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　 　 摘要:　 植物高亲和钾转运体 ＨＫＴ 基因具有 Ｎａ＋(或 Ｋ＋)单向运输或 Ｎａ＋ ￣Ｋ＋共转运作用ꎮ 为了探究甘薯高亲

和钾转运体 ＨＫＴ 的离子转运情况及其对非生物胁迫的响应ꎬ本研究克隆得到 １ 个甘薯钾离子转运体 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基

因ꎮ 生物信息学分析结果表明ꎬＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因序列全长为１ ６４７ ｂｐꎬ编码 ５４８ 个氨基酸ꎮ ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白有 ２ 个

ＴｒｋＨ(细菌钾转运系统 Ｔｒｋ 亚基)保守结构域ꎬ１０ 个跨膜片段ꎮ 进化树分析结果表明ꎬＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白与旋花科的

矮牵牛 ＩｎＨＫＴ６ 氨基酸序列十分相似ꎬ相似度为 ９０􀆰 ６３％ꎮ 亚细胞定位结果显示ꎬＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白主要定位在细胞

质膜ꎬ在叶绿体中存在少量分布ꎮ 组织特异性分析结果表明ꎬＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因在叶中表达量最高ꎮ 实时荧光定量

ＰＣＲ 结果显示ꎬＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因的表达受到低温、干旱、高盐及过氧化氢胁迫的诱导ꎬ说明 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因可能在甘

薯抵御非生物胁迫中发挥着重要的作用ꎮ
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ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

　 　 钾元素约占地壳总质量的２.１％~２􀆰 ３％ꎬ是地球

上第七大元素ꎬ同时钾作为作物生长所必需的大量

矿质营养元素之一ꎬ对于作物的生长、产量、品质以

及作物对非生物环境胁迫的适应均十分重要[１]ꎮ
但中国土壤中有效钾含量偏低ꎬ且低钾胁迫现象在

中国甘薯种植区十分普遍ꎬ成为甘薯优质高产的主

要制约因素之一ꎮ
高亲和钾离子转运体 ＨＫＴ (Ｈｉｇｈ￣ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｋ＋

