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Abstract: 【Objective】Rice white tip nematodes (Aphelenchoides besseyi) can enter osmobiosis to survive hypertonic 

osmotic stress in soil and seeds before infecting hosts, making the prevention and control of the nematode rather difficult. 

Normally, under hypertonic osmotic stress, the gene expression of late embryogenesis abundant protein (LEA) will 

significantly increase. As an adversity expressive protein, LEA can protect the organism under adversity. In order to 

study the expression pattern and the function of LEA gene from A. besseyi (Ab-lea) under hypertonic osmotic stress, 

【Method】the gene was cloned according to the results of the transcriptome sequencing. A saturated MgSO4·7H2O 

solution was used as a hypertonic osmotic solution to dehydrate nematodes. The expression of Ab-lea was tested by 

RT-PCR during Osmobiosis. RNAi was used to investigate the survival of nematodes under hypertonic osmotic stress 

after silencing of Ablea.【Result】Nematodes will turn into osmobiosis after soaking in a saturated MgSO4·7H2O solution 

for 240 min. RT-PCR results showed that the expression of Ab-lea was upregulated when nematodes were at the 

beginning of hypertonic osmotic stress treatment and during the osmobiosis. 【Conclusion】The survival rate of the 

nematodes dropped significantly under osmobiosis after Ab-lea silence, which showed that Ab-lea may be involved in the 

regulation of osmobiosis of the nematode. It lays a foundation of further exploration for the physiological mechanism of 

nematode-resistance to hypertonic osmotic stress and provides new ideas for the prevention and control of the nematode. 
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摘  要：【目的】水稻干尖线虫(Aphelenchoides besseyi)在侵染寄主以前，能够以变渗隐生状态在土壤和种子中的

高渗透压环境下长期存活，使防治该线虫极为困难。通常，非生物胁迫下，胚胎发育晚期丰富蛋白(late 

embryogenesis abundant protein，LEA)的基因表达量会显著上调。作为逆境表达蛋白，LEA 能在逆境下保护生物。

为探究水稻干尖线虫 LEA 编码基因(Ab-lea)在高渗透压胁迫下的表达模式及功能，【方法】根据转录组数据克隆

到 Ab-lea。以无机溶剂饱和 MgSO4·7H2O 溶液为高渗透压胁迫剂，对水稻干尖线虫进行高渗透压胁迫，240 min

后该线虫进入变渗隐生。通过 RT-PCR 验证 Ab-lea 在线虫进入变渗隐生及维持变渗隐生过程中的表达特性。使用

RNAi 技术，探究该线虫 Ab-lea 沉默后，高渗透压胁迫下存活率变化。【结果】RT-PCR 结果表明，Ab-lea 在进入

变渗隐生前期及维持变渗隐生过程中表达量上调。Ab-lea 沉默后，水稻干尖线虫在进入变渗隐生后存活率显著下

降。【结论】表明该基因可能参与调控水稻干尖线虫变渗隐生。本研究为进一步探究该线虫抗高渗透压胁迫的生

理机制奠定基础，为防治该线虫提供新思路。 
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水稻(Oryza sativa)是重要的粮食作物，世界范

围内，受水稻干尖线虫(Aphelenchoides besseyi)危害，

水稻减产达 10%～71%[1, 2]。水稻干尖线虫通过进入

变渗隐生状态，可在高渗透压环境下存活[3, 4]，当

环境适宜时，又恢复正常代谢，防治极为困难。对

水稻干尖线虫应对高渗透压胁迫时的生理机制进

行研究，可为防治该线虫提供理论依据。 

Dure等[5]于1981年首次于棉花中发现一类蛋白

质，这类蛋白质在棉花胚胎晚期大量积累，使胚胎

具有干旱耐受性，被命名为胚胎发育晚期丰富蛋白

(late embryogenesis abundant protein，LEA)。而后在

多种植物的花粉、种子和营养组织中发现LEA[6]，

近年来，又在线虫[7-9]及其他无脊椎动物[10-12]中发现

LEA同源蛋白。作为一种逆境表达蛋白，LEA具有
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很高的亲水性和热稳定性，具有稳定细胞膜，清除

