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� � 摘要 :对盐、旱逆境下转 BADH 基因小麦品系 99T6 的生长发育、甜菜碱醛脱氢酶活性及甜菜碱积累等进行了研

究分析,结果表明, 转 BADH 基因株系在盐逆境下具有明显的生长优势, 耐盐能力达到 100 mmol/ L ;电导率和质膜相

对透性表明转基因株系抗膜损伤能力增强;甜菜碱醛脱氢酶活性的增强和甜菜碱积累的增加, 说明转基因株系的盐

旱逆境抗性是通过甜菜碱积累这一长期、持久的方式解除渗透胁迫,而不是通过脯氨酸积累这种临时的应急反应; 以

甜菜碱作为靶标性状采用基因工程方法提高植物盐旱耐性是可行的。
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Abstract:Assay for salt tolerance and drought resistance of t ransgenic w heat w ith BADH cDNA by biolist ic

method were conducted under simulated salt / drought stress condit ion. The results indicated that the t ransgenic

w heat has many obvious advantages over its received plants, such as the more vigorous development of seedlings,

the w ell developed root system and the greater root act ivity under salt/ drought stress condition, as w ell as the

improved plasma membrane protect ion of ex cised leaf . T he betaine aldehyde dehydrogenase enzyme activity un-

der dif ferent salt concentration is also higher, and more betaine accumulat ion under drought condit ion, than its

received plant . This indicated that the int roduct ion of BADH gene into w heat may affect a series of physiolog ical

reaction to adapt st ress condition, this may be one of the reasons for its higher salt / drought tolerance. The w ay

to increase crop stress tolerance/ resistance through transgenic method may be effect ive.
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� � 甜菜碱是植物体内非常重要的渗透调节化合 物。其生物合成是由胆碱经两步脱氢氧化来完成,
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其中第二步是在甜菜碱醛脱氢酶( BADH)的催化下