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ)是 Ｎａ＋(Ｋ＋)单向转运体或 Ｎａ＋￣Ｋ＋共转运

体的总称ꎬ它由 Ｎ 端短胞质区、Ｃ 端短胞质区及 １ 个

带有 ４ 个重复 ＭＰＭ 基序(１ＴＭＳ￣１Ｐ￣１ＴＭＳ)区域的疏

水核心结构组成ꎬ每个基序由 ２ 个跨膜区域和 １ 个保

守的成孔结构域(Ｐ￣ｌｏｏｐ)组成ꎮ ４ 个 Ｐ￣ｌｏｏｐ 最终排列

形成中心的渗透路径[２]ꎮ 根据异源表达系统的功能

研究和系统发育分析ꎬ在被子植物中ꎬＨＫＴ 家族可分

为 ２ 个亚家族ꎮ 亚家族 Ｉ 和亚家族 ＩＩ 的离子选择特

性取决于 ＨＫＴ 转运蛋白第 １ 个 ＰＡ￣ｌｏｏｐ 保守位点的

氨基酸ꎮ 亚家族 Ｉ 的 ４ 个 Ｐ￣ｌｏｏｐ 保守位点的氨基酸

为丝氨酸￣甘氨酸￣甘氨酸￣甘氨酸(Ｓｅｒ￣Ｇｌｙ￣Ｇｌｙ￣Ｇｌｙ)ꎬ
主要存在于双子叶植物中ꎬ具有 Ｎａ＋转运功能ꎻ亚家

族 ＩＩ 的 ４ 个 Ｐ￣ｌｏｏｐ 保守位点的氨基酸为甘氨酸￣甘氨

酸￣甘氨酸￣甘氨酸(Ｇｌｙ￣Ｇｌｙ￣Ｇｌｙ￣Ｇｌｙ)ꎬ主要存在于单

子叶植物中ꎬ亚家族 ＩＩ 不仅是 Ｋ＋￣Ｎａ＋共转运体ꎬ在外

界环境影响下ꎬ亦可作为 Ｎａ＋或 Ｋ＋单向转运体[３]ꎮ
迄今为止ꎬ人们已对拟南芥[４￣５]、水稻[６￣７]、小

麦[８￣９]、小花碱茅[１０￣１１]、胡杨[１２] 等多种作物的 ＨＫＴ
蛋白进行了克隆和分析ꎬＨＫＴ 转运体的 Ｋ＋运输功能

主要在异源表达系统得到验证ꎬ小麦 ＴａＨＫＴ１ 转运

体参与钾离子运输[１３]ꎬ在大肠杆菌、酵母的缺陷体

中过表达 ＭｃＨＫＴ１、ＯｓＨＫＴ１ 基因ꎬ能够弥补钾离子

吸收缺陷[１４￣１６]ꎮ ＡｔＨＫＴ１ 基因通过在拟南芥根中过

表达来减少 Ｎａ＋向叶运输ꎬ降低叶中 Ｎａ＋浓度ꎮ ＯｓＨ￣
ＫＴ８(ＳＫＣ１)基因参与韧皮部汁液的再循环过程ꎬ将
Ｎａ＋从地上部转移至根中ꎬ降低 Ｎａ＋浓度ꎬ进而提高

作物的耐盐性[１７￣１８]ꎮ
甘薯[ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌ.) Ｌａｍ.]广泛栽培于

热带、亚热带地区ꎬ具有耐贫瘠、适应性强等特性ꎬ是
一种重要的“喜钾”粮食作物ꎮ 在甘薯中ꎬ一些 ＨＫＴ
家族基因已被克隆研究ꎬＰａｒｋ 等[１９]在研究烟草瞬时

表达时发现 ＩｂＨＫＴ１ 基因能吸收钠离子ꎬ酵母互补

试验发现 ＩｂＨＫＴ１ 在没有氯化钠存在的情况下能吸

收钾离子ꎮ 本课题组前期通过转录组数据共挖掘了

４ 个 ＩｂＨＫＴ 基因[２０]ꎬ通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析发现 ＩｂＨＫ￣
Ｔｓ 受低钾诱导表达ꎬ且在不同耐低钾甘薯品种中的

表达量存在差异ꎮ 但目前对于甘薯吸收和转运钾离

子的机理尚不清楚ꎮ 本研究在此基础上ꎬ再次克隆

得到 １ 个甘薯 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因ꎬ并对其进行了生物

信息学分析、表达模式分析和亚细胞定位ꎬ为甘薯

ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因的功能鉴定及甘薯耐低钾分子机制

研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本试验所用甘薯品种为徐薯 ３２ 号(由江苏徐州

甘薯研究中心育成)和普薯 ３２ 号(由普宁市农业科学

院育成)ꎬ试验材料种植于苗圃温室ꎬ常规管理ꎮ
１.２　 ＩｂＨＫＴ１ 基因克隆

根据课题组前期甘薯转录组测序数据获得 ＩｂＨ￣
ＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因序列ꎬ设计 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因特异性的上

游引物和下游引物(表 １)ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 采用生

工生物工程(上海)股份有限公司 Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ(２×ꎬ
含蓝染料)试剂盒配制反应体系ꎮ 反应程序:９４ ℃
预变性 １０ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５４ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ
３０ 个循环ꎮ 扩增产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ
１.３　 生物信息学分析

利用在线工具 Ｐｆａｍ( ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ)和

ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ.２.０(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃＢＭｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖ￣
ｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )对甘薯 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 氨基酸序列进行

保守结构域和跨膜结构域预测ꎮ 通过 ＮＣＢＩ 网站

(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )获得其他物种的同

源 ＨＫＴ 氨基酸序列ꎬ并利用 ＤＮＡＭＡＮ ９.０ 对甘薯

ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白及其他物种同源 ＨＫＴ 蛋白的氨基

酸序列进行多重序列比对ꎬ然后采用 ＭＥＧＡ ７.０ 的

邻近法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬＮＪ)构建系统进化

树ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 设置为１ ０００次重复ꎮ
１.４　 基因表达模式分析

将大田剪取的２５~３０ ｃｍ 长势一致的普薯 ３２ 号

幼苗水培ꎬ待甘薯幼苗长根且顶部长出新叶后ꎬ进行

如下胁迫处理:(１)低温胁迫ꎬ放入 ４ ℃光照培养箱水

培处理ꎻ(２)干旱胁迫ꎬ放置于无水空瓶中进行干旱培
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养处理ꎻ(３)过氧化氢处理ꎬ用 ３０％ Ｈ２Ｏ２喷洒叶面并

