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　 　 摘要:以油茶湘林 ４ 号为材料ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 的方法克隆出油茶磷酸转运子 Ｐｈｔ１ 基因家族一个成员的全长 ｃＤ￣
ＮＡ 序列ꎬ命名为 ＣｏＰｈｔ１ꎻ１(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＪＸ４０３９６９)ꎬ通过实时定量 ＰＣＲ 的方法检测了不同磷浓度下该基因在根系中的表

达水平ꎮ 结果表明:ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ ＣＤＳ 长度为 １６２６ ｂｐꎬ编码 ５４２ 个氨基酸ꎬ与其他物种的 Ｐｈｔ１ 氨基酸序列具有较高的相似性ꎬ其
中与夹竹桃科长春花的 Ｐｈｔ１ 相似性最高ꎬ达到 ８８％ ꎻ蛋白质二级结构和拓扑结构预测表明ꎬＣｏＰｈｔ１ꎻ１ 具有跨膜蛋白的主要特

征ꎬ与其他物种的 Ｐｈｔ１ 具有一致性ꎻ实时定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明ꎬ油茶 Ｐｈｔ１ 基因的表达受低磷诱导ꎬ并在受磷胁迫处理(Ｐ 浓

度为 ０. １ ｍｍｏｌ / Ｌ)１５ ｄ 时表达量最高ꎮ
　 　 关键词:油茶ꎻＰｈｔ１ꎻ１ ꎻ磷转运子ꎻ基因表达模式

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ ｆｒｏｍ Ｏｉｌ Ｔｅａ
ＺＨＯＵ Ｊｕｎ￣ｑｉｎ１ꎬＴＡＮ Ｘｉａｏ￣ｆｅｎｇ１ꎬＹＵＡＮ Ｊｕｎ１ꎬ２ꎬＬＯＮＧ Ｈｏｎｇ￣ｘｕ１

( １Ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｌａｂ ｏｆ Ｎｏｎ￣ｗｏｏｄ Ｆｏｒｅｓｔ Ｎｕｒｔｕｒｉｎｇ ａｎｄ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ / Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＣｈａｎｇｓｈａ ４１０００４ꎻ２Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＢｅｉｊｉｎｇ １０００８３)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｎａｍｅｄ ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｏｉｌ ｔｅａ(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ Ｘｉａｎｇｌｉｎ４)
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ ＲＡＣＥ. Ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｌｅｖｅｌ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｗａｓ
ｃｈｅｃｋｅｄ ｗｉｔｈ ｑＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ＣＤＳ ｏｆ ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ ｉｓ １６２６ ｂｐ ｗｈｉｃｈ ｃｏｄｅｓ ａ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ５４２ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｔｈｅ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
(８８％ )ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｐｈｔ１ꎻ１ ｏｆ Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ. Ｐｕｔａｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｏｐｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｈａｖｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｆｅａｔｕｒｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｐｈｔ１ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｔｈｅ
ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｐ￣ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ａ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ
ａｔ ０. １ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ １５ ｄａｙｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａꎻＰｈｔ１ꎻ１ꎻｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎻｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ

收稿日期:２０１２￣０８￣０５　 　 修回日期:２０１２￣０８￣２６　 　 网络出版日期:２０１３￣０４￣０２
ＵＲＬ:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / １１. ４９９６. Ｓ. ２０１３０４０２. １７３２. ００１. ｈｔｍｌ
基金项目:国家“十一五”科技支撑计划项目(２００９ＢＡＤＢ１Ｂ０２)
作者简介:周俊琴ꎬ硕士ꎬ研究方向为经济林栽培育种ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:４７６９４７８２７＠ ｑｑ. ｃｏｍ

通信作者:谭晓风ꎬ博士ꎬ教授ꎬ研究方向为经济林栽培育种与林业生物技术ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｔａｎｘｉａｏｆｅｎｇｃｎ＠ １２６. ｃｏｍ

　 　 油茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ)是中国南方重要的木本

食用油料树种[１]ꎮ 目前全国油茶栽培面积达 ３６６. ６
万 ｈｍ２ꎬ年产茶油 ３０ 万 ｋｇ 左右ꎬ平均产茶油仅 ４５ ~
９０ｋｇ / ｈｍ２ [２]ꎬ油茶林低产低效严重限制了油茶产业