活性氧自由基和结合金属离子等功能[13, 14]。在干旱、

低温、盐等非生物胁迫下，多种生物的LEA基因表

达量显著上调。LEA还能与海藻糖协同作用，对一

些酶起到保护作用[15]，从而达到在逆境下保护生物

的作用[16]。根据氨基酸序列及保守结构域，LEA可

分 为 六 个 家 族 [17, 18] 。 目 前 ， 在 秀 丽 线 虫

(Caenorhabditis elegans) 、 夜 蛾 斯 氏 线 虫

(Steinernema feltiae) 以 及 燕 麦 真 滑 刃 线 虫

(Aphelenchus avenae)中均发现有第三家族LEA[19-23]。 

饱和MgSO4·7H2O溶液是理想的高渗透压溶液[4]，

在该溶液胁迫下，短时间内线虫死亡率较低，且胁

迫过程中线虫收缩缓慢，便于观察其活力变化及体

长变化。基于 LEA 在生物抵抗非生物胁迫中的重

要作用，本研究以水稻干尖线虫 LEA 编码基因为

研究对象，以饱和 MgSO4·7H2O 溶液为高渗透压胁

迫剂，研究该基因在高渗透压胁迫下的表达模式，

并通过基因沉默技术，研究该基因沉默后，水稻干

尖线虫在高渗透压胁迫下的存活率，探究其在生物

防治中的潜力。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

试验用水稻干尖线虫种群为 NCBI(national 

center for biotechnology information)国际生物标本

注册种群，注册号为 SAMN02420038[24]。纯化后的

线虫在灰葡萄孢(Botrytis cinerea)上避光 25℃培养。 

1.2   Ab-lea 基因阅读框克隆及同源序列比对 

贝曼漏斗法分离收集线虫，取 50～100 mg 线

虫，DEPC 处理水清洗后离心去上清，液氮处理下

研磨。取研磨粉末，应用 TRIzol 法(Invitrogen, cat. 

No. 15596-026)提取水稻干尖线虫总 RNA。根据试

剂盒说明书，应用 AMV 反转录系统(Promega, cat. 

No. A3500)，以 Oligo (dT)18 为引物进行第一链

cDNA 反转录。根据转录组测序结果，BLAST 筛选

到 LEA 编码基因同源序列[24]。根据筛选到的序列

设计引物(Ab-lea-F：5’-TGT GAT GAT GCC GTC 

GAT TC-3’，Ab-lea-R：5’-CCT TAG CGT TCT TGG 

CTG TT-3’)，以第一链 cDNA 为模板，进行编码

序列(coding sequence, CDS)的 PCR 扩增。扩增产物

送生物公司测序，测序所得序列命名为 Ab-lea。应

用 ORF Finder(open reading frame finder)对 PCR 产

物测序结果进行在线 ORF 分析，并推导出氨基酸

序列。 

1.3  高渗透压胁迫下线虫体长及形态变化测定 

贝曼漏斗法分离收集混合虫龄线虫，M9 缓冲

液清洗线虫，离心去上清，用饱和 MgSO4·7H2O 浸

泡进行高渗透压胁迫。在显微镜下(Olympus, Bx51)

