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摘 要：MYB转录因子参与植物对外界逆境胁迫反应的调控，为提高水稻的耐盐性，本研究对水稻 OsMYB56基因进行了

生物信息学分析，利用 RT-PCR技术克隆了水稻耐盐碱基因 OsMYB56，构建了植物表达载体 pCAMBIA3300-OsMYB56，并
通过农杆菌介导法将 OsMYB56基因导入水稻中，以进一步研究其功能。对转化植株进行 PCR、RT-PCR、Southern杂交及

Bar蛋白试纸条检测，证明 OsMYB56基因已整合到水稻基因组中。本研究所获得的转基因水稻材料对水稻耐盐碱育种具

有重要的意义。
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Transformation of Salt Tolerance Gene OsMYB56 into Rice Mediated by Agro⁃
bacterium Tumefaciens
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Abstract：MYB transcription factors are related to salt tolerance of plant. In order to improve salt tolerance of rice,
in this study, the OsMYB56 gene was cloned by RT-PCR technique and the plant expression vector pCAMBIA3300-
OsMYB56 was constructed. OsMYB56 gene was successfully transformed into super rice‘Jijing 88’mediated with
Agrobacterium. The transgenic plants were confirmed by PCR, RT-PCR, Southern blot and Bar quick strip. The
transgenic plants can be employed as important materials in rice breeding for salt tolerance.
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土壤盐渍化是农作物生长发育和产量的主要

影响因素之一，全世界大约有 9.5亿 hm2盐碱地，

耕地面积大约有 3.6亿 hm2受到不同程度的盐碱

害威胁。我国盐碱地主要分布在西北、东北、华

北和滨海地区，其面积约为 9 900万 hm2[1]。东北

地区是我国内陆盐碱土（主要盐碱成分为 Na2CO3
或 NaHCO3）分布最为广泛的地区，盐碱地面积约

达 766万 hm2，西部松嫩平原盐碱地面积就达 373
万 hm2，是世界上三大片苏打盐碱地集中分布地
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区之一 [2]。随着盐碱地日益扩大，在我国耕地资

源已充分挖掘，常规耕地生产力水平提升空间面

临瓶颈的前提下，利用生物技术提高作物的耐盐

性，不仅可以高效利用盐碱地，增加有效耕地面

积，提高粮食总产，还可以改良生态环境，对促进

农业可持续发展具有重大意义 [3]。

水稻（Oryza sativa L.）是最重要的粮食作物

之一 [4]，种植分布广泛，约有 120多个国家种植水

稻，且过半的世界人口均以水稻为主食。我国是

世界水稻的原产国，水稻栽培历史悠久 [5]。但是，

随着人口的增加，未来对稻米的需求还将不断地

增长，盐碱地日益吞噬着有限的种植面积，因此，

对水稻耐盐碱能力改良的研究意义重大。

MYB转录因子是最大的植物转录因子家族

成员之一，它参与植物对外界逆境胁迫反应的调

控 [6]。自 Paz-Areset等 [7]1987年首次从单子叶植物
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玉米中分离鉴定出MYB转录因子以来，大量MYB
类基因从金鱼草 [8]、棉花 [9]、大豆 [10]、拟南芥 [11]、苹

果 [12]和白菜 [13]等多种植物中克隆出来。其中，Dai
等 [14]从水稻中克隆得到MYB转录因子类基因 Os⁃
MYB3R-2，在拟南芥中过量表达后,转基因植株对

干旱和盐胁迫的耐受性显著提高。Vannini、李敏

等 [15-16]分别将 OsMYB4、AtMYB44转入水稻中，显著

提高转基因水稻对干旱、高盐的耐受性。试验证

明，MYB类基因导入植物后，植物的耐盐性获得

了明显的提高。

本试验克隆并构建了 OsMYB56基因植物表达

载体 pCAMBIA3300-OsMYB56，对水稻进行了遗

传转化，获得了转 OsMYB56基因水稻植株，为进

一步筛选耐盐碱水稻转基因新材料奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

水稻品种吉粳 88，植物表达载体 pCAM⁃
BIA3300和农杆菌 EHA105菌株由吉林省农业科

学院生物所提供。

1.2 方法

1.2.1 生物信息学分析

应用 NCBI中的 ORF Finder在线软件对 Os⁃
MYB56基因序列进行分析；应用 SOPMA在线软件

对 OsMYB56 蛋白质进行二级结构分析；应用

SWISS-MODEL在线软件对 OsMYB56蛋白质进行

三级结构分析；应用 CLUSTALX 8和 MEGA 4软
件对 OsMYB56基因和拟南芥中 MYB转录因子家

族中的成员进行系统进化树分析。

1.2.2 植 物 表 达 载 体 pCAMBIA3300-OsMYB56
构建

根据OsMYB56（GenBank登录号：NM00105209
6.1）基因序列设计引物，基因两端加 BamHI和 Sa⁃
cI 酶切位点，上游引物为 5′-cgcggatccATGAGA⁃
AAGGGCCCGTGG-3′，下游引物：5′-cgagctcCTATC
CCCAGAGAGG TAGCGA-3′，利用 RT-PCR技术克

