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植物抗非生物胁迫基因工程的研究进展
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摘 要 ：非 生 物 胁 迫 因 子 有 干 旱 、盐 渍 、低 温 、风 害 、重 金 属 、臭 氧 和 紫 外 辐 射 等 ，是 制 约 植 物 生 长 、提 高

农 作 物 产 量 与 质 量 的 重 要 因 素 。主 要 综 述 了 植 物 抗 旱 、耐 盐 和 耐 低 温 $ 方 面 基 因 工 程 的 研 究 进 展 ，论 述 了 植

物 抗 逆 基 因 工 程 研 究 策 略 及 今 后 的 研 究 方 向 。
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非生物胁迫因子!如干旱、盐渍、低温)是制约植物生长、提高农作物产量与质量的重要因素。水资

源短缺以及土壤盐渍化是目前制约农业生产的一个全球性问题，全球 ’&.的耕地受到盐害威胁，/$.
的耕地为干旱、半干旱地区。自然环境下温度是决定植物地域分布的主要限制因子，在栽培条件下更

影响着农作物及园艺植物等产量和品质。低温胁迫常使农作物产量受到限制、使某些起源于热带和亚

热带地区的植物因其冷敏感性而无法在温带以北地区露地安全越冬。分子生物学的发展打破了动物、

植物、微生物的传统界限，为创造丰富的植物育种资源开辟了无限的空间。

! 植物抗旱、耐盐基因工程研究进展

植物暴露在自然环境中，时刻受到环境因子的影响，干 旱 、盐 胁 迫 等 非 生 物 逆 境 严 重 影 响 了 植 物

的生存和产量。它们均造成植物细胞缺水，产生干旱信号，诱导植物的抗旱反应。抗旱研究工作最早

以酵母、细菌为模式生物，研究了生物的抗旱机理，克隆了一些抗旱基因，并在植物上得以验证。最近

抗旱工作的研究重点转向了高等植物。

!-! 渗透保护物质’./0121314564784*生物合成的基因

许多植物在水分胁迫条件下会积累小分子相溶性溶质或渗压剂。通过基因工程的手段，已成功克

隆出一批能有效地提高植物的渗透调节能力、增强植物的抗逆性基因。这类基因可分为如下 $ 类：

!氨基酸合成的关键基因

编码氨基酸合成的关键基因中以脯氨酸合成酶基因的研究较为深入，至今已从水稻、黑麦、绿豆、

大豆、拟南芥、苜蓿和榆钱菠菜等植物中克隆出了多个与脯氨酸合成酶相 关 的 基 因 ，即 脯 氨 酸 合 成 酶

基因族。其中包括吡咯啉0(0羧酸合成酶 !1233456780(09:3;4<25:=8 >27=?8=:>8)基 因 1( @A 及 1B-C’，吡

咯 琳0(0羧 酸 还 原 酶 !1233456780(09:3;4<25:=8 38DE9=:>8)基 因 1(@F 及 1G34@"；榆 钱 菠 菜 脯 氨 酸 转 运 蛋

白!1345678 =3:7>G43= G34=867)基因 -? 134H"I"J。其他编码氨基酸合成的基因有西 红 柿 中 编 码 A 腺 甘 甲 硫

氨 酸 合 成 酶 !A:D874>25 K8=?6474678 >2=?8=:>8)基 因 A-L " 和 A-L $I’J，拟 南 芥 中 编 码 硫 醇 蛋 白 酶 !H?645M
G34=8:>8)的 3D"N-、3D’"- 基因 I$J等。

"季铵类化合物!如甜菜碱和胆碱等)合成的基因
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甜菜碱 生 物 合 成 的 前 体 为 乙 酰 胆 碱 ，高 等 植 物 中 的 乙 酰 胆 碱 由 胆 碱 单 加 氧 酶 !"#$%&’ ($’$$)*+,-
’./,0 "123或胆碱脱氢酶、甜菜碱醛脱氢酶!4,5.&.%6,#*6, 6,#*67.+,’./,0 489:3两步催化合成甜菜碱 。

