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摘 要：液泡膜 Na+/H+反向转运蛋白在调节离子平衡，提高植物耐盐耐旱方面起着重要功能。为了研究液泡膜 Na+/H+反

向转运蛋白基因 TaNHX2在棉花耐盐耐旱中的作用，以晋棉 7号为受体，利用农杆菌介导法将克隆自小麦的 TaNHX2基因

转入棉花愈伤组织，通过组织培养胚状体发生途径获得转基因再生植株。以 0.5%卡那霉素对再生苗筛选后，利用 PCR
和RT-PCR进行分子检测，证实外源基因已导入棉花并正常表达。在温室盆栽条件下，于 4片真叶期对转 TaNHX2基因棉

花及其野生型对照施加 NaCl或 PEG胁迫处理，处理 10天后发现盐胁迫或干旱胁迫显著抑制了棉花光合作用，提高了丙

二醛（MDA）含量；转 TaNHX2基因棉花的光合速率（Pn）显著高于野生型，MDA含量显著低于野生型；转 TaNHX2基因棉

花在盐旱胁迫后，叶片和根系中的 Na+含量显著低于野生型对照。这些结果说明：在棉花中过量表达 TaNHX2基因，盐旱

胁迫下可以降低转基因棉花的Na+含量，提高光合速率，降低MDA含量，从而提高转基因棉花的耐盐抗旱能力。
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Abstract：Vacuole- type Na +/H+ antiporter can transport Na + into vacuoles, which increase plant salt tolerance by
averting the deleterious effects of Na+ in the cytosol and maintaining ionic balance. In order to reveal the function of
TaNHX2 from wheat in salt tolerance of cotton, the TaNHX2 gene was transferred into the somatic cells of cotton
(Jinmian 7) by agrobacterium-mediated transformation technology, and the transformed plants were regenerated
through somatic embryogenesis in tissue culture. After selection with 0.5% kanamycin, the kanamycin-resistant re⁃
generated plants were confirmed by PCR and RT-PCR that the TaNHX2 gene was integrated into the genome of cot⁃
ton and expressed normally. At the four true-leaf stage, transgenic cotton seedlings were treated with different con⁃
centrations of NaCl or PEG for 10 days under greenhouse conditions, the photosynthetic rate, MDA content, and Na+
content of cotton leaves were determined. The results showed that overexpression of TaNHX2 reduced Na+ content in
cotton, alleviated ion toxicity and improved salt and drought tolerance of transgenic cotton under salt drought stress.
Key words：Cotton；TaNHX2；Genetic transformation；Salt tolerance；Drought tolerance

收稿日期：2020-01-26
基金项目：转基因生物新品种培育重大专项（2009ZX08005-018B）；山西省科技厅攻关项目（20150311004）；山西省农科院农业科技创新

有机旱作农业研发专项（YCX2018421）
作者简介：张慧军（1965-），女，副研究员，硕士，主要从事棉花生物技术研究。

通讯作者：董合忠，男，博士，研究员，E-mail: donghezhong@163.com

东北农业科学 2021，46（1）：31-35，71
Journal of Northeast Agricultural Sciences DOI: 10.16423/j.cnki.1003-8701.2021.01.009

