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摘　 要: Ｃ２Ｈ２ 锌指蛋白是真核生物体内一类重要的转录因子ꎬ在植物生长发育和应对非生物胁迫方面具

有重要作用ꎮ 实验室前期克隆了水稻 Ｃ２Ｈ２ 锌指蛋白 ＯｓＺＡＴ１２ꎬ该基因在水稻根中特异表达ꎬ定位于细胞

核ꎬ异源过表达 ＯｓＺＡＴ１２ 的拟南芥植株矮小ꎮ 为进一步研究 ＯｓＺＡＴ１２ 在水稻中的功能ꎬ该文分析了

ＯｓＺＡＴ１２ 的启动子元件和转录活性ꎬ并采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术分析 ＯｓＺＡＴ１２ 在非生物胁迫和植物激素处理下

的响应模式ꎮ 结果表明:(１)ＯｓＺＡＴ１２ 含有 ２ 个典型的 Ｃ２Ｈ２ 锌指结构域和 １ 个 ＥＡＲ ｍｏｔｉｆꎬ具有转录抑制活

性ꎬ该基因的启动子中含有与非生物胁迫和植物激素相关的元件ꎮ (２)对野生型水稻进行非生物胁迫和激

素处理发现ꎬ低温胁迫(４ ℃)和激素脱落酸(ＡＢＡ)处理显著下调 ＯｓＺＡＴ１２ 的表达ꎻ而渗透胁迫(２０％ ＰＥＧ
６ ０００)、激素油菜素甾醇(ＢＲ)或吲哚￣３￣乙酸(ＩＡＡ)处理则显著上调 ＯｓＺＡＴ１２ 的表达ꎬ这说明 ＯｓＺＡＴ１２ 介导

了水稻应对多种非生物胁迫和激素的变化ꎮ (３)利用含 ３５Ｓ 启动子的过表达载体和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编

辑技术分别得到纯合的 ＯｓＺＡＴ１２ 过表达植株和 ＯｓＺＡＴ１２ 敲除植株ꎮ (４)对过表达 ＯｓＺＡＴ１２ 的水稻表型观

察发现ꎬ相比于野生型ꎬＯｓＺＡＴ１２ 过表达植株在分蘖期、抽穗期和成熟期这 ３ 个时期的株高均显著降低ꎻ
ＯｓＺＡＴ１２ 敲除植株的株高与野生型虽无明显差异ꎬ但每株穗数和结实率均显著低于野生型ꎬ这说明

ＯｓＺＡＴ１２ 影响了水稻株型、穗型及结实率等农艺性状的建成ꎮ (５)实验进一步表明ꎬ过表达 ＯｓＺＡＴ１２ 降低了

水稻对外源 ＡＢＡ 的敏感性ꎬ而 ＯｓＺＡＴ１２ 敲除植株则相反ꎮ 因此推测ꎬＯｓＺＡＴ１２ 对植株生长发育的影响可能

与该基因响应多种非生物胁迫和激素信号的调控有关ꎬ该研究结果为将来利用 ＯｓＺＡＴ１２ 进行水稻耐逆稳产

分子设计育种提供了依据ꎮ
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ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎａｌ ｓｉｇｎａｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｂａｓｉｓ ｏｆ ｕｓｉｎｇ ＯｓＺＡＴ１２ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｓｉｇｎ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｙｉｅｌｄ ｉｎ ｒｉｃｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｒｉｃｅ (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)ꎬ Ｃ２Ｈ２ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＯｓＺＡＴ１２ꎬ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓꎬ ＡＢＡ

　 　 锌指蛋白是真核生物体内一类被广泛研究的

转录因子家族ꎬ根据半胱氨酸(Ｃ)和组氨酸(Ｈ)残
基的数目和位置可将其分为 Ｃ２Ｈ２、Ｃ２ＨＣ、Ｃ２Ｃ２、
Ｃ２Ｃ２Ｃ２Ｃ２ 等类型( Ｌａｉｔｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎮ Ｃ２Ｈ２ 型

锌指蛋白是锌指蛋白中最常见的一类ꎬ在许多代

谢途径以及植物的生长发育和非生物胁迫反应中

起着至关重要的作用(Ｂａｌｌｅｒｉｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｙｉｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｒｏｄａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎮ 目前ꎬ在水稻和拟南芥中已经发现分别有

１８９ 个和 １７６ 个 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白ꎬ该类蛋白的锌

指结构域具有 ＣＸ２－４ＣＸ３ＦＸ５ＬＸ２ＨＸ３－５Ｈ(Ｃ 为半胱

氨酸ꎬＦ 为苯丙氨酸ꎬＨ 为组氨酸ꎬＬ 为亮氨酸ꎬＸ
为任意氨基酸)特征序列(Ｅｎｇｌｂｒｅｃｈｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ
Ａｇａｒｗａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 根据锌指结构域的数目、序
列和排列方式ꎬ拟南芥 １７６ 个 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白可

分为 Ｓｅｔ Ａ、Ｓｅｔ Ｂ 和 Ｓｅｔ Ｃꎬ其中包含多个且离散的

锌指结构域的一类归为 Ｓｅｔ Ｃ( Ｐａｂｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１ꎻ

Ｅｎｇｌｂｒｅｃｈｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｃｉｆｔｃｉ￣Ｙｉｌｍａｚ ＆ Ｍｉｔｔｌｅｒꎬ
２００８)ꎮ 根据锌指特征序列中 ２ 个组氨酸之间的

氨基酸数目ꎬＳｅｔ Ｃ 可进一步分为 Ｃ１、Ｃ２ 和 Ｃ３ꎬＣ１
家族可进一步细分为 Ｃ１￣１ｉ、Ｃ１￣２ｉ、Ｃ１￣３ｉ、Ｃ１￣４ｉ 和
Ｃ１￣５ｉ(Ｅｎｇｌｂｒｅｃｈｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎮ 有关 Ｃ１ 家族的研

究主要集中在 Ｃ１￣１ｉ 和 Ｃ１￣２ｉ 亚家族(Ｅｎｇｌｂｒｅｃｈｔ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｃｉｆｔｃｉ￣Ｙｉｌｍａｚ ＆ Ｍｉｔｔｌｅｒꎬ ２００８)ꎮ

双子叶植物拟南芥 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白的 Ｃ１￣２ｉ
亚 家 族 包 括 ＺＡＴ５ ~ ７、 ＺＡＴ１０ ~ １２、 ＺＡＴ１８ 和

ＡＺＦ１~ ３ 等ꎬ该亚家族含有 ２ 个锌指结构ꎬ锌指特

征序列中 ２ 个组氨酸之间的氨基酸数目为 ３ 个ꎬ大
部分成员具有核定位信号及 ＥＡＲ ｍｏｔｉｆ(ｅｔｈｙｌｅｎｅ￣
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｍｐｈｉｐｈｉｌｉｃ
ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｔｉｆ)ꎬ主要参与各种生物和非生物胁迫

响应(Ｌｉｐｐｕｎｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６ꎻ Ｍｅｉｓｓｎｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９７ꎻ
Ｅｎｇｌｂｒｅｃｈｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｓａｋａｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ
Ｍｉｔｔｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
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２０１４ꎻ Ｙｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 在拟南芥中ꎬＡｔＡＺＦ２ 对

