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摘( 要：2HI# 转录激活因子是一类存在于拟南芥中受低温诱导的反式作用因子，能有效提高植物
抗低温、抗干旱的能力。因此以拟南芥叶片为材料，通过 S2T方法成功地克隆 2HI# 转录因子基因，并
将其连接到植物表达载体 QHU#*# 上，通过农杆菌介导法转化杂交狼尾草叶片，成功获得转基因再生
植株。
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( ( 低温是限制植物地理分布及生物产量的重要因
素，也是危害农业生产的主要自然灾害之一；干旱则是

限制牧草生长的最重要因素。近年来，随着植物生理、

细胞和分子生物学理论及方法的日益完善，植物冷驯

化和抗寒，抗旱分子机理的研究取得了显著进展。

拟南芥抗冻转录激活因子基因 2HI 家族在近几
年被深入研究，很多研究证明，它能明显地提高植物的

脯氨酸含量和耐低温能力［# W !］。2HI 基因家族包括
2HI#、2HI*、2HI! 和 2HIG G 个基因［G W J］。

>;%?X6/49. 等在研究拟南芥低温驯化期间如何调
节 2BT（?%&A .94-&0;9A）基因表达的分子机理时，分离
鉴定了一种编码转录因子的 ?Y)L，这种转录因子含
有 LS* Z @T@HS 的 Y)L 结合域，能识别 2BT 基因中
的 2TK Z YT@元件并与之结合，故命名为 2HI#（2TK Z
YT@ [6/A6/4 10?;%. #），即 2TK Z YT@ 结合因子［D］。随
后，2HI# 转录激活因子受到广泛而深入的研究，经实
验证明该因子能特异 地 与 2TK Z YT@（ 2C.9Q90;
A93<A.0;6%/C.9:Q%/:689 9&9N9/;）Y)L 调控元件结合，激
活启动子中具有这一调控元件的冷诱导和（或）脱水

诱导基因的表达，从而引起植物体内的多种生理生化

变化，并产生一定的抗寒和抗旱能力。

自发现 2HI# 基因以来，国内外研究机构已有很

多关于利用导入该转录因子来提高植物的抗性成功的

报道。现在，2HI# 基因已在水稻、小麦、胡杨等植物
中成功表达［+ W M］，但在牧草植物上的应用还有待探讨。

因此，以拟南芥叶片为材料，通过 S2T方法对其 ?Y)L
扩增，成功地克隆了 2HI# 转录因子基因，并将其插入
到植物表达载体 QHU#*# 上，构建了超表达 2HI# 基因
的表达载体 QHUC2HI，再通过农杆菌介导法转化杂交
狼尾草的叶片，获得转化植株，为下一步改良牧草植物

抗性奠定基础。

#( 材料与方法

#’ #( 材料
植物材料拟南芥（ L.0[6A%Q:6:）为哥伦比亚野

生型。

杂交狼尾草来源于重庆大学生物工程学院在重庆

地区选育的品种。

大肠杆菌 Y\D!菌株（博大泰克公司）。
农杆菌 ]HLGG"G 菌株由北京市农林科学院生物

中心李瑞芬博士提供。

克隆载体 Q@^_CK( @0:<购自 S.%N940 公司。
真核表达载体 SHU#*# 由中国农业大学陈叶苗博

士提供。
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!" #$ 方法
!" #" !$ 引物设计
根据拟南芥 %&’! 基因序列设计一对引物，其序

列分别为：

上游引物（ ()*’!），+,-.% /%/0.0 ./0%/%/.0/-
%00/.00%/%-1,；
下游引物（()*2!），+,-%..0/%%%/0/%.00/0//-

0./00%/%%-1,。
阴影部分分别为限制性内切酶 3)4!和 &456!

