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水稻KEA基因家族全基因组鉴定和表达分析

门龙楠,刘立超,魏中华,宗天鹏,孙中华,沙汉景,李 帅,谢树鹏
(黑龙江省农业科学院 绥化分院,黑龙江 绥化152000)

摘要:KEA(K+ EffluxAntiporter)基因家族隶属于CPA超家族,是植物中的 K+ 转运体。KEA主要在植物

的离子平衡和信号转导中起重要作用,但是其具体机制尚不清楚。为进行水稻KEA基因家族的全基因组分

析,对8种不同科属的KEA 基因进行了全基因组鉴定和系统发育分析。通过同源性搜索,在8个物种中鉴

定出KEA基因家族的54个非冗余成员。系统发育聚类分析将 KEA 基因分为4个亚类,其中亚类IV为禾

本科特有。保守基序、结构域和基因结构分析显示,OsKEA1、OsKEA2 和OsKEA3 的蛋白及基因结构更加相

似,而OsKEA4、OsKEA5 和OsKEA6 的蛋白和基因结构更加相似。全基因组复制和串联复制是植物基因家

族扩张的主要驱动力。通过KEA基因家族在物种间和物种内的共线性分析揭示了进化动力学,其中水稻与

拟南芥之间未发现共线性基因对,而水稻与玉米之间存在7对共线性基因对。Ka/Ks值分析显示,水稻和玉

米的KEA 基因对经历了强烈的纯化选择,而OsKEA5 和OsKEA6 之间呈中性进化趋势。同时,检测了水稻

KEA 基因在干旱和盐胁迫中的表达,发现OsKEA5 和OsKEA6 在盐胁迫中表达上调,OsKEA2 在干旱胁迫

中表达上调,而OsKEA1、OsKEA3 和OsKEA4 在两种胁迫条件下表达下调。
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  水稻(OryzasativaL.)是全球一半以上人口

的重要粮食作物,同时也是用于单子叶植物研究

的模式植物[1]。在全球气候变化背景下,盐渍化、
干旱、低钾等非生物胁迫日益加剧,严重限制水稻

的生长发育、产量形成与品质稳定,成为威胁全球

粮食安全的关键瓶颈。钾离子(K+)作为水稻等

植物生长发育的关键常量营养元素,在细胞内发

挥着多方面的生理作用,包括渗透调节、酶活性调

控、离子平衡以及膜电位的维持[2]。K+作为关键

的渗透调节剂,可以调节细胞膨压,进而影响气孔

开闭和花粉管伸长[3-4]。此外,K+ 参与光合作用

及其后续的碳水化合物运输与代谢过程,对作物

的产量与品质具有决定性影响[5],更重要的是,充
足的K+供应还能增强植物对多种生物和非生物

胁迫(如盐害和干旱)的耐受性[6]。阳离子质子逆

向转运蛋白(CationProtonAntiporter,CPA)超
家族是植物中一类重要的蛋白质,其可以促进

Na+、K+和Li+ 等阳离子的运输[7-9]。CPA超家

族分为CPA1和CPA2两大类,前者包含 NHX
家族,后者涵盖 KEA和CHX家族,其成员通过

阳离子运输参与植物离子稳态维持和耐逆性调

节[7,10-12]。CPA已在多种植物中报道,如拟南芥[13-14]、

水稻(OryzasativaL.)[15]、葡萄(VitisviniferaL.)[16]、
小麦(TriticumaestivumL.)[17]、萝卜(Raphanus
sativusL.)[18]和番茄(SolanumlycopersicumL.)[19]。
AtCPAs存在于质膜、液泡和叶绿体中,能够进行

离子交换和运输,特别是植物中的单价阳离子,包
括Na+ 和 K+[20-21]。CPA超家族通过 Na+ 外流

和区域化维持细胞质离子稳态并增强耐盐性。
NHX蛋白已被报道存在于60多种植物中[22],但
是对于 KEA亚家族的研究非常少,其主要研究

来自拟南芥。2001年,Mäser等[23]首次描述了拟

南芥中的6个AtKEA 转运体基因,但它们的功

能特性尚未明确。之前的研究表明,AtKEA1、
AtKEA2、AtKEA3 在叶绿体渗透调节和pH 稳

态中起着至关重要的作用[20],而 AtKEA2 也能

够调节质体中的K+和pH[24]。近期,Zhang等[25]

通过分子和生化分析表明,拟南芥突变体kea1
kea2 中的人工种子蛋白GFP-CT24被错误分选,
种子储藏蛋白前体在kea1kea2 中大量积累,并
且蛋白储存液泡在kea1kea2 中变小。进一步分

析表明,kea1kea2 内膜系统的运输过程受到损

害。总之,KEA1 和KEA2 通过调节细胞pH和

K+稳态平衡调节质体小管的功能,从而调节液泡
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运输过程。除此之外,在其他植物中对 KEA机

