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摘要　为探索水稻LEA_２家族成员的特点,通过生物信息学分析从水稻基因组中鉴定出６０个 LEA_２家

族成员,它们不均匀分布于１２条染色体.蛋白序列分析结果显示,LEA_２家族蛋白的分子质量为１６．２４~４９．１４
ku,等电点４．７~１１．７,有４２个蛋白倾向于疏水;系统进化树分析显示,LEA_２家族可以分成５个组,同一组的蛋

白成员包含的保守基序类型基本相同;基因结构分析表明LEA_２基因包含少量的内含子或者不含内含子;启动

子分析表明水稻LEA_２基因启动子包含大量与逆境胁迫响应、激素信号传导及生长发育有关的作用元件.根

据表达谱分层聚类分析及荧光定量 PCR 实验发现水 稻 LEA _２ 家 族 基 因 间 共 表 达 现 象 明 显,同 时 发 现

OsLEA２Ｇ２和OsLEA２Ｇ２６基因均受干旱胁迫上调表达６０倍以上.
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　　到２０５０年,世界人口将从目前的７３亿增加到

预计的９７亿,粮食需求也将增长５９％至９８％[１].
水稻(OryzasativaL．)是主要粮食作物之一,发掘

水稻抗逆基因,培育高抗水稻品种,对解决粮食安全

问题意义重大.
胚胎发育晚期丰富(lateembryogenesisabunＧ

dantproteins,LEA)蛋白参与抵御非生物逆境胁

迫[２],１９８１年首次在棉花子叶中发现[３],随后在其

他植物、动物和微生物中均有发现[４].LEA 蛋白最

初被发现在种子脱水成熟过程中大量表达积累[５],
进一步的研究表明,植物在遭受干旱、低温、脱落酸

(abscisicacid,ABA)处理、高盐等逆境胁迫后,LEA
蛋白在植物不同的组织部位都可能大量表达[６].

LEA蛋白在非生物逆境胁迫中发挥作用.在

拟南芥中,过表达小麦LEA 基因DHNＧ５可显著提

高植株对渗透胁迫的耐受性[７].将大麦 LEA 蛋白

基因 HVA７导入水稻,转基因水稻株系对干旱和盐

分的耐受性显著增强[８].在草莓中过表达小麦的

LEA 基 因 (WCOR４１０)可 显 著 提 高 叶 片 的 抗 寒

性[９].LEA 基因的异源表达不仅可以增加高等植

物的胁迫耐受性,对真菌及原核生物同样有效.在

酵母中过表达水稻的LEA 基因OsLEA３Ｇ２,提高了

其对盐胁迫和渗透胁迫的耐性[１０].葡萄固氮菌

lea１基 因 的 突 变 使 细 胞 对 高 温、渗 透 胁 迫 更 敏

感[１１].将 ８ 个 具 有 代 表 性 的 中 国 春 小 麦 的

TaLEAs基因导入大肠杆菌和酵母中,增强了大肠

杆菌和酵母对盐和热的耐受性[１２].
植物LEA蛋白在PFAM 数据库(proteinfamiＧ

liesdatabase)中 根 据 ８ 个 PFAM 号 (PF０３７６０、

PF０３１６８、PF０３２４２、PF０２９８７、PF００４７７、PF００２５７、

PF０４９２７和PF１０７１４)分为８个家族,分别是LEA_

１~LEA_６、Dehydrin 和 SMP.２００７ 年,Wang
等[１３]从水稻中鉴定出３４个 LEA 家族成员,其中

OsLEA５~OsLEA８ 属于 LEA_２ 亚家族.含有

LEA_２(PF０３１６８)结构域的蛋白是植物体内鉴定出

的最多一类 LEA 蛋白,且大多数属于疏水性蛋

白[１４].本研究利用粳稻品种日本晴的基因组序列、
籼稻品种明恢６３的全生育期基因表达芯片、日本晴
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抽穗期的部分组织样品以及不同株龄的日本晴植株

在干旱等多种逆境处理后的转录组测序数据或基因

表达谱芯片数据,结合生物信息学分析和实时荧光

定量PCR,对水稻LEA_２家族成员(OsLEA２)进行

全基因组鉴定,并对其染色体分布、理化性质、系统

进化及保守基序、基因结构及基因表达模式等进行

分析,着重分析干旱处理、冷处理和淹水处理的日本

晴水稻植株中部分OsLEA２基因的表达,旨在为进

一步研究水稻 LEA_２家族成员的功能提供参考,
同时为水稻抗干旱育种提供候选基因.

