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摘要: 为探析 ＮＲＡＴ１基因在假俭草〔Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ (Ｍｕｎｒｏ) Ｈａｃｋ.〕耐铝分子机制中的作用ꎬ本研究基于假

俭草全长转录组测序数据ꎬ采用 ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术从假俭草耐铝基因型品系 Ｅ１０５ 中克隆到 １ 个 ＮＲＡＴ１ 基因ꎬ命
名为 ＥｏＮＲＡＴ１ꎬ并对其进行了生物信息学分析ꎻ同时ꎬ采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 技术对 １.０ ｍｍｏｌＬ－１Ａｌ３＋胁迫 ４８ ｈ 内假俭草

根、茎和叶中该基因的相对表达量进行了比较ꎮ 结果显示:ＥｏＮＡＲＴ１基因开放阅读框(ＯＲＦ)长度为 １ ６１４ ｂｐꎬ编码

５３８ 个氨基酸ꎮ ＥｏＮＡＲＴ１ 蛋白的理论相对分子质量约 ５８ ４３０ꎬ理论等电点为 ｐＩ ７.０３ꎬ不稳定指数为 ３０.９８ꎬ疏水性

氨基酸占比达 ６７.２％ꎬ且包含 １０ 个跨膜区ꎮ 并且ꎬＥｏＮＡＲＴ１ 蛋白主要定位于质膜、液泡和内质网ꎬ其二级和三级结

构均以 α－螺旋和无规卷曲为主ꎮ 氨基酸序列比对结果显示:ＥｏＮＲＡＴ１ 与柳枝稷(Ｐａｎｉｃｕｍ ｖｉｒｇａｔｕｍ Ｌｉｎｎ.)ＮＲＡＴ１
的序列一致性达 ８４.５３％ꎮ 系统进化分析结果显示:ＥｏＮＲＡＴ１ 与柳枝稷 ＮＲＡＴ１ 首先聚在一起ꎬ并与硬直黑麦草

(Ｌｏｌｉｕｍ ｒｉｇｉｄｕｍ Ｇａｕｄ.)等 １０ 种植物的 ＮＲＡＴ１ 聚为一个分支ꎬ而二穗短柄草〔Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ (Ｌｉｎｎ.) Ｐ.
Ｂｅａｕｖ.〕等 ６ 种植物的 Ｎｒａｍｐ５ 聚为另一个分支ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析结果显示:胁迫 ４８ ｈ 内 ＥｏＮＲＡＴ１基因在假俭草根、
茎和叶中均有表达ꎻ胁迫 １２ 和 ２４ ｈꎬ该基因在根和叶中的相对表达量显著高于胁迫 ０ ｈꎻ胁迫 ４８ ｈꎬ该基因在根中的

相对表达量仍保持在较高水平ꎬ但在叶中的相对表达量降至胁迫 ０ ｈ 水平ꎮ 研究结果显示:ＥｏＮＲＡＴ１ 蛋白为一种

稳定的疏水性膜蛋白ꎬ可能参与假俭草对铝胁迫的应答反应ꎮ
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ｍａｉｎｌｙ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ ｖａｃｕｏｌｅꎬ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍꎬ ｉｔｓ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｍａｉｎｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔ ｏｆ α￣ｈｅｌｉｘ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ. Ｔｈｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｈｏｗｓ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ＥｏＮＲＡＴ１ ａｎｄ ＮＲＡＴ１ ｆｒｏｍ Ｐａｎｉｃｕｍ ｖｉｒｇａｔｕｍ Ｌｉｎｎ. ｒｅａｃｈｅｓ ８４.５３％.
Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ＥｏＮＲＡＴ１ ａｎｄ ＮＲＡＴ１ ｆｒｏｍ Ｐ. ｖｉｒｇａｔｕｍ ａｒｅ ｆｉｒｓｔ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ
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　 　 铝(Ａｌ)在地壳中的含量仅次于氧(Ｏ)和硅(Ｓｉ)ꎬ
是 １ 种在土壤中普遍存在的元素ꎬ占地壳总质量的

７％~８％[１－３]ꎮ 铝在土壤中通常以硅酸盐或氧化铝的

形式存在ꎬ溶解度很低ꎬ一般对植物无毒性ꎮ 然而ꎬ当
土壤酸碱度低于 ｐＨ ５.５ 时ꎬ土壤中铝的溶解度大大

增加ꎬ产生大量的 Ａｌ３＋ꎬ这些 Ａｌ３＋可与多种亚细胞器

(如细胞壁、质膜、细胞骨架和细胞核)结合ꎬ影响各

种亚细胞器的正常功能[４－５]ꎬ从而使植物受到铝毒

害[６－９]ꎮ 铝毒是当前酸性土壤中限制植物生长和作

物产量的主要因子之一[１０]ꎮ 目前ꎬ全球的酸性土壤

面积较大ꎬ占可耕地面积的 ４０％~５０％[１１－１２]ꎮ 中国酸

性土壤分布区域较广ꎬ遍布南方 １４ 个省级行政区ꎬ总
面积高达 ２. １８ × １０６ ｋｍ２ꎬ约占全国耕地总面积的

２０％[１３]ꎮ 近年来ꎬ土壤酸化程度日益加剧ꎬ植物受到

的铝毒危害越来越严重[７ꎬ１２ꎬ１４－１５]ꎮ 为了减轻酸性土

壤的铝毒性ꎬ人们通常向土壤中添加石灰、磷酸盐、有
机物等物质(即酸中和法)ꎬ但这些措施的成本往往

较高ꎬ且会对环境造成一定的污染ꎬ因此ꎬ这些措施并

不完全适用于酸性土壤铝毒害问题的解决ꎮ 通过对

植物进行遗传选育和改良ꎬ有针对性地培育能很好地

适应酸性土壤铝毒胁迫的优质植物ꎬ是解决酸性土壤

铝毒害的根本途径ꎬ对于降低酸性土壤中作物的栽培

成本、提高酸土地区土地的利用率及改善局部生态环

境具有重要意义ꎮ
假俭草〔Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ (Ｍｕｎｒｏ) Ｈａｃｋ.〕

又名百足草、蜈蚣草ꎬ是禾本科(Ｐｏａｃｅａｅ)蜈蚣草属

(Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ Ｂｕｓｅ)中惟一可用作草坪草的优良暖季

型 Ｃ４草本植物[１６]ꎮ 假俭草原产于中国中部和南部ꎬ

主要分布于长江流域及其以南地区ꎮ 研究发现ꎬ假俭

草是 １ 种耐铝性尤为突出的暖季型草坪草ꎬ对土壤中

铝的耐受阈值显著高于其他常见的暖季型草ꎬ如狗牙

根〔Ｃｙｎｏｄｏｎ ｄａｃｔｙｌｏｎ (Ｌｉｎｎ.) Ｐｅｒｓ.〕、结缕草(Ｚｏｙｓｉａ
ｊａｐｏｎｉｃａ Ｓｔｅｕｄ.) 和 海 滨 雀 稗 ( Ｐａｓｐａｌｕｍ ｖａｇｉｎａｔｕｍ
Ｓｗ.) [１７]ꎮ 在 ＡｌＣｌ３６Ｈ２Ｏ 浓度超过 ０.７５ ｍｍｏｌＬ－１

