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水稻受体类激酶 OsSI-RLK2抑制节间生长 
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摘要  受体类激酶是信号传递途径早期的参与者, 水稻基因组中的受体类激酶基因已被聚类分析. 本
研究报道了一个水稻中受体类激酶基因OsSI-RLK2. OsSI-RLK2 基因的表达受植物激素ABA的诱导. 自
身磷酸化实验表明, OsSI-RLK2在Mn2+条件下具有自身磷酸化特征, 而在Ca2+及Mg2+条件下没有激酶活

性. OsSI-RLK2过量表达的转基因水稻具有矮化表型, 其各个节间明显缩短. 综上所述, OsSI-RLK2可能
代表一种新类型的受体类激酶, 在水稻节间伸长以及ABA应答中起着一定作用.   
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植物在长期适应变化多端环境因素的过程中进

化出了比动物更为复杂的信号传递途径 . 这一点在
受体类蛋白激酶(receptor-like protein kinase, RLK)家
族中尤为明显. 在拟南芥中受体类激酶家族共有 610
个成员, 而在动物和疟原虫中仅有 1~6个 [1]. 1990年, 
Walker和Zhang[2]在玉米中发现了第一个受体类激酶. 
受体类激酶的一般结构特征是: N端带有胞外受体结
构域, 具有一个跨膜结构域以及胞内的激酶结构域 [3]. 
植物受体类激酶与动物的酪氨酸受体激酶类似 , 所
不同的是具有丝氨酸/苏氨酸激酶活性. 受体类激酶
的一个共同特征是 , 尽管它们在细胞内的激酶结构
域同源性很高 , 但其胞外受体结构域的差异却非常
明显, 这一点对其多种环境条件的适应性是必需的.  
根据其胞外受体部分的不同 , 可将植物受体类激酶
细分为 21个亚家族 [1]. 依据其生物学功能的不同, 植
物受体类激酶大致可以分为两种类型 [4]: 第一类型的
受体类激酶与植物生长发育有关, 包括影响植物茎和
花分生组织有关的CLAVATA1[5], 调控脱落途径的
HAESA[6]以及控制叶表皮分化的crinkly4[7]等; 第二类
型包括与植物-共生物相互作用以及与外源环境胁迫
有关的一些受体类激酶 , 如NORK/SYMRK和HAR1
与植物-真菌和植物-细菌相互作用有关系 [8,9]. BRI1
是个富含亮氨酸的受体类激酶 , 被认为是个可能的
类固醇受体 [10]. Pi-d2 是B-LRR类型的受体类激酶, 
在水稻中与病原防御有一定关系 [11].  

受体类激酶的作用模式是, 胞外部分通常具有可
以结合某种配体的受体结构域, 可以与特定的配体结

合, 将胞外信号传递到胞内; 胞内的C端部分有一个
蛋白激酶结构域 , 当胞外的受体结构域结合了配体
以后 , 胞内的激酶结构域中特定的氨基酸残基可以
被磷酸化, 从而将信号传递下去. 目前, 已经有一些
受体类激酶胞外区的配体和激酶区的结合蛋白相继

被报道 [12~15]. 正是这些结果支持了这种作用模式.  
水稻中共有 1131 个RLK/pelle家族成员, 接近于

拟南芥中受体类激酶基因数目的两倍 [16]. 此前我们
从北京基因组研究所的籼稻 9311 (Oryza sativa Indica)
基因组数据库中筛选出了 267 个受体类激酶类似基
因 [17,18]. 本研究报道了一个含有未知胞外区的受体
类激酶OsSI-RLK2 (Oryza sativa stress induced recep-
tor like kinase 2, 结果未发表). 实验结果表明, OsSI- 
RLK2 基因的表达受植物激素ABA的诱导 . OsSI- 
RLK2 具有体外自我磷酸化活性. OsSI-RLK2 过量表
达的水稻表现出节间缩短的表型. 因此, OsSI-RLK2
可能与植物的ABA反应有关 , 并在水稻的节间生长
方面起着一定作用.  

