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摘要 

全球人口正迅速成長，但糧食並沒有增加，且暖化造成的異常氣候可能影響水稻發育，

導致糧食危機。因此，若能尋找調控水稻產量之相關基因，將有助於增加稻米產量。本研究

從臺灣水稻 T-DNA 插入突變體庫中，發現一個多分蘗的水稻突變株 M69217，若能找到調控

其多分蘗性狀之基因，具有增加稻米產量之潛力。首先，利用基因型分析，比較植株基因型

與外表型的關聯。接著，找尋受 T-DNA 插入影響的基因，進一步推論出是哪個（些）基因造

成高分蘗的現象。未來，我們希望運用基因轉殖，來確認哪個（些）基因可重現 M69217 的

高分蘗性狀，並深入了解這些基因如何控制分蘗生長的詳細機制，期許這項研究能對水稻產

量之提升作出貢獻。 

壹、 研究動機 

 

一、 水稻之重要性及其相關研究 

水稻、小麥和玉米為世界三大主要的榖類作物，提供全球超過 60%的人們每日所須之能

量，其中在 2012 年時，此三種作物的年產值更高達二十二億八千五百萬噸，佔全球十大主

要作物產值的 66％，足見三者在全球糧食供應上的重要性。而其中水稻對全球超過 16 億的

人口來說是不可或缺的生活主食，這些人口主要分布於亞洲、拉丁美洲和非洲，所以對大陸、

日本、台灣等地區，水稻對已是不可或缺的糧食作物。 

有鑑於水稻的重要性，日本於 1998 年主導國際水稻基因體定序計畫，此計畫聯合我國、

日本、南韓、英國、加拿大、美國、巴西、印度、法國與中國等十國參與，期望透過得到完

整的水稻基因體序列，了解更詳細的水稻基因功能，並希望這些成果能應用於未來的水稻改

良上。水稻基因體於 2005 年完成定序，結果顯示水稻基因體大小為三億九千萬鹼基對，是

人類基因體的八分之一，但在水稻基因體中卻編碼約三萬七千個基因，比人類所擁有的基因

還多。從目前的研究資料可得知，以水稻作為禾本科模式植物進行研究主要有四項好處，分

別為（一）水稻基因體是禾本科作物中最小的；（二）水稻經多年的研究及遺傳特性之研究最

完整；（三）水稻的基因轉殖技術已經建立；（四）水稻和其他重要農作物如禾本科的基因在
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染色體上的排列順序極相似，故由水稻基因體分析的結果將可應用到其他重要作物，例如；

