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摘 要：以耐热水稻品种 996 和热敏感水稻品种 4628 为材料，提取 2 个水稻品种在 40 ℃高温处理 0、10、20、

60 min 和 2 h 的 5～6 期幼穗中的 RNA 进行微阵列分析。结果表明：高温胁迫下 2 个不同耐热性品种的差异表达

基因显著富集在苯丙烷生物合成、热休克蛋白、四肽重复以及一些与非生物胁迫相关的过程；耐热型水稻品种 996

的差异表达基因还显著富集于细胞色素 P450，而热敏感水稻品种 4628 的差异表达基因显著富集到五肽重复；对

高温胁迫下具有品种特异性表达的基因进行分析，推测可能是细胞色素 P450 家族基因的差异表达提高了耐热水

稻 996 的耐热能力，PPR 基因的存在影响了热敏感水稻 4628 的抗逆性。 
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Abstract: In this study, using heat tolerance line 996 and heat sensitive line 4628 as materials, we performed microarray 
analysis on the RNA extracted from the 5-6 stage young panicles of the two rice varieties treated with 40  for 0 min, 10 ℃

min, 20 min, 60 min and 2 h. The results showed that the differentially expressed genes of the two varieties were 
significantly enriched in phenylpropane biosynthesis, heat shock protein, tetratricopeptide repeat, and processes related to 
abiotic stress. In addition, heat tolerance line 996 differentially expressed genes were also significantly enriched in 
cytochrome P450. The heat sensitive rice 4628 differentially expressed genes were significantly enriched to 
pentatricopeptide repeat. With the results from this study, we could conclude that heat tolerance rice 996 may improve its 
own heat tolerance due to the differential expression of cytochrome P450 family genes, and heat sensitive rice 4628 may 
be due to the existence of PPR gene to affect its own stress resistance. The differentially expressed genes in the heat 
tolerance line 996 and heat sensitive line 4628 provided information for further heat resistant gene identification and 
clarification of the heat resistant mechanism. 
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高温(超过 35 ℃以上)是影响水稻产量和质量 的重要因素，对水稻生殖生长影响显著[1]。据国际
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水稻所研究，在水稻生长的环境敏感期和敏感温度

