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摘  要 

包穗会引起水稻不能正常授粉，进而降低水稻的产量和经济效益。研究水稻抽穗的调控机理具有非常重

要的科学意义和应用价值。CRKs (CDPK-related kinases)是一种植物特有的钙依赖性蛋白激酶相关激酶。

水稻CRK5-RNAi植株在抽穗期部分或全部稻穗被顶叶鞘包裹。本文以RNAi植株和野生型水稻抽穗期间的

倒一节部位为实验材料，利用RNA-Seq技术探索研究水稻植株包穗的机制。结果显示，RNAi植株中2581
个基因表达上调，2208个下调；GO分析和KEGG分析表明DEGs主要富集在植物激素信号转导、代谢过

程、催化活性等。qRT-PCR实验表明ABA应答基因、GA信号通路基因、转录因子和叶绿体合成相关基因

等10个DEGs表达趋势与RNA-Seq一致，表明CRK5基因在抽穗期间主要在植物激素信号转导通路中发挥

功能。 
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Abstract 
Panicle enclosure can cause the failure of rice pollination, and then reduce the yield and economic 
benefit of rice. It is of great scientific significance and application value to study the regulation 
mechanism of rice heading. CRKs (CDPK-related kinases) is a plant-specific calcium-dependent 
protein kinase-related kinase. In rice CRK5-RNAi plants, part or all of the panicles are covered by 

 

 

*通讯作者。 

http://www.hanspub.org/journal/br
https://doi.org/10.12677/br.2021.106096
https://doi.org/10.12677/br.2021.106096
http://www.hanspub.org


龙晨洁，张蕾 
 

 

DOI: 10.12677/br.2021.106096 771 植物学研究 
 

apical leaf sheaths at the heading stage. In this study, RNAi plants and the inverted portion of 
wild-type rice during heading were used as experimental materials to explore the mechanism of rice 
panicle enclosure by RNA-Seq technology. The results showed that 2581 genes were up-regulated 
and 2208 genes down-regulated in RNAi plants. GO analysis and KEGG analysis showed that DEGs 
were mainly enriched in plant hormone signal transduction, metabolic process and catalytic activ-
ity. qRT-PCR showed that the expression trends of 10 DEGs, including ABA response genes, GA 
signaling pathway genes, transcription factors and chloroplast synthesis genes, were consistent 
with RNA-Seq, indicating that CRK5 gene mainly plays a role in plant hormone signal transduction 
pathway during heading. 
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1. 引言 

在水稻抽穗期间，由于倒一节间伸长不足而致小穗不能完全抽出，被顶叶鞘部分或全部包裹的现象

称为包穗。尹昌喜阐述了细胞质雄性不育株系中花粉败育导致生长素亏缺，进而致使倒一节间中活性赤

霉素合成受阻，抑制倒一节间伸长而产生包穗的分子机理[1]。水稻包穗会影响正常授粉，直接造成水稻

产量降低。因此，研究水稻抽穗的调控机理具有重要的科学意义和应用价值。 
本实验室主要对水稻中的 CRKs 进行研究。与典型的 CDPKs (Calcium-dependent protein kinases)相比，

CRKs 的连接区具有钙调素结合结构域，可以结合钙调素；并且 CRKs 的 EF 手型结构退化，不受钙离子

的直接调控，因此 CRKs 的激酶活性受 Ca2+和 CaM 的协同调控[2] [3] [4]。与 CDPKs 相比，对 CRKs 的
研究较少。 

实验室前期已通过 RNA 沉默技术获得了水稻 CRK5 基因的 RNAi 转基因植株，通过对转基因植株的

表型观察发现：与野生型相比，CRK5-RNAi 转基因植株在开花授粉结束，甚至种子成熟时，花穗仍有部

分或全部被顶叶鞘包裹(图 1)。为进一步探索研究 CRK5 在抽穗期的功能，笔者选取抽穗期的倒一节部位

进行转录组测序分析。 
 

 
Figure 1. Comparison of phenotypes at heading stage 
图 1. 抽穗期表型对比 
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本研究拟通过 Illumina 平台的高通量 RNA-Seq 技术对水稻抽穗后的倒一节间中基因表达情况进行分

