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水稻转录因子Os1137的克隆及其耐盐性分析
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摘 要：通过 PCR方法从水稻 cDNA中克隆得到转录因子Os1137的编码基因，构建由 ubi启动子驱动的该

基因的植物表达载体 p3300-Os1137，并用农杆菌介导法将其导入烟草，研究不同盐浓度下转基因烟草的生理
指标，分析其抗盐性。结果表明，将该基因导入烟草植株中能够显著抑制NaCl胁迫下植物体内MDA含量的增
加，并能够提高植物体内的脯氨酸含量。该基因能够提高转基因烟草植株的抗盐性。
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Cloning of Rice Transcription Factor Os1137 and Analysis on Its Salts
Tolerance
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Abstract：In this study, the encoded gene of transcription factor Os1137 was isolated from the cDNA of rice by

PCR amplification. The gene was driven by Ubi promoter to construct plant expression vector p3300-Os1137, which
was introduced into tobacco via agrobacterium-mediated transformation. The salt tolerance of the transgenic plant
was analyzed by testing physiological changes of the transgenic tobacco plants under different salt stresses. Results
showed that less increment of MDA contents and more of proline contents in the transgenic plants respectively in
high salinity were obtained. Quantitative test showed that the salt tolerance of tobacco plants was improved by this
gene expression.
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盐碱、干旱、洪涝、高温、严寒等非生物胁迫是

抑制植物生长发育，导致各种农作物减产甚至绝

产的主要影响因素。逆境胁迫往往会破坏植物体

内各种正常的生理生化途径，严重影响光合作

用、物质代谢、离子平衡、水分平衡等生长发育过

程 [1]。同时影响某些细胞器的形态与功能，如叶

绿体受到逆境胁迫后其形态发生了变化，在遭受

破坏后影响植株的正常光合作用，直至死亡 [2]。

在各种非生物胁迫中盐碱、干旱胁迫显得尤

为突出，据统计全球范围内大概有 9.5×108 hm2土
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地面积处于严重的盐渍化 [3]。目前应对的研究主

要集中在以下两个方面，一方面是通过抗盐植物

或盐生植物与农作物之间进行远缘杂交，并通过

分子标记等手段选育抗盐农作物新品种。另一方

面是利用遗传工程手段，将抗逆相关基因如甜菜

碱脱氢酶基因 BADH、Na+/H+逆向转运蛋白 NHX、
6-磷酸海藻糖合成酶基因 TPS等导入植物基因组
中增强表达 [4-7]，尽管该方法能够提高转基因植物

的相关抗逆能力，但是仍不能满足生产上的实际

需要，这主要是因为植物应对盐碱胁迫时需要多

个基因协同调控表达才能达到理想的抗盐效果。

而通过对转录因子的引入或增强表达往往能够达

到调节植物体内与之相对应的一系列基因协同调

控表达，从而达到预期的抗性反应 [8-9]。

本实验分析了《盐碱胁迫下水稻表达谱差异
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分析数据库》并从中选择了与盐碱胁迫呈正相关

的转录因子Os1137，利用 PCR方法扩增得到该转
录因子的编码基因，并构建了由 ubi启动子驱动
的该基因的植物表达载体 p3300-Os1137，用农杆
菌转化烟草获得再生植株，并研究了该基因在盐

碱胁迫下的功能。

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 植物材料
水稻 (Oryza sativa)种子、烟草 (Nicotiana taba⁃

cum)种子保存于吉林农业大学水稻研究中心。
1.1.2 菌株和质粒
宿主菌Mach1、pEAZY-Blunt Simple克隆试剂

盒、胶回收试剂盒购自北京全式金生物工程公

司，根癌农杆菌（Agrobactium tu）EHA105及植物
表达载体 p3300-GUS由本课题组保存。
1.1.3 试剂
限制性内切酶、连接酶购自 Promega公司，

TransTaq DNA Polymerase High Fidelity (HiFi) Taq
酶购自北京全式金生物工程公司，胶回收试剂盒

购自北京全式金生物工程公司。分子量标准

200bp ladder 购自加拿大MBI公司。
1.2 方法
1.2.1 转录因子 Os1137编码基因的克隆与序列
分析

利用 http://bioinfoserver.rsbs.anu.edu.au/utils/Ge
neBins/网站对吉林农业大学马景勇研究员提供的
《盐碱胁迫下水稻表达谱差异分析数据库》进行

