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泌盐植物长叶红砂质膜 Na + /H + 逆向转运蛋白
基因( RtSOS1) 全长 cDNA的克隆及序列分析
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摘要:长叶红砂为内蒙古东阿拉善-西鄂尔多斯地区特有珍稀泌盐，强旱生小灌木，对盐渍荒漠环境具有极强适应
性。利用 RT-PCR和 RACE技术从该植物中分离出质膜 Na + /H +逆向转运蛋白基因( RtSOS1) ，该 cDNA全长为 3 829
bp，开放阅读框为 3 438 bp，编码一个含 1 145 个氨基酸的蛋白质，推测分子量为 126. 76 kDa。氨基酸序列的生物信息
学分析推测，该蛋白 N端含有 11 个跨膜结构域，C端为一个长约 700 个氨基酸的亲水性尾，具有磷酸化和自我抑制结
构域。同源性比对和系统发育分析证实，RtSOS1 与其他植物的质膜 Na + /H +逆向转运蛋白亲缘关系较近。
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Cloning and Sequence Analysis of the Plasma Membrane Na + /H +Antiporter
cDNA in Recretohalophyte Reaumuria trigyna Maxim．

DANG Zhen-hua，ZHENG Lin-lin，FENG Zhi，WANG Ying-chun
( Inner Mongolia University College of Life Sciences，Key Laboratory of Herbage ＆ Endemic Crop

Biotechnology in Inner Mongolia，Huhhot 010021，China)

Abstract: Reaumuria trigyna Maxim． is an endangered small shrub with the features of a recretohalophyte． This
species is endemic to the Eastern Alxa Western Ordos area and developed distinctive strategies to adapt to the semi-
desert and salty soil environment． A full-length cDNA of the plasma Na + /H + antiporter ( RtSOS1) was isolated from
this species by using RT-PCR and RACE technologies． The 3 829 bp sequence comprised a 3 438 bp open reading
frame，encoding an 1 145 amino acids protein with the molecular weight of 126． 76 kDa． Bioinformatics analyze re-
veals that RtSOS1 composed of 11 transmembrane domains within its N terminal portion，and a hydrophilic cytoplas-
mic tail with the length approximately 700 amino acids in its C-terminal portion． In the C-terminal region，the phos-
phorylation domain and the auto-inhibited domain are found． The Homology comparison and phylogenetic analysis
showed that RtSOS1 is related to plasma membrane Na + /H + antiporter in other plant species．
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质膜 Na + /H +逆向转运蛋白( Salt overly sensi-
tive 1，SOS1) 是目前知道的唯一一种介导 Na +外排

的膜整合蛋白，该蛋白依赖质膜 H + -ATPase 产生的
质子驱动力实现 Na +逆浓度梯度的运输，在植物抵

御盐胁迫中发挥重要作用［1 － 3］。该蛋白编码基因的
缺失可致使植物对盐极度敏感、内吞作用受抑、液泡
形状和功能异常以及胞内 pH 值失衡［4 － 5］。通过缺
失突变体功能互补和过量表达 SOS1 基因则可恢复

或提高转化植株的耐盐性，大大限制 Na +在胞质中

的积累［2，6 － 8］。目前，SOS1 基因已从多种植物中获
得，包括首次发现该蛋白的大麦，甜土植物拟南芥、
水稻、番茄、小麦等，盐生植物盐芥、冰叶日中花、海
蓬子、盐地碱蓬、胡杨等［2，6，9 － 19］。然而，针对该基因
功能的研究大多还集中在少数模式植物上。Flow-
ers［20］曾提出，一些非模式植物的相关基因在增强植
物抗逆性上具有更突出的表现。盐生植物是生存在
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高盐环境下的植物群体，能更有效的维持体内离子