玉米、小麥等方面。 

在二十一世紀初的今日，植物學家面臨著很嚴苛的挑戰：在未來幾十年內，世界人口將

倍增，而以目前的科技，糧食的產量又不易增加到相對的數量；同時，為達到生態保育與永

續經營的目的，肥料、農藥、殺草劑的施用量又必須減少，因此，科學家們對於作物中控制

抗病、抗蟲、耐旱、耐鹽、耐寒、生長、產量及品質等等性狀的基因及其功能，均需要有更

多的探討。基因體分析的最終目的在瞭解各有用基因的結構與功能，隨著水稻基因體定序的

完成，目前水稻的研究已進入後基因體生物學的時代，如何加速相關研究工作，針對水稻全

部的基因之構造與功能進行深入的了解，並利用這些研究成果，嘗試改良水稻或其他禾本科

作物，藉此克服前述的挑戰，將是未來此項研究的重要課題。 

二、 水稻產量改良及高分蘗 T-DNA 突變體 M69217 之相關研究 

水稻的產量主要由多項結構因素所影響，包含水稻根部對養分的吸收，光合作用的效率，

種子的大小，稻穗的分枝多寡以及水稻分蘗數等，皆可能對水稻整體的種子產量造成影響。

從過去的研究已經知道多個水稻基因能夠調控上述因子進而影響水稻的產量，例如DEEPER 

ROOTING 1 (DRO1)為已知能夠影響水稻根部生長角度，藉此控制根部對養分的吸收，影響水

稻的產量 (Uga et al., 2015)；Big Grain1 (BG1)和Big Grain2 (BG2)能夠有效的控制種子的大小，

隨著BG1或BG2表現量的增加，可以有效的增加種子的大小 (Liu et al., 2015)；SQUAMOSA 

promoter binding protein like (SPL)在水稻中扮演著調控稻穗分枝多寡的重要角色，其中OsSPL14

可提高稻穗的分枝，使單一稻穗所得到的種子數目增加 (Miura et al., 2010)；而水稻的分蘗數

則有相當多的研究探討，包含MONOCULM 1 (MOC1)以及miR156等基因 (Xie et al., 2006)，當上

述基因表現量增加時，將會大大的增加水稻分蘗的產生，也因此若能夠有效探討上述能影響

產量的因素是受到什麼樣的基因所調控，並進一步嘗試運用於水稻的品種改良上，或許有機

會能夠幫助提升水稻的產量。 

為了探討水稻基因功能，利用農桿菌 Ti 質體內之 T-DNA 會逢機插入水稻基因體的各個部

位的特性，中央研究院與農試所共同建立了一個台灣水稻 T-DNA 插入的突變體庫 （Taiwan 
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Rice Insertional Mutants (TRIM) database），研究人員可以藉由 TRIM 水稻突變體庫所提供之水

稻 T-DNA 突變體資料，進行功能基因組之研究，或找尋產生特異性狀的突變株，進行目標基

因功能的探討。因為 TRIM 水稻突變體庫所使用的 T-DNA 具有四個 35S 增強子，所以當 T-DNA

插入時，可能造成鄰近基因活化，或插入基因中，導致插入之基因功能缺失，可作為基因功

能分析之材料。目前國內透過這些基因缺失或基因活化的水稻突變株，已經成功發表多篇文

獻 (Hsing et al., 2007; Lo et al., 2008; Kanjanaphachoat et al., 2012)，足見此研究方法在水稻基

因功能的研究上提供相當大的便利性。 

 

本研究由 TRIM 水稻突變體庫中，發現一個多分蘗的水稻突變株 M69217（圖一），具有

多分蘗、晚開花及株高矮等性狀，推測是因 T-DNA 插入而造成的。這些外表性狀中，多分蘗

是本研究觀察的重點，也是我們挑選它作為本研究對象的主因。在其他條件不變的情況下，

若水稻的分蘗數越多，其產生的稻穗便越多，而能夠產生更多稻米，提升水稻總產量。 

 

 

 

 

 

 

 

 

為了探究為何水稻突變株 M69217 會具有高分蘗的現象，在實驗室前人研究中，針對水

稻突變株 M69217 進行質體救援技術（Plasmid Rescue）得知有一 T-DNA 插入水稻第二號染色

體，編號為 BAC：OJ1297_C09 之 36,560bp 位置。為了瞭解此高分蘗性狀是否確實為此 T-DNA

插入所造成，本研究，首先分析突變株 M69217 之子代基因型與外表型的關聯，藉由觀察突

變株 M69217 之子代基因型與外表型的關聯，將可證實 M69217 的特異外表性狀，是否由此

T-DNA 插入所造成，接著本研究將針對此 T-DNA 插入位鄰近的基因訊息進行調查，觀察有多
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少基因可能會受到此 T-DNA 插入破壞或活化，並利用 RT-PCR 調查 T-DNA 插入位鄰近基因表

現，找出基因表現受此 T-DNA 插入所影響的基因，藉此，進一步探討可能和 M69217 外表性

狀有所關聯的基因。上述研究策略即是本研究計畫，找尋調控水稻分蘗數關鍵基因的方法，

而在未來研究中，我們也會嘗試構築各基因型轉殖株，以深入探討調控水稻分蘗數的詳細作

用機制。 

貳、 研究目的 

一、 透過 PCR 進行基因型分析，觀察外表型和基因型間是否有連結。 

二、 收集 T-DNA鄰近的基因分布情形及基因資料，並分析找尋表現受 T-DNA影響的基因。 

參、 研究設備及器材 

一、 各項重要實驗器材 

 
 

PCR machine pipette 
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電泳槽 Agarose ITM 

  

UV 影像系統（High Performance 

Transilluminator） 

16 管震盪式微珠研磨器 

 

 

