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摘要　通过反向遗传学研究方法,构建OsCPK１２基因敲除和超表达突变体,用１５０mmol/L的 NaCl进行

盐胁迫处理,结果显示:超表达株系无论株高、根长还是叶片状态都优于野生型,而基因敲除突变体相比于野生

型株高明显矮化,根的发育形态差,叶片枯黄,证实OsCPK１２对水稻耐盐有正调控作用.用realＧtimePCR对突

变体株系的根、叶鞘、叶片多个部位的激素信号转导路径基因的表达量进行分析,结果显示:超表达株系的多个

激素受体编码基因和下游调控基因表达量显著上调,说明OsCPK１２参与激素的信号转导并影响水稻抗逆反

应.为进一步研究OsCPK１２的基因功能,通过在水稻原生质体中表达融合蛋白进行 OsCPK１２的亚细胞定位,

确定 OsCPK１２定位于质膜.用酵母双杂交的方法在水稻中花 １１ 膜蛋白文库中筛选到 ２ 个水通道蛋白

OsPIP１Ｇ１和 OsPIP２Ｇ７,且酵母点对点验证为阳性,推测 OsCPK１２可能通过与 OsPIP１Ｇ１和 OsPIP２Ｇ７互作,调控

水分子进出细胞,提高了水稻的耐盐性.
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　　水稻在生长发育过程中,会受到高温、低温、干
旱、高盐、病原菌等非生物胁迫或者生物胁迫,其正

常生长发育将受到影响,导致减产.但水稻在长期

进化中也形成了应对逆境的响应机制.钙离子作为

重要的第二信使,在植物信号转导中扮演着重要角

色.钙依赖蛋白激酶(calmodulinＧdependentproＧ
teinkinase,CPK)作为钙离子的感受器,CPK能在

胞内钙离子浓度达到阈值时与其特异性结合,改变

自身构像,激发激酶活性,从而启动下游基因的表

达,并介导下游蛋白磷酸化级联反应.典型的CPK
具有４个功能区:依次为 N 端可变区、保守的Ser/

Thr激酶催化区、自抑制区和EF手调控区[１Ｇ２].EF
手调控区相对于自抑制区保守性较低[３].CPK 的

活性除了受到钙离子调节,还受到其他物质如１４Ｇ３Ｇ
３蛋白、脂类等的调节[４].有研究表明,CPK广泛参

与植物的抗逆反应[５Ｇ７],因而对CPK 家族基因开展

功能研究可为培育抗逆水稻提供基因资源.在水稻

基因组中有３１个CPK 基因[８],CPK 家族基因间

存在功能冗余和复杂的信号交叉现象,目前很多

CPK 基因的功能还不清楚.OsCPK１２是典型的钙

调蛋白激酶,其 N 端具有豆蔻酰化和棕榈酰化位

点,该位点与 OsCPK１２亚细胞定位相关.拟南芥

和水稻 的 研 究 都 表 明,CPK１２ 具 有 耐 盐 功 能.

OsCPK１２的Tos１７插入突变体和 RNAi突变体对

高浓度 NaCl更加敏感,超表达突变体对高浓度

NaCl不 敏 感,植 株 有 明 显 的 耐 盐 性[５].超 表 达

OsCPK１２基因的水稻家系对 ABA 更加敏感,且更

易感染稻瘟病,说明OsCPK１２负调控水稻对 ABA
的响应和稻瘟病的防御过程[９].OsCPK１２也参与

活性 氧 的 清 除,通 过 调 节 抗 坏 血 酸 过 氧 化 物 酶

OsAPx２和 OsAPx８,或 NADPH 氧化酶 OsrbohI
的活性提高植物的耐盐能力[５].CPK 不仅影响植

物 的 逆 境 响 应,还 参 与 其 早 期 发 育 的 调 控.

AtCPK１２超表达家系的种子施加一定浓度的 ABA
后,其 萌 发 率 与 野 生 型 相 比 明 显 降 低,表 明

AtCPK１２对种子的萌发起负调控作用[１０].

