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摘要: 本研究以转菠菜SoCYP85A1基因稳定表达的烟草植株为试验材料, 检测了其耐盐性。利用NaCl模拟盐胁迫处理野生

型和转基因烟草, 结果表明: 在高盐胁迫下, 转基因烟草种子的发芽率显著高于野生型; 二者的超氧化物歧化酶(SOD)、过

氧化物酶(POD)、过氧化氢酶(CAT)活性均增强, 转基因植株的酶活性显著高于野生型; 二者的脯氨酸(Pro)含量升高, 并且

转基因烟草积累量显著高于野生型, 而转基因植株的丙二醛(MDA)含量增幅小于野生型; 高盐处理后, 野生型和转基因烟

草的9个胁迫相关的基因表达倍数都增加, 同野生型相比, 转基因烟草的NtADC1、NtAPX、NtCAT、NtLEA5、NtGST、
NtSOD和NtERD10C的表达量显著升高, 而NtNCED1和NtSAMDC基因的表达量变化不显著。本研究结果证实了过量表达

SoCYP85A1基因能够通过增强烟草的抗氧化胁迫能力和调节胁迫相关基因的表达来提高烟草的耐盐性, 为进一步阐明菠

菜SoCYP85A1基因的耐盐机制奠定了理论基础。
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高盐是影响植物生长发育的重要环境因子(杨
红霞等2016)。在高盐胁迫下, 植物体内的离子分

布和水平衡遭到破坏, 从而导致分子损伤、生长停

滞甚至死亡(Zhu 2001)。植物在长期的进化中形成

的抗逆机制主要有两种途径: 一是通过植物体内的

激素调节(Gruszka 2013), 二是通过调节相关基因的

表达(Pushpika等2016; Wang等2015), 从而抵御非生

物胁迫的影响。油菜素类固醇(brassionsteroids, BRs)
是植物体内一类甾醇类激素, 在植物的生长发育以及

抵御非生物胁迫中发挥重要的作用(Divi和Krishna 
2009; Bajguz和Hayat 2009)。研究发现, BRs可以减

轻水稻(Bajguz和Hayat 2009)、茄子(吴雪霞等2011)
种子萌发和幼苗生长期间的盐抑制作用; 提高盐胁

迫下黄瓜的抗氧化酶活性, 缓解盐胁迫造成的伤害

(陆晓民和杨威2013); 防止小麦叶片在盐胁迫下的

叶绿素降解, 保护植物细胞结构不受破坏, 进而促

进植物的生长(Shahbaz等2008); 减少盐胁迫下棉花

幼苗根、茎和叶的钠离子含量, 降低叶片中丙二醛

(malondialdehyde, MDA)含量, 提高脯氨酸(proline, 
Pro)含量(束红梅等2016); BRs还对作物中逆境相关

基因具有调控作用(Dhaubhadel和Krishna 2008; 
Goetz等2000)。以上研究都仅限于外源BRs调控植

物生长发育以及抗逆性等方面的报道, 而关于内源

BRs的调控机理知之甚少。

在BRs的生物合成途径中, CYP85A1基因编码

的酶是催化其合成的重要酶之一(李辉等2015), 由
它合成的栗甾醇(castasterone, CS)在CYP85A2酶的

催化下生成具有生物活性的油菜素内酯(Nomura

等2005; Shimada等2001)。CYP85A1基因编码的

CYP85A1蛋白属于细胞色素P450蛋白家族, 最近有

报道发现: 番茄的CYP85A1基因的过量表达, 提高

了内源BRs的含量, 从而促进种子萌发(Li等2016a), 
提高光合效率(Li等2016b)。而SoCYP85A1基因是

否参与逆境胁迫响应以及调节机制尚未见报道。

本实验室前期工作中从菠菜克隆了SoCYP85A1
基因(GenBank登录号为KT900949), 为验证菠菜

SoCYP85A1基因的功能, 将其转入到野生烟草中, 
得到过量表达并稳定遗传的转菠菜SoCYP85A1基
因的烟草种子。本研究采用转菠菜SoCYP85A1基
因的烟草种子为材料, 在同一培养条件下种植野

