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摘 要:为鉴定并分析甘蓝 NHX 基因家族成员的生物信息,利用氨基酸特定序列比对和隐马尔可夫模型的蛋白结构域,在

甘蓝全基因组中筛选并鉴定出 NHX 基因家族成员11个,命名为BoNHX1~BoNHX11;利用TBtools、MEGA11、Plant-

CARE、MEME等软件和网站进一步分析11个甘蓝NHX 基因家族成员的理化性质。结果表明:11个家族成员编码氨基酸

127~1166个,分子量为14174.59~128874.77Da,等电点在5.16~9.33。在拟南芥与甘蓝 NHX 家族成员构建的系统进

化树中,所有基因家族成员被分为A/B/C3个亚家族,每个亚家族成员在3~12个不等。对家族成员进行顺式作用元件预

测,主要集中在光反应、激素响应、低温应答等过程。在拟南芥与甘蓝物种间共线性分析中,两者之间存在12对共线性关

系;在甘蓝物种内共线性分析中,有6对共线性关系。在甘蓝基因组中共鉴定出 NHX 基因家族成员11个,进一步分析表

明,NHX 基因家族成员可能在胁迫应答、光反应以及激素响应等过程中发挥重要作用。
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Abstract:Cabbage(Brassicaoleraceavar.capitataL.),withitsadvantagesofrichnutritionalvalueandhighyield,hasbecomeoneofthe

mostimportantvegetablecropsinChina.Inthisstudy,wesystematicallyidentifiedandconductedcomprehensivebioinformaticanalysisof

NHXgenefamilymembersincabbage,aimingtoprovidetheoreticalsupportforsalt-tolerantbreedingprograms.ElevenNHXgenefamily

memberswereidentifiedinB.oleraceagenomebyaminoacidsequencealignmentandhiddenMarkovmodel(HMM)-basedproteindomaina-

nalysis,designatedasBoNHX1toBoNHX11.FurtheranalysisofthesegeneswasconductedusingTBtools,MEGA11,PlantCARE,MEME,

andotherbioinformaticstools.PhysicochemicalanalysisrevealedthattheNHXfamilymembersencodeproteinsrangingfrom127to1166a-

minoacids,withmolecularweightsof14174.59–128874.77Daandisoelectricpoints(pI)of5.16–9.33.Phylogeneticanalysisdividedthe

NHXfamilyintothreesubfamilies(A,B,andC),andthenumberofmemebersineachsubfamilyvariesfrom3to12.Cis-actingelementpre-

dictionhadhighlightedrolesinlightresponse,hormonesignaling,andlow-temperaturestress.Collinearityanalysisidentified12orthologous

genepairsbetweenArabidopsisthalianaandBrassicaoleracea,andsixpairswithintheB.oleraceagenome.ElevenNHXgenefamilymem-

berswereidentifiedinB.oleracea,withfunctionalanalysissuggestingtheircriticalrolesinstressresponse,lightregulation,andhormonesig-

naling.
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  甘蓝(Brassicaoleraccavar.capitataLin-
naeus),又名卷心菜、包菜[1],是我国重要的且广

泛种植的蔬菜作物,也是甘蓝型油菜的亲本之

一。我国是世界上最大的甘蓝生产国,2022年全

国种植面积达20万hm2,总产量超过1500万t。

在甘蓝种植过程中,可能遭遇盐碱胁迫等外界影

响,造成甘蓝产量和品质下降。Na+/H+逆向转

运蛋白(Na+/H+ antiporter,NHX)以细胞内

Na+排出或区隔化等方式来维持细胞正常生理

功能,是 植 物 抵 御 盐 碱 胁 迫 的 关 键 因 子[2]。

NHX 基因在植物中广泛存在,已在拟南芥[3]、

水 稻[4]、大 豆[5]、葡 萄[6]、辣 椒[7]、柑 橘[8]、苹

果[9]、马铃薯[10]、木薯[11]、生 姜[12]、白 菜[13]、油
菜[14]等多种植物基因组中被解析,且部分 NHX
基因也已证明其具有耐盐功能。《中共中央办公

