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一 步法RT—PCR克隆水稻线粒体磷转运蛋白基因 

及其序列特征分析 

王 峰，黄璐圆，王宏斌，刘 兵，王金发 
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摘要：以水稻广亲和品种Cpslol7幼穗为材料，用一步法RT—PCR(逆转录聚合酶链式反应)克隆了一个长度为 ll l8 bp 

的编码线粒体磷转运蛋白的OsMPT基因。序列分析表明其包含了基因完整的编码序列，编码由368个氨基酸组成的 

线粒体磷转运蛋白，它与玉米、大豆、Lotus aponicus、Betulapendula、拟南芥的线粒体磷转运蛋白氨基酸序列相似率 

分别为 93．5％，85．6％，83．8％，83．7％，81．1％。氨基酸疏水谱分析显示它有线粒体磷转运蛋白家族高度保守的 6个跨 

膜结构域。水稻线粒体磷转运蛋白N端富含精氨酸 (Axginine)、丙氨酸 (Alanine)和丝氨酸 (Sefine)。 iPSORT预测 

其蛋白N端具有定位于线粒体的信号肽序列，进一步分析表明此编码区段有 6个外显子和 5个内含子。RT—PCR结果 

表明，OsMPT基因在水稻两个亚种粳稻和籼稻的叶片中均有表达，在 Cpslol7营养器官和生殖器官中都有高水平表 

达。水稻线粒体磷转运蛋白的克隆和表达分析将为研究其结构和生物学功能奠定基础。 
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Cloning and Sequence Analysis of Rice M itochondrial Phosphate 

Transporter Gene by One-·step RT--PCR 

WANG Feng， HUANG Lu-yuan， WANG Hong．bin， LIU Bing， WANG Jin．fa’ 

(The State Key Laboratory of Biocontrol，the Key Laboratory of Gene En neering of Ministry of Education,Schod of L Sciences 

Sun Yat-$elz University，Guangzhou 5 1 0275，China) 

Abstract： Gene—specific primers were designed according to the known sequence of mitochondrial phosphate 

transporter gene(MPT)，and the rice P71(OsMPT)cDNA fragment of l ll 8 bp was cloned by One-step reverse 

transcription PCR(RT-PCR)from Cpslo l 7，a wide-compatibility variety of rice(Oryza sativ ．DNA sequencing 

analysis indicated that it carded an entire open reading frame and encoded a protein of 368 amino acid residues
．  

The deduced amino acid sequence of Os脚 showed similarities of 93．5％ ，85．6％ ，83．8％ ，83
．7％ and 8 1．1％with 

those from maize，soybean，Lotus japonicus，Betula pendul and Arabidopsis thaliana，respectively．The hydropathy 

profiles of the deduced amino acid sequence predicted the existence of six membrane．spanning domains
， which 

al'e highly conserved in the mitochondrial transporter family．The N-terminal amino acids were enriched with argi． 

nine，alan ine and serine，and a sign al peptide targeted in mitochondria was predicted by iPSORT．Further analysis 

of ecoding segment of OsMPT revealed that it contained 6 exons and 5 introns． The average length of introns and 

exons were 467 bp and l 86_3 bp respectively； and the average GC content of introns and exons are 35．5％ and 

54．O％respectively．RT-PCR results showed relative high-level expression of OsMPT in leaves of both apnica and 

indica rices， SO was in both vegetative and reproductive tissues of Cpslo l 7． Cloning and expression analysis of 

P71 wil1 provide a base for the researches of its structure and biologica1 function． 
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在产量、品质和抗逆性等方面各具特色的亚洲 

栽培稻的两个亚种是籼稻和粳稻，它们之间具有很 

强的杂种优势，但籼、粳稻 F 杂种结实率偏低且稳 

定性差、籽粒不饱满、生育期长、植株偏高和米质分 

离等是亚种间杂种优势利用的主要障碍。线粒体是 

真核生物能量代谢的主要场所，是糖、脂肪和氨基 

酸最终氧化放能的部位。前人大量研究表明植物的 

育性可能与线粒体的氧化磷酸化过程受到了某种 

程度干扰有关f1．31。线粒体磷转运蛋白位于线粒体内 

膜上，以同源二聚体的形式存在，它把无机磷 (Pi) 

