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摘要  [ 目的] 研究从禾本科盐生植物獐茅中分离的液泡膜Na +/ H+ 逆向转运蛋白基因 Al NHX 在盐胁迫下的功能和表达。[ 方法] 转化
Al NHX 的烟草经过抗生素和PCR 筛选后 ,用不同浓度的NaCl 处理30 d ,测定其单株干重、相对电导率、细胞渗透压以及K+ / Na + 比。[ 结
果] 在不同浓度NaCl 处理下,转基因烟草的相对干重和细胞渗透压均高于对照烟草。在300 mmol/ L NaCl 处理下 ,转基因烟草的相对电
导率明显低于对照。K+ 、Na + 含量测定表明在盐胁迫下转基因烟草的根部和叶片均维持一个相对较高的 K+/ Na + 水平。[ 结论] Al NHX
是一个有效的耐盐基因 ,可进一步应用于单子叶农作物的基因改良研究。
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Study on Physiology of Salt Tolerance in ALNHX Transgenic Tobacco
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Abstract  [ Objective] The ai mof the research was to investigate the function and expression of Al NHX isolated froma grami naceous halophyte Ael uropus
littor alis under salt stress . [ Method] After screened by kanamycin and PCR, the Al NHX- transgenic tobacco was treated with different NaCl concentration
for 30 days , thenthe dry weight , relative electronic conductivity , osmotic potential as well as K+ / Na + ratio was measured . [ Result] The results indicated
that with different NaCl concentrationtreat ment , boththe dry weight and osmotic potential of transgenic plants were higher than wild-type tobacco . Under
300 mmol/ L NaCl treatment , the relative electronic conductivity of transgenic plants was significantly lower than wil d-type tobacco( P < 0 .01) .The analy-
sis of ion content suggested that under high salt stress the transgenic plants kept a relative high K+ / Na + ratio inthe leaves and roots compared with wil d
- type plants . [ Conclusion] Al NHX was an effective gene for i mproving the salt tolerance of monocot crops via genetic engineering .
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  土壤盐分是制约农作物生长的主要因素之一,它不仅造

