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摘　要：以苹果砧木‘青砧一号’总ＲＮＡ反转录合成ｃＤＮＡ第一链为模板，克隆得到ＭｄＳＢＰ４基因的ｃＤＮＡ序列。

序列分析结果表明ＭｄＳＢＰ４基因的完整开放阅读框序列全长１４７３ｂｐ，编码４９１个氨基酸，具有明显的ＳＢＰ结构

域，包含２个锌指结构Ｚｎ－１、Ｚｎ－２和双向核定位信号区ＮＬＳ。实时荧光定量分析结果表明，ＭｄＳＢＰ４基因在苹

果响应非生物逆境胁迫中具有一定功 能。构 建 过 量 表 达 载 体ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＭｄＳＢＰ４，将 ＭｄＳＢＰ４转 化

拟南芥后发现，转基因株系在干旱和盐胁迫培养基上的萌发率高于野生对照，推测ＭｄＳＢＰ４基因在拟南芥中的过

量表达提高了转基因种子的耐胁迫能力。
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　　苹果（Ｍａｌｕｓ　ｄｏｍｅｓｔｉｃａ　Ｂｏｒｋｈ．）是我国栽培面

积最大的重要果树，苹果树在整个生长发育过程中，
经常遭遇各种不利环境的影响，如寒害、干旱、盐害、
洪涝、矿物质缺乏等非生物胁迫因素，致使其减产，
甚至死亡，从而造成经济损失。已有相关报道表明，
在植物体遭受到低温、干旱、高盐等逆境胁迫时，转

录因子可以调控相关基因的表达，在抗逆应答中发

挥 重 要 作 用［１］。许 多 植 物 中 的 ＷＲＫＹ，ｂＺｉｐ 和

ＭＹＢ 等转录因子都能够响应干旱、盐碱、低温等逆

境胁 迫，提 高 植 物 对 非 生 物 胁 迫 的 耐 受 力［２－４］。

ＳＢＰ 基 因（Ｓｑｕａｍｏｓａ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ，

ＳＢＰ）是绿色植物特有的一类转录因子，最早从金鱼
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草（Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ　ｍａｊｕｓ）中分离得到，因其能够识别

并调控花 发 育 基 因 的Ｓｑｕａｍｏｓａ启 动 子 结 合 蛋 白，
故命名为ＳＢＰ基因［５］。该基因有很多重要 的 生 物

学功能，已 陆 续 从 拟 南 芥［６］、白 桦 树［７］、衣 藻［８］、苔

藓［９］、番茄［１０］、水稻［１１］中 分 离。在 前 期 对 该 基 因 的

研究主要集 中 在 花 发 育 方 面，但 最 近 有 研 究 表 明，

ＳＢＰ－ｂｏｘ基因可以通过参与防御反应的基因相互

作用对各类生物和非生物胁迫做出响应［１２］。
本试验以‘青砧１号’和‘Ｍ２６’为试材，分别将试

管苗中培养２０ｄ的‘青砧１号’和‘Ｍ２６’的健康植株

于含有４００ｍｍｏｌ·Ｌ－１甘露醇或１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯

化钠的培养基中模拟干旱和盐胁迫处理不同时间后

分别取其全株，以处理０ｈ时的样品为对照，通过实

时荧光定量ＰＣＲ测定非生物胁迫（高盐和干旱）处理

后苹果ＭｄＳＢＰ４基 因 在 不 同 抗 性 砧 木 中 的 表 达 模

式；并使用花序侵染法将苹果ＭｄＳＢＰ４基因转化拟

南芥，进而验证该基因功能。该研究为苹果抗逆基因

挖掘与功能研究提供了重要的理论基础，也为今后培

育抗逆性强的优良苹果品种提供了理论依据。

１　材料和方法

１．１　试验材料

试材 选 用 的 ＱＺ１和 Ｍ２６组 培 苗。分 别 将 在

ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ ＋０．２ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ ＋
０．１ｍｇ／Ｌ　ＧＡ３（ＭＮＧ）中 培 养２０ｄ的 ＱＺ１和

