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摘要  利用免疫印迹(WB)分析了水稻(Oryza sativa) OsPR10A在其不同生长时期、不同组织部位及多种非生物逆境胁迫

下的表达特征, 发现OsPR10A在干旱、盐胁迫以及茉莉酸甲酯(MeJA)和脱落酸(ABA)诱导下表达量明显升高, 表明该蛋白

可能在干旱和盐胁迫应答过程中发挥作用。为证明这一推测, 我们构建了OsPR10A超表达载体, 经农杆菌介导转化水稻, 

获得超表达OsPR10A的纯合株系。田间表型观察表明, 转基因株系株高变矮、穗长变短、结实率降低。用20% PEG6000

在水稻种子萌发过程中进行干旱处理, 结果显示, OsPR10A超表达株系的根长和芽长均显著高于野生型, 证明超表达

OsPR10A可增强水稻萌发期耐旱性。该研究有助于增进人们对水稻OsPR10A功能的了解。 
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水稻(Oryza sativa)是世界上最重要的粮食作物

之一, 其高产和稳产对全球尤其是亚洲地区的粮食安

全具有重要意义。水稻生长常受到冷害、高温、水淹、

干旱和盐碱等恶劣环境的威胁(Thakur et al., 2010)。 

因此, 了解水稻胁迫应答机理对培育耐逆水稻品种具

有重要意义。 

为应对多变的自然环境, 植物进化出复杂的抗性

机制(Nürnberger et al., 2004; Ausubel, 2005)。例如, 

在受到病原菌侵害或其它生物胁迫时, 植物会激活自

身的防御体系来应对侵害。病程相关(pathogenesis- 

related, PR)蛋白是一类受病原物诱导的蛋白质。水

稻是单子叶植物遗传研究的模式生物, 其基因组包含

900多个PR基因(窦世娟等, 2014)。根据蛋白质的结

构, 可将PR蛋白分为17个亚类, 不同亚类的PR蛋白

生物学功能也各有不同。探究水稻PR基因的功能有

助于深入了解水稻的抗逆机理。大量研究表明, 水稻

PR基因在抵抗生物及非生物逆境胁迫中发挥重要作

用, 调控特定PR基因的表达会影响水稻的抗逆反应, 

PR蛋白在抗病反应中也被诱导表达 (李雪姣等 , 

2014)。PR1家族的OsPR1A和OsPR1B的转录水平易

受病原菌诱导 , 可作为抗病反应发生的分子标记

(Ponciano et al., 2006)。在水稻与白叶枯病菌

(Xanthomonas oryzae pv. oryzae, Xoo)互作反应中, 

OsPR1A和OsPR1B蛋白质在Xoo侵染水稻叶片144

小时后大量表达(Wu et al., 2011)。在水稻幼苗中, 

OsPR1A和OsPR1B基因的转录与光处理密切相关

(Agrawal et al., 2000b), 且外源施加茉莉酸 (jas-

monic acid, JA)和乙烯(ethylene, ET)能显著增加

OsPR1B基因的转录(Luan and Zhou, 2015)。GNS1

属于PR2家族, 具有β-1,3-葡聚糖酶活性, 在真菌诱

导下, 水稻中GNS1基因的转录和蛋白质表达水平均

明显升高; 在黑暗处理时, GNS1基因表达水平也有

所上升(Nishizawa et al., 2003)。转PR3基因的水稻

对纹枯病的抗性增强(Datta et al., 2001)。超表达
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OsPR4A的水稻植株在幼苗期和孕穗期抗旱性明显

