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水稻泛素连接酶基因 ＯｓＲＩＮＧ６ 的克隆及表达分析
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　 　 摘要:ＲＩＮＧ(Ｒｅａｌｌｙ Ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇ Ｎｅｗ Ｇｅｎｅ)型泛素连接酶在水稻生长、发育、生物和非生物胁迫中发挥着重要作用ꎮ 根据水

稻基因组信息ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术从粳稻日本晴中克隆了 ＯｓＲＩＮＧ６ 基因的 ＣＤＳ 序列ꎮ 该基因的全长 ｃＤＮＡ 为 １３５５ ｂｐꎬ包括长

度为 ９１８ ｂｐ 的 ＣＤＳꎬ编码一个含 ３０５ 个氨基酸的蛋白ꎬ预测该蛋白的分子量和等电点分别为 ３２ ９６ ｋＤ 和 ３ ４９ꎬ与籼稻

(ＣＴ８３２０１４)和短花药野生稻(ＸＭ＿００６６５９５９９)中同源蛋白的序列相似性最高ꎬ分别为 ９７％ 和 ８３％ ꎮ ＩＰＴＧ 诱导表达的 ＭＢＰ￣
ＯｓＲＩＮＧ６ 重组蛋白的表观分子量约为 １００ ｋＤꎬ比理论值 ７６ ｋＤ 大ꎮ 启动子元件分析表明ꎬ其含有与干旱胁迫、光反应、ＡＢＡ 和

ＧＡ 信号传导相关的调控元件ꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果表明ꎬ该基因在水稻根、茎、叶、叶鞘、花和种子中都有表达ꎬ在萌发后 ４ ｄ 的

种子中表达量最高ꎬ花中的表达量最低ꎬ且该基因的表达受到盐和 ＡＢＡ 的诱导及 ＰＥＧ 的抑制ꎮ ＯｓＲＩＮＧ６ 基因的克隆为水稻

抗逆分子育种和功能分析提供了优质基因资源ꎮ
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水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ. )是我国最重要的粮食作

物ꎬ生物和非生物胁迫是引起水稻减产的重要因素

之一ꎮ 因此ꎬ克隆和利用新的抗胁迫基因ꎬ成为解决

这一问题的有效途径ꎮ
泛素化修饰( ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ)是一种广泛存在

于真核细胞中的翻译后修饰系统ꎬ其主要作用是

标记需要被降解的靶蛋白ꎮ 泛素化过程需要 ３
种泛素化酶的协同参与ꎬ即泛素活化酶 Ｅ１( ｕｂｉｑ￣
ｕｉｔｉｎ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ) ꎬ泛素结合酶 Ｅ２ ( ｕｂｉｑｕｉｔ￣
ｉｎ￣ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ)和泛素连接酶 Ｅ３( ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
ｌｉｇａｓｅ) ꎮ Ｅ１ 负责激活游离的泛素分子并将其转

移到 Ｅ２ 上ꎬＥ２ 再将泛素分子通过 Ｅ３ 转移至靶

标蛋白上ꎬＥ３ 则负责对靶标蛋白的特异性识别ꎬ
最后泛素化的靶蛋白被 ２６Ｓ 蛋白酶体识别并降

解 [１] ꎮ 根据亚基组成和作用机制ꎬ泛素连接酶

Ｅ３ 又 可 分 为 单 亚 基 类 型 ( 如 ＨＥＣＴ、 ＲＩＮＧ /
Ｕ￣ｂｏｘ)和多亚基类型(如 ＳＣＦ 复合体、后期促进

复合体 ＡＰＣ 等 [２] ) ꎮ
近年来ꎬ已从高等植物中克隆了大量相关的

泛素连接酶基因ꎬ锌指结构(ＲＩＮＧ￣ｆｉｎｇｅｒ)泛素连

接酶基因是其中分布最广泛、结构最保守的一类ꎬ
其广泛参与多种生物学过程的调控ꎬ包括植物生

长[３￣４] 、发育[５￣６] 、代谢[７￣８] 、生物胁迫[９￣１２] 和非生物

胁 迫[１３￣１６] ꎮ 此 外ꎬ 在 拟 南 芥[１７￣２４] 、 烟 草[２５] 、 玉

米[２６] 、小麦[２７] 、大豆[２８] 、豇豆[２９] 和葡萄[３０] 中也鉴

定了与生物胁迫和非生物胁迫相关的泛素连接酶

基因ꎮ 本课题组在前期研究中发现了多个 ＲＩＮＧ
型的 Ｅ３ 泛素连接酶基因ꎬ并从 ＲＩＮＧ１ 开始命名ꎬ
其中 ＲＩＮＧ４(ＡＫ０６８３０２)已被证明能正调控水稻