现 已 在 菠 菜 、甜 菜 中 成 功 克 隆 出 "12 基 因 ;<=。 从 烟 草 中 克 隆 出 "9: 基 因 ，从 甜 菜 、菠 菜 、山 菠 菜 、大

麦、水稻及木本植物海榄雌中克隆出 489: 基因 ;>=，此外，乙酰胆碱氧化酶!"#$%&’$)&6./,0 "293因为可

以把乙酰胆碱一步合成甜菜碱而日益受到人们的关注，目前，?$68 基因已从水稻拟南芥中成功克隆 ;@=。

!编码糖醇类及偶极含氮类化合物生物合成的基因

肌 醇 甲 基 转 移 酶 基 因 !A’$/&5$% 2B(,7#*%57.’/C,7./,0 A(5%3 是 从 生 长 于 南 非 沙 漠 中 的 冰 叶 午 时 花

!!"#" $%&’()*+"$)$ ?7*/5.%&D(73的 ?9E8 文库中分离得到的 ;F=，该基因在盐碱或干旱胁迫下诱导表达，

合成一种具有较强亲水能力的多羟基糖醇化合物———芒柄醇。甘露醇和山梨醇属于多元醇，亲水力

强 ，利 于 增 强 植 物 的 抗 盐 碱 性 ，GB磷 酸 甘 露 醇 脱 氢 酶 基 因 !1(.’’&5$BGBH#$/H#.5, 6,#*67$+,’./,0 (5%93
和 @B磷酸山梨醇脱氢酶基因!I%D?&5$%B@BH#$/H#.5, 6,#*67$+,’./,0 +D593都是从大肠杆菌中克隆的分别

编码这两种醇的关键基因 ;J=，并已在部分植物中转化获得成功。

海藻糖也是细胞渗透 调 节 时 产 生 的 重 要 相 溶 性 物 质 之 一 ， 海 藻 糖 @B磷 酸 合 成 酶 基 因 家 族 !K7,-
#.%$/,B@BH#$/H#.5, /*’5#./,0 KLM3是 从 拟 南 芥 、复 苏 植 物 ,"-(./)"-- -/0/120+’--( 等 真 核 生 物 中 分 离 得 到

的海藻糖合成酶基因，现已克隆出 KH/G 基因和 KH/N 基因 ;O=，分别控制海藻糖合成的两个关键步骤。果

聚 糖 是 果 糖 的 多 聚 分 子 ，由 于 其 高 可 溶 性 使 植 物 的 渗 透 调 节 能 力 提 高 ，果 聚 糖 转 移 酶 基 /.?4!P,Q.’-
/D?7./, +,’,3则是从细菌中分离出的合成果聚糖的关键酶编码基因。

!"# 编码与水分胁迫相关的功能蛋白的关键基因

植 物 体 可 以 通 过 调 控 水 孔 蛋 白 等 膜 蛋 白 以 加 强 细 胞 与 环 境 的 信 息 交 流 和 物 质 交 换 ， 通 过 调 控

P,. 等逆境诱导蛋白提高细胞渗透吸水能力，从而增强抗旱、耐盐能力。

水孔蛋白、:RB8KL./, 和 E.R S :R反 向 运 输 蛋 白 在 调 节 细 胞 水 势 和 胞 内 盐 离 子 分 布 中 起 信 号 传 导

作用。植物水孔蛋白可分为 T 类：KAL!K$’$H%./5 &’57&’/&? H7$5,&’ 液 泡 膜 水 通 道 蛋 白 3、1AL!(.U$7 &’57&’-
/&? H7$5,&’，主体水通道蛋白3及 EP1!E$6D%&’N@B%&V, (.U$7 &’57&’/&? H7$5,&’ 与 ’$6&’N@ 近缘的主体水通道

蛋白3。拟南芥中有 TW 个基因编码水孔蛋白，GN 种属于 KAL、GN 种属于 1AL、@ 种属于 EP1。编码 E.R S :R

反 向 运 输 蛋 白 的 基 因 包 括 拟 南 芥 中 克 隆 的 85E:XG 基 因 、小 麦 !K7&5&?D(.,/5&QD(3中 的 K"E:XG 基 因 、

