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水稻 SIDP301基因的克隆与功能分析
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摘要: 水稻是一种重要的粮食作物，也是单子叶植物研究的模式植物，其抗逆相关基因的克隆与功能分析具有重要的
理论和现实意义．水稻 SIDP301 基因编码的蛋白质含有 DUF1644 家族保守结构域和锌指结构域．实时荧光定量 PCＲ
( qＲT-PCＲ) 数据表明 SIDP301基因在水稻各个组织中均有表达，其中在根和叶中表达水平较高．SIDP301基因的表达受
高盐、高温和茉莉酸诱导．与对照相比，超量表达转基因植株的耐盐性不明显，而抑制表达转基因植株对高盐较敏感．进
一步用 qＲT-PCＲ检测抗逆相关标记基因，结果表明 P5CS、DＲEB2A、Ｒab16a 和 Lea3-1在超量表达转基因植株中的表达
量高于野生型植株，而在抑制表达转基因植株中这些基因的表达变化不明显．上述结果说明 SIDP301是一个抗逆相关基
因，其表达量受抑制时会降低水稻的抗逆性．
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干旱、高盐和低温是影响农作物生产最严重的三
大自然灾害［1］．水稻作为一种重要的粮食作物，同时也
是一种理想的模式植物，其生产状况直接影响着人类

的粮食安全．近年来，随着世界人口急剧增加，环境不
断恶化，粮食供需问题日益突出．提高作物对生物和非
生物逆境的适应能力一直是农学家、生物学家关注的
问题［2］，其中对抗逆相关基因的挖掘目前正成为作物

遗传育种和品质改良的研究热点．因此，克隆抗逆相关
基因并进一步研究这些基因的抗逆机制，对于有效控

制作物病害、灾害的发生与发展，减少经济损失，保证
粮食安全具有重要意义．

DUF1644家族是一类植物特有的 DUF蛋白家族，
公共芯片数据表明水稻多数 DUF1644 基因受非生物
胁迫诱导表达，暗示该家族基因可能与水稻的非生物

胁迫耐受性有关．最近的研究报道证实，DUF1644 家
族基因 SIDP361［3］和 SIDP366［4］均属于抗逆相关基
因，它们参与调控水稻的抗旱性和耐盐性．为了进一步
了解该家族中另一个基因 SIDP301 的生物学功能，本
研究利用生物信息学手段分析了该基因及其编码蛋

白质的结构，应用实时荧光定量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 分析
了该基因在不同组织及逆境下的表达模式，进而通过

遗传转化获得了超量表达和抑制表达 SIDP301 基因
的转基因水稻植株，并分析了转基因植物中抗逆相关

标记基因的表达变化，以期为深入研究 SIDP301 基因
的抗逆调控机制奠定基础．

1 材料与方法

1．1 材料与处理
本研究以粳稻台北 309 ( Oryza sativa ssp．Japonica

var．TP309) 为实验材料，将水稻幼苗水培至四叶期，选
择长势一致的幼苗分成三部分: 1) 一部分提取叶片基
因组 DNA和总 ＲNA，用于 SIDP301 基因的克隆． 2)
一部分进行干旱、高盐、低温、高温和 H2O2 胁迫以及

脱落酸( ABA) 、茉莉酸 ( JA) 、水杨酸 ( SA) 、2，4-二氯
苯氧乙酸( 2，4-D) 和赤霉素 ( GA3 ) 激素处理，用于逆

境表达分析．胁迫处理方法:干旱处理是将正常生长的
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幼苗断水暴露在空气中; 高盐和 H2O2 处理是分别将

幼苗根部浸泡在 150 mmol /L NaCl 和 1% ( 体积分数)
H2O2 溶液中;低温和高温处理是分别将幼苗转移至 4
和 42 ℃生长箱，12 h光照 /12 h黑暗培养．上述 5种非
生物胁迫处理均在 0，1，3，6，12和 24 h分别取样．植物
激素处理方法: 分别用 100 μmol /L ABA、JA、SA、GA3

和 20 μmol /L 2，4-D溶液喷洒幼苗叶片，0，0. 5，1，3，6
和 12 h后按不同处理分别取样． 3) 剩余一部分幼苗
直接移栽至盆土中并置于室外自然条件下生长．待水
稻生长至开花期，分别剪取根、茎、茎节、叶、花序和叶
鞘用于组织表达模式分析．所有采集样品立即用液氮
速冻后置于－80 ℃保存备用．

