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摘要: OsSCYL2基因是水稻中SCY1-LIKE基因家族的一个成员, 其编码的蛋白定位于网格蛋白包被的囊泡

上, 与网格蛋白重链CHC1 (Clathrin Heavy Chain 1)存在互作。本研究以OsSCYL2基因突变体scyl2-1和
scyl2-2为材料, 分析其对干旱胁迫的耐受性。结果表明与野生型‘秀水134’相比, scyl2突变体叶片表面气

孔的关闭程度较高, 离体叶片的失水率相对较低, 并且在干旱胁迫条件下, 突变体叶片具有较高的含水量, 
scyl2突变体的耐旱性显著高于野生型。scyl2突变体对ABA处理的响应与野生型相比没有明显的差异, 并
且突变体中内源ABA的含量与野生型相比显著减少, 说明突变体耐旱性增强不依赖ABA信号。scyl2突变

体叶片中H2O2的含量增加, 尤其是气孔保卫细胞中H2O2的含量较高。突变体中活性氧清除系统并没有出

现异常缺陷, 相反多个编码NADPH氧化酶的Osrboh基因表达量上升, 说明OsSCYL2基因介导的信号途径

通过负调控Osrboh基因的表达来调控水稻的干旱胁迫响应。这些研究结果为水稻应对干旱胁迫的分子

调控机制提供了新的信息。
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干旱是植物生长过程面临的最主要的非生物

胁迫之一 , 也是影响粮食生产的主要因素之一

(Gupta等2020)。在进化的过程中, 植物体内形成

了一套复杂的机制来应对干旱胁迫, 以最大限度

地减少其有害影响(Tardieu等2018), 在过去的几十

年中, 对于干旱胁迫如何对植物造成不利影响以

及植物如何通过调整自身生理状态来应对干旱胁

迫的机制方面取得了一些重要进展(Zu等2021)。
植物在遭受干旱胁迫时最主要的快速响应机

制之一是通过气孔的关闭, 以减少通过蒸腾作用

损失的水分(Schroeder等2001)。在缺水的环境下, 
植物的根最先受到胁迫, 导致脱落酸(abscisic acid, 
ABA)合成的增加(Zhang和Davies 1987)。根部合

