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梁　燕．盐胁迫下不同盐敏感型水稻幼根乙醇脱氢酶３的表达比较［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（１１）：３３－３５．

盐胁迫下不同盐敏感型水稻幼根

乙醇脱氢酶３的表达比较
梁　燕

（南通高等师范学校，江苏南通２２６００１）

　　摘要：为了比较盐胁迫下耐盐性不同水稻品种幼根中乙醇脱氢酶３（ａｌｃｏｈｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ３，ＡＤＨ３）的表达变化，
将扬两优６号（耐盐型）和通粳９８１（敏盐型）种子分别置于培养皿内的滤纸上，加入１／２霍格兰氏液，室温下促发芽。
待幼根生长至１ｃｍ时，随机分为对照组和试验组。对照组仍置于１／２霍格兰氏液中，试验组则置于含１００ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
的１／２霍格兰氏液中，各组分别在０、１２、２４、４８、９６、１９２ｈ取根，提取ＲＮＡ，逆转录，荧光定量ＰＣＲ法测定 ＡＤＨ３表达。
结果发现，在正常栽培条件下，扬两优６号和通粳９８１幼根中ＡＤＨ３表达未具有明显的差异性；盐胁迫下，扬两优６号
幼根ＡＤＨ３表达明显高于通粳９８１。耐盐型水稻中ＡＤＨ３表达的增加是对盐胁迫逆境的“适应性反应”，提示ＡＤＨ３基
因与水稻的耐盐性相关。
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　　近年来，土壤盐碱化日益严重。据有关报道，全球约
２０％的耕地存在不同程度的盐碱化，而且还在不断加重。按
照目前的趋势，预计到２０５０年，盐碱化耕地的面积将会超过
耕地总面积的５０％［１］。而在我国的现有耕地中，至少有８００
万ｈｍ２的土地由于盐分积累不同程度地影响了作物的产
量［２］。盐胁迫已成为限制作物生长和产量的主要非生物胁

迫之一。

水稻属于中度盐敏感作物，高盐度可使水稻产量减少和

死亡率升高。长期以来，研究者们对于水稻盐胁迫下的生理

生化变化以及从分子、细胞、组织到整个植株耐盐机理遗传机

制进行了深入的研究，以期能提高水稻的耐盐性，这对有效利

用盐碱地、保证水稻生产持续稳定增长有重要意义。近几年

来，越来越多的研究者认为，通过育种途径培育出新的耐盐水

稻品种才是解决问题的关键所在。常规育种方法实现耐盐品

种的选育需要的周期长，效率低。如果通过研究盐胁迫下有

关基因的表达确定耐盐基因，则会大大提高工作效率。

乙醇脱氢酶（ａｌｃｏｈｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＡＤＨ）是乙醇代谢的
主导酶，催化乙醛和乙醇间的氧化还原反应，在植物无氧呼吸

过程中起重要作用。研究表明，乙醇脱氢酶与植物的抗逆性

相关［３］，但与其相关抗逆性的机制还未见报道。本研究比较

了同一种属２个不同品系－扬两优６号（耐盐型）和通粳９８１
（敏盐型）在盐胁迫下ＡＤＨ３表达变化的差异，为寻找与耐盐
有关的基因及深入研究水稻的抗逆机理研究提供数据。

１　材料与方法

１．１　试验材料及分组
扬两优６号水稻种子（由江苏里下河地区农业科学研究

所提供）、通粳９８１水稻种子（由江苏沿江地区农业科学研究
所提供）分别置于培养皿内的滤纸上，加入１／２霍格兰氏营
养液于室温下促发芽。待幼根生长至１ｃｍ时，随机分为试验
组和对照组，２组均置于室温下，对照组仍置于１／２霍格兰氏
营养液中，试验组则置于含１００ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的营养液中。试
验组、对照组每天定时更换营养液，以保持浓度稳定，分别在

胁迫后０、１２、２４、４８、９６、１９２ｈ取０．５ｃｍ根尖１０根，作为试验
材料。

１．２　主要试剂与仪器
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ总ＲＮＡ提取试剂盒、ＳＹＢＲ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴ－ＰＣＲＫｉｔ购自ＴａＫａＲａ公司，引物由上海英骏公司合成；
ＡＢＩ７５００Ｒｅａｌｔｉｍｅ－ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ为美国应用生物系统公司产
品；其他各种化学试剂均为进口或国产分析纯试剂，水由

