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摘要  从大豆中克隆到了液泡膜Na+/H+反向转运蛋白编码基因(GmNHX1)的全长cDNA, 包括 5′端非翻
译区 464 bp, 编码区 1641 bp, 3′端非翻译区 486 bp, 共 2591 bp. 该cDNA编码的GmNHX1蛋白共 546个
氨基酸 , 具有典型的液泡膜Na+/H+反向转运蛋白特征 , 与已知功能的液泡膜Na+/H+反向转运蛋白

AtNHX1, OsNHX1及AgNHX1具有较高的同源性. GmNHX1在大豆基因组中为单拷贝基因, 其表达具
有组织特异性, 并能受到NaCl, KCl, LiCl, ABA以及脱水等胁迫上调; 耐盐品种GmNHX1的转录水平在
叶片中低于而在根系和下胚轴中均高于敏盐品种. 将GmNHX1 cDNA置于两个串联的CaMV35S启动子
控制下在豆科模式植物百脉根中过表达, 提高了转基因百脉根的耐盐性. Na+及K+含量测定表明, 与对
照相比, 过表达GmNHX1的百脉根小苗中Na+, K+含量显著降低, K+/Na+比率显著增加, 显示了百脉根中
过表达GmNHX1所导致的耐盐性与减少转基因植物中Na+的积累有密切关系.  

关键词  大豆  GmNHX1  百脉根转化  耐盐性  

土壤盐渍化是抑制植物生长、降低作物产量的主

要因子之一 . 盐对于植物的毒害作用主要是由于水
分亏缺导致的渗透胁迫以及过量的Na+对重要生化过

程的毒害[1,2]. 植物克服盐胁迫的机制是Na+的外排和

液泡区室化 [3]. 质膜Na+/H+反向转运蛋白利用质膜

H+-ATPase产生的跨膜质子梯度将Na+排出细胞 , 减
少Na+向叶片中的长距离转运而保护光合组织免受盐

的毒害[4]. 液泡膜Na+/H+反向转运蛋白则利用液泡膜

质子泵(H+-ATPase和H+-PPase)产生的跨膜质子梯度
将Na+区室化进入液泡 , 不仅减轻了过多Na+的累积

对细胞质的毒害 , 而且可以利用NaCl作为溶质维持
渗透势以驱动水分进入细胞[3]. 因此, Na+/H+反向转

运蛋白在植物耐盐性中发挥着重要作用 . 过表达质
膜 Na+/H+反向转运蛋白的蓝细菌 (Synechococcus 
sp.)[5]及拟南芥[6,7]和过表达液泡膜Na+/H+反向转运蛋

白的拟南芥[2]、甜菜[8]、番茄[9]、水稻[10,11]以及小麦[12]

均有效提高了转基因植物的耐盐性. 研究发现, 过表
达质膜Na+/H+反向转运蛋白能降低转基因植物体内

Na+的含量[6,7], 但对过表达液泡膜Na+/H+反向转运蛋

白的转基因植株进行Na+含量的测定结果不尽相同.  
大豆为重要的经济作物 . 盐胁迫不仅抑制大豆

种子萌发与生长, 导致叶片失绿、白化或坏死, 也减
少根瘤、降低生物产量甚至引起植物死亡[13]. 尽管有

些研究认为盐胁迫对大豆的伤害主要是由于大豆体

内Cl−的过度累积所致 [13,14], 一些耐盐性强的品种具
有较强的Cl−外排能力, 但是Na+对大豆生长的抑制也

有报道 [15,16], 大豆品种耐盐性的差异可能也取决于
大豆根中Na+的排除能力和限制Na+向叶片运输的能

力 [17~19]. 这些能力很可能与Na+/H+反向转运蛋白有

关 . 但目前尚缺乏从分子生物学角度进行研究的证
据. 为此, 本研究克隆了大豆液泡膜Na+/H+反向转运

蛋白 (GmNHX1)的编码 cDNA, 对其在NaCl, KCl, 
LiCl, ABA及脱水胁迫下的表达进行了分析, 并且比
较了耐盐性不同的品种在GmNHX1 表达上存在的差
别. 通过将此cDNA在豆科模式植物、优质牧草百脉
根中进行表达, 表明过表达GmNHX1 能提高百脉根
的耐盐性, 并且发现在盐胁迫下转基因百脉根中Na+

的累积远远低于对照植株.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 材料.  大豆(Glycine max (L). Merr.)品种科

丰 34用于基因的克隆和表达分析. 抗盐品种为中黄 4
号、中黄 20号; 敏盐品种为早熟 6号和冀豆 12号, 由
中国农业科学院作物科学研究所邱丽娟博士惠赠 . 
用于转基因研究的百脉根品种为 Leo. 大肠杆菌转化
的受体菌为 E. coli DH5α, 根癌农杆菌(Agrobacterium 
tumefaciens)为 EHA105. 克隆质粒载体为 pUCm-T. 
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植物转化的中间空载体 pGN及表达载体 pGNG均为
本研究组构建.  