制的研究比较浅显,主要是集中在基因家族的鉴

定方面。比如在棉花中,KEA家族可以分为3个

亚群,在 KEA家族成员的启动子中发现了激素

响应元件和应激响应元件;进一步的qRT-PCR
实验发现大多数GhKEAs对低钾、低盐和干旱胁

迫有响应;而病毒诱导基因沉默(VirusInduced
GeneSilencing,VIGS)试验也表明,GhKEA4和

GhKEA12正向调控盐耐受性,GhKEA4 能在高

钾胁 迫 下 保 持 更 稳 定 的 Na+/K+ 平 衡,并 且

GhKEA12沉默后 K+ 从地下向地上转运的活性

降低[26]。在葡萄基因组中鉴定到了4个KEA家

族基因,主要在葡萄果实、叶片和种子中表达,其
成员与拟南芥 KEA 成员在遗传距离上较近;
VvKEA3 在成年葡萄树中的整体表达水平最为

丰富(幼果中最高),而幼苗中VvKEA3 受缺钾、
ABA和sorbitol渗透胁迫的调控;VvKEA3 在地

上部和根部及VvKEA4 在根部对sorbitol渗透

处理较为敏感,其表达水平显著被诱导[27]。然

而,现有研究存在明显局限:第一,拟南芥作为双

子叶模式植物,其 KEA功能结论能否直接外推

至单子叶作物尚未可知;第二,棉花、葡萄等作物

中的 KEA研究多停留在基因鉴定与表达分析,
功能验证及机制解析仍较薄弱;第三,也是最关键

的一点,即在水稻这一全球性粮食作物中,KEA
基因家族的系统分析仍属空白,其成员是否以及

如何参与 K+ 稳态与耐逆调控,至今未见报道。
鉴于此,本研究通过基因家族分析对水稻 KEA
家族进行研究,鉴定水稻 KEA家族基因及其编

码蛋白的特征,旨在加深对水稻 K+ 外排逆向转

运蛋白的认知,为进一步研究 K+/H+ 平衡机制

提供了基因资源和理论基础。

1 材料与方法

1.1 水稻中KEA基因家族的鉴定及特征分析

本研究以6个拟南芥KEA 基因序列作为参

考,从TAIR网站(www.arabidopsis.org)下载,
水稻的基因组从 Phytozome数 据 库(https://
phytozome-next.jgi.doe.gov/pz/portal.html)中
进行下载。本地BLAST 比对分析的E-value≤
1×10-10。去除重复序列后,提交到Pfam(http://

pfam.sanger.ac.uk)在线进行蛋白保守结构域

的筛查,确定水稻KEA基因家族成员。高粱、短
柄草、玉米、大豆、苜蓿和番茄相关的 KEA家族

成员鉴定方法均与水稻保持一致。使用在线工具

ProtParam (http://expasy.org/tools/protparam.
html)评估水稻KEA蛋白成员的理论等电点、分
子量、稳定性等理化性质。
1.2 系统发育分析

使用拟南芥和水稻KEA 基因的蛋白质序列

进行系统发育分析。通过ClustalW 对所选KEA
蛋白质序列进行多序列比对,参数保持默认。使

用 MEGA11软件,通过NJ的方法构建KEA蛋

白质序列的无根系统发育树[28]。使用Evolview
(https://www.evolgenius.info/evolview/)在线

对系统发育树进行可视化。仅包含水稻KEA的

系统发育分析,所有步骤和参数均与上述方法保

持一致。
1.3 保守基序、基因结构和结构域鉴定

将水稻所有 KEA 基因的蛋白质序列导入

MEME Suite (http://meme-suite.org/tools/
meme)[29],以分析保守基序,每个蛋白序列最多

包含10个保守基序。使用 TBtools-II可视化保

守基序结构[30]。通过 GSDS(https://gsds.gao-
lab.org/index.php)在线鉴定水稻所有 KEA的

基因结构[31]。对于蛋白质结构域分析,将水稻

KEA蛋白质序列上传至NCBIBatchCD-Search
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
bwrpsb/bwrpsb.cgi)[32],并使用默认参数进行

处理,将获得的结果通过TBtools-II可视化。
1.4 启动子分析

将水稻所有KEA 基因的起始密码子位点上

游的2000bp区域的 DNA 序列提交至Plant-
CARE(http://bioinformatics.psb.ugent.be/
webtools/plantcare/html/)数据库中[33],使用默

认参数鉴定顺式作用元件。使用TBtools-II进行

可视化。
1.5 染色体定位分析、共线性分析和KaKs分析

KEA 基因在水稻中的染色体位置信息是从

Phytozome数据库中获得的,并由 TBtools-II进

行可视化。使用 MCScanX[34]鉴定拟南芥-水稻-
玉米中的共线性基因对,以及水稻内部的共线性

基因对,在BlastP鉴定同源基因时,筛选E-value
≤1×10-5作为最终结果[35]。使用TBtools-II可

视化拟南芥-水稻-玉米物种间的共线性关系和水

稻物种内部的共线性关系。使用TBtools-II计算

具有共线性基因对的非同义替换率(Ka)、同义替

换率(Ks),以及它们之间的比例(Ka/Ks)。
1.6 基因表达分析

水稻根部KEA基因家族在非生物胁迫下的表
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达数据从RiceeFPBrowser(https://bar.utoronto.ca/
efprice/cgi-bin/efpWeb.cgidataSource=rices-
tress_mas)数据库中下载。使用TBtools-II可视

化水稻KEA 基因在非生物胁迫下的表达水平。
1.7 实时定量PCR(qPCR)

首先对抗旱耐盐样本绥粳133进行12h
100mol·L-1的盐胁迫,20%PEG6000模拟干旱

胁迫6h,同时设置无胁迫对照。总 RNA 采用

Trizol试剂(Invitrogen,USA)从根中提取,按照

试剂盒说明书进行操作。RNA浓度和纯度通过

紫外分光光度计(NanoDrop2000,ThermoFisher
Scientific)测定,并以A260/A280比值评估其纯度。
随后,等量RNA在无RNA酶污染的条件下使用

反转 录 试 剂 盒(HiScriptIIQ RTSuperMix,
Vazyme)逆转录合成cDNA。qPCR引物根据目

标基因序列设计,长度为20~25bp,Tm值约为

60℃,扩增片段长度控制在150~250bp之间,
以确保扩增效率和特异性。qPCR反应体系总量

为20μL,包含10μLSYBRGreenMasterMix
(例如ChamQSYBRqPCRMasterMix,Vazyme)、
0.4μL正/反向引物(10μmol·L-1)、1μLcDNA
模板及无RNA酶水补足至终体积。

