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水稻核糖体失活蛋白家族基因 ＯｓＲＩＰ８
的生物信息学与功能分析

徐　娅，黄佑岗，李树杏
（贵州省农业科学院水稻研究所，贵州贵阳５５０００６）

　　摘要：核糖体失活蛋白（ＲＩＰｓ）是一种能使真核细胞核糖体功能被抑制的毒蛋白。ＯｓＲＩＰ８是属于该家族的一个功
能未知基因。为研究该基因生物学功能，通过数据库对其进行生物信息学分析，利用ｑＲＴ－ＰＣＲ验证其表达模式，同
时构建ＯｓＲＩＰ８－ＲＮＡｉ干涉载体并利用农杆菌转化水稻，采用ＰＣＲ技术鉴定出转基因阳性植株，分析阳性植株的表达
和农艺性状，初步揭示该基因的功能。结果表明，水稻ＯｓＲＩＰ８蛋白为不稳定亲水蛋白，不含信号肽及完整的跨膜结构
域，蛋白结构以α螺旋为主；在ＯｓＲＩＰ８基因启动子区域存在着与植物生长发育、生物与非生物胁迫以及植物激素响应
有关的元件；ＯｓＲＩＰ８基因的共表达基因富集到多种大分子的生物合成与蛋白代谢等途径；ｑＲＴ－ＰＣＲ分析结果表明，
ＯｓＲＩＰ８基因在发育的小穗及抽穗前１ｄ的花药中优先表达；ＲＮＡｉ干涉后ＯｓＲＩＰ８基因的表达下调造成植株花粉育性
和结实率显著降低。暗示该基因对水稻小穗的发育具有重要作用，可能参与调控花粉发育过程。
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　　核糖体失活蛋白（ＲＩＰｓ）是一类通过去除核糖
体ＲＮＡ的腺嘌呤残基从而使核糖体结构被破坏无
法正常结合蛋白质合成时的延伸因子，进而导致蛋

白质生物合成受抑制的一类毒蛋白，大部分存在于

植物体中［１］。根据核糖体失活蛋白的大小、结构及

组成，一般将ＲＩＰｓ分为３个类型［２］。第Ⅰ类分子量

约为３０ｋｕ，为单肽链，具有 ＲＮＡＮ－糖苷酶活性，
该类型分布最为广泛，但由于缺少与细胞结合的配

体Ｂ链而不能进入细胞内，对无细胞结构系统的蛋
白合成有抑制作用，对完整细胞的毒性很小［３］。第

Ⅱ类分子量约为６０ｋｕ，由Ａ链和Ｂ链组成，其中 Ａ
链与Ⅰ型 ＲＩＰｓ的多肽链相似，Ｂ链具有凝集素
（ｌｅｃｔｉｎ）活性，能识别并结合细胞膜上的特异受
体［４］。第Ⅲ类ＲＩＰｓ是先合成无活性前体，经酶解加
工后产生２个大小分别为１６．５、８．５ｋｕ的亚基，该
类型ＲＩＰｓ较为少见，仅在玉米和大麦中被鉴定出
来［５－６］。诸多研究发现，ＲＩＰｓ对病毒、真菌和昆虫
均能产生抗性［７－１０］，这为作物病虫害防治提供了新

的解决思路，故而ＲＩＰｓ的功能研究受到植物抗病虫
害领域研究者的普遍关注。

早期已报道的 ＲＩＰｓ多以烟草为受体植物进行

—１７—江苏农业科学　２０２４年第５２卷第４期



试验，Ｈｕａｎｇ等从麻疯树幼苗中分离出核糖体失活
蛋白（ｃｕｒｃｉｎ２）的 ｃＤＮＡ，将其转入烟草后发现转基
因植株立枯丝核菌的抗性增加显著［１１］；Ｋｒｉｓｈｎａｎ等
将来自于药用植物栝楼的天花粉蛋白（ＴＣＳ）重组后
转入烟草，转基因烟草植株对于黄瓜花叶病毒和烟

