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陆地棉水通道蛋白 6.1基因的克隆及表达分析
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渊江苏省农业科学院经济作物研究所 /农业部长江下游棉花和油菜重点实验室袁江苏南京 210014冤

摘要院根据 EST拼接的序列设计引物袁利用 RT-PCR技术袁从陆地棉品种苏棉 18中克隆获得了一个水通道蛋

白基因 6.1遥 该基因开放阅读框包含 903个核苷酸袁编码 300个氨基酸袁分子量为 30.97 kD袁理论等电点
为 8.99遥 GhNIP6.1蛋白的生物信息学分析表明院GhNIP6.1含有 6个跨膜区袁由 5个环相连袁其中环 A尧C和 E

在细胞膜外袁环 B尧D和蛋白的 N尧C末端都位于细胞膜内袁N末端 79个氨基酸袁C末端 18个氨基酸袁具有 MIP

家族典型的保守氨基酸序列曰该蛋白的三级结构同拟南芥的 AtNIP6.1非常相似袁亚细胞定位也同 AtNIP6.1一

致袁可能位于质膜中遥进化分析发现袁GhNIP6.1蛋白同拟南芥的 AtNIP6.1蛋白相似性最高遥进一步扩增棉花核
基因组获得了 2021 bp的 DNA序列袁它包含 5个外显子和 4个内含子袁所有外显子／内含子交接点都遵从 gt／

ag剪接规则遥 半定量分析表明袁该基因在根尧茎和叶中都有表达袁其中真叶含量较高袁子叶中没有表达遥
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Primers were designed according to the assembled ESTs of , and an aquaporin gene 6.1

was obtained from upland cotton Sumian 18 in this experiment by RT-PCR. The gene contains an ORF comprising of 903

nucleotides which encodes 300 amino acids with a predicted molecular mass of 30.97 kD and theoretical isoelectric point of

8.99．Bioinformatics analysis indicates the GhNIP6.1 exhibited a typical structure with six trans-membrane domains which

linked by five loops, loop A, C and E were at outside of membrane, loop B, D, N terminal and C terminal were at inside of

membrane. N terminal has 79 amino acids and C terminal has 18 amino acids. The amino acid sequence of GhNIP6.1 has the

conserved peptides of MIP family. The result of predicted protein 3D structure of GhNIP6.1 showed that it was highly similitude

with that of AtNIP6.1. The subcellular localization of GhNIP6.1 maybe localize at plasma membrane, which is consistent with

AtNIP6.1. Phylogenic analysis displays GhNIP6.1 has the highest similarity with AtNIP6.1 protein. A

genomic DNA sequence with 2021 bp clone containing an aquaporin was isolated from the upland cotton in this experiment, and

the 6.1 gene contains eight introns and seven exons. All exon／intron junctions of the gene contain the gt／ag consensus

splicing site. Semi-quantitative analysis of 6.1 expression showed that the gene expressed extensively in cotton roots,

stems, leaves, except cotyledon, and leaf is the most highly expressed tissue.
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水通道蛋白渊Aquaporin袁AQP冤袁又称水孔蛋
白袁是一类广泛存在于动物尧植物和微生物中的

转运水分子和某些小分子物质的跨膜蛋白遥 第一
个水通道蛋白是美国 John Hopkins大学的 Peter
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agre研究小组于 1988年从血红细胞和肾小管中
分离纯化获得袁根据该蛋白的分子量大小将其命
名为 CHIP28渊Channel-forming integral membrane
protein 28 kD冤[1-2]遥 将 CHIP28蛋白在爪蟾卵母细
胞中表达袁鉴定出该蛋白是一种运输水分子的通
道蛋白袁CHIP28蛋白因此被重新命名为 1号水
通道蛋白渊Aquaporin1袁AQP1冤[3]遥 1992年袁第一个
植物水通道蛋白是从拟南芥液泡膜上分离获得袁
被命名为 TIP渊Tonoplast intrinsic protein冤[4]遥 到目
前为止袁已经在拟南芥尧玉米尧烟草尧水稻尧棉花等
多种植物中发现了 AQP遥 AQP是古老的通道蛋
白 MIP渊Membrane intrinsic protein冤家族成员之
一袁广泛存在于植物不同组织和器官以及不同发
育时期[5]遥根据结构和亚细胞定位袁AQP主要分为
4种类型袁即质膜内在蛋白渊Plasma membrane in-
trinsic protein袁PIP冤尧 液泡膜内在蛋白渊Tonoplast
membrane intrinsic protein袁TIP冤尧与大豆渊