扩增程序设定为95℃预变性30s,随后进行

40个循环的95℃变性(10s)和60℃退火/延伸

(30s)。实时荧光信号的检测通过荧光定量PCR
仪(QuantStudio5,AppliedBiosystems)完成。
扩增结束后进行溶解曲线分析,以评估产物的特

异性并排除引物二聚体等非特异性扩增。
相对基因表达量采用2-ΔΔCt方法进行分析,

使用GAPDH 作为内参基因进行归一化。所有

样本均设有3个技术重复,并在3个独立生物学

重复下完成,以保证试验结果的可靠性和统计学

意义。

2 结果与分析

2.1 KEA基因家族在8种不同科属植物中的鉴

定与系统发育分析

  为了鉴定8种不同科属植物中的KEA基因

家族成员,将拟南芥 KEA 基因的蛋白质序列作

为参考[23],采用BlastP方法在8种植物基因组中

进行搜索,共筛选出54个KEA 候选基因及其对

应的基因ID,其中拟南芥6个,短柄草5个,大豆

12个,蒺藜苜蓿5个,水稻6个,高粱7个,番茄

5个,玉米8个(表1)。这些候选基因涵盖了4个

禾本科(单子叶)、2个豆科(双子叶)、1个十字花

科(双子叶)和1个茄科(双子叶)。

表1 8种植物KEA基因家族蛋白信息

物种(数量) 基因号 基因名称 物种(数量) 基因号 基因名称

拟南芥 (6) AT1G01790.1 AtKEA1
AT4G00630.1 AtKEA2
AT4G04850.1 AtKEA3
AT5G51710.1 AtKEA4
AT5G11800.1 AtKEA5
AT2G19600.1 AtKEA6

短柄草 (5) Bradi5g26820.1 BdKEA1
Bradi4g01430.1 BdKEA2
Bradi1g37860.5 BdKEA3
Bradi2g26740.1 BdKEA4
Bradi3g42260.1 BdKEA5

大豆 (12) Glyma.03G014000.1 GmKEA1
Glyma.07G073700.3 GmKEA2
Glyma.09G262000.1 GmKEA3
Glyma.18G230100.3 GmKEA4
Glyma.07G184800.1 GmKEA5
Glyma.08G064600.1 GmKEA6
Glyma.09G152300.1 GmKEA7
Glyma.16G203200.1 GmKEA8
Glyma.14G093900.1 GmKEA9
Glyma.17G229700.4 GmKEA10
Glyma.05G222500.1 GmKEA11

Glyma.08G029300.1 GmKEA12
蒺藜苜蓿 (5) Medtr8g031550.4 MtKEA1

Medtr4g092790.1 MtKEA2
Medtr0050s0160.1 MtKEA3
Medtr1g016450.1 MtKEA4
Medtr8g101640.1 MtKEA5

水稻 (6) LOC_Os04g58620.1 OsKEA1
LOC_Os12g42300.1 OsKEA2
LOC_Os06g36590.1 OsKEA3
LOC_Os05g31730.1 OsKEA4
LOC_Os09g37300.1 OsKEA5
LOC_Os08g43690.1 OsKEA6

高粱 (7) Sobic.006G271800.1 SbKEA1
Sobic.008G173800.1 SbKEA2
Sobic.001G522100.2 SbKEA3
Sobic.010G168900.1 SbKEA4
Sobic.009G121300.1 SbKEA5
Sobic.002G284500.1 SbKEA6
Sobic.007G175800.1 SbKEA7

番茄 (5) Solyc01T002812.2 SlKEA1
Solyc11T001553.5 SlKEA2
Solyc03T000204.1 SlKEA3
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表1(续)

物种(数量) 基因号 基因名称 物种(数量) 基因号 基因名称

Solyc05T001666.1 SlKEA4
Solyc07T001072.1 SlKEA5

玉米 (8) Zm00001d001788_T004 ZmKEA1
Zm00001d026645_T008 ZmKEA2
Zm00001d041308_T001 ZmKEA3

Zm00001d046231_T002 ZmKEA4
Zm00001d036981_T006 ZmKEA5
Zm00001d021461_T002 ZmKEA6
Zm00001d050509_T001 ZmKEA7
Zm00001d053237_T001 ZmKEA8

  用 MEGA11对8种植物的全长氨基酸序列

进行比对和分析,并用邻接法(NJ)构建系统发育

树,8种植物中的KEA家族可以分为4个亚类,
即亚类I~IV(ClassI~IV,图1)。在亚类I中,水稻

OsKEA1与短柄草BdKEA1 紧密聚集在一起,其次

是与玉米ZmKEA1、ZmKEA2 和高粱SbKEA1 关

系相近,与其他双子叶植物距离较远;亚类II中

的亲缘关系情况与亚类I中类似,水稻OsKEA2
与短柄草BdKEA2 紧密聚集在一起,其次是与玉

米ZmKEA3 和高粱SbKEA2 关系相近,与其他

双子叶植物距离较远;亚类III中含有最多的

KEA基因家族成员,其中主要是双子叶植物中

KEA基因家族成员居多,拥有15个成员,而单子

叶KEA 基因家族成员只有5个,说明双子叶

KEA基因家族在该亚类中进行了扩张,可能在双

子叶植物中,该类KEA基因家族出现功能分化,
而在单子叶 KEA基因家族中,该亚类并未出现

扩张现象;亚类IV是单子叶植物KEA基因家族

特有的分支,说明该类 KEA蛋白可能与其他双

子叶KEA蛋白的功能不同(图1)。
2.2 水稻KEA的蛋白特征和染色体定位

由于水稻的 KEA属于不同亚类,推测这些

蛋白质可能具有不同的性质。事实上,水稻的6个

KEA 基因的CDS长度范围为1362~3465个核

苷酸;KEA蛋白的长度范围为453~1154个氨基

酸(aa),分子量(MW)范围为46.152~123.825kDa;
这些KEA也具有不同的蛋白质等电点(PI值),
其中OsKEA4 的PI值大于8,而其他KEA蛋白

