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利用基因枪法将 !"#$%! 基因导入敏盐小麦成熟胚愈伤组织提高其耐盐

性的研究
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摘 要 以 3+1&=7（3*#/#0)7 +&%/#)7 > ( 1,20(1%$ &2$/"+&% =#$+&% 7）基因的 -;)9 的碱基序列为基础，设计特异引物由小麦耐盐突

变体 /OQ="#@K[ 基因组 ;)9 进行扩增后，得到来自于基因组的 3+1&=7 基因。采用基因枪法，利用携带该基因的双元表达载体

:Y\7!7@FBE7 转化敏盐小麦 OQ="#@$K 和中国春的成熟胚愈伤组织，经 ]+G+<?-1G 和 "^8_)+J’ 筛选获得耐盐愈伤组织。这些被

转化的愈伤组织表现出较高的耐盐性，并且能够在含盐培养基上进一步分化出根和芽。
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蛋白激酶是植物信号转导通路中的重要分子，

参与了植物生长发育的许多过程［7，!］。大量研究表

明蛋白激酶广泛参与了植物对干旱、盐胁迫、9Y9
诱导及光诱导等的应答反应，主要负责应激蛋白的

蛋白磷酸化过程，而蛋白磷酸化是生物体中普遍存

在的一种调节机制［$@=］。我室采用 -;)9@9IbP 技

术，从小麦耐盐突变体 /OQ="#@K[ 盐胁迫下的 -;)9
中获 得 了 糖 原 合 成 酶 激 酶 基 因 3+1&=7（ 3*#/#0)7
+&%/#)7 > ( 1,20(1%$ &2$/"+&% =#$+&% 7）［Q，[］，该蛋白属于

H0,c>., 家族类蛋白激酶［Q］，这一基因已被 Z0GY+GE
接受（9I8!8"Q#）。H0,c>., 类蛋白激酶是一个很大

的家族，其参与许多抗逆信号传导，例如：在盐胁迫



信号传导中参与渗透胁迫的 !"#$ 级联途径中的三

个主要成分都是 %&’()*’ 类蛋白激酶；最近 +*, -$ 提

出的 %.% 信号通路中的 %.% / 也是一类 %&’()*’ 类

蛋白 激 酶［01］。前 文 报 道，我 们 已 将 该 基 因 导 入

! 2 "#$%，使之耐盐性明显提高［00］。但在植物对盐的

耐受方面其作用如何尚需研究。

本文 报 道 了 我 们 利 用 从 小 麦 耐 盐 突 变 体

34561789: 基因组中克隆到的糖原合成酶激酶基因

———&’()*0，构建了真核双元表达载体 ;<=0/08>?@0，

而后用基因枪法转化敏盐小麦成熟胚愈伤组织提高

其耐盐性的试验结果。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 植物材料：小麦耐盐突变体 34561789: 和敏

盐小麦材料 456178A9 由本室提供；中国春由中国农

科院品种资源研究中心提供。

!"!"# 菌种和质粒：大肠杆菌 B4 C!为本室保存；

&’()*0 克 隆 载 体 ;B8)/A 由 本 室 构 建；双 元 载 体

;<=0/0 由本院细胞室馈赠。

!"# 方法

!"#"! 小麦基因组 BD" 的提取及糖原合成酶激酶

基因（&’()*0）的克隆：按文献［0A，09］小量提取小麦

耐盐突变体 34561789: 基因组 BD"，检测其纯度和

浓度 后 9E 保 存 备 用。根 据 小 麦 耐 盐 突 变 体 34
561789: &’()*0 基因 FBD" 序列［5］设计 #G3 特异引

物，引物序列如下：

引 物 " CH8GI )G)"I" I))II)I)II

)IGI)GG))GG8AH（含 J+’"位点）；

引 物 # CH8GI GGGIII IIIIIGG)GI

")GG")I""G8AH（含 %,’"位点）

以小麦耐盐突变体 34561789: 基因组 BD" 为

模板，按照常规反应体系利用 #K, 酶和特异引物进

行扩增。#G3 程序为：:9E预变性 CLMN，然后［:9E
A1?，71E 0LMN，6/E 0LMNA1?］O AC 个循环后，6/E
保温 01LMN。克隆、测序。测序工作由上海博亚生

