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摘 要:该研究利用拟南芥 AtSKOR蛋白序列,通过 NCBI的Blast搜索获得烟草 NtSKOR1基因CDS序列。设

计全长CDS扩增引物,通过RT-PCR方法从栽培烟草中克隆得到 NtSKOR1基因,对其进行生物信息学、表达特

性等分析,并利用CRISPR/Cas9技术获得NtSKOR1的敲除材料。结果表明:(1)NtSKOR1基因CDS由2
 

466
 

bp
核苷酸组成,编码821个氨基酸,推测NtSKOR1蛋白等电点为6.36,分子量为94.21

 

kD。(2)NtSKOR1定位于细

胞膜,有6个跨膜区,无信号肽序列;NtSKOR1蛋白含有孔形成区(P)及锚定蛋白区(ANK)等典型SKOR类蛋白

功能域。(3)进化树分析表明,烟草NtSKOR1蛋白与番茄和马铃薯的SKOR蛋白遗传距离最近,与禾本科植物的

SKOR蛋白遗传距离较远。(4)组织特异性表达分析表明,NtSKOR1基因主要在烟草根中表达,其表达模式与拟

南芥一致;钾胁迫处理后,NtSKOR1基因呈先降低后升高再降低的表达模式。(5)CRISPR/Cas9敲除 NtSKOR1
基因,烟草叶片钾含量显著降低,表明 NtSKOR1基因是控制烟叶钾离子的关键基因之一。该研究结果为解析烟

草钾离子吸收转运的分子机制提供重要依据。
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Abstract:
 

In
 

this
 

study,
 

the
 

tobacco
 

NtSKOR1
 

gene
 

that
 

is
 

homologous
 

to
 

AtSKOR
 

gene
 

in
 

Arabidopsis
 

was
 

identified
 

from
 

tobacco
 

via
 

NCBI
 

Blast
 

and
 

RT-PCR.
 

The
 

bioinformatics
 

and
 

expression
 

characteristics
 

of
 

NtSKOR1
 

were
 

analyzed,
 

and
 

the
 

knock
 

out
 

materials
 

of
 

NtSKOR1
 

was
 

obtained
 

by
 

CRISPR/Cas9
 

technology.
 

The
 

results
 

showed
 

that:
 

(1)
 

full
 

length
 

CDS
 

of
 

NtSKOR1
 

was
 

found
 

to
 

be
 

2
 

466
 

bp,
 

enco-
ding

 

a
 

sequence
 

of
 

821
 

amino
 

acid
 

residues,
 

and
 

successfully
 

cloned
 

with
 

gene
 

specific
 

primer
 

pair
 

by
 

RT-
PCR.

 

The
 

isoelectric
 

point
 

of
 

this
 

protein
 

is
 

6.36
 

and
 

the
 

molecular
 

weight
 

is
 

94.21
 

kD.
 

(2)
 

The
 

subcellu-
lar

 

localization
 

result
 

of
 

NtSKOR1
 

showed
 

that
 

this
 

gene
 

was
 

localized
 

in
 

cell
 

membrane.
 

Amino
 

acid
 

se-
quence

 

analysis
 

showed
 

that
 

this
 

protein
 

contains
 

6
 

trans-membrane
 

structures,
 

but
 

with
 

no
 

signal
 

peptide
 

sequence.
 

As
 

a
 

typical
 

SKOR
 

family
 

protein,
 

NtSKOR1
 

is
 

featured
 

by
 

pore-forming
 

domain
 

and
 

ankyrin
 

structural
 

domains.
 

(3)
 

Phylogenetic
 

analysis
 

showed
 

that
 

NtSKOR1
 

protein
 

is
 

close
 

to
 

SKOR
 

proteins
 

identified
 

from
 

tomato
 

and
 

potato,
 

while
 

is
 

distant
 

from
 

the
 

SKOR
 

proteins
 

of
 

Gramineae
 

species.
 

(4)
 

Tissue
 

specific
 

expression
 

analysis
 

showed
 

that
 

NtSKOR1
 

was
 

preferentially
 

expressed
 

in
 

roots,
 

which
 



was
 

in
 

line
 

with
 

AtSKOR1
 

expression
 

pattern
 

in
 

Arabidopsis.
 

After
 

potassium
 

stress
 

treatment,
 

the
 

ex-
pression

 

pattern
 

of
 

NtSKOR1
 

showed
 

a
 

fluctuant
 

trend.
 

