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摘要! 植物质膜
7

8

#9:;<2=

%

>?%.".,.%

&是一类普遍存在于细胞质膜上通过水解三磷酸腺苷%

9:;

&产生能量! 将细胞

质中的氢离子%

7

8

&逆浓度泵出细胞的运输蛋白' 植物中的质膜
7

8

#9:;<2=

由一个多基因家族所编码! 其功能涉及到

植物生长发育的多个生理过程' 通过对全基因组检索在茄科
@)A<3<?=<=

植物番茄
6"'&%#7 '58"9+$3-8#7

中共鉴定到
/

个编码质膜
7

8

#9:;<2=

的同源基因"

:;<,B/

&' 生物信息学分析显示$ 这
/

个
C79

基因具有较高的序列相似性和较

为保守的外显子
0

内含子结构特征' 实时荧光定量聚合酶链式反应"

DE:#;FE

&分析显示!

:;/,BG

在所有被检测的组

织器官中都有表达!

:;/HB$

几乎只在花器官中高量表达! 而
:;//

在正常培养和养分"氮( 磷( 钾和镁&缺乏以及

高盐胁迫处理条件下几乎都不表达! 但能够在被菌根真菌侵染的根系中强烈表达' 将一段
4 ""5 IJ

的
:;//

的启

动子融合
KL@

报告基因转入到烟草
=-8"4-&%& 4&>&8#7

中发现!

KL@

基因几乎只在被菌根真菌菌丝侵入形成丛枝的

根系细胞中特异性表达' 图
#

表
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是广泛存在于植物质膜和各种内膜系统中的一种功能蛋白# 在细胞代谢过程中起非常关

键的作用$

=

%

& 目前# 被报道的
4

5

!678)2&

按结构可分为
8

型'

>

型和
?

型& 其中
>

型
4

5

!678)2&

位于叶

绿体内囊体膜和线粒体内膜上#

?

型
4

5

!678)2&

定位于液泡膜上# 质膜
4

5

!678)2&

属于
8

型
678)2&

$

@

%

&

质膜
4

5

!678)2&

能够通过水解三磷酸腺苷!

678

"产生能量# 将细胞质中的氢离子!

4

5

"逆浓度泵出细胞!也

称为质膜质子泵"# 其功能主要是在细胞膜两侧产生氢离子!

4

5

"浓度梯度和膜电位# 为一系列次级转运

体和通道蛋白跨质膜转运各种离子和小分子代谢产物提供驱动力和能量$

!

%

& 一系列的实验结果证明( 植

物质膜
4

5

!678)2&

能够参与胞内酸碱度的调节' 离子平衡' 细胞的伸长生长' 气孔的开闭等多种生理过

程$

A

%

& 植物中的质膜
4

5

!678)2&

几乎都是由一个多基因家族所编码# 且不同的成员在表达上具有一定的

特异性和部分重叠性 $

"

%

& 例如# 在模式植物拟南芥
0-$1/2"+./. 345(/$%$

中共鉴定到
==

个编码质膜
4

5

!

678)2&

的同源基因!

067=B==

"

$

C

%

& 其中#

060=

和
060@

在所有的组织器官中都有表达# 其表达模式趋

向于组成型$

D

%

)

060!

主要在维管组织和生殖器官中表达$

E

%

)

060C

#

060E

和
060F

几乎只在花器官中

表达$

F

%

)

060=G

主要在发育中的种子种皮的内膜上表达$

=H

%

& 这些结果暗示了在长期的进化过程中# 不同

的质膜
4

5

!678)2&

基因在植物发育的不同阶段所分化形成的相对保守性和
I

或特异性的生理功能& 植物

质膜
4

5

!678)2&

活性在基因表达水平的调节还受到激素!如吲哚
!!!

乙酸等"和环境!如盐害' 病菌侵染'

菌根真菌共生"因素的影响$

==

%

& 番茄
!"($%&' ()*"+,-./*&'

作为茄科
J$%)3)'&)&

作物中的一员# 不仅是一

种重要的经济作物# 而且由于其基因组相对比较简单!大部分品种都为二倍体"# 以及全基因组测序和组

装工作已经接近完成# 也已经成为生物学和遗传学研究的一个理想的模式作物$

=@

%

& 根据前期研究关于

J$(0:&*3

印记杂交的结果推测# 番茄中可能存在着至少
D

个编码质膜
4

5

!678)2&

的基因
860=BD

$

=!

