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２５－２８．　

［１２］ＧｒｅｉｐｓｓｏｎＳ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓｔｒａｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄＧＡ３ｏｎｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ

ａｓａｎｄｓｔａｂｉｌｉｓｉｎｇｇｒａｓｓＬｅｙｍｕｓａｒｅｎａｒｉｕｓｕｓｅｄｉｎｒｅｃｌａｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＳｅｅｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００１，２９（１）：１－１０．

［１３］周　健，代　松，钱存梦，等．大花四照花种子休眠解除过程中
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［１８］ＳｈｉｍａｄａＴ．Ｎｕｔｒｉｅｎｔｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆａｃｏｒｎｓａｎｄｈｏｒｓｅｃｈｅｓｔｎｕｔｓｉｎ
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［１９］李庆梅．几种北方落叶栎种子发育的形态生理及萌发特性研究
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高换超，许雯雯，井朋伟，等．我国野生燕山葡萄ＶｙＵＳＰ１基因抗逆功能的初步验证［Ｊ］．江苏农业科学，２０２２，５０（１０）：１５９－１６５．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２２．１０．０２５

我国野生燕山葡萄 ＶｙＵＳＰ１基因抗逆功能的初步验证
高换超１，２，许雯雯１，井朋伟１，程珊珊１，侯小进１，２，李桂荣１，２

（１．河南科技学院园艺园林学院，河南新乡４５３００３；

２．河南省园艺植物资源利用与种质创新工程研究中心，河南新乡４５３００３）

　　摘要：研究我国野生葡萄燕山葡萄（Ｖｉｔｉｓｙｅｓｈａｎｅｓｉｓ‘Ｙａｎｓｈａｎ’）ＶｙＵＳＰ１基因在转基因烟草不同逆境下的表达情
况，选择从供试材料中克隆所获得的ＶｙＵＳＰ１基因，利用重组法构建其载体，并用农杆菌介质为导体转化转基因烟草
植株，获得ＵＳＰ转基因烟草植株，然后对转基因烟草植株进行不同逆境处理，并对该基因进行初步的功能研究。结果
表明，在不同的逆境条件下，ＵＳＰ转基因烟草均具有一定的抗干旱能力，但是不具备抗寒能力。较高浓度 ＮａＣｌ、甘露
醇、ＰＥＧ－６０００以及低温处理会抑制转基因烟草种子的萌发。而在不同浓度ＮａＣｌ、甘露醇处理下，转基因烟草植株幼
苗均比野生型（ＷＴ）植株幼苗的表现要好；不同浓度ＰＥＧ－６０００处理对转基因烟草幼苗生长的影响并不明显；但在低
温处理条件下，转基因烟草植株幼苗全部死亡。植物在受到外界胁迫时ＶｙＵＳＰ１基因的表达会上调，蛋白活性被激活
之后，有助于提高植物的抗逆性，增强其环境的适应性，因此ＵＳＰ对逆境胁迫存在一定的抗性。
　　关键词：燕山葡萄；ＶｙＵＳＰ１基因；转基因烟草；逆境胁迫；功能验证
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　　普遍胁迫蛋白（ｕｎｉｖｅｒｓａｌｓｔｒｅｓｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＵＳＰ）是
一种普遍存在于植物中的抗逆性相关蛋白，所有蛋

白质至少含有１个ＵＳＰ结构域和其他催化基序，在
特定的组织、器官和发育阶段或在不同的胁迫条件

下差异表达［１－２］。ＵＳＰ属于自磷酸化丝氨酸和苏氨
酸的磷酸蛋白，可作为三磷酸鸟苷（ＧＴＰ）和腺嘌呤
核苷三磷酸（ＡＴＰ）的磷酸供体。

目前，在植物逆境分子生理研究中，都有克隆

到ＵＳＰ基因的报道，在水稻、棉花、拟南芥等全基因
组测序的情况下，很多物种中都发现并克隆到了

ＵＳＰ基因［３－８］。ＵＳＰ在水稻中至少由１０个基因编
码，在拟南芥中由１７个基因编码，并且都位于第５
条染色体上。在亚细胞水平上，ＵＳＰ基因被定位存
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在于细胞质中，能够参与大量的胁迫应答反应［４－５］。