的发展ꎮ 油茶主要分布在南方酸性红壤地区[３]ꎬ磷
缺乏是油茶增产的主要限制因子[４￣５]ꎮ

植物吸收磷的主要形式包括 Ｈ２ＰＯ －
４ 和 ＨＰＯ２ －

４ ꎬ
而土壤中这些离子的浓度是微摩尔级的ꎬ因此磷吸

收是跨表皮及皮层细胞质膜的逆浓度主动运输过

程ꎬ而该过程主要依靠根系细胞膜上 Ｐｈｔ１ 基因家族

高亲和力磷转运子调节[６￣７]ꎮ 研究表明ꎬ不同品种

在不同磷梯度条件下 Ｐｈｔ１ 基因表达具有明显差

异[８]ꎬ对其 Ｐｈｔ１ 基因表达进行干扰将会导致根系吸

收磷能力的降低[９]ꎬ因此ꎬＰｈｔ１ 基因的表达是磷高

效品种的重要指标之一ꎮ 目前在水稻[１０]、小麦[１１]、
玉米[１２] 等重要农作物上克隆出了 Ｐｈｔ１ 家族的基

因ꎬ并对这些基因进行了预测与表达分析ꎬ许多耐低

磷品种或无性系得以鉴定和筛选[１３]ꎬ而林木方面的



　 ３ 期 周俊琴等:油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 基因克隆及其表达分析

研究较少ꎬ仅见于毛果杨[１４]、巴西橡胶树[１５]ꎮ 油茶

作为重要的木本油料树种ꎬ关于磷酸转运子研究还

处于空白ꎮ 本研究以油茶湘林 ４ 号为试材ꎬ通过对

油茶磷酸转运子 Ｐｈｔ１ 基因的分离克隆和该基因在

根系中表达情况进行检测ꎬ为探索油茶磷胁迫分子

响应机制、磷高效种质资源筛选以及分子育种提供

参考资料ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 试验材料

采用 １ 年生芽苗砧嫁接的油茶湘林 ４ 号(Ｃａｍｅｌ￣
ｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ″Ｘｉａｎｇｌｉｎ ４″)为试验材料ꎬ将其种植于装有

细沙的塑料盆(直径 １０ ｃｍꎬ高 ２０ ｃｍ)中进行遮雨露

天培养ꎬ采用 Ｈｏａｇｌａｎｄ 完全营养液培养ꎬ微量元素采

用 Ａｒｎｏｎ 配方ꎮ 试验设 ０、０. １、１. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ３ 个磷水

平ꎬＰ 由 ＫＨ２ＰＯ４ 提供ꎬ不同营养液中缺少的 Ｋ ＋ 用等

量的 ＫＣｌ 补足ꎮ 预先采用 ０. １ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷水平营养液

培养苗木 ２ 周ꎬ采集 ０. １ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷水平营养液培养

的幼苗根系用于 Ｐｈｔ１ 基因克隆与分析ꎮ ２０１２ 年 ５ 月

１３ 日开始磷处理ꎬ并于 ５ 月 １４ 日、５ 月 ２９ 日和 ６ 月

１３ 日分别采集油茶幼嫩根系用于荧光定量 ＰＣＲ
分析ꎮ
１. ２　 试剂

ＰｕｒｅＬｉｎｋＴＭ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔꎬ ５′ ＲＡＣＥ Ｓｙｓｔｅｍ Ｆｏｒ
Ｒａｐｉｄ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ Ｅｎｄｓꎬ３′ ＲＡＣＥ Ｓｙｓｔｅｍ
Ｆｏｒ Ｒａｐｉｄ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ Ｅｎｄｓ 试剂盒购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅ￣
ｓｉｓ Ｋｉｔꎬ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司ꎻ
ｐＭＤ１８￣Ｔ ＶｅｃｔｏｒꎬＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 高

保真 ＤＮＡ 聚合酶购自 Ｔａｋａｒａ 公司ꎻＰＣＲ 产物回收

试剂盒为安比奥生物技术有限公司的 Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔꎻ定量 ＰＣＲ 试剂 ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 购自

ＴＯＹＯＢＯ 公司ꎻｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ(平
末端连接试剂盒)ꎬ大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞购

自全式金公司ꎻ１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｐｌｕｓ 购自 Ｓｏｌａｒ￣
ｂｉｏ 公司ꎻ引物合成及测序分别由华大基因和博尚生

物公司完成ꎮ
１. ３　 方法

１. ３. １　 总 ＲＮＡ 的提取　 采用 ＣＴＡＢ 裂解和氯仿抽

提ꎬ以 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司的 ＰｕｒｅＬｉｎｋＴＭ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试
剂盒为基础ꎬ提取油茶幼苗根系总 ＲＮＡꎮ 利用

１􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 的完整性ꎬ用紫

外 /可见光分光光度计 ( Ｌａｍｂｄａ３５ꎬ Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒꎬ
ＵＳＡ)检测核酸的纯度ꎮ

１. ３. ２　 油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 基因的克隆　 根据已克隆的大

豆( ＧｅｎＢａｎｋ: ＥＵ４９６８６９. １ )、蓖麻 ( ＧｅｎＢａｎｋ: ＸＰ ＿
００２５２４６２１)、拟南芥 ( ＧｅｎＢａｎｋ: ＡＢ００５７４６ )、辣椒

(ＧｅｎＢａｎｋ: ＥＦ０９１６６７. １ )、 杨 树 ( ＧｅｎＢａｎｋ: ＸＰ ＿
００２３０２０４７)、葡萄(ＧｅｎＢａｎｋ:ＸＭ＿００２２８５１１７. ２)和

玉米(ＧｅｎＢａｎｋ:ＮＭ＿００１１１１７９９. １)磷转运蛋白氨基

酸序列中的保守区ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 软件设

计简并引物 ＰＨＴ１Ｆ 和 ＰＨＴ１Ｒꎮ 以油茶幼嫩根系总

ＲＮＡꎬ逆转录后得到的第 １ 条链 ｃＤＮＡ 为模板进行

ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增产物链接入 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体ꎬ经转化