%

& 现

有研究仅对其中的
!

个基因!

860=

#

860@

和
860A

"进行了全长
'KL6

序列的克隆和表达调控分析# 而

其他
A

个可能的
M46

基因只报道了约
@HH +1

的
KL6

序列$

=A

%

& 本研究通过对番茄全基因组序列文库和

NJ7I'KL6

文库进行检索# 共获得了
E

个具有完整编码区的质膜
4

O

!678)2&

基因
860=BE

# 其中
860E

为

从未报道过的新基因& 对这
E

个基因的序列结构特征' 进化关系以及组织表达模式做进一步分析# 可为

将来深入研究番茄质膜
4

5

!678)2&

基因家族的生物学功能奠定工作基础&

=

材料与方法

*+*

供试材料

番茄微型模式品种
9"($%&' ()*"+,-./*&'

*

P,'*$!7$#

+# 成熟期为
DHBEH Q

# 株高约为
=" '#

&

*+,

试验设计

番茄种子用体积分数为
=H"

的过氧化氢溶液表面消毒
=H #,3

# 自来水冲洗后置灭过菌的石英沙于

@" #

培养箱中萌发至真叶完全展开# 用
=I@

浓度的营养液和完全浓度的营养液各培养
=

周后移栽进行后

续实验处理& 营养液的配方及浓度为(

=RHH ##$%

,

M

$= 硝酸铵!

L4

A

LS

!

"#

@RHH ##$%

,

M

$= 硝酸钾!

TLS

!

"#

HR"H ##$%

,

M

$=硝酸钙!

U)

!

LS

!

"

@

"#

=RHH ##$%

,

M

$= 磷酸二氢钠!

L)4

@

8S

A

"#

HR@" ##$%

,

M

$= 氯化钙!

U)U%

@

"#

HR"H ##$%

,

M

$= 硫酸镁!

P-JS

A

"#

@HRHH !#$%

,

M

$= 乙二胺四乙酸铁钠!

>&!NK76

"#

FRHH !#$%

,

M

$= 氯化锰

!

P3U%

@

"#

ACRHH !#$%

,

M

$= 硼酸!

4

!

VS

!

"#

ERHH !#$%

,

M

$= 硫酸锌!

W3JS

A

"#

!RHH !#$%

,

M

$= 硫酸铜!

U(JS

A

"#

HRH! !#$%

,

M

$=钼酸铵!!

L4

A

"

C

P$

D

S

@A

"&

14

值调至
14 "RE

&

养分缺乏和高盐处理( 试验共设计
A

个养分缺乏!氮' 磷' 钾和镁"和
=

个高盐!氯化钠"胁迫处理&

对照处理为完全营养液培养) 养分缺乏处理中的磷' 钾和镁的浓度分别降低到对照处理的
=I@H

# 其他养

分元素浓度不变) 高盐处理为在完全营养液中额外加入
@HH ##$%

,

M

$=的氯化钠& 生物学重复
!

个,处理$=

&

接种菌根真菌盆栽试验( 试验前将洗净的石英砂灭菌后装到
! M

的塑料盆中# 种番茄小苗
!

株,盆$=

#

苗根部接入
@RH -

,株X=左右的丛枝菌根真菌
:4/;"+4$<&. /--,<&($-/.

孢子菌剂# 共设
!

个生物学重复&

*+-

实时荧光定量聚合酶链式反应!

./0!123

"分析

取约
@ !-

的植物组织样品的总
YL6

# 严格按照
7)Z)*)

公司的
8*,#&J'*,10 Y7 *&)-&30 T,0 [,0: 'K!

刘健健等( 番茄质膜
4

5

!678)2&

家族基因的鉴定和表达分析
D!"
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&' ()*+,)

反转录试剂盒的操作说明进行
-.&'

合成及后续的实时荧光定量
/01

分析!