成的ABA通过木质部运输到叶片后, 促进叶片中

活性氧(reactive oxygen species, ROS)的合成增加, 
最后通过一系列的信号传导过程促使气孔的关闭

(Sierla等2016)。因此, ROS被认为是干旱胁迫响应

的次级信号因子(Cruz de Carvalho 2008)。ROS是
指未完全还原, 并且化学性质活泼, 含氧的一类物

质, 包括单线态氧(1O2)、超氧阴离子(O2
−·)、过氧化

氢(H2O2)和羟基自由基(·OH)等(Camejo等2016)。
其中H2O2是相对比较稳定的一类ROS物质, 具有

相对较长的半衰期。因此在植物的干旱胁迫响应

过程中, H2O2是细胞和细胞之间, 或细胞内不同细胞

器之间信号传递的主要次级信号分子 (Wrzaczek
等2013; Baxter等2014)。在遭受胁迫时, 细胞内的

ROS主要在叶绿体、过氧化物酶体和线粒体等细

胞器中合成, 而细胞外的ROS主要由定位在细胞膜

上的NADPH氧化酶、细胞壁上的过氧化物酶和胺

氧化酶合成(Zhang等2010; Kadota等2015)。
植物会根据胞内ROS稳态水平来监测其所受

的胁迫水平, 从而对胁迫做出适当的响应(Mittler 
2002)。然而, 当ROS水平过高, 超出ROS清除系统

的承受极限时, 会导致体内蛋白质和脂类的氧化, 
从而抑制植物正常的生长, 甚至引起细胞的死亡

(Miller等2010)。因此植物进化出了一套ROS清除

系统, 以减少或防止活性氧对细胞的氧化损伤。植

物体内主要的ROS清除酶类包括超氧化物歧化酶

(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽还原酶和过

氧化物酶(POD) (You等 2014)。
SCYL2 (SCY1-LIKE2)基因是SCY1-LIKE基因

家族的一个成员, 其编码的蛋白定位于网格蛋白

包被的囊泡上(Conner和Schmid 2005)。SCYL2在
拟南芥(Arabidopsis thaliana)中有两个拷贝, 分别

命名为AtSCYL2A和AtSCYL2B, 参与调节拟南芥的

生长发育(Jung等2017)。我们在前期的研究中发

现水稻 (Oryza sativa)中OsSCYL2只有一个拷贝 , 
OsSCYL2基因的突变导致叶片中H2O2含量增加, 水

Abstract: OsSCYL2 gene, a member of the SCY1-LIKE gene family in rice, encodes a protein that interacts 
with clathrin heavy chain 1 (CHC1) and localizes to the clathrin-coated vesicles. In this study, the drought 
tolerance of OsSCYL2 mutants, scyl2-1 and scyl2-2, was analyzed. The results showed that compared with 
the wild-type ‘Xiushui 134’, the mutant plants had a higher degree of stomatal closure on leaf surfaces, 
lower water loss rate in detached leaves, and higher water content under drought stress conditions. The 
drought tolerance of the scyl2 mutants was significantly enhanced as compared with the wild-type. The re-
sponse to ABA treatment in the scyl2 mutants was not significantly different from the wild-type, and the 
endogenous ABA content in the mutants was significantly decreased compared with the wild-type, indicat-
ing that the enhanced drought tolerance in the mutants is not dependent on ABA signaling. The H2O2 con-
tent in the leaves of scyl2 increased, especially in the guard cells of stomata. The expression levels of mul-
tiple Osrboh genes encoding NADPH oxidases increased, indicating that the OsSCYL2 gene-mediated 
signaling pathway regulates rice drought stress response by negatively regulating the expression of Osr-
boh genes. These findings provide new insights into the molecular regulatory mechanisms of rice in re-
sponse to drought stress.
Key words: rice; drought tolerance; OsSCYL2; abiotic stress; drought stress 
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稻叶片出现类病斑的表型, 并且对白叶枯病菌的

抗性显著增强。OsSCYL2与网格蛋白重链CHC1 
(Clathrin Heavy Chain 1)存在互作(Yao等2022)。水

稻scyl2突变体与之前报道的spl28突变体具有相

似的类病斑和白叶枯病抗性增强的表型(Qiao等
2010)。SPL28蛋白与OsSCYL2一样, 也和网格蛋

白重链CHC1存在相互作用 (Qiao等2010; Yao等
2022), 这些研究结果表明水稻中OsSCYL2- CHC1- 
SPL28介导的囊泡运输途径参与水稻生物胁迫条