草花叶病毒（ＴＭＶ）的感染较对照有所延迟且症状
较轻［１２］。后来转ＲＩＰｓ基因的受体植物拓展至水稻
等粮食作物上，例如在 Ｑｉａｎ等的研究中，在水稻中
异源表达苦瓜素（α－ＭＣ）可有效防止转基因水稻
中稻瘟病的发生［１３］；Ｋｉｍ等认为几丁质酶与核糖体
失活蛋白具有很强的协同作用，他们将水稻几丁质

酶基因同玉米核糖体失活蛋白基因协同在转基因

水稻中表达，最终获得纹枯病抗性植株［１４］。这些研

究均围绕外源基因展开。近些年有几个水稻自身

ＲＩＰ基因被克隆出来，这些 ＲＩＰｓ在体外试验以及转
基因植株中对病虫害都具有一定的抗性。在水稻

中过表达水稻ＲＩＰ基因ＯｓＲＩＰ８后，水稻对干旱和盐
胁迫的耐受性比野生型显著提高［１５］；ｄｅＺａｅｙｔｉｊｄ等
发现在被褐飞虱侵染的水稻植株中，ＯｓＲＩＰ１的表达
被高度诱导，其重组蛋白对褐飞虱有一定的毒力，

能在体外灭活昆虫核糖体［１６］；Ｗｙｔｙｎｃｋ等构建了过
表达ＯｓＲＩＰ１以及ｎｕＲＩＰ的转基因株系，温室条件下
过表达ｎｕＲＩＰ的植株茎长显著缩短。此外，还研究
了转基因幼苗对干旱、盐、脱落酸和茉莉酸甲酯处

理的响应性能，结果表明，这２种ＲＩＰ均可影响茉莉
酸甲酯介导的胁迫反应［１７］。Ｊｉａｎｇ等和 Ｗｙｔｙｎｃｋ等
２个团队先后鉴定了水稻全基因组中的核糖体失活
蛋白［１８－１９］，绝大部分未见功能报道。

本研究发现水稻ＲＩＰｓ家族基因ＯｓＲＩＰ８在水稻
小穗中高表达，暗示其对于水稻生殖发育具有重要

作用。采用生物信息学的方法对水稻 ＯｓＲＩＰ８蛋白
的结构、功能和基因表达模式等进行分析，构建

ＯｓＲＩＰ８干涉载体并转化水稻获得表达量下调的转
基因植株，对转基因植株及野生型植株农艺性状进

行观察与统计对比，初步揭示ＯｓＲＩＰ８在水稻中的生
物学功能。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试水稻品种　本研究采用的水稻品种是
粳稻中花１１号（Ｚｈｏｎｇｈｕａ１１，ＺＨ１１），于 ２０１９年种
植于华中农业大学试验田。

１．１．２　菌株与载体　本研究所用菌株有克隆菌株

大肠杆菌 ＤＨ５α，水稻遗传转化菌株农杆菌
ＥＨＡ１０５。常用载体有 Ｔ载体 ｐＭＤ１８－Ｔ（ＴａＫａＲａ
公司）；ＲＮＡｉ载体为ｐＤＳ１３０１。
１．１．３　试剂与仪器　抽提 ＲＮＡ所用的 ＲＮＡｉｓｏ、
ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅＤＮａｓｅⅠ、扩增基因序列所用ＬＡＴａｑ酶
及荧光定量所用 的 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ、ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ均购自 ＴａＫａＲａ公司；消
化３０ｍｉｎ去除ＤＮＡ。反转录使用的酶 Ｍ－ＭＬＶ购
自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，引物为 ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）。所用仪器是
ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＴＭ实时荧光定量ＰＣＲ仪。
１．２　生物信息学分析
１．２．１　水稻 ＯｓＲＩＰ８蛋白的性质和结构分析　水
稻ＯｓＲＩＰ８蛋白的性质和结构分析通过 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）所提供的蛋白
序列分析工具，对 ＯｓＲＩＰ８蛋白的理化性质（分子
量、理论ｐＩ、正负电荷残基总数及半衰期等）进行预
测与分析。利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）预测疏水性／亲水性，用 ＳｉｇｎａｌＰ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ／Ｓｉｎｇａｌ
Ｐ－３．０１）对蛋白质的信号肽进行预测，用 ＴＭＨＭＭ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？
ＴＭＨＭＭ－２．０）预测其跨膜结构域，用 ＮｅｔＰｈｏｓ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？
ＮｅｔＰｈｏｓ－３．１）预测磷酸化位点。通过ＳＭＡＲＴ工具
（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）分析 ＯｓＲＩＰ８
蛋白的结构域，利用在线网站 ＰＳＩＰＲＥＤ（ｈｔｔｐ：／／
ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ／ｐｓｉｐｒｅｄ／）对 ＯｓＲＩＰ８蛋白的二
级结构进行预测，利用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）同源建模网站预测 ＯｓＲＩＰ８
蛋白的三级结构。

