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其对 Na +

的解毒功能

杨小玲
1，3，季 静2，王 罡2

( 1．天津大学 化工学院，天津 300072; 2．天津大学 农业与生物工程学院，天津 300072; 3．天津市农业科学院，天津 300192)

摘要:将带有目的基因 SeNHX1、GFP的酵母表达载体 pYES2-SeNHX1、pYES2-GFP、pYES2-SeNHX1-GFP分别导入
nhx1酵母缺失型菌株 296H，用共聚焦荧光显微镜观察 SeNHX1 表达蛋白的亚细胞定位;通过菌株在含盐培养基中生
长状况研究该蛋白对 Na +

的解毒功能。结果表明，296H( pYES2-GFP) 菌株的绿色荧光弥散于整个细胞质，而 296H
( pYES2-SeNHX1-GFP) 菌株的绿色荧光包围于液泡膜的一圈，因此，SeNHX1 蛋白定位于液泡膜; 296H( pYES2-GFP)
和 296H缺陷型菌株在含 0． 5 mol /L NaCl的培养基中生长受到抑制;带有 SeNHX1 目的基因的转化子比以上 2 种菌株
在含盐培养基中生长更快，表明 SeNHX1 基因可恢复 nhx1 酵母突变体 Na +

的解毒功能。SeNHX1 疏水性分析、氨基酸
序列分析、亚细胞定位及其对 Na +

的解毒功能结果说明，SeNHX1 基因是可提高生物体耐盐性的液泡膜 Na + /H +
逆向

转运蛋白基因。
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SeNHX1 Protein Localization and Its Function of Na + -detoxification
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Abstract: Yeast expression vector pYES2-SeNHX1，pYES2-GFP，pYES2-SeNHX1-GFP were introduced into
the nhx1 mutant strain 296H． The protein localization of SeNHX1 was observed by confocal laser scanning micro-
scope and the function of Na + -detoxification was studied by growth of 296H with different expression vector in me-
dium containing 0． 5 mol /L NaCl． The results showed that green fluorescence dispersed in the whole cell in 296H
( pYES2-GFP) ，but only appeared on the vacuolar membrane and shaped a cyclic structure in 296H( pYES2-SeN-
HX1-GFP) ． So SeNHX1 was guessed to be localized on the vacuolar membrane． The strains of 296H( pYES2-GFP)
and 296H were inhibited for growth when cultured in medium with NaCl，where the strains with SeNHX1 gene grew
better． The finding suggested SeNHX1 gene could complement the function of nhx1 mutant． Therefore，on the base of
amino acid sequence analysis and hydrophobicity analysis，SeNHX1 was confirmed as vacuolar Na + /H + antiport-
ers，which conferred to the salt tolerance of plants．

Key words: SeNHX1 gene; Yeast; Expression vector; GFP green fluorescence; Salt-tolerance; SeNHX1 localization．

盐碱胁迫是造成世界农作物减产的主要原因。
盐胁迫下，多数植物过多地吸收介质中的 Na +，破坏

细胞体内原有的 K + /Na +
比，对代谢酶造成伤害，引

起细胞代谢失调，影响植物体正常的生理生化活

动
［1］。为了适应盐胁迫环境，植物需要启动 Na +

的

外排和 Na +
的区隔化等离子调节系统，将细胞质内

过多的 Na +
排出体外或将之储存在液泡中

［1 － 2］。研
究表明，植物和酵母的耐盐性与 Na + /H +

逆向转运

蛋白的有无与活性密切相关
［2 － 3］。

液泡膜 Na + /H +
逆向转运蛋白可将 Na +

区隔化
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于液泡内，具有提高植物耐盐性的功能，受到普遍关

注。1999 年，Gaxiola 等［4］在 NaCl 敏感的酵母 nhx1
突变菌株中表达拟南芥液泡膜 Na + /H +

逆向转运蛋

白 AtNHX1，结果表明，转化菌株抑制了 nhx1 突变
体的盐敏感表型。2000 年，Quintero［5］等将 AtNHX1
基因导入酵母突变体 nhx1，研究 AtNHX1 基因功能
对 NaCl的吸收和对 Na +

