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摘  要：为探究香樟 CcCBFb 基因增强植株非生物胁迫抗性的功能，通过农杆菌介导法将该基因转

入烟草中，经 PCR 和半定量 RT-PCR 技术鉴定阳性转基因株系后，对获得的 T1 代转基因无性系（T2 和

T4 株系）以及野生型（WT）进行干旱（0、150、300 和 450 mmol · L-1 的甘露醇）、高盐（0、100、200

和 300 mmol · L-1 的 NaCl）、4 ℃低温、–4 ℃冰冻胁迫处理，结果显示：转基因烟草在干旱和高盐胁迫

下，幼苗的存活率均高于野生型；经 4 ℃低温处理后，转基因烟草植株的脯氨酸和可溶性糖含量均显著

高于野生型植株，而丙二醛（MDA）含量均低于野生型植株；经–4 ℃的冰冻处理 6 h 后，野生型和转

基因 T4 株系植株叶片均出现不同程度的萎蔫，而转基因 T2 株系植株未出现不良现象。由此可见，过表

达 CcCBFb 基因不但能够增强烟草的抗旱和抗盐性，而且能够显著增强抗寒性。 
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Abstract：In order to explore the function of CcCBFb gene from Cinnamomum camphora，the effect 

of over-expression of this gene on abiotic stress resistance improvement is assessed by using transgenic 

tobacco. With the identification of positive transgenic tobacco by PCR and semi-quantitative RT-PCR 

technique，T1 clonal transgenic tobacco（Line 2 and Line 4）and wild type（WT）would be treated under 

the drought，salinity，low temperature and freezing stress. The results showed that survival rate of 

transgenic tobacco（Line 2 and Line 4）seedling was better to wild tobacco under drought，salinity stress. 

The proline and soluble sugar content of transgenic tobacco plants（Line 2 and Line 4）was higher than 

wild tobacco but the content of MDA was lower than wild tobacco under low temperature（4 ℃）treatment. 

WT and Line 4 had the different degree wilting but the Line 2 had a good growth status under the freezing 

treatment （–4 ℃）with 6 h. So，the overexpression of CcCBFb from camphor tree conferred tobacco  
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plants enhanced the tolerance to cold，drought and salinity stress. 

Keywords：Cinnamomum camphora；CcCBFb；tobacco；abiotic stress 

 

