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DUF966家族中一个胁迫抑制基因 OsDSR4的表达分析及超表达
转基因水稻的获得
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摘 要 OsDSR4基因是DUF966基因家族中的一个未知功能基因，目前其生物学功能尚不清楚。本研
究生物信息学分析显示，OsDSR4基因 cDNA全长2 167 bp，包含一个 1 149 bp的开放阅读框(ORF)，编码
382个氨基酸，推测的蛋白中包含一个高度保守的DUF966结构域；表达模式分析表明，OsDSR4主要在水
稻(Oryza sativa L. ssp. japonica)的茎节间和叶片中表达，干旱、高盐和低温等非生物胁迫明显抑制了OsD⁃
SR4的表达，而脱落酸(abscisic acid, ABA)则显著诱导了它的表达；利用重叠延伸PCR方法成功克隆了
OsDSR4，并将其转化进水稻中，获得了32株超表达转基因植株。分子鉴定结果表明，该基因已被整合进
水稻基因组中，并在部分转基因植株中实现了超量表达。本实验为进一步开展OsDSR4基因的生物学功
能研究提供了基础资料。

关键词 OsDSR4，DUF966，非生物胁迫，基因表达，转基因水稻
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Abstract OsDSR4 is a gene of unkown function in DUF966 gene family, and the function of DUF966 family
genes have not been reported until now. In this study, the bioinformatic analysis showed that the cDNA of
OsDSR4 had 2 167 bp containing an open reading frame (ORF) of 1 149 bp, and it encoded a putative protein
of 372 amino acids with a highly conserved DUF966 domain. The gene expression profile analysis indicated
that OsDSR4 was expressed mainly in internode and leaf blade of rice(Oryza sativa L.), and it was repressed
markedly by drought, salt and cold stresses, and induced significantly by abscisic acid(ABA). OsDSR4 was
cloned using overlap extension PCR, and the fusion construct containing OsDSR4 was introduced into rice
(Oryza sativa L. ssp. japonica) by Agrobacterium- mediated transformation method. Thirty- two OsDSR4-
overexpressing transgenic plants were obtained and identified by PCR and qRT-PCR, which was demonstated
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水稻是我国乃至全世界最重要的粮食作物之

一，生长和产量经常受到干旱、盐碱和低温等非生

物胁迫的影响。深入开展功能基因组研究可从本

质上更好地揭示水稻抗逆机制，便于培育优良的抗

逆品种，对水稻的高产稳产具有重要意义。近年

来，国内外研究人员已分离克隆了许多胁迫诱导表

达基因，并系统地阐释了其抗逆生物学功能(Hu et
al., 2006; Seo et al., 2011; Jan et al., 2013)，然而人们
对胁迫抑制基因的功能知之甚少，Huang等(2008a)
和Huang等(2009)分别报道了 SRZ1和DST基因负
向参与调控了植物抗逆性，足见胁迫抑制基因在植

物非生物胁迫响应中也起着较为重要的作用。因

此，解析胁迫抑制表达基因的功能有助于更好地理

解水稻抗逆分子机制。

当前，Pfam数据库中收集了 3000多个未知功
能结构域(DUF)蛋白家族，是一大群功能并未表征
的蛋白家族(Punta et al., 2012)。大量转录谱和蛋白
谱分析发现这些DUF蛋白在生物的生命过程中发
挥着重要作用，对这些基因功能的研究将有助于深

入了解生物体复杂的生命活动机制，因此具有重要

意义(秦丹丹等, 2013)。近几年关于不同DUF家族
基因的功能研究报道愈来愈多，例如在植物生长发

育方面，DUF579家族基因 IRX15和 IRX15- L及
AtGXMT1参与了半纤维素木聚糖的合成，影响了拟
南芥次生细胞壁的结构建成(Jensen et al., 2011;
Urbanowicz et al., 2012)；DUF642家族基因 DGR1
和DGR2参与了拟南芥对抗坏血酸合成末端前体
L-GalL的响应，并互补表达影响着拟南芥叶的伸展
和根的伸长(Gao et al., 2012)；DUF640家族基因
TH1主要在小穗的幼小花序和内外稃中表达，它在
控制水稻内外稃发育过程中起着主要作用(Li et
al., 2012)。在植物防御反应和胁迫响应方面，例如
2个RING-DUF1117 E3泛素连接酶基因AtRDUF1
和AtRDUF2受干旱和脱落酸(abscisic acid, ABA)诱
导，与野生型相比，这2个基因的单、双突变体表现
出降低了 ABA依赖的抗旱性 (Kim et al., 2012)；
Kim等(2009)利用蛋白质组学方法对用稻瘟病及其
诱导子处理的悬浮细胞进行了差异蛋白质组分析，