(5)
 

CRISPR/Cas9-based
 

genome
 

editing
 

of
 

NtS-
KOR1

 

significantly
 

decreased
 

the
 

potassium
 

content
 

in
 

the
 

leave
 

of
 

transgenic
 

lines,
 

suggesting
 

NtSKOR1
 

gene
 

is
 

one
 

of
 

the
 

key
 

genes
 

in
 

controlling
 

potassium
 

content
 

in
 

tobacco
 

leaves.
 

Our
 

results
 

provided
 

signif-
icant

 

evidence
 

of
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

potassium
 

intake
 

and
 

transport
 

in
 

tobacco.
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  钾是植物生长所必需的一种矿质营养元素之

一,是植物体内含量最丰富的一价阳离子,参与植物

细胞光合作用、气孔调节、蛋白质合成、氧化代谢和

抗逆性等生理过程。在植物体内钾不足的情况下,
钾被优先分配到生长旺盛的幼嫩组织及器官中。植

物主要通过根部吸收钾。在植物体内钾以K+的形

态存在。根吸收的 K+ 很容易被转运到地上部,在
植物体内也很容易从一个部位转移到其他部位,可
以在植物体内被重复利用。

钾主要是通过钾离子通道或转运体蛋白进入植

物体内并进行转运,植物具有庞大的钾离子转运系

统。拟南芥钾离子转运系统至少有35个基因,其中

15个属于钾离子通道基因,可以分为3类:Shaker
钾离子通道(Shaker

 

K+channel)、TPK通道(Tan-
dem-Pore

 

K+
 

channels)和 Kir-like通 道(K+
 

in-
ward

 

rectifier
 

like
 

channel)[1-3]。SKOR(Stelar
 

K+
 

outward
 

rectifying
 

channel)属于Shaker钾离子通

道家族,SKOR
 

主要在根中表达,当K+
 

被吸收进入

根中后,SKOR
 

通过中柱将 K+ 转移到木质部,K+

随木质部汁液运往地上部,这可能是唯一对木质部

汁液中K+ 分泌起作用的Shaker
 

K+ 通道[4-6]。此

外,SKOR
 

还在木质部和花粉中表达。拟南芥At-
SKOR 基因受到外界钾离子浓度的调控,在维持细

胞离子动态平衡和非生物胁迫方面起重要功能[7-9]。
有研究表明,SKOR

 

与GORK(Guard
 

cell
 

outward
 

rectifying
 

K+
 

channel)互作形成有功能的异聚外向

整流通道[10]。
钾被认为是烟草的品质元素,钾含量是评价烟

叶品质优劣的重要指标之一。烟叶钾含量提高可以

改善烟叶的组织结构,使烟叶结构细腻,而且还能提

高烟叶外观色泽,使烟叶呈深橘黄色,香气足,吃味

好,富有弹性和韧性,填充性增强。另外钾还可以增

强烟叶糖类、色素类、芳香类物质的合成积累。中国

烟叶钾含量显著低于津巴布韦、
 

巴西等国外优质烟

叶[11],中国烟草钾含量还有较大提升空间。烟草

SKOR 基因调控钾含量的研究还未见报道,克隆烟

草SKOR 基因并研究其钾离子转运功能,对调控烟

草钾离子含量、培育高质量烟叶具有重要意义。

1 材料和方法

1.1 试验材料及处理方法

克隆基因及表达分析所用材料为烟草主栽品种

‘云烟87’。温室种植‘云烟87’,白昼16
 

h/8
 

h,温
度25

 

℃/20
 

℃,按每株5
 

g纯氮施入烟草专用复合

肥(氮∶磷∶钾=10∶10∶15),分5次施入。生长

至开花期,取根、茎、叶、花液氮冷冻后置于-80
 

℃
冰箱保存备用。另外,取生长整齐一致具5~6片叶

的烟苗,用含0.01
 

mmol/L
 

K+ 的霍格兰溶液水培

处理,处理后0、0.5、1、4、12、24和48
 

h取根,液氮

冷冻后置于-80
 

℃冰箱保存备用。CRISPR/Cas9
编辑载体为pHSE401[12],农杆菌C58C1,编辑材料

为‘Coker176’。

1.2 试验方法

1.2.1 总 RNA提取及cDNA合成 利用试剂盒

RNAiso
 

Plus(TaKaRa)提取材料 RNA,按照操作

说明进行。由 微 量 紫 外 检 测 仪 Nano-Drop检 测

RNA浓度。利用PrimeScript
 

RT
 

reagent
 

Kit
 

with
 

gDNA
 

Eraser(Perfect
 

Real
 

Time,TaKaRa)将提取

的RNA反转录成cDNA。

1.2.2 基因克隆 拟南芥AtSKOR(NP_186934)
蛋白提交NCBI烟草数据库,利用 Tblastn程序进

行搜索,获得烟草SKOR1基因同源序列。根据获

得的烟草同源序列,设计扩增全长CDS序列引物

SKOR1F(ATGACGAGAGTAGCAGAGGA)和

SKOR1R(TCAAGTTGATTGATCATTGATC)。
以‘云烟87’的根RNA反转录的cDNA为模板克隆

目的基因,反应在 Mastercycler􀳏pro扩增仪上进

行,反应总体积50
 

μL,包括200
 

ng
 

cDNA,5×Phu-
sion

 

