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摘要：为明确富亮氨酸重复类受体蛋白激酶（leucine-rich repeat receptor-like kinase，LRR-RLK）编

码基因OsLRR-RLK18在调控水稻对褐飞虱Nilaparvata lugens防御中的作用及机理，以野生型水稻

品系、OsLRR-RLK18基因敲除纯合水稻品系为研究对象，测定不同水稻品系的株高和根长、不同水

稻品系对褐飞虱生物学参数的影响及褐飞虱为害后不同水稻品系中防御信号分子含量和防御化合

物含量。结果显示，敲除OsLRR-RLK18基因后水稻株高和根长降低，褐飞虱为害后期诱导的茉莉

酸、茉莉酸-异亮氨酸和脱落酸含量显著增加，但水稻组成型（未受褐飞虱为害）和为害早期的水杨

酸和过氧化氢含量降低，引起水稻多种挥发物组分释放量增加，木质素、对香豆酰腐胺及樱桃苷、刺

苞菊苷和大波斯菊苷 3 种类黄酮含量下降，最终导致褐飞虱卵孵化率和产卵量显著降低。表明

OsLRR-RLK18基因参与了水稻对褐飞虱为害的防御反应，在调控水稻对褐飞虱的抗性中发挥着一

定作用。
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Knocking out OsLRR-RLK18 in rice enhances the resistance to
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Abstract: To elucidate the role of the leucine-rich repeat receptor-like kinase (LRR-RLK) gene OsLRR-

RLK18 in regulating rice defense responses against the brown planthopper Nilaparvata lugens and its

underlying mechanisms, we utilized both the wild-type rice line and OsLRR-RLK18 knockout rice lines

as research materials to assess the shoot height and root length of different rice plants, examine the ef-

fect on N. lugens biological parameters across different rice lines, and analyze the levels of defense-

related signal molecules and defensive compounds in different rice plants before and after infestation by

N. lugens females. The results showed that knocking out OsLRR-RLK18 significantly increased the lev-

els of jasmonic acid, jasmonic acid-isoleucine, and abscisic acid in rice at late stage of N. lugens infesta-

tion, but decreased the basal (non-infested) and N. lugens-induced (earlier stage of infestation) levels of

salicylic acid and hydrogen peroxide. Moreover, knocking out OsLRR-RLK18 enhanced the emission of

multiple volatile compounds from rice plants while reducing the levels of lignin, p-coumaroyl putres-

cine, and three flavonoids (carlinoside, cosmosiin and prunin). These changes finally led to a significant

decrease in the number and hatchability of N. lugens eggs. These results indicate that OsLRR-RLK18 is



involved in the defense responses in rice induced by N. lugens infestation, and plays a role in regulating

rice the resistance to N. lugens.
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在遭受植食性昆虫为害时，植物会利用位于细

