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摘  要: 利用反向遗传学的方法对水稻 OsCIPK10 基因的功能进行了分析。结果表明, 过量表达 OsCIPK10 基因的转基

因水稻与野生型水稻在株型、抗高盐和耐低钾能力方面没有明显差异, 但是小 RNA 干扰表达 OsCIPK10 基因的转基因

水稻表现出显著的抗盐性。在缺钾胁迫条件下 OsCIPK10 基因的表达升高, 推测该基因在应答高盐和低钾的非生物胁迫

过程中起作用。OsCIPK10 基因启动子与报告基因 GUS 融合表达的转基因水稻的染色结果显示: OsCIPK10 基因呈组成

型表达, 但是在维管组织表达水平更高。 
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Abstract: The preliminary role of calcineurin B-like protein-interacting protein kinases (CIPKs) in stress response is defined but the 
exact function of OsCIPK10 gene in rice stress response and its expression pattern yet unclear. In this study we explored the possible 
functions of OsCIPK10 gene by reverse genetics approaches and also revealed its expression pattern by GUS staining. From the 
preliminary study of this gene we presumed its function to assist plant to resist stress but over-expressed OsCIPK10 rice transgenic 
lines showed no significant phenotypic differences from the wild type either under high salt or low potassium conditions, however 
the gene knockdown plants using inverted repeat strategy presented meaningful healthy plants compared to wild type under the stress 
of salt. Further we checked the expression profile under high salt and low potassium conditions in wild type and found that 
OsCIPK10 decreases under high salt and increases on low potassium conditions. So we speculate that OsCIPK10 is actually going to 
function in response to high salt and low potassium stress. We also explored the expression pattern of this gene using Gus staining 
and found that gene expresses in all plant tissues, the only exception observed was its higher expression in the vascular tissues. 
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Calcineurin B-like [CBL] protein interaction 
protein kinases(CIPKs)是植物中普遍存在的磷酸激

酶 , 与 calcineurin B-like [CBL] protein 互作并被

CBL 磷酸化后在钙离子信号转导过程中起作用, 其

中 CBL 感知细胞中钙离子浓度的变化, 结合 CIPK

蛋白并磷酸化激活该蛋白, 激活的 CIPKs 随即通过

磷酸化下游信号分子转导钙离子信号 [1-2]。植物

CIPK 都含一个特异的 Ser/Thr 蛋白激酶结构域 , 

此结构域通过结合 CBL蛋白被激活 , 而 CBL蛋白

则是通过自身的 4 个 EF 手性域结合 Ca2+被激活。

关于植物 CIPKs 基因功能的研究在拟南芥中比较

成熟 , 其功能主要包括应答环境胁迫信号以及感

应和适应环境营养成分变化 2 个方面。如

AtCIPK24 在盐胁迫过程中发挥抗盐作用 [3-5]; 

AtCIPK3在种子萌发时应答 ABA[6-7]; AtCIPK23[8-9]

