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  摘要 :为尽快培育出适宜我国干旱荒漠地区大面积推广的耐盐冰草新品种, 试验以经 PCR 和 Southern blot杂交检

测的含有 p5CS 基因的蒙农杂种冰草植株为材料, 用Northern blot检测目的基因在转化植株中的表达;并用 1. 5% NaCl

盐溶液进行胁迫处理确定转化植株的耐盐性。结果表明: 转基因冰草植株与 DIG 标记探针杂交呈现明显的杂交带;

盐胁迫下 ,游离脯氨酸含量增加较快, 质膜透性、丙二醛含量增加较小, SOD活性较高。说明 p5CS 基因能够在冰草基

因组的转录水平上表达,表达植株的耐盐性明显增加。
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Abstract: In order to breed a new salt tolerance variety which adapt to extend in drought areas in China, The p5cs

gene expressed in transgenic hybrid wheatgrass( Agropyron cristatum A. desertorum cv.cHycres-t Mengnongc) , which in-

dentif ied by PCR analysis and Southern blot ,was investigated with Northern blot and physiological index was determined

under 115% NaCl stress. The results showed that transgenic wheatgrasses and DIG marker hybridize was present obvious

strap; under salt stress, Pro contents was increased quickly, cell membrane permeabilities and MDA contents were in-

creased slowly, SOD act ivity was high. The results indicated that exogenous gene p5CS expressed at transcription level in

transgenic plants, and salt tolerance of transgenic plants were enhanced.
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  我国西北部地区干旱少雨,土壤沙化、盐渍化现

象严重, 干旱区面积约占国土面积的 58. 6%, 是经

济开发和生态环境建设的重点,其中培育抗旱、耐盐

碱植物,不仅可以直接利用盐碱地进行生产, 又可以

改善当地的生态环境,成为人们研究的热点。但是,

由于大多数牧草生育周期较长,性状遗传较为复杂,

用常规育种方法培育新品种难度较大, 造成了我国

牧草生产品种数量少、品质差, 抗逆性水平较低,普

遍缺乏抗干旱、耐盐的牧草品种[ 1- 3]。利用基因工

程技术, 克隆并转化耐盐基因,使其在其他植物中表

达, 可以明显加快耐盐新品种的选育[ 4, 5]。

本研究是在获得的转 p 5CS 基因( $-吡咯啉-5-

羧基合成酶基因) 冰草植株的基础上[ 6, 7] , 运用

Nouthern blot技术检测目的基因在转化植株中的表

达, 并通过盐胁迫鉴定转化植株的耐盐性, 从中筛选

耐盐的转基因冰草植株, 希望能够短时间内培育出

适合我国西部干旱、半干旱地区大面积推广种植的

耐盐冰草新品种。
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1  材料和方法

1. 1  材料

经PCR 和 Southern blot 杂交检测的含有 p5CS

基因的蒙农杂种冰草植株, 以非转化的蒙农杂种冰

草植株为阴性对照。

1. 2  方法

1. 2. 1 Northern杂交 试剂盒提取植物总 RNA(天为

时代) ;质粒DNA经PCR扩增后,用DNA凝胶回收试剂

盒回收目的片段,以回收的目的片段为模板,利用DIG

High prime DNA Labeling and Detection Starter KitÑ, 采用

随机引物方式标记探针;用甲醛变性凝胶进行RNA电

泳;用上行毛细管转移法进行转膜;用 DIG标记的探针

进行杂交、检测[8, 9]。

1. 2. 2  耐盐性测定  把经过 Northern 杂交检测的

阳性植株与阴性植株分别移栽到相同的塑料花盆

中,花盆底部用塑料袋封好,各装大田土 5 kg, 放置

于温室,昼夜温度为 25~ 28 e ,使其恢复生长 21 d。

待苗完全恢复生长时,用 115% NaCl盐溶液进行胁

迫处理,测定胁迫前后植株的质膜透性、丙二醛含

量、游离脯氨酸含量和 SOD活性。质膜透性采用电

导率测定; 丙二醛含量采用 5%TCA提取,分光光度

测定法;游离脯氨酸含量采用乙醇提取,茚三酮测定

法; SOD活性用NBT 还原法测定。

2  结果与分析

2. 1  Nouthern杂交
转 p5CS 基因的蒙农杂种冰草植株与阴性对照

植株的Nouthern杂交结果见图 1。从图1可以看出,

转 p5CS 基因的冰草植株与 DIG标记探针杂交呈现

明显的杂交带, 说明外源基因 p5CS 已经在转基因

植株中转录水平表达。

1~ 5.部分转基因冰草植株; 6.阴性对照

1- 5.Transgenic plants; 6.Negative control

图 1 转 p5CS基因冰草植株 Nouthern杂交检测

Fig. 1 Northern blotting of transgenic tobacco plant( p5CS)