１．２．２　水稻ＯｓＲＩＰ８基因共表达基因的ＧＯ富集和
ＫＥＧＧ富集分析　通过 ＩＣ４Ｒ数据库 （ｈｔｔｐ：／／
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．ｉｃ４ｒ．ｏｒｇ／ｃｏ－ｓｅａｒｃｈ）中的共表达数据，筛
选皮尔逊相关系数（Ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，
ＰＣＣ）大于０．８的基因作为ＯｓＲＩＰ８基因的共表达基
因。然后通过 ａｇｒｉＧＯ网站（ｈｔｔｐ：／／ｓｙｓｔｅｍｓｂｉｏｌｏｇｙ．
ｃａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ａｇｒｉＧＯｖ２／）以及 Ｋｏｂａｓ网站（ｈｔｔｐ：／／
ｋｏｂａｓ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｇｅｎｅｌｉｓｔ／）对这些基因进行
ＧＯ富集和ＫＥＧＧ富集分析。
１．２．３　水稻ＯｓＲＩＰ８基因表达分析与启动子顺式作
用元件分析　ＯｓＲＩＰ８基因在明恢６３（ＭＨ６３）各发
育阶段的表达数据从 ＣＲＥＰ数据库获得（ｈｔｔｐ：／／
ｃｒｅｐ．ｎｃｐｇｒ．ｃｎ／）。选取 ＯｓＲＩＰ８基因起始密码子
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ＡＴＧ上游 ２ｋｂ的 ＤＮＡ序列，利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／
ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）网站进行 ＯｓＲＩＰ８启动子顺式作用
元件分析。

１．３　ＲＮＡ提取、反转录和实时荧光定量ＰＣＲ检测
水稻样品 ＲＮＡ抽提采用 ＴＲＩｚｏｌ抽提试剂盒

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）进行，样品（新鲜叶片或者稻穗
等）经液氮充分研磨，具体操作步骤详见试剂盒说

明书。提取完成后自然风干，加入灭菌的 ＤＥＰＣ水
２０μＬ溶解，于 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ（Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，美国）检测 ＲＮＡ质量，－８０℃保存
备用。

取抽提好的 ＲＮＡ５μＬ作为模板，加入 １μＬ
ＤＮａｓｅ和 １μＬＤＮａｓｅＢｕｆｆｅｒ，混匀，于 ３７℃消化
３０ｍｉｎ，以去除 ＲＮＡ样品中的 ＤＮＡ污染。ＲＮＡ的
反转录采用Ｍ－ＭＬＶ反转录酶进行操作，具体操作
详见说明书。反转录产物于－２０℃保存备用。

ＲＮＡｉ转基因植株的表达量检测以及基因表达
谱检测，引物为ＱＲＩＰ８－Ｆ／Ｒ（表１），均采用实时荧
光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）仪进行检测分析，循环数
设为４０个，具体分析操作参照２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥＸ
Ｔａｑ（ＴａＫａＲａ）试剂盒以及仪器提供的标准定量ＰＣＲ
分析方法。每个样品３次重复，以 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ作为内
参基因，引物信息见表１。
１．４　ＯｓＲＩＰ８－ＲＮＡｉ干涉载体的构建及遗传转化

