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水稻根分泌多肽PEP1及其编码基因和应用

(57)摘要

本发明分离鉴定了一个调控植物根发育的

多肽PEP1及其编码基因OsPEP1。外源施加PEP1处

理植物，可抑制植物的根发育。并获得了含有该

编码基因或该基因部分DNA的重组表达载体，用

重组表达载体转化的植物，可以得到根生长发育

改变的转基因植物。因此该多肽可作植物生长调

节剂，其编码基因以及前体蛋白可以作为一个潜

在的分子育种靶运用于作物的改良，通过调控作

物根生长发育来提高作物产量。
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1.调控植物根发育多肽的用途，其特征是：用于处理植物，所述处理后植物的根长度变

短或者变长；

所述多肽为以下任一：

氨基酸序列如SEQ  ID  NO：1所示；

SEQ  ID  NO：1所示所示氨基酸序列组成的多肽经过一个或几个氨基酸残基的取代和/

或缺失和/或添加且与植物根发育相关的由其衍生的多肽。

2.根据权利要求1所述的调控植物根发育多肽的用途，其特征是：

多肽的前体蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：2所示；

或者，将SEQ  ID  NO：2所示的蛋白质经过一个或几个氨基酸残基的取代和/或缺失和/

或添加且与植物发育相关的由其衍生的蛋白质。

3.调控植物根发育基因的用途，其特征是：用于构建转基因植物，所述转基因植物的根

长度变短或者变长；

所述基因为以下任一：

基因编码区的核苷酸序列如SEQ  ID  NO：3所示；

或者，将SEQ  ID  NO：3所示的基因经过一个或几个核苷酸的取代和/或缺失和/或添加

且与植物发育相关的由其衍生的基因。

4.根据权利要求3所述的调控植物根发育基因的用途，其特征是：

所述植物为水稻。

5.根据权利要求4所述基因的用途，其特征是：

使用不同浓度的多肽处理植物，得到长度变短或者变长的植物。

6.根据权利要求3～5任一所述基因的用途，其特征是：

将重组表达载体Ⅰ导入目的植物中，得到长度变短的转基因植物；

将SEQ  ID  NO：3所示DNA分子插入质粒pCAMBIA1300的多克隆位点得到的重组表达载体

Ⅰ—OsPEP1过表达载体。

7.根据权利要求3～5任一所述基因的用途，其特征是：

将重组表达载体Ⅱ导入目的植物中，得到长度变短的转基因植物；

将SEQ  ID  NO：3所示基因DNA片段通过正向与反向连接到过渡载体pBSSK‑in后插入质

粒pCAMBIA1300得到的重组表达载体Ⅱ‑‑‑OsPEP1抑制表达载体。
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水稻根分泌多肽PEP1及其编码基因和应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，特别涉及一种植物根分泌多肽及其编码基因在调控植

物根生长与发育中的应用。

背景技术

[0002] 根是植物重要的地下器官，其不仅可以固定植株，而且还可以从土壤中吸收营养、

水分等物质供植物的生长发育。此外，植物的根系还可以监测土壤环境中的各种信号分子，

比如土壤中的水分含量，营养物质的水平以及一些植物激素及信号等，以提高植物对其生

长环境的适应性(Meng  et  al.2019)。植物根系主要分为两大类，分别为直根系和须根系。

水稻是单子叶模式植物，其根系为须根系，主要由种子根和不定根及种子根和不定根上的

侧根和根毛组成(Rebouillat  et  al.2009；Coudert  et  al.2010)。研究表明根冠比高，发

达的根系有助于提高水稻的抗旱能力及产量(Fukai  et  al.1995；Gowda  et  al.2011)。之

前研究表明，水稻根系的生长发育受到外源信号与内源遗传程序的严格调控(Benfey  et 

al.2012；Orman‑Ligeza  et  al.2013)。

[0003] 之前的研究解结果表明，多肽可以作为外源的信号分子调控拟南芥的根系发育

(Oh  et  al.,2018)。外源施加人工合成的多肽根茎生长因子1(RGF1)可以回复tpst‑1突变

体中根尖分生区缺陷的表型，表明RGF1是维持根尖干细胞所必需的(Matsuzaki  et 

al.2010)。进一步的突变分析表明，RGF/GLV通过转录后调控机制控制根分生组织中生长素

外排载体PINFORMED2的丰度和运输动力学进而调控植物根尖分生区的大小(Whitford  et 

al.2012)。植物根分生组织的大小也受多肽CLE(CLAVATA3(CLV3)/EMBRYO  SURFROUNDING 

REGION(ESR)‑related)家族的调控。拟南芥中有32个CLE多肽编码基因，其编码的多肽可分

为两组：A型CLE和B型CLE。A型CLE多肽在根分生组织发育中起作用，而B型CLE多肽与根维管

束发育有关(Cock  and  McCormick  2001；Whitford  et  al.2008)。例如A型CLE多肽CLE40是

柱状细胞分化所必需的，功能丧失的突变体cle40由于柱状细胞的延迟分化而表现出具有

不规则形状的根尖，从而表现为短根表型(Stahl  et  al .2009)。其他另一些的CLE多肽

(CLE26，CLE40，CLE45)通过调节维管束发育过程中原上皮形成来控制主根的生长(Depuydt 

et  al.2013；Rodriguez‑Villalon  et  al.2014；Rodriguez‑Villalon  et  al.2015；Hazak 

