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　　摘　要:PaDREB2是从银新杨(Populus alba ×P.alba var.pyramidalis)中克隆得到的

DREB类转录因子 ,该研究将逆境诱导型 rd29A基因的启动子和 PaDREB2构建到植物表达载

体 pCAMBIA1301上 ,并以新疆杨(Populus alba var.pyramidalis)试管苗的叶片外植体为受体 ,

利用根癌农杆菌介导的方法进行遗传转化。筛选得到 110株潮霉素抗性植株 ,经 PCR检测 ,其中

25株抗性植株存在目的基因 Prd29A:PaDREB2。
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　　新疆杨是银白杨的变种 ,在相同的非盐化灌淤沙壤

土条件下 ,其生长优于银白杨[ 1-2] 。新疆杨适应性强 ,耐

寒、耐盐碱 、抗干旱 、抗风 、抗烟尘 、抗病虫 ,尤其对天牛危

害的抗性大大超过了黑杨派、青杨派、胡杨派及其杂种 ,

现已成为我国三北地区优良树种[ 3] 。在陕西 、甘肃 、宁

夏、青海 、辽宁等省(区)大量引种栽植 ,且生长良好 ,有的

省(区)将其列为重点推广的优良树种来发展。新疆杨

塔形树冠不仅美观 ,而且遮荫小 ,在我国只有雄树 ,不飘

絮。所以可作为优美的风景树 、行道树及庭院绿化树

种 ,供城市 、厂区及矿区绿化。

干旱 、高盐以及低温等极端条件又称为水分胁迫或

渗透胁迫 ,是植物生长过程中所面临的主要逆境胁迫因

子。DREB(dehydration-responsive element binding ,与干

旱应答元件结合的)转录因子是植物所特有的 ,在植物

感受水胁迫时 ,能够通过与DRE(dehydration-responsive

element)顺式作用元件或其核心序列特异性结合 ,并激

活一系列逆境应答基因的表达[ 4-7] 。因此在提高植物对

环境胁迫抗性的分子育种中 ,改良或增强一个DREB转

录因子的调控能力与导入或改良个别功能基因(如 kin1

和 cor6.6等)来提高某种抗性的传统方法相比是更为有

效的方法和途径。目前屡见报道将 DREB基因用于改

良植物抗逆性的基因工程中 ,并获得了抗逆性状得到改

善的转基因植株[ 8-10] 。PaDREB2是九江学院生命科学

院实验室从抗寒 、抗旱能力较强的银新杨[ 11] 中克隆得到

的一个具有转录激活功能的 DREB 类转录因子
[ 12]
。用

PaDREB2作为目的基因 ,改良新疆杨的抗逆性 ,并使用

逆境诱导型 rd29A 基因启动子启动 PaDREB2在转基

因植物中的表达 ,因此在提高植物逆境耐受性的同时 ,

减少了以往使用 35S 启动子启动目的基因过表达给转

基因植物的生长带来的不利影响[ 13] 。该研究期望能够

进一步改良新疆杨的抗逆品质 ,使新疆杨在更大范围内

进行推广。

1　材料与方法
1.1　试验材料

1.1.1　植物材料　以大田种植的新疆杨(Populus alba

var.pyramidalis)作为植物材料。

1.1.2　菌种与质粒　根癌农杆菌菌株 GV3101 、大肠杆

菌菌株 DH5α、含有筛选标记潮霉素抗性基因(HPTⅡ)

的植物表达载体 pCAMB IA1301 、含有 rd29A基因启动

子的质粒 rd29A-SK 以及含 PaDREB2 基因的质粒

pGEM-T Easy 均为九江学院实验室保存。

1.1.3　培养基　农杆菌GV1301使用 YEB培养基 ,新

疆杨组织培养及遗传转化所用培养基见表1。

1.2　试验方法

1.2.1　Prd29A:PaDREB2植物表达载体的构建及农杆

菌转化　根据设计的质粒载体构建思路(图 1),经过一

系列限制性内切酶酶切、纯化回收和连接反应 ,将

Prd29A和PaDREB2构建到植物表达载体 pCAMIA1301
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图 1　Prd29A:PaDREB2 植物表达载体的构建

　　注:T35S:终止子;HPTⅡ:潮霉素磷酸转移酶Ⅱ基因;Prd29A:rd29A基因的启动子;PaDREB2:目的基因;LacZ:β-半乳糖苷酶基因;LB:左边界

序列;RB:右边界序列。

的多克隆位点上 ,并转化大肠杆菌 DH5α,重组质粒命名

为 130129APD。最后用该重组质粒转化农杆菌

GV3101 , -80℃保存备用。

　　表 1　　新疆杨组织培养及遗传转化所用培养基
培养基 成分

预培养培养基(MS1)
1/2MS+TDZ 0.005 mg/ L+BA 0.25 mg/ L+IAA

0.5 mg/L+蔗糖 25 g/ L+琼脂5.5 g/ L[ 14]