香樟（Cinnamomum camphora）是亚热带常绿阔叶大乔木的代表树种，全株具有芳香气味。香

樟在中国主要分布于长江以南及西南地区，广泛应用于城市绿化，近来也被引种栽植至黄河流域的

一些省份，用以丰富当地绿化树种。但北方漫长而寒冷的冬季往往导致香樟生长受损，严重时死亡

（Du et al.，2015）。 

CBF/DREB1（CRT/DRE binding factor）是一种可调控植物耐冷胁迫相关基因表达的转录因子，

它能感知上游传递的低温信号，在低温诱导下迅速合成，并与抗寒相关基因启动子上游相应的顺式

作用元件 CRT/DRE（C-repeat/dehydration responsive element）结合，促进下游抗逆基因的转录，引

导糖类、脯氨酸和膜稳定蛋白等物质的合成，提高植物的耐寒性（Dong et al.，2013；Gupta et al.，

2014）。自从 Stockinger 等（1997）从拟南芥中分离获得 AtCBF1 以来，研究者们在水稻（Dubouzet et 

al.，2003）、甜瓜（Mizuno et al.，2006）、棉花（Gao et al.，2009）、玉米（Wang et al.，2011）和圆

叶葡萄品种（Wu et al.，2016）等多种植物中克隆得到了 CBF 基因，并对其功能进行了研究（Akhtar 

et al.，2013）。在马铃薯（Movahedi et al.，2012）和矮牵牛（Walworth et al.，2014）中过表达拟南

芥的 CBF 基因，其抗寒性有较显著提高；转棉花 GbCBF1 的烟草在低温胁迫下耐寒性也有明显提升

（郭惠明 等，2011）。可见，CBF 基因广泛存在于多种植物中，并且通过过表达 CBF 类似基因能够

有效改良植物的抗寒性。 

早期研究表明，DREB1/CBF 家族基因的表达主要受低温胁迫上调，不受干旱和盐胁迫的影响；

DREB2 家族基因的表达则主要被干旱和盐胁迫调控，对低温胁迫无响应（Liu et al.，1998）。据 Xiong

和 Fei（2006）报道，来自黑麦草的 LpCBF3 可以由低温诱导，而不被干旱、高盐和 ABA 诱导。然

而，近年来随着越来越多的来自不同植物的 CBF 同源基因被相继鉴定，其对非生物胁迫的响应模式

趋于多样化。经研究发现，来自羊草中的 LcDREB3a（Peng et al.，2011）和来自山葡萄中的 VaCBF1

（Dong et al.，2013）不仅与低温胁迫相关，同时也与干旱、高盐和 ABA 胁迫相关；来自盐地碱蓬

（Sun et al.，2014a）中的 SsDREa 和 SsDREBb 对高盐和干旱胁迫极为敏感，但并不受低温和 ABA

胁迫的影响。上述研究结果表明，在不同的植物中，CBF 转录因子的作用途径并不完全一致，需待

深入研究才能判定其功能。 

本实验室从香樟中分离获得 CcCBFa 和 CcCBFb（NCBI 登录号：KJ958932 和 KJ958933），对

其中 CcCBFb 进行生物信息学分析，确定其具有 DREB1/CBF 类转录因子的特征序列，其表达结果

呈现出对低温胁迫响应迅速的表达特点（李勇鹏 等，2016）。但是该基因能否增强植物对非生物胁

迫的抗性，特别是对低温胁迫的抗性，尚不清楚。 

本研究中在烟草中过表达香樟 CcCBFb 基因，通过对转基因烟草植株抗逆生理、生化的研究，

分析该基因对增强烟草抗逆性的影响，探究该基因在增强植物抗逆方面的作用，为香樟的抗寒育种

奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

选用南阳师范学院生命科学与技术学院植物组织培养室中保存的烟草（Nicotiana tabacum L.）
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表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

引物名称 

Primer name  

引物序列（5′–3′） 

Primer sequence 

CcCBFb-F ATG GAT AGC ATC AGC AAC 

CcCBFb-R CTA ATA GCC AAT TGG ATT GG 

35S-F GAC GCA CAA TCC CAC TAT CC 

NtActin-F CGT TTG GA TCT TGC TGG TCG T 

NtActin-R CTG CAA TGC CAG GAA ACA TTG 

 

