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　　盐胁迫可以导致植物的生理干旱，对植物的生长发育有
显著的影响。植物对盐胁迫的应答，表现为体内的生理生化

变化，这是由植物中大量与耐盐相关基因的表达水平变化而

引起的［１－２］。基因在转录水平上的调控是植物盐胁迫应答过

程中极为重要的一环。当植物细胞感受到外界高盐信号时，

一些跨膜受体蛋白接受胞外信号，并随即引发相应的信号传

导途径，使相关基因表达，形成相关的网络信号途径。当胁迫

信号传递到转录因子后，转录因子能与某一类或某基因启动

子区域中的特异顺时作用序列结合，激活ＲＮＡ聚合酶转录复
合物，从而促使或增强基因在胁迫条件下的转录表达［３－４］。

然后通过基因产物的作用对外界信号在生理生化等方面做出

适合的调节反应。有许多转录因子参与这一调节过程，如：

ＭＹＣ、ＤＲＥＢ、ＭＹＢ、ｂＨＬＨ、ＮＡＣ、ｂＺＩＰ、Ｃ２Ｈ２等［５－６］。ｂＺＩＰ
（ｂａｓｉｃ－ｒｅｇｉｏｎｌｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒ）是一类碱性亮氨酸拉链转录因
子，是真核生物转录因子中分布最广泛、最保守的一类转录因

子［７－８］。研究表明，ｂＺＩＰ转录因子参与植物的生长发育［９］、

光信号的传递、生物与非生物胁迫的应答反应、种子贮藏基因

的表达等［１０］。我们利用小麦转录因子全长 ｃＤＮＡ文库筛选
到了ＴａｂＺＩＰ６０，并对其进行了抗盐功能验证。

１　材料与方法

１．１　材料
植物材料：以盐敏感小麦品种中国春和耐盐小麦品种茶

淀红为试验材料。本试验中，将中国春和茶淀红种子播于９６
孔板中，用液体ＭＳ培养基培养，在２２℃培养室中长至２叶１
心时，经 ２５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理，于 ０、３、６、９、１２、２４、３２ｈ
取样。

１．２　方法
１．２．１　ｃＤＮＡ宏阵列膜的制备　从中国农业科学院小麦遗
传资源实验室小麦全长 ｃＤＮＡ转录因子数据库中搜索得到
ｂＺＩＰ转录因子基因序列 ７６条，将其命名为 ＴａｂＺＩＰ１至
ＴａＺＩＰ７６。然后从全长ｃＤＮＡ文库中挑选相应的 ｃＤＮＡ克隆
并提取质粒，将质粒浓度调整至约为１００ｎｇ／μＬ，保存于３８４
孔板中。利用Ｑ－Ｐｉｘ（ＧＥＮＥＴＩＸ）将质粒转移到Ｈｙｂｏｎｄ－Ｎ＋

