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摘 要 为了探明拟南芥内膜反向转运体AtNHX5 基因启动子(proNHX5)功能及基因的组织表达模式,从
基因组中克隆AtNHX5 基因开放阅读框(ORF)上游侧翼调控区1807bp序列,发现该启动子具有典型启动

子一般特征,不仅具有TATA-box、CAAT-box等核心元件,还含有与光响应、激素响应、逆境诱导响应和分生

组织表达调控元件。构建AtNHX5 基因启动子与GUS的融合表达载体,通过农杆菌花序浸染法转化野生型

拟南芥获得转基因植株。利用组织染色法鉴定转基因拟南芥的GUS表达模式,发现在子叶、下胚轴和花中有

显著的GUS酶活性,成熟叶片和根中只有局部检测到GUS表达,在未成熟果荚中只有在果荚顶端和基部存

在GUS酶活性,说明AtNHX5 基因启动子与GUS的融合表达载体成功构建且正常启动GUS基因表达,同
时也表明,AtNHX5 基因主要在这些部位表达,且表达具有时空特异性。
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  维持胞内离子和pH稳态对细胞的活动和功

能至 关 重 要[1-2]。已 有 研 究 表 明,植 物 Na+、

K+/H+反向转运体(NHX)对维持细胞内离子平

衡和调节pH平衡具有重要作用,并在各种细胞

过程中扮演重要角色,包括逆境响应、膜微囊运

输、蛋白存贮、细胞生长、渗透调节、Na+和 K+离

子运输及生长与发育等生理生化过程[3-7]。NHX
是一类跨膜反向转运蛋白,属于一价阳离子/H+

反向转运体(cation/protonantiporter,CPA)基因

家族中的 CPA1亚家族,生化活性是将 Na+ 或

K+与质子(H+)进行跨膜反向转运,在酵母、细
菌、植物和动物等生物体内广泛存在[8-9]。

植 物 NHX 基 因 家 族 分 为 三 类,即 质 膜

NHXs,液胞 NHXs 和内膜NHXs。模式植物

拟南芥中 NHX基因家族包含8个成员,其中质

膜 NHXs(AtNHX7/SOS1、AtNHX8)、液 胞

NHXs(AtNHX1-4)研究的相对较早,且对At-
NHX7/SOS1 的调节机制研究最为清楚[10-15]。拟

南芥内膜AtNHX5 和AtNHX6 基因编码的反向

转运体定位在高尔基、反面高尔基体管网状结构

(TGN)、内质网(ER)和液胞前体(PVC)[4,16-17]。

有研 究 表 明,AtNHX5 既 能 抑 制 酵 母 突 变 体

nhx1 对潮霉素和盐胁迫的敏感性,又能增加对

Li+的耐受性,在拟南芥中内膜 NHXs调节胞内

和内膜系统内的pH及离子平衡[16],影响囊泡运

输和蛋白存贮[18-20],并通过调节生长素影响植株

生长和发育[3-4],这些结果说明,与拟南芥质膜和

液胞NHXs而言,内膜NHXs具有独立功能,是

NHX家族的重要组成部分。目前对拟南芥 At-
NHX5的亚细胞定位、功能已进行初步研究,但
对其启动子及组织表达模式的研究较少,基于此,
本研究克隆AtNHX5 基因启动子并进行序列分

析,通过农杆菌介导的花序浸染法转化拟南芥,并
利用GUS染色检测研究AtNHX5 基因在植株不

同组织中的表达特性。以期探明AtNHX5 在拟

南芥幼苗和成株各组织内的表达强弱情况,为进

一步探寻AtNHX5在离子转运和pH 调节中的

作用和调控机制提供依据。

1 材料与方法

1.1 植物材料及生长条件

野生 型 拟 南 芥 (Arabidopsisthaliana)为



Col-0。所用植物材料生长室温21℃,光强100

μmol/(m2·s),光周期为16h/8h(光照/黑暗),
相对湿度50%±10%。无菌材料培养,先用

φ=20%的次氯酸钠将种子表面消毒13min,再
用无菌蒸馏水漂洗6次,然后点种在含有10g/L
琼脂,pH5.8的 MS固体培养基中,置于4℃冷

藏箱中暗处春化3d后转入温室萌发生长。需完

成整个生长周期的材料,在萌发生长7d后移入

营养土内,置于温室内培养。

1.2 菌株、载体

所用大肠杆菌DH5α和农杆菌 GV3101,均
由甘肃省农业科学院生物技术研究所遗传工程实

验室保存提供。所用植物表达载体为pCAM-
BIA1391。

1.3 引 物

试验所用各引物序列见表1,引物序列利用

软件PrimerPremier5设计。

表1 试验所用引物序列

Table1 Primersusedinexperiment
引物名称
Primername

引物序列(5'→3')
Primerssequence(5'→3')

