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摘要　为探索ＤＲＥＢ２ＡＣＡ基因（ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅａｃｔｉｖａｔｅＤＲＥＢ２Ａ，组成型激活 ＤＲＥＢ２Ａ基因）在植物
抗盐反应中的功能及其在植物抗逆基因工程中的运用，用ＳＯＥＰＣＲ（ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇｅｘｔｅｎｓｉｏｎＰＣＲ，折
叠延伸ＰＣＲ）方法克隆了ＤＲＥＢ２ＡＣＡ，并将其置于盐诱导的ｒｄ２９Ａ启动子控制下，构建了植物表达
载体，并通过农杆菌介导的方法将目的基因转入烟草。Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ证明了目的基因成功整合到
烟草基因组中。ＲＴＰＣＲ表明，目的基因受盐胁迫诱导表达。在盐处理条件下，转基因烟草比对
照具有更好的生长状态，含有较高的光和色素，具有较高的光合速率及较低的 ＭＤＡ含量。说明
ＤＲＥＢ２ＡＣＡ的表达提高了植物抗逆能力，该基因在抗盐领域具有广阔的应用前景。
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　　植物直接生活在复杂多变的自然环境中。干旱、

盐碱、寒冷及高温等逆境会使植物受到生理伤害，严重

时甚至导致植物死亡。为适应逆境，植物在漫长的进

化过程中演化出了对这些逆境胁迫的应答机制，例如：

气孔关闭、细胞膜及胞质成分的改变等［１］。一般认为，

与植物抗病机制不同，植物对干旱、高盐等逆境的抗性

受多基因控制，因此，利用基因工程技术导入单个功能

基因难以大幅度地提高植物的抗逆性。而强表达信号

调控途径中的上游基因，如转录因子，则能诱导下游抗

逆相关的许多功能基因的表达，因此利用转录因子成

为改良植物抗逆性的重要途径［２］。

　　在对逆境胁迫基因启动子区分析的研究中，发现

许多基因的启动子区含有保守元件序列：Ａ／ＧＣＣＧＡＣ，

这就是后来称之为脱水应答元件（ＤＲＥ）的核心序

列［３］。自从１９９７年，Ｓｔｏｃｋｉｎｇ等［４］用酵母一元杂交的

方法从拟南芥中分离了一个ＤＲＥ／ＣＲＴ结合蛋白ＣＢＦ１

以来，已克隆到了许多 ＤＲＥＢ相关基因（ＤＲＥＢｌｉｋｅ），

这些基因产物能够结合启动子区的ＤＲＥ／ＣＲＴ元件，启

动一系列下游抗逆基因的表达，并赋予植物耐盐、干

旱、寒冷、高温等能力［５６］。在植物抗盐基因工程领域，

ＤＲＥＢ家族基因一直备受关注，研究者通过转基因手段

将ＤＲＥＢ导入植物基因组中，得到了许多抗性增强的

转基因品种。目前已从多个物种中克隆到 ＤＲＥＢ１基

因家族相关基因，这些基因能赋予转基因植物抗旱，抗

盐，抗寒冷等多重效应［７９］。

　　与 ＣＢＦ／ＤＲＥＢ１转录因子相比，ＤＲＥＢ２亚家族的

调控机制及其转基因研究发展较为滞后。在１９９８年，

Ｌｉｕ等［６］用酵母二元杂交的方法克隆到了 ＤＲＥＢ２Ａ，而

对该基因功能详细的描述到 ２００６年才有报道［１０］。

Ｓａｋｕｍａ等［１０］用拟南芥原生质体鉴定出ＤＲＥＢ２Ａ１３６～

１６５位残基的缺失将使它转变成组成性活性形式即

ＤＲＥＢ２ＡＣＡ（ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅａｃｔｉｖｅＤＲＥＢ２Ａ）；强 表 达

ＤＲＥＢ２ＡＣＡ的拟南芥，抗盐能力要比强表达 ＤＲＥＢ２Ａ

的强得多，但这使转基因植株出现了矮化现象，使用

ｒｄ２９Ａ启动子后矮化现象消除。之后，该研究组用基因

芯片及代谢组学技术，对该基因下游调控作用做了详

细分析。发现该基因能上调３７３个基因，其中包括ＬＥＡ

蛋白，分子伴侣，此生代谢酶，解毒代谢酶等［１１］，从而证

实了ＤＲＥＢ２Ａ在植物响应干旱中所起到的重要作用。
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　　本研究用盐诱导启动子表达 ＤＲＥＢ２ＡＣＡ基因，对