生烟草和转基因烟草, 比较两种烟草在高盐胁迫

下种子的发芽率, 测定高盐胁迫下二者的超氧化物

歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、过氧化物酶

(peroxidase, POD)和过氧化氢酶(catalase, CAT)的
活性, Pro和MDA的含量, 以及荧光定量PCR检测胁

迫相关的9个基因的表达情况, 以期揭示SoCYP85A1
基因调控植物高盐胁迫耐受性的作用机制。

材料与方法

1  实验材料

野生烟草(Nicotiana tabacum L.)种子和转菠
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菜SoCYP85A1基因的烟草种子。

2  转基因烟草的分子检测

利用经典CTAB法提取烟草基因组DNA, 采用

SoCYP85A1基因开放阅读框(open reading frame, 
ORF)的特异性引物(正向引物: 5′-ATGGCCGTTTTTAT- 
GGTGGTTTTTGCTGT-3′; 反向引物: 5′-CTAATAA- 
CTCGAAACTCGAATGC-3′)进行PCR扩增, 1%琼

脂糖电泳检测目的条带, 筛选出基因组中有SoCY-
P85A1基因整合的烟草植株。利用Plant RNA Kit 
(OMEGA, 美国)试剂盒提取烟草RNA, 经gDNA酶

消化处理, 反转录后用SoCYP85A1基因ORF区特异

性引物进行RT-PCR, 选用烟草NtActin基因作为内

参基因, 1%琼脂糖电泳检测结果, 以验证SoCY-
P85A1基因是否能在烟草中正常表达。

3  发芽率的测定

配制NaCl浓度为0.2 mol·L-1的MS培养基, 以
不加NaCl的MS培养基为对照。取圆润饱满的野

生型烟草和转SoCYP85A1基因烟草T5代种子, 分别

放入1.5 mL灭菌离心管中。依次采用70%的乙

醇、3%的次氯酸钠和无菌水进行种子消毒。将消

毒后的种子接种至NaCl浓度为0.2 mol·L-1的MS培
养基中, 以不加NaCl的MS培养基中的相同类型的

种子为对照, 每个处理5个培养皿, 每个培养皿平

均分布9粒种子, 3次重复实验。将其置于光照培养

箱中培养(25°C, 湿度60%, 16 h光照/8 h黑暗, 光照

强度36 μmol·m-2·s-1), 观察生长状况, 7 d后统计发

芽率。

4  高盐胁迫下野生型和转基因烟草的生理指标测定

将野生型和转基因烟草种子在上述培养条件

下培养至七叶期, 各取15棵幼苗为实验材料。每

棵苗浇100 mL浓度为0.2 mol·L-1的NaCl溶液, 每隔

一天浇一次, 10 d后剪取相同部位的健康叶片, 立
即液氮速冻, 迅速转移至–80°C冰箱中保存备用。

以上述烟草叶片为实验材料, 测定SOD、POD、

CAT的活性及Pro和MDA的含量。根据试剂盒(南
京建成生物研究所, 试剂盒货号A001-4、A084-3、
A007-1、A107、A003-3)说明书进行测定。

5  胁迫相关基因的表达分析

取胁迫处理前后的样品, 在液氮中迅速研磨

成粉末, 使用Plant RNA Kit (OMEGA, 美国), 按照

操作手册从烟草叶片中提取RNA; 使用Prime- 
ScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser (宝生物工

程(大连)有限公司), 按照操作手册将RNA反转录为

cDNA (统一浓度为100 ng·μL-1); 基因特异性引物

(表1)设计由Primer 5.0和NCBI在线引物设计完成。

qRT-PCR分析使用TaKaRa SYBR Green PCR 
Master Mix试剂盒, 在德国耶拿的qTOWER实时定

量PCR系统中进行, 10 μL的PCR反应体系包括5 
μL 2×SYBR® Premix Ex Taq II、1 μL上下游引物、

1 μL模板(反转录cDNA)、2 μL ddH2O。PCR反应

程序为: 95°C变性5 min; 95°C 10 s, 引物退火温度

30 s, 72°C 30 s, 共40个循环。以NtActin为内参基

因, 样品设3次重复。

6  数据处理

所有试验数据均由3次重复实验获得, 差异显

著性分析采用SPSS 16.0软件, 应用最小显著性差

数法(LSD)进行单因素方差分析; Duncan多重比对

分析, 显著性水平为P<0.05。

表1  用于实时定量PCR分析的引物信息

Table 1  Genes specific primers used for quantitative RT-PCR analysis

  基因名称
                                                             引物序列(5′→3′)                                                                  