用途
Purpose

PRNHX5-F ACGCGTCGACTACATAAAGAAAGAGCA 启动子克隆Promotercloning

PRNHX5-R CGGAATTCTCAGATTTGAGATTGGACCAC 启动子克隆Promotercloning

C-PRNHX5-F1 TGGGACAGTAATAAGTGAAG 测序Sequencing

C-PRNHX5-F2 CATCCAAGAAAATACTAGTAC 测序、转基因植株鉴定
Sequencing,identificationoftransgenicplants

C-PRNHX5-R AAAGAGCTTACTTCGCACAA 测序Sequencing

GUS-R AATAACGGTTCAGGCACA 转基因植株鉴定Identificationoftransgenicplants

注:引物PRNHX5-F和PRNH5-R下划线序列分别为SalⅠ和EcoRⅠ酶切位点。

Note:UnderlinesequencesofPRNHX5-FandPRNH5-RwereSalⅠandEcoRⅠrestricyionsites,respectively.

1.4 DNA提取及AtNHX5 基因启动子克隆

以野生型拟南芥Col-0为材料,用生工植物

基因组提取试剂盒从中提取拟南芥基因组DNA。
根据TAIR网站公布的拟南芥基因组数据,选取

AtNHX5 基因开放阅读框(ORF)上游1807bp
启动子序列,运用引物设计软件PrimerPremier
5设计特异性引物PRNHX5-F和PRNHX5-R,
并根据表达载体和启动子序列内酶切位点在引物

5'端分别添加SalⅠ和EcoRⅠ酶切位点及保护

碱基,引物序列由华大基因公司合成。以获得的

拟南芥基因组 DNA 为模板,用高保真酶进行

PCR扩增,扩增后的PCR产物经10g/L琼脂糖

凝胶电泳检测后切胶回收并纯化。

1.5 AtNHX5 基因启动子序列分析

利 用 PlantCARE(http://bioinformatics.
psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)在 线

软件对AtNHX5 基因转录起始位点前1807bp
的启动子序列进行分析,预测顺式作用元件。

1.6 载体构建及植株转化、筛选

用NEB的SalⅠ和EcoRⅠ限制性内切酶分

别双酶切表达载体pCAMBIA1391质粒和PCR
产物,并回收目的片段。利用promage公司 T4
连接酶将回收的PCR目的产物构建到表达载体

pCAMBIA1391上并 转 入 大 肠 杆 菌 扩 增,获 得

GUS(β-半乳糖苷酶)表达载体pCAMBIA1391-
proNHX5-GUS。经PCR扩增、酶切及测序鉴定

正确的表达载体转入农杆菌GV3101。农杆菌在

YEP 固 体 培 养 基 培 养,YEP 培 养 基 成 分 为:

5g/L牛肉膏,1g/L酵母提取物,5g/L蛋白胨,

5g/L蔗糖,4g/LMgSO4·7H2O,15g/L琼脂,

pH7.4。通过PCR鉴定获得转入成功的农杆菌

菌株,并通过花序浸染法转染到野生型拟南芥

中[21]。转基因材料在含有50mg/L的潮霉素

(HygromycinB)的 MS培养板上进行筛选,选用

启动 子 测 序 所 用 正 向 引 物 C-PRNHX5-F2 和

GUS基因内特异反向引物GUS-R对抗性筛选获

得株系进行PCR鉴定,以便确定所选株系中存在

融合目的基因序列。获得的第3代转基因植株的

3个独立的纯合体株系用于GUS染色分析。

1.7 GUS染色分析

选用生长在 MS培养基上的整株幼苗和盆栽

成熟植株的不同组织进行GUS组织化学检测分

析。选取的材料浸透在染色液(100mmol/L磷

酸缓冲液,pH7.0,1.9mmol/L5-溴-4-氯-3-吲
哚-β-D-葡萄糖苷酸,0.5mmol/L 铁氰化钾,

0.5mmol/L 亚 铁 氰 化 钾,φ=0.1% Triton
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X-100,10mmol/LEDTA和φ=20%甲醇)中,
于37℃过夜染色后去掉染色液,加入φ=70%
乙醇用于脱去叶绿素。去净叶绿素的材料在体视