转基因植物做分子、生理检测，探讨了 ＤＲＥＢ２ＡＣＡ在植

物抗盐中的作用及在植物基因工程中的应用前景。

１　材料与方法

１．１　启动子、基因的克隆及载体构建

１．１．１　基因组提取及 ｒｄ２９Ａ启动子的克隆　用 ＣＴＡＢ

法提取拟南芥基因组，用 ＰＣＲ方法从基因组中克隆

ｒｄ２９Ａ启动子，根据ＧｅｎＢａｎｋ中 ｒｄ２９Ａ启动子序列设计

克隆引物（表 １），扩增该启动子，扩增产物长度为

８２４ｂｐ。以ＡＴ克隆方法构建载体 ｐＢＳＴＩＩＰｒｄ２９Ａ，并测

序、保存。

１．１．２　克隆 ＤＲＥＢ２Ａ基因　使用 ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ

Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）提取拟南芥叶片总 ＲＮＡ，实验步骤参照试

剂盒说明书。以拟南芥 ＲＮＡ为模板，使用 Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）试剂盒进行反转录，合成

ｃＤＮＡ第一链。取１μｌｃＤＮＡ反应液为模板，进行 ＰＣＲ

反应，用ＤＲＥＢ基因克隆引物扩增（表１），产物长度应

为 １０６６ｂｐ。以 ＡＴ克隆方法构建载体 ｐＢＳＴＩＩ

ＤＲＥＢ２Ａ，并测序、保存。
表１　实验所用到的引物序列

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙ

引物名称 序列

ｒｄ２９Ａ克隆Ｆ ＣＧＡＣＴＣＡＡＡＡＣＡＡＡＣＴＴＡＣＧ
ｒｄ２９Ａ克隆Ｒ ＡＡＴＣＡＡＡＣＣＣＴＴＴＡＴＴＣＣＴＧ
ＤＲＥＢ２Ａ克隆Ｆ ＧＧＧＡＡＧＧＡＧＡＴＧＧＣＡＧＴＴＴ
ＤＲＥＢ２Ａ克隆Ｒ ＧＴＴＧＴＧＧＧＡＴＴＡＡＧＧＣＡＡＡＴＡ
ＤＲＥＢ２ＡＣＡＦ１ ＧＡＡＴＴＣＣＴＴＡＴＧＴＴＴＣＡＧＣＴＴＧＴＧＴＴＣＴＧ
ＤＲＥＢ２ＡＣＡＲ１ ＧＴＴＴＡＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＴＧＧＡＴＣＡＧＧＧＡＡＡＴＴＡＡＧＡＣＧＡＧＣＣＡＡＡＧ
ＤＲＥＢ２ＡＣＡＦ２ ＴＴＧＧＣＴＣＧＴＣＴＴＡＡＴＴＴＣＣＣＴＧＡＴＣＣＡＧＡＴＴＧＴＧＡＡＴＣＴＡＡＡＣＣ
ＤＲＥＢ２ＡＣＡＲ２ ＧＡＴＡＴＣＧＴＴＧＴＧＧＧＡＴＴＡＡＧＧＣＡＡＡＴＡＴＣ
ＤＲＥＢ２Ａ检测Ｆ ＴＧＡＣＧＧＴＡＣＴＡＣＴＧＴＧＧＣＴ
ＤＲＥＢ２Ａ检测Ｒ ＴＴＣＴＡＣＡＡＴＣＣＣＴＴＧＣＴＣＣ