1  材料和方法 
(ⅰ) OsSI-RLK2 基因的克隆.  通过在北京基因

组研究所的籼稻 9311基因组数据库中进行序列对比, 
获得了OsSI-RLK2基因的部分序列 [17,18], 并用这段序
列在NCBI序列数据库中比较得到了OsSI-RLK2 基因
的可读框(ORF)序列信息. 用下列引物 9left (5′-AGA- 
GATCTATGGACACGCCATTGCTGC-3′)和 9right (5′- 
AGGGGATCCTCACGCTGTGCTTCCCGGTG-3′)从水
稻品系TP309 cDNA中PCR扩增得到OsSI-RLK2 基因
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的ORF序列, 将此序列克隆到T载体(Promega), 并测
序 . 通过与数据库中基因组序列比对确定了
OsSI-RLK2基因的内含子的位置. 

(ⅱ) DNA提取以及Southern杂交分析.  收集在
大田生长 45 d的水稻品系TP309的叶子, 利用SDS提
取法从水稻叶片中分离得到基因组DNA[19]. 用DraⅠ
和EcoRⅠ酶切割基因组DNA (5 µg), 在 0.8% (质量体
积比)琼脂糖凝胶上电泳分离片段, 并将目的片段转
移到尼龙膜上用于Southern分析 . Southern杂交所用
探针为OsSI-RLK2基因的cDNA片段.  

(ⅲ) ABA处理、RNA提取和Northern杂交分析.  
将水稻TP309 的种子 37℃萌发 2~3 d, 之后转移到
26~28℃温室培养 10 d. 用 0.1 mmol/L ABA处理水稻
幼苗, 在处理后 0.5, 1, 5, 12, 24 h收集材料, 液氮冻
融, −80℃保存. 提取其总RNA[20]. 杂交探针的模板
与上述Southern杂交相同.  

(ⅳ) OsSI-RLK2 蛋白的纯化 .  用引物 5′-GT- 
TAGATCTGTCCTTCAGCCAGCGGCTCGG-3′和 5′- 
GTTGTCGACCAGCATCTCCAGCACCTTGCC-3′ 从
全长 OsSI-RLK2 cDNA 上扩增其激酶结构域部分

(337~636 aa), 并用 BglⅡ/SalⅠ酶切, 将酶切产物克
隆到 pGEX4T-1中BamHⅠ/SalⅠ多克隆位点, 构建表
达载体. 将表达载体转化到大肠杆菌 BL21 菌株中. 
挑取单斑, 在 5 mL 2×YT培养基中 37℃培养 12 h, 
然后转到 100 mL 2×YT培养基中 37℃培养 12 h, 冰
上放置冷却, 加 IPTG至终浓度 400 μmol/L, 30℃诱导
培养 3 h, 离心收菌 , 加 10 mL 抽提缓冲液 (50 
mmol/L Tris-HCl, pH 7.6, 100 mmol/L NaCl, 1 mmol/L 
EDTA, 10% (体积比) 甘油)及 100 μL PMSF悬浮, 超
声波处理 10 min, 13000 r/min离心 30 min. 上清经
GST 亲和柱纯化. 控制上样时流速<5 mL/min, 上样
后用洗涤缓冲液(50 mmol/L Tris-HCl, pH 7.7, 100 
mmol/L NaCl, 0.1% (体积比) Tween-20, 10% (体积比)
甘油)洗柱至 35 倍柱床体积, 然后用洗脱缓冲液(20 
mmol/L 还原型谷胱甘肽, 100 mmol/L Tris-HCl, pH 
8.0)洗脱目的蛋白. 用 centriprep浓缩管(Gelman公司)
去除游离的谷胱甘肽并交换缓冲液 , 使蛋白样品处
于存储缓冲液 (50 mmol/L Tris-HCl, pH 7.6, 50 
mmol/L KCl, 2 mmol/L DTT, 10% (体积比)甘油)中, 
−20℃保存. 表达、纯化后的蛋白样品用 10% SDS- 
PAGE 分析 , 并用小鼠 Anti-GST 的单克隆抗体
(Amersham Pharmacia)做 Western blot鉴定.  

