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摘要: Rop在植物生长、发育、免疫及环境信号应答等多种生物学过程中具有重要作用。已有研究显示水稻Rop基因

OsRac5可能与育性控制有关, 但是该基因的表达特性, 以及非生物胁迫和植物生长物质对其表达的影响尚不清楚。本文采

用qRT-PCR技术检测了OsRac5在水稻生长发育过程中、非生物胁迫以及植物生长物质处理条件下的表达特性, 结果显示

OsRac5在水稻生长发育过程中在多种组织广泛表达, 尤其在根和雌雄蕊形成期的幼穗中高表达; 干旱、高盐和低温等非生

物胁迫均能诱导OsRac5的表达; ABA、GAs、6-BA等植物生长物质能上调OsRac5基因表达, 提示该基因与水稻幼穗发

育、抗逆性及细胞生长等过程相关。
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Expression Characteristic of Rice Rop Gene OsRac5
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Abstract: Rop plays important roles in almost all biological process such as growth and development, immune 
and stress response. It has been reported that rice Rop gene OsRac5 may involved in fertility control, but its 
expression regulation mechanism still unclear. In this study, real-time PCR was applied to detect its expression 
characteristics in rice growth and development, and also under the treatment of abiotic stress and plant growth 
substances. The results showed that OsRac5 was constitutively expressed in rice roots, stems, and leaves at 
different developmental stages, with highest abundance in young panicle. In rice seedling stage, the abiotic 
stress drought, salt and cold, plant growth substances ABA, GAs, and 6-BA can significantly change its 
expression, suggest that OsRac5 may involved in rice panicle differentiation, stress and phytohormones 
response.
Key words: Oryza sativa; Rop; OsRac5; abiotic stress; plant growth substances

Rho蛋白家族属于小GTP结合蛋白Ras超家

族, 参与几乎所有的细胞过程, 包括免疫、生长和

发育等多种信号过程(Yamaguchi等2012)。小G蛋

白作为分子开关, 有2种存在形式, 即有活性的GTP
结合型和无活性的GDP结合型。与GTP结合的小

G蛋白定位于质膜, 能够与效应分子相互作用, 从
而启动下游反应; 而处于GDP结合型时,则关闭信

号向下游的传递(Bourne等1991)。
植物拥有一个独特的Rho家族, 称之为Rop 

(Rho of plant) (Yang和Watson 1993)。已有研究显示, 
Rop涉及防御反应(Kawasaki等1999, 2006)、花粉管

生长(Lin等1996; Li等1999)、根毛发育(Molendijk等
2001; Jones等2002)、ROS (reactive oxygen species)产
生(Wong等2004; Fujiwara等2006)、激素应答(Cutler
等1996)以及植物的抗病性(Chen等2010a, b; Ono等
2001)。在拟南芥AtRop9和AtRop10突变体中, 植株

对脱落酸(abscisic acid, ABA)应答的水平提高, 
ABA对种子的萌发和根生长的抑制作用增强(Pei
等1998), 说明AtRop9和AtRop10是ABA信号通路

中的负调控因子。此外, 在AtRop10突变体中, 还
能刺激气孔关闭和上调ABA调控的MYB2基因表

达(Zheng等2002)。采用定点突变技术构建组成型

激活(constitutively active mutants, CA)和显性失活

(dominant negative mutants, DN)的AtRop2, 并检测

其过表达植株的表型, 结果显示CA-AtRop2转基因

植株的表型与生长素(indole-3-acetic acid, IAA)和
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油菜素内酯(brassinosteroids, BRs)过表达植株表型