１．１．３　构建 ｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３Ｐｒｄ２９Ａ　用带有 ＨｉｎｄＩＩＩ
和ＥｃｏＲＩ位点的Ｐｒｄ２９Ａ引物（在克隆引物两段加入酶
切位点及６个保护碱基）从 ｐＢＳＴＩＩＰｒｄ２９Ａ载体扩增Ｐ
ｒｄ２９Ａ。然 后 用 ＨｉｎｄＩＩＩ和 ＥｃｏＲ Ｉ分 别 酶 切 载
ｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３和 ＰＣＲ片段，得到的产物做连接。
ｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３双酶切产物与Ｐｒｄ２９Ａ启动子的双酶切产
物混合，加Ｔ４ＤＮＡ连接酶，１６℃反应１６ｈ。反应产物与
大肠杆菌感受态细胞Ｔｏｐ１０混合，做转化试验，并涂布于
含Ｓｐｅ（壮观霉素）的抗性平板上，提取质粒，检测。
１．１．４　用ＳＯＥＰＣＲ克隆 ＤＲＥＢＣＡ基因并连接植物表
达载体　引物设计如表１（Ｆ１中含有 ＥｃｏＲＩ位点，Ｒ２
中含有 ＥｃｏＲＶ位点，并带有保护碱基），用拟南芥
ｃＤＮＡ为模板，分别以Ｆ１，Ｒ１和 Ｆ２，Ｒ２为引物，用 ＰＦＵ
酶分别做ＰＣＲ。切胶回收以上两种片段然后做融合
ＰＣＲ，得到连接产物，再用引物 Ｆ１，Ｒ２做全长延伸
ＰＣＲ［１２］。得到片段，用ＥｃｏＲＩ和ＥｃｏＲＶ酶切以后连接
植物表达载体即得到植物表达载体 ｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３
Ｐｒｄ２９ＡＤＲＥＢ２ＡＣＡ。
１．２　烟草转基因ｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３Ｐｒｄ２９ＡＤＲＥＢ２ＡＣＡ
　　将构建植物表达载体 ｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３Ｐｒｄ２９Ａ
ＤＲＥＢ２ＡＣＡ及空载体 ｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３Ｐｒｄ２９Ａ（作为阴性

对照）用电击方法转入农杆菌 Ｃ５８中。将烟草叶片去
除主脉和叶边缘，然后将叶片切成１ｃｍ×１ｃｍ大小，浸
入制备好的农杆菌菌液，浸泡８～１５ｍｉｎ，用无菌的滤
纸吸净菌液，接种于共培养基中，２５℃左右培养３天。
将叶片转移至筛选培养基中，２０天左右更换一次培养
基，当抗性芽从愈伤组织上长到 １ｃｍ左右，切取抗性
芽，接种于生根培养基，详细转基因方法参见［１３］。将
根系生长良好的烟草组培苗种植在蛭石和腐殖土的培

养土中，使之在温室中正常生长。在含潮霉素（２０ｍｇ／
Ｌ）的 ＭＳ培养基上筛选用花授粉的种子，直到得到 Ｆ２
带，用纯合体做生理检测。

１．３　转化植物分子检测
１．３．１　基因组检测　用 ＣＴＡＢ法提取植物基因组，转
基因植物的ＰＣＲ检测分别在Ｔ０，Ｔ１及Ｔ２进行，ＰＣＲ方
法参见［１４］，所用为 ＤＲＥＢ２Ａ检测引物（表 １）。做
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ的烟草基因组先用 ＥｃｏＲＩ、ＥｃｏＲＶ过夜酶切，
然后用２０微克量进行电泳上样，用地高辛标记法合成
探针，试剂为德国 Ｒｏｃｈｅ产品 ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡ
ＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔＩ。
１．３．２　表达检测　转基因烟草，用２００ｍｍｏｌ盐（ＮａＣｌ）
处理，在０，６，２４小时的时候取样，用液氮冻存，提取

３４
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ＲＮＡ，做ＲＴＰＣＲ。表达结果用烟草 ＵＢＩ基因（看家基

