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转麻疯树甜菜碱醛脱氢酶基因提高烟草耐盐性 

张富丽，蔡  峰，吴  军，陈  放，王云霄，赵小光，高  顺 

（四川大学生命科学学院，成都 610064） 

 
摘要：【目的】研究麻疯树甜菜碱醛脱氢酶(JcBD1)的功能。【方法】通过 RT-PCR 和 RACE 的方法从麻疯树

中克隆甜菜碱醛脱氢酶基因（JcBD1）的全长 cDNA 序列。将从麻疯树中克隆的 JcBD1 cDNA 与 CaMV 35S 组成型启

动子融合，构建植物表达载体 pBI-JB，利用根癌农杆菌介导转入烟草。对获得抗性的植株用 PCR、RT-PCR 及 Western

杂交检测分析，同时测定转基因烟草植株的电导率、JcBD1 酶活性及抗盐性等特性。【结果】由 JcBD1 cDNA 序列

推测的 JcBD1 氨基酸序列与已知的 BADH 具有很高的同源性，包括 BADH 家族绝对保守区域十肽“VSMELGGKSP”和

半胱氨酸残基。这两部分区域在甜菜碱醛脱氢酶底物特异性结合过程中起着重要作用，与酶的催化活性有关。PCR

及 RT-PCR 检测证明外源 JcBD1 已整合到烟草基因组中并成功表达，转化率为 56.7%。转基因植株的电导率明显低

于未转基因植株。盐胁迫处理后，在转基因植株的蛋白提取样中能检测到 Western 杂交信号，而在未转基因植株

中没有检测到杂交信号；转基因植株的蛋白提取样中能检测到甜菜碱醛脱氢酶活性，而对照没有活性，表明 JcBD1

在转基因植株中得到了表达。转 JcBD1 烟草在盐胁迫下，生长势明显强于未转基因植株。【结论】JcBD1 能在异

源植物中正常翻译、表达；JcBD1 是盐害胁迫相关的重要基因。 

关键词：麻疯树；甜菜碱醛脱氢酶；烟草；转基因；耐盐性 

 
Enhancing Salt Tolerances of Tobacco by Transformation of 

Jatropha curcas Betaine Aldehyde Dehydrogenase Gene 
ZHANG Fu-li, CAI Feng, WU Jun, CHEN-fang, WANG Yun-xiao, ZHAO Xiao-guang, GAO Shun 

(College of Life Sciences, Sichuan University, Chengdu 610064) 

 

Abstract: 【Objective】 JcBD1 gene was cloned from Jatropha curcas L. to research its function. 【Method】The full-length 
cDNA of JcBD1 was isolated from Jatropha curcas L. by RT-PCR and RACE techniques. The expression plasmid pBI-JB was 
constructed by fusing the cDNA of JcBD1 with the constitutive promoter CaMV 35S and introduced into tobacco plants by 
Agrobacterium tumefaciens mediated transformation. Transgenic assays were performed using PCR, RT-PCR and Western blot 
analysis. At the same time, JcBD1 enzyme activity, relative conductivity and salt resistance of transgenic tobacco were measured. 
【Result】 The amino acid sequence deduced from JcBD1 cDNA sequence showed substantialy high similarities to BADH enzyme 
presented in other plants, including the absolute conservative decapeptide “VSMELGGKSP” and the cysteine residue in the possible 
active site. Both the decapeptide motif and the cysteine residue are proposed to play a role in substrate specificity and implicated in 
catalysis of BADH. The JcBD1 gene was confirmed to be integrated into the genome of tobacco by PCR and RT-PCR analysis with 
an average frequency of 56.7%. The electrical conductivity of the transgenic lines was obviously lower than wild type both in natural 
condition and after salt stress. JcBD1 specific activity and hybridization signal were detectable in transgenic plant leaves, while it 
was not in the control plants. Transgenic tobacco plants grew better than the untransformed plants under salt stresses. 【Conclusion】 
The JcBD1 can be expressed accurately in the exogenous transgenic plants and that transformation of JcBD1 into tobacco plants can 
confer them more tolerance to salinity. JcBD1 is likely related to salt resistances.   
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0  引言 

