
书书书

!"!#$!""%

&#

!

"&!"

草
!

业
!

科
!

学

'()*)+,-*,()-.+/01+0

"2

卷
&#

期

3456"2

"

146&#

"""

"
"
"

""""
"
"

#

##

#

植物
生产层

盐生植物小花碱茅外整流
!

$通道
!!

!"#$

基因片段的克隆及序列分析
!!

王 茜!王 沛!王锁民
#兰州大学草地农业科技学院 草地农业系统国家重点实验室"甘肃 兰州

7%&&"&

$

摘要!为研究小花碱茅"

!"##$%&''$()&%"$

*

'+,(

#

8

9

$

1:

9选择性运输的分子机制!根据已知的外整流
8

9通道高度

保守区设计一对简并性引物!以小花碱茅根总
(1)

为模板!采用
(*;'+(

方法克隆
-./0

基因片段%序列分析

结果表明!该基因片段长度为
<<<=

>

!编码
!#<

个氨基酸&该序列与其他已报道的高等植物
-./0

核苷酸序列的

同源性在
??@

以上!氨基酸序列同源性在
<<@

以上%

关键词!小花碱茅&

-./0

基因&

8

9

$

1:

9选择性运输&序列特征&耐盐性

中图分类号!

.<A%

9
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%
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文献标识码!

)
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文章编号!
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1:

9是广泛存在于土壤以及土壤溶液中的元

素&但是"不论甜土植物还是盐生植物"其细胞质酶

都对
1:

9有高度的敏感性'

!;%

(

&过量的
1:

9会对植

物生长产生各种不利影响"甚至导致植物死亡'

A

(

&

盐生植物在进化过程中"形成了特殊的耐盐机制"对

其耐盐机理研究以及耐盐相关功能基因的挖掘在农

作物和优良牧草耐盐性的遗传改良方面有十分重要

的应用价值&

小花碱茅#

!"##$%&''$()&%"$

*

'+,(

$为禾本科碱

茅属多年生牧草"耐盐碱"能够在高浓度的
1:

9环

境下维持体内很低的
1:

9水平'

<;#

(

&

C:D

E

等'

2

(的

研究发现"小花碱茅具有极强的
8

9

!

1:

9选择性运

输能力"从而能够在盐胁迫下维持地上部稳定的高

8

9含量"可见"限制
1:

9内流"同时提高地上部
8

9

的积累"进而维持植株体内高的
8

9

!

1:

9是增强植

物耐盐性的关键'

!&

(

&研究表明"

8

9在植物地上部

的积累主要是通过将根部吸收的
8

9 经木质部装

载"在蒸腾拉力作用下"随木质部流进入地上部完成

的"外整流
8

9 通道在此运输过程中发挥重要作

用'

!!

(

&

外整流
8

9通道属于
.F:GHI

通道家族"目前针

对它的研究涉及甚少&

CH

E

DHI

和
(:JKFGH

'

!"

(通过

膜片钳技术在大麦#

1+,2&"34"'

5

(,&

$根离体的木

质部薄壁细胞的原生质体中首次发现了外整流
8

9

通道的活性"将其称为
8L(+

#

8

9

;JH5HKMNOHLPM;

Q:IR5

S

(HKMNT

S

ND

E

+4DRPKM:DKH

$&随 后"在 玉 米

#

6&(3(

7

8

$根皮层及中柱细胞中也检测到了外整

流
8

9通道"并确定其介导
8

9从中柱细胞外排到木

质部汁液中'

!%;!A

(

"这一功能在大麦中也得到了验

证'

!%

(

&

U:

S

V:IR

等'

!!

( 从 拟 南 芥 #

9,(:$2+

;

8$8

)<('$(%(

$中首次克隆到编码外整流
8

9 通道的基

因"并发现其在根中柱组织特异表达"且能被
)W)

抑制"将其命名为
-./0

#

.MH5:I8

9

LPMQ:IR(HK;

MNTNHI

$"在突变体中的研究也证实了
-./0

的上述

功能&由此猜测"在小花碱茅体内"外整流
8

9通道

.8L(

可能在维持其体内高的
8

9

!

1:

9

"进而在提

高植株耐盐性中发挥重要作用&本研究采用
(*;

'+(

方法克隆拒盐型盐生植物小花碱茅
-./0

基

因片段并分析其序列特征"以期为小花碱茅
-./0

基因全长的克隆)表达调控)

(1)N

等研究奠定基

础&

"

!

材料与方法

"6"

试验材料
!

植物材料为
A

周龄小花碱茅幼
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菌株为草地农业系统国家重点实验室保存&
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研究方法

"6#6"

材料培养
!

参照王生银等'

!<

(的方法&挑选

籽粒饱满的小花碱茅种子播种在铺有吸水纸的筛网

架上"然后置于白瓷盘中暗培养"

"<\

"浇蒸馏水发

芽"约
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Ĥ;KNMI:MH

"

2"

$

V45

,

-

$!

[

%

WL

%

"

!#

$

V45

,

-

$!

]D+5

"

,

A[

"

L

"

!6?

