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摘要：植物在生长发育中时常要受到不良环境的胁迫，如盐渍、干旱、低温

等。其中盐胁迫严重影响植物的生长。为了减少盐胁迫造成的伤害，植物在长期

进化过程中，形成了一套耐盐的机制，或增加Na+的外排，或限制Na+的吸收，或将

Na+束缚在液泡中。目前已经知道有些植物主要通过液泡膜Na+／}I+反向运转蛋白将

Na+束缚在液泡中以减少Na+的毒害。因此液泡膜Nd／H+反向运转蛋白在植物耐盐性

方面具有重要作用。在耕地有限，人口不断增长的今天，培育耐盐能力相对提高

的植物品种已成为植物分子育种工程的目标之一。

所以本课题以小麦中TaNHX2为研究对象，构建了含有TaNHX2基因的植物表达

载体。构建Na+／H+反向运转蛋白基因的RNA干涉表达载体。采用花粉管通道法成

功的获得了转基因拟南芥，并进行了相关的分子生物学鉴定及生理验证。为植物

耐逆研究积累相关资料，主要试验方法和结论如下：

1．以植物双元载体pBIN438为基本元件，构建含TaNHX2基因的植物表达载体。

利用花粉管通道法将TaNHX2基因导入拟南芥，并获得转基因植株。通过PCR、

Southern杂交和R．T—PCR鉴定，表明外源基因已经成功整合到拟南芥基因组中，并

获得表达。将转基因拟南芥及野生拟南芥分别转到100mmol／LNaCl、

150mmol／LNaCl、200mmol／LNaCl的MS培养基，在盐胁迫条件下转基因植株在叶

片大小、植株根长、生物量上均优于野生拟南芥。在含3％PEG6000、5％PEG6000、

7％PEG6000的MS培养基上，野生拟南芥表现为生长缓慢，转基因拟南芥同样优于

野生拟南芥。说明过表达TaNHX2基因提高了转基因拟南芥的耐逆能力。

2．克隆得到拟南芥Na+／H+反向运转蛋白基因的部分片段，构建了抑$1JNa+／H+

反向运转蛋白基因的RNA干涉表达载体。利用花粉管通道法将RNAi载体导入拟南

芥，并获得转基因植株。将转基因拟南芥及野生拟南芥分别转到100mmol／LNaCl、

150mmol／LNaCl的MS培养基，在盐胁迫条件下转基因植株表现为生长缓慢，主根

纤弱；在200mmol／LNaCl的MS培养基上转基因植株叶片几乎停止生长。野生拟南

芥在不同浓度盐胁迫下叶片大小、植株根长、生物量上均优于转基因植株。在含

3％PEG6000、5％PEG6000、7％PEG6000的MS培养基上，转基因植株表现为生长

缓慢，野生拟南芥同样优予转基因植株。说明Na+／H+反向运转蛋白基因的RNAi载

体使转基因拟南芥的耐盐和耐旱能力下降。

关键词： Na+／H+反向运转蛋白 植物表达载体盐胁迫RANi



Study on construction and function of TaNHX2 gene plant

expression vector and plant RNAi vector

of Na+／H+antiporter protein gene

Yuan Jiangfeng

Abstract：The plant often suffcr from adverse environmental stresses during the

growth such as salinity,drought and low temperature etc．Among them，salt stress badly

influences in the yields of the plant，In order to reduce harmness of salt stress．in the

long run of evolution process，the plant has formed a set of endure the mechanism of

salt．The plantincreasetheNt ofoutside row,orlimittheN0 ofabsorption．orN0 is

sequestered in vacuole，So far，we have known that some plants mainly sequester Na+in

vacuole in order to reduce Na+harmness by the function of Na*／W antiport protein in

vacuole．So Na十／H+anfiport protein in vacuole play an important part in protesting salt

stress．With cultivated land being more and more limited，and the population

continuously increasing，breeding relatively high salt resisting plant is one of targets in

plant molecule breeding project．

In this research，TaNI-IX2 in wheat was used as experimental material，we

constructed one plant expression vector，which contained TaNHX2 gene．Using RNA

interference technique to constructed one plant expression vector,which contained

Na+／H+antiport protein gene fragment．The completion of this program gets the salt

resisting transgenic Arabidopsis thaliana by vacuum infiltration method．And also WC

have the mechanism research and physiology research backloging data for the plant

anti-salt．The main test method and conelusion ofthis thesis are as follows：

1．Using plant bivalent expression vector pBIN438 as the basic component，one

plant expression vector，which contained TaNI-IX2 gene．The TaNHX2 gene was

introduced into Arabidopsis thaliana and transgenic plantlets were obtained by vacuum

infiltration method．The successful integration and expression of the gene was identified

by PCR，Southern blot and RT-PCR．Wild type and transgenic lines were moved into

MS medium． Salt and drought tolerance analysis showed that overexpression of

TaNHX,gene in Arabidopsis thaliana could improve the growth status at 3％，5％，7％

PEG6000 and 1 OOmmol／L，1 50mmol／L，and 200mmol／LNaCl medium compared with

the wild type．The results indicated that the adverse resistance of transgenic plants was

II



strengthened in different levels．

2．Gene encoding part of Na+／H+antiport protein was cloned from Arabidopsis

thaliana．Using RNA interference technology constructed plant expression vector which

restrains expression of Na+／H+antiport protein．The RNAi expression vector was

introduced into Arabidopsis thaliana and transgenic plantls were obtained by vacuum

infiltration method，Wild type and transgenic lines were moved into MS medium

containing 3％，5％，7％PEG6000 and 100mmol／L，1 50mmol／L，and 250mmol／LNaCl

medium，Salt and drought tolerance analysis showed that plant expression vector by

RNA interference technology in Arabidopsis thaliana could constrain the growth status

compared with the wild type．The results indicated that the salt resistance of transgenic

plants was restrained in different levels．

Keywards： Na十／H+antiport protein plant expression vector Salt stress

RNA interference
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英文缩写词表

英文缩写 英文全称 中文全称

AA amino acid 氨基酸

Amp ampicillin 氨苄青霉素

bp basepair 碱基对

eDNA complementary deoxynucleie acid 互补DNA

DNA deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸
EB ethidium bromide 溴化乙锭

E coli Escherichia cell 大肠杆菌

EDTA ethylenediamine tetraacetic acid 乙二胺四乙酸

IPTG isopropyl-thio-13-D—galactosidc 异丙基一硫代．B．半乳糖苷

kDa kilo dalton 千道尔顿

LB luria—benrtani me‘iium LB培养基

2-ME 2-mereaptoethanol 13-巯基乙醇
rain minute 分钟

Wr relative molecular weight 相对分子量

O D optical density 光密度值

ORF open reading frame 开放阅读框
PBS phosphate—buffered saline 磷酸盐缓冲液

PCR polymerase chain reaction 聚合酶链反戍
PEG polyethylene glycol 聚己二醇

RNAi RNA interference RNA干涉

RNase ribouuclease 核糖核酸
r／m rotate per minute 每分钟转速
shRNA small hairpin RNA 小发夹RNA
SDS sodium dodecyl sulfate r二烷基磺酸钠

sec second 秒

TAE tris acetic acid ethylendiaminetetraacetic Tris．乙酸

Taq raq DNApolyermase Taq DNA聚合酶

Tris 2-amino一2(hydroxymethyl)一l，3-propanediol 三羟甲基氢基甲烷

x—gal 5-bromo-4-cholro·3·indolyl—p—D—galactoside 5-溴．4一氯一3．吲哚一B一半乳糖苷



引 言

土壤盐渍化是影响农业生产和生态环境的严重问题。全球的盐碱地约占陆地

面积的三分之--(Epstein，1983)，我国也有大面积的盐碱地，仅海岸带、滩涂地就

达一亿多亩。且有逐年增加的趋势(中国统计局，1997)，而地球上的淡水资源仅占

地球表面水资源的1．6％，这对于一百多万种动植物$n50多亿人口而言，显然是不

足的。在人口不断增加，耕地日趋减少和淡水资源不足的严重压力下，如何利用

大面积的盐碱地、荒漠化土地和丰富的咸水资源发展农业，这是国际上和生物科

学技术迫切需要解决的重大课题。人们曾试图通过合理的排灌、淡水洗涤、施用

化学改良剂等方式来改造盐碱地，但常因耗资大，见效少而难以推广。采用传统

的方法选育耐盐碱的作物品种虽然简便可行，但进展缓慢，至今尚未培育出真正

的耐盐品种。随着分子生物学技术的发展，人们寄希望于基因工程育种(分子育种)。

目前已有一些导入单个基因提高植物耐盐性的报道，但还没有得到真正意义上的

耐盐作物【l】。这是因为植物的耐盐机制十分复杂，涉及到一系列形态和代谢过程的

变化，转移单个基因往往只能获得部分耐盐性，要获得可以在海滩种植并用海水

浇灌的耐赫作物可能需要同时转移多个基因。耐盐作物的分子育种涉及到植物生

理学、生物化学、分子生物学、遗传学、育种学等多个学科领域，为了探讨分子

育种的对策，了解植物的耐盐机理以及植物耐盐性研究的状况和进展是十分必要

的。

1．文献综述

1．1盐分对植物的影响

植物赖以生存的环境是多种多样的，为了生长发育和繁衍后代，植物对各种

不同环境因子以不同方式加以感受、识别，并做出相应的生理反应，最终适应环

境。通常将这种在植物适应过程中环境因素对植物的作用叫胁迫，而土壤中盐对

植物的作用则称为盐胁迫。盐胁迫下。植物体必然做出一些相应的生理反应，从

这些生理反应可进一步分析盐胁迫机理及植物适应机制。盐胁迫下植物的主要生

理反应可归纳为以下几方面。

1．1．1盐分对植物外部形态的影响

盐分对植物个体发育的影响非常显著，总的特征是抑制植物组织和器官的生

长和分化，加快植物的发育进程。小麦长时间处于盐胁迫下，其叶片的面积缩小，

分蘖数和籽粒数减少，影响了小麦的产量[21。高粱在盐胁迫下，其叶片的生长区比

对照明显降低，同时，生长区细胞的最大生长速率也受到了限制。



陆静梅等【31对松嫩平原的4种盐生植物根的结构研究表明，它们的根都具发达

的通气组织。可能与盐生植物的耐盐性有关。宁顺斌等【4】提出，盐胁迫诱导的植物

根尖细胞的凋亡可能是植物抗盐的一种生理机制。华栋等【5】曾研究了盐分对杜氏藻

叶绿体超微结构的影响，发现叶绿体结构在低浓度下为杯状，而在高浓度下却离

解成多个相连的部分。Grieve等报道了盐分使小麦生殖结构的发生提前，加速了植

物的成熟【61。此外，盐分还降低叶原基的发生率，减少叶片数，在生殖期，盐分延

迟了小麦的分蘖“J。

1．1．2盐胁迫对膜结构的影响

1980年，Levite就指出不同环境胁迫作用于植物时，都会发生水胁迫。盐分胁

迫对植物生命活动的影响是广泛而深刻的，其中最明显的变化是由于脱水使膜系

统受到损伤，原生质膜是细胞的最外层薄膜，为植物细胞阻抗外界不良环境的屏

障，该质膜可使植物有效地防御逆境引起的损伤，从而维持细胞结构的稳定性，

确保一系列生理活动的正常运行。当植物处于水分胁迫时，原生质膜对水分胁迫

最敏感，首先感受到外界环境条件的变化，原生质膜组成和结构均发生明显变化，

使原生质膜的通透性改变，导致细胞内含物质大量外渗，电导率增大。胁迫程度

越强，原生质膜受伤越大，严重时造成细胞不能维持其高度稳定的有序结构而受

害死亡。另外，由于Na+竞争性地取代了质膜上的Ca2+，也会使膜结构改变，稳定

性下降，质膜的透性增强。质膜透性越大，植物细胞受损害的程度也越严重。盐

胁迫直接影响细胞的膜脂和膜蛋白，使脂膜透性增大和膜脂过氧化【8，】，从而影响

膜的正常生理功能。

1．1．3盐分使植物光合作用下降、能耗增强

在含盐量为0．35％以上时，盐渍土中大量的可溶性盐可导致土壤水势及水分有

效性显著降低，使作物立苗困难。高盐造成的植物叶片气孔失水关闭，以保持叶

内相对较高的水势，严重阻碍了C02进入叶肉细胞内，从而降低了植物的光合作用。

研究表明，NaCI短期处理下，菠菜光合作用降低以气孔限制为主，而在长期处理

下光合作用的非气孔限制增大(Lu Yuan．fang，et a1．1999)。植物在逆境下生长发育

需要额外的消耗能量，包括有机渗透调节物质的合成、离子主动吸收、区域化分

配以及盐诱导的代谢变化所消耗的能量。

1．1．4盐胁迫诱导的氧化胁迫对植物的影响

在盐胁迫等逆境条件下，植物体内活性氧代谢系统的平衡受到影响，这些活性

氧若不能及时清除就会造成氧化胁迫。活性氧代谢失调是逆境下需氧生物受害的

普遍表现，也是逆境损伤的重要原因之一。增加活性氧如O。、H202、·OH的产生

量，破坏或降低活性氧清除女：iJOlJSOD、CAT、POD、VitE、GSH等的活性或含量水



平。体内活性氧含量增高能启动膜脂过氧化或膜脱脂作用，从而导致膜的完整性

被破坏，差别透性丧失，电解质及某些小分子有机物大量渗漏，细胞物质交换平

衡破坏，进而导致一系列生理生化紊乱，使植物受到伤害。

1．1．5盐分造成植物营养亏缺(养分离子吸收不平衡)

盐胁迫下，植物在吸收矿物元素的过程中盐离子与各种营养元素相互竞争而

造成矿质营养胁迫，打破植物体内的离子平衡，严重影响植物正常生长，体内离

子的不平衡是植物盐害的重要方面。如高浓度的Na+阻碍作物对心和Ca2+吸收和

运输，c11抑制植物对N03‘及H2P04‘的吸收，其原因可能是这些离子之间存在着

吸收的竞争性抑制作用。

1．1．6盐分对植物内源激素的影响

在盐分胁迫下，植物体内的IAA、CTK、GA、ETH、ABA等均发生不同程度

的变化，但最复杂的变化是ABA$I]CTK。目前，大家公认ABA是一种逆境激素，

许多植物的ABA水平在逆境条件下都明显升高。近年来，人们利用分子生物学技

术研究了ABA参与的逆境反应。许多研究发现，逆境条件诱导的基因表达也能被

ABA所诱导。许祥明等[10l认为，ABA在植物对外界逆境的感受及其信号传导中起

着关键的作用。盐分条件下，植物首先诱导合成了ABA，而ABA又诱导了许多抗

盐基因的表达。而且，ABA对这些相关基因的调控主要是在转录水平上实现的，

如有人发现了在某些抗盐基因的启动子附近区域都有ABA的顺式调控成分，如

ABA反应因子等⋯I。

1．1．7植物对盐胁迫的生理反应

生活在高盐环境中的植物，除了降低根对离子的吸收和阻止离子向地上部的

运输外，还利用泌盐结构将己吸收入植物体内的离子排出体外，以维持体内离子

浓度低于产生生理毒害的浓度。因而盐生植物在形态上常有泌盐结构，如柽柳、

补血草、碱茅属植物的盐腺等。陆静梅等口j对采自山东垦利县黄河入海121的盐碱滩

地的野生大豆的盐腺进行了研究，通过电镜观察发现在野生大豆茎和叶表皮外切

向壁胞间层处着生有层出形成的盐腺，其头部由一个膨大的泡状圆球形细胞构成，

基部由一小柄细胞构成。在叶片上分布的盐腺形成了泌盐孔。野生大豆的泌盐方

式为：(1)根毛细胞在盐渍环境中汲取盐离子进入体内；(2)原生质体分泌出盐离子

进入液泡：(3)由原生质体分泌形成的角质化层将含盐小液泡包裹成小液泡包；(4)

