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胁胁迫相关蛋白激酶 OsSAPK9
调控水稻对铝胁迫的反应

陈腾君1,2,曾摇 丹2,张摇 帆2,周永力2,石英尧1,黎志康2

( 1安徽农业大学农学院,合肥 230036;2中国农业科学院作物科学研究所,北京 100081)

摇 摇 摘要:水稻胁迫相关蛋白激酶(OsSAPKs,stress鄄activated protein kinase genes in rice)在调控水稻非生物胁迫信号传导中起

着重要作用。 本研究对 OsSAPK9 在水稻耐铝(Al)胁迫中的功能进行了初步研究。 结果表明 10 mmol / L Al 处理 12 h 以上,
OsSAPK9 过表达转基因水稻植株根部 Al 的吸收量显著低于野生型植株;Al 胁迫处理 20 d,OsSAPK9 过表达转基因植株株高降

低百分比显著低于野生型植株。 进一步分析发现 OsSAPK9 过表达转基因水稻植株根部超氧化歧化酶(SOD,Superoxide Dis鄄
mutase)和过氧化物酶(POD,Peroxidase)的活性高于野生型,而根上部的 SOD、POD 和过氧化氢酶(CAT,Catalase)的活性则低

于野生型植株。 上述结果为改良水稻的耐铝性以及进一步揭示 OsSAPK9 调控水稻耐铝胁迫反应的分子机制提供了信息。
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Stress鄄activated Protein Kinase OsSAPK9 Is Involved in
Regulating Tolerant Response to Al Stress in Rice
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Abstract:Stress鄄activated protein kinase in rice (OsSAPKs) plays an important role in signal transduction. In
this study,we analyzed the function of OsSAPK9 in response to Al stress in rice. The results indicated that absorp鄄
tive capacity for aluminum in the roots of OsSAPK9 over鄄expressing transgenic rice was significantly lower than that
of non鄄transgenic plants at 6 h,2 d,6 d and 10 d after 10 mmol / L Al stress. Compared with the wild control,the re鄄
duction percent of plant height of OsSAPK9 over鄄expressing transgenic plants was significantly lower than that in
non鄄transgenic plants 20 d after treatment using 10 mmol / L Al. Moreover,the activities of Superoxide Dismutase
(SOD) and Peroxidase (POD) in the roots of OsSAPK9 over鄄expressing transgenic plants were higher than that in
non鄄transgenic plants. While,the activities of SOD,POD and Catalase (CAT) in the parts above root of overexpres鄄
sion transgenic plants lower than that in non鄄transgenic plants. These results indicate that OsSAPK9 might be
involved in the regulation of tolerant resistance response to Al stress in rice.
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铝(Al)毒害是酸性( pH < 5郾 0)土壤环境中限

制作物生长的重要因素之一[1]。 在自然条件下,Al
通常以难溶的硅酸盐或氧化铝形式存在,对植物没

有毒性。 但是在酸性条件下,低浓度 Al 离子就会对

多数植物产生毒害作用[2]。 Al 不仅直接毒害植物

根尖,影响根部对水分和营养的吸收,也干扰细胞骨
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架,破坏胞内信号传导[3鄄4],限制植株生长[5鄄6]。
植物受 Al 胁迫后应激产生高毒性的活性氧簇

(ROS, reactive oxygen species) 可以导致脂质过氧

化、蛋白质氧化、核酸损伤以及酶失活[7鄄10]。 植物抗

酶氧化系统在调节 ROS 浓度方面起着重要作用。
过氧化歧化酶(SOD,Superoxide Dismutase)将 O2 - 转

变为 H2O2和 O2,过氧化氢酶(CAT,Catalase)和过氧

化物酶(POD,Peroxidase)可以去除 H2O2,进而减轻

ROS 对植物细胞的伤害[11鄄12]。
水稻在 Al 胁迫下,植株根部和根上部的生长均

受抑制。 受高浓度 Al 胁迫时,植株体内 SOD、POD
和抗坏血酸过氧化酶(APX,Aseorbateperoxidase)活
性较受低浓度 Al 胁迫显著提高[13];耐铝水稻品种