酶切位点。

!" #" #$ 表达载体的构建
!）以拟南芥低温胁迫 (780为模板，用引物 ’! 和

2! 进行扩增，回收 9%2 产物，连接 :;7-!</ 载体，转
化大肠杆菌 76+，阳性克隆鉴定，摇菌，提取质粒，该
质粒命名为 :;7%&’。

#）酶切质粒 :;7%&’和表达载体 9&=!#!。酶切的
反 应 体 系 为：:; < ">，3)4= ! ">， &456= ! ">，
!?@&A**BC D # ">，EE6#F < ">，1G H保温 I J，回收目的
片段。

1）将酶切的目的基因片段和载体片段进行连接，连
接 的 反 应 体 系 为：9&=!#! 1 ">， %&’! K ">，
!?@&A**BC # ">，LMN4OB ! ">，EE6#F + ">，!I H保温!I J，
连接产物在 P #? H保存或用于转化。
!" #" 1$ 农杆菌感受态的制备

!）挑取根癌农杆菌单菌落于 1 5> 的含利福平
+? "N Q 5>的 RS&液体培养基，#< H振荡培养过夜。

#）取过夜培养菌液 +?? ">接种于 +? 5> RS&（含
相应抗生素）液体培养基中，#< H振荡培养至 F7I??
为 ?" +。

1）+ ??? C Q 5MT，离心 + 5MT。
U）加 !? 5> ?" !+ 55VL Q > 84%L悬浮农杆菌细胞，

+ ??? C Q 5MT，离心 + 5MT。
+）! 5> 预冷的 #? 55VL Q > %4%L#悬浮细胞，冰浴，

#U J内使用，或分装成每管 #?? ">，液氮中速冻! 5MT，
置 P G? H保存备用。
!" #" U$ 农杆菌转化及鉴定

!）取 #?? ">感受态细胞，加入 ! "N 构建好的质
粒 780，液氮中速冻 ! 5MT，1G H水浴 + 5MT，然后加入
! 5> RS&培养基，#< H慢速振荡培养 U J。

#）! ??? C Q 5MT 离心 1? O，弃上清，加入 ?" ! 5>
RS&培养基重新悬浮细胞，涂布于含有 !?? "N Q 5> 卡
那和 +? "N Q 5> 利福平的 RS& 平板上，#< H培养约
U< J。挑取平板上长出的单菌落，接种于 RS& 液体培
养液（含有 !?? "N Q 5> DT4和 +? "N Q 5> 2M*）中，#< H
振荡培养过夜。

1）小量提取质粒 780，以质粒 780 为模板进行
9%2 扩增鉴定。阳性质粒命名为 9&=%&’，并将其
测序。

!" #" +$ 杂交狼尾草的转化
!）将含有植物表达载体的 >&0UU?U 农杆菌接种于

RS&液体培养液（含有 !?? "N Q 5> D4T 和 +? "N Q 5>
2M*）中，#< H振荡培养至 F7I??为 ?" I W?" <。

#）! ??? C Q 5MT，室温离心 !? 5MT，用 ;X 盐溶液
（:6G" ?）重新悬浮菌体，使用时采用 ;X 盐溶液稀释
至原体积的 #? W +? 倍。

1）无菌的杂交狼尾草嫩叶以横向切成 # 55 宽的
小条。

U）切好的外植体在农杆菌菌液中浸泡 !? 5MT。
+）用无菌滤纸吸干植物材料表面的菌液，转入上
铺一层滤纸的 ;X基本培养基，#< H暗培养。

I）1 E后，将材料转到含有抗生素的分化培养基
中进行培养。

G）抗性芽生长至 # W 1 (5高时转入生根培养基中
诱导生根。

!" #" I$ 杂交狼尾草基因组 780的少量提取（%/0&法）
!）取 1 片小叶，放入液氮致冷、研磨。
#）加入 I+ H的 # Y %/0&（#Z %/0&，# 5VL Q >

