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　　摘要：主要探究ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ基因在水稻中的组织表达模式，并对其作生物信息学分析。采用实时荧光定量 ＰＣＲ
技术分析ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ基因的表达模式。用 ＥｘＰＡＳｙ－Ｐｒｏｔｐａｒａｍ、Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ、ＣＤＤ、ＳＯＰＭＡ、Ｐｈｙｒｅ２、Ｐｓｏｒｔ等在线工具对
ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ进行生物信息学分析。经组织表达模式分析可知，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ基因在叶片中的含量最多，其次是茎，含量
最少的为根。通过ＥｘＰＡＳｙ－Ｐｒｏｔｐａｒａｍ分析发现，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ分子量为１６．４２９８９ｋｕ，是一种具有亲水性的不稳定的
碱性蛋白。该蛋白属于ＥＮＯＤ９３超级家族。通过ＳＯＰＭＡ在线软件对ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的二级结构进行分析预测，发
现其由无规则卷曲（４１．５６％）、α－螺旋（３９．６１％）、延伸链区（１４．９４％）和β－转角（３．９０％）４种形式组成。此外，利
用不同在线工具对ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的三级结构、保守区域、亚细胞定位进行生物信息学分析。结果表明，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ
基因在进化过程中具有一定的保守性，并有多样的潜在功能待研究。研究结果为进一步探明ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ基因的生物
学功能提供了依据。
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　　水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）是稻属谷类作物，这类经
济作物需要吸收氮素合成自身需要的营养物质，因

此对水稻结瘤固氮潜能进行研究具有重大的经济

意义［１－２］。生物学上一般把宿主植物基因编码的根

瘤特异性蛋白统称为结瘤素，编码这些物质的基因

称为结瘤素基因［３］。按照结瘤素基因出现的早晚

和功能不同，将其分为早期结瘤素基因、晚期结瘤

素基因［４－５］。根据不同结瘤基因突变体对结瘤过程

的影响，将结瘤基因分为共同结瘤基因、寄主专一

性基因、调节基因三大类［６］。早期结瘤素基因参与

根瘤菌的侵染和根瘤发育过程，而晚期结瘤素基因

主要负责根瘤的功能［７］。早期结瘤素基因包括豌

豆（Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌ．）中的 ＰｓＳＹＭ１０、ＰｓＥＮＯＤ５、
ＰｓＥＮＯＤ１２Ａ，大豆［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌｉｎｎ．）Ｍｅｒｒ．］中的
ＥＮＯＤ２Ｂ、蜡 梅 ［Ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓｐｒａｅｃｏｘ（Ｌｉｎｎ．）
Ｌｉｎｋ．］中的 ＣｐＮＯＤ等。晚期结瘤素基因有紫云英

（ＡｓｔｒａｇａｌｕｓｓｉｎｉｃｕｓＬ．）的 ＡｓⅡ Ｃ２５９、ＡｓＧ２５１１、
ＡｓＮＯＤＦ３２及百脉根（ＬｏｔｕｓｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓＬｉｎｎ．）的
ＬｊＣｙｐ５等［８－１５］。到目前为止，大豆早期结瘤素中研

究得最清楚的是Ｎ－７５基因，晚期结瘤素中研究得
较清楚的是豆血红蛋白，它是豆科植物根瘤内的一

种血红蛋白，主要功能是运输氧、降低拟菌体周围

的氧分压［４］。

利用 ＥＮＯＤＺ的 ｍＲＮＡ作探针进行研究发现，
在豌豆、菜豆及苜蓿中都有１段与 ＥＮＯＤＺ同源的
基因。另外有据报道显示，不同宿主植物内含有的

早期结瘤素基因的类型不同，但均含有 Ｅｎｏｄ２、
Ｅｎｏｄ５、Ｅｎｏｄ１２、Ｅｎｏｄ４０［１６－１７］。ＥＮＯＤ９３就是一种早
期结瘤素，它在根瘤形成过程中的作用机制及在非

豆科植物中的功能并不明确，还有待进一步的研

究［４］。此外，Ｓｙｍ（ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ）基因也属于早期结瘤
素基因，它是一类存在于豌豆中的共生基因［１８］。

