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摘要: 在黑暗条件下, 糖能激活拟南芥的茎顶端分生组织(SAM)发育成叶状器官, 该现象已成为植物糖敏感性

的重要指标之一。本研究发现, 通过RNAi降低雷帕霉素靶标(TOR)的表达, 能降低拟南芥幼苗的糖敏感性, 表
明TOR参与了糖对SAM的激活。本研究还通过对265个拟南芥自然生态型的鉴定, 筛选到了一个糖敏感性较

低的生态型CS76205; 进一步分析发现, Col-0和CS76205的F1代的糖敏感性处于Col-0和CS76205之间, 偏向

CS76205; Col-0×CS76205 F2群体的糖敏感性呈正态分布, 通过二代测序对CS76205生态型和F2代的两个极端表

型混合池进行全基因组重测序, 在3号染色体定位到一个糖激活SAM活性相关的区域, 位于2.520 Mb和3.715 
Mb之间, 利用生物信息学的手段对该关联区域进行注释, 筛选出9个关键的候选基因。这为进一步克隆该位点

基因、揭示该基因功能及其和TOR之间的关系奠定基础。
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糖类是植物利用太阳能进行光合作用的产物, 
它不仅为植物的生长发育提供了能量, 还可以作

为信号因子对植物的生长发育、基因表达等进行

调控(Moore等2003; Smeekens等2010)。
目前已经发现多个糖营养介导的植物生长发

育的调控体系(Smeekens等2010)。包括己糖激酶

(hexokinase, HXK)、海藻糖-6-磷酸(trehalose 6- 
phosphate, T6P)、雷帕霉素靶蛋白激酶(target of 
rapamycin, TOR)、蔗糖非酵解型相关蛋白激酶1 
(snf1-related protein kinase1, SnRK1)和C/S1 bZIP
转录因子等。其中HXK、T6P和TOR激酶主要是

促进植物生长的, 而SnRK1和C/S1 bZIP转录因子

一般都是抑制植物生长的。

拟南芥己糖激酶1 (hexokinase1, HXK1)是一

种磷酸化葡萄糖的酶, 也可作为信号感受体响应

葡萄糖, HXK1作为葡萄糖传感器和信号转导器并

不是通过其激酶活性起作用的(Moore等2003)。
T6P是植物海藻糖代谢过程中的中间产物, 也是重

要的信号分子; T6P影响植物的生长和花发生, 还
影响小麦籽粒的发育, 严重缺乏T6P会导致胚胎死

亡(Gomez等2010; Martinez -Barajas等2011)。当糖

供应充足时, T6P积累, 抑制SnRK1活性, 阻断逆境

响应基因的表达, 诱导营养充足时生长过程所需

基因的表达, 从而增加碳营养的可利用率(Baena- 
Gonzalez和Sheen 2008; Gomez等2010)。SnRK1是
一种保守的蛋白激酶复合物, 主要调节植物体内

的能量平衡(Margalha等2016)。当糖和能量缺乏

时, SnRK1会被激活, 从而引起巨大的代谢和转录

变化(Baena-Gonzalez等2007; Hardie 2007; Baena- 
Gonzalez和Sheen 2008), 抑制植物的生长, 保证其

在营养缺乏的逆境条件下亦能存活。SnRK1不仅

能对胁迫作出有效的反应, 还能影响植物的整体

生长和营养物质的再活化(Lastdrager等2014; Tsai和
Gazzarrini 2014)。 有研究指出在糖供应不足条件

下, 转录因子C/S1 bZIP调控相关基因的表达, 其中

bZIP11属于S1 bZIP, 当其受到强烈诱导表达后可

抑制植物生长, 但是此过程与营养利用无关(Han-
son等2008)。

TOR (target of rapamycin)蛋白激酶存在于几

乎所有真核生物中。植物中TOR复合体主要包括

一个TOR蛋白和两个RAPTOR蛋白(AtRAPTOR1a 
&b)以及两个LST8蛋白(AtLST8-1&2)。在植物的
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大多数组织中都能观察到TOR的表达, 但主要在

