
第35卷 第2期

2016年 3月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.35 No.2
Mar.2016,1~9

收稿日期:2015-03-18
基金项目:转基因生物新品种培育重大专项(2013ZX08009-003-002)
黄建平,硕士研究生.研究方向:水稻逆境分子生物学.E-mail:hjp2008@webmail.hzau.edu.cn
通信作者:熊立仲,博士,教授.研究方向:水稻分子育种.E-mail:lizhongx@mail.hzau.edu.cn

水稻低温应答基因OsLCL3 的分离与功能鉴定
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华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室,武汉430070

摘要 为探明水稻响应低温的分子机制,改良水稻对低温的抗性,从水稻低温诱导表达谱中挑选了1个受

低温诱导的基因OsLCL3,通过实时定量PCR和启动子驱动GUS 报告基因转化水稻的方法验证其功能。对

OsLCL3进行同源蛋白搜索,发现它属于DUF761超家族,并对这个超家族中的部分蛋白序列进行了系统树分

析;通过水稻原生质体瞬时表达系统,初步确定 OsLCL3蛋白定位于细胞核和细胞质中。在水稻中超量表达

OsLCL3基因,并对转基因植株进行低温胁迫处理,发现超量表达OsLCL3的植株在低温胁迫下的电导率显著低

于野生型对照植株,胁迫后超量表达植株的存活率显著高于野生型对照植株。结果表明,OsLCL3可能在水稻

对低温的应答中起着重要作用。
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  水稻是起源于热带和亚热带且具有光温敏感性

的重要粮食作物,全世界半数以上的人口以其作为

主粮。低温是限制其产量的主要环境因素之一,低
温不仅会导致幼苗生长缓慢、黄化,分蘖受到抑制,
而且会在孕穗期影响水稻抽穗灌浆,对水稻造成严

重危害。随着分子生物学的不断发展,转基因技术

已经成为研究功能基因的有效手段。近年来,通过

转基因途径来改良水稻的低温耐受性已经逐步取得

成效。目前水稻中已经有不少耐低温的功能蛋白被

鉴定出来,包括转录因子、信号分子和特定功能的

蛋白。
在转录因子方面,CBF/DREB转录调控网络在

水稻对低温的适应中起着关键的作用。超量表达

OsDREB1A 和OsDREB1B[1]能增加水稻对低温的

耐受性。超量表达MYB 类转录因子也能提高水稻

的低温耐受性,如OsMYB2[2]和CMYB1[3]等。大

量的锌指类转录因子也在水稻耐低温中发挥功能,
如超量表达OsISAP8[4]和ZFP182[5]可以提高水

稻幼苗对低温的耐受性。WRKY 类转录因子如

OsWRKY45[6]和OsWRKY76[7]也在水稻对低温的

适应中起着关键性作用。超量表达SNAC2[8]和

OsNAC6[9]等NAC类转录因子也可以提高水稻对

低温的耐受性。另外,调控基因转录的 microRNA
也在水稻耐低温中发挥功能,超量表达 miR319b[10]

可以提高水稻对低温的耐受性。
信号 转 导 途 径 上 的 信 号 分 子 如 蛋 白 激 酶

MAPK、CIPK和CDPK等也参与水稻对低温胁迫

的 响 应。 超 量 表 达 OsMAPK5[11] 和 Os-
MKK6DD[12]可以在苗期提高水稻对低温的耐受

性。逆境响应的CIPK 类基因如OsCIPK03[13]也
在水稻对低温的适应中起着重要作用。钙依赖的蛋

白激酶 CDPK 类基因如OsCDPK7[14]和 OsCD-
PK13[15]正向调控植株对低温的抗性。最近报道的

一个G-蛋白信号调控因子COLD1[16]能够赋予粳稻

对低温的耐受性,它在植物适应性中也发挥着重要

作用。
代谢途径、物质合成和物质转运中的蛋白质也

在水稻的耐低温中起着重要作用。超量表达交替氧

化酶OsAOX1a[17]、G蛋白成员OsRAN1[18]、液泡

H+转运无机焦磷酸酶OVP1[19]和海藻糖磷酸盐合

成酶OsTPS1[20]等基因可以提高水稻对低温的耐

受性。超表达E3泛素连接酶OsHOS1[21]也表现出
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对低温胁迫的一定抗性。
为探明水稻响应低温的分子机制,改良水稻对