et  al.2017)。此外，酪氨酸硫酸化肽PSK与PSY1可通过调节伸长区/分分生区中的细胞扩增

来促进主根生长(Amano  et  al .2007；Kwezi  et  al .2011；Hartmannet  et  al .2014；

Ladwiget  et  al.2015)。凯氏带完整性因子1(CIF1)多肽对于凯氏带的形成是必不可少的，

因为CIF1功能丧失的突变体在高铁浓度下表现出严重的生长发育迟缓，但是通过使用外源

施加CIF1多肽处理后，可以完回复这些缺陷(Nakayama  et  al.2017)

[0004] 与拟南芥相比，多肽调控水稻根系生长发育的机制尚不清楚。所以分离鉴定水稻

根系生长发育相关的多肽，确定这些多肽的编码基因对进一步全面了解水稻及其他单子叶

植物根系发生发育的机理，获得优良基因以培育新的水稻品种是十分重要的和必要的。
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发明内容

[0029] 本发明要解决的技术问题是提供一种调控植物根发育相关多肽及其编码基因和

应用。

[0030] 为了解决上述技术问题，本发明提供一种调控植物根发育多肽的用途：用于处理

植物，所述处理后植物的根长度变短或者变长；

[0031] 所述多肽为以下任一：

[0032] 氨基酸序列如SEQ  ID  NO：1(序列表NO:1)所示；

[0033] SEQ  ID  NO：1所示所示氨基酸序列组成的多肽经过一个或几个氨基酸残基的取代

和/或缺失和/或添加且与植物根发育相关的由其衍生的多肽。

[0034] 作为本发明的调控植物根发育多肽的用途的改进：

[0035] 多肽的前体蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：2所示；

[0036] 或者，将SEQ  ID  NO：2所示的蛋白质经过一个或几个氨基酸残基的取代和/或缺失

和/或添加且与植物发育相关的由其衍生的蛋白质；

[0037] 本发明提供另一种调控植物根发育基因的用途：用于构建转基因植物，所述转基

因植物的根长度变短或者变长；

[0038] 所述基因为以下任一：

[0039] 基因编码区的核苷酸序列如SEQ  ID  NO：3所示；

[0040] 或者，将SEQ  ID  NO：3所示的基因经过一个或几个核苷酸的取代和/或缺失和/或

添加且与植物发育相关的由其衍生的基因。

[0041] 作为本发明的调控植物根发育基因的用途的改进：
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[0042] 所述植物为水稻。

[0043] 作为本发明基因用途的改进：

[0044] 使用不同浓度的多肽处理植物，得到长度变短或者变长的植物；

[0045] 作为本发明基因用途的进一步改进：

[0046] 将重组表达载体Ⅰ导入目的植物中，得到长度变短的转基因植物；

[0047] 将SEQ  ID  NO：3所示DNA分子插入质粒pCAMBIA1300的多克隆位点得到的重组表达

载体Ⅰ—OsPEP1过表达载体。

[0048] 作为本发明基因用途的进一步改进：

[0049] 将重组表达载体Ⅱ导入目的植物中，得到长度变短的转基因植物；

[0050] 将SEQ  ID  NO：3所示基因DNA片段通过正向与反向连接到过渡载体pBSSK‑in后插

入质粒pCAMBIA1300得到的重组表达载体Ⅱ‑‑‑OsPEP1抑制表达载体。

[0051] 本发明技术方案具体如下：

[0052] 本发明提供的多肽(PEP1)，其前体蛋白，以及编码基因来自粳稻秀水134(Oryza 

sativa  L.ssp.Japonica  cv.Xiushui134)，是如下(a)或(b)的多肽，其前体蛋白，或者编码

基因，是如下(a)，(b)，(c)，(d)，(e)或(f)的多肽，蛋白，或者编码基因：

[0053] (a)由序列表1所示氨基酸序列组成的多肽；

[0054] (b)将序列表1所示氨基酸序列组成的多肽经过一个或几个氨基酸残基的取代和/

或缺失和/或添加且与植物根发育相关的由其衍生的多肽；

[0055] (c)由序列表中序列2所示的氨基酸序列组成的蛋白质；

[0056] (d)将序列表中序列2的蛋白质经过一个或几个氨基酸残基的取代和/或缺失和/

或添加且与植物发育相关的由其衍生的蛋白质；

[0057] (e)由序列表中序列3所示的核苷酸序列组成的基因；

[0058] (f)将序列表中序列3的基因经过一个或几个核苷酸的取代和/或缺失和/或添加

且与植物发育相关的由其衍生的基因；

[0059] 所述植物发育体现在植株根长性状上。

[0060] 为了使(a)中的PEP1便于纯化，可在由序列表中序列1所示的氨基酸基酸序列组成

的蛋白质的氨基末端或羧基末端连接上包括但不限于如表1所示的标签。

[0061] 表1、标签的序列。

[0062]

