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摘要　以 NaCl胁迫星星草(Puccinelliatenuiflora)cDNA 酵母文库为基础,在星星草中筛选和鉴定PutＧ

NaKR３基因,对PutNaKR３基因及其编码的氨基酸序列进行生物信息学、组织特异性表达和非生物胁迫应答

表达分析.结果表明:星星草PutNaKR３基因具有组织表达特异性,在根和叶中的表达量明显高于其他组织;

过表达PutNaKR３基因可增强酵母菌株在盐、碱、氧化和渗透胁迫下的生存能力,同时可提高酵母在部分金属

胁迫下的适应能力.
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　　生态环境的不断恶化以及对土地不合理的开发

利用,使得我国土壤盐碱化面积不断扩大,土壤盐碱

化已经成为制约农业生产力的重要因素之一.星星

草(Puccinelliatenuiflora)为禾本科碱茅属多年生

草本植物,广泛分布于我国东北松嫩平原的盐碱土

地,是一种极端耐盐碱植物,即使在pH 值为１０的

重盐碱土壤中也能生长繁殖,从２０世纪８０年代起

被筛选应用于治理盐碱化的草地,目前已经在盐碱

草地改良和植被恢复实践中得到大面积的推广与应

用[１Ｇ４].在模式 植 物 拟 南 芥 的 研 究 中 已 经 证 明,

NaKR(sodiumpotassiumrootdefective)基因参与

Na＋ 的转运,通过排出 Na＋ 来减少 Na＋ 的积累,从
而增强植物的盐耐受性[５Ｇ６].

NaKR 基因编码金属伴侣蛋白,NaKR蛋白为

含有重金属相关结构域(heavy metalＧassociated,

HMA)的金属伴侣蛋白,属于重金属相关植物蛋白

(heavy metalＧassociatedplantproteins,HPP)亚

族[７Ｇ１０].研究表明,金属离子进入细胞后会被特定

的载体即金属伴侣蛋白运送至特定的细胞位点,成
为蛋白质结构组分或催化因子[１１Ｇ１２].研究表明,拟
南芥AtNaKR１基因在拟南芥韧皮部特异表达,主
要参与 Na＋ 、K＋ 等金属离子的转运途径,且在拟南

芥的生长发育过程中发挥着重要作用.该基因的突

变体植株具有叶片中存在高浓度Na＋ 、K＋ 、Rb＋ ,叶
片中淀粉积累量增加,根部短小,蔗糖长距离转运减

弱以及 开 花 时 间 变 晚 等 表 型 特 征[５].在 对 AtＧ
NaKR３基因的研究中发现,AtNaKR３基因响应高

盐和渗透胁迫,但不受 Cu２＋ 胁迫诱导,拟南芥AtＧ
NaKR３过表达植株表型相对于野生型拟南芥具有

更高的盐耐受性,且AtNaKR３基因的过表达明显

增加了SOS１和SOS３基因的表达,从而证明 AtＧ
NaKR３基因在拟南芥应对盐胁迫的SOS途径中发

挥着重要作用[６].
本研究通过建立 NaCl胁迫条件下酵母cDNA

文库,在星星草中鉴定并获得了PutNaKR３基因,
对其进行生物信息学分析并采用qRTＧPCR技术对

该基因的组织表达模式进行分析,同时分析过表达

酵母在盐胁迫、碱胁迫、氧化胁迫、渗透胁迫和重金

属胁迫等非生物胁迫的耐受能力,以期为星星草抗

逆育种的分子机制研究奠定基础.

1　材料与方法

1.1　植物材料

星星草植株及种子采自东北林业大学盐碱地生

物资源环境研究中心安达野外实验基地.于野外实

习基地分别收集星星草根、茎、叶、花、鞘和穗于液氮
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中速冻,－８０℃保存备用.

