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摘要：干旱是限制植物生长发育和生物量积累的主要逆境因子，而发掘和研究植物自身抗旱功能基因，是以分子育种手段获取耐干旱植物新品种，并减轻干旱胁迫对植物危害的重要途径。本研究发现，拟南芥小GTP结合蛋白RABE1C参与了植物干旱胁迫响应调控，其功能缺失突变体rabe1c-1及rabe1c-2对脱落酸（Abasic Acid, ABA）调控气孔运动过程不敏感，抗干旱能力降低。通过GUS染色分析，发现RABE1C在保卫细胞中大量表达；另外RABE1C受到外界干旱胁迫和ABA的诱导表达。以上研究结果表明，RABE1C可能作为一个正调控因子，通过调控气孔运动过程来参与植物干旱胁迫响应，进而影响植物的抗干旱能力。
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The Arabidopsis small GTP binding protein RABE1C positively regulates the plant drought tolerance
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Abstract: Drought is one of the most serious stresses in restraining plant growth and development, as well as crop yield. To screen and investigate the plant drought responsive genes, is an important way to obtain the new essential functional genes and molecular mechanisms to improve plant drought tolerance and further development of water-use-efficiency agriculture. In this study, we found that Arabidopsis small GTP binding protein RABE1C is involved in plant drought response. Compared with wild type plants, the RABE1C loss-of-function mutants reduced the plant drought tolerance and showed hyposensitivity to ABA regulated stomatal movements. GUS staining assay showed that, RABE1C was highly expressed in a serilal of  tissues, especially in guard cells. Moreover, RABE1C transcription level was induced by drought and ABA treatments. All presented data demonstrated that RABE1C may function as a positive regulator in ABA regulated stomatal movements, and thus to enhance the plant drought tolerance. 
Key words: Cell biology; Drought stress; Abscisic acid; Stomatal movements; RABE1C
0 引言
干旱作为主要的逆境因子，会导致植物体内离子和细胞渗透平衡的紊乱，影响植物的生长发育，降低作物产量，从而造成重大的经济损失[1-2]。而气孔是植物与外界环境进行水分和气体交换的主要窗口，植物吸收的大部分水分通过蒸腾作用由气孔散失到空气中。在干旱胁迫下，植物通过减小气孔开度防止水分过度散失，而气孔两侧保卫细胞体积的变化直接调控气孔的开度 [3-4]，气孔运动的发生可由ABA、CO2含量、光照因素等信号因子引起[5]。

ABA是植物生长发育及胁迫响应中的重要信号因子，多种逆境胁迫能引起植物体内ABA含量升高，通过信号转导参与逆境胁迫应答过程[6]。在气孔运动方面，ABA能够激活保卫细胞膜表面的外向阴离子通道，促进阴离子外流，降低细胞膨压，细胞失水后体积变小，促进气孔关闭，降低植株在干旱环境中的水分散失。同时ABA也能抑制保卫细胞膜表面的内向钾离子通道，进而抑制气孔的开放，而这个过程与促进气孔关闭过程是互相独立的，具有专门的信号转导和应答途径[7-9]。

小G蛋白家族包括Ras、Rab、Rho、Arf和Ran亚家族，它们是真核生物中非常重要的信号转换分子，通过GDP和GTP结合形式的转换行使分子开关的作用[10]。小GTP结合蛋白起着许多不同的重要细胞生理作用，例如调控基因表达、细胞骨架重组装、微管的形成以及囊泡和核孔运输机制[11-12]，多样的生理功能使小GTP结合蛋白参与植物的逆境胁迫应答过程 [6, 13-14]，而本研究结合生理学、分子生物学、生物化学等方法，证明拟南芥小GTP结合蛋白RABE1C通过调控气孔运动过程参与植物干旱胁迫过程。
1 材料与方法
1.1 材料方法

植物材料：本实验中所使用的植物材料为拟南芥 (Arabidopsis thaliana)，其中，野生型拟南芥为Columbia 生态型Col-0，本实验室保存。拟南芥T-DNA 插入突变体rabe1c-1(SALk_055451) 和rabe1c-2(SALK_055583) 购于英国诺丁汉大学NASC 中心 (Nottingham Arabidopsis Stock Center)。

