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摘要: 用盐胁迫处理转二色补血草DREB基因(LbDREB)的T2代烟草和野生型烟草, 测定各转基因及野生型烟草的多项与植

物抗逆相关的生理指标以及抗逆相关基因的表达水平, 结果显示过表达二色补血草LbDREB基因能提高盐胁迫下SOD活性

和K+/Na+, 减少MDA含量, 并且还能调节抗逆相关的过氧化物酶基因(PODs)和脂质转移蛋白基因(LTP)的表达。表明Lb-
DREB基因能增强植物的抗逆能力。
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Abstract: Dehydration responsive element binding proteins (DREB) are involved in transcriptional regulation 
of genes, and play important roles in plant growth, development and stress tolerance. To characterize the func-
tion of DREB in salt stress tolerance, the tobacco plants transformed with LbDREB from Limonium bicolor 
were subjected to NaCl stress. The results showed that overexpression of LbDREB elevated the activity of SOD, 
increased the ratio of K+ to Na+, and reduced the contents of MDA under NaCl stress. Moreover, overexpression 
of LbDREB can regulate the expression of some stress-related genes, such as PODs (for peroxidases) and LTP 
(for lipid transfer proteins). These results suggested that LbDREB can improve NaCl tolerance by regulating se-
ries of stress-related genes, thereby mediating some processes associated with stress to tolerance in plants.
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DREB (dehydration responsive element bind-
ing)是植物特有的一种转录因子, 含有一个保守的

AP2/EREBP结构域, 属于AP2/EREBP类转录因子

中的EREBP亚族。DREB转录因子能够与脱水响

应元件(dehydration-responsive element, DRE)特异

性结合, 调控多个与植物干旱和高盐耐性有关的

功能基因的表达 ,  从而综合提高植株的抗逆性

(Dubouzet等2003;  刘强等2000;  Xiong和Fei 
2006)。DREB基因介导复杂的胁迫信号传递网络, 
参与多种不同的信号传递。大部分DREB基因的

表达受干旱、盐碱、低温或冻害等逆境胁迫的诱

导, 从而提高植株的抗逆性。拟南芥DREB1/CBF
基因的过量表达在转基因烟草或芸薹植物中能够

诱导拟南芥CBF/DREB1靶基因的表达, 从而提高

了转基因植物对低温和干旱胁迫的耐性(倪志勇等

2008)。拟南芥中超表达OsDREB1A基因, 提高了

转基因植物对高盐和低温胁迫的耐性。另外, 有
研究还发现, DREB转录因子也可能参与生物胁迫

响应(Timmusk和Wagner 1999; Pernas等2000)。
在拟南芥中, 通过基因芯片等技术已经鉴定

出了40多个受DREB/CBF转录因子调控的下游基

因 ,  其产物包括一些转录调控因子、糖转运蛋

白、碳水化合物代谢相关蛋白、胚胎发育晚期丰

富蛋白、冷诱导蛋白、渗透保护生物合成蛋白

等。通过这些基因产物的表达以及协同作用综合

提高植物对逆境的抵抗能力(Seki等2001; Vogel等
2005), 所以DREB类转录因子在基因的表达调控
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方面起着非常重要的作用。

以前大量实验证明过表达DREB基因能调节

转基因植株的多种生理指标变化 ,  例如脯氨酸

(Zhao等2007)、叶绿素(Chen等2009)、离子渗漏

(Xiong和Fei 2006)。在以前的实验中, 我们克隆了

二色补血草的LbDREB基因, 并将其转入烟草, 共
获得6个转基因烟草株系(Ban等2010)。在此基础

上, 本研究选择了2个抗重金属能力优良的转基因

株系的T2代烟草, 进行盐胁迫, 并测定和比较转基因

和非转基因烟草的离子、丙二醛(MDA)含量和超

氧化物歧化酶(SOD)活性等各项抗逆生理指标以

及相关植物抗逆相关基因的表达量, 从而检验二

色补血草LbDREB基因的耐盐功能, 为将该基因在

植物抗逆基因工程育种中的应用提供理论依据。

材料与方法

1  盐胁迫处理转基因烟草

我们共获得了6个独立的转LbDREB基因烟草

(Nicotiana tabacum L.)株系(Ban等2010), 选择2个
具有抗重金属能力的转基因株系(Line 3、Line 4)
和非转基因烟草(WT)的组培生根苗各60株, 移栽