$

V45

,

-

$!

_D.L

A

,

7[

"

L

"

&6?

$

V45

,

-

$!

+P.L

A

,

<[

"

L

"

&67

$

V45

,

-

$!

#

1[

A

$

?

]4

7

L

"A

,

A[

"

L

$&

营养液约
<R

更换一次&培养室昼!夜温度为#

"#̀

"

$

\

!#

"%̀ "

$

\

"光照
!?F

,

R

$!

"光强约为
?&&

$

V45

,

V

$"

,

J

$!

"空气相对湿度为
?&@

%

#&@

&

"6#6#

总
(1)

的提取
!

参照王生银等'

!<

(的方法&

将
A

周龄小花碱茅幼苗经
"<VV45

,

-

$!

1:+5

与

!&VV45

,

-

$!

8+5

处理
A#F

"取其根系"加入液氮

研磨至粉末状"按照
,1/B;!&

柱式
*INY45

总
(1)

抽提试剂盒的操作说明书提取根系总
(1)

&用

!6&@

甲醛变性凝胶电泳鉴定其完整性和质量&

"6#6$

引物的设计与合成
!

参照王生银等'

!<

(的方

法&通过对其他植物
-./0

核苷酸序列进行同源

性比较"找出高度保守的区段"根据同源性高和简并

性低的原则"利用
Z1)])1

和
'INVHI<6&

软件设

计一对简并性引物
'

!

和
'

"

"用于扩增小花碱茅

-./0

基因片段"推测目的片段的长度为
<??=

>

"

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成&
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扩增
!

参照王生银等'

!<

(的方法&

'+(

扩增反应体系*在
"&&

$

-'+(

管中依次加入

!&b'+(WPTTHI<
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$

-
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$

-

"加纯水至
<&

$

-

&反应

条件*

2A\

预变性
"VND

%

2A\

变性
%&J

)

<?\

退火

<&J

)

7"\

延伸
?&J

"

%&

个循环%最后
7"\

延伸
!&

VND

&

'+(

扩增产物用
!6"@

琼脂糖凝胶检测"目

的片段的回收和纯化按照
,1/B;!&

柱式
Z1)

胶

回收试剂盒操作说明进行&

"6#6&

阳性克隆的筛选与鉴定
!

参照王生银等'

!<

(

的方法&将回收的
'+(

产物连接到
>

,+V;*

载

体"转 化 感 受 态 大 肠 杆 菌
Z[<

#

"用 含 有
<&

$

E

,

V-

$!氨苄青霉素的
-W

固体培养基进行蓝白

斑筛选"转化白斑菌株经质粒
'+(

鉴定确认阳性克

隆后"送至北京华大基因科技股份有限公司测序&

"6#6'

序列分析
!

参照王生银等'

!<

(的方法&序列

的比较)翻译等在
Z1)])1

生物软件上进行"

W5:JM

搜 索 在
1+W/

#

QQQ6DK=N6D5V6DNF6

E

4O

!

W-).*

$网站上进行&

#

!

结果

#6"(*;'+(

扩增
!

以总
(1)

反转录所得到的

第一链
KZ1)

为模板"用
-./0

基因的简并性引物

'

!

和
'

"

进行
'+(

扩增#图
!

$&扩增产物经凝胶电

泳检测发现约在
<?&=

>

处有一条亮带"且上下无杂

带"与目的片段的大小一致"推测可能是小花碱茅

-./0

基因片段&

图
"

!

()*+,(

产物凝胶电泳图

-.

/
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!

1

/
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]
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%

!
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-./0

基因片段
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产物&
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注*

]

"

Z1)V:IGHI

%

!

"

"

"

%

"

A

"阳性克隆&

14MH

*

]

"

Z1)V:IGHI

%

!

"

"

"

%

"

A

"

>

4JNMNOHK54DHJ6

#6#

阳性克隆的鉴定
!

将回收纯化的目的片段

连接 到
>

,+V;*

克 隆 载 体 上"转 化 大 肠 杆 菌

Z[<

#

&从转化的平板上随机挑取
A

个白色菌斑并

提取质粒"进行
'+(

扩增"得到的扩增片段大小约

为
<?&=

>

#图
"

$"与
(*;'+(

结果一致"表明这些克

隆为阳性克隆&

#6$-./0

基因片段序列分析
!

测序结果显

示"该阳性克隆序列长度为
<<<=

>

"推测其编码
!#<

个氨基酸#图
%

$&

W5:JM

比较结果表明"该片段与玉

米#

)c#222""6!

$)拟南芥#

1]

+

!!!!<%6%

$)葡萄

#

=$)$84$%$

*

&,(

$#

)dA2&%%?

$)蓖麻#

0$#$%"8#+3>

3"%$8

$#

e]

+

&&"<%%A&<

$和胡杨#

!+

;

"'"8&"

;

<>

,()$#(

$#

0,%#" 2276!

$等植物外整流
8

9通道基因

的核苷酸序列的同源性均在
??@

以上"与禾本科模

式植物水稻#

/,

7

?(8()$4(

$推测的外整流
8

9通道

基因的#

UB%<<<#<6!