张慧军等：过量表达TaNHX2基因提高转基因棉花的抗旱耐盐性



32 东 北 农 业 科 学 46卷

棉花是耐盐、抗旱性较强的农作物，利用棉花

抗旱、耐盐的特性，积极发展盐碱地、旱地和瘠薄

地植棉，是保障棉花有效供给的现实途径 [1-2]。但

是，棉花的耐盐、抗旱能力也是有限的，利用基因

工程手段获得抗旱、耐盐棉花种质，培育耐盐、抗

旱棉花新品种是开发利用旱地和盐碱地植棉，减

轻盐碱、干旱危害的有效途径。

盐胁迫条件下，首先产生渗透胁迫，植物通过

吸收无机离子来对抗渗透胁迫，但是随着无机离

子特别是 Na+的大量积累又产生了离子毒害。为

了在盐胁迫环境中更好生存，植物可通过降低细

胞质中的 Na+含量，减轻离子毒害 [3]。通过细胞膜

Na+/H+逆向转运蛋白（SOS1）把细胞质内的 Na+外
排到细胞外，通过液泡膜 Na+/H+逆向转运蛋白

（NHX）把细胞质内的 Na+区隔化到液泡中，从而

降低细胞质内Na+含量，减轻离子毒害 [4-6]。液泡膜

Na+/H+逆向转运蛋白 (NHX)将细胞质中的 Na+区隔

化至液泡消除Na+毒害，同时促进K+的高亲和性吸

收[7]，并且对维持盐胁迫植物细胞稳定的 pH值和离

子稳态起到重要作用[8]。目前，已克隆了拟南芥、水

稻、冰叶日中花等多个植物的液泡膜NHXs基因，在

拟南芥、番茄和棉花中过量表达 NHX1基因，均提

高了转基因植株的耐盐性[9]，而NHXs基因失活突变

体的耐盐性降低 [10]，进一步说明液泡膜Na+/H+逆向

转运蛋白可提高植物的耐盐性。

Yu J N等 [11]发现小麦 TaNHX2基因受盐胁迫、

干旱、冷胁迫和 ABA等诱导，在酵母中过量表达

TaNHX2基因可提高酵母对盐胁迫、渗透胁迫和

冷胁迫的抗性，说明小麦 TaNHX2基因具有耐盐、

抗旱功能。Cao Dong等 [12]在大豆中过量表达 TaN⁃
HX2基因，发现转基因大豆在 NaCl胁迫下的存活

率、生物量、开花数均高于受体品种；在普那菊苣

和玉米中过量表达 TaNHX2，也都增强了转基因

植株的耐盐性 [13-14]。但迄今未见 TaNHX2基因转

化棉花并提高耐逆性的报道。本项研究利用农杆

菌介导法将 TaNHX2基因转入棉花，获得过量表

达 TaNHX2基因的棉花，研究 TaNHX2基因在棉花

耐盐、抗旱中的作用。

1 材料和方法

1.1 植物材料、载体和菌种

受体材料为晋棉 7号，TaNHX2基因的植物表

达载体为 pBin438（中国科学院遗传与发育生物学

研究所陈受宜课题组提供），筛选标记基因为 NPT
Ⅱ，转化所用农杆菌菌株为GV3101。

1.2 棉花的遗传转化与植株再生

挑选脱绒的饱满棉花种子用 75%乙醇消毒 1
min，再用 30%过氧化氢浸泡 4 h，之后用无菌水冲

洗 5～6遍后浸泡于无菌水中直至种子露白。在

