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摘   要：细胞分裂素响应因子(cytokinin response factors, CRFs)作为植物特有的转录因子，在生长

发育调控、激素信号通路以及胁迫应答过程中发挥着重要作用。本研究以拟南芥 12 个 AtCRF 蛋

白序列为基础，通过 BLAST 比对，从水稻基因组中鉴定出 9 个 CRF 基因，分布于 7 条染色体上。

利用各种在线网站和本地软件，对水稻 CRF 家族蛋白的保守结构域、理化性质、二级结构以及系

统进化关系进行全面的解析。同时，也分析了 OsCRF 基因的外显子-内含子结构和启动子区顺式

作用元件。结果发现，水稻 CRF 基因的启动子中含有大量与植物激素响应和非生物胁迫应答相关

的元件。时空表达模式分析显示，4 个 OsCRF 基因在各器官中表达量均比较低，而另外 5 个则高

表达于水稻的叶片、花序或种子等部位。基因芯片数据表明，OsCRFs 不同程度地受到脱落酸

(abscisic acid, ABA)、生长素(auxin)、细胞分裂素(cytokinin, CK)以及茉莉酸(jasmonic acid, JA)的调

控作用。通过分析转录组测序数据，研究还发现，OsCRF 基因主要参与水稻的温度(低温及高温)
胁迫应答，部分基因还参与了干旱胁迫响应，但几乎所有的基因都不响应盐胁迫。本研究为进一

步解析水稻 CRF 家族基因的生物学功能提供了依据。 
关键词：水稻；细胞分裂素响应因子；基因家族分析；表达模式 
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Abstract: Cytokinin response factors (CRFs), as unique transcription factors in plants, play 
crucial roles in regulating development, phytohormone signaling pathway, and stress responses. In 
this study, we identified nine CRF genes from the rice genome by conducting a BLAST analysis 
using the protein sequences of twelve Arabidopsis AtCRFs. These genes are located on seven 
different rice chromosomes. We conducted a comprehensive analysis of the conserved domains, 
physicochemical properties, secondary structures, and phylogenetic relationships of rice CRF 
proteins using various online tools and local software. Additionally, we analyzed the exon-intron 
structures and cis-acting elements of OsCRFs, and found an abundance of elements relevant to 
phytohormone response and stress response on the promoters of rice CRF genes. Spatial-temporal 
expression pattern analysis revealed that four of the OsCRFs were barely expressed in all tested 
samples, while the other five were highly expressed in the leaf, panicle, or seed of rice. Microarray 
data showed that OsCRF genes are regulated to varying degrees by abscisic acid, auxin, cytokinin, 
and jasmonic acid. Furthermore, through analyzing the RNA-seq data, we found that OsCRFs are 
primarily involved in plant response to temperature stress (chilling and heat), with several OsCRFs 
also implicated in drought response, while hardly any respond to salt stress. This study provides an 
important basis for the functional characterization of rice CRF family genes. 
Keywords: rice; cytokinin response factors; gene family analysis; expression profile 

 
 

细胞分裂素(cytokinin, CK)在植物的正常

生长发育和复杂环境适应等生命活动中具有广

泛的生物学功能。CK 的信号转导是一个由双元

组分系统介导的磷酸接力传递过程，该系统主

要包括一系列组氨酸蛋白激酶(histidine kinase, 
AHK)、磷酸转运蛋白(histidine phosphotransfer 
protein, AHP)和反应调节因子(response regulator, 
ARR)等[1]。除此之外，由细胞分裂素响应因子

(cytokinin response factors, CRFs)组成的分支通

路在 CK 信号传导过程中也发挥着重要作用[2]。 
CRF 属于APETALA2/乙烯响应因子(APETALA2/ 

ethylene response factors, AP2/ERF)转录因子超

家族的亚组成员。除 AP2 结构域之外，CRF 家

族还含有本亚组所特有的 CRF 结构域，该结构

域主要参与 CRF 蛋白之间以及 CRF 与磷酸转

运蛋白之间的相互作用，进而调节植物的 CK
信号传导通路[3-4]。拟南芥基因组中存在 12 个

AtCRF 基因，主要在维管系统中表达，但它们

的时空表达模式具有一定差异。比如在根中，

AtCRF1 仅 在靠近下胚轴的部位表达，而

AtCRF2 在整个主根和侧根中均有表达；在叶片

中，AtCRF1 主要在第一对叶片的发育早期表

达，而 AtCRF6 则特异地高表达于成熟叶片[5]。

类似地，番茄 SlCRF1 高表达于成熟的器官，而
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SlCRF2 则在幼嫩的部位表达量较高[6]。 
在细胞分裂素信号通路中，CK 信号经

