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水稻盐胁迫相关基因 sos5 的克隆与序列分析
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摘要:采用 RT - PCR扩增的方法 ,从水稻(Oryz a sativa)中克隆获得了 1574 bp 的 cDNA 片段。

基因测序和序列同源性分析结果表明 ,所克隆的基因片段包含 1284 bp的开放阅读框 ,编码一个含

有 427个氨基酸的多肽 ,该蛋白与拟南芥 SOS 5蛋白同源性达 45. 6%,与小麦同源性达 71%。
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Cloning and Sequence Analysis of A Salt Over ly Sensi tive 5

Gene in Rice (Oryza sat iva)

YANG Xian-guang , LIANG Wei-hong , JI Sheng-dong
(School o f Life Science , Henan No rmal Univ ersity , Xinxiang 453007 , China)

Abstract:The cDNA fragment of a sal t over ly sensi tive5 gene in rice (Oryza sativa)was amplif i-
cated using RT - PCR technique. The PCR primers w ere designed according to the blast sequence

of SOS 5 from Arabidopsis. The f ragment w as furthe r cloned and sequenced. The resul t show ed

that the full-leng th of cDNA sequence w as 1 574 bp , including an ORF of 1284bp , which encoded

a peptide of 427 amino acids. Compa red wi th the deduced amino acid sequences f rom Tri ticum

aestivum and Arabidopsis thaliana , the identity were 71% and 45. 6%, respectively.
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　　土壤盐害不仅严重危害着农业生产 ,而且导致

生态环境的恶化 ,是造成全球粮食作物减产的重要

原因[ 1] 。在许多地区 ,干旱和盐渍化面积迅速扩大 ,

估计到 2050 年将有 50%的可耕地面积严重盐渍

化。土壤盐害主要表现为渗透胁迫 ,可以导致植物

发生一系列形态学 、生理学 、生物化学和分子水平的

变化 ,破坏细胞的正常离子分布和动态平衡 ,影响植

物的生长发育和产量
[ 2 ～ 4]

。

美国亚利桑那大学植物科学系 Jiankang Zhu

博士利用快中子轰击 、T - DNA 插入失活或 EMS

诱变等遗传突变分析手段处理模式植物拟南芥

(Arabidopsis thal iana),得到了 5组 SOS(盐胁迫)

突变体 , 进而克隆到 5 个 sos 相关基因 , 即 sos1 ,

sos2 , sos3 , sos4 和 sos5
[ 3 , 5] 。其中 sos5 基因编码区

为 1 263 bp , 不含内含子 , sos5 基因编码一个含有

420氨基酸残基的多肽 ,如果其 1043位上碱基 C 突

变为 T(对应 SOS 5蛋白中Ser348突变为 Phe), 就

形成 SOS 5 突变体[ 6] 。本研究利用 RT - PCR技

术 ,从水稻中同源克隆到了一个 SOS 5家族成员 ,并

初步研究了该基因在水稻基因组中的组织结构等生

物信息学特性 ,为进一步研究其在渗透胁迫应答中

的功能奠定了基础 。

1　材料和方法

1. 1　试验材料

水稻品种日本晴(Oryza sat iva japonica)由河

南师范大学生命科学学院保存 。播种于蛭石中 ,灌

溉 Hong land营养液 ,待长至两叶一心时取叶片 ,提
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取细胞总 RNA 。

1. 2　PCR引物的设计

利用拟南芥 sos5 基因(Gen bank 登录号为

At3g46550)的序列进行同源性检索 ,然后根据水稻

同源 cDNA 序列设计 1 对引物 。上游引物(P1)序

列为:5′- TCCTCTTCTCCTCGCTTACT - 3′;下

游引物(P2)序列为:5′- CCAAAACGAACAG-

CAGCATG - 3′。预计扩增片段长度为 1550bp 。

1. 3　总 RNA 的提取及 cDNA 第一链的合成

总 RNA 抽提采用生工 SK1321 试剂盒进行 。

紫外分光光度法及变性琼脂糖凝胶电泳检测 RNA

的浓度及完整性。 cDNA 第一链的合成按照 Pro-

mega M - MLV 说明书进行 。

1. 4　PCR扩增 、PCR产物的克隆及序列测定

以 cDNA 为模板进行 PCR扩增。反应程序为

94℃预变性 5min ,94℃变性 30 s ,58℃复性 45 s ,72℃

延伸 1. 5min ,30个循环 ,然后72℃延伸 10min。

胶纯化回收 RT - PCR反应产物 ,与 pGEM -

T Vector 连接后转化至大肠杆菌 DH5α菌株 ,经蓝

白板筛选 、EcoRⅠ酶切鉴定后的阳性克隆子送交上

海生工生物工程技术有限公司测序 。

1. 5　序列分析

测序结果采用 Blast程序(http:/ /www . ncbi.

