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沉默基因OsHRG-7增强水稻对褐飞虱的抗性

Silencing OsHRG-7 gene enhances the resistance of rice to the

brown planthopper Nilaparvata lugens
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转录因子OsERF3在水稻诱导抗虫反应中发挥

着重要作用（Lu et al.，2011）。在前期研究中，通过

酵母双杂交从水稻文库中筛选到与OsERF3互作的

一个功能未知蛋白，其基因在Gramene数据库中的

序列号为Os11g0648400，将其命名为抗虫性相关基

因 7（herbivore resistance-related gene 7，OsHRG-7）。

本研究测定褐飞虱 Nilaparvata lugens 为害水稻后

OsHRG-7基因的表达情况，并利用分子生物学和反

向遗传学等方法分析OsHRG-7基因在调控水稻防

御褐飞虱中的作用，以明确OsHRG-7基因在水稻抗

褐飞虱中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

供试水稻及昆虫：水稻品种（品系）为秀水 110

（xiushui110，XS110）、TN1 和以 XS110 为受体植物

构建的OsHRG-7沉默水稻品系R3、R9和R10，其中

XS110和TN1种子由中国水稻研究所提供，OsHRG-

7沉默水稻品系种子由浙江大学转基因育种苗圃繁

种所得。种子洗净后置于直径90 mm的培养皿中清

水浸泡1 d，催芽7~8 d后，将稻苗移载至装有水稻营

养液（Yoshida et al.，1976）、长 40.8 cm、宽 30.5 cm、

高 18 cm 的水稻种植框中，每框 72 株苗，置于温度

（28±2）℃、光周期14 L∶10 D、相对湿度60%~80%的

人工气候室内；25 d后将苗单株移载至装有水稻营

养液、直径8 cm、高10 cm的塑料杯中；恢复生长3 d

后，水稻苗用于试验。褐飞虱自浙江大学实验农场

捕获，置于（28±2）℃、光周期 12 L∶12 D、相对湿度

50%~60%的人工气候室中用感虫水稻品种TN1饲养。

试剂及仪器：MiniBEST Plant RNA Extraction

Kit 试剂盒、PrimeScript RT Master Mix 反转录试剂

盒、TB Green® Premix Ex TaqTM II试剂盒，日本TaKa‐

Ra 公司；其他试剂均为国产分析纯。CFX96 Real-

Time system 定 量 PCR 仪 ，美 国 Bio-Rad 公 司 ；

SMZ445体视显微镜，日本Nikon公司；带48个直径

为0.8 mm小孔、直径4 cm、高8 cm、两端开口的圆筒形

玻璃罩，江苏南通耀华玻璃仪器厂。

1.2 方法

基因OsHRG-7序列分析：利用Gramene数据库

（http://www. gramene. org/）和 NCBI 数据库（https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/）对 OsHRG-7 基因编码的氨

基酸序列进行序列分析。

OsHRG-7 沉默水稻品系的鉴定：取单株种植

XS110 及 OsHRG-7 沉默水稻品系 R3、R9 和 R10 水

稻苗，每株水稻基部罩上圆筒型玻璃罩，接入 10头

褐飞虱待产卵雌成虫。为害0 h和12 h时剪取稻株

基部约 2~3 cm叶鞘，置于液氮中研磨，称取约 0.1 g

粉末，参照试剂盒说明书提取 RNA 并反转录合成

cDNA。利用实时荧光定量PCR技术，以合成的cD‐

NA为模板，选用内参基因OsACT正反向引物ACT-

F（5′-TGGACAGGTTATCACCATTGGT-3′）/ACT-R

（5′-CCGCAGCTTCCATTCCTATG-3′）和目的基因

OsHRG-7 正反向引物 HRG-7F（5′-ACTGAGGAT‐

GACCACCATGA-3′）/HRG-7R（5′-GTCATAACTT-

CCTCGCCCAT-3′）分别测定 XS110 和 OsHRG-7 沉

默水稻品系 R3、R9 和 R10 中 OsHRG-7 基因的转录

水平，以检测突变体的沉默效果。引物均由南京金

斯瑞生物科技有限公司合成，每个处理重复 5 次。

20 μL 实时荧光定量 PCR 反应体系：Premix Ex Taq

II 10 μL、ACT-F/R或HRG-7F/R各0.8 μL、cDNA 1 μL、

ddH2O 7.4 μL。PCR 反应程序：95℃预变性 30 s；
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95℃变性 5 s，60℃退火延伸 30 s，共 40个循环。使