稳态，是获得耐盐基因的好材料［21］。因此，从盐生
植物中获得 SOS1 基因并深入研究其盐响应调控机
理，对进一步了解植物耐盐机理，获得优质耐盐功能

基因意义重大。
长叶红砂( Reaumuria trigyna Maxim． ) ，隶属于

柽柳 科 ( Tamaricaceae ) 琵 琶 柴 属 ( Reaumuria
Linn． ) ，是起源于第三纪的强旱生小灌木、双子叶泌
盐盐生植物，被学术界称为“活化石”，被列为内蒙
古自治区珍稀濒危植物［22］。其生存地为中国八大
生物多样性中心之一的东阿拉善-西鄂尔多斯荒漠
区，该地区具有高盐( 可达 0． 4% ) 、干旱( 年平均降
水量为 140． 9 ～ 302． 2 mm) 、低温( 年平均温度为
6. 0 ～ 9． 2 ℃ ) 等特点［23］。该植物适应其恶劣生境
条件的独特生理表现之一是其叶片表面分布大量多

细胞盐腺，该盐腺可功能性外排盐离子，在高盐生境

下维持其体内 K + /Na +平衡发挥重要作用［24］。可
以推测，长叶红砂在长期适应和进化过程中形成了

独特或高效的 Na +转运机制，SOS1 可能与此特性密
切相关。本研究利用 RT-PCR 结合 cDNA 末端快速
扩增( RACE) 技术，克隆长叶红砂 SOS1 基因并对其
进行序列分析，为开展长叶红砂离子转运和调节的

分子机制研究奠定基础。

1 材料和方法
1． 1 植物材料和试剂
试验所用长叶红砂种子于 2009 年 9 月采自内

蒙古自治区东阿拉善 －西鄂尔多斯地区，挑选饱满
种子在 10%次氯酸钠浸泡 15 min，灭菌 ddH2O冲洗
3 遍，播种于装有 40 mL MS 培养基的 150 mL 三角
瓶中。暗培养 72 h后在 25 ℃、湿度 70%、16 h∶ 8 h
光照 /黑暗的条件下进行光照培养。以培养 72 d 的
长叶红砂幼苗为试验试材。

RNA 提取试剂盒( Plant Plus RNA Regent) 购
自北京天根生化科技有限公司; Taq DNA 聚合
酶、DNase Ⅰ、RNase inhibitor、pMD19-T 载体及
DNA Marker 购自 TaKaRa 公司; 大肠杆菌 DH5α
感受态细胞，购自北京全式金生物技术有限公

司; 反转录试剂盒为 Invitrogrn 公司的 M-MLV Re-
verse Transcriptase Kits; cDNA 全长扩增使用 Clon-
tech 公司的 SMARTerTM RACE cDNA Amplification
Kit; DNA 凝胶回收试剂盒购自 Axygen 公司; 其他
试剂均为进口分装或国产分析纯。PCR 引物合
成及测序由北京六合华大基因科技股份有限公