AHK、AHP 传递至 B 类 ARR 响应因子并将后

者激活，ARR 通过结合 CRF 基因(如 AtCRF2)
的启动子上调其表达量。同时，AHP 也与 CRF
蛋白互作，并介导 CRF 在细胞核的积累，CRF
作为转录因子与 B 类 ARR 共同调节下游 CK 响

应基因的表达[4,7-8]。除了 CK，CRF 基因在其他

植物激素的信号通路中也具有一定功能。研究

发现，AtCRF2 和 AtCRF6 可与生长素外向转运

载体基因 PIN1 和 PIN7 的启动子结合，通过调

节其表达量调控生长素在体内的分布[9]。乙烯

处理下，番茄 SlCRF1 受诱导上调表达，SlCRF7
则下调表达；SlCRF6 在茉莉酸(jasmonic acid, 
JA)处理下也发生了下调[10]。白菜的 CRF 基因

还受到脱落酸(abscisic acid, ABA)的调控，部分

基因的表达量在 ABA 处理下显著升高，而有些

则受到 ABA 的抑制[11]。 
CRF 基因还广泛参与植物的非生物学胁迫

应答。刚毛柽柳 ThCRF1 基因响应盐胁迫和渗透

胁迫，其过量表达能够促进渗透调节物质的积

累，并提高抗氧化酶的活性，进而增强植物的耐

盐性[12]。AtCRF6 通过抑制细胞分裂素相关基因

的表达介导氧化胁迫应答，在胁迫条件下其过量

表达能够增强植物的光合效率和主根生长[13]。

AtCRF2、AtCRF3 和 AtCRF4 受冷胁迫诱导表达，

前两者调控侧根起始过程，通过促进侧根发育提

高植株对冷胁迫的适应能力；在冻害条件下，

AtCRF4 的过表达植株抗性增强，而其突变体则表

现为敏感表型[8,14]。除此之外，CRF 基因在高温、

干旱等环境条件下的作用也已有相关报道[6,15]。 
CRF 基因生物学功能的解析主要集中于模

式植物拟南芥和番茄，在白菜[11]、大豆[16]以及

苹果[17]等物种中也进行了全基因组鉴定，但对

水稻 CRF 基因目前还缺乏了解。本研究利用同

源比对方法鉴定了水稻 CRF 家族基因，对其序

列信息、理化性质、进化关系、基因结构和启

动子顺式作用元件等进行了系统分析。此外，研

究还对水稻细胞分裂素响应因子(Oryza sativa 
CRF, OsCRF)基因的表达模式进行了分析，以期

为解析该家族基因的生物学功能奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  水稻 CRF 家族基因的鉴定 

从拟南芥信息资源网站 (The Arabidopsis 
Information Resource, TAIR, https://www.arabidopsis. 
org/)下载 12 个 AtCRF 蛋白(AtCRF1/At4g11140、
AtCRF2/At4g23750 、 AtCRF3/At5g53290 、

AtCRF4/At4g27950 、 AtCRF5/At2g46310 、

AtCRF6/At3g61630 、 AtCRF7/At1g22985 、

AtCRF8/At1g71130 、 AtCRF9/At1g49120 、

AtCRF10/At1g68550 、 AtCRF11/At3g25890 和

AtCRF12/At1g25470)的氨基酸序列，从 Phytozome
数据库 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) 下载