冤根瘤菌周膜上水通道蛋白类 NOD26膜内在
蛋白渊Nodulin 26-like intrinsic protein袁NIP)和定位
于内质网和质膜上的小分子碱性膜内在蛋白

渊Small and basic intrinsic protein袁SIP冤[6-8]遥 AQP除
具有运输水分子的功能外袁还具有运输硅尧硼等
营养元素[7-9]和甘油尧尿素尧甲酰胺等中性分子[10]的

功能袁在维持植物细胞水分平衡和植物生长发育
等生理过程中具有重要作用[10]遥

通过对基因组和转录组的分析发现袁拟南芥
共有 35条水通道蛋白袁其中 PIP类型最多袁有 13
个成员袁TIP 和 NIP 类型分别有 10 个和 9 个成
员袁SIP类型最少袁只包含 3个成员[7]遥运用生物信
息学同源性搜索和分子克隆袁在陆地棉中发现有
71个水通道蛋白基因袁PIP尧TIP尧NIP和 SIP类型
的成员分别有 28个尧23个尧12个和 7个袁此外还
发现有 XIP渊X intrinsic protein冤型成员 1个[11]遥 在
棉花中存在如此众多的 AQP 基因袁 由此可见袁
AQP必定在棉花的生长发育过程中担负着非常
重要的生理功能遥 这些 AQP基因袁很多还没有获
得全长序列袁 有些只有部分序列被克隆袁 如

6.1在 NCBI中只提交了能够编码 280 个氨
基酸的序列片段[11]遥 本研究在此基础上袁通过对

6.1 EST序列的搜索袁克隆获得了该基因的
mRNA全长序列袁并初步研究了该基因的表达情

况袁 旨在为深入研究 6.1基因的功能提供
研究基础遥

材料和方法
试验材料

陆地棉渊
L.冤品种苏棉 18渊Sumian18冤由本实验室

保存袁 Trans1-T1 Phage resistant菌株购自北
京全式金生物技术有限公司遥

一般化学试剂均购自

南京化学试剂有限公司袁为分析纯级别曰 -
T3 cloning kit 和 -T DNA polymerase 是
北京全式金生物技术有限公司产品曰 LA
Taq R和 DNase I是 TaKaRa产品曰BU-SuperScript
RT kit渊Biouniquer冤和 DNA marker购自南京天为
生物科技有限公司曰AxyPrepTM DNA gel extraction
kit是爱思进生物技术渊杭州冤有限公司产品曰引物
合成和基因测序都在英潍捷基渊上海冤贸易有限
公司渊Invitrogen冤完成遥

试验方法

经浓硫酸脱绒的光子在 9%的
双氧水浸泡 10~15 min催芽袁 在直径 12 cm的玻
璃培养皿底部铺 3层普通吸水纸袁 用水润湿袁将
种子均匀铺在吸水纸上 渊每皿约 20～30 粒种
子冤袁种子上面盖 2层湿润的吸水纸袁盖好培养皿
盖袁在培养箱渊温度院27～29 益曰湿度院65%曰光／
暗院14 h／10 h冤中发芽曰待到种子胚芽露出时袁将
种子转入培养基质渊营养土∶蛭石 =1∶1冤继续生
长袁子叶长到距离培养基质表面约 3 cm时袁将小
苗移到 Hoagland营养液中培养遥每 3 d换一次营
养液袁生长 15 d左右袁分别收取棉花的根尧茎尧子
叶和真叶用于后续试验遥

