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　 　 摘要:　 为了探讨梨凝集素受体蛋白激酶(ＬｅｃＲＬＫ)对非生物胁迫(盐、渗透胁迫)的响应情况ꎬ以梨 ＰｃＬＲＬＫ０６６
基因为研究对象ꎬ研究 ＬＲＫ０６６ 在梨和其他物种间的进化关系及其在豆梨不同组织中的表达情况ꎬ并观察了其在细

胞中的定位情况ꎬ此外还研究了转 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 拟南芥在不同盐浓度和甘露醇浓度处理下的发芽情况ꎮ 结果显示ꎬ
豆梨中 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 与苹果进化距离最近ꎬ与野生番茄最远ꎻＰｃＬＲＬＫ０６６ 在不同组织器官中表达差异显著ꎻ通过亚细

胞定位发现 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 可能定位在细胞膜上ꎻ转入 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 基因后的拟南芥在盐和渗透胁迫处理下发芽率均

低于野生型拟南芥ꎬ表明转基因拟南芥对盐和干旱更加敏感ꎬＰｃＬＲＬＫ０６６ 可能参与了盐胁迫和渗透胁迫ꎮ
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　 　 凝集素(Ｌｅｃｔｉｎ)是一种普遍存在于动物、植物

和微生物中的次生代谢产物ꎬ它能与糖结合成糖蛋

白ꎬ在植物生长发育过程中发挥重要作用[１]ꎮ 受体

４０４



蛋白激酶(ＲＬＫ)是通过感知外部信号ꎬ调控基因表

达发挥基础性作用的一类蛋白[２]ꎮ 植物凝集素受

体蛋白激酶(ＬｅｃＲＬＫｓ)的结构包括胞外凝集素域、横
跨膜域和细胞质激酶域[３]ꎮ 根据 Ｎ 端凝集素域的

多样性ꎬ可以分为 ３ 个子类ꎬＬꎬＧ 和 Ｃ 型[４]ꎮ Ｌ 型

ＬｅｃＲＬＫｓ 的命名是由于它的激酶域类似于豆类植物

(Ｌｅｇｕｍｉｎｏｕｓ ｐｌａｎｔｓ)的可溶性凝集素蛋白[５]ꎮ 在所

有的植物凝集素蛋白中ꎬ豆类凝集素家族是最大的ꎮ
Ｇ 型 ＬｅｃＲＬＫｓ 有一个 β 状凝集素域ꎬ它除了对 α￣Ｄ
甘露醇有亲和性ꎬ在非凝集素域还有一个参与花粉

自我识别以防止近亲繁殖的 Ｓ 位点糖蛋白域[６]ꎮ Ｃ
型 ＬｅｃＲＬＫｓ 存在于哺乳类动物中ꎬ是先天性免疫响

应的中介ꎬ通常参与自我和非自我识别ꎬ发挥重要的

作用ꎬ然而在植物中却是数量最小的一类 ＬｅｃＲＬＫｓꎬ
在水稻和拟南芥中都仅有一个代表[６￣８]ꎮ

梨(Ｐｙｒｕｓ)是多年生落叶果树ꎬ在全球都有广泛

分布ꎬ中国是梨的起源地之一[９]ꎮ 目前ꎬ梨产量和

品质的提高是影响梨产业发展的重要因素ꎮ 然而ꎬ
随着全球气候变化问题日益突出ꎬ土壤盐渍化ꎬ干旱

等问题已经成为全球性生态问题[１０]ꎮ 土壤盐渍化

可导致植物光合作用降低、生长受到抑制ꎬ生理代谢

紊乱、衰老加速ꎬ最终导致植物死亡[１１￣１３]ꎮ 而水分

胁迫是限制植物生长发育最重要的因素之一[１４]ꎬ全
世界每年由于缺水导致的减产大于其他影响因素造

成的减产的总和[１５]ꎮ 因此ꎬ对梨抗逆品种的改良十

分重要ꎮ
近年来有研究结果[６]表明ꎬＬｅｃＲＬＫ 在感知外部

环境信号变化和胁迫变化等过程中发挥了重要作

用ꎮ 它参与植物的生长发育、激素调控ꎬ不仅对真

菌、细菌和食草性昆虫均有抵御作用ꎬ还参与植物的

非生物胁迫ꎮ 如豌豆基因 ＰｓＬｅｃＲＬＫ 以及拟南芥基

因 ＡｔＬＰＫ１ 和 ＬｅｃＲＫ￣ｂ２ 均被报道参与了植物的盐胁

迫反应[１６￣１８]ꎮ 然而ꎬ自梨基因组测序完成后ꎬＬｅｃ￣
ＲＬＫｓ 在梨中的研究ꎬ尤其是在非生物胁迫方面的研

究仍比较少见ꎬ因此本研究通过研究梨 ＬｅｃＲＬＫ 的功

能及应用以期提高梨的抗逆性ꎮ
１.１ 试验材料

植物材料有豆梨 ( Ｐｙｒｕｓ ｃａｌｌｅｒｙａｎａ)ꎬ本氏烟

(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ)和拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉ￣
ａｎａ)ꎮ 大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＤＨ５α 菌株ꎬ根癌

农杆菌 ( Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ) ＧＶ３１０１ 菌株ꎬ
ｐＢｉｎＧＦＰ４ 载体由江苏省农业生物学重点实验室保

存ꎮ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶ꎬ限制性内切酶ꎬＴ４ ＤＮＡ 连

接酶均购于 ＴａＫａＲａ 公司ꎻＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、
ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒购于

ＴＩＡＮＧＥＮ 公司ꎮ 卡那霉素 ( Ｋａｎ)、 氨苄青霉素

(Ａｍｐ)、利福平(Ｒｉｆ)等抗生素购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 基

因测序与引物合成均由南京金斯瑞生物科技公司完

成ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 的获得和生物信息学分析 　 以

拟南芥胁迫相关 ＬｅｃＲＬＫ 基因 ＡＴ５Ｇ６０２８０.１ 的序列

在砀山梨蛋白数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 比对[１９]ꎬ找到 １
个同源性较高的梨基因 Ｐｂｒ０１３４９８.１ꎬ根据该基因序

列设计克隆引物ꎬ在豆梨中克隆该基因ꎬ命名为

ＰｃＬＲＬＫ０６６ ꎬ再以豆梨 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 蛋白序列在 ＮＣ￣
ＢＩ 数据库( ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ) 中应用

Ｂｌａｓｔｐ 进行搜索ꎬ下载与 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 序列最相近的

其他植物蛋白序列ꎬ利用 ＭＥＡＧＡ６ 构建进化树ꎮ 等

电点以及蛋白分子量计算分别利用在线软件 Ｅｘｐａｓｙ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ / )分析预测ꎮ
１.２.２ 　 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 的表达分析 　 根据 ＰｃＬＲＬＫ０６６
序列设计定量 ＰＣＲ 引物(正向引物:５′￣ＧＴＣＴＧＴＴＴ￣
ＧＴＧＴＴＧＧＡＡＧＴＧＧ￣３′ꎬ 反 向 引 物: ５′￣ＧＣＣＣＡＴＣ￣
ＣＴＣＴＴＡＴＣＣＡＣＴＡＣ￣３′)ꎬ豆梨定量内参引物 ＴＵＢ￣ｂ２
(ＡＢ２３９６８１.１) [２０]ꎮ 分别取豆梨的根、茎、叶、花、果
于液氮中保存ꎬ提取总 ＲＮＡ 进行组织表达分析ꎮ
ＲＮＡ 提取采用 ＴＩＡＮＧＥＮ 试剂盒ꎻ用 Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ １ｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ(ＴａＫａＲａ)将 ＲＮＡ 反转为

ｃＤＮＡ 第 １ 链ꎮ 定量 ＰＣＲ 反应体系为 １􀆰 ０ μｌ ｃＤＮＡꎬ
０􀆰 ５ μｌ 引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ６􀆰 ０ μｌ 无菌水和 ７􀆰 ５ μｌ
(２×)ＳＹＢＲ 染料ꎮ 反应程序为 ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ
９５ ℃ １０ ｓꎬ ６０ ℃ ２０ ｓꎬ ７２ ℃ １０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 定量

试剂盒为 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩＫｉｔ(Ｖｅｚｙｍｅ)ꎬ定量 ＰＣＲ
仪为 Ｑｔｏｗｅｒ ２􀆰 ０ / ２􀆰 ２ ( Ａｎａｌｙｔｉｋ Ｊｅｎａ)ꎮ 采用方法