的环境下ꎬ假俭草仍可保持较高的生长量和草坪质

量ꎬ表现出较强的耐铝性[１８]ꎮ 因此ꎬ探析假俭草耐铝

毒的分子机制ꎬ对于培育耐铝植物新品种具有重要的

指导意义ꎮ
虽然植物自身具有外排抗铝机制ꎬ但当遇到铝胁

迫后仍然会有部分 Ａｌ３＋进入植物体内ꎬ致使机体受到

铝毒害ꎮ 研究发现ꎬ水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.)的根细

胞膜上存在铝特异转运蛋白 ＮＲＡＴ１[１９]ꎬ该蛋白可将

Ａｌ３＋转运到植物细胞内ꎮ ＮＲＡＴ１ 属于与自然抗性相

关 的 巨 噬 细 胞 蛋 白 ( ｎａｔｕｒａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＮｒａｍｐ)家族ꎬ但与该蛋白家族其

他成员的相似性很低[２０]ꎮ 在高等植物中ꎬＮｒａｍｐ 蛋

白在矿物元素从土壤到植物不同器官和组织的运输

过程中发挥着重要作用[１９ꎬ２１－２２]ꎮ
为了探究 ＮＲＡＴ１基因在假俭草耐铝分子机制中

的作用ꎬ本研究以假俭草耐铝基因型品系 Ｅ１０５ 为研

究材料ꎬ采用 ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术克隆到 １ 个 ＮＲＡＴ１
基因ꎬ对其进行了生物信息学分析ꎬ并采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ
技术分析了该基因在 １.０ ｍｍｏｌＬ－１Ａｌ３＋胁迫４８ ｈ 内

的时空表达特性ꎬ以期为假俭草 ＮＲＡＴ１ 基因的功能

研究提供重要参考依据ꎮ

９３
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１　 材料和方法

１.１　 材料

在江苏省中国科学院植物研究所(南京中山植

物园)草业中心试验苗圃内国家主要暖季型草坪草

种质资源库中ꎬ选择假俭草耐铝基因型品系 Ｅ１０５ 的

当年生幼嫩枝条ꎬ将枝条首节扦插水培ꎮ 水培营养液

为 １ / ４ Ｈｏａｇｌａｎｄ 溶液ꎬ培养期间使用通气泵通气ꎬ光
照强度为 １２０~ １５０ μｍｏｌｍ－２ｓ－１ꎬ光照时间为 １２
ｈｄ－１ꎬ空气相对湿度为 ７０％ꎬ温度为 ２０ ℃ ~ ３０ ℃ꎮ
待生根后继续培育 ２~３ 周ꎬ选取生长健壮、根系发达

的植株进行根尖总 ＲＮＡ 提取和铝胁迫处理ꎮ
１.２　 方法

１.２.１ 　 基因克隆 　 对假俭草全长转录组测序数据

(数据暂未公开)进行分析ꎬ获得假俭草 ＮＲＡＴ１ 基因

的参照序列并设计特异引物ꎬ引物序列见表 １ꎮ 这些

引物均由南京金斯瑞生物科技有限公司合成ꎮ

表 １　 用于假俭草 ＮＲＡＴ１ 基因克隆的引物序列
Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ＮＲＡＴ１ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ
Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ (Ｍｕｎｒｏ) Ｈａｃｋ.

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′→３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

ＥｏＮＲＡＴ１－Ｆ ＧＡＧＡＴＧＴＧＧＡＡＴＧＴＧＣＴＧＴ
ＥｏＮＲＡＴ１－Ｒ ＣＡＡＴＴＡＡＡＧＧＧＣＧＴＴＣＡＧＣ
３′ＲＡＣＥ Ｏｕｔｅｒ ＧＡＧＴＴＣＡＴＣＡＴＡＧＣＡＧＧＣＴＴＣＡＴ
３′ＲＡＣＥ Ｉｎｎｅｒ ＧＴＴＧＡＣＡＴＡＣＣＴＧＡＧＡＣＣＡＴＣＧＧＣ
５′ＲＡＣＥ Ｏｕｔｅｒ ＧＣＣＡＣＡＣＴＣＧＡＴＧＡＧＧＡＡＧＴＡＴＣ
５′ＲＡＣＥ Ｉｎｎｅｒ ＧＴＣＴＴＴＣＴＴＧＡＧＡＧＧＡＣＣＡＡＧＧＣ

　 　 采用 ＦｌａＰｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 植物

总 ＲＮＡ 提取试剂盒(北京金沙生物科技有限公司)
提取根尖总 ＲＮＡꎬ并采用 ＵｎｉｏｎＳｃｒｉｐｔ Ｆｉｒｓｔ － ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｍｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 试剂盒(北京金沙生物

科技有限公司)反转录成 ｃＤＮＡꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
选用 ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ －Ｎｅｏ 高保真酶试剂盒〔东洋纺(上
海)生物科技有限公司〕进行基因克隆ꎮ 扩增体系总

体积 ５０.０ μＬꎬ包括 １０×Ｂｕｆｆｅｒ ５.０ μＬ、ｄＮＴＰｓ Ｍｉｘｔｕｒｅ
５.０ μＬ、ＭｇＳＯ４溶液 ３.０ μＬ、ｃＤＮＡ 模板２.０ μＬ、ＫＯＤ－
Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ 高保真酶 １.０ μＬ、１０ μｍｏｌＬ－１上游和下游

引物各 １.５ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ２ ３１.０ μＬꎮ 扩增程序:９５ ℃预

变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓ、５８ ℃退火 ３０ ｓ、６８ ℃延伸

９０ ｓꎬ共 ３８ 个循环ꎻ最后于 ６８ ℃延伸 ２０ ｍｉｎꎮ 采用

Ｔａｋａｒａ ＳＭＡＲＴ ＲＡＣＥ 试剂盒〔宝生物工程(大连)有

限公司〕进行基因两端序列的克隆ꎬ反应体系和扩增

程序均参照试剂盒说明书ꎮ
所有扩增产物在质量体积分数 １％的琼脂糖凝

胶上电泳ꎬ切取与预测序列大小一致的条带ꎬ采用

ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒(北京金沙生物科技有限公司)
进行回收和纯化ꎮ 将纯化产物连接到 ｐＣｌｏｎｅ００７ 载

