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摘　 要: 大豆 ＲＬＰＫ２ 基因(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号: ＡＹ６８７３９１)是一个编码 Ｎ￣末端富含亮氨酸重复序列的类受体

蛋白激酶基因ꎮ 为分析大豆 ＲＬＰＫ２ 基因的功能ꎬ该研究以野生型拟南芥和大豆 ＲＬＰＫ２ 基因过表达拟南芥

植株为材料ꎬ通过农杆菌介导法转化野生型拟南芥ꎬ构建了大豆 ＲＬＰＫ２ 基因过表达载体ꎬ分析了叶片衰老

过程中叶绿素荧光参数、抗氧化酶活性及衰老相关基因表达量的变化ꎮ 结果表明:(１)无论是野生型还是转

基因拟南芥ꎬ随着叶片衰老进程的进行ꎬ光系统Ⅱ(ＰＳⅡ)的最大光化学效率(Ｆｖ / Ｆｍ)、ＰＳⅡ实际光化学效率

(ΦＰＳⅡ)、光化学淬灭系数(ｑＰ)和光合电子传递速率(ＥＴＲ)均呈下降趋势ꎬ但后者下降趋势更明显ꎻ(２) 激

发压(１￣ｑＰ)在叶片衰老前期的变化较为平稳ꎬ后期则急剧增加ꎬ且转基因型比野生型拟南芥增加更明显ꎻ
(３)在叶片衰老的各个时期ꎬ转基因拟南芥叶片丙二醛(ＭＤＡ)含量均显著高于野生型ꎬ而超氧化物岐化酶

(ＳＯＤ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)和过氧化氢酶(ＣＡＴ)活性均显著低于野生型ꎻ(４)实时荧光定量 ＰＣＲ 检测结果

表明ꎬＲＬＰＫ２ 转基因拟南芥中衰老标志基因 ＡＴＳＡＧ１２ꎬ衰老关键转录因子 ＡＴＮＡＰ、ＡＴＷＲＫＹ６ 和叶绿素降解

关键酶编码基因 ＡＴＡＣＤ１ 表达量显著上调ꎮ 综上认为ꎬ大豆类受体蛋白激酶基因 ＲＬＰＫ２ 参与调控植物叶片

衰老进程ꎬ其表达对叶片衰老具有促进作用ꎮ
关键词: 大豆 ＲＬＰＫ２ 基因ꎬ 叶片衰老ꎬ 激发压ꎬ 抗氧化酶ꎬ 丙二醛
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　 　 作为进行光合作用的主要器官ꎬ叶片的生长

发育优劣直接影响作物的生长、产量及品质ꎮ 叶

片衰老是叶片生长发育进程中的最终阶段ꎬ它不

是叶片细胞的简单死亡过程ꎬ而是一种主动的、受
细胞内部遗传程序控制的、器官水平上动态的细

胞程序性死亡过程ꎬ并且受到外部多种环境因素

(光照、水分、温度、矿质元素和微生物)及内部发

育信号(激素、遗传和基因调控)的协调控制(初梦

圆和于延冲ꎬ２０１９)ꎮ 此外ꎬ叶片衰老还与 Ｃａ２＋、
糖、活性氧( ｒｅｌａｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)水平和内

源激 素 的 变 化 等 因 素 密 切 相 关 ( 张 艺 函 等ꎬ
２０１９)ꎮ 叶片衰老主要表现为光合同化能力下降ꎬ
细胞结构的退化ꎬ光合色素包括叶绿素和类胡萝

