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摘要: N-酰基高丝氨酸内酯(N-acyl-homoserine lactones, AHLs)是一种细菌群体感应信号分子, 由其介导的

群体感应(quorum sensing, QS)参与革兰氏阴性菌多种生物学功能的调控。N-癸酰基高丝氨酸内酯(N-de-
canoyl-homoserine lactone, C10-HSL)是一种中长链的AHLs。前期研究表明, C10-HSL处理可以显著改变

植物的根系结构, 并且NO和H2O2参与C10-HSL影响植物根系结构的过程。但对于植物如何感知C10-HSL
知之甚少。植物中存在大量类受体蛋白激酶, 在植物感应外界环境信息调节其自身生长发育过程中发挥

重要作用。但植物类受体蛋白激酶是否参与植物感应细菌QS信号分子, 进而调控植物生理过程尚不清楚。

该研究筛选出了对C10-HSL处理抑制根长表型不敏感的拟南芥类受体蛋白激酶缺失突变体pbl28, 发现

C10-HSL对突变体pbl28主根生长的抑制、侧根形成的促进效应与野生型拟南芥Col-0相比明显减弱。进

一步分析表明, 突变体pbl28中C10-HSL诱导产生的NO和H2O2的浓度显著低于Col-0。研究结果初步表明, 
植物类受体蛋白激酶PBL28可能参与植物对C10-HSL的感知, 并且通过调控NO和H2O2的产生影响C10-
HSL对拟南芥根系结构的调控。
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Abstract: N-acyl homoserine lactones (AHLs) is a quorum-sensing signal molecule in bacteria. Quorum 
sensing (QS) mediated by AHLs participates in the regulation of various biological processes of Gram-neg-
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许多革兰氏阴性菌利用N-酰基高丝氨酸内酯

(N-acyl-homoserine lactones,  AHLs)作为细胞间通

讯的信号分子, 由其介导的细胞间通讯称为细菌

群体感应 (quorum sensing, QS) (Holm和Vikstrom 
2014)。AHLs均由一个高丝氨酸内酯环和一个酰

基侧链组成, 其特异性由酰基链的长度(4~18个碳

原子)、C3位的取代基(羰基和羟基)和酰基链的饱

和水平来决定。AHLs介导的QS在毒力因子产生、

共生、抗生素合成、生物膜形成及运动等多种细

菌的生理过程中起着至关重要的作用。近年的研

究表明, 真核宿主可以感知和响应这些细菌群体

感应信号(宋水山2010)。3-羰基十二酰基高丝氨酸

内酯(3OC12-HSL)是由铜绿假单胞菌(一种囊性纤

维化患者的机会致病菌)产生的 , 可刺激动物细

胞内多种宿主信号通路和激活免疫反应(Wagner 
2006)。近年来, Moura-Alves等(2019)研究发现, 细
菌QS分子可以与宿主芳烃受体(AhR)结合, 并能显