共培养培养基(MS2) MS1+乙酰丁香酮200μmol/ L[ 15]

抗性芽筛选培养基(MS3)
MS1+头孢霉素(Cef)300 mg/ L+潮霉素(Hym)

3 mg/ L

抗性芽生根培养基(MS4)
1/2MS+Cef 300 mg/ L+Hym 2 mg/L+蔗糖

25 g/L+琼脂6.0 g/ L

1.2.2　无菌材料的获得　试验中组织培养条件为光强

1 500 lx ,光周期 16 h/d ,温度(25±2)℃。参见 2002年

宋玉霞等的方法[ 16] ,初春采集田间新疆杨健康枝条 ,进

行室内水培 ,至抽出的新梢长到 3 cm 左右将其剪下 ,加

少许洗洁精用毛刷洗刷干净 ,并用蒸馏水冲洗。在超净

工作台上依次用70%乙醇浸泡 20 s ,0.1%HgCl2 水溶

液浸泡 7 min ,无菌水冲洗 5次 ,然后将嫩梢剪成带顶芽

和腋芽的茎段 ,接种于 MS培养基上 ,附加 6-BA 、IAA 、

30 g/L的蔗糖和5.5 g/ L的琼脂 ,pH 5.8。培养 20 d左

右 ,抽梢至3 ～ 5 cm ,剪下接种到1/2MS培养基上 ,附加

25 g/L蔗糖和 5.5 g/ L琼脂 ,pH 5.8。培养15 d左右 ,

90%的无菌苗基部已经长根 ,即为生根无菌试管苗。

1.2.3　叶片外植体的预培养　在约 1个月龄的新疆杨

生根试管苗上选取幼嫩 、平展的第 3 ～ 5片叶 ,穿过中脉

剪2 ～ 3个伤口。在农杆菌侵染前 ,以远轴面和培养基

接触的方法 ,接种到MS1上 ,培养5 ～ 20 h[ 15] 。

1.2.4　遗传转化　取-80℃冻存农杆菌(含130129APD

重组质粒)于 YEB固体培养基(含 50 mg/L 卡那霉素、

20 mg/L 庆大霉素和 20 mg/L 利福平)上划线 ,28℃倒

置培养 36 ～ 48 h ,挑取单菌落于2 mL YEB液体培养基

(含同上种类、浓度的抗生素)中 ,28℃、200 r/min摇床培

养 12 h ,用同上的液体培养基 500倍稀释菌液 ,28℃、

200 r/min摇床培养 ,至菌液的OD600值为 0.4。3 500 r/min

离心 10 min ,弃上清液 ,用等体积 MS 液体培养基(含

200 mM 乙酰丁香酮)重悬沉淀作为浸染菌液。将预培

养后的叶片浸入浸染菌液 ,轻微振荡 ,浸染 10 ～ 25 min ,

在无菌滤纸上吸去多余菌液 ,以远轴面和培养基接触的

方法置于 MS2上 ,暗中共培养2 d[ 15] 。

1.2.5　选择性培养及再生　共培养后的叶片外植体用

无菌蒸馏水清洗 3次以去除农杆菌 ,转移到 MS3 上 ,

15 ～ 20 d 继代1次 ,待分化的 Hymr芽长至 3 cm 左右

时 ,转接到MS4上 ,进行生根筛选 ,从而获得生根 Hymr

植株。每次进行转化时 ,都必须设置正 、负对照 ,以检测

该次试验结果是否可靠。正对照是指外植体不经农杆

菌侵染 ,也无潮霉素等选择压力 ,依次置于 MS2上共培

养和 MS1上诱导分化。而负对照则是指外植体不经农

杆菌侵染 ,但依次置于和转化外植体一致的 MS2和

MS3上。

1.2.6　转基因植株的PCR检测　采用CTAB 法提取未

转基因植株和转基因植株的基因组DNA ,设计标记基因

HPTⅡ的特异引物:5′GTGCTTTCAGCTTCGATGTA

3′和 5′CGTCAACCAAGCTCTGATAG 3′进行 PCR检
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测 ,用未转化植株基因组 DNA和 130129APD质粒分别

作为阴性对照和阳性对照。扩增反应的总体积为20μL ,反

应程序:94℃2 min;94℃1min·56℃1 min·72℃1min(35

个循环);72℃10 min。

2　结果与分析
2.1　表达载体的构建

分析发现 ,PaDREB2基因内部和 pCAMIA1301载

体多克隆位点处各有1个 BamHⅠ酶切位点 ,因此提取重

组质粒 130129APD进行限制酶 BamHⅠ单酶切 ,电泳结

果如图 2 所示 ,其中 1 条分子量大的电泳带与载体

pCAMB IA1301位置相近 ,另 1条分子量小的电泳带则

位于约 1.8 kb处 ,与预期的 Prd29A:PaDREB2部分序

列大小一致 ,表明构建的重组质粒 130129APD含有

Prd29A:PaDREB2基因 ,其结构如图 3所示。130129APD

重组质粒用冻融法转化农杆菌 GV3101 ,经质粒提取和

BamHⅠ单酶切鉴定 ,得到了阳性菌株。

2.2　Hymr 芽的筛选

选择性培养基中添加 Hym 的浓度十分关键 ,要求

既能有效抑制非转化细胞的生长 ,使之缓慢死亡 ,又不

影响转化细胞的正常生长。经 MS3、MS4筛选 ,共获得

100株生根 Hym
r
植株(图 4)。

图 2　重组质粒130129APD酶切鉴定

　　注:M.DNA Marker DL 15000;1.130129APD/ BamH I;2.