Ｃｈｏｕ等研究发现，当细胞受到外界环境胁迫时，该
基因的表达会明显上调，蛋白活性被激活，有助于

提高其抗逆性，增强其适应性［６－７］。Ｕｄａｗａｔ等研究
发现，ＵＳＰ在海蓬子（Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａｂｒａｃｈｉａｔａ）耐盐胁迫
中起着至关重要的作用；ＳｂＵＳＰ基因主要通过清除
转基因烟草细胞内的活性氧，显著提高了烟草的耐

盐性［８］。在大豆植物中，黄姗等将克隆得到的大豆

ＧｍＵＳＰ１基因对其进行不同浓度的 ＮａＣｌ、脱落酸
（ＡＢＡ）、聚乙二醇（ＰＥＧ）６０００胁迫处理，分析发现
耐盐品种和感盐品种对胁迫诱导响应时间和表达

量存在差异，推测该基因可能参与逆境胁迫的应答

调控［９］。Ｌｏｕｋｅｈａｉｃｈ从番茄基因组中克隆 ＳｌＵＳＰ１
基因，通过表达模式分析发现该基因在植物中具有

组织特异性，在盐、高低温、干旱及ＡＢＡ逆境条件下
候选基因被诱导［１０］。赵莘对葡萄 ＶｐＵＳＰ基因的研
究表明，该基因在与白粉病病菌互作过程中具有表

达活性［１１］。

我国是葡萄属植物的重要起源地之一，具有丰

富的野生葡萄属种质资源，对野生葡萄资源抗逆机

制的研究有重要意义，但关于葡萄ＵＳＰ基因在抗逆
性方面的研究较少。本研究以我国野生燕山葡萄

（Ｖｉｔｉｓｙｅｓｈａｎｅｎｓｉｓ‘Ｙａｎｓｈａｎ’）为材料，克隆获得
ＶｙＵＳＰ１基因，转基因获得 ＵＳＰ烟草植株，然后对转
ＶｙＵＳＰ１基因烟草植株进行不同逆境处理，对该基因
抗逆功能开展研究，有助于探讨燕山葡萄中ＶｙＵＳＰ１
基因的功能，以期为燕山葡萄资源的利用提供一定

的理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料为中国野生燕山葡萄、本氏烟草

（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ）。
试验地点为河南科技学院园艺园林学院分子

生物学实验室；试验时间为２０２０年３—１２月。
１．２　试验方法
１．２．１　燕山葡萄 ＶｙＵＳＰ１基因在烟草中的功能
研究

１．２．１．１　构建植物表达载体 ｐＢＩ１２１－ＶｙＵＳＰ１，将
其导入根癌农杆菌ＧＶ３１０１。

（１）步骤１：ＶｙＵＳＰ１基因的克隆。
总ＲＮＡ的提取。采用 Ｔｒｉｚｏｌ方法提取葡萄叶

片总ＲＮＡ；取ＲＮＡ１μｇ，用１．０％琼脂糖凝胶电泳

检测总ＲＮＡ的完整性，利用核酸蛋白检测仪检测其
纯度及浓度。

相关基因片段的扩增。基因扩增体系体积为

５０μＬ：分别加入２μＬ模板、引物和 ｄＮＴＰ；０．４μＬ
ＬＡ酶；５μＬ１０×ＬＡＢｕｆｆｅｒ，最后加入 ｄｄＨ２Ｏ补齐
５０μＬ。ＰＣＲ程序：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性
３０ｓ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，变性至延伸
步骤循环３０次；７２℃再次延伸１０ｍｉｎ，１６℃保持
１０ｍｉｎ，４℃保存。

扩增产物与克隆载体ｐＭＤ１８－Ｔ连接后转化至
大肠杆菌ＤＨ５α感受态中，筛选阳性克隆进行测序
鉴定。连接 ｐＭＤ１８－Ｔ体系总体积为１０μＬ：扩增
产物７．５μＬ、ｐＭＤ１８－Ｔ０．５μＬ、１０×Ｔ４ｌｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ
１μＬ、Ｔ４ｌｉｇａｓｅ１μＬ。需１６℃连接２～５ｈ。转化流
程：大肠杆菌ＤＨ５α感受态放在冰上４～５ｍｉｎ使其
完全溶解之后将连接ｐＭＤ１８－Ｔ的连接液加入到感
受态管中，静置３０ｍｉｎ，４２℃水浴２ｍｉｎ，取出后立
即放冰上２ｍｉｎ。在无菌操作台中向感受态管中加
入４００μＬ液体ＬＢ培养基，标记封口后放于３７℃摇
床上，１６０～２００ｒ／ｍｉｎ振荡１ｈ。取出后１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２ｍｉｎ，去除部分上清液，剩余菌液吸打均匀，涂
在ＬＢ固体培养基上，标记封口后在３７℃条件下倒
置培养１４ｈ。