著调节其活性。另一方面, 植物生活在复杂的环境

中, 不断暴露在根际微生物中, 包括产生和释放

AHLs的致病和有益细菌。大量证据表明, 植物进

化的手段是感知AHLs, 并对其作出生理或分子变

化的反应(宋水山2010)。Mathesius等(2003)采用蛋

白质组学的方法研究发现, 3-羰基十二酰基高丝氨

酸内酯(3OC12-HSL)和3-羰基十六酰基高丝氨酸内

酯(3OC16-HSL)两种信号分子处理苜蓿(Medicago 
truncatula A17)导致150多种蛋白质的积累发生了

显著变化(Mathesius等2003)。微阵列实验表明, N-
己酰基高丝氨酸内酯(C6-HSL)可以诱导水杨酸

(salicylic acid, SA)和乙烯依赖的防御基因的积累

(Schuhegger等2006)。3-羰基十四酰基高丝氨酸内

酯 (3OC14-HSL)可以通过水杨酸 (SA)、氧脂素

(Oxylipin)以及蛋白激酶MPK6 (Mitogen-activa- ted 
protein kinase 6)等途径诱导拟南芥产生抗病性

(Schenk等2014)。长链的AHLs (C12-C14-HSLs)可
以诱导植物抗病, 而短链的AHLs (少于8个碳)可以

促进植物主根的伸长。Zhao等研究发现, G蛋白偶

联受体(G protein-coupled receptor, GPCR) GCR1和
转录因子MYB44参与了3-羰基辛酰基高丝氨酸内

酯(3OC8-HSL)对拟南芥主根生长的调控(Zhao等
2016)。含有10个碳原子的中长链AHLs, 能够显著

调节植物的根系形态建成、影响植物的衰老以及

防御反应(Ortiz-Castro等2011)。Hu等研究发现, N-
癸酰基高丝氨酸内酯(N-decanoyl-homoserine lac-
tone, C10-HSL)可以通过茉莉酸(Jasmonic acid, JA)
信号转导途径激活番茄对灰霉病的系统抗性(Hu
等2018)。Oritiz-Castro等研究了七种不同的AHLs 

ative bacteria. N-decanoyl-homoserine lactone (C10-HSL) is one type of AHL with a medium-length chain. 
Previous studies have shown that C10-HSL treatment can significantly change the root structure of plants 
while NO and H2O2 participate in the process of C10-HSL affecting plant root structure. However, little is 
known about how plants perceive C10-HSL. There exist a large number of receptor-like protein kinases in 
plants, which play an important role in sensing the outside world to facilitate the regulation of plant devel-
opment. However, it is unclear whether plant receptor-like protein kinases are involved in plant sensing 
bacterial QS signal molecules and regulating plant physiological processes. The current study isolated a 
mutant of Arabidopsis receptor-like protein kinase PBL28 showing the rather low sensitivity to C10-HSL 
with respect to root growth compared to wild-type Arabidopsis Col-0. It was found that the inhibitory effect 
on primary root growth and the stimulatory effect on formation of lateral roots of C10-HSL in wild type Ara-
bidopsis were significantly alleviated in the mutant pbl28. Furthermore, the data showed that the C10-HSL-
induced increase in production of NO and H2O2 in mutant pbl28 was remarkably lower than those in wild 
type Arabidopsis Col-0. The preliminary results indicate that the plant receptor-like protein kinase PBL28 
might be involved in the perception of plant to C10-HSL and participate in the regulation of Arabidopsis 
root structure by C10-HSL via mediating the production of NO and H2O2.
Key words: N-decanoyl-homoserine lactone; Arabidopsis; pbl28; receptor-like protein kinase
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(C4-HSL、C6-HSL、3OC6-HSL、C8-HSL、C10-
HSL、C12-HSL、C14-HSL)对拟南芥根系结构的

影响, 发现C10-HSL可以显著抑制主根伸长, 促进

侧根和根毛的形成。此外, 他们指出C10-HSL介导

的根系结构的改变独立于生长素信号转导途径

(Ortiz-Castro等2008)。Bai等研究发现3-羰基癸酰

基高丝氨酸内酯(3OC10-HSL)通过H2O2和NO依赖

的cGMP (cyclic Guanosine monophosphate)信号途

径促进绿豆不定根的形成(Bai等2012)。
研究表明, 植物细胞表面受体在感知胞外环

境信号进而调节自身生长发育以适应环境的过程

中发挥重要作用。动物细胞膜上存在一种具有激

酶活性的跨膜受体蛋白, 这种受体蛋白通过胞外

结构域与配体的结合利用其胞内激酶结构域催化

底物蛋白磷酸化, 从而完成对细胞生理反应的调

控。植物中存在多个与动物受体蛋白激酶同源的

基因, 由于大多数受体蛋白的配体还未找到, 故称

之为类受体蛋白激酶(receptor like-kinases, RLKs) 
(Walker和Zhang 1990)。植物类受体蛋白激酶根据

其结构主要分为两类, 分别为具有胞外结构域、跨

膜结构域和胞内激酶结构域的跨膜受体蛋白激酶

RLKs和缺少胞外结构域或跨膜结构域的胞质受体

蛋 白 激 酶 (Receptor-like cytoplasmic kinases, RL-
CKs) (Shiu等2001)。

植物类受体蛋白激酶最早发现于玉米(Walker 
1990), 进而在马铃薯(Montesano等2001), 大豆(Liu
等2009)中相继发现植物类受体蛋白激酶。目前

