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拟南芥eATP受体DORN1的研究进展
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摘要      作为一种重要的信号分子, 胞外ATP(extracellular ATP, eATP)通过与质膜受体结合, 可
以激发钙离子等第二信使, 并进一步诱导胞内多种信号反应。DORN1是植物中发现的第一个eATP
受体蛋白, 它通过响应eATP信号, 参与植物多种生理过程, 包括植物抗病、气孔开闭以及胞吞循环

等。该文就DORN1的发现、结构及功能进行综述, 并对DORN1相关领域的研究进行了展望。
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Abstract       As an important signaling molecule, eATP (extracellular ATP) triggers a series of cellular re-
sponses by binding to plasma membrane receptors and subsequently stimulates the production of second messen-
gers such as calcium ions. DORN1 is identified as the first plant eATP receptor and can mediate eATP signaling to 
participate in many physiological processes in plants, including disease resistance, stomatal opening and closing, 
as well as the endocytosis cycle. This review summarizes the researches on discovery, structure and functions of 
DORN1, and gives some prospects for the future studies of DORN1.
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胞外ATP(extracellular ATP, eATP)在植物生长发

育过程中发挥着重要的作用, 它可以调控根的生长, 
影响生长素极性运输, 调节气孔的开闭, 参与了植物

众多的生理过程[1-2]。当植物受到生物或非生物胁迫

时, 也会自发地向细胞外释放ATP[3-5], 引起植物体不

同的响应, 从而适应不同的环境变化。

eATP是动植物细胞中一个重要的信号分子[6-7], 它
能被质膜上存在的eATP受体识别并结合, 从而引发

下游信号分子的产生。1993年, WEBB等[8]及LUSTIG
等[9]分别从鸡胚脑组织和小鼠神经母细胞瘤细胞中, 
克隆获得了eATP嘌呤受体, 随后哺乳动物eATP信号

及其通路的研究得到了飞速的发展, 因此对eATP信
号受体的研究是探究eATP作用机制及生理功能的

重要基础。近年来, 有关植物eATP受体的研究在拟

南芥中取得了较大的进展, 本文就其发现、结构与

生物学功能进行综述, 并对未来的研究进行了展望。

1   拟南芥eATP受体的发现
植物对eATP的响应与动物对eATP的响应十分

类似[10], 例如响应eATP后都会引起活性氧(reactive 
oxygen species, ROS)及一氧化氮(nitric oxide, NO)的
产生, 胞内钙离子(Ca2+)增加等现象。2014年, CHOI
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等[11]利用正向遗传学的方法, 通过筛选不同的拟南

芥突变体并检测其对eATP的响应能力, 发现了两种

不能响应eATP信号的突变体。在这两种拟南芥突

变体中, ATP处理后没有明显的胞内Ca2+增加, 同时

它们也不能响应除了嘧啶核苷酸外的一系列核苷

酸。这两种突变体突变的基因是等位的, 因此将其

命名为dorn1-1(does not respond to nucleotides 1-1)和
dorn1-2。对野生型植株和两种突变体植株的全基因

组进行比对, 发现了dorn1突变体中At5g60300基因

存在独立的点突变, 该基因编码了凝集素类受体激

酶-I.9(lectin receptor kinase, LecRK-I.9)。ROMANO
等[12]和SCHENK等[13]研究发现, 这几个突变的位点

会直接影响蛋白激酶激活环的磷酸化和激酶催化环

的稳定性。同时CHOI等[11]通过体外激酶实验也证明, 
dorn1-1和dorn1-2突变体中DORN1蛋白的激酶域是

完全失活的。

物理损伤可以作为一种危险信号(danger signal), 
当植物受到物理损伤时, ATP会被释放到胞外[14], 被
DORN1受体识别从而引起胞内的一系列响应。在

