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摘要:为克隆水稻蛋白磷酸酶 6( PP6) 催化亚基基因 OsPP6C，并构建该基因的过表达载体以及进行生物信息学
分析。采用 ＲT-PCＲ技术从水稻中花 11 叶片 cDNA中扩增 OsPP6C基因全长，并构建与 GUS融合的 pBI121-OsPP6C-
GUS表达载体。通过生物信息学方法分析了 OsPP6C蛋白的理化性质、与拟南芥 AtPP6C( 即 AtFyPP) 之间的同源性以
及不同物种间的系统发育关系，此外，对 OsPP6C基因的启动子进行了顺式作用元件分析。结果表明，该基因转录序
列包含一个 912 bp的开放阅读框，编码 303 个氨基酸残基，蛋白的分子量约为 3． 47 kDa，等电点为 5． 13; 具有疏水性，
但不存在信号肽，属于非分泌型蛋白。OsPP6C 与拟南芥 AtFyPP1 和 AtFyPP3 氨基酸序列一致性分别为 93． 73%和
93． 40%，系统进化树显示 OsPP6C与小麦 TaPP6C的亲缘关系最近，而与其他物种亲缘关系相对较远。对该基因启动
子中含有的顺式作用元件分析表明，该启动子中除 TATA盒和 CAAT盒外，还含有多种参与光应答、激素( ABA、乙烯、

生长素、MeJA和赤霉素等) 应答以及低温、热激和干旱等非生物胁迫因子应答的调控元件。为进一步研究水稻 Os-
PP6C基因的表达特性和功能奠定了基础。
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Abstract: The aims of this study are to clone the catalytic subunit gene of rice protein phosphatase 6
( OsPP6C) ，construct the over-expressing vector of this gene and conduct the bioinformatics analysis． Using the ＲT-
PCＲ technique，the full length of OsPP6C gene was amplified from the complementary DNA( cDNA) of rice Zhong-
hua 11 variety，and it was fused with GUS to form pBI121-OsPP6C-GUS expression vector． Through bioinformatics
methods，the physiochemical characteristics of OsPP6C protein，the homology among Arabidopsis PP6Cs ( i． e． At-
FyPPs) and OsPP6C，and the phylogenetic relationship among different species were analyzed; in addition，the cis-
acting elements of the OsPP6C promoter were analyzed． The results show that the transcript sequence of this gene
contains an open reading frame of 912 base pairs，this gene encodes a peptide of 303 amino acids，the molecular
weight and isoelectric point of this protein is approximately 3． 47 kDa and 5． 13，respectively; the OsPP6C protein
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has the hydrophobic property，but there is no signal peptide in this protein and it belongs to the non-secretory pro-
teins． The amino acid identity of OsPP6C with AtFyPP1 and AtFyPP3 was 93． 73% and 93． 40%，respectively; the
phylogenetic tree shows that OsPP6C has the closest genetic relationship with wheat TaPP6C． The cis-acting element
analysis in the promoter of this gene shows that besides the TATA box and CAAT box，the promoter also contains
multiple light-responsive elements，various responsive elements in relation to hormones such as ABA，ethylene，aux-
in，methyl jasmonate( MeJA) and gibberellic acid，and the regulatory elements involved in various abiotic stresses
such as low temperature，heat stress and drought． This paper will lay a solid foundation for further studying expres-
sion characteristics and functions of OsPP6C gene in rice．
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蛋白磷酸酶 6 ( PP6 ) 参与转录调节、翻译、形态
建成以及细胞循环［1］。豌豆 PP6 ( 即 FyPP) 被发现
与燕麦光敏色素 A ( phyA ) 和拟南芥光敏色素 B
( phyB) 在酵母中相互作用，此外，体外 Pull-down 检
测表明 FyPP优先结合磷酸化形式的 phyA 以及 Pfr
形式的 phyA 和 phyB［2］。而接触红光后，phyA 和
phyB被输入进核，而 FyPP显示组成型细胞质定位。
拟南芥有 2 个高度同源的 PP6 催化亚基基因，即 At-
FyPP1 和 AtFyPP3，它们的多肽序列中只有 2 个氨
基酸残基的差异。在 Fe2 + 和 Zn2 + 存在下，豌豆