总

RNA提取按照胡根海等[12]的方法袁分别提取
棉花的根尧茎尧子叶和真叶的 RNA袁紫外分光光度
计测定 OD260及 OD280值袁分析 RNA浓度与纯度曰
用 1.2%琼脂糖电泳检测 RNA的完整性袁-80 益贮
存备用遥

cDNA 合成按照 BU-SuperScript RT KIT 说
明书进行袁 在 PCR 反应管中依次加入 1 滋g总
RNA尧5伊BU-Script buffer 4 滋L尧10 mmol窑L-1 dNTP
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mix 1 滋L尧10 mmol窑L-1 Oligo (dt)18 Primer 1 滋L尧
10 U窑滋L-1 RNase Inhibitor 1 滋L尧200 U窑滋L-1

BU-Script Reverse Transcriptase 1 滋L 和 RNase-
free H2O至总体积 20 滋L袁 在 PCR仪中反应程序
为院30 益 10 min尧42 益 60 min尧99 益 5 min和 4 益
5 min遥 反应结束后稀释 5倍用于后续试验遥

DNA提取采用孙志栋等[13]改

良的 CTAB法袁从新鲜的幼嫩叶片中提取基因组
DNA遥

根据同源基因的保守序列特

性袁 以拟南芥 6.1 基因 渊NCBI 登录号院
NM_106724冤序列为模板袁用 BLAST检索程序检
索 PlantGDB 数据库中渊www.plantgdb.org冤双子
叶植物中已拼接的渊PUT冤EST序列遥

6.1基因 cDNA克隆院在
检索获得的拼接的 渊PUT冤EST 序列的两端用
Primer premier 5.0设计特异性引物袁 引物序列
PcDNA-F院CAAAAATGAAATAAACAACTGA袁PcDNA-
R院TTTTTTCTCATCTTAATTTCAA遥 以 RNA反
转录产物为模板袁用 LA Taq进行 PCR扩展袁PCR
扩增程序袁94 益预变性 4 min后袁 按以下程序进
行院94 益 30 s袁50 益 30 s袁72 益 2 min袁 共 32个循
环遥 用 1%琼脂糖凝胶电泳检测袁 切胶回收 PCR
产物 袁 将回收产物通过 野T-A冶 连接插入

-T3载体袁 转化 Trans1-T1 phage re-
sistant菌株袁 在含有氨苄抗性的 LB培养皿上筛
选阳性单克隆菌落袁送到 Invitrogen公司测序遥

6.1基因 DNA克隆院 根据获得的
6.1基因的 cDNA序列袁在开放阅读框两端用

Primer premier 5.0设计特异性设计引物袁 引物序
列为 院PgDNA-F院ATGGAGAATGAGGATGTTCCA-
TC袁PgDNA-R院TTACCTCCTGAAGCTCCTCACA遥
以提取的基因组 DNA为模板袁 用 LA Taq进行
PCR扩展袁PCR扩增程序袁94℃预变性 4 min后袁
按以下程序进行院94 益 30 s袁60 益 30 s袁72 益 2
min袁共 32个循环遥后面的过程同 6.1基因
的 cDNA克隆遥

用 ProtParam渊http://web.
expasy.org/protparam/冤对蛋白质进行理化性质分
析 曰 用 TMHMM-2.0 渊http://www.cbs.dtu.dk/ser-
vices/TMHMM/冤 预测蛋白质的跨膜结构域曰用

NetPhos 2.0 Server 渊http://www.cbs.dtu.dk/ser-
vices/NetPhos/冤预测蛋白质翻译后的磷酸化修饰
位点曰 用 Scratch Protein Predictor渊http://scratch.
proteomics.ics.uci.edu/冤 预测蛋白质的二级结构曰
用 Swiss-Model 渊http://swissmodel.expasy.org/冤预
测模拟蛋白质的三级结构袁用Molegro Molecular
Viewer 查看蛋白质的 PDB 文件曰 用 NCBI 的
Blast P对氨基酸序列进行蛋白保守区分析曰用
PSORT渊http://psort.hgc.jp/冤进行信号肽及亚细胞
定位分析曰 用 MEGA4进行蛋白质的进化树分
析袁用 DNAMAN进行蛋白质的同源树分析遥