体(南京擎科生物科技有限公司)上ꎬ并转化到大肠

杆菌 ＴＯＰ１０ 菌株中ꎬ挑取阳性克隆送南京擎科生物

科技有限公司进行测序ꎮ
根据测序结果ꎬ用 ＤＮＡＭＡＮ 软件将扩增得到的

中间片段、３′端片段和 ５′端片段进行比对和拼接ꎬ从
而获得假俭草 ＮＲＡＴ１基因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎮ
１.２.２　 生物信息学分析 　 利用 ＮＣＢＩ 网站( ｈｔｔｐ:∥
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 程序对获得的

假俭草 ＮＲＡＴ１ 基因序列的开放阅读框(ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅꎬＯＲＦ)进行预测ꎻ利用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ Ｐｒｉｍｅ 软件对预

测的 ＯＲＦ 进行 ｍＲＮＡ 和氨基酸序列分析ꎻ 利用

Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 工具( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )
分析假俭草 ＮＲＡＴ１ 蛋白的基本理化性质ꎻ利用

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 工具(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )分

析假俭草 ＮＲＡＴ１ 蛋白的亲水性和疏水性ꎻ利用

ＴＭＨＭＭ ｓｅｒｖｅｒ ｖ２.０ 工具(ｈｔｔｐｓ:∥ｓｅｒｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.
ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ. ｐｈｐ? ＴＭＨＭＭ － ２. ０ ) 预 测 假 俭 草

ＮＲＡＴ１ 蛋白的跨膜结构ꎻ利用 ＳＯＰＭＡ 工具(ｈｔｔｐｓ:∥
ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ－ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ /
ＮＰＳＡ / ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)预测假俭草 ＮＲＡＴ１ 蛋白的

二级结构ꎬ并利用 ＳＷＩＳＳ － ＭＯＤＥＬ 软件 ( ｈｔｔｐｓ:∥
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ) 进 行 同 源 建 模ꎮ 利 用

ＭＵＳＣＬＥ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ 软件将假俭草 ＮＲＡＴ１ 的氨基酸

序列与 ＮＣＢＩ 网站中玉米 ( Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌｉｎｎ.)、高粱

〔 Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ ( Ｌｉｎｎ.) Ｍｏｅｎｃｈ〕、短花药野生稻

(Ｏｒｙｚａ ｂｒａｃｈｙａｎｔｈａ Ａ. Ｃｈｅｖ. ｅｔ Ｒｏｅｈｒ.)、水稻、少花古

尔德草〔Ｄｉｃｈａｎｔｈｅｌｉｕｍ ｏｌｉｇｏｓａｎｔｈｅｓ (Ｓｃｈｕｌｔ.) Ｇｏｕｌｄ〕、
粱〔Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ (Ｌｉｎｎ.) Ｂｅａｕｖ.〕及柳枝稷(Ｐａｎｉｃｕｍ
ｖｉｒｇａｔｕｍ Ｌｉｎｎ.)ＮＲＡＴ１ 的氨基酸序列进行比对ꎬ并利

用 ＥＳＰｒｉｎｔ ３. ０ 软件将比对结果可视化ꎻ然后ꎬ利用

ＮＣＢＩ 网站的蛋白数据库ꎬ通过 ＢＬＡＳＴｐ 同源比对获

得上述 ７ 种植物及其余 １０ 种植物 ＮＲＡＴ１ 同源蛋白

的氨基酸序列ꎬ这 １０ 种植物有狗尾草〔Ｓｅｔａｒｉａ ｖｉｒｉｄｉｓ
(Ｌｉｎｎ.) Ｂｅａｕｖ.〕、稷(Ｐａｎｉｃｕｍ ｍｉｌｉａｃｅｕｍ Ｌｉｎｎ.)、二粒

小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｄｉｃｏｃｃｏｉｄｅｓ Ｋｏｒｎ)、硬直黑麦草(Ｌｏｌｉｕｍ
ｒｉｇｉｄｕｍ Ｇａｕｄ.)、二穗短柄草〔Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ

０４
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(Ｌｉｎｎ.) Ｐ. Ｂｅａｕｖ.〕、豇豆〔Ｖｉｇｎａ ｕｎｇｕｉｃｕｌａｔａ (Ｌｉｎｎ.)
Ｗａｌｐ.〕、甜瓜 (Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌｉｎｎ.)、烟草 (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)、林烟草(Ｎ. ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ Ｓｐｅｇ.)和渐狭叶

烟草(Ｎ. ａｔｔｅｎｕａｔａ Ｔｏｒｒ. ｅｘ Ｓ. Ｗａｔｓｏｎ)ꎬ利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ
２.１ 和 ＭＥＧＡ １１ 软件采用邻接法构建系统进化树ꎬ迭
代值设为 １ ０００ꎮ
１.２.３ 　 铝胁迫处理及基因表达特性分析 　 将适量

ＡｌＣｌ３６Ｈ２ Ｏ 加入到 １ / ４ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液中ꎬ制成

１.０ ｍｍｏｌＬ－１ Ａｌ３＋ 处理液ꎬ处理液酸碱度为 ｐＨ ３.９
至 ｐＨ ４. １ꎮ 采用前述培养条件ꎬ用 １. ０ ｍｍｏｌＬ－１

Ａｌ３＋处理液培养假俭草ꎬ在培养 ０、１２、２４ 和 ４８ ｈ 分别

取植株的根、茎和叶ꎬ每次选取 ２ ~ ３ 株ꎬ将不同植株

的同一器官样品混匀ꎬ取各组织样品约 ０.１ ｇꎬ用去离

子水清洗干净样品表面后ꎬ立即放入液氮中速冻ꎮ 每

个处理 ３ 个生物学重复ꎮ
采用 ＦｌａＰｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 植物

总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡꎬ根据获得的假俭草

ＮＲＡＴ１基因的 ｃＤＮＡ 全长序列设计引物(正向引物

序列为 ５′－ＧＧＧＣＡＣＧＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＡＣＴ－３′ꎬ反向引

物序列为 ５′－ＡＴＧＧＣＡＴＴＧＧＣＡＴＡＣＴＴＧＧＡ－３′)ꎬ以管

家基因 ＥｏＣＡＣＳ作为内参基因(正向引物序列为 ５′－
ＴＡＡＧＡＴＧＴＧＡＴＧＴＧＡＣＧＧＧＡＡＡＧ－３′ꎬ反向引物序列

为 ５′ － ＴＣＴＧＧＴＧＧＣＡＣＧＡＡＡＣＴＧＡＣＴ － ３′)ꎬ 使 用

ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 荧光定量试

剂(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)及 ｑＴＯＷＥＲ
２.２ 荧光定量梯度 ＰＣＲ 仪(德国耶拿分析仪器股份公