２－△△Ｃｔ计算基因的相对表达量[２１]ꎬ每种处理包含 ３
个生物学重复ꎬ每个样品分别进行 ３ 次技术重复ꎮ
１.２.３　 盐胁迫处理豆梨幼苗中 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 的表达

　 将豆梨 ８ 叶龄幼苗分别移至含有 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ
和 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的 １ / ４ ＭＳ 营养液[２２]中ꎬ处理 ８
ｈ 后ꎬ分别采集 ２ 种营养液中的豆梨叶片ꎬ每种处理

３ 个生物学重复ꎬ于液氮中迅速冷却ꎬ提取总 ＲＮＡ
和合成 ｃＤＮＡ 第 １ 链ꎬ进行荧光定量 ＰＣＲꎬ以梨

ＴＵＢ￣ｂ２ 基因为内参[２０]ꎬ比较分析 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 在有
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无盐胁迫下的表达情况ꎮ
１.２.４　 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 的亚细胞定位载体构建 　 提取

豆梨总 ＲＮＡ 后反转录为 ｃＤＮＡꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ５ 设计带

有 Ｋｐｎ Ｉ 和 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶切位点的特异性引物进行

ＰＣＲ 扩增ꎮ 回收目的片段后ꎬ使用 Ｋｐｎ Ｉ 和 Ｂａｍ Ｈ Ｉ
双酶切 ＰＣＲ 产物以及 ｐＢｉｎＧＦＰ４ 空载体ꎬ清洁回收

酶切产物ꎬ用 Ｔ４ 连接酶过夜连接并转化后培养到含

有卡那霉素抗性的固体 ＬＢ 培养基上ꎬ挑选阳性克

隆ꎬ并测序验证ꎬ构建成功的载体命名为 ＧＦＰ￣ＰｃＬＲ￣
ＬＫ０６６ꎮ
１.２.５　 农杆菌介导的本氏烟瞬时侵染 　 将构建好

的 ＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６ 质粒采用电击法转入根癌农杆

菌 ＧＶ３１０１ 中ꎬ培养在含有卡那霉素(５０ ｍｇ / Ｌ)和利

福平(２５ ｍｇ / Ｌ)的固体 ＬＢ 培养基中ꎮ ２ ｄ 后挑取平

板上长出的单克隆放入含有同样浓度的卡那霉素和

利福平的液体 ＬＢ 培养基中ꎬ在 ２８ ℃摇床中以 １８０
ｒ / ｍｉｎ振荡培养 １６ ｈꎬ悬浮菌液至 ＯＤ６００值为 １􀆰 ０ꎮ 选

取长势健壮的烟草叶片为试验材料ꎬ将重悬菌液注

射入烟草叶片中ꎬ避开叶脉位置ꎬＧＦＰ 空载体和

ＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６ 处理均注射 ３ 次作为生物学重复ꎮ
２８ ℃黑暗培养 １２ ｈ 后转移至光照下培养ꎬ取注射后