HF反应缓冲液10
 

μL,10
 

mmol/L
 

dNTP
 

1
 

μL,2
 

U的Phusion􀳏
 

High-Fidelity
 

DNA
 

聚合酶,

10
 

μmol/L正反向引物各1
 

μL,补水至50
 

μL。扩

增程序为:98
 

℃预变性30
 

s;98
 

℃变性7
 

s;58
 

℃退

火30
 

s;72
 

℃延伸60
 

s;35个循环;72
 

℃延伸7min。

PCR产物经1%琼脂糖凝胶分离后回收纯化。纯化

产物与TOPO(Invitrogen)载体连接,连接程序为:
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4
 

μL纯化产物、1
 

μL盐溶液、1
 

μL
 

PCR􀳏-BluntⅡ-
TOPO混匀,25

 

℃水浴30
 

min;将连接好的载体通

过热激转化大肠杆菌DH5a,PCR筛选阳性克隆并

测序。

1.2.3 生物信息学分析 将克隆基因的CDS用

DNAstar软件翻译蛋白质序列。利用在线工具Ex-
PASy

 

(http://web.expasy.org/compute_pi/)分析

推测的蛋白理论等电点、分子量等。wolf
 

pSORT
 

(http://www.genscript.com/wolf-psort.html)预
测蛋白质亚细胞定位。TMpred(http://www.ch.
embnet.org/software/TMPRED_form.html)进行

蛋白质跨膜结构域分析。SignalP-5.0
 

Server(ht-
tp://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预测信

号 肽。
 

SOPMA(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl? page=npsa_sopma.html)
软件预测蛋白的二级结构。ClustalX软件对蛋白质

序列进行多序列比对,然后用软件 MEGA-X构建

进化树。

1.2.4 基因表达分析 根据克隆的基因序列设计

qRT-PCR 引 物 SKOR-QF
 

(CGAGAGTAGCAG-
AGGAAGTACTGG)和SKOR-QR

 

(AATTCTC-
CGGCGAAACAAGT)。以烟草Actin 基因作为内

参,引物为Actin-F(CTGAGGTCCTTTTCCAAC-
CA)和 Actin-R(TACCCGGGAACATGGTAG-
AG)。以cDNA为模板进行荧光定量PCR,反应在

Roche
 

LightCycler
 

480 上 利 用 LightCycler
 

480
 

SYBR
 

Green
 

I
 

master进行,20
 

μL体系含有
 

10
 

μL
 

LightCycler
 

480
 

SYBR
 

Green
 

I
 

master(2×),正反

引物各1
 

μL(10
 

μmol/L),cDNA
 

1
 

μL(反转录产物

稀释4倍),7
 

μL
 

灭菌蒸馏水。反应程序如下:95
 

℃
预变性5

 

min;95
 

℃变性20
 

s,60
 

℃退火15
 

s,72
 

℃
延伸15

 

s,45个循环。荧光定量 PCR 结果采用

2-ΔΔCt方法计算NtSKOR1基因的相对表达量。各

处理设3个生物学重复,用Excel软件绘图。

1.2.5 CRISPR/Cas9
 

材料创制及分析 根据 Nt-
SKOR1

 

基因组序列设计CRISPR/Cas9靶位点,即

GAGAGTAGCAGAGGAAGTACTGG,该 靶 位 点

位于第一外显子。根据靶位点设计靶位点引物P1
(ATTGGAGAGTAGCAGAGGAAGTAC)和 P2
(AAACGTACTTCCTCTGCTACTCTC)。在靶位

点两侧设计编辑材料的检测引物SdF(TCCATCA-
CACGAACTCTCCA)和SdR(GAGAGCAAGAG-
AGAGAGGAGT),扩增长度475

 

bp。引物P1/P2
通过退火形成互补 DNA

 

oligo。利用 BsaI酶切

pHSE401载体,对酶切产物进行电泳检测分析,可
见1

 

