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摘要: 采用农杆菌介导法获得了类萌发素蛋白(germin-like protein, Mdip1)超表达的转基因番茄植株, PCR和Southern杂交检

测表明, 外源基因分别以1~3个拷贝整合到番茄基因组中。Real-time PCR检测表明, 在转基因个体中目的基因已经在受体

基因组上完成整合, 且不同株系间的表达有所差异。分析了低温下转Mdip1基因株系和野生型植株中AsA、GSH含量及

H2O2累计的差异。与未转基因植株相比, Mdip1超表达植株在低温胁迫下根干重、冠干重和叶绿素含量显著高于对照, 并
显著提高了氧化还原信号AsA、GSH含量和AsA/DHA、GSH/GSSG以及GalLDH活性, 降低了低温胁迫下叶片H2O2、

MDA的积累, 降低程度与表达量相关。亚细胞定位表明, H2O2的增加主要分布在质外体。表明Mdip1基因通过调控氧化还

原信号在番茄抗氧化胁迫响应中起重要作用。
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Abstract: The germin-like protein gene Mdip1 was introduced into tomato line Ailsa Craig via Agrobacterium-
mediated method. Transgenic lines were confirmed for integration into the tomato genome using PCR, Southern 
blot hybridization. One to three copies of the transgene were integrated into the tomato nuclear genome. Tran-
scription of Mdip1 in various transgenic lines was determined using real-time PCR. Performance test of resis-
tance analyses to chilling stress with T1 generation transgenic tomato lines showed that the transgenic lines ex-
hibited lighter symptoms of chilling injury and kept higher values of biomass accumulation and chlorophyll 
content than those of non-transformed plants. The resistance levels were related to expression levels of the 
transgene compared with wild-type plants, and the contents of AsA and AsA/DHA in both normal and low-temperature 
conditions were increased, while the H2O2 and MDA content were decreased in the transgenic plants. Mean-
time, the contents of GSH and GSH/GSSG and GalLDH activity were also increased in the overexpression 
plants. Based on these results, it can be concluded that Mdip1 may play a pivotal role in increasing tomato tol-
erance against chilling stress by increasing redox level and lowering H2O2 and lipid peroxidation accumulation. 
Key words: tomato; redox signal; germin-like protein; reactive oxygen species; chilling stress

低温冷害是北方地区冬季日光温室番茄生产

的主要限制因子。在研究植物对低温等环境胁迫

的响应时发现了大量的胁迫响应基因, 其中类萌

发素蛋白(germin-like protein, GLPs)在植物对生物

和非生物胁迫的应答中起着重要的作用。GLPs是
一类与小麦萌发素(germin)序列相似性较高的、

位于胞外基质的可溶性糖蛋白, 绝大多数为稳定

的低聚物(Patnaik和Khurana 2001; Guevara-Olvera
等2012)。类萌发素蛋白几乎存在于所有的被子植

物(包括禾本科植物)、裸子植物和苔藓中(Patnaik
和Khurana 2001)。

GLPs是一种在陆生植物中普遍存在、表达量

很高的基因家族, 推测其功能多种多样, 可能与植

物的抗病反应(Manosalva等2009)、果实发育(El-
Sharkawy等2010)、抗盐反应(Hurkman等1994)、
抑制根的发育(Ham等2012)等诸多生长发育过程

有关。Park等(2004)将辣椒CaGLP1基因瞬时过量
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表达, 表明CaGLP1过表达可能提高了烟草花叶病

毒的抗性。在拟南芥中过量表达大麦HvGER基因

(Zimmermann等2006)或葡萄VvGLP3基因(Godfrey
等2007)都可以显著提高转基因植株对白粉病的抗

性。Knecht等(2010)在拟南芥中过量表达糖用甜

菜BvGLP-1基因可以使拟南芥提高对轮枝菌(Verti-
cillium longisporum)和立枯丝核菌(Rhizoctonia so-
lani)的抗性, 而对幼苗中内生真菌印度梨形孢没有

影响。Rietz等(2012)对油菜菌核病菌敏感型和部

分抗性甘蓝型油菜品种接种菌核病菌 ,  发现不

同的类萌发素基因表达量不同, 其中BnGLP3和
BnGLP12诱导了活性氧的爆发, 在抵御油菜菌核

病菌中起重要作用。Ham等(2012)在拟南芥中过

量表达胞间连丝间同源基因PDGLP1和PDGLP2, 
发现类萌发素基因可以通过控制韧皮部介导的物

质分配抑制初生根的生长和发育。

研究表明, GLPs主要以酶(如OXO/SOD/AGP-
Pase等)、受体(如ABP19/20激素受体、Rhicad-
hesins受体)和结构蛋白的形式参与多种生理生化

