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摘要  以盐芥为材料 ,依据拟南芥 At NHX1 基因的序列信息设计引物 , 扩增出盐芥中 ThNHX1 基因的部分序列 , 然后使用快速扩增
cDNA3′末端(3′RACE) 方法 ,从盐芥中克隆到 Th NHX13′cDNA 序列。该序列全长680 bp ,编码104 个氨基酸,其编码序列、氨基酸序列与拟
南芥 At NHX1 基因的相应序列同源性分别为91 %和 91 .5 % ,而盐芥 ThNHX1 基因3′端非翻译区序列与拟南芥相应序列的同源性为
68 .5 % ,明显低于编码区。
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Abstract  A gene fragment was amplified by a pair of pri mers designed fromArabi dopsis At NHX1 gene from Thellungiella halophil a . Withthis gene frag-
ment , the cDNA3′ends of ThNHX1 genethat was 680 bp and encoded 104 ami no acids was obtained by 3′RACE. The codon sequence and amino aci d
sequence of the 3′ends of ThNHX1 gene shared 91 % and 91 .4 % i dentity with those of At NHX1 gene respectively . The codon sequence of 3′UTR of
ThNHX1 gene shared 68 .5 % identity , which was lower than the codon sequence identity ,with one of At NHX1 gene .
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  据联合国教科文组织( UNESCO) 和粮食组织不完全统

计, 全世界盐渍土地面积约10 亿hm2。仅我国就有盐渍土壤

约3 300 万hm2 , 其中盐渍耕地660 万hm2 , 还有2 000 万hm2

盐渍荒地有待开垦利用[ 1] 。高盐环境是影响植物生长和发

育的主要环境因子之一。分子生物学的发展,使人们能够在

基因组成、表达调控及信号传导等分子水平上认识植物对盐

逆境胁迫的耐( 抗) 性机理 ,从而通过基因工程手段改良植物

耐( 抗) 盐性[ 2] 。

迄今, 耐盐机制虽在众多非盐生植物中开展, 但进展较

慢, 原因在于缺少盐生植物的基因分析[ 3] 。而最近研究发

现,盐生植物———盐芥是研究耐盐机制的最合适的植物。盐

芥与拟南芥的遗传特性、生活特性相似 ,同样具有植株矮小、

生长周期短、易于转化的特点[ 3] 。甜土植物拟南芥全基因组

序列测定已经完成 ,而盐芥EST 序列与拟南芥基因组序列有

90 %的同源性, 因此可以根据拟南芥基因组序列的信息来克

隆盐 芥中的相 关基因, 比较 拟南芥 和盐 芥的 耐盐分 子

机制[ 4] 。

Na + / H+ 逆向转运蛋白基因在盐胁迫中起着重要的作

用[ 5 ,6] ,有关盐芥中此类基因的克隆工作目前尚未见报道。

笔者旨在利用快速扩增 cDNA3′末端 ( 3′RACE) 技术[ 7] , 进行

盐芥 ThNHX1 基因3′端片段的克隆及测序, 为进一步研究盐

芥 ThNHX1 基因功能等奠定基础。

1  材料与方法

1 .1 材料  盐芥( Thellungiell a hal ophila ) 种子来源于美国

ABRC( Arabidopsis biological resource center) ;大肠杆菌( Escheri-

achi a coli ) DH5α菌种由南京晓庄学院生命科学系实验室保

存; 反转录酶、Taq 酶、T4- DNA 连接酶、IPTG 和 X- Gal , 及克隆

生物工程有限公载体pGEM- T easy 购自Promega 公司;引物由 �

基金项目  南京晓庄学院重点项目( 2004 NXY04) 和校生态学重点学科建

设基金资助项目( 2005- 2008) 。
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1 .2  总 RNA 的提取  将盐芥种子播种于花卉土中,1～2 个

