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(54)发明名称

水稻基因OsHsp40及其在制备具有非生物胁

迫抗性转基因植物中的用途

(57)摘要

本发明属于基因工程技术领域，具体涉及一

种来源于水稻植物的基因及其在提高植物非生

物胁迫抗性的应用。本发明公开了一种用于制备

具有非生物胁迫抗性转基因植物的水稻基因

OsHsp40，其核酸序列如SEQ  ID  NO.1所示，并进

一步公开将含有该编码核酸的多核苷酸的分离

的DNA分子连接至植物中组成启动子，其编码氨

基酸序列如SEQ  ID  NO .2所示，以及该水稻基因

OsHsp40在制备具有非生物胁迫抗性转基因植物

中的用途。本发明OsHsp40基因在植物抗高温和

抗旱方面具有明显的作用，因此可将本发明所述

基因与植物中过表达启动子结合后导入合适的

表达载体并转化植物宿主，提高植物抗非生物逆

境的能力。
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1.一种用于制备具有非生物胁迫抗性转基因植物的水稻基因OsHsp40，其特征在于，所

述水稻基因OsHsp40的核酸序列如SEQ  ID  NO.1所示。

2.权利要求1所述的用于制备具有非生物胁迫抗性转基因植物的水稻基因OsHsp40编

码的蛋白，其特征在于，其编码氨基酸序列如SEQ  ID  NO .2所示，或编码氨基酸序列与SEQ 

ID  NO.2中从1-268序列长度有至少70％、80％、90％或95％的同一性。

3.一种含有权利要求1所述水稻基因OsHsp40的重组载体。

4.一种生产具有非生物胁迫抗性转基因植物的方法，其特征在于，包括以下步骤：

1)将水稻基因OsHsp40可操作地连接于植物表达调控序列，形成植物表达载体，所述水

稻基因OsHsp40的核酸序列如SEQ  ID  NO.1所示；

2)将步骤1)所得的植物表达载体转入植物细胞；

3)经筛选获得的转化细胞，再生为植物及其后代。

5.如权利要求4所述的方法，其特征在于，所述植物包括植物细胞、植物组织或植物种

子。

6.如权利要求5所述的方法，其特征在于，所述植物选自水稻、玉米、小麦、大麦、黍、高

粱中的任意一种。

7.一种非生物胁迫诱导的植物表达启动子，其特征在于，通过具有如SEQ  ID  NO.2所示

编码氨基酸序列的DNA分子连接至植物中组成植物表达单元，其中核酸能在非生物逆境胁

迫下过量表达OsHsp40基因。

8.权利要求1所述水稻基因OsHsp40在制备具有非生物胁迫抗性转基因植物方面的用

途。
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水稻基因OsHsp40及其在制备具有非生物胁迫抗性转基因植

物中的用途

技术领域

[0001] 本发明涉及基因工程技术领域，具体涉及一种来源于水稻植物的基因及其在提高

植物的非生物胁迫抗性中的应用。

背景技术

[0002] 我国是一个农业大国，农作物丰产稳产对保证我国粮食安全具有重要意义。但我

国是一个自然灾害频发的国家，地域辽阔，每年从南到北不同地区均会发生各种自然气候

灾害。农作物在生长过程中如果遭遇严重的自然灾害，如干旱、高低温、盐碱、重金属污染和

滞涝等，常造成大面积减产。为了实现长期的粮食安全和可持续发展，深入了解植物非生物

胁迫生物学是农业科学技术研究的重要目标之一。植物在长期的进化过程中产生了各种应

对非生物逆境的机制。水稻栽培历史上既存在水田栽培，也存在旱地播种种植，在人类长期

驯化过程中，积累了优良的抗非生物逆境基因，利用这些抗逆基因对农作物进行基因工程

改造，也是一种有效的获得抗逆农作物新品种的育种手段。

[0003] 科学研究发现，为抵抗恶劣的环境变化，生物体细胞内能产生大量维持细胞稳定

的蛋白，其中热激蛋白(HSP)是其中重要的成员。HSP具有分子伴侣的功能，结构保守，通过

辅助蛋白质的折叠、组装、易位和降解，来维持蛋白质和细胞膜的稳定，保护生物正常生长

具有积极作用。植物中具有的HSP种类丰富且多样化，在不同胁迫条件下，HSPs能帮助故障

蛋白质重新折叠，恢复正常的蛋白质构象并维持细胞稳态，对保护植物在恶劣环境下生存

具有重要的作用(李广隆等，植物热激蛋白响应非生物胁迫研究进展。广东农业科学，2019，

46(3)：24-30)。HSPs有不同的分类方式，根据其分子量大小主要分为Hsp100、Hsp90、Hsp70、

Hsp60、小热激蛋白(sHsps，12-40kDa)[栗振义等.植物热激蛋白研究进展.生物技术通报，

2016，32(2)：7-13]。Hsp60-100的蛋白功能研究相对较多。Hsp60和Hsp90是需要ATP参与的

分子伴侣蛋白，对植物抵抗干旱和盐等胁迫引起的活性氧胁迫具有重要作用，缺失该类蛋

白对植物的生长发育产生一定影响[李广隆等，植物热激蛋白响应非生物胁迫研究进展。广

东农业科学，2019，46(3):24-30]。Hsp70家族成员保守性强，部分成员是组成型表达的，这

些成员参与辅助多肽的折叠和前体蛋白的运转，引导溶酶体或蛋白酶来促进不稳定蛋白的

降解。已有研究发现Hsp70基因的过表达与植物有较强的耐热性呈正相关，并能提高植物对

盐、水和高温胁迫的耐受性[李广隆等，植物热激蛋白响应非生物胁迫研究进展。广东农业

科学，2019，46(3)：24-30]。Hsp100与其它Hsp蛋白功能不同，能溶解聚集的蛋白质，并在

Hsp70系统的辅助下释放，清除因错误折叠、变性或聚集引起的有害多肽，在蛋白质分解和

维持细胞动态平衡过程中发挥重要作用[   S  et  al.Hsp70  displaces  small 

heat  shock  proteins  from  aggregates  to  initiate  protein  refolding .Embo 

Journal,2017,36(6):783-796.]。小热激蛋白是一类低分子量的热激蛋白，高等植物中含

有多达20～40种sHsps，在序列相似性、细胞定位和生物学功能方面比其他Hsps家族更加多

样化，尽管sHsps研究相对较少，但被认为参与了植物热、冷、干旱、盐和氧化胁迫等逆境反
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应[MogkA  et  al.Cellular  handling  ofprotein  aggregates  by  disaggregationmachi