（２）步骤２：构建ＶｙＵＳＰ１基因表达载体。
用限制性内切酶ＸｂａⅠ和ＳｍａⅠ酶切重组载体

ｐＢＩ１２１－Ｇ，分别回收目的片段和表达载体片段，用
ＥｘｎａｓｅⅡ ３７℃连接 ３０ｍｉｎ后转化至大肠杆菌
ＤＨ５α感受态中，得到的菌液进行质粒提取后转化
到根癌农杆菌ＧＶ３１０１中即可。酶切连接体系总体
积为 ４０μＬ：ｐＢ１２１－Ｇ１０μＬ、ＢＳＡ４μＬ、１×Ｔ
Ｂｕｆｆｅｒ４μＬ、ＸｂａⅠ １μＬ、ＳｍａⅠ １μＬ、ｄｄＨ２Ｏ补齐
至 ４０μＬ。此体系３７℃连接２ｈ。酶切连接体系总
体积为 ４０μＬ：载体片段与扩增片段、ＥｘｎａｓｅⅡ各
０５μＬ、５×ＣＥⅡＢｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补齐至４０μＬ。
３７℃连接３０ｍｉｎ。

（３）步骤３：利用农杆菌介导叶盘法转化本氏
烟草。

转化流程：从无菌试管苗上分别剪取烟草叶

片，切成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的叶块，ＭＳ培养基预培养
３ｄ；挑取单菌落，接种于含卡那霉素 （Ｋａｎ）
６０μｇ／ｍＬ、庆大霉素（Ｇｅｎｔ）３０μｇ／ｍＬ的 ＬＢ液体
培养基中，２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养过夜；取
２００μＬ新鲜菌液接种于２０ｍＬＬＢ培养基中培养至
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生长对数期，４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；收集沉
淀，并用ＭＳ液体培养基重悬沉淀，并置于２８℃恒
温摇床，２００ｒ／ｍｉｎ培育２ｈ（Ｄ６００ｎｍ＝０５）；将预培养
的叶片浸入准备好的农杆菌菌液中培养５ｍｉｎ，取出
叶片，置于无菌滤纸上，除去叶盘表面多余的农杆菌

菌液；将上述叶盘转入ＭＳ培养基，２５℃黑暗条件下
共培养２ｄ；将共培养后的叶片转入分化培养基ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ）＋０．３ｍｇ／Ｌ萘
乙酸（ＮＡＡ）＋２５ｍｇ／Ｌ潮霉素（ＨｙｇＢ）＋５００ｍｇ／Ｌ
羧苄西林（Ｃａｒｂ），２５℃ 培养；待芽长到１．５ｃｍ左右
时，切下转移到生根培养基 ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
２５ｍｇ／ＬＨｙｇＢ＋５００ｍｇ／ＬＣａｒｂ中，进行生根培养。
１．２．１．２　种子逆境胁迫处理　用ＮａＣｌ、ＰＥＧ－６０００、
甘露醇溶液和不同温度处理转基因烟草植株与野生

型烟草植株Ｔ２种子。ＮａＣｌ处理：０、１５０、３００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ；干旱处理：０、１５０、３００ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇；高渗透
处理：对照、１５％、３０％ ＰＥＧ－６０００；低温处理：４、
－１０、－２０℃处理。然后分别在０～１５ｄ统计种子
的发芽率。发芽率＝发芽种子数／种子总数×１００％。
１．２．１．３　幼苗逆境胁迫处理　用 ＮａＣｌ、ＰＥＧ－
６０００、甘露醇溶液和不同温度处理转基因烟草植株
与野生型（ＷＴ）烟草植株幼苗。ＮａＣｌ处理：０、１５０、
３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ；干旱处理：０、１５０、３００ｍｍｏｌ／Ｌ甘
露醇；高渗透处理：对照、１５％、３０％ ＰＥＧ－６０００；低
温处理：４、－１０℃处理。统计存活率，存活率 ＝存
活幼苗数／幼苗总数×１００％。
１．２．２　燕山葡萄ＶｙＵＳＰ１启动子功能验证　（１）构
建燕山葡萄 ＶｙＵＳＰ１基因启动子的植物表达载体
（所用载体为ｐＢＩ１２１）。（２）利用叶盘法转化烟草。
（３）转基因烟草植株幼苗的组织器官表达分析及对
不同胁迫的响应；对根、茎、叶进行 β葡萄糖苷酸酶
（ＧＵＳ）染色：幼苗分别用 １５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１５％