2. 2  耐盐性研究
2. 2. 1  转基因植株的游离脯氨酸含量  转基因植

株的游离脯氨酸含量见图 2。从图 2看出, 随着盐

溶液胁迫时间的延长, 游离脯氨酸含量增加并且转

化植株的游离脯氨酸含量增加幅度大于未转化植

株。盐胁迫下,植物细胞中常积累一些小分子有机

物质(如脯氨酸、甜菜碱、糖醇等)以维持高的细胞质

渗透压, 便于植物在高盐条件下对水分的吸收, 以保

证细胞的正常生理功能。

图 2 盐胁迫下游离脯氨酸含量的变化

Fig. 2 The change of Pro contents under salt stress

2. 2. 2  转基因植株的质膜相对透性  叶片质膜相
对透性变化见图 3。随着盐溶液胁迫时间的延长,

质膜相对透性增大,盐胁迫时间越长, 质膜相对透性

增加越快,转化植株的质膜透性的增加程度明显低

于未转化植株。质膜透性表示胁迫时质膜受破坏的

程度,质膜透性越大说明受破坏的程度越严重。

图 3  盐胁迫下叶片质膜相对透性的变化

Fig. 3  The change of cell membrane permeabilities

under salt stress

2. 2. 3  转基因植株的丙二醛含量  丙二醛含量变
化见图 4。从图 4可以看出, 随着 NaCl盐溶液胁迫

时间的延长丙二醛含量增加, 当胁迫到 7 d后,丙二

醛含量下降;转基因植株的增加速度小于未转基因

植株。丙二醛是膜质过氧化产物, 其含量的高低可

以反映植物遭受逆境伤害的程度,含量越高,说明植

物受逆境伤害越大。

图 4 盐胁迫下丙二醛含量的变化

Fig. 4 The change of MDA contents under salt stress

2. 2. 4  转基因植株的 SOD活性  SOD活性变化如
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图5。从图5可以看出, 随着 NaCl盐溶液胁迫时间

的增加,转基因植株的 SOD 活性增大, 未转化植株

SOD活性变化不大,当胁迫时间增加到 7 d以后,转

化植株和未转化植株的 SOD活性均下降,下降幅度

不同,并且转化植株的SOD活性相对较高。

图 5  盐胁迫下 SOD活性的变化

Fig. 5 The change of SOD activity under salt stress

3  讨论与结论

p5CS 在植物中催化脯氨酸生物合成的前两步

反应, 其 活性受到脯 氨酸含量的 反馈抑制。

p5CSF129A是 p5CS 去除反馈抑制的突变体, 这种反

馈抑制的去除, 导致植物体中脯氨酸含量成倍增加,

加强了植物在渗透压胁迫下的保护。Hong 等将此

基因导入烟草, 使脯氨酸累积表达量增加2倍,转基

因的幼苗可在 200 mmol/ L NaCl中正常生长,目前已

被转入多种植物(水稻、高羊茅、黑麦草等)中用以提

高植物的抗旱、耐盐性
[ 10- 13]

。

本研究中的转 p5CS 冰草植株是/十五0期间在

国家/植物转基因研究和产业化示范0重大专项课题

的资助下, 霍秀文等以冰草幼穗为外植体建立冰草

组织培养的再生体系, 用基因枪轰击冰草幼穗诱导

的愈伤组织,获得转基因冰草植株, 并用 RT-PCR法

检测到 p5CS 基因在受体基因组的转录水平表

达[ 6, 7, 14, 15] ;徐春波等用不同浓度的 NaCl溶液胁迫

转化植株,测定了转化植株的叶片相对含水量、叶片

质膜透性、Na
+
、K

+
的含量及游离脯氨酸含量, 证明

转化植株的耐盐性明显增加[ 16]。本研究在前人的

基础上, 进一步用 Northern 杂交检测到外源基因

p5CS 在转录水平上表达, 得到与霍秀文等一致的

结果; 在耐盐方面,用 115%NaCl盐溶液对转化植株
进行不同时间的胁迫处理下, 转化植株较未转化植

株的游离脯氨酸含量增加较快;叶片的质膜透性、丙

二醛含量增加程度明显低于未转化植株; 转化植株

的SOD活性相对较高。在盐胁迫机理中,脯氨酸作

为一类重要的有机渗透调节物质,可以平衡液泡的

低水势、保护植物细胞中生物聚合物的结构、维持完

整的水合范围并解除 NaCl对植物叶绿素合成的抑

制。因此,在盐胁迫条件下,脯氨酸含量增加越多的

物种,渗透调节能力越强, 具有较强的耐盐性; 膜透

性和丙二醛含量表示质膜伤害程度,膜透性越大,丙

二醛含量增加的越快,证明质膜伤害越重, 植株的抗

性越差; SOD作为细胞内的主要保护酶, 主要功能是

清除 O2
- 产生 H2O2,减少超氧自由基的生成, 减轻

对细胞的危害[ 17- 27] ; 在本研究中, 胁迫到一定时间

后, 丙二醛含量降低和李琼等
[ 17]
结果一致; SOD活

性降低可能是保护酶清除活性氧和自由基的能力有

限, 当胁迫超出一定范围后, 引起保护酶活性就会迅

速下降。因此,根据本研究的结果可以进一步说明

转基因植株较未转基因植株的耐盐性明显增强。外

源基因 P5CS 在转基因蒙农杂种冰草植物体内表

达。
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对重大、重点项目以及基金项目、创新性成果的报道力度。同时,继续加强对科技新动态、生产

新动向、市场新需求的报道。

本刊为月刊,国际标准 16开本, 120页, 彩色封面, 每期定价 5. 00元, 全年 60元。各地邮

局均可订阅,邮发代号: 36- 32。如错过订期,可直接与本刊编辑部联系订阅。

地址:郑州市农业路 1号     邮编: 450002

电话: 0371- 65739041 传真: 0371- 65712747

E- mail:hnnykx@ 163. com    hnny@ chinajournal. net. cn
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