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水稻 OsCEＲK2 转基因后代的鉴定与分析
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摘 要: 为了研究水稻 OsCEＲK2 基因的功能，构建了 OsCEＲK2 基因过表达和 ＲNAi 载体，利用农杆菌介导

的遗传转化获得转基因植株，经多代筛选和分子检测，获得了 4 个超量表达的过表达纯系和 2 个转录水平下

降的 ＲNAi 纯系。转基因植株经病原微生物细胞壁成分喷雾处理，采用半定量 ＲT-PCＲ 方法分析转基因植株

中病程相关( PＲ) 基因的表达情况，结果发现，诱导后过表达植株中 PＲ 基因表达增强，而 ＲNAi 植株中表达

下降; 抗病性鉴定结果表明，过表达转基因植株对白叶枯菌致病小种 PXO99 的抗性增强，而 ＲNAi 植株与野

生型差异不显著。结果表明，过量表达 OsCEＲK2 基因可能是水稻抗病的有效途径。
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植物长期暴露在外界环境中，受到各种潜在微生物的侵袭，虽然不能像动物一样通过移动来主动趋

避有害环境，但是植物在与病原物共同进化中逐渐形成了一套先天免疫系统。这套免疫系统的第 1 层次

便是植物可以通过其细胞表面的模式识别受体( Pattern recognition receptors，PＲＲs) 识别病原微生物的表

面物质从而触发基础免疫，这类物质统称为病原微生物的病原相关分子模式( Pathogen-associated molecu-
lar patterns，PAMPs) 。已知的 PAMPs 包括细菌的脂多糖、肽聚糖( PGN) 、鞭毛蛋白与延伸因子 Tu、真菌的

细胞壁组分几丁质和细胞膜组分麦角甾醇等 ［1 － 3］。文献［4 － 6］的研究发现，几丁质诱导物还可以被植物

的 PＲＲs 识别。现已证明，拟南芥几丁质诱导物受体激酶 1( LysM ＲLK1 /CEＲK1) 和水稻几丁质诱导物结

合蛋白( OsCEBiP) 参与植物对真菌细胞壁成分几丁质的识别和抗病反应［5 － 6］。CEＲK1 不仅参与激活真

菌几丁质酶过表达诱导的防御反应，同时也调控非生物胁迫反应［7］。cerk1 突变体植株易感丁香假单胞

菌，表明 CEＲK1 在细菌 PAMP 感知中也发挥着重要功能［8］，CEＲK1 也参与植物对细菌肽聚糖 PGN 的识

别及防御反应［9］。Ei＇ichi 等［10］第 1 次证明了 CEＲK1 与几丁质直接结合。在水稻几丁质信号中，除了 Os-
CEBiP 外，OsCEＲK1 同样重要，Shimizu 等［11］ 经免疫共沉淀分析发现，几丁质处理后，OsCEBiP 与 Os-
CEＲK1 以受体复合物的形式存在，直接证明了 OsCEBiP 蛋白与 OsCEＲK1 蛋白的互作。除拟南芥和水稻

外，其他作物中含 LysM 功能域的 ＲLP /ＲLK 也被大量克隆鉴定。Zeng 等［12］研究发现，番茄 LysM 类受体

激酶能促进免疫，这种激酶活性同时也能被效应蛋白 AvrPtoB 抑制。百脉根、苜蓿和大麦中也存在类似的

抗病反应［12 － 14］。这些结果表明，CEＲK 在植物先天免疫中发挥重要作用。植物病程相关蛋白( pathogene-
sis related proteins，PＲPs) 是植物在应答后( 如病原菌、昆虫、物理伤害、化学伤害及恶劣的环境等胁迫) 诱

导产生的，是植物抗病性的一个重要标志［15］。PＲ1 蛋白首先在烟草中发现，其编码基因受到烟草花叶病

毒( tobacco mosaic virus，TMV) 诱导而表达; 随后，在大麦、番茄、玉米、水稻等多种植物中都发现其同源蛋

白的存在，调控这些基因的表达均能改变其对真菌病害的抗性［16］。GLU 是 PＲ2 类中的一种，编码 β － 1，3
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－ 葡聚糖酶，具有抗真菌活性［17］。PＲ10 具有核糖核酸酶活性［18］，不仅受真菌诱导表达，同时也受细菌和