无菌条件下将露白的种子去除种皮种于 1/2 MS+
20 g/L蔗糖+2.5 g/L phytagel培养基上，置于 25℃左

右培养间，5天之后取无菌苗下胚轴切段作为外

植体，按照张慧军等 [15-16]报道的方法，通过农杆菌

介导转化技术转化棉花，获得棉花再生株。

将试管苗通过嫁接方法 [17-18]嫁接并移栽到大

田。嫁接时选生长健壮的试管苗嫁接于根系发育

旺盛、耐逆性强的砧木上，嫁接成活后移入大田，

成熟吐絮后收获种子。

1.3 转基因植株大田抗性检测

将以上棉株收获的种子播种于大田，利用

0.5%卡那霉素溶液涂抹 3叶期的棉花幼苗，一周

之后，叶片变黄或有黄斑严重的为非转化株；叶

片呈现正常绿色的为转化株。选取叶色不变的转

化株作进一步检测，并单株收取种子。

1.4 转基因棉花分子检测

选取适量的转基因再生株后代幼嫩叶片，利

用植物基因组 DNA提取试剂盒（TIANGEN公司，

DP305）提取总 DNA；利用 RNAprep Pure多糖多酚

植物总 RNA提取试剂盒（TIANGEN公司，DP441）
提取总 RNA，然后取 5μg总 RNA，利用反转录试

剂盒（Thermo Fisher Scientific，K1641）进行反转

录，获得 cDNA。分别以植物总 DNA和 cDNA为模

板，利用普通 PCR方法验证 TaNHX2基因在棉花

基因组上的整合情况和 TaNHX2基因在转基因棉

花中的表达情况。所用引物由上海生工公司合

成。验证 TaNHX2基因在基因组中整合的 PCR引
物为 Ta-F1: 5′-GACGCACAATCCCACTATCC-3′和
Ta- R1: 5′- AGCAGCTCTTCCAACCAGAACCA- 3′。
扩增条件为：94℃ 5 min，35 个循环（94℃ 30 s，
56℃ 30 s，72℃ 1 min），72℃ 5 min。扩增产物在

1%琼脂糖凝胶上电泳分离检测。验证 TaNHX2基
因 表 达 量 的 引 物 为 Ta- F2: 5′- ATGGGGTAC⁃
CAAGTGGTGGCGG- 3′ 和 Ta- R2: 5′- ACTGTA⁃
CAAAAAGGGCGTCTCG-3′；棉花 GhACT7内参基因

的 引 物 为 GhACT7- F: 5′- AATGGTGAAGGCTG⁃
GTTTTGCT-3′和 GhACT7-R: 5′-ACAATACCTGTC⁃
GTCCGACCA-3′。扩增条件为：94℃ 5 min，28个
循环（94℃ 30 s，58℃ 30 s，72℃30 s），72℃ 5 min。
扩增产物在 1%琼脂糖凝胶上电泳分离检测 [19]。

1.5 温室棉苗培养和胁迫处理
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选取饱满的转基因棉花材料种子 L1（168）和
L2（170）及其转化受体 CK（晋棉 7号），播种在盛