将甜菜碱醛转变为甜菜碱。目前已清楚 BADH 由

单一核基因编码, 从菠菜、甜菜、山菠菜、大麦[ 1]、高

粱[ 2]及大肠杆菌[ 3]等多种植物和微生物中已克隆

了 BADH 基因,已经证明 BADH 基因的过量表达能

提高植物的耐逆性[ 1, 4]。郭岩等[ 5]将山菠菜 BADH

导入水稻, 得到了能耐 0�5% NaCl的转基因株系,

已获准进行中间试验, 通过 4 年田间实验已得到遗

传稳定的株系; 李银心等
[ 6]
又将该基因成功导入豆

瓣菜。郭北海等[ 7]则将该 BADH 导入了小麦栽培

品种, 获得外源 BADH 基因高效表达的转基因小

麦,其中 99T4 品系经室内逆境模拟及控制条件下

的耐旱耐盐鉴定,表现突出,已通过国家转基因生物

安全管理委员会批准, 进入中间试验阶段。本文用

另一高盐、旱抗性的转 BADH 基因品系 99T6 为材

料研究了在盐、旱胁迫条件下转基因品系叶片中甜

菜碱醛脱氢酶基因的表达与甜菜碱积累, 及其与植

株盐、旱抗性的关系。

1 � 材料和方法

1�1 � 供试材料
供试材料为转 BADH 基因品系 99T6( T5) , 以

受体品种石 4185为对照。石 90- 4185由河北省石

家庄市农科院培育, 农艺性状优良,在品种区试中连

续多年作为对照品种。转化所用质粒 pABH9(携带

山波菜 BADH 和 bar基因,均由玉米 ubiquitinl启动

子控制)由中国科学院遗传发育所构建 (图 1)。供

试的转基因株系通过基因枪转化获得[ 7] , 且经 PCR

检测和 Southern 杂交分析等证明为成功的转

BADH 基因植株后代。

图 1 � pABH9质粒结构示意图

1�2 � BADH活性检测
采用琼脂固化方法将小麦培养至三叶期, 琼脂

中含有不同浓度的氯化钠, 即 0, 50, 100, 125和 150

mmol/ L, 3 次重复。测定根条数、根长、苗高, 测定

叶片电导率、根系活力( T TC法)、脯氨酸含量(水杨

酸钠法)和 BADH 活性。BADH 活性检测主要参考

刘风华等[ 8]和 Holmstrom 等[ 4]的方法, 略有改动。

用 BECKMAN DU640型蛋白核酸分析仪测定蛋白

浓度。

BADH 活性测定: 反应总体积为 4 mL, 含有 50

mmol/ L Hepes. KOH( pH 8. 0)、1 mmol/ L EDTA、5

mmol/ L DTT、1 mmol/ L NAD、1 mmol/ L 甜菜碱醛

和 4 mg 蛋白的上述酶提取液。以煮沸 5 min的酶

提取液为空白对照。反应在 37 � 下进行,时间严格
控制在 10 min。以 NADH 在 340 nm 处的摩尔消光

系数为 6 220( a/ mol�L)来计算酶活性(比色杯后为

1 cm)在上述反应体积下 1个酶活力单位定义为每

分钟消耗 1 nmol/ L NAD。

1�3 � 甜菜碱含量的测定
采用盆栽种植方式。将生长至三叶期的小麦材

料进行控水干旱胁迫处理,待叶片呈现萎蔫状态时

( 7 d时间)采集叶片,以不控水的为对照。80 � 烘
箱烘至干燥。3次重复。甜菜碱的提取及毛细管电

泳检测方法均参照文献[ 9] ,毛细管电泳仪为 Beck-

man P/ ACE System 5500型, 样品的离析电压为 15

KV,本分析在河北省分析测试研究中心完成。

2 � 结果与分析

2�1 � 植株生长发育、质膜透性及根系活力
为了克服水培、砂培等方法中基质盐离子浓度

不稳定、不能直接观察根系发育等缺陷,在室内采用

NaCl琼脂固化培养方法,对获得的转 BADH 基因纯

系 99T 6的第 5代材料进行了耐盐性鉴定。所用琼

脂浓度为 0�45%, NaCl浓度分别为 0, 50, 100, 150,

200 mmol/ L ,以受体石 4185 为对照。培养温度为

25 � , 每天 2 000 lx 光照 10 h。10 d后调查根条数

及长度和苗高, 测定叶片电导率和根系活力( TTC

法)。结果表明,在各种盐浓度下, 99T 6的生长发育

均优于对照石 4185,直观表现为根长、苗高、根条数

多等。以根长为例, 在上述 5 个盐浓度范围内,

99T 6的根长分别比对照增加 1�68%, 15�29%,
18�64% , 20�45%和 140%, 随盐浓度的增加, 根系

优势增强。

� � 除了 200 mmol/ L 浓度条件下植株发育严重受

阻,不能获得足够的叶片和根系进行生理指标测定

外,试验所设计的另外 4个盐浓度下, 99T6的叶片

电导率及质膜相对透性均明显低于对照(图 2)。根

系活力测定表明同等盐胁迫强度下 99T 6的根系活

力较对照高 15%以上。如 50 mmol/ L 盐浓度下,

99T 6的根系还原强度为 4�8461 mg/ ( g�h) , 对照为
4. 2642 mg/ ( g� h) , 99T6 较对照高 14�12% ; 100

mmol/ L 盐浓度下分别为 3�8315和 3�2126 mg / ( g�
h) , 99T6 较对照高 19�26%。另一组 NaCl胁迫的
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水培试验结果表明, 在盐胁迫条件下 99T6 的叶片

脯氨酸含量显著低于对照石 4185, 各处理中平均

99T6的叶片脯氨酸含量(以干重计)为 51�17 �g / g,

而对照 4185为 95�85 �g/ g, 99T6较对照石 4185降

低 46�61%。

图 2� 不同盐浓度下的叶片电导率及质膜相对透性

2�2 � 甜菜碱醛脱氢酶活性
叶片甜菜碱脱氢酶活性的测定结果表明, 在各

盐浓度下, 99T6品系的甜菜碱醛脱氢酶活性均高于

对照石 4185(表 1) , 各处理平均, 99T6较对照 4185

高17�6% ,经方差分析, 差异达到 1%极显著水平。

不同盐浓度下生长的植株叶片甜菜碱醛脱氢酶活性

随盐浓度的增加而降低, 两品种表现了相同的趋势,

经方差分析, 0 mmol/ L , 50~ 100 mmol/ L , 125~ 150

mmmol/ L 三组间达到 5% 显著差异水平, 但 50 与

100 mmol/ L, 125与 150 mmol/ L 浓度处理间差异

不显著。

表 1 � 不同盐浓度下的 BADH活性(活力单位)

材料
NaCl浓度( mmol/ L )

