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　　在干旱和盐碱土壤等逆境条件下生长的农作物，因受到
渗透胁迫而严重影响其新陈代谢，造成大幅减产。据统计，全

球干旱、半干旱地区约占陆地面积的３４．９％，在我国，由于干
旱引起的主要农作物减产量约为总产量的５０％，盐碱地面积
则高达９９１３．３万ｈｍ２，且有增加趋势［１－２］。植物体在一定范

围的干旱和盐碱胁迫下，大量合成并积累脯氨酸、甜菜碱等有

机化合物来调节渗透压，降低水势，完全或部分地维持细胞膨

压，从而保证植物体内生理生化过程的顺利进行［３－４］。在渗

透胁迫下脯氨酸主要来源于谷氨酸合成途径，Δ１－吡咯啉 －
５－羧酸合成酶（Δ１ －ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ－５－ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，
Ｐ５ＣＳ）是脯氨酸合成的关键酶，催化谷氨酸磷酸化并还原谷
氨酸－γ－半醛，同时 Ｐ５ＣＳ活性又受到脯氨酸的反馈调节。
Ｐ５ＣＳ基因可被干旱、高盐和脱落酸诱导表达，对高温或低温诱
导没有反应［５］。过量表达Ｐ５ＣＳ基因的烟草植株在干旱和盐
胁迫下大量积累脯氨酸来维持其渗透压，在 ４００ｍｍｏｌ／Ｌ的盐
胁迫下，转基因烟草植株根的干物质量增加［６］；转 Ｐ５ＣＳ基因
水稻实生１代的组织培养苗在１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ胁迫下植株
高度、鲜质量比对照植株均有明显增加；转豇豆 Ｐ５ＣＳ基因水
稻实生１代在田间干旱条件下积累大量脯氨酸，生长势明显
优于对照植株，表明水稻实生１代可稳定表达外源 Ｐ５ＣＳ基
因，并具有抗干旱、抗盐碱能力［７］。在 ２５０ｍｍｏｌ／Ｌ盐胁迫
下，转Ｐ５ＣＳ基因水稻细胞系的鲜重比野生型高６～８倍，其
脯氨酸含量为对照的２４１％［８］；转拟南芥Ｐ５ＣＳ基因大豆在干
旱胁迫下能够快速积累脯氨酸，提高抗旱性；在正常供水条件

下，转Ｐ５ＣＳ基因柑橘的脯氨酸含量与对照无明显差异，而在
水分胁迫下，转基因植株脯氨酸积累量明显高于对照，抗旱性

得到了较大增强［９］。上述试验均证明Ｐ５ＣＳ基因的转入能提
高植物的抗逆性。

目前，我国东北地区土壤盐碱化面积日渐扩大，旱涝等非

生物胁迫逆境环境也频繁发生，开发适合栽培于逆境土壤的

抗旱、抗盐碱等抗逆性作物势在必行。马铃薯是常见的粮菜

间作作物，生育期短、适应性强、产量高，具有较好的经济效

益。本研究把拟南芥Ｐ５ＣＳ基因转入马铃薯品种“东农３０３”
中，并在干旱和盐碱胁迫环境下测定了转基因植株体内脯氨

酸、丙二醛的含量及 ＳＯＤ活性，为选育抗旱耐盐的马铃薯新
品种奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　遗传转化受体材料及菌株
将消毒的“东农 ３０３”马铃薯微型薯切成 １０．０ｍｍ×

１０．０ｍｍ×１．５ｍｍ大小的薄片作为农杆菌转化的受体材料；
菌株为含有ｐＣＡＭ－ＢＩＡ－１３０１－Ｐ５ＣＳ质粒的ＬＢＡ４４０４根癌
农杆菌，由笔者所在实验室保存。

１．２　农杆菌介导遗传转化
将受体材料浸泡于 ＬＢＡ４４０４农杆菌悬浮液（吸光度

Ｄ６００ｎｍ＝０．３）２０ｍｉｎ，共侵染１０００个外植体。侵染外植体置
于再分化培养基（ＭＳ基本培养基 ＋５．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．１ｍｇ／ＬＩＡＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋５００ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素 ＋
６ｍｇ／Ｌ潮霉素）中，在２５℃、１６ｈ／ｄ光照条件下培养，每１５ｄ
继代１次。外植体在再分化培养基中约４周开始分化出芽，
当再生芽长到２０ｍｍ高度时，继代到抗性生根培养基上（ＭＳ
基本培养基＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋５００ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素＋１０ｍｇ／Ｌ
潮霉素），统计遗传转化率（遗传转化率 ＝再生抗性植株／侵
染外植体总数×１００％）。
１．３　ＰＣＲ检测