范围，温度每升高 1 ℃，产量损失 10%以上[2]。长

江中下游地区水稻常常在抽穗开花前后一段时期

内遭遇持续高温，导致水稻花器官发育不良、授粉

行为障碍、籽粒灌浆不饱满、结实率下降、水稻大

幅度减产[3]。此外，高温还会引起淀粉糊化特性(糊

化温度、峰值黏度、保持黏度、最终黏度等)发生改

变，导致稻米品质变劣[4–5]。 

随着工业进程化的加快以及温室效应的加剧，

高温热害已经成为水稻生产的主要非生物胁迫之

一。本研究中，以耐热水稻品种 996 和热敏感品种

4628 为材料，研究 40 ℃高温处理对水稻幼穗基因

表达的影响，并对差异表达的基因进行功能富集分

析，旨在为耐热相关基因的筛选、鉴定以及耐热机

理的研究提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 供试水稻材料 

耐热型水稻品种 996、热敏感品种 4628 由湖南

农业大学水稻研究所提供。 

1.2 方法 

1.2.1  高温胁迫处理 

2 个水稻品种在湖南农业大学试验田生长至孕

穗期后，将生长基本一致的水稻移至实验室的培养

箱中，在温度为 32 /28 (℃ ℃ 白天/夜晚)、相对湿度

80%、光照强度为 600 μmol/(m2·s)的培养箱内预培

养 1 d，然后在 40 ℃、相对湿度 80%、光照强度 600 

μmol/(m2·s)的条件下处理 10、20、60 min 和 2 h，

取经高温处理的发育至 5～6 期的主穗中部的小花，

混合后液氮速冻，–80 ℃保存，以备微阵列分析。 

1.2.2 基因芯片试验 

试验材料为–80 ℃保存的经高温胁迫处理的幼

穗，以未经高温处理的材料为对照。所用基因芯片

为 4×44 k 安捷伦寡核苷酸水稻芯片。试验在上海

生物芯片有限公司进行。试验过程包括总 RNA 抽

提、质量检测和定量、逆转录、标记、芯片杂交、

洗脱、扫描以及对杂交信号值进行扣本底、标准化。  

1.2.3 差异表达基因分析 

采用 GEO2R 软件比较分析 2 个水稻品种未处

理组(对照组)数据和高温处理(实验组)数据，筛选差

异表达基因。将 4 个时间点中有 2 个或 2 个以上时

间点高温处理表达变化满足倍数变化(fold change, 
FC)大于 2 或小于 0.5 的基因定义为差异表达基因

(differentially expressed genes，DEGs)。 

1.2.4 基因的功能富集分析 

为分析差异表达基因的功能，运用生物信息学

工 具 Database for Annotation, Visualization and 
Integrated Discovery (DAVID) v6.8(https://david. 
ncifcrf.gov/)进行 GO 功能富集分析、KEGG 通路富

集分析、INTERPRO 蛋白结构域富集分析等。选取

错误发现率(FDR)小于 0.05 的术语(terms)用于基因

的功能分析。 

1.2.5 维恩分析 

采用在线工具 venny 2.1 (https://bioinfogp.cnb. 
csic.es/tools/venny/) 编制 Venn 图。 

2 结果与分析 

2.1 高温胁迫下 2 个水稻品种的基因表达 

高温胁迫下，从耐热品种 996 中鉴定出 3113
个 DEGs，从热敏感品种 4628 中鉴定出 7297 个

DEGs(图 1)。高温胁迫下，热敏感品种差异表达基

因比耐热品种多，可能是因为热敏感品种对高温更

敏感，进而触发级联反应，致使更多基因差异表达。 

 
“↑”和“↓”分别表示高温胁迫下基因表达上调和下调。 

图 1 高温胁迫下 2 个水稻品种差异表达基因的维恩图 
Fig.1 The Venn diagram of DEGs in two rice varieties under 

high temperature stress  
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2.2 高温胁迫下 2 个水稻品种 DEGs 的功能富集

分析 

2.2.1 DEGs 的 GO 富集分析 

从图 2 可以看出，高温胁迫下，耐热品种 996
的 DEGs 主要富集到 22 个 GO terms，包括 6 个生

物过程 (biological process， BP)， 4 个细胞组分

(cellular component，CC)及 12 个分子功能(molecular 
function，MF)。GO 富集分析表明，这 6 个生物过

程为热响应、次生代谢产物生物合成、碳水化合物

代谢、几丁质分解代谢、毒素分解代谢、草酸代谢；

在细胞组分中，质外体、胞外区、膜和细胞壁的

DEGs 最为显著；分子功能中，富集基因较多的为

血红素结合、转录因子活性的序列特异性 DNA 结

合、铁离子结合，各有 104、94、77 个差异表达基

因。高温胁迫下，热敏感品种 4628 的 DEGs 主要

富集到 5 个 GO terms，包括 2 个生物过程和 3 个细

胞组分，没有显著富集的分子功能。 
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图 2 高温胁迫下耐热型、热敏感型水稻 DEGs 的 GO terms 

Fig.2 Enrichment GO terms within heat-resistant and heat-sensitive rice DEGs under high temperature stress  

2.2.2 DEGs 的 KEGG 通路富集分析 

从表 1 可以看出，耐热品种 996 的 DEGs 主要 

表 1 高温胁迫下 2 个不同耐热性水稻品种 DEGs 富

集的 KEGG 通路 
Table 1 The enriched KEGG pathways of DEGs in rice varieties 

with different heat tolerance under heat stress 

品种 通路术语 基因数 错误发现率

4628 次生代谢物的生物合成 302 0.000 0 
 代谢途径 504 0.000 6 
 苯丙烷生物合成  56 0.005 6 
 糖酵解/糖异生  54 0.006 3 
 淀粉和蔗糖代谢  49 0.028 7 
 碳代谢  90 0.028 8 
 半乳糖代谢  27 0.028 8 

