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OsRboh基因家族在水稻免疫应答中的表达及功能分析 
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摘  要: 为了阐明 Rboh 基因家族在水稻免疫应答中的功能，首先利用生物信息学方法从水稻基因组数据库中检索到 7

个水稻 Rboh 基因，并对其进行系统发育学和组织特异性表达分析，发现 OsRbohD 只在穗和愈伤组织中表达，且 OsRbohE

和 OsRbohF 仅在愈伤组织中特异表达，而其他基因为组成型表达。利用 Real-time PCR 对分别在水杨酸 SA、茉莉酸甲

酯 MeJA 和水稻黄单胞菌 PXO99 致病菌株处理下的 OsRboh 基因家族的表达水平进行了分析，同时对处理后的叶片 H2O2

含量进行测定。结果表明，SA 可以提高 OsRbohA、OsRbohB、OsRbohC 和 OsRbohD 的表达水平，MeJA 可以提高 OsRbohA、

OsRbohB、OsRbohC 和 OsRbohG 的表达水平，接种水稻黄单胞菌致病菌株 PXO99 可以提高 OsRbohA 和 OsRbohB 的表

达水平。然而三者在诱导 OsRboh 基因家族成员的表达时序性和表达程度存在着差异。此外，3 种不同处理都能导致不

同程度的 H2O2 积累。结果显示，OsRboh 基因家族各基因在水稻免疫应答中可能扮演不同角色，发挥不同作用。 
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Expression and functional analysis of OsRboh gene  
family in rice immune response 
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Abstract:  The preliminary role of respiratory burst oxidase homolog (Rboh) in plant immune response is defined, but the 
exact function of OsRboh gene in rice immune response and its expression pattern is yet unclear. In order to clarify the role of 
OsRboh in rice immune response, we screened seven OsRboh genes from the latest rice genome annotation database. The 
result of tissue specific expression analysis demonstrated that OsRbohD was expressed only in spike and calli, and OsRbohE 
and OsRbohF were only expressed in calli. The rest of OsRboh genes were constitutively expressed in rice. In addition, the 
expression level of OsRboh gene family was analyzed in the rice leaves respectively treated with salicylic acid (SA), methyl 
jasmonic acid (MeJA) and Xanthomonas oryzae PV. oryzae (Xoo) PXO99 strain by Real-time PCR, and H2O2 content was also 
quantified by spectrophotometry after the three treatments. The result shows that the expression of OsRbohA, B, C and D was 
increased under the treatments of SA, the expression of OsRbohA, B, C and G was increased under the treatments of MeJA, 
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and the expression of OsRbohA and OsRbohB was induced by Xoo PXO99 strain. However, the levels of expression and 
responsive times of these genes were different. Moreover, all three treatments led to H2O2 accumulation. These OsRboh genes 
have functional roles in rice native immune response. 

Keywords:  OsRboh gene family, bioinformatics analysis, expression pattern analysis, H2O2, immune response 