含盐的小液泡包在传递细胞作用下，经过胞间连丝流入盐腺的柄细胞内；(51柄细

胞内的含盐小液泡包经过胞间连丝再进入圆球形的盐腺头细胞中，待盐腺的泌盐

孔形成，盐腺向外分泌盐离子或盐腺完全成熟时，整体破碎释盐。幼嫩的野生大

豆盐腺靠泌盐孔泌盐，成熟的盐腺靠整体破碎释盐。



气孔行为也是盐胁迫一个极为明显的生理变化。研究表明植物最初反应。是

通过较小气孔口来调整气孔开度，尽可能地减少因蒸腾造成的水分散失【1“，降低

蒸腾作用将影响叶绿体的捕光和能量转换系统，COz可能成为限制因子，且光解水

的效率降低。因此，在气孔关闭的同时，植物需要调整其光合作用和呼吸作用的

水平。盐胁迫使植物的呼吸作用增强。Dm(1992)认为，呼吸的增强可能是由于水

分胁迫引起气孔的关闭和蒸腾的降低，从而引起叶片温度的升高所造成的。它影

响暗呼吸也影响光呼吸，但水分胁迫下呼吸作用增加和光合作用降低的程度因不

同植物、不同胁迫程度而异112J。

脱落酸(ABA)在植物逆境反应中的意义和主要作用受到广泛重视。很早就发现

在干旱条件下，小麦、玉米等作物体内ABA较正常高出数十倍，说明植物的水分

状况与ABA的含量密切相关【l⋯。除此而外，水分利用效率【I”，水分饱和亏(WSD)，

叶水势，根冠比等生理指标均被证实与水分胁迫有密切关系【1”。

1．2植物耐盐的机制

随着我国人口增加，耕地减少，盐碱地资源的．丌发利用有着极其重要的现实

意义。而植物抗盐碱、耐干旱能力的提高和适宜在盐碱地上生长并具有较高经济

和生态价值的物种或品系的选育，则是利用盐碱地经济、有效的措施。然而大多

数植物对盐碱、干旱的耐受性差，只能生长在氯化钠含量为0．3％以下的土壤上，

这就极大地限制了这些植物在盐碱滩地上的生长。随着现代分子生物技术的飞速

发展，克隆、鉴定目的基因、将目的基因转化到目标植物中并获得转基因工程植

株，使植物育种取得了突破性进展。至今植物抗盐、耐早基因工程研究已取得了

长足的发展，已有较多研究将抗盐、耐旱基因克隆后整合进目标植物中，从丽开

辟了选育耐盐植物品种的新途径。然而，由于生物的抗盐、耐旱等是由多基因控

制的数量性状，其生理、生化过程是基因相互作用、共同调节的结果，这无疑给

研究植物抗盐、耐旱机制、基因表达调控等带来许多不便，但研究工作还是取得

了很大的成就。目前已开展的研究主要包括：与渗透稳态(osmotic homeostasis)有

关的物质和基因；与K+、Na+的稳态和区隔化有关的蛋白质和基因；其他离子稳态

(ionic homeostasis)和区隔化的研究；环境胁迫的条件下，细胞的信号传导和有关基

因表达的调控。

1．2．1与渗透稳态有关的物质和基因

当植物受到盐胁迫时，细胞内主动积累一些小分子有机化合物和蛋白类保护

剂来维持渗透平衡和体内水分，一般称之为渗透调节剂。这些物质既能有效地调

节渗透势，又不会对大分子溶质系统产生太大的干扰作用，还能有益于膜的稳定

性。这种相容性物质主要有4类：(1)氨基酸类，如脯氨酸等：(2)季铵类化合物，



如甜菜碱和胆碱等；(3)糖醇类化合物，如甘露醇、山梨醇和海藻糖等。这三类物

质都有较大的水溶性，能调节渗透势，但又不能进入蛋白质的水化膜内，不仅不

会破坏蛋白质的卷曲结构，反而由于被排斥在膜的外表而有益于保护和稳定细胞

蛋白质结构，防止酶变性失活。 (4)蛋白类保护剂通过保持细胞的渗透压和亲水

基团的保水作用发挥作用。

1．2．1，1脯氨酸

脯氨酸(proline)是植物中主要的渗透调节物质之一，它不仅是生物大分子的保

护剂或羟基的清除剂，还是植物从胁迫条件回复正常过程中迅速、有效的氮源、

碳源和还原剂。许多物种，包括细菌、真菌和植物等，在渗透胁迫条件下常通过

积累脯氨酸来达到渗透调节的作用。尽管对脯氨酸的积累究竟是由于盐胁迫引起

植物损伤的征兆，还是耐盐的原因目前尚存有争议，但脯氨酸合成酶基因的克隆、

分离和遗传转化却取得了很大成功，至今已从细菌、酵母、水稻、黑麦、大豆、

拟南芥、苜蓿等中克隆出了多个脯氨酸合成酶或与之相关的基因，即脯氨酸合成

酶基因族。在胁迫条件下由谷氨酸合成脯氨酸在植物脯氨酸合成的两条途径中占

主导地位。脯氨酸合成发生在细胞质中。在番茄、拟南芥和苜蓿等真核基因组中

有两个脯氨酸基因位点，一为编码合成Y．谷氨酰激酶(丫一GK)和谷氨酸一5一半醛脱氢

酶(OSA)的多顺反子mRNA，另一个即为△7．毗咯啉一5一羧酸合成酶基因

fA_pyrroline．5．carboxylate synthasc，PSCS)”⋯。P5CS基因是一个双功能基因，

编码Y—GK和GSA两种酶，催化从谷氨酸合成脯氨酸的最初两步反应。PSCS基因在

积累脯氨酸以降低渗透胁迫，在正常和胁迫条件下反馈调控植物中脯氨酸合成水

平等方面均起着重要作用。在胁迫条件下植物中脯氨酸的积累是两条途径相互调

控的结果：即增加脯氢酸合成酶基因的表达量，同时抑制脯氨酸降解酶的活性【l“。

研究表明烟草细胞在NaCl胁迫下，脯氨酸占游离氨基酸总量的80％以上Il 71。

高粱在严重缺水条件下，叶组织中脯氨酸的含量增加了108倍，占游离总氨基酸

的60％以上[18】。在其它植物中也有类似报道，但脯氨酸的积累究竟是由于盐胁迫

引起植物损伤的征兆，还是耐盐的原因，目前尚不清楚。有人认为脯氨酸的积累

是耐盐的原因，而不是盐胁迫下的偶然结果，Van Swaaij等¨州建立的大豆细胞系

在无盐胁迫情况下也能积累大量脯氨酸，其中有的细胞系确实具有较强的耐盐能

力，表明大量脯氨酸的积累也许具有对抗盐害的功能。另外有人则认为脯氨酸的

积累是盐胁迫的偶然性结果，以大豆为例，在同样的盐胁迫条件下．脯氨酸的积

累所显示的是一种栽培特性，其含量与抗渗透胁迫能力没有相关性瞄⋯，同样，在

盐胁迫条件下培育的高粱细胞中发现耐盐性与脯氨酸的积累也没有相关性【2l J。由

此可见，脯氨酸的积累与耐盐性状的关系还有待进一步研究。近年来，探讨P5CS



基因在转基因植物中的作用机制成了脯氨酸基因工程研究中的热点之一。目前的

研究表明，在生物细胞中脯氨酸的生物合成主要有如下几种调控机制：在细菌和

酵母中，GK和GSA由分离的肽合成并形成异源双聚体。GK由合成途径的终产物

脯氨酸反馈抑制。在动物和植物中，GK和GSA由双功能的P5CS基因编码。人

类的P5CS基因由鸟氨酸(Om)反馈调控，植物的P5CS基因则由脯氨酸变构调控

㈣。

1．2．1．2甜菜碱(betaine)

甜菜碱(betaine)是生物界广泛存在的细胞相容性物质，也是公认的在微生物和

植物细胞中起着无毒渗透保护剂作用的主要次生代谢积累物之一，其积累使许多

代谢过程中的重要酶类在渗透胁迫下能继续保持活性。多融生物如细菌、藻类、

高等植物等，在盐碱、水分和低温胁迫下，能诱导甜菜碱醛脱氢酶基因表达，积

累甜菜碱类物质来维持细胞的正常膨压。由于甜菜碱的合成途径比较简单，且已

证明甜菜碱合成后几乎不再被进一步代谢，属于永久性或半永久性渗透调节剂，

因此甜菜碱被认为是最有希望的渗透保护剂之一，在植物抗盐、抗旱研究中已越

来越受到重视。

自然条件下生物体合成的甜菜碱主要有两个方面的功能：(1)调解胞内渗透压。

高盐和干旱环境直接导致细胞内水分因蒸腾作用而损失；低温冻害导致细胞膜两

侧凝固点差异，随之引起胞内水分流失，这些作用都统称为渗透胁迫或水分胁迫

”啦“。渗透胁迫下，植物在细胞内掘速合成和积累高浓度的甜菜碱、脯氨酸等小

分子化合物，可有效降低渗透势，避免水分过度丧失，从而维持细胞具有相对稳

定的膨压。(2)保护细胞膜和酶类。高浓度的甜菜碱可以保护细胞膜和稳定细胞中

的生物大分子，如蛋白酶的正常功能。甜菜碱、脯氨酸等小分子有机化合物溶解

度高，本身不带电荷，而且在高浓度下对细胞也没有副作用，通过与细胞膜和生

物大分子的亲水表面作用，能够对抗或部分缓解胁迫条件下细胞脱水后胞内引起

离子浓度升高而导致的离子毒害作用12”。

植物体内甜菜碱是在叶绿体内通过光或激素(如ABA)诱导合成的(Weigel et al，

1986；Ishitani et al，1995)。一般认为甜菜碱的合成是以丝氨酸为原料，经过一系列

的反应生成胆碱，再由胆碱经甜菜碱醛通过两步不可逆的氧化反应生成甜菜碱。

这两步氧化反应需要两个酶的催化：第一个是胆碱单加氧酶(choline

monooxygenase，CMO)，它催化胆碱氧化成甜菜碱醛(betaine aldehyde)；第二个是

甜菜碱醛脱氢酶(betaine aldehyde dehydrogenase，BADH)，它催化甜菜碱醛形成甜

菜碱(betaine)。许多农作物如烟草、水稻、土豆、番茄等自身并不能积累甜菜碱，

如果利用基因工程技术，把与甜菜碱合成相关的外源基因，转入普通作物使其积



累甜菜碱，将可能达到增强作物耐盐性的目的。迄今为止，已有不少植物被成功

地导入了BADH基因及其它与甜菜碱合成相关的基因，并分别在不同程度上提高

了这些植物的耐盐性。如烟草【24】、拟南芥【25】、水稻[261、小麦等。另外，转入外源

BADH基因对植物耐寒、耐热等的影响也有一些报道。

1．2．1．3多元醇(Poly01)

多元醇含有多个羟基，亲水性强，能够有效地维持细胞内水活度，从而有效

地抵抗盐胁迫下的渗透脱水。多元醇包括单链代谢物，如甘露醇、山梨醇、环状

多元醇、肌醇和它的甲基化衍生物。多元醇的积累与植物对干旱和盐胁迫的耐受

性有关。多元醇在植物抗盐中起两方面作用：一是渗透调节，一是渗透保护。甘

露醇和肌醇生物合成所需的酶基I困mtlD(1．磷酸甘露醇脱氢酶基因)，其只在盐胁迫

或低温下才域诱导表达。mtlD是F{qTarczynski等人1993年从大肠杆菌中克隆到的。
随后将该基因转入烟草中，在高浓度盐分下，通过导入1一磷酸甘露醇脱氢酶基因的

转基因植株检测到了甘露醇的积累，与对照组相比有较高的盐耐受性，如长新根、

新花．植株鲜质量和株高都有所提高[27】。多元醇除了对细胞起到渗透保护作用外，

还能清除活性氧，在这方面甲基肌醇比甘氨酸甜菜碱更为有效(Smimoff等1989：

Orthen等1994)，尤其在高毒性羟基存在下，甲基肌醇及肌醇能保护对活性氧敏感

的酶和细胞膜口⋯。

1．2．1．4糖类(Glucide)

糖类物质也是植物受到盐胁迫时常常积累的小分子有机物，如海藻糖、果聚

糖、蔗糖等。它们既是一种贮藏性碳水化合物，又能作为渗透调节剂保护生物细

胞和生物活性物质在不良环境条件下免遭破坏。其中，海藻糖(trehalose)是一种国

际上新近开发的主要低聚糖之一，广泛存在于海藻、昆虫及高等植物体内，保护

生物细胞在脱水、干旱、高温、冷冻、高渗透压等环境下免遭破坏；海藻糖还能

在干燥状态下保持细胞组织的脂类、蛋白质、碳水化合物和核酸等不受破坏。在

许多微生物中相继克隆了海藻糖代谢途径的各种酶基因，如酵母中海藻糖合成酶

基因tspl、tsp2及两种海藻糖酶的基因nthlff[2athl；大肠杆菌中海藻糖合成酶基因

ostA、ostB及海藻糖酶基因treB／C等。已有报道将大肠杆菌的ostA基因和ostB基因

转化烟草和马铃薯。期望这些植物能积累海藻糖而获得抗渗透胁迫的特性1291。

1．2．1．5调渗蛋白(Osmotic，OSMl

调渗蛋白是在盐胁迫、脱水或低水势条件下，植物在对渗透压力适应的过程

中所合成的一类蛋白，它是蛋白质渗透胁迫保护剂。它Singh等人于t983年在含

NaCI的培养基上培养烟草细胞时发现口⋯，1989年LaRosa把这神蛋白称为调渗蛋白，

随后获得了该蛋白的cDNA克隆。调渗蛋白基因表达受转录后水平的调节，脱落酸



诱导编码调渗蛋白mRNA的合成并使其稳定，但只有调渗胁迫才能导致调渗蛋白的

积累。

12．1．6晚期胚胎发生富集蛋白(LEA蛋白)

1981年Dure等人首次从棉花种子发育晚期胚胎中发现大量积累的一类蛋白

质，称之为LEA蛋白。LEA蛋白Mr较小，约10～30 kDa，富含甘氨酸和其他亲水

氨基酸，疏水氨基酸含量很少，具有高亲水性和热稳定性。LEA蛋白的功能可能

是作为脱水保护剂而发挥作用，在种子成熟、干燥过程中和渗透胁迫条件下保护

细胞免受水势降低的损伤；LEA蛋白基因虽然是在种子成熟和发育阶段特异表达

的基因，但也可在植物受到干旱、低温和盐渍等环境胁迫后造成脱水的营养组织

中表达。在菜豆_(Phaseolus vulgaris)的种子中发现一种新的LEA蛋白基因Pvlea-18，

研究者发现这种LEA蛋白不仅在受到水分胁迫的菜豆秧苗中积累，而且在被良好

灌溉的秧苗中也有积累【3“。1996年Xu Deping用大麦的HVII基因进行转基因水稻的

研究，转基因水稻获得高的耐盐性。这一结果直接证明了LEA基因表达特点jFFILEA

蛋白功能的假说。LEA基因可作为一种抗胁迫遗传工程的潜在的分子工具【3⋯。

1．2．1．7渗透剂的转运

不同的组织器官，新陈代谢率不相同，对营养物质的生产和需求也不相同。

对于处在不同发育阶段的各组织而言，特定的发育过程也会有特定的营养物质需

求。当植物处于胁迫环境条件下时，不同组织器官所受到的影响存在差异，对渗

透荆的需求也各有不同。研究表明，脯氨酸在植物中各组织器官的沉积，除了各

组织的新陈代谢调控系统以外，脯氨酸的转运系统也影响了脯氨酸在某些组织中

的分布和沉积，且在部分组织中，脯氨酸的转运系统起着决定性的作用。在植物

的花粉形成过程中，经历了脱水干旱过程，积累高浓度渗透剂以降低胞内渗透势，

这对花粉细胞发育极其重要。在番茄花粉中脯氨酸的含量超过游离氨基酸总量

70％，花粉器官中脯氨酸的含量占总氨基酸的比例是其他组织器官的60倍p”。在

葡萄果实发育后期，脯氨酸大量积累，而相关合成酶如P5CS活性却未有增加13“。

在对玉米根伸长区的研究中，发现外界胁迫条件如千旱、高盐分会促使根部大量

积累脯氨酬”j”。在以上组织中，脯氨酸合成和讲解相关途径虽然受到适应性调
节变化，但不是脯氨酸大量积累的主要原因，应用同位素标记的示踪底物进行生

化分析显示，内源性脯氨酸的新陈代谢贡献很小，外源性脯氨酸的转运和积累才

是主要原因。这使得脯氨酸的转运系统在最近成为一个新的逆境相关研究的热点。

1．2．2与K+、Na+的稳态有关的蛋白质和基因

在正常生理条件下，植物细胞胞质心浓度相对较高(100一150mmolJL)，而Na十

浓度相对较低(1_10mmol／L)[”】，有较高的K+，Na十比。K+涉及植物许多生理过程包括



酶活性调节、蛋白质合成及渗透调节等，并且是唯一一种植物所必需的以相对高

浓度存在的阳离子。因此，保持胞质K+浓度，使其高于一特定值，对于植物的生

长及耐盐性都是非常必要“38]。在盐渍化土壤中，Na+是一种主要的有害离子。因

为许多细胞质酶活性对Na+都非常敏感，因而过高的Na卞会对植物造成伤害。因此，

在盐渍化土壤中，植物要想正常生长、发育并完成其生活史，必须保持较低的胞

质Na+浓度。要想保持低的胞质Na+浓度，植物细胞应限制Na+内流，增jJNNa+的外

排，或者把其区隔化至液泡【39J。其简略的过程为：Na+通过Na+．K+共转运蛋白或K+

通道大量“涌入”胞质，H+．ATPase，NaⅥr逆向转运蛋白等被激活，协同工作以

驱动Na十外排和运入液泡，最终形成胞外、胞质、液泡三者间的离子平衡。

I．2．2．1 Na十内流与K+吸收

盐渍生境中，植物细胞质膜内负外正的膜电势和胞外Na+浓度的升高建立起的

Na+电化学势梯度，都有利于Na+从外界环境到植物细胞内的被动运输[451。虽然目

前还不清楚植物NaT吸收机制，但Na+和K+的水合半径非常相似，运输蛋白很难把

它们区分开，各种证据均显示Na十可竞争K+跨膜运输进入细胞。一般认为贮运入植

物细胞通过K+运输体[40,411。植物通过低亲和K十运输体和高亲和K+运输体从胞外介

质中吸收K十。已确定的低亲和K+转运体大致可分为三种类型：内向整流K+通道(K+

inwardlv reetifying channels，KIRCs)，外向整流K+通道(K+outwardly rectifying

channels，KORCs)，电压不依赖型阳离子通道(voltage independent channels，VICsl。

内向整流K+通道，OHAKTl[40,41】，通过质膜超极化活化K+内流，在外界Na十、

K+的生理浓度下具有较高的K+／Na+选择性，随着外界Na+浓度的升高，它们可以显

著地调节Na+的吸收。此外。aktl-1突变体在NH4+存在下可在K+浓度低于100¨mol／L

的培养基上生长，表明AKTI可在微摩尔K十浓度范围内介导K+吸收【421。

KORCs在质膜去极化时开放，介导K+外排及Na+内流[4”。通过膜片钳技术已

从许多植物品种和组织中鉴定到KORcs。Schachtman[441等人证明将小麦的根放入

高NaCl浓度溶液会诱导根细胞质膜去极化，从而活化外向整流K+通道，促进Na+

顺电化学势梯度进入细胞。这些通道中有一种叫无选择性外向整流通道

(non—selective outwardly rectifying conductance，NORC)，它们对阳离子的吸收没有

特殊的选择性，胞质内Ca2+离子浓度的上升即可将其激活[40,41]。研究表明Na+取代

质膜上的Ca2+可诱导质膜的去极化，质膜去极化将激活KORCs，因而引起K+的外

流和Na+顺其电化学势内流。许多研究表明植物细胞质膜上还存在电压不依赖型阳

离子通道(voltage—independent cation channels，vic)，这些通道比电压依赖型通道

(KIRCs和KORCs)具有较高的Na+，K十选择性。1998年Amtmann年【lSanders提出了不同

阳离子通道的简单模型并认为电压不依赖性通道是高盐环境中Na+吸收的主要途
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径【”1。两个高亲和K+运输体家族可决定植物细胞的K*／Na+LI二。其一为高亲和贮运