1　材料与方法

1.1　水稻 LEA_2 家族成员的鉴定、染色体定位和

蛋白的理化性质分析

　　拟南芥、小麦和水稻的全基因组数据分别从

TAIR网站(https://www．arabidopsis．org/)、EnＧ
sembl网站(http://plants．ensembl．org/index．htＧ
ml)和 TIGR 网站(http://rice．plantbiology．msu．
edu/)下 载.从 Pfam 数 据 库 网 站 (http://Pfam．
xfam．org)检 索 得 到 水 稻 LEA _２ 基 因 家 族 的

PFAM 号(PF０３１６８),利用 TBtools[１５]上的 HMM
Search检索(e＜０．００１),得到水稻LEA_２蛋白候选

序列.根据文献报道的３个拟南芥AtLEA_２基因

家族蛋白序列[１６]和１５９个小麦TaLEA_２基因家

族蛋白序列[１７],利用 TBtools查找同源序列,得到

候选序列.基于 HMMSearch和Blast的结果,将
候选序列合并去重复后,利用在线网站 Pfam (htＧ
tp://Pfam．xfam．org/search)对全部候选蛋白序列

进行结构域搜索确认,存在 LEA_２结构域的蛋白

序列被认为是 OsLEA_２家族成员.
从 TIGR网站下载水稻全基因组蛋白序列、水

稻染色 体 组 相 关 信 息.利 用 TBtools进 行 水 稻

LEA_２家族成员的染色体定位,同时运用在线网站

ExPASy(http://web．expasy．org)进行分子质量、
等电点和亲水性(grandaverageofhydropathicity,

GRAVY)预测.
1.2　水稻 LEA_2 家族成员的进化树构建、基序分

布、基因结构和启动子区顺式作用元件分析

　　从 TIGR网站下载水稻全基因组序列、全基因

组蛋白序列、基因组结构相关信息.用 TBtools提

取６０条LEA_２蛋白序列进行Clustalw算法比对,
使用 MEGA７．０软件,采用邻接法(neighborＧjoinＧ
ing,NJ)构建系统进化树,设置重复值为１０００;使

用 MEME (http://memeＧsuite．org/tools/meme)
进行蛋白质保守基序分析,搜索的基序数设置为

１０,基序长度设置为６~２５,其他参数为默认参数;
利用TBtools绘制水稻LEA_２基因结构图谱,并选

取起始密码子 ATG 上游２kb的 DNA 序列,利用

PlantCARE (http://bioinformatics．psb．ugent．be/

webtools/plantcare/html/)进 行 顺 式 作 用 元 件

预测.
1.3　水稻 LEA_2 家族成员不同生育期组织表达模

式分析

　　从 CREP数据库(http://crep．ncpgr．cn/crepＧ
cgi/home．pl)下载５１个水稻LEA_２基因的表达芯

片数据,选择明恢６３的２４个不同生育时期的平均

信号值取１０的对数后用于聚类分析,M１ ~ M２４
表示 明 恢 ６３ 的 ２４ 个 不 同 生 育 时 期,并 使 用

TBtools软件的 HeatMap可视化.用 NCBIPrimＧ
erＧBLAST设计特异性引物(表１),实时荧光定量

qPCR检测部分LEA_２基因在水稻抽穗期不同组

织部位的表达情况.取粳稻品种日本晴抽穗期的

根、茎、穗,每个样品由４个单株混合.使用植物总

RNA提取试剂盒提取水稻 RNA 后通过反转录试

剂盒获得水稻cDNA.qPCR 试剂盒使用 SYBRＧ
GreenqPCR Mix,２０μL反应体系:１０μL２×SYBR
qPCRMix,上下游引物各１μL,８μL稀释的cDNA.反
应条件:９４℃预变性３min,９４℃变性１５s,５６．５℃退

火１５s,７２℃延伸１５s,４０个循环.以泛素蛋白基因

Ubiquitin(AK０５９０１１)为内参,每个样品３次技术重

复,以２－ΔΔCt法分析qPCR的结果.
表１　qPCR实验中所用的引物

Table１　PrimersusedinqPCR

引物

Primers
引物序列

Primersequence(５′→３′)

OsLEA２Ｇ１８F CAACGACGTCGAAGTGCATC
OsLEA２Ｇ１８R ACGTGAAGTTGAACCCGGTC
OsLEA２Ｇ２４F GGGTGGGGGTGTACTACAAG
OsLEA２Ｇ２４R TTGTGCCCCTGGTAGATCG
OsLEA２Ｇ４４F GGTGGTCCAGCCATTCTACC
OsLEA２Ｇ４４R CACATCTGCACCTGGAACCT
OsLEA２Ｇ６０F GACTACCACCTACTGCCACG
OsLEA２Ｇ６０R CGACTAGCCGGAGATAGCAG

UBQＧF CCAGGACAAGATGATCTGCC
UBQＧR AAGAAGCTGAAGCATCCAGC

1.4　水稻 LEA_2 家族成员不同逆境处理下的表达

模式分析

　　粳稻品种日本晴营养期干旱胁迫的转录组数据

GSE６５０２２从 NCBI的GEO数据库(https://www．

４９
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ncbi．nlm．nih．gov/geo/)下载.基于获得的干旱胁

迫后的实验组和对照组的转录组数据,对status为

“ok”且P＜０．０５的LEA_２基因的表达量进行比较

分析.日本晴苗期的５种不同胁迫的基因表达芯片

数据GSE７５３０从NCBI的GEO数据库下载.基于水

稻在５种不同逆境处理下的芯片数据,获得了２３个

水 稻 LEA _ ２ 基 因 (OsLEA２Ｇ４、OsLEA２Ｇ５、

OsLEA２Ｇ８、OsLEA２Ｇ９、OsLEA２Ｇ１０、OsLEA２Ｇ１１、

OsLEA２Ｇ１４、OsLEA２Ｇ１８、OsLEA２Ｇ１９、OsLEA２Ｇ２０、

OsLEA２Ｇ２１、OsLEA２Ｇ２３、OsLEA２Ｇ２４、OsLEA２Ｇ２６、

OsLEA２Ｇ３４、OsLEA２Ｇ３５、OsLEA２Ｇ３７、OsLEA２Ｇ４５、

OsLEA２Ｇ５１、OsLEA２Ｇ５２、OsLEA２Ｇ５４、OsLEA２Ｇ５９、

OsLEA２Ｇ６０)在不同逆境处理下lgFC值(FC 表示

foldchange,是实验组与对照组表达量的比值),并
将lgFC还原为FC即相对表达量后作图.