增强(Wang et al., 2011)。水稻PR1A、PR5、PR8和

PR16蛋白质随盐胁迫时间的延长下调表达, 而PR2

在干旱、高盐及水淹胁迫中均被诱导 (高庆华等 , 

2013)。OsWRKY67与OsPR1A和OsPR10的启动子

区结合进而提高对白叶枯病菌的抗性 (Liu et al., 

2018)。在其它植物中也有大量PR基因的相关报道。

拟南芥 (Arabidopsis thaliana)受到南方根结线虫

(Meloidogyne incognita)侵袭后, PR1、PR2和PR5的

表达被大量诱导(Hamamouch et al., 2011)。干旱胁

迫下, 拟南芥中PR1、PR2和PR5基因表达升高(Seo 

et al., 2008)。在烟草(Nicotiana tabacum)中表达

OsGLP1基因可增强其对真菌病原物的抗性(Baner-

jee et al., 2010)。 

PR10蛋白结构保守且功能多样, 在植物抗逆方

面的功能也有报道(谢纯政等, 2008)。水稻OsPR10A

蛋白分子量约为17 kDa, 经生化验证其具有RNA酶

活性, 经GUS染色确定OsPR10A的转录受到多种方

式的调控, 如生物胁迫Xoo的侵染、非生物胁迫伤害

及缺磷。此外, 在叶片的正常衰老过程中OsPR10A

也会被诱导表达 (Huang et al., 2016)。PR10A 

(PBZ1)在细胞衰亡的组织中积累, 可诱导水稻细胞

死亡, 也能通过其RNA酶活性诱导拟南芥和烟草细

胞死亡(Kim et al., 2011)。蛋白质免疫印迹(western 

blot, WB)分析发现, OsPR10A在水稻受到Xoo侵染

后144小时大量表达, 而且不亲和互作中表达量高于

亲和互作反应(Wu et al., 2011)。超表达OsPR10A增

强了水稻对白叶枯病菌的抗性(Huang et al., 2016)。

OsPR10A的上游有转录因子结合位点, 可能受转录

因子OsWRKY6的调控, OsWRKY6与类W-box元件1 

(WLE1)物理结合, 正向调控OsPR10A的表达(Choi 

et al., 2015)。序列同源性分析表明, OsPR10A和

RSOsPR10高度相似, 具有相似的酶活性质与功能

(Hashimoto et al., 2004)。RSOsPR10是水稻根部特

有的病程相关基因(Hashimoto et al., 2004), 在干旱

和高盐胁迫下均可被诱导表达(Takeuchi et al., 2011); 

在根皮细胞中超表达RSOsPR10的水稻植株对干旱

胁迫具有更强的耐受性, 但对盐胁迫的耐受性较差

(Takeuchi et al., 2016)。超表达JIOsPR10增强了水

稻对稻瘟病菌的抗性, 证明其在水稻防卫机制中发挥

作用; 半定量RT-PCR分析表明, 高盐和干旱胁迫条

件下, 水稻JIOsPR10的表达上调(Wu et al., 2016); 

