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　　摘要：为明确水稻富亮氨酸重复类受体蛋白激酶 ＯｓＲＰＫ１响应外源生长素的作用机制，首先分析外源生长素
２，４－Ｄ对ＯｓＲＰＫ１转基因水稻根部表型的影响；其次，异源表达ＯｓＲＰＫ１胞外富亮氨酸重复ＬＲＲｓ，检测Ｈ３－ＩＡＡ竞争
结合融合蛋白ＧＳＴ－ＬＲＲｓ后的放射性活度以及利用等温滴定量热（ＩＴＣ）法分析 ＩＡＡ与融合蛋白 ＧＳＴ－ＬＲＲｓ相互作
用的微热量变化。结果表明，在正常生长条件下，ＯｓＲＰＫ１过表达能够抑制水稻侧根的生长；０．０１μｍｏｌ／Ｌ２，４－Ｄ处理
４ｄ后发现，ＯｓＲＰＫ１抑制表达植株侧根的数量比野生型多１１２％（Ｐ＜０．０１），而 ＯｓＲＰＫ１过表达植株侧根生长受到极
显著抑制（Ｐ＜０．００１）；０．１μｍｏｌ／Ｌ２，４－Ｄ处理１０ｄ后，抑制表达植株不定根的数量相对于野生型多１８．２％（Ｐ＜
００５），而过表达植株不定根的生长受到显著抑制（Ｐ＜０．０１）；大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）诱导表达获得了包涵体形式的
ＧＳＴ－ＬＲＲｓ融合蛋白，通过复性、纯化获得可溶性融合蛋白；Ｈ３－ＩＡＡ竞争结合融合蛋白 ＧＳＴ－ＬＲＲｓ以及 ＩＡＡ溶液
滴定融合蛋白的微热量分析都表明ＯｓＲＰＫ１与外源生长素未发生直接作用。
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　　植物类受体蛋白激酶（ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＲＬＫｓ）是一类包含胞外结构域（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎ）、单次跨
膜域（ｓｉｇｎｌｅ－ｐａｓｓｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｄｏｍａｉｎ）和胞内激酶域
（ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｄｏｍａｉｎ）的蛋白分子［１］。在植物中

类受体蛋白激酶家族非常庞大，拟南芥中至少有６１０个成员，
水稻中几乎是拟南芥的２倍，其中胞外富亮氨酸重复类受体
蛋白激酶（ｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｒｅｃｅｐｔｏｒｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＬＲＲ－ＲＬＫｓ）是植物类受体蛋白激酶家族中数量最大的亚
族，该亚族在拟南芥中发现了２３９个成员，水稻中有３０９个成
员，并在植物生长发育、激素信号转导以及抗逆胁迫中发挥重

要作用［２］。在植物长期进化过程中 ＬＲＲ－ＲＬＫｓ的胞内激酶
域保守性较高，而胞外 ＬＲＲｓ具有特异性，如 ＬＲＲｓ基序的数
量、长度及位置存在差异性，这可能是赋予 ＬＲＲ－ＲＬＫｓ识别
不同胞外信号或配体，通过跨膜域将信号传递至胞内，引起细

胞的生理生化反应。

　　鉴定 ＬＲＲ－ＲＬＫｓ胞外 ＬＲＲｓ识别的配体对于充分理解
该类激酶的生物学功能具有重要的意义，但目前为止，只有少

数植物ＬＲＲ－ＲＬＫｓ的配体是明确的。现已发现的这些配体
包括内源或外源的肽类和小分子激素，ＬＲＲ－ＲＬＫｓ通过胞外
ＬＲＲｓ识别配体，继而调节植物的生长发育、免疫等，更好地适
应体内外环境的变化［３－４］。如水稻受体蛋白激酶基因 Ｘａ２１
是白叶枯病广谱抗性基因，胞外２３个 ＬＲＲｓ识别病原相关分
子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰｓ）的病
程识别蛋白，诱导Ｘａ２１胞内激酶自磷酸化，产生一系列细胞
反应，提高水稻对白叶枯病的抗性［５－６］。油菜素内酯

（ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄ，ＢＲ）受体ＢＲＩ１（ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄ－ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ１）
胞外的ＬＲＲｓ能形成岛状结构，该结构对识别ＢＲ具有重要的
作用。ＢＡＫ１（ＢＲＩ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１）也是一个 ＬＲＲ型受
体蛋白激酶，膜外含有亮氨酸拉链、５个 ＬＲＲｓ和１个富含脯
氨酸的结构域，大量试验已证明ＢＡＫ１与ＢＲＩ１形成异源二聚
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体，作为 ＢＲＩ１受体伴侣参与 ＢＲ信号转导［７－９］，所以 ＢＲ是
ＢＲＩ１的配体。ＦＬＳ２是植物抗菌免疫至关重要的 ＬＲＲ－
ＲＬＫｓ，胞外含有 ２８个 ＬＲＲｓ能够识别配体细菌鞭毛蛋白
（ｆｌａｇｅｌｌｉｎ）Ｎ端保守的２２个氨基酸（Ｆｌｇ２２），使植物产生防卫
反应［１０－１１］。ＣＬＶ３是一个调控拟南芥茎顶端分生区发育的多
肽配体，能够与受体 ＣＬＶ１（胞外富含 ＬＲＲｓ的受体蛋白激
酶）、ＣＬＶ２（胞外含有 ＬＲＲｓ，但胞内不含激酶域）、ＲＰＫ２
（ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ２）［１２－１３］结合完成信号传递。最
近我国科学家揭示了一类含有磺酸化修饰的１３个氨基酸的
小肽激素ＲＧＦ是根分生组织生长因子，其受体是５个位于膜
上的ＬＲＲ－ＲＬＫｓＲＧＦＲｓ，ＲＧＦＲｓ识别 ＲＧＦ肽激素信号调控
根干细胞，维持根的正常生长发育、形态建成以及向重力生

长［１４］。为了更广泛地了解这类受体蛋白激酶，寻找这类蛋白

激酶胞外ＬＲＲ结合的配体还有大量工作需要完成。
　　生长素是调控植物生长发育重要的植物激素［１５］，现研究

最多的生长素受体是运输抑制剂响应蛋白（ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｒｅｓｉｓｒａｎｔ１，ＴＩＲ１）和生长素结合蛋白（ａｕｘｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
ＡＢＰ１）。１９９７年Ｒｕｅｇｇｅｒ等发现了ＴＩＲ１［１６］，随后被证明确定
为生长素受体蛋白［１７－１８］，但 ＴＩＲ１主要介导胞内的生长素信
号转导。ＡＢＰ１可能参与胞外的细胞信号转导，在过去几十
年中一直作为候选的生长素受体受到关注，最近研究在拟南

芥中发现２个新的ａｂｐ１突变体不显示任何明显的发育缺陷、
生长素相关的生理反应以及影响生长素相关的基因表达，认

为 ＡＢＰ１并不是拟南芥生长发育和生长素信号途径所必需
的［１９］，所以识别外源生长素的受体至今仍未发现。ＬＲＲ－
ＲＬＫｓ的胞外 ＬＲＲ基序能够识别外源植物激素油菜素内酯
ＢＲ、胞内分泌性蛋白或肽类激素等，从而参与植物的生长发
育和抗逆性。本研究前期利用蛋白质组学方法从水稻根部鉴

定出一个新的具有激酶活性的富亮氨酸重复类受体蛋白激酶

ＯｓＲＰＫ１，主要受外源生长素２，４－Ｄ（２，４－二氯苯氧乙酸）和
ＩＡＡ（吲哚乙酸）诱导表达，并且 ＯｓＲＰＫ１能影响部分生长素
极性运输相关基因［２０］和部分生长素信号转导途径基因表达

（数据未发布），而不影响生长素合成重要基因 ＯｓＹＵＣＣＡ１表
达。为了进一步阐明 ＯｓＲＰＫ１参与外源生长素的作用机制，
首先利用ＯｓＲＰＫ１过表达与抑制表达转基因水稻观察对外源
生长素敏感性以及侧根、不定根生长的影响；其次异源表达