Ｍ２６健康植株转接至 ＭＮＧ＋４００ｍｍ／Ｌ甘露醇、

ＭＮＧ＋１５０ｍｍ／Ｌ　ＮａＣｌ的培养基中，模拟干旱和

盐碱处理。分别于处理０，６，１２，２４，４８，９６，１２０，１６８
ｈ时取其全株，对照为处理０ｈ的样品，液氮速冻后

置于－８０℃。

１．２　试验方法

１．２．１　 ＭｄＳＢＰ４基因克隆

参照 苹 果 全 基 因 组 数 据 库（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｉｃｓ．
ｒｅｓｅａｒｃｈ．ｉａｓｍａ．ｉｔ／ｂｌａｓｔ／ｂｌａｓｔ．ｈｔｍｌ），选 用Ｐｒｅｍｉ－
ｅｒ５．０设计特异引物ＭｄＳＢＰ４－Ｆ和ＭｄＳＢＰ４－Ｒ
（表１），以‘青砧一号’叶片ＲＮＡ反转录的ｃＤＮＡ为

模板扩增ＭｄＳＢＰ４。反应结束后经１％琼脂糖凝胶

电泳，并通过紫外凝胶成像系统成像。将目的条带

切下，回收纯化后将其克隆至ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ载体

并转入ＤＨ５α感受态细胞中，经菌液ＰＣＲ和质粒酶

切检测后在ＴａＫａＲａ公司测序。目的片段的回收及

质粒提取的具体步骤分别参照天根ＤＮＡ 凝胶回收

试剂盒和百泰克质粒小量抽提试剂盒说明书。

表１　苹果ＭｄＳＢＰ４基因的克隆及表达分析所用的引物

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｉｓｏｌａｔｅ　ａｎｄ　ａｎａｌｙｚｅ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＭｄＳＢＰ４ｉｎ　Ｍａｌｕｓ

基因

Ｇｅｎｅ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５’－３’）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

酶切位点

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ

ＭｄＳＢＰ４　 ＭｄＳＢＰ４－Ｆ　 ＧＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＧＴＴＧＧＧＡＡＣＴＧＡＡＡ

ＭｄＳＢＰ４－Ｒ　 ＧＣＧＧＴＡＣＣＴＴＡＣＣＴＴＡＴＴＴＧＣＡＧＡＴＣＡＣ

ＭｄＳＢＰ４－ＲＴ－Ｆ　 ＣＣＣＡＴＧＴＡＣＣＴＴＣＡＴＧＧＡＡＡＧＴＣＡＡＧ

ＭｄＳＢＰ４－ＲＴ－Ｒ　 ＧＣＡＡＡＴＧＴＴＴＧＣＣＣＡＣＣＡＴＴＴＣＴ

ｐ２３００－ＭｄＳＢＰ４－Ｆ　 ＧＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＧＴＴＧＧＧＡＡＣＴＧＡＡＡ　 ＸｂａＩ

ｐ２３００－ＭｄＳＢＰ４－Ｒ　 ＧＣＧＧＴＡＣＣＴＴＡＣＣＴＴＡＴＴＴＧＣＡＧＡＴＣＡＣ　 ＫｐｎＩ

β－ＡＣＴＩＮ　 β－Ａｃｔｉｎ－ＲＴ－Ｆ　 ＡＴＧＣＣＡＧＧＧＡＡＣＡＴＧＧＴＡＧＡ

β－Ａｃｔｉｎ－ＲＴ－Ｒ　 ＴＧＡＧＣＧＡＧＡＡＡＴＴＧＴＣＡＧＧＧ

　　注：引物中下划线为酶切位点。

１．２．２　实时定量ＰＣＲ反应体系及反应程序

ＲＴ－ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：根据实时荧光定

量ＰＣＲ引物设计的原则分别设计内参引物Ａｃｔｉｎ－
ＲＴ－Ｆ、Ａｃｔｉｎ－ＲＴ－Ｒ及特异引物ＭｄＳＢＰ４－ＲＴ
－Ｆ／ＭｄＳＢＰ４－ ＲＴ － Ｒ（表 １）。试 验 参 照

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ　ＥｘＴａｑＴＭ Ⅱ （Ｐｅｒｆｅｃｔ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ）
（ＴａＫａＲａ）试 剂 盒 的 说 明 书 在Ｒｏｃｈｅ　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ?