/CMO" 6%L，?" + 5VL Q > S7/0，+ 5VL Q > 84%L）提取液
K?? ">。

1）I+ H水浴 !+ W #? 5MT。
U）冷却后加入 +?? "> 氯仿，异戊醇（#U [ !），

I ??? W < ??? C Q 5MT下离心 !? 5MT。
+）取上清液，重复 U）步。
I）取上清液，加入 ! Q !? 体积的 1;醋酸钠和等体
积的异丙醇，摇匀至出现絮状沉淀。

G）!# ??? C Q 5MT下离心 + 5MT，倒掉上清液。
<）G?Z乙醇洗涤 780 沉淀，干燥后溶于适量 /S
或水中。

K）取少许 780，琼脂糖凝胶上检查其质量并进行
780量的标定，其余 780样品保存在 P #? H备用。
!" #" G$ 转基因植株的 9%2检测
用 %&’基因引物（()*’ 和 ()*2）对转基因再生植

株进行 9%2扩增，琼脂糖凝胶电泳检测是否扩增出了
%&’! 转录因子基因片段。

#$ 结果与分析

#" !$ %&’! 基因的克隆及序列分析
自拟南芥低温胁迫的 (780 中扩增出 ! 个 IIU):

的片段（图 !），对该基因进行序列测定，将该序列与
.BT&4T\登录的基因序列进行 708;08 序列比较分
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析。结果显示：同源性可达 !""#，说明成功克隆出
$%&! 基因。

’(：阴性对照；!，)：
基因片段；*：*+,(-, ./)"""
图 !0 $%&! 基因的 1$2扩增

)3 )0 表达载体的构建
表达载体的构建关键在于将 $%&! 基因的完整阅

读框正确地插入到表达载体 1%4!)! 相应位点，整个载
体构建的过程如图 )。

图 )0 $%&! 基因表达载体的构建流程
)3 50 重组载体的鉴定
筛选出阳性克隆后，提取质粒 .67，进行 1$2 及

酶切鉴定，均可以得到目的条带（如图 5），进一步测序
证明整个阅读框没有发生移码突变。说明载体构建

成功。

)3 80 再生植株的获得
用农杆菌浸染的杂交狼尾草叶转至培养基（9: ;

<)9=883 5> ? @ / ; A,BCDE- )FF G? @ / ; )，8H. !3 " G? @ / ;
<I "3 ) G? @ / ; !"" G? @ / <+E ; >" G? @ /7GA）进行黑
暗培养，约两周以后即可看到愈伤组织产生，抗性愈伤

!：1$2扩增 A%4$%&；)：双酶切 1%46:J；*：.67分子量标准
图 50 重组表达载体 A%4$%&的鉴定

组织经胚状体直接分化出抗性芽。抗性芽生长至) K
5 ’G时，转到生根培养基（*9 ; !"" G? @ / <+E ;
>" G? @ /7GA）中诱导生根，约两周后即可生出细嫩小
根，逐渐成苗。

)3 >0 转基因植株的 1$2检测
以再生杂交狼尾草基因组 .67 为模板，用引物

’LM&和 ’LM2进行 1$2检测，扩增 $%&! 基因片段。发
现所选的植株的 .67中都能扩出目的条带（如图 8），
从而初步确定它们为转基因阳性植株。

"：阴性对照；!，)，5：转化植株；8：阳性对照；*：.67分子量标准
图 80 转基因杂交狼尾草植株的 1$2鉴定

50 结0 语

低温和干旱是限制和危害中国农林生产的重要因

素，而拟南芥抗冻转录激活因子基因 $%& 家族在近几
年研究中被证明能明显地提高植物的脯氨酸含量和耐

低温能力，并且已在小麦、水稻等农作物中得到成功的

应用。笔者构建了 $%&! 转录激活因子基因的超表达
载体，并通过农杆菌介导法将其导入了杂交狼尾草，经

1$2 检测显示目的基因已经整合到再生植株的基因
组中，并成功获得了转基因再生植株。目前，关于

$%&! 转录激活因子是否在再生植株中具有功能效应
的深入研究正在进行之中。
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