转运到线粒体基质，通过促进 Pi／H 的同向运输以 

及 Pi／OH‘的反向运输，从而对线粒体中将 ADP氧 

化磷酸化成 ATP有着重要的作用 。植物的育性往 

往与线粒体的能量代谢状况有密切的联系，在营养 

生长阶段，细胞发育尚可忍受线粒体能量供应不足 

的状况，但在花粉生长时期对能量的需求大量增 

加，若线粒体来不及供给充足的能量，将导致花粉 

败育。磷是植物能量代谢、核酸合成以及生物膜的 

重要成分，并在光合作用和一些酶的调控过程中起 

着很重要的作用。本研究以具有广亲和特性【6】的水 

稻优 良品种 Cpslo17的生殖器官幼穗为材料，根据 

已知线粒体磷转运蛋白基因序列【7】设计引物，采用 
一

步法 RT—PCR克隆磷转运蛋白cDNA序列，并分 

析该基因编码氨基酸的一些特征，同时对其表达模 

式进行研究，为进一步揭示水稻亚种间杂种不育的 

分子机理和利用基因工程改良植物耐低磷胁迫奠定 

基础。 

1材料和方法 

1．1材 料 

所用水稻 (Oryza sativa)品种包括广亲和品种 

Cpslo17，粳稻 2个品种：中花 ll和丰锦；籼稻 4个 

品种：粤航、珍紧占、广超丝苗、丰丝占。各品种叶片 

取自 16 h d 光照、光照强度为 60 I~mol m s～、28oC 

培养下的幼苗；穗和种子取自在田间正常生长的水 

稻植株，水稻愈伤诱导和继代在含有 2 mg L～2,4一D 

的N,B 培养基上进行。取材后迅速投入液氮并保 

存于．70~C。大肠杆菌DH5ct为转化受体菌。Concert 

Plant RNA Reagent购 自Invitrogen公司；TITANI— 

UMTM One．Step RT—PCR Kit购 自 Clontech公司 ； 

ReverTra Ace反转录酶和 RNase Inhibtor为 To~bo 

公司生产；Oligo(dT)、胶回收试剂盒、焦碳酸--7,酯 

(DEPC)、Taq DNA聚合酶购 自北京鼎国公司；限 

制性内切酶、DNA Marker、dNTP、T DNA连接酶、 

克隆载体 pMD18等购 自Takara公司；PCR引物由 

上海博亚生物技术有限公司合成。 

1．2总 RNA的提取 

取材料 0．1 g，加液氮，用研钵研成粉末并转移 

到预冷的不含 RNase的离心管中，加入 500 l预 

冷至4cI=的Plant RNA Reagent，旋涡振荡重悬。室温 

静置 5 min，室温 10 000 xg离心 2 min，转移上清液 

到不含 RNase的离心管中。加入 100 l的5 mol／L 

NaC1混匀，加入 300 l的氯仿 ，颠倒混匀。4cI=， 

10 000 xg离心 10 min，取上层水相；加入等体积的 

异丙醇混匀，室温静置 10 min。4~C，10 000 xg离心 

10 min，倾去上清液，加入 l 000 l 75％乙醇，室温 

10 000 xg离心 l min，倾去液体，加入 40 l RNase 

fiee的水溶解 RNA，取 l l于 1．5％琼脂糖凝胶中 

电泳，紫外灯下观测照相。同时取 2 l总 RNA，用 

DEPC处理水稀释 1 00倍，分光光度计测 OD2~／OD瑚 

