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水稻蜡质合成相关基因 ＯｓＣＥＲ４自身启动子驱动的
反义 ＲＮＡ转化植株获得
周玲艳１，姜大刚２，李　静２，周　海２，庄楚雄２

（１仲恺农业工程学院 生命科学学院，广东 广州 ５１０２２５；

２华南农业大学 生命科学学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：水稻ＯｓＣＥＲ４基因编码脂肪醛脱羧酶，与拟南芥ＣＥＲ１基因高度同源，是否参与植物表面蜡质合成尚不清楚，

为了探讨其功能，扩增了ＯｓＣＥＲ４基因起始密码子ＡＴＧ上游约２ｋｂ的序列作为该基因的启动子，以常规技术将启

动子和ＯｓＣＥＲ４基因反义片段克隆到ｐＣＡＭＢＩＡ双元载体１３８０中，采用农杆菌介导法转化粳稻品种中花１１，并进行

了转化苗ＯｓＣＥＲ４蛋白的表达量变化分析．结果表明，成功构建了由ＯｓＣＥＲ４自身启动子驱动的反义 ＲＮＡ载体，并

通过农杆菌介导法成功转入水稻中花１１中，多数 ＯｓＣＥＲ４基因反义转化植株为阳性转化植株，后代分离比符合

３∶１，反义ＲＮＡ转化植株在蛋白水平上的表达量下降．
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　　植物的叶表皮位于表皮细胞的外面，由沉积的
角质和蜡质组成［１］．表皮覆盖的角质和蜡质层是植
物最外面的保护层，能限制植物非气孔性水分丧失，

降低植物表面水分蒸发而使植物具有保水抗旱的作

用，同时还可抵抗紫外线辐射，抵抗病菌和真菌侵人

及防止草食性昆虫吞食等［２８］．经过多年的研究，虽
然人们已初步了解植物角质层蜡质合成途径代谢，

但是对参与植物角质层组分代谢的基因及基因调控

过程却知之甚少．近年来，已有大量与表皮蜡质相关
的分子生物学研究报告，从拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉ
ａｎａ、玉米Ｚｅａｍａｙｓ等植物中已经克隆了多个与蜡质
合成相关的基因［９１０］，不断克隆得到的新基因为阐明

蜡质合成的遗传机制带来了新的突破．蜡质缺陷突
变体在许多植物中得到分离，如大麦 Ｈｏｒｄｅｕｍｖｕｌ
ｇａｒｅ、拟南芥、玉米、高粱Ｓｏｒｇｈｕｍｂｉｃｏｌｏｒ和油菜Ｂｒａｓ
ｓｉｃａｎａｐｕｓ．其中，拟南芥和大麦中的突变位点被命名
为ｅｃｅｒｉｆｅｒｕｍ（ｃｅｒ），玉米、高粱和油菜中的突变位点
被称为ｇｌｏｓｓｙ［１１］．化学成分分析表明，突变体的蜡质
总量比野生型要少或者是其化学组成发生了很大程

度的变化［１２］．ＣＥＲ１是第一个从拟南芥中克隆出的
蜡质合成基因［１３］，蜡质成分分析表明 ＣＥＲ１突变体
的烷烃、二级醇和酮含量显著减少，醛含量增加，

ＣＥＲ１基因被推测编码催化醛转化成烷烃的乙醛脱
羧酶［１４１６］．

对于蜡质合成相关基因的功能研究主要集中在

拟南芥和玉米中，水稻蜡质合成相关基因的功能研

究起步较晚．目前，已有３个水稻蜡质合成相关基因
的相关功能研究报道，Ｊｕｎｇ等［１７］从ＴＤＮＡ插入突变
体克隆了第１个水稻蜡质缺陷基因 Ｗｄａ１，Ｗｄａ１主
要在花药的表皮细胞中表达，Ｗｄａ１缺失突变体在花
粉粒和花药壁形态以及蜡质合成方面均发生了改

变．分析Ｗｄａ１缺失突变体的花粉蜡质成分发现，极
长链的脂肪酸、烷烃、烯烃和一级醇严重减少，认为

Ｗｄａ１可能参与长链脂肪酸生物合成的整个过程．而
ＯｓＧＬ１１（ＷＳＬ２）主要影响叶的角质层蜡质覆盖和角
质膜层厚度，ＯｓＧＬ１１（ＷＳＬ２）突变体干旱敏感性提
高［１８１９］，蜡质成分分析表明，ＯｓＧＬ１１（ＷＳＬ２）突变体
中Ｃ２２～Ｃ３２脂肪酸减少，认为ＯｓＧＬ１１（ＷＳＬ２）可能参