ＯｓＲＰＫ１胞外ＬＲＲｓ，在体外分析 ＯｓＲＰＫ１的 ＬＲＲｓ是否识别
及结合生长素，为进一步研究 ＯｓＲＰＫ１的可能配体以及参与
的信号转导机制提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
大肠杆菌感受态 ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）购自生工生物工程

（上海）股份有限公司，原核表达载体 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１为笔者
所在实验室保存。ＲＮＡ提取试剂盒、反转录试剂盒、高保真
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＧＸＬＤＮＡ聚合酶、限制性内切酶购自大连
ＴａＫａＲａ公司，Ｔ４ＤＮＡ聚合酶购自新英格兰（ＮＥＢ）公司，异丙
基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）购自赛默飞世尔科技公司，蛋白
Ｍａｒｋｅｒ购自北京百泰克生物技术有限公司，ＧＳＴ结合树脂购
自金斯瑞生物科技有限公司，２，４－Ｄ、ＩＡＡ购自 Ｓｉｇｍａ公司，
Ｈ３－ＩＡＡ购自ＡｍｅｒｉｃａｎＲａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司。

　　日本晴（Ｏｒｙｚａ．ＳａｔｉｖａＬ．ｓｐｐ．ｊａｐｏｎｉｃａｃｖ．Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ）水稻
种子及 Ｔ３代 ＯｓＲＰＫ１过表达株系 Ｏ１、Ｏ７与抑制表达株系
Ａ５、Ａ７种子由南京农业大学生命科学学院实验室保存。观
察ＯｓＲＰＫ１转基因植株与日本晴在外源生长素２，４－Ｄ处理
下的侧根和不定根的表型参照文献［２１－２３］，并稍有改动。
选取籽粒饱满的日本晴和转基因水稻种子，除去稻壳、表面消

毒杀菌后移入１／２ＭＳ固体培养基中，待萌发后再分别移至含
有０、０．０１、０．１０μｍｏｌ／Ｌ２，４－Ｄ的１／２ＭＳ固体培养基中，
２８℃ 光照培养箱分别 培养 ４、１０ｄ，其中 光照 度为
６００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），光照条件为白天１４ｈ和黑夜１０ｈ，相对
湿度为７５％，对水稻侧根、不定根进行观察、拍照以及统计，
采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件进行数据处理，以（Ｐ＜
０００１）、（Ｐ＜０．０１）、（Ｐ＜０．０５）表示不同程度的差异
显著性。

１．２　融合表达载体的构建
根据在线网站 ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．

ｄｅ／）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，确定胞外富亮氨酸重复序列
ＬＲＲｓ的位置并设计 ２条引物用于扩增该区域：上游引物
Ｐ１－ＬＲＲ－Ｆ：ＴＡＡＧＧＡＴＣＣＣＡＧＡＣＣＡＡＣＧＣＣＣＡＧＧＡＣＧ（划
线为 ＢａｍＨⅠ 酶切位点），下游引物 Ｐ１－ＬＲＲ－Ｒ：
ＴＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＧＣＣＡＣＣＡＡＧＡＧＣＡＡＣＴＧＣＣＡＡＧ（划线为 Ｎｏｔ
Ⅰ酶切位点），引物由上海英骏生物有限公司合成。水稻根
部总ＲＮＡ提取以及反转录合成ｃＤＮＡ参照ＴａＫａＲａ产品说明
书，利用高保真ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＧＸＬＤＮＡ聚合酶以ｃＤＮＡ为模板
进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃变
性３０ｓ，５８℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ２ｍｉｎ，循环扩增 ３５次；
７２℃ 充分延伸１０ｍｉｎ。扩增产物用１．０％琼脂糖凝胶电泳
分析后将目的片段回收、纯化，目的片段与 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１空
载体分别用ＢａｍＨⅠ和 ＮｏｔⅠ双酶切，酶切产物回收后用 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶于１６℃连接４ｈ，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。

１．３　富亮氨酸重复序列ＬＲＲｓ体外原核表达
将构建成功的ｐＧＥＸ－ＬＲＲｓ质粒转化 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受