司)进行 ｑＲＴ－ＰＣＲꎮ 扩增体系总体积 ２０.０ μＬꎬ包括

２×ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０.０ μＬ
(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)、１０ μｍｏｌＬ－１

正向和反向引物各 ０. ４ μＬ、 ｃＤＮＡ 模板 ２. ０ μＬ 及

ｄｄＨ２Ｏ ７.２ μＬꎮ 扩增程序:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃
变性 １０ ｓ、６０ ℃退火并延伸 ２０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 共设

置 ３ 次技术重复ꎮ 循环反应结束后进行溶解曲线分

析ꎬ利用 ＰＣＲ 仪自带的分析系统自动进行基线和 ＣＴ

值分析ꎬ并采用相对定量法[２３]对扩增结果进行分析ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＥｏＮＲＡＴ１ 基因的克隆及序列分析

根据假俭草全长转录组测序数据获得假俭草

ＮＲＡＴ１基因ꎬ命名为 ＥｏＮＲＡＴ１ꎮ 通过 ＰＣＲ 扩增获得

该基因的中间片段(图 １－Ａ)ꎬ并利用 ＲＡＣＥ 技术获

得该基因的 ３′端和 ５′端片段(图 １－ＢꎬＣ)ꎮ 经过对比

和拼接ꎬ最终获得该基因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎮ

Ｍ１: ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｍ２: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ⅲ.

Ａ: ＰＣＲ 扩增结果 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔꎻ Ｂ: ３′ＲＡＣＥ 扩增结果 ３′
ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔꎻ Ｃ: ５′ＲＡＣＥ 扩增结果 ５′ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｒｅｓｕｌｔ.

图 １　 假俭草 ＮＲＡＴ１ 基因的扩增结果
Ｆｉｇ. １ 　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＮＲＡＴ１ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ
ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ (Ｍｕｎｒｏ) Ｈａｃｋ.

对获得的 ＥｏＮＲＡＴ１ 基因序列的开放阅读框进行

预测分析ꎬ结果(图 ２)显示:该基因的开放阅读框长

度为 １ ６１４ ｂｐꎬ编码 ５３８ 个氨基酸ꎮ
２.２　 ＥｏＮＲＡＴ１ 蛋白的理化性质

预测分析结果表明:ＥｏＮＲＡＴ１ 蛋白的分子式为

Ｃ２６９３Ｈ４２６３Ｎ６５９Ｏ７３９Ｓ２３ꎬ理论相对分子质量约 ５８ ４３０ꎬ理
论等电点为 ｐＩ ７.０３ꎮ 该蛋白共包括 ８ ３７７ 个原子ꎬ含
有 ２０ 种基本氨基酸ꎬ其中ꎬ亮氨酸( Ｌｅｕ)含量最高

(１２.１％)ꎬ组氨酸(Ｈｉｓ)含量最低(１.３％)ꎻ含 ４０ 个带

负电荷的氨基酸残基ꎬ并含 ４０ 个带正电荷的氨基酸

残基ꎻ在 ２８０ ｎｍ 波长下的摩尔消光系数为 ６５ ３６０
Ｌｍｏｌ－１ｃｍ－１ꎬ脂肪系数为 １１６.９３ꎬ平均亲水系数

为 ０.６１９ꎬ不稳定指数为 ３０.９８ꎮ 此外ꎬＥｏＮＲＡＴ１ 蛋白

还含有 ９ 个半胱氨酸(Ｃｙｓ)(图 ２)ꎮ
亲水性和疏水性分析结果(图 ３)显示:ＥｏＮＲＡＴ１

蛋白多肽链第 ２６ 位的谷氨酸(Ｇｌｕ)亲水性标度值最

低(－２.９４４)ꎬ说明此氨基酸的亲水性最强ꎻ该蛋白多

肽链第 ４７７ 位缬氨酸 (Ｖａｌ) 的亲水性标度值最高

(３.１２２)ꎬ说明此氨基酸的疏水性最强ꎮ 统计结果显

示:ＥｏＮＲＡＴ１ 蛋白中亲水性氨基酸占比为 ３２.８％ꎬ疏
水性氨基酸占比为 ６７.２％ꎬ据此推断该蛋白为疏水性

蛋白ꎮ
２.３　 ＥｏＮＲＡＴ１ 蛋白的跨膜区分析

跨膜结构预测结果(图 ４)显示:ＥｏＮＲＡＴ１ 蛋白

１４
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方框示半胱氨酸及其密码子 Ｔｈｅ ｂｏｘｅｓ ｓｈｏｗ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｄｏｎｓ.

图 ２　 假俭草 ＮＲＡＴ１ 基因的开放阅读框及编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ. ２　 Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＮＲＡＴ１ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ (Ｍｕｎｒｏ) Ｈａｃｋ.

含有 １０ 个跨膜区ꎬ由 ２３５ 个氨基酸组成ꎬ分别位于

８３ ~ １０２、１５３ ~ １７５、１８４ ~ ２０６、２２６ ~ ２４８、２６９ ~ ２９１、
３２９~３５１、３７１ ~ ３９３、３９７ ~ ４１９、４３５ ~ ４５７ 及 ４７２ ~ ４９４
位ꎮ 并且ꎬ该蛋白主要定位于质膜、液泡和内质网ꎮ
据此推测ꎬ该蛋白是一个膜蛋白ꎮ
２.４　 ＥｏＮＲＡＴ１ 蛋白的二级和三级结构

二级结构预测结果(图 ５－Ａ)显示:ＥｏＮＲＡＴ１ 蛋

　 　 　

图 ３　 假俭草 ＮＲＡＴ１ 蛋白的亲水性和疏水性分析
Ｆｉｇ. ３ 　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＮＲＡＴ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ (Ｍｕｎｒｏ) Ｈａｃｋ.

: 跨膜氨基酸 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎻ : 膜内氨基酸
Ｉｎｔｒａｍｅｍｂｒａｎｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎻ : 膜外氨基酸 Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ.

图 ４　 假俭草 ＮＲＡＴ１ 蛋白的跨膜区分析
Ｆｉｇ. ４ 　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＮＲＡＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ
Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ (Ｍｕｎｒｏ) Ｈａｃｋ.

白的二级结构由 α－螺旋、β－转角、延伸链、无规卷曲

构成ꎬ其中ꎬα－螺旋占比最高(５３.５３％)ꎬ无规卷曲占

比也较高(３１.７８％)ꎬ表明二者为该蛋白二级结构的

主要构件ꎮ
三级结构预测结果(图 ５－Ｂ)显示:ＥｏＮＲＡＴ１ 蛋

白的三级结构也由 α－螺旋、β－转角、延伸链及无规卷

曲构成ꎬ与二级结构预测结果一致ꎬ并且该蛋白在三

级结构上以 α－螺旋和无规卷曲为主ꎮ

２４
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: α－螺旋 α￣ｈｅｌｉｘꎻ : β －转角 β￣ｔｕｒｎꎻ : 延伸链 Ｅｘｔｅｎｄｅｄ
ｓｔｒａｎｄꎻ : 无规卷曲 Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ.