尼龙膜（ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）上，每个克隆点 ４个重
复，形成边长为 １．７５ｍｍ的正方形，不同克隆间距离为
２．２５ｍｍ。以小麦Ｔｕｂｕｌｉｎ基因作为阳性对照，水作为阴性对
照，与ｂＺＩＰ转录因子的质粒同时点到尼龙膜上。自然风干
后，放在变性液（０．４ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）中变性
１５ｍｉｎ，再在中和液［０．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值７．２），１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ］中浸泡１５ｍｉｎ，最后用蒸馏水漂洗３ｍｉｎ。将膜放到滤
纸上晾干，４℃保存备用。
１．２．２　ｃＤＮＡ宏阵列杂交和扫描　取２５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理
后不同时间段的茶淀红小麦根提取总ＲＮＡ，利用反转录法标
记探针。反转录反应体系总体积为２０μＬ，在０．２ｍＬ离心管
中加入１μＬ５００μｇ／ｍＬＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１８，１μｇ总 ＲＮＡ，加 ＤＥＰＣ
－ｄｄＨ２Ｏ至８μＬ。将上述混合物吹吸混匀，６５℃水浴５ｍｉｎ，
冰水浴中速冷。然后依次加入４μＬ５×Ｆｉｒｓｔ－ＳｔｒａｎｄＢｕｆｆｅｒ，
２μＬＤＴＴ（０．１ｍｏｌ／Ｌ），１μＬｄＮＴＰ混合物（含有ｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ、
ｄＧＴＰ，均为 １０ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬＲＮａｓｉｎ（４０Ｕ／μＬ），３μＬ
α－［３２Ｐ］ｄＣＴＰ（１０μＣｉ／μＬ）（北京福瑞生物工程公司），１μＬ
ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（２００Ｕ／μＬ）（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ），小心用枪头吹吸几次混匀，短暂离心后，４２℃温浴１ｈ。
在上述混合物中加入３０μＬ１×ＴＥ，然后加入５μＬ３ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ变性５ｍｉｎ，随后转至冰水浴中并加入２．５μＬ的１ｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值７．２）和５μＬ的３ｍｏｌ／ＬＨＣｌ。置探针于冰
水浴中直至使用。

将点有转录因子的尼龙膜放到杂交管中，加入 １０ｍＬ
ＣｈｕｒｃｈＢｕｆｆｅｒ预杂交液［１％ ＢＳＡ，１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值
７０），０．５ｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４Ｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ值７．２），７％ ＳＤＳ］和变
性鲑鱼精ＤＮＡ（终浓度为１００μｇ／ｍＬ）。在杂交炉中６５℃预
杂交６ｈ。然后加入变性的探针，６５℃杂交１６ｈ。杂交后的
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尼龙膜分别放在 ２×ＳＳＣ，０．５％ＳＤＳ；１×ＳＳＣ，０．５％ ＳＤＳ；
０．５×ＳＳＣ，０．５％ ＳＤＳ中６５℃下各洗涤２次，每次５ｍｉｎ。洗
涤完毕后放入暗盒中覆盖磷屏曝光２～３ｄ，用ＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍａ
ｇｅｒＦＸ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）扫描磷屏。
１．２．３　ＴａｂＺＩＰ６０的表达分析　分别取茶淀红和中国春根提
取总ＲＮＡ，采用ＳｕｐｒＳｃｒｉｐｔⅡ反转录酶合成ｃＤＮＡ第一链。采
用２５μＬ半定量ＲＴ－ＰＣＲ体系，取１μＬｃＤＮＡ作模板，所用
引物为：Ｆ———ＡＣＴＡＧＴＡＴＧＡＣＧＣＣＧＣＴＧＣＣＧ；Ｒ———ＣＡＣＧＴ
ＧＴＴＡＣＣＡＡＧＧＧＣＣＣＧＴ。扩增条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，
６０℃３０ｓ，７２℃ ４０ｓ，３５个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。以小麦 Ｔｕｂｕ
ｌｉｎ基因作为内参，反应程序运行３０个循环，其他条件同上。
１．２．４　ＴａｂＺＩＰ６０转录因子的聚类分析　利用生物信息学手
段，进行电子克隆分析。

１．２．５　ＴａｂＺＩＰ６０亚细胞定位分析　亚细胞定位所用表达载
体为ｐＪＩＴ１６３－ＰＥＧ，该载体通过３５Ｓ启动子驱动目标基因与
绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）基因融合表达，实现目标基因的亚细胞
定位。设计引物３４－ＧＦＰ－Ｆ：５′－ＡＡＧＣＴＴＡＴＧＴＣＣＴＣＣＴＣ