成农作物品质低劣, 产量降低, 同时还使土壤板结, 大大降低

土壤的利用率[ 1] 。盐分对植物的伤害主要包括2 方面: 其

一, 土壤中较高的溶质浓度导致的水分亏缺; 其二, 植物吸收

水分的同时吸收了过多的盐离子所带来的离子毒害, 特别是

Na+ 毒害[ 2] 。植物在受到盐胁迫时 ,都会采取一定的耐盐策

略,包括渗透 调节、Na + 外排以及 Na + 液泡 区隔化等[ 3] 。

Na+ / H+ 逆向转运蛋白( NHX) 是位于质膜和液泡膜上, 介导

Na+ 和H+ 跨膜运输的载体蛋白, 它依靠 H+- ATPase 或 H+-

PPjase 产生的质子驱动力来运输 Na + , 使 Na+ 逆浓度梯度跨

膜运输, 将细胞质内的 Na + 外排或将 Na + 区隔到液泡中, 从

而减少盐离子对细胞质中细胞器的毒害。Na + 在液泡内区隔

化促使细胞从外界环境中吸水维持渗透平衡,具有调节细胞

质内pH 值和Na + 浓度的功能 , 对植物耐盐性起着非常重要

的作用[ 4] 。目前从很多植物中已经克隆了 NHX 基因, 并转

化到各种植物中 , 转化 NHX 基因的植物都不同程度地提高

了耐盐性[ 5] 。但是, 至今很少有来源于单子叶盐生植物的

NHX 基因的报道, 鉴于很多农作物都属于单子叶植物, 从单

子叶盐生植物中分离该基因并进行功能和表达研究将有助

于单子叶农作物的耐盐改良基因工程。

獐茅( Ael uropus littoralis) 是一种耐盐性很高的禾本科盐

生植物, 据报道它能在含盐量1 % ～3 % 的土壤中正常生

长[ 6] ,生理研究表明在高盐环境下, 獐茅根部依然保持较高

的K+ / Na + 比[ 7] 。目前对于獐茅的耐盐性研究仅限于对其

耐盐生理和解剖结构研究,而对其在分子水平上的耐盐机制

研究则很少。大连理工大学植物分子生物学实验室从单子

叶禾本科盐生植物獐茅中克隆了液泡膜 Na + / H+ 逆向转运

蛋白基因 Al NHX, 并将其成功表达在烟草中。为了进一步研

究 Al NHX 基因的功能和表达, 笔者对T2 代转化 Al NHX 烟草

在盐胁迫条件下的生长状况和生理指标进行了调查, 包括单

株干重、相对电导率、细胞渗透势以及 K+ / Na + 比的测定。

1  材料与方法

1 .1 试验设计 转化 Al NHX 基因的烟草株系 N2、N3、N5 由

大连理工大学植物分子生物学实验室保存 , 已经过PCR 和

Southern 杂交鉴定。T2 代转基因烟草的种子经过70 %酒精和

0 .1 %升汞消毒后种植于含有 50 mg/ L 卡那霉素的 MS 培养

基中, 生长20 d 的烟草幼苗移栽于温室中 ,并用1/ 2 Hoagland

培养液浇灌。生长1 个月的烟草苗经过PCR 检测后用含0、

100、200、300 mmol/ L NaCl 的1/ 2 Hoagland 营养液浇灌, 每2 d

换水1 次,期间适当补水, 以保持 NaCl 浓度恒定。连续处理

30 d 后分别取样进行各项生理指标的测定, 每个处理至少3

个重 复。同样 处理的野 生型烟草 用于对 照。数据采 用

GraphPad Prism 软件处理。

1 .2  转基因烟草PCR 检测  以转化烟草基因组 DNA 为模

板, Al NHX 编码 区特 异性引 物 01( 5′- GACGGATCCAGGAG-

GAAGA- CAACTGCCATG- 3′) 和 02 ( 5′- GGCGGTACCGTCAAA-

GTCTTCGTTTCTTCTCA- 3′) 为引物进行 PCR 扩增 , 反应条件

为:94 ℃变性5 min ;94 ℃,30 s ;58 ℃,30 s ;72 ℃,2 min ,共30

个循环 ;72 ℃延伸7 min。

1 .3 单株干重测定 生长1 个月的烟草经过不同浓度NaCl

处理30 d 后 ,将植株从盆内取出, 冲洗干净,105 ℃迅速杀青

10 min , 于80 ℃下烘干至恒重,记录干重。

1 .4 相对电导率的测定 称取经300 mmol/ L NaCl 胁迫的烟

草新鲜叶片0 .5 g , 加5 ml 去离子水,室温下浸泡2 h , 然后用

DDS- 11A 数字显示电导仪( 上海精密科学仪器有限公司) 测

定溶液电导率 Rc , 再将叶片和浸泡液一起置于沸水浴中加

热15 min , 再次测定溶液电导率 Rc′, 最后计算 Rc/ Rc′的值即

为相对电导率 Rec 。

1 .5  细胞渗透势的测定  取同一部位叶片立即浸入去离子
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水中饱和8 h , 取出叶片用去离子水冲洗干净,用吸水纸吸净

表面水分, 立即放入液氮中,叶片变脆 ,将叶片组织置于医用

注射器中 ,室温融化,用力挤压注射器 ,挤出约0 .5 ml 汁液即

可。使用FM- 8P 型全自动冰点渗透压计( 上海医大仪器厂)

