
植物遗传资源学报 ２０１７ꎬ１８(３):５０９￣５１９
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ＤＯＩ:１０. １３４３０ / ｊ. ｃｎｋｉ. ｊｐｇｒ. ２０１７. ０３. ０１６

过表达 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 基因提高转基因
拟南芥的耐盐性

姜奇彦１ꎬ李丽丽２ꎬ牛风娟１ꎬ孙现军１ꎬ胡　 正１ꎬ张　 辉１

( １中国农业科学院作物科学研究所ꎬ北京 １０００８１ꎻ２山东师范大学生命科学学院ꎬ济南 ２５００１４)

收稿日期:２０１６￣０５￣２６　 　 修回日期:２０１６￣０６￣２４　 　 网络出版日期:２０１６￣１２￣０７
ＵＲＬ:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / １１. ４９９６. Ｓ. ２０１６１２０７. １６１１. ００４. ｈｔｍｌ
基金项目:国家自然科学基金资助项目(３１６０１３０２)ꎻ转基因植物新材料的育种价值评估(２０１６ＺＸ０８０１０ － ００５)ꎻ中国农业科学院科技创新工程 /

作物种质资源鉴定与发掘团队

第一作者主要从事抗逆种质资源鉴定评价及抗逆机理研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｊｉａｎｇｑｉｙａｎ＠ ｃａａｓ. ｃｎ
通信作者:张辉ꎬ主要从事抗逆种质资源鉴定评价及抗逆机理研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｚｈａｎｇｈｕｉ０６＠ ｃａａｓ. ｃｎ

　 　 摘要:我国土壤盐碱化日益严重ꎬ对我国的粮食安全造成了严重威胁ꎮ 耐盐基因挖掘对作物耐盐育种非常重要ꎮ ＬＥＡ 蛋

白家族是一个多基因家族ꎬ在植物应对非生物胁迫中发挥重要作用ꎮ 本课题组前期研究阐明小麦 ＴａＬＥＡ１ 基因在拟南芥中过

表达可以提高转基因植物的耐盐性和抗旱性ꎮ 本研究系统分析了小麦 ＴａＬＥＡ２ 基因表达蛋白的理化性质、基因表达模式及启

动子功能区域ꎬ并在拟南芥中过表达 ＴａＬＥＡ２ 基因及共表达 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 基因ꎬ分析 ＴａＬＥＡ２ 基因的抗逆功能及 ２ 个 ＬＥＡ
基因的抗逆效果ꎮ 结果表明ꎬＴａＬＥＡ２ 基因的表达产物属于第 ３ 组 ＬＥＡ 蛋白ꎬ是稳定的亲水蛋白ꎬ富含 α￣螺旋、β￣转角等结构ꎮ
ＴａＬＥＡ２ 基因在小麦根、茎、叶、花、种子等不同组织中均有表达ꎬ盐胁迫条件诱导其高表达ꎮ 在拟南芥中过表达 ＴａＬＥＡ２ 基因ꎬ
或过表达 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 基因都能够提高转基因拟南芥的耐盐性和抗旱性ꎬ转基因株系的种子萌发率、根长及叶绿素含量

显著高于野生型ꎬ且双基因过表达的转基因植物的抗逆能力高于单个基因过表达株系ꎮ 本研究结果为 ＬＥＡ 基因抗逆机理的

研究和多基因共转提高植物抗逆性提供了重要信息ꎮ
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盐胁迫不可逆地影响植物生长与产量ꎬ由盐

胁迫造成的作物减产或绝收是农业生产与粮食安

全的一个重要威胁ꎮ 为了应对高盐胁迫ꎬ植物会

有一系列基因表达发生变化ꎬ缓解盐胁迫对植物

造成的伤害[１] ꎮ 目前为止ꎬ已经鉴定了大量与盐

胁迫及渗透胁迫相关的基因ꎬ如 ＬＲＲ￣ＲＬＫ、Ｍｅ￣
ＬＥＡ３、ＰＯＤ、ＳｓＮＨＸ１ ＶＨＡ￣ｃ 等[２￣６] ꎮ ＬＥＡ 蛋白是一

类在种子胚胎发育后期大量富集的脱水保护因

子ꎬ近年来ꎬ有关 ＬＥＡ 蛋白在植物抗逆境胁迫过程

中的生物学功能备受关注[７] ꎮ 大量研究表明ꎬ植
物 ＬＥＡ 蛋白具有很强的亲水性和热稳定性ꎬ在植

物的根和叶片等不同器官中均可被干旱、高盐等

逆境胁迫诱导而大量表达ꎬＬＥＡ 基因在植物中的

过量表达也可有效提高转基因植物的抗旱和耐盐

碱能力[８￣９] ꎮ
非生物逆境非常复杂ꎬ涉及很多基因ꎮ 有研究

者同时转入多个基因提高植物耐盐能力ꎮ 如 Ｇ. Ｚ.
Ｑｕ 等[１０]将柽柳中的 ＬＥＡ 基因及 ＢＺＩＰ 基因转入烟

草ꎬ在 ＣａＭＶ ３５Ｓ 启动下过表达ꎬ双基因过表达转基

因株系的耐盐和抗旱能力高于野生型及单基因过表

达转基因株系ꎬＮａＣｌ 胁迫下ꎬ转双基因株系与转单

基因株系相比ꎬ丙二醛含量较低ꎬ叶绿素含量较高ꎬ
说明转入 ＬＥＡ 和 ＢＺＩＰ 两个基因与转入一个基因相

比可以更有效地缓解盐胁迫带来的氧化胁迫伤害及

对叶绿体的伤害ꎮ Ｓ. Ｚｈｏｕ 等[１１] 将盐角草( Ｓａｌｉｃｏｒ￣
ｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌ. )的液泡膜 Ｎａ ＋ / Ｈ ＋ 逆向转运蛋白基