     产物长度/bp 退火温度/°C
                                            正向                                                                    反向  

NtNCED1 CTATTTCCACTTCAAAACCAACCAC GGCACTTTCCACGGCATCT 131 62
NtADC1 GGGAGGTAATGTTGGGGTTTG TTTTGAGCAGCCGAGGTGT 306 62
NtSAMDC ATTGGTTTTGAAGGTTTTGAGAAG TCACGTCTTGTACTTTGAGAGACAG 313 60
NtAPX CAAATGTAAGAGGAAACTCAGAGGA AGCAACAACTCCAGCTAATTGATAG 262 60
NtCAT AGGTACCGCTCATTCACACC AAGCAAGCTTTTGACCCAGA 151 60
NtGST GGCAACAAAAGGAGAAGAGCA CCAATCAGAGCAATATCCACAAAC 135 62
NtSOD CCGTCGCCAAATTGCATAG CGATAGCCCAACCAAGAGAAC 238 62
NtERD10C ACGTGGAGGCTACAGATCGTGGTTTG TCTCCACTGGTACAGCCGTGTCCTCAC 366 70
NtLEA5 GAACCCAACAAGAGCGAGAGA CGACAGGAAGCATTGACGAG 350 62
NtActin CAAGGAAATCACCGCTTTGG AAGGGATGCGAGGATGGA 106 60
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实验结果

1  转基因烟草的分子检测

剪取烟草叶片, 提取基因组DNA, 用目的片段

引物进行PCR检测, 1%琼脂糖电泳出现目的条带, 
大小为1 410 bp (图1-A), 表明SoCYP85A1基因已经

成功整合到烟草基因组中。进一步提取植株RNA, 
进行RT-PCR检测(图1-B), 结果显示SoCYP85A1基
因能够在烟草中正常表达。

2  高盐胁迫下野生型和转基因烟草发芽率的比较

由图2可见, 在对照和含0.2 mol·L-1 NaCl的MS
培养基上培养的野生型烟草种子发芽率均低于转

基因烟草种子, 并且在0.2 mol·L-1 NaCl的胁迫处理

下, 野生型烟草种子的发芽率同未处理前相比显著

降低, 而转基因烟草种子的发芽率差异不显著。

3  高盐胁迫对烟草生理指标的影响

3.1  高盐胁迫下烟草的SOD、POD和CAT活性

在高盐胁迫处理前, 野生型和转基因烟草的

SOD活性基本一致; 高盐胁迫处理10 d后, 野生型

烟草的SOD活性由1 259.2 U∙g-1 (FW)下降至822.65 
U∙g-1 (FW), 下降了34.67%, 而转基因型烟草的SOD
活性相比较来说变化不太明显, 下降了9.34%, 转
基因烟草的SOD活性显著高于野生型(图3-A)。

高盐胁迫处理前, 野生型烟草的POD活性低

于转基因烟草; 高盐胁迫处理10 d后, 野生型烟草

的POD活性下降了约2倍, 而转基因烟草的POD活

性一直保持较高水平, 转基因型烟草的POD活性

约为野生型的3倍(图3-B)。
在高盐胁迫处理前, 野生型和转基因烟草的

CAT活性都很低; 高盐胁迫处理10 d后, 转基因烟

草的CAT活性升高约4.5倍, 而野生型烟草的CAT
活性仅升高约1.6倍, 转基因烟草的CAT活性显著

高于野生型, 约为野生型的3倍(图3-C)。
3.2  高盐胁迫下烟草的Pro和MDA含量

在高盐胁迫处理前, 野生型和转基因烟草的

Pro含量都很低; 高盐胁迫处理10 d后, 野生型烟草

和转基因烟草的Pro含量都升高, 但是野生型烟草

的Pro含量升高不显著, 而转基因烟草的Pro含量升

图1  转基因烟草植株的分子鉴定

Fig.1  Molecular identification of transgenic tobacco lines
A: 转基因烟草植株的PCR鉴定; B: 转基因烟草植株的RT-PCR表达分析。M: 分子标尺; P: 质粒; N: 空载体; W: 双蒸水; WT: 野生型; 

