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　 　 摘要：　 为了挖掘水稻 ＯｓＲＰＫ１ 胞内互作蛋白质，阐明 ＯｓＲＰＫ１ 参与高盐胁迫的分子机制，本研究利用 ＳＭＡＲＴ
技术，构建水稻高盐胁迫下根尖的酵母双杂交文库。 ＰＣＲ 扩增获得 ＯｓＲＰＫ１ 基因编码胞内区域的碱基序列，构建诱

饵表达载体（ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ），检测诱饵表达载体在酵母中的毒性和自激活活性，筛选 ＯｓＲＰＫ１ 胞内互作蛋

白，进一步分析高盐胁迫下候选基因的表达模式。 结果表明，构建的 ｃＤＮＡ 文库库容量为１．１１×１０７ ＣＦＵ，文库重组

率为 ９６％，文库插入片段多态性较好。 成功构建了诱饵表达载体（ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ），经检测诱饵表达载体无

毒性，无自激活活性。 诱饵表达载体与 ｃＤＮＡ 文库进行双杂交筛选，经测序和比对分析获得了 １１ 个重要的候选基

因，检测候选基因在高盐处理下的表达情况，其中 ８ 个候选基因受高盐诱导表达，２ 个候选基因受高盐胁迫抑制表

达，１ 个候选基因受高盐胁迫瞬时诱导表达后表达量又受到显著抑制。
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　 　 土壤盐碱化是限制农作物产量的重要逆境因

子。 据联合国粮食及农业组织统计，目前世界上约

９．５６×１０８ ｈｍ２陆地受到盐渍化的影响，占陆地总面

积的 ６􀆰 ０％以上，其中 ５８􀆰 ０％发生在灌溉农业区，
１９􀆰 ５％的灌溉土壤受到盐渍化威胁，而且这个比例

还在增加［１］。 中国约有３􀆰 ００×１０７ ｈｍ２以上的土地属

于盐碱地，其中８􀆰 ００×１０６ ｈｍ２是农田，占全国耕地面

积的 ７􀆰 ０％。 高盐主要通过引发离子胁迫、渗透胁

迫和氧化胁迫对植物的生长发育造成损伤，而植物

在长期的进化过程中为了适应盐胁迫，建立了耐盐

或将盐分排出细胞外的特殊分子机制［２⁃５］。 随着分

子生物学、分子遗传学及各种相关研究技术的发展，
高等植物的耐盐机制和信号转导途径已成为研究的

热点，进一步深入研究植物关于盐胁迫响应的信号

传递分子机制，对揭示植物耐盐机理，提高植物耐盐

性，科学合理运用闲置盐碱地具有重要意义。
高盐造成的细胞离子胁迫主要通过盐超敏感

（ＳＯＳ）信号途径进行调节， ＳＯＳ 信号传导途径由

ＳＯＳ１、 ＳＯＳ２ （ ＣＩＰＫ２４）、 ＳＯＳ３ （ ＣＢＬ４） 以及 ＳＯＳ２ ／
ＳＯＳ３ 复合体组成，植物细胞通过此传导途径将细胞

质中的 Ｎａ＋排出胞外或区隔化至液泡中，减轻高盐

毒害［６⁃８］。 进一步研究发现，ＳＯＳ１ 在高盐胁迫下也

参与磷脂酶（ＰＬＤ）信号传导途径［９］，高盐胁迫下拟

南芥磷脂酶 α１（ＰＬＤα１）的活性增强，引起脂质第二

信使磷脂酸（ＰＡ）的瞬时积累。 ＰＡ 激活丝裂原活化

蛋白激酶（ＭＰＫ６），ＭＰＫ６ 直接磷酸化 ＳＯＳ１。 虽然

磷脂酶信号传导途径通过 ＳＯＳ１ 调节离子外排，却
与 ＳＯＳ２ ／ ＳＯＳ３ 复合体平行介导盐胁迫途径。 因此，
维持体内离子平衡的机制很复杂，ＳＯＳ３ ／ ＳＣａＢＰ８⁃
ＳＯＳ２⁃ＳＯＳ１ 信号传导途径也不是调控胞内 Ｎａ＋外排

