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摘要 植物病程相关(PR)基因一般在病原物侵染过程中受诱导发生转录上调．目前有证据提示植物 PR 基因在非生物逆境胁
迫下也发生转录变化，但其蛋白质的表达变化情况还鲜有报道．为了解水稻 PR蛋白质在逆境胁迫下的表达特征，本文采用
免疫印迹技术(Western blotting，WB)调查了 8个 PR蛋白质在冷、热、旱、淹和盐等 5种胁迫下的表达谱．结果表明：在冷
胁迫下 PR8表达上调，在热胁迫下 PR1a、PR3、PR5和 PR16表达下调；在旱胁迫下 PR1a、PR2和 PR8表达上调，而 PR5
和 PR16表达下调，在淹胁迫下 PR1、PR2和 PR15表达上调，PR1a、PR3、PR5和 PR8表达下调；在盐胁迫下 PR2和 PR3
表达上调，而 PR1a、PR5、PR8和 PR16表达下调．另外，对这些 PR 基因的上游启动子区进行分析，发现存在与胁迫响应
相关的调控元件，其中脱落酸反应元件(ABRE)、TC-rich repeats和 HSE的出现频率较高．这些蛋白质表达数据进一步佐证了
PR蛋白在逆境胁迫反应中发挥着重要且不尽相同的作用．
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水稻是最重要的农作物之一，是世界上一半以

上人口的主粮，水稻的高产、稳产事关粮食安全．

在影响水稻产量的因素中，逆境胁迫(生物或非生
物)扮演了重要的角色，逆境胁迫轻则对水稻的生
长发育造成不良影响，降低产量，严重时可使水稻

死亡，造成绝收[1]．水稻及其他植物为了抵抗逆境

对自身生长的影响，在长期的进化过程中都在一定

程度上发展了感受干旱、低温、高盐等胁迫信号的

机制，通过体内的信号传导途径，激发转录因子

与相应的顺式作用元件的结合，进而启动特定基

因的转录和表达，最后导致植物对胁迫作出耐受反

应[2-5]．根据报道，水稻中参与逆境应答的基因有

功能类蛋白质，如渗透调节物质、抗氧化物质、病

程相关蛋白质等，也有在信号传递与胁迫应答中起

调节作用的基因，如转录因子和蛋白激酶等．了解

这些耐逆相关基因的表达特征及功能对解析水稻的

耐逆机理具有重要的理论意义和应用价值．

病程相关(PR)基因的最初发现是由于它们在植
物遭受病原物侵染时表达上升[6]，但近年来有大量

报道表明，许多 PR 基因的转录也受伤害[7]、生物

胁迫 [8-9]以及激素处理 [10-12]等诱导．如西红柿的

PR-5a受盐胁迫的诱导[13]，烟草的 PR-5c 也受盐胁
迫的诱导[14-15]．拟南芥中，PR1、PR2和 PR3在高
盐胁迫下转录水平明显升高 [16]，在干旱胁迫下，

PR1、PR2 和 PR5 的转录水平明显升高，但 PR3
和 PR4 的转录水平下降 [16]，低温胁迫可以诱导

PR1、PR2 和 PR5 的积累 [17]．水稻的 OsPR1a 和
OsPR1b 基因受稻瘟病菌 (Magneporthe grisea，
M. grisea)、茉莉酸 (jasmonic acid， JA)、水杨酸
(salicylic acid，SA)、过氧化氢(H2O2)、蛋白酶抑制
剂斑蝥素 (cantharidin，CN)和草藻灭 (endothall，
EN)的诱导，对光、伤害、磷酸酶抑制剂等环境胁
迫和化学处理作出反应[18-20]．转几丁质酶基因 RC7
(PR3，Os05g33130)的水稻具有抗纹枯病能力 [21]．

水稻 OsPR4受冷、热、干旱和盐等非生物逆境的
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诱导，超表达 OsPR4的植株在幼苗期和孕穗期增
加了对干旱的耐受效果[22]．外源 JA处理和稻瘟病
菌接种可使 PR5 (TLP-D34，Os12g43380)转录水
平增高[10]，超表达 PR5可提高水稻对纹枯病的抗
性[23-25]．OsChib1 (PR8)的转录也受 SA、乙烯、茉
莉酸甲酯、H2O2和 CuSO4等处理的诱导