到温室中培养, 平均温度24 ℃, 相对湿度70%。一

个月后, 在每个株系中各选取40棵长势相当的烟

草, 用100 mmol·L-1 NaCl浇灌土壤, 每天浇一次, 每
次浇200 mL进行盐胁迫试验。每个株系选取5株
苗, 于0、8、16 d取材(叶片)测定Na+

、K+
离子含

量, 在0、1、2、4 d取材测定丙二醛(MDA)含量、

超氧化物歧化酶(SOD)活性。分别收集转基因和

非转基因烟草在盐胁迫0、1、2、4 d时叶片, 保存

于-70 ℃, 备用。

2  转基因烟草植株的抗性分析

2.1  Na+
、K+

含量测定

将烟草叶片放入鼓风干燥箱, 85 ℃恒温干燥

10 h, 然后将样品磨碎并称重。将样品转移到一个

干净的试管中, 加入1 mL HClO4和5 mL HNO3加热

直到溶液变清。然后, 在每个试管中加入3 mL 5 
mol·L-1 HCl, 用去离子水将体积补到25 mL, 用原子

吸收分光光度法(TAS-986, 北京普析通用仪器有

限责任公司)测定Na+
和K+

含量。

2.2  丙二醛(MAD)含量测定

将烟草叶片用液氮速冻后研磨, 放入2 mL离

心管内, 加入1.5 mL 10%三氯乙酸, 4 ℃放置30 
min。12 000 r·min-1

离心10 min后吸取1 mL提取液, 
加入1 mL 0.6%硫代巴比妥酸(TBA), 混匀, 置于沸

水浴中加热15 min。迅速冷却, 12 000 r·min-1
离心

20 min, 取上清液分别测定532 nm和450 nm的OD
值。对照管以2 mL水代替提取液。 

根据以下公式即可计算样品提取液中丙二醛

的含量C, 然后再计算每克样品中丙二醛的含量

(µmol·g-1)。
C(µmol·g-1)=6.45OD532-0.56OD450

2.3  超氧化物歧化酶(SOD)活性测定

将烟草叶片用液氮速冻后研磨, 放入2 mL离
心管内。加入1.5 mL 1/15 mol·L-1

磷酸缓冲液(pH 
7.8), 4 ℃放置30 min。10 000 r·min-1

离心10 min, 
将上清液30 μL稀释到500 μL后加1.5 mL反应液

[0.013 mol·L-1 甲硫氨酸(Met), 6.3×10-6 mol·L-1
氮蓝

四唑 ,  1.3×10-6 mol·L-1
核黄素 ,  1×10-4 mol·L-1 

EDTA·Na2和0.05 mol·L-1 磷酸缓冲液, pH 7.8], 置于

温度为30 ℃、光照强度90 µmol·m-2·s-1
的光照培养

箱内反应10 min, 立即测定吸光值。用不加酶液的

反应液(1 mL 1/15 mol·L-1 磷酸缓冲液, 3 mL反应

液)作对照, 用稀释后的酶液调零。

将测得的吸光值代入以下公式, 求得酶活性。

其中: DA560%为560 nm处被抑制的吸光值百分数; V
为提取的酶液总体积(mL); v是反应的酶液体积

(mL); T为反应时间(min); W为植物材料的净重(g)。

2.4  盐胁迫后转LbDREB基因烟草和非转基因烟

草生长比较

将转基因烟草和非转基因烟草用100 mmol·L-1 
NaCl 浇灌, 每天浇一次, 每次浇200 mL。胁迫一

个月后, 比较其生长状况并计算其相对生长量(Ban
等2010)。

相对生长量=(盐胁迫一个月植株高度-胁迫

前植株高度)/胁迫前植株高度×100%。

3  实时定量RT-PCR分析下游基因表达

3.1  样品的制备 
采用CTAB法(王玉成等2003)提取不同处理的

烟草叶片组织中总RNA, 经DNase I (Promega)消化

去除DNA。以0.5 μg总RNA为模板, 应用Prime-
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ScriptTM RT reagent Kit (TaKaRa)进行cDNA的合

成。将合成的第一链的cDNA稀释10倍, 用作定量

RT-PCR模板。

3.2  实时荧光定量RT-PCR
选择3个与逆境相关的基因作为研究对象进

行实时荧光定量分析, 用烟草α-tublin和ubiquitin基
因作为内参基因, 所选基因及引物序列见表1, 引
物由上海生工生物公司合成。实时定量PCR反应

试剂盒是SYBR Green Realtime PCR Master mix 
(Toyobo, Japan)。反应体系为2×SYBR Green Real-
time PCR Master mix 10 μL, 引物各0.3 μL (20 
μmol·L-1), 水6.9 μL, 模板2.5 μL。定量PCR反应条