FyPP和拟南芥 FyPPs 体外去磷酸化自磷酸化的燕
麦 phyA。豌豆 FyPP 基因在拟南芥中异源过表达
导致开花延迟，而 AtFyPP 基因的下调则引起提前
开花。最近的研究表明，AtFyPP 基因的缺失突变引
起 ABA超敏，而 AtFyPP 基因的过表达则导致转基
因拟南芥种子萌发和幼苗生长中对 ABA 的敏感度
下降［3］。
尽管对拟南芥蛋白磷酸酶 6 催化亚基的研究已

取得了一定的进展，但在水稻中对该类蛋白的了解

还非常少，尤其对其功能的研究，至今尚无文献报道。
为了研究水稻 OsPP6C的功能，本研究成功克隆了水
稻 OsPP6C基因并构建了过表达载体，此外，对该基
因及其启动子进行了生物信息学分析，为进一步研究

该基因功能及分析其表达特性奠定了基础。

1 材料和方法
1． 1 试验材料
水稻粳稻品种中花 11 由中国农科院作物科学

研究所杨建平研究员课题组提供。大肠杆菌( Esch-
erichia coli) DH5α 菌株、植物表达载体 pBI121 均为
中国农科院作物科学研究所杨建平研究员课题组保

存。限制性内切酶和 T4 DNA 连接酶购自 NEB 公
司，反转录酶购自北京康为世纪生物科技有限公司，

pEASY-Blunt-Simple克隆载体购自北京全式金生物
技术有限公司，PrimeSTAＲ  HS DNA 聚合酶购自

TaKaＲa公司，琼脂糖凝胶回收试剂盒及质粒提取试
剂盒均购自北京博迈德生物技术有限公司。
1． 2 试验方法
1． 2． 1 水稻总 ＲNA的提取及 cDNA的合成 取中
花 11 幼嫩叶片( 约 1． 5 mg) 液氮研磨成粉后，采用
TＲIzol试剂( Invitrogen) 提取总 ＲNA。反转录用Oligo
( dT) 作下游引物合成 cDNA第一条链，按照康维世纪
SuperＲT cDNA第一链合成试剂盒操作说明进行。
1． 2． 2 目的基因的克隆与序列分析 根据 Gen-
Bank 中的 OsPP6C ( AK068018 ) 序列，用 Primer
Premier 5 软件设计 2 对特异引物( 表 1 ) ，用于巢式
PCＲ( nested PCＲ) 扩增。

表 1 本研究中所用引物序列
Tab． 1 Primer sequence used in this study

引物名称
Primer name

序列( 5'→3')
Sequence ( 5'→3')

上游外侧引物( P1) CTAAAATCCCCTTTGCCTCCCCA

下游外侧引物( P2) AATCAGAAACAAAACTTGACAACGCCAC

上游内侧引物( P3) TCTAGAATGGATTTGGATCTGTGGATCTCT

下游内侧引物( P4) GGATCCGAGGAAATATGGGACAGCAGTC

注: P3下划线显示 XbaⅠ识别位点。P4下划线显示 BamHⅠ识别位点。
Note: The underline of P3 shows the recognition site of XbaⅠ． The un-

derline of P4 shows the recognition site of BamHⅠ．

以 cDNA的第一条链为模板，Pl 和 P2 为引物，
高保真 PCＲ 扩增约 1 194 bp 的片段，取 5 μL PCＲ
产物用 0． 8%琼脂糖凝胶电泳分析。然后以第一轮
PCＲ产物( 取 1 μL，20 倍稀释) 为模板，用内侧引物
P3 和 P4 进行第二轮高保真 PCＲ 扩增，预期片段大
小为 909 bp，再取 5 μL PCＲ 产物，经 0. 8%琼脂糖
凝胶电泳检测，随后，用回收试剂盒回收纯化第二轮

