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摘 要 通过农杆菌介导法将拟南芥液泡膜 *,P _XP 反向转运蛋白基因 >/:?=#转入荞麦中，在 !@$F8_N <R[7、$@#F8_N ‘77、
#F8_N MA、;$F8_N卡那霉素和 ;$$F8_N头孢霉素的aG培养基上进行选择培养，从来源于 Q<K块外植体的 "<块抗性愈伤组织中
共获得 K!<棵再生植株（转化频率为 K@#%b）。经 JO1、G’.:B2/-印迹分析、1ARJO1和 *’/:B2/-检测，初步证实 >/:?=#基因已整
合至荞麦基因组中。用 !$$FF’(_N的盐水对转基因植株和对照植株进行胁迫处理 <周，转基因植株能够生存，而对照植株死
亡。用不同浓度的 *,O(溶液处理转基因植株和对照植株，发现 *,P 及脯氨酸含量在转基因植株中的积累水平显著高于对照

植株，而 MP的含量在转基因植株中的积累水平低于对照植株。次生代谢产物黄酮类化合物芦丁在转基因植株根、茎和叶片

中的含量也比对照植株明显要高。这些结果表明利用基因工程手段提高作物的耐盐性是可行的。
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土壤盐分是制约作物产量的主要因素，它可使

作物尤其是灌溉农业的作物减产。土壤盐分过高还

可造成盐碱地，限制土壤的利用。目前，世界上大约

!$b的耕种土地和接近一半的灌溉土地都遭到了盐



胁迫的危害［!］。我国有近 "#$ % !&$’(" 的盐碱化土

地，主要分布在新疆、甘肃等西北干旱、半干旱地区。

随着分子遗传学和植物转基因技术的快速发展，采

用生物技术提高作物的耐盐性，使作物在盐胁迫环

境中能够正常生长并提高产量，正受到越来越多的

关注并取得了一定的成果。提高作物耐盐性的方法

有很多，如改造生物合成途径，在作物体内表达耐盐

相关基因或改变基因对胁迫的反应特性等［"，)］。

*+, -.,反向转运蛋白普遍存在于盐生植物和

耐盐甜土植物的质膜及液泡膜上，它利用质膜上的

/型 ., 012/+34或液泡膜上的 5型 ., 012/+34和 5
型 ., 0//+34建立的跨膜质子梯度作为驱动力，驱动
*+,运出细胞或转移进液泡。植物不同器官的

*+, -.,反向转运蛋白对盐胁迫的响应具有不同的

特征，而且其活性的变化与各器官液泡膜质子泵活

性的变化及 *+, 离子积累相一致［6，7］。从拟南芥中

分离出的 !"#$%!基因编码一种液泡膜 *+, -., 反

向转运蛋白，在转基因拟南芥和转基因番茄中过量

表达 !"#$%!，大量的运输蛋白即在液泡膜中积累，
能够极大地提高这两种植物的耐盐性［8 9 :］。将钠离

子区隔化至液泡中以后，不仅可减小其细胞毒

性［!&，!!］，还可作为有效的渗透调节剂。植物细胞生

长主要由液泡体积的膨胀进行调控，钠离子和氯离

子的区隔化不仅有利于渗透调节，对细胞发育也是

必需的。

荞麦是蓼科（&’()*’+,-.,.）、荞麦属（/,*’0)123）
的双子叶植物，主要栽培种有甜荞（ / ; .4-2(.+"23
<=4>?’，也叫普通荞麦）和苦荞（/ ; ",1",15-23（@;）
A+4BC’，也叫鞑靼荞麦）两种。荞麦是一种营养丰富
的杂粮，同时具有药用和食用价值。其籽粒富含高

生物效价蛋白质、维生素、矿质元素等，更重要的是

含有极为丰富的生物活性成分———黄酮类化合物，

是膳食黄酮的主要来源，这是其它谷类粮食所不具

有的。荞麦中黄酮的主要成分是芦丁，约占其总黄

酮的 D&E。药理和化学成分研究表明荞麦中的类
黄酮物质芦丁可以预防和治疗高血压、风湿性关节

炎、糖尿病等，尤其对高血压等心血管疾病具有良好

的治疗效果［!"］。

荞麦在我国的分布较广，但种植区相对集中，华

北、西北、东北地区以种植甜荞为主，西南地区的四

川、云南、贵州等省以种植苦荞为主［!)］。这些地区

都比较干旱，而荞麦又不是一种盐生植物，因此通过

基因工程手段提高荞麦的耐盐能力具有明显的应用

价值。目前国内外由根癌农杆菌介导的荞麦遗传转

化体系至今未见报道，本文试图通过根癌农杆菌介

导法将 !"#$%! 基因转入荞麦中，以建立有效的荞
麦转化体系和增强荞麦的抗逆性；同时研究了外源

基因的转化对荞麦芦丁含量的影响，为进一步的遗

传操作打下了坚实的基础。

! 材料和方法

!"! 实验材料
所用普通荞麦品种为平荞 "号，由甘肃省平凉

市农科所提供。选取籽粒饱满的成熟种子，剥去种

皮，在 $7E乙醇溶液中浸 673，用 &#!E .FGH" 溶液

表面消毒 !"(I>，再用无菌蒸馏水洗涤 6 J 7 次，每
次 7(I> 左右。将灭菌后的种子接种到附加 )&E蔗
糖、&#$7E琼脂粉的无激素 <K固体培养基上，每日
光照 !8’，光照强度 "&&&HL，培养温度 "7 M "N。
!"# 菌株、质粒
大肠杆菌 O<!&:、农杆菌 @P166&6 为本实验室