'23 456+ ),*5!789,

/01 +:+7,9

" 表
;

#" 内参基因为组成型表达的
!"#$%

基因$

;<

%

"

表
!

番茄
"

个
&'!

基因及
!"#$%

的定量引物

=*>5, ; ?,@,!+4,-8A8- 4)89,)+ 6+,B AC) ),*5!789, 1=!/01 *9458A8-*78C@ CA 7C9*7C &(! *@B !"#$% D,@,+

基因 上游引物序列!

<"!E"

# 下游引物序列!

<"!E"

#

&(!; 0?0?'?0==0''=???0'0' ?0=000'=0'0?'0'00''0'?=

&(!! ???0=?0''?==00=?'0'00 =0==0'==0='=0'000'0=0'00'?

&(!E ?00'''0?=0?=?0=?''?= 0?=''??''???'''?'???''0

&(!F 00???''0=?=0=?'''==?0=? 0=?00'==000====0==?=?=?='

&(!< ???''0=?=0=?'?'==?0=?''0 =0'=00''0''0'=?00'?0'?0

&(!$ =??==00=0==?'='''=='==?'0' '?00'=?'='?0'?0'0'0=00

&(!G 00'0?'0''?''0='0'???''== ===0'?0'=?==00===='?'?=?='

&(!H '?0'''''??0?0?0'?'='= ''??0?'''''0=00'0'''=?'

!"#$% ==00?==?000'?'??=00= =0?000===?'''=00'0'=0

!#$

进化树分析

I'

蛋白序列的比对分析和系统进化树的绘制分别由
056+7*5J #KHE

和
L(?' FK%

软件完成" 构建进

化树的算法采用邻接法!

&,8DM>C)!NC8@8@D

#"

!#%

启动子片段融合
&'(!)!

表达载体的构建

根据
&(!H

起始密码子
'=?

上游的启动子序列& 设计
<"

端分别引入
I8@B!

和
2*9I"

的正向引物

!

**D-77*D**7--*7-*77DD*7-*-7

#和反向引物!

DD*7--DD7*D-7-**77D*77D**---

#& 以番茄基因组
.&'

为模板& 进行

/01

扩增& 将扩增得到的
! $$O >4

的启动子片段克隆到
4('PQ!256@7

载体!北京全式金公司产品#" 测

序验证后用
I8@B!

和
2*9I"

将启动子片段从克隆载体中切下& 回收" 同样将双元表达载体
423#!#

用

I8@B!

和
2*9I"

将
E<P

启动子片段切下并回收剩余的线性化的片段& 与从克隆载体上切下的目的基因

启动子片段通过
=F .&' R8D*+,

定向连接" 将重组后的表达载体质粒用电击法转化至根癌农杆菌
!!

)*+,-"#.*$/0 #/0.1-"$.%2

感受态细胞!

(I'#%<

#中备用"

!#*

烟草
3$"+#$-%- #-,-"/0

转基因

采用根癌农杆菌介导的烟草遗传转化方法!叶盘法#

$

#$

%

"

!#+ ,-.

染色

剪取不同转基因株系的根系浸入
L*D,@7*!?SP

染液中&

EG #

反应
$ M

后在
T''

固定液$

4

!甲醛#

$4

!冰

醋酸#

$4

!

G%U

乙醇#

V;$;$;H

混合配制而成%中脱色固定
;% M

& 镜检成像!

2J<% WRQ/SP

显微镜#"

!

结果与分析

)#!

番茄质膜
/

0

!123456

编码基因的鉴定及序列分析

为了确认番茄质膜
I

X

!'=/*+,

基因家族中的成员数目& 我们以已报道的
E

个番茄质膜
I

X

!'=/*+,

基

因
&(!;

&

&(!!

和
&(!F

的全长编码序列!

0.P

#作为查询序列& 采用
2R'P=&

和
=2R'P=&

程序分别在

番茄基因组数据库和
(P=Y-.&'

数据库中进行同源序列搜索" 通过对所获得的序列进行相似性和结构域

分析& 最终筛选到
H

个具有完整编码区的
RI'

基因& 其中
G

个与之前报道的
&(!;ZG

序列完全一致&

而另外一个!本研究中命名为
&(!H

#为从未报道过的新基因" 序列分析显示& 这
H

个
RI'

基因具有相近

大小的开放阅读框!