表 1 本研究所用引物
Tab. 1 Primers used in this study

名称 序列( 5'→3') 用途

SIDP301-OE-S
SIDP301-OE-A

CACCATGGCTAGAGCTCC
TTAGTATCTTACACGGGCATTAG

超量表达载体构建

SIDP301-ＲNAi-S
SIDP301-ＲNAi-A

CACCGCTACCAGTGCTGTACCTTC
CTCCATCTCCTGTGGCTTCT

抑制表达载体构建

Actin-rq-S
Actin-rq-A

TGTATGCCAGTGGTCGTACCA
CCAGCAAGGTCGAGACGAA

qＲT-PCＲ内参

SIDP301-rq-S
SIDP301-rq-A

ATGGGTTCAGGAATGGTG
CCATCTCCTGTGGCTTCT

基因转录水平检测

DＲEB2A-rq-S
DＲEB2A-rq-A

GGAGGAATAGGAAGAAGGGA
GAGCGGGAACAAGAAAGAGA

基因转录水平检测

P5CS-rq-S
P5CS-rq-A

AGCCACAGATGGAGTTAGATG
GTCGGTGACAAGAAGTTGAGAT

基因转录水平检测

Ｒab16a-rq-S
Ｒab16a-rq-A

GCTCAAGCTCGGTACAACA
CCTCCCATTCCATCATCCT

基因转录水平检测

Ｒab16b-rq-S
Ｒab16b-rq-A

CATCTTACTGATAGCAACAACACT
GTCCATCCTCTCAAGCAAAT

基因转录水平检测

Lea3-1-rq-S
Lea3-1-rq-A

CGGCAGCGTCCTCCAACAG
GCCTCGTCTTCGGTCATCC

基因转录水平检测

本研究所用引物的名称、序列及用途见表 1．

1．2 方 法
1. 2. 1 qＲT-PCＲ

采用 TaKaＲa 公司的 SYBＲ Premix Ex TaqTMⅡ
( Perfect Ｒeal Time) 试剂，每个模板样品 3 个重复，每
个实验重复 2次．以 Actin基因为内参．
反应体系( 10 μL) : SYBＲ Premix Ex TaqTMⅡ( 2

×) 5 μL，正、反向引物( 5 μmol /L) 各 0. 4 μL，ＲOX 参
比染料( 50×) 0. 2 μL，cDNA 模板 1 μL; ddH2O 3 μL．
反应程序: 95 ℃ 1 min; 95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40 个

循环．

1. 2. 2 表达载体的构建

十六烷基三甲基溴化铵( CTAB) 法提取水稻基因
组 DNA，并以其为模板 PCＲ 扩增用于构建抑制表达
( ＲNAi) 和超量表达( OE) 载体的平末端产物，该产物
再与 pENTＲTM /D-TOPO 载体进行 TOPO 反应［5］．载体
悬挂序列 GTGG配对含有 CACC 的平末端产物，载体
上自带的拓扑异构酶 l 结合在 CCCTT 特异位点切除
产物中的 GTGG，使 PCＲ 产物插入入门载体． PCＲ 检
测目的基因片段是否插入 pENTＲTM /D-TOPO 载体，将
含有阳性克隆质粒的菌液送 Invitrogen公司测序验证．

1. 2. 3 遗传转化

参照文献［5］方法，取 TP309 的成熟种子进行愈
伤组织诱导，挑选生长旺盛的胚性愈伤组织用于转化．
用农杆菌侵染愈伤组织，置于滤纸上晾干后转移至共

培养培养基上培养 3 d; 共培养的愈伤组织用无菌水
清洗，晾干后置于筛选培养基上进行抗性筛选培养;

将新生长的抗性愈伤组织转移至新鲜培养基上继代，

再转接于分化培养基上进行分化培养;抗性愈伤组织

经过分化培养可长出苗，将分化苗转移至 1 /2 MS 培
养基上进行生根培养;最后炼苗并移栽于土壤中．
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1. 2. 4 转基因植株的鉴定

采用 CTAB法提取野生型和转基因水稻植株的基
因组 DNA，分别作为模板，用潮霉素磷酸转移酶基因
的特异引物 HYG-f ( 5'-GGGCGTCGGTTTCCACTATC-
3') 和 HYG-r( 5'-CGGCTCCAACAATGTCCTGA-3') 进行
PCＲ扩增．
采用 ＲNAprep pure 植物总 ＲNA提取试剂盒( 北京

天根生化科技有限公司) 提取野生型和转基因水稻植株

成熟叶片的总 ＲNA;用 Invitrogen 公司的反转录试剂盒
进行反转录．取反转录后的 cDNA模板，以水稻 Actin 基
因为内参，qＲT-PCＲ检测目的基因的表达水平．