输体14“(K+uptake transporter-high affinity K_transporter，KUP·HAK)，它在细菌、

真菌、高等植物中广泛存在。拟南芥至少有6个基因，大麦有2个基因编码KUP—HAK

高亲和K+运输体。HAK运输体通过K十m+协同作用发挥效应，并有较高的K+选择性。

Na+可在毫摩尔浓度范围内竞争性阻碍HAK运输体，并且大麦HAKl允许Na+渗入。

其二为HKT—TRK运输体，它包括高亲和K+运输体HKT及其homologs。这类运输体

在异源表达系统(如非洲爪蟾卵母细胞表达系统)中具有双重离子选择性：小麦

TaHKTl在微摩尔Na十浓度下为Na+／K十协同运输体，在毫摩尔Na十浓度下为Na+单向

运输体14”。而拟南芥AtHKTl只运Na十【48】；水稻HKT有两个基因编码，OsHKTI类似

AtHKT l为Na+运输体，而OsHKT2类似TaHKTl，可作为Na+／K+协同运输体或单向

运输体。OsHKTl基因转录在外界低K+浓度下增加，而在外界高Na+浓度下降低一J。

所有的研究结果表明HKT蛋白可能介导组成型的Na十吸收。

1．2．2．2 Na十外排

Na+从细胞内排出需要逆着其电化学势梯度，是一个主动运输的过程。某些海

藻的质膜存在Na+一ATPase，水解ATP驱动Na+向胞外运输。Shono等口o】用RACE技术

在单细胞藻类Heterosigma akashiwo中克隆得到第一个植物Na+一ATPase基因HANA，

该基因编码含1330个氨基酸的多肽，$1Na+／K+ATPase的n．亚基有40％的同源性。

目前，在高等植物中还没发现Na+一ATPase的存在，但在泌盐植物盐腺的分泌细胞

是否具有质膜Na+．ATPase是一个值得探讨的问题。高等植物Na+的外排机制主要与

质膜Na+，H+逆向转运蛋白有关，质膜H十．ATPase水解ATP产生能量把H+从细胞质中

泵出细胞，产生跨质膜的H+电化学势梯度，驱动质膜上的Na+／H+逆向转运蛋白，

使H+顺其电化学势进入细胞，同时Na+逆其电化学势排出细胞15”。目前，质膜Na+／H+

逆向转运蛋白活性已在许多高等植物中检测到。不同物种的质膜Na+，H+反向运转蛋

白其活性调节方式也有一些差异。例女1]Dunaliella salina和Atriplex nummularia的质

膜Na十／H+反向运转蛋白活性会随胞夕bNaCl的浓度上升而上升。在对Atriplex的研究

中还发现Na+／H+反向运转蛋白的活性增加不仅依赖于Na+离子浓度，还与质膜

”一ATPase的活性有关：用400nmaol／LNaCl处理Atriple植株发现其质膜的Na+m+反

向运转蛋白的转录水平有明显的增加。目前研究比较深入的植物质膜Na+／H+逆向转

运体为拟南芥㈣(saltovedy sensRivel，SOSl)。SOSl为127kDa的多肽，其N一末端

有12个跨膜区，C．末端有一个长的亲水尾巴。SOSl跨膜区与细菌及真菌质膜Na十／H+

逆向转运体有非常高的序列相似性。对SOSl突变体大量等位基因进行序列分析发

现SOSl的跨膜区及亲水尾部对于植物耐盐性都非常重要。最近对

AtSOSl-promoter—GUS转基因拟南芥进行分析，发现SOSl主要在根尖表皮细胞和根



茎叶木质部／共质体边界薄壁细胞中表达【53】。在拟南芥中过量表达_Atsosl明显增加

了植物的耐盐性，进一步证明s傩，及Na十外排对于植物耐盐性的重要作用【5”。
1．2．3 Na十区隔化

1．2，3，l Na十区隔化与液泡膜Na+，H+反向运转蛋白

无论是盐生植物还是非盐生植物细胞质的酶都对Na+非常敏感。为了把胞质内

的Na+保持在非毒性水平，许多植物把Na+区隔化入液泡。这一方面减少了胞质Na+

浓度，避免胞质过高Nr对生理生化过程的干扰；另一方面减小了植物细胞的水势，

促进植物从外界吸水，从而有利于植物在盐渍化土壤中的生存。这种作用一般认

为是通过液泡膜上的Na+／H+逆向转运体完成的【41,55,56l，对液泡膜上Na+，H+逆向转运

蛋白的研究始于酵母。Nass[571在筛选酵母Calcineurin突变体(cH6D的抑制子时发现

了一个与耐盐性有关的新基因NHXl，它编码Na+／H+逆向转运蛋白，定位于前液泡

膜和液泡膜上负责Na+的区隔化。多方面的证据证明酵母中去除Na+毒害的机制可

能与植物相同。

液泡是植物成熟细胞中最大的细胞器，能贮存营养和代谢产物，避免有毒物

质对细胞的伤害，大大提高细胞质表面积与体积之比，有利于细胞与环境的物质

交换，在细胞化学能利用、信号转导、膨压调节和耐盐性中起重要作用。而盐分

积累于液泡中是维持细胞质中高K+／Na+比的最有效机理之一。在正常生理条件下，

植物胞质维持着较高的K+／Na+比值，盐胁迫必然导致Na+过量流入胞内。盐生植

物和较耐盐的淡水植物不但能够吸收胞质内的Na+、C1‘以消除其对胞质的毒害，

并且将其贮存于液泡中作为渗透剂【58,59,60】，此液泡膜必须有高效的运输机制以保持

液泡内外的盐分梯度。鉴于液泡膜Na+／一反向运转蛋白在植物盐适应过程中的重

要作用，对它的研究得到了人们越来越广泛的重视并取得了很多重要的进展。

1．2．3．2液泡膜Na+／}I+反向运转蛋白的作用机制

盐分分隔化是依赖液泡膜上的Na+／H+反向运转蛋白完成的。Blumward等人

1985年首次于甜菜的贮藏组织中发现液泡膜Na+／H+反向运转蛋8[611。随后在大麦

【62】，春花(Catharantheus roseus)1631，海滨车前(Plantago埘nritima)[“l(Staal

etal，，1991)，冰叶日中花(Messenbrayanthemum crystallinum)165J，向日葵[66】等物种中

发现类似现象。

液泡膜Na十，H+反向运转蛋白的动力来源于液泡膜上的质子泵产生的跨膜电化

学势梯度，液泡膜的质子泵由液泡膜H+-ATPase和H+一PPiase组成。在逆境适应过

程中，盐诱导液泡膜H+一ATPase的基因表达，使其酶活性和泵运质子能力增强，

但不是在盐适应之后。与之相反，尽管单位膜蛋白的}I+．PPiase质子转运活性比

H+-ATPase高2～3倍，Na+却是H+-PPiase的抑制剂，这或许是由于Na+竞争结合了



H4-PPiase的钾离子结合位点的原因【67J。因此液泡膜Na+／}r反向运转蛋白一方面表

现出利用液泡膜两侧的质子电化学是梯度作为驱动力将Na+逆浓度梯度转运至液

泡内贮存。该过程最终可使液泡膜积累扯10倍于胞质的Na+浓度。另一方面证实

加入Na+都会使ATP依赖的酸性液泡间质变成为碱性【6”，造成液泡间质碱化现象。

面这一现象可扔制液泡膜Na十，}{+反向运转蛋白话牲1169,70,71,72,73,74l。

体外实验中发现当液泡膜两侧的pH梯度达到1．5时液泡能积累高于胞质10倍的

Na+离子，而没有这一梯度则不能观测到这一活性16⋯。Na+／H+反向运转蛋白对盐胁

迫的应答有三种形式：盐诱导一些植物的反向运转活性；一些植物无此效应：还

有一些植物在无盐的情况下反向运转活性较低，盐促进其活一性的增加。在对甜菜

悬浮细胞的试验中发现，在培养基中增加NaCl的浓度并不改变这一反应的Km值，

但是Vmax却增加了一倍【6⋯。这一现象说明在这一过程中可能有更多的反向运输

器被合成出来。与之相反。大麦的盐活化效应可在盐处理30分钟内发生，这种活

化可能是在于激活液泡膜上已经存在的蛋白而不是依赖蛋白的诱导合成，因为在

蛋白合成受抑制之后仍然能够观察到这一现象【75】，在Plantago属的物种中，只有

耐盐型的Plantago maritina液泡存在Na+／小反向运转活性，而在膜上的反向运转

蛋自外排盐分而并不在液泡中积累，车前属植物(Ptantago)中出现的这一现象或

许与此有关。

1．2．3-3液泡膜Na+／H+反向运转蛋白研究现状

目前虽已有大量的生化证据说明植物的Na十／H+反向运转蛋白在盐适应过程中

的作用，然而由于相关的克隆和研究进展缓慢，阻碍了对赫适应过程该蛋白分子

机理详细了解。酵母NHXl基因的分离鉴定及拟南芥基因组计划的进展为高等植

物的液泡膜Na+／H+反向运转器的分离鉴定奠定了基础。

近来从拟南芥中已分离得到的编码液泡膜Na+／H+反向运转蛋白的基因AtNHXI

以及它在酵母中异源表达的情况测定，该基因编码一个有538个氨基酸组成的蛋

白，并含有一个氨氯吡嗪脒结合域。它与线虫(Celegans)和人类的Na+／H+反向

运转器有很高的序列同源性，但N端和C端除外。在对潮霉素和Na+敏感的△nhxl

细胞中表达AtNt-LYI可部分抑制突变体的阳离子敏感表型。Northern杂交分析发现，

当植株分别在250mmol／LNaCl和250mmol／LKCl中处理后，AtNHXl的mRNA转

录产物分别提高了4．2倍和2．5倍，说明AtNH_X1在阳离子平衡方面可能起着一定

作用。该结果暗示着AtNHXl的功能在某些方面与酵母NHXl相当。

随后，Apse等人为了检钡4Na+／H+反向运转蛋白的活性，分别从野生型和过表

达AtNHXl的拟南芥植株提取了完整的液泡，检测了各自的Na+依赖的质子运输活

性。实验发现，尽管Na+／H+交换活性在野生型植株中很低，但在转基因植株中却



十分显著，而且转基因植株中液泡膜Na+m+离子交换活性的提高与AtNHXI的表

达量呈正相关。另外，转基因植株能够在含有200mmol／LNaCI的环境中正常繁殖。

综合上述结果，说明N舢I+反向运转蛋白在盐胁迫中起作用¨州。
除拟南芥之外，Fukuda等在水稻中也发现了AtNHXl的同源基因OsNHXl，

它与AtNHXt的氨基酸序列同源性为73％，并具有可能的氮氯吡囔脒结合位点

LFFIYLLPPI。Northern杂交分析表明NaCl可以诱导OsNHXl的转录。这些结果

暗示着OsNHXl可能是一个液泡膜Na+，H+反向运转蛋白，并且在水稻的盐适应过

程中起作用，但OsNHXl的功能还需要进一步试验证实17”。

最近有人从盐生植物Atriplex gmelini中分离到一个编码Na+／H+反向运转蛋白

的基因AgNHXl。这个基因编码一个由555个氨基酸组成的蛋白，Mr为61．9kDa，

其氨基酸序列与AtNHXl和OsNHXl有75％的同源性。AgNtLY51的活性与液泡膜

质子焦磷酸化酶活性相关，而不与P型ATPase相关，表明AgNHXl可能位于液泡

膜；AgNHXI的mRNA和蛋白水平都受到盐胁迫的诱导；酵母△nhxl突变体中表

达AgNHXl增强了细胞内的盐分区隔化水平。也说明AgNHXl在盐胁迫中的作用。

Yamaguchi等人最近从Spomoea nil中分离出一个编码Na+／H+反向运转蛋白的基因

tnNHXl，这个基因产物通过改变液泡的pH值控制花瓣蓝色的形成。酵母突变互

补实验也证实该基因与盐胁迫有关【7”。

耐盐性是一个复杂性状，是多个基因相互作用的结果(Cheeseman，1988；

Barteland Nelson，1994)。大量的盐胁迫反应的基因似乎也支持这个观点(Zhu，

2000)。在一个基因型的品种中只有积累了多个耐盐基因才能具有耐盐性，单一的

基因不能提高作物的耐盐性(Ye．等，1988；Cuartero等，1999)。然而对Na+／H+逆向

转运蛋白基因的遗传转化研究表明，转单一的Na+／H+逆向转运蛋白基因能够明显提

高作物的耐盐性。Apse等(1999)对转AtNHXl基因的拟南芥植株进行了分析。过量

表达Na+／H+逆向转运蛋白的转基因拟南芥植株在200mmoI／L NaCI中能正常生长发

育。

此外，随着人们对液泡膜Na+／H+反向运转蛋白了解的深入，以及相关基因的

成功分离鉴定，它在农业生产上的应用也逐渐开始为人们所重视。最近，Zhang

和Blumwald在西红柿中过量表达拟南芥液泡膜Na+／H+反向运转器，发现转基因植

株能在含200mmol／LNaCI的土壤中正常生长，开花和结实。更令人感兴趣的是，

尽管植株的叶片有很高的盐分积累，接触的果实只含有很低的盐分[791。随后Zhang

等人又在油菜(Brassicanapus)中过量表达AtNHXl。他们发现尽管转基因植株体

内的含盐量占到其于重的6％，但高盐±壤(200raM NaCl)对植物的生长仅造成

了很轻微的影响，而且作物的产量和质量都没有受到盐渍土壤的影111][80】。上述试



验结果预示着植物的液泡膜Na+／H+反向运转蛋白对于改造农作物的耐盐性状以及

耐盐作物在农业生产中的应用有着较重要的作用。

1．2．4其他离子的稳态(ionic homeostasis)和区隔化

1．2．4．1 C11的吸收和区隔化

Cl。的吸收可分为两个阶段，一是盐胁迫后，另一个是在离子稳态建立后18k“l，

盐胁迫时，H+电化学势梯度变化，Na+的内流使膜电势减弱，有利于C1。顺电化学

势进入细胞。在这一被动运输中，可能有阴离子通道介入。但在稳定状态(质膜两

侧离子平衡和电化学势重新建立后)，质膜电势达．120～．200 mV，C1‘内流伴随H十转

运，可能通过cl’．H+同向转运蛋白进行跨膜运输。进入细胞后，c1．可被区隔化入液

泡。c1‘向液泡的转运可能是通道或载体使得c1。顺H+梯度进入液泡，液泡膜内+50

mV的电势完全可以使液泡内c1’浓度高达胞质中的10倍。关于盐胁迫过程中植物细

胞cI一吸收及稳态重建的机制资料很少，是一个有待研究的领域。

1．2．4．2 Ca”的稳态

ca2+对植物细胞的结构和生理功能有重要作用。许多胁迫因子如温度、光照、

盐等都能引起胞质游离cd+水平的瞬间增加，高浓度的Ca”直接或间接(如

ca2+-CAM)活化一定靶酶，从而产生相应的生理生化反应。增加的ca：+对质膜和液

泡膜上钙转运体产生反馈作用，激活转运体，将增加的ca：+泵回胞外或钙库中，恢

复静息时的Ca2+浓度，这一过程称Ca：+的稳态平衡过程[83】。但若短暂、瞬息增加

的胞质Ca”在行使完信使功能后仍长时间停留在胞质中，就会引起ca”中毒，导致

细胞结构的伤害，最终引起植物死亡。因此，调节ca：+转运系统活性，维持胞质

ca：+稳态平衡，在植物抗逆性建立过程中具有重要作用。ca：+转运系统由介导ca：+

内流的通道及介导ca：+外排的Ca2+主动转运体组成。通过电生理及生化方法在质膜

(PM)，液泡膜及内质网(ER)上确定了许多Ca：+通道的存在。包括：大阳离子通道

(Maxi．cation channel)，非选择性阳离子通道(nonselective cation channel)，电压依赖

Ca”通道VDC(voltage．dependent calcium channel)，慢活化液泡通道SV(slowly

activating vacuolar channel)，IP3(InSP3-activated receptor)，cADPR—R(putative cyclic

ADP—ribose activated receptor)以及BCCI(Srionica Ca．”channel)。但编码这些通道的

基因尚未确定悼4J。

ca：+主动转运体主要分两类，其一是W／Ca：+逆向转运体(H上／℃矿antiporter)女[1
CAX。CAXl是第一个被成功克隆并有功能性表达的植物H+／Ca”逆向转运体【9”。