低温的抗性,本研究从水稻低温诱导表达谱中挑选

了1个受低温诱导的基因OsLCL3,通过实时定量

PCR和启动子驱动GUS报告基因转化水稻的方法

验证其功能。

1 材料与方法

1.1 OsLCL3 的来源

为了研究水稻苗期在低温胁迫后相关基因表达

变化情况以及进一步克隆水稻抗低温的相关基因,
笔者所在研究室曾对172份水稻微核心种质资源进

行了苗期耐冷性鉴定,从中找到5份抗冷品种,即木

瓜糯、立新粳、粳87-304、有芒早粳和老虎种,随后

将这5份抗冷品种及4份常规水稻品种IRAT109、
明恢63、珍汕97和9311进行了苗期低温胁迫的表

达谱芯片实验[22]:将4叶期的水稻置于4℃的人工

气候室中生长24h,分别在0、6和24h取样,用Af-
fymetrixGeneChipRiceGenomeArray对以上9个

品种低温处理前后的样品进行全基因组表达谱分

析,芯片包含57381个探针组,其中1347个探针组

代表籼稻来源的1260个转录本,54168个探针组

代表粳稻来源的48564个转录本。本研究的目标

基因OsLCL3是从该芯片的低温表达谱结果中挑选

到的一个受低温强烈诱导表达的基因。
1.2 OsLCL3 同源蛋白分析

在 TIGR (http://rice.plantbiology.msu.
edu/)和NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
公共数据库中用 OsLCL3蛋白序列进行相似性序

列分析(Blast),搜索其同源蛋白序列。使用软件

ClustalX(version1.83)和Genedoc对OsLCL3及

其同源蛋白进行多序列比对,用软件 MrBayes3.0
构建进化树[23]。
1.3 OsLCLs 表达谱分析

OsLCL3的水稻生育期的表达谱数据来自水稻

表达谱数据库(CREP)[24],选取水稻品种明恢63全

生育期中的32个代表性的器官组织,把数据库中的

表达信号值取对数转换后用Cluster3.0做分层聚

类分析。
为了研究OsLCL3基因对逆境胁迫的响应,将

4叶期的水稻品种中花11进行低温(4℃)、高温

(42℃)和拔出晾干进行干旱脱水处理,分别在处理

前、处理后0.5、1、3、6h和12h取样,立即用液氮

速冻磨样。抽提总 RNA,逆转录出cDNA,使用

Actinl(LOC_Os03g50885)作为内参基因,利用相

对 定 量 的 方 法 计 算 出 目 标 基 因 的 相 对 表 达 量

变化[25]。
1.4 植物转基因材料获得

根 据 OsLCL3 基 因 注 释 编 号 (LOC _

Os03g19070)以及cDNA克隆编号(AK061293)找

出该基因上游1.8kb的序列,分离OsLCL3基因的

启动子序列,并将其连接到GUS表达载体DX2181
(从CAMBIA公开使用的载体改造而来,载体含有

GUS报告基因),得到OsLCL3启动子驱动报告基

因GUS的表达载体OsLCL3P-DX2181-GUS(后文

统一简写为OsLCL3P-GUS),用农杆菌介导的转化

方法[26],转化水稻品种中花11,得到转基因植株。
同时将不含外源片段的DX2181空载体转化水稻

品种 中 花11作 为 对 照。在 公 共 数 据 库 中 找 到

OsLCL3基因的cDNA克隆编号(AK061293),根
据编号对应的序列分离OsLCL3的全长cDNA,并
连接到表达载体pCAMBIA1301U(来源于CAM-
BIA公司,由Ubiquitin启动子驱动),转化水稻品