有育苗基质中熟料盆（直径 25 cm，高度 30 cm）
中，待棉苗长出 2片真叶后间苗，每盆只留 5株棉

苗。棉苗长出 4片真叶时，选取生长一致的棉苗

一部分用作盐胁迫处理，一部分用作干旱胁迫处

理。盐胁迫处理如下：分别用含 150 mmol/L 和
300 mmol/L NaCl的 hogland营养液浇灌处理，以不

加 NaCl的营养液浇灌处理为对照。NaCl处理液

的浓度逐渐增加，从 75 mmol/L浓度开始，每次处

理递加 75 mmol/L直到终浓度，每隔１d处理一

次，达到处理终浓度后，用相应浓度盐溶液继续

处理 10 d。干旱处理如下：分别用含 10%和 20%
PEG的 hogland营养液浇灌处理，以不加 PEG的营

养液浇灌处理为对照。PEG处理液的浓度逐渐增

加，从 5%浓度开始，每次处理递加 5%直到终浓

度，每隔１ d处理一次，达到处理终浓度后，用相

应浓度溶液继续处理 10 ｄ。每次浇灌量为培养

基质持水量的３倍，以保持盆中处理液浓度的恒

定。每个处理重复 3次。

1.6 耐盐、抗旱测定项目及方法

光合参数的测定：用 Li-6400便携式光合测定

仪（美国 LI-COR公司生产），分别在 NaCl和 PEG
处理后 10 d 9∶00～11∶00测定各处理棉苗第 4片
真叶的光合参数。

Na+含量测定：棉苗根系和第 4片真叶烘干，

研磨后取 0.03 g干样，加入 3 mL消化液（60%三氯

乙酸︰硝酸︰浓硫酸=2︰10︰1），95℃水浴消化 20～
30 min，冷却离心后，取上清液稀释 100倍，用原子

吸收光谱仪（普析通用公司生产）测定Na+的含量。

MDA含量测定：采用硫代巴比妥酸反应比色

测定丙二醛（MDA）的含量。

2 结果与分析

2.1 转 TaNHX2基因棉花的获得

经共培养处理的棉花下胚轴在诱导筛选培养

基中培养 1～2个月，大部分感染块可诱导出抗性

愈伤组织，抗性愈伤组织经继代培养后产生胚状

体，将胚状体转移至分化培养基，继代 2次后分化

出再生苗。待再生苗长至 10～15 cm后，将再生

苗直接移栽或嫁接于根系发达耐逆性强的砧木

上，成活后直接移入大田，获得生长健壮的转化

再生植株，并单株收获种子。

收获的棉花种子播种在大田，待棉苗长出

3～4片真叶后，利用 0.5%卡那霉素溶液涂抹棉花

叶片。涂抹一周后观察，叶片没有变化，显示正

常绿色的是抗卡那霉素的棉花，这类棉花可能是

转基因棉花，叶片发黄干枯的为不抗卡那霉素的

非转基因棉花。

2.2 转 TaNHX2基因棉花的分子验证

提取涂抹卡那霉素后不变色的棉花幼嫩叶片

DNA，利用 PCR检测 TaNHX2基因是否整合到棉

花基因组中。试验结果显示，转基因棉花中可以

检测到 1 230 bp的目的条带，而在阴性对照和非

转化植株中检测不到目的条带。图 1为部分转基

因棉花的 PCR试验图片，株系 167、168、169、170、
234和 238中检测到了目标基因 TaNHX2，为转基

因材料；而 228、262、233、239中未检测到目标基

因 TaNHX2，为非转基因材料。然后，选取 6个转

基因材料，提取 RNA，利用 RT-PCR验证这 6个转

基因材料的基因表达情况。发现在 6个转基因棉

花材料中，TaNHX2基因都能正常表达（图 2）。
2.3 转 TaNHX2基因棉花的耐盐和抗旱性

从上述 6个转基因棉花株系中，选取 2个转基

因株系（168和 170），以转基因受体材料晋棉 7号
为野生型对照（WT），进行耐盐性分析。在正常生

长条件下转基因棉花株系 168和 170与野生型对

照在生长、发育等方面没有显著差异。

正常条件下，转基因棉花株系 168和 170与野

生型棉花根系和叶片中的 Na+含量没有显著差

异；盐胁迫条件下，转基因棉花株系 168和 170与
野生型棉花根系和叶片中的 Na+含量都显著增

加，但转基因棉花株系 168和 170的叶片和根系中

的 Na+含量显著低于野生型对照。在 300 mmol/L
NaCl处理 10 d后，转基因棉花株系 168和 170叶
片中 Na+含量分别比野生型低 8.4%和 13.5%（图

3A），根系中 Na +含量分别比野生型低 7.9%和

10.3%（图 3B）。
正常条件下，转基因株系和野生型对照的 Pn

和 MDA含量没有显著差异；盐胁迫条件下，转基
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转TaNHX2基因棉花株系 WT
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35S + TaNHX2 1230bp
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M：分子粒标记；转 TaNHX2基因棉花株系 :不同的转基因株系；

WT: 野生型对照；质粒 :阳性对照

图1 转TaNHX2基因棉花的PCR检测
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因株系和野生型棉花的 Pn都降低，MDA含量都升

高 (图 4)。在 300 mmol/L NaCl处理 10 d后，转基因

棉花株系 168和 170的 Pn分别比野生型高 35.3%和
33.8%（图 4A）；而转基因棉花株系 168和 170的
MDA含量分别比野生型低17.7%和19.5%（图4B）。

与正常生长条件相比，干旱胁迫条件下转基

因株系和野生型棉花的 Pn都显著降低，但 MDA
含量都显著升高 (图 5)。在 20%PEG处理 10 d后，

图3 盐处理对野生型和转基因棉花叶片（A）和根系（B）

Na+含量的影响

图4 盐处理对野生型和转基因棉花光合速率（Pn）（A）

和MDA含量（B）的影响

图5 PEG处理对野生型和转基因棉花光合速率（Pn）

（A）和MDA含量（B）的影响
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M：分子粒标记；转 TaNHX2基因棉花株系 :不同的转基因株系；