对稻瘟病的抗性[９] ꎮ 本研究通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术克

隆了另一个 ＲＩＮＧ 型泛素连接酶基因 ＲＩＮＧ６ 的

ＣＤＳ 序列ꎬ分析了该基因的启动子响应元件ꎬ并通

过 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析了该基因在水稻不同组织和

不同胁迫条件下的表达特征ꎬ以及进行该基因编

码蛋白的原核表达ꎬ为水稻抗逆基因工程提供了

基因资源ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 试验材料和试剂

供试材料为 ３ 叶期的粳稻品种日本晴ꎮ 植物总

ＲＮＡ 提取试剂盒购自百泰克公司ꎻＦｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤ￣

ＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 和蛋白分子标准购自 Ｔｈｅｒｍｏꎻ
ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ (ＲＲ４２０) 购自 ＴａＫａＲａꎻＦａｓｔ
Ｐｆｕ 高保真聚合酶和 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)感受态细

胞购自北京全式金公司ꎻ原核表达载体 ｐＭＡＬ￣ｃ２Ｘ
(ＮＥＢ 公司)由本实验室保存ꎻＡＢＡ 和 ＰＥＧ６０００ 购

自 ＳｉｇｍａꎻＡｎｔｉ￣ＭＢＰ 鼠单抗和 ＨＲＰ 偶联的 Ｇｏａｔ￣ａｎｔｉ￣
ｍｏｕｓｅ 二抗购自 ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎻＰＶＤＦ 膜和 ＥＣＬ 化学发

光液购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅꎻ引物合成及测序由上海生工生

物技术有限公司完成ꎮ
１ ２　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 的合成

在液氮中将不同材料研磨成粉末ꎬ按照百泰克

植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒的操作步骤进行实验ꎬ经电

泳检测后取 １ μｇ 总 ＲＮＡꎬ经 ＤＮａｓｅ Ｉ 消化ꎬ按照

Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 试剂盒说明书合成第 １
链 ｃＤＮＡꎮ
１ ３　 ＯｓＲＩＮＧ６ 基因的生物信息学分析

根据 ＯｓＲＩＮＧ６ 基因的 ＣＤＳ 序列ꎬ通过 ＮＣＢＩ
(ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )上的 ＢＬＡＳＴ 程序对 Ｏｓ￣
ＲＩＮＧ６ 基因及其推导的氨基酸序列进行 Ｂｌａｓｔ 比对

和保守功能域预测ꎻ通过 ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ.
ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ /分析 ＯｓＲＩＮＧ６ 基

因的启动子响应元件ꎻ采用 ＤＮＡｓｔａｒ 中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ
软件构建 ＯｓＲＩＮＧ６ 的系统进化树并进行保守结构

域分析ꎬ分析该基因的进化关系ꎮ
１ ４　 ＯｓＲＩＮＧ６ 原核表达载体的构建及诱导表达

根据水稻 ＯｓＲＩＮＧ６ 的基因序列ꎬ分别设计引物

(ＲＩＮＧ６￣Ｆ:５′￣ｇｇａａｔｔｃａｔｇｇａｃｇｃｃｇｃｃａａｇｇ￣３′ꎬ ＲＩＮＧ６￣Ｒ:
５′￣ｃｃｃａａｇｃｔｔｔｃａｔｇｃｃｃｇｇｇｔｇｔｃｃｔｇｔ￣３′ꎬ 下 划 线 分 别 为

ＥｃｏＲＩ 和 ＨｉｎｄⅢ 酶切位点)进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ反应体

系为 ５ × ｂｕｆｆｅｒ １０ μＬꎬｄＮＴＰｓ(２ ５ μｍｏｌ / Ｌ)２ μＬꎬ引
物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０ ５ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 ２ μＬꎬＦａｓｔ Ｐｆｕ
１ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ３４ μＬꎮ 反应程序为 ９５℃预变性２ ｍｉｎꎬ
３０ 个循环(９５℃变性 ２０ ｓꎬ５６℃退火 ２０ ｓꎬ７２℃延伸

