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水稻 gypsy 类逆转座子对不同胁迫条件的响应 

徐玲 1,2，杨静 1，刘林 1，李成云 1*  
(1.农业生物多样性与病虫害控制教育部重点实验室，云南 昆明，650201；2.保山学院 资源环境学院，云南 保山，

678000) 
 

摘 要：LTR类逆转座子是水稻基因组中数量最多、分布最广的转座元件，其中 Ty3–gypsy类所占比例较大。根
据 Ty3–gypsy类逆转座子逆转录酶的保守区域，采用简并引物，通过 RT–PCR，对 5种胁迫处理(稻瘟菌、水杨酸、
2,4–D、高盐及组织培养)后的云南地方水稻品种月亮谷的 cDNA 进行扩增，并测序获得了一批转录片段，分析不
同胁迫条件诱导激活的 Ty3–gypsy 类逆转座子的特点。结果表明：5 种胁迫处理都能诱导月亮谷中 Ty3−gypsy 类
逆转座子的表达；对不同胁迫响应的逆转座子序列大部分同源性较高，且呈交叉分布，仅有少部分具有胁迫响应

的特异性，说明很多 Ty3–gypsy类逆转座子能对不同胁迫进行响应。 
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Abstract: LTR retrotransposons are the largest and most widely distributed transposable elements in rice, of which 
Ty3−gypsy class are more numerous. Using degenerate primers based on conserved region of reverse transcriptase gene in 
Ty3−gypsy retrotransposons, transcript fragments were amplified by RT−PCR and sequenced respectively from cDNAs 
of rice variety Acuche treated by 5 different stresses (M. oryza, SA, 2,4−D, high-salt and tissue culture) to analyze the 
characteristics of Ty3−gypsy retrotransposons activated by different stresses. The results showed that all the 5 different 
stresses could activate Ty3−gypsy retrotransposon; amino acid sequences of reverse transcriptase of retrotransposons 
responding to different stresses were highly conserved and distributed crossly, only few of them showed specificity of 
stress response, suggesting that many Ty3−gypsy retrotransposons could respond to different stresses. 
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逆转座子是水稻基因组中最丰富的转座因子，

对于水稻基因组组成、进化和基因表达调控等都具

有重要意义，水稻逆转座子中 LTR类型的组成成分
最高，LTR元件中 gypsy类元件所占比例又要远大
于 copia类，其数量为 copia类的 4~5倍[1,2]，平均

长度也为 copia类的 2倍[3]。 
很多研究[4–6]认为，逆转座子可能与植物的环

境适应性有关。在植物基因组中，大部分逆转座子

通常以静止状态存在，一些元件在生物及非生物因

素胁迫下可被激活。生物因素包括各种病原物侵染

或接种，以及病原物提取物等[7]；非生物因素包括

原生质体分离[8]、组织细胞培养[9]、机械作用、茉

莉酸(JA)、水杨酸(SA)、高盐胁迫[10]等。 
笔者以 Ty3–gypsy类逆转座子为研究对象，选取

水稻种子液体悬浮培养 3个月细胞、稻瘟菌 Y98–16
的孢子悬浮液(105个/mL)、SA(2 mmol/L)和 2,4–D(50 
mmol/L)喷雾接种和高盐溶液灌溉(100 mmol/L NaCl)
等 5 种胁迫因素，对被激活的逆转座子逆转录酶片
段的序列特征和相似程度进行了初步的探讨。 
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1 材料与方法 

1.1 材  料 

水稻品种月亮谷(云南地方品种)；稻瘟菌(M. 
oryzae)菌株 Y98–16(农业生物多样性与病虫害控制
教育部重点实验室保存)。 

1.2 方  法 

1.2.1 胁迫诱导处理 

水稻品种月亮谷液体悬浮培养 3 个月后的细
胞，去培养液后用无菌水洗 2次，在吸水纸上吸干
水分，液氮速冻后迅速置于–80 ℃冰箱中备用。 
水稻品种月亮谷在温室培育至 3～4 叶期，分