病毒等的诱导而大量表达［19 － 22］，PＲ 蛋白是植物先天免疫反应中的重要组分。在获得转 OsCEＲK2 基因

T0 代植株的基础上，笔者选择分离比为 3 ︰ 1 的株系继续繁殖，通过多代选择，获得了转基因纯系。经

PCＲ 和 ＲT-PCＲ 验证、转基因植株中病程相关基因的表达检测和转基因株系抗病性鉴定等对转基因纯系

进行了分析，旨在为进一步探索 OsCEＲK2 抗病分子机理提供科学依据。

1 材料与方法

1． 1 实验材料

1． 1． 1 材料 粳稻品种日本晴( Oryza sativa L． spp． Japonica var． Nippobare) 由中国科学院微生物所提

供; 以野生型 NB 为背景的 T0 代 OsCEＲK2 过表达植株和 ＲNAi 植株种子由本实验室保存。
1． 1． 2 病原菌 黄单胞杆菌水稻致病变种( Xanthomonas oryzae pv． oryzae) 生理小种 PXO99 ( Xoo-Ｒ6) ，在

PSA 培养基上划线培养后挑单菌落摇菌培养过夜，吸取过夜培养的菌液在 PSA 培养基上划粗线培养 24 h
后，用无菌水稀释至 OD600值为 0． 4 ～ 0． 6。

细菌细胞壁肽聚糖的制备: 取离心洗涤得到的嗜酸乳杆菌湿菌 20 g，悬浮于 200 mL 的 10% 三氯乙酸

( TCA) 溶液中，沸水浴 20 min 以裂解菌体; 冷却后，12 000 r·min －1离心 15 min，收集不含磷壁酸的细胞

壁沉淀，蒸馏水洗涤沉淀 3 次; 沉淀溶于胰蛋白酶磷酸缓冲液( 3 mg·mL －1胰蛋白酶，0． 1 mol·L －1磷酸缓

冲液，pH 8． 0) 中，37 ℃水浴振荡 3 h，以 3 000 r·min －1转速离心 5 min，弃去未溶解的胰蛋白酶沉淀。上

清液 12 000 r·min －1离心 15 min，沉淀用蒸馏水洗 2 次，加入乙醚( 除脂类物质) ，12 000 r·min －1离心 15
min，70 ℃干燥脱水后，即得淡褐色胶质肽聚糖提取物。

稻瘟病菌细胞壁物质的制备: 用液体培养基( 胰化蛋白胨 6 g·L －1，酵母提取物 6 g·L －1，蔗糖 10 g·
L －1 ) ，于 28 ℃温度下培养稻瘟病菌，7 d 后收集真菌菌丝，用 20 mmol·L －1的磷酸钾缓冲液( 含有 0． 1%
Tween 20) 重悬。悬浮的菌丝用超声波处理后，经 120 ℃高压蒸汽处理 20 min，13 000 r·min －1离心 1 h，

取上清，将其冻干，溶于水并调至合适的浓度即为激发子。
1． 2 引物序列 本实验所用的引物序列见表 1。

表 1 引物序列

Tab． 1 Primer sequences

基因 Gene 正向引物 Forward primer 反向引物 Ｒeverse primer

PBZ1 /PＲ-10 5'-ATGAAGCTTAACCCTGCCGC-3' 5'-GTCTCCGTCGAGTGTGACTTG-3'

OsPＲ-1 5'-GGAAGTACGGCGAGAACATC-3' 5'-GGCGAGTAGTTGCAGGTG-3'

GLU 5'-CAGCGTTGTCAGCAGTAG-3' 5'-GCCGAATACAGAGCATCC-3'

HPT 5'-CTGCTCCATACAAGCCAACC-3' 5'-TGCCTGAAACCGAACTGC-3'

