
水稻肌醇加氧酶基因的表达分析及植物表达载体的构建

王海光　张洪亮　段俊枝　李自超
(中国农业大学 农业部作物基因组学与遗传改良重点开放实验室/作物杂种优势研究与

利用教育部重点实验室/北京市作物遗传改良重点实验室 , 北京 100094)

收稿日期 : 2007201225

基金项目 : 国家重点基础研究发展计划项目 (2003CB114301) ;教育部博士点基金项目 (20030019004) ;国家自然科学基金资助

项目 (30250009)

作者简介 : 王海光 ,博士研究生 ,E2mail : whaiguang2002 @163. com ; 李自超 ,教授 ,通讯作者 ,主要从事水稻种质资源与基因组

学研究 ,lizichao @cau. edu. cn

摘　要　为研究水稻肌醇加氧酶基因在植物水分胁迫分子应答中的作用 ,采用 RT2PCR技术克隆了水稻肌醇加氧

酶基因的 cDNA编码区 , 命名为 OsM IOX。该基因由 927个碱基组成 ,编码 308个氨基酸 ,与拟南芥肌醇加氧酶的

氨基酸序列相比 ,同源性为 78 %。将克隆的 OsM IOX 基因连接 pCAMBIA21301载体 ,成功构建了 35 s启动子驱动

的植物超表达载体。实时定量 PCR分析结果表明 ,水分胁迫下 OsM IOX 基因在旱稻 IRA T109中上调表达 ,在旱

稻 ( IRA T109和毫格劳)中的表达量显著高于水稻 (越富和日本晴)。这说明水稻和旱稻的水分胁迫分子反应机制

的确存在差异 ,而这种差异很可能就是水、旱稻抗旱性不同的原因之一。
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Abstract　To unders tand the role of myo2inositol oxygenas e gene in plant under water s tres s using RT2PCR , the cDNA

of op en read fragment of putative myo2inositol oxygenas e gene (MIOX) in rice was s uccessfully amplified to 927 bp in

length and encoded 308 amino acids , named OsMIOX. Sequence analysis indicated that OsMIOX shared high homo2
geneity with the Arabidopsis thaliana MIOX gene . The cloned cDNA of OsMIOX gene was introduced into pCAMBIA2
1301 vector , giving a plant expression vector containing OsMIOX gene linked with 35s promoter. Res ults of real2time

PCR analysis showed that the OsMIOX gene was upregulated by PEG stress in upland rice cultivar IRAT109 , and the

expression level was higher in upland rice (IRAT109 , Haogelao) than in lowland rice ( Yuefu , Nipponbare) under PEG

stress . This showed that the molecular mechanism under water s tres s was different between lowland rice and upland

rice , p erhaps due to differences in drought s tres s . The possible role of OsMIOX gene under drought s tres s was dis2
cuss ed.

Key words　gene expression ; gene cloning ; myo2inositol oxygenas e gene ; rice ; water s tres s ; plant expression vector

　　干旱是一种常见的环境胁迫 ,其造成的作物严

重减产制约着农业的发展。水稻是我国主要粮食作

物 ,通过基因工程的技术手段提高水稻抗旱性 ,具

有重要的理论和现实意义。

本实验室在前期的工作中利用抗旱性较强的旱

稻 IRA T109构建了水分胁迫诱导表达 cDNA文库 ,

在文库中发现了与预测的水稻肌醇加氧酶 (putative

myo2inositol oxygenase , M IOX)基因序列完全相同
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的克隆。前人研究表明 ,与该克隆对应的 EST在病