胞膜的模式识别受体（pattern recognition receptor，

PRR）特异性地识别植食性昆虫激发子，导致植物细

胞外钙离子内流、活性氧（reactive oxygen species，

ROS）暴 发 和 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶（mitogen-

activated protein kinase，MPK）级联的活化等早期信

号事件的发生（Berens et al.，2017；Erb & Reymind，

2019；Arimura，2021）。这些早期信号事件进一步激

活茉莉酸（jasmonic acid，JA）、水杨酸（salicylic acid，

SA）、脱落酸（abscisic acid，ABA）以及乙烯（ethyl-

ene，ET）等植物激素介导的信号途径，最终改变植

物转录组、蛋白组以及代谢组，并对植食性昆虫产生

直接和间接抗性（Tzin et al.，2015；Erb & Reymind，

2019；Stahl et al.，2019）。

富亮氨酸重复序列类受体蛋白激酶（leucine-

rich repeat receptor-like protein kinase，LRR-RLK）是

植 物 体 内 数 量 最 多 的 一 类 类 受 体 蛋 白 激 酶

（receptor-like protein kinase，RLK），例如拟南芥Ara-

bidopsis thaliana、水稻 Oryza sativa 和大豆 Glycine

max基因组中分别有242、309和467个LRR-RLK基

因（Gou et al.，2010；Sun & Wang，2011；Zhou et al.，

2016）。这些 LRR-RLK 除了能调控植物细胞顶端

分生组织分化（Bommert et al.，2005）、气孔发育

（Liu et al.，2020）、花器官发育（Cui et al.，2018）、维

管组织建成（Hu et al.，2022）等生长发育过程外，其

中一部分已经被证实是植物识别病原菌或植食性昆

虫为害信号的模式识别受体。例如，拟南芥中的鞭

毛蛋白感知 2（flagellin-sensing 2，FLS2）（Gomez et

al.，2001）、延 伸 因 子 Tu（thermos unstable）受 体

（elongation factor-Tu receptor，EFR）（Santos et al.，

2010）和植物激发子肽1受体（plant elicitor peptide 1

receptor，PEPR1）/植物激发子肽2受体（plant elicitor

peptide 2 receptor，PEPR2）（Yamaguchi et al.，2010）

以 及 水 稻 Oryza sativa 白 叶 枯 病 抗 性 21（Xan-

thomonas resistance 21，Xa21）蛋 白（Pruitt et al.，

2015；Luu et al.，2019）等是植物启动抗病防御的关

键受体（Hu et al.，2015），但关于LRR-RLK调控植物

对植食性昆虫的报道仍很少。如Wang et al.（2018）

发现，番茄 Solanum lycopersicum 植株对灰翅夜蛾

Spodoptera littoralis取食为害诱导植株产生的系统

素（一种植物受损伤而产生的内源性激发子）的感知

依赖于一种 LRR-RLK，即系统素受体 SYR1（syste-

min receptor 1）；SYR1在识别系统素后迅速激活乙

烯信号途径，提高胰蛋白酶抑制剂的含量以增强植

株对灰翅夜蛾的防御能力。灰翅夜蛾幼虫取食可诱

导拟南芥LRR-RLK基因PEPR1/PEPR2转录水平显

著上调，在拟南芥中沉默PEPR1/PEPR2基因则能显

著提高植株对灰翅夜蛾幼虫的敏感性。类似地，褐

飞虱 Nilaparvata lugens 若虫取食为害后水稻 LRR-

RLK基因OsPEPR1/OsPEPR2的转录水平也显著上

调，在水稻中敲除 OsPEPR1/OsPEPR2 基因会显著

降低植株中 JA水平，进而削弱水稻对褐飞虱若虫的

抗性（Shen et al.，2022）。此外，二化螟 Chilo sup-

pressalis 幼虫取食为害水稻叶鞘也能强烈诱导

OsLRR-RLK1 转录水平的上调，在水稻中沉默该基

因 会 显 著 降 低 二 化 螟 幼 虫 取 食 为 害 诱 导 的

OsMPK3/OsMPK6活性，降低 JA、ET和胰蛋白酶抑

制剂含量以及水稻对二化螟幼虫的抗性（Hu et al.，

2018）。利用多种正向遗传学方法，Poretsky et al.

（2021）在玉米 Zea mays 中鉴定出的 1 个与 OsLRR-

RLK1高度同源的并且特异性响应鳞翅目昆虫幼虫

口腔分泌物中脂肪酸氨基酸类激发子的LRR-RLK

蛋白，命名为 ZmFACS。ZmFACS 与 OsLRR-RLK1

所介导的植物抗虫防御反应极其相似，推测它们可

能都是特异性感知鳞翅目昆虫脂肪酸氨基酸类激发

子的潜在受体。因此，鉴定虫害诱导的 LRR-RLK

基因并解析其在植物诱导抗虫防御中的功能对全面

认识植物抗虫性具有重要理论意义。

水稻是世界上最重要的粮食作物之一，而稻飞

虱尤其是褐飞虱是亚太地区最具破坏性的水稻害虫

之一。水稻对褐飞虱的防御涉及到MPK、信号分子

H2O2以及植物激素（JA、SA、ABA、ET）介导的信号

途径之间的相互作用，导致包括木质素、酚胺、类黄

酮以及挥发物等水稻防御化合物的重组，最终对褐

飞虱产生直接和间接的防御作用（蒯鹏和娄永根，

2022）。然而水稻基因组中众多的 LRR-RLK 基因

是否参与调控水稻对褐飞虱的防御反应仍知之甚

少。本研究以野生型水稻品系、OsLRR-RLK18基因

敲除纯合水稻品系为研究对象，测定不用水稻品系

的株高和根长及褐飞虱为害后不同水稻品系中防御
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信号分子含量和防御化合物含量，明确 OsLRR-

