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过量表达 AtNHXS1 新基因
显著提高水稻的耐盐性
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摘要 以转基因和野生型水稻为材料,通过农杆菌介导法将AtNHXS1转到水稻植株中花11号中,分析在

盐胁迫下Na+、K+含量的变化,对两者耐盐性进行比较,并对转基因株系进行分子鉴定和转录表达分析。结果

表明:PCR初步鉴定得到了20个转基因株系,随机挑选2个 PCR阳性株系进行Southernblot鉴定,确定

AtNHXS1以单拷贝的形式成功插入到水稻基因组中。耐盐性分析表明,在盐胁迫条件下,转基因水稻植株的生

长状况、干质量、鲜质量、Na+含量显著优于或高于野生型水稻植株;此外,300mmol/LNaCl处理下,转基因水

稻植株能够正常存活,而野生型水稻5d内几乎全部死亡。将300mmol/LNaCl处理过的植株在无盐胁迫的条

件下进行恢复生长试验,转基因植株10d内恢复正常,而野生型则不能。过量表达改组后的AtNHXS1新基因

显著提高了水稻的耐盐性。
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  盐胁迫是影响农作物产量的重要非生物胁迫因

子之一[1-4],它主要通过离子毒害和渗透胁迫2种方

式对植物造成伤害[5]。植物为适应盐胁迫,形成了

一系列的抗逆机制,主要包括 Na+ 外排、Na+ 的区

隔化以及降低 Na+ 的吸收[6]。植物液泡膜上的

Na+/H+逆向转运蛋白将Na+区隔到液泡中,既降

低细胞质中 Na+ 的含量,也调节了细胞渗透势,是
一种经济高效的维持Na+均衡的方式,因此在植物

抵御盐胁迫中发挥了重要的作用[5]。植物液泡膜上

的Na+/H+逆向转运蛋白活性首次在红甜菜贮藏

组织中发现[7],目前已经从很多植物中克隆得到

Na+/H+逆向转运基因并且证明了转该基因可以明

显提高植物耐盐性。Apse等[1]在拟南芥中,Zhang
等[8]在番茄中过量表达来自拟南芥的 Na+/H+ 逆

向转 运 蛋 白 基 因 AtNHX1,植 株 均 能 在 200
mmol/LNaCl胁迫下正常生长、开花结实;此外还

发现,过量表达 AtNHX1提高了转基因玉米和小

麦的耐盐性[9]。在实际生产应用过程中,目前已克

隆的逆向转运蛋白还存在活性不高和离子交换能力

不强等问题,制约了该基因的应用和推广,因此,如

何利用分子生物学技术提高 Na+/H+ 逆向转运蛋

白基因的活性是应用推广该基因和培育转基因耐盐

植物的关键。

DNA改组(DNAshuffling)技术是一种高效的

分子定向进化技术。通过体外改组技术改变原有基

因的核酸序列,可以创造新的功能更强的基因[10-11]。

DNA改组技术已经在改造工业酶活性、药物蛋白等

领域取得一定成果[12-13],但利用该技术对Na+/H+

逆向转运蛋白基因进行优化的研究尚处于起步阶

段。笔者所在实验室通过DNAshuffling技术对拟

南芥Na+/H+逆向转运蛋白基因AtNHX1进行基

因改组,得到了活性显著提高的新型Na+/H+逆向

转运蛋白基因AtNHXS1,酵母互补试验表明该基

因表达的逆向转运蛋白比野生型拟南芥中该蛋白的

盐耐受性提高了1倍[14]。水稻(OryzasativaL.)
作为世界上最重要的粮食作物之一,土壤的盐渍化

严重限制了它的种植范围和产量。迄今,在耐盐育

种方面,将植物基因工程与DNAshuffling技术结

合在一起的研究尚属空白。笔者利用所在实验室通

过DNAshuffling技术获得的活性显著提高的新型



  华 中 农 业 大 学 学 报 第31卷 

Na+/H+逆向转运蛋白基因 AtNHXS1进行转基

