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摘   要：为提高香蕉 NHX 基因的耐盐性，从巴西蕉 (Musa acuminata L. AAA group) 中克隆到一个

MaNHXs 基因家族的 MaNHX5 基因，利用生物信息学方法预测了 MaNHX5 关键耐盐氨基酸位点和突

变前后蛋白质结构的变化，通过定点突变技术将 MaNHX5 蛋白的 276 位丝氨酸 (S) 成功突变为天冬

氨酸 (D)，利用 AXT3 盐敏感突变酵母进行功能回补试验。结果表明，将突变后的 MaNHX5 基因转入

AXT3 盐敏感突变酵母，200 mmol/L NaCl 处理下，突变酵母耐盐性显著提高。由此推测 MaNHX5 蛋

白的 Ser276 对香蕉 Na+跨液泡膜运输起重要作用。 
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Identification and verification of key salt-tolerant amino acid 
sites of banana MaNHX5 
XU Ya1, TENG Mengxin1, QIAO Fei2, JIANG Xingyu3, ZHOU Yang1, LI Xinguo1 
 
1 School of Horticulture, Hainan University, Haikou 570228, Hainan, China 
2 Tropical Crops Genetic Resources Institute, Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences, Haikou 570100, 

Hainan, China 
3 College of Tropical Crops, Hainan University, Haikou 570228, Hainan, China 

Abstract: In order to improve the salt tolerance of banana NHX genes, we cloned a MaNHX5 gene from 
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Musa acuminata L. AAA group and predicted the key salt-tolerant amino acid sites and mutant protein 
structure changes of MaNHX5 by using bioinformatics tools. The 276-position serine (S) of MaNHX5 
protein was successfully mutated to aspartic acid (D) by site-directed mutagenesis, and the AXT3 
salt-sensitive mutant yeast was used for a functional complementation test. The results showed that after the 
mutated MaNHX5 gene was transferred to AXT3 salt-sensitive mutant yeast, the salt tolerance of the mutant 
yeast was significantly improved under 200 mmol/L NaCl treatment. It is hypothesized that Ser276 of 
MaNHX5 protein plays an important role in the transport of Na+ across the tonoplast. 

Keywords: banana; NHX gene; salt tolerance; site-directed mutagenesis 

 
 
 