盐和干旱胁迫处理均响应强 烈ꎬ而 ＡｔＡＺＦ１ 和

ＡｔＡＺＦ３ 的表达对非生物胁迫(盐、干旱和冷)的响

应较弱ꎬ只有 ＡｔＡＺＦ２ 能够被 ＡＢＡ(ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ)诱
导ꎬ这可能是由于 ＡｔＡＺＦ２ 启动子中含有 ＡＢＡ 响应

元件(Ｓａｋａｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎮ 过表达 ＡｔＺＡＴ１８ 可

以提高拟南芥的耐旱性ꎬ而突变 ＡｔＺＡＴ１８ 则导致

植物对干旱胁迫的耐受性降低(Ｙｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ
组成型过表达 ＡｔＺＡＴ１０ 的转基因拟南芥生长受到

抑制ꎬ并对干旱、盐、高温和渗透胁迫的耐受性增

强ꎬ同时提高了 ＲＯＳ 稳态相关基因ꎬ如 ＡｔＡＰＸ１ 和

ＡｔＡＰＸ２ 的转录 ( Ｓａｋａｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｍｉｔｔｌｅｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ 有趣的是ꎬＡｔＺＡＴ１０ 基因敲除植株和

ＲＮＡｉ 干涉植株也表现出对盐和渗透胁迫的耐受

性增加ꎬ但调控机制目前尚不清楚(Ｍｉｔｔｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６)ꎮ 除拟南芥外ꎬ其他双子叶植物中也有关于

Ｃ２Ｈ２ 转录因子的报道ꎮ 豌豆 Ｓｔ( Ｓｔｉｐｕｌｅｓ ｒｅｄｕｃｅｄ)
基因通过影响细胞分裂和细胞扩展调控豌豆托叶

的大小(Ｍｏｒｅａｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 番茄基因 Ｈ( ｈａｉｒ)
编码 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白ꎬ过表达该基因后叶片毛状

体数 量 显 著 增 加 ( Ｃｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ )ꎮ 苜 蓿

ＭｔＳＵＰ(ＳＵＰＥＲＭＡＮ)是 Ｃ２Ｈ２ 锌指蛋白ꎬ主要在分

生组织、雄蕊、心皮边缘等部位表达ꎬ在苜蓿中将

该基因突变后影响花器官的数量和形态及果实发

育(Ｒｏｄａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ
禾本科植物结缕草中的 ＺｊＺＦＮ１ 基因ꎬ编码

Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白ꎬ其表达受盐胁迫、冷和 ＡＢＡ 诱

导ꎬ在拟南芥中异源过表达 ＺｊＺＦＮ１ 发现ꎬ该基因

通过影响活性氧的积累及盐胁迫响应基因的转

录ꎬ提高 拟 南 芥 对 盐 胁 迫 的 抗 性 ( Ｔｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎮ 干旱胁迫诱导小麦 ＴａＺＦＰ１Ｂ 的表达ꎬ而
过表达 ＴａＺＦＰ１Ｂ 的小麦对干旱胁迫的抗性显著

增加(Ｃｈｅｕｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 水稻中关于 Ｃ２Ｈ２ 锌

指蛋 白 有 一 些 文 献 报 道ꎬ 如 ＺＦＰ１８２、 ＺＦＰ３６、
ＺＦＰ１７９、ＺＦＰ２４５ 和 ＺＦＰ２５２ 等ꎮ 过表达 ＺＦＰ１８２
能提高植物对盐胁迫的耐受性 ( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎮ 过表达 ＺＦＰ３６ 能够提高抗氧化酶的活

性ꎬ并增强水稻对干旱胁迫和氧化胁迫的耐受性ꎻ
相反ꎬＺＦＰ３６ 的 ＲＮＡｉ 干涉植株中抗氧化酶活性较

低ꎬ对干旱胁迫和氧化胁迫更敏感( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎮ 过表达 ＺＦＰ１７９ 能够提高水稻的耐盐性ꎬ
并且转基因幼苗对外源 ＡＢＡ 更加敏感(Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)ꎮ 过表达 ＺＦＰ２５２ 的植株对盐和干旱胁迫的

耐受性增加ꎬ 在盐和干旱胁迫处理下ꎬ 过表达

ＺＦＰ２５２ 植株中 ＯｓＤＲＥＢ１Ａ、ＯｓＰ５ＣＳ 和 ＯｓＰｒｏＴ 等非

生物胁迫相关基因的表达量高于野生型和 ＺＦＰ２５２
沉默株系ꎬ说明 ＯｓＤＲＥＢ１Ａ、ＯｓＰ５ＣＳ 和 ＯｓＰｒｏＴ 可能

是 ＺＦＰ２５２ 的下游基因(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ
ＯｓＺＡＴ１２ 属于 Ｃ２Ｈ２ 锌指蛋白的 Ｃ１￣２ｉ 亚家

族ꎬ该类基因在许多代谢途径以及植物的生长发

育和非生物胁迫反应中起着至关重要的作用

(Ｂａｌｌｅｒｉｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｙｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ Ｒｏｄａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ本实验室前期(陈
宗新等ꎬ２０１９)克隆了 ＯｓＺＡＴ１２ 基因ꎬ该基因在水

稻根中特异表达ꎬ定位于细胞核ꎬ异源过表达

ＯｓＺＡＴ１２ 拟南芥植株矮小ꎬ根生长受到抑制ꎮ 水

稻为重要的粮食作物ꎬ生物 /非生物胁迫、植物激

素等均影响植株发育和形态建成ꎬ进而影响产量ꎮ
然而ꎬ作为在植物生长发育和非生物胁迫中可能

起着重要作用的 ＯｓＺＡＴ１２ꎬ在水稻生长发育及非生

物胁迫中的作用尚不清楚ꎮ 因此ꎬ本文分析了

ＯｓＺＡＴ１２ 的启动子元件和转录活性ꎬ并采用 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 技术分析 ＯｓＺＡＴ１２ 在非生物胁迫和植物激素

处理下的响应模式ꎬ以期为进一步研究 ＯｓＺＡＴ１２
参与不同非生物胁迫应答的分子机制和参与 ＡＢＡ
信号转导途径的调控奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

粳稻“中花 １１” (ＷＴ)ꎬ实验室自存ꎮ 双元载

体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ 来自本实验室ꎬＣＲＩＳＰＲ 编辑相

关 载 体 ｐＹＬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９Ｐｕｂｉ￣Ｈ、 ｐＹＬｇＲＮＡ￣
ＯｓＵ６ａ / ＬａｃＺ、 ｐＹＬｇＲＮＡ￣ＯｓＵ６ａ、 ｐＹＬｇＲＮＡ￣ＯｓＵ３ /
ＬａｃＺ、ｐＹＬｓｇＲＮＡ￣ＯｓＵ３ 由华南农业大学刘耀光实

验室惠赠ꎬ大肠杆菌 ＤＨ５ａ 感受态菌种和根癌农杆

菌 ＥＨＡ１０５ 感受态菌种由本实验室保存ꎮ
１.２ ＯｓＺＡＴ１２ 及其同源基因的保守结构域分析

在 ＮＣＢＩ 和 ＴＡＩＲ 数据库中查找拟南芥和水稻

中的 Ｃ１￣２ｉ 亚家族成员ꎬ并导出这些基因的氨基酸

序列ꎮ 利用软件 ＣｌｕｓａｔｌＸ １.８３ 进行多重序列比对ꎬ
使用软件 ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 输出图片ꎮ 本研究中ꎬ进行