2　结果与分析

2.1　水稻 LEA_2 家族成员的搜索和鉴定

通过“HMMsearch”获得７２条水稻LEA_２家

族成员的候选蛋白序列,同时利用拟南芥[１６]和小麦

LEA_２家族成员的蛋白序列[１７]查找同源序列,分
别获得７条和８９条水稻LEA_２家族成员的候选蛋

白序列.不同来源的序列汇总并去除重复后,一共

得到了６７条可能编码LEA_２蛋白的候选序列.将

这些蛋白序列在Pfam 数据库中进行结构域搜索确

认,发现其中３条序列不含LEA_２结构域,最终得出

６４条水稻LEA_２蛋白序列,它们由６０个LEA_２基

因编码.选择每个基因的第一条转录本为该基因的

代表序列,根据其在基因组上的位置依次将６０个

LEA_２基因分别命名为 OsLEA２Ｇ１~OsLEA２Ｇ６０
(表２).
2.2　水稻 LEA_2 基因的染色体定位

６０个水稻LEA_２基因在水稻的１２条染色体

上均有分布(图１).其中,１号染色体最多,有１３个

基因;１０号染色体最少,只有１个;５号染色体有

７个,７号染色体有６个,２号、３号、４号和１２号染

色体均为５个,８号和１１号染色体各有４个,６号染

色体上有３个,９号染色体上有２个(图１).
表２　水稻LEA_２家族成员理化性质

Table２　PhysicochemicalpropertiesofriceLEA_２familymembers

基因名称

Genename
TIGR基因名称

TIGRgenename
染色体

Chromosome
分子质量/ku

Molecularmass
长度/aa
Length

等电点

Isoelectricpoint
亲水性

GRAVY
OsLEA２Ｇ１ LOC_Os０１g０９８８０．１ １ ２９．７８ ２８８ ９．８７ ０．０７５
OsLEA２Ｇ２ LOC_Os０１g１２５８０．１ １ １６．２４ １５１ ５．００ －０．０６６
OsLEA２Ｇ３ LOC_Os０１g１２８２０．１ １ ３５．３９ ３３０ ８．８４ －０．２１８
OsLEA２Ｇ４ LOC_Os０１g１３３４０．１ １ ３５．３４ ３３１ １０．０４ －０．３０３
OsLEA２Ｇ５ LOC_Os０１g３９２９０．１ １ ２９．９１ ２９１ １０．３８ ０．１４９
OsLEA２Ｇ６ LOC_Os０１g４３５３０．１ １ １９．７５ １８０ ４．７９ －０．２５５
OsLEA２Ｇ７ LOC_Os０１g５１４７０．１ １ １７．８１ １６７ ４．７０ ０．３２５
OsLEA２Ｇ８ LOC_Os０１g５３４７０．１ １ ２６．７３ ２５１ ５．５１ －０．０４６
OsLEA２Ｇ９ LOC_Os０１g５９６８０．１ １ ３３．３１ ３１２ １０．１７ ０．０１９
OsLEA２Ｇ１０ LOC_Os０１g６４４５０．１ １ ２６．７４ ２４１ ９．３０ ０．０４２
OsLEA２Ｇ１１ LOC_Os０１g６４４７０．１ １ ２６．０１ ２３８ ９．８８ －０．２４８
OsLEA２Ｇ１２ LOC_Os０１g６８０８０．１ １ ２３．４３ ２０６ １１．４０ －０．６４７
OsLEA２Ｇ１３ LOC_Os０１g６８０９０．１ １ ４９．１４ ４５５ １０．１４ －０．４７１
OsLEA２Ｇ１４ LOC_Os０２g０１０６０．１ ２ ２２．５０ ２１４ １０．４４ ０．１４２
OsLEA２Ｇ１５ LOC_Os０２g１６６１０．１ ２ ２０．３６ ２０１ １１．３２ ０．４６０
OsLEA２Ｇ１６ LOC_Os０２g３０４５０．１ ２ ２６．８７ ２５０ ６．０７ －０．２０２
OsLEA２Ｇ１７ LOC_Os０２g３３５５０．１ ２ ２３．７１ ２２４ ９．０４ ０．２１９
OsLEA２Ｇ１８ LOC_Os０２g４４６７０．１ ２ ２１．５３ １９７ １０．４９ ０．１４０
OsLEA２Ｇ１９ LOC_Os０３g１５６３０．１ ３ ２５．１６ ２３８ ９．２５ ０．３３９
OsLEA２Ｇ２０ LOC_Os０３g４８９５０．１ ３ ２５．０６ ２３２ ９．０２ ０．１８８
OsLEA２Ｇ２１ LOC_Os０３g６２０１０．１ ３ ２２．８０ ２１２ ９．４６ ０．１６５
OsLEA２Ｇ２２ LOC_Os０３g６２０２０．１ ３ ２２．３８ ２０９ ８．１６ ０．１１２
OsLEA２Ｇ２３ LOC_Os０３g６２６２０．２ ３ ３４．８０ ３１６ ４．８８ －０．３８２
OsLEA２Ｇ２４ LOC_Os０４g３３９９０．１ ４ ２３．５６ ２２０ ８．２６ ０．２９０
OsLEA２Ｇ２５ LOC_Os０４g５３６５０．１ ４ ２３．６０ ２２２ ９．８６ ０．１７３
OsLEA２Ｇ２６ LOC_Os０４g５８０９０．１ ４ ２７．７９ ２５５ １０．１７ －０．０６７
OsLEA２Ｇ２７ LOC_Os０４g５８８５０．１ ４ ２２．２１ ２０５ ９．１４ ０．３０３
OsLEA２Ｇ２８ LOC_Os０４g５８８６０．１ ４ ２４．５３ ２２０ ７．６１ ０．１２６
OsLEA２Ｇ２９ LOC_Os０５g１１０１０．１ ５ ３０．３３ ２９３ １０．０３ ０．０９０
OsLEA２Ｇ３０ LOC_Os０５g２４７６０．１ ５ ２１．４２ ２１３ １０．９１ ０．４７３
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续表２ContinuedTable２
基因名称