[0063] 上述(a)中的PEP1可人工合成，也可先合成其编码基因，再进行生物表达得到。上
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述(a)中的PEP1的编码基因可通过将序列表中序列3所示的DNA序列中缺失一个或几个氨基

酸残基的密码子，和/或进行一个或几个碱基对的错义突变，和/或在其5'端和/或3'端连上

表1所示的标签的编码序列得到。

[0064] 所述蛋白的编码基因也属于本发明的保护范围。

[0065] 所述蛋白的编码基因(OsPEP1)可为如下1)或2)或3)或4)的DNA分子：

[0066] 1)、其编码序列是序列表中序列3所示的DNA分子，即基因的编码区的核苷酸序列

如序列3所示；

[0067] 2)、在严格条件下与1)限定的DNA序列杂交且编码相同功能蛋白质的DNA分子；

[0068] 3)、与1)或2)限定的DNA序列具有90％以上同源性，且编码相同功能蛋白质的DNA

分子。

[0069] 含有所述基因或其反义基因的重组表达载体、表达盒、转基因细胞系或重组菌均

属于本发明的保护范围。

[0070] 可用现有的植物表达载体构建含有OsPEP1基因的重组表达载体。

[0071] 所述植物表达载体包括但不限于如双元农杆菌载体和可用于植物微弹轰击的载

体等。所述植物表达载体还可包含外源基因的3'端非翻译区域，即包含聚腺苷酸信号和任

何其它参与mRNA加工或基因表达的DNA片段。所述聚腺苷酸信号可引导聚腺苷酸加入到

mRNA前体的3'端，如包括但不限于农杆菌冠瘿瘤诱导(Ti)质粒基因(如胭脂合成酶Nos基

因)、植物基因(如大豆贮藏蛋白基因)3'端转录的非翻译区均具有类似功能。

[0072] 使用OsPEP1构建重组植物表达载体时，在其转录起始核苷酸前可加上任何一种增

强型启动子或组成型启动子，包括但不限于如花椰菜花叶病毒(CAMV)35S启动子、玉米的泛

素启动子(ubiquitin)，它们可单独使用或与其它植物启动子结合使用；此外，使用本发明

的基因构建植物表达载体时，还可使用增强子，包括翻译增强子或转录增强子，这些增强子

区域可以是ATG起始密码子或邻接区域起始密码子等，但必需与编码序列的阅读框相同，以

保证整个序列的正确翻译。所述翻译控制信号和起始密码子的来源是广泛的，可以是天然

的，也可以是合成的。翻译起始区域可以来白转录起始区域或结构基因。

[0073] 为了便于对转基因植物细胞或植物进行鉴定及筛选，可对所用植物表达载体进行

加工，如加入包括但不限于可在植物中表达的编码可产生颜色变化的酶或发光化合物的基

因(GUS基因、荧光素酶基因等)、具有抗性的抗生素标记物(庆大霉素标记物、卡那霉素标记

物等)或是抗化学试剂标记基因(如抗除草剂基因)等。从转基因植物的安全性考虑，可不加

任何选择性标记基因，直接以逆境筛选转化植株。

[0074] 所述重组表达载体具体可为如下(I)或(II)：

[0075] (I)将序列表的序列3所示DNA分子插入质粒pCAMBIA1300‑的多克隆位点得到的含

有上述基因的重组表达载体；

[0076] (II)将序列表的序列3所示基因DNA片段通过正向与反向连接到过渡载体pBSSK‑

in后插入质粒pCAMBIA1300得到的重组表达载体；

[0077] (I)或(II)中的所述质粒pCAMBIA1300与pBSSK‑in都是改造得到的(已公开)。

[0078] 本发明还保护一种培育转基因植物的方法，是将所述基因或基因的片段通过正反

向连接到过渡载体pBSSK‑in后导入目的植物中，所述转基因植物为与目的植物相比根长度

改变的转基因植物。
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[0079] 利用任何一种可以引导外源基因在植物中表达的载体，将本发明所提供的OsPEP1