多重 序 列 比 对 的 基 因 为 ＡｔＡＺＦ１ ( Ａｔ５ｇ６７４５０ )、
ＡｔＡＺＦ２ ( Ａｔ３ｇ１９５８０)、 ＡｔＡＺＦ３ ( Ａｔ５ｇ４３１７０)、 ＡｔＺＡＴ５
( Ａｔ２ｇ２８２００ )、 ＡｔＺＡＴ６ ( Ａｔ５ｇ０４３４０ )、 ＡｔＺＡＴ７
( Ａｔ３ｇ４６０９０ )、 ＡｔＺＡＴ１０ ( Ａｔ１ｇ２７７３０ )、 ＡｔＺＡＴ１１

９９７１１１ 期 陈言博等: 水稻 ＯｓＺＡＴ１２ 基因响应非生物胁迫和植物激素的研究



( Ａｔ２ｇ３７４３０ )、 ＡｔＺＡＴ１２ ( Ａｔ５ｇ５９８２０ )、 ＡｔＺＡＴ１８
(Ａｔ３ｇ５３６００)、 ＯｓＺＦＰ２５２ ( ＡＡＯ４６０４１. １)、 ＯｓＺＦＰ２４５
(ＡＡＱ９５５８３)、ＯｓＺＦＰ１８２(ＮＰ００１０５１７１８.１)、ＯｓＺＦＰ１７９
(ＡＡＬ７６０９１.１)、ＯｓＺＦＰ３６(ＡＡＰ５１１３０.１)ꎮ
１.３ ＯｓＺＡＴ１２ 转录活性分析

双荧光素酶报告系统是萤火虫荧光素酶

( ｆｉｒｅｆｌｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅꎬＬＵＣ)检测系统和海肾荧光素酶

( ｒｅｎｉｌｌａ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅꎬＲＥＮ)检测系统的组合ꎬ常用来

分析转录因子的转录活性ꎮ 本研究使用拟南芥原

生质体瞬时表达系统进行双荧光素酶实验ꎬ其中

拟南芥原生质体的提取参考 Ｗｕ 等(２００９) 的方

法ꎬ双荧光素酶活性的检测根据 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司

Ｄｕａｌ￣Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ Ａｓｓａｙ Ｓｙｓｔｅｍ 试 剂 盒

(Ｃａｔ. Ｎｏ. Ｅ１９１０) 中的说明书操作ꎬ并通过计算

ＬＵＣ / ＲＥＮ 的比值分析 ＯｓＺＡＴ１２ 的转录激活 /抑制

活性ꎮ
１.４ ＯｓＺＡＴ１２ 启动子分析

以水稻 ＯｓＺＡＴ１２ 基因的起始密码子(ＡＴＧ)上
游２ ０００ ｂｐ 作为研究对象ꎬ利用在线启动子分析工

具 ＰＬＡＣＥ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｄｎａ.ａｆｆｒｃ.ｇｏ.ｊｐ / ＰＬＡＣＥ / )和
ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ /
ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )ꎬ对 ＯｓＺＡＴ１２ 的启动子序

列进行调控元件的预测和分析ꎮ
１.５ ＯｓＺＡＴ１２ 基因在非生物胁迫和植物激素处理

下的表达分析

１.５.１ 水稻种子消毒及幼苗水培方法　 水稻种子去

壳后放入 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ加 ７５％乙醇表面消毒 １
ｍｉｎꎬ用 ２.５％次氯酸钠消毒 ５０ ｍｉｎꎬ无菌水漂洗 ５
次ꎬ将种子置于 １ / ２ ＭＳ 固体培养基中培养ꎮ 将以上

培养 ５ ｄ 的无菌苗移至 ９６ 孔 ＰＣＲ 塑料板(剪去管

底)进行水培(１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗ꎬ白天 ２８ ℃ /夜晚

２４ ℃)ꎬ水稻营养液配方参照“国际水稻研究所水稻

营养液”配制ꎬ５~６ ｄ 换一次水培液ꎮ
１.５.２ 非生物胁迫处理方法 　 取苗龄 １４ ｄ 的水稻

幼苗为材料进行非生物胁迫处理ꎮ 具体如下:低
温胁迫ꎬ将水稻幼苗放置于 ４ ℃光照培养箱(１６ ｈ
光照 / ８ ｈ 黑暗)中ꎻ渗透胁迫ꎬ将水稻幼苗置于含

有 ２０％ ＰＥＧ(ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ)６ ０００的水稻营养

液中ꎻ氧化胁迫ꎬ将水稻幼苗置于含有 ２０ μｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１甲基紫精(ｍｅｔｈｙｌ ｖｉｏｌｏｇｅｎꎬＭＶ)的水稻营养液

中ꎻ盐胁迫处理ꎬ将水稻幼苗置于含有 １００ ｍｍｏｌ 􀅰
Ｌ￣１ ＮａＣｌ 的水稻营养液中ꎮ 分别收取处理 ０、０.５、
１、３、６、１２、２４、４８ ｈ 的整株幼苗ꎬ未处理材料同时

取样作为对照组ꎬ所有样品于液氮速冻后－８０ ℃
保存备用ꎮ 除低温处理外ꎬ其他胁迫处理均在植

物培养室(１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗ꎬ白天 ２８ ℃ /夜晚 ２４
℃)进行ꎮ
１.５.３ 植物激素处理方法 　 取苗龄 １４ ｄ 的水稻幼

苗作为材料ꎬ进行植物激素处理ꎮ 在培养液中分

别添 加 １００ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ￣１ 脱 落 酸 ( ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ
ＡＢＡ)ꎬ１ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ￣１ ２ꎬ ４￣表 芸 苔 素 内 酯 ( ２ꎬ ４￣
ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅꎬ ２ꎬ４￣ｅＢＬ)ꎬ１ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１ 吲哚￣３￣乙
酸( ｉｎｄｏｌｅ￣３￣ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬ ＩＡＡ)ꎬ处理 ０、１、２４、４８ ｈ
后取材(取整株幼苗)ꎬ未处理材料同时取样作为

对照组ꎬ所有样品于液氮速冻后－８０ ℃ 保存ꎮ 激

素处理的材料均放在植物培养室(１６ ｈ 光照 / ８ ｈ
黑暗ꎬ白天 ２８ ℃ /夜晚 ２４ ℃)ꎮ
１.５.４ 水稻 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 第一条链的合

成　 ＲＮＡ 提取根据华越洋超快型植物 ＲＮＡ 提取

试剂盒( Ｃａｔ. Ｎｏ. ０４１６￣５０) 的说明书进行ꎮ 参照

Ｔｏｙｏｂｏ 反转录试剂盒(Ｃａｔ. Ｎｏ. ＦＳＱ￣３０１)说明书进

行 ｃＤＮＡ 第一条链的合成ꎮ
１.５.５ ＯｓＺＡＴ１２ 基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＰＣＲ)检测 　 本研究中的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 采用 ＳＹＢＲ
染料法 (ＧｅｎＳｔａｒ ２ × ＲｅａｌＳｔａｒ Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ Ｍｉｘｔｕｒｅꎬ
Ｃａｔ. Ｎｏ. Ａ３０１￣１０)ꎮ 以水 稻 ｅＥＦ￣１ａ 基 因 为 内 参

