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摘要：大豆是中度耐盐植物，土壤盐碱化会对大豆产量及品质造成严重影响。因此挖掘耐盐基因，提高大豆耐盐能力

十分必要。真核生物中，转录因子 TFIIIC 作为 RNA 聚合酶 III 转录机制的辅助因子，其转录活性易受到外部因素的影响，

进而影响 tRNA 基因转录效率和蛋白质的合成。本课题组前期研究发现大豆 GmTFIIIC 在盐胁迫下上调表达，但目前大豆

GmTFIIIC 的抗逆功能还不清楚。本研究通过大豆发状根体系，将 GmTFIIIC 基因过表达，进行盐胁迫下转基因复合体植株表

型及生理指标分析，研究大豆 GmTFIIIC 基因在盐胁迫下的功能。结果表明：GmTFIIIC 基因过表达，盐胁迫条件下，大豆转基

因复合体根、茎的 Na+/K+ 要低于野生型空载对照；叶片叶绿素相对含量高于野生型空载对照；叶片 H2O2 和 O-
2 含量低于野生

型空载对照；叶片含水率高于空载对照，表明大豆发状根中过表达 GmTFIIIC 基因提高了大豆转基因复合体的耐盐能力。研

究结果为大豆 GmTFIIIC 基因耐盐功能研究提供理论基础。
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Abstract：The cultivated soybean varieties are moderate tolerant under salt stress，but soil salinization 
seriously threats the soybean yield and quality.Characterization of the salt-tolerant genes might be suitable for 
the genetic improvement of salt tolerance.In eukaryotes，transcription factor IIIC（TFIIIC） generally interacts 
with transcription factor IIIB（TFIIIB） on RNA polymerase III to regulate tRNA gene transcription，which in 
turn affects protein synthesis.In our previous study，we found that TFIIIC was up-regulated in soybean root under 
salt stress.However，the gene function of GmTFIIIC remains unknown under high salinity stress.In this study，
we characterized the GmTFIIIC function in transgenic complex，in which the GmTFIIIC over-expression was 
conducted by transforming the soybean hairy roots.The results showed that the Na+/K+ of roots and shoots in 
the GmTFIIIC overexpression complex were lower than that in the vacant control complex.While the relative 
content of chlorophyll and water in leaves was higher，and the content of H2O2 and O-

2 was lower than that of the 
vacant control complex，which indicates that the salt tolerance in transgenic complex is enhanced by GmTFIIIC 
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overexpression.Thus，the results might contribute to a better understanding of the molecular mechanism of 
GmTFIIIC in responding to salt stress.

Key words：soybean；salt tolerance；GmTFIIIC；hairy roots

大豆是一种高蛋白含量的经济作物，也是我国

重要的农作物。我国对大豆的需求量逐年增加，但

各种非生物逆境胁迫对大豆的产量每年都会造成巨

大的影响，例如虽然大豆是中度耐盐作物，但在盐渍

化土地上生长仍会减产 50% 以上，甚至绝产［1］。科

学家们不断挖掘耐盐基因［2-3］，努力提高大豆耐盐 
能力。

转运 RNAs（tRNAs）作为衔接分子在蛋白质

合成过程中将信使 RNA（mRNA）与氨基酸连接起

来。tRNAs 由一种高度进化保守的复合物—RNA
聚合酶（Pol）III 转录［4］。在真核生物中，tRNA 募

集 PolIII 通过转录因子（TF，transcript factor）IIIC
和转录因子 IIIB 介导。其过程简单描述为 TFIIIC
通过启动子识别，定位由 Pol III 转录的基因，并招