(ⅱ) 植物材料的培养与处理.  在Hoagland[20]水

培溶液中进行大豆幼苗的培养. 13 d苗龄的大豆幼苗
分别转移到含有 100 mmol/L NaCl, 200 mmol/L KCl, 
40 mmol/L LiCl的新鲜Hoagland溶液中继续培养 24 h
后, 采集所需样品. 100 μmol/L ABA喷洒于叶片, 10 h
后采集叶片作为样品. 取离体叶片放于室温下 0, 1, 2, 
3 h后收集叶片作为样品. 采集的样品于液氮中速冻
后, 贮于−70℃冰箱中用于后续分析.  

(ⅲ) GmNHX1 cDNA的克隆和序列分析.  用异
硫氰酸胍法提取总RNA[21]. 总RNA经DNase (TaKaRa, 
Japan)处理后取 1 μg用于反转录合成cDNA第一链. 
依据GenBank中大豆EST标签信息设计一对引物: 正
向 引 物 N-UP (5′-GGAGGGTGTTGTGAAT- 
GATGCTAC-3′)和反向引物N-DP (5′-TCAAACTTAC- 
GCCACAAACGAT-3′), 并进行 RT-PCR. 纯化后的
PCR产物克隆进pUCm-T载体, 测序后依据所得信息
及Clontech公司的SMART RACE cDNA Amplifica- 
tion Kit说明进行 5′-RACE和 3′-RACE. 全长序列  信
息获得后 , 设计一对引物NHX1S (5′-CTGTCTA- 
GAGGTACCGACAAAATGGTTTTTGAAATC-3′) 和
NHX1AS (5′-TATTCTAGAGGATCCTCAACGCCAT- 
TGATGG-3′), 并获得可读框片段 , 导入pUCm-T载 
体, 正反向测通后, 将全长序列信息提交GenBank注
册. 序列分析采用Blast在线软件及DNAMAN软件包.  

(ⅳ) Southern blot和 Northern blot分析.  通过
CTAB法 [22]提取大豆基因组DNA. 10 μg的基因组
DNA分别经EcoRⅠ和XhoⅠ , BamHⅠ和XhoⅠ以及
XbaⅠ和KpnⅠ双酶切后用于Southern blot分析. 10 μg
的总RAN用于Northern 杂交分析. 32P标记的 3′- UTR
片段为探针. 杂交分析依 Sambrook等人[23]的方法进

行.  
(ⅴ) 植物表达载体的构建和工程菌的制备.  将

经KpnⅠ和 BamHⅠ双酶切得到的GmNHX1 cDNA完
整表达可读框(ORF)连接到pGN经相同酶切获得的大
片段上 , 构建得到双元表达载体pGNG. GmNHX1 
ORF框由两个串联的 35S启动子启动, 终止子序列包
含着CaMV Cabb B-D的PolyA加尾信号[24]. 卡那霉素
抗性基因(NPTII)作为筛选标记基因. pGN和pGNG分
别经电转化转入根癌农杆菌品系EHA105 中得到工
程菌株, 用于百脉根的转化.  

(ⅵ) 根癌农杆菌介导的百脉根的遗传转化.  取
苗龄 5~6 d的生长健壮的无菌苗子叶 , 在工程菌液
(A600 = 0.5)中侵染 30 min后 25℃条件下暗培养 3 d, 
然后移到筛选培养基上 (分化培养基  + 头孢霉素
(300 mg/L) + 卡那霉素(50 mg/L))选择培养, 培养温
度为 25℃, 光照强度为 100 μmol·m−2·s−2. 每 2周换
1次培养基. 2个月后, 待转化芽长度达 2 cm左右, 转
入加有 50 mg/L卡那霉素的生根培养基中生根培养.  

(ⅶ) 卡那霉素抗性植株的PCR检测及杂交分析.  
采用 CTAB法提取百脉根基因组 DNA. 以上述
NHX1S和NHX1AS引物进行PCR扩增. PCR阳性株系
的基因组DNA经EcoRⅠ酶切后, 以GmNHX1 ORF框
片段为探针, 按照Sambrook等人 [23]的方法进行杂交

以确定外源基因的拷贝数. 为了鉴定GmNHX1 cDNA
是否能正常转录, 参照Chang 等人 [25]的方法提取叶

片总RNA进行RT-PCR分析.  
(ⅷ) 转基因植株耐盐性测定 .  在无菌条件下 , 

取生长状况一致的转基因苗的中部茎段作为外植体, 
在含有 0, 100 mmol/L NaCl的MS分化培养基上培养
3周后, 对比观察转GmNHX1和转空载体的植株再生
和生长状况 . 将另外已生根的无菌苗转入水培溶液
中继续培养 20 d后, 取生长状况一致的苗, 分别转入
含有 0, 200 mmol/L NaCl的 0.5 × Hoagland溶液的水培
罐中进行水培处理, 对比分析两者间抗盐性的差异.  

