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　 　 摘要:　 为探索桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ Ｌ.)铜 /锌超氧化物歧化酶基因(ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ)在植物抗干旱胁迫中的作用ꎬ应
用农杆菌介导法ꎬ将 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因转入大豆品种中黄 １３ 中ꎮ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 印迹分析证实 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因已整合到

大豆基因组中ꎮ 定量 ＰＣＲ 分析结果表明ꎬ转基因大豆中 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 表达水平均明显增加ꎮ 用 １５％ ＰＥＧ４０００ 模拟

干旱胁迫时ꎬ转基因大豆种子萌发率与主根长显著高于非转基因大豆ꎮ 在干旱 １０ ｄ 条件下ꎬ转基因大豆与非转基

因大豆相比ꎬ超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、过氧化氢酶(ＣＡＴ)和过氧化物酶(ＰＯＤ)活性增加ꎬ而丙二醛(ＭＤＡ)含量下

降ꎬ叶绿素含量降低较少ꎮ 活性氧(ＲＯＳ)染色结果显示ꎬ转基因植株在干旱胁迫下活性氧少于非转基因植株ꎮ 复

水后 ４ ｄꎬ转基因大豆的成活率显著高于非转基因大豆ꎮ 这些结果表明ꎬＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 能提高大豆的耐旱性ꎮ
关键词:　 转基因ꎻ 耐旱性ꎻ 大豆ꎻ ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因
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ｄｉａｎ ４６３０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｃｏｐｐｅｒ / ｚｉｎｃ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ｇｅｎｅ(ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ) ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓꎬ
ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｐｅａｃｈ (Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ Ｌ.) ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｉｎｔｏ ｓｏｙｂｅａｎ (Ｇｙｃｉｎｅ ｍａｘ(Ｌ.)Ｍｅｒｒ.) ｂｙ ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ￣
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ. Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｖｉａ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ. Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
１５％ ＰＥＧ４０００ꎬ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｍａｉｎ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ (ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ ＷＴ) ｐｌａｎｔｓ. Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｆｏｒ １０ ｄꎬ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＳＯＤ (ｓｕｐｅｒ￣
ｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ)ꎬ ＣＡＴ(ｃａｔａｌａｓｅ)ａｎｄ ＰＯＤ (ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ) ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ) ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ
ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＷＴ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ
(ＲＯＳ) ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｈａｄ ｌｅｓｓ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＷＴ. Ａｆｔｅｒ
ｆｏｕｒ ｄａｙｓ ｏｆ ｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＷＴ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ
ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ ｐｌａｙｓ ｏｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ.
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　 　 寒冷、干旱、涝害等环境胁迫可产生有毒自由

基ꎬ危害农作物生产[１￣３]ꎮ 活性氧(ＲＯＳ)对细胞具有

潜在的毒性ꎬ通过氧化脂质、核酸和蛋白质而破坏正

常的新陈代谢[４]ꎮ 一些研究结果表明ꎬＲＯＳ 少量存

在时ꎬ可以作为重要的信号分子发挥作用ꎬ参与控制

病原体防御、激素信号传导、应激反应和植物生长发

８７９



育等过程[５]ꎮ 然而ꎬ当活性氧产生量增加时ꎬ它们

能够损伤甚至杀死植物细胞ꎮ 但是ꎬ植物已经进化

出一些防御机制来减轻不利环境条件造成的损害ꎮ
例如ꎬ一些 ＲＯＳ 清除酶ꎬ包括超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)、过氧化氢酶(ＣＡＴ)和过

氧化还原酶(ＰＲＸＲ)ꎬ可以清除超氧阴离子(Ｏ２
􀅰－)等

氧化物ꎬ从而保护植物免受环境胁迫[６]ꎮ
超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)是参与 ＲＯＳ 降解的第一

