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摘　要：以中旱３号、汕优６３和矮仔占为材料，在１０％ＰＥＧ６０００模拟干旱条件下，分别应用基因芯片和ｍＲＮＡ差异显示技

术检测了不同基因型水稻叶片中活性甲基循环、转移相关基因表达对干旱胁迫的应答。中旱３号和汕优６３叶片中活性甲基

循环过程受干旱胁迫诱导，而矮仔占叶片中这一过程受到干旱胁迫的抑制；干旱胁迫诱导中旱３号叶片中更多甲基转移酶基

因的表达，尤其是对Ｒｕｂｉｓｃｏ蛋白甲基化修饰基因转录的诱导，有利于防止Ｒｕｂｉｓｃｏ蛋白的氧化降解；干旱胁迫抑制矮仔占叶

片中ＤＮＡ甲基转移酶、组蛋白甲基转移酶基因的转录。这一结果证明水稻中甲基循环、转移基因的表达在水稻耐旱中有一

定的作用。
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　　我国水资源缺乏，人均水资源仅占世界的１／４，

且分布极不均匀。在我国，农业消耗全国７０．４％的

水资源，其中水稻灌溉消耗了７０％。因此，研究水稻

基因表达对干旱胁迫的应答，揭示水稻的耐旱机制，

发掘耐旱基因资源，选育节水水稻新品种，具有十分

重要的意义。

活性甲基循环包括甲硫氨酸途径和甲硫氨酸替

补途径，它是生物体内的单碳代谢源。在这一循环

中产生的腺苷甲硫氨酸（ＳＡＭ）是多种重要生理活

性物质（如乙烯、多胺）的前体，也是生物大分子（如

蛋白质、ＤＮＡ）甲基化修饰和甲基多元醇、甘氨酸甜

菜碱等生理活性物质合成的甲基供体。不论是乙烯

及其他生理活性物质的合成，还是蛋白质、ＤＮＡ甲

基化修饰的改变，都与生物对生物和非生物胁迫的

抗性或适应性密切相关。

国内外的研究表明，番茄和水稻中的腺苷甲硫

氨酸合成酶基因表达受到盐胁迫的诱导［１］。大麦

叶片中甲硫氨酸合成酶基因的表达不仅受到盐分的

诱导，还受到干旱、冷胁迫、ＡＢＡ及 Ｈ２Ｏ２处理的诱

导［２］。ＡＣＣ或乙烯利能提高小麦的抗渍性［３］。耐

盐马铃薯在盐胁迫下有较高的乙烯产生速率［４］。

多胺不仅能调节植物的生长发育，延缓衰老，而且有

利于维持胁迫条件下细胞内的离子平衡，保护染色

体结构，清除活性氧自由基，进而提高植物对干旱和

盐胁迫的抗性［５］。植物体内ＤＮＡ甲基化受到多种

环境胁迫的影响。例如，重金属（Ｃｕ、Ｃｄ和 Ｈｇ）能

使水稻、小麦叶片和幼穗的ＤＮＡ高甲基化［６］。生

物体内组蛋白和非组蛋白的甲基化也受到环境因素

的影响。研究表明，乙醇处理使鼠肝细胞中组蛋白
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Ｈ３Ｋ９的甲基化水平降低，但却导致 Ｈ３Ｋ４的甲基