析，筛选出抑制(或延迟)水稻开花的关键基因。通过 GO 分析和 KEGG 代谢通路分析，找出参与水稻抽

穗期间的代谢途径以及次生代谢产物合成的相关基因，为进一步探究水稻 CRK5 基因的功能提供参考依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 水稻材料种植 

实验中所用到的野生型水稻品种为“Hejiang19”，CRK5-RNAi 转基因植株的遗传背景是 Hejiang19。 
水稻种子用 5%次氯酸钠消毒后转移至含有 MS 培养基的育苗盒中，在 28℃光照培养箱中生长一周

后，转移到水培液中继续培养约 20 天，再将其移植到植物温室的泥土盆中生长，条件为光照时间 16 h，
黑暗时间 8 h，温度为 25℃~32℃。  

2.2. 转录组测序材料选取 

待水稻材料生长至五叶期(生长 26 天)时，取水稻叶片提取 RNA，反转录为 cDNA，对 CRK5 基因表

达量进行 qRT-PCR 检测，qRT-PCR 结果证实 CRK5-RNAi 转基因植株中 CRK5 基因表达量只有野生型中

的 20% (图 2)。 
当水稻生长至抽穗期(生长 60 天)，此时 Hejiang19 植株的小穗已完全抽出，而 CRK5-RNAi 转基因植

株的小穗仍部分被顶叶鞘包裹。分别取野生型和转基因植株的倒一节部位，取材后立即放入液氮中冷冻。 
 

 
Figure 2. qRT-PCR results  
图 2. qRT-PCR 结果 

 
实时荧光定量 PCR 分析 Hejiang19 和 CRK5-RNAi 叶片中 CRK5 基因的表达。  

2.3. 总 RNA 提取 

材料由北京擎科生物科技有限公司使用植物总 RNA 提取试剂盒进行 RNA 提取，对总 RNA 的量与

纯度进行质控检测。经检测，样品总 RNA 浓度 > 50 ng/μL，RIN 值 > 7.0，OD260/280 > 1.8，Total RNA > 
1 μg 满足建库测序要求，随后进行文库构建及转录组测序。 

2.4. Illumina 测序文库的构建及测序数据分析 

利用 mRNA 含有 PolyA 尾的特征，使用 oligo(dT)磁珠通过两轮的纯化对 mRNA 进行特异性捕获。

将捕获到的 mRNA 进行片段化并合成 cDNA，同时在其中掺入 dUTP Solution。通过 PCR 使其形成片段
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大小为 300 bp ± 50 bp 的文库。进行双端测序。下机原始数据格式为 fastq，进行处理后得到 CleanData，
然后对基因或转录本进行初组装，合并。之后对基因或转录本进行 FPKM 定量。对样本之间进行显著差

异分析，将差异倍数 FoldChange > 2 倍且 P-value < 0.01 的基因定义为差异基因，并对其进行 GO 和 KEGG
富集分析。 

2.5. 差异表达基因的 qRT-PCR 验证 

取同时期的 Hejiang19 及 CRK5-RNAi 转基因植株的倒一节部位，液氮速冻，使用 TRIzol 试剂提取总

RNA，合成 cDNA。依据待分析基因的 CDS 序列设计 qRT-PCR 的特异性引物，所有引物均由北京擎科

生物科技有限公司进行合成。使用 2 × SYBR Green qPCR Master Mix 对 10 个待检测基因进行 qRT-PCR
分析，以 Actin 作为内参基因。PCR 反应体系总体积为 10 μL，其中 2 × SYBR Green qPCR Master Mix 使