保存，其中农杆菌 @P166&6携带一 2I辅助质粒，具
有链霉素和利福平抗性。质粒 Q.RS! 由中科院上
海植物生理研究所张红霞博士提供，包含有 !"#$%!
基因和选择标记基因 +0"!，该质粒经 QPT!"! 改造
而成。!"#$%!基因上游为 )7K启动子，下游为 *UK
终止子。用 G+GH" 法将 !"#$%! 基因转化至大肠杆

菌菌株 O<!&:中，经限制性酶切、/GV扩增和 W*1
测序鉴定后，再经冻融法将双元表达载体 Q.RS!导
入农杆菌 @P166&6中，酶切和 /GV鉴定后将阳性重
组子用 !7E的甘油保存在 9 $&N冰箱中。W*1 测
序由大连宝生物公司完成。

!"$ 植株再生与转化
分别取生长 7 J !7X的荞麦无菌苗，将其子叶和

下胚轴切成 7 J !&(( 的小段，放在 "#&(F-@ "，60W
和 !#&(F-@ 80P1 的 <K 培养基上预培养 &、!、"、)或
6X。<K 培养基含有 )E（6 -7）蔗糖、8&&(F-@水解
酪蛋白、)&&(F-@酵母提取物、&#$7E琼脂，Q.值 7#D
J 8#"，培养温度 "7 M "N，光照强度 "7&&HL。挑取
抗性农杆菌单菌落接种到附加 !&&(F-@ 链霉素、
7&(F-@卡那霉素的 7(@ YZP（蛋白胨 7F-@，酵母浸
膏 !F-@，蔗糖 7F-@，<FKU6 &#6:)F-@，琼脂 !#7E，

Q.$#&）液体培养基中，"DN条件下、"7&B-(I>振荡培
养（过夜）至对数生长期 898&&>(!&#7，然后取 !(@ J

"(@菌液转到 !&&(@ 含有 "&&"(=H-@ 乙酰丁香酮
（1K）的 YZP 液体培养基中继续培养 $ J D’，直到
89 为 &#7 J &#D。!"&&&B-(I>离心 !(I> 后，用 11<

"7 :;5+.4. <’21+,( ’= >5’".-;+’(’*) 生物工程学报 "&&$，5=H#")，*=#!



（!" # $%蔗糖 # &’’!()*+, -"，./ 01&）液体培养基
悬浮细菌，并把 !"2’’3(值调到 ’10 4 51’。将经过预
培养的子叶和下胚轴两种外植体浸在制备好的菌液

中，黑暗条件下侵染 6 4 $’(73。用无菌滤纸吸取多
余的菌液，转到原来的培养基（与预培养基相同）上

共培养 5、&、$或 89。再用无菌水冲洗 8 4 0次以洗
去外植体上残余的菌液，然后转到 !" 选择培养基
上（附加有 0’’(:+, ;<=，0’(:+,筛选剂 >?(，&1’(:+,
2@A-，51’(:+, >B，’15(:+, C--），每 &周转接 5次，
D周后产生不定芽。将不定芽转接到附加 51’(:+,
CA-和 ’10(:+, E-- 的 5+&!"培养基上生根。
!"# $%对荞麦转化的影响
在研究 -"对荞麦转化影响的过程中，参照 FG

等的研究方法［58］设计了三种方案：-H 整个转化过
程中都不加 -"；AH 细菌培养时加 -"；;H 预培养、细
菌培养和共培养时都加入 -"。采用的 -" 浓度为
&’’!()*+,。转化过程同 51$。D 周后统计 $ 种情况
下不定芽的数目。

!"& ’()分析
参照《分子生物学实验指导》植物总 IE-的提

取方法［50］提取荞麦叶片的总 IE-。用 JK7(<K01’根
据 E;AC L<3A?3M -N5’2$&8 序列设计一对 #$%&’"
基因引物，由大连 B?>?O? 公司合成。上游引物
#$%&’"序列为 -;B;-;;B---;;-;L--L;。下游
引物 #$%&’#序列为 ;-L-;;-;;---B;-;--;;，
两引物之间的距离为 00P Q.（ #$%&’5 基因序列的
2’5@550PQ.）。用这对引物对 D’株转化植株的 IE-
进行 J;O扩增。