(ｑＰＣＲ￣ｅＥＦ￣１ａ￣Ｆ: ５′￣ＧＣＡＣＧＣＴＣＴＴＣＴＴＧＣＴＴＴＣ￣３′ꎻ
ｑＰＣＲ￣ｅＥＦ￣１ａ￣Ｒ: ５′￣ＡＧＧＧＡＡＴＣＴＴＧＴＣＡＧＧＧＴＴＧ￣３′)ꎬ
采用 ２－△△ＣＴ 法 计 算 ( Ｌｉｖａｋ ＆ Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎꎬ ２００１)
ＯｓＺＡＴ１２ 基因的相对表达量(ｑＰＣＲ￣ＯｓＺＡＴ１２￣Ｆ: ５′￣
ＧＡＣＣＴＧＡＡＣＣＡＴＣＣＡＣＣＣＴＧ￣３′ꎻ ｑＰＣＲ￣ＯｓＺＡＴ１２￣Ｒ:
５′￣ＣＧＧＴＡＴＣＣＡＡＧＡＡＣＴＧＧＴＧＧＡＡ￣３′)ꎮ
１.６ ＯｓＺＡＴ１２ 基因过表达载体和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
载体构建

由于 ＯｓＺＡＴ１２ 在水稻根中特异表达(陈宗新

等ꎬ２０１９)ꎬ因此以野生型水稻根的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利
用引物 ＯｓＺＡＴ１２￣Ｆ: ５′￣ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＧＡＧＧＴＴ
ＴＧＣＡ￣３′ ( 酶 切 位 点 ＢａｍＨＩ )ꎬ ＯｓＺＡＴ１２￣Ｒ: ５′￣
ＡＡＣＴＧＣＡＧＣＴＡＧＴＡＧＣＣＧＡＣＧＣＡ￣３′ ( 酶 切 位 点

ＰｓｔＩ) 扩增 ＯｓＺＡＴ１２ 基因ꎬ利用双酶切法构建到

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ 载 体 上ꎬ 得 到 过 表 达 载 体

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１::３５Ｓ::ＯｓＺＡＴ１２ꎮ
利用华南农业大学刘耀光实验室设计的网站

ＣＲＩＳＰＲ￣ＧＥ(ｈｔｔｐ: / / ｓｋｌ.ｓｃａｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / )设计 ＯｓＺＡＴ１２
敲除靶点ꎮ 为提高敲除效率ꎬ采用双靶点载体的策

略ꎬ以 ＯｓＺＡＴ１２ 基因设计 ２ 个靶点ꎬ其中靶点 ５′￣

００８１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



ＣＡＴＧＡＧＧＣＧＣＣＡＣＣＧＣＧＣＣＡ￣３′以 Ｕ６ 为启动子ꎬ靶
点 ５′￣ＴＧＣＧＡＣＧＡＣＡＴＧＡＧＣＡＴＣＡＧ￣３′以 Ｕ３ 为启动

子ꎬ具体载体构建参考 Ｍａ 等(２０１５)的方法ꎮ
１.７ ＯｓＺＡＴ１２基因遗传转化水稻及转基因植株鉴定

将 １.６ 中构建好的重组载体(过表达载体和

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体) 转化至根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５
感受态细胞中ꎮ 采用农杆菌介导的遗传转化法将

重组载体转进水稻愈伤组织中ꎬ具体参考李美茹

和李洪清(２００３)、王亚琴等(２０１１)的方法ꎮ
转基因植株的鉴定采用 ＰＣＲ 方法ꎮ 剪取 Ｔ１代

幼苗约 ２ ｃｍ 长的叶片ꎬ利用 ＴＰＳ 溶液(１００ ｍｍｏｌ 􀅰
Ｌ￣１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ ｐＨ ８.０ꎻ １０ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ￣１ ＥＤＴＡ￣Ｎａ２ꎬ ｐＨ
８.０ꎻ １ ｍｏｌ 􀅰 Ｌ￣１ ＫＣｌ)提取 ＤＮＡꎮ 过表达 ＯｓＺＡＴ１２
的转 基 因 植 株 利 用 抗 性 筛 选 标 记 基 因 ＨｐｔＩＩ
( ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＩＩ ) 设 计 引 物

Ｈｙｇ￣Ｆ: ５′￣ ＧＡＴＧＴＴＧＧＣＧＡＣＣＴＣＧＴＡＴＴ￣３′ꎬ Ｈｙｇ￣Ｒ:
５′￣ＴＣＧＴＴＡＴＧＴＴＴＡＴＣＧＧＣＡＣＴＴＴ￣３′ꎬ以 ＤＮＡ 为模

板进行 ＰＣＲ 扩增检测ꎮ ＣＲＩＳＰＲ 植株采用引物

ＣＲＩＳＰＲ￣Ｆ: ５′￣ＴＣＡＧＡＣＡＡＣＡＧＡＧＡＧＧＴＴＧＧＴ￣３′ 和

ＣＲＩＳＰＲ￣Ｒ: ５′￣ＴＡＧＴＡＧＣＣＧＡＣＧＣＡＧＴＣＡＡＣ￣３′ 扩 增

ＯｓＺＡＴ１２ 包括靶位点在内的片段ꎬ经测序后检测突

变位点ꎮ
１.８ 转基因水稻幼苗对外源 ＡＢＡ 的敏感性分析

取野生型、过表达 ＯｓＺＡＴ１２ 和敲除 ＯｓＺＡＴ１２ 植

株的种子ꎬ经表面消毒后播种于含不同浓度 ＡＢＡ
(０、１、５、１０ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１)的 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎬ每个株

系在不同 ＡＢＡ 浓度培养基上播种 ３０ 粒种子ꎬ在植

物培养室(１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗ꎬ白天 ２８ ℃ /夜晚 ２４
℃)培养 １０ ｄ 后拍照并统计株高和根长ꎮ
１.９ 数据分析

所有实验均进行 ３ 次生物学重复ꎬ每次重复中

每个样品设置 ３ 个技术重复ꎮ 数据统计为平均值±
标准偏差ꎮ 利用软件 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ 中的单因素方

差分析进行数据的显著性分析(∗Ｐ<０.０５ꎻ∗∗Ｐ<
０.０１)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 转录因子 ＯｓＺＡＴ１２ 保守结构域的分析

ＯｓＺＡＴ１２(Ｏｓ０５ｇ０１１４４００)基因编码区全长 ５９７
ｂｐꎬ该基因不含内含子ꎬ编码 １９８ 个氨基酸(陈宗新

等ꎬ２０１９)ꎮ 为进一步研究 ＯｓＺＡＴ１２ 蛋白结构域的

保守性及其序列特点ꎬ对拟南芥和水稻 Ｃ１￣２ｉ 亚家

族中的部分成员进行多重序列比对ꎬ结果如图 １ 所

示ꎬＯｓＺＡＴ１２ 的结构域与拟南芥和水稻中的同源蛋

白一致ꎬ均含有 ２ 个包含 ＱＡＬＧＧＨ 保守序列的锌指

结构 域 以 及 １ 个 ＥＡＲ ｍｏｔｉｆ ( ｅｔｈｙｌｅｎｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｍｐｈｉｐｈｉｌｉｃ ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｍｏｔｉｆ)ꎮ 蛋白 Ｃ 末端的 ＥＡＲ ｍｏｔｉｆ 通常被认为具有

抑制活性(Ｍｅｉｓｓｎｅｒ ＆ Ｍｉｃｈａｅｌꎬ １９９７ꎻ Ｅｎｇｌｂｒｅｃｈｔ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｃｉｆｔｃｉ￣Ｙｉｌｍａｚ ＆ Ｍｉｔｔｌｅｒꎬ ２００８)ꎮ 以上结