其二是Ca 2十．ATPase(钙泵)，直接水解ATP转运ca：+。根据蛋白质序列分析，将植

物ca：+泵分为IIA和IIB型Ca”泵，分别对应动物细胞上的ER．型和PM．型Ca2+泵。从

植物中已克隆出编码IIA型泵的基因，如番茄的LCAI、水稻的OCAI、拟南芥的



EC爿五彳CH3等。这些IIA型泵是由一条多肽链组成，表现出相似的Mr．-115-116 kDa。

编码liB型泵的植物基因有拟南芥爿CAI矛IIACA2、花椰菜的BC■』等。BC■拜口■C爿2

及其同源物都是CaM刺激的Ca2+_ATPase，它们与CaM的结合区位于N末端，并且

定位在细胞内膜上，具有相似的Mr(1ll-116kDa)，可能有10个跨膜区埔⋯。

有许多证据表明植物Cd+转运体与盐适应有关。在NaCI处理的番茄、烟草和

拟南芥中Ca2+．ATPase基因转录增加，表明随NaCI处理时间的延长，钙泵数量增加，

从而使胞质q6Ca2+水平降低，维持胞质ca2+稳态，保证植物正常生长。最近从酵母

中得到的实验数据证明ca2+可活化盐胁迫信号，从而调控离子稳态以及耐盐性【8“。

高盐造成的高渗诱导Ca2+通过cJ+运输系统跨质膜内流，从而使胞内Ca2十浓度短时

(1分钟)增加。进而活化PP2B(控制离子稳态化的盐胁迫信号的关键中间组分)，诱

导主要负责Na+跨质膜外排的P一型ATPase基因ENAI的转录。高渗诱导的胞内ca2+

浓度增加还可活化钙调素，钙调素反过来又可通过Calcineurin(依赖于-Ca2+，钙调素

的蛋白磷酸酶PP2B)途径活化控制离子稳态和耐盐性的信号成分。植物中也存在类

似的机制【”1。盐胁迫引起植物胞质Ca2+的快速增加，升高的Ca2+可启动信号级联

反应，从而调节植物盐适应性18”。

l-2．5跨膜电化学梯度的重建

盐胁迫导致N矿大量涌入胞内，破坏了植物细胞原有的跨膜电化学势梯度。而

疋等营养物质向胞质的运输和Na+向液泡内的区隔化等都必须依赖跨膜电化学势

梯度提供驱动力。因此，重建跨膜电化学势梯度是细胞存活的必要条件。细胞膜

H+．ATPase与液泡膜H+-ATPase和}r．PPase主要负责建立和维持胞质(一120～200

mV)和液泡(十50 mV)的跨膜电化学势梯度，从而驱动各种溶质的次级转运。

质膜H+．ATPase由多基因家族编码，各等位基因的表达可以特异地受到调控，

这些调控因素包括时间、空间、化学条件及环境诱导因子。酵母基因PMAI所编

码的在植物和真菌中高度保守的H+．ATPase通过调节细胞内Ⅳ浓度在耐盐中起到

重要作用【89】。

植物液泡膜H+_ATPasejflJH+-PPase水解ATP和焦磷酸把H+泵入液泡产生跨膜质

子梯度。盐胁迫激活H4-ATPase酶活性和质子泵的H+转运能力，在液泡膜两侧建立

质子梯度。这些激活包括蛋白丰度提高，动力学特征改变，亚基成分变化及表达

调控的变化[9⋯。研究表明：NaCl胁迫明显增加了碱蓬液泡膜H+一ATPase的水解活性

和泵活性【9l，92l，促进了A、B、H、c亚基转录及蛋白表达的增加。植物液泡膜H+-PPase

参与H+向液泡内的转运，负责调控胞质pH和焦磷酸代谢【93】。液泡膜H4-PPase的过

量表达有可能增加质子驱动力从而提高植物的耐盐性。的确，异源表达拟南芥液

泡膜H+．PPase恢复了盐敏感酵母突变体的耐盐性；过量表达拟南芥液泡膜H+．PPase



AVPl明显增加了转基因植株跨液泡膜质子梯度，促进了AtNHXl所介导的Na+，H+

反向转运活性，将Na+区隔化至液泡，因而明显增加了转基因植株的耐盐性及抗旱

性州1。

1．2．6水分的吸收

盐胁迫下水分吸收的研究开展较少。盐胁迫下细胞的膨压一般都下降，例如

高盐胁追时的玉米根细胞的水通透能力下降5倍。目前认为干旱、盐等胁迫能调控

水通道蛋白在生物膜(质膜，质体和液泡膜)上的数量和相对丰度。水分的跨膜运输

还与水通道蛋白的磷酸化程度密切相关【95】。在菠菜中观察到低水势能降低PM28A

的磷酸化程度，体外实验也证明PM28A的磷酸化程度降低，水分通透能力也随着

下降196l。这些都说明盐胁迫在分子水平上通过影响水通道蛋白的性质和丰度，改

变细胞对水分的吸收，降低细胞的膨压。

1．2．7应答调控分子

盐胁迫导致的水分胁迫应答调控分子在信号传递途径中的作用分为两类：一类

是信号传递过程中起级联放大作用的酶类．激酶；另一类是信号传递过程中，最后

作用于基因，并参与基因表达调控的转录因子。

1．2．7．1激酶

研究植物胁迫信号的传递过程可参考酵母中以阐明三条渗透胁迫信号传递途

径。第一条为：SLNl一SSKl一SSK2／SSK22一PBS2一HoGl(HOGl途径是渗调剂

甘油的受控合成途径)，该途径属于两组分信号传递系统；第二条为：

SH01一PBS2一HOGl。这两条途径中的其他成员SSK2／SSK22，PBS2和HOGl

分别相当于MAPK信号级联系统中激酶成员；第三条涉及一种依赖C扩／CaM的

PP2B类型的蛋白磷酸酶calcineurin(CaN)，CaN与ENA(促进离子外排的ATPase)

共同作用，将酵母细胞内的Na+和Li+排出，从而达到耐盐的目的。利用功能互补

等方法从相应的酵母突变体中分离出许多个植物cDNA序列，它们在突变体中表

达能恢复感盐突变体的表型。如PsMAPK对应于HogI(MAPK)，AtMEKl和

MAPKKl对应于MAPKK和MAPKKK，暗示这些cDNA基因可能参与了在植物

盐胁迫中的信号传递级联反应。激酶植物在胁迫条件下，所产生的胁迫信号经调

控分子间的传递，最终激活效应分子，引起植物抗逆应答。在信号传递中，首先

伴随激酶的磷酸化和去磷酸化，这种转化对胁迫信号的传递起重要作用。目前酵

母中已阐明三条渗透胁迫信号传递途径，与其相比，ZHU认为植物的胁迫信号的

传递过程存在以下方式197】，如图1所示。

第一条信号途径通过丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶：MAPKKK激活MAPK级联信

号系统来行使功能。在拟南芥基因组中，已经鉴定出了许多下游的MAPKK和
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MAPK基因。利用酵母突变体进行相关基因的功能互补实验发现渗透胁迫下，

MAPK的转变可能与细胞周期及细胞生长延缓有关。第二条传导途径是CDPK介

导的，CDPK(Ca2+．dependent Protein Kinases域，在渗透胁迫时可被诱导或激活，

这表明它们是参与胁迫信号传递过程。在水稻中，与膜相关的CDPKl基因在冷胁

迫下，酶活性增加，过量表达OsCDPKS能够增加水稻对冷和渗透胁迫的抗性。这

表明它们能够增加植物的耐逆性。但是CDPK胁迫信号传递给下游的蛋白及它们

相互作用的机制还不清楚。第三条传导途径是由Ca2+参与的信号传递体是SOS3

家族的Ca“结合蛋白。拟南芥中SOS3基因功能缺失后，植株对NaCl敏感增强，

但增加培养基ca2+的浓度后能够降低SOS突变体对盐胁迫的敏感性，这表明体外

高浓度Ca2+可以减轻盐胁迫对植物的伤害。通过SOS的调控结构域，SOS3与SOS2

相互作用，形成SOS3．SOS2复合物．该复合物可以激活SOSl一⋯。SOSI编码Na+／H+

反向运转蛋白。由此看出该途径所传递的信号有调节Na+的运输，调节离子胁迫的

作用。

釉mo_一一-1 r————一‘——=1 r—————————_]r————一
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Fig 1 Major Types of Signaling for Plants during Cold，Drought and Salt Stress

1．2。7．2转录水平调控

基因转录水平上的调控是植物盐胁迫应答过程中极其重要的一环。当植物细

胞感受外界高盐信号，一些跨膜受体蛋白将胞夕}信号转化为胞内信号，并随即引

发相应的信号传导途径。当胁迫信号传给转录因子后，转录因子与某一或某些基

因启动子区域中的特异顺式作用序列结合，激活RNA聚合酶，从而促进或增强基



因在胁迫条件下的转录表达。然后通过基因产物的作用对外界在生理生化等方面

作出适合的调节反应。迄今所分离的受盐和干旱诱导的转录因子基因主要有：具

色氨酸簇(Trp cluster)结构域的MYB转录因子、含有碱性螺旋一环-螺旋(bHLH)和亮

氨酸拉链的MYC转录因子、含有碱性区域和亮氨酸拉链的bZIP转录因子、锌指类

转录因子STO、玉米VPl转录因子以及具有AP2结构域的DRE结合蛋白DERBl和

DREB2转录因子[99,100l等。通过构建启动子表达载体和酵母单项杂交(One．hybrid)

方法，目前已发现植物中渗透胁迫应答基因的转录至少有四条独立的信号转导途

径，其中两条是ABA依赖途径[1011。图1所示为响应不同环境胁迫的转录因子所属

调控途径模型。

l，2，7．3依赖于ABA的表达调节途径

ABA作为一种受胁迫因子诱导的植物激素，在细胞对胁迫的耐受性方面所起

的作用已得到广泛认可。一些渗透胁迫应答基因的表达受ABA诱导，分析这些基

因的启动子发现了一些保守的ABA反映元件。在对水稻Rabl6基因的启动子序列进

行比较时发现了两个保守区域：motifl(GTACGTGGC)和motif2(CGG／CCGCGCn。

进一步研究表明motifl是对ABA反应的顺式作用元件【l⋯。此外，大麦ABA诱导基

因Em启动子的研究也发现了两个类似的保守元件：Emla(CACGTGGC)和

Emlb(ACACGTGCC)|”3j。这类对ABA起反应的元件统称为ABRE(ABA responsive

element)，其保守序列为PYACGTGGC。除ABRE之外，还存在另外一些对ABA反

应的j喷式作用元件，如CE】序列TGCCACCGG和玉米Cl基因启动子的保守元件

GGTCGTGTGGTCCATGCATGCACll04,105】。ABA诱导的基因的表达除了需要有一

定的顺式作用元件外，还需要反式作用因子的参与。Guiltinan等最早从玉米中分离

至I]ABRE结合蛋白EmBPl，其序列中具有保守的Leu拉链(bZIP)结构，该蛋白对玉

米Em基因受ABA诱导表达是必须的。相关的研究表明该转录因子也参与Em基因的

表达调节，其可能的作用是通过影响ABRE及其结合蛋白复合物的结合特异性而间

接调节Em基因的表达。也有一些胁迫应答基因如rd22能同RD22BR(MYB)，

AtMYB2(MYC)特异性结合，而启动子中却并不含有ABREJII页式元件。这表明转录

因子(如MYB)调控是盐胁迫应答所必须，但具体到不同的调控途径还需要其他的

调控分子参与共同完成。

1．2．7．4不依赖ABA的表达调节途径

Yamaguchi—Shinozaki等(1993)研究发现在渗透胁迫及ABA存在的条件下，拟

南芥RD29A基因的转录有两个高峰期，即胁迫后20分钟出现第一次高峰，大约3小

时后出现第二次高峰““⋯。而在相同条件下，在拟南芥对ABA不敏感的突变体中RD29A

基因的转录只有第一次高峰。这一结果表明RD29A基因第一次高水平的转录是受渗



透胁迫诱导的结果，而且这种诱导作用不依赖于ABA。进一步的研究发现RD29A基

因的启动子中含有一个不依赖于ABA的9个碱基的顺式作用元件DRE(TACCGACAT)。

最近已相继分离了DRE反式作用因子CBFl(Stockinger等，1997)、DREBl、DREB2(Liu

等，1998)，其结构含AP2结构域。

除了DI也外，在RD29A基因启动子中，同时还存在另一个顺式作用因子，即

依赖于ABA的ABKE。Yamaguchi2Shinozaki等认为两种顺式作用因子的存在可以解

释RD29A基因诱导表达的两个过程，即ABA合成积累前的快速诱导年IJABA合成后

缓慢而强烈的第二次诱导过程。

1．2．7．5转录后水平调控

转录后水平调节是指以下几个方面：RNA拼接、加工及转移；mRNA稳定性

及翻译效率；蛋白质翻译后的修饰、酶活性及蛋白质降解速度。LaRosa等(1992)

发现在所有能诱导osmotin基因转录的因素中，包括干旱、盐、乙烯、细胞分裂素、

病原菌侵染等，只有干旱、盐和乙烯能显著地诱导osmotin蛋白的积累。Cushman

等(1989)也注意到胁迫下磷酸烯醇丙酮酸羧化酶基因转录水平与蛋白积累不一致

的情况。这些实例说明一些渗透胁迫应答基因的表达调控也发生在转录后水平。

1．3 RNA干涉的研究进展

在许多生物体中导入双链RNA(dsRNA)后，会引起体内同源基因特异性的沉

默，这种现象称作RNA干涉(RNA interfeFeHce，RNAi)。由于RNAi现象先后在不同

生物中被发现，不同领域的研究者给它作了不同的命名：植物学家称它为共抑制

(CO—suppression)或转录后基因沉默(post transcriptional gene silencing，PTGS)：线虫

和果蝇的研究人员称它为RNAi，真菌的研究者称它为消除作用(quelling)。现在人

们已经意识到这些现象之间存在着密切的联系，可能有着共同的生物学意义和相

似的作用机制。这也表明RNAi现象在生物体中普遍存在而且在进化的很早阶段生

物就获得了这种机制。

1-3．1 RNA干涉现象的发现

早在1990年，Rich Jorgensen及其同事在矮牵牛中发现了一种转基因同时抑制

自身和相应内源基因表达的基因沉默现象【l07】。他们试图通过增加色素合成基因的

拷贝数来创造一种紫色更深的矮牵牛，但其结果出入意料，一些转基因植株部分

或完全开出白花，这表明色素的合成途径被关闭而不是被加强。事实上，不仅仅

该基因不表达，而且植株中所有的色素合成基因都失活。他们将这一现象称为共

抑制。

几年以后，英国的植物研究者Ruiz等在进行抗病毒的植物遗传工程研究时也发

现了类似现象。他们将x病毒繁殖所必需的编码复制酶的基因转入西红柿中，结果
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发现一些植株表现为抗病毒，而另一些则不抗病毒。进一步研究表明，抗病毒的

植株产生非常少的复制酶，而感病的植株则大量表达x病毒复制酶，抗病植株不仅

能使转入的基因而且还能使x病毒的复制酶基因沉默。

1994年，Cogni等人在野生型粗糙链抱霉(Neurospora crGss口)中转入胡萝卜素基

因albin01或albin03时，发现在部分实验中，内源性al—l或a1．3基因的表达水平反而

大为减弱了。他们称这种现象为消除作用(quelling)。

1995年，康奈尔大学的Su Guo博士试图证明par．1基因的失活会破坏秀丽新小

杆线虫第一次卵裂的不对称性，线虫(Ceanorhabdiris etegans)的第一次卵裂是不对

称的，所形成子细胞的大小、胞浆成分以及将来的命运都不相同。她在关闭par．1

基因的表达时使用了反义技术，即注入反义RNA(antisences RNA)，使它和par-1基

因的转录物杂交，从而阻断蛋白的翻译过程。但令人惊讶的是，在她的对照试验

中，正义RNA(senses RNA)也同样使par-1基因的表达关闭了。这与反义RNA技术的

传统解释机制完全相违背。她们一直无法解释这一现象。

直到1998年2月，华盛顿卡耐基研究院的Andrew Fire和马萨诸塞大学癌症

中心的Craig Mello首次将双链dsRNA正义链和反义链的混合物注入线虫，结果诱

发了比单独注射正义链和反义链都要强得多的基因沉默。实际上每个细胞只要很

少几个分子的双链RNA已经足够完全阻断同源基因的表达。后来的实验表明在线

虫中注入双链RNA不单可以阻断整个线虫的同源基因表达，还会导致子一代的同

源基因沉默。他们将之称为RNA干涉Il”“”l。Fire和Timmons继续实验，发现将

一种能够表达c．elegns unc．22基因同源的双链RNA的基因工程细菌喂食线虫，结

果线虫表现出类似Ling．22缺陷的类型。后继实验表明将线虫浸入双链RNA中，同

样可以诱导基因沉默。

随后，在短短的一年时间内陆续发现RNA干涉现象也存在于真菌(Alvarado，

1999)、拟南芥(Chuang等，2000)、锥虫(Lohmann等，1999)、水螅(Ngo等，1998)，

涡虫(Sharp等，1998)、斑马鱼(Wargelius等，1999)等几乎所有真核生物中。这说明

RNA干涉很可能是在进化的很早阶段就已经产生了。在涡虫中发现RNA干涉现象

也为再生的分子机制研究开辟了新的途径。2000年8月发现甚至在大肠杆菌中也存

在与RNA干涉相类似的现象(Tchurikov等)。

2000年2月，剑桥大学的Wianny等人发现在哺乳动物小鼠的早期胚胎中双链

RNA也能产生特异的RNA干涉效应。她们用双链RNA注射小鼠受精卵和着床前的

胚胎，发现能够特异性的阻断相应c．mos、E．cadherin和GFP(绿色荧光蛋白)的基因

表达。这表明RNA干涉也存在于哺乳动物中，同时也为RNA干涉研究人类基因功

能和治疗人类疾病提供了希望。



2000年6月，密歇根大学的Clemens等又发现了RNA干涉在体外培养的细胞系

中也能实现。他们发现对于果蝇的S2细胞系，只要在无血清培养基中加入适量双

链RNA，就可以诱导产生RNA干涉效应。从此RNA干涉技术为研究细胞内复杂的

信号转导途径的生化和分子机制提供了方便。

产生RNA干涉的技术途径也不断得到拓展。最早是通过生殖腺注射的方式在

秀丽线虫中实现RNA干涉的。随后的研究发现：体腔注射、肠细胞内注射也同样

有效(Fire等，l 998)。后来又发现不需要注射双链RNA分子，只要给线虫喂食能转

录双链RNA的大肠杆菌(Timmons等，1998)、甚至只要把线虫浸泡在双链RNA溶液

中就能够产生RNA干涉效应(Clemens等，2000)。在其他生物中有人尝试了电穿孔

法、基因枪等方式转染双链RNA，都取得了成功(Ngo等，1998)。这就为RNA干涉

技术用于植物体和体外培养细胞系铺平了道路。2000年2月，用转录形成x链RNA

的质粒对线虫进行转基因也获得了成功(Tavemarakis，2000)，得到可以热诱导产生

RNA干涉效应的线虫，而且这一效应是可以稳定遗传的。与此同时，RNA干涉的

分子机制也开始得到揭示。1999年德国普朗克研究院的Tusch，和美国马萨诸塞州

立大学的Zamore在果蝇胚胎裂解液中实现RNA干涉，从而建立了RNA干涉的体外

研究系统，为解开RNA干涉的生化和分子机制铺平了道路(Tuschl等，1999)。2000

年3月，他们利用这一体外研究系统发现，在RNA干涉中，双链RNA首先被降解成

21—23nt的小片段，然后相应的mRNA也在与双链RNA同源的区段内，按照同样的

间隔被降解成21～23nt的小片段，这一过程依赖ATP，但不与mRNA的翻译相偶联

(Zamore等，2000)。这与植物中的共抑制非常相似(Hamilton等，1999)，从此线虫

中RNA干涉的研究，植物中基因表达共抑制现象的研究以及真菌中基因压制现象

的研究几个独立的基因沉默研究领域因为发现相同的基本分子机制逐渐统一在一

起了。犹他大学的Domeier等人发现无义RNA降解途径(nonsense—mediated decay)的

相关基因(sing一1至stag-6)中有三个基N(smg．2，smg一5，stag一6)是RNA干涉效应的维

持所必须的。这说明RNA干涉效应的维持是与细胞中其它基本基因的表达检测调

控系统密切相关的。RNAi的发现掀起了dsRNA介导的基因沉默作用分子机制及其

生物学功能研究的热潮，使RNAi成为RNA领域的又一热点。

1．3．2 RNA干涉的作用机理

虽然遗传学和生物化学的方法都已用于探索RNA干涉的机理，但其真正的

机理尚未明了。目前认为其可能机制可分三步【l”q珏}，如图2所示。

第一步：dsRNA的形成。dsRNA是诱导细胞RNA干涉的关键组分，外源

DNA、RNA序列均可激发细胞产生dsRNA，但产生的方式不同。RNA病毒在病

毒或细胞中RNA依赖性RIgA聚合酶(RNAdependentRNApolymerases，RdRP)的



催化下，合成病毒的RNA序列互补链，并与之结合形成dsRNA、DNA病毒、重

组基因、转基因等DNA序列，在细胞转录出RNA后，经RdRP形成dsRNA；而

转座子由于其本身具有反向重复序歹lJ(inverted repeats)，细胞可以通过“通读转

录”这种反向重复序列直接产生dsRNA；细胞中正义和反义RNA的同时转录也可

产生dsRNA：在线虫中(c．elegance)可以通过直接注射dsRNA或将线虫浸泡在

含dsRNA的溶液中等方式引入外源dsRNA；这种dsRNA可以是分开的两个RNA

分子互补形成分子内双链。然而，细胞是如何判定哪些RNA和DNA是“异己”

