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水稻组蛋白Ｈ2Ｂ∙7基因的分离和表达模式研究
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摘要：选取水稻组蛋白Ｈ2Ｂ的Ｈ2Ｂ∙7基因进行了表达模式分析�发现其在水稻根、茎、叶和穗等组织中为组成型表
达�但在激素和胁迫处理时表达模式发生变化�如在2�4—Ｄ、α—萘乙酸 （ＮＡＡ）、乙烯以及热激处理时表达水平上
调�在激动素 （ＫＴ）和多效唑处理时表达水平下调�说明水稻组蛋白Ｈ2Ｂ∙7基因的表达在植物内外环境变化时也会
相应发生改变．
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　　核小体由ＤＮＡ和组蛋白 （Ｈｉｓｔｏｎｅ）构成�是染色
质 （染色体 ）的基本结构单位．核小体由核心颗粒
（Ｃｏｒｅｐａｒｔｉｃｌｅ）和连接区ＤＮＡ（ｌｉｎｋｅｒＤＮＡ）2部分组
成：包括组蛋白Ｈ2Ａ、Ｈ2Ｂ、Ｈ3和Ｈ4各2分子构成
八聚体�缠绕其上长度为146ｂｐ的ＤＮＡ链；以及相
邻核心颗粒间约60ｂｐ的连接ＤＮＡ和位于连接ＤＮＡ
上的组蛋白 Ｈ1．染色体的多级折叠过程中�需要
ＤＮＡ同组蛋白 （Ｈ3、Ｈ4、Ｈ2Ａ、Ｈ2Ｂ和Ｈ1）结合在一
起．组蛋白在进化中是保守的�但它们并不是通常认
为的静态结构�组蛋白在翻译后的修饰中会发生改
变�如乙酰化、甲基化、磷酸化、泛素化、ＡＤＰ核糖基
化、ＳＵＭＯ（Ｓｍａｌｌｕｂｉｑｕｉｔｉｎ-ｒｅｌａｔｅｄｍｏｄｉｆｉｅｒ）修饰、生物
素化、去精氨酸化和脯氨酸同分异构化 ［1］�从而提供
一种识别的标志�为其他蛋白与ＤＮＡ的结合产生协
同或拮抗效应．因此它是一种动态转录调控成分�称
为组蛋白密码 （Ｈｉｓｔｏｎｅｃｏｄｅ）．通常认为组蛋白是组

成型表达．在真核生物中�组蛋白由多个同源基因编
码�如拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ组蛋白 Ｈ2Ａ有
ＨＴＡ∙3、ＨＴＡ∙13、Ｈ2Ａ∙Ｚ等 13个同源基因�其中
Ｈ2Ａ∙Ｚ的染色质组成水平变化与拟南芥冷处理相
关．组蛋白同源基因的表达模式也不完全相同�如爪
蟾ＸｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓＨ2Ａ∙Ｚ基因在不同的发育阶段表达
水平也发生变化 ［2］．对水稻Ｈ2Ｂ基因进行的同源分
析表明水稻内有11个同源基因�目前对该家族表达
模式和功能的研究鲜见报道．本文选择水稻Ｈ2Ｂ的
一 个 同 源 基 因 Ｈ2Ｂ∙7（ＮＰ＿ 001042049∙1；ＧＩ：
115434582）进行激素和非生物胁迫条件下的表达模
式分析�为开展水稻组蛋白Ｈ2Ｂ研究奠定基础．
1　材料与方法
1．1　供试材料