nes.Molecular  Cell,2018,69(2):214-226]。

[0004] 小热激蛋白常与Hsp70或Hsp100等伴侣一起,结合非折叠蛋白,从而阻止非折叠蛋

白的不可逆聚合,使其在特定条件下正确折叠和行使细胞功能。根据蛋白质分子量和胞内

定位等特性,被子植物中的sHSPs也可以分为多种。在分子量40左右的蛋白，常命名为

Hsp40，但其氨基酸序列和定位常相差很大。例如水稻中发现并命名为OsHsp40的蛋白，则是

包含3个TPR重复和STI1结构域，该基因的缺失突变体表现出对盐胁迫及其敏感[Wang  et 

al ,Expression  and  function  analysis  ofa  rice  OsHsp40  gene  under  salt 

stress .Genes&Genomics ,2019 ,41:175-182]。同时人们也发现一种包含DnaJ结构域的

Hsp40蛋白，常与Hsp70蛋白一起，扮演重要的分子伴侣功能[Qiu  et  al ,The  diversity 

ofthe  DnaJ/Hsp40family,the  crucial  partners  for  Hsp70  chaperones.Cellular  and 

molecular  life  sciences,2006,63(22):2560-2570]。DnaJ/Hsp40是法基尼化靶向蛋白，

法基尼化拟南芥Hsp40蛋白有利于促进转录因子SPL7的活性，从而控制组织大小、ABA信号

和抗旱能力[Barghetti  A  et  al.Heat-shock  protein  40is  the  key  farnesylation 

target  in  meristem  size  control ,abscisic  acid  signaling ,and  drought 

resistance  GENES&DEVELOPMENT,2019,31:2282-2295]。DnaJ/Hsp40在细胞内的定位也多

样化，如定位于线粒体，通过调节油菜素内酯信号来参与环境胁迫抗性[Bekh-Ochir  D,et 

al.A  novel  mitochondrial  DnaJ/Hsp40  family  protein  BIL2promotes  plant  growth 

and  resistance  against  environmental  stress  in  brassinosteroid 

signaling.Planta  2013,237:1509-1525]。也发现有定位于细胞核中，如大豆来源的Hsp40

超表达造成过敏性细胞死亡[Liu  J  et  al ,Overexpression  of  a  soybean  nuclear 

localized  type-III  DnaJ  domain-containing  HSP40  reveals  its  roles  in  cell 

death  and  disease  resistance.Plant  J.2013,74(1):110-121]。番茄中发现DnaJ类的

Hsp40定位于叶绿体，与SANT酶互作参与番茄的耐热抗性[Wang  X ,et  al .SlSNAT 

interacts  with  Hsp40,a  molecular  chaperone,to  regulate  melatonin  biosynthesis 

and  promote  thermotolerance  in  tomato.Plant  Cell  Physiol.2020；61(5):909-921]。

但从已发表的文章来看，该类蛋白功能的研究多为拟南芥等双子叶植物，禾本科尤其是重

要粮食作物水稻中，DnaJ/Hsp40类蛋白在逆境胁迫中扮演的角色还不清晰，其在逆境中发

挥作用的机制还鲜有报道，在重要粮食作物中克隆和研究该类蛋白，寻找更高效抗非生物

逆境基因应用于我国最重要的粮食作物水稻仍具有重要意义。

发明内容

[0005] 本发明是基于一部分来源于水稻的OsHsp40基因有利于提高植物抗旱、耐高温等

非生物胁迫的发现。从某种方面来说，本发明提供了基因工程植物超表达OsHsp40基因增强

对非生物胁迫的抗性和构建基因工程植物方法，以拓展当前植物生物技术中的可应用于提

高植物抗非生物胁迫能力的基因，获得新型转基因抗逆植物品种。

[0006] 为解决上述技术问题，本发明的第一方面，提供一种用于制备具有非生物胁迫抗

性转基因植物的水稻基因OsHsp40，其核酸序列如SEQ  ID  NO.1所示。

[0007] 另一方面，本发明提供一种用于制备具有非生物胁迫抗性转基因植物的水稻基因
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OsHsp40编码的蛋白，其编码氨基酸序列如SEQ  ID  NO.2所示，或编码氨基酸序列与SEQ  ID 