与长链脂肪酸的延长［１９］．ＯｓＧＬ１２突变体叶的表面
蜡质覆盖明显减少，而过表达植株叶表面蜡质覆盖

量增加，抗干旱增强，表明角质层蜡质在抗旱中起重

要作用［２０］．Ｗｄａ１、ＯｓＧＬ１２和ＯｓＧＬ１１都属于脂肪醛
脱羧酶（Ｆａｔｔｙａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｃａｒｂｏｎｙｌａｓｅ）基因家族成员，

蜡质合成相关基因ＯｓＣＥＲ４也属于该家族成员，但是
否参与蜡质合成尚不清楚．在水稻基因功能研究中，
基因同源启动子启动的反义 ＲＮＡ转基因相比较组成
型启动子来说是一个更好的基因沉默策略［２１］．本研究
通过构建蜡质合成相关基因ＯｓＣＥＲ４自身启动子启动
的反义ＲＮＡ载体，通过农杆菌介导法转化水稻，并通过
后代遗传分析和Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交确认获得了单位点插入、
表达量下降的转基因植株，为蜡质合成相关基因

ＯｓＣＥＲ４的功能研究打下坚实的基础．

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　粳稻 Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ品种中花１１，
由华南农业大学遗传工程实验室保存．
１．１．２　载体质粒与菌株　克隆测序载体为 ｐＵＣ１８，
购买于 ＴａＫａＲａ公司．双元穿梭载体为 ｐＣＡＭＢＩＡ
１３８０，大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ菌株为 ＤＨ１０Ｂ，农
杆菌Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ菌株为 ＥＨＡ１０５，均由
华南农业大学遗传工程实验室保存．
１．１．３　引物序列　引物序列见表１．

表１　引物序列

Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称 引物序列（５′－３′） 酶切位点

ＯｓＣＥＲ４Ｐｆ ＡＡＡＡＧＧＡＴＣＣＧＧＴＴＴＧＧＡＧＡＴＡＣＡＡＴＣＴＧＴＧ ＢａｍＨⅠ
ＯｓＣＥＲ４Ｐｒ ＡＡＡＡＧＴＣＧＡＣＴＡＧＡＧＧＣＣＡＴＧＡＴＡＧＣＴＡＧＣ ＳａｌⅠ
ＯｓＣＥＲ４Ａｆ ＡＡＡＡＧＴＣＧＡＣＴＴＡＣＣＡＴＣＣＴＣＡＣＣＴＧＧＡＴＣ ＳａｌⅠ
ＯｓＣＥＲ４Ａｒ ＡＡＡＡＡＡＧＣＴＴＡＣＡＡＧＴＣＡＡＧＣＧＡＣＧＡＧＣＴＧ ＨｉｎｄⅢ

１．２　方法
１．２．１　生物信息学分析　以拟南芥 ＣＥＲ１蛋白和
ＣＥＲ１基因 ｃＤＮＡ序列分别在 ＧｅｎＢａｎｋ中对水稻蛋
白和基因进行 ＢＬＡＳＴ检索，相似性分析采用软件
Ｃｌｕｓｔａｌｘ和Ｍｅｇａ４．１等进行．
１．２．２　蜡质合成相关基因ＯｓＣＥＲ４自身启动子驱动
的反义ＲＮＡ载体构建　ＯｓＣＥＲ４自身启动子驱动的
反义 ＲＮＡ载体构建方法参照 Ｌｉ等［２１］．以 ＯｓＣ
ＥＲ４Ｐｆ、ＯｓＣＥＲ４Ｐｒ为引物，以微量抽提的中花 １１
ＤＮＡ为模板扩增 ＡＴＧ起始密码子上游的１９４６ｂｐ
的基因片段，将其连接到克隆测序载体ｐＵＣ１８上．以
ＯｓＣＥＲ４Ａｆ、ＯｓＣＥＲ４Ａｒ为引物，水稻中花 １１幼苗
ＲＮＡ反转录得到的ｃＤＮＡ为模板扩增ＯｓＣＥＲ４ｃＤＮＡ
的６２４ｂｐ基因片段．将 ＯｓＣＥＲ４反义片段连接到启
动子的下游．扩增反应体系为：１０×Ｂｕｆｆｆｅｒ３μＬ，Ｏｓ
ＣＥＲ４Ｐｆ引物 １μＬ，ＯｓＣＥＲ４Ｐｒ引物 １μＬ，ＭｇＳＯ４
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１．２μＬ，ｄＮＴＰ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，Ｔａｑ酶１μＬ，ＤＮＡ模
板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１９．８μＬ．ＰＣＲ扩增程序为：９４℃
５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，６８℃ ２ｍｉｎ，６个循环；
９４℃３０ｓ，６５℃ ３０ｓ，６８℃ ２ｍｉｎ，２７个循环；７２℃