基因或基因的片段通过正反向连接到过渡载体pBSSK‑in后导入植物细胞，可获得根长改变

的转基因细胞系及转基因植株。携带有OsPEP1基因或其部分基因正反向连接的表达载体可

通过使用Ti质粒、Ri质粒、植物病毒载体、直接DNA转化、显微注射、电导、农杆菌介导等常规

生物学方法转化植物细胞或组织，并将转化的植物组织培育成植株。被转化的植物宿主可

为禾本科植物，如水稻(如秀水134)。

[0080] 当培育根长大于目的植物的转基因植物时；所述方法是将(I)所述重组表达载体

导入目的植物中，得到根变长的转基因植物。当培育根长小于目的植物的转基因植物时；所

述方法是将(II)所述重组表达载体导入目的植物中，得到根变短的转基因植物。

[0081] 本发明发现了一个新的水稻根分泌多肽PEP1及其编码基因OsPEP1，并获得了含有

该编码基因或该基因的部分片段通过正向与反向连接到过渡载体pBSSK‑in的重组表达载

体，用重组载体转化目的植物，可以得到根长改变的转基因植物。因此OsPEP1可以作为一种

潜在的分子育种工具，通过改良植物的根长来提高植物产量。

[0082] 综上所述，本发明分离、鉴定了一个控制水稻根生长的多肽PEP1，并确定了其编码

基因OsPEP1(LOC_Os11g09560)以及前体蛋白OsPEP1。即，本发明分离鉴定了一个调控植物

根发育的多肽PEP1及其编码基因OsPEP1。外源施加PEP1处理植物，可抑制植物的根发育。并

获得了含有该编码基因或该基因部分DNA的重组表达载体，用重组表达载体转化的植物，可

以得到根生长发育改变的转基因植物。因此该多肽可作植物生长调节剂，其编码基因以及

前体蛋白可以作为一个潜在的分子育种靶运用于作物的改良，通过调控作物根生长发育来

提高作物产量。

附图说明

[0083] 下面结合附图对本发明的具体实施方式作进一步详细说明。

[0084] 图1为实施例1中基因OsPEP1(LOC_Os11g09560)编码一个含有五个氨基酸(SDFDR)

的蛋白；

[0085] A为基因OsPEP1编码蛋白的氨基酸序列，5个氨基酸残基的多肽PEP1用下划线标

出；

[0086] B为LC‑MS分析野生型水稻植株根系分泌多肽物质；

[0087] C为LC‑MS/MS鉴定得到的滞留时间为12.25分钟的野生型水稻植株根系分泌多肽

物质Ser‑Asp‑Pro‑Asp‑Arg(PEP1)；

[0088] D为LC‑MS分析LOC_Os11g09560过量表达转基因水稻植株根系分泌多肽物质；

[0089] E为LC‑MS/MS鉴定得到的滞留时间为12.26分钟的LOC_Os11g09560过量表达转基

因水稻植株根系分泌多肽物质Ser‑Asp‑Pro‑Asp‑Arg(PEP1)。

[0090] 图2为实施例1中根分泌多肽PEP1的功能分析；

[0091] A为不同PEP1浓度处理7天后野生型植株的表型，标尺为5厘米；

[0092] B为不同PEP1浓度处理7天后野生型植株主根长度统计；误差用±SD表示(测量样

本数量≥15)；不同的字母表示0.01水平的显著性差异(单因素方差分析，LSD方法)；

[0093] C为野生型植株未使用PEP1(‑PEP1)处理的根尖伸长区(左上)与分生区(左下)或

者使用10‑6M  PEP1处理(+PEP1)2天后的根尖伸长区(右上)与分生区(右下)的纵切表型，标
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尺为100微米；