研究人员利用生物信息学方法证明，水稻基因

组有３１个基因与结瘤素基因具有高度同源性，如水
稻基因 ＣＡＣ３９０５０、Ｓ２３５４３、ＢＡＢ６３８３３、ＢＡＢ９３３５２与
结瘤素基因的同源性高达７０％以上［７］。据报道，大

豆早期结瘤素基因 Ｇｍｅｎｏｄ４０和水稻早期结瘤素基
因 Ｏｓｅｎｏｄ４０的表达模式相似［１９－２０］。此外，已发表

的文献显示，豆科植物苜蓿的早期结瘤索基因

Ｍｒｅｎｏｄ４０在水稻、苜蓿中的表达方式相同［２，２１］。水
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稻结瘤素的研究对于提高水稻产量和经济价值有

着举足轻重的作用，发现更多具有特异性功能的结

瘤素家族成员也是目前研究的重要任务。

本试验以水稻为研究对象，对筛选出的

ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ（ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ１３３８０）进行理化性质分析
与亲水性疏水性、保守区域、蛋白二级、三级结构预

测，并进行亚细胞定位，以期为深入研究该基因提

供理论依据，丰富水稻结瘤素基因家族的种类。

１　材料与方法

１．１　ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的生物信息学预测

ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的理化性质使用线上工具
ＥｘＰＡＳｙ－Ｐｒｏｔｐａｒａｍ进行分析；亲水性、疏水性使用
Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ线上软件进行分析；蛋白保守功能区通过
ＣＤＤ软件进行在线分析；蛋白二级结构使用线上工
具ＳＯＰＭＡ进行分析；蛋白三级结构通过 Ｐｈｙｒｅ２软
件进行预测，蛋白亚细胞定位使用在线网站 Ｐｓｏｒｔ进
行分析。上述各软件的网址见表１［２２］。
１．２　ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ组织表达模式分析

首先进行水稻各组织器官总ＲＮＡ的提取，其次，
将获得的ＲＮＡ进行反转录形成ｃＤＮＡ，以此进行组织
表达模式分析，具体步骤参考Ｍａ等的方法［２３－２４］。

表１　分析软件的名称和网址

软件名称 网址

ＥｘＰＡＳｙ－Ｐｒｏｔｐａｒａｍ ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／

Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／

ＣＤＤ ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ

ＳＯＰＭＡ ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ

Ｐｈｙｒｅ２ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ

Ｐｓｏｒｔ ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ．ｃｏｍ／ｐｓｏｒｔ．ｈｔｍｌ

２　结果与分析

２．１　ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白理化性质分析与亲水性预测
ＥｘＰＡＳｙ－Ｐｒｏｔｐａｒａｍ线上软件的分析结果表明，

ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ是１个由１５４个氨基酸构成、分子式为
Ｃ７１１Ｈ１１８１Ｎ２２７Ｏ２１０Ｓ５、相对分子量为１６．４２９８９ｋｕ、理
论等电点（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｐＩ）为１１．４２的蛋白质。该蛋
白质富含强碱性氨基酸［包括精氨酸（Ａｒｇ）、赖氨酸
（Ｌｙｓ）等，共计 ２３个］，且含有大量强酸性氨基酸
［包括天冬氨酸（Ａｓｐ）、谷氨酸（Ｇｌｕ），共计 ９个］。
ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的不稳定指数为６７．０９，表现出不
稳定性，其脂肪系数为 ８１．８８。表２关于氨基酸组
成的分析结果显示，丙氨酸（Ａｌａ）、精氨酸、丝氨酸
（Ｓｅｒ）、亮氨酸（Ｌｅｕ）、脯氨酸（Ｐｒｏ）、甘氨酸（Ｇｌｙ）、
缬氨酸（Ｖａｌ）所占比例较高，分别为 １４．９％、
１０４％、９．１％、７．１％、７．１％、６．５％、６．５％，色氨酸
（Ｔｒｐ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）所占比例较低，都为０．６％。用
Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ线上工具对 ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的亲水性进
行预测，发现 ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的氨基酸组成中既
有亲水氨基酸，又有疏水氨基酸（图１），其中主要包
含亲水性氨基酸，因此判断该蛋白为亲水性蛋白。

