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　 　 摘要:　 ｓｐ１ 基因是叶绿体蛋白质输入调控的关键基因ꎬ本研究通过生物信息学分析、Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析、瞬时表

达分析等方法ꎬ对 ｓｐ１ 在水稻中的同源基因 Ｏｓｓｐ１ 进行了结构和功能预测、组织表达和干旱响应性分析以及亚细胞定

位分析ꎮ 生物信息学分析结果显示ꎬ水稻 Ｏｓｓｐ１ 基因位于 ７ 号染色体ꎬ基因登录号为 Ｏｓ０７ｇ０６４７８００ꎬ序列全长１ ０３２
ｂｐꎬＳＰ１ 蛋白由 ３４３ 个氨基酸残基组成ꎬ信号肽序列位于氮端ꎬ蛋白质分子中有 ２ 个跨膜区域ꎮ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析结

果显示ꎬＯｓｓｐ１ 在水稻叶片中表达量最高ꎬ其次为叶鞘ꎬ根中最低ꎬ此外ꎬＯｓｓｐ１ 在叶片中的表达具有明显的干旱响应性ꎬ
受到干旱胁迫诱导后ꎬ表达量显著提高ꎮ 采用瞬时表达进行亚细胞定位结果显示ꎬＳＰ１ 蛋白定位于水稻叶绿体ꎮ 上述

结果显示了 Ｏｓｓｐ１ 基因与水稻叶绿体及干旱胁迫响应的关系ꎬ为 Ｏｓｓｐ１ 基因功能的深入研究提供了基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ｓｐ１ ｉｓ ａ ｋｅｙ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｍｐｏｒｔꎬ ａｎｄ Ｏｓｓｐ１ ｉｓ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｏｓｓｐ１ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ７(ｇｅｎｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ: Ｏｓ０７ｇ０６４７８００)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ １ ０３２ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈ. Ｔｈｅ ＳＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ ３４３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓ￣
ｉｄｕｅｓꎬ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎｕｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｔｗｏ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ
ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｏｓｓｐ１ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ｒｉｃｅ ｌｅａｖｅｓꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｌｅａｆ ｓｈｅａｔｈｓꎬ ａｎｄ ｌｏｗｅｓｔ ｉｎ
ｒｏｏｔｓ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｏｓｓｐ１ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｓｈｏｗｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｄｒｏｕｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎ￣
ｓｉｖｅｎｅｓｓ. Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｓｓａｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉ￣
ｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＳＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｒｉｃｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓ. Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅ Ｏｓｓｐ １
ａｎｄ ｒｉｃｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎬ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ Ｏｓｓｐ １.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｒｉｃｅꎻ Ｏｓｓｐ１ꎻ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎻ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 植物叶绿体含有大约３ ０００种蛋白质ꎬ其中绝大 部分由核基因编码ꎬ少数由叶绿体自身基因组编码ꎮ
核基因编码的叶绿体蛋白质在细胞质合成后ꎬ经叶

绿体外膜和内膜上的转运蛋白 ＴＯＣ(Ｔｒａｎｓｌｏｃｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓ)和 ＴＩＣ(Ｔｒａｎｓｌｏｃｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓ)转运到叶绿体

９２５



内发挥功能[１￣２]ꎮ 研究结果[３￣４] 表明ꎬ拟南芥是通过

控制外膜 ＴＯＣ 蛋白的降解进行叶绿体蛋白输入调

控的ꎬ降解由 ＳＰ１( Ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ ｐｐｉ１ ｌｏｃｕｓ１)、ＳＰ２
(Ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ ｐｐｉ１ ｌｏｃｕｓ２)及 ＣＤＣ４８( Ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ
ｃｙｃｌｅ ４８)蛋白协作完成ꎬ其中ꎬＳＰ１ 蛋白负责催化

ＴＯＣ 发生泛肽化ꎬ再由 ＳＰ２ 和 ＣＤＣ４８ 介导泛肽化的

蛋白质由叶绿体外膜回到细胞质ꎬ被细胞质中的泛

肽￣蛋 白 酶 体 系 统 ( Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ｓｙｓｔｅｍꎬ
ＵＰＳ)降解ꎬ这个对 ＴＯＣ 蛋白进行识别、泛肽化和降