用5倍稀释系列梯度浓度的 cDNA 建立线性标准曲

线，由此计算不同品系中OsHRG-7基因的表达水平。

机械损伤处理后 OsHRG-7 基因相对表达量的

测定：取单株种植XS110水稻苗，用40根直径0.32 mm

的昆虫标本针制成针簇，在水稻基部3 cm内叶鞘部

位正、反两面各刺 2次；以未损伤的水稻作为对照。

分别在机械损伤后 0、0.5、1、2、4、8、12、24和 48 h剪

取损伤部位叶鞘和相应对照叶鞘，每个处理重复5次，

OsHRG-7基因转录水平测定方法同上。

褐飞虱为害处理后 OsHRG-7 基因相对表达量

的测定：取单株种植的XS110水稻苗，每株接入10头

褐飞虱待产卵雌成虫，方法同上，以未接褐飞虱的水

稻为对照，分别在为害后 0、0.5、1、2、4、8、12、24 和

48 h剪取水稻受害部位叶鞘和相应对照叶鞘，每个

处理重复5次，OsHRG-7基因转录水平测定方法同上。

褐飞虱卵孵化率的测定：取单株种植XS110及

OsHRG-7沉默水稻品系R3、R9和R10水稻苗，每株

水稻苗上接入 10 头褐飞虱待产卵雌成虫，方法同

上。24 h后去除褐飞虱成虫，每天观察记录各水稻

苗上孵化的若虫数，至无若虫孵化时，剪取水稻苗于

显微镜下计数未孵化卵的数量，计算卵孵化率。每

个水稻品种重复15次。

褐飞虱雌成虫产卵选择性的测定：将 1 株

XS110与1株OsHRG-7沉默水稻品系R3、R9和R10

的水稻植株种植在同一个装有水稻营养液的塑料杯

中，2株苗间隔5 mm，罩上同一个圆筒形玻璃罩，接

入 15头褐飞虱待产卵雌成虫。接虫后 48 h剪取水

稻苗于显微镜下计数各水稻苗上卵的数量，重复

12次。

1.3 数据分析

使用 SPSS Statistics 20.0 软件对试验数据进行

统计分析，分别用独立样本 t检验法和单因素方差

分析进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 OsHRG-7序列分析

OsHRG-7位于水稻第11号染色体上，该序列含

有4 187个核苷酸，CDS区含有1 032个核苷酸，有7个

外显子，6个内含子。OsHRG-7编码一个由343个氨

基酸组成的未知蛋白，属于 DUF3615 未知蛋白

家族。

2.2 OsHRG-7沉默水稻品系沉默效果的测定

不受褐飞虱为害时，R3、R9和R10三个水稻沉

默品系中OsHRG-7 基因转录水平分别比XS110下

降 62.4%、85.7%和 71.4%；而当褐飞虱为害 12 h后，

其分别比 XS110 下降 77.4%、80.1%和 93.3%，说明

沉默品系均具有良好的OsHRG-7沉默效果。

2.3 机械损伤和褐飞虱为害诱导OsHRG-7基因表达

机械损伤处理和褐飞虱为害均能在 4 h时显著

诱导OsHRG-7基因转录水平上升，且OsHRG-7基因

转录水平均在为害后12 h达到高峰，分别比对照增

加了2.52倍和3.67倍。

2.4 沉默OsHRG-7增强水稻对褐飞虱的抗性

沉默 OsHRG-7 基因显著降低水稻上褐飞虱卵

孵化率，沉默水稻品系R3、R9和R10上褐飞虱卵孵

化 率 分 别 比 XS110 显 著 下 降 28.0%、31.3% 和

21.7%。沉默OsHRG-7基因显著降低褐飞虱雌成虫

对水稻的产卵嗜好性，褐飞虱雌成虫在沉默水稻品

系R3、R9和R10上的产卵量均显著低于XS110，分

别是XS110植株上的59.4%、44.7%和59.5%。

3 讨论

茉莉酸、水杨酸、乙烯及过氧化氢信号转导途径

在植物诱导抗虫反应中发挥着重要作用（Erb et al.，

2012；徐丽萍等，2018）。如植食性昆虫为害植物往

往引起植物体内茉莉酸含量上升，进而导致防御化

合物合成以及植物抗虫性增强。本研究结果表明，

褐飞虱雌成虫为害能迅速诱导水稻OsHRG-7基因

转录水平上升，并且沉默OsHRG-7基因能够显著降

低褐飞虱卵孵化率和褐飞虱雌成虫对水稻的产卵嗜

好性。沉默OsHRG-7基因引起水稻对褐飞虱抗性

提高是否与这些防御相关信号途径的激活有关有待

进一步深入研究。
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