受 Al 胁迫后,SOD、APX、谷胱甘肽还原酶和谷胱甘

肽过氧化物酶的活性显著高于 Al 敏感品种[14]。
近年来,我国土壤酸化程度日趋严重,培育耐铝

毒水稻品种具有重要的应用价值。 迄今,水稻耐铝

相 关 基 因 尚 鲜 有 报 道。 胁 迫 相 关 蛋 白 激 酶

(OsSAPKs,stress鄄activated protein kinase genes)在调

控水稻非生物胁迫信号传导中起着重要作用[15鄄16]。
本研究初步明确了 OsSAPK9 参与调控水稻耐 Al 胁
迫反应的功能及其过表达转基因植株的生理变化。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 供试材料和 Al 胁迫处理

供试材料包括 OsSAPK9 过表达转基因转化体

OE鄄1 和 OE鄄2 的 T3纯合转基因水稻株系及其转基

因受 体 品 种 9804。 试 验 所 用 的 过 表 达 载 体

pMDC43 来自中国农业科学院作物科学研究所傅永

福实验室,采用农杆菌介导法进行载体转化;通过

PCR、荧光定量 PCR 和 Western blot 技术鉴定、筛选

获得 OsSAPK9 显著上调表达的 T3纯合转基因水稻

株系[17]。
水稻种子经 5% H2O2消毒 10 min,用无菌蒸馏

水冲洗 2 ~ 3 遍后浸泡于蒸馏水中,置于 30 益恒温

培养箱中催芽。 挑选露白程度一致的种子播于粘有

纱网的泡沫塑料孔板中,每孔播 2 粒种子,每份材料

播 3 列,每列 10 孔;每块塑料板播同等数量的野生

型 9804 种子,置于 30 益恒温培养箱中,水培至 2 叶

1 心,转至 Yoshida 营养液中继续培养[18]。
待水稻幼苗长至 3 叶 1 心,将水稻植株分成对

照组和处理组,处理组添加 10 mmol / L AlCl3,对照

组不添加 AlCl3。 每个处理 3 次重复。 在昼夜光照

12 h / 12 h、温度 28 益 / 26益、湿度 70% ~80% 、光照

强度 150 pmol / m·s 的恒温培养箱中培养。 每隔

4 d 换 1 次营养液。
1郾 2摇 根部 Al 含量的测定

采用苏木精染色法[19鄄20] 测定根部 Al 含量。
10 mmol / L AlCl3处理后 6 h、12 h、2 d、6 d 和 10 d 分

别剪取水稻根部,每份材料每个时间点取 3 株,将整

个根用蒸馏水浸洗 15 min,然后放置于 10 mL 含有

0郾 02%碘酸钾的 0郾 2%苏木精混合液,于 26 益浸染

1 h,再用蒸馏水浸洗 5 min,重复 3 ~ 4 次,吸尽残留

的蒸馏水。 最后,加入 10 mL 1 mol / L 的 HCl,浸泡

1 h后,13500 r / min 离心 5 min。 取上清液,测定

A490 的吸光值(OD),以每克鲜样的 OD 值作为评

价水稻根部 Al 含量的指标。
1郾 3摇 株高和根长降低比值的测量

OsSAPK9 过 表 达 转 基 因 植 株 以 及 9804 经

10 mmol / L AlCl3处理 20d 后,每个处理每份材料取

10 株幼苗测定株高和根长,计算根长和株高降低比

值。 根长降低比值 = (对照组根长 - 处理组根长) /
对照组根长;株高降低比值 = (对照组株高 - 处理

组株高) /对照组株高,株高为根基部到最高叶片叶

尖的距离。
1郾 4摇 植株根部和根上部抗氧化酶活性测定

OsSAPK9 过 表 达 转 基 因 植 株 以 及 9804 经

10 mmol / L AlCl3处理 0 d、4 d、8 d、12 d、16 d 时,分
别剪取植株的根部和根上部,每个时间点取 3 次重

复,保存于 - 80 益。 SOD 酶活性测定采用氮蓝四唑

(NBT, Nitro Blue Tetrazolium) 光化还原法[21],以

NBT 被抑制 50%为 1 个酶活性单位;POD 活性测定

采用愈创木酚法[22],在 470 nm 下以 1 min 内吸光度

的变化值来表示 POD 酶活性的大小;CAT 活性测定

采用紫外吸收法[23],在 240 nm 下以 1 min 内吸光度

变化值来表示 CAT 酶活性的大小。
1郾 5摇 统计分析方法

采用 T 检验进行显著性分析,利用 Excel 软件

对数据做图。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 水稻根部 Al 含量

10 mmol / L AlCl3处理 6 h 时,OsSAPK9 过表达转

