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　　摘要：以盐生植物互花米草（Ｓｐａｒｔｉｎａａｌｔｅｒｎｉｆｌｏｒａ）为试验材料，利用ＲＡＣＥ技术克隆到编码Ｎａ＋／Ｈ＋逆向转运蛋白
的ＮＨＸ１基因的ｃＤＮＡ全长序列。利用生物信息学软件及网站对获得的基因核苷酸序列及编码的蛋白质序列进行分
析，结果发现该核苷酸序列长度为２２７７ｂｐ，开放阅读框为１６２３ｂｐ，编码５４０个氨基酸残基，且该基因所编码的蛋白
质与植物的Ｎａ＋／Ｈ＋逆向转运蛋白 ＮＨＸ１同源，所以命名为 ＳａＮＨＸ１基因。同时氨基酸序列比对显示，其与芦苇
（ＰｈｒａｇｍｉｔｅｓａｕｓｔｒａｌｉｓＮＨＸ，ＢＡＤ９５５６２．１）、玉米（ＺｅａｍａｙｓＮＨＸ，ＸＰ＿００８６５３４４３．１）、水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＮＨＸ，ＢＡＡ８３３３７．１）
等的ＮＨＸ亲缘关系相近，同源相似性依次为９４％、９２％、９１％。利用ＱｉａｇｅｎｅＲｏｔｏｒＧｅｎｅＱ荧光实时定量ＰＣＲ仪对不
同时间盐处理及ＡＢＡ处理的互花米草材料进行荧光定量ＰＣＲ检测。结果发现，在盐处理及 ＡＢＡ处理的不同处理时
期，该基因的相对表达量都发生了明显的变化，这表明该基因受到了盐胁迫及 ＡＢＡ胁迫的诱导，由此可以看出 ＳａＮ
ＨＸ１基因与植物的耐盐性有着密切的关系。
　　关键词：耐盐性；互花米草；ＮＨＸ１基因；相对定量表达
　　中图分类号：Ｑ７８５；Ｑ７８６　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０８－００３４－０５
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Ｔｅｌ：（０５３５）６９０２５９５；Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｓｌ＠ｙｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　随着土壤盐碱化面积的不断增加，植物面临着越来越严 峻的高盐挑战。土壤中高浓度的盐分会给植物带来生理干

旱、离子毒害等多种危害，严重影响到植物的正常生长发育，

从而抑制农作物的高产。对于大部分植物来说，高盐胁迫对

植物的危害主要是由高浓度的Ｎａ＋积累所导致的。虽然不同
植物的耐盐机制存在差异，但是其基本策略都是保持胞内

Ｎａ＋的平衡［１］。其中，植物体内的液泡膜 Ｎａ＋／Ｈ＋逆向转运
蛋白（ｖａｃｕｏｌａｒＮａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ）在植物抗盐碱的过程中起
着至关重要的作用，它可以将细胞质中过多的 Ｎａ＋区域化在
液泡中，从而使得胞内的Ｎａ＋处于相对平衡的状态，以此来使
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植物更好地适应盐渍生活［２］。

目前，已经从多种植物中克隆到了编码 Ｎａ＋／Ｈ＋逆向转
运蛋白的基因，如盐穗木（Ｈａｌｏｓｔａｃｈｙｓｃａｓｐｉｃａ）［１］、拟南芥（Ａｒ
ａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）［３］、水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）［４］、陆地棉（Ｇｉｏｓｓｙ
Ｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍ）［５］、玉米（ＺｅａｍａｙｓＬ．）［６］、甘蓝型油菜（Ｂｒａｓｓｉ
ｃａｎａｐｕｓ）［７］、冰叶日中花（Ｍｅｓｅｍｂｒｙａｎｔｈｅｍｕｍｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｕｍ）［８］

等。经过一系列研究发现，将这些基因过表达到盐敏感植物

中能明显提高转基因植株的耐盐性［１，９－１２］，因此 Ｎａ＋／Ｈ＋逆
向转运蛋白对开发盐碱地以及提高农作物的产量具有非常重

要的意义。

互花米草（Ｓｐａｒｔｉｎａａｌｔｅｒｎｉｆｌｏｒａ）隶属禾本科米草属，是典
型高度耐盐的泌盐盐生植物。它起源于美洲大西洋沿岸和墨

西哥湾，适宜生活于潮间带，同时具有很好的耐淹、抗风浪能

力。它体内也存在着一类 Ｎａ＋／Ｈ＋逆向转运蛋白，以此来减
轻Ｎａ＋毒害。因此，互花米草材料对于研究植物耐盐机制是
一个很好的选择，但是目前我国关于互花米草作为耐盐基因

