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全球约 20%的耕作土地和几乎半数的可灌溉

土地受到盐渍化的影响[1]，我国约有盐碱化和次生

盐碱化土地 4 000 万 hm2，成为我国农业发展的

主要限制因素[2]。盐胁迫对植物主要表现为两方
面的伤害：渗透胁迫效应和离子胁迫效应。在盐胁
迫的逆境条件下，植物体的光合、呼吸、蒸腾、吸收
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A 基因的克隆及生物信息学分析

麻鹏达，周 磊，李毅丹，谭 化，刘艳芝 *

(吉林省农业科学院生物技术中心，长春 130033)

摘 要：根据细菌中存在的 Na+/H+ 反向运输体(Na+/H+antiporterA，nhaA)的基因序列，采用 PCR 扩增的方
法从大肠杆菌(Escherichia coli)Top10 中克隆到了 nhaA 基因(Acession Numeber: EU368045)。nhaA 开放阅读
框为 1 167 bp，编码含有 388 个氨基酸残基，分子量为 41.3 kDa 的蛋白，预测等电点为 9.23。nhaA 含有 25 个
碱性氨基酸，19 个酸性氨基酸，211 个疏水氨基酸及 63 个极性氨基酸。二级结构预测表明，该蛋白含约 50%的
α-螺旋、18%的延伸链、7%的 β-转角和 25%的不规则卷曲。亲疏水性分析显示，nhaA 是疏水性蛋白。跨膜结
构进行分析显示该蛋白含有 11 个跨膜区域。序列分析表明，大肠杆菌 Top10 nhaA 基因与大肠杆菌 DH5α、大
肠杆菌 HS、大肠杆菌 SECEC SMS-3-5 和大肠杆菌 CFT073 的 nhaA 基因同源性分别为 100%、98%、95%和
92%。大肠杆菌 Top10 nhaA 基因的克隆及生物信息学分析为今后对 nhaA 的进一步深入研究奠定了基础。
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Molecular Cloning and Bioinformatics Analysis of Na+/H+ Antiporter A
Gene in Escherichia coli Top10
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Abstract: nhaA (Na+/H+ antiporter A) was cloned from Escherichia coli Top10 by PCR, with primers

designed according to public nhaA sequences. The open reading frame of nhaA gene has 1167 bp in
length and encodes a protein of 388 amino acid residues. The estimated molecular weight and isoelectric

point of the putative protein were 41.3 kDa and 9.23, respectively. Components of amino acids encoded

nhaA contained 25 basic amino acids, 19 acidic amino acids, 211 hydrophobic amino acids and 63 polar
amino acids. The predicted secondary structure of the protein had about 50% alpha helixes, 18% extend-

ed strand, 7% beta turn and 25% random coil. Hydrophobic analysis indicted that nhaA was a hydropho-

bic protein. nhaA contained 11 transmembrane segments. It shared 100 % , 98 % , 95 % and 92 % ho-

mologies in DNA sequence level with E.coli DH5α, E. coli HS, E.coli SECEC SMS-3-5 and E.coli
CFT073, respectively. Molecular cloning and bioinformatics analysis of nhaA in Escherichia coli Top10
will be helpful for the further analysis of nhaA.
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和代谢等生命活动都会受到不同程度的干扰[3]。
Na+/H+ 反向运输体广泛分布在细菌、动物和

植物的细胞膜中。Na+/H+ 反向运输体在植物抵抗
盐胁迫中起重要作用，细胞内过多的 Na+ 从质膜

向细胞外排放和 Na+ 在液泡中的区域化分别是由

位于质膜和液泡膜上的 Na+/H+ 反向运输体完成

的[4-5]。研究表明，大肠杆菌中有两种基因编码了
Na+/H+ 反向运输体，分别为 nhaA 和 nhaB [6-7]，这
两种基因的产物对大肠杆菌的耐盐性是非常重要

的。
本文运用 PCR 技术从大肠杆菌 Top10 菌株

基因组中扩增出 nhaA 基因片段，并对其进行了
生物信息学分析，对于了解 nhaA 基因的结构与
功能，以及进一步了解该类基因在耐盐作用机理

具有重要意义。同时为利用细菌耐盐基因来改良
作物性状，培育耐盐作物新品种提供了基础。

1 材料与方法

1.1 材料和试剂

大肠杆菌 (Escherichia coli)DH5α 和 Top10
菌株为本实验室保存菌种。PCR 产物回收试剂盒
购自上海生工生物工程有限公司。pMD18-T 载
体、DNA marker 和限制性内切酶、ExTaq 酶均购
自 Takara 公司。
1.2 nhaA基因的克隆
大肠杆菌 DNA 的提取依据文献[8]进行。根