无菌苗作为转化受体材料。大肠杆菌 TOP10 为本实验室保存，农杆菌 EHA105、植物表达载体

pCAMBIA 2300 及烟草材料为华中农业大学园艺林学学院刘国锋教授惠赠。 

1.2  植物表达载体的构建及烟草的遗传转化 

设 计 目 的 基 因 引 物 CcCBFb-F 和

CcCBFb-R（表 1），利用反转录 PCR（RT-PCR）

对 CcCBFb 的编码区进行扩增，所得产物与

pMD19-T 载体连接，测序验证目的基因序列的

正确性。用 KpnⅠ和 SalⅠ酶分别对 CcCBFb- 

pMD19-T 与 pCAMBIA 2300 载体进行双酶切，

然后进行连接、转化、提质粒，最终电泳检测

并测序验证成功后，转化农杆菌 EHA105。利

用叶盘法将含有重组质粒 p2300-CcCBFb 的农

杆菌进行烟草的遗传转化（Horsch et al.，1985）。 

1.3  转基因烟草 PCR 鉴定及半定量 RT-PCR 分析 

将侵染获得的转基因烟草幼苗移至含有 100 mg · L-1 卡那霉素（Kan）和 300 mg · L-1 头孢霉素

（Cef）的 MS 培养基（Murashige & Skoog，1962）中进行初步的阳性筛选。选择生长健壮并正常生

根的烟草植株（T0 代烟草）移栽至土壤中，待长出新的叶片进行基因组 DNA 的提取，并以此为模

板利用引物 35S 和 CcCBFb-R（表 1）进行 PCR 反应以鉴定阳性转基因植株，将不同来源的 T0 代

阳性转基因烟草命名为不同的无性系。 

利用 EASYspin Plus 植物 RNA 快速提取试剂盒（北京艾德莱公司）提取野生型（WT）和不同

转基因无性系烟草叶片总 RNA，并用无 RNA 酶的 DNaseⅠ酶（Thermo 公司）去除样品中可能污染

的基因组 DNA（gDNA）。 

利用琼脂凝胶电泳和 Nano Drop 2000（Thermo Fisher Scientific，USA）检测 RNA 样品的浓度

和质量，根据 TaKaRa 公司的 PrimeScriptⅡ 1st Strand cDNA Synthesis Kit 操作说明反转录获得

cDNA，作为模板用于 RT-PCR 分析，内参基因为 NtActin。反应程序为：94 ℃预变性 4 min，94 ℃

变性 30 s，57 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，共 35 个循环，72 ℃总延伸 10 min。筛选出 CcCBFb 正

常表达的转基因烟草无性系，其种子（T1 代烟草）用于后期的抗逆生理测定。 

1.4  转基因烟草幼苗的抗旱和抗盐性分析 

将收获的 T0 代烟草的种子（T1 代烟草）用 75%的乙醇浸泡 30 s，然后用 15%的次氯酸钠（活

性氯 ≥ 10%）浸泡 15 min，最后用无菌水冲洗 5 ~ 7 遍。转基因烟草的种子置于含有 150 mg · L-1 Kan

的 MS 培养基进行萌发培养，野生型（WT）种子在不添加 Kan 的 MS 培养基中培养。一周后确定

有无污染。 

4 周后，分别选择正常生长的不同无性系来源的 T1 代转基因烟草和野生型烟草幼苗用于一系列

胁迫分析。将直径 7 cm 的定性滤纸置于培养皿中，加入 1.2 mL 胁迫处理溶液或者蒸馏水，然后将

烟草幼苗放在滤纸上处理 1 ~ 2 周。利用甘露醇（Mannitol）溶液模拟干旱环境，浓度分别为 0、150、

300 和 450 mmol · L-1；利用 NaCl 溶液模拟盐胁迫，浓度分别为 0、100、200 和 300 mmol · L-1，对

照均为蒸馏水处理（Kudo et al.，2014）。每个梯度处理设置 3 次重复，每次重复 18 株幼苗。处理两
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图 1  野生型（WT）和转基因烟草（T1、T2、T4、T6、T8）中