果说明ꎬＯｓＺＡＴ１２ 是一个典型的 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋

白ꎬ属于 Ｃ１￣２ｉ 亚家族ꎬ可能具有转录抑制活性ꎮ
２.２ 转录因子 ＯｓＺＡＴ１２ 的转录活性分析

采用双荧光素酶报告系统检测 ＯｓＺＡＴ１２ 的转

录活性ꎬ将 ＯｓＺＡＴ１２ 与包含 ＧＡＬ４ ＤＮＡ 结合结构

域(ＧＡＬ４ ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎꎬＧＡＬＢＤ)的效应载

体融合(图 ２:Ａ)ꎬ同时与携带荧光素酶基因的报

告载体共同转化拟南芥原生质体ꎬ检测对照组和

实验组的萤火虫荧光素酶活性和海肾荧光素酶活

性并计算相对 ＬＵＣ / ＲＥＮ 比值ꎮ 实验组的相对

ＬＵＣ / ＲＥＮ 比值显著低于对照组(图 ２:Ｂ)ꎬ说明转

录因子 ＯｓＺＡＴ１２ 具有转录抑制活性ꎮ
２.３ ＯｓＺＡＴ１２ 启动子的序列分析

以水稻 ＯｓＺＡＴ１２ 基因的起始密码子(ＡＴＧ)上
游 ２ ０００ ｂｐ 为研究对象ꎬ使用启动子在线分析网

站对 ＯｓＺＡＴ１２ 启动子进行调控元件预测ꎬ结果显

示ꎬＯｓＺＡＴ１２ 启动子上调控元件非常丰富ꎬ除了基

本的核心启动子元件( ＴＡＴＡ ｂｏｘ 和 ＣＡＡＴ ｂｏｘ 元

件)以外ꎬ该段序列中还具有非生物胁迫和激素相

关的顺式作用元件ꎮ 其中ꎬ与非生物胁迫相关的

有 ２ 个 ＭＹＢ 转录因子结合元件ꎻ与激素相关的元

件包括 ３ 个 ＧＡ 响应元件、３ 个 ＡＢＡ 响应元件、２
个 Ａｕｘｉｎ 响应元件和 １ 个 ＪＡ 响应元件等(图 ３)ꎮ
由此推测ꎬＯｓＺＡＴ１２ 基因的表达可能受非生物胁

迫因子和多种激素的调节ꎮ
２.４ 非生物胁迫处理下 ＯｓＺＡＴ１２ 的表达分析

拟南芥 ＺＡＴ１２ 在活性氧以及非生物胁迫信号

传导中起着重要作用(Ｄａｖｌｅｔｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 水

稻 ＯｓＺＡＴ１２ 启动子中含有非生物胁迫相关的元件

(图 ３)ꎬ推测其可能响应非生物胁迫ꎮ 因此ꎬ进一

步检测了水稻幼苗在低温(４ ℃)、渗透胁迫(２０％
ＰＥＧ ６ ０００)、氧化胁迫(２０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＭＶ)和盐胁

迫(１００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌ)处理下 ＯｓＺＡＴ１２ 的表达ꎮ
如图 ４:Ａ 所示ꎬ低温处理 ４８ ｈ 内ꎬＯｓＺＡＴ１２ 的表达

均呈下调趋势ꎬ其中在处理 １２ ｈ 时ꎬＯｓＺＡＴ１２ 的表

１０８１１１ 期 陈言博等: 水稻 ＯｓＺＡＴ１２ 基因响应非生物胁迫和植物激素的研究
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ｂｅｔｗｅｅｎ ５０％ ａｎｄ ７５％ (ｅｘｃｌｕｄｉｎｇ ７５％)ꎬ ｙｅｌｌｏｗ ｐａｒｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ３３％ ａｎｄ ５０％ (ｅｘｃｌｕｄｉｎｇ ５０％)ꎬ ｔｈｅ ｗｈｉｔｅ ｐａｒｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ <３３％.

图 １　 水稻和拟南芥部分 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白氨基酸序列的多重比对
Ｆｉｇ. １　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ Ｃ２Ｈ２ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

达量降到最低ꎬ之后略微上调ꎮ 在渗透胁迫处理

下ꎬＯｓＺＡＴ１２ 表达量呈先下降后上升的趋势ꎬ从 ３
ｈ 上升一直到 ４８ ｈꎬＯｓＺＡＴ１２ 的表达量达到未处理

时的 ２ 倍左右(图 ４:Ｂ)ꎮ 而在 ２０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＭＶ
和 １００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌ 的处理下ꎬＯｓＺＡＴ１２ 的表达

量随时间变化未出现明显的上调或下调趋势(图
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Ａ. 双荧光素酶实验载体构建示意图ꎬ其中 ＧＡＬＢＥ 是 ＧＡＬ４
结合元件ꎬＧＡＬＢＤ 是 ＧＡＬ４ ＤＮＡ 结合结构域ꎬ３５Ｓ ｍｉｎｉ 启动
子是只含 ４６ ｂｐ 的 ３５Ｓ 启动子ꎻ Ｂ. 双荧光素酶报告系统检
测 ＯｓＺＡＴ１２ 的转录活性ꎬ报告载体和效应空载体作为对照
组ꎬ报告载体和连有 ＯｓＺＡＴ１２ 的效应载体作为实验组ꎬ实
验结果为 ３ 次生物学重复的平均值±标准偏差ꎮ 对照组的
ＬＵＣ / ＲＥＮ 比值设为 １ꎬ∗∗表示与对照组相比达到显著水
平(Ｐ<０.０１)ꎮ
Ａ. Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｄｕａｌ￣ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙꎬ
ＧＡＬＢＥ ｉｓ ＧＡＬ４ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ＧＡＬＢＤ ｉｓ ＧＡＬ４ ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｄｏｍａｉｎꎬ ａｎｄ ３５Ｓ ｍｉｎｉ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ３５Ｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｎｌｙ
ｃｏｎｔａｉｎｓ ４６ ｂｐꎻ Ｂ. Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｓｙｓｔｅｍ ｄｅｔｅｃｔｓ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ꎬ ｔｈｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｏｒ
ｖｅｃｔｏｒｓ ｓｅｒｖｅ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｖｅｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｖｅｃｔｏｒ ｗｉｔｈ ＯｓＺＡＴ１２ ａｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐꎬ
ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｘ± ｓ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ. Ｔｈｅ ＬＵＣ / ＲＥＮ
ｒａｔｉｏ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｉｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ １ꎬ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１).