W1T

#& 且编码的氨基酸序列之间具有很高的相似性!表
!

#" 其中&

&(!;

和
&(!!

以及
&(!<

和
&(!$

之间的氨基酸序列相似性分别高达
O;K<U

和
OHKEU

"

)#)

番茄质膜
/

0

!123456

编码基因的外显子
7

内含子结构分析

将
H

个
RI'

基因的编码序列!

0.P

#和
.&'

序列比对后分析发现& 这些基因的编码区中都包含有多

个内含子!图
;

#" 其中
&(!;

&

&(!!

和
&(!H

含有的内含子最多& 为
!"

个' 而
&(!F

含有的内含子最

少& 只有
;"

个" 对内含子在
RI'

基因中的分布位置进一步分析发现& 这
H

个
RI'

基因具有较为保守

的内含子
Y

外显子结构特征& 即各
RI'

基因中的不同内含子相对于外显子的位置较为一致" 从图
;

中还

GE$
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表
!

番茄
"

个
#$%

基因的氨基酸序列相似性分析

&'()* + ,-.-)'/-01 .'0/-2 34/ 05* 6/*7-80*7 '.-94 '8-7 :*;<*98*: 43 05* *-=50 04.'04 !"# =*9*:

基因
氨基酸序列相似性

>? 开放阅读

框大小
>(6

!"#@ !"#+ !"#! !"#A !"#" !"#B !"#C !"#D

!"#@ @EE + DC@

!"#+ F@G" @EE + DC@

!"#! CDHE CDHE @EE + DB"

!"#A CAHB CBH! CFHC @EE + D"F

!"#" D@HA CFHC CFHC C+HF @EE + D"B

!"#B CFHC CDHE CDHE C@H+ FDH! @EE + D"B

!"#C CFHC CDHE CDHE CAHB DBHA DAHC @EE + CC"

!"#D DAHC DAHC CAHB CAHB CFHC CFHC C+HF @EE + FE@

可以得知!

#$%

基因在进化过程中存在着多处较为明显的内含子丢失"

-90/49 )4::

#现象! 如
!"#"

!

!"#B

和
!"#C

相对于
!"#@

!

!"#+

和
!"#D

这
!

个基因而言在第
"

个和第
C

个内含子处出现了丢失!

导致了相应位置的外显子发生了序列合并$

黑色方框代表外显子! 方框里面的数字为外显子大小$ 线条代表内含子!

@I+E

代表内含子的位置$ 为了体现番

茄
#$%

基因家族外显子
>

内含子结构的保守性! 外显子和内含子的实际大小没有用方框和线条真实反应出来$

图
@

番茄
#$%

基因的外显子
>

内含子结构分析

J-=</* @ K249>-90/49 :0/<80</*: 43 05* *-=50 04.'04 #$% =*9*:

!#$

番茄质膜
%

&

!'()*+,

家族基因的进化分析

对番茄
#$%

基因以及其他模式植物中同源基因序列进行的系统进化分析发现! 植物质膜
$

L

!%&M':*

基因家族可以大致分为
"

个亚家族"图
+

%! 与之前其他课题组所报道的结果类似$ 除了番茄
!"#!

孤立

于这
"

个亚家族之外! 其他
C

个
#$%

基因分布于
A

个亚家族中! 其中
!"#@

和
!"#+

分布在第
N

亚家

族! 且聚在同一进化分枝的末端! 暗示了
!"#@

和
!"#+

的进化关系较近! 复制产生这
+

个同源基因的

事件发生在茄科植物与其他双子叶植物分化之后$ 与此类似的是! 聚集在第
!

亚家族的
!"#"

!