的唯一途径。
植物富含亮氨酸重复序列型类受体蛋白激酶

（ＬＲＲ⁃ＲＬＫｓ） 是一类胞外富含亮氨酸重复片断

（ＬＲＲｓ）的受体蛋白激酶［１０］，在植物非生物胁迫中

发挥重要作用。 如，水稻受体类蛋白激酶 ＯｓＳＩＫ１ 的

表达量受干旱、盐、Ｈ２ Ｏ２ 诱导，水稻过表达 ＯｓＳＩＫ１

能够明显增强其对干旱和高盐的耐受性［１１］。 拟南

芥的受体类蛋白激酶 ＲＰＫ１ 能够被干旱、盐胁迫诱

导表达［１２］，拟南芥过表达 ＲＰＫ１ 后，根部对脱落酸

（ＡＢＡ）敏感，气孔关闭，水分流失减少，而突变体

ｒｐｋ１⁃１ 对 ＡＢＡ 不敏感，导致水分流失增加［１３］。 拟南

芥受体激酶通过与蛋白磷酸酶间的相互作用，参与

ＡＢＡ 信号途径，正向调控高盐和渗透胁迫［１４］。 水

稻类受体蛋白激酶 ＬＲＫ２ 表达受干旱胁迫诱导，
ＬＲＫ２ 过表达则水稻侧根发达，耐旱性增强［１５］。 水

稻叶穗特异表达的类受体蛋白激酶 ＬＰ２，其表达受

干旱和 ＡＢＡ 抑制，锌指转录因子 Ｃ２Ｈ２ 与其启动子

特异序列结合，锌指转录因子 ＤＳＴ⁃ＬＰ２ 途径能促进

叶片气孔张开，并减少 Ｈ２Ｏ２的积累［１６］。 南极苔癣

ＰＮＬＲＲ⁃ＲＬＫ２ 能够被非生物胁迫诱导表达，在拟南

芥中过表达 ＰＮＬＲＲ⁃ＲＬＫ２ 能提高拟南芥对高盐、干
旱、Ｈ２Ｏ２以及 ＡＢＡ 的耐受性［１７］。 以水稻为模式作

物，通过插入突变获得 １２８ 个 ＬＲＲ⁃ＲＬＫｓ 水稻突变

体，并在水稻不同发育阶段观察不同非生物胁迫下

的生长表型，筛选出 ３７ 个具有改善水稻耐受非生物

胁迫潜力的 ＬＲＲ⁃ＲＬＫｓ［１０］。 目前为止，ＬＲＲ⁃ＲＬＫｓ 参

与非生物胁迫响应的抗性机制和调控途径仍未被

揭示。
本课题组前期开展了盐胁迫下水稻质膜蛋白质

组分析， 鉴定出一个 ＬＲＲ 型类受体蛋 白 激 酶

ＯｓＲＰＫ１，其表达量受高盐诱导表达［１９］。 体外磷酸

化试验结果表明，原核表达 ＯｓＲＰＫ１ 蛋白胞内激酶

区依赖于 Ｍｎ２＋或 Ｍｇ２＋，而且在高盐处理的根部总蛋

白质孵育前提下， ＯｓＲＰＫ１ 蛋白才能发生磷酸

化［２０］。 本研究拟通过构建水稻根尖盐胁迫 ｃＤＮＡ
文库，采用酵母双杂交技术筛选出与 ＯｓＲＰＫ１ 胞内

互作的蛋白质，为从分子水平上揭示 ＯｓＲＰＫ１ 参与

高盐胁迫的分子机制及开展其生物学功能研究奠定

基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

日本晴水稻于实验室光照培养箱中培养 １４ ｄ 后
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作为试验材料，其中光照度为 ６００ μｍｏｌ ／ （ｍ２·ｓ），白
天 １４ ｈ，黑夜 １０ ｈ，相对湿度为 ７５％。

ＲＮＡ 提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ 和 ＦａｓｔＴｒａｃｋ ＭＡＧ ｍＲＮＡ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，Ｌｉｂｒａｒｙ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
＆ Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ Ｋｉｔｓ 购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司。
１．２　 试验方法

１．２．１　 高盐处理后水稻根尖 ＲＮＡ 的提取及 ｍＲＮＡ
的分离与纯化　 用 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理生长 １４ ｄ
的日本晴水稻 １２ ｈ，收集水稻根尖，用液氮研磨 １ ｇ
根尖样品，利用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取总 ＲＮＡ，紫外分光光度计

检测 ＯＤ２６０值及 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０值，分析总 ＲＮＡ 的纯度

和质量浓度，并用 １􀆰 ５％的琼脂糖凝胶电泳检测总

ＲＮＡ 的 完 整 度。 采 用 ＦａｓｔＴｒａｃｋ ＭＡＧ ｍＲＮＡ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 分离获得 ｍＲＮＡ，利用紫外分光光度计

和 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测分离纯化后 ｍＲＮＡ 的

质量浓度和质量。
１．２．２　 双链 ｃＤＮＡ 的合成及其纯化 　 ＰＣＲ 管中分

别加入 ２ μｇ ｍＲＮＡ 和 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＤＳ Ⅲ引物，用
ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ 补至总体积为 ４ μｌ。 混匀后 ７２ ℃
水浴变性 ３ ｍｉｎ，冰上冷却 ５ ｍｉｎ，瞬时离心，加入 ２
μｌ ５×Ｆｉｒｓｔ⁃Ｓｔｒａｎｄ ｂｕｆｆｅｒ、１ μｌ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ二硫苏糖醇

（ＤＴＴ）、 １ μｌ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 脱氧核糖核苷三磷酸

（ｄＮＴＰ）和 １ μｌ ＰｏｗｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ 反转录酶，混匀，４２
℃水浴 １０ ｍｉｎ，加入 １ μｌ ＳＭＡＲＴ ＩＩＩ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｏｌｉｇｏ⁃
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，混匀后 ４２ ℃水浴 １ ｈ，然后 ７２ ℃水浴 １０
ｍｉｎ，终止 ｃＤＮＡ 第一链的合成。 室温冷却后，加入

１ μｌ 核糖核酸酶 Ｈ，３７ ℃水浴 ２０ ｍｉｎ。 以反转录合

成的第一链 ｃＤＮＡ 为模板进行长距离 ＰＣＲ （ ＬＤ⁃
ＰＣＲ）扩增，循环数为 ２５，６８ ℃延伸 ５ ｍｉｎ，合成双链

ｃＤＮＡ，使用 ＣＨＲＯＭＡ ＳＰＩＮＴＭ ＴＥ⁃４００ Ｃｏｌｕｍｎ 纯化

双链 ｃＤＮＡ。
１．２．３　 文库的构建　 纯化后的双链 ｃＤＮＡ 和线性化

的 ｐＧＡＤＴ７⁃Ｒｅｃ 载体同时转化酵母感受态细胞

Ｙ１８７，利用 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ （亮氨酸） 缺失培养基进行筛

选，每个平板加入 １００ μｌ 悬浮酵母细胞，用涂布棒

涂开至无液体流动，３０ ℃倒置培养 ３ ｄ 后收集菌落，
将长出菌落的琼脂板置于 ４ ℃条件下冻存 ３ ｈ。 每

个琼脂板加入 ５ ｍｌ 冻存液以及 １５ 个 ５ ｍｍ 的玻璃

珠，玻璃珠轻轻在琼脂板上滚动分离菌落溶于冻存

液中。 收集所有的菌落冻存液于烧瓶中，利用细胞

计数器估计细胞密度。
１．２．４　 文库的鉴定　 取 ５０ μｌ 菌落冻存液，分别稀

释 １０ 倍、１００ 倍后涂于 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ 平板上，共转化

ｐＧＡＤＴ７⁃Ｒｅｃ 和 ＳＶ４０ 大 Ｔ ＰＣＲ 片段作为阳性对照，
转化空载体 ｐＧＡＤＴ７⁃Ｒｅｃ 作为阴性对照。 ３０ ℃ 倒

置培养 ３ ｄ，出现单菌落后统计琼脂板上的菌落数

量，计算文库容量和重组率（文库容量＝每皿平均克

隆数 ／涂布体积×稀释倍数×转化体积；文库重组率＝
空载体转化的克隆数 ／共转化检测的克隆总数×
１００％）。 随机挑取 ２４ 个单菌落进行培养，使用酵母

质粒提取试剂盒提取质粒，用插入片段检测引物

（Ｔ７⁃Ｐｒｉｍｅｒ：５′⁃ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ⁃３′；３′
ＡＤ Ｐｒｉｍｅｒ：５′⁃ＧＴＧＡＡＣＴＴＧＣＧＧＧＧＴＴＴＴＴＣ⁃３′）进行

ＰＣＲ 扩增，检测插入片段的大小。
１．２．５　 诱饵表达载体 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 的构建