【研究意义】甘氨酸甜菜碱（以下简称甜菜碱）

在植物抵抗外界胁迫过程中起重要作用，除了参与细

胞的渗透调节外，还具有稳定生物大分子结构和功能

的作用，能使许多代谢酶类在渗透胁迫下仍保持活  
性[1-2]。在植物体内，胆碱经不可逆的两步氧化反应生

成甜菜碱，甜菜碱醛脱氢酶（BADH，EC 1.2.1.8）是

催化合成甜菜碱的关键酶之一[1,3]。由于甜菜碱合成途

径比较简单，遗传操作比较方便，因此甜菜碱合成酶

基因被看作是最有利用价值的胁迫抗性基因之一。麻

疯树又名小桐子、膏桐，属大戟科麻疯树属落叶灌木

或小乔木，是一种耐干旱、耐贫瘠的油料植物[4]。其

种子具有很高的含油量，是加工生物柴油的优质原料。

麻疯树还具有重要的药用价值，已有研究表明，麻疯

树中富含抗肿瘤、抗病毒的活性成分[4]。调查和研究

麻疯树的抗逆性，探索麻疯树抗逆特性与调节机制，

对麻疯树品种基因工程改造和麻疯树优良品种的筛选

具有重要意义。【前人研究进展】1990 年，Weretilnyk
等[5]从菠菜中首次克隆了 BADH 基因的 cDNA，从此

人们陆续从多种植物中克隆了 BADH 基因，并对

BADH 基因的结构、表达特性及其与植物系统进化的

关系等方面在进行了一定的研究。马铃薯、烟草、番

茄等作物中无内源 BADH 基因，自身不能积累甜菜 
碱[6-7]，是验证 BADH 基因功能重要的遗传转化模式

植物。BADH 基因先后被转入烟草[8]、水稻[9]、小麦[10]、

豆瓣菜[11]、番茄[12]、胡萝卜[13]等植物中得到表达，并

增强了这些植物的耐盐性。【本研究切入点】本文报

道了从麻疯树中克隆 BADH 同源基因的 cDNA，命名

为 JcBD1（GenBank accession No. EF174190）。利用

JcBD1 的开放阅读框（ORF）与 CaMV 35S 组成型启

动子融合，构建植物表达载体 pBI-JB，利用根癌农

杆菌介导转化烟草，获得转基因烟草。【拟解决的关

键问题】通过对转 JcBD1 烟草的电导率、JcBD1 酶活

性等参数及转基因植株抗盐性特性测定，以了解该基

因的功能，从而探讨麻疯树 JcBD1 与其抗逆性之间的

关系。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料、菌株和质粒 

麻疯树种子采自四川省攀枝花市郊区。将麻疯树

幼苗移栽到花盆中，用 200 mmol·L-1 NaCl 溶液连续浇

灌 7 d 以模拟盐胁迫处理后，取叶片存放于－70℃，

备用。选用农艺性状好且再生频率高的烟草（Nicotiana 
tobaccum L.）品种 NC98，接种在含 3%蔗糖的 MS 培

养基上获得无菌试管苗，取 5～6 片真叶期植株的上部

叶片作转化材料。大肠杆菌（Escherichia coli）菌株为

Top10 （笔者所在实验室保存），根癌农杆菌

（Agrobacterium tumefaciens）菌株为 EHA105（四川

大学生命科学学院遗传学实验室赠送），抗性筛选剂

为利福平（Rif），克隆载体 PMD18-T vector（大连宝

生物有限公司），抗性标记为氨苄青霉素（Amp）。

表达载体为 pBI121，抗性标记为卡那霉素（Kan）。 
1.2  麻疯树 JcBD1 cDNA 全长的克隆 

取胁迫处理后的叶片 100 mg，加液氮磨碎，加 1 
ml Trizol 缓冲液（购自天根生化科技公司）提取总

RNA，操作依照试剂盒说明书进行。以麻疯树总 RNA
为模板，oligo dT（5'-GCTGTCAACGATACGCTACG 
TAA CGGCATGACAGTG（T）18-3'）为引物进行反