测量线虫体长并拍照。60 min 内，线虫体长变化迅

速，每 10 min 进行一次测量；60 min 后线虫体长变

化减缓，每 60 min 进行一次测量。每个时间点测量

20 条线虫，重复 3 次。 

1.4  荧光定量 RT-PCR 

贝曼漏斗法分离收集线虫，M9 缓冲液清洗线

虫，离心去上清，用饱和 MgSO4·7H2O 浸泡进行高

渗透压胁迫。高渗透压胁迫处理后的线虫用液氮研

磨，取研磨粉末，应用 TRIzol 法提取水稻干尖线虫

总 RNA。DEPC 处理水溶解后，应用二步法荧光定

量 PCR 试剂盒 (GoTaq 2-Step RT-qPCR System, 

Promega, cat. No. A6010)进行第一链 cDNA 反转录。

而后应用荧光定量 PCR 仪(Stratagene qPCR system, 

Mx3000P, Agilent) ，采用二步法荧光定量 PCR 试

剂盒(GoTaq 2-Step RT-qPCR System)和 Ab-lea 基因

特异引物对(Ab-lea-QF：5’-CGT TCA CTG TGA 

TGA TGC CG-3’，Ab-lea-QR：5’-AAA CCC AGC 

GGA GTT AGA CG-3’)进行 RT-PCR 扩增。以水稻

干尖线虫 actin 为内参基因(positive internal control)，

应用特异引物对(Ab-act-QF：5’-TTG GAA CAA 

TCG GAA ACG GG-3’，Ab-act-QR：5’-CTT CAG 

ACC AAT CGT TGT GC-3’)进行 RT-PCR 扩增。使

用两步法 PCR： 95℃下预变性 2 min， 95℃下 30 

s，58℃下 1 min，共 40 个循环。融解曲线测定从

55℃到 95℃。对 RT-PCR 扩增采用相对定量法计算

3 次重复试验初始模板量比值，两配对样本 t 检验

差异显著性[25]。 

1.5  Ab-LEA 基因沉默 

选取 Ab-lea GC 含量 20%～50%，涵盖不同剪

接型的核苷酸序列为基因沉默靶序列，生产相对应

的 dsRNA。以水稻干尖线虫 cDNA 为模板，分别应

用引物 Ab-lea-iF(5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG 

GGA GGG TGC GAG CAA AGT GAA TG-3’)和

Ab-lea-R(5’-TCG GCA TGA CCC ATC ACA AA-3’)

进行 PCR 扩增生产正义链模板，应用引物

Ab-lea-F(5’-GGG TGC GAG CAA AGT GAA TG-3’)

和 Ab-lea-iR(5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG 

GGC TCG GCA TGA CCC ATC ACA AA-3’)进行

PCR 扩 增 生 产 反 义 链 模 板 [25] 。 而 后 应 用

MEGAscript® RNAi 试剂盒(ThermoFisher, cat No. 

AM1626)进行体外转录反应，合成正义链与反义链
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RNA，经退火生产 dsRNA。用DEPC 处理过的 ddH2O

