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过表达 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 提高巨尾桉的耐寒性研究
赵艳玲， 韩　 瑶， 靳玉蕾

（ 华侨大学 化工学院， 福建 厦门 ３６１０２１ ）

摘　 要： 铜锌超氧化物歧化酶（ＣｕＺｎＳＯＤ）是一种清除超氧阴离子自由基的金属酶，与多种抗逆性相关。 该

研究利用 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子融合巨尾桉 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ１ 基因通过根癌农杆菌介导的叶盘转化法导入巨尾桉

中，经卡那霉素初步筛选和 ＰＣＲ 鉴定，得到 １０ 株转基因阳性植株。 结果表明：通过－１３．１ ℃暗处理 ５ ｈ 的抗

寒性实验，发现 ４０ 和 ４１ 号植株在低温下无叶片萎蔫现象，组培室培养 １００ ｄ 后全株存活无白化叶片，说明

这两株转基因巨尾桉的抗低温和冻害后恢复能力较强。 在 ４ ℃低温胁迫下跟踪监测转基因温室苗的 ＳＯＤ
酶活性发现，与对照相比转基因植株的 ＳＯＤ 酶比活力无规律性且变化不大，但是相同条件下实时定量 ＰＣＲ
检测结果表明抗寒性较强的 ４０ 和 ４１ 号植株在常温下 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ１ 的表达量较对照增加了约 ９ 倍，４ ℃处

理 ３６ ｈ 后 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ１ 的表达量相比对照植株分别增加了 １６ 倍和 ３６ 倍，说明 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ１ 在低温胁迫下

的表达量增加提高了巨尾桉的耐寒性。 分析转基因组培苗全株的硫酸木质素含量，表明 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ１ 高表

达不影响甚至降低了巨尾桉的木质素含量，４０ 号植株的木质素含量与对照相同，而 ４１ 号整株植株的木质素

含量相比对照降低了 ５６％，其他检测转基因植株的木质素含量均有不同程度的降低。 该研究结果表明巨尾

桉中大量表达 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ１ 基因可以提高巨尾桉的抗寒能力以及寒害后的恢复能力，不影响甚至可能是负

调控了转基因巨尾桉的木质素生物合成。
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　 　 桉树是世界三大用材树种之一，其种植面积

已经占世界人工林面积的三分之一，是一种极具

价值的经济林。 但是，低温、其它环境胁迫、人工

除草等高成本因素严重影响了桉树人工林的发

展，而选育良种、培育新品种则是解决这一问题的

有效途径。 基因工程育种具有高效性和目标性强

等特点，可以加速优质、高抗桉树新品种的选育进

程。 目前，已经有澳大利亚、日本、巴西和中国等

获得了转基因桉树。
目前，桉树抗寒分子机理研究较少，主要集中

在抗寒转录因子 ＣＢＦ 的功能研究，首先，法国图卢

兹大学的 Ｔｅｕｌｉｅｒｅｓ 课题组克隆了巨桉的 ＣＢＦ 基因

（Ｋａｙａｌ ｅｔ ａｌ，２００６），研究了 ＣＢＦ 基因与抗寒性的

关系（Ｎａｖａｒｒｏ ｅｔ ａｌ，２００９），将巨桉 ＣＢＦ１ 基因转入

杂交桉树中发现转基因桉树除了抗寒能力增强之

外，还表现出生长缓慢、保水能力增强等常青阔叶

树所具备的生理特点（Ｎａｖａｒｒｏ ｅｔ ａｌ，２０１１）；随后分

析了 ＡＰ２ ／ ＥＲＦ 基因家族的功能，发现 ＤＲＥＢ１ ／
ＣＢＦ 与桉树的寒害逆境相关（Ｃａｏ ｅｔ ａｌ，２０１５），后
通过高通量的 ｑＰＣＲ 技术研究了巨桉的 ＣＢＦ 和

ＤＲＥＢ２ 与桉树冷、热和干旱逆境的关系，发现 ＣＢＦ

调节桉树的抗逆与生长（Ｎｇｕｙｅｎ ｅｔ ａｌ，２０１７）。 将

巨桉的低温胁迫响 应 基 因 ＥｇｒＣＲ （徐 凤 华 等，
２０１６）转化拟南芥，提高了拟南芥的抗冻性，证明

了与桉树的抗寒性相关。 此外，还开展了低温胁

迫下的尾巨桉和邓恩桉转录组学研究（ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ，
２０１４）和巨桉的茎在短时寒害下的蛋白质组学研

