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超表达 AVP1 基因提高转基因百脉根的耐盐性和抗旱性

程星 *, 王燕雯 *, 包爱科, 王锁民 **

兰州大学草地农业科技学院, 兰州 730020

提要: 本研究以超表达拟南芥液泡膜 H+-焦磷酸酶编码基因 AVP1的转基因百脉根为材料, 对其耐盐性和抗旱性进行了检

测。结果显示: 在200 mmol·L-1 NaCl下处理或自然干旱7 d后, 转基因植株的生长虽然受到抑制, 但受抑程度明显低于野生

型植株, 前者叶片相对含水量比后者分别高18%和14%, 净光合速率分别高20%和21%, 而MDA含量则分别低35%和27%,
相对质膜透性分别低28%和27%。此外, 随着盐和干旱胁迫的加剧, 与野生型植株相比, 转基因植株体内积累了更多Na+、

K+和Ca2+。以上结果表明, AVP1基因的超表达可能提高了百脉根细胞Na+区域化能力, 既减轻了过量Na+对细胞质的毒害

作用, 也提高了植株的渗透调节能力, 从而增强了百脉根的耐盐性和抗旱性。
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Lotus corniculatus L.
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Abstract: The Arabidopsis thaliana vacuolar H+-pyrophosphatase (H+-PPase) gene (AVP1) was overexpressed
in Lotus corniculatus could enhance salt and drought tolerance of transgenic plants. The results indicated that
the growth of transgenic lines was inhibited in the presence of 200 mmol·L-1 NaCl or under a water-deprivation
condition after 7 days, while the wild-type plants suffered from much more serious growth inhibition. Under
200 mmol·L-1 NaCl or water-deprivation treatments, transgenic plants retained more water in leaves and higher
photosynthesis activity compared with wild-type whereas the content of MDA and the relative membrane per-
meability of transgenic plants was lower than wild-type. Furthermore, under salt or water-deficit stress, transgenic
plants accumulated more Na+, K+ and Ca2+ in their leaves and roots. These results demonstrated that overexpression
of AVP1 gene might enhance compartmentalization of Na+ in vacuole, which not only reduced the damage of
excess Na+ in the cytosol under salt stress, but also enhanced the osmoregulation capacity of cells, and therefore
improved salt and drought resistance of transgenic L. corniculatus.
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百脉根是一种优良的豆科牧草, 广泛分布于我

国华东、华中、西南及西北地区, 其不仅营养丰

富、皂素含量低、适口性好, 而且细胞再生性在

豆科牧草中是最好的, 遗传转化效率相对较高(陈燕

等 1996)。百脉根不仅在家畜饲养中有重要作用,
也是研究外源基因转化、生物固氮机理、牧草品

质改良的豆科模式植物, 同时也是作为生物反应器

进行动物疫苗生产的理想材料( 佳耀林和马诚

1985)。但是大多数百脉根栽培品种耐盐抗旱性

差, 在盐碱化和荒漠化土地上种植难以获得高产。

因此, 在传统育种的基础上, 利用生物技术对其加

以遗传改良, 以培育出优质、高产的新品种, 对提

高西北地区百脉根人工草地产量以及改良和利用大

面积盐碱地和荒漠化土地具有重要意义。

研究表明, 超表达液泡膜 H+- 焦磷酸酶(H+-
P P a s e )编码基因可增强植物的耐盐性和抗旱性

(Gaxiola 等 2001; Brini等 2007; Bao等 2009; Gao等
2006)。这是因为, H+-PPase基因的超表达可以为液

泡膜Na+/H+逆向转运蛋白(NHX)提供更强大的质子

驱动力, 将细胞质中过多的Na+ 区域化至液泡中, 一
方面减轻其对细胞质的毒害作用, 另一方面还可将
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Na+作为一种廉价的渗透调节剂来维持细胞的渗透