[0094] D为C图中的分生区长度的统计结果；误差用±SD表示(测量样本数量≥15)。***P<

0.001(T检验)；

[0095] E为C图中伸长区细胞长度的统计结果。误差用±SD表示(测量样本数量≥15)。***

P<0.001(T检验)。

[0096] 图3为实施例2中基因OsPEP1的表达谱；

[0097] A为qRT‑PCR检测基因OsPEP1在水稻根、茎、叶、以及幼穗中的表达量，根、茎、叶、叶

鞘样品取自7天苗龄水稻苗；

[0098] B为7天苗龄的proOsPEP1::GUS转基因植株的GUS染色结果，标尺为1厘米；

[0099] C为2天苗龄的proOsPEP1::GUS转基因植株主根的GUS染色，标尺为0.1厘米；

[0100] D为C图中主根伸长区的横切GUS染色图，标尺为100μm；

[0101] E为C图中主根分生区区的纵切GUS染色图。标尺为100μm。

[0102] 图4为实施例2中OsPEP1过表达转基因植株的表型分析；

[0103] A为7天苗龄的WT与OsPEP1过表达猪基因株系OE1、OE2和OE3植株表型(标尺为5厘

米)；

[0104] B为A图中相应株系的根长统计，误差用SD用表示(统计的个体数目大于30)，***P<

0.001(T检验)；

[0105] C为qRT‑PCR检测A图中相应植株中基因OsPEP1的表达量，误差用±SD表示(三次生

物学重复)；

[0106] D为野生型WT与OsPEP1过量表达转基因植株OE2在10‑6M  PEP1浓度处理2天的根尖

伸长区(上)与分生区(下)与的纵切表型，标尺为100微米；

[0107] E为D图中的根尖分生区长度的统计结果，误差用±SD表示(测量样本数量≥15)。

不同的字母表示0.01水平的显著性差异(单因素方差分析，LSD方法)；

[0108] F为D图中伸长区细胞长度的统计结果，误差用±SD表示(测量样本数量≥15)；不

同的字母表示0.01水平的显著性差异(单因素方差分析，LSD方法)。

[0109] 图5为实施例2中OsPEP1抑制表达转基因植株的表型分析；

[0110] A为7天苗龄的WT与OsPEP1过表达猪基因株系Ri1、Ri2和Ri3植株表型(标尺为5厘

米)；

[0111] B为A图中相应株系的根长统计，误差用SD用表示(统计的个体数目大于30)，***P<

0.001(T检验)；

[0112] C为qRT‑PCR检测A图中相应植株中基因OsPEP1的表达量，误差用±SD表示(三次生

物学重复)；

[0113] D为野生型WT与OsPEP1过量表达转基因植株Ri2在10‑6M  PEP1浓度处理2天的根尖

伸长区(上)与分生区(下)与的纵切表型，标尺为100微米；

[0114] E为D图中的根尖分生区长度的统计结果，误差用±SD表示(测量样本数量≥15)，

不同的字母表示0.01水平的显著性差异(单因素方差分析，LSD方法)；

[0115] F为D图中伸长区细胞长度的统计结果。误差用±SD表示(测量样本数量≥15)，不

同的字母表示0.01水平的显著性差异(单因素方差分析，LSD方法)。
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具体实施方式

[0116] 下面结合具体实施例对本发明进行进一步描述，但本发明的保护范围并不仅限于

此：

[0117] 水培培养基的成分如下

[0118]

[0119]

[0120] 以下实施例中的基因表达量检测结果，如无特殊说明，均是以野生型植株秀水134

的目的基因表达量为1，其它植株的目的基因表达量与野生型植株的目的基因表达量进行

比较。

[0121] 实施例1、水稻多肽PEP1的获得及其功能研究

[0122] 一、水稻多肽PEP1及其编码基因的获得

[0123] 1、水稻根部分泌多肽的获得：

[0124] 选取30粒左右饱满的野生型水稻(秀水134)种子，用0.5％稀硝酸进行破休眠处理

16‑22小时后，用自来水清洗2‑3次，加适量自来水浸泡种子于37℃的培养箱中催芽约两天

至露白。在这期间每天早晚各换水一次。最后将露白的种子播于浮在营养液(水培培养基)

上的尼龙网纱上，并置于人工气候室中培养。人工气候室的培养条件：光照为14小时，平均

昼夜温度为30℃/22℃，光照强度保持在200μmol/m2s1，湿度为60％。培养10天后，收集培养

基用于后续根分泌物质的浓缩、提取以及沉淀。具体方法为：首先使用旋转蒸发仪将上一步
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获得的培养液(500ml)浓缩20倍。然后加入含有1％NEM(N‑ethylmorpholine，N‑乙基吗啉)

的20ml的氯酚室温振荡1分钟后，10000g离心10分钟，收集有机相，加入20倍体积丙酮室温

过夜沉淀。然后10000g离心10分钟，收集沉淀，使用丙酮清洗3‑4次，再使用真空干燥至粉

末。最后将粉末送往公司(中科新生命)使用液相色谱串联质谱(LP‑MS/MS)方法鉴定得到

234个水稻根分泌多肽。

[0125] 2、水稻分泌型多肽编码候选基因的获得。

[0126] 之前的研究结果表明，拟南芥中一些小信号多肽(PSK，PSY1，CLV3/CLE)编码基因

的产物大都为长度在70‑110氨基酸，且不富含半胱氨酸的蛋白质。所以本发明推测如果水

稻中的某些基因编码的蛋白具这些类特点，那么该基因有可能是类似多肽的候选编码基

因。基于这种猜测，本发明从水稻基因组注释数据库(http://

rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml,2017年3月)中一共下载得到了66343个蛋白编