分生组织的增殖细胞中表达。TOR信号通路与植

物的生长发育、代谢等都密切相关, TOR通过调节

转录、翻译等来调控植物的生长、发育、开花等

生命活动(Li等2017)。TOR的过量表达有利于积累

更多的生物量, 产生更多的种子并且更能抗胁迫

(Roldan等1999)。反之, 通过组成型或诱导型RNA
干扰(RNA interference, RNAi)下调TOR, 导致植物

器官生长缓慢和早衰以及严重的转录和代谢紊乱, 
从而影响糖和氨基酸的积累(Roldan等1999)。在

拟南芥中, LST8-1的突变导致营养生长被抑制以

及花发育异常(Moreau等2012)。拟南芥AtRaptor1b
突变体表现出开花延迟, 花序分枝数目增加; 若
RAPTOR基因的2个拷贝都缺失则胚后, 分生驱动

的植物生长不能得到维持(Anderson等2005; Mah-
fouz等2006)。但是目前对于TOR复合体的分子功

能的研究并不是特别的清楚, 仅鉴定出了极少数

的目标基因(Robaglia等2012)。
植物茎顶端分生组织(shoot apical meristem, 

SAM)是叶、茎、侧枝、花序等地上部分所有组

织和器官的源泉, 是植物株型形成的基础。茎顶

端分生组织及衍生的分生组织、横向和腋生分生

组织以及花分生组织直接影响作物的产量性状

(Wang等2008; Wang和Li 2008)。
过去研究者们对于SAM功能的研究主要集中

在植物发育方面(Barton 2010)。植物的生长发育

离不开对糖等营养物质的利用, 在植物细胞的分

裂和分化过程中, 包括分生组织的维持和器官的

形成所需要的大量碳水化合物和植物的营养水平

密切相关(Francis和Halford 2006)。研究发现分生

组织细胞的分化依赖于碳源, 可代谢糖在激活拟

南芥分生细胞周期特别是在G1转至S和G2转至M
期中起很关键的作用(Riou-Khamlichi等2000; Sky-
lar等2011), 还发现SAM生长能被外源添加的蔗糖