别用稻瘟菌 Y98–16 的孢子悬浮液(105 个/mL)、2 
mmol/L水杨酸(SA)和 50 mmol/L 2,4–D喷雾接种和
100 mmol/L NaCl溶液灌溉等 4种方式处理，保温
保湿 24 h后，用无菌剪刀剪取水稻叶片，液氮速冻
后迅速置于–80 ℃冰箱中备用。设置未做处理的水
稻苗叶片材料为阴性对照。 

1.2.2 水稻叶片总RNA的提取及cDNA第一链的合成 

水稻材料采用 TRNzol 试剂抽提方法提取总
RNA。试验中所用器皿均经过烘烤、0.1%DEPC水
处理以去除 RNase。用 RNase−Free DNase酶解去
除 RNA中残留的 DNA，置−80 ℃保存待用。用北
京全氏金生物公司的逆转录试剂盒合成 cDNA第一
链，获得的 cDNA立即置冰上冷却，–20 ℃冻存。 

1.2.3 Ty3 类转座子的克隆测序 

根据 Ty3−gypsy 类逆转座子的逆转录酶(RT)保
守序列特征，采用 Kumekawa等[11]针对 Ty3− gypsy
类逆转座子 RT序列设计的简并引物对进行扩增。 

PCR反应体系为 100 μL: 50 μL 2×EasyTaq PCR 
Supermix，5 μL正向引物(10 μmol/L)，5 μL反向引
物(10 μmol/L)，cDNA模板 5 μL，水的体积共 35 μL。
扩增程序为：95 ℃预变性 3 min；35个循环包括：
95 ℃变性 40 s，56 ℃退火 50 s，72 ℃延伸 50 s；循
环后 72 ℃延伸 10 min。 
扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分离，回收并连接

到 pEASY−T1载体上，转化到感受态大肠杆菌DH5α
中。菌落 PCR验证的阳性单克隆送上海英骏生物技
术有限公司进行测序。选取每种胁迫诱导条件得到

的阳性克隆 15~20个进行测序。 

1.2.4 序列比较 

将测序结果除去引物两端多余序列后则为扩增

到的目的序列，与 GenBank 中的序列用 BLAST 
(http://www. ncbi.nlm.nih.gov/)进行比较验证序列的真
实性并获得序列的登录号，再用Clustal X软件对序列
进行排序比对，用Mega3软件构建系统发育树。 

2 结果与分析 

2.1 克隆诱导转录的 Ty3−gypsy 类逆转录酶片段 

用逆转录酶基因的简并引物，从 5种不同胁迫
处理的水稻材料 cDNA 中均能扩增获得期望的约
430 bp的带(图 1)，说明几种胁迫都能诱导激活水稻
Ty3−gypsy类逆转座子的表达。 

将扩增产物回收并克隆到 pEASY−T1载体上，
得到一批阳性克隆，随机挑取每种胁迫处理诱导得

到的克隆 15~20个进行测序。测序得到的序列除去
引物两端的多余序列则为扩增到的目的序列。以

Osgyrt 为前缀对不同胁迫诱导形成的序列进行命
名，分别命名为 Osgyrt−tc、Osgyrt−Mg、Osgyrt−SA、
Osgyrt−D、Osgyrt−St。 

 
M DL2000 Marker；1 组织培养；2 稻瘟菌喷雾；3 水杨

酸喷雾；4 2,4–D喷雾；5 NaCl灌溉；6 对照。 

图 1 不同胁迫诱导转录的 Ty3−gypsy 类逆转录

酶的 PCR 扩增片断 

Fig.1 PCR amplification of Ty3−gypsy reverse transcriptase 
expressed under different treatments 

2.2  转录的 Ty3−gypsy 类逆转录酶片段的序列比

对和系统进化分析 

共获得 70 条独立的序列：Osgyrt−tc1~16，
Osgyrt− Mg1~17，Osgyrt−SA1~12，Osgyrt−D1~14，
Osgyrt−St1~11。将所有序列在GenBank中用BLAST
进行比较，结果表明，所有序列与 GenBank中已上
传的逆转座子逆转录酶序列相似性都很高(大于
94%)，说明克隆到的逆转座子的真实性。 
将这些核酸序列翻译为氨基酸序列后进行序