(ⅴ) OsSI-RLK2 蛋白的激酶活性分析.  纯化的
GST融合蛋白用作激酶分析, 以纯化的GST蛋白做对
照. 所有激酶反应均在 25 μL 反应体系中进行, 反应
体系为 50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.6), 50 mmol/L KCl,  
2 mmol/L DTT, 10% (体积比)甘油, 1 μg不同形式的
GST融合蛋白. 分别外加 5 mmol/L MnCl2, 5 mmol/L 
CaCl2 和 5 mmol/L MgCl2 作为离子条件. 磷酸化由 
加入 12.5 μCi [γ-32P]ATP (30 Ci/mmol) (1 Ci=3.7×
1010 Bq)和 10 µmol/L 自由ATP起始反应, 22℃保温 40 
min, 加入 EDTA至终浓度为 10 mmol/L终止反应. 再
加入 5 μL 6×SDS上样缓冲液, 70℃变性 5 min, 10% 
SDS-PAGE 分离 1 h, 电转移至 PVDF 膜(Amersham 
Pharmacia)上 . 掺入的磷酸基团用放射自显影检测 , 
同一张膜再用考马斯亮蓝染色以确认上样量的一致.  

(ⅵ) 转基因水稻的获得.  我们构建了过量表达
载体pBin-OsSI-RLK2, 并将pBin-OsSI-RLK2 载体转
入农杆菌AGL1 中, 转化水稻 [21]. 方法是: 将成熟种
子去壳后用 20%次氯酸钠消毒 40~60 min, 无菌水漂
洗 3次, 接种到NB固体培养基上, 从胚中诱导愈伤组
织 . 取生长状态良好的胚性愈伤组织团用已转化
pBin-OsSI-RLK2载体的农杆菌侵染 20~30 min后, 转
入覆盖一张滤纸的含AS (100 mmol/L)的R2固体培养
基上, 26℃暗培养 12~16 h, 转到含有抗生素的NB培
养基上初筛. 对过量表达株系采用 80 mg/L G-418和
500 mg/L头胞霉素筛选. 将在初筛培养基上能正常
生长的愈伤组织再转到含更高浓度抗生素的培养基

上进行复筛 , 将在复筛培养基上依然能够生长的愈
伤组织转到含抗生素的PR培养基上预分化, 大约 20 
d后, 转到RM培养基(1/2 MS, 0.5 mg/L NAA)上再生
植株. 再生的植株在RM培养基上诱导生根, 长大后
移栽到温室, 并大田培养.  

(ⅶ) 转基因水稻的表型分析.  水稻种子在水中
浸泡 2 d, 在土壤中培养 45 d (依据生长气候条件有所
不同), 并插秧到大田里. 农场所处位置为中国北京
(39°48′N, 116°28′E). 在成熟期测量株高和节间长度.  

2  结果 
2.1  水稻受体类激酶 OsSI-RLK2的结构特征 

OsSI-RLK2基因组 DNA全长 3715 bp, 其中包含
3 个内含子, 分别位于起始密码子 ATG 下游 761~ 
2214, 2251~2448和 3671~3782 bp之间. OsSI-RLK2基
因的可读框含有 2052 bp, 编码包括 683 个氨基酸的
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蛋白. 用 SMART程序预测了 OsSI-RLK2蛋白所含有
的结构域, 结果显示 OsSI-RLK2 在 263~285 aa 处含
有一个跨膜结构域, 在 337~636 aa 处含有一个激酶
结构域. OsSI-RLK2的 N端和已知的任何结构域都没
有相似性, 因此 OsSI-RLK2 代表了一类未知功能结
构域(DUF)的受体类激酶(图 1(a)). 将 OsSI-RLK2 的
激酶结构域和其他植物受体类激酶激酶结构域进行

比较(图 1(b)). 结果表明, OsSI-RLK2 激酶结构域和
拟南芥受体类激酶 PR5K 具有最大相似性 ,  达到 
52.2%. 相比之下, OsSI-RLK2 激酶结构域和其他受
体类激酶相似性较低 , 与拟南芥 BRI1, 大豆
GmRLK1, 水稻 RLK10 和 Xa21 的相似性分别为
32.2%, 29.0%, 33.1%和 21.5%. OsSI-RLK2的 cDNA序
列的 GenBank登录号为 EF560752.  