４８ ｈ 叶片为样品ꎬ在荧光显微镜下观察定位并拍照

保存ꎮ
１.２.６　 转基因拟南芥的获得　 挑取阳性 ＧＦＰ￣ＰｃＬＲ￣
ＬＫ０６６ 农杆菌转化子ꎬ接种到含有利福平和卡那霉

素的固体 ＬＢ 培养基上ꎬ２８ ℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ振荡培养

１２~１６ ｈ 至 ＯＤ６００ ＝ １.２~２􀆰 ０ꎮ 按１ ∶ １００ 比例接入到

新的液体培养基中ꎬ振荡培养至 ＯＤ６００ ＝ １􀆰 ５ꎮ 离心

收集菌体ꎬ将菌体悬浮于软化缓冲液中(０.５×ＭＳ 盐ꎬ
１×Ｂ５ 维生素ꎬ５％ 蔗糖)ꎮ 调节 ｐＨ ＝ ５􀆰 ７ 后加入

０􀆰 ０２％ Ｓｉｌｗｅｔ Ｌ￣７７ꎮ 菌体充分悬浮后ꎬ将准备好的

拟南芥植株剪去已经开放的花ꎬ将植株倒置浸入到

软化缓冲液中 １ ｍｉｎꎬ取出后放在湿润周转箱中暗培

养 ２４ ｈ 后ꎬ按正常条件培养至种子成熟ꎬ收集种子

为 Ｔ０代ꎬ将种子播撒在含有卡那霉素的选择培养基

上进行筛选ꎬ筛选至 Ｔ３代纯合系ꎮ 拟南芥的生长条

件为 ２２ ℃ꎬ每天 ８ ｈ 光照ꎬ光照度为２ ０００ ｌｘꎬ空气相

对湿度为 ８０％ꎮ
１.２.７　 转基因植株的检测 　 提取筛选过的转基因

拟南芥 Ｔ３代纯合体 ＤＮＡꎬ以其为模板ꎬ用片段的正

向引物和的反向引物扩增ꎬ以质粒 ＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６
为阳性对照ꎬ以野生型拟南芥基因组 ＤＮＡ 为阴性对

照ꎬＰＣＲ 检测并进行琼脂糖凝胶电泳ꎬ拍照保存ꎮ
１.２.８　 转基因拟南芥种子在干旱胁迫下发芽率的

测定　 选定 ３ 种转基因拟南芥株系 Ｌ１、Ｌ４、Ｌ５ 与

野生型 ＷＴ 种子经消毒后分区域播种在含有不同

浓度甘露醇(０ ｍｍｏｌ / Ｌ、３５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、４００ ｍｍｏｌ / Ｌ、
４５０ ｍｍｏｌ / Ｌ和 ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ)的 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎬ
在 ４ ℃春化处理 １ ｄ 后正常培养ꎬ观察种子萌发情

况ꎬ统计发芽率ꎬ并于第 ６ ｄ 拍照记录ꎬ进行 ３ 次重

复试验ꎮ
１.２.９　 转基因拟南芥种子在盐胁迫下的发芽率测

定　 选定 ３ 种转基因拟南芥株系 Ｌ１、Ｌ４、Ｌ５ 与野生

型 ＷＴ 种子经消毒后分区域播种在含有不同浓度的

ＮａＣｌ ( ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ２００
ｍｍｏｌ / Ｌ)的 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎬ在 ４ ℃春化处理 １ ｄ
后正常培养ꎬ观察种子萌发情况ꎬ统计发芽率ꎬ并于

１５ ｄ 拍照记录ꎬ进行 ３ 次重复试验ꎮ

２　 结 果

２.１　 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 的克隆和生物信息学分析

以豆梨 ｃＤＮＡ 为模板扩增目的片段 ＰｃＬＲＬＫ０６６ꎬ
获得大小为２ ０４６ ｂｐ 的 ＰＣＲ 产物ꎬ该基因编码 ６８２ 个

氨基酸ꎬ推测编码的蛋白质分子量为７６ １１０ꎬ等电点

为 ７􀆰 ２５ꎮ ＰｃＬＲＬＫ０６６ 的核苷酸序列与已知测序的梨

基因组 Ｐｂｒ０１３４９８.１ 相似性约为 ９８％(图 １)ꎮ 在进化

上 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 与苹果的 ＬｅｃＲＬＫ 基因最相近ꎬ与野生

番茄的进化距离最远(图 ２)ꎮ
２.２　 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 的组织特异性表达

提取豆梨的根、茎、叶、花以及果实的总 ＲＮＡꎬ
检测 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 的表达量ꎮ 试验结果(图 ３)表明ꎬ
ＰｃＬＲＬＫ０６６ 在叶、根、花中的表达量显著高于茎和

果ꎬ其中叶中的相对表达量最高ꎬ达到了果实中的

２􀆰 ６ 倍左右ꎮ ＰｃＬＲＬＫ０６６ 在豆梨的不同组织器官中

的差异表达ꎬ表明其在不同组织器官中可能发挥了

不同作用ꎮ
２.３　 豆梨幼苗中 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 对盐胁迫处理的响应

将长 势 一 致 的 ８ 叶 龄 幼 苗 分 别 用 含 有 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ和 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的 １ / ４ ＭＳ 溶液处理

检测 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 在盐处理和非盐处理下的表达

量ꎮ 试验结果(图 ４)显示ꎬＰｃＬＲＬＫ０６６ 的表达量

在 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理下比在对照中显著升

高ꎬ升 高 了 １６ 倍 左 右ꎬ 表 明 盐 处 理 诱 导 了

ＰｃＬＲＬＫ０６６的表达ꎮ
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图 １　 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 与数据库公布序列 Ｐｂｒ０１３４９８.１ 比对