WB检测发现, 其在正常组织(如花和根)中都表达, 

衰老及伤害条件也能提高其表达水平(Kim et al., 

2008)。 

蛋白质是生物功能的主要执行者, 了解蛋白质的

表达丰度、修饰及其变化是蛋白质组学的主要目标

(Pandey and Mann, 2000)。利用蛋白质特异性抗体

可对特定的目标蛋白进行靶向研究, 这一理念被称为

基于抗体的蛋白质组学(antibody-based proteomics, 

AbP) (Uhlén et al., 2005)。通过免疫学方法对蛋白质

表达特性展开调查, 具有靶向性强、灵敏度高、操作

简便和容易对大量样品进行分析等优点。在水稻及其

它植物研究中也可借鉴这一思路, 水稻抗体资源库和

蛋白质样品资源库的构建工作也已经开展(刘国振等, 

2011; 张剑硕等, 2018)。 

为了挖掘OsPR10A的功能 , 本研究首先采用

OsPR10A特异性抗体对多种逆境胁迫下的样品进行

系统的WB分析筛查。在发现功能线索的基础上, 通

过遗传分析, 鉴定和验证其可能的功能, 以期增进人

们对OsPR10A功能的了解。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

所用水稻(Oryza sativa L.)品种为TP309, 基因克隆

用大肠杆菌(Escherichia coli)菌株DH5α, 重组蛋白

质表达菌株为BL21 (DE3) pLysS。蛋白质原核表达载

体为 pET30a 和 pGST (Liu et al., 2002) 。水稻

OsPR10A基因全长cDNA质粒购自日本农业生物资

源研究所水稻基因组资源中心(Rice Genome Re-

source Center, National Institute of Agrobiological 

Sciences)。质粒pUC57-3HA由南京金斯瑞生物科技

有限公司合成, pEASY-T1购自上海生工生物技术有

限公司, pUBI-C4300由Pamela Ronald博士(UC Da-

vis, USA)提供。茉莉酸甲酯和脱落酸等试剂购自北京

博奥拓达科技有限公司。 

1.2  水稻培养及取材 

水稻苗期培养: 种子在30°C浸泡3天后露白, 在蛭石

土(土壤:蛭石=1:1, v/v)中播种后于30°C、光周期为12

小时光照/12小时黑暗条件下培养(魏健等, 2011)。不
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同发育时期取材: 幼苗期取萌发后培养5天的地上部