RLK18对水稻生长的影响、对褐飞虱生物学参数的

影响及对水稻中防御信号分子含量和防御化合物含

量的影响，以期为解析水稻中基因OsLRR-RLK18在

诱导抗虫性中的功能提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

供试植物：野生型水稻品系秀水11（Xiushui 11，

XS11）和台中本地 1号，由中国水稻研究所提供；参

照 Lu et al.（2017）方法以 XS11 为受体构建水稻

OsLRR-RLK18 基因敲除纯合品系 18-1-1 和 18-1-6，

由本实验室研制。

供试昆虫：自浙江大学紫金港校区农场水稻田

采集褐飞虱原始种群，置于温度（26±2）℃、光周期

14 L∶10 D、相对湿度50%~65%的人工气候室中，用

水稻感虫品种台中本地1号连续饲养10年以上；取

初羽化褐飞虱雌、雄成虫（雌雄比为2∶1）用催芽7 d

左右的台中本地1号水稻苗在人工气候室中单独饲

养，取饲养3 d后处于产卵期的褐飞虱雌成虫供试。

试剂：TaKaRa MiniBEST 植物 RNA 提取试剂

盒、PrimeScriptTM RT Master Mix试剂盒、TB GreenTM

Premix Ex Taq定量 PCR 试剂盒，宝生物工程（大连）

有限公司；Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxi-

dase Assay Kit试剂盒，美国 Invitrogen公司；JA、JA-

Ile、ABA、SA 内 标 ，即 2D2-JA、2D6-JA-Ile、2D4-SA

和 2D6-ABA，由德国马普化学生态学研究所合成；甲

醇、乙酸乙酯，德国Merck公司；其他试剂均为国产

分析纯或者进口分析纯。

仪器：SMZ460型体视显微镜，日本Nikon公司；

μLite+超微量蛋白核酸分光光度计，美国BioDrop公

司；DTX880型多功能酶标仪，美国Beckman Coulter

公司；6460 高效液相色谱-质谱/质谱联用仪、6890

气相色谱-火焰离子化检测器，日本 Agilent 公司；

CFX96TM实时荧光定量PCR检测系统，美国Bio-Rad

公司；5301 真空浓缩仪，德国 Eppendorf 公司；

SCIENTZ-12N/A 冷冻干燥仪，宁波市新芝生物公

司；Vortex-Genie2涡旋振荡仪，美国Scientific Indus-

tries公司；圆筒型玻璃罩，直径40 mm，高度80 mm，

壁上均匀分布24个直径为0.8 mm的小孔，订制；植

物挥发物抽提装置，由本实验室自主设计。

1.2 方法

1.2.1 水稻中OsLRR-RLK18基因序列分析

将水稻基因组数据库RGAP（http://rice.plantbi-

ology. msu. edu/）中 提 供 的 OsLRR-RLK18 基 因

（RGAP登录号为LOC_Os02g01800）的核苷酸序列

提交至DNAMAN 9软件中翻译获得氨基酸序列；将

氨基酸序列提交至 SMART（https://smart.embl.de/）

在线分析软件预测OsLRR-RLK18编码蛋白的保守

结构域。

1.2.2 不同水稻品系的培养

将野生型水稻品系、2个OsLRR-RLK18基因敲

除水稻品系的种子分别置于直径 8 cm、高 10 cm的

组培瓶中用清水催芽，待苗长至4~6 cm后转移至长

51 cm、宽 35 cm、高 16.5 cm 的塑料筐中，置于温度

（26±2）℃、光周期 14 L∶10 D、相对湿度 50%~65%

的温室用水稻培养液（1.43 mmol/L NH4NO3、1 mmol/L

CaCl2、0.32 mmol/L NaH2PO4·2H2O、0.51 mmol/L

K2SO4、1.64 mmol/L MgSO4·7H2O、7.58 μmol/L

MnCl2·4H2O、15.11 μmol/L H3BO3、0.12 μmol/L

CuSO4 ·5H2O、0.06 μmol/L （NH4）6Mo7O24 ·4H2O、

0.12 μmol/L ZnSO4·7H2O、28.49 μmol/L FeCl3·6H2O、

56.63 μmol/L C6H8O7·H2O，pH 4.5）继续培养，每1~2周

更换 1次培养液；待生长 22~24 d后，选取生长状态

良好且长势一致的水稻，去除分蘖单株种植于盛满

水稻培养液的300 mL不透光塑料杯中，叶鞘基部用

海绵固定在不透光、边长为 9 cm 的正方形塑料板

（中间有一个直径2 cm的圆孔）中，恢复生长3~4 d，用

订制圆筒型玻璃罩罩住水稻叶鞘，玻璃罩底部固定

在正方形塑料板上，玻璃罩顶部用海绵密封。

1.2.3 OsLRR-RLK18基因诱导表达模式分析

为明确 OsLRR-RLK18 是否参与水稻对褐飞虱

为害的防御应答，测定了接入褐飞虱雌成虫不同时

间后水稻叶鞘中OsLRR-RLK18的转录水平。

水稻品系的培养同1.2.2，每个玻璃罩中接入处

于产卵期的 10头褐飞虱雌成虫，自接虫开始计时，

每个水稻品系分别于接虫 3、8、24和 48 h时剪取水

稻外叶鞘置于 2 mL离心管中，于液氮中速冻，取出

