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  摘要 :在网纹甜瓜( Cucumis melo var. reticulatus Naud. )叶片中克隆了一个 cDNA 片段,片段长 1 330 bp。这段 cDNA

序列及由此推测的氨基酸序列分析和多序列比对表明扩增的片段是编码 K
+
通道 MIRK ( Melon Inward Rectifying K

+

Channel)基因的 5c端。由此 cDNA片段推测的氨基酸序列包含了 6个跨膜片段 S1 到 S6, 其间有一个对离子选择性有

重要作用的特征序列结构 GYGD( Gly-Tyr-Gly-Asp)。进化树分析显示MIRK属于KAT1 亚家族,和在葡萄叶片中克隆的

K+ 通道SIRK最相近。半定量 RT-PCR试验表明,MIRK 在甜瓜植株中根、茎、叶、花、果实等各器官中均有表达,主要在

叶片和初期发育的果实中表达,在雌花和茎中也有表达,在根中的表达量最低。MIRK 在甜瓜不同器官中的表达模式

显示MIRK 可能在甜瓜植株发育过程中起重要作用。
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Abstract: A 1 330 bp cDNA fragment of K+ channel gene MIRK ( Melon Inward Rect ifying K+ Channel) was isolat-

ed from leaves of muskmelon( Cucumis melo var. reticulatus Naud. ) . The nucleotide sequence and its deduced amino acid

sequence analysis displayed that the cDNA fragment was located in the 5c-terminal of MIRK gene and contained six trans-

membrane segments S1- S6 and a GYGD( Gly-Tyr-Gly-Asp) mot if. Phylogenetic analysis showed that MIRK was belonged

to the KAT1 sub- family and most close to the SIRK of Vitis vinif era. The results of sem-i quant itive RT-PCR displayed

that MIRK was preferentially expressed in leaves and fruits, and also expressed in female flowers and shoots, but nearly

not expressed in roots, indicating that MIRK might play a key role in the muskmelon development.

Key words: Muskmelon( Cucumis melo var. reticulatus Naud. ) ; K+ channel gene; MIRK ; Sequence analysis; Ex-

pression pattern

  钾是植物细胞中含量最丰富的阳离子, 在生长

发育过程中起着重要作用。植物对 K+ 吸收和转运

的跨膜运输蛋白主要有 K
+
载体蛋白 ( Carrier pro-

tein)和 K+ 通道( Channel protein) , 离子通道的转运速

率主要受扩散限制, 其转运速率比转运体高近千

倍
[ 1]
,K

+
通道是植物吸收转运大量钾的主要方

式[ 2]。随着 K+ 通道基因 KAT1
[ 3]和 AKT1

[ 4]在拟南

芥( Arabidopsis thaliana)上的克隆鉴定,植物K+ 通道

的研究开始进入到分子水平, 一批 K
+
通道基因在

拟南芥和其他植物中也被陆续克隆鉴定[ 5]。这些

K+ 通道根据其组成及作用被分为 AKT1类、KAT1

类、AKT2 类、AtKC类和 SKOR类等亚家族, 这些都
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属于离子通道Shaker 家族[ 5]。随着对这些基因的深

