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2种非生物胁迫和7种激素对水稻 Q尸基因表达的影响 
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摘 要 ：OsAQP是从cDNA文库中分离的一种新的水稻水通道蛋白基因，本实验室前期利用半定量RT-PCR 

技 术发现该基因的表达与非生物胁迫 、植 物激素有关．本文采用 qRT-PCR方法 ，检测了干旱 、高盐胁 迫以及 ABA等 

7种植物激素对 OsAQP在幼苗期水稻根和叶中表达的影响，结果显示干旱、高盐以及 7种植物激素 MeJA，SA，6一 

BA，GA，IAA，ABA，BR均能不同程度诱导 AQP基因上调表达，在根中的诱导上调水平显著高于叶，提示该基因 

功能涉及生长发育、抗逆应答等多种生物学过程，且与水稻的根的关系更为密切． 
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水通道蛋白(Aquaporin，AQP)，又名水孔蛋白，是分子量为 23～3O kd的小分子量膜蛋白，构成水分快 

速跨膜转运的通道，参与生物水代谢的相关过程．水通道蛋白属于内在膜蛋白(Membrane intrinsic pro— 

teins，MIPs)大家族，自Agre从人类红细胞膜上分离到第一个水通道蛋白AQP1以来_1]，在细菌、酵母、动物 

和植物中都相继发现了水通道蛋白基因．第一个植物水通道蛋白基因是从大豆中分离的[2]，到目前为止，已 

发现了 100多种植物水通道蛋白，分为 PIPs，TIPs，NIPs，SIPs和 GIPs等类型，其功能涉及植物生长发 

育 ]、细胞增殖 ]、花粉发育[5]、种子萌发 ]、非生物胁迫应答 ]、激素应答[1 等过程． 

作为主要粮食作物之一，水稻与其它农作物相比，对水分不足更加敏感，因此对水稻水通道蛋白基因与 

水分代谢，生长发育联系的研究值得深入．本实验室已克隆了水稻水通道蛋白基因 OsAQP_】 ，后续 RT— 

PCR研究证明， AQP基因的表达受到非生物胁迫、光、光敏色素光受体和植物激素等多种因素的影响u ， 

但目前对该基因表达和功能的系统性研究尚未见报道，为此本文采用实时荧光定量 PCR(real—time quanti— 

tative PCR)方法检测干旱和高盐等非生物胁迫，以及脱落酸(Abscisic acid，ABA)等 7种植物激素对该基因 

在幼苗期水稻中表达 的影响，旨在为鉴定该基 因在水稻生长发育和抗逆应答 中的功能，探索其生产应用潜在 

价值提供依据． 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 植物材料 

水稻粳稻栽培品种‘日本晴’(Oryza sativa L．ssp．japonica CV．Nipponbare)． 

1．1．2 主要试剂 

本文使用的 7种植物激素分别为：生长素(indole一3一acetic acid，IAA)、赤霉素(gibberellin，GA)、ABA、 

水杨酸(salicylic acid，SA)、6-苄氨基嘌呤(6-benzyla—minopurine，6-BA)、茉莉酸甲酯(methyl jasmonate， 

MeJA)、油菜素内酯(brassinolide，BR)，均购 自鼎国生物有限公司，植物总 RNA提取试剂 TRIzol、实时荧光 

定 量PCR试剂盒SYBR Prime Script RT—PCRKit等购 自大连宝生物公 司．模拟干旱处理采用1 5 
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PEG6000，模拟高盐处理采用 200 mM NaC1． 