件下的信号传导过程。

本研究中对scyl2突变体进行干旱胁迫处理, 
结果发现scyl2突变体的耐旱性比野生型显著增强, 
表明OsSCYL2介导的囊泡运输途径除了参与水稻

生物胁迫条件下的信号传导过程外, 还有可能参

与干旱胁迫响应过程, 本研究还对OsSCYL2在干

旱胁迫响应中的作用机理进行了研究。

1  材料与方法

1.1  实验材料

本研究野生型水稻(Oryza sativa L.)为常规粳

稻品种‘秀水134’。突变体scyl2-1是一个通过甲磺

酸乙酯(ethyl methanesulfonate)诱变获得的单基因

突变体, 并用‘秀水134’回交了两代。scyl2-1突变体

中OsSCYL2基因的第4外显子发生了12个碱基的缺

失(Yao等2022)。突变体scyl2-2是一个通过CRIS-
PR‐Cas9基因编辑获得的突变体, 在OsSCYL2基因

第1外显子插入一个单碱基A (Yao等2022)。新收获

的水稻种子在42℃的恒温烘箱中放置5 d破休眠, 
然后放入密封袋中, 在4℃的冰箱中冷藏备用。

1.2  干旱胁迫处理

将种子在28℃的蒸馏水中浸泡2 d, 然后用自

来水清洗。保持湿润, 在28℃培养箱中催芽1 d。
将发芽最均匀的种子播种在水培盒96孔板中, 每
个小孔放1粒种子, 水培盒中加满Yoshida水稻水培

液(Yoshida 1976), 然后移至26℃、60%相对湿度的

人工气候室中生长。人工气候室光周期为14 h光照, 
10 h黑暗。每4 d更换一次水培液。将20日龄的幼

苗移植到装有土壤的盒中, 停止浇水, 进行土壤干

旱胁迫处理。或者转移到含18% PEG4000的Yoshi-
da水稻营养液中, 进行模拟干旱胁迫处理。  

1.3  失水率测定

用水培条件下生长20 d的幼苗, 剪取5片第4完
全叶为一个样品, 立即称重作为初始重量, 并在室

温(25℃)下放置在工作台上。每隔0.5 h (0.5、1.0、
1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0和4.5 h)记录样品重量。

每个材料取3个重复。失水率计算公式如下: 

WL=
WT0−WTn ×100%                                                (1)

             WT0

其中, WL表示失水率; WT0表示样品初始重量; 
WTn表示干燥n h后样品重量。

1.4  相对含水量的测定

将水培条件下生长20 d的幼苗 , 转移到18% 
PEG4000的Yoshida水稻营养液中, 在处理0、12、
24、48、72 h后, 剪取5片第4完全叶为一个样品。

叶片剪下后立即称重, 得到叶片的鲜重(Wf ); 然后

将叶片浸泡在双蒸水中室温过夜, 进行复水, 将浸

泡后的叶片取出用吸水纸吸干表面水分称重获得

膨胀叶重(Wt); 然后在65℃烘箱中干燥过夜, 将干

燥后的样品称重获得干重(Wd)。每个样品3次重复。

相对含水量RWC的计算公式如下: 

RWC= 
Wf−Wd  ×100%                                               (2)

            Wt−Wd
1.5  气孔成像

取生长20 d的幼苗的第4片叶, 剪成1 cm左右

的小段, 快速放入FAA固定液(无水乙醇: 50%; 冰
醋酸: 5%; 38%甲醛: 10%; 双蒸水: 35%), 真空渗透。

放入4℃冰箱固定样品12 h以上。然后通过乙醇梯

度(70%、80%、95%和100%)脱水, 每个浓度脱水

30 min, 然后用临界点干燥器进行干燥。将干燥好

的样品用导电胶固定于铜台上, 进行喷金, 并将样

品调整至适于观察的位置, 通过扫描电子显微镜

(TM4000Plus, 日立高新技术株式会社)观察并拍摄

气孔状态。每个样品拍摄10个随机区域(480 μm× 
640 μm)。
1.6  ABA含量测定

采用植物脱落酸(ABA) ELISA试剂盒(MM-
1185O1, 江苏酶免实业有限公司)进行水稻叶片

ABA含量的测定, 每个样品3次重复。按照产品说

明书, 采用双抗体夹心法进行测定。
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1.7  ABA敏感性分析

去壳的水稻种子用75%乙醇洗涤1 min后, 接
着用15%的安替福民消毒15 min, 然后用灭菌水洗

涤8次, 最后用灭菌纱布吸干水分。将种子整齐摆

放在1/2MS (Murashige & Skoog)培养基平板上生

长。1/2MS培养基中含1%蔗糖、0.35%植物凝胶

和0.05%吗啉乙磺酸。ABA处理时, 将在1/2MS培
养基平板上萌发3 d的种子转移到含3 μmol·L–1 ABA
的1/2MS培养基平板上继续生长。摆放种子后的

培养皿竖立放置在26℃、60%相对湿度的人工气

候室中。人工气候室光周期为14 h光照, 10 h黑暗。

1.8  qRT-PCR分析

使用通用型植物RNA提取试剂盒(RC411-01, 
南京诺唯赞生物科技有限公司)从14 d水稻幼苗的

叶片中提取总RNA。使用cDNA合成试剂盒(FSQ-
301, 东洋纺上海生物科技有限公司)合成第一链

cDNA。用ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix
荧光定量专用预混液(Q711-02, 南京诺唯赞生物科