显微镜下观察照相。

2 结果与分析

2.1 拟南芥AtNHX5 基因启动子的克隆及顺式

作用元件分析

根据已知拟南芥基因组序列信息,设计带有

特异酶切位点和保护碱基的引物,正向扩增引物

PRNHX5-F含有SalⅠ酶切位点,反向扩增引物

PRNHX5-R含有 EcoRⅠ酶切位点,以拟南芥

Col-0基因组 DNA 为模板,采用高保真酶进行

PCR扩增,PCR产物大小为1825bp。将扩增产

物进行核酸电泳检测,结果表明扩增条带符合预

期大小(图1)。
对proNHX5分析发现,序列中除了包含启

动子典型的核心元件TATA-box和CAAT-box

等外,还 包 含 AE-box、Box4、GA-motif、GT1-
motif、TCT-motif光响应元件;ABA 响应元件

ABRE;茉莉酸甲酯响应元件 CGTGA-motif和

TGACG-motif;生长素响应元件 TGA-element;
分生组织表达调控元件CAT-box;厌氧诱导的必

须调控元件 ARE和防御与应激相关元件 TC-
richrepeats(表2)。

  M.DNAmarkerD2000;proNHX5.AtNHX5 启动子序列

AtNHX5promotersequence
图1 AtNHX5 基因启动子的克隆

Fig.1 CloneofAtNHX5genepromoter
表2 AtNHX5 启动子区域顺式作用元件预测

Table2 Predictionofcis-actingelementsinpromoterofAtNHX5
顺式作用元件

Cis-actingelement
核心序列

Coresequence
数量
Number

功能
Function

ABRE GCAACGTGTC 1 ABA响应元件 ResponsivetoABA

AE-box AGAAACAA 1 光响应元件Lightresponsiveelement

ARE AAACCA 2 厌氧诱导的必须调控元件 Regulatoryelementessentialforanaerobicin-
duction

Box4 ATTAAT 2 光响应元件Lightresponsiveelement

BoxII-likesequence TCCGTGTACCA 1 顺式调控元件Cis-actingregulatoryelement

CAAT-box CAAT/CAAAT 35 顺式作用元件Cis-actingelement

CAT-box GCCACT 1 分生组织表达调控元件 Regulatoryelementrelatedtomeristemexpression

CGTCA-motif CGTCA 2 茉莉酸甲酯响应调节元件 MeJAresponsiveregulatoryelement

GA-motif ATAGATAA 1 光响应元件Lightresponsiveelement

GT1-mitif GGTTAAT 1 光响应元件Lightresponsiveelement

TATA-box TATA 18 转录起始-30核心启动子元件 Corepromoterelementaround-30oftran-
scriptionstart

TC-richrepeats ATTCTCTAAC 1 防御与应激相关元件 Elementinvolvedindefenseandstressresponsive-
ness

TCT-motif TCTTAC 2 光响应元件Lightresponsiveelement

TGA-element AACGAG 2 生长素响应元件 Auxin-responsiveelement

TGACG-motif TGACG 2 茉莉酸甲酯响应调节元件 MeJAresponsiveregulatoryelement

2.2 pCAMBIA1391-proNHX5-GUS启动子表达

载体的构建及鉴定

如图2-A,为了研究AtNHX5 基因启动子的

活性和组织表达模式,将启动子扩增产物proN-
HX5和 植 物 表 达 载 体 pCAMBIA1391分 别 用

NEB的SalⅠ和EcoRⅠ双酶切后连接,经菌落

PCR和 质 粒 酶 切 验 证 获 得 正 确 的 重 组 质 粒

pCAMBIA1391-proNHX5-GUS。DH5α 菌 落

PCR扩增产物大小为1825bp,与预期结果相一

致(图2-B)。由于在构建中连接部位为SalⅠ和

EcoRⅠ酶切位点,重组成功的质粒单酶切后电泳

应有一条大小为12454bp的目的条带,而双酶

切后电泳应有一条大小分别为10641bp的线性

质粒条带和一条1813bp与proNHX5几乎一致
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的序列条带,酶切试验结果符合预期,说明At-
NHX5 启动子成功克隆到pCAMBIA1391载体