取抗性植株叶片，用 ＣＴＡＢ法提取植物总 ＤＮＡ，以引物
Ｐ５ＣＳ－Ｆ（５′－ＧＴＴＴＴＴＧＡＡＴＣＣＣＧＧＣＣＴＧＡ－３′）和 Ｐ５ＣＳ－Ｒ
（５′－ＴＣＣＡＣＴＴＧＧＣＧＧＡＧＧＡＡＴＡＴ－３′）检测 Ｐ５ＣＳ基因。
ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火
３０ｓ，７２℃ 延伸３０ｓ，３５个循环；于７２℃延伸７ｍｉｎ，用０．８％
琼脂糖凝胶电泳检测。

１．４　胁迫处理材料培养
当转基因和非转基因试管苗长至８～１０张叶时，将其切

成茎段（带１～２张叶）后接入 ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖的液体培养
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基中静置培养，在２５℃、光强２０００ｌｘ、光照时间１６ｈ／ｄ条件
下培养。培养２０ｄ后将生根试管苗从培养基中取出栽植到
含等量腐殖土和草炭土的营养钵中，每营养钵栽１株。将这
些营养钵置于玻璃温室内，每隔２ｄ浇透水。２０ｄ后当植株
长至约１５ｃｍ时，用于胁迫处理。
１．５　盐和干旱胁迫处理

分别选取３０株在营养钵中生长２０ｄ的长势一致的转基
因和非转基因植株，每天０８：００进行胁迫处理。盐胁迫：每隔
２ｄ浇１次１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液，每次浇灌５００ｍＬ／钵，处理
７次，随机选取培养２０ｄ的植株中间同一部位的叶片用于耐
盐性鉴定。干旱胁迫：干旱胁迫处理开始前２ｄ停止浇水，使
基质处于含水量为２０％～２５％的干旱条件，并维持干旱条件
２０ｄ，随机选取胁迫处理植株的中间同一部位叶片进行抗旱
性鉴定。盐胁迫和干旱胁迫分别处理５株，３次重复，同时观
察植株生长势。

１．６　耐盐性和抗旱性鉴定
采用硫代巴比妥酸显色法测定丙二醛（ＭＤＡ）含量，茚三

酮比色法测定脯氨酸含量，核黄素－ＮＢＴ法测定ＳＯＤ活性。
１．７　数据统计与分析

试验数据采用 ＳＰＳＳ软件进行 Ｄｕｎｃａｎｓ多重比较（Ｐ＜
００５）检验显著性，采用Ｅｘｃｅｌ２００７软件作图。

２　结果与分析

２．１　抗性植株的ＰＣＲ检测
用６ｍｇ／Ｌ潮霉素筛选农杆菌介导遗传转化的再生抗性

芽，共获得３个抗性株系，遗传转化效率为０．３％。把抗性芽
继代至抗性生根培养基（含１０ｍｇ／Ｌ潮霉素）中，其中１个株
系生长正常，另２个株系生长较缓慢；对正常生长株系进行大
量扩繁。用 ＣＴＡＢ法提取叶片总 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ检测，扩增
产物电泳分析结果表明，转基因植株与阳性质粒均扩增出

７０１ｂｐ相同大小的特异条带（图１），而非转基因植株则无此
特异条带，证明Ｐ５ＣＳ基因已整合到再生抗性马铃薯植株中。

２．２　耐盐性和抗旱性
２．２．１　游离脯氨酸含量　植物在高盐、干旱等逆境下会大量
积累游离脯氨酸来降低渗透胁迫所造成的氧伤害，保护胁迫

下的植物体，因此，在相同胁迫条件下，同品种马铃薯植株中

脯氨酸积累量越多，表明其抗逆性越强。图２表示转基因和
非转基因植株在 １５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ胁迫和基质含水量为
２０％～２５％ 的干旱胁迫下叶片中游离脯氨酸的含量。从图２
可知，转基因和非转基因植株在盐和干旱胁迫下均有脯氨酸

积累，尤其是在盐胁迫下积累了大量脯氨酸；盐和干旱胁迫下

转基因植株的脯氨酸含量分别为非转基因植株的１．７倍和
１．３倍，明显高于非转基因植株。表明转Ｐ５ＣＳ基因植株在盐
和干旱胁迫下可大量合成脯氨酸，从而更能适应逆境环境。