为止 , 在拟南芥中已发现约600多种RLKs, 其中

RLCKs约160多种, 总的RLKs占拟南芥基因组的

2.5% (Shiu等2001)。大量植物RLKs的发现, 暗示

着植物能够感应大量信号, 同时表明了其在植物生

长发育过程中的重要作用。Hazako等(2017)发现, 
拟南芥中不同的CLE (CLAVATA3/embryo surround-
ing region-related)肽配体及其同源的CLAVATA (CLV)
均可与类受体激酶BAM (barely any meristem)发生

相互作用, 从而完成信号转导, 调控根的生长发育。

类受体蛋白激酶RGFR (root meristem growth factor 
receptor)可以感应RGF (root meristem growth fac-
tor)肽 , 参与其调控拟南芥根的分生组织的大小

(Ou等2017)。油菜素内酯信号激酶(brassinosteroid- 

signalling kinase, BSK)是RLCK-XII亚家族的一员, 参
与BR (brassinosteroid)信号途径的信号转导。Tang
等研究表明, AtBSK3可以通过BR信号途径调控拟

南芥根和胚轴的生长发育(Tang等2008)。类受体蛋

白激酶不仅影响植物的生长发育, 而且能够调控植

物应对多种胁迫。拟南芥RLCK-VII家族的PBS1 
(AvrPphB susceptible 1)、BIK1 (Botrytis-induced 
kinase 1)、PBL1 (PBS1-like kinase 1)、PBL2、PBL27
等均可以参与植物免疫信号的传递。BIK1和PBL
参与激活由elf18、AtPep1以及几丁质诱导产生的

免疫反应。PBL2是AvrPphB蛋白酶的底物, 在没

有flg22的情况下, 它与FLS2 (flagellin-sensing 2)相
互作用(Zhang等2010)。BSK1与FLS2结合可以参

与调控ROS (reactive oxygen species)的生成 , 当
BSK1缺失时, flg22诱导的ROS大量减少, 病原菌诱

导的SA的积累受到阻碍, 并且对白粉菌、丁香假

单胞菌和卵菌易感(Shi等2013)。在无病原菌侵染

时, PBL13可以结合RBOHD (respiratory burst oxi-
dase homolog protein D)负调控植物先天免疫途径

(Lin等2015)。
活性氧(ROS)和NO (nitric oxide)是参与调控

植物系统获得性抗性(systemic acquired resistance, 
SAR)、超敏反应(hypersensitive response, HR)、气

孔关闭以及根系生长等 (Schuhegger等2006; Or-
tiz-Castro等2008; Zhao等2019)各种生理反应过程

的重要信号分子。Zhang等发现, ROS和NO参与外

源H2S抑制拟南芥主根生长的过程(Zhang等2017)。
C6-HSL、C8-HSL和C12-HSL处理诱导NO在大麦

根冠和伸长区积累, 并且改变根系形态(Rankl等
2016)。可见NO和H2O2在植物感应信号刺激的过

程中发挥着重要作用。

不同的AHLs在影响植物生长发育方面被研究

的较为深入, 但对于植物如何感知C10-HSL知之甚

少。本实验室前期研究发现, C10-HSL处理可以显

著改变植物的根系结构, 并且NO和H2O2参与C10-
HSL影响植物根系结构的过程(另文发表)。类受

体蛋白激酶在植物感知外界进而调节植物生长发

育过程中发挥重要作用, 但植物类受体蛋白激酶

是否参与植物感应细菌QS信号分子, 进而调控植

物生理过程尚不清楚。
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该研究首先筛选对C10-HSL处理抑制根长表