PCＲ扩增产物。将回收纯化的目的片段与 pEASY-
Blunt Simple 克隆载体连接。连接反应: pEASY-
Blunt Simple克隆载体 0． 5 μL，回收纯化的 DNA 片
段 3． 5 μL; 25 ℃保温 20 min。连接产物转化到大肠
杆菌 DH5α感受态细胞中。经 PCＲ 扩增筛选和酶
切鉴定，得到重组质粒 pEASY-Blunt-OsPP6C。
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经鉴定的重组质粒送到北京金唯智 DNA 测序
部测序。
1． 2． 3 OsPP6C 基因表达载体的构建 用限制性
内切酶 XbaⅠ和 BamHⅠ将重组质粒 pEASY-Blunt-
OsPP6C充分酶切，回收目的片段，与限制性内切酶
XbaⅠ和 BamHⅠ完全酶切的植物表达载体 pBI121
连接，转化得到重组质粒 pBI121-OsPP6C。用 PCＲ
和双酶切( XbaⅠ和 BamHⅠ) 方法鉴定重组质粒
pBI121-OsPP6C。
1． 2． 4 生物信息学分析 多序列比对分析，从
GenBank中挑选了 2 个来源于模式植物物种的蛋白
磷酸酶 6 催化亚基氨基酸序列。这 2 种重要的植物
物种为: 双子叶模式植物拟南芥( Arabidopsis thali-
ana) 和单子叶模式植物水稻( Oryza sativa) 。利用
DNAMAN软件和 ClustalW2 程序( http: / /www． ebi．
ac． uk /Tools /msa /clustalw2 / ) ，将拟南芥 AtFyPP1 和
AtFyPP3 基因的氨基酸序列与水稻 OsPP6C 的氨基
酸序列进行多序列比对。
系统进化树构建，从 GenBank 中搜检后获得 10

个来源于不同植物物种的蛋白磷酸酶 6 催化亚基基
因 PP6C 的核苷酸及氨基酸序列。这些植物依次
为: 高粱( Sorghum bicolor) 、玉米( Zea mays ) 、小麦
( Triticum aestivum) 、水稻( Oryza sativa) 、大麦( Hor-
deum vulgare) 、短柄草( Brachypodium distachyon) 、拟
南芥( Arabidopsis thaliana) 、油菜( Brassica napus ) 、
棉花( Gossypium hirsutum) 以及大豆( Glycine max) ;
使用 MEGA 5． 1 软件，采用 Neighbor joining 方法，
Bootstrap分析重复数为 1000，构建系统发育树。
通过 PLAZA ( http: / /bioinformatics． psb． ugent．

be /plaza / ) 和 PPDB ( http: / /ppdb． agr． gifu-u． ac． jp /
ppdb /cgi-bin / index． cgi) 数据库，获得 OsPP6C 基因
( ＲAP ID: Os01g0691700) 起始密码上游 2 500 bp 的
启动子序列; 将序列登录至启动子顺式作用元件预

测数据库 PlantCAＲE ( http: / /bioinformatics． psb．
ugent． be /webtools /plantcare /html / ) 和 PLACE ( ht-
tp: / /www． dna． affrc． go． jp /PLACE /signalscan． html)
进行分析。

2 结果与分析
2． 1 OsPP6C基因 cDNA编码区的扩增和回收
以反转录合成的 cDNA 第一链为模板，首先用

P1 和 P2 进行 PCＲ扩增，得到预期约 1 194 bp 的特
异条带( 图 1-A) ，然后以其 PCＲ产物为模板用带有
酶切位点的引物 P3 和 P4 进行 PCＲ扩增( 表 1) ，得
到与预期的 OsPP6C基因 cDNA 编码区大小一致的

约 909 bp的特异条带( 图 1-B) ，采用胶回收试剂盒
将其回收备用。

图 1 水稻 OsPP6C基因的克隆
Fig． 1 Cloning of OsPP6C gene in rice

2． 2 OsPP6C基因的克隆和检测
回收的 PCＲ 产物与 pEASY-Blunt Simple 克隆

载体连接后转化 DH5α 感受态细胞，挑阳性克隆进
行目的片段 PCＲ 及质粒提取，检测结果表明，PCＲ
扩增片段大小为 909 bp( 图 2-A) ，符合预期结果，证
明 OsPP6C 基因已克隆到 pEASY-Blunt 载体，将此
质粒用 Xba Ⅰ和 BamHⅠ双酶切，电泳图谱上显示 2
条带，小片段为目的片段( 图 2-B) 。将含有重组质
粒 pEASY-Blunt-OsPP6C 的大肠杆菌送北京金唯智
公司进行序列测定，测序结果与 GenBank 中公布的
序列完全一致。