卜素的降解ꎬ蛋白质和核酸降解ꎬＲＯＳ 与丙二醛

(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)含量增加ꎬ水解酶及生长

抑制因子持续增长等ꎬ这些特征在多种植物中已

有描述(Ｗｏｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 叶

片衰老能够增强植物对生存环境的适应性ꎬ从而

有利于其生存和延续ꎮ 但对农作物的生长而言ꎬ
植物过早衰老引起的叶片同化功能的减退也极大

地影响和限制了农作物产量潜力的发挥ꎬ导致作

物品质及产量的损失ꎮ 因此ꎬ对叶片衰老机理的

研究不仅在揭示植物的生态适应等方面具有一定

意义ꎬ还在粮食生产上抑制早衰具有重要意义ꎮ
大豆在我国播种面积仅次于玉米、水稻、小麦和马

铃薯ꎬ是第五大粮食作物ꎬ其含有丰富的植物蛋白

质ꎬ同时又可用来榨油ꎬ因此是我国重要的油料作

物ꎮ 相关研究表明ꎬ叶片早衰严重影响着大豆正

常的生长发育ꎬ并会引起产量及品质的下降(吕林

涛ꎬ２０１８)ꎮ 鉴定大豆叶片衰老相关基因及其功能

对于提高大豆的优质高产和育种改良具有重要的

科学意义和深远的应用价值ꎮ
植物 类 受 体 蛋 白 激 酶 ( ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｋｉｎａｓｅꎬ ＲＬＫｓ)具有特殊的蛋白质结构ꎬ在植物中

普遍存在ꎬ占植物蛋白激酶总量的 ６０％ꎬ是植物中

较大的基因家族之一ꎬ参与细胞信号转导途径过

程ꎬ并在植物的生长发育和环境的适应过程中具

有重要作用( Ｓｈｉｕ ＆ Ｂｌｅｅｃｋｅｒꎬ ２００１)ꎮ 其中ꎬ富含

亮氨酸重复序列( ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔꎬ ＬＲＲｓ)型类

受体 蛋 白 激 酶 是 ＲＬＫｓ 中 最 大 的 一 个 亚 家 族

(Ｃｏｌｅｔｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 迄今为止ꎬＬＲＲｓ￣ＲＬＫｓ 蛋

白的结构特点和表达模式在拟南芥(阿依江哈

拜克等ꎬ２０１４)、烟草(曾建斌ꎬ２０１１)、花生(庄瑞

蓉等ꎬ２０１８)、马铃薯(谢洁等ꎬ２０１９)等植物中均有

研究ꎮ 相关研究表明ꎬＬＲＲ￣ＲＬＫｓ 在植物整个生长

发育 过 程 中 具 有 重 要 作 用 ( Ｄｉéｖａｒｔ ＆ Ｃｌａｒｋꎬ
２００４)ꎮ 谢洁等(２０１９)发现马铃薯 ＬＲＲ 类受体蛋

白激酶 ＳＣＬＲＲＫ１ 在低温条件下表达受到抑制ꎬ证
实其参与低温胁迫响应过程ꎮ Ｚｈｏｕ 等( ２０１６)发

现 ＬＲＲ￣ＲＬＫｓ 型基因调节拟南芥花药的发育过程ꎮ

０３７ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



作为 ＬＲＲ￣ＲＬＫｓ 家族中被研究较为广泛的一员ꎬ
ＢＡＫ１ 在油菜素内酯 ( ＢＲ) 信号转导途径 ( Ｈｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００７)、植物先天免疫反应(韦莉等ꎬ２０１９)、细
胞死亡调控(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)等方面发挥作用ꎮ
大豆 ＲＬＰＫ２ 基因( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号: ＡＹ６８７３９１)
是植物分子遗传学研究组李小平副教授前期以大

豆科丰 ３４ 为材料筛选到的一个编码 Ｎ￣末端富含

亮氨酸重复序列的类受体蛋白激酶基因ꎬ前期研

究结果发现人工诱导衰老处理显著提高了该基因

在大豆初生叶片中的转录水平ꎬ初步分析显示该

基因可能参与大豆叶片衰老的调控过程ꎮ 本研究

在此基础上构建了大豆 ＲＬＰＫ２ 基因过表达载体并

转化野生型拟南芥ꎬ对转基因拟南芥叶片衰老进

程进行分析ꎬ进一步揭示该基因在植物叶片衰老

中的功能ꎬ以期为延缓叶片衰老从而提高大豆作

物产量和改善作物品质提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料及培养方法

本试验所使用的拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)
为哥伦比亚野生型(ＷＴ)拟南芥(Ｃｏｌｕｍｂｉａ￣０)ꎮ 培

养环境条件如下:温度为 ２０ ~ ２５ ℃ꎬ光暗周期为

１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗ꎬ光照强度为 １００ mｍｏｌ ｍ ￣２
ｓ￣１ꎬ相对湿度为 ８０％ꎮ
１.２ 总 ＲＮＡ 的提取和反转录