　 利用在线软件 ＳＭＡＲＴ 分析水稻类受体蛋白激酶

ＯｓＲＰＫ１（ＮＣＢＩ 登录号：ＸＰ＿０１５６４０１８０）的蛋白质结

构域，确定胞内区域为第 ６３１ 氨基酸至第 ９６９ 氨基

酸，设计 ２ 条引物用于扩增该区域碱基序列：上游引

物 ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ⁃Ｆ： ５′⁃ＧＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＴＣＴＣＴＧＡ⁃
ＣＡＡＣＣＡＣＧＡＧ⁃３′， 下 游 引 物 ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ⁃Ｒ： ５′⁃
ＣＡＧＧＴＣＧＡＣＣＴＡＣＴＴＧＧＧＣＴＴＧＡＣＣＴＣＡＡＡＡＴ⁃３′，
分别在上、下游引物中插入 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 酶切位

点（划线部分），引物由安徽生物通用生物有限公司

合成。 利用高保真 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＤＮＡ 聚合酶以水稻

根尖 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 纯化的 ＰＣＲ 产

物与诱饵载体 ｐＧＢＫＴ７ 同时用 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 双酶

切，酶切产物回收后用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶于 １６ ℃连接

４ ｈ，连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞，３７
℃培养过夜后挑取单菌落进行 ＰＣＲ 扩增、酶切和测

序验证。
１．２．６ 　 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 毒性 　 诱饵表达载体

ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 和空载体 ｐＧＢＫＴ７⁃Ｒｅｃ 分别转

化进入酵母感受态 ＡＨ１０９ 中，挑取单菌落至 ５０ ｍｌ
ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ（色氨酸）液体培养基中，３０ ℃ 摇床中 ２５０
ｒ ／ ｍｉｎ振荡培养 ２４ ｈ；６００ ｇ 室温离心 ５ ｍｉｎ，弃上清

液；用 ５ ｍｌ ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ 液体培养基重悬菌体，用细胞计

数板计算细胞密度。
１．２．７ 　 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 自激活检测 　 诱饵载

体 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 转入 ＡＨ１０９ （ＭＡＴα）菌株，
以转入 Ｙ１８７（ＭＡＴα）菌株的 ｐＧＡＤＴ７⁃Ｒｅｃ 作为空载

体对照，分别以转入 Ｙ２ＨＧｏｌｄ 菌株的 ｐＧＢＫＴ７⁃５３ 载

体和 ｐＧＢＫＴ７⁃Ｌａｍ 载体作为阳性对照和阴性对照。
挑取 ＳＤ⁃１ 平板上生长较好的单菌落，分别挑到 １ ｍｌ

５５７邹　 禹等：水稻高盐胁迫下的酵母双杂交文库构建及 ＯｓＲＰＫ１ 胞内互作蛋白质的筛选



２×ＹＰＤＡ 液体培养基中，摇至对数生长期，１ ０００ ｇ
离心收集菌体，移入 １００ ｍｌ 三角瓶，加入 ２ ｍｌ ２×
ＹＰＤＡ 液体培养基中，３０ ℃，３０ ｒ ／ ｍｉｎ，接合 １８ ｈ 后

收集菌体，将收集的菌体分别涂布于 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ
和 ＳＤ ／ ⁃Ａｄｅ（腺嘌呤） ／ ⁃Ｈｉｓ（组氨酸） ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ 营

养缺陷型平板上，３０ ℃ 培养箱中培养 ２ ｄ，观察

结果。
１．２．８　 酵母双杂交筛选与 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 互

作的下游蛋白质 　 在 ２ Ｌ 三角瓶中分别加入 ５ ｍｌ
含有诱饵表达载体 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 的 ＡＨ１０９
菌液、冻融的 １ ｍｌ 酵母文库和 ４５ ｍｌ ２×ＹＰＤＡ ／ Ｋａｎ
（５０ μｇ ／ ｍｌ），于 ３０ ℃、３０ ｒ ／ ｍｉｎ条件下配对２０～ ２４
ｈ。 配对菌液１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ室温离心 １０ ｍｉｎ，弃上清

液。 然后再加入 ＹＰＤＡ（２×）清洗酵母细胞，１ ０００ ｇ
室温离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液。 用灭菌水清洗酵母细

胞，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ室温离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液。 加入约

１０ ｍｌ 灭菌水重悬酵母细胞， ＳＤ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃
Ａｄｅ ４ 缺培养基平板涂布 １５０ μｌ 悬浮酵母细胞，３０ ℃
培养４～６ ｄ，挑取阳性单菌落。 选取单菌落至 ＹＰＤＡ
液体培养基中，菌液摇匀后插入片段进行 ＰＣＲ 扩增

检测（Ｔ７⁃ｐｒｉｍｅｒ⁃Ｆ：５′⁃ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ⁃
３′； ＡＤＲ⁃ｐｒｉｍｅｒ⁃Ｒ： ５′⁃ＧＴＧＡＡＣＴＴＧＣＧＧＧＧＴＴＴＴＴＣ⁃
３′）。 插入片段大于 ５００ ｂｐ 的酵母单克隆质粒送至

安徽通用生物公司测序，测序结果利用 ＮＣＢＩ 在线

网站比对，并用 Ｕｎｉｐｒｏｔ 网站预测基因功能。
１．２．９　 荧光定量 ＰＣＲ 分析盐胁迫下 ＯｓＲＰＫ１ 和候

选基因的表达模式 　 野生型水稻在培养液中生长

１４ ｄ，用 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理 ０ ｈ、０􀆰 ５ ｈ、３􀆰 ０ ｈ、
１２􀆰 ０ ｈ、２４􀆰 ０ ｈ、４８􀆰 ０ ｈ 后收集根尖组织样品，液氮

研磨利用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司的 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取 ＲＮＡ，采
用 ＴａＫａＲａ 公司反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，采用

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒，以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ
反应。 ＰＣＲ 反应程序：９５ ℃ １０ ｍｉｎ；９５ ℃ ３０ ｓ，６０
℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，循环扩增 ４０ 次结束扩增。 利用

荧光定量 ＰＣＲ 在线设计引物网站 ＱｕａｎｔＰｒｉｍｅ 设计

特异性引物（表 １），选用 ａｃｔｉｎ 作为内参基因［２１］，采
用 ２－△△Ｃｔ相对表达量的计算方法［２２］，比较不同时间

下 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理的基因表达量。

２　 结果与分析

２．１　 高盐处理后水稻根尖总 ＲＮＡ 提取及 ｍＲＮＡ
的分离

　 　 水稻幼苗生长 １４ ｄ 后，１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称　 　 　 引物序列（５′→３′）