图 2 重组质粒 pEASY-Blunt-OsPP6C的鉴定
Fig． 2 Identification of recombinant

plasmid pEASY-Blunt-OsPP6C

2． 3 过表达载体的构建与鉴定
将重组质粒 pEASY-Blunt-OsPP6C 和植物表达

载体 pBI121 分别用 XbaⅠ和 BamHⅠ双酶切并回收
目的片段，经连接得到重组质粒 pBI121-OsPP6C。
经 PCＲ和双酶切鉴定，证明 OsPP6C 基因已插人到
植物双元载体 pBI121 中( 图 3-A、B) 。

图 3 植物过表达载体 pBI121-OsPP6C的鉴定
Fig． 3 Identification of plant over-expression

vector pBI121-OsPP6C
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2． 4 OsPP6C 基因编码蛋白的理化性质、亲 /疏水
性及信号肽切割位点分析

利用在线数据库 ProtParam ( http: / /web． ex-
pasy． org /protparam / ) 、ProtScale( http: / /web． expasy．
org /protscale / ) 和 SignalIP( http: / /www． cbs． dtu． dk /
services /SignalP / ) ，对水稻 OsPP6C 基因编码蛋白进
行理化性质、亲 /疏水性及信号肽切割位点分析。结果
表明，该蛋白的分子量约为 3． 47 kDa，等电点为 5． 13;
具有疏水性，但不存在信号肽，属于非分泌型蛋白。
2． 5 同源性与多序列比对分析

OsPP6C与拟南芥中的 2 个蛋白磷酸酶 6 催化
亚基基因的氨基酸序列进行同源性比较( 图 4 ) ，结
果显示其与拟南芥 AtFyPP1 和 AtFyPP3 一致性分别
为 93． 73% 和 93． 40%。OsPP6C 基因 cDNA 全长

1 650 bp，编码 303 个氨基酸; AtFyPP1 cDNA 全长
1 461 bp，编码 303 个氨基酸; AtFyPP3 cDNA 全长
1531 bp，编码 303 个氨基酸。OsPP6C、AtFyPP1 和
AtFyPP3 的氨基酸序列分析表明，3 个蛋白具有较高
的序列一致性，均含有 1 个 Metallophos( Calcineurin-
like phosphoesterase，钙调磷酸酶-类磷酸酯酶) 结构
域，该结构域对它们功能的行使起至关重要的作用，

而且，该结构域中还含有一个 VWA_3 ( von Wille-
brand factor type A domain，血管性血友病因子 A 型
域) 结构域。氨基酸序列高度的一致性表明它们有
类似的基因功能，这 3 个基因之间也可能存在功能
上的互补性。同时，这 3 个蛋白的氨基酸也有各自
差异的序列( 下划线显示) ，表明，它们在生物学功

能上也可能存在差异。

下划线表示氨基酸差异位点。
The underline shows the discrepant sites of amino acids．

图 4 多序列比对
Fig． 4 Multiple sequence alignment

2． 6 系统发育树的构建
利用 NCBI在线数据库，我们寻找到包括拟南

芥、油菜、棉花、大豆、短柄草、大麦、水稻、小麦、玉米
以及高粱等不同种属的 PP6C 蛋白的同源序列。应
用 MEGA软件，对不同种属的家族成员进行系统发
育树构建( 图 5 ) ，我们观察到水稻 PP6C 与小麦具
有较高同源性。研究表明，亲缘关系越近，同源性越
高;另外，蛋白磷酸酶 6催化亚基基因在单子叶植物中
只有一个，而在双子叶植物中通常有 2个( 图 4，5)。
2． 7 水稻 OsPP6C启动子顺式作用元件分析
通过 PlantCAＲE［4］( http: / /bioinformatics． psb．

Sb．高梁; Zm．玉米; Ta．小麦; Os．水稻; Hv．大麦; Bd．短柄草; At．拟南
芹; Bn．油菜; Gh．棉芯; Gm．大豆。
At． Arabidopsis thaliana; Os，Oryza sativa; Ta． Triticum aestivum; Sb． Sor-
ghum bicolor; Zm． Zea mays; Hv． Hordeum vulgare; Bd． Brachypodium dis-
tachyom; Bn． Brassica napus; Gh． Gossypium hirsutum; Gm． Giycine max．