中(图2-C)。通过进一步测序验证,证实测序序

列结果与数据库序列一致。

  A:pCAMBIA1391-proNHX5-GUS表达载体构建示意图 MapofconstructionofpCAMBIA1391-proNHX5-GUSexpressionvec-

tor;B:pCAMBIA1391-proNHX5-GUS表达载体的PCR分析 PCRanalysisofpCAMBIA1391-proNHX5-GUSvector;M.DNAmarker

D2000;+.proNHX5启动子序列 AtNHX5promotersequence;1~5.载体转化大肠杆菌菌液PCR产物 PCRproductoffusionex-

pressionvectortransformedintoE.coliDH5α;-.阴性对照 Negativecontrol;C:pCAMBIA1391-proNHX5-GUS表达载体酶切鉴定

IdentificationofpromoteranalysisvectorpCAMBIA1391-proNHX5-GUSbydigestion;M.DNAmarkerD15000;S1.EcoRI单酶切 Sin-

gle-digestionproductsbyEcoRI;S2.SalI和EcoRI双酶切 Double-digestionproductsbyEcoRIandSalⅠ;+.proNHX5启动子序列

AtNHX5promotersequence
图2 AtNHX5 启动子载体构建

Fig.2 VectorconstructionofAtNHX5promoter

2.3 拟南芥转基因植株的获得

将 测 序 正 确 的 重 组 质 粒 转 化 农 杆 菌

GV3101,在含有Rif和Kan抗生素的YEP固体

培养基上筛选,挑取单菌落,通过菌落PCR筛选,
能够扩增出与proNHX5启动子克隆序列大小一

致的 条 带 为 成 功 导 入 表 达 载 体 的 阳 性 菌 株

(图3)。获得的阳性农杆菌通过花序浸染法转化

拟南芥Col-0,将得到的T0代种子经消毒后播种

于含有潮霉素的 MS培养基中进行筛选,具有抗

性的植株经PCR检测为阳性的单株收获种子并

加代,获得T3代纯合转基因株系(图4)。

  M.DNAmarkerD2000;+.阳性对照 Positivecontrol;1~

8.载体转化农杆菌菌液PCR产物 PCRproductofexpression

vectortransformedintoE.coliDH5α;-.阴性对照 Negative

control

图3 农杆菌菌液PCR鉴定

Fig.3 PCRdetectionofagrobacteriumtumefaciens

  M.DNA markerD2000;+.阳性质粒对照 Positivecon-

trol;1~7.转基因植株 TransgenicfusionArabidopsis;-.野
生型对照 Wildtype

图4 转基因拟南芥植株的PCR
Fig.4 PCRanalysisoftransgenicArabidopsis
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2.4 AtNHX5 启动子在拟南芥中的表达分析

为检测基因的组织表达模式,分别选取培养

基上萌发生长1d、2d、3d、6d、9d、12d的整株

转基因拟南芥幼苗和盆栽生长45d植株的茎、
叶、花和果荚进行 GUS组织化学染色。试验证

明,3个独立的纯合转基因株系有着相似的表达

模式。结果显示,由AtNHX5 基因的启动子控制

的GUS表达活性,在植株整个发育过程中一直

都有表达(图5和图6)。萌发1d到3d的幼苗

中,GUS活性在子叶和下胚轴中广泛表达,而种

皮和胚根中未见表达(图5-A-图5-C)。随着幼

苗生长,子叶和茎中GUS仍广泛表达,且子叶和

茎中微管系统的 GUS表达最为显著,真叶中仅

局部检测到GUS表达,生长6d、9d和12d的转

A~F.生长1d、2d、3d、6d、9d、12d的转基因植株 Arabidopsisseedlingsof1d2d,3d,6d,9d,12d

图5 转基因拟南芥幼苗GUS染色

Fig.5 GUSstainingoftransformedArabidopsisseedlings

A.茎 Stem;B.叶 Leaf;C.果荚 Silique;D.花序与果荚 Inflorescencesandsulique;E.花 Flower

图6 转基因植株不同部位GUS组织定位分析

Fig.6 Promoter-GUSassayoftransgenicArabidopsisindifferentparts
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基因植株根中也只有局部区域检测到微弱GUS
表达(图5-D-图5-F)。成熟植株中,茎中有明显