ATP诱导表达的基因中, 60%左右的基因在发生物理

损伤时也会被诱导表达, 这其中90%左右的基因表

达发生在早期的损伤响应过程中。在发生物理损伤

时, 这些基因在DORN1过表达植株中表达量显著升

高, 而在DORN1的T-DNA插入突变体dorn1-3植株中

表达量显著减少[11]。

由于DORN1的分子结构域与动物ATP受体的

结构域完全不同, 因此把这个未知的嘌呤受体家族

命名为P2K(K代表激酶)。DORN1(P2K1)是这个家族

中第一个被发现的成员, 目前尚未在其他生物, 如动

物、细菌和真菌等微生物中发现典型的P2K蛋白家

族[15]。在拟南芥中, DORN1属于一个有45个成员的

多基因家族, 并且几乎所有的陆生植物都存在一个

或者多个DORN1的同源蛋白[7,16]。

2   DORN1的结构
BOUWMEESTER等[17]推测, DORN1(At5g60300) 

编码的LecRK-I.9可以作为细胞壁和细胞质膜之间

黏结的中介物, 在植物防御过程中发挥重要功能。

DORN1是一个典型的类受体蛋白, 它在N-端有信号

肽, 具有1个胞外L型凝集素结构域、1个跨膜结构域

和1个胞内丝/苏氨酸激酶结构域[7,18](图1), 这样的结

构也为其发挥生理功能奠定了基础。

2.1   胞外L型凝集素结构域

BARRE等[19]研究预测出, DORN1的胞外结构

域包含13条β链, 其中6条β链形成1个β折叠, 而另外7
条β链形成另1个β折叠, 2个β折叠反向平行, 并且通

过1个延伸环(extended loop)连接。相对于嘧啶核苷

酸, DORN1对嘌呤核苷酸有更高的配体结合偏好性, 
它的胞外凝集素结构域与ATP结合具有很高的亲和

力, 两者之间结合的平衡解离常数Kd是45.7 nmol/L, 
说明两者在生理上是相关的[11]。 

与典型的L型凝集素结构域相比, DORN1中的

胞外L型凝集素结构域缺少了保守的钙离子和锰离

子结合残基, 这些残基对受体与单糖的结合非常关

键[20]。BOUWMEESTER等[17,21]及GOUGET等[22]发现, 
DORN1的胞外结构域在植物抗病中发挥功能, 其定

位在细胞质膜上, 通过胞外凝集素结构域中的2个精

氨酸−甘氨酸−天冬氨酸(RGD)结合位点与细胞壁发

生相互作用, 从而介导细胞壁和质膜的黏结。

2.1.1   胞外结构域模型      DORN1胞外凝集素结

构域包括5个环结构, 分别是Loop A、B、C、D和

延伸环(图1和图2)。与其他L型凝集素结构域相比, 
DORN1这些环结构的氨基酸残基组分表现出更高

的可变性, 同时结构预测表明, 与结合碳水化合物的

凝集素残基相比, DORN1与ATP发生相互作用的残

基中有4个是非保守的。DORN1凝集素结构域的4
个环(Loop A、B、C、D)所形成的腔与ATP有很强

的亲和力, 并且ATP能通过氢键和疏水作用与4个环

上的残基发生相互作用[18]。DORN1的ATP结合腔

在结构上与典型的L型凝集素的碳水化合物结合腔

有很高的相似性[18]。DORN1的折叠方式与其他L型
凝集素也有很高的相似性, 其中有相对平直的6条股

状的β折叠(β1、β4、β9、β10、β11和β13)位于亚基

的侧边, 还有弯曲的7条股状的β折叠( β2、β3、β5、
β6、β7、β8和β12)位于单体中间的位置[18,23]。其中

的两条β链中(β8和β9)有13个残基的插入, 形成了一

个延伸环(图2)。延伸环包含ASYY基序, 它是RGD
结合域, 在DORN1(LecRK-I.9)介导质膜和细胞壁

黏结中发挥着重要的作用[17,22]。进一步研究发现, 
Loop B和Loop C对DORN1与ATP的结合十分关键, 
而延伸环结构不参与DORN1和ATP的结合[18]。

2.1.2   胞外结构域ATP结合位点      NGUYEN等[18] 
利用基于知识的方法(knowledge-based method)和
自由对接方法(free docking method)预测了DORN1
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中存在的可能的ATP结合位点, 两种方法找到了一

个相同的ATP结合腔, 其定位与其他L型凝集素中

典型的碳水化合物结合位点十分相似。除了这个

预测的位点, free docking method发现了另外一个定

位在Loop A和延伸环中的结合位点。两种方法同

时发现了8个能与ATP互作的残基, 分别是Gly98、
His99、Thr117、Arg118、Ile143、Gly245、Thr246
和Ala247。DORN1在残基组成上与其他的L型凝集