用量为 5 μL，上下游引物各 0.25 μL，cDNA 模板 2 μL，无菌水 2.5 μL，每个样品进行 3 次技术重复和生

物学重复。PCR 反应程序为：95℃预变性 5 min，之后 95℃ 15 s，60℃ 30 s，重复 40 个循环，最后每 5 
s 升高 0.5℃ (从 65℃至 95℃)绘制溶解曲线，以相对表达量 ΔΔCq 计算。  

3. 结果与分析 

3.1. 测序质量分析 

材料进行 RNA 提取后进行转录组测序，测序共产出 17.41 G Raw data，经过测序质量控制，共过滤

得到 16.76 G Clean Data，各样品 Q30 碱基百分比均不小于 95.45% (表 1)，说明测序质量很好，可以做进

一步分析探究。 
 
Table 1. Statistical table of transcriptome sequencing data 
表 1. 转录组测序数据统计表 

Samples Clean reads Clean bases/G Effective rate/% Error rate/% Q30/% GC content/% 

Hejiang19 28452995 7.95 90.81 0.02 95.78 50.22 

CRK5-RNAi 28114392 7.61 87.97 0.02 95.45 48.47 

3.2. 差异表达基因筛选及统计 

在差异表达基因检测过程中，将差异倍数(Fold Change) ≥ 2 且错误发现率(False Discovery Rate, FDR) 
< 0.01 作为筛选标准。经过分析统计(图 3)，共筛选出 4789 个差异表达基因，其中有 2581 个基因表达水

平在 CRK5-RNAi 植株中的表达量高于 Hejiang19，2208 个基因表达下调。其中|log2FC| ≤ 10 的差异表达

基因占比 99.62%；|log2FC| > 10 的差异表达基因有 18 个，其中 13 个上调，5 个下调。从表 2 可以看出，

表达上调的基因主要与植物激素信号转导因子(脱落酸 ABA、生长素)、氧化酶等相关；表达下调的基因

与渗调蛋白、还原酶、细胞色素等相关。 
 
Table 2. |log2FC| > 10 DEGs 
表 2. |log2FC| > 10 的显著差异表达基因 

ID log2FC 注释 

Os08g0535200 12.5484213149714 Sugar transporter, Host disease-susceptibility gene for bacterial blight 

Os09g0491100 12.2493247704105 Similar to Beta-glucosidase isozyme 2 

Os10g0137300 11.8419833999939 Similar to BLN1-1 
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Continued 

Os06g0681200 11.5897254873681 early nodulin 20 precursor, OsELA3 

Os01g0580500 11.4324068050073 1-氨基环丙烷-1-羧酸氧化酶基因 ACC oxidase, Ethylene biosynthesis 

Os03g0115800 11.3386355954438 - 

Os03g0300400 10.88034105106 病程相关蛋白基因 Jasmonate inducible pathogenesis-related class 10 
protein, JIOsPR10 

Os01g0124200 10.639920085894 BOWman-Birk 型胰蛋白酶抑制因子 APIP4 

Os02g0106100 10.613986769966 液泡转化酶基因 Vacuolar acid invertase, Sugar metabolism, Regulation of 
grain size, OSINV3 

Os10g0191300 10.4468555931413 SCP-like extracellular protein 

Os12g0601400 10.156530344379 水稻 Aux/IAA 基因 Similar to Auxin-responsive protein (Aux/IAA), 
OsIAA3 

Os11g0454300 10.0975442483434 ABA 应答因子 Similar to Water-stress inducible protein RAB21, RAB21; 
Rab16A 

Os10g0546100 10.0630409290115 POEI31-Pollen Ole e I allergen and extensin family protein precursor 

Os12g0569500 -10.7806876475854 渗调蛋白 Thaumatin, pathogenesis-related family protein 