的GUS表达(图6-A和图6-D)。在成熟叶片中,
有的检测不到 GUS的表达,有的仅叶尖局部检

测到GUS表达(图6-B)。在花中,柱头、花柱、花
柄和花瓣的微管中检测到 GUS明显表达,花瓣

部分区域微弱表达,而在花序顶端花苞未见GUS
表达(图6-D)。在未成熟果荚中,GUS主要表达

在果柄、果荚顶端和基部,早期幼嫩果荚表皮也有

弱的表达,随着果荚发育,果荚表皮将检测不到

GUS表达(图6-C和图6-D)。接近成熟果荚中,
只有果柄有很微弱的 GUS表达,果荚顶端和基

部未见GUS表达(图6-C)。

3 讨 论

植物基因表达调控过程主要有DNA水平调

控、染色体水平调控、转录调控、转录后调控、翻译

调控和翻译后调控,在这些调控方式中,转录水平

调控是最为主要的。启动子是位于结构基因上游

的DNA序列,不仅决定基因转录方向和RNA聚

合酶类型,还是转录水平上基因表达调控的中

心[22]。在启动子区域,有很多在转录水平调控过

程中具有重要作用的顺式作用元件,参与调控下

游基因表达,从而调节生长发育和抵抗外界环境

胁迫[23]。在启动子的核心启动子区域通常包含

TATA-box和CAAT-box元件,也是启动子的特

征序列。通过对AtNHX5 基因开放阅读框上游

序列分析,发现该序列中具有多个TATA-box和

CAAT-box核心启动子元件,说明其具有典型启

动子特征。
启动子除了具有典型的核心启动子元件外,

还有众多与基因功能相关的调节元件或结合位

点。因此,在相近基因的启动子序列中,应该存在

很多一致的顺式作用元件。李红婷等[24]克隆分

析醋栗番茄NHX4基因启动子发现,在启动子序

列内含有多个与激素、逆境诱导相关元件和光反

应相关元件。邹兰等[25]克隆的盐生草HgNHX1
基因启动子中包含多个与非生物胁迫、植物激素

诱导及光应答元件。本研究也得到类似结果,在

AtNHX5 基因启动子序列内发现多个光响应元

件和激素、逆境诱导相关元件,另外,还发现分生

组织表达调控元件(表2)。这些结果预示着At-
NHX5 基因的表达可能受到逆境胁迫、激素及光

等信号的调控。有研究表明,AtNHX5 作为重

要的内膜Na+,K+/H+反向转运体,在应对盐胁

迫、水 分 胁 迫 和 钾 营 养 代 谢 中 具 有 重 要 作

用[16,26-28],同时,最新研究显示拟南芥内膜反向转

运体参与生长素介导的生长与发育[3-4],这都与启

动子分析结果中的调节元件功能相一致,也预示

着AtNHX5很可能在光响应、分生组织表达和茉莉

酸调控中的作用还未被发现,值得进一步研究。
利用农杆菌介导法转化拟南芥,对获得的纯

合体株系进行 GUS组织化学染色,发现proN-
HX5正 确 启 动 GUS 基 因 表 达,说 明 克 隆 的

proNHX5序列具有启动子活性。Bassil等[17]用

荧光实时定量PCR(RT-qPCR)分析表明,At-
NHX5 和AtNHX6 基因在拟南芥生长发育的各

个阶段的很多组织内均有表达,包括花、花芽、茎、
莲座叶、根和果荚,且不同组织存在表达差异,有
报道对AtNHX6 基因启动子进行分析,也得到

类似结果[29]。本研究通过对幼苗期不同生长时

间的植株GUS染色发现,proNHX5不仅正确启

动GUS基因表达,而且使GUS在不同生长时间

幼苗各个部位的表达强弱存在差异。在幼苗期,
子叶和茎中从萌发第1天开始就有GUS表达,而
根中早期并未检测到 GUS表达,直到生长到的

第6天,根中有些部位才开始检测到 GUS表达

(图5)。生长6d、9d、12d的幼苗中发现,在茎

顶端分生组织处有较强的GUS表达,且在第6天

左右真叶开始长出,随着植株生长,真叶中GUS
表达区域和强度逐渐变小和减弱,到成株时只在

叶尖检测到微弱的GUS表达。前面启动子分析

也发现,在proNHX5序列里内有分生组织表达

调控元件存在,这正好与 GUS在茎顶端分生组

织强表达相一致,这也暗示根中出现 GUS表达

的部位很可能也与分生组织有关。虽然在根尖和

侧根中未检测到 GUS表达,但有报道显示,与

AtNHX5 高度同源且功能冗余的内膜反向转运

体的另一个成员AtNHX6 的启动子在根尖和侧

根原基部位驱动GUS强表达[3,29-30],这可能是导

致proNHX5驱动GUS表达在根中一些分生组

织极不明显的原因。在成株中,茎中仍具有明显

的GUS表达,而花中GUS表达随着生长发育发

生变化,花序顶端花中未检测到GUS表达,而发

育成熟花中具有明显的 GUS表达,尤其雌蕊柱

头、花柱和花瓣微管组织中。果荚中 GUS也随

果荚生长发育表现表达部位和强度差异,随着果