测定细胞溶质渗透摩尔浓度。

1 .6  Na + 与 K+ 含量测定  将待测的烟草叶片和根部组织

置于恒温干燥箱中,120 ℃杀青2 h , 然后80 ℃烘干至恒重。

准确称取烘干样品0 .1 g 于100 ml 三角瓶中, 加入10 ml 4∶1

的浓硝酸与高氯酸混合液消化24 h。高温加热至生成大量

白烟且溶液由棕黄色变为无色为止, 冷却至室温, 分别加入

双蒸水定容至100 ml 。使用 WFX - 120B 原子吸收分光光度

计( 北京瑞利分析仪器公司) 进行测量。

2  结果与分析

2 .1 转基因烟草的PCR 检测  T2 代转化 Al NHX 的烟草种

子经过抗生素筛选萌发后, 对抗生素筛选阳性的烟草进行

PCR 检测( 图1) ,PCR 检测阳性的烟草进一步用于耐盐生理

测定。

 注 :M,DL2000 Marker ;1 , 阳性质粒pUC - Al NHX;2 ,野生型烟草 ;3

～11 ,转基因株系。

 Note : M. DL2000 Marker ;1 . Positive plasmid pUC- Al NHX;2 . Wild

tobacco ; 3 - 11 . Transgenic plants

图1 转化 Al NHX基因烟草PCR 鉴定

Fig .1 PCRidentificationof transfor med gene Al NHXintobacco

2 .2  NaCl 处理对烟草生长状况的影响  植物单株干重是显

示植物生长状况的重要指标之一 , 对经过不同浓度 NaCl 处

理30 d 的烟草干重进行测定,试验结果显示所有的转基因烟

草株系在不同浓度盐胁迫下的单株干重均明显高于对照烟

草( 图2) , 表明转基因烟草在盐胁迫下的生长状况要明显好

于对照烟草。

图2 不同浓度NaCl 处理对烟草干重的影响

Fig .2  Effects of NaCl treatments with different concentrations on

tobacco dry weight

2 .3  NaCl 处理对转基因烟草相对电导率的影响  相对电

导率是通过测定电解质的相对外渗率来了解植物在受到胁

迫情况下细胞受伤害程度的指标之一。测定转基因烟草及

对照烟草在300 mmol/ L NaCl 处理后的相对电导率发现, 转基

因烟草的相对电导率明显低于对照烟草,且差异达到极显著

( P < 0 .01) ,表明盐胁迫对转基因烟草的伤害明显小于对照

植株( 图3) 。

图3 转基因烟草在300 mmol/L NaCl 处理下相对电导率的测定

Fig .3  Mensuration of the relative electronic conductivity of trans-

genictobacco under 300 mmol/L NaCl treatment

2 .4 NaCl 处理对转基因烟草细胞渗透势的影响 土壤中盐

分过多使土壤溶液水势下降, 导致植物吸水困难, 甚至体内

水分外渗。植物在受到渗透胁迫时, 细胞内的渗透调节物

质,包括无机离子 K+ 、Na + 浓度的改变以及一些可溶性有机

大分子物质如可溶性糖和脯氨酸等含量的增加, 可以提高细

胞液溶质浓度, 降低细胞渗透势, 增加细胞吸水能力。在受

到盐胁迫时,转基因烟草的细胞液溶质含量高于相应盐浓度

处理下的野生型烟草( 图4) 。细胞液溶质含量越高, 细胞渗

透势越低,因此转基因烟草相对于野生型烟草更容易吸收和

保存水分 ,这种差别在高浓度盐处理( 200、300 mmol/ L) 的条

件下更为明显。

图4 转基因烟草渗透压测定

Fig .4 Mensurationof osmotic pressure of transgenictobacco

2.5  转基因烟草 K+/Na + 的测定  植物在正常生长条件

下, 细胞内保持相对较高的K + / Na + 比值, 但受到盐胁迫时 ,

高浓度 Na + 抑制了植物对 K+ 的吸收, 使细胞内 K+ / Na + 离

子比失衡 ,从而引起一系列细胞内生理代谢紊乱。试验证明

在盐胁迫下,依然维持较高的细胞内 K+ / Na + 比值是植物耐

盐的重要指标之一[ 8] 。笔者对不同盐浓度处理的转基因烟

草的 K+ 、Na + 含量进行了测定( 图5) 。由图5 可知, 在盐胁

迫条件下,转基因和对照烟草根部与叶片的 K+ / Na + 均有降

低, 但是转基因烟草的 K+ / Na + 比值明显高于野生型烟草 ,

表明 Al NHX 在烟草中表达可以使细胞内维持相对较高的

K+ / Na + 比, 从而保证植株正常生长 ,提高了植物的耐盐性。
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高达8 c m,叶鞘光滑, 大部分长于节间;叶片长1 .5～5 .0 c m,