Genename
TIGR基因名称

TIGRgenename
染色体

Chromosome
分子质量/ku

Molecularmass
长度/aa
Length

等电点

Isoelectricpoint
亲水性

GRAVY
OsLEA２Ｇ３１ LOC_Os０５g３０４９０．１ ５ ２６．７６ ２６０ ８．７７ ０．１７０
OsLEA２Ｇ３２ LOC_Os０５g４０４００．１ ５ ２２．０７ ２１１ １１．７０ ０．２８６
OsLEA２Ｇ３３ LOC_Os０５g４５０７０．１ ５ ２６．４２ ２５３ ９．１５ ０．２８０
OsLEA２Ｇ３４ LOC_Os０５g５０７１０．１ ５ １６．５５ １５１ ５．０７ ０．０２０
OsLEA２Ｇ３５ LOC_Os０５g５０７２０．１ ５ ２５．９９ ２４７ ９．５１ ０．２１４
OsLEA２Ｇ３６ LOC_Os０６g０２８４０．１ ６ ２０．９１ １９９ ６．７３ ０．２８８
OsLEA２Ｇ３７ LOC_Os０６g０２９４０．１ ６ ２３．４２ ２１８ ８．４４ ０．１３９
OsLEA２Ｇ３８ LOC_Os０６g３２９７０．１ ６ ２４．９５ ２３８ ６．７４ ０．２０８
OsLEA２Ｇ３９ LOC_Os０７g１０６１０．１ ７ ２７．４４ ２５７ ９．５７ ０．１９９
OsLEA２Ｇ４０ LOC_Os０７g１４７００．１ ７ ２４．５５ ２２７ ７．７５ ０．１４９
OsLEA２Ｇ４１ LOC_Os０７g１７１２０．１ ７ ３５．１８ ３１７ ４．８０ －０．３８４
OsLEA２Ｇ４２ LOC_Os０７g３４０４０．１ ７ ２２．６７ ２１３ ９．１４ ０．２３９
OsLEA２Ｇ４３ LOC_Os０７g３４０５０．１ ７ １９．６４ １９０ ９．０４ ０．５９７
OsLEA２Ｇ４４ LOC_Os０７g３４７２０．１ ７ ２２．５５ ２００ ８．９８ －０．１１１
OsLEA２Ｇ４５ LOC_Os０８g０１２２０．１ ８ ２５．２１ ２２７ ９．２０ ０．１３７
OsLEA２Ｇ４６ LOC_Os０８g２３４６０．１ ８ ２５．７２ ２４２ ８．３９ ０．００５
OsLEA２Ｇ４７ LOC_Os０８g３８５８０．１ ８ ２５．２１ ２３２ １０．４３ ０．３２１
OsLEA２Ｇ４８ LOC_Os０８g４４４１０．１ ８ ２０．６０ １９２ ６．１１ ０．１２２
OsLEA２Ｇ４９ LOC_Os０９g０９４６０．１ ９ ３６．８４ ３３９ ７．９７ －０．０７３
OsLEA２Ｇ５０ LOC_Os０９g２６４８０．１ ９ ２８．２３ ２６５ ９．２２ ０．１３２
OsLEA２Ｇ５１ LOC_Os１０g３９９７０．１ １０ ２５．９２ ２４２ ８．９３ ０．１９９
OsLEA２Ｇ５２ LOC_Os１１g０２７３０．１ １１ ２５．２５ ２３５ １０．０６ ０．２３４
OsLEA２Ｇ５３ LOC_Os１１g０３６００．１ １１ ２９．７５ ２７６ １０．９７ －０．０７０
OsLEA２Ｇ５４ LOC_Os１１g０５８６０．１ １１ ２３．０４ ２１０ ７．６９ ０．１５０
OsLEA２Ｇ５５ LOC_Os１１g０５８７０．１ １１ ３６．２３ ３４２ ９．７９ －０．１４７
OsLEA２Ｇ５６ LOC_Os１２g０２７００．１ １２ ２４．８９ ２３３ ９．４９ ０．２０３
OsLEA２Ｇ５７ LOC_Os１２g０３３７０．１ １２ ２９．３８ ２７５ １０．５０ －０．００７
OsLEA２Ｇ５８ LOC_Os１２g０６２１０．１ １２ ２３．０６ ２２４ ９．６４ ０．２２２
OsLEA２Ｇ５９ LOC_Os１２g０６２２０．１ １２ ２０．８１ １９２ ９．０８ －０．１１０
OsLEA２Ｇ６０ LOC_Os１２g０６２６０．１ １２ ２３．１４ ２１２ ８．２６ ０．１４０

