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　 　 摘要:　 ＨＫＴ(ｈｉｇｈ￣ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｋ＋ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ)转运蛋白在调节植物体内 Ｋ＋ / Ｎａ＋转运ꎬ参与逆境胁迫调控中发挥重要

作用ꎮ 本研究利用生物信息学方法ꎬ系统分析了棉花 ＨＫＴ 基因家族的分类、系统进化树、组织表达以及 ＨＫＴ 蛋白的

亚细胞定位、跨膜结构、基序情况等ꎮ 结果显示ꎬ棉花中共有 ８ 个 ＨＫＴ 基因家族成员ꎬ编码的 ８ 个 ＨＫＴ 蛋白都定位到

了质膜上ꎬ具有 ７~１０ 个不等的跨膜数ꎻ系统进化树分析结果表明ꎬ棉花 ８ 个 ＨＫＴ 基因家族成员大致分为 ２ 个小组ꎬ在
进化树上分支比较近的 ＨＫＴ 基因家族成员编码的 ＨＫＴ 蛋白具有完全相同或者比较类似的 ｍｏｔｉｆ 类型和跨膜数ꎻ组织

表达分析发现ꎬ克劳茨基棉仅有 ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ 和 ＧｒＨＫＴ１ꎻ２ ２ 个成员在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ的ＮａＣｌ 溶液处理 ０ ｈ、３ ｈ、１２ ｈ、７２ ｈ 和

１４４ ｈ 后具有不同程度的响应ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｈｉｇｈ￣ａｆｆｉｎｉｔｙ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ(ＨＫＴ) ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ Ｋ＋ / Ｎａ＋ ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｒｏｌｅ ｉｎ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＫＴ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙꎬ ＨＫＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎬ ｔｒａｎｓｍｅｍ￣
ｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎꎬ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ ｗｅｒｅ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ. Ｅｉｇｈｔ
ＨＫＴ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｗｅｒｅ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ ｗｉｔｈ ７－１０ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ
ｄｏｍａｉｎｓ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ８ ＨＫＴ ｇｅｎｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ２ ｇｒｏｕｐｓꎬ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｏｒ ｓｉｍｉｌａｒ ｍｏｔｉｆ ｔｙｐｅ
ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｃｌｏｓｅｌｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｂｒａｎｃｈｅｓ. Ｏｎｌｙ ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ ａｎｄ ＧｒＨＫＴ１ꎻ２ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ Ｋｌｏｔｚｓｃｈｉａｎｕｍ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ０ ｈꎬ ３ ｈꎬ １２ ｈꎬ ７２ ｈ ａｎｄ １４４ ｈ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＨＫＴ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎻ ｃｏｔｔｏｎ

　 　 钾(Ｋ＋)是高等植物的主要营养元素之一ꎬ在植

物光合作用、体内矿质元素代谢、向性生长、渗透调

控以及产量形成中发挥重要作用[１￣５]ꎮ ＨＫＴ(ｈｉｇｈ￣
ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｋ＋ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ)类蛋白是高亲和 Ｋ＋转运体ꎬ也
是一种 Ｎａ＋转运载体ꎬ具有 Ｎａ＋和 Ｋ＋转运的双重功
能ꎬ即低 Ｎａ＋时充当 Ｎａ＋和 Ｋ＋的协同转运体ꎬ高 Ｎａ＋

时仅运输 Ｎａ＋ [６]ꎮ 值得注意的是ꎬ这类蛋白对 Ｎａ＋

和 Ｋ＋的选择性不同ꎬ因此ꎬ在调节植物体内 Ｋ＋ 和

５７９



Ｎａ＋平衡中发挥着重要作用[７￣９]ꎮ
ＨＫＴ 类蛋白首先在小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)

中被克隆得到[９]ꎬ命名为 ＴａＨＫＴ１ꎮ 随后在拟南

芥[１０](Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.)、水稻[１１￣１２](Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉ￣
ｖａ Ｌ.)、大麦[１３](Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ.)、桉树[１４] (Ｅｕ￣
ｃａｌｙｐｔｕｓ ｃａｍａｌｄｕｌｅｎｓｉｓ)及冰日水中花[１５] (Ｍｅｓｅｍｂｒｙ￣
ａｎｔｈｅｍｕｍ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｕｍ Ｌ.)中都陆续发现了 ＨＫＴ 类