解的机制称为叶绿体相关蛋白降解(Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ￣ａｓ￣
ｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎꎬＣＨＬＯＲＡＤ) [４]ꎮ ＣＨＬＯ￣
ＲＡＤ 机制不仅参与正常生长条件下的叶绿体蛋白

输入调控ꎬ还与植物的胁迫响应有关ꎮ 在氧化胁迫

条件下ꎬ拟南芥通过提高 ｓｐ１ 基因表达促进 ＴＯＣ 蛋

白降解ꎬ从而降低叶绿体蛋白输入量ꎬ减慢叶绿体内

光反应速率和氧气生成ꎬ避免加剧氧化胁迫[５￣６]ꎮ 在

拟南芥中过表达 ｓｐ１ 后ꎬ植物的抗逆能力相比野生

型明显增强ꎬ而相同条件下的 ｓｐ１ 突变体则表现出

发育滞后ꎬ抗逆性下降等表型ꎬＴＯＣ 等蛋白质的含

量变化与 ＳＰ１ 含量也表现出直接相关性ꎬ表明 ＳＰ１
是蛋白质由细胞质向叶绿体输入的重要调节因子ꎬ
与植物的生长发育和逆境响应机制密切相关[４ꎬ７]ꎮ

ｓｐ１ 在水稻中的同源基因目前尚未见报道ꎮ 水

稻是中国最重要的粮食作物之一ꎬ也是单子叶植物

研究的模式植物ꎬ本研究选择 ｓｐ１ 在水稻中的同源

基因(命名为 Ｏｓｓｐ１)作为研究对象ꎬ通过生物信息

学分析、组织表达、干旱响应性分析和亚细胞定位ꎬ
确定 Ｏｓｓｐ１ 基因在水稻基因组的序列信息、组织表

达和干旱响应特性及 ＳＰ１ 蛋白的亚细胞定位情况ꎬ
以期为后续深入研究该基因的功能和阐明水稻叶绿

体蛋白的输入调节机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本研究所用水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)品种为粳稻

品种中花 １１ꎬ试验材料种植于宜春学院苗圃温室ꎬ
常规管理ꎮ
１.２　 水稻 ｓｐ１ 基因(Ｏｓｓｐ１)及其编码蛋白质的生物

信息学分析

　 　 参照拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)的 ｓｐ１ 基因

(ＡＴ１Ｇ６３９００) 编码序列和蛋白质氨基酸序列ꎬ在
ＮＣＢＩ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ) 网站通过

ＢＬＡＳＴ 功能查找其在水稻基因组中的同源序列ꎮ
通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行水稻和拟南芥 ＳＰ１ 蛋白氨

基酸序列同源性分析ꎮ 利用 ＳｉｇｎａｌＰ 软件进行水稻

ＳＰ１ 蛋白信号肽位置分析ꎬＴＭＨＭＭ 软件进行跨膜

区位置预测ꎬＳＯＰＭＡ 软件进行二级结构预测ꎮ
１.３　 ＲＮＡ 提取、反转录和 Ｏｓｓｐ１ 克隆

正常生长 ２１ ｄ 的土培水稻苗ꎬ取倒数第二片

叶ꎬ平行取样 ３ 份ꎬ混合后快速放入液氮中ꎬ然后置

于－８０ ℃冰箱保存ꎬ经 Ｍａｇｅｎ 试剂盒提取总 ＲＮＡꎬ
Ｖａｚｙｍｅ 反转录试剂盒反转录后ꎬｃＤＮＡ 产物作为模

板ꎬ根据 Ｏｓｓｐ１ 的上下游序列设计引物(Ｏｓｓｐ１￣Ｆ:５′￣
ＡＴＧＴＴＧＡＴＣＣＣＡＴＧＧＧＧＣＧＧ￣３′ꎬＯｓｓｐ１￣Ｒ:５′￣ＴＣＡＡ￣
ＴＧＧＣＧＧＡＡＡＧＴＴＣＴＣ￣３′)进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物

经琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ切胶回收目的条带ꎬ并将

回收产物连接至 ｐＭＤ￣１８Ｔ 载体ꎬ转化大肠杆菌

ＴＯＰ１０ 感受态细胞ꎬ菌液 ＰＣＲ 鉴定后ꎬ送生物公司

测序ꎮ
１.４　 水稻植株的栽培和干旱处理

用于组织表达分析的中花 １１ 野生型水稻幼苗ꎬ
木村营养液培养ꎬ每 ３ ｄ 更换 １ 次营养液ꎬ培养至三

叶一心ꎬ冲洗掉根部营养液成分ꎬ吸水纸吸干多余水

分ꎬ每株分别剪下倒数第二片叶片、叶鞘、根ꎬ用于

ＲＮＡ 提取和组织表达分析ꎮ
用于干旱处理的中花 １１ 野生型水稻幼苗ꎬ木村

营养液培养至至一叶一心ꎬ栽种于砂土基质(砂与

水稻种植用土各一半ꎬ施加适量尿素)中继续生长

至三叶一心(从发芽起共约 ２１ ｄ)ꎬ停止供水ꎬ开始

进行干旱处理ꎬ至所有叶片完全卷起和叶片全卷后

１６ ｈ 各取样 １ 次ꎬ每次 ３ 株ꎬ每株剪下倒数第二片叶

后快速放入液氮中ꎬ然后置于－８０ ℃冰箱保存ꎬ用于

ＲＮＡ 提取和干旱响应性分析ꎮ
１.５　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析

叶片、叶鞘和根样品按方法 １. ３ 的方法进行

ＲＮＡ 提取和反转录ꎬｃＤＮＡ 产物用 ｄｄＨ２ Ｏ 稀释 １０
倍ꎬ 作 为 模 板ꎬ 以 ＯｓＡｃｔｉｎ１ ( 基 因 登 录 号:
Ｏｓ０３ｇ０７１８１０００)作为内参基因ꎬ以未经干旱处理的

样品作为对照ꎬ进行目的基因的 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩

增ꎬ数据处理采用 ２－△△Ｃｔ 法[８]ꎬＥｘｃｅｌ 软件和 Ｓｉｇｍａ
Ｐｌｏｔ 软件进行分析和作图ꎮ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应体

系(１０ μｌ):２× ＳＹＢＲ ｍｉｘ ( ＴａＫａＲａ) ５􀆰 ０ μｌꎬ ｃＤＮＡ
１􀆰 ０ μｌꎬＦ、Ｒ 引物各 ０􀆰 ５ μｌꎬ ｄｄＨ２ Ｏ ３􀆰 ０ μｌꎮ Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应条件:９５ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃
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３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩增使用引物:Ｏｓ￣
ｓｐ１￣１２１０￣Ｆ: ５′￣ＡＣＴＴＴＣＣＧＣＣＡＴＴＧＡＣＡ￣３′ꎻ Ｏｓｓｐ１￣
１３７９￣Ｒ:５′￣ＴＧＣＴＴＣＧＧＣＧＣＡＡＴＡＣ￣３′ꎻＯｓＡｃｔｉｎ１￣Ｆ:５′￣
ＣＴＴＣＡＴＡＧＧＡＡＴＧＧＡＡＧＣＴＧＣＧＧＧＴＡ￣３′ꎻ ＯｓＡｃｔｉｎ１￣
Ｒ:５′￣ＣＧＡＣＣＡＣＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＣＴＧＣＴＡ￣３′ꎮ
１.６　 Ｏｓｓｐ１￣ｇｆｐ 瞬时表达载体的构建

以带有 Ｏｓｓｐ１ 编码序列的 ｐＭＤ￣１８Ｔ 载体为模

板ꎬ扩增不含终止密码子 ＴＧＡ 的 Ｏｓｓｐ１ 编码序列

(扩增引物及酶切位点:Ｏｓｓｐ１￣Ｓｐｅ Ｉ￣Ｆ:５′￣ＴＧＡＣＡＣ￣
ＴＡＧＴＡＴＧＴＴＧＡＴＣＣＣＡＴＧＧＧＧＣ￣３′ꎻ Ｏｓｓｐ１￣Ｈｉｎｄ￣Ｒ:
５′￣ＴＣＡＧＡＡＧＣＴＴＴＡＧＧＣＧＧＡＡＡＧＴＴＣＴＣＡＣ￣３′)ꎬ
扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ用回收试剂

