除大部分阴性克隆，但仍有少量阴性克隆存在于白色菌落中。可用 M13特异引物鉴定所挑选的克隆，M13上游引物序列：5’-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAG-3’, 下游引物序列：5’-TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3’。M13是位于pGEM-T载体的一个特异结合位点，阳性克隆的PCR产物长度为250 bp + 插入片段长度，而若为阴性，PCR产物则为250 bp长度的片段。
菌落检测PCR反应体系：

待检测菌液                   1 μl
M13F（10 μM）               1 μl
M13F（10 μM）               1 μl
25 mM MgCl2                           0.75 μl
Taq polymerase（Fermentas）    0.25 μl
10×PCR buffer                2.0 μl
dNTP Mixture （2.5 mM）      1 μl
灭菌超纯水                   13 μl
扩增PCR程序：95 ℃,3 min；95 ℃ 30 s，52 ℃ 40 s，72 ℃ 60 s，共30个循环； 72 ℃ 10 min。取3 μl 反应产物琼脂糖电泳检测。

2.1.9 差异片段的测序与分析

阳性克隆经 ABI-3730 DNA 自动测序仪（Applied Biosystems，USA）进行测序，获得的片段序列采用VecScreen（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/）检查并移除载体序列，BLAST（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST /）用来进行所得序列与数据库中相关序列的同源性分析。
2.1.10 实时荧光定量RT-PCR分析
取5 μg总RNA通过反转录酶MMLV (Promega，USA)进行第一链cDNA的合成，等量的cDNA被用来进行实时荧光定量PCR。采用Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System（Applied Biosystems，USA）进行荧光定量PCR,所用到的引物用Primer 5.0软件设计见表2-2。荧光定量RT-PCR的结果分析运用Applied Biosystems StepOne™ 软件（version 2.1）, 以Actin作为内参，2-△△Ct法分析各检测基因的相对表达量。
荧光定量PCR为20 μL反应体系：
Power SYBR Green PCR Master Mix kit 10 μl
ROX                              0.4 μl

PCR Forward Primer(10 μM)           0.6 μl

PCR Reverse Primer(10 μM)           0.6 μl

cDNA                             1 μl 
ddH2O                            7.4 μl
荧光定量PCR所有反应均重复三次。
表2-2 实时荧光定量PCR分析所用到的引物
Table 2-2 Primers used for the real-time quantitative reverse transcription-PCR
	引物名称
	引物序列(5'-3')
	扩增基因

	TDF45
	F：CACAGGGCCATATCCGACAC
	cytochrome P450 72A1

	
	R：TCATCGCCCACTGGTTCAC
	

	TDF102
	F：TTGATGAGGGTGAGCTTGAC
	soluble inorganic pyrophosphatase

	
	R：TCTTGTAGTCCCTGAACCAGC
	

	TDF126
	F：CCGTGAATGGCATTGGAC
	glutamate dehydrogenase

	
	R：CTCAGGGTGGCATGAAGAG
	

	TDF157
	F：CCGCATTAGTATTGGTGAGTG
	acetyl-CoA acetyltransferase

	
	R：GCATTAGCAAGAGCCTTAGGAT
	

	TDF163
	F：TGGCAAATGATCCCACCAT
	hydrogen ion transporting ATP synthase

	
	R：TTCTTCTCGGGCTGCTGAT
	

	TDF186
	F：CTGCGTCGAAGAAGCTGATC
	1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase

	
	R：GCTTTCCACTGAATCCCTGAT
	

	TDF208
	F：CCACCGAGCAAAGGAATG
	aspartic protease

	
	R：ATGATACAACAGCAGCGACC
	

	TDF234
	F：GCAATCGACGCAGCACAT
	phosphofructokinase

	
	R：GCTCAGGGTGGCATGAAGAG
	

	TDF279
	F：TTGCTCGCTATGCCATCAT
	fructose-bisphosphate aldolase

	
	R：AAAGCCGCTGCTCCAATT
	


	TDF303
	F：CGGTTATGGGCGGGTCTAAT
	3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase

	
	R：CCCGGCTGCACAGTTCTATCT
	

	Actin
	F：CTTCCTCATGCCATCCTGC
	actin

	
	R：GCAAGCTTCTCCTTGATGTCC
	


2.2 结果与分析

2.2.1 水稻胚胎发育过程的观察
我们对开花授粉后的水稻胚胎进行连续观察，授粉后3天（3 DAP）的水稻胚尚未出现器官分化，属于原胚期。授粉后5天（5 DAP）可观察到第一片叶原基出现在胚芽鞘的对边，第二片叶原基约在授粉后7天（7 DAP）可以见到。水稻胚胎发育到约14 DAP时达到形态学上的成熟，即各胚胎器官在形态上已经分化完成。从14 DAP 到 21 DAP，胚胎的体积继续增大，主要涉及储藏物质的累积。约从21 DAP 起，胚胎体积开始逐渐缩小，进入一个脱水干燥的过程，至30 DAP 时，变为脱水干燥的胚（图2-1）。水稻胚胎发育是一个连续的过程，为方便起见，根据观察结果将从授粉后3天到30天的发育过程划分为6个主要时期：原胚期（授粉后3天，3DAP），分化幼胚期（授粉后5天，5DAP）， 胚分化期（授粉后7天，7DAP）， 胚器官原基分化完全期（授粉后14天，14DAP），物质积累期（授粉后21天，21DAP），脱水休止期（授粉后30天，30DAP）。以此为基础进行进一步地基因表达变化的分析，主要比较了不同基因在这6个发育时期的表达变化。
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图2-1 不同发育时期（3，5，7，14，21，30 DAP）的水稻胚胎形态学特征
Fig. 2-1 Phenotypes-morphology of the developing embryos at different stages (3, 5, 7, 14, 21, and 30 DAP) in rice
2.2.2 水稻胚胎总RNA提取及质量检测
总RNA的纯度及完整性对于后续的cDNA合成、荧光定量PCR等都非常重要，尤其是对于低表达丰度基因的分离，RNA质量更是实验成败的关键。本实验采用TRIzol法进行6个发育时期水稻胚胎总RNA的提取，并在提取了总RNA后利用DNase I进行了DNA消化，以消除可能的DNA污染。采用1.0% 琼脂糖凝胶电泳检测所提取总RNA，电泳图上可见到rRNA的28S和18S条带清晰（图2-2）。为了检测所得RNA的纯度，使用紫外分光光度计测量OD260/OD280，得到的比值为1.9~2.0。
[image: image23.png]



  图2-2 水稻胚胎总RNA琼脂糖电泳

  Fig. 2-2 Agrose gel electrophoresis of the total  
  RNA in rice embryo
2.2.3水稻胚胎发育各时期的cDNA-AFLP分析
共用256对引物组合对发育各时期水稻胚胎进行cDNA-AFLP分析。图2-3为部分选择性扩增产物的琼脂糖电泳结果，可观察到不同引物组合所扩增的产物电泳带纹图谱有明显差异。聚丙烯酰胺凝胶（PAGE）电泳检测的选择性扩增产物图谱结果见图2-4。256对引物组合共扩增出33621条带，平均每对引物扩增131.3条带。其中，检测到5727条多态性条带，平均每对引物22.4条，多态性位点比例为17.03%。

[image: image1]
图2-3 水稻胚胎cDNA-AFLP 选择性扩增结果的琼脂糖电泳
Fig. 2-3 The cDNA-AFLP selective amplification results of rice embryo on agrose gel
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图2-4 水稻胚胎六个发育时期的cDNA-AFLP分析。泳道1：3 DAP；泳道2：5 DAP；泳道3：7 DAP；泳道4：14 DAP；泳道5：21 DAP；泳道6：30 DAP
Fig. 2-4 The cDNA-AFLP analysis of rice embryos at six developmental stages. Lane 1: 3 DAP; Lane 2: 5 DAP; Lane 3: 7 DAP; Lane 4: 14 DAP; Lane 5: 21 DAP; Lane 6: 30 DAP
2.2.4水稻胚胎发育各时期基因表达模式分析
14DAP之前（包括14DAP）检测到的表达条带呈现出更为复杂的多态性，共有4447条差异表达片段在14DAP之前表达，其中14DAP时期的水稻胚胎表达的差异表达片段数目最高（1652条）， 而14DAP之后表达的差异表达片段数目相对较少（图2-5）。这一结果说明了水稻胚胎发生过程相较于晚期成熟过程，出现差异表达的基因数目更多。我们统计了每相邻两个发育时期出现表达差异的片段，发现除了在3 DAP至14 DAP期间水稻胚胎基因表达差异较大，在14 DAP与21 DAP之间以及21 DAP与30 DAP之间基因表达的差异也很大（图2-6）。
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图 2-5 水稻胚胎六个发育时期的cDNA-AFLP 差异表达片段分布
Fig. 2-5 The distribution of cDNA-AFLP differentially expressed fragments in rice embryos at six developmental stages
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图2-6 每两个相邻发育时期水稻胚胎cDNA-AFLP 差异表达片段比较

Fig. 2-6 The comparison of cDNA-AFLP differentially expressed fragments from each two neighboring developmental stages of rice embryo
2.2.5水稻胚胎发育各时期的差异表达基因分析
为了进一步了解哪些基因在水稻胚胎发育过程中发生了差异表达，我们克隆测序了部分差异表达片段（Transcript Derived Fragments，TDFs）。通过BLAST将这些片段的序列与已知基因进行同源性比较。我们共选择了319条TDFs进行克隆测序，其中有98 条TDFs无法在已知数据库中找到任何同源序列。其它221条TDFs代表的基因编码了包括代谢酶类、蛋白激酶、谷蛋白、信号转导相关蛋白、糖蛋白类和一些功能未知蛋白等。根据基因参与的功能，可将这些基因归入11个不同的分类，如代谢、蛋白合成与命运、转录调控、信号转导、细胞生长与分裂、转运等（图 2-7）。
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图2-7 水稻胚胎发育过程中221条差异表达基因片段的功能分类
     Fig. 2-7 Classification of 221 differentially expressed TDFs during rice embryo development
在得到的221个差异表达基因中，编码钙调素结合蛋白，铁离子通道转运蛋白等一些基因在3-5 DAP高度表达。还有一些生长素相关基因及编码转录因子的基因，如AP2转录因子等，在这一发育阶段高度表达。参与淀粉合成路径的ADP-葡萄糖焦磷酸化酶，在7 DAP时已经可以检测到。葡萄糖-6-磷酸盐脱氢酶是参与戊糖磷酸途径的关键酶，也在7 DAP时检测到。参与细胞生长与分裂的基因，诸如很多编码核糖体蛋白的基因（包括核糖体蛋白S7，L22，L18p），钙依赖蛋白激酶等基因在5-14 DAP阶段均检测到较高丰度表达。呈现这种表达模式的还包括一些参与氨基酸代谢、脂类代谢、转运蛋白、糖酵解途径的基因。同时，也检测到诸如MYB转录因子、WRKY转录因子等转录因子在中后期的表达。在21-30 DAP阶段，也检测一些时期特异表达基因，如ABA响应蛋白、LEA类蛋白、脂氧合酶等基因。
2.2.6 部分差异表达基因的实时荧光定量RT-PCR分析