过程(Patnaik和Khurana 2001)。但目前对GLPs的
功能研究主要集中在麦类作物、水稻和拟南芥上, 
且已有研究大多以蛋白鉴定分析、酶的活性鉴定

为主(Chen等2011), 对其在非生物胁迫逆境下的生

理机理知之甚少。本研究采用农杆菌介导法将类

萌发素蛋白基因Mdip1导入番茄, 探讨了Mdip1过
量表达对番茄抵御低温能力的影响, 丰富了番茄

抗低温育种的基因资源。

材料与方法

1  试验材料

番茄受体材料为野生型Ailsa Craig (Lycoper-
sicon esculentum L.), 由美国加州大学番茄遗传中

心惠赠。番茄Mdip1基因和Mdip1表达载体pBI121-
Mdip1由本实验室克隆构建(图1)。Mdip1基因序列

在GenBank 的注册号为AB012138.1。总RNA微提

试剂盒购自AxyGEN生物科技公司, RNA纯化试剂

盒购自Qiagen公司, 反转录试剂盒购自Fermentas公
司, iQ多色实时定量PCR检测系统及iQ SYBR Green
超混合液购自伯乐公司, 引物由上海生工合成。

2  转基因番茄的遗传转化

参照Fillati (1987)农杆菌介导的番茄遗传转化

方法, 用叶盘法将把质粒pBI121-Mdip1导入Ailsa 
Craig。将无菌番茄子叶切去叶尖和基端, 切成0.5 
cm2

的小块 ,  正面朝下置于M 1培养基上 (MS+2 
mg·L-1 ZT+0.2 mg·L-1 IAA+50 µmol·L-1 AS+15 g·L-1

蔗糖+0.5%琼脂), 28 ℃暗培养2 d。之后将预培养

的外植体浸入用MS液体培养基稀释的根癌农杆菌

悬浮液中10 min, 用无菌滤纸吸去外植体表面多余

菌液, 在M1上共培养2 d。转移至筛选培养基M2上

(MS+2 mg·L-1 ZT+0.2 mg·L-1 IAA+100 mg·mL-1
卡

那霉素+500 mg·mL-1
羧苄青霉素+20 g·L-1 

蔗糖

+0.5%琼脂)筛选分化芽。转化的抗性芽长至1.5~ 
2.0 cm时, 将芽切下放入M3培养基(MS+2.0 mg·L-1 
IAA+100 mg·mL-1

卡那霉素+150 mg·mL-1
羧苄青霉

素+20 g·L-1
蔗糖+0.5%琼脂)中诱导生根。将生根

的T0代小植株直接移入装有草炭和蛭石的营养钵

中, 遮荫保湿炼苗3~5 d, 在温室自然光照下生长。

3  转基因番茄的PCR、Southern和Real-time检测

转基因植株3~4片真叶时, 用CTAB法提取基

因组DNA, 以pBI121-Mdip1载体的质粒为阳性对

照, 以非转基因植株为阴性对照进行PCR检测。

PCR上游引物35S: 5′-GACGCACAATCCCAC-
TATCC-3′; 下游引物Mdip113: 5′-GCTGATCTCAC-
CTCAACTT-3′。PCR反应体系为25 μL, 包括2 μL
质粒DNA, 2.5 μL 2 mmol·L -1 PCR buffer, 1.8 
mmol·L-1 MgCl2, 2 mmol·L-1 dNTPs混合物, 引物各

2 μL, 0.1 μL Taq聚合酶, 加灭菌水补齐到终体积。PCR
反应条件如下: 94 ℃变性5 min; 然后进行如下循

图1  表达载体pBI121-Mdip1的T-DNA区结构图

Fig.1  Schematic diagram of the T-DNA region of vector 
pBI121-Mdip1

Tnos: Nopaline合成酶终止子; Pnos: Nopaline合成酶基因启动

子; CaMV35S: Cau1iflower mosaic virus 35S启动子。
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环: 95 ℃预变性2.5 min; 94 ℃变性1 min, 56 ℃退火1 
min, 72 ℃延伸1.5 min, 共35个循环; 最后72 ℃延