个酶ꎬ能把超氧阴离子转换成 Ｈ２Ｏ２ꎮ ＳＯＤ 有几种异

构体ꎬ异构体类别取决于活性位点上的金属辅因子ꎬ
例如ꎬ锰超氧化物歧化酶(ＭｎＳＯＤ)、铜 /锌超氧化物

歧化酶(ＣｕＺｎＳＯＤ)、铁超氧化物歧化酶(ＦｅＳＯＤ)和镍

超氧化物歧化酶(ＮｉＳＯＤ)等[７]ꎮ ＣｕＺｎＳＯＤ 是细胞

质、细胞核和线粒体膜间隙中的主要自由基清除

剂[８]ꎮ 在胁迫状态下ꎬＳＯＤ 活性和其转录表达水平增

高[９￣１０]ꎮ 有研究结果表明ꎬ在干旱和盐胁迫下玉米和

番茄中 ＭｎＳＯＤ 和 ＣｕＺｎＳＯＤ 高水平表达ꎬ这些有较高

活性抗氧化酶的植物更耐盐、干旱或氧化胁迫ꎬ高盐

和干旱胁迫能够改变抗氧化酶水平ꎬ在很大程度上提

高幼苗的抗逆性[１１]ꎮ 逆境条件下ꎬ水稻盐敏感品种

ＳＯＤ 水平显著高于耐盐品种[１２]ꎮ 过表达水稻叶绿体

ＯｓＣｕ / Ｚｎ￣ＳＯＤ 基因的转基因株系在 ＮａＣｌ 和 ＮａＨＣＯ３

胁迫下发芽率显著高于非转基因株系[１３]ꎮ 也有研究

结果表明在烟草叶绿体中增强锌超氧化物歧化酶的

表达后叶绿体对甲基紫精铜(ＭＶ)的耐受性也增

强[１４]ꎮ 在转基因马铃薯和拟南芥上也有相似的现

象[１５￣１６]ꎮ 因而ꎬ盐胁迫和干旱胁迫下植物 ＳＯＤ 活性

的增加是缓解逆境损伤的一个步骤[１７]ꎮ
大豆是一种重要的农业作物ꎬ为人类主要植物

蛋白质来源和植物油来源ꎮ 在环境胁迫下ꎬ大豆往

往在其细胞中积累活性氧ꎬ影响其生长发育和产

量[１８]ꎮ Ｇｕｔｔｉｋｏｎｄａ 等[１９] 把拟南芥 ＤＲＥＢ１Ｄ 转录因

子导入大豆中ꎬ在缺水时ꎬ与对照相比ꎬ转基因植株

能保持较高的相对含水量ꎬ而且存活率显著高于非

转基因植株ꎮ 此外ꎬ与非转基因植株相比ꎬ转基因植

株还保持了 １７％ ~ ２４％的叶片细胞膜稳定性ꎬ说明

耐旱性增强ꎮ 李大红等[２０]将苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ)
ＤＲＥＢ１ 基因导入大豆ꎬ获得 ｒｄ２９Ａ 和 ＣａＭＶ￣３５Ｓ ２
类启动子驱动的ＭｓＤＲＥＢ１ 转基因大豆ꎬ在严重干旱

胁迫下ꎬ这 ２ 种启动子转基因株系均有一定耐旱能

力ꎮ 秦迪等[２１] 发现在干旱条件下ꎬ ８ 个转菠菜

ＢＡＤＨ 基因大豆株系叶片中 ＢＡＤＨ 基因表达量较

高ꎬ转基因大豆发芽指数高于非转基因大豆ꎬ在 ８ 个

转基因大豆材料中有 ７ 个增产ꎮ 魏崃等[２２] 利用农

杆菌介导法获得过表达 ＡｔＣＢＦ４ 基因和过表达

ＢｏＷＳ 基因的大豆株系ꎬ这 ２ 个株系均有很强的耐旱

性ꎮ 本研究将桃 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因通过农杆菌介导

法导入大豆基因组中ꎬ在干旱胁迫条件下检测转基

因大豆苗期的耐旱性及其相关生理指标ꎬ以期获得

具有一定应用价值的耐旱大豆新种质ꎬ为筛选具有

育种应用价值的材料奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料和菌株

大豆品种中黄 １３ 号由驻马店农业科学院提供ꎮ
大肠杆菌 ＤＨ５α 和根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５ 菌株均由本