DNA/RNA 用分光光譜儀  

二、 藥品 

（一）PCR 

藥品：GoTaq® Flexi DNA Polymerase (公司型號：Promega M8295)、DreamTaqTMDNA 

Polymerase (公司型號：Fermentas EP0702)。 

（二）跑膠及照膠 

藥品：agarose、 EtBr、退染劑。 

（三）DNA 及 RNA 萃取 

藥品：CTAB extration buffer、chloroform、液態氮、100% Ethnol、75% Ethnol、 RNase。 

（四）RT-PCR 

藥品：Template RNA、Oligo dT primer、20% Reaction Buffer、RNA 抑制劑 (RiboLock RNase 

Inhibitor)、10 Mm dNTP、反轉錄酶 (RevertAid Reverse-Transcriptase)。 
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肆、 研究過程或方法 

研究策略如下： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

一、透過 PCR 進行基因型分析，觀察 M69217 之外表型和基因型間是否有連結。 

利用 TRIM 資料庫，找到一水稻突變體 M69217，因其具有 T-DNA 插入，表現出別於野

生型的特殊外表性狀（株矮、多分蘗、晚開花等），其中多分蘗為本研究重點。為了解造成此

特殊性狀（多分蘗）之基因，本研究將 M69217 作為實驗對象。 

(一) 利用 PCR 進行基因型分析，比較田間植株外表型與基因型的關係。 

實驗步驟： 

1. 播種：將水稻種子脫去外殼，清洗後分別置於含抗生素的培養基上。 

2. 置於生長箱後一段時間後，再移至田間種植。 

3. 至田間採樣挑選 M69217 的 24 株植株。 

4. 萃取 24 株植株的 DNA。 

DNA 萃取步驟 

（1）準備 1.5ml 的 tube，將玻璃珠及水稻葉片放入 tube ，放在液態氮中。再將 tube

分析 T-DNA 附近基因的功能，並推測

造成 M69217 多分蘗的可能基因 

前人研究中得到M69217的 T-DNA插

入位 

確認 T-DNA 插入與外表型關係 

從 RiceGAAS 資料庫中得到 T-DNA 插

入位附近的基因 
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置入震盪式微珠研磨器打碎葉片，接著放在液態氮中。 

（2）加入 700µl CTAB extration buffer 至 tube 中，vortex，置入 60℃乾浴槽作用 30 分鐘。

之後，加入 chloroform 700µl 到 tube 中，vortex，離心 10 分鐘 (12000 rpm)。 

（3）取離心後的上清液，加入 1 升 100% Ethnol，於-20℃環境中沉澱 20 分鐘。再離心

20 分鐘 (12000 rpm)後，倒掉上清液，加入 1000 µl 75% Ethnol，離心 5 分鐘，倒掉上

清液。之後，將離心機接上抽真空機離心 1 分鐘 (12000 rpm)。 

（4）混合 1320 µl H2O 和 132 µl RNase 後，將每一管 tube 加入 20 µl 混合液。 

（5）低速離心後，置入 37℃乾浴機 30 分鐘。 

5. 利用 PCR 進行基因型分析。 

（1）PCR 步驟 

設計引子及 PCR program，將適量藥品及 DNA 混成溶液後，放入 PCR machine。 

PCR program（阿拉伯數字表反應步驟） 

＜MS-2＞  

A. 95℃反應 5 分鐘 

B. 95℃反應 1 分鐘 

C. 53℃反應 1 分鐘 

D. 72℃反應 1 分鐘 

E. 回到步驟 2 反應 29 分鐘 

F. 72℃反應 10 分鐘 

G. 4℃保存 

（2）凝膠電泳步驟 

A. 利用 agarose 配成濃度 1.2％的電泳膠。之後，將 PCR 後的 DNA 加入染劑，置入

電泳膠的孔洞中。將電泳槽通電約 30 分鐘。 

B. 將電泳膠泡在 EtBr 中約 60～90 秒。之後，浸入退染液中進行退染。 

C. 將電泳膠放在紫外光下，並用電腦拍照記錄。 

（3）基因型分析 

依照 PCR 結果，對 24 植株進行基因型分析，並比較外表型與基因型關係。 
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二、分析 T-DNA copy 數，確認是否有可能為其他 T-DNA 造成 M69217 之外表特性。 