型不敏感的拟南芥类受体蛋白激酶缺失突变体, 
进而分析C10-HSL处理对拟南芥类受体蛋白激酶

缺失突变体pbl28主根生长和侧根形成的影响, 并
研究PBL28缺失突变对C10-HSL诱导细胞内NO和

H2O2产生水平的影响, 以探究PBL28是否参与植

物对C10-HSL的感知以及调控植物根生长的作用

机制。

1  材料和方法

1.1  拟南芥的培养                                      
拟南芥野生型(Arabidopsis thaliana L. Columbia, 

Col-0)由本实验室保存, 161种拟南芥类受体蛋白

激酶缺失突变体由河北师范大学生命科学学院汤

文强教授惠赠。将拟南芥种子用75%的乙醇表面

消毒1 min, 25%的次氯酸钠消毒5 min, 再用无菌水

清洗5次, 散点于MS固体培养基(pH 5.8)。将培养

基放置在4°C条件下, 春化2 d后转移至光照培养箱

中培养(培养条件: 温度22°C, 光照周期12 h光照/12 
h黑暗, 光照强度100 μmol·m−2·s−1)。种子在MS培
养基中生长10 d左右, 将幼苗移入浸透营养液的蛭

石中继续培养, 取生长1个月左右的拟南芥叶片, 
提取基因组DNA和RNA, 用于突变体鉴定。在MS
培养基中竖直生长3 d, 选取根长一致的幼苗转移

到含有或未含有C10-HSL的1/2MS固体培养基中

竖直培养7 d, 用于根长、侧根以及分生组织的统

计分析。在MS固体培养基中竖直培养至根长为

1.5~2 cm, 采用激光扫描共聚焦显微镜的荧光强度

检测系统检测根中H2O2和NO的产生情况。

1.2  实验试剂

C10-HSL、5,6-Diaminofluorescein diacetat (DAF- 
2DA)、2,7-Dichlorodihydr-ofluorescein diacetate 
(DCFH-DA)以及碘化丙啶(propidium iodide, PI)均
购自Sigma公司。用无水乙醇溶解C10-HSL, 制备

浓度为30 mmol·L−1的C10-HSL母液, 使用前加入固

体或液体培养基中稀释至终浓度为30 μmol·L−1。

DAF-2DA和DCFH-DA母液浓度均为10 mmol·L−1, 
PI母液浓度为1 mmol·L−1。TaqTM DNA聚合酶和

TaKaRa RNA PCR Kit (AMV) Ver. 3.0试剂盒均购

自TaKaRa公司。

1.3  突变体鉴定

突变体的鉴定从两个方面进行: DNA水平和

RNA水平的检测。DNA水平上的检测: 取在浸透

营养液的蛭石中生长1个月左右的拟南芥幼苗的

叶片, 提取基因组DNA, 该DNA作为模板, 采用三

引物PCR法, 进行PCR扩增。植物类受体蛋白激酶

PBL28基因的特异引物为LP: 5'-TAGGTGCAATG-
CAATAAAGCC-3'; RP: 5'-CTGCTGTTCTGTAG- 
ACCCCTG-3'。T-DNA上的引物为LB: 5'-GCGTG-
GACCGCTTGCTGCAACT-3'。RNA水平上的检测: 
采用TRIzol法提取拟南芥叶片的总RNA, 进行RT-
PCR转录水平的分析。以反转录获得的cDNA作为

模板, 用植物类受体蛋白激酶PBL28基因的特异引

物为LP和RP进行PCR扩增, 并用actin基因表达作

为对照, actin引物为F: 5'-CCAGAAGGATGCATAT- 
GTTGGTGA-3'; R: 5'-GAGGAGCCTCGGTA-
AGAAGA-3'。用于PCR扩增的引物由上海生工合