因）做内部参照。

１．４　转化植物生理检测

　　用蛭石培养Ｆ２代转化植物，植株发芽一个月后开

始浇含２００ｍｍｏｌＮａＣｌ的１／４ＭＳ液体培养基。每隔７

天用清水对培养基质清洗一次，防止 ＮａＣｌ过度积累。

２０天后，对植物进行生理测定。对每一个品系，都留一

定数目的植株不做盐处理，同样条件培养，作为对照。

取烟草第五片叶子提取色素、ＭＤＡ或行进呼吸速率的

测定。色素提取及检测方法按照参见［１５］，用 Ｌｉ６４００

便携光合测定仪测定植物的呼吸速率。

１．５　统计分析

　　实验数据均做三个独立重复，并用 ＳＰＳＳ软件进行

ＡＮＯＶＡ分析。

２　结　果

２．１　分子克隆

　　提取拟南芥基因组，以此ＤＮＡ为模板，用ｒｄ２９Ａ启

动子特异引物做ＰＣＲ扩增，得到８２４ｂｐ的条带，产物用

Ｔ４ＤＮＡ连接酶与ｐＢＳＴＩＩ载体进行连接反应，ｒｄ２９Ａ启

动子克隆到ｐＢＳＴＩＩ载体中。之后用带有酶切位点Ｈｉｎｄ

ＩＩＩ和ＥｃｏＲＩ的引物，以 ｐＢＳＴＩＩＰｒｄ９Ａ为模板扩增，然

后将ＰＣＲ片段及植物表达载体都进行酶切，胶纯化以

后，用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，转化大肠杆菌。在含有

Ａｍｐ的平板上，挑取单菌落，提质粒，再用酶切验证，如

图１ａ所示，载体上切下了８２４ｂｐ的片段。说明 ｒｄ２９Ａ

启动子已克隆到植物表达载体ｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３ｒｃ中。

　　为了剪除 ＤＲＥＢ２Ａ基因内部９０ｂｐ自我抑制序列，

采用ＳＯＥＰＣＲ的方法。用以拟南芥 ｃＤＮＡ为模板，分

别用引物对 Ｆ１，Ｒ１及 Ｆ２，Ｒ２进行扩增，别得到４７６ｂｐ

及５６４ｂｐ的两个条带（图１ｂ），他们分别是 ＤＲＥＢ基因

的上游，下游两段序列。由于引物 Ｒ１，Ｆ２分别带有下

游片段及上游片段的部分序列，因此将这两个 ＰＣＲ片

段混合，低退火温度连接３个循环，这样第一个片段的

下游引物可退火连接到第二个片段的上游端，同时第

二个片段的上游引物可以退火连接到第一个片段的下

游端，这就可以将两个片段连接上。然后用这个链接

片段为模板，用Ｆ１，Ｒ２为引物做常规ＰＣＲ，就能到的删

除内部９０ｂｐ序列的组成型活性的 ＤＲＥＢ２ＡＣＡ基因，如

图１ｂ所示，上下游两段序列用 ＰＣＲ连接起来，得到了

１０４０ｂｐ的ＤＲＥＢ２ＡＣＡ。

　　由于用带有酶切位点的引物扩增ＤＲＥＢ２ＡＣＡ，可用

ＥｃｏＲＩ和ＥｃｏＲＶ酶分别酶切载体及基因，然后做链

接，转化大肠杆菌。在含有Ｓｐｅ的平板上，挑取单菌落，

提质粒，再用酶切验证，如图 １ｃ所示，载体上切下了

１０４０ｂｐ的片段。说明 ＤＲＥＢ２ＡＣＡ已克隆到植物表达

载体中，就构建了植物载体 ｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３ｒｃＰｒｄ２９Ａ

ＤＲＥＢ２ＡＣＡ，载体结构见图２ａ。

图１　植物表达载体的构建
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ

（ａ）ＥｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３ｒｃＰｒｅ２９Ａ；１：Ｍａｒｋｅｒ
Ｄ１５０００；２：ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３ｒｃＰｒｄ２９ＡｗｉｔｈＨｉｎｄＩＩＩａｎｄ
ＥｃｏＲＩ　 （ｂ）ＣｌｏｎｉｎｇＤＲＥＢ２ＡＣＡｕｓｉｎｇＳＯＥＰＣＲ；１：ＤＮＡ
ＭａｒｋｅｒＩＩＩ；２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｆｒｏｍｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓＦ１＆Ｒ１；３：ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｆｒｏｍｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓＦ２＆Ｒ２；４：ｔｈｅｍｅｒｇｅｄｐｒｏｄｕｃｔｆｒｏｍｌａｎｅ
２ａｎｄｌａｎｅ３，ｐｒｏｄｕｃｉｎｇＤＲＥＢ２ＡＣＡｗｉｔｈ１０４０ｂｐ　（ｃ）Ｅｎｚｙｍｅ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３ｒｃＰｒｅ２９ＡＤＲＥＢ２ＡＣＡ； １： ＤＮＡ
ＭａｒｋｅｒＩＩＩ；２：ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３ｒｃＰｒｄ２９ＡＤＲＥＢ２ＡＣＡ
ｗｉｔｈＥｃｏＲＩａｎｄＥｃｏＲＶ