与菌落 ＰＣＲ 筛选ꎬ挑选阳性克隆进行测序ꎮ 在获得

的片段序列上设计 ３′ＲＡＣＥ 和 ５′ＲＡＣＥ 的巢式扩增

引物ꎬ参照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ ５′ＲＡＣＥ Ｓｙｓｔｅｍ Ｆｏｒ Ｒａｐｉｄ Ａｍ￣
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ Ｅｎｄｓ 和 ３′ＲＡＣＥ Ｓｙｓｔｅｍ Ｆｏｒ Ｒａｐｉｄ
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ Ｅｎｄｓ 试剂盒说明书的步骤进

行 ５′ＲＡＣＥ 和 ３′ＲＡＣＥꎬ相应药品及接头引物均由试

剂盒提供ꎮ 根据 ＲＡＣＥ 得到的序列信息ꎬ拼接后设

计引物扩增全长 ｃＤＮＡ 序列ꎮ 回收全长 ｃＤＮＡ 扩

增片段ꎬ与 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｖｅｃｔｏｒ 连

接ꎬ然后转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ ＬＢ /
Ａｍｐ 平板培养ꎬ挑选单菌落震荡培养 １２ ｈꎬ取 １ μＬ
菌液为模板ꎬ用载体通用引物 Ｍ１３Ｆ 和 Ｍ１３Ｒ 进行

ＰＣＲ 鉴定ꎬ将鉴定的阳性克隆样品测序ꎮ 引物序

列见表 １ꎬＰＣＲ 扩增程序见表 ２ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

用途

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
序列(５′￣３′)

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

Ｐｈｔ１ 基因片

段的分离

Ｐｈｔ１Ｆ ＴＧＧＧＨＴＴＹＴＴＹＡＣＨＧＡＴＧＣ

Ｐｈｔ１Ｒ ＴＣＷＧＧＣＡＴＹＴＴＣＡＴＷＣＧＣ

３′末端扩增

３′ ＲＡＣＥ
Ｐｈｔ１￣Ｆ￣ＧＳＰ１ ＧＧＧＴＣＴＴＴＧＣＣＴＣＣＴＡＡＴＧＴＣＴＣＧＧ

Ｐｈｔ１￣Ｆ￣ＧＳＰ２ ＡＡＣＴＣＴＴＣＴＴＣＧＧＧＴＧＧＣＴＣＧＧＴＧＡ

Ｐｈｔ１￣Ｆ￣ＧＳＰ３ ＣＡＴＣＧＧＴＧＧＣＧＡＣＴＡＣＣＣＴＣＴＴＴＣＴ

５′末端扩增

５′ＲＡＣＥ
Ｐｈｔ１￣Ｒ￣ＧＳＰ１ ＴＧＡＡＧＧＣＡＣＣＡＣＧＡＧＴＴ

Ｐｈｔ１￣Ｒ￣ＧＳＰ２ ＣＣＡＣＣＧＡＴＧＣＣＡＡＡＴＣＣＴＡＧＣＣＡＧＡＡ

Ｐｈｔ１￣Ｒ￣ＧＳＰ３ ＴＣＡＣＣＧＡＧＣＣＡＣＣＣＧＡＡＧＡＡＧＡＧＴＴ

Ｐｈｔ１￣Ｒ￣ＧＳＰ４ ＧＣＡＧＣＣＧＡＧＡＣＡＴＴＡＧＧＡＧＧＣＡＡＡＧＡＣ

Ｐｈｔ１ ＣＤＳ 全

长扩增

Ｐｈｔ１ＱＦ ＡＴＧＧＣＣＡＡＡＧＡＡＣＡＧＴＴＧＣＡＡＧＴ

Ｐｈｔ１ＱＲ ＴＴＡＡＡＣＣＧＧＡＡＣＴＧＴＣＣＴＡＡＴＧＴＣＡＴ

Ｐｈｔ１ 实时定

量 ＲＴ￣ＰＣＲ
Ｐｈｔ１￣Ｆ１ ＧＴＧＧＣＴＣＧＧＴＧＡＣＡＡＧＡＴＧＧＧ

Ｐｈｔ１￣Ｒ１ ＣＡＴＡＡＴＧＧＴＡＧＣＡＧＡＡＡＧＡＧＧＧＴ

β￣ａｃｔｉｎ 实 时

定量 ＲＴ￣ＰＣＲ
β￣ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＴＣＴＴＴＡＴＧＣＣＡＧＴＧＧＴＣＧＴＡＣ

β￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＴＣＴＴＣＧＣＡＧＴＣＴＣＣＡＡＣＴＣＴＴ
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表 ２　 ＰＣＲ 扩增程序

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＰＣＲ
ＰＣＲ 引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＰＣＲ
程序

ＰＣＲ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

简并 ＰＣＲ Ｐｈｔ１ＦꎬＰｈｔ１Ｒ ９４ ℃ꎬ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃ꎬ４０ ｓꎻ
５４ ℃ꎬ４０ ｓꎻ７２ ℃ꎬ２ ｍｉｎꎻ
３５ ｃｙｃｌｅｓ