化水平提高，进而导致细胞内基因表达的变化［７］。

目前，国内有关水稻植株内活性甲基循环、转移

相关基因表达对干旱胁迫的应答方面的研究报告较

少。因此，本研究以水稻耐旱品种（中旱３号）、中度

干旱敏感杂交组合（汕优６３）和干旱敏感品种（矮仔

占）为材料，在分析干旱胁迫对水稻叶片生理生化影

响的基础上，应用基因芯片技术和ｍＲＮＡ差异显示

技术研究了水稻叶片中活性甲基循环、转移相关基

因对干旱胁迫的应答，以探讨活性甲基循环、转移相

关基因在水稻耐旱中的可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料

选用３个对干旱敏感程度不同的代表性水稻材

料，即中旱３号（抗旱性３级，需水量为普通水稻的

１／３）、汕优６３（弱抗旱）和矮仔占（不抗旱）［８９］。其

中，中旱３号由上海农业科学院作物科学研究所提

供，其余由扬州大学作物栽培生理实验室提供。

１．２　方法

１．２．１　水稻植株的培养与处理

用国际水稻研究所完全培养液培养水稻幼苗，

待幼苗长至３叶龄时移到含有１０％ＰＥＧ６０００的培

养液 中，在 自 然 光 温 条 件 下 模 拟 干 旱 处 理。

ＰＥＧ６０００是一种亲水性很强的大分子有机物，溶于

水后 能 产 生 强 大 的 渗 透 压，在 ２５℃ 下，１０％

ＰＥＧ６０００溶液的渗透压大约为－０．１４８３ＭＰａ。因

此，ＰＥＧ６０００常用作植物耐旱性选择剂或水分胁迫

剂［１０］。

１．２．２　水稻叶片相对含水量的测定

相对含水量 ＝（叶片鲜质量－叶片干质量）／

叶片鲜质量×１００％（差减法）。

１．２．３　水稻叶片丙二醛含量的测定

参照Ｈｅａｔｈ和Ｐａｃｋｅｒ［１１］的方法测定叶片丙二

醛含量。

１．２．４　水稻叶片中活性甲基循环、转移相关基因表

达的基因芯片分析

将生长一致的４叶龄水稻幼苗分别移到含有

１０％ＰＥＧ６０００的处理液中，每组都设置１个对照组

（完全培养液），每个处理设３个重复。正常光温条

件下培养，每天更换培养液。３ｄ后取水稻根系，采

用ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，制备靶标ｃＤＮＡ，芯片杂

交、清洗、染色和扫描。

基因芯片由北京博奥生物有限公司生物检测实

验室完成，利用 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司的 ＲｉｃｅＧｅｎｏｍｅ

Ａｒｒａｙ，检测水稻的基因表达谱，检测方法编号ＡＧ

Ｃ０１Ｆ０１，数据分析方法编号ＡＧＣ０１Ｄ０１。

对于单张芯片结果中的Ｃａｌｌ值，用ＧＣＯＳ１．４

（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ? ＧｅｎｅＣｈｉｐ? ＯｐｅｒａｔｉｎｇＳｏｆｔｗａｒｅ１．４）

软件处理，并用ｄＣｈｉｐ２００８［１２］软件对ＧＣＯＳ１．４的

输出结果进行数据分析。

利用分子注释系统（ＭｏｌｅｃｕｌｅＡｎｎｏｔａｔｉｏｎＳｙｓ

ｔｅｍ）对基因芯片中检测到的差异表达基因进行序

列比对、基因组比较和生物学功能查询。

１．２．５　水稻叶片中活性甲基循环、转移相关基因的

基因表达分析

根据基因芯片的检测结果，对活性甲基循环、转

移中若干关键基因的 ｍＲＮＡ转录进行ＲＴＰＣＲ分

析。这些基因包括腺苷甲硫氨酸合成酶基因

（犛犃犕犛）、甲硫氨酸合成酶基因（犕犛）、酸式还原酮

二加氧酶基因（犃犚犇）、ＤＮＡ甲基转移酶基因（犇犖

犕犜狊）、组蛋白甲基转移酶基因（犎犕犜狊）和ＳＥＴ结

构域蛋白基因（犛犈犜）等。

１．２．５．１　引物设计

根据上述基因的核苷酸序列，分别设计特异性

上、下游引物（表１）。

１．２．５．２　水稻叶片总ＲＮＡ提取

总ＲＮＡ 的提取采用 ＲＮＡｐｒｅｐｐｕｒｅ植物总

ＲＮＡ提取试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ公司）。０．８％琼脂糖

凝胶电泳检测ＲＮＡ的完整性，紫外分光光度计测

定ＲＮＡ的浓度和纯度。

１．２．５．３　ｃＤＮＡ第１链的合成

ｃＤＮＡ第１链的合成根据ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔｃＤＮＡ

第１链合成试剂盒说明进行：在２０μＬ反应体系中，

冰浴中加入４μＬ总ＲＮＡ，２μＬＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１５，２μＬ

２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，５．５μＬＲＮａｓｅｆｒｅｅ双蒸水，混

匀，７０℃下加热５ｍｉｎ，冰上冷却２ｍｉｎ，离心，再加

入４μＬ５×ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＢｕｆｆｅｒ，１μＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＤＴＴ，０．５μＬＲＮａｓｉｎ（４０Ｕ／μＬ），１μＬ ＭＭＬＶ