原菌侵染、干旱、低温等多种胁迫处理的组织中都有

表达 ,暗示该克隆与植物的胁迫应答有关[1 ]。

M IOX参与植物细胞壁的构建 ,是 UDP2葡萄
糖醛酸生物合成的关键酶 ,它通过氧化反应将肌醇

转化为葡萄糖醛酸[2 ]。UDP2葡萄糖醛酸是葡糖醛
酸、木糖、芹菜糖和阿拉伯糖的主要前体分子 ,而这

些物质是植物细胞壁的主要成分。因此 ,肌醇加氧

酶与植物细胞壁的合成密切相关。

M IOX是植物抗坏血酸生物合成反应的关键酶

之一[3 ]。一般认为植物抗坏血酸的生物合成只存

在 2条途径 ,甘露糖/ L2半乳糖途径和 L2GalUA 途

径[4 5 ] ,但在拟南芥中发现[3 ] ,植物抗坏血酸的合成

还存在另外 1条途径 ,即以肌醇为起始底物 ,肌醇加

氧酶是此合成途径的关键酶。通过转基因手段使肌

醇加氧酶基因在拟南芥中超表达 ,发现转基因植株

抗坏血酸的浓度与野生型相比提高了 2～3 倍。抗

坏血酸在植物体内不仅参与调节生长发育 ,还作为

一种抗氧化剂能够清除超氧自由基、单线态氧和过

氧化氢等活性氧类物质 ,减轻活性氧对细胞造成的

伤害[6 ]。在低温、干旱和高盐胁迫条件下 ,抗坏血

酸保护植物的功能均有报道[729 ]。因此推测该克隆

所代表的基因可能在植物对水分胁迫的耐受反应中

起作用。

目前 ,还没有水稻肌醇加氧酶基因的研究报道。

本研究旨在研究水稻肌醇加氧酶基因在植物水分胁

迫分子应答中的作用。

1　材料与方法

111　试验材料

11111　供试材料　旱稻 ( IRA T109 和毫格劳)和水

稻 (越富和日本晴)的种子在水中浸泡 24 h后 ,置于

湿纱布上 ,32 ℃催芽 2 d ,播于底部粘有塑料纱窗的

泡沫孔板上 ,并漂浮于装有水的塑料盒中生长。培

养室温度 28 ℃,相对湿度 80 % ,光照 14 h/ d。水培

养 1周 ,营养液培养 3周 ,对培养 4周的幼苗进行水

分胁迫处理 ,在 15 % (质量分数) PEG 6000 (聚乙二

醇 ,相对分子质量 6 000)溶液中处理 9 h ,分别取根

和叶片 ,液氮速冻 , - 80 ℃保存 ,同时取未处理材料

为对照。营养液成分为 : 1143 mmol/ L N H4NO3 ,

0127 mmol/ L NaH2 PO4 ·2H2O , 0151 mmol/ L

K2 SO4 , 110 mmol/ L CaCl2 , 1146 mmol/ L MnSO4·

7H2O ,0119 mmol/ L Na2SiO3 , 915μmol/ L MnCl2·

4H2O ,715 ×10 - 2μmol/ L ( N H4 ) 6Mo7O24·4H2O ,

1818μmol/ L H3BO3 , 0115μmol/ L ZnSO4·7H2O ,

0116μmol/ L CuSO4·5H2O , 3516μmol/ L FeCl3·

6H2O ,p H515～610。

11112　载体和菌株　pCAMB IA21301 载体和大肠

杆菌 DH5α均由本实验室保存。克隆载体 p GEM○
R

T2easy vector购于 Promega公司。

11113　试剂 　限制性内切酶购自 Promega 公司、

Taq DNA Polymerase 购自 Takara 公司 ; IPTG、X2
gal、氨苄青霉素 (Amp) 、卡那霉素 ( Kan)等抗生素购

自 Sigma公司 ;牛肉浸膏、酵母提取物、胰蛋白胨等

培养基成分购自上海生工生物技术有限公司。

112　试验方法

11211　RNA的提取 　总 RNA 的提取用 TRIZOL

试剂 (北京鼎国生物试剂公司生产) ,提取的 RNA

溶于 DEPC处理过的去离子水中 ,用 1 % (质量分

数 ,下同)琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的完整性 ,并

用紫外分光光度计定量。

11212　cDNA 编码区的扩增 　利用 Ta KaRa 公司

的 M2MLV RTase cDNA Synthesis Kit 合成 cDNA。

利用 primer 510 软件 ,依据 NCB I ( http ∥www.

ncbi. nlm. nih. gov)公布的含有 OsM IO X 开发阅读

框的 cDNA 序列设计上游引物 ( 5′2GCA GA TCT2
TACCA TCGA TCTGTCTAA23′) 和下游引物 ( 5′2
GGGGTAACCA TGTTCTCTCCCTCTTCT23′) ,上、