３０ ｓ)ꎬ７２℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 电泳回收 ＰＣＲ 产物ꎬ将 ＰＣＲ
产物与 ｐＭＡＬ￣ｃ２Ｘ 质粒同时经 ＥｃｏＲＩ 和 ＨｉｎｄⅢ 双

酶切ꎬ回收片段和载体ꎬ连接转化ꎬ将阳性克隆测序

验证ꎬ将测序正确的重组质粒命名为 ｐＭＡＬ￣Ｏｓ￣
ＲＩＮＧ６ꎮ

将重组质粒 ｐＭＡＬ￣ＯｓＲＩＮＧ６ 转化 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｒｏｓｅｔｔａ
(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ接种于含 Ａｍｐ １００ ｍｇ / Ｌ 的 ＬＢ
液体培养基中ꎬ３７℃振荡培养过夜ꎬ再以 １∶ １００ 接种

８３３



　 ２ 期 范锡麟等:水稻泛素连接酶基因 ＯｓＲＩＮＧ６ 的克隆及表达分析

扩大培养ꎬ继续培养至 ＯＤ６００ ＝ ０ ５ 时ꎬ添加终浓度

为 ０ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ 进行诱导表达(同时以未添

加 ＩＰＴＧ 的菌液作为阴性对照)ꎬ３７℃继续振荡培养

５ ｈꎮ 离心收集菌体ꎬ加入 ５ × ＳＤＳ 上样缓冲液ꎬ
１００℃变性 １０ ｍｉｎꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ分析该蛋

白的原核表达状况ꎮ
待电泳完成后ꎬ取出 ＰＡＧＥ 胶ꎬ将 ＰＶＤＦ 膜裁剪

成适当大小ꎬ甲醇预处理后 １００ Ｖ 恒压转膜 ９０ ｍｉｎꎮ
取出 ＰＶＤＦ 膜ꎬＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ１０ ｍＬ
５％脱脂奶粉 / ＰＢＳＴ 室温封闭 １ ｈꎮ 倒去牛奶ꎬ加入

１０ ｍＬ ＰＢＳＴ 和 ２ μＬ ａｎｔｉ￣ＭＢＰꎬ室温孵育 １ ｈꎮ ＰＢＳＴ
洗涤 ５ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 加入 １０ ｍＬ ＰＢＳＴ 和 ２ μＬ
ＨＲＰ 偶联二抗ꎬ室温孵育 １ ｈꎮ ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎬ取出 ＰＶＤＦ 膜置于 ＥＣＬ 化学发光液中ꎬ暗
室压片ꎮ
１ ５　 ＯｓＲＩＮＧ６ 基因的表达分析

根据 ＯｓＲＩＮＧ６ 的 ＣＤＳ 序列ꎬ设计 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
引物 ( ＯｓＲＩＮＧ６￣ｑＦ: ５′￣ｃｃｇｇｇｃａｔｇａｃａｔｃａｃｔａｃａ￣３′ꎻ Ｏｓ￣
ＲＩＮＧ６￣ｑＲ:５′￣ｔｇａｇｃｇｔｃｔｔａａｃｃａｃｇａｃｃ￣３′)ꎬ以水稻泛素

基因 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 为内参 ( ＵＢＱ￣ｑＦ: ５′￣ａａｃｃａｇｃｔｇａｇｇｃ￣
ｃｃａａｇａ￣３′ꎻ ＵＢＱ￣ｑＲ: ５′￣ａｃｇａｔｔｇａｔｔｔａａｃｃａｇｔｃｃａｔｇａ￣３′)ꎮ
以 １ / ２ ＭＳ 液体培养基处理的 ３ 叶期日本晴为材料ꎬ
选取根、茎、叶、叶鞘、花、干种子和萌发后 ４ ｄ 的种