试验材料为水稻品种中花11（ＺＨ11）．水稻种子



在30℃萌发�种植在 ＭＳ液体培养基中�在恒温28
℃、14ｈ光照和10ｈ黑暗条件下培养21ｄ．水稻幼苗
置于ＭＳ（对照 ）和各种激素溶液 （含有各种激素的
ＭＳ）中处理24ｈ（恒温28℃、14ｈ光照和10ｈ黑暗培
养 ）�激素终浓度为：激动素 （ＫＴ）3∙7μｍｏｌ·Ｌ—1�细胞
分裂素 （6-ＢＡ）13∙3μｍｏｌ·Ｌ—1�多效唑 （Ｐａｃ）1∙5
μｍｏｌ·Ｌ—1�α—萘乙酸 （ＮＡＡ）2∙7μｍｏｌ·Ｌ—1�2�4—
二氯苯氧乙酸 （2�4—Ｄ）10μｍｏｌ·Ｌ—1�3—吲哚乙酸
（ＩＢＡ）2∙5μｍｏｌ·Ｌ—1�脱落酸 （ＡＢＡ）100μｍｏｌ·Ｌ—1�
水杨酸 （ＳＡ）1ｍｍｏｌ·Ｌ—1�乙烯利 （Ｅｔｈｒｅｌ）0∙5
ｎｍｏｌ·Ｌ—1�赤霉素 （ＧＡ3）50μｍｏｌ·Ｌ—1．非生物胁迫
处理条件为：42℃热激处理 2ｈ；4℃冷胁迫处理
12ｈ；28℃培养箱暗培养24ｈ；ｗ为23％的ＰＥＧ6000
溶液干旱胁迫处理12ｈ（28℃ ） ［3］；150ｍｍｏｌ·Ｌ—1
的ＮａＣｌ盐胁迫处理 12ｈ（28℃ ） ［4］．处理样品和对
照样品取叶片放入液氮中速冻保存．
1．2　ＲＮＡ提取和ＲＴ-ＰＣＲ分析

ＲＮＡ提取参照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的ＲＮＡ提取试剂

ＴＲＩＺＯＬ●的使用说明进行．取约1μｇ总 ＲＮＡ作为
模板进行反转录 （方法参见Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ反转录试剂盒
说明书 ）�从20μＬ的反转录体系中取0∙25～0∙50
μＬ进行半定量 ＲＴ-ＰＣＲ分析 ＯｓＨ2Ｂ∙7基因表达水
平变化 （引物序列为：ＯｓＨ2Ｂ∙7Ｆ：5′—ｇｇｃｇｃｃｃａａｇｇｃｇ-
ｇａｇ—3′；ＯｓＨ2Ｂ∙7Ｒ：5′—ｇｃｇｇａａｇｔａａａｃｔｔｇｇｔｇ—3′）�以
水稻Ａｃｔｉｎ1基因 （Ｏｓ03ｇ0718100）作为基因表达水平
内参 （引物序列为：Ａｃｔｉｎ5：5′—ｃｔａｇｃａｇｃａｔｇａａｇａｔｃａ—
3′；Ａｃｔｉｎ3：5′—ａｃｃａｃａｇｇｔａｇｃａａｔａｇｇｔａ—3′）．
1．3　亚细胞定位

以ＲＴ-ＰＣＲ方法克隆 ＯｓＨ2Ｂ∙7基因 （引物序列
为：ＯｓＨ2Ｂ∙7ｓａｌ：5′—ａｇｃｇｔｃｇａｃａｔｇｇｃｇｃｃｃａａｇｇｃｇｇａｇ；
ＯｓＨ2Ｂ∙7ｎｃｏ：5′—ｃｃａｃｃａｔｇｇａｇｃｇｇａａｇｔａａａｃｔｔｇｇｔｇ）�限制
性内切酶ＳａｌＩ和ＮｃｏＩ双酶切克隆到35Ｓ启动子驱动
的增强型绿色荧光蛋白 （Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ�ＥＧＦＰ）
的5′端�构成融合表达载体 ［5］．基因枪法 （ＰＤＳ／
1000；Ｂｉｏ-Ｒａｄ）转化洋葱上表皮细胞瞬时表达该融合
蛋白�轰击参数为：真空88000Ｐａ；轰击气压1100
ｐ．ｓ．ｉ（1ｐ．ｓ．ｉ＝6894∙76Ｐａ）；轰击距离9ｃｍ；1∙0ｍｍ
金粉颗粒．轰击后25℃暗培养24ｈ后�用ＤＮＡ特异
染料 ＤＡＰＩ（4′�6—ｄｉａｍｉｄｉｎｅ—2—ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅｄｉｈｙ-
ｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ�Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）染色后用倒置荧光显微镜
（ＩＸ70Ｏｌｙｍｐｕｓ）在488ｎｍ波长激光下观察绿色荧
光蛋白 （ＧＦＰ）�ＵＶ激光观察ＤＡＰＩ染色结果．
2　结果与分析
2．1　水稻组蛋白 Ｈ2Ｂ进化树分析和 ＯｓＨ2Ｂ．7基