据已报道的大肠杆菌 nhaA 基因 (AY449719)，设
计 PCR 引物序列为：

P1: 5＇-GTGAAACATCTGCATCGATTCTTTA
GCAG-3＇

P2: 5＇-TCAAACTGATGGACGCAAACGAAC
GCG-3＇
依照 TaKaRa Ex Taq 操作指南进行, 扩增参

数：94℃ 5 min，94℃ 45 s，55℃ 45 s，72℃ 1 min，
30 个循环；72℃ 10 min，反应产物进行琼脂糖凝
胶电泳检测。按照上海生工生物工程有限公司凝
胶回收试剂盒说明书进行 PCR 产物的回收。回收
获得的 nhaA 基因片段与 pMD18-T 载体在 T4
DNA 连接酶的作用下 16℃过夜, 使 nhaA 基因连
接到 pMD18-T 的载体上，转化大肠杆菌 DH5α
感受态细胞。对构建的质粒 pMD18-T/nhaA进行
小量提取，提取后的质粒用 HindⅢ、EcoRI 双酶
切进行鉴定，酶切反应结束后进行琼脂糖凝胶电

泳鉴定。对鉴定为阳性的克隆委托上海生工生物

工程有限公司进行测序。
1.3 nhaA基因的生物信息学分析
应用 DNAStar7.0 软件对 nhaA 基因编码蛋

白质的理化性质进行分析；应用 ProtScale 和

SOPMA 预测其编码蛋白的二级结构；应用 Motif-

Scan 和 ScanProsite 分析 Na+/H+ 反向运输体蛋白

序列中的基序和结构域；应用 PSORT、SOSUI、
SignalP3.0 和 Swiss-Model 等程序对 Na+/H+ 反向

运输体亚细胞定位、跨膜区、信号肽及三维结构等
进行预测；应用 Blast 在线工具和 DNAMAN6.0 软

件进行核苷酸序列的同源性比对；应用 Clustal X

和 Treeview 软件构建分子进化树。

2 结果与分析

2.1 大肠杆菌 Top10 nhaA基因的克隆

以 nhaA 基因序列设计的 PCR 引物，对提取
的大肠杆菌基因组 DNA 进行扩增，扩增产物经

1%琼脂糖凝胶电泳鉴定(图 1)，可见一条约 1 100

bp 的条带，与预计的 nhaA 基因片段 1 167 bp 大
小一致。PCR 扩增的 nhaA基因片段，回收后与测
序载体 pMD18-T 连接，构建形成重组质粒

pMD18-T/nhaA。重组质粒用 HindⅢ和 EcoRⅠ酶
切，琼脂糖凝胶电泳显示出酶切获得的约 1 100

bp 的 DNA 片段(图 2)，与连接的 nhaA 基因片段

图 2 重组质粒酶切分析结果

M，MarkerDL2000；1，pMD18-T/nhaA HindIII 和 EcoRI 酶切

图 1 PCR 扩增产物电泳图谱

M，Marker DL2000；1，PCR 产物
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大小相同，证明构建的正确性。对 pMD18-T/nhaA
重组质粒送上海生工测序，测序结果已在国际基

因库(GenBank)申请，接受号为 EU368045。
2.2 Na+/H+ 反向运输体蛋白理化性质分析

应用 DNAStar7.0 软件对 nhaA 基因编码蛋
白质的理化性质进行分析，发现该基因包含全编

码区，编码 388 个氨基酸序列。对所推测氨基酸
序列进行分析表明，该蛋白分子量为 41.3kDa，等

电点为 9.23，pH7.0 时的电荷为 7.16；碱性氨基酸

(K、R)25 个；酸性氨基酸(D、E)19 个；疏水氨基酸
(A、I、F、W、V)211 个；极性氨基酸(N、C、Q、S、T、
Y)63 个。
2.3 Na+/H+ 反向运输体蛋白二级结构预测

通过 SOPMA 预测大肠杆菌 Na+/H+ 反向运输

体蛋白的二级结构(图 3)，表明该蛋白含约 50%的
α-螺旋、18%的延伸链、7%的 β-转角和 25%的不
规则卷曲。根据 Ausubel[9]的理论(蛋白质或蛋白结
构域分为以下几类：全 α型蛋白，%H>45%且%E<
5%；全 β型蛋白，%H<5%且%E>45%；α-β 型蛋
白，%H>30%且%E>20%；其他为混合型蛋白)，
Na+/H+ 反向运输体蛋白为混合型蛋白。