募 TFIIIB 到 Pol III 的启动子，TFIIIC、TFIIIB 和

Pol III 形成转录起始复合物，启动基因的转录起 
始［5］。所以 TFIIIC 和转录起始、蛋白质合成密切

相关。TFIIIC 和逆境的相关研究非常少，Roberts 
等［5］研究发现，在酵母细胞中，在营养缺乏或其

他逆境如 DNA 损伤、细胞完整性受损等条件下，

TFIIIC 占据 Pol III 与靶标 DNA 的结合位点，严重

抑制 Pol III 起始转录，同时 TFIIIC 与 TFIIIB 的相

互作用加强，可能是在条件转好之后，发挥快速招募

Pol III，迅速起始转录的作用。Gelli 等［6］发现和氮耐

受型高粱 San Chi San（三尺三）相比，在氮敏感型高

粱 CK60 的幼苗根中，TFIIIC 基因上调表达，而且和

一些氮利用效率 QTL 共定位，说明 TFIIIC 响应氮 
胁迫。

本课题组前期研究通过对大豆正常及盐胁迫

条件下根系转录组测序分析发现，GmTFIIIC 基

因（Glyma.11G102000）在盐胁迫条件下在大豆根

中上调表达，3 个重复平均 log2（fold change）为

11.14。但是，目前 GmTFIIIC 基因功能及该基因

在盐胁迫下的响应都还没有相关的报道。本研究

利用大豆发状根转化体系，通过对 GmTFIIIC 基

因进行过表达，分析转基因嵌合体的耐盐能力，

阐明盐胁迫下 GmTFIIIC 基因功能。而大豆发状

根在基因功能的研究中目前已经被广泛应用于

基因沉默或过表达［7-8］。主要原理是利用携带外

源基因的农杆菌 k599 侵染大豆子叶节，可以诱导

转基因发状根产生，从而快速验证基因功能。比

如，Ortega-Amaro 等［9］发 现，在 菜 豆 中 过 表 达

AtGRDP2 可以提高转基因复合体植株的耐盐能

力。Tang 等［10］利用 CRISPR/Cas9 技术在大豆发

状根中沉默大豆 Glyma.01G165800 基因，发现了

新的与豆类根瘤菌形成相关的基因。另外，本课题

组也成功利用大豆发状根体系对基因进行了编辑

与过表达，为研究大豆基因功能提供了较好的方 
法［11-12］。

本研究将 GmTFIIIC 基因在大豆发状根中过表

达，盐胁迫下过表达复合体植株根、茎中 Na+/K+ 显

著低于空载对照复合体植株；过表达复合体植株叶

片中 H2O2 与 O-
2 含量显著低于空载对照；而叶片中

叶绿素含量显著高于空载对照；叶片含水率显著高

于空载对照，说明 GmTFIIIC 基因过表达显著提高

了大豆转基因复合体的耐盐能力。

1　材料与方法

1.1　材料和菌种 
大豆材料为 Williams 82，大肠杆菌菌株为

Trans5α，农杆菌菌株为 k599，以上材料由中国农业

科学院作物科学研究所抗逆室保存。

1.2　大豆根系盐胁迫处理及 GmTFIIIC 基因表达

分析 
将大豆 Williams 82 种子播种于 MS 培养基上， 

80 mmol/L NaCl 处理一周，同时设置不含 NaCl 的
对照。将生长一周的幼苗转移至 Hogland 营养

液中，接着 80 mmol/L NaCl 处理一周，提取大豆 
Williams 82 根系。根据 Glyma.11G102000（GmTFIIIC） 
基因序列设计引物 TFIIIC-CZ，以大豆 Williams 
82 根系 RNA 反转录获得的 cDNA 为模板进行

GmTFIIIC 基因扩增。根据 GmTFIIIC 的 cds 序列

设计引物 TFIIIC-RT，进行 GmTFIIIC 基因表达分

析。试验所用引物见表 1。
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表 1　试验所用引物列表
Table 1　The primers used in this study 