因 ＮＨＸ１ 与榆钱菠菜(Ａｔｒｉｐｌｅｘ ｈｏｒｔｅｎｓｉｓ Ｌ. )的甜菜碱

合成基因 ＢＡＤＨ 在烟草中共同过表达ꎬ结果发现双

基因转基因植物比单基因转基因植物具有更高的耐

盐性ꎬ也同样说明 ＮＨＸ１ 和 ＢＡＤＨ 双基因共转化可

能产生了加性或互相促进的作用效果ꎬ其耐盐效果

强于单基因的耐盐效果ꎮ
本课题组通过蛋白质组学方法研究发现盐胁迫

下小麦 ＬＥＡ１ 蛋白(Ｑ８ＧＶ４９)和 ＬＥＡ２ 蛋白(Ｑ８ＧＶ４８)
上调表达ꎬ在 ＮＣＢＩ 上找到其对应的完整 ｃｄｓ 序列ꎬ
ＧｅｎＢａｎｋ 登陆号 ＡＹ１４８４９０. １ 和 ＡＹ１４８４９１. １ꎬ即 Ｔａ￣

ＬＥＡ１ 基因和 ＴａＬＥＡ２ 基因ꎮ ＴａＬＥＡ１ 基因在拟南芥

中过表达显著提高了转基因植物的耐盐性和抗

旱性 [１２] ꎮ 赵咏梅等 [１３] 将 ＴａＬＥＡ２ 基因转入拟南

芥ꎬ用 ３５Ｓ 驱动表达ꎬ结果表明转基因拟南芥在

１０％ ＰＥＧ６０００ 及 ０ . ８％ ＮａＣｌ 培养基上长势均好

于野生型ꎬ说明 ＴａＬＥＡ２ 基因在植物水分调节方

面可能具有重要作用ꎬ但也只是对 Ｔ０转基因株系

进行了表型上简单的抗逆性鉴定ꎮ 本研究首先

以小麦 ＴａＬＥＡ２ 为研究对象ꎬ在氨基酸序列、理化

性质分析、表达模式及启动子分析的基础上ꎬ在
拟南芥中过表达 ＴａＬＥＡ２ 基因ꎬ进一步验证 Ｔａ￣
ＬＥＡ２ 在高盐胁迫下的生物学反应ꎮ 然后将 Ｔａ￣
ＬＥＡ１ 基因和 ＴａＬＥＡ２ 基因共转入拟南芥ꎬ研究 ２
个基因同时在拟南芥中过表达对提高植物抗逆

性的作用ꎬ并比较分析了双基因转基因植物与单

基因转基因植物的抗逆效果ꎬ为 ＬＥＡ 基因抗逆机

理的研究和多基因共转提高植物抗逆性提供重

要信息ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料和菌种

小麦材料为济麦 １９ꎬ拟南芥生态型为 Ｃｏｌ￣０ 型ꎬ
大肠杆菌菌株为 ＤＨ５αꎬ农杆菌菌株为 ＧＶ３１０１ꎮ 以

上材料和菌种均保存在中国农业科学院作物科学研

究所抗逆课题组ꎮ
１. ２　 ＴａＬＥＡ２ 基因克隆及表达分析

根据ＴａＬＥＡ２ 基因(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＡＹ１４８４９１. １)
序列设计引物 ＬＥＡ２￣ｇｅｎｅ(表 １)ꎬ以小麦品种济麦 １９
根部 ＲＮＡ 反转录获得的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＴａＬＥＡ２
基因的 ｃｄｓ 扩增ꎬ并以小麦品种济麦 １９ 的 ＤＮＡ 为

模板进行 ＴａＬＥＡ２ 基因组序列的扩增ꎮ
根据 ＴａＬＥＡ２ 的 ｃｄｓ 序列设计引物 ＬＥＡ２￣ＲＴ

(表 １)ꎬ分析小麦在正常及 ３５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 盐胁

迫不同时间(２ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ)以及不同组

织(根、茎、叶、花、种子)的表达模式ꎬ以小麦 Ｔｕｂｕｌｉｎ
基因为内参ꎬ引物序列见表 １ ꎮ
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表 １　 实验所用引物列表

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′)

