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抗逆相关基因GmAREB转基因小麦的获得与鉴定
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摘要：从大豆中克隆一个抗逆相关的bZIP粪转录因子基因GmAREB，功能分析表明：GmAREB基因的过表达可以显著提

高转基因拟南芥和烟草的抗旱、耐盐和耐寒性。为了获得抗逆转基因小麦。本研究利用玉米的Ubiqutin启动子控制GmAREB

基因表达，构建了用于小麦转化的栽体pSK．GmAREB。采用基因枪共转化法转化小麦品种郑147和济麦22。通过PCR检测

共获得Tn代的阳性植株70株，转化率为1．37％。其中，郑147阳性植株共3l株，转化率为2．14％；济麦22阳性植株39株，转

化率为1．08％。目前，已经获得T．代转基因株系18个，其中以郑147为受体的株系4个，以济麦22为受体的株系14个。对

部分株系进行Southern blotting分析，进一步证实GmAREB基因已经整合到小麦基因组中。在低温胁迫条件下，3个以济麦22

为受体的转基因株系体内脯氨酸的积累与受体小麦相比有显著增加。初步证明在小麦中过表迭GmAREB基因，可以促进渗透

调节物质脯氨酸的积累．可能有助于转基因小麦抗逆性的提高。本研究为进一步筛选抗逆转基因小麦新材料奠定了基础。
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Abstract：We isolated stress-related bZIP transcription factor gene，GmAREB from soybean previously．The

functional analysis indicated that overexpression of GmAREB can significantly improve the stress resistance of trans—

genic plants．In this study，GmAREB was inserted in downstream of maize Ubiqutin promoter to construct vector，

pSK—GmAREB for wheat transformation．The vectors were transformed into wheat varieties Zheng 147 and Jimai 22

by using biolistic method．After transformation，70 To transgenic plants were identified using PCR and the transfor-

mational efficiency was 1．37％．Among transgenic plants，3 1 plants came from host Zheng 1 47 and the transforma—

tional efficiency was 2．14％．39 plants came from host Jimai 22 and the transformational efficiency was 1．08％．At

present，18 T1 generation of transgenic line had been identificated，and 4 and 14 transgenic plants came from

Zheng 147 and Jimai 22，respectively．The southern blot proved that GmAREB was inserted into wheat genome．

The stress-tolerance analysis showed that under low temperature stress condition，proline accumulation in three

transgenic plants host in Jimai 22 were higher than that of wild type wheat plants，which suggested that overexpres-

sion of GmAREB increased accumulation of proline in transgenic wheat．This higher level of proline content might

be contributed for stress—tolerance of transgenic wheat plants．We hope that our study can pave the way for selecting

stress-tolerance transgenic wheat lines in the future．
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碱性亮氨酸拉链(bZIP)类转录因子蛋白是真