NO.2中从1-268序列长度有至少70％、80％、90％或95％的同一性。

[0008] 另一方面，本发明提供一种含有上述水稻基因OsHsp40的重组载体。

[0009] 另一方面，本发明还提供一种生产具有非生物胁迫抗性转基因植物的方法，具体

包括以下步骤：

[0010] 1)将水稻基因OsHsp40可操作地连接于植物表达调控序列，形成植物表达载体，所

述水稻基因OsHsp40的核酸序列如SEQ  ID  NO.1所示；

[0011] 2)将步骤1)所得的植物表达载体转入植物细胞；

[0012] 3)经筛选获得的转化细胞，再生为植物及其后代。

[0013] 所述植物包括植物细胞、植物组织或植物种子。优选的，所述植物选自水稻、玉米、

小麦、大麦、黍、高粱等单子叶植株中任意一种。

[0014] 另一方面，本发明提供上述水稻基因OsHsp40在制备具有非生物胁迫抗性转基因

植物方面的用途。

[0015] 另一方面，本发明还提供一种含有编码核酸的多核苷酸的分离的DNA分子在制备

具有非生物胁迫抗性转基因植物品种中的用途，其特征在于：

[0016] (a)其编码氨基酸序列如SEQ  ID  NO.2所示；或

[0017] (b)其编码氨基酸序列与SEQ  ID  NO.2中从1-268序列长度有至少70％、80％、90％

或95％的同一性；或

[0018] (c)其多核苷酸序列为编码OsHsp40蛋白的多核苷酸。

[0019] 另一方面，本发明还提供一种非生物胁迫诱导的植物表达启动子，通过具有如SEQ 

ID  NO.2所示编码氨基酸序列的DNA分子连接至植物中组成植物表达单元，其中核酸能在非

生物逆境胁迫下过量表达OsHsp40基因。

[0020] 进一步的，所述植物表达启动子的编码氨基酸序列与SEQ  ID  NO.2中从1-268序列

长度有至少70％、80％、90％或95％的同一性。优选90％以上的同一性。

[0021] 另一方面，本发明公开一种植物包含重组核酸含有启动子可操作地连接至编码

OsHsp40的多核苷酸，其编码氨基酸序列与SEQ  ID  NO .2中从1-268序列长度有至少70％、

80％、90％或95％的同一性。

[0022] 另一方面，本发明公开了一种生产具有非生物胁迫抗性转基因植物的方法，所述

方法包含向植物导入核苷酸序列，该核苷酸序列含有启动子操作连接至编码OsHsp40的多

核苷酸，其中所述编码氨基酸序列与SEQ  ID  NO .2中从1-268序列长度有至少70％、80％、

90％或95％的同一性。

[0023] 本发明筛选并鉴定了一种新的水稻基因OsHsp40，在抗高温、抗旱等非生物胁迫抗

性方面具有明显的作用，因此可将本发明基因与植物中过表达启动子结合后导入合适的表

达载体并转化植物宿主，提高植物抗非生物逆境的能力。

附图说明

[0024] 图1是水稻基因OsHsp40的蛋白结构图。采用SMART软件(http://smart .embl-

heidelberg .de/smart/)对SEQ  ID  NO .2蛋白序列进行蛋白结构分析，预测位点75-132为

DnaJ结构域，如图中方形按钮标示。图中用小方框标示为低复杂性结构域。
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[0025] 图2为表达载体pUB06-OsHsp40示意图。

[0026] 图3为OsHsp40基因编辑载体示意图。

[0027] 图4是转基因水稻叶片中OsHsp40基因相对表达量水平图。其中横轴的编号OE1-

OE11表示不同转OsHsp40基因水稻株系，CK为非转基因对照；纵轴表示转基因株系OsHsp40

基因与参照基因actin1表达量比值。

[0028] 图5是OsHsp40基因编辑单株在编辑位点序列比对图。其中KO表示基因编辑后突变

单株，WT表示野生型植株。

[0029] 图6为苗期转OsHsp40基因水稻高温胁迫处理试验结果图。其中a，高温处理前、后

和恢复生长时期植株生长状况；b，恢复生长7天后单株鲜重；c，恢复生长7天后成活率。WT表

示非转基因野生型水稻；OE表示转OsHsp40基因水稻株系，KO表示OsHsp40基因敲除突变株

系。

[0030] 图7为苗期转OsHsp40基因水稻抗旱处理试验结果图。WT表示非转基因野生型水

稻；OE表示转OsHsp40基因水稻株系，KO表示OsHsp40基因敲除突变株系。

[0031] 图8为成株期转超表达OsHsp40基因水稻干旱处理试验结果图。水稻成熟后取穗统

计结实率、分蘖和产量等性状。WT表示非转基因野生型水稻；OE表示转超表达OsHsp40基因

水稻株系。**表示OE单株与WT显著性差异分析P<0.01。

具体实施方式

[0032] 在本文中，术语“分离的”、“纯化的”DNA是指，该DNA或片段已从天然状态下位于其

两侧的序列中分离出来，还指该DNA或片段已经与天然状态下伴随核酸的组分分开，而且已

经与在细胞中伴随其蛋白质分开。

[0033] 本发明还包括能编码具有OsHsp40相同功能的蛋白的SEQ  ID  NO.1中开放阅读框

序列的变异形式。这些变异形式包括(但并不限于)：若干个(通常为1-90个，较佳地1-60个，

更佳地1-20个，最佳地1-10个)核苷酸的缺失、插入和/或取代，以及在5和/或3端添加数个

(通常为60个以内，较佳地为30个以内，更佳地为10个以内，最佳地为5个以内)核苷酸。

[0034] 在本发明中，还包括具有与OsHsp40相同功能的、SEQ  ID  NO.2序列的变异形式。这

些变异形式包括(但并不限于)：若干个(通常为1-50个，较佳地1-30个，更佳地1-20个，最佳

地1-10个)氨基酸的缺失、插入和/或取代，以及在C末端和/或N末端添加一个或数个(通常

为20个以内，较佳地为10个以内，更佳地为5个以内)氨基酸。例如，在本领域中，用性能相近

或相似的氨基酸进行取代时，通常不会改变蛋白质的功能。又比如，在C末端和/或N末端添

加一个或数个氨基酸通常也不会改变蛋白质的功能。

[0035] 蛋白的同源性百分比由GAP(Needleman和Wunsh,1970)分析(GCG程序)确定，其中

参数gap  creationpenalty＝5，gap  extension  penalty＝0.3。被分析的序列长度至少为

15个氨基酸时，GAP分析就在参与测试的两个序列的至少为15个氨基酸的区域进行测试。更

优选地，被分析的序列长度至少为50个氨基酸时，GAP分析就在参与测试的两个序列的至少

为50个氨基酸的区域进行测试。更优选地，被分析的序列长度至少为100个氨基酸时，GAP分

析就在参与测试的两个序列的至少为100个氨基酸的区域进行测试。更优选地，被分析的序

列长度至少为250个氨基酸时，GAP分析就在参与测试的两个序列的至少为250个氨基酸的

区域进行测试。甚至更优选地，被分析的序列长度至少为500个氨基酸时，GAP分析就在参与
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测试的两个序列的至少为500个氨基酸的区域进行测试。