ＣＡＣＧＧＧ－３′（前６个碱基为ＨｉｎｄⅢ酶切位点）和３４－ＧＦＰ－
Ｒ：５′－ＧＧＡＴＣＣＧＣＡＧＡＧＧＡＧＣＧＡＣＴＣＧＡＣ－３′（前 ６个碱基
为ＢａｍＨⅠ酶切位点），扩增ＴａｂＺＩＰ６０基因的编码区序列，经
测序验证后，进行ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ的双酶切，回收产物与同
样进行双酶切的ｐＪＩＴ１６３－ＰＥＧ载体连接，并转化大肠杆菌感
受态细胞，挑单克隆进行质粒提取，经酶切、测序验证后用于

后续转化试验。将含有目标基因的融合表达载体和空载体

ｐＪＩＴ１６３－ＰＥＧ通过基因枪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）轰击转化洋葱表皮细
胞，转化后的洋葱表皮细胞避光培养２４ｈ，用激光共聚焦显微
镜观察照相（Ｌｅｉｃａ）。

２　结果与分析

２．１　小麦茶淀红ＲＮＡ提取与检测
提取总 ＲＮＡ后，１％琼脂糖凝胶电泳 １５ｍｉｎ左右，经

ＳＭＡ３０００检测，Ｄ２８０ｎｍ／Ｄ２６０ｎｍ在１．９～２．１之间，符合要求。如
图１所示，可以看出ＲＮＡ无降解。

２．２　盐胁迫诱导的小麦转录因子的筛选
用２５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理不同时间段的茶淀红根的总

ＲＮＡ反转录后作探针，与点有小麦转录因子的尼龙膜进行杂
交，可以看出盐胁迫后 ＴａｂＺＩＰ６０表达量显著上调，在９ｈ表
达量达到最高。用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）软件进行表达量

变化分析，ＴａｂＺＩＰ６０在９ｈ相对于０ｈ表达量上调超过３倍，
其他转录因子表达量变化都不如ＴａｂＺＩＰ６０显著（图２）。
　　从０ｈ到３ｈ到９ｈ筛选到 ＴａｂＺＩＰ６０转录因子，随着时
间的增加，其表达量逐渐上调，认为其可能在盐胁迫下起到了

抵抗作用。

２．３　半定量ＲＴ－ＰＣＲ的验证结果
为了进一步研究ＴａｂＺＩＰ６０在抗盐中的作用，利用耐盐材

料茶淀红与不耐盐材料中国春做了半定量ＲＴ－ＰＣＲ分析，由
图３可以清晰地看出 ＴａｂＺＩＰ６０在２种材料中的表达量变化
趋势基本相同，但在抗盐材料中的表达量高于盐敏感材料。

这与ｃＤＮＡｍａｃｒｏａｒｒａｙ杂交结果一致。
２．４　ＴａｂＺＩＰ６０转录因子在盐胁迫下的表达分析

以ＴａｂＺＩＰ６０基因的全长ｃＤＮＡ为模板设计引物，ＧＡＰＤＨ
基因为内参，对不同胁迫条件（２５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５０μｍｏｌ／Ｌ
ＡＢＡ）下提取小麦总 ＲＮＡ进行实时定量 ＰＣＲ分析。在 ＮａＣｌ
处理下，ＴａｂＺＩＰ６０的表达量在在耐盐品种中一直比盐敏感品

种表达量高，９ｈ表达量达到最高（图４）。外源ＡＢＡ处理下，
ＴａｂＺＩＰ６０表达量增加很快，９ｈ达到最高水平，且趋势与在盐
胁迫下一致（图５）。在盐胁迫下，以耐盐品种茶淀红和盐敏
感品种中国春为材料进行实时定量ＰＣＲ分析发现，随着时间
的增加 ＴａｂＺＩＰ６０在耐盐品种茶淀红中表达量逐渐增加，９ｈ
达到最高峰；在不耐盐品种中国春中ＴａｂＺＩＰ６０表达也表现出
相同的趋势，但表达强度弱，这个结果与Ｒｅ－Ｎｏｒｔｈｅｒｎ的结果
和半定量ＲＴ－ＰＣＲ的结果是一致的，证实 ＴａｂＺＩＰ６０这个基
因起到了耐盐作用。