J;O的反应体积为 &’!,，含荞麦基因组 IE-
5’’3:，9EBJ 5’’!()*+,，上 游、下 游 引 物 浓 度
5!()*+,，B?R IE- 聚合酶 &10G。反应参数为：P0S
预变性 0(73，P0S变性 8’T，0$S退火 $’T，D&S延伸
80T，$0个循环；D&S延伸 5’(73。B?R酶、9EBJ，5’ U
J;O QG==<K 均购自大连 B?>?O? 公司。扩增产物经
5%琼脂糖凝胶电泳后用凝胶成像系统照相。
!"* %+,-./01印迹检测
!"*"! 探针的制备：以质粒 ./VW5 为模板扩增
#$%&’5基因片段，反应体系和反应条件同上。使用
IE-纯化试剂盒中的标准程序回收目的基因片段
作为探针。回收的 J;O产物采用地高辛进行标记，
探针制备过程参照 ICL /7:X JK7(< IE- ,?Q<*73: ?39
I<Y<ZY7)3 "Y?KY<K >7Y#（购自德国 O)ZX<公司）的标准
程序进行。

!"*"2 再生植株的 ")GYX<K3杂交检测：分别用限制

性内切酶 ()*O"、()*O"和 +,$"双酶切转基因植
株 IE-（+,$"在该基因内部 868Q. 处有一酶切位
点，用这两种酶酶切是为了确定杂交条带的大小），

并用 ()*O"单酶切对照植株基因组 IE-，经 5%琼
脂糖凝胶 $’[ 电泳 5& 4 58X，碱变性并中和后将
IE- 转移至带正电荷的尼龙膜上。杂交温度 8&S，
杂交、洗膜和检测程序全部按地高辛标记试剂盒的

说明进行。

!"3 )45’()检测及 6+0-./01 印迹分析
!"3"! OB@J;O：为了检测转化到荞麦中的 #$%&’5
基因是否表达，本实验进行了 OB@J;O 检测。由于
荞麦这种植物比较特殊，用 BK7\)* 试剂盒或植物总
OE-提取试剂盒提取的效果并不是很好，OE-几乎
全部降解。本实验采用的是李玉英等的 "I" @ 异丙
醇方法［52］，并稍作修改。OE- 提取过程中所用的所
有溶液除含 BK7T外，均用 ’15% I]J;水溶液处理并
高压灭菌；含 BK7T的溶液用经高压灭菌的 I]J;水
配制并灭菌。由于荞麦中淀粉含量较高，提取之前

最好先进行黑暗处理。

反转录试剂盒购自 N<K(<3Y?T公司。第一链的
反转录过程参照试剂盒说明书进行。再以反转录得

到的 ZIE-作为模板，利用 J;O时所设计的 #$%&’5
引物进行 OB@J;O，反应条件相同。扩增产物经 5 %
琼脂糖凝胶电泳后，用凝胶成像系统照相。

!"3"2 E)KYX<K3印迹分析：取适量的样品 OE-（以保
证各种样品的 OE-含量相同为宜），并与 & 倍体积
的加样缓冲液混合，20S水浴 50(73，立即冰浴
&(73，上样，在 51&%甲醛变性胶中电泳至溴酚蓝染
料泳动至凝胶长度的 &+$。用 I]J;处理水淋洗凝
胶数次，以除去甲醛。以下同 ")GYX<K3杂交。
!"7 不同再生植株中 689、:9及脯氨酸含量的测定

将转基因植株（非同一转基因植株系）、未转基

因植 株 分 别 用 ’(()*+,、0’(()*+,、5’’(()*+,、
&’’(()*+,的 E?;*溶液胁迫。经过 $天的盐胁迫处
理，再参照 -.T<［2］建立的方法，用原子吸收光谱仪
（"^,--O !2，型号：COC" -9_?3Y?:< C;J，美国热电公
司生产 ）测定钠离子和钾离子含量。脯氨酸含量的

测定参照 A?Y<T（5PD$）［5D］的方法。脯氨酸含量（!()*+
:NF）‘［（标准曲线上查得脯氨酸的微克数 U样品
提取液总体积）+（测定时所吸取的体积 U脯氨酸的
分子量 U样品鲜重克数）］U 5’’。
!"; 不同再生植株中次生代谢物质芦丁（0,-<1）含
量的变化

!";"! 仪器、材料与试剂：F?Y<KT&2P0@&PP2型高效液

$0陈利红等：#$%&’5基因对荞麦的遗传转化及抗盐再生植株的获得



相色谱仪，色谱柱（!"##$%&" ’() *!#，+,-!(*. ##）均
为美国/0%$&1公司产品。芦丁标准品为本实验室保
存（.2 年 + 月 * 号制备），经 345’ 测定含量大于
-)6。甲醇为 345’专用，水为石英亚沸蒸馏水并用
78998:;*.超纯水仪处理，其它试剂均为分析纯。
!"#"$ 样品的处理：取不同再生植株的根、茎和叶，
在 *.<烘箱中放置过夜，以使其充分干燥。用研钵
将样品研磨成细粉状，称取 .,*= 待测样品溶解在
(.#5甲醇中，然后用超声波（功率 >*./，频率
>*?3@）在 *.<超声处理 (A，冷却后再称其重量，并
用甲醇补足减少的重量。在 (+...= 高速离心
(.#8B，用 .,*!#的微孔膜过滤上清，吸取 (#5放在

CDD$BEF&G管中，然后进行 345’分析。

$ 结果与分析

$"! 质粒酶切和 %&’检测
将经测序的 !"#$%(基因序列与 H’IJ K$BI0B?