进而产生相应的dsRNA，其机制尚不清楚。

图2 RNA干涉的可能分子机制(仿Bosher)

第二步：siRNA的形成。形成的dsRNA要在细胞中大量扩增，当其在细胞

中达到一定量的时候，会被一种特异的核酸内切酶(一种具有RNaseIII样活性的核

酸酶，在果蝇中称为Dicer，含有解旋酶活性以及dsRNA结合结构域和PAZ结构

域1识别并与之结台形成酶．dsRNA复合体。在该酶的作用下，细胞中的单链靶

mRNA(BP与dsRNA具有同源序列的mRNA)会与dsRNA的正义链发生链互换，原

先dsRNA中的正义链被mRNA代替，从酶．dsRNA复合物中释放出来，而mRNA

则处于原先的正义链的位置。此后，在ATP的参与下，细胞中存在另一种复合体



RNA诱导的沉默复合体rRNA—induced silencing complex，RISC。由核酸内切酶、核

酸外切酶、解旋酶等组成，对靶mRNA具有识别和切割作用)利用结合在其上的核

酸内切酶活性切割靶mRNA分子中与dsRNA反义链互补的区域，形成了2l～23Nt

长的dsRNA小片段，称之为短干涉RNA(short interfering RNA或small interfering

RNA，siRNA)。它又可以指导形成mSC复合体。

第三步：RNAi的形成。siRNA还可作为一种特殊的引物，在RdRP酶的作用

下以靶mRNA为模板合成dsRNA分子，这些dsRNA分子又可被RISC切割形成

新的siRNA，新的siRNA又可进入上述循环，这种过程称之为随机降解性聚合酶

链式反应(random degradative PCR)。新生的dsRNA反复合成和降解，不断产生

新的siRNA，从而使靶mRNA渐进性减少，导致目的基因沉默，呈现RNAi现象

[116]。

目前发现，RNAi涉及到的基因包括Neurosporagde—l，Arabidopsis SDE．1／SDE．2

和c．elegans ego一1(编码RNA--dependent RNA polymerases，RdRPS)U17]线虫rde．1

和rde一4基因参与RNAi机制的启动阶段⋯引，rde一7，mut．7，smg．2，smg一5，smg．6

等基因参与干涉的维持阶段In‰1201。

1．3．3 RNAi作用的特点

(1)高特异性：外源dsRNA总是能特异地干扰与其同源的基因的表达，使细胞不能

产生相应的蛋白质，从而生物体表现为特异的功能缺陷【幢”。

(2)高稳定性：以3’端悬垂TT碱基的双链尤为稳定，无须像反义核酸那样进行广

泛的化学修饰以提高半衰期【12“。

(3)高效率：能在低于反义核酸几个数量级的浓度下，使目的基因降到极低水平甚

至完全封闭，从而产生缺陷突变的表型。RNAi技术比基因敲除技术更快更简单，

可以在一周时间关闭10个基因表达【l”1。

(4)对dsRNA长度的限制性：用dsRNA转染果蝇的Schneider2(S2)细胞时发现

400～540个核菅酸的dsRNA产生的RNAi效果非常明显，200～300bp的dsRNA作

用稍差，而50-100个核苷酸的dsRNA则不起作用【⋯1。

(5)RNAi的遗传性：1998年Fire及同事们就发现在线虫RNAi效应可以传给后代，

以后Worby等在果蝇的培养细胞中也发现可类似的现象。由此可以推测，RNAi

效应可以通过生殖系统传递到后代中去。

1-3．4 RNAi的生物学意义

RNAi被称为基因组的免疫系统，与脊椎动物的免疫系统一样，针对进入机体

的抗原可以产生相应的抗体。RNAi是植物、线虫、真菌、昆虫、动物的一种强有

力的基因表达抑制途径，在生物体的发生发育及防御系统的构成等方面具有十分



重要的作用。

(1)维持基因组稳定性：遗传研究证实，RNAi缺陷可引起内源性转座子移动，转座

子的重要特征之一是具有反向重复序列，生物体通过此序列可以产生dsRNA发卡，

启动PTGS效应，从而抑制转座酶蛋白的产生和转座子的移动，有利于遗传稳定，

防止遗传损害[125]。因此RNAi的一个自然功能就是转座子封闭(transposon

silencing)。

(2)保护基因组免受外源核酸侵入：在基因工程中将基因导入植物细胞时发现基因

沉默现象也是宿主细胞通过RNAi机制实现的自我保护性反应。病毒产生特异性的

PTGS以及非特异性的干扰素等抗病毒宿主反应11261。

(31表达基因调控：近来，在生物界发现的大量的微小RNAs(miRNAs)，大小在22bp

左右。它们在细胞内多发挥调节基因表达的作用。另外，RdRp可以识别过量的或

异常的mRNA，来抑制相应基因的表达【l”】。

1．3．5 RNAi的应用

l_3，5．1探索基因功能的有力工具

功能基因组学(functional genomics)的研究对象就是基因组中所有基因的表达、

调控与功能。在功能基因组学的研究中，需要对特定基因进行功能丧失或降低突

变研究，以确定其功能。由于RNAi具有高度的序列专一性和有效的干扰活力，可

以特异地使特定基因沉默，获得功能丧失或降低突变，它可以作为功能基因组学

的一种强有力的研究工具。将功能未知的基因的编码区(外显子)或启动子区，以反

向重复的方式由同一启动子控制表达。这样在转基因个体内转录出的RNA可形成

dsRNA，产生RNA干涉，使目的基因沉默，从而进一步研究目的基因的功能。

再过去的几年研究中，RNAi技术被应用在植物、线虫、真菌、昆虫等研究中

[128]。最近．更多的研究者将目光投在了将RNAi技术运用在哺乳动物包括人类的

细胞研究中1129]。

1．3．5．2研究信号传导通路的新途径

联合利用传统的缺失突变技术和RNAi技术可以较为容易的确定复杂的信号

传导途径中不同基因的上下游关系。RNAi技术较传统的转染实验简单、效率高、

重复性好，因此认为RNAi技术将可能成为研究细胞信号传导通路的新途径。

l-3．5．3开展基因治疗的新策略

RNAi具有抵抗病毒入侵，抑制转座子活动，防止自私基因序列过量表达等作

用，因此可以利用RNAi现象产生抗病毒的植物和动物，并可利用不同病毒转录序

列中高度同源区段相应的dsRNA抵抗多种病毒。目前，人们己经证明在培养的哺

乳动物细胞中，RNAi可用于抗病毒和抗肿瘤等的基因治疗。随着RNAi被成功地



应用于哺乳动物细胞，近而用于人类疾病的治疗已为期不远【130,131]。

1．3．5．4新药物的研究与开发

蛋白质是细胞功能的执行者，各种疾病的发生和蛋白质功能的异常是分不开

的。虽然人类全基因组序列已被揭示，但是蛋白质功能的研究仍然任重道远，这

也给药物的研制与开发带来巨大的挑战。RNAi不仅使细胞产生特异基因缺陷表

型，而且具有高效和简单的特点，因此，RNAi在新药的开发与研究方面具有广阔

的前景ll“J。

1．3．6展望

RNAi一经发现，立即成为科学研究的一大热点。这是因为RNAi这个生物领

域的新兴事物，本身具有它的神秘性，同时又具有广阔的应用前景。RNAi已经被

应用到线虫的系统性功能基因组研究上，RNAi作为一个工具，它的应用范围可以

从单细胞的原生动物一直扩展到人。虽然，RNAi已被广泛应用到不同种生物，但

仍然有许多问题有待我们进一步阐明。例如，不同种生物是否沿用同一种RNAi

机制?RNAi机制本身又受到那些调控?

我们认为，今后对RNAi的研究可能会沿着以下方向发展：1．RNAi具体分子

机制研究；2．RNAi生物功能研究；3．RNAi技术在功能基因组学，基因治疗和药

物开发等许多领域的应用研究。

1．4结束语

综上所述，植物对盐胁追的耐受反应是多年来植物与环境研究的一个重点，随

着近十年分子生物学技术的不断发展，积累了越来越多的盐应答资料，它们从生

理、生化、组织学、分子遗传学等多方面描述了植物在外界盐胁迫下启动的从分

子信号传递，相关代谢途径调节到最终形成新的离子和渗透压平衡的一个错综复

杂的应答体系。尽管如此，仍旧缺乏足够的信息和证据来描述一个相对完整和清

晰的植物盐胁迫应答系统。这些空白都有待于目前飞速发展的分子生物学技术如

微阵列、蛋白互补分析等来弥补。

本论文从上述目标和背景出发，通过构建小麦Na+／H+反向运转蛋白表达载体，

采用RNAi技术构建拟南芥N矿，王r反向运转蛋白的RNAi表达载体，并对它的功

能迸行分析，以期为耐逆机制的深入研究和利用基因工程改良作物提供信息和资

源。

2．实验材料与方法

2．1实验材料

2 1．1菌株及质粒



大肠杆菌(Escherichia colO：DH5a)

农杆菌(Agrobacterium turnefacienl

pGEM—T Easy：购E1promega公司

pMDl8：购自Takara公司

2．1．2主要仪器设备

PCR仪

台式高速离心机

冷冻台式离心机

超低温冰箱

紫外透射反射分析仪

Milli—Q“’纯水器

紫外分析仪

电泳仪

超净工作台

恒温气浴摇床

恒温生化培养箱

杂交炉

数显恒温水浴锅

一分钟凝胶戍像仪

一次性成像胶片

精密微量仪液器

2．1．3植物材料

菌株为本实验室保存。

GV3101菌株为本实验室保存。

Mj Research

德国Eppendorf公司Cen仃ifuge 5714R

德国Eppendorf公司ce曲∞jge 5810R

一85℃Ultralow Freezer NUANR

上海精科实验有限公司

Millipore公司

上海康华生化仪器制造

南京大学DY602V型

AIR TECH苏州净化设备有限公司

福玛数显接种摇床

LRH．250广东省医疗器械厂

Thermo Hybaid

国华电器有限公司

美国宝利来(Polaroid)公司FOTODYNE

美国宝利来公司

德国Eppendorf

拟南芥似rabidopsis thaliana)为哥伦比亚生态型，播种于土：蛭石：珍珠岩(4：3：11

的混合土中，用营养液每三天浇一次。温度20"C～22。C，相对湿度60～70％，光照16

小时，黑暗8小时，光照强度110 mmolm之S～。拟南芥(Arabidopsis)播种在蛭石中，

在温室中培养。

2．1．4酶及试剂

各种限制性内切酶、DNA marker、pMDl8购自大连宝生物工程公(TaKaRa．

Japan)：逆转录试剂、pGEM-T Easy Vector，T4DNA连接酶购自IPromega公司；DNA

快速纯化／回收试剂盒购自北京鼎国生物技术公司。

氨苄青霉素(Amp)，卡那霉素(Kana)，头孢霉素(Care)，氯霉素(Chl)，利福平(rif)，

羧苄青霉素(car)，壮观霉素(spec)，X—gal、异丙基硫代一8一D一半乳糖昔(IPTG)，RNeae

购自Sigma公司。



尼龙膜购自北京鼎国生物技术公司。

引物由北京奥科生物工程公司合成，测序由上海基康生物工程公司完成。

2．2实验方法

2．2．】细菌的培养和菌种的保存

大肠杆菌用LB培养基，37。C过夜培养。固体培养基中琼脂浓度为1，5％(w／V)，液

体培养时摇床转速约为200r／m。保存菌种有以下几种方法：

1)菌株在LB平板上画线培养后置于4"C，至少可以保存～个月。

21菌株在LB液体培养基中活化后，菌液保存在终浓度为15％的甘油中，．20。C至少

可以保存一年以上。

3)菌株在LB液体培养基中活化后，穿刺培养，可以保存一年以上。

4)菌株在LB液体培养基中活化后，菌液保存在终浓度为15％的甘油中，．70"C长期

保存。

2．2．2大肠杆菌感受态细胞的制备及转化

1)挑取大肠杆菌E．coli DH5ct的单菌落，接种于5ml LB液体培养基中，37。C振荡培

养12 h；

2)取1 ml菌液加入100 ml LB液体培养基中，扩大培养约2h，使OD．为0．3～0．4：

3)菌液冰上放置30 rain，无菌条件下倒入50 ml离心管中，4"C，5 000r／m离心8 min；

4)弃上清液，在冰浴上加入10ral预冷的无菌CaCl2(O．1mol／L)，轻摇使细胞悬浮，冰

浴30mira

5)4"C，5000 r／m离，L,7min，弃上清液；

6)用4ml预冷的无菌CaCl2(0。lmol／L)$11lml无菌75％甘油重新悬浮细胞，200Ijd／份分

装到预冷的无菌Eppendorf管中，液氮冷激10 min后，．70℃保存备用；

7)取适量连接产物加到分装的感受态细胞中，混匀，冰浴30min；

8)42。C热激90S，冰浴2～3 min，加lml预热LB液体培养基，于37。C，120转／min振

荡培养lh；

9)取适量菌液涂布LB平板(100mg／L Amp)，室温涂布均匀后，于37℃倒置培养过

夜，观察菌落，筛选克隆。

2．23大肠杆菌质粒的提取(碱裂解法)

1)取含质粒的单一菌落置于10 ml LB液体培养基中，37。C振荡培养过夜。

2)取1．5 m1菌液，12 500r／m离心2分钟收集菌体。

3)取沉淀，重悬于300／．tl冰冷的溶液I，完全分散，放置10分钟。

4)加入新配的溶液1I 300¨l立即温和混匀，直到溶液变得澄清(细胞破碎)。

5)加入冰冷的溶液IIl3009l，温和混匀，出现白色沉淀。



6)12 500r／m离心18分钟，取上清，注意不要取到沉淀。自llOgl 10mg／ml RNase．37。C

消化30分钟。

7)加入等体积的Tris饱和酚：氯仿(1：1)混匀，12 000 r／m离心5分钟。

8)取上清，加入等体积的氯仿混匀，12 500 r／m离-6118分钟。

9)取上清，；J1．久300p．1 70％乙醇混匀，12 500 r／m离心5分钟。

10)弃上清，除尽壁液，充分干燥。

1 1)自1209l灭菌双蒸水或TE Buffer，溶解质粒DNA。

碱裂解法所需溶液：

溶液I：50mmol／L葡萄糖；50mmol／L的Tris．HCI(pH 8．0)；10 mmol／L的EDTA(pH

8．0、。

溶液II：O．2mmol／L的NaOH；l％的SDS

溶液III：1．32mol／L的KAc(pH 4．8)

2．2．4 DNA片段的快速纯化／回收f参照北京鼎国产品说明书)

1)切取含DNA片段的琼脂糖凝胶(100mg～300mg)用吸头捣碎按1：3(切取DNA片段

的凝胶：溶液A的体积比)加入溶液B。

2)65℃水浴5-10分钟，直至胶完全溶化，其间可旋涡震荡2～3次。如果体积大qz5001．t!