隆水稻耐盐碱基因 OsMYB56。将扩增目的片段连

接到用 BamHI和 SacI双酶切的 pCAMBIA3300载
体 上 ，构 建 植 物 表 达 载 体 pCAMBIA3300- Os⁃
MYB56，经 PCR 和双酶切验证。利用冻融法将

pCAMBIA3300-OsMYB56转入农杆菌菌株 EHA105
感受态细胞中。

1.2.3 农杆菌介导的水稻遗传转化

将去掉颖壳的水稻种子用 2.5％次氯酸钠

（NaClO）溶液灭菌 20 min，用无菌水冲洗 3～5

次。将水稻种子移到已灭菌的滤纸上吸干，接种

到诱导培养基上，大约生长 30～45 d；挑选浅黄、

颗粒状的愈伤组织接种到预培养培养基上培养

3～5 d；挑出预培养愈伤组织中色泽明亮、质地紧

密、表面干燥的愈伤组织用于农杆菌侵染。将带

有表达载体 pCAMBIA3300-OsMYB56的农杆菌培

养至 OD600=0.5时，离心收集菌体，用液体共培养

基将菌体重悬，同时放入愈伤组织，不断摇动，侵

染 30 min；之后将侵染的愈伤组织置于含有一层

滤纸的共培养固体培养基中 18℃暗培养 3 d；侵染

的愈伤组织用 250 mg/L头孢霉素溶液洗 3次，然

后转入含有 30 mg/L草丁膦的筛选培养基上，经过

2～3次筛选后获得抗性愈伤组织；抗性愈伤组织

接种到预分化培养基上光照培养 7 d左右，再转

到分化培养基上进行光照培养分化成苗。将 2
cm左右高的幼苗转到生根培养基上光照培养至

生根。当苗高至 10 cm左右时打开瓶口炼苗，7 d
以后进行移栽 [17]。培养基种类和成分如下：

诱导培养基：N6大量+MB铁盐+B5微量+B5
有机+0.5 g/L谷氨酸胺+0.5 g/L脯氨酸+0.3g/L水解

酪蛋白+0.1 g/L肌醇+2.0 mg/L 2,4-D +30 g/L蔗糖+
3 g/L植物凝胶，pH=5.8，常规灭菌。

液体共培养基：N6大量+MB铁盐+B5微量+
B5有机+0.5 g/L谷氨酸胺+0.5 g/L脯氨酸+0.3 g/L
水解酪蛋白+0.1 g/L肌醇+2.0 mg/L 2,4-D+30 g/L
蔗糖，pH=5.8，常规灭菌后加抽滤灭菌的 100
mmol/L乙酰丁香酮。

固体共培养基：N6大量+MS铁盐+B5微量+B5
有机+0.5 g/L谷氨酸胺+0.5 g/L脯氨酸+0.3 g/L水
解酪蛋白+0.1 g/L肌醇+2.0 mg/L 2,4-D +30 g/L蔗
糖+3 g/L植物凝胶，pH=5.8，常规灭菌后加抽滤灭

菌的 100 mmol/L乙酰丁香酮。

筛选培养基：N6大量+MS铁盐+B5微量+B5
有机+0.5 g/L谷氨酸胺+0.5 g/L脯氨酸+0.3 g/L水
解酪蛋白+0.1 g/L肌醇+2 mg/L 2,4-D+30 g/L蔗糖+
3 g/L植物凝胶，pH=5.8，常规灭菌后加抽滤灭菌

的 400 mg/L头孢霉素，20 mg/L PPT。
预分化培养基：N6大量+MS铁盐+B5微量+B5

有机+0.5 g/L谷氨酸胺+0.5 g/L脯氨酸+0.3 g/L水
解酪蛋白+0.1 g/L肌醇+2.0 mg/L 6-BA+1.0 mg/L
NAA+5.0 mg/L ABA+30 g/L蔗糖+3 g/L植物凝胶，

pH=5.8，常规灭菌后加抽滤灭菌的 300 mg/L头孢

霉素，15 mg/L PPT。
再分化培养基：N6大量+MS铁盐+B5微量+B5

有机+0.5 g/L谷氨酸胺+0.5 g/L脯氨酸+0.3 g/L水
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解酪蛋白 + 0.1 g/L 肌醇 + 2.0 mg/L KT + 0.5 mg/L
NAA+1 mg/L 6-BA +30 g/L蔗糖+3 g/L植物凝胶,
pH=5.8，常规灭菌后加抽滤灭菌的 300 mg/L头孢