水稻基因组蛋白序列文件，将两者进行 BLAST
比对。对获得的候选序列进行进一步筛选，删

除重复基因和短序列，最后得到水稻 OsCRF 基

因家族成员。将水稻 CRF 基因的 ID 号输入

Phytozome 检索，获得其染色体定位信息以及

DNA 序列、编码序列(coding sequence, CDS)和编

码氨基酸的长度信息。 

1.2  多序列比对 
从 Phytozome 数据库下载各 OsCRF 蛋白的

氨基酸序列，利用 ClustalX 软件对拟南芥和水

稻的 CRF 蛋白进行多序列比对，并根据比对结

果分析保守结构域。 

1.3  理化性质与二级结构分析 
将 OsCRF 蛋白的氨基酸序列输入 Expasy 

ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/)网
站，根据检索结果记录分子量、理论等电点、不
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稳定指数、脂溶指数以及总平均亲水性等理化参

数。将蛋白序列输入 SOPMA (self-optimized 
prediction method from alignment, https://npsa- 
prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_
sopma.html)在线工具，预测分析其二级结构组成。 

1.4  进化树构建与基因结构分析 
将 OsCRF 的蛋白序列输入 MEGAX 软件，

首先利用 ClustalW 算法进行多序列比对，之后

以邻接法(neighbor-joining, NJ)构建系统进化树，

并通过步长检验(bootstrap method)检验建树质

量，次数设置为 1 000。遗传距离计算模型选择

JTT model，选择 complete deletion 删除多序列比

对中空位较多的列。从 Phytozome 数据库下载水

稻基因组注释文件，将其与 OsCRF 基因的 ID 号

输入 TBtools 软件，进行基因结构的可视化。 

1.5  启动子分析 
提取各 OsCRF 基因翻译起始密码子 ATG 上

游 2 000 bp 的 DNA 序列，之后导入 PlantCARE
网站(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/ 
plantcare/html/)预测顺式作用元件，筛选植物激

素和胁迫应答相关的元件，并通过 TBtools 软

件对其在启动子上的分布进行可视化。 

1.6  时空表达与激素处理下的表达模式分析 
在水稻基因表达数据库 RED (http://expression. 

ic4r.org/index)检索 OsCRF 基因，记录其在不同

器官(幼苗根、幼苗地上部分、成熟叶片、抽穗

前的花序、开花后的稻穗和种子)中的表达数据

每千个碱基的转录每百万映射读取的片段

(fragments per kilobase of exon model per 

million mapped reads, FPKM)值，经 log2 标准化

后绘制层次聚类热图。从水稻表达谱数据库

RiceXPro (https://ricexpro.dna.affrc.go.jp/) 下载

OsCRF 基因在植物激素 ABA、生长素、CK 以

及 JA 处理前后的基因芯片数据，利用 Microsoft 
Excel 处理数据并绘制柱形图。 

1.7  非生物胁迫下的表达模式分析 
于 NCBI 数据库(https://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/)下载水稻在冷胁迫(GSE67373)[18]、高温胁

迫(GSE144566)[19]、干旱胁迫(GSE74465)[20]以

及盐胁迫(GSE109617)[21]下的转录组测序数据，

提取 OsCRF基因的表达量数据 FPKM或每千个

碱基的转录每百万映射读取的 reads (reads per 
kilobase of exon model per million mapped reads, 
RPKM)值，输入 TBtools 软件绘制聚类热图。 

1.8  冷胁迫下 OsCRFs 表达模式的实时荧光

定 量 PCR (quantitative real-time PCR, 
qRT-PCR)验证 

生长 2 周的水稻(日本晴)幼苗进行 4 ℃冷

胁迫处理，24 h 后对地上部分进行取材。利用

北京全式金生物技术有限公司 EasyPure® Plant 
RNA Kit 提 取 总 RNA ， 以 此 为 模 板通过

TransScript® One-Step gDNA Removal and 
cDNA Synthesis SuperMix 反转录获得 cDNA。

以 OsActin1 作为内参，设计基因特异性引物 
(表 1)，利用 TransStart® Top Green qPCR SuperMix
进行 qRT-PCR 实验，上述操作均按照说明书