因水稻研究,以实际评价该基因在耐盐性方面的表

现。

1 材料与方法

1.1 材 料

水稻(OryzasativaL.)品种中花11号。大肠

杆菌 菌 种(Escherichiacoli)DH5α,根 瘤 农 杆 菌

(Agrobacteriumtumefaciense)EHA105,植物表达

载体pCAMBIA1301-35SN均为笔者所在实验室保

存。DNA回收试剂盒购自Promega公司;SYBR®
PrimeScriptTMRT-PCRKitⅡ(PerfectRealTime)、

TaqDNA聚合酶、DNAMarkerDL2000、限制性内

切酶均购于TaKaRa(大连)公司;DIGhighprimer
DNAlabelinganddetectionstarterkitⅠ为 Roche
产品;其他药品、试剂均为分析纯。
1.2 试验方法

1)植 物 表 达 载 体 pCAMBIA1301-35SN-At-
NHXS1的构建。SmaⅠ和SalⅠ对AtNHXS1及

植物表达载体进行双酶切,经1%琼脂糖凝胶电泳

回收纯 化,16℃过 夜 连 接,将 构 建 的 重 组 质 粒

pCAMBIA1301-35SN-AtNHXS1转化到大肠杆菌

DH5α,对获得的重组质粒进行酶切,PCR鉴定。

2)水稻的遗传转化。将构建好的载体转入到超

毒力农杆菌EHA105中,用于水稻的遗传转化。水

稻成熟种子去颖,70%乙醇浸泡1min后,用体积比

为1∶2的次氯酸钠溶液消毒30min,无菌水冲洗

7~8次,然后26℃条件下无菌水浸泡过夜。将胚切

下放置在 N6D2[15]培养基上(含1mg/L2,4-D,

pH5.8),26℃暗培养。14d继代1次,共2次,选
取致密的生长状态良好愈伤组织颗粒用于侵染。将

含有pCAMBIA1301-35SN-AtNHXS1的农杆菌接

种到AB液体培养基(50mg/L卡那霉素、20mg/L
利福平),28℃震荡培养,菌液浓度调节至 D 值为

0.3~0.5,5000r/min离心15min,弃上清,重悬于

100mLAAM[16]液体培养基 (20mg/L乙酰丁香酮

AS)中,浸泡胚性愈伤组织20min,放在无菌滤纸上

将菌液吸干,转入共培养培养基中,22℃下共培养

3d;然后转移到筛选培养基上筛选,每2周继代

1次,继代2次后转移到预分化培养基上培养约

1周,愈伤状态转好后接入分化培养基中分化生苗。
当抗性苗高度达到2~3cm后,将其移至生根培养

基(含1mg/LNAA的 MS培养基)中,待其根系发

达后进行炼苗移栽。

3)转AtNHXS1水稻分子检测。以CTAB法

提取转基因和野生型植株水稻叶片的全基因组

DNA为模板,根据AtNHXS1序列设计引物,F:5′-
CGAGTCGACATGTTGGATTCTCTAGTG-3′
(划线处为SalⅠ酶切位点);R:5′-ATACCCGGG-
AGCCTTACTAAGATCAG-3′(划线处为SmaⅠ
酶切位点)进行PCR检测。PCR反应程序为:94℃
10min;94℃30s,60℃30s,72℃90s,30个循

环;72℃10min。
将通过PCR筛选出的阳性转基因水稻株系

AT-7和AT-10进行Southernblot试验鉴定。设

计引物F:5′-TTCTCTAGTGTCGAAACTGCC-3′
R:5-TGTTGCAGCAAATATGGCACC-3′,以质粒

pCAMBIA1301-35SN-AtNHXS1 为 模 板,扩 增

AtNHXS1部分片段为探针。通过BamHⅠ酶切水

稻基因组全DNA,电泳转膜,参照地高辛标记及其

检测试剂盒进行Southernblot检测。

4)荧光定量PCR分析。取3周大小、长势相似

的T2代野生型和转基因水稻,前者用不含盐的 Ho-
agland营养液处理5d,后者分别用含0、100、150
mmol/LNaCl的Hoagland营养液处理5d,处理好