种中花11,得到OsLCL3基因超量表达的转基因

植株。
1.5 GUS 比酶活的测定

对转化表达载体OsLCL3P-DX2181及空载体

DX2181的转基因阳性植株进行4℃低温处理,取
处理前0h和处理24h的样品。GUS蛋白抽提及

GUS比酶活测定参考文献[27]进行。
1.6 超表达材料胁迫处理和电导率测定

用实时荧光定量PCR的方法检测出OsLCL3
基因超量表达的转基因植株,种植并分离出阳性植

株和野生型植株,种植于小红桶中,待植株生长到4
叶期,置于4℃冷库做低温胁迫处理,观察植株的状

态并拍照。植株胁迫4d后恢复正常条件下生长,
观察并统计植株的存活率,同时在胁迫前和胁迫

48h后取等量的水稻叶片,测量叶片的电导率,具体

操作方法参照文献[27]进行。
1.7 亚细胞定位

扩 增 OsLCL3 的 全 长 cDNA,构 建 到 载 体

HBT-sGFP和p2YGW7上,分别于3′端融合GFP
和5′端融合 YFP,构建融合表达载体 HBT-Os-
LCL3-sGFP和p2YGW7-YFP-OsLCL3。用 QIA-
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GENPlasmidMidiKit(Qiagen)进行质粒纯化。
纯化好的质粒通过PEG介导的转化方法导入水稻

原生质体[28],12~24h后,用荧光共聚焦显微镜

(Leica,Germany)进行观察。

2 结果与分析

2.1 OsLCL3 基因的同源蛋白序列分析

OsLCL3基因编码1个包含214个氨基酸的蛋

白质。在 TIGR 数 据 库 中 对 其 进 行 蛋 白 检 索

(BLASTP),发现水稻中的3个同源蛋白都被注释

为长细胞关联位点蛋白(longcell-linkedlocuspro-
tein,LCL),但并没有与之相关的任何文献报道。
在NCBI数据库对其进行非冗余蛋白序列比对检

索,发现它在植物中有很多同源蛋白。在蛋白保守

结构域数据库CDD[29]中,它们属于DUF761超家

族。该家族中仅有3个蛋白被描述为棉花纤维蛋

白,其余蛋白的功能均未知。
对水稻(Oryzasativa)、短 药 野 生 稻(Oryza

brachyantha)、玉米(Zeamays)等15个物种中Os-
LCL3的同源蛋白进行序列比对,结果显示 Os-
LCL3在草本类单子叶植物中比较保守。与其他