用 ProtScale 预测大肠杆菌 Na+/H+ 反向运输

体蛋白氨基酸序列的疏水性 / 亲水性的结果 (图

4)表明，多肽链第 246 位的丝氨酸(Ser)具有最低

的分值 -2.333，第 20 位的异亮氨酸(Ile)具有最高

的分值 3.744。依据氨基酸分值越低亲水性越强

和分值越高疏水性越强(参考软件 ProtScale)的规

律，可以看出，在第 246 位的 Ser 亲水性最强，第

20 位的 Ile 疏水性最强，而就整体来看，疏水性氨

基酸均匀分布在整个肽链中，且多于亲水性氨基

酸。因此，整个多肽链表现为疏水性，没有明显的
亲水区域，可认为大肠杆菌 Na+/H+ 反向运输体蛋

白是疏水性蛋白，说明该逆转运蛋白符合膜蛋白

的特征。
利用 MotifScan 和 ScanProsite 分析发现，

Na+/H+ 反向运输体蛋白中共有 8 个 N- 豆蔻酰化

位点，1 个亮氨酸拉链结构，1 个蛋白激酶 C 磷酸

化位点(表 1)。

2.4 Na+/H+ 反向运输体蛋白跨膜区和信号肽的

预测

运用 SOSUI 软件对大肠杆菌 Na+/H+ 反向运

输体蛋白跨膜结构进行分析，结果显示该蛋白含

有 11 个跨膜区域，其中 8 个初级螺旋，3 个二级

螺旋(图 5)。

通过 SignalP3.0 分析结果显示，该蛋白和绝

大多数 Na+/H+ 反向运输体一样，存在信号肽序

列，信号肽切割位点位于 31～32(NN)或 33～34
(HMM)。
2.5 Na+/H+ 反向运输体蛋白亚细胞定位及三级

结构预测

PSORT 预测结果显示，Na+/H+反向运输体蛋白

的亚细胞定位可能性如下：Cytoplasmic 0、Cytoplas
micMembrane10、Periplasmic0、OuterMembrane0、
Extracellular 0。说明该蛋白定位于细胞质膜上。

表 1 利用 MotifScan 和 ScanProsite 对 Na+/H+ 反向运
输体蛋白功能域的预测

功能域信息 相匹配的氨基酸序列区
N-豆蔻酰化位点 32-37,86-91,201-206,223-228,230-235,

291-296, 332-337,364-369
亮氨酸拉链结构 53-74
蛋白激酶 C磷酸化位点 90-92

图 3 大肠杆菌 Na+/H+ 反向运输体蛋白二级结构的预测

图 4 大肠杆菌 Na+/H+ 反向运输体蛋白疏水性 / 亲水性

的预测

图 5 用 SOSUI 预测 Na+/H+反向运输体蛋白的跨膜区域
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利用 Swiss-Model 数据库预测该蛋白的三级

结构，结果如图 6 所示。

2.6 同源比对与系统树构建

用 DNAMAN6.0 对 E.coli Top10 nhaA 基因
与 E.coli DH5α，E. coli HS，E.coli SECEC SMS-3-5
和 E.coli CFT073的 nhaA基因进行同源性分析，结
果如图 7所示。其同源性分别为 100%、98%、95%
和 92% ，表明所克隆的 cDNA 为 nhaA基因，测定
序列包含了 nhaA基因完整的读码框架。
利用 TreeView 软件对来自 nhaA 基因进行分

子聚类分析，构建 nhaA基因的进化树(图 8)。进化
树分析表明: E.coli Top10 nhaA 基因与 E.coli
HS 亲缘关系较近，而与 E.coli DH10B 亲缘关系
较远。序列比对结果以及进化树分析都表明 nhaA
应为编码大肠杆菌质膜上的 Na+/H+ 反向运输体

蛋白一类的基因。

3 讨 论

耐盐性是一个复杂的性状，是多基因相互作用

的结果。然而有研究表明，转单一的 Na+/H+ 反向运
输体蛋白基因能够明显地提高作物的耐盐性[10-11]，

其原因可能是 Na+/H+ 反向运输体蛋白基因转化

进入植物细胞后激活了一系列与耐盐相关的基

因，从而明显地提高了植物耐盐性。因此，Na+/H+

反向运输体蛋白对耐盐性的研究具有重要的意

义。本研究采用 PCR 的方法从大肠杆菌 Top10 中
克隆了 nhaA基因。nhaA开放阅读框为 1 167 bp，
编码含有 388 个氨基酸残基，分子量为 41.3 kDa