[0036] 通过本领域已知的方法可以分离和纯化多核苷酸(DNA或RNA)、载体、转化体和生

物体。

[0037] 本发明所分离出的多核苷酸，包括但不限于：SEQ  ID  NO.1编码OsHsp40基因的核

苷酸序列；或者该核苷酸序列能与SEQ  ID  NO.1核苷酸序列杂交；或者其功能相当于SEQ  ID 

NO.1所示序列的亚片段。

[0038] 可以采用已经克隆的OsHsp40基因作为探针，从cDNA和基因组文库中筛选得到本

发明的基因或同源基因，也可以直接采用基因合成的方法合成。同样也可以采用PCR

(polymerase  chain  reaction)技术，从基因组、cDNA中扩增得到本方面的OsHsp40基因以

及任何一段DNA或其同源的一段DNA。

[0039] 用于本发明的载体可以是如噬菌体、质粒、粘粒、微型染色体、病毒或逆转录病毒

载体。可用于克隆和/或表达本发明的多核苷酸的载体是能在需复制和/或表达多核苷酸的

宿主细胞中复制和/或表达多核苷酸的载体。一般说来，携带本发明的核酸序列的重组表达

载体可以使用Ti质粒、植物病毒载体，直接DNA转化、微注射、电穿孔等常规生物技术方法导

入植物细胞(Weissbach ,1998 ,Method  for  Plant  Molecular  Biology  VIII ,Academy 

Press,New  York,pp.411-463；Geiserson  and  Corey,1998,PlantMolecularBiology(2nd 

Edition)。

[0040] 已开发出多种方法用于经由互补的粘性末端使多核苷酸与载体可操作相连。例

如，可在欲插入载体DNA内的DNA区段添加互补的同聚体序列片段。然后通过互补同聚体尾

之间的氢键连接载体和DNA区段以形成重组DNA分子。

[0041] 含有一或多种限制性位点的合成接头提供了另一种连接DNA区段与载体的方法。

用噬菌体T4  DNA聚合酶或大肠杆菌DNA聚合酶I处理通过内切核酸酶限制性消化产生的DNA

区段，所述的两种聚合酶用其3',5’-核酸外切活性除去突出的γ-单链末端，并用其聚合活

性补平3’-凹端。因此，这些活性的联合产生了平端DNA区段，然后在能催化平端DNA分子连

接的酶，如噬菌体T4  DNA连接酶的存在下将平端区段与摩尔过量的接头分子一起保温。因

此，反应产物是末端携有聚合接头序列的DNA区段，然后用适当的限制性酶裂解这些DNA区

段，并连接至已用酶裂解的表达载体中，所述酶能产生与所述DNA区段相容的末端。从多个

商家可以买到含有多个限制性内切核酸酶位点的合成接头。

[0042] 其它新发展的技术利用同源重组方法，将携带有特定序列接头或同源序列接头的

多核苷酸与载体进行同源重组，将欲插入载体DNA内的DNA区段与同样携带有特定序列或同

源序列的载体通过重组酶的作用形成重组DNA分子。

[0043] 多核苷酸插入物应该可操作地连接于同表达多核苷酸的宿主细胞相容的适当启

动子上，启动子可以是强启动子和/或诱导型启动子。在植物中常用的强启动子有烟草花叶

病毒CaMV35S启动子、玉米或水稻泛素Ubiquitin启动子等适当启动子是本领域技术人员已

知的。表达重组载体进一步含有转录起始、终止位点，并在转录区含有用于翻译的核糖体结

合位点。重组载体表达的转录物的编码部分可包括位于起点处的翻译起始密码子和适当地

位于被翻译多肽的末端的终止密码子(UAA,UGA或UAG)。

[0044] 如上所述，表达载体可包括至少一个选择标记。所述标记包括编码抗生素的抗性

基因，例如：新霉素磷酸转移酶(Neomycinphosphotransferase)基因nptⅡ、潮霉素磷酸转
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移酶(Hygromycin  phosphotransferase)基因hpt和二氢叶酸还原酶(Dihydrofolate 