采 用 ＱＩＡＧＥＮ 的 植 物 ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒

ＲＮｅａｓｙ Ｐｌａｎｔ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 按照操作说明提取大豆品种

科丰 ３４ 叶片总 ＲＮＡꎬ经微量紫外分光光度计

(Ｍｅｒｉｎｔｏｎꎬ 美国)检测其纯度和浓度ꎬ琼脂糖凝胶

电泳检测其完整性后ꎬ利用 Ｔｈｅｒｍｏ 公司提供的

ｃＤＮＡ 试剂盒按照反转录说明书合成 ｃＤＮＡ 第一

条链ꎮ
１.３ ＲＬＰＫ２全长 ｃＤＮＡ引物设计及 ＲＴ￣ＰＣＲ基因扩增

利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计 ＲＬＰＫ２ 基因

的特异性引物ꎬ根据 Ｇａｔｅｗａｙ 技术构建表达载体的

要求ꎬ在引物 ５′端加上 ＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧＣＴＣＧꎬ引物

序列如下:
ＲＬＰＫ２￣ＯＸ￣Ｆ:５′ＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧＣＴＣＧＡＴＧＡＧＡ

ＴＣＡＧＴＡＡＧＴＴＣＣＣＣＴＧ３′ ꎻ
ＲＬＰＫ２￣ＯＸ￣Ｒ:５′ＡＧＡＡＡＧＣＴＧＧＧＴＴＴＴＡＡＴＣＴ

ＣＴＣＴＴＣＴＣＣＡＡＧＴＡＡＧＡＡＧ３′ꎮ
采用高保真 Ｐｈｕｓｉｏｎ ＤＮＡ 聚合酶进行 ＰＣＲ 扩

增ꎮ 反应程序:９４ ℃预变性 ３０ ｓꎬ３５ 个循环(９４ ℃
３０ ｓꎬ６２ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓ)ꎬ循环结束后 ７２ ℃ １０
ｍｉｎ 延伸反应ꎬ４ ℃ 保温ꎮ １％的琼脂糖凝胶电泳

检测 ＰＣＲ 产物ꎬ回收特异性目标条带ꎬ送样测序ꎬ
选取测序正确的克隆进行后期载体的构建ꎮ
１.４ ＲＬＰＫ２ 过表达载体构建、拟南芥遗传转化及纯

合体筛选

通过农杆菌介导法将重组植物过表达载体

ｐＢ２ＧＷ７ 转入野生型拟南芥ꎬ并将收取的种子种

在含有 ２０ ｍｇＬ￣１的 Ｂａｓｔａ 的 １ / ２ ＭＳ 培养基上筛

选阳性植株ꎬ提取 Ｔ３ 代转基因植株总 ＲＮＡꎬ反转

录成 ｃＤＮＡꎬ利用特异性引物对转基因植株进行

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 鉴定ꎬ选取其进行后续表型实验ꎮ
１.５ 叶绿素荧光参数测定

使用便携式叶绿素荧光测定仪( ＰＡＭ￣２５００ꎬ
德国)测定 １００ mｍｏｌｍ ￣２ｓ￣１光强下植株叶片的

稳态荧光 Ｆ ｓ、最大荧光 Ｆｍ′和最小荧光 Ｆｏ′后ꎬ将叶

片暗适应 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ测定初始荧光 Ｆｏ 和暗下最大

荧光 Ｆｍꎮ 根据测定的荧光参数计算得出光系统Ⅱ
(ＰＳⅡ)最大光化学效率 Ｆ ｖ / Ｆｍ ＝ (Ｆｍ－Ｆｏ) / Ｆｍꎬ实
际光化学量子效率 ΦＰＳⅡ ＝ (Ｆｍ′－Ｆ ｓ) / Ｆｍ′ꎬ光化学