码基因，然后利用MICROSOFT  WORD  2003与EXCEL  2003得到了12678个长度在50‑150氨基酸

的蛋白编码基因。分泌型的多肽在其N端有一段信号肽序列，本发明使用HMM网页中的

SignalP  4.1服务器筛选得到704个N末端具有信号肽蛋白编码基因(P≥0.75)。最后本发明

使用EXCEL  2003去除了含有6或者更多半胱氨酸的蛋白编码基因，得到416个潜在的水稻多

肽编码候选基因。

[0127] 3、水稻根分泌多肽PEP1及其编码基因的确定。

[0128] 通过比对上述方法1获得的234个根分泌多肽和方法2获得的416个假想的水稻多

肽编码基因，本发明发现得到了一个新的多肽(Ser‑Asp‑Pro‑Asp‑Arg)以及确定了其编码

基因(LOC_Os11g09560)(图1A)，为了进一步地确认LOC_Os11g09560是该多肽的编码基因，

本发明使用LP‑MS/MS检测了该基因过表达转基因植株根系的分泌物分，结果发现，与野生

型的根系分泌物质中的该多肽的峰值相比，该过量表达转基因植株的根系分泌物质中该多

肽峰值明显增强(图1B‑E)。这些结果表明，基因LOC_Os11g09560确实是该多肽的编码基因，

此后将该多肽(Ser‑Asp‑Pro‑Asp‑Arg)命名为PEP1，其编码基因(LOC_Os11g09560)命名为

OsPEP1。

[0129] 二、水稻多肽PEP1的功能研究

[0130] 本发明使用不同浓度人工合成的PEP1处理水稻幼苗(浓度如图2A所述，处理方式

为播种后开始处理，处理时间为7天)，结果发现外源施加PEP1可以显著抑制水稻主根的伸

长(图2A和B)。为了明确PEP1抑制水稻根伸长的细胞学基础，本发明观察了这些水稻根尖的

切片结构，结果发现PEP1处理后，水稻根尖的分生区长度与伸长区细胞的长度显著缩短，但

是其静止中心区域没有显著变化(根尖的分生区切片所示，如图2C‑E)。

[0131] 实施例2、水稻多肽PEP1编码基因OsPEP1的表达谱研究

[0132] 一、qRT‑PCR检测基因OsPEP1在水稻不同组织的表达

[0133] 以野生型秀水134水稻为材料，在正常营养液(水培培养基)中培养7天，取其根、

茎、叶及叶鞘，然后待植株将要抽穗时候，取其幼穗。所有样品于液氮中速冻并研磨，分别抽

提总RNA并进行逆转录获得相应的cDNA。用qRT‑PCR方法检测OsPEP1在各组织中的表达。结

果表明，OsPEP1基因在本发明所检测的不同组织中都有表达，在根中表达量较高(图3A)。检

测引物序列如下：

[0134] 5'‑GGCGTGGATGACGGGAGACT‑3'；
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[0135] 5'‑TACATCCTCATTCCTCGTTG‑3'，

[0136] 其反应体系与程序如下

[0137] 2×Master:2.5μl

[0138] cDNA模板:0.1μl

[0139] Primer‑F(10μM):0.1μl

[0140] Primer‑R(10μM)：0.1μl

[0141] H2O:2.2μl

[0142] Total:5μl；

[0143] PCR程序如下：

[0144] 起始:95℃1分钟

[0145] 扩增:95℃10秒

[0146] 58℃10秒

[0147] 72℃20秒45循环

[0148] 溶解曲线:95℃5秒

[0149] 65℃1分钟

[0150] 97℃降温处理，直到65℃

[0151] 冷却:40℃30秒；

[0152] 二、GUS染色检测OsPEP1在水稻不同组织的表达

[0153] 提取秀水134水稻的DNA，以此DNA为模板进行PCR扩增制备基因OsPEP1启动子前

2kb核苷酸序列。PCR扩增的引物如下：

[0154] 5'‑GCATGCCTGCAGGTCGACGTTTCTCAGCTACGCCCCTG‑3'；

[0155] 5'‑CCATGGTACCGTGGATCCCCGGAGCGCAGCCGTCGTCT‑3'，

[0156] 将获得PCR产物利用重组克隆的方法插入到本实验室改造的载体pBI101 .3‑

GUSplus的SalI和BamHI酶切位点之间(Lv  et  al.,2014)，得到proOsPEP1::GUS载体。载体

经过测序检验正确。将构建的过表达载体转入农杆菌EHA105，用于转化野生型植株，参照常

规步骤，具体如下：

[0157] (1)取培养好的菌液500μl于1.5ml离心管中，室温，4000rmp，离心2分钟，去上清。

用含200μmol/L乙酰丁香酮的30ml  AAM感菌液制成悬浮液，菌液终浓度OD600为0.01；将长

到一定大小(约为1立方厘米)的80～120个水稻愈伤组织挑出，放入农杆菌悬浮液，在水平

摇床上摇晃5分钟；

[0158] (2)将愈伤组织取出，置于无菌的滤纸上沥干30到40分钟；

[0159] (3)将愈伤组织置于有一张无菌滤纸的共培养基上，25℃暗培养3天；

[0160] (4)上述的愈伤组织取出，再用无菌水清洗5到6次，其间需不停的振荡。用含

300mg/L羧苄青霉素钠(Carb)的无菌水清洗2遍，每次在水平摇床上摇晃30分钟。最后置于

无菌滤纸上沥干2小时；

[0161] (5)将晾干的愈伤转入含300mg/L羧苄青霉素钠和相应筛选压力的选择培养基上

进行第一轮选择，28℃，光照培养14天；

[0162] (6)将长有抗性愈伤的初始愈伤转到含300mg/L羧苄青霉素钠和相应筛选压力的

培养基上进行第二轮选择，28℃，光照培养，直到颗粒性的抗性愈伤组织长出(约14天左
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右)；