引物名称

Primer name
引物序列—正向引物（5′-3′）

Primer sequence—Forward（5′-3′）
引物序列—反向引物（5′-3′）

Primer sequence—Reverse（5′-3′）

TFIIIC-CZ CTGATGGCGAATGGTGAG CCCATGCTAGTTTGACGC

TFIIIC-XbaI-CZ tcatttggagagaacacgggggactATGGCGAATGGTGAGGGAAG
CGACA

tgaacgatcggggaaattcgagctTCACAAGGTACAATAATCTCTG
AGA

TFIIIC-RT TTGCATGAGTCGTATCACA TGGACCAGGTAAAAATC

Cons15 TAAAGAGCACCATGCCTATCC TGGTTATGTGAGCAGATGCAA

1.3　GmTFIIIC 基因过表达载体的构建

根据 GmTFIIIC 基因序列（GenBank 登录号为

CM000844.3）利 用 Primer5.0 设 计 一 对 cDNA 中

扩增引物—TFIIIC-CZ 和一对质粒中扩增引物—

TFIIIC-XbaI-CZ。在大豆 Williams 82 的 cDNA 中

利用 TFIIIC-CZ 引物扩增含有 GmTFIIIC 基因的

cds 序列的片段，回收 2979 bp 的片段，将回收后的

片段 Ta 克隆，测序正确后提取质粒。将提取的质粒

用 TFIIIC-XbaI-CZ 引物扩增 GmTFIIIC 基因的 cds
序列（2785 bp）。用 XbaI 和 SacI 将 pGFPGUS 载体

上的 GFP 切除，回收大片段。用重组酶将回收后的

TFIIIC-XbaI-CZ 扩增片段与切掉 GFP 的 pGFPGUS
载 体 连 接（图 1）。 菌 液 检 测，提 取 GmTFIIIC-
pGFPGUS 质粒。作下一步农杆菌转化使用。

图 1　GmTFIIIC-pGFPGUS 过表达载体构建
Fig.1　Construction of GmTFIIIC-pGFPGUS

1.4　转化农杆菌 k599并侵染大豆子叶节诱导其发根

制备农杆菌 k599 感受态，将上一步提取的质粒

进行农杆菌 k599 的转化。挑取单菌落，扩大培养，

PCR 筛选阳性菌落侵染生长 5 d 的大豆子叶节，待

其长出发状根后用蛭石覆盖至侵染部位以上，并保

持湿润。

1.5　大豆转基因发状根阳性检测 
提取生长 30 d 的 3 个 GmTFIIIC 过表达株系发状

根的 RNA。以 mRNA 为模板，用 Oligo（18）酶反转录

成 cDNA 第一链，以 Cons15 为内参，利用特异性引物

TFIIIC-RT，通过 qRT-PCR 检测 GmTFIIIC 表达量。

1.6　大豆转基因复合体植株耐盐性分析

大豆 GmTFIIIC 基因过表达复合体植株的耐盐

性分析包括大豆盐胁迫下表型分析，叶片叶绿素相

对含量及相对含水率测定，叶片 H2O2 与 O-
2 含量检

测、Na+ 和 K+ 含量及 Na+/K+ 比例分析。

1.6.1　H2O2 与 O-
2 含量测定　用 3′- 二氨基联苯胺

（DAB，Diaminobenzidine 3）和硝基四唑蓝（NBT，
Tetranitroblue tetrazolium chloride）检测 H2O2 与 O-

2

含量，分析转基因植株的抗氧化能力［12］。将生长

30 d 的大豆植株剪去主根，只保留诱导的发状根，继

续生长一周，用 250 mmol/L NaCl 溶液处理 2 d，随
机选取 3 个 GmTFIIIC 过表达株系和空载对照的叶

片 10 片用 DAB 和 NBT 溶液处理，观察叶片的变

化，选择 3 个株系表现一致的叶片进行拍照。

1.6.2　Na+ 和 K+ 含量测定　将生长 30 d 的大豆转

基因植株剪去主根，只保留诱导的发状根，继续生长

一周，用 250 mmol/L NaCl 溶液处理 2 d，选取盐胁

迫处理与正常条件下的 3 个转基因株系与空载对照

复合体的根、茎、叶，105 ℃杀青 30 min 后 60 ℃烘干 
3 d，各取 3 个重复，每个重复 0.1 g 样品，用 25 mL
浓硝酸加热溶解。冷却至室温，加 ddH2O 定容至 
15 mL。同时设置空白样对照，每组 3 个重复。用电