$核苷酸序列的同源性最高"

达到
#"@

&表明本研究克隆到的片段为外整流
8

9

图
$

!

小花碱茅
%&!"#$

核苷酸序列及推测的氨基酸序列

-.

/

0$

!
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/

B6?9<34B%'(()*+,,)-&+*')

.

,/0-

注*加框表示引物
'

!

)

'

"

序列&阴影表示跨膜区&

14MH

*

1PK5H4MNRHJNDTI:VHNDRNK:MH

>

INVHIJ'

!
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"
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X

PHDKH

"
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通道基因片段"将其命名为
!)-./0

&

!!

多重比较及系统进化分析表明"小花碱茅
'M.;

8L(

片段与禾本科植物水稻推测的外整流
8

9通

道
LJ.8L(

#

)Ẑ "##&?6!

$的进化关系非常近"氨

基酸同源性高达
#%@

%与其他单子叶植物如玉米

_8L(

#

)]7A?2#76!

$的进化关系相对较远"同源

性为
?!@

%与双子叶植物如拟南芥
)M.8L(

#

1'

+

!#?2%A6!

$)葡萄
3O.L(

#

+)Z%<A&&6!

$)胡杨
'H;

L(8

#

)Wc#?#2&6!

$)蓖麻
(K.8L(

#

e'

+

&&"<%%

A<!6!

$等同源性分别为
?!@

)

?&@

)

<<@

和
<<@

#图

A

)图
<

$&序列比对及疏水性分析表明"本研究得到

的小花碱茅
'M.8L(

片段的氨基酸序列起始于最

后一个跨膜区#

.?

$中段"与非跨膜区相比"该跨膜

区在结构上高度保守#图
%

)图
A

$&

图
%

!

+9D!E(

氨基酸序列与其他植物
D!E(

氨基酸序列的多重比较
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1B.?428.=56

C

>6?8627.
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?B6?94<+9D!E(F.9;9;456<34B49;63

:

72?95

注*多重比较采用
Z1)])1

程序进行&外整流
8

9通道#

.8L(

$氨基酸序列的来源和基因库登录号分别为水稻
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+
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#
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$&方框表示跨膜区&
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*
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E
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*
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)M.8L(

#

1'

+

!#?2%A6!

$"

3O.L(

#

+)Z%<

A&&6!

$"

(K.8L(

#

e'

+

&&"<%%A<!6!

$"

'HL(8

#

)Wc#?#2&6!

$

6*FHMI:DJVHV=I:DHR4V:NDQ:JTI:VHRQNMF

E

I:

S

5NDHJ6

!""!



'()*)+,-*,()-.+/01+0

#

3456"2

"

146&#

$

&#

!

"&!"

图
&

!

+9D!E(

蛋白质序列与其他植物

外整流
!

G通道的系统进化树

-.

/

0&

!

+;

H

74

/

6?69.893664<+9D!E(2?=4>9F23=

3689.<.63!

G

8;2??67<34B49;63

:

72?95

注*系 统 树 分 析 采 用
Z1)])1

进 行&图 中
LJ)8*!

#

)c&?<27&

$代表水稻内整流
8

9通道"其他英文缩写同图

A

&

14MH

*

*FHVP5MN

>

5H:5N

E

DVHDMJQHIH

E

HDHI:MHRPJND

E

Z1);

])1

>

I4

E

I:V6LJ)8*!

#

)c&?<27&

$

JF4QJ:DNDQ:IRIHK;

MNTNHI8

9

KF:DDH5ND/,

7

?(8()$4(

"

:DR4MFHI:==IHON:MN4DJ

:IHMFHJ:VH:J N̂

E

6A6

$

!

讨论

长期以来"有关外整流
8

9通道蛋白的研究主

要集中在模式植物拟南芥上&科学家们在拟南芥中

提出的假说认为"盐胁迫下"随着木质部薄壁细胞中
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9不断积累"引起薄壁细胞质膜去极化"激活外整

流
8

9通道蛋白#

.8L(

$或非选择性离子外整流通

道蛋白#
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$活性"进而将
8

9装载到木质部向地

上部运输'
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(从拟南芥中分离到
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9外整流通道蛋白基因
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$异源表达和突变体
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试验证明"
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介导
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9从木质部薄壁细胞

向木质部的装载&可见"
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在植物地上部
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9

积累方面的作用不容忽视&
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(在拒盐牧草

小花碱茅中的研究证明"其地上部
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9的含量不受

外界盐分浓度及处理时间的影响"并维持植株地上

部高的
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&由此推测"小花碱茅
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作

为外整流
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9通道"对其耐盐性发挥着重要作用&
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及其细胞内扩展区域具有高度的序列保守性#图
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与
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因此"
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的
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端非跨膜区对于其感受细胞内
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9信号起着关

键作用&可见"
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基因的研究为阐明盐生植

物小花碱茅
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9选择性运输机制提供分子层

面的依据"对于改良作物耐盐碱性奠定了理论基础&
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