态细胞，ＰＣＲ鉴定阳性克隆并接种于 ５ｍＬＬＢ（含有
５０μｇ／ｍＬ卡那霉素）新鲜液体培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振
荡培养至Ｄ６００ｎｍ＝０．８，加入终浓度为０．８ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，摇床
振荡诱导培养４ｈ；吸取１ｍＬ菌液，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
后弃上清，加入８０ｍＬ磷酸缓冲液重悬后，再加入２０μＬ５倍
上样 缓 冲 液 混 匀，沸 水 中 处 理 ５ｍｉｎ使 蛋 白 变 性。
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取上清液于１２％十二烷基磺酸
钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）鉴定。
１．４　包涵体的复性和纯化

将活化的含有 ｐＧＥＸ－ＬＲＲｓ质粒的 ＢＬ２１（ＤＥ３）表达菌
株按 １∶１００接种于 １ＬＬＢ新鲜液体培养基中（含有
５０μｇ／ｍＬ卡那霉素），３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养至 Ｄ６００ｎｍ ＝
０．８，加入０．８ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ后继续诱导培养４ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ收集菌体；弃上清液，加入 ５０ｍＬ缓冲液（含有
２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值为８．５）重悬菌
体，用超声裂解法破碎大肠杆菌，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ收
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集沉淀；用含有１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００和２ｍｏｌ／Ｌ尿素的缓冲液洗
涤沉淀３次后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ收集包涵体沉淀，用
含有８ｍｏｌ／Ｌ尿素和１ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇（ＤＴＴ）的缓冲液充
分溶解包涵体沉淀，温室放置１ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ
收集上清液；将上清液缓缓加入含有０．４ｍｏｌ／ＬＬ－精氨酸和
２ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ的缓冲液中，不断搅拌溶液直至沉淀溶解，４℃
静置过夜，使得变性蛋白能够完全复性；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５
ｍｉｎ，收集上清液。上清液装入透析袋中，利用磷酸缓冲液透
析过夜去除复性液中的变性剂；复性后的蛋白液利用

Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ－Ｓ２００柱纯化，冻干浓缩存于－８０℃冰箱中待用。
１．５　融合蛋白ＧＳＴ－ＬＲＲｓ与外源生长素体外结合试验

吸取２００μＬＧＳＴ结合树脂于１．５ｍＬ离心管中，磷酸缓
冲液清洗６次后吸取１０μｇＧＳＴ－ＬＲＲｓ融合蛋白至 ＧＳＴ结
合树脂中，轻轻混匀，温室孵育３ｈ；磷酸缓冲液再清洗６次，
除去未结合的融合蛋白；加入１００ｎｍｏｌ／ＬＨ３－ＩＡＡ于４组含
有融合蛋白的 ＧＳＴ树脂中，每组再依次加入 ０、０．１、１．０、
１０．０μｍｏｌ／ＬＩＡＡ，每组３次重复；用磷酸缓冲液补至体积为
１ｍＬ，置于室温孵育３０ｍｉｎ；３００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ后，轻轻倒
除磷酸缓冲液，用磷酸缓冲液清洗３次；加入１００μＬｄｄＨ２Ｏ
重悬ＧＳＴ结合树脂后倒入５ｍＬ离心管中，并用３ｍＬ闪烁液
冲洗ＧＳＴ结合树脂，收集ＧＳＴ结合树脂于５ｍＬ离心管；避光
置于温室１ｈ后用Ｂｅｃｋｍａｎ液闪仪读数。
１．６　等温滴定量热法（ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌｔｉｔｒａｔｉｏｎｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｙ，ＩＴＣ）测
定ＧＳＴ－ＬＲＲｓ和外源生长素相互作用

等温滴定量热试验采用 ＭｉｃｒｏＣａｌ公司的 ＶＰ－ＩＴＣ进行
测定，数据处理利用 Ｏｒｉｇｉｎ７．０软件，参照文献［２４］。将
１ｍＬ５μｍｏｌ／ＬＧＳＴ－ＬＲＲｓ融合蛋白注入至样品池中，微量

