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摘要：肌醇磷酸合成酶（ＭＩＰＳ）以葡萄糖⁃６⁃磷酸为合成前体，是肌醇合成过程中关键酶。 ＭＩＰＳ 生成的肌醇在耐盐

植物的耐盐机制中起到渗透压调节物的作用。 该研究从柳树（Ｓａｌｉｘ Ｊｉａｎｇｓｕｅｎｓｉｓ ２３４５）叶片中成功克隆出 ＭＩＰＳ 基

因，命名为 ＳｊＭＩＰＳ。 对扩增的基因进行生物信息学分析显示柳树 ＳｊＭＩＰＳ 基因包含１ ５３３ ｂｐ 的开放阅读框，编码 １
个 ５１１ 个氨基酸的蛋白质。 蛋白质结构域分析显示 ＳｊＭＩＰＳ 基因含有 ４ 个保守的结构域，结构域 １（ＧＷＧＧＮＮＧ），结
构域 ２（ＬＷＴＡＮＴＥＲＹ），结构域 ３（ＮＧＳＰＱＮＴＦＶＰＧ）和结构域 ４（ＳＹＮＨＬＧＮＮＤＧ），属于典型的 ＭＩＰＳ 基因。 系统进化

树分析表明柳树 ＳｊＭＩＰＳ 基因与杨树 ＰｔＭＩＰＳ 基因亲缘关系较近。 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示柳树 ＳｊＭＩＰＳ 基因在

１７１ ｍＭ ＮａＣｌ 盐胁迫处理 ２４—４８ ｈ 后上调，表明柳树 ＭＩＰＳ 基因是盐胁迫诱导型基因。 该研究表明柳树 ＳｊＭＩＰＳ 基

因为盐胁迫应答基因，在参与肌醇的生物合成、调节渗透压方面起着重要作用。
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　 　 肌醇磷酸合成酶（ＭＩＰＳ，ｍｙｏ⁃ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ），以葡萄糖⁃６⁃磷酸为合成前体，是肌醇合

成过程中的关键酶［１］。 肌醇是细胞代谢和植物生

长过程中所必需的多种化合物的前体物，肌醇的衍

生物也起着至关重要和多种多样的生物功能，包括

以植酸（ ＩｎｓＰ６）的形式存储磷酸，细胞壁的生物合

成，生长素的生理调控，细胞膜的生物合成，信号转

导和耐受环境胁迫［２］。 肌醇可以作为一种亲和性



的溶解物抵御胁迫，还可以被转变成其他亲和性的

溶解物［３］。 在大多数的植物中，肌醇可以通过肌醇

半乳糖苷（ＧｏｌＳ）合成酶的催化作用转变成肌醇半

乳糖苷，下游的代谢是生成水苏糖，还有以肌醇半

乳糖苷和蔗糖为底物生成棉子糖［２，４］。 肌醇含量的

下降会导致大豆 （Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ） 突变体种子中 ＭＩＰＳ
活性下调，且棉子糖类水平急剧下调［５］。 通过反义

ＲＮＡ 沉默处理，转基因土豆中 ＭＩＰＳ 活性受抑制［６］。
肌醇和棉子糖类之间的相关性在豌豆和大麦的低

植酸突变体中都有发现［７］。 盐生植物水晶冰菜

（Ｍｅｓｅｍｂｒｙａｎｔｈｅｍｕｍ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｕｍ）中，肌醇可以转化