从鉴定到的差异表达基因中挑选出10个基因进行实时荧光定量RT-PCR分析，检测基因包括编码细胞色素P450（Os01g43851），无机焦磷酸酶（Os06g05682），谷氨酸脱氢酶（Os04g45970），乙酰辅酶A乙酰转移酶（Os09g02521），铁离子转运ATP合成酶（Os06g05682），1-氨基环丙烷-1-羧酸氧化酶（ACC）（Os08g30210），天冬氨酸蛋白酶（Os01g18630），磷酸果糖激酶（Os09g30240），果糖二磷酸醛缩酶（Os05g33380），3-氧酰基-(酰载体蛋白)合酶（Os02g11070）等的基因（表2-2）。这些基因的实时荧光定量RT-PCR分析结果与cDNA-AFLP的结果表现出很好的相关性（图2-8）。
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图2-8 10个差异表达基因转录本的实时荧光定量RT-PCR分析
Fig. 2-8 Analyses of 10 differentially expressed gene transcripts by real-time quantitive RT-PCR
2.3 讨论
本研究通过cDNA-AFLP分析对水稻胚胎发育及成熟过程中基因的差异表达进行了全面的分析。从总体表达水平上看，14DAP 成为一个明显的分界线，14DAP之前检测到的基因表达变化呈现出更为复杂的特点，而14DAP之后表达的基因数目相对减少了很多。水稻胚胎发育到大约14 DAP左右，各部分胚器官已经形成，胚胎达到形态学上的成熟（徐雪宾等，1999）。传统胚胎学认为，到达这个阶段胚胎的发生过程已经完成。之后，胚胎只在体积上继续增大，形态上不再发生明显的变化。我们观察到的结果说明水稻胚胎发生过程相较于晚期成熟过程，出现差异表达的基因数目更多，暗示了在3-30 DAP的胚胎发育及成熟的整个过程中，更多的基因参与了水稻胚胎发生过程的调控，这一过程的基因调控比成熟过程存在着更为复杂的特点。
通过统计每相邻两个发育时期出现表达差异的基因，发现除了在3 DAP至14 DAP期间水稻胚胎基因表达差异较大，14-21 DAP和21-30 DAP两组两两比较的结果显示出在差异表达基因的数目上变化很大，说明胚胎在形态发育完成之后的成熟过程中，也涉及了一系列复杂的基因表达调控过程。Gutierrez等（2006）在双子叶植物亚麻（Linum usitatissimum）胚胎成熟过程中发现大量包括转录因子基因在内大量基因的差异表达，也充分说明了这一点。
结合差异表达基因的表达模式分析和基因功能分析，发现在胚胎发育早期和中期，氨基酸代谢、脂质代谢、能量代谢、信号传导和转录调节等相关基因大量表达。参与细胞生长分裂以及蛋白合成相关的基因包括一些编码核糖体的基因在胚胎发育中期检测到较大量地表达。而在中晚期检测到一些编码如ABA响应蛋白、LEA类蛋白、脂氧合酶等与成熟过程密切相关的基因。Xiang等（2011）发现拟南芥在胚胎发育中期，胚胎中的代谢/细胞过程包含了一个从细胞生长向胚胎成熟的转变。
我们也发现了一些胚胎发育中潜在的调控因子，如生长素相关基因、脱落酸响应基因，以及一些转录因子基因，包括MYB转录因子、AP2转录因子、WRKY转录因子等。
在胚胎发育早期差异表达的基因中发现了生长素调节基因。生长素是参与多种植物发育过程的重要信号分子。关于由生长素运输缺陷引起的突变体胚胎的分析指出生长素通过提供位置信息在调整胚胎的器官形成过程中起着不同的作用（Weijers等，2005）。在拟南芥胚胎发育中与基因活性相关的生长素信号事件在胚胎发育的早期更为盛行（Xiang等，2011）。AP2转录因子也是在胚胎发育的早期发现。AP2转录因子主要参与胚胎的起始和发育，通过与其他基因的相互作用冗余控制胚胎模式（Chandler等，2007）。

有研究表明，MYB转录因子为脱落酸（ABA）的下游响应基因（Zifkin等，2011），但这类转录因子在胚胎发育中的作用目前尚不太清晰。我们在胚胎发育的早中后期均检测到一些不同的MYB 转录因子基因的差异表达，说明这个家族的转录因子在水稻胚胎发育的不同时期均发挥着不同的作用。WRKY是一类特异在植物中起作用的转录调控因子，N-端含有WRKYGQK高度保守氨基酸序列（Ling等，2011）。最近，Li等（2010）发现WRKY39在拟南芥的热胁迫响应中发挥作用。目前这类转录因子在水稻发育尤其是在胚胎发育中的调控作用尚不清楚。我们在水稻胚胎发育的中后期检测到一些WRKY转录因子的表达，说明这些转录因子可能对水稻胚胎的中后期发育起着一定的调控作用。
另外，有一类编码胚胎晚期丰富蛋白（LEA）的基因，在胚胎发育的中晚期特异表达，从14 DAP 时期开始可以检测到。LEA蛋白在储藏蛋白累积后不久开始在胚胎中积聚，它们在胚胎中的合成与内源脱落酸（ABA）的高含量和种子的干燥相一致。这些蛋白既不是酶，也不是真正的储藏蛋白，但可能行使保护胚胎免受干燥胁迫伤害的功能，也能够稳定其他蛋白和质膜以保护细胞（Cordova-Tellez和Burris，2002；Wise和Tunnacliffe，2004；Battaglia 等，2008）。
总的来说，通过分析水稻胚胎发育及成熟过程中的基因表达特点，可使我们对参与这个过程的基因表达变化规律有一个全面的了解。对参与水稻胚胎发育基因的鉴定，将加深我们对这个过程中所涉及的复杂的分子和细胞事件的理解，也为进一步深入研究水稻及其它谷类作物的胚胎代谢及生长分化提供了一定的基础。
第 3章 水稻胚胎发育的转录组分析
关于植物胚胎发育，先前的工作主要集中在突变体的研究，在多种植物如拟南芥、水稻、玉米、小麦和土豆中鉴定出多个胚胎发育关键基因（Gray-Mitsumune等，2006；Lahmy等，2007；Colombo等，2008；Guo等，2010）。也有mRNA水平上基因组范围的基因表达研究，如玉米胚胎的微阵列分析（Lee等，2002）和 拟南芥胚胎发育的转录组研究（Tzafrir等，2004）。基于当时技术条件及数据库信息的限制，转录组分析的规模受到很大限制，还有很多与胚胎发育密切相关的基因及其表达方式尚待了解。
最近新发展起来的RNA深度测序技术，如数字基因表达谱（DGE）和RNA测序（RNA-Seq），这些技术为研究复杂的转录组提供了很大的便利，因而极大程度地改变了分析鉴定胚胎发育相关基因的方式。基于我们前期对水稻胚胎发育基因表达的初步研究，发现在水稻胚胎发育的早期至中期，基因表达差异较大，暗示胚胎在这个阶段经历了更为复杂的发育过程。因此，我们采用RNA测序（RNA-Seq）的方法对从3 DAP到14 DAP的水稻胚胎转录组进行进一步的深入研究。
3.1 材料与方法
3.1.1 水稻材料
实验材料同2.1.1。选取授粉后3天，5天，7天，14天的子房，相同方法分离出水稻胚胎。对应的胚胎发育时期为：原胚期（授粉后3天，3 DAP），分化幼胚期（授粉后5天，5 DAP）， 胚分化期（授粉后7天，7 DAP）， 胚器官原基分化期（授粉后14天，14 DAP）。
3.1.2 总RNA的提取
总RNA提取方法及采用DNase I去除新提取RNA中可能的DNA污染等方法同2.1.2。琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性。Agilent 2100检测RNA的质量，浓度，片段大小等结果。由于3 DAP时期的胚胎很小，提取获得的总RNA含量不足以作为一个单独的样品进行RNA测序（RNA-Seq）分析，因此将3 DAP时期的样品与5 DAP时期的样品合并为一个复合样品进行分析。
3.1.3 RNA测序（RNA-Seq）技术流程
采用磁珠分离方法从总RNA中分离出mRNA，获得的mRNA经打断后（mRNA片段化后的平均长度为200 nt），反转录得到双链cDNA，末端修复，3’端加A，两端加接头后，割胶回收目的片段的连接产物，PCR扩增后，通过Illumina HiSeq 2000测序仪进行测序，以获得的某一物种特定细胞或组织在某一时期或状态下基因表达的全部信息。整个实验流程见图3-1。
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图3-1 RNA测序（RNA-Seq）技术实验流程
Fig. 3-1 Experimental procedure of RNA-Seq
3.1.4 生物信息学分析
测序仪产生的原始图像数据经base calling转化为序列数据，称之为原始数据。某些原始序列带有adaptor序列，或含有少量低质量序列。经过一系列数据处理以去除杂质数据，得到clean reads。数据处理的步骤包括：去除含adaptor的reads、 N的比例大于10%的reads、低质量reads（质量值Q≤5的碱基数占整个read的50％以上）。原始序列数据经过去除杂质后得到的数据为clean reads，将clean reads分别比对到参考基因组和参考基因序列，并以此为基础做后续的分析（图3-2）。
下载参考基因组和参考基因数据库的网址：
参考基因组：ftp://ftp.plantbiology.msu.edu/pub/data/Eukaryotic_Projects/o_sativa/annotation_dbs/pseudomolecules/version_6.1
参考基因：ftp://ftp.plantbiology.msu.edu/pub/data/Eukaryotic_Projects/o_sativa/annotation_dbs/pseudomolecules/version_6.1/all.dir/all.cDNA
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图3-2 RNA-Seq信息分析流程图
Fig. 3-2 Information analysis procedures of RNA-Seq
生物信息学分析中所用到的相关软件：
1、BLAST（比对软件）
Blast v2.2.21，(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/2.2.21/) 比对软件（用于得到参考序列的GO, pathway注释）
2、BLAT（比对软件）
Blat v.34，(http://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQblat) 比对软件，用于参考序列去冗余
3、Bowtie（比对软件）
bowtie v0.12.3，(http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml) 比对软件，用于基因组的比对，需要格式化数据库
4、Cluster（聚类软件）
cluster v1.47，(http://bonsai.ims.u-tokyo.ac.jp/~mdehoon/software/cluster/) 聚类软件 