Ｑ⁃ＯｓＲＰＫ１⁃Ｆ ＡＡＡＣＧＣＡＧＣＡＣＴＴＣＣＡＴＴＴＣＡＡＣ

Ｑ⁃ＯｓＲＰＫ１⁃Ｒ ＴＴＣＣＴＡＴＣＣＡＡＴＣＧＧＡＧＡＡＣＴＴＣＧ

Ｑ⁃２９４３⁃４⁃Ｆ ＴＧＧＣＡＴＣＴＴＧＴＡＧＣＡＣＣＡＧＴＧＡＡＣ

Ｑ⁃２９４３⁃４⁃Ｒ ＴＧＣＴＴＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＣＡＴＣ

Ｑ⁃２９４３⁃５⁃Ｆ ＧＣＴＡＡＧＧＣＣＡＡＧＧＣＧＡＴＣＴＡ

Ｑ⁃２９４３⁃５⁃Ｒ ＡＣＡＴＧＧＡＴＴＴＣＣＡＧＣＣＡＣＧＡＴ

Ｑ⁃２９４３⁃６⁃Ｆ ＡＴＧＡＴＧＡＧＴＴＧＧＣＣＡＧＣＡＡＧＧＧ

Ｑ⁃２９４３⁃６⁃Ｒ ＴＧＡＴＡＧＡＧＴＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＴＣＣＴＣ

Ｑ⁃２９４３⁃７⁃Ｆ ＡＣＡＴＧＴＣＡＣＧＴＣＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧ

Ｑ⁃２９４３⁃７⁃Ｒ ＡＣＡＧＣＡＧＣＴＴＧＴＡＴＧＣＡＡＴＧＴＡＣＧ

Ｑ⁃２９４３⁃１１⁃Ｆ ＣＴＧＧＧＧＣＡＧＡＴＣＡＡＧＡＡＧ

Ｑ⁃２９４３⁃１１⁃Ｒ ＡＴＧＧＡＣＣＡＣＧＴＡＧＧＡＧＡＡ

Ｑ⁃２９４３⁃１２⁃Ｆ ＧＡＴＧＣＣＡＡＣＡＴＣＧＣＣＣＡＡＡＣＴＧ

Ｑ⁃２９４３⁃１２⁃Ｒ ＧＣＴＡＣＴＣＧＣＧＴＡＴＣＴＧＴＧＴＧＴＧ

Ｑ⁃２９４３⁃１４⁃Ｆ ＡＣＴＧＧＡＡＴＧＧＴＡＣＴＧＣＣＡＧＣ

Ｑ⁃２９４３⁃１４⁃Ｒ ＡＣＣＡＡＧＧＴＴＴＣＡＧＴＧＣＣＡＣＡ

Ｑ⁃２９４３⁃２７⁃Ｆ ＴＣＡＴＣＣＴＡＣＣＴＧＡＡＧＡＡＧ

Ｑ⁃２９４３⁃２７⁃Ｒ ＣＣＴＣＴＣＡＡＴＣＡＴＧＴＴＧＴＣ

Ｑ⁃２９４３⁃３０⁃Ｆ ＴＡＡＧＴＣＴＧＧＣＧＡＣＧＡＧＡＧＧＡＡＧ

Ｑ⁃２９４３⁃３０⁃Ｒ ＴＣＴＧＣＧＡＧＡＧＣＡＡＴＧＴＣＣＴＧＡＧ

Ｑ⁃２９４３⁃３２⁃Ｆ ＴＧＣＴＧＡＣＡＣＴＡＣＡＣＡＧＣＧＴＴ

Ｑ⁃２９４３⁃３２⁃Ｒ ＴＧＧＣＡＴＣＧＡＣＡＣＡＧＴＴＣＣＡＡ

Ｑ⁃２９４３⁃３６⁃Ｆ ＴＧＧＡＴＧＣＡＧＡＴＧＣＡＡＧＡＴＧＴＴＣＣＣ

Ｑ⁃２９４３⁃３６⁃Ｒ ＡＴＴＣＣＴＣＣＡＧＡＧＣＴＣＧＣＣＴＴＧＴＴＧ

Ｑ⁃Ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＧＡＣＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＴＣＡＧＣ

Ｑ⁃Ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＣＴＣＡＧＧ

根尖 １２ ｈ，使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡ，总 ＲＮＡ 稀

释 ２５ 倍后用紫外分光光度计检测 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０值为

１．９２，说明提取的 ＲＮＡ 既没有降解，也没有被其他

物质（蛋白质、糖类等）污染，并且根据所测的 ＯＤ２６０

值换算得到实际提取的总 ＲＮＡ 质量浓度为 ５５６
ｎｇ ／ μｌ。 １．５％的琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 结果

（图 １Ａ）显示，２８Ｓ 和 １８Ｓ 条带清晰明亮，无拖尾，总
ＲＮＡ 完整性较好，２８Ｓ 条带的亮度约为 １８Ｓ 的 ２ 倍，
５Ｓ 条带的亮度较低，表明总 ＲＮＡ 降解较少。 利用

试剂盒 ＦａｓｔＴｒａｃｋ ＭＡＧ ｍＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 分离纯化

获得 ｍＲＮＡ，１．５％的琼脂糖凝胶电泳结果（图 １Ｂ）
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显示，ｍＲＮＡ 条带呈弥散状，条带最亮部分在 ２􀆰 ０ ｋｂ
附近，说明 ｍＲＮＡ 未发生降解，可以进行后续试验。

Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１～３：总 ＲＮＡ；４：纯化后的 ｍＲＮＡ。
图 １　 盐胁迫后的水稻根尖总 ＲＮＡ（Ａ）及纯化后的 ｍＲＮＡ（Ｂ）
Ｆｉｇ．１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ （Ａ） ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒｉｃｅ ｒｏｏｔ

ｔｉｐ ａｆｔｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ， ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｍＲＮＡ（Ｂ）

２．２　 双链 ｃＤＮＡ 的合成与纯化

以 ｍＲＮＡ 为模板反转录合成第一链 ｃＤＮＡ，通
过长距离 ＰＣＲ（ＬＤ⁃ＰＣＲ）扩增获得双链 ｃＤＮＡ，双链

ｃＤＮＡ 用 １．５％琼脂糖凝胶电泳分析。 结果（图 ２）显
示，条带呈弥散状，条带大小主要分布在１．５～ ５􀆰 ０
ｋｂ，表明不同大小和不同丰度的 ＲＮＡ 被反转录。 使