稀释dsRNA浓度至3 mg/mL，采用dsRNA浸泡法处理线

虫12 h，以在DEPC处理过的ddH2O中浸泡12 h为对照。 

处理后一部分线虫用于高渗透压处理 1 d～10 

d 下线虫存活率测定，以蒸馏水处理相同时间为对

照。高渗透压胁迫处理后在蒸馏水中复苏 24 h 后，

针刺无反应，定义为死亡。另一部分线虫提取 RNA，

反转录后应用引物 Ab-lea-QF 和 Ab-lea-QR 进行

RT-PCR 扩增，验证 RNAi 效果。应用水稻干尖线

虫 actin 基因引物 Ab-act-QF 和 Ab-act-QR 进行

RT-PCR 扩增作为对照[25]。 

2  结果与分析 

2.1  Ab-LEA 基因完整阅读框(ORF)克隆及同源序

列比对 

水稻干尖线虫总 RNA(图 1-A)，经 AMV 反转

录系统反转录第一链 cDNA，随机引物法合成第二

链 cDNA(图 1-B)。以 cDNA 为模板进行 Ab-lea 基

因 ORF 克隆，PCR 扩增得到一条约 1000 bp 的序列

(图 1-C)。测序结果的 ORF 分析表明 Ab-lea 含有一

个 1 095 bp 的阅读框，编码蛋白含有 364 个氨基酸，

分子量为 38.6949 kD，等电点(theoretical pI)为 7.67。

含有 Apolipoprotein 保守结构域(pfam01442)，无跨

膜结构域，ProtScale 分析为亲水性蛋白。BLASTX

分析表明Ab-lea与CRE-LEA-1 蛋白(Caenorhabditis 

remanei, XP_003116340.1)同源性最高。BLASTT 分

析表明 Ab-LEA 与假定蛋白 SRAE_ 2000411200 

(Strongyloi des ratti, CEF69463.1)同源性最高

(表 1)。 

2.2  高渗透压胁迫下线虫体长及形态变化测定 

使用 MgSO4·7H2O 饱和溶液，对水稻干尖线虫

进行高渗透压胁迫过程中，0～60 min 内，线虫活

动活跃，体长缩短较快，其他表型无明显差异(图 2 

-A，图 3~A-F)。60～120 min 内，线虫活力减弱，

游动僵硬，体长持续缩短，但缩短减缓，虫体稍稍

弯曲，表面略有皱缩，肌肉层变厚(图 2-A，图 3-G)。

120～180 min 内，线虫活力微弱，缓慢扭动，体长

大量缩短，虫体皱缩形成螺旋体(图 2-A，图 3-H)。

180～240 min，线虫几乎进入休眠状态，微微挪动，

体长变化较少，虫体表面出现整齐排列的横向皱纹，

侧线成弯曲有规则的波浪状(图 2-A，图 3-I)。240 

min 后线虫进入变渗隐生状态，体长和体宽减至一

个稳定值，虫体呈弯曲皱缩状态(图 2-B，图 3-J)。 

2.3  荧光定量 RT-PCR 

试验结果表明水稻干尖线虫Ab-lea响应高渗透

压胁迫，在进入变渗隐生前期出现表达量显著上调

现象，并在 40 min 时达到最高值(图 4-A)，此时线

虫尚未进入变渗隐生状态，且游动活跃。随高渗透

压胁迫时间增加，Ab-lea 表达量随后出现下调，直

至水稻干尖线虫在高渗透压胁迫 240 min 时，进入

变渗隐生状态。在持续高渗透压胁迫 12 h 后，Ab-lea

表达量又逐渐上调，并在 48 h 时达到峰值，随后其

表达量逐渐下降(图 4-B)。相对定量法计算 3 次重复

试验，两配对样本 t 检验差异显著 (*P<0.05，

表 1  NCBI 登录的胚胎发育晚期丰富蛋白(LEA)直系同源序列 

Table 1.  Late embrgogenesis abundant protein(LEA) orthologous sequence in NCBI. 

物  种 

Species 

GenBank 登录号 

NCBI No. 

蛋白 

Protein 

E 值 

E value 

鼠类圆线虫 Strongyloides ratti CEF69463 假定蛋白 SRAE_2000411200 Hypothetical protein SRAE_2000411200 6×10-11 

秀丽隐杆线虫 Caenorhabditis elegans NP_001256172.1 植物胚胎发育晚期丰富蛋白相关 Plant LEA related 3×10-9 

广杆属线虫 Caenorhabditis brenneri EGT57645.1 假定蛋白 CAEBREN_08606 Hypothetical protein CAEBREN_08606 5×10-9 

广杆属线虫 Caenorhabditis remanei XP_003116340.1 CRE-LEA-1 蛋白 Protein CRE-LEA-1 4×10-8 

广杆属线虫 Caenorhabditis briggsae CAP25449.2 CBR-LEA-1 蛋白 Protein CBR-LEA-1 1×10-7 

犬蛔虫 Toxocara canis KHN75743.1 假定蛋白 Tcan_16220 Hypothetical protein Tcan_16220 4×10-6 

 

图 1  水稻干尖线虫 RNA(A)、Cdna(B)和 Ab-lea ORF(C)
扩增 

Fig. 1. RNA(A), cDNA(B) and the Ab-lea (C)PCR product
of A. besseyi. 
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**P<0.01)。 

