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　　钾是植物必需的大量元素，对提高作物产量、改善产品品
质起着重要作用。水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）对钾素的需求量较
大，不同基因型的水稻对土壤中钾素的吸收利用存在很大差

异［１］。缺钾可影响细胞渗透压平衡，进而引起器官机能的破

坏，影响植物的正常生长；并通过植物激素调节破坏植物体内

的代谢和转运过程，导致作物的产量和品质大幅下降［２］。我

国大部分耕地土壤供钾不足，其中严重缺钾土壤（速效钾 ＜
５０ｍｇ／ｋｇ）约２０００万 ｈｍ２，占耕地面积的２０％以上，且主要
分布于我国的水稻产区；因此，需施用钾素化肥以保证水稻的

丰产和品质，而我国钾矿资源十分匮乏，９５％以上的钾肥供应
依赖进口［３］。Ｋ＋通道在植物体内的表达能改良植物的钾素
营养性状［４－５］；因此，挖掘植物中钾吸收利用的基因并研究其

生理功能，对水稻钾营养性状的改良及现有钾素资源的利用

具有重要意义。Ｓｈａｋｅｒ类型Ｋ＋通道在植物钾的吸收、转运及
其他生理过程中发挥着重要作用［２，６－７］。ＡＫＴ２／３是 Ｓｈａｋｅｒ
类型Ｋ＋通道中唯一既主导 Ｋ＋内流、又允许去极化情况下
Ｋ＋渗漏性外流的通道，其电生理特征表现为弱内向整流、能

够感应Ｋ＋水平、受Ｃａ２＋和Ｈ＋调控［８－９］。其独有的渗漏型电

流，在过量Ｋ＋迅速吸收进入细胞而导致的膜电位去极化情
况下，通过胞内Ｋ＋的渗漏从而实现对膜电位的精确微调作
用［１０］。目前，水稻的基因组测序已经完成，但关于水稻Ｋ＋通
道的研究尚较少［１１－１３］。本研究利用生物信息学的方法对水

稻ＯｓＡＫＴ２／３蛋白的理化性质、核苷酸序列组成、跨膜结构、
亲水性、疏水性、亚细胞定位进行分析，并对其结构域、磷酸化

位点、二级结构、三级结构进行预测，最后进行系统进化分析，

以全面了解ＯｓＡＫＴ２／３基因，为该基因生理功能的深入研究
提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＮＣＢＩ中 ＧｅｎＢａｎｋ数据库已注册水稻 ＯｓＡＫＴ２／３基因
（ＪＮ９８９９７０．１）、拟南芥［Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ（Ｌ．）Ｈｅｙｎｈ．］的
ＡＫＴ２／３（ＮＰ＿５６７６５１．１）、大麦（ＨｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅＬ．）的ＨｖＡＫＴ２
（ＡＢＥ９９８１１．１）、雨树［Ｓａｍａｎｅａｓａｍａｎ（Ｊａｃｑ．）Ｍｅｒｒ．］的
ＳＰＩＣＫ１（ＡＡＤ１６２７８．１）和 ＳＰＩＣＫ２（ＡＡＤ３９４９２．１）、欧美杨
（ＰｏｐｕｌｕｓｔｒｅｍｕｌａＬ．×ＰｏｐｕｌｕｓｔｒｅｍｕｌｏｉｄｅｓＭｉｃｈｘ．）的 ＰＴＫ２
（ＣＡＣ０５４８９．１）、玉 米 （ＺｅａｍａｙｓＬ．）的 ＺＭＫ２（ＮＰ＿
００１１０５１２０．１）。
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１．２　方法
　　ＯｓＡＫＴ２／３蛋白的理化性质使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ软件在线分
析；蛋白跨膜结构使用ＴＭＨＭＭ软件在线分析；亲水性及疏水
性使用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件在线分析；蛋白亚细胞定位使用ＴａｒｇｅｔＰ
软件、ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ软件在线分析；蛋白序列上潜在的结构域
和功能位点使用 ＭｏｔｉｆＳｃａｎ软件、ＣＣＤ软件预测；蛋白磷酸化
位点使用 ＮｅｔＰｈｏｓ软件在线分析；蛋白信号序列使用
ＳｉｇｎａｌＰ４．１软件在线分析；蛋白二级结构使用 ＳＯＰＭＡ软件在
线分析；蛋白三级结构使用 Ｐｈｙｒｅ２软件在线分析；利用
ＭＥＧＡ６．０５软件，采用Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统进化树。
上述各分析软件的网址见表１。