成 ２ 种重要的渗透调节物质，即：４⁃Ｏ⁃甲基内消旋肌

醇和 Ｄ⁃松醇［８］。
ＭＩＰＳ 生成的肌醇在耐盐植物的耐盐机制中起

到至关重要的作用。 在水晶冰菜中 ＭＩＰＳ 参与了耐

盐胁迫应答，而淡土植物拟南芥中 ＭＩＰＳ 的表达并

没有参与耐盐胁迫。 因此，很可能耐盐植物有独特

的调控肌醇合成的途径，并提高胁迫下肌醇的水

平。 在 烟 草 中 过 量 表 达 耐 盐 水 稻 （ Ｐｏｒｔｅｒｅｓｉａ
ｃｏａｒｃｔａｔａ） ＰｃＩＮＯ１ 基因中编码 ＭＩＰＳ 基因，提高了烟

草中的肌醇含量，增强了耐盐能力［９］。
目前有关 ＭＩＰＳ 的研究仅限于草本植物，木本

植物中还未见报道。 本研究从木本植物柳树中克

隆了柳树 ＭＩＰＳ 基因，利用 ＥｘＰＡＳｙ 网站上的生物信

息学软件进行蛋白质的基本性质分析，将柳树 ＭＩＰＳ
氨基酸序列与其他物种 ＭＩＰＳ 进行序列比对以及系

统进化树分析。 为研究柳树 ＭＩＰＳ 与盐胁迫应答间

的相关性，通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的方法检测不同胁迫时间

柳树 ＭＩＰＳ 基因表达量的变化，初步揭示出柳树

ＭＩＰＳ 基因为盐胁迫应答基因，为柳树 ＭＩＰＳ 基因以

及柳树耐盐胁迫机制研究提供研究思路。

１　 材料与方法

１．１　 植物材料

本研究以灌木柳（Ｓａｌｉｘ Ｊｉａｎｇｓｕｅｎｓｉｓ ２３４５）叶片

作为试验材料。 将其 １ 年生插穗在温室（湿度为

７０％—７５％，１４ ｈ 光照 ／ １０ ｈ 黑暗）中水培 ４０ ｄ，长出

的萌条用 １７１ ｍＭ ＮａＣｌ 溶液处理 ２ ｈ，选取生长状态

良好的柳树叶片，冻于液氮中保存。
１．２　 柳树中 ＭＩＰＳ 基因的分子克隆

采用 ＴＲＩｚｏｌ 􀅹 Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂提取柳树叶片的

ＲＮＡ 并进行反转录， 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ ２０００
ｐｌａｔｆｏｒｍ 对柳树的叶片进行转录组测序，通过组装拼

接，获得差异表达基因 ｃ９６５９７＿ｇ１＿ｉ１；对获得序列进

行引物设计，上下游引物分别为 Ｆ： ＡＴＧＴＴＴＡＴＴ⁃
ＧＡＧＡＣＧＴＴＴＡＡＧ； Ｒ： ＴＣＡＣＴＴＧＴＡＴＴＣＣＡＡＡＡＴ⁃
ＣＡＴＧ；以该 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＳｊＭＩＰＳ 基因编码区

的扩增。
１．３　 柳树中 ＭＩＰＳ 蛋白序列结构分析和系统进化树

的构建

　 　 利用 ＥｘＰＡＳｙ 网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｖｇ ／
ｉｎｄｅｘ ／ Ｐｒｏｔｅｉｎ）上的生物信息学软件分析蛋白质的

基本性质，分别用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ，Ｐｒｅｄｏｔａｒ ｖ． １．０３，
ＰＰｓｅａｒｃｈ 程序运算法则，分析柳树 ＳｊＭＩＰＳ 氨基酸序

列特性。
利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ２ 对 Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ （ Ｐｔ），

Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ（Ｏｓ），Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ（Ａｔ）， Ｚｅａ ｍａｙｓ
（Ｚｍ）， Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ （ Ｔａ） 和 Ｓａｌｉｘ ｊｉａｎｇｓｕｅｎｓｉｓ
（Ｓｊ）的 ＭＩＰＳ 蛋白基因进行同源性分析，再用 ＭＥＧＡ
６．０ 中的 ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ，建立 ＮＪ 系统进化

树（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｔｒｅｅ）。
１．４　 盐胁迫处理条件下柳树 ＭＩＰＳ 表达分析