蛋白ꎮ 研究结果表明ꎬＨＫＴ 蛋白的分子结构中包括

多个跨膜(Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ)区和孔环(Ｐｏｒｅ￣
ｌｏｏｐꎬ Ｐ￣ｌｏｏｐ) [１６￣１７]ꎮ 通过拟南芥 ＡｔＨＫＴ１ 和水稻 Ｏｓ￣
ＨＫＴ１ 基因编码的氨基酸序列相似性分析发现ꎬ第 １
个 Ｐ￣ｌｏｏｐ 中存在氨基酸的突变ꎮ 根据这一特征ꎬ
ＨＫＴ 蛋白分为 ２ 种类型ꎮ 类型Ⅰ:第 １ 个 Ｐ￣Ｌｏｏｐ 中

含有丝氨酸ꎬ丝氨酸是 Ｎａ＋特异性载体ꎮ 该亚家族

成员主要来自双子叶植物[１０]ꎬ如拟南芥、桉树(Ｅｕ￣
ｃａｌｙｐｔｕｓ ｃａｍａｌｄｕｌｅｎｓｉｓ)、盐地碱蓬( Ｓｕａｅｄａ ｓａｌｓａ Ｌ.)
和杨树(Ａｃｅｒ ｂｕｅｒｇｅｒｉａｎｕｍ Ｍｉｑ Ｌ.) ꎮ 也包括单子叶

植物水稻中的部分 ＨＫＴ 蛋白家族成员ꎻ类型 ＩＩ:第 １
个 Ｐ￣ｌｏｏｐ 中含有甘氨酸[１８]ꎬ是 Ｋ＋选择性载体ꎮ 该

亚家族成员主要来自单子叶植物ꎬ如芦苇(Ｐｈｒａｇ￣
ｍｉｔｅｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ Ｌ.)、大麦、小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)
以及水稻中的部分成员[１１ꎬ１８￣１９]ꎮ

研究结果表明ꎬ植物 ＨＫＴ 基因家族成员参与抗逆

境胁迫[２０￣２２]ꎮ 拟南芥和水稻的 ＨＫＴ 蛋白家族成员通

过维持细胞内 Ｎａ＋含量以及 Ｎａ＋ / Ｋ＋动态平衡调控其耐

盐性能[１９ꎬ２３]ꎮ 例如 ＯｓＨＫＴ１ꎻ５ 基因通过控制根部木质

部 Ｎａ＋的移动来平衡水稻中 Ｎａ＋ / Ｋ＋ꎬ从而在盐胁迫条

件下维持根中高浓度的 Ｋ＋和低浓度的 Ｎａ＋[１２]ꎻ芦苇耐

盐品种的 ＨＫＴ１ 基因在盐胁迫下识别并专一地吸收

Ｋ＋ꎬ对保持 Ｎａ＋ / Ｋ＋平衡发挥重要作用[２４]ꎻ大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ Ｌ.)的 ＧｍＨＫＴ１ꎻ２基因对低钾、干旱、低温、高盐和

ＡＢＡ 几种不同逆境具有较强的响应[２５]ꎮ 棉花中ꎬ鲜有

ＨＫＴ 基因家族响应逆境胁迫的报道ꎮ
棉花作为一种重要的经济作物ꎬ盐渍、高温、低

温和干旱等逆境胁迫严重影响棉花的产量[２５]ꎮ 本

研究 利 用 公 开 发 表 的 雷 蒙 德 氏 棉 ( Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ
ｒａｉｍｏｎｄｉｉ) [２６]、亚洲棉石系亚 １ 号[２７](Ｇ. ａｒｂｏｒｅｕｍ)
和陆地棉(Ｇ. ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ.)遗传标准系 ＴＭ￣１ 的基因

组信息[２８￣２９]ꎬ对 ＨＫＴ 基因家族进行了全基因组水平

的鉴定和生物信息学分析ꎬ系统分析了棉花 ＨＫＴ 基

因家族的分类、系统进化树、组织表达情况以及

ＨＫＴ 蛋白的亚细胞定位、跨膜结构、基序ꎬ从而为深

入探索 ＨＫＴ 基因家族的功能奠定一定的基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

棉属二倍体 Ｄ 组野生种克劳茨基棉(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ
Ｋｌｏｔｚｓｃｈｉａｎｕｍ)种子由中国农业科学院棉花研究所