1.2　星星草 PutNaKR3 基因克隆以及组织表达

星星草cDNA文库通过酶切、连接构建到改造

的酿酒酵母表达载体 pAUR１０１(TaKaRa,日本)

上.利用LiAc/PEG酵母转化法,将其高效转化到

酿酒酵母菌株InVacⅠ中.通过对星星草酵母文库

的耐盐筛选,从中分离得到抗性酵母克隆,用通用引

物PCR获得PutNaKR３基因全长.

使用Trizol法提取星星草各组织总RNA,用反

转录试剂盒 HiscriptⅡ１stStrandcDNASynthesis

Kit(TaKaRa,中国哈尔滨)合成cDNA,具体操作

步骤参见试剂盒说明书.采用Ｇ２ΔΔCt法进行 qRTＧ

PCR分析该基因在不同组织中表达情况.

1.3　星星草 PutNaKR3 基因的序列分析

采用 ORFfounder(https://www．ncbi．nlm．

nih．gov/orffinder/)程序确定其开放阅读框.利用

Blastp(http://www．ncbi．nlm．nih．gov/BLAST/)

进行 序 列 同 源 性 搜 索;利 用 ProtParam(http://

web．expasy．org/protparam)软件对PutNaKR３基

因编码的蛋白质进行理化性质分析;采用 Tmpred
(http://www．ch．embnet．org/software/TMPRED_

form．html)和 TMHHM(http://www．cbs．dtu．dk/

services/TMHMM/)对该基因的跨膜结构进行分

析;利用SignalP４．１(http://www．cbs．dtu．dk/servＧ

ices/SignalP)分析该蛋白是否含有信号肽;利用

PSIPRED 软 件 (http://bioinf．cs．ucl．ac．uk/

psipred/)分析星星草PutNaKR３蛋白二级结构;使

用 BioEdit软件进行氨基酸序列比对分析;使用

MEGA５．０软件绘制系统进化树.

1.4　过表达酵母菌株的非生物逆境抗性分析

分别取起始 OD６００约为０．６的pYES２ＧPutNaKR３

和载体pYES２的１０－１、１０－２、１０－３、１０－４和１０－５的酵

母菌液于１．３mol/LNaCl、２８mmol/LNaHCO３、１２

mmol/LNa２CO３、３mol/LH２O２、１．８mol/L山梨醇、

１２ mmol/L CuCl２、１２ mmol/L FeCl３、１５ mmol/L

BaCl２、４ mmol/L MnCl２、１．５ mmol/L CoCl２、２．２

mmol/LNiSO４、１０mmol/LZnCl２的半乳糖诱导的酵

母培养基中,３０℃培养３~５d,观察其生长状态.

2　结果与分析

2.1　 PutNaKR3 基因的克隆与序列分析

通过对星星草酵母文库进行耐盐性筛选,获得

具有抗性的酵母克隆,命名为 PutNaKR３,通过

ORFfinder对星星草PutNaKR３基因序列进行分

析,证实该基因的开放阅读框(ORF)长５４０bp,推
测其编码１７９个氨基酸.NCBI分析 PutNaKR３
基因编码蛋白质的氨基酸序列,该蛋白含有一个

HMA(heavymetalＧassociated)保守结构域,而 C
端不含有异戊二烯化基序,属于重金属相关植物蛋

白(heavymetalＧassociatedplantproteins,HPP)家
族成员(图１).GenBank中选取部分植物的 HPP
蛋白进行比对分析,结果表明,星星草PutNaKR３
基因 与 二 穗 短 柄 草 BdNaKR３ 基 因、玉 米 ZmＧ
NaKR２基因、拟南芥 AtNaKR３ 基因、水稻 OsＧ
NaKR２基因和谷子SiNaKR２基因具有较高的同