（２００Ｕ／μＬ），混匀，离心，４２℃下温浴５０ｍｉｎ，９５℃

下加热５ｍｉｎ终止反应。

１．２．５．４　ｍＲＮＡ差异显示

ｍＲＮＡ差异显示根据２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ

试剂盒说明进行：在２０μＬ反应体系中，加入１０μＬ

２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，１μＬ上游引物（１０μｍｏｌ／

Ｌ），１μＬ下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），２μＬｃＤＮＡ模板，

６μＬ 双蒸水。ＰＣＲ 参数设为：９４℃下预变性 ５

ｍｉｎ，３５个循环（９４℃下３０ｓ，４８℃下３０ｓ，７２℃下
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表１　 犿犚犖犃差异显示的特异性引物

犜犪犫犾犲１．犛狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犿犚犖犃犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犱犻狊狆犾犪狔犪狀犪犾狔狊犻狊．

基因名称　　

Ｇｅｎｅｎａｍｅ　　

基因名缩写

Ｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌ

基因登录号

ＧｅｎｅＩＤ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

腺苷甲硫氨酸合成酶 犛犃犕犛 １４９３９２６３８ Ｆ：ＴＧＴＣＡＧＣＴＧＡＴＧＴＣＧＧＴＣＴＣ

Ｓａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ Ｒ：ＣＴＴＧＣＧＡＡＣＣＴＣＣＧＴＡＡＧＡＣ

甲硫氨酸合成酶 犕犛 １１５４８９６５３ Ｆ：ＣＴＴＣＴＧＡＧＣＡＧＣＡＴＣＣＴＴＣＣ

Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ Ｒ：ＡＧＣＡＧＧＡＡＴＧＴＣＡＧＣＧＡＡＧＴ

酸式还原酮二加氧酶 犃犚犇 １２２９３６７９４ Ｆ：ＣＡＴＣＧＣＣＡＴＡＡＴＣＧＡＡＧＧＴＴ

Ａｃｉｒｅｄｕｃｔｏｎｅｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ Ｒ：ＴＴＡＧＧＣＧＣＣＡＧＣＴＧＡＴＴＡＣＴ

ＤＮＡ甲基转移酶 犇犖犕犜狊 １１５４５１６８２ Ｆ：ＴＣＣＧＧＡＡＣＡＡＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣ

ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｒ：ＧＡＣＡＧＴＣＧＴＴＣＡＣＧＧＧＡＡＡＴ

组蛋白甲基转移酶 犎犕犜狊 １１５４８９４９１ Ｆ：ＧＡＡＣＡＡＣＣＡＴＧＧＡＴＣＣＡＡＣＣ

Ｈｉｓｔｏｎｅｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｒ：ＴＣＡＣＣＴＴＴＧＣＴＴＧＴＧＣＡＧＡＣ

ＳＥＴ结构域蛋白 犛犈犜 １１５４４７３５６ Ｆ：ＣＡＴＣＡＣＡＣＧＣＣＡＴＴＴＡＣＡＧＧ

ＳＥＴｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ Ｒ：ＡＣＡＡＡＧＧＧＣＴＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴ

１ｍｉｎ），７２℃下延伸１０ｍｉｎ。反应结束后，取５μＬ

反应产物在０．８％琼脂糖凝胶上１２０Ｖ恒压电泳约

２５ｍｉｎ，ＥＢ染色，凝胶成像。

２　结果与分析

２．１　干旱胁迫对水稻叶片生理生化的影响

２．１．１　干旱胁迫对水稻叶片相对含水量的影响

由 图１可知，供试水稻叶片的相对含水量均随

着模拟干旱处理时间的延长而逐步降低；中旱３号

相对含水量降幅最小，矮仔占相对含水量降幅最大，

汕优６３居中。

２．１．２　干旱胁迫对水稻叶片丙二醛含量的影响

由图２可知，供试水稻叶片的丙二醛含量均随

着模拟干旱处理时间的延长而逐步升高。中旱３号

丙二醛含量升幅最小，矮仔占升幅最大，汕优６３居

中。这表明，中旱３号叶片中受干旱胁迫导致的脂

质过氧化程度最低。

图１　干旱对水稻叶片相对含水量的影响

Ｆｉｇ．１．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓｏｎｒｅｌａｔｉｖｅｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｉｎｒｉｃｅ

ｌｅａｖｅｓ．

２．２　干旱胁迫对水稻叶片中活性甲基循环、转移相

关基因表达影响的基因芯片分析

从表２和表３中可以看出，干旱胁迫诱导中旱

３号和矮仔占叶片中ＡＣＣ合成酶的转录，也诱导中

旱３号叶片中ＡＣＣ氧化酶的转录，这表明干旱胁迫

促进中旱３号和矮仔占叶片中乙烯的合成。中旱３

号叶片中有１５个与甲基循环、转移相关基因的转录

受到干旱胁迫的诱导（比率大于１．５），包括高半胱

氨酸Ｓ甲基转移酶、ＳＡＭ 依赖的羧基甲基转移酶、

氧甲基转移酶ＺＲＰ４、氧甲基转移酶家族、咖啡酰辅

酶Ａ甲基转移酶、ＳＡＭ结合基序含有蛋白、磷酸乙

醇胺甲基转移酶、甲基转移酶ＤＵＦ２４８和 Ｒｕｂｉｓｃｏ

大亚基甲基转移酶。同时，干旱胁迫抑制氧甲基转

移酶ＺＲＰ４、甲基转移酶ＤＵＦ２４８和硫嘌呤Ｓ甲基

转移酶３个基因的转录。矮仔占叶片中仅有属于

ＳＡＭ 依赖的羧基甲基转移酶、氧甲基转移酶

ＺＲＰ４、氧甲基转移酶家族、磷酸乙醇胺甲基转移酶

图２　干旱对水稻叶片丙二醛含量的影响
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表２　中旱３号叶片中表达受干旱胁迫影响的甲基循环、转移相关基因

犜犪犫犾犲２．犕犲狋犺狔犾犮狔犮犾犲犪狀犱狋狉犪狀狊犳犲狉犵犲狀犲狊犪狊犪犳犳犲犮狋犲犱犫狔犱狉狅狌犵犺狋狊狋狉犲狊狊犻狀犣犺狅狀犵犺犪狀３．

蛋白质

Ｅｎｃｏｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

基因编号

Ｇｅｎｅ

比率

Ｒａｔｉｏ

ＡＣＣ合成酶ＡＣＣｓｙｎｔｈａｓｅ Ｏｓ０４ｇ０５７８０００ １．８６３

ＡＣＣ氧化酶ＡＣＣｏｘｉｄａｓｅ Ｏｓ０２ｇ０７７１６００ １．８１７

高半胱氨酸Ｓ甲基转移酶 ＨｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅＳｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｏｓ０３ｇ０２２１２００ １．５８７

ＳＡＭ依赖的羧基甲基转移酶ＳＡＭｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃａｒｂｏｘｙｌｍｅｔｈｙｌｙｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｓ０６ｇ０２４４０００ ５．４８６

Ｏｓ０５ｇ０１０２０００ ３．９０７

Ｏｓ０２ｇ０７１９６００ ２．２４９

Ｏｓ１１ｇ０２６０１００ １．７４２

氧甲基转移酶ＺＲＰ４ＯｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＺＲＰ４ Ｏｓ０９ｇ０３４４５００ ３．８３６

Ｏｓ１０ｇ０１１８２００ ３．１５９

Ｏｓ０３ｇ０８２４５００ ０．４８１

氧甲基转移酶家族２Ｏｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ｆａｍｉｌｙ２ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｓ１１ｇ０３０３６００ ３．２３２

氧甲基转移酶家族３Ｏｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ｆａｍｉｌｙ３ｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｓ０８ｇ０１５４０００ １．６２０

