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小麦磷脂酶 Dα的基因克隆及其编码序列的
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摘要:为获得更多小麦抗逆基因资源，利用 ＲT-PCＲ 方法克隆了磷脂酶 D基因( PLD) ，命名为 TaPLDα，并对基因
及其蛋白进行了生物信息学分析。结果表明，TaPLDα开放阅读框为 2 394 bp，编码 812 个氨基酸残基，等电点 5． 30，
分子量为 92 kDa。序列分析显示，TaPLDα基因编码的氨基酸序列含有 N 端 C2 结构域及 2 个保守的活性中心。预测
TaPLDα蛋白是一个亲水性稳定蛋白且定位于细胞质，其二级结构含 28． 82%的 α-螺旋、20． 07%的延伸链、6． 03%的
β-转角和 45． 07%的不规则卷曲。该蛋白不存在信号肽，无跨膜区。TaPLDα与水稻、玉米和拟南芥的 PLDα氨基酸序
列之间具有高度的保守性，进化分析显示，小麦 PLDα序列与毒麦、水稻和玉米 PLD序列亲缘关系密切。
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Cloning and Sequence Bioinformatics Analysis of
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Abstract: To obtain more wheat( Triticum aestivum L． ) stress-response genes，a phospholipase D gene，named
TaPLDα，was cloned by ＲT-PCＲ． And the protein of this gene was also predicted and studied through the bioinfor-
matics analysis method． The results showed that the largest open reading frame of TaPLDα gene has 2 394 bp in
length and encoded a polypeptide of 812 amino acid residues． The estimated molecular weight and isoelectric point
of the putative protein were 92 kDa and 5． 30，respectively． Sequence analysis showed that the amino acid sequence
encoded by TaPLDα gene contained N-terminal C2 domain and two HKD motifs． TaPLDα protein was a stable hy-
drophilic protein and located in the cytoplasm． The predicted secondary structure composition for the protein has a-
bout 28． 82% alpha helixes，20． 07% extended strand，6． 03% beta turn and 45． 07% random coil． The TaPLDα
had no signal peptide and transmembrane helices． Compared with rice，maize and Arabidopsis，amino acid sequence
encoded by TaPLDα was almost conserved． The phylogenic tree showed that TaPLDα was most similar to PLDα pro-
tein from darnel，rice and maize．
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磷脂是构成细胞膜的基本骨架，也是细胞对外

界环境刺激作出应答的物质基础。激活磷脂酶是细
胞响应刺激启动信号转导的初始步骤。磷脂酶 D
( Phospholipase D，PLD) ( EC 3． 1． 4． 4 ) 能水解磷脂，

产生磷脂酸( Phosphatidic acid，PA) 和一个极性头
部。1947 年，Hanahan 和 Chaikoff［1］首次在胡萝卜
根和白菜叶中发现了 PLD，但直到 1994 年有活性的
植物 PLD基因被分离克隆成功后［2］，人们才对其进
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行了较为深入细致的研究。
PLD是植物中最主要的磷脂酶，参与植物种子

形成、植株发育和对生物及非生物胁迫响应等多个
过程［3］。迄今为止，己经从蓖麻、拟南芥、草莓、豇豆、
甘蓝、烟草、棉花、水稻和玉米等多种植物中克隆到
PLD基因。PLD基因属于多基因家族，具有多分子异
质性。拟南芥中己经确认了 12 个 PLD 基因，分为
PLDα( 1，2，3 ) 、PLDβ ( 1，2 ) 、PLDγ ( 1，2，3 ) 、PLDδ、
PLDε及 PLDζ( 1，2) 6类［4 － 6］。PLDs在底物选择特异
性、亚细胞定位和基因时空表达特性等方面均有明显
差异，暗示不同 PLD的生理功能的多样性［7］。
作为重要的信号分子，PLD 和 PA 能够响应干