CPKs自身存在多个激酶结合位点且在细胞内

广泛分布,它的功能和作用机制有待深入研究[１１].
事 实 上,CPKs 有 众 多 的 作 用 底 物,ABF１ 是

AtCPK１２ 的 磷 酸 化 底 物[９];ABF４ 是 AtCPK４、
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AtCPK１１和AtCPK１２的互作蛋白[１０,１２Ｇ１３];PP２C蛋

白磷酸酶 ABI２是 AtCPK１２的作用底物[１０];热激

蛋白 HSP１与 AtCPK１０相互作用[１３];OsSPS４和

OsPIP２Ｇ１/OsPIP２Ｇ６ 能 被 OsCPK１７ 磷 酸 化[１４].

CPKs和 其 他 信 号 通 路 也 有 交 叉,最 常 见 的 是

MAPK通路.NtCDPK２表达后会诱导茉莉酸和

乙烯 的 合 成,不 促 进 水 杨 酸 的 产 生,但 能 激 活

MAKP路径[１５Ｇ１６].本研究通过反向遗传学研究方

法,构建OsCPK１２基因敲除和超表达突变体,用

１５０mmol/LNaCl进行盐胁迫处理,研究OsCPK１２
的功能,并通过在水稻原生质体中表达融合蛋白进

行 OsCPK１２的亚细胞定位,旨在为抗逆水稻品种

的培育提供基因资源.

1　材料与方法

1.1　试验材料

用于遗传 转 化 的 品 种 为 粳 稻 (Oryzasativa
ssp．japonica)日本晴,用于原生质体分离的幼苗为

粳稻中 花 １１.用 于 载 体 构 建 的 菌 株:大 肠 杆 菌

(Escherichia coli)菌 株 DH５α、农 杆 菌 菌 株

(Agrobacteriumtumefaciens)EHA１０５.酵母双杂

交菌株为 NMY５１.所用载体骨架:超表达载体为

pCAMBIA１３００s,基 因 敲 除 载 体 为 pYLCRISPR/

Cas９ＧMH,亚细胞定位载体为 Pm９９９ＧEYFP,酵母

双 杂 交 Bait 载 体 为 pBT３ＧSUC,Prey 载 体 为

pPR３ＧN.

rTaq酶、dNTP 等常用 PCR 试剂为 TaRaKa
公司产品;限制性内切酶为TaKaRa公司产品,快切

酶为 ThermoFisher产品;高保真酶 KOD FX 为

TOYOBO公司产品,T４DNA连接酶为 NEB产品.

