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水稻犗狊犇犎犎犆１３基因参与氧化

胁迫响应的初步研究
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　　摘　要：ＤＨＨＣ型锌指蛋白参与细胞内蛋白质的棕榈酰化修饰，对细胞和个体的生长

发育起着重要的调控作用．犗狊犇犎犎犆１３是典型的ＤＨＨＣ型锌指蛋白基因．生物信息学分

析发现，犗狊犇犎犎犆１３的启动子区域含有胁迫及光响应元件，而且其编码蛋白是具有４个跨

膜结构域的典型膜蛋白．对犗狊犇犎犎犆１３过表达株系进行 Ｈ２Ｏ２的氧化胁迫处理发现，过表

达株系幼苗的根显著长于野生型，说明犗狊犇犎犎犆１３能解除 Ｈ２Ｏ２对根生长的抑制，提高了

抗氧化胁迫的能力．随后Ｈ２Ｏ２含量测定发现，犗狊犇犎犎犆１３过表达株系幼苗根部的 Ｈ２Ｏ２含

量显著低于野生型．进一步的ｑＲＴＰＣＲ分析发现，与清除 Ｈ２Ｏ２相关的酶基因的转录水平

在过表达株系中显著升高，说明犗狊犇犎犎犆１３能促进清除 Ｈ２Ｏ２的相关酶基因的表达，调节

内源性 Ｈ２Ｏ２的动态平衡．总之，本研究结果初步证明锌指蛋白基因犗狊犇犎犎犆１３正调控水

稻的抗氧化胁迫能力．
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ｔｈｅｒｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌｓｏｆｅｎｚｙｍｅｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＨ２Ｏ２ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｌｙ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔ犗狊犇犎犎犆１３ｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＨ２Ｏ２ｅｌｉｍｉｎａ

ｔｉｏｎａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＨ２Ｏ２ｉｎｐｌａｎｔｓ．Ｉｎａｗｈｏｌｅ，ｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ

ｐｒｏｖｅｄｔｈａｔｔｈｅｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅ犗狊犇犎犎犆１３ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｏｘｉｄａ

ｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犗狊犇犎犎犆１３ｇｅｎｅ；Ｈ２Ｏ２ｃｏｎｔｅｎｔ；ｒｏｏｔｌｅｎｇｔｈ；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ

　　ＤＨＨＣ型锌指蛋白是一类富含ＤＨＨＣ（Ａｓｐ

ＨｉｓＨｉｓＣｙｓ）型锌指结构域的蛋白质．ＤＨＨＣ型锌

指结构域是一种富含半胱氨酸高度保守的锌指结构

域，是一种常见的ＤＮＡ结合结构单元．ＤＨＨＣ型锌

指蛋白一般具有的通用结构，至少存在４段跨膜结

构域、ＤＨＨＣＣＲＤ结构域以及ＤＰＧ功能元件
［１］．

ＤＨＨＣ型锌指蛋白的主要功能是棕榈酰化其下游

蛋白，从而影响其下游蛋白的定位、转运，最终影响

其生理功能［２］．ＤＨＨＣ型锌指蛋白的棕榈酰化是生

物体一种常见的修饰方式，它包括３种方式
［３－４］，最

主要是ＰＡＴ介导的硫酰基转移，其次是硫酰基辅

酶Ａ介导的转移和以硫酰基辅酶Ａ为辅酶的蛋白

质介导转移．

以往对ＤＨＨＣ型锌指蛋白的研究主要集中在

动物和酵母的研究．Ｐｅｄｒａｍ 等
［５］发现动物体内

ＤＨＨＣ７与ＤＨＨＣ２１蛋白能够作为新靶点选择性

地抑制膜性类固醇受体定位并影响其功能．Ｆｕｋａｔａ

等［６］在人和鼠基因库筛选时，筛选出２３个能够编码

不同ＤＨＨＣ型蛋白的ＤＨＨＣ基因．在植物中ＤＨ

ＨＣ基因的功能研究相对甚少，目前只有 ＯｓＤＨ

ＨＣ１，ＡｔＴＩＰ１（ＴＩＰＧＲＯＷＴＨ ＤＥＦＥＣＴＩＶＥ１）和

Ａｔ５ｇ０４２７０这３个基因的功能是研究的比较清楚

的．研究发现ＯｓＤＨＨＣ１基因主要与水稻株型构建

及产量相关［７］，ＡｔＴＩＰ１主要影响拟南芥的根毛的

生长［２］．

活性氧ＲＯＳ（Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ）是植物体

内普遍存在的一种代谢产物，主要包括超氧根离子、

过氧化氢和羟自由基等［８－１０］．在正常情况下细胞内

ＲＯＳ的产生与清除处于动态平衡中，ＲＯＳ浓度相对

比较低．但是当植物受到非生物胁迫时，植物体内这

种动态平衡就会受到破坏，导致细胞内积累过多的

ＲＯＳ
［１１－１２］，从而影响植物的各种生理功能．其中

Ｈ２Ｏ２是研究最多的ＲＯＳ，研究发现过量的Ｈ２Ｏ２会

对植物造成损伤，而适量的 Ｈ２Ｏ２可作为细胞内一

种信号分子，参与并调控植物的生长发育和对各种

生物和非生物刺激的应答反应［１３］．近年的研究揭

示，Ｈ２Ｏ２通过在信号传导途径的上游抑制或激活

相关激酶的活性来启动或增强信号的作用从而影响

植物的氧化胁迫反应、细胞凋亡、气孔的关闭、发育

以及组织的形态建成［１０，１４－１６］．Ｉｖａｎｃｈｅｎｋｏ等
［１７］发

现 Ｈ２Ｏ２能够影响西红柿根的发育，在ＩＡＡ或Ｈ２Ｏ２

处理下会导致犱犵狋１１突变体根部内源性 Ｈ２Ｏ２增

加，从而抑制西红柿根的发育．Ｚｈａｎｇ等
［１８］发现

Ｈ２Ｏ２可作为信号分子介导ＯｓＲＡＣＫ１基因调控水

稻种子的萌发．

在本研究中，我们克隆了犗狊犇犎犎犆１３ 基因，构

建了该基因过表达的转基因株系，并对犗狊犇犎犎犆１３

过表达株系的 Ｈ２Ｏ２胁迫响应进行了初步研究，发

现锌指蛋白ＯｓＤＨＨＣ１３正调控水稻的抗氧化胁迫

响应．

１　材料与方法

１．１　实验材料

粳稻品种日本晴用于犗狊犇犎犎犆１３基因的克隆和组

织特异性表达分析．粳稻品种Ｋｉｔａａｋｅ用于作为转化受

体，其转基因植株用于后续的分子及表型分析．

１．２　实验方法

１．２．１　生物信息学分析

犗狊犇犎犎犆１３基因全长ＣＤＳ序列与氨基酸序列

通过ＴＩＧＲ（ｈｔｔｐ：／／ｔｉｇｒｂｌａｓｔ．ｔｉｇｒ．ｏｒｇ／ｔｇｉ，ＲｉｃｅＧｅ

ｎｏｍｅＡｎｎｏｔａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔ）和 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ，ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｙｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）数据库获得．利用植物启动子

顺式作用元件分析网站ｐｌａｎｔＣＡＲＥ（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎ

ｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔ

ｍｌ／）对犗狊犇犎犎犆１３基因启动子进行分析．采用丹

麦科技大学生物序列分析中心（ＣＢＳ）的蛋白跨膜结

构域预测程序 ＴＭＨＭＭ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．

ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）进行跨膜结构域预测．

１．２．２　载体构建与水稻转化

利用Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计克隆正向引物５’

１１１
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ＣＣＣ ＡＡＧＣＴＴ ＡＴＧＣＴＣＴＴＣＧＴＣＡＴＡＴＧＴＧＧ