转录合成 cDNA 第一链。根据已知 BADH 基因的保守

序列，设计简并引物 BAD-L2（5'-GA（A，G）CTTGG
（A，T，G）GG（T，C，G）AAAAGTCC-3'）/BAD-R2
（5'-CC（A，T，G）CCCCA（A，T）GGAGC（A，

T）TG-3'）。以反转录的 cDNA 为模板，利用引物

BAD-L2 和 BAD-R2 进行 PCR 扩增，回收特异扩增带。

回收产物与 PMD18-T vector 连接，转化 E. coli Top10。
经菌落 PCR 检测后，挑取阳性克隆测序（Invitrogen
公司，上海）。根据得到的中间片段序列设计 3'端特

异引物 BAD3'-1（5'-ATTACGGTTTAGGTGCTGC-3'）
和 BAD3'-2（5'-GTCTTTCCGAGCAGGTATTG-3'）。

麻疯树 cDNA 为模板，参考 3'RACE（TaKaRa，Japan）
试剂盒说明书，以接头引物 AP1（5'-GTCAACGATAC 
GCTACGTAACG-3' ） /BAD3'-1 ， 巢 式 引 物 AP2 
（5'-TACGTAACGGCATGACAGTG-3'）/BAD3'-2 进

行嵌套 PCR 得到 3'末端产物。同理，根据得到的中间

片段序列设计 5'端特异引物 B5'-RT（5'-CCAAGT 
CTGCAACCTTCTTCCAAG-3'），B5'-1（5'-TCATGCA 
CAAGAAGACGGGATG-3'），B5'-2（5'-AGTCCATT 
CAGCAGCCTTATC-3'）。以麻疯树总 RNA 为模板，

B5'-RT 为引物反转录合成 cDNA，在 5'末端加上

polyA，以引物 B5'-1 和 oligo dT，巢式引物 B5'-2 和

AP1 进行嵌套 PCR 得到 5'末端产物。PCR 反应条件为

94℃ 4 min；94℃ 30 s，52℃ 40 s，72℃ 45 s，32 个循

环；72℃延伸 6 min。用 AlignX 软件及 DNAman 软件

对 3 段序列进行拼接和分析，设计编码区引物 BRL 
（5'-ATGGCTTTTCCTATACCAAATCG-3'）/BRR（5'- 
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TTACAGCTTTGAAGGAGACTGATAC-3'），以 cDNA
为模板进行 PCR，得到该基因的 ORF 全长。回收    
测序，并用 NCBI BLAST 软件和 DNAman 软件进行  
序列分析。所有引物由 Invitrogen 上海生物工程公司合

成。 
1.3  植物表达载体的构建 

根据得到的麻疯树 JcBD1cDNA 序列，设计引物

B-PG1（5'-GCGGGATCCATGGCTTTTCCTATACCA 
AATCG-3'）（含 BamHⅠ酶切位点）/B-PG2（5'-GCGG 

AATTCTTACAGCTTTGAAGGAGACTGATAC-3' ）

（含 EcoRⅠ酶切位点），以麻疯树 cDNA 为模板，

PCR得到 JcBD1 ORF序列，回收片段克隆到PMD18-T 
载体中，得到质粒 pTJB（U-gene Plasmid Midiprep Kit 
提取），测序确定序列正确性。用 BamHⅠ和 EcoRⅠ
双酶切质粒 pTJB 获得 JcBD1 ORF 片段，与相同酶酶

切的 pBI121 片段连接，得到重组表达质粒 pBI-JB（图

1）。采用冻融法将质粒 pBI-JB 导入根癌农杆菌

EHA105，经 Rif 和 Kan 筛选、PCR 检测及提取质粒

 

 

 