物技术有限公司进行。

!"#"# ;<=0/08>?@0 双元表达载体的构建：对已测序

质粒进行 J+’"(%,’"双酶切，回收 &’()*0 基因，

并采用 )9 BD" PM>Q?& 将其与 J+’"(%,’"双酶切

的双元表达载体 ;<=0/0 作定向连接，筛选出双元表

达载体 ;<=0/08 >?@0（图 0）。

!"#"$ 愈伤组织的诱导与继代：分别取敏盐小麦

图 0 重组质粒 ;<=0/08>?@0 的物理图谱

RM>20 #*S?MF? LQ; TK ’&FTLUMNQNV W&FVT’ ;<=0/08>?@0

456178A9 和中国春的种子，按文献［09］提供的方法，

于超净台上用 61X的乙醇浸泡 CLMN，再用 1Y0X的

4>GZ/ 消毒 01LMN，无菌水冲洗 A [ 9 次，然后盛于无

菌烧杯中，无菌水浸泡过夜。次日于超净台上剥离

胚，盾片朝上置于愈伤组织诱导培养基上（!% \
/Y98B /L>(P（单位下同）\ 蔗糖 AY1X \ 78<"1YC \
琼脂 1Y6X，;4CY5）。/CE 暗培养，诱导愈伤组织。

接种 6 [ 01] 后，将愈伤组织转接到继代培养基（!%
\ 水解乳蛋白 A11 \ P8谷氨酰胺 C11 \ 酵母浸出膏

0111 \ /Y98B 0Y1 \ $) 1Y/ \ #^# 1Y10 \ 蔗糖 AY1X
\ 活性炭 1Y/CX \ 琼脂 1Y6X ;4CY5）上。

!"#"% 质粒的提取、纯化和基因枪轰击转化：本试

验所构建的 ;<=0/08>?@0 质粒携带一个由 AC% 启动

子控制下的 (-) 基因和具有 $QNQLSFMN 抗性的 ./&8
#基因。质粒保存于 ! 2 "#$% B4C!中，采用上海生

物工程技术服务有限公司生产的 _D=‘8/11 柱式质

粒大量抽提试剂盒对质粒 BD" 进行提取和纯化。

轰击前，选取继代 A [ 9 次处于对数生长期的粒

状致密的愈伤组织分割成约 /LL 大小，然后转移到

高渗 培 养 基"（!% \ 山 梨 醇 1Y/LTZ(P \ 甘 露 醇

1Y/LTZ(P \ 蔗糖 AY1X \ 琼脂 1Y6X ;4CY5）上进行

渗透处理 9*，其间按文献［0/］的方法制备好 BD" 的

浓度为 0$>($P 微弹，利用 <=.83"B 公司生产的气动

式 基 因 枪 <MTZM?ZMF #B%80111(4& #Q’VMFZ& B&ZMW&’S
%S?V&L，按照说明书介绍的方法，在样品室真空度达

5C 以上，样品室高度为 7FL 的条件下对处理材料进

行轰击，每皿轰击 0 次，轰击后的材料再转入高渗培

养基，暗培养 / ]（条件同前）。

!"#"& 愈伤的筛选与分化：上述材料培养 / ] 后转

接于筛选培养基"（!% \ P8谷氨酰胺 /11 \ $NQ C1 \
羧苄青霉素 C11 \ /Y98B 0Y1 \ $) 1Y/ \ D"" 1Y1C \

/0/ 01%23)3 4#-52’$ #6 7%#83"12#$#(9 生物工程学报 /117，̂ TZY//，DTY/



蔗糖 !"#$ % 琼脂 #"&$ ’()"*），在 +),光照下培

养 -) . +#/ 后弃掉褐化的愈伤组织块，将生长旺盛

的转 入 筛 选 培 养 基 !，（ 将 筛 选 培 养 基 0 的

123245673 浓度改为 +)489: 并添加 #"+)$ 的活性

炭，以防愈伤组织褐化）。为了减少高浓度抗生素对

抗性愈伤生长的不利影响，在初筛后逐渐降低培养

基中的 123245673 浓度，使之由 )#!+)!-)。继代 +
. ! 次后产生的抗性愈伤组织，转入含盐分化培养

基（-9+ ;< % :( )## % :=谷氨酰胺 +## % >2?@ #")$
% 132-) % 羧苄青霉素 )## % 1A #"+ % >BB +"# % 蔗