ＴＧ３’（下划线为 犎犻狀犱Ⅲ酶切位点）和反向引物

５’ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＡＧＡＡＧＴＴＴＴＧＡＡＣＴＣＧＡＡＴ

ＴＧＴＣ３’（下划线为犅犪犿犎Ⅰ酶切位点），然后以

日本晴的ｃＤＮＡ为模板，用ｐｒｉｍｅＳＴＡＲ高保真酶

（ＴａＫａＲａ），通过ＰＣＲ反应获得目的片段．ＰＣＲ反

应条件为：９８℃，５ｍｉｎ；９８℃，１０ｓ；５６℃，１５ｓ；７２

℃，１ｍｉｎ；共３５个循环．然后将ＰＣＲ产物连接至

ｐＧＥＭＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ（Ｐｒｏｍｅｇａ），送至铂尚生物技

术公司测序．最后将测序正确的犗狊犇犎犎犆１３ 的

ＣＤＳ片段通过酶切连接到ｐＨＢ载体
［１９］．在ｐＨＢ

犗狊犇犎犎犆１３载体中，目标基因犗狊犇犎犎犆１３ 由２×

３５Ｓ启动子驱动表达，植物中的筛选标记基因为潮

霉素抗性基因犎狆狋（主要用于转化过程的抗性愈伤

组织筛选）和除草剂Ｂａｓｔａ抗性基因犫犪狉（主要用于

苗期筛选）．

根据林建中等［２０－２１］的水稻转化方法，将重组的

质粒ｐＨＢ犗狊犇犎犎犆１３经电击法转入农杆菌，通过

农杆菌侵染水稻粳稻品种Ｋｉｔａａｋｅ的愈伤组织以获

取过表达转基因株系．

１．２．３　转基因水稻的鉴定及实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴ

ＰＣＲ）分析

采用经典的 ＣＴＡＢ（十六烷基三甲基溴化铵）

法［２０］从再生的转基因水稻株系中提取ＤＮＡ．然后

以特异性引物（Ｆ：５’ＡＴＣＴＣＧＴＧＣＴＴＴＣＡＧＣＴ

ＴＣＧ３’；Ｒ：５’ＡＣＡＴＣＧＣＣＴＣＧＣＴＣＣＡＧＴ３’）

进行ＰＣＲ 鉴定 ＴＤＮＡ 区域的潮霉素抗性基因

犎狆狋．同时，采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提取各

转基因株系叶片的总 ＲＮＡ，然后再利用 Ｍａｘｉｍａ

ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒（ＴａＫａＲａ）

逆转录成ｃＤＮＡ，并以此为模板进行ｑＲＴＰＣＲ鉴

定犗狊犇犎犎犆１３ 的转录水平．ＰＣＲ反应程序为：９５

℃，２ｍｉｎ；９５℃，１０ｍｉｎ；９５℃，３０ｓ；５５℃，３０ｓ；７２

℃，３０ｓ；４５个循环．重复３次，以持家基因犗狊犃犮狋犻狀１

为内参，然后使用 Ｍｘ３０００Ｐ软件对相关基因的相

对表达水平进行分析（ｑＲＴＰＣＲ引物见表１）．未转

化的Ｋｉｔａａｋｅ野生型（ＷＴ）作为对照．

为了检测犗狊犇犎犎犆１３的表达对Ｈ２Ｏ２的响应，将野

生型 Ｋｉｔａａｋｅ幼苗水培培养至三叶期，然后用５

ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２分别处理幼苗１ｈ，３ｈ，６ｈ，９ｈ，１２ｈ

和２４ｈ，选取水稻幼苗根部用于提取总ＲＮＡ并逆转录

为ｃＤＮＡ．采用ｑＲＴＰＣＲ鉴定犗狊犇犎犎犆１３在Ｈ２Ｏ２处

理的不同时间点的转录水平．另外，提取营养生长期

（２０ｄ的幼苗）和生殖生长期（抽穗期）野生型的各组织

器官的总ＲＮＡ并逆转录为ｃＤＮＡ，然后采用ｑＲＴ