在细胞中分布的影响，研究

表明，转化子增加了对 NaCl 的吸收，但胞质中的
Na +
含量较低，液泡中 Na +

含量较高，转化子比 nhx1
突变体具有更高的耐盐性。随后，Fukuda 等［6］和
Hamada等［7］研究表明，滨黎液泡膜 Na + /H +

逆向转

运蛋白基因( AgNHXI) 和甜菜液泡膜 Na + /H +
逆向

转运蛋白基因( BvNHX1) 同样可弥补 nhx1 缺失型酵
母的功能。

SeNHX1 基因是中科院吕慧颖等［8］从典型的盐
生植物盐角草中克隆得到的 ( GenBank 序列号
AY131235) ，通过疏水性分析和氨基酸序列分析推
断 SeNHX1 为液泡膜 Na + /H +

逆向转运蛋白，但有

关 SeNHX1 亚细胞的定位及其转化异源生物后的耐
盐性很少报导。本研究旨在通过对 SeNHX1 在酵母
中的亚细胞定位及对酵母缺陷型菌株 296H ( nhx1
缺陷型) Na +

的解毒功能的研究，分析 SeNHX1 基因
性质、表达活性和功能，为植物耐盐分子育种提供可
靠的基因资源。

1 材料和方法
1． 1 菌株与载体
酵母表达载体 pYES2-SeNHX1、pYES2-GFP、pY-

ES2-SeNHX1-GFP是由表达载体 pYES2 分别融合
SeNHX1，GFP和 SeNHX1-GFP基因构建而成的［9］。

296H缺陷型菌株由美国亚历桑那州立大学生
命科学院 Gaxiola 教授惠赠，它是将质粒 pRG197
( nhx1: : HIS3) 转化 W303 ( Saccharomyces cerevisia) ，
组氨酸基因替换酵母液泡膜 NHX1 基因后产生的
nhx1 缺陷型菌株。SeNHX1 基因模板由中国科学院
植物所李银心教授惠赠，GFP 基因模板、pYES2 载
体由天津大学农学院植物基因工程实验室保存。
1． 2 培养基
完全极限培养基 CM［10］: 2%碳源 + 0． 67%酵母

氮源 ( YNB ) + 0． 83 g /L 氨基酸混合物 ( Dropout
powder) + 1． 5%的琼脂粉。
阳性克隆筛选培养基 CM-1: 以葡萄糖为碳源，

氨基酸混合物中缺省了尿嘧啶和组氨酸的 CM 培
养基。
荧光表达培养基 CM-2: 以 gal 为碳源，氨基酸

混合物中缺省尿嘧啶和组氨酸的 CM培养基。
含 NaCl的酵母培养基 CM-3: 以 gal 为碳源，氨

基酸混合物中缺省尿嘧啶和组氨酸，加入 0． 5 mol /L
NaCl的 CM培养基。
对照培养基 CM-4: 以葡萄糖为碳源，氨基酸混

合物中缺省尿嘧啶和组氨酸的 CM培养基。
1． 3 试验方法
1． 3． 1 表达载体转入缺陷型菌株 296H 与阳性克
隆的鉴定 采用酵母高效转化法将 3 种表达载体
( pYES2-SeNHX1、pYES2-GFP、pYES2-SeNHX1-GFP)
分别转入缺陷型菌株 296H，在阳性克隆筛选培养基
CM-1 中筛选阳性酵母，并用菌落 PCR 方法鉴定阳
性克隆

［10］。
1． 3． 2 阳性克隆的培养和荧光表达鉴定 挑取经
PCR鉴定的阳性转化子，在荧光表达培养基 CM-2
培养基平板上划线培养 48 h 后，用 Olympus BX51
荧光显微镜观察酵母的荧光 ( U2MNB2 滤光片组，
激发光波长 470 ～ 490 nm，发射光波长 520 nm。
1． 3． 3 SeNHX1 亚细胞定位 挑取已发荧光的 2
种酵母菌株 296H( pYES2-GFP) 、296H( pYES2-SeN-
HX1-GFP) ，涂布载玻片，用 Leica TCS SPS共聚焦显
微镜观察荧光位置。
1． 3． 4 阳性转化子对 Na +