实验室保存ꎮ
１.２　 质粒载体和试剂

克隆载体 ｐＭＤ￣１８ 和 ＤＮＡ 聚合酶购自于 ＴａＫａ￣
Ｒａ(中国大连)有限公司ꎬｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ 为本实验

保存ꎮ ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ其他试剂为进

口或国产分析纯ꎮ
１.３　 方法

１.３.１　 质粒构建与转化　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中桃基因

序 列 ( ＸＰ ＿ ０２１８１７５６７ ) 设 计 引 物 Ｐ１ ( ５′￣ＣＧ￣
ＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＧＡＡＡＧＧＣＧＴＴＧＣＴＧＴＴＣ￣３′) 和 Ｐ２
(５′￣ ＣＧＡＧＣＴＣＴＣＡＧＴＴＴＴＧＧＡＧＡＣＣＡＡＴＡＡＴＡ￣３′)ꎬ
下划线为相应酶切位点ꎮ 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取 ＲＮＡꎬ
按说明书方法逆转录 ｃＤＮＡ 第一链及双链 ＤＮＡꎮ
ＰＣＲ 反应体系(２５ μｌ)为:１２ μｌ ｄｄＨ２Ｏꎬ１ μｌ 模板ꎬ
１０ μｌ Ｅｘ Ｔａｑ Ｍｉｘꎬ上、下游引物各 １ μｌꎮ 反应条件

为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ６０ ｓꎬ５３ ℃退火 ３０
ｓꎬ７２ ℃延伸 ４５ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
扩增所得片段连接到 Ｔ 载体上ꎮ 送上海生工公司

测序后ꎬ与 ＧｅｎＢａｎｋ 序列进行同源性比对ꎮ 将载有

目的基因 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 序列的 Ｔ 载体和表达载体

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ 分别用限制性核酸内切酶 ＢａｍＨ Ｉ、
Ｓａｃ Ｉ 双酶切(图 １)ꎬ１.２％琼脂糖电泳检测酶切结

果ꎮ 使用 ＤＮＡ 回收试剂盒回收目的基因片段和表

达载体片段ꎬ１.２％琼脂糖电泳检测回收效果ꎬ将目

的基因片段 ５０ ｎｇ 与载体 １７ ｎｇ 加入到缓冲液中ꎬ加
入 Ｔ４ 连接酶 １ μｌ(１０ ｎｇ / μｌ)ꎬ４ ℃过夜连接ꎮ 转化

后用 ＰＣＲ 与双酶切检测质粒构建是否成功ꎮ 用冻

融法将表达载体转入农杆菌中ꎮ
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图 １　 重组表达载体结构简图

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

１.３.２　 转基因大豆株系的获得 　 大豆转化采用农

杆菌介导的子叶节转化法[２３]ꎮ 用 ５０ μｇ / ｍｌ 潮霉素

筛选抗性转基因植株ꎮ 抗性转基因大豆植株经练苗

后进行盆栽ꎮ
１.３.３　 转基因大豆 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 参照 Ｍｕｒｒａｙｍ
等[２４]的 ＣＴＡＢ 法提取大豆基因组 ＤＮＡꎮ ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ
基因 ＰＣＲ 分析:引物为 Ｐ３ ( ５′￣ＧＡＡＴＣＡＴＣＡＡＣＴ￣
ＴＣＡＣＣＣＡＧ￣３′)、 Ｐ４ ( ５′￣ＣＣＡＡＴＡＡＴＡＣＣＡＣＡＡＧ￣
ＣＡＡＣ￣３′)ꎬ模板为大豆基因组 ＤＮＡꎬ复性温度为 ５５
℃ꎬ反应条件同方法 １.３.１ꎮ 用 ＥｃｏＲ Ｉ 内切酶在 ３７ ℃
下酶解大豆基因组 ＤＮＡꎮ 以地高辛随机标记的

ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因全长作为探针进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交检

测ꎬ具体方法参照德国罗氏地高辛说明书(ＤＩＧ ＤＮＡ
Ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ＫｉｔꎬＲｏｃｈｅ)进行ꎮ
１.３.４　 转基因植株 ｍＲＮＡ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测　 对阳性

植株的 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因表达量进行分析ꎮ 用 ＴＲ￣
Ｉｚｏｌ 试剂提取转基因大豆叶片 ＲＮＡꎬ用紫外分光度

计测定 ２６０ ｎｍ 吸光度与 ２８０ ｎｍ 吸光度比值ꎬ计算

ＲＮＡ 浓度ꎮ 参照 ＳＭＡＲＴ ｃＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 说明书

合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 在 ＡＢＩ ７５００ 实时检测系统上

进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ试剂为 Ｐｏｗｅｒ Ｓｙｂｒ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ
试剂(ＡＢＩ)ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 引物为 Ｐ５(５′￣ＧＡＡＴ￣
ＣＡＴＣＡＡＣＴＴＣＡＣＣＣＡＧＧＡ￣３′) 和 Ｐ６ ( ５′￣ＣＣＡＡＴＡ￣
ＡＴＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＡＣＣＣ￣３′)ꎮ Ａｃｔｉｎ 基因作为内参ꎬ
上游引物为 ５′￣ＴＧＡＴＧＧＴＧＴＧＡＧＴＣＡＣＡＣＴＧＴＡＣＣ￣
３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＧＧＡＣＡＡＴＧＧＡＴＧＧＧＣＣＡＧＡＣＴＣ￣
３′ꎮ 反应体系参照文献[２５]ꎮ 所有 ＰＣＲ 进行 ３ 个

重复ꎬ并用同一个条件进行测试ꎮ 采用两步法 ＰＣＲ
扩增标准程序:５０ ℃ 下 ２ ｍｉｎꎬ ９５ ℃ 下预变性 １０
ｍｉｎꎻ９５ ℃下 １５ ｓꎬ６０ ℃下 ４５ ｓ ꎬ 循环 ４０ 次ꎮ 基因

拷贝数的定量采用双标准曲线法[２５]ꎮ
１.３.５　 转基因大豆耐旱性分析 　 将检验正确的转

基因和野生型(对照)大豆种子进行萌发试验ꎬ分别

将转基因大豆与对照用 １５％ ＰＥＧ４０００ 处理ꎬ７ ｄ 后ꎬ
记录主根长及种子萌发率ꎮ 另外对转基因与对照大

豆进行缺水试验ꎮ 将发芽 ２０ ｄ 的转基因与对照大

豆苗移到含有砂与土(质量比１ ∶ １)基质中栽培 ７

ｄꎮ 然后进行缺水胁迫处理ꎬ１０ ｄ 后ꎬ测定其在干旱

胁迫下相关生理指标变化ꎮ ＳＯＤ 活性测定采用

ＮＢＴ (四唑氮蓝)还原法ꎬ叶绿素含量测定采用分光

光度法ꎬＰＯＤ 活性测定采用比色法ꎬＭＤＡ 含量测定

采用硫代巴比妥酸法ꎬＣＡＴ 活性测定采用紫外吸收

法ꎬ具体方法均参照文献[２６]ꎮ Ｏ２
􀅰－和 Ｈ２Ｏ２检测分

别用 ＮＢＴ 和 ＤＡＢ (３ꎬ３￣二氨基联苯胺)进行染色ꎬ
参照 Ｙａｎ 等[２７]方法进行ꎮ 然后复水 ４ ｄꎬ计算其存

活率ꎮ 每组每个株系 ６ 株ꎮ
１.４　 数据分析

试验数据分析使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 及 ＳＰＳＳ１７.０ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 转基因植株分子检测