月后以200 mmol/ L 的 NaCl 溶液处理12 h , 然后取叶片50～

100 mg , 加入少许液氮研磨成粉末, 加入0 .5 ml 4 ℃预冷的

plant RNA Reagent , 抽打匀浆, 使样品完全悬浮, 室温放置 5

min 后以转速12 000r/ min 离心2 min , 取上清液至新的1 .5 ml

离心管中 ,加0 .1 ml l .5 mol/ L NaCl , 轻拍混匀 ,加入300μl 氯

仿,颠倒混匀( 20～30 次) ,4 ℃下12 000 r/ min 离心10 min , 取

上清液至新的1 .5 ml 离心管中, 加等体积的异丙醇混匀, 室

温静置10 min ,4 ℃下12000r/ min 离心10 min ,弃上清液, 留沉

淀, 加入1 ml 75 %乙醇 ,振荡悬浮沉淀,室温12000r/ min 离心

1 min , 弃上清液 ,加10～30μl RNase-free water 溶解沉淀。

1 .3 反转录合成cDNA  吸取 RNA 1～5μg , 引物oligo( dT) 1

μl , 补水到11μl ,温度70 ℃下放置10 min。加5×buffer 4μl ,

dNTP 2μl ,DTT 2μl ,混匀, 加入1μl 反转录酶, 再混匀。42 ℃

保温1～1 .5 h ,70 ℃15 min 终止反应。

1 .4 盐芥 ThNHX1 基因部分编码序列的获得 根据拟南芥

At NHX1 基因序列( AT5G27150) 的信息 , 利用 DNAstar 软件设

计1 对引物: Up pri mer 1 ,5′GTGCTGCAACCGGTCTGATAA3′;

Down pri mer 2 ,5′TTGCCATGTTTTGCTTTCTGCTC 3′, 经 PCR 扩

增获得近800 bp 的产物 , 经提取纯化测序, 得到长度592 bp

的 ThNHX1 基因部分编码序列。

1 .5  3′RACE 按照 BD SMART RACE c DNA Amplification Kit

说明书操作步骤进行。先合成3′- RACE- Ready cDNA , 根据所

获得的盐芥 ThNHX1 基因部分cDNA 序列信息, 利用 DNAstar

软 件 设 计 特 异 性 引 物 GSP , 5′GCAAGTTGTCATTTGGT-

GGGCTGGTC3′;再设计1 个5′端巢式PCR 的引物NHX1G2A ,

5′AAACCGCTCATAAGACACCTA 3′。通 过 2 次 PCR 获 得 3′

RACE 扩增产物, 通过琼脂糖凝胶电泳分离此 PCR 产物 , 切

下条带提取纯化后, 用于随后的连接反应。

1 .6  PCR 产物测序  将3′RACE 扩增片段连接到 pGEM- T

Easy 载体上,转入大肠杆菌 DH5α, 蓝白斑筛选, 挑取白斑划
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线,经菌落PCR 筛选确认后,挑选5 个克隆菌体繁殖, 然后提