列比对，大部分逆转录酶氨基酸序列间的相似性都

很高，只有少数存在较高异质性(图 2)，说明对不同 

M     1     2     3     4    5     6  
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黑色部分表示氨基酸序列相似性为 100%；深灰色部分表示氨基酸序列相似性为 80%~100%，浅灰色部分表示氨基酸序列相似性为

60%~80%，没有阴影部分表示氨基酸序列相似性为小于 60%；“–”表示空缺，相同的氨基酸显示在图下方；A中所示相似性大于 90%，
B中所示相似性为 36%。 

图 2 不同胁迫激活的 Ty3–gypsy 类逆转录酶氨基酸序列的比对 

Fig.2 Reverse transcriptase amino sequences alignment of Ty3−gypsy group activated by different treatments 

A 

B 
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胁迫响应的逆转座子序列大部分同源性较高。不同

胁迫诱导转录的逆转录酶序列大部分同源性在 90%
以上(图 2–A)，而同一胁迫，如稻瘟菌诱导转录的逆
转录酶序列差异最大的同源性仅为 36%(图 2–B)，可
见不同胁迫诱导转录的序列同源性可以高于同一胁

迫诱导转录的逆转录酶序列。 
将获得的所有逆转录酶氨基酸序列用MEGA3.0

进化分析软件系统进行分析，得到 Neighbor−joining
系统进化树，序列的登录号列于序列名称后(图 3)。
根据进化树的分支程度把 70条序列分为 6组。大部
分序列集中分布在第 1组中，约占序列总数的 81%，
说明这个家族的逆转座子较活跃，也说明大部分被

激活的 Ty3−gypsy 类逆转座子同源性较高。其他 5
组都分别只有 2~3 条序列，与第 1 组中的大多数序
列存在较高异质性。 

不同胁迫诱导形成的水稻 Ty3−gypsy类逆转座
子逆转录酶序列大部分呈随机交叉分布，这与序列

比对结果中“不同胁迫激活的序列同源性较高，而
同一胁迫激活的序列也可以存在较大异质性”是一
致的。只有少数序列具有胁迫响应的特异性，同一

胁迫诱导转录的逆转录酶序列形成了独立的家族，

如第 3组为响应盐胁迫所特有，第 4组为响应水杨
酸胁迫所特有，第 5组为响应组织培养胁迫所特有。 

3 讨  论 

Voytas等[12]发现动物、植物、微生物的逆转座

子逆转录酶序列平均相似性达 46%。基于植物逆转
座子逆转录酶区域的高度保守片段，用 PCR方法已
在多种植物中扩增出逆转座子[13−14]。本研究同样基

于植物 Ty3−gypsy类逆转座子逆转录酶区域的高保
守性来扩增和克隆响应不同胁迫条件的逆转录酶

序列。 
a.多种胁迫都能激活逆转座子的表达。用多种

胁迫处理 (稻瘟菌、水杨酸、2,4–D、高盐、组织培
养) 后，分析被激活的 Ty3−gypsy 类逆转座子逆转
录酶片段的序列特征和相似程度，结果表明这些胁

迫都能激活 Ty3−gypsy类逆转座子的转录。近年来
关于逆转座子被多种胁迫激活的报道很多，如烟草

中逆转座子 Tnt1和 Tto1在病原菌侵染、组织培养、
水杨酸、茉莉酸、伤害诱导等胁迫条件下都具有转 

 
分支上的数字代表树的分支程度，基于 1 000次重复的自展率。 
◆ Osgyrt-Mg；▲ Osgyrt-SA；▼ Osgyrt-D；◇ Osgyrt-St；

● Osgyrt−tc。 

图 3 不同胁迫激活的 Ty3−gypsy 类逆转录酶氨基酸

序列的系统进化树 

Fig. 3 Neighbor-joing tree of reverse transcriptase amino acid 

sequences of gypsy-like activated by different treatments 

 OsAgy-Mg12    AC131966
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录活性[5, 15]；稻瘟菌中逆转座子MAGGY能被热击、
CuSO4、氧化等胁迫所激活

