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摘  要：分析了沙冬青（Ammopiptanthus mongolicus）锌指蛋白基因 AmZFPG 在非生物胁迫下的表达

特性，结果显示 AmZFPG 受低温、干旱、高盐胁迫诱导表达，表明该蛋白参与多种胁迫相关的信号转导

和应答反应。为进一步探索 AmZFPG 的功能，构建了真核表达载体 AmZFPG-pCAMBIA2300，将该基因

转入烟草（Nicotiana tabacum L.），对转基因烟草 T1 代进行非生物胁迫分析，结果显示，转基因烟草的耐

寒性、耐旱性、耐盐性均获得了提高。  
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Overexpression of a Zinc-finger Protein Gene AmZFPG from Ammopiptanthus 
mongolicus Confers Tolerance to Cold ， Drought and Salt Stress in 
Transgenic Tobacco  
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Abstract：The characterization of a novel gene designated AmZFPG from Ammopiptanthus 

mongolicus was described here. AmZFPG encodes a zinc-finger protein that is induced after different types 

of stresses，namely cold，desiccation，and salt. Overexpression of the gene in transgenic tobacco conferred 

tolerance to cold，dehydration，and salt stress at the seed-germination/seedling stage as reflected by the 

percentage of germination，the fresh weight of seedlings，and their growth pattern. Thus，AmZFPG seems 

to be an important determinant of stress response. 
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锌指蛋白（Zinc Finger Protein）是普遍存在于真核生物中的转录因子之一，最初在非洲爪蟾的

卵母细胞中发现，后续研究表明其参与细胞的分化、增殖、凋亡等多种重要生命活动（Miller et al.， 
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1985；Lee et al.，1989）。有关植物锌指蛋白基因的研究，多以拟南芥、水稻等模式植物为材料，而

以强抗逆植物及观赏植物为研究对象的报道甚少（Saad et al.，2010）。 

沙冬青（Ammopiptanthus mongolicus）作为古老第三纪残遗种（Wei et al.，2012），是中国北方

荒漠地区唯一的常绿阔叶灌木，具有很强的抗逆性，因此被认为是一种理想的抗逆基因资源植物（Liu 

et al.，2005，2006；Cao et al.，2009；Guo et al.，2010；Liu et al.，2010；刘瑞玲 等，2010；师静 等，