和 AtCIPK9[10]在低钾胁迫中起作用。水稻中的

CIPK 基因是个大家族 , 在水稻生长发育和抗逆过

程中有很重要的作用。目前报道的水稻 CIPK 基因

共有 30 个 , 但有关该家族各基因功能的报道很

少。Yong Xiang 等 [11]对水稻的 30 个 CIPK 基因做

了初步的调查 , 发现OsCIPK03在冷胁迫中起作用 , 

OsCIPK12 在干旱胁迫中起作用 , OsCIPK15 在盐

胁迫中起正调控作用 , 其中对 OsCIPK10 基因的

mRNA 表达水平在不同诱导条件下 (包括干旱胁

迫、高盐胁迫、ABA和 PEG诱导、冷胁迫)的变化

做了调查, 发现该基因表达受高盐胁迫诱导[11]。另

外与拟南芥中的 AtCIPK24同源的 OsCIPK24在水

稻中也起到抗盐的作用 [12]。在植物生长发育过程

中 , 维持细胞的 K+/Na+平衡具有重要意义 , 已知

OsKAT1[13]和 OsHKT2;1[14]在水稻细胞维持 K+/Na+

平衡的过程中起到了很重要的作用。本实验对水

稻(日本晴)的 OsCIPK10 进行分析发现 : 在高盐胁

迫条件下 , 该基因在根中的表达水平没有明显变

化 , 但根上部分基因表达水平有所降低 , 这与

Yong Xiang 等 [10]发现的该基因表达水平受高盐胁

迫后表达水平升高的结果不同。在低钾胁迫下 , 水

稻根中该基因表达水平也没有明显变化 , 但根上

部分该基因表达水平升高。在对转基因水稻进行

检测时发现 : 在高盐胁迫条件下 , OsCIPK10 的小

RNA 沉默表达株系抗盐表现比对照野生型好。将

OsCIPK10 基因启动子与报告基因 GUS 连接 , 转

化水稻 , 并对转基因水稻进行 GUS 染色 , 结果显

示该基因的组织表达很普遍 , 根、叶、花中都有 , 

但维管组织表达更为明显 , 这些实验结果证明该

基因可能同矿物质的运输有关 , 并且可能在植物

针对高盐和低钾胁迫的调控中起作用。  

1  材料与方法 

1.1  植物材料及培养条件 
以粳稻品种日本晴 Oryza sativa L. ssp. Japonica 

(CV. Nipponbare)为基本研究材料和转基因受体。用

于各种处理的水稻幼苗在温箱中用 1/2×Hoagland培

养基进行水培种植 , 各组分浓度分别为 2 mmol/L 
Ca(NO3)2, 2.5 mmol/L KNO3, 0.5 mmol/L NH4NO3, 
0.5 mmol/L KH2PO4, 2 mmol/L MgSO4; 50 µmol/L 
EDTA-Fe; 1/2×MS微量元素液, NaOH调 pH到 5.5。

从种子发芽播种到三叶期, 一直在 25oC、16 h/8 h(光

照 /黑暗 )的条件下培养。缺钾营养液成分是

1/2×Hoagland 并略做修改 : 2 mmol/L Ca(NO3)2,   
2.5 mmol/L NaNO3, 0.5 mmol/L NH4H2PO4, 0.5 mmol/L 
NaH2PO4, 2 mmol/L MgSO4, 50 µmol/L EDTA-Fe; 
1/2×MS微量元素液, NaOH调 pH到 5.5。 

水稻苗期和开花期的 GUS 组织化学染色材料

分别取自转基因 T0代的苗期小苗和试验田中生长的

正在抽穗开花的转基因成熟水稻。 

1.2  转基因水稻的获得及阳性株系的检测 
1.2.1  目的基因启动子的克隆和植物表达载体的构

建 

过表达 OsCIPK10 基因的植物表达载体的构建: 

OsCIPK10的 GenBank登录号是 AK066541, 位于第

3条染色体上。在 KOME数据库 (http://cdna01.dna. 

a f f r c . g o . j p /c D N A /)中的全长 c D N A 序列号为

J013070E20。根据此序列设计引物, 同时 5′末端分

别加上 Xba  I 和 Sac  I 酶切位点和保护碱基 : 

(5′-GCTCTAGACCGGGATCAGTATTAGGCTTTT 
TG-3′ 和 5′-TCGAGCTCGCACATACAACACATCA 

ACACATT-3′)。以野生型日本晴的 cDNA为模板, PCR

得到的DNA片段先连接入 pGEM-T载体(Promega)中, 

测序正确后经 Xba I和 Sac I酶切转接到 pCambial300- 
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MCS载体上(图 1), 目的质粒命名为: OPK。 