相似, 且DN-AtRop2的植株表型也与缺乏IAA或

BRs的突变体植株相似, 表明AtRop2可能涉及IAA
或BRs的信号途径(Li等1998), 因此Rop与激素信号

存在重要联系。还有研究显示, Rop依赖过氧化氢

作为第二信使, 诱导缺氧耐受基因的表达(Baxter-
Burrell等2002)。尽管已有Rop参与ABA、IAA、

BRs及缺氧胁迫的信号转导的报道, 但有关植物生

长物质及非生物胁迫对Rop表达的系统研究尚未

见报道。

在水稻中已发现7种Rop基因, 分别被命名为

OsRac1~OsRac7。与拟南芥相比, 有关水稻Rop家
族的研究尚不系统。Chen等(2010b)采取半定量

RT-PCR (semi-quantitative reverse transcription-
PCR)、GFP (green fluorescent protein)融合技术以

及RNAi (RNA interference)干扰技术分别检测了

OsRac1~OsRac7在不同组织器官的表达特性, 亚细

胞定位以及在抗稻瘟病中的功能, 结果显示, 7个
基因在幼苗、叶鞘、茎和根中均表达, 但表达具

有时空特异性; 7个基因大都定位于质膜, 少量定

位于细胞核及细胞质; RNA干扰转基因实验表明, 
OsRac1是稻瘟病的正调控因子, OsRac4和OsRac5
属于负调控因子, 而OsRac6、OsRac3和OsRac7对
抗病性起微弱作用或不起作用。本实验室的研究

也显示, OsRac2的表达可能受多种植物生长物质

的影响 (梁卫红和吴乃虎2006a)。本实验室对

OsRac5的前期工作显示, OsRac5可能与水稻育性

控制相关(梁卫红和吴乃虎2006b), 但是OsRac5在
水稻生长发育过程中的表达特征, 以及与非生物

胁迫、植物生长物质应答的关系尚不清楚, 本文

通过实时荧光定量PCR (real-time qPCR, qRT-PCR)
方法检测OsRac5在水稻3个典型发育阶段的表达, 
以及非生物胁迫、植物生长物质对该基因在幼苗

期表达的影响, 以期为深入研究OsRac5在水稻生

长发育、非生物胁迫和植物生长物质表达中的作

用机制奠定基础。

材料与方法

1  材料

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

2  化学试剂

植物生长物质 IAA、赤霉素 (gibberel l in , 
GA)、BRs购自Bio Basic Inc公司, ABA、水杨酸

(salicylic acid, SA)和6-苄氨基嘌呤(6-benzyla-
minopurine, 6-BA)购自Sigma-Aldrich公司。TRIzol
总RNA提取试剂、实时荧光定量PCR试剂盒

SYBR Prime Script RT-PCR Kit等购自大连宝生物

公司。引物委托北京金唯智公司合成。

3  实验方法

3.1  水稻的种植

‘日本晴’水稻于2012年5月2日播种于河南师

范大学实验园地(北纬35.18, 东经113.52)。水稻生

长至30 d (幼苗期)、90 d (雌雄蕊形成期)和120 d 
(成熟期)时分别取根、茎、叶, 在雌雄蕊形成期取

幼穗于–80 ℃保存备用。

3.2  水稻的处理

非生物胁迫和植物生长物质处理采用两周龄

幼苗, 水稻种子经75%的乙醇消毒3 min, 0.1% 
HgCl2消毒10 min, 单蒸水冲洗5遍。采取水培法, 
将消毒后的种子在人工气候箱(昼/夜28 ℃/25 ℃, 
光/暗周期为16 h/8 h)培养2周。以2 ℃、含有20% 
PEG4000和200 mmol·L-1 NaCl的1/2MS培养液分别