下游引物分别设有 B gl Ⅱ和 Bst EⅡ酶切位点 ,由上

海生工生物技术有限公司合成。以 cDNA为模板进

行 PCR扩增基因编码区。PCR体系为 25μL :模板

110μL ,10×Taq Recreation Buffer 215μL , Taq DNA

Polymerase (5 U/μL) 012μL ,dN TP (10 mmol/ L) 015

μL ,Primer1 (10μmol/ L) 0175μL ,Primer2 (10μmol/

L) 0175μL ,ddH2O 1913μL。PCR扩增条件 :94 ℃,

5 min ; 35 个循环 (95 ℃,30 s ; 55 ℃,30 s ; 72 ℃, 1

min) ;72 ℃,5 min ;410 ℃保温。

11213　目标基因的克隆、测序及序列分析　将目标

基因的 PCR产物在 1 %琼脂糖凝胶上电泳 ,切下目

的条带 ,用 DNA回收试剂盒纯化 (天根生化公司产

品) 。将纯化的 PCR的产物与 p GEM T2easy Vector

(Promega) 载体相连 ,连接产物转化到大肠杆菌

DH5a细胞中 ,在 X2gal/ IPTG/ Amp 琼脂平板 (LB)

上挑选白色克隆 ,在 LB/ Amp 液体培养基中 37 ℃

摇菌过夜。采用天根生化公司生产的质粒小提试剂

盒提取质粒。以质粒 DNA为模板扩增目标基因筛
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选阳性克隆。将阳性克隆的菌液送到北京奥科生物

技术有限公司进行测序。利用 PLACE程序 ( http :

∥www. dna. aff rc. go. jp/ PLACE/ signalscan. html)

对基因的 5′非编码区进行启动子顺式作用元件

分析。

11214　植物表达载体的构建　对 pCAMB IA21301

载体和连有目标基因的 p GEM2Teasy载体进行双酶

切 ( B gl Ⅱ、Bst EⅡ) ,分别回收 pCAMB IA21301载体

的大片段酶切产物和 p GEM2Teasy载体的目标基因

片段 ,用 T4连接酶将它们连接 (图 1) 。将连接产物

转入大肠杆菌 ,在 LB/ Kan培养基上扩增繁殖 ,挑取

筛选后的菌斑提取质粒进行 PCR鉴定 , PCR体系

图 1　植物超表达载体构建流程图

Fig. 1　Construction of plant expression vector

和扩增条件同 11212 ,并进行阳性克隆测序。

11215　实时定量 PCR 　对 4 个水、旱稻品种的

PEG处理材料和旱稻 IRA T109的未处理材料进行

定量 PCR 分析。RNA 提取和 cDNA 合成方法同

11211和 11212 ,定量 PCR 反应仪为 DNA Engine

Opticon TM (Bio2Rad , USA) 。利用 primer 510 设

计基因特异引物 ,上游引物 5′2A GGTGCTGCTG2
CA TCCC23′, 下游引物 5′A GGCCCCAAACTTG2
GTG23′。选用管家基因 t ubuli n 为内标基因 ,上游

引物 5′2TCA GA TGCCCA GTGACA GGA323′,下游

引物 5′2TTGGTGA TCTCGGCAACA GA23′,由上海

生工生物技术有限公司合成。标记物为 SYBR

Green I ,通过 2 -ΔC ( t)法进行相对定量。

2　结果与分析

211　OsM IO X的 cD NA克隆和序列分析

水稻基因组已测序并得到基因注释 ,在 6 号染

色体的 AP003762克隆中有一推测的 M IO X 基因 ,

编码区由 927个碱基组成 ,该基因的部分核苷酸序

列正好与本实验室前期构建的旱稻 IRA T109 水分

胁迫诱导表达 cDNA文库中一个克隆的序列完全一

致 ,因此 ,该克隆所代表的基因为预测的水稻

M IO X基因。根据基因注释中推测的基因编码区

设计引物 ,以 2个水稻品种 (越富和日本晴)和 2 个

旱稻品种 ( IRA T109和毫格劳)的叶片总 RNA反转

录得到的 cDNA为模板进行 PCR扩增 ,扩增产物长

度约 1 kb (图 2) ,命名为 OsM IO X 基因。将 4个水、

旱稻品种的扩增产物进行克隆并测序 ,结果表明扩

增产物长度为 980 bp (图 3) ,4 个水、旱稻品种的扩

增产物的核苷酸序列没有差别 ,都与预测的 Os2
M IO X 完全一致。该基因的编码产物由 308个氨基

酸组成 ,在 NCB I中BLASTP结果显示 ,与拟南芥的

肌醇加氧酶同源性为 78 %(图 4) 。

旱稻 : 1. IRAT109 , 2.毫格劳 ; 水稻 : 3.越富 , 4.日本晴 ;