DUF761超家族蛋白相比,草本类单子叶植物中的

这类蛋白除了DUF761结构域和另一个位于第40
到第60个氨基酸之间的一段保守序列外,其他位置

的氨基酸序列与双子叶植物的DUF761蛋白序列

有很大差异,属于草本单子叶植物特有的序列。另

外2个木本的单子叶植物香蕉和海枣椰的蛋白序列

在非保守区与草本的单子叶植物也有很多差异

(图1A)。另外,水稻中的OsLCL1.1、OsLCL1.2和

OsLCL11的蛋白序列与 OsLCL3及其他单子叶植

物的同源序列相比,也有很大的差异。DUF761结

构域仅有3个氨基酸(14%)序列是非常保守的,且
这3个氨基酸构成的蛋白极为相似,说明这3个蛋

白在进化中开始朝相同的方向进化,并且可能行使

同样的功能,但与OsLCL3的功能可能有很大不同

(图1A)。进化分析的结果也显示,DUF761超家

族可以明显地区分开单子叶植物和双子叶植物,以
及单子叶植物中的草本分支和木本分支。结果还显

示,OsLCL1.1、OsLCL1.2和 OsLCL11这3个蛋

白独自成为另一个分支,与OsLCL3不在一个分支

上(图1B)。
2.2 OsLCL3 对逆境胁迫的响应

分层聚类分析的结果显示,OsLCL3的表达模

式与 另 外 3 个 水 稻 同 源 基 因 存 在 明 显 的 差 异

(图2A)。该基因在愈伤、幼穗和开花期的茎中表达

比较高,在整个生育期中的表达都相对较低,而另外

3个 同 源 基 因 的 表 达 则 更 低,几 乎 没 有 表 达

(图2A、B)。
对水稻品种中花11在低温、高温和干旱脱水处

理前后OsLCL3基因的mRNA表达水平进行检测,
发现它在mRNA水平上受低温强烈诱导表达。与

处理前相比,低温处理6h后其表达量上调约170
倍(图3A、图3B)。但它的表达并不受高温和干旱

诱导(图3A)。由于其另外3个同源基因序列十分

相似,只能用一个探针来检测它们的表达量,结果显

示它们并不受低温的诱导(图3A)。
对OsLCL3P-DX2181转基因植株进行低温处

理后,GUS活性检测结果显示,当植株受到低温胁

迫后,GUS活性显著增加到3~7倍(图3C),结果

表明在转录后或者蛋白水平上OsLCL3也受低温诱

导表达。
2.3 OsLCL3 在细胞核和细胞质的定位

亚细胞定位的结果显示,OsLCL3蛋白N端和

C端融合到荧光蛋白的亚细胞定位模式是一样的,
两端的融合没有影响到 OsLCL3蛋白的定位。将

HBT-OsLCL3-sGFP与已报道的核定位基因的融

合载体pM999-ECFP-OsGHD7[30]共同转化水稻原

生质体,发现 OsLCL3-sGFP蛋白的表达部位仅部

分与细胞核蛋白共定位(图4A、B、C),还在其他部

位有表达。由于OsLCL3-sGFP蛋白表达部位与细

胞膜 的 位 置 接 近,细 胞 膜 定 位 基 因 的 融 合 载 体

pBI221-mRFP-OsSCAMP1[31]也 被 用 来 与 HBT-
OsLCL3-sGFP共同转化水稻原生质体。结果显示

细胞 膜 定 位 蛋 白 的 表 达 部 位 明 显 位 于 膜 上,而

OsLCL3-sGFP蛋白的表达部位在细胞膜内的区

域,并且与细胞膜蛋白的部位没有重叠(图4D、E、

F)。结果表明OsLCL3蛋白并不定位于细胞膜,而
是定位在细胞核和细胞质 (图4G、H、I、J),但其在

细胞质中的具体定位还需要进一步的研究。
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 A:OsLCL3部 分 同 源 蛋 白 多 序 列 比 对 AlignmentofpartofOsLCL3homologousproteinsequences;

B:OsLCL3部分同源蛋白进化树分析PhylogenetictreeofpartofOsLCL3homologousproteinsequences.Os:

水稻Oryzasativa;Ob:短药野生稻Oryzabrachyantha;Zm:玉米Zeamays;Sb:高粱Sorghumbicolor;Bd:

二穗短柄草Brachypodiumdistachyon;Si:小米Setariaitalica;Aet:节节麦Aegilopstauschii;Ma:香蕉 Mu-

saacuminate;Pd:海枣椰Phoenixdactylifera;At:拟南芥Arabidopsisthaliana;Bn:甘蓝型油菜Brassicana-

pus;Mt:蒺藜苜蓿 Medicagotruncatula;Gm:大豆 Glycinemax;Pt:毛果杨Populustrichocarpa;Mn:川桑

树 Morusnotabilis.

图1 OsLCL3部分同源蛋白序列分析

Fig.1 AnalysisofOsLCL3homologoussequences
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 A:OsLCL3及其同源基因的全生育期组织器官表达模式ExpressionpatternofOsLCL3duringtheentirelife

cycleofrice;B:OsLCL3及其同源基因在代表性组织 (T1、T2、T11、T15、T18、T22、T25、T30和T32)中的表

达信号值 ExpressionsignalsoftheOsLCL3inrepresentativetissues(T1,T2,T11,T15,T18,T22,T25,T30

andT32).数据来自水稻明恢63的表达谱数据库(CREP),图A由Cluster3.0软件生成。Theexpressiondata

oftheOsLCLsinMinghui63wasextractedfromtheCREPdatabase(http://crep.ncpgr.cn/crep-cgi/home.