的试验材料将用于RT-PCR检测。本次试验一方

面 以 野 生 型 水 稻 为 对 照,判 断 非 盐 胁 迫 下

AtNHXS1在转基因水稻中的表达情况;另一方面

以0mmol/LNaCl处理的转基因水稻为对照,判断

不同盐浓度下AtNHXS1的表达变化情况。Trizol
法提取不同盐处理下水稻叶片总RNA,参照Taka-
ra公司说明书反转录得到cDNA,以水稻内源β-ac-
tin(GenBank:NM-197297)作为内参基因,通过相

对定量法确定目的基因AtNHXS1表达量的相对

差异。分 别 对2个 基 因 设 计 引 物:β-actin:F:5′-
CCTCGGAGCGTGGTTAC-3′,R:5-CAGGGCAGCG-
GAAACG-3′;AtNHXS1:F:5′-A CTCACCTAAAC-
CACGAAGC-3′,R:5-GAGGATACCGCTCAAGTCG-
3′。RT-PCR程序:94℃5min,94℃15s,54℃10s,

72℃15s(读板),40个循环。

5)转基因水稻苗期耐盐性分析。以培养3周左

右的T2代野生型及其AT-7、AT-10转基因株系为

试验材料,分别在含0、50、100、150、200mmol/L
NaCl的Hoagland营养液中培养10d;此外将材料

在300mmol/LNaCl高盐溶液的Hoagland培养液

035
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中培养5d,培养方式从50mmol/LNaCl培养液

起,盐浓度逐渐增加,每次增加50mmol/L,3d处

理1次,最终用终浓度300mmol/LNaCl处理5d
后撤去盐处理,在无盐胁迫条件下恢复生长10d。分
别观察不同浓度盐处理下转基因植株和野生型植株

的生长状态。

6)水稻植株干质量和鲜质量测量。取生长3周

大小和长势相似的T2代野生型及其 AT-7、AT-10
转基因水稻幼苗,分别在0、150mmol/LNaCl下处

理7d,用于干质量和鲜质量的测量。用蒸馏水将植

株全苗冲洗干净,用吸水纸吸干表面水分,称取鲜质

量,之后转入烘箱120℃杀青30min,80℃烘干至

恒质量,称取干质量。

7)Na+、K+ 含量的测定。取生长2周的T2代
野生型和AT-7、AT-10转基因水稻幼苗,分别在0、

120mmol/LNaCl浓度下处理5d。将处理后的植

株全苗用去离子水冲洗5遍,90℃烘干至恒质量,

并记录植株干质量。用0.1mol/L的醋酸作为处理

液,沸水浴处理3h,离心取上清,使用原子吸收分

光光度计(AA-680,Shimadzu,Japan)分别测定野生

型及转基因植株的 Na+、K+ 含量。试验中所有数

据为3次重复的平均值±标准误。

2 结果和分析

2.1 植物表达载体 pCAMBIA1301-35SN-AtNHXS1

的构建

  表达载体pCAMBIA1301-35SN通过CaMV35S
启动子和Nos终止子替换pCAMBIA1301载体中的

多克隆位点构建。采用SmaⅠ和SalⅠ分别对 At-
NHXS1和表达载体进行双酶切,过夜连接,得到植

物 表 达 载 体 pCAMBIA1301-35SN-AtNHXS1
(图1)。PCR及其测序结果显示,AtNHXS1的开放

式阅读框正确插入到CaMV35S启动子和Nos终止

子之间。

图1 植物表达载体pCAMBIA1301-35SN-AtNHXS1结构图

Fig.1 DiagramoftheexpressionvectorpCAMBIA1301-35SN-AtNHXS1

2.2 转基因水稻株系的获得及其分子鉴定

  通过农杆菌介导法成功地将CaMV35S启动的

AtNHXS1转入到水稻品种中花11号中。通过

PCR检测(图2),初步确定得到了20个独立的转基

因株系。对其中2个PCR阳性株系 AT-7、AT-10
进行Southernblot鉴定,确定 AtNHXS1以单拷

贝形式成功地插入到水稻基因组(图3),AT-7、

AT-102个水稻株系用于下一步耐盐性试验。

M:DNA分子质量标准 DL2000marker;

WT:野生型水稻 Wild-typeplants;

1~9:转基因水稻 Transgenicplants.