[26]．干旱、

高盐均可诱导 RSOsPR10转录水平快速升高[27-28]．

这些数据说明 PR 基因广泛参与了水稻的逆境胁迫
应答反应．

在胁迫应答基因的上游启动子区往往存在着与

逆境信号应答有关的调控元件，这些元件与转录因

子的结合启动胁迫应答基因的表达．用软件分析发

现，OsPR4b基因启动子区存在W-box、PAL-boxA、
GT-1结合序列和 Dof结合序列等[29]，有报道表明，

WRKY转录因子能够和W-box结合，在植物防卫
反应中发挥调控作用[30]．在拟南芥 rd29A 基因的启
动子区发现了一种与干旱胁迫相关的元件 DRE
(dehydration-responsive element)，该元件的核心序
列为 TACCGACAT[31]，随后发现该序列也出现在

其他受干旱、高盐、低温诱导的拟南芥基因 (如
kin1和 cor6.6等)的启动子区[32]．脱落酸反应元件

ABRE (abscisic acid responsive element)也是一类非
生物逆境胁迫相关的诱导型启动子元件，它们在小

麦 Em和玉米 rab17基因中都存在[33]．

在过去的报道中大多关注的是 PR 基因的转录
情况，在我们的前期工作中，采用基于抗体的蛋白

质组学策略[34]，用免疫印迹技术分析了十几个 PR
蛋白质的表达，发现在水稻正常生长过程中及与白

叶枯病菌的互作过程中，PR1a、PR1b、PR1、PR2
和 PR3 等蛋白质的表达都会发生变化 [8-9]．另外，

对逆境胁迫条件下的 CBL家族和 PP2A家族蛋白
进行分析，也发现了一些表达发生变化的成员[35-37].
在此基础上，本研究拟调查 PR蛋白质在逆境胁迫
下的表达特征，为进一步分析其在逆境过程中的功

能及了解逆境应答机理提供线索．

1 材料与方法

1.1 水稻材料

水稻(品种 9311)由湖南国家杂交水稻工程技术
研究中心符习勤研究员提供．水稻种子在 37℃浸
种 48 h，萌发的水稻幼苗在光照培养箱中生长，培
养条件为温度 28℃，光照 /黑暗周期为 14 h/10 h，
培养液为 1/2 Hogland[38]．以培养 14天的水稻幼苗
进行各种胁迫处理，以未经胁迫正常生长的水稻为

对照.
1.2 非生物逆境胁迫处理

冷胁迫为 4℃，取材时间点分别为处理后 0、
0.5、 1、 2、 4、 8、 12、 24 和 48 h；热胁迫为
48℃，取材时间点分别为处理后 0、0.5、1、2、4、
8、12、24和 48 h；旱胁迫用 20% PEG-6000，取
材时间点分别为处理后 0 h、2 h、4 h、8 h、12 h、
1天、2天、3天和 5天；淹胁迫为将水稻完全浸
没于水中，取材时间点分别为处理后 0 h、8 h、
12 h、1天、2天、3天、4天、5天和 7天；盐胁
迫处理用 200 mmol/L NaCl，取材时间点为处理后
0 h、2 h、4 h、8 h、12 h、1 天、2 天、3 天和 5
天．具体方法参见文献[37]，取材后液氮速冻，保
存于-70℃冰箱备用．
1.3 多克隆抗体

抗体来源参见本实验室以前的报道[8-9]．

1.4 水稻蛋白质提取

将-70℃冻存的水稻叶片在液氮中充分研磨，
加入蛋白质提取液(62.5 mmol/L Tris-HCl (pH 7.4)，
10%甘油，0.1% SDS，2 mmol/L EDTA，1 mmol/L
PMSF，5% 茁-巯基乙醇)，混匀后冰上放置 10 min,
然后 12 000 r/min 4℃离心 20 min，取上清即为总
蛋白质．

1.5 蛋白质印迹分析和信号采集

总蛋白质用 Tricine-SDS-PAGE[39]分离后转移到

PVDF膜上进行蛋白质印迹分析，蛋白质印迹分析
方法参见文献[40]，蛋白质印迹实验至少重复 3
次，盐、旱胁迫以 HSP信号作为内参[41]、冷胁迫

以丽春红染色的 PVDF膜作为等量加样的标志[42]．

用 Gel-pro analyzer软件扫描 X光片上的蛋白质印
迹条带信号，计算 3次蛋白质印迹信号的平均值及
方差，比较其信号的相对强度．

1.6 PR基因的启动子区调控元件分析
从水稻基因组数据库(Rice Genome Annotation

Project) 网 站 (http://rice.plantbiology.msu.edu/index.
shtml)下载 8 个 PR 基因上游 1.5k 的 DNA 序列，
然后利用 PlantCARE 软件(http://bioinformatics.psb.
ugent.be/webtools/plantcare/html/)对可能的调控元件
进行预测[43-44]．