图 ５　 假俭草 ＮＲＡＴ１ 蛋白的二级结构(Ａ)和三级结构(Ｂ)预测
Ｆｉｇ. ５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (Ａ) ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
(Ｂ) ｏｆ ＮＲＡＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ (Ｍｕｎｒｏ) Ｈａｃｋ.

２.５ 　 ＥｏＮＲＡＴ１ 蛋白氨基酸序列比对及系统进化

分析

　 　 氨基酸序列比对结果(图 ６)显示:ＥｏＮＲＡＴ１ 与

其余 ７ 种植物 ＮＲＡＴ１ 的氨基酸序列具有较高的一致

性ꎬ其中ꎬＥｏＮＲＡＴ１ 与柳枝稷 ＮＲＡＴ１ 的氨基酸序列

同源性最高ꎬ序列一致性达到 ８４.５３％ꎻ与少花古尔德

草、粱、短花药野生稻、水稻、高粱 ＮＲＡＴ１ 的氨基酸序

列一致性逐渐降低ꎻ而与玉米 ＮＲＡＴ１ 的氨基酸序列

同源性最低ꎬ序列一致性为 ７２.０６％ꎮ
系统进化分析结果(图 ７)显示:供试 １８ 种植物

被分为 ２ 个分支ꎮ ＥｏＮＲＡＴ１ 与柳枝稷 ＮＲＡＴ１ 首先

聚在一起ꎬ 然后ꎬ 与硬直黑麦草等 １０ 种植物的

ＮＲＡＴ１ 聚为一个分支ꎬ 说明 ＥｏＮＲＡＴ１ 与柳枝稷

ＮＲＡＴ１ 的亲缘关系最近ꎬ并且与硬直黑麦草等 １０ 种

　 　 　

Ｚｍ: 玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌｉｎｎ. (ＮＰ＿００１３３４０１９.１)ꎻ Ｓｂ: 高粱 Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｏｅｎｃｈ (ＸＰ＿００２４５１４８０.２)ꎻ Ｏｂ: 短花药野生稻 Ｏｒｙｚａ ｂｒａｃｈｙａｎｔｈａ
Ａ. Ｃｈｅｖ. ｅｔ Ｒｏｅｈｒ. (ＸＰ＿００６６４６８３６.１)ꎻ Ｏｓ: 水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ. (ＮＰ＿００１３９６１９７.１)ꎻ Ｄｏ: 少花古尔德草 Ｄｉｃｈａｎｔｈｅｌｉｕｍ ｏｌｉｇｏｓａｎｔｈｅｓ ( Ｓｃｈｕｌｔ.)
Ｇｏｕｌｄ (ＯＥＬ３５６１１.１)ꎻ Ｓｉ: 粱 Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ (Ｌｉｎｎ.) Ｂｅａｕｖ. (ＸＰ＿００４９５２００２.１)ꎻ Ｐｖ: 柳枝稷 Ｐａｎｉｃｕｍ ｖｉｒｇａｔｕｍ Ｌｉｎｎ. (ＸＰ＿０３９７８８０６３.１)ꎻ Ｅｏ: 假俭草
Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ (Ｍｕｎｒｏ) Ｈａｃｋ. 括号内编号为 ＮＣＢＩ 登录号 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ＮＣＢＩ ａｃｃｅｓｓ ｎｕｍｂｅｒｓ.

方框内的红底部分表示序列一致性为 １００％ꎬ白底部分表示序列一致性在 ７５％以上 Ｔｈｅ ｒｅｄ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｘｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ｏｆ １００％ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｈｉｔｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ａｂｏｖｅ ７５％.

图 ６　 假俭草与其他植物 ＮＲＡＴ１ 蛋白氨基酸序列比对结果
Ｆｉｇ. ６　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＮＲＡＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ (Ｍｕｎｒｏ) Ｈａｃｋ. ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

３４
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植物 ＮＲＡＴ１ 的亲缘关系较近ꎮ 二穗短柄草等 ６ 种植

物的 Ｎｒａｍｐ５ 聚为另一个分支ꎬ说明 Ｎｒａｍｐ 家族不同

成员间存在相对较远的亲缘关系ꎮ

Ｓｖ: 狗尾草 Ｓｅｔａｒｉａ ｖｉｒｉｄｉｓ ( Ｌｉｎｎ.) Ｂｅａｕｖ. (ＸＰ＿０３４５９１１０６.１)ꎻ Ｓｉ: 粱
Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｂｅａｕｖ. ( ＸＰ ＿００４９５２００２. １)ꎻ Ｐｍ: 稷 Ｐａｎｉｃｕｍ
ｍｉｌｉａｃｅｕｍ Ｌｉｎｎ. ( ＲＬＭ８０３５３. １)ꎻ Ｄｏ: 少花古尔德草 Ｄｉｃｈａｎｔｈｅｌｉｕｍ
ｏｌｉｇｏｓａｎｔｈｅｓ (Ｓｃｈｕｌｔ.) Ｇｏｕｌｄ (ＯＥＬ３５６１１.１)ꎻ Ｚｍ: 玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌｉｎｎ.
(ＮＰ＿００１３３４０１９.１)ꎻ Ｓｂ: 高粱 Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ ( Ｌｉｎｎ.) Ｍｏｅｎｃｈ (ＸＰ＿
００２４５１４８０.２)ꎻ Ｏｓ: 水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ. (ＮＰ＿００１３９６１９７.１)ꎻ Ｏｂ:
短花药野生稻 Ｏｒｙｚａ ｂｒａｃｈｙａｎｔｈａ Ａ. Ｃｈｅｖ. ｅｔ Ｒｏｅｈｒ. (ＸＰ＿００６６４６８３６.１)ꎻ
Ｔｄ: 二粒小麦 Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｄｉｃｏｃｃｏｉｄｅｓ Ｋｏｒｎ (ＸＰ＿０３７４５０６８４.１)ꎻ Ｌｒ: 硬直黑
麦草 Ｌｏｌｉｕｍ ｒｉｇｉｄｕｍ Ｇａｕｄ. (ＸＰ＿０４７０７６２６９.１)ꎻ Ｐｖ: 柳枝稷 Ｐａｎｉｃｕｍ
ｖｉｒｇａｔｕｍ Ｌｉｎｎ. (ＸＰ＿０３９７８８０６３.１)ꎻ Ｅｏ: 假俭草 Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ
(Ｍｕｎｒｏ) Ｈａｃｋ.ꎻ Ｂｄ: 二穗短柄草 Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ (Ｌｉｎｎ.) Ｐ.
Ｂｅａｕｖ. (ＸＰ＿００３５５７３２５.１)ꎻ Ｖｕ: 豇豆 Ｖｉｇｎａ ｕｎｇｕｉｃｕｌａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｗａｌｐ.
(ＸＰ＿０２７９０１７０４.１)ꎻ Ｃｍ: 甜瓜 Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌｉｎｎ. (ＸＰ＿０１６９０３６１４.２)ꎻ
Ｎｔ: 烟草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ. ( ＸＰ ＿０１６４３４２６８. １)ꎻ Ｎｓ: 林烟草
Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ Ｓｐｅｇ. (ＸＰ＿００９７８３８８５.１)ꎻ Ｎａ: 渐狭叶烟草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ａｔｔｅｎｕａｔａ Ｔｏｒｒ. ｅｘ Ｓ. Ｗａｔｓｏｎ (ＸＰ＿０１９２４５５５９.１) . 括号内编号为 ＮＣＢＩ
登录号 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ＮＣＢＩ ａｃｃｅｓｓ ｎｕｍｂｅｒｓ.