资源方面的研究并不多见。为了进一步了解互花米草抗盐性

的分子机制，本研究以互花米草为材料，克隆得到了互花米草

Ｎａ＋／Ｈ＋逆向转运蛋白基因ＳａＮＨＸ１，利用生物信息学软件及
网站对获得的基因核苷酸序列及编码的蛋白质序列进行分

析，利用ＱｉａｇｅｎｅＲｏｔｏｒＧｅｎｅＱ荧光实时定量 ＰＣＲ仪对互花
米草在ＮａＣｌ及ＡＢＡ不同处理时间条件下ＳａＮＨＸ１表达量的
变化情况进行检测，为 ＳａＮＨＸ１的进一步开发利用提供理论
依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
互花米草种子来源于山东莱州海滨，放置于４℃保存。

取出保存的种子播种于耶土 ∶黑土＝１∶１的培养基质中，于
２５℃、光照１６ｈ、黑暗８ｈ的温室条件下进行培养，２周后选
取长势一致的植株移栽到小方盆中继续培养至４～５叶龄。
用于基因克隆的取材：用 ６００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣＬ溶液浇灌幼苗
４８ｈ；用于定量表达分析的取材：分别用６００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶
液和１００μｍｏｌ／ＬＡＢＡ溶液对幼苗进行浇灌和喷洒，处理时
间为０（对照）、３、６、１２、２４、４８ｈ，每个处理重复３次。所有取
材均经液氮速冻后于－８０℃保存。

大肠杆菌ＤＨ５α为实验室保存；ｐＭＤ１８－Ｔ载体、ＴａｑＤＮＡ
聚合酶、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、ｄＮＴＰＭｉｘ、ＤＮＡ限制性内切酶均购自
ＴａＫａＲａ公司；ＢＩＯＺＯＬＲＮＡＫｉｔ购于 ＢＩＯＦＬＵＸ公司；Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒购于 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＫａｎａｍｙｃｉｎＳｕｌｆａｔｅ购
于Ｓｉｇｍａ公司；试验中所用其他试剂大多为国产分析纯，部分
试剂是参照文献［１３］自行配制的，所有引物的合成均由北京
华大六合基因公司合成。

１．２　试验方法
１．２．１　互花米草ＳａＮＨＸ１的克隆及序列分析　取出保存的
互花米草叶片置于研钵中，加入液氮研磨成粉状，利用 Ｂｉｏｚｏｌ
试剂法提取其总 ＲＮＡ，使用超微量紫外分光光度仪
（ＮａｎｏＶｕｅ，ＵＳＡ）检测ＲＮＡ的浓度和纯度，并用１．０％琼脂糖
凝胶电泳检测 ＲＮＡ的完整性，之后置于 －８０℃保存。利用
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒进行体外反转录合成ｃＤＮＡ，置于
－２０℃保存。之后根据笔者实验室互花米草转录组测序结

果及Ｂｌａｓｔ比对分析结果，在已知的ｃＤＮＡ序列的基础之上分
别设计５′ＲＡＣＥ及３′ＲＡＣＥ特异引物（ＳａＮＨＸ１－５１：５′－ＴＧ
ＧＣＡＴＣＧＴＴＣＡＣＡＡＣＴＣＣＴＴＣＧ－３′；ＳａＮＨＸ１－５２：５′－ＴＧＡＧ
ＧＡＣＣＴＧＣＡＡＴＧＴＧＣＡＧＡＣ－３′；ＳａＮＨＸ１－３１：５′－ＧＴＣＴＧＣＡ
ＣＡＴＴＧＣＡＧＧＴＣＣＴＣＡ－３′；ＳａＮＨＸ１－３２：５′－ＴＴＧＴＣＡＡＧ
ＣＡＣＣＣＴＣＣＴＴＧＧＡＧ－３′），以反转录得到的 ｃＤＮＡ为模板进
行扩增（反应条件为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，
５５℃ 退火３０ｓ，６８℃延伸９０ｓ，３０个循环；６８℃充分延伸
１０ｍｉｎ）。纯化回收目的基因片段并与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，
连接产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α超级感受态细胞，于３７℃培
养后挑选阳性克隆送至华大基因公司测序验证，对测序结果