（一）利用南方墨點法確認 T-DNA 插入數目 

實驗步驟 

1.利用凝膠電泳將從 M69217 萃取出的 DNA 依分子大小進行分離。 

2 跑膠後，將硝基纖維素膜至於電泳膠上，轉印 DNA 至硝基纖維素膜。 

3.將硝基纖維素膜浸泡在含 DNA 引子的溶液中，接著 DNA 引子會和 T-DNA 互補結合。最後

置於 X 光下，即可觀察到 T-DNA 數目。 

三、收集 T-DNA鄰近的基因分布情形及基因資料，並透過分析找尋表現受 T-DNA影響的基因。 

利用 NCBI 可得 T-DNA 可能的鄰近基因分布，接著我們進行 RT-PCR 進行確認。 

（一）RNA 萃取 

在進行 RT-PCR 之前，我們需要先萃取 M69217 的 RNA。 

實驗步驟： 

RNA 萃取步驟 

1. 取適量葉片，加入液態氮，快速研磨成粉末，取 0.75 到 1ml 的量到 2ml eppendorf。接

著立刻加入 1ml Trizol，vortex 後置冰 10 分鐘。加入 200μl chloroform (於抽氣櫃內操作)，

vortex，室溫下靜置 3 分鐘。 

2. 4℃離心 15 分鐘，12000rpm。取 600μl 上清液到新 1.5ml eppendorf，加入 800μl isopropanol

混勻，室溫下靜置 10 分鐘。之後，在 4℃離心 10 分鐘，12000rpm。接著去上清液，並

以 pipette 吸乾。再加入 1ml 75%DEPC EtOH，vortex，使沉澱物懸浮。4℃離心 5 分鐘

(7500rpm)後，去上清液，並以 pipette 吸乾。 

3. 視沉澱物多寡加入 30 到 50μl DEPC H2O，置於 65℃，10 分鐘，回溶沉澱物。4℃離心 5

分鐘，12000rpm。接著取 40μl 上清液到新的 1.5ml eppendorf。 

4. RNase-free DNase treat：取 RNA 40μl、reaction buffer 4μl與DNase 4μl加入 1.5 ml eppendorf，

置於 37℃，30 分鐘。 

5. 加 4μl EDTA (stop buffer)，置於 65℃，10 分鐘。再加入 1ml 100% DEPC EtOH，置於-20℃，

20 分鐘。 
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6. 重複步驟 5 後，進行 RNA 定量，並放入-80℃冰箱保存。 

（二）RT-PCR 

實驗步驟： 

1.將從 M69217 萃取出的 RNA 取 5μg 加入 Oligo dT primer1～5μl，然後加 DEPC water 至 12μl。

置於 65℃，5 分鐘後，於 4℃反應至少 1 分鐘。 

 2.加入 20% Reaction Buffer 4μl、RiboLock RNase Inhibitor 1μl、10mM dNTP 2μl，以及 RevertAid 

Reverse-Transcriptase 1μl，最後溶液總體積為 20μl。 

3.置於 42℃，60分鐘 （若 RNA模板有高含量的GC 鹼基，可將溫度提高至 45℃反應 60分鐘）。

最後 70℃反應 5 分鐘，完成 RT 反應。 

4.依照前述 PCR 步驟，進行 PCR 反應。  
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伍、 研究結果 

一、 M69217 之 T-DNA 插入位分析 

由前人實驗所得之 T-DNA 鄰近序列資訊比對 Rice GAAS 資料庫，本研究所探討 M69217

之 T-DNA 插入位於水稻第二號染色體 BAC：OJ1297_C09 之 36,560bp 的位置 （圖二）。此 T-DNA

並無插入到任何基因內，所以沒有破壞任何基因。另外，T-DNA 上帶有四個 CaMV35S 增強子，

能活化插入位鄰近基因，預期能使其鄰近基因表現量增加，而造成性狀。 
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二、 M69217 基因型之分析 

為了探究 M69217 外表型與基因型之間是否有關聯，本實驗嘗試針對 M69217 進行基因

型分析，於 T-DNA插入位上下游設計引子 (命名為 F及 R)，並搭配 T-DNA 上 RB  (Right border)