ＰＥＧ－６０００、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇进行 ＧＵＳ染色。
（４）用ＧＵＳ染色法验证转 ＶｙＵＳＰ１基因烟草植株成
苗对渗透胁迫的响应。

２　结果与分析

２．１　ＵＳＰ启动子ＧＵＳ染色
不同浓度 ＮａＣｌ处理的转基因烟草２、４、８、１２、

２４ｈ５个时间段中２、８、２４ｈ均被染色，而 ＷＴ幼苗
均无染色表现；转基因烟草植株在甘露醇和 ＰＥＧ－
６０００不同浓度处理中的２、８ｈ条件下，观察发现转
基因植株叶片均被染色；在４℃处理中转基因烟草
植株叶片在２、４、８、１２、２４ｈ５个时间段的染色情况
与ＷＴ烟草幼苗的染色情况均无明显变化。根据以
上情况综合分析表明，在ＮａＣｌ处理中转基因植株叶
片的染色情况表现比较明显，而其他处理中转基因

植株叶片染色情况相对微弱。

２．２　转基因烟草种子在不同逆境处理下的发芽率
２．２．１　不同浓度ＮａＣｌ处理对转基因烟草种子发芽
率的影响　由图１、表１可以看出，种子播种在添加
不同浓度ＮａＣｌ的ＭＳ培养基上，培养０～１５ｄ后，未
添加ＮａＣｌ处理的转基因烟草种子和 ＷＴ种子发芽
率均为１００．０％。１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理３ｄ后的转
基因烟草种子发芽率达到１００％，处理７ｄ后的转基
因烟草种子发芽率达到４１％，处理１５ｄ后的转基因
烟草种子发芽率为３３．３％。而３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处
理后的转基因烟草种子发芽率从３ｄ到１５ｄ变化幅
度较大，从２０．０％降到了０。综上所述，转 ＶｙＵＳＰ１
基因烟草种子在１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理下，时间越
长发芽率越低；随着处理的 ＮａＣｌ浓度升高，转
ＶｙＵＳＰ１基因烟草种子发芽率也降低，说明盐胁迫浓
度过高或者时间过长均对转 ＶｙＵＳＰ１基因烟草种子
发芽不利。

２．２．２　不同浓度甘露醇处理对转基因烟草种子发
芽率的影响　由图２、表２可以看出，种子播种在添
加不同浓度甘露醇的 ＭＳ培养基上，培养 ０～１５ｄ

后，未添加甘露醇处理的转基因烟草种子和 ＷＴ种
子发芽率均为１００％。１５０ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇处理３ｄ
后的转基因烟草种子发芽率达到１００．０％，处理７ｄ
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表１　不同浓度ＮａＣｌ处理对转基因烟草种子发芽率的影响

试验材料 处理时间

０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ １５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ ３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ

种子总数

（粒）

发芽种子数

（粒）

发芽率

（％）
种子总数

（粒）

发芽种子数

（粒）

发芽率

（％）
种子总数

（粒）

发芽种子数

（粒）

发芽率

（％）

转基因烟草 播后３ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ９０ １００．０ ９０ １８ ２０．０

ＷＴ 播后３ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ２６ ２８．９ ９０ １１ １２．２

转基因烟草 播后７ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ３７ ４１．１ ９０ ９ １０．０

ＷＴ 播后７ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ １３ １４．４ ９０ ４ ４．４

转基因烟草 播后１５ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ３０ ３３．３ ９０ ０ ０．０

ＷＴ 播后１５ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ８ ８．９ ９０ ０ ０．０

表２　不同浓度甘露醇处理对转基因烟草种子发芽率的影响

试验材料 处理时间

０ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇 １５０ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇 ３００ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇

种子总数

（粒）

发芽种子数

（粒）

发芽率

（％）
种子总数

（粒）

发芽种子数

（粒）

发芽率

（％）
种子总数

（粒）

发芽种子数

（粒）

发芽率

（％）

转基因烟草 播后３ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ９０ １００．０ ９０ ３０ ３３．３

