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摘要 扩张蛋 白是一 类细胞壁非酶蛋 白
,

在植物发育进程 中起着重要 作用
.

本实验 以旱稻为材

料
,

通过 A t E X P I 抗体对扩张蛋白在旱稻根 中的定位及 可 能的作用机制进行 了探讨
.

研究表明扩

张蛋 白参与了旱稻根系的生长发育
,

且更 可 能是促进 了侧根
、

不 定根的生长
.

利用 O
、 E X 尸 3 基 因

特异性片段
,

即部分 3 `
一 U T R 片段作为探针模板

,

通过 N or ht er n 杂交技术对其在 4 种抗旱性不

同的旱稻以及干旱胁迫条件 下的表达特性进行 了分析
.

结果显 示
:

O s E X尸 3 基 因受到干 旱胁迫的

正调控
,

且其表达量与旱稻的抗旱性呈 现 正相关
.

由此推测
,

在干 旱胁迫条件下
,

扩张蛋 白很可

能是通过促进侧根与不定根的生长发育来提高旱稻的抗旱性
.
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扩张蛋 白是一类细胞壁非酶蛋 白
,

具有松弛细

胞壁的功能 l[,
2」

.

它 由 3 类 多基 因家族编码
,

分别

命名为
。 一 e x p a n s i n

,

日
一 e x p a n s i n

,

下
一 e x p

a n s i n
.

每类

扩张蛋白基 因家族又有很多的基因成员
` )

.

研究发现
,

每一个扩张蛋白基因在 高度特定的

位点和高度特定 的细 胞类 型中表 达
,

其 表达在 时

间
、

空间上受到严格的调控田
,

它们是 由组织特异

性表达的川
,

且在植物生长发育过程 中
,

不 同的扩

张蛋 白很可能在不同类型的细胞中发挥着不同的作

用川
.

扩张蛋 白在植物整个发育进程 中
,

如形态建

成
、

果实成熟及脱落等方面起着重要 作用 3[,
6丑

.

然

而扩张蛋白对根系生长发育的作用机制报道较少
.

由于蛋 白免疫组化定位研究可间接 了解逆境响

应基 因的功 能川
,

同时由于旱 稻 比水 稻 能节约用

水
,

研究旱稻的抗旱机理有重要的意义
,

而根系又

是研究抗旱机制 的重要组成部分
,

因此本实验选择

以旱稻根系作为材料对扩张蛋 白的抗旱机制进行 了

初步探讨
.

首先通过蛋 白免疫组化定位方法对扩张

蛋白在 旱 稻 根 中的 表 达部 位 作 了鉴 定
,

并 利用

A t E X P I 抗体对扩张蛋 白在根系生长发育进程 中的

作用进行了研究
,

同时由于 Os E X 尸 3 基因只 在根中

表达困
,

所 以本实验选择 O
s E X 尸 3 基因作为研究在

根中表达的扩张蛋 白的代表基因
.

并对该基因在干

旱条件下的表达特性进行了分析
,

为研究扩张蛋 白

基因在干旱胁迫条件下对旱稻根 系生长发育的可能

作用机理提供一些理论依据
.

1 材料及方法

1
.

1 材料及试剂

旱稻 I R A T 109
、

旱稻毫格劳
、

旱稻 29 7
、

旱稻 2

号 (4 种旱稻 的抗旱性不 同 I R A r 109 一毫格劳> 旱稻

29 7> 旱稻 2 号 ) 由中国农业大学作物学院王化琪教授

赠送 ;
tA E X P I 抗血清由本实验室熊艳梅提供

; 山羊抗

兔 工gG A p
,

N B T / BC IP 染色试剂盒购 自华美生物工程

有限公司 ;
011 9 d( T , 8

)
、

引物
、

dN丁
,

P 购 自上海生工生

物工程公司 ;
aT q 酶

、

R N a s e i雨bi t o r 、

M-- MI 万 R T 购

2 0 0 5
一

0 8 一 2 3 收稿
, 20 0 5一 1 0一 2 5 收修 改稿

,

国家重点基础研究发展规划 (批准号
:

G 19 99 0 1 z 7 0 0 , 2 0 0 3 C B l l 4 30 7 ) 和国家 自然科学基金 (批准号
: 3 0 3 7 0 1 2 9 ) 资助项 目
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自华美生物工程有限公司 ;
玻璃奶 1〕 A N回收试剂盒购

自博大生物试剂公司
;

Triz o l试剂购 自 G l l汇 1 0 3R L 公

司 ; 探针标记试剂盒购自宝生物工程 (大连 ) 有限公司 ;

a 一 32 P
一

d C P T购自亚挥生物工程公司 ; 尼龙膜
、

硝酸

纤维素膜购 自 A m e rsh a m 公司 ;
其他药 品均为 国产

分析纯
.

察分析
.

( 2) 按 上述方法对旱稻毫格劳进行浸种
、

催芽
,

在 25 ℃组培室培养
,

待刚长出侧根
、

不定根

时
,

用 A t E X P I 抗体稀释液浸泡根约 12 h
,

然后恢

复为处理前生长条件
,

4 d 后观察分析
.

1
.

3
.

3 旱稻根总 R N A 提取及反转录 按 T ir oz l 试

剂盒说明书和 M
一

M L V 反转录酶说明书进行
.

1
.

2 材料处理

旱稻毫格劳种子经筛种及表面消毒后
,

用水浸泡

l d
,

置于两层湿润滤纸上
,

在 25 ℃暗培养
.

待种子

长出侧根
、

不定根
,

且长到 1一 Z c m 长时取材
.

主根

分别取 O一 s m m
,

5一 10 ~
,

10 一 15 ~
区段

,

侧根

和不定根取 O一 s m m 区段
,

在 4℃条件下固定 Z .h

4 种稻作种子经筛种及表面消毒后
,

用水浸泡

l d
,

置于两层湿润滤纸上
,

在 30 ℃黑暗培养箱催芽
.

待主根长到约 2一 3 C m 长时进行如下处理
:

对照 (直

接剪取根 )
、

干旱 (将材料置于滤纸上 自然风干 l h 后

取根 )及干旱后复水 (将材料干旱 l h 后再复水 Z h 后

取根 )
.

取材后速冻于液氮中
,

待提取 R N .A

1
.

3
.

4 引物设计 根 据 G en B an k 中登录的水稻

O
s E X P 3 。 D N A 序列 (登 录号 为 U 3 0 4 7 9 )

,

设计特

异引物 p l 和 p Z
,

序列如下
:

p l : 5
`一

g t e g e e e e g t e e a a e t g g t t e 一 3
’

p Z : 5
`一 a a t t g

-

g t g g g e a a a a e a t t e a 一 3 `

1
.

3 实验方法

1
.

3
.

1 蛋 白免疫组织细胞化学定位方法 按文献

[ 8〕进行操作
.

1
.

3
.

2 tA E x IP 抗体处理旱稻根系 ( 1) 旱稻毫格

劳种子经筛种及表面消毒后
,

用水浸泡 l d
,

置于垫

有两层湿润滤纸 的培养皿上
,

在 25 ℃组培室培养
,

待主根长到约 Z c m 长时
,

用 A t E X P I 抗体稀释液浸

泡根约 10 h
,

后恢复为处理前生长条件
,

2
.

s d后观

1
.

3
.

5 N o r t h e r n
杂交 约 2 0 胖g 总 R N A 经 1

.

2 %

琼脂糖 甲醛变性凝胶 电泳后转到 H y b o n d
一

N 一 尼龙

膜上
,

80 ℃烘烤 Z h 固定
.

os E x 尸 3 3仁 u T R 2 7 o b p

D N A 片段 经 a 一 32 P
一

d C T P 标 记 后 作 为 探 针 进 行

N o r t h e r n 杂 交 ( 探 针 标 记 参 照 T a K a R a 公 司 的

R a n d o m P r im
e r D N A L a b e l i n g K i t V e r

.