ＯｓＲＩＰ８－ＲＮＡｉ干涉转化载体的构建：采用
ｐＤＳ１３０１，根据基因的编码序列（ＣＤＳ）设计扩增产
物为４４７ｂｐ的特异引物ＩＲＩＰ８－Ｆ／Ｒ，见表１。特异
片段经ＰＣＲ扩增后连 Ｔ载体，测序确定片段正确
后，?用双酶切获得目的片段，并分别连到ｐＤＳ１３０１
的多克隆位点。

采用ＣａＣｌ２法将构建好的载体转至农杆菌菌株
ＥＨＡ１０５中，挑取阳性农杆菌菌液保存备用。农杆菌
介导的水稻愈伤遗传转化受体材料为ＺＨ１１，具体操作
流程参照Ｗｕ等建立的高效水稻遗传转化体系［２０］。

１．５　转基因植株ＤＮＡ提取、ＰＣＲ阳性检测
水稻样品ＤＮＡ提取采用改进的ＣＴＡＢ法（小样

快速制备法），具体操作步骤参照 Ｈｉｌｌｓ等的方
法［２１］，沉淀自然风干后，加３０～５０μＬｄｄＨ２Ｏ溶解，
－２０℃保存备用。
ＲＮＡｉ转基因植株通过ＰＣＲ进行阳性检测，以潮

霉素引物 Ｈｐｔ－Ｆ／Ｒ对 ＲＮＡｉ转基因植株进行 ＰＣＲ
阳性检测（表１）。选取阳性植株进行加代种植以及

后续试验。

１．６　转基因植株表型鉴定及农艺性状统计
对ＲＮＡｉ转基因植株以ＺＨ１１为对照，观察记录

突变体和ＲＮＡｉ转基因植株的农艺性状，包括结实
率、萌发率、花粉育性等。收取种子后，对结实率等

农艺性状进行考察分析，每个家系选取２０个单株进
行考种，采用 Ｅｘｃｅｌ２０１３进行数据统计和差异显著
性分析。

使用１％ Ｉ２－ＫＩ溶液检测花粉育性（即淀粉积
累）。材料取自ＲＮＡｉ转基因植株和野生型，每个家
系取２５个单株，每个单株取３个不同稻穗上的３朵
小花。将碘液滴加在玻片上，然后将花粉粒剥离并

置于滴有碘液的玻片上，用镊子挤压，使花粉游离

在玻片上，染色２～３ｍｉｎ后盖上盖玻片镜检观察。
同样剥取即将开放的小花，放置于滴有萌发液的载

玻片上进行萌发，取样数量、方法与碘染相同。萌

发环境湿度需大于９０％，温度为３５℃。制好的片
子用光学显微镜（ＢＸ５３，Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）观察，用
ＳＰＯＴＦＬＥＸＴＭ ＣＣＤ（ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ，美国）进
行显微摄影，获得的花粉育性数据采用 Ｅｘｃｅｌ２０１３
统计并进行差异显著性分析。

１．７　水稻ＯｓＲＩＰ８基因的克隆
根据ＯｓＲＩＰ８的ＣＤＳ加入酶切位点及保护碱基

设计克隆引物 ＣＲＩＰ８－Ｆ／Ｒ（表 １），以中花 １１的
ｃＤＮＡ为模板进行扩增。扩增产物经１．０％琼脂糖
凝胶电泳检测后，用回收试剂盒回收后进行 ＴＡ克
隆，转化后对菌液进行测序。