平衡, 从而提高植物对盐和干旱的适应能力(Blumwald
2000)。同时, H+-PPase 超表达还能提高植物生长

素的运输效率(Li等2005), 促进转基因植株根系的

发育, 使其在盐或水分胁迫下吸收更多的水分和养

分,  从而进一步提高植物的耐盐抗旱性(Park 等

2005)。可见, 利用 H+-PPase 基因改良作物的耐盐

性和抗旱性是一条非常具有潜力的途径。我们前

期已将拟南芥 H+-PPase 基因 AVP1 成功转入百脉

根, 获得了超表达拟南芥AVP1基因的转基因植株,
本研究对转基因百脉根的耐盐性和抗旱性进行检

测, 以期为培育百脉根新品系奠定基础。

材料与方法

1  转基因植株的获得

参照孙艳香等(2006)的方法, 利用美国亚利桑

那州立大学 Roberto A. Gaxiola 教授赠送的携带

AVP1基因的质粒和农杆菌菌株GV3101, 对百脉根

(Lotus corniculatus L.)品种 ‘ 迈瑞伯 ’ 进行遗传转

化。将百脉根无菌苗子叶( 带叶柄) 切两半置于

B5+0.5 mg·L-1 6-BA 的分化培养基上预培养 3 d, 用
OD600 为 0.5 的菌液侵染 20 min, 共培养 3 d 后, 转
入含 50 mmol·L-1 卡那霉素和 300 mmol·L-1 羧苄青