2 说明书 )
.

在 C h u r e h 缓 冲液 中 ( 0
.

2 5 m o l
·

L 一 ` N a Z
H P O

;

p H 7
.

2
,

1 m m o l
·

L 一 ` E D I A
,

7 % 5 1〕S
,

1% BS A )和

6 5℃条件下进行预杂交和杂交
,

用高严紧的 SS C 溶

液洗杂交膜 ( 2 又 S S C
,

0
.

5 % SD S
,

2 x S S C
,

0
.

5%

S D )S 后
,

进行放射 自显影
,

一 80 ℃ 曝光 3 己

2 结果及分析

2
.

1 扩张蛋白在旱稻根的免疫定位

由根系横切结构看 出
:

主根 。一 s m m 区段 (图 1

圈 i 犷嗽重 曰仕早梢很甲 阴免没组化圳肥正位
( a

) 和 ( b ) 主根 O一 s rn m 的区段 ; ( 。 ) 和 ( d ) 主根 5一 I O m m 的 区段 ; ( e ) 和 ( f ) 主根 1 0一 1 5 m m 的区段 ; ( g ) 和 ( h )

侧根 。一 s m m 区 段 ; i( ) 和 (j ) 不定根 。一 s m m 区 段上行用未免疫 的兔血清处理
,

作为对照 ; 下行用免疫的抗 A tE X IP 的

兔血清处理 (所有图片均为横切图片
,

厚度为 10 拜m )
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(a )和 ( b) ) 已接近主根伸长区末端
,

主根 5一 10 m m 区

段 (图 1 ( e )和 ( d ) ) 已到根毛区
,

主根 10一 15 m m 区段

(图 1 ( e) 和 f( )) 已到更上端的成熟 区
.

蓝紫色呈色部

位即为扩张蛋白表达的部位
.

免疫结果表 明
,

扩张蛋 白在主根 。一 s m m 及

5一 10 m m 区段 的表皮细胞
,

外 皮层细胞 的细胞壁

有大量表达 ; 在 内皮层 细胞
,

围绕中柱鞘 的细胞
,

及韧皮部和木质部细胞的细胞壁也有表达
; 而在主

根 O一 s m m 及 5一 10 m m 区段皮层薄壁 细胞 的细胞

壁均 没有 表达
.

5一 10 m m 区 段 的表 达量 相 对 于

。一 s m m 区段的表达量小 ; 在 10 一巧 m m 区段
,

只

有主根表皮细胞和外皮层细胞有表达
,

在其他结构

中均没有表达
,

不同于主根
,

扩张蛋 白在侧根和不

定根的整个横切结构均有大量表达 (图 1)
.

2
.

2 扩张蛋白对旱稻幼根生长发育的作用

本实验对两 个发育 阶段 的幼根进行 了抗 体处

理
,

即没有长出侧根
、

不定根
,

主根长到约 Z C
m 长

的幼根和刚长出侧根
、

不定根的幼根
.

用 1 :

50 比

例稀释的 A t E X P I 抗血清处理两种根系后
,

密切观

察 了根系的生长发育变化
.

考虑到未 免疫 的兔血清会 对根 系的生长 有一

定影响
,

从而会 对实 验结果 造成 一定影 响
,

所 以

本实验设 了两个对照
:

水 处理和未 免疫 的兔 血清

处理两种
.

将主根长 Z c m 的毫格劳稻苗置于各种

处理液 中
,

在 25 ℃ 组培 室放置 10 h
,

后恢复到处

理前生长条 件
,

即在湿 润滤纸上继续 培养
,

2
.

s d

后记 录结果
.

由图 2 看 出
:

旱 稻毫格 劳根 系经免

疫的兔血清处理后
,

侧 根
、

不 定根 的生 长从根 的

数 目和长度上 均受 到 了抑 制
,

说 明 A t E X P I 抗体

抑制了侧根
、

不 定根 的生长
.