咖啡酰辅酶Ａ甲基转移酶ＣａｆｆｅｏｙｌＣｏＡＯｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｏｓ０８ｇ０４９８４００ ２．８６７

ＳＡＭ结合基序含有蛋白ＳＡＭｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｓ０３ｇ０１２６３００ １．６２５

甲基转移酶ＤＵＦ２４８ＰｕｔａｔｉｖｅｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＤＵＦ２４８ｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｓ０３ｇ０３７９１００ １．６２４

Ｏｓ０２ｇ０７５５０００ １．５８７

Ｏｓ０４ｇ０５７０８００ ０．３８５

磷酸乙醇胺甲基转移酶Ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｏｓ０１ｇ０６９５１００ １．８３０

Ｒｕｂｉｓｃｏ大亚基甲基转移酶ＲｕｂｉｓｃｏｌａｒｇｅｓｕｂｕｎｉｔＮｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｏｓ０９ｇ２４５３０ １．６４５

硫嘌呤Ｓ甲基转移酶ＴｈｉｏｐｕｒｉｎｅＳｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｓ０３ｇ０８４３８００ ０．４０８

表３　矮仔占叶片中表达受干旱胁迫影响的甲基循环、转移相关基因

犜犪犫犾犲３．犕犲狋犺狔犾犮狔犮犾犲犪狀犱狋狉犪狀狊犳犲狉犵犲狀犲狊犪狊犪犳犳犲犮狋犲犱犫狔犱狉狅狌犵犺狋狊狋狉犲狊狊犻狀犃犻狕犪犻狕犺犪狀．

蛋白质

Ｅｎｃｏｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

基因编号

Ｇｅｎｅ

比率

Ｒａｔｉｏ

ＡＣＣ合成酶ＡＣＣｓｙｎｔｈａｓｅ Ｏｓ０１ｇ０１９２９００ ３．２７６

ＳＡＭ依赖的羧基甲基转移酶ＳＡＭｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃａｒｂｏｘｙｌｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｓ０５ｇ０１０２０００ １．７２９

氧甲基转移酶ＺＲＰ４ＯｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＺＲＰ４ Ｏｓ０９ｇ０３４４５００ ２．０７７

氧甲基转移酶 Ｏｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｏｓ１２ｇ０２０２８００ １．７３６

磷酸乙醇胺甲基转移酶Ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｏｓ０５ｇ０５４８９００ １．５２０

已异戊二烯二羟安息香酸甲基转移酶 Ｈｅｘａｐｒｅｎｙｌｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｏｓ０６ｇ０１５２４００ ２．０９９

甲基转移酶ＤＵＦ２４８ＰｕｔａｔｉｖｅｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＤＵＦ２４８ｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｓ０５ｇ０３７８８００ ０．５５２

氧甲基转移酶家族２Ｏｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ｆａｍｉｌｙ２ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｓ０７ｇ０４６４２００ ０．５９６

ＤＮＡ甲基转移酶ＰＭＴ１ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＰＭＴ１ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｓ０１ｇ０６１２００ ０．４３８