淬灭系数 ｑＰ ＝ (Ｆｍ′－Ｆ ｓ) / (Ｆｍ′－ Ｆｏ′)ꎬ光合电子传

递速率 ＥＴＲ＝ ΦＰＳⅡ× ＰＰＦＤ × Ａ × ０.５ꎬ式中:ＰＰＦＤ
是光辐射通量ꎻＡ 是叶片吸收光能系数ꎮ
１.６ ＭＤＡ 含量和抗氧化酶活性测定

取样叶 ０.１ ｇ 在液氮中充分研磨后立即转入

含有 １ ｍＬ ５０ ｍｍｏｌＬ￣１磷酸缓冲溶液(ｐＨ ７.８ꎬ含
１ ｍｍｏｌＬ￣１ ＥＤＴＡ 和 １％ ＰＶＰ)的离心管中ꎬ在 ４
℃下１５ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清液弃沉淀ꎬ再
１５ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ回收上清液用于 ＭＤＡ 含量和

抗氧化酶活性的测定ꎮ 抗氧化酶活性的测定参照

文献(陈斌等ꎬ２０１５)ꎮ 超氧化物歧化酶( ＳＯＤ)活

性检测采用氮蓝四唑(ＮＢＴ)光化还原法ꎻ过氧化

物酶(ＰＯＤ)活性检测采用愈创木酚法ꎻ过氧化氢

酶( ＣＡＴ) 活性检测活性采用Ｈ２Ｏ２ 分解法测定ꎮ
ＭＤＡ 含量的测定参考中国科学院上海植物生理研

究所(１９９９)的方法ꎮ
１.７ 转 ＲＬＰＫ２ 基因拟南芥中衰老相关基因表达

ＲＮＡ 提取步骤同上ꎬ其反转录及定量 ＰＣＲ 体

系的配制均依据 Ｑｕａｎｔ ＲＴ￣ＰＣＲ ｋｉｔ ( ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ)
的说明书操作ꎬ具体数据分析参照 Ｘｕｅ 等(２０１７)
步骤进行ꎮ

１３７５ 期 张强等: 过表达大豆类受体蛋白激酶基因 ＲＬＰＫ２ 促进转基因拟南芥叶片的衰老



１.８ 数据分析

所得试验数据采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 软件

和 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２２.０ 软件进行处理ꎬ采用 ｓｔｕｄｅｎｔ￣ｔ 检
验方法检验不同处理之间的差异显著性(Ｐ<０.０５ꎬ
差异显著)ꎮ 采用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １４.５ 软件完成作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 超表达 ＲＬＰＫ２ 基因促进转基因拟南芥衰老

选取筛选得到的 ２ 个 Ｔ３ 代纯系进行表型分析ꎬ
首先通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 比较分析野生型及两个转基因系

ＯＸ￣１ 和 ＯＸ￣２ 中的 ＲＬＰＫ２ 的基因表达量ꎮ 结果显

示野生型中未检测到该基因ꎬ而两个转基因株系中

均有显著的扩增条带ꎬ表明两个转基因纯系确为

ＲＬＰＫ２ 的超表达株系(图 １)ꎮ 比较生长 ４ 周时的野

生型及转基因株系的拟南芥表型ꎬ可见两转基因株

系拟南芥的抽苔和开花时间较野生型明显提前(图
１)ꎬ表明 ＲＬＰＫ２ 促进拟南芥衰老进程ꎮ

图 １　 ＲＬＰＫ２ 转基因拟南芥的表型及其表达检测
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＬＰＫ２

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

２.２ ＭＤＡ 含量

在三个不同发育时期ꎬ转 ＲＬＰＫ２ 基因拟南芥

植株叶片的 ＭＤＡ 含量显著高于 ＷＴ 拟南芥(图

２)ꎮ ＭＤＡ 是自由基作用于细胞膜脂发生过氧化

反应的最终产物之一ꎬ能在一定程度上反映氧化

胁迫是否发生以及发生的程度ꎮ 结果表明ꎬ超表

达 ＲＬＰＫ２ 基因可以引起拟南芥发生氧化胁迫ꎮ

∗表示 Ｐ<０.０５ꎻ ∗∗表示 Ｐ<０.０１ꎮ 下同ꎮ
∗ｍｅａｎｓ Ｐ<０.０５ꎻ ∗∗ ｍｅａｎｓ Ｐ<０.０１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 野生型(ＷＴ)和 ＯＸ￣１转基因拟南芥在自然
衰老过程中丙二醛(ＭＤＡ)含量的变化