2 结果与分析

对水稻幼苗进行逆境处理后，在冷、热胁迫处

理 2天时可观察到叶片明显失绿，绝大部分幼苗
(90%以上)倒伏并呈干枯状，在旱、淹和盐胁迫至
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Fig. 1 The expression profiling of rice PR proteins under stressed conditions
(a)～ (e) are Western blot data for the expression of PR proteins in rice seedling under cold, hot, drought, submerged and salt conditions, respectively.

1～9: Protein samples isolated from different time points (as stated in the text) of rice seedlings under stressed conditions. Upper panels: Western blot

detection of the expression of PR proteins. Lower panels: Plot of average and standard deviation among three repeats of Western blot analysis. Ponceau

S (PonS)- stained gel or Western blot results detected by anti-HSP antibody were showed at the bottom to demonstrate equal loading.

3天时水稻幼苗表现明显的伤害状态[37]，我们采集

了胁迫处理后不同时间点的地上部样品，抽提蛋白

质后进行免疫印迹分析．

2.1 水稻 PR蛋白质在温度胁迫过程中的表达
为了解温度对水稻 PR蛋白质表达的影响，采

集冷、热二种胁迫处理后 9个时间点的幼苗样品，
提取总蛋白质，SDS-PAGE分离后用不同的 PR抗
体进行蛋白质印迹分析(图 1)．由图 1a、图 1b可
见：在冷胁迫过程中，PR1和 PR2未检测到目的
条带的信号，PR1a对应的目标条带信号随胁迫时
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间的延长表现为下调，PR8条带的信号随胁迫时间
的延长表现上调，而 PR3、PR5、PR15和 PR16的
表达丰度未发生明显变化；在热胁迫过程中，PR1
和 PR2也未检测到目的条带的信号，PR1a、PR3、
PR5和 PR16的条带信号随胁迫时间延长下调，而
PR8和 PR15的表达量未受明显影响．
2.2 水稻 PR蛋白质在水分胁迫过程中的表达
为了解水分对水稻 PR蛋白质表达的影响，我

们分析了旱、淹处理后 9个时间点的蛋白质样品，
总蛋白质经 SDS-PAGE分离后用不同的 PR抗体进
行蛋白质印迹分析(图 1)．从图 1c和图 1d的结果
可见，在旱胁迫过程中，PR1未检测到目的条带的
信号，PR1a、PR2和 PR8蛋白质的表达呈现了上
调，PR5 和 PR16 随胁迫时间的延长表现下调，
PR3和 PR15表达量未受明显影响；在淹胁迫过程
下， PR1 和 PR2 蛋白质的表达均为上调，但
PR1a、PR3、PR5、PR8和 PR16等 6个蛋白质的表
达均表现下调，PR15的表达丰度未发生明显变化.
2.3 水稻 PR蛋白质在高盐胁迫过程中的表达
为了解在盐胁迫过程中 PR蛋白质的表达，同

样采集了盐胁迫后 9个时间点的幼苗样品，提取总
蛋白质后用 SDS-PAGE分离，然后用不同的 PR蛋
白质特异抗体进行蛋白质印迹分析(图 1)．从图 1e
可见，在盐胁迫下，PR1未检测到目的条带的信
号，PR2和 PR3蛋白质的表达均表现上调，PR1a、
PR5、PR8 和 PR16 随胁迫时间的延长表现下调，
PR15的表达丰度未发生明显变化．
2.4 水稻 PR基因启动子区调控元件分析
通常基因的表达模式主要与其上游启动子有

关，启动子区有不同功能的调控元件．我们下载

了 8 个 PR 基因编码区上游 1 500 bp 的序列，用

P1antCARE软件对它们所包含的顺式元件进行了
预测，发现在 8个 PR基因的启动子区鉴定到的顺
式作用元件共有 74个(数据未附)．根据这些元件
的注释结果，将其分为胁迫相关、激素处理相关、