和已异戊二烯二羟安息香酸甲基转移酶共５个基因

的转录受到干旱胁迫的诱导。同时，矮仔占叶片中

属于氧甲基转移酶家族２、甲基转移酶ＤＵＦ２４８和

ＤＮＡ甲基转移酶ＰＭＴ１的３个基因的转录受到干

旱胁迫的抑制。

　　这一结果表明，中旱３号叶片中甲基循环、转移

相关基因表达对干旱胁迫的响应程度高于矮仔占，

且中旱３号叶片中甲基循环、转移相关基因的表达

多数受到干旱胁迫的诱导。

２．３　干旱胁迫对水稻叶片中活性甲基循环、转移相

关基因表达影响的犿犚犖犃差异显示分析

基因芯片的结果表明，中旱３号和矮仔占叶片

中甲基循环、转移相关基因表达能对干旱胁迫作出

应答。本研究进一步应用ｍＲＮＡ差异显示技术，分

析（或验证）了水稻叶片中催化活性甲基循环的关键

酶基因和催化ＤＮＡ、蛋白质甲基化修饰的重要甲基

转移酶基因表达对干旱胁迫的应答。

２．３．１　水稻叶片总ＲＮＡ的检测分析

图３为总 ＲＮＡ 的电泳图谱。结果表明，总

ＲＮＡ中 的２８ｓ与１８ｓｒＲＮＡ的亮度比值约为２∶

１，可见ＲＮＡ样品完整，未降解，符合实验要求，可

用于ＲＴＰＣＲ检测。

２．３．２　ＲＮＡ差异显示结果

２．３．２．１　对活性甲基循环相关基因表达的影响

水稻叶片中与活性甲基循环相关的基因包括

犛犃犕犛、犃犚犇和犕犛。从图４中可以看出，犛犃犕犛
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图３　总ＲＮＡ凝胶检测

Ｆｉｇ．３．ＴｏｔａｌＲＮＡｇｅｌａｔｉｎｃｈｅｃｋ．

图４　水稻叶片中活性甲基循环、转移相关基因表达对干旱胁迫

的应答

Ｆｉｇ．４．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆａｃｔｉｖｅｍｅｔｈｙｌｃｙｃｌｅａｎｄｔｒａｎｓｆｅｒｇｅｎｅｓｉｎ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓｉｎｒｉｃｅｌｅａｖｅｓ．