解毒功能的研究 将

296H( pYES2-SeNHX1 ) 、296H ( pYES2-SeNHX1-GFP )
和 296H( pYES2-GFP) 3 种菌株分别接种于不含琼
脂粉的 CM-4 液体培养基中培养，放置于 30℃、185
r /min 的摇床中培养，当菌液的 OD600值约为 1． 0
时，用系列稀释法将 3 种菌液分别稀释 1 000 倍后，
吸取 5 μL菌液分别接种于 CM-3 及 CM-4 固体培养
基中，静置 1 h 以上，待菌液完全被培养基吸收后，
将培养皿放置于 30℃培养箱中，培养 1 ～ 2 d，观察
菌落生长情况。

2 结果与分析
2． 1 酵母表达载体转化菌株 296H 的阳性转化子
鉴定

酵母表达载体 pYES2-SeNHX1、pYES2-GFP、pY-
ES2-SeNHX1-GFP分别转化 296H菌株后，通过缺省
组氨酸和尿嘧啶的 CM-1 培养基筛选阳性克隆，并
经菌落 PCR验证。图 1 表明，296H( pYES2-GFP) 和
296H( pYES2-SeNHX1-GFP) 分别扩增出约 750 bp 的
条带，296H( pYES2-SeNHX1 ) 扩增出约 1 700 bp 的
条带，表明已获得了 3 种阳性转化子。
2． 2 目标基因在酵母细胞中的表达

296H ( pYES2-GFP ) 、296H ( pYES2-SeNHX1 ) 、
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296H( pYES2-SeNHX1-GFP) 3 种阳性转化子培养于
荧光表达培养基 CM-2，48 h 后分别用 Olympus
BX51 荧光显微镜观察荧光。296H ( pYES2-GFP) 、
296H( pYES2-SeNHX1-GFP) 2 种菌株可以看到绿色
荧光，296H ( pYES2-SeNHX1 ) 菌株没有发出荧光
( 图 2) ，表明了目标蛋白可在酵母细胞中正确表达。

1，8．阴性对照; 2，3．菌株 296H( pYES2-GFP) 的菌落 GFP-PCR; 4，5．
菌株 296H ( pYES2-SeNHX1-GFP ) 的菌落 GFP-PCR; 6． GFP 阳性对
照; 7． Marker Ⅲ; 9，10．菌株 296H( pYES2-SeNHX1 ) 的菌落 SeNHX1-
PCR; 11． SeNHX1 阳性对照。
1，8． Control; 2，3． 296H ( pYES2-GFP ) strains GFP-PCR; 4，5． 296H
( pYES2-SeNHX1-GFP) strains GFP-PCR; 6． pYES2-SeNHX1-GFP vec-
torGFP-PCR; 7． Marker Ⅲ; 9，10． 296H ( pYES2-SeNHX1 ) strains SeN-
HX1-PCR; 11． pYES2-SeNHX1 vector SeNHX1-PCR．

图 1 3 种转化子菌落 PCR鉴定
Fig． 1 PCR identification of 296H with

yeast expression vector

A． 296H ( pYES2-GFP) 菌株; B． 296H ( pYES2-SeNHX1-GFP)
菌株; C． 296H ( pYES2-SeNHX1) 菌株。

A． 296H( pYES2-GFP) strains; B． 296H( pYES2-SeNHX1-GFP)
strains; C． 296H ( pYES2-SeNHX1) strains．

图 2 3 种转化子的 GFP荧光表达鉴定

Fig． 2 Fluorescence microscope assays

2． 3 SeNHX1 表达蛋白的亚细胞定位
将在 Olympus BX51 荧光显微镜中发出荧光的

2 种酵母菌株 296H ( pYES2-GFP ) 、296H ( pYES2-
SeNHX1-GFP) 分别涂片，放置于 Leica TCS SPS 共
聚焦显微镜观察。从显微镜中可以看出，296H
( pYES2-GFP) 的荧光弥散于整个细胞质，而 296H
( pYES2-SeNHX1-GFP) 荧光仅仅包围于细胞内液泡
膜的一圈( 图 3 ) ，表明了 GFP 表达于整个细胞质，
而 SeNHX1-GFP 的表达于液泡膜。因此，SeNHX1
表达蛋白定位在液泡膜上。
2． 4 SeNHX1 部分恢复了 296H 菌株 Na +

的解毒

功能

野生型酿酒酵母 W303 能在含有 NaCl 的 YPD
培养基中正常生长。296H 是 W303 的 nhx1 基因缺
陷型菌株，对 NaCl较为敏感。图 4 表明，296H 菌株
和 296H( pYES2-GFP) 转化子培养于含有 0． 5 mol /L