水培处理ꎻ(４)盐胁迫ꎬ用 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 水培处

理ꎬ分别于处理后 ２ ｈ、１２ ｈ 取幼苗从上至下第 ３、第 ４
张展开叶ꎬ用液氮速冻ꎬ按照捷瑞动物总 ＲＮＡ 快速提

取试剂盒说明书提取总 ＲＮＡꎬ再用宝生物工程(大
连) 有限公司(ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤ￣
ＮＡＥｒａｓｅｒ)试剂盒将其反转录成 ｃＤＮＡ 备用ꎮ 提取田

间正常生长的徐薯 ３２ 的叶、茎、根(毛根、柴根、块根)
的 ＲＮＡꎬ进行组织特异性分析ꎮ

利用实时荧光定量 ＰＣＲ 分析不同胁迫处理下不

同时间点 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因的表达情况ꎮ 该试验用

Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ Ｐｌｕｓ(美国应用生物系统中国公司产品)定
量仪完成ꎮ 反应体系(１０􀆰 ０ μｌ):ｄｄＨ２Ｏ ２􀆰 ２ μｌ、ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(日本东洋纺株式会社

产品)５􀆰 ０ μｌ、上游引物 ０􀆰 ４ μｌ、下游引物 ０􀆰 ４ μｌ、模板

ｃＤＮＡ ２􀆰 ０ μｌꎮ 反应程序:９５ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ５７
℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ４０ 个循环ꎮ 以 ＩｂＡＲＦ 为内参基

因ꎬ测得数据经内参基因均一化处理ꎬ以 ２－△△Ｃｔ法计

算待测基因相对表达量ꎮ 使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 设

计的引物序列见表 １ꎮ 数据分析采用单因素方差分

析ꎬ通过 ＳＡＳ ９.４ 完成ꎬ利用最小显著性差异法(ＬＳＤ)
在 ０.０５ 的显著水平上进行多重比较ꎮ

表 １　 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因扩增引物信息及功能

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ ｇｅｎｅ

基因名称 上游引物(５′→３′) 　 　 下游引物(５′→３′) 　 　 　 用途

ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ ＡＴＧＡＴＧＡＴＧＧＧＧＴＴＣＣＧＡＡＣ ＴＴＡＴＧＡＴＡＡＴＴＴＣＣＡＡＧＣＴＴ 基因克隆

ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ ＧＴＡＴＴＣＣＴＧＡＧＡＣＴＴＴＣＣＧＴＡＴ ＡＧＣＣＣＴＧＡＴＧＡＣＴＴＣＣＡＣ 荧光实时定量 ＰＣＲ

ＩｂＡＲＦ ＣＴＴＴＧＣＣＡＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＧＣ ＴＣＴＴＧＴＣＣＴＧＡＣＣＡＣＣＡＡＣＡ 内参基因

１.５　 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ￣ＧＦＰ 瞬时表达载体构建及亚细胞

定位

　 　 ＰＣＲ 产物经检测、胶回收、纯化后ꎬ连接到

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ｓ 载体的 ３５Ｓ 启动子与绿色荧光蛋白

(ＧＦＰ) 基因序列中间ꎬ构建 ｐ３５Ｓ￣ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ￣ＧＦＰ￣
ＮＯＳ 融合表达载体ꎬ继而转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 感

受态细胞中ꎬ将菌液 ＰＣＲ 验证为阳性单菌落的菌液

送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序ꎮ 以

ＧＦＰ 空载体为对照ꎬ转化农杆菌 ＥＨＡ１０５ꎬ接种至含

有 ５０ ｍｇ / Ｌ利福平(ＲｉｆꎬＲｉｆａｍｐｉｃｉｎ)和 ２００ μｍｏｌ / Ｌ乙
酰丁香酮(ＡＳ)的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ２８ ℃ 摇菌至

ＯＤ６００值为０.８~ １􀆰 ０ꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ用含

２００ μｍｏｌ / Ｌ ＡＳ 的浸润介质 ( ＭＥＳ １００ ｍｍｏｌ / Ｌ、
ＭｇＣｌ２ １００ ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＨ＝ ５􀆰 ６)洗涤 １ 次ꎬ再重悬ꎮ 注

射 ４２ ｄ 苗龄的烟草叶片ꎬ３ ｄ 后利用激光共聚焦显

微镜[卡尔蔡司光学(中国) 有限公司产品ꎬ型号

ＬＳＭ ７ＤＵＯ]观察并拍照ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 甘薯 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因的克隆

通过设计引物( ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因序列的 ５′端 ２０
ｂｐ 为上游引物ꎬ３′端 ２０ ｂｐ 的反向互补序列为下游