0 50 100 125 150

99T6 11. 63 9. 11 7. 54 4. 92 3. 86

4185 8. 96 7. 85 6. 40 4. 38 3. 27

平均 10. 29 8. 48 6. 88 4. 65 3. 57

2. 3 � 甜菜碱的积累

PCR、分子杂交等从分子水平上证明外源

BADH 基因在小麦中已得到表达,逆境模拟也表明

在植株水平上转 BADH 基因小麦的抗旱耐盐性、甜

菜碱醛脱氢酶活性明显增强, 那么,逆境下基因终极

表达产物的含量是否增加? 为此用毛细管电泳法对

干旱胁迫下转基因品系的甜菜碱含量进行了检测。

为避免快速、高强度胁迫可能致使植株来不及反应

而死亡,本研究采用模拟田间干旱的控水方法,对植

株进行干旱处理,待叶片因缺水呈现萎蔫状态时采

集叶片。根据 3 个重复的毛细管电泳测定结果,

99T6的叶片甜菜碱含量(以干重计)为 22�93 mg/
g , 对照 4185 为 16�93 mg/ g, 99T 6 较对照 高

35�44% ,但方差分析差异不显著。

3 � 讨论

外源甜菜碱可以提高植物对盐旱的逆境胁

迫
[ 1, 4, 10, 11]

, 刘凤华等将山菠菜 BADH 基因导入草

莓和烟草, 获得了能耐 0�4% ~ 0�7% NaCl 的转基

因草莓和耐 2% NaCl的转基因烟草。郭岩等将从

山菠菜中克隆的 BADH 基因导入水稻, 得到了遗传

稳定,能耐 0�5% NaCl的转基因株系。李银心等将

BADH 基因导入豆瓣菜, 获得了在 0�5% ~ 0�8%培
养基上正常生长的转化植株。本研究表明, 转

BADH 基因小麦的耐盐能力可以达到 100 mmol/ L

NaCl,在此浓度范围内, 植株可以正常生长, 苗高、

根条数与零胁迫对照没有明显差异, 盐浓度超过

125 mmol/ L ,植株生长速度明显减慢, 根长、苗高显

著降低。

衣艳君等[ 12]测定了转 BADH 基因烟草植株的

叶绿素荧光诱导瞬变特性、呼吸酶和光呼吸酶活性

等,认为 BADH 基因的导入, 除了使植物可能通过

渗透调节提高耐盐耐旱能力外, 还可能使植物增加

某种�非渗调功能�,这种非渗调功能比 BADH 基因

自身�固有�的渗透调节功能可能更重要。本研究表
明,盐逆境下转 BADH 基因小麦的甜菜碱醛脱氢酶

活性明显提高, 各盐浓度平均, 99T6转基因株系比

受体对照高 17�6%。随盐浓度的提高, 甜菜碱醛脱
氢酶活性降低,一方面可能是随盐浓度的提高, 植株

各种生理代谢活动受抑制程度增加, 另一方面也可

能是在本研究采用的胁迫处理方式条件下,植株对

不同程度的逆境已经有了适应反应, 它不同于非逆

境生长、酶活性测定前再实施短时胁迫的条件, 需要
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进一步的实验来证明。

叶片脯氨酸含量的升高通常作为植物对逆境胁

迫的应急反应, 已有多人对抗旱性不同的作物品种

进行脯氨酸含量的比较,结论不一致。有人认为抗

旱性强的品种在逆境下脯氨酸含量高于抗旱性弱的

品种, 也有研究表明抗旱性强的品种在逆境下的脯

氨酸含量低于抗旱性弱的。这种结论的不一致可能

与不同作者所采用的胁迫程度以及施加胁迫处理的

时间不同有关。对于本研究而言, 99T6转基因株系

与其受体对照在脯氨酸含量上的差异可以认为是源

于二者对逆境的认同差异, 可以造成受体对照石

4185的逆境未必构成 99T6 转基因株系的逆境; 另

一可能的原因是转 BADH 基因株系从另一途径, 如

增加甜菜碱的合成积累(甜菜碱含量测定证实了这

一点) ,通过这一长期、持久的方式解除渗透胁迫, 而

不是通过脯氨酸积累这种临时的应急反应。

综上所述, BADH 基因的导入对提高植物的渗

透调节能力,增强对盐旱逆境的抗性是十分重要的;

以甜菜碱作为靶标性状采用基因工程方法提高植物

盐旱耐性是可行。我们已经将甜菜碱合成代谢相关

的另一重要酶系基因 CMO 导入小麦,获得了同时

转BADH 和 CMO基因的二价转基因小麦, 其中一

个株系 01T198在 2002年小麦生长后期干旱的情

况下,表现出良好的抗干热风能力,有关的耐盐鉴定

正在进行。
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