中的拟南芥 !"#$%( 序列进行比对，发现核苷酸序
列完全相同，证实该基因确实是 !"#$%( 基因。然
后再分别从克隆有 D3LM( 质粒的大肠杆菌和农杆
菌单菌落扩增的菌体中提取质粒 NHO，根据 D3LM(
图谱上的限制性内切酶的酶切位点进行酶切分析

（见图 (）。本实验用 &’(3"进行单酶切（见图 >），
并对所提质粒进行了 4’P鉴定（见图 +）。

图 ( 表达质粒 D3LM(的示意图
Q8=R( CSD&$118FB D901#8E D3LM(

图 > 质粒 D3LM( &’(3"酶切鉴定
Q8=R> &’(3"E8=$1%8FB FG D3LM(

7：NHO #0&?$&；(：D3LM( G&F# !)*+,’-".*/0( "0(.1’-/.23；>：D3LM(

8B 4 R -+5/ R

图 + 质粒 D3LM(的 4’P检测
Q8=R+ 4’P E$%$T%8FB FG D3LM(

7：#0&?$&；’U：TFB%&F9；(：D3LM( 8B 4 R -+5/；> V +：D3LM( 8B
!)*+,’-".*/0( "0(.1’-/.23 R

$"$ 预培养时间、外植体类型对转化频率的影响
预培养时间不同、外植体类型不同，转化效率

也存在差异（见图 W）。外植体经一定时间的预培
养，在适当生长素和细胞分裂素的作用下调整细胞

处于良好的感受状态，使 NHO 的合成处于高峰时
期，有利于根癌农杆菌 X:NHO的成功整合。本工作
根据激素对荞麦下胚轴外植体启动细胞分裂的效

果，选择附加 >,.#=Y5 >，W:N和 (,.#=Y5 2:IO的 7!
固体培养基对外植体进行预培养。实验表明，经 (
V >E预培养的子叶和下胚轴外植体比对照的转化
率高，且预培养 >E转化频率最高，分别为 2,(6 和
>+,+6。但随着预培养时间的延长，两种外植体的
转化频率反而降低，可能是由于预培养时间过长，外

植体伤口逐渐变得坚硬，不利于农杆菌浸染；而不经

过预培养，外植体生活力低，容易被农杆菌浸染致

死，只有经过合适的预培养，才能使农杆菌转化率达

到最高。但并不是所有的植物都这样，U8#等［()］用
农杆菌浸染 6.*/55’ 1*0".3-.23 时，外植体不经过预培
养要比经过预培养转化率高得多。图 W 结果还表
明，无论是否进行预培养，农杆菌对荞麦下胚轴的

转化频率明显高于对子叶的转化频率。来源于同种

植株的不同外植体，可能由于不同部位组织细胞发

育年龄和生理状态的不同，导致对农杆菌侵染的敏

感性存在差异。

$"( 农杆菌侵染及共培养时间对荞麦转化的影响
除了预培养外，农杆菌浸染的另一个重要条件
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图 ! 预培养时间对荞麦转化频率的影响
"#$%! &’( #)*+,()-( .* /0(-,+1,0( 1#2( .)

103)4*.0231#.) *0(5,()-6 .* 7,-89’(31

图 : 农杆菌浸染时间对荞麦转化频率的影响
"#$%: ;**(-14 .* #)*(-1#.) 1#2( 9#1’ !"#$%&’()#*+,

.) 103)4*.0231#.) *0(5,()-6

是浸染和共培养时间。从图 :中可以看到，农杆菌
浸染 <= > <:2#)时，外植体的转化频率较高，其中子
叶浸染 <=2#)时转化频率最高，而下胚轴浸染 <:2#)
转化频率才达到最高。感染时间只有 ?2#)时，两种
外植体愈伤组织的转化频率都明显要低一些，而将