RNA抽提试剂盒、DNA marker和钙转感受态等购

自北京全式金公司;反转录试剂购自 ThermoFisher
和 Roche;组培试剂乙酰丁香酮、潮霉素、水解酪蛋

白和２,４ＧD等购自Sigma公司;普通抽提实验所用

的乙醇、氯仿、异丙醇、异戊醇等均为国药产品;去离

子甲酰胺和３ＧAT 购自上海生工生物工程有限公

司;鲑精DNA、LiAC、PEG３３５０以及原生质体转化

所用 NaCl、MgCl２、CaCl２、KCl、MES、KOH 等均购

自Sigma 公 司;高 质 量 质 粒 抽 提 所 用 试 剂 盒 为

QIAGEN的PlasmidPlusKit;引物合成和测序由

上海生工生物工程有限公司完成.
1.2　 OsCPK12 基因敲除载体的构建

多靶点pYLCRISPR/Cas９ＧMH 载体构建方法

源自华南农业大学刘耀光教授课题组[１７Ｇ１９].选取

OsCPK１２基因组上CDS区的２个靶位点,分别为

U３靶点和 U６a靶点,构建gRNA 表达盒,核酸序列

分 别 为 CTATCACCAGAGGAAATCAAGGG,

CCAAGGGGAGCTACTCCGAGCGG(核 酸 序 列

５′Ｇ３′).
1.3　 OsCPK12 超表达载体的构建

OsCPK１２的 超 表 达 载 体 以 pCAMBIA１３００s
为骨架,插入OsCPK１２基因组片段构建而成.在

基因片段５′端引入 KpnⅠ酶切位点,在３′端引入

BamHⅠ酶切位点,PCR 扩增出目的片段后加入

６×Loadingbuffer进行琼脂糖凝胶电泳,纯化回收

目的片段,KpnⅠ、BamHⅠ双酶切纯化回收产物,再次

纯化酶切产物后用NEBT４连接酶将目的片段连接至

终载体.连接产物钙转并进行阳性克隆鉴定.
1.4　农杆菌侵染法转化水稻

所用农杆菌菌株为 EHA１０５,受体品种为日本

晴.将构建的基因敲除和超表达载体电激转化农杆

菌,通过菌液PCR和测序鉴定阳性菌落,挑取阳性

菌株划线,侵染水稻愈伤,经过２轮潮霉素抗性筛选

后得到抗性愈伤,抗性愈伤分化为幼苗后,移至生根

管中,待转化苗长至１０~１５cm 时,炼苗３d,移栽入

温室或者大田.
1.5　转化植株分子检测

取OsCPK１２基因敲除突变体叶片,CTAB法

抽提DNA.

１)转基因植株阳性检测.以抽提的 DNA 小样

为模板,引物为通用hpt引物,PCR体系为DNA模

板０．５μL;１０×PCRbuffer２μL;２mmol/LdNTP
０．５μL;１０μmol/L引物F和R各０．２μL;rTaq０．２

μL;ddH２O １６．４μL.PCR 程 序:９４ ℃ 预 变 性

５min;９４℃变性３０s,５８℃退火３０s,７２℃延伸

４０s,３２个循环;７２℃延伸７min.

２)植株基因组编辑检测.在第１个靶点上游

２００~４００bp设计正向引物,在第２个靶点下游设

计反向引物,通过扩增出的PCR条带大小判断基因

敲除是否成功,以及突变体的纯/杂合性.

３)超表达植株的拷贝数检测(Southernblot
法).CTAB法抽提水稻叶片 DNA,HindⅢ 酶切

８~１０μg基因组 DNA,琼脂糖凝胶电泳后将胶切

成尼龙膜大小,进行转膜,１２~１６h后将膜烘干,经
预杂交、杂交、洗膜、压片,最后在暗室显影、定影.