激活(Wu等2005)。
SAM的激活是植物种子萌发和幼苗生长发育

的基础。一般而言, SAM的激活需要光的参与, 但
在黑暗条件下, 对SAM补给可代谢糖(蔗糖、葡萄

糖或果糖)也能促使茎顶端分生组织发育成叶状器

官, 因此, 在黑暗条件下, 糖依赖的植物发育表型

已成为植物糖敏感性的重要指标之一(Roldan等
1999)。最近有研究表明糖对SAM的激活需要BR
信号的参与(Peng等2018)。

本研究发现糖对SAM的激活依赖于TOR; 
SAM激活对糖的敏感性在拟南芥的生态型中存在

广泛的自然变异 ;  利用筛选的糖弱敏感生态型

CS76205与Col-0杂交, 构建F2群体, 采用BSA-seq方
法定位到一个参与糖激活SAM活性的新位点。

1  材料与方法

1.1  实验材料

本研究采用的est1是以拟南芥[Arabidopsis tha- 
liana (L.) Heynh.]生态型Col-0为背景, 具有雌二醇

(Estradiol, est)诱导的TOR-RNAi (RNA Interference)
的转基因材料(Xiong和Sheen 2012)。本研究还对

Col-0和CS76205等265个生态型进行糖敏感性筛

选。以糖弱敏感的生态型CS76205作为亲本, 与
Col-0杂交构建的F1代和F2代。观察F1代和F2代的

顶端分生组织对蔗糖的敏感性表型。从F2代中分

别挑选2个极端表型各20株用于BSA-seq分析。

1.2  拟南芥的培养

采用5%的次氯酸钠溶液以对拟南芥种子进

行表面消毒10 min, 然后将种子用无菌水在超净台

中清洗4~5次。再将种子放在4°C冰箱黑暗条件下

吸胀3 d。经此灭菌的种子铺到1/2MS培养基(含1%
蔗糖, pH=5.8)的方形培养皿上, 用封口膜将方皿封

口, 在黑暗条件下垂直培养14 d; 然后在体视镜下观

察拟南芥的SAM的生长状况并拍照记录。培养箱

的培养条件设置为22°C。在研究与TOR活性相关

的实验中, 在1/2MS培养基中再添加0.5 μmol·L-1 
est, 以不添加est为对照, 其他培养条件不变。

1.3  拟南芥茎顶端分生组织表型观察

将拟南芥幼苗放置在体视镜下, 拍照记录幼

苗顶端分生组织的生长状况。

1.4  基因组提取

取植物新鲜组织约100 mg, 加入液氮充分碾

磨。用植物基因组DNA提取试剂盒(TIANGEN 
BIOTECH, 目录号: DP305)提取基因组。具体步骤

如下: 将研磨好的粉末迅速转移到预先装有700 µL 
65°C预热缓冲液GP1的离心管中(实验前在预热的
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GP1中加入巯基乙醇, 使其终浓度为0.1%), 迅速颠

倒混匀后, 将离心管放在65°C水浴20 min, 水浴过

程中颠倒离心管以混合样品数次。加入700 µL氯
仿, 充分混匀, 13 400×g离心5 min。小心地将上一

步所得上层水相转入一个新的离心管中, 加入700 
µL缓冲液GP2, 充分混匀。将混匀的液体转入吸附

柱CB3中, 13 400×g离心30 s, 弃掉废液。向吸附柱

CB3中加入500 µL缓冲液GD (使用前请先检查是

否已加入无水乙醇), 13 400×g离心30 s, 倒掉废液, 
将吸附柱CB3放入收集管中。向吸附柱CB3中加

入600 µL漂洗液PW (使用前请先检查是否已加入

无水乙醇), 13 400×g离心30 s, 倒掉废液, 将吸附柱

CB3放入收集管中, 此步骤重复一次。将吸附柱

CB3放回收集管中, 13 400×g离心2 min, 倒掉废

液。将吸附柱CB3置于室温放置数分钟, 以彻底晾

干吸附材料中残余的漂洗液。将吸附柱CB3转入

一个干净的离心管中, 向吸附膜的中间部位悬空

滴加50~200 μL洗脱缓冲液TE, 室温放置2~5 min, 
13 400×g离心2 min, 将溶液收集到离心管中。

1.5  BSA法混池构建和基因分型

从1级和4级(分级标准见结果2.1节)的F2群体

中分别选取20株单株, 提取这些单株和亲本CS-
76205的基因组。将20个1级的F2单株和20个4级的

F2单株的DNA分别等量混合构建成对蔗糖不敏感

的混合池和对蔗糖敏感的混合池。对2个混合池

的DNA和CS76205的DNA进行测序。测序所得的

原始序列经过滤处理, 去掉低质量的序列, 得到高

质量的序列; 然后先利用BWA软件(Li和Durbin 
2009), 将测序数据比对到已发表的拟南芥Col-0参
考基因组序列上, 利用SAMtools软件(Li等2009), 
将比对后所得数据中的重复序列删除; 利用GATK
软件(McKenna等2010)的Haplotyper算法分析每个

样品和参考基因组之间的基因型差异; 再用Break-
Dancer软件(Chen等2009)对样品的结构变异(struc-
tural variation, SV)进行检测。