源性(６０％~９０％),这些 NaKR类蛋白均在C末端

含有保守结构域 HMA,该结构域的主要特点为

CystＧXXＧCys.使用ProtParam 在线软件对该蛋白

质进行预测分析,结果显示:其相对分子质量１８．６
ku,理论等电点(pI)９．５８,属于碱性蛋白;负电荷氨

基酸(Asp＋Glu)总数为１４,正电荷氨基酸(Arg＋
Lys)总数为２５;不稳定系数为５３．７９,为不稳定的蛋

白质.
为预测星星草PutNaKR３蛋白亚细胞定位,采

用生物软件对该蛋白序列进行分析(图２).采用

NLSMapper软件预测该蛋白质的核定位信号,在

N端预测到一个核定位信号,预测评分为５．６,推测

该蛋白质存在于细胞核和细胞质中(图２A).采用

SignalP４．１软件分析该蛋白质序列,结果显示该蛋

白质无信号肽结构(图２B).采用 TMHMM 法分

析结果显示,该蛋白不存在跨膜区(图２C).根据上

述结果推测PutNaKR３基因编码的蛋白质为一种

非跨膜蛋白,主要存在于细胞质和细胞核中.通过

PSIPRED软件对该蛋白质的二级结构进行分析,星
星草PutNaKR３蛋白在其保守结构域 HMA 处含

有类铁蛋白折叠(αβαββ)结构.选择其他物种中已

经确定的 HPP蛋白与星星草PutNaKR３蛋白进行

聚类分析并绘制进化树,结果表明,星星草 PutＧ
NaKR３蛋白与二穗短柄草 BdNaKR３具有较高的

同源性(图３).

１５
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图１　星星草PutNaKR３基因的cDNA序列和氨基酸序列保守结构域分析

Fig．１　ConserveddomainanalysisofthecDNAsequenceandaminoacidsequenceofPutNaKR３gene

　A:NLSMapper预测核定位信号;B:SignalP４．１分析PutNaKR３信号肽;C:TMHMM 法分析跨膜区.A:NLSMapperpredictsnuＧ

clearlocalizationsignal;B:SignalP４．１analyzesPutNaKR３signalpeptide;C:TMHMManalyzestransmembraneregion．

图２　星星草PutNaKR３的蛋白质序列分析

Fig．２　ProteinsequenceanalysisofPuccinelliatenuifloraPutNaKR３

２５
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　数值表示１０００次重复抽样所得６０％以上的置信度.Thenumberrepresentthepercentageof１０００bootstrapreplicaＧ

tions,onlyabove６０％ wasshowed．ZmNaKR１:XP_００８６７４０４９．１,Zeamays ;ZmNaKR２:XP_００８６５６８１２．１,Zeamays;

BdNaKR１:XP_００３５６５１９２．１,Brachypodiumdistachyon;BdNaKR２:XP_０１０２３５１１０．１,Brachypodiumdistachyon;BdＧ

NaKR３:XP_００３５６３６９６．１,Brachypodiumdistachyon;AtHPP０２(NaKR１_NPCC６):AT５G０２６００,Arabidopsisthaliana;

AtHPP０３(NaKR２):AT２G３７３９０,Arabidopsisthaliana;AtHPP０４(NaKR３):AT３G５３５３０,Arabidopsisthaliana．

图３　基于NJ法构建星星草PutNaKR３蛋白和其他植物NaKR蛋白氨基酸序列的系统进化树

Fig．３　PhylogenetictreeofaminoacidsequenceofPutNaKR３proteinandotherplantNaKRproteinsbasedonNJmethod

2.2　 PutNaKR3 基因在星星草不同组织中的表达

采用－２ΔΔCt法对PutNaKR３基因在星星草根、
茎、叶、花、鞘、穗、种子的表达模式进行qRTＧPCR
分析.结果(图４)显示:PutNaKR３基因在星星草

根、茎、叶、花、鞘、穗、种子中均有表达,但在不同组

织中的表达量有明显差异,其中在花中的表达量最

低,而在根和叶中的表达水平明显高于其他组织器

官,表 达 量 分 别 是 花 的 ３．９ 倍 和 ４．５ 倍.PutＧ
NaKR３基因在花、茎和鞘中的表达水平相似,均明

显低于根和叶的表达量,而在穗和种子中的表达量

　图中的数据为相对表达量的平均值±标准误差(n＝４,Actin做内

参),星号表示PutNaKR３基因在不同组织的表达量相对于花有显

著差 异.１:花;２:茎;３:叶;４:根;５:鞘;６:穗;７:种 子.Results

arenormalizedagainstActinexpressionandareexpressedasmean±SE

fromfourindividuals．∗indicatesasignificant(P＜０．０５)difference

betweenflowerwithintheothertissue．１:Flower;２:Stem;３:Leaf;