图 1  植物表达质粒 pBI-JB 结构示意图 

Fig. 1  Diagram of plant expression plasmid pBI-JB 

 
酶切检验后转化烟草。 
1.4  烟草的遗传转化及转基因烟草的检测 

采用叶盘法转化烟草，具体操作过程见 Clark 等

人的方法[14]。转基因植株的筛选和再生参照 Zhou 等

人[15]的方法进行，将外植体进行分化和抗性筛选后的

再生苗，4～6 周后移栽到花盆中温室培养，采收种子。

无菌条件下，将种子在含有 100 mg·L-1卡那霉素的 MS
培养基上萌发和培养，再次进行抗性筛选，获得转基

因烟草植株。 
用常规方法从转基因烟草叶片中提取 DNA。根据

JcBD1 序列设计扩增 ORF 全长特异性引物：

BRL/BRR，预期扩增片段大小分别为 1 509 bp。以各

个植株 DNA 为模板，进行 PCR 扩增。扩增程序为 94℃ 
4 min；94℃ 30 s，52℃ 30 s，72℃ 45 s，32 个循环；

72℃延伸 6 min。以未转化植株 DNA 作阴性对照，重

组 pBI-JB 质粒作阳性对照。重复 3 次进行检测。以分

子检测为阳性的植株数占起始外植体的百分率计算转

化率。 
从转基因烟草叶片中提取植株总 RNA。未转化烟

草作阴性对照，重组 pBI-JB 质粒作阳性对照。将各

个植株 RNA 反转录为 cDNA 为模板，用 JcBD1 的 3′
端序列特异性引物： DL1 （ 5'-ATTACGGTTTAG 
GTGCTGC-3'） /DR1（5'-GCTTTGAAGGAGACTGA 
TAC-3'）进行 RT-PCR 扩增检测，预期扩增片段大小

为 255 bp。扩增程序同上。以未转化植株 cDNA 作阴

性对照，重组 pBI-JB 质粒作阳性对照。重复 3 次进行 

检测。 
1.5  转基因烟草甜菜碱醛脱氢酶活性测定与 Western

杂交检测 

以未转基因烟草作对照，与转基因烟草幼苗同时

移栽到装有大田土的花盆中，取 5 个不同株系的转基

因烟草植株，6～7 叶期时用 200 mmol·L-1 NaCl 溶液

浇灌植株进行盐胁迫，连续 7 d。胁迫处理后第 3 天取

各植株第 3 或第 4 片叶测定 JcBD1 活性。转基因植株

总蛋白的提取、烟草叶片 JcBD1 酶蛋白的提取及酶活

性测定参考 Tijen 等[16]的方法。以 BSA 为标准，用

Bradford 法测定酶蛋白浓度 [17]。以每分钟消耗 1 
nmol·L-1 NAD 为 1 个酶活力单位（U），JcBD1 酶比

活力为每毫克蛋白质中所含的酶活力单位（U·mg-1）。

同时，选择 2 kg 左右的纯种新西兰兔，用 E. coli BL21
中表达纯化得到的 JcBD1 蛋白[18]（来自笔者实验室）

2 mg 进行第 1 次皮下免疫注射。3 周后，取 1 mg 的

JcBD1 蛋白进行第 2 次加强免疫注射。5 周后，再用 1 
mg 的 JcBD1 蛋白进行第 3 次加强免疫注射。第 6 周，

收集抗血清备用。提取转基因烟草总蛋白，以未转基

因植株总蛋白为阴性对照，以 E. coli 中表达纯化得到

的 JcBD1 蛋白为阳性对照，对转基因烟草 JcBD1 的表

达进行 Western 杂交分析。各蛋白样品在 12%的

SDS-PAGE 上分离，用电转仪转移到硝酸纤维素膜上。

按 Towbin[19]的方法进行抗体结合和酶显色反应。一抗

为麻疯树 JcBD1 的抗血清，工作浓度为 1﹕1 000；二

抗为碱性磷酸酯酶（AP）偶联的山羊抗兔 IgG，工作
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浓度为 1﹕1 000，AP 的反应底物为氯化硝基四氮唑蓝