图2 转AtNHXS1水稻PCR鉴定电泳图

Fig.2 PCRidentificationofAtNHXS1

intransgenicriceplants

 Control:PCR扩增产物PCRproductsofAtNHXS1;WT:野生

型水稻 Wild-typeplants;AT-7,AT-10:转基因水稻 Transgenic

plants.

图3 转AtNHXS1水稻植株Southernblot鉴定

Fig.3 SouthernblotanalysisofAtNHXS1
transgenicriceplants

2.3 转基因植株 RT-PCR 分析

通过RT-PCR技术,分析在盐胁迫下转基因植

株中AtNHXS1表达情况。试验结果(表1,表2)
显示,在正常生长状态下,转基因水稻 AtNHXS1
的表达量为野生型的39.12倍,说明AtNHXS1在
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转基因水稻中为过量表达。转基因水稻不同盐浓度

处 理 下,内 参 基 因 β-actin 表 达 稳 定,但 是

AtNHXS1基因的转录水平即RNA表达量明显的

增加,并且随着盐浓度的提高,基因表达量也相应

增加。与 无 盐 胁 迫 下 RNA 表 达 量 相 比,100
mmol/LNaCl下,RNA表达量提高了1.46倍;而
在150mmol/LNaCl下,RNA表达量提高了2.49
倍。

表1 荧光定量PCR分析AtNHXS1在转基因水稻中的过量表达1)

Table1 TherelativequantitativeexpressionofAtNHXS1overexpressionintransgenicriceplants

类型 Type 内参基因Ct值Ct(β-actin) 目的基因Ct值Ct(AtNHXS1) Ct值差 ΔCt 2-ΔΔCt 比率 Ratio
野生型 Wild-type 25.34±0.14 30.25±0.11 4.91±0.18 / 1.00
转基因型 Transgenic 25.61±0.16 25.23±0.19 -0.38±0.25 -5.29±0.30 39.12

 1)ΔCt=目的基因的Ct值-内参基因的Ct值;ΔΔCt=NaCl盐处理后(目的基因的Ct值-内参基因的Ct值)-未处理组(目的基因的

Ct值-内参基因的Ct值)。ΔCt=(Ct,AtNHXS1-Ct,β-actin );ΔΔCt=(Ct,AtNHXS1-Ct,β-actin)NaCltreatment-(Ct,At-

NHXS1-Ct,β-actin)control.下同 Thesameasbelow.

表2 荧光定量PCR分析不同盐浓度胁迫下T2转基因水稻

Table2 TheAtNHXS1expressionoftransgenicplantsunderdifferentNaCltreatmentbyRT-PCR

NaCl处理浓度/(mmol/L)
NaCltreatment

目的基因Ct值

Ct(AtNHXS1)
内参基因Ct值

Ct(β-actin)
Ct值差 △Ct 2-ΔΔCt 比率 Ratio

0 19.37±0.05 25.26±0.02 -5.89±0.05 / 1.00
100 18.59±0.07 25.02±0.02 -6.43±0.07 -0.54 1.46
150 18.12±0.06 25.33±0.04 -7.21±0.07 -1.32 2.49

 1:野生型水稻 Thewild-typecultivar;2,3:转基因植株 Thetransgenicplants;A.0mmol/LNaCl处理10dUnder0mmol/LNaCl

for10days;B.50mmol/LNaCl处理10dUnder50mmol/LNaClfor10days;C.100mmol/LNaCl处理10dUnder100mmol/L

NaClfor10days;D.200mmol/LNaCl处理10dUnder200mmol/LNaClfor10days;E.300mmol/LNaCl处理5dUnder300

mmol/LNaClfor5days;F.撤去300mmol/LNaCl处理后恢复10dAfter300mmol/LNaCltreatmentthentransferredto0mmol/L

NaClfor10days.