滴定注射器吸取１００μＬＩＡＡ溶液，以上溶液皆用 ｐＨ值５．５
磷酸缓冲液稀释配制；以１ｍＬｐＨ值５．５磷酸缓冲液做参比，
并注入参照池中。设置反应温度为２０℃，将 ＩＡＡ溶液滴定
到ＧＳＴ－ＬＲＲｓ融合蛋白溶液中，每次滴加１０μＬ，滴加次数
共２０次，平衡时间２００ｓ，间隔３００ｓ，搅拌速度为５００ｒ／ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　外源生长素２，４－Ｄ处理后的ＯｓＲＰＫ１转基因水稻根部
表型分析

水稻萌发后移至 １／２ＭＳ固体培养基中生长 ４ｄ后，
ＯｓＲＰＫ１抑制表达植株ＡＸ（表示 Ａ５、Ａ７）与野生型侧根数量
无显著差异（Ｐ＞０．０５），而ＯｓＲＰＫ１过表达植株ＯＸ（表示Ｏ１、
Ｏ７）的侧根数量相对于野生型显著减少（Ｐ＜０．０１）（图１－
Ａ）；生长１０ｄ后，ＯｓＲＰＫ１过表达植株 ＯＸ、ＯｓＲＰＫ１抑制表达
植株ＡＸ和野生型的不定根数量基本一致（图２－Ａ）。进一
步观察 ０．０１μｍｏｌ／Ｌ２，４－Ｄ处理 ４ｄ以后的侧根变化，
ＯｓＲＰＫ１抑制表达植株 ＡＸ侧根的数量比野生型多 １１２％
（Ｐ＜０．０１）（图１－Ｂ），而 ＯｓＲＰＫ１过表达植株 ＯＸ侧根的发
生受到显著抑制（Ｐ＜０．００１）（图 １－Ｃ）。０．１μｍｏｌ／Ｌ
２，４－Ｄ处理１０ｄ以后，抑制表达植株ＡＸ的不定根数量相对
于野生型ＷＴ多１８．２％，差异显著（Ｐ＜０．０５）（图２－Ｃ），而
过表达植株ＯＸ的不定根发生受到显著抑制，与野生型相比
差异极显著（Ｐ＜０．０１）（图２－Ｃ）。以上结果表明，在水稻中
ＯｓＲＰＫ１表达量的改变能影响水稻侧根的发生，外源生长素
２，４－Ｄ处理情况下，ＯｓＲＰＫ１负调控水稻侧根和不定根的发
生，这暗示了ＯｓＲＰＫ１可能参与生长素生理反应来调节水稻
根部的生长发育。
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２．２　原核表达载体ｐＧＥＸ－ＬＲＲｓ的构建
设计特异性引物扩增 ＯｓＲＰＫ１胞外富亮氨酸重复序列

ＬＲＲｓ，ＰＣＲ产物经 １％琼脂糖凝胶电泳分离后显示大小为
１６００ｂｐ左右，与预期值１５９８ｂｐ相符（图３－Ａ）。回收目的
片段和原核表达载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－１，分别用ＮｏｔⅠ和ＢａｍＨⅠ
进行双酶切，Ｔ４连接酶连接后构建重组质粒ｐＧＥＸ－ＬＲＲｓ，重
组质粒转化 ＤＨ５α菌株，筛选阳性单克隆后提取质粒进行
ＮｏｔⅠ 和ＢａｍＨⅠ双酶切验证，酶切产物是１６００ｂｐ左右的
ＬＲＲｓ片段和ｐＧＥＸ－４Ｔ－１线性化载体，结果显示酶切产物
大小与理论值相符（图３－Ｂ）。阳性克隆进行 ＤＮＡ测序鉴
定，测序结果与ＮＣＢＩ数据库中的序列一致，无碱基突变或缺
失，说明ｐＧＥＸ－ＬＲＲｓ原核表达载体构建成功。

２．３　富亮氨酸重复序列ＬＲＲｓ体外原核表达
将重组质粒ｐＧＥＸ－ＬＲＲｓ转化ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株感受态，