海南岛野生棉种植园提供ꎬ拟南芥和水稻的 ＨＫＴ 基

因家族成员(ＡＴＫＨＴ１ꎻ１、ＯＳＨＫＴ１ꎻ１、ＯＳＨＫＴ１ꎻ２、ＯＳ￣
ＨＫＴ１ꎻ ３、 ＯＳＨＫＴ２ꎻ １ 和 ＯＳＨＫＴ２ꎻ ２) 来自 ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ.ｃｏｍ 网站ꎬ雷蒙德氏棉、亚洲棉和陆

地棉遗传标准系 ＴＭ￣１ 的 ＣＤＳ 和氨基酸序列来自

ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ. ｃｏｍ 和 ｈｔｔｐ: / / ｃｇｐ. ｇｅｎｏｍｉｃｓ.
ｏｒｇ.ｃｎ / ｐａｇｅ / ｓｐｅｃｉｅｓ / ｉｎｄｅｘ. ｊｓｐ 网站ꎻ雷蒙德氏棉、亚
洲棉和 ＴＭ￣１ 的 ＥＳＴ 序列来自 ＮＣＢＩꎮ
１.２　 棉花 ＨＫＴ 基因家族的鉴定

首先在 ＳＭＡＲＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.
ｄｅ / )网站对拟南芥和水稻基因组中的 ６ 个 ＨＫＴ 成

员进行结构域预测ꎬ然后在 Ｐｆａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｊａｎｅ￣
ｌｉａ.ｏｒｇ / )网站下载预测的 ＨＫＴ 蛋白的保守结构域

Ｔｒｋ 的种子文件ꎬ利用 ＨＭＭＥＲ 程序在雷蒙德氏棉、
亚洲棉和 ＴＭ￣１ 氨基酸数据库中搜索 ＨＫＴ 蛋白的同

源序列ꎮ 同时ꎬ统计雷蒙德氏棉、亚洲棉和 ＴＭ￣１ 基

因组中 ＨＫＴ 基因的特征ꎬ包括对应的基因组、基因

ＩＤ 以及编码的氨基酸长度等ꎮ
１.３　 棉花 ＨＫＴ 基因家族的系统进化树分析

利用ＭＥＧＡ５.１ 软件对雷蒙德氏棉、亚洲棉和 ＴＭ￣１
基因组中ＨＫＴ 基因家族的氨基酸酸序列进行多序列比

对ꎮ 然后采用邻接(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ＪｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)算法进行系

统进化树分析ꎬ并进行 ５００ 次 Ｂｏｏｔ ｓｔｒａｐ 抽样ꎮ
１.４　 棉花 ＨＫＴ 蛋白家族的特征分析

亚细胞定位: ＣＥＬＬＯ(ｈｔｔｐ: / / ｃｅｌｌｏ.ｌｉｆｅ.ｎｃｔｕ.ｅｄｕ.
ｔｗ / )在线软件ꎻ多序列比对:Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ Ａｄｖａｎｃｅ １１.
５ ＡｌｉｇｎＸ 软件ꎻ跨膜结构域预测网站:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ /和 ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / ꎻＭｏｔｉｆ 分析:ＭＥＭＥ 在线软件(ｈｔｔｐ: / /
ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)ꎮ 参数设置如下:基序

最多显示 １０ 个ꎬ其他参数为默认值ꎮ
１.５　 棉花 ＨＫＴ 基因家族的表达分析

在 ＮＣＢＩ 下载雷蒙德氏棉、亚洲棉和陆地棉的

ＥＳＴ 序列ꎬ分别得到６４ ９０３、６３ ６４２和３３０ ５２０条序

列ꎮ 然后以雷蒙德氏棉、亚洲棉和陆地棉的 ＨＫＴ 基

因家族的 ＣＤＳ 序列为 Ｑｕｅｒｙꎬ以下载好的 ＥＳＴ 为数
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据库ꎬ通过 Ｂｌａｓｔｎ 搜索ꎬ获得棉花 ＨＫＴ 基因在不同