糖 !"#$ % 活性炭 #")$ % 琼脂 #"&$ ’()"*），对抗

性愈伤进行耐盐性鉴定。

!"# 分子检测

愈伤组织基因组 C>B 的提取参照王关林等［-!］

的方法进行。D?E 扩增体系为 +#":，扩增程序为：

FG,预变性 !473，［FG, -)H，I#, !#H，&+, -473］J
!# 个循环后，&+,保温 -#473；根据质粒中 !"#=!
基因序列设计引物如下（其扩增片段约为 )##K’）：

上游引物：)L=MMAM???AMBBAMBB?AM= !L；下游

引物：)L=ABM??BB?M?ABAMA??A= !L。反应结束后，

扩增产物在 -$琼脂糖凝胶上电泳，观察结果。

$ 结果与分析

$"! 小麦 !"#$%! 基因的扩增、克隆和测序

以小麦耐盐突变体 E(*&#I=GF 基因组 C>B 为

模板，经特异引物 D?E 扩增，扩增产物在 -$琼脂糖

凝胶上电泳检测，结果表明 -")GNK 处有一特异扩增

条带，与已获得的小麦糖原合成酶激酶基因的全长

6C>B 大小相似。将其回收、连接到 ’MO;=A 载体上

转化后得到重组子。经 D?E 扩增鉴定后，得到阳性

克隆 ’GF=!，并由上海博亚公司进行测序鉴定。测序

结果表明，我们所克隆的 -")GNK 片段的序列与盐胁

迫下从小麦耐盐突变体 E(*&#I=GF 中得到的 #$%&’-
基因 的 全 长 6C>B［*］的 序 列 完 全 一 致，说 明 这 一

#$%&’- 基因不含内含子。推测这一 #$%&’- 可能是

进化上比较保守的看家基因，在植物的生命活动中

有重要的功能。又因为 #$%&’- 是从小麦盐胁迫状

态下分离出的基因，而且是 <PQ9ARQ 类蛋白激酶，所

以该基因编码的蛋白极有可能是耐盐信号传导途径

中的一个重要酶分子。

$"$ 双元表达载体的构建及鉴定

用 S($#9<)$#将 #$%&’- 基因和双元表达载

体 ’T0-+- 分别进行双酶切，对酶切片段进行回收后

作定向连接，使 #$%&’- 基因插入 ’T0-+- 质粒，并且

与 !"#=!基因紧密连锁，经筛选得到阳性白斑，命

名为 ’T0-+-=8HN-。该质粒的物理图谱如图 - 所示。

对转化子 ’T0-+-=8HN- 进行 S($#9<)$#双酶切鉴

定，结果表明 ’T0-+-=8HN- 重组质粒中含有 #$%&’-
基因。

$"# 转基因愈伤组织的分子鉴定

UV 等和 ?RQ7HWXV 认为基因枪转化实验中，报告

基因与目的基因很难分离，其遗传方式是共分离

的［-)"，-I］，也就是说，我们可以通过检验报告基因来

检测目的基因的存在。同时考虑到受体愈伤组织基

因组 C>B 含有 M<1，故我们选择通过检测报告基因

说明与之紧密连锁的外源基因的存在。为了进一步

验证 ’T0-+-= 8HN- 是否转化成功，所以，我们设计引

物对与 #$%&’- 紧密连锁的 >DA Y !基因片段（约

)##K’）进行 D?E 鉴定。随机选取部分抗性愈伤组

织，提取其基因组 C>B 做模板，进行 D?E 扩增，结果

多数扩增出 !"# Y!基因片段（图 +），说明外源基

因 #$%&’- 在所选愈伤组织中转化成功，已经整合。

图 + 愈伤组织基因组 C>B D?E 电泳结果

Z78[+ D?E 232@5H7H X\ 62@@VH ]7WR >DA=! 8P3P
;：+##K’ C>B @2/PQ；-，I：’XH7W7^P 6X3WQX@ X\ ’@2H47/ ’T0-+-；+：23

PH62’P QP26W7X3；!：’XH7W7^P 6X3WQX@ X\ 62@@VH WQ23H\XQ4P/ ’T0-+-；G：

’XH7W7^P 62@@VH WQ23H\XQ4P/ ’T0-+-=8HN-；)：WRP 3P82W7^P 6X3WQX@ 62@@VH[

$"% 转基因愈伤组织的筛选及耐盐鉴定

将敏盐材料———(*&#I=!G 的 -I+ 块愈伤组织，