OsCEＲK2 5'-TCAGGTATGGAGATGTATCAG-3' 5'-AGGAGAGCAATAGCAATCA-3'

GAPDH 5'-ACAGGGGAGTTGTGTTTTGC-3' 5'-CCCAACCAACCACCATGATA-3'

1． 3 转基因植株纯合后代的筛选与鉴定 将 T0 代阳性植株收种后继续种植，待到 4 叶 1 心期后，用 SDS
法提取野生型和转基因水稻的基因组总 DNA，根据标志基因潮霉素序列设计引物对 hpt-F /Ｒ，PCＲ 扩增鉴

定 T1 代转基因植株，选择阳性且分离比为 3 ︰ 1 的植株单株收种，继续种植和 PCＲ 鉴定，经过多代筛选

和鉴定后，得到性状不发生分离的稳定纯合株系。
1． 4 过表达纯合系和 ＲNAi 纯系的表达分析 种植野生型和筛选得到的转基因纯合株系，待其长至 4 叶

1 心期，用 Trizol 试剂提取水稻叶片中的 ＲNA，经 DNase I 消耗基因组 DNA，参照 ＲevertAidTM Frist Strand
cDNA Synthesis Kit 使用说明书，将 ＲNA 反转录为 cDNA，将 cDNA 稀释至合适浓度后作模板，经水稻甘油

醛-3-磷酸脱氢酶( OsGAPDH) 基因均一化处理，通过 ＲT-PCＲ 法检测转基因纯合株系中 OsCEＲK2 基因的

转录水平。
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1． 5 病原物细胞壁物质处理后转基因植株中相关 PＲ 基因的表达检测 转基因纯系和野生型统一催芽

播种，种植 10 d 后，选取生长良好且一致的植株，用 100 μg·mL －1的细菌性白叶枯菌菌株 PXO99 和细菌

性条斑病菌菌株 JB01 － 25 的细胞壁肽聚糖以及稻瘟病菌细胞壁物质对其进行喷雾处理，以清水为对照，

2 h 后收集水稻叶片( 相同处理取 3 ～ 5 片叶) ，提取总 ＲNA，经 ＲT-PCＲ 分析病程相关基因( PＲ1，PＲ10
和 GLU) 的表达。
1．6 白叶枯病接种与调查 转基因纯系和野生型统一催芽播种，待其长至苗期，采用剪叶接种法接种白叶

枯菌菌株 PXO99，12 ～14 d 后，调查病斑长度，数据经 t 测验分析显著性 ( P ＜ 0． 05) 。每个品种接种 20 ～ 30
株苗，每株 3 片叶，以无菌水为空白对照。

2 结果与分析

2． 1 转基因植株纯合后代的筛选与鉴定 杂合转基因植株通过自交可以得到纯合基因型后代，利用这

一基因分离定律，选择分离比为 3 ︰ 1 的 T1 单株进行加代繁殖，每代都进行 PCＲ 检测，直到 PCＲ 检测均

为阳性，再繁殖 2 代，鉴定同样为阳性，说明不再发生分离，则这一株系即为纯系。从图 1 可知: 经过 4 ～ 5
代的筛选和检测，获得的 4 个过表达纯系和 2 个 ＲNAi 纯系都能扩增出与阳性对照( 用于转化的表达载体

质粒 pCAMBIA1301 ) 大小一致的目的条带，说明获得了纯合转基因植株，其中 4 个过表达纯系分别为

OE30，OE42，OE56，OE57，2 个 ＲNAi 纯系为 ＲNAi-54，ＲNAi-57。
2． 2 过表达纯合系和 ＲNAi 纯系的表达分析 提取野生型和经上述 PCＲ 鉴定获得转基因纯系植株的总