组织的表达情况ꎮ
克劳茨基棉的种子用小刀破壳后置于清水浸泡

３ ｈ 左右ꎬ然后将种子置于铺有 ４ 层卷纸的玻璃培养

皿中ꎬ浇适量的蒸馏水后ꎬ用 ２ 层卷纸覆盖ꎬ置于 ２８
℃的培养箱中 ２４ ｈꎮ 将发芽的种子种植于培养室

中ꎬ昼夜温度分别为 ２８ ℃和 ２５ ℃ꎬ光照周期为 １４ ｈ
光照 / １０ ｈ 黑暗ꎮ 待棉花幼苗长到两叶一心时ꎬ浇
８０~１００ ｍｌ 浓度为 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＮａＣｌ 溶液ꎬ分别于

ＮａＣｌ 溶液中处理 ０ ｈ、３ ｈ、１２ ｈ、７２ ｈ 和 １４４ ｈꎬ取根

部提取 ＲＮＡꎬ进行数字基因表达谱(Ｄｉｇｉｔａｌ ｇｅｎｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇꎬＤＧＥ)分析ꎮ 然后将 ３ ｈ、１２ ｈ、７２ ｈ
和 １４４ ｈ 处理的数字基因表达谱数据分别与 ０ ｈ 处

理的数据进行差异表达分析ꎬ参考基因组:雷蒙德氏

棉的基因组数据和混合样品 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 测序得到的

Ｕｎｉｇｅｎｅｓꎮ 利用 ＣＲＯＳＳ＿ＭＡＴＣＨ 软件搜索 ＨＫＴ 基

因家族成员的 ＣＤＳ 序列与转录组数据 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的

匹配ꎬ参数设定为匹配长度>１００ ｂｐꎬ相似度>９８％ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 棉花 ＨＫＴ 基因家族的鉴定和分类

利用同源搜索的方法ꎬ分别在雷蒙德氏棉鉴

定到 ２ 个ꎬ亚洲棉石系亚 １ 号鉴定到 ２ 个和陆地棉

遗传标准系 ＴＭ￣１ 基因组中鉴定到 ４ 个 ＨＫＴ 基因

家族成员ꎮ 根据 Ｐｌａｔｔｅｎ 等[３０] 提出的命名方法ꎬ我
们首先对 ８ 个 ＨＫＴ 蛋白家族进行了跨膜结构的预

测ꎬ跨膜数为 ７ 个、９ 个和 １０ 个不等(表 １)ꎮ 然

后ꎬ我们将棉花 ８ 个、拟南芥 １ 个和水稻的 ５ 个

ＨＫＴ 蛋白家族成员的第 １ 个跨膜氨基酸序列提取

出来ꎬ进行多序列比对ꎬ结果显示ꎬ除了水稻中 ２
个成员 ＯＳＨＫＴ２ꎻ１ 和 ＯＳＨＫＴ２ꎻ３ 第 １ 个 Ｐ￣Ｌｏｏｐ 中

含有甘氨酸外ꎬ剩余的其他成员第 １ 个 Ｐ￣Ｌｏｏｐ 中

均含有丝氨酸(图 １)ꎮ 因此ꎬ棉花的 ＨＫＴ 基因家

族成员属于类型Ⅰꎬ分别命名为:ＧａＨＫＴ１ꎻ１、ＧａＨ￣
ＫＴ１ꎻ２、 ＧｒＨＫＴ１ꎻ １、 ＧｒＨＫＴ１ꎻ２、 ＧｈＨＫＴ１ꎻ １、 ＧｈＨ￣
ＫＴ１ꎻ２、 ＧｈＨＫＴ１ꎻ３ 和 ＧｈＨＫＴ１ꎻ４ꎮ 我们进一步统

计了 ８ 个 ＨＫＴ 基因家族成员对应的基因组、基因

ＩＤ 号以及编码的氨基酸长度ꎮ 结果表明ꎬ棉花 ８
个 ＨＫＴ 蛋白家族成员的氨基酸长度从 ４７８ 到 ６５０
个氨基酸不等(表 １)ꎮ 通过亚细胞定位在线软件

ＣＥＬＬＯ( ｈｔｔｐ: / / ｃｅｌｌｏ. ｌｉｆｅ. ｎｃｔｕ. ｅｄｕ. ｔｗ / ) 分析ꎬ８ 个

ＨＫＴ 蛋白家族成员均定位在细胞质膜上ꎮ

表 １　 棉花 ＨＫＴ 基因家族

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ＨＫＴ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ

基因名称 基因号 基因组

编码的蛋
白质氨基
酸长度
(ａａ)