ＬＥＡ２￣ｇｅｎｅ ＡＴＧＧＣＣＴＣＣＡＡＣＣＡＧＡＡＣＣ ＴＴＡＣＡＣＣＡＡＡＴＧＧＧＣＧＧＡＡＡ

ＬＥＡ２￣ＲＴ ＣＧＣＡＣＡＧＴＡＣＡＣＣＡＡＧＧＡＡＴＣＡＧＣ ＧＣＧＡＡＣＧＡＣＣＡＡＡＣＧＡＧＴＡＡＡＧＧ

Ｔｕｂｕｌｉｎ ＧＡＧＧＣＣＴＣＧＴＧＴＧＧＴＣＧＣＴＴＴＧＴ ＧＣＣＣＡＧＴＴＧＴＴＡＣＣＣＧＣＡＣＣＡＧＡ

ＵＢＱ３ ＣＧＧＡＡＡＧＡＣＣＡＴＴＡＣＴＣＴＧＣＡ ＣＡＡＧＴＧＴＧＣＧＡＣＣＡＴＣＣＴＣＡＡ

ＬＥＡ２￣Ｖｅｃ ｃａｔｇｃｃＡＴＧＧＣＣＴＣＣＡＡＣＣＡＧＡＡＣＣ ｇａａｇａｔｃｔＴＴＡＣＡＣＣＡＡＡＴＧＧＧＣＧＧＡＡＡ

ＬＥＡ２￣Ｐｒｏ￣ＧＵＳ￣１ ｃｇｇｇａｔｃｃＴＡＴＧＡＧＧＡＧＧＧＴＧＧＴＴＴＣ ｃａｔｇｃｃａｔｇｇＣＴＣＣＴＣＴＴＧＴＣＴＴＣＴＣＴＣＴＣＡＣ

ＬＥＡ２￣Ｐｒｏ￣ＧＵＳ￣２ ｃｇｇｇａｔｃｃＴＣＣＴＧＧＡＣＣＴＧＴＣＴＴＴＡＣ ｃａｔｇｃｃａｔｇｇＣＴＣＣＴＣＴＴＧＴＣＴＴＣＴＣＴＣＴＣＡＣ

ＬＥＡ２￣Ｐｒｏ￣ＧＵＳ￣３ ｃｇｇｇａｔｃｃＧＡＴＴＣＡＴＣＣＡＡＧＣＣＡＧＡＧ ｃａｔｇｃｃａｔｇｇＣＴＣＣＴＣＴＴＧＴＣＴＴＣＴＣＴＣＴＣＡＣ

１. ３　 ＴａＬＥＡ２ 基因序列分析

克隆得到的基因序列ꎬ通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件对小

麦 ＬＥＡ２ 蛋白的氨基酸序列进行理化性质分析ꎻ利
用 ＳＯＰＭＡ 进行小麦 ＬＥＡ２ 蛋白质的二级结构预测ꎻ
通过 ＥｄｉｔＳｅｑ 软件ꎬ将基因序列翻译为氨基酸序列ꎬ
利用 ＭＥＧＡ５. １ 程序提供的 Ｊｏｔｕｎ Ｈｅｉｎ 法将小麦

ＬＥＡ２ 的氨基酸序列与其他 ＬＥＡ 蛋白的氨基酸序列

进行比对ꎬ进化树分析采用 ＭＥＧＡ５. １ 提供的 Ｎ￣Ｊ
法ꎮ 利用 ＰＬＡＣＥ 网站在线分析 ＴａＬＥＡ２ 基因启动

子可能存在的顺式作用元件ꎮ
１. ４　 ＴａＬＥＡ２ 基因植物表达载体构建

根据 ＴａＬＥＡ２ 基因序列和 ｐＧＦＰＧＵＳｐｌｕｓ 载体酶

切位点ꎬ设计引物 ＬＥＡ２￣Ｖｅｃ(序列见表 １ꎬ上下游引

物 ５′端分别增加一个 ＮｃｏＩ 和 ＢｇｌⅡ 酶切位点)ꎬ从
含有 ＴａＬＥＡ２ 基因的质粒中扩增 ＴａＬＥＡ２ 基因的 ｃｄｓ

序列ꎬ目的片段回收后连接至 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ 克隆载

体ꎬ转化大肠杆菌并提质粒ꎬ质粒经测序验证正确后

经 ＮｃｏＩ 和 ＢｇｌⅡ双酶切ꎬ并连接至 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ 植

物表达载体上 ＧＵＳ 基因之前 ３５Ｓ 启动子之后的位

置(图 １ａ)ꎮ 通过 ＰＣＲ 检测ꎬ得到含有 ＴａＬＥＡ２ 基因

的阳性转化质粒 ３５Ｓ∶∶ ＴａＬＥＡ２￣ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ꎬ用于

转化拟南芥ꎬ研究 ＴａＬＥＡ２ 基因功能ꎮ
根据 ＴａＬＥＡ２ 启动子序列和 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ 载

体上 ３５Ｓ 启动子两侧的酶切位点ꎬ设计引物 ＬＥＡ２￣
Ｐｒｏ￣ＧＵＳ￣１ꎬ２ꎬ３ 扩增 ＴａＬＥＡ２ 基因启动子不同片段

序列(序列见表 １ꎬ上下游引物 ５′端分别增加一个

ＢａｍＨＩ 和 ＮｃｏＩ 酶切位点)ꎬ并将启动子片段连接至

ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ 载体上ꎬ替换 ＧＵＳ 基因之前的 ３５Ｓꎬ
构建载体 ＴａＬＥＡ２￣Ｐｒｏ￣ＧＵＳ(图 １ｂ)ꎬ研究 ＴａＬＥＡ２ 基

因启动子不同片段对 ＧＵＳ 基因的驱动表达能力ꎮ

　

　

图 １　 ３５Ｓ∶∶ ＴａＬＥＡ２￣ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１(ａ)和 ＴａＬＥＡ２￣Ｐｒｏ￣ＧＵＳ(ｂ)表达载体构建示意图

Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ３５Ｓ∶∶ ＴａＬＥＡ２￣ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ (ａ) ａｎｄ ＴａＬＥＡ２￣Ｐｒｏ￣ＧＵＳ (ｂ)

１. ５　 转基因拟南芥及烟草瞬时表达

将阳性转化质粒 ３５Ｓ ∶ ∶ ＴａＬＥＡ２￣ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１
转入农杆菌 ＧＶ３１０１ꎬ并采用浸花法转化拟南芥ꎮ 转

化后收获的 Ｔ１种子播种于土中ꎬ待长出 ４ 片叶时ꎬ
喷除草剂(１ / １０００ Ｂａｓｔａ)筛选阳性植株ꎬ并提取阳

性苗叶片 ＤＮＡꎬＰＣＲ 检测目的基因ꎬ单株收获 Ｔ２种

子ꎬ并在含除草剂的 ＭＳ 固体培养基上筛选有 ３ ∶ １
性状分离的株系ꎬ移栽并单株收获 Ｔ３ 种子ꎬ在含除

草剂的 ＭＳ 固体培养基上筛选不发生抗性分离的纯

合株系ꎮ 以拟南芥 ＡｔＵＢＱ３ 基因(引物序列见表 １)
作为内参ꎬ用 ＬＥＡ１￣ＲＴ 引物(表 １)对纯合株系进行

ＲＴ￣ＰＣＲ 检测后ꎬ用于后续转基因拟南芥抗逆性分

析ꎮ 对于 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 双基因转基因拟南芥

的获得方法同上ꎬ只是含 ２ 个基因的菌液同时侵染

同一个植株时ꎬ先用含潮霉素的培养基筛选ꎬ再喷除

草剂筛选ꎬ并结合 ＰＣＲ 检测的结果ꎬ得到同时含
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ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２基因的阳性植株ꎮ
将阳性转化质粒 ＴａＬＥＡ２￣Ｐｒｏ￣ＧＵＳ 转入农杆菌