996 内质网中的蛋白质加工  62 0.000 0 
 二萜生物合成  12 0.004 5 
 苯丙烷生物合成  29 0.008 3 
 谷胱甘肽代谢  19 0.042 7 

 

富集在 4 条 KEGG 通路，富集基因最多的是内质网

中的蛋白质加工，为 62 个。热敏感品种 4628 的

DEGs 主要富集在 7 条 KEGG 通路，其中代谢途径

富集的基因最多，为 504 个。2 个品种的 DEGs 都

显著富集到苯丙烷生物合成。 

2.2.3 DEGs 的 INTERPRO 蛋白结构域分析 

为了识别品种 996 与品种 4628 DEGs 蛋白结构

域的特征，采用 DAVID 在线工具进行 INTERPRO
蛋白结构域的富集分析。结果(图 3)表明，品种 996 
DEGs 主要富集到 20 个蛋白质结构域。富集基因排

在前 5 的蛋白结构域有细胞色素 P450、细胞色素

P450 的 E 类 I 组、细胞色素 P450 的保守位点、糖

苷水解酶超家族、糖苷水解酶的催化结构域，分别

为 69、64、62、62、56 个。品种 4628 DEGs 主要
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富集到类 HSP20 分子伴侣、α–晶体蛋白/Hsp20 结

构域、五肽重复、糖苷水解酶超家族、糖苷水解酶

的催化结构域等 5 个蛋白质结构域。 
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图 3  高温胁迫下 2 个水稻品种 DEGs 的 INTERPRO 蛋白结构域富集分析结果 

Fig.3 Enrichment analysis result of the INTERPRO protein domain of heat-resistant and heat-sensitive rice DEGs under high temperature stress  

2.3 高温胁迫下 2 个水稻品种中差异表达一致基

因的功能富集分析 

选取 2 个品种在高温处理差异表达一致的基因

(314 个)进行富集分析。GO 富集分析结果(图 4)表
明，2 个品种差异表达一致的基因主要富集到 5 个

基本生物学过程，没有显著富集的细胞组分和分子

功能。在 KEGG 富集分析中发现，高温胁迫下 2 个 
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图 4 高温胁迫下 2 个水稻品种差异表达一致基因的

功能富集分析结果 
Fig.4 The functional enrichment analysis result of differentially 

expressed consistent genes in heat-resistant and heat-sensitive 

rice under high temperature stress 

 
品种差异表达一致的基因主要富集在 1 条通路，即

内质网中的蛋白质加工。INTERPRO 蛋白结构域富

集分析结果(图 4)表明，2 个品种差异表达一致的基

因富集到 8 个蛋白质结构域，主要为热休克蛋白和

四肽重复相关的蛋白结构域。 

2.4 高温胁迫下 2 个水稻品种中差异表达相反的

基因功能富集分析 

选取了 2 个品种在高温处理差异表达相反的基

因(在品种 4628 表达上调而在品种 996 表达下调的

429 个；在品种 996 表达上调而在品种 4628 表达下

调的 149 个)进行富集分析。GO 富集分析结果(图
5)表明，在品种 4628 表达上调而在品种 996 表达下

调的基因主要富集到 6 个 GO terms，包括 1 个生物

过程、1 个细胞组分及 4 个分子功能；在品种 996
表达上调而在品种 4628 表达下调的基因没有显著

富集到生物过程、细胞组分及分子功能。在本 GO
富集分析中，所富集到的基因在草酸盐代谢过程、

草酸脱羧酶活性部分和锰离子结合部分完全一致，

均为 GLps 基因。 
在 KEGG 通路富集分析(图 5)中发现，在品种

4628 表达上调而在品种 996 表达下调的基因主要富
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集在 4 条 KEGG 通路，富集基因最多的是代谢途径，