[0163] (7)挑取从不同愈伤来的颜色鲜黄的抗性愈伤3到5颗，移入装有分化培养基的塑

料广口瓶中，用封口膜封好，放入恒温(25℃)培养室中(光周期：16小时光照)，等待分化成

苗(约40天)；

[0164] (8)待苗长至3厘米左右，用剪刀从苗基部剪去老根和愈伤组织，放入生根培养基

中壮苗(约1周)。将根部和茎叶分化得较完好的苗从试管挑出(苗长至试管顶部，就要及时

开盖)，打开封口膜，加入适量蒸馏水或无菌水(防止培养基长菌)，炼苗2到3天，然后洗去琼

脂，移栽到温室的水培条件中生长。利用抗赤霉素基因的引物检测转基因植物，引物序列如

下:

[0165] 5'‑ATGAAAAAGCCTGAACTCACC‑3'；

[0166] 5'‑CTATTCCTTTGCCCTCGGACG‑3'，

[0167] 在得到的T2代转移基因水稻中，选择代表性株系(GUS染色阳性的转基因植株)进

行GUS染色研究OsPEP1在水稻不同组织中的表达情况。结果表明基因OsPEP1主要在水稻根

部表达，尤其是根尖的根冠区域、以及分生区和成熟区的外表皮(图3B‑E)。

[0168] 实施例3、水稻多肽PEP1编码基因OsPEP1的功能研究

[0169] 一、OsPEP1过表达重组载体的构建

[0170] 提取秀水134水稻的mRNA并逆转录为cDNA，以此cDNA为模板进行PCR扩增制备

OsPEP1序列(SEQ  ID  NO:3所示DNA)。PCR扩增的引物如下:

[0171] 5'‑ACGGGGGACGAGCTCATGGGAGAGAAGGAGCGGAG‑3'；

[0172] 5'‑GACTCTAGAGGATCCCAACTGATGTTTACATCCTCA‑3'，

[0173] 将获得PCR产物利用重组克隆的方法插入到本实验室改造的载体pCAMBIA1300(Lv 

et  al.,2014)的SacI与PstI酶切位点之间，得到OsPEP1过表达载体。OsPEP1过表达载体经

过测序检验正确。

[0174] 二、OsPEP1过表达水稻的获得

[0175] 将上述步骤一构建的OsPEP1过表达载体转入农杆菌EHA105，用于转化水稻秀水

134，得到32株阳性转基因植株，具体步骤等同于实施例2的步骤二。

[0176] 在得到的T2代转移基因水稻中，挑选三个代表性转基因株系(OsPEP1过量表达的

独立转基因植系)(OE1，OE2，OE3)进行表型分析。结果表明，与野生型相比，转基因株系的株

高其根长度显著缩短(见图4A和B)。用实时定量PCR的方法对水稻秀水134与OsPEP1过表达

转基因植株中 (O E 1 ，O E 2，O E 3)中内源Os P E P 1相对表达量进行分析 (引物为:

GGCGTGGATGACGGGAGACT；TACATCCTCATTCCTCGTTG)，结果表明，OsPEP1的过表达转基因株系

的主根长度与OsPEP1表达量正相关(见图4C)。此外本发明观察了这些OsPEP1过表达转基因

水稻根尖的切片结构，与对照植株秀水134(WT)相比，OsPEP1过表达转基因水稻根尖的分生

区长度与伸长区细胞的长度显著缩短，外源的PEP处理不能恢复OsPEP1过表达转基因水稻

根尖缺陷表型至野生型水平(见图4D‑F)。

[0177] 三、OsPEP1抑制表达重组载体的构建

[0178] 提取水稻秀水134的mRNA并逆转录为cDNA，以此长cDNA为模板进行PCR扩增制备

OsPEP1的部分DNA序列：

[0179] ACTCGGGAGAGAGGGAGCGCAGATTGTGCGTGAGGAAACGGATGGGAAGCAGCGATTTCGATCGAGGGG
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CGCGATTTGGGGGCGTGGATGACGGGAGACTGGGAGAGGGGACGAAGCGGTGTGAGGAGATGGTGGGAGCGATTTGG