感耦合等离子发射光谱仪（ICP-OES，美国 Thermo 
Fisher ICAP6300 MFC）进行测定根、茎、叶的 Na+、K+

含量［13］，仪器所读取的数值为离子浓度（μg/mL），
离子含量计算：离子含量（mg/kg）=（样品浓度 - 空

白样浓度）× 体积 / 干重。

1.6.3　叶片叶绿素相对含量测定　SPAD-502 Plus
叶绿素仪通过测量叶片在两种波长下（650 nm 和

940 nm）光学浓度差的方式来确定叶片当前叶绿素

的相对数量，即 SPAD 值。随机选取正常条件下和

盐处理后相同位置 3 个过表达株系和空载对照复合

体的叶片，首先将仪器校准，随后将叶片放入测量头

部进行测定，测量 20 次，取平均值。

1.6.4　叶片相对含水率的测定　随机选取正常条件

和盐胁迫处理条件下的空载对照复合体植株和 3 个

过表达株系复合体最上部叶片，称取鲜重后 65 ℃
杀青 30 min，60 ℃烘箱烘干 3 d，去除全部水分，称

取干重。计算叶片相对含水率。叶片相对含水率 =
（鲜重 - 干重）/ 鲜重 ×100%。
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2　结果与分析

2.1　大豆根系 GmTFIIIC 基因表达分析

提取盐处理与正常条件下的大豆根系 RNA，

反转录成 cDNA 第一链，qRT-PCR 检测 GmTFIIIC
基因的表达量发现，与正常条件下相比，盐胁迫下

GmTFIIIC 在大豆根中上调表达（图 2）。

试验设 3 次重复，每个重复取 5 株大豆根系混合并提取 RNA。 
盐胁迫处理：80 mmol/L NaCl，处理时间：14 d

The RNA was extracted from the root mixture of 5 plants of each 
replication and the experiment is 3 replications.Salt treatment： 

