
土壤的盐渍化影响农作物生长，造成作物减

产，甚至颗粒无收。目前，我国盐碱土地面积达 1

亿 hm2。在我国的现有耕地中，至少有 800 万 hm2

的土地由于不当的灌溉和施肥，导致土壤次生盐

渍化，不同程度地影响了作物的产量。通过遗传改

良提高作物的抗逆性是解决这一农业问题的最有

效途径之一。
近年来，一些与植物耐盐相关基因陆续被克

隆并用于转基因研究中，这些基因的表达不同程

度地提高了转基因植物的耐盐能力。Falkenberg
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等从菠菜(Spinacia oleracea)中克隆了 BADH 基

因(甜菜碱脱氢酶)，BADH 基因可增强植物的耐盐

性[1]。在拟南芥(Arabidopsis thaliana)中表达脯氨

酸脱氢酶(PRODH)或将 PRODH 敲除均能提高脯

氨酸的积累水平并相应提高盐胁迫的耐受能力[2-3]。
He 等获得了 AtNHX1 转基因棉花，转化株的光合

效率大为增强，能在 200 mmol/L 的 NaCl 条件下

正常生长，且提高了棉纤维的产量和质量[4]。 Shi

等从拟南芥中克隆了一个 Na+/H+ 逆向转运蛋白

基因 SOS1，并证明 SOS1 基因是 Na+ 和 K+ 在液泡

中富集所必需的，与植物耐盐性直接相关[5]。Apes

等将一个编码液泡膜 Na+/H+ 逆向转运蛋白的基

因转入拟南芥，耐盐性显著提高，可在含盐量为

200 mmol/L 的 NaCl 土壤中生长[6]。
SKC1 是从水稻中克隆出的一个耐盐基因，它

编码的是一个 HKT 家族的离子转运蛋白(554 个
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摘 要：本研究构建了水稻 Na+ 转运蛋白 SKC1 基因植物表达载体 pTF-SKC1，标记基因为 Bar 基因。以

子叶节为外植体，利用农杆菌介导法将 SKC1 导入大豆中。经过除草剂抗性筛选后获得的再生植株经 PCR 方

法鉴定，转基因植株阳性率为 50%，初步证明 SKC1 基因已整合到大豆基因组中。耐盐性试验结果表明，转基

因植株的耐盐性高于对照。
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氨基酸)，专一运输 Na+，不参与运输 K+、Li+ 等其