进行。最后通过 2−ΔΔCt 方法计算基因的相对表

达量。 
 

表 1  qRT-PCR 分析所用引物 
Table 1  Primers used in qRT-PCR analysis 
Gene name Forward primer (5′→3′) Reverse primer (5′→3′) 
OsCRF1 ATTTGGGGCTGTCGTCTCTG GACGAGTTGCAATGCGACGA 
OsCRF4 CTGAGGGTCCAATTATCCGTAA ACCTTACCAAATCAGGTCACAT 
OsCRF5 GCAACCAGCAGCAATGTTATTA GCCACCACCATTTACTACTACT 
OsCRF7 GCTTTGCTTCTCCTGCATTAGG GTCAACACCACAATGTCACAACT 
OsCRF9 GATTTCGATGGGCGCTGTTC AACGCATCTGCAAGCCTAGT 
OsActin1 TCATAGGAATGGAAGCTGCG AGGAGCCAAGGCAGTGATCT 
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2  结果与分析 

2.1  水稻 CRF 家族基因的鉴定及其序列

信息 
将拟南芥 CRF 蛋白序列与水稻基因组蛋白

序列进行本地 BLAST 比对，结果共筛选得到

9 个 CRF 基因，不均匀地分布在水稻 7 条染色体

上(表 2)。1 号染色体上分布最多，为 3 个；3、
5、6、7、8 和 9 号染色体上各含有 1 个 CRF 基

因。为方便后续研究，将该家族基因依次命名

为 OsCRF1−OsCRF9。利用 Phytozome 数据库，

对水稻 CRF 基因的序列信息进行了检索记录。 

OsCRF 基因的 DNA 长度在 939−3 467 bp 之间，

其中 OsCRF8 的序列最短，而 OsCRF9 的序列

最长。CDS 长度在 726−1 143 bp 之间，最短的

是 OsCRF4，编码 241 个氨基酸；最长的是

OsCRF2，编码 380 个氨基酸。 

2.2  CRF 蛋白的多序列比对及保守结构域

分析 
利用 ClustalX 软件对拟南芥和水稻的 CRF

蛋白进行多序列比对，并分析其保守结构域。如

图 1 所示，除 AP2 结构域之外，所有的 AtCRF
和 OsCRF 蛋白还含有 1 个保守的 CRF 结构域，进

一步说明了筛选到的 9 个基因均属于 CRF 家族。 
 
表 2  水稻 CRF 家族基因的序列信息 
Table 2  Sequence information of the rice CRF family genes 
Gene name Gene ID Chromosome Start End Gene length 

(bp) 
CDS length 
(bp) 

Peptide 
length (aa) 

OsCRF1 LOC_Os01g04020 1 1 746 415 1 748 549 2 134 1 017 338 
OsCRF2 LOC_Os01g12440 1 6 813 713 6 815 546 1 833 1 143 380 
OsCRF3 LOC_Os01g46870 1 26 734 013 26 735 516 1 503 900 299 
OsCRF4 LOC_Os03g60120 3 34 192 416 34 193 650 1 234 726 241 
OsCRF5 LOC_Os05g25260 5 14 662 778 14 664 671 1 893 846 281 
OsCRF6 LOC_Os06g06540 6 3 067 708 3 068 737 1 029 1 029 342 
OsCRF7 LOC_Os07g12510 7 7 139 565 7 140 775 1 210 849 282 
OsCRF8 LOC_Os08g27220 8 16 620 170 16 621 109 939 939 312 
OsCRF9 LOC_Os09g13940 9 8 199 883 8 203 350 3 467 957 318 

 

 
 
图 1  拟南芥和水稻 CRF 蛋白的多序列比对 
Figure 1  Multiple sequence alignment of Arabidopsis and rice CRF proteins. 
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2.3  水稻 CRF 蛋白的理化性质与二级结构 
利用 Expasy ProtParam 工具对水稻 CRF 家