５′末端扩增 Ｐｈｔ１￣Ｒ￣ＧＳＰ２ꎬＡＡＰ ９４ ℃ꎬ５ｍｉｎꎻ９４ ℃ꎬ３０ ｓꎻ６５
℃ꎬ３０ ｓꎻ７２ ℃ꎬ２ ｍｉｎꎻ５ ｃｙ￣
ｃｌｅｓꎻ９４ ℃ꎬ３０ ｓꎻ６３ ℃ꎬ３０ ｓꎻ
７２ ℃ꎬ２ ｍｉｎꎻ３０ ｃｙｃｌｅｓ

Ｐｈｔ１￣Ｒ￣ＧＳＰＮꎬＡＵＡＰ ９４ ℃ꎬ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ꎬ３０ ｓꎻ
６３ ℃ꎬ３０ ｓꎻ７２ ℃ꎬ２ ｍｉｎꎻ
３０ ｃｙｃｌｅｓ

３′末端扩增 Ｐｈｔ１￣Ｆ￣ＧＳＰ１ꎬＡＵＡＰ ９４℃ꎬ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ꎬ３０ ｓꎻ
６０ ℃ꎬ３０ ｓꎻ７２ ℃ꎬ２ ｍｉｎꎻ
３０ ｃｙｃｌｅｓ

Ｐｈｔ１￣Ｆ￣ＧＳＰＮꎬＡＵＡＰ ９４ ℃ꎬ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ꎬ３０ ｓꎻ
６２ ℃ꎬ３０ ｓꎻ７２ ℃ꎬ２ ｍｉｎꎻ
３０ ｃｙｃｌｅｓ

全长 ｃＤＮＡ
扩增

Ｐｈｔ１ＱＦꎬＰｈｔ１ＱＲ ９４ ℃ꎬ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ꎬ４０ ｓꎻ
５７ ℃ꎬ４０ ｓꎻ７２ ℃ꎬ２ ｍｉｎꎻ
３０ ｃｙｃｌｅｓ

１. ３. ３ 　 序列分析和结构预测 　 利用 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ
对测序结果进行检索ꎬＶｅｃｔｏｒ ＮＴＩ １０. ３. ０ 和 ＧＥＮＤＯＣ
进行序列分析和氨基酸翻译ꎬ用 ＭＥＧＡ４. ０ 进行多序

列比对并计算构建聚类分析图ꎮ 运用在线分析软件

(ｈｔｔｐ: / / ｕｓ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ. ｈｔｍｌ)分析和

预测蛋白质的理化性质ꎬ并运用蛋白质二级结构预测

软件(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ. ｏｒｇ / )以及跨膜区拓

扑结构预测软件(ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｗｅｂ. ｐａｓｔｅｕｒ. ｆｒ / ｓｅｑａｎａｌ /
ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ / ｔｏｐｐｒｅｄ. ｈｔｍｌ )对油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 蛋白质二级

结构及拓扑结构进行分析和预测ꎮ
１. ３. ４ 　 实时定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 　 取各试材的总 ＲＮＡꎬ
以 Ｏｌｉｇｏ￣ｄ ( Ｔ) 为引物ꎬ 反转录按 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 说明书进行ꎮ 用反转录后

的 ｃＤＮＡ 作模板ꎮ 实时定量 ＰＣＲ 特异引物(Ｐｈｔ１￣
Ｆ１ 和 Ｐｈｔ１￣Ｒ１)(表 １)ꎬ扩增长度为 １９０ ｂｐꎮ

琼脂糖凝胶电泳检测结果表明ꎬＰｈｔ１￣Ｆ１ 和 Ｐｈｔ１￣
Ｒ１ 只扩增出预期大小的片段ꎬ而且没有引物二聚体ꎮ
实时定量 ＰＣＲ 的反应体积为 ２０ μＬꎬ包括 １ μＬ ｃＤＮＡ
(ＲＮＡ 为 ２ μｇ)ꎬ１０ μＬ ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘꎬ浓
度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 的正反向引物各 １ μＬꎬ剩余体积用超

纯水补足至 ２０ μＬꎮ 每个反应重复 ３ 次ꎮ 定量 ＰＣＲ
反应程序:９５ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃
２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 使用 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司 Ｍｉｎｉ ｏｐｔｉｏｎ 定

量 ＰＣＲ 仪ꎬ八联排管完成 ＰＣＲ 反应ꎮ 以油茶 β￣ａｃｔｉｎ
作为内参基因[１６]ꎬ清水模板为阴性对照ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 基因克隆与序列分析

在 ＮＣＢＩ 中下载并比较不同植物的 Ｐｈｔ１ 基因序

列ꎬ根据保守区域设计简并引物ꎬ获得 ６２６ ｂｐ 的片

段(图 １Ａ)ꎮ 利用 ５′ＲＡＣＥ 和 ３′ＲＡＣＥ 得到的序列

进行拼接ꎬ得到 １ 条完整的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ长度为 １９０１
ｂｐꎮ 在 ５′端和 ３′端分别设计引物进行 ｃＤＮＡ 编码区

全长的特异扩增ꎬ克隆后测序结果表明ꎬ该条带长度

１６２６ ｂｐ(图 １Ｄ)ꎬ其序列与拼接序列编码区全长的

一致性为 １００％ ꎮ 最终获得 １６２６ ｂｐ 的油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１
基因 ＣＤＳ 序列ꎬ该基因编码 ５４２ 个氨基酸ꎬ长度与