素组分不同, 可以由其他L型凝集素组分变化而来, 
而且形成的环结构的尺寸不同, 这也说明, 相对于其

他配体, DORN1对ATP可能具有更高的结合亲和力。

2.1.3   胞外结构域的晶体学研究      对拟南芥

DORN1的胞外结构域(AtDORN1-ECD)以及其在亚

麻芥中同源凝集素类受体激酶蛋白的胞外结构域

进行晶体及X射线衍射分析, 为进一步理解DORN1
介导的ATP信号的识别与传导提供了思路。拟南芥

DORN1胞外结构域重组蛋白的分子量是35 kDa, 比

预测的分子量大了6 kDa, 高出的分子量是由于糖基

化修饰造成的。糖基化修饰可以增加分泌蛋白的稳

定性, 保护它们免被蛋白酶降解, 同时也有利于蛋白

折叠及蛋白与配体的结合[24-30]。与典型的L型凝集素

结构域相比, DORN1的凝集素结构域存在更高程度

的N-端糖基化[22]。DORN1凝集素结构域中的13个天

冬酰胺残基, 有8个暴露在DORN1凝集素结构域模型

的表面(Asn37、Asn56、Asn124、Asn128、Asn181、
Asn204、Asn225和Asn232), 可以作为糖基化的位点, 
另外5个残基可能位于蛋白内部(Asn128、Asn145、
Asn154、Asn161和Asn185), 不会发生糖基化修饰。

突变预测的糖基化位点, 将这些位点的天冬酰胺分

别突变为天冬氨酸, 结果发现, Asn181的糖基化对

DORN1蛋白的折叠及稳定至关重要, 但糖基化对于

DORN1与ATP结合没有起到关键作用[18,31]。

2.2   跨膜结构域

在烟草中进行DORN1的异源表达, 结果表明

图1   DORN1的结构域(根据参考文献[18]修改)
Fig.1   Domain structure of DORN1 (modified from reference [18])

图2   DORN1叠加模型(根据参考文献[18]修改)
Fig.2   DORN1 superimposed models (modified from reference [18])
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DORN1定位于细胞质膜[17,21], 本实验室在拟南芥中

稳定表达DORN1-GFP, 同样确定DORN1为细胞质

膜蛋白。已有的报道表明, 当跨膜结构域发生单核

苷酸突变(A306)时, ATP诱导的钙离子转运受到影

响, 这可能是与DORN1的跨膜结构域和下游信号的

传导有关[7]。对DORN1跨膜结构域的研究还相对较

少, 因此, DORN1跨膜结构域的功能还需要更为深

入的探究。

2.3   胞内激酶结构域

DORN1胞内有一个丝/苏氨酸激酶结构域, 其
自身磷酸化对下游信号的传导至关重要。CHEN
等[32]构建了磷酸化位点突变的点突变载体, 将391、
440和451位点的氨基酸突变为丙氨酸(磷酸化活性

丧失)或者天冬氨酸(持续磷酸化), 来探究这些位点

的磷酸化在DORN1发挥功能过程中的作用。实验

发现, S391A、S440A、S451A失活型磷酸化位点

突变不能恢复dorn1-3突变体植株不响应ATP的表

型, 然而S391D、S440D、S451D持续磷酸化突变

的DORN1, 能够恢复dorn1-3突变体植株对ATP的响

应, 引发胞内钙离子浓度显著增高, 这也说明, S391、
S440、S451的磷酸化对于DORN1激酶结构域介导

ATP信号是十分关键的。有报道表明, DORN1可能

响应ATP信号, 磷酸化下游目标蛋白RBOHD从而介

导嘌呤信号[32]。

3   DORN1的功能
当植物体受到生物及非生物胁迫时, 会自发向

细胞外释放ATP, eATP作为一种信号分子引起细胞

的一系列响应, 而DORN1作为植物中发现的第一个

ATP受体, 在此过程中发挥着关键作用, 它不仅在植

物抗病方面发挥重要的功能, 也通过介导eATP信号

参与植物许多的生理过程。

3.1   DORN1在植物抗病方面的功能

在植物生长发育过程中, 其有效的防御响应

依赖于有功能的细胞壁和细胞质膜连续统一体

(cell wall-plasma membrane continuum, CW-PM con-
tinuum)。在拟南芥中, DORN1基因编码的LecRK-
I.9是介导细胞壁和细胞质膜黏结的中介物[11,17]。

BOUWMEESTER等[17]研究发现, 致病疫霉菌可以

破坏CW-PM的连续统一体从而侵染植物, 而宿主植

物可以通过加强CW-PM的黏结阻止病原体的入侵。

体外实验发现, LecRK-I.9(DORN1)可以识别致病

疫霉RXLR-dEER效应器IPI-O中的RGD细胞附着基

序, 两者会发生相互作用并相互结合, 致病疫霉依靠

IPI-O与LecRK-I.9结合, 影响CW-PM黏结的中介物

LecRK-I.9的功能, 进一步破坏CW-PM连续统一体, 
从而侵染宿主植物。在甘蓝根肿菌(P. brassicae)侵
染实验中, 将P. infestans的IPIO1基因克隆到野生型