（NBT）和 5-溴-4-氯-3-吲哚磷酸甲苯胺蓝（BCIP)。 
1.6  植物叶片相对电导率的测定 

将转基因烟草幼苗移栽到花盆中，温室常规培养

管理。待长至 6～7 叶期时，按每组 5 个株系（编号为

L1，L2，L3，L4，L5），分为 2 组处理。第 1 组继

续常规培养；第 2组为盐胁迫，连续 7 d用 100 mmol·L-1 
NaCl 溶液浇灌植株。分别取各株系 0.5 g 新鲜叶片，

参照 Li 等[20]的方法测定各株系烟草叶片的相对电导

率。以未转基因烟草作对照。每株系取 3 个样，取平

均值。 
1.7  转基因烟草耐盐性分析 

以未转基因烟草植株作对照，无菌条件下将长势

一致的转基因烟草幼苗根系剪掉后，转移到含不同浓

度 NaCl 的 MS 培养基中，于温室 25℃光照培养。设

置 NaCl 浓度 0、100、200、400 mmol·L-1 4 个梯度处

理。每个处理设 3 个重复，每个重复 4 株苗。培养 20 
d 后观察植株生长情况。 

2  结果与分析 

2.1  麻疯树 JcBD1 全长 cDNA 的克隆 

以麻疯树 cDNA为模板，用简并引物通过RT-PCR
技术得到 605 bp 长的条带，与预期的片段大小一致。

将该片段测序后通过 NCBI BLAST 进行同源比对发

现，该序列与已知 BADH 核苷酸序列具有很高同源

性，可达 84%，由此可确定其为麻疯树 JcBD1 序列的

片段。由已知序列设计引物，用 RACE 和巢式 PCR
技术分别得到 904 bp 的 5'端序列和 412 bp 3'端序列。

用AlignX软件对 3段序列进行拼接得到 1 769 bp的全

长cDNA序列，并在序列两端设计引物进行PCR扩增，

测序结果验证了拼接结果的正确性。该序列包括 1 509 
bp 的 ORF，及 44 bp 长的 5'非翻译区和 213 bp 3'非翻

译区。在 poly（A）尾端上游 149 bp 处具有加尾信号

（AATAAA）（图2）。用NCBI BLAST软件和DNAman
软件进行分析，确定为甜菜碱醛脱氢酶的同源基因，

并推测得到 JcBD1 氨基酸序列，命名为麻疯树甜菜碱

醛脱氢酶基因，英文简写为 JcBD1（GenBank accession 
no. EF174190）。通过比对，JcBD1 的核苷酸序列及

相应的氨基酸序列和已经报道的诸如 Gossypium 
hirsutum（GenBank accession no. AAR23816）、Panax 
ginseng（GenBank accession no. AAQ76705）、Medicago 
truncatula（GenBank accession no. ABE82378）、