引物)ꎬ经 ＰＣＲ 扩增、电泳后获得大小约为１ ６００ ｂｐ

的目的条带(图 １)ꎬ产物经过回收、测序、比对ꎬ将该

基因命名为 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因ꎮ ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因 ｃＤＮＡ
全长为１ ６４７ ｂｐꎬ编码 ５４８ 个氨基酸ꎮ

Ｍ:标准分子质量 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１、２、３、４:ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
图 １　 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因扩增产物的检测

Ｆｉｇ.１　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２.２　 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因编码的蛋白质信息分析

将 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白与甘薯 ＩｂＨＫＴ１、烟草 ＮｔＨ￣
ＫＴ１、拟南芥 ＡｔＨＫＴ１、水稻 ＯｓＨＫＴ６ 及马铃薯 ＳｔＨ￣
ＫＴ１ 氨基酸序列进行比对ꎮ 比对分析结果(图 ２)表
明ꎬ除了编码保守结构域的氨基酸ꎬＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白

与其他物种的同源 ＨＫＴ 序列在其他非编码保守结

构域氨基酸区域的差异较大ꎮ 通过 Ｐｆａｍ 网站保守

结构域预测ꎬ发现该蛋白质在第２００~ ４１２ 和第４３５~
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５３５ 个氨基酸之间有 ２ 个细菌钾转运蛋白 Ｔｒｋ 系统

的亚基———ＴｒｋＨ 保守结构域ꎮ 经过蛋白质跨膜结

构域预测发现ꎬ该序列共有 １０ 个跨膜片段(图 ３)ꎬ
可能具有钾离子转运功能ꎮ

图 ２　 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白多序列比对及保守结构域分析

Ｆｉｇ.２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ３　 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白跨膜结构域预测

Ｆｉｇ. ３ 　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ

２.３　 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白进化树分析

通过 ＮＣＢＩ 得到矮牵牛 ＩｎＨＫＴ６(Ｉｐｏｍｏｅａ ｎｉｌꎬＸＰ＿
０１９１８８７４６. １ )、 甘 薯 ＩｂＨＫＴ１ ( Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓꎬ
ＡＭＹ９８９５９.１)、烟草 ＮｔＨＫＴ１(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍꎬＸＰ＿
０１６４５７８０９.１)、拟南芥 ＡｔＨＫＴ１(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬ
ＯＡＯ９８６１６.１)、木薯 ＭｅＨＫＴ１(Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａꎬＸＰ＿
０２１６２０１１０. １ )、 大 豆 ＧｍＨＫＴ１ ( Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎬ ＸＰ ＿
００６５８２２５８. １ )、 小 麦 ＴａＨＫＴ８ ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍꎬ
ＡＢＧ３３９４５. １ )、 水 稻 ＯｓＨＫＴ６ ( Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎬ ＸＰ ＿
０１５６２６１９３.１)、马铃薯 ＳｔＨＫＴ１ ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍꎬ
ＸＰ＿００６３５９７３１.１ )、 葡 萄 ＶｖＨＫＴ１ ( Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａꎬ
ＲＶＷ８５９７９.１ )、芝麻 ＳｉＨＫＴ１(Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍꎬＸＰ＿
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０１１０７７９０１. １ )、 枸 杞 ＬｂＨＫＴ１ ( Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍꎬ
ＡＸＹ４０１４９. １ )、 茄 子 ＳｃＨＫＴ１ ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｃｏｒｎｕｔｕｍꎬ
ＣＣＪ０９６４３.１)、番茄 ＳｌＨＫＴ１(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍꎬＮＰ＿
００１２９５２７３.１)的氨基酸序列ꎬ与 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白的氨

基酸序列进行比对ꎬ并通过邻近法构建系统进化树

(图 ４)ꎬ发现 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白与旋花科矮牵牛的氨基

酸序列十分相似ꎬ相似度为 ９０􀆰 ６３％ꎬ但与甘薯 ＩｂＨ￣
ＫＴ１ 蛋白关系较远ꎬ相似度为 ６１􀆰 ００％ꎬ与拟南芥存在

一定的进化距离ꎬ相似度为 ４８􀆰 １９％ꎮ

图 ４　 ＨＫＴ 蛋白的系统进化树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＨＫＴ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.４　 甘薯 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因表达模式分析

对徐薯 ３２ 号不同部位进行实时荧光定量 ＰＣＲ
分析ꎬ结果表明ꎬＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因在甘薯不同组织中