２　结果与分析

２．１　水稻ＯｓＲＩＰ８蛋白的性质
水稻ＯｓＲＩＰ８基因的基因组序列全长５３８７ｂｐ，

包括４个内含子、５个外显子。ＣＤＳ全长１０６２ｂｐ，
编码 ３５３个 氨 基 酸。ＯｓＲＩＰ８蛋 白 分 子 量 为
３９．６２１７ｋｕ，理论 ｐＩ为 ８．７，负电荷残基总数
（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为 ４３，正电荷残基总数（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）为
４７，分子式：Ｃ１７６４Ｈ２８２０Ｎ４８６Ｏ５１７Ｓ１６，总原子数为５６０３，
脂肪酸指数为９０．８８，不稳定指数（Ⅱ）为 ４１，该蛋
白为不稳定蛋白。ＯｓＲＩＰ８蛋白磷酸化位点有 ３５
个，包括 Ｓｅｒ１７个、Ｔｈｒ１２个和 Ｔｙｒ６个（图１－Ａ）。
信号肽平均分值（Ｓ值）为０．００４７，说明该蛋白不含
有信号肽（图 １－Ｂ）。平均亲水性（ＧＲＡＶＹ）为
－０．２５６，为亲水蛋白（图１－Ｃ）。该蛋白不存在完
整的跨膜结构（图１－Ｄ）。
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表１　引物信息

引物名称 序列（５′→３′） 内切酶

ＱＲＩＰ８－Ｆ ＡＧＧＧＧＴＣＣＧＴＴＡＣＣＴＴＧＧＣＴＴＴ

ＱＲＩＰ８－Ｒ ＧＧＡＡＣＣＣＧＧＧＡＴＣＡＡＡＡＣＴＴＴＧ

Ｕｂｉ－Ｆ ＡＡＣＣＡＧＣＴＧＡＧＧＣＣＣＡＡＧＡ

Ｕｂｉ－Ｒ ＡＣＧＡＴＴＧＡＴＴＴＡＡＣＣＡＧＴＣＣＡＴＧＡ

ＩＲＩＰ８－Ｆ ＧＧＡＣＴＡＧＴＧＧＴＡＣＣＴＡＣＣＣＡＧＡＣＴＡＡＴＴＧＣＣＣ ＳｐｅⅠ、ＫｐｎⅠ

ＩＲＩＰ８－Ｒ ＣＧＡＧＣＴＣＧＧＡＴＣＣＣＡＣＴＴＧＡＡＡＧＣＡＴＡＣＣＣＣ ＳａｃⅠ、ＢａｍＨⅠ

Ｈｐｔ－Ｆ ＴＣＣＡＴＡＣＡＡＧＣＣＡＡＣＣＡＣ

Ｈｐｔ－Ｒ ＴＧＡＡＡＡＡＧＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＣ

ＣＲＩＰ８－Ｆ ＧＧＧＧＴＡＣＣＡＴＧＡＧＡＣＧＧＴＧＴＡＴＧＣＡＴＴＣＣ ＫｐｎⅠ

ＣＲＩＰ８－Ｒ ＧＧＧＧＴＡＣＣＧＧＡＣＴＧＧＧＧＧＴＣＡＴＴＡＡＴＣＣ ＫｐｎⅠ

　　注：下划线表示酶切位点。

２．２　水稻ＯｓＲＩＰ８蛋白的结构
二级结构预测结果显示，ＯｓＲＩＰ８蛋白有３种二

级结构，其中 α螺旋有１６７个氨基酸残基参与，占
４７．３１％；延伸链有 ４５个氨基酸残基参与，占
１２７５％；无规则卷曲有１４１个氨基酸残基参与，占
３９．９４％ （图 ２－Ａ）。从三级结构可以看出，水稻
ＯｓＲＩＰ８蛋白的三级结构以α螺旋为主（图２－Ｂ）。
２．３　水稻 ＯｓＲＩＰ８基因共表达基因的 ＧＯ富集和
ＫＥＧＧ富集

为探索ＯｓＲＩＰ８可能的调控机制，在 ＩＣ４Ｒ数据
库中检索与其表达相关系数超过０．８的基因，得到
共表达基因６０９个。共表达基因功能注释主要富集
在大分子分解代谢过程（ＧＯ：００４３６３２）、蛋白质氨基