霉素的分化培养基(B5+0.5 mg.L-1 6-BA)上进行筛选

培养。20 d 后, 外植体分化出不定芽, 移到生根培

养基(1/2MS+0.05 mg.L-1 NAA)上生根成苗。得到

的抗性苗经 PCR 检测全部为阳性。

2  材料准备

将转基因百脉根和野生型百脉根组培苗炼苗

3~4 d 后, 移入经过高压灭菌的蛭石、珍珠岩和草

炭土(1:1:1)的基质中, 浇灌蒸馏水后放入人工气候

箱内培养。待移栽苗开始生长时, 剪取其茎段作为

插条, 插枝长 4 cm左右, 含 2~3 个节, 下端在近节

处斜剪, 在 100 mg·L-1 的萘乙酸(NAA)中浸泡 15 s
后插入蛭石和珍珠岩(1:1)的基质中, 放入人工气候

箱于(24±2) ℃、16 h·d-1 光照下培养, 浇灌 1/8
Hoagland 营养液。插条生根后, 选取苗高、根长

以及长势基本一致的扦插苗作为实验材料。

3  盐胁迫处理

将野生型和转基因型植株移入蛭石和珍珠岩

(1:1)中, 放入培养箱中于(24±2) ℃、16 h·d-1 光照

下培养, 每隔 2 d 用 1/8Hongland营养液浇灌, 生长

4 周后, 用含 50 mmol·L-1 NaCl 的 1/8Hoagland营养

液浇灌, 每隔 1 d 以 50 mmol·L-1 的浓度递增, 最后

达到终浓度 0、50、100、150 和 200 mmol·L-1。

保持终浓度 7 d后, 测定相关指标, 每个指标至少 6
个重复。

4  干旱胁迫处理

将野生型和转基因型植株移入蛭石和珍珠岩

(1:1)中, 培养条件同上。采用 Park 等(2005)的方

法, 用1/8Hoagland营养液进行浇灌至田间最大持水

量培养 4 周。然后停止浇水, 使土壤自然变干, 直
到第 7 天所有植株都出现萎蔫, 于第 8天再恢复浇

水至田间最大持水量。在干旱胁迫期间, 每隔 1 d
测定相关指标, 每个指标至少 6 个重复。

5  指标测定

5.1  地上部干重  分别取野生型和转基因型植株的

地上部分, 在 80 ℃下烘 48 h, 称重。

5.2  Na+、K+、Ca2+ 含量  阳离子含量的测定参

考 Flowers和Hajibagheri (2001)的方法。首先将根

系用去离子水浸泡 10 s, 用冰硝酸锂溶液清洗; 然
后将根、叶于 80 ℃下烘 48 h 后称取干重, 捣碎

放入 20 mL试管中, 加入 100 mmol·L-1 的冰乙酸 10
mL。密封试管, 90 ℃水浴 2 h, 冷却后过滤, 稀释

适当倍数后, 在火焰光度计(2655-00)上测定 Na+、

K+ 和 Ca2+ 含量。

5.3  叶片相对含水量  叶片相对含水量(RWC)的测

定参考李莉等(2007)的饱和鲜重法稍做改动。取

野生型和转基因植株高度一致的叶片 3~5 g, 用去

离子水冲洗干净,  滤纸吸干表面水分,  测定鲜重

(FW), 然后在 4 ℃的去离子水中浸泡过夜, 取出后

用滤纸吸干表面水分, 称取饱和鲜重(RW), 最后转

到80 ℃烘48 h后称得干重(DW), 叶片相对含水量=
(FW−DW)/(RW−DW)×100%。

5.4  叶片质膜透性(相对电导率)  参照薛应龙(1985)
的方法: 取高度一致的叶片, 用去离子水冲洗干净

并用滤纸吸干, 剪成大小均一的小片, 称取 0.2 g 于

试管中, 加 20 mL 去离子水并抽气至叶片下沉, 除
去叶表面和细胞间隙中的空气, 使叶组织内电导液

易渗出, 取出试管置于恒温震荡箱中, 在25 ℃震荡

2 h, 用电导仪(EC215, HANNA, Italy)测定外渗液的

电导值(L1), 然后沸水浴 10 min, 冷却后再次测定
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外渗液的电导值(L2) ,  相对质膜透性 =L1/L2 ×
10 0%。

5.5  MDA 含量  采用硫代巴比妥酸法测定丙二醛

(MDA)的含量(Peever 和 Higgins 1989)。取高度一

致的叶片0.2 g放入研钵中, 加入少许石英砂和2 mL
10%的三氯乙酸(TCA), 研成匀浆, 将匀浆移到试管

中, 用 3 mL 10%的三氯乙酸冲洗研钵 2次, 合并匀

浆, 在提取液中加 5 mL 0.6% 的硫代巴比妥酸溶

液, 摇匀, 然后将试管放入沸水中煮10 min (自试管

中出现小气泡时开始计时)后, 立即将试管取出并放

入冷水浴中, 待试管冷却后, 过滤, 量其体积, 以0.3%
的硫代巴比妥酸溶液为空白, 用紫外分光光度计测

450、532 和 600 nm处的 OD 值, 最后根据文献中

的公式计算 MDA 含量。

5.6  净光合速率  净光合速率的测定参照Qiu等(2003)
的方法, 用 LI-6400 光合仪测定。

6  数据分析

实验所得数据用 SPSS 13.0 (SPSS Inc., USA)
软件分析, 用 Excel 表格作图。

实验结果

1  AVP1转基因植株的耐盐性和抗旱性均强于野生

植株

在正常条件下, 野生型和转基因植株在形态上

没有明显差异(图 1-A); 200 mmol·L-1 NaCl 处理 7 d
后, 转基因植株的生长虽然受到抑制、但受抑程度

要远轻于野生型植株(图 1-B)。地上部生物量测定

结果(图2)显示: 随着盐浓度的递增, 野生型和转基

因植株单株地上部干重均呈逐渐下降的趋势, 但在

相同NaCl浓度下, 转基因植株的地上部生物量显著

高于野生型植株。例如, 200 mmol·L-1 NaCl 处理

7 d 后, 转基因植株的地上部干重是野生型植株的

1.4 倍。可见, AVP1 转基因植株比野生型植株表

图 2  NaCl胁迫 7 d 对野生型和转基因百脉根单株地上部

干重的影响

Fig.2  The effect of NaCl stress for 7 days on the shoot
biomass of transgenic and wide type L. corniculatus
图中的柱子代表平均值 ± 标准差(n=7), 柱子上的不同字母