荚发育从开始的果柄、果皮、果荚顶端和基部中明
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显GUS表达到仅在果柄有微弱表达。整个GUS
染色结果显示,在拟南芥整个生长过程中,proN-
HX5驱动的GUS表达具有明显的时空特异性,
预示着AtNHX5 基因在拟南芥中也具有相同的

表达模式,表明AtNHX5 在拟南芥生长发育各

个阶段都发挥着重要作用。
参考文献 Reference:
[1] BASSILE,COKUA,BLUMWALDE.Cellularionhomeo-

stasis:emergingrolesofintracellularNHXNa+/H+anti-
portersinplantgrowthanddevelopment[J].Journalof
ExperimentalBotany,2012,63(16):5727-5740.

[2] PARDOJM,CUBEROB,LEIDIEO,etal.Alkalication
exchangers:rolesincellularhomeostasisandstresstoler-
ance[J].JournalofExperimentalBotany,2006,57(5):

1181-1199.
[3] DRAGWIDGEJM,FORDBA,ASHNESTJR,etal.Two

endosomalNHX-typeNa+/H+antiportersareinvolvedin
auxinmediateddevelopmentinArabidopsisthaliana [J].
PlantandCellPhysiology,2018,59(8):1660-1669.

[4] FANL,ZHAOL,HU W,etal.Na+,K+/H+antiporters
regulatethepHofendoplasmicreticulumandauxin-media-
teddevelopment[J].PlantCellandEnvironment,2018,

41(4):850-864.
[5] WANGL,FENGX,ZHAOH,etal.Functionalanalysisof

theNa+,K+/H+antiporterPeNHX3fromthetreehalo-
phytePopuluseuphraticainyeastbymodel-guidedmuta-
genesis[J].PLoSOne,2014,9(8):104-147.

[6] REGUERA M,BASSILE,BLUMWALDE.Intracellular
NHX-typecation/H+antiportersinplants[J].Molecular
Plant,2014,7(2):261-263.

[7] RODRIGUEZ-ROSALESMP,JIANGX,GALVEZFJ,et
al.OverexpressionofthetomatoK+/H+antiporterLeN-
HX2conferssalttolerancebyimprovingpotassiumcompar-
tmentalization[J].New Phytologist,2008,179(2):366-
377.

[8] CAOB,LONGD,ZHANG M,etal.Molecularcharacter-
izationandexpressionanalysisofthemulberryNa+/H+

exchangergenefamily [J].PlantPhysiologyand Bio-
chemistry,2016,99:49-58.

[9] CHANROJS,WANGGY,VENEMAK,etal.Conserved
anddiversifiedgenefamiliesofmonovalentcation/H+anti-
portersfrom algaetofloweringplants[J].Frontiersin
PlantScience,2012,3:25.

[10] QUINTEROFJ,MARTINEZ-ATIENZAJ,VILLALTA
I,etal.ActivationoftheplasmamembraneNa/Hanti-
porterSalt-Overly-Sensitive1(SOS1)byphosphorylation
ofanauto-inhibitoryC-terminaldomain[J].Proceedings
ofNationalAcademyofSciencesoftheUnitedStatesof
America,2011,108(6):2611-2616.