２．２．２　丙二醛（ＭＤＡ）含量　植物在逆境或衰老过程中遭受
伤害时，因膜脂过氧化而导致生物膜的破坏，最终分解为

ＭＤＡ。ＭＤＡ含量的高低与细胞膜的伤害程度呈正相关，即
ＭＤＡ含量可反映植物遭受逆境伤害的程度，含量越高表明对
膜和细胞造成的伤害越大［１０］。由图３可知，在盐和干旱胁迫
下转基因和非转基因植株均产生 ＭＤＡ，但转基因植株叶片
ＭＤＡ的产生量明显低于非转基因植株。在１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
胁迫和２０％～２５％的基质含水量条件下，转基因植株叶片中
的ＭＤＡ含量只有非转基因植株的５０．３％和６５．８％，表明在
盐和干旱胁迫下转基因植株积累的 ＭＤＡ含量较少，使细胞
膜伤害程度明显降低而达到植株能够较正常生长。

２．２．３　超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性　ＳＯＤ是清除植物体内
活性氧自由基的最重要的保护酶之一，在植物器官衰老或在

逆境胁迫下，ＳＯＤ能够使细胞免受伤害从而起到保护作用，
其活性越高清除活性氧的能力就越强。由图４可以看出，转
基因和非转基因植株在盐胁迫和干旱胁迫下均具ＳＯＤ活性，
但转基因植株的 ＳＯＤ活性显著高于非转基因植株。在
１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ胁迫和基质含水量为２０％ ～２５％的干旱胁
迫下，转基因植株的 ＳＯＤ活性是非转基因植株的２．６７倍和
２．８７倍。表明转Ｐ５ＣＳ基因植株在盐和干旱胁迫条件下能够
增强ＳＯＤ活性，进而减轻植株受胁迫的程度。
２．２．４　盐和干旱胁迫下植株生长势的初步观察　用
１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ和含水量为２０％～２５％的基质对转基因和
非转基因植株胁迫处理２０ｄ后的植株形态学观察表明，转基
因植株的耐盐和抗干旱能力显著提高。从图５可以看出，在
干旱胁迫下，转基因植株的下部叶片生长较正常，上部叶除叶

尖发黄外其他叶片的长势良好；而非转基因植株中、下部叶片

已干枯、死亡，上部叶片也明显卷曲、干枯，叶片趋于死亡。在
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盐胁迫下，转基因植株生长较良好，只有部分叶呈现少量的白

色斑点或叶尖发黄、叶片发生微微卷曲、植株节间缩短的现

象；而非转基因植株叶片则全部萎蔫、卷曲严重，甚至干枯死

亡。表明转Ｐ５ＣＳ基因的“东农３０３”马铃薯植株在盐和干旱
胁迫下生长势明显优于非转基因植株。

３　结论与讨论

与非转基因植株相比，转拟南芥 Ｐ５ＣＳ基因的马铃薯品
种“东农３０３”在盐和干旱胁迫下叶片中脯氨酸含量显著增
加，ＳＯＤ活性明显上升，而丙二醛积累量则缓慢，说明转Ｐ５ＣＳ
基因“东农３０３”具有一定的耐盐性和抗旱性。盐和干旱等渗
透胁迫会打乱植物细胞的水分平衡，造成植物细胞缺水，最直

接的表现就是叶片的萎蔫程度。Ｓｈｅｒｒａｆ等研究表明，在
５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ胁迫下，马铃薯植株生长势是非胁迫下的
５０％；在１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ胁迫下，马铃薯植株的生长势会完
全受到抑制，根部吸收能力受到阻碍，细胞间隙之间由碱性物

质所饱和，最终造成细胞坏疽和细胞死亡［１１］，该研究结果与

本试验在１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ胁迫下非转基因植株叶片已干枯
死亡的结果相一致。很多研究已证明转入抗旱或耐盐相关基

因可提高农作物对渗透胁迫的耐受能力，进而培育出高抗逆

性的新品种。脯氨酸作为植物抵抗渗透胁迫的重要渗透物

质，其积累是植物对逆境胁迫所采取的一种自我保护性措施，

其含量可反映细胞抗逆性和受害程度［１２－１３］。Ｈｍｉｄａ－Ｓａｙａｒｉ
等将拟南芥的 Ｐ５ＣＳ基因转入马铃薯中，获得了４个转基因
株系，在１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ胁迫下，转基因植株的脯氨酸积累

量在１８０～１１００μｇ／ｇ鲜叶质量，表明在相同的胁迫条件下，
转基因株系间脯氨酸的合成量具有较大差异［１４］。本研究中

的转基因马铃薯植株在１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ胁迫下脯氨酸积累
量约为３０００μｇ／ｇ鲜叶质量，较高，认为转Ｐ５ＣＳ植株中脯氨
酸的积累量可能是受品种、ＮａＣｌ胁迫浓度、胁迫处理时间、目
的基因拷贝数等的影响，具体的原因有待于进一步研究。
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