盒回收 ＤＮＡ 片段ꎬ限制性酶切后ꎬ将 Ｏｓｓｐ１ 序列连

入到 ｐＯＸ 载体的 ３５Ｓ 启动子和 ｇｆｐ 序列之间ꎬ构建

ｐ３５Ｓ￣ｓｐ１￣ｇｆｐ￣ｎｏｓ 表达框ꎮ 连接产物转化大肠杆菌

ＴＯＰ１０ 菌株ꎬ经菌液 ＰＣＲ 和核酸序列测定获得阳

性克隆ꎮ
１.７　 原生质体的分离和瞬时表达分析

水稻叶鞘细胞原生质体的分离:取生长 ７ ｄ 状

态良好的水稻苗ꎬ按 Ｚｈａｎｇ 等[９] 的方法制备原生质

体ꎮ 带有 ｐ３５Ｓ￣ｓｐ１￣ｇｆｐ￣ｎｏｓ 表达框的质粒 ２０ μｌ(总
质量 １０ μｇ 以上)ꎬ采用 ＰＥＧ 介导法[９] 转入新鲜制

备的水稻原生质体ꎬ同时转化带有 ｐ３５Ｓ￣ｇｆｐ 表达框

的质粒作为对照ꎬ２８ ℃避光孵育 １８ ｈꎬ２５０ ｇ 离心 ５
ｍｉｎꎬ保留沉淀和少许上清ꎬ轻轻摇匀ꎬ激光共聚焦显

微镜(Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓꎬ ＬＳＭ７ ＤＵＯ)观察结果并拍照ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ｏｓｓｐ１ 基因碱基序列和 ＳＰ１ 蛋白氨基酸序列

特征

以拟南芥 ｓｐ１ 基因的碱基序列和蛋白质氨基酸序列

作为参照ꎬ经 ＢＬＡＳＴ 分析ꎬ确定水稻中的同源基因

位于 ７ 号染色体ꎬ基因登录号为 Ｏｓ０７ｇ０６４７８００ꎬ基
因碱基序列全长１ ０３２ ｂｐꎮ 水稻 ＳＰ１ 蛋白质氨基酸

序列由 ３４３ 个氨基酸残基组成ꎬ与拟南芥 ＳＰ１ 氨基

酸残基数相同ꎮ ＤＭＡＭＡＮ 等软件分析结果显示ꎬ水
稻和拟南芥 ＳＰ１ 蛋白的氨基酸序列相似度为

７１􀆰 １８％ꎬ其中靠近羧基端的 ３５ 个氨基酸残基构成

ＲＩＮＧ(Ｒｅａｌｌｙ ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇ ｎｅｗ ｇｅｎｅ)型锌指结构域(图
１Ａ)ꎬ水稻 ＳＰ１ 蛋白共有 ２ 个跨膜区ꎬ一个位于氨基

端ꎬ含 ２５ 个氨基酸残基(图 １Ｂꎬ图 １Ｃ)ꎬ为 ＳＰ１ 蛋白

的信号肽序列ꎬ该信号肽与拟南芥 ＳＰ１ 信号肽序列

基本相同ꎬ只有 ２ 个氨基酸残基差异ꎬ推测 ＳＰ１ 蛋白

也定位于叶绿体外膜ꎬ另一个跨膜区域位于第２２０~
２５０ 氨基酸残基处ꎬ２ 个跨膜区之间的肽段位于膜

外ꎬ第二个跨膜区后的肽段(羧基端)位于膜内侧

(图 １Ｃ)ꎮ 二级结构预测显示 ＳＰ１ 蛋白中含有多段

α 螺旋结构ꎬ占 ４２􀆰 ２７％ꎬ其余为无规卷曲、伸展性结

构以及少量 β 转角 (图 １Ｄ)ꎬ 分别占 ３２􀆰 ９４％、
２０􀆰 １２％和 ４􀆰 ６６％ꎮ
２.２　 Ｏｓｓｐ１ 基因克隆

根据生物信息学分析结果ꎬ在开放读码框两侧

设计特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ以反转录获得的

ｃＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 扩增获得 Ｏｓｓｐ１ 的全长碱基序

列ꎬ产物经回收和测序验证ꎬ确定该序列与 ＢＬＡＳＴ
分析获得的 ｍＲＮＡ 序列一致ꎬ片段长度为１ ０３２ ｂｐꎬ
电泳检测结果见图 ２ꎮ
２.３　 基因 Ｏｓｓｐ１ 的组织表达和干旱响应性分析