用 ＣＨＲＯＭＡ ＳＰＩＮＴＭ ＴＥ⁃４００ Ｃｏｌｕｍｎ 纯 化 双 链

ｃＤＮＡ，此纯化产物可用于酵母体内重组。

Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：ＬＤ⁃ＰＣＲ 扩增获得的双链 ｃＤＮＡ。
图 ２　 ＬＤ⁃ＰＣＲ 扩增获得的双链 ｃＤＮＡ
Ｆｉｇ．２　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｄｓｃＤＮＡ ｂｙ ｌｏｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ ＰＣＲ（ＬＤ⁃ＰＣＲ）

２．３　 酵母双杂交文库的构建及鉴定

利用 ＳＭＡＲＴ 同源重组技术将纯化后的双链

ｃＤＮＡ 片段与载体 ｐＧＡＤＴ７⁃Ｒｅｃ 共转化酵母 Ｙ１８７
感受态细胞，经过 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ 缺失培养基筛选，３ ｄ 左

右长出菌落。 利用冻存液及玻璃珠分离并收集菌落

于 ４００ ｍｌ 大烧瓶中，吸取 １００ μｌ 菌液，稀释至 １ ｍｌ，
吸取至 １６ 格×２５ 格的细胞计数板，计算酵母菌的密

度，１００ 小格共计数 ２１２ 个酵母菌，细胞密度为 １ ｍｌ
８．４８×１０７个细胞，符合文库构建要求。 同时共转化

ｐＧＡＤＴ７⁃Ｒｅｃ 和 ＳＶ４０ 大 Ｔ ＰＣＲ 片段作为阳性对照，
转化空载体 ｐＧＡＤＴ７⁃Ｒｅｃ 作为阴性对照，培养 ３ ｄ
后收集菌落，配制悬浮酵母细胞，按１ ∶ １００ 进行稀

释，再涂到 ＳＤ⁃Ｌｅｕ 培养基平板上。 图 ３ 显示，ｄｓ ｃＤ⁃
ＮＡ 片段与载体 ｐＧＡＤＴ７⁃Ｒｅｃ 共转化后长出的克隆

数为 ３７０ 个，折算后文库容量为１．１１×１０７ ＣＦＵ。 其

中，ＳＶ４０ 大 Ｔ ＰＣＲ 和 ｐＧＡＤＴ７⁃Ｒｅｃ 共转化后的克隆

数为 １４８ 个，空载体 ｐＧＡＤＴ７⁃Ｒｅｃ 转化后的克隆数

为 １１ 个，９７％克隆都包含同源重组后的 ｐＧＡＤＴ７ 质

粒。 为进一步分析文库重组子的情况，从文库中随

机挑选 ２４ 个克隆，提取酵母质粒，用 ｐＧＡＤＴ７ 载体

的通用引物 Ｔ７ 和 ３′ＡＤ 进行 ＰＣＲ 扩增。 结果（图
４）显示，２３ 个克隆检测到片段，且片段大小差异明

显，分布在０．７５～ ２􀆰 ００ ｋｂ，主要集中在 １􀆰 ００ ｋｂ 左

右，说明文库插入片段多态性较好，信息丰富。 文库

重组率为 ９６％，满足文库重组率要高于 ８０％的质量

要求。 说明构建的水稻盐胁迫根尖 ｃＤＮＡ 酵母文库

的库容、重组率和插入片段大小达到标准 ｃＤＮＡ 文

库要求，可用于筛选高盐胁迫下的 ＯｓＲＰＫ１ 胞内互

作蛋白质。

图 ３　 酵母双杂交文库库容鉴定

Ｆｉｇ．３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ ｈｙｂｒｉｄ ｌｉｂｒａｒｙ

２．４　 诱饵载体 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ的构建和鉴定

　 　 基于在线网站 ＳＭＡＲＴ 分析水稻类受体蛋白激

酶 ＯｓＲＰＫ１（ＮＣＢＩ 登录号：ＸＰ＿０１５６４０１８０）的蛋白质

结构域，确定胞内区域（ＣＤ）为第 ６３１ 氨基酸到 ９６９
氨基酸位置，设计特异性引物扩增 ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 序

列，产物经 １％琼脂糖凝胶电泳分离后显示大小为

１ ０００ ｂｐ 左右，与预期值１ ０２０ ｂｐ 相符（图 ５）。
ＰＣＲ 扩增 ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ，同时将诱饵表达载体

ｐＧＢＫＴ７ 进行双酶切，Ｔ４ 连接酶连接后构建重组质

粒 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ，重组质粒转化 ＤＨ５α 菌株，
挑取阳性单克隆质粒进行 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 双酶切，
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Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；１～２４：插入片段的 ＰＣＲ 产物。
图 ４　 文库插入片段 ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ．４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｉｎｓｅｒｔ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｂｙ ＰＣＲ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

结果（图 ６）显示，酶切产物大小与预期值相符。 选

取阳性克隆进行 ＤＮＡ 测序，结果与 ＮＣＢＩ 数据库中

的序列一致，说明 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 诱饵表达载

体构建成功。

Ｍ１：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲ 扩增 ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ。
图 ５　 ＰＣＲ 扩增 ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ
Ｆｉｇ．５　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ

Ｍ２： ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；２：质粒 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ；３：Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ
双酶切质粒 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ。
图 ６　 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 重组质粒双酶切鉴定

Ｆｉｇ．６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．５ 　 诱饵表达载体 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 的自激

活活性和毒性检测

　 　 将诱饵表达载体 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 转入

ＡＨ１０９（ＭＡＴα） 菌株中， ｐＧＡＤＴ７⁃Ｒｅｃ 空载体转入

Ｙ１８７（ＭＡＴα）菌株中，阳性对照载体（ｐＧＢＫＴ７⁃５３）和
阴性对照载体（ｐＧＢＫＴ７⁃Ｌａｍ）转入 Ｙ２ＨＧｏｌｄ 菌株中。
结果（图 ７）显示，阳性对照 ｐＧＢＫＴ７⁃５３ ／ ｐＧＡＤＴ７⁃Ｔ 在

ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ 和 ＳＤ ／ ⁃Ａｄｅ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ 营养缺陷