族蛋白的基本理化性质进行预测分析(表 3)。
OsCRF 蛋白的分子量在 30.33−40.51 kDa 之间。

OsCRF1、OsCRF2、OsCRF3、OsCRF6 以及

OsCRF9 的理论等电点低于 7，最低为 4.48；其

余 4 个 CRF 蛋白的理论等电点在 7 以上，最高

为 10.21。根据预测结果来看，OsCRF 蛋白的

不稳定指数均高于 40，说明为不稳定蛋白。同

时，所有 CRF 蛋白的脂溶指数都小于 100，且

亲水性平均值(grand average of hydropathicity, 
GRAVY)小于 0，表明 OsCRF 蛋白均为脂溶性亲

水蛋白。在水稻 CRF 蛋白的二级结构中，无规则

卷曲占比最高，为 46.15% (OsCRF1)−61.41% 
(OsCRF4) ， 其 次 是 α 螺 旋 ， 占 20.21% 
(OsCRF7)−37.87% (OsCRF1)，然后是延伸链，

占 9.36% (OsCRF3)−16.99% (OsCRF8)，β 转角占

比最低，仅为 2.37% (OsCRF2)−6.73% (OsCRF8)。 

2.4  CRF 蛋白的系统进化关系分析 
利用 MEGA 软件以拟南芥和水稻 CRF 蛋

白的氨基酸序列构建系统进化树。由图 2 可以

看出，OsCRF8 与其他 CRF 蛋白亲缘关系较远，

位于一个单独分支，而剩余的 CRF 蛋白可分为

2 个亚家族。亚家族 I 中 CRF 成员较多，有 8 个

AtCRF 和 6 个 OsCRF 蛋白，且水稻和拟南芥的

CRF 分别属于 2 个分支，表明该亚家族中 CRF
基因的进化具有一定种属特异性。亚家族Ⅱ中包

含 4 个 AtCRFs 和 2 个 OsCRFs，2 个水稻 CRF
蛋白(OsCRF1和OsCRF9)与拟南芥AtCRF9亲缘

关系较近，三者位于 1 个分支；而 AtCRF10、
AtCRF11 和 AtCRF12 位于另外 1 个分支。 

2.5  水稻 CRF 家族的基因结构 
基因结构分析常用来比较家族各基因间的

遗传多样性。本研究利用水稻的基因组注释文

件，对 OsCRF 基因的外显子-内含子结构进行

了分析。如图 3 所示，水稻 9 个 CRF 基因的编

码区均由 1 个完整的外显子构成。OsCRF6 和

OsCRF8 无 非 翻 译 区 (non-translation region, 
UTR)序列；OsCRF7 不含 5′UTR，但含有 3′UTR；

OsCRF1 和 OsCRF9 的 5′UTR 区含内含子序列，

且后者有多段内含子片段，这也是 OsCRF9 基

因 DNA 序列较长的原因。其余 4 个基因

(OsCRF2、OsCRF3、OsCRF4 及 OsCRF5)的 5′
端和 3′端各含有 1 个长度不等的 UTR 区。以上

结果表明，OsCRF 基因在进化过程中产生了较

高的序列多样性。 
 
表 3  水稻 CRF 蛋白的理化参数与二级结构 
Table 3  Physicochemical parameters and secondary structures of rice CRF proteins 
Protein Molecular 

weight 
(kDa) 

pI Instability 
index 

GRAVY Aliphatic 
index 

Secondary structure (%) 
Alpha 
helix 

Beta turn Random 
coil 

Extended 
strand 

OsCRF1 36.53 4.75 58.83 −0.526 61.66  37.87 6.21 46.15 9.76 
OsCRF2 40.51 4.83 57.78 −0.322 71.39 29.21 2.37 57.63 10.79 
OsCRF3 31.54 4.48 64.35 −0.404 59.50  28.09 3.01 59.53 9.36 
OsCRF4 25.49 10.21 59.87 −0.421 68.92 20.33 5.81 61.41 12.45 
OsCRF5 30.33  9.72 68.12 −0.579 61.32 29.89 3.56 56.94 9.61 
OsCRF6 36.46 4.85 65.86  −0.432 65.18 26.32 5.26 51.75 16.67 
OsCRF7 30.60  10.12 90.17 −0.664  70.67 20.21 4.96 60.99 13.83 
OsCRF8 33.36 9.15 69.00  −0.568 63.04 22.44 6.73 53.85 16.99 
OsCRF9 35.68 5.36 51.80  −0.606  75.41  33.02 4.72 46.23 16.04 
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图 2  拟南芥和水稻 CRF 蛋白的系统进化关系 
Figure 2  Phylogenetic relationships between Arabidopsis and rice CRF proteins. The OsCRFs were marked 
with black dot. 
 