成, PCR扩增产物均用1%的琼脂糖凝胶电泳进行

检测分析。

1.4  拟南芥主根和侧根的测定

拟南芥野生型Col-0和类受体蛋白激酶缺失突

变体pbl28的种子在MS培养基中生长3 d后, 转移至

含有30 μmol·L−1 C10-HSL的1/2MS培养基中, 竖直

培养7 d, 测量主根长度。在显微镜下测量侧根的

数目, 平均每毫米根长的侧根数量即为侧根密度。

实验重复4次, 每次不少于30根幼苗。

1.5  PI染色分析拟南芥主根分生组织的变化                                                                 
拟南芥的培养条件与主根测定一致, 取在含

有1/2MS培养基中生长7 d的幼苗, 用10 μmol·L−1 PI
染色2 min, 无菌水清洗3次, 将幼苗压片进行激光

扫描共聚焦显微镜分析(激发波长为536 nm, PI的
最大发射波长为617 nm)分生组织的变化。

1.6  拟南芥中NO和H2O2的分析

用DAF-2DA和DCFH-DA染色分析拟南芥中NO
和H2O2的分布。拟南芥幼苗在MS培养基上竖直培

养至主根长度为2 cm左右, 移至含有30 μmol·L−1 

C10-HSL的1/2MS培养基中, 分别竖直培养至48 h
和24 h, 将幼苗用10 μmol·L−1 DAF-2DA和DCFH-
DA染液染色30 min, 用蒸馏水洗3次后压片, 采用

激光扫描共聚焦显微镜的荧光强度检测系统检测
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NO和H2O2的荧光强度(激发波长488 nm; 发射波长

500~550 nm)。
1.7  统计分析

实验数据均通过DPS v7.05统计软件, 采用邓

肯新复级差法进行显著性分析。

2  实验结果

2.1  拟南芥类受体蛋白激酶缺失突变体pbl28的筛

选和鉴定

Ortiz-Castro等(2008)比较了七种不同的AHLs 
(C4-HSL、C6-HSL、3OC6-HSL、C8-HSL、C10-
HSL、C12-HSL、C14-HSL)对拟南芥根系建成的

影响, 发现C10-HSL显著抑制主根伸长、促进侧根

和根毛的形成。本实验室在前期研究中也发现在

所检测的10种AHLs中, C10-HSL对拟南芥主根生

长的抑制效应和对侧根形成的促进效应最明显

(结果另文发表)。为探究类受体蛋白激酶在细菌

AHLs调控拟南芥根系生长过程中的作用, 我们对

获得的161种拟南芥类受体蛋白激酶缺失突变体

对C10-HSL处理的敏感性进行了检测。结果发现, 
5株突变体对C10-HSL处理表现出不同程度的不敏

感表型, 其中突变株pbl28对C10-HSL处理的不敏

感性最显著(结果未显示)。因此, 我们选择突变株

pbl28为材料做进一步研究。

利用Tair网站 (https://www.arabidopsis.org/)查
询到PBL28基因CDS为1 128 bp, 编码375个氨基酸, 
分子质量约为43 kDa。该基因的T-DNA插入缺失

突变体pbl28的突变体号为salk_103160。经https://
www.signal.salk.edu/分析, salk_103160 T-DNA插入

到PBL28基因的第七个外显子上(图1-A)。用该基

因的特异引物LP和RP对pbl28进行DNA水平鉴定。

PCR扩增结果显示, 野生型中有大小为1 128 bp的
条带, pbl28中无该条带; 用RP和LB同时进行PCR
扩增, pbl28中有条带, 而野生型中无该条带(图1-B)。
用PBL28基因的特异引物对突变体进行RNA水平

上的鉴定。结果显示, 野生型上可以扩增出对应的

 图1  拟南芥PBL28基因T-DNA插入位点及突变体鉴定

Fig. 1  T-DNA insertion site of PBL28 gene in Arabidopsis thaliana and the identification of mutants 