1.6  关联区域定位与候选基因预测

 将不同样品的分析结果进行合并和整合, 得
到样品之间的差异数据, 并利用SnpEff软件(Cingo-
lani等2012)对这些数据进行功能注释并根据变异

位点对蛋白编码的影响程度进行划分。根据基因

分型结果, 筛选出亲本间纯合差异的多态性位点。

选择亲本基因组作为参照, 参考Takagi等(2013)的方

法计算2个混合池在每个位点上的(SNP或/和InDel) 
Index值。混池的Index差值关联的区域即是目标

性状关联的候选区域。为了消除假阳性的位点, 
利用标记在基因组上的位置, 采用滑窗的方法, 将
Index值进行拟合, 消除类似随机扩增导致的差异

位点。选择窗口大小1 Mb、步长5 kb对∆SNP-index
在各个染色体上的分布进行作图, 选取99.9%的置

信水平作为筛选的阈值, 置信水平以上的窗口作

为候选区间。根据候选区间内功能注释、变异位

点的影响以及基因的表达模式筛选跟拟南芥茎顶

端分生组织生长发育相关的基因。

2  实验结果

2.1  TOR参与糖激活SAM活性

拟南芥幼苗在黑暗条件下的生长状况可以作

为植物生长发育响应糖敏感性的指标(Baier等
2004; Li等2007; Zheng等2015)。根据已有的文献

报道(Peng等2018), 结合我们的实际情况, 我们将

1%蔗糖条件下黑暗培养的拟南芥幼苗茎顶端分生

组织的发育状况分成4级。1级是子叶未张或微张, 
未见叶原基; 2级是子叶伸长, 叶原基可见; 3级是

子叶张开, 第一真叶张开, 未出现明显的节间; 4级
是第一真叶伸长, 第二真叶开始显露, 节间不明显

(图1-A)。已有研究发现, 在含有1%甘露醇培养基

上生长的拟南芥经黑暗培养后, 幼苗只长到子叶

张开就不再变化, 表明葡萄糖诱导的拟南芥暗生

长的表型不是因为渗透作用(Peng等2018)。我们

将雌二醇(est)诱导TOR-RNAi株系est1和野生型

Col-0分别培养在含有0和0.5 μmol·L-1 est的1/2MS、
1%蔗糖的培养基中。结果显示, 在没有外源est添
加的情况下, Col-0和est1茎顶端分生组织发育衡量

级数主要分布于3级(图1-B); 在添加0.5 μmol·L-1 
est对est1中的TOR进行RNA干扰的条件下, Col-0
的SAM发育仍主要分布于3级, 而est1的SAM发育

受到明显的抑制, 整体只处于1级(图1-B), 表明

TOR参与糖激活SAM活性。

2.2  糖弱敏感生态型CS76205的筛选

为了筛选出对糖敏感有差异的生态型 ,  将
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Col-0和CS76205等其他共265个生态型在1/2MS培
养基上进行黑暗培养。结果发现, 包括Col-0在内

的大多数自然群体都能正常地形成叶原基, 并进

而形成真叶, 但是CS76205的生态型则表现出子叶

伸长和叶原基可见; 通过分级统计, 我们发现Col-0
的SAM发育到3级, 而CS76205的SAM发育到2级, 
表明CS76205比Col-0对蔗糖不敏感(图2), 表明拟

南芥的SAM对蔗糖的敏感性存在自然变异。

2.3  拟南芥SAM的遗传分析

将Col-0和CS76205生态型进行杂交得到F1代, 
给予相同培养条件, 通过多重比较Col-0、CS76205和
F1各自的平均级数, 发现F1代的平均级数介于2级和

3级之间, F1表型偏向亲本CS76205, 二者之间无显著

差异, 这表明CS76205对应的性状为显性性状(图3- 

图2  蔗糖弱敏感生态型CS76205的筛选

Fig.2  The screen of sugar less sensitive ecotype CS76205
在培养基中暗生长14 d后拍照观察, Col-0属于3级, CS76205

属于2级。

图1  TOR参与糖激活SAM活性

Fig.1  TOR participates in the activation of sugar-activated SAM
A: 拟南芥的SAM对糖响应的不同生长阶段的分级, 分别为1级、2级、3级和4级。B: Col-0和est1在含有0和0.5 μmol·L-1 est的1/2MS 

培养基上暗培养14 d。
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图3  拟南芥SAM发育的遗传分析