９４
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1.6　 OsCPK12 突变体盐胁迫处理

选取生长３周、整齐一致的CPK１２基因敲除

突变体和超表达突变体 T１代水稻苗,以野生型为对

照,用１５０mmol/L的 NaCl溶液,保持５cm 水位

线,处理２周[２０Ｇ２１].
1.7　激素信号路径基因表达量分析

通过对已知的激素信号通路上调控基因的分

析,设计了其对应的realＧtimePCR引物,检测这些

基因在OsCPK１２超表达植株根、叶片和叶鞘中的

表达情况.使用 RocheFastStartUniversalSYBR
GreenMaster,每孔分装５μLSYBRMix、２μL引物

(F引物０．４μL＋R引物０．４μL＋ddH２O１．２μL)、

３μL模板.PCR程序为:９５℃１０min;９５℃１０s,

６０℃３０s;４０个循环.采用２－ΔΔCt法计算基因的相

对表达量.
1.8　OsCPK12 的亚细胞定位

已知 OsCPK１２蛋白序列 N端含有豆蔻酰化和

棕榈乙酰化位点.PSORT 网站预测 OsCPK１２蛋

白主要定位于质膜上.以载体Pm９９９基本骨架构建

OsCPK１２ＧEYFP 融合基因的瞬时表达载体,将瞬时表

达载体转化１５d左右的水稻幼苗分离的原生质体,培
养１２~１６h之后在激光共聚焦显微镜下观察[２２].
1.9　OsCPK12 互作蛋白筛选

构建OsCPK１２基因的 Bait载体,与文库空载

体 pPR３ＧN 共 转 酵 母 菌 株 NMY５１,于 SD/

－Trp/－Leu/－His/－Ade培养基培养,检测OsＧ
CPK１２自激活活性.进行膜蛋白酵母双杂筛库时,
用已转入Bait载体的酵母菌液制作酵母转化感受

态２００mL,收集菌体后在 PEG/LiAC介导下转入

２８μg文库质粒并涂布于SD/－Trp/－Leu/－His/

－Ade培养基,２８℃培养１周.将 SD/－Trp/－
Leu/－His/－Ade培养基上长出的转化子用载体

的特异引物进行菌落PCR,测序并比对后得到候选

目的蛋白.
表１　载体构建中所用的引物序列

Table１　Primersequencesusedinvectorconstruction

引物 Primer 引物序列(５′Ｇ３′)Primersequence 作用 Function

CR１２U３ＧF GGCACTATCACCAGAGGAAATCAA

CRISPR载体 CRISPR．vector

CR１２U３ＧR AAACTTGATTTCCTCTGGTGATAG
CR１２U６aＧF GCCGCCAAGGGGAGCTACTCCGAG
CR１２U６aＧR AAACCCAAGGGGAGCTACTCCGAG
UＧF CTCCGTTTTACCTGTGGAATCG
gRNAＧR CGGAGGAAAATTCCATCCAC

Cr１２DＧF CAACATCGCGGAGTTCAGGG 编辑效率检测

EditingefficiencydetectionCr１２DＧR CCAACCTTCAGTTCTTCAACCG

Bt３ＧN(SUC)ＧF
ATTAACAAGGCCATTACGGCCATG
GGCAACTGCTTCACCAAG

酵母BD载体

Baitvectorforyeast

Bt３ＧNＧR
AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTCA
GGTTTGTATTCCTTTCCTCATC

BtSUC(STE)ＧR
AACTGATTGGCCGAGGCGGCCCC
GGTTTGTATTCCTTTCCTCATCATTTCC

BtSTEＧF
ATTAACAAGGCCATTACGGCCGGCAA
CTGCTTCACCAAGAC

P１２ＧF
GACTCTAGCATCGATGAATTCATGG
GCAACTGCTTCACCAAG

P１２ＧR
CTTGCTCACCATGGCTCTAGAGGTT
TGTATTCCTTTCCTCATC

亚细胞定位

Subcellularlocalization

DPIP１Ｇ１ＧF
GTATCAACGCAGAGTGGCCATTACG
GCCATGGAGGGGAAGGAGGAGGAC

DPIP１Ｇ１ＧR
ATCGAATTCTCGAGAGGCCGAGGCGGCCT
TAAGACCTGCTCTTGAATGGGATCGCC

酵母中验证

Verificationinyeast
DPIP２Ｇ７ＧF

GTATCAACGCAGAGTGGCCATTACG
GCCATGGCGTCGAAGGAGGAGGTG

DPIP２Ｇ７ＧR
ATCGAATTCTCGAGAGGCCGAGGCGGC
CTCACGCCGTCACGCTGGTGCTCCTGAA

０５
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2　结果与分析

2.1　 OsCPK12 突变体构建和检测

将构建的 CRISPR/Cas９ 载体和超表达载体

(图１A中酶切CRISPR终载体质粒后,阳性质粒串

联的gRNA表达盒被MluⅠ酶切开)转入农杆菌菌

株EHA１０５,转化日本晴愈伤,得到转化苗进行hpt

阳性检测,基因敲除突变体进行基因编辑检测,超表

达突变体于分蘖期前后进行拷贝数检测.在OsＧ
CPK１２的 CRISPR/Cas９基因敲除突变体 T０代得

到１株纯合的大片段缺失突变体(图２C泳道４)和
多个杂合大片段缺失突变体.在OsCPK１２超表达

T０代转化植株中得到２８株单拷贝家系(图２A、B中

Southernblot单一条带的家系).