CcCBFb 的半定量分析 

Fig. 1  Semi-quantitative RT-PCR of analysis CcCBFb 

expression in WT and transgenic tobacco plants 

周后拍照，并对存活率进行统计。凡是含有绿色叶片的幼苗视为存活，存活率（%）=（存活的幼苗

数/处理数）× 100。 

1.5  转基因烟草植株抗寒生理指标的测定 

将 4 个月大的转基因及野生型烟草幼苗进行 0、6、12、24 和 48 h 的 4 ℃低温处理，在同一时

间取叶片用于脯氨酸、可溶性糖和丙二醛（MDA）含量的测定。每个处理重复 3 次，取其平均值。 

采用酸性水合茚三酮测定法（Bates et al.，1973；Yang et al.，2011）测定脯氨酸含量，根据蒽

酮比色法（Brink et al.，1960；Sinay & Karuwal，2014）测可溶性糖含量；采用硫代巴比妥酸（TBA）

比色法（Heath & Packer，1968；Gupta et al.，2014；Guo et al.，2015）测定丙二醛（MDA）含量。 

将 2 个月大的转基因及野生型烟草置于黑暗的–4 ℃中冰冻处理 6 h，对照为室温 25 ℃下黑暗

生长 6 h 的烟草，观察生长状况并拍照。 

2  结果与分析 

2.1  转基因烟草植株的鉴定 

将从含有 Kan 的培养基上移栽至土壤中的待检测转基因烟草进行基因组 DNA 的提取，并以此

为模板进行 PCR 检测，观察到 16 株转基因烟草成功扩增出目的条带（数据未列出），分别命名为

T1 ~ T16。 

通过反转录 PCR（RT-PCR）检测 CcCBFb

在转基因烟草中的表达量，内参基因为

NtActin，对照为野生型烟草。0.1%琼脂糖凝胶

电泳结果（图 1）显示：野生型（WT）中未见

特异条带，只有 NtActin 内参基因条带；而转

基因烟草无性系中只有 T1、T2、T4、T6 和 T8

系烟草扩增得到了CcCBFb特异条带和NtActin

内参基因条带。依据条带亮度，选择表达量有

差异的 T2 和 T4 烟草种子用于后期抗逆生理测

定。 

2.2  过表达 CcCBFb 对抗旱和抗盐性的影响 

在干旱胁迫中观察到，转基因烟草幼苗在不同浓度的甘露醇中存活率均为 100%，野生型烟草

则随着甘露醇浓度的增加而急剧降低，在 350 mmol · L-1 甘露醇中存活率为 65.0%，在 450 mmol · L-1

甘露醇中仅为 5.6%（图 2）。 

在盐胁迫下，转基因烟草的生长状态均较野生型健壮，存活率也显著高于野生型（图 3）。当

NaCl 为 0 和 100 mmol · L-1 时，转基因及野生型烟草存活率均为 100%，NaCl 为 200 和 300 mmol · L-1

时，转基因烟草的存活率（96.3% ~ 83.3%）均高于野生型（68.5% ~ 24.1%）。 

以上结果均显示转基因烟草的抗逆性较野生型好，转化香樟 CcCBFb 对增强烟草的抗盐和抗旱

力具有一定的作用。 
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图 3  野生型（WT）与转基因株系（T2、T4 系）幼苗在不同浓

度 NaCl 胁迫下 22 ℃生长 7 d 的情况 

Fig. 3  WT and transgenic lines（T2，T4）tobacco seedlings were 

transferred to various concentrations of NaCl and cultured  

for 7 days 

 

 

 

 

 

 

2.3  低温胁迫下转基因烟草植株的抗寒生理指标分析 

如图 4 所示，在–4 ℃的冰冻胁迫中处理 6 h 后，转基因 T4 株系和野生型烟草的叶片均呈现出

不同程度的萎蔫，而转基因 T2 株系烟草的生长状态较好（图 4）。 
 

 
 

图 4  转基因烟草株系（T2 和 T4）和野生型（WT）在 25 ℃和–4 ℃下黑暗处理 6 h 的生长状态 

Fig. 4  Phenotype of transgenic lines（T2 and T4）and control（WT）seedlings were subjected to 25 ℃ and–4 ℃ for 6 h in dark 

 

将野生型和转基因株系在 4 ℃低温下胁迫处理，如图所示转基因烟草叶片中脯氨酸的含量均高

于野生型（图 5）。野生型在低温刺激 6 h 时，脯氨酸含量虽有上升趋势，但随着低温处理的持续，

脯氨酸含量开始下降；转基因 T4 株系在低温胁迫 6 h 时，脯氨酸含量虽有下降趋势，但随着低温处

理的持续，脯氨酸含量又有明显的上升现象，尤其在处理 24 h 时，脯氨酸含量出现峰值。 

图 2  野生型（WT）与转基因株系（T2、T4）幼苗在不同浓度

甘露醇胁迫下 22 ℃生长 10 d 的情况 

Fig. 2  WT and transgenic lines（T2，T4）tobacco seedlings were 

transferred to various concentrations of mannitol and cultured 

for 10 days 
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可溶性糖含量的变化呈下降趋势（图 5），然转基因 T2 株系均比野生型高。转基因 T4 株系在低