2.2  OsSI-RLK2在水稻基因组中的拷贝数 

为了解 OsSI-RLK2 在水稻基因组中的结构特征, 
我们提取了水稻 TP309 的总 DNA, 然后以 OsSI- 
RLK2 cDNA 为探针进行 Southern 杂交分析. 由于
OsSI-RLK2 序列中不包含 DraⅠ和 EcoRⅠ限制性酶
切位点, 所以用这两种内切酶酶解总 DNA. 图 2显示, 
2个泳道均只有一条杂交带, 表明OsSI-RLK2 在基因

组中以单拷贝形式存在 . 与基因组序列的比对结果
也表明该基因以单拷贝形式存在于基因组中 , 位于
第 1号染色体上.  

2.3  OsSI-RLK2对 ABA处理的应答分析 

本研究分析了 OsSI-RLK2在 ABA处理下的应答
反应. 用 0.1 mmol/L ABA处理生长 7 d的 TP309幼
苗, 分别于处理后 0.5, 1, 5, 12及 24 h收集材料. 以
OsSI-RLK2 cDNA为探针进行 Northern杂交分析. 结
果如图 3所示, OsSI-RLK2的表达受ABA处理的诱导. 
ABA 处理 0.5~1 h 时 OsSI-RLK2 的表达被抑制, 5 h
时上升至本底水平, 在 12 h 时, 显著诱导了 OsSI- 
RLK2 的表达, 而 24 h有下降趋势.  

2.4  OsSI-RLK2蛋白的激酶活性分析 

受体类激酶在不同的植物中已经被发现具有激

酶活性 [23~26]. 为确认OsSI-RLK2 是否具有激酶活性, 
将OsSI-RLK2 的激酶结构域(337~636 aa)同GST形成
融合蛋白在大肠杆菌中表达, SDS-PAGE电泳显示纯
化的蛋白具有预测的分子量(图 4(a)左). 随后用老鼠
抗-GST单克隆抗体对GST融合蛋白进行了Western杂
交鉴定(图 4(a)右). 之后对OsSI-RLK2 纯化蛋白进行
了体外激酶活性分析 , 以[γ-32P]ATP为磷酸化标记 

 

 
图 1  OsSI-RLK2蛋白结构及与其他受体类激酶激酶结构域的序列比较 

(a) OsSI-RLK2 蛋白结构的结构域, 示全长 683 aa OsSI-RLK2 蛋白. N和C表示N末端和C末端. 跨膜区(TM)和激酶结构域都在图中显示. (b) 
OsSI-RLK2 激酶激酶结构域与其他受体类激酶激酶结构域的序列比较. 所用的软件为DNASTAR中的MAGLIGN程序. 高度保守的氨基酸残基用
黑框圈住 . 高度保守的氨基酸残基用黑底显示 [22]. 比对的序列包括拟南芥BRI1(序列号: AAC49180)、大豆GmRLK1(AF244888)、拟南芥 

PR5K(NP_198644)、水稻 RLK10(AAM90694)和水稻 Xa21(A57676)



 
 
 
 
 
 
 

  第 52 卷 第 18 期  2007 年 9 月  论 文 

2150   www.scichina.com 

 
 

 
图 3  植物激素 ABA对 OsSI-RLK2基因表达的影响 
提取总 RNA, 以 OsSI-RLK2基因 ORF cDNA作为杂交探针,  

以 18S rRNA为对照 

 