ＰＣＲ分析犗狊犇犎犎犆１３在水稻不同生长时期和不同组

织器官中的转录水平．

为了检测转基因株系中与 Ｈ２Ｏ２清除相关的基

因犗狊犆犃犜犫，犗狊犛犗犇１，犗狊犃犘犡１和犗狊犃犘犡２的转录

水平［１４－１７］，将转基因株系和野生型幼苗水培培养至

三叶期，然后用５ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２处理幼苗１２ｈ，

然后提取幼苗总 ＲＮＡ 并逆转录为ｃＤＮＡ．采用

ｑＲＴＰＣＲ鉴定４个基因的转录水平（ｑＲＴＰＣＲ引

物见表１）．

表１　定量犘犆犚相关引物

犜犪犫．１　犙狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚狆狉犻犿犲狉狊

引物名称 引物序列（５’３’）

犗狊犇犎犎犆１３Ｆ ＡＡＣＣＧＴＴＴＡＡＧＴＴＣＧＣＴＧＡＡＴＧＴＣ

犗狊犇犎犎犆１３Ｒ ＡＣＴＴＧＣＣＡＧＴＧＴＴＴＧＡＧＴＡＧＣＣ

犗狊犛犗犇１Ｆ ＴＧＴＣＣＡＡＧＡＧＧＧＡＧＡＴＧＧＴＣ

犗狊犛犗犇１Ｒ ＡＴＣＴＴＣＴＧＧＴＧＣＴＣＣＡＴＧＣＴ

犗狊犃犘犡１Ｆ ＣＣＡＡＧＧＧＴＴＣＴＧＡＣＣＡＣＣＴＡ

犗狊犃犘犡１Ｒ ＣＡＡＧＧＴＣＣＣＴＣＡＡＡＡＣＣＡＧＡ

犗狊犃犘犡２Ｆ ＡＡＧＴＧＡＣＡＡＡＧＣＣＣＴＣＡＴＧＧ

犗狊犃犘犡２Ｒ ＴＣＣＴＣＡＧＣＡＡＡＴＣＣＣＡＧＴＴＣ

犗狊犆犃犜犅Ｆ ＧＧＣＡＡＧＡＴＣＧＴＴＴＴＣＴＣＣＡＧ

犗狊犆犃犜犅Ｒ ＴＧＧＴＴＴＣＡＧＧＴＴＧＡＧＡＣＧＴＧ

犗狊犃犮狋犻狀１Ｆ ＣＡＡＴＣＧＴＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＣＣＣ

犗狊犃犮狋犻狀１Ｒ ＧＴＣＣＡＴＣＡＧＧＡＡＧＣＴＣＧＴＡＧＣ

１．２．４　水稻幼苗的处理及根长的测定

挑选犗狊犇犎犎犆１３转基因株系及野生型的饱满

种子，用１０％ ＮａＣｌＯ消毒３０ｍｉｎ，再用去离子水

（ｄｄＨ２Ｏ）漂洗４～５次，然后放置于室温吸胀处理

４８ｈ，接着转移至２８℃恒温培养箱催芽４８ｈ．待种

子露白后，再转入添加和未添加 Ｈ２Ｏ２（５ｍｍｏｌ／Ｌ）

的１／２ＭＳ培养液的试管里．种子用棉花作为支撑

让其位于试管上部，置于恒温培养室（２８℃，光照１６

ｈ／黑暗８ｈ）培养１０ｄ．然后观察幼苗表型，并测量

和统计根长．

１．２．５　水稻根部Ｈ２Ｏ２含量的测定

将水培至三叶期的犗狊犇犎犎犆１３ 转基因株系及

野生型幼苗用浓度为５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理５ｄ，然

后用碧云天生物技术公司的 Ｈ２Ｏ２检测试剂盒提取

并测定水稻根部Ｈ２Ｏ２含量．

２　结　果

２．１　犗狊犇犎犎犆１３基因启动子调控元件分析

通过相关网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／）的ｓｅｑｕｅｎｃｅｖｉｅｗｅｒ工具找到犗狊犇犎犎犆１３基

因起始密码子上游１５００ｂｐ的片段，然后把这段核

苷酸序列输入植物专用的启动子分析网站在线分析
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工具中，对犗狊犇犎犎犆１３ 基因上游启动子进行预测