鉴定了 5个DUF26稻瘟病响应蛋白，并利用 RT-

PCR分析了5个DUF26基因的表达模式，结果表明
其参与了水稻对稻瘟病的防御反应。

DUF966家族是众多DUF蛋白家族之一，数据
库分析结果显示该家族广泛分布于植物中，其中在

模式植物水稻和拟南芥中分别有 7和5个成员，该
家族基因编码的蛋白质包含 1~2个高度保守的
DUF966结构域，目前尚未见DUF966家族基因的
生物学功能报道。Tirajoh (2005)在研究耐盐基因
筛选时，从盐胁迫处理的西红柿根中分离到一个包

含DUF966结构域的 JWL19基因，Northern杂交结
果表明JWL19基因的转录水平能够在2 h盐胁迫时
检测到(显著上调)，但在其他时间点的胁迫下并未
检测到。这一报道为开展DUF966家族基因参与
水稻非生物胁迫响应提供了信息。

公共芯片数据(GSE6901)表明水稻DUF966家
族基因中的大部分成员受多个非生物胁迫的抑制

表达，暗示该家族基因可能负向参与调控水稻对非

生物胁迫的响应。为了解DUF966家族基因的生
物学功能，本实验选择了该家族中的一个基因

LOC_Os03g09200.1(OsSRD4, DUF966- stress
repressive gene 4 in Oryza sativa)作为研究对象，利
用生物信息学手段分析了OsSRD4基因及其编码蛋
白质的结构，应用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)技
术分析了该基因在不同组织及逆境胁迫下的表达

模式，通过重叠延伸PCR技术克隆了OsSRD4基因
的完整ORF，构建了超表达重组载体并获得了超表
达转基因水稻植株，这些结果为进一步研究该基因

的生物学功能提供基础资料。

1结果与分析

1.1 OsDSR4基因及其编码蛋白质的生物信息学分析

通过搜索 RGAP和GRAMENE数据库，获得
了OsDSR4基因及其编码的蛋白序列。OsDSR4基
因位于水稻第3号染色体上，其基因组序列全长为
6 564 bp，包含着5个外显子和4个内含子。cDNA
全长为 2 167 bp，包含一个1 149 bp的ORF和一个
1 018 bp的 3′非编码区。OsDSR4基因编码 382个
氨基酸残基蛋白质，推测的蛋白质分子量为 41.85

that OsDSR4 had been integrated into rice genome and was overexpressed in some positive transgenic plants.
These results establish the foundation for further study of the precise function of OsDSR4.
Keywords OsDSR4, DUF966, Abiotic stress, Gene expression, Transgenic rice

1288



kD，等电点为 8.45。利用NCBI的CDD数据库对
OsDSR4基因编码的蛋白进行保守区预测，结果表
明该蛋白含有一个保守的功能未知结构域

DUF966，位于第 40~332位氨基酸残基，通过Pfam
数据库确证 OsDSR4属于 DUF966超家族成员；
TMHMM 和 WoLF PSORT 在线工具预测表明
OsDSR4蛋白没有跨膜区，亚细胞定位于细胞核中。

1.2 OsDSR4在水稻扬花期不同组织中的表达模式

RiceXPro 数据库中的芯片数据分析表明
OsDSR4基因主要在水稻花序 (inflorescence_3.4-
4.0mm)中表达，具有一定的组织特异性。为了研
究 OsDSR4的组织模式，本研究利用 qRT-PCR检
测了该基因在水稻扬花期不同组织中的表达。