为 53 个。对在品种 4628 表达下调而在品种 996 表

达上调的基因进行富集分析后，发现只有 1 条

KEGG 通路，即内质网中的蛋白质加工。 
INTERPRO 蛋白结构域分析结果(图 5)表明，

在品种 4628 表达上调而在品种 996 表达下调的基

因主要富集到 6 个蛋白质结构域，前 2 位显著富集

的蛋白结构域为糖苷水解酶的超家族和糖苷水解

酶的催化结构域，这 2 个蛋白结构域富集的基因数

量较多，分别为 20 和 17。在品种 996 表达上调而

在品种 4628 表达下调的基因没有显著富集到

INTERPRO 蛋白结构域。在本 INTERPRO 蛋白结

构域富集分析中，萌发素的锰结合位点、萌发素以

及 Cupin 超家族蛋白所富集的基因一致，均为 GLps
基因。 
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“↑”和“↓”分别表示高温胁迫下基因表达上调和下调。 

图 5 高温胁迫下 2 个水稻品种差异表达相反基因的

功能富集分析结果 
Fig.5 The functional enrichment analysis result of differentially 

expressed opposite genes in heat-resistant and heat-sensitive 

rice under high temperature stress  

2.5 高温胁迫下具有品种特异性表达的基因 

对 2 个品种 DEGs 的功能进行富集分析发现，

耐热型水稻 996 DEGs 蛋白结构域富集到细胞色素

P450、细胞色素 P450 的 E 类 I 组、细胞色素 P450
保守位点的基因基本一致，包括 LOC_Os09g28390 

(OsABA8ox3)、LOC_Os02g36150(CYP71Z6)、LOC_Os 
02g36190(CYP71Z7)、LOC_Os02g36070(CYP76M8)、
LOC_Os04g48170(CYP87A3)、LOC_Os05g40384 
(CYP714D1)等。其中 OsABA8ox3 在高温胁迫下表

达上调，CYP71Z6、CYP71Z7、CYP76M8、CYP87A3、

CYP714D1 在高温胁迫下表达下调。热敏感水稻 4628 
DEGs 显著富集在五肽重复，包括 LOC_Os09g24680 
(PPR1)、LOC_Os12g17080(OGR1)等。其中 PPR1 在

高温胁迫下表达上调，OGR1 在高温胁迫下表达下

调。品种 4628 显著富集于草酸盐代谢过程、草酸脱

羧酶活性、锰离子结合、萌发素的相关基因在高温

胁迫下特异上调，这些基因包括 LOC_Os08g08980 
(GER1)、LOC_Os08g08960 (GER3)、LOC_Os01g18170 
(GER4)、LOC_Os08g3576 0(GER5)、LOC_Os08g09000 
(GER6)、LOC_Os03g589 80(GER7)等。 