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ纯水仪制备。
１．３　方法
１．３．１　总ＲＮＡ提取　取约０．５ｃｍ长根尖１０根于研钵中，
加入ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ１ｍＬ，充分研磨，至裂解液呈透明状。转入
离心管中，室温静置５ｍｉｎ，加入０．２ｍＬ三氧甲烷，振荡混匀，
再在室温下静置５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸取上清
液；加入等体积异丙醇，混匀，室温静置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，弃上清液；用７５％乙醇洗涤沉淀，１２０００ｒ／ｍｉｎｍ
离心５ｍｉｎ，弃乙醇，然后用适量的ＤＥＰＣ水溶解 ＲＮＡ。
１．３．２　反转录反应　取各个样品总 ＲＮＡ１μＬ，依次加入
５×Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ、Ｍｉｘ０．５μＬ、随机引物０．５μＬ，ＤＥＰＣ水补足
体积至１０μＬ，３７℃保温１５ｍｉｎ，８５℃１０ｓ终止反应，－２０℃
保存。　
１．３．３　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ反应　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中注册的目的
基因ＡＤＨ３（ＡＢ２６７２７８）和内参基因Ａｃｔｉｎ（Ｘ１６２８０）序列，应用
ＮＣＢＩＰｒｉｍｅｒ－ｂｌａｓｔ工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ｔｏｏｌｓ／ｐｒｉｍｅｒ－ｂｌａｓｔ／ｉｎｄｅｘ．ｃｇｉ？ＩＮＫ＿ＬＯＣ＝ＢｌａｓｔＨｏｍｅ）设计引
物。ＡＤＨ３的正向引物为５′－ＡＧＧＧＧＧＴＧＡＣＧＧＡＧＣＴＴＴＣＣＣ－
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３′，反向引物为５′－ＡＧＴＣＧＣＧＣＣＡＡＡＴＣＣＧＧＴＧＧ－３′，预期产
物长度为３２３ｂｐ；Ａｃｔｉｎ的正向引物为５′－ＴＧＴＡＴＧＣＣＡＧＴＧ
ＧＴＣＧＴＡＣＣＣＡ－３′，反向引物为５′－ＴＣＡＣＡＡＴＴＴＣＣＣＧＣＴＣＧ
ＧＣＣＧ－３′，预期产物长度为２０４ｂｐ。

各ｃＤＮＡ样品分别以 ＡＤＨ３和 Ａｃｔｉｎ为引物进行荧光定
量 ＰＣＲ反应。反应体积为２５μＬ：Ｍｉｘ（２×）１２．５μＬ，正、反
向引物各１μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ，无菌水８．５μＬ。配制混合
物充分混匀后平均分配到各反应管中。反应条件：９５℃变性
３０ｓ；９５℃ １０ｓ，６０℃３４ｓ，４０个循环。
１．３．４　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ数据分析　采用比较ＣＴ法（ΔΔＣＴ），
以ａｃｔｉｎ为内参，并设３个重复管，以０ｈ组为参考进行相对
定量，ＡＢＩ７５００Ｓｏｆｔｗａｒｅｖ２．０．４进行数据处理，使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ
ＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２００３软件作图。

２　结果与分析

经实时荧光定量ＰＣＲ技术检测，对照组与盐胁迫下扬两
优６号和通粳９８１幼根的ＡＤＨ３表达结果见表１。
表１　不同时间盐胁迫下扬两优６号和通粳９８１幼根ＡＤＨ３表达

品种 组别 时间（ｈ） ＡＤＨ３相对表达量
扬两优６号 对照组 ０ １．００００±０．２５

１２ ０．９６７９±１．０４
２４ ０．４８００±０．１３
４８ ３．６８５１±１．０２
９６ ０．１７７６±０．０５
１９２ ０．２５５２±０．００８

试验组 １２ ０．２７１４±０．０４
２４ ２２．３２１０±４．２２
４８ １．９４００±０．５４
９６ ０．２５１５±０．１０
１９２ ２９．９７１０±１０．０１

通粳９８１ 对照组 ０ １．００００±０．３６
１２ ２．７２００±０．５７
２４ １．８３００±０．１５
４８ １．３３００±０．３１
９６ ０．１３００±０．０４
１９２ ０．２３００±０．０５