[16]。这些发现将不断地

揭示逆转座子的转录机制及其在植物应激响应过

程中的功能。 
从本研究中逆转座子对多种胁迫的应答，可以

推断它们在胁迫条件下是活跃的。很多研究认为逆

转座子在植物适应环境胁迫中担当了重要角色[4−5]。

但逆转座子激活究竟是否对植物抗病性有贡献还

值得探讨。逆转座子在环境胁迫下的激活为植物在

多样性环境中的生存提供了一种基因组的可塑性

机制[17]，可能参与了植物基因组对胁迫的反应，以

使植物适应胁迫而得以生存[4]。 
b.对不同胁迫响应的 Ty3−gypsy 类逆转录酶序

列同源性高。植物逆转座子的逆转录酶序列，无论

是 Ty1−copia 类还是 Ty3−gypsy 类，都存在很大的
异质性[10]。水稻逆转座子的逆转录酶氨基酸序列也

有很大异质性，Wang等 [18]报道水稻中逆转录酶差

异达 1%~64%。然而本研究中序列比对和系统进化
分析都发现被不同胁迫激活转录的 Ty3−gypsy类逆
转录酶氨基酸序列亲缘关系较近，大部分集中分布

在第 1组中，相似性在 90%以上。虽然胁迫条件不
同，但被激活的逆转录酶序列同源性很高，说明不

同胁迫条件是可以激活相似的逆转录酶序列的。与

基因组中逆转座子的逆转录酶序列相比，具有转录

活性的逆转录酶序列的异质性较低，这种特征在其

他植物中也有类似报道[19]。高等植物的逆转座子以

多家族、高拷贝形式存在，且具高度异质性[20]。由

于本文所取克隆代表数量有限和采用的胁迫处理

方式较少，是否胁迫激活的逆转座子异质性较低还

需要更多的证据。 
植物逆转座子家族内成员相似程度越高，可能

发生转座的时间就越近，具有转座活性的可能性就

越大[13]。第 1组中的代表成员同源性较高，且在多
种胁迫条件下都活跃转录，说明很多 gypsy 类逆转
座子能对不同胁迫进行响应，也说明该组所对应的

逆转座子家族较活跃，可能目前仍存在具有转座能

力的成员。 
c.不同胁迫激活的 Ty3−gypsy 类逆转录酶序列

的分布。虽然胁迫处理的条件不同，但大部分被激

活转录的 gypsy 类逆转座子的逆转录酶序列形成交

叉分布，表明水稻 gypsy 类逆转座子中存在很多能
对不同胁迫做出响应的成分。也有少数序列具有胁

迫响应的特异性，说明水稻 gypsy 类逆转座子中也
存在部分只在特定胁迫条件下才会被激活的组分。 
植物在长期的进化过程中形成了复杂的防御

和抗性机制，逆转座子的激活表达可能与植物的防

御反应具有一定联系。植物防御反应的调控非常复

杂，各种防御信号途径之间既有区别也有交叉，不

同的环境胁迫可以激活相似的信号通路，引起相似

的细胞应答，例如拟南芥的 AtMYB2 转录因子在
缺氧条件下表达增强，同时也增强了干旱应答基因 
rd22 和 AtADH1 的表达；在干旱胁迫下 AtMYB2
也作为 ABA 诱导的转录激活子发挥功能[21]。逆转

座子位于基因与基因之间，可能作为一种顺式作用

元件参与基因的表达与调控[22]，或影响邻近基因的

表达[23]，但逆转座子在植物防御反应的调控过程中

究竟发挥什么功能尚不清楚。推测不同胁迫条件下

水稻可能产生了某些相似的胁迫信号分子，或者共

享了一部分信号通路，从而激活了部分序列相似的

逆转座子家族，导致部分逆转座子对不同胁迫条件

做出响应，这也说明激活这些逆转座子的不同胁迫

信号途径间存在网络交叉关系。而只在特定胁迫条

件下才被激活的这部分逆转座子，可能这些胁迫条

件下水稻还产生了某些区别于其他胁迫条件的信

号分子，激活了具有该胁迫响应特异性的一些逆转

座子，说明激活这部分逆转座子的胁迫信号途径是

独立的。但对不同胁迫都能做出响应的逆转座子及

具有胁迫响应特异性的逆转座子，其下游分别可能

会影响哪些基因的表达，从而在对逆境的防御反应

中发挥作用还有待进一步研究。 
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