水稻中的 2/E:XG 基因和拟南芥中的 M2MG;GW=等。

晚期胚胎发生丰富蛋白!K#, %.5,B,(Y7*?+,’/&/ .YD’6.’5 H7$5,&’/，PZ8 蛋白3是一种脱水保 护 剂 ，能

够在水分胁迫下保护生物大分子，有关 PZ8 基因的克隆起步较早，仅从棉花中就已克隆出了 GG 个

相关基因，分别是 9GO、4GO[G、9GG、7.Y、G@89、9F、:\8G、9GGT、%,N>、9NO 和 9T<;GG=，随后又从拟 南 芥

中克隆了 "2]G>. 和 H]848KGG;GN=，从二棱大麦幼苗中克隆了 :9"MG;GT=。

脱 水 素 !9,#*67&’3是 一 种 广 泛 存 在 于 高 等 植 物 中 的 干 旱 诱 导 蛋 白 ，具 有 很 强 的 亲 水 性 和 热 稳 定

性 。 脱 水 素 是 一 个 大 的 基 因 家 族 ， 目 前 已 有 多 个 脱 水 素 基 因 或 相 关 基 因 被 克 隆 及 定 位 ， 如 大 麦 中

6#’G 6#’GG;G<=、玉米中的 6#’G S 7.YGF 和 6#’N;G>=以及拟南芥中的 6#’X、?$7<F、7.YGJ;G@=等。赵恢武等根据

已知植物脱水素基因的保守区域设计引物，从耐旱植物厚叶蒴苣苔的 ?9E8 中扩增出脱水素基因家

族的一个成员B49EG 基因的全长 ?9E8;GF=。

!"$ 与信号传递和基因表达相关的调控基因

在环境胁迫下，植物体能通过信号传导作用启动或关闭 某 些 相 关 基 因 ，以 达 到 抵 抗 逆 境 的 目 的 。

各种研究表明，蛋白激酶在信号传递过程中起重要作用，至今已研究的与 植 物 干 旱 、高 盐 应 答 有 关 的

植 物 蛋 白 激 酶 主 要 有 ： 与 感 受 发 育 和 环 境 胁 迫 信 号 有 关 的 受 体 蛋 白 激 酶 !],?,H5$7 H7$5,&’ V&’./,0
]L^3，与植物对干旱、高盐、低温、激素!乙烯、脱落酸、赤霉素和生物素3等反应的信号传递有关的促分

裂原活化蛋白激酶!1&5$+,’ .?5&Q.5,6 H7$5,&’ V&’./,0 18L^3，通过增加某些特定蛋白的合成使植物对外

界胁迫做出反应的核糖体蛋白激酶!]&Y$/$(.% H7$5,&’ V&’./,3，主要参与生物生长、细胞周期、染色体正

常结构与维持多种生命活 动 相 关 基 因 表 达 的 转 录 调 控 蛋 白 激 酶 !K7.’/?7&H5&$’ 7,+D%.5&$’ H7$5,&’ V&’./,0
K]L^3，以 及 钙 依 赖 而 钙 调 素 不 依 赖 的 蛋 白 激 酶 !".%?&D( S ?.%($6D% &’6,H,’6,’5 H7$5,&’ V&’./,0 "9L^3
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等。小麦 !"#$#% 是最早分离的植物蛋白激酶基因，为干旱、低温、&’()、#$# 所诱导，从拟南芥中也