试验组 １２ ０．２７００±０．３８
２４ ０．２６００±０．０８
４８ ０．５８００±０．０７
９６ ０．３３００±０．１２
１９２ ４．７６００±１．２６

　　由表１可知，在正常栽培条件下，水稻扬两优６号和通粳
９８１幼根中ＡＤＨ３表达未具有明显的差异性，变化趋势基本
相似。而在盐胁迫下，扬两优６号 ＡＤＨ３表达与通粳９８１表
现出明显的不同。在胁迫２４ｈ后，ＡＤＨ３表达首先急剧升高，
较对照组高４５．５倍，随后虽有下降，但至１９２ｈ后，ＡＤＨ３的
表达量再次飙升，较对照组高出１１６．４倍。而通粳９８１试验
组在盐胁迫前４８ｈＡＤＨ３表达均低于对照组，直到１９２ｈ后，
ＡＤＨ３表达才开始明显升高，但在表达量上远远低于扬两优
６号。

３　结论与讨论

很早以前，人们就在生产实践中发现不同的水稻种质间

存在耐盐性差异［４］，后来又有研究发现同一种质的不同发育

时期或者不同器官耐盐性也存在较大差异，并猜测这与盐胁

迫响应基因的时空表达调控有关［５］。自２０００年我国启动了
籼稻基因组测序计划，并于２００１年１０月在全世界率先宣布
完成其测序工作并公布测序结果以来，水稻盐胁迫应答的分

子机制研究取得了一些实质性进展，多个与盐胁迫耐受相关

的基因和调控因子被成功鉴定。已有研究者通过转基因技

术，将与有关基因导入水稻，以提高水稻的耐盐性，主要涉及

的基因有吡咯啉－５－羧酸合成酶（ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ－５－ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ
ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，Ｐ５ＣＳ）［６］、胆碱单加氧酶（ｃｈｏｌｉｎｅｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ，
ＣＭＯ）［７］、甜菜碱醛脱氢酶（ｂｅｔａｉｎｅａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＢＡＤＨ）［７］、６－磷酸山梨醇脱氢酶（ｇｌｕｃｉｔｏｌ－６－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅ
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ｇｕｔＤ）［８］、１－磷酸甘露醇脱氢酶（ｍａｎｎｉｔｏｌ－１－
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ｍｔｌＤ）［９］和 Ｓ－腺苷蛋氨酸脱羧酶
（Ｓ－ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＳＡＭＤＣ）［１０］等。但将单
个基因转入水稻，对培育耐盐品种的作用不太明显。高继平

等报告水稻的耐盐性是由多基因控制的数量性状，并成功克

隆了与水稻耐盐相关的数量性状基因 ＳＫＣ１［２］。通过各种手
段寻找与耐盐有关的基因，利用转基因技术进行多基因聚合

育种，将不同遗传背景中的多个耐盐性基因聚合到同一品种

中，可以大大提高转基因水稻抵抗盐胁迫的能力。

ＡＤＨ是植物组织中较为普遍存在的酶，它们与植物抗逆
性的关系已经得到学术界的证实。Ｈｕａｎｇ等观察到了 ＡＤＨ
与水稻低温耐受性有关［１１］。Ｇｏｎｚａｌｅｚ－Ｇｕｚｍáｎ等观察到拟
南芥中一种短链的ＡＤＨ能催化脱落酸（ＡＢＡ）生物合成中最
后阶段的反应，而ＡＢＡ含量增加将诱导许多相关基因表达来
抵御盐胁迫环境［１２］。张恩平等观察到ＡＤＨ在盐处理的耐盐
番茄根系中显著增加［１３］。

扬两优６号是江苏里下河地区农业科学研究所选育的两
系杂交中籼新组合，具有丰产性好、抗逆性强、稻米品质优良

的特点，其耐盐性已得到证实［１４］。通粳９８１是由江苏沿江地
区农业科学研究所选育的早熟晚粳稻新品种，其耐盐性未见

报道。本研究中，水稻扬两优６号幼根中 ＡＤＨ３在转录水平
的表达明显高于水稻通粳９８１，这与张恩平等在番茄研究中
所观察到的现象［１３］有一定的相似性。笔者推测，耐盐型水稻