质的PI值范围为5.03~6.93;水稻KEA的不稳

定指数范围为32.08~46.67,脂肪族指数范围为

102.85~124.70,亲疏水性为0.087~0.833(表2)。

图1 8种植物KEA基因家族的系统发育分析

表2 水稻KEA基因家族成员的理化性质分析

基因名称 编码区长度 氨基酸数 分子量/kDa 等电点 不稳定指数 脂肪族指数 亲疏水性

OsKEA1 3465 1154 123.825 5.03 41.23 104.19 0.087

OsKEA2 2376 791 85.343 5.49 46.67 114.54 0.327

OsKEA3 1884 627 66.212 5.69 32.08 124.70 0.681

OsKEA4 1362 453 46.152 8.64 40.73 119.45 0.833

OsKEA5 2484 827 88.975 6.21 40.53 102.85 0.236

OsKEA6 2454 817 87.826 6.93 37.57 102.94 0.295

  进一步使用TBtools-II可视化了所有 KEA
基因在水稻染色体中的分布。如图2所示,水稻

KEA家族基因的成员分布在6条染色体(Chro-
mosome)上,包括 Chr4、Chr5、Chr6、Chr8、Chr9
和Chr12(图2)。这些 KEA 基因在染色体上分

布比较平均,这6条染色体上都分别只有其中一

个家族成员,这种分散分布可能有助于减少功能

冗余。值得注意的是,6个 KEA 基因中的4个

(OsKEA1、OsKEA2、OsKEA5 和OsKEA6)最接

近染色体末端。
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图2 KEA基因的染色体分布分析

2.3 水稻KEA的保守蛋白基序和结构域分析

为了解水稻 KEA 基因的功能,进一步分析

了水稻中所有 KEA 蛋白的保守基序和结构域

(图3)。如图3所示,在这些KEA蛋白中共获得

了10个保守基序。其中,基序3、基序4和基序6
是最保守的区域,存在于所有成员中,表明这些基

序可能是KEA蛋白的特征基序。保守基序分析

还表明,关系更密切的成员之间具有更相似的保

守基序排列。例如,OsKEA1、OsKEA2和OsKEA3
均包含基序3、基序4和基序6,并且排列顺序一

致,但是与其他亚类成员的基序数量相比,保守基

序的数量过少,说明这3个蛋白可能产生了功能

分化,拥有新的功能,尤其是在蛋白的N端,并未

发现 任 何 保 守 基 序;而 OsKEA4、OsKEA5和

OsKEA6均包含基序3、基序4、基序6、基序7、基
序8和基序10,除基序3外,基序4、基序6、基序7、
基序8和基序10排列顺序一致。进一步分析发

现OsKEA5和 OsKEA6的基序组成更加相近,
但是在C末端,OsKEA5相比OsKEA6多出来一

个基序4。OsKEA4的基序组成与 OsKEA5和

OsKEA6大致相同,但是OsKEA4缺少了基序1、
基序2、基序5和基序9,结构差异提示潜在的功

能分化。
随后,进行了蛋白结构域分析,以区分水稻

KEA蛋白。由图4可知,水稻的6种KEA蛋白

结构域不尽相同,表明它们在外部信号重组中的

功能可能不同。根据这些激酶结构域的特征,

KEA蛋白可分为4种类型。其中OsKEA1同时

包含 了 PRK02224(DNA double-strandbreak
repairRad50ATPase)和 PRK03562(Glutathi-
one-regulatedpotassium-effluxsystem protein
KefC)结 构 域,其 他 KEA 蛋 白 没 有 发 现

PRK02224结构域,说明OsKEA1的功能可能不

同于其他KEA蛋白;OsKEA2只包含了PRK03562

结构域,该结构域也在OsKEA1被发现;OsKEA3只

包含了 RosB(PredictedKef-typeK+transport
protein,K+/H+ antiporterdomain)结构域,该
结构域在其他 KEA蛋白中并未发现,说明 Os-
KEA3可能有新的功能;在 OsKEA4、OsKEA5
和OsKEA6蛋白中都仅发现PLN03159(Cation/

H+antiporter15)结构域。
以上结果也进一步证明 OsKEA1、OsKEA2

和OsKEA3蛋白可能产生了功能分化,可能产生

了新的功能,OsKEA4、OsKEA5和 OsKEA6的

功能更相似。

图3 水稻KEA保守蛋白基序(A)及每种

基序的保守氨基酸序列(B)

图4 水稻KEA保守蛋白结构域
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2.4 KEA基因家族结构分析

为深入了解水稻 KEA家族的结构进化,分
析了其基因结构。结果表明,水稻不同 KEA家

族成员的外显子-内含子结构差异很大,但亲缘关

系相近的基因具有相似的基因结构(图5A)。
由图5可知,OsKEA1、OsKEA2 和OsKEA3

的外显子数量很多,其中 OsKEA1 和OsKEA3
包含20个外显子,OsKEA2 包含18个外显子。
相比之下,OsKEA4、OsKEA5 和OsKEA6 均只