其他物种的 Ｐｈｔ１ 基因相近ꎮ

Ｍ:１００ ｂｐ ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻＡ:简并 ＰＣＲ 产物ꎻ
Ｂ:３′ＲＡＣＥ 扩增产物ꎻＣ:５′ＲＡＣＥ 扩增产物ꎻ

Ｄ:油茶 Ｐｈｔ１ 编码区全长扩增产物

Ｍ:１００ ｂｐ ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎬＡ:Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ
ｏｆ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ＰＣＲꎬＢ:Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ３′ＲＡＣＥꎬ

Ｃ:Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ５′ＲＡＣＥꎻ
Ｄ:Ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＣｏＰｈｔ１ꎻ１

图 １　 油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 扩增结果

Ｆｉｇ. １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ Ｐｈｔ１ꎻ１ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｏｉｌ ｔｅａ

将克隆得到的油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ ｃＤＮＡ 序列推导出的

氨基酸序列与其他物种的 Ｐｈｔ１ 基因所编码的氨基

酸通过软件 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ １０. ３. ０ 和 ＧＥＮＤＯＣ 进行同

源性分析ꎬ发现油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 与其他植物的 Ｐｈｔ１ 基

因所编码的氨基酸同源性大多在 ７０％以上ꎬ其中与

夹竹桃科的长春花相似度达 ８８％ ꎬ与橡胶树(Ｈｅｖｅａ
ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ)和毛果杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ)相似度分

别达 ８３％和 ７９. ５％ (图 ２)ꎮ
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　 ３ 期 周俊琴等:油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 基因克隆及其表达分析

罗马数字Ⅰ￣Ⅻ表示 １２ 个跨膜区ꎻ■表示 Ｎ￣糖基化位点ꎻ▲表示蛋白激酶 Ｃ 磷酸化位点ꎻ●表示酪蛋白激酶 ＩＩ 磷酸化位点

Ｒｏｍａｎ ｎｕｍｅｒａｌｓ (Ⅰ￣Ⅻ) ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ １２ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎｓꎬ■ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｎ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅꎬ
▲ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅꎬ●ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＩＩ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

ＡｔＰＨＴ１ꎻ４:拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻＬａＰＴ２:白羽扇豆 Ｌｕｐｉｎｕｓ ａｌｂｕｓꎻＬｊＰＴ２:百脉根 Ｌｏｔｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓꎻＨｂＰＴ１:橡胶树 Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓꎻ
ＲｃＰＨＴ１:蓖麻 Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓꎻＶｖＰＨＴ１￣７:葡萄 Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａꎻＣｏＰｈｔ１ꎻ１:油茶 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａꎻＣｒＰＴ１:长春花 Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓꎻ
ＣｆＰＴ３:辣椒 Ｃａｐｓｉｃｕｍ ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓꎻＥｃＰＴ１:赤桉 Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｃａｍａｌｄｕｌｅｎｓｉｓꎻＧｍＰＨＴ１:大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎻＨｖＰＨＴ１ꎻ９:大麦 Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅꎻ
ＯｓＰＨＴ１ꎻ２:水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎻＺｍＰＴ１:玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓꎻＰｔｒＰＨＴ１￣１:毛果杨 Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａꎻＬｅＰＴ１:番茄 Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍꎻ

ＳＴＰＨＴ１:马铃薯 Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍꎻＰｘｈＰＨＴ１ꎻ１:矮牵牛 Ｐｅｔｕｎｉａ ｘ ｈｙｂｒｉｄａꎻＮｔＰＴ１:烟草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ

图 ２　 油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 与其他植物 Ｐｈｔ１ 基因编码的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ. ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｆ ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ Ｐｈｔ１￣ｌｉｋｅ ｇｅｎｅｓ
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　 　 用软件 ＭＥＧＡ ４. ０ 对图 ２ 中 １９ 种植物的 Ｐｈｔ１
氨基酸序列进行比对ꎬ结果显示ꎬ油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 基因

编码蛋白首先与夹竹桃科的长春花(Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ
ｒｏｓｅｕｓ)Ｐｈｔ１ 基因编码蛋白聚在一起(图 ３)ꎬ这可能

与二者均分布在酸性土壤地区有关ꎮ
２. ２　 ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ 蛋白二级结构及拓扑结构预测

蛋白二级结构预测显示ꎬ在氨基酸序列中存在

糖基化位点、蛋白激酶 Ｃ 和酪蛋白激酶介导的磷酸

化位点(图 ２)ꎮ 整个蛋白质基本上是表现出疏水性

的ꎬ二级结构中 α￣螺旋所占比例最高ꎬ具有跨膜蛋

白的主要特征ꎮ 对 ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ 进行的跨膜区拓扑结

构预测结果(图 ４)显示:ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ 具有 １２ 个跨膜

域ꎬ每个跨膜结构域是由 ２０ 个氨基酸残基组成的螺

旋ꎬ同时跨膜蛋白的 Ｎ 端和 Ｃ 端位于细胞膜胞质的

一侧ꎬ保守序列 ＧＧＤＹＰＬＳＡＴＩＭＳＥ 位于第 ４ 个跨膜

域ꎬ预测结果与报道的其他物种 Ｐｈｔ１ 跨膜区结构

一致[１１￣１２]ꎮ

图 ３　 油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 蛋白和其他植物 Ｐｈｔ１ 蛋白的聚类分析

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ＣｏＰｈｔ１ꎻ１
ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ４　 油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 蛋白的跨膜拓扑结构预测图