 
 
图 3  水稻 OsCRFs 的基因结构 
Figure 3  Gene structure of rice OsCRFs. 
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2.6  水稻 CRF 基因的顺式作用元件分析 
CRF 基因广泛参与植物激素信号通路和非

生物胁迫应答[16]。为初步了解 OsCRF 基因可能

的生物学功能，对其启动子区的顺式作用元件

进行了分析(图 4)。在 OsCRF 基因的启动子区，

发现了大量植物激素相关的应答元件，其中所

有基因均含有 ABA 响应元件 ABRE、MeJA 响

应元件 CGTCA-motif 与 TGACG-motif，暗示水

稻 CRF 基因在这 2 种激素的信号通路中发挥一

定的作用；此外，部分基因的启动子还存在其

他激素的响应元件，包括生长素响应元件

(TGA-element、AuxRR-core)、赤霉素响应元件

(P-box 、 GARE-motif) 以及水杨 酸响应元 件

(TCA-element)。非生物胁迫响应元件主要有厌

氧诱导元件 ARE、干旱诱导元件 MBS、低温响

应元件 LTR 和创伤响应元件 WUN-motif，它们

不均匀地分布于部分 OsCRF 基因的启动子区。 

2.7  水稻 CRF 基因的时空表达模式 
从 RED 数据库下载水稻各 CRF 基因在不同

器官中的表达数据，绘制层次聚类热图(图 5)。
结果显示，4 个基因(OsCRF2、OsCRF3、OsCRF6
与 OsCRF8)在各个器官中的表达量均比较低，

而另外 5 个基因在不同器官中均有一定的表

达，但表达水平各有差异。OsCRF7 高表达于

幼苗的地上部分和成熟叶片；OsCRF5 在种子

中表达量最高，其次是在开花后的稻穗中；

OsCRF9 在成熟叶片和抽穗前的花序中表达量

最高。OsCRF4 和 OsCRF1 的表达量明显高于

其他基因，其中 OsCRF4 在成熟叶片中表达量

最高；而 OsCRF1 在抽穗前的花序、开花后的

稻穗以及种子中表达量最高，可能参与了水稻

种子的发育过程。以上结果表明，水稻 CRF 基

因可能在各器官的生长发育过程中发挥一定的

生物学功能。 

2.8  不同激素处理下 OsCRF 基因的表达

模式 
有研究指出，CRF 基因能够介导多种植物

激素的信号转导通路[22]。为明确 OsCRFs 是否

响应激素信号，本研究通过检索基因芯片数据，

分析了水稻植株中表达量较高的 5 个基因在

ABA、生长素、CK 和 JA 处理下的表达量变化。

整体来看，不同基因在各激素处理下的表达模

式不尽相同。OsCRF1 的表达水平在 ABA、生

长素和 CK 这 3 种激素处理后没有太大的变化；

在 JA 处理后则呈现先下降后上升然后再下降的

趋势(图 6A)。OsCRF4 在 ABA 处理 3 h 后表达量

显著升高，但随后又降至正常水平；JA 处理下该

基因的表达量随时间逐渐下降(图 6B)。OsCRF5  
 

 
 
图 4  水稻 CRF 基因启动子区的顺式作用元件 
Figure 4  cis-acting elements on the promoters of rice CRF genes. 
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图 5  水稻 CRF 基因的组织表达模式 
Figure 5  Tissue expression patterns of rice CRF 
genes. Panicle-1: The panicle 7 d before heading; 
Leaf: Mature leaf; Panicle-2: The panicle 7 d after 
flowering; Shoot: 7 d seedling shoot; Root: 7 d 
seedling root; Seed: Mature seed. 