进行比对拼接后获得ＳａＮＨＸ１基因全长ｃＤＮＡ序列信息。
将获得的 ＳａＮＨＸ１基因全长序列进行 Ｂｌａｓｔ（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）分析，与数据库中 ＮＨＸ同源序列比
对，取高度相似（相似度＞７０％）的部分同源序列，使用Ｃｌｕｓｔ
ａｌＸ软件进行同源序列比对，利用ＭＥＧＡ５．０软件构建ＮＪ系
统进化树，以分析 ＳａＮＨＸ１与其他物种 ＮＨＸ之间的进化关
系。其中ＳａＮＨＸ１蛋白质的基本理化性质使用 ＥｘＰＡＳｙ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）在线程序进行分析，蛋白质的跨膜结
构域预测使用 ＴＭＨＭＭ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｅｒｖｉｃｅｓ／
ＴＭＨＭＭ）在线程序进行分析。
１．２．２　互花米草 ＮＨＸ１表达分析　利用 Ｂｉｏｚｏｌ试剂法提取
保存的互花米草的总ＲＮＡ，利用ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒
进行体外反转录合成 ｃＤＮＡ，置于 －２０℃保存。以提取的不
同胁迫处理时间的 ｃＤＮＡ为模板，进行荧光定量 ＰＣＲ检测
（上游引物序列：５′－ＧＡＡＧＡＧＧＡＡＧＧＣＡＴＧＡＡＧＡＧＡＡＧＣ－
３′；下游引物序列：５′－ＧＴＣＧＡＣＴＧＣＴＣＧＴＣＴＴＣＴＴＣＴＧＣＴ
ＧＡＴＣＣ－３′；反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性１０ｓ，
５５℃退火１０ｓ，７２℃延伸２０ｓ；４０个循环），并分析试验结果。
１．３　数据分析

数据采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０进行处理，利用ＳＰＳＳ１９．０进行统计
分析，差异显著性水平α＝０．０５。

２　结果与分析

２．１　互花米草ＳａＮＨＸ１的克隆及序列分析
根据实验室互花米草转录组测序结果及 Ｂｌａｓｔ比对分析

设计特异引物，分别进行５′ＲＡＣＥ及３′ＲＡＣＥ（图１），根据测
序结果进行比对拼接获得 ＳａＮＨＸ１基因全长序列信息
（图２）。　

　　经分析，克隆得到的ＳａＮＨＸ１基因全长序列为２２７７ｂｐ，
开放阅读框（ＯＲＦ）为１６２３ｂｐ，编码５４０个氨基酸残基（图
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２）。ＥｘＰＡＳｙ在线程序预测其编码的蛋白质分子质量为
５９．４ｋｕ，等电点为８．８９。经 ＴＭＨＭＭ在线程序分析得 ＳａＮ
ＨＸ１蛋白是一个典型的跨膜转运蛋白，预测其含有１１个跨
膜结构域（图３），这一结果与之前的报道［４，１４］是一致的。将

克隆到的ＳａＮＨＸ１基因序列在 ＮＣＢＩ网站上进行 Ｂｌａｓｔ比对，
结果发现，其与芦苇、玉米、水稻等的 Ｎａ＋／Ｈ＋逆向转运蛋白
ＮＨＸ亲缘关系相近，相似性依次为９４％、９２％、９１％。取高度
相似（相似度＞７０％）的部分同源序列，使用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进
行同源序列比对，结果发现ＮＨＸ１蛋白序列具有高度保守区，

且在 ＳａＮＨＸ１蛋白上含有ＮＨＸ抑制剂氨氯吡嗪脒结合位点
（ＬＦＦＩＹＬＬＰＰＩ）［１５］及糖基化位点（图４）。从构建的 ＮＪ系统
进化树（图５）上可以看到ＮＨＸ主要分为两大类，一类是定位
于液泡膜上的蛋白，如ＡｔＮＨＸ１、ＡｔＮＨＸ２等；另一类是定位于
质膜上的蛋白，如 ＡｔＮＨＸ５、ＡｔＮＨＸ６，其中 ＳａＮＨＸ１蛋白归属
于液泡膜蛋白。同时定位到液泡膜上的蛋白又分为单子叶与

双子叶两类，这说明单子叶植物和双子叶植物的ＮＨＸ在进化
上存在差异［１６］，其中 ＳａＮＨＸ１蛋白与单子叶植物的 ＮＨＸ蛋
白亲缘关系较近。

２．２　互花米草ＮＨＸ１表达分析
通过实时荧光定量 ＰＣＲ对互花米草在 ＮａＣｌ及 ＡＢＡ不

同时间胁迫处理下ＮＨＸ１的表达量进行分析，结果如图６所
示。试验结果表明，在ＡＢＡ胁迫及盐胁迫下，随着处理时间
的延长，ＳａＮＨＸ１的表达量都呈现先上升后下降的趋势，其中
在ＡＢＡ中６ｈ时，ＳａＮＨＸ１的表达量达到最高，在盐处理３ｈ
时，ＳａＮＨＸ１的表达量达到最高，与对照相比都达到极显著差
异水平。以上现象表明，互花米草 ＮＨＸ１的表达量分别受到