M. marker (300、500、1 000、1 500、2 000、2 500 bp)

图 2　PCR扩增 OsMIOX的全长 cDNA

Fig. 2　PCR amplification of OsM IOX’s full length cDNA

212　OsM IO X的启动子顺式作用元件分析

利用 PLACE程序对 OsM IO X 基因的 5′非编

码区进行启动子顺式作用元件分析 (图 5) 。结果表

明 OsM IO X 启动子区含有 M YCRS ( M YC recogni2
tion sequence)元件 ,M YCRS元件是 M YC转录因子

的识别序列 ,表明 OsM IO X 的表达很可能是 M YC

转录因子激活的。

3
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图 3　水稻 OsMIOX基因的核酸序列
Fig. 3　Sequence of rice OsM IOX gene

图 4　水稻 OsMIOX的氨基酸序列与拟南芥 MIOX1的氨基酸序列比
Fig. 4　Alignment of rice OsMIOX and arabidopsis myo2inositol oxygenase

图 5　稻 OsMIOX基因的启动子顺式作用元件分析
Fig. 5　Cis2acting elements analysis of OsM IOX’s

213　植物表达载体的构建

为探索 OsM IO X 基因的功能 ,利用 pCAMB IA2
1301构建了 35 s启动子驱动的植物超表达载体 ,以

期通过转化拟南芥或水稻获得更多有关基因功能的

信息。图 6为含有 OsM IO X 的重组质粒的 PCR鉴

定结果 ,重组质粒的 PCR产物大小与原片段完全一

致。将阳性克隆测序 ,结果表明序列和连接方向是

正确的。

4
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M为 marker (100、300、500、700、900、1 200 bp) ; 1、2为大肠
杆菌阳性质粒 ; 3、4为以大肠杆菌阳性质粒为模板 PCR ;
5为 OsM IOX 扩增原始片段

图 6　OsMIOX基因的大肠杆菌阳性质粒 PCR鉴定
Fig. 6　PCR amplification of recombinant plasmid

214　OsM IO X基因的表达分析

OsM IO X基因是在本实验室前期构建的旱稻

水分胁迫诱导表达 cDNA 文库中发现的 ,因此理论

　　

上是受水分胁迫所诱导表达的 ,为验证该基因在水

分胁迫下的表达模式 ,并分析水分胁迫下该基因在

水稻和旱稻中的表达差异 ,采用实时定量 PCR的方

法进行了相关研究。结果表明 , PEG水分胁迫下该

基因在旱稻 IRA T109 中被上调表达 ,与对照相比 ,

无论在根还是在叶片中表达倍数都在 215 以上

(01556/ 01217 ; 01594/ 01234。见表 1) 。PEG水分

胁迫下 OsM IO X 基因在水稻和旱稻中的表达也有

不同 ,由表 2可以看出 ,无论在根还是在叶片中 ,旱

稻品种 ( IRA T109和毫格劳)的 2 -ΔC ( t)值都大于水

稻品种 (越富和日本晴) ,表明 PEG胁迫条件下该基

因在旱稻中的表达量要高于水稻。

表 1　定量 PCR分析 PEG胁迫处理条件下 OsMIOX基因在旱稻 IRAT109中的表达

Table 1　Comparison of OsM IOX gene expression in PEG2treated and non2treated seedlings of
IRA T109 by real2time PCR analysis

取样部位 基因名称
PEG处理 PEG未处理

C ( t) 3 ΔC ( t) 2 -ΔC( t) C ( t) ΔC ( t) 2 -ΔC( t)