水稻基因的功能分类分析，并从中筛选出由 512
个氨基酸组成，在第 109-167位氨基酸含有 bZIP
结构域的转录因子 Os1137。根据基因序列设计
的引物扩增，以水稻 cDNA为模板。引物序列为
（下划线序列为EcoR I、Hind III酶切位点）：

Primer 1: 5′- GAATTCGCCCTACAGCAAATA⁃
CACGTTCTTA-3′

Primer 2: 5′-AAGCTTCACTGAAGATATAATC⁃
TAACTAG-3′

PCR程序：94℃ 5 min；94℃ 30 s，58.5℃ 30 s，
72 ℃ 90 s，32 个循环；72℃10 min。PCR产物纯化
后连入克隆载体 pEAZY-Blunt Simple，交由上海
生工生物工程服务有限公司测序，并用DNAMAN
和DNASIS 软件对其进行序列分析。
1.2.2 p3300-Os1137 植物特异性诱导表达载体
的构建

用 EcoRI、HindIII将 pEAZY-Os1137的 Os1137
切下，连接到用相同酶切的 p3300-GUS大片段上，
经 EcoRI、HindIII酶切、PCR验证正确后，命名为
p3300-Os1137。
1.2.3 农杆菌介导烟草的遗传转化
利用农杆菌介导的叶盘法转化烟草叶片，在

共培养培养基（MS培养基附加 2 g/L MES）上，
25℃暗培养。经 3d共培养后，将外植体转入抑菌
培养基（MS 培养基附加 1 mg/L 6-BA、0.2 mg/L
NAA、500 mg/L头孢霉素）上抑菌。7d后转移到筛
选培养基（MS培养基附加 1 mg/L 6-BA、0.2 mg/L
NAA、2 mg/L Basta、250 mg/L头孢霉素）上，每两周
继代一次直至不定芽长出 3～4片小叶后，将其剪
下，转入生根培养基（MS培养基附加 5 mg/L Basta、
250 mg/L头孢霉素）中。10 d左右不定芽生根，获
得再生植株。

1.2.4 转化再生植株的 PCR检测
采用改良的 CTAB法，从烟草叶片中提取基

因组 DNA，将其稀释至 100 ng/mL作为模板，以
p3300-Os1137为阳性对照，以未转化植株为阴性
对照，利用 PRIMER5.0根据 Os1137基因的特异性
引物 Primer 3、Primer 4进行 PCR扩增检测。引物
序列为：

Primer 3：5′-GACCAGCTATCTTCCTACACG-3′
Primer 4：5′-CACATATATGAATCTATAGAC-3′
PCR 扩增条件为：94℃ 5 min；94℃ 30 s，54℃

30 s，72℃ 90 s，28个循环；72℃ 8 min。PCR产物
经琼脂糖凝胶电泳后用凝胶成像系统分析。

1.2.5 Os1137基因活性鉴定
将非转基因植株及经 PCR鉴定为阳性的转基

因植株分别扩繁，用氯化钠浓度为 0、100、200、
300 mM的MS培养基上处理 72 h后，分别利用茚
三酮法测定 L-脯氨酸含量，利用硫代巴比妥酸法
测定丙二醛（MDA）含量，以研究该基因的表达是
否影响植物对盐胁迫的耐受性。

2 结果
2.1 转录子 Os1137编码基因的克隆与序列分
析

通过 PCR扩增出了约 1.14k的 DNA片段（图
1A），连接到全式金的 pEAZY-BS载体后进行测
序。测序结果与数据库中的序列进行比对，证实

该基因为所期望获得的目的片段。进一步用

DNAman 软件和 http://bioinfoserver.rsbs.anu.edu.au/
utils/GeneBins/网站对该片段分析发现该基因由
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2.3 转化再生植株的获得及PCR检测
如图 5所示，共计获得抗性再生植株 31棵。用

Primer 3、Primer 4（两者间距离 627bp）进行PCR检
测，共检测出27棵阳性植株，阳性率为89.5%。

M 1 2 3

 