代表在 P<0 .0 5 水平上差异显著(Duncan test)。图 4~ 8 同。

图 1  NaCl胁迫对转基因和野生百脉根生长的影响

Fig.1  Effects of NaCl stress on the development of transgenic and wide type L. corniculatus
照片显示的是野生植株和转基因植株在正常条件(A)和 200 mmol·L-1 NaCl (B)处理 7 d 后的生长状况。
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现出更强的耐盐性。

干旱胁迫5 d后, 野生型植株生长受到抑制, 出
现萎蔫, 而转基因植株仍然正常生长(图3-A), 直到

第7天才发生萎蔫(图3-B); 干旱处理第8天对所有

植株复水, 2 d后, 转基因植株解除萎蔫并恢复正常

生长, 而野生型植株则发生永久萎蔫, 最后死亡(图
3-C、D)。可见, AVP1 基因的超表达也提高了转

基因植株的抗旱性。

2  AVP1 转基因植株中积累了更多的阳离子

为研究 AVP1 超表达对转基因植株体内阳离

子含量的影响, 本实验分别测定了不同强度NaCl和
干旱处理下转基因和野生型植株叶和根中 Na +、

K+ 和 Ca2+ 的含量。从图 4 可见, 随着 NaCl浓度增

加, 转基因和野生型植株叶和根中Na+和Ca2+含量

均显著增加, 但转基因植株中增加的速度更快, 在
同一盐浓度下, 转基因植株叶和根中Na+和Ca2+含

图 3  干旱胁迫 5 d (A)、7 d (B)及复水 2 d (C)、5 d (D)对野生型和转基因百脉根生长的影响

Fig.3  The effect of drought stress for 5 days (A), 7 days (B) and rewatering for 2 days (C), 5 days (D) on the development of
transgenic and wide type L. corniculatus
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量显著高于野生型植株。比如 200 mmol·L-1 NaCl
处理 7 d 后, 转基因植株叶和根中 Na+ 含量分别是

野生型植株的 1.3 倍和 1.2 倍(图 4-A、B), Ca2+ 含

量则分别是野生型植株的 1.8 倍和 1.4 倍(图 4-E、
F)。虽然随着盐胁迫加剧, 转基因和野生型植株叶

和根中K+含量均显著下降, 但在同一NaCl浓度下,
转基因植株中K+ 的含量显著高于野生型。比如在

200 mmol·L-1 NaCl 下, 转基因植株叶和根中的 K+

含量分别是野生型的 1.4 倍和 1.5 倍(图 4-C、D)。
由图 5 可知, 随着干旱时间的延长, 除了野生

型植株根中Ca2+含量没有显著变化外(图5-F), 所有

植株叶及根中 Na+、K+ 和 Ca2+ 含量均呈现出逐渐

增加的趋势, 且转基因植株中增加得更快; 干旱胁

迫后期, 转基因植株叶及根中Na+、K+ 和Ca2+含量

显著高于野生型植株。如干旱胁迫 7 d, 转基因植

株叶中的 Na+、K+ 和 Ca2+ 含量分别比野生型植株

高 74%、55% 和 88% (图 5-A、C、E), 根中的

Na+、K+ 和 Ca2+ 含量分别比野生型植株高 63%、

61% 和 200% (图 5-B、D、F)。
以上结果表明, 在盐和干旱胁迫下, 与野生型

图 4  不同浓度 NaCl 处理 7 d 后转基因百脉根和野生型植株叶和根中的 Na+ (A、B)、K+ (C、D)和 Ca2+ (E、F)含量

Fig.4  Na+ (A, B), K+ (C, D), and Ca2+ (E, F) contents in leaf and root of transgenic and wide type L. corniculatus under
different NaCl concentrations for 7 days
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植株相比, 转基因植株体内积累了更多的 Na+、K+