厅 国务院办公厅关于加强耕地保护提升耕地质

量完善占补平衡的意见》指出,盐碱地是粮食增

产的潜在粮仓。近年来,甘蓝生产地土壤盐碱化

日趋严重,因此挖掘甘蓝耐盐碱基因是提升耕地

质量、降低土壤盐碱化的重要手段。目前 NHX
基因家族在多种作物中被重点研究,但在甘蓝上

研究较少。本研究利用通过生物信息学方法,从
甘蓝全基因组筛选并鉴定 NHX 基因家族成员,

旨在为深入研究甘蓝耐盐碱机理及品种培育提供

支撑。

1 材料与方法

1.1 甘蓝NHX 基因鉴定

从拟南芥基因组数据库(https://www.ara-
bidopsis.org/)、油菜泛基因组和比较基因组生物

信息平台(https://yanglab.hzau.edu.cn/)下载拟

南芥和甘蓝的核酸与蛋白质组数据,甘蓝核酸与

蛋白质组数据版本为“Brassica_oleracea_JZS_

v2”。根据拟南芥AtNHX 家族的保守结构域,

获得拟南芥 NHX 基因家族编号并提取蛋白序

列信 息。使 用 软 件 TBtoolsv2.136(https://

tbtools.updatestar.com/en)[15],将得到的所有序

列进 行 合 并 筛 选,去 除 重 复 序 列,得 到 甘 蓝

NHX 基因家族候选序列。使用简单模块架构

研究工具(SMART)域分析网站(http://smart.
embl-heidelberg.de/smart/set_mode.cgi? NOR-

MAL=1/)和Pfam(http://pfam.xfam.org/)进
一步确认候选基因序列,以及 NCBI保守域搜

索,最终获得甘蓝BoNHX 基因家族成员。

1.2 甘蓝NHX 染色体定位和基因结构分析

首先利用甘蓝NHX 基因家族成员信息,从
甘蓝数据库中提取BoNHX 基因家族成员的基

因和蛋白序列,然后使用TBtools对BoNHX 基

因家族成员进行染色体定位分析和基因结构分

析,获得基因家族成员染色体位置及内含子与外

显子结构。

1.3 基因基序和保守结构域分析

使用在线网站MEME(https://meme-suite.
org/meme/tools/meme)预测氨基酸保守基序,

基序数量设定为10,其他参数均设定为默认参

数。利用NCBI保守结构域数据库的BatchWeb
CDSearchTool在线工具(https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)对 甘 蓝

BoNHX 保守结构域进行预测。上述结果均使

用TBtools进行可视化分析。

1.4 NHX 基因系统进化分析

使用 MEGA11软件(https://www.megas-
oftware.net/),将甘蓝、拟南芥 NHX 基因家族

的氨基酸序列采用最大似然法(MaximumLike-
lihood,ML)构建系统进化树,Bootstrap值设定

为1000。使用TBtools软件功能,预测BoNHX
基因家族成员蛋白质的长度(aminoacid,Aa)、分
子量(molecularweight,Mw)、等电点(Theoreti-
calpI)、不稳定系数(InstabilityIndex)、脂肪系

数(AliphaticIndex)以及亲水指数(GrandAver-
ageofHydropathicity);使用 NPS@(https://

npsa.lyon.inserm.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?

page=/NPSA/npsa_sopma.html)进行NHX 蛋

白质二级结构预测。

1.5 启动子顺式元件和共线性分析

从甘蓝基因组数据库中下载每个 NHX 基

因转录起始位点(ATG)上游的2000bp序列,使
用在线网址 PlantCARE (http://www.dna.af-
frc.go.jp/PLACE/)分析启动子区域的顺式作用

元件。利用拟南芥与甘蓝基因组数据和基因组

注释文件,分析拟南芥与甘蓝物种间、甘蓝物种

内共线性分析。
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2 结果与分析

2.1 甘蓝BoNHX 基因家族基本信息、蛋白理化

性质分析

根据拟南芥NHX 基因家族信息,结合该家

族成 员 的 保 守 结 构 域,使 用 NHX 结 构 域

(PF00999)模型,在甘蓝蛋白组数据中进行搜索

手动去除冗余序列和假基因序列,最终获得11条

基因和蛋白序列,并根据其基因在染色体上的位

置依次命名为 BoNHX1~BoNHX11(表1)。

BoNHX 家族11个成员编码127~1166个氨基

酸,分子量介于14174.59~128874.77Da。等电

点在5.16~9.33之间变化,酸性蛋白与碱性蛋白

数量基本相同。不稳定系数在28.31~42.39区

间内,其中有10个蛋白不稳定系数小于40,可能

这些蛋白较稳定,只有BoNHX5不稳定系数大

于40,可 能 其 蛋 白 性 质 不 稳 定。脂 肪 系 数 在

87.79~119.20,亲 水 性 在-0.017~0.559,所 有

11个家族蛋白中除了BoNHX5,其余亲水性小

于0,可能它为亲水性蛋白。
表1 甘蓝BoNHX 基因家族成员基本信息

基因
名称

基因编号
氨基
酸数

分子量 等电点
稳定
系数

脂肪
系数

亲水性 α-螺
旋/%

拓展链
结构/%

β-转
角/%

无规则
卷曲/%

BoNHX1 BolC02g056920.2J 530 58810.75 7.19 34.45 106.09 0.482 52.26 14.34 2.83 30.57