吸收峰值。吸取部分 RNA用于 RT—PCR反应，其余 

储存于 一70cI=备用。 

1．3一步法 RT—PCR克隆水稻 MP 基因 

参考已知磷转运蛋白基因序列【7】合成引物 Pl： 

5’ATGGCGCTCTCCGACCGCTC3’．P2：5’CTGCA— 

TAAGAATCAAGCACTGGC 3’，采用一步法RT—PCR 

合成，操作过程按 TITANIUMTM One—Step RT—PCR 

Kit推荐的程序进行。取 l g水稻幼穗总 RNA，加入 

5 l 10xOne—Step Buffer，l l 50xdNTP Mix，0．5 l 

Recombinant RNase Inhibitor(40 units l )，25 l 

Thermostabilizing Reagent,1 0 l GC—Melt,l l Oligo 

(d1r)Primer,l l50xRT．TITANIUM Taq Enzyme Mix， 

引物 Pl和 P2各 l 加 ddH O至总体系 50 l混 

匀。设定扩增程序为：50cI=反转录 l h，94oC 5 min预 

变性，94cI=30 S，65oC 30 S，68oC 1．5 min扩增 30个 

循环，最后再在 68cI=下延伸 2 min。取 5 l产物于 

0．8％琼脂糖凝胶中电泳检测。 

1．4 PCR产物的克隆及重组子鉴定 
一

步法 RT—PCR产物用 0．8％的琼脂糖凝胶电 

泳分离后，割胶回收 目的片段，并直接经 T／A克隆 

连接入pMD18载体中，用氯化钙法[81将连接产物转 
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化入凡肠轩 DH5c~J 受忐圳胞 通过情门斑筛 

选，在滁仃 l00 Illg L 氨 l等 、[PTG l X·galft~d 

LB、 板 1 l 掺挑墩 I包l=f1浦藩，接凡400 含 

100mg 氨 卜青街采旧 LB液体培蚱 ，3711 过夜 

± 葬}． ，逝过I 液P(R进盯 』步 耀 t．闲浈 PCR 

反『越体系 20 ILl：2 ll()xPCR l缸缓刊-液 L含 

／vlgCI )、1 p．I 1()mmo1．,"L dNTPs、l 液 、(]5 l 

20 Fmol,,'L， i物Pl／P2、IU Taq DN̂ 柴 合m PCR 

反 祭什一J：q4 5 nlin；： 以94《蛮 {．30 s， 

55 遐火 30 s，72 ：延仆 l m 30 s 32盘撕环：7TC 

延fl}I min Ik 10“I PCR， 物 Ib泳椅删 ．器定钉 

捕八片段． 将 『I-兜降l铒被 ^ th 终球J复l 5％， 

一 70 ．将 仃诵 入  ̈ JJ屯降川砒袋 、挺取顺 

，之 J l{J 一̈R 1 fll r l I J逊 记 0认 

l_5 DNA序列及其编码氨基酸分析 

抨l新}俊PC'R 】f恤iJJ蠕 为 l r 虹l逄I臼l 海 

娅公i 驯定，、{={{f{=峨I l 1 VcclorN rli Suile 6 

软什分析核 汁腑腰 排 甘 门 峨‘】 硎， 列 

BLAST i 较 分 f1 GenBank数 1 i J 进 " 