1．1．3 引物 

qRT—PCR所用引物均采用 Primer 5软件设计，并委托北京金唯智公司合成(表 1)． 

表 1 实时定量 PCR引物 

1．2 实 验方 法 

1．2．1 水稻的处理 

参照林群婷等 方法进行水稻种子消毒和水培，2周后进行非生物胁迫和植物激素处理．干旱和高盐处 

理分别采用含 15％PEG、200 mM NaC1的yoshida培养液l_1 进行，分别取对照和处理后 0．5 h、5 h、10 h、 

24 h根和叶，液氮冷冻后并于一8O℃保存备用．15％PEG处理参照汪磊等口 方法进行．植物激素处理分别 

采用含 100 uM ABA，IAA，SA，GAs，6-BA，MeJA以及 BRs的 yoshida培养液[1 3_进行，分别取对照和处理 

后 5 h的根和叶，液氮冷冻后并于一8O℃保存备用．激素母液(100 mM)配制时，先加微量乙醇使其溶解，然 

后加水定容到终体积．ABA，IAA，SA，GAs，6-BA，MeJA 6种激素处理浓度参照林群婷等[1 5_的报道，BRs的 

处理浓度参照张磊l1 的报道． 

1．2．2 实时荧光定量 PCR及统计学分析 

分别按照宝生物 TRIzol试剂说明书和 SYBR Prime Script RT—PCR Kit试剂说明书进行总 RNA提取 

和反转录，然后以水稻 OsActl基因作为内参，进行 qRT-PCR反应 ，以 2△△盯法口 分析 OsAQP基因表达水平． 

2 实验结果 

2．1 干旱和高盐均能诱导 OsAQP在幼苗期水稻根和叶中不同程度的表达 

经干旱、高盐胁迫处理后，OsAQP的表达水平都表现出不同程度的提高，但是呈现不同的变化规律(图 

1)，干旱对该基因在根中的诱导显著高于叶中的，在干旱处理 5 h后，OsAQP在根中的表达量达到最高值， 

为处理前的 12．87倍，并且在 10 h和24 h也维持在处理前的9．6～10．6倍．而该基因在叶中的表达水平尽 

管都有上调，但是幅度较小，4个时间点都不超过处理前的3倍，峰值出现在处理 0．5 h后，上调幅度仅为处 

理前的 2．39倍(图 1A)．高盐处理的检测结果与干旱处理大体类似，该基因在根中表达水平的最高值出现在 

处理后的5 h和10 h，上调了9．68倍，在处理24 h时依然维持 6．7倍的高表达水平．该基因在叶中的表达量 

变化也没有在根中的显著，尽管都表现为上调，但是最大表达量出现在处理后 10 h，仅上调 3．15倍(图1B)． 

2．2 OsAQP在幼苗期水稻根和叶中的表达对 7种植物激素有不同响应模式 

由于先前的研究 发现，激素处理 5 h前后该基因表达量变化较为显著 ，因此本文在水稻幼苗经 7种不 

同的植物激素处理 5 h后取材．qRT—PCR结果显示 ，OsAQP基因在水稻根和叶中的表达均呈现不 同程度 的 

提高，但是呈现不同的表达变化规律(图2)，与非生物胁迫处理结果类似的是，在根中变化显著，而叶中无显 

著变化．在根中变化显著的有 MeJA(21．08倍)、6-BA(7．63倍)、IAA(6．41倍)、ABA(7．44倍)、BR(9．94 

倍)，其中 MeJA处理使 OsAQP在根中的表达量上调最为显著，为处理前的 21．08倍，而 GA使该基因在根 

中的表达量上调不太显著，仅为处理前的 2．77倍．相比之下，该基因在叶中的表达水平尽管也都有上调，但 

是幅度较小，其中相对变化显著的有 6一BA(2．44倍)、GA(5．84倍)、MeJA(1．8倍)、SA(2．93倍)，而 GA处 

理使该基因在叶中表达量上调最显著，为处理前的 5．84倍，BR处理对该基因在叶中的表达无显著影响，为 

处理前的 1．O5倍． 

3 讨 论 

干旱、高盐等非生物胁迫是导致农作物减产的重要因素之一．目前研究已鉴定出许多与植物非生物胁迫 
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相关的基 因，如 MAPK(mitogen—activated protein kinase)基 因家族_】 、CDPK(calcium-dependent protein 

rinase)基因家族口 ，ABC1(activity of bcl complex)基因家族 [2 ，水通道蛋白基因家族[21,22 等．本文对水稻 

水通道蛋白OsAQP基因表达与非生物胁迫关系的研究显示，在干旱和高盐情况下，OsAQP基因在根和叶 

中的表达量都有上调，而且根部作用明显高于叶中．的，说明该基因可能参与根的非生物胁迫应答过程．有文 

献报道，模拟干旱处理水稻幼苗时，水通道基因OsTIP1；1，OsTIPI；2和 OsTIP4；2在水稻叶中转录水平 

在 4～8 h提高了3～14倍，OsTIP2；2和OsTIP4；1在处理 8 h时达到峰值，在干旱处理早期阶段 OsTIP4； 

3上调程度不明显；在根中这些基因的表达量也出现不同程度的上调 。引，模拟高盐处理水稻幼苗时，水稻根 

和叶中的这些基因表达变化趋势与干旱胁迫变化趋势有类似之处凹引．而本文则发现 OsAQP在根中被干旱 

诱导的效果比叶显著，这与李嵘等对水通道基因OsPIP2；6的研究结果相符[2q．有研究认为干旱条件下，水 

稻根部水通道蛋白有助于整个植物水分的流通 ．这些结果都可以证明水稻水通道蛋白基因与非生物胁迫 

密切相关．同时也证明不同类型的水通道蛋白基因在非生物胁迫条件下的表达变化规律既有相似之处，也存 

在差异 ，提示这些基因可能具有不同的生物学功能． 
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，  图l干旱(A)和高盐(B)对D鲋0P表达的影响 