!"#B

和
!"#C

的进化关系也非常近$ 由于
!"#"

和
!"#B

之间的序列相似性非常高"表
@

%! 且外显子
>

内含子

的结构完全一致"图
@

%! 暗示
!"#"

和
!"#B

可能是来源于同一个基因的复制! 因此推测这
+

个基因可

能具有相似的表达调控模式或行使相似的生物学功能$

!"#A

和
!"#D

分别处于第
"

和第
#

亚家族! 与

来自于其他双子叶和单子叶植物中的同源基因具有相对较近的进化关系! 暗示了
!"#A

和
!"#D

的进化

起源较早! 至少出现在双子叶植物和单子叶植物分化之前$ 值得注意的是! 番茄
#$%

基因的内含子
>

外

显子结构特征能够很好地反应这些基因之间的进化关系! 即在进化上具有较近关系的
#$%

同源基因!

其内含子
>

外显子的结构特征也较为接近$

!#-

番茄质膜
%

&

!'()*+,

家族基因的组织表达模式分析

图
!

显示为番茄
#$%

基因的组织表达特征$ 结果显示& 在正常培养条件下! 除了
!"#D

在所有被

刘健健等& 番茄质膜
$

L

!%&M':*

家族基因的鉴定和表达分析
C!C
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图
!

番茄
&'(

基因及其他植物中同源基因

的进化分析

)*+,-. ! /0123+.4.5*6 747218*8 39 53:753 &'( +.4.8 74;

350.- <2745 03:323+8

分析的组织中都检测不到表达信号外! 其他
=

个
&'(

基

因都能在某些或某个组织中被检测到较为明显的表达" 具

体而言!

!"#>

!

!"#!

和
!"#?

在所有的组织中都有表

达! 但在果实中的表达都相对较低! 其中
!"#!

在所有组

织中的表达丰度相对较高" 尽管
!"#@

在所有被检测的组

织中也都有表达! 但除了在花中有相对较高的表达之外!

在其他组织中的表达都很微弱"

!"#A

!

!"#$

和
!"#=

这

@

个基因的表达模式比较特异! 几乎只在花中有表达! 其

中
!"#A

和
!"#$

的表达尤为强烈#图
@

$%

!"# !"#$

的表达调控模式分析

鉴于
!"#B

为新报道的基因! 且在正常培养的番茄中

不能被检测到表达" 为了验证该基因的表达是否受到其他

环境因素调控! 本研究检测了
!"#B

在不同养分&氮' 磷'

钾和镁$缺乏' 高盐&氯化钠$胁迫以及接种菌根真菌处理

条件下番茄根系中的表达水平&图
?

$" 结果表明(

!"#B

在养分缺乏和高盐处理的番茄根系中也都检测不到表达!

但是在接种菌根真菌处理的番茄根系中能够检测到强烈的

表达&图
?

$%

为了更直观地证实
!"#B

在被菌根真菌侵染根系中的

表达部位! 我们构建了
!"#B

启动子片段&命名为
$!"#B

$

融合
CDE

报告基因的双元表达载体
$!"#B!CDE

! 并通过

农杆菌介导的转基因方法转化到了烟草中% 对阳性转基因烟草植株的
CDE

染色分析发现!

!"#B

的启动

子能够驱动
CDE

报告基因在被菌根真菌侵染的根系中特异性表达! 且表达部位主要集中在被菌根真菌

菌丝侵入形成丛枝的细胞中表达! 在未被菌丝侵染的细胞中检测不到
CDE

表达&图
A

$%

@

结论与讨论

质膜
'

F

!(G/78.

是植物细胞膜上非常重要的功能蛋白! 被认为是植物细胞代谢和生命活动过程的主

宰酶)

A

*

% 迄今为止! 质膜
'

F

!(G/78.

的活性已被证实与植物生长发育过程中的很多生理过程#如细胞伸长

生长' 气孔开闭' 胞内
<'

调节' 养分吸收等$密切相关)

?

*

% 鉴于质膜
'

F

!(G/78.

功能的重要性! 植物在

漫长的进化过程中进化和保留了多个编码质膜
'

F

!(G/78.

的同源基因% 如在模式植物拟南芥中已被报道

存在有
>>

个质膜
'

F

!(G/78.

的编码基因#

#"#>H>>

$

)

=

*

+ 在单子叶禾本科
C-7:*4.7.

水稻
%&'() *)+,-)

中

也已经被鉴定到
>%

个具有转录活性的质膜
'

F

!(G/78.