通过子叶节转化再生途径获得 ６ 个大豆转基因

株系ꎮ 用特异引物对再生苗进行 ＰＣＲ 检测ꎬ均为阳

性植株ꎮ 为了进一步确认转基因植株ꎬ对这 ６ 个转

基因株系进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ 以 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ
基因的全长作为探针ꎬ对转基因株系进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ
杂交验证ꎬ 结果显示 ６ 个转基因株系均有 １ 个拷贝

的 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因整合到大豆基因组中(图 ２)ꎮ

ＷＴ:野生型ꎻＬ１~ Ｌ６:转基因株系ꎮ
图 ２　 大豆转 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交分析

Ｆｉｇ.２　 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｒｏｍ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

２.２　 转基因大豆株系 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 表达量分析

为了检测目的基因的表达效果ꎬ对 ６ 个转基因株

系 ＰＣＲ 及 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 阳性苗进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎮ
结果显示转 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 株系目的基因均能表达ꎬ但基

因表达量存在较大差异ꎮ 其中 Ｌ２、Ｌ５ 株系 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ
为过表达ꎬ其他株系表达较弱ꎬ而野生型植株基本没有

表达ꎮ 由此可见ꎬＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因已经转到大豆基因

组中ꎬ且有 ２ 个株系表达量较高(图 ３)ꎮ
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ＷＴ:野生型ꎻＬ１~ Ｌ６:转基因株系ꎮ
图 ３　 转基因大豆各株系的 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 表达量

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ ｇｅｎｅ ｉｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ (ＷＴ) ａｎｄ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ｌｉｎｅｓ

２.３　 转基因大豆耐旱性分析

对经过检测的转基因大豆及对照种子用 １５％
ＰＥＧ４０００ 进行模拟干旱处理ꎮ ７ ｄ 后ꎬ转基因大豆

种子的萌发率和主根长都显著高于对照(图 ４)ꎮ 对

盆栽 ２７ ｄ 转基因植株与对照进行缺水胁迫处理 １０
ｄꎬ结果显示转基因大豆长势明显好于对照ꎬ叶绿素

含量显著高于对照ꎻ复水后ꎬ转基因植株的成活率显

著高于对照(图 ４、图 ５)ꎮ

∗表示相同处理条件下不同转基因株系与对照差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ４　 转基因大豆株系(Ｌ２、Ｌ５)与对照在干旱胁迫条件下表型及生理变化

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ｌｉｎｅｓ (Ｌ２ ａｎｄ Ｌ５) ａｎｄ ＷＴ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

ＷＴ:野生型ꎻＬ２、Ｌ５:转基因株系ꎮ
图 ５　 转基因大豆缺水胁迫试验

Ｆｉｇ.５　 Ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ｌｉｎｅｓ

　 　 为了比较大豆转基因植株和野生型植株的耐旱

性ꎬ将 ２７ 日龄的盆栽转基因植株进行干旱胁迫处

理ꎬ处理 １０ ｄ 后测定转基因大豆各株系 ＳＯＤ、ＰＯＤ
和 ＣＡＴ 活性及丙二醛含量ꎮ 结果(图 ６)表明ꎬ各株

系与对照差异显著ꎮ 干旱胁迫条件下ꎬＰｐＣｕＺｎＳＯＤ
的过表达植株 ＭＤＡ 含量显著低于对照ꎬ而 ＰＯＤ、
ＳＯＤ 及 ＣＡＴ 活性显著高于对照ꎮ 说明 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ
过表达导致转基因植株耐旱性提高ꎮ
　 　 为了进一步检测转基因大豆的耐旱性ꎬ对转基因