NADPH氧化酶是一种以胞质 NADPH为电子供

体，催化胞外 O2 生成超氧阴离子 (O2
-) 的氧化还原

酶，并伴随着 H2O2 的产生。由 NADPH 氧化酶介导

产生的活性氧 (Reactive oxygen species，ROS) 在抵

御病原物、应答非生物胁迫反应以及调节植物自身

生长发育的过程中发挥着非常重要的作用[1-2]。植物

NADPH 氧化酶，又名 RBOH (Respiratory Burst 

Oxidase Homolog)，具备 NADPH 结合结构域、FAD

结合结构域以及 6 个保守的跨膜结构域，这和哺乳

动物 NADPH氧化酶催化亚基 gp91phox的保守结构域

一致。与此不同的是，植物 NADPH 氧化酶的 N 末

端还存在着可结合 Ca2+的 EF 手性模体[3]。OsRbohA

是世界上第一个被分离出来的植物 Rboh 基因[4]，此

后在拟南芥和烟草等植物中，该基因被相继分离出

来。经研究发现，在经过寄主识别病原的过程当中，

最早被激发的应答之一就是氧爆发，即各级水平的

ROS 的迅速增长。由 NADPH 氧化酶催化产生的

ROS 可以通过氧化交联反应或者糖基化来加强细胞

壁的防御，从而抑制病原物侵入[5]。此外，H2O2 作

为最稳定的 ROS 类型，能够在各细胞区域间自由扩

散，并可作为一种信号分子，激活下一级的免疫反

应，比如细胞程序性死亡以及 PR 基因的表达[6]。最

近的研究表明，在拟南芥中有 10 个 Rboh 基因[7]，

分别是 AtRbohA-J。其中，AtRbohD 和 AtRbohF 在

H2O2 的积累以及抗病反应中是必需的[8]。此外，烟

草中的 NbrbohA、NbrbohB 和 NtrbohD 也在抵抗马

铃薯晚疫病菌 Phytophthora infestans 的侵染中发挥

重要作用[9-10]。在水稻当中，Rboh 基因的相关研究

尚不深入。在本研究中，我们从最新的水稻基因组

数据库 (RGAP 6.1) 中检索到了 7 个 OsRboh 基因，

分别为 OsRbohA、OsRbohB、OsRbohC、OsRbohD、

OsRbohE、OsRbohF 和 OsRbohG。对这些基因进行

了组织特异性分析以及 SA、JA 和水稻黄单胞菌 

(Xanthomonas oryzae pv. oryzae，Xoo) 致病菌株

PXO99 处理后的表达分析，并对处理后的水稻叶

片进行了 H2O2 含量测定，结果表明 OsRboh 基因

具有组织表达特异性，受 SA、MeJA 处理和 Xoo 

PXO99 感染诱导表达也存在着应答时间和表达水

平的差异，与此同时，分别经过 3 种处理后，水

稻叶片中的 H2O2 含量也得到了明显的提升。本研

究证实不同的 OsRboh 基因在水稻的先天免疫应

答反应中可能分别担当不同功能。  

1  材料与方法 

1.1  材料与处理 
水稻品种日本晴 (Oryza sativa L. ssp. japonica cv. 

Nipponbare) 盆栽在中国科学院微生物研究所网室内，

常规栽培管理。水稻胚性愈伤组织用含 2.0 mg/L 2，4-D

的 NB0 培养基暗培养获得。水稻根器官用去离子水在

黑暗条件下培养获得。取 7 日龄根，1 月龄叶片与叶

鞘，抽穗期 3~5 d 带花幼穗和穗下第 2 节幼茎，1 月龄

胚性愈伤组织，各取样 0.2 g 进行核酸提取。 

水稻日本晴种子盆栽于光照培养箱中，30 ℃

光培养 14 h，28 ℃暗培养 10 h。待四叶一心期，

分别利用 0.1 mmol/L 水杨酸和 0.1 mmol/L 茉莉酸

甲酯进行喷洒处理，无菌去离子水为对照，处理

后 0、3、6、9、12、24、48 h 分别采集叶片，进

行样品制备，用于 OsRboh 基因家族表达分析以及

H2O2 含量测定。  

同上，得到四叶一心期的水稻秧苗。将培养

好的水稻黄单胞菌致病菌株 PXO99 调至 OD 值为

0.4~0.6，利用剪切接种法接种水稻秧苗，以蘸有
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无菌液体培养基的剪子剪切作为对照，接种后 0、

3、6、9、12、24、48 h 分别采集叶片，进行样品

制备，用于 OsRboh 基因家族表达分析以及 H2O2

含量测定。  

1.2  OsRboh 基因家族的生物信息学分析 
根据已知的 OsRbohA 的保守结构域[4]作为搜索

对象，从最新的水稻基因组数据库 (RGAP 6.1) 中搜

索相似蛋白序列，并利用 Pfam 软件 (http: //pfam. 

sanger.ac.uk) 对相似蛋白序列进行保守结构域的鉴

定。利用 CLUSTALX2 程序对选定的 OsRboh 基因家

族成员进行同源多序列比对，并用 Genedoc 软件显示

结果。运用 Mega4.0 软件的 Neighbour-Joining 的方法

构建系统发育树。使用 WoLF PSORT 程序 (http: 

//wolfpsort.cbrc.jp) 进行蛋白质亚细胞定位分析。 

1.3  水稻各器官总 RNA 提取 
液氮速冻研磨，用 Trizol 一步法提取水稻各器官

总 RNA，提取过程按照 Trizol 试剂盒 (Invitrogen 公司) 