伸10 min。扩增片段在1%琼脂糖凝胶电泳检测。

用限制性内切酶HindIII完全酶切20 µg总
DNA, 经1.0%琼脂糖凝胶电泳分离, 用毛细管转移

法将胶中的DNA片段转移至尼龙膜(HyBond N+) 
(Amersham Pharmacia)上, 80 ℃烘干。预杂交、杂

交均用7% SDS磷酸缓冲液。所用探针为NPTII基
因扩增产物, 用32P-dCTP标记探针, 37 ℃保温1 h, 
热变性后加入杂交液, 55 ℃杂交16 h。杂交膜用洗

膜液I (1×SSC, 0.1% SDS), 室温洗膜2次, 每次10 
min, 洗膜液II (0.5×SSC, 0.1% SDS), 60 ℃洗膜2次, 
每次10 min。

取0.2 g T1代转基因植株根尖样品提取RNA和

基因表达分析。总RNA用总RNA微提试剂盒提

取, 以RNA纯化试剂盒进行纯化。用反转录试剂

盒合成cDNA的第一条链, 作为RT-PCR的模板。

实时定量PCR 在iQ多色实时定量PCR检测系统中

进行。25 μL反应体系中包含: iQ SYBR Green超
混合液12.5 µL、cDNA 1 µL、上下游引物各0.2 
µmol⋅L-1

。PCR反应程序: 95 ℃预变性3 min; 95 ℃
变性10 s, 58 ℃退火45 s, 40个循环。引物序列为: 
Mdip1上游引物5′-CCACGGAGATGATTTACG-
TTT-3′和下游引物5′-TTGAACCCAGCAATAA-
CAGC-3′; actin: 5′-TGGTCGGAATGGGACA-
GAAG-3′和5′-CTCAGTCAGGAGAACAGGGT-3′。
荧光数据在每个循环的退火末期采集。番茄中actin
基因的荧光值作为计算的内标, 相对基因表达水

平的计算参照Livak和Schmittgen (2001)的2-ΔΔCT

法, 重复3次。

4  转基因番茄苗期的低温处理

将转基因番茄T1代种子与对照非转基因番茄

(WT)种子播种在消毒的土壤中, 当幼苗长至5~6片
真叶时, 移入光照强度300 μmol·m-2·s-1

、光照时间

14 h·d-1
的人工气候箱中于25 ℃/15 ℃预处理1 d 后, 

在10 ℃/8 ℃下进行低温胁迫(LT), 以25 ℃/15 ℃为

对照(control)。于处理5 d分别选取相同节位的功

能叶片, 每个处理3次重复, 液氮冷冻, –80 ℃低温

冰箱保存。

5  测定项目与测定方法

5.1  生物量和叶绿素含量的测定

分析耐冷性时, 取25 ℃/15 ℃条件下培育的五叶

期番茄, 在温度10 ℃/8 ℃、光照强度300 μmol·m-2·s-1

和光照14 h·d-1
的条件下进行低温处理。低温处理

21 d后, 再移入25 ℃/15 ℃下恢复培养7 d, 测定生

物量积累、叶绿素含量变化。

5.2  AsA、GSH、MDA含量测定

AsA和DHA含量的测定依据Law等(1983)的
方法加以改进。取0.3 g样品, 加5 mL 5%三氯乙酸

(TCA)提取, 12 000×g离心15 min。取0.2 mL上清

液及用二硫苏糖醇(DTT)处理10 min的混合液, 分
别加0.2 mL水和0.5 mL PBS, 然后依次加入0.4 mL 
10% TCA, 0.4 mL 44%正磷酸, 0.4 mL连吡啶(70%
乙醇溶液配制), 0.2 mL 3% FeCl3显色。放入40 ℃
水浴锅中反应40 min, 离心去除杂质, 525 nm处比

色。测定DHA时, 吸取一定量提取液加至2.0 mL 
100 mmol·L-1

磷酸钾缓冲液(pH 6.8)中 ,  加入2 
mmol·L-1 DTT后记录265 nm下的吸光值变化。

谷胱甘肽含量依据Rao和Ormrod (1995)的方

法进行测定。取0.3 g鲜样, 加适量5% TCA提取, 
20 000×g离心15 min。取上清液用于GSH的测

定。取0.4 mL上清液, 然后加入0.6 mL磷酸缓冲液

稀释, 然后加入40 μL的2-乙烯基吡啶, 在25 ℃下

反应1 h, 用于测定GSSG。MDA含量测定参照赵

世杰等(1994)的方法。

5.3  叶片H2O2含量测定

H2O2的检测参照Willekens等(1997)进行。取0.3 
g叶片冰浴研磨均匀, 加入3 mL 1.0 mol·L-1 HClO4, 
4 ℃ 6 000×g离心5 min。取2.5 mL上清液逐滴加