核生物中分布最广泛、最保守的一类蛋白。bZIP类

转录因子的共同特点是：含有与特异DNA序列相结

合的碱性结构域；参与寡聚化作用的亮氨酸拉链区

与碱性区紧密相连；转录因子的N．末端含有酸性激

活区；以二聚体的形式结合DNA，肽链的碱性区与

DNA直接结合⋯。根据植物中bZIP转录因子的结

构差异，bZIP转录因子被分为A、B、C、D、E、F、G、

H、I和S共10个亚族¨1。研究发现，植物中的bZIP

蛋白不仅参与种子贮藏基因的表达、光形态的发生

以及器官建成的控制¨⋯，而且参与植物对ABA(脱

落酸)、逆境胁迫、光和发育中各种信号的反应¨1。

Choi等【61首次克隆到了拟南芥的ABF／AREB bZIP

类转录因子，其成员分别为：ABFl、ABF2／AREBl、

ABF3、ABF4／AREB2。其中，ABFl主要参与低温、

ABA应答反应，ABF3主要参与ABA、高盐、低温、

热、氧化胁迫应答反应，ABF2／AREBl、ABF4／

AREB2主要参与ABA、干旱、高盐、热、氧化胁迫应

答反应。“。此外，在其他植物中也发现了功能类似

的AREB bZIP类转录因子，如烟草的TAF．1旧o、水稻

的OsBZ8‘91、TRABl【10】、玉米的ABP9[¨】、大麦的

HvABl5和HvVPl等‘1 2|。

干旱、盐碱等非生物逆境是影响植物生长发育

和作物产量的重要限制因子之一。小麦是我国第二

大粮食作物，在国民经济中有非常重要的地位。由

于农作物的干旱、盐碱等胁迫耐性大多属于数量性

状，采用常规育种技术改良作物的抗逆性周期较长。

通过发现重要的抗逆基因，并利用转基因技术转化

小麦，将为小麦品种的抗逆性改良提供新的有效

途径。

利用基因工程技术导入抗逆相关的功能基因，

提高作物的抗逆性已有许多成功的例子。如利用大

麦的LEA蛋白基因HAVl提高了转基因水稻的耐旱

性¨”；转甜菜碱醛脱氢酶(BADH)基因提高了转基

因小麦的耐盐碱胁迫能力¨“；利用甘露醇1一磷酸脱

氢酶(mhD)基因转化拟南芥增强了拟南芥的耐盐

性11“。转小麦果聚糖合成酶基因6-SF7烟草植株

表现出较强的抗旱、耐盐和耐低温能力¨“。

近年来，转录因子在提高植物抗逆性方面取得

了重大进展，发现通过增强一些关键调节因子的作

用可使植物的抗逆性得到综合改良Ⅲ’1“。Chen

等一1在拟南芥和烟草过表达大豆GmDREB2基因中

研究，发现在干旱胁迫下转基因植株体内的游离脯

氨酸含量比野生型拟南芥和烟草显著提高，增强了

转基因植株的抗旱、耐盐和耐低温能力。鲁燕等Ⅲ1

把来自普通小麦地方品种小白麦的ERF类转录因

子W6基因，通过农杆菌介导法将其转入烟草新华1

号，W6基因的过表达提高了转基因烟草的耐盐性。

本研究前期。亡作从耐盐大豆品种铁丰八号中克

隆到一个新的抗逆相关的bZIP类转录因子基因

GmA尺E曰。基因功能分析证明：转CmA尺EB基因拟

南芥和烟草增强了对干旱、盐、低温及氧化胁迫耐

性。本试验采用基因枪共转化法将GmAREB基因

转化高代小麦材料郑147、大面积推广小麦品种济

麦22，分子鉴定证明GmAREB基因已经整合到小

麦基因组中，转基因小麦的渗透调节物质脯氨酸含

量比受体小麦明显提高。

1材料与方法

1．1材料和试剂

转基因受体为山东省农科院提供的小麦品种济

麦22和河南省农科院提供的高代材料郑州147。

质粒GmAREB、载体质粒pKS、pAHC25、pAHC20均

由本实验室保存。pAHC25是含bar基因的中间载

体。此载体含有gus基因，目的基因GmAREB可以

取代gus基因，构建成pAHC25．GmAREB。

胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒购自TaKaRa

公司，DNA快速提取试剂盒购自TianGen公司，各种

内切酶购自Promega公司，引物由北京奥科生物技

术公司合成。

1．2外植体和靶材料

取授粉后14d左右的幼胚为外植体，接种于

SD2培养基，24℃培养箱中诱导愈伤，培养7d左右

的愈伤组织经高渗处理后基因枪轰击。

1．3基因枪法共转化

基因枪法遗传转化参照徐惠君等”¨方法。

将质粒PSK．GmAREB和pAHC20按l：1体积充分

混合，包裹在直径1．0斗m金粉微粒上，用BIO．

RAD公司的PDS·1000／He基因枪进行轰击，轰击

后的愈伤组织在原渗透压培养基上处理16—18h。

然后转移到SD2培养基，黑暗条件(26。C)恢复培

养2周。

1．4转化体筛选和植株再生

恢复培养14d的愈伤组织进行分化和2次筛

选，第1次分化筛选培养基为1／2MS附加5mg／L玉

米素+2mg／L Bailaphos，26。C光照培养28d，第2次

筛选培养为1／2MS附加4mg／L Bailaphos，260C光照

培养28d。经过筛选的转基因小苗移入1／2MS附加
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0．2ms／L IAA+0．5ms／L MET的壮苗培养基，26℃