Spinacia oleracea（GenBank accession no. AAB41696）

等具有很高的同源性，可以达到 80%以上的相似度。

与大多数 BADH 一样，JcBD1 氨基酸序列中都存在高

度保守十肽“VSMELGGKSP”和半胱氨酸残基（图 2）。
据报道该十缩肽及半胱氨酸残基在甜菜碱醛脱氢酶底

物特异性结合过程中起着重要作用，与酶的催化活性

有关[21]。 
2.2  烟草的遗传转化及转基因烟草的检测 

用携带 pBI-JB 质粒的农杆菌浸染 60 片烟草叶片

外植体后，在分化培养基上形成丛生芽，转入诱导培

养基上诱导生根。经过 Kan 抗性筛选得到 40 株具有

Kan 抗性的烟草植株。农杆菌浸染的外植体能分化正

常的愈伤组织，形成丛生芽，诱导生根；最后得到的

烟草植株健壮，颜色鲜绿。而未经农杆菌侵染的烟草

叶片在含有抗生素的分化培养基上不长芽，不生根，

后渐渐退绿黄化直至变白枯萎。 
为证明 JcBD1 是否整合到烟草基因组中，以转基

因烟草植株 DNA 为模板、JcBD1 ORF 序列的特异引

物 DRL/DRR 进行 PCR 检验。在 40 株抗性烟草中有

34 株植株都可扩增到 1 509 bp（图 3）的特异片段，

这与特异引物界定片段的大小吻合，而未转化的烟草

株中无扩增产物（部分 PCR 扩增结果如图 3）。以分

子检测为阳性的植株数（34）占起始外植体（60）的

百分率计算转化率，得到的转基因植株频率约为

56.7%。同时以转基因烟草植株叶片 cDNA 为模板，

JcBD1 的特异引物 DL1/DR1 进行 RT-PCR 检验。在

34株供试的DNA检测为阳性的烟草中有 30株植株都

可扩增到 255 bp（图 4）的特异片段，未转化的烟草

株中无扩增产物。3 次重复检测结果一致。结果表明

未转基因的烟草中没有 BADH 基因或其同源基因。扩

增检测结果表明外源 JcBD1 cDNA 已成功整合到烟草

基因组中，且能够成功表达。 
2.3  转基因烟草甜菜碱醛脱氢酶活性测定及 Western

杂交分析 

对经盐胁迫处理的转基因烟草中的蛋白含量和酶

活性进行了测定，结果表明在转基因植株中能够检测

到 JcBD1 酶活性，而在未转基因的对照烟草植株中检

测没有检测到 JcBD1 酶活性，说明导入烟草中的

JcBD1 基因能够转录并能正确翻译成甜菜碱醛脱氢酶

蛋白（表）。外源基因的导入没有引起转基因植株总

蛋白质含量的显著改变；转基因植株的各个株系

BADH 酶的比活力在株系间有一定差异。 
通过 Western 杂交检测，抗体与纯化 JcBD1 蛋白

具有特异的杂交带，在转基因烟草株系中能检测到相 



4034                中  国  农  业  科  学    41 卷 

 
黑框中为起始密码子和终止密码子，阴影部分为保守“十缩肽”和半胱氨酸残基，下划线部分为加尾信号 
The conserved decapeptide sequences ‘VSMELGGKSP’ and cysteine residue are shadowed. The start (ATG) and stop codon (TAA) are black-boxed. The 
putative polyadenylylation (AATAAA) signal is underlined 

 

图 2  麻疯树 JcBD1 的核苷酸序列及推导的氨基酸序列 

Fig. 2  The full nucleotide sequence and deduced amino acid sequences of JcBD1 

 

 
 
M：DNA 分子量标准（DL2000）；1～8：转基因烟草植株；9：未转

基因烟草植株；P：重组质粒 pBI-JB 
M: DL2000 DNA marker; 1-8: Transformed tobacco; 9: Untransformed 
tobacco; P: Plasmid pBI-JB 

 

图 3  转化烟草植株 PCR 检测 

Fig. 3  PCR analysis of transgenic tobacco 

 
 
对照：未转基因植株；p：重组质粒 pBI-JB（阳性对照）；1～9：转基

因烟草植株 
Control: Untransformed tobacco; p: Plasmid PBI-JB; 1-9: Transformed 
tobacco 

 

图 4  转化烟草植株的 RT-PCR 检测 

Fig. 4  RT-PCR analysis of transgenic tobacco 
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表  转基因烟草中 JcBD1 酶活性和蛋白含量测定 

Table  Protein content and JcBD1 enzyme activity assay in transgenic tobacco plants 

株系 Plant line 测定项目 
Tested items 

对照 Control 1 2 3 4 5 

JcBD1 酶活性 JcBD1 activity unit (U) 0 3.13±0.25 1.94±0.32 2.26±0.28 1.64±0.10 2.75±0.22 

蛋白质含量 Protein content (mg·g-1 FW) 4.27±0.29 4.33±0.31 4.16±0.23 3.94±0.24 3.67±0.19 4.45±0.40 

JcBD1 酶比活力 JcBD1 specific activity(U·mg-1) 0 0.723 0.466 0.574 0.447 0.618 

对照：未转基因烟草；1～5：转基因烟草株系 
Control: Untransformed tobacco; 1-5: Transgenic tobacco plant lines 

 
同的杂交信号，反应条带都在 53 kD 的位置，而在未

转基因的烟草中没有检测到杂交信号（图 5），表明

JcBD1 在转基因烟草中得到了有效的表达。 
 

 
 
1：未转基因烟草（阴性对照）；2～6：盐胁迫后的转基因烟草；7：纯

化 JcBD1 蛋白（阳性对照） 
1: Untransformed tobacco; 2-6: Transgenic tobacco after salt stress; 7: 
Purified JcBD1 protein 
 