１０ｍｉｎ．ＯｓＣＥＲ４启动子和 ｃＤＮＡ片段均通过测序确
认序列没有碱基突变．然后以ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双
酶切将 ＯｓＣＥＲ４启动子和 ｃＤＮＡ反义片段亚克隆到
ｐＣＡＭＢＩＡ１３８０中．

图１　ＯｓＣＥＲ４反义ＲＮＡ载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３８０：：ＯｓＣＥＲ４Ｐ：：ａｎｔｉＯｓＣＥＲ４ＲＮＡ构建示意图

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＣＡＭＢＩＡ１３８０：：ＯｓＣＥＲ４Ｐ：：ａｎｔｉＯｓＣＥＲ４ＲＮＡｖｅｃｔｏｒ

１．２．３　ＯｓＣＥＲ４反义 ＲＮＡ转化植株的获得　转化
方法参见文献［２２］．
１．２．４　ＯｓＣＥＲ４反义 ＲＮＡ转化植株的鉴定和分析
　取转化苗 Ｔ０代植株进行 ＤＮＡ微量抽提，取适量
ＤＮＡ进行ＨＰＴ基因部分序列的ＰＣＲ扩增，循环参数
为：９４℃４ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，６０℃１ｍｉｎ，７２℃９０ｓ，３５
个循环；７２℃ ７ｍｉｎ．ＰＣＲ产物于１３ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶
电泳检测．剪取 ＰＣＲ扩增阳性植株的 Ｔ１代植株约
２ｃｍ左右的叶片，浸泡于含１００ｍｇ／Ｌ潮霉素和１ｍｇ／Ｌ
６ＢＡ的溶液中，３ｄ后观察叶片的变化情况［２３］．
１．２．５　ＯｓＣＥＲ４反义 ＲＮＡ转化植株的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
分析　取转化苗的叶约０３ｇ，加入１ｍＬ蛋白抽提
液（０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ７５）磨
成匀浆，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取一定量的上清
液进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，进行电转移至 ＮＣ膜上．
用封闭液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．５、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ、ｗ为５％的脱脂奶粉）３７℃封闭膜 １ｈ，将膜取
出加入用含 ｗ为 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７５，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）稀释的一抗（自
制，另文发表）３７℃孵育１ｈ，然后用ＴＴＢＳ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７５、１５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，φ 为 ０１％
Ｔｗｅｅｎ２０）洗膜５次，每次５ｍｉｎ．将膜取出后加入用
ＴＢＳ（含ｗ为５％的脱脂奶粉）稀释的二抗（１∶１００００，
Ｓｉｇｍａ），３７℃孵育１ｈ．接着用ＴＴＢＳ（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，ｐＨ７５、１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，φ为０１％ Ｔｗｅｅｎ２０）
洗膜５次，每次５ｍｉｎ．最后采用ＥＣＬ显影检测．

２　结果与分析
２．１　水稻蜡质合成相关基因ＯｓＣＥＲ４相似性分析

通过 ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／Ｂｌａｓｔｐ．ｃｇｉ）进行蛋白序列相似性比对，
水稻、玉米、拟南芥以及其他植物存在多个与 ＯｓＣ
ＥＲ４同源的基因．选取几个已有研究的拟南芥和玉
米蜡质合成相关基因、水稻的７个蜡质合成相关基
因以及其他植物中与 ＯｓＣＥＲ４有一定相似性的基