光照培养30～40d。

1．5转基因小麦植株的分子检测

GmAREB引物的设计：5-TAATGr几ACTGGCAC-

TACTCTG-3和5．CAACTCCAATCAACCCTC一3。PCR

检测体系及程序：按下列组成加入反应液：10 X PCR

buffer，2．5¨l；dNTP(2．5ram)，2．0wl；Primer—F(10

斗m)，1．0斗l；Primer—R(10p,m)，1．O¨l；rTaq(5U／

“1)，0．2斗l；模板(DNA)，1．0斗l；ddH20补至25斗l。

扩增程序为：94℃10min，35×(94℃lmin，54℃

45s，72℃1min)，72℃10min，16℃保存。PCR反应

产物在1．O％的琼脂糖凝胶上90～120 V电压电泳

检测。

1．6转基因小麦T，代的RT·PCR检测

取i叶期的小麦叶片，提取总RNA。取2 g总

RNA，Olig(dT)为引物，M—MLV反转录酶进行反

转录，反转录体系为25¨l，反转录过程参照Pro—

mega公司M．MLV反转录酶说明书。以小麦肌动

蛋白B-Actin为内参照基因，设计内参引物，其上游

引物：5一CTCCCTCACAACAACCGC-3；下游引物：5-

TACCAGGAACTTCCATACCAAC．3。扩增G，nA尺E曰

基凶的引物同1．5。取1 p．1的反转录产物cDNA

进行PCR扩增，反应体系为25斗l，其循环扩增程序

为：94℃预变性5min；94℃1min，58℃1 min，72℃

1 min，30个循环；72℃10min；16。C保存；目的基因

循环扩增程序同1．5扩增程序。取相同量的PCR

产物在1．0％的琼脂糖凝胶上90～120V电压电泳

检测。

1．7转基因小麦T1代的Southern blotting

基因组DNA 35ng经Hindm酶切，1．O％的琼

脂糖凝胶电泳后，转至尼龙膜上(Hybond2N+，Am—

ersham)，采用碱变性法吸印。根据GmAREB基凶序

列设计扩增基因片段作为探针，探针长度为815bp，

用Of．_32P．dCTP标记探针进行杂交。

1．8脯氨酸含量的测定

脯氨酸含量的测定参照Zhang等【221方法。于

2009年10月5日大田播种，11月中下旬日最低气

温均在0。C以下，最低气温一9。C。12月4日取样，

磺基水杨酸提取植物样品时，脯氨酸便游离于磺基

水杨酸的溶液中，然后用酸性茚i酮加热处理后，溶

液即成红色，再用甲苯处理，则色素全部转移至甲苯

中，色素的深浅即表示脯氨酸含量的高低。在

520nm波长下比色，从标准曲线上查出(或用回归

方程计算)脯氨酸的含量。

2结果与分析

2．1转基因表达载体的构建

设计引物从大豆cDNA中扩增出GmAREB基

因，该基因片段一端为Smal酶切位点，另一端为

Sacl酶切位点。利用限制内切酶Sinai和SacI酶切

中间载体质粒pAHC25，回收载体片段7．8kb；将载

体质粒pAHC25片段和SmaI、SacI酶切扩增的

GmAREB基因片段连接，构建了中间载体pAHC25一

GmAREB(图1)，目的基因上游为Ubiquitin启动子；

用Hindlll分别酶切载体pKS和中间载体pAHC25一

GmAREB，将切下的带有启动子、GmAREB和终止子

的片断与pKS连接，构建了用于小麦转化的表达载

体pKS．GmAREB(图2)。

图1 pAHC25-GmAREB重组质粒酶切分析

Fig．1 Restriction digestion analysis of recombinant plasmid

1：重组质粒；2：重组质粒pAHC25-GmAREB Sma l，

Sac I酶切；M：D12000

1：Recombinant plasmid；2：Recombinant plasmid PAHC25一

GmAREB digested by Sma I，Sac l；M：DL2000

fl(+)0rigin

图2用于小麦转化的表达载体

Fig．2 Structure of expression vector

for wheat transformation

2．2转GmAREB基因植株的获得

以郑州147、济麦22为受体，基因枪轰击小麦

幼胚的愈伤组织，经筛选培养基筛选，待愈伤组织分
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化出绿芽以后，转入无激素培养基(1／2 MS+Bi-