图 5  盐胁迫下转基因烟草的 Western 杂交分析 

Fig. 5  Western blotting of transgenic tobacco plants under 

salt stress 

 
2.4  盐胁迫转基因植株叶片相对电导率的测定 

相对电导率测定的结果见图 6，不管是在正常生

长条件下，还是在盐胁迫条件下，转基因的烟草植株

的电导率都低于未转基因植株。在正常生长条件下，

转基因烟草的 5 个株系植株相对电导率在 13%～

25%，而未转基因植株的电导率为 35%～42%。在盐

胁迫条件下，转基因烟草的 5 个株系植株相对电导率

在 17%～27%，而未转基因植株的电导率为 41%～

52%。结果表明外源 JcBD1 在烟草中的表达，在一定

程度上保护了烟草叶片细胞膜的正常透性，反映为相

对电导率降低。 
2.5  转基因烟草耐盐性试验 

在无 NaCl 的 MS 培养基中，转基因烟草与对照

植株根系发达，长势良好，无明显区别。随着盐浓度

的增加，二者间的差别越来越明显。转基因烟草在 100 
mmol·L-1 的培养基中能正常生长和长根，植株形态学

特征未见明显异常，而对照植株在 100 mmol·L-1的盐

环境下，生长缓慢，部分叶片边缘出现卷缩和黄化， 

 
 
结果代表 3次重复测定结果的平均值产生，竖条标示表示标准偏差。CK：

未转基因植株；L1～L5：转基因植株 
The result was the mean value of three experiments. The vertical bars 
represent standard deviations. CK: Untransformed tobacco; L1-L5: 
Transgenic tobacco plant lines 

 

图 6  盐胁迫烟草植株叶片相对电导率测定 

Fig. 6  Relative conductivity of transgenic tobacco after salt 

stress 

 

根系不发达。转基因烟草在高盐浓度（200 和 400 
mmol·L-1）培养基中生长减慢，可长出少量根，植株

可保持一定的生长势；而对照植株在高盐（200 和 400 
mmol·L-1）下不长根，且生长极其缓慢甚至停滞生长，

最后黄化死亡（图 7）。总的来说，在各盐浓度培养

基中，转基因烟草生长状态比对照植株良好，生长势

强于未转基因植株。结果表明外源基因的导入增强了

转基因植株对盐胁迫的抗性。 

3  讨论 

细胞中脯氨酸、甜菜碱等小分子有机化合物和海

藻糖、蔗糖等可溶性糖类等物质在逆境条件下大量积

累，作为渗透调节物质发挥功能，维持渗透平衡，也

作为细胞的酶和蛋白质的保护物质发挥其非渗透调节

功能，双效功能增强了转化植株的抗逆能力[2,22]。甜

菜碱的增加是转 BADH 基因烟草植株抗逆性提高的 
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A～D：转基因烟草植株，a～d：未转基因烟草植株 
A-D: Transgenic tobacco plants; a-d: Control plants 

 

图 7  转 JcBD1 烟草耐盐性 

Fig. 7  The salt resistance of JcBD1 transgenic tobacco 

 