序列所設計的引子進行 PCR 分析（圖三）。倘若該位置並無 T-DNA 插入的話，可以藉由 F+R

成功獲得 PCR 產物之訊號，然而若 T-DNA 存在於該位置時，則可藉由 R+RB 的引子組合獲得

PCR 產物的訊號。因此，若只獲得 F+R 或是 R+RB 的 PCR 產物訊號時，該植株之基因型則分

別為野生型（W/W, wild-type like）與同質基因型（T/T, homozygous），而兩訊號皆存在時基因

型為異質基因型（T/W, heterozygous）（圖三）。 
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突變株子代之基因型分析結果，顯示在此 24 個植株中，基因型為 W/W 的植株有 5 株，

T/W 有 8 株，T/T 則有 11 株（圖四）。然而依照孟德爾所提出的遺傳定律，異質基因型 (T/W)

自交之後，理論上將會得到 W/W : T/W : T/T = 1 : 2 : 1。這是因為水稻減數分裂時，孟德爾所

提出的獨立分配律及自由結合律所造成的結果。但我們的結果顯示這並不符合孟德爾所提出

的遺傳定律，推測這是因為我們取的樣本數不夠大，若是增加樣本母體數，得到的結果就有

較高機率會接近 W/W : T/W : T/T = 1 : 2 : 1 的比例。 
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三、 外表型和基因型關聯性調查結果 

本研究進行突變株後代外表型與基因型關聯性調查，根據植株不同基因型和 WT 相比，

可從外表看出，隨著基因型從 W/W、T/W 到 T/T 的改變，植株外表也有著明顯的變化：呈現

株高漸矮、水稻分蘗數漸多、葉片長度漸短的趨勢（圖五）。 

 

在株高方面，M69217 分離後代不同基因型植株在各生長階段中，WT 與 W/W 高度大致

維持相等，T/W 的株高則會較 WT 和 W/W 的矮，而在各基因型中 T/T 的株高保持最矮，大約

是 W/W 的 75%（圖六）。 

 

 

 

 

 

 



14 

 

在水稻分蘗數部分，WT 與 W/W 的分蘗數大致相等，T/T 的分蘗數則是各個基因型中最

多的，而 T/W 與 T/T 的分蘗數會多於 WT 與 W/W 的分蘗數，約為 WT 與 W/W 的兩倍（圖七）。 

 

 

 

 

 

 

在抽穗時間方面，WT 和 W/W 的抽穗時間較為相近，而 T/T 則和 T/W 的抽穗時間較為

類似。四者互相比較之下，T/T 和 T/W 相較於 WT 和 W/W 約晚了十天（圖八）。 

 

綜合上述結果，發現 T/T 及 T/W 可能因其有 T-DNA 插入而造成其外表性狀呈現高分蘗、

晚開花、矮化等特性。另外我們發現，T/W 之性狀會介於 W/W 與 T/T 之間，而 W/W 的外表

性狀則與 WT 類似。這些研究結果說明了 T-DNA 的插入對水稻外表造成多方面的影響，且植

株基因型與外表型具有高度的關聯性。 
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四、 T-DNA 鄰近基因資訊與表現量分析 

從 Rice GAAS 得到之 T-DNA 插入位鄰近基因資訊，我們發現 T-DNA 插入位鄰近有四個基

因，分別為 Chorismate mutase（CM）、Cinnamoyl-CoA reductase（CCR）、GCN5-related N-terminal 

acetyltransferases（GNAT）和 microRNA156 ( MIR156 )（圖九）。此四個基因均沒有被 T-DNA

插入而破壞，但可能受到 T-DNA 上的增強子活化而增加基因的表現。為了進一步確認鄰近基

因是否被活化，進而造成性狀，我們進行了基因表現量分析。 
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本研究利用 RT-PCR 進行表現量分析，其中肌動蛋白 (Actin)作為 RNA 品質及穩定性之對