４８０Ⅱ实时定量ＰＣＲ仪上完成。按照ＴａＫａＲａ生物

公司的ＳＹＢＲ－Ｇｒｅｅｎ试 剂 盒 说 明 书 进 行 操 作，配

置２０μＬ反应体系：ＳＹＢＲ　ｐｒｅｍｉｘ　１０μＬ，ｃＤＮＡ１．０

μＬ（取１μｇ　ＲＮＡ合成第１链ｃＤＮＡ，然后将ｃＤＮＡ
模板稀释５倍，上 下 游 引 物（１０．０μｍｏｌ·Ｌ

－１）各

０．８μＬ，Ｓｔｅｒｉｌｅ　Ｗａｔｅｒ　７．４μＬ。

ＲＴ－ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃

８　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　青岛农业大学学报（自然科学版）　　　　　　　　　　　　　　　　３６卷　



１０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１０ｓ延 伸，进 行４５个 循 环。
在此过程中连续检测其荧光值绘制溶解曲线；采用

２－ΔΔＣＴ方法［８６］分析数据；利用Ｅｘｃｅｌ进行绘图，并使

用ＤＰＳ进行单因素方差分析及Ｄｕｎｃａｎ检测；每个

时间点进行三次生物学重复和三次技术重复。

１．２．３　过量表达载体的构建

以包含ＭｄＳＢＰ４基因序列全 长 菌 液 为 模 板），
扩增带有ＸｂａⅠ和ＫｐｎⅠ酶切位点的目的片段，设

计 ２０ μＬ　ＰＣＲ 反 应 体 系：Ｍｉｘｇｒｅｅｎ：１０ μＬ；

ＭｄＳＢＰ４－Ｆ：０．８μＬ；ＭｄＳＢＰ４－Ｒ：０．８μＬ；菌液：

０．５μＬ，补水至２０μＬ后 稍 作 离 心 保 证 均 匀 混 合；

ＰＣＲ反应程序：预变性９５℃５ｍｉｎ；变性９５℃３０
ｓ，退火温度６２℃３０ｓ，延伸７２℃１ｍｉｎ　３０ｓ，重复

此循环３０次；７２℃延伸１０ｍｉｎ，使产物延伸完整，
连接ｐＧＥＭ－Ｔ－Ｅａｓｙ载 体 并 测 序 后 获 得ｐＧＥＭ
－Ｔ－Ｅａｓｙ－ ＭｄＳＢＰ４。

用ＸｂａⅠ和ＫｐｎⅠ分别双酶切ｐＣＡＭＢＩＡ２３００
和ｐＧＥＭ－Ｔ－Ｅａｓｙ－ ＭｄＳＢＰ４质粒，跑电泳检测

并回收目的片段后用Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃连接过

夜后酶切鉴定并测序正确后命名为ｐＣＡＭＢＩＡ２３００
－３５ｓ－ＭｄＳＢＰ４。

１．２．４　转基因拟南芥的获得

将ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＭｄＳＢＰ４，转入农杆

菌ＥＨＡ１０５感受 态 细 胞。利 用 花 絮 浸 润 法 转 化 拟

南芥。植株正常生长３～５周后，即可收获Ｔ０代种

子。将Ｔ０代种子消毒后平铺在含４０ｍｇ·Ｌ－１卡

那霉素的 ＭＳ固体培养基中。将在卡那霉素选择培

养基上正常生长的苗子确定为转化阳性苗。分别以

野生型和转基因Ｔ１代拟南 芥 的ｃＤＮＡ为 模 板，进

行ＰＣＲ检测。

１．２．５　胁迫处理下转基因株系萌发率测定

将获得的Ｔ３代转基因株系和野生对照的种子

消毒处理后分别种在在 ＭＳ萌发培养基和含有４００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１甘露 醇、１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯 化 钠 的 渗 透