光反应相关、基础代谢相关以及功能未知等 5类，
在胁迫相关的顺式元件中，ABRE、TC-rich repeats
和 HSE的出现频率较高，在激素相关的顺式元件
中，脱落酸反应元件(ABRE)、茉莉酸甲酯应答元
件(CGTCA-motif)和 TGACG- motif出现频率较高，
在光反应类别中出现频率较高的顺式元件有 Box
4、GAG-motif、G-box和 Sp1等，在基础代谢类别
中出现频率较高的元件有 CAAT-box、CAT-box、
circadian、Skn-1_motif 和 TATA-box，另外还有 4
个顺式元件的功能未知，它们是 AAGAA-motif、
Unnamed_1、Unnamed_3和 Unnamed_4．

表 1中列出了与胁迫相关的调控元件及 PR蛋
白质在不同逆境胁迫下的表达模式，从表 1可以看
出，与脱落酸相关 ABRE 元件的出现频率最高，
暗示这些 PR 可能受脱落酸途径的调控．TC-rich
repeats是与防卫反应相关的元件，该元件出现在
PR1、PR1a、PR2、PR3和 PR5的启动子区，其中
4个 PR在水稻 -白叶枯病菌的不亲和互作中表现
上调．MBS 与干旱诱导有关，4 个带有 MBS 的
PR中有 2个在旱胁迫中表达上调．据报道，LTR
是与低温诱导有关，但 3个带有 LTR 的 PR在低
温胁迫下均未见蛋白质的表达变化．HSE是与热胁
迫有关的元件，5个带有 HSE的 PR在热胁迫下有
3个表现下调．ARE和 GC-motif都与氧胁迫有关，
4个带有 ARE元件的 PR有 3个在淹胁迫下的表达
有变化，4个带有 GC motif的 PR在淹胁迫下全部
表达变化．

Gene

name

PR protein expression detected by Western blot cis-elements in the promoter region of PR genes

Cold Hot Drought Submerge Salt Xoo-R[8] ABRE TC-rich repeats MBS LTR HSE ARE GC-motif

PR1 〇 〇 〇 垩 〇 垩 + + + +
PR1a 墼 墼 垩 墼 墼 垩 + + +
PR2 〇 〇 垩 垩 垩 垩 + + + + + +
PR3 以 墼 以 墼 垩 垩 + + + + + +
PR5 以 墼 墼 墼 墼 以 + + + +
PR8 垩 以 垩 墼 墼 垩 + + + +
PR15 以 以 以 以 以 以 +
PR16 以 墼 墼 墼 墼 以 + + + +

Table 1 The expression patterns of rice PR proteins under stressed conditions and
stress鄄related cis鄄elements in the promoter region of PR genes

垩: Up regulation; 墼: Down regulation; 以: Constant expression;〇: Not detectable; +: Positive.
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3 讨 论

众所周知，蛋白质是生命活动的主要执行者．

因此，对蛋白质表达特征的研究是了解基因功能以

及生命活动机理的重要内容．本实验采用基于抗体

的蛋白质组学策略，利用前期制备的水稻 PR家族
蛋白质特异的抗体，通过蛋白质印迹检测了相应蛋

白质在冷、热、旱、淹和盐等 5种胁迫过程中的表
达变化，发现了在逆境胁迫下表达发生变化的 PR
蛋白质，所获得的数据对了解水稻 PR蛋白质在非
生物胁迫过程中的功能提供了重要的线索．

从 8个 PR蛋白质在不同逆境胁迫下的表达特
征可以看出(图 1、表 1)，PR1仅在淹胁迫条件下
被诱导表达，在其他胁迫条件下未见表达，推测该

蛋白质可能在淹胁迫应答过程中发挥作用，PR1的
表达变化可作为水稻受淹胁迫时的蛋白质标志物．

PR1a在 5 种逆境下的表达均有变化，在冷、热、
淹和盐胁迫下表达下调，在干旱胁迫下表达上调，

据报道该基因的转录受稻瘟病菌(M. grisea)、JA、
SA、H2O2、CN 和 EN 的诱导，对光、伤害、磷
酸酶抑制剂等环境胁迫和化学处理等都会作出反

应[18-20]．此外，PR1a蛋白质在水稻 -白叶枯病菌互
作反应中也发生了上调[9]，说明水稻 PR1a 对生物
和非生物胁迫都较为敏感，可作为广谱的蛋白质标