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｏｐｏｌｏｇｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２. ３　 不同时间和磷浓度条件下 ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ 基因在根

系中的表达情况

　 　 实时定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果表明ꎬ油茶 Ｐｈｔ１ 基

因的表达量在不同磷浓度梯度条件下ꎬ存在显著差

异ꎬ并随磷处理时间的不同而不同(图 ５)ꎮ 进行胁

迫处理后 １ ｄ 和 １５ ｄ 时ꎬ油茶根系中 Ｐｈｔ１ꎻ１ 基因在

磷浓度为 ０. １ ｍｍｏｌ / Ｌ 时表达量最高ꎬ其次是在 １. ０
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ无磷时最低ꎮ 到处理 ３０ ｄ 时ꎬ无磷处理的基

因相对表达量升高ꎬ并和处理 １ ｄ 和 １５ ｄ 时的表达量

有显著差异(Ｐ ＝０. ０５)ꎮ 在０. １ ｍｍｏｌ / Ｌ 和１. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ根系中 Ｐｈｔ１ꎻ１ 基因均在 １５ ｄ 时表达量最高ꎮ

３　 讨论

溶质转运蛋白家族 ＭＦＳ(ｍａｊｏｒ ｆａｃｉｌｉｔａｔｏｒ ｓｕｐｅｒ￣
ｆａｍｉｌｙ)的基因负责着对磷的吸收和体内转运的基本

过程ꎬ其中的 Ｐｈｔ１ 小家族都属于高亲和力的磷转运

不同字母表示同一时期不同处理间差异达到显著水平(Ｐ ＝ ０. ０５)

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ ＝ ０. ０５ ｌｅｖｅｌ

图 ５　 不同磷水平条件下油茶根系中 Ｐｈｔ１ꎻ１
基因在不同时间的表达情况

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｌｅｖｅｌ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ

蛋白基因ꎬ即利用质膜上的氢离子浓度梯度来驱动

植物对磷的吸收ꎬ目前克隆得到的基因主要属于这

６１５



　 ３ 期 周俊琴等:油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 基因克隆及其表达分析

类[１７]ꎮ 本试验克隆得到的油茶 Ｐｈｔ１ꎻ１ 基因也属于

这类基因ꎬ并和其他物种的 Ｐｈｔ１ 家族成员编码的蛋

白大小相似ꎬ约为 ５９ｋＤａꎬ含 ５４２ 个氨基酸残基ꎬ同
时其二级和拓扑结构具有疏水性、α￣螺旋所占比例

高等跨膜蛋白的主要特征ꎬ保守序列 ＧＧＤＹＰＬＳＡ￣
ＴＩＭＳＥ 位于第 ４ 个跨膜域ꎬ与其他物种的 Ｐｈｔ１ 基因

编码蛋白具有一致性[１８￣１９]ꎮ 该研究还发现ꎬ油茶

Ｐｈｔ１ꎻ１ 基因在油茶根系中的表达在磷水平为

０. １ ｍｍｏｌ / Ｌ 明显高于 １. ０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ表明低磷会诱导

Ｐｈｔ１ꎻ１ 的表达ꎬ这和在其他物种上的研究一致[１２]ꎬ
但是在本研究中无磷限制该基因的正常表达ꎬ可能

是由于受到其他胁迫的原因ꎮ 以上研究表明

ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ 与油茶磷吸收和转运关系密切ꎮ
油茶长期生长在磷缺乏的酸性红壤地区ꎬ对低

磷有极强的适应性ꎬ本研究虽然从油茶根系组织中

克隆到 ＣｏＰｈｔ１ꎻ１ 基因并对其表达进行了分析ꎬ但是

油茶 Ｐｈｔ１ 基因家族成员的数量以及各成员的相互

调控方式还不清楚ꎬ各成员的主要功能仍然有待验

证ꎬ下一步应继续克隆 Ｐｈｔ１ 基因家族的成员ꎬ利用

过量表达或 ＲＮＡ 干涉技术ꎬ来分析基因在植物体

内的生理功能[２０]ꎬ并对其结构特征、表达模式、生化

特性以及调控方式等进行研究ꎬ探索如何增加转运

子在根系中的表达和提高其亲和力ꎬ为筛选和培育

耐低磷品种及林分磷素管理提供资料ꎮ

参考文献
[１] 　 庄瑞林. 中国油茶[Ｍ]ꎬ２ 版. 北京:中国林业出版社ꎬ２００８:３
[２] 　 国家林业局. 全国油茶发展规划(２００９￣２０２０) [Ｍ]. 北京:中