编码的
蛋白质
跨膜数

ＧａＨＫＴ１ꎻ１ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿４０９１４ ＡＡ ６５０ １０
ＧａＨＫＴ１ꎻ２ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿１１６９２ ＡＡ ４７８ ７
ＧｒＨＫＴ１ꎻ２ Ｇｏｒａｉ.００４Ｇ０９６４００.１ ＤＤ ５５６ ９
ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ Ｇｏｒａｉ.０１２Ｇ１８０６００.１ ＤＤ ４９９ ９
ＧｈＨＫＴ１ꎻ３ Ｇｈ＿Ａ０４Ｇ１２１６ ＡＡＤＤ ４９９ ９
ＧｈＨＫＴ１ꎻ４ Ｇｈ＿Ａ０８Ｇ２４７３ ＡＡＤＤ ５５２ ９
ＧｈＨＫＴ１ꎻ１ Ｇｈ＿Ｄ０４Ｇ１８５３ ＡＡＤＤ ４９９ ９
ＧｈＨＫＴ１ꎻ２ Ｇｈ＿Ｄ０８Ｇ０８６８ ＡＡＤＤ ５５６ ９

∗表示 ＨＫＴ 蛋白家族成员的第 １ 个跨膜区氨基酸序列ꎮ
图 １　 棉花、拟南芥和水稻ＨＫＴ蛋白第 １个跨膜区的多序列比对

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ
ＨＫＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ａｎｄ ｒｉｃｅ

２.２　 棉花 ＨＫＴ 基因家族的多序列比对和系统进化

树分析

　 　 将棉花中 ８ 个 ＨＫＴ 蛋白家族成员(２ 个雷蒙德

氏棉的 ＨＫＴ 蛋白家族成员ꎬ２ 个亚洲棉石系亚 １ 号的

ＨＫＴ 蛋白家族成员和 ４ 个陆地棉遗传标准系 ＴＭ￣１
的 ＨＫＴ 蛋白家族成员)的氨基酸全长进行多序列比

对ꎬ结果显示ꎬＧｈＨＫＴ１ꎻ４、ＧａＨＫＴ１ꎻ２、ＧｈＨＫＴ１ꎻ３ 和

ＧｒＨＫＴ１ꎻ２ ４ 个成员的序列相似度较高ꎬＧａＨＫＴ１ꎻ１、
ＧｈＨＫＴ１ꎻ２、ＧｈＨＫＴ１ꎻ１ 和 ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ 序列相似度较高

(图 ２)ꎮ 为了进一步研究棉花中 ８ 个 ＨＫＴ 基因家族

成员的亲缘关系ꎬ我们利用 ＭＥＧＡ 构建了系统进化

树ꎬ结果显示ꎬ棉花 ８ 个 ＨＫＴ 基因大致分为 ２ 个组ꎬ
ＧｈＨＫＴ１ꎻ４、ＧａＨＫＴ１ꎻ２、ＧｈＨＫＴ１ꎻ３ 和 ＧｒＨＫＴ１ꎻ２ ４ 个

成员属于一个小组ꎬＧａＨＫＴ１ꎻ１、ＧｈＨＫＴ１ꎻ２、ＧｈＨＫＴ１ꎻ１
和 ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ ４ 个成员属于一个小组(图 ３)ꎮ
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图 ２　 棉花 ＨＫＴ 蛋白家族的多序列比对

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＨＫＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ
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图 ３　 棉花 ＨＫＴ 基因家族的系统进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＨＫＴ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ

２.３　 棉花 ＨＫＴ 蛋白家族的特征

亚细胞定位显示:棉花 ８ 个 ＨＫＴ 蛋白家族成员

都定位到了质膜上ꎮ 棉花 ８ 个 ＨＫＴ 蛋白家族成员

的基序(ｍｏｔｉｆ)分析结果表明ꎬ在进化树上分支比较

近的 ＨＫＴ 蛋白家族成员具有完全相同或者比较类

似的 ｍｏｔｉｆ 类型和排列顺序ꎮ 进化树分析结果显示ꎬ
棉花 ８ 个 ＨＫＴ 蛋白家族成员大致分为 ２ 个小组ꎬ
ＧｈＨＫＴ１ꎻ４、ＧａＨＫＴ１ꎻ２、ＧｈＨＫＴ１ꎻ３ 和 ＧｒＨＫＴ１ꎻ２ 为