说 明 书 进 行 操 作 ， 总 RNA 溶 解 到 30 μL 

(Diethypyrocarbonate，焦炭酸二乙酯) 水中。为除去

RNA 中少量 DNA，用 DNA 酶Ⅰ  (New England 

Biolabs，NEB) 进行消解，然后用 1％琼脂糖凝胶电

泳检测 RNA 完整程度，查看 DNA 是否除净。用

NanoDrop ND-1000 测量其 RNA 浓度。取 3 μg 总 RNA

进行反转录合成 cDNA 第一链，操作过程按照说明书 

(MLV Reverse Transcriptase，Invitrogen) 进行。 

1.4  半定量 RT-PCR 和 Real-time PCR 
以水稻各组织 cDNA 作为模板，并利用

OsRboh 基因的特异引物进行半定量 RT-PCR，并

以水稻 Ubiquitin 基因作为内参对照。半定量

RT-PCR 扩增条件为：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，

55 ℃  30 s， 72 ℃  30 s， 30 个循环； 72 ℃延伸

10 min。2％琼脂糖凝胶电泳分离，用凝胶成像分

析仪观察条带亮度，确定反转录样品间的 PCR 扩

增量的比例。PCR 引物合成及克隆测序由上海英

骏  (Invitrogen) 生物技术有限公司完成。半定量

RT-PCR 引物见表 1。  

Real-time PCR 所用试剂来自 TaKaRa 公司的

SYBR Premix Ex TaqTM (Perfect Real Time) 试剂盒，

反应体系按照说明书要求配制。Real-time PCR 扩增

条件为：95 ℃ 3 min；95 ℃ 15 s，56 ℃ 15 s，72 ℃ 

15 s，80 ℃，86 ℃，90 ℃各读板一次，共 45 个循

环；最后 72 ℃ 10 min，并在温度范围为 65 ℃~95 ℃

内，每升高 0.3 ℃，读板一次，绘制溶解曲线。

Real-t ime PCR 所 用 的 仪 器 为 ABI PRISM    

7 000Sequence Detection System (Applied Biosystems)，

采用比较 Ct 值的方法进行相对定量，以水稻 GAPDH

基因作为内标校正模板量，计算公式为：2－△△Ct。

Real Time PCR 引物见表 2。
 
表 1  半定量 RT-PCR 引物 
Table 1  Semi-quantitative RT-PCR primers used in this study 

Purpose gene Forward primer (5′−3′) Reverse primer (5′−3′) 

OsRbohA ATAGGAAGGTCACAAGGCTAAT CCAACCTGGAGCCAATAAAACT 

OsRbohB ACCACGGACACTCGTACAGC CGTCGTCGTCCTTGAACCTG 

OsRbohC GTAGGTTGGTAGTGATTGGGTC GTTTACTGCATCTTTTCTTTCC 

OsRbohD TCGGTTAGCAACTCTTTCTGTG TTGATCCTAAACAAGGCCACTG 

OsRbohE TAGCCTACCACCACCTCCCTC GGCACCTTCATCGACACCC 

OsRbohF AGGTCCGGGATGAGGAAGA AACGACGACGACCGCTTCT 

OsRbohG CTCCATAGCATTAGGTACGGTA TCTATAGCGAAAATTAGCAACG 

Ubiquitin GGACACGATCGACAACGTGAAGGCC GTGTGATGGTCTTGCCAGTCAGGG 
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表 2  Real-time PCR 引物 
Table 2  Real-time PCR primers used in this study 

Purpose gene Forward primer (5′−3′) Reverse primer (5′−3′) 