1200bp

1000bp

图 3 p3300-Os1137的酶切鉴定
M：DNA分子量标准 200bp ladder；1-3：EcoRⅠ HindⅢ酶切

p3300-Os1137
 A

 
B

379个氨基酸组成，在第 102～159位氨基酸含有
bZIP结构域（图 1B）。将携带该基因的载体命名

为 pEAZY-Os1137。

M 1 2 3

1200bp

1000bp

A B

图 1 Os1137的克隆和分析
A. 转录子 Os1137的扩增 M：DNA分子量标准 200bp；1-2：PCR 产物；3：ddH2O

B. Os1137基因编码的氨基酸序列 bZIP结构域用“□”标出

2.2 p3300-Os1137 植物特异性诱导表达载体
的构建

如图 2所示，通过亚克隆将克隆到的Os1137基
因替换 p3300-GUS上的 smGUS基因。用 EcoRI、
HindⅢ分别酶切 pEAZY-Os1137和 p3300-GUS，分

别回收 pEAZY-Os1137酶切产物中的小片段和
p3300-GUS酶切产物中的大片段，用 T4 DNA连接
酶连接转化大肠杆菌。用EcoRI、HindⅢ酶切鉴定
释放出长约1.1k的片段（图4B），最终经测序证实插
入方向正确的重组载体命名为p3300-Os1137。

图 2 植物表达载体 p3300-GUS(A)、p3300-Os1137(B)的 T-DNA结构

 

CaMV35S polyA phosphinothricin CaMV35S promoter CaMV35S promoter smGFP Nospoly-ALB RB

CaMV35S polyA phosphinothricin CaMV35S promoter PR1a promoter smGFP Nospoly-ALB RB

EcoRI EcoRI

EcoRI EcoRI

A

B

CaMV35S polyA phosphinothricin CaMV35S promoter CaMV35S promoter smGFP Nospoly-ALB RB

CaMV35S polyA phosphinothricin CaMV35S promoter PR1a promoter smGFP Nospoly-ALB RB

EcoRI EcoRI

EcoRI EcoRI

A

B

Ubi

Ubi

HindIII

HindIII

Os1137

GUS
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2.4 转Os1137基因烟草抗盐性鉴定
由图 5可知，在NaCl处理下，非转基因烟草植

株和转基因烟草植株的MDA和脯氨酸含量均呈
现上升趋势。尽管在非盐胁迫下转基因植株与非

转基因植株MDA含量没有明显变化，但转基因烟

草植株的MDA增加量明显低于非转基因烟草植
株，尤其是较高盐浓度处理的植株中两者差异非

常显著。并且由于 Os1137基因在烟草植株中表
达使得转基因植株即使在非胁迫条件下也能够积

累较多的脯氨酸。

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

800bp

600bp

图 4 烟草抗性植株的获得及PCR检测
A. 外植体的分化；B. 筛选；C. PCR检测M：DNA分子量标准 200bp ladder；+：质粒；-：非转化植株；1-10：部分转化植株

3 结 论
本研究通过 PCR 方法克隆了转录因子

Os1137的编码基因，并构建了由 ubi启动子驱动
的该基因的植物表达载体 p3300-Os1137，用农杆
菌转化烟草获得再生植株，并研究了转Os1137基
因烟草植株与野生型烟草植株在不同盐浓度下叶

片中丙二醛和脯氨酸含量差异。

作为细胞膜脂过氧化程度重要的标志性物

质，植物体内MDA的含量越高，表明细胞膜的氧
化程度越高，则细胞膜的损伤越严重 [10]。而植物

体内游离的脯氨酸除了作为植物细胞质内渗透调

节物质外,还在稳定生物大分子结构、降低细胞酸
性、解除氨毒以及作为能量库调节细胞氧化还原

势等方面起重要作用。因此，植物体内脯氨酸含

量在一定程度上反映了植物的抗逆性，抗旱性强

的品种往往积累较多的脯氨酸。因此测定脯氨酸

含量可以作为抗旱育种的生理指标 [11]。因而通过

对上述两种物质含量进行测定间接反映出转录因

子Os1137对提高植物抗盐能力的作用。
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图 5 NaCl处理对非转基因烟草及转基因烟草叶片中MDA和脯氨酸含量的影响
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