A: PBL28基因T-DNA插入位点(灰色方框代表外显子); B: 突变体DNA水平上的鉴定; C: 突变体RNA水平上的鉴定。
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条带, 但在突变体中未扩增出(图1-C), 该结果表明

T-DNA的插入使得突变体中PBL28基因完全被敲

除, 即突变体pbl28为纯合子。

2.2  C10-HSL对拟南芥Col-0和pbl28主根生长和侧

根形成的影响

本实验室前期采用不同浓度(0~75 μmol·L−1)
的C10-HSL处理拟南芥幼苗, 发现30 μmol·L−1 C10-
HSL对拟南芥根系结构的影响最大(另文发表), 故
后续试验采用30 μmol·L−1 C10-HSL。选取在MS培
养基中竖直生长3 d、根长一致的Col-0和pbl28幼
苗转移到含有30 μmol·L−1 C10-HSL的固体培养基

中, 继续竖直培养7 d。未加入C10-HSL的培养基

为对照(CK)。如图2-A和B所示, 30 μmol·L−1 C10-
HSL处理显著抑制拟南芥Col-0的主根生长, 抑制

率达41.02%; 但同样浓度的C10-HSL处理对pbl28
主根长度的抑制效应显著减弱, 抑制率仅为14.91%。

另一方面, 30 μmol·L−1 C10-HSL处理显著增加Col-0
的侧根密度, 与未处理对照相比侧根密度增加了3
倍, 而在pbl28中C10-HSL处理后侧根密度比对照

增加了2倍(图2-A和C)。结果表明, 类受体蛋白激

酶基因PBL28的缺失减弱了C10-HSL处理拟南芥

主根生长的抑制效应和侧根形成的促进效应。

2.3  C10-HSL对拟南芥Col-0和pbl28主根分生区的

影响

分生组织细胞的分裂影响着主根的生长。为

探究C10-HSL对拟南芥Col-0和pbl28主根分生组织

细胞分裂的影响, 我们用PI染液处理拟南芥幼根, 
之后对主根根尖进行共聚焦分析。结果发现, 30 
μmol·L−1 C10-HSL处理导致Col-0的分生区长度缩

短了39.24%, 皮层细胞数目减少了37%; 而pbl28
的分生区长度变化明显小于野生型 , 只缩短了

15.13%, 皮层细胞数目仅仅减少了7% (图3-A~C)。

图2  C10-HSL对Col-0和pbl28主根和侧根生长的影响

Fig. 2  Effect of C10-HSL on growth of primary root growth and lateral root development of Col-0 and pbl28

A: Col-0和pbl28根长表型图(图片中的标尺均为1 cm); B: Col-0和pbl28根长的统计分析; C: Col-0和pbl28侧根数量的统

计分析。
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数据表明, C10-HSL可能通过调节主根分生组织细

胞生长和分裂抑制拟南芥主根生长, PBL28蛋白参

与这一过程。

2.4  C10-HSL对拟南芥Col-0和pbl28中NO水平的

影响

NO是重要的气体信号分子, 在调节植物根系

发育中发挥着重要作用(Zhang等2017)。有报道表

明 , C6-HSL、C8-HSL和C12-HSL处理诱导NO在

大麦根冠和伸长区积累, 并且改变根系形态(Rankl
等2016)。本实验室前期研究发现, NO参与C10-
HSL介导的对植物主根的抑制过程(另文发表)。
为研究类受体蛋白激酶PBL28是否通过调控C10-
HSL诱导产生的NO而影响拟南芥根系生长, 我们

采用NO特异性荧光探针4,5-二氨基荧光素二乙酸

酯 (DAF-2DA)的染料分析PBL28的缺失对C10-
HSL处理导致NO合成的影响。荧光检测发现C10-
HSL可使Col-0根中的NO含量大幅度增加, 是对照