野生型水稻幼苗在自然生长条件下经营养液培

养至三叶一心后ꎬ取根、叶鞘和倒数第二片叶片分析

基因 Ｏｓｓｐ１ 的组织表达情况ꎮ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果显

示ꎬ目的基因在 ３ 种组织中的表达存在差异ꎬ在叶片

中的表达水平最高ꎬ而在根中表达水平最低ꎮ Ｏｓｓｐ１
在正常生长条件下的表达水平均低于内参基因 Ｏｓ￣
Ａｃｔｉｎ１ꎬ叶中表达水平为 ＯｓＡｃｔｉｎ１ 的 ０.２７ 倍ꎬ叶鞘和

根中的表达水平分别为 ＯｓＡｃｔｉｎ１ 的 ０􀆰 １１ 倍和 ０􀆰 ０４
倍(图 ３Ａ)ꎮ

在干旱条件下ꎬ基因 Ｏｓｓｐ１ 的表达水平显著提

高ꎮ 干旱处理至所有叶片完全卷叶时ꎬ基因 Ｏｓｓｐ１
的表达水平接近内参基因 ＯｓＡｃｔｉｎ１ 的表达水平ꎬ持
续干旱至卷叶时间达到 １６ ｈ 时ꎬ基因 Ｏｓｓｐ１ 表达水

平较叶片刚完全卷叶时有所下降ꎬ但相比对照仍然

较高(图 ３Ｂ)ꎮ
２.４　 Ｏｓｓｐ１￣ｇｆｐ 载体的构建

为确定 ＳＰ１ 蛋白在细胞内的定位情况ꎬ我们以

绿色荧光蛋白基因 ｇｆｐ 作为报告基因ꎬ构建了 Ｏｓｓｐ１
与 ｇｆｐ 融合的瞬时表达载体ꎮ 根据 ＳＰ１ 蛋白的信号

肽分析结果ꎬ该蛋白的信号肽位于氨基端ꎬ因此我们

构建了 ｇｆｐ 碱基序列位于 Ｏｓｓｐ１ 碱基序列 ３′端的融

合表达载体(羧基端融合)ꎬ以防止 ＧＦＰ 遮蔽信号肽

而影响定位ꎮ 经序列扩增、酶切、连接、转化大肠杆

菌并测序后ꎬ获得 Ｏｓｓｐ１ 碱基序列(不含终止密码子

ＴＡＧ)插入到 ｇｆｐ 上游的融合表达载体阳性克隆ꎬ载
体结构见图 ４ꎮ
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Ａ:水稻和拟南芥 ＳＰ１ 蛋白的氨基酸序列比对及 ＲＩＮＧ 锌指结构域位置ꎻＢ:水稻 ＳＰ１ 蛋白的信号肽预测ꎻＣ:水稻 ＳＰ１ 蛋白的跨膜区预测ꎻＤ:
水稻 ＳＰ１ 蛋白的二级结构分析ꎮ

图 １　 水稻 ＳＰ１ 蛋白的氨基酸序列比对和结构分析

Ｆｉｇ.１　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｉｃｅ

Ｍ:标准分子量 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
图 ２　 Ｏｓｓｐ１ 基因碱基序列扩增产物的检测

Ｆｉｇ.２　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｏｓｓｐ１ ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２.５　 水稻 ＳＰ１ 蛋白的亚细胞定位