现有研究已证明调控水通道蛋白表达的激素种类众多，包括脱落酸、生长素、水杨酸和赤霉素等．例如： 

水稻 OsPIP2；6的表达受到 GA，IAA，ABA的诱导_2 ，但是目前尚未见激素对水稻水通道蛋白基因表达的 

系统检测．本文对包括 ABA，IAA，SA在内的 7种植物激素对 OsAQP基因表达影响的检测显示，这 7种激 

素都能在不同程度上调 OsAQP基因的表达，其中在根中，能上调该基因的表达 5倍以上的有 6-BA，MeJA， 

ABA，BR，IAA，在叶中上调 5倍以上的只有 GA．说明0sAQP基因受到多种激素的调控，且表达有明显的 

组织差异性．先前半定量分析发现，500 uM SA处理水稻幼苗，在 5 h时 OsAQP的表达量比对照低u ，而本 

文用 100 uM SA处理水稻幼苗，5 h时OsAQP的表达量比对照高，这一结果说明激素不同浓度对基因表达 

水平的改变有显著影响．有研究发现 MeJA能响应菌根共生和干旱应答，可能是因为调节了根部 IAA和 SA 

的含量以及改变了水通道蛋白磷酸化状态 ，外源 ABA处理可增强向日葵、大麦、高粱和玉米等许多植物根 

2  0  8  6  4  2  O  
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图2 7种植物激素对OsAQI~ 达的影响 

的水分输导能力E胛]，这些研究都提示水通道蛋白基因是多种激素应答的靶基因之一，涉及多种生物学过程． 

值得注意的是，本文发现OsAQP基因在根中的表达量变化明显高于叶，一方面可能与本文采用水培法 

的处理方式有关 ，另一方面基于本文的检测 ，也有可能是 OsAQP基因在根 中的作用更为优势 ，提示该基 因 

与水稻根的功能关系更为密切 ，这也是下一步研究将要关注的重点问题之一．已有一些报道显示 ，水通道蛋 

白基因在叶中对水运输的贡献远小于根部的l_2 ．异源转基因实验显示，麻风树(Jatropha carcas L．)两种 

水通道蛋白基因(JcPIP2；7和JcTIPl；3)在拟南芥中过表达后，在干旱和高盐胁迫条件下，转基因植株种子 

萌发率和种子产量远高于野生型 ．对香蕉水通道基因的研究发现，MusaPIP2；6过表达可以提高香蕉对 

盐的耐受性 。引．这些研究结果说 明无论 内源还是外源水通道蛋白基因在过表达时，均能增强植物对非生物 

胁迫的抵抗力，提示在分子设计育种研究中，保守的水通道蛋白基因的应用前景广泛．目前本实验室已通过 

转基因技术开展对水稻OsAQP基因的功能鉴定，本文对 OsAQP基因的表达与非生物胁迫、植物激素关系 

的研究，为后续以转基因水稻为材料鉴定该基因在水稻生长发育、抗逆应答中的功能奠定了基础，也为筛选 

水稻多效抗逆基因，进行分子设计育种的探索提供了潜在的候选基因． 
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Effects of Seven Phytohormones and Two Abiotic Stresses on 

the Expression of Rice OsAQP Gene 

ZHANG Jing，LIANG Weihong 

(College of Life Science，Henan Normal University，Xinxiang 453007，China) 

Abstract：OsAQP is a rice aquaporin gene isolated from cDNA library．Using semi-quantitative RT—PCR，it had been i— 

dentified as a putative response gene for abiotic stresses and plant hormones．In this study，real—time quantitative PCR method 

was performed to detect the expression pattern of O5AQP in rice seedlings under two abiotic stresses and seven plant hormones 

treatments．The results show that abiotic stresses，such as drought，high salt and phytohormones，such as MeJA，SA-6-BA, 

GA，IAA，ABA，BR can induce its expression in leaves and roots，especially in leaves．It can be deduced that OsAQP may in— 

volved in rice growth and development，and also abiotic responses which under the regulation of several phytohormones,the 

function of the gene may relate with the biological functions of rice roots． 

Keywords：rice；OsAQP；abiotic stress；plant hormones；expression pattern 