(ⅸ ) 叶绿素荧光的测定 .  利用Handy PEA 
(Hansatech, UK)非调制式荧光仪测定叶片的初始荧
光(Fo)、最大荧光(Fm), 然后按公式Fv/Fm = (Fm－Fo)/ 
Fm计算出PSⅡ的原初光化学效率. 每次测定前叶片
均暗适应 10 min, 测定时的作用光强为 3000 
μmol·m−2·s−2. 

(ⅹ) 转基因植株 Na+, K+含量的测定.  对转基
因植株在水培条件下进行 0, 200 mmol/L NaCl 胁迫
处理 3 d后 , 分别采集植株上部茎叶和下部根系 ,   
80℃烘干, 灰化后用 1 mol/L HCl 浸提液浸提过夜, 
采用原子分光光度计进行原子吸收分析 . 以转空载
体pGN的植株作为对照.  

2  结果与分析 

2.1  GmNHX1 cDNA的克隆和序列分析 

依据GenBank中大豆 EST标签信息以及利用
5′-RACE和 3′-RACE技术, 获得了一个全长为 2591 
bp的cDNA序列, 该cDNA包括 5′端非翻译区(5′-UTR
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区 ) 464 bp, 可读框 1641 bp以及 3′端非翻译区
(3′-UTR区) 486 bp. ORF框编码 546个氨基酸, 推测
的分子量为 60 kD, pI为 6.85. 利用TMpred 程序进行
预测, 该cDNA产物有 12个跨膜区段, N端较短, 亲水
性的C端较长 (图 1), 与植物中已知功能的液泡膜
Na+/H+反向转运蛋白具有较高的同源性(图 2): 与拟
南芥AtNHX1[26], 水稻OsNHX1[27]和盐生植物北滨藜

(Atriplex gmelini)AgNHX1[28]的同源性分别为 75.8%, 
75.3%和 78%, 而与植物中质膜Na+/H+反向转运蛋白
[29]的同源性较低 . 因此 , 将该基因命名为GmNHX1 
(GenBank登录号: AY392759). GmNHX1具有高度保
守的氨氯吡嗪咪结合位点LFFIYLLPPI, 氨氯吡嗪咪
为真核生物Na+/H+反向转运蛋白的竞争性抑制剂
[30,31]. 此外, 在GmNHX1 中还存在两个糖基化位点
(Asn−50和−293), 暗示着GmNHX1 为一糖基化蛋白.  

 

 
图 1  GmNHX1 的跨膜区分析 

 

2.2  GmNHX1的 Southern blot分析 

为了确定 GmNHX1 基因在大豆基因组中的拷贝
数, 本研究以 GmNHX1 3′-UTR区长 410 bp的片段为
探针, 进行 Southern杂交分析. 结果(图 3)显示, 该基
因在大豆基因组中只有一个拷贝. 

2.3  GmNHX1的 Northern杂交分析 

(ⅰ) 盐胁迫条件下 GmNHX1在不同组织中的表
达.  根、下胚轴、子叶和上胚轴采自对照和经 100 
mmol/L NaCl处理 24 h后的 13 d苗龄大豆, 第一真
叶、第一和第二复叶采自经相同处理的 23 d 苗龄的
大豆. 提取采集样本的总 RNA 进行 Northern 杂交分
析. 结果(图 4(a))表明, 在非盐处理条件下, 除下胚
轴和上胚轴外, GmNHX1的表达水平均较低, 而盐胁

迫提高了所有检测组织中 GmNHX1的表达水平.  
(ⅱ) ABA, LiCl, KCl以及脱水胁迫对 GmNHX1

表达的诱导.  取经过 100 μmol/L ABA, 40 mmol/L 
LiCl和 200 mmol/L KCl以及脱水胁迫后的叶片, 提
取总 RNA, 通过 Northern杂交进行 GmNHX1转录水
平的表达分析. ABA, LiCl和 KCl处理都能诱导叶片
中GmNHX1基因的转录(图 4(b)). 3 h脱水处理后显著
地提高了 GmNHX1基因的转录水平(图 4(c)). 

(ⅲ) 盐胁迫条件下不同的耐盐品种中 GmNHX1
的表达.  选取大豆耐盐品种和敏盐品种各 2 个, 其
13 d苗龄的幼苗经 100 mmol/L NaCl处理 24 h后, 分
别提取根、下胚轴及叶片的总 RNA进行 Northern杂
交分析, 以检测 GmNHX1 在不同耐盐性品种中的差
别. 结果如图 5所示, 无论是敏盐品种还是耐盐品种, 
盐胁迫条件下均可检测到 GmNHX1 的转录, 但转录
水平存在差别 : 在根系和下胚轴中耐盐品种的
GmNHX1 的转录水平均高于敏盐品种, 而在叶片中
耐盐品种的 GmNHX1的转录水平则低于敏盐品种. 