干扰 OsCIPK10 基因表达的载体的构建: 利用

小 RNA(siRNA)干扰原理, 通过在植物细胞中表达

针对 OsCIPK10 基因转录的 mRNA 的双链小 RNA, 

引起该基因转录后沉默。首先设计与 OsCIPK10 基

因 cDNA序列配对的 2对引物, 2对引物序列相同但

是末端引入不同的酶切位点: 第一对引入了 EcoR I和

Kpn I 酶切位点和保护碱基 : (5′-CGGAATTCAGC 

TTTTGCGACGTATTCTTGAT-3′和 5′-GGGGTACC 

GTAAATTCTTCGCAACATCCTC-3′); 第二对引入

了 Bgl II和 Xba I酶切位点和保护碱基: (5′-GCTCTA 

GAGCTTTTGCGACGTATTCTTGAT-3′和 5′-GAAG 

ATCTCGTAAATTCTTCGCAACATCCTC-3′)。以野

生型日本晴的 cDNA为模板, PCR得到的 DNA片段

接入 pGEM-T 载体(Promega)中, 测序正确后经酶切

转接到植物表达载体上(图 1), 相同序列的 DNA 片

段以正向和反向接入 35S 启动子下游, 两片段中间

由 Intron分开, 目的质粒命名为: IPK。 

启动子片段的克隆及与报告基因融合的表达载

体的构建: 以 KOME数据库预测的最长 ORF, 在对

应的起始密码子上游取 1829 bp作为OsCIPK10启动

子序列 , 根据其序列分别设计引物并在末端引入

Hind III 和 BamH I 酶切位点和保护碱基: (5′-AAA 

AAAGCTTCCGAACGAATCTGATGGTATT-3′和 5′- 

AAAAGGATCCCTTATCAAATGCCTTATGTATTC
AGAAAGC-3′)。以日本晴基因组 DNA 为模板进行

PCR, 胶回收后连接至 pGEM-T 载体(Promega)中, 

测序正确后, 用 Hind III 和 BamH I 酶切并接入

pCambia1300-pBI221载体以替换其中的 35S启动子

(图 1), 目的质粒命名为: PKP。 

1.2.2  农杆菌介导的水稻幼胚转基因方法 

将上述构建好的质粒通过电击转化到农杆菌

EHA105中, PCR检测阳性克隆。农杆菌介导的水稻

基因转化过程参照 Hiei等[15]的方法。 

1.2.3  转基因幼苗的萌发和筛选 

因为本实验中的 OsCIPK10 过量表达和沉默

表达载体都是以 pCambial300-MCS 载体为基本骨

架(图 1), 均可用潮霉素 B筛选法。选取饱满的种子, 

将其直接浸泡在 50 μg/mL 潮霉素 B(hygromycin B)

中 , 28oC 暗培养 48 h, 种子露白后 , 换取新鲜的潮

霉素 B 溶液浸泡 , 最后可发芽长大的便是转基因

植株 , 而非转基因杂种则不能发芽并长大。将获

得的转基因植株用于 RNA 表达水平检测和表型

鉴定。  

1.2.4  转基因植物OsCIPK10的 RNA表达水平的检测 

将上述筛选到的转基因植株用 1/2×Hoagland培

养液培养至三叶期, 然后取样, 用 Trizol(Invitrogen)

法提取 RNA, 经 DNaseI (TaKaRa)消化 DNA后取相

同量 RNA, 用 Superscript Ⅲ (Invitrogen)反转录 , 

PCR检测。其中 OsCIPK10检测引物为 5′-TTTATGT 

ACTATTGGCTGGTT-3′和 5′-TTCAGCATTGATGG 

ACATTACACCT-3′。内参基因为 Actin 基因, 其引

物序列为 5′-TTATGGTTGGGATGGGACA-3′和 5′-A 

GCACGGCTTGAATAGCG-3′。 

 

图 1 本实验中的各个表达载体构建示意图 
Fig. 1  Schemes of various expression constructions. Note: the IPK vector this picture shows is inverted repeat. After transcription, 
the hair-pin RNA will be produced. And then after cleavage of Dicer, siRNAs specific to OsCIPK10 mRNA will be produced. 
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1.2.5  高盐胁迫条件下转基因水稻的表现鉴定 

将用以上方法选取对 OsCIPK10 表达干涉较彻

底的株系和对照株系进行 50 mmol/L NaCl 的

1/2×Hoagland 营养液处理。其中一部分选取株高 2 

cm的幼苗处理, 3周后观察表型。一部分选取刚露白

的种子处理, 10 d后观察表型。还有一部分刚露白的

种子经 NaCl 出理 15 d 后 , 将水稻换取新鲜

1/2×Hoagland营养液恢复 5 d后, 统计存活率。 

1.2.6  缺钾和高盐胁迫对 OsCIPK10转录水平的影响 

将在完全营养液生长至三叶期的水稻转移至缺

钾营养液中, 同时以同一批在全营养液中的水稻为

对照, 不同时间点取根和根上部分, 提取 RNA, 依

照同上的方法反转录后, 用 Real-time PCR的方法检

测 RNA表达水平差异。其中 OsCIPK10检测引物为

5′-GCTTTTGCGACGTATTCTTGA-3′和 5′-CTGCTT 

CTTGTTTTCCTTCATT-3′, 内参基因同上。同样 , 

将在完全营养液生长至三叶期的水稻转移至含  

200 mmol/L NaCl的 1/2×Hoagland营养液中处理, 同

时以同一批在全营养液中的水稻为对照, 不同时间

点取根和根上部分 , 依照以上同样方法取样检测

RNA表达水平差异。 

1.2.7  生物统计学分析方法 

利用软件 DPS数据处理系统进行分析。其中分

析方法是完全随机设计中的单因素试验统计分析 , 

Turkey分析法。 

1.2.8  GUS组织化学染色 

取 T0代转基因植株进行 GUS 染色。染色液的

组成为 : 50 mmol/L 磷酸钠 缓 冲液 (pH 7.0),      
10 mmol/L Na2EDTA (pH 8.0), 0.5 mmol/L 
K3[Fe(CN)]6, 0.5 mmol/L K4[Fe(CN)6], 5%(V/V)甲醇, 

