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摘要：SARII-628 是四川农业大学水稻所的一个双胚苗自然群体，每年都能定期分离出单倍体与二倍体（n：

2n）。文章对单倍体和对应的二倍体进行了 cDNA-AFLP 分析。合成了 3 个单倍体和 1 个二倍体的根、茎、

穗和叶的 cDNA，用 EcoR I/ Msp I 酶切组合，通过 cDNA-AFLP 技术统计这 16 个样本的表达差异。共选用

30 对引物，在 633 条扩增位点上筛选出 49 个有差异表达的序列。结果：（1）单倍化后 cDNA-AFLP 总体水

平虽然在各单株间略有差异但变化不大，表达变化的位点所占比例平均为 5.14%，高于二倍体的 3.93％；（2）

根据样本在根、茎、穗和叶中表达出带的有无，在扩增出的 14 种带型中，有 4 种只出现在单倍体中，其对

应位点的表达具有单倍体的特异性；（3）对这 3 个单倍体在不同器官的激活和沉默位点进行汇总，发现在

根和穗中，发生沉默的位点多于激活的位点数，而在茎和叶中的结果正好与之相反，但是在单倍体的所有

器官中发生激活变化的位点多于沉默变化的位点；（4）对不同器官中的发生表达变化（激活+沉默）位点分

析，发现根中的变化位点最多，在穗中的变化最少，说明位点的表达变化具有器官特异性。 
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Abstract: SARII-628 is one of the natural twin-seedling populations, which are maintained in Rice Institution of 

Sichuan Agricultural University. Haploid-diploid (n: 2n) twin-seedlings can annually emerge from SARII-628. In 

this study, cDNA-AFLP technique was applied for these haploid and diploid plants. The double stranded cDNA 

were synthesized from the total RNAs of the roots, stems, panicles, and leaves of three haploid and one diploid  
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plants. Then, EcoRI/Msp I combination was chosen for expression difference analysis with cDNA-AFLP technique 

among the 16 samples. Thirty pairs of primers selected amplified 633 loci. Among them, 49 were differently 

expressed. As shown by cDNA-AFLP, the expression levels of haploids were different among individuals but not 

significant. The average ratio of sensitive loci (activated loci + silenced loci) in haploids was 5.14%, which was 

higher than that of diploid (3.93%). According to the presence or absence of the bands in root, stem, panicle, and 

leaf, out of the 14 types of amplified patterns, only 4 exclusively occurred in haploid and the corresponding loci 

were thus haploid-specific in expression. The collecting analysis for the silenced and activated loci among 

different organs of the three haploids revealed that the silenced loci were more than the activated ones in roots and 

panicles. An opposite trend was observed in panicles and leaves. However, the total number of activated loci in all 

the four types of haploid organs was more than that of the silenced loci. Root had the most sensitive loci in number 

and the panicle had the least, suggesting that they were organ-specific in expression.  
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自然界中，植物倍性变化是很普遍的现象，但主要为多倍体。几乎所有真核生物[1]和绝

大部分被子植物[2, 3]以及所有农作物[4]如水稻[5~7]在进化过程中都经历了多倍化事件。单倍体

植物虽然很少存在于自然界中，但是因为仅有一套染色体，所有显隐性基因都可获得表达，

是遗传研究的重要工具。尽管如此，至今对单倍体RNA表达还了解甚少，仅在酵母[8, 9]、玉

米[10]和马铃薯[11]中有所涉及。Albertin等[12]利用双向电泳技术探讨了白菜多（单）倍体蛋白

质组表达，未发现明显差异。植物上也只有在拟南芥上利用cDNA-AFLP和RT-PCR技术分析

多倍化后，与叶片起源相关基因及开花相关基因表达的改变，并发现多倍体与单倍体中DNA
修复基因表达都上升了[13]。我们利用改良AFLP（MSAP）技术，发现了双胚苗水稻SARII-628
中同源三倍体[14]和单倍体[15]DNA甲基化修饰的改变，暗示了单倍化后转录组的变异。 

不同于前人研究中普遍采用的人工单倍体，起源于双胚苗的单倍体具显著特点与优势：

彭海等[16]认为双胚苗中的单倍体可保持DNA序列无变异，是分析倍性效应的理想材料。事

实上，我们利用SSR分析也证实了双胚苗中单倍体与二倍体遗传背景的一致性[15]，说明双胚

苗起源的单倍体确实是调查单倍化对转录组影响的理想材料。甲基化和芯片分析表明在SAR
Ⅱ-628 自然单倍化后有相当比例的沉默与激活表达变化[12]。然而基因芯片分析成本过高，