子ꎮ 以分别经 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、２０％ ＰＥＧ６０００ 或

１００ μｍｏｌ / Ｌ ＡＢＡ 处理的根部样品为材料ꎬ并于 ０ ｈ、
１ ｈ、３ ｈ、６ ｈ 和 １２ ｈ 取样[３１￣３２]ꎬ相同处理的 ３ 份材料

混合后作为一个样品ꎮ 利用 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ 实时定量

ＰＣＲ 仪对 ＯｓＲＩＮＧ６ 在水稻不同组织和不同胁迫处

理时间点的样品进行组织表达特异性和胁迫表达分

析ꎬ反应体系为 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬꎬ上下游

引物 (１０ μｍｏｌ / Ｌ) 各 ０ ４ μＬꎬ ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ
(５０ × )０ ４ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ７ ８ μＬꎮ 反

应程序为 ９５℃ 预变性 ３０ ｓꎬ４０ 个循环(９５℃ 变性

５ ｓꎬ６０℃退火 ３０ ｓ)ꎬ每个样品 ３ 孔重复ꎬ每个处理 ３
次生物学重复ꎬ利用 ２ － ΔΔＣＴ法计算 ＯｓＲＩＮＧ６ 基因的

相对表达量ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＯｓＲＩＮＧ６ 基因的生物信息学分析

通过序列比对ꎬＯｓＲＩＮＧ６ 在水稻中以单拷贝

形式存在ꎬ没有高度同源的基因ꎬ其 ｃＤＮＡ 全长

为 １３５５ ｂｐꎬ包含长度为 ６９ ｂｐ 的 ５′￣非翻译区

(５′￣ＵＴＲ)和 ３６８ ｂｐ 的 ３′￣非翻译区(３′￣ＵＴＲ)以

及长度为 ９１８ ｂｐ 的 ＣＤＳ 序列ꎬ编码 １ 个含 ３０５
个氨基酸的多肽ꎬ推测其分子量和等电点分别为

３２ ９６ ｋＤ 和 ３ ４９ꎮ 将该基因及其编码的蛋白质

通过 ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔ 程序 ( ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.
ｎｉｈ. ｇｏｖ / )进行比对ꎬ分析发现ꎬ其与 ＮＣＢＩ 数据

库中 籼 稻 ( ＣＴ８３２０１４ ) 、 短 花 药 野 生 稻 ( ＸＭ ＿
００６６５９５９９) 、 毛 竹 ( ＦＰ１０１７７０ ) 、 二 穗 短 柄 草

( ＡＫ４２５５５１ ) 、 大 麦 ( ＡＫ３７３５５６ ) 和 小 麦

(ＡＫ３３１２１７)同源基因的核苷酸序列相似性分别

为 ９８％ 、８８％ 、９１％ 、９２％ 、９０％ 和 ９０％ ꎬ氨基酸

序列的相似性分别为 ９７％ 、８３％ 、６９％ 、６８％ 、
６７％ 和 ６７％ ꎮ

通过 ＤＮＡｓｔａｒ 软件的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 程序进行多重

序列比对ꎬ构建 ＯｓＲＩＮＧ６ 的系统进化树(图 １)ꎬ发现

在分析序列中ꎬ水稻 ＯｓＲＩＮＧ６ 与籼稻(ＣＴ８３２０１４)的
亲缘关系最近ꎬ与玉米(ＮＭ＿００１１５５８２４)的亲缘关

系较远ꎮ

图 １　 水稻 ＯｓＲＩＮＧ６ 与其他物种同源基因的进化树分析

Ｆｉｇ １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＲＩＮＧ６ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅｓ

对水稻 ＯｓＲＩＮＧ６ 蛋白的保守功能域和结合位点

的分析表明(图 ２)ꎬ该蛋白属于 ＲＩＮＧ(Ｒｅａｌｌｙ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ￣
ｉｎｇ Ｎｅｗ Ｇｅｎｅ)结构域家族ꎬ在 Ｃ￣端 ２５２ ~ ２９７ 氨基酸

的位置含有一个高度保守的 Ｃ３Ｈ２Ｃ３(ＲＩＮＧ￣Ｈ２ ｆｉｎｇｅｒ)

９３３
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结构域ꎬＣ２５３、Ｃ２５６、Ｃ２７１、Ｃ２７９、Ｃ２９０ 和 Ｃ２９３ 以及 Ｈ２７３ 和