２．２　烟草转基因检测

　　为探索ＤＲＥＢ２ＡＣＡ对植物抗逆性的作用，用农杆菌

介导的转基因方法，对烟草进行转基因。在含有 Ｈｙｇ

（２０ｍｇ／ｌ）的 ＭＳ培养基上，筛选得到了２８个转基因品

系。提取植物的基因组，进行ＰＣＲ检测，绝大多数植株

得到扩增条带。当植物筛选得到Ｆ２代纯合体后，选取一

部分ＰＣＲ信号较好的品系的ＤＮＡ作为材料，用ＥｃｏＲＩ

和ＥｃｏＲＶ酶切，进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎ检测，得到了１０４０ｂｐ的阳

性条带（图２ａ），说明目的基因已整合进入植物基因组。

　　为验证 ｒｄ２９Ａ启动子的功能，用 ２００ｍｍｏｌ盐

（ＮａＣｌ）处理转基因烟草，在０，６，２４小时的时候提取叶

片ＲＮＡ，做ＲＴＰＣＲ检测。结果如图２ｃ显示，在正常条

件下，该启动子并不能引导目的基因的表达，而在盐处

理６小时的情况下，基因开始表达，到２４小时的时候，

表达量达到很高水平。该结果说明 ｒｄ２９Ａ启动子能够

诱导目的基因在盐胁迫的条件下表达。

４４



２０１２，３２（１１） 赵　清 等：组成型激活基因ＤＲＥＢ２Ａ载体的构建及其对烟草的遗传转化

图２　植物表达载体的结构及转基因烟草的分子检测
Ｆｉｇ．２　Ｐｌａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅｓ
（ａ）ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３ｒｃＰｒｄ２９ＡＡｔＤＲＥＢ２ＡＣＡ；ＲＢ，ＬＢ
ｍｅａｎｓｒｉｇｈｔｂｏａｒｄａｎｄｌｅｆｔｂｏａｒｄｏｆＴＤＮＡ；Ｐｒｄ２９Ａ；ｒｄ２９Ａｐｒｏｍｏｔｅｒ；
ＤＲＥＢ２ＡＣＡ：ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅａｃｔｉｖａｔｅＤＲＥＢ２Ａ；Ｔ３５Ｓ；３５Ｓｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ；
Ｈｙｇ；ｈｙｇｒｏｍｙｓｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｂｏｘ　（ｂ）Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｐｌａｎｔｓ；１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｕｓｉｎｇｐｌａｓｍｉｄ；２：Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ；３～５：
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅｓ　（ｃ）ＲＴＰＣＲｔｅｓｔｏｆｔｈｒｅｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅｓ

２．３　ＤＲＥＢ２ＡＣＡ对抗盐的作用

　　为验证 ＤＲＥＢ２ＡＣＡ的表达对植物盐胁迫的作用，

将转基因烟草施以２０天的盐胁迫。同期也在相同条

件下栽培相同品系植株作为对照 （图３ａ、ｂ分别显示转

基因植物盐处理前后的情况）。然后测定这些植物组

织的叶绿素，总类胡萝卜素，ＭＤＡ及呼吸速率。如表２

所示，在盐胁迫情况下，无论转基因还是非转基因植物

的叶绿素ａ、ｂ及总类胡萝卜素含量都低于正常水平。

而在盐胁迫下，转基因植株的三种色素含量均高于对

照空载体转化株。这暗示ＤＲＥＢ２ＡＣＡ可能保护植物膜

系统免受损伤，从而保护了结合在膜系统上面的光合

色素。由于 ＭＤＡ含量反应膜系统损伤情况，测定了

ＭＤＡ含量，图３ｃ表明，转基因植物的ＭＤＡ水平显著低

于对照。于此相应地，转基因植物在逆境下保持有较

高的光合速率（图３ｄ）。

图３　转基因植物的生理检测

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ
（ａ）Ｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｂｅｆｏｒｅｓａｌｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ　（ｂ）Ｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓａｆｔｅｒｓａｌｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ　（ｃ）ＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｏｂａｃｃｏｐｌａｎｔｓ