Fig.3  The genetic analysis of SAM in Arabidopsis
A: 拟南芥SAM发育表型; B: 表型统计, 不同小写字母表示差异显著(P<0.05); C: F2表型各级统计。

A和B)。将F1自交产生的F2根据分级标准进行统

计, 发现277株F2代植株中各级分布为1级:2级:3
级:4级=39:138:73:27, 说明CS76205×Col-0的F2代

群体中SAM的生长偏向于1级和4级的较少, 而偏

向于2级的最多, 偏向于3级的次之(图3-C), 表明拟

南芥SAM对蔗糖的响应是由多个基因控制的数量

性状。挑选极端表型1级和4级的F2对应单株进行

BSA测序。

2.4  基于F2极端表型混池测序的QTL分析

从1级和4级的F2株系中分别选取20株单株构

建混合池, 对2个混合池和亲本之一CS76205进行全

基因组测序。将原始数据中的低质量数据过滤掉

以后共获得33.65 G的高质量数据, 平均每个样品

11.22 G高质量数据, 碱基质量Q30比例达到92.23%, 

表1  各样品测序数据质控统计表

Table 1  The quality of sequencing data of every sample

样品编号      Clean Reads	      Clean Base          GC/%	 Q30/%

 Group_3 73 984 298 11 040 929 361 38.31 93.64
 Group_1	 77 620 578	 11 574 772 362	 38.62	 93.44
 PAR_3	 74 112 302	 11 031 206 425	 38.01	 89.62

　　Clean Reads: 原始数据过滤后剩余的高质量的Reads数; Clean 
Base: 高质量测序数据总碱基数; GC: Clean Data中的GC碱基占所

有碱基的比例; Q30: Clean Data中质量值大于或等于30的碱基所

占百分比。

GC含量为38.31% (表1)。这些说明所有样本的数

据量足够, 测序质量合格, GC分布正常, 测序数据

与亲本基因组比对结果正常, 可用于后续的变异

检测及性状的基因定位。
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通过生物信息学分析, 平均每个样品检测到

753 169个SNPs和138 781个InDels, SNPs明显比In-
dels多。比较变异发生的位置, 发现无论是InDel变
异还是SNP变异, 位于基因非编码区的多态性位点

比编码区多。基于基因分型的结果, 筛选2个亲本

间纯合差异的标记, 最终挑选出638 300个SNPs和
127 025个InDels, 用于定位候选基因。

对于经过滤和筛选所得到的样本间SNP和
InDel位点, 分别计算2个混池中每个位点的(SNP或

/和InDel) index值, 用于SAM响应蔗糖的相关基因

的定位。定位结果显示, 在拟南芥3号染色体上的

一个区域出现了一个超过临界值水平的显著峰; 
按照距离划窗(窗口大小1 Mb、步长5 kb), 亲本和

混池过滤深度10X, 定位到这个候选区间位于3号
染色体上的2.520~3.715 Mb, 区间大小约1.19 Mb 
(图4-A、B和C), 说明这个区域包含调控茎顶端分

生组织响应蔗糖生长的相关基因。

将关联区域内的基因, 与变异位点进行结合, 

图4  变异位点的Index和候选基因在染色体上的分布图

Fig.4  The distribution of genotype frequency
关联区域定位在Chr.3上2.520~3.715 Mb。A: index1 (突变型); B: index2 (野生型); C: delta; D: 候选基因在染色体上的大概分布。 
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并利用Blast软件将基因序列与GO (Harris等2004)、
NR、UniProt (UniProt Consortium 2015)、EggNOG 
(Jensen等2008)、EGG (Kanehisa和Goto 2000)等功

能数据库比对, 确定发生突变的基因的功能。在候

选区域内, 统计注释到数据库的基因个数共422个。

2.5  主效QTL候选基因的预测

根据SnpEff软件的注释结果, 筛选到变异位

点对蛋白编码具有高功能影响(提前终止或产生移

码)的基因16个, 根据Arabidposis eFP Broswer (http:// 
bbc.botany.utoronto.ca)数据库中的表达模式, 其中 
7个基因在SAM中不表达, 因此我们获得了9个候选