5、Java TreeView

Java TreeView v1.1.4.3，(http://sourceforge.net/projects/jtreeview/) 查看聚类结果，网页中使用Applet (http://coot.embl.de/medusa/Stringlet2Applet.shtml)
6、Medusa

Medusa v1.5.1，(http://coot.embl.de/medusa/) 查看相互作用网络结果，网页中使用Applet (http://coot.embl.de/medusa/Stringlet2Applet.shtml) 
7、Blast2GO

Blast2GO v2.3.5，(http://www.blast2go.org/)，由blast结果获取GO注释
3.1.5 实时荧光定量RT-PCR分析

    实时荧光定量PT-PCR同2.1.10。
3.2 结果与分析

3.2.1 Illumina 测序以及与参考基因组的比对
我们得到的RNA测序数据最直接的应用就是胚胎不同发育时期的基因表达分析。RNA-Seq方法产生的是绝对信息量而非相对的基因表达测定，因此避免了微阵列分析固有的限制。对三个发育时期的RNA-Seq文库：R1 (3-5 DAP)，R2 (7 DAP)，和 R3 (14 DAP) 进行测序，产生了17,755,890个reads，每个reads的长度为42-50 bp，共包含了2.34 Gb的序列数据。每个发育时期约拥有6百万个reads，足以进行基因表达的定量分析。使用SOAPaligner/soap2软件将reads序列与水稻参考基因组数据库进行比对。在所有的reads中，有83.28%可匹配到基因组相应位置（唯一匹配的占77.53%，5.75%的为多匹配），而16.72%的reads无法成功匹配到基因组上（表3-1）。这是因为只有能完全对准外显子区域以内的reads才能获得匹配，而跨接外显子之间连接区域的reads无法在基因组找到匹配。
表3-1 RNA-Seq数据中read数量概况
Table 3-1 Summary of read numbers based on the RNA-Seq data
	
	R1(3-5 DAP)
	R2(7 DAP)
	R3(14 DAP)

	Total reads
	6,035,714
	5,720,176
	6,000,001

	Mapped reads
	4,995,740
	4,777,902
	5,013,883

	
	(82.77%)
	(83.53%)
	(83.56%)

	Unique match
	4,622,547
	4,461,088
	4,681,906

	
	(76.59%)
	(77.99%)
	(78.03%)

	Multi-position match
	373,193
	316,814
	331,977

	
	(6.18%)
	(5.54%)
	(5.53%)

	Unmapped reads
	1,039,974
	942,274
	986,117

	
	(17.23%)
	(16.47%)
	(16.44%)


3.2.2水稻胚胎发育转录组整体分析
RNA测序的主要目的是为了比较不同样品之间的基因表达水平。由于样品中存在着很强的生物学差异决定了运用生物学重复的重要性。我们采用了建池（pool）的方法，将生物学重复样品混合合并为一个样品池，也就是将来自多个群组的同时期水稻胚胎混合以获得具有代表性的样品进行深度测序分析。下面的分析示范了一个方法，用RNA-Seq数据对水稻胚胎发育过程中的转录组变化进行整体的分析。
ERANGE 4.0 软件(http://woldlab.caltech.edu/gitweb/) 测定了基因表达的RPKM（reads per kilobase per million sequence reads），是一个标准化的测定read密度的方法（Wang等，2009），从而使得可以在不同样品之间或同一样品之内比较转录的水平。由于ERANGE软件发布了在相似位点的多匹配reads与已记录唯一匹配reads的数量之间的比例，因此在我们的研究中，分析了唯一匹配reads和多匹配达到10次以上的reads以避免遇到紧密相关的旁系同源。对于mRNA表达而言，成分的变化和丰度的变化是两个显著的特点。大部分mRNA的表达水平都较低，只有很小比例的mRNA高度表达，因此，标签表达的分布可用来评价RNA-Seq数据的常态。图3-3中，不同标签的分布以及标签的不同丰度表明所有三个RNA-Seq文库有着相似的表达模式。相似性分布的比较显示，超过20%的序列具有>80%的相似性，而大约80%的采样数有一个相似的范围。
在三个样品中分别检测到23,971、23,732、23,592个基因，长度范围从100 bp到2,000 bp以上。表3-2显示了在较长的组装序列中，与水稻数据库匹配的序列的比例。序列长度大于2,000 bp的基因匹配效率达到38.99%，序列长度在500 bp到 1,000 bp之间的基因以及100 bp 到500 bp之间的基因匹配效率分别为14.57%和4.56%（表 3-2）。除去重复序列，共得到27,190水稻基因，为分析水稻胚胎的发育提供了充足的数据。一个维恩图显示三个发育时期表达基因的分布，其中20,856个基因在三个发育时期均有表达，952个基因只在R1和R2表达，792个基因只在R2和R3中表达，793个基因仅只在R2和R3中表达。还存在一些发育时期特异表达的基因，分别在R1中有1,131个，R2中有1,443个，R3中有1,223个（图3-4）。我们发现，20,856个三个时期均表达的基因有很多在胚胎发育过程中变化不大，可被认为执行着看家功能，但也有不少这类基因在胚胎发育过程中的表达变化很大。
表 3-2 通过RNA-Seq检测到的水稻胚胎发育过程中表达基因的序列分布
Table 3-2 Distribution of the gene sequences detected in rice developing embryo via RNA-Seq
	基因长度 (bp)
	总数
	百分比

	100-500
	1239
	4.56%

	500-1000
	3963
	14.57%

	1000-1500
	5608
	20.63%

	1500-2000
	5779
	21.25%

	≥2000
	10601
	38.99%

	Total
	27190
	100%
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图3-3 覆盖率反映了每一个时期样品中表达的基因匹配到水稻基因组上的百分比。R1，3-5 DAP； R2，7 DAP；R3，14 DAP
Fig. 3-3 Percent of coverage representing the percentage of genes which expressed in each of the three stages mapped in the rice genome. R1, 3-5 DAP; R2, 7 DAP; R3, 14 DAP
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图3-4 维恩图示水稻胚胎发育每个时期的基因表达情况。R1，3-5 DAP；R2，7 DAP；R3，14 DAP
Fig. 3-4 Venn diagram showing the genes expressed in each of the three stages of rice embryo development. R1, 3-5 DAP; R2, 7 DAP; R3, 14 DAP