2.4  GmNHX1在百脉根中的过表达 

将 GmNHX1 cDNA 的编码区置于两个串联的
CaMV35S 启动子调控下转化百脉根, 经多次卡那霉
素抗性筛选, 得到抗性株系 16 个. 提取基因组 DNA
进行 PCR 检测, 检测结果证明全部为转基因植株(图
略). 以 GmNHX1基因 ORF框片段为探针, 以空载体
pGN 转化得到的转基因植株(只有卡那霉素抗性基因)
为对照, 对转基因植株进行 Southern杂交分析以进一
步确定其在转基因植株中的拷贝数, 并通过 RT-PCR
方法检测 GmNHX1 基因在转基因株系中是否转录. 
结果(选取 1 个对照和 2 个 GmNHX1 过表达的株系
D12, D15 作为代表, 图 6(a)和(b))显示, 对照植株, 
Southern 杂交未出现信号, RT-PCR 分析未出现扩增
产物; 转 GmNHX1植株中出现清晰的 Southern 杂交
信号, D12为 1条, D15为 2条, 而且 RT-PCR分析均
出现了与 pGNG 质粒正对照大小相同的扩增产物 , 
表明大豆 GmNHX1 已整合进入了百脉根基因组中, 
D12 为 1 个拷贝, D15 为 2 个拷贝, 并且可进行正常
转录. 

2.5  过表达 GmNHX1的百脉根的耐盐性检测 

将对照和转 GmNHX1的株系 D12和 D15的茎段
分别转入含有 0和 100 mmol/L NaCl的 MS分化培养
基中, 3 周内观察生长情况并拍照. 在无盐的分化培
养基中, 对照和 GmNHX1 转基因株系的生长无显著 
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GmNHX1          MGFEISTVVS-KLQTLSTSDHASVVSMNLFVALLCGCIVLGHLLEENRWMNESITALLIG 59 

AtNHX1          ---MLDSLVS-KLPSLSTSDHASVVALNLFVALLCACIVLGHLLEENRWMNESITALLIG 56 

OsNHX1          --MGMEVAAARLGALYTTSDYASVVSINLFVALLCACIVLGHLLEENRWVNESITALIIG 58 

AgNHX1          MWSQLSSLLSGKMDALTTSDHASVVSMNLFVALLCGCIVIGHLLEENRWMNESITALLIG 60 

                    :.   :      :***:****::********.***:*********:*******:** 

GmNHX1          VCTGIVILLFSGGKSSHILVFSEDLLFFFFIIYYLLLLPPPPIIIFNAGFQVKKKQFFVNFMTIMLFGAI 119 

AtNHX1          LGTGVTILLISKGKSSHLLVFSEDLLFFFFIIYYLLLLPPPPIIIFNAGFQVKKKQFFRNFVTIMLFGAV 116 

OsNHX1          LCTGVVILLMTKGKSSHLFVFSEDLLFFFFIIYYLLLLPPPPIIIFNAGFQVKKKQFFRNFMTITLFGAV 118 

AgNHX1          LATGVVILLISGGKSSHLLVFSEDLLFFFFIIYYLLLLPPPPIIIFNAGFQVKKKQFFRNFITIVLFGAV 120 

                : **:.***:: *****::***************************** **:** ****: 