图4 野生型和转基因水稻耐盐性分析

Fig.4 Thegrowthofwild-typeandtransgenicriceplantsundersalttreatment
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2.4 转基因水稻耐盐性分析

正常生长状态下,转基因水稻植株 AT-7、AT-
10和 野 生 型 植 株 之 间 没 有 明 显 的 生 长 差 异

(图4-A),但是随着盐浓度的提高,转基因水稻表现

出越来越明显的生长优势(图4-B,C)。当盐浓度达

到200mmol/LNaCl时,转基因水稻的长势已明显

优于野生型水稻(图4-D),在300mmol/LNaCl处

理条件下,野生型植株叶子全部变黄并卷曲死亡,转
基因植株叶尖出现卷曲变黄,叶子部分变白,但是茎

秆为绿色(图4-E)。去除盐胁迫,在无盐的 Hoag-
land营养液中进行恢复试验,转基因植株10d后便

恢 复 正 常 生 长,但 野 生 型 植 株 不 能 恢 复 生 长

(图4-F)。结果表明,AtNHXS1的转入明显提高

了水稻的耐盐性。
2.5 转基因水稻生理生化指标分析

对3周左右的水稻单株进行干质量和鲜质量测

定,结果显示,无盐胁迫的状况下,转AtNHXS1基

因水稻植株和野生型植株无显著差异。但在150
mmol/LNaCl处理条件下,野生型植株的干质量和

 WT:野生型水稻 Wild-typeplants;AT:转基因水稻 Trans-
genticplants;下同 Thesameasbelow.

图5 野生型、转基因水稻的干质量和鲜质量

Fig.5 Thedry/freshweightbetween
wild-typeandtransgenicplants

鲜质量均明显下降,转基因植株各项指标也有小幅

下降,但明显高于野生型植株(图5)。
2.6 植株 Na+ 、K+ 含量的测定

对2周左右的水稻单株进行 Na+、K+ 含量测

定,结果显示,盐处理前转基因植株和野生型植株

Na+、K+含量无显著差异;在120mmol/LNaCl处

理条件下,转基因植株中Na+含量约是野生型植株

Na+含量的1.3倍,转基因植株中 K+ 含量略低于

野生型植株(图6)。

图6 野生型、转基因水稻的

Na+、K+含量

Fig.6 TheNa+,K+contents
betweenwild-typeandtransgenicplants

3 讨 论

水稻对盐害非常敏感,盐渍化土壤非常不利于

水稻的生长,常常造成水稻产量下降,甚至死亡。近

年来,利用基因工程技术培育耐盐性转基因水稻已

经取 得 了 一 定 的 成 果。研 究 表 明,过 量 表 达

OsNHX1基因,水稻可以在200mmol/LNaCl下

存活[17],转nhaA 水稻可以在150mmol/LNaCl胁

迫下生长[18]。在本研究中笔者利用所在实验室通
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过DNAshuffling技术获得的新型Na+/H+逆向转