reductase)基因dhfr；另一类是编码除草剂抗性基因，例如，草丁膦乙酰转移酶

(Phosphinothricin  acetyltransferase)基因bar、5-烯醇丙酮酰草酸-3-磷酸合成酶(5-

Enoylpyruvate  shikimatr-3-phosphate)基因epsps。适当宿主的代表性例子包括但不限

于：原生质体细胞和植物细胞。上述宿主细胞的适当培养基和培养条件是本领域已知的。

[0045] 目的基因或目的多核苷酸的转化方法：一类是载体介导的转化方法，即将目的基

因插入到农杆菌的质粒或病毒的DNA等载体分子上，随着载体DNA的转移而将目的基因导入

到植物基因组中；农杆菌介导和病毒介导法就属于这种方法。第二类为基因直接导入法，是

指通过物理或化学的方法直接将外源目的基因导入植物的基因组中。物理方法包括基因枪

转化法、电激转化法、超声波法、显微注射法和激光微束法等；化学方法有PEG介导转化方法

和脂质体法等。第三类为种质系统法，这包括花粉管通道法、生殖细胞浸染法、胚囊和子房

注射法等。

[0046] 本发明中，使用的术语“转化体”(transformant)，即带有异源DNA分子的宿主细胞

或生物体。

[0047] 本发明还包括含有本发明的核苷酸序列的宿主细胞，所述核苷酸序列经本领域已

知的技术与一或多种异源控制区(如启动子和/或增强子)可操作相连。可以选择能调节插

入的基因序列的表达，或能按照所需的特殊方式修饰和加工基因产物的宿主菌株。在某些

诱导物的存在下，某些启动子启动的表达会升高。

[0048] 通过众所周知的技术可以鉴定出被成功转化的细胞，即含有本发明所述核苷酸序

列的重组载体的细胞或生物体。

[0049] 以下结合具体实施例，进一步阐明本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本发明

而不用于限制本发明的范围。下列实施例中未注明具体条件的实验方法，通常按照常规条

件，或按照制造厂商所建议的条件。

[0050] 实施例1：分离克隆OsHsp40基因

[0051] 户外挖取生长旺盛的水稻，采用TRIzol试剂(GIBCO  BRL,USA)抽提水稻总RNA。利

用反 转 录 酶 M L V ( T i a n g e n ，C h i n a ) 将 其 反 转 录 成 c D N A 。用 引物 F ( 5’-

ATGGCGCTGCAGCTTCAGGCC-3’)和引物R(5’-GCTGAGCCCAAGTTCC  TTCTTCAG-3’)，扩增出基因

的全长编码cDNA(810bp)。PCR反应条件为：94℃预变性3min；94℃30sec，60℃30sec，72℃

60sec共35个循环；72℃延伸5min。将扩增获得的PCR产物连入pGEM-T载体(Promega ,USA) ,

筛选阳性克隆并测序，获得OsHsp40基因的cDNA序列(SEQ  ID  NO.1)。OsHsp40推测的蛋白序

列进行同源基因的比对分析，发现该基因编码蛋白为包含DnaJ  domain的家族蛋白，在第

75-132氨基酸为保守的DNAJ区域(见图1)。

[0052] 实施例2：OsHsp40基因超表达载体和Crispr/Cas9敲除载体的构建和遗传转化

[0053] 1)含目的基因表达载体的构建：

[0054] 根据OsHsp40基因的全长序列(SEQ  ID  NO .1)，设计扩增出完整编码阅读框的引

物，并在上游引物和下游引物上分别添加接头引物，以便构建表达载体。以实施例1中获得

的扩增产物为模板，经高保真扩增酶pfu酶(Tiangen，China)进行PCR扩增后，将添加有接头

的OsHsp40基因cDNA片段与植物表达载体载体pUB06进行重组反应，构成了一个在玉米泛素

启动子驱动下表达的植物表达单元(见图2)，转化农杆菌EHA105，最后进行水稻愈伤组织转
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化实验。

[0055] 2)靶基因编辑表达载体的构建：

[0056] 对于利用Crispr/Cas9系统进行基因编辑的OsHsp40载体的构建，根据OsHsp40的

基因组信息，结合CRISPR-P  2.0(http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/)设计靶点。对目

的基因组DNA进行sgRNA的选择，主要根据脱靶效率低、特异性好、位于外显子。最终将

sgRNA：5’-tattattcgtccaggacatacgg-3’作为靶点，然后参照已发表的Crispr/Cas9基因编

辑系统提供的方法进行基因编辑载体的构建。该系统中包含两个载体pYLsgRNA-OsU6a/

LacZ和pYLCRISPR/Cas9Pubi-H，前者主要用于构建U6启动子和sgRNA表达盒，通过Overlap 

PCR将U6启动子和sgRNA盒融合在一起；后者载体主要为植物表达用，利用BsaI酶切线性化

该植物表达载体，然后通过Exnase  II重组酶，将U6启动子和sgRNA表达盒重组整合到含有

Cas9蛋白的pYLCRISPR/Cas9Pubi-H编辑载体中，具体操作流程详见参考文献(Ma  X,Zhang 

Q,Zhu  Q,Liu  W,ChenY,Qiu  R,Wang  B,Yang  Z,Li  H,LinY,XieY,Shen  R,Chen  S,Wang  Z,

ChenY ,LiuY .Arobust  CRISPR/Cas9  system  for  convenient ,high-efficiency 

multiplex  genome  editing  in  monocot  and  dicot  plants .Mol  Plant ,2015 ,8(8):

1274–1284.)。最后载体构建结果如图3所示。构建好的质粒转化农杆菌EHA105，进行水稻愈

伤组织转化实验。

[0057] 3)水稻遗传转化

[0058] 3.1种子消毒

[0059] 成熟的日本晴水稻种子去壳后放入无菌三角瓶中，用75％酒精浸泡1-2min，无菌

水冲洗2次；再用30％NaClO消毒30min，其间需经常摇动，再用无菌水洗3-4次，用无菌滤纸

吸干多余的水分，将种子接种到愈伤组织诱导培养基(MS+2,4-D  2.0mg/L)上，每皿约30粒，

于28℃暗培养。

[0060] 3.2继代培养

[0061] 经过近1月的诱导，水稻长出黄色膨大的愈伤组织，去其盾片，将愈伤转至新鲜的

愈伤组织诱导培养基(MS+2,4-D  2.0mg/L)上进行继代。每2周继代一次，一般继代2-4次即

可获得适合转基因的嫩黄色、颗粒状的胚性愈伤组织。在继代培养2周后，挑选胚性颗粒用

于遗传转化。

[0062] 3.3农杆菌的培养

[0063] 在转化平板上挑取单菌落在1ml农杆菌培养基中培养。在50ml农杆菌培养基(含相

应抗生素)中加入1ml上述培养物，200rpm，28℃培养5-6hr至OD600为0.6-1.0，培养结束前

2hr加入乙酰丁香酮(AS，终浓度100uM)。取上述菌液在室温下，4000rpm，10min，弃上清，加

入MS液体培养基(含AS  100uM)重悬菌体，在与上相同的条件下培养2hr，使菌液的OD600＝

0.5-1，此时可用来转化愈伤组织。AS＝acetosringone

[0064] 3.4共培养

[0065] 将水稻胚性愈伤组织浸入农杆菌菌液20-30min，再用无菌吸水纸吸干水分，将侵

染的愈伤组织置于共培养培养基(MS+2,4-D  2.0mg/L+AS  100uM)上，28℃暗培养三天。

[0066] 3.5洗菌

[0067] 共培养的愈伤组织先用无菌水冲洗3遍，再浸泡在含Cef/CN  400mg/L的MS液体培

养基中20-30min后，将愈伤组织转入无菌滤纸上吸干。
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[0068] 3.6选择培养