基因植株根部 Al 吸收量低于野生型 9804,处理 12 h
时,OsSAPK9 过表达转基因植株 Al 吸收量显著高于

野生型 9804。 Al 胁迫 2 d 以上时,OsSAPK9 过表达转

基因植株根部 Al 含量显著低于野生型 9804(表 1),
表明 OsSAPK9 过表达可以抑制水稻对 Al 的吸收。
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表 1摇 OsSAPK9 过表达转基因植株经 Al 胁迫不同时间后根部 Al 的含量

Table 1摇 The absorptive capacity for aluminum in the roots of OsSAPK9 over鄄expressing transgenic rice and control lines

品种(系)
Variety(Strain)

根部 Al 吸收量(A490 / g·FW)Root Al uptake

6 h 12 h 2 d 6 d 10 d

WT 7郾 46 依 0郾 08 11郾 51 依 0郾 44 20郾 90 依 0郾 18 24郾 10 依 0郾 63 38郾 75 依 1郾 38

OE鄄1 5郾 64 依 1郾 26* 14郾 86 依 0郾 58* 16郾 31 依 0郾 52* 22郾 14 依 0郾 41* 32郾 57 依 0郾 55*

OE鄄2 4郾 72 依 0郾 48* 13郾 77 依 0郾 38* 17郾 20 依 0郾 15* 18郾 94 依 0郾 57* 24郾 20 依 0郾 27*

WT:野生型水稻品系 9804;OE鄄1 / OE鄄2:OsSAPK9 过表达转基因水稻 OE鄄1 / OE鄄2;*表示差异显著(P < 0郾 05);下同

WT:wild type 9804;OE鄄1and OE鄄2:OsSAPK9 over鄄expression transgenic lines. * represent significant difference at P < 0郾 05,the same as below

2郾 2摇 Al 胁迫对植株根长和株高的影响

经 10 mmol / L Al 胁迫处理 20d 后,野生型 9804
植株、OsSAPK9 过表达转基因植株 OE鄄1 和 OE鄄2 的

根长降低比分别为 10郾 81% 、10郾 21%和 10郾 41% ,转
基因植株与对照无显著差异(图 1A)。 相比之下,
OE鄄1 和 OE鄄2 的株高降低比值分别为 9郾 79% 和

7郾 64% , 而 野 生 型 9804 水 稻 株 高 降 低 比 为

13郾 88% ,OsSAPK9 过表达转基因植株的株高降低比

值显著低于野生型植株 (图 1B)。 此外,Al 胁迫

20 d 后,OE鄄1 和 OE鄄2 叶片的衰老程度明显轻于野

生型 9804(图 2),上述结果表明 OsSAPK9 可以提高

水稻对 Al 毒害的耐性。

图 1摇 在 Al 胁迫下 OsSAPK9 过表达转基因水稻根长(A)和株高(B)的降低百分比

Fig郾 1摇 The reduction percent of root length and plant height of OsSAPK9
over鄄expressing transgenic rice and control lines under Al stress

WT鄄C:未处理的野生型对照;WT鄄T:Al 处理的野生型对照;OE鄄1鄄C / OE鄄2鄄C:未处理的 OsSAPK9 过表达转基因株系 OE鄄1 / OE鄄2;
OE鄄2鄄T / OE鄄2鄄T:Al 处理的 OsSAPK9 过表达转基因株系 OE鄄1 / OE鄄2

WT鄄C:wild type control non鄄treated by Al,WT鄄T:wild type control treated by Al,OE鄄1鄄C / OE鄄2鄄C:OE鄄1 / OE鄄2 non鄄treated by Al,
OE鄄1鄄T / OE鄄2鄄T:OE鄄1 / OE鄄2 treated by Al

图 2摇 OsSAPK9 过表达转基因水稻和对照经 Al 胁迫下 20 d 的表型

Fig郾 2摇 The phenotype of OsSAPK9 over鄄expressing transgenic rice and control lines at 20 d after Al stress
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2郾 3摇 Al 胁迫对植株根部抗氧化酶活性的影响