1. 2. 5 转基因植株的耐盐性分析

将 T1 代转基因植株( OE9 和 ＲNAi4) 种子去壳后

表面消毒( 75% ( 体积分数) 乙醇处理 1 min，15% ( 质
量分数) 次氯酸钠溶液处理 30 min，无菌水洗5～6次) ，
播于含 50 mg /L潮霉素的 1 /2 MS 培养基上进行阳性
筛选，野生型种子晚 1 d 消毒处理后播于不含潮霉素
的 1 /2 MS培养基上萌发．3～4 d 后挑选萌发好且长势
一致的种子( 芽高度 4～5 mm) 分别转移至不含和含有
200 mmol /L NaCl的 1 /2 MS培养基上生长，培养条件
为: 26 ℃，14 h光照 /10 h黑暗．移植 14 d 后分别小心
取出野生型和转基因植株幼苗，观察表型差异并拍照

记录，统计株高和鲜质量．

1. 2. 6 转基因植株中抗逆相关基因的表达分析

分别对野生型和转基因植株进行高盐处理，处理

方法见 1. 1，选择 P5CS［6-7］、DＲEB2A［8］、Ｒab16a［9-10］和
Lea3-1［11］ 4个逆境相关标记基因，利用 qＲT-PCＲ ( 参
考 1. 2. 1) 分析高盐胁迫下这些基因在野生型和转基
因植株中的表达变化．

2 结果与分析

2. 1 SIDP301基因的生物信息学分析
SIDP301基因在 GenBank 中编号为 AK108771，在

ＲGAP 6. 1( Ｒice Genome Annotation Project，http:∥rice．
plantbiology． msu． edu / ) 数据库中登录号为 LOC _
Os04g37530. 1，位于水稻第 4号染色体上．基因组序列全
长2 392 bp，包含 1 个内含子，长1 038 bp( 位于第1 145
～2 182位核苷酸) ，开放阅读框区域长 804 bp，编码一个
由 268个氨基酸组成的蛋白，其中包含一段 ZnF_C2H2
型锌指结构域( 位于第 148～172位氨基酸残基) 和一段
富含半胱氨酸的未知功能的 DUF1644 结构域( 位于第
47～202位氨基酸残基) ．

用 PLACE 工具 ( http: ∥ www． dna． affrc． go． jp /
PLACE / ) 预测 SIDP301 基因上游1 000 bp启动子区的
顺式元件，发现包括 56个组织特异性表达元件、30 个
ABA响应元件、8 个 GA 响应元件、11 个干旱响应元
件、12个低温响应元件、4 个脱水应答元件等．由此预
测该基因可能具有组织表达特异性，并参与多种逆境

胁迫和激素的响应．

2．2 SIDP301基因的组织表达分析
通过 qＲT-PCＲ 方法检测了 SIDP301 基因在水稻

中的组织表达模式，结果如图 1 所示: SIDP301 基因在
花序、茎节、茎、根、叶和叶鞘中均有表达，叶鞘中的表
达量显著高于其他组织( p＜0. 05) ，根和叶中的表达量
次之，而在花序中表达量最低，其中在叶鞘中的表达

量是花序的 10倍以上，这些结果表明 SIDP301基因的
表达具有组织差异性．

不同小写字母表示差异显著( t-检验，p＜0. 05) ．

图 1 SIDP301基因的组织表达模式
Fig. 1 The tissue expression pattern

of SIDP301 gene in O． sativa

2．3 SIDP301基因的逆境表达分析
利用 qＲT-PCＲ方法分析了高盐、干旱、高温、低温

和 H2O2 5 种非生物胁迫条件下水稻幼苗叶片中
SIDP301基因的表达模式，结果如图 2 所示: SIDP301
基因明显受 H2O2、高盐和高温诱导表达，表达量分别
在 H2O2 处理 12～24 h、高盐处理 6 h和高温处理 12 h
达到最大值．相比于上述 3种处理，干旱和低温几乎不
影响 SIDP301基因的表达．
用同样的方法分析了 ABA、SA、JA、2，4-D 和 GA3

5种逆境相关激素处理对水稻幼苗叶片中 SIDP301 基
因表达变化的影响，结果如图 3 所示: SIDP301 基因明
显受 JA、SA和 2，4-D 诱导表达，且表达量均在处理 6
h时达到最大值; ABA 处理对 SIDP301 基因的表达也
有诱导作用，但效果不是很明显; GA3 处理基本不影

响 SIDP301基因的表达．
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图 2 SIDP301基因在非生物胁迫处理下的表达
Fig. 2 The expression patterns of SIDP301 gene under abiotic stresses

图 3 逆境相关激素处理下的 SIDP301基因表达
Fig. 3 The expression patterns of SIDP301 gene after the treatments with stress related phytohormones