存在明显的表达特异性ꎬ在叶中表达量最高ꎬ在毛根

中表达量最低(图 ５)ꎮ 叶和茎中的表达量分别为毛

根的 ８０ 倍和 １２ 倍ꎮ
对胁迫处理后的普薯 ３２ 号进行荧光定量 ＰＣＲ

分析ꎬ发现 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因受低温、干旱、盐胁迫及

过氧化氢处理诱导(图 ６)ꎮ 胁迫处理后ꎬＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ
基因表达量相比对照整体呈现上升趋势ꎻＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ
基因受到低温胁迫诱导在短时间内大量表达ꎬ在干

旱胁迫下可以持续表达ꎬ在盐胁迫及过氧化氢处理

下 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因表达量随时间延长而上升ꎮ 上述

结果说明 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因响应甘薯非生物胁迫ꎮ
２.５　 甘薯 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白亚细胞定位

为了明确 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白在细胞中的定位ꎬ将
ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因整合到带有 ＧＦＰ 荧光标记的 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３０１ｓ 载体上ꎬ得到 ｐ３５Ｓ￣ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ￣ＧＦＰ 融合表

图 ５　 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因在甘薯不同部位的表达模式

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓ￣
ｓｕｅｓ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ

达载体(图 ７)ꎮ 以 ＧＦＰ 空载体为阳性对照ꎬ通过农

杆菌介导其在烟草叶片中表达ꎬ利用激光共聚焦显

微镜进行观察ꎮ 从图 ８ 可以看出ꎬ细胞质膜上及叶

绿体中有强烈的荧光信号ꎬ说明 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白主

要定位在细胞质膜上ꎬ少量分布于叶绿体中ꎬ表明

ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白具有跨膜转运功能ꎮ

５３８蒋　 薇等:甘薯 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因的克隆与表达分析



图 ６　 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因在不同胁迫下的表达模式

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ｐ３５Ｓ:３５Ｓ 启动子ꎻＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ:ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因ꎻＧＦＰ:绿色荧光蛋

白基因ꎻＮＯＳ:终止子ꎮ
图 ７　 ｐ３５Ｓ￣ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ￣ＧＦＰ￣ＮＯＳ 融合表达载体

Ｆｉｇ.７　 ｐ３５Ｓ￣ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ￣ＧＦＰ￣ＮＯＳ ｆｕｓｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

３　 讨 论

植物在长期进化过程中ꎬ形成了一套相对完善

的机制来响应非生物胁迫ꎬ从而适应不利的生长环

境ꎬ植物 Ｎａ＋ / Ｋ＋平衡就是个很好的例子ꎮ 植物 ＨＫＴ
钾转运体由原核生物钾离子通道亚基进化而来ꎬ与
真菌 Ｔｒｋ、细菌 Ｋｔｒ 形成了一个膜转运系统的超家

族ꎬ该家族可转运钠离子、钾离子等一价阳离子[２１]ꎮ
据前人研究可作出如下假设:植物 ＨＫＴ 转运体

具有 ８ 个跨膜结构域及 ４ 个 Ｐ￣ｌｏｏｐ 环[２２￣２３]ꎮ 生物

信息学分析发现甘薯 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因具有 １０ 个跨

膜结构域ꎬ同时多序列分析结果表明 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋

白与其他植物中的 ＨＫＴ 蛋白氨基酸序列相似ꎬ都包

含 ２ 个 ＨＫＴ 家族钾转运蛋白保守结构域 ＴｒｋＨ[２４]ꎮ
经过多序列比对及系统进化树分析ꎬ发现 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ
基因编码的蛋白质与矮牵牛 ＩｎＨＫＴ６ 位于同一分

支ꎬ相似度达 ９０􀆰 ６３％ꎮ 在植物学分类上ꎬ矮牵牛与

甘薯同属于旋花科ꎬ亲缘关系相近ꎬ聚类分析结果与

物种分类结果一致ꎮ 但与亚家族 Ｉ 的拟南芥 ＡｔＨ￣
ＫＴ１ 蛋白相似度为 ４８􀆰 １９％ꎮ 本研究发现的 ＩｂＨＫＴ￣
ｌｉｋｅ 与之前报道的 ＩｂＨＫＴ１ 蛋白氨基酸序列(包含

１１ 个跨膜结构域) 存在较大差异[１９]ꎬ相似度为

６１􀆰 ００％ꎬ且系统进化距离较远ꎻ与本课题组前期研

究的 ＨＫＴ 基因家族中的 ＩｂＨＫＴ３ 蛋白极为相似ꎬ但
在非编码区多了 ９３ 个氨基酸[２０]ꎮ 根据结构域分析

和比对结果推测 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 为钾离子转运蛋白ꎬ参
与甘薯生长发育过程中离子转运ꎮ 前人研究报道