技有限公司)进行扩增。在实时定量聚合酶链式反

应系统上进行qRT-PCR。水稻OsACTIN用作计算

相对表达的内参基因。使用2-ΔΔCt方法计算相对表达

水平。每个样品3次重复。使用的引物列于表1。

1.9  过氧化氢(H2O2)含量分析

野生型和scyl2-1突变体14 d的幼苗, 取0.1 g左
右的叶片, 加入丙酮, 用匀浆器充分匀浆, 然后用

过氧化氢(H2O2)含量检测试剂盒(BC3595, 北京索

莱宝科技有限公司)进行水稻叶片H2O2含量的测

定, 测定过程按照产品说明书, 采用微量法进行测

定。每个样品重复3次。

1.10  H2DCFDA染色

取21 d水稻幼苗叶片浸泡在0.01%的Tween-20
中, 抽真空5 min。用蒸馏水冲洗两次后, 将叶片放

入2%的纤维素酶RS (Yakult Honsha)中, 40℃孵育5 
h。剥离叶片表皮。用上样缓冲液(10 mmol·L−1 Tris- 
HCl, 50 mmol·L−1 KCl, pH 7.2)洗涤后, 将表皮条在

染色缓冲液(含有50 μmol·L−1 H2DCFDA的上样缓

冲液)中室温条件下避光孵育20 min。用蒸馏水洗

涤表皮条以去除多余的染料。使用共聚焦激光扫

描显微镜(Carl Zeiss, LAM510)检测荧光, 激发光为

488 nm, 发射光为525 nm。所有共聚焦图像均在

相同条件下拍摄。对于野生型和突变体植株, 每个

实验中随机选择10个气孔进行分析。

1.11  数据分析

所有数据表示为3个独立重复实验的均数±标

表1  qRT-PCR分析使用的引物序列

Table 1  Primer sequences used in qRT-PCR analysis

   基因	              正向引物序列(5′→3′)	              反向引物序列(5′→3′)

OsACTIN	 CCAAGGCCAATCGTGAGAAGA	 AATCAGTGAGATCACGCCCAG
OsCATA	 TCAACTACCTCTCCCAGTGTGATG	 GCTTCACGTTGAGCCTATTCGC
OsCATB	 TCCTACTGGTCGCAGTGTGATG	 TTTCAGGTTGAGACGTGAAGCC
OsCATC	 AGGTGGTGATTGCCAAGGAGAAC	 TTGATGAACCGGTCTTGCCTTGC
OsSOD	 TGGCTGGGTTTGGCTTGTCTTG	 CAAGTGCAAGTGGACTGATGGC
OsAPX8	 ATCATCGCCAGCGGATGACAAC	 TCGAGTCCGACAGCTCCTTCTTTC
OsPOD	 AACCCATCCTACGCCAGATTCC	 ACCACCGTCGAGTTGTCGTTTG
OsrbohA	 AGCAGTGTCTCCCTTTGAATGGC	 TCGTGTCCAATCACCAAGTTGTCG
OsrbohB	 TCGGTTGTTTAGGAGCCATGATGC	 TTCCCGGGATACACTGCAACCTTC
OsrbohC	 CAGCTGTTTCACCCTTTGAATGGC	 TCTTGTCCAGTCACCAAGTTGCC
OsrbohD	 GCTTCGCCAAATGCATCGGTATG	 TCGCCAATGCCACAAACACCTC
OsrbohE	 TTGGTGCTACTCCTTTCATCAGC	 ACCATGTATGCTTTCCACCTCTTC
OsrbohF	 GGGCCTTCAGATCCAAGGCTTATG	 TACCCGGTAGAAGACACACCTTC
OsrbohG	 AGCTAGCTGAAGAGCTGATGGAC	 CACACTGAAGCTGTTGGCACTG
OsrbohH	 CCATGGAGCACCATTCAAGGTTCC	 TCCTTGACGATGCTGATGAGAGG
OsrbohI	 GTCTCCAAACCTTCTTCGACATGG	 TCCTCTTCTGTGATCCTGCCATC
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准差, 所得数据用t检验进行差异性显著分析, *表示