香蕉是盐敏感型植物，盐胁迫是制约香蕉

产业发展的问题之一 [1-2]。为提高香蕉的耐盐

性，可使用基因定点突变技术对香蕉的耐盐基

因进行改造，以此提高香蕉耐盐基因的耐盐性。 
基因定点突变是研究蛋白质结构与功能的

常用方法[3-8]。使用同源重组技术进行定点突变

时几乎没有特殊条件限制，该方法进行定点突

变时需设计两对引物进行两次 PCR 反应，第一

次 PCR 反应由正向外侧引物与突变引物合成片

段一，第二次 PCR 反应由另一突变引物与反向

外侧引物合成片段二。利用上述两种 DNA 片段

在同源重组酶的作用下使含突变位点的目标基

因与载体连接形成环状。有研究表明，通过定

点突变来自桑树的 MnNHX6，发现突变体

S292D、E287Q 对盐更敏感[9]。在木榄 SOS1 逆

转运蛋白中，通过缺失 C 末端的自抑制区，获

得BgSOS1-3000基因突变基因，发现转BgSOS1- 
3000 的盐敏感酵母 AXT3K 可以表现出更高的

耐盐性[10]。 
NHX 是 Na+ (K+)/H+的逆向转运蛋白，具有

Na+/H+ 交换  (PF00999) 蛋白结构域  (http:// 
pfam.xfam.org/)[11]。NHX 蛋白在植物生长发育

的许多方面发挥着重要作用，包括耐盐、钾稳

态、细胞 pH 调节和花发育等[12-17]。目前已经证

明 NHX 等 Na+逆转运蛋白在盐胁迫下维持植物

体内 Na+平衡中的核心功能[18]。在盐胁迫下，

植物 NHX 和 SOS1 逆转运蛋白协同工作以减少

胞质中 Na+含量，最终形成细胞内外的离子平 
衡[19]。笔者前期从香蕉 A 基因组中鉴定到了 11 个

NHX 基因，并且确定 MaNHX5 蛋白定位在液泡

膜上[20]。 
以提高香蕉 NHX 基因耐盐性为目的，本实

验拟寻找 MaNHX5 关键的耐盐氨基酸位点，进

而提高 MaNHX5 蛋白耐盐的生物学特性，为促

进 MaNHX5 蛋白在植物耐盐的应用中提供技

术手段，为深入研究 MaNHX5 蛋白的结构和功

能提供一定参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

植物材料采用生长期一致、株高 10−12 cm 
的巴西蕉 (M. acuminata L. AAA group) 幼苗。 

菌株材料采用酵母突变体 AXT3 菌株，它

丧失了转运 Na+的能力，因此对 Na+特别敏感。

AXT3 菌株不能编码腺嘌呤  (A) 和尿嘧啶 
(U)，如果酵母培养基不含腺嘌呤或尿嘧啶，

AXT3 则无法生长。 

1.2  方法 
1.2.1  MaNHX5的克隆 

用多糖多酚植物总 RNA提取试剂盒 (北京

天根) 从香蕉幼苗根、假茎和叶中提取总 RNA。

反转录步骤参照 TaKaRa 反转录试剂盒说明书，
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将总 RNA 反转录为 cDNA，反转录产物在–20 ℃
下保存备用。基于实验室前期香蕉 MaNHXs 基

因家族鉴定等研究，参考香蕉 A 基因组数据库

(https://banana-genome-hub.southgreen.fr/blast)，
利用 Primer Premier 5.0 设计引物，以 cDNA 为

模板，扩增 MaNHX5 目的基因，将扩增产物从

凝胶上回收后连接 TA 载体，转化 DH5α 感受态

细胞，筛选阳性克隆送至生工生物工程 (上海) 
股份有限公司进行测序。 
1.2.2  生物信息学分析 

使用序列处理在线工具包 (http://www.bio- 

soft.net/sms/index.html) 将测序获得的 DNA 序

列转换为氨基酸序列，使用 TBtools 软件分析

序列基本信息。使用 TMHMM 和 HMMTOP 分

析 MaNHX5 蛋白的跨膜结构，使用 SWISS- 

MODEL 软件预测 MaNHX5 蛋白的三级结构，

使用 Protparam 在线网站对 MaNHX5 蛋白的理

化性质进行分析。将香蕉 MaNHX5、拟南芥

AtNHX1 和水稻 OsNHX1 氨基酸序列使用

MEGA5.1进行比对，使用SOPMA和Predictprotein

进行蛋白二级结构预测和点突变的影响预测，

选择合适的突变位点。 
1.2.3  MaNHX5定点突变 

将香蕉 MaNHX5与水稻 OsNHXs和拟南芥

AtNHXs 进行氨基酸序列比对，使用定点突变

技术对 MaNHX5 的 276 位氨基酸位点进行点突

变，将丝氨酸突变为天冬氨酸。引物设计如表

1 所示。使用第一对突变引物和第二对突变引

物分别进行 2 个体系的 PCR 扩增反应，反应总

体积均为 50 µL，包括 31 µL 双蒸水，5 µL PCR 
缓冲液，1 mmol/L dNTPs 10 µL，KOD 酶 1 µL，

1 µL 10 μmol/L 上游引物，1 µL 10 μmol/L 下游

引物，1 µL 150 ng/μL 模板。反应程序：94 ℃   
5 min；94 ℃ 30 s，50 ℃ 45 s，72 ℃ 94 s，
共 30 个循环；72 ℃ 10 min；12 ℃ 30 min。 

将电泳条带进行混合切胶回收与使用

EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切的 p416 线性化载体进行

连接反应。将连接产物转化大肠杆菌感受态，

将菌液涂至含 100 mg/mL 卡那霉素的 LB 固  
体培养基上，过夜培养后进行菌落 PCR 验证并

测序。 
1.2.4  酵母功能回补试验 

酵母功能回补试验采用不同浓度的 YNB
培养基，在 YNB 培养基的基础上添加 Ade 和

Ura。分别取转基因酵母菌液和取对照菌液   
100 µL 加入到 1 mL YNB+A+U 培养基中，在

28 ℃振荡培养至饱和状态。将菌液稀释 1、10、
100 和 1 000 倍，分别标记为：1、10–1、10–2

和 10–3。分别从 1、10–1、10–2 和 10–3 中吸取 6 µL
酵母菌液，并在 YNB+A+U 的筛选培养基上点

板。28 ℃培养 3 d 左右，待菌斑长出后进行拍

照观察。 

2  结果与分析 
2.1  MaNHX5生物信息学分析 

香蕉 MaNHX5 基因 GenBank 登录号为

103983891，CDS 全长为 1 560 bp，编码 519 aa。
使用 Protparam 在线网站对 MaNHX5 蛋白的理 

 