pl).FigureAwasgeneratedbythesoftwareCluster3.0.T1:筛选阶段的愈伤Calliofselectivestage;T2:诱导

15d的愈伤Calliof15daysafterinduction;T3:继代15d的愈伤Calliof15daysaftersubculture;T4:再分化

5d后的愈伤Calliof5daysafterregeneration;T5:浸种72h的种子Seedsof72hafterimbibition;T6:暗培养

下发芽48h的胚芽Plumuleof48hafteremergenceunderdarkness;T7:暗培养下发芽48h的胚根Radicleof

48hafteremergenceunderdarkness;T8:光培养下发芽48h的胚芽 Plumuleof48hafteremergenceunder

light;T9:光培养下发芽48h的胚根 Radicleof48hafteremergenceunderlight;T10:发芽3d的胚芽和胚根

Plumuleandradicleof3daysaftergermination;T11:三叶期的水稻苗Leafandrootatthree-leafstage;T12:两

分蘖时期植株的根 Rootofseedlingwith2tillers;T13:两分蘖时期植株的芽 Budofseedlingwith2tillers;

T14:二次枝梗原基分化期的叶片Leafatsecondary-branchprimordiumdifferentiationstage;T15:二次枝梗原

基分化期的叶鞘Sheathatsecondary-branchprimordiumdifferentiationstage;T16:二次枝梗原基分化期的幼

穗 Youngpanicleatsecondary-branchprimordiumdifferentiationstage;T17:雌蕊和雄蕊原基分化期的幼穗

Youngpanicleatpistilandstamenprimordiumdifferentiationstage;T18:花粉母细胞的形成时期的幼穗Young

panicleatpollen-mothercellformationstage;T19:4~5cm幼穗期的叶Leafofricewith4-5cmyoungpanicle;

T20:4~5cm幼穗期的叶鞘Sheathofricewith4-5cmyoungpanicle;T21:4~5cm幼穗期的穗Panicleofrice

with4-5cmyoungpanicle;T22:抽穗前5d的剑叶Flagleafat5daysbeforeheading;T23:抽穗前5d的茎

Stemat5daysbeforeheading;T24:抽穗期的花序Panicleatheadingstage;T25:抽穗期的茎Stematheading

stage;T26:开花前1d的颖壳 Hullat1daybeforeflowering;T27:开花前1d的雄蕊Stamenat1daybefore

flowering;T28:授粉后3d的小穗Spikeletat3daysafterpollination;T29:授粉后7d的胚乳 Endospermat

7daysafterpollination;T30:抽穗后14d的剑叶Flagleafat14daysafterheading;T31:授粉后14d的胚乳

Endospermat14daysafterpollination;T32:授粉后21d的胚乳Endospermat21daysafterpollination.

图2 OsLCL3及其同源基因在水稻主要组织和器官中的表达谱

Fig.2 ExpressionprofilesofOsLCL3inmajortissuesandorgansofrice
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 A:OsLCL3和OsLCL11在低温、干旱和高温处理下不同时间点的相对表达量 TherelativeexpressionofOsLCL3和

OsLCL11atdifferenttimepointsunderlowtemperaturestress,droughtstressandhightemperaturestress.B:OsLCL3
基因在4℃处理下不同时间点的相对表达量TherelativeexpressionlevelofOsLCL3atdifferenttimepointsunder4℃.

C:OsLCL3启动子驱动报告基因GUS蛋白在4 ℃胁迫下的表达活性 GUSactivityoftheOsLCL3P-GUStransgenicrice

under4℃stress.OsLCL3-12、OsLCL3-14、OsLCL3-17、OsLCL3-22、OsLCL3-30:OsLCL3P-DX2181转化中花11得到的

5个独立 转 基 因 家 系 植 株 FiveindependentpositivelinesoftransgenicZhonghua11containingOsLCL3P-DX2181;

DX2181:DX2181空载体转化的中花11作为对照家系 TransgenicZhonghua11ofemptyDX2181asacontrol.**:t-检

验表明差异极显著,P 值小于0.01SignificantdifferenceatP <0.01byt-test.