在

光照培养箱中营养液培养 15 d的棉花幼苗袁分别
取新鲜的根尧茎尧子叶和真叶提取总 RNA袁重复 3
次袁每重复 3株样本遥 根据克隆的 cDNA序列设
计半定量 PCR 引物曰PRT-PCR-F院 TACTCTCCACT
GGCCACATC袁PRT-PCR-R院TGGCTTTTCACCATCT
TCCTCA袁扩增产物长度 515 bp曰PCR扩增程序袁
94 益预变性 4 min后袁 按以下程序进行院94 益 30
s袁57 益 30 s袁72 益 30 s袁共 32个循环遥本研究采用
的内参基因是棉花肌动蛋白 2袁用的是已经
发表的引物 [14]袁PActin-F院GGCATCACTCAGCAC-
CTTC袁PActin-R院TCCCTAACTTCCCGCACAT袁 扩
增产物长度 280 bp曰PCR扩增程序袁94 益预变性
4 min后袁按以下程序进行院94 益 30 s袁55 益 30 s袁
72 益 30 s袁 分别在 25尧28尧32个循环后取 PCR产
物 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测遥

结果与分析

棉花 6.1基因 cDNA克隆及序列分析
使用拟南芥 6.1 渊NCBI登录号院NM_

106724冤基因序列袁在 PlantGDB 双子叶 PUT 数
据库中进行同源检索袁 得到 1条来自陆地棉的
EST 拼接序列 渊序列序号院PUT-165a-Gossypi-
um_hirsutum-83990冤遥 该 ESTs有 2个 EST序列
拼接而成 渊表 1冤袁 全长 1189 bp袁 与拟南芥

6.1基因开放阅读框序列同源性达 60%袁翻译
后的氨基酸序列一致性达到 80%遥在检索获得的
序列两端设计特异引物袁 用 RT-PCR从苏棉 18
叶中扩增获得长度略大于 1000 bp 的片段 渊图
1冤袁切胶回收后袁连接到 -T3载体中袁测序得

巩元勇等院陆地棉水通道蛋白 6.1基因的克隆及表达分析 3
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棉花 GhNIP6.1蛋白的生物信息学分析
从 6.1 基因 cDNA 序列可推测 Gh-

NIP6.1蛋白有 300个氨基酸残基构成袁通过 Prot
Param预测该蛋白的基本理化性质表明袁GhNIP6.1
的分子量是 30.97 kD袁理论等电点为 8.99袁负电
荷的氨基酸残基数渊Asp + Glu冤是 17袁正电荷的
氨基酸残基数 渊Arg + Lys冤 是 22曰 脂肪系数为
93.03袁 总平均疏水性为 0.424袁 不稳定系数是
32.16袁 是稳定的蛋白遥 用 TMHMM-2.0 对 Gh-
NIP6.1蛋白跨膜结构域预测分析表明袁该水通道
蛋白具有 6个跨膜螺旋渊TM1－TM6冤袁由 5个环
相连袁 其中蛋白的 N尧C末端和环 B尧D都在细胞
膜内袁 环 A尧C和 E位于细胞膜外袁N末端 79个
氨基酸袁C末端 18个氨基酸渊图 2冤遥 在 NCBI的
蛋白保守区数据库 渊Conserved domain database,
CDD冤用 Blast P对 GhNIP6.1氨基酸序列进行蛋

白保守区分析袁 结果与该氨基酸序列匹配的是
MIP渊Major intrinsic protein冤超家族袁具有 MIP家
族典型的 NPA渊Asp-Pro-Ala基序冤保守肽段和两
亲性通道 渊Amphiphilic channel冤,由此推测该基
因应该是水通道蛋白基因家族的一员遥