同样对 刚 长出侧根

和不定根 的根 系进行扩 张蛋 白抗 体处理
,

处理 时

间为 12 h
,

后恢复为处理前条件
,

4 d 后观察结果
.

该结果 ( 图 3) 显示了与图 2 相似 的结果
: A tE X IP

抗体在一定程 度 上 抑制 了侧根
、

不 定根 的生 长
.

以上结果说 明扩张蛋 白对侧 根
、

不 定根 的生长有

一定促进作用
.

图 2 扩张蛋 白对未长 出侧根
、

不定根时期旱稻幼根的作 用

左为未长 出侧根
、

不定根 的稻根 (对照 1) ; 中为在 1 ,

50 比例水稀释的未免疫兔血清 中生长的稻根 (对照 2) ;

右为在 1 ,

50 比例水稀 释的免疫兔血清中生长的稻根 (处理组 )

图 3 扩张 蛋白对 已长 出侧根
、

不定根时期旱稻幼根的作用

左 为处理前 的带有侧根
、

不定根 的幼根 ; 中为继续在水里生 长的稻根 (对照 1 ) ;

右为在 1 , 5 。 比例水稀释免疫兔血清中生长的稻根

2
.

3 旱稻根 os E X 尸3 基因的表达

首先以旱稻根总 R N A 反转 录产物 C D N A 为模

板
,

扩增 2 7 0 b p O
s E X 尸 3 基 因特异性 片段 即部 分

3仁U T R序列
,

并测序鉴定
.

测序结果表 明 Os E X尸 3

3二u T R 部分序列与原序列完全一致
,

表明我们克隆

的基因片段是我们需要的目的片段
,

且表明该基因在
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旱稻根中是表达的
.

我们以此片段作为 N or t h er n 杂

交的探针模板
.

图 4显示
,

将生 长 3 d 的稻苗 干旱胁 迫 l h
,

Os E X 尸 3 基因的表达量较对照明显增加
,

且 4 种稻

作呈现出相似的结果
,

说明该基因的表达受到干旱

的诱导
.

干旱胁迫后再复水表达量又基本 回复 到对

照水平
,

这说明该蛋 白对稻苗在干旱胁迫条件下的

正常生长起着重要的作用
.

( a )

图 4 4 种旱稻 os E X I召 基因在干旱胁迫及复水后的

( a ) I R A T l o g ; ( b ) 毫格劳 ; ( c ) 旱稻 2 9 7 ; ( d ) 旱稻 2 号
.

1
.

3 d 苗的根 (对照 ) ;

m R N A 表达分析

2
,

干旱 l h ; 3 ,

干旱 l h 后又复水 Z h

图 5 为 Os E X P 3 基 因的 N or t h er n 杂交分析图
.

由于 4 种 旱 稻 总 R N A 上 样 量 不 太 一 致
,

使 得

(玉 E X 尸 3 基因在 4 种旱稻的表达差异难以判断
.

为了

避免判断上的误差
,

我们通过 lA p ha lm a g er 2 2。。 凝胶

分析仪对总 RN A 和 In RN A 作了进一步量化分析 (图

6)
.

由两图我 们可 以 看出
,

在抗旱性 最强 的旱 稻

IR A I
,

1 09 和毫格劳根中 m RN A 表达量最大
,

在抗旱

性较差的旱稻 2 97 根 中 nr RN A 表达量较少
,

在抗旱

性最差的旱稻 2 号根 中 m R N A 表达量最少
,

进一步

说明 凸 E X尸3 参与了旱稻抗旱性的调控作用
.

1 2 3 4

图 5 os E X玛 基因在 4 种旱稻 3 d 苗根中的表达分析
,

旱稻 IR A T l o g ; 2 ,

旱稻毫格 劳 ; 3 ,

旱稻 2 9 7 ; 4 ,

早稻 2 号

图 6 对 os E X P 3 基 因在 4 种旱稻 3 d 苗根 中

m R N A 表达的量化分 析 (对图 5 的量化分析 )
,

旱稻 I R A T l o g ; 2
,

旱稻毫格劳 ; 3 ,

旱稻 2 9 7 ; 4 ,

早稻 2 号

3 讨论

扩张蛋白是多基 因家族编码蛋 白
,

而且每一个

扩张蛋白基因通常在高度特定的位点和高度特定的

细胞类型中表达川
.