国林业出版社ꎬ２００９:１２￣１６
[３] 　 何方ꎬ何柏. 油茶栽培分布与立地分类的研究[ Ｊ] . 林业科学ꎬ

２００２ꎬ３８(５):６４￣７２
[４] 　 袁军. 普通油茶营养诊断及施肥研究[Ｄ]. 长沙:中南林业科

技大学ꎬ２０１０
[５] 　 丁锐ꎬ邓小梅ꎬ奚如春ꎬ等. 广东省油茶林地不同母岩红壤养

分限制因子研究[Ｊ] . 经济林研究ꎬ２０１２ꎬ３０(２):６１￣６７
[６] 　 Ｒａｕｓｃｈ ＣꎬＤａｒａｍ ＰꎬＢｒｕｎｎｅｒ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｍｅｃｈ￣

ａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐｌａｎｔｓ:ｓｕｐｐｌｙ ｍｅｅｔｓ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ[ Ｊ] . Ｄｅ￣
ｖｅｌｏｐ Ｐｌａｎｔ Ｓｏｉｌ Ｓｃｉꎬ２００２ꎬ９２:１８￣１９

[７] 　 Ｓｈｅｎ ＪꎬＹｕａｎ ＬꎬＺｈａｎｇ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｄｙｎａｍｉｃｓ:Ｆｒｏｍ ｓｏｉｌ ｔｏ
ｐｌａｎｔ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ２０１１ꎬ１５６:９９７￣１００５

[８] 　 Ｍｉｓｓｏｎ ＪꎬＴｈｉｂａｕｄ Ｍ ＣꎬＢｅｃｈｔｏｌｄ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａ￣
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｐｈｔ１ꎻ４ꎬａ ｈｉｇｈ ａｆｆｉｎｉ￣
ｔｙ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇ ｇｒｅａｔｌｙ ｔｏ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｕｐｔａｋｅ ｉｎ ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｅ ｄｅｐｒｉｖｅｄ ｐｌａｎｔｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ２００４ꎬ５５:７２７￣７４１

[９] 　 Ｓｈｉｎ ＨꎬＳｈｉｎ Ｈ ＳꎬＤｅｗｂｒｅ Ｇ Ｒꎬｅｔ ａｌ. Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｉｎ Ａｒａ￣
ｂｉｄｏｐｓｉｓ:Ｐｈｔ１ꎻ１ ａｎｄ Ｐｈｔ１ꎻ４ ｐｌａｙ ａ ｍａｊｏｒ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｑｕｉ￣
ｓｉｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｂｏｔｈ ｌｏｗ￣ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ
Ｊꎬ２００４ꎬ３９:６２９￣６４２

[１０] 　 Ａｉ Ｐ ＨꎬＳｕｎ Ｓ ＢꎬＺｈａｏ Ｊ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｔｗｏ ｒｉｃｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓꎬ
ＯｓＰｈｔ１ꎻ２ ａｎｄ ＯｓＰｈｔ１ꎻ６ꎬｈａｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｋｉｎｅｔｉｃ ｐｒｏｐ￣
ｅｒｔｉｅｓ ｉｎ ｕｐｔａｋｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ[Ｊ]. Ｐｌａｎｔ Ｊꎬ２００９ꎬ５７:７９８￣８０９

[１１] 　 Ｄａｖｉｅｓ Ｔ Ｇ ＥꎬＹｉｎｇ ＪꎬＸｕ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｔａｔｉｖｅ
ｈｉｇｈ￣ａｆｆｉｎｉｔｙ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｎｔｅｒ ｗｈｅａｔｓ[Ｊ] .
Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｅｎｖｉｒｏｎꎬ２００２ꎬ２５:１３２５￣１３３９

[１２] 　 Ｄｅｒｅｋ ＰꎬＪｕｌｉｅ Ｄ ＷꎬＤａｖｉｄ Ｊ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｅｕｒｏｐｅａｎ ａｎｄ Ａｆｒｉｃａｎ ｍａｉｚｅ
ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｄｉｆｆｅｒ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ
ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌꎬ２００５ꎬ１６７:８８１￣８９６

[１３] 　 Ｄｕ Ｙ ＭꎬＴｉａｎ ＪꎬＬｉａｏ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ａｌｕｍｉｎｉｕｍ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓ￣
ｐｈｏｒｕｓ ｅｆfiｃｉｅｎｃｙ ｈｅｌｐｓ Ｓｔｙｌｏｓａｎｔｈｅｓ ｂｅｔｔｅｒ ａｄａｐｔ ｔｏ ｌｏｗ￣Ｐ ａｃｉｄ
ｓｏｉｌｓ[Ｊ] . Ａｎｎ Ｂｏｔ￣Ｌｏｎｄｏｎꎬ２００９ꎬ１０３:１２３９￣１２４７