样本不可能过大。因此本研究采用基因表达高通量分析方法cDNA-AFLP从统计角度研究了

SARⅡ-628 不同单株与器官在自然单倍化后当代基因表达的变化情况，研究单倍化后是否存

在基因表达的株系特异性与器官特异性。 
1 材料和方法 
1.1 材料 

选取来源于 SARⅡ-628 的 1N-2N 双胚苗的 4 个水稻单株，共同的 2N 命名为 A’，其他

3 个单倍体单株则命名为 A、B 和 C。提取它们的 4 种器官（根、茎、穗、叶）共 16 个样

本的 RNA 进行实验。  
1.2 方法 
1.2.1 mRNA 的提取、纯化 

在叶枕距为 0 时的当天上午 8 时分别取该分蘖对应的根、茎、叶和幼穗 4 个器官，采用

Trizol 方法提取 mRNA，并用紫外分光光度计检测 mRNA 的产量，变性胶电泳质检。 
1.2.2 cDNA-AFLP 分析 

该方法参照Pieter等 [17]的酶切、接头和扩增引物序列，采用EcoR I和Msp I这2种限制性内

切酶组合进行双酶切，所不同的是将选择性扩增体系变为50 μL。其中PCR反应程序为：94℃ 
30 s， 65 (℃ 每循环降温0.7 )℃  30 s, 72℃ 60 s，13个循环；94℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃ 60 s，
23个循环。最终反应产物在3%琼脂糖上电泳检，测凝胶成像系统观察成像并记录实验结果。

聚丙烯酰胺凝胶电泳并银染。 



2 结果与分析 
2.1 单倍体与对应二倍体的 cDNA -AFLP 水平变化 

运用30对引物组合，在这4株水稻植株的根、茎、穗和叶共16个样品的cDNA中进行扩增，

按照根、茎、穗和叶的顺序进行统计，有带记为“1”，无带记为“0” ，共扩增出633条片

段，各单株的总片段数基本相同（表1）。 
由表1可以看出，二倍体的根、茎、穗和叶在这30对引物的扩增下，都同时表达的位点有

587个，相对于单倍体同时沉默的位点有22个，根、茎、穗和叶具有不同表达变化的有24个
位点，占总扩增带数的3.93％。单倍体的A、B和C这3个单株中，根、茎、穗和叶同时表达

的位点分别为584、585和584，相对于二倍体同时沉默的位点分别为18、13和20，根、茎、

穗和叶具有不同表达变化的分别有31、35和29个位点，分别占总扩增带数的5.04％、5.65%
和 4.73%。由此可见，单倍化后cDNA -AFLP总体水平虽然在各单株间略有差异，但无论在

扩增多态性上还是在总扩增水平上变化都不大。从这些总扩增位点的变化比例来看，多数单

倍体都略高于其对应的二倍体。 
 

表 1 二倍体与对应单倍体的根、茎、穗和叶的 cDNA –AFLP 结果 
二倍体 单倍体 

表达类型 
A’ A B C 

单倍体平均值 

1111 587 584 585 584 584.33 

0000 22 18 13 20 17 

其他类型 24 31 35 29 31.67 

总扩增代数 611 615 620 613 616 

变化比例（%） 3.93 5.04 5.65 4.73 5.14 

注：0 表示该位点无带，1 表示该位点有带。 
 
2.2 单倍体与对应二倍体的不同表达变化类型 

在这 4 个材料的 16 个样品的扩增带型中，发现共有 49 个位点同时发生不同的表达变

化，共分为 14 种类型，而且这 14 种带型也不是都出现在这 4 个单株中，每个植株只出现其

中的 10 种带型（表 2，图 1）。对于带型“1110”、“1100”和“0111”，二倍体都缺失而单倍

体都出现，“1011”带型则只出现于二倍体中。表明这 4 种带型的出现与倍性相关，产生这

些带型的位点具有倍性特异性。  

 



 
图 1 单倍体与二倍体的 4 个器官的 cDNA-AFLP 电泳结果 

1、5、9、13 代表二倍体 A’；2、6、10、14 代表 A；3、7、11、15 代表 B；4、8、12、16 代表 C。箭头

表示同一位点没有出带的情况。 

 

表 2 单倍体与对应二倍体的变化带型及位点数 

表中的四位数的表达顺序依次为：根、茎、穗、叶 材

料 1110 0010 0100 0000 1000 0001 1101 1100 0111 0011 1111 0110 1010 1011

A' 0 2 6 22 5 3 1 0 0 0 3 3 3 1 

A 4 2 7 18 5 6 1 3 2 1 0 0 0 0 

B 4 4 9 13 6 6 0 3 1 0 1 2 0 0 

C 1 2 7 20 4 6 0 4 2 0 0 2 1 0 

注：0表示该位点无带，1表示该位点有带。 

 