L e e 等克隆了在大豆根 中特异

表达的基因 G zn E X 尸 1
,

通过 N or t h er n 杂交和原位

杂交表明它在根快速延长的区段
,

即根尖表达量很

大
,

而在根延长停止 的区段
,

即根的成熟区 表达量

很少
,

说明扩张蛋 白与根 的生长过 程密切 相关困
.

C h 。 等报道
,

水稻扩张蛋白主要在初生根的根尖表

达
,

并集中在表皮
,

正在分化的维管柱及围绕中柱

鞘的细胞 ; 正在分化 的侧根原基和不定根原基也有

表达 sj[
.

本实验采用蛋 白免疫组化定位技术对扩张

蛋 白在旱稻根的表达部位作了研究
,

结果表明扩张

蛋白在主根 伸长区段 的表皮和外皮层有大量 表达
,

在内皮层
、

围绕 中柱鞘 的细胞及 维管组织 也有表

达
,

而在皮层薄壁细胞没有表达 ; 在主根根毛 区段

的表达量较伸长区段的表达量减少
; 而在主根完全

成熟区段只在表皮和外皮层有少量表达
.

这与 L ee

和 C h 。 的结果相一致
.

根的生长必然涉及根表皮细

胞 的细胞壁结构变化
,

而扩张蛋 白大量表达在主根

伸长区的表皮细胞
,

这与扩张蛋白促进细胞壁松弛

增大的功能相吻合
,

也进一步说 明其对根系生长的

作用 ; 次生根由初生根成熟区 的中柱鞘细胞发育而

来川
,

本研究 表明扩 张蛋 白在 中柱鞘 细胞有表达
.

C h 。 等研究表明正在分化的侧根原基和不定根原基

有扩张蛋白表达
,

这些结果表明扩张蛋 白在 中柱鞘

细胞的表达似乎是为次生根的发育奠定生理基础
.

而维管组织细胞是细胞壁较特殊的细胞
,

其细胞壁
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较厚
,

扩张蛋白在此表达可能有助于细胞壁的松弛

增大
.

本实验对扩张蛋白在侧根和不定根的表达部位

作了鉴定
,

结果发现扩张蛋 白表达于整个侧根和不

定根的细胞结构
,

这暗示 了扩张蛋 白对侧根
、

不定

根生长发育 的重 要性
.

由于扩 张蛋 白是细胞 壁蛋

白
,

如果用扩张蛋白的抗体处理正在生长发育的幼

根
,

可能会对扩 张蛋 白功能起到短期 的抑制作用
,

进而可以进一步鉴定扩张蛋 白对根系生长发育的作

用
,

为扩张蛋白在干旱胁迫条件下对旱 稻根系生长

发育的可能作用机制提供一些理论线索
.

因此我们

利用 A t E X P I 抗体对扩张蛋 白在根系生长发育进程

中的作用进 行 了探讨
,

结果 也表 明扩张 蛋 白对 侧

根
、

不定根生长发育的促进作用
.

我们对 O s E X P 3 基因的 N o r t h e r n 杂交分析表

明
,

旱稻 O
s E X 尸 3 基 因的表达受到干旱胁迫诱导

,

而干旱后再复水
,

表达量又 回降到对照水平
,

且在

4 种抗旱性不 同的旱稻表达量不同
,

即在抗旱性强

的旱稻中表达量多
,

而在抗旱性相对差的旱稻中表

达量少
.

由这些结果我们推测 O s E X 尸 3 基因参与了

旱稻 抗 旱 性 的调 控 作 用
,

蛋 白 免 疫 结 果 提 示

O s E X 尸 3 基因很可能是通过促进侧根
、

不定根的生

长发育来提高旱稻的抗旱性
.
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