0.1%(V/V) (Triton-100), 1.5 mmol/L X-Gluc 在 37oC

下染色后用 75%乙醇脱色 , 观察结果 , 用体视镜

Olympus SZX9 拍摄。 

2  实验结果 

2.1  野生型日本晴水稻中 OsCIPK10 基因在不同

组织中的表达水平 
用半定量 PCR和 Real-time PCR的方法检测了

日本晴苗期和开花期时 OsCIPK10 基因在不同组织

的表达水平(图 2)。 

结果显示该基因无论在苗期(营养生长阶段)还

是花期(生殖生长阶段), 都呈组成型表达, 与 GUS

组织染色的结果基本上一致。苗期时根和根上部分

表达量都较高, 根上组织表达稍低。而该基因花期

时在旗叶中的表达较高, 但在穗中的表达明显低于

其他部位。 

2.2  高盐胁迫对野生型日本晴水稻中 OsCIPK10
基因表达水平的影响 

在不同时间点取对照和高盐处理的水稻的根和

根上部分, 利用 Real-time PCR检测 OsCIPK10表达 

 

图 2  OsCIPK10 基因在各个组织的表达 
Fig. 2  Tissue specific expression of OsCIPK10. (A, C) The expression of OsCIPK10 in seedling stage. (B, D) The expression of 
OsCIPK10 in floral stage. A and B are results of semi-quantative RT-PCR, C and D results of Real-time PCR. 
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水平。结果显示在根中该基因的表达受高盐影响不

明显, 但根上部分该基因的表达则明显下降(图 3)。 

2.3  缺钾胁迫对野生型日本晴水稻中 OsCIPK10
基因表达水平的影响 

依照实验方法所述, 对苗期水稻进行缺钾处理, 

对处理后水稻中 OsCIPK10 基因表达水平的检测结

果显示: 在根中 OsCIPK10的表达水平变化很小。根

上部分, 24 h时 OsCIPK10的表达水平明显升高(图

4), 达到对照表达水平的约 30倍。 

2.4  转基因植株中OsCIPK10 基因的mRNA表达

水平检测 
取转基因植株和野生型的根检测 OsCIPK10 的

表达水平, 其中检测了 9个OPK株系, 8个 IPK株系, 

图 5 是部分结果, 显示出株系 IPK-13、IPK-35 和

IPK-39中该基因的mRNA表达水平同野生型相比明

显降低, OPK-20和 OPK-24中该基因表达水平升高。 

2.5  高盐胁迫条件下的表型鉴定 
选取 OsCIPK10 基因沉默表达株系 IPK-13、

IPK-35和 IPK-39, 过表达株系 OPK-20、OPK-24和野

生型水稻, 依照试验方法所述同时进行盐胁迫处理, 

结果显示, OsCIPK10沉默表达株系在高盐胁迫下的表

现优于野生型, 而过表达株系的表现与野生型接近。

盐胁迫处理后, 与野生型水稻幼苗相比, 基因沉默表

达株系的植株较高, 死亡率低, 干枯程度低。刚露白

的种子盐胁迫处理后, 基因沉默表达株系的植株也

比野生型植株更高 , 根系更发达 , 干枯程度低 , 而

且存活率更高(图 6)。 

2.6  T0代转基因水稻苗期和花期时各个组织 GUS
染色情况 

如图 7所示, 取 PKP转基因幼苗期的根和叶子、

开花期的穗的顶部枝梗(其中包括未开花的颖鞘、开

花已经打开的颖鞘、旗叶)进行 GUS组织化学染色。 

 

图 3  高盐胁迫下 OsCIPK10 基因表达水平的变化 
Fig. 3  Expression of OsCIPK10 under high salt treatment. (A) The real-time PCR analysis of expression levels of OsCIPK10 in rice 
seedling root. (B) The real-time PCR analysis of expression levels of OsCIPK10 in rice seedling shoot. The asterisks indicate there 
are significant differences in those time points after biostatistics analysis(P≤5%). 

 

图 4  缺钾胁迫对野生型日本晴 OsCIPK10 表达水平的影响 
Fig. 4  Expression of OsCIPK10 under potassium starvation. (A) The real-time PCR analysis of expression levels of OsCIPK10 in 
rice seedling root. (B) The real-time PCR analysis of expression levels of OsCIPK10 in rice seedling shoot. The asterisk indicates 
there is significant difference in the time point of 24 h after biostatistics analysis(P≤5%). 
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图 5  OPK 和 IPK 转基因株系中 OsCIPK10 基因表达水平的检测 
Fig. 5  OsCIPK10 gene expression levels in transgenic lines of OPK and IPK. WT: wild type; IPK-13, IPK-35, IPK-39, IPK-40 and 
IPK-41: the small RNA interference transgenic lines; OPK-20, OPK-24: OsCIPK10 over-expression transgenic lines. 