叶片 OsM IOX 22. 172 0. 847 0. 556 23. 740 2. 204 0. 217

Tubulin 21. 325 21. 536

根 OsM IOX 24. 728 0. 751 0. 594 25. 254 2. 098 0. 234

Tubulin 23. 977 23. 156

　　注 : 3 C( t)值是 2个重复的平均值 ,下同。

表 2　定量 PCR分析 PEG胁迫处理条件下 OsMIOX基因在水稻和旱稻中的表达

Table 2　Comparison of OsM IOX gene expression in upland rice and lowland rice seedlings under PEG
stress by real2time PCR analysis

水稻品种 基因
PEG处理叶片 PEG处理根

C ( t) 3 ΔC ( t) 2 -ΔC( t) C ( t) ΔC ( t) 2 -ΔC( t)

IRA T109 OsM IOX 22. 172 0. 847 0. 556 24. 728 0. 751 0. 594

Tubulin 21. 325 23. 977

毫格劳 OsM IOX 22. 203 1. 304 0. 405 24. 232 0. 796 0. 576

Tubulin 20. 899 23. 436

越富 OsM IOX 23. 709 1. 927 0. 263 25. 118 2. 133 0. 228

Tubulin 21. 782 22. 985

日本晴 OsM IOX 22. 650 1. 608 0. 328 25. 409 2. 272 0. 207

Tubulin 21. 042 23. 137

3　讨　论

1) 肌醇加氧酶参与植物细胞壁的构建 ,是

UDP2葡萄糖醛酸生物合成的关键酶 , UDP2葡萄糖
醛酸是多种植物细胞壁组成物质的前体[2 ]。还有

研究表明 ,肌醇加氧酶是植物抗坏血酸生物合成的

关键酶[3 ]。抗坏血酸在植物体内不仅参与生长发

育过程的调节 ,还作为抗氧化剂清除活性氧类有害

物质[6 ] ,在低温、干旱和高盐胁迫条件下 ,抗坏血酸

保护植物的功能均有报道[729 ]。
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目前 ,还没有水稻 M IO X 基因的研究报道 ,本

实验室在前期的研究中发现 ,在旱稻 IRA T109 中 ,

一个与拟南芥 M IO X 基因同源性高达 78 %的表达

序列在水分胁迫发生时上调表达。考虑到 M IO X

基因的功能 ,笔者认为这也许是旱稻在水分胁迫发

生时加固细胞壁、清除活性氧的一种反应。为了进

一步证实该基因在植物抗旱分子机制中的作用 ,笔

者克隆了 OsM IO X 的 cDNA编码区 ,并构建了植物

超表达载体 ,在拟南芥和水稻中的转化工作正在进

行。此外 ,本研究发现 OsM IO X 的启动子含有

M YC 转录因子的识别位点 ( M YCRS 元件 ) ,而

M YC转录因子是植物水分胁迫分子反应中依赖

ABA途径的重要成员。因此 ,推测ABA会诱导 Os2
M IO X 的表达。

2)在构建表达载体的过程中 ,采用了一种简便

易行的方法 :用目标基因直接置换 pCAMB IA21301

载体的 GUS 基因 ,这样只需通过简单的一次酶切

反应和一次连接反应即可完成载体构建过程 ,这种

方法的优点是简便易行 ,缺点是表达载体中没有

GUS 基因 ,不能通过组织切片显微观察来定位目标

基因的表达产物 ,但仍可满足其他研究的需要 ,不失

为一种快速、高效的载体构建方法。

水稻和旱稻是稻类作物在人工选择和自然选择

过程中分化成的 2 大类型 ,二者主要差别在于抗旱

性的不同 ,水稻是天然“敏旱类型”,需要在完全淹水

条件下生长 ,旱稻则是天然“抗旱类型”,全生育期可

不灌水或在干旱严重时辅以适量灌溉 ,其单位面积

灌水量不足水稻的 20 %[10 ]。OsM IO X 是一个水分

胁迫应答基因 ,本次试验对该基因在水稻和旱稻中

的核酸序列以及表达模式进行了比较 ,发现对于所

选择的试验材料 ,虽然该基因的核酸序列在水、旱稻

中没有差别 ,但在水分胁迫条件下的表达模式存在

明显差异 ,即旱稻表达量明显大于水稻 ,表明水稻和

旱稻的水分胁迫分子反应机制的确存在差异 ,而这

种差异很可能就是水、旱稻抗旱性不同的原因之一。
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