ＷＴ 播后３ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ １０ １１．１ ９０ ０ ０．０

转基因烟草 播后７ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ８６ ９５．６ ９０ １５ １６．７

ＷＴ 播后７ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ５ ５．６ ９０ ０ ０．０

转基因烟草 播后１５ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ５６ ６２．２ ９０ ０ ０．０

ＷＴ 播后１５ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ０ ０．０ ９０ ０ ０．０

后达到 ９５．６％，处理 １５ｄ后为 ６２．２％。而
１５０ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇处理ＷＴ种子０～１５ｄ后发芽率
较低。３００ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇处理转基因烟草种子０～
１５ｄ后发芽率均低于１５０ｍｍｏｌ／Ｌ处理，说明较高甘
露醇含量处理会抑制转基因烟草种子的萌发。

２．２．３　不同浓度ＰＥＧ－６０００处理对转基因烟草种
子发芽率的影响　由表３可以看出，种子播种在添
加不同浓度 ＰＥＧ－６０００的 ＭＳ培养基上，培养０～
１５ｄ后，未添加ＰＥＧ－６０００处理的转基因烟草种子
和ＷＴ种子发芽率均为１００％。１５％ ＰＥＧ－６０００处
理３ｄ后的转基因烟草种子发芽率达到１００％，处理
７ｄ后达到２６．７％，处理１５ｄ后为２０．０％。而１５％
ＰＥＧ－６０００处理 ＷＴ种子 ０～１５ｄ后发芽率较低
３０％ ＰＥＧ－６０００处理转基因烟草种子发芽率均为
０，说明较高 ＰＥＧ－６０００含量处理会抑制转基因烟
草种子的萌发。

２．２．４　低温处理对转基因烟草种子发芽率的影响

　由图３、表４可以看出，种子播种在ＭＳ培养基上，
低温培养０～１５ｄ后，未低温处理的转基因烟草种
子和ＷＴ种子发芽率均为１００％。 －１０℃处理 ３ｄ
后的转基因烟草种子发芽率为３３．３％，处理７ｄ后
下降为２６．７％，处理１５ｄ为０％。而－１０℃处理ＷＴ
种子０～１５ｄ后发芽率均高于转基因烟草种子发芽
率。－２０℃条件下培养转基因烟草和 ＷＴ种子发
芽率均为０，说明温度低会抑制转基因烟草种子的
萌发。

２．３　不同逆境处理对转基因烟草幼苗生长的影响
２．３．１　不同浓度ＮａＣｌ处理对转基因烟草幼苗生长
的影响　由图４可以看出，在１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处
理下ＷＴ植株幼苗和转基因植株幼苗的生长状况均
出现了走向衰弱的趋势，但是转基因植株幼苗的生

长势较旺盛，其综合情况要比ＷＴ植株幼苗的好；在
３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理下ＷＴ植株幼苗株型矮小，生
长势弱且叶片狭小而转基因烟草幼苗在这３个方面
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表３　不同浓度ＰＥＧ－６０００处理对转基因烟草种子发芽率的影响

试验材料 处理时间

对照 １５％ ＰＥＧ－６０００ ３０％ ＰＥＧ－６０００

种子总数

（粒）

发芽种子数

（粒）

发芽率

（％）
种子总数

（粒）

发芽种子数

（粒）

发芽率

（％）
种子总数

（粒）

发芽种子数

（粒）

发芽率

（％）

转基因烟草 播后３ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ９０ １００．０ ９０ ０ ０．０

ＷＴ 播后３ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ０ ０．０ ９０ ０ ０．０

转基因烟草 播后７ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ２４ ２６．７ ９０ ０ ０．０

ＷＴ 播后７ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ６ ６．７ ９０ ０ ０．０

转基因烟草 播后１５ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ １８ ２０．０ ９０ ０ ０．０

ＷＴ 播后１５ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ０ ０．０ ９０ ０ ０．０

表４　低温处理对转基因烟草种子发芽率的影响

试验材料 处理时间

４℃ －１０℃ －２０℃

种子总数

（粒）

发芽种子数

（粒）

发芽率

（％）
种子总数

（粒）

发芽种子数

（粒）

发芽率

（％）
种子总数

（粒）

发芽种子数

（粒）

发芽率

（％）

转基因烟草 播后３ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ３０ ３３．３ ９０ ０ ０．０

ＷＴ 播后３ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ６０ ６６．７ ９０ ０ ０．０

转基因烟草 播后７ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ １１ ２６．７ ９０ ０ ０．０

ＷＴ 播后７ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ３９ ４３．３ ９０ ０ ０．０

转基因烟草 播后１５ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ０ ０．０ ９０ ０ ０．０

ＷＴ 播后１５ｄ ９０ ９０ １００．０ ９０ ２０ ２２．２ ９０ ０ ０．０

的状况均优于 ＷＴ幼苗的状况，但两者均有继续生
长的趋势。

２．３．２　不同浓度甘露醇处理对转基因烟草幼苗生
长的影响　由图５可以看出，在１５０、３００ｍｍｏｌ／Ｌ甘
露醇２个处理中，转基因烟草植株幼苗的生长状况
比ＷＴ植株幼苗的表现要好。
２．３．３　不同浓度ＰＥＧ－６０００处理对转基因烟草幼