OsRbohA ATAGCAAGGTGAGGAAGCAAGC GCATAAGACATGCTGCAAAAGC 

OsRbohB CACCTAGTGGAAGAAGCTGTGC CTAGGCATCCTTTGGTCACAA 

OsRbohC GGTCAGGCTACAAGATTTGCTC GGACCCAATCACTACCAACCTA 

OsRbohD CTGCCGTTTATAGATGGAGGAA GATCCTAAACAAGGCCACTGAC 

OsRbohG GCTTCTCCTGATCTCCATAGCA TCAGGAAGAGAGGTCAGCTTTG 

OsGAPDH ACAGGGGAGTTGTGTTTTGC CCCAACCAACCACCATGATA 

 
1.5  H2O2 含量的测定 

按照刘俊等[11]方法进行 H2O2 含量测定，并稍

作改进。取 0.5 g 水稻叶片，加入 3 mL 冷丙酮和少

量石英砂，充分研磨匀浆，4 ℃、10 000×g 离心

10 min，取上清液，加入 3 mL 混合萃取液 (V 

(CCl4)∶V (CHCl3)=3 1)∶ ，再加入 5 mL 去离子水混

匀，4 000 r/min 离心 1 min，取上层水相为 H2O2 待

测液，并测量体积。取出 1 mL H2O2 待测液作为空

白，加入终浓度为 3 U/mL 的过氧化氢酶，30 ℃处

理 10 min；另取 1 mL 待测液，加入等体积高温灭活

的过氧化氢酶，30 ℃保温 10 min。分别向 2 份待测

液中加入 1 mL 0.2 mol/L，pH 7.8 的磷酸盐 (PBS) 

缓冲液和 1 mL 0.2 mmol/L 的 Ti (IV)-PAR 显色剂，

45 ℃水浴 20 min，并静置至室温，测量 508 nm 处

的吸光值，根据 H2O2 的标准曲线算得 H2O2 的含量。

依照相同方法，以 H2O2 梯度浓度绘制标准曲线。 

2  结果与分析 

2.1  OsRboh 基因家族的特征分析 
在最新发表的水稻基因组数据库  (RGAP 6.1)

中，我们检索到了 7 个水稻 Rboh 基因，分别命名

为 OsRbohA (Os01g0734200) ， OsRbohB (Os01g 

0360200) ， OsRbohC (Os05g0528000) ， OsRbohD 

(Os05g0465800) ， OsRbohE (Os01g0835500) ，

OsRbohF (Os11g0537400) ， OsRbohG (Os09g 

0438000) (表 3)。将这 7 个 OsRboh 基因编码的蛋白

序列与哺乳动物 NADPH 氧化酶催化亚基 gp91phox 

(GenBank Accession No. NP_000388.2) 进行多序列

比对，结果表明 OsRbohA-G 与 gp91phox 一样具备 6

个跨膜结构域 (TMD Ⅰ-TMD VI)、FAD 结合结构

域和 NADPH 结合结构域。在 gp91phox 结合亚铁血红

素发挥重要作用的组氨酸残基对在 OsRbohA-G 的

 

表 3  OsRboh 基因家族各基因特征 
Table 3  OsRboh gene family in rice gemome 

Gene name 
Chromosome 
localization 

Genomic DNA length (bp) Number of intron Protein size (aa) Subcellular localization 

OsRbohA 1 11 735 12 727 Plasma membrane 

OsRbohB 1 6 643 11 905 Plasma membrane 

OsRbohC 5 8 435 13 951 Plasma membrane 

OsRbohD 5 5 035 14 819 Plasma membrane 

OsRbohE 1 4 537 12 843 Plasma membrane 

OsRbohF 11 7 521 9 936 Plasma membrane 

OsRbohG 9 10 942 13 1 007 Plasma membrane 
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跨膜结构域 TMD Ⅲ和 TMD V 中也同样存在 [12]。