利用基因枪转化后转接于筛选培养基#和!上继续

培养，统计结果表明，褐化死亡率为 !I"G$，存活率

为 I!"I$，再将 132 筛选后存活的 -#! 块转基因愈

伤组织转接到含 #")$ >2?@ 的分化培养基上，进行

抗性筛选，+#/ 后，有 -! 块分化出了根和芽（图 !B），

分化率达 -+"I$；而未经转化的对照愈伤组织在含

盐分化培养基上的存活率平均为 I"!$，大部分褐

化死亡（图 !T），而且存活愈伤组织不能继续分化。

这一结果表明，受体转基因后的耐盐性有了明显的

提高，显然是 #$%&’- 基因导入的结果。初步说明

#$%&’- 基因与小麦的耐盐性有密切关系，该基因的

超表达可以提高小麦的耐盐性。

文献报道，多种胞外刺激如光照、冷、热、盐胁

迫、伤害等，在胞内的信号传递过程中均涉及到蛋白

激酶的作用［-&，-*，-F］，它增强了植物体对逆境的适应

!-+徐 涛等：利用基因枪法将 #$%&’- 基因导入敏盐小麦成熟胚愈伤组织提高其耐盐性的研究



图 ! 愈伤组织在含盐培养基上的筛选和分化

"#$%! &’( )*+((, -,. .#//#+(,0#-0#1, 1/ *-223) 1, 0’( .#//(+(,0#-0( 4(.#34 *1,0-#,#,$ 5678 )-20 %
9：&’( 0+-,)$(,#* *-223)；:：&’( ,($-0#;( *1,0+12 *-223)%

能力。本研究通过构建双元表达载体 <:=>?>@$)A>，

并转化受体敏盐小麦 BCD5E@!F 和中国春，初步证实

了我们从小麦耐盐突变体分离到的糖原合成酶激酶

!"#$%> 基因可以提高愈伤组织的耐盐性，但其作用

机理仍需进一步研究。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ > ］ G1,$ HI（巩学千），J’(, KL（陈受宜）% M+10(#, A#,-)(：- /-)0

.(;(21<<#,$ /#(2. % &’(#’)$$ *+ ,*(-)./+(0(#1（生物工程进展），

>NNE，’(（>）：>> O >F
［ ? ］ P)-4# K，:-,,1 Q，=01 L )- "0 % J300#,$ -*0#;-0() - FE A#21.-201,

<+10(#, A#,-)( #, <2-,0)% &’( 2-0 3.". 4.* 543，>NN7，)*：CEE5 O

CEEF
［ ! ］ L-,$ BI（杨 洪 强），R#- SK（贾 文 锁），T’-,$ UM（张 大 鹏）%

V//(*0) 1/ W-0(+ 21)#,$ 1, 9:9 *1,0(,0 -,. -*0#;#0X 1/ <+10(#, A#,-)(

#, -<<2( ,(W +110)% 3.-" 6(’-*.70-7’") 4*+*."（园艺学报），?555，

*+（?）：DN O CF
［ F ］ Y#-,$ HV（梁 小 娥），T’-,$ UM（张 大 鹏），R#- SK（贾 文 锁）%

9,-2X)#) 1/ <+10(#, A#,-)( *’-+-*0(+#)0#*) #, .(;(21<#,$ -<<2( -,.

$+-<( /+3#0)% &/1-(8/1$*(0(#*."（植 物 生 理 学 通 报），?555，*(
（!）：?7D O ?E?

［ 7 ］ L-,$ BI（杨 洪 强），Y#-,$ HV（梁 小 娥）% M+10(#, A#,-)( -,.

(,;#+1,4(,0-2 )0+()) )#$,-2#,$ *-)*-.() #, <2-,0)% 9(::7+*."-*(+ (;

&0"+- &/1$*(0(#1（植物生理学通讯），?55>，,+（!）：>C7 O >N>
［ E ］ R#-,4#,$ Y#， ZX13,$ B(( Q-4% [($32-0#1, 1/ \+-))#,10(+1#.