图 5 系统发育树的构建
Fig． 5 Construction of phylogenetic tree
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图 6 水稻 OsPP6C启动子的生物信息学分析
Fig． 6 Bioinformatics analysis of the OsPP6C promoter

ugent． be /webtools /plantcare /html / ) 和 PLACE［5］( ht-
tp: / /www． dna． affrc． go． jp /PLACE /signalscan． html)
数据库，对选取的启动子序列( ATG 上游 2 500 bp)
进行顺式作用元件分析。结果显示，除核心启动子
成分( 如 TATA 框) 、上游启动子成分( 如 CAAT 框
等) 和远端上游元件( 增强子和沉默子等) 以及参与

胚乳、叶肉、维管和分生组织等特异表达的重要顺式
作用元件外，OsPP6C启动子中还存在着 10 种光应
答元件( ACA-基序、TCT-基序、GT1-基序、ACE、G-
box、I-box、Box I、Box 4、Sp1 以及 MＲE 等) 、各种激
素( 包括 ABA、乙烯、生长素、赤霉素以及茉莉酸甲
酯等) 应答元件 ( 如 motif IIb、EＲE、AuxＲＲ-core、
GAＲE-motif和 CGTCA-motif等) 以及参与非生物胁
迫( 如低温、干旱和热胁迫等) 应答的特殊顺式作用
元件( 图 6) ，这些关键的调控元件对该基因的表达
调控起重要作用。

3 讨论
蛋白磷酸酶 6( PP6) 是蛋白丝氨酸 /苏氨酸磷酸

酶 PPP家族中的一个重要分支［6］，其蛋白结构与生
化机制都和其他丝氨酸 /苏氨酸蛋白磷酸酶明显不
同，但都在光、非生物胁迫和植物激素信号转导中具
有重要作用［7］。高等植物 PP6 的催化亚基 ( 即
PP6C) 参与脱落酸( ABA) 信号途径，如 FyPP1( 光敏
色素相关的丝氨酸 /苏氨酸蛋白磷酸酶 1 ) 和
FyPP3，这 2 个基因的缺失突变体对 ABA 敏感; 相

反，FyPP 的过表达导致 ABA 的敏感性降低［3］。
ABA是调控植物与病原物互作和植物生长发育以
及应答干旱、高盐和极端温度等非生物胁迫的重要
植物激素之一［8 － 10］。
亮氨酸拉链转录因子 ABI5，为 ABA 介导的种

子萌发和萌发后幼苗生长过程中的关键调控因子之

一［3］; 已有研究表明，除 ABI5 外，含 B3 结构域的转
录因子 ABI3 和 APETAL2 域转录因子 ABI4 也可调
控 LEA蛋白( Late embryogenesis abundant proteins)
等的表达，进而控制种子的体眠或萌发［11 － 12］。在侧
根发育中，ABI4 经抑制生长素输出载体 PIN1 的表
达制约生长素的极性运输，生长素水平的降低最终

阻碍了侧根的生长发育［13］。最近的研究表明，FyPP
蛋白能直接去磷酸化 ABI5 蛋白。此外，遗传和生
化试验分析表明，FyPP 蛋白与 SnＲK2 激酶发生拮
抗作用，进而调节 ABI5 的磷酸化和 ABA 应答。总
之，拟南芥 PP6 通过去磷酸化 ABI5，从而调控 ABA
信号途径［3］。
本研究构建了水稻 OsPP6C 基因的过表达载

体，为进一步研究其功能奠定了基础。生物信息学
分析表明，PP6C 基因分布于拟南芥和主要农作物
( 水稻、小麦、玉米、棉花和大豆等) 中，这说明该基
因均保守存在于包括双子叶和单子叶植物在内的陆

地植物中; 此外，该水稻 OsPP6C 基因启动子中含有
多种光应答元件、各种激素( 尤其是 ABA) 应答元件
以及参与不同非生物胁迫的应答元件，表明其在植
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物高光效和抗逆性基因工程育种中有着广阔的应用

前景。
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