取质粒 DNA, 提交上海生工生物工程公司测序。测序结果应

用DNAstar 软件和NCBI 网站上的Blast 比对工具分析。

2  结果与分析

2 .1 盐芥 Th NHX1 基因3′末端的RT-PCR 对3′RACE 的巢

式PCR 的产物进行电泳检测, 结果表明:PCR 反应扩增出1

条特异的目的产物条带,分子量大小在500～800 bp( 图1) ,与

报道的拟南芥 At NHX1 基因3′c DNA 的分子量大小相似。

注 :1 .Marker ;2 .RT- PCR 产物。

图1 ThNHX1 基因cDNA3′端RT- PCR产物

2 .2 盐芥 Th NHX1 基因3′末端的 RT-PCR 产物的测序 将

盐芥 ThNHX1 基因的3′末端 RT- PCR 产物经纯化后连接于

pGEM- T Easy 质粒载体上, 转化大肠杆菌 DH5α后 , 进行菌落

PCR 检测和从阳性克隆中提取质粒 DNA 并进行PCR 电泳检

测确认 ,然后将阳性克隆的质粒DNA 测序, 结果见图2。

图2 ThNHX1基因3′RACE产物序列

  图2 中显示 ThNHX1 基因的3′RACE cDNA 的全长有680

bp ,用 DNAstar 软件与拟南芥 At NHX1 基因进行Blast 比较分

析,显示其编码区长度为315 bp ,3′UTR( 非翻译区) 含有339

bp 的核苷酸, 再加26 个polyA。

2 .3  盐芥 Th NHX1 基因与拟南芥 At NHX1 基因3′端cDNA

编码区序列的比对分析  图3 显示应用 Genbank 中 Blast 工

具对笔者所克隆的盐芥 ThNHX1 基因3′端cDNA 编码区序列

与拟南芥相应序列比对的结果。由图3 可知,其序列的同源性为

91 % ,其中有24 个碱基不配对,盐芥比拟南芥多出3 个碱基。

  笔者同时还对盐芥 ThNHX1 基因3′端c DNA 非翻译区序

列与拟南芥相应序列进行了比对分析, 结果显示同源性为

68 .5 % ,明显低于编码区。

另外,根据已经获得的盐芥 ThNHX1 基因部分 cDNA 序

列 设 计 了 1 对 引 物: 上 游 引 物 p1 , 5′GTACTATAAC-

CGTCTGTCTTT 3′; 下游引物 p2 ,5′GTTTCTTTATTCCAATCATC

3′,其中下游引物位置紧靠3′UTR 的polyA。以此引物扩增盐

芥基因组DNA, 得到长度为718 bp 的序列, 经比对分析 ,与笔

者得到的盐芥 ThNHX1 基因部分 c DNA 序列同源性达到

100 % ,进一步确认了上述结果的正确性。同时得知, 在此区

段内不含有内含子, 拟南芥同样如此。

 注 :上为盐芥 ThNHX1 基因3′端c DNA 编码区序列 , 下为Genbank

中已知的拟南芥 At NHX1 基因3′端cDNA 编码区序列。

图3 盐芥 ThNHX1基因与拟南芥 At NHX1 基因3′端cDNA

编码区序列的比对结果

2 .4 蛋白质序列的比对分析 对盐芥 ThNHX1 基因和拟南

芥 At NHX1 基因3′端相应蛋白质序列进行比对, 图4 为用

DNAstar 软件分析的结果。

 注 : 上为盐芥 ThNHX1 基因 3′端蛋白质序列 , 下为拟南芥

At NHX1 基因3′端蛋白质序列。

图4 盐芥 ThNHX1 基因和拟南芥 At NHX1基因

3′端相对应蛋白质序列比对

由图4 可见,笔者得到的盐芥 ThNHX1 基因的3′端蛋白

质,其推测氨基酸序列比拟南芥多1 个氨基酸天冬酰胺 , 长

度为104 个氨基酸,另外还有7 个氨基酸不同, 它们的同源性

达到91 .4 %。

3  讨论

盐芥与拟南芥的亲缘关系相近, 其EST 序列与拟南芥相

( 下转第5524 页)