拟南芥中得到过表达植株, 与野生型拟南芥植株相

比, lecrk-I.9突变体植株和35S-ipiO1过表达植株都对

P. brassicae表现出易感性, 并出现感病表征, 同时植

株中胼胝质沉积也减少, 而35S-LecRK-I.9过表达植

株抗病性明显增强[17]。在正常生长条件下, 植物中

的LecRK-I.9可以作为一种RGD结合蛋白, 与不同的

胞外配体结合, 由其胞内结构域介导信号, 激活或者

抑制激酶活性, 从而调控植物的正常生长发育[17]。

TRIPATHI等[33]发现, DORN1可以识别eATP信
号, 通过产生第二信使如Ca2+、ROS、NO等直接激

活茉莉酸(jasmonic acid, JA)信号通路, 不需要合成

茉莉酸就能够引起植物的防御响应[33], 同时诱导钙

离子转运并起始下游丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinase, MAPK)通路的激活及防御相

关基因的表达[11]。随后的研究进一步证实了DORN1
在JA信号通路中的作用, 当植物受到生物胁迫时, 
eATP可以作为一种危险信号与DORN1受体结合, 随
后通过第二信使Ca2+、ROS及NO, 加强JA信号通路

关键调控蛋白JAZ(jasmonate ZIM-domain proteins)与
JA受体COI1(coronatine-insensitive 1)的相互作用, 激
活JA信号通路介导的防御响应相关基因的表达, 从
而增强植物对病原菌的防御[34]。

3.2   DORN1在植物气孔开闭过程中的功能

植物气孔控制水蒸气和CO2等气体的进出, 影
响植物的光合作用、蒸腾作用和耐旱性等。同时, 
气孔也是病原菌首选的侵入位点。DORN1受体识

别eATP信号后产生ROS, 诱导植物气孔关闭, 有效

地封锁了病原体进入植物内部的重要途径, 有益于

植物抵御外界细菌的入侵, 从而在植物抗病中发挥

重要的作用[35-36]。

CHEN等[32]首先利用DORN1磷酸化位点突变

体, 发现在接受ATP信号后DORN1会发生自磷酸化, 
其中S391、S440和S451的自磷酸化对于ATP的下游

信号至关重要。进一步通过质谱以及体外磷酸化等

实验, 找到了DORN1磷酸化的目标蛋白NADPH氧

化酶RBOHD, 从而揭示了DORN1介导eATP信号引
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起气孔关闭的机制。当植物受到胁迫时, 胞内ATP
释放到胞外, DORN1与eATP结合后发生自磷酸化, 
通过磷酸化RBOHD的S22残基, 激活RBOHD酶活

性, 引起ROS的产生, 胞内高浓度的ROS引起气孔的

关闭。

3.3   DORN1在胞吞循环中的作用

植物根尖过渡区作为感受环境变化的传感器, 
在受到刺激或胁迫时会有大量的ATP从该区域释

放[4,37-39], DORN1在根尖过渡区的表达量显著高于

其他部位[40]。NAKAYAMA等[41]研究发现, 质膜流

动性和硬度的维持需要胞吞循环的活性, 细胞的囊

泡循环同时也参与调控信号转导过程。甘露醇诱

导质壁分离实验中, 在利用高渗甘露醇溶液处理后, 
dorn1-1突变体植株根尖过渡区细胞出现了明显的

皱缩, 野生型植株中细胞呈椭圆形, 而DORN1过表

达植株更能承受甘露醇引起的质壁分离, 细胞维持

正圆形。质壁分离的结果说明, 不同的DORN1转基

因株系有着不同的胞吞活性, DORN1参与维持质膜

的完整性, 可能通过影响细胞壁黏附域和胞吞囊泡

循环, 维持细胞结构[40]。

研究表明, DORN1通过介导eATP信号调控植物

细胞胞吞囊泡循环的活性。在植物生长过程中, 根
尖可以感受重力而向地生长, KAGENISHI[40]研究发

现, 一定浓度的eATP能够抑制根的向地性。eATP处
理不能抑制dorn1-1突变体根的向地性, 而DORN1
过表达植株中根的向地性受到了eATP的显著抑制。