他阳离子。SKC1 主要在木质部周围的薄壁细胞中

表达，它在受到盐胁迫时，根部表达量显著提高而

在地上部的表达不发生变化[7]。SKC1 的作用机理：

当植物受到盐胁迫，使大量 Na+ 通过木质部流液

由根部向地上部运输，使大量 Na+ 在地上部积累，

而 SKC1 可以主动将 Na+ 从木质部运出，通过其

他钠离子转运蛋白，将 Na+ 从韧皮部重新运回根

部并通过根部排出体外，从而降低地上部 Na+ 含

量，减轻其造成的毒害；而植物体内 K+ 和 Na+ 在

运输过程中存在竞争，Na+ 对 K+ 的吸收有抑制作

用[8]，木质部 Na+ 浓度的降低，可以促进 K+ 运输增

加，从而降低的 K+ 浓度可以部分恢复。因此，

SKC1 在盐胁迫的情况下，可以调节水稻地上部分

的钾 / 钠离子平衡，维持高钾、低钠状态，从而提

高耐盐性。
本 实 验 构 建 了 SKC1 基 因 植 物 表 达 载 体

pTF-SKC1，并进行了大豆的遗传转化， 获得了

耐盐性提高的转基因大豆。本研究创制了耐盐碱

转基因大豆新种质，对培育耐盐碱转基因大豆新

品种具有重要的意义。

1 材料和方法
1.1 试验材料

Willimas 82。
1.2 植物表达载体的构建

根 据 SKC1 基 因 序 列 设 计 引 物 ( 两 端 加 上

XbaI 和 SacI 酶切位点)并将扩增基因片段连接到

用 XbaI 和 SacI 双切的 pTF101 载体上， 经 PCR

和 双 酶 切 验 证 ， 获 得 SKC1 的 植 物 表 达 载 体

pTF-SKC1，其 T-DNA 结构如图 1 所示。SKC1

基因由中国科学院上海生命科学研究院植物生理

生态研究所林鸿宣和高继平博士提供。

1.3 载体 pTF-SKC1 转化农杆菌

用文献[9]介绍的冻融法将 pTF-SKC1 转化农

杆菌菌株 EHA105 感受态细胞，转化子用 PCR
验 证 ，PCR 引 物 为 : 上 游 引 物 : 5′ - GGC－
CATCGTTGAAGATGCCTCTGC- 3′，下游引物: 5′
- TCACACGAACATCAGTAGCCTC - 3′，PCR 参

数 为 : 94℃ 5 min；94℃ 50 s；60℃ 45 s；72℃ 1
min 15 s；30 个循环；72℃10 min。PCR 产物经 1%
琼脂糖凝胶电泳后用凝胶成像仪分析。
1.4 菌液的制备

从新鲜的固体 YEP 平板挑取含有 pTF-SKC1

载体的根癌农杆菌 EHA105 单菌落，接种到含有

50 g/L 壮观霉素(Spe) 和 25 g/L 利福平(Rif) 浓度

的 YEP 培 养 基 上 ，28℃，200 r/min 震 荡 培 养 至

OD600=0.5，在 4℃，4 000 r/min 离心 10 min，去除

上清液，再用重悬培养基重悬 OD600=0.5 备用。
1.5 农杆菌介导的大豆遗传转化

大豆品种 Willimas 82 转化体系培养基参考

Zhang 等[10]和 Paz 等[11]的方法(略有改动)。

图 1 植物表达载体 pTF-SKC1 的结构示意图

表 1 大豆转化所需要的培养基

培养基 成分 pH
萌发培养基(GM) B5 无机物 + B5 有机物 + 2%蔗糖 + 1mg/L 6-BA + 1.5%植物凝胶 5.8
共培养培养基(CCM) 1/10B5 无机物 +B5 有机物 +3%蔗糖 +20 mmol/L MES+0.25 mg/L GA3+1.67 mg/L 6-BA+

200μmol/L AS+400 mg/L Cys + 1 mmol/L DTT + 0.5%琼脂

5.2

菌体重悬培养基(REM) 1/10B5 无机物 +B5 有机物 +3%蔗糖 +20 mmol/L MES+0.25 mg/L GA3+1.67 mg/L 6-BA+

200μmol/L AS+400 mg/L Cys+1 mmol/L DTT

5.2

不定芽诱导培养基(SIM) B5 无机物 +B5 有机物 +3% 蔗糖 +3 mmol/L MES+1.67 mg/L 6-BA+100 mg/L Cef+250 mg/L Tic+0.7%琼脂 5.7

不定芽伸长培养基(SEM) MS 无机物 +B5 有机物 +3 mmol/L MES+3%蔗糖 +50 mg/L 天冬氨酰 +100 mg/L L- 焦谷氨酸 +

0.1 mg/L IAA+0.5 mg/L GA3+1 mg/L 玉米素核苷 +100 mg/L Cef+250 mg/l Tic+0.7%琼脂

5.7

生根培养基(RM) MS 无机物 + B5 有机物 + 2%蔗糖 + 3mmol/L MES + 1.5%植物凝胶 5.6

1.5.1 种子萌发
挑选表面光滑、无病斑的成熟种子，用氯气表

面消毒 24 h。将其放到超净台上吹风至种子无明

显氯气味，接种于萌发培养基 GM 上，温度 23℃，

黑暗培养 36 h。

1.5.2 外植体制备
萌发后将种子去掉种皮，保留子叶和下胚轴，

用解剖刀将 2 片子叶沿下胚轴的方向平行切开，

去除腋芽，在子叶节部位划 4～5 刀。
1.5.3 农杆菌的侵染及共培养
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图 2 大豆子叶节遗传转化过程