大豆与对照的 ＲＯＳ 进行检测ꎬ分别用 ＮＢＴ 和 ＤＡＢ 进

行染色ꎮ 结果(图 ７)显示ꎬ干旱胁迫后ꎬ过表达大豆

植株叶片颜色明显浅于对照植株ꎬ表明过表达植株中

Ｏ２
􀅰－和 Ｈ２Ｏ２的积累明显低于对照植株ꎮ 说明干旱胁

迫下过表达 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因可增强大豆细胞内活性

氧清除能力ꎬ使 Ｏ２
􀅰－和 Ｈ２Ｏ２的积累减少ꎬ从而减少细

胞受损或细胞死亡ꎬ增强植物的耐旱性ꎮ
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∗表示相同处理条件下不同转基因株系与对照差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ６　 干旱胁迫处理 １０ ｄ 后转基因大豆苗 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ 活性及 ＭＤＡ 含量变化

Ｆｉｇ.６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＳＯＤꎬ ＰＯＤ ａｎｄ ＣＡＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ １０ ｄａｙｓ

ＷＴ:野生型对照ꎻＬ２、Ｌ５:转基因株系ꎮ
图 ７　 干旱胁迫下转基因大豆叶片 ＮＢＴ 和 ＤＡＢ 染色结果

Ｆｉｇ.７　 ＮＢＴ ａｎｄ ＤＡＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ｌｅａｖｅｓ ｕｎ￣
ｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨 论

干旱是世界范围内日益严重的农业问题ꎮ 干旱严

重影响作物产量和品质[２８]ꎮ 通过常规育种方法也能增

加大豆的耐旱性ꎬ但费力费时ꎬ而且遗传多样性限制了

改进的潜力ꎮ 分子生物学方法有助于提高作物的耐旱

性ꎮ 许多研究结果表明ꎬ导入外源基因能增加植物的

耐旱性ꎮ Ｋｕｄｏ 等[２９]发现过量表达 ＯＳＰＩＬ１ 和 ＤＲＥＢ１Ａ
的转基因拟南芥植株表现出较高的耐旱性ꎮ Ｈｕｉ 等[３０]

将 ＣｕＺｎＳＯＤ 和 ＡＰＸ 基因转入甘薯ꎬ提高了甘薯的耐盐

性ꎮ 本研究将 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因转入大豆品种中黄 １３
中ꎬ在干旱胁迫下转基因植株根系主根长度明显大于

非转基因对照ꎬ耐旱性增强ꎮ
植物在干旱胁迫下能产生活性氧(ＲＯＳ)ꎬ危害

植物生长发育[３１]ꎮ ＳＯＤ 通过催化 Ｏ２
􀅰－歧化反应ꎬ将

其还原为 Ｈ２Ｏ２ꎬ然后ꎬＡＰＸ 将过氧化氢氧化为水和

氧[３２]ꎮ 我们发现转基因大豆中 ＳＯＤ 和 ＡＰＸ 活性均

较高ꎮ 表明转基因植株清除 ＲＯＳ 的能力显著高于

对照ꎮ 转基因植物具有较强耐旱表型ꎬ例如在干旱

胁迫下具有较低的叶绿素损失和脂质过氧化ꎮ 转基

因植株中 ＣＡＴ、ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性的升高降低了干旱

胁迫引起的 ＲＯＳ 毒性ꎮ 此外ꎬＤＡＢ、ＮＢＴ 染色结果

也表明转 ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因大豆过氧化氢和超氧阴

离子少于非转基因植株ꎮ
ＳＯＤ 在植物对不同类型胁迫的响应中起着重

要作用ꎮ ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 是一种明显响应干旱胁迫的

ＳＯＤꎬ异源过表达可以增强大豆的耐旱性ꎬ表明

ＰｐＣｕＺｎＳＯＤ 基因在植物响应干旱胁迫过程中发挥

着一定作用ꎬ这对以后定向培育抗旱优良品种具有
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