尝试在不同温度、不同浓度 ＩＰＴＧ条件下诱导融合蛋白表达，
选定３７℃、０．１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导４ｈ作为蛋白表达条件，表
达得到的蛋白通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ进行检测（图４），第１泳道为
未加ＩＰＴＧ诱导的阴性对照，２泳道为加０．１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱
导后的表达蛋白，且蛋白大小与目的蛋白大小（８１．７ｋｕ）相吻
合，说明融合蛋白 ＧＳＴ－ＬＲＲｓ在 ＢＬ２１（ＤＥ３）表达菌株中成
功表达。进一步分析，如图５所示，１泳道为 ＩＰＴＧ诱导蛋白
表达后菌液经离心收集的上清液，上清液里未检测到融合蛋

白，说明ＧＳＴ－ＬＲＲｓ融合蛋白在大肠杆菌中以不溶性的、无
活性的包涵体形式存在。为了得到有活性的可溶性融合蛋

白，首先对其进行变性溶解，然后再将其复性，４泳道是复性
后获得的高纯度的ＧＳＴ－ＬＲＲｓ融合蛋白，此蛋白可以满足后
续试验的要求。

２．４　融合蛋白ＧＳＴ－ＬＲＲｓ与外源生长素相互作用分析
利用１００ｎｍｏｌ／ＬＨ３－ＩＡＡ和０、０．１、１．０、１０．０μｍｏｌ／Ｌ不

同浓度的ＩＡＡ竞争结合１０μｇ融合蛋白ＧＳＴ－ＬＲＲｓ，用磷酸
缓冲液洗脱未被结合的 Ｈ３－ＩＡＡ和 ＩＡＡ，Ｂｅｃｋｍａｎ液闪仪读
取与融合蛋白结合的 Ｈ３－ＩＡＡ放射性活度。结果如图６所
示，只有１００ｎｍｏｌ／ＬＨ３－ＩＡＡ时，和 ＧＳＴ－ＬＲＲｓ结合后，放
射性活度测得为９１８．６ｄ．ｐ．ｍ，随着未被同位素标记的 ＩＡＡ
浓度（０．１、１．０、１０．０μｍｏｌ／Ｌ）的递增与１００ｎｍｏｌ／ＬＨ３－ＩＡＡ
竞争结合ＧＳＴ－ＬＲＲｓ，放射性活度分别测得为８７０．５、８４０．３、
１０２７．６ｄ．ｐ．ｍ，ＩＡＡ竞争 Ｈ３－ＩＡＡ结合融合 ＧＳＴ－ＬＲＲｓ后
放射性活度无显著性差异（Ｐ＞０．０５），说明 ＩＡＡ竞争结合
ＧＳＴ－ＬＲＲｓ也未改变 ＧＳＴ－ＬＲＲｓ与 Ｈ３－ＩＡＡ的结合量，这
些结果表明融合蛋白ＧＳＴ－ＬＲＲｓ未与生长素发生直接结合。

　　等温滴定量热 ＩＴＣ法通过类似化学滴定的方法，分析２
个物质之间相互作用的微热量变化以研究分子相互作用，广

泛用于检测蛋白质与小分子相互作用［２５－２７］。图７－Ａ显示
的是连续等温线 ５μｍｏｌ／ＬＩＡＡ溶液滴定至 １００μｍｏｌ／Ｌ
ＧＳＴ－ＬＲＲｓ融合蛋白溶液后的补偿功率变化。使用数据分
析软件 Ｏｒｉｇｉｎ７．０对原始数据进行积分和标准化处理，如图
７－Ｂ所示，得到反应热随摩尔比的变化函数图呈散点状，说
明ＩＡＡ不能结合 ＧＳＴ－ＬＲＲｓ融合蛋白。ＩＴＣ法得到理想的
试验数据，需要反应的亲和常数 Ｋ值在１０３～１０８，而 ＩＡＡ和
ＧＳＴ－ＬＲＲｓ可能是由于两者的亲和常数太低，热量未被仪器
检测到，从而得不到两者相互作用的信息。