照組。我們發現 CM 在各種基因型中皆有表現，但在 W/W 中表現較弱；CCR 除了在 W/W 中

沒有表現外，其餘基因型皆有表現；GNAT 則在 T/T 及 T/W 中有表現，但 T/W 的表現量較低；

MIR156 在 W/W、T/W 和 T/T 中皆有表現，且其表現量有逐漸增高的趨勢（圖十）。綜合上述

RT-PCR 結果來探討 T-DNA 插入事件所造成 W/W、T/W 與 T/T 其鄰近基因活化的情形，在 T/W

與 T/T 中，CM、CCR 及 MIR156 皆有表現，然而 W/W 表現量較低，因此我們所探討之 T-DNA

插入與水稻的基因表現確實有關聯性。而 GNAT 在 W/W 並無表現，在 T/W 中表現量較低，

在 T/T 具有高度活化的情形。總體而言，透過上述 RT-PCR 的結果，我們偵測出各基因在 T-DNA

插入位附近的表現情形，並與基因型有所關聯。於是我們推論 CM、CCR、GNAT 和 MIR156

為受 T-DNA 插入所活化之基因，並可能與多分蘗的外表性狀有關。 
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陸、 討論 

一、 本研究由 RiceGAAS 水稻基因體資料庫中搜尋 T-DNA 插入位鄰近的基因資訊，得知插入

位附近（上、下游各約 30kb）共有四個可能被活化的基因：CM、CCR、GNAT 和 MIR156，

並利用 RT-PCR 分析上述四者的表現量，與野生型相比，皆有被活化的現象。然而這四

者中，究竟何者和多分蘗的外表性狀有關，將於下列分項討論。 

(一) CM（Chorismate mutase） 

Chorismate 可產生三種產物，分別為苯丙胺酸、酪胺酸及色胺酸。這三種胺基酸協助合

成之二次代謝物及其功能分別敘述如下：苯丙胺酸為二次代謝物類苯基丙烷

（phenylpropanoid）的前驅物。類苯基丙烷的合成會受到生物及非生物環境逆境調節，

而類苯基丙烷的子群（sub-groups）則包括類黃酮、木質素和花青素。類黃酮在植物中

能抗氧化與抵抗病原體；木質素則能支持植物結構，而花青素能形成植物色素。接著，

酪胺酸為二次代謝物維生素 E（tocochromanols）的前驅物，而維生素 E 在生物中為重要

的抗氧化劑。最後，色胺酸則是吲哚乙酸  （ IAA）與吲哚類硫代配糖體  （ indole 

glucosinolates）的前驅物。吲哚乙酸可促進頂芽優勢，抑制側芽生長，吲哚類硫代配糖

體的功能則和植物與昆蟲、植物與病原體間的互動有關  (Tzin and Galili, 2010)。在

Chorismate產生的三種代謝物中，苯丙胺酸及酪胺酸可經由 CM催化合成 (Eberhard et al., 

1993)，因此若藉由 CM 催化提高苯丙胺酸與酪胺酸的產量，會抑制色胺酸的合成，進而

減少吲哚乙酸的產量，抑制頂芽生長，而使水稻分蘗數增加。而在本研究所探討的水稻

突變體 M69217 中，CM可能受到 T-DNA 上的四個 CaMV35S 增強子活化，而使 CM 表現

量增加，間接影響吲哚乙酸的產量，造成水稻分蘗數增加。綜合上述文獻探討及研究討

論，我們推測活化 CM可能造成水稻分蘗數增加。 

(二) CCR（Cinnamoyl-CoA reductase） 

木質素是構成細胞壁的成分之一，隨著木質化組織的形成，能使細胞壁具有堅硬、不滲

透性和耐生物降解的特性。因此由木質素所組成之不透水細胞壁，可減少植物在維管束
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間運輸水分和溶質時的水分散失，亦可保護植物抵抗病原體入侵（Sarkanen and Ludwig, 