 
图 4  OsSI-RLK2蛋白的纯化和激酶活性分析 

(a) 纯化蛋白的考马斯亮蓝染色(左)和Western杂交(右). Western 杂交
以抗-GST单克隆抗体进行. OsSI-RLK2和 GST的位置以箭头表示. M
示标准分子量. (b) 不同离子条件下 OsSI-RLK2 蛋白的激酶活性分析. 
分别以 5 mmol/L Mg2+, 5 mmol/L Mn2+和 5 mmol/L Ca2+作为离子条件. 
磷酸化后的蛋白进行 SDS-PAGE电泳, 并转移到 PVDF膜上进行放射

自显影检测(上)和考马斯亮蓝染色(下) 

 
的底物. 在 Mn2+存在情况下, OsSI-RLK2蛋白能够自
我磷酸化, 而在 Mg2+和 Ca2+条件下, 不能自我磷酸
化(图 4(b)). 结果表明, OsSI-RLK2 蛋白的自我磷酸
化活性需要 Mn2+作为辅助因子.  

2.5  OsSI-RLK2过量表达水稻的表型分析 

为了研究OsSI-RLK2基因的生物学功能, 将过量

表达载体 pBin-OsSI-RLK2 转化水稻 TP309, 获得了
20个独立的株系, 其中 9个株系中OsSI-RLK2的表达
量明显高于对照 . 本实验的水稻材料来自于大田种
植后插秧期的对照 TP309 和转基因水稻. OsSI-RLK2 
在对照 TP309的本底表达水平很低, Northern 杂交难
以检测到, 而在 9 个过量表达株系中均能检测到(图
5(a)). 田间观察表明, OsSI-RLK2 过量表达水稻株系
呈现矮化表型, 图 5(b)和(c)显示了成熟期时, 其株高
明显小于对照. 上述矮化现象在不同转基因株系中, 
在程度上表现出了差异, 13-3株系最为严重, 其株高
只为对照的 73%, 而 18-1株系最不明显, 其株高为对
照的 97%. 为了进一步阐明OsSI-RLK2过量表达水稻
株系矮化的原因, 我们对 15-2, 18-2和 20-2等 3个株
系的节间长度进行了统计分析. 结果表明, 这 3 个高
表达株系的所有节间与对照相比都有不同程度的缩

短, 而越靠近下部的节间其缩短程度越明显. 其中第
5节间最为严重, 15-2, 18-2和 20-2等 3个株系的第 5
个节间长度分别为对照的 65%, 60%和 69%, 而有些
个体中缺乏第 5 节间(图 5(d)和(e)). 这些结果显示, 
OsSI-RLK2 过量表达水稻的矮化是由于其各个节间
的缩短所导致的, 而不是由于个别节间的变短所致. 
这种节间缩短在不同节间中有着程度上的差异 , 在
最接近下部的第五节间中最为明显.  

3  讨论 
受体类激酶基因在植物中代表了一个大的基因

家族, 在水稻基因组中共有 1100多个成员 [16]. 这些
基因在植物的生长发育中起着重要的作用, 而到目
前为止, 仅对其中的一部分基因进行了研究. 受体类
激酶一般位于质膜上, 调控有关植物生长发育、植物
和微生物的互作以及生物胁迫和非生物胁迫的信号

传递途径 [27]. 此前, 我们鉴定了一个盐诱导的植物
凝血素(lectin)类受体类激酶AtLecRK2, 该激酶位于
质膜上, 具有丝氨酸/苏氨酸的激活性, 它的表达在
盐胁迫下受乙烯信号通路的调节 [28]. 