图１　水稻LEA_２基因的染色体位置

Fig．１　ChromosomepositionsofriceLEA_２genes
2.3　水稻 LEA_2 家族蛋白的理化性质

水稻LEA_２家族蛋白的平均长度为２４３aa,有

５２个LEA_２蛋白长度在１５０~３００aa,最长的蛋白

(OsLEA２Ｇ１３)含 有 ４５５ 个 氨 基 酸,最 短 的 蛋 白

(OsLEA２Ｇ２和 OsLEA２Ｇ３４)含有１５１个氨基酸.水稻

LEA_２ 家 族 蛋 白 分 子 质 量 都 偏 小,最 小 的 只 有
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１６．２４ku(OsLEA２Ｇ２),最大的也只有４９．１４ku(OsＧ
LEA２Ｇ１３).水稻LEA_２家族蛋白的等电点分布较

广,在４．７０(OsLEA２Ｇ７)到１１．７０(OsLEA２Ｇ３２);其
亲水 值 在 －０．６４７ (OsLEA２Ｇ１２)到 ０．５９７ (OsＧ
LEA２Ｇ４３),其中只有１８个蛋白质 GRAVY 值＜０,
倾向于亲水;其他４２个蛋白质的 GRAVY 值均＞
０,倾向于疏水(表２).
2.4　水稻 LEA_2 家族的系统进化、保守基序及基

因结构分析

　　系统进化分析表明,６０个水稻 LEA_２家族成

员可分为５个组(I~ V),分别包含１７、１１、１５、６与

１１个水稻LEA_２基因(图２A).分析水稻LEA_２
家族成员的保守基序情况,共发现１０种保守基序

(Motif１~１０),聚类到同一个组的LEA_２家族成

员包含的保守基序类型基本相同,不同组成员间存

在一定的差异(图２B).另外,９５％的LEA_２基因

有３~６个基序,主要是 Motif１、Motif２和 Motif
８,其中９６．７％成员含有 Motif１,８６．７％的成员含有

Motif２,６６．７％的成员含有 Motif８.
基因结构分析表明,水稻 LEA_２家族成员的

基因结构相对简单,不含或者很少含有内含子,所有

基因的外显子均不超过３个,其中,８３．３％的基因只

有１个外显子区,１１．７％的基因有２个外显子区,

５％的基因有３个外显子区(图２C).另外,进化关

系较近的基因具有相似数量的外显子和内含子.这

表明水稻LEA_２基因家族在进化上比较保守,这
种基因结构的进化保守性可能与 LEA 蛋白参与许

多重要的生物学过程密切相关.

　A:水稻LEA_２家族成员的系统进化树;B:水稻LEA_２家族成员的保守基序分布;C:水稻LEA_２基因的基因结构.A:ThephylogeＧ

neticrelationshipofriceLEA_２familymembers;B:DistributionofconservativemotifsofriceLEA_２familymembers;C:Genestructures

ofriceLEA_２genes．

图２　水稻LEA_２家族成员的系统进化、保守基序及基因结构

Fig．２　Phylogeneticrelationship,conservedmotifsandgenestructuresofriceLEA_２familymembers
2.5　水稻 LEA_2 家族基因启动子区的顺式作用

元件

　　对６０个LEA_２基因起始密码子上游２kb区

域内的启动子序列进行在线分析,发现６０个基因的

启动子区域共包括１７１２个顺式作用元件.其中与

生长发育相关的元件有６７８个光响应调控元件、４９
个分生组织调控元件、８个种子特异性调控元件等;
与激素信号传导途径相关的元件包括３０８个茉莉酸

甲酯响应元件、２１２个脱落酸响应元件、４４个生长素

响应元件等;与非生物逆境胁迫有关的元件包括３８

７９
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个低温胁迫响应元件、５２个干旱胁迫响应元件、９９
个厌氧诱导响应元件等(图３).在水稻LEA_２基

因家族,有 ８３．３％ 的成员含有 ABA 的响应元件

ABRE,有５８．３％的成员含有干旱响应元件 MBS,

有４８．３％的成员含有低温的响应元件 LTR.这些

结果说明LEA_２基因家族成员可能在干旱、低温

等逆境胁迫中受到激发从而发挥其保护植物的

作用.