2．4 转基因植株的鉴定
通过农杆菌介导的转化方法，分别将构建好的超

量表达和抑制表达 SIDP301 基因的重组质粒导入水
稻 TP309中，获得相应的转基因植株．对阳性转基因水
稻进行 qＲT-PCＲ 分析，结果显示: 目的基因 SIDP301
在超量表达转基因植株( OE1～10) 中的表达均高于野
生型( WT) 植株，在抑制表达转基因植株( ＲNAi1 ～ 7)
中均明显低于 WT 植株，说明 SIDP301 基因相应地超
量表达或抑制表达( 图 4) ．

2．5 转基因植株耐盐性实验
通过对转基因植株的耐盐性分析，进一步了解

SIDP301基因的生物学功能．挑选萌发一致的 WT 和转
基因水稻种子，分别转移至正常培养基和 200 mmol /L
NaCl的高盐培养基上生长．结果发现:在正常培养基上，
转基因植株与 WT 植株的表型无明显变化，说明
SIDP301基因的超量表达或抑制表达不影响植株的正
常生长发育;在 200 mmol /L NaCl 的高盐培养基上，OE
植株和WT植株的表型没有明显差异，但 ＲNAi 植株的
长势明显弱于WT植株( 图 5) ．对转基因植株和 WT 植
株相应的生长指标进行统计分析，结果发现 OE植株的

株高和鲜质量与WT植株无显著差异，但 ＲNAi 植株的
株高和鲜质量与WT植株存在显著差异( 图 6) ．这些结
果说明 SIDP301基因抑制表达的转基因水稻植株表现
出对高盐胁迫耐受性的降低．

2．6 转基因植株中抗逆相关基因的表达分析
为了进一步说明转基因植株与野生型植株在高

盐胁迫下存在的表型差异，利用 qＲT-PCＲ分析 4 个已
经鉴定为逆境相关的标记基因 ( P5CS、DＲEB2A、
Ｒab16a和 Lea3-1) 在转基因植株和野生型植株中的表
达情况．结果表明: P5CS、Ｒab16a 和 Lea3-1 的表达量
在 OE植株中显著高于WT植株，DＲEB2A的表达量在
OE植株中略高于 WT 植株; 然而，在 ＲNAi 植株中
P5CS、DＲEB2A、Ｒab16a 和 Lea3-1 的表达量均略低于
WT植株．

3 讨 论

3. 1 SIDP301基因的表达模式
基因表达调控是现代分子生物学研究的重要课

题之一．了解基因表达的时空表达变化及其表达调控
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( a) 超量表达转基因植株; ( b) 抑制表达转基因植株．

图 4 T0 代转基因植株中 SIDP301基因的相对表达水平
Fig. 4 Ｒelative expression levels of SIDP301 gene in T0 transgenic plants

图 5 高盐( 200 mmol /L NaCl) 胁迫下生长
14 d的野生型和转基因植株的表型

Fig. 5 Growth performance of transgenic seedlings under
200 mmol /L NaCl stress after transplanting for 14 d

机制，可以更好地理解生物的生长发育规律、形态结
构特征及生物学功能．DUF1644 基因家族是植物中一
个高度保守且功能未知的基因家族，其蛋白保守结构

域包括 160个氨基酸残基，其中含有 9 个高度保守的
半胱氨酸残基［12］，推测为一个转录因子家族，该家族

蛋白含有低复杂度( low complexity) 区域、DUF1644 结
构域、ZnF _ C2H2 型锌指结构域和环状结构域

( ＲING) ．DUF1644结构域的功能仍然未知，可能与锌
离子的结合有关． ZnF_C2H2 型锌指结构域是最多也
是研究最为清楚的一类锌指蛋白，主要涉及植物的生

长发育和对环境胁迫的应答反应［13］．
Li等［3］对 DUF1644 家族的 SIDP361 基因研究表

明，该基因在水稻的根和叶中的表达水平较高，受高

盐、干旱和 ABA诱导表达，但对高温、低温和 H2O2、JA
以及 SA处理不敏感．Guo 等［4］对同家族基因 SIDP366
的研究结果显示，该基因主要在水稻的根、茎、叶、花
药中表达，并且参与了种子的成熟过程，同时该基因

还受盐、干旱、高温、H2O2、ABA 和 SA 胁迫的诱导表
达． SIDP301 基因与 SIDP361 和 SIDP366 同属于
DUF1644 家族，它们的表达模式可能相似．为了验证
这个假设，本研究对 SIDP301 基因的表达模式进行了
分析，结果表明该基因在水稻的根和叶中的表达量高