感染时间延长到 <:2#)以后，可能因为对受体细胞
产生了较严重的伤害，导致这两种外植体的转化频

率逐渐降低。因此农杆菌介导荞麦胚性愈伤组织转

化时，感染时间以 <= > <:2#)较为适宜。
共培养时间对于农杆菌感染也至关重要，不经

过共培养直接转到选择培养基上时，农杆菌没有经

过增殖就会被头孢霉素杀死，因农杆菌细胞数量或

浸染量不足而使转化效率降低；而共培养时间过长，

则由于对植物细胞造成严重伤害，也会导致转化效

率降低。在实验过程中发现当共培养超过 <天时，
农杆菌数量急剧增加，对后面的除菌带来了较大的

麻烦（如头孢霉素用量加大，大多数植物材料被农杆

菌污染掉，造成愈伤组织的转化频率大大降低）。因

此共培养时间的长短也是制约农杆菌浸染效率的一

个重要因素。本实验结果显示（见图 @），采用农杆
菌对荞麦转化过程中以共培养 A > <B较好。

图 @ 共培养时间对荞麦转化频率的影响
"#$%@ ;**(-14 .* -.C-,+1,0( 1#2( .) 103)4*.0231#.) *0(5,()-6

图 D EF加入方式对荞麦转化频率的影响
"#$%D ;**(-14 .* EF 3BB#1#.) 4-’(2( .) 103)4*.0231#.) *0(5,()-6
E：G#1’.,1 EF #) 103)4*.0231#.) /0.-(44；H：EBB#1#.) .* EF #) 1’(

#)-,731#.) 413$( .* 73-1(0#3；I：EF 3BB#1#.) #) /0(-,+1,0(，#)-,731#.) 9#1’

73-1(0#3 3)B 1’( -.C-,+1,0( /0.-(44% J3+,(4 30( 1’( 2(3) K F% L%（) M N）%

!"# $%对荞麦转化的影响
EF不但在对单子叶植物进行农杆菌转化过程

中起着重要的作用［AO］，而且在很多双子叶植物的转

化过程中发现，加入 <==!2.+PQ 的乙酰丁香酮也可
以显著提高农杆菌的转化率［<=，<A，<<］。本实验以

<==!2.+PQ为基础，对 EF的效果作了研究，结果（见
图 D）显示 H方式（细菌培养基中加入 EF）或 I方式
（预培养、细菌培养和共培养过程中均加入 EF）确实
对农杆菌的转化频率有促进作用，但相对于 E方式
（整个转化过程中都不加 EF）提高效率并不显著。
而 EF又比较昂贵，因此对荞麦进行农杆菌转化时，
没有必要加入 EF。
!"& ’()和 %*+,-./0 印迹分析
为了防止分子检测过程中假阳性苗太多，外植

体预培养 A > <B并经农杆菌浸染和共培养后，直接

::陈利红等：!(-./A基因对荞麦的遗传转化及抗盐再生植株的获得



用卡那霉素和头孢霉素进行筛选，分化出的绿色苗

再转到没有卡那霉素选择压的生根培养基上生根。

从预培养到再生植株的获得共需 !"#左右的时间。
本实验共转化了 $!%块外植体，其中有 &!块抗性愈
伤组织产生了绿色不定芽，从不定芽共获得 %’! 棵
再生植株，经 ()*检测（共检测了 +,株，这 +,株分
别来自于产生绿色不定芽的 &!块外植体），其中有
$-.的再生植株可以扩增出 ""-/0的条带（见图 $），
与实验预期的片段及阳性质粒对照吻合，而非转化

的阴性对照植株没有出现相应的扩增条带。再选择

经 ()*检测呈阳性的转基因植株（1231"），进一步
作 456789:;印迹分析，结果见图 -。泳道 2为 0<=>2
质粒经 !"#*!单酶切的杂交条带（大约 2%?/），泳道
" @ +（1&31"）均是经过 !"#*!和 $%&!两种酶双酶
切的杂交条带，由于 0<=>2质粒 A3BCD左边界（E1）
处有一单酶切位点 !"#*!，而 ’&()*2 基因内部
%$%/0处又有一 $%&!酶切位点，因此用这两种酶进
行酶切不但可以确定 ’&()*2基因在再生植株中的
转化情况，而且可以确定杂交条带的大小，弥补了本

实验没有标记的 FG:?9:的缺陷。

图 $ ’&()*2的 ()*鉴定
HIJK$ ()* G;GLMNIN 5O ’&()*2

F：PG:?9:；2：QIL# 7M09 /6R?Q89G7 GN ;9JG7IS9 R5;7:5L；’：0LGNPI# R5;7:5L；

& @ +：I;#909;#9;7 7:G;NJ9;IR /6R?Q89G7 LI;9NK

!"# $%&’($及 )*+,-.+/ 印迹分析
提取经 456789:; 印迹检测为阳性的再生植株

（1231!）及阴性对照植株的 *CD，进一步作 *A3()*
分析，结果见图 2,。图 2, 中 ’ @ + 均为经 456789:;
/L577I;J检测为阳性的再生植株样品，然而从植株 1!
中提取的 *CD并没有扩增出条带；又分别从该植株
的根、茎和叶中提取 *CD，重复 &次 *A3()*，也没有
扩增出目的条带，说明转到该植株中的 ’&()*2 基
因并没有转录，具体原因不清楚。提取经 *A3()*为
阳性的再生植株（1231"）再进行 C5:789:; 印迹分析，
结果如图 22所示：转基因植株系（1%）也没有出现杂