２．５　ＴａｂＺＩＰ６０序列分析
２．５．１　ＴａｂＺＩＰ６０与其他抗盐基因序列分析　ＴａｂＺＩＰ６０共有

—９１—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第８期



１７４１ｂｐ的长度，根据 Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ预测其中编码区长度为
１０１６ｂｐ，共编码３３８个氨基酸。将有抗盐功能的拟南芥、水
稻、玉米、大豆、大麦 ｂＺＩＰ基因［１１］，与 ＴａｂＺＩＰ６０进行了聚类
分析，发现其与玉米中 ＡＢｉ５［１２］的同源关系很近，相似性达到
了８３％（图６）。由于序列相似，其功能也可能相似，这也意
味着ＴａｂＺＩＰ６０可能在小麦的抗盐中发挥着重要作用。

２．５．２　ＴａｂＺＩＰ６０序列与拟南芥序列比对分析　将ＴａｂＺＩＰ６０
与拟南芥全部 ｂＺＩＰ家族进行聚类分析，发现 ＴａｂＺＩＰ６０与
ＡＴ１Ｇ４５２４９．１相似性高达 ９９％（图 ７）。通过 ＮＣＢＩ比对发
现，ＡＴ１Ｇ４５２４９．１是在依赖ＡＢＡ诱导条件下具有抗盐能力的

一个基因。

２．６　ＴａｂＺＩＰ６０亚细胞定位分析
通过构建亚细胞定位ＴａｂＺＩＰ６０表达载体，将含有目标基

因的融合表达载体与空载体 ｐＪＩＴ１６３－ＧＦＰ通过基因枪
（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）轰击转化洋葱表皮细胞，在洋葱表皮中瞬时表达
融合ＧＦＰ基因的 ＴａｂＺＩＰ６０。结果显示 ＴａｂＺＩＰ６０和 ＧＦＰ的
融合蛋白定位于细胞核中（图８），而空载体对照 ＧＦＰ则分布
于整个细胞中（图９），表明ＴａｂＺＩＰ６０只在细胞核中表达。

３　讨论

植物在受到外界盐胁迫以后，会迅速启动自身的生化防

卫系统。转录因子是一类上游调控基因，会调控下游基因，形

成一个网状调控途径［１３］。通过进化树分析表明，ＴａｂＺＩＰ６０
与玉米ＡＢｉ５的同源性很高，而玉米中的这个基因是已经报道
过的具有耐盐性的一个基因［１４］。一些抗盐基因的表达依靠

ＡＢＡ调控，外源ＡＢＡ能够同时调节许多胁迫反应，这说明植
物对各种胁迫的反应存在着某些共同的机制，如水稻中的

ＯｓｂＺＩＰ２３，就是依赖ＡＢＡ诱导表达的具有耐盐功能的一个基
因［１５］。该基因序列与拟南芥中的 ＡＴ１Ｇ４５２４９．１同源性很
高［１６］，ＡＴ１Ｇ４５２４９．１基因是受 ＡＢＡ诱导表达的，通过实时定
量ＰＣＲ分析 ＴａｂＺＩＰ６０在 ＡＢＡ处理后的表达模式与在盐胁
迫后的表达模式一致。初步说明ＴａｂＺＩＰ６０是受ＡＢＡ诱导表
达来行使抗盐功能的一个基因。

４　结论

从中国农业科学院小麦遗传资源实验室小麦转录因子文

库中筛选了 １个抗盐相关转录因子 ＴａｂＺＩＰ６０，该基因全长
１７４１ｂｐ，其中编码区长度为１０１６ｂｐ，共编码３３８个氨基酸。
它与拟南芥抗盐转录因子 ＡＴ１Ｇ４５２４９．１具有很高的同源性。
ＴａｂＺＩＰ６０基因的表达受高盐、ＡＢＡ诱导。通过 ＧＦＰ亚细胞
定位分析发现，ＴａｂＺＩＰ６０定位在细胞核中。