3.2.3 水稻胚胎发育过程中表达基因的注释
为了方便对基因的表达进行整体分析，通过Blast2GO 2.3.5软件(http://www.blast2go.org/) 将所有预测的水稻基因分配到不同的功能分类中。在检测到的27,190个基因中，基于序列同源性，有18,307个基因被分配到53个功能组中（图3-5）。在GO分类的三个主要类别（生物过程、分子功能、细胞成分）中，代谢过程(GO: 0008152)、结合(GO: 0005488)、细胞部分(GO: 0044464) 分别是最具优势的分类。同时，归入催化活性(GO: 0003824) 和核酸结合(GO: 0003676) 类别的基因也占有较高的百分比。检测到有一些基因家族，它们的家族成员的功能与水稻胚胎发育过程中的分子细胞变化紧密关联。
为了确定参与水稻胚胎发育的相关生物途径，我们将所检测到的所有基因与KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）数据库中的参考经典途径进行匹配。在所有27,190个所检测到的基因中，有21,258个基因可分配在164个KEGG途径中。这些途径中，最具代表性的包括：次生代谢物的生物合成（1,938个基因成员）、肌醇磷酯代谢（1,061个基因成员）、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸降解（1,045个基因成员）和乙酯代谢（1,035个基因成员）。这些基因的生物途径注释为研究水稻胚胎发育中特定的生物过程、功能和途径提供了有价值的资源。
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图 3-5 柱状图示水稻胚胎发育过程中表达基因的GO分类
Fig. 3-5 Histogram presentation of gene ontology (GO) classification of gene expressed during rice embryo development
3.2.4 水稻胚胎发育各时期基因表达的变化
每个时期检测到的所有基因的表达量都用RPKM值表示。为了获得胚胎发育各时期基因表达变化的统计学确认，我们运用似然比检测（likelihood ratio test）的方法比较RPKM值。为了最大程度地减少正负误差，当基因在三个时期中至少一个时期表达量的RPKM值≥2时，统计学分析是可靠的。应该注意到，这些统计显著性是基于预测的样品分布而设定的。为了确定在27,190个基于中，哪些基因是在三个发育时期出现显著表达变化的基因，我们设定表达变化两倍以上的基因可被认为是差异表达基因（FDR≤10-3），由此统计得到1,011个差异表达基因。
在确定各发育时期之间显著差异表达基因时，我们采用Audic等（1997）开发的算法，采用两两之间互相比较的方式。具体到本研究中的水稻胚胎的三个发育时期，我们采用R1与R2，以及R2与R3两两比较的方法，由于R2样品是三个发育时期中间的那个时期，由此方便于后续计算基因在依次三个发育时期的表达变化趋势。运用这样的方法，在R1与R2样品之间检测到672个表达显著变化的基因，其中275个为上调基因，397个为下调基因；在R2与R3样品之间检测到504个显著差异表达基因，其中128个为上调基因，376个为下调基因（图 3-6）。比较之下，R1与R2样品之间基因表达变化的程度比R2与R3样品之间的大，暗示了胚胎发育早期（3 DAP-7 DAP）相较于中期（7 DAP-14 DAP），有着更为复杂的基因表达调控。
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图 3-6 不同发育时期之间基因表达的变化
Fig. 3-6 Changes in gene expression profile among the different developmental stages.
3.2.5 水稻胚胎发育差异表达基因的功能分析
为了对胚胎发育中差异表达基因进行功能分析，使用Blast2GO 2.3.5软件(http://www.blast2go.org/) 基于序列同源性，可将1,011个差异表达基因分配到51个不同的GO功能组中（图 3-7）。这51个不同的GO功能组在GO分类的三个主要类别中的分布是：14个细胞成分（cellular component）中的功能分类组，17个分子功能（molecular function）中的功能分类组，20个生物过程（biological process）中的功能分类组。其中，细胞部分(GO: 0044464)、结合(GO: 0005488)、代谢过程(GO: 0008152) 分别在三个主要类别中是最具优势的功能分类组。我们也注意到一些占有较高百分比的功能分类组，如细胞内部分(GO: 0044424)、膜结合细胞器(GO: 0043227)、细胞质部分(GO: 0044444)、催化活性(GO: 0003824)、
核酸结合(GO: 0003676)、DNA结合(GO: 0003677)、初级代谢过程(GO: 0044238)、
刺激物响应(GO: 0050896)等。
为了进一步了解差异表达基因的功能，我们将这些差异表达基因与KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）数据库中的参考经典途径进行匹配。同时以整个转录组在KEGG数据库的匹配结果作为背景进行比较，发现参与代谢和信号传导途径的基因显著富集。在这些拥有KEGG途径注释的基因中，
有325个是由R1和R2之间比较得到的差异表达基因。在这些基因中，参与氨基酸代谢、脂质代谢、脂肪酸代谢，以及能量代谢包括糖酵解和三羧酸循环的基因特异富集。在R3和R2之间比较得到的差异表达基因中，有274个获得了KEGG途径注释，观察到一些参与淀粉和蔗糖代谢途径基因的特异富集。这些结果暗示了在胚胎发育早期和中期代谢等细胞生命活动存在着很大的差异。
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图 3-7 差异表达基因的功能分析
Fig. 3-7 Functional analysis of differentially expressed genes
3.2.6 水稻胚胎发育差异基因表达模式聚类分析
通过cluster 1.47（http://bonsai.ims.u-tokyo.ac.jp/~mdehoon/software/cluster/）聚类软件对差异基因的表达方式进行聚类分析，表达方式相似的基因会通过一定的方式聚在一起。然后，采用Blast2GO (version 2.3.5) (http://www.blast2go.org/)软件对每一个表达模式群（cluster）里的基因进行功能分析。
二维等级聚类依据表达方式的相似性，将1,011个差异表达基因的表达方式聚为四群（图3-8）。这种方式将复杂多样的基因调节模式变成可见的易于分析的形式。最大的表达模式群（cluster）是表达模式群1，包含543个在胚胎发育中的下调基因，3-5 DAP表达量最高，随后在7 DAP 和 14 DAP依次下降。第二大的表达模式群是表达模式群2，含267个在胚胎发育中上调的基因。表达模式群3包含107基因，这些基因从3-5 DAP开始到7 DAP一直保持上调状态，在7 DAP表达量达到最高，然后开始下降。表达模式群4里有94个基因，3-5 DAP时表达量最高，然后开始下降，到7 DAP最低，之后又开始上调（图3-9）。
通过进一步对每个表达模式群里的基因进行功能分类分析，我们可更加清楚地了解参与哪些细胞功能的基因具有相似的表达模式，也可更进一步推测每个发育时期哪些细胞功能比较活跃。我们发现，在胚胎发育早期，大量的DNA加工、信号转导、转录调节等相关基因比较活跃。蛋白合成相关基因包括编码核糖体和其它翻译相关因子的基因在中期表达最活跃。蛋白修饰相关基因在中后期表达较为活跃。
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图3-8 差异表达基因的等级聚类分析
Fig. 3-8 Hierarchical cluster analysis of differentially expressed gene
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图3-9 差异表达基因的四种表达模式
Fig. 3-9 Four expression patterns of differentially expressed gene
3.2.7 部分差异表达基因的实时荧光定量RT-PCR分析

从鉴定到的差异表达基因中挑选出10个基因进行实时荧光定量RT-PCR分析，检测基因包括编码天冬氨酸蛋白酶（Os01g18630），细胞色素P450（Os01g43851），无机焦磷酸酶（Os01g64670），3-氧酰基-(酰载体蛋白)合酶（Os02g11070），谷氨酸脱氢酶（Os04g45970），果糖二磷酸醛缩酶（Os05g33380），铁离子转运ATP合成酶（Os06g05682），1-氨基环丙烷-1-羧酸氧化酶（ACO）（Os08g30210），乙酰辅酶A乙酰转移酶（Os09g02521），磷酸果糖激酶（Os09g30240）等的基因。这些基因的实时荧光定量RT-PCR分析结果与RNA-Seq的结果表现出很好的相关性（图3-10）。
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图3-10 水稻胚胎发育过程中10个差异表达基因的实时荧光定量RT-PCR分析
Fig. 3-10 Analyses of 10 differentially expressed genes during rice embryo development by real-time quantitive RT-PCR
3.3 讨论
RNA-Seq技术以一种比传统的微阵列杂交实验更为灵敏的方式，为测定基因表达差异提供了平台（Wilhelm和Landry，2009）。通过一个比较表达分析策略建立了一个水稻胚胎发育的差异表达基因集。在这个集里，发现了一些胚胎发育中潜在的调节因子。在早期和中期，大量氨基酸代谢、脂质代谢、能量代谢、核酸复制/加工、信号传导和转录调节相关的基因被发现。蛋白合成相关基因包括编码核糖体和其它翻译相关因子的基因在中期表达量最高。淀粉/蔗糖代谢，蛋白修饰相关基因在中后期表达活跃。这些结果暗示了发生在胚胎中的代谢/细胞过程在胚胎发育中期，应该包括了一个从细胞生长向胚胎成熟的转变。在最近的关于拟南芥胚胎发育的研究中也发现了相似的结果（Xiang等，2011）。
RNA-Seq分析为我们提供了一个全面观察胚胎发育中某些多基因家族的渠道，可详细了解哪些基因家族成员在胚胎发育过程中表达以及它们的表达特点，并进一步推测它们参与了哪些胚胎发育的调控。
我们在胚胎发育早期差异表达基因中发现了生长素调节基因（Aux/IAA家族）。生长素是参与多种植物发育过程的重要信号分子。关于由生长素运输缺陷引起的突变体胚胎的分析指出生长素通过提供位置信息在调整胚胎的器官形成过程中起着不同的作用（Weijers等，2005）。在胚胎发育之初，生长素在合子细胞第一次分裂后顶细胞和基细胞的决定上发挥尤其重要的作用（Friml等，2003）。虽然顶部向基部的生长素运输是在球形胚早期，但是生长素在胚胎模式形成的很多方面都起着关键的作用（Hadfi等，1998；Weijers等，2006）。Xiang等（2011）发现，在拟南芥胚胎发育中与基因活性相关的生长素信号事件在胚胎发育的早期更为盛行。在我们的转录组分析中，发现众多生长素调节相关基因多集中在发育早期（3-7 DAP）表达。但我们发现，有一个基因OsIAA18在3-14 DAP期间的表达是上调的，说明这个基因可能也参与了胚胎分生组织形成及器官分化的过程。 
在我们的转录组分析中，共检测到857个转录因子基因，其中在胚胎发育过程中表达发生显著变化的有49个，通过查询水稻转录因子数据库（http://drtf.cbi.pku.edu.cn/），发现这些差异表达转录因子分别属于不同的转录因子基因家族，如AP2、MYB、WRKY、bZIP、bHLH、NAC转录因子家族等。在检测到的8个显著差异表达的AP2转录因子中，发现有5个在胚胎发育过程中成下调趋势。这些基因在3-5 DAP时表达量最高，然后在7 DAP和14 DAP时依次下降。此外，还分别各有一个AP2转录因子基因表达模式为Cluster 2、Cluster 3和Cluster 4，说明AP2转录因子除了主要参与胚胎的起始和发育，通过与其他基因的相互作用冗余控制胚胎模式（Chandler等，2007），在胚胎发育的其他阶段也发挥着重要的作用。
AGL基因属于MADS-box基因家族，它的产物包含一个保守的MADS-box结构域。在胚胎发育过程中，有些AGL基因编码信号物质，而有些会在胚胎发育过程中作为转录因子调节其他基因的表达（Heck等，1995；Colombo等，2008）。在我们的转录组分析中，检测到两个AGL基因的差异表达。ECAGL3基因表现出下调趋势，在3-5 DAP时表达量很高，然后快速下降。ECAGL1基因表现为缓慢上调，表明在胚胎发育过程中每一个AGL基因可能有着不同的任务，行驶着不同的功能。
在水稻胚胎发育转录组研究中，尽管有相当大的测序深度和覆盖率，但我们依然没有检测到所有在基因组中已经注释的基因。应该注意到的是，在这个研究中，所有分析的RNA都经历了两轮poly(A) mRNA的选择，所以我们无法期望能检测到没有poly(A)尾的转录本。具有短的poly(A)尾的长命转录本和长度短的转录本（可能在长度大小筛选这一步骤中被筛选掉）可能都无法出现在本研究的数据集里。
总的来说，从不同发育阶段收集水稻胚胎得到RNA 测序数据为大规模分析新一代测序技术获得的转录组数据集提供了新的思路，同时也为分析水稻的胚胎发育提供丰富的数据。在胚胎三个发育时期的表达基因集里，很多时期特异表达基因被检测出来。不同发育时期之间的比较表达分析策略提供了一个差异表达基因集。参与水稻胚胎发育的基因的鉴定将扩展我们对这个发育过程中复杂的分子和细胞事件的理解，也为进一步深入研究水稻及其它谷类作物的胚胎代谢、生长、分化提供了基础。
第 4 章 水稻胚胎发育的蛋白质组分析
胚胎发育是植物生活周期中一个非常关键的阶段，一个单细胞的合子经历一系列复杂有序的事件转变为多细胞的成熟胚（Laux等，2004；De Smet等，2010）。关于胚胎发育的过程，先前的研究主要集中在mRNA水平上基因组范围的基因表达，如玉米胚胎的微阵列分析（Lee等，2002）和拟南芥胚胎发育的转录组研究（Tzafrir等，2004）。然而，只有蛋白质直接负责和行使细胞的生物功能以及体现细胞的表型。由于mRNA水平与蛋白质丰度之间缺乏很好的相关性（Gygi等，1999；Fiehn等，2000），基因组的方法很难提供直接的蛋白质水平信息。
水稻作为单子叶模式植物，由于其较小的基因组和已经建立的完善数据库系统，可为基因组学和蛋白质组学的研究提供很多便利。本研究采用双向电泳结合串联质谱的方法，分析了水稻胚胎从5 DAP到30 DAP之间的蛋白质表达动态变化，涉及到胚胎的生长、分化、成熟、干燥和休眠等一连串的发育过程。根据差异表达蛋白所参与的不同细胞功能，将大量的差异表达蛋白进行功能分类。再依据差异表达蛋白表达方式的相似性程度，进行聚类分析。然后与功能分析相结合，可更加清晰地了解胚胎发育过程中蛋白质表达的动态变化。
4.1 材料与方法