霉素，15 mg/L PPT。
生根培养基：1/2 MS大量+1/2 MS铁盐+1/2 B5微

量+l0 g/L蔗糖+3 g/L植物凝胶，pH=5.8，常规灭菌。

1.2.4 转化植株的 PCR 检测

取抗性植株的叶片，采用 CTAB 法提取总

DNA[18]，进行 PCR检测，PCR引物是由上海生工公

司合成，PCR 引物为：上游引物：5′-GTGGATT⁃
GATGTGATATCTCCACTG- 3′ ，下 游 引 物 ：5′-
TGAAGGAACAGTTGGTGCTGGTCCT- 3′。 PCR 反

应参数为：94℃预变性 5 min，94℃变性 30 s，60℃
退火 30 s，72℃延伸 1 min，共 35个循环；72℃后延

伸 5 min。PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳后用凝

胶成像仪分析。

1.2.5 转化植株的 Southern 杂交

选择 PCR阳性植株进行 Southern杂交，采用

CTAB法大量提取基因组 DNA，大约 30μg的基因

组 DNA被限制性内切酶 HindIII完全消化，消化产

物经 0.8%琼脂糖凝胶电泳，之后进行转膜、探针标

记、预杂交、杂交、洗膜和检测，具体实验步骤采用

罗氏公司生产的地高新试剂盒（Roche DIG High
Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I）。
1.2.6 转化植株的 RT-PCR 检测

采用植物 RNA提取试剂盒 RNAiso Plus（大连

宝生物公司）提取转基因阳性植株叶片的总

RNA，反转录成 cDNA（一步法反转录试剂盒，全

式金生物公司），进行 PCR检测，PCR引物为上述

引物，PCR反应参数为：94℃预变性 5 min，94℃变

性 30 s，59℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，共 35个循

环；72℃后延伸 5 min。PCR产物经 1%琼脂糖凝

胶电泳后用凝胶成像仪分析。

1.2.7 转化植株 Bar 试纸条检测

取少许转基因阳性植株叶片于 1.5 mL离心管

中进行研磨，加入 500μL溶解液混匀，放入 Bar基
因试纸条 (Envirologix Inc公司)，10 min以后，与未

转录叶片中的试纸条进行对比，观察转基因植株

中的试纸条的变化。

2 结果与分析

2.1 生物信息学分析

OsMYB56基因开放阅读框为 666 bp（包括终

止密码子），编码 221个氨基酸（图 1A）；二级结构

预测表明该蛋白含约 31.67%的 α-螺旋，8.6%的

β-折叠，50.23%的不规则卷曲和 9.5%的延伸链

（图 1B）；三级结构预测表明该蛋白为一个松散的

球状蛋白，该酶含有 6段 α-螺旋，不存在二硫键

（图 1C）；对 OsMYB56基因和拟南芥中 MYB转录

因子家族中的成员进行系统进化树分析，发现 Os⁃
MYB56基因与拟南芥中的 AtMYBC1转录因子在

进化上同源性最高，因此可以推测二者之间的功

能和结构可能存在相似性（图 1D）。

2.2 植物表达载体的构建

以重组质粒为模版，进行 PCR扩增，获得大小

约为 666 bp的片段（图 2A），PCR片段大小与发表

序列片段的大小相同，初步证明 OsMYB56基因已

成功连接到 pCAMBIA3300载体上。经 BamHI和

 

图 1 生物信息学分析示意图

A：OsMYB56基因的开放阅读框分析结果；B：OsMYB56蛋白质的

二级结构分析；C：OsMYB56蛋白质三级结构分析；D：OsMYB56
蛋白质的系统进化树分析

 

 

 

图 2 PCR扩增OsMYB56基因和植物

表达载体双酶切验证

A：PCR 扩增 OsMYB56 基因（M: DNA Marker DL100，水 : 空白对

照，1～5: PCR产物）；B：植物表达载体双酶切（M: DNA Marker
DL100，+: 阳性对照，1～2: 双酶切产物）
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SacI双酶切验证（图 2B）以及测序分析结果表明