志物．PR2在水分和盐胁迫下被诱导，可以推测其
在水分和盐胁迫应答中发挥作用．PR3在热和淹胁
迫中的表达下调，在盐胁迫中表达上调．PR5和
PR16的表达模式相似，二者在除冷胁迫之外的胁
迫中(热、旱、淹和盐)都发生了下调变化，说明这
2个蛋白质的表达对胁迫反应也较为敏感．PR8在
冷和旱胁迫中表达上调，在淹和盐胁迫中表达下

调．PR15在所有的胁迫反应中均未见到表达的变
化，说明该蛋白质对胁迫不太敏感，或许该蛋白质

在水稻中发挥更为保守的作用．本研究提供了特定

PR蛋白质参与逆境应答反应的初步证据，从表达
特征还可以推测它们在逆境胁迫过程中发挥着不同

的作用．另外，这些数据也为水稻耐逆机理中候选

基因的选择提供了一定的实验依据．

对 PR基因启动子区的调控元件进行分析，在
8个 PR 中都鉴定到与逆境胁迫相关的元件．据报
道，拟南芥在高盐、干旱和低温胁迫下发生转录变

化的 miRNA 其启动子区也存在 ARE、ABRE、
MBS、HSE、LTR和 TC-rich repeats等元件[45]，在

水稻的热激反应因子中启动子区有 HSE、ABRE、
LTR 和 MBS 等元件的存在 [46]，棉花的 GhDREB1
基因可在低温和盐胁迫下被诱导，但不被脱落酸和

干旱诱导，对其启动子分析发现有与低温胁迫有关

的调控元件(LTR)和赤霉素诱导相关的元件(P-box)[47].
根据我们对 PR 启动子区调控元件的分析(表 1)，
PR2和 PR3启动子区存在较多的逆境胁迫相关的
顺式元件，它们在 6种逆境胁迫下有 4种发生了可
见的蛋白质表达变化，虽然 PR1a中的启动子区只
存在 3个与逆境胁迫相关的顺式元件，但其在所有
逆境胁迫下均发生了蛋白质的表达变化．在 PR15
的启动子区只有 ARE，而没有其他的逆境相关元
件，该蛋白质的表达在参试的逆境反应中均没有发

生变化．通过 PR蛋白质在逆境胁迫下的表达模式
与 PR启动子区调控元件的对应分析，我们获得一
些有意思的关联信息，但真正的对应关系还需实验

数据的支持．PR蛋白质在不同胁迫过程中的功能
可能存在着重叠性，不同启动子元件间的功能也可

能存在交叉，使表达特征与调控元件间的对应关系

分析变得很复杂，但随着表达数据的积累，可以预

期获得有效的信息．

本实验采用基于抗体的蛋白质组学策略，对 8
个 PR蛋白质在非生物逆境胁迫下的表达特征进行
了系统的调查．可以设想，在更大范围内对 PR蛋
白质的表达进行调查，将有助于了解水稻 PR蛋白
质的功能相关性．另外，对主要水稻生长逆境的并

行调查将能更好地了解 PR蛋白质的功能多样性和
复杂性．
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The Expression Profiling of Rice Pathogenesis鄄related Proteins
in Seedling Stage Under Environmental Stresses*
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JIA Meng, LAN Jin-Ping, DOU Shi-Juan, LI Li-Yun, LIU Li-Juan, LIU Guo-Zhen***

(College of Life Sciences, Agricultural University of Hebei, Baoding 071000, China)

Abstract The transcription of plant pathogenesis related (PR) genes were known to be induced by pathogen
invasion. Immerging evidences revealed that the transcription of PR genes also up-regulated under abiotic stresses,
however, limited data for PR proteins expression was reported. To characterize the expression of rice PR proteins
under stresses, we examined the expressions of eight PR proteins under cold, hot, drought, submerge and salt
stresses at seedling stage by Western blotting (WB) via antibody-based proteomics strategy. The results showed
that the expressions of PR8 was up-regulated under cold stress, the expressions of PR1a, PR3, PR5 and PR16 were
down-regulated under hot stress. The expressions of PR1a, PR2 and PR8 were up-regulated while PR5 and PR16
were down-regulated under drought stress, the expressions of PR1, PR2 and PR15 were up-regulated and PR1a,
PR3, PR5 and PR8 were down-regulated under submerge stress. The expressions of PR2 and PR3 were
up-regulated while PR1a, PR5, PR8 and PR16 were down-regulated under salt stress. In addition, a number of
stress responsive cis-elements, such as the ABRE, TC-rich repeats and HSE, were identified in the promoter region
of PR genes. These data supported that PR proteins play important and specific roles in the process of stress
tolerance.
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