参考文献：

［１］ＨｕＨ，ＤａｉＭ，ＹａｏＪ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａＮＡＭ，ＡＴＡＦ，ａｎｄＣＵＣ
（ＮＡＣ）ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｅｎｈａｎｃｅｓｄｒｏｕｇｈｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｓａｌｔｔｏｌｅｒ
ａｎｃｅｉｎｒｉｃｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，
２００６，１０３（３５）：１２９８７－１２９９２．

—０２— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第８期



［２］ＫｉｒａｎＭＤ，ＡｋｉｙｏｓｈｉＤＥ，ＧｉａｃｏｍｅｔｔｉＡ，ｅｔａｌ．ＯｐｕＣ－ａｎＡＢＣｔｒａｎｓ
ｐｏｒｔｅｒｔｈａｔｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．
ＴｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｒｔｉｆｉｃｉａｌＯｒｇａｎｓ，２００９，３２（９）：６００－
６１０．　

［３］ＴａｎｇＷ，ＮｅｗｔｏｎＲ，ＬｉＣ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｄｓｔｒｅｓｓｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｔｒａｎｓｇｅｎ
ｉｃｐｉｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅｐｅｐｐｅｒＣａＰＦ１ｇｅｎｅｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｏｌｙ
ａｍｉｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，２００７，２６（１）：１１５－１２４．

［４］ＨｕＨ，ＹｏｕＪ，ＦａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
ｇｅｎｅＳＮＡＣ２ｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇｃｏｌｄａｎｄｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｒｉｃｅ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００８，６７（１）：１６９－１８１．

［５］ＴｏｎｇＺ，ＨｏｎｇＢ，ＹａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｗｏｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ
ＤｇＤＲＥＢ１ｇｒｏｕｐｇｅｎｅｓｃａｕｓｉｎｇｄｅｌａｙｅｄｆｌｏｗｅｒｉｎｇｏｒｄｗａｒｆｉｓｍ ｉｎ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００９，７１（１）：１１５－１２９．

—１２—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第８期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［６］ＪａｋｏｂｙＭ，ＷｅｉｓｓｈａａｒＢ，Ｄｒｏｇｅ－ＬａｓｅｒＷ，ｅｔａｌ．ｂＺＩＰｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００２，７（３）：
１０６－１１１．　

［７］ＱｉｎＦ，ＫａｋｉｍｏｔｏＭ，ＳａｋｕｍａＹ，ｅｔａｌ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌ
ｙｓｉｓｏｆＺｍＤＲＥＢ２ＡｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｄｒｏｕｇｈｔａｎｄｈｅａｔｓｔｒｅｓｓｅｓｉｎＺｅａ
ｍａｙｓＬ．［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，２００７，５０（１）：５４－６９．

［８］ＤａｉＸ，ＸｕＹ，ＭａＱ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎＲ１Ｒ２Ｒ３ＭＹＢｇｅｎｅ，
ＯｓＭＹＢ３Ｒ－２，ｉｎｃｒｅａｓｅｓｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｏｆｒｅｅｚｉｎｇ，ｄｒｏｕｇｈｔ，ａｎｄｓａｌｔｓｔｒｅｓｓ
ｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００７，１４３（４）：
１７３９－１７５１．　

［９］ＬｉａｏＹ，ＺｈａｎｇＪ，ＣｈｅｎＳ，ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｏｆｓｏｙｂｅａｎＧｍｂＺＩＰ１３２ｕｎｄｅｒ
ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄａｎｄｓａｌｔｓｔｒｅｓｓｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｔｅｇｒａｔｉｖｅＰｌａｎｔＢｉｏｌｏ
ｇｙ，２００８，５０（２）：２２１－２３０．