入研究, K+ 通道的复杂性和一些重要生理功能被揭

示,使我们可以进一步从分子水平上深入了解和认

识一些K
+
通道和K

+
有关的植物生理现象。

甜瓜( Cucumis melo L. )是世界十大果品之一,

是我国重要的设施栽培作物。网纹甜瓜 ( Cucumis

melo var. reticulatus Naud. )在基质栽培条件下, 钾能

促进植株对其他矿质元素如 N, P 等的吸收[ 6] , 适宜

的钾素水平显著提高了叶片净光合速率、果实总糖、

鲜味氨基酸、甜味氨基酸以及醋酸盐类香气组分

) ) ) 戊基醋酸盐、丁基醋酸盐等的含量,改善网纹甜

瓜品质[ 7, 8]。甜瓜的营养生理研究很多[ 6- 8] , 但关

于甜瓜营养的分子生物学研究在国内却鲜有报道。

我们在甜瓜设施栽培营养生理研究的基础上, 在网

纹甜瓜中首次克隆了 K+ 通道基因 MIRK ( Melon In-

ward Rectifying K+ Channel)的 cDNA片段, 利用生物

信息学方法对这个片段进行了分析, 并研究了

MIRK 在甜瓜植株中的主要表达部位和表达特性,

初步在分子水平上对 K
+
通道基因在甜瓜发育过程

中所起的作用进行了讨论。

1  材料和方法

1. 1  材料

网纹甜瓜(以下简称甜瓜)品种为春丽 1号(上

海农业科学院园艺所)。基因克隆扩增所用试剂为

SMART
TM

RACE kit ( Clontech Laboratories INC, USA)。

植物RNA抽提纯化试剂盒购自上海华舜生物工程

有限公司; RT-PCR采用 TaKaRa One Step RNA PCR

试剂盒(大连宝生物工程有限公司) ; 亚克隆连接载

体采用 pGEM-T Easy Vector( Promega 公司) ; 所用引

物由上海生工生物工程服务公司合成。大肠杆菌菌

株DH5A为复旦 ) 交大 ) 诺丁汉植物生物技术研究
中心实验室保存。

1. 2  甜瓜植株总 RNA的提取

甜瓜出苗后在正常栽培条件下用 1/ 2 Hoagland

培养液进行培养至结果后, 根据试验取甜瓜根、茎、

叶雌花和发育两周的甜瓜果实等不同器官, 用液氮

速冻后, - 70 e 保存。所保存的样品在液氮下研

磨,分别抽提 RNA, 抽提方法按试剂盒说明书。试

验所有的操作在本实验室 RNA室进行。

1. 3  甜瓜 K
+ 通道基因 cDNA片段的克隆

1. 3. 1  甜瓜 K+ 通道基因保守片段的克隆  根据

SMARTTM RACE 试剂盒使用说明,利用叶片总 RNA

合成甜瓜 5c和 3c第一链 cDNA。按已克隆的其他植

物的 K
+
通道基因的保守区域设计简并引物

[ 3- 5]
,

正向引物 MF1 为: 5c-CATGCTGAGAA ( C/ T ) ( T / C)

CAAGAGA ( G/A ) ATG-3c; 反向引物 MR1 为: 5c-

GAAACCA( GA) ( CT)TG( AG)AA( GAT)AGGAAGT-3c,
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

以甜瓜叶片总 RNA为模板合成的 3c端第一链 cDNA

为模板, 以MF1和 MR1为引物进行 PCR反应, 反应

体系为 50 LL, 包含 2 LL cDNA、20 Lmol MF1、20

Lmol MR1、10 Lmol dNTPs、1 @ Ex PCR buffer 和 5 U

Ex Taq Polymerase。反应条件为: 94 e 3 min, ( 94 e

40 s, 58 e 40 s, 72 e 60 s) 35 个循环, 72 e 延伸 8

min。

1. 3. 2  甜瓜K+ 通道基因 5c端片段的克隆  根据中

间片段的序列, 设计引物 MR2: 5c-TGCGACTAGTC-

CAATGAACGAC-3c,结合末端引物UPM(由试剂盒提

供) ,以 5c端第一链 cDNA 为模板进行 PCR反应, 反

应体系同上。反应条件为: 94 e 3 min, ( 94 e 40 s,

54 e 40 s, 72 e 90 s) 35个循环, 72 e 延伸 8 min。反

应结束后,以 MR2和 NUP(由试剂盒提供)为引物,

以刚结束的PCR反应液为模板进行第 2轮 PCR反

应, 反应体系同上,反应条件为: 94 e 3 min, ( 94 e 40

s, 60 e 40 s, 72 e 90 s) 35个循环, 72 e 延伸 8 min。

1. 4  产物的亚克隆及测序

PCR的产物经胶回收纯化后与 pGEM-T Easy 载

体在 16 e 连接 16 h后(连接体系及方法见试剂盒说

明书) ,转化大肠杆菌 DH5A宿主感受态, 过夜培养

后, 经PCR筛选后, 对重组质粒进行鉴定测序。测

序在上海华诺生物科技有限公司和上海鼎安生物科

技有限公司进行。

1. 5  生物信息学分析
测序结果的同源性分析采用网上 BLAST 程序

(http: / /www. ncbi. nlm. nih. gov/ BLAST)。序列翻译

用 DNAMAN 软件, 多序列比对用 CLUSTAL W 和

GENEDOC软件[ 9] ,基因进化树的构建并分析用软件

MEGA 2[ 9, 10] ,进化树构建方法采用MEGA软件的NJ

法( Neighbor Joining Method) , bootstrap 值由 1 000 次

重复得到。基因跨膜片段的预测采用网上 TMpred

(Transmembranes prediction)程序( http: / /www. ch. em-

bnet . org/ software/ TMPRED- form. html)。

1. 6  基因表达分析
用半定量 RT-PCR分析 MIRK 在甜瓜根、茎、叶、

花、果实等植株不同部位的表达。根据已克隆的

cDNA片段设计特定引物, 正向引物 MF3为: 5c-AT-

GCGAAGCTCTTGTTGTACAAAGC-3c, 反向引物 MR3

为: 5c- TGCGACTAGTCCAATGAACGAC-3c。每个样品

用 50 ng RNA,对照为 actin基因。actin 基因正向引
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物actF 为: 5c-GTGACAATGGAACTGGAATGG-3c, 反向