菌种和载体：大肠杆菌E.coli菌株DH5α 和BL21，农杆菌菌株GV3101，pEasy-Blunt 载体，pBI221-GFP 载体，亚细胞定位GFP 载体， pCambia-UbiGUS 载体，pSTART载体，pGEX-6P-1蛋白表达载体。

实验试剂：DNA 限制性内切酶与T4 DNA 连接酶，RevertAid First Strand cDNA synthesis Kit，购自Thermo公司；高保真Fast PFU DNA 聚合酶、Easy Taq PCR 聚合酶购自TransGen Biotech公司；其它主要药品、生化试剂为国产分析纯试剂，购自上海生工Sangon 公司；原生质体转化生化试剂、琼脂糖，购自Sigma公司；实验所用 PCR 引物由上海Sangon 生物工程技术服务有限公司合成。测序由上海博尚生物技术有限公司完成。

1.2  方法

1.2.1 植物材料种植

用1.5 ml离心管将待用的拟南芥种子装入其中，在超净工作台内用75%乙醇对种子进行表面消毒3 min，其间晃动离心管以确保消毒充分，随后用95%乙醇清洗1 min并将种子转移到已灭菌的滤纸上，干燥。消毒完成后即可播种到1/2 MS培养基上。4°C黑暗条件下处理2天，然后转移到温室中培养（22°C, 16小时光照(22°C) / 8小时黑暗(18°C)）。培养一周后，将小苗移到营养土(营养土体积：蛭石体积=1:1~2:1)中生长。
1.2.2 rabe1c突变体鉴定
利用“三引物鉴定法”对突变体进行纯系鉴定，根据RABE1C突变体T-DNA插入位点，设计引物。用CTAB法提取突变体植株的基因组DNA，用三对引物（LP+RP、LP+LBb1.3、RP+LBb1.3）分别进行PCR扩增，对扩增产物进行分析，判断该突变体是否为纯系插入。筛选出纯系插入突变体进行后续实验。

提取突变体总RNA，并反转录成cDNA。利用野生型Col-0的cDNA做对照，设计全长引物，检测基因表达量是否改变，从而分析突变体是否为有效突变。选择ACTIN2基因作为内参。选择有效突变体进行后续的实验。
1.2.3 气孔运动实验
外源ABA抑制气孔开放(Opening)实验：剪取生长四周左右的拟南芥莲座叶片，放在装有Opening Buffer (10 mM KCl, 7.5 mM iminodiacetic acid, 10 mM Mes-KOH, pH6.15)的六孔板中，叶片下表皮接触缓冲液，温室条件下避光孵育2.5小时。2.5小时后，将ABA加入上述Opening Buffer中，使ABA终浓度为50 μM，继续黑暗处理10分钟后，室温光照培养(450 mol.m-2.s-1) 2.5小时。随后，撕取叶片下表皮，制作成压片，在显微镜400×放大倍数下观察并拍照。用统计软件ImageJ统计气孔的开度。

外源ABA促进气孔关闭(Closure)的实验：剪取生长四周左右的拟南芥莲座叶片，放在装有Closure Buffer (20 mM KCl, 1 mM CaCl2, 5 mM Mes-KOH, pH 6.15)的六孔板中，下表皮接触缓冲液，室温光照培养(450 mol.m-2.s-1)2.5小时。2.5小时后，将ABA加入上述Closure Buffer中，使ABA终浓度为0或50 μM，继续光照孵育2.5小时。随后，撕取叶片下表皮，制作成压片，在显微镜400×放大倍数下观察并拍照。用统计软件ImageJ统计气孔的开度。
1.2.4 植物干旱实验
选择生长3-4周，生长状况良好且长势相对一致的植株，进行干旱实验。干旱前浇足水，随后停止浇水。在温室条件下干旱处理， 20天前后视植株情况进行复水，3天后统计植株存活率。对干旱处理开始时，复水前和复水3天后植物情况分别拍照。
1.2.5 GUS染色分析
RABE1C启动子连接GUS 载体构建：实验选用pCambia-UbiGUS 载体，通过TAIR (http://www.arabidopsis.org/) 查询RABE1C基因相关信息，找到RABE1C起始密码子上游722 bp 启动子序列，然后根据启动子核苷酸序列和pCambia-UbiGUS 酶切位点设计扩增引物。利用高保真酶Pfu，以拟南芥基因组为模板，对RABE1C启动子进行PCR 扩增，得到RABE1C 启动子序列，胶回收目的片段，然后连接到克隆载体pEasy-Blunt，经过酶切鉴定和测序验证正确后，酶切下目的片段，通过T4 连接酶，连接到酶切过的载体pCambia-UbiGUS上，载体RABE1C-Promoter::GUS构建完成。