包含4个 外显子。还注意到,2个水稻特有的

KEA 基 因(OsKEA4 和OsKEA6)没 有 UTR。
此外,亲缘关系相近的 KEA 基因在外显子分布

方面具有相似的基因结构。从上述描述中,可以发

现OsKEA1、OsKEA2 和OsKEA3 的外显子数量

要远远多于另外3个 KEA 家族成员,而水稻

KEA基因家族成员外显子数目的变异,表明基因

受环境调控影响比重不同,从而经历着不同的进

化历程。

A.KEA 基因的基因结构;B.水稻中6个KEA 启动子的顺式作用元件。

图5 水稻KEA基因结构和启动子元件分析

2.5 KEA基因启动子区顺式元件分析

基因的表达由启动子控制,启动子具有由转

录因子调节的 各 种 顺 式 元 件。为 了 研 究 水 稻

KEA 基 因 的 表 达 谱 和 潜 在 功 能,通 过 Plant-
CARE数据库分析了KEA 基因启动子(ATG上

游2kb)中的顺式作用元件[32]。除了转录起始所

必需的元件外,还鉴定出12个具有功能预测的顺

式元件(图5B,表3)。这些顺式元件可分为植物

激素相关(茉莉酸甲酯、水杨酸、生长素、脱落酸及

赤霉素)和环境相关(光响应、低温响应、缺氧特

异诱导、厌氧诱导、干旱诱导、防御和胁迫响应

以及伤口响应)。这些发现表明,各个 KEA 基

因在不同的发育阶段和对不同生物/非生物胁

迫的反应中可能表现出不同的表达谱。值得注

意的是,OsKEA1 和OsKEA5 的启动子区域含

有最丰富的顺式元件类型及数量,表明其转录调

控网络可能受更多因子的协同影响,响应机制更

为复杂。

表3 水稻KEA基因启动子顺式作用元件分析

顺式作用元件  OsKEA1 OsKEA2 OsKEA3 OsKEA4 OsKEA5 OsKEA6 顺式作用元件   OsKEA1 OsKEA2 OsKEA3 OsKEA4 OsKEA5 OsKEA6

光响应 7 9 15 15 25 7

茉莉酸甲酯响应 8 2 0 0 6 4

水杨酸响应 2 0 0 0 1 1

生长素响应 1 3 0 2 1 0

缺氧特异诱导 1 0 1 0 0 1

低温响应 1 1 0 0 0 0

厌氧诱导 4 0 0 1 1 1

脱落酸响应 3 3 3 1 9 4

赤霉素响应 2 0 3 0 1 2

干旱诱导 1 0 2 0 0 0

防御和胁迫响应 0 0 0 1 0 1

创伤响应 0 0 0 0 1 0

元件总数 30 18 24 20 45 21

2.6 KEA基因家族的共线性分析

为了进一步研究 KEA 基因的同源关系,在
全基因组水平上构建了水稻-拟南芥和水稻-玉米

的物种间共线性分析,以探索水稻 KEA基因家

族的进化起源(图6A)。在拟南芥和水稻中,没有

发现任何具有共线性的基因对。这一现象可能归

因于水稻和拟南芥分别隶属于单子叶植物和双子

叶植物两大类,它们之间的亲缘关系相对较远。

6
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相比之下,在水稻和玉米中发现了7对具有共线

性的基因对(图6A,表4),这可能是因为水稻和

玉米都属于单子叶植物,亲缘关系更近。同时也

表明这些共线性基因对在祖先分化之前就存在。
此外,进一步检测了水稻基因组内部的共线性基

因对,以确定水稻 KEA 基因的复制事件。如

图6B和表5所示,在水稻基因组内部中,只发现

了OsKEA5 和OsKEA6 之间发生过染色体片段

复制事件。此外,并未发现水稻 KEA 基因的串

联复制事件。水稻基因组内部KEA 的复制事件

较少,说明水稻 KEA基因家族并未出现过多的

家族扩张。
对上述存在共线性关系的基因对进行了Ka、

Ks和Ka/Ks值的分析。Ka/Ks值=1意味着基

因处于中性选择状态;Ka/Ks值<1表示受到纯

化选择,Ka/Ks值>1表示受到正选择。通过

Ka/Ks值计算,发现水稻和玉米中 KEA 基因对

的Ka/Ks值均小于1,并且绝大多数的 KEA 基

因对的Ka/Ks比值要小于0.5(表4),证明水稻

KEA 基因和玉米KEA 基因之间经历了强烈的

纯化选择压力,说明水稻和玉米的 KEA 基因保

守进化。在水稻基因组内部中,OsKEA5 和Os-
KEA6 之间的Ka/Ks值为0.944999,比值接近

于1(表5)。该结果说明OsKEA5 和OsKEA6 之

间呈中性进化趋势,说明 OsKEA5 和OsKEA6
之间的突变对水稻来说无明显影响。

表4 水稻和玉米KEA基因成员之间的

一对一直系同源关系分析

OsKEA 基因 ZmKEA 基因 Ka Ks Ka/Ks

OsKEA1 ZmKEA1 0.098869 0.685373 0.144256

OsKEA3 ZmKEA4 0.051057 0.467987 0.109100

OsKEA6 ZmKEA8 0.158178 0.408888 0.386850

OsKEA6 ZmKEA6 0.357080 0.452499 0.789129

OsKEA5 ZmKEA8 0.377148 0.504113 0.748142

OsKEA5 ZmKEA6 0.143937 0.356133 0.404167

OsKEA2 ZmKEA3 0.050347 0.482038 0.104445

A.KEA 基因进行共线性分析;B.OsKEA 基因的染色体位置和共线性。

图6 水稻基因组中OsKEA基因的染色体间关系和共线性分析
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表5 水稻KEA基因成员之间的一对一直系同源关系

OsKEA 基因 OsKEA 基因 Ka Ks Ka/Ks

OsKEA5 OsKEA6 0.366261 0.387578 0.944999

2.7 水稻KEA基因在干旱和盐胁迫中的表达

KEA基因家族的主要功能是依靠 K+ 外排

来帮助植物抵御非生物胁迫的,因此根据eFP
(electronicFluorescentPictograph)浏览器植物

基因图谱的RNA-seq数据,专门研究了在干旱和

盐胁迫条件下水稻KEA 基因在根组织中的表达

模式。由图7可知,OsKEA5 和OsKEA6 主要在

盐胁迫中被诱导,而OsKEA5 在干旱胁迫中也会

被诱导,但是基因上调倍数要低于盐胁迫条件下;