Os04g0532400 -11.2585245196531 short-chain dehydrogenase/reductase 

Os05g0375400 -11.6921468333587 glycosyl hydrolases family 17, Response to wounding, methyl jasmonate, 
abscisicacid and ethephon 

Os10g0525000 -12.0425299780662 cytochrome P450 

Os12g0169600 -12.1127022590648 Similar to Fructose-bisphosphate aldolase 
 

 
Figure 3. Volcano map of differentially expressed genes 
图 3. 差异表达基因火山图 
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3.3. 差异表达基因 GO 分析 

对筛选得到的差异表达基因进行 GO 分析[5]，绘制分类统计图(图 4)。GO 分析表明，在抽穗期间从

CRK5-RNAi 植株与 Hejiang19 植株中筛选得到的差异表达基因中，参与生物过程(BP)的差异表达基因占

31.60%，细胞组分(CC)占 34.50%，分子功能(MF)占 33.90%。说明多数差异表达基因与其生物学功能显

著相关。BP 中主要富集到生物学过程(GO:0008150，581 个)、代谢过程(GO:0008152，411 个)、有机物

代谢过程(GO:0071704，316 个)、氮化合物代谢过程(GO:0006807，241 个)、细胞大分子代谢过程

(GO:0044260，183 个)、高分子代谢过程(GO:0043170，226 个)、有机氮化合物的代谢过程(GO:1901564，
148 个)等 7 个方面；在 CC 中主要富集在细胞内膜结合的细胞器(GO:0043231，464 个)、膜固有成分

(GO:0031224，322 个)、细胞质(GO:0005737，163 个)等 3 个方面；在 MF 中主要富集在结合(GO:0005488，
430 个)、催化活性(GO:0003824，404 个)等 2 个方面。这表明在抽穗期间，CRK5-RNAi 植株与野生型植

株的代谢过程差异较大，主要发生在细胞内膜结合的细胞器如质体、叶绿体类囊体等，涉及结合与催化

活性等生物学功能方面的基因较为活跃。 
 

 
横坐标为 GO 分类，纵坐标左边为基因数目所占百分比，右边为基因数目。 

Figure 4. GO annotation classification statistical map of DEGs  
图 4. 差异表达基因 GO 注释分类统计图 

https://doi.org/10.12677/br.2021.106096


龙晨洁，张蕾 
 

 

DOI: 10.12677/br.2021.106096 776 植物学研究 
 

3.4. 差异表达基因 KEGG 代谢路径分析 

为探索抽穗期间 CRK5-RNAi 植株与 Hejiang19 植株代谢途径的变化，进一步揭示差异表达基因的生

物学功能，对转录组测序得到的 DEGs 进行 KEGG 代谢途径富集分析[6]，绘制差异表达基因 KEGG 通路

富集散点图(图 5)。结果表明 DEGs 共富集到 94 条代谢通路上，主要富集在植物激素信号转导(Plant 
hormone signal transduction, ko04075)、碳代谢 (Carbon metabolism, ko01200)、苯丙素的生物合成

(Phenylpropanoid biosynthesis, ko00940)、MAPK 信号通路(MAPK signaling pathway, ko04016)、光合作用

(Photosynthesis, ko00195)、氨基酸生物合成(Biosynthesis of amino acids, ko01230)、乙醛酸和二羧酸代谢

(Glyoxylate and dicarboxylate metabolism, ko00630)、淀粉和蔗糖代谢(Starch and sucrose metabolism, 
ko00500)、核糖体(Ribosome, ko03010)等通路上，其中植物激素信号转导通路富集的差异表达基因最多。 
 