GUS染色方法：将待染色的植物组织浸泡在新配制的GUS染液中，用真空泵抽真空5分钟，37℃染色6小时左右。先后用50%、70%、100%的乙醇漂洗5分钟，用100%乙醇脱色，制作植物压片，在体视显微镜下观察并拍照记录植物组织的染色情况。
1.2.6 ABA和干旱处理条件下RABE1C表达模式分析
选择生长2周的拟南芥幼苗进行ABA和干旱处理：向含有拟南芥幼苗的培养基中加入50 μM ABA，分别处理0、1、6、24小时，处理后的幼苗放在液氮中速冻；将拟南芥幼苗放置于干燥滤纸上干旱，分别处理0、1、6、24小时，处理后的幼苗放在液氮中速冻。

提取幼苗总RNA并反转录成cDNA，以cDNA为模板，ACTIN2为内参，做Real-time PCR，检测RABE1C在ABA和干旱处理条件下转录水平的变化。
1.2.7 RABE1C蛋白GTP酶活性验证
参考之前的文献方法验证RABEIC的GTP酶活[11, 15-16]，构建RABE1C原核表达载体pGEX-6P-1-RABE1C，转化大肠杆菌BL21，选择阳性克隆进行诱导。于37℃，0.5 M IPTG诱导5h，跑SDS-PAGE 电泳检测。对诱导的菌液进行超声破碎，吸取上清，利用Glutathione Sepharose4B 进行纯化。对纯化后的蛋白，用 ATPase/GTPase Activity Assay Kit，进行GTP酶活性验证。
2 结果与分析
2.1 RABE1C是一个小GTP结合蛋白且具有GTP酶活性 
通过TARI网站查询，RABE1C编码基因全长2430 bp，包含9个外显子和8个内含子(图1-A)，其中CDS全长651bp，编码216个氨基酸，表达蛋白分子量23.8 kDa。蛋白序列BlastP分析表明，该蛋白具有保守的G结构域，包括四个鸟嘌呤核苷酸结合结构域(G1、G3、G4和G5)和一个效应因子结合结构域(G2)，与其它Rab家族蛋白的序列有很高的相似性。
通过构建pGEX-6P-1-RABE1C原核表达载体，诱导表达并纯化，得到了RABE1C-GST融合蛋白，选用第二次洗脱的蛋白，利用ATPase/GTPase Activity Assay Kit试剂盒对所得蛋白进行GTP酶活性验证，结果如图1所示，发现RABE1C 蛋白酶活性为9.1049 Units/μg，而失活的RABE1C在相同条件下，水解GTP释放4.5380 Units/μg（1 Unit 代表每分钟释放1 μmol Pi），因此，RABE1C具有GTP水解酶活性。 
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图1 RABE1C蛋白GTP水解酶活性验证