Ｆｉｇ. ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ) ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ (ＷＴ) ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

(ＯＸ￣１) ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ

２.３ 抗氧化酶系

为深入分析 ＲＬＰＫ２ 基因过表达对植株细胞抗

氧化性状的影响ꎬ分别检测了三个不同发育时期

ＷＴ 和 ＲＬＰＫ２ 转基因拟南芥植株叶片的 ＳＯＤ、ＰＯＤ
和 ＣＡＴ 酶活性ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 可知ꎬ在
同一生长发育时期转基因拟南芥植株叶片的

ＳＯＤ、ＰＯＤ 和 ＣＡＴ 酶活性显著低于 ＷＴꎮ 试验结果

表明ꎬ超表达 ＲＬＰＫ２ 基因使胞内 ＲＯＳ 清除系统的

功能降低ꎬ从而导致膜系统受到伤害ꎬ并进一步造

成膜结构和功能的破坏ꎮ
２.４ 叶绿素荧光

如图 ４ 所示ꎬ无论是 ＷＴ 还是 ＲＬＰＫ２ 转基因

拟南芥植株在衰老的前期和中期叶片 Ｆ ｖ / Ｆｍ几乎

未变ꎬ然而在衰老末期ꎬ衰老导致了拟南芥叶片

Ｆ ｖ / Ｆｍ明显降低ꎬ且转基因拟南芥下降的更加明

显ꎮ 在拟南芥叶片衰老过程中还有一个明显的 ＰＳ
Ⅱ激发压上升阶段ꎬ且转基因拟南芥比 ＷＴ 拟南芥

上升更明显ꎬ表明前者比后者电子流受阻严重ꎮ
此外ꎬＰＳⅡ光合电子传递量子效率 ΦＰＳⅡ、光化学

淬灭系数 ｑＰ 和光合电子传递速率 ＥＴＲ 在拟南芥

叶片衰老过程中均呈降低趋势ꎬ且转基因拟南芥

下降更明显ꎬ表明在生育后期衰老过程中ꎬ转基因

型比野生型叶片的 ＰＳⅡ功能下降更快ꎬ并且具有

较低的光能利用效率ꎮ
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图 ３　 野生型(ＷＴ)和 ＯＸ￣１ 转基因拟南芥在自然
衰老过程中抗氧化酶活性的变化

Ｆｉｇ. ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ (ＷＴ) ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

(ＯＸ￣１) ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ

２.５ 超表达 ＲＬＰＫ２ 基因对拟南芥衰老相关基因表

达的影响

为进一步研究 ＲＬＰＫ２ 基因异源过表达对转基

因拟南芥中各衰老相关基因和衰老转录因子表达

量的影响ꎬ本研究利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测衰老标志基因

ＡＴＳＡＧ１２ꎬ衰老关键转录因子 ＡＴＮＡＰ、ＡＴＷＲＫＹ６ 和

叶绿素降解关键基因 ＡＴＡＣＤ１ 的表达变化情况ꎮ
与 ＷＴ 拟南芥相比ꎬＲＬＰＫ２ 基因异源过表达显著

促进了上述衰老相关基因的表达(图 ５)ꎮ

３　 讨论

除了作为信号分子介导植物对各种外界刺激

的响应之外ꎬＲＯＳ 还在植物的正常生长发育与分

化以及细胞程序性死亡 ( ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈꎬ
ＰＣＤ)等方面具有重要作用(Ｍｉｔｔｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ
Ｐｅｒｅｚ ＆ Ｂｒｏｗｎ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ Ｏ２

－和

Ｈ２Ｏ２是植物体内主要的活性氧自由基ꎬ作为强氧

化剂攻击细胞膜中的不饱和脂肪酸或生物大分子

物质导致其透性增加ꎬ而 ＭＤＡ 是细胞膜脂过氧化

的最终产物ꎬ其积累会对细胞造成一定的伤害ꎬ其
含量的变化是细胞质膜损伤程度的重要标志之

一ꎬ同时也是衡量植物器官衰老时或在逆境条件

下细胞膜结构完整性的较好指标 ( Ｓｌａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５ꎻ 夏冬冬等ꎬ２０１８)ꎮ 本研究发现ꎬ随着叶片