nlm. nih. go v /BLAS T /)进行同源性搜索 , DNA 序

列及氨基酸序列采用 DNAS tar 软件进行分析。

2　结果与分析

2. 1　水稻 cDNA的分离和鉴定

以水稻总 RNA 为模板 , oligo(dT)18为引物反

转录合成总 cDNA 。以 cDNA 为模板进行 PCR扩

增 ,得到清晰的目的条带 ,大小约 1 560 bp(图1),回

收 、与测序载体连接后测序 。

图 1　水稻 sos5 cDNA 的 RT- PCR产物电泳图

2. 2　序列测定及测序结果的同源性比对

序列测定结果表明 ,该克隆长 1574 bp ,包含一

个 1 284 bp的开放读码框 ,编码一个含有 427个氨

基酸的多肽 ,其 5′端非翻译区长 66 bp , 3′端非翻译

区长224 bp(图2)。在GenBank中经比较发现 ,它

图 2　水稻 sos 5 基因的核苷酸序列和氨基酸序列(加粗序列为 ORF)
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定位在水稻 1号染色体上 ,同普通小麦 、拟南芥等其

他植物中的该基因的核苷酸序列同源性分别为

68. 3%和 42. 5%;这些结果表明 ,所得克隆即为水

稻 sos5 基因的 cDNA 克隆。

2. 3　编码氨基酸序列同源性及系统进化分析

利用生物信息学软件 DNA Sta r进行了编码蛋

白的预测 ,并将这些同源基因编码的推测蛋白序列

与普通小麦 、拟南芥等其他植物中的该蛋白进行多

重比对分析 ,结果显示 ,这些蛋白序列同源性分别达

到 71%和 45. 6%(图 3)。对水稻和普通小麦 、拟南

芥中 3 个蛋白序列做系统化分析 ,进一步显示出 3

种植物 SOS 5蛋白的进化关系 ,见图 4。

图 3　水稻 SOS5 预测蛋白的氨基酸序列与其他植物 SOS5的同源性比对

图 4　3 种植物 SOS5 蛋白的系统进化关系

3　小结

近年来 ,植物盐胁迫相关基因的克隆与转化取

得了很大的进展 ,已经分离出许多植物抗盐基因 ,而

且已经证实在抗盐功能方面具有重要的作用 。例

如 , SOS 蛋白家族 。在拟南芥 SOS 蛋白家族中 ,

sos1 基因编码的 SOS1 蛋白是位于质膜上的 Na
+
/

H +反向运输蛋白 , 可以将细胞内的 Na+排到胞

外[ 7] 。位于细胞质中的 SOS 3和 SOS 2通过对质膜

上 SOS 1的调控 ,实现细胞内外 K
+
, Na

+
的离子稳

态调节 ,增强抗盐性
[ 8]
。SOS 4蛋白通过调节 SOS 1

和其他离子转运蛋白活性及盐胁迫下根毛的发育 ,

提高耐盐性[ 9] 。sos5 基因编码一个细胞粘连蛋白 ,

广泛存在于植物各器官和组织细胞的质膜外侧 ,可

以促进细胞壁发育 ,加强胞间连接 ,还可能参与植物

授粉 、胚发育等生物学功能 。

本研究达到了预期目的 ,为进一步研究水稻

sos5 的功能奠定了基础。可以预见 ,进一步深入开

展对 SOS 家族蛋白功能及其表达调控规律的研究 ,

更全面地了解植物胁迫应答的生理生化机制 ,必定

为人们更好地利用基因工程手段培育抗逆作物新品

种提供新的思路。 (下转第 20页)
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期施氮比例的“前氮后移”技术 ,并指出该技术可以

提高小麦产量和强筋小麦籽粒蛋白质含量 ,改善品

质[ 11 , 12] 。但也有人认为 , “前氮后移”技术作为小麦

高产的一项措施在专用小麦的生产中应做具体分

析。对弱筋小麦 ,氮肥后移可导致蛋白质含量提高 ,

品质降低;而且在施肥不足或肥力较低的情况下 ,减

少前期追氮量 ,会导致减产及降低品质[ 13] 。本试验

结果表明 ,在一般高产田 ,根据基础肥力差异 ,强筋

小麦和弱筋小麦适宜的施氮范围为 150 ～ 225 kg /

hm
2
(纯氮)。但根据不同类型专用小麦的专用特性

和对小麦粉品质的特殊要求 ,强筋小麦和弱筋小麦

在施氮水平及氮肥运筹上存在差异 ,在实际施肥中

应区别对待:强筋小麦稳定氮肥用量 , 在 150 ～

225 kg /hm2 纯氮范围内提高氮素用量 ,氮肥后移 ,

减少底氮用量 ,加大追氮比例有利于提高强筋粉的

综合品质 ,而以施纯氮 225 kg /hm
2
,基追比 4∶5∶1

(基肥∶拔节肥 ∶孕穗肥为 4∶5∶1)调控效果最

好;弱筋小麦在 150 ～ 225 kg /hm2 纯氮范围内适量

减少氮肥用量 ,增加基肥比例 ,减少追肥比例 ,可明

显促进弱筋粉综合品质的提高 ,而以施纯氮 150 kg /

hm 2 ,基追比 6∶3 ∶1(基肥 ∶拔节肥∶孕穗肥为

6∶3∶1)调控效果最佳。
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