究（Ｌｅｏｎａｒｄｉ ｅｔ ａｌ，２０１５）。
ＳＯＤ 活性可作为筛选桉树抗寒性的一个生理

指标，研究发现不同种类的桉树应对低温逆境时

其 ＳＯＤ 的活性变化差异明显（刘友全等，２０００）。
例如尾巨桉和邓恩桉对低温具有不同的响应特

性，低温胁迫下 ＳＯＤ 的活性均有升高，且耐寒的邓

恩桉的 ＳＯＤ 活性高于尾巨桉（刘奕清，２０１５）。 综

上所述，研究表明 ＳＯＤ 的活性与桉树对低温胁迫

的抵抗能力成正相关。
本实验室成功克隆了巨尾桉的 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ

基因（ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｕｍｂｅｒ： ＪＸ１３８５７３），通
过原核表达，证明该基因具有生物学功能（赵艳玲

和周利建，２０１５）。 本研究通过基因工程手段获得

过量表达 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 的巨尾桉转基因植株，研究

超表达 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 与桉树抗寒能力的关系，为定
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向培育耐低温桉树新品种提供直接的实验基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 为 本 研 究 实 验 室 克 隆 并 保 存

（ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｕｍｂｅｒ： ＪＸ１３８５７３）。 巨尾桉

无 菌 苗、 ｐＢＩ１２１ 载 体、 ＪＭ１０９ 菌 株、 农 杆 菌

ＬＢＡ４４０４ 为本实验室保存。 ＰＣＲ 体系、内切酶等

均购自 Ｔａｋａｒａ 公司，其他试剂购自上海生工。 引

物由厦门精聚公司合成。
１．２ 方法

１．２．１ 构建植物二元表达载体与农杆菌介导的叶

盘法转基因桉树　 ｐＢＩ１２１ 和 ｐＭＤ⁃ＣＳＤ 质粒 ＢａｍＨ
Ｉ ／ Ｓａｃ Ｉ 双酶切，双酶切产物由 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ
Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 回收，Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ
连接片段，双酶切验证和测序检测阳性克隆载体。
将 ｐＢＩＥｕＣＳＤ 转化根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４ 感受态细

胞，参照（周利建和赵艳玲，２０１２）叶盘法转化巨尾

桉，５０ ｍｇ·Ｌ⁃１ Ｃｅｆ，５ ｍｇ·Ｌ⁃１ Ｋａｎ，初步筛选转基

因桉树。
１．２．２ 转基因巨尾桉的 ＰＣＲ 检测　 ＣＴＡＢ 法提取转

基因桉树基因组 ＤＮＡ，引物 １：５′⁃ＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＣ⁃
ＣＧＴＴＧＣＣＧＴＣＣ⁃３′； 引 物 ２： ５′⁃ＴＴＡＧＣＣＴＴＧ⁃
ＣＡＧＡＣＣＡＡＴＡＡＴＡＣ⁃３′ 进行 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 基因的

ＰＣＲ 扩增。 以 ＣａＭＶ３５ｓ 启动子部分序列设计的

引 物 进 行 二 次 验 证， 引 物 ３： ５′⁃ＣＡＧＧＴＣ⁃
ＣＣＣＡＧＡＴＴＡＧ ＣＣＴＴ⁃３′，引物 ４：５′⁃ＣＧＴＧＴＴＣＴＣＴ⁃
ＣＣＡＡＡＴＧＡ⁃３′，ＰＣＲ 反应程序如下：预变性 ９４ ℃，
５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，６０ ℃ 退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸

９０ ｓ，３０ 个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，琼脂糖凝胶电

泳检测。
１．２．３ 转基因巨尾桉的抗寒能力实验 　 将转基因

组培苗－１３．１ ℃冰箱暗处理，逆境处理 ３．５ ｈ 观察

植株情况，直到 ５ ｈ，取出拍照后置于组培室进行

恢复培养， ３ ｄ 和 １００ ｄ 后观察植株生长状况。
１．２．４ ＮＢＴ 法检测 ＳＯＤ 酶活性 　 ＳＯＤ 酶活性测定

方法参照赵艳玲和周利建（２０１５）。 植物材料取盆

栽转基因巨尾桉植株叶片，测定的条件分别是 ２５
℃、４ ℃恒温气候箱中培养 ３６ ｈ 和 ４８ ｈ。

１．２．５ 实时定量 ＰＣＲ 技术分析转基因植株 ＥｕＣｕＺｎ⁃
ＳＯＤ１ 表达量 　 巨尾桉叶片总 ＲＮＡ 用 Ｔａｋａｒａ 公司

的 ＲＮＡ 提取试剂盒，利用 Ｔａｋａｒａ ＳＹＢＲ ＥｘＳｃｒｉｐｔ 试

剂和罗氏 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ 仪器，以桉树 ４ 个样本的

ｃＤＮＡ 为模板，内参基因为巨尾桉 １８Ｓ ｒＲＮＡ（１７１
ｂｐ）， 引 物 设 计 分 别 为 ＥｕＣＳＤＦ： ５′⁃ＧＧＡＡＡＴＧＴ⁃
ＣＡＣＴＧＴＴＧＧＴＧＣ⁃３′； ＥｕＣＳＤＲ： ５′⁃ＴＣＡＴＣＣＧＧＡＴ⁃
ＣＡＧＣＡＴＧＧＡＣ⁃３′； Ｅｕ１８ＳＦ： ５′⁃ＣＧＣＧＣＴＡＣＡＣＴＧＡＴ⁃
ＧＴＡＴＴＣ⁃３′； Ｅｕ１８ＳＲ： ５′⁃ＧＴＡＣＡＡＡＧＧＧＣＡＧＧＧ
ＡＣＧＴＡ⁃３′，反应程序为预变性 ９５ ℃，３０ ｓ；变性 ９５
℃，５ ｓ；退火 ６０ ℃，２０ ｓ，４０ 个循环，最后延伸 ６５ ℃，
１５ ｓ，每个反应包括 ３ 个重复。
１．２．６ 硫酸木质素含量测定 　 取巨尾桉转基因组

培苗全株做硫酸木质素含量测定，参照赵艳玲等

（２０１２）的方法。

２　 结果与分析

２．１ 转 ｐＢＩＥｕＣＳＤ 巨尾桉植株的获得

ｐＢＩＥｕＣＳＤ 植物的二元表达载体质粒通过

ＢａｍＨⅠ和 ＳａｃⅠ双酶切验证连接成功，农杆菌介导

的叶盘法转基因巨尾桉，图 １ 所示为整个转化过程

的部分图片，芽分化在培养基中培养 ６０ ｄ 后，不定

芽从愈伤组织中分化（图 １：Ａ），芽长至 ２ ｃｍ 移至生

根培养基中继续抗性筛选，抗 Ｋａｎ 的转基因巨尾桉

正常生长（图 １：Ｂ）并生根（图 １：Ｃ），经初步筛选共

得到 ４６ 株抗性植株。
２．２ ＰＣＲ 检测 ｐＢＩＥｕＣＳＤ 转基因巨尾桉

对初步筛选所得到的 ４６ 株转基因植株进行

ＰＣＲ 检测。 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ１ 克隆自巨尾桉，以该基

因作为阳性指标检测到 ３１ 株阳性植株，存在假阳

性问题。 以 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子上的部分序列为模

版设计引物，对得到的 ３１ 株检测阳性植株进行二

次 ＰＣＲ 验证，若为阳性植株应有约 ９００ ｂｐ 的目的

片段。 从图 ２ 可以看出，有 １０ 株转基因植株在

９００ ｂｐ 左右有条带，通过双 ＰＣＲ 验证，最终得到

ｐＢＩＥｕＣＳＤ 转基因巨尾桉阳性植株 １０ 棵。
２．３ ｐＢＩＥｕＣＳＤ 转基因巨尾桉抗寒性分析

通过不同的低温设置研究组培苗的最低耐受

温度， 经预实验得到－１３．１ ℃暗处理 ３．５ ｈ 后普通

３０１１ 期 赵艳玲等： 过表达 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 提高巨尾桉的耐寒性研究



组培苗萎蔫现象严重甚至死亡。 本实验将生长状

况相同的转基因阳性和阴性巨尾桉放置在同一组

培瓶中培养至生根，于－１３．１ ℃放置 ３．５ ｈ，观察发

现 ３６ 和 ４７ 号转基因植株有明显冻伤，停止低温处

理，其余的转基因阳性植株无萎蔫现象，重新放回

－１３．１ ℃放置 ５ ｈ，结果发现 ４９、５２、５３、５５、４４ 号转

基因阳性植株在冻害后表现为茎尖萎蔫，组培室

培养 ７２ ｈ 后植株茎上部 １ ／ ３ 处萎蔫。 ４０、４１ 和 ４２
号巨尾桉冻害后植株无明显冻伤，组培室培养 ７２
ｈ 后 ４０ 号植株无萎蔫现象，４１ 和 ４２ 号植株茎尖