分 离 了 为 数 众 多 的 蛋 白 激 酶 基 因 ， 包 括 两 种 *#+" 基 因 ， 一 个 是 #,*!- .编 码 *#!"/， 另 一 个 是

#,*!""%.编 码 *#,!"""/；两 种 (0!" 基 因 ，即 #1(0!"% 和 #1(0!"2，都 是 逆 境 信 号 传 导 的 正 调 节

物；其他编码蛋白激酶的基因还有 3432、+!"%5%67等。

目前，抗逆相关的转录因子的研究也日益受到重视，它 们 可 以 控 制 一 系 列 的 下 游 胁 迫 反 应 ，从 而

启动信号传导中的级联反应，使细胞产生相应的抗逆性。至今，已克隆出 了 大 量 的 与 植 物 抗 旱 、耐 盐

相关的转录因子。拟南芥中已发现的相关转录因子有 0+8$%#9( 和 0+8$2#9$，($:%9-、;<、#1=)>+2、

#,;$?、3(4:% 和 #1@AB2 等。

最近在拟南芥和烟草中还发 现 双 组 分 系 统 .,CD ED@FDGHG1 <A<1H@/基 因 的 存 在 ，其 基 因 产 物 为“感

受器”和“反应调节器”合二为一的激酶蛋白。拟南芥的双组分系统基因 #,++% 和 #,++2 受干旱、高

盐 及 低 温 的 诱 导 。 烟 草 相 关 转 录 因 子 有 0+8$%#9( 和 0+8$2#9$，($:%9-、;<、#1=)>+2、#,;$?、

3(4:% 和 #1@AB2 等。&,;"% 和 &,;"2 则受高盐胁迫处理的诱导 5%I7。

!"# 与细胞排毒、抗氧化防御能力相关的酶基因

在水分胁迫下，植物体内会产生一系列的解毒剂，以清除体内活性氧，使细胞免受毒害。其中最明

显的是合成与清除活性氧有关的酶类，现在已知的编码这些酶的关键基因包括编码抗坏血酸过氧化

物酶.#<EDJB’1H FHJDKLM’<HN #!O/的 ;P#!O%.大麦/、#FK-.拟南芥/、3K#!O.盐地碱蓬/52Q7。

! 植物抗寒基因工程研究进展

由于对植物抗寒分子机制认识的不断深入，现已知植物的抗寒性涉及到众多基因，根据其产物功

能可简单地归为两大类：“调控基因”如 ($:< 和“保 护 基 因 ”(4+.ED)MRJHS>)’1HM SHGH/。 调 控 基 因 的 产

物对信号的传递及保护基因的表达起到调控作用；而保护基因的产物则直接起到抗寒保护作用。目前

植物抗寒基因工程研究主要是围绕这两类基因展开的。

$"! 转保护基因策略

低温伤害涉及到很多方面，如膜伤害、渗透胁迫和蛋白质变性等。每种伤害都有一个临界温度，如

果低温强度超过了此临界点，都有可能造成致命的威胁，所以降低每种伤害的温度临界点至关重要。

!"#"# 转入与膜稳定性相关的基因

膜是低温伤害的原初位点。许多研究表明，细胞膜的相变温度越低，抗寒性就越强，降低植物的膜

相变温度可以增强植物的抗寒性。而膜的相变温度高低与膜脂所含脂肪酸的饱和程度最为密切。不饱

和度高，相变温度就低，抗寒性强。因此，导入脂肪酸去饱和代谢关键酶基因，通过降低脂肪酸的饱和

度可以提高植物的抗寒性。"DM’@’ 将拟南芥叶绿体中 !R- 脂肪酸脱氢酶基因 T’MU 导入烟草中，所获

得转基因烟草 抗 寒 性 增 强 52%7。V<WLX’YLR&L<WLX’C’ 等 5227将 从 蓝 细 菌 .#G’EA<1L< GLM>Y’G</中 克 隆 的 "IR去

氢酶的基因 0H<I 转入到烟草后，发现转基因烟草中受修饰的 "IR单饱和脂肪酸的含量与野生型相比

增加了 %? 倍，植物的半致死温度.Z,[Q/也明显降低。

低温使膜受伤害另外一个重要的原因就是因为体内累积了过量的活性氧.+43/，导致膜脂过氧化

加剧、膜蛋白聚合变性，膜流动性降低，透性增大以及正常结构遭到破坏 。 在 正 常 情 况 下 由 超 氧 化 物

歧 化 酶 .340/、过 氧 化 物 酶 .!40/和 还 氧 化 氢 酶 .(#,/组 成 的 防 御 系 统 可 以 清 除 体 内 一 定 量 的 活 性 氧 ，