件为: 94 ℃预变性30 s; 94 ℃ 12 s, 58 ℃ 30 s, 72 ℃ 
40 s, 78.4 ℃读板1 s, 45个循环。然后在荧光定量

PCR仪(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)上完成RT-
PCR。用α-tublin和ubiquitin基因作为内参基因。

用2-DDCt
方法进行基因的相对定量分析, 用Graph-

pad Instat3.0软件进行基因表达数据的显著性分析

(Comic 2000)。

8 d后, 转LbDREB基因烟草中K+
含量较非转基因烟

草明显升高, Na+
含量与非转基因株系差异并不明

显。在NaCl胁迫16 d时, 所有转LbDREB基因烟草

中的Na+
含量均低于非转基因烟草, 而K+

含量高于

非转基因烟草, 且差异显著(P<0.05)。
转LbDREB基因烟草和对照烟草的K+

、Na+
比

率(K+/Na+)如图2所示。在胁迫前, 非转基因烟草

中的K+/Na+
大于转基因烟草。盐胁迫导致了K+/

Na+
在非转基因烟草和转LbDREB基因烟草中的快

速下降, 但是在16 d时转基因烟草株系中又表现上

升的趋势。在整个盐胁迫过程中, 所有转LbDREB
基因烟草中的K+/Na+

均高于非转基因烟草, 尤其是

在胁迫16 d时, 转基因烟草Line 4株系比非转基因

烟草高出4.7倍。显然, LbDREB基因的过表达显著

提高了转基因烟草在盐胁迫下的K+/Na+
。

2  盐胁迫下转LbDREB基因烟草和非转基因烟草

丙二醛(MDA)含量比较

由图3所示, 在非胁迫时, 转基因烟草与非转

基因烟草MDA含量无明显差异。但在盐胁迫1、2

图1  盐胁迫对非转基因和转基因烟草中Na+
和K+

含量变化的影响

Fig.1  Effect of salinity stress on the accumulation of  
inorganic ions (Na+ and K+) in the leaves of untransformed 

control plants and transgenic tobacco lines
WT: 非转基因烟草; Line 3、Line 4: 不同的转基因烟草株

系。数据为3次重复的平均值。无相同字母表示差异显著(Tukey
法α=0.05)。下图同。

表1 实时定量RT-PCR研究下游基因表达所用引物序列

Table 1 The primer sequences of down-stream gene used  
real-time RT-PCR

   基因        GenBank登录号                     引物序列(5′→3′)

α-tublin	 AJ421412 TAACCATCATAGAAGAGGGTTC
  GCAATCCTTCTTGACAATGAGG
ubiquitin DQ830978 TGGTCGGGTGGGATTCCCTCT 
  GCCAAGATACAGGATAAGGAGG
TOBPXD D11396 GAAATCCTGGCTCCGCTCTG 
  TGGAGTTGCCTTGGTAAGAG
poxN1 AB044154 ATCGGTCCACAGCTTCTGGTCTG
  AGGGTCTCAACACTCAAGATC
ltp1 X62395 TCAGCAGGAATGATGTCTCC 
  TCATGGAAGCTGCTGCTGTC

实验结果

1  盐胁迫下转LbDREB基因烟草和非转基因烟草

离子含量比较

为了研究NaCl对烟草中Na+
和K+

含量的影响, 
我们对100 mmol·L-1 NaCl处理0、8及16 d的转基

因烟草和非转基因烟草中Na+
、K+

含量进行测定

(图1)。胁迫前, 转LbDREB基因烟草与非转基因烟

草相比, Na+
含量差异不显著(P>0.05)。NaCl处理
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和4 d时, 各转基因烟草株系的MDA含量较非转基

因烟草明显降低。方差分析表明, 在盐胁迫的第

1、2、4天, 转基因株系与非转基因株系间的MDA
含量差异显著(P<0.05), 特别是在胁迫第4天时非

转基因株系中MDA的含量达到了转基因株系的

1.8倍, 但各个转基因株系之间差异并不显著。这

些结果表明, LbDREB的过量表达减少了NaCl胁迫

时转基因烟草中的MDA含量。

3  盐胁迫下转LbDREB基因烟草和非转基因烟草

超氧化物歧化酶(SOD)活性比较

从图4可见, 随着盐胁迫时间的延长, 非转基

因烟草和转LbDREB基因烟草的SOD活性均呈现

先升高、后降低的趋势。未胁迫时, 所有株系中

的SOD活性没有明显差异。盐胁迫1、2 d后, 转
LbDREB基因烟草中的SOD活性高于非转基因烟

草, 尤其是Line 4株系在胁迫第1天时, 其SOD活性

比非转基因烟草高出近1倍。不同的转基因株系

间的SOD活性也不相同并且差异明显(P<0.05) (图
4)。胁迫处理4 d后, 非转基因和转基因株系的

SOD含量比胁迫前均明显降低, 且非转基因和转

图2  盐胁迫下转基因株系和非转基因株系K+/Na+
比率

Fig.2  The ratio of K+ to Na+ in transgenic lines and  
untransformed control plants after salt stress