图 ２　 ＯｓＺＡＴ１２ 的转录活性分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２

４:ＣꎬＤ)ꎮ 以上结果表明ꎬＯｓＺＡＴ１２ 基因的表达响

应多种非生物胁迫ꎬ并随胁迫时间的延长其表达

量出现不同的变化趋势ꎮ
２.５ 不同植物激素处理下 ＯｓＺＡＴ１２ 的表达分析

植物激素作为植物内源信号分子ꎬ在植物生

长发育过程中具有重要作用ꎮ ＯｓＺＡＴ１２ 的启动子

中含有多个激素相关元件(图 ３)ꎬ推测其可能响

应激素水平的变化ꎮ 植物激素处理实验结果表

明ꎬ外施 ＡＢＡ 显著下调 ＯｓＺＡＴ１２ 的表达ꎮ 处理 １
ｈ 时 ＯｓＺＡＴ１２ 的表达量迅速下降ꎬ在 ２４ ｈ 降到最

低ꎬ约为对照的 １ / １０ꎬ４８ ｈ 时略有升高(图 ５:Ａ)ꎮ
相反ꎬ 外 施 １ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ￣１ 的 ２ꎬ ４￣ｅＢＬꎬ 在 １ ｈ 时

ＯｓＺＡＴ１２ 表达开始上调ꎬ一直持续到 ４８ ｈ 且达到

最高ꎬ为对照的 １２ 倍(图 ５:Ｂ)ꎮ 此外ꎬＩＡＡ 处理

也能上调 ＯｓＺＡＴ１２ 的表达ꎬ其表达量在 ２４ ｈ 达到

最高ꎬ一直持续到 ４８ ｈ(图 ５:Ｃ)ꎮ 以上结果表明ꎬ
ＯｓＺＡＴ１２ 对不同植物激素的响应各异ꎬ可能参与

不同植物激素信号对水稻生长发育的调控ꎮ
２.６ ＯｓＺＡＴ１２ 转基因植株的获得

２.６.１ ＯｓＺＡＴ１２ 敲除植株的筛选　 使用特异检测引

物(ＣＲＩＳＰＲ￣Ｆ 和 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｒ)先对 ＯｓＺＡＴ１２ 敲除植

株的基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ再对得到的单一

ＰＣＲ 片段产物进行测序ꎬ结果得到了 ３ 个敲除

ＯｓＺＡＴ１２ 的纯合株系ꎬ其中 ｏｓｚａｔ１２￣１２￣３ 和 ｏｓｚａｔ１２￣
８￣１５ 株系均为单碱基插入ꎬ而 ｏｓｚａｔ１２￣１０￣１０ 株系

则是缺失一段序列(图 ６)ꎮ
２.６.２ ＯｓＺＡＴ１２ 过表达植株的表达量检测 　 获得 ４
个过表达 ＯｓＺＡＴ１２ 纯合株系ꎬ并分别命名为 ＯＥ８、
ＯＥ３、ＯＥ９ 和 ＯＥ５ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果(图 ７)显示ꎬ与
野生型相比ꎬ过表达株系 ＯＥ８、ＯＥ３ 和 ＯＥ５ 的表达

量显著提高ꎬＯＥ９ 的表达量虽有所提高但与野生

型无显著差异ꎮ 因此ꎬ本研究选取 ＯＥ８ 和 ＯＥ３ 用

于后续研究ꎮ
２.７ ＯｓＺＡＴ１２ 转基因水稻对 ＡＢＡ 的敏感性分析

ＡＢＡ 作为胁迫激素ꎬ是植物响应生物 /非生物

胁迫的重要调控因子( Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｂｈａｒａｔｈ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ ＯｓＺＡＴ１２ 启动子序列中包含 ３ 个

ＡＢＡ 响应元件(图 ３)ꎬ并且 ＡＢＡ 有抑制 ＯｓＺＡＴ１２
表达的作用(图 ５:Ａ)ꎮ 在获得过表达 ＯｓＺＡＴ１２ 和

敲除 ＯｓＺＡＴ１２ 的植株后ꎬ进一步检测其对 ＡＢＡ 的

敏感性ꎬ结果表明ꎬＡＢＡ 抑制了野生型和 ＯｓＺＡＴ１２
超表达幼苗的生长ꎬ并随着 ＡＢＡ 浓度的升高抑制

程度越大ꎬ而 ＯｓＺＡＴ１２ 过表达株系的株高、根长都

显著高于野生型(图 ８)ꎮ ＯｓＺＡＴ１２ 敲除植株的株

高在 ５ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１ ＡＢＡ 处理下显著低于野生型ꎻ在
低浓度 ＡＢＡ(１ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１)处理下ꎬ其根长显著高

于野生型ꎻ但在较高浓度 ＡＢＡ(１０ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１)处

理下ꎬ根长与野生型无显著差异(图 ８)ꎮ 以上结

果表明ꎬ过表达 ＯｓＺＡＴ１２ 会降低水稻对 ＡＢＡ 的敏

感性ꎬ而敲除 ＯｓＺＡＴ１２ 则在合适的 ＡＢＡ 浓度下才

会增强水稻对 ＡＢＡ 的敏感性ꎮ
２.８ ＯｓＺＡＴ１２ 转基因植株农艺性状的观察与统计

农艺性状的统计分析结果表明ꎬ在分蘖期、抽
穗期、成熟期这 ３ 个时期中ꎬＯｓＺＡＴ１２ 过表达水稻

的株高均显著低于野生型ꎬ而 ＯｓＺＡＴ１２ 敲除植株

则与野生型没有显著差异(图 ９:ＡꎬＢꎬＤꎬＦ)ꎻ 根长

３０８１１１ 期 陈言博等: 水稻 ＯｓＺＡＴ１２ 基因响应非生物胁迫和植物激素的研究



图 ３　 ＯｓＺＡＴ１２ 启动子的生物信息学分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

Ａ. ＯｓＺＡＴ１２ 在 ４ ℃胁迫处理下的表达量分析ꎻ Ｂ. ＯｓＺＡＴ１２ 在 ２０％ ＰＥＧ 胁迫处理下的表达量分析ꎻ Ｃ. ＯｓＺＡＴ１２ 在 ２０ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１

ＭＶ 胁迫处理下的表达量分析ꎻ Ｄ. ＯｓＺＡＴ１２ 在 １００ ｍｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌ 胁迫处理下的表达量分析ꎮ 每组处理 ０ ｈ 的相对表达量分别

设为 １ꎬ下同ꎮ ∗表示与对 ０ ｈ 比达到显著水平(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｕｎｄｅｒ ４ ℃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｂ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｕｎｄｅｒ ２０％ ＰＥＧ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｃ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＯｓＺＡＴ１２ ｕｎｄｅｒ ２０ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１ ＭＶ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｄ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｕｎｄｅｒ １００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ０ ｈ ａｆｔｅｒ ｅａｃｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ １ꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ. ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ ｈ (Ｐ<０.０５).

图 ４　 不同非生物胁迫下 ＯｓＺＡＴ１２ 的表达水平
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

和分蘖数这 ２ 个指标ꎬ无论是 ＯｓＺＡＴ１２ 过表达还

是敲除植株ꎬ均与野生型无显著差异(图 ９:ＣꎬＥꎬ
Ｇ)ꎮ ＯｓＺＡＴ１２ 敲除植株的每株穗数和结实率均显

著低于野生型ꎬ 而 ＯｓＺＡＴ１２ 过表达株系与野生型
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Ａ. ＯｓＺＡＴ１２ 在 １００ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１ ＡＢＡ 处理下的表达量分析ꎻ Ｂ. ＯｓＺＡＴ１２ 在 １ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１ ２４￣ｅＢＬ 处理下的表达量分析ꎻ Ｃ. ＯｓＺＡＴ１２ 在 １
μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１ ＩＡＡ 处理下的表达量分析ꎮ ∗和∗∗表示与 ０ ｈ 相比达到显著水平(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１)ꎮ
Ａ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｕｎｄｅｒ １００ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｂ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｕｎｄｅｒ １ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１ ２４￣ｅＢＬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ
Ｃ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｕｎｄｅｒ １ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１ ＩＡＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. ∗ ａｎｄ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ０ ｈ (∗Ｐ<
０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１).