重要原因。无论是来自细菌的 BetB 基因（相当于高等

植物的 BADH 基因），还是来自双子叶植物或单子叶

植物的 BADH 基因，转入烟草后，转基因植株在耐盐、

耐寒、耐冷等抗逆性方面都比对照有明显提高[7]。

Rathinasabapathi 等 [23]将来自菠菜和甜菜的 BADH 
cDNA 转入烟草，转基因烟草在遭受盐胁迫时，表现

与菠菜叶片相似或稍高的 BADH 的活性，可将外源甜

菜碱醛转变为甜菜碱，使甜菜碱含量高达 20 µmol·g-1 
FW。Holmstrom 等[24]将大肠杆菌（E. coli）Bet B 基因

导入烟草，转基因植株表现出了 BADH 活性，从而证

明细菌 BADH 基因能在高等植物中有效表达。刘凤

华等人[8]将从山菠菜中克隆的 BADH 基因导入烟草，

获得的转基因烟草抗盐性明显增强，且植株在盐胁迫

时的受损伤程度明显降低。此外，衣艳君等[25]和骆爱

玲等[26]报道转 BADH 烟草叶片中抗氧化酶如过氧化

氢酶、抗坏血酸过氧化物酶活性的提高，从而抗氧化

酶活性的提高也是转基因植株抗逆性增强的重要原

因。以上报道表明用烟草这样的外源基因遗传转化模

式植物来验证 JcBD1 的功能是切实可行的。为了验证

笔者所克隆的麻疯树 JcBD1在其它物种中能否正常表

达、表达产物是否具有甜菜碱醛脱氢酶活性以及在转

基因植株耐盐作用中的生理功能，为下一步将 JcBD1
转入农作物并获得高抗逆品种提供基础，以及为麻疯

树基因工程改造等研究奠定基础，笔者通过 PCR 扩

增、RT-PCR 分析检测到麻疯树 JcBD1 cDNA 成功导

入到无内源 BADH 基因的烟草。转基因烟草中 JcBD1
酶活性测定、Western 杂交分析、电导率的检测及抗

盐实验结果一致表明 JcBD1在转化烟草植株中能够正

常表达，并表现出比对照更强的应对逆境的能力。在

转基因植株的各个株系间酶比活力存在差异，可能与

JcBD1 插入位点和拷贝数有关。Western 杂交表明盐

胁迫后的转基因植株可以检测到杂交信号，而未转基

因的烟草无杂交信号，说明外源 JcBD1 插入后，可受

盐胁迫的诱导使 JcBD1 在烟草中表达。而 JcBD1 在体

内合成的甜菜碱，发挥渗透物质调节功能及非渗透物

质保护酶和蛋白的功能，在一定程度上保护了烟草叶

片细胞膜的正常透性，反映为相对电导率降低（图 6）
和耐盐性的提高（图 7），本文结果与司怀军等[7]转菠

菜 BADH 基因烟草表现的特性一致，甚至部分转

JcBD1的烟草植株表现的酶活力高于转菠菜BADH基

因的烟草。推测的 JcBD1 氨基酸序列中的十肽

“VSMELGGKSP”和半胱氨酸残基与其它 BADH 具

有很高同源性。在大多数 BADH 酶的氨基酸序列中含

有的十肽为“VTLELGGKSP”，而在推测的 JcBD1
氨基酸序列的相应位置为“VSMELGGKSP”，即“SM”

替代了“TL”残基[18]。这个替代行为是否为 JcBD1
酶特性的决定性因素，从而使转 JcBD1 的烟草表现的

酶活力高于转菠菜 BADH 基因烟草，尚需要作进一步

的深入研究。在 JcBD1 酶氨基酸序列中，还有一个

C-末端微体定位信号（SKL-）。这一特点与大多数单子

叶植物BADH[22]相同，而不同于大多双子叶植物，这是

否为决定 JcBD1 功能的关键也是未知数。为双子叶植

物的麻疯树，在细胞中是否存在另外一种无三肽

“SKL-”残基而定位于叶绿体的 BADH，以及和已知

的 JcBD1之间生理功能是否存在差别，尚在研究之中。

转 JcBD1 烟草植株的耐盐性的提高，在一定程度上阐

释了 JcBD1 与麻疯树较强抗逆性的特性之间的关系， 
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JcBD1 在麻疯树的环境适应中起着重要作用。 

4  结论  

构建了源于麻疯树的 JcBD1 真核表达载体，并将

其成功转入了烟草基因组，获得转基因植株。在转基

因烟草中检测到甜菜碱醛脱氢酶活性，转基因烟草电

导率明显低于对照植株，转基因烟草的耐盐能力明显

提高。研究结果表明 JcBD1 能够在异源高等植物中正

常表达，可进一步用于植物抗逆基因工程研究，同时

在一定程度上证明麻疯树 JcBD1与麻疯树抗逆性较强

之间存在紧密联系。 
 
致谢：感谢四川大学生命科学院遗传室刘志斌博士提供

农杆菌菌种。 
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