 
和 OsCRF7 在激素处理下的表达模式具有较高

的相似性(图 6C, 6D)，ABA 处理后，两者表达

量均逐渐升高，并在 3 h 时达到峰值，随后表

达量降低，但仍显著高于正常水平；生长素处

理 3 h 后，OsCRF5 和 OsCRF7 的表达量轻微上

调，但并未超过 2 倍；JA 处理主要显著上调

OsCRF5 的表达，而 OsCRF7 呈现先升高后降

低随后又升高的趋势；CK 处理下，OsCRF5
发生了显著的上调表达，但 OsCRF7 的表达量

无明显变化。 OsCRF9 的表达模式类似于

OsCRF1，ABA 和生长素处理 3 h 后该基因轻

微上调，而 JA 处理下则同样呈现先下降后上

升然后再下降的趋势(图 6E)。 

2.9  非生物胁迫下 OsCRF 基因的表达模式 
通过分析转录组测序数据，研究了 OsCRFs

在低温、高温、干旱以及盐胁迫下表达水平的

变化，以揭示其是否参与水稻的非生物胁迫应

答过程。冷胁迫下，所有能检测到的 OsCRF 基

因(部分基因由于表达水平过低而未检测到表

达量)均发生了明显的上调表达，例如 OsCRF2，
正常条件下的表达量相对较低，低温处理后提

升了 13 倍；而 OsCRF9 的表达量更是提升了近

30 倍；其他基因则上调了 4−10 倍不等(图 7A)。
高温条件下，OsCRF2 同样受到明显的诱导表

达；此外，OsCRF5 和 OsCRF9 也发生了较高

程度的上调，分别升高了 5.8 倍和 3.6 倍；

OsCRF1 和 OsCRF4 呈现上调趋势，但上调程度

较低；OsCRF7 的表达不受高温的影响(图 7B)。
干旱胁迫下，大多数基因并未发生超过 2 倍的

上调或下调，但 OsCRF7 的表达水平明显提高，

且随处理时间持续上升；OsCRF4 在干旱处理  
1 h 后下调了约 55%，6 h 时基本恢复正常(图 7C)，
说明 OsCRF4 和 OsCRF7 参与水稻的干旱胁迫

应答，但两者的作用机制或作用途径并不一致。

盐胁迫处理后，仅 OsCRF3 表现一定的上调趋势，

其他基因的表达量均未发生明显变化(图 7D)，因

此 OsCRFs 可能不参与水稻的盐胁迫应答过程。 

2.10  冷胁迫下基因表达量的 qRT-PCR 验证 
转录组数据显示大多数 OsCRF 基因参与

了冷胁迫应答，为检验其准确性，选择在水稻

各器官中表达量较高的 OsCRF1、OsCRF4、
OsCRF5、OsCRF7 和 OsCRF9 进行 qRT-PCR 验

证。如图 8 所示，冷胁迫处理 24 h 后，5 个基

因的表达量均发生了显著提高，其中 OsCRF9
上调了 20 多倍，其他 4 个基因的表达量也升高

了 2−8 倍，这与转录组分析的结果基本一致。

以上结果表明 OsCRFs 在水稻的低温胁迫应答

中可能发挥着重要作用。 
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图 6  植物激素处理下水稻 CRF 基因的表达模式 
Figure 6  Expression patterns of rice CRF genes under phytohormone treatment. A: OsCRF1. B: OsCRF4. C: 
OsCRF5. D: OsCRF7. E: OsCRF9. Cy5: Cyanine 5, Cy3: Cyanine 3, ABA: Abscisic acid, CK: Cytokinin, JA: 
Jasmonic acid. * and ** represent significant difference at 0.05 and 0.01 level, respectively. 
 

