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陆地棉耐盐相关基因渊 冤的克隆及分析
宋丽艳,叶武威 *,赵云雷,王俊娟,樊保香,王德龙

(中国农业科学院棉花研究所 /农业部棉花遗传改良重点实验室袁河南安阳 455000)

摘要院液泡膜质子转运无机焦磷酸酶渊V-PPase冤酸化植物液泡并为液泡的次级转运系统提供能量遥 本研究根据
棉花耐盐抑制消减(SSH)文库中的一个 EST序列设计特异性引物袁利用 cDNA末端快速扩增渊RACE冤技术首
次克隆了陆地棉焦磷酸酶基因袁将其命名为 遥 生物信息学分析显示袁该基因包含一个 2301 bp的完整开

放读码框袁编码 766个氨基酸的多肽袁与拟南芥和烟草的同源性分别达 90%和 93%遥 RT-PCR结果显示袁
的表达丰度随着盐处理时期的增加而变化袁盐处理 6 h表达量最高袁随后开始下降袁这一结果与
halophila中的研究相似袁该研究将有助于了解非盐生植物的耐盐特性遥
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Vacuolar proton-translocating inorganic pyrophosphatase acidify the vacuoles and power the vacuolar secondary active

transport systems in plants. In the study, a gene, named , was isolated firstly by Rapid Amplification of cDNA End

渊RACE冤from the EST sequences of the Suppression Subtractive Hybridization渊SSH冤 library. Analysis of bioinformatic showed

that the gene contains a uninterrupted open reading frame of 2301 bp, encoding for a polypeptide of 766 amino acids. Homology

alignment revealed that the protein has higher homology with that from , etc. The result

of RT-PCR showed that the expression of VP varied under salt stress, which has the highest expression at 6 h after salt treat-

ment and then decreased. The result was similar with that of . Our study will contribute to understanding

the salt-tolerance characteristic of glycophytic.
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在灌溉农业地区和半干旱地区袁土壤表层积
累了大量盐分袁这些盐分通过渗透胁迫和离子毒
害对植物产生毒害作用袁严重影响着农作物的产
量[1]遥为了适应盐胁迫袁植物在进化过程中形成了
适应高盐环境的机制遥 在植物液泡膜中袁存在着
大量的 H+无机焦磷酸酶渊H+-PPase冤袁它是由大约
71~80 kDa分子量的单一多肽链组成[2]遥盐胁迫条
件下袁V-PPase 为液泡中离子和其他溶质的积累
提供驱动力[3]遥 研究表明盐胁迫下 V-PPase的活
性增加[4-5]袁这表明 V-PPase在植物耐盐性方面起

着重要作用遥 同时袁在大麦根细胞中袁V-PPase和
Na+/H+逆向转运蛋白的活性是共协调的袁这进一
步证明了它的重要性[5]遥

V-PPase是一类新的离子转运酶袁 自从在拟
南芥中第一个克隆了该基因以来袁研究者已经在
许多物种相继克隆了 V-PPase基因袁基因工程方
面利用该基因提高植物耐盐和抗旱能力的改良

研究也有报道[6-7]遥 目前袁H+-PPase基因的研究主
要集中在盐生植物中袁至今尚未见陆地棉液泡膜
H+-PPase基因的相关报道遥 因为棉花没有盐腺袁
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图 3 基因扩增 PCR产物
Fig.3 The produce of PCR