3 结论与讨论 

本研究中，通过对高温胁迫下 2 个水稻品种的

转录组数据进行分析，发现耐热水稻品种 996 与热

敏感水稻品种 4628 的 DEGs 均显著富集在一些基

本的或者与胁迫密切相关的生物学过程、代谢途径

以及蛋白结构域。苯丙烷代谢有多个分支，可产生

包括木质素、类黄酮、木脂素、类苯丙酸酯、羟基

肉桂酸酰胺和单宁的前体在内的代谢物[6]。维管植

物需要木质素为细胞壁提供机械支持，使得植物能

够长得更高[7]。研究[8–9]发现，木质素有助于植物对

各种非生物胁迫的响应；类黄酮可减少由非生物胁

迫引起的 ROS 积累造成的氧化损伤[10]。热休克蛋

白(HSP)通常起分子伴侣的作用，根据其相对分子

质量大小和序列同源性可分为 Hsp100、Hsp90、

Hsp70、Hsp60 和小热休克蛋白 sHsp(如 Hsp40、

Hsp20)。Hsp90 可能对非生物胁迫具有直接的保护

能力，并在信号转导中发挥作用[11–14]。Hsp70 蛋白

可增强植物对热和其他非生物胁迫的耐受性[15]。研

究[16]表明，线粒体 Hsp70 可通过调控 ROS 含量来

抑制水稻原生质体中的细胞编程性死亡。植物中含

量最多的一类热休克蛋白为小热休克蛋白(sHsp)，

它能防止热诱导的蛋白质聚集，防止蛋白的变性以

及不可逆的沉淀，促进变性蛋白正确的重折叠[17]。

热休克蛋白表达的诱导是对非生物胁迫的最佳反

应之一[18–20]。四肽重复与水稻抗性有关[21]，且与伴
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侣蛋白有特定的相互作用。有研究[22]报道，OsGLP

基 因 的 重 复 和 OsGLP 基 因 的 启 动 子 区 TFBs 

(transcription factor binding sites)的后续变异可能是

OsGLP 基因及其启动子对水稻生物和非生物胁迫

耐受性的新功能化的结果。 

耐热型水稻 996 的 DEGs 显著富集在细胞色素

P450。OsABA8ox3 基因在控制水稻脱落酸水平和非

生物胁迫中起重要作用[23]。本研究中，OsABA8ox3

在高温胁迫下表达上调，说明其可能是提高水稻耐

高温性的关键基因。CYP87A3 蛋白可能是生长素对

生长反应的负调控因子，应用生长素可快速诱导

CYP87A3 的表达[24]。本研究中，CYP87A3 在高温

胁迫下表达下调，说明其可能不利于水稻开花。

CYP71Z6 催化 ent–异贝壳杉烯的 C2–羟基化，

CYP71Z7 催化 ent–卡萨二烯的 C2–羟基化 [25]。

CYP76M8 是一种多功能/混杂羟化酶，可催化 ent–

卡萨–12，15–二烯的 C11 位羟基化[26]。CYP714D1(也

称 EUI)编码细胞色素 P450 单加氧酶，该酶作为赤

霉素失活酶，催化非 13–羟基化 GA 的 16α、17–环

氧化[27]。本研究中，CYP71Z6、CYP71Z7、CYP76M8

和 CYP714D1 在高温胁迫下表达下调，说明它们可

能在胁迫反应中起负调控作用。OsCYPs 的启动子

区域包含多种顺式作用元件，其中非生物胁迫响应

元件包括 ABRE(脱落酸响应元件)、TGACG–motif 

(MeJA 响应元件)、ERE(乙烯响应元件)、LTR(低温

响 应 元 件 ) 、 TATC/GARE( 赤 霉 素 响 应 元 件 ) 、

TCA–Element(水杨酸响应元件)、MBS(干旱诱导响

应元件)、TGA–Element(生长素响应元件)和 AuxRR– 

Core(生长素响应元件)等[28]。推测耐热水稻 996 可

能是因为细胞色素 P450 家族基因的差异表达提高

了其耐热能力。 
热敏感水稻 4628 的 DEGs 显著富集于五肽重

复(PPR)。PPR 蛋白在植物发育过程以及非生物胁

迫反应中发挥重要作用，且 PPR 基因可能在水稻对

环境胁迫的反应中发挥作用[29]。PPR1 保护 RNA 转

录物免受核糖核酸酶降解[30]。本研究中，PPR1 在

高温胁迫下表达上调，说明其可能在水稻非生物胁

迫下发挥重要作用。水稻 OGR1 编码一种含有 DYW
基序的五肽重复蛋白[31]，对线粒体中的 RNA 编辑

至关重要。推测可能是 PPR 基因在水稻耐热性上发

挥了特定作用，可见 2 个品种的不同耐热性是由不

同基因的差异表达导致的。 
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