１ 个小组ꎬ４ 个成员都具有 ８~ １０ 个相似的 ｍｏｔｉｆꎬ且
ｍｏｔｉｆ 具有相似的排列数序ꎻＧａＨＫＴ１ꎻ１、ＧｈＨＫＴ１ꎻ２、
ＧｈＨＫＴ１ꎻ１ 和 ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ ４ 个成员属于 １ 个小组ꎬ４
个成员都具有 ９~１０ 个 ｍｏｔｉｆꎬ具有相似的 ｍｏｔｉｆ 类型

和排 列 数 序ꎮ 进 一 步 分 析 发 现ꎬ 除 了 成 员

ＧｈＨＫＴ１ꎻ２具有 ９ 个 ｍｏｔｉｆ 外ꎬ其他 ３ 个成员具有完

全相同的 １０ 个 ｍｏｔｉｆ 类型和排列顺序(图 ４Ａ)ꎮ

图 ４　 棉花中 ＨＫＴ 蛋白家族的基序类型(Ａ)和棉花中 ＨＫＴ 蛋白家族的跨膜结构(Ｂ)
Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｍｏｔｉｆ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨＫＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ(Ａ)ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ(Ｂ) ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ

　 　 跨膜结构预测分析发现ꎬ在系统进化树上分支

比较近的 ＨＫＴ 蛋白家族成员具有完全相同或者比

较类似的跨膜数目ꎮ ＧｈＨＫＴ１ꎻ４、ＧａＨＫＴ１ꎻ２、ＧｈＨ￣
ＫＴ１ꎻ３ 和 ＧｒＨＫＴ１ꎻ２ 为 １ 个小组ꎬ４ 个成员都具有

７~１０ 个不等的跨膜结构ꎮ 进一步分析发现ꎬ除了成

员 ＧａＨＫＴ１ꎻ２ 具有 ７ 个跨膜结构外ꎬ其他 ３ 个成员

具有 ９ 个跨膜结构ꎻＧａＨＫＴ１ꎻ１、ＧｈＨＫＴ１ꎻ２、ＧｈＨ￣
ＫＴ１ꎻ１ 和 ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ ４ 个成员属于 １ 个小组ꎬ４ 个成

员都具有 ９~１０ 个不等的跨膜结构ꎮ 进一步分析发

现ꎬ除了成员 ＧａＨＫＴ１ꎻ１ 具有 ９ 个跨膜外结构ꎬ其他

３ 个成员具有完全相同的 １０ 个跨膜结构(图 ４Ｂ)ꎮ
２.４　 棉花 ＨＫＴ 基因家族的组织表达分析

棉花 ８ 个 ＨＫＴ 基因家族成员的组织表达分析

结果表明:在 ＮＣＢＩ 下载的 ＥＳＴ 数据库中没有匹配

到对应的 ＥＳＴ 序列ꎬ这在一定程度上意味着在现有

的棉花 ＥＳＴ 数据库中检测不到棉花 ８ 个 ＨＫＴ 基因

家族成员的表达ꎮ
为了进一步研究棉花 ＨＫＴ 基因家族成员是否

响应盐胁迫ꎬ我们用 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＮａＣｌ 溶液处理

了棉属二倍体 Ｄ 组野生种克劳茨基棉 ０ ｈ、３ ｈ、１２
ｈ、７２ ｈ 和 １４４ ｈꎬ取根部提取 ＲＮＡꎬ进行了转录组测

序ꎬ并与棉花的 ８ 个 ＨＫＴ 基因家族成员进行了比

对ꎬ结果显示:在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＣｌ 溶液处理 ０ ｈ、
３ ｈ、１２ ｈ、７２ ｈ 和 １４４ ｈ 后 ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ 和 ＧｒＨＫＴ１ꎻ２
基因具有不同程度的响应ꎮ ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ 基因在 ＮａＣｌ
溶液处理 ０ ｈ、３ ｈ 和 １２ ｈ 时表达量较低ꎬ处理 ７２ ｈ
时 ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ 基因下调表达ꎬ１４４ ｈ 上调表达 (图