分析（如图１所示）．结果发现，犗狊犇犎犎犆１３基因启

动子存在大量的ＡＥｂｏｘ，Ｂｏｘ４，Ｇｂｏｘ和Ｉｂｏｘ等

光响应元件，同时也存在一些与激 素 相 关 的

ＡｕｘＲＲｃｏｒｅ和Ｐｂｏｘ等元件．有趣的是，在启动子

区域还发现了ＴＣｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ和 ＭＢＳ等与抗旱以

及胁迫响应密切相关的元件．该分析结果表明，犗狊

犇犎犎犆１３基因可能被光信号、激素以及其他非生物

胁迫诱导表达，并且其编码蛋白有可能参与植物的

光信号转导、激素转导以及非生物胁迫响应．

２．２　犗狊犇犎犎犆１３蛋白的跨膜结构域预测

将ＯｓＤＨＨＣ１３的氨基酸全长序列输入跨膜结

构域预测程序 ＴＭＨＭＭ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．

ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／），结果显示 ＯｓＤＨＨＣ１３

蛋白可能存在４个跨膜结构域（图２）．在跨膜结构

域的预测结果中，其跨膜分值越高，则表明该段序列

跨膜的可能性越大．在 ＯｓＤＨＨＣ１３可能存在的４

个跨膜结构域中，３个分值较高，而另１个分值则稍

低，但是其分值仍大于０．８．因此，该结果表明，犗狊

犇犎犎犆１３可能是一个具有４个跨膜结构域的典型

膜蛋白．（图中断裂双线表示该段氨基酸序列处于质

膜的胞外侧；断裂单线表示该段氨基酸序列处于质

膜的胞质侧；连续线表示该段氨基酸序列为跨膜结

构域）

图１　犗狊犇犎犎犆１３启动子元件分析

Ｆｉｇ．１　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犗狊犇犎犎犆１３ｐｒｏｍｏｔｅｒｅｌｅｍｅｎｔｓ
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ＴＭＨＭＭｐｏｓｔｅｒｉｏｒｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｅｓｏｆＷＥＢＳＥＱＵＥＮＣＥ

图２　ＯｓＤＨＨＣ１３蛋白跨膜结构域分析

Ｆｉｇ．２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＯｓＤＨＨＣ１３ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎｓ

２．３　犗狊犇犎犎犆１３基因的克隆与转基因植株的鉴定

通过ＮＣＢＩ以及ＴＩＧＲ等数据库查找到犗狊犇犎

犎犆１３的基因组序列及其ＣＤＳ序列，利用特异性的

克隆引物，从水稻品种日本晴的ｃＤＮＡ 中克隆了

犗狊犇犎犎犆１３的ＣＤＳ序列（如图３（ａ）所示）．通过酶

切连接的方式将犗狊犇犎犎犆１３连接至终载体ｐＨＢ．

最后转入农杆菌浸染水稻愈伤组织，再经组织培养

及田间栽培后，共收获８个独立的犗狊犇犎犎犆１３ 过

表达转基因株系的种子．随后，对Ｔ１代幼苗分别进

行了ＤＮＡ与 ＲＮＡ水平的鉴定（如图３（ｂ）（ｃ）所

示）．从图３（ｂ）可以看出，８个转基因株系均能检测

到潮霉素抗性基因犺狆狋，说明ＴＤＮＡ已经成功整合

到转基因株系的基因组中．犗狊犇犎犎犆１３ 的转录水

平检测发现，５个株系中的转录水平显著高于野生

型（ＷＴ；图３（ｃ）），说明犗狊犇犎犎犆１３已成功过表达

于转基因株系．随后我们选取了３个过表达株系：

３５犛：：犗狊犇犎犎犆１３９，３５犛：：犗狊犇犎犎犆１３１２ 和

３５犛：：犗狊犇犎犎犆１３１９的Ｔ２代纯合子用于后续的表

型鉴定．

（ａ）犗狊犇犎犎犆１３的克隆；（ｂ）转基因株系ＤＮＡ水平的ＰＣＲ鉴定；（ｃ）转基因株系ＲＮＡ水平的ｑＲＴＰＣＲ鉴定

图３　犗狊犇犎犎犆１３基因的克隆与过表达株系的鉴定

Ｆｉｇ．３　Ｃｌｏｎｉｎｇｏｆ犗狊犇犎犎犆１３ａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅｓ

２．４　犗狊犇犎犎犆１３基因的时空表达分析

基因的时空表达模式可为预测和研究其生物学

功能提供参考依据．于是，我们采用ｑＲＴＰＣＲ方法

分析了营养生长期和生殖生长期犗狊犇犎犎犆１３在水

稻不同组织器官中的相对表达量（如图４所示）．结

果发现，在营养生长的苗期犗狊犇犎犎犆１３在根、茎和

叶中均有表达，尤其在叶片中的表达量相对较高，而

根中的相对较低（如图４（ａ）所示）．在生殖生长的抽
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穗期，犗狊犇犎犎犆１３在各组织器官中均有表达，其中

叶片中的表达量最高，根中的表达量仅次于叶片，而

节间的表达量最低（如图４（ｂ）所示）．

（ａ）幼苗期的组织表达模式　　　　　　（ｂ）抽穗期的组织表达模式

图４　犗狊犇犎犎犆１３的时空表达分析

Ｆｉｇ．４　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犗狊犇犎犎犆１３ｓｐａｔｉｏｔｅｍｐｏｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓ

２．５　犗狊犇犎犎犆１３转基因株系对犎２犗２的响应

启动子分析发现，犗狊犇犎犎犆１３基因的启动子存

在ＴＣｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ和 ＭＢＳ等与抗旱以及胁迫响应

密切相关的元件（如图１所示），说明该基因可能参

与了非生物胁迫响应．为了验证该假设，我们用５

ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２处理刚发芽的犗狊犇犎犎犆１３ 转基

因株系种子１０ｄ，然后观察表型并统计根长．结果发

现，在正常水培条件（未含 Ｈ２Ｏ２）下转基因株系的

根长与野生型没有差别（如图５（ａ）（ｃ）所示），而在

Ｈ２Ｏ２处理条件下转基因株系的根显著长于野生型

（如图５（ｂ）（ｄ）所示）．该结果说明，犗狊犇犎犎犆１３ 转

基因植株提高了对 Ｈ２Ｏ２胁迫的抗性，锌指蛋白

犗狊犇犎犎犆１３可能正调控植物的抗氧化胁迫．随后，

我们检测了 Ｈ２Ｏ２对野生型幼苗根部犗狊犇犎犎犆１３

转录水平的影响，发现犗狊犇犎犎犆１３ 的转录水平随

着Ｈ２Ｏ２处理时间的延长而升高，在１２ｈ时达到最

大值，随后稍有下降（如图５（ｅ）所示）．该结果说明

Ｈ２Ｏ２能够诱导犗狊犇犎犎犆１３ 基因的表达，意味着

犗狊犇犎犎犆１３基因可能参与胁迫条件下水稻根部生

长和发育的调控．

（ａ）正常生长１０ｄ的幼苗根长；（ｂ）Ｈ２Ｏ２处理１０ｄ后的幼苗根长；（ｃ）正常生长１０ｄ的幼苗根长统计；（ｄ）Ｈ２Ｏ２处理１０ｄ后的幼苗

根长统计；（ｅ）不同 Ｈ２Ｏ２处理时间对犗狊犇犎犎犆１３转录水平的影响．所有 Ｈ２Ｏ２的浓度均为５ｍｍｏｌ／Ｌ．
图５　转基因株系和野生型植株的根以及犗狊犇犎犎犆１３对 Ｈ２Ｏ２的响应

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｐｌａｎｔｓｒｏｏｔｓａｎｄ犗狊犇犎犎犆１３ｔｏＨ２Ｏ２
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２．６　根部内源性犎２犗２含量变化及相关基因测定