(A：共培养，B：芽诱导，C：芽伸长，D：生根，E:移栽，F：PPT 抗性筛选)

将划完刀的外植体放入装有工程菌的菌体重

悬培养基(REM)中，侵染 30 min，中间不断摇晃。
侵染结束后，将子叶节外植体近轴面向下，放入带

有一层滤纸的共培养培养基 CCM 中，23℃黑暗培

养 5 d。
1.5.4 不定芽诱导

5 d 后，将外植体的子叶节和大约 2 cm 的下

胚轴部分插入不定芽诱导培养基 SIM 中。14 d 后

取出外植体，将下胚轴与培养基接触部分切出新

的伤口，转入含有 5 mg/L 筛选剂草丁膦的芽诱导

培养基中。
1.5.5 不定芽的伸长

14 d 后，将外植体的子叶切掉，将下胚轴与培

养基接触部分切出新的伤口，转入不定芽伸长培

养基中，每 14 d 继代 1 次，直到不定芽伸长到

3～5 cm。
1.5.6 生根及移栽

当不定芽伸长到 3～5 cm 时，将其从基部切

下，在 0.2 mg/mL IBA 中蘸一下，转入培养基 RM

中进行生根。待根系发育完好，经炼苗后移入盆中

栽培。统计浸染外植体总数和抗性再生植株总数，

计算初转化效率，计算公式为:

初转化效率(%)=(抗性再生植株 / 侵染总外植

体数)×100%

1.6 转化植株的 PCR 检测

用 CTAB 法 [9]提取抗性再生苗基因组 DNA，

用作 PCR 检测的模板。PCR 引物同上，PCR 参数

为 : 94℃ 5min; 94℃ 50 s，60℃ 50 s，72℃ 1min
15s，40 个循环，72℃ 10min。PCR 产物经 1%琼

脂糖凝胶电泳后用凝胶成像仪分析。
1.7 转基因大豆种子萌发期耐盐性测定

将经过 PCR 检测的 T0 代转基因大豆进行编

号、收获种子。转基因大豆种子和对照种子用 50

mL NaClO3+2 mLHCl 反应生成的氯气 在 干 燥 器

中进行大豆种子表面消毒 24 h 后，在铺有滤纸、
加盖的培养皿中均匀播种，并利用氯化钠进行胁

迫处理。处理浓度设置 4 个梯度，分别为 0、100、
150 和 200 mmol/L，处理后放入 23℃培养箱进行

黑暗培养，培养 5～7 d。每个处理的种子量均为

60 粒，各重复 3 次。7 d 后统计发芽情况，计算发

芽率。

2 结果
2.1 载体构建

以连接后的载体为模版，经 PCR 扩增，获得

约 900 bp 大小的片段，初步证明 SKC1 基因已正

确 链 接 到 载 体 pTF101.1 上。载 体 经 XbaI 和

SacI. 双切后，获得约 1 600 bp 的目标片段，说明

该基因已正确连接，即植物表达载体 pTF-SKC1

构建成功。
2.2 大豆的遗传转化

大豆外植体在含 5 mg/L PPT 的培养基上筛

选 4 周后，大约有 90%诱导出丛生芽；将诱导出

丛生芽的外植体放在不定芽伸长培养基中，继代

10 周后，大约有 20%长出不定芽；当不定芽伸长

到 3～5 cm 时，将其从基部切下，在 0.2 mg/mL I-

BA 中蘸 1～2 min 后，转入 RM 培养基中进行生

根培养，生根率大约为 50%；大豆子叶节遗传转

化过程如图 2。本实验一共浸染了 2000 个外植

体，最后获得了 40 个 bar 试纸条检测阳性苗，转

化率为 2%。图 3 为部分转基因植株 Bar 试纸条检

测结果。

1 期 3于志晶等：Na+转运蛋白 SKC1 基因转化大豆的研究



 M    1    2   3    4    5    6   7    8    9   10   M 

1000bp 

表 2 转基因大豆在盐胁迫下的发芽情况

NaCl 浓度(mmol/L)
发芽率(%)