图3  盐胁迫对转基因和非转基因株系MDA含量 
变化的影响

Fig.3  Effect of salinity stress on MDA content of transgenic 
and untransformed control plants

图4  盐胁迫对转基因和非转基因株系SOD活性变化的影响

Fig.4  Effect of salinity stress on SOD activity of transgenic 
and untransformed control plants

基因株系间无显著差异。

4  盐胁迫后转LbDREB基因烟草和非转基因烟草

生长比较

盐胁迫30 d后, 转LbDREB基因烟草较非转基

因烟草长势好(图5)。转基因烟草的相对生长量显

著高于非转基因烟草(图6), 特别是Line 4株系的相

图5  盐胁迫30 d后非转基因烟草和转基因烟草的生长

Fig.5  Growth of untransformed control and transgenic 
tobacco after salt stress for 30 days

对生长量是非转基因株系的近4倍。

5  LbDREB基因对植物抗逆相关基因的调控

为了鉴定外源LbDREB是否能调控转基因烟
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草中抗逆相关基因的表达, 我们选择了3个基因作

为研究对象, 用实时荧光定量RT-PCR分析了它们

在盐胁迫前和胁迫后的相对表达量, 从而初步鉴

定出LbDREB对胁迫相关基因的表达调控机制。

从图7中我们可以看出, 在正常生长条件下, 
转基因株系中TOBPXD基因和poxN1基因被外源

LbDREB显著下调(P<0.05)。在NaCl胁迫4 d后, 
ltp1在转基因株系中的表达量高于非转基因植株, 
且差异显著(P<0.05), 但转基因植株中TOBLTP和
poxN1表达量虽然比胁迫前增加, 但与非转基因株

系差异不显著。

讨　　论

植物抗逆能力的形成是由多个基因协同参与

完成的, 转入单一功能基因提高植物的抗逆性具

有一定的局限性。因此, 近年来转录调控因子基

因的遗传转化已经成为当今的研究热点。调控基

因包括调控基因表达的转录因子和参与蛋白质翻

译的翻译因子。研究表明转录因子在植物基因组

中的过表达, 可明显增强植物的抗逆性(刘文奇等

2002)。DREB转录因子在植物的抗逆性中发挥着

重要的作用, 很多研究已经表明DREB基因能够在

植物抵抗多种非生物胁迫(Gutha和Reddy 2008; 
Dubouzet等2003; Liu等2007)中起重要作用。

细胞质中许多酶的加工过程受到高浓度的

Na+
或者较高的Na+/K+

的抑制(Tester和Davenport 
2003)。无论是淡土植物还是盐土植物其细胞之中

的酶都对Na+
十分敏感(Obata等2007), 所以限制

Na+
进入细胞内对提高植物的抗盐性起重要的作

用。一般认为, K+/Na+
的比值是植物耐盐能力的一

个指标(Garg等2002)。本研究发现, 盐胁迫时, 转
LbDREB基因烟草比非转基因烟草含有更多K+

以

及更少Na+, 在转LbDREB基因烟草中的K+/Na+
高于

非转基因烟草(图2), 表明在盐胁迫下LbDREB基因

能显著提高植物体内K+/Na+, 减少了盐分对细胞内

膜和蛋白因子等的毒害, 从而降低盐胁迫对植物

图6  盐胁迫30 d后转基因烟草和非转基因烟草

相对生长量的对比

Fig.6  Comparison of relative growth between transgenic and 
WT tobacco plants after salt stress for 30 days

图7  实时定量RT-PCR分析盐胁迫后转基因烟草中 
目标基因的相对表达

Fig.7  Relative expression level of target genes in transgenic 
lines after salt stress by real-time RT-PCR

A: TOBPXD (D11396); B: poxN1 (AB044154); C: ltp1 (X62395)。
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的伤害程度。