因，通过软件 Ｃｌｕｓｔａｌｘ和 Ｍｅｇａ４．１等进行聚类分析，
构建出进化树（图２）．进化树结果表明，位于水稻第２
染色体上的ＯｓＣＥＲ４基因以及位于水稻第１０染色体的
Ｏｓ１０ｇ０４７１１００（Ｗｄａ１），第２染色体的Ｏｓ０２ｇ０６２１３００（Ｏｓ
ＣＥＲ２），第４染色体的Ｏｓ０４ｇ０５１２１００（ＯｓＣＥＲ３）与拟南芥
的ＣＥＲ１、Ａｔ２ｇ３７７００以及大麦、小麦的ＣＥＲ１等属于一
个大 类．而 水 稻 蜡 质 合 成 相 关 基 因 ＯｓＧＬ３
（Ｏｓ０６ｇ０６５３０００）与位于水稻第９染色体的Ｏｓ０９ｇ０４２６８００
（ＯｓＧＬ１１），第２染色体Ｏｓ０２ｇ０１７８８００（ＯｓＧＬ１２）以及玉
米ＧＬ１和拟南芥ＷＡＸ２属于一个大类．

同源蛋白ＩＤ：Ｗｄａ１（ＮＰ＿００１０６４８２６）；ＯｓＣＥＲ２（ＮＰ＿００１０４７４５９）；Ｏｓ

ＣＥＲ３（ＮＰ＿００１０５３２９５）；ＯｓＣＥＲ４（ＮＰ＿００１０４８４９０）；ＯｓＧＬ１１（ＮＰ＿

００１０６３２２７）；ＯｓＧＬ１２（ＮＰ＿００１０４６０８０）；ＯｓＧＬ３（ＮＰ＿００１０５８２３７）；

ＺｍＧＬ１（ＮＰ＿００１１０５２４７）；ＡｔＣＥＲ１（ＮＰ＿９７３７４２）；Ａｔ２ｇ３７７００（ＮＰ＿

１８１３０６）；ＡｔＣＥＲ１（ＮＰ＿１７１７２３）；ＲｃＳＤ（ＸＰ＿００２５２６５１２）；ＰｂＳＤ

（ＺＰ＿０１０１７５９６）；ＡｒｄＣＥＲ１（ＡＢＦ５１０１１）；ＡｒｄｐＣＥＲ１（ＡＢＧ４７４２０）；

ＴｒａＴＣＥＲ１（ＡＣＡ１４３５３）．

图２　ＯｓＣＥＲ４的聚类分析
Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＯｓＣＥＲ４

２．２　ＯｓＣＥＲ４反义ＲＮＡ载体构建
以ｐＵＣ１８为克隆载体，ｐＣＡＭＢＩＡ１３８０为表达载

体，分别从中花１１的基因组和 ｃＤＮＡ中扩增１９４６
ｂｐ的ＯｓＣＥＲ４启动子和６２４ｂｐ的 ＯｓＣＥＲ４ｃＤＮＡ片
段．结果表明，扩增的启动子和反义片段如预期大小
（图３ａ、３ｂ）．将扩增的启动子和反义片段回收后，先
后克隆到 ｐＵＣ１８载体中，测序正确后，再亚克隆到
ｐＣＡＭＢＩＡ１３８０双元表达载体，酶切电泳结果表明，成
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功地构建了ＯｓＣＥＲ４反义ＲＮＡ载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３８０：：
ＯｓＣＥＲ４Ｐ：：ａｎｔｉＲＮＡ（图３ｃ）．
２．３　ＯｓＣＥＲ４反义ＲＮＡ转化植株的获得

取中花１１成熟种子灭菌后接于诱导培养基，由胚
诱导而来的愈伤组织经过３～４次继代培养后产生淡
黄色致密颗粒的胚性愈伤组织．挑取生长状态良好的
胚性愈伤组织用于农杆菌浸染，浸染时间为２０ｍｉｎ，多
余的菌液尽量以灭菌的滤纸吸干，农杆菌和愈伤组织

在２６℃黑暗条件下，共培养２～３ｄ，将共培养后的愈
伤组织干燥２～３ｄ后转接至含潮霉素５０ｍｇ／Ｌ的筛
选培养基上，每２周继代１次，连续筛选２次．生长良
好的抗性愈伤组织接入预分化培养基，约１５ｄ左右将
出现绿点的愈伤组织转入分化培养基，待长出小苗后