表１　分析软件的名称和网址

软件名称 软件网址

ＣＣＤ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／
ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ

Ｐｈｙｒｅ２ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／ｐａｇｅ．
ｃｇｉ？ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ

ＭｏｔｉｆＳｃａｎ ｈｔｔｐ：／／ｍｙｈｉｔｓ．ｉｓｂ－ｓｉｂ．ｃｈ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ
ＮｅｔＰｈｏｓ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／
ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／
ＳｉｇｎａｌＰ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／
ＳＯＰＭＡ ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．

ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ

ＴａｒｇｅｔＰ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴａｒｇｅｔＰ／
ＴＭＨＭＭ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／

ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ ｈｔｔｐ：／／ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ．ｏｒｇ／

２　结果与分析

２．１　ＯｓＡＫＴ２／３蛋白的理化性质分析
　　由序列分析结果可知，ＯｓＡＫＴ２／３蛋白含有 Ｋ＋通道的标
志性 序 列 ＴｘｘＴｘＧＹＧＤ。用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软 件 分 析 得 知，
ＯｓＡＫＴ２／３蛋白共有１３３５９个原子，分子量为９４７８３．８，蛋白
的分子式为 Ｃ４２１９Ｈ６６９３Ｎ１１７９Ｏ１２３３Ｓ３５，理论等电点为 ６．６４。在
８５５个氨基酸残基组成中，ＯｓＡＫＴ２／３蛋白的 Ｎ端为蛋氨酸，
含量较高的氨基酸残基包括亮氨酸残基（１０．２％）、缬氨酸残
基（８．５％）、甘氨酸残基（７．３％）、精氨酸残基（７．１％）、丝氨
酸残基（７．１％）；含量较低的氨基酸残基包括色氨酸残基
（１．１％）、半胱氨酸残基（１．４％）等。带负电荷的氨基酸（天
冬氨酸、谷氨酸）残基为９９个；带正电荷的氨基酸（精氨酸、

赖氨酸）残基为９５个。ＯｓＡＫＴ２／３蛋白在哺乳动物、酵母、大
肠杆菌中的半衰期分别为３０ｈ（体外）、＞２０ｈ（体内）、＞１０ｈ
（体内），不稳定指数为３９．０３，该蛋白为稳定蛋白。
２．２　ＯｓＡＫＴ２／３蛋白的亲水性、疏水性、亚细胞定位
　　使用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件预测ＯｓＡＫＴ２／３蛋白的亲水性及疏水
性可知，氨基酸的最低分值为 －２．９６７，最高分值为 ３．１３３
（图１）。整体来看，亲水性氨基酸残基分布于整条肽链，且多
于疏水性氨基酸残基。使用 ＴＭＨＭＭ软件进行预测，将参数
设置为默认值，可知 ＯｓＡＫＴ２／３蛋白为跨膜蛋白。ＷｏｌｆＰｓｏｒｔ
软件预测该蛋白可能在细胞质膜上，ＴａｒｇｅｔＰ软件预测该蛋白
在叶绿体膜上的可能性为７９．６％。

２．３　ＯｓＡＫＴ２／３蛋白结构域、功能位点的预测
　　ＯｓＡＫＴ２／３蛋白序列上潜在的结构域、功能位点使用
ＭｏｔｉｆＳｃａｎ软件、ＣＣＤ软件进行预测。结果表明，该蛋白可能存
在的翻译后修饰位点包括１个酰胺化位点、４个 Ｎ－糖基化
位点、１个ｃＡＭＰ磷酸化位点、１１个酪蛋白激酶Ⅱ位点、７个
酰化位点、７个蛋白激酶磷酸化位点；发现５种结构域，分别
为锚蛋白重复（ＡＮＫ，ｃｄ００２０４）、环核苷酸结合结构域
（ＣＡＰ＿ＥＤ，ｃｄ０００３８）、未知功能的 ＤＵＦ３３５４超级家族结构域
（ＤＵＦ３３５４，ｐｆａｍ１１８３４）、离子转运结构域（Ｉｏｎ＿ｔｒａｎｓ＿２，
ｐｆａｍ０７８８５）、电压依赖的钾离子通道结构域（ＰＬＮ０３１９２，
ＰＬＮ０３１９２）（图 ２）。该蛋白具有 Ｓｈａｋｅｒ基因家族的典型特
征，即蛋白的Ｎ末端包括６个跨膜区（Ｓ１～Ｓ６），有电压感受
区和高度保守的通道孔区。使用磷酸化位点预测程序