植物表达载体 pCAMBIA3300-OsMYB56 构建成

功。其 T-DNA结构见图 3。

2.3 农杆菌介导法转化水稻及获得再生苗

本试验共接种水稻种子 573粒，出愈粒数为

492粒，愈伤组织诱导率约为 86%；共浸染 1 000
块愈伤组织，转入含 PPT（30 mg/L）的筛选培养基

上进行筛选，得到抗性愈伤组织 112块，愈伤组织

抗性率为 11.2%；获得抗性植株 63株，植株分化率

为 6.3%；得到阳性植株 52株，转化率为 5.2%；水

稻遗传转化过程见图 4。
2.4 转基因植株分子检测

对获得的 PPT抗性转基因植株进行 PCR检

测，转基因阳性植株扩增出特异条带（图 5A），对
PCR检测呈阳性的植株进行 Southern blot分析，

获得单拷贝植株 1株, 双拷贝植株 1株，三拷贝植

物 1株（图 5B），表明重组 OsMYB56基因已整合到

受体材料染色体组中，RT-PCR检测（图 5C）表明

OsMYB56基因在转基因植株中已经转录；用 Bar
试纸条对转基因植株进行检测，阴性材料经检测

后只出现一条带，转基因植株检测均出现了两条

带（图 5D），表明筛选标记 Bar基因表达。

 

图 3 植物表达载体 pCAMBIA3300-OsMYB56
的结构示意图

 
图 4 水稻遗传转化示意图

a 成熟种子萌发；b 愈伤组织诱导；c 愈伤组织筛选；d 绿苗再

生；e 生根培养；f 转化植株

 
图 5 转OsMYB56基因水稻植株分子检测

A：转基因水稻 PCR检测（M：DNA Marker DL100；+：阳性对照；水：空白对照；CK：未转基因材料；1～9：转基因材料）

B：转基因水稻 southern杂交（1～4：独立转化植株）

C：转基因水稻 RT-PCR检测（M、DNA Marker DL100，+、阳性对照，水、空白对照，CK、未转基因材料，1～9、转基因材料）

D：转基因水稻 Bar试纸条检测（CK：对照植株，1～9：转基因植株）

3 讨 论

本研究利用 RT-PCR技术克隆了水稻耐盐碱

基因 OsMYB56，并对该基因进行了生物信息学分

析。OsMYB56开放阅读框为 666 bp，编码 221个氨

基酸，属于 R2R3-MYB家族；对 OsMYB56基因和

拟南芥中 MYB转录因子家族中的成员进行系统

进化树分析，发现 OsMYB56基因与拟南芥中 At⁃
MYBC1转录因子在进化上同源性最高 [19]，因此可

以推测二者之间的功能和结构可能相似。
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水稻基因型是影响水稻转化效率的主要因素

之一，不同水稻品种，其转化效率差异较大。

Chan等 [20]首次采用农杆菌介导法获得了转基因水

稻。Hiei等 [21]以水稻成熟种子诱导的愈伤组织为

受体，建立了农杆菌介导的粳稻高效遗传转化体

系，使得农杆菌介导法逐渐成为水稻转化最常用

的方法。此后，Toki等 [22]将粳稻的转化方法进一

步优化，使粳稻的遗传转化周期大幅缩短。近年

来，林秀峰等 [23]利用农杆菌介导法将转录因子

CBF1导入北方粳稻沈 6014和松粳 3号，转化率分

别是 12.7%和 10％。于志晶等 [24]利用东北地区超

级水稻吉粳 88 进行遗传转化，转基因效率为

3.8%。本研究中吉粳 88的转化效率为 5.2％，与

于志晶等的转化效率相近。

在逆境条件下，通过超量表达逆境诱导转录

因子可以提高植物的抗逆性 [25-27]。Zhang等 [28]从拟

南芥中克隆获得MYB56基因，属于 R2R3-MYB转
录因子亚类，证明了该基因参与细胞壁代谢。张

立超等 [29]从小麦中克隆得到 TaMYB56基因，并将

该基因转入拟南芥中，显著提高了转基因植株对

冻害和盐胁迫的耐受性。这些研究均表明MYB56
转录因子能够响应非生物胁迫，提高转基因植株

对高盐等胁迫的耐受性。本研究利用转基因技术

将 OsMYB56基因导入水稻品种吉粳 88中，使其过

表达，从而创制耐盐转基因水稻新种质资源。目

前，本研究只获得转基因植株，并完成了分子鉴

定。表型鉴定、后代遗传稳定性、生理生化指标

的测定等将在后续研究工作中进行，并进一步筛

选耐盐碱转基因超级稻新材料。
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