图３　水稻LEA_２启动子区的顺式元件比较分析

Fig．３　ComparisonanalysisofcisＧelementsinriceLEA_２promoterregions

2.6　水稻 LEA_2 家族基因的组织表达谱

从CREP数据库搜索籼稻品种明恢６３全生育

期表达谱数据,获得５１个OsLEA２基因在２４个不

同发育时期的表达情况,并进行分层聚类 (图４).
结果发现,水稻LEA_２基因的全生育期的表达模

式总体可分为４类:第１类包含１２个基因,其中除

了OsLEA２Ｇ２、OsLEA２Ｇ３、OsLEA２Ｇ１０、OsLEA２Ｇ
１６、OsLEA２Ｇ４２等５个基因在受精不同时间的胚乳

(M２２、M２３、M２４)或发芽７２h后的种子(M１)中表

达量较高外,其他成员在大多数时期都处于较低水

平;第 ２ 类 包 含 １１ 个 基 因,其 中 OsLEA２Ｇ８、

OsLEA２Ｇ４１、OsLEA２Ｇ４６ 在 雄 蕊 (M１８)或 颖 壳

(M２０)这 类 花 器 官 中 表 达 量 最 高,OsLEA２Ｇ１８、

OsLEA２Ｇ４４在营养器官茎(M１８)中表达量最高,该
类基因在其他时期的表达量都处于中等偏低水平;
第３类包含１４个基因,该类基因在所有的幼穗组织

(M１２~ M１６)中表达量偏低,在其他大部分时期中

的表达量偏高;第４类包含１４个基因,与第１类的

１２个基因相反,在大多数时期的表达量都比较高.
总体上,在整个水稻 LEA_２家族基因间共表达现

象明显,４类基因大致表现出４种表达模式,即每一

类里的基因表达模式都比较相似,暗示 LEA_２家

族内可能存在功能冗余现象.

从第２类和第４类基因中各挑选２个基因,采
用qPCR的方法分析它们在粳稻品种日本晴抽穗期

的根、茎和穗中的表达水平,结果与籼稻品种的表达

谱芯 片 一 致:属 于 第 ２ 类 的 OsLEA２Ｇ１８ 和

OsLEA２Ｇ４４整体的表达水平偏低,根和穗中的表达

水平相近,茎中的表达量相对高出约１倍;属于第４
类的OsLEA２Ｇ２４和OsLEA２Ｇ６０在抽穗期的根中

表达量低,穗中的表达量是根中的５倍以上,茎中的

表达量又是穗中的２倍左右;此外,每一类中的２个

基因的表达模式均高度相似(图５).
2.7　水稻 LEA_2 家族基因在不同逆境处理下的表

达谱

　　基于日本晴营养期植株干旱胁迫后的转录组数

据,筛选得到了１８个基因的可靠数据,其中１３个基

因在胁迫组中的表达量比对照组高,说明它们被干

旱胁迫诱导上调表达,另外５个基因在胁迫组中的

表达量比对照组低,说明干旱胁迫使它们下调表达

(图６).干旱诱导上调表达的基因中,有１２个上调

显著(２倍以上),其中OsLEA２Ｇ２６上调倍数最高达

到９９．３７倍,OsLEA２Ｇ２上调６０．１０倍,OsLEA２Ｇ１１
和 OsLEA２Ｇ２７ 均 上 调 约 ３０ 倍,OsLEA２Ｇ３和

OsLEA２Ｇ８均上调约１０倍(图６A);干旱诱导下调

８９
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　绿色表示低表达;红色表示高表达;M１:发芽７２h后的种子;M２:萌发后的胚芽和胚根;M３:三叶期的幼苗;M４:２分蘖期的茎;M５:２分蘖

期的根;M６:二次枝梗分化期的叶鞘;M７:减数分裂期的叶鞘;M８:二次枝梗分化期的叶;M９:减数分裂期的叶;M１０:抽穗前５d的剑叶;

M１１:抽穗１４d后的剑叶;M１２:二次枝梗分化期的幼穗;M１３:雌雄蕊分化期的幼穗;M１４:花粉母细胞形成期的幼穗;M１５:减数分裂期的幼

穗;M１６:抽穗期的幼穗;M１７:抽穗前５d的茎;M１８:开花１d前的雄蕊;M１９:抽穗期的茎;M２０:开花１d前的颖壳;M２１:开花３d后的小

穗;M２２:受精７d后的胚乳;M２３:受精１４d后的胚乳;M２４:受精２１d后的胚乳.Greendenoteslowexpression;ReddenoteshighexpresＧ
sion;M１:Seed,７２hafterimbibition;M２:Embryoandradicleaftergermination;M３:LeafandrootatthreeＧleafstage;M４:Shoot,seedling
with２tillers;M５:Root,seedlingwith２tillers;M６:Sheath,youngpanicleatstage３;M７:Sheath,４Ｇ５cmyoungpanicle;M８:Leaf,young
panicleatstage３;M９:Leaf,４Ｇ５cmyoungpanicle;M１０:Flagleaf,５daysbeforeheading;M１１:Flagleaf,１４daysafterheading;M１２:Young
panicleatstage３;M１３:Youngpanicleatstage４;M１４:Youngpanicleatstage５;M１５:Panicle,４Ｇ５cmyoungpanicle;M１６:Panicle,heading
stage;M１７:Stem,５daysbeforeheading;M１８:Stamen,onedaybeforeflowering;M１９:Stem,headingstage;M２０:Hull,１daybeforeflowＧ
ering;M２１:Spikelet,３daysafterpollination;M２２:Endosperm,７daysafterpollination;M２３:Endosperm,１４daysafterpollination;