再接入生根壮苗培养基，待小植株根系发育健全时取

出，洗净培养基，炼苗２～３ｄ后移栽于室外．农杆菌介
导的转化方法共获得２１个转化株系（图４）．

１：目的片段；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；ａ：ＯｓＣＥＲ４Ｐ启动子片段的扩增；ｂ：ＯｓＣＥＲ４反义片段的扩增；ｃ：反义ＲＮＡ载体ＣＥＲ４Ｐ：：ａｎｔｉＲＮＡ的酶切鉴定．

图３　ＯｓＣＥＲ４反义ＲＮＡ载体的构建
Ｆｉｇ．３　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡｖｅｃｔｏｒｐＣＡＭＢＩＡ１３８０：：ＯｓＣＥＲ４Ｐ：：ａｎｔｉＲＮＡ

ａ：愈伤组织继代；ｂ：抗性愈伤组织筛选；ｃ：抗性愈伤预分化；ｄ：抗性愈伤分化．

图４　中花１１愈伤组织及农杆菌浸染后各阶段生长情况
Ｆｉｇ．４　ＳｕｂｃｕｌｔｕｒｅｃａｌｌｉｏｆＺｈｏｎｇｈｕａ１１ａｎｄｉｎｆｅｃｔｅｄｃａｌｌｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ

２．４　转化植株的鉴定及后代遗传分析
通过ＰＣＲ对转化苗阳性植株进行鉴定，结果表

明，获得的转化植株多数为阳性（图 ５）．通过以含
１００ｍｇ／Ｌ潮霉素的水溶液对转基因植株 Ｔ１代植株
叶片进行浸泡，可以筛选后代阳性植株，同时也可对

后代的分离情况进行分析．结果表明，此方法简单可
行（图６），分析结果与ＰＣＲ结果一致（图略），基本符
合３∶１的分离比（表２），也说明此方法筛选后代阳性
植株可行．

１～１２：转化植株；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ．

图５　ＯｓＣＥＲ４反义ＲＮＡ转化植株 Ｔ０代的潮霉素抗性基因
ＨＰＴ扩增

Ｆｉｇ．５　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨＰＴｉｎＯｓＣＥＲ４ａｎｔｉＲＮＡｔｒａｎｓ
ｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

２．５　ＯｓＣＥＲ４反义 ＲＮＡ转化植株 Ｗｅｓｔｈｅｒｎｂｌｏｔ
分析

　　以自制的 ＯｓＣＥＲ４抗体［２４］对 ＯｓＣＥＲ４反义 ＲＮＡ
转化植株进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，结果表明，反义ＲＮＡ
转化植株中ＯｓＣＥＲ４在蛋白水平上明显下降（图７），
说明转ＯｓＣＥＲ４反义片段导致内源基因表达下调，从
而为ＯｓＣＥＲ４功能的进一步分析研究打下基础．

ａ：潮霉素浸泡３ｄ的叶；ｂ：浸泡结果（１：阳性植株；２、３：阴性植株；４：
对照）．

图６　ＯｓＣＥＲ４反义ＲＮＡ转化植株Ｔ１代叶的潮霉素浸泡

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｉｍｍｅｒｓｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆＯｓＣＥＲ４ａｎｔｉＲＮＡＴ１ｇｅｎｅｒａ
ｔｉｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｂｙ１００ｍｇ／ＬＨｙｇ
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表２　ＯｓＣＥＲ４反义ＲＮＡ转化植株Ｔ１代分离情况
１）

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｓｉｔｕａｔｉｏｎｏｆＯｓＣＥＲ４ａｎｔｉＲＮＡＴ１
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

转化植株编号 检测的植株数量 阳性植株数 阴性植株数 ２

２１ １６ １２ ４ ０．８３３３
３４ ２２ １６ ６ ０
５３ ２０ １４ ６ ０．０６６６
６１ １５ ９ ６ １．０８８８
７３ １５ １０ ５ ０．２０００
８３ １６ １３ ３ ０．０８３３
２１１ １７ １４ ３ ０．１７６４

　１）２００５＝３８４．

１：中花１１；２～６：ＯｓＣＥＲ４反义ＲＮＡ转化植株．

图７　ＯｓＣＥＲ４反义ＲＮＡ转化植株 Ｔ１代幼苗的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
分析