1~10: 转基因株系。

图2  高盐胁迫前后野生型和转基因型种子的发芽率

Fig.2  Seed germination rates of wild type and transgenic lines 
before and after high-salt stress

各柱形上不同小写字母表示在P<0.05水平上差异显著。WT: 
野生型; L6和L8: 转基因型。图3~5同。
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键酶基因(NtADC1和NtSAMDC)、活性氧解毒酶的

合成关键酶基因(NtAPX、NtCAT、NtGST和NtSOD), 
以及逆境响应蛋白的合成关键酶基因(NtERD10C
和NtLEA5)。结果显示: 高盐胁迫处理后, 转基因烟草

中这9个胁迫相关基因的表达倍数都增加。另外, 同
野生型烟草相比, 转基因烟草中NtADC1、NtAPX、
NtCAT、NtLEA5、NtGST、NtSOD和NtERD10C的

表达倍数显著增加, 而NtNCED1和NtSAMDC的表

达倍数增加不明显(图5)。

讨　　论

1  高盐胁迫下的种子发芽率

BRs具有促进种子萌发和减轻幼苗生长期间

的盐抑制作用, 缓解盐害对植物体的影响(Bajguz
和Hayat 2009; 吴雪霞等2011)。CYP85A1基因编码

的酶是BRs生物合成的关键酶, 过量表达CYP85A1
基因可以增加植物内源BRs含量(Li等2016)。本研

究发现: 在不含NaCl的MS培养基上, 转基因烟草种

子的发芽率略高于野生型, 而在盐浓度为0.2 mol·L-1

的MS培养基上, 转基因烟草种子的发芽率显著高

于相同处理下的野生型烟草种子。推测原因可能

高至少3倍, 转基因型烟草的Pro含量远高于野生型

(图4-A)。
在高盐胁迫处理前, 野生型和转基因烟草的

MDA含量相差不大; 在高盐胁迫处理10 d后, 野生

型烟草的MDA含量升高了83.41%, 而转基因烟草

的MDA含量升高了27.63%, 野生型烟草的MDA含

量明显高于转基因烟草(图4-B)。
4  高盐胁迫对9个胁迫相关基因表达的影响

为了揭示转基因型烟草的耐盐分子机制, 在高

盐胁迫下, 对9个胁迫相关基因进行实时定量PCR分
析其表达量。这9个胁迫相关基因分别是ABA合

成关键酶基因(NtNCED1)、多胺类物质合成的关

图3  高盐胁迫前后野生型和转基因烟草的 
SOD、POD和CAT活性

Fig.3  SOD, POD and CAT activities of wild type and trans-
genic lines before and after high-salt stress

图4  高盐胁迫前后野生型和转基因烟草的Pro和MDA含量

Fig.4  Pro and MDA contents of wild type and transgenic lines 
before and after high-salt stress
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图5  高盐胁迫前后野生型和转基因烟草的9个胁迫相关基因的表达

Fig.5  Expression profiles of the nine stress-responsive genes in wild type and transgenic lines before and after high-salt stress