培养基上。４℃春化３～４ｄ后，在光照培养箱中正

常培养。每隔２ｄ统计一次这两种培养基种植的对

照及转基因 株 系 的 萌 发 率，直 到 萌 发 率 不 再 升 高。
分别进行３次生物学重复和３次技术重复。

２　试验结果

２．１　 ＭｄＳＢＰ４基因的克隆和生物学信息分析

以‘青 砧１号’ｃＤＮＡ 为 模 板，选 用 特 异 引 物

ＭｄＳＢＰ４－Ｆ，ＭｄＳＢＰ４－Ｒ作 为 上 下 游 引 物 分 别

进行ＰＣＲ扩增，得 到 与 ＭｄＳＢＰ４目 的 片 段 大 小 一

致的 约１４００ｂｐ片 段（图１）。经 切 胶 回 收 后 与

ｐＧＥＭ－Ｔ－ｅａｓｙ载 体 连 接 转 化 ＤＨ５α并 进 行 测

序。结果表明，该基因开放阅读框为１４７３ｂｐ，含有

一个完 整 的ＳＢＰ－ｄｏｍａｉｎ结 构 域（ＰＦ０３１１０）（图

２）。

Ｍ：分子量标准ＤＬ２０００；１：ｃＤＮＡ的ＰＣＲ结果

图１　ＭｄＳＢＰ４基因的ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．１　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ

ＭｄＳＢＰ４ｇｅｎｅ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

２．２　苹果 ＭｄＳＢＰ４基 因 与 其 他 物 种ＳＢＰ的 多 重

序列比对

以ＭｄＳＢＰ４基因序列为基序，通过ＮＣＢＩ　ｂｌａｓｔ
获得与其序列相似度较高的其它物种ＳＢＰ基因序

列。对搜索获得的所有ＳＢＰ基因结构域序列多重

比较分 析 发 现，ＭｄＳＢＰ４与 其 它 已 知 基 因 序 列 类

似，都 含 有 一 个 完 整 的 ＳＢＰ－ｄｏｍａｉｎ 结 构 域

（ＰＦ０３１１０），其中包含两个锌指蛋白结构Ｚｎ－１、Ｚｎ
－２和一个双向核定位信号区ＮＬＳ（Ｎｕｃｌｅａｒ　Ｌｏｃａ－
ｔｉｏｎ　Ｓｉｇｎａｌ）；第二个锌指结构与核定位信号是部分

重叠的，第一个锌指结 构 的 类 型ＣｙｓＣｙｓＨｉｓＣｙｓ，第

二个锌指结构的类型是ＣｙｓＣｙｓＣｙｓＨｉｓ（图２），表明

ＭｄＳＢＰ４是苹果ＳＢＰ家族基因中的成员且ＳＢＰ结

构域在植物进化过程中保守程度较高。

２．３　模拟干旱胁迫后ＭｄＳＢＰ４基因的表达分析

本试验分析了‘青砧１号’和‘Ｍ２６’的耐旱性及

ＭｄＳＢＰ４基因在这两种砧木中对干旱胁迫的响应。
‘青砧１号’和‘Ｍ２６’组培苗在含有４００ｍｍｏｌ·Ｌ－１
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甘露醇的培养基上生长３０ｄ后，表型性状出现明显

的差异，‘青砧１号’叶片依然嫩绿，而‘Ｍ２６’则叶片

变黄，表明‘青 砧１号’抗 旱 性 明 显 强 于‘Ｍ２６’（图

３）。

ＭｄＳＢＰ４基因在‘青砧１号’干旱胁迫１２ｈ时

表达量迅速上升，且在‘青砧１号’中２４ｈ时表达量

达到最高，是对照０ｈ的３．５倍，之后表达量稍有下

降，但一直保 持 在 较 高 水 平；在‘Ｍ２６’中，ＭｄＳＢＰ４
在１２ｈ时表达量迅速被激活且达到最大表达量，是
对照０ｈ的２．４倍。推 测 ＭｄＳＢＰ４基 因 参 与 了 苹

果砧木中的抗旱反应。

图２　苹果ＭｄＳＢＰ４基因和所选物种中ＳＢＰ基因保守结构域分析

Ｆｉｇ．２　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＳＢＰｄｏｍａｉｎ　ｉｎ　ＭｄＳＢＰ４ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ＳＢＰｇｅｎｅ　ｆｒｏｍ　ｐｌａｎｔ　ｓｐｅｃｉｅｓ