于其他组织，且其表达受高盐、高温、H2O2、SA、JA 和
2，4-D的诱导，但不受干旱、低温和 GA3 胁迫处理的影

响．尤其是在受到高盐胁迫处理后，SIDP301 基因的表
达量在短期内迅速上升，最高可以达到处理前的 10倍
以上，可见其表达对高盐胁迫的响应迅速，说明该基

因可能作为胁迫信号通路中较为早期的组分．结合基
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每个实验重复 3次，每次重复 10个样品; * 表示转基因植株和野生型植株之间呈显著差异( t-检验，p＜0. 05) ．

图 6 转基因植株和野生型植株在高盐( 200 mmol /L NaCl) 胁迫下的株高( a) 和鲜质量( b)
Fig. 6 Plant height ( a) and fresh mass ( b) of transgenic plants and WT plants under 200 mmol /L NaCl stress

* 表示转基因植株和野生型植株之间呈显著差异( t-检验，p＜0. 05) ．

图 7 非生物胁迫相关基因在转基因植株中的相对表达水平
Fig. 7 Ｒelative expression levels of the abiotic stress-related genes in transgenic plants

因上游 1 kb 启动子区顺式作用元件的分析，可知
SIDP301基因在非生物胁迫尤其是在高盐胁迫中发挥
重要作用．

3. 2 SIDP301与植株的耐盐性
SIDP301基因有一个 ZnF_C2H2 型锌指结构域，

该结构域主要涉及植物的生长发育和对环境胁迫的

应答反应［14］．逆境表达模式结果显示 SIDP301 的表达
明显受盐胁迫诱导，同时该基因启动子上存在多个胁

迫相关的顺式作用元件．为确定 SIDP301 是否参与调
控水稻的耐盐性，对 SIDP301 转基因植株幼苗进行了
耐盐性分析，发现超量表达 SIDP301的转基因 T1 代水

稻的株高、鲜质量与 WT植株相比并没有显著变化( t-
检验，p＞0. 05) ，但抑制表达 SIDP301 的转基因植株与
WT植株相比，株高和鲜质量均显著降低 ( t-检验，p＜
0. 05) ，表现出对高盐胁迫更加敏感．有所不同的是，同
一家族的 SIDP361［3］和 SIDP366［4］基因的超量表达转

基因植株均表现出对高盐胁迫的耐性增强，抑制表达

植株均表现出对高盐胁迫的耐性降低．
为了解释 SIDP301转基因植株与WT植株在高盐

胁迫下存在的表型差异，本研究分析了一些逆境相关

标记基因的表达变化，如: P5CS、DＲEB2A、Lea3-1 和
Ｒab16a．SIDP301基因的超量表达上调了 P5CS基因及
信号通路下游 Lea3-1 基因的表达，且 Ｒab16a 的表达
上调尤其强烈．这些基因的表达促进了水稻体内渗透
调节物质以及保护水稻细胞免受水分胁迫伤害的功

能蛋白的积累，可以提高水稻对高盐的耐受性．而
SIDP301 抑制表达转基因植株中，P5CS、DＲEB2A、
Ｒab16a和 Lea3-1的表达量与 WT 植株中相比没有显
著差异．这些结果说明 SIDP301是一个抗逆相关基因，
在高盐条件下主要通过上调下游信号通路基因的表

达发挥功能．
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Abstract: Ｒice is an important food crop，and it is also a model plant for the study of monocotyledon．It is of important theoretical and practi-
cal significance to clone the resistance genes in rice．SIDP301 gene is cloned from rice，which encodes a protein containing a DUF1644 con-
servative domain and zinc finger domain．Quantitative ＲT－PCＲ ( qＲT-PCＲ) data showed that SIDP301 was expressed in all tissues and or-
gans of rice and with higher level in roots and leaves．Its expression was induced by stresses including salt，heat and jasmonate．The salt toler-
ance of SIDP301-overexpressing transgenic plants had no significant difference compared to the wild-type plants．However，SIDP301-suppress-
ing transgenic plants exhibited hyposensitivity to salt stress compared to the wild-type plants．Through expression profiling analysis using qＲT
－PCＲ，all of the examined stress-responsive genes ( eg．P5CS，DＲEB2A，Ｒab16a and Lea3-1) were found to be up-regulated in SIDP301-
overexpressing transgenic plants compared to the wild-type plants under salt stress，but the levels of gene expression had no significant differ-
ence in the SIDP301-suppressing transgenic plants compared to the wild-type plants．These results indicate that SIDP301 is a stress-related
gene，and the suppression of its expression was able to decrease the resistance of rice．
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