基因, 分别是AT3G08943、AT3G10280、AT3G10-

700、AT3G10820、AT3G11010、AT3G11040、AT3G- 
11080、AT3G11290和AT3G11520 (图4-D和表2)。

AT3G08943属于ARM (armadillo)重复超家族。

AT3G10280编码的3-酮脂酰-CoA合酶(3-ketoacyl- 
CoA synthase, KCS)作为跨膜多酶复合体脂肪酸碳

链延长酶的组成之一, 是脂肪酸碳链延长反应第一

步中的关键酶, 与其他酶共同起作用, 形成超长链

脂肪酸(Bach和Faure 2010; Haslam和Kunst 2013)。
植物中发现了2种类型的KCS, 分别与植物的FAE1 
(fatty acid elongation1)基因和酵母的ELO基因同

源, 拟南芥中发现的FAE1类型的KCS可分为FAE1-
like、KCS1-like等4个亚组(Dunn等2004; Costaglioli

表2  关联区间内的候选基因预测分析

Table 2  Prediction analysis of candidate genes within the association interval

   候选基因	     名称	                位置/bp          变异位点/bp     变异类型	              变异结果	                          注释

AT3G08943	 —	 2 718 88~2 722 624	 2 720 585	 InDel	 移码突变产生提前终止	 ARM重复超家族蛋白

AT3G10280	 KCS14	 3 180 064~3 181 611	 3 180 185	 InDel	 移码突变产生提前终止	 编码KCS14蛋白, 属于3-酮脂酰-
						      CoA合酶的成员之一参与超长连

      脂肪酸合成

AT3G10700	 GALAK	 3 346 509~3 351 170	 3 347 678	 SNP	 E→*	 编码一种GHMP激酶家族蛋白, 该
      蛋白作为半乳糖醛酸-1-磷酸激酶, 	
						      催化半乳糖醛酸-1-磷酸生成, 半乳

      糖醛酸-1-磷酸是重要的细胞壁基

      本构成元素UDP- 半乳糖醛酸的前

      体, 该转录本在植株所有组织中均

      有表达

AT3G10820	 —	 3 387 078~3 391 003	 3 388 426/	 SNP	 W→*	 转录延长因子(TFIIS)蛋白家族

   3 389 628
AT3G11010	 RLP34	 3 450 496~3 453 985	 3 452 177/	 InDel/SNP	 移码突变产生提前终止 类受体蛋白34 (receptor-like protein 
			   3 452 180/		  /Y→*	 34, RLP34)	
			   3 452 766/
			   3 452 770/
			   3 452 767 
			   (SNP)	
AT3G11040	 ENGASE85B	 3 459 939~3 463 264	 3 463 484	 InDel	 移码突变产生提前终止 编码胞质β-内源性-N-乙酰氨基葡

						      萄糖(ENGase)。ENGases N-glycan
						      裂解N-glycan核结构的2个GlcNAc
						      残基之间的O-糖苷键, 生成与天冬 
      酰胺连接的单GlcNAc蛋白

AT3G11080	 RLP35	 3 470 304~3 473 685	 3 471 689/	 InDel	 移码突变产生提前终止	 类受体蛋白35 (RLP35)
			   3 471 691/
 			   3 472 848/
 			   3 472 853	
AT3G11290	 —	 3 535 561~3 537 904	 3 536 587/ 	 InDel	 移码突变产生提前终止	 Myb/SANT类DNA结合域蛋白

			   3 536 591	
AT3G11520	 CYCB1;3	 3 625 286~3 627 273	 3 625 649	 InDel	 移码突变产生提前终止	 编码B型细胞周期蛋白		
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等2005), 其中KCS14属于KCS1-like亚组, 其结构较

复杂并具有2个跨膜结构域(Joubes等2008)。
AT3G10700编码的GALAK属于GHMP (galac-

tokinase, homoserine, mevalonate, phosphomeva-
lonate)激酶家族, 编码半乳糖醛酸-1-磷酸激酶, 催
化半乳糖醛酸-1-磷酸的生成。GALAK具有特异