模拟低温、干旱及高盐, 处理两周龄幼苗, 在处理

后的不同时间取材, 于–80 ℃保存备用。植物生长

物质处理两周龄幼苗, 采用含100 μmol·L-1 ABA、

IAA、SA、GAs或6-BA以及10 μmol·L-1 BRs的1/2MS
培养液培养, 5 h后取材, 于–80 ℃保存备用。

3.3  总RNA提取和实时荧光定量PCR
按TRIzol试剂说明书, 分别提取材料总RNA, 

经DNA酶消化后, 按SYBR PrimeScript RT-PCR Kit
试剂说明书将所提RNA反转录为cDNA, 以水稻

OsAct1基因作为内参, 进行qRT-PCR反应, 所用引

物均采用Primer 5软件设计(表1), 反应体系如下: 
2×SYBR Green Mix 10 μL, ROX Reference Dye II 

表1  实时定量PCR引物序列

Table 1  Prime sequences for real time PCR

  基因       引物             序列(5′→3′) 扩增长度/bp

OsRac5 P1-F CATGCTCATCTCCTACACCTC 93
 P2-R CTCCCATCGACCACAACA 
OsAct1 P3-F TCTTCCAGCCTTCCTTCA 83
 P4-R ATCCACGTCGCACTTCAT 
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(50×) 0.4 μL, 特异性正向引物和反向引物各0.4 μL, 
cDNA模板2 μL, 补水至20 μL, PCR扩增参数如下: 
95 ℃预变性30 s; 95 ℃变性5 s; 60 ℃退火34 s; 72 
℃延伸30 s; 进行40个循环。

3.4  统计学分析

qRT-PCR每组实验设3次重复, 数据分析采用

ABI PRISM7500型PCR仪自带的SDS Software 
v1.4软件, 以2-∆∆CT法分析OsRac5基因表达水平, 数
据统计采用Microsoft Excel软件, 显著性分析采用

Spass v19软件。

实验结果

1  OsRac5基因在水稻发育过程中的表达特性

qRT-PCR检测结果显示, 在30、90以及120 d
的水稻根、茎、叶、幼穗中, OsRac5基因均有表

达, 但具有不同的表达特性(图1)。在水稻生长发

育的幼苗期以及成熟期, OsRac5基因在根的表达

量明显高于在茎、叶中的表达, 分别为茎、叶中

表达量的4.32~5.07倍和3.58~6.05倍。在水稻雌雄

蕊形成时期, OsRac5基因在幼穗的表达量显著高

于其他组织中的表达 ,  分别是根、茎和叶的

58.59、28.21和26.79倍。

2  非生物胁迫对水稻幼苗期OsRac5表达的影响

经干旱、低温及高盐胁迫处理, OsRac5在幼

苗期水稻根和地上部分的表达也呈现不同的表达

变化规律(图2)。由图2-A可见 ,  干旱和低温对

OsRac5在幼苗期水稻根和地上部分表达量的影响

不同, 变化趋势相反。干旱诱导条件下OsRac5在
根中表达量随时间呈现逐渐上升 ,  与对照相比 , 
OsRac5的表达量上调2.04~2.30倍; 而干旱处理对

该基因在地上部分的表达则呈下降趋势, 与对照

相比, 下调幅度在0.15~0.30倍。低温胁迫诱导条

件下, OsRac5在根中表达呈先上升后下降的趋势, 
10 h时与对照相比表达量下调0.65倍; 低温处理对

该基因在地上部分的表达则呈先下降后上升的趋

势, 10 h时与对照相比表达量上调1.19倍。说明干

旱、低温胁迫均能改变OsRac5的表达, 但对干旱

信号的反应更加灵敏。

水稻幼苗经高盐胁迫处理24 h, OsRac5基因

的表达呈现有规律的变化。图2-B中显示, 高盐胁

迫处理, OsRac5在根中的表达呈逐渐上升趋势, 并
在处理10 h时, OsRac5的表达量出现峰值, 与对照

相比表达量上调5.76倍, 随后在24 h则呈下降趋势, 
与对照相比表达量下降0.91倍。与根比较, 地上部

分随高盐胁迫处理时间的增长, 基因表达变化趋

势相反。在处理后0.5~10 h时OsRac5的表达量呈

下降趋势, 但在处理24 h时该基因出现上调, 与对

照相比表达量显著上调12.38倍。

3  植物生长物质对水稻幼苗期OsRac5表达的影响

水稻幼苗经6种不同的植物生长物质处理, 5 h

图1  OsRac5基因在水稻发育阶段的表达

Fig.1  Expression of OsRac5 during rice growth and development
qRT-PCR检测OsRac5基因的表达水平, 以水稻OsAct1作为内参基因, 以每个组的处理前样品作为对照。*P<0.05,**P<0.01, n=3。图