和地下部; 分蘖期、孕穗期和开花期的根、茎、叶及

叶枕; 开花期的花药、颖壳、穗和穗轴以及成熟期的

旗叶, 均取自大田栽培的水稻。水培为纯水培养, 将

种子播种在透水的纱网上, 参照张剑硕(2018)的方法

进行。 

1.3  胁迫处理 

水稻苗期干旱处理 : 将水培5天的水稻幼苗用20% 

PEG6000处理, 以不加PEG的幼苗材料为对照, 取

材时间点为处理后0小时、1小时、2小时、4小时、8

小时、12小时、1天、2天和3天。水稻苗期盐处理: 将

水培5天的幼苗用200 mmol·L–1 NaCl处理, 以不加

NaCl的幼苗材料为对照, 取材时间点为0小时、4小

时、8小时、12小时、24小时、2天、3天、5天和7天。

其它胁迫处理及取材参见张剑硕等(2018)的方法。离

体叶片激素处理参考Agrawal等(2000a)的方法。具体

方法为: 取培养8周(四叶期)的水稻叶片, 剪成2 cm

小段置于培养皿中 , 在培养皿中分别加入15 mL 

100 μmol·L–1 MeJA或100 μmol·L–1 ABA, 光周期为

12小时光照/12小时黑暗。取材时间点为0小时、6小

时、12小时、1天、2天、3天、4天、5天和6天, 以无

菌水浸泡的离体叶片为对照。水稻种子萌发期干旱处

理参考Dansana等(2014)的方法。具体方法为: 取饱

满的种子, 手工剥去颖壳, 70%乙醇浸泡5分钟, 无菌

水冲洗3次, 每次5分钟, 25%次氯酸钠浸泡30分钟, 

无菌水冲洗3次。消毒后的种子平铺在有2层滤纸的培

养皿中, 加入15 mL 20% PEG6000。在30°C、光周

期为12小时光照/12小时黑暗条件下培养7天。测定根

长和芽长, 计算平均值和方差并进行统计分析。每项

实验至少重复3次。水稻样品取材后用液氮速冻, 保

存于–80°C冰箱备用。 

1.4  载体构建、遗传转化及PCR鉴定 

以pUC57质粒为骨架, 合成带3HA和终止子的DNA

片段构建质粒pUC57-3HA, 在3HA序列上游引入

XbaI和KpnI限制性内切酶位点, 3HA之前有EcoRI酶

切位点, 之后是终止密码子, 下游是SpeI和HindIII限

制性内切酶位点。利用pEASY-T1质粒构建中间载体, 

将pUC57-3HA中的XbaI与HindIII双酶切片段连接到

同样双酶切的pEASY-T1质粒中, 所构建的中间载体

称为pEASY-T1-3HA。用正向引物Prim-PR10A-OX-F 

(5'-GCGGTACCATGGCTCCGGCCTGCGTCTCC- 

3', 下划线为KpnI酶切位点)和反向引物Prim-PR10A- 

OX-R (5'-GCGAATTCTTAGGCGTATTCGGCAGG-

GTG-3', 下划线为EcoRI酶切位点) PCR扩增获得全长

OsPR10A基因, 通过电泳检测片段长度。用KpnI和

EcoRI 双酶切后插入到同样双酶切的中间载体

pEASY-T1-3HA中, 测序验证后, 用KpnI和SpeI双酶

切出含有目的基因的片段, 插入到同样双酶切的转化

载体pUBI-C4300质粒中, 用SphI和SpeI双酶切验证, 

通过插入片段大小确定正确的插入, 获得转化质粒。 

用农杆菌介导法将质粒DNA转入水稻(Duan et 

al., 2012)。遗传转化由武汉伯远生物科技有限公司完

成。主要步骤为: 从粳稻TP309成熟胚诱导愈伤组织, 

愈伤组织与根癌农杆菌共培养, 继而进行愈伤组织的

甘露糖抗性筛选及愈伤组织的诱导分化和生根, 将获

得的转基因水稻苗进行炼苗和移栽(刘巧泉等, 1998)。 

提取水稻叶片基因组DNA并进行PCR扩增。上游

引物Prim-PR10A-OX-F: 5'-ATGGCTCCGGCCTG-

CGTCTC-3', 下游引物Prim-HA-R: 5'-CTGGAACG-

TCATATGGATAGG-3'。扩增条件: 94°C预变性5分

钟; 94°C变性30秒, 55°C退火30秒, 72°C延伸1分钟, 

共32个循环; 72°C延伸10分钟, 16°C保存。PCR产物

用1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.5  水稻总蛋白提取及免疫印迹分析 

将供试水稻样品在液氮中迅速研磨成粉末, 每0.1 g

样品加入1 mL蛋白质提取缓冲液 (62.5 mmol·L–1 

Tris-HCl (pH7.4), 10%甘油, 2% SDS, 1 mmol·L–1 

PMSF, 2 mmol·L–1 EDTA, 5% β-巯基乙醇), 充分混

匀后置于冰上10分钟, 期间每隔2分钟涡旋震荡30

秒。4°C、13 400 ×g离心20分钟。取上清液(总蛋白)

移至新的离心管中。 

用Tricine-SDS-PAGE分离提取的水稻总蛋白质, 

上样体积为10 µL, 然后转移到PVDF膜上, 蛋白质免

疫印迹一抗为Anti-OsPR10A polyclonal抗体(Wu et al., 

2011), 二抗为HRP标记的羊抗兔, 具体操作参见白辉

等(2010)所述方法。以HSP抗体检测的信号作为内参

(Li et al., 2011), 所用抗体购自北京华大蛋白质研发中

心有限公司。用化学发光成像仪(MiniChemi610, 北

京赛智创业科技有限公司)检测信号。WB实验至少重
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复3次。 

1.6  转录组数据下载及田间表型调查 

转录组数据来自Rice Genome Annotation Project 

数据库 (http://rice.plantbiology.msu.edu/), 根据Os-

PR10A基因编号(Loc_Os12g36880)和序列下载基于

RNA-seq的转录组数据。 

对大田栽培的野生型及转基因水稻进行农艺性

状调查, 测量并统计株高、穗长、小穗数和结实率等

指标。每项指标测量5–8个样本, 计算平均值和方差

并进行差异显著性分析。 

2  结果与讨论 

2.1  OsPR10A在水稻生长发育过程中的表达特征 

我们采集了TP309水稻不同生长时期多个组织的样

品 , 采用WB分析了OsPR10A蛋白的表达特征 (图

1AD)。结果表明, OsPR10A在水稻苗期根和叶中不

表达, 在分蘖期之后的根和叶中表达; 在分蘖期、孕

穗期和开花期的水稻茎中均不表达; 在分蘖期和孕穗

期叶枕部位表达, 但表达量随生长而下降, 至开花期

不表达(图1A)。在萌发期的种子中, 自萌发第2天起, 

OsPR10A表达量增高, 至第5天达到最高, 第6天明

显下降(图1B), 这表明OsPR10A在萌发过程中被诱

导。此外, OsPR10A在开花期的穗、花药和颖壳中的

表达量较高, 但在穗轴中不表达, 在开花期叶片的不

同部位(上、中和下)中, OsPR10A的表达丰度接近(图

1C)。在旗叶生长的不同阶段检测OsPR10A的丰度, 

发现其在幼嫩旗叶中的表达丰度较高, 但随着旗叶的

生长并进入衰老期, OsPR10A的表达丰度也逐渐降

低, 在开花期15天的旗叶中已检测不到OsPR10A的

表达(图1D)。综上可见, OsPR10A蛋白在水稻生长的

不同时期和部位中丰度变化较大, 总体来看在苗期不

表达或表达量低, 而在分蘖期后表达量升高, 表明该

蛋白主要在水稻种子萌发阶段和生长后期发挥作用, 

在特定组织中的高表达也值得关注。 
 

 
 