司完成。

1． 2 方法
1． 2． 1 长叶红砂总 RNA 的提取 长叶红砂总
RNA的提取参照 Plant Plus RNA Regent 说明书进
行。所提总 RNA 在 37 ℃下用 RNase-free DNase I
处理 45 min 去除残留 DNA。用 Nanovue plus 微量
紫外分光光度计检测其浓度和质量。1%甲醛变性
琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。
1． 2． 2 长叶红砂 SOS1 基因保守区的获得 根据
GenBank 上公布的拟南芥、水稻、大麦等植物的
SOS1 基因的氨基酸序列，利用 ClustalX 软件进行多
序列同源性比对。根据比对结果寻找 2 段高度保守
的区域，用 Primer premier 5． 0 软件设计简并引物
( DEF: 5'-TCCYTGATGAATGATGGGAC-3'，DER: 5'-
ACCATTTCCCARAARAARTGATG-3') ，预计扩增长
度为 365 bp。以所提总 RNA为模板，经 M-MLV Re-
verse Transcriptase将 1 μg RNA 反转录为 cDNA，并
最终将其稀释为 20 ng /μL。25 μL RT-PCR 反应体
系中加入 2 mmol /L Mg2 +、200 μmol /L dNTP、引物
各 1． 0 μmol /L，Taq DNA 聚合酶 1． 0 U，20 ng 模板
cDNA。扩增条件为: 94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性
30 s，46 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，30 个循环，最
后 72 ℃延伸 10 min。将 PCR扩增得到的目的片断
与 pMD-19T 载体连接并转化大肠杆菌感受态细胞，
挑选阳性菌落鉴定后测序。测序结果用 NCBI 网站
的 BlASTN程序进行同源性比对分析。
1． 2． 3 长叶红砂 SOS1 基因全长的获得 对测序
结果进行 BLAST 在线分析，确认其为 RtSOS1 保守
区段后，设计 3' RACE 引物 ( P3: 5'-TGTGATG
ACTTTGGGAATGTTCTATGCTGC-3') 和 5' RACE 引
物( P5: 5'-GGCCAAGTACCATTTGATAGAA-3') 。参
照 Clontech公司的 SMARTerTM RACE cDNA Amplifi-
cation 试剂盒操作方法，以长叶红砂 cDNA 为模板，
结合试剂盒内提供的锚定引物进行 RtSOS1 基因 3'
和 5'末端的扩增。PCR扩增程序为 95 ℃变性 30 s，
60 ℃退火 30 s，72 ℃ 延伸 2 min，共 30 个循环，
72 ℃延伸 10 min。将扩增得到的片段测序后用 Ge-
neious 5． 5． 7 软件拼接在一起，得到 RtSOS1 基因的
全长 cDNA 序列，随后设计上游引物 5'-TCCCTG
AAACAGCATACACGACGAGT-3' 和 下 游 引 物 5'-
GCTGTGATGGATTCAAGAAGCGTGG-3' 扩 增 全 长
cDNA。
1． 2． 4 长叶红砂 SOS1 基因的生物信息学分析
对 RtSOS1 基因全长序列进行 BlASTX 同源性比较，
利用 NCBI 的 ORF Finder ( http: / /www． ncbi． nlm．
nih． gov /gorf /gorf． html) 识别开放阅读框序列并翻译
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推测出氨基酸序列，对推测的氨基酸序列利用 Ex-
PASy数据库的 ProtParam软件( http: / /www． expasy．
org / tools /protparam． html) 在线分析 RtSOS1 的基本
性质。RtSOS1 的功能结构域用 Conserved Domain
Search Service( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /Struc-
ture /cdd /wrpsb． cgi) 在线分析预测。RtSOS1 蛋白跨
膜预测及亲水性分析分别由 TMPRED ( http: / / ch．
embnet． org / software /TMPRED_ form． html) 完成。系
统进化树用 MEGA 5． 05 软件的邻近法( Neighbor
joining，NJ法) 构建，Bootstrap值设置为 1 000。

2 结果与分析
2． 1 长叶红砂 SOS1 基因全长 cDNA的克隆
根据已报道其它植物 SOS1 基因保守区设计简

并引物，经 RT-PCR 扩增得到一个与预期 365 bp 相

符的 cDNA片段( 图 1-1) 。经测序和 BLAST同源性
比对，证实这个 cDNA 片段与已报道的 Na + /H +逆

向转运蛋白基因具有较高的同源性，说明该片段是

长叶红砂 Na + /H +逆向转运蛋白 cDNA 的一部分。
以此片段为基础设计基因特异性引物，利用 RACE
技术分别获得了长叶红砂 SOS1 基因的 3'端和 5'端
序列( 图 1-2，3 ) 。阳性克隆测序结果显示，3'端和
5'端片段的长度分别为 2 911，789 bp。将上述 3 个
核苷酸序列拼接后，获得了长叶红砂 SOS1 基因的
全长 cDNA，其长度为 3 829 bp，该序列的 5'端和 3'
端分别存在 114，277 bp的非翻译区，开放阅读框长
度为 3 438 bp。随后扩增出包含全部开放阅读框的
cDNA片段( 3 489 bp，图 1-4 ) 。此基因命名为 Rt-
SOS1，GenBank中的登陆号为 KC292265。