6845              安徽农业科学                        2006 年



留的大小可以说是树木成活的关键。从实践来看, 胸径在20

c m以上的大型法桐苗木,即使是地上部分只保留高3 m左右

的树干, 完全没有了分枝, 地下根系冠幅也应至少在80 cm 以

上, 再小就不易成活。因为这么大的树木 ,根系冠幅在80 c m

以内, 基本上是粗度10 c m以上的大根 ,没有能具备吸水功能

的毛细根,吸水能力差,树木迅速死亡也就不难理解了。

2 .3  苗源地与种植地之间的自然条件差异 尽管威海和安

徽蒙城2 个苗源地的自然条件与滨州都有较大差异, 但相比

较还是威海的自然条件与滨州相近一些,基本处于同一个纬

度上。而蒙城的纬度比滨州低, 气候更接近于亚热带地区 ,

尤其是春季的降水多、空气湿度较大, 与滨州春季干旱少雨

的气候形成明显对比。原产于蒙城的树木在春季湿润的气

候条件下长大, 从树干的组织结构上来说缺乏适应干旱的功

能, 移植到滨州以后在当地的干燥空气条件下 ,失水很快, 而

地下根系吸水能力又差, 成活率低是不可避免的。另外, 两

地之间的土壤差异可能也会对成活率造成较大的影响。

据了解, 同样的苗木从蒙城运到上海后, 成活率就很高 ,

因为上海的春季湿度比较大, 土壤条件与蒙城也差异较小 ,

所以容易成活。

2 .4  苗木本身的生长和立地条件 来源于威海的苗木主要

是生长在公路两旁的行道树, 整体长势虽然也不错, 但由于

受沥青路面的限制, 根系延伸不是很远, 靠近树干的地方有

不少具有吸水能力的毛细根, 这是移栽树木成活的基本条

件。而来源于蒙城的苗木主要是农村四旁散生的大树 ,由于

土层深厚, 根系生长不受限制, 具有吸水作用的毛细根主要

分布在远处, 树干附近很少,移栽时保留根系又较小 ,基本上

没有毛细根,移栽的大树吸水能力就差, 成活率就低。

3  小结

3 .1  法桐苗木来源地的自然条件与种植地是好差别不大  

过去在大树移植时对土壤条件比较重视, 但现在看来, 春季

移植时的降水和空气湿度也是一个非常重要的因素。土壤

条件的差别可能会对将来的生长有较重要影响, 但对于当时

的成活来说,降水和空气湿度条件更为重要。在湿度较大地

区生长多年的大树, 移栽至北方的干旱条件下, 成活率会

很低。

3 .2  起苗时的挖掘施工对于成活率至关重要  除去不能碰

破树皮、不能撕裂根系外, 留根量大小是影响成活的关键。

一般胸径20 c m以上的大树 ,保留根冠不能小于80 c m, 最好

能达到100 c m以上 ,并带有少量宿土, 才能保证成活。

3 .3  挖掘大树必须在树木尚未发芽或发芽很小时进行 如

果实在无法在发芽前挖掘, 应对发芽树进行强截干, 完全不

保留分枝,并要尽量保留较大根系,否则成活困难。

3 .4  挖掘大树尽量使用机械作业 人工挖掘对树体损伤严

重, 且不可能保留大的根系。有条件时, 应对起运的苗木根

系进行包装,尤其是远距离运输时更应如此。
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应基因序列的相似程度在90 % 以上[ 3 ,4] , 因此可以利用这

种相似性 ,参考拟南芥基因的序列信息设计引物, 克隆出盐

芥的有关基因的片段 , 然后再结合 RACE 技术得到相应基

因的全长序列[ 7] , 试验证明了此技术路线的有效性。

该研究结果表明, 盐芥 ThNHX1 基因3′端c DNA 编码区

序列与拟南芥相应序列的同源性为91 % , 而盐芥 ThNHX1

基因3′端非翻译区序列与拟南芥相应序列的同源性为68 .

5 % ,明显低于编码区。显然编码区序列与3′端非翻译区序

列相比在进化上更为保守, 这应该有其积极的意义, 因为编

码区序列发生变异有时比3′端非翻译区序列发生变异更容

易对植物造成伤害 , 推测植物在长期进化过程中形成了一

种修复编码区序列变异的机制 , 使编码区序列最终的变异

较少 , 这种机制有待于进一步研究。

由于盐芥和拟南芥具有很近的亲缘关系 , 而两者分别

为盐生植物和非盐生植物 , 因此笔者可以比较两者基因序

列的差异, 更有效地研究揭示植物的耐盐机制。林洪宣研

究小组研究了水稻中与拟南芥 At HKT1 基因相似的基因

SKC1 后发现, 耐盐水稻品种 Nona Bokra 耐盐性缘于 SKC1

基因的变异 , 与盐敏感品种 Koshihikari 不同 , 其 SKC1 基因

编码的蛋白质中有4 个氨基酸不同, 从而使耐盐水稻品种

的根部与顶部间循环运送钠离子的能力大大加强, 因此表

现出明显的耐盐性[ 8] 。笔者的研究结果表明 , 盐芥 ThNHX1

基因的3′端蛋白比拟南芥多1 个氨基酸天冬酰胺, 另外还

有7 个氨基酸不同, 这为今后的进一步研究提供了线索。

基因克隆是分子生物学与基因工程应用研究的一项基

础性工作 ,目前已建立了多种克隆基因的技术方法。RACE

技术与先建立 cDNA 文库, 再从文库中筛选目的基因的克

隆方法相比, 费时少、成本低、工作量小、操作相对简单, 最

重要的就是通过 RACE 的方法能够克隆到全长基因 , 为其

后的分析提供完整的信息[ 7] 。
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