2.4  Ab-LEA 基因沉默 

合成的正义链 RNA、反义链 RNA 及经退火生

产的 dsRNA，如图 4 所示。经过 12 h dsRNA 喂饲

处理，未发现线虫死亡或表型明显变化，RT-PCR

结果表明 Ab-lea 沉默效果明显 (log2 fold=-1.79 

±0.1036)。RNAi 对照组与 CK 对照组存活率无明显

差异，10 d 内存活率均大于 95%。水稻干尖线虫高

渗透压处理后，Ab-lea RNAi 高渗透压处理组存活

线虫数量明显低于 CK 高渗透压处理组(图 5)。 

3  结论与讨论 

Ab-lea 在进入变渗隐生过程，及维持变渗隐生

状态过程中，表达量均有上调，表明该基因在水稻

干尖线虫抗高渗透压胁迫及维持变渗隐生中起作

用。Ab-lea 基因沉默后，水稻干尖线虫在高渗透压

条件下存活率显著下降，表明该基因在水稻干尖线

虫抗高渗透压胁迫中起到重要作用，可能参与调控

水稻干尖线虫变渗隐生。 

线虫体内水分的逐渐流失会导致新陈代谢减

弱。当新陈代谢的减弱到难以检测时，线虫处于“隐

生状态”[26, 27]。当这种水份流失由蒸发脱水引起，

称为“低湿隐生”[28]，当这种水份流失由高渗透压引

起，称为“变渗隐生”[3-4]。与低湿隐生不同，对变渗

隐生生理生化研究较少。使用饱和MgSO4·7H2O溶

液对水稻干尖线虫进行高渗透压胁迫，1～3 d内该

线虫存活率无明显降低，10 d时存活率约等于40%，

表明该线虫具有较高的抗渗透压胁迫能力，可作为

研究变渗隐生现象的模式生物。 

根据Ab-lea表达量变化趋势，发现Ab-lea并非始

终显著上调表达，其两个峰值分别出现在高渗透压

胁迫初期40 min时和进入变渗隐生48 h时。此时，

线虫存活率均无明显降低。高渗透压胁迫40 min时，

线虫活动活跃，表型无明显变化。高渗透压胁迫48 

h时，线虫处于变渗隐生状态，表型无变化。72 h

后线虫存活率出现明显下降，Ab-lea表达量上调逐

渐降低。表明Ab-lea在水稻干尖线虫抗高渗透压胁

迫初期及维持变渗隐生中起作用，但可能与线虫在

高渗透压胁迫中的表型变化无关。 

柱上横线表示标准差。*，**分别表示在 0.05,0.01 水平上差异显著。下同。 

Error lines are stardand deviation.*，** indicate significant difference at 0.05 and 0.01 levels, respectively. The same as in figures below. 

图 2  高渗透压胁迫处理后水稻干尖线虫体长变化 

Fig. 2. Changes in length of A. besseyi during hypertonic osmotic stress treatment. 

A，B，C，D，E，F，G，H，I，J 分别代表在饱和 MgSO4·7H2O 溶液

中浸泡 0，10，20，30，40，50，60，120，180，240min。比例尺为

100 μm。 

A, B, C, D, E, F, G, H, I, J indicate A.beseyi is soaked in saturated

MgSO4·7H2O solution for 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120, 180, 240 min,

respectively. Bar= 100 µm. 

图 3  高渗透压胁迫处理后水稻干尖线虫体型变化 

Fig. 3. The changes of morphology of A. besseyi during

hypertonic osmotic stress treatment. 
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LEA作为参与细胞抗逆保护的一类重要蛋白

质，在线虫抗逆中起到重要作用。在燕麦真滑刃线

虫中，LEA蛋白编码基因的表达不仅受干旱胁迫诱

导，还受盐胁迫、低温胁迫等影响[29]。用基因沉默

方法抑制秀丽隐干线虫Ce-lea-1基因的表达后，该

线虫的耐脱水胁迫能力明显下降[7]。在水稻干尖线

虫中，Ab-lea沉默后，线虫在高渗透压环境下存活

率显著降低。表明Ab-lea有提高水稻干尖线虫抗高

渗透压胁迫的功能，具有生物防治潜力。 

Ab-lea 在水稻干尖线虫抗高渗透压胁迫中的重

要作用，在防治水稻干尖线虫中具有重要的生物学

意义和潜在的应用价值。通过对Ab-lea基因的研究，

为研究水稻干尖线虫应对高渗透压胁迫的生理机

制，及利用分子生物技术防治水稻干尖线虫奠定基

础，为防治水稻干尖线虫提供新思路。 
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