基因#

%*#>H>%

$

)

$

*

% 有意思的是! 尽管番茄的基因

组大小#约
I%% JK

$要比拟南芥#约
>!A JK

$和水稻的基因组#约
?$% JK

$要大得多)

>!

*

! 但通过对番茄全基

因组序列搜索只获得了
B

个质膜
'

F

!(G/78.

编码基因! 序列分析表明! 这些
&'(

基因具有较为保守的

编码序列和外显子
L

内含子结构特征! 其中新报道的
!"#B

与之前报道过的
!"#>

和
!"#!

的外显子
M

内

含子结构完全一致%

前期有研究表明! 植物中的质膜
'

F

!(G/78.

基因在进化上可以被大致分为
A

个亚家族#

!H"

$

)

#=

*

%

对拟南芥' 烟草等植物中质膜
'

F

!(G/78.

基因的表达分析显示! 处于第
!

和第
#

亚家族中的成员! 其表

达模式偏向于组成型! 即几乎在所有的组织器官中都有表达+ 而处于其他几个亚家族中的成员的表达模

式较为特异! 只能在少数组织器官中有所表达)

#B

*

% 在本研究中对番茄
&'(

基因的表达模式分析的结果

也获得了类似的结论%

!"##

!

!"#!

和
!"#?

在所有被检测的组织器官中都有表达! 暗示了这几个基因

在番茄植株中可能参与了一系列的生理过程%

!"#A

!

!"#$

和
!"#=

表达模式比较特异! 几乎只在花中

有表达! 暗示了这几个基因的功能主要与花器官和生殖器官发育相关! 且这些基因之间可能存在着一定

程度的功能冗余% 之前有研究显示! 质膜
'

F

!(G/78.

基因在转录水平上的表达受到很多因素#如养分缺

乏' 盐害' 病菌侵害和菌根真菌共生等$的影响)

##

*

%

!"#B

无论是在正常培养条件下! 还是在养分缺乏

=@B
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和高盐处理中都不表达! 但能够在菌根真菌侵染的根系中强烈表达" 菌根真菌是土壤中一类属于球囊霉

门
#$%&'(%&)*%+,

的能够与大多数植物根系形成互惠共生关系的真菌#

-.

$

" 形成菌根共生体后! 菌根真菌

的一端%根内菌丝&定殖于根系皮层细胞内! 另一端%根外菌丝&穿越根际养分耗竭区" 植物根系借助于菌

根真菌的根外菌丝可数十倍地扩展在土壤中的吸收空间! 增加对土壤中养分%主要是磷&的吸收利用
/

作

为交换! 植物提供给菌根真菌多达
012

的光合产物以维持其生长繁殖#

01

$

"

!"#3

在接种菌根真菌的番茄

根系中特异性表达! 暗示了该基因可能参与了植物与菌根真菌共生过程中的养分和信号交换过程" 最近

在蒺藜苜蓿
$%&'()*+ ,-./(),.0)

和水稻中也各发现了
4

个菌根真菌共生特异诱导表达的质膜
5

6

!789,:'

基因%

$,"#4

和
12"#4;12#3

&

#

<-"<<

$

" 在水稻中突变
12"#-;12#3

能够显著影响水稻植株根系与菌根真菌

共生! 并抑制水稻对土壤中磷素营养的吸收#

<<

$

" 从进化树上分析可知!

!"#3

与
$,"#-

和
12"#-;12#3

同处于第
!

亚家族! 暗示了
!"#3

在进化中保留了与
$,"#-

和
12"#-;12#3

相似的生物学功能" 本研

究通过对番茄质膜
5

6

!789,:'

基因家族各成员的鉴定' 序列结构' 进化关系和表达模式分析可以为将来

深入研究质膜
5

6

!789,:'

在番茄植物生长发育过程中的作用机制提供理论依据"

刘健健等( 番茄质膜
5

6

!789,:'

家族基因的鉴定和表达分析

图
!

番茄
=57

基因的表达模式分析

>?@A(' ! BCD('::?%E ,E,$):?: %F +G' +%&,+% =57 @'E':

H!.
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