宽1 .0～1 .5 mm, 叶舌长0 .5～1 .0 mm; 偶见有花序呈圆锥卵

形, 长2 .0～3 .5 c m。

2 .3.5 西藏垂穗披碱草。疏丛型禾草, 根系发达, 纤维状。

茎秆直立,株高已达30 c m,具3 节, 基部的节稍呈膝曲状; 叶

片扁平, 长约6 c m, 两面粗糙; 花序为细长穗状, 小穗排列稍

偏于一侧 ,结果很少;根系以须根为主, 多达25 条以上, 最长

达18 .5 c m,直径达3 .5 mm, 须根上还有丰富的毛根, 具有较

强的固土保水能力。

2 .3.6 赖草。出苗不整齐,7 月上旬出苗约70 %以上。根茎

横走及下伸,秆单生( 少数丛生) 、直立, 高达15 c m,分3 节, 光

滑无毛; 叶鞘只在幼嫩时长有纤毛, 叶片长5～10 c m, 宽约2

～4 c m, 扁平或内卷, 呈灰绿色, 上面及边缘粗糙或具短柔

毛,下面无毛或微粗糙,叶舌膜质, 长约1 .0～1 .5 c m; 未见有

花序形成。

2 .3.7 矮生蒿草。出苗不整齐 ,茎多数, 成丛, 褐色, 高有10

c m, 斜向上分枝, 茎枝叶初密被灰白或淡灰黄色绢质柔毛, 后

毛变稀疏或脱落无毛; 叶质稍厚, 叶卵形或长卵形 , 长1 .0～

2 .0 c m,宽0 .5～1 .5 c m, 二回羽状全裂, 每侧裂片3～4 枚, 小

裂片线形或线状披针形; 叶柄长0 .5～1 .5 c m, 上部叶无柄 ;

未形成花序。

3  结论与讨论

(1) 从原样种子的外观、种子净度、种子生活力指标来

看,省科技厅提供的样品应该是采收不久的新种子 , 只有7

号矮生蒿草生活力较低 ,这可能是由于采收种子有点早, 或

是品种的自然属性。

( 2) 从出苗情况看 ,1 号、4 号出苗较整齐, 其他几个品种

相对较差,这可能与牧草种间差异和土地条件以及播种深度

有一定关系。7 个西藏抗风沙牧草在冀西北地区夏秋季节完

全能生长发育,长势较好。当年开花结果的有西藏垂穗披碱

草、波伐早熟禾、高原荠牧草3 个品种。从当年生植株根系

生长情况来看,西藏垂穗披碱草、高原荠根系较发达 ,且以侧

根系为主 ,防风固沙能力较强。而从植株形态和环境美化来

看, 沙生地蔷薇、波伐早熟禾可作为城市绿化的品种。

( 3) 试验期间,6～7 月降水量很少,6 月10～12 日和7 月

下旬天气情况突变, 气温下降到5 ℃以下, 各种作物生长发

育都受到较大影响, 而这7 个牧草表现出较好的抗旱性和耐

低温性。
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图5 NaCl 对转基因烟草叶片( A) 与根部( B) 的K+/Na + 比的影响

Fig .5 Effects of NaCl onthe K+ /Na+ ratiosinleaves( A) and roots ( B) of transgenic plants

3  小结与讨论

獐茅是一种单子叶盐生植物, 相对于很多双子叶盐生植

物而言 ,它具有特殊的耐盐结构和机制。在以往的研究中 ,

笔者从獐茅中分离了液泡膜 Na + / H+ 逆向转运蛋白基因

Al NHX, 该基因在其推测的蛋白结构及基因转录表达中具有

不同于一些单子叶甜土植物和双子叶盐生植物的特点[ 9] 。

在该研究中,笔者对转化 Al NHX 基因的烟草在盐胁迫下的生

长状况和生理状态进行测定, 试验结果表明:在不同浓度 Na-

Cl 处理30 d 后, 转基因烟草的相对干重和细胞液渗透压均高

于对照烟草;在300 mmol/ L NaCl 处理下, 转基因烟草的相对

电导率明显低于对照 ;K + 、Na + 含量测定表明转基因烟草的

根部和叶片均维持一个相对较高的 K+ / Na + 水平。各项生

理指标的检测结果表明转 Al NHX 基因烟草的耐盐性有了明

显提高 ,由此可以证明 Al NHX 是一个有效的耐盐基因。由于

该基因来源于单子叶植物,如果应用于单子叶农作物基因工

程中, 将更有利于基因的表达 ,因而具有良好的应用前景。
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