胞吞囊泡循环对于根向地性响应非常重要[42], 布雷

菲德菌素A(brefeldin A, BFA)可以阻碍植物细胞中

的分泌途径以及囊泡循环转运过程, 常被用于胞吞

循环相关实验中。利用BFA和eATP对拟南芥幼苗进

行实验, 结果显示, eATP的处理明显减小了根尖细

胞中BFA小体(BFA bodies)的尺寸大小。同时在BFA
洗脱实验中, eATP增强了BFA诱导的BFA小体的恢

复, BFA小体恢复速度反映了胞吐速率的快慢, 因此, 
eATP的处理增强了胞吐[40]。综上所述, eATP在胞

吞和胞吐过程中发挥着相反的作用: 它可以抑制胞

吞、增强胞吐, 胞吞和胞吐途径的不平衡可能会干

扰PIN蛋白介导的生长素极性运输[40]。利用野生型

以及DORN1转基因植株进一步研究发现, 在DORN1
过表达植株中eATP处理减小了根尖细胞BFA小体

的尺寸大小, 而在dorn1-1突变体植株中BFA小体的

大小在eATP处理下没有明显的变化, 并且dorn1-1

植株中BFA小体尺寸明显大于野生型植株。上述实

验证实了DORN1通过介导eATP信号调控植物细胞

胞吞囊泡循环的活性。进一步研究发现, DORN1介
导eATP信号调控胞吞循环与下游的Ca2+息息相关, 
eATP与DORN1结合, 增加了胞内游离的Ca2+。升高

的Ca2+通过AtRBOHD的Ca2+结合基序(EF hand)激活

AtRBOHD, 随后生成ROS。ROS打开质膜上的Ca2+

通道, 导致胞内Ca2+浓度进一步升高。增加的Ca2+抑

制了胞吞的活性, 增强了胞吐的活性[40]。

近来发现, 在高盐胁迫下, dorn1-3突变体拟南

芥叶片中的叶绿素荧光参数, 包括PSII原初光能转

化效率(Fv/Fm)、光化学猝灭系数(qP)以及实际量子

产率(ΦPSII)相比于野生型拟南芥均显著降低, 同时, 
dorn1-3突变体拟南芥叶片的胞内ATP也显著低于野

生型植株。高盐胁迫会增加拟南芥叶片的胞外ATP
水平, 说明DORN1介导高盐胁迫下的胞外ATP信号, 
在光系统II以及胞内ATP对高盐胁迫响应过程中发

挥重要作用[43]。WANG等[44]通过检测野生型拟南芥

根表皮的质膜发现, eATP可以激活K+和Ca2+的渗透

电导, 而dorn1-1和dorn1-3突变体不能响应eATP产生

电导, 推测DORN1在超极化电压下能够打开质膜上

的超极化激活钙离子通道(hyperpolarization activated 
calcium channel, HAAC), 瞬时激活Ca2+内向渗透电

导, 而在去极化电压下, DORN1也可以打开非选择性

阳离子通道(nonselective cation channels, NSCCs), 瞬
时激活K+外向渗透电导。WANG等[45]随后利用原生

质体的实验也检测到eATP处理后HAAC的Ca2+电导

和NSCC的K+电导, 同时还检测到了阴离子通道的

Cl–外向渗透电导。DORN1可能会磷酸化这些离子

通道, 其中首先可能磷酸化HAAC。NIZAM等[46]最

近的研究发现, 与野生型拟南芥相比, dorn1-3突变

体中会发生更多的真菌定殖, 进一步说明了DORN1
在植物抗病中的功能。

4   结语和展望
eATP作为信号分子, 参与了植物多种胁迫响应

过程, 在植物生长发育和对环境的适应过程中发挥

着重要的作用。对于植物eATP受体DORN1的研究

不仅能帮助我们更好地理解eATP信号通路, 也有助

于我们在植物中进一步发现其他响应ATP的同源蛋

白。作为植物中发现的第一个eATP受体, DORN1
的研究还有很多地方值得深入发掘, 例如DORN1
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跨膜结构域的具体功能仍有待于确定; 作为跨膜蛋

白, DORN1响应ATP信号后的早期反应尚不清楚; 
DORN1在响应ATP信号后参与调控离子通道活性

的关键机制以及发生的变化仍有待于进一步解析; 
DORN1在eATP信号途径中的下游靶蛋白及其所参

与的生物学过程, DORN1所介导的eATP信号通路

中的其他组分, 以及动植物中嘌呤信号通路的异同

等都值得进一步的研究。此外, 植物中是否还有其

他的嘌呤受体, 它们各自的功能也需要进一步探索。

在不远的未来, 随着对DORN1受体的深入研究, 植
物eATP信号通路将被进一步完善。
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