结果如图 1所示，OsDSR4在根、茎节间、茎节、叶
片、花序、叶鞘、叶枕和叶舌中均有表达，其中茎节

间和叶片中的表达量明显高于其他组织，在根、茎

节和叶枕中的表达量次之，而在花序、叶鞘和叶舌

中表达量较低，其中茎节间中表达量是花序的 12.8
倍，这些结果表明 OsDSR4基因的表达具有一定
的组织差异性。

1.3 OsDSR4在不同胁迫下的表达模式

为了研究OsDSR4是否参与非生物胁迫应答，
利用qRT-PCR方法分析了干旱、高盐、低温和ABA
等非生物胁迫条件下水稻幼苗叶片中OsDSR4的表
达模式。结果如图 2所示，OsDSR4的表达明显受
干旱、高盐和低温抑制，而受ABA诱导。具体表现
为：干旱胁迫 1 h，OsDSR4被快速下调至较低的表
达水平，然后逐渐上调，至12 h表达水平略高于对
照，24 h又迅速下调至最低水平(图2A)；OsDSR4在
受到盐胁迫时表现出逐步下调趋势，胁迫6 h表达
量达到最低值，12 h表达量有所回升，但到24 h表
达量又降低至最低值 (图 2B)；对于低温胁迫，
OsDSR4的表达量在受到胁迫 1 h快速下调至最低
水平，随着胁迫时间的加长，表达水平逐步上调，至

24 h接近最初表达水平(图 2C)。相比于前三种非
生物胁迫处理，OsDSR4在逆境信号分子ABA胁迫
处理下表现出相反的表达模式，即OsDSR4的表达
呈上调趋势，具体为OsDSR4在 0.5 h ABA胁迫明
显诱导，在 6 h表达量达到最大值，之后短暂下调，
24 h表达量上调至较高水平(图2D)。这些结果表
明OsDSR4参与了水稻对干旱、高盐、低温和ABA
的应答反应。

1.4 OsDSR4基因的克隆及超表达载体的构建

以水稻不同时期各组织的 cDNA为模板，通过
RT- PCR 均 未 扩 增 到 OsDSR4 基 因 。 查 询
Genevestigator数据库中的芯片数据，发现OsDSR4
基因是一个低丰度表达基因。因此，本研究以叶片

基因组DNA为模板，分段扩增该基因的每个外显
子片段，通过重叠延伸PCR方法拼接各片段，最终
获得了OsDSR4基因的完整ORF片段。将此片段
先克隆到 pENTRTM/D-TOPO®入门载体中，经测序

验证正确后重组进表达载体pH7WG2，对重组载体
进行PCR检测和酶切鉴定，结果表明该基因已被
成功构建到表达载体中。

1.5 OsDSR4超表达转基因水稻的获得及分子鉴定

通过农杆菌介导的转化方法将构建好的

OsDSR4超表达重组载体导入水稻ZH11中，共获得
了32株超表达转基因植株(图3)。以水稻叶片基因
组DNA为模板，利用hpt基因特异引物对T0代转基

因植株进行 PCR检测，结果表明 pH7WG2质粒和
大多数转基因水稻能扩增出与预期片段大小一致

图1 OsDSR4在水稻扬花期不同组织中的表达
Figure 1 The expression of OsDSR4 in different tissues
from rice at flowering stage
1：根；2：茎节间；3：叶片；4：整个小穗；5：茎节；6：叶鞘；7：叶
枕；8：叶舌。其中2、3、5、6、7和8分别为植株前三节间各自
组织的混合物；Actin为内参基因，n=3；*和**分别代表根与
其他组织之间在P<0.05或P<0.01时有显著性差异
1: Root; 2: Stem internode; 3: Leaf blade; 4: Inflorescence; 5:
Stem node; 6: Leaf sheath; 7: Pulvinus; 8: Ligule. Among these
tissues, 2, 3, 5, 6, 7 and 8 represents the mixture of the first
three of stem internode, leaf blade, stem node, leaf sheath,
pulvinus and ligule, respectively; Reference gene:Actin, n=3; *
and ** indicates that significant difference was detected
between root and other tissues at P<0.05 or P<0.01, respectively

DUF966家族中一个胁迫抑制基因OsDSR4的表达分析及超表达转基因水稻的获得
Expression Analysis of OsDSR4 from DUF966 Family and Generation of OsDSR4-overexpressing Transgenic Rice
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的目的片段，而野生型和个别转基因水稻却不能扩

增出目的片段(图4)，转基因阳性率高达88%，初步
说明目的基因已成功整合进水稻基因组中。对鉴

定为阳性的转基因水稻进行了 qRT-PCR分析，结
果表明，OsDSR4基因已在部分转基因植株中得到
了超量表达(图5)。

2讨论

DUF966家族成员的有关信息主要来源于数
据库中芯片数据的分析和功能注释，目前该家族成

员的生物学功能尚未见报道。近两年 Kim等
(2012)和秦丹丹等(2013)的研究报道已然表明DUF
家族基因参与了植物非生物胁迫响应和耐受性，结

合对芯片数据(GSE6901)中DUF966家族成员参与
水稻非生物胁迫响应的分析结果，本研究认为解析

DUF966家族基因在水稻非生物胁迫响应中的作
用很有必要。

已有研究显示，一些胁迫响应基因在受多种非

生物胁迫诱导表达的同时，也会受至少一种非生物

图2 OsDSR4基因的逆境表达模式分析
Figure 2 The adversity expression profile analysis of OsDSR2 in rice seedlings
内参基因：Actin，n=3；**代表各胁迫处理样品与对照之间在P<0.01有显著性差异
Reference gene: Actin, n=3; ** indicates that a significant difference was detected between stress-treated samples and untreated
control at P<0.01