交条带，由于没有重复，可能是实验中操作的问题，也

可能是该植株确实没有转录，有待于进一步验证。

图 - 荞麦转基因植株的 456789:;印迹分析
HIJK- 456789:; /L577I;J G;GLMNIN 5O 7:G;NJ9;IR /6R?Q89G7 LI;9N
2：0LGNPI# 0<=>2 #IJ9N79# QI78 !"#*! GN 05NI7IS9 R5;7:5L；’：QIL# 7M09

/6R?Q89G7 #IJ9N79# QI78 !"#*!：& @ %（1231’）：I;#909;#9;7 7:G;NJ9;IR

/6R?Q89G7 LI;9N #IJ9N79# QI78 !"#*!；" @ +（1&31"）：I;#909;#9;7

7:G;NJ9;IR /6R?Q89G7 LI;9N #IJ9N79# QI78 !"#*! G;# $%&! K

图 2, 荞麦转基因植株的 *A3()*扩增
HIJK2, *A3()* G;GLMNIN 5O 7:G;NJ9;IR /6R?Q89G7 LI;9NK

F：PG:?9:；2：QIL# 7M09 /6R?Q89G7；’ @ +（1231!）：I;#909;#9;7 7:G;NJ9;IR

/6R?Q89G7 LI;9NK

图 22 荞麦转基因植株的 C5:789:;印迹分析
HIJK22 C5:789:; /L57 G;GLMNIN 5O 7:G;NJ9;IR /6R?Q89G7 LI;9N

2：QIL# 7M09 /6R?Q89G7；’ @ $（1231"，1’，1&）：I;#909;#9;7 7:G;NJ9;IR

/6R?Q89G7 LI;9NK

!"0 不同转基因植株中 )12、32 及脯氨酸含量的

分析

!"0"4 CGT含量的分析：用原子吸收光谱仪测定不

同浓度下盐胁迫植株中的钠离子含量，结果见图

2’。由图中可知，同一植株根和叶中的 CGT 含量差

别很大，根中 CGT含量很低，而叶中 CGT含量相对较
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高，说明 !"# 主要在叶中积累。对比转基因植株

（$%）和未转基因植株（&’）在盐胁迫条件下各对应
组织中 !"# 的含量，发现在 ())**+,-. !"&,的胁迫
处理下，转基因植株中 !"# 含量明显高于未转基因

植株，尤其是在根中，转基因植株是未转基因植株的

(/((倍，说明 01!234基因已转入到荞麦中，并得到
大量表达。在 5)**+,-.和 4))**+,-.的 !"&, 胁迫
处理下，转基因植株叶片中的 !"# 含量均比未转基

因植株中的含量高，而根中增加不明显，可能是由于

荞麦中 !"#主要积累在叶中的缘故。

图 4( 不同盐浓度胁迫下转基因植株与

对照植株根（0）和叶（6）中的 !"#含量

789:4( !"# ;+<;=<1%"18+<> 8< %++1>（0）"<?
,="@=>（6）+A 1%"<>9=<8; "<? B8,?C1DE= FG;HBI="1

G<?=% ?8AA=%=<1 !"&, ;+<;=<1%"18+<>

!"#"! ’#含量及 ’# -!"#比率的分析：用原子吸收

光谱仪测定不同浓度下盐胁迫植株中的钾离子含

量，结果如图 4J，从图中可以看出，’#也是主要积累

在叶中。随着 !"&,胁迫的加剧，各株系叶片中 ’#

含量均下降，而转基因植株中的下降趋势较明显，特

别是在 5)**+,-.的 !"&,胁迫下，’# 含量下降最明

显，未转基因植株 ’# 含量是转基因植株中的 J/((
倍，可能是由于在高盐浓度下，!"#取代 ’#与 ’#载

体的结合位点发生了结合，这种竞争性结合不仅损

害了植物细胞对 ’# 的选择性吸收并降低了 ’# 在

胞质中的含量。但根中 ’# 含量先升后降，各株系

根中的 ’#含量都在 4))**+,-. !"&,浓度达到最高
峰。未转基因植株系中 ’# 含量略高于转基因植

株，差异不显著。这与 KI"<9［(J］的实验结果相同，但
这种高盐浓度并没有显著影响到转基因植株系的生

长。图 4L是不同 !"&,浓度下的 ’# -!"#比，由图中

可以看出，各株系 ’# -!"#比随着 !"&,胁迫浓度的升
高而降低；当 !"&, 浓度增加到 ()) **+,-. 时，’# -
!"#比降到最低，但未转基因植株相对于转基因植株

降低较显著，尤其是叶中的含量比值。这与很多文献

报道［4L，(J］的结果相反，具体原因不清楚，还有待于进

一步研究。

图 4J 不同盐浓度胁迫下转基因植株与

对照植株根（0）和叶（6）中的 ’#含量

789:4J ’# ;+<;=<1%"18+<> 8< %++1>（0）"<?
,="@=>（6）+A 1%"<>9=<8; "<? B8,?C1DE= FG;HBI="1

G<?=% ?8AA=%=<1 !"&, ;+<;=<1%"18+<>

!"#"$ 脯氨酸含量的分析：将转基因植株（抗性系）
和未转基因植株（对照系）经不同梯度的 !"&,胁迫
处理 J?后，测定细胞内的游离脯氨酸含量，结果如
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表 !所示。盐胁迫下，抗性系和对照系根与叶中的
脯氨酸含量均比非胁迫条件下有所提高，但游离脯

