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摘要  利用文库筛选和RT-PCR方法, 从拟南芥中克隆到长度为 1954 bp, 包括全长 1734 bp编码区的
AtPLC6 cDNA, 推测其编码一含有 578 个氨基酸的多肽, 其等电点为 7.24, 分子量为 66251.84 Da. 在
GenBank中进行序列比对发现, AtPLC6 为一新发现的拟南芥PI-PLC基因. 对推测的氨基酸序列结构的
分析表明, AtPLC6 具有EF手性结构、X结构域、Y结构域和C2 结构域, 与植物中已知的其他磷酸肌醇
特异性磷脂酶C(PI-PLC)在结构上相似, 类似于动物中典型的δ -型磷酸肌醇特异性磷脂酶. 将AtPLC6的
编码区序列插入原核表达载体后进行了原核表达, 纯化的AtPLC6重组蛋白可水解PIP2产生IP3和DAG, 
且水解活性呈明显的钙依赖特性, 反应的最适Ca2+浓度为 10 µmol/L. Northern分析结果表明, 在检测的
根、茎、叶、花、果和幼苗中均有AtPLC6 mRNA的转录, 但转录水平较低. 用ABA, NaCl, 冷和热等胁
迫处理的实验表明, AtPLC6 mRNA的转录受到冷胁迫的诱导, 而受ABA, NaCl和热等胁迫影响较小, 推
测AtPLC6可能参与了植株对冷胁迫的响应.  

关键词  拟南芥  AtPLC6  克隆  原核表达  冷胁迫  

磷酸肌醇特异性磷脂酶C(简称PI-PLC)广泛存在
于真核生物中 , 是真核生物细胞信号转导途径的重
要组分之一. PI-PLC可以被多种胞外刺激(如激素、生
长因子和胁迫)所激活, 激活的PI-PLC可特异地水解
4,5-二磷酸肌醇(简称PIP2), 产生两个第二信使 , 即
1,4,5-三磷酸肌醇(简称IP3)和 1,2-二酰基甘油(简称
DAG). IP3以水溶性形式进入胞质中, 诱导Ca2+从细

胞内源钙库的释放, 从而调节Ca2+依赖的酶类或Ca2+

依赖的通道 . 脂类产物DAG仍留在膜内 , 激活蛋白
激酶C (PKC), PKC通过磷酸化作用调节一系列酶、受
体、转运体、骨架等蛋白的活性[1]. 

大量研究表明, 动物细胞中的PI-PLC参与了细
胞生长、繁殖、代谢、分泌、收缩、感觉等过程的调

节 [1]. 植物细胞PI-PLC的研究起步较晚, 但研究者从
多种植物的质膜组分或可溶性组分中检测到类似于

动物细胞δ -型PI-PLC的活性, 其中一些组分还得到
了部分纯化, 揭示了植物中可能也存在PI-PLC [2,3] . 
1995年, Hirayama等人[4]首次从拟南芥中克隆到植物

PI-PLC基因, 即AtPLC1S, 并证明该基因的产物即是
PI-PLC后, 研究人员相继从拟南芥、马铃薯、大豆、
烟草、油菜、发指草等植物中克隆到多个PI-PLC基因
[4~9] . 研究证明 , PI-PLC不仅存在于植物中 , 而且 

在植物对诸如渗透压的改变 [10]、生长素 [11]及

ABA[12~14]的处理、光[15]和重力的变化[16]、病原菌的

侵染 [17]等胞外刺激的响应, 以及授粉 [18]等发育过程

的信号转导中发挥重要的作用. 
在模式植物拟南芥中 , 除已报道的 AtPLC1S, 

AtPLC1F, AtPLC1G 和 AtPLC2 外, 在其第Ⅴ染色体的
一段 13 kb大小的DNA序列中, 存在着 2个与AtPLC1S
顺序排列的基因序列, 推测其编码 PI-PLC. 我们将这 2
个推测的拟南芥PI-PLC分别命名为AtPLC5 和AtPLC6. 
这 2个基因是否可以表达、各自具有的功能如何, 尚未
见有关报道 . 本文报道了其中 AtPLC6 的基因克隆
(cDNA GenBank登录号: AF434167)、mRNA的转录及
重组蛋白的酶活性分析结果.  