Fig.1 GTP hydrolyzing avtivity assay of RABE1C

A:RABE1C蛋白结构域分析；B: pGEX-6P-1-RABE1C诱导及纯化电泳图（1：未诱导；2：0.5 M IPTG诱导5h；3：沉淀 ；4：上清 ；5：纯化后第一次洗脱； 6：第二次洗脱； 7：第三次洗脱； 8：第四次洗脱）；  C: RABE1C 蛋白GTP 水解酶活性验证(－代表失活蛋白，+代表有活性蛋白)
A: Protein structure domain of RABE1C; B: SDS-PAGE image of purified of pGEX-6P-1-RABE1C; C: GTP hydrolyzing activity assay of RABE1C（－represents inactivating protein of RABE1C,+represents RABE1C）
2.2 RABE1C组织表达模式分析
为了检测RABE1C在植物体内的组织表达，构建RABE1C-Promoter::GUS载体，对RABE1C-Promoter::GUS转基因植株进行GUS 染色分析。如图2 所示，RABE1C 基因在幼苗、根、花和果荚和保卫细胞中均有表达。在叶片（图2-A、图2-B）、根（图2-E、图2-F）和保卫细胞（图2-H）中表达量较高，在果荚（图2-G）中表达量较低。
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图2 RABE1C-Promoter :: GUS 转基因株系GUS 染色
Fig.2 GUS staining of RABE1C-Promoter:: GUS transgenic Arabidopsis
A、B:幼苗(标尺=1 mm)；C、D:花序（标尺=1 mm）；E、F：根（E标尺=1 mm，F标尺=100 μm）；G：果荚（标尺=1 mm）；H：气孔（标尺=10 μm）
A, B: Seedling（Bar=1 mm）; C、D:Flower（Bar=1 mm）; E, F: Root（Bar=1 mm，Bar=100 μm）; G: Silique（Bar=1 mm）; H: Guard cell（Bar=10 μm）
2.3 T-DNA插入突变体rabe1c为有效功能缺失突变体
通过对TAIR网站基因序列的查询，得知T-DNA插入突变体rabe1c-1和rabe1c-2插入位点位于第一个内含子（图3-A）。用三引物法对T-DNA插入突变体进行纯系鉴定，结果表明，野生型基因组在LP+RP的引物组合下能扩出基因全长条带，而突变体基因组则没有扩出条带，因此证明该突变体为纯合突变体（图3-B）。为了进一步证明突变体rabe1c为有效的功能缺失突变体，因此从RNA水平上检测突变体是否能正常表达。结果如图3-C，Col-0能正常扩增出条带，而突变体rabe1c-1、rabe1c-2中均没有检测出目的条带，即说明rabe1c是有效的功能缺失突变体，可以用以进行后续的性状实验分析。
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图3 T-DNA插入突变体的分子鉴定

Fig.3 Molecular identification of T-DNA insertion mutants

A:T-DNA突变体插入位点；B:PCR鉴定T-DNA插入纯合突变体(1: LP+RP, 2: LP+LBb1.3, 3: RP+LBb1.3)；C:RT-PCR鉴定突变体转录水平
A: The insertion position of T-DNA mutants; B: indentified homozygous T-DNA inserted mutants by PCR (1: LP+RP, 2: LP+LBb1.3, 3: RP+LBb1.3); C: Identified expression level of RABE1C by RT-PCR
2.4 RABE1C缺失降低植物的抗旱能力
对野生型Col-0 和rabe1c 突变体进行干旱处理，干旱20天后，植株都处于接近干枯的状态，复水3天后，野生型植株复活率高于突变体。如图4-A和图4-B，不同盆干旱实验中，经过三次重复实验结果统计Col-0的存活率明显高于两个突变体的存活率。同盆干旱实验也得出相似结果（图4-C、图4-D）。实验结果说明，RABE1C缺失降低植物的抗旱能力。
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图4 rabe1c突变体抗旱能力降低

Fig.4 Drought tolerance experiment of T-DNA insertion mutants

A: 野生型（Col-0）和突变体（rabe1c-1、rabe1c-2）干旱实验；B:(A)图干旱实验统计结果(数据=平均值±标准误差 n=3)；C: 野生型（Col-0）和突变体（rabe1c-1、rabe1c-2）同盆干旱实验；D: (C)图干旱实验统计结果
A: Drought tolerance experiment of Col-0、rabe1c-1 and rabe1c-2 in different pot; B: The statistical results as illustrated in (A) (The data are presented as mean ±SE n=3;
C: Drought tolerance experiment of Col-0、rabe1c-1 and rabe1c-2 in the same pot   D: The statistical results as illustrated in (C)
2.5 rabe1c突变体对ABA调控气孔运动弱敏感
前面结果证明，RABE1C在植物叶片尤其是保卫细胞中表达量较高（图2），同时突变体rabe1c的抗干旱能力降低（图4），我们进一步证明RABE1C是否通过参与气孔运动调控影响植物的抗干旱能力。结果如图5所示，在ABA调控的气孔运动中，无论是ABA抑制气孔开放（Opening）的过程或ABA促进气孔关闭（Closure）的过程，rabe1c突变体气孔开度较野生型更大，但在对照情况下，野生型和突变体气孔开度没有明显的差异。说明rabe1c突变体对ABA调控气孔运动弱敏感，RABE1C 可能作为一个正调控因子参与 ABA 调控气孔运动的过程，进而影响植物在干旱胁迫下的抗逆性。