［１０］ＬｉｕＪ，Ｓｒｉｖａｓｔａｖａｒ，ＨｏｗｅｌｌＳ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｅｓｓ－ｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｆｏｒｍｏｆＡｔｂＺＩＰ１７ｐｒｏｖｉｄｅｓｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｆｒｏｍｓａｌｔｓｔｒｅｓｓｉｎＡｒ
ａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ，Ｃｅｌｌ＆Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２００８，３１（１２）：１７３５－
１７４３．　

［１１］ＨｏｌｍＭ，ＨａｒｄｔｋｅＣＳ，ＧａｕｄｅｔＲ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｍｏｔｉｆｔｈａｔｃｏｎｆｅｒｓｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅＷＤ４０ｒｅｐｅａｔｄｏｍａｉｎ
ｏｆＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＣＯＰ１［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，２００１，２０（１／２）：１１８－１２７．

［１２］ＡｒｍｓｔｒｏｎｇＧＡ，ＷｅｉｓｓｈａａｒＢ，ＨａｈｌｂｒｏｃｋＫ，ｅｔａｌ．Ｈｏｍｏ－ｄｉｍｅｒｉｃ
ａｎｄｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒｉｃｌｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｓｆｒｏｍ
ｐａｒｓｌｅｙｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄｉｖｅｒｓｅｐｒｏｍｏｔｅｒｅｌｅｍｅｎｔｓｗｉｔｈＡＣＧＴｃｏｒｅｓ［Ｊ］．
ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，１９９２，４（５）：５２５－５３７．

［１３］ＴｅｒｚａｇｈｉＷＢ，ＢｅｒｔｅｋａｐＲＬＪｒ，ＣａｓｈｍｏｒｅＡＲ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＧＢＦｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｂｌｕｅｌｉｇｈｔ－ｉｎｄｕｃｅｄｉｍｐｏｒｔｏｆＧＢＦ２
ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｏｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓａｎｄｓｏｙｂｅａｎ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＪ，１９９７，１１（５）：９６７－９８２．

［１４］ＨｕａｎｇＪ，Ｙａｎｇｍ，ＬｉｕＰ，ｅｔａｌ．ＧｈＤＲＥＢ１ｅｎｈａｎｃｅｓａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓ
ｔｏｌｅｒａｎｃｅ，ｄｅｌａｙｓＧＡ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｒｅｐｒｅｓｓｅｓｃｙｔｏｋｉｎｉｎ
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ，Ｃｅｌｌ＆Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，
２００９，３２（８）：１１３２－１１４５．

［１５］Ｍａｒｔｉｎｅｚ－ＧａｒｃｉａＪＦ，ＭｏｙａｎｏＥ，ＡｌｃｏｃｅｒＭＪ，ｅｔａｌ．ＴｗｏｂＺＩＰｐｒｏ
ｔｅｉｎｓｆｒｏｍＡｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍｆｌｏｗｅｒｓｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｂｉｎｄａｈｙｂｒｉｄＣ－ｂｏｘ／
Ｇ－ｂｏｘｍｏｔｉｆａｎｄｈｅｌｐｔｏｄｅｆｉｎｅａｎｅｗｓｕｂ－ｆａｍｉｌｙｏｆｂＺＩＰｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＪ，１９９８，１３（４）：４８９－５０５．

［１６］ＨｕａｎｇＸ，ＣｈａｏＤ，ＧａｏＪ，ｅｔａｌ．Ａｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙｕｎｋｎｏｗｎｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＤＳＴ，ｒｅｇｕｌａｔｅｓｄｒｏｕｇｈｔａｎｄｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｒｉｃｅｖｉａｓｔｏｍａｔａｌ
ａｐｅｒｔｕｒｅｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２００９，２３（１５）：１８０５－
１８１７．　
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马铃薯淀粉体表达载体的构建及其转基因植物的培养