图 ５　 不同植物激素处理下 ＯｓＺＡＴ１２ 的表达水平
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ６　 不同 ＯｓＺＡＴ１２ 敲除株系的测序结果
Ｆｉｇ. ６　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＯｓＺＡＴ１２ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｌｉｎｅｓ

则无 显 著 差 异 ( 图 ９: Ｈꎬ Ｉ)ꎮ 以 上 结 果 表 明ꎬ
ＯｓＺＡＴ１２ 影响水稻的株高、每株穗数和结实率ꎮ

３　 讨论与结论

锌指蛋白是真核生物体内一类重要的转录调

控因子家族ꎬ其中 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白是最常见的一

类(Ｔａｋａｔｓｕｊｉꎬ １９９９)ꎮ Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白通常包含

１ ~ ６ 个锌指结构域ꎬ并在锌指结构的 α￣螺旋中含

有 ＱＡＬＧＧＨ 保 守 序 列 ( Ｓａｋａｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００ꎻ
Ｅｎｇｌｂｒｅｃｈｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｃｉｆｔｃｉ￣Ｙｉｌｍａｚ ＆ Ｍｉｔｔｌｅｒꎬ
２００８ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ )ꎮ 本 研 究 发 现ꎬ 水 稻

ＯｓＺＡＴ１２ 具有 ２ 个典型的 Ｃ２Ｈ２ 锌指结构和 １ 个

ＥＡＲ ｍｏｔｉｆꎬ并与拟南芥 ＺＡＴ１２ 有较高的同源性ꎬ说
明 ＯｓＺＡＴ１２ 属于水稻 Ｃ２Ｈ２ 锌指蛋白家族成员ꎮ
大多数含有 ＥＡＲ ｍｏｔｉｆ 的锌指蛋白都表现出转录

抑制活性(Ｏｈｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎬ如矮牵牛 ＺＰＴ２￣３ 的

瞬时表达分析表明其起着阻遏物的作用(Ｓｕｇａｎｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００３ )ꎬ 而 含 有 ＥＡＲ ｍｏｔｉｆ ｌｉｋｅ 的 拟 南 芥

ＺＡＴ１２ꎬ在响应冷胁迫时可能作为 ＡｔＣＢＦ 转录因子

的抑制子起作用(Ｖｏｇｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 本研究结

果表明ꎬ水稻 ＯｓＺＡＴ１２ 蛋白具有转录抑制活性ꎬ是
一个有功能的转录抑制因子ꎮ

植物 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白作为一类重要的转录

因子ꎬ是目前研究较为深入的一类锌指蛋白ꎮ 该

类转录因子在植物生长发育和响应非生物胁迫中

具有重要调控作用(Ｓａｋａｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｄａｖｌｅｔｏｖａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ Ｍｉｔｔｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６ꎻ Ｒｏｓｓｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ
Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ
Ｙｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｂａｌｌｅｒｉｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｙｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ Ｒｏｄａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 油菜

ＢｎＬＡＴＥ(ＬＡＴＥ ＦＬＯＷＥＲＩＮＧ)通过限制油菜角果

５０８１１１ 期 陈言博等: 水稻 ＯｓＺＡＴ１２ 基因响应非生物胁迫和植物激素的研究



ＷＴ 中 ＯｓＺＡＴ１２ 基因的相对表达量设为 １ꎮ ∗表示与 ＷＴ
相比达到显著水平(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｉｎ ＷＴ ｉｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ １. ∗
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ (Ｐ<０.０５).

图 ７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析转基因植株中 ＯｓＺＡＴ１２ 的表达量
Ｆｉｇ. ７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

中木质素的聚合减少角果的破裂 ( Ｔａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)ꎮ 水稻 ＮＳＧ１ 基因编码 Ｃ２Ｈ２ 型锌指蛋白ꎬ
与拟南芥 ＳＵＰ ( ＳＵＰＥＲＭＡＮ)、 ＪＡＧ ( ＪＡＧＧＥＤ) 和

ＮＵＢ(ＮＵＢＢＩＮ)及水稻 ＳＬ１( ＳＴＡＭＥＮＬＥＳＳ１)的功

能类似ꎬ参与调控水稻花发育 ( Ｄｉｎｎｅｎｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４ꎻ Ｏｈｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｘｉａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ Ｚｈｕａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 组成型过表达 ＡｔＺＡＴ１０ 的转基因拟

南芥 表 现 为 生 长 阻 滞 ( Ｓａｋａｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ
Ｍｉｔｔｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ 本实验室前期研究(陈宗新

等ꎬ２０１９)发现ꎬ异源过表达 ＯｓＺＡＴ１２ 拟南芥植株

矮小ꎬ根生长受到抑制ꎮ 与异源转化 ＯｓＺＡＴ１２ 的

拟南芥表型相似ꎬ该研究也发现过表达 ＯｓＺＡＴ１２
水稻植株在分蘖期、抽穗期和成熟期的株高均显

著降低ꎮ 该类表型都类似于拟南芥或水稻等植株

遭遇胁迫后或过表达胁迫相关转录因子如 ＤＲＥＢ１
植株的表型(Ｋａｓｕｇａ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎬ说明 ＯｓＺＡＴ１２
可能为胁迫相关基因ꎮ

植物对非生物胁迫的耐受性ꎬ主要依赖于激

活植物体内与胁迫相关的分子调控网络ꎬ包括信

号刺激的应答、激素信号转导途径、诱导信号通路

基因的表达等(Ｄａｎｓａｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｌｉｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ 冷胁迫会对植物造成损伤ꎬ严重时可使植

物死亡(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ Ｃ２Ｈ２ 锌指蛋白可通

过直接调控下游冷胁迫相关基因来增强植物的抗

寒能力(Ｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 番茄 ＳｌＣＺＦＰ１ 基因通

过诱导 ＣＯＲ( ｃｏｌｄ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ)或冷响应相关基因的

组成型表达ꎬ增强转基因拟南芥和水稻的耐寒性

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ )ꎮ 大 豆 ＧｍＺＦ１ 通 过 结 合

ＣＯＲ６.６ 启动子区并上调该基因的表达ꎬ调节转基

因拟南芥对冷胁迫的抗性(Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 在

香蕉中ꎬ过表达 ＭａＣ２Ｈ２￣２ 和 ＭａＣ２Ｈ２￣３ 显著抑制

ＭａＩＣＥ１( ｉｎｄｕｃｅｒ ｏｆ ＣＢＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ冷信号传导途

径的一个关键组成部分)的转录ꎮ 因此ꎬＭａＣ２Ｈ２ｓ
可能通过抑制 ＭａＩＣＥ１ 的转录来增强香蕉的抗寒

性( Ｈａｎ ＆ Ｆｕꎬ ２０１９ )ꎮ 低 温 处 理 上 调 拟 南 芥

ＺＡＴ１２ 的表达(Ｄａｖｌｅｔｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎬ过表达该

基因则下调 ＣＢＦ(Ｃ￣ｒｅｐｅａｔ / ＤＲＥ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｆａｃｔｏｒ)基
因的表达ꎬ表明 ＺＡＴ１２ 负调控拟南芥对冷胁迫的