各种各样的非生物胁迫(如盐、干旱、极端

温度、重金属等)都可能引起植物细胞中活性氧

(ROS)的过量积累, 进而使细胞遭受快速过氧化的

伤害(Sunkar等2003)。由于MDA是生物膜内过氧

化反应的终产物, 因此MDA含量代表了过氧化反

应以及膜受伤害的程度, 通常将其作为脂质过氧

化损伤的指标。MDA积累越多表明细胞膜脂损伤

的程度越高(肖雯等2000)。本研究中, 在胁迫前转

基因株系和非转基因株系中MDA含量差异并不显

著, 但是在盐胁迫下, 转LbDREB基因烟草中的

MDA含量比非转基因烟草显著降低(图3)。所以

LbDREB基因能够调节植物体内MDA的合成, 植物

受到盐胁迫后LbDREB的过量表达减少了植物体

内MDA的合成, 从而降低了植物受伤害的程度。

超氧化物歧化酶(SOD)是植物细胞内的重要

保护酶, 在抗氧化防御系统中处于核心地位。它

能催化超氧阴离子自由基的歧化反应, 从而清除

超氧阴离子自由基, 减少其对膜结构和功能的破

坏, 该酶的活性与植物的抗逆性密切相关(白爽等

2006)。本研究中, 盐胁迫前转基因株系和非转基

因株系中SOD含量并无明显差异。但在盐胁迫第

2天时, 转LbDREB基因烟草的SOD活性较非转基

因烟草显著增高, 在第4天时SOD活性又剧烈下降

到与非转基因株系相同的水平(图4)。可能开始

SOD活性迅速上升是植株为了适应盐胁迫而产生

的应激反应, 以减小盐胁迫对植物细胞的伤害, 但
是随着胁迫时间的延长植株受到的伤害相应增加, 
植物体内超氧化物歧化酶系受到损害, 所以胁迫

第4天时的SOD活性又有降低, 有待于进一步研

究。总之LbDREB基因可能参与调节SOD家族基

因的表达, 从而增加植物体内SOD的活性以增强

植物体的抗胁迫能力。

过氧化物酶(peroxidase, POD)在植物抗氧化

胁迫中具有清除氧自由基、维持活性氧代谢平衡

的功能, 是防止质膜过氧化、保护膜系统的关键

酶。植物细胞中含有POD等多种抗氧化酶类和抗

氧化化合物来清除细胞内的活性氧。植物在逆境

条件下受伤害的程度及植物对逆境的抵抗能力与

其体内的POD活性有关, 其活性越高, 植物的抗逆

性越强(Flexas和Medrano 2002; 赵丽英等2005)。

在本试验中我们研究了两个POD基因(TOBPXD和

poxN1)的表达模式, 比较转基因和非转基因烟草各

株系POD基因表达水平可以发现,在NaCl处理前, 
TOBPXD基因和poxN1基因在转基因株系中表达量

明显低于非转基因植株。NaCl胁迫4 d后转基因株

系中两个基因的表达量增加, 但与非转基因植株

差异并不显著。说明, LbDREB基因能够调控POD
家族基因的表达。

由于LbDREB基因能够调控POD、SOD等基

因的表达, 而POD、SOD等是植物体内重要的活

性氧清除酶类, 可以清除氧自由基减少膜脂质过

氧化程度。我们研究表明LbDREB基因的过表达

能够提高POD、SOD等基因的表达量。因此, 可
能由于POD、SOD等基因的表达量提高, 使得植

物的抗氧化能力加强, 减少了盐胁迫下的膜质过

氧化程度, 从而减少了MDA含量。

脂质转移蛋白(lipid transfer protein, LTP)是在

高等植物生命活动中一类重要的活性蛋白质, 其
显著的结构特征是分子内有一个疏水孔穴, 在体

外能够可逆地结合和转运多种类型的疏水分子。

LTP蛋白不仅在植物生殖发育及信号转导中行使

着重要的功能(李诚斌等2006; 徐民俊等2002), 而
且在植物抗盐胁迫(Choi等2008)和抗重金属胁迫

(Hollenbach等1997)发挥着重要的作用。本实验中

我们比较了非转基因烟草和转基因烟草各株系

LTP基因(ltp1)表达量, 可以发现在非盐胁迫下, 非
转基因植株和转基因植株中ltp1的表达量基本相

同, 而在盐胁迫后, 转基因植株中ltp1的表达量明

显高于非转基因植株, 说明在盐胁迫下LbDREB的
过表达, 提高了ltp1的表达量, 从而增强了LTP的活

性, 提高了植物的耐盐能力。

综上所述, LbDREB能够通过调节抗逆相关基

因的表达来调节植物相关生理活动, 从而提高转

基因烟草对盐胁迫的抗性。
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