入4 mol·L-1 KOH, 直到pH达6~7为止。加入0.05 g
活性炭吸附色素, 剧烈涡旋20 s后, 4 ℃ 12 000×g离
心5 min。取2 mL上清液过膜, 加入4 μL辣根过氧

化物酶(POD)、1 mL H2O2样品和994 mL反应缓冲

液测定吸收峰 412 nm。

5.4  H2O2组织化学染色和亚细胞分析

H2O2的组织化学染色参考Thordal-Christensen 
(1997)的方法。取不同处理的叶圆片(直径1.5 cm)
用蒸馏水洗净后将其置于10 mL离心管中, 加入适

量DAB反应液(50 mmol·L-1 Tris-HCl, pH 3.8)。28 
℃避光保存8 h后吸去各管染液, 加入80%乙醇并

沸水浴直至叶片完全脱绿后拍照(Leica DM4000; 
Leica, Wetzlar, Germany)。H2O2的亚细胞定位参照

Bestwick等(1997)的方法, 在JEM-1200 EX型透射

电镜(Japan, JEOL company)下观察、照相。
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5.5  半乳糖内酯脱氢酶(GalLDH)活性测定

GalLDH活性测定参照Tabata等(2001)进行。

取2 g叶片, 4 ℃下在5 mL 100 mmol·L-1
磷酸钾缓冲

液(pH 7.4)中研磨成匀浆, 双层纱布过滤后在300×g
下离心, 取上清于10 000×g离心收集沉淀, 轻悬浮

于0.5 mL 100mmol·L-1
磷酸钾缓冲液(pH 7.4)中作

为酶液。2.4 mL反应体积中含有2 mL 1.05 mg·mL-1

的Cyt c, 200 µL 56 mmol·L-1
的L-半乳糖内酯和200 

µL酶液。测定前将反应混合液于25 ℃预温育1 
min, 反应从加入L-半乳糖内酯后开始计时。1个
酶活力单位定义为每分钟氧化1 nmol L-半乳糖内

酯所需的酶液量, 摩尔系数值为17.3 mmol-1·cm-1
。

6  数据处理

应用DPS v 7.05软件进行数据分析, 采用Dun-
can氏法进行差异显著性检验。

实验结果

1  外源基因整合及表达检测结果

1.1  目的基因PCR检测

对得到的抗性植株进行PCR检测, 电泳检测

结果如图2。结果表明: 转基因植株均扩出与阳性

对照同样大小的980 bp的目的片段, 而未转化植株

的基因组DNA未扩增出任何条带。

1.2  转基因植株的Southern杂交和表达分析结果

提取T0代植株PCR检测呈阳性的5个株系的

DNA, 利用NPTII基因的PCR扩增片段作探针, 与酶

切后的转基因番茄基因组DNA杂交分析, 结果显

示外源基因以单拷贝或低拷贝的形式整合入番茄

基因组中, 而未转化植株无杂交带, 表明外源基因

已整合到所转化的番茄基因组中(图3-A)。为了确

证外源基因在番茄基因组中的表达, 提取PCR阳性

T1代植株的RNA, 进行转基因表达水平检测, 表明

Mdip1基因在转基因植株中都有不同程度的表达, 
表达水平在各株系间有所差异(图3-B)。
2  低温胁迫下转基因番茄生物量积累和叶绿素含

量的变化

转基因与未转基因番茄在10 ℃/8 ℃低温处理

期间, 两者外观上的差别不明显。处理21 d后, 番
茄移入25 ℃/15 ℃下恢复时, 未转基因植株呈现严

重的冷害症状, 叶片逐渐萎蔫; 而转基因植株在恢

复期间仅出现轻微的冷害症状。低温胁迫后转基

因植株根干重、冠干重和叶绿素含量均显著高于

对照植株, 呈现较强的耐冷能力(表1)。

图2  T0代转基因番茄植株DNA的PCR结果

Fig.2  Detection of Mdip1 gene in T0 transgenic tomato by 
PCR

M: DNA分子量标记; Lane 2: 非转基因对照(WT); Lane 3: 质
粒DNA阳性对照; Lanes 4~7: 不同转基因株系。

图3  转基因番茄植株Southern杂交(A)和基因表达分析(B)
Fig.3  Southern blot and real-time analysis of PCR-positive transformed plants with Mdip1 