alaphos 3mg／L)上，当再生植株伸长到1—2era时，

移人壮苗培养基(1／2MS+IAA 15mg／L)上壮苗，

在15—18。C、相对湿度70％，光照18h的可控温室

缓苗后，再生植株伸长到7—8era时，将根系发达的

转化苗移栽到花盆(图3)，共移栽509株。在可控

温室生长发育，三叶期每株取叶片提取基因组

DNA，进行T。代植株的PCR鉴定。

图3转基因植株的筛选再生及移栽

Fig．3 Selection，regeneration and transplantation of transgenic plants

A：筛选培养基上的再乍抗性苗；B：愈伤组织的分化；c：再生苗在试管中生根培养；D：再生苗的移栽成株

A：Resistant callas on selective medium；B：Differentiation of embryogenic callus；

C：Regeneration of resistant callus；D：Transplantation of tranagenie plants

2．3转基因小麦To代的PCR检测

以郑州147为转化受体，共轰击1800个幼胚，

获得再生植株133株，移栽成活107株。以济麦22

为转化受体，共轰击5085个幼胚，获得272株再生

植株，移栽成活193株。对成活再生植株进行分子

检测，通过检测共获得T。代的阳性转基因植株70

株，转化率为1．37％，阳性率为23．3％。其中郑州

147阳性植株共31株，转化率为2．14％，阳性率为

29．O％；济麦22阳性植株39株，转化率为1．08％，

阳性率为20．2％(图4，表1)。

图4部分T．代植株的PCR检测

Fig．4 PCR identification of some T．regenerated plants

M：DL2000；CK+：GmAREB质粒；CK-i：未转基因植株；CK-2：水；1一14：T0代转GmAREB基因植株

M：D12000；CK+：GmAREB plasmid(positive contr01)；CK—l：wild type plant；

CK-2：H20；1—14：ToGmAREB transgenic plants

表1 小麦幼胚愈伤组织基因枪轰击结果

Table 1 Transformation result of wheatcellus tissue

转化率=PCR阳性植株／(检测数／移栽数))／轰击胚数×100％；PCR阳性率=(PCR阳性植株／榆测数)×100％
Transformation efficiency 2(PCR positive plants／Embryos bombarded)／(Plants detected／Plants transformed)×100％；PCR positive efficiency=

(PCR positive plants／Plants detected)×100％

对T，代转基因株系进行检测，已获得17个株

系。其中来自郑州147的转基因株系3个，来自济

麦22的转基因株系14个。

2．4转基因植株RT·PCR分析

挑选受体为济麦22的5个T。代转基因株系，

利用GmAREB的特异引物进行RT．PCR鉴定，检测
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G州尺E口在转基因小麦中的表达。结果表明：
G州RE口基因在转基因小麦中都有一定量的表达。
其中，1824、1823、1815株系的表达量较高，1817和