4.1.1水稻材料

实验材料同2.1.1。选取授粉后5天，7天，14天，21天，30天的子房，相同方法分离出水稻胚胎。对应的胚胎发育时期为：分化幼胚期（授粉后5天，5DAP）， 胚分化期（授粉后7天，7DAP）， 胚器官原基分化期（授粉后14天，14DAP），物质积累期（授粉后21天，21DAP），脱水休止期（授粉后30天，30DAP）。
4.1.2 水稻胚胎总蛋白的制备
利用三氯乙酸/丙酮沉淀法（稍作改动）提取水稻胚胎的总蛋白：
1）将大约100 mg 水稻胚胎置于1.5 ml 离心管中，加入含有200 μl 冰预冷的裂解液（8M urea, 4% CHAPS, 10mM phenylmethylsulfonylfluoride [PMSF], 7mM dithiothreitol [DTT]）， 一次性研磨杵在冰上充分研磨匀浆；
2）向管中再加入200μl 冰预冷的裂解液，充分混匀后，4℃，20000g 离心 20 min，收集上清液，转移到另一离心管中；
3）向沉淀中再次加入200 μl 冰预冷的裂解液，再次于冰上研磨，充分混匀重悬，4℃，20000g 离心 20 min，收集上清液，与上一步得到的上清液合并；
4）将合并所得上清液4℃，20000g 离心 20 min，小心吸取上清，转移至另一2 ml 离心管中；
5）加入1.5ml（4-5倍上清的体积）预冷的丙酮/TCA（10%（m/v））溶液，-20 ℃静置6 h以上；
6）4 ℃，20000g 离心 20 min，弃上清，沉淀用预冷80% 丙酮（含0.2% DTT）清洗两次（1 ml 80% 丙酮重悬，4 ℃，20000g 离心 20 min）；
7）然后用1 ml 预冷丙酮（含0.2% DTT）重悬沉淀，4 ℃，20000g 离心 20 min，弃上清，真空干燥沉淀；
8）室温下，水化液（8 M urea, 4% CHAPS, 7 mM DTT, and 2% pharmalyte 3-10）溶解沉淀，20000g 离心 20 min，去除杂质；
9）采用Bradford法（Bradford，1976）测定蛋白质浓度，然后分装，液氮速冻后于-70℃保存。
4.1.3 第一向等电聚焦电泳
采用水化上样的方式：
1）用水化液溶解蛋白样品，蛋白上样量为1000 μg，450 μl蛋白水化溶液加入标准型胶条槽；
2）取出-20 ℃冷冻保存的IPG预制胶条（24 cm，IPG pH 3–10L, GE Healthcare），室温放置10 min；
3）剥去胶条保护膜，将IPG胶条胶面朝下放入标准型胶条槽中，放置胶条过程中要避免气泡的产生，并注意使胶条槽的电极与胶条的两端接触良好；
4）在胶条槽中的IPG胶条上面加入适量专用的覆盖油，以避免水化液的挥发，然后盖上盖子；
5）将放置了胶条的胶条槽平放于Ettan IPGphor 3平台上，胶条槽背面电极要确保与平台上阴阳两电级良好接触；
6）设置等电聚焦程序（表4-1）；
7）聚焦结束的胶条，立即进行平衡和第二向SDS-PAGE电泳。
表4-1 24 cm IPG胶条（IPG pH 3–10L）的等电聚焦程序
Table 4-1 24 cm IPGStrip（IPG pH 3–10L）IEF process

	步骤（Step）
	电压（Voltage）
	升压方式
（Boost mode）
	时间（Time）
	伏小时数

（Volt hour）


	水化
	30V
	----------
	12 h
	----------

	S1
	500V
	快速
	1 h
	----------

	S2
	1000V
	线性
	1 h
	----------

	S3
	8000V
	线性
	1-2 h
	----------

	S4
	8000V
	快速
	----------
	60000Vhr

	S5
	500V
	线性
	4 h
	----------


4.1.4 第二向SDS-PAGE凝胶电泳

SDS-PAGE胶制备：
1）安装Ettan DALTsix灌胶模具，向模具中灌入12.5%PAGE胶溶液；
2）灌胶后立即在每块凝胶上采用喷壶在灌胶模具的顶部，沿垂直方向喷0.1%SDS溶液，大约3mm高；
3）聚合4 h左右，倾去凝胶上方的SDS溶液，冲洗凝胶表面后，再以电泳缓冲液润洗；
胶条的平衡：
1）使用前每10 ml平衡缓冲液（6[image: image14.png]


M urea, 30% (w/v) glycerol, 2% (w/v) SDS, 100[image: image15.png]


mM Tris-HCl, pH 8.8）中加100 mg DTT。胶条放入装了平衡液的平衡管，封口后，匀速振荡15分钟，倒去平衡液；
2）相似地，每10 ml平衡液加250 mg碘乙酰胺，充分溶解后装入平衡管，振荡15分钟，弃去平衡液；
3）将胶条浸入超纯水约一秒钟，拿出用滤纸吸去胶条背面多余水分；
第二向电泳：
1）将适量电泳缓冲液倒入电泳槽中，温控系统温度设置为10 ℃；
2）将胶条放置于凝胶面，确保胶条的下边缘每个部分与凝胶表面良好相接无气泡；
4）将适量热的琼脂糖密封液覆盖在胶条及凝胶上，确保不要有产生气泡，静置等待密封液凝固；
5）将胶板装入胶盒中，再将整个胶盒放置于电泳槽里，设置电泳仪参数（13w/gel），进行电泳。定时观察电泳情况，当溴酚蓝到达接近胶的底部时停止电泳，拆胶板以备染色。
4.1.5 染色

参照Candiano等（2004）的方法，考马斯亮蓝G-250染色，略做改动。固定：取下的凝胶在固定液（40%甲醇，10%乙酸）中固定30 min；水洗：去离子水漂洗4次，每次15分钟；染色：加入染色液（0.12% CBB G-250，10% H3PO4, 10% (NH4) 2SO4，20% 甲醇）后，在摇床上水平轻轻振荡2 h以上或最好过夜；脱色：用去离子水洗去凝胶背景。

4.1.6 凝胶图像扫描与分析

染色后的胶用EPSON Perfection V700 Scanner（EPSON，USA）扫描仪扫描，设置扫描参数：透色模式，300dpi，16-bit pixel depth。所得胶图像用ImageMaster 2D Platinum 6.0软件进行分析。一系列的蛋白点检测、匹配、等电点和分子量的校正之后，比较各时期水稻胚胎之间的蛋白表达差异。设定差异在2倍以上（p<0.05）的蛋白点为各时期之间差异表达的蛋白点。
4.1.7 质谱鉴定与数据库搜索

从凝胶上切取感兴趣的差异蛋白点，转入离心管中进行胶内酶解：
1）用100 μl脱色液（100 mM NH4HCO3，50% ACN）洗涤3次胶粒，直到胶粒蓝色退去；
2）弃上清，真空冷冻干燥；
3）于胶粒上加入50 μl 含10 mM DTT的 50 mM NH4HCO3溶液，55 ℃温育60 min；
4）离心，弃上清。加入50 μl 含有55 mM 碘乙酰胺的50 mM NH4HCO3溶液，室温黑暗中温育30 min；
5）离心，弃上清。加入50 μl 的100 mM NH4HCO3溶液，洗涤胶粒两次；
6）离心，弃上清。加入50 μl 的乙腈（ACN），洗涤胶粒两次；
7）在真空离心机中干燥胶粒10min，加入1 μl 的 40 ng/μL trypsin（Promega，USA）胰蛋白酶工作液，其上加50 μl的 10 mM NH4HCO3溶液覆盖，以防酶液蒸发脱水。37 ℃过夜酶切；
8）酶切后的样品使用50 μl 的 50% ACN/5% acetic acid溶液抽提，抽提两次，合并抽提液，真空冷冻干燥，-80 ℃保存以备质谱分析。
质谱鉴定：

酶解后的样品通过三重四级杆串联离子阱质谱仪（hybrid triple quadrupole/ion trap mass spectrometer） (4000QTrap, ABI/MDS-Sciex, Toronto) 进行质谱分析。参数设置：离子阱电压，1900–2200 V；气帘气体( Curtain Gas)，30；界面加热温度（interface heater temperature）：150 ℃；碰撞能量（collision energy）：10；去簇电压（declustering potential）：80。
数据库搜索：

得到的质谱数据使用MASCOT 2.2.2 软件(Matrix Science, London, UK) 搜索数据库rice TIGR database version 6.1 (ftp://ftp.plantbiology.msu.edu/pub/data/Eukaryotic_Projects/o_sativa/annotation_dbs/pseudomolecules/version_6.1/all.dir/all.pep)。数据库检索主要参数为：
Instrument：ESI-Trap
Fragment ion mass tolerance：0.80 Da
Parent ion tolerance：2.0 Da
Max Missed Cleavages：2
MASCOT蛋白质得分在50分（p<0.05）以上的搜索结果认为是可靠的鉴定结果。
4.1.8 蛋白表达模式的等级聚类
由于鉴定得到的差异表达蛋白很多，而且涉及到五个不同的发育时期，无法用简单地上调或下调的方式反映每一个蛋白的表达模式，我们引入等级聚类（hierarchical clustering）的方法。差异表达蛋白的等级聚类通过GeneCluster 2.0软件完成，可将众多差异表达蛋白按照表达模式的相似性归纳为若个群（clusters）。
4.2 结果与分析

4.2.1 水稻胚胎发育的双向电泳图谱分析

为了观察水稻胚胎发育过程中蛋白表达的动态变化，分别提取了五个发育时期（5, 7, 14, 21, and 30 DAP）的总蛋白（图4-1）。设定两次生物学重复，每个样品进行3次双向电泳分离。使用线性梯度的pH 3-10 IPG胶条进行第一向等电聚焦分离是为了使蛋白点能够更加均匀的分布在胶图上。用考马斯亮蓝染色后，这些双向电泳图谱表现出很好的重复性。
用ImageMaster 2D Platinum software 6.0 软件（GE Healthcare，USA）对考染后的双向电泳图谱进行分析。五组水稻胚胎的蛋白质斑点数分别为（1252±77）、（1298±63）、（1421±58）、（1399±69）、（1356±65），平均匹配点数为（1076±61）个（图4-2）。选取差异明显（蛋白质点的表达量相差2倍以上）(p<0.05)的蛋白点321个，视为差异点。