引物 actR 为: 5c-AGACGGAGGATAGCGTGAGG-3c。
RT-PCR反应体系按试剂盒说明, 反应条件为: 50 e

50 min, 94 e 3 min, ( 94 e 40 s, 52 e 40 s, 72 e 60 s)

25个循环, 72 e 延伸 8 min。PCR结果用 1%琼脂糖

电泳检测, 电泳结果用UVP 凝胶成像系统自带软件

分析。

2  结果与分析

2. 1  甜瓜 K
+ 通道基因 5c端 cDNA片段的克隆

以甜瓜叶片 3c端第一链 cDNA 为模板进行 PCR

反应, 经电泳检测有 1条约 400 bp 的带。扩增片段

经回收、亚克隆、测序得到 1个 374 bp 的 cDNA片

段,其序列经 BLAST 比较分析, 与其他作物克隆的

K+ 通道具有较高的相似性。根据此片段设计特异

引物,以 5c端第一链 cDNA 为模板进行两轮 PCR扩

增得到 1个 1 kb左右的条带,此 cDNA 序列及推测

的氨基酸序列( 5c到 3c)如图1所示。

2. 2  甜瓜 K
+通道基因 cDNA片段的序列分析

扩增的 cDNA 片段在 NCBI上经核酸和蛋白序

列比较后, 与其他植物中克隆出的 K+ 通道具有较

高的相似性, 和葡萄( Vitis vinif era)里的 K+ 通道( in-

ward rectifying shaker- like K+ channel: SIRK)核酸序列

相似性达到 83%, 和马铃薯 ( Solanum tuberosum L. )

K+ 通道基因( KST1 )及拟南芥( Arabidopsis thaliana)

K+ 通道基因( KAT1 )的相似性为 81%。推测的甜瓜

K+ 通道蛋白氨基酸序列经网上TMpred 程序分析其

有6个疏水性较大的片段(图2) ,显示其可能是6个

跨膜片段,并得出了可能的跨膜片段的氨基酸组成

(表 1)。

图 1 扩增的 cDNA 片段序列及由此推测的氨基酸序列

Fig. 1  The partial cDNA sequence and deduced amino acid sequence of MIRK from muskmelon

  扩增的 cDNA片段推测的氨基酸序列和其他物

种的K
+
通道经过多序列比较的结果见图 3。结果

表明, 扩增的片段包含了已知的 K+ 内向整流通道

的6个跨膜片段。黑色部分显示了 K+ 通道在不同

物种中的保守区域, 这些区域的氨基酸组成都非常

相近。同其他植物克隆出的钾离子通道基因推测的

氨基酸序列一样,MIRK 在跨膜片段 5和6之间有一

个特殊的氨基酸序列 GYGD ( Gly-Tyr-Gly-Asp) , 对

K
+
通道蛋白通道孔的离子选择性及孔的关闭有重

要作用[ 5, 11, 12] (图 1, 3)。

由以上分析推测在网纹甜瓜叶片中克隆得到的

cDNA序列可能是网纹甜瓜中编码 K
+
通道基因的

序列片段。
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横座标为氨基酸数目,纵坐标为疏水性相对值

X. Number of amino acids;Y. Relative value of hydrophobicity

图 2  甜瓜 K+通道蛋白MIRK氨基酸序列跨膜区预测分析

Fig. 2 The hydrophobicity and orientation of MIRK from muskmelon are predicted by TMpred program

The accession numbers are SKT1,T07651; MKT1, AF267753; ZmK1,T03939; SIRK,AF359521; KAT1, S32816; KCT2, AY796219;

KST1, S55349. VfK1,T12177

图 3 推测的 MIRK氨基酸序列片段和其他已知的 K+ 通道蛋白的比较

Fig. 3  Partial of deduced amino acids sequence of MIRK is compared with that of other potassium channels
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表 1  MIRK 的 cDNA序列推测的氨基酸序列的跨膜片段分析

Tab. 1 Transmembrane segments of the deduced amino acids sequence of MIRK

跨膜片段
Transmembrane

segment

起始氨基酸
Initiate amino

acid

终止氨基酸
Teminate amino

acid

片段长度(氨基酸数目)
Length of segment

( number of amino acids)