酸去磷酸化（ＧＯ：０００６４７０）、调节细胞蛋白质代谢过
程（ＧＯ：００３２２６８）、翻译调控（ＧＯ：０００６４１７）、基因表
达转录后调控（ＧＯ：００１０６０８）、细胞大分子分解代谢
过程（ＧＯ：００４４２６５）、丝氨酸／苏氨酸磷酸酶活性
（ＧＯ：０００４７２２）、磷酸蛋白磷酸酶活性 （ＧＯ：
０００４７２１）、水解酶活性（ＧＯ：００１６７９９）、磷酸酯水解
酶活性（ＧＯ：００４２５７８）（图３－Ａ）。ＫＥＧＧ富集４０
个代谢通路，包括泛素介导的蛋白质水解，甘氨酸、

丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸代谢，异喹啉生物

碱的生物合成，内质网中的蛋白质加工，莨菪烷、哌啶

和吡啶生物碱的生物合成，鞘糖脂生物合成，糖胺聚

糖降解，生物素代谢，角质、蜡质的生物合成，氮代谢，

脂肪酸合成与代谢，苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生
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物合成等多种物质代谢过程（图３－Ｂ）。
２．４　水稻ＯｓＲＩＰ８基因启动子元件

在水稻ＯｓＲＩＰ８基因启动子区域，除存在 ＲＮＡ
聚合酶结合位点 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ、ＣＡＡＴ－ｂｏｘ等基本调
控元件外，还存在与植物生长发育相关的其他元件，

如胚乳特异性元件、分生组织特异性元件，与胁迫相

关的干旱诱导元件、光诱导元件，还有一些激素响应

元件，如生长素响应元件、脱落酸响应元件（表２）。
从ＯｓＲＩＰ８基因启动子区域具有的顺式作用元件种类
和数量推测，ＯｓＲＩＰ８基因的表达可能受光、激素、胁
迫的诱导，且参与植物器官的生长与发育。

表２　ＯｓＲＩＰ８基因启动子元件

类型 名称　　 功能
数量

（个）

植物生长发育 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ 核心启动子元件 ２０

ＣＣＡＡＴ－ｂｏｘ ＭＹＢＨｖ１结合位点 １

ＣＡＴ－ｂｏｘ 分生组织特异性元件 ２

ＣＡＡＴ－ｂｏｘ 启动子和增强子区域常见元件 １４

ＧＣＮ４－ｍｏｔｉｆ 胚乳特异性元件 １

Ｏ２－ｓｉｔｅ 玉米醇溶蛋白代谢调节元件 ２

Ｃｉｒｃａｄｉａｎ 昼夜节律控制元件 １

ＮＯＮ－ｂｏｘ 分生组织特异性激活 １

非生物胁迫与生物胁迫 ＭＢＳ ＭＹＢ结合位点参与干旱诱导 ３

Ｂｏｘ４ 光响应元件 １

Ｇ－ｂｏｘ 光响应元件 ３

Ｓｐ１ 光敏元件 １

ＡＥ－ｂｏｘ 用于光响模块的一部分 １

ＧＡＴＡ－ｍｏｔｉｆ 光敏元件 １

ｃｈｓ－ＣＭＡ２ａ 光响应元件的一部分 １

ＣＡＧ－ｍｏｔｉｆ 光响应元件的一部分 １

ＡＣＥ 光响应元件 １

植物激素响应 ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ 生长素响应元件 ２

ＡＢＲＥ 脱落酸响应元件 ２

ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ 茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）响应元件 ２

ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ ＭｅＪＡ响应元件 ２

Ｐ－ｂｏｘ 赤霉酸响应元件 １

ＴＡＴＣ－ｂｏｘ 赤霉酸响应元件 １

２．５　水稻ＯｓＲＩＰ８基因的克隆
从粳稻品种中花１１号中提取总 ＲＮＡ，经反转

录得到 ｃＤＮＡ，用于基因克隆。设计克隆引物，以
ｃＤＮＡ为模板对 ＯｓＲＩＰ８进行扩增，扩增产物经电泳
检测，获得与预期大小（１０５９ｂｐ）一致的特异性条
带。纯化回收ＰＣＲ产物进行 ＴＡ克隆（图４），挑选
单菌落测序，测序结果与密歇根州立大学水稻基因