GmNHX1          GTLISCTIITLGATQIFKRLDVGPLELGDFLAIGAIFAATDSVCTLQVLNQDETPLLYSL 179 

AtNHX1          GTIISCTIISLGVTQFFKKLDIGTFDLGDYLAIGAIFAATDSVCTLQVLNQDETPLLYSL 176 

OsNHX1          GTMISFFTISIAAIAIFSRMNIGTLDVGDFLAIGAIFSATDSVCTLQVLNQDETPFLYSL 178 

AgNHX1          GTLVSFTIISLGALSIFKKLDIGTLELADYLAIGAIFAATDSVCTLQVLNQDETPLLYSL 180 

                **::*   *::..  :*.::::*.:::.*:*******:*****************:**** 

GmNHX1          VFGEGVVNDATSVVLFNAIQSFDLNQIDPSIAGHFLGNFLYLFIASTMLGVLTGLLSAYI 239 

AtNHX1          VFGEGVVNDATSVVVFNAIQSFDLTHLNHEAAFHLLGNFLYLFLLSTLLGAATGLISAYV 236 

OsNHX1          VFGEGVVNDATSIVLFNALQNFDLVHIDAAVVLKFLGNFFYLFLSSTFLGVFAGLLSAYI 238 

AgNHX1          VFGEGVVNDATSVVLFNAIQSFDLTRIDHRIALQFMGNFLYLFIASTILGAFTGLLSAYI 240 

                ************:*:***:*.*** :::   . :::***:***: **:**. :**:***: 

GmNHX1          IKKLYIGRHSTDREVALMMLMAYLSYMLAELSYLSGILTVFFCGIVMSHYTWHNVTESSR 299 

AtNHX1          IKKLYFGRHSTDREVALMMLMAYLSYMLAELFDLSGILTVFFCGIVMSHYTWHNVTESSR 296 

OsNHX1          IKKLYIGRHSTDREVALMMLMAYLSYMLAELLDLSGILTVFFCGIVMSHYTWHNVTESSR 298 

AgNHX1          IKKLYFGRHSTDREVALMMLMAYLSYMLAELFYLSGILTVFFCGIVMSHYTWHNVTESSR 300 

                *****:*************************  *************************** 

GmNHX1          ITTKHSFATLSFVAEIFIFLYVGMDALDIEKWKFVSDSPGTSVATSSVLLGLILLGRAAF 359 

AtNHX1          ITTKHTFATLSFLAETFIFLYVGMDALDIDKWRSVSDTPGTSIAVSSILMGLVMVGRAAF 356 

OsNHX1          VTTKHAFATLSFIAETFLFLYVGMDALDIEKWEFASDRPGKSIGISSILLGLVLIGRAAF 358 

AgNHX1          VTTKHAFATLSFVAEVFLFLYVGMDALDIEKWRFVSDSPGISVAVSSILLGLVMVGRAAF 360 

                :****:******:** *:***********:**. .** ** *:. **:*:**:::***** 

GmNHX1          VFPLSFLSNLAKKSPNEKISFRQQVIIWWAGLMRGAVSIALAYNQFTMSGHTSLRSNAIM 419 

AtNHX1          VFPLSFLSNLAKKNQSEKINFNMQVVIWWSGLMRGAVSMALAYNKFTRAGHTDVRGNAIM 416 

OsNHX1          VFPLSFLSNLTKKAPNEKITWRQQVVIWWAGLMRGAVSIALAYNKFTRSGHTQLHGNAIM 418 

AgNHX1          VFPLSWLMNFAKKSQSEKVTFNQQIVIWWAGLMRGAVSMALAYNQFTRSGHTQLRGNAIM 420 

                *****:* *::**  .**:.:. *::***:********:*****:** :***.::.**** 

GmNHX1          ITSTITVVLFSTVVFGLLTKPLIRLLLPHTPHHKESSITIITDPSTPSLKSVTIPLLGSA 479 

AtNHX1          ITSTITVCLFSTVVFGMLTKPLISYLLP----HQNATTSMLSDDNTP--KSIHIPLLD-- 468 

OsNHX1          ITSTITVVLFSTMVFGMMTKPLIRLLLP------ASGHPVTSEPSSP--KSLHSPLLTSM 470 

AgNHX1          ITSTISVVLFSTMVFGLLTKPLIMFLLPQP--KHFTSCSTVSDVGSP--KSYSLPLLEGN 476 

                *****:* ****:***::*****  ***       :  .  :: .:*  **   ***    

GmNHX1          QESEVDIDG---------HDIHRPSSIRALLTTPTHTVHRLWRKFDDAFMRPVFGGRGFV 530 

AtNHX1          QDSFIEPSGN--------HNVPRPDSIRGFLTRPTRTVHYYWRQFDDSFMRPVFGGRGFV 520 

OsNHX1          QGSDLESTTN----------IVRPSSLRMLLTKPTHTVHYYWRKFDDALMRPMFGGRGFV 520 

AgNHX1          QDYEVDVGNGNHEDTTEPRTIVRPSSLRMLLNAPTHTVHHYWRKFDDSFMRPVFGGRGFV 536 

                *   ::              : **.*:* :*. **:***  **:***::***:******* 

GmNHX1          PVEPGSPTERNGHQWR--- 546 

AtNHX1          PFVPGSPTERNPPDLSKA- 538 

OsNHX1          PFSPGSPTEQSHGGR---- 535 

AgNHX1          PFVPGSPTEQSTNNLVDRT 555 
                *. ******:.         
 