[0069] 将吸干水分的愈伤组织接种于选择培养基(MS+2 ,4-D  2 .0mg/L+Hyg  30mg/L+

Cef400  mg/L)上。3周后，挑选新长出的愈伤接种于选择培养基(MS+2 ,4-D  2 .0mg/L+Hyg 

50mg/L+Cef250  mg/L)上，再选择2周。

[0070] 3.7分化培养

[0071] 将经过2次选择得到的抗性愈伤组织转入到预分化培养基(N6+KT  2.0mg/L+NAA 

0.2mg/L+6-BA  2.0mg/L+Hyg  30mg/L+Cef  200mg/L+琼脂9g/L+蔗糖45g/L)上暗培养10天左

右，再转到分化培养基(N6+KT  2.0mg/L+NAA  0 .2mg/L+6-BA  2.0mg/L+Hyg  30mg/L+琼脂

4.5g/L+蔗糖30g/L)上光照培养。

[0072] 3.8生根培养

[0073] 约1-2个月，将2cm左右高的幼苗转到生根培养基(1/2MS+Hyg  15mg/L+琼脂4.5g/L

+蔗糖20g/L)上诱导不定根的发生。

[0074] 3.9转基因苗的移栽

[0075] 当幼苗长至10cm高时，将幼苗取出，用无菌水洗净附着的固体培养基，移入泥土

中，刚开始用玻璃罩罩几天，待植株健壮后再取下玻璃罩，温室中培养。

[0076] 实施例3：超表达OsHsp40转基因植株的鉴定与分析

[0077] 1)材料准备

[0078] 转基因T1代水稻种子发芽后，移植于液体培养基(自来水配制成1/5MS大量元素)。

幼苗生长15d后，剪取叶片快速投入液氮保存，用于RNA的抽提。

[0079] 2)无DNA的总RNA制备

[0080] 按上海全式金生物技术有限公司提供的植物叶RNA小量抽提试剂盒使用说明书抽

提。使用Beckman  CoulterTMDU 640紫外分光光度计测定RNA浓度。为除去残留在RNA中的

DNA，每个总RNA样品取5μg，加入1μL  DNAase  I(美国Invitrogen公司)和1μL10×反应缓冲

液，补足体积至10μL，常温反应30min，然后每管加入1μL  2mmol  L-1EDTA终止反应，最后在

70℃加热10min使DNAase  I失活。

[0081] 3)第一链cDNA的合成

[0082] 将上述RNA样品各取2μL，按美国Promega公司反转录试剂盒提供的试剂依次添加4

μL  25mmol  L-1MgCl2，2μL10×RT缓冲液，2μL  dNTP混和液和1μL  oligo(dT)15，加水补足体

积到18.5μL，在70℃加热变性10min，快速在冰上冷却。然后加0.5μL  RNase  inhibitor和1μ

LAMVRTase，在42℃水浴60min，70℃下加热10min终止反应。

[0083] 4)定量PCR

[0084] 根据基因OsHsp40的序列设计特异性引物qF:5’-ctcaagatcgatgactcaagtg-3’，

qR:5’-ccttcttcagcttctccaaagc-3’用于荧光定量PCR，根据水稻Actin基因(GenBank 

accession  No.AY212324)的cDNA序列设计特异性引物AF:5’-CTTCCTCATGCCATCCTGC-3’，

AR:5’-GCAAGCTTCTCCTTGATGTCC-3’用于参照基因的荧光定量PCR。PCR使用Bio-Rad  CFX定

量PCR仪，每一个PCR设置3次重复。反应体系包含SYBR  Premix  Ex  TaqTM(2×)10μL，正反向

引物各0.5μL，各种处理的cDNA模板1μL，加水补足体积至25μL。反应程序为：95℃30s，然后

在95℃10s，61℃34s下循环40次，设定在每个循环中60℃34s时读取荧光值，同时进行ROX值

校正，最后添加荧光PCR产物融解曲线分析，其他操作详见仪器使用说明书。为了检测RNA样
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品中是否存在DNA的污染，随机选取3个样品，各取1μL  RNA作为模板进行PCR，方法同上。