Ｆｉｇ．７　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆＯｓＣＥＲ４ａｎｔｉＲＮＡＴ１ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｔｒａｎｓ
ｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

３　讨论
角质层蜡质在植物抵抗各种生物和非生物胁迫

中起着非常重要的作用，如防止水分的非气孔性丢

失［４］，抵抗病菌入侵和防止草食性昆虫吞食［５７］，抵

抗紫外辐射和霜冻等［８］．抵抗各种生物和非生物胁
迫的角质层蜡质基因研究为改良作物抗性提供了新

的途径．近年来，人们正在研究利用蜡质相关基因提
高作物产量和抗旱性．将蜡质合成相关的转录因子
ＷＸＰ１转入苜蓿中，转基因植株叶的单位面积蜡质含
量增加，抗旱性提高［２５］．ＷＸＰ１及 ＷＸＰ２转化拟南芥
同样提高了其蜡质含量和抗水分胁迫的能力［２６］．同
时，角质层蜡质在介导花粉 －柱头之间的信号识别
以及影响花粉育性方面也发挥着重要作用．

ＣＥＲ１是第１个从拟南芥中克隆出的蜡质合成
基因．ＣＥＲ１基因主要在茎、花和果实中表达，并与花
粉育性密切相关［１５］．而过表达拟南芥 ＣＥＲ１基因可
以提高植物的抗逆性［２７］．水稻是重要的禾谷类作物，
也是功能基因组研究的模式植物，但有关蜡质合成

的基因研究报道较少．我们以拟南芥 ＣＥＲ１蛋白和
ＣＥＲ１基因 ｃＤＮＡ序列分别在 ＧｅｎＢａｎｋ中对水稻蛋
白和基因进行 ＢＬＡＳＴ检索，发现在水稻中主要有７
个与蜡质合成密切相关的基因 ＯｓＣＥＲ１／Ｗｄａ１、ＯｓＣ
ＥＲ２、ＯｓＣＥＲ３、ＯｓＣＥＲ４、ＯｓＧＬ１／ＯｓＧＬ１１、ＯｓＧＬ２／Ｏｓ
ＧＬ１２和 ＯｓＧＬ３，基因编码分别为 Ｏｓ１０ｇ０４７１１００、
Ｏｓ０２ｇ０６２１３００、Ｏｓ０４ｇ０５１２１００、Ｏｓ０２ｇ０８１４２００、Ｏｓ０９ｇ０
４２６８００、Ｏｓ０２ｇ０１７８８００和 Ｏｓ０６ｇ０６５３０００．其中，ＯｓＣ

ＥＲ１／Ｗｄａ１、ＯｓＣＥＲ２、ＯｓＣＥＲ３和 ＯｓＣＥＲ４与拟南芥的
ＣＥＲ１相似性较高，而ＯｓＧＬ１／ＯｓＧＬ１１、ＯｓＧＬ２／ＯｓＧＬ１
２和ＯｓＧＬ３与玉米 ＧＬ１相似性较高．Ｊｕｎｇ等［１７］首先

报道了在水稻中利用ＴＤＮＡ插入突变体克隆了一个
花药蜡质缺陷基因 Ｗｄａ１，Ｗｄａ１缺失突变体在花粉
粒和花药壁形态以及蜡质合成方面均发生了改变．
Ｑｉｎ等［１８］以及 Ｍａｏ等［１９］发现 ＯｓＧＬ１１突变体的角
质层蜡质减少，对干旱敏感．Ｉｓｌａｍ等［２０］通过蜡质合

成相关基因 ＯｓＧＬ１２的过表达发现，蜡质的积累可
增强水稻对干旱的抗性．ＯｓＣＥＲ４属于脂肪酸羟化酶
超家族成员，该家族成员与胆固醇的生物合成和植

物角质层蜡质的生物合成相关［１５］，但 ＯｓＣＥＲ４是否
参与了表面蜡质合成尚不清楚．

本研究构建了蜡质合成相关基因 ＯｓＣＥＲ４自身
启动子启动的反义ＲＮＡ载体，通过农杆菌介导法转
化水稻，并通过后代遗传分析和Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交确认获
得了单位点插入、表达下降的转基因植株，为蜡质合

成相关基因ＯｓＣＥＲ４的功能研究打下坚实的基础．
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