差异显著(P<0.05), **表示差异极显著(P<0.01)。

2  实验结果

2.1  scyl2突变体的耐旱性增强

本研究中对2个等位的突变体scyl2-1和scyl2- 
2进行了干旱胁迫处理, 结果发现突变体scyl2-1和
scyl2-2的抗旱能力强于野生型WT。干旱胁迫25 d
后复水，并于复水10 d后统计存活率 , scyl2-1和
scyl2-2的存活率可接近80%, 而WT的存活率则不

足40% (图1-A)。此外 , 在水培条件下 , 用18% 
PEG4000处理来模拟干旱胁迫, 结果得到了与土壤

干旱胁迫一致的结果(图1-B)。
2.2  scyl2突变体叶片保持水分的能力增强

为了研究OsSCYL2基因参与抗旱性的潜在机

制, 对scyl2-1突变体进行了生理分析。测定离体叶

片在室温条件下的失水率, 结果发现, 在离体1 h后
scyl2-1突变体叶片的失水率显著低于野生型WT的
叶片(图2-A)。与此相一致的是, scyl2-1突变体叶

片无论是在正常条件下, 或者是18% PEG4000模拟

干旱胁迫处理条件下, 其相对含水量均高于WT叶

片(图2-B)。这些结果表明 , scyl2-1突变体叶片

保持水分的能力增强可能是导致其抗旱性增强的

原因。

2.3  OsSCYL2基因通过独立于ABA信号的途径参

与气孔的调节

植物叶片表面的气孔是植物水分蒸腾作用的

主要门户, 通过调节气孔的关闭程度减少水分的

蒸腾作用是植物应对干旱胁迫的一个重要策略

(Schroeder等2001)。水稻叶片气孔可分为完全开放、

部分开放和完全关闭三种典型的状态(Yao等2018) 
(图3-A)。通过扫描电镜比较scyl2-1突变体和野生

型 ‘秀水 134’叶片表面气孔的状态 , 结果发现

scyl2-1突变体中有46.99%的气孔完全关闭, 而在

野生型中, 只有29.49%的气孔处于完全关闭状态。

反之, 在scyl2-1突变体中, 只有14.46%的气孔处于

完全开放, 而在野生型中完全开放的气孔比例达

到了29.49% (图3-B)。这些结果表明, OsSCYL2基
因可能通过调控水稻气孔的运动, 协调水稻对干

旱胁迫的响应。

植物激素ABA是诱导气孔关闭的关键信号

(Schroeder等2001; Zhu 2002), 然而对叶片中ABA

图1  干旱胁迫处理下野生型WT、突变体scyl2-1和scyl2-2的表型比较

Fig. 1  Phenotypic comparison of wild-type (WT), scyl2-1 and scyl2-2 mutants under drought stress treatment

A: 萌发后20 d幼苗在干旱处理前、干旱处理10和18 d以及干旱处理25 d然后复水10 d后的表型; B: 萌发后20 d幼苗在

18% PEG4000处理前、18% PEG4000处理10和18 d以及18% PEG4000处理25 d然后复水10 d后的表型。标尺=10 cm。通过

t检验确定与WT相比的显著性差异(**: P<0.01)。
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图2  野生型WT和突变体scyl2-1的生理分析

Fig. 2  Physiological analysis of the wild-type (WT) and mutant scyl2-1  

A: WT和scyl2-1叶片的失水率; B: WT和scyl2-1叶片的相对含水量。通过t检验确定scyl2-1和WT之间的显著性差异(*: 
P<0.05, **: P<0.01)。