OsKEA2 在干旱胁迫下被显著诱导,在盐胁迫条

件下无明显差别;而OsKEA1、OsKEA3 和OsKEA4
在两种胁迫条件下,基因表达均受到抑制,推测这

3个基因的功能可能不同于OsKEA2、OsKEA5 和

OsKEA6。

图7 水稻KEA基因对干旱胁迫和盐胁迫的响应

注:数据均来自eFPRNA-seq数据库。

为此又进行了水稻在两种胁迫下的荧光定量

PCR验证,由图8可知,KEA 基因在干旱和盐胁

迫下的表达量与eFP植物图谱RNA-seq数据结

果基本吻合。

图8 水稻KEA基因在干旱和盐胁迫下的相对表达量

注:同上*表示处理间存在显著性差异。

  发现水稻KEA 基因在干旱和盐胁迫条件下

的 根 组 织 表 达 模 式 存 在 差 异。OsKEA5 和

OsKEA6在盐胁迫中显著上调,OsKEA5 在干旱

中也显著上调。OsKEA2 在干旱中显著上调,而

OsKEA1、OsKEA3 和OsKEA4 在两种胁迫下均

受显著抑制,表明其功能与 OsKEA2、OsKEA5
和OsKEA6 不同。

8
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3 讨论

在农业生产上,钾是植物生长发育的重要元

素,适量施用钾肥对促进植物的生长、开花以及果

实品质的提升具有积极作用[36-39]。然而,关于这

一领域的报道主要集中在生理和生化角度,而对

于钾素营养的分子机制研究则相对匮乏。在植物

界,KEA转运蛋白是一类关键的K+/H+逆向转

运体,负责维持细胞内K+的动态平衡,并参与叶

绿体功能、光合作用以及渗透调节。尽管这些转

运蛋 白 在 模 式 植 物 拟 南 芥 中 的 研 究 较 为 充

分[11,20,40-41],但在水稻中关于K+/H+动态平衡的

研究相对较少。
近二十年来,植物基因组测序技术飞速发展,

为植物科学研究领域带来了大量的基因信息资

源。在众多物种中,同一基因家族的成员数量存

在显著差异。本研究在水稻中鉴定到了6个

OsKEA转运体基因,与拟南芥(6)、短柄草(5)、蒺
藜苜蓿(5)、高粱(7)、番茄(5)和玉米(8)中KEA
家族成员数量接近,而远远低于大豆(12)。由于

大豆是一种古四倍体作物,其经历过两次全基因

组复制事件,大豆的基因组更加复杂和庞大,这可

能是大豆的 KEA家族成员众多的原因[42]。另

外,不同物种中的 KEA家族成员在遗传进化上

展现出显著的差异。具体来看,2种豆科植物(大
豆和蒺藜苜蓿)的 KEA 基因成员在遗传关系上

较为接近,而4种禾本科植物(水稻、玉米、高粱和

短柄草)的 KEA 基因成员则更倾向于聚集在一

起(图1),这也体现了不同物种的KEA基因家族

之间在进化过程中趋向于保守。在6个水稻

KEA 基因中,OsKEA1 属于亚类I,OsKEA2 属

于亚类II,OsKEA3 属于亚类III,而 OsKEA4、
OsKEA5 和OsKEA6 属于亚类IV,其中亚类IV
是禾本科植物特有的分支,这一发现强烈暗示,该
亚类的KEA 基因可能在禾本科植物从双子叶植