图1  OsPR10A在水稻生长发育过程中的表达 

(A) OsPR10A在水稻不同生长时期和组织部位的表达(Sd: 苗期; Ti: 分蘖期; Bt: 孕穗期; Fw: 开花期); (B) OsPR10A在萌发期种

子中的表达; (C) OsPR10A在开花期组织中的表达(Sp: 穗; Ss: 穗轴; An: 花药; Husk: 颖壳; Low: 叶下部; Mid: 叶中部; Up: 叶

上部); (D) OsPR10A在幼苗和旗叶中的表达 
 

Figure 1  Expression of OsPR10A during rice growth and development 
(A) Expression of OsPR10A in different growth stages and tissue parts of rice (Sd: Seedling stage; Ti: Tillering stage; Bt: 
Booting stage; Fw: Flowering stage); (B) Expression of OsPR10A in seeds during germination; (C) Expression of OsPR10A in 
tissues during flowering stage (Sp: Spike; Ss: Spike-stalk; An: Anther; Husk: Husk; Low: Lower part of leaf; Mid: Middle part of 
leaf; Up: Upper part of leaf); (D) Expression of OsPR10A in seedling and flag leaf 
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2.2  OsPR10A基因的转录分析 

为探明OsPR10A基因在水稻不同发育时期和器官中的

转录水平, 从Rice Genome Annotation Project数据库

下载基于RNA-seq的水稻OsPR10A基因的转录数据, 

按FPKM值列表(表1)。结果表明, OsPR10A基因在幼

苗期地上部、20天幼苗的叶片、抽穗后的幼穗和授粉

后5天的种子等组织中转录水平相对较高; 在抽穗前的

幼穗、花药、雌蕊、授粉后10天的种子、授粉后25天

的幼胚和胚乳中表达量相对较低, 在授粉后10天的种

子中检测不到转录信号。将不同组织中蛋白质丰度与其

转录水平进行大致比较, 结果表明OsPR10A基因的

转录和翻译水平在不同组织中差别较大, 相关性不高, 

但都有比较明显的组织特异性。而转录和蛋白质表达

丰度的不对应现象并不是特例(Li and Xie, 2011)。 

2.3  水稻OsPR10A在非生物胁迫过程中的表达

特征 

本实验室建立了水稻RiceS-A300样品资源库, 收集

水稻幼苗胁迫处理的蛋白样品和抗体资源(张剑硕等, 

2018)。用OsPR10A特异性抗体对RiceS-A300资源

库样品进行WB分析, 发现在正常情况下苗期叶片中

OsPR10A不表达; 干旱处理(20% PEG6000) 2天后

OsPR10A的表达量开始明显上升(图2A); OsPR10A 
 

表1  OsPR10A基因的转录分析 

Table 1  Transcriptome analysis of the OsPR10A gene 

Library description FPKM 

Shoots 50.1661 

Leaves-20 day 144.7290 

Pre-emergence inflorescence 4.1989 

Post-emergence inflorescence 88.9886 

Anther 0.5100 

Pistil 2.3483 

Seed-5 DAP 77.4876 

Seed-10 DAP 0.0000 

Embryo-25 DAP 1.5052 

Endosperm-25 DAP 2.3371 

FPKM: 每百万片段中对应来自某一基因的每千碱基的片段数

目; DAP: 授粉后天数 

FPKM: Expected number of fragments per kilobase of tran-

script sequence per millions base pairs sequenced; DAP: 

Days after pollination 
 

 
 