Ｈ２７６分别为保守的半胱氨酸和组氨酸残基ꎬ通过形成

锌指结构以结合锌离子ꎬ半胱氨酸和组氨酸残基的突

变会导致 Ｅ３ 泛素连接酶活性的丧失[１３ꎬ２３]ꎮ

图 ２　 ＯｓＲＩＮＧ６ 和其他物种同源蛋白 ＲＩＮＧ￣Ｈ２ 结构域比对

Ｆｉｇ ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＲＩＮＧ￣Ｈ２ ｆｉｎｇｅｒ ｆｒｏｍ ＯｓＲＩＮＧ６ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

通过数据库 ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ.
ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ /分析 ＯｓＲＩＮＧ６ 基因的

启动子响应元件ꎬ结果表明(表 １) ꎬ其 ５′端上游

１５００ ｂｐ 的启动子区域包含有与植物光反应调控

相关 的 ＧＡＧ￣ｍｏｔｉｆ、 Ｇ￣ｂｏｘ、 Ｇａｐ￣ｂｏｘ、 ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ 和

Ｃ￣ｂｏｘ 元件ꎬ与植物 ＡＢＡ 信号传导途径相关的

ＡＢＲＥ 和 ｍｏｔｉｆ Ⅱｂ 元件ꎬ与植物干旱胁迫反应相

关的 ＭＢＳ 元件ꎬ与植物 ＧＡ 信号传导途径相关的

Ｐ￣ｂｏｘ 元件以及与胚乳表达相关的 Ｓｋｎ￣１ ｍｏｔｉｆ
元件ꎮ

表 １　 ＯｓＲＩＮＧ６ 启动子顺式作用元件分布及数量

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｏｓ￣
ＲＩＮＧ６ ｇｅｎｅ

启动子元件

Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ
数量

Ｎｕｍｂｅｒｓ
识别序列

Ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＭＢＳ ２ Ｔ / ＣＡＡＣＴＧ 干旱响应元件

ＡＢＲＥ ２
１

Ｃ / ＴＡＣＧＴＧ
ＧＣＣＧＣＧＴＧＧＣ

ＡＢＡ 响应元件

ＭｏｔｉｆⅡｂ １ ＣＣＧＣＣＧＣＧＣＴ ＡＢＡ 响应元件

ＧＡＧ￣ｍｏｔｉｆ １ ＡＧＡＧＡＧＴ 光反应元件

Ｇ￣ｂｏｘ １ ＣＡＣＧＴＧ 光反应元件

Ｇａｐ￣ｂｏｘ １ ＣＡＡＡＴＧＡＡＡ / ＧＡ 光反应元件

ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ １ ＴＣＴＴＡＣ 光反应元件

Ｃ￣ｂｏｘ １ ＣＴＧＡＣＧＴＣＡＧ 光反应元件

Ｐ￣ｂｏｘ １ ＣＣＴＴＴＴＧ ＧＡ 响应元件

Ｓｋｎ￣１ ｍｏｔｉｆ １ ＧＴＣＡＴ 胚乳表达相关

２ ２　 ＯｓＲＩＮＧ６ 基因 ＣＤＳ 的克隆与 ＯｓＲＩＮＧ６ 蛋白

的原核表达

将引物 ＲＩＮＧ６￣Ｆ 和 ＲＩＮＧ６￣Ｒ 扩增 ｃＤＮＡ 得到

的 ＰＣＲ 产物及 ｐＭＡＬ￣ｃ２Ｘ 质粒经 ＥｃｏＲＩ 和 ＨｉｎｄⅢ
双酶切、连接、转化ꎬ待重组质粒经双酶切验证后

(图 ３ 和图 ４)ꎬ将构建好的重组质粒命名为 ｐＭＡＬ￣
ＯｓＲＩＮＧ６ꎮ

图 ３　 ＯｓＲＩＮＧ６ 的 ＰＣＲ 扩增电泳图

Ｆｉｇ ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＯｓＲＩＮＧ６ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 ４　 ｐＭＡＬ￣ＯｓＲＩＮＧ６ 质粒双酶切电泳图

Ｆｉｇ ４　 Ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ
ｏｆ ｐＭＡＬ￣ＯｓＲＩＮＧ６ ｐｌａｓｍｉｄ