表 1  本研究使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer names  Primer sequences (5′→3′) Size (bp) 
MaNHX5-1F GGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCATGGCGCTCGATCTTTTC 42 
MaNHX5-1R CAAAAGAAAACAGTCAGAATCCCGTCCAACTGAGACAGCTCAGCC 45 
MaNHX5-2F TGGACGGGATTCTGACTGTTTTCTTTTGTG 30 
MaNHX5-2R CATAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACCTAGGTTGGACCACCAAACACT 51 
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化性质进行分析，预测结果表明，MaNHX5 编

码的蛋白分子量为 57.91 kDa，等电点 (pI) 为
7.30，元素组成为 C2 692H4 157N663O710S23。使用

TMHMM 和 HMMTOP 分析 MaNHX5 基因编码

蛋白的跨膜结构，预测出 11 个跨膜螺旋结构 
(图 1)。使用 SWISS-MODEL 软件预测 MaNHX5
蛋白的三级结构 (图 2)。 

 

 
 

图 1  MaNHX5 蛋白的跨膜结构 
Figure 1  Transmembrane structure of MaNHX5 
protein. 
 

 
 

图 2  MaNHX5 蛋白的三级结构 
Figure 2  Tertiary structure of MaNHX5 protein. 

2.2  MaNHX5 突变位点选择 
将香蕉 MaNHX5、拟南芥 AtNHX1 和水稻

OsNHX1 氨基酸序列进行比对分析发现，位于

TM7 的跨膜区域中含有一个氨基酸序列为

LSGILTV 的保守区 (图 3)。将这一保守区域使

用 SOPMA 进行蛋白二级结构预测，结果发现

将 276 位的 S 突变为 D 后，α-螺旋的占比由

47.01%变为 46.44%， β-转角由 3.85%变为

4.62%，无规则卷曲由 30.44%变为 31.60%，延

伸链由 18.69% 变为 17.34% ( 表 2) 。使用

Predictprotein 对这一保守区域预测蛋白点突变

的影响 (图 4)，结果表明将香蕉 MaNHX5 蛋白

第 276 位丝氨酸替换为天冬氨酸时，可能对

MaNHX5 蛋白影响较大。 
 
 

 
 
 

图 3  香蕉 MaNHX5、拟南芥 AtNHX1 和水稻

OsNHX1 氨基酸序列比对 
Figure 3  Comparison of amino acid sequences of 
MaNHX5, AtNHX1, and OsNHX1. 
 
 
表 2  MaNHX5 突变前后蛋白二级结构的变化 
Table 2  Secondary structure of MaNHX5 protein 
before and after mutation 
Names Percentage before 

mutation (%) 
Percentage after 
mutation (%) 

α-helix 47.01 46.44 
β-sheet 18.69 17.34 
β-turn 3.85 4.62 
Random coil 30.44 31.60 
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图 4  香蕉 MaNHX5 定点突变预测图   从–100 至+100 颜色变化代表突变该位点对蛋白质功能的影响

可能性依次增加；横坐标为 MaNHX5 氨基酸序列，纵坐标为突变后的氨基酸序列 
Figure 4  Prediction map of MaNHX5 site-directed mutation. The color change from –100 to +100 
represents the possibility of the effect of this site on protein function increases in turn; The abscissa is the 
original amino acid sequence of MaNHX5, and the ordinate is the amino acid sequence after mutation 
 

2.3  MaNHX5’的测序结果 
将定点突变后的 MaNHX5’-p416 质粒用 

EcoRⅠ和 SalⅠ内切酶对其进行双酶切，凝胶

电泳结果如图 5 所示，得到一条长度为 1 566 bp
且符合预期的条带。将定点突变后的载体质粒

进行测序，结果显示成功将 MaNHX5 基因 826
和 827 位的 AG 碱基突变为 GA 碱基 (图 6)，表明

MaNHX5 蛋白 276 位丝氨酸已成功替换为天冬氨

酸，因此获得一个突变体：MaNHX5S276D，以下

简称为 MaNHX5’。 
2.4  香蕉 MaNHX5’基因耐盐性 

为了验证突变前的 MaNHX5 基因与突变后

的 MaNHX5’基因耐盐性及其差异，使用 AXT3
盐敏感突变酵母进行功能回补试验。结果显示，

将 276 位 的 丝 氨 酸 突 变 为 天 冬 氨 酸 后 ，

MaNHX5’-AXT3 耐盐性强于MaNHX5-AXT3 (图 7)。 

 
 

图 5  MaNHX5’-p416 酶切验证   泳道M 为 5 000 bp 
marker，泳道 1 为 MaNHX5’-p416 酶切条带 
Figure 5  Verification of MaNHX5’-p416 by 
enzyme digestion.  Lane M is a bp marker, and 
lane 1 is enzyme digestion product of 
MaNHX5’-p416. 