干旱Drought 盐Salt

低温Cold 脱落酸ABA

图3 OsDSR4超表达转基因水稻
Figure 3 OsDSR4-overexpressing trangenic rice
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胁迫的抑制表达(Huang et al., 2008b; Song et al.,
2009; Tao et al., 2011)；Huang等(2008a)的报道却表
明SRZ1基因的表达受多种非生物胁迫的抑制，与
该实验结果相似，本研究结果也表明OsDSR4基因
的表达明显受干旱、高盐和低温等多个胁迫的抑制

(图2A~C)。植物激素ABA在植物应对干旱和高盐
等非生物胁迫适应过程中起着非常重要的作用

(Cutler et al., 2010)，为了明确OsDSR4基因是否参
与ABA信号途径，本研究初步分析了OsDSR4在
ABA胁迫下的表达变化，实验结果表明OsDSR4基
因受ABA的诱导表达(图 2D)。为了进一步说明

OsDSR4在非生物胁迫和ABA处理下的表达变化，
本实验分析了该基因启动子上的顺式调控元件，发

现该基因启动子区内存在一个 ABA响应元件
ABRE和多个与非生物胁迫相关的元件，如MYB
和MYC结合位点。这个分析结合逆境表达谱实验
结果，表明OsDSR4基因参与了水稻对干旱、高盐、
低温和ABA的响应。
基因的组织表达谱常常可以暗示该基因在相

应表达部位的生物学功能(Ray et al., 2007)。本研
究通过 qRT-PCR技术分析了OsDSR4基因在水稻
扬花期不同组织中的表达模式，结果表明OsDSR4
基因在各种组织中均有表达，其中茎节间和叶片中

的表达量明显高于其他组织(图1)。然而RiceXPro
数据库中的芯片数据却表明，该基因主要在花序中

表达，其原因可能是两种不同方法分析组织表达谱

时的组织取材时间和部位不一致造成的。为了更

加详细地说明OsDSR4基因的组织表达模式，还需
要通过获得启动子融合报告基因(GFP或GUS)的转
基因植株进一步研究。

重叠延伸 PCR技术在基因的人工合成、定点
突变、融合基因构建、长片段基因合成、以及基因敲

除等方面已表现出广泛而独特的应用价值(徐芳
等, 2006)。通常情况下克隆基因采取 RT-PCR策
略，而对于长片段和表达丰度低的基因可采取重叠

延伸PCR技术进行克隆，胡亚平等(2009)的实验证
实了这种方法的可行性。OsDSR4基因为低丰度表
达基因，因此，本研究通过重叠延伸PCR技术成功
克隆到了该基因的完整ORF序列。基因在宿主植

1500
1000

750
966

bp bpM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

图4 hptII基因特异引物PCR检测转基因植株
Figure 4 Identification of the transgenic plants by PCR with the specific primers for hptII gene
M：DL5000 DNA分子量标准；1：pH7WG2质粒(阳性对照)；2：野生型植株(阴性对照)；3~9，11，13~15，18~23：转基因阳性植
株；10，12，16~17：转基因阴性植株
M: DL5000 DNA marker; 1: pH7WG2 plasmid (positive control); 2: Wild-type plant(negative control); 3~9, 11, 13~15, 18~23:
The positive transgenic lines; 10, 12, 16~17: The negative transgenic lines

野生型植株和不同转基因株系
Wild-type plant and different transgenic lines

图 5 qRT-PCR分析超表达转基因植株中OsDSR4基因的
表达水平

Figure 5 OsDSR4 expression level in the OsDSR4- overex⁃
pressing transgenic lines as determined by qRT-PCR
WT：野生型株系；Tn：转基因不同株系；Actin为内参基因，n=3
WT: Wild-type plant; Tn: OsDSR4-overexpressing transgenic
lines; Reference gene: Actin, n=3