图 2  GmNHX1推测的氨基酸序列与已知功能的液泡膜Na+/H+反向转运蛋白序列的同源性比对 
阴影部位为氨氯吡嗪咪结合位点; 方框部位为推测的糖基化位点 
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图 3  GmNHX1的 Southern杂交分析 

1, EcoRⅠ和XhoⅠ双酶切; 2, BamHⅠ和XhoⅠ双酶切; 3, XbaⅠ和 
KpnⅠ双酶切. 探针为32P标记的GmNHX1 3′-UTR片段. 10 μg 

基因组DNA用于杂交分析 
 

 
图 4  GmNHX1 mRNA 水平的 Northern检测 

(a) 在正常生长条件下(CK)和 100 mmol/L NaCl盐胁迫条件下(ST)表
达的组织特异性分析; (b) 在 100 μmol/L ABA, 40 mmol/L LiCl和 200 
mmol/L KCl处理条件下; (c) 在脱水处理条件下. R示根系; Hy示下胚
轴; C示子叶; E示上胚轴; FTL示第一真叶; FCL示第一复叶; SCL示 

第二复叶; 1~3分别示脱水处理 1, 2和 3 h 

 

 
图 5  盐胁迫条件下 GmNHX1在耐盐性不同的 

大豆品种中的表达 
1和 2分别为敏盐大豆品种冀豆 12和早熟 6号; 3和 4分别 

为耐盐大豆品种中黄 4号和中黄 20号 

 
图 6 转 GmNHX1百脉根的 Southern blotting(A)和

RT-PCR(B)分析 
P示 pGNG质粒正对照; CK示转入空载体的对照百脉根植株; D12和

D15为过表达 GmNHX1的百脉根株系; M为 DL2000 DNA Marker 

 
差别(图略). 在含 100 mmol/L NaCl的 MS分化培养
基中 , 对照外植体基部褐化 , 未出现新的再生苗 ; 
GmNHX1转基因株系 D12和 D15均能进行不定芽的
再生(图 7(a)), 再生的生长量分别为对照的 2.9和 3.4
倍(图 7(b)).  

 
图 7  在 100 mmol/L NaCl的分化培养基中生长 3周的对
照和过表达 GmNHX1的百脉根植株(a)及其再生生长量(b)

比较 
CK为转空载体的对照; D12和 D15为过表达 GmNHX1的百脉根 
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将对照和 GmNHX1 转基因株系分别转入含有 0
和 200 mmol/L NaCl的水培溶液中, 进行耐盐性鉴定. 
转入 200 mmol/L NaCl的水培溶液中第 3天, 对照植
株部分叶片开始失水萎蔫, 第 4天时部分植株茎叶部
位完全失水干枯(图 8(a)), 第 5天时几乎全部死亡(上
部茎叶完全干枯); 此时转基因百脉根生长未受到严
重影响, 2~3 d 以后才出现失水现象. 统计分析了处
理 4 d时植株(每处理 30株, 重复 3次)的鲜重(图 8(b)), 
可以发现对照植株的鲜重显著(P < 0.05)低于转基因
植株 D12和 D15. 

 
图 8  在 200 mmol/L NaCl的水培溶液中生长 4 d的对照

(CK)和过表达 GmNHX1的百脉根植株(D12和 D15)及其生
长的比较 

(a) 处理 4 d时的照片; (b) 处理 4 d时的鲜重 
 

对上述处理过程中植株的原初光化学效率也进

行了测定. 结果显示(图 9), 盐胁迫条件下, 过表达
GmNHX1 cDNA 的转基因百脉根和对照植株的光化
学效率呈下降趋势. 盐处理 2 d 后, 对照植株的量子
产量急剧下降, 过表达 GmNHX1 的转基因植株的量
子产量则下降较缓慢 . 上述结果暗示着在盐胁迫条
件下过表达 GmNHX1 的转基因植株可能比对照植株 

 
图 9  转空载体对照(CK)和过表达 GmNHX1的百脉根植株

(D12和 D15) 
在 200 mmol/L NaCl胁迫条件下原初光化学效率的变化 

 
具有较强的光吸收能力和光合作用能力. 

2.6  NaCl胁迫条件下转基因百脉根植株中的Na+, K+

含量 

对转基因百脉根进行 200 mmol/L NaCl处理 3 d
后, 分别取根系和上部茎叶进行Na+, K+含量的测定, 
结果(图 10)显示, 过表达GmNHX1 的转基因株系D12
和D15 中, Na+, K+含量均显著低于对照植株(n = 3,  
P < 0.05), 同时K+/Na+比率也显著高于对照植株. 在
根系中, 与对照相比, D12和D15的Na+含量分别降低

了 63%和 54%, K+含量分别下降了 37%和 22%, 
K+/Na+比率分别提高了 72%和 71%; 在茎叶中, 与对
照相比, D12和D15的Na+含量分别降低了 51%和 49%, 
K+含量分别下降了 12%和 13%, K+/Na+比率分别提高

了 82%和 79%.  