采用实时定量 ＰＣＲ （ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 的方法， 以

ａｃｔｉｎ１ 基因为内参对照，检测盐胁迫条件下 ０，２，６，
１２，２４，４８ ｈ 不同时间点下的基因表达量。 ａｃｔｉｎ１ 基

因的引物是实时定量 ＰＣＲ 分析中基因引物是 Ｆ：
ＣＴＣＡＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＴＡＡＣＡＧ，Ｒ：ＧＧＴＣＡＣＧＡＣＣＡＧ⁃
ＣＡＡＧＡＴ。 利用 Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ （ Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ） 试剂盒，从 １７１ ｍＭ ＮａＣｌ 盐处理 ０—４８ ｈ
后的柳树样品，提取总 ＲＮＡ，并用 ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ
（ＱＩＡＧＥＮ） 试剂盒进行纯化。 上述过程合成了

ｃＤＮＡ 第 １ 条链。 以 ０􀆰 ５ μＬ 的 ｃＤＮＡ 为模板，进行

后续 ＰＣＲ 扩增。 利用 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ Ｓｙｓｔｅｍ ＩＩ
（ Ｒｏｃｈｅ） 仪器和 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ
Ｍａｓｔｅｒ ｒｅａｇｅｎｔｓ （Ｒｏｃｈｅ） 试剂，进行实时定量 ＰＣＲ
分析。

２　 结果与分析

２．１　 柳树 ＭＩＰＳ 基因的克隆

ＳｊＭＩＰＳ 基因 ＰＣＲ 产物凝胶电泳（如图 １）显示

能扩增到单一条带，分子大小与预期吻合。 切胶回

收后进行 ＴＡ 克隆，转化大肠杆菌，分别取 ３ 个阳性

转化子进行测序。 结果显示，３ 个克隆中，２ 个克隆

的序列与测序的结果完全一致，表明该序列为柳树

的 ＭＩＰＳ 基因，命名为 ＳｊＭＩＰＳ。
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图 １　 ＳｊＭＩＰＳ 基因 ＰＣＲ 产物凝胶电泳结果

２．２　 柳树 ＳｊＭＩＰＳ 基因蛋白特性分析

通过对柳树叶片克隆得到的进行 ＰＣＲ 并测序

验证，获得柳树的 ＭＩＰＳ 基因，命名为 ＳｊＭＩＰＳ，该基

因的开放阅读框（ＯＲＦ）为１ ５３３ ｂｐ，编码 ５１０ 个氨

基酸残基的蛋白质。 推测得到的氨基酸序列大小

为 ５６ ｋＤａ，理论等电点 ＰＩ 为 ５􀆰 ２４。 将柳树 ＭＩＰＳ 核

苷酸序列的编码区与 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 中搜索到的其他物

种中 ＭＩＰＳ 基因序列相比对，结果显示序列间的相

似性为 ８７％—９７％。 Ｐｒｅｄｏｔａｒ ｖ． １．０３ 程序运算法则

分析得出，在柳树 ＭＩＰＳ 蛋白质的氮端无信号肽，叶
绿体转运肽和线粒体的靶标肽。 ＰＰｓｅａｒｃｈ 程序运算

法分析结果显示，蛋白质氨基酸序列中有肌醇⁃１⁃磷
酸合成酶的活性 Ｄｏｍａｉｎ，ＮＡＤ（Ｐ）结合 Ｄｏｍａｉｎ 和

ＧＤＰＨ⁃ｌｉｋｅ Ｄｏｍａｉｎ。 推测柳树 ＭＩＰＳ 有肌醇⁃３⁃磷酸

合成酶活性，参与肌醇和磷脂的生物合成过程。
２．３　 系统进化树的构建

图 ２　 不同植物中 ＭＩＰＳ 氨基酸序列比对：Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ （Ｐｔ）， Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ （Ｏｓ）， Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ （Ａｔ）， Ｚｅａ ｍａｙｓ
（Ｚｍ）， Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ （Ｔａ）和 Ｓａｌｉｘ ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ（Ｓｂ）。 黑色和灰色背景用来突出不同位置。 黑色下划线标注的是相同或相似