另外，对 gp91phox 的催化活性起到关键作用的

Pro-415 残基、His-494 残基、Asp-500 残基和

Pro-570 残基在 OsRbohA-G 中也同样保守 [13]。

与 gp91phox 不同的是，在 OsRbohA-G 的 N 末端

都含有 2 个可以结合 Ca2+的 EF 手性模体  (EF 

hand)，该模体含有典型的 helix-E loop-helix F

结构 [14] (图 1A)。 

用 Mega4.0 分子进化软件分析 7 个 OsRboh 蛋白

序列与 5 个已经被证实参与抗病反应的 AtRbohD、

AtRbohF[8]、NbRbohA、NbRbohB 和 NtRbohD[9-10]，

构建系统发育树，结果显示这些蛋白被分在了 3 个簇

中，其中 OsRbohA、OsRbohC、OsRbohG 与 AtRbohF

和 NbRbohA 属于一个簇，OsRbohB 和 OsRbohF 与

AtRbohD、NbRbohB 和 NtRbohD 属于一簇，OsRbohD

和 OsRbohE 独立形成一簇 (图 1B)。OsRboh 蛋白质家

族内成员的两两相似度为 41.6％~78％，其中OsRbohD

与 OsRbohE 相似度为 78％，OsRbohA 和 OsRbohC 相

似度为70.3％。另外，OsRbohA和OsRbohC与AtRbohF

的相似度分别为 59.2％和 67.5％，与 NbRbohA 的相似

度分别为 58.8％和 68.8％，其中 AtRbohF 和 NbRbohA

分别在拟南芥和烟草的超敏反应和细胞程序性死亡中

起到至关重要的作用[8,10]。OsRbohB 与 AtRbohD、

NbRbohB、NtRbohD 的相似度分别为 54.7％、53.2％

和 53.3％，而后三者在各自植物的抗病反应中的 H2O2

的积累过程起到了关键的作用[8-10]。 

2.2  OsRboh 基因家族的组织特异性表达分析 
利用半定量 RT-PCR 对 7 个 OsRboh 基因的组织

特异性表达进行分析，发现这 7 个基因的表达水平

和在不同器官中的表达存在明显差异  (图 2)。

OsRbohA、OsRbohB、OsRbohC 和 OsRbohG 为组成

型表达，在根、茎、叶、穗、鞘和愈伤组织中均有

表达；OsRbohD 在穗和愈伤组织中表达，但是在

穗中的表达十分微弱；OsRbohE 和 OsRbohF 仅

仅在愈伤组织得到了表达。所有 OsRboh 基因在

根部的表达都十分微弱，甚至不能检测到表达；

而在愈伤组织中，所有 OsRboh 基因均有表达；

OsRbohA 在各器官组织的表达量都比其他 OsRboh

基因要高。 

2.3  SA 和 MeJA 可以诱导 OsRboh 基因家族的表

达以及 H2O2 含量的提高 
据报道称，SA 可以诱导植物体产生系统获得性

抗性和超敏反应来抵御病原攻击，同时伴随着 PR

基因的表达以及 H2O2 的积累[6,15]；MeJA 在较高浓

度 (＞50 μmol/L) 的条件下，可以引发细胞程序性

死亡以及 H2O2 积累[16-17]。 

为了阐明 SA 和 MeJA 与 OsRboh 基因家族的相

互关系，我们利用 0.1 mmol/L SA 和 0.1 mmol/L 

MeJA 分别处理四叶一心的水稻秧苗，以去离子水作

为空白对照。我们预先利用半定量 RT-PCR 分别对

OsRboh 基因在两种处理后的 0~48 h 内的 7 个时间

段进行表达分析，结果表明，OsRbohE 和 OsRbohF

在这两种处理的条件下均未被检测出来，并且

OsRbohD 在 MeJA 的处理下未检测出表达，而

OsRboh 基因家族的其他基因在两种处理的条件下

均有表达量的改变  ( 数据未显示 )。此后利用

Real-t ime PCR 分别对 OsRbohA、OsRbohB、

OsRbohC、OsRbohD 和 OsRbohG 在处理后的 0~48 h

内的 7 个时间段进行相对定量表达分析，并对处理

后的水稻叶片 H2O2 含量进行了测定 (图 3)。结果显

示 SA 处理后，OsRbohA、OsRbohB、OsRbohC 和

OsRbohD 表达量均有所提高，但是这 4 个基因对 SA