3  讨论 
大豆是具有重要经济价值的豆科作物 , 盐胁迫

是造成其产量下降的重要环境因子之一. Na+/H+反向

转运蛋白基因是目前世界植物耐盐性研究领域中最

热门的基因 ,  以拟南芥S O S 1 ,  A t N H X 1 和水稻
OsNHX1为代表, Na+/H+反向转运蛋白在植物耐盐生

理中的功能已通过酵母互补实验、反义遗传学以及过

表达研究等多种途径被逐渐揭示. 为了探讨Na+/H+

反向转运蛋白基因在大豆耐盐性中的作用 , 本研究
从大豆中克隆了一个Na+/H+反向转运蛋白编码基因

的 c D N A ,  命名为G m N H X 1 ( G e n B a n k登录号 : 
AY392759), 其编码序列具有 12 个跨膜区(图 1)、氨
氯吡嗪咪结合位点LFFIYLLPPI以及糖基化位点(图
2), 与已知功能的Na + /H +反向转运蛋白特点相符 ; 
GmNHX1 与已知功能液泡膜Na+/H +反向转运蛋白 
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图 10  200 mmol/L NaCl处理 3 d后对照和过表达GmNHX1

的转基因植株中Na+, K+含量以及K+/Na+的比较 
 
AtNHX1, OsNHX1 及AgNHX1 都具有较高的同源性
(图 2), 因此GmNHX1 属于液泡膜Na+/H+反向转运蛋

白基因家族. 
对目前已鉴定的液泡膜Na+/H+反向转运蛋白的

表达模式进行分析表明, 在正常生长情况下, 该类基
因在不同的植物中的表达存在差别 : 在拟南芥中 , 
Northern杂交分析显示AtNHX1 在不同的组织中均有
表达[32]; 在日本的Morning Glory (Ipomoea tricolor)
中 , 利用 InNHX1 特异抗体进行免疫学分析证明
InNHX1 表达具有组织特异性[33]. 本研究对GmNHX1
基因的Northern杂交分析表明 , 在正常生长情况下 , 
GmNHX1的表达具有组织特异性: 叶片、根和子叶中
的转录水平非常低 , 而在上胚轴和下胚轴中则存在
适度的表达(图 4(a)). 该结果可能与所用样品中, 上
胚轴和下胚轴正在迅速伸长有关. 在成熟的细胞中, 

中央液泡占细胞体积的 80%以上, 因此, 上胚轴和下
胚轴的迅速延伸和生长必然伴随着液泡的膨大 . 为
了维持正在扩大的液泡中的高渗透势 , 液泡必然积
极吸收溶质分子如糖和无机离子 [34], 该过程可能上
调GmNHX1 的表达. Nakanishi和Maeshima[34]研究认

为 , V-H+-PPase和V-H+-ATPase A亚基基因在绿豆
(Vigna radiata)正在生长的下胚轴中具有较高的转录
水平 , 而在成熟组织中转录水平非常低 . 液泡膜
Na+/H+反向转运蛋白依赖液泡膜质子泵V-H+-PPase
和V-H+-ATPase提供的质子电化学梯度执行其功能 , 
因此这些分析暗示GmNHX1 和液泡膜质子泵基因的
表达在液泡伸长过程中具有重要作用.  

NaCl, KCl, LiCl以及ABA处理可上调AtNHX1, 
OsNHX1 以及GhNHX1 的转录水平[32,11,35]. 本文的研
究结果(图 4(b))与已报道的结果一致. 此外, 对拟南
芥AtNHX1的表达模式分析还显示 30 min的脱水处理
未提高其转录水平[32], 但对AtNHX1 和AtNHX2 的启
动子进行分析发现其启动子上游区存在着与RD22 基
因相似的MYC/MYB相互作用元件 (MYC/MYB- in-
teraction elements)的一致模序AACNG/CACGTG (the 
consensus AACNG/CACGTG motifs)[36]. 已知RD22
基因是脱水和ABA诱导表达的[36]. 本研究中 13 d苗
龄的大豆叶片在室温下脱水处理 1 h后 , 检测到
GmNHX1微弱表达, 2~3 h时表达量提高(图 4(c)), 暗
示着脱水诱导该基因的表达可能需要较长时间的信

号传导过程.  
盐胁迫条件下, Na+和Cl−均可造成对大豆的毒害. 

有些耐盐大豆具有Cl−排除机制[37], 而有些大豆品种
耐盐性的差别则取决于大豆根系对Na+的排除能力和

限制Na+向地上部和叶片运输的能力[17~19]. 罗庆云等
人[38]对耐盐性不同的大豆品种进行苗期耐盐性指标

鉴定时发现, 在高、中盐胁迫强度下, 耐盐性较强的
品种(系)茎和叶片中的Na+含量都低于敏盐品种. 本
文对耐盐性不同的大豆品种进行GmNHX1 基因转录
水平的分析结果, 似乎可以解释上述现象. 与敏盐品
种相比, 在耐盐性较强的大豆品种中, 其根系和下胚
轴有较高的GmNHX1 基因转录水平, 而叶片中的转
录水平较低(图 5). 可能是由于耐盐性品种中根系和
下胚轴具有较强的将Na+区室化进入液泡的能力, 因
而对根系吸收的Na+起到了截留作用, 阻止了更多的
Na+向叶片中的累积, 进而造成叶片中Na+含量较低, 
GmNHX1 基因转录水平较低. 敏盐品种的根部和下
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胚轴中GmNHX1 的表达较弱, 区室化进入液泡的Na+

较少 , 而更多的Na+通过木质部液流向叶片中运输 , 
造成叶片中Na+的累积而上调GmNHX1 的表达. 上述
分析暗示着GmNHX1 在大豆不同组织中的表达差异
与大豆的耐盐性相关 , 另外也暗示着其产物在大豆
中可能参与Na+长距离转运的调节.  