有所萎蔫，不换瓶培养 １００ ｄ 后，４０ 和 ４１ 号巨尾

桉全株成活，而 ４２ 号植株底部叶片白化，重新发

芽，如图 ３ 所示。
表 １ 统计了冻害后转基因植株的恢复程度，经

－１３．１ ℃冻害实验的植株光照培养 １００ ｄ 后，转基

因阳性植株只有 ４７ 号全株白化死亡，对照植株有

４ 株完全死亡；底部叶片白化但重新发芽的转基因

植株有 ４ 株，阴性对照有 ７ 株；有 ５ 株转基因植株

完全没有白化现象，生长良好，但是完全存活的阴

性植株为 ０ 株，说明 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ１ 基因转入巨尾

桉后，确能增强植株的抗寒能力且低温处理后的

复壮能力强。
２．４ ｐＢＩＥｕＳＯＤ 阳性转基因植株 ＳＯＤ 酶活检测

参考刘奕清（２０１５）的方法，本研究在 ４ ℃ 气

候箱中对盆栽转基因巨尾桉植株低温胁迫处理，
测定 ＳＯＤ 酶活性。 从图 ４ 结果可以看出，通过组

培获得的盆栽苗的预试验发现在 ４８ ｈ 的冷胁迫过

程中，前 ３６ ｈ 低温胁迫下 ＳＯＤ 酶的比活力呈现出

下降趋势，３６ ｈ 左右 ＳＯＤ 酶比活力达到最低，之后

开始升高。
常温环境下，转基因植株的 ＳＯＤ 比活力最高

的是 ３６ 号植株，但是 ３６ 号植株的抗冻能力较差。
抗冻能力最强的 ４０ 和 ４１ 号植株常温下的 ＳＯＤ 比

活力和对照差异较小。 ４ ℃低温胁迫下，巨尾桉抗

冻能力较强的转基因植株 ４０ 对低温胁迫较敏感，
３６ ｈ 胁迫后 ＳＯＤ 比活力相比室温下的比活力降低

了 ３８％，４８ ｈ 比活力比 ３６ ｈ 的上升了 ２．１ 倍，对照

植株比活力分别是降低了 １１％和上升了 １．６ 倍。
从酶比活力的分析发现巨尾桉转基因植株的 ＳＯＤ
酶活性与抗冻能力的关联性不强。

２．５ ｑＰＣＲ 分析转基因植株的 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 表达量

综合抗寒性实验和酶活性测定的实验结果，
选取 ４ 株转基因巨尾桉进行实时定量 ＰＣＲ 分析，
包括酶活性最高但不耐冻的 ３６ 号植株，最耐冻且

酶活性对温度敏感的 ４０ 和 ４１ 号植株，酶活性较高

且较耐冻的 ５２ 号植株，以盆栽苗的叶片为研究对

象，选择 １８Ｓ ＲＮＡ 作为内参基因对所有样品进行

归一化处理，对不同样品之间的 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 基因

表达量进行比较如图 ５。 常温下耐寒能力强的

４０、４１ 和 ５２ 号转基因巨尾桉的 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 表达

量是对照植株的 ９ ～ １０ 倍，在 ４ ℃低温胁迫下 Ｅｕ⁃
ＣｕＺｎＳＯＤ 表达量具有先升高后降低的特点，在 ４
℃低温胁迫 ３６ ｈ 时抗冻能力较强的 ４０ 和 ４１ 号转