G

[0180] PCR扩增的引物如下：

[0181] 5'‑ACTCGGGAGAGAGGGAGCGC‑3'；

[0182] 5'‑CCCAAATCGCTCCCACCATC‑3'，

[0183] 将克隆到的PCR产物与T载体(购自TAKARA公司)连接，连接好的质粒分别用PstI、

BamH  I以及Pst  I、Sal  I酶切得到两片段；两片段一同连入pBSSK‑in载体(Wang  et 

al.2019)，分两步进行。pBSSK‑in先用Pst  I、BamH  I酶切，连上一个片段后，再Nsi  I、Sal  I

酶切，连另一片段。最后用Sac  I、Sal  I将两片段以及intron切下，连入相同酶切的植物双

元载体pCAMBIA1300中(Lv  et  al.,2014)，得到OsPEP1抑制表达载体。OsPEP1抑制表达载体

经过测序检验正确。

[0184] 四、OsPEP1抑制表达水稻的获得

[0185] 将上述步骤三构建的OsPEP1抑制表达载体转入农杆菌EHA105，用于转化水稻秀水

134，得到53株阳性转基因植株。具体步骤等同于实施例2的步骤二。

[0186] 在得到的T2代转移基因水稻中，挑选三个代表性株系(OsPEP1抑制表达的独立转

基因植株)(Ri1，Ri2，Ri3)进行表型分析。结果表明，与野生型相比其根长度显著缩短(见图

5A和B)。用实时定量PCR的方法对秀水134与OsPEP1抑制表达转基因植株(Ri1，Ri2，Ri3)中

内 源 O s P E P 1 相对表达量进行分析 (引物为 : G G C G T G G A T G A C G G G A G A C T ；

TACATCCTCATTCCTCGTTG)，结果表明，基因OsPEP1的抑制表达转基因株系的主根长度与

OsPEP1表达量正相关(见图5C)；此外本发明观察了这些OsPEP1抑制表达转基因水稻根尖的

切片结构，与对照秀水134(WT)相比，OsPEP1抑制表达转基因水稻根尖的分生区长度与伸长

区细胞的长度显著缩短，外源的PEP处理可以恢复OsPEP1抑制表达转基因水稻根尖缺陷表

型至野生型水平(见图5D‑F)。

[0187] 综合以上的结果，本发明将通过LC‑MS/MS鉴定得到的234个水稻根系分泌多肽和

416个水稻分泌型多肽候选编码基因的对比研究，并结合遗传学实验，找到了一个调控水稻

主根发育的根分泌多肽PEP1(Ser‑Asp‑Pro‑Asp‑Arg)并确定了其编码基因OsPEP1(LOC_

Os11g09560)。本发明的生理实验结果表明外源施加PEP1抑制水稻根伸长，本发明的遗传学

实验表明，过量表达或抑制表达均会抑制水稻根伸长。这些结果表明，水稻根分泌多肽可能

作为一个信号分子在水稻根发育中起着重要作用，可以通过调控OsPEP1的表达量控制水稻

根的生长发育。

[0188] 最后，还需要注意的是，以上列举的仅是本发明的若干个具体实施例。显然，本发

明不限于以上实施例，还可以有许多变形。本领域的技术人员能从本发明公开的内容直接

导出或联想到的所有变形，均应认为是本发明的保护范围。
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序列表

<110> 浙江大学

<120> 水稻根分泌多肽PEP1及其编码基因和应用

<160>  3

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  1

Ser  Asp  Phe  Asp  Arg

1               5

<210>  2

<211>  98

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  2

Met  Gly  Glu  Lys  Glu  Arg  Arg  Leu  Arg  Val  Glu  Gly  Trp  Met  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Thr  Glu  Met  Ile  Asp  Arg  Arg  Arg  Gln  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Glu  Arg

            20                  25                  30

Glu  Arg  Arg  Leu  Cys  Val  Arg  Lys  Arg  Met  Gly  Ser  Ser  Asp  Phe  Asp

        35                  40                  45

Arg  Gly  Ala  Arg  Phe  Gly  Gly  Val  Asp  Asp  Gly  Arg  Leu  Gly  Glu  Gly

    50                  55                  60

Thr  Lys  Arg  Cys  Glu  Glu  Met  Val  Gly  Ala  Ile  Trp  Asp  Val  Gly  Phe

65                  70                  75                  80

Glu  Arg  Asp  Asn  Pro  Asp  Arg  Ser  Thr  Arg  Asn  Glu  Asp  Val  Asn  Ile

                85                  90                  95

Ser  Trp

<210>  3

<211>  297

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  3

atgggagaga  aggagcggag  attgcgcgtg  gagggatgga  tggggcgcac  ggagatgatc  60

gatcggcggc  ggcaacggct  gcactcggga  gagagggagc  gcagattgtg  cgtgaggaaa  120

cggatgggaa  gcagcgattt  cgatcgaggg  gcgcgatttg  ggggcgtgga  tgacgggaga  180
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ctgggagagg  ggacgaagcg  gtgtgaggag  atggtgggag  cgatttggga  cgttggattc  240

gagcgagaca  atcctgaccg  atcaacgagg  aatgaggatg  taaacatcag  ttggtga  297
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