图2  水稻OsPR10A在非生物胁迫下的动态表达 

(A) OsPR10A在干旱胁迫下的表达; (B) OsPR10A在盐胁迫下的表达; (C) OsPR10A在外源施加茉莉酸甲酯后的表达;  

(D) OsPR10A在外源施加脱落酸后的表达。MeJA: 茉莉酸甲酯; ABA: 脱落酸 
 

Figure 2  Dynamic expression of rice OsPR10A under abiotic stress  
(A) Expression of OsPR10A under drought stress; (B) Expression of OsPR10A under salt stress; (C) Expression of OsPR10A 
modulated by exogenous MeJA; (D) Expression of OsPR10A modulated by exogenous ABA. MeJA: Methyl jasmonate; ABA: 
Abscisic acid 
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的表达丰度从盐处理(200 mmol·L–1 NaCl) 12小时开

始上升(图2B)。对水稻离体叶片施加激素处理, 在对

照离体叶片中OsPR10A蛋白不表达(数据未显示), 

但其表达受MeJA和ABA诱导。OsPR10A的表达量从

MeJA处理2天开始上升(图2C), 从ABA处理1天表达

量即开始上升(图2D)。OsPR10A表达丰度的变化表

明该蛋白可能在干旱和盐胁迫或激素应答过程中发

挥作用。对其它逆境(冷害、高温和水淹)处理下的

OsPR10A蛋白进行WB分析, 结果未检测到明显的

丰度或特征变化(数据未显示)。 

2.4  超表达OsPR10A转基因水稻的鉴定 

通过农杆菌介导法进行水稻转化, T0代获得23个转基

因株系, PCR鉴定得到18个阳性株系。收获T0代种子, 

T1和T2代继续进行PCR鉴定, 取苗期水稻叶片提取

基因组DNA, 用含有HA序列的特异性引物进行PCR

扩增, 从而判断转基因苗是阴性还是阳性株系。选T1

和T2代均不分离的作为纯合株系, 经PCR鉴定阳性

纯合转基因系再进行水稻苗期叶片WB检测(图3)。结

果表明, 野生型TP309的PCR和WB结果均为阴性, 4

个转基因株系(A721、A726、A728和A730)的PCR

和WB检测结果均为阳性, 分别从DNA和蛋白水平证

明阳性纯合转基因系的可靠性。WB结果还表明, 苗

期超表达植株中OsPR10A表达丰度远高于水稻本底

表达。 

2.5  超表达OsPR10A转基因水稻的表型和农艺

性状 

对转基因水稻生长发育过程中的农艺性状进行调查

(图4A–F)。结果表明, OsPR10A超表达植株的株高

(图4C)、穗长(图4D)和结实率(图4E)均低于TP309, 

而分蘖数(图4F)与TP309无显著差异。 

2.6  超表达OsPR10A增强水稻萌发期的耐旱性 

在TP309中OsPR10A的表达受干旱和盐胁迫诱导。

为了进一步分析其功能, 将OsPR10A超表达植株T3  

 

 
 

图3  超表达OsPR10A转基因水稻的鉴定 

A721、A726、A728和A730分别代表不同转基因株系; 泳道1–7或1–8分别代表同一转基因株系的不同植株; WT: 野生型 
 

Figure 3  Identification of OsPR10A overexpression transgenic rice 

A721, A726, A728 and A730 represent different transgenic lines, respectively; Lane 1–7 or 1–8 represent different plants of the 

same transgenic line, respectively; WT: Wildtype 
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图4  超表达OsPR10A转基因水稻的表型和农艺性状 

(A) 成熟期植株(Bar=10 cm); (B) 穗部(Bar=4 cm); (C)–(F) 分别表示株高、穗长、结实率和分蘖数。WT: 野生型。* P<0.05; ** 