M２４:Endosperm,２１daysafterpollination．
图４　不同组织中OsLEA２基因的表达谱分层聚类

Fig．４　HierarchicalclusteringofOsLEA２genesindifferenttissues

　根中的表达量定为１,标准差来自于３次技术重复.TheexpresＧ

sionlevelsinrootarearbitrarilysetas１,andtheSDarebasedon

threetechnicalreplicates．

图５　OsLEA２基因在抽穗期不同组织中的表达水平

Fig．５　ExpressionlevelofOsLEA２genes
indifferenttissuesatheadingstages

表 达 的 ５ 个 基 因,OsLEA２Ｇ５、OsLEA２Ｇ１４、

OsLEA２Ｇ２４、OsLEA２Ｇ３７和OsLEA２Ｇ６０分别下调

７７％、８１％、８１％、９１％和７３％(图６B).
基于日本晴幼苗在不同逆境处理前后的基因表

达芯片数据,获得了２３个OsLEA２基因在不同逆

境处理下的表达情况.结果发现,只有OsLEA２Ｇ２４
和OsLEA２Ｇ６０检测到了２倍以上的表达量差异;

OsLEA２Ｇ２４在１０℃冷处理２４h后表达量较处理

前上调７．２９倍,处理４８h后表达量迅速下降到处

理前的８４％,处理７２h后表达量又上升到处理前的

１．５１倍;OsLEA２Ｇ６０在淹水处理２４h后表达量上

调３．７２倍,随着处理时间的延长,OsLEA２Ｇ６０表达

量上调依次减小至２．５５倍(处理４８h)、１．８４倍(处
理７２h),OsLEA２Ｇ６０基因在干旱处理２４h后表达

量上调３．７９倍(图７).
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A:上调;B:下调.A:Upregulated;B:Downregulated．

图６　OsLEA２基因干旱胁迫后的表达模式

Fig．６　Expressionpatternsof１８OsLEA２genesafterdroughtstress

　A:OsLEA２Ｇ２４ 冷 胁 迫 OsLEA２Ｇ２４coldstress;B:OsLEA２Ｇ６０ 淹 水 胁 迫 OsLEA２Ｇ６０floodingstress;C:OsLEA２Ｇ６０ 干 旱 胁 迫

OsLEA２Ｇ６０droughtstress．

图７　OsLEA２基因在不同逆境处理下的表达水平

Fig．７　ExpressionlevelofOsLEA２genesunderdifferentstressconditions

3　讨　论

Battaglia等[１４]将 LEA 蛋白分为７个组,其中

第５组是非典型的疏水性蛋白,根据序列相似性分

为５A、５B和５C三个亚组,５C亚组即LEA_２家族.

Wang等[１３]２００７年从水稻基因组鉴定的LEA_２基

因OsLEA５、OsLEA６、OsLEA７和OsLEA８,在本研究

中分别命名为OsLEA２Ｇ２、OsLEA２Ｇ６、OsLEA２Ｇ２３
和 OsLEA２Ｇ３４. 目 前,仅 有 关 于 OsLEA２Ｇ３４
(OsLEA５c)基因功能的研究报道[２,１８].

本研究通过籼稻明恢６３全生育期的基因表达

芯片对５１个OsLEA２基因的表达情况进行分层聚

类,发现它们的表达模式大致可分为４类,４类基因

间共表达现象明显.在粳稻品种日本晴抽穗期的

根、茎、穗中,用qPCR的方法分别检测第２类基因

OsLEA２Ｇ１８ 和 OsLEA２Ｇ４４ 及 第 ４ 类 基 因

OsLEA２Ｇ２４和OsLEA２Ｇ６０的表达情况,结果发现

属于同类的２个基因的表达模式高度相似(图５),
验证了表达谱分层聚类的结果.另外,LEA 基因在

高等植物的种子中大量表达[５],籼稻的芯片数据显

示只有第１类的OsLEA２Ｇ２和OsLEA２Ｇ１６仅在受精

后的胚乳中表达较高,以及第４类的OsLEA２Ｇ１９、

OsLEA２Ｇ２０、OsLEA２Ｇ２３、OsLEA２Ｇ２７、OsLEA２Ｇ３４、

OsLEA２Ｇ５４和OsLEA２Ｇ５５等７个基因几乎在全部

２４个组织中都有较高的表达量,有２５个基因(包括第

１ 类 中 除 OsLEA２Ｇ２、OsLEA２Ｇ３、OsLEA２Ｇ１６、

OsLEA２Ｇ４２之外的８个基因,第２类全部１１个基因,
第 ３ 类 的 OsLEA２Ｇ２１、OsLEA２Ｇ３３、OsLEA２Ｇ３７、

OsLEA２Ｇ５９等４个基因,第４类的 OsLEA２Ｇ１７ 和

OsLEA２Ｇ６０等２个基因)不同于先前发现的LEA 基

因,在受精后的胚乳中表达量持续较低(图４).此外,
这２５个基因中,OsLEA２Ｇ１０仅在发芽７２h的种子中

表达量稍高,OsLEA２Ｇ４６仅在开花前１d的雄蕊中表

达量稍高,OsLEA２Ｇ４１仅在幼穗和雄蕊中表达量高,
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OsLEA２Ｇ１８和OsLEA２Ｇ４４仅在抽穗期的茎中表达量