０４３



　 ２ 期 范锡麟等:水稻泛素连接酶基因 ＯｓＲＩＮＧ６ 的克隆及表达分析

将重组质粒 ｐＭＡＬ￣ＯｓＲＩＮＧ６ 转入大肠杆菌

Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)表达菌株ꎬ经 ＩＰＴＧ 诱导表达和 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳分析(图 ５)ꎬ未经 ＩＰＴＧ 诱导的菌液没有

表达出相应蛋白ꎻＩＰＴＧ 诱导后空载体编码的 ＭＢＰ
蛋白的大小约为 ５０ ｋＤꎬ与预期结果一致ꎻ而 ＭＢＰ￣
ＯｓＲＩＮＧ６ 重组蛋白的表观大小约为 １００ ｋＤꎬ比理论

值 ７６ ｋＤ 大ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 也表明ꎬＭＢＰ 和 ＭＢＰ￣Ｏｓ￣
ＲＩＮＧ６ 重组蛋白能被 ａｎｔｉ￣ＭＢＰ 抗体检测到(箭头所

示)ꎬ其余条带应该为相应蛋白部分降解后的特异

性蛋白ꎬ这些结果表明ꎬＯｓＲＩＮＧ６ 蛋白可能在该大

肠杆菌表达系统中经过了蛋白翻译后修饰ꎬ这为后

续蛋白纯化及离体泛素化实验奠定了基础ꎮ

Ｍ:蛋白分子标准ꎻ１ ~ ２:ＭＢＰ 未诱导的总蛋白和诱导的总蛋白ꎻ３ ~ ４:ＭＢＰ￣ＯｓＲＩＮＧ６ 未诱导的总蛋白和诱导的总蛋白

Ｍ:Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎬ１￣２:Ｎｏｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＭＢＰꎬ３￣４:Ｎｏｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＭＢＰ￣ＯｓＲＩＮＧ６

图 ５　 ｐＭＡＬ￣ｃ２Ｘ 和 ｐＭＡＬ￣ＯｓＲＩＮＧ６ 在大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)中表达产物的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ ５　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｏｆ ｐＭＡＬ￣ｃ２Ｘ ａｎｄ ｐＭＡＬ￣ＯｓＲＩＮＧ６ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)

２ ３　 ＯｓＲＩＮＧ６ 基因的表达分析

实时定量 ＰＣＲ 结果表明(图 ６)ꎬＯｓＲＩＮＧ６ 基因

在水稻根、茎、叶、叶鞘、花和种子中都有表达ꎬ其中

萌发后 ４ ｄ 的种子中表达量最高ꎬ干种子的表达量

次之ꎬ花的表达量最低ꎬ且萌发后 ４ ｄ 的种子的表达

量是干种子的 １ ４８ 倍ꎬ表明该基因可能与种子萌发

有关ꎮ 并且已有文献报道了与水稻种子萌发相关的

泛素连接酶基因[５]ꎮ
以 ０ ｈ 根部的表达量为基准ꎬ对材料进行不同

胁迫 时 间 点 的 表 达 分 析 ( 图 ７ )ꎬ 结 果 表 明ꎬ
２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理 １ ｈ 和 ３ ｈ 时ꎬＯｓＲＩＮＧ６ 在根

部表达量最高ꎬ分别是处理前的 ２ １８ 倍和 ２ １３ 倍ꎬ
此后开始下降并于 ９ ｈ 恢复至正常水平ꎬ这说明

图 ６　 ＯｓＲＩＮＧ６ 基因在水稻不同组织的表达分析

Ｆｉｇ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＲＩＮＧ６
ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒｉｃｅ

图 ７　 ＯｓＲＩＮＧ６ 在 ＮａＣｌꎬＰＥＧ 和 ＡＢＡ 胁迫条件下的表达分析

Ｆｉｇ ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＲＩＮＧ６ ｕｎｄｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＮａＣｌꎬＰＥＧ ａｎｄ ＡＢＡ
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ＯｓＲＩＮＧ６ 可能作为早期响应基因在盐胁迫中起调控

作用ꎮ 经 ２０％ ＰＥＧ 模拟干旱处理ꎬＯｓＲＩＮＧ６ 从 １ ｈ
到 ６ ｈ 的表达量呈下降趋势ꎬ并于６ ｈ 时降至最低ꎬ
为处理前的 ０ ４２ 倍ꎬ此后开始恢复ꎬ并于 ９ ｈ 时恢