在有差异的 49 个位点中，不同的位点在 16 个样品中扩增的带型也具有多态性。根据带

型的差异，可分为以下几类：a 型， 4 个单株的 4 个器官中的扩增带型完全一致；b 型，单

倍体的扩增带型一致，并与二倍体的带型不同；c 型，有一个单倍体的扩增带型与其他 3 个

单株不同；d 型，4 个单株中，只有两种扩增带型；e 型，4 个单株中有 3 种扩增带型；f 型，

4 个单株有 4 种扩增带型。其中具有 b 型和 c 型的位点所占的比例较大，分别占变化位点数

的 30.61％和 32.65％；具有 f 型的位点比例最小，为 2.04％。说明有些位点在不同倍性的材

料中，其表达变化具有器官特异性，还有一些位点的表达变化与植株的倍性没有必然的联系，

在不同器官的表达中具有单株特异性。 
2.3 单倍体与二倍体在不同器官上的差异 
    对同一位点上单倍体与二倍体对应的不同器官的表达情况统计，发现有些位点的表达

变化具有器官特异性。对于有差异变化的 49 个位点进一步分析，根据同一位点中的不同的

变化类型，可分为 4 类：所有的单倍体有带而二倍体无带定义为“激活”，反之则定义为“沉

默”，单倍体与二倍体没有差异变化的为“不变”，其他的为“不规则”变化的类型（图 2）。
在不同的器官中，59.18％以上的位点不会因倍性变化而发生表达变化，尤其以穗中的保守

位点最多，达到 83.67％。而且有些位点的变化与倍性变化不存在必然联系，在 4 个器官中

的比例在 10.2％～24.45％之间。植株发生单倍化导致一些位点发生激活变化，它们在根、

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
U    根    U U    茎    U U    穗    U U    叶     



茎、穗和叶中扩增出有差异的 49 个位点中所占的比例分别为 10.2％、8.16％、0 和 4.08％；

同样，因单倍化导致位点发生沉默变化，它们在根、茎、穗和叶中的比例分别达到 12.24％、

6.12％、6.12％和 4.08％。以上分析表明，运用 cDNA-AFLP 技术，发现植物单倍化后，很

多位点会发生沉默和激活变化，并且在不同的器官中它们所占的比例不同，总体上在根中发

生的激活和沉默变化的位点最多，在穗中的变化最少，并且发现在穗中没有位点发生激活，

这种现象与单倍体的不育存在一定的相关性。 
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图 2 49 个差异位点在单倍体的不同器官上的表达情况比较 

 
以上分析结果只是在单倍体共同变化（共同激活或沉默）的情况下得出的结论，由于

还存在很多不规则的表达变化，并且所占的比例较大，具体表达情况的差异需要根据不同单

倍体单株分别与二倍体进行比较，才能得出比较可靠的结论。需要指出的是，在根、茎、穗

和叶中的保守位点，只能说明它们在某一种器官中不会因倍性变化发生表达变化，具有器官

特异性，并不表示在其他的器官中也不发生表达变化。 
2.4 单倍体之间单株的表达差异 
2.4.1 单倍体单株的所有器官中激活和沉默位点比较 

为了进一步研究激活和沉默的位点在单倍化植株中的具体变化情况，需要从 633 个扩

增位点对每一株单倍体的不同器官的表达分别与二倍体进行比较，结果见表 3。 
表 3 单倍体单株在根、茎、穗、叶中的表达差异比较 

根 茎 穗 叶 单倍体平均值 位点的表达

变化 
A B C A B C A B C A B C 根 茎 穗 叶 

激活 7 8 6 9 10 6 2 3 0 4 4 4 7 8.33 1.67 4 

沉默 7 7 9 5 3 3 5 3 4 2 3 4 7.67 3.67 4 3 

不变 601 605 598 601 607 604 608 614 609 609 613 605 601 604 610 609 

激活比例

（％） 

1.14 1.29 0.98 1.46 1.61 0.98 0.33 0.48 0 0.65 0.65 0.65 1.14 1.35 0.27 0.65

沉默比例

（％） 

1.14 1.13 1.47 0.81 0.48 0.49 0.81 0.48 0.65 0.33 0.48 0.65 1.25 0.6 0.65 0.49

不变比例

（%） 

97.72 97.58 97.55 97.73 97.91 98.53 98.86 99.04 99.35 99.02 98.87 98.7 97.61 98.05 99.08 98.86

位点合计 615 620 613 615 620 613 615 620 613 615 620 613 616 616 616 616 

注：A，B，C 分别表示 3 个单倍体的单株。 



根据表 3 的结果，可以发现不同的单倍体单株在不同器官中的位点表达变化具有很大差

异。A、B 和 C 单株在茎和叶中的位点表达情况显示激活的位点多于沉默的位点；在穗中的

表现则相反，沉默的位点多于激活的位点；在根中的表达则是没有任何规律可循。对这 3
个单倍体在不同器官的激活和沉默位点进行汇总，发现在根和穗中，发生沉默的位点多于激