分支上的数值代表 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值 Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ
ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ.

图 ７　 基于假俭草 ＮＲＡＴ１ 蛋白及其他植物同源蛋白氨基酸序列的系
统进化树
Ｆｉｇ. ７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＮＲＡＴ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ ( Ｍｕｎｒｏ ) Ｈａｃｋ. ａｎｄ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.６　 铝胁迫下 ＥｏＮＲＡＴ１ 基因的表达特性分析

　 　 检测结果(表 ２)显示:在 １.０ ｍｍｏｌＬ－１Ａｌ３＋胁迫

０ 和 ４８ ｈꎬＥｏＮＲＡＴ１基因在假俭草根中的相对表达量

显著高于茎和叶ꎬ而在茎和叶中的相对表达量差异不

显著ꎻ在胁迫 １２ 和２４ ｈꎬ该基因在叶中的相对表达量

最高ꎬ且显著高于茎ꎮ
由表 ２ 还可见:在 １.０ ｍｍｏｌＬ－１ Ａｌ３＋胁迫下ꎬ假

俭草根中 ＥｏＮＲＡＴ１基因的相对表达量在胁迫１２ ｈ 最

高ꎬ并在胁迫 １２~４８ ｈ 显著高于胁迫 ０ ｈꎬ说明在受到

铝胁迫后ꎬ该基因在假俭草根中的相对表达量一直维

持在较高水平ꎻ而在叶和茎中ꎬ该基因的相对表达量

则随着胁迫时间延长表现为先升高后降低的趋势ꎬ且
均在胁迫 １２ ｈ 最高ꎮ 值得注意的是ꎬ在胁迫 １２ 和

２４ ｈꎬ假俭草叶中该基因的相对表达量显著高于胁迫

０ ｈꎬ分别为胁迫 ０ ｈ 的 ６０. ３ 和 １８. ８ 倍ꎻ而在胁迫

４８ ｈꎬ叶中该基因的相对表达量基本恢复至胁迫 ０ ｈ
水平ꎮ 另外ꎬ假俭草茎中该基因的相对表达量一直处

于较低水平ꎮ

表 ２　 １.０ ｍｍｏｌＬ－１Ａｌ３＋胁迫下 ＥｏＮＲＡＴ１ 基因在假俭草不同器官中
的表达分析(Ｘ±ＳＤ)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＥｏＮＲＡＴ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ
Ｅｒｅｍｏｃｈｌｏａ ｏｐｈｉｕｒｏｉｄｅｓ (Ｍｕｎｒｏ) Ｈａｃｋ. ｕｎｄｅｒ １.０ ｍｍｏｌＬ－１ Ａｌ３＋
ｓｔｒｅｓｓ (Ｘ±ＳＤ)

胁迫时间 / ｈ
Ｓｔｒｅｓｓ ｔｉｍｅ

不同器官中的相对表达量１)

Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ１)

根 Ｒｏｏｔ 茎 Ｓｔｅｍ 叶 Ｌｅａｆ

０ １.０１±０.１３Ａｂ ０.５０±０.１０Ｂｂ ０.６０±０.２５Ｂｃ
１２ ８.００±３.３６Ｂａ ０.８１±０.１６Ｂａ ３６.１６±７.５５Ａａ
２４ ６.１２±１.２７ＡＢａ ０.１７±０.０２Ｂｃ １１.２８±５.６５Ａｂ
４８ ７.４６±２.４７Ａａ ０.０４±０.００Ｂｃ ０.８７±０.４９Ｂｃ

　 １)同行中不同大写字母表示在同一时间不同器官间差异显著(Ｐ<
０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
(Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎻ 同列中
不同小写字母表示在同一器官不同时间间差异显著(Ｐ< ０.０５)
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ <
０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｒｇａｎ.

３　 讨论和结论

ＮＲＡＴ１ 是自然抗性相关的巨噬细胞蛋白 Ｎｒａｍｐ
家族的成员ꎬ该家族成员广泛存在于细菌、真菌、植物

和哺乳动物中[２４－２５]ꎮ Ｎｒａｍｐ 蛋白主要运输各种金属

离子ꎬ包括 Ｆｅ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｄ２＋ 和 Ｚｎ２＋ 等[２６]ꎮ 通常情况

下ꎬＮＲＡＴ１ 蛋白在转运金属离子以及调控和维持植

物体内金属离子的平衡方面发挥重要作用ꎮ 当 Ａｌ３＋

进入细胞后ꎬＮＲＡＴ１ 蛋白可在质膜上吸收 Ａｌ３＋[１９]ꎬ然
后将 Ａｌ３＋转运并储存在液泡中ꎬ从而降低 Ａｌ３＋的毒害

作用[２２]ꎮ 已有研究发现ꎬ虽然 ＮＲＡＴ１ 蛋白编码区的

变异能够影响其转运活性ꎬ 但不会影响其选择

性[２７－２９]ꎮ 本研究结果显示:ＥｏＮＲＡＴ１ 蛋白的稳定性

较高ꎬ有 １０ 个跨膜区ꎬ且主要位于质膜、液泡和内质

网上ꎬ这与水稻 ＮＲＡＭＰ５ 蛋白的亚细胞定位预测结

果基本一致[３０]ꎮ 结合其他植物 ＮＲＡＴ１ 蛋白的研究

结果[３１－３２]及本研究的氨基酸序列比对和系统进化分

析结果ꎬ不同物种间 ＮＲＡＴ１ 基因编码的氨基酸序列

４４
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具有较高的一致性ꎬ说明 ＥｏＮＲＡＴ１ 基因可能相对保