可适当增加溶胶时间。待溶化后置室温加入1 51A溶液B，充分混匀。

3)将溶液置于离心柱中，静置1～2分钟，≥8 000r／m离,6130s，若一次加不完，可分

两次离心。

4)倒掉液体，加入500pl溶液c(用无水乙醇1：1稀释)于离心柱中8000 r／m离一6120～30s，

倒掉液体。

5)重复步骤4。

6)t2 000ffm再次离心1分钟，甩掉剩余液体以除去残余酒精。

7)将离心柱置于新的离心管中，室温敞开离心管盖放置5—10分钟。使乙醇挥发殆尽。

8)tl入50。C预热的20～309l溶液D，静置2分钟。15 000ffm离一6,60s，管底I|】DNA。

7)：4每DNA储存于．20℃。

2．2．5表达载体的构建

构建策略：将已经用RACE PCR扩增的TaNHX2全长基因克隆于pGM-T Easy

Vector，通过引入新的酶切位点BamH I、Kpn I用PCR法扩增出所需片段。由于

在TaNI-LY2基因ORF内的5’端有Kpn I酶切位点，所以通过定点突变的方法，将表

达甘氨酸的密码予GGG突变为GGT进行PCR(5’端引物：

5’>GGC垡型匹鳗GGAGGCCACCATGGGTTACCAAGTGGTGGCGGCGCAG<
3 7端引物：5 7>GGCGGl’ACCTCATTCCACGAGTA CGTTCGGATCGG<3’)，



回收所需大小片段，PCR产物经BamH I／Kpn I双酶切后定向连接于同样用

BamH I／Kpn I双酶切的表达载体pBIN438中，形成了含有TaNHXe全长eDNA的正

义pBIN438．TaNHX2。将重组质粒转化E．coli DH5ct，提取质粒，进行PCR验证，并

用BamH I和KpnIgX酶切鉴定，并由上海基康生物公司测序。

2．2．6植物表达载体的农杆菌转化

直接转化法转化农杆菌

1)-70℃保存的农杆菌GV3101活化后，接种于平板培养基28。C培养2天；

2)挑取农杆菌单克隆接种于50 ml LB液体培养基中，28 9C，220 r／m振荡培养至

OD600=0．5；

3)5 000 r／m离心5 min，弃去清液，菌体用10 ml预冷的0．15 mol／L的NaCl重悬；

4)5 000 r／m离心5 rain，弃上清液，沉淀用l m1预冷的20mmol／L CaCl2重悬：

5)取200111感受态细胞中力H．,X．199重组质粒，冰浴30 mira

6)液氮中冷冻1 min；37"C水浴，融化细胞2～3 min；

7)加l ml LB，28℃轻轻振荡2～4hr：轻轻离心1 min，用0．1 ml LB悬浮沉淀，将细胞

悬液涂布于含50 mg／L卡那霉素，40 mg／L利福平的LB平板上，28℃培养2～3天；

8)筛出的克隆接种于液体培养基中培养，收集农杆菌菌体进行菌落PCR检测。

2．2，7拟南芥的培养方法

2．2．7．1拟南芥种子的表面灭菌

取适量干燥的拟南芥种子于1．5ml离心管中，加入70％乙醇处理5分钟后吸出乙

醇，再加入新鲜配粉的15％漂洗剂泡10至15分钟后吸出，用无菌蒸馏水洗3至5次，

然后加入无菌的0．1％的琼脂使种子分散均匀，种前置于4。C冰箱24至48'b时以使种

子萌发同步化。

2,2．7．2植物的生长

拟南芥种子播种于盛满培养土的直径为7em的培养杯中，用一纱网覆盖，萌发

2～3天后移至4。C光照培养箱中放置一周(进行春化)，再放到21℃的组织培养室中生

长。植株长出顶生花序时，去除其顶生花序，以刺激腋生花序的生长，注意避免

伤及腋生花序。待腋生花序长出，其下部的花出现授粉现象时进行转化。转化前，

将已授粉花及荚果除掉。

2．2．8菌液的准备

挑取鉴定好的农杆菌单克隆放于20 ml含有50 mg／L乖j福平，50mg／L卡鄢霉素的

LB液体培养基中，28 4C，250 r／m震荡培养至OD600为0．5左右。在转化前1天，转入

含50 mg／L琴tJ福平，50 mg／L卡那霉素的100mlLB培养基的大瓶培养过夜，第二天，

当菌液OD600在1．2～1．62_间时取出使用。



2．2．9转基因拟南芥的制备

制备好己转化了植物表达载体质粒的农杆菌菌液100ml室温5 000r／m离一tj,15分

钟，弃上清液，沉淀悬浮于相应体积的渗透培养基(2．29MS，5％蔗糖，1 xB5 Vitamins，

0．044mol／L 6-BA， 50txl／L Silwet L．77，用0．4mol／LNaOH调pH至5．8)中。

将农杆菌悬浮液倒在小烧杯中，将长有拟南芥的培养小盆倒扣其上，保证莲

座叶以上部分浸没于液体中，抽真空，维持0．05Mpa压力5分钟。取出植株，横放

在塑料盘中，用保鲜膜封好以保持湿度，放在恒温室培养。第二天打开，竖直培

养，仍用保鲜膜保持湿度3~4天。培养三至四周，待种子成熟后，收取成熟种子(TO

代)，干燥器中存放2周。

2．2．10阳性植株的筛选及纯系的获得

1)制备含卡那霉素和头孢霉素的MS选择培养基(1×MS大量元素，1×B5微量元素，

1×铁盐，l×B5有机元素，100mg肌醇，3％蔗糖，琼脂7．89，用KOH调节pH值

至5．8，高压灭菌)；

2)将表面消毒的TO代种子平铺于含相应抗生素的MS选择培养基中，密度为

500～800粒种子／JEl，22℃培养；

3)一周后挑选阳性植株，并将该植株转至正常的MS培养基中，10天后转至蛭石。

可用培养液(1／3×MS大量元素，1／3xB5微量元素，113x铁盐)浇灌。待成熟后分单

株收取种子(TI代)；

4、收取的Tl代种子按单株在含卡那霉素的选择培养基上生长，选择有l，3分离的

株系，移至蛭石上培养，单株收取种子(T2代)；

5)T2代种子按单株在含卡那霉素的培养基上筛选，不分离的即为纯合体植株，可

用做后续试验的各项分析。

2。2．11转基因植物的分子鉴定

2．2．11．1植物总DNA的提取方法(CTAB法)

1)将CTAB extraction bufer 60℃预热；准备鲜嫩的植物材料。

2)取植物材料O．29，在液氮中研磨成粉状。

3)加入到预冷的离心管中。并加入600ul 60。C预热的CTAB提取缓冲液。

41混匀，60℃的水浴1h。

5)加等体积的氯仿：异戊醇(24：1)处理，轻缓摇晃(5分钟)，10 000r／m离心5分钟。

6)取上清，加400pl的氯仿：异戊醇(24：1)处理，轻缓摇晃(5分钟)，10 000r／m离心。

7)取上清，；0[1500p．1预冷的异丙醇，．20V或4℃放置30分钟。10 000r／m，离,blO分钟。

8)取沉淀，加80％乙醇5009l，10 000 dm，离,0,30sec。

9)重复步骤9



10)吹干。

11)吹干后的DNA用20¨ITE或双蒸水溶解(可在60。C水浴中加快溶解速度)。

CTAB法所须溶液：

0．1mol／L的Tris．CI(pH 8．0)

1．4mol／L的NaCl

O．02mol／L的EDTA(pH 8．O)

2％的CTAB(pH 8．0)

2．2．11．2 Southern杂交：

2．2．11．2．1探针的制备：

将合成的5’端引物lug加灭菌水至16ul于EP管中，加入4ul DIG—highprime，

充分混匀，瞬时离心，收集液体，37℃孵育24d,时。65。C煮沸lO分钟，终止反应。

加入2倍体积的无水乙醇，置于一20"C放置30分钟，12500r／m离·1：,15分钟，弃上清，

晾干，溶于10ul灭菌水中(0．1ug／u1)备用。用标准DNA作对照检测探针的浓度。

转基因拟南芥的Southern Blotting检测

2．2．11．2．2杂交膜的制备

用10单位的HindlII切取拟南芥基因组DNA，37 4C下消化24小时，0．7％琼脂糖

凝胶电泳，稳压5—6小时，检测酶切结果。

将凝胶浸泡在100ml变性液(O．5MNaOH，1．5MNaCl)中，轻轻摇动，15min更换一

次变性液，30min后用去离子水漂洗1～2次，再用100ml中和液tIM Tris—C1 pH

7．4，1．5MNaCI)浸泡30min，15min时更换一次中和液。

以20×SSC作为转膜缓冲液，依照《分子克隆》第二版转膜方法将变性DNA转

至尼龙膜上。120℃烘烤30rain。

2．2．11．2．3杂交

将杂交膜封入杂交管，加入预热的预杂交液封口，42℃保温30rain，其间轻轻摇

动。加入含有探针的预杂交液DIG Easy Hyb混匀，弃去杂交液。加入含探针的杂

交液，封口。42℃杂交4小时或杂交过夜。

2．2．I I．2．4洗膜

室温下用洗液I(2 x SSC，O．1％SDS)，洗涤5min，2次；然后用预热的洗液

II(O．5×SSC，0．1％SDS)，65～68℃下洗涤15min，2次。

22．11．2．5检测：

(1)室温下将膜用washing Buffer冲洗1-5mira

(2)放将膜A,100ml Blocking Solution中孵育30mira

f3)将膜在20ml Antibody Solution中孵育30mira



(4)将膜用Washing Buffer 100ml清洗1 5minx2；

(5)将膜在20ml Detection Buffer中平衡2～5mira

(6)将膜放入10ml新配置的Colour Substrate Solution，置于黑暗中孵育16h显色；

(7)在50ml弼X蒸水或TE．bufferqb清洗5min，终止反应。

2．2．11．3异硫氰酸胍法提取总RNA

1)称取19新鲜拟南芥叶片，液氮研磨成粉末，移入预冷50 ml离心管中。

2))J11A．3ml GT溶液，混匀。加入O．3 ml 2 mol／L NaAc(pH4．8)，反复摇匀。力112',3 ml

酸酚，摇匀。加入1 ml氯仿，摇匀。

3)4℃，8 500 r／m离一6115 min，弃沉淀，取上清液至另一干净DEPC水处理过的离心

管中加入2倍体积无水乙醇，．20℃或一70℃，放置1 h。

4)4"C，8 500 r／m离,l二,10min。弃上清液，在沉淀中加入lml 4 mol／L LiCl，使沉淀溶

解。

5)移入1．5 m1用DEPC水处理过的Eppendor躇中。
6)125 000 r／m离心15 min，弃上清液。在沉淀中加入400 u10。I％DEPC．H20，混匀

后再加入200 ul氯仿，混匀。

7)125 000 r／m离一6,5 min。吸上清于另--DEPC水处理过的1．5 ml离心管，加入等体

积氯仿，混匀。

8)125 000 r／m离心5 min。上清液加入1／10体积3mol／L NaAc(pH5．8)和两倍体积的无

水乙醇，．20℃放置过夜。

9)12 500 r／m离心15 min。RNA沉淀室温下稍干燥。JJ[120pIDEPC．H20溶解，．70。C

保存备用。

10)用核酸蛋白分析仪测定RNA纯度及浓度：取21xlRNA样品力N498910．1％DEPC—

H20至500}tl，在OD260和OD280分别读出光密度，测定RNA浓度和纯度。

1 1)取5pl样品经1．0％琼脂糖凝胶电泳分析RNA质量。

异硫氰酸胍法所需溶液：

0．1％DEPC-H20

GT溶液：4mol／L异硫氰酸胍，25mmol／L柠檬酸钠，0．5％十二烷肌氨酸钠，灭菌后

加B．巯基乙醇到l％

酸酚：水饱和酚+0．1％8一羟基喹啉

3mol／LNaAc(pH5．8、

2mol／LNaAc(pH4．8)

2．2．1 1．4 RT．PCR

1)反转录反应(25耻1反应体系)
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499拟南芥．营,mNA，lgl Oligo(dT)15．Adaptor矛NDEPC水按总体积149l在冰上混匀。

65℃温育10min，然后依次加入：59l 5×buffer，1．259l 10mmol／LdNTP Mixtur：

lglM—MLV(2000U／斗1)；用DEPC水补足体积259l。37。C温育lh，70。C 10min以终止

反应，冰浴冷却，用于PCR反应。

2)PCR扩增：按下列反应组成调制反应液：

lOx PCR Bufer 59l

灭菌蒸馏水 37．59l

dNTP 11．tl

TaKaRa Taq O．59l

上游引物 29l

下游引物 29l

模板(反转录产物) 29l

轻轻混匀后，按以下条件进行PCR反应：预变。|生94。C 5min；变性94℃30sec，

退火56℃40sec，延1"flfl72。C 2min30sec， 30个循环；保温72。C 10 min利用1％的琼

脂糖凝胶电泳检测基因扩增情况。

2．2．12转基因植物的耐逆性分析

2．2．12．1耐盐性分析

转基因拟南芥在含有100、150、200mmol／L NaCI的MS培养基，将萌发一周的

转基因拟南芥和非转基因对照转移到上述含盐和不含盐MS平皿中培养，一周纪录

整株状态和生物量。

2．2．12．2耐旱、耐寒性表型分析

在MS培养基中按重量／体积比分别加入3％、5％和7％的PEG 6000，将萌发一周

的转基因拟南芥和非转基因对照转移到上述含盐和不含盐MS平皿中培养，一周纪

录整株状态和生物量。

2．2．12．3表型分析

构建了TaNHX2基因的正义表达载体，利用花粉管通道法转化拟南芥获得TO代

种子，经卡那霉素筛选获得转基因植株。分别将转基因和野生拟南芥在MS培养基

的条件下萌发观察表型。

2．2．13 Na+／H+反向运转蛋白RNAi表达载体的构建

①用250mmol／L的NaCl处理在蛭石上培养的拟南芥，12d'时后采用异硫氰酸胍法提

取拟南芥总RNA，用RT．PCR的方法克隆出拟南芥钠氢反向运转蛋白基因保守性非

常强的21 lbp片段，所用的引物为：

5 7端引物 5’>GCAGTTTTTCCGCAATTTCGTGACTATTATGC<3
7



4¨g拟南芥总RNA，lgl Oligo(dT)15_Adaptor和DEPc水按总体积14斗1在冰上混匀。

65℃温育10min，然后依次加入：5“l 5×buffer，1．259l 10mmol／LdNTP Mixtur

1pJM—MLV(2000U／91)：用DEPC水补足体积25pJ。37"C温育lh，70"C 10min终止

反应，冰浴冷却，用于PCR反应。

21 PCR扩增：按下列反应组成调制反应液：

10×PCR Bufer 5u1

灭菌蒸馏水 37．5／．tl

dNTP 19l

TaKaRa Taq O．5LLl

上游引物 2“1

下游引物 29l

模板(反转录产物) 21．tl

轻轻混匀后，按以下条件进行PCR反应：预变性94℃5min；变性94℃30sec，

退火56。C 40sec，延,f,72。C 2min30sec，30个循环；保温72℃10 min利用1％的琼

脂糖凝胶电泳检测基因扩增情况。

2-2．12转基因植物的耐逆性分析

2．2．12．1耐盐性分析

转基因拟南芥在含有100、150、200mmol／L NaCl的MS培养基，将萌发一周的

转基因拟南芥和非转基因对照转移到上述含盐和不含盐MS平皿中培养，一周纪录

整株状态和生物量。

2．2．12．2耐旱、耐寒性表型分析

在MS培养基中按重量／体积比分另,JDil入3％、5％和7％的PEG 6000，将萌发一周

的转基因拟南芥和非转基因对照转移到上述含盐和不含盐MS平皿中培养，一周纪

录整株状态和生物量。

2．2．12-3表型分析

构建了TaNHX2基因的正义表达载体，利用花粉管通道法转化拟南芥获得TO代

种子，经卡那霉素筛选获得转基因植株。分别将转基因和野生拟南芥在MS培养基

的条件下萌发观察表型。

2．2．13 Na十／H+反向运转蛋白RNAi表达载体的构建

①用250mmol／L的NaCl处理在蛭石上培养的拟南芥，12d"时后采用异硫氰酸胍法提

取拟南芥总RNA，用RT．PCR的方法克隆出拟南芥钠氢反向运转蛋白基因保守’陛非

常强的21lbp片段，所用的引物为：

5 7端引物 5’>GCAGTT兀TCCGCAATTTCGTGACTATTATGc<3’