Ｆｉｇ.１　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＰｃＬＲＬＫ０６６ ａｎｄ Ｐｂｒ０１３４９８.１
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箭头所指为 ＰｃＬＲＬＫ０６６ꎮ
图 ２　 梨 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 与已知的其他物种 ＬｅｃＲＫｓ蛋白聚类分析

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰｃＬＲＬＫ０６６ ｉｎ ｐｅａｒ ａｎｄ ＬｅｃＲＫｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ３　 梨 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 与已知的其他物种 ＬｅｃＲＫｓ蛋白聚类分析

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＰｃＬＲＬＫ０６６ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒ￣
ｇａｎｓ

２.４　 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 的亚细胞定位分析

将构建好的 ＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６ 亚细胞定位载体

通过农杆菌注射法瞬时侵染本氏烟后ꎬ于 ４８ ｈ 在荧

光显微镜下观察定位情况ꎬ结果(图 ５)显示ꎬＧＦＰ 空

载对照为核膜共定位ꎬ而 ＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６ 只定位在

细胞膜上ꎮ ｍＣｈｅｒｒｙ 是一种膜定位标记ꎬ在融合光

下可看出ꎬＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６ 与膜定位信号 ＰＩＰ２Ａ 的

融合光共定位在细胞膜上ꎬ说明 ＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６ 可

∗∗表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
图 ４　 盐胁迫处理后 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 在豆梨幼苗叶中的表达情况

Ｆｉｇ.４ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＰｃＬＲＬＫ０６６ ｂｅｔｗｅｅｎ ０ｍＭ
ａｎｄ １００ｍＭ ＮａＣｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

能是膜定位蛋白ꎮ
２.５　 转基因拟南芥的获得和鉴定

利用拟南芥蘸花侵染法将 ＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６ 转入

野生型拟南芥中ꎬ正常培养并获得 Ｔ３ 代转基因拟南

芥ꎬ经卡那筛选出 ２５ 株阳性拟南芥植株ꎬ提取这 ２５ 株

拟南芥叶片基因组ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 鉴定筛选获得 ２１ 株

阳性株系ꎬ图 ６ 所示为 Ｌ１~Ｌ１０ ＰＣＲ 阳性检测结果ꎮ
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上方图为注射 ２４ ｈ 后 ＧＦＰ 分别在绿色荧光信号下、ｍＣｈｅｒｒｙ 信号下、白光下和绿色荧光与 ｍＣｈｅｒｒｙ 融合光下所拍ꎻ下方图为 ＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６
在上述信号通路下所拍ꎮ ＰＩＰ２Ａ 为膜定位标记ꎬ箭头所指为细胞核ꎮ

图 ５　 ＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６ 在本氏烟中的亚细胞定位

Ｆｉｇ.５　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６ ｉｎ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＷＴ１~ＷＴ１０:野生型拟南芥ꎻＬ１~ Ｌ１０:转 ＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６ 基因拟南芥ꎻＣＫ:ＧＦＰ￣ＰｃＬＲＬＫ０６６ 质粒ꎬ为阳性对照ꎮ
图 ６　 Ｔ３ 代转基因拟南芥 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ.６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ３ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｂｙ ＰＣＲ

２.６　 转基因拟南芥在渗透胁迫下发芽率的测定

将野生型拟南芥与转基因的 ３ 个株系 ＰｃＬＲ￣
ＬＫ０６６￣１、ＰｃＬＲＬＫ０６６￣４、ＰｃＬＲＬＫ０６６￣５ 同时播种在含

有 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、３５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、４００ ｍｍｏｌ / Ｌ、４５０ ｍｍｏｌ / Ｌ和
５００ ｍｍｏｌ / Ｌ甘露醇的 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎬ结果(图 ７)
显示: 野生型拟南芥与转基因拟南芥 ３ 个株系 ＰｃＬＲ￣
ＬＫ０６６￣１、ＰｃＬＲＬＫ０６６￣４、ＰｃＬＲＬＫ０６６￣５ 在无甘露醇处

理的 １ / ２ ＭＳ 培养基上发芽率无明显差异ꎻ在 ３５０ ~
５００ ｍｍｏｌ / Ｌ甘露醇处理下ꎬ随着甘露醇浓度的提高ꎬ
野生型与转基因拟南芥 ３ 个株系 ＰｃＬＲＬＫ０６６￣１、
ＰｃＬＲＬＫ０６６￣４、ＰｃＬＲＬＫ０６６￣５ 发芽率均逐渐降低ꎮ 转