李　臖，马力通
（内蒙古科技大学生物工程与技术研究所，内蒙古包头０１４０１０）

　　摘要：以ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５－１载体为基础，构建融合了淀粉体转运肽 ＧＢ７７及淀粉粒结合肽 ＧＢ２０编码序列的马铃
薯淀粉体定向表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５－ＧＢ７７－ＧＢ２０，并通过马铃薯块茎专一性 ＧＢＳＳⅠ基因启动子启动其表达。将
构建的载体经农杆菌介导转化蜡质马铃薯突变植株，ＰＣＲ证实了融合基因已经整合到马铃薯基因组中。研究为探讨
马铃薯淀粉体定向表达外源蛋白、进一步开发马铃薯淀粉体细胞器生物反应器奠定了基础。

　　关键词：ＧＢＳＳⅠ基因启动子；马铃薯；淀粉体；生物反应器
　　中图分类号：Ｑ９４３．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）０８－００２２－０３

收稿日期：２０１３－０１－１７
基金项目：内蒙古科技大学创新基金（编号：２０１１ＮＣＬ００５）。
作者简介：李　臖（１９７９—），女，宁夏石嘴山人，硕士，研究方向为植
物基因工程。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｔａｒ１９７９＠１２６．ｃｏｍ。

　　随着基因工程的不断发展，植物生物反应器已经成为具
有重要经济价值的外源蛋白的生产体系。如何提高外源蛋白

的表达量并降低蛋白提取、加工等过程中的成本是外源蛋白

能否进行产业化的关键。使用启动子、增强子等特异表达的

调控序列，使外源蛋白靶向定位于叶绿体、油体、淀粉体等细

胞器中是解决上述问题的有效途径［１］。

淀粉体是贮藏组织中淀粉合成的场所，是积累淀粉的一

种质体，其形态表现为形成团粒结构———淀粉粒［２］。淀粉粒

形态大小因植物种类不同而具有很大差异性，同时具有种专

一性，是决定不同内源淀粉性质的重要因素之一。淀粉粒表

面或内部紧密结合的蛋白是淀粉粒结合蛋白（ｓｔａｒｃｈ
ｇｒａｎｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＧＡＰｓ）。颗粒结合型淀粉合成

酶Ⅰ（ｇｒａｎｕｌｅ－ｂｏｕｎｄｓｔａｒｃｈｓｙｎｔｈａｓｅ，ＧＢＳＳⅠ）也称 Ｗａｘｙ蛋
白，是目前研究较为深入的一种淀粉粒结合蛋白，ＧＢＳＳⅠ类
基因的显著特征之一是其编码的ＧＢＳＳ蛋白质能够与淀粉粒
结合而表现出活性，具有延长直链的特殊功能。在研究谷类

作物ｗａｘｙ突变体、马铃薯 ａｍｆ突变体、豌豆 ｌａｍ突变体以及
马铃薯ＧＢＳＳⅠ反义突变体的过程中发现，随着 ＧＢＳＳⅠ活性
的下降或丧失，植物贮藏器官中的直链淀粉合成量会下降或

根本不合成，由此说明ＧＢＳＳⅠ是唯一决定合成代谢贮藏器官
中直链淀粉的基因［３］。

马铃薯ＧＢＳＳⅠ 基因为单拷贝基因，它的结构基因长约
３ｋｂ，有１３个内含子，１４个外显子，其中第一内含子在不翻译
的前导区［４］。马铃薯ＧＢＳＳⅠ ｃＤＮＡ长１８２１ｂｐ，编码６０７个
氨基酸组成的未成熟的 ＧＢＳＳⅠ多肽，其中位于 Ｎ末端的转
运肽由７７个氨基酸组成，Ｃ末端序列有２０个氨基酸的延伸，
使得它能够结合在淀粉粒上并延伸淀粉粒上的直链淀粉［５］。

研究表明，马铃薯ＧＢＳＳⅠ的启动子是块茎专一性启动子［６］。
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