３　结论与讨论

　　植物在不同生长发育阶段会受到外界环境胁迫和体内细
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胞间信号的影响，ＬＲＲ－ＲＬＫｓ的胞外 ＬＲＲ结构域能够首先
识别和接受来自胞外的信号，通过跨膜结构域将胞外信号传

递至胞内，引起细胞的生理生化反应。ＯｓＲＰＫ１在前期被鉴
定为一个新的具有激酶活性、定位于细胞膜的典型的

ＬＲＲ－ＲＬＫ，并且分析ＯｓＲＰＫ１在植物激素处理下的表达模式
表明，ＯｓＲＰＫ１主要受生长素２，４－Ｄ和 ＩＡＡ诱导表达，并且
２，４－Ｄ诱导效果要比ＩＡＡ稍显著［２０］。生长素是调节植物生

长发育的一类重要的植物激素，在植物根部发育过程中发挥

重要作用［２８－２９］。为了进一步研究 ＯｓＲＰＫ１与生长素的相关
性，鉴于２，４－Ｄ诱导ＯｓＲＰＫ１表达的效果比 ＩＡＡ稍显著，并
且２，４－Ｄ化学性质也比ＩＡＡ稳定，所以本研究选用２，４－Ｄ
作为外源生长素，观察外源生长素对 ＯｓＲＰＫ１表达量改变后
水稻根部表型的影响。

　　水稻根系主要由大量的不定根及侧根组成。外源生长素
可促进侧根的发生，但浓度过高则抑制侧根原基的露出，

Ｚｈａｎｇ等研究２，４－Ｄ对水稻侧根长度的影响，利用不同浓度
的２，４－Ｄ处理野生型和 ＯｓＷＲＫＹ３１过表达水稻，发现
０．０１μｍｏｌ／Ｌ的 ２，４－Ｄ处理萌发后水稻侧根的发生在６ｄ
时表型显著［２１］；Ｉｎｕｋａｉ等研究 ｃｒｌ１突变体时发现，０．０１～
０．１０μｍｏｌ／Ｌ的２，４－Ｄ对突变体侧根的发生影响显著［２２］。

因此，本研究结合前人研究结果选择０．０１μｍｏｌ／Ｌ的２，４－Ｄ
作为观察侧根发生的作用浓度，结果表明０．０１μｍｏｌ／Ｌ的２，
４－Ｄ处理４ｄ后，转基因植株的侧根数量相对于野生型差异
显著。正常生长情况下，ＯｓＲＰＫ１过表达转基因植株相对于
野生型的侧根生长受到显著抑制（Ｐ＜０．０１），在０．０１μｍｏｌ／Ｌ
２，４－Ｄ处理４ｄ后的ＯｓＲＰＫ１抑制表达植株侧根的数量与野
生型相比多１１２％（Ｐ＜０．０１），而 ＯｓＲＰＫ１过表达植株侧根生
长受到极显著抑制（Ｐ＜０．００１）。Ｗａｎｇ等研究 ＯｓＣＡＮＤ１对
水稻不定根发生的影响，认为０．１μｍｏｌ／Ｌ２，４－Ｄ处理７ｄ的
水稻 Ｏｓｃａｎｄ１突变体与野生型不定根的数量差异最为显
著［２３］。本研究利用０．１μｍｏｌ／Ｌ２，４－Ｄ处理水稻，发现１０ｄ

时水稻不定根差异明显，抑制表达植株不定根的数量相对于

野生型多１８．２％（Ｐ＜０．０５），而过表达植株不定根的生长受
到极显著抑制（Ｐ＜０．０１）。这些表型和已报道的一些生长素
相关的突变体表型极为相似，如生长素上调小 ＲＮＡ基因
ＳＡＵＲ３９负调控生长素合成和转运，过表达ＳＡＵＲ３９转基因水
稻表现出侧根的发生受到抑制［３０］；ＯｓＡＧＡＰ（ＡＲＦ－ＧＴＰ酶激
活蛋白）能够调节生长素内流和根部发育，ＯｓＡＧＡＰ会破坏水
稻中生长素的极性运输，影响主根和侧根的发育，ＯｓＡＧＡＰ过
表达水稻幼苗侧根发生比野生型水稻慢约２ｄ，ＯｓＡＧＡＰ转基
因水稻幼苗在萌发后１２ｄ的侧根数约为野生型的５０％，不定
根的数量也明显增多［３１］；在生长素信号转导途径中，