基因拟南芥的 ３ 个株系的发芽率在甘露醇处理下均

显著低于野生型拟南芥ꎬ其中 ＰｃＬＲＬＫ０６６￣４ 发芽率最

低ꎬ差异达到极显著水平ꎮ 说明转基因拟南芥对甘露

醇处理比野生型拟南芥更加敏感ꎮ
２.７　 转基因拟南芥在盐胁迫下发芽率的测定

为了研究野生型拟南芥与转基因拟南芥在盐处理

下的发芽及生长情况ꎬ将野生型拟南芥和转基因 ３ 个

株系ＰｃＬＲＬＫ０６６￣１、ＰｃＬＲＬＫ０６６￣４、ＰｃＬＲＬＫ０６６￣５播种在

含有 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ、１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ和 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ 的 １/ ２ ＭＳ 培养基上ꎬ于第 １５ ｄ 观察发芽率ꎮ 结

果表明ꎬ野生型拟南芥和转基因的 ３ 个株系在不含
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∗表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻ∗∗差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
图 ７ 　 ＷＴ 及转基因拟南芥 ３ 个株系 ＰｃＬＲＬＫ０６６￣１、ＰｃＬＲ￣

ＬＫ０６６￣４、ＰｃＬＲＬＫ０６６￣５在渗透胁迫处理下的发芽情况

Ｆｉｇ.７　 Ｔｈｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
(ＰｃＬＲＬＫ０６６￣１ꎬ ＰｃＬＲＬＫ０６６￣４ ａｎｄ ＰｃＬＲＬＫ０６６￣５) ｕｎ￣
ｄｅｒ ｏｓｍｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ

ＮａＣｌ 的 １/ ２ ＭＳ 培养基上生长无明显差异ꎻ随着盐浓度

的提高ꎬ野生型拟南芥和转基因拟南芥的 ３ 个株系发

芽率及根长均呈降低趋势ꎮ 在 １００ ｍｍｏｌ / ＬＮａＣｌ 处理

下ꎬＰｃＬＲＬＫ０６６￣１、ＰｃＬＲＬＫ０６６￣４、ＰｃＬＲＬＫ０６６￣５ 株系发

芽率虽略低于野生型拟南芥但并未达到显著水平ꎻ在
１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理下ꎬＰｃＬＲＬＫ０６６￣１、ＰｃＬＲＬＫ０６６￣５
的发芽率分别为 ４７􀆰 ２０％和 ４９􀆰 ６５％ꎬ显著低于野生型拟

南芥的发芽率(５７􀆰 ６５％)ꎬ而 ＰｃＬＲＬＫ０６６￣４ 发芽率为

３０􀆰 １０％ꎬ极显著低于野生型拟南芥ꎮ 在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ 处理下ꎬ野生型拟南芥和转基因 ３ 个株系受到抑

制程度都较高ꎬ其中 ＰｃＬＲＬＫ０６６￣４ 株系的发芽率显著

低于野生型拟南芥(图 ８)ꎮ 说明ꎬ转入 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 基

因后的拟南芥受到盐的抑制程度大于野生型拟南芥ꎬ
对盐处理变得更加敏感ꎮ

３　 讨 论

植物在进化过程中对外界刺激形成了多种防御

策略ꎬ其中包括物理和化学防御ꎮ 当植物体感受到外

界刺激后ꎬ产生并大量积累次生代谢产物ꎬ以增强自

身的免疫和抵抗能力[２３]ꎮ 凝集素受体蛋白激酶(Ｌｅｃ￣
ＲＬＫ)通过感知外界信号调节下游基因表达等在植物

生长发育中发挥重要作用ꎮ 在不同的植物中ꎬ已经发

现了许多凝集素受体蛋白激酶(ＬｅｃＲＬＫ)ꎬ其中拟南芥

中有 ７５ 个ꎬ水稻中有 １７３ 个[６]ꎮ 本研究中 ＰｃＬＲ￣
ＬＫ０６６ 属于 Ｌ 型ꎬ具有凝集素受体蛋白的基本结构特

征ꎬ包含凝集素域、跨膜域和 Ｃ 端激酶域ꎬ通过亚细胞

定位发现其可能定位在细胞膜上ꎬ这与拟南芥中 Ｌｅｃ￣

∗表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻ∗∗差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ８ 　 ＷＴ 及转基因拟南芥 ３ 个株系 ＰｃＬＲＬＫ０６６￣１、ＰｃＬＲ￣