ｕｎｄｅｒｎｏｒｍａｌａｎｄｓａｌｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；ＥＶ：Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ；Ｄ１，Ｄ７ａｎｄＤ１１ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｒｅｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ　（ｄ）Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｒａｔｅｏｆ

ｔｏｂａｃｃｏｐｌａｎｔｓｕｎｄｅｒｎｏｒｍａｌａｎｄｓａｌｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

３　讨　论

　　干旱、高盐等逆境不仅限制了农作物的生长范围，

而且影响其产量，给农业生产造成严重影响。近年来，

ＤＲＥＢ的研究已成为抗逆研究中的一个热点。该基因

家族作为上游的调控因子可以调控多个与植物干旱，

高盐，及低温耐性有关的功能基因的表达。因此，利用

ＤＲＥＢ转录因子来改良植物抗逆性，比单纯使用下游功

能基因，更容易获得理想的综合效果。

　　然而，目前植物基因工程技术所用的多为组成型

表达的３５Ｓ启动子，它诱导基因在植物各个发育阶段，

各个组织组成型地表达外源基因。这样的表达方式不
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表２　盐条件下与正常条件下生长

烟草的色素含量

Ｔａｂｌｅ２　Ｐｉｇｍｅｎｔｓｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎｔｏｂａｃｃｏｕｎｄｅｒｓａｌｔ

ａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

处理及品系 叶绿素ａ 叶绿素ｂ 总类胡萝卜素

未处理 ＥＶ １０．０２±０．５１ ２．９１±０．０４ １．９７±０．０３
Ｄ１ １０．５３±０．４４ ２．９０±０．０１ １．９５±０．０２
Ｄ７ ９．９７±０．４３ ２．９０±０．０３ ２．０１±０．１３
Ｄ１１ １０．０４±０．１５ ２．８９±０．０３ １．９９±０．０９

处理 ＥＶ ７．９２±０．１１ａ ２．３０±０．０１ａ １．５６±０．０１ａ
Ｄ１ ９．０４±０．２４ｂ ２．４４±０．０４ｂ １．８１±０．０２ｂ
Ｄ７ ９．４６±０．３３ｂｃ ２．６８±０．０２ｃ １．８０±０．１４ｂ
Ｄ１１ ９．４９±０．０５ｃ ２．６７±０．０３ｃ １．８０±０．１１ｂ