1821株系的表达量较低；而对照中没有发现

G，叫尺E曰基因的表达。这表明GmAREB基因在转

基因小麦中可以表达(图5、图6)。

图5转基因小麦中GmAREB基因的表达

Fig．5 11Ie expression of GmAREB gene in transgenic wheat

CK一：受体济麦22；1～5：1815、1817、1821、1823、1824株系

CK-：Jimai 22；lane 1：1815 line；lane 2：1817 line；

lane 3：1821 line；lane 4：1823 line：lane 5：1824 line

O．2

0

1815 1817 1821 1823 1824

植株编号Plant code

图6转基因小麦中GmAREB基因的相对表达■

Fig．6 Relative expression of transgenicG肺A眉E曰wheat

2．5转基因植株的Southern blotting分析

为了进一步证实PCR检测结果及功能基因是

否已经整合到小麦基因组中，选取PCR与RT．PCR

呈阳性的4个植株，1813、1814、1816、1817株系进

行Southern blotting分析。结果显示，PCR检测呈阳

性的株系Southern blotting均表现阳性，而阴性对照

无杂交信号(图7)，进一步证实功能基因已整合到

小麦基因组中。在表达载体中，GmAREB的启动子

前和终止子后各有1个HindIII位点(图2)，因此，

Southern blotting结果显示杂交带分子量大小一致。

证明GmAREB已经整合到小麦基因组中。鉴定转

基因小麦的准确拷贝数需要选择其他酶进一步

鉴定。

图7 T．转基因植株的Southern杂交结果

Fig．7 Southern blotting analysis of T1 transgenic plants

1-4：转基因植株；CK一：济麦22(阴性对照)用Hindm酶切

小麦DNA，酶切后的DNA经转膜后与GmAREB的DNA

探针杂交；CK+：GmAREB质粒(阳性对照)；

M：Hind 111酶切ADNA分子标准

1—4：Transgenie plants；

CK一：Negative control。(Jimai 22)Plants DNA were cut

using月砌Ⅲ．then cut DNA were transformed on member

and hybridized with GmAREB probes；CK+：GmAREB traus

formed vector(positive contr01)；M：XDNA／胁nd lIl msrker

2．6转基因植株各株系脯氨酸含量分析

在低温、干旱和高盐等非生物胁迫下，许多植物

体内游离脯氨酸含量增加。”1。由于脯氨酸亲水性

极强，能稳定原生质胶体及组织内的代谢过程，具有

防止细胞脱水的作用。图8显示，1815、1821、1824

3个转基凶株系的脯氨酸含量相对于受体小麦显著

提高，1824、1815、1821株系脯氨酸含量比对照分别

增加10．7％、4．2％、3．5％。从图6显示，在1824、

1815、1821 3个株系中GmA尺邪基因的表达量也较
高，这一结果与图8显示的脯氨酸含量的测定结果

基本一致，证明转基因小麦脯氨酸含量的提高是由

于GmA尺EB基因的过表达引起的。

b'鸭Jf．22 1815 1817 1821 1824

(受体)捌鞠号Pl呲codc
图8转基因小麦脯氨酸含量测定结果

Fig．8 Praline content analysis of transgenic wheat
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3 讨论

小麦基因枪转化已发展成小麦最主要的转化

方法Ⅲ。。基因枪共转化方法简单易行，目的基因

与标记基因在减数分裂过程中分离，使得选择标

记基因得以剔除[25J。本研究利用基因枪共转化

法将GmAREB基因导入普通小麦品种中，转化效率

为1．08％一2．14％，获得了较多的转基因植株。本

文的经验是转化受体要选择再生能力强的品种。此

外，在基因枪轰击后没有采取传统的方法在含有抗

生素的培养基上筛选，而是用没有加抗生素的培养

基再生植株，这种直接再生的方法减弱了筛选压力，

增加了再生植株数量，用PCR方法检测可以获得更

多转化植株，提高了转化效率。

脯氨酸含量的增加是植物对逆境胁迫的一种生

理生化反应，首先是细胞结构和功能遭受伤害的反

应，这一点已被许多研究证实m。o。另外是植物在逆

境下的防护反应，可作为鉴定植物相对抗性的指标。

Vendruscolo等旧引证明在干旱、高渗等逆境因素条件

下，会导致小麦体内脯氨酸浓度的迅速增加，从而增

强小麦的抗逆性。与脯氨酸相关的抗寒基因工程技

术已有许多报道，如Kishor等旧1将从乌头叶豇豆中

克隆的PSCS基因与CaMV 35S启动子连接后转入烟

草中，发现转基因烟草的脯氨酸含量比对照高10～18

倍，在抗盐和抗旱性比对照明显提高。Nanjo等¨驯把

脯氨酸脱氢酶(脯氨酸降解关键酶)反义基因At．

proDH的cDNA转到拟南芥中，提高了细胞内脯氨酸

水平，显著提高了转基因植株对低温和高温的耐受

性。Gilmour等p¨将∞乃基因转入拟南芥，发现
CBF3基因的超表达不仅调控下游靶基因(CRT／DRE

基因)的表达，还影响到脯氨酸和糖的代谢，寒冷驯化

使转CBF3基因拟南芥中脯氨酸的含量比经过相同

寒冷驯化的野生型中的脯氨酸含量高出2—3倍。

本研究获得的转GmAREB基因小麦各株系中的

表达量与相应株系的脯氨酸含量变化趋势基本一致，

推测可能由于转基因小麦中GmAREB转录因子的过

表达，增强了其下游控制参与脯氨酸合成的基因表达

活性，从而提高了转基因小麦中的脯氨酸含量。在逆

境胁迫条件下，GmAREB转基因小麦脯氨酸含量的提

高对增强转基因小麦的抗逆性有重要作用。本文将

进一步证实转基因小麦体内的脯氨酸含量与其抗逆

性的关系，并通过基因芯片的分析明确GmAREB控制

的下游靶基因，进一步分析GmAREB基因的抗逆分子

机制，为获得抗逆性转基因小麦奠定基础。
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差。可在其对应的区段开发相应的基因标记，为大 [14]

豆倒伏性QTL的精细定位奠定了基础。
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