但是在低温下由于酶活性下降以及 +43 产量剧增，所以这种防御能力就显得很有限。340 是这个防

御系统中最关键的酶，直接将活性氧自由基转化为过氧化氢。通过基因工程方法在植物体内过表达

340 基因则表现出良好的抗氧化能力。*E"HJ<LH 等 52-7通 过 F8O340 载 体 将 拟 南 芥 :HR340 基 因 转 入

紫花苜蓿中，经过两年的大田试验发现转基因植株越冬存活率大大提高。前不久，3’@L<Y 等 52\7将 *GR
340 基因导入到紫花苜蓿，不仅提高了转基因植物的膜稳定性，同时还使植物的生物量得到增加。

!"#"! 转入与抗渗透胁迫相关的基因

低温引起的次生干旱造成的渗透胁迫不仅给生物膜造成严重的伤害，同时也使内源可溶性蛋白

变性、胞内有序的空间结构打乱。所以很长一段时间以来，缓解渗透胁迫一直是植物抗逆境研究的重
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点。现发现有两类物质可以很好地缓解植物渗透胁迫压力。一类是如脯氨酸、糖和甜菜碱等小分子渗

透调节物质，通过转移与其代谢有关的酶，提高其体内含量，可以增强植物的抗渗透胁迫能力。!"#$%&’()

将脯氨酸脱氢酶*脯氨酸降解关键酶+反义基因 ,-./%01 的 20!, 转入到拟南芥中，很好地抑制了此酶

的产量，从而提高了胞内脯氨酸水平，增强植物抗渗透性。果聚糖是一种 多 聚 果 糖 分 子 ，因 为 具 有 良

好的水溶性而具有调节渗 透 压 的 功 能 。 最 近 13#"4 等 &’5)将 从 细 菌 *,//6%7#2-8/ .#92839+中 克 隆 的 :;<
基因转入到拟南芥、烟草和油菜中，获得高甜菜碱水平的转基因植株。另外一类渗透调节物质就是亲