因的克隆

　　根据拟南芥组蛋白Ｈ2Ｂ序列 （ＮＰ＿190184∙1ＧＩ：

2407802）分析ＮＣＢＩ数据库 （ｈｔｔｐ：∥ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）水稻同源蛋白序列�在水稻蛋白质
数据库中共收录了11个Ｈ2Ｂ同源蛋白质 （或变体 ）
序列．将水稻 Ｈ2Ｂ与拟南芥 Ｈ2Ｂ同源基因 ［6］导入
ＭＥＧＡ3∙1软件�Ｎｅｉｇｈｂｏｒ-ｊｏｉｎｉｎｇ方法归类 ［7］进行分
析�结果 （图1）显示水稻Ｈ2Ｂ可以分为3个亚群：第
1亚群包括 ＯｓＨ2Ｂ∙1和 ＯｓＨ2Ｂ∙11；第 2亚群包括
ＯｓＨ2Ｂ∙3、ＯｓＨ2Ｂ∙4、ＯｓＨ2Ｂ∙10、ＯｓＨ2Ｂ∙6、ＯｓＨ2Ｂ∙8、
ＯｓＨ2Ｂ∙7、ＯｓＨ2Ｂ∙5和 ＯｓＨ2Ｂ∙9；第 3亚群包括
ＯｓＨ2Ｂ∙2．拟南芥Ｈ2Ｂ分为2个亚群：第1亚群包括
ＡＴＨＴＢ9、ＡＴＨＴＢ4和 ＡＴＨＴＢ1；第2亚群包括 ＡＴＨ-
ＴＢ11和ＡＴＨＴＢ2．在同源关系上拟南芥的第1个亚
群和水稻的Ｈ2Ｂ序列相似性较高�但水稻Ｈ2Ｂ蛋白
质序列间表现出更小的序列差异．

图1　水稻与拟南芥Ｈ2Ｂ蛋白质序列进化树分析
Ｆｉｇ．1　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅＨ2Ｂｍｅｍｂｅｒｓｉｎｒｉｃｅａｎｄ

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

　　根据 ＮＣＢＩ数据库信息�合成水稻 ＯｓＨ2Ｂ∙7基
因 （ＮＭ＿001048584∙1）的5′和3′引物�以水稻叶片反
转录产物为模板�进行ＲＴ-ＰＣＲ扩增�扩增产物克隆
到ｐＭＤ18—Ｔ载体后测序．测序结果与ＮＣＢＩ数据库
进行比较分析�序列相似性为100％�表明该预测基
因是真实存在的�可以对该基因表达模式进行进一
步分析．
2．2　ＯｓＨ2Ｂ∙7基因表达模式分析

分别提取水稻根、茎、叶、幼穗和成熟穗的总
ＲＮＡ�进行半定量 ＲＴ-ＰＣＲ分析�发现其在水稻根、
茎、幼穗和成熟穗等组织表达水平相似�在水稻叶片
表达量较低 （图2）．

ＯｓＡｃｔｉｎ1为内参基因
图2　ＯｓＨ2Ｂ∙7基因在水稻不同组织的表达的ＲＴ-ＰＣＲ

Ｆｉｇ．2　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｇｅｎｅＯｓＨ2Ｂ∙7ｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｉｓ-
ｓｕｅｓｏｆｒｉｃｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴ-ＰＣＲ
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　　ＯｓＨ2Ｂ∙7基因在激素和非生物胁迫处理时表达
模式发生较大的变化 （图 3、图 4）�如在 2�4—Ｄ、
ＮＡＡ、乙烯以及热激处理时表达水平上调�在 ＫＴ和
多效唑处理时表达水平下调�其中表达水平变化较
大的有2�4—Ｄ、ＮＡＡ和热激处理．