含量的测定发现, scyl2-1突变体中ABA的含量与

野生型相比并未升高, 反而出现了显著的下降(图
3-C)。通过ABA处理实验发现, scyl2突变体的生长

与野生型一样受到了明显的抑制, 且抑制的程度

与野生型相比并没有明显的差别(图3-D), 说明Os-
SCYL2基因的突变并没有影响ABA的信号传导途

径, 因此推测scyl2突变体叶片表面气孔关闭程度

的增加并不依赖ABA信号。

2.4  OsSCYL2基因负调控H2O2的合成

前期研究发现, scyl2-1突变体在分蘖期开始, 
出现类病斑表型 , DAB (3,3’-diaminobenzidine)染
色显示, scyl2-1突变体叶片中出现H2O2的累积(Yao
等2022), H2O2是植物的干旱胁迫响应过程中导致

气孔关闭的最主要信号分子 (Wrzaczek等2013; 
Baxter等2014), 因此推测scyl2突变体中气孔关闭

程度的增加可能是由于H2O2的含量增加引起的。在

前期的研究中, 我们对scyl2-1和野生型‘秀水134’
的叶片进行了转录组测序(Yao等2022), 对转录组

数据中过氧化氢酶基因OsCATA (Os02g0115700)、
OsCATB (Os06g0727200)和OsCATC (Os03g0131200), 
超氧化物歧化酶基因OsSOD (Os06g0143000), 抗
坏血酸过氧化物酶基因OsAPX8 (Os02g0553200), 
过氧化物酶基因OsPOD (Os01g0378100)等ROS清
除系统基因的分析发现, 大多数ROS清除系统基因

的表达出现了上升, 其中OsCATA和OsPOD基因的

表达量在scyl2-1突变体中显著的升高(P<0.05) (图
4-A)。为了进一步确定这些基因在scyl2-1突变体

中表达量的变化情况, 我们用qRT-PCR比较了这些

基因在野生型和scyl2-1突变体中表达量的变化, 结
果发现所有与ROS清除系统相关基因在scyl2-1突
变体中均出现了显著的上升(图4-B)。这些结果表

明scyl2突变体中H2O2的清除机制并没有出现异常, 
突变体中H2O2的升高可能是由于H2O2的合成升高

引起的。

植物在面临生物或非生物胁迫过程中 , 由
NADPH氧化酶RBOH合成的H2O2是应对胁迫的主

要信号分子(Kwak等2003)。在水稻基因组中有9
个编码rboh酶的基因(Wong等2007), 通过转录组数

据分析发现其中OsrbohD和OsrbohH基因的表达

量显著上升(P<0.05) (图4-A)。同样的, 我们通过

qRT-PCR比较了Osrboh基因在野生型和scyl2-1突
变体中表达量的变化, 结果发现, 9个Osrboh基因

中, 有6个在scyl2-1突变体中的表达量显著上升(图
4-B)。qRT-PCR与转录组结果存在一些差异, 这些

差异可能是由于取样时期不同造成的, 转录组测

序材料用的是分蘖期的叶片(Yao等2022), 而qRT-
PCR用的是14 d的幼苗叶片, 然而ROS相关基因的

表达在转录组数据和qRT-PCR分析中表现出相似
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图3  OsSCYL2基因通过独立于ABA信号的途径参与气孔的调节

Fig. 3  The OsSCYL2 gene is involved in the regulation of stomatal aperture through a pathway independent of 
ABA signaling  

A: 3种状态气孔的扫描电子显微镜图; B: WT和scyl2-1突变体中3种状态气孔的百分比(WT: n=78; scyl2-1: n=83); C: 
WT和scyl2-1突变体叶片中ABA含量测定; D: WT、scyl2-1和scyl2-2的幼苗ABA处理后的表型。标尺=5 cm。