旱、盐胁迫、低温冷害和脱落酸( Abscisic acid，ABA)
而激活，在植物抵抗逆境胁迫中发挥重要作

用［8 － 10］。PLDα1 缺失的拟南芥气孔不能响应 ABA
正常关闭，外加 PA 可以恢复气孔关闭［11 － 12］。抑制
PLDα1 导致多个参与干旱条件下转录、信号转导、
脂类信号、激素响应和代谢的基因表达发生变
化［13］。这些结果表明，PLDα1 和 PA在 ABA对植物
缺水的影响过程中发挥正调控作用。同时也说明
PLD在农作物抗逆遗传改良方面有很高的潜在应用
价值。然而，作为重要的粮食作物，到目前为止，对
小麦 PLD 基因的克隆及功能鉴定的研究还未见报
道。本研究克隆了小麦 PLD 家族基因 PLDα，并进
行生物信息学分析，以期为小麦的基因功能研究和

分子育种提供参考。

1 材料和方法
1． 1 材料和主要试剂
供试小麦品种扬麦 158 是典型的异源六倍体普

通小麦( Triticum aestivum L．，染色体组为 AABBDD，
2n = 6x = 42) ，目前是长江中下游地区主栽品种，由
本中心保存; 感受态细胞 DH5α、植物总 ＲNA 提取
试剂盒购于 TIANGEN有限公司; cDNA 合成试剂盒
购于 Invitrogen公司; Phusion超保真 DNA 聚合酶购
于 NEB 公司; TA 克隆试剂盒、pGEM-T Vector Kit、
DNA回收纯化试剂盒购于 Takara公司; 测序由北京
博迈德生物有限公司完成。
1． 2 序列获得及引物设计
以模式生物的 PLD序列作为查询序列，检索小

麦 EST 数据库，对检索到的序列进行拼接和再检
索，直到没有新的 PLD基因的 EST 序列可供拼接为
止。以拼接得到的序列为基础，设计上游引物: AT
GGCTCAGATCTTGCTC，下游引物: CTATGTGGTG
AGGATGGG。

1． 3 总 ＲNA提取与目的基因的克隆
对长到两叶一心期的小麦进行干旱处理，取材

后液氮冷冻，储藏在 － 80 ℃ 冰箱中备用。总 ＲNA
提取和 cDNA合成均按说明书进行。以反转录获得
的 cDNA 为模板扩增目的基因，反应体系为 cDNA
模板 1 μL，5 × Phusion HF Buffer 10 μL，10 mmol /L
dNTP 1 μL，10 μmol /L 上下游引物各 1 μL，ddH2O
35． 5 μL。反应条件为 98 ℃预变性 30 s，98 ℃变性
10 s，58 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 2 min，35 个循环;
72 ℃延伸 5 min。PCＲ产物经 1%琼脂糖电泳分离后
回收纯化，回收片段连接到 pGEM-T Vector，并转化到
感受态大肠杆菌 DH5α中，挑选阳性克隆进行测序。
1． 4 生物信息学分析
利用 CDD 程序 ( http: / /www． ncbi． nlm． nih．

gov /Structure /cdd /wrpsb． cgi) 对测定序列进行保守
结构域预测; 采用 OＲF finder 程序( http: / /www． nc-
bi． nlm． nih． gov /gorf) 寻找开放阅读框; 利用 Pfam
26． 0 ( http: / /pfam． sanger． ac． uk /search) 软件中的
SEAＲCH 功能对基因进行家族预测。通过蛋白质
分析系统 ProtParam tool ( http: / /www． Expasy． ch /
tools /protparam． html) 对蛋白质的各种理化性质进
行分析; 在线软件 SOPMA ( http: / /npsa-pbil． ibcp．
fr / ) 预测蛋白二级结构。利用 CELLO( http: / / cello．
life． nctu． edu． tw / ) 网站对蛋白质进行亚细胞定位的
预测; 通过 SignalP 4． 0 ( http: / /www． cbs． dtu． dk /
services /SignalP / ) 预 测 该蛋白的信号肽; 利 用
ProtScale( http: / /web． expasy． org /protscale / ) 以默认
算法( Hphob． /Kyte＆Doolittle) 对该蛋白进行疏水性
预测。利用在线软件 TMHMM Server 2． 0 ( http: / /
cbs． dtu． dk /services /TMHMM/ ) 预测蛋白跨膜结构
域。利用 ClustalX 2． 0 软件进行蛋白质多重序列比
对，用 MEGA 5． 0 软件，以邻近法构建进化树。