3’端引物 5’>GGTGTCTcGTcTTGAr盯CAGAACCTGC<3’，引物命名为I。

PCR反应程序如下：94℃5rain；94℃30sec，52℃40see，72℃lmin(30循环)：

72℃10min。以TaKaRa公司的LATaqase和相应buffer扩增目的片段，PCR产物用2．0％

琼脂糖凝胶分离，EB染色。回收目的片段(北京鼎国DNA片段的快速纯化／回收试

剂盒，按说明书操作)，与pGEM．T．easy载体在T4DNA连接酶作用下连接，4。C24

小时。将连接产物转化E coli．DH5ct感受态细胞。37℃培养12～18d,时。通过蓝白斑

实验选取数个白色单克隆扩增，提取质粒，再以EeoR I、Pst I单酶切质粒，并用

引物I进行PCR验证，阳性克隆出上海基康生物公司测序。将构建成功的质粒命名

为pTRl，该基因片段命名为TRl。

②以片段TRl为模板扩增，在片段TRl外引入Cla I和BamH I位点。两端序列设计

引物(5’端引物：5’GGCATCGATGCAGTTTTTCCGcAATTTCGTGAcTATTAT

GC<3’；3’端引物： 5’>GGC鱼Q△至￡gGGTGTCTCGTcTTGATTCAGAACcT

GC<3’ 引物命名为II)，PCR反应程序如下：94℃5min；94℃30see，52℃40see，

72℃1min(30循环)；72℃10min。TaKaRa公司的LA Taqase和相应buffer扩目的片

段。PCR产物用2．O％琼脂糖凝胶分离，EB染色。回收目的片段(北京鼎国DNA片段

的快速纯化／回收试剂盒，按说明书操作)，与pMDl8载体在T4DNA连接酶作用下

连接，4。C24dqt'j-。将连接产物转化E coli．DH5ct感受态细胞，37℃12～184'时。选

取数个单克隆扩增，提取质粒，再以EcoR I酶切质粒和用引物IIPCR验证，阳性克

隆由上海基康生物公司测序。将构建成功的质粒命名为pTR2，该基因片段命名为
TR2。

③以pTRl质粒为模板扩增，在片段TRI外引*Kpn I和Xho I位点。片段TRl两端

序列设计引物f5’ 端引物： 5’>GGCGGTAccGcAGTTTTTccGcAATTTCG

TGACTATTATGC<3’， 3’端引物： 5’>GGCCTCGAGGGTGTCTCGTCTTG

ATTCAGAACcTGC<3’ 引物命名为III)。PCR反应程序如下：94℃5min：94℃

30sec，52℃40sec，72℃lmin(30循环)：72℃10rain。以TaKaRa公司的LA Taqase

和相应buffer扩增目的片段。PCR产物用2．0％琼脂糖凝胶分离，EB染色。回收目的

片段(北京鼎国DNA片段的快速纯化／回收试剂盒，按说明书操作)，与pGEM．T—easy

载体在T4DNA连接酶作用下连接，4。C24dx时。将连接产物转化E coli．DH5ct感受态

细胞，37。C12-18dx时。经蓝白斑实验选取数个白色单克隆扩增，提取质粒，再以

EcoR I、Pst I单酶切质粒，并用引物IⅡ进行PCR验证，阳性克隆由上海基康生物

公司测序。构建成功的质粒命名为pTR3，基因片段命名为TR3。

④质粒pTR2用Cla I／BamH I双酶切后，用2．0％琼脂糖凝胶分离，EB染色。回

收片段TR2(北京鼎国DNA片段的快速纯化／回收试剂盒，按说明书操作)，T4DNA



连接酶作用下，16。C24小时，片段TR2定向连入同样用Cla I／BamH I双酶切

pKANNIBAL克隆载体中，形成了含有片段TR2的载体pKANNIBAL．2。将重组

质粒转化E,coilDH5ct感受态细胞，37℃12～18小时。选取数个单克隆扩增，提取质

粒，用引物II进行PCR验证，并用Cla I／BamH I双酶切鉴定阳性克隆。

⑤质粒pTR3用Kpn I／Xho I双酶切后，用2．O％琼脂糖凝胶分离，EB染色。回收片

段TR3(=fL京鼎国DNA片段的快速纯化／回收试剂盒，按说明书操作)，T4DNA连接

酶作用下，16℃244,时，片段TR3定向连入同样用Kpn I／Xho I双酶切阳性克隆

pKANNIBAL一2克隆载体中，形成了含有片段TR3的载体pKANNIBAL．2—3。将重组

质粒转化E．coil DH5tt感受态细胞，37℃12—184,时。选取数个单克隆扩增，提取质

粒，用引物III进行PCR验证，并用Kpn I]Xho I双酶切鉴定阳性克隆。

⑥将阳性克隆载体pKANNIBAL．2．3带有两个Not I酶切位点，用Not I单酶切后，

用0．8％琼脂糖凝胶分离，EB染色。此时有一条大约2960bp和一条大约3450bp的两

条带，回收琼脂糖凝胶中较大的片段，片段命名为片段TR4。片段TR4连入同样用

Not I单酶切pART27表达载体中，形成了含有片段TR4的表达载体pART27．4。将

重组质粒转化E coli DHSat感受态细胞，37℃12～184,时。选取数个单克隆扩增，提

取质粒，用引物II和引物111分别进行PCR验证，并用CIa I／BamH I双酶切和

Kpn I／Xho I双酶切鉴定阳性克隆。

2，2．14 Na+／H+反向运转蛋I刍RNAi表达载体转化农杆菌、转基因拟南芥的获取及耐

逆性分析

2I_tl(约30ng)表达载体pART27—4，)J1]／k209ltqklCaCl2法制备的感受态细胞农杆菌

GV310l并转化，取2009l菌液涂布于含壮观霉素和利福平的LB固体培养基上，于

28℃倒置培养1-2天。挑选菌落鉴定阳性克隆。采用花粉管通道法和阳性植株的筛

选方法获得Na+／H+反向运转蛋白RNAi表达载体阳性植株进行进耐盐、耐旱和表型

耐逆性分析。

3实验结果

3．1孙舰正义表达载体的构建及功能分析
3．1．1表达载体pBIN438一TaNHX2的构建

通过在Ya,／VHYz全长基因外引入新的酶切位点BamH I、Kpn I，扩增出所需片段。

PCR产物和pBIN438的表达载体用BamH I／Kpn I双酶切，酶切产物连接后，将重组

质粒转化E．coli DH5tt，提取质粒，进行PCR和相应位点的双酶切验证，1％琼脂糖凝

胶电泳(图3一1)。PCR产物和酶切产物均在1600bp处有一条带，这与预期结果一致。

挑选其中一个鉴定为阳性表达载体pBIN438-TaNHXe的重组菌落，由上海基康生



物公司测序，结果见附图卜5。将四个测序结果合并，得出TaNHZr基因的序列。I'aNttY，

基因全长1614bp，编码538个氨基酸。将测序结果与克隆载体比对，除通过定点突

变的方法将表达甘氨酸的GGG突变为GGT，从而消除，a^册蔗因ORFI匈的5’端Kpn I

酶切位点外，其余的碱基完全匹配。由此可见，我们获得了乃M％基因的表达载体。

图3—1表达载体pBIN438．TaNI-D(e酶切和PCR鉴定图谱

M：DNAMarkerIII，DNAMarkerDL2000；1：pBIN438一TaNHX2载体PCR扩增；2：

pBIN438一TaNI-IX2载体双酶切(BarnH I／Klan I)；3：克隆载体阳性对照：4：PCR阴性对照

3．1，2 TaNHX2表达载体的农杆菌转化

挑选培养在含卡那霉素和利福平的LB固体培养基平板上的单克隆，接种于液

体培养基中培养，收集农卡T菌菌体进行菌落PCR检测(图2)，证明已将含有TaNtLY2

基因的表达载体转入农杆菌GV310l中。

图3。2表达载体转入农杆菌GV3101 PCR鉴定图谱

M：DNA Marker III；l：阴性对照 2～4菌落PCR验证

3．13抗性植株的获得

表达载体pBIN438一YaNl-l,Y经花粉管通道法转入拟南芥中。经卡那霉素抗性筛选

得到能在50mg／L卡那霉素的MS培养基中正常生长的抗性植株T0代。转基因植株纯



系的获得及纯系植株的抗逆性分析正在进行中。

3．1_4转基因植株的分子鉴定

3．1．4．1转基因植株定量PCR鉴定

用CTAB法得到24株转基因植株总DNA后(图3—3)，做PCR验证(图3—4)说明经

花粉管通道法后筛选出的阳性植株是已经把扬懈强基因转到野生拟南芥中。

图3。3转基因植株总DNA琼脂糖凝胶电泳分析
M：DNA Marker；其余为转基因植株总DNA

图3-4转基因植株的PCR鉴定

M：DNAMarkerIII；I：阴性对照；2：农杆菌质粒阳性对照：3：野生拟南芥阴性对照；4～9：

转基因拟南芥PCR验证

3．1．4．2转基因植株SouthernEp迹杂交

为获得更多的整合信息，对抗性筛选呈阳性的转基因拟南芥植株进行Soutllem

印迹杂交，用CTAB法提取5株抗性植株的总DNA，用HindIII限制性内切酶完全酶

解基因组DNA。未经酶切I拘pBIN438．ToNHX2质粒为阳性对照，野生拟南芥植株

DNA酶切产物为阴性对照，结果见图3—5。由图可见转化株中5株出现杂交信号，

说明目的基因己成功整合到拟南芥基因组中。同时可以看到目的基因在不同的转

化个体中拷贝数不同，同时存在单拷贝和双拷贝现象。



图3．5转基因植株Souther blot检测1．pBIN438一㈣质粒；2．非转基因植株；3-7转基因植株
3．1．4．3转基因植株RT—PCR鉴定

提取转基因植株总RNA后，120"4行1％非变性胶琼脂糖凝胶电泳10分钟左右

f图3．61，可以看出RNA无降解。逆转录成cDNA后进行PCR。阴性对照为野生拟南

芥cDNA为模板的PCR产物，无条带扩增。转基因植株PCR产物1600bp．蔗右处有一

条带，结果见图3．7。说明目的基因可以转录，但对外源基因转录情况的最后决定，

还需与Northern杂交实验结果相结合。

图3-6转基因植株总RNA非变性琼脂糖凝胶电泳分析

图3—7转基因植株RT—PCR检测；

M：DNA Mark DL 2000：1．非转基因植物；2-3．为转基因植株

3．1．5耐逆性分析：

3．1．5．1耐盐性分析



在不含NaCI的MS培养基上萌发一周的转基因拟南芥(TO代)和野生型同时移

植到含盐的培养基中，经一周的培养，转基因拟南芥在100mmol／L、150mmol／LNaCl

的胁迫条件下能维持生长，生物量增加，野生型则表现为生长缓慢，有个别叶片

发白：在200mmol／LNaCl培养基中，野生型全部叶片发白，植株接近死亡，而转基

因拟南芥部分植株有死亡症状，结果见图3．8。表明TaNItX2基因的超量表达能提高

植物的耐盐性。

TaNHX2 WT TaNHX2 WT TaNHXz WT TaNHX2 WT

MS 100mmol／LNaCl 150mmol／LNaCI 200mmol／L NaCI

图3-8转TaNHX2基因拟南芥的耐盐性分析

图中所示：转正义TaNHX2基因拟南芥和野生型拟南芥耐盐性试验，幼苗萌发一周后移植到盐

培养基中继续培养一周后照像。A，E为对照；B，F为含100mmol／LNaCl MS培养基上野生和

转TaNHX2基因拟南芥：C，G为含150mmol／LNaCl MS培养基上野生和转TaNHX2基因拟南芥；

D，H为含200mmol／LNaCl MS培养基上野生和转TaNHX2基因拟南芥。

3．1．5．2耐旱性分析

在含3％和5％PEG6000的MS培养基上，转基因拟南芥在叶片大小、植株长度、平

均生物量上均优于野生型。在7％PEG6000的MS培养基上，转基因拟南芥稍好于野

生型，但叶片明显萎蔫，可见7％PEG6000持续两周已达到耐旱极限，结果见图3—9。

过表达％^矩堪因提高了转基因拟南芥的耐干旱能力。

WT伯NHX2 TaNHX2 WT TaNHX2 WT TaNHX2 wT

MS 3％PEG6000 5％PEG6000 7％PEG6000

图3—9转TaNHX2基因拟南芥的耐旱性分析

图中所示：转正义TaNHX2基因拟南芥和野生型拟南芥耐盐性试验，幼苗萌发一周后移植到干



旱性培养基中继续培养一周后照像。

3．1．5．3转化拟南芥表型分析

分别将转基因和野生拟南芥在MS条件下萌发观察表型。在MS培养基上萌发

后，观察到转基因和野生拟南芥在细胞分裂旺盛的组织如根和叶中表现出了明显

异常的表型，转基因拟南芥发生大量的侧根，根毛也多于野生型，而主根的伸长

则明显受抑制；转基因拟南芥的叶片大于野生型植株(图3．10)。

图3—10 转化拟南芥表型分析

图中所示：转豇M碣基因拟南芥(A，B)和野生拟南芥(c，D)萌发lo天幼苗叶与根的表型照片。
3．2 Na+／H}反向运转蛋RNAi载体的构建和功能分析

3．2．1 Na+／H+反向运转蛋RANi表达载体pART27．4的构建

图3-11转基因植株总RNA非变性琼脂糖凝胶电泳分析

3—12 pTRl酶切、PCR鉴定图谱

M：DNAMarkerDL2000：l：pTRI EcoR I单酶切：2：pTRI Pst I单酶切；3：pTRl PCR

扩增；4：PCR阴性对照

①提取野生拟南芥总I斟A，120V行2％琼脂糖凝胶电泳10分钟左右，由图3—11可见

RNA无降解。采用RT—PCR方法克隆出拟南芥钠氢反相运转蛋白基因保守性非常强



的2“bp片段，进行2％琼脂糖凝胶电泳后回收片段连与pGEM—T easy载体，转化感

受态大肠杆菌DH5ct，在含Amp的LB培养板上培养，经蓝白斑实验选取白色单克隆，

提取质粒，经PCR验证和酶切验证，结果如图3一12所示，片段大小约21lbp，与预

期相符。挑选其中一个鉴定为阳性单克隆，由上海基康生物公司测序，结果见附

图6。将测序结果提交NCBI(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／BLAST／)进行碱基比对，

它与在拟南芥中已发现的与其它植物保守性可达80％--90％的钠氢反向运转蛋白

口tNtIXI)基因的碱基完全匹配。由此可见，我们获得了野生拟南芥钠氢反向运转

蛋白基因的一个片段。

②通过在TRl外引入薪的酶切位点Cla I和BamH I，扩出所需片段。PCR产物进行

2％琼脂糖凝胶电泳回收后与pMDl8载体相连，转化感受态大肠杆菌DH5ct，在含

Amp的LB培养板上培养，选取白色单克隆，提取质粒，经PCR验证和酶切验证，

结果如图3—13所示，片段大小约21lbp，与预期相符。挑选其中～个鉴定为阳性单

克隆，由上海基康生物公司测序，结果见附图7。将测序结果提交

NCBI(http：／／www．ncbi，nlm．nih．gov／BLAST／)进行碱基比对，它与在拟南芥中已发现

钠氢反向运转蛋白∽tNHXl)基因的碱基完全匹配。由此可见，我们获得了野生拟

南芥带有酶切位点Cla I和B锄H I的钠氢反向运转蛋白基因的一个片段。

3—13 pTR2酶切、PCR鉴定图谱
M：DNAMarkerDL 2000；1：pTR2质粒；2：pTR2．PCR扩增；3：pTR2EcoR I单酶切

③通过在TRl外引入新的酶切位点Kpn I和Ⅺ10 I，扩出所需片段。PCR产物行2％

琼脂糖凝胶电泳回收后与pGEM．T easy载体连接，转化感受态大肠杆菌DH5ct，在

含Amp的LB培养板上培养，经蓝白斑实验选取白色单克隆，提取质粒，经PCR验证

和酶切验证，结果如图3—14所示，片段大小约21lbp，与预期相符。挑选其中一个

鉴定为阳性单克隆，由上海基康生物公司测序，结果见附图8。将测序结果提交

NCBI(http：／／www，ncbi．nlm．nih．gov／BLASTO进行碱基比对，它与在拟南芥中已发现

的与其它植物保守性可达80％～90％的钠氢反向运转蛋白∞tNtlXl)基因的碱基完
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全匹配。由此可见，我们获得了野生拟南芥带有酶切位点Kpn I和Ⅺlo I钠氢反向

运转蛋白基因的一个片段。

3—14 pTR3酶切、PCR鉴定图谱
M：DNA Marker DL 2000；I：pTR3质粒：2：pTR3 PCR扩增；3：pTR3 EcoR I单酶切：
4：pTR3 Pst I单酶切

④质粒pTR2年EI克隆载体pKANNIBAL用Cla I／BamH I双酶切，酶切产物连接后，

将重组质粒pTR4转化E．coli DH5ct，提取质粒，进行PCR和相应位点的双酶切，进

行2％琼脂糖凝胶电泳，结果见图3—15。PCR产物和酶切产物均在21 lbp左右处有一

条带，这与预期结果一致。

3—15 pTR5酶切、PCR鉴定图谱
M：DNA Marker DL 2000；1：PCR阴性对照；2：pTR4 PCR扩增：3：pTR4双酶切
(ClaI／BamHI)；4：pTR5 PCR扩增；5：pTR5双酶切(KpnI和XhoI)

⑤质粒pTR3和克隆载体pTR4用Kpn I和Xho I双酶切，酶切产物连接后，将重

组质粒pTR5转化E．coli DH5ct，提取质粒，进行PCR和相应位点的双酶切，2％琼

脂糖凝胶电泳，结果见图3．15。PCR产物和酶切产物均在21 ibp左右处有一条带，

这与预期结果一致。

⑥阳性克隆载体pKANNIBAL一2．3和表达载体pART27用Not I单酶切，酶切产物

连接后，将重组质粒转化E coti DH5ct，提取质粒，进行PCR和相应位点的双酶切，

行2％琼脂糖凝胶电泳，结果见图3．16。PCR产物和酶切产物均在21 1bp左右处有
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一条带，这与预期结果一致。由此可见，我们获得了野生拟南芥钠氢反向运转蛋

白基因RNAi表达载体pART27—4，接下来可进行该基因RNAi载体的耐逆性相关

分析。

3—16 pTR6酶切、PCR鉴定图谱

M；DNA Marker DL 2000；l：PCR阴性对照；2：pTR五以引物II进行PCR扩增：3：p'rR6

双酶切(ClaI／BamHI)；4：pTR6以引物III进行PCR扩增；5：pTR6双酶切(KpnI和

XhoI)

3．2．2 pART27．4表达载体的农杆菌转化

挑选培养在含壮观霉素和利福平的LB固体培养基平板上的单克隆，接种于液

体培养基中培养，收集农杆菌菌体进行菌落PCR检测(图3．17)，证明表达载体

pART27．4转入农杆菌GV31叭中。

图3—17 RNAi载体转入农杆菌GV3101 PCR鉴定图谱

M；DNAMarkerDL2000；1：阴性对照：2，4菌落PcR验证

3．2．3抗性植株的获得

表达载体pART274经花粉管通道法转入拟南芥中，收获T0代种子。经抗性筛

选得到能在50mg／L卡那霉素的MS培养基中正常生长的抗性植株。转基因植株纯系

的获得及纯系植株的耐逆性分析证在进行中。

3．2．4耐逆性分析

3，2．4．1耐盐性分析

在不含NaCI的MS培养基上生长一周的转基因拟南芥(TO代)和野生型同时移



植到含盐的培养基中，经一周的培养。野生型随着NaCl浓度的增加表现为生长缓

慢，在200 mmol／LNaCl时有少数植株叶片发白(图3一18)i转基因拟南芥在

100mmol／L、150mmol／LNaCl培养基中，几乎已经停止生长，生物量增加缓慢。在

200 mmol／LNaCl时叶片几乎全部发白，萎蔫植株最终死亡，野生型植株的生物量

及根长明显优于转),．pART27．4质粒的转基因型。

3．2．4．2耐旱性分析

在含3％和5％PEG6000的MS培养基上，野生型拟南芥在叶片大小、植株长度、

平均生物量上均优于转基因型。在7％PEG6000的MS培养基上，野生型拟南芥叶片

明显萎蔫，而转基因型叶片几乎全部发白，萎蔫植株最终死亡，可见7％PEG6000

持续两周已达到耐早极限，结果见图3—19。

WT RNAi WT RNAi WT RNAi WT RNAi

MS lOOmmol，LNaCl 150mmol／LNaCl 200mmol／L NaCl

图3—18转Na+／H+反向运转蛋白RNAi载体的拟南芥的耐盐性分析

图中所示：转Na_，}王+反向运转蛋白RNAi载体拟南芥和野生型拟南芥耐盐性试验，幼苗萌发一

周后移植到盐培养基中继续培养一周后照像。A，E为对照；B，F为古100mmol／LNaCl MS培

养基上野生和转基因拟南芥：C，G为含150mmol／L MS培养基上NaCI野生和转基因拟南芥：D，

H为含200mmol／LNaCl MS培养基上野生和转基因拟南芥。

MS 3％PEG6000 5％PEG6000 7％PEG6000

圈3．19Ni+胛反嗣运转蛋百瓯葡氧律转钯拟南芥的耐早性分析
图中所示：转拟南芥和野生型拟南芥耐盐性试验，幼苗萌发一周后移植到干早性培养基中继



续培养一周后照像。

3．2，4．3表型分析

构建了Na十／H+反向运转蛋白RNAi载体，利用花粉管通道法转化拟南芥获得

TO代种子，经卡那筛选获得转基因植株。将转基因和野生拟南芥在MS条件下萌

发观察表型。在MS培养基上萌发后，观察到转基因和野生拟南芥在细胞分裂旺

盛的组织如根和叶中表现出了明显异常的表型。转基因拟南芥植株的高度明显小

于野生型；转基因拟南芥的根明显小于野生型植株，结果见图3—20。

图3—20 转化拟南芥表型分析

图中所示：野生拟南芥(A，B)和转基因拟南芥(c，D)萌发1072幼苗叶与根的表型照片。

综上所述，反义表达载体pART27．4可抑制拟南芥的耐盐和耐干旱能力。

4讨论

4．1．引物的设计及PCR反应条件的优化

对于整个PCR反应体系，引物设计占有重要的地位。引物设计的总原则是。提

高PCR反应的效率和特异性。一般的原则是：引物长度以20～25bp为宜，引物过短

会使特异性降低，过长则使反应效率过低及特异性降低：引物内部不应形成“发夹”