[11] QIUQS,GUOY,DIETRICH M A,etal.Regulationof
SOS1,aplasmamembraneNa+/H+exchangerinArabi-
dopsisthaliana,bySOS2andSOS3[J].Proceedingsof
theNationalAcademyofSciencesoftheUnitedStates
ofAmerica,2002,99(12):8436-8441.

[12] SHIH,ISHITANIM,KIM C,etal.TheArabidopsis
thaliana salttolerancegeneSOS1encodesaputative

Na+/H+ antiporter[J].Proceedingsofthe National
AcademyofSciencesoftheUnitedStatesofAmerica,

2000,97(12):6896-6901.
[13] WUSJ,DINGL,ZHUJK.SOS1,ageneticlocusessen-

tialforsalttoleranceandpotassiumacquisition[J].The
PlantCell,1996,8(4):617-627.

[14] YANGZ,WANGC,XUEY,etal.Calcium-activated14-
3-3proteinsasamolecularswitchinsaltstresstolerance
[J].NatureCommunication,2019,10(1):1199.

[15] YANGY,GUOY.Elucidatingthemolecularmechanisms
mediatingplantsalt-stressresponses[J].TheNewPhy-
tologist,2018,217(2):523-539.

[16] WANGLG,WUXX,LIUYF,etal.AtNHX5andAt-
NHX6controlcellularK+andpHhomeostasisinArabi-
dopsis:threeconservedacidicresiduesareessentialforK+

transport[J].PLoSOne,2015,10(12):144716.
[17] BASSILE,OHTOMA,ESUMIT,etal.TheArabidop-

sisintracellularNa+/H+ antiportersNHX5andNHX6
areendosomeassociatedandnecessaryforplantgrowth
anddevelopment[J].ThePlantCell,2011,23(1):224-
239.

[18] WUXX,EBINEK,UEDAT,etal.AtNHX5andAt-
NHX6arerequiredforthesubcellularlocalizationofthe
SNAREcomplexthatmediatesthetraffickingofseed
storageproteinsinArabidopsis[J].PLoS One,2016,

11(3):151658.
[19] REGUERAM,BASSILE,TAJIMAH,etal.pHRegula-

tionbyNHX-Typeantiportersisrequiredforreceptor-me-
diatedproteintraffickingtothevacuoleinArabidopsis
[J].ThePlantCell,2015,27(4):1200-1217.

[20] YOKOIS,QUINEROFJ,CUBEROB,etal.Differential
expressionandfunctionofArabidopsisthaliana NHX
Na+/H+antiportersinthesaltstressresponse[J].The
PlantJournal:forCelland MolecularBiology,2002,

30(5):529-539.
[21] CLOUGHSJ,BENTAF.Floraldip:asimplifiedmethod

forAgrobacterium-mediatedtransformationofArabidop-
sisthaliana[J].ThePlantJournal:forCellandMolecu-
larBiology,1998,16(6):735-743.

[22] 杨鹏芳,段国琴,胡晓炜,等.高等植物启动子研究概述

[J].分子植物育种,2018,16(5):1482-1493.
YANGPF,DUANGQ ,HUX W,etal.Overviewof
higherplantpromotersresearch[J].Molecular Plant
Breeding,2018,16(5),1482-1493.

[23] 马 倩,马宝月,穆 波,等.植物基因启动子的克隆及分

析的研究进展[J].中国农业文摘-农业工程,2018(3):23-
29.
MAQ,MABY,MUB,etal.Researchprogressonclo-
ningandanalysisofplantgenepromoter[J].Agricultur-
alScienceandEngineeringinChina,2018(3):23-29.

[24] 李红婷,魏露阳,孙亚东,等.醋栗番茄NHX4 基因及其启

动子序列的克隆与分析[J].分子植物育种,2018,16(14):

4511-4519.
LIHT,WEILY,SUNYD,etal.Cloningandanalysisof
vacuolarNa+/H+antiporter4geneanditspromoterfrom
Solanumpimpinellifolium[J].MolecularPlantBreed-
ing,2018,16(14):4511-4519.