氨酸的累积程度却有很大的差异。对照系根和叶中

的游离脯氨酸累积相差不明显，而抗性系中尤其是

在 "#$$%&’(的盐胁迫浓度下差异较显著。同等条
件下，抗性系无论是叶片还是根中的脯氨酸含量均

高于对照系，说明抗性系植株在盐分胁迫条件下具

有明显的高脯氨酸累积特性。

图 !) 不同盐浓度胁迫下转基因植株与

对照植株根和叶中的 *+ ’,-+比值

./01!) *+ ’,-+ 2-3/% /4 2%%35 -46 &7-875 %9 32-45074/:
-46 ;/&6<3=>7 ?@:A;B7-3 @4672 6/9972743 ,-C& :%4:7432-3/%45

!"# 芦丁含量的分析
!"#"$ 检测波长的选择：选择高灵敏度的检测波长
可以提高分析的精密度，同时也可以降低最小检测

量。在波长 D## E )##4$下对 #F!$0’$(的芦丁进行
GH(C分析，可以观测到在 D""FI4$和 J""FK4$处都
有较大的吸收峰，均无干扰峰，因此选择这两个波长

作为其检测波长。

!"#"! 样品含量测定：在以上选定的色谱条件下对
芦丁进行测定，芦丁标准品的保留时间为 KF# E
KFI$/4。同样色谱条件下对荞麦再生植株和转基因
植株进行测定（图 !" 为茎的 GH(C 色谱图），每次
KF# E LF#$/4内完成，根据所测样品的峰面积及由标
准品所得的回归方程计算荞麦各组织中芦丁的含

量，结果见表 D。由表 D可知在转基因荞麦中，根的
芦丁含量是未转基因植株根的 )FJ 倍，茎中是未转
基因茎中的 DF)倍，叶中是未转基因植株叶中的 MF)
倍，说明农杆菌将 !"#$%!基因转入荞麦中后，荞麦
中芦丁的含量不但没有减少反而有所增加，这可能

是由于 !"#$%!基因的导入改变了芦丁合成过程中
的内环境（如细胞中的 >G值）造成的。因此本实验
利用农杆菌介导法将 !"#$%! 基因导入荞麦中后，
并没有影响到荞麦的药用价值。

表 $ 不同盐浓度胁迫下转基因植株与对照植株根和叶中的脯氨酸含量
%&’() $ *+,(-.) /,.0).01 -. +,,01 &.2 ()&3)1 ,4 0+&.15).-/ &.2 6-(27’8/96:)&0 8.2)+ 2-44)+).0 ;&<( /,./).0+&0-,.1

,-C& :%4:7432-3/%4
（$$%&’(）

N7-4 %9 >2%&/47 :%43743 /4
C* 2%%3（!$%&’0.O）

N7-4 %9 >2%&/47 :%43743 /4
P2 2%%3（!$%&’0.O）

N7-4 %9 >2%&/47 :%43743 /4
C* &7-9（!$%&’0.O）

N7-4 %9 >2%&/47 :%43743 /4
P2 &7-9（!$%&’0.O）

# "FDI Q #FJ ? "FJI Q #FK ? )FLM Q #F) - "F!L Q #F" ?
"# KFJI Q #FM 6 !JF!D Q #FD 0 KFJ) Q #FJ 6 IFJ! Q #FK 7
!## MF)D Q #F! : !#FDK Q #F" 7 "FLM Q #FM ? !#F!) Q #FJ 7
D## MFL Q #FJ : !!F!I Q #F! 9 MF)L Q #F) : !!F#J Q #FD 9

,%37 !：PB7 6-3- /4 3B7 3-?&7 27>275743 $7-4 Q R1 S1 %9 9%@2 27>&/:-3751
D：T-&@75 9%&&%;76 ?= 6/9972743 &733725 -27 5/04/9/:-43&= 6/9972743（& U #F#!）1 PB7 &733725 B-87 3B7 5-$7 $7-4/40 /4 3B7 9%&&%;/40 3-?&7（3-?&7D）

表 ! 荞麦各组织中的芦丁含量
%&’() ! =80-. /,.0).0 ,4 2-44)+).0 0-118)1 -. ’8/96:)&0

N-372/-&5 H7-A -27-’$8! 57: V73743/%4 3/$7’$/4 C%43743’（$0’0）
V%%3 KDLJ#- KFI6 #F##DK!I6
R37$ DDK#L)I: KFJ: #F##LD"-
(7-9 DLKMLI)9 KFI6 #F##IKK"7