[image: image16]
图4-1 用SDS-PAGE电泳检测总蛋白的质量。1:5DAP； 2:7DAP； 3:14DAP； 4: 21DAP；5:30DAP 

Fig. 4-1 Image of the total protein detected by SDS-PAGE electrophoresis. 1:5DAP； 2:7DAP； 3:14DAP； 4: 21DAP；5:30DAP
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图4-2水稻胚胎五个发育时期总蛋白的2-DE电泳考染图谱。 

Fig. 4-2 Images of 2-DE gels stained by Coomassie Brilliant Blue for five protein samples of rice developing embryos. 
4.2.2 差异表达蛋白的质谱鉴定与功能分类分析

通过nano LC-MS/MS质谱方法结合MASCOT数据库搜索成功鉴定242个蛋白点（图4-3）。在这些蛋白点中，217个蛋白点代表一种单一蛋白，16个蛋白点包含两到三种蛋白，9个蛋白点未在数据库中找到同源蛋白。这些重合在同一个蛋白点中的蛋白一般等电点或分子量很接近。总共鉴定出275个蛋白代表了192种非冗余蛋白（图 4-4），表明鉴定出的蛋白中有些为蛋白异构体。例如，有五个蛋白点（2604、2655、2678、2701和 3083）都鉴定为果糖二磷酸醛缩酶（fructose-bisphospate aldolase）。
根据功能将鉴定出的差异表达蛋白进行分类。最大的两个功能类别为代谢（30.5%）和蛋白合成/加工（17.8%），表明在水稻胚胎发育过程中代谢与蛋白合成/加工功能的重要性。分类涉及到其他细胞功能包括：疾病与防御（12.0%）、细胞生长/分裂（8.0%）、 转运（7.6%）、转录（6.9%）、信号转导、储藏蛋白 （图 4-4）。
代谢相关蛋白进一步分为11个亚类：糖酵解、三羧酸循环、磷酸戊糖途径、氨基酸代谢、淀粉合成、氮/硫代谢、脂类代谢、核苷酸代谢、维生素/辅酶因子代谢、能量代谢、次生代谢。蛋白合成/加工相关蛋白也可进一步细分为三大类：蛋白合成、蛋白折叠/修饰、蛋白降解。有意思的是，参与蛋白合成和蛋白降解的蛋白数量相当。鉴定到的参与蛋白合成的蛋白有13个，主要为核糖体蛋白、翻译起始因子和延伸因子。蛋白降解相关蛋白有11个，主要为参与泛素-蛋白酶体途径的蛋白。蛋白折叠/修饰相关蛋白中，大部分为热休克蛋白或分子伴娘。
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图4-3 水稻胚胎2D电泳参考胶图谱示242个nano-LC/MS/MS质谱鉴定蛋白点。 

Fig. 4-3 A representative 2D gel electrophoresis image showing the 242 protein spots of rice embryo analyzed by nano-LC/MS/MS. 
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图4-4 差异表达蛋白的功能分类
Fig. 4-4 Functional classification of the identified differentially expressed proteins
4.2.3 差异表达蛋白的表达模式分析

根据表达方式的相似性，通过等级聚类法（hierarchical clustering）将差异表达蛋白的表达模式归纳为6个群组(c1、c2、c3、c4、c5和c6)，使得复杂多样的表达调控模式更易简便可见。这些蛋白的表达模式与胚胎发育过程中主要事件，生长、分化、成熟、干燥休眠等息息相关。
两个最大的表达模式群组为c1和c2，分别有70个和56个蛋白(表 4-2)。在这两个群组中，蛋白的表达量都是在7 DAP时达到最高，然后表达量开始下降直至至30 DAP时最低。但是在下降的过程中，两者的方式略有不同，c1下降急速，而c2下降缓慢（图 4-5）。群组c5，只有14个蛋白，是最小的群组，在5 DAP时表达量最高，然后开始下降直至30 DAP。在这三个群组中，参与细胞的生长/分裂，氨基酸代谢，蛋白合成，蛋白降解等功能的蛋白大部分聚集在胚胎发育早期大量表达。在这段时期，胚胎细胞迅速分裂增大，从而使胚胎体积快速增长。微管蛋白和肌动蛋白分别是组装微管和微丝的主要成分，它们在细胞发育过程中起着关键的作用。氨基酸代谢和蛋白合成是细胞分裂增大过程所必须的。在参与氨基酸代谢的15个蛋白和参与蛋白合成的13个蛋白中分别有10个和7个蛋白聚集在胚胎发育早期达到最高表达量。除此之外，大部分参与泛素-26S 蛋白酶体的蛋白成分也在早期达到最大表达量。泛素-26S 蛋白酶体途径（UPP途径）是的选择性蛋白降解的一个关键调控机制，与蛋白的功能调节相关，在细胞发育过程中发挥重要作用。
表达模式群组c3和c4，分别有41和34个蛋白（表 4-2），也具有相似的表达模式，在14 DAP时表达量最高，然后c3呈急速下降趋势，而c4缓慢下降。我们注意到，在这两个群组中，有大约一半的脂类代谢相关蛋白聚集，也就是在在14 DAP时表达量最高；而另外一半的脂类代谢相关蛋白聚集胚胎发育早期。在胚胎发育中期，细胞代谢过程应该包括了一个从细胞生长向胚胎成熟的转变。在13个蛋白合成相关蛋白中，有6个在这个时期达到最大表达量，表明了这些蛋白在这个转变中发挥着重要的作用。
表达模式群组c6，有35个蛋白 (表 4-2)，从5 DAP至21 DAP表达量逐渐升高，到达最高点（21 DAP）后，开始下降。这个群组的蛋白中大部分与蛋白折叠/修饰和疾病/防御功能相关，而且在26个蛋白折叠/修饰功能相关的蛋白中，有9个是与一些疾病/防御功能相关蛋白共表达的。这些疾病/防御功能相关蛋白包括HEV家族蛋白（spot 3497），铜/锌超氧化物歧化酶（spot 3708），逆渗透蛋白（spot 3180），和胚胎发育后期丰富蛋白（LEA）（2137、2671、2854、2989、3684、3506和3279）(图 4-6)，这些蛋白我们将在后面具体进行讨论。所有这些相关蛋白可能参与了胚胎发育后期大分子物质的储存和耐干燥能力的获得。
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图4-5 差异表达蛋白的六个表达模式群组

Fig. 4-5 Expression profiles in six hierarchical clusters (c1, c2, c3, c4, c5, c6) of differentially expressed proteins
4.2.4 糖酵解和三羧酸循环相关蛋白的表达分析

我们将鉴定的代谢相关蛋白又进一步分为11个亚类：糖酵解、三羧酸循环、磷酸戊糖途径、氨基酸代谢、淀粉合成、氮/硫代谢、脂类代谢、核苷酸代谢、维生素/辅酶因子代谢、能量代谢、次生代谢。在这11个亚类中，参与糖酵解和三羧酸循环的蛋白共占了代谢相关蛋白总数的39.3%（表 4-2）。
蛋白点2078和2567分别被鉴定为果糖-6-磷酸1-磷酸转移酶（PFP）和依赖焦磷酸的磷酸果糖激酶（PFK）（表 4-3），这两个蛋白表现出相似的表达模式，在7 DAP时表达量最高，然后急剧下降（图 4-6）。令人惊奇的是，有5个蛋白点（2604、2678、3083、2701和2655）都鉴定为果糖二磷酸醛缩酶同工酶（FBA），它们中大多有着相似的表达模式，主要在胚胎发育的早期表达量达到最高，然而也有少许差异存在。例如，蛋白点3083在5 DAP时表达量最大，而其他四个蛋白点（2604、2678、2701和2655）是在7 DAP时表达量达到顶点。
有4个蛋白点（2819、2790、2710和2755）鉴定为3-磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）在胚胎发育的各个时期都表现出非常相似的表达模式（表 4-3）。另外，还有两个蛋白点（2517和2518）鉴定为磷酸甘油酸激酶（PGK）, 两种形式的依赖二磷酸甘油酸的磷酸甘油酸酯变位酶（PGAM）（蛋白点1936 和 1938），以及一个烯醇化酶。PGAMs 在7 DAP时表达量最大，而烯醇化酶（蛋白点2135）在7 DAP时表达量较高，一直持续到14 DAP时达到顶点，随后急速下降（图 4-6）。
琥珀酸脱氢酶（蛋白点2327和2324）是三羧酸循环的关键酶（表 4-2），琥珀酸脱氢生成延胡索酸，是由琥珀酸脱氢酶催化的，辅酶是FAD。乌头酸水合酶（蛋白点1706和1727) 在三羧酸循环中催化柠檬酸经顺乌头酸转变为异柠檬酸的反应，也就是由顺乌头酸酶催化的异构化。有趣的是，参与了三羧酸循环中草酰乙酸盐再生的苹果酸脱氢酶（蛋白点2774和2994），在5 DAP时相对于参与三羧酸循环的其他酶而言表现出较低的表达（图 4-6）。
表4-2 差异表达蛋白的等级聚类及每个群组中的功能分类分布
Table 4-2 Hierarchical clusters of differentially expressed proteins and distribution of the proteins belonging to each category or subcategory in different clusters.
	功能分类
	表达模式群组
	总数

	
	c1
	c2
	c3
	c4
	c5
	c6
	

	01 代谢
	27
	21
	16
	8
	4
	8
	84

	01.01 糖酵解
	13
	4
	1
	3
	1
	5
	27

	01.02 三羧酸循环
	0
	0
	6
	0
	0
	0
	6

	01.03 磷酸戊糖途径
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	1

	01.04 淀粉合成
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	1

	01.05 氨基酸代谢
	5
	4
	2
	2
	1
	1
	15

	01.06 氮/硫代谢
	0
	2
	1
	0
	0
	0
	3

	01.07 核苷酸代谢
	1
	2
	0
	1
	0
	1
	5

	01.08 脂类代谢
	1
	2
	3
	0
	1
	0
	7

	01.09 维生素/辅酶因子代谢
	2
	2
	1
	0
	0
	0
	5

	01.10 次生代谢
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	1

	01.11 能量代谢
	5
	4
	2
	0
	1
	1
	13

	02 蛋白合成/加工
	16
	9
	6
	7
	1
	10
	49

	02.01蛋白合成
	3
	3
	4
	2
	1
	0
	13

	02.02 蛋白折叠/修饰
	9
	2
	1
	4
	0
	9
	25

	02.03 蛋白降解
	4
	4
	1
	1
	0
	1
	11

	03 疾病与防御
	6
	8
	4
	7
	1
	7
	33

	04 转运
	6
	6
	4
	3
	1
	1
	21

	05 转录
	5
	3
	5
	3
	2
	1
	19

	06 信号转导
	3
	3
	2
	2
	1
	2
	13

	07 细胞生长/分裂
	7
	6
	2
	2
	4
	1
	22

	08 储藏蛋白
	0
	0
	2
	2
	0
	5
	9

	总数
	70
	56
	41
	34
	14
	35
	250


表4-3 水稻胚胎发育过程中参与糖酵解和三羧酸循环的蛋白

Table 4-3 Proteins involved in glycolytic and the TCA cycle pathway during rice embryo development
	蛋白点编号 a)
	实验分子量/等电点 b)
	蛋白名称
	基因 ID c)
	理论分子量/等电点d)
	覆盖率(%) e) /得分 f)