将克隆得到的GmNHX1基因cDNA在豆科模式植
物百脉根中进行过表达研究 , 进一步揭示了
GmNHX1 基因在植物耐盐性中的作用. 与对照相比, 
过表达GmNHX1 基因的百脉根在盐胁迫条件下具有
较强的再生能力(图 7)、较长的存活时间(图 8)和较好
的光合作用能力(图 9), 结果再次证实了过表达液泡
膜Na+/H+反向转运蛋白对提高植物的抗盐性是非常

有效的. 令人感兴趣的是, 对过表达GmNHX1的百脉
根株系进行盐胁迫条件下的Na+, K+含量测定显示 , 
无论是在根中还是在茎叶中, 过表达GmNHX1 的转
基因百脉根均具有较低的Na+, K+含量(图 10). 到目
前为止, 已有多种过表达GmNHX1 同源基因的植物
被报道[2,8~12,39]. 一般认为, 这些液泡膜Na+/H+反向转

运蛋白的过表达, 提高了Na+区室化进入液泡的能力, 
减少了Na+在细胞质过多累积所引起的毒害并有利于

细胞对周围水分的吸收 , 从而提高了转基因植物的
耐盐性 . 但对过表达液泡膜Na+/H+反向转运蛋白的

转基因植株进行Na+含量的测定结果不尽相同. 在过
表达AtNHX1 的拟南芥[2]和甜菜[8]中, 转基因植株的
被测组织中具有较高的Na+含量; Ohta等人[10]对耐盐

性提高的过表达AgNHX1的水稻在 300 mmol/L NaCl
水培处理 3 d后进行叶片中Na+含量测定未发现其与

野生型对照间存在差别, 因而提出可能Na+向成熟组

织的区室化可以保护幼嫩组织免受盐的危害从而提

高植株的抗盐性; 但在过表达OsNHX1的转基因水稻
的研究中, Na+在组织培养状态的细胞中含量高于对

照 , 而在植株的叶片中则与对照无显著差异 [11]; 过
表达AtNHX1的小麦在经 100或 150 mmol/L NaCl处
理 30 d后其Na+含量在根系中与野生型对照相近而在

叶片中则比对照显著降低[12].  
在本研究中, 在百脉根中过表达的GmNHX1, 可

能加强了Na+区室化的同时 , 减少了Na+的吸收或增

加了Na+的外排 , 从而造成整个植株中Na+含量的降

低. 因此, 百脉根中GmNHX1的过表达可能涉及到对
质膜上参与Na+转运的某个(些)组分的调控. 在拟南
芥中 , Na+的吸收是由质膜上低亲和性的转运蛋白

HKT1 及其他非选择性离子通道控制; 而Na+的外排

则由质膜Na+/H+反向转运蛋白SOS1控制, SOS1的活
性又受到SOS2 和SOS3 蛋白复合体的调控[40]. 研究
显示, 作为一种蛋白激酶SOS2 在参与调控SOS1 活
性的同时, 也正向调控AtNHX1 和负向调控HKT1 的
活性[40]. 此外, 质膜Na+/H+反向转运蛋白SOS1 和液
泡膜Na+/H+反向转运蛋白AtNHX1 功能的完成分别
需要质膜H+-ATPase和液泡膜H+-ATPase、H+-PPase
提供跨膜质子梯度以驱动Na+的外排和区室化. Li等
人 [41]最近报道 , 液泡膜H+-PPase(AVP1)在拟南芥中
的过表达不仅提高了液泡膜H+-PPase的活性也提高
了质膜H+-ATPase的活性. 在本实验室所作的另一项
工作中, 过表达AVP1 基因提高了百脉根的耐盐性同
时也降低了其叶片和根系中Na+的含量(数据未发表). 
因此, 百脉根中Na+的区室化和外排可能存在一定的

相关性, 而植物细胞对于细胞质中Na+浓度的调节则

是一个相当复杂的过程, 值得深入研究和进一步阐明.  
本文对克隆得到的大豆液泡膜Na+/H+反向转运

蛋白基因GmNHX1 的表达分析及在异源植物百脉根
中的过表达分析对理解大豆的耐盐机理和通过基因

工程手段提高豆科植物的耐盐性具有重要价值.  
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