为了分析水稻 ＳＰ１ 蛋白在细胞内的定位情况ꎬ

用构建好的带有 ｐ３５Ｓ￣ｓｐ１￣ｇｆｐ￣ｎｏｓ 表达框的质粒转

化水稻叶鞘原生质体ꎬ同时用 ｐ３５Ｓ￣ｇｆｐ￣ｎｏｓ 质粒转

化水稻叶鞘原生质体作为对照ꎮ 激光共聚焦显微镜

检测结果显示ꎬ作为对照的 ｐ３５Ｓ￣ｇｆｐ￣ｎｏｓ 质粒转化

后ꎬＧＦＰ 蛋白全部定位于细胞质ꎬ而 ｐ３５Ｓ￣ｓｐ１￣ｇｆｐ￣
ｎｏｓ 转化后ꎬＳＰ１￣ＧＦＰ 融合蛋白出现的区域与叶绿素

自发荧光区域完全重合ꎬ表明融合蛋白已经定位到

叶绿体(图 ５)ꎬ可以确定 ＳＰ１ 蛋白定位于叶绿体ꎮ

３　 讨 论

叶绿体是植物最重要的细胞器之一ꎬ是植物进

行光合作用的场所ꎬ此外还涉及植物的氨基酸代谢、
脂肪酸代谢和胁迫信号 ＲＯＳ 的产生[１０]ꎮ 叶绿体是

半自主性细胞器ꎬ其自身基因组负责约 １００ 种蛋白

质的合成ꎬ其余绝大多数蛋白质通过核基因编码ꎬ在
细胞质合成后转运到叶绿体内[１１]ꎮ
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Ａ:水稻基因 Ｏｓｓｐ１ 在叶、叶鞘和根组织中的表达ꎻＢ:干旱条件下水稻基因 Ｏｓｓｐ１ 在叶片中的表达ꎮ
图 ３　 水稻基因 Ｏｓｓｐ１ 的组织表达和干旱条件下的表达

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｉｃｅ ｇｅｎｅ Ｏｓｓｐ１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ｐ３５Ｓ:３５Ｓ 启动子ꎻｓｐ１:Ｏｓｓｐ１ 基因ꎻｇｆｐ:绿色荧光蛋白基因ꎻｐ２×

３５Ｓ:２×３５Ｓ 启动子(加强型 ３５Ｓ 启动子)ꎻＣｍｒ:氯霉素抗性基

因ꎻｎｏｓ:ｎｏｓ 终止子ꎮ
图 ４　 ｓｐ１￣ｇｆｐ 瞬时表达载体结构

Ｆｉｇ.４　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｐ１￣ｇｆｐ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

　 　 在过去的几十年里ꎬ核基因编码的蛋白质向叶

绿体的转运过程已经大致研究清楚ꎮ 叶绿体的外膜

和内膜上共结合有十几种转运蛋白ꎬ外膜上的转运

蛋白统称为 ＴＯＣꎬ内膜上的转运蛋白统称为 ＴＩＣꎬ两
类蛋白均有多个成员ꎬ这些成员在分子量、分子结构

和转运功能方面均有差别[１２]ꎮ ＴＯＣ 和 ＴＩＣ 形成的

转运复合体可以识别叶绿体蛋白质的 Ｎ 端信号肽ꎬ
引导蛋白质进入叶绿体ꎬ并进一步定位到叶绿体基

质、类囊体膜、类囊体基质等部位[１３]ꎮ

Ｂｒｉｇｈｔ:明场ꎻＣｈｌ:叶绿体自发荧光ꎻＧＦＰ:ＧＦＰ 荧光ꎻＭｅｒｇｅｄ:明场、叶绿体自发荧光、ＧＦＰ 荧光叠加ꎮ
图 ５　 ＧＦＰ 和 ＳＰ１￣ＧＦＰ 融合蛋白在水稻原生质体中的定位

Ｆｉｇ.５　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ ａｎｄ ＳＰ１￣ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｒｉｃｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ

　 　 在植物生长发育过程中ꎬ以及对各种胁迫作出

响应的过程中ꎬ叶绿体都需要对其蛋白质组及时进

行动态调整ꎬ以适应体内体外生理生化条件的变

化[１４]ꎮ 一直以来ꎬ尽管人们对叶绿体蛋白质的转入
机制已经有深入研究ꎬ但是ꎬ对叶绿体蛋白质输入调

控的过程了解较少ꎮ 最近几年ꎬＬｉｎｇ 等[６￣７] 陆续报
道了拟南芥叶绿体蛋白质输入调控基因 ｓｐ１ 的功

能ꎬ并于 ２０１９ 年报道了完整的拟南芥叶绿体蛋白质

输入调控机制ꎬ确定植物对叶绿体蛋白质输入的调

控是通过控制叶绿体外膜上 ＴＯＣ 蛋白的降解实现

的[４]ꎮ ＳＰ１ 蛋白对 ＴＯＣ 蛋白的降解具有关键作用ꎬ
ｓｐ１ 基因表达量的提高能够促进外膜上 ＴＯＣ 数量的

下降ꎬ并减少叶绿体蛋白质的输入量[４]ꎮ 水稻 Ｏｓ￣
ｓｐ１ 基因碱基序列长度、水稻 ＳＰ１ 蛋白多肽链的长

度均与拟南芥 ｓｐ１ 基因和 ＳＰ１ 蛋白相同ꎬ２ 种蛋白

质的一级结构也具有高度相似性ꎬＢＬＡＳＴ 分析结果

显示ꎬＯｓｓｐ１ 是水稻基因组中唯一与 ｓｐ１ 具有高度相

似性的基因ꎬ因此ꎬ可以确定 Ｏｓｓｐ１ 为 ｓｐ１ 在水稻中
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的同源基因ꎮ
拟南芥 ＳＰ１ 蛋白是泛肽 Ｅ３ 连接酶家族成

员[１５]ꎬ并且属于 ＲＩＮＧ(Ｒｅａｌｌｙ ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇ ｎｅｗ ｇｅｎｅ)
型 Ｅ３ 连接酶ꎬ酶分子中均含有 ＲＩＮＧ 结构域ꎬ这是

一种锌指结构域ꎬ与酶分子和其他蛋白质的互作功

能及泛肽化功能有关ꎬ多数 ＲＩＮＧ 型 Ｅ３ 连接酶都参

与植物的胁迫响应[１６￣１７]ꎮ 拟南芥 ｓｐ１ 基因的表达可

在胁迫诱导下提高ꎬｓｐ１ 过表达植株对盐胁迫耐受性

高于野生型植株ꎬ而 ｓｐ１ 突变植株则出现耐受性下

降表型ꎬ表明该基因不仅参与正常生长条件下的叶

绿体蛋白质输入调控ꎬ还参与植物的逆境胁迫响应ꎮ
本研究通过序列对比ꎬ确定水稻 ＳＰ１ 具有与拟南芥

ＳＰ１ 相同的 ＲＩＮＧ 结构域ꎬ因此可以确定水稻 ＳＰ１
也属于 ＲＩＮＧ 型 Ｅ３ 连接酶ꎮ 转录分析结果表明ꎬ
Ｏｓｓｐ１ 的表达具有明显的干旱响应性特征ꎬ在干旱条

件下ꎬＯｓｓｐ１ 的表达量可以提高到正常条件下的 ４ 倍

左右ꎬ表明该基因参与了水稻的干旱响应过程ꎮ 此

外ꎬ根据亚细胞定位结果ꎬ结合信号肽预测结果ꎬ可
以确定水稻 ＳＰ１ 定位在叶绿体ꎬ并且信号肽位于肽

链 Ｎ 端ꎬ与拟南芥 ＳＰ１ 的信号肽位置和定位相同ꎮ
水稻是中国最重要的粮食作物之一ꎬ干旱、高盐

等各类逆境条件对水稻的生长和产量影响严重[１８￣１９]ꎮ
本研究结果显示了基因 Ｏｓｓｐ１ 与水稻叶绿体及水稻

干旱胁迫响应之间的关系ꎬ为进一步的基因功能研究

和揭示水稻叶绿体蛋白质输入调控机制奠定了基础ꎮ
目前ꎬ我们已经通过转基因技术开展了 Ｏｓｓｐ１ 基因过

量表达植株和转基因植株的培育ꎬ以期通过转基因植

株对 Ｏｓｓｐ１ 基因的功能进行更为深入的研究ꎮ
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