：NCB| 站 延 i1。BLAS~N f ¨k 0之 岛1业 

J- 溉 水 细 凡 。染 包 件 l Bacterial artificial 

chromosome．BAC)虹降 求 cDNA r 堆 

BAC I瓷nf J】JL } j ，I-JII,J划j l-i：r：JiI J岛c ；‘ 适 

【校l ．川ExPASy门ScanProsilc鞍f'l 时 

l I进{1 健情 ． 删，N 求 ’ 氯J、E峨信 ‘ k 

的颁删{_jiPSORT⋯进}J ，氯j 陵J 水肚分析 】̈ 

ProtScale 进 } CIustal X (1 8 I)i I,fl1 GeneDoc 

n】求刈篮I If 州越上{J 多一 序刮雌 舒" ． 

1．6两步法RT—PCR检测 OsMPT的表达 

根 删 n0水棉线 耗休僻转运蟹 

序列改 l跨越 龠 J 旧 RT—PCR rjI物：】l 义 P3： 

5’CTCTGTGGGGTCGC(’从 ATC(( T3’．反 义 P4： 

5 G0aGCAAAAAAGA 丁AcTT( AccT3‘，看家J 

l actingene。1物 为 P5：5’AGAGCTA(_’GA{}CTTCC 

TGATGGA 3 和 P6：5’GA0AGATGCCAAGATG 

GATCCT(．(’3’)． 链 cDNA 成 体 系 20 LLI： 

5 p．g 0 RNA，】 I 5 pmol,,'LOligo(dT]t4 I 5xBuff~r， 

2 LL】l0 retool,"【I dNTP，l r)()U RcverT ra Ace，20 U 

RNase inh[bitor． 反转 采 J 先将 RNA 和1 Oligo 

(dT1 j‘70 I： 热 2 mm 』 除 RNA的 ‘ 数结构，冰 

放 2 nlil~̂ J‘42： 反转求 l_1_收 2 I 链 

cDNA 物 逍 PCR ．12l ，0．*,lltff ‘、 1 ti，f琏 

J‘川 PLR竹I 川川扩增． 』 忙系川 I 扩 

305 

柏i序为 94 变性 30 s，58 j 火 30 s，72 延伸 

l rain10 s．27敬椭环 

2结果干̈ 讨论 

2．1水稻幼穗总 RNA的提 取 

烀分光光艘计洳定 挺I阻水稻幼叶、幼德垌 - 

r总 RNA的 OD 2f~l~Jt OD ； 2．0 -‘ 球馊 l： 

I一5 g 之Iii J．说fU J总 RNA 质 硅较 好．  ̈

lt段小分F污染 幼叶 l幼健的． RNA龠艟丰̈刺 

{ 新 鲜l 泳柃删．观 1 8s平̈ 2gS rRNA 条 ‘ 

比 ， RNA 提 取过 fi术阶解 

2．2水稻 OsMPT基因 eDNA的克隆及鉴定 

最J 、RT。PCR甄接以水稻幼德总 RNA 

为校板圹地⋯r】条特”的『 产物( I)．夫小 

】1 kb， ： 1． 0颅划人小 披 将 步法 RT—PCR 

物终削胶纯化  ̂直接 J pMD】8线体连接，转八 

D̈ 5 ．挑嫩r1乜l 萍，小景培养J1彳1}8【 液 PCR，结 

果虫川罔2A，能扩 H I．1 kb I】n勺祭带的初步豢定 

为⋯性觅降 ．犄1,1I性兜降接利·培拌 提取质牲川 

-．R I删 I情 ，怖 站 l 2B，pMD1 8投 

体 『 外 插入 段的 端 别带 f 个 R 1年̈ 

srd【酶_}：_=J幢el,1．1． 克隆能 ⋯ l l kb ·̂ l n{j讣源 

捅入} 段彝l 2 7 kbl 绒体 段， 

i 柯 ￡牲体 蚌逆 I eDNA Ii{J l苷 

Fig 1 Ckm ing ui‘rice m ilochondrial phosphate transporter gene 

步法 RT—PCR 酞刺 将 RT。PCR反f _fI反 

转录(RT) I PCR两个步 所需的J乏应成分以，尘 jI 

物 敬r}加1八剑』i1 PCR反l 茕’tii ：̂PCR仪rl r 

敞完成RT—PCR，小川 反转录J1Il}}玫ii 反心 

合物 f-添加仃¨ 利，存简化掾lf1- ， 搽fl 

时川i的蚓州‘，迁最人 l立地许低 J 外柬 索n0 

染，该法以RNA为起始 制fl{适 个或少数 
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2．3水稻 C 盯P．，基因的序列分析 

州竹析挺明．1 ． 【 复为 1 I19 bp．包 完 

的 ： 椎 ，将 删} ¨  、⋯ 剁 NCBI 进 fj 
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运蛋白(BAA31583)氨基酸同源程度最高 (图 3)， 
一

致率为 91．3％，相似率达到93．5％，与大豆 (Glycine 

max)(BAA31582)、百 脉 根 (Lotus japonicus) 