Ａ：在４００ｍｍ／Ｌ甘露醇培养基中继代

培养２０ｄ的‘青砧１号’和‘Ｍ２６’试管苗；

Ｂ：ＭｄＳＢＰ４基因在‘青砧１号’和‘Ｍ２６’干旱

胁迫处理不同时间点的表达（ｐ＜０．０５）

图３　苹果苗干旱胁迫后ＭｄＳＢＰ４基因的表达

Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＭｄＳＢＰ４ｇｅｎｅ

ｉｎ　ａｐｐｌｅ　ａｆｔｅｒ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｄｒｏｕｇｈｔ　ｓｔｒｅｓｓ

２．４　模拟盐胁迫后ＭｄＳＢＰ４基因的表达分析

本试验分析了‘青砧１号’、‘Ｍ２６’中 盐 胁 迫 耐

性及ＭｄＳＢＰ４基因在这两种砧木中的表达量变化。

将长势一致的‘青 砧１号’和‘Ｍ２６’组 培 苗 继 代 于

１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ培 养 基 中 培 养，结 果 表 明

ＭｄＳＢＰ４基因在‘青砧１号’中６ｈ的表达量最高，
是对照０ｈ的１６．５倍，在１２ｈ表达量急剧下降，随

后表达 量 同 对 照 表 达 水 平 保 持 一 致；在‘Ｍ２６’中，

ＭｄＳＢＰ４基因表达量增减幅度不大，９６ｈ表达量最

高，仅是对照的２．１倍。在盐胁迫培养基中培养３０
ｄ后，‘青砧１号’组培苗叶片边缘开始萎蔫，‘Ｍ２６’
叶片全部萎蔫且枯萎，由图可看出‘青砧１号’抗盐

性明显强于‘Ｍ２６’。因此，我们推测ＭｄＳＢＰ４基因

参与盐胁迫响应，且在不同抗性的苹果砧木‘青砧１
号’和‘Ｍ２６’的表达模式不同。

２．５　ＭｄＳＢＰ４转基因拟南芥的获得及其在非生物

胁迫培养基上的萌发情况

设 计 带 有 酶 切 位 点 的 特 异 引 物 ｐ２３００－
ＭｄＳＢＰ４－Ｆ／Ｒ（表１），构 建ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５ｓ
－ＭｄＳＢＰ４过量表达载体，用ＸｂａＩ和ＫｐｎＩ进行

双酶切验证获得了与ＭｄＳＢＰ４相同大小的基因片

段（图５Ａ），测序后证明该载体构建成功。花絮侵染

法转化拟南芥 后，将Ｔ０代 种 子 种 到 含 有 卡 那 霉 素

抗性的 ＭＳ培养基上，２周后观察结果发现具有卡
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Ａ：在１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠培养基中继代

培养２０ｄ的‘青砧１号’和‘Ｍ２６’试管苗；

Ｂ：ＭｄＳＢＰ４基因在‘青砧１号’和

‘Ｍ２６’盐胁迫处理不同时间点的表达（ｐ＜０．０５）

图４　苹果苗盐胁迫后ＭｄＳＢＰ４基因的表达

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＭｄＳＢＰ４ｇｅｎｅ

ａｆｔｅｒ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｓａｌｔ　ｓｔｒｅｓｓ

那霉素抗性的转基因植株叶片嫩绿，生长健壮，非转

基因植株则枯萎变黄直至死亡（图５Ｂ）。将 筛 选 出

的具有卡那 霉 素 抗 性 的 植 株 提 取ＲＮＡ并 反 转 录，
利用ｎｐｔ　ＩＩ－引 物ｎｐ　ｔＩＩ－Ｆ：５＇－ＡＧＡＴＧＴＴ－
ＧＣＴＧＴＣＴＣＣＣＡＧＧＴＣＧＣＣ－３＇和ｎｐｔ　ＩＩ－Ｒ：５’