ＮｅｔＰｈｏｓ２．０发现ＯｓＡＫＴ２／３蛋白有３７个潜在的丝氨酸磷酸
化位点、７个潜在的苏氨酸磷酸化位点、８个潜在的酪氨酸磷
酸化位点。使用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ软件在线分析 ＯｓＡＫＴ２／３
蛋白的信号肽情况，结果显示该蛋白不含信号肽序列。

２．４　ＯｓＡＫＴ２／３蛋白二级结构、三级结构的分析
　　使用ＳＯＰＭＡ软件预测ＯｓＡＫＴ２／３蛋白的二级结构，结果
显示ＯｓＡＫＴ２／３蛋白由４３．１６％的 α－螺旋、１７．１９％的折叠
延伸、８．３０％的β－转角、３１．３５％的无规则卷曲构成，其中折
叠延伸和β－转角不均匀分布于整个蛋白质的多肽链上。依
据模板ｃ２ｐｔｍＡ，采用折叠识别法，使用 Ｐｈｙｅｒ２软件在线预测
ＯｓＡＫＴ２／３蛋白序列主链原子位置，生成预测蛋白三级结构

模型（图３），并依据能量最小化原理使侧链集团处于能量最
小的位置。该蛋白主要由 α－螺旋和无规则卷曲构成，与蛋
白质二级结构分析结果相似。

２．５　ＯｓＡＫＴ２／３编码基因的系统进化分析
　　在ＮＣＢＩ上共选取６种植物的７个ＡＫＴ２／３基因序列，以
拟南芥ＫＡＴ１基因作为外群，构建系统进化树。结果显示，水
稻ＯｓＡＫＴ２／３在进化上与单子叶植物玉米的ＺＭＫ２、单子叶植
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物大麦的ＨｖＡＫＴ２的亲缘关系较近，与双子叶植物拟南芥的
ＡＫＴ２／３等有较高的相似度（图４）。

３　结论与讨论

　　蛋白质的功能不仅取决于其一级结构，在很大程度上也
取决于其高级结构。生物信息学综合运用数学、计算机技术、

生物学的各种工具，较好地阐明和理解大量数据所包含的生

物学意义。基因序列及其特性分析、蛋白质空间结构模拟等

是生物信息学的重要组成部分。利用生物信息学的原理，通

过计算机模拟相关的辅助信息，可在较短时间内，用较低成本

获得大量可靠的蛋白质结构和功能信息［１４－１５］。本研究通过

网络资源，在前期获得水稻 ＯｓＡＫＴ２／３的基础上，应
用ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＴＭＨＭＭ等分析软件，对ＯｓＡＫＴ２／３蛋白的亚细
胞定位、结构域、磷酸化位点、二级结构等蛋白特性进行预测，

并对其三级结构进行初步分析模拟，以期尽可能多地获得该

蛋白质结构及功能的信息，为 ＯｓＡＫＴ２／３基因功能的研究提
供更多、更可靠的理论依据。

　　Ｓｈａｋｅｒ类型Ｋ＋通道在植物钾的吸收、转运及其他生理过
程中发挥着重要作用［２，６，１１］。ＯｓＡＫＴ２／３蛋白含有 Ｋ＋通道的
标志性序列ＴｘｘＴｘＧＹＧＤ；该基因分子式为 Ｃ４２１９Ｈ６６９３Ｎ１１７９Ｏ１２３３
Ｓ３５，理论等电点为６．６４，氨基酸残基组成中亮氨酸残基含量
最高；有一定的亲水性，为跨膜蛋白；可能存在３１个翻译后修
饰位点、５种结构域、５２个磷酸化位点，不含信号肽；序列主要
构件为α－螺旋和折叠延伸；该蛋白与其他植物的 ＡＫＴ２／３
家族成员具有较高的同源性。本试验结果为 ＯｓＡＫＴ２／３基因
生理功能的深入研究提供一定依据。然而，同源性仅是基因

序列和蛋白结构上的类似，虽然某些典型功能相近，但来源不

同的同源通道常表现出独特之处。在氨基酸序列、关键结构

元件上，玉米的ＺｍＫ２．１Ｋ＋通道与拟南芥的 ＫＡＴ１通道均高
度同源，但其功能特征却存在显著差异［１６］。与其他 ＡＫＴ２／３
型Ｋ＋通道相比，ＯｓＡＫＴ２／３的功能特征是否存在独特之处仍

需进一步研究。
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