ＯｓＡｃｔｉｎ1为内参基因�ＣＫ为未处理样品
图3　外源激素处理后的 ＯｓＨ2Ｂ∙7基因在水稻苗叶片表达

的ＲＴ-ＰＣＲ
Ｆｉｇ．3　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｇｅｎｅＯｓＨ2Ｂ∙7ｉｎｌｅａｆｏｆｒｉｃｅ

ｓｅｅｄｌｉｎｇｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴ-ＰＣＲｕｎｄｅｒｄｉｆ-
ｆｅｒｅｎｔｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ＯｓＡｃｔｉｎ1为内参基因�ＣＫ为未处理样品
图4　非生物胁迫下ＯｓＨ2Ｂ∙7基因在水稻苗叶片表达的ＲＴ-ＰＣＲ
Ｆｉｇ．4　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｇｅｎｅＯｓＨ2Ｂ∙7ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴ-ＰＣＲ
2．3　ＯｓＨ2Ｂ∙7亚细胞定位

为了确认 ＯｓＨ2Ｂ∙7蛋白的亚细胞定位�构建
Ｐ35Ｓ：ＯｓＨ2Ｂ∙7：ＥＧＦＰ融合表达载体�基因枪转化洋
葱上表皮细胞瞬时表达该融合蛋白．显微镜下观察
在细胞核内ＥＧＦＰ荧光蛋白与ＤＡＰＩ共定位 （图5）�
说明ＯｓＨ2Ｂ∙7蛋白质定位于细胞核内．

图5　ＯｓＨ2Ｂ∙7亚细胞定位在细胞核
Ｆｉｇ．5　ＯｓＨ2Ｂ∙7ｌｏｃａｌｉｚｅｓｉｎｎｕｃｌｅｉ

3　讨论
随着对生物组蛋白的表观遗传学调控机理研究

的深入�多个研究小组发现生物体对核小体组蛋白
的修饰不仅局限于共价修饰�如乙酰化、甲基化等�
还表现在组蛋白在核小体中的组成比例上．拟南芥
的Ｈ2Ａ∙Ｚ是Ｈ2Ａ的一种变体�其占据核小体的组成
比例直接影响了该区段ＤＮＡ序列的转录活性�例如
Ｈ2Ａ∙Ｚ在拟南芥热激蛋白基因 ＨＳＰ70启动子区域
的组成比例与外界的温度相关�起到类似温度计的
作用�当植物生长的环境温度较低时�这种组蛋白会
绑在ＤＮＡ上�使得一些基因无法发挥作用�从而抑
制植物生长；而当温度升高时�它就会松开 ＤＮＡ�相
关基因就可以发挥作用�指导植物生长 ［8］．在爪蟾的

胚胎发育过程中�Ｈ2Ａ∙Ｚ的表达水平也在发生变
化 ［2］．因此真核生物中进化出多个不同的组蛋白变
体�可能与感受体内外界环境变化信号有关．在拟南
芥通过蛋白质组学方法鉴定了 5种 Ｈ2Ｂ变体：
ＨＴＢ1、ＨＴＢ2、ＨＴＢ4、ＨＴＢ9和 ＨＴＢ11［6］�但对其功能
差异的研究鲜见报道．本研究中发现水稻 ＯｓＨ2Ｂ∙7
基因在水稻根、茎、幼穗和成熟穗等组织中表达水平
相似�在水稻叶片表达量稍低；而在不同的外源激素
和非生物胁迫下�其表达水平发生了较大的变化�表
明ＯｓＨ2Ｂ∙7基因很可能处于生长素、细胞分裂素、赤
霉素和乙烯等多种激素信号传导途径的交汇点�控
制根的生长与发育、茎的伸长、叶片的衰老、雌花的
产生以及果实的成熟和脱落�并与植株的耐热性相
关�该Ｈ2Ｂ变体有可能参与感受外界信号变化的表
观遗传调控途径�对该基因的进一步研究将拓展对
水稻表观遗传学机理的研究．
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