守ꎬ后续应开展该基因的保守性研究ꎮ 本研究的系统

进化树中ꎬＥｏＮＲＡＴ１ 与柳枝稷 ＮＲＡＴ１ 首先聚在一

起ꎬ可能与水稻和柳枝稷同属 Ｃ４植物ꎬ亲缘关系较近

有关ꎮ
ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析结果表明:ＥｏＮＲＡＴ１ 基因在假俭

草根、叶、茎中均有表达ꎬ但该基因在 ３ 个器官中的表

达模式存在差异ꎬ表现出明显的时空表达特异性ꎮ 整

体来看ꎬＥｏＮＲＡＴ１ 基因在假俭草茎中的表达受铝胁

迫影响较小ꎬ而在根和叶中的表达受铝胁迫影响较

大ꎮ 结合八仙花 〔Ｈｙｄｒａｎｇｅａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ ( Ｔｈｕｎｂ.)
Ｓｅｒ.〕 [３３]根中 ＮＲＡＴ１ 基因及烟草[３４]、拟南芥[２４ꎬ３５] 和

大豆[３６]根中 ＮＲＡＭＰ基因的相关研究结果ꎬ推测当植

物根部受到铝胁迫后ꎬ立即产生并始终维持较强的应

激反应ꎮ 此外ꎬＥｏＮＲＡＴ１ 基因在假俭草叶中的相对

表达量还与铝胁迫时间密切相关ꎬ在 １.０ ｍｍｏｌＬ－１

Ａｌ３＋胁迫 １２ ｈ 达到最高值ꎬ而后随处理时间延长显著

下降ꎬ在胁迫 ４８ ｈ 基本恢复至胁迫０ ｈ 水平ꎬ八仙花

叶中的 ＮＲＡＴ１基因也表现出类似的表达特性[２１]ꎬ表
明假俭草根系在受到铝胁迫后会立即产生较强的应

激反应ꎬ但 ＥｏＮＲＡＴ１基因不会一直高表达ꎮ
假俭草起源于中国中南部ꎬ在长期适应南方酸性

土壤的铝毒环境中已经形成了高度耐铝机制ꎮ 本研

究中ꎬ假俭草根、叶、茎中 ＥｏＮＲＡＴ１ 基因的表达水平

在受到短时间(１２ ｈ)的铝胁迫后显著上调ꎬ且根中该

基因的表达水平在整个实验期间(胁迫 ４８ ｈ 内)一直

保持在较高水平ꎬ保证植物体将进入细胞的 Ａｌ３＋及时

转运出去[２６]ꎬ从而降低植物体受到的铝毒伤害ꎮ
综合上述研究结果ꎬ假俭草 ＥｏＮＲＡＴ１ 基因编码

的蛋白为一种稳定的亲水性膜蛋白ꎬ可能参与假俭草

对铝胁迫的应答反应ꎮ
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[８] 　 ＫＯＣＨＩＡＮ Ｌ Ｖꎬ ＰＩÑＥＲＯＳ Ｍ Ａꎬ ＨＯＥＫＥＮＧＡ Ｏ Ａ. Ｔｈｅ
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｌａｎｔ ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｓｏｉｌꎬ ２００５ꎬ ２７４: １７５－１９５.

[９] 　 ＭＡ Ｊ Ｆ. Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｈｉｇｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｃｙｔｏｌｏｇｙꎬ
２００７ꎬ ２６４: ２２５－２５２.

[１０] 　 ＳＡＤＥ Ｈꎬ ＭＥＲＩＧＡ Ｂꎬ ＳＵＲＡＰＵ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ
ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ: ｔａｉｌｏｒｉｎｇ ｐｌａｎｔｓ ｔｏ ｓｕｉｔ ｔｏ ａｃｉｄ ｓｏｉｌｓ [ Ｊ] .
Ｂｉｏｍｅｔａｌｓꎬ ２０１６ꎬ ２９(２): １８７－２１０.

[１１] 　 ＭＡ Ｊ Ｆ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｉｎ
ｈｉｇｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０００ꎬ ４１ ( ４):
３８３－３９０.

[１２] 　 ＫＯＣＨＩＡＮ Ｌ Ｖꎬ ＨＯＥＫＥＮＧＡ Ｏ Ａꎬ ＰＩÑＥＲＯＳ Ｍ Ａ. Ｈｏｗ ｄｏ ｃｒｏｐ
ｐｌａｎｔｓ ｔｏｌｅｒａｔｅ ａｃｉｄ ｓｏｉｌｓ? Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｕｓ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ [ Ｊ ] . Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２００４ꎬ ５５: ４５９－４９３.

[１３] 　 沈仁芳ꎬ 赵学强. 酸性土壤可持续利用[Ｊ] . 农学学报ꎬ ２０１９ꎬ ９
(３): １６－２０.

[１４] 　 ＨＵＡＮＧ Ｃ Ｆꎬ ＹＡＭＡＪＩ Ｎꎬ ＣＨＥＮ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｔｏｎｏｐｌａｓｔ￣ｌｏｃａｌｉｚｅｄ
ｈａｌｆ￣ｓｉｚｅ ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｌｕｍｉｎｕｍ ｉｎ ｒｉｃｅ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０１２ꎬ ６９: ８５７－８６７.

[１５] 　 ＲＯＹ Ｂꎬ ＢＨＡＤＲＡ Ｓ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｏｘｉｃ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｉｕｍ ｏｎ
ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｈｙｄｒｏｐｏｎｉｃ ｃｕｌｔｕｒｅ [ Ｊ] . Ｒｉｃｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１４ꎬ ２１(４): ２１７－２２３.

[１６] 　 柳后起ꎬ 周守标ꎬ 谢传俊. 假俭草种质资源研究进展[Ｊ] . 草业

科学ꎬ ２００８ꎬ ２５(１): ５９－６５.
[１７] 　 ＢＡＬＤＷＩＮ Ｃ Ｍꎬ ＬＩＵ Ｈꎬ ＭＣＣＡＲＴＹ Ｌ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｕｍｉｎｕｍ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅｓ ｏｆ ｔｅｎ ｗａｒｍ￣ｓｅａｓｏｎ ｔｕｒｆｇｒａｓｓｅｓ [ Ｊ ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｔｕｒｆｇｒａｓｓ Ｓｏｃｉｅｔｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２００５ꎬ １０: ８１１－８１７.

[１８] 　 ＹＡＮ Ｊꎬ ＣＨＥＮ Ｊꎬ ＺＨＡＮＧ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ５０ ｃｅｎｔｉｐｅｄｅｇｒａｓｓ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ａｎｄ
ｃｕｌｔｉｖａｒｓ[Ｊ] . ＨｏｒｔＳｃｉｅｎｃｅꎬ ２００９ꎬ ４４(３): ８５７－８６１.