 

图 6  高盐胁迫下 OsCIPK10 干涉表达株系与野生型的表型比较 
Fig. 6  Phenotypes of OsCIPK10 small RNA interference transgenic line and wild type under high salt treatment. (A) Phenotypes of 
seedlings treated with 50 mmol/L NaCl for three weeks. (B) Phenotypes of new geminated seed treated with 50 mmol/L NaCl for   
10 days, the control is wild type untreated. (C) Survival rate of new geminated seed treated with 50 mmol/L NaCl for 15 days. 

 

图 7  PKP 转基因水稻各个组织的 GUS 染色情况 
Fig. 7  GUS staining for various tissues of PKP transgenic rice. (A) Seedling stage. 1: root; 2: top of leaf; 3: middle part of leaf. (B) 
Floral stage. 1: flag leaf; 2: flowering glum; 3: glum before flowering; 4: stamen from the glum in B2; 5: anther from the stamen in B4; 
6: gynoecium from the glum in B2. 
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结果这些组织都被染成蓝色, 说明该基因在水稻植

株中的组成型表达, 同时可以观察到微管组织着色

更加明显, 如叶, 根的微管系统, 颍壳的主脉, 花丝

维管束, 花粉囊内部的药隔维管束中, 染色程度都

较深, 但雌蕊没被染蓝。 

3  讨论 

作为一种植物中普遍存在的、在 Ca2+信号转导

途径中起重要作用的激酶, CIPKs 已知的功能主要

包括应答环境胁迫信号以及感应和适应环境营养成

分变化 2 个方面。研究证明 CIPK 家族在植物应答

盐胁迫过程中起很重要的作用 , 如拟南芥的

AtCIPK24 蛋白和水稻的 OsCIPK24 蛋白[4-6,12], 这 2

个激酶在高盐胁迫条件下起正调控作用, 这 2 个激

酶的基因表达量降低不利于植物的抗盐。本研究证

明 OsCIPK10 是一个负调控激酶, 在高盐胁迫下该

激酶基因的表达降低, 尤其在植物的根上部分降低

明显, 与 Yong Xiang等[10]发现的该基因表达水平受

高盐胁迫后表达水平升高的结果不同, 为此多次重

复了盐胁迫试验, 得到同样的结果, 结果显示该基

因可能同 Na+的运输有关, 而不是单纯与 Na+的吸收

相关。GUS组织染色和该基因表达谱的检测进一步

印证了该推测, 该基因呈组成型表达, 但是报告基

因染色最为明显的部位是维管组织。如果单纯跟离

子的吸收有关, 那么该基因会主要在离子的吸收部

位根中表达, 而不是根上部分。对转 RNA干扰载体

的转基因水稻的检测发现, 利用 RNA干扰策略降低

该激酶基因表达有利于水稻在高盐胁迫下生存。 

本研究还证明, 在缺钾低 Na+(3 mmol/L)的条件

下 OsCIPK10 基因表达水平升高, 在 24 h 时达到对

照表达量的约 30倍, 这个结果显示该基因的另一个

可能的功能, 即维持稳定的细胞中的 K+/Na+平衡。

一般情况下植物细胞以吸收 K+为主, 以维持细胞的

正常形态和代谢, 但在植物处于 K+饥饿状态时, 可

能会吸收 Na+以替代 K+的一部分功能 , 可是过高

Na+又会对植物产生毒性。据报道植物中存在 K+-Na+

协同转运蛋白如 AtHKT1。Toshihiro Obata 等[13]和

Tomoaki Horie 等 [14]的报道进一步证明了水稻中

K+/Na+平衡稳定的重要性和许多基因参与该比例平

稳的维持。本研究结果显示 OsCIPK10 可能在维持

稳定的 K+/Na+方面起很重要的作用, 在缺钾低 Na+ 

(3 mmol/L)的条件下 OsCIPK10 可能通过提高自身

表达水平促进 K+或 Na+吸收运输以维持水稻正常生

长, 而在高盐胁迫条件下, 则通过降低表达量来抑

制 Na+的吸收和运输, 但在对苗期的水稻进行低钾

胁迫试验后, 发现没有明显的表型差异, 确切的结

论还需要进一步验证。 
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