DUF966家族中一个胁迫抑制基因OsDSR4的表达分析及超表达转基因水稻的获得
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物中的超量表达是研究基因功能的常用方法之一，

利用这一反向遗传学策略本研究获得了OsDSR4超
表达转基因水稻(图3)，通过分子鉴定证明OsDSR4
已在部分转基因植株中实现了超量表达(图5)。
本研究结果初步表明，OsDSR4基因主要在水

稻的茎节间和叶片中表达，干旱、高盐和低温等非

生物胁迫明显抑制了OsDSR4的表达，而ABA则显
著诱导了它的表达；通过重叠延伸PCR方法成功
克隆了OsDSR4，并获得了超表达转基因植株，qRT-
PCR分析显示该基因已在部分转基因植株中实现
了超量表达。这些结果为进一步阐明OsDSR4基因
在水稻逆境响应中的作用提供了基础资料。

3材料与方法

3.1植物材料与处理

本研究以粳稻中花 11(Oryza sativa L. ssp.
japonica, ZH11)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 3部分进行处理：一
部分幼苗提取叶片基因组DNA和总 RNA，用于
OsDSR4的克隆；一部分幼苗进行干旱、高盐、低温
和ABA胁迫处理，用于逆境表达分析。胁迫处理
参照Xiang等(2007)的方法进行：干旱处理是将正
常生长的幼苗暴露在空气中进行断水处理，高盐处

理是将幼苗根部浸泡在150 mmol/L NaCl溶液中处
理，低温处理是将幼苗置于 4℃生长箱，12 h光照/
12 h黑暗处理，3种非生物胁迫均在处理0、1、3、6、
12和 24 h后分别取样。ABA处理是用100 μmol/L
ABA溶液喷洒叶片，在处理 0、0.5、1、3、6、12和 24

h后取样；剩余一部分幼苗移栽至盆土中并置于室外
自然条件下生长。待水稻生长至扬花期，分别剪取

根、茎节间、茎节、叶片、花序、叶鞘、叶枕和叶舌等不

同组织，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。
3.2基因组DNA和总RNA提取及 cDNA第一链合成

采用CTAB法提取水稻叶片基因组DNA；采
用Trizol试剂(Invitrogen,上海)提取水稻不同组织
总 RNA，RNA 样品经过 DnaseⅠ (RNase free)
(TaKaRa,大连)消化去除基因组DNA污染后，按照
逆转录试剂盒说明书利用 M- MLV 反转录酶
(TaKaRa,大连)合成cDNA第一链。

3.3 OsDSR4克隆、超表达载体构建及遗传转化

根据水稻OsDSR4基因的编码序列，设计引物
分段扩增OsDSR4基因，引物序列见表 1。以基因
组DNA为模板，分别利用高保真 pfu DNA聚合酶、
各外显子引物对扩增各外显子，并回收纯化各外显

子片段。根据重叠延伸 PCR原理 (Horton et al.,
1990)以第2和3外显子片段的混合物(按一定的摩
尔比混合两DNA片段)为模板，利用引物OsDSR4-
2-S和OsDSR4-3-A拼接OsDSR4基因的第2和3外
显子；以同样的方法利用OsDSR4-1-S和OsDSR4-3-
A拼接前 3个外显子片段，利用 OsDSR4-4- S和
OsDSR4-5-A拼接后两个外显子片段，最后用引物
OsDSR4-1-S和OsDSR4-5-A拼接OsDSR4基因的完
整 ORF。PCR反应体系为：10×PCR buffer 2 μL,
dNTP 2 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA

表1重叠延伸PCR扩增OsDSR4基因所用引物
Table 1 Primers used for the OsDSR4 gene amplification by overlap extension PCR

引物名称

Primer name
OsDSR4-1-S
OsDSR4-1-A
OsDSR4-2-S
OsDSR4-2-A
OsDSR4-3-S
OsDSR4-3-A
OsDSR4-4-S
OsDSR4-4-A
OsDSR4-5-S
OsDSR4-5-A

引物序列(5'~3')
Primer sequence
CACCATGGAGGCGACGGTGGAAG
ATCCATCACATCTTTGAGGCGAAGTGGCTG
TCGCCTCAAAGATGTGATGGATAGGCTCAC
TCTTGTAGTTCCTCTTGCAAGACCATGAGA
TCTTGCAAGAGGAACTACAAGAACGGGTA
TGGGAACCGATCGGAAGAACAGCCAGGGAA
CTGTTCTTCCGATCGGTTCCCACACCTTCG
GCCTCGAACTCCTCTCCTCGTTGTACGAGT
AACGAGGAGAGGAGTTCGAGGCTTGGTGTC
TTACTTGTGCTGCTTCTTCCTG