[image: image6.png]OPENING CLOSURE

A c . Control
£ 8 ;g::l'ﬂ'n £ 8 [0 50uM ABA
= =
~ ~
2 g
3 3
% 5
g g - 1.

s E:
© , ©
2
£ £
2 S
» | 2o
Col-0 rabefc-1 rabelc-2 Col-0 rabelc-1 rabelc-2
B D
Control Control
50uM ABA 50uM ABA





图5 rabe1c突变体对ABA调控的气孔运动弱敏感

Fig. 5 rabe1c was ABA hyposensitivity of Stomatal Movement
A、B: ABA抑制气孔开放实验(数据=平均值±标准误差 n=3，*表示显著差异，t检验 P≤0.05)；C、D:ABA促进气孔关闭实验(数据=平均值±标准误差 n=3，*表示显著差异，t检验 P≤0.05)，图B和D中标尺=10μm.
A, B: ABA inhibited stomatal opening experiment. (The data represent mean ± SE, n=3. * represent significant difference determined by the Student’s t-test at P≤ 0.05.) ; C, D: ABA promotes stomatal closure experiment. (The data represent mean ± SE, n=3. * represent significant difference determined by the Student’s t-test at P≤ 0.05.) , （Bars in panel B and D =10 μm）
2.6 RABE1C的表达受干旱和ABA胁迫诱导
RABE1C参与了 ABA调控气孔运动的信号转导过程，对植物的抗干旱能力有重要的影响。在干旱胁迫和外源ABA条件下处理拟南芥野生型植株，分别于处理后0，1，6，24小时，提取RNA，通过Real-time PCR的方法研究表达量的变化。RABE1C基因的表达受干旱胁迫和ABA诱导（图6-A），在处理6小时时，表达量达到最高值。进一步证明RABE1C对于干旱等逆境胁迫的正向应答作用。
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图6 RABE1C的表达受干旱和ABA胁迫诱导

Fig. 6 The expression of RABE1C was induced by the stress of drought and ABA

A:  RABE1C基因的表达受干旱胁迫诱导；B: RABE1C基因的表达受50 μM ABA诱导(数据=平均值±标准误差, n=3，*表示显著差异，t检验 P≤0.05)
A: The expression of RABE1C was induced by drought stress; B: The expression of RABE1C was induced by 50 μM ABA. (The data represent mean ± SE, n=3.* represent significant difference determined by the Student’s t-test at P≤ 0.05.)
3 结论

本研究以拟南芥基因AtRABE1C的T-DNA插入有效突变体rabe1c-1和rabe1c-2为主要研究对象，通过植株干旱等实验，研究分析基因RABE1C在植物逆境胁迫响应中的作用。实验结果表明，RABE1C突变体相对于野生型抗旱能力降低，且RABE1C的表达受干旱和ABA胁迫诱导，说明RABE1C可能作为一个正调控因子参与响应植物干旱胁迫。另一方面，通过GUS染色分析，发现该基因在气孔中表达量较高，rabe1c突变体对于ABA调控的气孔运动过程弱敏感，因此RABE1C可能通过参与调控气孔运动来参与调控植物抗旱过程。

综上所述，本研究证明RABE1C作为参与调控植物气孔运动与抗旱的功能因子，对于完善保卫细胞ABA 信号通路有着重要的意义，对探讨植物干旱胁迫响应机制具有潜在的应用价值。但是，RABE1C 参与气孔运动调控的作用机理仍需要进一步的研究，以更深层次的了解其信号转导网络。如通过构建功能恢复，过表达株系进一步研究基因功能；通过膜片钳技术来探讨RABE1C是否通过作用于下游离子通道调控气孔运动；通过寻找其可能的互作蛋白明确其作用的信号网络等等。
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