的保守结构, 其中碳末端是α-β折叠和4个螺旋组合

的结合域, 氮末端是一个由甘氨酸和丝氨酸富集

的参与ATP结合的保守片段(Timson 2007)。与半

乳糖激酶不同, GALAK基因在所有组织中都表达

(Yang等2009)。
AT3G10820编码的蛋白属于转录延长因子(TFIIS)

家族。TFIIS作用于RNA聚合酶II, 促进其转录活

性, 并识别转录停顿或终止位点使RNA聚合酶II越
过这些点, 使转录延长能够顺利进行(Mortensen等
2011)。

AT3G11010编码的RLP34和AT3G11080编码

的RPL35作为重要的细胞表面受体, 参与细胞内外

的信号的转导, 对植物的生长发育起重要的调节

作用(Wu等2016)。RLP34在烟草中的同源基因有

NTRLP20、NTRLP21、NTRLP46、NTRLP63。研

究表明, 在拟南芥受到白粉病菌(E. orontii)感染时, 
RPL35的表达量会升高(Wu等2016)。

AT3G11040编码的ENGASE85B是一种糖化

酶, 主要定位在细胞质, 对蛋白质进行糖基化修饰, 
合成一种含有N-乙酰葡糖胺的天冬酰胺(Kimura等
2011)。AT3G11290编码一个Myb家族转录因子, 在
植物的各组织中均有表达, 但尚未有相关功能研

究的报道。

AT3G11520编码的CYCB1;3是一种B型细胞

周期蛋白, 与细胞周期依赖蛋白激酶(cyclin-depen-
dent kinases, CDKs)结合形成具有激酶活性的复合

物(De Veylder等1997), 该复合物是植物所特有的, 
参与调控有丝分裂G2/M期。

3  讨论 

糖营养可以调控分生组织活性, 从而影响植

物的生长、发育和产量, 但其作用机制尚未完全

明确。高度保守的TOR蛋白复合体在植物的生长

发育中起着非常重要的调控作用。TOR激酶复合

体的靶基因在营养感受信号机制中的多个不同的

信号分支中也起着非常重要的作用, 调控细胞的

生长和增殖, 影响分生组织活性。在我们的实验

条件下, 发现在含1%蔗糖的1/2MS培养基中添加

0.5 μmol·L-1的雌二醇后, Col-0的SAM对糖的敏感

性变化不大, 但对于est1而言, 因TOR被抑制而表

现出对蔗糖响应的不敏感, 表明糖激活SAM的活

性需要TOR的参与。植物的发育依赖于分生组织

将营养和能量与环境信号的整合利用, 有研究表明, 
葡萄糖激发的TOR信号激活拟南芥的根尖分生组

织, 促进根的生长; 但在SAM中, TOR信号的激发除

了需要葡萄糖外, 还需要生长素(Li等2017)。在无

光的条件下, 采用垂直培养, 让拟南芥的SAM与糖

直接接触, 可以克服TOR的激发对生长素的需求。

植物的生长, 特别是茎器官的伸长, 是由几种

促进生长的激素相互依赖的作用所驱动的, 除了

生长素, 还有油菜素内酯(brassinosteroid, BR)和赤

霉素(Chaiwanon等2016)。BR在糖诱导植物生长

的过程中起关键作用(Zhang等2015)。研究发现, 
碳利用通过TOR抑制自噬调控BR转录因子BZR1 
(brassinazole-resistant1), 而且TOR的下游因子核糖

体S6蛋白激酶2 (ribosomal protein S6 kinase beta-2, 
S6K2)可以直接磷酸化BIN2 (brassinosteriod insen-
sitive 2) (Zhang等2016; Xiong等2017), 表明TOR可
能参与BR信号途径, 但是TOR和BR之间的直接关系