ＧＶ３１０１ 后注射本明烟草叶片背面ꎬ注射后的烟草

暗处理 １２ ~ １８ｈꎬ移至培养室培养ꎬ４８ ~ ７２ ｈ 内取注

射后的叶样ꎬ并进行 ＧＵＳ 染色ꎮ
１. ６　 转基因拟南芥抗逆性分析

转 ＴａＬＥＡ１ 与 ＴａＬＥＡ２ 基因及转双基因的拟南

芥耐盐性分析包括萌发率、根长的统计分析ꎻ幼苗盐

胁迫处理下的表型分析ꎬ以及叶片水分丧失率、水分

利用效率、叶绿素含量的测定ꎮ
萌发率实验:在含有 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的 ＭＳ 平

板中点种野生型和转基因拟南芥植物种子ꎬ分析种

子萌发对 ＮａＣｌ 的敏感性ꎮ 播种后ꎬ４ ℃春化 ３ ｄ 后

置于温室(２２ ℃)正常培养ꎮ 当种子幼根已经穿出

种皮则认为萌发ꎬ每天统计种子的萌发率ꎮ
根长实验:转基因和 ＷＴ 种子种植在 ＭＳ 平板

中萌发ꎮ ５ ｄ 后ꎬ野生型和转基因株系萌发的幼苗

被小心地转移至含有 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的新的 ＭＳ
平板中ꎬ竖直培养 ７ ｄ 后ꎬ测量幼苗的根长ꎮ

苗期盐胁迫分析:转基因和 ＷＴ 种子在 ＭＳ 平

板中萌发并生长 １０ ｄ 后移苗至营养土与蛭石(１∶ １)
混合土中ꎬ每盆移栽 ５ 株ꎬ正常培养浇水 ４５ ｄ 后ꎬ在
托盘底部浇灌 ３５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ待土壤吸收盐溶液

饱和后ꎬ去除盐溶液ꎬ盐胁迫 ８ ｄ 后观察植物在盐胁

迫下的表型ꎬ测定植株叶绿素含量ꎮ
叶绿素含量的测定:８０％丙酮萃取叶绿素ꎬ使用

ＤＵ８００ 分光光度计(ＦｕｌｌｅｒｔｏｎꎬＣＡꎬＵＳＡ)测量 ６６３ ｎｍ
和 ６４５ ｎｍ 的吸光率ꎮ 叶绿素含量计算公式为 Ｃｈｌ ＝
(０. ０８０２ × Ａ６６３ ＋ ０. ２０２ × Ａ６４５) / Ｗꎬ单位为

ｍｇ / ｇꎬ其中 Ａ６６３、Ａ６４５ 分别是叶绿素溶液在波长

６６３ ｎｍ 和 ６４５ ｎｍ 处的吸光值ꎮ 每个株系测定 ５ 个

植株ꎬＷ 为植株重量ꎬ独立实验重复 ３ 次ꎮ
苗期旱胁迫分析:将野生型以及转基因拟南芥种

子直接撒播在混合土(营养土与蛭石比例 ２∶ １)中ꎬ培
养室(２２ ℃ꎬ７０％湿度ꎬ１２ ｈ 光照 / １２ ｈ 黑暗循环)中
正常条件培养ꎬ拟南芥幼苗长至 ４ 叶时ꎬ将其单株移

至新的混合土(营养土与蛭石比例 ２∶ １)中ꎬ正常条件

培养 ４５ ｄ 后ꎬ拟南芥幼苗长至莲座期大小ꎬ停止供

水ꎬ旱胁迫处理 １５ ｄ 后恢复供水ꎬ复水 ４ ｄ 后统计野

生型以及转基因拟南芥存活率ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ＴａＬＥＡ２ 基因克隆及序列分析

在小麦根中克隆得到 ＴａＬＥＡ２ 的 ｃｄｓ 序列(图

２ａ)以及 ＤＮＡ 序列(图 ２ｂ)ꎬ序列分析发现其完整开

放阅读框为 ５４３ ｂｐꎬ编码由 １８１ 个氨基酸构成的蛋白

质ꎬ预测其分子量和等电点(ｐＩ)分别为 １８. ７９ ｋＤ 和

６. ０９ꎮ 基因组起始密码子到终止密码子间序列为

６４３ ｂｐꎬ包含 ２ 个外显子ꎬ大小分别为 ６１ ｂｐ 和 ４８２ ｂｐꎬ
１ 个内含子ꎬ大小为 １００ ｂｐꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＴａＬＥＡ２ 的 ｃＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物ꎻ
２:ＴａＬＥＡ２ 的 ＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎬ１:ｃＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＴａＬＥＡ２ꎬ
２:Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＴａＬＥＡ２

图 ２　 ＴａＬＥＡ２ ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ. ２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＬＥＡ２

２. ２　 小麦 ＬＥＡ２蛋白的氨基酸分析

通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件对小麦 ＬＥＡ２ 蛋白的氨基酸

序列进行理化性质分析(表 ２)ꎬ其极性氨基酸(亲水

氨基酸)所占比例为 ６２. ８％ꎬ不稳定指数为 ２８. １９ꎬ结
果表明该蛋白为稳定的亲水性蛋白(不稳定指数小于

４０)ꎮ 经过 ＳＯＰＭＡ 软件预测小麦 ＬＥＡ１ 蛋白的二级

结构ꎬ发现该蛋白具有 ８０. ５６％的 α￣螺旋(Ｈｈꎬａｌｐｈａ
ｈｅｌｉｘ)、３. ３３％ 的 β￣转角(Ｔｔꎬｂｅｔａ ｔｕｒｎ)、１. ６７％的β￣
片层(Ｅｅꎬｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ)以及 １４. ４４％ 的无规则卷

曲(Ｃｃꎬｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ)等结构ꎬ其中 α￣螺旋是其主要

的蛋白二级结构ꎬ具有典型的 ＬＥＡ 蛋白结构域ꎮ

表 ２　 小麦 ＬＥＡ２ 的氨基酸理化性质分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｏｆ ＬＥＡ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

理化性质 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ 分析值 Ｖａｌｕｅ

氨基酸数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ １８０

理论等电点 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｐＩ ５. ９９
酸性氨基酸比例(％ )Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｉｄｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ １５
碱性氨基酸比例(％ )Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｓｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ １５
极性氨基酸比例(％ )Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌａｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ６２. ８
疏水性平均值 Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ － １. ０５
不稳定指数 Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ２８. １９