温胁迫 12 h 时显著高于转基因 T2 株系和野生型，其他处理时间与野生型不显著。 

丙二醛的含量在低温胁迫 48 h 后，转基因和野生型烟草均有明显的升高，但转基因 T2 和 T4

株系都比野生型低（图 5）。 

以上试验结果均表示过表达香樟 CcCBFb 基因的转基因烟草的抗寒性较野生型烟草有较显著的

增强。 

 

图 5  低温胁迫下（4 ℃）转基因烟草（T2 和 T4）和野生型（WT）中脯氨酸、可溶性糖及丙二醛的含量 

不同字母代表显著性差异水平不同（P < 0.05）。 

Fig. 5  Estimation of proline，soluble sugar and MDA content in transgenic and WT tobacco plants under low temperature stress（4 ℃） 

The mean values significantly different at P < 0.05 within treatment are indicated by different alohabets. 

 

3  讨论 

CBF/DREB1 转录因子能够在转录水平上调控多个抗逆基因，且具有保守的结构域，是提高植

物非生物逆境耐受力的关键调节因子（Sun et al.，2014b；Peng et al.，2015）。有研究表明，过表达

来自柠条锦鸡儿（Wang et al.，2010）、羊草（Peng et al.，2011）、山葡萄（Dong et al.，2013）和麻

风树（Wang et al.，2015）等植物中的 CBF 基因对不同非生物胁迫的耐逆性均有提高，可见，从香

樟中克隆并中筛选出对低温胁迫响应迅速的 CBF 基因进而加以利用，通过分子育种改良植物的抗寒

性是可行的。 

然而也有研究报道，过表达拟南芥的 CBF 基因虽可增强其抗寒力和抗旱力，但会致使转基因植

株呈现发育不良现象，延迟开花并降低种子产量（Liu et al.，1998；Jaglo & Thomashow，2001）。来

自荠菜的 CbCBF 在烟草中的表达也具有类似现象（Zhou et al.，2014）。在本研究中，过表达 CcCBFb

基因，在对 T0 代转基因烟草观测时，未发现生长畸形或开花延迟等不良现象，而且显著增强了 T1

代转基因烟草的多种抗逆能力。可见香樟 CcCBFb 基因在植物转基因抗性改良中具有潜在的应用价



张佳佳，朱逢玲，焦晓琳，李勇鹏，王建格，周  婵，杜  丽. 
过表达香樟 CcCBFb 的烟草非生物胁迫抗性增强. 
园艺学报，2017，44 (7)：1397–1404.                                                                                  1403 

 

值，同时也为香樟的抗寒分子育种奠定了研究基础。 

当植物受低温胁迫时，常通过有机渗透物质的积累来对细胞进行保护，如脯氨酸和可溶性糖均

是细胞平衡渗透压的有效调节剂（Koster & Lynch，1992；Wanner & Junttila，1999；Yang et al.，2011；

Zhou et al.，2012）。丙二醛（MDA）作为膜脂过氧化的重要产物之一，是衡量膜损伤程度的一个重

要指标，同时也可作为评价植株抗逆性的标准（Mohammadi et al.，2013）。植株显示出较低的 MDA

含量，表明膜脂分解少，具有较强的抗性（Gupta et al.，2014）。本研究中转基因烟草在低温胁迫期

间脯氨酸和可溶性糖含量均高于野生型，这说明其可能通过增加细胞中的保护物质来抵抗寒冷。另

外转基因烟草中 MDA 的含量均低于野生型，表明其细胞膜的受损程度降低，其抗寒性相应提高。 

在本研究中观察到不同转基因无性系烟草抵御低温胁迫的能力不同，这显然与 CcCBFb 在植株

中表达量不同有关。 
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