物分化出来后,经历了特定的基因复制和功能特

异性进化过程。这与拟南芥等双子叶植物中的

KEA基因家族构成形成了鲜明对比,例如在拟南

芥中,KEA 家族成员主要被划分为3个亚组

(AtKEA1-2、AtKEA3 和AtKEA4-6),而本研究

鉴定的禾本科特有亚类IV并未包含在其中。因

此,深入探讨亚类IV的功能,对于理解 KEA基

因家族在禾本科植物中的适应性进化具有重要意

义。值得注意的是,尽管目前对玉米、高粱等禾本

科作物KEA 基因的直接功能研究相对有限,但
已有的一些研究提供了重要的线索。例如,在玉

米中,已有研究通过蛋白组学等方法鉴定出KEA
基因的存在,并预测其可能定位在质体膜上[1]。
这提示禾本科 KEA 基因可能类似拟南芥中的

KEA1-3,在质体发育和光合作用调节中发挥作

用[2]。更为直接的支持来自对拟南芥 KEA 基

因功能的研究。多项研究表明,KEA 基因在维

持K+稳态和渗透调节中扮演关键角色。例如,
AtKEA2 和AtKEA5 的表达受渗透胁迫和ABA
诱导[3],而 KEA4、KEA5、KEA6 在应对盐胁迫

中发挥作用,通过调节内膜系统的pH和K+稳态

来增强植物的耐盐性[4]。综合以上信息,可以推

测,禾本科特有的亚类IVKEA 基因,很可能在

适应禾本科特有的生长发育需求或环境胁迫中发

挥了重要作用。例如,禾本科作物经常面临土壤

钾亏缺或盐胁迫等逆境,亚类IV基因可能通过

调控K+运输、参与渗透调节或影响质体相关功

能,从而贡献于禾本科作物的抗逆性。因此,本研

究将水稻KEA基因家族的系统发育分析结果与

这些潜在功能进行了关联分析。
本研究通过分析水稻KEA蛋白的保守基序

和结构域,揭示了其功能多样性。保守基序分析

显示,KEA基因家族成员间存在显著的基序差

异,暗示功能分化。结构域分析进一步支持了这

一观点,不同KEA 基因具有不同的结构域组合,
表明其在信号传导中的功能可能各异。特别是

OsKEA1、OsKEA2和OsKEA3可能具有新的功

能,而OsKEA4、OsKEA5 和OsKEA6 的功能更

为相似。此外,基因结构分析显示,水稻KEA 的

基因结构也与保守基序的结果类似,具体来说,
OsKEA1、OsKEA2 和OsKEA3 的基因结构更加

相似且数量较多,而OsKEA4、OsKEA5 和OsKEA6
的结构更加相似且数量较少(图5A)。KEA基因

家族在水稻中的功能多样性可能与其在植物生长

发育和响应环境胁迫中的重要作用有关。下一阶

段将通过遗传实验进一步证明不同KEA 基因的

功能和调控机制,将有助于深入理解水稻 KEA
家族的适应性进化,对于提高水稻耐逆性具有重

要意义。
基因复制导致基因家族的分化,这是进化过

程中的关键事件[43-45]。通过全基因组水平的物

种间共线性分析,探讨了水稻 KEA基因家族的
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进化起源。水稻与拟南芥之间未发现共线性基因

对,而水稻与玉米之间存在7对共线性基因对,表
明它们在较近的进化分支上(图6A)。水稻基因

组内部仅发现OsKEA5 和OsKEA6 之间存在染

色体片段复制事件,且未发现串联复制,暗示

KEA基因家族的扩张有限(图6B)。Ka/Ks值分

析显示,水稻和玉米的 KEA 基因对经历了强烈

的纯化选择,而OsKEA5 和OsKEA6 之间呈中

性进化趋势,表明这些基因对在水稻中具有保守

性(表4和5)。水稻KEA基因家族的进化模式

揭示了基因复制和选择压力的作用。水稻与拟南

芥之间未检测到 KEA 基因的共线性关系,这首

先反映了两者分属单、双子叶植物,进化距离较远

的基本事实。在这一背景下,长期的基因组重排、
谱系特异的基因丢失或独立复制事件,都可能进

一步模糊或消除了它们之间可追溯的共线性信

号。这一结果提示,KEA基因家族在单、双子叶

植物分化后,可能经历了复杂的、独立的进化轨

迹。水稻KEA基因家族的有限扩张和保守性可

能与其在水稻生长发育和响应环境胁迫中的关键

作用有关。这些发现为进一步研究KEA 基因的

功能和调控提供了重要的进化背景信息。
KEA转运体在植物中扮演着核心角色,对于

维持K+的动态平衡、调节渗透压、促进光合作用

以及控制pH等方面具有重要作用[20,24,34]。通过

分析eFP植物基因图谱的RNA-seq数据与荧光

定量PCR结果,结合水稻KEA基因家族成员在

干旱和盐胁迫中的不同表达模式表明,它们可能

参与不同的抗逆途径。OsKEA5 和OsKEA6 在盐

胁迫中的上调可能与其正向调控耐盐有关,而
OsKEA2在干旱中的显著上调可能与其在水分平衡

中的角色相关。OsKEA1、OsKEA3 和OsKEA4的表

达抑制可能提示它们在胁迫条件下的功能涉及其

他机制,如信号转导或基因调控,需进一步进行遗

传试验研究这些基因的功能和调控网络,进而促

进植物抗逆性的提高。
此外,顺式作用元件通过与启动子区域的关

键元件相互作用,影响启动子的活性,从而调节靶

基因的表达[46-48]。本研究在水稻KEA基因家族

的启动子区域识别出多种顺式作用元件(表3)。
特别是,OsKEA5 的启动子区域包含了9个对脱

落酸(ABA)响应的元件(其余成员的启动子中最

多只包含4个ABA元件),该基因在水稻根组织

中表达水平受盐处理的诱导(表3),而ABA含量

的增加对提高植物耐盐性具有不可或缺的作

用[49];而其他水稻 KEA家族成员的启动子区域

则包含了光响应、茉莉酸甲酯响应、水杨酸响应、
生长素响应、缺氧特异诱导、低温响应、厌氧诱导、
脱落酸响应、赤霉素响应、干旱诱导、防御和胁迫

响应及伤口响应相关的元件。一个值得深入探讨

的发现是,在盐胁迫下显著上调表达的OsKEA5
和OsKEA6,其进化分析却显示出趋向于中性进

化的特征。这一看似矛盾的现象,实则可能揭示

了基因复制后功能分化的一个特定阶段———亚功

能化或松弛选择。首先,共线性分析表明OsKEA5
和OsKE6 是由一次近期的片段复制事件产生

的。复制基因在初期常常会积累较多的突变,其
Ka/Ks值会趋近于1(中性进化),这与本研究结

果一致。其次,表达谱和顺式元件分析为这种中

性进化提供了功能层面的解释:尽管两者均受盐

胁迫诱导,但OsKEA5 的启动子区包含了异常丰

富的ABA响应元件(9个),而OsKEA6 的启动

子中则较少。这表明,在复制之后,OsKEA5 可

能更多地承接或强化了由ABA信号通路介导的

盐胁迫响应功能,而OsKEA6 的功能可能发生了

细微的转移或有所冗余。这种在调控序列而非编

码序列上的分化,使得基因在蛋白序列水平上承

受的选择压力得以放松,从而表现为中性进化。
因此,可以认为,OsKEA5/OsKEA6基因对正处

在一个功能特异化的早期阶段,其功能创新主要

体现在转录调控层面,而非蛋白编码序列本身。
它们在盐胁迫下的协同上调,保证了水稻在面对

逆境时具有足够的基因剂量,而调控元件的差异

则可能为其功能进一步精细化奠定了基础。这些

发现与钾离子转运体KT/HAK/KU家族的转运

体研究相似[39-40],这为深入探究水稻 KEA转运

体的功能和调控机制提供了理论基础。
本研究通过对水稻KEA基因家族进行系统

的生物信息学分析,揭示了其成员在基因结构、进
化历程及胁迫响应中的多样性,为理解OsKEAs
的功能奠定了重要的理论基础。然而,本研究仍

存在一些局限性。首先,本研究的功能推测主要

基于序列分析和公共表达数据,缺乏直接的试验

验证,例如通过基因敲除或过移栽技术来明确各

个OsKEA 基因在钾离子稳态、渗透调节及胁迫

耐受中的具体生物学功能。其次,表达分析仅限
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于根组织,未能揭示 KEA 基因在其他关键组织