ＴａＬＥＡ２ 基因表达蛋白的的氨基酸序列分析(图
３)ꎬ发现其具有 ７ 个由 １１￣氨基酸残基(ＴＡＱＡＡＫＥＫＡＧＥ)
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　 ３ 期 姜奇彦等:过表达 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 基因提高转基因拟南芥的耐盐性

Ａ:ＴａＬＥＡ２ 与其他植物 ＬＥＡｓ 氨基酸序列比对ꎬ下划线表示 １１￣氨基酸基元序列ꎻＢ:ＴａＬＥＡ２ 与其他植物 ＬＥＡｓ 进化树分析

Ａ:Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＴａＬＥＡ２ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ＬＥＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＴｈｅ １１￣ａｍｉｎｏ￣ａｃｉｄ ｒｅｐｅａｔｉｎｇ ｍｏｔｉｆ ｉｓ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄꎬ
Ｂ:Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＴａＬＥＡ２ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ＬＥＡ ｇｅｎｅｓ

图 ３　 ＴａＬＥＡ２ 与 ＬＥＡ 家族氨基酸序列及进化树分析

Ｆｉｇ. ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＴａＬＥＡ２ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ＬＥＡ ｇｅｎｅｓ

构成的基元序列ꎬ这些基元序列也说明小麦 ＬＥＡ２
蛋白属于第 ３ 组 ＬＥＡ 蛋白ꎮ 进化树分析发现ꎬ与中

国春的 ＬＥＡ２、ＬＥＡ４、ＬＥＡ５ 和沙芦草的 ＬＥＡ３ 聚在同

一分支ꎬ济麦 １９ 和中国春的 ＬＥＡ２ 基因序列相似ꎬ
它们与中国春 ＬＥＡ４ 亲缘关系很近ꎮ
２. ３　 ＴａＬＥＡ２ 基因的表达模式

通过半定量及荧光定量 ＰＣＲ 的方法ꎬ研究 Ｔａ￣

ＬＥＡ２ 基因在盐胁迫下表达模式ꎮ 发现盐胁迫处理

２ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 与 ４８ ｈ 后ꎬＴａＬＥＡ２ 基因在小麦

根中的表达量均高于处理前(０ ｈ)ꎬ且盐胁迫处理不

同时间 ＴａＬＥＡ２ 基因表达量呈先升高后下降趋势ꎬ
在 １２ ｈ 时表达量最高(图 ４ａ)ꎮ 在小麦不同组织中

根、茎、叶、花、种子中均有表达ꎬ呈组成型表达模

式(图 ４ｂ)ꎮ

ａ:半定量及荧光定量 ＰＣＲ 分析小麦根中 ＴａＬＥＡ２ 基因在正常和 ２％盐胁迫 ２ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后表达量ꎻ
ｂ:荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＴａＬＥＡ２ 基因在小麦根(Ｒ)、茎(Ｓｔ)、叶(Ｌ)、花(Ｆ)、种子(Ｓｅ)中表达量

ａ:Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＬＥＡ２ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ２ ｈꎬ６ ｈꎬ１２ ｈꎬ２４ ｈ ａｎｄ ４８ ｈ ｏｆ ２％ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｒｏｏｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬｂ:Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＬＥＡ２ ｉｎ ｒｏｏｔꎬｓｔｅｍꎬｌｅａｆꎬｆｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｓｅｅｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

图 ４　 ＴａＬＥＡ２ 基因表达分析

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＬＥＡ２ ｇｅｎｅ
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２. ４　 ＴａＬＥＡ２ 启动子克隆及作用区域分析

根据 ＴａＬＥＡ２ 基因 ＡＴＧ 上游 ２０００ ｂｐ 序列设计

引物ꎬ从小麦基因组 ＤＮＡ 中克隆了 ＴａＬＥＡ２ 基因的

启动子序列 １０３２ ｂｐ(图 ５)ꎮ 分析启动子顺式作用

元件ꎬ发现该基因具有一系列与冷、ＡＢＡ、脱水等胁

迫相关的顺式作用元件ꎬ例如:与冷胁迫相关的 ＣＢＦ
作用元件有 ６ 个ꎬ与 ＡＢＡ 胁迫相关的 ＡＢＲＥ 作用元

件有 １０ 个ꎬＤＰＢＦ 作用元件 ５ 个ꎬ与冷胁迫和脱水胁

迫相关的 ＭＹＢ 作用元件 １５ 个ꎬＭＹＣ 作用元件 １０
个等ꎬ这些顺式作用元件对于植物应对脱水等非生

物胁迫ꎬ启动基因表达具有重要意义(表 ３)ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻＩ:ＴａＬＥＡ２ 启动子 ＰＣＲ 扩增产物

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎬＩ:Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＴａＬＥＡ２ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

图 ５　 ＴａＬＥＡ２ 启动子的 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ. ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＬＥＡ２ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｂｙ ＰＣＲ

表 ３　 ＴａＬＥＡ２ 启动子顺式作用元件分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔ￣
ｅｒ ｏｆ ＴａＬＥＡ２

Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ
顺式作用元件

Ｎｕｍｂｅｒ
数目

Ｃｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
核心序列

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ
功能

ＡＢＲＥ １０ ＡＣＧＴＧ ＡＢＡ

ＣＢＦ ６ ＲＹＣＧＡＣ ｃｏｌｄ

ＲＹＣ ３ ＣＣＡＡＴ ＨＳＥ

ＣＲＴ ２ ＧＴＣＧＡＣ ｃｏｌｄ

ＤＰＢＦ ５ ＡＣＡＣＮＮＧ ＡＢＡ

ＤＲＥ ２ ＲＣＣＧＡＣ ｃｏｌｄ

ＬＴＲＥ ２ ＣＣＧＡＣ ｃｏｌｄꎬｄｒｏｕｇｈｔꎬＡＢＡ

ＭＹＢ １５ ＶＮＧＴＴＲ ＡＢＡꎬｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ

ＭＹＣ １０ ＣＡＮＮＴＧ ＡＢＡꎬｃｏｌｄ

为了分析 ＴａＬＥＡ２ 启动子的功能ꎬ设计引物将

ＴａＬＥＡ２ 启动子序列分为 ３ 个区域片段ꎬ大小分别

是 ８７０ ｂｐ、３２３ ｂｐ、９３ ｂｐꎬ并将其连接 ＧＵＳ 报告基

因ꎬ农杆菌侵染转化烟草ꎬ分析发现 ＴａＬＥＡ２ 启动

子区域的 ８７０ ｂｐ、３２３ ｂｐ 片段能够启动 ＧＵＳ 表达ꎬ
但 ９３ ｂｐ 大小的启动子不具有启动 ＧＵＳ 表达的功

能(图 ６)ꎮ

Ａ:８７０ ｂｐꎻＢ:３２３ ｂｐꎻＣ:９３ ｂｐ

图 ６　 组织化学分析 ＴａＬＥＡ２ 启动子驱动的 ＧＵＳ 基因在烟草中的表达

Ｆｉｇ. ６　 Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｓｓａｙ ｏｆ ＧＵＳ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｒｉｖｅｎ ｂｙ ｔｈｅ ＴａＬＥＡ２ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ

２. ５ 　 过表达 ＴａＬＥＡ２ 增强拟南芥的耐盐和抗旱

能力

荧光定量及半定量 ＰＣＲ 表明 ＴａＬＥＡ２ 基因在野

生型中没有表达ꎬ在 ３ 个纯合的 Ｔ３转基因株系中有

表达(图 ７ａ)ꎮ １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 胁迫条件下ꎬ３ 个

转基因株系的相对萌发率高于野生型(图 ７ｂ)ꎬ说明

过表达 ＴａＬＥＡ２ 基因可以提高转基因株系的相对萌

发率ꎬ提高转基因植物种子萌发期的耐盐能力ꎮ 盐

胁迫处理条件下ꎬ转基因株系根长显著长于野生型

(图 ７ｃ)ꎮ 生长 ４５ ｄ 的拟南芥ꎬ３５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处

理后发现和转基因拟南芥相比ꎬ野生型拟南芥失绿

严重(图 ７ｄ)ꎮ ３ 个转基因株系的叶绿素含量显著

高于野生型对照的叶绿素含量(图 ７ｄ)ꎬ说明过表达

ＴａＬＥＡ２ 基因植株苗期的耐盐性高于野生型ꎮ
同样ꎬ野生型和转基因拟南芥在土壤中正常条件

下培养 ４５ ｄ 后停止供水ꎬ１５ ｄ 后复水ꎮ 复水 ４ ｄ 后ꎬ
大部分野生型拟南芥不能恢复且最终死亡ꎬ仅有

１８. ３％存活率ꎬ转基因拟南芥叶片重新伸展ꎬ复绿ꎬ转
基因株系复水后存活率显著高于野生型(图 ７ｅ)ꎬ说明

过表达 ＴａＬＥＡ２ 基因可以提高转基因株系的抗旱能力ꎮ
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　 ３ 期 姜奇彦等:过表达 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 基因提高转基因拟南芥的耐盐性

ａ:荧光定量及半定量检测转基因株系中 ＴａＬＥＡ２ 基因的表达ꎻｂ:野生型及转基因株系相对发芽率ꎻ
ｃ:野生型及转基因株系根长比较ꎻｄ:正常及盐胁迫条件下转基因株系及野生型表型及叶绿素含量测定ꎻ

ｅ:正常及旱胁迫条件下野生型及转基因株系表型及复水后幼苗存活率

ａ:Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＬＥＡ２ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ３５Ｓ∶∶ ＴａＬＥＡ２ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲꎬ
ｂ:Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ３５Ｓ∶∶ ＴａＬＥＡ２ꎬｃ:Ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｂｅｔｅｗｅｅｎ ３５Ｓ∶∶ ＴａＬＥＡ２ ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ ｔｙｐｅꎬ

ｄ:Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ ｔｙｐｅ ａｎｄ ３５Ｓ∶∶ ＴａＬＥＡ２ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｓａｌｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ
ｅ:Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ ｔｙｐｅ ａｎｄ ３５Ｓ∶∶ ＴａＬＥＡ２ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图 ７　 过表达 ＴａＬＥＡ２ 基因提高转基因拟南芥耐盐和抗旱能力

Ｆｉｇ. ７　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＬＥＡ２ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｃｏｎｆｅｒｓ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

２. ６　 过表达 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 双基因增强转基

因拟南芥的耐盐和抗旱能力

将之前研究获得的 ＴａＬＥＡ１ 基因及本研究克隆

的 ＴａＬＥＡ２ 基因共同转入拟南芥ꎬ获得双基因转基

因拟南芥株系ꎮ ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 基因在野生型

中都没有表达ꎬ在 ３ 个纯合的 Ｔ３转基因株系中有表

达(图 ８ａ)ꎬ说明 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 基因共同转入

了拟南芥中ꎮ 盐胁迫条件下ꎬ３ 个转基因株系的相
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对萌发率高于野生型(图 ８ｂ)ꎬ根长显著长于野生型

(图 ８ｃ)ꎮ 生长 ４５ ｄ 的拟南芥ꎬ盐胁迫处理后ꎬ３ 个

转基因株系的叶绿素含量显著高于野生型(图 ８ｄ)ꎬ
说明过表达 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 基因植株耐盐能力

提高ꎮ

同样ꎬ野生型和转基因拟南芥在土壤中正常条件

下培养 ４５ ｄ 后停止供水ꎬ１５ ｄ 后复水ꎮ 复水 ４ ｄ 后ꎬ
大部分野生型拟南芥不能恢复且最终死亡ꎬ转基因株

系复水后存活率显著高于野生型(图 ８ｅ)ꎬ说明过表

达 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 基因植株抗旱能力提高ꎮ

ａ:荧光定量及半定量检测转基因株系中 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 基因的表达ꎻｂ:野生型及转基因株系相对发芽率ꎻｃ:野生型及转基因株系根长比较ꎻ
ｄ:正常及盐胁迫条件下转基因株系及野生型表型及叶绿素含量测定ꎻｅ:正常及旱胁迫条件下野生型及转基因株系表型及复水后幼苗存活率