后于-80 ℃冰箱保存，以未接入褐飞虱的水稻外叶

鞘作为对照。每个水稻品系每个时间分别取 0.1 g

水稻外叶鞘样品，置于液氮中研磨，用TaKaRa Mini-

BEST植物RNA提取试剂盒提取样品的总RNA，用

超微量蛋白核酸分光光度计检测与评估所得RNA

的浓度、纯度与质量。按照PrimeScriptTM RT Master

Mix试剂盒说明书将总RNA反转录成cDNA。以水

稻OsACTIN基因（RGAP登录号为LOC_Os03g50885）

为内参基因，以合成的 cDNA为模板利用实时荧光

定 量 PCR（real-time fluorescent quantitative PCR，

2期 唐璎瑛等：敲除OsLRR-RLK18基因提高水稻对褐飞虱的抗性 385



qPCR）检测各样品中 OsLRR-RLK18 基因的相对表

达量。委托南京金斯瑞生物科技有限公司设计和合

成 OsACTIN 引 物（F：5′-TGGACAGGTTATCACC-

ATTGGT-3′/R：5′-CCGCAGCTTCCATTCCTATG-3′）

和 OsLRR-RLK18 引物（F：5′-AAGAGAAAGCCAC-

AGCATGAAC-3′/R：5′-CAGGAAGCGTTCCAAAT-

CTGGTG-3′）。20 μL反应体系：cDNA 1 μL、10 μmol/L

正反向引物各 0.7 μL、TB GreenTM Premix Ex Taq 酶

10 μL、双蒸水 7.6 μL；反应程序：95 ℃预变性 30 s；

95 ℃变性5 s，60 ℃扩增30 s，循环40次。根据采集

到的阈值循环数，采用标准曲线法计算待测基因的

相对表达量（Hu et al.，2018）。

1.2.4 OsLRR-RLK18对水稻生长影响的测定

不同水稻品系的培养同1.2.2，待苗龄10 d和30 d

时，分别测量植株的根长和株高。从叶鞘基部开始

长根的部位至根尖端的长度为根长，从叶鞘基部开

始长根的部位至叶片尖端的长度为株高，每个处理

每次测量20株植株。

1.2.5 OsLRR-RLK18对褐飞虱生物学参数影响的测定

不同水稻品系的培养同1.2.2，每个玻璃罩中接

入处于产卵期的10头褐飞虱雌成虫，自接虫开始计

时，24 h 后移去所有成虫并继续保持玻璃罩封闭。

待第1头若虫孵出起每天定时观察并记录每日新孵

若虫的数量，直至连续3 d不再有若虫孵出为止。随

后剪取玻璃罩中全部叶鞘，在显微镜下检查并记录

未孵化的卵量，统计总产卵量，计算卵孵化率和卵发

育历期。卵发育历期=Σ（Ni×i）/N，式中，Ni为第 i天

所孵化出的若虫数量，N为试验期间孵化出的若虫

总数。每个品系设12个生物学重复。

1.2.6 OsLRR-RLK18对防御信号分子含量影响的测定

不同水稻品系的培养同1.2.2，每个玻璃罩中接

入处于产卵期的10头褐飞虱雌成虫，自接虫开始计

时，分别于接虫0、6、12、24和48 h时，每个水稻品系

剪取外部 3层叶鞘，迅速放入 2 mL离心管中，于液

氮中速冻，取出后于-80 ℃冰箱中保存备用。

每个水稻品系每个时间称取 0.12 g样品，参照

Li et al.（2017）方法分别测定SA、JA、JA-Ile和ABA

含量。向每个样品中加入1 mL乙酸乙酯提取液（分

别含有 2D2-JA、2D6-JA-Ile、2D4-SA和 2D6-ABA内标），

充分振荡混匀，于 4 ℃、14 000 r/min 条件下离心

20 min，吸取 800 μL 上清液转移至 2 mL 新离心管

中，并在真空浓缩仪内浓缩至干燥；随后经 70%甲

醇振荡溶解5 min，并于4 ℃、14 000 r/min条件下离

心10 min，吸取150 μL上清液，利用高效液相色谱-

质谱/质谱联用仪测定样品中 SA、JA、JA-Ile 以及

ABA 的含量。每个品系每个时间设 5 个生物学

重复。

每个水稻品系每个时间称取 0.12 g样品，参照

Wang et al.（2020）方法测定H2O2含量。向每个样品

中加入1 mL遇冷的蒸馏水，充分振荡混匀，于4 ℃、

14 000 r/min条件下离心20 min，吸取800 μL上清液

转移至新 2 mL 离心管中。按照 Amplex® Red Hy-

drogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit 说明书测定各

样品中H2O2含量。每个品系每个时间设5个生物学

重复。

1.2.7 OsLRR-RLK18对防御化合物含量影响的测定

水稻挥发物、酚胺化合物、类黄酮以及木质素在

水稻抵御褐飞虱为害中发挥着重要作用（Chen et

al.，2019；Xu et al.，2021）。因此，测定褐飞虱雌成虫

为害24 h后不同水稻品系的挥发物释放量以及褐飞

虱雌成虫为害前和为害72 h后酚胺化合物和类黄酮

的含量。

不同水稻品系的培养同1.2.2，每个玻璃罩中接

入10头处于产卵期的褐飞虱雌成虫，24 h后移去所

有褐飞虱，并将单株水稻转移到一个密封的水稻挥

发物玻璃收集装置中。采用顶空法连续捕集褐飞虱

为害后8 h内的水稻植株所释放的挥发物，用200 μL

甲醇（内含有 500 μL/L癸酸乙酯 4 μL 作为内标）淋