随着 Al 胁迫处理时间增加,野生型对照 9804
和 OsSAPK9 过表达植株 OE鄄1、OE鄄2 根部总 SOD 酶

活性先升高后降低,分别在第 4 天或第 8 天达到最

大值。 OsSAPK9 过表达植株的 SOD 酶活性显著高

于野生型 9804(图 3A)。 POD 酶活性变化规律如图

3B,野生型 9804 水稻植株先降低后升高再降低,

OsSAPK9 过表达植株逐渐降低并且始终高于野生型

9804;野生型 9804 和 OsSAPK9 过表达植株 CAT 酶

活性也是随着胁迫时间增加,酶活性先升高后降低,
分别在第 8 天、第 4 天、第 8 天达到最大值,转基因

植株与野生型植株的酶活性差异达到显著水平(图
3C)。 上述结果表明 OsSAPK9 过表达转基因植株根

部的抗氧化性高于野生型 9804。

图 3摇 Al 胁迫不同时间后 OsSAPK9 过表达转基因株系和野生型对照根部 SOD、POD 和 CAT 酶活性

Fig郾 3摇 The activity of SOD、POD and CAT in the plant roots of OsSAPK9
over鄄expressing transgenic plants and wild type at different times under Al stress

2郾 4摇 Al 胁迫对植株根上部抗氧化酶活性的影响

野生型 9804 的 SOD 酶活性在 0 d 高于 OsSAPK9
过表达植株,随着胁迫处理时间增加,野生型 9804
和 OsSAPK9 过表达转基因植株的总 SOD 酶活性先

升高后降低,均在第 4 天达到最大值(图 4A) 。 野

生型和过表达植株的 POD 酶活性也随着时间的

增加,酶活性先升高后降低,胁迫处理后 8 d 和

12 d 时,野生型植株的 POD 的酶活性显著高于

过表达植株(图 4B) 。 此外,CAT 酶活性在野生

型植株中随时间的增加逐渐降低,而在 OsSAPK9
过表达植株随着时间的增加逐渐降低,仅在胁迫

后 16 d 略有升高 (图 4C) 。 推测可能由于 Os鄄
SAPK9 过表达植株根部抗氧化活性较高,致使其

根上部抗氧化酶活性低于野生型植株。

图 4摇 Al 胁迫不同时间后 OsSAPK9 过表达转基因株系和野生型对照根上部 SOD、POD 和 CAT 酶活性

Fig郾 4摇 The activity of SOD(A)、POD(B) and CAT (C) in the parts above plant root of
OsSAPK9 over鄄expressing transgenic plants and wild type at different times under Al stress

3摇 讨论

Al 胁迫毒害植物主要表现在抑制植株主根伸

长、侧根生长[4,14],引起气孔开度减少、降低光合作

用而导致叶片萎黄和坏死[24]。 本研究发现 Al 胁迫

对 OsSAPK9 过表达转基因植株和野生型植株的根

系和根上部生长均产生抑制作用,OsSAPK9 过表达

转基因植株根长受抑制的程度与野生型植株无显著
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差异,但其根上部受抑制程度显著轻于野生型,植株

叶片衰老的程度也明显轻于野生型植株。 上述结果

表明过表达 OsSAPK9 基因可以提高水稻的耐铝性,
具有潜在的应用价值。

目前,有关水稻耐铝的分子机理研究较少。
已有研究表明耐铝水稻品种根部 Al 离子吸收量低

于铝敏感品种[25鄄26] ,SOD 和 POD 的活性高于铝敏

感水稻品种[14] 。 OsALS1 基因可以将 Al 离子转运

到液泡中蛰合而提高水稻的耐铝性。 OsSAPK9 过

表达转基因植株叶片衰老程度轻于野生型对照可

能与其 SOD 和 POD 等抗氧化酶活性较高有关。
Al 胁迫12 h 以上时,OsSAPK9 过表达转基因植株

根部 Al 含量显著低于野生型 9804,但是 OsSAPK9
提高水稻耐铝性的分子机理以及 OsALS1 是否参

与 OsSAPK9 调控的水稻耐铝反应途径都有待于进

一步研究。
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