80 mmol/L NaCl，Time of salt treatment：14 days

图 2　大豆根系中 GmTFIIIC 基因表达分析
Fig.2　Analysis of GmTFIIIC expression in soybean roots

2.2　GmTFIIIC 基因过表达对转基因复合体耐盐

能力的影响

2.2.1　GmTFIIIC 基因在大豆发状根中过表达　随

机选取转入 GmTFIIIC 过表达载体的发状根，每

个样品 3 次重复，以 Cons15 作为内参对照，qRT-
PCR 检测 GmTFIIIC 在转录水平上的表达量。结

果显示，与空载对照 VC 相比，过表达系 OE1、OE2
与 OE3 中 GmTFIIIC 基 因 分 别 上 调 了 约 4.5 倍、

6.1 倍与 5.3 倍（图 3）。表明由 35S 启动子驱动的

GmTFIIIC 基因在大豆发状根中过量表达。

OE1~3：3 个过表达株系；VC：空载对照

OE1-3：Three overexpression lines，VC：Vacant control 

图 3　qRT-PCR 检测发状根中 GmTFIIIC 的表达量
Fig.3　The GmTFIIIC expression of hairy roots  

by qRT-PCR

2.3　GmTFIIIC 基因过表达转基因复合体耐盐性

分析 
2.3.1　盐胁迫下转基因复合体表型分析　将侵染

30 d的大豆株系去除主根保留诱导产生的发状根，

继续正常生长两周，然后用 250 mmol/L NaCl 处理 
2 d。正常条件下GmTFIIIC 过表达转基因复合体和空

载对照相比，表型没有显著差异（图 4A），盐胁迫处理 
2 d后，空载对照和过表达复合体都表现为叶片萎蔫、变

黄的盐胁迫受害症状，但空载对照叶片较过表达复合体

失水更严重，其叶片含水率显著低于过表达复合体（图

4B）；过表达复合体植株盐胁迫受害症状较轻（图 4A），

其叶片相对叶绿素含量显著高于空载对照（图 4C）。
2.3.2　转基因复合体叶片中 H2O2 含量和 O-

2 含量

分析　正常条件下，植物产生和清除 H2O2 的过程

保持相对稳定的状态，这样既能保证 H2O2 生理功

能，同时又可以降低 H2O2 对植物体的伤害。盐胁

迫条件下，植物体内会产生大量的 H2O2，具有很强

的氧化还原性，因此会造成细胞内大分子氧化损伤，

影响植物的新陈代谢过程，对植物体造成伤害。因

此，H2O2 含量可以作为抗逆的生理指标。过氧化物

酶可以催化 H2O2 与 DAB 迅速反应生成棕色化合

物，进而定位组织中的 H2O2。

用 DAB 处理空载对照复合体、过表达复合体

的叶片，正常条件下，叶片上棕色斑点都很少，二者

没有显著差异。250 mmol/L NaCl 处理 2 d 后，叶片

上棕色斑点增多，但过表达复合体叶片的棕色斑点

较空载对照复合体少（图 5A），表明 GmTFIIIC 基因

过表达植株的叶片中 H2O2 含量低于空载对照。

O-
2 可以将 NBT 氧化为蓝紫色物质，因此 NBT

通常与 DAB 一起检测。用 NBT 染液处理空载对照

复合体、过表达复合体叶片，正常条件下，叶片上蓝紫

色物质很少，且二者之间没有显著差异。250 mmol/L  
NaCl 处理 2 d 后，蓝紫色物质增加，且空载对照复合

体叶片的蓝紫色斑点较过表达复合体空载对照复合

体多（图 5B），说明空载对照复合体植株叶片中 O-
2 含

量高于转基因复合体植株，表现出对盐较为敏感。

2.3.3　转基因复合体根、茎、叶Na+/K+ 含量分析　Na+/
K+ 的高低是衡量植物是否耐盐的一个重要生理

指标。正常条件下，空载对照复合体与过表达复

合体的根、茎、叶中 Na+/K+ 比值没有显著性差异。 
250 mmol/L NaCl 处理 2 d 后，根、茎、叶中的 Na+/K+

比值都显著升高。而与空载对照复合体相比，盐胁

迫条件下过表达复合体中根、茎中的 Na+/K+ 显著低

于空载对照；叶中 Na+/K+ 没有显著性差异（图 6）。
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A：正常条件与盐胁迫处理的大豆植株表型；B：空载对照复合体与过表达复合体叶片相对含水率；C：空载对照和过表达复合体叶片 
叶绿素相对含量。盐胁迫处理：250 mmol/L NaCl，处理时间：2d。OE：过表达株系，VC：空载对照。 

不同小写字母表示差异显著（P<0.05），下同

A：The soybean phenotype of normal and salt treatment，B：Relative water content in VC and OE，C：The relative content of chlorophyll  
in OE and VC leaves.Salt treatment：250 mmol/L NaCl，Time of salt treatment：2 days.OE：Overexpressing complex，VC： 

Vacant control complex.Different letters indicate signficant difference at 0.05 level，the same as below

图 4　盐胁迫对 GmTFIIIC 基因过表达转基因复合体表型的影响
Fig.4　The effects of salt stress on the phenotype of GmTFIIIC overexpressing complex 

随机选取 3 个 GmTFIIIC 过表达株系和空载对照的叶片 10 片进行染色，选择 3 个株系表现一致 
的叶片进行拍照。A：DAB 检测 H2O2 含量；B：NBT 检测 O-