仅浪费植物生长发育资源，而且会带来诸多负面效应。

在抗逆的研究中，用３５Ｓ启动子表达ＤＲＥＢ家族基因往

往导致植物体生长发育减缓、生长迟滞、生长量降

低［１０］。因此，研究克隆干旱、寒冷、高盐诱导的 ｒｄ２９Ａ

启动子，用于引导转录因子的表达。通过基因组 ＰＣＲ，

ｒｄ２９Ａ启动子序列被克隆到载体ＰＢＳＴＩＩ中，在大肠杆菌

中得到保存，并进一步将该启动子克隆到植物表达载体

ｐＨ７ｍ２４ＧＷ，３ｒｃ中，用于后续的工作（图１ａ）。

　　与ＤＲＥＢ１的低温诱导表达模式不同，ＤＲＥＢ２主要

干旱和高盐胁迫所诱导，却不被低温所诱导［６］。在对

ＤＲＥＢ２Ａ基因进行的拟南芥转基因研究中发现

ＤＲＥＢ２Ａ对转基因植株几乎没有生长迟滞的表型变异，

后续实验发现该基因中含有的９０ｂｐ核苷酸序列编码

一段３０ａａ的多肽，该多肽由于含有泛素标记位点［１６］，

被标记后导致给蛋白的降解，因此不能大量积累［１０，１７］。

删除这段多肽以后（得到 ＤＲＥＢ２ＡＣＡ），蛋白能大量积

累，也大幅度提高了植物抗旱、抗盐能力。然而，这也

导致了转基因植物的生长受到严重阻碍。基于上述理

论研究的工作，我们用逆境诱导性启动子引导

ＤＲＥＢ２ＡＣＡ表达，期待该组合即能提高植物抗盐性，又

能避开生长受阻的负面效应。

　　ＳＯＥＰＣＲ能够删除 ＤＮＡ内部一段序列［１２］，因此

用于制备ＤＲＥＢ２ＡＣＡ，该技术须设计两对引物，先分别

扩增ＤＮＡ的上游和下游序列，由于第一段ＤＮＡ下游引

物含有第二段上游序列，同时，第二段 ＤＮＡ上游引物

含有第一段下游序列。因此，通过一个无引物 ＰＣＲ，便

可将两段ＤＮＡ连接（图１ｂ）。应用该技术，ＤＲＥＢ２ＡＣＡ

被成功克隆，并连接到植物表达载体（图１ｃ，图２ａ）。

　　应用农杆菌介导的转基因技术，成功地将目的基

因转入烟草（图２ｂ）。在对转基因植物的栽培过程中，

并没有发现有明显生长延迟等负面效应。实验结果也

表明，该启动子在正常生长条件下并不表达。而在盐

处理情况下，能够诱导 ＤＲＥＢ２ＡＣＡ基因的表达（图
２ｃ）。在２０天的盐胁迫下，对照植物成长严重受阻，叶
片皱缩，发黄。与此相比，转基因植物受盐的毒害较轻

（图３ａ，ｂ）。通过色素分析，发现转基因植物含有更高
的叶绿素ａ，叶绿素ｂ和总类胡萝卜素（表２）。该结果
暗示，ＤＲＥＢ２ＡＣＡ能有效的保护植物细胞的叶绿体等
膜系统。ＭＤＡ是脂膜过氧化的产物，因此它的含量是
膜结构损伤程度的指标［１８］。通过ＭＤＡ含量测定，发现
ＤＲＥＢ２ＡＣＡ确实保护了植物膜结构免受损伤，这也解
释了转基因植物有更高的光合效率（图３ｃ，ｄ）。
　　ＤＲＥＢ２Ａ能够结合在许多逆境应答基因的启动子
区ＤＲＥ元件，并激活这些基因的表达。正是借助了这
个特性，Ｌｉｕ等［６］用酵母一元杂交克隆了这个基因。在

２００６年的报道中，ＤＲＥＢ２ＡＣＡ能直接显著上调２１个基
因，其中 １４个的启动子区含有 ＤＲＥ元件，被认为
ＤＲＥＢ２ＡＣＡ的直接靶标［１７］。这１４个基因中，有９个编
码ＬＥＡ蛋白（ｌａｔｅｅｍｂｒｙｏａｂｕｎｄａｎｔ，晚期胚胎丰富蛋
白），这些蛋白能发挥分子伴侣的作用，在植物干旱的

时候保护细胞内的大分子，脂类免受损伤，从而提高植

物对盐、干旱等环境的耐受性。２００９年，Ｍａｒｙｙａｍａ
等［１１］用更高通量的芯片及代谢组学技术对 ＤＲＥＢ２ＡＣＡ
做了分析，发现该基因能上调３７３个基因，其中除了包
括ＬＥＡ蛋白，分子伴侣，还包括初生代谢酶基因，次生
代谢酶，解毒代谢酶等。通过上调初生代谢酶基因，植

物能提高在逆境条件下可溶糖类，氨基酸类等小分子

的含量，从而减低植物细胞水势，使植物在高渗的环境

下不至于失水。通过调节次生代谢酶，解毒代谢酶，提

高了植物细胞中抗氧化剂如类黄酮化合物，抗氧化酶

的含量，保护植物免受 ＲＯＳ损伤［１９］。除了抗盐、抗旱

还有许多证据表明 ＤＲＥＢ２Ａ与抗高温有关，例如
ＤＲＥＢ２Ａ在高温下诱导表达，ＤＲＥＢ２Ａ能诱导ＨＳＦＡ３表
达［２０］。

　　研究实现了 ＤＲＥＢ２ＡＣＡ的盐诱导表达，且提高了
植物的抗盐性。在盐胁迫下，转基因烟草具有较高的

光合色素含量及光合速率，较完备的膜系统。抗逆能

力的提高，推测是由于 ＤＲＥＢ２ＡＣＡ提高了植物体内其
保护作用的蛋白质及小分子代谢物。具体机制需要更

进一步研究以提供更直接的证据。
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