1  材料与方法 
(ⅰ ) 材料 .  拟南芥 (Arabidopsis thaliana, Co-

lumbia ecotype)于 22℃, 100 µE·m−2·s−1光照强度及

12 h光照条件下培养 . 除用作组织特异性表达分析 
外, 实验用拟南芥均于 4周后处理. 冷、热、NaCl和  
ABA的处理参照Yamaguchi-Shinozaki等人[19]的方法, 
处理后不同时间点取完全伸展的叶片 , 样品用液氮
速冻后于−80℃保存备用.  

(ⅱ) 拟南芥RNA和DNA的提取.  用Trizol试剂
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(Invitrogen公司 ), 按产品说明提取拟南芥总RNA. 
DNA的提取参照Lin等人[20]方法进行.  

(ⅲ) AtPLC6 的 3′末端的EST库筛选.  依据拟南
芥基因组序列中推测的PI-PLC基因序列, 用正向引物  

(5′-CCTTGAGCTACATGCCTACATCATATGC-3′) 和
反 向 引 物 (5′-TGTTTGGGACGCAACTGCAGCAG- 
AG-3′)对基因组DNA进行PCR扩增. 退火温度为  58
℃, 35 个循环. PCR产物纯化后进行序列测定. 从剩余
PCR产物中取适量, 用rediPrimeⅡ随机引物标记试剂
盒 (Amersham-Pharmacia Biotech 公 司 ) 和 [α-32P] 
dCTP(Parkin-Elmer公司)进行标记后作为探针, 筛选拟
南芥cDNA文库CD4-7(购自美国拟南芥生物资源中
心), 得到 2 个真阳性克隆. 经对测序结果检索发现, 
核苷酸序列与拟南芥已有的  cDNA的同源性较低 , 
可能为一新基因, 我们将其命名为AtPLC6. 

(ⅳ) AtPLC6 全长cDNA的 RT-PCR克隆.  为得
到AtPLC6全长cDNA及编码区, 我们以 Oligo dT (16)
作为引物, 对从叶中提取的RNA进行逆转录(逆转录
酶M-MLV购自Promega公司). 以逆转录产物作为模板, 
用PCR进行扩增. 所用引物分别为: 依据推测的基因序
列 5′端设计的正向引物  AtPLC6-F2(5′- ATTTAAC-
TAAATTGCAGGAAC-3′, 扩增全长cDNA), 扩增编码
区的正向引物 AtPLC6-C2 (5′-GGATCCAT- GAA-
GAGAGATATGG-3′, 下画线处的序列为BamHⅠ识别
位点)和依据已知的 3′端设计的反向引物AtPLC6-A2 
(5′-AAAGAAAGTGAAACCGCATGAG- AAG-3′). 退
火温度为 57℃, 35个循环. PCR产物纯化后分别克隆
到pGEM-T easy载体 (Promega公司 )进行序列测定 . 
所得全长cDNA序列在GenBank注册(GenBank登录号: 
AF434167).  

(ⅴ) AtPLC6 的原核表达及纯化.  用限制性内
切酶BamHⅠ和EcoRⅠ从pGEM-T easy载体中切下
AtPLC6 编码区, 与已用BamHⅠ和EcoRⅠ双酶切的
质粒pET30a连接, 构建可表达His tag-AtPLC6重组蛋
白的表达载体质粒pET30a-PLC6C2A2, 酶切和序列
鉴定后用于表达蛋白质 .  将重组质粒 p E T 3 0 a - 
PLC6C2A2转入大肠杆菌BL21. 随机挑取 6个抗性转
化子单菌落, 接种到 5 mL LB(Kan+)液体培养基中, 
37℃培养至A 600 = 0.6, 加入IPTG至终浓度为 0.1 
mmol/L, 继续培养 3 h. 离心收集菌体, 破碎菌体后 
进行 SDS-PAGE 电泳检测. 挑取目的蛋白表达量高 

的菌落进行大量培养, 冰浴中超声波破碎菌体, 离心
后的上清液用于重组蛋白的纯化 . 镍亲和填料
Chelating Sepharose TM Fast Flow(Amersham Phar-
macia Biotech公司)活化及亲和纯化按说明书进行.  