的应答时间和诱导表达水平不同。OsRbohA 在 SA

处理后 3 h 显现出表达量升高的现象，相对于对照

表达量大约提高了 4 倍；OsRbohB 在 SA 处理后 9 h

和 12 h 显现出表达量升高，相对于对照表达量分别提 

高 16 倍和 7 倍；OsRbohC 在 SA 处理后的 3 h 和 6 h

显现出表达量升高，相对于对照表达量分别提高 7 倍

和 6 倍，然而在 SA 处理后 9 h，OsRbohC 又出现了表

达量下降，相比对照下降大约 2 倍；OsRbohD 在 SA

处理后 12 h 和 24 h 表达量得到了明显的提升。而
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图 1  水稻 Rboh 蛋白的结构与系统发育学分析 
Fig. 1  OsRboh protein structure and systemic phylogeny analysis of OsRboh family. (A) Multiple alignments of predicted 
OsRbohA-G and gp91phox protein were made with CLUSTALX2 program. A line above the alignments is used to mark strongly 
conserved domains such as EF hand motifs, transmembrane-spanning domains (TMD I to TMD VI), FAD binding domain and 
NADPH binding domain. The asterisks under the sequences indicate amino acid residues which are required for human NADPH 
oxidase function and are conserved between gp91phox and OsRboh protein. Solid triangles represent histidines forming part of the 
bis-heme motif. Beneath EF hand motifs is the sequence of a canonical helix E-loop-helix F. n is usually a hydrophobic residue. 
Dashed line indicates variable amino acid residues. x, y, z, contain oxygen within their side. z is usually glutamic acid. (B) An 
unrooted phylogenetic tree of OsRbohs and some Rboh homologs from other plants. Bootstrap value of 50％ or higher are shown on 
significant nodes. Species names are: At, Arabidopsis thaliana; Nb, Nicotiana benthamiana; Nt, Nicotiana tabacum; Os, Oryza sativa. 
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图 2  OsRboh 基因家族的组织特异性表达分析 
Fig. 2  Tissue specific expression analysis of OsRbohA-G by semi-quantitative RT-PCR with 30 cycles. Equal loading of cDNA was 
monitored by amplification of a constitutively expressed Ubiquitin gene with 25 cycles. Tissue samples are root, stem, leaf, spike, 
sheath and calli from rice. 