	糖酵解

	2604
	42.81/8.03
	果糖二磷酸醛缩酶同工酶
	Os01g67860
	39.14/8.35
	66%(253)

	2678
	38.24/7.46
	果糖二磷酸醛缩酶同工酶
	Os05g33380
	39.24/6.96
	60%(544)

	3083
	29.88/7.52
	果糖二磷酸醛缩酶同工酶
	Os06g40640.4
	28.07/6.53
	18%(115)

	2701
	38.01/6.42
	果糖二磷酸醛缩酶同工酶
	Os10g08022
	39.14/6.56
	14%(101)

	2655
	39.21/7.39
	果糖二磷酸醛缩酶同工酶
	Os06g40640.2
	37.96/7.57
	14%(91)

	2974
	39.05/4.76
	糖基水解酶
	Os05g41610
	36.34/4.97
	12%(57)

	1735
	85.34/6.17
	D-木糖苷酶
	Os04g54810
	81.90/6.42
	16%(137)

	2078
	60.20/6.45
	果糖-6-磷酸1-磷酸转移酶
	Os06g13810
	61.91/6.01
	12%(103)

	1715
	101.50/5.78
	-甘露糖苷酶
	Os11g32260
	114.60/5.89
	13%(68)

	2977
	38.12/4.38
	糖苷水解酶家族17
	Os05g41610
	36.34/4.97
	12%(57)

	1936
	42.40/5.85
	磷酸甘油酸酯变位酶
	Os05g40420.3
	39.29/5.44
	16%(96)

	1938
	62.55/5.80
	磷酸甘油酸酯变位酶
	Os05g40420.1
	61.00/5.25
	16%(77)

	2135
	58.08/5.14
	烯醇化酶
	Os10g08550
	51.89/5.72
	42%(376)

	2992
	34.02/5.06
	乙二醛酶家族
	Os08g09250
	32.88/5.51
	16%(95)

	2996
	36.62/7.08
	乙二醛酶家族
	Os02g17920
	41.40/7.56
	12%(58)

	2308
	45.62/5.04
	乙二醛酶家族
	Os02g07160
	47.14/5.32
	13%(55)

	2419
	50.45/5.76
	UDP-葡萄糖醛酸/葡萄糖转移酶
	Os05g42060
	53.21/5.92
	12%(59)

	2567
	39.80/5.22
	依赖焦磷酸的磷酸果糖激酶(PFK) 
	Os02g41590
	37.37/5.07
	12%(54)

	2819
	35.20/6.21
	3-磷酸甘油醛脱氢酶
	Os04g40950.2
	32.36/6.33
	21%(81)

	2790
	34.24/7.15
	3-磷酸甘油醛脱氢酶
	Os02g38920.1
	36.72/7.68
	14%(78)

	2710
	38.12/5.98
	3-磷酸甘油醛脱氢酶
	Os02g38920.2
	35.89/6.67
	12%(51)

	2755
	33.46/7.02
	3-磷酸甘油醛脱氢酶
	Os04g40950.3
	35.28/6.25
	38%(150)

	2517
	40.68/5.16
	磷酸甘油酸激酶
	Os02g07260.1
	42.20/5.64
	30%(456)

	2518
	41.80/6.40
	磷酸甘油酸激酶
	Os02g07260.3
	39.69/6.05
	12%(64)

	2109
	58.96/7.05
	丙酮酸激酶
	Os04g58110 
	55.88/8.15
	16%(305)

	2052
	62.80/5.85
	丙酮酸激酶
	Os10g42100
	61.83/6.01
	11%(216)

	3219
	26.02/5.02
	磷酸甘油醛异构酶
	Os01g05490
	27.27/5.38
	58%(429)

	
	
	
	
	
	

	三羧酸循环

	2327
	54.10/7.95
	酮戊二酸脱氢酶复合物中的二氢硫辛酰胺琥珀酰(基)转移酶
	Os04g32330.1
	48.31/8.65
	23%(123)

	2324
	44.88/7.60
	酮戊二酸脱氢酶复合物中的二氢硫辛酰胺琥珀酰(基)转移酶
	Os04g32330.2
	48.15/8.35
	9%(63)

	1706
	102.36/5.98
	乌头酸水合酶
	Os08g09200
	106.86/6.45
	20%(109)

	1727
	101.28/6.35
	乌头酸水合酶
	Os03g04410
	108.24/6.47
	14%(277)

	2994
	33.10/7.01
	苹果酸脱氢酶
	Os05g49880
	35.64/8.22
	21%(86)

	2774
	43.26/7.80
	苹果酸脱氢酶
	Os01g61380
	42.05/7.63
	13%(80)


a) 所有差异表达蛋白点的nano LC/MS/MS 质谱分析数据

b)分子量和等电点的实验值

c) 来自TIGR数据库中的基因ID.
d)分子量和等电点的理论值

e) MASCOT软件计算出的匹配肽段占所预测蛋白序列的百分比

f) MASCOT 软件计算出的预测蛋白的得分
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图 4-6 水稻胚胎发育五个时期一些蛋白点镜像图比较。蛋白点2078为果糖-6-磷酸1-磷酸转移酶；蛋白点2135为烯醇化酶；蛋白点2774为苹果酸脱氢酶；蛋白点3279为胚胎发育后期丰富蛋白（LEA）
Fig. 4-6 Comparison for several 2-DE spot mirror images showing the expression changes between the five different developmental stages in rice embryos. Spot 2078, the protein identified as pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase (PFP). Spot 2135, the protein identified as enolase. Spot 2774, the protein identified as malate dehydrogenase. Spot 3279, the protein identified as late embryogenesis abundant protein
4.3 讨论