中ＡＤＨ３表达的增加是对盐胁迫逆境的“适应性反应”。可
能是因为水稻在遭受盐胁迫时，会引发细胞内活性氧过量产

生、积累并打破平衡，活性氧导致膜过氧化和脱脂化，从而使

细胞结构和功能都受到破坏［１５］，ＡＤＨ通过提高巴斯德效应
以维持较高的能荷，保护膜结构功能的完整性，延长植物细胞

的寿命［１６］；也可能和ＡＢＡ的形成有一定的关系。水稻ＡＤＨ３
基因与其耐盐性的关系还有待于进一步证实。本研究为水稻

的抗盐机理和培育高品质抗盐耐盐植物品系研究提供了参考

资料。
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洋桔梗黄烷酮３－羟化酶基因的克隆
及其反义表达载体的构建

阮春燕，韦银凤，姚　超，陈崇顺
（南京师范大学生命科学学院／江苏省生物多样性与生物技术重点实验室，江苏南京２１００２３）

　　摘要：黄烷酮３－羟化酶（ｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｆ３Ｈ）是花青素生物合成途径中的关键酶，对花色的形成具有
重要作用。以洋桔梗试管苗叶片基因组ＤＮＡ为模板，通过设计分别带有酶切位点 ＢａｍＨⅠ和 ＸｂａⅠ的１对特异引
物，进行ＰＣＲ扩增，克隆了洋桔梗Ｆ３Ｈ基因；对克隆得到的 Ｆ３Ｈ基因进行测序鉴定，再将该基因反向插入 ｐＢＩ１２１质
粒，成功构建了植物反义表达载体ｐＢＩ１２１－Ｆ３Ｈ，为利用植物基因工程技术调控洋桔梗 Ｆ３Ｈ基因的表达提供了重要
基础。
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　　洋桔梗［Ｅｕｓｔｏｍａｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ（Ｒａｆ．）Ｓｈｉｎｎ．］别称草原
龙胆，是龙胆科草原龙胆属的观赏植物。洋桔梗株态轻盈潇

洒，花形别致可爱，是国际上十分流行的切花和盆花种类之

一［１］。颜色、香味及形态是观赏植物的三大重要性状。随着

经济发展和社会进步，人们对花卉尤其是那些在色、香、形方

面能够标新立异的新品种的需求越来越强烈。其中，花的颜

色具有特别重要的审美价值，分子育种新技术———植物基因

工程可定向、高效获得更丰富和奇美的观赏植物新品种。

花青素广泛存在于被子植物中，对花色形成具有重要作

用。而黄烷酮３－羟化酶（ｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｆ３Ｈ）是

花青素生物合成途径中的关键酶［２］。研究表明，反义核酸技

术主要通过碱基互补原理，利用人工或生物合成特异互补的

ＤＮＡ或ＲＮＡ片段（或化学修饰产物）与目的序列核酸结合，
通过空间位阻效应或诱导 ＲＮａｓｅ活性的降解作用，在复制、
转录、剪接、ｍＲＮＡ转运及翻译等水平上，抑制或封闭目的基
因的表达［３－４］。

目前，Ｆ３Ｈ基因已经从多种植物的不同器官中克隆得
到，如红巴梨成熟果皮［５］、苹果果皮［６］、洋桔梗花瓣［７］、苦荞

幼苗［８］、芜菁块根［９］、龙眼胚胎［１０］、猕猴桃内果皮［１１］、非洲菊

花瓣［１２］、核桃叶片［１３］。Ｅｌｏｍａａ等成功运用反义核酸技术调
控了非洲菊、金鱼草等植物中花青素生物合成相关酶基因的

表达［１４－１５］，进而改变了花色。

本研究以洋桔梗叶片为试材，提取基因组 ＤＮＡ，通过设
计１对特异性引物，进行ＰＣＲ扩增，克隆Ｆ３Ｈ基因；对该克隆
基因进行ＤＮＡ序列测定、鉴定，再将其反向插入 ｐＢＩ１２１质
粒，构建洋桔梗Ｆ３Ｈ基因反义表达载体，为利用植物基因工
程技术调控洋桔梗Ｆ３Ｈ基因的表达，进而改变其花色及创建
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