和 Ca 2+。

3  AVP1转基因植株的叶片相对含水量高于野生型

植株

为研究转基因植株的渗透调节能力, 在盐或干

旱胁迫下测定了野生型及转基因植株的叶片相对含

水量。随着盐胁迫或干旱胁迫的加剧, 野生型植株

和转基因植株的叶片相对含水量均呈下降趋势, 但
相比之下, 转基因植株叶片相对含水量的下降幅度

小于野生型植株(图6)。例如, 在200 mmol·L-1 NaCl
下处理 7 d, 野生型植株的叶片相对含水量下降了

36%, 而转基因植株仅下降了 18%; 同样, 经过 7 d
的水分胁迫, 野生型植株的叶片相对含水量下降了

38%, 而转基因植株只下降了 24%。这说明转基因

植株具有较强的渗透调节能力, 在受到逆境胁迫时

具有较强的保水能力, 进而能维持植株的正常生长,
表现出更强的耐盐抗旱性。

4  AVP1转基因植株的细胞膜稳定性高于野生型植

株

MDA含量和相对质膜透性是反应植物在逆境

条件下细胞膜受损程度的两个指标。本研究中, 在
正常条件下, 叶片 MDA含量和相对质膜透性在转

图 5  干旱胁迫下转基因和野生百脉根叶片和根中 Na+ (A、B)、K+ (C、D)和 Ca2+ (E、F)含量

Fig.5  Na+ (A, B), K+ (C, D), and Ca2+ (E, F) contents in leaf and root of transgenic and
wide type L. corniculatus under drought stress
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基因和野生型植株间均无差异; 随着盐浓度的增加

或水分胁迫的加剧, 植株叶片 MDA 含量和相对质

膜透性均呈增加趋势, 但在相同胁迫条件下(除 50
mmol·L-1 NaCl处理的MDA含量无显著差异外), 转
基因植株叶片MDA含量和相对质膜透性均显著低

于野生型植株(图 7)。200 mmol·L-1 NaCl 处理 7 d,
转基因植株叶片MDA含量和相对质膜透性分别比

野生型植株低 35% 和 28% (图 7-A、C); 水分胁

迫7 d后, 转基因植株叶片MDA含量和相对质膜透

性均比野生型植株低 27%。上述结果表明, 转基

因植株细胞膜在逆境条件下受损程度轻, 生长状况

良好, 进而表现出较强的耐盐性和抗旱性。

5  AVP1转基因植株的净光合速率高于野生型植株

随着盐浓度的增加或干旱胁迫时间的延长, 植
株的净光合速率均呈下降的趋势, 但相比之下, 野
生型植株的净光合速率下降速度更快。例如, 在
200 mmol·L-1 NaCl 下处理 7 d 后, 野生型植株的净

光合速率下降了 60%, 而转基因植株则仅下降了

图 6  NaCl胁迫(A)或干旱胁迫(B)对转基因和野生百脉根叶片相对含水量的影响

Fig.6  The effect of NaCl stress (A) or drought stress (B) on the leaves relative water content of transgenic and
wild type L. corniculatus

图 7  NaCl 胁迫(A、C)或干旱胁迫(B、D)对野生型和转基因百脉根叶片 MDA 含量和相对质膜透性的影响

Fig.7  The effect of NaCl stress (A, C) or drought stress (B, D) on leaf MDA content and relative membrane permeability of
transgenic and wild type L. corniculatus
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40% (图 8-A); 经过 7 d的水分胁迫, 野生型植株的