在 Scratch protein predictor 对 GhNIP6.1 蛋
白的二级结构预测袁组成该蛋白的 300个氨基酸
中袁117个氨基酸可能形成 琢螺旋结构袁150个氨
基酸可能形成无规则卷曲袁33个氨基酸可能形成
茁折叠片遥 用 NetPhos 2.0 Server 预测 GhNIP6.1
蛋白翻译后修饰的磷酸化位点袁结果表明袁有 11尧
43尧48尧52尧71尧293和 297位的 7个 Ser 渊丝氨酸冤
和 12尧18尧73尧248尧294位的 5个 Thr 渊苏氨酸冤可
能发生翻译后的磷酸化修饰遥PSORT进行信号肽
及亚细胞定位结果表明袁GhNIP6.1的氨基酸序列
不存在信号肽袁 该蛋白最有可能定位在质膜上遥
用 Swiss-Model 中的自动搜索模式对 GhNIP6.1
和 AtNIP6.1氨基酸三级结构进行预测袁 结果显
示袁GhNIP6.1 的模型残基位于 69～284 位袁At-
NIP6.1的模型残基位于 75～290位袁三级结构预
测的模板都是 3ne2C曰用Molegro molecular view-
er查看 GhNIP6.1和 AtNIP6.1的 PDB文件袁发现
两者的结构非常相似渊图 3冤遥

棉花 GhNIP6.1蛋白的系统进化分析
本研究根据 GhNIP6.1氨基酸序列在 NCBI

中 Blast P的比对结果袁 选取已经公布 NIP6.1序
列的拟南芥渊 袁NP_1781915冤尧
大豆 渊 袁XP_003547292冤尧 莲花渊

袁ABY19374冤尧蒺藜苜蓿渊
袁XP_003604209冤 和葡萄 渊 袁

到 1180 bp DNA序列渊NCBI登录号院JQ934895冤遥
该序列同检索获得的序列相似度为 100%袁 表明
PCR扩增获得的基因片段是本研究的目的基因曰
只是由于引物设计的原因袁试验获得的序列前后
两端比 PlantGDB检索到的序列少 4 bp和 5 bp
的碱基遥该序列包含长为 903 bp的全部开放阅读

框袁共编码 300个氨基酸残基和 1个终止密码子
TAA袁 起始密码子 ATG后的核苷酸是 G袁 符合
kozak规则遥 克隆得到的序列包含长度为 124 bp
和 154 bp的 5'非编码区和 3'非编码区袁 并且 3'
非编码区含有 PolyA尾袁说明本研究克隆得到的
基本是 6.1基因对应的 mRNA全长序列遥

表 1 6.1基因 EST拼接序列分布
Table 1 Distribution of member ESTs among libraries of 6.1 assembled unique transcript fragment

基因文库 Gene library ESTs编号 ESTs number
播种后 7～ 10周根的文库 Root (free) - 7-10 weeks after planting 109836176
花后 0～ 10 d的棉纤维文库 Cotton fiber 0-10 day post anthesis 164309692

M院Marker袁D2000 DNA Ladder曰1院 6.1 gene cD-

NA fragment.

图 1 棉花 6.1基因 RT-PCR扩增片段
Fig. 1 Cotton 6.1 gene by RT-PCR

M 1

2000 bp

1000 bp

750 bp
500 bp

250 bp

100 bp
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XP_002272988冤 等 5种植物与棉花 GhNIP6.1氨
基酸序列构建系统发育树袁进化树分析表明袁Gh-
NIP6.1同拟南芥的 NIP6.1蛋白在同一个进化分
支袁进化距离最近渊图 4冤遥 GhNIP6.1氨基酸序列

同拟南芥 NIP家族所有成员渊共 9个成员冤的氨
基酸序列同源性分析同样表明袁GhNIP6.1和 At
NIP6.1的同源关系最近渊图 5冤袁所以我们将本研
究克隆到的基因命名为 6.1遥

下划线院环曰TM院跨膜螺旋;灰色院跨膜结构域遥
Underline: Loop; TM: Trans-membrane helix; Gray: Trans-membrane domain.