(如叶、茎)及不同发育阶段的表达模式,这限制

了对其功能全貌的理解。本研究在共线性分析

中主要聚焦于模式植物拟南芥及关键禾本科作

物玉米,未来可进一步纳入更多近缘物种以绘

制更精细的进化图谱。此外,虽然本研究发现

了“OsKEA5/OsKEA6 趋向中性进化”与“其在盐

胁迫下表达上调”这一有趣现象,并提出其可能处

于亚功能化的早期阶段,但这一假说同样需要进

一步的试验证据支持。
本研究构建的系统发育与分子特征框架,为

后续深入探索 KEA 基因的功能奠定了坚实基

础。基于此,未来的研究可遵循以下路径进一步

深化。首先,利用CRISPR/Cas9等技术创制水

稻KEA 基因的突变体,是直接验证其生理功能

的最有效途径。其次,应开展多组织、多时间点的

胁迫表达谱分析,并结合亚细胞定位研究,以精确

描绘每个基因的时空表达模式及其作用位点。特

别地,对于OsKEA5和OsKEA6这一对近期复制的

基因,需要深入探究其启动子活性的差异、蛋白质

互作网络的不同,以揭示其调控分化与功能专化

的具体分子机制。最后,将本研究在模式植物水

稻中获得的成果,延伸至玉米、小麦等其他重要禾

本科作物中进行比较分析,将有助于发掘具有育

种应用价值的骨干基因,为通过遗传工程手段协

同改良作物的养分利用效率和抗逆性提供新的基

因资源。

4 结论

本研究通过对水稻KEA基因家族的全基因

组鉴定与多维分析,首次系统揭示了该家族在禾

本科作物中的进化轨迹与功能分化潜能。研究不

仅鉴定了6个OsKEA 成员并将其划分为4个进

化亚类,更重要的是发现了禾本科特有的亚类IV,
提示了该家族在单子叶植物中可能经历的功能特

异性进化。整合基因结构、保守基序与结构域分

析,明确了OsKEA1、OsKEA2、OsKEA3 与OsKEA4、
OsKEA5、OsKEA6 两组基因可能具有不同的功

能倾向。共线性与选择压力分析揭示了该家族整

体上经历纯化选择,扩张有限,但近期复制的基因

对OsKEA5/OsKEA6 呈现出中性进化趋势,其
启动子元件的差异与胁迫下的协同表达上调,为
理解基因复制后的亚功能化提供了典型范例。表

达谱分析进一步表明,不同成员在干旱和盐胁迫

中扮演着分化角色。这些结果为深入解析 KEA
转运体在水稻钾稳态与抗逆性中的分子机制奠定

了坚实的进化与表达基础,并为后续利用基因工

程手段改良水稻养分效率与逆境适应能力提供了

关键候选基因与理论依据。
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Genome-WideIdentificationandExpressionAnalysisof
KEAGeneFamilyinRice

MENLongnan,LIULichao,WEIZhonghua,ZONGTianpeng,SUNZhonghua,SHAHanjing,

LIShuai,XIEShupeng
(SuihuaBranch,HeilongjiangAcademyofAgriculturalSciences,Suihua152000,China)

Abstract:TheKEA(K+ EffluxAntiporter)genefamily,whichbelongstotheCPAsuperfamily,functionsas

potassiumtransportersinplants.KEAgenesplayimportantrolesinionhomeostasisandsignaltransductionin

plants,thoughtheirspecificmechanismsremainunclear.Toconductagenome-wideanalysisoftheKEAgene
familyinrice,acomprehensivegenome-wideidentificationandphylogeneticanalysisofKEA geneswere

performedacrosseightspeciesfromdifferentfamilies.Usingahomologysearchapproach,54non-redundant
membersoftheKEAgenefamilywereidentifiedintheeightspecies.Phylogeneticclusteringanalysisclassified
theKEAgenesintofoursubclasses,withsubclassIVbeingspecifictoPoaceae.Analysesofconservedmotifs,

domains,andgenestructuresrevealedthatOsKEA1,OsKEA2,andOsKEA3exhibitgreatersimilarityin

proteinandgenestructures,whereasOsKEA4,OsKEA5,andOsKEA6sharemoresimilarproteinandgene
structures.Whole-genomeduplicationandtandem duplicationwereidentifiedasthemaindriversofthe
expansionoftheplantKEAgenefamily.SyntenyanalysisoftheKEAgenefamilybothwithinandacross
speciesrevealedevolutionarydynamics,nosyntenicgenepairsweredetectedbetweenriceandArabidopsis,

while7syntenicgenepairswereidentifiedbetweenriceandmaize.Ka/Ksvalueanalysisindicatedthatthe
KEAgenepairsinriceandmaizehaveundergonestrongpurifyingselection,whereastherelationshipbetween
OsKEA5andOsKEA6showedatrendofneutralevolution.Additionally,theexpressionofriceKEAgenes
underdroughtandsaltstressconditionswasexamined.TheresultsshowedthatOsKEA5andOsKEA6were
up-regulatedundersaltstress,OsKEA2 wasup-regulatedunderdroughtstress,whileOsKEA1,OsKEA3,

andOsKEA4weredown-regulatedunderbothstressconditions.
Keywords:KEAgenefamily;rice;phylogeneticanalysis;syntenyanalysis;stressresponse
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