洗吸附柱上的挥发物，并将它们收集至进样瓶中，最

后利用气相色谱-火焰离子化检测器分离和定量各

挥发物组分，具体挥发物捕集和含量测量参考Lou

et al.（2005）方法。挥发物含量用相对于内标峰面积

的百分比表示。每个品系每个时间设 5 个生物学

重复。

不同水稻品系的培养同1.2.2，每个玻璃罩中接

入处于产卵期的10头褐飞虱雌成虫，自接虫开始计

时，分别于接虫0 h和72 h时，每个水稻品系剪取外

部 3 层叶鞘，迅速放入 2 mL 离心管中于液氮中速

冻，取出后于-80 ℃冰箱中保存备用。酚胺和类黄

酮的提取方法参照Xu et al.（2021）方法。向每个样

品中加入 70%甲醇 1 mL，充分振荡混匀，于 4 ℃、

14 000 r/min条件下离心20 min，吸取800 μL上清液

转移至 2 mL 离心管中，并在冷冻干燥仪浓缩至干

燥；随后经 70% 甲醇振荡溶解 5 min，并于 4 ℃、

14 000 r/min 条件下离心 10 min，吸取 150 μL 上清

液，利用高效液相色谱-质谱/质谱联用仪测定样品

中酚胺和类黄酮含量，具体含量测定参考 Xu et al.

（2021）方法。每个品系每个时间设5个生物学重复。
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木质素提取方法参照Xu et al.（2014）方法。向

0.1 g样品中加入 80%甲醇溶液 1 mL振荡混匀，在

80 ℃金属浴中孵育2 h后离心，弃上清液，加入2 mol/L

盐酸1 mL 和纯度98%巯基乙酸0.1 mL煮沸8 h，冰

上冷却 5 min 后离心，去上清液，随后加入 1 mol/L

NaOH 2 mL，于室温下轻轻搅拌 18 h重新溶解沉淀

后离心，取 500 μL 上清液到 2 mL 离心管中并加入

100 μL浓盐酸，于4 ℃静置4 h，使木质素自然沉降，

离心去上清液后将离心管底部的木质素沉淀重新溶

解于 1 mL 1 mol/L NaOH溶液中，在 280 nm处测定

吸光度。每个品系每个时间设5个生物学重复。

1.3 数据分析

采用 DPS 9.50 软件对数据进行处理。两组数

据均采用Student’s t检验法进行差异显著性检验；3组

及以上数据先进行单因素方差分析，然后采用

Tukey’s HSD法进行多重比较。用Levene’s test进

行方差齐性检验，对于方差不齐的数据需进行数据

转换。

2 结果与分析

2.1 水稻中OsLRR-RLK18基因序列分析

水稻中OsLRR-RLK18基因序列（RGAP登录号

LOC_Os02g01800）编码区核苷酸长度为 3 549 bp，

编码 1 182个氨基酸（图 1-A）。保守结构域分析结

果显示，水稻中OsLRR-RLK18蛋白具有RLK家族

典型特征，含有胞外富亮氨酸重复序列（leucine-rich

repeat，LRR）结构域、一个跨膜结构域和胞内激酶结

构域（图1-B）。

*：终止密码子；SP：信号肽；LRR：富亮氨酸重复序列；TM：跨膜结构域；PK：蛋白激酶 . *：Termination codon; SP:

signal peptide; LRR: leucine-rich repeat; TM: transmembrane domain; PK: protein kinase.

图1 水稻中OsLRR-RLK18的氨基酸序列（A）与保守结构域（B）

Fig. 1 Amino acid sequence (A) and conserved domain (B) of OsLRR-RLK18 in rice

2.2 OsLRR-RLK18基因的诱导表达模式

褐飞虱为害 24 h 和 48 h 后，水稻中 OsLRR-

RLK18基因的相对表达量被显著抑制（P<0.05或P<

0.01），分别为未受为害水稻的40.58%和58.71%，但

褐飞虱为害3 h和8 h后，水稻中OsLRR-RLK18基因

的相对表达量与未为害水稻的无显著差异（图 2）。

表明在被褐飞虱为害的后期OsLRR-RLK18基因可

能参与调控水稻对褐飞虱的防御反应。
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图2 褐飞虱为害后水稻中OsLRR-RLK18的相对表达量

Fig. 2 Relative expression levels of OsLRR-RLK18 in rice

infested by Nilaparvata lugens

图中数据为平均数±标准误。*，**表示处理和对照经

Student’s t检验法检验差异显著（P<0.05或P<0.01）；ns表示

处理和对照之间无显著差异。Data are mean±SE. * or ** in-

dicates significant difference between treatment and control by

Student’s t test (P<0.05 or P<0.01); ns indicates no significant

difference between treatment and control.