P<0.01 
 

Figure 4  Phenotype of OsPR10A overexpression transgenic rice 

(A) Mature plant (Bar=10 cm); (B) Spike (Bar=4 cm); (C)–(F) Represent plant height, spike length, seed setting rate and tiller 

number, respectively. WT: Wildtype. * P<0.05; ** P<0.01 
 

代和TP309的种子在20% PEG6000处理下进行萌发

培养。结果(图5A–C)显示, 20% PEG6000处理下, 

OsPR10A超表达植株的根长(图5A, B)和芽长(图5A, 

C)均显著高于野生型, 其生根率也相对较高; 而在对

照中, 野生型和超表达株系的根长和芽长差异不大, 

表明在种子萌发阶段, 超表达OsPR10A增强了水稻

的耐旱性。对超表达OsPR10A的转基因水稻进行苗

期盐胁迫, 未检测到与野生型的明显差异, 可能有更

多元件参与对盐胁迫的耐受性, 仅超表达OsPR10A

不足以产生明显的效果。 

2.7  讨论 

水稻基因组中有近千个PR基因, 约占水稻注释基因

的2% (窦世娟等, 2014), 研究PR基因功能具有重要 
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图5  超表达OsPR10A增强水稻种子萌发期的耐旱性 

(A) 干旱处理(20% PEG6000) 7天萌发后的水稻种子(Bar=1 cm); (B) 根长; (C) 芽长。WT: 野生型。* P<0.05; ** P<0.01 

 

Figure 5  Overexpression of OsPR10A enhanced the drought tolerance at rice seed germination stage 

(A) The germinated rice seeds at 7 days treated with 20% PEG6000 (Bar=1 cm); (B) Root length; (C) Shoot length. WT: Wild-

type. * P<0.05; ** P<0.01 
 

意义。本实验室前期研究表明, OsPR10A在水稻-白

叶枯病菌(Xoo)互作过程中发挥作用。本研究采用WB

调查了OsPR10A蛋白在水稻多种组织中的表达特征, 

发现OsPR10A在干旱、盐胁迫以及MeJA和ABA诱导

条件下表达量明显升高, 表明其可能在干旱和盐胁迫

应答过程中发挥作用。通过转基因获得超表达

OsPR10A的水稻株系, 在水稻种子萌发过程中进行

干旱处理, 发现OsPR10A超表达株系的根长和芽长

均显著高于野生型, 表明超表达OsPR10A可增强水

稻种子萌发期的耐旱性。 

本研究首先对正常生长和不同逆境处理后的水

稻蛋白质表达特征进行系统分析, 获得了丰富直观的

OsPR10A表达信息, 发现OsPR10A在水稻生长早期

通常不表达, 而主要在盛株期(分蘖期至衰老期之前)

表达。OsPR10A在开花期穗、花药和颖壳中的表达

量较高(图1C), 进一步研究发现超表达OsPR10A转

基因水稻的结实率相对较低(图5E), 表明其表达丰度

可能与花药发育及结实率有关。后续可在此基础上开

展更多代表性样品的蛋白质分析, 通过逐步积累数

据, 建立OsPR10A蛋白的表达特征数据库。与基因组

和转录组信息类似, 整合不同蛋白质表达特征形成

的数据库将是生物科学领域的又一重要平台, 蛋白

质的表达部位、丰度及其变化应该是其功能的具体表

现形式之一。 

通过免疫印迹分析获得表达特征, 进而获得功能

线索并开展遗传研究, 是基于抗体的蛋白质组学的基

本思路。与基于质谱的蛋白质组学策略相比, 基于抗

体的蛋白质组学策略靶向性强、结果直观、灵敏度高、

分析过程简便, 其基本前提是具备特异性强的抗体。

将本研究获得的蛋白表达信息与基于RNA-seq的转

录组数据相比, 发现二者间的丰度信息有明显的区

别。近年来, 通过对大量转录组数据和蛋白质组数据

进行比较, 结果表明二者总体相关性不高(Li and Xie, 

2011)。免疫印迹反映蛋白质的表达特征, 而转录要

通过蛋白质翻译才能发挥作用, 因此蛋白质的表达特

征与功能的相关性更大。WB研究表明, OsPR10A在
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干旱和盐胁迫处理过程中表达上调, 而在其它逆境胁