 
OsRbohG 却随着时间的推移，表达量渐渐呈现下降趋

势 (图 3A)。与此同时，经 SA 处理后，水稻叶片中的

H2O2 含量也产生了变化。在处理后 3~6 h，H2O2 含量

逐渐提高，处理 6 h 后的 H2O2 含量相对于处理前提高

了 27％；而在处理后 9~12 h，H2O2 含量积累加速，

并在处理后 12 h 达到最高峰，相对于处理前提高了

50％；而自处理后 24~48 h，H2O2 含量逐渐下降，但

在处理后 48 h，H2O2 含量仍然比处理前要高 (图 3B)。 

在经过 MeJA 处理后，OsRbohA、OsRbohB、

OsRbohC 和 OsRbohG 的表达量均得到了提高，并且在

时间上也展现出了一致性。这 4 个基因表达量均在处

理后 9 h 和 12 h 得到了显著的提高。其中，OsRbohG

的表达量相对于对照提高了 6~7 倍 (图 3A)。与此同

时，水稻叶片 H2O2 含量也在处理后 9 h 和 12 h 达到了

最高峰，但相比于 SA 处理，H2O2 含量的增幅相对较

低，处理后 9 h 和 12 h 的 H2O2 含量相对于处理前分别

提高了 28％和 29％。自处理后 24 h 至 48 h，H2O2 含

量逐渐降低，在处理后 48 h，H2O2 含量比处理前略高 

(图 3B)。 

以上结果表明，OsRbohA、OsRbohB 和 OsRbohC

在 SA和 MeJA的处理下都显现出了表达量的明显提

升，并且在这 3 个基因表达上调的时间内，H2O2 的

含量也逐渐积累，说明这 3 个基因在 SA 和 MeJA

介导的水稻免疫应答中可能起到了比较重要的作

用；OsRbohD 则仅在 SA 的处理下显现出了表达

量的提升，说明 OsRbohD 可能与 SA 的诱导更为

相关；OsRbohG 分别在 SA 和 MeJA 的处理下呈现

出不同的结果，体现出 SA 和 MeJA 可能通过不同

的信号通路起作用；而 OsRbohE 和 OsRbohF 在

SA 和 MeJA 的 处 理 下 未 检 测 出 表 达 ， 说 明

OsRbohE 和 OsRbohF 可能与 SA 和 MeJA 介导的

抗病信号通路不相关。 

2.4  水 稻 黄 单 胞 菌 PXO99 菌 株 可 诱 导

OsRbohA 和 OsRbohB 的表达量提升以及 H2O2

含量的提高 
为了阐明水稻致病菌与 OsRboh 基因家族的相互

关系，我们利用水稻黄单胞菌 PXO99 菌株对四叶一

心期的水稻秧苗进行接种，并预先利用半定量

RT-PCR 分别对 OsRboh 基因在处理后的 0~48 h 内的

7 个时间段进行表达分析，结果显示，除 OsRbohA 和

OsRbohB 外，其余的 OsRboh 基因并未显现出表达量

的明显改变，并且 OsRbohD、OsRbohE 和 OsRbohF

仍然未检测出表达  (数据未显示)。此后我们利用

Real-time PCR 对 OsRbohA、OsRbohB、OsRbohC
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图 3  0.1 mmol/L SA 和 0.1 mmol/L MeJA 处理下 OsRboh 基因家族表达水平的变化以及 H2O2 含量的变化 
Fig. 3  Expression of OsRboh gene family and H2O2 content quantification under SA and MeJA treatment respectively. (A) Real-time 
PCR analysis of expression level of OsRbohA, OsRbohB, OsRbohC, OsRbohD and OsRbohG under 0.1 mmol/L SA and 0.1 mmol/L 
MeJA respectively in the leaf samples collected at times indicated above. Water treatment was used as control. The error bars indicate 
standard deviation of the mean of three experiments. The asterisks indicate there are significant differences between 0 h and other 
time points for each treatment after biostatistics analysis (P≤5%). (B) H2O2 content quantification was assayed by spectrophotometry 
under 0.1 mmol/L SA and 0.1 mmol/L MeJA respectively in the leaf samples collected at times indicated above. Water treatment was 
used as control. The error bars indicate standard deviation of the mean of three experiments. 
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和 OsRbohG 在处理后 0~48 h 内 7 个时间段进行相对

定量表达分析，并对处理后的水稻叶片 H2O2 含量进行

了测定 (图 4)。结果显示，在接种后 3~48 h 期间，

OsRbohA和OsRbohB的表达量都得到了不同程度的提

高。其中 OsRbohA 随着时间的推移，表达量呈逐渐上

升趋势；而 OsRbohB 则表现出了不同，在接种后 3 h，

OsRbohB 的表达量相对于对照就立刻提升了 11 倍，

此后基因表达量的提高倍数相对下降，但又在接种后

48 h，表达量相对于对照提升了 24 倍 (图 4A)，然而

OsRbohC和OsRbohG的表达量并无明显变化 (数据未

显示)。与此同时，自接种后 3~48 h，水稻叶片中的

H2O2 含量迅速积累。随着时间的推移，H2O2 含量逐

渐提高，并在接种后 48 h，H2O2 含量比接种前提高

了 104％ (图 4B)。以上结果与 SA 和 MeJA 单独处

理所呈现出的结果不太一致，显然水稻对病原菌的免

疫应答可能还存在着其他的信号通路。 

      

 

图 4  水稻黄单胞菌 PXO99 菌株接种后 OsRbohA 基因和 OsRbohB 基因表达水平的变化以及 H2O2 含量的变化 
Fig. 4  Expression of OsRbohA and OsRbohB family and H2O2 content quantification under inoculation of Xoo PXO99 strain. (A) 
Real-time PCR analysis of expression level of OsRbohA and OsRbohB under inoculation of Xoo PXO99 strain in the leaf samples 
collected at times indicated above. Medium treatment was used as control. The error bars indicate standard deviation of the mean of 
three experiments. The asterisks indicate there are significant differences between 0 h and other time points for each treatment after 
biostatistics analysis (P≤5%). (B) H2O2 content quantification was assayed by spectrophotometry under inoculation of Xoo PXO99 
strain in the leaf samples collected at times indicated above. Medium treatment was used as control. The error bars indicate standard 
deviation of the mean of three experiments. 
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3  讨论 