净光合速率下降了 68%, 但转基因植株仅下降了

47% (图 8-B)。表明转基因植株在逆境条件下保持

了较高的光合能力。

讨　　论

盐和干旱是影响植物生长的两个主要的非生

物胁迫因子(Zhu 2002), 培育具有较强耐盐抗旱性

的植物新品系具有重要的现实意义。与前人在其

他一些植物上得到的结论相一致(Gaxiola 等 2001;
Gao等 2006; Brini等 2007; Bao等 2009), 本研究发

现, 与野生型百脉根相比, AVP1转基因百脉根的耐

盐性、抗旱性有了显著提高(图 1~3)。在盐或干

旱胁迫下, 与野生型植株相比, 转基因植株叶片和

根系中更高的 Na+ 积累水平(图 4-A、B; 图 5-A、

B)说明AVP1基因过量表达可能提高了转基因植株

的Na+ 区域化能力; 更多的Na+、K+、Ca2+ 含量(图
4、5)及较高的叶片相对含水量(图6)则表明Na+区

域化能力的提高会促使转基因植株吸收更多的溶

质,  进而降低植物的渗透势,  增强其保水能力

(Gaxiola 等 2001)。
同时, Na+区域化能力的提高能减轻过量的Na+

对细胞的毒害作用(包爱科等2006), 这在本研究中

也得到了充分体现。盐和干旱胁迫会破坏植物细

胞膜结构, 导致 MDA 含量和相对质膜透性升高

(Peever 和 Higgins 1989)。本研究中, 在盐胁迫下,
转基因和野生型植株的MDA含量和相对质膜透性

均增加, 但前者的增加较为平缓(图 7-A、C), 这与

TsVP在烟草中超表达的结果相一致(Gao等 2006)。
同样, 在干旱胁迫下, 转基因百脉根细胞膜受损程

度低于野生型植株(图 7-B、D)。这可能是 AVP1
基因过量表达促使植株吸收更多的溶质, 使其在水

分胁迫期间吸收更多的水分, 进而减轻干旱对植株

造成的伤害。同时, 在盐胁迫和干旱胁迫下, 植物

细胞含水量的减少或过多的Na+会抑制光系统 I和
光系统 II (Allakhverdiev 2000), 进而引起光合作用

的减弱(Greenway 和 Munns 1980)。在本研究中,
在盐或干旱胁迫下, 转基因植株比野生型植株具有

较高的净光合速率(图8), 表明其光合器官在逆境中

遭受的破坏较小, 这与SsNHXI基因和AVP1基因在

水稻上共表达后得到的转基因水稻的结果相一致

(Zhao 等 2006)。上述结论再次说明 AVP1 基因的

超表达提高了 Na+ 的区域化能力, 降低了Na+ 对细

胞质的毒害作用, 增强了植物的保水能力, 从而减

轻转基因植株在盐和干旱胁迫下所受的伤害。

另外, Gaxiola等(2001)指出, 除了通过提高Na+

区域化减轻过量 Na+ 对细胞质的毒害外, H+-PPase
的超表达还有利于细胞对其他离子如K+和Ca2+的

吸收, 从而调节细胞内的离子稳态平衡, 使得转基

因植物在盐或干旱胁迫条件下受到较小的伤害。

已有的研究表明, K+在植物的生长中起着重要作用,
在盐和干旱胁迫下保持较高的细胞质K+浓度对植

物耐盐抗旱性是很有必要的(Zhu 2001)。Ca2+在植

物耐盐性及抗旱性方面也发挥着重要作用, 如稳定

细胞壁和细胞膜, 刺激细胞对 K+ 的吸收、调节水

分平衡以及充当第二信使等(Yang和Poovaiah 2002)。
在盐或干旱胁迫下, 转基因百脉根叶片和根中积累

的 K+ 和 Ca 2+ 含量都显著高于野生型植株(图 4、
5)。这与拟南芥 AVP1 在紫花苜蓿(Bao等 2009)和
小麦TVP1在拟南芥(Brini等2007)中超表达的结果

图 8  NaCl 胁迫(A)或干旱胁迫(B)对野生型和转基因百脉根净光合速率的影响

Fig.8  Effects of NaCl stress (A) or drought stress (B) on the net photosynthetic of transgenic and wild type L. corniculatus
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是一致的。

综上所述, AVP1 基因过量表达提高了转基因

百脉根的耐盐性和抗旱性, 这对培育百脉根新品系

创造了新的育种材料。随着对 H+-PPase 的逐渐了

解, 以及对植物耐盐抗逆分子机制的研究和生物技

术的不断完善, 有望在作物耐盐抗旱性研究方面取

得重要突破, 为培育高效耐盐抗旱作物迎来曙光。
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