pCAMBAI1301/ BamH I。

图 3　重组质粒 130129APD的结构

图4　新疆杨 Hym r 苗的筛选

注:A:负对照:B:正对照;C Hymr芽。

图 5　转基因植株的 PCR鉴定

　　注:M:Marker;1:CK-阴性对照 ,未转化植株;2:CK-阳性对照,

130129APD质粒;3～ 16:转基因植株。

2.3　PCR检测阳性植株

根据标记基因 HPTⅡ引物的特异性以及 PCR反应

的灵敏性 ,用 PCR初步检测标记基因 HPTⅡ是否整合

到了受体植物的基因组中。对 110个 Hym
r
植株进行

PCR检测 ,其中 25个 Hym
r
植株扩增得到了预期的目

的条带。由电泳结果(图 5)可知阴性对照不能扩增出预

期条带 ,阳性对照扩增出了预期条带。这表明 25个

Hym
r
植株可能含有标记基因 HPTⅡ和外源目的基因

Prd29A:PaDREB2 ,但该基因是否表达并在后代中稳定

遗传 ,还有待于进一步研究。
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3　讨论
DREB转录因子在植物的抗逆过程中起关键作用 ,

它可以激活一系列抗逆功能基因的表达。rd29A基因的

表达受干旱 、高盐 、低温等逆境胁迫的诱导 ,其启动子含

有2个与逆境胁迫应答有关的DRE顺式作用元件。即

只有当植物感应环境中的逆境胁迫时 ,该启动子才会启

动目的基因 PaDREB2在植物转化细胞中表达 ,可以在

提高植物抗逆性的同时降低目的基因过表达给转基因

植物的生长带来的不利影响。

正如刘长莉等
[ 17]
报道的结果 ,新疆杨组织培养过程

中存在明显的玻璃化现象 ,玻璃化苗的组织结构和生理

功能异常 ,故分化能力低下 ,难以增殖成芽 ,也难以生根

成苗。导致组培苗出现玻璃化的原因包括光照 、温度 、

培养基湿度 、NH
+
4 离子的浓度 、激素浓度 、继代培养代

数等。研究发现以1/2MS作为基本培养基 ,适当降低了

细胞分裂素(6-BA)浓度 ,并延长继代培养的时间至 40～

45 d ,一定程度上降低了新疆杨试管苗的玻璃化现象。

不同的植物材料对抗生素的敏感性不同 ,有效的抗

生素筛选浓度能够明显的提高遗传转化的工作效率 ,该

试验中设置不同的 Hym 浓度 ,添加到新疆杨叶片分化

和生根培养基中。结果表明新疆杨对 Hym 比较敏感 ,

Hym 3 mg/L和 2 mg/L即可作为抑制新疆杨叶片分化

和生根的临界浓度。在含有 Hym 2.0 mg/L 的生根培

养基上选择而获得的抗潮霉素再生植株 ,经PCR检测显

示阳性者 ,初步确定为转 PaDREB2基因的再生植株。

但该基因是否表达并在后代中稳定遗传 ,还有待于进一

步研究。
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Study on Construction of Plant Expression Vector Carrying Prd29A:PaDREB2
Gene and Its Genetic Transformation in Populus bolleana

QIN Hong-xia1 , ZHANG Hai-chao2 , LIU Jing-mei3 ,SONG Yu-xia4

(1.College of Life Science, Jiujiang University , Jiujiang , Jiangxi 332000;2.Department of Genetics and Breeding Pharmaceutical Uiversity , Nan-

jing , Jiangsu 210038;3.Beijing Weiming Kaituo Agricultural Biotechnology Limited Company , Beijing 100085;4.Ningxia Ag ricultural Bio- tech-

nological Lab , Yinchuan , Ningxia 750002)

Abstract:PaDREB2 , a DREB-like t ranscription factor ,was cloned from Yinxin populus(P.alba×P.alba var.pyrami-

dalis).In the study , st ress inducible gene promoter Prd29A and PaDREB2 w ere builted into the plant expression vector

pCAMB IA1301.And we have transformed the explants of Populus bolleana leaves by Agrobacterium-mediated genetic

transformation system.A total 110 resistant plants were gained via strictly selection by hygromycin.Among them 25

positive transgenic plants were verified by PCR analysis.

Keywords:Populus bolleana;Prd29A:PaDREB2 gene;genetic transformation;plant expression vector
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