水性多肽，如 :;= 蛋白和 >?, 蛋白等。它们受低温诱导，具有保护细胞膜，维持水相以及防止蛋白质

变性等功能。@-8.%"A39 等 &’B)发现，在拟南芥中过表达 2%/C(# 基因具有稳定悬浮细胞的叶绿体和 原 生

质体膜，提高细胞的抗寒性之功能。

!"#"$ 转入抗冻蛋白基因

零下低温引起细胞内外水分结冰，随着冰冻时间的延长，冰晶逐渐扩大，并向四周伸展，将会刺破

质膜和一些重要的细胞器，破坏生物有序隔离。研究表明，抗冻蛋白*#D.+具有降低溶液冰点、修饰冰晶

形态和抑制重结晶等功能 &’E)。正因如此，有关 #D. 蛋白基因的转基因工程研究近年来开展的甚多。早

期抗冻蛋白基因多取自于极地鱼类或高寒地区的昆虫。FGH78/IJ&’K)将第 C 批来自比目鱼 #D. 转入到烟

草和番茄中，在低温下检测到较强的抗冻蛋白活性。后来黄永芬用花粉管通道和子房注射法将整合在

LG 质粒上的美洲拟蝶 #D. 基因导入番茄中，提高了番茄的抗冻性 &MN)。最近有人报道，将植物中的抗 冻

蛋白基因转入到拟南芥中，转基因植株也获得了良好的抗冻效果。

!"#"% 转入与细胞活性相关的蛋白基因

植物受到低温作用时，体内各种酶的活性降低，使得植 物 生 理 生 化 代 谢 受 到 严 重 的 影 响 ，限 制 着

植物的生长和发育。拟南芥的两个低温诱导基因 =:OC 和 =:O’ 具有冷驯化特性，编码的蛋白质 与 激

酶调控因子 CPQMQM 蛋白高度同源。低温下通过影响蛋白激酶活性调节其他蛋白的磷酸化 和 脱 磷 酸

化，从而保护细胞生理功能不被低温抑制 &MC)。最近 >88 等 &M’)从拟南芥中分离出受低温诱导基因 >;@’，

这种基因编码烯醇酶参与植物体内多种糖代谢途径，在逆境下维持细胞活性具有重要的作用。>;@’
突变的植株其低温耐受性大大降低。

!"! 转调控基因策略

抗寒性是由多基因所调控的，转单个保护基因虽然在一定程度上或某一方面提高了植物的抗寒

性，但是总的来说效果都不很明显，而且大部分都还是以细胞或组织为转 入 对 象 ，是 否 对 整 个 植 株 有

作用还有待研究。另外转入的单基因稳定性也比较差，容易丢失。所以人们想到了转“调控基因”的策

略 ，因 为 每 个 调 控 基 因 可 以 调 节 一 套 相 应 基 因 的 表 达 ，各 基 因 产 物 之 间 相 互 促 进 、协 同 作 用 ，从 而 有

可能使植物的抗寒能力得到质的提高。

CKKB 年，@-%26G"48/ 等 &MM)从拟南芥中首次克隆出 :RSC 基 因 ，并 将 其 与 花 椰 菜 花 叶 病 毒 *:#TU+M(@
强 启 动 子 重 组 的 融 合 基 因 *M(@VV:RSC+转 入 到 拟 南 芥 中 获 得 :RSC 高 表 达 的 植 株 ，同 时 发 现 转 基 因 植

株不经低温驯化就具有强抗寒性。随后又有人在拟南芥中克隆出了 :RS’ 和 :RSM，并通过类似的方

法将其转入到拟南芥中，也获得不经低温 驯 化 就 具 有 强 抗 寒 性 转 基 因 植 株 ，并 经 =!, 凝 胶 分 析 发 现

其体内大量的冷诱导基因转录水平有了明显的提高，如 :;=C(# 和 =0’K# 等 &MP)。最近 18G96 等 &M()将拟

南芥 :RSC 基因转移到不能冷驯化的西红柿中，发现转基因的西红柿的低温存活率大大提高。

除了 :RS9 基因外，转其他调控基因也有报道。@#G$% 等 &M5)曾将一钙依赖性蛋白激酶基因*;9:0WF+
转入到水稻中过表达，发现转基因水稻抗寒性和抗盐性都得到加强。

从已有的研究结果来看，转调控基因的效果明显要优于转单个基因。然而有一点值得注意的是，

在所有组成型表达 M(@VV:RS9 基因的植物中，由于过强表达外源基因消耗大量的能量，这些转基因植

物在正常环境下都会出现生长被严重延滞的现象。另外，在无寒冻胁迫的时候，外源基因表达也是不

需要的。所以，诱导性启动子研究就显得十分必要。F#934# 等 &MB)用冷诱导基因 =0’K# 的启动子替代 M(@
启动子，不仅大大缓解了这种生长延滞现象，而且使得植物的抗寒性得到进一步的提高。而这个发现

也将对今后抗寒基因工程研究产生深远影响。

’E MN 卷吉 林 农 业 科 学



! 植物抗逆基因工程研究存在的问题和对策

近年来，植物的抗逆基因工程的研究受到越来越广泛的 关 注 和 重 视 ，然 而 ，抗 逆 是 一 个 极 其 复 杂

的生理过程，受多基因控制。植物在逆境下会产生复杂的生物化学和生理学上的响应，而引起这些响

应的分子机制至今尚未完全阐明。目前的研究还只是停留在抗逆应答基因的功能及表达调控上，与抗

逆相关的信号传递途径之间的互相联系，以及整个信号传递网络系统的机 理 ，目 前 尚 不 清 楚 。 因 此 ，

深入了解植物逆境生理特性与分子遗传基础，明确植物在逆境胁迫下的遗传网络系统是下阶段研究

的重点。基因组学的兴起对植物抗逆机制研究及其基因工程的发展起到了革命性的作用。大规模基因

组或 !"#$ 序列测定、大规模 %&’ 工作等结构基因组方法势必可以发现大量抗逆基因，功能基因组学

方法将全面阐明植物抗逆蛋白的多样性，通过比较基因组学可把模式植物的抗逆信息推广到基因组

复杂的植物上去。植物抗逆机制的研究和其相关基因工程的进展具有着更广阔的前景。
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