组的2倍。但在突变体pbl28中, 处理组NO的含量

与对照组相比没有显著性差异(图4-A和B)。结果

表明, PBL28的缺失抑制了C10-HSL介导的NO的

产生。     
2.5  C10-HSL对拟南芥Col-0和pbl28中H2O2水平

的影响

H2O2是一种重要的信号分子, 参与调节植物

的生长发育(Zhao等2019)。Bai等(2012)研究发现, 
3OC10-HSL通过H2O2和NO依赖的cGMP信号途径

促进绿豆不定根的形成。本实验室研究表明, H2O2

参与C10-HSL介导的对植物主根的抑制过程(另文

发表)。为研究类受体蛋白激酶PBL28是否通过调

控C10-HSL诱导产生的H2O2而影响拟南芥根系生长, 
采用活性氧特异性荧光探针5-(和-6)-氯甲基-29, 
79-二氯二氢荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)的染料分

别对Col-0和pbl28染色, 用激光扫描共聚焦显微镜

的检测系统检测荧光强度。观察发现, C10-HSL可
使Col-0根中的H2O2显著增加, 加C10-HSL的处理

组与未加任何处理的对照组相比, H2O2的含量是

对照组的7倍。但在突变体pbl28中, H2O2大幅度减

少, 与对照组相比没有显著性差异(图5-A和B)。结

果表明, 类受体蛋白激酶PBL28正调控C10-HSL诱
导产生的H2O2。

图3  C10-HSL对Col-0和pbl28分生组织的影响

Fig. 3  Effect of C10-HSL on meristem of Col-0 and 
pbl28

A: Col-0和pbl28分生区PI染色的图像(图片中的标尺

均为100 μm); B: Col-0和pbl28分生区长度的统计分析; C: 
Col-0和pbl28分生区皮层细胞数目的统计分析。
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图4  C10-HSL对Col-0和pbl28中NO水平的影响

Fig. 4  Effect of C10-HSL on NO production of Col-0 
and pbl28

A: Col-0和pbl28主根DAF-2DA染色, 分析荧光强度的

扫描图像(图片中的标尺均为100 μm); B: Col-0和pbl28根中

DAF-2DA荧光强度的统计分析。

 图5  C10-HSL对Col-0和pbl28中H2O2水平的影响

Fig. 5  Effect of C10-HSL on H2O2 production of Col-0 
and pbl28

A: Col-0和pbl28主根DCFH-DA染色, 分析荧光强度的

扫描图像(图片中的标尺均为100 μm); B: Col-0和pbl28根中

DCFH-DA荧光强度的统计分析。

3  讨论

植物和土壤环境中的微生物长期共生共存、

共同进化, 形成多种感知对方、适应对方的跨界信

息交流机制。AHLs是革兰氏阴性菌感应种群密度

调节其群体行为的细胞间通讯信号分子(Holm和

Vikstrom 2014)。越来越多的证据表明, AHLs不仅

仅能够在细菌的多种生理过程中发挥重要作用, 
还能够被植物感知, 进而调控植物的生长发育以

及防御反应等 (Ortiz-Castro等2008)。C10-HSL是

一种中链AHLs, 由一些有益的根际细菌产生, 如荧

光假单胞菌F113 (Laue等2000)和苜蓿中华根瘤菌

(Marketon 2002)。C10-HSL能够抑制拟南芥主根

的伸长, 促进侧根和根毛的发生, 从而影响根系结构

(Ortiz-Castro等2008)。Bai等(2012)研究表明, C10- 
HSL的衍生物3OC10-HSL能够促进绿豆不定根的

形成。本实验室也进一步证实了C10-HSL对拟南

芥根系建成的影响(结果另文发表)。但对植物感

知C10-HSL的分子机制知之甚少。本研究从拟南
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芥类受体蛋白激酶突变体库中筛选到一株突变体