组注释项目（ＭＳＵ－ＲＧＡＰ）公布的ＯｓＲＩＰ８的 ＣＤＳ完
全一致，确定扩增产物就是目的基因ＯｓＲＩＰ８。
２．６　水稻ＯｓＲＩＰ８基因的表达谱验证

以芯片表达数据分析结果来看，ＯｓＲＩＰ８表现为
幼穗优先表达模式（图 ５－Ａ）。为验证其表达模
式，取抽穗前１ｄ的根、茎、剑叶；Ｐ３～Ｐ８期（１ｍｍ长
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到抽穗前）的小穗；抽穗前１ｄ的花药；开花前１ｄ
的内外稃；开花前１ｄ除去花药的其他组织。采用
实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）进行表达量检测，

结果表明ＯｓＲＩＰ８在Ｐ６（花粉母细胞减数分裂期）到
Ｐ８（花粉完熟期）期的小穗以及开花前１ｄ的花药中
表达量较高（图５－Ｂ），和芯片数据一致。

２．７　ＯｓＲＩＰ８－ＲＮＡｉＴ１代转基因植株的获得和表
型分析

通过 Ｂｌａｓｔ（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）寻找ＯｓＲＩＰ８基因的特异片段，以此设计
ＯｓＲＩＰ８基因的ＲＮＡｉ引物（表１），以中花１１（ＺＨ１１）
的Ｐ６期小穗 ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增出相应片段，
大小为４４７ｂｐ，采用ＳｐｅⅠ／ＳａｃⅠ和ＫｐｎⅠ／ＢａｍＨⅠ
双酶切的方法将获得的片段连接到 ＲＮＡｉ载体
ｐＤＳ１３０１上，构建好的 ＲＮＡｉ载体采用农杆菌介导
的遗传转化方法转化 ＺＨ１１种子诱导的愈伤组织，
得到ＯｓＲＩＰ８的ＲＮＡｉ转基因植株１１株。通过潮霉
素进行筛选，获得独立的 Ｔ０代转基因阳性植株 ９
株。荧光定量ＰＣＲ检测其干涉效率。最后，选择转
基因阳性单株中表达量低、中、高３个层次的单株进

行传代种植（图６－Ａ）。
选取Ｔ０代株系中的 ＲＩＰ８－２、ＲＩＰ８－８、ＲＩＰ８－

１０在华中农业大学实验基地进行加代种植，对 Ｔ１
代不同株系进行阳性检测（图６－Ｂ），对纯合家系
进行农艺性状的考察。发现ＯｓＲＩＰ８－ＲＮＡｉＴ１代转
基因植株在营养生长阶段与野生型相比无明显异常，

而碘染的结果表明其成熟花粉育性与野生型相比明

显下降，在成熟花粉萌发正常的情况下（图 ６－Ｃ至
图６－Ｆ），其结实率与对照相比极显著降低（表３）。

３　讨论

尽管关于ＲＩＰｓ的研究早在２０世纪９０年代就有
报道，当时大多是分离出表达量很高的一些毒蛋白例

如蓖麻毒蛋白［２２］，后来随着全基因组测序和生物信
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表３　ＷＴ和ＯｓＲＩＰ８－ＲＮＡｉ家系植株花粉育性和结实率统计

植株
花粉育性

（％）
结实率

（％）

ＺＨ１１ ９４．６７±０．０４ ８６．８５±０．１２

ＯｓＲＩＰ８－ＲＮＡｉＴ１代株系 ＯｓＲＩＰ８－２ ８４．６３±２．４１ ３６．８８±３．００

ＯｓＲＩＰ８－８ ８３．０４±０．７８ ５２．２５±０．８３

ＯｓＲＩＰ８－１０ ５７．２５±４．１２ ４３．８９±３．１２

　　注：、分别表示对照ＺＨ１１相比差异显著（Ｐ＜０．０５）、极显

著（Ｐ＜０．０１）。

息学技术的发展，很多无法被直接纯化的ＲＩＰｓ被鉴
定出来，其中就包括水稻全基因组中的 ＲＩＰｓ［１８－１９］。
水稻中ＯｓＲＩＰ１、ＯｓＲＩＰ１８和 ｎｕＲＩＰ等３个基因曾有
功能分析报道，除此之外绝大多数水稻ＲＩＰｓ基因的
功能仍不清楚。本研究在对水稻ＲＩＰｓ基因家族进行
表达分析时发现该家族基因ＯｓＲＩＰ８在水稻幼穗中优
先表达，对其进行进一步的生物信息学分析和初步的