ＲNA，消耗基因组 DNA，将其分别反转录成 cDNA，通过 ＲT-PCＲ 鉴定转基因植株中 OsCEＲK2 基因的转录

水平。从图 2 可知，转基因纯系中潮霉素标志基因 HPT 都表达，而野生型中不表达，与预期结果一致。经

OsGAPDH 均一化处理后，过表达纯系中 OsCEＲK2 基因转录水平明显增加，ＲNAi 的纯系植株中 OsCEＲK2
的转录水平明显下降。
2． 3 病原物细胞壁物质处理后转基因植株中相关 PＲ 基因的表达检测 利用半定量 ＲT-PCＲ 技术检测

了转基因植株中 3 个水稻 PＲ 基因的表达水平。从图 3 可以看出，水处理后，转基因植株中 3 个诱导相关

基因( PＲ1，PＲ10 和 GLU) 的表达基本一致; PGNXoo，PGNXoc和 ChitinMo处理后，日本晴 NB 和转基因纯系植

株中 3 个诱导相关基因的表达存在一定的差异，与野生型相比，过表达株系中 PＲ1，PＲ10 和 GLU 的表达

增加，而在反义抑制表达转基因植株中则降低。
2． 4 OsCEＲK2 参与白叶枯病原菌 PXO99 介导的抗病反应 将获得的转基因纯系和野生型种植于同

一环境，待其长至苗期，剪叶接种 PXO99，14 d 后调查病斑长度。结果发现( 图 4) ，4 个纯合过表达株系病

斑长度在 3． 4 ～ 4． 6 cm 之间，2 个 ＲNAi 干扰纯系病斑长度为 7 cm，而野生型 NB 病斑长度为 6 cm，过表达

株系病斑长度显著小于 NB，表明该基因的过表达能提高转基因植株的抗病性。ＲNAi 干扰植株比野生型

更感病，但两者间差异不显著。从图 5 可知，过表达植株病健交界较明显，病原菌的侵染受到抑制，野生

型和 ＲNAi 发病情况接近。

341第 2 期 肖晓蓉等: 水稻 OsCEＲK2 转基因后代的鉴定与分析

图 1 T4 代转基因植株的 PCR 鉴定

1：阳性对照；2-14：同一株系的不同单株；
OE：过表达纯系；RNAi-54 及 RNAi-57：2 个 RNAi 纯系

Fig. 1 PCR detection of T4 transgenic plants
1:positive control;2-14:different plants of the same lines;
OE:four independent overexprossing homozygotes;
RNA;-54and RNA;-57:two mdependent RNA;homozygotes

图 2 转基因植株中 OsCERK2 的表达

NB：野生型日本晴；OE 为过表达纯系；

RNAi-54,RNAi-57 为 RNAi 的转基因纯系

Fig. 2 OsCERK2 expression in transgenic plants
NB:wild-type Nipponbare;

OE:four independent overexpressing homozygotes;
RNAi-54 and RNAi-57:two independent RNAi homozygotes

OE30
OE42
OE56
OE57

RNAi-54
RNAi-57

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

OsCERK2
GAPDH
HPT

NB OE30 OE42 OE56 OE57 RNAi54 RNAi57



3 讨 论

植物类受体激酶( receptor-like kinases，ＲLKs) 是目前在高等植物中发现数目巨大的一类受体基因，参

与许多生物过程如生长发育、先天免疫和花粉自交不亲和等［23 － 25］。几丁质诱导物受体激酶是一类含有

LysM 胞外结构域类受体激酶，LysM ＲLKs 在拟南芥、大麦、百脉根和苜蓿中都有研究［26 － 27］，水稻中的同源

基因研究较多的是 OsCEBiP 和 OsCEＲK1，本课题组分离得到了另一个同源基因 OsCEＲK2，为了进一步明

确 OsCEＲK2 基因的功能，在已经获得 T0 代过量表达和 ＲNAi 植株的基础上，通过多代筛选及鉴定，笔者

获得了 OsCEＲK2 过量表达的过表达纯系和转录水平明显下降的 ＲNAi 纯系。
PＲ 基因编码的 PＲ 蛋白参与植物的抗病反应，是植物抗病性的一个标志［17］。几丁质寡糖刺激物处