的变化趋势。这些结果表明scyl2突变体中H2O2的

过量积累很可能是由于rboh基因的表达量上升引

起的, OsSCYL2基因通过一个未知的信号通路负调

控H2O2的合成。

为了进一步确定scyl2-1突变体气孔关闭程度

的增加是由于H2O2的增加造成的, 我们测定了野

生型和scyl2-1突变体幼苗叶片中的H2O2含量, 结果

发现scyl2-1突变体中H2O2含量显著增加(图4-C)。
为了观察组织水平H2O2的含量的变化, 我们用活

性氧探针H2DCFDA对WT和scyl2-1叶片进行染色, 

结果发现scyl2-1叶片中, 荧光强度显著的高于野生

型对照。尤其值得注意的是, 与野生型相比, scyl2- 
1气孔的保卫细胞中具有很高的荧光强度(图4-D)。
这些结果表明, H2O2含量的增加可能是导致scyl2-1
气孔关闭程度增加的直接原因。

3  讨论

植物在生长发育过程中经常面临各种生物性

和非生物性的胁迫。在进化过程中, 植物逐步演化

出一套复杂的机制来应对这些胁迫, 以确保自身
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图4  scyl2-1突变体中ROS的动态平衡异常

Fig. 4  The homeostasis of ROS is disrupted in the scyl2-1 mutant

A: ROS清除系统相关基因和rboh基因在转录组数据中的表达变化; B: ROS清除系统相关基因和rboh基因的qRT-PCR
分析; C: WT和scyl2-1突变体幼苗叶片中H2O2含量的测定; D: H2DCFDA染色显示WT和scyl2-1突变体气孔保卫细胞中H2O2

含量变化, 保卫细胞中H2O2含量的定量分析用ImageJ软件完成(n=10)。

的存活。当植物暴露于某种类型的胁迫时, 可以激

活一些共同的信号因子, 从而增强对其他不同类

型胁迫的耐受性, 这一现象被称为交叉耐受(cross- 
tolerance) (Bowler和Fluhr 2000; Capiati等2006; Ra-
megowda等2013)。植物中应对大多数非生物胁迫

具有相似的信号通路(Zhu 2016), 因此植物对某种

非生物胁迫的耐受性提高时, 往往对其他不同类

型的非生物胁迫的耐受性也会提高 (Priyanka等
2010; Qin等2015)。在应对不同类型的生物胁迫时

也同样存在交叉耐受的现象(Mitchell-Olds等1995; 
Cao等1998; Krattinger等2009)。越来越多的研究表

明, 生物胁迫和非生物胁迫之间也存在着交叉耐受

的现象(Atkinson和Urwin 2012; Joshi等2016)。活

性氧(ROS)的产生被认为是非生物和生物胁迫反

应之间共享的一个关键过程(Locato等2018)。
网格蛋白包被囊泡CCV (Clathrin-coated vesi-

cles, CCV)在生物胁迫反应中扮演重要角色(Eka- 
nayake等2019)。多项研究发现, 与CCV运输途径相

关的基因突变会改变对病原体的抗性(Ben Khaled
等2015; Underwood 2016; Gu等2017; LaMontagne
和Heese 2017; Claus等2018)。在水稻中, OsSCYL2
和SPL28基因编码的蛋白与网格蛋白重链OsCHC1
发生相互作用(Yao等2022)。OsSCYL2和SPL28基因

突变导致水稻叶片中H2O2积累增加, 叶片产生类

病斑表型, 并使水稻对白叶枯病的抗性提高(Qiao
等2010; Yao等2022), 表明水稻CCV运输途径参与

生物胁迫响应, 并且在这个响应过程中, H2O2是一

个重要的信号分子。在本研究中发现, OsSCYL2基
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因的突变可以显著增强水稻对干旱胁迫的耐受性