P2-45074/: 2%%3 JM"K"K#? KFD? #F#!!K)?
P2-45074/: 537$ ML!DMDI6 KF"7 #F#!IML:
P2-45074/: &7-9 D)#!!MD#7 KFD? #F#MDIMD9

图 !" 茎（W，X）、转基因茎（C，Y）提取样品的 GH(C色谱图
./01!" PB7 GH(C :B2%$-3%02-$ %9 537$ 7Z32-:3 5-$>&7（W，X）-46 32-45074/: 537$ 7Z32-:3 5-$>&7（C，Y）

W，C：JJ"FK4$；X，Y：D""FI4$
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! 讨 论
土壤盐渍化是一个世界性问题，是影响农业生

产和生态环境的一个重要的非生物胁迫因素，严重

制约着我国农业的生产和发展。因此，在耕地有限、

人口不断增长的今天如何开发和利用盐碱地进行农

业生产及提高盐胁迫土地的作物产量已成为一个日

益紧迫而且意义重大的研究课题。利用基因工程手

段将耐盐基因（如 !"#$%!，&’()*!［"#］）转入重要的经
济作物中有可能培养出有益的抗盐农作物。

$%&’()%*［+，",］等在番茄（ +,-./01)2-.3 0)-4503"46）和油
菜（71’))2-’ 3’/4)）中过量表达 !"#$%!基因，已经得
到了一批真正意义上的耐盐作物。

本实验利用根癌农杆菌将 !"#$%!转到具有很
高药用和食用价值的荞麦中，并且得到了一定数量

的转基因植株（见图 !-）。实验过程中研究了愈伤
组织预培养、农杆菌浸染、共培养时间以及 ./加入
方式几方面对荞麦转化频率的影响，结果表明外植

体预培养 " *、浸染 "0 1 "2 ’34、共培养 ! 1 " *比较
适宜；而 ./ 加入与否及加入方式对荞麦转化频率
影响不大。

本工作同时分析了荞麦不同转基因植株中

5)6、76、脯氨酸以及次生代谢物质芦丁等含量的

变化，结果表明无论是对照植株还是转基因植株，

5)6和 76 主要积累在叶中，这与 89:［"2］的结论相
同。转基因植株根和叶中的 5)6都比对照植株中的

高，而且随着盐胁迫浓度的增加，转基因植株根和叶

中的 5)6也逐渐增加，且叶中增加幅度相对较大，而

且转基因植株在 "00’’;%<=的盐胁迫浓度下并没有
表现出异常情况，这与超表达拟南芥液泡膜 5)6 <
>6反向转运蛋白基因 !"#$%8 的拟南芥（.?@:［-］）、
番茄（$%&’()%*［+］）及油菜植物（89)4A［",］）的 5)6 含

量测定结果一致。说明 !"#$%!基因已转入到荞麦
中，并得到了大量表达，有可能确实将部分 5)6隔离

到液泡中，避免了过多 5)6对细胞的伤害。

同等条件下，转基因植株根和叶中的 76 含量

与 76 <5)6比值比对照植株低，而脯氨酸在转基因

植株中比对照植株中含量高，过量表达拟南芥 5)6 <
>6反向转运蛋白基因 !"#$%!的西红柿、油菜植物
在 "00’’;%<= 盐胁迫下脯氨酸含量也高于野生型
（$%&4()%*［",］），说明液泡膜 5)6 <>6反向转运蛋白基

因的超表达可能使 76、脯氨酸代谢平衡发生了变

化，在一定程度上保持了 76 与脯氨酸含量。逆境

条件下，细胞内保持一定的 76 及脯氨酸含量对正

图 !- 荞麦的植株再生
B3AC!- D%)4E F:A:4:F)E3;4 ;G H&IJ(9:)E

.C K9: L:%%;(3@9 ;F @%3A9E F:* %;;@:4 I)%%3 34*&I:* )GE:F !" * GF;’

9L?;I;EL% :M?%)4E@ ;4 N/ @&??%:’:4E:* (3E9 "O0’A<= "，#PQ )4*

!O0’A<= -P$.；$C RF::4 )*S:4E3E3;&@ @9;;E@ F:A:4:F)E:* )GE:F #2 * ;4

*3GG:F:4E3)E3;4 N/ ’:*3&’ @&??%:’:4E:* (3E9 "’A<= -P$.、0O!’A<=

T.. )4* !’A<= 7K；UC K9: F;;E@ G;F’:* )GE:F !0* GF;’ )*S:4E3E3;&@

@9;;E@ ;4 !<"N/ (3E9 !O0’A<= T$. )4* 0O2’A<= 5..；QCK9: (3%*PEL?:

?%)4E@ (:F: AF;(4 34 E9: ?F:@:4I: ;G "00’’;%<= 5)U%；VC K9: EF)4@A:43I

?%)4E@ (:F: AF;(4 34 E9: ?F:@:4I: ;G "00’’;%<= 5)U% C

常的生命活动至关重要。同时发现 !"#$%!基因的
导入不但没有使荞麦的次生代谢物质芦丁的含量降

低，反而增加了其含量。这些结果表明通过基因工

程手段提高作物的耐盐性是可行的。
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