2.3 OsLRR-RLK18基因对水稻生长的影响

与野生型水稻品系相比，OsLRR-RLK18基因敲

除水稻品系 18-1-1和 18-1-6的株高变矮，根长变短

（图 3），在苗龄 10 d时其株高分别较野生型植株降

低了 10.23%和 23.36%，在苗龄 30 d 时其株高分别

较野生型植株显著降低了3.41%和3.92%（P<0.05）；

在苗龄 10 d 时其根长分别较野生型植株降低了

19.09%和 9.68%，在苗龄 30 d时其根长分别较野生

型植株显著降低了 11.54% 和 16.39%（P<0.05，图

3），表明敲除OsLRR-RLK18基因会降低水稻的株高

和根长。

2.4 OsLRR-RLK18基因对褐飞虱生物学参数的影响

在野生型水稻品系上褐飞虱卵的孵化率为

59.88%，在 2 个 OsLRR-RLK18 基因敲除水稻品系

18-1-1和18-1-6上褐飞虱卵的孵化率分别为25.55%

和 32.87%，分别较野生型水稻品系显著降低（P<

0.05，图 4-A）。在不同水稻品系上褐飞虱卵的发育

历期无差异，均为9 d左右（图4-B）。在野生型水稻

品系上为害6、12和24 h时，褐飞虱雌成虫产卵量分

别为 85.9、179.1 和 293.5 粒，在 OsLRR-RLK18 基因

敲除水稻品系上为害6 h时，产卵量与在野生型水稻

品系上的差异不显著，为害12 h时，在基因敲除水稻

品系18-1-1上的产卵量与在野生型水稻品系上的差

异不显著，在基因敲除水稻品系 18-1-6上的产卵量

却显著低于在野生型水稻品系上的产卵量（P<

0.05），但为害 24 h时，在 2个OsLRR-RLK18基因敲

除水稻品系上的产卵量均较在野生型水稻品系上的

显著降低（P<0.05，图4-C），表明OsLRR-RLK18基因

负调控水稻对褐飞虱的抗性。

WT：野生型水稻品系；18-1-1和18-1-6：OsLRR-RLK18基因敲除水稻品系。WT: Wide-type rice line; 18-1-1 and

18-1-6: OsLRR-RLK18 gene-knockout rice line.

图3 OsLRR-RLK18基因对水稻株高（A）和根长（B）的影响

Fig. 3 Effects of OsLRR-RLK18 gene on the shoot height (A) and root length (B) of rice

图中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示同时间不同水稻品系之间经 Tukey’s HSD 检验法检验差异显著（P<

0.05）。Data are mean±SE. Different lowercase letters indicate significant difference among different rice lines at the same time by

Tukey’s HSD test (P<0.05).

2.5 OsLRR-RLK18对水稻中防御信号分子含量的影响

褐飞虱为害0、6、12和24 h时，不同水稻品系的

JA含量之间无显著差异，为害 48 h时，2个OsLRR-

RLK18基因敲除水稻品系18-1-1和18-1-6叶鞘中的

JA含量均显著高于野生型水稻品系的（P<0.05），分

别是野生型水稻品系的 1.94倍和 2.45倍（图 5-A）。
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褐飞虱为害0 h时，仅基因敲除品系18-1-1叶鞘中的

JA-Ile 含量显著高于野生型水稻品系的（P<0.05）；

为害48 h时，2个基因敲除品系18-1-1和18-1-6叶鞘

中的 JA-Ile含量均显著高于野生型水稻品系的（P<

0.05），分别是野生型水稻品系的11.36倍和14.22倍；

其他为害时间，不同水稻品系的 JA-Ile含量之间差

异不显著（图 5-B）。褐飞虱为害 0、6、12和 24 h时，

不同水稻品系的ABA含量之间差异不显著，但在为

害48 h时，2个基因敲除水稻品系18-1-1和18-1-6叶

鞘中的ABA含量均显著提高（P<0.05），分别为野生

型水稻品系的2.05倍和2.61倍（图5-C）。褐飞虱为

害 0、6和 12 h时，OsLRR-RLK18基因敲除水稻品系

叶鞘中的SA含量和H2O2含量均显著低于野生型水

稻品系的（P<0.05）；为害24 h和48 h时，除基因敲除

水稻品系 18-1-6 在 48 h 时叶鞘中的 H2O2含量与野

生型水稻品系的差异显著外（P<0.05），基因敲除水

稻品系的SA和H2O2含量均与野生型水稻品系的差

异不显著（图 5-D~E），表明LRR-RLK18基因负调控

水稻中 JA、JA-Ile和ABA含量，正调控水稻中SA和

H2O2含量。

WT：野生型水稻品系；18-1-1和18-1-6：OsLRR-RLK18基因敲除水稻品系。WT: Wide-type rice line; 18-1-1 and

18-1-6: OsLRR-RLK18 gene-knockout rice line.

图4 水稻中OsLRR-RLK18基因对褐飞虱卵孵化率（A）、卵发育历期（B）和产卵量（C）的影响

Fig. 4 Effects of OsLRR-RLK18 gene in rice on the hatching rate (A), developmental duration (B), and number (C)

of Nilaparvata lugens eggs

图中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示经Tukey’s HSD检验法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±SE. Dif-

ferent lowercase letters on the bars indicate significant difference by Tukey’s HSD test (P<0.05).

WT：野生型水稻品系；18-1-1和18-1-6：OsLRR-RLK18基因敲除水稻品系。WT: Wide-type rice line; 18-1-1 and

18-1-6: OsLRR-RLK18 gene-knockout rice line.