我们应用蛋白质组分析技术探究水稻的胚胎发育，鉴定了大量在此发育过程中的差异表达蛋白。通过等级聚类与功能分类相结合的方法，可以清楚地了解不同蛋白在胚胎发育过程中的表达模式及功能特点，从而为进一步揭示胚胎发育各时期的关键蛋白以及它们在特定发育时期的共调控机制提供重要线索。一个水稻矮杆突变体（d1）的研究确定了G蛋白在水稻胚胎中的功能，其在基本细胞过程以及胚胎发生过程中发挥着非常重要的作用（Komatsu等，2005）。大规模地蛋白组分析能够提供更多关于水稻胚胎的信息，从而为进一步深入研究提供更多新的线索。
将获得的水稻胚胎蛋白组数据与从水稻谷粒得到的蛋白组数据（Xu等， 2008）进行比较，发现两者之间蛋白在每一个功能分类中所占的比例存在着很大的差异。例如，在水稻谷粒中，有很多参与淀粉合成功能的蛋白表达，而在水稻胚胎中我们只检测到一个参与淀粉合成功能的蛋白。由于谷粒中的主要成分为胚乳，这可能也反映了水稻胚胎与胚乳之间的蛋白表达差异。这个差异暗示了在水稻胚胎与谷粒中代谢网络和分子调节机理存在着很大的不同，水稻谷粒（种子）比胚胎有着更加复杂的结构以及发育调控机制。因此，对于像水稻这样种子中含有胚乳等结构的植物而言，胚胎的分离对于胚胎发育的研究就显得尤为重要。
4.3.1 水稻胚胎发育中代谢相关蛋白的表达特点
代谢相关蛋白占所有差异表达蛋白总数的30.5%，表明了在胚胎发育过程中各种代谢的重要作用。在参与糖酵解和氨基酸代谢功能的蛋白中，水稻胚胎中得到的数据与蒺藜苜蓿（Medicago truncatula）胚胎（Gallardo等，2007）存在着一些不同，可能正反映了单子叶植物与双子叶植物胚胎发育过程中的代谢调节机制存在着一定的差异。代谢为诸如细胞生长、增殖等一系列至关重要的细胞过程提供能量，同时一些代谢产物和中间代谢产物的浓度梯度变化也可以作为调控不同细胞过程的信号（Farré等，2001；Fernie等，2004）。中间代谢产物和代谢产物的分析暗示了在不同物种的胚胎和种子发育中糖酵解和三羧酸循环都发挥着核心的作用（Carrari and Fernie，2006；Fait等，2006；Hewezi等，2006），但它们的调节机制尚了解不多。
在10种参与糖酵解途径的酶中，我们的工作鉴定到其中的8种，分布在17个蛋白点中：磷酸丙糖异构酶（1个蛋白点）、3-磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）（四个蛋白点）、醛缩酶（5个蛋白点）、烯醇化酶（1个蛋白点）、丙酮酸激酶（2个蛋白点）、磷酸甘油酸激酶（2个蛋白点）、磷酸果糖激酶（1个蛋白点）和磷酸甘油酸变位酶（2个蛋白点）。这些蛋白的表达模式主要聚类在早期表达群组c1和c2，也就表明这些蛋白的表达水平在胚胎发育早期上调至7 DAP时为顶点然后下降。糖酵解酶类的多异构体现象以及它们极为相似的表达模式暗示了在胚胎发育过程中可能的翻译后修饰（Hajduch等，2006；Koga和Minohata，2011）以及糖酵解在胞质和质体之间的协作（Farré等，2000；Andriotis等，2010）。
我们也检测到很多参与三羧酸循环的酶：乌头酸水合酶（2个蛋白点）、苹果酸脱氢酶（2个蛋白点）、和琥珀酸脱氢酶（2个蛋白点）。这些蛋白只占检测到的酶类蛋白中很小的比例，特别是与参与糖酵解的酶类相比较而言，这可能是由于三羧酸反应定位在线粒体中的原因。参与三羧酸循环的这些蛋白均在约14 DAP时达到最大表达量。尽管这个表达模式只是从目前所知道的9个参与三羧酸循环蛋白中的3个蛋白的表达方式中归纳出来的，但这个表达模式与前人在玉米胚胎和拟南芥种子中得到的结果是基本一致的（Lee等，2002；Fait等，2006）。
引人注意的是，很多参与这些初级代谢途径的蛋白都为多异构体。这些异构体蛋白出现在多个蛋白点，在等电点和/或分子量上存在着一定程度的差异，它们应该或为不同但相关基因的产物，或为相同基因的产物但经历了翻译后的修饰。这也就提出了一个问题，是否这些不同的异构体是定位在细胞的不同部位，或者被不同的调控机制所调控以完成不同的细胞功能。所有检测到的糖酵解和三羧酸循环相关蛋白均在30 DAP时表达量最低。三羧酸循环相关的酶表达模式都十分相似，也就暗示了它们之间的高度协作（Sulpice等，2010），但糖酵解相关酶类的表达模式却存在着很多差异。这可能反映了糖酵解途径的不同片段之间的差异调节以应对胚胎发育过程中对不同糖酵解代谢中间产物的不同需求。这些结果也进一步确认了糖酵解和三羧酸循环在胚胎发育中的重要调节作用（Spencer等，2007）。
在细胞中，所有的单位膜都是由双层脂质分子构成，细胞壁和细胞膜的形成在胚胎发生过程中显著增强（Chugh和Khurana，2002）。脂肪酸衍生物被认为是构造细胞壁的单体建筑块（Guillaumie等，2007）。我们注意到，约有一半数量的脂类代谢相关蛋白在胚胎发育中期达到最大表达量，另外一半数量的脂类代谢相关蛋白在发育早期聚集。在这些蛋白中，3-氧酰基酰基载体蛋白合成酶（蛋白点2495）是参与脂肪酸生物合成过程的代表性酶类，这个酶是对整个细胞的脂肪酸水平具有关键的决定性作用（Ichihara等，2003）。除此之外，还有很多参与脂肪酸代谢、脂质和类异戊二烯代谢的酶类在发育早期和中期表达，暗示了这些酶在胚胎发育过程中细胞壁和细胞膜的合成中发挥重要作用（Martin等，2005；Minic等，2009；Bosch等，2011）。
4.3.2 水稻胚胎发育中LEA蛋白的表达特点
在发育后期，胚胎体积渐渐缩小，含水量减少，最终成为干燥休眠的胚。水分限制在生活周期的某些阶段对所有生物体都会产生影响。因此，通过进化选择了很多用以应对水分缺乏的策略，包括酶活性的变化以及基因表达的变化（Garay-Arroyo等，2000；Hoekstra等，2001；Ali等，2007；Battaglia等，2008）。
在植物中，有一类亲水蛋白成员，胚胎晚期丰富蛋白（LEA蛋白），在种子发育的后期积聚高水平表达，同时胚胎获得耐干燥能力，暗示了这类蛋白在水分限制阶段担负保护的角色（Tunnacliffe和Wise，2007）。编码LEA蛋白的基因属于一个多基因家族，基于它们推测氨基酸序列和表达模式的相似性，这类蛋白被分为5到9组（Battaglia等，2008；Bies-Ethève等，2008）。在我们的研究中，检测到8个LEA蛋白（蛋白点3684、2854、2989、2671、2137、3180、3353和3279），包括LEA D-34、LEA group 1、LEA group 3和含LEA结构域蛋白。这些蛋白中，有些在14 DAP时表达量达到最高，然后缓慢下降；但大多数是在21 DAP时表达量最大。
在很多植物中，LEA group 1 蛋白在后期胚胎中累积，特别是在干燥种子时期（Gaubier等，1993；Hollung等，1994；Vicient等，2001；Chen等，2011）。此外，这个组LEA蛋白的基因表达响应脱落酸的水平变化和/或水分限制条件（Williams and Tsang，1994；Vicient等，2001）。LEA group 3蛋白在成熟种子中累积，响应脱水和盐害（Harada等，1989；Hsing等，1995；Egerton-Warburton等，1997）。这组LEA蛋白被认为在水分缺乏时期保护细胞免受水分胁迫和脱水作用的伤害。LEA D-34属于LEA group 5，它们的表达积聚在种子发育后期，响应干旱状况（Zegzouti等，1997；Kim等，2005）。总的来说，LEA蛋白在储藏蛋白累积后不久开始在胚胎中积聚，它们在胚胎中的合成与内源脱落酸（ABA）的高含量和种子的干燥相一致。这些蛋白既不是酶，也不是真正的储藏蛋白，但可能行使保护胚胎免受干燥胁迫伤害的功能，也能够稳定其他蛋白和质膜以保护细胞（Cordova-Tellez和Burris，2002；Wise和Tunnacliffe，2004；Battaglia 等，2008）。
4.3.3 水稻胚胎发育各时期优势表达的蛋白
我们的工作主要集中在胚胎发育各时期蛋白组的动态变化，其中发现有一些蛋白仅仅在某一个发育时期表达量特别高，可能代表了一类在胚胎发育中时期特异表达或时期优势表达的蛋白（Zamboni等，2010）。在发育早期，14个表达量在5 DAP时达到顶点的蛋白中，有5个仅仅只在5 DAP时表达量特别高；126个表达量在7 DAP时达到顶点的蛋白中，有72个只在7 DAP时优势表达。例如，磷脂酰乙醇胺结合蛋白（PEBP）优势表达于5 DAP时，而果糖-6-磷酸1-磷酸转移酶（PFP）在7 DAP优势表达。在发育中期，14 DAP时胚胎达到形态上的成熟，在75个14 DAP时表达量最高的蛋白中，43个是仅在这个时期优势表达的。苹果酸脱氢酶（MDH）和hsp20/alpha晶体蛋白等属于这一类。发育后期，在21 DAP时胚胎刚刚开始走向干燥脱水的过程，35个在这个时期表达到顶点的蛋白中，有10个仅只在此时期特异或优势表达。多数胚胎晚期丰富蛋白（LEA蛋白）等属于这一类。在30 DAP时，蛋白表达的水平普遍很低。由此可以看到，虽然差异表达蛋白中的大部分表达量的最高点散在于不同的发育时期，但也有一小部分蛋白被发现仅仅在某一个时期出现优势表达，这些蛋白可能可以作为某一特定发育时期的标志性蛋白（Joosen等，2007）。
将转录组与蛋白质组数据进行比较，发现有一些基因，比如编码果糖二磷酸醛缩酶同工酶（Os06g40640）、果糖-6-磷酸1-磷酸转移酶（Os06g13810）、磷酸甘油酸酯变位酶（Os05g40420）等等的基因在转录水平和翻译水平上的表达表现出一定的差异。此外，一些时期特异表达基因和蛋白或许可以作为胚胎发育不同阶段的标志。胚胎发育是一个非常复杂的，包含了一系列程序化事件的过程。我们的结果表明基因在转录水平和翻译水平的差异表达是与胚胎发育中不同的细胞事件紧密联系的，有助于提高和加深对胚胎发育中代谢网络和分子调节机理的理解。本研究工作中鉴定出的基因和蛋白相关表达信息的列表，可为进一步研究水稻及其他谷类作物胚胎发育中的代谢、生长、分化等过程打下一个良好的基础。
第 5章 结论与展望
5.1 本文的主要结论
1、在水稻胚胎发育的不同阶段，从总体表达水平上看，14DAP 成为一个明显的分界线，水稻胚胎发生过程相较于晚期成熟过程，更多的基因参与了水稻胚胎发生过程的调控，这一过程存在着比成熟过程更为复杂的基因调控。在基因表达变化的程度上胚胎发生的早期要大于中期，说明早期的基因表达调控过程较为复杂。
2、在胚胎发育早期富集的差异表达基因与中期的差异表达基因在所参与的功能上有很大不同，说明在胚胎发育早期和中期代谢等细胞生命活动存在着很大的差异。在胚胎发育中期，细胞代谢过程应该包括了一个从细胞生长向胚胎成熟的转变。
3、胚胎成熟过程中的不同时期之间基因表达差异也很大，有很多在这个阶段特异表达的基因，说明胚胎的成熟过程也受一系列基因协调表达的控制。
4、胚胎转录组与蛋白组的比较显示，一些基因在mRNA水平与蛋白质水平的表达有所不同，说明基因表达在转录水平与翻译水平上并不是完全一致的。
5、水稻胚胎中得到的数据与双子叶植物胚胎存在着一些不同之处，反映了单子叶植物与双子叶植物胚胎发育过程中的调节机制可能存在着一定的差异。
5.2 展望
1、对于植物胚胎发育的合子激活过程目前了解还不多，比如相对静止的卵细胞在受精过程中是如何受到激发的, 随后相关基因的表达是如何启动等等。现代分子遗传技术手段特别是对参与这一过程关键基因的功能解析，可以帮助更好地了解这些问题的答案。
2、胚胎发育过程中的细胞分裂以及分化模式的研究已经有了不少发现, 如生长素的极性运输在顶基轴的建立以及两侧对称性的形成中发挥重要作用, 在形成和维持茎端分生组织的活性方面也很关键。近年来，克隆研究了很多参与胚胎模式形成基因的功能, 但对于完整阐述胚胎发育过程的调控机理还有很多工作要做。
3、胚乳发育与胚胎发育之间的关系。胚胎和胚乳是互相协调发育的，胚乳发育异常可能导致败育的发生，而胚胎发育的变化也会影响胚乳的发育。究竟是什么样的信号使得二者之间可以互相协调发育，或者哪些基因参与了这一过程的调控尚待进一步研究。
水稻和拟南芥等多种植物的全基因组测序为人们在整体上了解参与植物胚胎发育的基因及其作用网络和机制提供了更多资料。在胚胎发育中细胞分裂和分化的调控、发育中的信号传导，以及植物激素在分子水平上对胚胎发育过程的调控等诸多方面，仍还有不少问题需要研究。作为重要粮食来源的水稻及其他谷类作物，研究胚胎发育对胚乳发育的影响可为更进一步选育优良高产相关基因提供一定的分子基础。
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