－ＣＧＴＣＣＴＴＴＧＣＴＣＧＧＡＡＧＡＧＴＡＴＧＡＡ－３；进
行ＰＣＲ检测初步获得转基因阳性苗（图５Ｃ）。选择

两个 表 现 型 良 好 的 转 基 因 株 系 ＭｄＳＢＰ４－９２、

ＭｄＳＢＰ４－９４ 以 及 野 生 对 照（ＷＴ）、阳 性 对 照

（ｐＣａｍｂｉａ２３００）同 时 播 种 在 ＭＳ培 养 基、含 有４００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１甘露醇和１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ的渗透

培养基上（图６Ａ），发现转基因种子ＭｄＳＢＰ４－９２、

ＭｄＳＢＰ４－９４、野生对照种子及空载体对照种子在

ＭＳ培养基上生长２ｄ即开始萌发，４ｄ萌发率全部

达到１００％；在干旱和盐胁 迫 培 养 基 上 ＭｄＳＢＰ４－
９２、ＭｄＳＢＰ４－９４种 子 生 长 到２ｄ开 始 萌 发，野 生

对照种子及空载体对照种 子 生 长 到４ｄ开 始 萌 发，
相比较 ＭＳ培养基上种子萌发情况而言，干旱、盐碱

处理的胁迫培养基上的种子萌发受到抑制，萌发时

间推迟，萌发率降低。在干旱胁迫和盐胁迫培养基

上生长至１４ｄ即 不 再 萌 发。干 旱 胁 迫 转 基 因 种 子

ＭｄＳＢＰ４－９２、ＭｄＳＢＰ４－９４萌发率分别 为９５％、

８５％；野生对照种子和空载体对照种子萌发率分别

为４０％、３５％；盐 胁 迫 培 养 基 上 转 基 因 种 子

ＭｄＳＢＰ４－９２、ＭｄＳＢＰ４－９４、萌发率分别为９０％、

８５％；野生对照种子和空载体对照种子萌发率分别

为３５％和３５％明显低于转基因植株。

Ａ：Ｐｃａｍｂｉａ２３００－ＭｄＳＢＰ４载体双酶切鉴定图；Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准ＤＬ５０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；

１：Ｐｃａｍｂｉａ２３００－ ＭｄＳＢＰ４质粒电泳图；２：ＸｂａＩ，ＫｐｎＩ双酶切

Ｐｃａｍｂｉａ　２３００－ＭｄＳＢＰ４质粒电泳图；Ｂ：卡那霉素筛选Ｐｃａｍｂｉａ２３００－ ＭｄＳＢＰ４转基因拟南芥株系；

Ｃ：ＰＣＲ检测转基因拟南芥株系和野生对照植株中Ｋａｎ；１～３：转基因株系；Ｍ１：ＤＬ２０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；４，５：野生对照

图５　ＭｄＳＢＰ４转基因拟南芥株系的获得

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅ　ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ＭｄＳＢＰ４ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｌｉｎｅｓ

３　讨　论

环境胁迫严重影响植物生长发育，为了更好地

生存，植物在长期进化过程中形成了一系列响应机

制来抵抗各种非生物胁迫。当胁迫发生时，植物细

胞通过感受器接收外界胁迫信号，将其在细胞内转

换并经不同的信号途径进行传导，引导植物体内产

生一系列胁迫响应转录级联反应，调节相关基因表

达。而这些基因的表达离不开植物体内各类转录因

子的转 录 调 控。如ＷＲＫＹ，ｂＺｉｐ，ＡＰ２／ＥＲＦ 和

ＭＹＢ 等转录因子都可以通过激活一系列下游基因

（如ＲＤ２９Ａ，ＣＯＲ１５以及ＫＩＮ１等）的转录，提高植
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物体对逆境胁迫的耐受力［１３－１５］。