1971）。木質素是由木質素單體聚合而成，在被子植物中，木質素主要由 G-木質素 

( guaiacyl  lignin)及 S-木質素 (syringyl lignin)組成；在裸子植物中則發現存在豐富的 H-木

質素 (p-hydroxyphenyl lignin)，但雙子葉植物中的 H-木質素含量非常稀少 (Tu et al., 2010)。

木質素單體可藉由 CCR 催化苯丙胺酸及酪胺酸形成，再聚合成木質素 (Baltas et al., 2005)，

因此 CCR 為合成木質素的相關酵素。CCR 在菸草 （Piquemal et al., 1998）、阿拉伯芥 (Jones 

et al., 2001)、玉米 (Tamasloukht et al., 2011)等中皆有研究，科學家曾對上述三者進行研

究，透過抑制 CCR 的活性來降低木質素的含量，發現上述三者在維管束結構部分皆有鬆

散倒塌的現象，並在植株外表有矮化及葉片畸形等影響，然而本研究藉由 T-DNA 上四個

CaMV35S 增強子活化 CCR 基因的結果亦使水稻突變體 M69217 產生矮化及短穗的現象。

此外增加CCR的表現量可能會促進CM催化合成苯丙胺酸及酪胺酸，抑制色胺酸的合成，

進而減少吲哚乙酸的產量，抑制頂芽生長，而使水稻分蘗數增加。因此我們推測 M69217

矮化、短穗及多分蘗的現象與 CCR 基因的活化有關。 

(三) GNAT（GCN5-related N-terminal acetyltransferases） 

染色質是由組蛋白與 DNA 所組成，其中組蛋白可經由甲基化或乙醯化修飾造成染色質結

構重組，影響基因表現。組蛋白乙醯化為基因表現之關鍵(Grunstein, 1997)，乙醯基團

（acetyl group）會修飾組蛋白 N 端，使原本帶正電荷的離胺酸成電中性，此時組蛋白與

負電荷之 DNA 結合力變弱，染色質之組蛋白與 DNA 複合物結構呈現鬆散之狀態，因此

使轉錄因子較容易與 DNA 結合(Kim et al., 2010)。組蛋白的高度乙醯化會使染色質的結構

變鬆散，並且通常與轉錄作用的活化有關，而低度或無乙醯化則會抑制基因表現。組蛋

白乙醯化在植物細胞週期、開花時間、植物對環境條件的反應及賀爾蒙訊號等都扮演重

要的角色，其穩定平衡須透過 histone acetyltransfertases（HAT）與 histone deacetylases

（HDAT）這兩種酵素互相拮抗調節。在阿拉伯芥中，HAT 分成 GNAT、MYST、P300／CBP

與 TAF1 四種類別。透過 T-DNA 插入及點突變造成的突變株，科學家近年來已研究出一

些阿拉伯芥的 HAT，其中 HAG1/AtGCN5為一種重要的 HAT，阿拉伯芥中的 HAG1/AtGCN5

https://www.google.com.tw/search?espv=2&biw=1600&bih=799&q=guaiacyl+lignin&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjp7tOMvY3MAhWHqJQKHeELB_0QvwUIFygA
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突變株表現多種性狀的缺失，其表現型具有矮化、頂芽優勢喪失、異常的分生功能等。