功能分析。结果表明，ＯｓＲＩＰ８在花粉母细胞减数分
裂期的小穗中表达量最高，该基因表达下调导致花粉

育性降低，结实率下降，推测该基因参与水稻生殖

发育。

　　ＯｓＲＩＰ８蛋白不含信号肽，这种没有信号肽的
ＲＩＰｓ基因很可能定位于植物核糖体附近的细胞质
中［２３］。ＯｓＲＩＰ８蛋白属于亲水蛋白且不含完整的跨
膜结构域，推测其不参与物质的跨膜运输。ＧＯ及
ＫＥＧＧ富集分析结果表明，ＯｓＲＩＰ８的共表达基因主
要富集在大分子分解代谢、蛋白质代谢过程的调

节，参与调控磷酸酶、磷酸酯水解酶活性，参与转录

后调控和翻译调控；主要富集的代谢通路包含蛋白

质水解、各种氨基酸代谢、各类生物碱、鞘糖脂、角

质和蜡质的生物合成。推测 ＯｓＲＩＰ８共表达基因可
能参与翻译和转录后调控以及酶活调节来控制各

类大分子的代谢及生物合成。在水稻 ＯｓＲＩＰ８基因
启动子区域包括与植物生长发育有关的元件，如胚

乳特异性元件、分生组织特异性元件、昼夜节律控

制元件；与胁迫有关的干旱诱导元件、光诱导元件；

还有一些激素响应元件，如生长素响应元件、脱落

酸响应元件、赤霉酸响应元件等。赤霉素和光周期

是植物花期调控中的２条通路［２４］，结合 ＯｓＲＩＰ８基
因表达模式，推测该基因受光、激素、胁迫的诱导，参

与植物花期调控及植物的生长与发育。ＯｓＲＩＰ８－
ＲＮＡｉＴ１代株系可育花粉比例在５７．２５％ ～８４６３％
之间且萌发正常，但相应的结实率却在３６８８％ ～
５２２５％之间，且在其启动子区域发现了和胚乳发育
有关的元件 ＧＣＮ４－ｍｏｔｉｆ及 Ｏ２－ｓｉｔｅ，因此推测
ＯｓＲＩＰ８基因除了影响花粉发育外可能也参与雌配子
或者胚乳的发育。ＧＣＮ４－ｍｏｔｉｆ是一种在谷作物种
子贮藏蛋白启动子中高度保守的顺式元件，对控制

醇溶蛋白和谷蛋白的胚乳特异性表达起着核心作

用［２５－２６］。本研究只涉及试验材料的创建和初步的

表型观察，该基因在水稻生殖发育中的具体功能和

机制还有赖于更多遗传材料的创建和进一步研究。

下一步将补充ＣＲＩＳＰＲ／ｃａｓ９突变体植株及超表达植
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株，对这些转基因植株在小穗和胚乳发育时期分别

进行干旱、光和激素诱导处理，对其花粉、胚囊和胚

乳发育及花期等性状进行对比，进一步明确 ＯｓＲＩＰ８
在水稻生殖发育中的功能。

４　结论

ＯｓＲＩＰ８基因在花粉母细胞减数分裂期到花粉
完熟期的小穗中高表达；ＯｓＲＩＰ８的表达下调造成植
株花粉育性和结实率降低。暗示该基因对水稻小

穗的发育具有重要作用，可能受光、激素、胁迫的诱

导参与调控水稻生殖发育过程。
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