综上，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白是１个具有亲水性的不稳定
的碱性蛋白。

表２　ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白不同氨基酸所占比例

氨基酸含量
数量

（个）

占比

（％）

丙氨酸（Ａｌａ，Ａ） ２３ １４．９

精氨酸（Ａｒｇ，Ｒ） １６ １０．４

天冬酰胺（Ａｓｎ，Ｎ） ８ ５．２

天冬氨酸（Ａｓｐ，Ｄ） ４ ２．６

半胱氨酸（Ｃｙｓ，Ｃ） ２ １．３

谷氨酰胺（Ｇｌｎ，Ｑ） ５ ３．２

谷氨酸（Ｇｌｕ，Ｅ） ５ ３．２

甘氨酸（Ｇｌｙ，Ｇ） １０ ６．５

组氨酸（Ｈｉｓ，Ｈ） ２ １．３

异亮氨酸（Ｉｌｅ，Ｉ） ８ ５．２

亮氨酸（Ｌｅｕ，Ｌ） １１ ７．１

赖氨酸（Ｌｙｓ，Ｋ） ７ ４．５

甲硫氨酸（Ｍｅｔ，Ｍ） ３ １．９

苯丙氨酸（Ｐｈｅ，Ｆ） ４ ２．６

脯氨酸（Ｐｒｏ，Ｐ） １１ ７．１

丝氨酸（Ｓｅｒ，Ｓ） １４ ９．１

苏氨酸（Ｔｈｒ，Ｔ） ９ ５．８

色氨酸（Ｔｒｐ，Ｗ） １ ０．６

酪氨酸（Ｔｙｒ，Ｙ） １ ０．６

缬氨酸（Ｖａｌ，Ｖ） １０ ６．５

２．２　ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的保守域
用ＣＤＤ在线软件对ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的保守功
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能域进行预测，由图２可知，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ基因的特
定匹配（ｓｐｅｃｉｆｉｃｈｉｔｓ）和非特定匹配（ｎｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｈｉｔｓ）都 在 ＥＮＯＤ９３，且 该 蛋 白 属 于 ＥＮＯＤ９３
ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ（ＥＮＯＤ９３超级家族）。
２．３　ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的二级结构

利用线上工具 ＳＯＰＭＡ预测 ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白
的二级结构。由图３可以看出，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的
二级结构主要由无规则卷曲（４１．５６％）、α－螺旋
（３９．６１％）、延伸链区 （１４．９４％）和 β－转角
（３９０％）组成。因此可知，该蛋白的空间构象可能
主要由无规则卷曲结构构成。

２．４　ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的三级结构预测
利用线上工具Ｐｈｙｒｅ２预测 ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的

三级结构。由图４可以看出，该蛋白只含有１条肽
链，没有三级结构，说明该蛋白空间构象较简单，且

不能折叠形成特异的空间构象。

２．５　ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白的亚细胞定位
通过线上工具Ｐｓｏｒｔ对ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白进行亚

细胞定位，结果（表３）表明，该蛋白定位在线粒体的
可能性为 ３０．４％，定位在细胞质的可能性为
２６．１％，定位在细胞核、内质网、高尔基体、液泡、分
泌系统囊泡、细胞外（包括细胞壁）等地方的可能性

分别为 ８．７％、８．７％、８．７％、８．７％、４．３％、４．３％。
根据上述数据推测，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白定位在线粒体
的可能性最大，其次是细胞质，也可能是胞核、内质

网、高尔基体、液泡、分泌系统囊泡和细胞外（包括细

胞壁）。

２．６　ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ基因组织表达模式分析
首先，通过特定方法提取水稻根、茎、叶的

ＲＮＡ，将其反转录成 ｃＤＮＡ。其次，利用实时荧光定
量ＰＣＲ的方法，检测 ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ基因在不同组织
器官中的表达水平。研究结果显示，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ基

—９６—江苏农业科学　２０２１年第４９卷第７期



表３　ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白定位在不同亚细胞结构中的可能性

亚细胞结构
可能性

（％）

线粒体 ３０．４

细胞质 ２６．１

细胞核 ８．７

内质网 ８．７

液泡 ８．７

高尔基体 ８．７

分泌系统囊泡 ４．３

细胞外（包括细胞壁） ４．３

因的总体表达水平相对较高，在根、茎、叶器官中均

有表达，在叶中的表达量最高，其次是茎中，表达量

最少的为根中（图５）。上述结果表明，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ
的功能在不同植物中可能具有一定的潜在多样性。