图5 OsLRR-RLK18基因对褐飞虱为害后水稻中防御信号分子含量的影响

Fig. 5 Effects of OsLRR-RLK18 gene on the contents of signal molecules in rice infested by Nilaparvata lugens

图中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示经Tukey’s HSD检验法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±SE. Dif-

ferent lowercase letters on the bars indicate significant difference by Tukey’s HSD test (P<0.05).
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2.6 OsLRR-RLK18对水稻防御化合物含量的影响

2.6.1 对单一组分挥发物含量的影响

褐飞虱为害后，OsLRR-RLK18基因敲除水稻品

系 18-1-1 和 18-1-6 释放的 2-庚酮、2-庚醇、柠檬烯、

芳樟醇和水杨酸甲酯5个单一组分挥发物的含量均

较野生型水稻品系的显著提高（P<0.05），含量分别

为 1.055%、0.901%、0.246%、3.265%、0.564% 和

0.929%、0.715%、0.209%、2.598%和0.399%（表1）。

表1 褐飞虱为害后野生型水稻品系和OsLRR-RLK18基因敲除水稻品系释放的挥发物

Table 1 Volatile matters emitted from wild-type and OsLRR-RLK18 gene-knockout rice infested by Nilaparvata lugens %
挥发物Volatile matter

2-庚酮 2-heptanone

2-庚醇 2-heptanol

α-蒎烯 α-pinene

柠檬烯（+）-limonene

芳樟醇氧化物（E）-linalool oxide

芳樟醇 Linalool

水杨酸甲酯 Methyl salicylate

α-姜烯 α-zingiberene

β-红没药烯 β-bisabolene

野生型水稻品系
Wild-type rice line

0.421±0.034 b

0.355±0.030 b

0.140±0.003 a

0.148±0.011 c

0.984±0.022 a

0.143±0.016 b

0.268±0.007 b

0.136±0.008 a

0.188±0.022 a

基因敲除水稻品系18-1-1
Gene-knockout rice line 18-1-1

1.055±0.080 a

0.901±0.064 a

0.089±0.017 a

0.246±0.004 a

0.123±0.022 a

3.265±0.379 a

0.564±0.039 a

0.130±0.001 a

0.125±0.020 a

基因敲除水稻品系18-1-6
Gene-knockout rice line 18-1-6

0.929±0.044 a

0.715±0.020 a

0.098±0.014 a

0.209±0.006 b

0.106±0.006 a

2.598±0.198 a

0.399±0.031 a

0.134±0.016 a

0.102±0.007 a

表中数据为平均数±标准误。同行不同小写字母表示经Tukey’s HSD检验法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±SE.

Different lowercase letters in the same row indicate significant difference by Tukey’s HSD test (P<0.05).

2.6.2 对木质素含量的影响

褐飞虱未为害时，OsLRR-RLK18基因敲除水稻

品系中木质素含量与野生型水稻品系无差别，但褐

飞虱为害72 h后，OsLRR-RLK18基因敲除水稻品系

中木质素含量均显著低于野生型水稻品系的（P<

0.05，图6）。

WT：野生型水稻品系；18-1-1 和 18-1-6：OsLRR-RLK18

基因敲除水稻品系。WT: Wide-type rice line; 18-1-1 and

18-1-6: OsLRR-RLK18 gene-knockout rice line.

图6 OsLRR-RLK18基因对褐飞虱为害后

水稻叶鞘中木质素含量的影响

Fig. 6 Effects of OsLRR-RLK18 on lignin content in rice

infested by Nilaparvata lugens

图中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示同时间

不同水稻品系之间经Tukey’s HSD检验法检验差异显著（P<

0.05）。Data are mean±SE. Different lowercase letters indicate

significant difference among different rice lines at the same

time by Tukey’s HSD test (P<0.05).

2.6.3 对酚胺和类黄酮含量的影响

褐飞虱为害 72 h后，野生型水稻品系中对香豆

酰腐胺含量较为害前显著增加（P<0.05），樱桃苷、大

波斯菊苷和刺苞菊苷3种类黄酮含量较为害前显著

降低（P<0.05，图 7）。褐飞虱为害前，2 个 OsLRR-

RLK18基因敲除水稻品系中对香豆酰腐胺、樱桃苷

和大波斯菊苷含量与野生型水稻品系的无显著差

异，刺苞菊苷含量较野生型水稻品系的显著降低（P<

0.05）；褐飞虱为害 72 h 后，2 个 OsLRR-RLK18 基因

敲除水稻品系中对香豆酰腐胺及樱桃苷、刺苞菊苷

和大波斯菊苷3种类黄酮含量均较野生型水稻品系

的显著降低（P<0.05，图7）。

综上所述，敲除OsLRR-RLK18基因能提高褐飞

虱为害后水稻挥发物的释放，降低褐飞虱为害后水

稻中木质素、对香豆酰腐胺、樱桃苷、刺苞菊苷和大

波斯菊苷的含量。

3 讨论

LRR-RLK已被证明参与调控植物生长发育、应

对非生物胁迫及生物胁迫等生物学过程，包括应对

植食性昆虫为害（Bommert et al.，2005；Mithoe &

Menke，2018；Erb & Reymond，2019）。如在烟草Ni-

cotiana attenuata中NaBAK1基因被沉默后，植株体

内被机械损伤与烟草天蛾Manduca sexta口腔分泌

物诱导产生的 JA 和 JA-Ile 含量均较正常植株显著
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降低（Yang et al.，2011）；在水稻中 OsLRR-RLK1 和