和犕犛基因的转录在矮仔占叶片中受到干旱胁迫的

明显抑制，而在中旱３号和汕优６３中则几乎没有受

到影响。犃犚犇基因的转录在矮仔占叶片中受到干

旱胁迫的抑制，而在中旱３号和汕优６３中受到轻微

诱导。这一结果表明，活性甲基循环过程在矮仔占

叶片中受到干旱胁迫的抑制，而在中旱３号和汕优

６３中受到一定程度的诱导。

２．３．２．２　 对ＤＮＡ和蛋白质甲基转移酶基因表达

的影响

水稻叶片中与活性甲基转移相关的基因有

犎犕犜狊、犇犖犕犜狊和犛犈犜。从图 ４ 中可以看出，

犎犕犜狊基因的转录在矮仔占叶片中受到干旱胁迫

的轻微抑制，而在中旱３号和汕优６３中没有受到影

响。犇犖犕犜狊基因的转录在矮仔占叶片中受到干旱

胁迫的强烈抑制，而在汕优６３中受到明显诱导，在

中旱３号中没有受到影响。犛犈犜 基因的转录在矮

仔占叶片中受到干旱胁迫的明显抑制，但在汕优６３

中受到明显诱导，在中旱３号中未受影响。

３　讨论

３．１　活性甲基循环过程对干旱胁迫的应答

活性甲基循环过程涉及多个酶的参与，其中甲

硫氨酸合成酶、腺苷甲硫氨酸合成酶和酸式还原酮

二加氧酶是活性甲基循环过程中的关键酶。

甲硫氨酸合成酶（ＭＳ）催化高半胱氨酸（腺苷甲

硫氨酸的有毒代谢产物）重新获得甲硫氨酸。甲硫

氨酸合成途径能对多种胁迫作出应答，玫瑰幼苗中

甲硫氨酸合成酶基因的表达受到盐胁迫的诱导［１２］，

大麦叶片中一个编码 ＭＳ基因的表达也受到盐胁迫

的诱导［１３］。

甲硫氨酸在腺苷甲硫氨酸合成酶（ＳＡＭＳ）的催

化下可进一步转变为腺苷甲硫氨酸（ＳＡＭ）。在多

种非生物胁迫条件下，植物体内活性甲基循环速率

加快，有利于ＳＡＭ的合成。

酸式还原酮二加氧酶（ＡＲＤ）是甲硫氨酸替补

途径的一个分支酶。在原核和真核生物中，甲硫氨

酸替补途径能将甲硫腺苷转变为甲硫氨酸。水稻体

内犃犚犇的表达也受到非生物胁迫，如重金属的诱

导［１４］。

本研究结果表明，不抗旱的矮仔占叶片中活性

甲基循环过程受到干旱胁迫的抑制，而在抗旱品种

中旱３号和汕优６３叶片中这一过程受到诱导，进而

能在干旱胁迫条件下为多种转甲基过程提供更充足

的底物。

３．２　活性甲基转移过程对干旱胁迫的应答

ＳＡＭ依赖的羧基甲基转移酶家族（ＳＡＭＴ）是

一种以Ｓ腺苷甲硫氨酸为甲基供体，水杨酸（ＳＡ）为

受体的甲基转移酶。在野生型和高盐敏感型拟南芥

中，盐胁迫均可诱导犛犃犕犜 上调表达［１５］。用汞处

理豌豆根，从ＳＳＨ文库中筛选到６个表达上调的基

因，其中就包括犛犃犕犜［１６］。本研究检测到犛犃犕犜

在中旱３号叶片中的表达受到干旱胁迫的诱导，说

明当外界环境缺水时该基因的表达受到诱导，而

犛犃犕犜基因又受ＳＡ的诱导。因此，推测犛犃犕犜在

植物水杨酸信号传导途径中可能发挥重要作用。

氧甲基转移酶犣犚犘４基因与盐胁迫密切相关，

本研究检测到中旱３号叶片中２个氧甲基转移酶

犣犚犘４基因的表达受到干旱胁迫的诱导，说明在逆

境胁迫下植物调节甲基转移酶的活性，能够高效地

修复胁迫引起的蛋白质损伤，从而提高植物的抗逆

能力［１７］。

磷酸乙醇胺甲基转移酶（ＰＥＡＭＴ）的主要功能

０４２ 中国水稻科学（犆犺犻狀犑犚犻犮犲犛犮犻）　第２５卷第３期（２０１１年５月）



是催化磷酸乙醇胺甲基化，最终合成磷酸胆碱，是

合成磷酸胆碱的关键酶［１８１９］。磷酸胆碱是合成磷

脂酰胆碱和甜菜碱的前体。磷脂酰胆碱是植物细胞

膜上含量最丰富的磷脂，其含量与植物的抗寒性相

关［２０］。甜菜碱是一类小分子渗透调节剂，对细胞的

渗透调节、生物大分子结构和功能的稳定有一定的

作用。本研究结果表明，犘犈犃犕犜在中旱３号和矮

仔占叶片中的表达受到干旱胁迫的诱导，显然，

犘犈犃犕犜表达上调对提高水稻的耐旱能力有重要

作用。

咖啡酰辅酶 Ａ甲基转移酶（ＣＣｏＡＯＭＴ）是木

质素生物合成途径的关键酶。该基因家族的３个成

员在水稻幼叶的厚壁组织和维管束中大量表达，说

明该基因家族与水稻的木质化进程关系密切［２１］。

本研究检测到犆犆狅犃犗犕犜 在中旱３号叶片中的表

达受到干旱胁迫的诱导，说明该基因表达的上调促