Lane C: 非转基因对照(WT); Lane P: 质粒DNA阳性对照; Lanes T1~T5: 不同T0代转基因株系; M2~M16: 不同T1代转基因株系; NT: 非转

基因株系, 不同小写字母表示不同株系测定值间具有显著性差异(P<0.05)。图4~6和表1同此。
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3  低温胁迫下转基因番茄叶片中AsA、GSH和

MDA含量的变化

由图4可知, 转Mdip1基因植株AsA、AsA+ 
DHA的含量、AsA/DHA的比值均有所增加, 但对

GSH、GSH+GSSG含量则无明显影响。低温胁迫

下, 转基因植株与对照抗坏血酸含量均明显增加, 

转基因植株中AsA含量、AsA/DHA显著高于对照, 
且与Mdip1的表达量正相关, 其中M10的AsA含量、

AsA/DHA比未转化植株分别高出58.13%、135.63%。

同样, 低温下转基因植株中GSH、GSH+GSSG含

量和GSH/GSSG较对照也明显增加, GSH含量、

GSH/GSSG分别较未转基因对照提高33.33%和

图4  Mdip1过量表达对低温胁迫下番茄叶片中AsA、GSH和MDA含量的影响

Fig.4  Analysis of AsA, GSH and MDA content in the leaves of T1 transformed plants

表1  Mdip1过量表达对低温胁迫下番茄生物量积累和叶绿素含量的影响

Table 1  Analysis of biomass accumulation and chlorophyll content of T1 transformed plants

株系
                   根干重/g                       冠干重/g                        

总干重增量/g
           叶绿素含量/mg·g-1 

                             胁迫前                     胁迫后                   胁迫前      胁迫后                                                 胁迫前                   胁迫后

WT 0.134a 0.145b 0.61a 0.70b 0.101b 11.84a    7.88b

M2 0.136a 0.165a 0.63a 0.80a 0.199a 11.87a 12.71a

M10 0.138a 0.176a 0.65a 0.85a 0.238a 12.88a  11.44a
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59.20%。同时, 低温处理植株后显著增加了转基因

植株与对照叶片的MDA含量, 但转基因植株中MDA
含量显著低于对照, 其中M10较对照降低54.52%。

4  低温胁迫下转基因番茄叶片中H2O2积累的变化

如图5-A所示, 在正常生长条件下, 转基因植

株与对照H2O2含量无显著差异。在低温胁迫下, 
未转化叶片H2O2含量显著提高。而不同转化株系

间H2O2含量与外源基因的表达相关, 过量表达植

株M2、M6、M10叶片中H2O2含量较未转化植株分

别降低了43.8%、49.9%和58.1%。利用DAB组织

化学染色法得到了相同的结果(图5-B), 转基因植

株H2O2积累较对照相比明显降低。进一步用CeCl3

染色法对H2O2的亚细胞定位表明(图5-B), H2O2的

增加主要分布在叶肉细胞细胞壁的背壁和质外体, 
而在叶绿体、线粒体、细胞核及液泡等组织内基

本没有或有少量的H2O2产生。

5  低温胁迫下转基因番茄叶片中GaILDH活性的

变化

高等植物主要通过L-半乳糖途径合成AsA 
(Wheeler等1998), L-半乳糖内酯脱氢酶(GalLDH)
直接氧化L-半乳糖内酯生成AsA。由图6可知, 不
同转Mdip1基因植株中GaILDH活性均有所增加, 
但差异不显著。低温胁迫下, 转基因植株GaILDH
活性显著高于对照, 且与Mdip1的表达量正相关, 其
中M10的GaILDH活性比未转化植株高出59.85%。