运蛋白基因AtNHXS1对水稻进行遗传转化,获得

的转AtNHXS1水稻在200mmol/LNaCl下可以

正常生长,在300mmol/LNaCl高盐条件处理5d
后转基因水稻仍然可以存活,而野生型水稻几乎全

部死亡。撤去300mmol/LNaCl处理后,10d内转

基因水稻可以恢复正常生长,但是野生型水稻却无

法恢复生长。笔者所在实验室先前将 AtNHXS1
转入酵母中,使酵母的耐受性有显著提高[14],这些

结果都表明改组后获得的新基因AtNHXS1具有

更好的盐耐受性。
目前,Na+/H+逆向转运蛋白的表达机制和调

控途径还没被完全解读,大多数研究集中在拟南芥

AtNHX1的启动子方面。Gaxiola等[19]的研究表

明AtNHX1基因为组成型表达模式,Shi等[20]发现

NaCl、KCl、ABA能够上位调节AtNHX1的转录表

达水平。本试验中通过对含组成型35S启动子的

AtNHXS1进行转录水平的研究,表明AtNHXS1
在转基因水稻中正常表达,基因表达量在转录水平

上受到 NaCl的调节,这些结论和前人研究成果一

致。由于本研究中使用的是组成型启动子,由此推

测在盐胁迫的情况下,基因的表达量可能是受到多

个相关元件的调节,是多层次多因子的共同作用,但
是本研究中关于不同组织中基因表达量的变化只是

初步的证实,与该基因有关的具体调控机制还有待

进一步的研究。
我们的研究还发现,将改组 AtNHX1基因获

得的AtNHXS1转入水稻后,植株具有更强的Na+

富集能力。类似的,Apse等[1]将AtNHX1转入拟

南芥中,在200mmol/LNaCl处理16d后,发现植

株地上部分Na+含量显著提高。以上结果均表明,
通过增强植物对过量 Na+ 在液泡中的富集能力能

显著提高其耐盐性。转AtNHXS1水稻比野生型

植株有更强的Na+富集能力,避免了过量Na+对细

胞的毒害,同时增强了细胞的渗透压,减轻了离子毒

害对植物带来的过氧化胁迫,从而增强植物的耐盐

性。Zhang等[8]发现 Na+/H+ 逆向转运蛋白具有

调节K+/H+交换的功能。环境中K+浓度较低时,
液泡中K+浓度降低,而细胞质中K+浓度保持相对

稳定。Fukuda等[21]将OsNHX1转入水稻中,植物

中K+含量下降,推测Na+可能通过K+通道进入细

胞中[22],NaCl浓度较高时,Na+ 可以竞争性的与植

物细胞上的 K+ 运输通道结合[22-23]。本研究中,在

盐胁迫的条件下,转AtNHXS1水稻比野生型水稻

Na+ 含 量 提 高,而 K+ 含 量 略 有 下 降,说 明 At-
NHXS1蛋白在调节细胞中Na+浓度的同时对K+

运输也有一定调节作用。进一步研究AtNHXS1的

表达对K+运输相关基因和调控途径的影响,将有

利于揭示Na+/H+逆向转运蛋白对植物K+吸收的

影响。
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OverexpressionofashuffledNa+/H+antiporter
geneAtNHXS1improvingsalttoleranceofrice(OryzasativaL.)

HEIQian1 ZHANGHui1 HUANGJi-bin1 GUOLi-rong1

XUYuan1 LIJian-yue2 XIATao1

1.SchoolofLifeScience,EastChinaNormalUniversity,Shanghai200062,China;

2.SchoolofLifeScience,ShanghaiNormalUniversity,Shanghai200235,China

Abstract ThisstudywastooverexpresstheAtNHXS1,anewvacuolarNa+/H+antiportergene
obtainedfromAtNHX1byDNAshufflingandstudyitseffectonthesalttoleranceofrice(Oryzasativa
L.).AtNHXS1wastransformedintoOryzasativaL.ssp.japonicacv.zhonghua11byAgrobacterium-
mediatedmethodandconfirmedbypolymerasechainreaction(PCR)andSouthernblot.Thetranscrip-
tionlevelwasanalyzedbyRT-PCR.ThecontentsofNa+,K+andtheabilityofsalttolerancewerecom-
paredbetweentransgeniclinesandwild-typelines.TwentyT2transgeniclineshaboringAtNHXS1were
obtained,twoofwhichwereverifiedasinsertionofsinglegenebySouthernblot.RT-PCRanalyses
showedthattheexpressionlevelsofAtNHXS1mRNAweresignificantlyhigheraftersalttreatmentin
transgeniclines.Aftersaltstress,itwasfoundthatthegrowthstatus,dryweight,freshweightandNa+

contentoftransgenicriceplantsweresignificantlyhigherthanthoseofwild-typeplants,howevertheac-
cumulationofK+ wasslightlylow.Transgenicplantswereabletosurviveandrecoverafterexposureto
300mmol/LNaClfor5days,whereaswild-typeplantscouldnot.Theseresultsdemonstratedthatover-
expressionofAtNHXS1significantlyimprovedthesalttoleranceofrice.

Keywords AtNHXS1;DNAshuffling;transgenicrice;salttolerance;saltstress
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