理水稻悬浮培养细胞和拟南芥幼苗时，各种 PＲ 基因被诱导表达，AtCEＲK1 是植物识别细菌的细胞壁肽聚
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糖( PGN) 所必需的，且受几丁质寡糖刺激物的诱导表达，是一个正调控基因［5］。笔者用病原物细胞壁物

质处理转基因植株，随后通过 semiＲT-PCＲ 技术检测了转基因株系中 PＲ1，GLU，PＲ10 等病程相关基因的

表达情况，结果发现，用细菌性白叶枯病原菌 Xoo 和细菌性条斑病原菌 Xoc 的细胞壁物质 PGN、真菌性稻

瘟病菌的细胞壁物质 Chitin 诱导处理后，过表达植株中 PＲ 基因表达量明显增加，而 ＲNAi 植株中表达量

比野生型中低，说明 OsCEＲK2 可能与 AtCEＲK1 功能类似，都能参与植物的抗真菌反应和抗细菌反应，且

起正调控作用。更重要的是，转基因水稻接种白叶枯病原菌 PXO99 后的病斑调查进一步验证了 OsCEＲK2
正调控植物抗病反应，过表达植株病斑长度明显小于野生型，表现出一定的抗病性，ＲNAi 植株病斑长度

虽然比野生型长，但差异不显著。这是因为防卫反应是由多层次的防御机制包括各种 PAMP 分子的识别

等组成的［28 － 29］，因此，这个多层防御体系的单一成分被干扰后抗病性可能不会发生很大变化。根据本实

验研究结果，笔者发现 OsCEＲK2 能正调控植株抗病反应，但是其具体作用机理尚不清楚。OsCEＲK1 和

OsCEBiP 能形成一种质膜异寡聚化受体复合物协同调控几丁质寡糖的反应［11］。OsCEＲK2 是否和 Os-
CEＲK1 一样能与另一物质形成受体复合物而发挥作用，还是和拟南芥中一样可以直接与几丁质结合，这

些问题还有待进一步研究。
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Identification and Analysis of OsCEＲK2 Transgenic Progeny of Ｒice

XIAO Xiaorong1，2，SU Tonghui1，2，LIAO Hualan1，2，LI Xiuqiong1，2，

WANG Defeng1，2，FU Xiumei1，2，CHEN Yinhua1，2，NIU Xiaolei1，2

( 1． Hainan Key Laboratory for Sustainable Utilization of Tropical Bioresources，Hainan University，Haikou 570228，China;

2． College of Agronomy，Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: To study the biological function of OsCEＲK2 gene，we constructed the OsCEＲK2 gene overexpression
and ＲNA interference vectors by modifying pCAMBIA1300 and pTCK303 as framework plasmid，and then trans-
ferred the vectors respectively into the rice through Agrobacterium-mediated genetic transformation． Molecular
detection produced four overexpressing homozygous lines and two ＲNAi homozygous lines with reduced transcrip-
tional level． The transgenic plants of the OE lines and ＲNAi lines were sprayed with peptidoglycan prepared from
the cell wall of both race PXO99 ( Xoo-Ｒ6) of Xanthomonas oryzae pv． oryzae ( PGNXoo) and the strain JB01-
25 of X． oryzae pv． oryzicola ( PGNXoc) and ChitinMo from the cell wall of Magnaporthe oryzae，with water as
control． The expression of pathogenesis related ( PＲ) genes were determined by using the semi-quantitative ＲT-
PCＲ． The results showed that the plants of overexpressing lines improved the expression of their PＲ genes while
the plants of ＲNAi expressing line reduced the expression of the PＲ genes，as compared with the nontransgenic
rice． Furthermore，the plants of overexpressing transgenic lines exhibited high tolerance to PXO99，but there
were not significantly different between the ＲNAi plants and the wild type． These results indicated that OsCEＲK2
overexpressing gene may be an effective way to disease tolerance of rice．
Key words: OsCEＲK2; transgenic; chitin; PＲ gene; plant disease tolerance
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