尚未可知。RLPs参与植物激素的信号传导, RLP41和
RLP44分别调控拟南芥叶片对脱落酸的敏感性

(Wang等2008)和BR信号途径(Wolf等2014), 而关于

候选基因RLP34的相关功能尚未可知。

相较于TOR信号下游的研究而言, 其上游的研

究还比较少。ROPs (rho-like small GTPases)家族

是植物中特有的蛋白家族(Li等2001)。研究表明, 
光和生长素都能激活ROP2, ROP2能与TOR互作且

CA-ROP2 (a constitutively active form of ROP2)能
促进TOR活性的增强(Li等2001; Jeon等2008)。在

没有光的条件下, 过表达CA-ROP2能激活茎顶端

分生组织的TOR激酶和有丝分裂, 表明ROP2是
TOR上游一个很重要的调节子(Li等2017)。

SAM的生长发育是一个非常复杂的过程, 为
了维持其正常的结构和生长, 需要各种信号途径
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构成的网络参与精细调控, 比如CLV-WUS负反馈

调节环参与维持SAM的大小(Schoof等2000)。而

关于TOR是如何参与糖对SAM产生影响的这方面

的报道还比较少。我们筛选到一个SAM发育相对

较缓慢的糖弱敏感的拟南芥生态型CS76205, 与
Col-0杂交, 通过对CS76205与Col-0杂交后代的遗

传分析, F2代中出现了分布在1级和4级株系, 这是

由超亲遗传效应引起的, 说明SAM对蔗糖的响应

是由多个基因控制的数量性状, 还可能受到环境

因素的影响。从F2代中挑选极端表型, 利用BSA测

序分析定位到一个位于拟南芥3号染色体上关联

区域。经过分析筛选, 在这个候选区域内共预测

到9个候选基因, 这是我们下一步研究的基础。接

下来, 我们将对BSA测序分析后所得的候选基因的

功能做进一步研究。观察各个候选基因的突变体

材料对糖的响应状况, 从而确定响应糖的主效基

因, 再通过分子生物学等实验方法去研究该基因

的功能, 以期望对阐明TOR介导糖激活SAM活性

的分子机制做一些贡献。
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Identification of natural-variation-locus involved in TOR mediated 
sugar activating shoot apical meristem in Arabidopsis thaliana
QIN Ping1,2,#, LI Ping1,#, SUN Ai-Qing2, YANG Jing2, TENG Sheng2,*

1School of Life Sciences, Shanghai University, Shanghai 200444, China
2Laboratory of Photosynthesis and Environmental Biology, CAS Center for Excellence in Molecular Plant Sciences, 
Shanghai Institute of Plant Physiology and Ecology, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200032, China

Abstract: In the dark, sugar activates the shoot apical meristem (SAM) of Arabidopsis thaliana to develop leaf-
like organs, which has become one of the important indicators of sugar sensitivity in plant. Our study found that 
the RNAi of target of rapamycin (TOR) decreased the sugar sensitivity, indicating that TOR is involved in the 
sugar-responsive SAM activation. We obtained a sugar less sensitive ecotype, CS76205, from 265 Arabidopsis 
natural ecotypes. Further analysis showed that the degree of sugar sensitivity of F1 of Col-0 × CS76205 was in-
termediate between Col-0 and CS76205 and biased towards CS76205. The sugar sensitivity of Col-0 × 
CS76205 F2 population was normal distribution. Whole-genome resequencing and subsequent Bulk Segregant 
Analysis (BSA)-seq analysis suggested that the sugar-induced SAM activity was mapped on chromosome 3 
through a next-generation sequencing of CS76205 and the two extreme phenotype pools of F2 generation. The 
associated region, located between 2.520 Mb and 3.715 Mb, was annotated with bioinformatics to filter out nine 
key candidate genes. Our study will contributes to lay the foundation for further cloning of the locus gene, re-
vealing the function of the gene and its relationship with TOR.
Key words: sugar signal; target of rapamycin (TOR); shoot apical meristem (SAM); bulk segregant analysis 
(BSA)
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