(ⅵ) PI-PLC酶活测定 .  亲和柱纯化的重组蛋 
白, 对 1/4×酶活测定缓冲液(50 mmol/L Tris-maleate, 
pH 6.25 )于 4℃透析 8 h以上, 期间更换 1次透析液. 
透析后的目的蛋白冷冻干燥. 用前以适量 ddH2O溶
解蛋白干粉至所需浓度 . PI-PLC酶活测定基本按
Melin等人[2]方法进行. 50 µL反应体系中含 0.1 µg/µL
重组蛋白 , 50 mmol/L Tris-maleate(pH 6.25), 0.2 
mmol/L PIP2(Sigma公司 ), 一定浓度的  Ca2+(用
Ca2+/EGTA设置Ca2+ 浓度梯度), 37℃反应 20 min后, 
加入 1 mL氯仿︰甲醇溶液(2︰1, 体积比)终止反应. 
冰浴 5 min后加入 1 mol/L HCl 250 µL, 剧烈振荡 5 s, 
室温 14000×g离心 2 min, 取出上层水相, 用 2 mol/L 
NaOH中和 , 总共得到的反应产物 500 µL. 用D- 
myo-inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) [3H] Biotrak Assay 
System试剂盒(Amersham Pharmacia Biotech公司)测定
反应产物中的IP3浓度, 操作完全按产品说明书进行.  

(ⅶ) 免疫印迹 .  蛋白质的SDS-聚丙烯酰胺凝
胶电泳按Laemmli等人 [21]方法进行 , 浓缩胶浓度为
4.5%, 分离胶浓度为 10%. 电泳结束后, 电转移至硝
酸纤维素膜 , 按Towbin等人 [22]方法进行免疫印迹 . 
所用一抗为抗 6×His的单克隆抗体(Sigma产品, 工
作浓度 1: 4000), 二抗为辣根过氧化物酶偶联的羊抗
鼠IgG(工作浓度 1︰10000). 用Roche公司的化学发
光试剂盒显色, X射线片显影. 

(ⅷ) Northern Blot分析.  拟南芥总RNA经 1.2%
琼脂糖(质量体积比)-甲醛变性凝胶电泳后, 用 10×
SSC转移至 Zeta-Probe膜(Bio-Rad), 用 2×SSC洗膜 5 
min后紫外交联 , 干燥保存 . 用正向引物AtPLC6- 
a3(5′-CTCGAGACTGAAACTGGATACCTT-3′) 和 反

向引物AtPLC6-a4 (5′-GACTAGTTTTCCAACATGA- 
GTC-3′), 以基因组DNA为模板, 扩增出含AtPLC6 5′
非翻译区、大小为 600 bp的DNA片段, 用rediPrime
Ⅱ随机引物标记试剂盒和[α-32P]dCTP进行标记后作
为探针. 按Church等人[23]的方法进行杂交和洗膜.  

2  结果 

2.1  AtPLC6的克隆及序列分析 

用 P C R从拟南芥基因组D N A扩增出推测的
PI-PLC基因片段. 以此片段为探针筛选拟南芥EST库, 
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对 1×105个噬菌斑的第 1轮筛选中, 共得到 6个阳性
杂交斑, 经第 2 轮筛选, 其中 2 个为真阳性斑. 测序
结果发现, 所得的 2 个cDNA克隆片段均在 3′端含有
Poly A, 最长的片段为 800 bp, 在GenBank检索结果
发现, 其与拟南芥已克隆的PI-PLC的cDNA核苷酸序
列相似性不高 ,  其中序列相似性最高的A t P L C 5 
cDNA的 3 ′端也只有 51%. 目前 ,  拟南芥中已有
AtPLC1S (GenBank登录号 :  D38544)、AtPLC1F 
(GenBank登录号: U13203)、AtPLC1G (GenBank登录 

AtPLC5(GenBank 登录号: AF434168)等 5 个 PI-PLC
基因登录, 我们将这一新基因命名为 AtPLC6.  