(BAB83689)、桦树 (Betula pendula)(CAA69726)、 

拟南芥 (Arabidopsis thaliana)(NP 196908)和小 

牛 (Bos taurus)(NP 777082)的线粒体磷转运蛋 

白氨基酸序列相似率分别为 85．6％，83．8％，83．7％， 

81．1％，59．2％。线粒体磷转运蛋白家族有三个高度 

保守的内部重复单位，每个重复单位大概由100个 

氨基酸组成，包括两个跨膜结构域 is-is]，总共六个跨 

膜结构域。水稻线粒体磷转运蛋白氨基酸Kyte and 

Doolittle疏水谱预测【l2]如图4所示，跨膜区具有很 

强的疏水性，横线所示为线粒体磷转运蛋白家族拥 

有的保守的六个跨膜结构域。比较水稻、桦树和小 

牛线粒体磷转运蛋白氨基酸序列的疏水性，发现它 

们的氨基酸疏水谱基本一致，提示它们有相似的二 

级结构和生化功能 。线粒体磷转运蛋白在其蛋白 

N端通常含有一个线粒体信号肽定位序列，小牛线 

粒体磷转运蛋白前49位氨基酸为定位于线粒体的 

信号肽序列【·61，在植物中也发现含有定位于线粒体 

的信号肽序列 18]。水稻线粒体磷转运蛋白N端富 

含精氨酸 (Arg)、丙氨酸 (Ala)和丝氨酸 (Ser)，而 

带负电的天冬氨酸 (Asp)和谷氨酸 (Glu)很稀少， 

符合线粒体信号肽的特征【 。用 iPSORTnu预测推导 

水稻磷转运蛋白氨基酸具有定位于线粒体的信号 

肽序列。 
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图4水稻线粒体磷转运蛋白的疏水性分析 

Fig．4 Hydropathy profiles ofrice mitochondrial phosphate transporter 

横线表 示六个跨膜结 构域 。1’he six putative transmembrane 

segments are indicated with horizontal lines and denoted by Roman 

nm erals． 

植物线粒体磷转运蛋白基因最早是 Kiiskinen 

等人结合差异显示RT．PCR和文库筛选的方法从 

桦树中分离出来 ，随后也从水稻、玉米、拟南芥、大 

豆 、Lotus japonicustts]d~分离出来。线粒体磷转运 

蛋白基因在桦树和 Lotus aponicus 中是以单拷贝存 

在，但玉米和大豆中以多拷贝存在。关于植物线粒 

体磷转运蛋白基因功能的研究很少，Takabatake首 

次把来源于大豆的线粒体磷转运蛋白基因插入原 

核表达载体 pET一24d在 BL21(DE3)中以包涵体形 

式进行表达，复性后对重组蛋 白进行体外活性鉴 

定，发现其具有磷转运的活性 。Nakamori利用点突 

变将 Lotus joponicus线粒体磷转运蛋白的保守半胱 

氨酸 (Cys)残基替换成 Ser和 Ala，发现替换成 Ala 

会完全丧失活性，替换成 Ser会造成活性显著下降， 

从而证明在植物中保守 Cys残基可能位于催化活 

性中心，对功能起重要作用【l8]。在哺乳动物中，线粒 

体磷转运蛋白含有保守的Cys42残基，这个 Cys42 

残基对 N—ethylmaleimide fNEM)敏感，对线粒体磷 

转运蛋白发挥正常功能有重要作用【 ，研究发现除 

了酵母以外，一些植物的线粒体磷转运蛋白相应位 

置也有这个保守的 Cys残基【 m]，水稻线粒体磷转 

运蛋白也含有保守的Cys残基 (图3)。线粒体磷转 

运蛋白基因在植物体内如何发挥正常功能需进一 

步证 明。 

2．4水稻 朋P 基因的基因组结构分析 

用生物信息学的方法对水稻 OsMPT基因的基 

因组结构进行了分析，发现其两个亚种的 0sMPT 

基因组序列除极个别碱基外基本一致 。粳稻中 

OsMPT基因定位于水稻 2号染色体长臂上 l38— 

140．9 cM 区间的序列号为 AP005287的 BAC克隆 

上，进一步比较 cDNA和基因组序列的结果表明此 

cDNA区段所对应的基因组跨度为 3 453 bp，有 6 

个外显子和 5个内含子，所有内含子和外显子交接 

区都符合GT．AG规则 (表 1)。内含子平均长度为 

467 bp，平均 GC含量为 35．5％，外显子平均长度为 

l86_3 bp，平均 GC含量高于内含子为 54．0％。这与 

TIGR网站上关于水稻基因的统计数据一致。 

2．5水稻 OsMPT基 因的表达模式 

在玉米和大豆中，线粒体磷转运蛋白基因在细 

胞分裂频繁的幼嫩组织如根尖、芽点 、分生组织 

中表达丰 7】。虽然水稻线粒体磷转运蛋白基因在 

1999年就被克隆，但是它的表达模式还不清楚，它 

在亚种间是否有表达差异值得研究。应用两步法 
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表 I 水稻 线牡体 磺转运 蛋白基 因外显 子和 内耆 子交接 区榜苷酸 序列 分析 
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