amplification of V-PPase gene

所以在盐胁迫条件下棉花必须将 Na+区隔化到

液泡中袁H+-PPase起着关键作用遥 我们在陆地棉
中克隆了 H+-PPase基因袁 并进行了相关分析袁这
将有助于理解非盐生植物的耐盐特性遥

材料和方法
材料及处理

以陆地棉中 9835为实验材料袁 采用砂培法
育苗遥 三叶期时采用 0.4%的盐量胁迫法[8]进行盐

处理遥 分别在盐处理 0 h尧3 h尧6 h尧9 h尧12 h尧18 h
后袁缓慢冲掉发芽盒中的砂子袁保留完整的根部袁
液氮速冻袁置于-70益保存备用遥

RNA的提取
采用改良的 CTAB法[9]提取不同盐处理时期

的根系 RNA遥
目的基因的克隆与分析

本试验室已成功构建一个陆地棉耐盐性抑

制消减文库[10]袁我们从中挑取一个 EST序列设计
特异性引物 GPS1院5'-GTTGGTGCTGATCTCG-
TAGGAAAGGT-3' 和 GPS2院5'-TAAGTCCAGC-
CCAGAGACCAACACC-3'袁以盐处理材料的 cD-
NA为模板进行 RACE扩增袁 反转录及基因扩增
操作均按照试剂盒说明进行遥 回收 3'和 5'PCR
扩增产物并连接到克隆载体上袁菌液 PCR筛选阳
性克隆袁将其送到上海英俊生物技术有限公司测
序遥利用 DNAStar软件将测序产物进行拼接和组
装 袁 再设计长距离 PCR 引物 渊LongUpper院
ATCTCTTTCTGCTGCGGT和 LongLower院GAT-
GCTAACCAGCCTTCC冤进行目的基因全长的扩
增袁 将扩增产物克隆并测序袁 所得序列进行 nu-
cleotide BLAST和 BLASTX比对袁发现其为焦磷
酸酶基因的全长序列遥 利用生物信息学软件对获
得的基因进行了跨膜分析袁疏水性分析袁并构建

了系统发育树遥
半定量 RT-PCR检测
采用 RT-PCR技术检测盐处理 0 h尧3 h尧6 h尧

9 h尧12 h尧18 h根系 的表达量差异袁反转录
操作按照试剂盒说明进行遥引物序列为 Forward院
TATGGTGATGACTGGGAAGG袁Reverse院GAT-
ACAACATGCCCGTGAAG袁 内参基因为 action袁
引物序列为 Forward院5'-ATCCTCCGTCTTGAC-
CTTG-3'袁Reverse院5'-TGTCCGTCAGGCAACT-
CAT-3'遥

结果分析
RNA提取和目的基因的克隆
1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测显示袁提取的根

系 RNA具有清晰的 28 s和 18 s条带袁且 28 s较
18 s条带亮袁具有轻微弥散袁证明 RNA完整性较
好 渊图 1冤袁 满足后续试验的要求遥 取 5 滋L 3 忆
-RACE和 5 忆-RACE扩增产物进行电泳检测袁结
果表明扩增产物与预计片段大小相一致 渊图 2冤遥
取 5 滋L长距离 PCR产物检测渊图 3冤袁得到了大
于 2 kb cDNA片段袁将其回收并测序袁得到长为
2679 bp cDNA袁在 NCBI网站上进行 BLASTN比
对袁结果显示袁其与拟南芥渊AB015138.1冤的同源
性达到 86%袁 与烟草 渊DO630713.1冤 同源性为
83%遥 利用 NCBI 网站在线 ORF Finder 软件分
析袁得到一条长 2301 bp的完整开放阅读框袁推测
的蛋白质序列含有 766个氨基酸袁BlASTP 比对
结果显示袁 其与 尧

尧 尧 尧
的一致性分别达到 89.7%尧91.5%尧90.2%尧

87.6%尧85.0%遥 利用在线服务软件渊http://us.ex
pasy.org/tools/pi_tool.html) 推测其编码蛋白的理
论分子量为 80.43 KD袁等电点为 5.38遥

图 1 RNA电泳图
Fig.1 The gel analysis of RNA

图 2 5忆和 3忆 RACE产物
Fig.2 The produce of PCR

amplification of 5忆 and 3忆
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生物信息学分析

使用生物信息学软件 TopPred (http://us.ex-
pasy.org)对该基因编码的氨基酸序列进行跨膜结
构分析渊图 4冤袁结果表明 GhVP 蛋白包含 14 个
跨膜结构域袁该预测结果与前人的报道[2]相似遥利
用 BioEdit程序的 Kyte&Doolittle对 H+-PPase进

行疏水性分析渊图 5冤袁结果表明袁位于正值区域
内的氨基酸残基的分数较大袁说明 GhVP的疏水
性较强袁亲水性较弱遥疏水性较强的氨基酸残基袁
位于该蛋白质的一个跨膜区袁 在 H+-PPase 蛋白
的折叠中袁 这些残基可能暴露在表面以行驶其
功能遥

利用MEGA4.1软件构建了包括 GhVP蛋白
在内的 14个物种的系统发育树渊图 6冤袁采用的分
析方法为邻接法 渊neighbor-joining method袁NJ冤袁
结果表明袁14 个物种的 H+-PPase 的系统发育树
聚合 5个大支袁GhVP与 尧

尧 的该蛋白亲缘关系最

近袁被分在一支中遥分析中用到的序列有院
渊BAA02717.2冤袁 渊AAA61609.