衰老进程的进行ꎬ野生型和转基因拟南芥叶片

ＭＤＡ 含量呈增加的趋势ꎬ表明两者细胞膜脂过氧

化程度逐渐增加ꎬ细胞由完整变得破裂ꎬ造成细胞

衰老和死亡ꎮ ＭＤＡ 含量增加可能与活性氧清除系

统能力下降有关ꎮ 在本研究中ꎬ尽管 ＳＯＤ 酶活性

在拟南芥叶片衰老过程中有所提高ꎬ但是由于

ＰＯＤ 酶和 ＣＡＴ 酶活性降低ꎬ导致了其体内活性氧

清除系统能力下降ꎬ从而引起 ＲＯＳ 大量累积ꎬ导致

ＭＤＡ 含量增加ꎻ在拟南芥衰老的各个时期ꎬ在转基

因株系叶片中 ＳＯＤ、ＰＯＤ 和 ＣＡＴ 酶活性均显著低

于野生型ꎬ因而导致转基因株系叶片 ＭＤＡ 含量均

相应地显著高于野生型ꎮ 在植物叶片衰老过程中

伴随着与光合作用光反应有关组分的降解(如叶

绿素、类胡萝卜、叶黄素及 Ｃｙｔｆ 等) ( Ｈｉｋｏｓａｋａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９９６ꎻ Ｍｕｒｃｈｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎬ 同时也伴随着与

光合作用暗反应有关过程的衰退(如 Ｒｕｂｉｓｃｏ 活性

下降、Ｒｕｂｉｓｃｏ 降解及气孔导度下降等) ( Ｏｎｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｍａｊｅｒａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)以及光合速率的

下降ꎮ 相关研究发现ꎬ衰老引起叶绿体的结构、大
小以及类囊体膜的完整性发生变化(Ｈａｓｈｉｍｏｔｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９８９)ꎬ正是这种变化最终导致叶片衰老过程

中 ＰＳ Ｉ 和 ＰＳⅡ的活性都下降ꎮ 然而相对而言ꎬＰＳ
Ⅱ对衰老更为敏感(Ｇｒｏｖｅｒ ＆ Ｍｏｈａｎｔｙꎬ １９９３)ꎮ ＰＳ
Ⅱ的叶绿素荧光动力学参数可直观反映植物叶片

光合作用过程中光系统对光能的吸收、转化、耗散

及分配等ꎮ 作为其中一个比较重要的叶绿素荧光

参数ꎬ Ｆｖ / Ｆｍ是暗适应下 ＰＳⅡ反应中心完全开放时
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图 ４　 野生型(ＷＴ)和 ＯＸ￣１ 转基因拟南芥在自然衰老过程中叶绿素荧光参数的变化
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ (ＷＴ) ａｎｄ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (ＯＸ￣１) ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ

的最大光化学效率ꎬ代表了植物潜在的最大光合

能力ꎬ正常生理状态下其数值通常介于 ０.８０ ~ ０.８５
之间ꎬ并且基本上不受物种的影响ꎮ 在植物体遭

受到光抑制、逆境胁迫或者发生某些与光合相关

的基因突变时ꎬＦ ｖ / Ｆｍ会发生显著性变化(肖华贵

等ꎬ２０１３)ꎮ 前人在研究不同种类作物衰老进程时

均发现ꎬ尽管作物叶片衰老过程中光合作用能力

下降ꎬ但是衰老并未引起 ＰＳⅡ Ｆ ｖ / Ｆｍ明显下降(高

海涛等ꎬ２０１０ꎻ武永胜等ꎬ２０１０)ꎮ 因此ꎬ有学者根

据这一数据认为植物叶片衰老过程中 ＰＳⅡ活性并

未发生相应变化ꎮ 本研究结果表明ꎬ在衰老的前

期和中期ꎬ衰老确实未导致拟南芥叶片 Ｆ ｖ / Ｆｍ明显

下降ꎻ然而在衰老的末期ꎬ衰老导致了拟南芥叶片

Ｆ ｖ / Ｆｍ明显降低ꎬ且转基因拟南芥下降得更加明

显ꎮ ＰＳⅡ激发压(１￣ｑＰ)是对 ＰＳⅡ的电子接受体

ＱＡ的氧化还原状态的估计值ꎬ其反映了 ＰＳⅡ的氧
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图 ５　 超表达 ＲＬＰＫ２ 基因对拟南芥叶片衰老相关基因表达量的影响
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＲＬＰＫ２ ｇｅｎｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ

ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｌｅａｖｅｓ

化还原状况以及能量供应和利用之间的平衡ꎬ能
量平衡是通过光合电子传递链组分的氧化还原状

态所介导的(Ｈｕｎｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８)ꎮ 前人研究发现

ＰＳⅡ激发压(１￣ｑＰ)可能分别介导了自然衰老和缺

氮引起的早衰 ( Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ Ｍｉｓｒａ 等(２０１１)认为 ＰＳⅡ激发压可以用

作监测衰老开始的传感器ꎮ Ｏｕ 等(２００３)研究发

现超高产水稻剑叶衰老的过程中有一个明显的 ＰＳ
Ⅱ激发压上升的阶段ꎬ显示光合电子流传递受阻ꎮ
本研究同样也发现在拟南芥叶片衰老过程中有一

个明显的 ＰＳⅡ激发压上升的阶段ꎬ且转基因型比

野生型拟南芥上升更加明显ꎬ表明转基因型比野

生型拟南芥电子流受阻程度更严重ꎮ 此外ꎬ本研

究还发现在拟南芥叶片衰老过程中ꎬＰＳⅡ光合电

子传递量子效率 ΦＰＳⅡ、光化学淬灭系数 ｑＰ 和光合

电子传递速率 ＥＴＲ 均降低ꎬ且转基因拟南芥下降

更加明显ꎬ这一结果表明在生育后期衰老的过程

中ꎬ转基因株系较野生型叶片的 ＰＳⅡ功能下降更

快ꎬ并且具有较低的光能利用效率ꎮ
本研究通过实时定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ结果发现

ＲＬＰＫ２ 基因超表达导致叶绿素降解关键酶编码基

因 ＡＣＤ１ 表达量增加ꎬ这暗示了超表达 ＲＬＰＫ２ 基

因导致转基因拟南芥叶绿素降解速率加快ꎬ光合

作用能力下降ꎮ 现有研究表明ꎬ拟南芥中衰老标

志基因 ＡＴＳＡＧ１２ 编码半胱氨酸蛋白酶仅在只依赖

于叶龄发育信号而导致的衰老过程中表达ꎬ且表

达量不受其他胁迫信号的影响(张艺函等ꎬ２０１９)ꎮ
本研究结果发现ꎬ在衰老中期才能在野生型和转

基因拟南芥株系中检测到该基因的表达ꎬ且超表

达 ＲＬＰＫ２ 基因显著促进其表达量ꎬ揭示 ＲＬＰＫ２ 基

因在叶片衰老过程中响应叶龄发育信号ꎮ 在叶片

衰老过程中ꎬＷＲＫＹ 和 ＮＡＣ 等转录因子家族成员

中大部分成员表达量上调ꎬ参与调控叶片衰老过

程ꎬ在叶片衰老过程中具有关键作用( Ｓｈａｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ
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２０１４)ꎮ 在本研究中ꎬ超表达 ＲＬＰＫ２ 基因显著促进

ＡＴＷＲＫＹ６ 和 ＡＴＮＡＰ 表达量的提升ꎬ表明 ＲＬＰＫ２
基因可能通过调节这些叶片衰老的关键转录因子

而参与到叶片衰老的调控ꎮ

４　 结论

大豆 ＲＬＰＫ２ 受体蛋白激酶基因可参与植物叶

片衰老调控过程ꎬ其过表达株系可通过调控衰老

进程中抗氧化酶活性的变化ꎬ增加过氧化物的积

累ꎬ导致 ＰＳⅡ功能衰退较快ꎬ以及调控衰老相关基

因如衰老标志基因 ＡＴＳＡＧ１２、衰老关键转录因子

ＡＴＮＡＰ、ＡＴＷＲＫＹ６ 和叶绿素降解关键酶编码基因

ＡＴＡＣＤ１ 的表达ꎬ从而促进受体植株的早衰ꎬ但其

调控衰老的机制尚有待于进一步研究ꎮ
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