适应(Ｖｏｇｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 本研究表明ꎬ４ ℃下调

ＯｓＺＡＴ１２ 的表达ꎬ说明 ＺＡＴ１２ 在拟南芥和水稻中

对低温胁迫的响应模式不同ꎬ暗示两者的功能可

能不同ꎮ 许多非生物胁迫(如盐、冷和干旱)ꎬ可诱

发植物产生渗透胁迫(Ｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 渗透胁

迫导致植物生理干旱、离子失衡、氧化损伤和生长

抑制 ( Ｙａｍａｇｕｃｈｉ￣Ｓｈｉｎｏｚａｋｉ ＆ Ｓｈｉｎｏｚａｋｉꎬ ２００６ )ꎮ
拟南芥 ＺＡＴ１０ 在渗透胁迫处理后表达显著上调ꎬ
尤其是在叶片中ꎻ过表达 ＺＡＴ１０ 拟南芥和 ｚａｔ１０ 突

变体均表现出对渗透胁迫的耐受性增强(Ｍｉｔｔｌｅｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ 在拟南芥中ꎬＺＡＴ１０ 被认为是渗透胁

迫的正调控因子并受 ＭＡＰ 激酶的调控(Ｎｇｕｙｅｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 杨树中鉴定出 １６ 个 Ｃ１￣２ｉ 亚家族成

员ꎬ其中 ６ 个成员参与了渗透胁迫(Ｇｏｕｒｃｉｌｌｅａｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 在拟南芥中异源过表达大豆 ＧｍＺＡＴ４ꎬ
该基因可通过 ＡＢＡ 途径提高拟南芥对 ２０％ ＰＥＧ
６ ０００的耐受性 ( Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 在水稻中ꎬ
２０％ ＰＥＧ ６ ０００处理后 ＲＺＦ７１ 的表达显著上调ꎬ
表明该基因在渗透胁迫反应中发挥重要作用(Ｇｕｏ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 与拟南芥 ＺＡＴ１０ 和水稻 ＲＺＦ７１ 的

表达模式不同ꎬ本研究发现ꎬ在 ２０％ ＰＥＧ ６ ０００的
渗透胁迫处理过程中ꎬＯｓＺＡＴ１２ 的表达先下降ꎬ随
后逐渐转变为上调趋势ꎮ 综合以上结果表明ꎬ
ＯｓＺＡＴ１２ 的表达受到非生物胁迫(如低温或渗透

胁迫)的调控ꎬ因此推测 ＯｓＺＡＴ１２ 参与了水稻响应

非生物胁迫的过程ꎮ
本研究对水稻 ＯｓＺＡＴ１２ 启动子分析发现其中

含有激素相关元件ꎬＯｓＺＡＴ１２ 的表达在 ２ꎬ４￣ｅＢＬ、
ＩＡＡ 处理后上调ꎬ推测 ＯｓＺＡＴ１２ 参与了不同激素

信号途径ꎮ ＡＢＡ 是植物非生物胁迫中一个重要的

调控因子ꎬ由于其广泛在干旱、寒冷、高温、 盐胁迫

６０８１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



ＯｓＺＡＴ１２ 转基因水稻在不同浓度外源 ＡＢＡ 处理下的表型 (Ａ)、株高 (Ｂ)和根长 (Ｃ)ꎬ标尺 ＝ ２ ｃｍꎮ ＯＥ８、ＯＥ３ 为 ＯｓＺＡＴ１２ 过表

达植株ꎻｏｓｚａｔ１２￣１０￣１０ 为 ＯｓＺＡＴ１２ 敲除植株ꎮ ∗和∗∗表示与 ＷＴ 相比达到显著水平(∗Ｐ <０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１)ꎬ ｎ＝ ３０ꎮ 下同ꎮ
Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ (Ａ)ꎬ ｓｈｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ (Ｂ) ａｎｄ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ (Ｃ) ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ
ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ２ ｃｍ. ＯＥ８ ａｎｄ ＯＥ３ ａｒｅ ＯｓＺＡＴ１２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｎｔｓꎻ ｏｓｚａｔ１２￣１２￣３ꎬ ｏｓｚａｔ１２￣１０￣１０ ａｎｄ ｏｓｚａｔ１２￣８￣１５ ａｒｅ ＯｓＺＡＴ１２ ｋｎｏｃｋｏｕｔ
ｐｌａｎｔｓ. ∗ ａｎｄ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ (∗Ｐ <０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１)ꎬ ｎ＝３０. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ８　 ＯｓＺＡＴ１２ 转基因水稻幼苗对 ＡＢＡ 的敏感性分析
Ｆｉｇ. ８　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＺＡＴ１２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｔｏ ＡＢＡ

和水涝等逆境中具有重要作用ꎬ因此被称为胁迫

激素(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｂｈａｒａｔｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 水

稻 Ｃ１￣２ｉ 亚家族成员的 ＺＦＰ１７９ꎬＡＢＡ 处理 ３ ｈ 后

其表达上调ꎬ随后下调ꎬ至 ２４ ｈ 时达到最高(Ｓｕｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１０ )ꎬ 而 本 研 究 却 发 现ꎬ ＡＢＡ 显 著 下 调

ＯｓＺＡＴ１２ 的表达ꎬ说明两者在 ＡＢＡ 信号传导途径

中的功能可能存在不同ꎮ 过表达 ＺＦＰ１７９ 基因的

水稻幼苗表现增加对 ＡＢＡ 的敏感性( Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)ꎬ而本研究则发现过表达 ＯｓＺＡＴ１２ 降低了水

稻对 ＡＢＡ 处理的敏感性ꎮ 过表达 ＯｓＺＡＴ１２ 水稻

幼苗和过表达 ＺＦＰ１７９ 水稻幼苗对外源 ＡＢＡ 敏感

性的差异可能与这两个基因对 ＡＢＡ 的响应模式不

同有关ꎮ 此外ꎬＯｓＺＡＴ１２ 敲除植株的株高只有在 ５
μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１ ＡＢＡ 处理下显著低于野生型ꎻ在正常条

件及低浓度 ＡＢＡ(１ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１)处理下ꎬ根长显著
高于野生型ꎻ在较高浓度 ＡＢＡ(１０ μｍｏｌ 􀅰Ｌ￣１)处

理下ꎬ根长与野生型无显著差异ꎮ 我们推测ꎬ敲除

ＯｓＺＡＴ１２ 后可能会降低植株内源 ＡＢＡ 含量ꎬ只有

在外施合适浓度的 ＡＢＡ 时ꎬ敲除 ＯｓＺＡＴ１２ 植株才

会表现出对 ＡＢＡ 的敏感性增强ꎬ这与 ｏｓｂｇｌｕ３３ 水

稻突变体及过表达 ＺｍＷＲＫＹ１１４ 的水稻植株对外

源 ＡＢＡ 的响应方式相似(Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｂｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 结合 ＯｓＺＡＴ１２ 对非生物胁迫(低温胁

迫和渗透胁迫)及胁迫激素 ＡＢＡ 的响应模式ꎬ推
测 ＯｓＺＡＴ１２ 参与调节非生物胁迫及激素信号途

径ꎬ进而影响了水稻株型的发育ꎬ并在水稻穗型及

结实中具有重要调控作用ꎮ 本文进一步深入研究

了 ＯｓＺＡＴ１２ 参与植物不同非生物胁迫应答的分子

机制和 ＡＢＡ 信号转导途径的调控ꎬ将为 利 用

ＯｓＺＡＴ１２ 进行水稻耐逆稳产分子设计育种提供实
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