是: 处理前, 转基因烟草种子的BRs含量稍高于野

生型, 从而使得转基因烟草种子的发芽率略高于

野生型; 而高盐胁迫处理诱导了转基因烟草种子

的BRs显著增加, 促进了转基因烟草种子响应高盐

胁迫有更强的耐受力。上述结果表明BRs是一类胁

迫诱导型的次生代谢产物, 这与Gruszka等(2016)的
研究结果一致。这一推测还需要测定野生型和转

基因烟草的BRs含量来证实。

2  高盐胁迫下野生型和转基因烟草生理指标的变化

植物在受到非生物胁迫后可以通过抗氧化酶

防御系统来保护自身免受伤害(陈晓丽等2015)。
在盐胁迫下, 植物体内抗氧化酶基因的表达产物

能够相互协同清除过量的活性氧, 保护和稳定蛋

白复合体和膜结构, 从而提高细胞耐脱水能力(孙
瑞芬等2015)。SOD是抵御活性氧伤害的第一道防

线(丁林云等2014), POD协同SOD消除植物体内氧

自由基(Li等2016), CAT也是消除活性氧的重要酶

(孙瑞芬等2015)。本研究发现: 高盐胁迫处理前, 

野生型和转基因烟草的SOD、POD和CAT活性基

本一致, 而高盐胁迫处理后, 转基因烟草的SOD、

POD和CAT活性均显著高于野生型, 证实转基因烟

草在高盐胁迫下消除氧自由基的能力远高于野生

型, 能更好地缓解盐胁迫对细胞的毒害作用, 从而

提高了对高盐胁迫的耐受性。

Pro和MDA的含量也是反映植物抗逆水平的

重要指标(Li等2016)。本研究结果发现高盐胁迫

处理前, 野生型和转基因烟草的Pro含量差异不显

著, 表明植物在正常条件下Pro含量很低, 但遇到高

盐胁迫时, 二者Pro含量显著增加, 这与秦利军等

(2015)和Krasensky和Jonak (2012)的结果一致, 并
且转基因烟草体内的Pro积累量显著高于野生型。

MDA是植物脂质过氧化的产物, 是检测植物膜伤

害的一个重要指标, 其含量可以表示膜脂过氧化

的程度(陈晓丽等2015)。高盐胁迫处理后野生型

烟草中MDA含量同胁迫前相比显著增加, 而转基

因烟草的MDA含量在胁迫前后无明显差异, 说明
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转基因烟草细胞的膜脂过氧化程度较轻, 通过自

身调节能力及时消除MDA, 保护细胞避免伤害。

可见, SoCYP85A1基因的过量表达可延缓由于盐胁

迫引起的植物体内Pro含量下降及脂膜氧化产物

MDA的积累。

3  高盐胁迫下胁迫相关基因的表达情况

植物在受到非生物胁迫后通过调节逆境响应

基因的表达, 形成植物抗逆的分子机制(Umezawa
等2006; Chinnusamy等2007; Hirayama等2010)。本研

究发现转基因烟草的活性氧解毒酶基因(NtAPX、
NtCAT、NtGST和NtSOD)的表达倍数显著增加, 这
与在其体内检测到的抗氧化酶在胁迫后仍保持高

活性的结果一致。在逆境条件下, 保护生物大分

子及膜结构的蛋白基因主要是LEA蛋白基因家族

(Xiong等2002; Liu等2013), NtERD10C和NtLEA5属
于LEA蛋白基因家族, 这两个基因的表达量显著增

加有助于减轻转基因烟草因盐胁迫脱水引起的离

子强度增大对生物膜和功能蛋白的毒害, 提高转

基因烟草的耐盐性。NtNECD1调节ABA的生物合

成, 但其表达倍数增加不显著, 表明SoCYP85A1基
因增加转基因烟草的耐盐性是通过不依赖ABA的

调节途径。Divi等(2010)也曾证实ABA不参与BRs
调节植物胁迫应答进程。
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Overexpression of SoCYP85A1 gene from Spinacia oleracea enhances high-salt 
tolerance in tobacco
LU Xue-Li, DUAN Fang-Meng, WAN Fang-Yuan, LI Bao-Du, SONG Wen-Wen*

College of Agronomy and Plant Protection, Qingdao Agricultural University, Qingdao, Shandong 266109, China

Abstract: Transgenic tobacco plants which stably overexpressed spinach SoCYP85A1 gene were used as plant 
materials in our study. Both wild types and transgenic lines were analyzed before and after high-salt stress. The 
results showed that the germination rate of transgenic plants was significantly higher than that of wild type. Un-
der the treatment, activities of SOD, POD and CAT of the two types were increased, and the activities of the 
three enzymes in transgenic lines were notably enhanced compared with wild type. The contents of proline of 
the two types were raised, and proline accumulation of the transgenic type was much more than that of the wild 
type, while the MDA content of the transgenic type was less than that of the wild type. High-salt stress induced 
upregulation of nine stress-responsive genes at transcriptional level, among which, expressions of NtADC1, 
NtAPX, NtCAT, NtLEA5, NtGST, NtSOD and NtERD10C were significantly increased in transgenic lines com-
pared with wild types, with exception of NtNCED1 and NtSAMDC. The results indicated that overexpression of 
SoCYP85A1 gene could improve the salt tolerance in tobacco via enhancing antioxidant capacity and regulating 
expressions of stress-responsive genes. This research laid the theoretical foundation for further exploration of 
salt tolerance mechanism of SoCYP85A1 in spanich. 
Key words: SoCYP85A1 gene; high-salt stress; overexpression; qRT-PCR
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