OsRbohA、OsRbohB、OsRbohC 和 OsRbohG 为

组成型表达基因，表明它们对水稻生长发育起到比

较重要的作用。然而， OsRbohD 、 OsRbohE 和

OsRbohF 则与 4 个组成型表达的 OsRboh 基因表达

模式存在着差异。其中 OsRbohD 只在叶鞘和愈伤组

织中表达，而 OsRbohE 和 OsRbohF 仅在愈伤组织中

得到表达。这种现象在拟南芥 AtRboh 基因家族中也

同样存在，可能是由于这两类基因在 NADPH 氧化

酶的进化过程中扮演着不同的角色，行使着不同的

功能[18]。值得注意的是，在 1 月龄胚性愈伤组织中，

这 7 个 OsRboh 基因都得到了不同程度的表达。

OsRboh 基因家族各基因在各器官组织表达的差异

明显，表明这 7 个基因可能在水稻发育、抗病以及

抗逆的过程中扮演不同的角色[2]。 

外源的 SA和 MeJA分别可以诱导植物抗病基因

的表达，并伴随着 ROS 的爆发。有研究表明，利用

SA 处理烟草后，会大大增加 NbRbohB 基因的转录

水平，最终诱导 H2O2 的大量积累，并且此途径需要

两条 MAPK 级联途径的参与。这两条途径分别为

MEK2-SIPK/NTF4 和 NPK1-MEK1-NTF6[19]。此外，

在对拟南芥的研究中，MeJA 可以诱导 AtRbohD 和

AtRbohF 表达量的升高，并伴随着 H2O2 的积累，然

而在分别对 coi-1 突变体和 atrbohD atRbohF 双突变

体进行 MeJA 处理后，H2O2 并未体现明显的提升[20]。

在我们的研究中，水稻经 SA 处理后，OsRbohA、

OsRbohB、OsRbohC 和 OsRbohD 都表现出了表达量

的上调，并且伴随着 H2O2 的显著积累；在经 MeJA

处理后，OsRbohA、OsRbohB、OsRbohC 和 OsRbohG

也都呈现出了表达量的提高，也同样伴随着 H2O2

的积累。这表明在水稻中，SA 和 MeJA 可能分别利

用 MAPK 级联途径和 COI1 介导的方式诱导 OsRboh

基因家族相关基因的表达以及 H2O2 的积累。

OsRbohA、OsRbohB 和 OsRbohC 在 SA 和 MeJA 的

处理下都显现出了表达量的明显提升，并且 H2O2

的含量也随之逐渐积累，说明这 3 个基因在 SA 和

MeJA 介导的水稻免疫应答中可能起到了比较重要

的作用。另外，我们还发现水稻经 SA 处理后，

OsRbohA 和 OsRbohC 表 达 量 上 调 的 时 间 比

OsRbohB 和 OsRbohD 要早，而在 MeJA 处理后，

OsRbohA、OsRbohB、OsRbohC 和 OsRbohG 在表达

量上调的时间上呈现一致性，这表明 SA 和 MeJA

可能通过不同的信号通路来调控 OsRboh 基因家族

的表达，并且 OsRboh 基因家族内的各基因可能处在

多种调控机制的作用下。而更为深入的机理尚需进

一步研究。 

植 物 细 胞 质 膜 上 含 有 胞 外 模 式 识 别 受 体

(Pattern-recognition receptors，PRRs)，可用来识别病

原菌并引发基础免疫应答，期间伴随着 MAPK 级

联应答、抗性基因的诱导表达以及 ROS 的氧爆发

等早期应答[21-22]。另有研究发现，拟南芥遭病原菌

侵染后，内源的 SA 和 MeJA 的含量都得到了显著

地提高 [23]。在本实验中，Xoo PXO99 的侵染导致

OsRbohA 和 OsRbohB 的表达量迅速提升以及 H2O2

的迅速积累，表明水稻在受到病原菌攻击后，立刻

激活了体内的基础免疫应答。其中内源 SA 和 MeJA

浓度的提升可能作为调控机制影响着 OsRboh 基因

家族表达量的上调，然而 OsRbohA 和 OsRbohB 的表

达量呈现持续性的上涨以及 OsRbohC、OsRbohD 和

OsRbohG 表达量并未上调的结果，与单独 SA 和

MeJA 处理所表现的情况有所不同，表明可能有其他

机制与 SA 及 MeJA 一起参与到病原菌诱导 OsRboh

基因家族的表达模式，而更为深入的机理尚需进一

步研究。 
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