４:Root;５:Sheath;６:Ear;７:Seed．

图４　PutNaKR３基因在星星草各组织中的表达丰度

Fig．４　AbundanceofPutNaKR３geneexpression
invarioustissuesofPuccinelliatenuifora

略高于花的表达量,但是明显低于根和叶中的表达

量.表明PutNaKR３基因具有组织表达特异性,
主要在叶和根中大量表达.
2.3　pYES2ＧPutNaKR3 在酵母中的表达及其抗逆

性检测

　　酵母是单细胞真核生物,与植物具有类似的代

谢途径,且遗传操作简单易行,是外源蛋白表达的合

适宿主,pYES２ 是半乳糖诱导的过表达载体.因

此,本研究利用酵母表达体系进行了转基因酵母对

非生物逆境的耐性实验.对含有pYES２ＧPutNaKR
和pYES２ 的酵母菌株分别模拟盐胁迫、碱胁迫、氧
化胁迫、渗透胁迫和重金属胁迫,检测转基因酵母菌

株抗性(图５).正常情况下,含pYES２ＧPutNaKR
和pYES２ 的酵母菌株在无逆境处理的 YPD培养基

上生长情况相似;但在１．３mol/LNaCl胁迫下生长

状况明显优于对照菌株,说明过表达 PutNaKR３
提高了酵母菌株对盐胁迫的耐性.在２８mmol/L
NaHCO３、１２mmol/L Na２CO３条件下,转 pYES２Ｇ
PutNaKR 酵母菌株长势略优于对照菌株,但并未

明显增强 酵 母 菌 株 对 碱 胁 迫 的 抗 性,说 明 PutＧ
NaKR３基因可轻微增强酵母菌株对碱胁迫的抗

性.结果表明,PutNaKR３基因增强植物盐碱抗

性,尤其是增强植物耐盐性方面发挥着重要作用.

PutNaKR３基因的过表达菌株在其他非生物

胁迫下 的 生 长 状 况 如 图 ５B 所 示,在 氧 化 逆 境

(３mol/LH２O２)下,转pYES２ＧPutNaKR 酵母菌

３５
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　A:PutNaKR３基因的过表达菌株在盐、碱等非生物胁迫下的生长状况;B:PutNaKR３基因的过表达菌株在其他非生物胁

迫下的生长状况.A:GrowthstatusofoverＧexpressingstrainofPutNaKR３geneunderabioticstressofsalineＧalkali;B:

GrowthstatusofoverＧexpressingstrainofPutNaKR３geneunderotherabioticstress．

图５　非生物胁迫下转PutNaKR３基因酵母菌株的抗性分析

Fig．５　ResistanceanalysisoftransgenicPutNaKR３geneyeaststrainunderabioticstress

株长势明显优于对照菌株,说明过表达PutNaKR３
明显提高可酵母菌在氧化逆境中的生存能力.以

１．８mol/L山梨醇模拟渗透胁迫,结果显示,转基因

酵母菌株在渗透胁迫下生长情况明显优于对照菌

株,说明过表达 PutNaKR３提高了酵母菌株对渗

透胁迫的耐性.重金属胁迫结果表明,过表达PutＧ
NaKR３提高了酵母菌株对 K＋ 、Cu２＋ 、Ba２＋ 、Fe３＋

和 Mn２＋ 的抗性,而在ZnCl２、NiSO４和CoCl２处理下

反而降低了酵母菌株的生存能力.这些结果表明,

PutNaKR３基因的过量表达对酵母菌株在环境胁

迫中的生 长 发 挥 着 重 要 作 用,进 一 步 说 明 PutＧ
NaKR３基因在星星草应对各种环境胁迫过程中发

挥着重要作用.