200
 

bp
 

和
 

11
 

520
 

bp两个条带,回收11
 

520
 

bp
的酶切产物,利用T4 DNA连接酶将所回收的大片

段酶切产物与DNA
 

oligo连接。连接产物转化大

肠杆 菌 DH5α,利 用 引 物 对 U6-26p
 

F(TGTC-
CCAGGATTAGAATGATTAGGC)和P2筛选阳

性克 隆,并 进 行 测 序 验 证。构 建 正 确 的 克 隆

(pHSE401-SKOR1)转化农杆菌C58C1,利用叶盘

法转化‘Coker176’。
转化阳性植株移入小花盆,6片叶左右提取

DNA,用引物对SdF/SdR进行扩增,扩增产物回收

后用SdF测序,筛选突变单株留种(T1)。种植 T1
代材料,苗期通过测序筛选纯合突变单株进行试验。
突变体材料(15株左右)及野生型材料种植于温室,
试验条件同1.1。现蕾期取上部叶(16~19位叶),
中部叶(9~11位叶),下部叶(3~5位叶),杀青后检

测钾含量[13]。

2 结果与分析

2.1 NtSKOR1基因克隆及组织表达分析

拟南芥AtSKOR(NP_186934)蛋白提交NCBI
烟草数据库进行Blast搜索,获得烟草SKOR 基因

同源序列,设计引物SKOR1F/
 

SKOR1R,以‘云烟

87’根部cDNA为模板进行RT-PCR,扩增产物经

电泳检测(图1)。回收测序后获得NtSKOR1基因

编码序列,由2
 

466
 

bp核苷酸组成。根据 NtS-
KOR1

 

CDS序列设计q-PCR引物,对NtSKOR1在

根、茎、叶、花中的表达分析结果(图2)表明,NtS-
KOR1在根中表达量最高,其他组织中表达相对较

低,其表达模式与拟南芥中SKOR 基因类似[4]。

2.2 NtSKOR1蛋白分析

NtSKOR1基因编码蛋白由821个氨基酸残基

组成。ExPASy预测NtSKOR1蛋白的理论等电点

为6.36,分子量为94.21
 

kD。wolf
 

pSORT预测

M.DL2000;1.NtSKOR1

图1 NtSKOR1基因RT-PCR扩增

Fig.1 RT-PCR
 

production
 

of
 

NtSKOR1
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不同字母表示组织间显著差异,P<0.05

图2 NtSKOR1基因在烟草不同组织中的表达分析

Different
 

letters
 

indicate
 

significant
 

differences
 

among
 

different
 

tissues,P<0.05

Fig.2 Relative
 

expression
 

of
 

NtSKOR1
 

gene
 

in
 

various
 

tissues
 

of
 

tobacco

NtSKOR1属于膜蛋白,TMpred分析NtSKOR1含

有6个跨膜区。SignalP-5.0分析显示该蛋白无信

号肽序列。二级结构预测NtSKOR1含有50.18%
的α 螺 旋,13.64% 延 伸 链,6.94% 的 β转 角,

29.23%的无规则卷曲。将 NtSKOR1与拟 南 芥

AtSKOR进行蛋白序列比对,二者序列相似性为

85%。NtSKOR1在6个跨膜区(S1~S6)、孔形成

区(P)及锚定蛋白区(ANK)等SKOR蛋白保守结

构域位置与拟南芥AtSKOR高度相似(图3)。
烟草NtSKOR1蛋白与枸杞、辣椒、番茄等作物

的SKOR蛋白构建进化树(图4)。结果显示,烟草

NtSKOR1蛋白与茄科SKOR蛋白遗传距离较近,
尤其与番茄和马铃薯SKOR蛋白遗传距离最近,而
与禾本科植物小麦和水稻的SKOR蛋白遗传距离较

S1~S6.
 

6个跨膜区;P.孔形成区;ANK.
 

锚定蛋白区

图3 烟草NtSKOR1和拟南芥AtSKOR蛋白序列比对

S1-S6.
 

Transmembrane
 

segments;
 

P.
 

Pore-forming
 

domain;
 

ANK.
 