1冤袁 渊CAA54869.1冤袁
渊BAA08232.1冤袁 渊BAA 23649.1冤袁

渊BAA33149.1冤袁
渊AAC38615.2冤袁

渊BAA83103.1冤袁 渊AAA
32754.1冤袁 渊ABX10014.1冤袁

渊CAG29370.1冤袁 渊A BK
91685.1冤袁 渊ABD98735.1冤遥

RT-PCR检测
从盐处理后 0 h尧3 h尧6 h尧9 h尧12 h尧18 h根系

中提取总 RNA袁 以 Action基因作为内部参照标
准渊~300 bp冤进行半定量分析遥 结果显示袁随着盐
处理时期的增加袁 的表达量有所增加袁6 h
时达到最大遥 随后 的表达丰度开始下降

渊图 7冤袁 这一结果与盐生植物小盐芥中的研究相
类似遥

讨论
我们在陆地棉中克隆了 V-PPase基因袁推测

的多肽序列由 766个氨基酸残基组成袁其与拟南
芥和烟草的同源性分别为 90%和 93%遥前人研究
表明 渊E/D冤渊X冤7KXE基序为 PPase的催化位点袁

图 4 陆地棉 H+-PPase氨基酸序列跨膜结构模式
Fig.4 Tonographic model of H+-
PPase amino acid sequence by the program of

TopPred

图 5 陆地棉 H+-PPase氨基酸序列疏水性分析
Fig.5 Hydrophobicity plot of H+-PPase amino acid

sequence from

图 6 不同物种 VP蛋白序列进化树分析
Fig.6 A phylogenetic tree of putative H +-PPase from

different species by program MEGA4.1

图 7 H+-PPase在盐胁迫下的半定量 RT-PCR分析
Fig.7 Expreesion analysis of H +-PPase by semi鄄
quantitative RT -PCR in under

salt stress

M 18 h 12 h 9 h 6 h 3 h 0 h

看家基因

目的基因

宋丽艳等院陆地棉耐盐相关基因渊 冤的克隆及分析

注院1-14为跨膜区域遥
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其根据在于院1) 在可溶性 PPase和 V-PPase中都
发现了渊E/D冤渊X冤7KXE序列袁推测其为 H+-PPase
的催化位点曰2)专一性结合到渊E/D冤渊X冤7KXE基
序的多克隆抗体显著抑制了焦磷酸酶水解的活

性和依赖于焦磷酸酶的 H+转运[11]遥研究中该基序
位于 253-263袁这表明所克隆的基因具有V-PPase的
功能遥
研究结果显示袁盐处理后袁根系 的表

达量上调袁可能是由于盐胁迫下 H+-PPase的活性
提高袁 也有可能与 H+-PPase的数量增加有关袁这
有待于盐胁迫下对该酶进行深入研究遥 盐生植物
能够将 Na+区隔化到液泡中袁以维持胞质中较低
的 Na+浓度 H+-PPase起着关键作用遥棉花是较耐
盐的非盐生植物袁V-PPase 在盐胁迫下起到离子
区隔化的作用遥 前人研究结果表明袁盐胁迫下不
同物种的V-PPase活性变化有所不同袁如海蓬子[5]尧
向日葵[12]中该酶的活性增加袁而小麦[13]尧绿豆[14]中

则降低袁这有待于在盐生植物和非盐生植物中对
V-PPase的作用和调节机制做进一步的功能研究[5]遥
前人研究已经将 V-PPase基因转入拟南芥尧

烟草中[15]袁转基因植株的耐盐性有所提高遥我们分
析了盐胁迫下陆地棉 V-PPase基因的表达模式袁
下一步将在拟南芥中过量表达 袁 并对转基
因植株进行耐盐性分析袁以进一步展示 在

耐盐性方面的特性遥
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