迫下表达变化不明显, 暗示其在干旱和盐胁迫应答过

程中发挥正调控作用。对超表达OsPR10A植株进行

萌发期干旱胁迫, 结果表明超表达植株对干旱胁迫的

耐受性增强。后续将对超表达OsPR10A植株进行苗

期、分蘖期及成熟期等不同时期的耐旱性鉴定。通过

系统的WB分析, 明确后续遗传实验的方向。 

最初报道的PR基因功能大都与抗病相关, 近年

来发现PR基因在抵御非生物胁迫中也行使功能。

OsPR10A启动子驱动的GUS受磷饥饿、伤害和Xoo

侵染的诱导, 超表达OsPR10A的水稻和拟南芥在磷

饥饿条件下根长明显长于野生型(Huang et al., 2016)。

本研究则表明OsPR10A超表达能增强水稻种子萌发

期的耐旱性, 丰富了人们对OsPR10A功能的认识。 

本研究还发现, 在离体水稻叶片激素处理过程

中, OsPR10A的表达丰度受MeJA和ABA诱导, 表明

该蛋白功能的发挥与JA和ABA的信号转导途径有关。

与野生型相比, OsJAZ1超表达植株对干旱敏感, 同

时对MeJA和ABA表现更为敏感, RNA-seq分析结果

表明, 在干旱处理下, JA和ABA信号转导途径中许多

基因的表达水平在OsJAZ1超表达植株和野生型之间

差异显著, 表明JA和ABA介导的途径参与水稻对干

旱胁迫的抵御 (Fu et al., 2017)。水稻转录因子

OsbZIP23与耐旱性有关, 同时也是ABA信号途径和

ABA合成的关键调控子(Zong et al., 2016)。水稻

OsASR5与水稻耐旱性有关, 超表达OsASR5使种子

萌发期和萌发后期内源ABA水平增高, 对外源施加的

ABA也更为敏感(Li et al., 2017)。水稻ABA8ox3是

ABA生物合成的关键基因, 其转基因RNAi株系耐旱

性更强, 而超表达株系对干旱胁迫更为敏感(Cai et 

al., 2015)。本研究中, OsPR10A分别受干旱胁迫和激

素(MeJA和ABA)的诱导, 推测该蛋白可能通过JA和

ABA相关的信号转导途径增强水稻的耐旱性。 

研究表明, OsPR10A可受SA、JA、ET和ABA等

激素的诱导(Hwang et al., 2008), 且OsPR10A启动

子687–637之间的WLE1在SA介导的OsPR10A表达

中起重要作用(McGee et al., 2001)。RSOsPR10的表

达受生物和非生物逆境诱导, 并可能受JA诱导(Has-

himoto et al., 2004)。本研究检测了激素处理条件下

OsPR10A蛋白的表达丰度变化, 后续将深入研究JA

和ABA等激素如何发挥功能。 

综上, 本研究采用基于抗体的蛋白质组学策略, 

通过系统的免疫印迹分析找到了OsPR10A在水稻

耐旱过程中可能发挥作用的线索, 并通过遗传实验

获得了初步证据。研究结果有助于增进人们对水稻

OsPR10A蛋白质功能的了解。 
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Abstract  In this study, we surveyed the expression patterns of rice OsPR10A protein by using western blot analysis for 

protein samples extracted from different tissues at different developmental stages and a variety of abiotic stresses. The 

expression of OsPR10A was upregulated significantly under drought, salt stress and hormone treatments such as methyl 

jasmonate and abscisic acid, which suggests that OsPR10A protein plays a role in drought and salt stress response. To 

test this hypothesis, we constructed a vector for overexpression of OsPR10A protein and obtained homozygous trans-

genic lines via Agrobacterium-mediated rice transformation. Phenotypic investigation in field experiments revealed shorter 

plant height and spike length as well as lower seed setting rate in transgenic lines than controls. At seed germination 

stage, drought stress treatment was applied by using 20% PEG6000. Root and shoot length was significantly longer in 

OsPR10A overexpression lines than the wild-type control, which supports that overexpression of OsPR10A protein en-

hanced the drought tolerance of rice during germination. The study increases our understanding of the function of rice 

OsPR10A protein. 
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