基因植株 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 的表达量分别升高到对照

的 １６ 倍和 ３６ 倍，较高的 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 的表达有利

于植株抵御冻害。
２．６ 转基因植株的硫酸木质素含量

将转基因植株组培苗的全株，包括根，茎，叶
一起磨粉，硫酸木质素的含量测定结果见图 ６，转
基因桉树的硫酸木质素含量除了 ４０ 号和对照相

比变化较小外，其它植株的木质素含量都降低了，
其中 ４１ 号转基因植株木质素含量比对照植株降

低了 ５６％。

３　 讨论与结论

桉树是重要的纸浆林木，在林业生产中有非

常明显的区域性。 目前，低温、盐碱、重金属等环

境因素严重限制了桉树人工林的推广及发展。
ＣｕＺｎＳＯＤ 与植物的抗逆性有着密切关 系。 对

ＣｕＺｎＳＯＤ 的转基因研究主要集中在耐盐、耐旱、耐
储存、耐冻等能力的研究。 研究发现克隆多抗花

生的 ＡｈＣｕＺｎＳＯＤ 基因，获得的转基因烟草的抗盐

和抗旱能力明显提高 （ Ｎｅｇｉ ｅｔ ａｌ， ２０１５）。 小麦

ＣｕＺｎＳＯＤ 基因 ＴａＳＯＤ１．１ 和 ＴａＳＯＤ１．２ 转化烟草，
转基因植株抵御盐胁迫能力增强 （张海娜等，
２００８）。 橡胶树中过表达细胞质 ＣｕＺｎＳＯＤ 基因，
获得耐旱的转基因橡胶树（ Ｌｅｃｌｅｒｃｑ ｅｔ ａｌ，２０１２）。
李子的胞质 ＣｕＺｎＳＯＤ 和 ＡＰＸ 转入李子组培苗后，
转基因李子的快繁能力增强 （Ｆａｉｚａ ｅｔ ａｌ，２０１３）。
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注： Ａ． 桉树叶片分化不定芽； Ｂ． Ｋａｎ 筛选不定芽； Ｃ． 巨尾桉不定芽正常生根。
Ｎｏｔｅ： Ａ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｂｕｄｓ； Ｂ． Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｋａｎ； Ｃ． Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｂｕｄ ｇｒｏｗ ｒｏｏｔ．

图 １　 农杆菌介导的叶盘转化法转基因巨尾桉生长图
Ｆｉｇ． １　 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｇｒａｎｄｉｓ × Ｅ． ｏｐｈｙｌｌａ

注： Ｍ． ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； 阴． 野生植株； １－５６． 转基因植株； 阳． ｐＢＩＥｕＣＳＤ 质粒。
Ｎｏｔｅ： Ｍ． ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； 阴． Ｗｉｌｄ ｐｌａｎｔ； １－５６． Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ； 阳． Ｖｅｃｔｏｒ ｐＢＩＥｕＣＳＤ．

图 ２　 转基因植株 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子序列 ＰＣＲ 检测图
Ｆｉｇ． ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｂｙ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｒｏｍ ＣａＭＶ３５Ｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

注： Ａ． －１３．１ ℃处理后， Ｂ． 处理后 ７２ ｈ ， Ｃ． 处理后 １００ ｄ。
Ｎｏｔｅ： Ａ． －１３．１ ℃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ３．５ ｈ； Ｂ． ７２ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ； Ｃ． １００ ｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

图 ３　 －１３．１ ℃ 处理 ｐＢＩＥｕＣＳＤ４０、４１、４２ 号转基因植株 ５ ｈ 观察图
Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ －１３．１ ℃ ５ ｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｐＢＩＥｕＣＳＤ ４０， ４１ ａｎｄ ４２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

５０１１ 期 赵艳玲等： 过表达 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 提高巨尾桉的耐寒性研究



表 １　 －１３．１ ℃暗处理 ｐＢＩＥｕＣＳＤ 转基因植株

３．５、５ ｈ 后 １００ ｄ 的存活情况
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＢＩＥｕＣＳＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｐｌａｎｔｓ １００ ｄ ａｆｔｅｒ －１３．１ ℃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ３．５ ｏｒ ５ ｈ

植株存活情况
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ

转基因植株编号
Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅ

对照
ＣＫ

全株白化死亡
Ｄｅａｄ

４７ ４

底部叶片白化，重新存活
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

３６、４２、４４、５２ ７

整株无白化叶片，全株活
Ｓｕｒｖｉｖａｌ

４０、４１、４９、５３、５５ —

图 ４　 转基因植株 ４ ℃低温胁迫下的 ＳＯＤ 酶比活力
Ｆｉｇ． ４　 ＳＯＤ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ４ ℃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＣｕＺｎＳＯＤ 基因和 ＣＡＴ１ 在木薯中过表达，木薯的采