５Ａ)ꎻＧｒＨＫＴ１ꎻ２ 基因在处理 ０ ｈ、３ ｈ 和 １２ ｈ 的时ꎬ随
着 ＮａＣｌ 的处理时间延长ꎬ下调表达ꎬ当 ＮａＣｌ 处理

７２ ｈ 和 １４４ ｈ 的时候ꎬ随着 ＮａＣｌ 的处理时间增加ꎬ
又上调表达(图 ５Ｂ)ꎮ

３　 讨 论

本研究中ꎬ我们利用同源搜索的方法在 ＡＡ 组

亚洲棉石系亚 １ 号、ＤＤ 组雷蒙德氏棉和 ＡＡＤＤ 组

陆地棉遗传标准系 ＴＭ￣１ 基因组共鉴定了 ８ 个 ＨＫＴ

９７９郭　 琪等:棉花 ＨＫＴ 基因家族的全基因组分析



Ａ:ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ 基因ꎻＢ:ＧｒＨＫＴ１ꎻ２ 基因ꎮ
图 ５　 盐胁迫下克劳茨基棉中 ＨＫＴ 基因的表达分析

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＨＫＴ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓａｌｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｃｏｔｔｏｎ Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｋｌｏｔｚｓｃｈｉａｎｕｍ

基因家族成员ꎮ 典型的 ＨＫＴ 蛋白由 ８ 个跨膜和 ４
个 Ｐ￣１ｏｏｐ 构成[１９ꎬ２３ꎬ２５]ꎬ本研究鉴定到的 ８ 个 ＨＫＴ
蛋白家族成员亚细胞定位都定位到质膜上ꎬ跨膜数

为 ７ 个、９ 个和 １０ 个ꎬ没有任何一个成员符合典型

特征ꎬ推测可能 ８ 个 ＨＫＴ 成员对 Ｋ＋ 的转运没有更

高的亲和性ꎮ 在大豆研究中ꎬ同样也发现克隆到的

４ 个 ＨＫＴ 蛋白家族成员ꎬ仅有 ＧｍＨＫＴ１ꎻ２ 符合 ８ 个

跨膜的典型结构ꎬ推测 ＧｍＨＫＴ１ꎻ２ 基因可能对大豆

Ｋ＋的转运具有更高的亲和性[３１￣３４]ꎮ 对 ８ 个成员第

一个跨膜区的氨基酸进行多序列比对发现ꎬ第一个

Ｐ￣Ｌｏｏｐ 中均含有丝氨酸ꎬ８ 个成员都属于类型Ⅰꎬ这
跟以往的报道也是相吻合的ꎬ类型Ⅰ亚组主要来自

双子叶植物[１０ꎬ１４ꎬ１６￣１７]ꎮ 系统进化树和 ｍｏｔｉｆ 分析结

果表明ꎬ棉花 ８ 个 ＨＫＴ 蛋白家族成员大致分为 ２ 个

组ꎬ在进化树上分支比较近的 ＨＫＴ 蛋白家族成员具

有完全相同或者比较类似的 ｍｏｔｉｆ 类型和跨膜数ꎬ因
此ꎬ我们可以推测每个小组尤其是分支较近的成员

之间具有相似的功能ꎮ
棉花中 ８ 个 ＨＫＴ 基因的表达分析结果表明ꎬ仅

有 ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ 和 ＧｒＨＫＴ１ꎻ２ ２ 个成员在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ
的 ＮａＣｌ 溶液处理 ０ ｈ、３ ｈ、１２ ｈ、７２ ｈ 和 １４４ ｈ 后具

有不同程度的响应ꎮ 尽管在 ＮＣＢＩ 公布的 ＥＳＴ(包
括 ６４ ９０３、６３ ６４２ 和 ３３０ ５２０ 条的雷蒙德氏棉、亚洲

棉和陆地棉 ＥＳＴ 序列) 序列中ꎬ有盐胁迫相关的

ＥＳＴ 序列ꎬ但是ꎬ在我们的研究中ꎬ没有检测到棉花

中 ８ 个 ＨＫＴ 基因的表达ꎮ 在一定程度意味着ꎬ棉属

二倍体 Ｄ 组野生种克劳茨基棉中 ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ 和 ＧｒＨ￣
ＫＴ１ꎻ２ 基因响应了盐胁迫ꎮ 我们在前期的研究中ꎬ
也发现克劳茨基棉具有较好的耐盐性ꎮ 因此ꎬ在以

后的研究中ꎬ可以进一步研究 ＧｒＨＫＴ１ꎻ１ 和 ＧｒＨ￣

ＫＴ１ꎻ２ 基因的功能ꎬ对深入研究耐盐机理以及拓展

棉花种质资源有重要意义ꎮ
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