BoNHX2 BolC05g012230.2J 722 80030.75 6.13 28.31 109.61 0.265 66.34 7.89 3.05 22.71

BoNHX3 BolC05g059290.2J 560 62245.77 6.6 39.76 108.46 0.43 55.54 13.57 2.86 28.04

BoNHX4 BolC05g060560.2J 549 60909.32 7.35 37.52 105.65 0.492 47.54 13.66 3.46 35.34

BoNHX5 BolC06g050470.2J 501 55570.9 5.33 42.39 98.98 0.379 55.69 14.17 3.19 26.95

BoNHX6 BolC07g039160.2J 174 19406.96 7.75 33.27 119.2 0.855 61.49 16.09 4.60 17.82

BoNHX7 BolC07g039170.2J 222 24756.65 9.33 39.31 87.79 -0.017 36.94 9.91 1.80 51.35

BoNHX8 BolC07g057510.2J 127 14174.59 5.16 32.26 114.25 0.739 56.69 14.17 2.36 26.77

BoNHX9 BolC09g005190.2J 535 59343.36 7.19 34.8 107.31 0.484 52.90 13.83 3.18 30.09

BoNHX10 BolC09g027600.2J 1166 128874.8 6.65 35.09 103.17 0.092 56.86 9.18 3.17 30.79

BoNHX11 BolC09g043080.2J 529 58665.61 6.64 34.11 110.49 0.559 53.50 13.80 3.02 29.68

2.2 甘蓝BoNHX 基因家族系统进化树分析及

染色体分布

为探究基因家族成员系统发育关系,将拟南

芥8个与甘蓝11个 NHX 基因家族成员使用

MEGA11进行系统进化树分析(图1a)。结果表

明,将拟南芥与甘蓝 NHX 基因家族成员分为

3个亚家族,其中A亚家族包含12个成员,分别

是 BoNHX1、BoNHX9、BoNHX6、BoNHX7、

BoNHX4、AtNHX7、AtNHX5、AtNHX6、BoN-
HX3、AtNHX8、BoNHX8、BoNHX11;B亚家族

包含3个成员AtNHX2、AtNHX3、BoNHX5;C
亚家族包含4个成员,分别是 AtNHX4、BoN-
HX10、AtNHX1、BoNHX2。11个BoNHX 基

因家族成员不均匀地分布在甘蓝5条染色体上,
其中C05、C07、C09染色体均分布3个基因,C02
和C06染色体各分布1个基因(图2)。

2.3 甘蓝BoNHX 基因家族的基序与保守结构

域预测分析

利用 MEME 在 线 网 站 对 甘 蓝 和 拟 南 芥

NHX 基因家族进行基序分析(图1b),结果表明

甘蓝BoNHX 基因家族成员基序结构存在区别,
各成员包含1~10个基序不等。在A亚家族中,
除 BoNHX6、BoNHX7、BoNHX8、AtNHX8、

BoNHX11外,其余均包含相同顺序的 Motif6、

Motif3、Motif5、Motif8、Motif1、Motif9、Motif7、

Motif2、Motif10、Motif4等10个基序,BoNHX6
只包含 Motif6、Motif1两个基序,BoNHX7包含

Motif7、Motif2、Motif10、Motif4 等 4 个 基 序,

BoNHX8只 包 含 Motif5 基 序 和 Motif8,At-
NHX8和BoNHX11只缺少 Motif4。在B亚家

族中,AtNHX2、AtNHX3、BoNHX5 均 包 含

Motif3、Motif5、Motif1、Motif9等4个基序。在
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C亚家族中,4个基因家族成员均包含 Motif3、

Motif5、Motif9等3个基序,且AtNHX4、BoN-
HX10各包含两个 Motif3、Motif5。

利用NCBI保守结构域数据库的BatchWeb
CDSearchTool在线工具对保守结构域进行预

测(图1c),A、B、C 亚 家 族 均 含 有 Na-H-Ex-
changer保守结构域,保守结构域在各蛋白的相

对位置不一。基序预测结果与保守结构域及系

统进化关系保持一致。

图1 甘蓝BoNHX 基因家族成员进化关系、保守基序、结构域分析

图2 甘蓝BoNHX 基因家族染色体定位图

  从甘蓝NHX 家族成员的基因结构分析得到

(图3),甘蓝11个 NHX 基因之间的基因结构存

在较大差异,且所有基因在序列两端或中间均没

有非编码区域,成员基因内含子数目范围在与外

显子数量变化较大,内含子与外显子分别为0~

21个,1~22个。

2.4 甘蓝BoNHX 基因家族启动子顺式作用元

件预测分析

甘蓝NHX 基因家族的启动子区域含有多

种顺式作用元件(图4),从图中可知,光反应、激
·610·
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素、低温、厌氧诱导、玉米醇代谢等元件,尤其脱