型平板上均能长出白色菌落，并且在 ＳＤ ／ ⁃Ａｄｅ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃
Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ Ｘ⁃Ｇａｌ 营养缺陷型平板上长出蓝色菌落。
阴性对照 ｐＧＢＫＴ７⁃Ｌａｍ ／ ｐＧＡＤＴ７⁃Ｔ 只能在 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃
Ｔｒｐ 营养缺陷型平板上生长，ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ ／
ｐＧＡＤＴ７⁃Ｔ 的结果与阴性对照相同，说明 ｐＧＢＫＴ７⁃Ｏｓ⁃
ＲＰＫ１⁃ＣＤ 诱饵载体无自激活活性。

Ｉ：ｐＧＢＫＴ７⁃５３ ／ ｐＧＡＤＴ７⁃Ｔ；Ⅱ：ｐＧＢＫＴ７⁃Ｌａｍ ／ ｐＧＡＤＴ７⁃Ｔ；Ⅲ：ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ ／ ｐＧＡＤＴ７⁃Ｔ。
图 ７　 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 的自激活验证

Ｆｉｇ．７　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ ｆｏｒ ａｕｔｏ⁃ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

　 　 挑取含有 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 诱饵表达载

体的 ＡＨ１０９ 菌株，单克隆至 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ 液体培养基

中，３０ ℃培养 ２４ ｈ。 用 １ ／ １０ 体积的 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ 液

体培养基重悬菌体，采用细胞计数板计算细胞密

度，１ ｍｌ 的细胞数不低于１×１０ ９个，说明 ｐＧＢＫＴ７⁃
ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 无 毒 性。 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 诱 饵

表达载体可用于后续 ＯｓＲＰＫ１ 胞内互作蛋白质的

筛选工作。
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２．６　 筛选水稻盐胁迫根尖 ｃＤＮＡ 文库中的 ＯｓＲＰＫ１
胞内互作蛋白质

　 　 含有诱饵表达载体 ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 的酵

母菌液与含有 ｐＧＡＤＴ７ 质粒的文库菌液结合后，将
产物涂布于 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ａｄｅ 培养基平板

上，３０ ℃培养 ４ ｄ 左右，挑取直径１～ ２ ｍｍ 的菌落，
扩增后提取质粒进行 ＰＣＲ 检测。 结果（图 ８）显示，

扩增获得的条带大小主要集中在７５０～ ２ ０００ ｂｐ，从
ＰＣＲ 扩增到条带的 ６８ 个单克隆中提取质粒，转化

大肠杆菌 ＤＨ５ａ 并测序，在 ＮＣＢＩ 数据库中对测序得

到的 ＤＮＡ 碱基序列进行比对分析，共获得 ３７ 个基

因碱基序列。 利用 Ｕｎｉｐｒｏｔ 在线分析网站，对 ３７ 个

基因碱基序列进行功能分析，部分重要的候选蛋白

质如表 ２ 显示。

Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；１～２４：插入片段的 ＰＣＲ 产物。
图 ８　 部分 ｃＤＮＡ 文库插入片段的 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ．８　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｓｅｒｔ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ

表 ２　 以 ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 为诱饵筛选到的部分候选蛋白质信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ ｂｙ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ⁃ｈｙｂｒｉｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

克隆的基因编号 蛋白质注释　 　 　 　 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号　 功能

２９４３⁃４ 类受体蛋白激酶 ＸＭ＿０１５７７８７９５ 在植物生长发育、激素信号转导和逆境胁迫过程中发挥重要作用

２９４３⁃５ 金属硫转运蛋白 ＯｓＭＴ４ｃ ＡＫ１０５２１９ 作为活性氧（ＲＯＳ）清除剂，具有超氧阴离子自由基和羟自由基清除活性

２９４３⁃６ 腺苷激酶蛋白 ＡＫ０５９７７１ 催化腺苷生成腺苷⁃磷酸（ＡＭＰ）

２９４３⁃７ 胁迫响应蛋白 ＡＫ０６０１３２ 参与植物胁迫反应

２９４３⁃１１ 脂肪酸去饱和酶 ＦＡＤ２ ＡＫ１０３６１８ 具有氧化还原酶活性，能够影响植物的耐盐性［２３⁃２４］

２９４３⁃１２ 纤维素酶 ＡＫ０６５０００ 将纤维素降解为葡萄糖

２９４３⁃１４ ＡＢＣ 转运蛋白 Ｃ２ ＸＭ＿０１５７７９９６６ 参与植物胁迫反应

２９４３⁃２７ 延伸因子 ＡＦ０３０５１７ ｍＲＮＡ 翻译时促进多肽链的延伸

２９４３⁃３０ １４⁃３⁃３ 蛋白 ＧＦ１４⁃ｄ ＸＭ＿０１５７６１５７２ 植物中的顺式 ＤＮＡ 调控元件

２９４３⁃３２ 葡萄糖苷酶 ＸＭ＿０１５７９１８８４ 水解酶活性，水解 Ｏ⁃糖基化合物

２９４３⁃３６ 金属硫转运蛋白 ＯｓＭＴ２ｂ ＡＫ０７０９３７ 具有超氧阴离子和羟自由基清除活性，可通过细胞分裂素途径调节根的发
育、侧根发生和种子胚萌发［２５⁃２６］

２．７　 水稻盐胁迫下 ＯｓＲＰＫ１ 与部分候选基因的表

达模式分析

　 　 图 ９ 显示，采用生长 １４ ｄ 的野生型水稻日本

晴，用 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 ＮａＣｌ 处理０～ ４８􀆰 ０ ｈ，ＯｓＲＰＫ１
受高盐胁迫诱导表达，处理 １２．０ ｈ 时表达量最高，
然后表达量又缓慢下降。 ２９４３⁃５（金属硫转运蛋白

ＯｓＭＴ４ｃ）、２９４３⁃６（腺苷激酶蛋白）、２９４３⁃７（胁迫响

应蛋白）、２９４３⁃１１（脂肪酸去饱和酶 ＦＡＤ２）、２９４３⁃１２

（纤维素酶）、２９４３⁃１４（ＡＢＣ 转运蛋白 Ｃ２）、２９４３⁃３０
（１４⁃３⁃３ 蛋白 ＧＦ１４⁃ｄ）和 ２９４３⁃３２（葡糖苷酶）８ 个候

选基因受高盐胁迫诱导表达。 ２９４３⁃５ 在 ３􀆰 ０ ｈ 时开

始诱导表达，其表达量在 ４８􀆰 ０ ｈ 达到最大；２９４３⁃６、
２９４３⁃１２ 和 ２９４３⁃１４ ３ 个 候 选 基 因 表 达 模 式 与

ＯｓＲＰＫ１ 基本一致；２９４３⁃７、２９４３⁃１１ 和 ２９４３⁃３０ ３ 个

候选基因的表达量分别在 ３􀆰 ０ ｈ、３􀆰 ０ ｈ 和 ０􀆰 ５ ｈ 时

达到最大；２９４３⁃３２ 受盐胁迫持续诱导表达，４８􀆰 ０ ｈ
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时表达量达到最大。 ２９４３⁃２７（延伸因子）、２９４３⁃３６
（金属硫转运蛋白 ＯｓＭＴ２ｂ）２ 个候选基因受高盐胁