图3 OsLCL3逆境表达分析

Fig.3 ExpressionanalysisofOsLCL3understresstreatments

 A,D,G,I:OsLCL3-sGFP的定位LocalizationofOsLCL3-sGFP;B:ECFP-OsGHD(已知核蛋白)的定位Localization

ofECFP-OsGHD7(aknownnuclearprotein);C:A和B及明场的融合 MergedimageofA,Bandbrightfield;E:mRFP-

OsSCAMP1(已知细胞膜蛋白)的定位LocalizationofmRFP-OsSCAMP1(aknowncellmembraneprotein);F:D和E及

明场的融合 MergedimageofD,Eandbrightfield;H:G与明场的融合 MergedimageofGandbrightfield;J:I与明场的

融合 MergedimageofIandbrightfield.

图4 OsLCL3蛋白的亚细胞定位

Fig.4 SubcellularlocalizationofOsLCL3protein
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2.4 超量表达 OsLCL3 转基因植株的耐低温特性

将OsLCL3在水稻品种中花11中超量表达,选
取3个独立的超量表达阳性家系(图5B),在其T2
代和T3代对转基因植株进行4℃低温胁迫处理。
在低温胁迫过程中,当对照植株叶片全部卷曲和枯

死时,OsLCL3超量表达植株的大部分叶片未卷

(图5A)。在胁迫前,超量表达植株和野生型对照植

株的相对电导率并没有明显差异;在胁迫48h后,
超量表达植株的相对电导率约为25%,而野生型对

照植株的相对电导率已经达到了55%,超量表达植

株电导率显著低于野生型对照(图5C)。这说明在

低温胁迫过程中,超量表达植株的细胞膜稳定性显

著高于对照植株。4℃胁迫4d,正常条件(25℃)生
长4d后,统计植株的存活率,发现超量表达植株的

存活率约80%,而对照家系植株的存活率只有大约

40%。超量表达植株的存活率显著高于对照家系植

株(图5D)。这些结果都说明超量表达OsLCL3基因

可以增强水稻的耐低温能力。

 A:OsLCL3超量表达水稻植株4叶期4℃低温处理的表型 (OE:超量表达植株,WT:野生型对照植株)PhenotypeofOs-

LCL3-overexpressiontransgenicplantsandthewildtypecontrolunder4 ℃treatmentatfour-leafstage(OE:Transgenic

plants,WT:Wildtypecontrol);B:超量表达家系与野生型植株的相对表达量 Therelativeexpressionlevelofoverexpression

transgeniclinesandwildtypecontrol;C:4℃低温处理48h后,转基因家系和野生型对照的电导率Theelectricalconductivity

ofoverexpressiontransgeniclinesandwildtypecontrolafter48hoursunder4℃treatment(**:t-检验表明差异极显著,

P 值小于0.01ThedifferencewassignificantatP<0.01byt-test);D:超表达植株与野生型的存活率 Thesurvivalrateof

overexpressionlinesandwildtypecontrol(**:t-检验表明差异极显著,P 值小于0.01Thedifferencewassignificantat

P<0.01byt-test).