进了干旱条件下水稻的木质化进程，提高了水稻对

非生物胁迫的防御能力。

ＤＮＡ甲基转移酶ＤＮＭＴｓ催化ＳＡＭ 上的甲

基基团取代ＤＮＡ嘧啶环第５位碳原子上的氢，生

成５甲基胞嘧啶，从而对 ＤＮＡ进行甲基化修饰。

ＤＮＡ甲基化与组蛋白修饰相互作用，通过改变染色

质的结构来调控基因表达［２２］。基因芯片和ｍＲＮＡ

差异显示的检测结果均显示，矮仔占叶片中犇犖

犕犜狊基因的转录受到干旱胁迫的强烈抑制，在中旱

３号中未受明显影响，而在汕优６３中犇犖犕犜狊基因

的转录受到显著诱导。因此，干旱胁迫能影响矮仔

占和汕优６３叶片中的ＤＮＡ甲基化水平，进而影响

基因的表达。本研究结果表明，犇犖犕犜狊基因的转

录在矮仔占叶片中受到干旱胁迫的强烈抑制，在中

旱３号中未受明显影响，而在汕优６３中受到显著诱

导。因此，干旱胁迫可能通过影响矮仔占和汕优６３

叶片中的ＤＮＡ甲基化水平，进而影响基因的表达。

组蛋白甲基转移酶（ＨＭＴｓ）和ＳＥＴ结构域蛋

白主要催化ＳＡＭ上的甲基转移到组蛋白或非组蛋

白上进行甲基化修饰，进而影响基因的表达。本研

究结果表明，犎犕犜狊基因的转录在矮仔占叶片中受

到干旱胁迫的轻微抑制，而在中旱３号和汕优６３中

没有受到影响。因此，组蛋白甲基转移酶可能在水

稻耐旱中不起重要作用。

Ｒｕｂｉｓｃｏ大小亚基 Ｎ甲基转移酶和含ＳＥＴ结

构域蛋白分别催化Ｒｕｂｉｓｃｏ蛋白大小亚基的甲基化

修饰［２３］。现已证实，当植物处于不同类型的环境胁

迫下，叶片内Ｒｕｂｉｓｃｏ蛋白的加速衰老和水解是植

物对胁迫的共同应答过程［２４］。Ｚｈｅｎｇ等［２５］推测

Ｒｕｂｉｓｃｏ大小亚基的甲基化可能与其稳定性相关，

即通过甲基化修饰可以降低它对蛋白质水解的敏感

性 ［２５］。本研究结果表明，中旱３号叶片中Ｒｕｂｉｓｃｏ

大亚基Ｎ甲基转移酶基因的转录受到干旱胁迫的

诱导，而在矮仔占中未检测到相应的诱导作用。汕

优６３叶片中含ＳＥＴ结构域蛋白基因的转录也受到

干旱胁迫的明显诱导，在中旱３号中未受影响，而在

矮仔占中受到明显抑制。因此，笔者认为在水稻抗

旱材料中旱３号和较为耐旱材料汕优６３中，Ｒｕｂｉ

ｓｃｏ蛋白的甲基化修饰对于防止Ｒｕｂｉｓｃｏ蛋白的氧

化降解可能有一定的作用。

３．３　乙烯合成过程对干旱胁迫的应答

在乙烯合成途径中，ＡＣＳ催化腺苷甲硫氨酸转

变为ＡＣＣ，然后再由ＡＣＯ催化ＡＣＣ转变为乙烯。

犃犆犛的表达和不同植物组织器官中的乙烯含

量受到多种生物和非生物胁迫的影响。水胁迫和干

旱诱导乙烯前体 ＡＣＣ在柑橘根系中积累［２６］。南

瓜植株体内犃犆犛的表达受到创伤的诱导［２７］。不仅

如此，犃犆犛基因的转录还受到活性氧自由基和甲基

茉莉酮酸的诱导［２８］。

基因芯片分析结果显示，中旱３号叶片中犃犆犛

和犃犆犗 基因以及矮仔占叶片中犃犆犛基因的转录受

到干旱胁迫的诱导。这一结果表明，干旱胁迫促进

水稻叶片内乙烯的生物合成，激活水稻叶片内的乙

烯信号途径。

４　结论

本研究结果表明，中旱３号和矮仔占叶片中乙

烯合成基因的转录受到干旱胁迫的诱导。中旱３号

和汕优６３叶片中活性甲基循环过程受到干旱胁迫

的诱导，而在矮仔占中则受到抑制。中旱３号和矮

仔占叶片中ＳＡＭ 依赖的羧基甲基转移酶、氧甲基

转移酶ＺＲＰ４、磷酸乙醇胺甲基转移酶基因的转录

均受到干旱胁迫的诱导。中旱３号叶片中氧甲基转

移酶家族２和３、咖啡酰辅酶Ａ甲基转移酶、未知功

能的甲基转移酶ＤＵＦ２４８基因的转录也受到干旱

胁迫的诱导。中旱３号叶片中Ｒｕｂｉｓｃｏ大亚基 Ｎ

甲基转移酶和含ＳＥＴ结构域蛋白基因的转录也受

到干旱胁迫的诱导，进而促进Ｒｕｂｉｓｃｏ蛋白的甲基

化修饰。而矮仔占叶片中ＤＮＡ甲基转移酶、组蛋

白甲基转移酶基因的表达受到干旱胁迫的抑制。这

一结果证明水稻中甲基循环、转移及乙烯合成相关

基因的表达参与干旱胁迫的应答，不同类型水稻品

１４２张小丽等：水稻叶片中活性甲基循环、转移相关基因对干旱胁迫的应答



种的应答方式和在耐旱中的作用有显著差别。
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