Ankyrin
 

domain

Fig.3 Alignment
 

of
 

protein
 

sequences
 

from
 

tobacco
 

and
 

Arabidopsis
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远,表明SKOR蛋白与物种间的亲缘关系密切相关。

2.3 低钾胁迫下NtSKOR1基因表达特征

突变SKOR 基因后植株地上部钾离子浓度急

剧减少,而根中钾离子浓度不受影响,所以推测

SKOR蛋白负责将钾离子装载到木质部向上运输。
为了研究烟草 NtSKOR1基因受低钾胁迫的反应,
利用0.01

 

mmol/L钾胁迫处理烟草,对 NtSKOR1
基因在烟草根部的表达进行分析(图5),烟草 NtS-
KOR1基因在胁迫处理初期显著降低,随后逐渐升

高,随后又降低的表达模式。低钾胁迫可引起植物

素IAA和JA等的变化[14],NtSKOR1在低钾胁迫

下的表达模式可能是由于该基因的表达受植物激素

调控的原因。

2.4 敲除NtSKOR1基因烟叶钾含量分析

在 NtSKOR1基因第一外显子区设计敲除位

点,构建了 NtSKOR1基因敲除株系 NtSKOR1-
CP,通过测序,发现其在敲除位点插入一个 A(图

6),导致该基因提前形成终止密码子。温室种植编辑

图4 NtSKOR1与其他作物同源蛋白进化树分析

Fig.4 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

NtSKOR1
 

and
 

homologous
 

proteins
 

of
 

other
 

species

不同字母表示低钾处理不同时间显著差异,P<0.05

图5 NtSKOR1基因低钾胁迫后表达分析

Different
 

letters
 

indicate
 

significant
 

differences
 

among
 

different
 

time
 

points
 

of
 

low
 

potassium
 

treatment,P<0.05

Fig.5 NtSKOR1
 

gene
 

expression
 

under
 

low
 

potassium
 

treatment

材料,现蕾期分别取上、中、下部叶片杀青后烘干,检
测钾含量。与对照‘Coker176’相比,敲除株系上、
中、下 部 叶 片 钾 含 量 比 对 照 分 别 下 降20.14%、

28.72%和24.18%(图7),表明 NtSKOR1基因可

能参与了钾离子向木质部的装载。

3 讨 论

SKOR属于外向整流的Shaker类钾离子通道

家族[3,4],在植物吸收钾离子的过程中发挥重要作

用。植物吸收钾离子后主要通过SKOR蛋白转载

进入木质部汁液,进而向地上部转运。1998年拟南

芥中AtSKOR 基因被克隆鉴定[4],敲除突变AtS-
KOR 基因后拟南芥木质部汁液和拟南芥苗钾离子

含量显著降低。
本研究克隆了烟草 NtSKOR1同源基因,NtS-

KOR1蛋白含有6个跨膜区,孔形成区及锚定蛋白

区等SKOR类蛋白的保守域[4,15]。进化分析表明,
烟草NtSKOR1与茄科SKOR蛋白遗传距离较近,
尤其与番茄和马铃薯SKOR蛋白最近,而禾本科植

A.CRISPR/Cas9编辑位点;
 

B.编辑材料测序结果

图6 NtSKOR1基因编辑位点和编辑材料测序结果

A.
 

Editing
 

sequence
 

of
 

CRISPR/Cas9;
 

B.
 

Sequencing
 

results
 

of
 

editing
 

plant

Fig.6 Editing
 

sequence
 

of
 

NtSKOR1
 

and
 

sequencing
 

results
 

of
 

editing
 

plant

图7 NtSKOR1编辑材料烟叶钾含量

Fig.7 Potassium
 

content
 

in
 

leaf
 

of
 

NtSKOR1
 

genome
 

editing
 

plants
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物水稻 和 小 麦 SKOR 蛋 白 聚 为 一 个 亚 类,表 明

SKOR类蛋白在亲缘关系较近的物种间功能是保

守的。组织特异性表达分析表明,NtSKOR1主要

在根部表达,与其他作物SKOR 基因表达特性一

致[4,16-19],结合亚细胞预测其定位于细胞膜,推测该

蛋白与拟南芥SKOR蛋白功能相似,负责钾离子在

根部细胞向木质部汁液的转运。低钾处理后 NtS-
KOR1基因呈现出先降低后升高再降低的表达模

式,其他作物SKOR 基因低钾处理后表达下调[16,20]

的表达模式有差异,可能烟草 NtSKOR1基因在调

节钾离子平衡方面存在其独特的机制,也可能该基

因的表达受植物激素的调控所致。为了研究 NtS-
KOR1在 烟 草 钾 离 子 平 衡 中 的 功 能,构 建 了 其

CRISPR/Cas9植株。敲除植株叶片钾含量比对照

显著降低,证明 NtSKOR1基因可能在钾离子从根

部向木质部转运中发挥重要功能。本研究结果可为

探索烟草钾离子从根部向地上部转运提供借鉴,具
体的机制还需要进一步研究。
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