pbl28。研究表明, 突变体pbl28中C10-HSL对主根

生长的抑制效应和对侧根形成的促进效应显著减

弱(图2)。进一步分析发现, pbl28根中分生区细

胞的分裂受C10-HSL的抑制程度明显小于Col-0 
(图3)。这些结果预示着类受体蛋白激酶PBL28参
与C10-HSL对拟南芥根系生长结构的调节, 尽管当

前数据有待通过基因回复突变和基因超表达分析

进一步验证。

类受体蛋白激酶通常定位在细胞膜, 一般是

由胞外结构域、跨膜结构域和胞内激酶结构域三

部分组成, 称之为跨膜受体; 但有一部分类受体蛋

白激酶不存在胞外结构域或跨膜结构域, 而是整

体都在细胞质中, 即胞质类受体蛋白激酶(RLCKs)。
据报道 , 拟南芥中有160多种RLCK。研究表明 , 
RLCKs在植物感应病原体的侵入、激素刺激、光

温度变化等信号刺激并做出应答的过程中发挥

着重要的作用(Yang等2004)。根部特异性表达的

ARSK1 (Arabidopsis root-specific kinase 1)参与拟

南芥渗透胁迫信号的转导(Hwang等2002)。钙结

合类受体胞质蛋白激酶AtCRCK1的表达受H2O2、

盐、ABA及低温等的调控, 在非生物胁迫应答中发

挥作用(Yang等2004)。PBL28是胞质类受体蛋白

激酶亚家族VII中的一员, PBS1、PBL1、PBL2等
均属于这一亚家族。不同的PBL可能参与不同的

信号传递途径, 即使同一PBL在感应不同信号的过

程中也可能发挥不同的作用。PBS1、PBL2参与

植物免疫信号的传递(Zhang等2010)。在无病原菌

侵染时, PBL13可以结合RBOHD (Respiratory burst 
oxidase homolog protein D)负调控植物先天免疫反

应(Lin等2015)。PBL27参与几丁质诱导的植物免

疫反应(Shinya等2014)。PCRK1和PCRK2通过激

活SA合成参与植物免疫(Kong等2016)。BSK1参
与flg22诱导的防卫反应, 但不参与elf18诱导的免

疫(Shi等2013), 而PBL13负调控flg22和elf18诱导的

免疫反应(Lin等2015)。本研究发现, PBL28参与细

菌AHL调控拟南芥根生长过程, 丰富了PBL28的生

物学功能。尽管PBL28与PBS1、PBL1、PBL27、
PBL13以及PBL2同属一亚家族, 但其蛋白序列与

其他PBL的同源性很低, 可能具有特有的生物学功

能, 这也可能解释本研究中PBL28单突变导致的强

表型。同样, Wei等研究发现, 在pbl1、pbl5、pbl7、
pbl27、pbl31、pbl32等单突变体中nlp20处理ROS
水平无显著影响, 但显著升高突变体pbl28中的ROS
水平, 说明PBL28与其他PBL基因的功能互补性较

差(Wei 2017)。
H2O2和NO是重要的气体类信号分子, 在调控

植物生长发育、抗病反应和抵御逆境胁迫中发

挥着重要作用。据报道H2O2、NO和cGMP参与了

3OC10-HSL诱导的绿豆不定根的发育(Bai等2012)。
本实验室前期研究发现, C10-HSL调控拟南芥根系

结构依赖于NO和H2O2信号途径(结果另文发表)。
本研究发现, 拟南芥中受体激酶PBL28的缺失降低

了C10-HSL诱导的NO和H2O2的水平(图4和5), 表
明PBL28有可能通过调节NO和H2O2的水平参与

C10-HSL对植物根生长发育的调控。

植物根系的建成是维系植物生长发育的重要

系统, 根系结构的变化有助于提升植物吸收水分

和摄取养分的能力, 也增加了植物抵御环境胁迫

的能力。本研究初步分析了细菌群体感应信号分

子调控植物根系生长的分子机制 , 初步明确了

PBL28可能在植物-微生物互作中发挥重要作用, 
为研究植物与细菌跨界交流的信号转导机制提供

一定的参考依据, 也为研究AHLs对植物生长发育

的影响以及进一步的应用开辟新的途径。
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