2、3同。
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图2  非生物胁迫对幼苗期水稻OsRac5表达的影响

Fig.2  Effects of abiotic stresses on expression of OsRac5 in rice seedings

图3  植物生长物质对水稻幼苗期OsRac5的表达影响

Fig.3  Effects of plant growth substances on expression of OsRac5 in rice seedings
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后取材, 检测结果显示, OsRac5基因在水稻根和地

上部分的表达呈波动趋势。ABA、GAs、6-BA及

SA对该基因在根中的表达量均呈现上调趋势, 分
别上调14.82、24.59、2.95及5.28倍; IAA和BRs则
下调该基因在根的表达量, 分别下调0.02和0.34
倍。在地上部分, ABA、GAs、6-BA处理OsRac5
的表达量高于其他植物生长物质处理之后的

OsRac5的表达量, 分别上调3.96、61.87和1.68倍; 
IAA、BRs及SA则下调该基因在地上部分的表达

量, 分别下调0.17、0.88及0.79倍。说明ABA、GAs、
6-BA能显著上调OsRac5在根及地上部分的表达

量, 此外SA也能上调该基因在根的表达量; IAA和

BRs则下调该基因在根和地上部分的表达量, 此外

SA也能下调该基因在地上部分的表达量。

讨　　论

已有研究发现, Rop家族在调控植物生长和发

育、激素、生物和非生物胁迫信号转导通路中具

有多种功能(Gu等2004; Xu和Scheres 2005), 但对其

表达的系统研究尚未见报道, 本文对水稻OsRac5
在水稻发育过程中的表达特征检测显示, OsRac5
在水稻不同发育阶段不同组织中广泛表达。

OsRac5在幼苗期与成熟期的表达变化趋势相似, 
但在根中OsRac5的表达量显著高于同时期其他组

织的表达量; 雌雄蕊形成期不同组织中OsRac5表
达量变化较大, OsRac5在幼穗中表达量显著高于

同时期其他组织的表达量, 推测OsRac5可能与极

性生长及幼穗发育分化相关。已有文献显示植物

Rop通过调控细胞极性生长, 参与花粉管和根毛的

顶端分生组织的生长过程(Molendijk等2001)。序

列比对分析显示, 拟南芥有3个OsRac5的同源基因, 
即AtRop3、AtRop5和AtRop1, 现已明确花粉特异

表达的AtRop1在控制花粉管生长中具有关键作用

(Kost等1999; Gu等2003; Hwang等2005, 2008)。以

往的研究显示, 在OsRac5转基因拟南芥中, 花粉管

萌发后的延伸生长过程受到抑制(叶建荣等2003), 
且OsRac5过表达转基因水稻植株出现明显的不育

或败育现象(叶建荣等2004), 据此推测OsRac5与
AtRop1的表达特性虽不相同, 但功能相似, OsRac5
可能与调控水稻雌雄蕊的形成、花粉管的延伸生

长密切相关。

非生物胁迫, 包括干旱、低温、高盐等是导

致农作物减产的重要因素。本文对OsRac5基因表

达受非生物胁迫的研究显示, 干旱与低温胁迫均

能诱导OsRac5的表达。干旱诱导条件下, OsRac5
在根中表达量显著上调, 而在地上部分则表现为

下调, 说明干旱信号对该基因在根和地上部分表

达的影响程度不同; 在低温胁迫条件下, 该基因在

根和地上部分的变化趋势相反, 提示植株不同组

织对低温的适应机制不同。在高盐胁迫过程中, 
OsRac5基因在根的表达呈现逐步上升的趋势, 在
地上部分的表达则呈现波动形式的下降趋势, 但
是在处理后24 h, 该基因在地上部分的表达上调