复至处理后 １ ｈ 时的水平ꎮ １００ μｍｏｌ / Ｌ ＡＢＡ 处理

３ ｈ 时ꎬＯｓＲＩＮＧ６ 在根部表达量达到峰值ꎬ为处理前

的 ２ ４８ 倍ꎬ此后开始逐渐下降ꎮ 这两组结果暗示ꎬ
ＯｓＲＩＮＧ６ 可能以依赖于 ＡＢＡ 的信号传导途径在干

旱胁迫中起调控作用ꎮ

３　 结论与讨论

目前国内外在拟南芥和水稻中还没有该基因研

究的报道ꎮ 本研究通过生物信息学分析与定量

ＰＣＲ 技术以及蛋白原核表达相结合的手段ꎬ首次从

水稻中克隆了 ＯｓＲＩＮＧ６ 基因的 ＣＤＳ 序列ꎬ分析发现

该基因同时在种子萌发、干旱及盐胁迫、ＡＢＡ 信号

传导和光周期调控中起着重要作用ꎮ 通过序列比对

发现ꎬ该基因 Ｃ￣末端含有高度保守的 ＲＩＮＧ 结构域ꎬ
其保守的半胱氨酸和组氨酸残基的突变会导致 Ｅ３
泛素连接酶活性的丧失ꎮ 蛋白序列比对结果表明ꎬ
其与籼稻和短花药野生稻中同源蛋白的序列相似性

较高ꎬ分别为 ９７％和 ８３％ ꎮ 不同组织的表达分析发

现ꎬＯｓＲＩＮＧ６ 基因在水稻根、茎、叶、叶鞘、花和种子

中都有表达ꎬ在萌发后 ４ ｄ 的种子中表达量最高ꎬ干
种子的表达量次之ꎬ花的表达量最低ꎬ暗示 ＯｓＲＩＮＧ６
在不同组织中存在表达时空性差异ꎬ其在种子萌发

前后表达量的变化表明该基因可能与水稻种子萌发

有关ꎮ 不同胁迫处理表达分析发现ꎬＯｓＲＩＮＧ６ 表达

能受到 ＮａＣｌ 诱导ꎬ并在早期做出应答反应ꎬ暗示

ＯｓＲＩＮＧ６ 可能作为早期响应基因在盐胁迫中起调控

作用ꎻＯｓＲＩＮＧ６ 表达还受到 ＰＥＧ 的抑制和 ＡＢＡ 的

诱导ꎬ推测其可能参与了干旱胁迫和 ＡＢＡ 信号传导

途径的调节ꎮ 此外ꎬＯｓＲＩＮＧ６ 启动子元件分析表明ꎬ
其启动子区域包含有与 ＡＢＡ 信号传导及干旱胁迫

相关的 ＡＢＲＥ、ｍｏｔｉｆ Ⅱｂ 和 ＭＢＳ 元件ꎬ进一步暗示

ＯｓＲＩＮＧ６ 基因可能与依赖于 ＡＢＡ 信号传导途径的

干旱胁迫有关ꎮ 蛋白原核表达及 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

表明ꎬ ＭＢＰ￣ＯｓＲＩＮＧ６ 重组蛋白的表观大小约为

１００ ｋＤꎬ比理论值 ７６ ｋＤ 大ꎻ而空载体编码的 ＭＢＰ
蛋白的大小与理论值相符ꎬ这表明 ＯｓＲＩＮＧ６ 蛋白在

该大肠杆菌表达系统中可能经过了蛋白翻译后修

饰ꎮ 目前ꎬ本课题组已获得了 ＯｓＲＩＮＧ６ 相关的转基

因材料ꎬ下一步将重点关注 ＯｓＲＩＮＧ６ 基因在 ＡＢＡ 信

号传导途径和干旱胁迫中的功能研究ꎬ同时将对光

周期调控、ＧＡ 信号传导等方面进行探讨ꎮ 此外ꎬ还
将对 ＲＩＮＧ 结构域中半胱氨酸或组氨酸残基进行点

突变ꎬ获得失去 Ｅ３ 泛素连接酶活性但不影响蛋白

互作的突变类型ꎬ以便开展 ＯｓＲＩＮＧ６ 蛋白的离体泛

素化和酵母双杂交分析ꎮ
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