图 2 棉花 6.1基因 cDNA全长序列和推导出的氨基酸序列
Fig. 2 The full-length cDNA sequence and the deduced amino acid sequence of the 6.1 for

图 3 GhNIP6.1和 AtNIP6.1预测的三级结构的比较
Fig. 3 The comparison of the predicted 3-D structure of GhNIP6.1 and AtNIP6.1

GhNIP6.1 AtNIP6.1

巩元勇等院陆地棉水通道蛋白 6.1基因的克隆及表达分析 5
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M院Marker袁1 Kb DNA Ladder曰1院 6.1 gene DNA

fragment.

图 6 棉花 6.1基因组 DNA PCR扩增片段
Fig. 6 Cotton 6.1 gene by PCR in genomic DNA

棉花 6.1基因 DNA序列
根据获得的 6.1基因的 cDNA 序列袁

在开放阅读框两端设计引物袁 对苏棉 18基因组
进行 PCR扩增袁得到 1条约 2 kb的序列片段渊图
6冤遥切胶回收后袁连接到 -T3载体中袁测序得
到 2021 bp DNA序列渊NCBI登录号院JQ934896冤遥
对获得的 DNA序列与 cDNA序列对比发现袁

6.1基因编码区序列包含 5个外显子和 4个
内含子渊图 7冤袁所有内含子的左右边界均为 gt／ag
结构袁 保证在 RNA转录后加工过程中内含子能
够被正确识别并切除渊表 2冤遥
通过比较发现袁 棉花 6.1基因和拟南

芥 6.1基因包含相同数量的内含子和外显
子渊图 7冤遥 6.1基因和 6.1基因除第一
个和第五个外显子长度存在微小差异外袁 其它 3
个外显子长度都相等袁造成基因组差异的原因是
内含子的长短不同造成的遥 如 7所示袁 6.1
基因的 4个内含子长度分别为 98 bp尧82 bp尧476
bp和 462 bp袁 而 AtNIP6.1基因的 4个内含子长

度则分别为 96 bp尧206 bp尧77 bp和 79 bp袁这 2个
基因除了第一个内含子只相差 2 bp以外袁其它 3
个内含子的长度差异都在 100 bp以上袁差异最大
的第三个内含子达到 399 bp遥 从外显子来看袁该
基因的保守性非常高袁由此也表明棉花与拟南芥
在进化上存在亲缘关系遥

图 4 6.1基因与其它植物 6.1基因氨基酸进化树分析
Fig. 4 Phylogenic tree analysis based on the amino acid of 6.1 and other plant 6.1 genes alignment

图 5 6.1基因与拟南芥 基因氨基酸同源性比对树状图

Fig. 5 Homology tree based on the amino acid of 6.1 and genes alignment

M 1

3000 bp
2000 bp

1000 bp
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棉花发育过程 6.1基因的表达
用 RT-PCR半定量来分析用陆地棉 6.1

基因在棉花各组织器官中的表达情况遥 棉花长至
2叶期时袁 分别从根尧 茎尧 子叶和真叶中提取总
RNA袁用基因特异性引物渊PRT-PCR-F和 PRT-PCR-R冤所
对应的 6.1基因序列来检测基因的特异性

表达袁 2基因作为内参基因遥 从图 8可以
看出袁 6.1基因在棉花的根尧 茎和真叶中都
有表达袁在真叶中表达量最高袁而在子叶中没有
表达遥 该结果同 6.2基因的表达类似袁