　A．MluⅠ 酶酶切CRISPR终载体质粒的琼脂糖凝胶电泳图;B．BamHⅠ、KpnⅠ双酶切检测OsCPK１２超表达载体质粒.A:Agarose

gelelectrophoresisofenzymeＧexcisedendvectorsPCR;B:EnzymeBamH Ⅰ,KpnⅠdetectionforOsCPK１２overexpressionvector．

图１　OsCPK１２基因敲除和超表达载体构建

Fig．１　ConstructionforOsCPK１２knockoutandoverexpressionvector

　A、B:OsCPK１２超表达突变体的Southernblot检测;C:基因敲除突变体编辑效率的PCR法检测,泳道４所代表的植株为纯合突变

体.AandB:SouthernblotanalysisforcopynumberdetectionofOsCPK１２overexpressionmutants;C:Geneeditingefficiencyfor

knockoutmutantswasdetectedbyPCR．Theplantrepresentedbylanefourwashomozygousknockoutmutant．

图２　OsCPK１２敲除和超表达突变体的分子检测

Fig．２　MoleculardetectionfortheknockoutandoverexpressionmutantsofOsCPK１２
2.2　 OsCPK12 提高水稻耐盐性

OsCPK１２突变体盐胁迫处理结果表明,OsＧ
CPK１２的超表达植株对盐胁迫具有明显的耐受性.
野生型的植株叶片发黄和干枯,杂合和纯合的基因

敲除突变体则在同样条件下长势更为明显,呈枯萎

状(图３A).株高也表现出明显的差异,即超表达植

株最高,野生型次之,敲除突变体明显矮化(图３B).
可以确定OsCPK１２正调控水稻耐盐性.
2.3　OsCPK12 的亚细胞定位

将构建的 OsCPK１２ＧEYFP融合蛋白表达载体

转化水稻原生质体,培养１２~１６h后置于激光共聚

焦显微镜下观察,结果(图４)显示,OsCPK１２定位

于细胞膜上.
2.4　OsCPK12 参与多个激素信号通路

取野生型和单拷贝的OsCPK１２超表达植株的

根、叶片和叶鞘３个部位样品,单个样品为３个单株

的混合样,抽提 RNA,反转录,realＧtimePCR,以

Actin 作为内参基因,检测 GA、BR、Auxin等激素

的信号通路上调控基因的表达量.结果显示:生长

素正调控基因 ARF(图５A),BR 信号正调控基因

BAK１、BRI１(图 ５B),GA 合 成 基 因 KIN４A、

KAO、CPS１(图５C),在OsCPK１２超表达株系中

有显著上调表达.这暗示 OsCPK１２可能参与了

GA、BR和 Auxin信号通路.
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　A:WT为野生型,OE为超表达株系,cr１为杂合基因敲除突变体,cr２为基因敲除突变体;B:OE为超表达株系,WT为野生型,cr２
为纯合基因敲除突变体;A:OEwastheoverＧexpressedstrain,WTwasthewildtype,cr１wastheheterozygousgeneknockoutmutant,

andcr２wastheknockoutmutant;B:OEwastheoverＧexpressedstrain,WTwasthewildtype,cr２wasthehomozygousgeneknockout

mutant．

图３　OsCPK１２突变体和野生型盐胁迫处理

Fig．３　SaltstresstreatmentofOsCPK１２mutantandwildtype

图４　OsCPK１２在水稻原生质体中的亚细胞定位(OsCPK１２∶∶EYFP表示OsCPK１２和EYFP的融合蛋白)

Fig．４　SubcellularlocalizationofOsCPK１２inriceprotoplast(OsCPK１２∶∶EYFPisthefusionproteinofOsCPK１２andEYFP)

　A:Auxin路径;B:BR路径;C:GA路径;每个反应进行３个技术重复.A:Auxinpathway;B:BRpathway;C:GApathway．Each

reactionwasrepeatedthreetimes．

图５　OsCPK１２超表达株系中激素路径调控基因表达量差异

Fig．５　ExpressiondifferenceofhormonalpathwaysregulatorygenesinOsCPK１２overexpression
linescomparedwiththewildＧtype
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2.5　OsCPK12 互作蛋白筛选