用途

Purpose
第1外显子扩增
The first extron amplification
第2外显子扩增
The second extron amplification
第3外显子扩增
The third extron amplification
第4外显子扩增
The fourth extron amplification
第5外显子扩增
The fifth extron amplification

下划线部分为相连引物间的重叠区域

The parts of primer underlined indicate the overlapping regions of adjacent primers

1292



模板2 μL，pfu DNA聚合酶0.2 μL，ddH2O 11.8 μL；反
应条件：95℃ 5 min，95℃ 30 s，退火温度30 s，72℃ 1
min，30个循环。退火温度因扩增不同片段而异，其
中，第1外显子片段为60℃，第2、3、4和5外显子片
段均为56℃，(2+3)片段、(4+5)片段、(1+2+3)片段和
(1+2+3+4+5)片段分别为56、56、58和62℃。
将拼接获得的最终 PCR产物回收纯化，定向

克隆到入门载体 pENTRTM/D-TOPO®中进行测序，

测序验证正确后利用LR反应将目的基因重组进植
物表达载体pH7WG2，经 PCR和酶切鉴定后，将鉴
定正确的超表达OsDSR4重组质粒通过根癌农杆菌
介导的方法(Hiei et al., 1994)转化进水稻中花 11，
获得OsDSR4超表达转基因水稻。

3.4基因表达分析及转基因植株分子鉴定

利用hptⅡ基因特异引物:
hptII-S：5'-TCTACACAGCCATCGGTCCA-3'；

hptII-A：5'- GAAAAAGCCTGAACTCACCGC-3'。

对转基因植株进行PCR检测，野生型植株作为对照。
PCR反应体系为：2×PCR TaqMix 5 μL，引物(10 μmol/
L)各0.5 μL，DNA模板1 μL，ddH2O 3 μL；反应条件：
95℃ 5 min；95℃ 30 s，60℃ 30 s，72℃ 1 min，30个循环。
利用 qRT-PCR技术检测目的基因在水稻不同

组织和胁迫条件下及转基因植株中的表达变化。

根据 OsDSR4的全长ORF序列设计特异性引物：
OsDSR4-qRT-S：5'-TAGGCTCACGCTGCTTAGGG-3'；

OsDSR4-qRT-A：5'-GGAAGAACAGCCAGGGAAGAT-3'。

以水稻Actin基因(X15865)作为内参基因，其引物为：
Actin-qRT-S：5'-TGTATGCCAGTGGTCGTACCA-3'；

Actin-qRT-A：5'-CCAGCAAGGTCGAGACGAA-3'。

荧光定量 PCR的反应体系为：SYBR® Premix Ex
TaqTMⅡ 10 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各0.4 μL，
ROX Reference Dye 0.4 μL，cDNA 模板 2 μL，
ddH2O 6.8 μL；反应条件：95℃ 30 s，95℃ 5 s，60℃
30 s，40个循环，在每个循环72℃延伸最后5 s进行
荧光采集。定量数据采用 2-ΔΔCt方法(Livak et al.,
2001)对 qPCR实验数据进行目的基因相对表达量
分析。每个样品3个重复，每个实验重复3次。

3.5生物信息学分析

从 RGAP(http://rice.plantbiology.msu.edu) 和
GRAMENE数据库(http://www.gramene.org/)中下载
OsDSR4基因及其推测的氨基酸序列；通过PLACE

数 据 库 (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) 分 析
OsDSR4基因启动子上的顺式调控元件；利用NCBI
中的CDD数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd)
对OsDSR4基因编码的蛋白进行保守区预测；通过
Pfam数据库(http://pfam.sanger.ac.uk/)确认DUF966
家 族 ；应 用 TMHMM(www.cbs.dtu.dk/services/
TMHMM2.0/)和WoLF PSORT(http://wolfpsort.org)
在线工具分别预测OsDSR4蛋白跨膜区和核定位情
况；使用 RiceXPro数据库(http://ricexpro.dna.affrc.
go.jp/)中的芯片数据进行组织表达谱分析，利用
RiceGE(http://signal.salk.edu/cgi- bin/RiceGE) 和
Genevestigator 数据库 (https://www.genevestigator.
ethz.ch)中的芯片数据进行逆境表达谱分析。
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