 
Figure 5. Rich hub map of KEGG pathway of DEGs 
图 5. 差异表达基因 KEGG 通路富集散点图 

3.5. 差异表达基因的 qRT-PCR 验证 

为了验证上述 RNA-Seq 实验结果，笔者随机选取了包括 ABA 应答基因、GA 信号通路基因、转录

因子和叶绿体合成相关基因等 10 个差异表达基因，对其抽穗期间转录水平的表达量进行 qRT-PCR 进行

验证。 
实验结果表明(图 6)，绝大部分基因的 qRT-PCR 结果与 RNA-Seq 变化趋势一致，其中 6 个 DEGs 在

CRK5-RNAi 植株中的表达量高于野生型，分别为 Os11g0453900 (ABA 响应基因)、Os11g0454300 (ABA
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应答因子基因)、Os02g0810200 (激酶相关蛋白，调节细胞分裂和植物发育)、Os04g0465300 (赤霉素刺激

转录基因)、Os06g0341300 (胚胎发育晚期丰富蛋白)和 Os12g0541300 (烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶

基因)；有 4 个 DEGs 在 CRK5-RNAi 植株中的表达量低于在野生型中的表达量，分别为 Os02g0610500 (水
稻开花抑制因子)、Os01g0227100 (叶绿素 b 还原酶基因)、Os10g0419500 (双加氧酶蛋白)和 Os10g0567400 
(叶绿素 a 加氧酶基因)。 

虽然差异表达基因的 qRT-PCR 结果与 RNA-Seq 结果的表达差异倍数不尽相同，但其表达趋势一致，

再次验证了本次转录组测序实验结果的可靠性。植物激素信号转导通路相关基因在水稻抽穗期间表达量

发生变化，很有可能就是造成两种植株抽穗期间表型变化的原因。 
 

 
Figure 6. Verified DEGs expression by qRT-PCR 
图 6. qRT-PCR 验证 DEGs 表达量 

4. 讨论 

随着转录组测序技术的普及应用，科研人员可以有效利用这一新兴技术来探究不同特定时空环境下

某个基因的功能，通过基因表达量分析、差异表达分析、GO 注释及分析、KEGG 代谢通路分析等可以

推断未知基因的功能，或者研究某个基因在生物体信号通过中的大致位置，为进一步深入研究提供了生

物学信息基础。目前对于水稻中钙依赖性蛋白激酶(CDPK)的研究较多，但关于钙依赖性蛋白激酶相关激

酶(CDPK-related kinases, CRKs)的研究不多，笔者观察到实验室前期获得的 CRK5-RNAi 植株与野生型在

抽穗期间存在差异，基于这一现象，笔者对同种环境下生长的两种植株进行转录组测序分析。 
本研究使用 Illumina 平台的高通量测序对 CRK5-RNAi 和 Hejiang19 在抽穗期间的倒一节部位进行全

转录组测序分析，比较了两者的差异表达基因。结果表明，在抽穗期间，与 Hejiang19 相比，CRK5-RNAi
植株表达上调的 DEGs 有 2581 个，比下调的 DEGs 多 373 个；GO 功能分类表明 DEGs 主要富集在生物
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学过程、代谢过程、有机物代谢过程、氮化合物代谢过程、细胞大分子代谢过程、高分子代谢过程、有