迫抑制表达，２９４３⁃２７ 的表达量抑制需要高盐胁迫

１２􀆰 ０ ｈ 才发生。 ２９４３⁃４（类受体蛋白激酶）受盐胁迫

瞬时（０􀆰 ５ ｈ）诱导表达，然后表达量迅速下降，４８􀆰 ０
ｈ 时 ２９４３⁃４ 的表达量受到显著抑制。

２９４３⁃４、２９４３⁃５、２９４３⁃６、２９４３⁃６、２９４３⁃７、２９４３⁃１１、２９４３⁃１２、２９４３⁃１４、２９４３⁃２７、２９４３⁃３０、２９４３⁃３２、２９４３⁃３６ 为克隆的基因编号。
图 ９　 盐胁迫下 ＯｓＲＰＫ１ 和部分候选基因的表达模式

Ｆｉｇ．９　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＯｓＲＰＫ１ ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨 论

土壤盐渍化是目前影响农作物产量和质量的主

要环境因子之一［２７］，而植物本身为了适应环境，在
漫长的进化过程中建立了耐受高盐或将盐分排出细

胞外的特殊分子机制［２８⁃３０］。 胞外富含亮氨酸重复

片段的植物类受体蛋白激酶 ＬＲＲ⁃ＲＬＫｓ，在植物盐胁

迫过程中发挥重要作用，但其参与的抗性机制和调

控途径仍未被揭示。 ＬＲＲ⁃ＲＬＫｓ 的胞外 ＬＲＲ 基序首

先识别外界刺激，在跨膜区将信号传递给胞内的激

酶结构域，激酶结构域通过磷酸化作用将胞外信号

传入胞内，从而调节植物响应胁迫。 对于 ＬＲＲ⁃ＲＬＫｓ
作用的下游信号分子所知甚少，比较明确的下游靶

分子包括激酶结合蛋白磷酸酶（ＫＡＰＰ）和丝裂原活

化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）。 ＫＡＰＰ 与 ＬＲＲ⁃ＲＬＫｓ 的结合有

赖于后者的磷酸化，ＫＡＰＰ 能识别 ＬＲＲ⁃ＲＬＫｓ 磷酸化
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的丝氨酸和苏氨酸，并与之结合［３１］。 目前比较清楚

的信号途径包括受体蛋白激酶（ＣＬＶ１）、油菜素内酯

受体（ＢＲＩ１）和鞭毛蛋白受体（ＦＬＳ２），其基本方式

都是 ＬＲＲ⁃ＲＬＫｓ 结合各自的配基后形成同源（ＦＬＳ２）
或异源（ＣＬＶ１ ／ ＣＬＶ２；ＢＲＩ１ ／ ＢＡＫ１）二聚体。 二聚体

导致 ＬＲＲ⁃ＲＬＫｓ 的自磷酸化，通过 ＫＡＰＰ、ＭＡＰＫ 或油

菜素内酯信号通路激酶（ＢＳＫ）等胞内信号分子诱导

相关转录因子表达，并在核内启动响应基因［３１］。
前期开展盐胁迫下水稻质膜蛋白质组分析，鉴

定出一个受盐胁迫诱导表达的 ＬＲＲ 型类受体蛋白

激酶 （ ＯｓＲＰＫ１ ）。 体 外 磷 酸 化 试 验 结 果 表 明，
ＯｓＲＰＫ１ 依赖于 Ｍｎ２＋或 Ｍｇ２＋，并且需要在高盐处理

的根部总蛋白质孵育前提下，才能发生磷酸化［２０］。
ＯｓＲＰＫ１ 的组织定位及其在盐胁迫条件下的原位表

达分析结果显示，ＯｓＲＰＫ１ 定位于细胞膜，蛋白质表

达受盐胁迫显著诱导［１９］。 同源比对和进化树分析

结果表明，ＯｓＲＰＫ１ 蛋白没有与其同源性很高的蛋

白质，而且同源蛋白质均未见其功能报道［２０］。 因

此，ＯｓＲＰＫ１ 是一个功能不冗余，有激酶活性，具有

盐响应的典型 ＬＲＲ 型类受体蛋白激酶。 为了进一

步揭示 ＯｓＲＰＫ１ 参与盐胁迫的分子机制，采用 １５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理水稻日本晴 １２ ｈ，构建了根尖 ｃＤ⁃
ＮＡ 酵母文库，文库容量为１．１１×１０７ ＣＦＵ，重组率和

插入片段大小达到标准 ｃＤＮＡ 文库要求。 利用 ＯｓＲ⁃
ＰＫ１ 胞 内 激 酶 区 构 建 诱 饵 表 达 载 体 ｐＧＢＫＴ７⁃
ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ，ｐＧＢＫＴ７⁃ＯｓＲＰＫ１⁃ＣＤ 诱饵表达载体无