12.38倍。本文首次发现, 该基因在逆境条件下, 在
根和地上部分的表达呈现相反的变化规律, 与这

种表达模式相关的内在生理机制是什么, 值得深

入的研究。水稻苗期对低温非常敏感, 低温会损

害水稻正常生长发育, 从而导致水稻减产。目前, 
有关水稻低温损伤研究机制尚不完善, 多数研究

停留在生理、分子指标方面的检测。如Minorsky 
(1985)的研究表明, 细胞中的Ca2+

含量提高能促进

耐冷相关基因的表达, 增强植株的耐冷性。低温

胁迫主要造成植株生理损伤, 而干旱、高盐胁迫

则导致植株细胞内离子和渗透压失衡。研究显

示 ,  甲基紫精、高盐、1 -氨基环丙烷 - 1 -羧酸

(1-aminocyclopropanecarboxylic acid, ACC)能诱导

烟草NtRop1过表达, 通过激活过氧化氢的产生, 提
高相关的电解质渗漏, 增强植株对盐胁迫的灵敏

度(Cao等2008)。因此推测, 该基因可能通过改变

植株的渗透压, 从而增强植株对干旱和高盐的耐

受, 本实验室将在后期工作检测这些Ca2+
、渗透压

等重要的分子指标 ,  为进一步解析水稻低温冷

害、干旱及高盐胁迫提供依据。

植物生长发育是一个复杂的过程, 其生长发

育过程受到多种激素的调控。已有的研究显示, 
Rop参与多种植物激素信号通路, 如IAA信号通路

(Xu等2010)、ABA信号通路(Lemichez等2001; 
Zheng等2002)等, 但是与其他激素表达机制之间的

关系尚未见报道。本文对6种植物生长物质对

OsRac5的表达的检测显示, ABA、GAs、6-BA及

SA能上调OsRac5基因的表达, 其中在根中上调3倍
以上的有ABA、GAs、6-BA及SA, 在地上部分上
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调在3倍以上的有ABA、GAs, 尤其以ABA和GAs
诱导OsRac5基因表达上调幅度最为显著 ,  在
3.96~14.82倍和24.59~61.87倍之间。诱导OsRac5
基因表达上调的4种植物生长物质有多种生物学

功能, 但不同的植物生长物质在植物生长过程中

也存在功能交叉和重叠, 如ABA和SA均有增强植

物的抗逆性的作用, GAs和6-BA均有加速细胞的

生长、抑制不定根的形成、促进抗伤害能力的作

用。根据该基因对这4种植物生长物质的表达特

点, 我们推测该基因的功能可能与抗逆性和促进

细胞生长过程有关。有研究结果也提示, 不同激

素信号在传递过程中可以汇聚在同一分子, 例如

AtRop2转基因植株同时对多种植物生长物质产生

不同的应答, ABA介导的种子休眠、IAA依赖的侧

芽发育起始以及BRs介导的下胚轴伸长等(Li等
2001)。据此推测 ,  与AtRop2等Rop基因类似 , 
OsRac5可能与ABA、GAs、6-BA及SA表达有关, 
涉及植株的抗逆等过程。

综上所述, OsRac5在水稻幼穗和根中高表达, 
揭示OsRac5可能与水稻幼穗的发育分化、极性生

长过程相关, 该基因的表达与低温、干旱、高盐

及ABA、GAs、6-BA、SA等植物生长物质信号密

切相关, 提示其功能涉及抗逆和生长发育等多种

过程。目前, 本实验室正在通过转基因技术对该

基因的功能进行鉴定, 为系统解析其作用机制提

供依据。
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