机氮化合物的代谢过程等 7 个生物过程；在细胞组分分类中主要富集在细胞内膜结合的细胞器、膜固有

成分、细胞质等 3 个方面；在分子功能分类中主要富集在结合和催化活性等 2 个方面；KEGG 代谢通路

分析表明 DEGs 主要富集在代谢过程、催化活性、植物激素信号转导、碳代谢、MAPK 信号通路、核糖

体等方面，这表明在抽穗期间，CRK5-RNAi 植株与野生型植株的代谢过程差异较大，主要发生在细胞内

膜结合的细胞器如质体、叶绿体类囊体等，涉及结合与催化活性等生物学功能方面的基因较为活跃，主

要通过植物激素信号转导途径参与调控植物生长。 
水稻生长发育过程主要分为五个阶段：幼苗期、分蘖期、拔节期、抽穗期和结实期等[7]，其中水稻

抽穗期直接影响到植株产量，该阶段的生长发育受光照、温度、激素等多种因素共同影响。如在抽穗期

间，外源施加活性 GA 可促进倒一节间伸长，解除包穗表型[8]，因此在农业生产上，常用施加赤霉素的

方法促进倒一节的伸长生长进而解决水稻包穗问题。本研究检测并验证了 3 个 ABA 信号和 GA 信号通路

基因 Os11g0453900、Os11g0454300 和 Os04g0465300 在 CRK5-RNAi 植株中的表达量高于在野生型中的

表达量，表明这两种植株在抽穗期间的差异有可能是由于激素信号转导不同造成的，暗示了 CRK5 基因

也在信号转导过程中发挥作用。Os02g0610500 基因属于包含 B-box 结构域的锌指蛋白家族，BBX 蛋白在

植物的生长发育过程中发挥重要作用，如幼苗的光形态发生、开花的光周期调节、避荫和对生物或非生

物胁迫的响应等[9] [10] [11] [12]，已有研究发现，BBX 蛋白 Hd1 和 OsCO3 是水稻中的 CO 同源物，可

调节抽穗期[13] [14]。OsBBX14 编码一个带有两个 B-box 且没有 CCT 基序的 BBX 转录因子，作为 Ehd1
的间接抑制因子而延迟抽穗[15]。qRT-PCR 验证表明 BBX 家族蛋白(Os02g0610500)在 CRK5-RNAi 植株

中的表达量降低，与 RNA-Seq 结果一致。 

5. 结论 

本研究基于观察到的水稻抽穗期间表型差异，采用 RNA-Seq 技术对决定抽穗长度的水稻倒一节部分

进行转录组分析，经过 GO 分析和 KEGG 分析，确定了两种植株的 DEGs 主要富集在代谢过程、催化活

性、植物激素信号转导等方面，这表明在抽穗期间，CRK5-RNAi 植株与野生型植株的代谢过程差异较大。

同时，采用 qRT-PCR 对 10 个 DEGs 的表达水平进行验证，结果与 RNA-Seq 的表达趋势变化一致，说明

RNA-Seq 结果可靠。本研究为进一步探究水稻 CRK5 基因的功能以及揭示水稻抽穗的分子机理提供理论

依据。 
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附  录 

Table A1. The primer sequence for qRT-PCR 
附表 1. qRT-PCR 用引物序列 

引物名称 序列 5’- 3’ 

OsActin 
F: CATCGCCCTGGACTATGACC 

R: CGGAAACGCTCAGCACCAAT 

Os11g0453900 
F:GAGAGTCTTTTCAAAGCGAAGG 

R:GGTACTCCATTCTCGCTATACC 

Os11g0454300 
F:CTAAGTGAGCTAGCCACTGATC 

R:CTCCATCCTGCTTAAGCTAAAG 

Os02g0810200 
F: ACTGGAGAGCAAGCTCAATTC 

R: CTGAGCTCACGGATGTAGTTAG 

Os04g0465300 
F:GCCTGCCTAGATCTAGCTTAAT 

R:CTCTGGAAAGACAGAAACCCAA 

Os02g0610500 
F:TTTTCTACCCCGAACACTCCAT 

R:CTTCTCCCTGTACCGCATC 

Os01g0227100 
F:CACTCACCATTTAAGGTCAAGC 

R:CAGCAGATAACATTGTCCATCG 

Os12g0541300 
F:ATTCGTCTTCCACAAGGAGAAT 

R:CTTAATCATCACTCCCCCTACC 

Os06g0341300 
F:ACGTCCGATCATACATACTCTC 
R:GGCAAGCTAGCTCGTAGTAGTA 

Os10g0419500 
F: CAGGACAATCTTTGGTTTCTGG 
R: GAGCTTTTCCGTTTTGGTTTCT 

Os10g0567400 
F: CATCACGGGATGCAATTGTAAT 

R: ACATGCGATCGACTTTTACATG 
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