的蛋白，预测等电点为 9.23。nhaA含有 25 个碱性
氨基酸、19 个酸性氨基酸、211 个疏水氨基酸及
63 个极性氨基酸。二级结构预测表明，该蛋白含
约 50%的 α- 螺旋、18%的延伸链、7%的 β- 转
角和 25%的不规则卷曲。亲疏水性分析显示,
nhaA是疏水性蛋白。跨膜结构进行分析显示该蛋
白含有 11 个跨膜区域。序列分析表明大肠杆菌
Top10 nhaA 基因与大肠杆菌 DH5α、大肠杆菌
HS，大肠杆菌 SECEC SMS-3-5 和大肠杆菌

CFT073 的 nhaA 基因同源性分别为 100%、98%、
95%和 92%。该研究为进一步研究细菌的耐盐机
制，以及为利用该基因改良农作物品种方面奠定

了理论基础。
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图 6 Na+/H+ 反向运输体蛋白三级结构的预测结果

图 7 Na+/H+ 反向运输体基因的同源性比较

图 8 nhaA 的进化树分析
(CP000948，E.coli DH10B；U00096，E. coli str. K-12；AY449719，E.
coli DH5alpha；EU368045，E. coli Top10；AE005174，E. coliO157:H7
EDL933; CP000802，E. coliHS；CP000970，E. coliSECEC SMS-3-5；
AL627265，Salmonella enterica serovar Typhi (Salmonella typhi)

CT18；CP000247，E.coli536；AE014075，E.coli CFT073)
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3.3 抗病性

2005～2006 年经白城市植保站田间鉴定结
果表明：洮葵 1 号高抗褐斑病，抗菌核病。

4 栽培技术要点

4.1 选地

洮葵 1 号具有抗旱、耐瘠薄的特点，对茬口要
求不严格，一般地块均可种植，但避免重茬、迎茬，
低洼易涝地块也不宜种植，上茬施过杀双子叶杂

草除草剂的地块不能种植。
4.2 整地、施肥
洮葵 1 号根系较发达，播种前深翻地 20～25

cm，结合翻地每公顷施入农家肥 30 000～40 000
kg。播种时施种肥葵花专用肥 200 kg/hm2，条施、
穴施，提高肥料的利用率。害虫较多的地块，可结
合翻、耙地施入辛硫磷乳油毒土防治地下害虫。
4.3 播种

大田最早播种必须在 10 cm 土层连续 5 d 稳

定通过 10℃后方可播种，但各地区要因地制宜调
整好播种期，使开花授粉期避开雨季。吉林省最适
播种期为 6 月 1～15 日，辽宁最适的播种期在 6
月 10～25 日。
4.4 种植密度

肥沃地块每公顷保苗 18 000～20 000 株，贫瘠
地块每公顷保苗 22 000～24 000 株。采用垄上开沟
点播的方式播种，覆土 4～6 cm，稍晾后镇压保墒。
4.5 中耕除草

在苗期应中耕 2~3 次，一对真叶期间苗，二对

真叶期定苗，实行早铲早趟，最后一次中耕应深培

土，防止倒伏。

4.6 灌水

向日葵抗旱、耐盐碱，但关键时期缺水会造成
大幅度减产，特别是现蕾至开花期如天气干旱应

及时灌水，有条件的地块应在现蕾期、开花期、灌
浆期灌 3 次水更好。
4.7 病虫害防治

主要通过秋耕深翻、轮作和调整播种期等农业
措施减轻病虫害。结合化学方法进行防治：播种时可
用霜霉灵、甲虫灵等拌种防治霜霉病、黄萎病。苗期
发现地老虎等地下害虫，可用敌敌畏乳油喷施或

90%晶体敌百虫拌谷糠制成毒饵撒施于田间。
4.8 授粉与收获

向日葵是虫媒异花授粉作物，主要以蜜蜂传

粉为主，开花授粉时为保证充分传粉结实，每公顷

生产田最好有 1～2 箱蜂源，或进行 2～3 次人工
辅助授粉，以提高结实率。当茎秆、花盘背部变
黄、叶片衰老、籽粒外壳变硬时，及时收获和晾晒，
防止霉变和鸟鼠害。

5 适应地区

根据试验示范结果，洮葵 1 号主要适应吉林

省各个产区及内蒙、黑龙江、辽宁等地区种植。
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