结构，若“发夹”结构不可避免，也应使3『末端碱基游离i若两条引物之间尤其是在

3味端不应形成二聚体，即不应有互补链存在；GC含量在50—60％，避开局部富含

GC或AT，为了使引物和模板稳定结合，3 7端避开AT rich结构；引物3味端碱基应

与模板完全配对，最好终止于三联密码的第一密码子，以保证扩增的特异性；选

择Tm温度相互接近的两条引物。我们在设计引物时，利用DNA Club软件辅助设计

并进行分析。结果表明所设计的引物基本符合上述原则。

影响PcR反应结果的主要变量包括：①模板的完整性非常重要，要求模板无

降解，模板的浓度也很关键，浓度过低，将不能得到足量的扩增产物，浓度过高，

可大大增加反应得非特异性，而得不到特异的扩增带。我们在实验中首先确定模

板的浓度和纯度，从而确定目的产物的特异性：②退火温度和时间取决于反应体

系的组成、扩增引物的长度、GC含量和浓度，退火温度低则反应敏感性高雨特异

性下降，退火温度高则反应特异性高而敏感性下降，因此最佳的退火温度十分重



要。@M92+的浓度可影响扩增的特异性，一般M92+的浓度选择在l～2mM左右较

为合适，过量可影响扩增的特异性；④另外一些添加物可提高DNA聚合酶稳定性，

促进聚合物反应进程或降低与模板的二级结构，提高反应的特异性：⑤此外，为

保证扩增的特异性，我们再扩增较长的片断时还使用可少许Pfu DNA聚合酶(一

种高保真耐高温DNA聚合酶，能纠正PCR扩增过程中产生的错误，而传统的Taq

DAN聚合酶则不能)。

4．2 Na+／H+反向运转蛋白的研究

植物为了减少盐胁迫造成的伤害．在长期进化过程中，形成了一套耐盐的机

制，或增加Na+的外排，或限制Na+的吸收，或将Na+束缚在液泡中。目前已经知

道有些植物主要通过液泡膜Na+／I-I+反向运转蛋白将Na+束缚在液泡中以减少Na+

的毒害。因此液泡膜Na+／H+反向运转蛋白在植物耐盐性方面具有重要作用。现有

从小麦获得的一个液泡膜Na+，H+反向运转蛋白的基因TaN[-D(2，其ORF是1612bp，

编码一个含538个氨基酸，Mr为59．7 kD的蛋白质。通过sMART分析，该蛋白

具有10个跨膜区和38个氨基酸的膜定位信号，与小麦中已获得的TaNHXI和水稻、

拟南芥中来源的NHX基因进行氨基酸同源性比较，发现跨膜区的氨基酸序列十分

保守，非同源区主要在N端1～18残基和C端538～553残基，变化最明显的区域

主要在450～498位残基。一些实验已经证明同源蛋白序列间的差异将会导致功能

上的差异，因此TaNI-I冀3与其它同源基因在氨基酸上表现出的差异可能意味着它们

功能上会有所不同。

一些研究认为高等植物的液泡膜Na+／H+反向运转蛋白对盐胁迫的响应有3种

形式。第一种是有无盐处理都不显示Na+fH+反向运转蛋白活性；第二种Na+，H+反

向运转蛋白是诱导型的，未作盐处理的植物中没有Na+／H+反向运转蛋白活性，只

有在NaCl胁迫下才能诱导出Na+／H+反向运转蛋白活性，表现出对Na十的Km增加：

第三种主要是盐生植物，其Na十／H+反向运转蛋白是组成型的，无盐条件下Na+／H+

反向运转蛋白活性较低，盐处理后其活性增加，表现为液泡膜Na十／H+反向运转蛋

白对Na士的Km变化不大。盐胁迫可增强液泡膜Na+／王r反向运转蛋白基因的表达，

并且这些基因的表达具有组织特异性，通常表现为NaCl处理下，叶、茎中转录水

平的增加高于根中，表明植物对Na+的解毒机制是在根中主要将Na十排出，而在茎、

叶中主要把Na十区隔化。

目前己经利用酵母模式系统做了功能互补实验及过量表达实验，证明TaNHX2

有效提高酵母耐逆性。本实验构建含TaNHX2基因的表达载体转到拟南芥中，获得

TO代抗性植株。在高盐、干旱和冷胁迫下可诱导TaNHX2在根、叶的积累，使转

基因拟南芥表现出一定的耐逆性。而转基因植株纯系的获得及纯系植株耐逆性分



析正在进行中。

4．3 RNAi在植物的功能基因学研究

随着人类及小鼠基因组计划的相继完成．基因组研究工作的重心已从大规模

测序阶段转移到功能基因组阶段。随着越来越多未知基因的发现，我们面临的问

题是如何诠释这些遗传信息、如何将这些序列信息与生物学功能相互关联起来，

其中反义RNA抑制及基因敲除等反向遗传学手段是最为常用的方法，并己成功应

用于一些功能基因的研究。但这两种方法都存在着缺陷，如基因敲除能从根本上

完全消除目标基因的活性，但可能不适用于研究特定基因在特定发育阶段的功能；

反义RNA技术由于其对内源性基因表达的抑制较弱，往往产生一些过渡性的表型，

误导我们对目标基因功能的判断。最近在线虫中发现的RNAi机制，通过试验手段

导入dsRNA分子以选择性降解细胞内其同源mRNA，导致内源性基因的表达被关

闭，为从反向遗传学角度研究未知基因的功能提供了新的方法和思路。由于RNAi

作用比反义RNA技术更有效、比基因敲除更省时，且可以通过导入多种dsRNA

分子，同时抑制多个基因的表达，因此具有广阔的应用前景。

因为RNAi技术在植物中具有稳定性，随着更多的重要农作物的植物基因组测

序计划的完成，RNAi技术必将在基因功能、基因表达调控、抗病、抗虫和抗逆基

因工程、雄性不育株系的培育、多倍体植物的研究以及植物发育和生理等方面得

到更广泛的应用。目前siRNA的制备有五种方法：

①化学合成：适合于确定的需要大量siRNA的研究；由于价格昂贵，不适合用

于筛选siRNA序列和长期研究。②体外转录：用于序列筛选；不适合长期研究和需

要大量siRNA的研究。此方法相对化学合成，普通实验室就可制备。③RNaseIII类

核酸酶消化长的双链dsRNA：快速研究特定基因被抑制后的表现型；不适合用于

长期研究和测定特定siRNA序列对基因抑制的效果。此方法首先设计一个目的基因

长200～1000bp的模板，然后体外转录获得长的双链RNA，再经RNaselII或Dicer核

酸酶的酶解获得一系列siI州A混合物，经纯化后去除未酶解得dsRNA，这些siRNA

混合物就可用于转染细胞。因为是许多不同序列的总siRNA，因而一般都能很有效

地抑制基因表达。由于使用的siRNA是多种序列的混合物，可能会导致非特异性基

因的抑制，尤其是相关基因的非特异性抑制。④PCR siRNA表达结构：通过PCR

合成siRNA表达模板，然后直接导入细胞中，不须克隆到载体上。PCR合成的表达

模板包括RNA聚合酶ⅡI启动子，siRNA发卡结构序列和RNA聚合酶III终止子。从

中筛选siRNA序列和测试不同启动子的效果：不宜于长期抑制基因表达。⑤siRNA

表达载体：目前siRNA的表达载体主要选用三个不同RNA聚合酶Ⅲ启动子来在哺乳

动物细胞中表达小的发卡结构的siRNA。这三个启动子为：Human U6、Mouse U6



年HHuman HI。RNA聚合酶III之所以用来表达siRNA，这是因为在哺乳动物细胞中

RNA聚合酶【II就是用来表达相当大量的d、RNAs。此法可长期抑制基因表达，体内

制备siRNA不许直接操作RNA。用于基因长期被抑制的分析研究；因为费时费力，

不适用于siRNA的序列筛选。

利用RNAi技术研究植物基因的功能，具有高度的序列专一性，可以使特定的

基因功能丧失或降低，从而使特定的基因沉默，因而可以确定基因的功能。因此，

RNAi可以作为一种强有力的工具用于植物基因功能的研究，利用RNAi引起的生物

体的反应，对某个功能基因群进行大规模的筛选，并确定其基因功能。本项研究

通过对拟南芥的AtNHXl基因比对分析，掌握该基因的序列特征，寻找爿州兕W基因

的保守序列来设计引物。把这段保守序列以正反方向插入克隆载体pKANNIBAL

中，再将这段正反方向的序列切下连入pAIH27双元表达载体中，其转录产物预计

可形成发夹结构，可以使内源性的AtNHXl基因的mRNA降解。利用花粉管通道法

将表达载体导入拟南芥后通过降解AtNHXl基因的mRNA，阻断Na+／H+反向运转蛋

白的生物合成，从而达到降低Na+压r反向运转蛋白含量的目的。实验证实，该载体

能有效地封闭AtNHXl基因的表达。这为随后用RNAi技术进一步深入研究Na+／H+反

向运转蛋白基因的功能提供了一种良好的研究手段。



结 论

1将BamHI和KpnI酶切位点引入TaNHX2基因开放阅读框外，并通过定点突变消

除TaNHX2基因内部的KpnI酶切位点，PCR产物经BamH I／Kpn I双酶切后定向

连接到同样用BamH I，Kpn I双酶切的pBlN438表达载体中，形成了含有TaNHX2

全长cDNA的重组pBIN438．TaNHX2。DNA序列测定，证实基因序列除定点突变

外，其余序列完全正确，无突变。

2将植物表达载体pBIN438一TaNH)(,，转入农杆菌GV3 103中。

3用花粉管通道法将pBIN438．TaNI-IX2转入野生拟南芥，获得TO代转基因拟南芥。

4对转基因植株进行PCR、Southern、RT-PCR分子生物学鉴定，证实TaNHJ(2基因

整合到拟南芥基因组中，在DNA、RNA水平均有表达。

5对转基因拟南芥进行耐逆性实验分析，证实过表达TaNHX2基因能提高拟南芥的

耐盐和耐旱能力。

6从拟南芥中克隆了Na+／H+反向运转蛋111209bp的片段，构建了Nr／H+反向运转蛋

白RNAi表达载体。

7．将表达载体pATR。4转入农杆菌GV3103中。

8用花粉管通道法将pATR．4转入野生拟南芥，获得转基因拟南芥TO代。

9对转基因拟南芥进行耐逆性实验分析，证实Na+／H+反向运转蛋白RNAi表达载

体使拟南芥的耐盐和耐旱能力降低。
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附图5(TaNHX2基因4次测序拼接结果)

附图6



附图7

附图8

l鎏藤黯||瓣簿簿茹：蔫≯露矗崦}一赫¨；}I『|鬻篓篓孽鬈3182⋯穗豢蕊罐努黪慧薯秽!鬻?爨簧懋紫吧≯睁甓爹秽戆鹱黪絮“鼍≯尊絮—鼍嚣盘’
F ≯ M 。 ’。 。 ．L—妇-浏题㈣斛龇浏她蠢幽瓢燃蜗‰燃删则㈣燃
芦淞鬈鬻。_帮一絮一絮黟’“渺絮霉黪紫一紫警端哆、瓣。警冀冀铲一随∽幽豳袖赫龇妇矗㈣赫赫嶙瓣幽塾‰
FP絮～篇⋯焉“一掣“下一警一了⋯≯。了一鼍P1．|_；鬻一∥“I l ， ^

耻蚴她删《煎燃洲蛾妇蜮i觇嫩脚㈣酬醯浏㈨‰
瞄他一：嚣¨竹晰￡：1善一—譬嚣忙洲6絮≯辩一需⋯专篱—”M嚣⋯舯等铲⋯誓嚣⋯鼍警孙”‘嚣～m。鼍擘r⋯t翟
I ^ - ．㈧∽佻6f涨蜊‰㈣州州泌删‰洲㈣燃喇测妇型
；然黧警鬻鼍驴。鼍⋯馏⋯嚣⋯篇⋯”搿—鬣⋯焉⋯鼍嚣⋯。絮⋯*嚣c“1
_馘ai 『．A I耄碰蚴≮岫!越则《跳啦0fh黼础‰删敞勰黜删



致 谢

在师大读书已经七年了，我非常喜欢这开满玉兰花的美丽校园，我感激谆谆教

诲的老师，感激每天和我一起欢笑的同学，心中有太多太多的回忆与感动。值此

顺利完成毕业论文之际，向给予我指导、支持、关心和帮助的师长、同学、朋友

和亲人致以衷心的感谢!

感谢敬爱导师杨建雄教授，导师严谨的学风、渊博的学识、诲人不倦的育人

态度和孜孜不倦的敬业精神，均给我留下了深NEp象，在言传身教中影响着我，

时刻在激励我知难奋进，使我在理论水平和科研能力等方面均获益菲浅，得到了

很好的提高与锻炼。他那崇高的敬业精神和诚恳亲切的为人处世的态度为我在学

习和生活上树立了光辉榜样。

在论文选题及实验过程中，俞嘉宁副教授热心帮助、大力支持，在此，谨向

俞嘉宁副教授表示深深的感谢!我还要特别感谢生科院王拮之教授在论文完成的

过程中给予的精心指导和大力支持。

感谢美国加利福尼亚州的董牛博士在实验上提供的广阔思路和宝贵经验，问

题总能倾心解答，不吝指教。他精益求精的实验态度和娴熟的实验技能给我论文

以很大的启发和帮助。实验过程中还得到了生科院杨章民副教授、叶海燕老师、

李焘老师给与的真诚帮助，在此深表感谢。

我要特别感谢我的好舍友王丽娟硕士给予我实验的支持和生活上的帮助。我

还得到了师妹包宇、师弟段飞、师妹黄亚亚、师妹柴渭莉、师弟张成的支持和帮

助。感谢同级的赵永梅、陈如冰、王倩、闫亚平的真诚帮助。感谢生命科学学院

02级本科生巨文峰、严复生、胡印州等同学的真诚帮助，在此表示衷心的感谢!

我要将满腔的感激之情和最诚挚祝福献给我的家人，感谢他们在我求学路上

给予我无微不至的关怀和爱护，衷心祝愿他们平安、快乐、幸福。

最后，向所有关心和帮助我的师长、同学、朋友和亲人致以最崇高的敬意!

谢谢您们!

原江锋于陕师大
二零零五年四月



攻读学位期间研究成果

◆杨建雄，原江锋，李发荣．柿叶黄酮的体外抗氧化作用研究．营养学报．2003，2．

◆原江锋，杨建雄．蛇毒及其基因克隆研究进展．陕西师范大学(自然科学

版)．2004，5．

◆原江锋，俞嘉宁，杨建雄。RNAi研究进展．陕西师范大学(自然科学版)．2004，5．

◆参编《生物化学解题指导》一书，2005年8月将出版．


	封面
	文摘
	英文文摘
	学位论文独创性声明及学位论文使用授权声明
	英文缩写词表
	引言
	1.文献综述
	1.1盐分对植物的影响
	1.1.1盐分对植物外部形态的影响
	1.1.2盐胁迫对膜结构的影响
	1.1.3盐分使植物光合作用下降、能耗增强
	1.1.4盐胁迫诱导的氧化胁迫对植物的影响
	1.1.5盐分造成植物营养亏缺（养分离吸收不平衡）
	1.1.6盐分对植物内源激素的影响
	1.1.7植物对盐胁迫的生理反应

	1.2植物耐盐的机制
	1.2.1与渗透稳态有关的物质和基因
	1.2.2与K+、Na+的稳态有关的蛋白质和基因
	1.2.3 Na+区隔化
	1.2.4其他离子的稳态（ionic homeostasis）和区隔化
	1.2.5跨膜电化学梯度的重建
	1.2.6水分的吸收
	1.2.7应答调控分子

	1.3 RNA干涉的研究进展
	1.3.1 RNA干涉现象的发现
	1.3.2 RNA干涉的作用机理
	1.3.3 RNAi作用的特点
	1.3.4 RNAi的生物学意义
	1.3.5 RNAi的应用
	1.3.6展望

	1.4结束语

	2.试验材料和方法
	2.1试验所涉及的材料
	2.1.1菌株及质粒
	2.1.2主要仪器设备
	2.1.3植物材料
	2.1.4酶及试剂

	2.2试验方法
	2.2.1细菌的培养和苗种的保存
	2.2.2大肠杆菌感受态细胞的制备及转化
	2.2.3大肠杆菌质粒的提取(碱裂解法)
	2.2.4 DNA片段的快速纯化/回收(参照北京鼎国产品说明书)
	2.2.5表达载体的构建
	2.2.6植物表达载体的农杆菌转化
	2.2.7拟南芥的培养方法
	2.2.8菌液的准备
	2.2.9转基因拟南芥的制备
	2.2.10阳性植株的筛选及纯系的获得
	2.2.11转基因植物的分子鉴定
	2.2.12转基因植物的耐逆性分析
	2.2.13 Na+/H+反向运转蛋白RNAi表达载体的构建
	2.2.14 Na+/H+反向运转蛋白RNAi表达载体转化农杆菌、转基因拟南芥的获取及耐逆性分析


	3.试验结果
	3.1 TaNHX2正义表达载体的构建及功能分析
	3.1.1表达载体pBIN438-TaNHX2的构建
	3.1.2 TaNHX2表达载体的农杆菌转化
	3.1.3抗性植株的获得
	3.1.4转基因植株的分子鉴定
	3.1.5耐逆性分析

	3.2 Na+/H+反向运转蛋白RNAi载体的构建及功能分析
	3.2.1 Na+/H+反向运转蛋白RANi表达载体pART27-4的构建
	3.2.2 pART27-4表达载体的农杆菌转化
	3.2.3抗性植株的获得
	3.2.4耐逆性分析


	4.讨论
	4.1引物的设计及PCR反应条件的优化
	4.2 Na+/H+反向运转蛋白的研究
	4.3 RNAi在植物的功能基因学研究

	总结
	参考文献
	附图
	致谢
	攻读学位期间的研究成果