依据由 EST 库筛选后所得阳性克隆的核苷酸序
列结果, 我们设计了 3′端引物, 依据基因组序列设计
了一系列 5′端引物, 经 RT-PCR的方法扩增出长 1954 
bp, 含全长编码区的 AtPLC6 cDNA 序列. 在 cDNA
的起始密码子 ATG上游 39和 48 bp处出现 2个终止
密码子, 下游 1734 bp长的可读框后出现终止密码子
(图 1), 其后有 polyA结构.  

由 AtPLC6 cDNA序列推测, 其编码一含 578个号: U76423)、AtPLC2 (GenBank登录号: D50804)和 

 
图 1  AtPLC6 cDNA序列及推测的氨基酸序列图 
核苷酸序列下排为推测的氨基酸序列. * 示终止密码子 
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氨基酸残基的多肽, 分子量为 66251.84 Da, 等电点
为 7.24. 用GenBank的Blast软件预测AtPLC6 的保守
性结构域, 发现AtPLC6的第 26~109个氨基酸残基组
成EF手型结构域, 第 113~257个氨基酸残基组成X结
构域 ,  第 3 1 2 ~ 4 3 0 个氨基酸形成Y结构域 ,  第
438~562 个氨基酸构成C2 结构域, 没有PH结构域的
存在(图 2(a)). 利用DNA Star中的Cluster W对鼠β-, γ-
和δ  -型PLC和目前已知的植物PI-PLC推测的氨基酸
序列进行相似性及结构预测分析, 结果表明, AtPLC6
与动物的PI-PLC的δ -型PLC结构类似(图 2(a)), 而氨
基 酸 序 列 与 拟 南 芥 中 的 A t P L C 5 ,  烟 草 中 

的 CAA65127 和 CAA72681 编码的 PLC同源性较高
((图 2(b)), 分别为 54.5%, 60.2%和 59.7 %. 

2.2  原核表达的 AtPLC6重组蛋白酶活性测定结果 

与未经诱导的、带有 pET30a-PLC6C2A2载体的
大肠杆菌菌体总蛋白(图 3(a)泳道 1)相比, 经 IPTG诱
导的菌体总蛋白表达出一分子量为 71 kD 的蛋白条
带(图 3(a)泳道 2), 该蛋白主要分布在包涵体中(图 3 
(a)泳道 3), 小部分出现在超声后的上清中(图 3(a)泳
道 4). 经用镍亲和柱层析, 从上清中纯化出了该蛋白
(图 3(a)泳道 5~7). 经免疫印迹检测, 纯化出的蛋白能
与抗 His tag 的单克隆抗体能发生免疫交叉反应, 表

 

图 2  依据氨基酸序列预测的 AtPLC6结构(a)及由已克隆动植物 PI-PLC预测的氨基酸序列绘制的系统树(b) 
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明纯化出的蛋白即是大肠杆菌表达的AtPLC6重组蛋
白(图 3(b)). 分子量大小与预期的相符(AtPLC6 理论
分子量 66 kD加上 His tag总共为 71kD). 
 

 
 

图 3  AtPLC6原核表达产物纯化的 SDS-PAGE检测(a)及
抗 His tag单克隆抗体免疫印迹鉴定(b) 

1示未诱导菌体总蛋白, 2 示诱导后菌体总蛋白, 3示诱导后菌体非可
溶性蛋白, 4 示诱导后菌体可溶性蛋白, 5~7示从可溶性蛋白中亲和纯

化的 AtPLC6重组蛋白, M示蛋白质分子量标准 

 
以PIP2为底物, 测定了纯化的AtPLC6 重组蛋白

在不同Ca2+浓度下的水解PIP2产生IP3的量, 以此来检
测酶活性. 结果表明(图 4), Ca2+浓度对AtPLC6 重组
蛋白水解PIP2产生IP3的比活力影响很大 . 在实验设
定的Ca2+浓度范围内, 反应体系中无Ca2+时, 重组蛋
白比活力为 246.7 ± 54.0 pmol·mg−1·min−1, 之后随
加入 Ca2+浓度的增加而升高 , 在 Ca2+浓度达 10 
µmol/L时重组蛋白比活力达到最高 , 为 1113.6 ± 
330.7 pmol·mg−1·min−1; 当反应体系中Ca2+达 100 
µmol/L以上时 , 重组蛋白比活力明显降低 , 仅为
341.2 ± 92.3 pmol·mg−1·min−1.  