后生理恶化现象最少延迟 １０ ｄ（Ｘｕ ｅｔ ａｌ，２０１３）。
实验证明，将叶绿体 ＣｕＺｎＳＯＤ 和 ＡＰＸ 基因转入的

甘薯具有较高的耐旱性且旱后恢复速度较快（ Ｌｕ
ｅｔ ａｌ，２０１０），在盐胁迫下 ＣｕＺｎＳＯＤ 相比对照植株

表达量增加了 １３．３ 倍，可耐受 １００ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＮａＣｌ
（Ｙａｎ ｅｔ ａｌ，２０１６），耐寒能力和耐受 ＳＯ２的能力也

有所增强（Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ，２０１５）。 西伯利亚蓼铜伴侣蛋

白基因（ＰｓＡＴＸ）和 ＣｕＺｎＳＯＤ 共转化的烟草耐盐，
且比转单价基因植株具有更强的耐 ＮａＣｌ 能力（马
静等，２０１５）。 本文的研究目标是通过 ＣｕＺｎＳＯＤ
的过表达提高巨尾桉的抗寒能力，同时 ＣｕＺｎＳＯＤ
的过表达可能也会增强巨尾桉对其它逆境环境的

图 ５　 ｑＰＣＲ 分析转基因植株 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 表达量
Ｆｉｇ． ５　 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ

ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

图 ６　 转基因植株硫酸木质素含量
Ｆｉｇ． ６　 Ｋｌａｓｏｎ ｌｉｇｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔ

耐受能力，这方面的工作需要进一步的实验确定。
通过实时定量 ＰＣＲ 技术，可以研究 ＣｕＺｎＳＯＤ

基因的表达量与低温生理响应的关系。 ｑＰＣＲ 结

果表明，虽然 ３６ 号植株的 ＳＯＤ 酶活性很高，但是

ＣｕＺｎＳＯＤ 的表达量很低。 抗寒能力较强的 ４０、４１
和 ５２ 号植株的 ＣｕＺｎＳＯＤ 表达量较大，意味着

ＣｕＺｎＳＯＤ 的过表达与转基因巨尾桉的抗寒能力正

相关。 转基因 ４０ 和 ４１ 号冻害后的恢复能力较强，
而 ３６ 和 ５２ 号植株出现了寒害后白化并重生的现

象，从 ４８ ｈ 内的 ｑＰＣＲ 数据不能得出 ＣｕＺｎＳＯＤ 表

达量大与恢复能力有关，在组培苗－１３．１ ℃冻害实

６０１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



验后的观察数据中，７２ ｈ 的观察数据与最终的 １００
ｄ 的成活程度也是不同的，说明 ＣｕＺｎＳＯＤ 的表达

量与低温胁迫后的恢复能力可能需要更长时间的

跟踪监测数据。
通过硫酸木质素含量的分析，发现过表达细

胞质 ＥｕＣｕＺｎＳＯＤ 基因没有导致木质素含量的升

高，除了抗寒能力强的 ４０ 号植株的木质素含量与

对照差别较小外，其他转基因植株的木质素含量

都降低了，尤其是 ４１ 号巨尾桉的组培苗整株的硫

酸木质素含量只有 ６．２％，这与拟南芥（Ｇｉｌｌ ｅｔ ａｌ，
２０１０）中大量表达 ＣｕＺｎＳＯＤ 增加木质化的研究结

果差异较大，具体原因还有待进一步的研究确定。
通过对巨尾桉 ＣｕＺｎＳＯＤ 功能的研究，筛选得到了

抗寒且低木质素的转基因巨尾桉，获得既速生优

质又多抗的桉树新品系，使桉树在冷凉的温带地

区以及多种复杂逆境环境中的推广种植成为

可能。
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《广西植物》最新影响因子及总被引频次

据中国科学技术信息研究所 ２０１７ 年版《中国科技期刊引证报告》（核心版）最新统计，本刊

核心影响因子为 ０．６４７（增幅 ２５．４％），核心总被引频次为 １１４６（增幅 ６．８％），在 １２ 种植物学类期

刊中综合排名第 ７。 另据中国知网（ＣＮＫＩ）２０１７ 版《中国学术期刊影响因子年报》最新统计，本刊

复合影响因子为 １．０（增幅 ３４．４％），总被引频次为 ２７９２（增幅 ８．４％），影响力指数（ＣＩ）学科排名

提升了 ７ 位。

《广西植物》编辑部

２０１８ 年 １ 月 ２６ 日
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