[１４] 　 王策ꎬ秦静静ꎬ甘红豪ꎬ等. 毛果杨全基因组磷酸根转运蛋白
家族成员序列分析[ Ｊ] . 浙江农林大学学报ꎬ２０１２ꎬ２９ (４):
５１６￣５２６

[１５] 　 汤银辉ꎬ何鹏. 巴西橡胶树磷转运蛋白基因的克隆及生物信
息学分析[Ｊ] . 热带作物学报ꎬ２０１０ꎬ３１(５):７５８￣７６６

[１６] 　 孙美莲ꎬ王云生ꎬ杨冬青ꎬ等. 茶树实时荧光定量 ＰＣＲ 分析中
内参基因的选择[Ｊ] . 植物学报ꎬ２０１０ꎬ４５ (５):５７９￣５８７

[１７] 　 王萍ꎬ陈爱群ꎬ余玲ꎬ等. 植物磷转运蛋白基因及其表达调控
的研究进展[Ｊ] . 植物营养与肥料学报ꎬ２００６ꎬ１２(４):５８４￣５９１

[１８] 　 李立芹. 农作物 Ｐｈｔ１ 家族磷转运体蛋白的生物信息学分析
[Ｊ] . 作物杂志ꎬ２０１１ (３):３２０￣３２４

[１９] 　 杨存义ꎬ刘灵ꎬ沈宏ꎬ等. 植物 Ｐｈｔ１ 家族磷转运子的分子生物
学研究进展[Ｊ] . 分子植物育种ꎬ２００６ꎬ４ (２):１５３￣１５９

[２０] 　 李喜焕ꎬ常文锁ꎬ张彩英. 提高植物磷营养效率(候选)基因研
究进展[Ｊ] . 植物遗传资源学报ꎬ２０１２ꎬ１３(１) :８３￣９７

􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽􀤽
(上接第 ５０６ 页)

[２４]　 Ｖｅｌｃｕｌｅｓｃｕ ＥꎬＺｈａｎｇ ＬꎬＶｏｇｅｌｓｔｅｉｎ Ｂꎬｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ[Ｊ] . Ｓｅｉｅｎｃｅꎬ１９９５ꎬ２７０:４８４￣４８７

[２５]　 Ｗａｎｇ ＺꎬＢｒｏｗｎ Ｄ Ｄ. Ａ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎ[Ｊ] . ＰＮＡＳꎬ１９９１ꎬ
８８(２４):１１５０５￣１１５０９

[２６]　 刘炜. 水稻 Ｉ 型酪蛋白激酶的分离及生理功能研究[Ｄ]. 北
京:中国科学院研究生院ꎬ２００３

[２７]　 Ｍｅｈｄｙ Ｍ Ｃ. Ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｇａｉｎｓｔ ｐａｔｈｏ￣
ｇｅｎｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ１９９４ꎬ１０５(２):４６７￣４７２

[２８]　 芦光新. 活性氧与植物抗病性的关系[ Ｊ] . 青海大学学报ꎬ
２００２ꎬ２０(２):１１￣１５

[２９] 　 Ｓｈｉｒａｓｕ ＫꎬＬａｈａｙｅ ＴꎬＴａｎ Ｍ Ｗ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｃｌａｓｓ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｚｉｎｃ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ
ｂａｒｌｅｙ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ Ｃｅｌｅｇａｎｓ [ Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ１９９９ꎬ９９ ( ４ ):
３５５￣３６６

[３０]　 Ｍｕｓｋｅｔｔ Ｐ ＲꎬＫａｈｎ ＫꎬＡｕｓｔｉｎ Ｍ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ａｒａｂｉｄｏｐｏｓｉｓ ＲＡＲ１ ｅｘｅｒｔｓ

ｒａｔｅ ｌｉｍｉｔｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｒ ｇｅｎｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄｅｆｅｎｓｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ２００２ꎬ１４(５):９７９￣９９２

[３１] 　 Ａｚｅｖｅｄｏ ＣꎬＳａｄａｎａｎｄｏｍ ＡꎬＫｉｔａｇａｗａ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＲＡＲ１ ｉｎｔｅｒａｃ￣
ｔｏｒ ＳＧＴ１:ａｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ Ｒ ｇｅｎｅ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅ￣
ｓｉｓｔａｎｃｅ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２００２ꎬ２９５:２０７３￣２０７６

[３２] 　 王丽娟ꎬ田颖川ꎬ何朝族. 新基因水稻 ＯｓＬＳＤ１ 的克隆及拟南

芥和水稻类 ＬＳＤ１ 基因家族的生物信息学分析[Ｊ] . 生物化学

与生物物理进展ꎬ２００５ꎬ３２(３):２６８￣２７４
[３３] 　 Ｄｅｖｏｔｏ ＡꎬＭｕｓｋｅｔｔｚ Ｐ ＲꎬＳｈｉｒａｓｕ Ｋ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｇａｉｎｓｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ[Ｊ] . Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｐｌａｎｔ
Ｂｉｏｌꎬ２００３ꎬ６(４):３０７￣３１１

[３４] 　 ＧｌｉｃｋｍａｎꎬＭ ＨꎬＣｉｅｃｈａｎｏｖｅｒ Ａ. Ｔｈｅ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ｐｒｏｔｅｏ￣
ｌｙｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ:ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓａｋｅ ｏｆ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏ
Ｒｅｖꎬ２００２ꎬ８２(２):３７３￣４２８

[３５] 　 Ｉｎｇｖａｒｄｓｅｎ ＣꎬＶｅｉｅｒｓｋｏｖ Ｂ. Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ ] . Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｐｌａｎｔａｒｕｍꎬ ２００１ꎬ １１２ ( ４ ):
４５１￣４５９

７１５


	植物遗传第3期_部分148
	植物遗传第3期_部分149
	植物遗传第3期_部分150
	植物遗传第3期_部分151
	植物遗传第3期_部分152
	植物遗传第3期_部分153