落酸、光反应、茉莉酸甲酯相对比例较大。其中,
光反应元件除BoNHX5之外,其余均含有;脱落

酸元件除BoNHX3,其余都包含;低温元件只存

在 于 BoNHX1、BoNHX2、BoNHX3、BoN-
HX4、BoNHX8;锌 代 谢 元 件 只 在 BoNHX1、

BoNHX2、BoNHX3、BoNHX10;水 杨 酸 元 件

存在于 BoNHX1、BoNHX4、BoNHX7、BoN-
HX8;除BoNHX3、BoNHX4、BoNHX10,其余

均含有茉莉酸甲酯元件;除BoNHX9外,均含有

厌氧诱导元件;BoNHX2单独包含一个同时响

应脱水、低温、盐胁迫的元件,可能作为响应外界

胁迫的重点研究对象。

图3 甘蓝BoNHX 基因家族基因结构分析

图4 甘蓝BoNHX 基因家族成员顺式作用元件分析

2.5 NHX 基因家族成员共线性分析

在拟南芥与甘蓝物种间共线性关系中(图

5a),拟南芥与甘蓝 NHX 基因家族成员之间共

产生12对共线性关系,主要集中在拟南芥第1、

2、3、5染色体和甘蓝C02、C05、C06、C07、C09染

色体。拟 南 芥 AtNHX1 与 BoNHX2、BoN-
HX10产生共线性关系,AtNHX3与BoNHX5
产生共线性关系,AtNHX4与BoNHX2、BoN-
HX10产 生 共 线 性 关 系,AtNHX5 与 BoN-
HX4、BoNHX6存在共线性关系,AtNHX6与

BoNHX3存在共线性关系,AtNHX7与BoN-
HX1、BoNHX6、BoNHX9存 在 共 线 性 关 系,

AtNHX8与BoNHX11存在共线性关系。在甘

蓝物种内共线性关系中(图5b),共有6对共线性

关系,其中 BoNHX1与 BoNHX4、BoNHX6、

BoNHX9产生3对共线性关系,BoNHX2与

BoNHX10产生1对共线性关系,BoNHX4与

BoNHX6产生共线性关系,BoNHX6与BoN-
HX9产生共线性关系。
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图5 NHX 基因家族成员共线性分析

3 讨论与结论

3.1 讨论

甘蓝在生长发育过程中,面对外界胁迫,尤
其是盐胁迫条件下,NHX蛋白通过 Na-H+Ex-
changer将Na+排出体外或区隔在液泡中,以此

来保障细胞内Na+浓度和维持正常生理状态[2]。
本研究针对甘蓝BoNHX 基因研究较少的现状,
利用生物信息学方法对甘蓝 NHX 基因家族进

行分析,结果表明与同为十字花科芸薹属作物油

菜[14]与白菜[13]的相关结果一致,所有 NHX 基

因家族被系统进化为3类。NHX 基因被研究

证明是植物、微生物(拟南芥、水稻、玉米、浮萍、
绿豆、红薯、烟草、酵母等)耐盐的重要基因[16-44]。

AtNHX1与BoNHX2被系统进化树聚类到C
亚家族,且在物种间共线性关系中,AtNHX1与

BoNHX2、BoNHX10存在共线性关系,说明其

同源性较高。因而,BoNHX2、BoNHX10可以

作为耐盐功能基因,通过分子标记辅助选择等手

段,在现有甘蓝种质资源中设计分子标记引物,
筛选出BoNHX2、BoNHX10表达量显著并能

作为育种桥梁的中间材料,为西藏的甘蓝耐盐育

种提供一种思路。
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3.2 结论

本研究对BoNHX 基因家族成员进行研究,
鉴定并分析出11个BoNHX 基因家族成员编码

氨基酸127~1166个,在拟南芥与甘蓝 NHX
家族成员构建的系统进化树中,所有基因家族成

员被分为A/B/C3个亚家族,每个亚家族成员在

3~12个不等。对家族成员进行顺式作用元件进

行预测,主要集中在光反应、激素响应、低温应答

等过程,NHX 基因家族成员在上述生理过程中

可能发挥重要作用。在拟南芥与甘蓝物种间共

线性分析中,两者之间存在12对共线性关系;在
甘蓝物种内共线性分析中,有6对共线性关系,
同时BoNHX2、BoNHX10可作为耐盐育种潜

在基因进行深入研究。
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