ＳＢＰ－ｂｏｘ基因是一类新的编码ＤＮＡ结 合 蛋

白的转录因子。他们只存在于绿色植物中，迄今为

止，无论是单细胞藻类还是更高等的植物中都已经

发现了ＳＢＰ基因。这些基因均含有一个由７４个氨

基酸编码的ＳＢＰ保守结构域，其中包括一个Ｃ端的

双向核定位信号和两个结合ＤＮＡ的锌指结构。在

大部分情况 下，ＳＢＰ结 构 域 都 是 非 常 类 似 的，他 在

特定位置的氨基酸是高度保守的。其中最保守的氨

基酸残基是 组 成 锌 指 结 构 模 体 的 半 胱 氨 酸 和 组 氨

酸［１６，１７］，而我 们 的 实 验 结 果 分 析 也 表 明 ＭｄＳＢＰ４
的氨基酸序 列 包 括ＳＢＰ－ｂｏｘ家 族 基 因 的 典 型 特

征，包括一个ＳＢＰ保守结构域和一个双向核定位信

号。

Ａ：转基因拟南芥种子在 ＭＳ萌发培养基和含有４００ｍｍｏｌ·Ｌ－１甘露醇、１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠的渗透培养基上的萌发情况；

Ｂ：转基因拟南芥种子在 ＭＳ萌发培养基和４００ｍｍｏｌ·Ｌ－１甘露醇、含有１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠的渗透培养基上的萌发率

图６　甘露醇及氯化钠引起的渗透胁迫对野生对照（ＷＴ）、空载体对照和转基因株系萌发的影响

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｏｓｍｏｔｉｃ　ｓｔｒｅｓｓ　ｃａｕｓｅｄ　ｂｙ　Ｍａｎｎｉｔｏｌ　ａｎｄ　ＮａＣｌ　ｏｎ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｗｉｌｄ　ｔｙｐｅ（ＷＴ），

ｃｏｎｔｒｏｌ（ｐＣＡＭＢＩＡ２３００）ａｎｄ　ＭｄＳＢＰ４－９２／９４

　　最近几 年，ｍｉＲ１５６／ＳＢＰ基 因 在 不 同 植 物 发 育

过程中多元化的重要功能已得到了较好阐述，但是

关于其在胁迫中发挥作用的研究还较少，机理也不

清晰。有研究表明，在拟南芥中，ＳＢＰ－ｂｏｘ基因可

以通过与防御反应途径中的基因相互作用对各类生

物和非生物 胁 迫 作 出 响 应［１２］。２０１４年，Ｓｔｉｅｆ等 发

现ｍｉＲ１５６可以通过调控ＳＰＬ２、ＳＰＬ９和ＳＰＬ１１参

与拟南芥热胁迫响应［１８］；Ｃｕｉ等发现，ｍｉＲ１５６可以

通过下 调 ＳＰＬ９参 与 拟 南 芥 盐 和 干 旱 胁 迫 的 调

控［１９］；Ｌｅｉ等发现，ｍｉＲ１５６参与了低磷胁迫条件下

的根际酸化过程［２０］；２０１５年Ｔａｎ等和２０１６年Ｓｏｎｇ
等的研究也分别表明ＳＢＰ基 因 在 白 菜 和 菊 花 中 同

样具有 响 应 激 素 处 理 及 非 生 物 胁 迫 的 功 能［２１，２２］；

２０１７年Ａｒｓｈａｄ等发现ｍｉＲ１５６通过降低ＳＢＰ基因

的表达量改 善 了 转 基 因 苜 蓿 的 抗 旱 性 和 盐 胁 迫 耐

性［２３］。２０１８年 Ｈｏｕ等也发现ＶｐＳＢＰ１６基因的过

量表达提高 了 转 基 因 拟 南 芥 的 抗 旱 性 和 盐 胁 迫 耐

性［２４］。而本研究中ＭｄＳＢＰ４基因在干旱和盐胁迫

处理的苹果砧木‘青砧１号’中表达量表现为显著上

调，与前人研究结果类似。在模拟干旱和盐胁迫处

理２０ｄ后，‘青 砧１号’耐 盐 性 和 耐 旱 性 都 高 于

‘Ｍ２６’。根据以 上 试 验 结 果 可 以 推 测 ＭｄＳＢＰ４基

因 在 响 应 干 旱 和 盐 胁 迫 中 发 挥 一 定 作 用，且

ＭｄＳＢＰ４基因的表 达 量 可 能 与 砧 木 品 种 本 身 对 胁

迫的耐性相关。
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