讨　　论

近年来的研究发现GLPs在调节植物防御反应

方面具有重要作用。通过瞬时超表达和基因沉默

手段证明, GLPs家族作为复杂的数量性状位点, 对
植物病原真菌、细菌、病毒起到广谱抗性作用

(Manosalva等2009; Guevara-Olvera等2012)。在本

研究中 ,  利用农杆菌介导转化番茄叶盘得到了

图5  Mdip1过量表达对低温胁迫下番茄叶片中H2O2含量的影响

Fig.5  H2O2 content and accumulation analysis of T1 transformed plants

图6  Mdip1过量表达对低温胁迫下番茄叶片中GaILDH 活
性的影响

Fig.6  GaILDH activity analysis of T1 transformed plants

Mdip1过量表达的植株。转基因T1株系在低温胁

迫下, 抗性均比对照有明显提高, 所得到的稳定表

达的T1株系对于番茄耐低温育种有着实际的应用

价值。
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氧化还原反应是生物体生长发育过程中能量

转化分配的基本代谢过程, 有关氧化还原信号在

植物生长发育、生理代谢、基因表达和抗逆中的

作用日益受到人们的广泛关注(Jiang等2012; Dietz 
2008)。抗坏血酸和谷胱甘肽是具有氧化还原活性

的分子, 通常植物体以氧化还原状态的改变来响

应生物或非生物胁迫。在遭遇逆境胁迫时, 植株

可通过调节以GSH-AsA为核心的活性氧清除系统, 
减轻伤害(Noctor 2006; Dietz 2008)。氧化还原状

态(AsA/DHA比率)、AsA的含量及其合成与代谢

相关酶类活性的变化涉及植物对一系列逆境胁迫

的响应。在番茄根中, Shalata等(2001)发现, 盐胁

迫使盐敏感品种的AsA含量降低, DHA的含量明

显升高, AsA /DHA比率降低; 然而盐耐受品种与之

刚好相反, 表明番茄较高的抗盐性, 至少部分地来

自于AsA含量、AsA/DHA比率和某些相关酶活性

的提高。Burkey等(2003)发现, 在臭氧胁迫条件下, 
食荚菜豆叶中总AsA的含量耐受品种比敏感品种

高, 且能维持相对较高的AsA库; 此外, 质外体总AsA
含量耐受品种远远高于敏感品种, 其AsA/(AsA+ 
DHA)比率也相对较高, 表明植物臭氧忍耐性与质

外体AsA的含量和氧化还原状态密切相关。本研

究中, 在低温胁迫下, 转基因植株与野生型植株相

比, Mdip1过量表达植株AsA含量、AsA/DHA均高

于野生型植株, 且膜脂过氧化产物MDA含量和

H2O2累计均显著低于野生型植株。同时, 转基因

植株GSH含量无显著变化, 但低温下GSH含量则

明显高于对照。进一步通过亚细胞检测表明, 未
转化植株H2O2在质外体中大量累积。Aria和Ramin 
(2009)和李超汉等(2009)研究表明, 施用外源AsA
可降低逆境下植株中MDA的积累。本研究中转基

因植株中MDA含量的降低可能与Mdip1基因的超

量表达增加内源AsA含量有密切关系。同时, 未转

化植株中AsA合成下降, 导致质外体AsA氧化还原

状态过氧化, 而AsA是质外体唯一的redox缓冲体

系, 并且质外体的抗氧化能力很弱(Pignocchi等
2003), 从而使H2O2过度累积, 因此, Mdip1可能通

过H2O2信号途径调节植物的防卫反应。

我们发现, 与对照相比, 低温下转化植株叶片

中维持了较高GalLDH活性(图6), 从而叶片能持续

合成AsA, 这可能是逆境下转基因植株积累AsA的

主要原因 ,  表明低温下AsA的合成至少部分受

GalLDH活性的调节。An等(2004)研究表明, 刺梨

不同器官中AsA的积累量与GalLDH基因表达水平

具高度的协同性, 即在AsA积累量更高的器官中

GalLDH基因的表达也更强, 这与本研究结果是一

致的。以上结果说明, 表明番茄Mdip1基因通过调控

redox信号而对植物抗氧化胁迫起到了积极作用。

对T1代H2O2和MDA含量检测结果表明, 各转

基因株系间抗冷性有所差异。已有研究表明抗性

的强弱与基因表达水平间存在相关性(Duan等
2012; Yarra等2012)。但也有研究结果表明抗性的

强弱与基因表达水平间的相关性存在争议(Park等
2005)。本研究对T1代植株转基因表达和抗冷性分

析表明, Mdip1基因的表达水平较高的株系M6、

M10抗性较强, 而基因表达较弱的M2膜脂过氧化产

物MDA和活性氧累计较多, 表明各株系的抗性能

力与外源基因的表达量相关。进一步分析表明, 
外源基因的表达水平与外源基因的插入拷贝数无

直接关系, 这与前人结果相一致(Moravčíková等
2004)。
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