 
图 4  不同Ca2+浓度下AtPLC6重组蛋白水解PIP2的比活力

测定结果 
 
2.3  AtPLC6 mRNA的转录水平检测 

用 AtPLC6特异性片段作探针的 Northern结果表

明, AtPLC6在拟南芥根、茎、叶、花、果实和幼苗中都
有表达, 只是茎、叶和花中表达略高于其他组织(图 5).  

 

 
 

图 5  AtPLC6 mRNA在拟南芥不同组织中的表达 
 

为了观察 AtPLC6 mRNA的转录受环境刺激的影
响, 本实验首先用 ABA, NaCl, 热和冷等胁迫处理植
株, 12 h后取样提取 RNA并进行 Northern检测. 结果
表明, 植株中 AtPLC6 mRNA的转录水平明显受冷胁
迫的诱导 , 而 ABA, NaCl, 热胁迫的影响较小 (图
6(a)). 为研究冷胁迫对 AtPLC6 mRNA的转录水平诱
导的时间进程 , 本实验进一步选取冷处理的不同时
间点取样. 结果发现, AtPLC6 mRNA 的转录水平在
48 h内出现 2个高峰, 即在处理后的 1~2 h出现一高
峰(图 6(b)), 而后逐渐降低, 到 6 h恢复到处理前的水
平; 在 24 h又出现高峰, 而后又逐渐降低, 48 h基本
恢复到处理前的水平(图 6(b)).  

 
图 6  胁迫处理对拟南芥 AtPLC6 mRNA表达的影响 

(a) 不同胁迫处理 12小时的 AtPLC6 mRNA的 Northern blot; (b) 冷处
理诱导 AtPLC6 mRNA表达的 Northern blot 

 

3  讨论 
拟南芥基因组测序的完成为新基因的克隆带来

了许多便利 . 研究者通过序列分析可以预测未知基
因 , 但基因组中预测的基因是否在植株中真正表达
才是研究该基因功能的前提. 本文在拟南芥 EST 库
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筛选的基础上 , 根据预测的基因序列克隆到了含全
长编码区序列的 AtPLC6 cDNA. 将克隆的 AtPLC6 
cDNA 序列与预测的基因序列比较发现, 预测的基因
序列在外显子的连接处并不正确. 如第 4与第 5个外
显子连接处预测的基因序列比 AtPLC6 cDNA 少 48
个核苷酸, 第 6 与第 7 个外显子连接处比 AtPLC6 
cDNA多 21个核苷酸, 预测基因序列的第 1个外显子
比 AtPLC6 cDNA多 50个核苷酸.  

动物中PI-PLC的结构分析表明, δ -型PLC一般含
有PH结构域、EF手型结构域、X结构域、Y结构域和
C2 结构域等 5 个保守结构域, 其中PH结构域不仅与
酶分子结合质膜和脂类底物相关 , 而且参与酶的催
化过程; C2 结构域与酶作用于磷脂的Ca2+依赖性有

关; X结构域和Y结构域为酶的催化部位, 而EF手型
结构则与酶活性调节有关 [24~26]. 虽然目前尚未见到
纯化的植物PI-PLC蛋白的氨基酸序列的报道 , 但从
已克隆的基因编码的氨基酸序列分析 , 植物中
PI-PLC均无PH结构域, 这是区别于动物δ -型PI-PLC
的显著特征 [27]. 除对Ca2+的依赖性确定外 , 植物
PI-PLC酶的活性调节机制还不清楚 , 由于氨基酸序
列中缺乏PH结构域, 推测它们与质膜或PIP2 作用方
式会与动物δ -型PLC不同植物中C2 结构域已被证明
有结合Ca2+ 的功能 , 删除组成C2 结构域的拟南芥
AtPLC2 重组蛋白失去与脂囊泡的结合能力, 显示C2
结构域还可能兼有动物δ -型PLC中PH结构域的结合
质膜或PIP2的功能[27,28]. AtPLC2的EF手型结构域的
氨基酸被删除会导致酶的活性丧失, 证明EF手型结
构域为其活性所必需的 [27]. 经对本文克隆的AtPLC6
基因编码的蛋白质的结构预测发现, 其含有EF手型
结构域、X结构域、Y结构域和C2 结构域, 具植物典
型PI-PLC的结构特征[29], 结构上类似于动物的δ -型
PI-PLC[30].  