[１９] 　 ＸＩＡ Ｊꎬ ＹＡＭＡＪＩ Ｎꎬ ＫＡＳＡＩ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｌｏｃａｌｉｚｅｄ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｆｏｒ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｉｎ ｒｉｃｅ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１０ꎬ １０７(４３): １８３８１－１８３８５.

[２０] 　 ＹＡＭＡＪＩ Ｎꎬ ＨＵＡＮＧ Ｃ Ｆꎬ ＮＡＧＡＯ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＡＲＴ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｇｅｎｅｓ ｉｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｉｎ
ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｒｉｃｅ[ Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２００９ꎬ ２１(１０):
３３３９－３３４９.

５４
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[２１]　 丁海燕ꎬ 温丹妮ꎬ 王苗全ꎬ 等. 水稻抗铝机制的研究进展[ Ｊ] .
生命科学ꎬ ２０１３ꎬ ２５(５): ５３２－５３７.

[２２] 　 李志奇ꎬ 陈海霞. 八仙花 ＮＲＡＴ１ 基因的克隆及表达分析[ Ｊ] .
福建农业学报ꎬ ２０１９ꎬ ３４(６): ６４６－６５１.

[２３] 　 ＳＣＨＭＩＴＴＧＥＮ Ｔ Ｄꎬ ＬＩＶＡＫ Ｋ Ｊ. Ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｄａｔａ ｂｙ
ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ＣＴ ｍｅｔｈｏｄ[ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓꎬ ２００８ꎬ ３(６):
１１０１－１１０８.

[２４] 　 ＣＵＲＩＥ Ｃꎬ ＡＬＯＮＳＯ Ｊ Ｍꎬ ＪＥＡＮ Ｍ Ｌ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ
ＮＲＡＭＰ１ ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｉｎ ｉｒｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ [ Ｊ ] .
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０００ꎬ ３４７(３): ７４９－７５５.

[２５] 　 ＮＥＶＯ Ｙꎬ ＮＥＬＳＯＮ Ｎ. Ｔｈｅ ＮＲＡＭＰ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｍｅｔａｌ￣ｉｏｎ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ[ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ ｅｔ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ Ａｃｔａꎬ ２００６ꎬ １７６３:
６０９－６２０.

[２６] 　 ＧＵＮＳＨＩＮ Ｈꎬ ＭＡＣＫＥＮＺＩＥ Ｂꎬ ＢＥＲＧＥＲ Ｕ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｐｒｏｔｏｎ￣ｃｏｕｐｌｅｄ ｍｅｔａｌ￣ｉｏｎ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ １９９７ꎬ ３８８(６６４１): ４８２－４８８.

[２７] 　 ＬＩ Ｊ Ｙꎬ ＬＩＵ Ｊꎬ ＤＯＮＧ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｔｕｒａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒｌｉｅｓ
ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｎｒａｍｐ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ( ＮＲＡＴ１) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｈａｔ ｐｌａｙ ａ ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｉｃｅ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ[ Ｊ] .
Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ
Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１４ꎬ １１１(１７): ６５０３－６５０８.

[２８] 　 ＸＩＡ Ｊꎬ ＹＡＭＡＪＩ Ｎꎬ ＣＨＥ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｒａｔ１
ｉｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ Ａｌ￣ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ＱＴＬ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ２ ｉｎ ｒｉｃｅ[ Ｊ] .

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１４ꎬ ６５(１５): ４２９７－４３０４.
[２９] 　 ＬＵ Ｍꎬ ＷＡＮＧ Ｚꎬ ＦＵ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

ＳｂＮｒａｔ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｏｒｇｈｕｍ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１７ꎬ ２６２: １８－２３.
[３０] 　 杨　 猛. 水稻 ＮＲＡＭＰ 家族基因在 Ｍｎ 和 Ｃｄ 转运中的功能研

究[Ｄ]. 武汉: 华中农业大学ꎬ ２０１４: ８６－９０.
[３１] 　 尹　 华. 莱茵衣藻重金属转运蛋白 ＮＲＡＭＰ１ 的鉴定与功能解

析[Ｄ]. 重庆: 西南大学ꎬ ２０１８: ４７－５２.
[３２] 　 肖海华ꎬ 印莉萍ꎬ 韩振海. 苹果属山荆子 ＭｂＮｒａｍｐ１基因克隆、

序列与表达分析[Ｊ] . 园艺学报ꎬ ２０１０ꎬ ３７(９): １４０９－１４１５.
[３３] 　 ＣＨＥＮ Ｈꎬ ＬＵ Ｃꎬ ＪＩＡＮＧ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｏｂａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｒｅｖｅａｌｓ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ａｌｕｍｉｎｕｍ￣ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｔｈｅ Ａｌ￣
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ Ｈｙｄｒａｎｇｅａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ ａｎｄ ｍａｒｋｅｒ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ[Ｊ] . ＰＬｏＳ ＯＮＥꎬ ２０１５ꎬ １０(１２): ｅ０１４４９２７.

[３４] 　 焦芳婵ꎬ 李文正ꎬ 吴玉萍ꎬ 等. 烟草 ＮｔＮｒａｍｐ１－１基因克隆及特

征分析[Ｊ] . 分子植物育种ꎬ ２０１５ꎬ １３(１１): ２５１０－２５１５.
[３５] 　 ＣＡＩＬＬＩＡＴＴＥ Ｒꎬ ＬＡＰＥＹＲＥ Ｂꎬ ＢＲＩＡＴ Ｊ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＮＲＡＭＰ６

ｍｅｔａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｃａｄｍｉｕｍ ｔｏｘｉｃｉｔｙ[ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２００９ꎬ ４２２(２): ２１７－２２８.

[３６] 　 ＬＡＮＱＵＡＲ Ｖꎬ ＲＡＭＯＳ Ｍ Ｓꎬ ＬＥＬＩÈＶＲＥ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｏｒｔ ｏｆ
ｖａｃｕｏｌａｒ ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｂｙ ＡｔＮＲＡＭＰ３ ａｎｄ ＡｔＮＲＡＭＰ４ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ
ｏｐｔｉｍａｌ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｕｎｄｅｒ ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ[Ｊ] .
Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ １５２(４): １９８６－１９９９.
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[３１]　 ＢＯＵＤＳＯＣＱ Ｍꎬ ＤＲＯＩＬＬＡＲＤ Ｍ Ｊꎬ ＢＡＲＢＩＥＲ￣ＢＲＹＧＯＯ Ｈꎬ ｅｔ

ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
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