自激活活性，无毒性。 通过构建的文库，筛选到了

３７ 个候选基因，对其基因碱基序列进行功能分析，
从中选择了 １１ 个重要的候选蛋白质分析其在高盐

处理下的表达模式，为进一步研究 ＯｓＲＰＫ１ 的分子

机制及下游作用因子奠定了基础。
植物 ＬＲＲ 型受体蛋白激酶不仅在识别信号的

过程中发挥重要作用，也可以作为信号传导途径下

游重要的调节因子。 在油菜素内酯（ＢＲ）信号传导

的过程中，油菜素内酯受体 ＢＲＩ１ 能够识别 ＢＲ，
ＢＲＩ１ 磷酸化激活，而负调控因子 ＢＫＩ１ 与 ＢＲＩ１ 相互

作用并被解离，然后 ＢＲＩ１ 与共受体 ＢＡＫ１ 相互作

用，将 ＢＲ 信号传递给下游作用蛋白质［３２⁃３３］。 本研

究中，ＯｓＲＰＫ１ 受高盐诱导表达，而高盐处理 ０．５ ｈ
时类受体蛋白激酶表达量瞬时上升，这可能是受到

高盐胁迫后的一种应激反应，处理 １２．０ ｈ 时表达量

最高，然后表达量又缓慢下降。 ＯｓＲＰＫ１ 和类受体

蛋白激酶的表达模式与 ＢＲ 信号传导途径中的 ＢＲＩ１
和 ＢＫＩ１ 相似， 故推测类受体蛋白激酶可能是

ＯｓＲＰＫ１ 参与高盐信号传导过程中的负调控因子。
本试验筛选到 ２ 个金属硫转运蛋白 ＯｓＭＴ２ｂ 和

ＯｓＭＴ４ｃ，金属硫转运蛋白能提高植物对不同重金属

的耐受性，具有自由基清除活性，可提高植物对生物

胁迫和非生物胁迫的抗逆性［３４］。 刘佳等［３５］ 通过分

析金属硫转运蛋白家族基因 ＯｓＭＴｓ 的组织表达以

及胁迫下的表达情况，发现 ＯｓＭＴ２ｂ 在各个组织中

的表达丰度明显高于其他家族成员，而 ＯｓＭＴ４ 在各

个组织中的表达量均最低，ＯｓＭＴ２ｂ 受干旱胁迫抑制

表达，高盐（２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ）处理 ３ ｈ 表达量变化

不大。 本 研 究 用 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处 理， 发 现

ＯｓＭＴ２ｂ 的表达量是缓慢受到抑制，３ ｈ 时的表达量

与 ０ ｈ 差异不显著，但到 ４８ ｈ 时表达量已受到显著

抑制，所以认为 ＯｓＭＴ２ｂ 同样也受到高盐抑制表达。
ＯｓＭＴ２ｂ 具有超氧阴离子和羟自由基清除活性，通
过影响细胞分裂素在植物体内的含量来调节根的发

育，侧根的发生以及种子胚的萌发［２５⁃２６］。 在盐胁迫

过程中，植物体内将有大量自由基产生，并且诱导脱

落酸和细胞分裂素含量的增加，所以推测 ＯｓＭＴ２ｂ
可能在盐胁迫过程中与 ＯｓＲＰＫ１ 相互作用，进而影

响水稻体内的活性氧含量和细胞分裂素含量，调控

水稻耐盐性。 ＯｓＭＴ４ｃ 在高盐胁迫中的表达模式与

ＯｓＭＴ２ｂ 不同，可能暗示 ＯｓＭＴ２ｂ 和 ＯｓＭＴ４ｃ 在盐胁

迫过程中行使的功能不同。
在盐胁迫过程中，植物细胞壁最先感知胁迫信

号，继而是细胞膜，因而在盐胁迫过程中控制细胞壁

和细胞膜的合成蛋白质非常重要。 本试验筛选到了

脂肪酸去饱和酶、纤维素酶和葡萄糖苷酶，盐胁迫后

这 ３ 种酶编码的基因表达量都受诱导表达。 脂肪酸

去饱和酶控制细胞膜中不饱和脂肪酸的合成，已有

研究结果［２４］ 表明，水稻 ＯｓＦＡＤ２ 不受低温诱导表

达，而受黑暗诱导表达。 在拟南芥中，ＡｔＦＡＤ２ 受高

盐诱导表达，高盐胁迫后 ＦＡＤ２ 突变体的萌发率和

存活率都明显下降，Ｎａ＋ ／ Ｋ＋ 值升高，超氧化物歧化

酶（ＳＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性降低，ＦＡＤ２ 在液

泡和质膜中维持 Ｎａ＋ 外排，从而调节拟南芥耐盐

性［２３］。 这 ３ 个酶是否通过 ＯｓＲＰＫ１ 来感知高盐胁

迫信号途径值得深入研究。
１４⁃３⁃３ 蛋白 ＧＦ１４ 可通过识别特异的磷酸化序

列与激酶、跨膜蛋白等信号蛋白质结合，从而发挥作
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用［３６］。 ＧＦ１４ 参与盐胁迫，如水稻盐胁迫后 ＧＦ１４ 表

达量上调［３７］，ＯｓＧＦ１４ｅ 与 ＯｓＣＰＫ２１ 相互作用并被

其磷酸化，参与 ＡＢＡ 信号传导途径，增强水稻的耐

盐性［３８］。 拟南芥 ＧＦ１４λ、ＧＦ１４κ 与盐超敏感 ＳＯＳ 信

号途径中的钙依赖蛋白激酶 ＳＯＳ２（ＣＩＰＫ２４）结合，
并抑制 ＳＯＳ２（ＣＩＰＫ２４）激酶活性，负调控拟南芥的

耐盐性［３９］。 由此可见，ＧＦ１４ 通过多种信号途径调

控植物的耐盐性，本研究筛选到的 １４⁃３⁃３ 蛋白

ＧＦ１４⁃ｄ 和 ＯｓＲＰＫ１ 是否通过新的信号途径参与盐

胁迫，也是值得研究的。 ＡＢＣ 转运蛋白几乎参与植

物所有的生命活动，Ｃ 亚族 ＡＢＣＣ 蛋白是人类多种

药物抗性相关蛋白质，所以又称为 ＭＲＰ 蛋白，该类

蛋白质参与植物非生物胁迫的报道较少。 在拟南芥

中，ＡｔＭＲＰ４ 和 ＡｔＭＲＰ５ 主要在气孔保卫细胞中表

达，能够通过影响气孔关闭来调控水利用效率和作

物耐旱性［４０⁃４１］。 ＡｔＭＲＰ４ 和 ＡｔＭＲＰ５ 也能够被盐胁

迫诱导表达，而且盐胁迫后 ＡｔＭＲＰ４、ＡｔＭＲＰ５ 突变

体的气孔不能关闭，认为 ＡｔＭＲＰ４ 和 ＡｔＭＲＰ５ 可能是

通过调节气孔的开关来参与盐胁迫过程，但具体的

分子机制现在还不清楚［４２］。 进一步研究 ＡＢＣ 转运

蛋白 Ｃ 亚族 ２ 及其与 ＯｓＲＰＫ１ 的相互作用，对于改

良植物耐盐性意义重大。 本研究得到的 ３ 个蛋白质

（腺苷激酶蛋白、胁迫响应蛋白和延伸因子）与 ＯｓＲ⁃
ＰＫ１ 在盐胁迫过程中的作用需要进一步研究。
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Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔ， ２０１０， １８８（３）： ７６２⁃７７３．

［１０］ 查笑君，马伯军，潘建伟，等． 植物富亮氨酸重复类受体蛋白激
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