ａ:Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ ａｎｄ ＴａＬＥＡ２ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲꎬ
ｂ:Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓꎬｃ:Ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ ｔｙｐｅꎻ

ｄ:Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｓａｌｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ
ｅ:Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图 ８　 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 双基因过表达提高转基因拟南芥耐盐和抗旱能力

Ｆｉｇ. ８　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ ａｎｄ ＴａＬＥＡ２ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｃｏｎｆｅｒｓ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ
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２. ７　 双基因转基因植物抗逆能力高于单基因转基

因植物

将 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 双基因过表达转基因株

系与之前研究获得的 ＴａＬＥＡ１ 单基因过表达转基因

株系及本研究中的 ＴａＬＥＡ２ 单基因过表达转基因株

系进行抗逆性比较分析发现ꎬ单基因及双基因过表

达株系的根长都显著高于野生型ꎬ而双基因过表达

株系的根长显著长于 ＴａＬＥＡ１ 或 ＴａＬＥＡ２ 单基因过

表达株系(图 ９ａ)ꎮ 生长 ４５ ｄ 的拟南芥ꎬ盐胁迫处

理后ꎬ野生型拟南芥失绿严重ꎬ单基因及双基因过表

达株系的叶绿素含量均显著高于野生型(图 ９ｂ)ꎬ且

双基因过表达株系的叶绿素含量显著高于单基因过

表达株系ꎬ说明过表达 ＴａＬＥＡ１ 或 ＴａＬＥＡ２ 基因ꎬ以
及同时过表达 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 基因均可以提高

转基因植物的耐盐性ꎬ且双基因过表达株系耐盐能

力更高ꎮ
同样ꎬ单基因及双基因过表达株系在干旱复水

后的幼苗存活率都显著高于野生型ꎬ而双基因过表

达株系的存活率显著高于单基因过表达株系(图
９ｃ)ꎬ说明过表达 ＴａＬＥＡ１ 或 ＴａＬＥＡ２ 基因ꎬ以及同时

过表达 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 基因均可以提高转基因

植物的抗旱性ꎬ且双基因过表达株系抗旱能力更高ꎮ

ａ:盐胁迫条件下根长比较ꎻｂ:盐胁迫条件下表型及叶绿素含量测定ꎻｃ:旱胁迫条件下表型及复水后幼苗存活率

ａ:Ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ｌｏｎｇｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｏｒｓ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ ｔｙｐｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｎｄ ｓｉｎｇｌｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｏｒｓꎬ
ｂ:Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｓａｌｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ

ｃ:Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图 ９　 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 双基因转基因株系抗逆能力高于单基因转基因株系

Ｆｉｇ. ９　 Ｓｉｌｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ ａｎｄ ＴａＬＥＡ２ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｈｉｇｈｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ
ｔｈａｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｅｉｔｈｅｒ ｇｅｎｅ ａｌｏｎｅ
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３　 讨论

根据生化特性和基元序列的同源性ꎬＬＥＡ 蛋白

可分为 ５ 组ꎬ有研究者分为 ６ 组ꎮ 每组在耐逆应答

中的作用不同ꎮ 第 １ 组具有较高的水合能力ꎬ是防

止细胞在干旱胁迫时水分流失的水分结合蛋

白[１４￣１５]ꎮ 第 ２ 组也称脱水素[１６]ꎬ是目前研究较为深

入的一类 ＬＥＡ 蛋白ꎬ在水分胁迫时稳定和保护蛋白

质的结构及功能[１７￣１８]ꎮ 第 ３ 组为参与植物渗透胁

迫的一类蛋白[１９]ꎬ该组蛋白 １１ 个氨基酸残基基元

序列可形成两性 α￣螺旋结构ꎬ可螯合细胞液干旱脱

水过程中浓缩的 Ｎａ 等离子ꎬ减缓离子浓度升高对

细胞带来的不可逆伤害ꎬ防止组织过度脱水[１６￣１７]ꎬ
近年的研究表明ꎬ第 ３ 组 ＬＥＡ 基因在植物抵御干旱

和高盐等非生物胁迫的过程中发挥着重要作

用[２０￣２３]ꎮ 第 ４ 组可能起束缚离子的作用或形成一种

保护结构ꎬ以利于细胞干燥脱水时保持膜稳定

性[２４]ꎮ 第 ５ 组含有比其他几组更多的疏水氨基酸

残基ꎬ但缺乏高度的残基专一性[１４]ꎮ 本研究在济麦

１９ 中克隆获得 ＴａＬＥＡ２ 基因ꎬ其表达产物的氨基酸

序列分析发现该基因具有 ７ 个 １１￣氨基酸基元序

列ꎬ符合第 ３ 组 ＬＥＡ 蛋白的氨基酸序列特点ꎬ同时

小麦 ＬＥＡ３、ＬＥＡ２ 基因与中国春 ＬＥＡ４ 基因亲缘关系

很近ꎬ中国春 ＬＥＡ４ 基因编码蛋白属于第 ３ 组 ＬＥＡ
蛋白[２５]ꎮ 理化性质分析发现 ＴａＬＥＡ２ 为稳定的亲

水蛋白ꎬ另外 ＴａＬＥＡ２ 具有 ８０. ５６％ 的 α￣螺旋、
３. ３３％的β￣转角ꎬ这些结构特点对其提高植物的抗

逆性具有非常重要的作用[２６]ꎮ 在 ＴａＬＥＡ２ 的 １２５６
ｂｐ 启动子区域中发现了许多胁迫相关的顺式作用

元件ꎬ包括 １０ 个 ＡＢＲＥꎬ１５ 个 ＭＹＢ 和 １０ 个 ＭＹＣꎮ
这些顺式作用元件和相应的转录因子在 ＡＢＡ 信号

和非生物胁迫应答中具有十分重要的作用[２７]ꎮ 另

外ꎬ本研究在 ＴａＬＥＡ２ 的启动子区域发现 ２ 个脱水应

答顺式作用元件 (ＤＲＥꎬ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ￣ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅ￣
ｍｅｎｔ)ꎮ 在不依赖 ＡＢＡ 的调控途径中ꎬＤＲＥ 是一个