跨膜形式(从 N 端到 C端)
From of transmembrane

( from N to C)

1 70 90 21 膜内到膜外

2 103 121 19 膜外到膜内

3 139 163 25 膜内到膜外

4 206 226 21 膜外到膜内

5 250 267 18 膜内到膜外

6 284 306 23 膜外到膜内

2. 3  甜瓜 K
+ 通道的进化分析

将推测的甜瓜 K+ 通道基因 MIRK 的氨基酸序

列和其他已知的 K
+
通道一起构建的进化树见图 4。

这个进化树包括了从拟南芥、马铃薯、葡萄等植物中

分离出的 K+ 通道基因,分成了 AKT1类、KAT1类、

AKT2类和 AtKC 类四个亚家族。结果显示, 甜瓜

K+ 通道蛋白MIRK属于 KAT1亚家族, 在这个亚家

族中和葡萄叶片中分离的 K+ 通道 SIRK最相近。

Protein accession numbers are SPIK, AJ309323; AKT6, CAA22577; MKT1,

AF267753; AKT1, S23606; SKT1, T07651; LKT1, X96390; ZMK1, T03939;

TaAKT1, AF207745; KST1, S55349; SIRK, AF359521; KAT1, S32816;

KAT2, T04931; KCT2, AY796219; ZMK2, CAB54856; NPKT1, BAA84085;

SKT2, T07052; AKT2, AAA97865; PTK2, AJ271447; SPICK2, AAD39492;

VfK1,T12177; SPICK1, AAD16278;AtKC1,U81239;KDC1,AJ249962

图 4 甜瓜钾离子通道 MIRK 同其他植物

克隆的钾离子通道的进化树分析

Fig. 4  Phylogenetic analysis of MIRK and other

potassium channel proteins

2. 4  甜瓜 K
+
通道基因 MIRK 的主要表达部位及

在果实发育早期的表达

经半定量 RT-PCR检测发现(图 5) ,甜瓜 K
+
通

道基因 MIRK 在叶片和发育初期 2周果实中的表达

量最高, 在雌花中的表达量也较高,在茎中的表达量

次之,根中的表达量很少,几乎检测不到。

R.根; L.叶; S.茎; Fl.花; Fr.发育 2周的果实

R.Root; L. Leaf; S. Stem; Fl. Female flower; Fr. The fruit for 2 weeks

图 5 甜瓜钾离子通道基因 MIRK

在不同组织中的表达分析

Fig. 5  Expression of MIRK in different tissues of melon

( Cucumis melo var. reticulatus Naud. )

3  讨论

在拟南芥中 KAT1 和AKT1 的克隆, 主要是和钾

的吸收有关
[ 3, 4]
。随着对这两个基因的深入研究,

发现钾离子通道还与其他一些生理功能, 如气孔的

开放、胞间信号传导及根毛生长等有关[ 2, 5, 11, 12]。后

来陆续在不同植物和植物的不同部位又克隆了一批

K+ 通道基因,发现了 K+ 通道这一家族在植物的不

同部位可能有不同的通道基因在控制着不同的生理

作用[ 5, 11, 12]。葡萄中的一个K+ 通道基因 SIRK 的转

录在果实发育过程中有不同的变化,而且主要在果

实中的保卫细胞中有表达, SIRK 在果实呼吸跃变

后, SIRK 的转录量急剧下降,推测 SIRK 可能在呼吸

跃变前调节果实水分和 K+ 转运方面起重要作

用[ 12]。

钾离子通道是大量钾吸收转运的主要方

式[ 2, 5, 11] ,通过半定量 RT-PCR分析发现, 在网纹甜

瓜上克隆的K
+
通道基因 MIRK 在根、茎、叶、花、果

实中都有表达,显示这个基因可能在甜瓜整个生长

发育过程中起着关键作用。钾对甜瓜果实的发育和

品质的形成有很大的影响
[ 7, 8]

,MIRK 在花和刚开始

发育的果实中都有较高的表达量(图 5) , 这个现象
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可能与甜瓜果实开始发育时钾的转运量有关, 也可

能显示 MIRK 对甜瓜果实发育过程中气孔开放、胞

质中离子平衡及水分调节等生理过程有较大的影

响。这些说明K+ 通道在甜瓜果实发育过程中也起

着较为重要的生理作用。MIRK 在果实发育中作用

的具体生理过程及分子机制还有待于进一步研究。
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