[0085] 5)分析方法

[0086] Ct是通过Bio-Rad  CFX  Manager2.1软件在PCR的荧光域值缺省产生的，将数据输

入到EXCEL进行计算分析。数据分析采用方法为2-ΔΔCT，然后利用EXCEL表作表达差异柱状

图。

[0087] 6)分析结果

[0088] 采用实时RT-real-time  PCR方法检测OsHsp40基因在转基因水稻叶片中表达量。

以空白非转基因日本晴品种为参照，分别检测了11个独立的转基因株系OE1-OE11，与空白

对照相比，所有转基因株系表达量都显著增强，表达量增强了8-2000倍(见图4)，说明该基

因导入到水稻后在多个转基因植株叶片中得到明显的异位高表达，可应用于进一步的转基

因水稻研究。

[0089] 实施例4：OsHsp40基因编辑突变体的筛选鉴定

[0090] 对于CRISPR/Cas9编辑的OsHsp40基因T1代单株利用一代测序进行鉴定。利用快速

提取DNA方法对T1代单株基因组DNA进行抽提，针对sgRNA编辑位点两侧设计引物，扩增片段

覆盖编辑位点区域，对PCR产物进行测序。以日本晴靶位点序列为参考序列与所有的扩增编

辑位点区域进行多序列比对，确定发生基因组编辑的纯合单株。根据测序结果，如图5所示

多序列比对结果，突变类型KO植株分别为sgRNA作用的靶位点处插入1个碱基A、缺失5个碱

基GGACA和插入1个碱基C。其推导的氨基酸水平上，图中所表示的突变单株KO1-3分别由于

插入或缺失碱基，导致发生移码突变，引起转录本的提前终止，分别形成158个、156个和158

个氨基酸多肽，而全长OsHsp40蛋白序列269个氨基酸。推测基因编辑后OsHsp40基因可能由

于移码突变提前终止而使该基因丧失功能，故该试验中所产生的KO突变体植株均可为候选

植株进行下一步研究工作。

[0091] 实施例5：OsHsp40基因相关转基因株系在高温胁迫条件下的生长试验

[0092] 选取了2个实施例2中OsHsp40基因超量表达转基因T2代家系植株和1个敲除突变

体植株进行了苗期高温胁迫实验。具体步骤如下：在96孔PCR板上每份材料种植约45株左

右，当植株长至4叶期时，将幼苗移置到光照培养箱中45℃生长1天后，移植到室温(25℃)生

长7天，观察转基因植株的生长状况，并进行成活率和鲜重统计。结果表明，本发明克隆的

OsHsp40基因超表达转基因株系的生长在正常条件下与对照无显著差异，但在高温胁迫处

理恢复生长后，对照非转基因植株和敲除株系几乎全部死亡，而超表达株系仍有部分植株

保持绿色(图6a)。最后将这些植株分别统计鲜重和成活率数据(见图6b和图6c)，也说明了

过表达该基因可以加强水稻抵御高温胁迫，提高了植株的抗高温能力。

[0093] 实施例6：苗期OsHsp40基因相关转基因植株在干旱胁迫条件下的生长试验

[0094] 选取了实施例2中OsHsp40基因超量表达转基因T2代家系和敲除突变植株进行了

苗期干旱胁迫实验。具体步骤如下：在幼苗植株长移栽至小塑料桶中生长至4叶期时，开始

断水使土壤干旱，大部分幼苗叶片卷曲枯萎并出现黄色枯死叶，进行复水处理，在正常水分

灌溉下生长7天，观察转基因植株的生长状况，并统计植株的存活率。结果表明，本发明克隆

的OsHsp40基因超表达的转基因植株株系的生长在正常生长情况下，除了超表达植株OE2稍

比对照植株矮一些外，其它性状无明显差异。但在干旱透迫处理后，对照非转基因植株和敲

除突变植株叶片卷曲明显地早于超表达转基因植株，复水后超表达转基因植株能成活率明
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显高于非转基因植株(见图7)，与对照相比，该基因敲除对干旱胁迫更加敏感。说明了过表

达该基因可以提高水稻的抗旱能力，而敲除该基因则损伤水稻的抗旱能力。

[0095] 实施例7：成株期OsHsp40基因相关转基因植株在干旱胁迫条件下的生长状况

[0096] 选取了实施例2中OsHsp40基因超量表达转基因T2代家系植株进行了成株期干旱

胁迫实验。在防雨大棚中分别种植转基因和对照水稻，当植株生长发育到孕穗期时，开始停

止灌溉1个月后，然后使用自来水灌溉，水稻结实成熟后进行拷种分析。结果表明，在干旱胁

迫处理下，结实率都发生了明显下降，除了OE4与对照差异不明显，超表达转基因植株结实

率都明显高于对照，有效穗数目也高于对照，最后导致单株产量明显高于野生型植株(见图

8)，这说明了过表达该基因可以在大田干旱条件下增强强水稻抗旱能力，对水稻的抗旱育

种具有重要意义。

[0097] 以上显示和描述了本发明的基本原理、主要特征及本发明的优点。本行业的技术

人员应该了解，本发明不受上述实施例的限制，上述实施例和说明书中描述的只是说明本

发明的原理，在不脱离本发明精神和范围的前提下，本发明还会有各种变化和改进，这些变

化和改进都落入要求保护的本发明范围内。本发明要求保护范围由所附的权利要求书及其

等效物界定。上文提及的每篇参考文献皆全文列入本文作为参考。

说　明　书 10/15 页

12

CN 112251449 A

12



[0098]

说　明　书 11/15 页

13

CN 112251449 A

13



[0099]

说　明　书 12/15 页

14

CN 112251449 A

14



[0100]

说　明　书 13/15 页

15

CN 112251449 A

15



[0101]

说　明　书 14/15 页

16

CN 112251449 A

16



[0102]

说　明　书 15/15 页

17

CN 112251449 A

17



序列表

<110> 上海市农业生物基因中心

<120> 水稻基因OsHsp40及其在制备具有非生物胁迫抗性转基因植物中的用途

<130>  2

<160>  2

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  807

<212>  DNA

<213>  Oryza  sativa

<220>

<221>  CDS

<222>  (1) ..(807)

<400>  1

atg  gcg  ctg  cag  ctt  cag  gcc  gcc  act  ccg  cat  ccc  cct  ctt  cct  ctc  48

Met  Ala  Leu  Gln  Leu  Gln  Ala  Ala  Thr  Pro  His  Pro  Pro  Leu  Pro  Leu

1               5                   10                  15

cgc  tcc  tca  cgc  cgc  cgc  ttc  gct  gct  ccg  ccg  tcg  cct  ctc  gtt  ctc  96

Arg  Ser  Ser  Arg  Arg  Arg  Phe  Ala  Ala  Pro  Pro  Ser  Pro  Leu  Val  Leu

            20                  25                  30

cgc  gcc  gta  gct  tcc  tcc  cgc  gat  ggc  ccc  tcc  acg  cgc  ctc  tcc  tct  144

Arg  Ala  Val  Ala  Ser  Ser  Arg  Asp  Gly  Pro  Ser  Thr  Arg  Leu  Ser  Ser

        35                  40                  45

cct  gcg  ccc  gcg  ccg  cct  cgc  cgc  cgg  cgg  cgt  gcg  agc  gtg  agg  gcc  192

Pro  Ala  Pro  Ala  Pro  Pro  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Ala  Ser  Val  Arg  Ala

    50                  55                  60

cgc  gcc  ggc  gcg  ggc  aga  ggc  ggc  cgg  ggg  gag  tcc  ccg  tac  gac  gtg  240

Arg  Ala  Gly  Ala  Gly  Arg  Gly  Gly  Arg  Gly  Glu  Ser  Pro  Tyr  Asp  Val

65                  70                  75                  80

ctc  ggc  gtg  cct  ccg  tcg  gcg  ccg  ccc  gaa  gag  atc  aag  cgc  gcg  tac  288

Leu  Gly  Val  Pro  Pro  Ser  Ala  Pro  Pro  Glu  Glu  Ile  Lys  Arg  Ala  Tyr

                85                  90                  95

cgg  cgg  ctt  gct  ctc  aag  ttc  cac  ccg  gac  gtc  aac  aag  gag  ccc  aac  336

Arg  Arg  Leu  Ala  Leu  Lys  Phe  His  Pro  Asp  Val  Asn  Lys  Glu  Pro  Asn

            100                 105                 110

gcg  caa  gag  aaa  ttt  ctg  cgg  atc  aag  cat  gcg  tac  aac  acg  ctc  atg  384