的残基，分别为结构域 １（ＧＷＧＧＮＮＧ），结构域 ２（ＬＷＴＡＮＴＥＲＹ），结构域 ３（ＮＧＳＰＱＮＴＦＶＰＧ）和结构域 ４（ＳＹＮＨＬＧＮＮＤＧ）。

　 　 将推断出的柳树 ＭＩＰＳ 的氨基酸序列与其他植

物中 ＭＩＰＳ 氨基酸序列进行比对后，表现出高度的

相似性：与小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ）的氨基酸序列相

似性为 ９０％，玉米 （ Ｚｅａ ｍａｙｓ） ８７％，水稻 （ Ｏｒｙｚａ
ｓａｔｉｖａ）８７％，拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ）８８％，毛果

杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ） ９７％，油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ）
９０％，大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ）９０％，番茄（Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒ⁃
ｓｉｃｕｍ）９１％，梨属白梨（Ｐｙｒｕｓ × ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ） ９１％，

绿豆苗（Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔｅ）９０％，蓖麻（Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ）
９３％。 图 ２ 即为典型的各种植物中 ＭＩＰＳｓ 氨基酸序

列比对结果，表明 ＭＩＰＳ 在进化上是保守的。 本研

究中，氨基酸序列比对结果与之前的研究一致，揭
示了 ＭＩＰＳ 蛋白质 ４ 个关键结构域［１０］（见图 ２）。 结

构域 １（ＧＷＧＧＮＮＧ），结构域 ２（ＬＷＴＡＮＴＥＲＹ），结
构域 ３ （ ＮＧＳＰＱＮＴＦＶＰＧ） 和 结 构 域 ４ （ ＳＹＮＨＬ⁃
ＧＮＮＤＧ）。 这 ４ 个结构域在之前真核生物 ＭＩＰＳ 的
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研究中就表现出了高度的保守性。 它们分别参与

了 ＭＩＰＳ 蛋白质的结合，并且是 ＭＩＰＳ 蛋白质功能的

基础，例如作为 ＮＡＤ＋ 结合以及酶促反应的共同因

子。 Ａｂｒｅｕ 等构建了 ＭＩＰＳ 基因的系统进化树分析，
依据分类学中分化的概念，将 ＭＩＰＳ 基因进行分

簇［１１］。 图 ３ 系统进化树结果表明，柳树 ＳｊＭＩＰＳ 与

杨树 ＰｔＭＩＰＳ 在进化上最紧密相关。

　 　 图片中的 ｂａｒ 表示进化树中与 ｂａｒ 等长的枝相当于

每个残基 ０􀆰 ０１ 个氨基酸变化

图 ３　 柳树和其他植物中的 ＭＩＰＳ 系统进化树分析

２．４　 盐胁迫下柳树 ＭＩＰＳ 基因表达分析

为了揭示柳树 ＭＩＰＳ 基因在盐胁迫条件下的表

达模式，采用实时定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）的方法，以
ａｃｔｉｎ１ 为内参，可以分别检测不同胁迫时间下柳树

ＭＩＰＳ 基因表达量的变化。 试验结果显示（见图 ４），
柳树 ＳｊＭＩＰＳ 基因在 １７１ ｍＭ ＮａＣｌ 胁迫 ４８ ｈ 后表达

量就增加到对照组的 ３ 倍；而盐胁迫处理的前 １２ ｈ
内，随着时间延长表达量随之降低。 上述结果表

明，柳树 ＭＩＰＳ 基因表达受盐胁迫的诱导。 同时，在
不同时间点，对盐胁迫的反应有显著的差异性，说
明该基因是盐胁迫时间依赖型基因。

３　 讨　 论

ＭＩＰＳ，是肌醇代谢过程中至关重要的生物合成

酶，是目前唯一 １ 个已知参与葡萄糖⁃６⁃磷酸和肌醇

磷酸间转化的催化酶。 它还是植物体中参与磷的

存储、信号转导、胁迫应答、植物激素的动态平衡和

细胞壁合成过程中很多化合物的前提物质。 目前

已经成功对各种植物中的 ＭＩＰＳ 基因进行克隆和分

类， 其 中 包 括 野 生 耐 盐 型 的 水 稻 （ Ｐｏｎｅｒａ
ｃｏａｒｃｔａｔａ） ［９］， 百香果 （ Ｐａｓｓｉｆｌｏｒａ ｅｄｕｌｉｓ） ［１１］， 小 麦