1．保守区扩增结果; 2． 3'-RACE结果; 3． 5'-RACE结果; 4．全长 cDNA扩增结果; M．标准 DNA分子量。
1． Conserved region amplification of RtSOS1; 2． Amplification result of the 3'-RACE; 3． Amplification result of the 5'-RACE;

4． Amplification result of the full-length cDNA; M． DNA Marker．

图 1 长叶红砂 SOS1 基因全长 cDNA的扩增
Fig． 1 The full-length cDNA cloning of RtSOS1

图 2 RtSOS1 的疏水性 /亲水性预测
Fig． 2 Hydrophobicity /hydrophilic prediction for RtSOS1

2． 2 RtSOS1 氨基酸序列的生物信息学分析
根据长叶红砂 SOS1 的开放阅读框推导出该基

因编码一个含有 1 145 个氨基酸残基的蛋白质，分子
量为 126． 76 kDa，理论等电点 pI为 6． 10。利用 NCBI
的保守区搜索工具在线分析 RtSOS1 氨基酸序列，发
现其 N 端具有 NhaP ( 氨基酸 26 ～ 561 ) 、Na + /H +

Exchanger( 氨基酸 32 ～ 435 ) 、b cpa1 ( 氨基酸 21 ～

632) 、a cpa1( 氨基酸 48 ～ 570 ) 等保守结构域; C 端
有 cNMP ( 氨基酸 757 ～ 847 ) 、CAP ED ( 氨基酸
739 ～ 853) 和 Crp ( 氨基酸 733 ～ 949 ) 保守结构域，
说明该基因属于 Na + /H +转运蛋白家族成员，是阳

离子逆向转运蛋白家族的一个亚类。疏水性分析表
明，该蛋白 N端具有高度疏水性，可能含有 11 个跨
膜结构域，C端为一个长约 700 个氨基酸的亲水性
尾( 图 2) 。
同源性 BLAST比对结果表明，该 cDNA 序列与

多个物种编码 SOS1 蛋白的 mRNA 具高度同源性。
其中，同源性最高的是双子叶植物冰叶日中花

( Mesembryanthemum crystallinum，AM746987 ) 、葡萄
( Vitis vinifera，GU004542) 、海松菜( Suaeda japonica，
AB198179 ) 和 海 蓬 子 ( Salicornia brachiata，
EU879059) ，同源性依次为 73． 4%，72． 4%，72． 0%，
70. 0% ; 其次是大叶补血草 ( Limonium gmelinii，
ACF05808 ) 、胡杨( Populus euphratica，DQ517530 ) 、
霸王( Zygophyllum xanthoxylum，GU177864 ) 和番茄
( Solanum lycopersicum，CAG30524 ) ，同源性依次为
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69． 8%，68． 6%，67． 5%，67． 3%。与模式植物拟南
芥( Arabidopsis thaliana，AF256224 ) 和盐芥 ( Thel-
lungiella halophila，EF207775 ) 的 同源性分别为
63. 9%，63． 8%。与单子叶植物水稻( Oryza sativa，
AY785147) ，小麦( Triticum aestivum，AY326952 ) 和

星星草( Puccinellia tenuiflora，EF440291 ) 的同源性
依次为 62． 9%，62． 1%，61． 7%。此外，还发现不同
植物 SOS1 的 N端保守度较高，C 端相对较低，但磷
酸化结构域，磷酸化位点( S) 以及自我抑制结构域
高度一致( 图 3) 。

TM是 transmembrane的缩写; 黑线下表示 TMPRED预测的 RtSOS1 跨膜结构 TM1-TM11;
方框 A代表 SOS1 的自我抑制结构域; 方框 P代表 SOS1 的磷酸化结构域; 磷酸化位点( S) 用阴影表示。

TM represents the transmembrane; The predicted transmembrane domains ( TM1-TM11) are under the black line; Amino acids in the box A represent
the auto-inhibited domain of RtSOS1; Amino acids in the box P represent the phosphorylation domain; Two phosphorylation sites( S) are shaded．

图 3 RtSOS1 氨基酸序列与其他代表性植物的同源比对结果
Fig． 3 Comparison of the amino acid sequences between RtSOS1 with other representative plants