2 含量

Ten leaves were chosen randomly from each overexpression line and vacant control complex to dye and take photo  
for the leaves with the same phenotype after dying within 3 overexpression lines.A：Detection of H2O2  

content by DAB，B：Detection of O2
-  content by NBT

图 5　DAB 和 NBT 检测 H2O2 和 O-
2 含量

Fig.5　Detection of H2O2 and O-
2 content by DAB and NBT methods
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分别对比根、茎、叶中正常及盐胁迫条件下空载对照和 
过表达复合体 4 组 Na+/K+ 比例的差异

Comparing respectively the Na+/K+ ratio of roots，stems and leaves  
in OE and VC under normal condition and salt stress

图 6　正常与盐胁迫处理条件下空载对照和过 
表达复合体植株根、茎、叶的 Na+/K+

Fig.6　Na+/K+ ratio of roots，stems and leaves in OE  
and VC under normal condition and salt stress

3　讨论

转录因子 TFIIIC 通常和 TFIIIB 协同作用于

PolIII，和转录起始、蛋白质合成密切相关［5］。但

TFIIIC 如何响应逆境的相关研究非常少，仅在酵 
母［5］、高粱［6］中发现 TFIIIC 与逆境胁迫相关。在

酵母细胞中，在营养缺乏等逆境条件下，TFIIIC 表

达增强，通过占据 Pol III 与靶标 DNA 的结合位点，

严重抑制 Pol III 起始转录 ［5］，可能通过影响一些

基因的表达，响应逆境胁迫。本研究中，盐胁迫条

件下，在大豆根中 GmTFIIIC 上调表达；且过表达

GmTFIIIC，提高了转基因复合体植株的耐盐能力，

主要表现在盐胁迫下 GmTFIIIC 过表达复合体植株

根、茎中 Na+/K+ 显著低于空载对照复合体植株；过

表达复合体植株叶片中 H2O2 与 O-
2 含量显著低于

空载对照；而叶片中叶绿素含量和相对含水率要显

著高于空载对照。

高盐胁迫会导致 H2O2 和 O-
2 的形成。细胞过

氧化物的升高将会通过氧化伤害细胞膜结构扰乱正

常的代谢过程，最终导致细胞死亡［14］。盐胁迫下，

和空载对照相比，我们在 GmTFIIIC 过表达复合体

的叶片中检测到较少的棕色物质及蓝色斑点，说明

GmTFIIIC 过表达减轻了盐胁迫对叶片细胞的 ROS
伤害。另外，盐胁迫下 GmTFIIIC 过表达复合体叶

片中的叶绿素含量高于空载对照。所以 GmTFIIIC
可能通过抑制 ROS 的积累以及叶绿素的降解来提

高植物对高盐胁迫的适应能力。而很多植物对高

盐胁迫的耐受能力往往和高效的抗氧化系统密切 

相关［15-16］。

基因过表达作为研究基因功能的主要方法之

一已经得到广泛应用［17-18］，但是只利用过表达目的

基因来说明基因的功能略显单一。因为过表达转

基因植株中通常采用 35S 驱动目的基因表达，因此

部分表型可能是由于基因异位造成的。因此，为了

更加准确地说明大豆 GmTFIIIC 基因在盐胁迫下

的功能，与 CRSPR/Cas9 技术结合，将 GmTFIIIC 基

因突变，可作为基因过表达研究基因功能的一个补

充。此外，在前期的工作中，本试验也利用 CRSPR/
Cas9 技术对 GmTFIIIC 基因进行了编辑，并获得了

一些突变类型。为了准确检测 GmTFIIIC 基因突变

对植物耐盐能力的影响，我们首先对大豆每条发状

根进行阳性突变的检测，并将阴性根剪除，只保留阳

性根进行转基因复合体的盐胁迫处理。但由于发状

根总体数量不多，去除阴性根后，转基因复合体的根

会更少，很难准确测定转基因复合体盐胁迫下的各

生理指标及表型性状。因此，后续我们会进一步筛

选 sgRNA 或优化载体来进行 GmTFIIIC 基因功能

的深入研究。
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