对原核表达的重组蛋白的体外活性分析表明 , 
多数表达的植物PI-PLC表现出对PIP2 或PI底物的水
解活性, 也有个别的重组蛋白(如豌豆PsPLC)无法作
用于任何一种底物 , 与某些动物PI-PLC类似 [28]. 本
文结果显示, AtPLC6 能水解PIP2产生IP3和DAG, 在
10 µmol/L Ca2+浓度下水解PIP2活性最高 , 是 0.1 
µmol/L Ca2+时的 4 倍; Ca2+浓度达 100 µmol/L和 1 
mmol/L水平时水解PIP2的活性显著降低, 这种Ca2+浓

度依赖性及最适 Ca2+范围与已报道的动物 δ -型
PI-PLC和多数植物PI-PLC在水解PIP2时的特性相似

[31,32]. 但从AtPLC6 编码的氨基酸序列与已知PI-PLC
的同源性来看(图 2), 与烟草中一种PI- PLC(GenBank 
登录号: CAA72681)相似程度最高, 而与拟南芥中已
发现的PI-PLC的相似性较高的是AtPLC5, 且这种序
列相似区域主要集中于动、植物PI-PLC中都保守的X
结构域和Y结构域(相似性达 90%以上); 因此, 我们
可以初步确定克隆的AtPLC6 为一新克隆的拟南芥
PI-PLC基因. 

用PI-PLC特异性抑制剂U-73122的实验显示, 在
PI-PLC活性被抑制的同时 , 烟草气孔对ABA的反应
及Ca2+振荡现象也均被抑制, 表明PI-PLC参与了植物
气孔开关的调控过程 [12]; 最近, Mills等人 [33]在烟草

中的研究则进一步揭示PI-PLC只与ABA抑制气孔开
张有关, 而与ABA诱导的气孔关闭无关; Sanchez等
人[14]的研究发现, 拟南芥中胁迫诱导的AtPLC1S的反
义基因诱导表达可以明显减弱ABA对拟南芥种子萌
发和幼苗生长的抑制作用, 但AtPLC1S的过表达却未
诱导ABA-诱导基因 , 揭示出AtPLC1S的表达不仅与
胁迫诱导相关 , 而且还参与了ABA相关的次级信号
转导过程, 但AtPLC2 与此过程并不相关. 抑制剂的
实验也证实 , 渗透胁迫时如抑制植物PI-PLC的活性
可以抑制一些脱水诱导基因的表达 , 表明PI-PLC介
入了植物适应渗透胁迫的调节过程[34]. 病原菌激发子
和PI-PLC抑制剂处理西红柿细胞的实验证明, PI-PLC
对防御反应的发生是必需的[35]. 豌豆中PsPLC的启动
子序列中光响应顺式元件的发现 , 提示该基因可能
与植株对光的响应过程有关[28]. 总之, 越来越多的证
据显示 , 植物中的PI-PLC可能直接或间接地介入了
多个重要生理反应和细胞信号转导过程 . 拟南芥基
因组中存在的PI-PLC同源基因中, AtPLC2 为组成型
表达基因[3], AtPLC1F为开花特异性诱导表达基因[5], 
AtPLC1S[6] 和AtPLC1G[36]为胁迫诱导表达基因 ; 本
文克隆的AtPLC6 基因在不同组织中都有较低表达, 
但在冷胁迫时被明显诱导(图 6), 至于这种诱导是冷
胁迫的结果 , 还是植株响应冷胁迫的信号转导途径
中直接起作用、AtPLC6 预测的不同结构域的功能如
何 , 乃至不同基因在拟南芥植株的生长发育及胁迫
适应中的确切生物学功能, 尚有待进一步研究.  
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