ＨＫＴ 转运体定位在细胞质膜上[２５￣２６]ꎬ本研究亚细胞

定位分析结果表明ꎬＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白主要定位在细

胞质膜上ꎬ少量分布于叶绿体中ꎬ推测其通过参与细

胞器及细胞间的离子交换来维持细胞稳态ꎮ
不同的 ＨＫＴ 转运体之间的表达模式和组织定

位差异显著ꎬ如 ＧｍＨＫＴ６ꎻ ２ 在根、茎、叶中均表

达[２７]ꎬ表明 ＨＫＴ 转运体在不同部位具有不同的生

理功能ꎻＴａＨＫＴ１ 主要在根和叶中表达ꎬ帮助植物根

系从土壤中吸收钾离子ꎬ运输到叶片[２８]ꎻＡｔＨＫＴ１ 在

拟南芥柱鞘及维管束中大量表达ꎬ减少 Ｎａ＋由根至

叶的运输[１４]ꎮ 本研究发现 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因在叶中

表达量最高ꎬ与水稻 ＯｓＨＫＴ１ꎻ １、ＯｓＨＫＴ１ꎻ ３、ＯｓＨ￣
ＫＴ２ꎻ３ 以及 ＯｓＨＫＴ２ꎻ４ 基因的表达规律一致[２９]ꎬ可
能在离子的长距离运输及再分配中起重要作用ꎮ

外源性过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)、高盐等非生物胁迫引

起的氧化应激会导致活性氧(ＲＯＳ)的产生ꎬ加剧氧

６３８ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２１ 年 第 ３７ 卷 第 ４ 期



Ｃ:叶绿体ꎻｃｍ:细胞质膜ꎮ Ａ.ｐ３５Ｓ￣ＧＦＰ 空载体表达蛋白质的烟草亚细胞定位ꎻＢ. ｐ３５Ｓ￣ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ￣ＧＦＰ 融合载体表达蛋白质的烟草亚细胞定位ꎮ
图 ８　 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白亚细胞定位结果

Ｆｉｇ.８　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

化应激损害ꎬ植物常常通过不同代谢途径来清除

ＲＯＳ 带来的伤害[３０￣３１]ꎮ 在拟南芥中过表达 ＡｔＨＫＴ１ꎻ
１ 能减少叶中 Ｎａ＋含量ꎬ保护光合器官免受伤害[３２]ꎻ
同样的ꎬＴａＨＫＴ１ꎻ５￣Ｄ 在根中介导 Ｎａ＋从木质部中的

卸载ꎬ且限制 Ｎａ＋从根到叶的转运ꎬ从而降低植株地

上部 Ｎａ＋的含量以保护叶片免受盐胁迫[３３￣３４]ꎮ 在低

钾胁迫下ꎬＨｖＨＫＴ２ꎻ１ 在 Ｋ＋吸收或再吸收过程中发

挥作用ꎬ保持细胞 Ｎａ＋ / Ｋ＋平衡ꎬ从而维持植株正常

生长发育[３５]ꎻ小花碱茅 ＰｕｔＨＫＴ１ꎻ２ 在根中表达量最

高[１１]ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果表明ꎬＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基

因受到低温、干旱、高盐和 Ｈ２Ｏ２等多种胁迫诱导表

达ꎬ推测 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因通过调节细胞离子稳态ꎬ提
高甘薯的耐逆性ꎬ进而适应逆境ꎮ

本研究分析了甘薯钾离子转运体 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋

白序列信息ꎬ发现其有 ２ 个 ＴｒｋＨ 保守结构域ꎬ１０ 个

跨膜片段ꎮ ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白与旋花科的矮牵牛 ＩｎＨ￣
ＫＴ６ 氨基酸序列十分相似ꎮ ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 蛋白主要定

位在细胞质膜上ꎮ 组织特异性分析结果表明ꎬＩｂＨ￣
ＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因在叶中表达量最高ꎮ 实时荧光定量

ＰＣＲ 结果显示ꎬＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因受到低温、干旱、高
盐及过氧化氢诱导表达ꎬ说明 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因在抵

御非生物胁迫中发挥着重要的作用ꎮ 本研究为下一

步研究甘薯 ＩｂＨＫＴ￣ｌｉｋｅ 基因在非生物胁迫下的功能

及调控机理奠定了基础ꎮ
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