[25] 邹 兰,杨 轲,徐先良,等.盐生草HgNHX1 基因启动

·1402·12期 李静雯等:拟南芥AtNHX5 基因启动子的克隆和组织定位分析



子的克隆及功能验证[J].草业学报,2017,26(11):57-68.
ZOUL,YANGK,XUXL,etal.Cloningandfunctional
analysisofhalophyteHalogetonglomeratusHgNHX1
promoter[J].ActaPrataculturaeSinica,2017,26(11):

57-68.
[26] 安 静,侯 蕾,孔祥强,等.AtNHX5 基因过量表达对拟

南芥耐盐性的影响[J].西北植物学报,2012,32(6):1106-
1111.
ANJ,HOUL,KONGXQ,etal.OverexpressionofAt-
NHX5increasessalttoleranceofArabidopsisthaliana
[J].ActaBotanicaBoreal-OccidentSinica,2012,32(6):

1106-1111.
[27] LIM,LINXJ,LIHQ,etal.OverexpressionofAtNHX5

improvestolerancetobothsaltandwaterstressinrice
(OryzasativaL.)[J].PlantCellTissueandOrganCul-
ture(PCTOC),2011,107(2):283-293.

[28] LIM,LIY,LIH,etal.OverexpressionofAtNHX5im-
provestolerancetobothsaltanddroughtstressinBrous-
sonetiapapyrifera(L.)Vent [J].Tree Physiology,

2011,31(3):349-357.
[29] 王立光,陈 军,李静雯.拟南芥AtNHX6 基因启动子的

克隆及表达分析[J].西北植物学报,2019,39(2):191-
198.
WANGLG,CHENJ,LIJW.Cloningandexpressiona-
nalysisofAtNHX6genepromoterfromtheArabidopsis
thaliana [J].Acta Botanica Boreal-Occident Sinica,

2019,39(2):191-198.
[30] 王立光.拟南芥内膜 Na+,K+/H+反向转运体研究进展

[J].生物工程学报,2019,35(8):1424-1432.
WANGLG.ProgressinendosomalNa+,K+/H+ anti-
porterinArabidopsisthaliana [J].ChineseJouranlof
Biotechnology,2019,35(8):1424-1432.

MolecularCloningandTissueLocalizationAnalysisof
AtNHX5GenePromoterfromArabidopsisthaliana

LIJingwen,HOUYiqing,CHENJunandZHUTiandi
(BiotechnologyResearchInstitute,GansuAcademyofAgriculturalSciences,Lanzhou 730070,China)

Abstract TheendosomalAtNHX5isoneofthegenesencodingNa+,K+/H+antiporterinArabi-
dopsisthaliana.InordertotestthefunctionofproNHX5andthetissueexpressionpatternofendoso-
malAtNHX5gene,thesequenceofproNHX5fromArabidopsisthalianaCol-0,a1807bpupstream
ofreadingframe(ORF),wasamplifiedbyPCR.TheanalysisshowedthatproNHX5hadthegeneral
characteristicsoftypicalpromoter,whichnotonlycontainedTATA-boxandCAAT-boxcorecompo-
nents,butalsocontainedcontrolelementsforlightresponse,hormoneresponse,adversity-inducedre-
sponse,andmeristemexpression.ThefusionexpressionvectorofproNHX5andGUSgenewascon-
structedandintroducedintotheArabidopsisthaliana(ecotypeColumbia0)usingthefloraldipmeth-
od.TheexpressionpatternwasmonitoredusingGUShistochemicalstaining.Asresults.GUSstaining
waspreferentiallyobservedincotyledons,hypocotylsandflowersoftransgenicseedlingscarryingthe
AtNHX5promoter.Intrueleavesandroots,GUSactivitywasonlypartiallydetectedfortheAtNHX5
promoter.Whereasintheimmaturesiliques,GUSstainingwasrestrictedtothesiliquetipandbase.
Collectively,theseresultssuggestedthatfusionexpressionvectorofAtNHX5genepromoterandGUS
wassuccessfullyconstructedanditdrivedtheexpressionofGUSgenesuccessfully,andAtNHX5gene
predominantlyexpressedintheseparts,andtheexpressionhadspace-timespecificity.
Keywords AtNHX5gene;Promoter;Cloning;GUS;Expressionanalysis
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