DUALmembrane系统膜文库使用的cDNA
为野生型中花１１水稻全生育期各个器官组织的

cDNA.选择合适的BD载体pBT３ＧSUC,自激活检

测表明,OsCPK１２无自激活现象.筛库后,通过效

率平板计算得到转化效率为２．３×１０７,其覆盖度满

足筛库要求.
比对水稻基因组数据库排除假阳性的序列后,

得到８个候选互作蛋白,包括具有乙酰辅酶活性的

蛋白、内质网蛋白、核糖体蛋白、叶绿体蛋白、细胞构

　A、B、C分别为转化菌液稀释１０倍、１００倍、１０００倍涂布的平板.A,BandCrespectivelyrepresentstheplatewhichwassmeared

withtransformationofbacterialiquiddiluted１０,１００,１０００times．

图６　文库筛选的转化效率平板

Fig．６　Conversionefficiencyplateforlibraryscreening
表２　OsCPK１２的候选互作蛋白

Table２　CandidateinteractionproteinsforOsCPK１２

编号

Number
基因ID
GeneID

功能描述 Functionaldescription
编码区全长/bp

Lengthofcodingregion
１ Os１１g０５４９７００ 催化活性 Catalyticactivity １６５６
２ Os０２g０６６６２００ 水通道蛋白 OsPIP１Ｇ１WaterchannelactivityOsPIP１Ｇ１ ８７０
３ Os０８g０１７９９００ 细胞组分蛋白 Cellularcomponent ９０３

４ Os０９g０５３４２００ 内质网滞留信号结合蛋白 ERretentionsequencebindingprotein ８１９
５ Os０４g０６０６８００ 内质网滞留信号结合蛋白 ERretentionsequencebindingprotein ８３７
６ Os０９g０５４１０００ 水通道蛋白 OsPIP２Ｇ７WaterchannelactivityOsPIP２Ｇ７ ８７３
７ Os０１g０２４２９００ RNA结合结构组分 RNAbindingstructuralconstituent ４７１
８ Os０４g０６７５４００ 叶绿体蛋白 Chloroplastprotein １４６１

成组分蛋白和水稻水通道蛋白.
2.6　候选互作蛋白的验证

将OsPIP１Ｇ１和OsPIP２Ｇ７基因片段分别插

入文库载体 pPR３ＧN,构成其基因全长的 Prey载

体,与OsCPK１２基因全长的Bait载体共转至酵母

菌 NMY５１中,于SD/－Trp/－Leu/－His/－Ade
平板培养,从缺陷培养基中随机挑取３个菌落转移

至加入了XＧgal的培养基.如果２个蛋白互作激活

了载体上的 LacZ元件,则培养基上的菌落呈现蓝

色(图７),结果说明 OsPIP１Ｇ１和 OsPIP２Ｇ７在酵母

验证实验中均和 OsCPK１２互作.

3　讨　论

本研 究 通 过 超 表 达 和 抑 制 表 达 证 实 了

OsCPK１２的耐盐功能,筛选并验证了 OsCPK１２和

OsPIP１Ｇ１、OsPIP２Ｇ７ 的 互 作,因 此,可 以 推 测

OsCPK１２通过与 OsPIP１Ｇ１、OsPIP２Ｇ７互作,调控水

分子进出细胞,从而提高了水稻的耐盐性.

　pTSU２ＧAPP/pNubGＧFe６５ 为阳性对照,pTSU２ＧAPP/pPR３ＧN
为阴性对照.pTSU２ＧAPP/pNubGＧFe６５wasthepositivecontrol

andpTSU２ＧAPP/pPR３ＧNwasthenegativecontrol．

图７　OsPIP１Ｇ１、OsPIP２Ｇ７和OsCPK１２的酵母验证实验

Fig．７　Yeastverificationexperimentsbetween

OsPIP１Ｇ１,OsPIP２Ｇ７withOsCPK１２

　　在水稻中已有研究证明水通道蛋白和 CPK 互

作,即 OsCPK１７和 OsPIP２Ｇ６互作,且水通道蛋白

有磷酸化位点,可以被激酶磷酸化[１４].水通道蛋白

在 ABA路径上发挥作用,和CPK一同增强了植物

抗逆性.水稻的水通道蛋白和 CPK１２对种子萌发
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和早期的发育起调控作用[２３].OsPIP１Ｇ１具有调节