NaCl的培养基中，生长受到抑制。而将带有 SeNHX1
基因的 2 种转化子培养于含有 0． 5 mol /L NaCl 的
CM-3 培养基中，生长所受的抑制更小。因此，SeN-
HX1 可部分恢复 Na +

的解毒功能，提高了 nhx1 基因
缺陷型酵母的耐盐性。

A． 296H( pYES2-SeNHX1-GFP) 菌株的荧光位于液泡膜; B． 296H( pY-
ES2-GFP) 菌株的荧光分布于整个细胞。
A． Fluorescence emitted by 296H ( pYES2-SeNHX1-GFP ) appeared on
the vacuolar membrane and shaped a cyclic structure; B． Fluorescence e-
mitted by 296H( pYES2-GFP) dispersed in the whole yeast cell．

图 3 共聚焦显微镜的 SeNHX1 亚细胞定位
Fig． 3 Fluorescence localization under a confocal microscope

A．菌株培养于不含 NaCl培养基; B．菌株培养于
含有 0． 5mol /L NaCl的培养基。

A． Cultured in medium without NaCl; B． Cultured in medium with NaCl．

图 4 SeNHX1 部分恢复缺陷型菌株 296H的 Na +
解毒功能

Fig．4 SeNHX1 function of Na + -detoxification in mutant 296H

3 结论与讨论
Na + /H +
逆向转运蛋白在细菌、酵母、藻类、动

物和高等植物膜系统上普遍存在，它参与细胞质内

的 pH调节、Na +
浓度调节及细胞体积变化等生命活

动。根据 Na + /H +
逆向转运蛋白在细胞中的定位，

可分为质膜 Na + /H +
逆向转运蛋白和液泡膜 Na + /

H +
逆向转运蛋白

［8］。
盐角草( Salicornia spp． ) 是地球上迄今为止报道

过最耐盐的陆生高等植物种类之一，叶片肉质化，尽

管不含有盐腺或盐水囊，但能在盐湖旁、潮湿盐沼中
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生长，是典型的稀盐盐生植物。基于其显著的摄盐能
力和盐集积特征，吕慧颖等克隆了盐角草 SeNHX1 基
因。SeNHX1基因包括 1 683 bp 碱基，编码 561 个氨
基酸。序列疏水性分析表明，SeNHX1蛋白有 12个跨
膜区;氨基酸序列分析表明，该基因与盐生植物液泡

膜 Na + /H +
逆向运输蛋白基因，如北滨藜( AgNHXI) 、

盐地碱蓬液泡膜( SsNHX1) 等序列和结构相似性超过
70% ;与己经报道的拟南芥 AtNHXl、水稻 OsNHXI、小
麦 TaNHX1 同源性超过 55%。此外，SeNHX1 含有
Na + /H +
逆向转运蛋白活力的竞争性氨氯吡嗪嘧的

结合位点( FFIYLLPPI) ［8］。本研究表明，SeNHX1 基
因的表达蛋白定位于液泡膜，并且可以互补液泡膜

Na + /H +
逆向转运蛋白功能。因此，通过序列疏水

性分析、氨基酸序列分析和本研究的结论，可以推断
SeNHX1 是液泡膜 Na + /H +

逆向转运蛋白。
将液泡膜 Na + /H +

逆向转运蛋白基因导入植物

并在植物中过量表达可提高植物的耐盐性。Zhang
等
［11］
将拟南芥 AtNHX1 在番茄中过量表达，转基因

番茄用 200 mmol /L NaCl浇灌后，仍可正常生长、开
花和结果; Chen 等［12］将水稻 OsNHX1 转入水稻并
在水稻中过量表达，在 100 ～ 150 mmol /L的 NaCl条
件浇灌下，转基因植物生长状况明显比对照好。
SeNHX1 来源于盐生植物盐角草，其耐盐性极强，本
实验室已将 SeNHX1转化烟草，转基因茎尖或带有侧
芽的茎段可在含有 138 mmol /L NaCl 的培养基中生
长、生根;转基因小苗可在含有10． 2 mg /g Na +

的基质

土中生长
［13］。但 SeNHX1转基因植物是否比 AtNHX1

转基因植物的耐盐性更强还有待进一步研究。
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