非转基因植株(对照) 转基因植株

0 98 96

100 8 53

150 0 38

200 0 10

图 4 转基因植株的 PCR 检测

M: Marker，1: 质粒，2: 水，3：非转基因对照，4～10：转基因植株

 

图 3 Bar 试纸条检测

CK:非转基因植株 ，1～20：转基因植株

2.3 转化植株的 PCR 检测

以 引 物 F:5′ -GGCCATCGTTGAAGATGC－
CTCTGC-3′，R:5′-TCACACGAACATCAGTAGC－

CTC-3′对获 得 的 40 株 再 生 大 豆 以 及 对 照 进 行

PCR 检测，除对照外，其它转基因大豆均扩增出

约 900 kb 的特异条带，如图 4 所示，初步证明

SKC1 基因已整合到大豆中。
2.4 转基因大豆的耐盐性

植物对盐害的敏感期是苗期，而发芽情况对

是否成苗至关重要。因此，发芽率成为耐盐筛选

的一个重要指标，发芽率高的植物耐盐性强。随

着 NaCl 浓度的不断升高，对照和转基因大豆种

子的发芽率逐渐降低，但相比对照而言，转基因大

豆的发芽率明显提高 (表 2)。在 150 mmol/L 的

NaCl 胁迫下发芽率为 38%，200 mmol/L 的 NaCl
胁迫下发芽率为 10%，而对照种子在 100 mmol/L
的 NaCl 胁迫下发芽率只有 8%。因此，转基因大

豆的耐盐性极其显著地高于对照材料。

3 讨 论
影响农杆菌介导大豆转化的 2 个重要因素是

大豆基因型和外植体。Hinchee 等[12]对 100 多个

大豆品种进行筛选，结果认为 Peking 对农杆菌反

应最佳。Donaldson 等[13]应用了 12 个大豆品种进

行遗传转化，得到遗传稳定的转基因植株的品种

只有 AC Colibri。目前，未成熟种子的子叶、子叶

节、胚生长点和愈伤组织是遗传转化过程中常用的

外植体[14]，2007 年 Paula 等[15]利用农杆菌 SHA17

侵染无菌苗的上胚轴，转化率可达 6. 6%。Hong

等[16]对愈伤组织为转化受体的遗传转化体系进行

了优化，并得到了很多遗传稳定大豆植株。2010

年 Loganathan 等[17]尝试以未成熟的大豆胚芽尖为

外植体获得了成功，并获得胚状体。因此，不仅农

杆菌转化的基因型对遗传转化至关重要，外植体

选择方面也不可忽视。本研究采用已建立的稳定

遗传转化体系的 Willimas 82 的子叶节为外植体，

希望得到稳定遗传的转基因大豆植株。
在遗传转化过程中，基本技术也非常重要。在

外植体的制备过程中，解剖刀应该沿 2 片子叶下

胚轴方向进行平行切开，把所有顶芽去掉。为了不

影响分化，子叶节有效分化部位所切伤口不宜过

深。为了有效提高菌液的侵染率，在对切口进行处

理的过程中，刀尖可以蘸上菌液，然后进行划切处

理。
发芽期的耐盐性在某种程度上代表转化植株

的耐盐程度，但在植株生长后期由于种种原因，植

株的耐盐程度会有所变化。因此，需要在不同发育

时期对转基因植株的耐盐性进行测定，以便全面

地反映它们的耐盐水平。将在转基因植株不同发

育时期研究其耐盐性。
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