３　讨论

本研究发现，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ在水稻根、茎、叶中有
不同水平的表达，在叶中的表达量最高，在根、茎中

的表达量相对较低。但是根据其在各组织中均有

表达，且相对表达量较高的情况来看，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ
基因在水稻早期结瘤素家族中有着举足轻重的地

位。因此，对ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ表达的特异性进行详细研
究，有助于探明ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白功能的特异性。

生物信息学分析发现，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白是一个
亲水 的、不 稳 定 的 碱 性 蛋 白，属 于 ＥＮＯＤ９３
ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ（ＥＮＯＤ９３超级家族）。蛋白二级结构预
测发现，该蛋白晶体的空间构象可能是以无规则卷

曲结构构成的；ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白没有三级结构，由
１条链组成；此外，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白定位预测结果
表明，它定位于线粒体的可能性最大，比定位在细

胞质的可能性更大。由此可见，ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ蛋白极
有可能在线粒体中表达其功能。但目前尚未发现

ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ在线粒体中的详细功能。后续将对
ＯｓＥＮＯＤ９３ｂ进行功能性研究，以期发现对未来新型
水稻品种有利的功能。

４　结论

组织表达模式分析结果表明，ＯｓＮＯＤ９３ｂ参与
各组织的表达，在叶中的表达明显。通过ＥｘＰＡＳｙ－
Ｐｒｏｔｐａｒａｍ在线软件预测可知，ＯｓＮＯＤ９３ｂ是一个具
有亲水性、保守的、碱性的、不稳定的蛋白分子，亚

细胞定位预测结果显示，该蛋白可能在定位线粒体

中，以高水平、保守的方式调控水稻的重要生物学

功能及作用机制。
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紫云英与氮肥配施对水稻氮素吸收利用的影响

杨滨娟，张颖睿，袁嘉欣，黄国勤

（江西农业大学农学院／江西农业大学生态科学研究中心，江西南昌３３００４５）

　　摘要：为了探明紫云英还田配施减量氮肥的作用机制，为南方稻田合理施肥提供理论指导和技术支撑。在“紫云
英－双季稻”复种型农作制度基础上，采用大田试验，设置３个梯度的紫云英还田量，并配施相应的减量氮肥，以常规
施肥作对照，分析不同紫云英与氮肥配施比例对水稻产量、干物质积累情况以及氮素积累的影响，并利用施氮量和水

稻产量建立纯Ｎ－紫云英－水稻产量的关系模型。研究表明：紫云英２７０００ｋｇ／ｈｍ２＋纯Ｎ１２０ｋｇ／ｈｍ２有提高早稻产

量的趋势，紫云英４５０００ｋｇ／ｈｍ２＋纯Ｎ６０ｋｇ／ｈｍ２的晚稻产量最高，从全年产量来看，紫云英３６０００ｋｇ／ｈｍ２＋纯 Ｎ

９０ｋｇ／ｈｍ２表现最佳。与常规施肥相比，翻压紫云英还田可以提高早稻中后期干物质积累比例，提高植株氮素积累量
和氮收获指数。紫云英替代系数的变化表明，在早稻供氮量充足的情况下，随着紫云英还田量在全部施肥量中比例的

增加，紫云英替代氮肥效应的能力逐渐减弱。
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　　长江中下游冬闲田、冬季光温水热等资源的合
理开发利用一直是我国重点关注的农业问题［１－２］。

江西、湖南等省是我国双季稻主产区，但在晚稻收

获后由于茬口紧、冬种作物品种少、经济效益低等

原因，９０％以上的农户会选择撂荒，造成土地和光、
温、水、热资源的严重浪费［３－５］。利用冬闲田种植紫

云英、油菜等绿肥，可以美化农村环境，带动当地旅

游产业的兴起和发展［６］，还可以减少粉尘扬灰，降

低雾霾指数，有利于改善空气质量［７］，能够防止水

土流失，改善土壤肥力，维持稻田生态环境［８－９］。氮

素是水稻生长必不可少的营养元素之一［１０］，但氮肥

的过量施用，不仅会导致水稻贪青晚熟、倒伏减产，

降低氮肥利用效率［１１］，还极易造成土壤中氮素盈

余，导致农业资源浪费、水体富营养化等环境问
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