OsLRR-RLK2 均作用于 MPK 级联上游，正调控

OsMPK3/OsMPK6 的磷酸化活性以及转录因子

WRKY的转录水平，进而正调控害虫诱导产生的 JA

和ET含量，负调控 SA与H2O2的生物合成，最终影

响水稻对二化螟和褐飞虱的抗性（Hu et al.，2018；

Ye et al.，2020）。本研究结果发现在OsLRR-RLK18

基因敲除水稻品系中褐飞虱为害后期（48 h）诱导的

JA、JA-Ile和ABA含量较野生型水稻品系的显著增

加，水稻组成型（未受褐飞虱为害）和褐飞虱为害前

期（6 h和12 h）诱导的SA与H2O2含量较野生型水稻

品系的显著下降，表明水稻中OsLRR-RLK18负调控

JA与ABA信号通路，正调控SA与H2O2信号通路，

但OsLRR-RLK18究竟如何影响这些信号分子还需

要进一步解析。

WT：野生型水稻品系；18-1-1 和 18-1-6：OsLRR-RLK18 基因敲除水稻品系。WT: Wide type rice; 18-1-1 and 18-1-6:

OsLRR-RLK18 gene-knockout rice.

图7 OsLRR-RLK18基因对褐飞虱为害后水稻叶鞘中对香豆酰腐胺（A）、樱桃苷（B）、大波斯菊苷（C）

和刺苞菊苷（D）含量的影响

Fig. 7 Effects of OsLRR-RLK18 on p-coumaroyl putrescine (A), prunin (B), cosmosiin (C) and

carlinoside (D) contents in rice infested by Nilaparvata lugens

图中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示同时间不同水稻品系之间经 Tukey’s HSD 检验法检验差异显著（P<

0.05）。Data are mean±SE. Different lowercase letters indicate significant difference among different rice lines at the same time by

Tukey’s HSD test (P<0.05).

褐飞虱雌成虫为害不仅能诱导肉桂酰腐胺、对

香豆酰腐胺和阿魏酰酪胺等多种酚胺，柚皮素、樱花

素、芦丁和芹菜素-5-O-葡萄糖苷等黄酮类化合物以

及木质素、胼胝质含量增加，而且还能诱导多种水稻

挥发物的释放（刘晓丽和娄永根，2018；Chen et al.，

2019；Xu et al.，2021）。樱花素、对香豆酰腐胺、肉桂

酰腐胺和阿魏酰腐胺是影响稻飞虱生存和发育的重

要防御化合物（Wang et al.，2020）；木质素和胼胝质

则分别通过改变水稻次生壁强度和阻塞水稻韧皮部

等在一定程度上增加褐飞虱为害（取食和产卵）水稻

的难度（杨丽等，2013）；2-庚酮、2-庚醇和芳樟醇对

褐飞虱有驱避作用（Lu et al.，2014），而芳樟醇和水

杨酸甲酯能吸引稻飞虱卵期寄生蜂稻虱缨小蜂

Anagrus nilaparvatae，进而提高天敌对稻飞虱的控

害作用，即提高植株间接防御能力（Wang & Lou，

2013）。本研究结果发现，褐飞虱为害后 OsLRR-

RLK18 基因敲除水稻品系中 2-庚酮、2-庚醇、柠檬

烯、芳樟醇和水杨酸甲酯 5种水稻挥发物的含量均

较野生型水稻品系的增加，但褐飞虱为害后对香豆

酰腐胺及樱桃苷、刺苞菊苷和大波斯菊苷 3种类黄
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酮的含量均较野生型水稻品系的显著降低。因为

JA介导的信号途径正调控水稻中类黄酮、酚胺类化

合物以及水稻挥发物的生物合成（Chen et al.，2019；

Xu et al.，2021），而ABA介导的信号途径有利于胼

胝质的沉积（Adie et al.，2007）；此外苯丙氨酸解氨

酶不仅是重要的防御酶（Gho et al.，2020），也是植物

激素 SA 以及类黄酮、酚胺类和木质素等苯丙烷类

化合物生物合成的关键前体（Zhang et al.，2021），所

以初步推测敲除OsLRR-RLK18基因可能通过降低

苯丙氨酸解氨酶含量来削弱水稻组成型和褐飞虱为

害后的SA、酚胺、类黄酮和木质素含量，但也通过激

活 JA信号途径来促进害虫诱导的水稻挥发物的释

放，释放的这些挥发物不易于褐飞虱产卵及卵孵

化。后续试验需要进一步解析OsLRR-RLK18对水

稻苯丙氨酸解胺酶、胼胝质以及酚胺、类黄酮等防御

化合物的影响以及明确 ABA 信号通路在 OsLRR-

RLK18介导的水稻抗虫性中的作用。
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