(图1-A和B), 说明与水稻中生物胁迫和非生物胁迫

交叉耐受可能受到OsSCYL2介导的CCV运输途径

的调节。

在本研究中发现scyl2-1突变体对干旱胁迫的

耐受性显著增强(图1)。在正常生长条件下, 与野

生型相比, scyl2-1突变体叶片表面的气孔关闭程度

增加(图3-A和B), 生理实验发现突变体离体叶片的

失水率明显低于野生型(图2)。这些结果表明OsS-
CYL2介导的CCV运输途径很可能是水稻干旱胁

迫响应的一个负调节机制, OsSCYL2基因的突变导

致水稻的干旱胁迫响应机制处于打开或者部分打

开的状态。

ABA是植物响应干旱胁迫的关键信号因子, 
在受到干旱胁迫时, 植物体内ABA的含量会迅速

的升高, 然后通过改变一系列基因的表达, 促进气

孔的关闭, 以减少体内水分的流失, 使植物更好地

适应缺水的环境(Schroeder等2001; Chen等2021)。
而H2O2是干旱胁迫条件下引起气孔关闭的重要二

级信号分子, ABA信号能够迅速诱导H2O2含量的

上升(Hamilton等2000; Pei等2000; Ni等2019)。与

野生型相比, scyl2-1突变体中ABA的含量并没增

加, 反而出现了显著的下降(图3-C), 并且scyl2-1突
变体对ABA处理的反应与野生型相比, 也没有明

显的变化, 说明突变体中ABA信号传导途径并没

有出现异常(图3-D), 这些结果表明OsSCYL2介导

的CCV运输途径对水稻干旱胁迫响应的调节似乎

并不依赖ABA信号。

在scyl2-1突变体的分蘖期, 叶片开始出现类病

斑的表型, 并且对白叶枯病菌的抗性增强, DAB染
色显示叶片中累积了过量的H2O2 (Yao等2022)。本

研究中H2O2含量测定也发现, scyl2-1突变体幼苗的

叶片中, H2O2含量也显著高于野生型, 虽然这时突

变体还未表现出类病斑的表型(图4-C)。并且用

ROS探针H2DCFDA染色发现, 与野生型相比, 在
scyl2-1突变体叶片气孔的保卫细胞中, 出现了较强

的荧光信号, 说明突变体气孔关闭程度的增加可

能是由于保卫细胞中H2O2含量的上升引起的(图
4-D)。

为了探究scyl2-1突变体叶片中H2O2含量上升

的原因, 我们比较了野生型和scyl2-1突变体叶片中

ROS清除系统关键基因和负责H2O2合成的Osrboh
基因的表达量。分蘖期叶片转录组数据显示ROS
清除系统关键基因中OsCATA和OsPOD的表达量

显著上升(Yao等2022), 而14 d幼苗叶片的qRT-PCR
分析6个ROS清除系统关键基因的表达量均出现了

显著的上升(图4-A和B), 说明OsSCYL2基因的突变

并不会引起ROS清除系统的缺陷。分蘖期叶片转

录组数据显示在9个Osrboh基因中, OsrbohD和Os-
rbohH基因的表达量显著上升(Yao等2022), 而14 d
幼苗叶片的qRT-PCR分析则显示9个Osrboh基因中

有6个基因的表达量出现了显著的上升(图4-A和B)。
这些结果表明, OsSCYL2基因突变导致了Osrboh基
因表达量的上调, 导致叶片气孔保卫细胞中H2O2

含量的增加, 从而引起气孔的关闭。

综上所述, 水稻中OsSCYL2介导的CCV运输

途径可能是水稻响应干旱胁迫的一个负调控机制, 
这种机制不依赖ABA信号。干旱胁迫的次级信号

因子H2O2可能是OsSCYL2介导的信号途径和ABA
信号途径的一个关键连接点。在干旱胁迫条件下, 
ABA信号通过诱导H2O2的产生, 使水稻产生一系

列的反应以适应缺水的环境。而OsSCYL2介导的

信号途径则是在正常生长条件下, 通过一个目前还

未知的途径控制Osrboh基因的表达, 使胁迫响应

系统处于关闭状态, 保持植物正常的生长(图5)。
本研究通过对scyl2突变体耐旱性状的分析, 

为CCV运输途径对水稻耐旱性的调控机制提供了

新的认识, 同时也为进一步深入研究生物胁迫和非

生物胁迫之间的交叉耐受现象奠定了良好的基础。
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