图 1 TaPLDα开放阅读框扩增产物
Fig． 1 Products of TaPLDα OＲF

2 结果与分析
2． 1 小麦 PLDα基因的克隆
以干旱处理后小麦 cDNA 为模板进行 ＲT-PCＲ
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扩增，产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，获得约2 500
bp单一条带，与预期相符，结果如图 1 所示。将目
的片段与 pGEM-T Easy 载体连接，获得重组质粒
pGEM-T Easy-PLD，经测序表明该片段长 2 574 bp。
利用 NCBI中相关软件( 包括 blastp 和 blastx) 进行搜
索，其与拟南芥 PLDα同源性较高，命名为 TaPLDα。
2． 2 TaPLDα编码氨基酸序列分析
经 NCBI的 OＲF finder 程序分析，TaPLDα编码

的氨基酸序列( 图 2 ) 含有一个完整的开放阅读框，
长 2 439 bp，编码 812 个氨基酸残基。在起始密码
子 ATG上游 － 3 位核苷酸为 A，+ 4 位为 G，符合典
型的 Kozak序列规则。TaPLDα 序列包含两个 HKD
基序，分别为 HQKIVCVD 和 HTKMMIVD。两基序
间隔 320 个氨基酸。采用 CDD程序分析小麦 PLDα
氨基酸序列的结构域，结果显示，存在 3 个保守结构
域，分别为 C2 结构域和 2 个 PLDc 结构域( 图 3) 。

横线部分为 C2 结构域，方框内部分为 HKD 基序。
The sequence with underline means C2 domain and the conserved HKD motifs are boxed．

图 2 TaPLDα编码的氨基酸序列
Fig． 2 Amino acid sequences of TaPLDα

图 3 TaPLDα编码蛋白的保守结构域分析
Fig． 3 Conserved domain of TaPLDα protein

2． 3 TaPLDα编码氨基酸序列生物信息学分析
通过 ProtParam 推测 TaPLDα 蛋白的基本理化

特性，分子量为 92 094． 3 Da，等电点为 5． 30，为酸性
蛋白。负电荷残基( Asp + Glu) 总数为 119 个，正电
荷残基( Arg + Lys) 总数为 88 个。理论推导半衰期
是 30 h，不稳定系数是 39． 77，为稳定型蛋白质。疏
水性分析( 图 4) 结果表明，TaPLDα 亲水性区域均匀
分布在整个肽链中，且分值高，而疏水性区域较少，分

值低，因此，TaPLDα在一级结构上以亲水性为主。
利用 Pfam 26． 0 软件中的 SEAＲCH 功能预测

TaPLDα基因所属的蛋白家族，结果表明，该基因为
PLD基因家族，具有 C2 结构域和 PLD 活性位点。
通过 SOPMA对该蛋白的二级结构进行预测( 图 5) 。
结果表明，α-螺旋的比例达到了 28． 82%，β-转角占
6． 03%，不规则卷曲占 45． 07%，另外还有 20． 07%
为延伸链。
亚细胞定位工具 CELLO 推测 TaPLDα 蛋白定

位于细胞质。TMHMM Server 2． 0 预测其没有跨膜

区域。信号肽分析表明，TaPLDα 不存在信号肽酶
切位点，可以推断，TaPLDα 在细胞质中合成后，不
进行蛋白转运。

图 4 TaPLDα蛋白质的疏水性 /亲水性分析

Fig． 4 Hydrophobicity /hydrophilicity

analysis of TaPLDα protein

利用 ClustalX V2． 0 软件将 TaPLDα 与玉米
( Zea mays) 、水稻( Oryza sativa) 和拟南芥( Arabidop-
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sis thaliana) PLD氨基酸序列进行了多重比对，结果
显示这 4 条序列具有很高的保守性，都有 HKD基序
( 图 6) 。系统进化树分析显示，TaPLDα基因编码的

蛋白质与单子叶植物毒麦( Lolium temulentum) 、水
稻和玉米亲缘关系较近( 图 7) 。

a． α-螺旋; b． β-转角; c．不规则卷曲; d．延伸链
a． Alpha helix; b． Beta turn; c． Ｒandom coil; d． Extended strand