叶片气孔开关的作用,影响二氧化碳的吸收[２４].在

洪涝、干旱、盐碱、低温、病害等外界胁迫时,水通道

蛋白可响应 ABA、SA、IAA 等信号通路,并通过影

响细胞的水渗透率调控植物的应激反应.水通道蛋

白和 OsCPK１２在功能上类似,且通过本研究结果

可认为,OsCPK１２通过磷酸化作用调控 OsPIP１Ｇ１
和 OsPIP２Ｇ７的活性,增强水稻抗逆性.

水稻CPK 家族基因功能具有多样性,且调控

网络复杂.对CPK 基因下一步的研究可以围绕以

下几个方面进行:(１)CPK 精细的作用机制.从分

子和结构层面上解析 CPK 蛋白如何响应钙离子信

号,及其与钙离子结合后的构像变化,EF手调控区

域发挥作用的具体机制.(２)CPK 的作用底物研

究.CPK参与多种路径调节植物的生命活动,与其

他多种信号通路也存在交叉.通过分子生物学方法

研究其作用机制,不同类型的作用底物可能参与相

应的信号路径.(３)CPK 基因在植物抗逆方面的应

用.结合实际的生态环境,培育出抗逆品种,应对土

地沙化、植被减少、盐碱化等不利环境条件.
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GenefunctionofOsCPK１２andscreeningofitsinteractionproteins

ZHOUFeifan　LIUYu　CHANGXinlei　LINYongjun

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/CollegeofBiologyScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　TheknockoutandoverexpressionmutantsofOsCPK１２wereconstructedwithreverse
genetics．Theplantheight,rootlengthandleafphenotypeoftheoverＧexpressedlineswasmuchbetter
thanthatofthewildtypeunderthe１５０mmol/LNaCltreatment．Theplantheightofknockoutmutants
wasshorter,therootdevelopmentwereaffected,andtheleaveswerewitheredandyellowcomparedwith
thewildtype,indicatingthatOsCPK１２hadpositiveregulationeffectonricesalttolerance．Theresults
oftheexpressionlevelofhormonesignaltransductionpathwaygenesindifferenttissuesofmutantlines
analyzedbyrealＧtimePCRshowedthatexpressionofmultiplehormonereceptorcodinggenesanddownＧ
streamregulatorygenesintheoverexpressionlinesweresignificantlyupregulatedcomparedwiththe
wildＧtype．ItisindicatedthatOsCPK１２wasinvolvedinsignaltransductionofhormones,whichaffected
ricestressresponse．SubcellularlocalizationofOsCPK１２wasdonebyfusionexpressionoftargetprotein
withfluorescentproteintofurthercharacterizethegenefunctionofOsCPK１２andexplainthemechaＧ
nism．OsCPK１２wasprovedtobemostlylocatedintheplasmamembrane,layingthefoundationforfurＧ
therresearch．Twowaterchannelproteins,OsPIP１Ｇ１andOsPIP２Ｇ７werescreenedfromZhonghua１１’s
membraneproteinlibraryanditsinteractionwithOsCPK１２wasfurtherconfirmedwithyeasttwoＧhyＧ
bridtest．ResultsindicatedthatOsCPK１２mayinteractwithOsPIP１Ｇ１andOsPIP２Ｇ７andregulatethe
entryandexitofwatermoleculeswhichimprovethericesalttolerance．

Keywords　signaltransduction;rice;OsCPK１２;geneknockout;salttolerance;yeasttwoＧhybrid
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