了盐胁迫及ＡＢＡ胁迫的诱导，由此可以看出ＳａＮＨＸ１基因与
植物的耐盐性有着密切的关系。

３　结论与讨论

随着土壤盐渍化的加重，Ｎａ＋／Ｈ＋逆向转运蛋白对于植
物抵抗外界盐渍环境具有非常重要的意义。本试验从盐生植

物互花米草中克隆得到了编码液泡膜Ｎａ＋／Ｈ＋逆向转运蛋白
的ＳａＮＨＸ１基因，对其编码的蛋白质预测结果显示，ＳａＮＨＸ１
具有典型的跨膜结构域，且跨膜区数目与之前的报道一致，同

时该蛋白上还存在ＮＨＸ抑制剂氨氯吡嗪脒结合位点及糖基
化位点，这些都是 ＮＨＸ的重要特性。系统进化分析表明，
ＳａＮＨＸ１属于液泡膜型ＮＨＸ，而且与单子叶植物聚为一类，这
表明单子叶植物与双子叶植物 ＮＨＸ在进化上可能存在着一
为进一步探讨互花米草的耐盐机制，本研究利用荧光实时定

量ＰＣＲ仪对互花米草在ＮａＣｌ及ＡＢＡ不同胁迫时间条件下，
其ＳａＮＨＸ１表达量进行分析。研究结果显示，无论是在盐胁
迫下，还是在 ＡＢＡ胁迫下，ＳａＮＨＸ１的表达量都发生了定的
差异。

　　很大的变化，这说明在这２种胁迫下ＳａＮＨＸ１的表达量
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都受到了诱导。其中在 ＡＢＡ胁迫条件下，ＳａＮＨＸ１的表达量
在处理６ｈ后达到最高值，约是对照的２．５倍，达到极显著差
异水平，之后随着处理时间的延长，ＳａＮＨＸ１的表达量呈逐渐
下降的趋势。而在盐胁迫条件下，ＳａＮＨＸ１的表达量则是在
处理３ｈ后即达到最高值，约是对照的３倍，也达到极显著差
异水平。由此可见，在这２种胁迫短时间处理条件下，互花米
草试图通过增加ＳａＮＨＸ１的表达量以减轻对自身的毒害，因
此ＳａＮＨＸ１与植物耐盐有着密切的联系。

目前，随着土壤盐渍化问题地日益加重，依靠分子生物学

手段来克隆相关耐盐基因［１７－１８］，并将其转移到非抗盐的作物

中，以培育出耐盐的转基因新品种显得尤为重要，这不仅可以

在一定程度上开发利用盐碱土地，而且对于提高农作物的产

量具有非常重要的意义。目前关于ＳａＮＨＸ１的过量表达试验
正在进行中。
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Ｃｅｌｌ，ＴｉｓｓｕｅａｎｄＯｒｇａｎＣｕｌｔｕｒｅ，２０１２，１１０（２）：１８９－２００．

［１３］张志良，瞿伟菁，李小方．植物生理学实验指导［Ｍ］．４版．北
京：高等教育出版社，２００９．

［１４］ＳｈｉＨ，ＩｓｈｉｔａｎｉＭ，ＫｉｍＣ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｓａｌｔｔｏｌｅｒ
ａｎｃｅｇｅｎｅＳＯＳ１ｅｎｃｏｄｅｓａｐｕｔａｔｉｖｅＮａ＋／Ｈ＋ ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ［Ｊ］．
ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０００，９７（１２）：
６８９６－６９０１．

［１５］ＧａｘｉｏｌａＲＡ，ＬｉＪ，ＵｎｄｕｒｒａｇａＳ，ｅｔａｌ．Ｄｒｏｕｇｈｔ－ａｎｄｓａｌｔ－ｔｏｌｅｒａｎｔ
ｐｌａｎｔｓｒｅｓｕｌｔｆｒｏｍｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＡＶＰ１Ｈ＋ －ｐｕｍｐ［Ｊ］．
ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００１，９８（２０）：
１１４４４－１１４４９．　

［１６］唐　欣，王瑞辉，杨秀艳，等．唐古特白刺液泡膜 Ｎａ＋／Ｈ＋逆向
运输蛋白基因 ＮｔＮＨＸ１的克隆与表达分析［Ｊ］．林业科学，
２０１４，５０（３）：３８－４４．

［１７］马玉花，冶贵生，冯志鹏．柴达木盆地梭梭耐盐相关基因 ＰｒｘＱ
的克隆及其蛋白结构预测［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（８）：
２７－３０．

［１８］王　宏，蔺　经，李晓刚，等．耐盐杜梨蛋白磷酸酶基因ＰｂＰＰ２Ｃ
的克隆及表达分析 ［Ｊ］．江苏农业学报，２０１４，３０（６）：
１４６４－１４７１．
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