图 5 SOPMA预测的 TaPLDα蛋白二级结构
Fig． 5 Predicted secondary structure of TaPLDα protein by SOPMA

“* ”、“:”和“．”分别代表各序列之间完全一致、保守和半保守的氨基酸残基。
The symbols“* ”，“:”and“．”represented completely identical，conservative and semi-conservative amino acid residues respectively．

图 6 TaPLDα蛋白序列与其他植物同源蛋白质序列的比较
Fig． 6 The Multi-alignment of TaPLDα amino acid sequences with other plant phospholipase Dαs

3 讨论
PLD是植物体内磷脂代谢途径的关键酶，在植

物细胞信号转导、膜运输及降解、脂降解、细胞分化
和生殖、细胞防御反应中均发挥重要作用［14］。
PLDα是植物中分布最广泛的基因型，在幼嫩叶片
中较丰富，在细胞内主要分布于质膜、内膜和胞质部

分［15］。尽管它在烟草、拟南芥等模式植物中的研究
已相对比较成熟，展现出了十分诱人的前景，并取得

了许多预期的理想结果，但它真正在农业中应用的

还比较少，特别是在重要作物小麦中尚未见成功的

报道。在本研究中，我们克隆到了小麦 PLDα 全长
序列并进行生物信息学分析。序列分析表明，小麦
PLDα蛋白由 812 个氨基酸组成，与 NCBI 中已经登
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图 7 小麦与其他植物 PLDα的系统进化树
Fig． 7 Phylogentic tree of wheat and other homologous PLDα sequences

录的其他植物的 PLD核苷酸相似性高于 80%，氨基
酸序列相似性高于 90%。该基因编码的氨基酸序
列具有植物 PLD 的典型结构域，如 N 端的 C2 结构
域及 2 个 HKD 活性中心。C2 结构域是植物 PLD
特有的结构，是一个 Ca2 +与磷脂结合的折叠区，该

结构域中二分环( Bipartite loop) 上的 4 ～ 5 个氨基酸
的性质与 Ca2 +的结合有关［16］。在拟南芥中，Ca2 +

结合到 PLDα1 的 C2 域，引起酶的构象变化，从而能
够增强 C2 结构域对磷脂酰胆碱( PC) 的亲和力［17］。
植物 PLD具有高度保守性，所有 PLD 氨基酸序列都
包括 2 个 HxKxxxxD 基序，即 HKD1，HKD2，两基序
间隔约 320 个氨基酸。H、K、D 分别为 His ( 组氨
酸) 、Lys ( 赖氨酸) 、Asp ( 天冬氨酸) 。HKD 基序是
PLD的标志序列，也是催化水解的活性部位［18 － 19］。
H、K、D 残基在 PLD 活性中的作用已在酵母 PLD 特
异位点诱变试验中得到证明，改变其中任何 1 个残
基都会导致 PLD 活性的丧失［20］。
由于 PLD基因在植物中属于一个多基因家族，

且在不同种类中保守性较高，因此，将 TaPLDα 的氨
基酸序列与水稻、玉米和拟南芥的 PLDα 氨基酸序
列进行了比对，结果表明同源性很高。进化分析表
明，小麦 PLDα氨基酸序列与毒麦、玉米和水稻亲缘
关系近。推测这是由于小麦与毒麦、水稻、玉米同属
单子叶禾本科植物，因此 PLDα 基因的氨基酸序列
同源性相对较高。
小麦是我国和世界范围内主要的粮食作物之

一［21］，对 TaPLDα 基因进行克隆和生物信息学分
析，为研究该基因在小麦生长发育和逆境响应过程

中的作用奠定了基础。利用生物信息学软件对基因
进行克隆、结构和功能预测已成为生物学研究领域
的热点和方向之一，但由于生物大分子结构和功能

的复杂性，预测结果仍然需要进行验证［22］。在模式
物种中 PLDα 基因属于多基因家族，普通小麦是一
个由 A、B、D这 3 个基因组构成的异源六倍体物种，
本研究克隆的 TaPLDα 基因只是小麦 PLD 基因家
族之一，对其他基因家族成员的克隆和基因组定位

有待进一步研究。
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