苗生长的影响　由图６可以看出，３０％ ＰＥＧ－６０００
处理转基因烟草植株幼苗和ＷＴ植株幼苗均无生长
迹象，并且在１５％浓度处理下两者差异不明显。
２．３．４　不同低温处理对转基因烟草幼苗生长的影
响　由图７可以看出，在４℃处理下，转基因烟草幼
苗的生长势优于 ＷＴ幼苗，在 －１０℃低温下，转基
因烟草幼苗和ＷＴ幼苗全部死亡。
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３　讨论与结论

应激蛋白是一种普遍存在于植物中的抗性相

关蛋白，一般存在于细胞质中，在植物受到外界胁

迫时表达上调，增强植物的抗逆性。葡萄容易受到

盐碱、干旱等逆境危害，危害严重的会给葡萄生产

造成巨大的经济损失。发掘葡萄种质的抗逆性基

因，提高葡萄新品种的抗逆性是解决此问题的有效

途径之一。本试验主要研究了我国野生葡萄燕山

葡萄ＶｙＵＳＰ１基因在转基因烟草不同逆境下的表达
情况，结果发现 ＶｙＵＳＰ１基因比较抗盐和耐旱。陈
莹等研究发现，高羊茅（ＦｅｓｔｕｃａａｒｕｎｄｉｎａｃｅａＳｃｈｒｅｂ）
逆境胁迫蛋白基因 ＦａＵＳＰ的超量表达可以增强菊
苣的抗旱能力，推测该基因与抗旱性相关［１２］。刘峻

玲等研究青
!

（Ｐｉｃｅａｗｉｌｓｏｎｉｉ）ＰｗＵＳＰ１基因时，发现
在干旱和盐胁迫条件下，ＰｗＵＳＰ１通过增强植物的
活性氧（ＲＯＳ）清除能力及抑制膜脂氧化损伤来提

高植物对非生物胁迫的耐受性［１３］。本试验研究结

果均与这些研究结果一致，植物在受到外界逆境刺

激后，通过系列信号分子调节相关抗逆基因和蛋白

的表达，进而改变自身表观形态和生理生化水平来

适应逆境［１４－１５］。在感觉到外部逆境刺激后，植物将

外源信号导入细胞内下游信号通路，包括激活蛋白

激酶或磷酸酶，刺激下游靶蛋白，以及植物激素的

生物合成，以控制植物的生长发育［１６－１７］。特别是这

些复杂信号交叉网络精确地调节了胁迫反应基因

的表达，并保护植物免受外部胁迫［１５，１８－２０］。

本试验以我国野生燕山葡萄为材料，克隆获得

ＶｙＵＳＰ１基因，利用重组法构建其载体，并用农杆菌
介质为导体转化转基因烟草植株，获得 ＵＳＰ转基因
烟草植株。然后对转基因烟草植株进行不同逆境

处理，探究该基因的抗逆性。研究结果表明，在不

同的逆境条件下，ＵＳＰ转基因烟草均具有一定的抗
干旱能力，但是不具备抗寒能力。较高浓度 ＮａＣｌ、
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甘露醇、ＰＥＧ－６０００以及低温处理会抑制转基因烟
草种子的萌发。而在不同浓度 ＮａＣｌ、甘露醇处理
下，转基因烟草植株幼苗均比 ＷＴ植株幼苗的表现
要好；不同浓度ＰＥＧ－６０００处理对转基因烟草幼苗
生长的影响并不明显；但在低温处理的条件下，转

基因烟草植株幼苗全部死亡。综上所述，ＵＳＰ转基
因植株对逆境有一定的抗性，植物在受到外界胁迫

时ＶｙＵＳＰ１基因的表达上调，蛋白活性被激活，有助
于提高植物的抗逆性，增强其环境适应性。
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