系统进化树分析显示 RtSOS1与其他双子叶植物
质膜 Na + /H +逆向转运蛋白亲缘关系较近，与单子叶

植物的亲缘关系较远，与苔藓植物小立碗藓最远( 图

4) 。上述分析均在一定程度上证明 RtSOS1为长叶红
砂质膜 Na + /H +逆向转运蛋白的编码基因。

3 讨论
长叶红砂是东阿拉善 －西鄂尔多斯荒漠区典型

的强旱生泌盐盐生植物，对盐渍、干旱、低温等恶劣
环境具有极强适应性。该植物叶片表面具有独特的
盐腺结构。盐腺泌盐特性显示，长叶红砂盐腺可功
能性外排盐离子，外排量与生境土壤含盐总量呈正

相关，Na +、Cl －外排量大，K +、Mg2 +相对较小，在高

盐环境下能保持体内高的 K + /Na + 比［24］。关于
SOS信号通路的研究大多集中在模式植物中，针对
具盐腺的泌盐盐生植物的相关研究鲜见报道。长叶
红砂作为此类植物的典型代表，在长期适应环境的

过程中，可能进化出独特的离子调控机制。本研究
利用 RT-PCR 和 RACE 技术克隆了该植物质膜
Na + /H +逆向转运蛋白( RtSOS1) 的全长 cDNA。该
基因全长3 829 bp，其开放阅读框编码蛋白长度为
1 145个氨基酸。生物信息学分析推测，RtSOS1 由
含有 11 个跨膜结构域的高度疏水性 N 端和一个长
约 700 个氨基酸组成的亲水性尾组成; 系统进化分
析显示，RtSOS1 与其他双子叶植物质膜 Na + /H +逆

向转运蛋白聚为一类，具有较高亲缘关系，可能是长
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叶红砂离子转运通路中的一个成员。

图 4 RtSOS1 与其他植物 Na + /H +逆向

转运蛋白的系统进化分析

Fig． 4 Phylogenetic analysis of RtSOS1 and other

Na + /H + antiporters

在朱健康等［25］提出的 SOS 信号通路中，SOS1
需经丝氨酸 /苏氨酸激酶( SOS2 ) /Ca2 + 结合蛋白

( SOS3) 激酶复合体磷酸化，激活其离子转运活性。
大量研究证实，盐胁迫可激活该离子转运蛋白并诱

导其基因的表达，如拟南芥、水稻、小麦、星星草、胡
杨的 SOS1 基因均可被盐胁迫诱导，上调它们的表
达量; 过量表达拟南芥、水稻、胡杨等的 SOS1 基因
可使转化植物更有效的调节胞内 K + /Na +平衡，获

得更强的耐盐能力; 缺失突变体功能互补实验显示，

拟南芥、水稻、胡杨的 SOS1 在弥补受体盐极度敏感
缺陷的同时，还使之较野生型更具耐盐性［7］。此
外，对 SOS1 C末端的研究也取得重大突破，发现了
SOS2 作用的磷酸化结构域( 氨基酸 1 131 ～ 1 138，
［V /I］VR［V /I］DSPS) 、特异性识别位点( S1136 ) 和
磷酸化位点( S1138 ) ; Francisco 指出，在正常状态
下，SOS1 的磷酸化位点被其 C末端的自我抑制结构
域( motif［K /R］［D /E］HxGLxSWPE，氨基酸 1 005 ～
1 015 和 motif Sx［R /K］Axx［L /I /V］S［I /M］［F /Y］
GS，氨基酸 1 033 ～ 1 044) 所封闭，保持其处于休眠
状态［26］。同源性比对分析显示，RtSOS1 与其他植
物的氨基酸序列高度一致，特别是跨膜、磷酸化和自
我抑制结构域的氨基酸组成，预示了该蛋白可能与

其他植物 SOS1 具有相同的激活和抑制机制，在长
叶红砂离子稳态维持和抵御盐渍环境过程中发挥重

要作用。
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