3  讨论与结论 
C R F 基 因 在 植 物 中 普 遍 存 在 ， 属 于

AP2/ERF 超家族的亚组成员[23]。除了模式植物

拟南芥，在一些作物中也对该家族基因进行了

鉴定，如白菜和大豆基因组中各存在 21 个和

26 个 CRF 基因[11,16]。本研究以拟南芥 12 个 CRF

蛋白的氨基酸序列为参考，通过同源比对的方

法，从水稻基因组中共鉴定出 9 个 CRF 基因， 

定位在水稻的 7 条染色体上。在结构上，它们

均包含由约 50 个氨基酸组成的 AP2 结构域和

由约 40 个氨基酸组成的 CRF 结构域。 
早期的研究将 CRF家族分为 2个亚家族[3]，

之后 Zwack 等又根据蛋白序列的差异，进一步

将被子植物的 CRF 家族细分为 5 个亚家族[5]。

但对于具体的物种来说，由于经历了不同的基因

复制和基因丢失事件，情况会有所差异。在经济

作物苹果中，CRF 家族被划分为 3 个亚组，且 
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图 7  非生物胁迫下水稻 CRF 基因的表达模式 
Figure 7  Expression patterns of rice CRF genes under abiotic stress. A: Expression level of OsCRFs under 
cold stress (numbers in color patches denote RPKM values). B: Expression level of OsCRFs under heat stress 
(numbers in color patches denote FPKM values). C: Expression level of OsCRFs under drought stress 
(numbers in color patches denote FPKM values). D: Expression level of OsCRFs under salt stress (numbers 
in color patches denote FPKM values). 
 

 
 
图 8  冷胁迫下 OsCRF 基因的 qRT-PCR 分析 
Figure 8  qRT-PCR analysis of OsCRF genes under 
cold stress. ** represent a significant difference at 
0.01 level. 

每个亚组中 CRF 蛋白的分布相对均匀[17]。经系

统进化关系分析，水稻的 CRF 蛋白也被分为   
3 个亚家族，其中 OsCRF8 位于一个单独的分

支，且与其他 CRF 蛋白亲缘关系较远，推测在

进化中该基因较早地与家族成员分离开来。亚家

族 I 中 AtCRFs 和 OsCRFs 各处于一个分支，说

明在进化过程中该族 CRF 的分化可能晚于拟南

芥和水稻的分化时间。 
虽然最早以细胞分裂素响应因子命名，但

并不是所有的 CRF 都参与 CK 信号通路。在番

茄 11 个 CRF 基因中，仅 3 个(SlCRF2、SlCRF3、
SlCRF5)受 CK 的强烈诱导，其余均不响应 CK
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或仅微弱上调[10]。拟南芥 CRF1、CRF3 以及 CRF4
的表达量在 CK 处理下也未发生明显改变[7]。在

水稻 CRF 基因的启动子区，发现了大量与 ABA
和 JA 响应相关的顺式作用元件。激素处理下的

基因芯片数据显示，多数 OsCRFs 在 ABA 或 JA
处理下出现了显著的上调或下调表达，检测的

5 个 OsCRF 基因均响应 JA 信号，4 个响应 ABA
信号，而仅有 OsCRF5 在 CK 处理 30 min 后出

现了持续的上调表达，其余基因几乎不受 CK 的

影响。在其他作物中，CRF 基因也有类似的表现，

能够不同程度地应答多种植物激素信号[10,11,15]。

因此，CRF 类基因可能在不同植物激素的交叉

互作中起着关键的节点作用。 
已有研究证实，CRF 基因参与了根系生长[24]、

生殖发育[25-26]和花青苷积累[27]等过程。本研究

发现水稻各 OsCRF 基因在幼苗、成熟叶片、花

序以及种子等部位均有一定的表达，暗示

OsCRFs 在水稻的各个部位以及各生长发育阶段

可能发挥相应的生物学功能。此外，OsCRF 基

因还参与了水稻的非生物胁迫应答，特别是在冷

胁迫下，6 个基因的表达量明显提高。有趣的是，

在大豆中也发现了相似的现象，几乎全部

GmCRFs 都响应冷胁迫，且受冷胁迫的强烈诱

导[16]。高温条件下，OsCRFs 也出现了不同程度

的上调表达。推测 OsCRF 基因在水稻的温度信

号传导及胁迫响应过程中起着至关重要的作用。 
综上所述，本研究对水稻 CRF 家族进行了

全基因组鉴定和系统的生物信息学分析，并着重

分析了其在不同器官、植物激素处理和非生物胁

迫下的表达模式，为深入研究 OsCRFs 在生长发

育调控、激素信号通路以及复杂环境适应等方面

的生物学功能和分子机制提供了参考依据。 
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