主要的顺式作用元件ꎬ在应答非生物胁迫的基因表

达中具有重要作用[２７]ꎮ 分析 ＴａＬＥＡ２ 启动子的功

能ꎬ发现 ８７０ ｂｐ、３２３ ｂｐ 的启动子能够启动 ＧＵＳ 表

达ꎬ但９３ ｂｐ 的启动子不能启动 ＧＵＳ 表达ꎬ可能与启

动子序列在 １０１ ｂｐ 处开始存在 ＴＡＴＡ ＢＯＸꎬ１５５ ｂｐ
处开始存在 ＣＡＡＴ ＢＯＸ 有关ꎮ ＬＥＡ２ 蛋白的结构特

点及基因的序列特点为其在应答逆境胁迫过程中发

挥重要作用提供结构基础ꎮ
盐胁迫下 ＴａＬＥＡ２ 表达量提高ꎬ且在植物不同

组织中均有表达ꎬ说明 ＴａＬＥＡ２ 基因可能在植物应

对高盐胁迫过程中发挥重要作用ꎮ 将 ＴａＬＥＡ２ 基因

在拟南芥中过表达显著提高了转基因拟南芥的耐盐

性ꎬ进一步证实了 ＴａＬＥＡ２ 基因的抗逆功能ꎮ Ｔａ￣
ＬＥＡ２ 基因过表达一方面提高转基因拟南芥盐胁迫

下种子萌发率ꎮ ＴａＬＥＡ２ 蛋白具有高亲水性ꎬ含有

高达 ８０. ５６％的 α￣螺旋ꎬ它能够避免盐胁迫导致的

细胞内高浓度的离子积累所引起的损伤ꎬ减弱细胞

组织内的过度失水[２８]ꎬ可能因此与野生型拟南芥相

比提高了盐胁迫下转基因拟南芥的种子萌发率ꎮ 另

一方面ꎬＴａＬＥＡ２ 基因过表达促进盐胁迫下植株根系

生长ꎮ 同样ꎬ在水稻中ꎬＡＢＡ 胁迫下 ＬＥＡ 蛋白家族

的 ＨＶＡ１ 基因过量表达ꎬ明显促进水稻初生根和侧

生根扩展ꎬ提高转基因水稻耐盐性[２９]ꎮ 另外ꎬ转基

因拟南芥苗期耐盐性和抗旱性提高ꎬ可能是由于

ＴａＬＥＡ２ 基因过表达促进植物根系生长ꎬ进而提高植

物营养物质的吸收ꎬ并提高细胞质膜的抗氧化的能

力ꎬ减轻质膜损伤ꎬ提高幼苗吸水保水能力以及 Ｎａ ＋

和 Ｋ ＋ 吸收能力ꎬ促进水分平衡及离子均衡ꎬ从而提

高植物抗旱、耐盐能力[３０]ꎮ 同属于第 ３ 组 ＬＥＡ 蛋

白的大麦 ＬＥＡ 基因 ＨＶＡ１ 导入水稻[２９]、烟草[３１]和桑

树[２３]后ꎬ也促进了转基因植株的根系生长ꎬ提高了

转基因植株的抗旱和耐盐能力ꎮ
目前已经挖掘了大量的耐盐基因ꎬ也通过转基

因方法验证了很多基因的耐盐功能ꎮ 但非生物逆境

非常复杂ꎬ涉及很多基因ꎮ 有研究者同时转入多个

基因提高植物耐盐能力ꎮ 如 Ｇ. Ｚ. Ｑｕ 等[１０] 将柽柳

中 ＬＥＡ 与 ＢＺＩＰ 基因中的 １ 个或 ２ 个基因转入烟

草ꎬ在 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动下过表达ꎬＮａＣｌ、甘露醇、ＰＥＧ
６０００ 胁迫下ꎬ双基因过表达转基因株系的种子萌发

率和生长率高于野生型及单基因过表达转基因株

系ꎬＮａＣｌ 胁迫下ꎬ转双基因株系与转单基因株系相

比ꎬ丙二醛含量较低ꎬ叶绿素含量较高ꎬ说明转入 ２
个基因 ＬＥＡ 和 ＢＺＩＰ 与转入 １ 个基因相比可以更有

效地缓解盐胁迫带来的氧化胁迫伤害及对叶绿体的

伤害ꎮ Ｓ. Ｚｈｏｕ[１１]等将盐角草(Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌ. )
的液泡膜 Ｎａ ＋ / Ｈ ＋ 逆向转运蛋白基因 ＮＨＸ１ 与榆钱

菠菜(Ａｔｒｉｐｌｅｘ ｈｏｒｔｅｎｓｉｓ Ｌ. )的甜菜碱合成基因 ＢＡＤＨ
在烟草中共同过表达ꎬ结果发现双基因转基因植物

比单基因转基因植物具有更高的耐盐性ꎬ也同样说

明 ＮＨＸ１ 和 ＢＡＤＨ 双基因共转化可能产生了加性或

互相促进的作用效果ꎬ其耐盐效果强于单基因的耐

盐效果ꎮ 本研究中将 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 两个基因

同时过表达同样显著提高了转基因植物的抗逆能
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力ꎬ且双基因过表达转基因株系抗逆能力高于单基

因过表达转基因株系ꎬ说明 ＴａＬＥＡ１ 和 ＴａＬＥＡ２ 双基

因的抗逆效果强于其中任何一个单基因的抗逆效

果ꎮ 本研究为 ＬＥＡ 基因抗逆机理的研究和多基因

共转提高植物抗逆性提供了重要信息ꎬ但 ＴａＬＥＡ１
和 ＴａＬＥＡ２ 基因如何产生加性或者互相促进作用ꎬ
显著提高植物抗逆能力的机理还需要进一步研究ꎮ
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