本文鉴定了一个受ABA诱导的受体类激酶基因
OsSI-RLK2. OsSI-RLK2 的表达与ABA的关系较为复
杂, 即先受ABA的抑制后受ABA的诱导, 其具体原
因尚不清楚 .  拟南芥中一个LRR类的受体类激酶
RPK1 的表达也受ABA的短暂诱导, 并在ABA信号途
径的上游传递中起着作用 [29]. 结构分析表明, OsSI- 
RLK2 激酶结构域和PR类型的受体类激酶具有高的相
似性 [30]. OsSI-RLK2 具有所有保守的激酶所需的亚 

图 2  OsSI-RLK2基因的
Southern杂交分析 

从 TP309叶中提取总 DNA, 5 µg 
DNA用 DraⅠ和 EcoRⅠ酶解, 

0.8%(质量体积比)琼脂糖凝胶过
夜电泳, 转移到尼龙膜上. OsSI- 
RLK2的 ORF cDNA作为探针. 

左边显示分子量标准 
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图 5  OsSI-RLK2 过量表达水稻的表型分析 

(a) OsSI-RLK2过量表达水稻株系中 OsSI-RLK2 基因的表达分析. 提取总 RNA, 以 OsSI-RLK2 cDNA为探针, 进行 Northern杂交, 以 18S rRNA
为对照. (b) 成熟期时, OsSI-RLK2过量表达水稻与对照 TP309的表型比较. 标尺示 20 cm. (c) OsSI-RLK2过量表达水稻与对照 TP309的株高统计. 
(d)和(e) OsSI-RLK2 过量表达水稻与对照 TP309 的节间长度的比较. 转基因水稻的各个节间与对照相比均有不同程度的缩短, 尤以第 4 和第 5 

节间最为明显. 第 1~5节间分别以Ⅰ~Ⅴ(d)和 1~5(e)表示 
 

结构域. 在大肠杆菌中诱导表达的OsSI-RLK2 在体
外具有激酶活性 , 这一点与拟南芥PR5K类似 , 而
PR5K的激酶结构域和OsSI-RLK2 的同源性很高, 表
明这一类的激酶具有自身磷酸化活性. OsSI-RLK2具
有激酶活性 , 暗示它可能在水稻中是一个具有功能
的激酶 . 不同激酶所依赖的二价阳离子的类型有所
不同 . 我们曾经克隆了与细菌双组分系统蛋白同源
的烟草乙烯受体NTHK1 和NTHK2, 其中NTHK1 具
有Mn2+依赖的丝氨酸/苏氨酸激酶活性, 而NTHK2具
有双重激酶活性, 即Mn2+存在下的丝氨酸/苏氨酸激
酶活性和Ca2+存在下的组氨酸激酶活性 [31,32]. Os-
SI-RLK2 在Mn2+条件下具有自身磷酸化活性, 而在
Mg2+和Ca2+条件下没有这个活性 , 说明它是以Mn2+

作为其激酶活性的辅助因子.  
矮化是一种重要的农艺性状 , 有助于作物的抗

倒伏能力和产量的提高, 其中最为代表性的是“绿色
革命”基因的研究 [33]. 许多基因的突变导致了矮化的
表型 , 如已经被克隆的细胞色素P450 的成员ebisu 

dwarf (d2) [ 34] , 编码赤霉素合成酶的Tan-Ginbozu 
(D35) [35]以及BR途径缺失突变体基因brd2 [36]. Os-
GLU1 属于吲哚-1,4-β-D-葡聚糖酶基因家族, 其突变
体表现为矮化的表型且节间变短. OsGLU1 基因的表
达受GA和BR的诱导, 而不受吲哚-3-乙酸、乙烯和脱
落酸的影响 [21]. 水稻节间的伸长受多种因素的影响, 
其中包括植物激素乙烯、GA和BR[37~39]. 有研究表明, 
水稻节间中ABA浓度的降低有助于茎的伸长 [40]. 水
稻中过量表达OsSI-RLK2会导致转基因水稻节间的变
短, 尤其对最下面节间的影响最大. 相反, BR和GA通
路的突变体对最上面节间的影响比较大 [ 3 5 , 3 6 ] . 
O s S I - R L K 2 的 表 达 受 A B A的 诱 导 ,  表 明 
OsSI-RLK2 可能通过 ABA 信号途径影响水稻节间的
长度, 其细节尚有待进一步研究.  
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