图5 OsLCL3超量表达转基因水稻的耐低温胁迫特性

Fig.5 IncreasedcoldtoleranceofOsLCL3-overexpressiontransgenicrice

3 讨 论

本研究从低温诱导表达谱芯片数据中挑选了一

个受低温强烈诱导表达的基因OsLCL3,并用实时

荧光定量PCR的方法验证了该基因受低温诱导,同
时分离了该基因的启动子,驱动报告基因GUS的表

达也验证了该基因的启动子是一个低温诱导型启动

子。干旱、高盐和低温等非生物胁迫所引起的逆境

诱导信号传导,有很多相似点和交叉点[32]。但是

OsLCL3的表达并不受干旱脱水的影响,说明低温

诱导的OsLCL3的表达机制与干旱引起的逆境信号

转导机制可能是相互独立的。
本研究初步分析了 OsLCL3蛋白的亚细胞定

位情况,发现OsLCL3蛋白定位于细胞核和细胞质

中,而在细胞膜上没有 OsLCL3蛋白的分布。Ma
等[33]在研究玉米中碳的分区时定位到一个C端含

有DUF761结构域的蛋白ZmTDY1,它特异地在韧

皮部细胞中表达,其结果显示全长ZmTDY1与内

质网蛋白共定位,ZmTDY1的N端71个氨基酸的

部分也与内质网蛋白共定位,而C端201个氨基酸

的部 分 定 位 于 细 胞 质 和 细 胞 核 中,这 与 本 研 究

OsLCL3的定位有相似之处。DUF761超家族中有
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3个蛋白被描述为棉花纤维蛋白,可以推测OsLCL3
可能也是具有细胞骨架纤维方面功能的蛋白质。从

以上这些分析中推测,OsLCL3可能具有细胞中物

质转运方面的功能。OsLCL3、ZmTDY1和棉花纤

维蛋白除了都具有DUF761结构域外,其他部分的

蛋白序列几乎没有相似性,但他们的亚细胞定位及

功能具有相似性,暗示DUF761结构域对DUF761
超家族蛋白发挥功能很重要,并且DUF761超家族

蛋白的功能可能具有保守性。
目前,植物中有1/4的基因编码未知功能蛋白,

DUF761超家族中的成员均为未知功能基因。Song
等[34]挑取了拟南芥中的一些未知功能的基因,考察

了它们对氧化胁迫的响应,发现一些未知功能的基

因可以增加拟南芥对氧化胁迫耐受性,其中一个为

DUF761(AT1G11210)蛋白基因。结果显示,在氧

化物质叔丁基氢过氧化物和百草枯的处理下,超量

表达DUF761的植株的根长显著高于对照,但是转

基因植株对渗透和高盐胁迫处理并没有明显的耐受

性。本研究中水稻 DUF761超家族成员 OsLCL3
可以提高植株对低温的耐受性,但它是否通过提高

植株对氧化胁迫的耐受性来提高耐低温能力还需进

一步的试验验证。
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Isolatingandcharacterizingonelow-temperature-responsive
geneOsLCL3inrice

HUANGJianping XIONGLizhong

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,HuazhongAgriculturalUniversity,
Wuhan430070,China

Abstract Tobetterunderstandthemolecularmechanismofrice(OryzasativaL.)inresponseto
coldstressandfurtherimproveitstolerancetocoldstress,acold-responsivegeneOsLCL3wasscreened
fromcoldstressexpressionprofilesofricegenechips.OsLCL3wasconfirmedtobeinducedbylowtem-
perature(4℃)stronglywithreal-timefluorescentquantitativePCRandtheexpressionofGUSreporter
geneexpressioninstabletransgenicricedrivenbythepromoterofOsLCL3.Homologousproteinse-
quenceanalysisshowedthatOsLCL3anditshomologousproteinsbelongtoDUF761superfamily.Phy-
logeneticanalysisofpartmembersofthisfamilyincludingfourhomologsinricegenomewasconducted.
SubcellularlocalizationanalysisofOsLCL3inriceprotoplastshowedthatitwaslocalizedinnucleusand
cytoplasm.Transgenicricelineswithover-expressingOsLCL3wereobtainedandthreeofthem were
testedforlowtemperaturestresstolerance.Resultsshowedthattheelectricalconductivityofoverex-
pressionlinesunderthelowtemperaturestresswassignificantlylowerthanthatofwildtypeplants.The
survivalrateofoverexpressionlineswassignificantlyhigherthanthatofwildtypeplants.Theseresults
indicatethatOsLCL3mayplayanimportantroleinlowtemperatureresponseinrice.

Keywords rice;abioticstress;lowtemperature;geneexpressionprofiles;genechip;transgene;

OsLCL3;DUF761
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