稍高,暗示这５个基因可能分别只在种子萌发、幼穗

或雄蕊发育等过程中发挥功能.
前人的研究发现植物在遭受干旱、低温、ABA

处理、盐处理等逆境胁迫后,LEA 蛋白在植物不同

的组织部 位 都 可 能 大 量 表 达[６].通 过 分 析 水 稻

LEA_２家族基因启动子区的顺式作用元件发现,有

８３．３％的基因含有 ABA的响应元件,５８．３％的基因

含有干旱响应元件,４８．３％的基因含有低温响应元

件.基于日本晴营养期植株干旱胁迫后的转录组发

现,干旱胁迫诱导１２个基因显著上调表达和５个基

因 显 著 下 调 表 达 (图 ６);其 中,OsLEA２Ｇ２ 和

OsLEA２Ｇ２６在干旱胁迫组中的表达量分别是对照

组的６０．１０倍和９９．３７倍,OsLEA２Ｇ２启动子包含低

温响应元件(LTR)１个、干旱响应元件(MBS)２个、

ABA响应元件(ABRE)１４个,OsLEA２Ｇ２６启动子

包含 ABRE５个,可以将这２个基因作为培育抗旱

水稻品种的候选基因开展更深入的研究.
本研究基于冷胁迫、聚乙二醇(PEG)模拟的干

旱胁迫、淹水胁迫、甘露醇引起的渗透胁迫和盐胁迫

共５种处理前后的日本晴幼苗的芯片数据,研究了

２３个OsLEA２基因处理前后幼苗表达量的变化,发
现只有OsLEA２Ｇ２４在冷处理后表达上调超７倍,

OsLEA２Ｇ６０在淹水和干旱处理２４h后表达量均上

调近４倍(图７).Huang等[２]报道OsLEA２Ｇ３４在

PEG模拟的干旱处理１h后,表达量迅速上调超６
倍,６h后表达量下降至不到２倍;盐胁迫１h后,

OsLEA２Ｇ３４基因上调表达超过３倍,６h后表达量

几乎回复到处理前的水平.本研究中,OsLEA２Ｇ３４
基因在任何处理的任何时间点均未发现其表达量的

明显变化(数据未展示).基因的内含子多会延迟调

控反应,表达水平在应激反应中迅速变化的基因含

有明显较低的内含子密度[１９].水稻 LEA_２家族

的基因不含或者很少含有内含子,其表达水平在

应激反应中的变化应该比较迅速,但本研究中,５
种逆境处理前后的水稻幼苗的表达水平变化差

异较小.综合上述结果推测,水稻 LEA_２家族

基因启动子上存在大量 ABA 及非生物逆境胁迫

响应元件,可能赋予它们在数小时之内迅速响应

干旱或冷胁迫等环境的能力,而１０日龄日本晴

幼苗芯片数据中的样品大部分在处理２４h后采

集,这可能是绝大部分基因未检测到表达量显著

变化的原因.
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Abstract　InordertoexplorethecharacteristicsofLEA_２familymembersinrice,wecharacterized
６０LEA_２familymembersinthewholegenomeofricewithbioinformatics,andfoundtheywereunevenＧ
lydistributedon１２chromosomes．Resultsofanalyzingproteinsequenceshowedthatthemolecular
weightoftheLEA_２proteinswerebetween１６．２４kuand４９．１４kuwithisoelectricpointsrangingfrom
４．７to１１．７,and４２ofthemtendedtobehydrophobic．Resultsofphylogeneticanalysisindicatedthatrice
LEA_２proteinsareclassifiedintofivemajorclades,andproteinsinthesamecladehassimilarconservaＧ
tivemotifs．ResultsofanalyzinggenestructureshowedthatLEA_２geneshadnoorfewintrons．Results
ofanalyzingpromotersequenceshowedthattherewerealargenumberofcisＧelementsrelatedtogrowth
anddevelopment,hormonesignaltransductionandstressresponseinpromoterregionsofriceLEA_２
genes．Basedonthehierarchicalclusteranalysisoftheexpressionprofileandfluorescencequantitative
PCRassays,thecoＧexpressionofLEA_２familygeneswasfoundtobeobvious．BothOsLEA２Ｇ２andOsＧ
LEA２Ｇ２６wereupＧregulatedandexpressedbymorethan６０timesunderdroughtstress．

Keywords　rice;LEA_２;abioticstress;bioinformatics;droughtstress;coldstress;flooding
stress;saltstress;osmoticstress
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