（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ） ［１２］和黄花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｆａｌｃａｔｅ） ［１３］。

图 ４　 １７１ ｍＭ ＮａＣｌ 胁迫不同时间后 ＳｊＭＩＰＳ
基因的相对表达量

但此前植物中 ＭＩＰＳ 基因的研究均仅限于草本植

物。 本 研 究 是 首 次 从 木 本 植 物 柳 树 （ Ｓａｌｉｘ
ｊｉａｎｇｓｕｅｎｓｉｓ ２３４５）中成功克隆得到柳树 ＳｊＭＩＰＳ 基

因，克隆得到的柳树 ＳｊＭＩＰＳ 基因 ＯＲＦ 为１ ５３３ ｂｐ，
编码了 ５１０ 个氨基酸。 与杨树等 １１ 种植物中 ＭＩＰＳ
氨基酸序列进行比对，序列间的相似性高达 ８７％—
９７％，且与已有的研究结果一致，典型的 ＭＩＰＳ 蛋白

结合和功能相关的 ４ 个关键结构域是高度保守

的［１０］，ＭＩＰＳ 在植物中是高度保守的。 其次，生物信

息学软件分析结果表明，与已研究的植物 ＭＩＰＳ 相

同，柳树 ＭＩＰＳ 可能是位于细胞质中，具有肌醇⁃３⁃磷
酸合成酶活性，参与了肌醇和磷脂的生物合成过

程［１４］。 ２００４ 年，Ｍａｊｅｅ 等首次分离克隆得到与耐盐

相关 的 ＭＩＰＳ 基 因 ＰＩＮＯ１。 在 烟 草 中 过 表 达

ＰＩＮＯ１，使得转基因烟草在高盐环境中肌醇的产量

提高并且保持光合作用能力。 从转基因烟草中分

离出的 ＭＩＰＳ 在植物体外也表现出耐高盐胁迫，表
明 ＰＩＮＯ１ 功能性表达［９］。 本研究进一步的耐盐胁

迫表达模式分析揭示，柳树 ＭＩＰＳ 基因表达受盐胁

迫诱导，在 １７１ ｍＭ ＮａＣｌ 胁迫 ２４—４８ ｈ 后表达量上

调了 ２—３ 倍。 ＭＩＰＳ 以葡萄糖⁃６⁃磷酸为前体，是肌

醇合成过程中的关键酶，是目前唯一已知参与葡萄

糖⁃６⁃磷酸和肌醇磷酸间转化的催化酶。 推测柳树

ＭＩＰＳ 也有肌醇⁃３⁃磷酸合成酶活性，参与肌醇的生

物合成过程，并最终参与植物耐盐胁迫应答过程。
肌醇合成量的提高和储存有利于植物生长和光合

作用。 已有的研究表明，盐胁迫条件下，肌醇合成

量的提高和转运在钠离子扣押和光合能力的保持

中起到至关重要的作用［１５－１６］。 肌醇对于植物光合

效率的维持作用起到保护作用［９］，与肌醇类似，如
甘氨酸、三甲铵乙内酯和脯氨酸等的渗透压调节物

质也均证实有上述生理作用［１７－１８］。
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综上所述，本研究成功克隆了柳树 ＳｊＭＩＰＳ 基

因，并分析了蛋白理化性质以及不同盐胁迫处理时

间下基因表达量的差异。 柳树 ＭＩＰＳ 是进化上保守

的一种酶，与其他物种中的 ＭＩＰＳ 氨基酸序列有极

高的相似度。 推测柳树 ＭＩＰＳ 有肌醇⁃３⁃磷酸合成酶

活性参与肌醇的生物合成过程，并最终参与植物耐

盐胁迫应答过程。 有关催化生成渗透压调节物质

的酶工程的研究，有利于促进提高植物耐盐胁迫能

力的研究［１９］。 为了深入研究木本植物 ＭＩＰＳ 以及肌

醇代谢在耐盐胁迫中的作用，后续需要进行柳树

ＭＩＰＳ 过表达的研究。
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