)#$,-2#,$ \X - GKZ!]KB9GGL@Y#A( A#,-)(% 4.*)+.)，?55?，*)-：

>?ND O >!5>
［ D ］ B-# YM，ZX(1,$ &M，R(1,$ BY )- "0 % =, ’W-, B% -, 9+-\#.1<)#)

GKZ@!])’-,$$X@2#A( $(,( 0’-0 *14<2(4(,0) X(-+)0 )-20 )0+())@

)(,)#0#;( 430-,0) #, #,.3*(. \X Q-J2 -,. -\)*#)#* -*#.% &0"+-

&/1$*(0，>NNN，’’)：>7?D O >7!5
［ C ］ J’(, GM，̂ - SK，B3-,$ TR )- "0 % =)12-0#1, -,. *’-+-*0(+#_-0#1, 1/

!"#$%> #,;12;(. #, W’(-0 )-20 012(+-,*(% &0"+- 4.*)+.)，?55!，’(-：

>!EN O >!D7
［ N ］ ^- SK，J’(, GM，K’(, LT )- "0 % =)12-0#1, -,. *’-+-*0(+#_-0#1, 1/

0’( W’(-0 *UQ9 /+-$4(,0) #,;12;(. #, )-20 )0+(()% 3#’*.70-7’"0

4.*)+.)$ *+ 9/*+"，?55F，,（!）：>D! O >DD
［>5］ T’3 RZ% G(,(0#* -,-2X)#) 1/ <2-,0 )-20 012(+-,*( 3)#,$ -+-\#.1<)#)%

&0"+- &/1$*(0，?555，’*.：NF> O NFC
［>>］ H3 &（徐 涛），̂ - SK（马 闻 师），K’(, LT（沈 银 柱） )- "0 %

J1,)0+3*0#1, 1/ &+#0#*34 -()0#34 Y% G2X*1$(, )X,0’-)( A#,-)(
（&-GKZ>）(‘<+())#1, ;(*01+ -,. #0) <+1A-+X10#* (‘<+())#1,% 4.*)+-*"

3#’*.70-7’" 4*+*."（中国农业科学），?55F，,+（>>）：>7N! O >7ND
［>?］ K-4\+11A R，"+#0)*’ V"，̂ -,#-0#) &% ^12(*32-+ *21,#,$ - 2-\1+-0#+X

4-,3-2 ?,.% :(#a#,$：K*#(,*( M+())，>NN!
［>!］ S-,$ GY（ 王 关 林 ），"-,$ BR（ 方 宏 筠 ）% &’( &’(1+X -,.

&(*’,121$X 1/ M2-,0 G(,( V,$,((+#,$，:(#a#,$：K*#(,*( M+())，

>NNC，<<%C? O >>5
［>F］ K’(, LT（沈银柱），Y#3 TL（刘植义），B3-,$ TR（黄占景）)- "0 %

9 )03.X 1/ 0’( )-20@+()#)0-,0 ;-+#-0#1, 1/ #,.3*#,$ 4-03+(. (4\+X1’)

*-223) -,. +($(,(+-0(. <2-,0) #, W’(-0 % 3.-" <)+)-*." 4*+*."（遗传

学报），>NN!，*/（!）：?7! O ?E>
［>7］ I3 [，U( Z1*’A1 9，T’-,$ Y )- "0 % 9,-2X)#) 1/ - 2-+$( ,34\(+ 1/

#,.(<(,.(,0 0+-,)$(,#* +#*( <2-,0) <+1.3*(. \X 0’( \#12#)0#* 4(0’1.%

=+ >*-’( 9)00 ?)@ ,*(0，>NNE，,*：?!! O ?F5
［>E］ J’+#)013 M% [#*( 0+-,)/1+4-0#1,：\14\-+.4(,0 % &0"+- A(0 ,*(0，

>NND，,-：>ND O ?55
［>D］ ^#_1$3*’# &， =*’#43+- Z， K’#,1_-A# Z% V,;#+1,4(,0-2 )0+())

+()<1,)( #, <2-,0)：+12( 1/ 4#01$(, -*0#;-0(. <+10(#, A#,-)()% !’)+B$

,*(-)./，>NND，’-：>7 O >N
［>C］ R1,-A J，Z#($(+2 K，Y#$0(+#,A S )- "0 % K0+()) )#,$2#,$ #, <2-,0)：

-4#01$(, -*0#;-0(. <+10(#, A#,-)() <-0’W-X #) -*0#;-0(. \X *12. -,.

.+13$’0 % &’( 2-0 3.". 4.* 543，>NNE，),：>>?DF O >>?DN
［>N］ :1$+( Y，Y#$0(+#,A S，B(\(+2( :1+) V )- "0 % ^(*’-,1 )(,)1+) #,

<2-,0)% 2"-7’)，>NNE，,0,：FCN O FN5

F>? 9/*+)$) C(7’+"0 (; ,*(-)./+(0(#1 生物工程学报 ?55E，b126??，Q16?