为了进一步探究在外源性 Ｈ２Ｏ２处理下犗狊犇犎

犎犆１３基因如何影响水稻幼苗根部生长与发育，我

们进一步对幼苗根部内源性 Ｈ２Ｏ２含量进行了测

定．如图６（ａ）所示，当犗狊犇犎犎犆１３转基因株系幼苗

经５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理５ｄ后，其水稻根部 Ｈ２Ｏ２

含量比野生型显著降低，而在未经 Ｈ２Ｏ２处理的幼

苗根中转基因株系与野生型间没有明显的差别．该

结果说明，ＯｓＤＨＨＣ１３可能正调控氧化胁迫条件下

体内 Ｈ２Ｏ２的降解，从而解除氧化胁迫对植株的伤

害．

为了进一步验证以上推测，我们检测了５ｍｍｏｌ／

ＬＨ２Ｏ２处理１２ｈ的转基因株系幼苗中与Ｈ２Ｏ２清除

相关的酶基因犗狊犆犃犜犅，犗狊犛犗犇１，犗狊犃犘犡１ 和犗狊

犃犘犡２等的转录水平（如图６所示）．结果发现，在正

常条件下犗狊犆犃犜犅，犗狊犛犗犇１，犗狊犃犘犡１和犗狊犃犘犡２

等４个酶基因的转录水平在转基因株系和野生型

（ＷＴ）间没有明显差异，但是在 Ｈ２Ｏ２处理条件下转

基因株系中４个酶基因的转录水平显著高于野生型

（如图６（ｂ）～（ｅ）所示）．该结果表明，在氧化胁迫条

件下ＯｓＤＨＨＣ１３确实能促进清除 Ｈ２Ｏ２的相关酶

基因表达，从而调节内源性 Ｈ２Ｏ２含量的动态平衡，

最终解除Ｈ２Ｏ２对根的生长与发育的抑制．

（ａ）幼苗根部 Ｈ２Ｏ２的含量；（ｂ）犗狊犆犃犜犅表达量检测；（ｃ）犗狊犛犗犇１表达量检测；（ｄ）犗狊犃犘犡１表达量检测；（ｅ）犗狊犃犘犡２表达量检测

图６　Ｈ２Ｏ２处理或未处理条件下的根部 Ｈ２Ｏ２含量及与 Ｈ２Ｏ２清除相关酶基因的表达分析

Ｆｉｇ．６　Ｈ２Ｏ２ｃｏｎｔｅｎｔｓａｔｒｏｏｔｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｎｚｙｍｅｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄ

ｔｏＨ２Ｏ２ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＨ２Ｏ２

３　讨　论

ＤＨＨＣ蛋白是一类典型的膜蛋白，一般具有多

段跨膜结构域，包含了ＤＨＨＣＣＲＤ结构域．它的主

要功能是棕榈酰化其下游蛋白，从而影响其转运与

定位，最终调控植物的各种生理功能［２］．通过生物信

息学的预测发现，ＯｓＤＨＨＣ１３蛋白具有４段跨膜结

构域（如图１所示），并且发现其启动子含有多个与

光调控、激素和胁迫响应相关的元件（如图２所示），

为研究该基因与激素、光调控相关功能提供了重要

线索．

通过对基因在植物不同组织器官中的表达分析，

可以对该基因的功能进行预测［２２］．我们对犗狊犇犎

犎犆１３在水稻不同时期和不同组织器官的表达特异

性进行了分析，发现犗狊犇犎犎犆１３主要在水稻叶片、

根以及茎表达（如图４所示），暗示该基因可能参与

水稻根、茎和叶的生长与发育调控．随后，通过Ｈ２Ｏ２

处理发现转基因株系的根要显著长于野生型，相反

正常条件下的根长则没有明显变化，说明该基因参

与逆境下根的生长与发育调控．同时，我们发现转基

因株系与野生型间在叶片形态及株高等方面没有明

显变化（结果未列出），因此犗狊犇犎犎犆１３ 在叶和茎

中的功能还有待进一步研究．

ＲＯＳ的稳态在植物中发挥重要功能
［１３］．Ｈ２Ｏ２是

最主要的一种ＲＯＳ，在植物中参与信号转导、植物

的生长发育以及非生物胁迫响应的作用［２２－２３］．

Ｈ２Ｏ２在植物抗病反应中的作用已经得到了广泛的

研究，而在非生物胁迫条件下，同样扮演了关键的

调控作用，参与多种生理生化过程，包括光合作

用、光呼吸、气孔运动与细胞程序性死亡等．前人已

有活性氧代谢以及 Ｈ２Ｏ２信号转导方面的综述报
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道［２４］．Ｉｖａｎｃｈｅｎｋｏ等
［１７］发现Ｈ２Ｏ２积累能够抑制西

红柿根部的生长与发育，但具体机制尚不清楚．本研

究通过Ｈ２Ｏ２处理野生型与转基因幼苗，发现转基

因株系根显著长于野生型（如图５所示）．通过测定

根部 Ｈ２Ｏ２含量以及与 Ｈ２Ｏ２清除相关的酶基因表

达分析，过表达株系 Ｈ２Ｏ２含量以及相关基因表达

量显著高于野生型（如图６所示）．这些结果说明，在

氧化胁迫等逆境下 ＯｓＤＨＨＣ１３确实能促进清除

Ｈ２Ｏ２的相关酶基因表达，从而解除 Ｈ２Ｏ２对根的生

长与发育的抑制．至于作为锌指蛋白的ＯｓＤＨＨＣ１３

如何棕榈酰化其下游蛋白，最终如何调控水稻根部

Ｈ２Ｏ２的动态平衡的分子机制尚且未知，还有待进一

步研究．

综上所述，本研究初步发现，水稻锌指蛋白基因

犗狊犇犎犎犆１３能促进清除 Ｈ２Ｏ２的相关酶基因表达，

调节内源性 Ｈ２Ｏ２的动态平衡，从而正调控水稻的

抗氧化胁迫能力．
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