Ａｕｘ／ＩＡＡ发挥着非常重要的作用，Ｋｉｔｏｍｉ等研究也表明，
Ｏｓｉａａ１３突变体的侧根数量受到明显的抑制［３２］。ＯｓＲＰＫ１能
影响部分生长素极性运输相关基因［２０］和部分生长素信号转

导途径基因表达。这些结果表明，ＯｓＲＰＫ１可能参与了生长
素信号途径或极性运输途径调节水稻根部的生长发育。

大量研究已表明生长素运输抑制剂响应蛋白（ＴＩＲ１）是
生长素胞内受体蛋白［１７－１８］，介导胞内的生长素信号转导，但

识别外源生长素的受体至今仍未发现。ＯｓＲＰＫ１作为一个典
型的ＬＲＲ－ＲＬＫ，其胞外富亮氨酸重复 ＬＲＲｓ可能与外源生
长素相互作用，胞内的激酶结构域通过磷酸化作用将信号传

递给下游生长素响应蛋白，从而调节水稻侧根和不定根的生

长。因此本研究将ＯｓＲＰＫ１蛋白的 ＬＲＲｓ通过原核系统异源
表达，在体外观察 ＯｓＲＰＫ１的 ＬＲＲｓ结构域是否与生长素结
合。同位素Ｈ３标记的ＩＡＡ与未被同位素标记的ＩＡＡ竞争结
合试验可以判断一个蛋白是否与生长素结合［１７－１８］，同时利用

等温滴定微量热（ＩＴＣ）法测定两者在体外作用的微热量变
化，试验结果都表明ＧＳＴ－ＬＲＲｓ并未与外源生长素结合。

现有的研究表明 ＬＲＲ－ＲＬＫｓ受体激活的机制主要有２
类：一类以油菜素内酯受体 ＢＲＩ１和鞭毛蛋白受体 ＦＬＳ２为代
表，通过配体的“胶联”作用结合共受体形成异源二聚体来激

活受体［７－１１］；另一类是以植物磺化肽激素受体ＰＳＫＲ为代表，
主要通过配体别构诱导受体构象变化来介导受体与其共受体

ＳＥＲＫ相互作用激活受体［１４，３３］。在这２种不同的受体激活模
式中，涉及的受体和共受体均是ＬＲＲ型类受体蛋白激酶。更
有趣的是现已发现的共受体几乎都是 ＳＥＲＫ蛋白，一个共受
体如何促进不同配体的特异性结合和激活不同的 ＬＲＲ型受
体蛋白激酶尚不清楚［３４］。最近科学家在拟南芥中使用高敏

感、高通量相互作用分析法，研究了４万个潜在的细胞表面受
体胞外结构域的相互作用，构建了由５６７个相互作用组成的
ＬＲＲ的细胞表面相互作用网络［３５］。由此可见，ＬＲＲ－ＲＬＫｓ
在植物生长发育过程中功能行使的机制是多样化的，且不同

的ＬＲＲ－ＲＬＫｓ在配体识别过程中扮演的角色也有区别，有
的ＬＲＲ－ＲＬＫｓ直接与配体结合，有的只是作为共受体与受
体结合来帮助受体识别配体。虽然在体外试验中未证明融合

蛋白ＧＳＴ－ＬＲＲｓ与外源生长素直接结合，一方面可能是因为
原核表达系统异源表达，缺乏蛋白翻译后加工修饰，可能导致

表达的蛋白没有生物学活性，体外试验不能够完全模拟体内

环境。另一方面可能是ＯｓＲＰＫ１作为复杂的细胞表面互作网
络的一员，发挥作用需要结合其他蛋白或复合物才能和外源

生长素直接或间接作用，这也将是以后研究 ＯｓＲＰＫ１参与生
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长素信号途径和极性运输途径需要重点解决的问题。
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