ＬＫ０６６￣４、ＰｃＬＲＬＫ０６６￣５在不同浓度 ＮａＣｌ 处理下的发芽

情况

Ｆｉｇ.８ 　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ(ＰｃＬＲ￣
ＬＫ０６６￣１ꎬＰｃＬＲＬＫ０６６￣４ ａｎｄ ＰｃＬＲＬＫ０６６￣５) ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ
ｓｔｒｅｓｓ

ＲＫ￣ｂ２ 定位在细胞膜上一致[２４]ꎮ 此外ꎬＰｃＬＲＬＫ０６６ 在

叶和根中的表达量高于其他器官ꎮ 由于叶片是植物

感受外界刺激如病原菌等最直接的器官ꎬ而根是感受

土壤条件(水分ꎬ盐)等最直接的器官ꎬＰｃＬＲＬＫ０６６ 在

叶和根中较高的表达量表明它可能在植物对外界环

境信号的感知方面发挥了作用ꎮ
目前对 ＬｅｃＲＬＫ 的研究主要集中在感知外部环

境信号、激素信号变化和胁迫压变化等领域ꎮ 近年

来ꎬＬｅｃＲＬＫ 在非生物胁迫的研究成为一个热点ꎮ 有

研究结果表明ꎬ在烟草中过表达豌豆基因 ＰｓＬｅｃＲＬＫ
可以提高烟草对盐的耐受性[１５]ꎮ 过表达 ＧｓＳＲＫ 的

拟南芥ꎬ在同等盐胁迫下发芽率、根的生长情况均强

于野生型拟南芥[２５]ꎮ 此外ꎬ水稻 ＬｅｃＲＬＫ 基因 ＳＩＴ１
在 ＮａＣｌ 处理下迅速升高ꎬ然而过量表达 ＳＩＴ１ 可导

致盐敏感ꎬ削弱植物的生长势ꎬ敲除该基因可减少对

盐的敏感程度[２６]ꎮ 在本研究中ꎬ豆梨幼苗在盐胁迫

处理下 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 基因显著上调表达ꎬ表明 ＰｃＬＲ￣
ＬＫ０６６ 响应了盐处理ꎬ然而将 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 转入到拟

南芥中ꎬ在盐和甘露醇胁迫下ꎬ转基因株系的发芽受

到盐和甘露醇胁迫的抑制程度均大于野生型拟南

芥ꎮ 这与水稻 ＬｅｃＲＬＫ 基因 ＳＩＴ１ 的研究结果一致ꎮ
这可能是由于 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 是 １ 个负调控因子ꎬ过表

达 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 的拟南芥对盐和渗透胁迫的敏感程

度增加ꎮ 然而ꎬ ＰｃＬＲＬＫ０６６ 在盐胁迫和渗透胁迫下

的调控机制尚未明确ꎮ 此外ꎬ转基因的 ３ 个株系

Ｌ１、Ｌ４ 和 Ｌ５ 在甘露醇处理下表现一致ꎬ发芽相对于
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野生型拟南芥均受到显著抑制ꎮ 在盐胁迫处理下也

有相同的趋势ꎬ在 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ的高盐胁迫下ꎬ转基

因 ３ 个株系发芽率均显著低于野生型拟南芥ꎮ 尤其

是转基因拟南芥 Ｌ４ 株系ꎬ无论在甘露醇处理还是盐

处理下ꎬ发芽受到抑制程度均大于 Ｌ１ 和 Ｌ５ꎬ这可能

是由于转基因拟南芥插入位点不同导致ꎮ
土壤盐渍化和水分缺失是植物生产和产量提高

的重要限制因子ꎬ我们通过研究发现过量表达 ＰｃＬＲ￣
ＬＫ０６６ 是导致盐敏感和干旱敏感的一个因素ꎬ因此在

生产上可以通过敲除 ＰｃＬＲＬＫ０６６ 或抑制 ＰｃＬＲＬＫ０６６
的表达来改良梨品种ꎬ增强耐盐抗旱能力ꎮ
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