Ala  Gln  Glu  Lys  Phe  Leu  Arg  Ile  Lys  His  Ala  Tyr  Asn  Thr  Leu  Met

        115                 120                 125
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aat  tca  gag  agc  cgg  tcc  aag  tac  gcg  agc  act  agc  agc  aac  aca  tat  432

Asn  Ser  Glu  Ser  Arg  Ser  Lys  Tyr  Ala  Ser  Thr  Ser  Ser  Asn  Thr  Tyr

    130                 135                 140

tat  tcg  tcc  agg  aca  tac  ggg  aag  agc  agc  act  act  tca  gct  gat  gaa  480

Tyr  Ser  Ser  Arg  Thr  Tyr  Gly  Lys  Ser  Ser  Thr  Thr  Ser  Ala  Asp  Glu

145                 150                 155                 160

gaa  gag  cca  ttc  tat  ggc  ttt  ggg  gat  ttc  ctt  aga  gat  ctt  caa  gca  528

Glu  Glu  Pro  Phe  Tyr  Gly  Phe  Gly  Asp  Phe  Leu  Arg  Asp  Leu  Gln  Ala

                165                 170                 175

gaa  ttt  cag  aac  tgg  gaa  gcc  ggt  ctg  aat  tca  gaa  cag  aaa  cct  aaa  576

Glu  Phe  Gln  Asn  Trp  Glu  Ala  Gly  Leu  Asn  Ser  Glu  Gln  Lys  Pro  Lys

            180                 185                 190

agc  ttg  tgg  gaa  gag  ttg  gca  gcc  att  ggt  gaa  gaa  ttt  gtt  gag  ttt  624

Ser  Leu  Trp  Glu  Glu  Leu  Ala  Ala  Ile  Gly  Glu  Glu  Phe  Val  Glu  Phe

        195                 200                 205

ctg  gag  aac  gaa  ctc  aag  atc  gat  gac  tca  agt  gat  gcg  gaa  gac  aat  672

Leu  Glu  Asn  Glu  Leu  Lys  Ile  Asp  Asp  Ser  Ser  Asp  Ala  Glu  Asp  Asn

    210                 215                 220

gca  aat  gat  ccg  tac  aca  cag  tct  gga  ggc  aaa  aac  aag  caa  gat  gtt  720

Ala  Asn  Asp  Pro  Tyr  Thr  Gln  Ser  Gly  Gly  Lys  Asn  Lys  Gln  Asp  Val

225                 230                 235                 240

aat  aca  tcg  aca  agt  agc  ttt  gat  gat  agc  gta  tct  gag  ata  gag  gct  768

Asn  Thr  Ser  Thr  Ser  Ser  Phe  Asp  Asp  Ser  Val  Ser  Glu  Ile  Glu  Ala

                245                 250                 255

gct  ttg  gag  aag  ctg  aag  aag  gaa  ctt  ggg  ctc  agc  tga  807

Ala  Leu  Glu  Lys  Leu  Lys  Lys  Glu  Leu  Gly  Leu  Ser

            260                 265

<210>  2

<211>  268

<212>  PRT

<213>  Oryza  sativa

<400>  2

Met  Ala  Leu  Gln  Leu  Gln  Ala  Ala  Thr  Pro  His  Pro  Pro  Leu  Pro  Leu

1               5                   10                  15

Arg  Ser  Ser  Arg  Arg  Arg  Phe  Ala  Ala  Pro  Pro  Ser  Pro  Leu  Val  Leu

            20                  25                  30

Arg  Ala  Val  Ala  Ser  Ser  Arg  Asp  Gly  Pro  Ser  Thr  Arg  Leu  Ser  Ser

        35                  40                  45

Pro  Ala  Pro  Ala  Pro  Pro  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Ala  Ser  Val  Arg  Ala
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    50                  55                  60

Arg  Ala  Gly  Ala  Gly  Arg  Gly  Gly  Arg  Gly  Glu  Ser  Pro  Tyr  Asp  Val

65                  70                  75                  80

Leu  Gly  Val  Pro  Pro  Ser  Ala  Pro  Pro  Glu  Glu  Ile  Lys  Arg  Ala  Tyr

                85                  90                  95

Arg  Arg  Leu  Ala  Leu  Lys  Phe  His  Pro  Asp  Val  Asn  Lys  Glu  Pro  Asn

            100                 105                 110

Ala  Gln  Glu  Lys  Phe  Leu  Arg  Ile  Lys  His  Ala  Tyr  Asn  Thr  Leu  Met

        115                 120                 125

Asn  Ser  Glu  Ser  Arg  Ser  Lys  Tyr  Ala  Ser  Thr  Ser  Ser  Asn  Thr  Tyr

    130                 135                 140

Tyr  Ser  Ser  Arg  Thr  Tyr  Gly  Lys  Ser  Ser  Thr  Thr  Ser  Ala  Asp  Glu

145                 150                 155                 160

Glu  Glu  Pro  Phe  Tyr  Gly  Phe  Gly  Asp  Phe  Leu  Arg  Asp  Leu  Gln  Ala

                165                 170                 175

Glu  Phe  Gln  Asn  Trp  Glu  Ala  Gly  Leu  Asn  Ser  Glu  Gln  Lys  Pro  Lys

            180                 185                 190

Ser  Leu  Trp  Glu  Glu  Leu  Ala  Ala  Ile  Gly  Glu  Glu  Phe  Val  Glu  Phe

        195                 200                 205

Leu  Glu  Asn  Glu  Leu  Lys  Ile  Asp  Asp  Ser  Ser  Asp  Ala  Glu  Asp  Asn

    210                 215                 220

Ala  Asn  Asp  Pro  Tyr  Thr  Gln  Ser  Gly  Gly  Lys  Asn  Lys  Gln  Asp  Val

225                 230                 235                 240

Asn  Thr  Ser  Thr  Ser  Ser  Phe  Asp  Asp  Ser  Val  Ser  Glu  Ile  Glu  Ala

                245                 250                 255

Ala  Leu  Glu  Lys  Leu  Lys  Lys  Glu  Leu  Gly  Leu  Ser

            260                 265
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图1

图2

图3
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图4

图5
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图6

说　明　书　附　图 3/4 页

23

CN 112251449 A

23



图7

图8
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