6.2在幼根尧成熟叶和茎中有表达袁而在子叶
中几乎没有表达[11]遥

表 2 棉花 6.1基因外显子和内含子的拼接点
Table 2 The intron/exon junctions of the 6.1 gene

讨论
通过 EST拼接序列及 RT-PCR袁获得了全长

1180 bp棉花 6.1基因的 cDNA序列袁该序
列开放阅读框长 903 bp袁 编码 300个氨基酸残
基遥该蛋白具有 6个跨膜螺旋渊TM1～TM6冤袁由 5
个环相连袁 其中蛋白的 N尧C末端和环 B尧D都在
细胞膜内袁环 A尧C和 E位于细胞膜外袁B环有一
段 MIP 家族高度保守的 Asp-Pro-Ala 基序
渊NPA冤袁这些都与 AQP的基本结构相吻合[15]遥

植物 AQP的磷酸化是细胞信号转导与水分
运输调节的媒介袁 通过磷酸化和去磷酸化作用袁

可以快速尧直接尧可逆地实现植物 AQP的门控调
节[16]遥 GhNIP6.1蛋白序列存在多个可能发生磷酸
化修饰的位点袁这些位点的存在都有可能直接或
间接地参与该水通道蛋白对水分或其它物质运

输的调节遥
研究证实袁 拟南芥 AtNIP5.1和 AtNIP6.1都

是硼酸通道蛋白遥 AtNIP5.1定位于质膜袁在根的
表皮细胞尧皮层细胞和内皮层细胞中表达[17]袁拟南
芥根伸长区和根毛区的 5.1基因在缺硼条
件的表达受到强烈的上调曰 5.1基因缺失的
突变体表现为根系对硼的吸收减少袁 生物量降
低袁 根系和地上部枝条对缺硼的敏感性增加袁由

图 7 棉花 6.1基因与拟南芥 6.1基因结构
Fig. 7 Genomic organization of the 6.1 gene in cotton and

外显子及其长度
Exon and length of exon/bp

5'-剪接供体端
5'- splice donor

内含子及其长度
Intron and length of intron/bp

3'-剪接受体端
3'- splice acceptor

外显子
Exon

E1(225)
E2(225)
E3(195)
E4(62)
E5(196)

AGAAAG/gttaga
AAACAT/gtaggg
CGAGCA/gtaagt
CGCCGG/gtatgt

1(98)
2(82)
3(476)
4(462)

ttgcag/GTGGGA
gggcag/GTACCG
gtgcag/GTGGGT
aaacag/ACCAAT

E2
E3
E4
E5

图 8 RT-PCR半定量分析 6.1基因在苏棉 18不同组织中的表达情况
Fig. 8 Semi-quantitative analysis of 6.1 gene expression in different tissues of Sumian 18

棉花

拟南芥

ATG

ATG

225 225 195 62 196
TAA

外显子
Exon

内含子
IntronTGA

98 82 476 462

96 206 77 79

243 225 195 62 193

6.1

2

根 茎 子叶 真叶
Root Stem Cotyledon Leaf
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此表明袁AtNIP5.1是拟南芥根部主要的硼酸通道
蛋白袁对拟南芥根系在缺硼条件下对硼的有效吸
收以及植株正常的生长发育至关重要[9]遥AtNIP6.1
也定位于质膜袁 主要在植株地上部结节部位袁尤
其是维管组织的韧皮部表达袁主要负责硼酸在结
节部位木质部到韧皮部的转移曰 缺硼胁迫下

6.1基因在地上部表达增加袁在地上部幼嫩组
织硼的合理分配过程中担负重要角色[18]遥GhNIP6.1
和 AtNIP6.1的氨基酸序列的同源性达到 95%袁两
者蛋白质的三维结构也非常类似袁那么 GhNIP6.1
是否同 AtNIP6.1一样也是硼酸通道蛋白呢钥这还
需要深入的研究遥 根据推测的 6.1基因可
能具有水分子和硼酸运输的生理功能分析袁该基
因在子叶中没有或很少表达的原因可能是袁子叶
只是为种子的萌发提供营养物质以及在植株发

育苗期承担重要营养功能的过渡器官, 而不是水
分子转运和硼酸运输活跃的部位袁尤其是在真叶
长成之后遥 6.1基因在真叶中表达很高袁似
乎也预示着该基因在地上部渊尤其是真叶冤可能
发挥重要功能遥
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