活的位点数，而在茎和叶中的结果正好与之相反，但是在单倍体的所有器官中发生激活变化

的位点多于沉默变化的位点。 
2.4.2 同一位点在不同单倍体单株中的差异表达 

对 cDNA-AFLP 扩增出的 633 个位点的分析显示，它们在单倍体单株 A、B 和 C 中共

有 7 种不同的表达类型，这 7 种类型在根、茎、穗和叶中出现的频率也不同（表 4）。 
 

表 4 同一位点在不同单倍体单株中的多态性表达 

表达类型 
A B C 

根 茎 穗 叶 

0 0 1 1 1 0 2 
0 1 0  3 3 2 2 
0 1 1 0 3 1 0 
1 0 0 2 3 0 3 
1 1 0 2 2 2 1 
0 0 0 32 25 37 35 
1 1 1 593 596 591 590 

注：A，B，C 分别表示 3 个单倍体的单株；0表示该位点无带，1表示该位点有带。 

     

这 7 种表达类型中，“000”型和“111”型表示该位点在 3 个单倍体单株中的表达情况

一致，即都不表达或都表达，说明这些位点在单倍化植株中只有一种表达模式，具有单态性

表达的特点。“111”型在所有器官中的比例是最多的，但是在器官之间的差异较少，平均所

占比例为 93.6％。其次就是“000”型，在根、茎、穗和叶中所占的比例为 5.06％、3.95％、

5.85％和 5.53％，说明在茎中表达的位点数目多于在穗中的位点数。其余 5 种类型显示该位

点在单倍体单株中的不同表达情况，具有多态性表达的特点。这 5 种类型所占的比例极少，

并且在不同器官中的出现次数也不同，说明这些位点具有单株特异性。如果这些因单倍化而

出现的多态性表达位点在遗传二倍化后能够稳定的遗传下去，就会产生进化上的多样性进而

可能形成新的性状或物种。 
3 讨 论 

本次实验中发现植物单倍化后，很多位点会发生沉默和激活变化。在已经完成的基因芯

片分析中发现[18]，单倍化后植株发生表达变化的序列占总序列的 2.47％，发生激活和沉默

的序列所占的比例分别为 0.34％和 0.27％。本实验在运用cDNA-AFLP技术分析 3 个单倍体

叶片时，发现激活位点占 0.63％，沉默位点占 0.47％。虽然激活位点数多于沉默位点数的结

果与芯片的结果一致，但激活和沉默的比例均高于芯片的结果。cDNA-AFLP结果显示在不

同的器官中它们所占的比例不同，说明这些与倍性相关的表达变化不但具有器官特异性，还

与植株的不同发育时期相关，这些位点的表达调节主要受它们所具有的特定功能来支配。 
不论是基因的“开启”还是“关闭”，都对植株影响是巨大的，可能导致新性状出现或

消失，这与我们观察到的单倍体与二倍体巨大的形态学差异是一致的，然而发生激活和沉默

变化的基因具体控制哪些功能和性状，单倍体植株又是如何通过控制这些激活和沉默的位点

的表达来适应生存的，目前还不清楚，需要在以后的研究中继续探讨。  
是什么控制着我们在单倍体观察到的转录组表达变化呢？由于目前单倍体基因表达资



料还不多，准确说明其表达调控的机制还有一定困难，但我们从广泛研究的多倍体基因表达

中可以得到一些有益的启示。如根据基因表达与染色体或染色体臂的相关关系，一些学者提

出用基因组剂量效应与剂量补偿来解释倍性效应对基因表达的影响[10, 19]。另外，多（单）

倍化中，细胞体积变化也被认为是酵母基因表达在倍性间变化的原因[8]。单倍体中基因组剂

量减少了，细胞体积也变小了，因此，这二者都可能是转录组变化的原因。在新形成的拟南

芥多倍体与A. suecica 中，利用甲基转移酶抑制剂或RNAi技术沉默甲基转移酶基因后，拟南

芥中沉默的基因被重新激活，表明 DNA胞嘧啶超甲基化参与了多倍体中同源基因的沉默[20, 

21]。 K7 基因在人工异源四倍体拟南芥中被沉默了，进一步分析发现其CNG序列内甲基化程

度比其亲本低[22]，表明CNG甲基化可能影响了异源四倍体中K7 基因的表达。我们利用改良

AFLP（MSAP）技术，发现了双胚苗水稻SARII-628 中同源三倍体[14]和单倍体[15]DNA甲基

化修饰的改变，暗示了DNA甲基化修饰也可能是单倍体转录组变异的机制。本研究中发现，

每个单倍体单株相对于对应二倍体发生变化的位点，以及单倍化后共同变化的位点，它们的

RNA水平的表达变化都存在器官特异性，并且还有很多位点在不同器官中的表达具有单株

特异性。 
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