3　讨　论

盐碱胁迫严重影响着作物的生长与发育,土壤

盐碱化已经成为制约我国农业可持续发展的重要因

素之一[１３Ｇ１７].星星草不仅是一种优良的牧草,还可

４５
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以作为改良土壤盐碱性的先锋植物,同时为相关研

究提供丰富的耐盐碱基因资源,具有重要的经济价

值和生态效应[１８Ｇ２１].
植物NaKR 基因通过参与 Na＋ 转运来提高植

物盐耐受性,同时也能应对其他非生物胁迫,提高植

物耐受性[２２Ｇ２３].本研究对PutNaKR３基因在星星

草根、茎、叶、花、鞘、穗、种子的表达分析表明该基因

在根和叶中具有较高的表达水平.对其编码的氨基

酸序列进行预测分析,该蛋白定位于细胞核和细胞

质,无跨膜区,与拟南芥 AtNaKR３蛋白相似.对其

蛋白结构域分析结果显示,与拟南芥等其他物种

NaKR蛋 白 具 有 类 似 的 结 构,均 在 C 末 端 具 有

HMA结构域,且不同物种 NaKR蛋白的 HMA 结

构域具有较高的相似度.利用酵母过表达 PutＧ
NaKR３基因并对该转基因酵母进行 NaCl和 KCl
的盐胁迫处理,发现过表达酵母菌株在盐胁迫下生

长状况明显优于对照菌株,说明过表达PutNaKR３
提高了酵母菌株耐盐胁迫的能力.在氧化、渗透以

及Cu２＋ 、Ba２＋ 、Fe３＋ 、Mn２＋ 等金属离子胁迫下,过表

达PutNaKR３酵母菌株生长存活能力均有所提

高,但在碱胁迫下并未明显增强其逆境存活能力.
推测PutNaKR３基因参与星星草应对盐胁迫相关

途径,从而提高星星草盐耐受性,同时该基因受氧

化、渗透和部分金属离子诱导,不受碱胁迫诱导.之

后的研究可以考虑对该基因可能参与的植物抗逆途

径进行研究,为更深入了解该基因家族的功能提供

新的资料.
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CloningaPutNaKR３geneinPuccinelliatenuiflora
andanalyzingitsstresstolerance

ZHANGChangxu１　FENGPeng１　ZHAOZongbao１　LIYing２　CHANGYing１

１．CollegeofLifeScience,NortheastAgriculturalUniversity,Harbin１５００３０,China;

２．AlkaliSoilNaturalEnvironmentalScienceCenter,NortheastForestryUniversity,

Harbin１５００４０,China

Abstract　APutNaKR３genewasscreenedandidentifiedfromthecDNAlibraryofPuccinellia
tenuifloraunderNaCltreatment．Bioinformatics,tissueＧspecificexpressionandabioticstressresponse
expressionofthePutNaKR３geneanditsencodedaminoacidsequencewereperformed．Theresults
showedthatPutNaKR３geneinPuccinelliatenuiflorahadatissueexpressionspecificity,anditsexＧ
pressioninrootsandleaveswassignificantlyhigherthanthatinothertissues．OverＧexpressionofPutＧ
NaKR３geneenhancedtheviabilityofyeaststrainundersalt,alkali,oxidationandosmoticstress,and
improvedtheadaptabilityofyeastunderpartialmetalstress．ItisindicatedthatthePutNaKR３gene
playsacertainroleinplantstressresponse,especiallyinenhancingplantsalttolerance．

Keywords　Puccinelliatenuiflora;heavymetalＧassociatedplantproteins;sodiumpotassiumroot
defective３(PutNaKR３);saltstress;abioticstress;streesresistancebreeding
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