CK: 野生型对照

图2 转TaNHX2基因棉花的RT-PCR检测
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转基因棉花株系 168和 170的 Pn分别比野生型高

24.6%和 20.3%（图 5A）；而转基因棉花株系 168和
170的 MDA含量分别比野生型低 12.4%和 16.5%
（图 5B）。
3 讨 论

盐胁迫导致植物细胞的离子均衡受到破坏，

植物体内 Na+含量增加，影响了植物对 K+的吸收，

同时细胞质中过多的 Na+对植物细胞代谢产生离

子毒害，导致细胞生长停止或死亡。把细胞质中

大量的 Na+区隔化到液泡中是维持细胞质内低 Na+
含量的有效途径 [3]。液泡膜 Na+/H+逆向转运蛋白

是植物中 Na+区隔化至液泡的关键因子，它利用

质子泵产生的驱动力，将胞质中的 Na+区隔化进

液泡 [20]。研究发现，在多种植物中过量表达 NHX1
基因都能提高转基因植物的耐盐性 [6,21- 22]。Apse
等 [6]、Zhang等 [21]将拟南芥液泡膜 ANHX1基因转化

拟南芥、油菜和番茄，发现转基因拟南芥、油菜和

番茄均能够在 200 mmol/L NaCl胁迫下生长。在

水稻中过量表达滨藜 AgNHX1后，转基因水稻表

现Na+/H+逆向转运蛋白活性是非转基因的 8倍，转

基因水稻耐盐性显著增强 [22]。本研究发现，在棉

花中过量表达小麦 TaNHX2基因，也显著增强了

转基因棉花的耐盐抗旱性。

液泡膜 Na+/H+逆向转运蛋白可将 Na+区隔化

到液泡中，一方面降低渗透胁迫，另一方面降低

细胞质中的 Na+浓度，从而减轻离子毒害。本研

究发现过量表达 TaNHX2基因，降低了盐胁迫条

件下棉花叶片和根系中 Na+含量。Na+含量的降低

可能是转基因棉花耐盐性增强的重要原因。盐胁

迫和干旱胁迫都能抑制植物光合作用，提高MDA
含量。干旱和盐胁迫条件下，棉花的光合速率显

著下降，但是 MDA含量显著上升，从而抑制棉花

生长 [23- 24]。本研究发现，无论是野生型还是转

TaNHX2基因棉花，在干旱和盐胁迫条件下，Pn都
显著下降，MDA含量都显著升高。但是转基因棉

花的 Pn高于野生型对照，MDA含量低于野生型对

照。这些结果说明：在棉花中过量表达 TaNHX2
基因，盐旱胁迫下可以降低转基因棉花的 Na+含
量，提高光合速率，降低MDA含量，从而提高转基

因棉花的耐盐抗旱能力。

棉花抗旱耐盐性状是由多个基因控制的数量

性状，本研究获得了过量表达 TaNHX2基因的棉

花，抗旱耐盐性得到一定程度的提高，要在继续

深化研究转单个抗旱耐盐基因基础上，通过基因

工程技术、分子标记和常规育种技术有机结合，

获得聚合多个抗旱耐盐关键基因的种质材料，为

抗旱耐盐棉花品种培育服务。

4 结 论

过量表达 TaNHX2基因,使转基因棉花细胞的

Na+/H+逆向转运蛋白活性增强，盐旱胁迫下，大量

Na+ 被区隔化到液泡中，维持了细胞内 Na+的平

衡，减少了 Na+对细胞质毒害，降低了盐旱胁迫下

转基因棉花细胞的渗透胁迫，促进细胞吸收水

分，从而减轻了盐旱危害，提高了转基因棉花的

抗旱耐盐性。
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