造成上述性狀的原因可能與 AtGCN5 依賴型組蛋白乙醯化會調控發育過程中一些關鍵調

節基因的表現有關 (Servet et al., 2010)。綜合上述文獻探討，由於 GNAT 的突變株相較於

野生型，有矮化、頂芽優勢喪失及異常的分生功能等性狀，與 M69217 株矮及多分蘗的

性狀相似。因此我們推測 GNAT 的功能可能與水稻植株矮化及多分蘗有關。 

(四) MIR156（microRNA156） 

microRNA （miRNA）是一種 non-coding RNA，此 RNA 並不會轉譯出蛋白質。最早於 1993

年在線蟲身上發現，是一群會自身摺疊的短鏈 RNA，在生物體內 miRNA 可和特定的基因

之 mRNA 結合以破壞其 mRNA 或抑制轉譯作用，將會抑制特定基因的表現。而本研究所

提及的 MIR156 即是一種 miRNA。在阿拉伯芥的研究中，發現 MIR156 能抑制調控花與果

實發育的植物基因轉錄因子，其名為 SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN LIKE 

PROTEIN ( SPL ) 轉錄因子 (Klein et al., 1996)，目前已知 SPL3、SPL4 及 SPL5 等基因表現會

受MIR156抑制而延長了阿拉伯芥的生長期，並造成晚開花的現象(Wu and Poethig, 2006)。

MIR156 在水稻研究方面，osa-MIR156 在水稻基因體中總共有 12 個成員，分別為

osa-MIR156a~j 及 osa-MIR156l。Xie 等人研究中曾提及 MIR156 參與水稻分蘗數之生成(Xie 

et al., 2006)，當 osa-MIR156b 與 osa-MIR156h 分別構築於植物表現載體，轉殖於水稻做

大量表現時，水稻分蘗成高分蘗數之外表性狀。且 MIR156 之大量表現也會抑制 SPL 基

因表現。水稻中研究最明瞭的 SPL 基因分別為 OsSPL14 與 OsSPL16，其中 OsSPL14 的功

能為增加穗之分枝，提高產量，並會抑制分蘗數的生成，減少分蘗數；另外 OsSPL16 與

調控細胞之增生以及跟種子之成熟、飽滿度相關，影響水稻種子產量 (Wang et al., 2012)。

根據上述文獻探討，得知 MIR156 在阿拉伯芥及水稻中會抑制 SPL 基因表現，使植株產

生生長期延長、晚開花、低稔實率及分蘗數增加等性狀，與 M69217 之性狀相似，因此

我們推測水稻突變體 M69217 之異常性狀與 MIR156 的活化有關。 
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藉由探討眾多與水稻基因有關的論文與研究期刊，我們得到了上述有關 CM、CCR、GNAT

和 MIR156 在水稻植株中所扮演的功能與角色，推測此四個基因都有可能會影響水稻的分

蘗數。未來會將上述四個基因構築於植物轉殖載體並嘗試製造個別基因轉殖株，以進一

步觀察其轉殖株與 M69217 外表性狀的相似度，確認其是否為調控水稻分蘗數的關鍵基

因。 

 

二、 我們根據 M69217 不同基因型的外表性狀調查發現，多分蘗之現象主要受水稻第二號染

色體 BAC : OJ1297_C09 之 36,560 bp 插入位上的 T-DNA 所影響，這個 T-DNA 插入位與植株

外表型有高度關聯性。然而，在前人研究中，透過南方墨點法偵測 M69217 之 T-DNA 拷

貝數，得知 M69217 基因體具有兩個 T-DNA 插入位（附件）。本研究透過基因型和外表型

之比較，證實多分蘗之性狀會受第二號染色體BAC : OJ1297_C09之36,560 bp位置所調控，

然而我們仍無法排除另一個 T-DNA 的插入位也有可能會影響水稻突變體 M69217 的外表

性狀。而未來，我們也會透過質體救援確認另一個 T-DNA 的插入位，再由 RiceGAAS 水稻

基因體資料庫中搜尋此 T-DNA 插入位鄰近的基因訊息，最後透過 RT-PCR 分析鄰近基因的

表現量，進一步研究另一個 T-DNA 插入對水稻植株造成的影響。 

 

柒、 結論與未來展望 

一、 透過基因型分析，我們得知 T-DNA 在水稻第二號染色體 BAC : OJ1297_C09 之 36,560 bp

的插入對水稻外表造成多方面的影響，且植株基因型與外表型具有高度的關聯性。 

二、 由 RiceGAAS資料庫中得知水稻突變體M69217的 T-DNA插入位附近有四個可被活化的

基因：CM、CCR、GNAT 和 MIR156，並透過 RT-PCR 分析發現，和野生型相比，這四個

基因皆有被活化的現象，並利用文獻探討推測這四個基因皆有可能與水稻多分蘗的性

狀有關。 
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三、 未來我們將嘗試構築上述四個基因的個別基因轉殖株，進一步比較野生型與轉植株的

性狀與基因表現，更深入了解影響水稻分蘗數的關鍵基因。 

四、 未來我們也會透過質體救援確認另一個 T-DNA 的插入位，並透過 RT-PCR 分析插入位

鄰近基因的表現量，進一步研究另一個 T-DNA 插入對水稻植株造成的影響。 
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附件 

 

南方墨點法結果 



【評語】052101  

1. 本實驗探討水稻分蘖的關鍵基因，成果深具實際應用之潛力。 

2. 能充分應用所學及最先進的實驗方法設計實驗，並進一步推論

出影響分蘖的相關基因。 

3. 建議加強瞭解如何利用基因轉殖的策略以確切證實幾個相關

基因的角色。 
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