 

 
 

图 6  MaNHX5突变前后测序对比图  
Figure 6  Comparison of MaNHX5 sequence before and after mutation. 
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图 7  香蕉 MaNHX5突变前后的耐盐性比较   1、10–1、10–2、10–3 分别代表稀释 1、10、100、1 000 倍

的酵母菌液 
Figure 7  Comparison of yeast salt tolerance before and after MaNHX5 mutation. 1, 10–1, 10–2 and 10–3 

represent dilutions of 1, 10, 100 and 1 000 times respectively. 
 

在 100 mmol/L NaCl 和 200 mmol/L NaCl 处理下，

转入 MaNHX5’基因的 AXT3 突变酵母耐盐性明

显强于转入 MaNHX5 基因的 AXT3 突变酵母。 

3  讨论 
香蕉是一种盐敏感植物，由于 NHX 蛋白在

植物抵抗盐胁迫过程中发挥着重要的作用，因

此寻找香蕉 NHX 蛋白关键耐盐氨基酸位点尤

为重要。本研究采用 SWISS-MODEL 软件预测

MaNHX5 蛋白的三级结构，利用 TMHMM 和

HMMTOP 分析了 MaNHX5 蛋白的跨膜结构，

结果表明 MaNHX5 蛋白有 11 个跨膜结构，这

和前期报道的 AtNHX1、NHE1 和 PeNHX3 蛋

白包含 12 个跨膜结构的结果不同[21-23]。本研究

表明，位于 TM7 的跨膜区域的第 276 位的丝氨

酸 (S) 可能是一个耐盐相关的氨基酸保守位

点。结果显示，将 MaNHX5 蛋白 276 位的 S 突

变为 D 后，MaNHX5 蛋白的 α-螺旋、β-折叠、

β-转角和无规则卷曲均发生了变化，这表明

MaNHX5 蛋白中 276 位的 S 对蛋白质的稳定性

非常重要，这可能是 MaNHX5 蛋白突变后通过

影响蛋白折叠情况来影响 Na+的转运功能。 
本研究利用 AXT3 盐敏感酵母功能回补试

验证明了香蕉 MaNHX5和 MaNHX5S276D的功能

差异。AXT3 酵母功能回补试验结果表明，

MaNHX5S276D 突变菌株比 MaNHX5 菌株更耐

NaCl 胁迫，表明 MaNHX5 蛋白中 276 位的氨

基酸位点可能是参与 Na+转运的关键位点。酵

母功能回补试验结果证明，转入 MaNHX5 基因

可 以 提 高 AXT3 酵 母 的 耐 盐 性 ， 与 转 入

MaNHX5 基因相比，转 MaNHX5’基因的 AXT3
酵母在 NaCl 胁迫下耐盐性显著提高，进一步的

耐盐性实验还需要在香蕉中进行验证。Cao 等

发现将 MnNHX2 转入 AXT3 菌株后可提高其耐

盐性[9]，刘威等发现将 MnNHX2 转入 AXT3 菌

株后可恢复 NaCl 对 AXT3 的生长抑制[24]。 
前期研究表明，NHE1 模型中的 Arg180、

Arg327、Glu330 和 Arg440 具有调节 pH 的作用[16]，

MaNHX5 蛋白是否具有类似的作用有待进一步

研究。苹果 (Malus domestica Borkh.) 液泡型

Na+ 逆 转 运 蛋 白 Ser275 的 磷 酸 化 增 强 了

MdNHX1 蛋白的离子转运活性[25]。在 MaNHX5
跨膜结构中，将 TM7 的跨膜区域的第 276 位的

丝氨酸突变为天冬氨酸，酵母的耐盐性显著增

强，这可能是由于 276 位的 S 突变为 D 后，模

拟了该氨基酸的磷酸化，该保守位置的负电荷

增强了 MaNHX5 蛋白的 Na+/H+转运活性。 
本研究表明，香蕉 NHX 蛋白关键氨基酸残

基对于该蛋白在离子转运方面有重要作用，并

为进一步研究植物 NHX 蛋白离子转运、阳离子

特异性选择和 pH 调节等功能提供了线索。 
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