2012；Song et al.，2013）。此外，沙冬青树形优美，四季常绿，叶片肥厚，开花早，花期长，花冠

金黄色，是中国西北地区重要的造林树种和园林绿化观赏树种，是极具开发价值的城市街道、庭院

绿化美化的上佳树种（李慧卿 等，2000；李昌龙 等，2004；韩善华 等，2005；王华 等，2007）。 

史军娜等（2011）已从沙冬青中克隆得到锌指蛋白基因 AmZFPG 全长 cDNA 序列，并对该基因

进行了生物信息学分析。本试验在此基础上，利用 real-time PCR 检测了该基因在低温、干旱、盐胁

迫下的表达特性，构建真核表达载体并成功将 AmZFPG 基因转入烟草中，进而就转基因烟草对低温、

干旱、盐胁迫的耐性做了测定，以期揭示该基因用于转基因提高林木、花卉对非生物胁迫耐受性的

可能性。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料与逆境胁迫条件 

沙冬青的种子采自内蒙古阿拉善荒漠地区，2010 年 10 月获得种子并在北京林业大学林木细胞

工程研究室实验室播种。种子播种于前一天浇透水的珍珠岩基质中，播种后每 3 d 浇水 1 次（干旱

处理除外），室温（24 ℃，16 h 光照/8 h 黑暗）培养 12 d，真叶初露时开始进行胁迫处理。低温处

理条件设置为 4 ℃，分别取处理 0、1、2、4、8 和 16 d 的幼苗叶片。干旱处理：播种之前浇水后再

不浇水，12 d 后开始计时取样，分别取处理 0、1、2、4、8 和 16 d 的幼苗叶片。盐处理：用浓度为

1%的 NaCl 溶液浇灌 12 d 大小的沙冬青幼苗，分别按时间取样，取处理 0、1、2、4、8 和 16 d 的幼

苗叶片，取样后立即储存于–80 ℃备用。 

1.2  总 RNA 的提取和反转录反应 

沙冬青及烟草 RNA 的提取方法按照 Biomiga RNA 提取试剂盒使用说明进行，提取后的 RNA

经过电泳检测，完整性较好，之后进行 DNA 消化，反应过程按照 promega RQ1 RNase-Free DNase

使用说明进行，然后根据 promega M-MLV Reverse Transcriptase 说明书进行反转录。 

1.3  AmSTZF 的 real-time PCR 反应体系 

将不同样品的 RNA 反转录产物稀释 20 倍，作为 real-time PCR 的模板。操作过程按照 TaRaKa 

SYBR Premix Ex TaqTM 试剂盒使用说明完成。反应体系为 25 μL，其中 2 μL 的模板、0.5 μL 正负向

引物（10 μmol · L-1）、12.5 μL SYBR Premix Ex TaqTM（2×）、灭菌蒸馏水 9.5 μL。qPCR 以沙冬青 Actin

为内参（Shi et al.，2012），数据处理按照内参的 ΔCT 法分析。每个样品设 3 个重复。 

基因引物 ZFPGR5：5′-CACGGAAGTGGATGTTGGCTTGG-3′；ZFPGR3：5′-CTCCTTGGCATTGG 

ATGCTGACC-3′。内参引物 Acn5：5′-ACCTTGCTGGCCGTGATTTAACG-3′；Acn3：5′-ATAGTGGACC 

CACCACTAAGCACG-3′。 

1.4  目标基因转化烟草 

利用 Primer 5.0 软件设计 1 对特异性引物 5′-TAGGATCCGGATGTGTGCCAAAATGTATCAG 
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TT-3′（含 BamHⅠ酶切位点）和 5′-TACTGCAGTAGTGCTGACTGGGAATGGAAGATA-3′（含 PstⅠ

酶切位点）扩增 AmZFPG 的开放阅读框，连接 pMD18-T 后用 BamHⅠ和 PstⅠ双酶切，同时双酶切

载体 pCAMBIA2300，然后用 T4 DNA 连接酶连接获得融合载体 AmZFPG-2300。用农杆菌介导的叶

盘浸染法将融合载体 AmZFPG-2300 转化到野生型烟草中（Anoop & Gupta，2003）。用含 200 mg · L-1

羧苄青霉素和 150 mg · L-1 卡那霉素的分化培养基（MS + 2 mg · L-1 6-BA + 0.5 mg · L-1 NAA）分化转

基因植株 21 d，然后转移到含 200 mg · L-1羧苄青霉素和 150 mg · L-1卡那霉素的生根培养基（1/2 MS）

诱导生根。 

1.5  转基因烟草的分子鉴定 

用 CTAB 法提取长势较好的 T0 代转基因烟草叶片 DNA，以其为模板进行 PCR，筛选阳性植

株，引物如 1.4。 

温室培养（24 ℃，16 h 光照/8 h 黑暗）T0 代转基因烟草，获得 T1 种子。种子经添加 200 mg · L-1

卡纳霉素的 MS 培养基筛选，获得 T1 代转基因烟草。T1 代转基因烟草 RNA 的提取及反转录按照

1.2 进行，然后以稀释 20 倍的 cDNA 为模板进行 PCR，以烟草的 NtActin 为内参，AmZFPG 基因引

物如 1.3。 

1.6  转基因烟草的抗性分析 

1.6.1  抗寒性 

野生型及转基因烟草 T1 代种子消毒后，播种到 MS 培养基上。两周后，选长势较好的烟草转

移到基质（蛭石︰营养土︰珍珠岩 = 2︰2︰1）中培养（24 ℃，16 h 光照/8 h 黑暗）。两个月后，选

长势一致的野生型及转基因烟草 T1 代盆栽苗，放于–20 ℃的冰箱中持续胁迫 90 min，之后恢复正

常生长条件，1 周后拍照，测鲜样质量和干样质量，并与胁迫前比较（Saad et al.，2010）。 

1.6.2  抗旱性 

野生型及转基因烟草 T1 代种子消毒后，播种于甘露醇（导使植物细胞失水，模拟干旱）浓度

为 0.15 mol · L-1 的 MS 培养基上，培养（24 ℃，16 h 光照/8 h 黑暗）2 周后测种子的发芽率，同时

将相同株系的种子播种于不含甘露醇的 MS 培养基作对照。 

按照 1.6.1 的方法获得野生型及转基因烟草 T1 代盆栽苗，两个月后选长势一致的野生型及转基

因烟草，浇灌浓度为 15%的 PEG6000 溶液（模拟干旱）1 次，3 d 后改浇灌 20%的 PEG6000，每天

观察，待野生型及转基因烟草出现明显性状差别后，拍照并比较根长。 

1.6.3  抗盐性 

野生型及转基因烟草 T1 代种子消毒后，播种于 NaCl 浓度为 0.2 mol · L-1 的 MS 培养基上，培

养（24℃，16 光照 h/8 h 黑暗）6 周后测种子的发芽率，同样将相同株系的种子播种于不含 NaCl 的

MS 培养基作对照。 

按照 1.6.1 的方法获得野生型及转基因烟草，两个月后选长势一致的野生型及转基因烟草 T1 代

盆栽苗，进行 NaCl 浇灌处理，第 1 次用浓度为 0.05 mol · L-1 的 NaCl 溶液浇灌，随后依次用 0.1、

0.2 和 0.3 mol · L-1 的 NaCl 溶液浇灌，接着保持每 3 d 浇灌 1 次 0.3 mol · L-1 的 NaCl 溶液。每天观察

烟草的长势变化，待转基因烟草和野生型烟草的表型发生明显差异时拍照并比较根长。 

另外，选择野生型及转基因烟草 T1 代长势一致的盆栽苗，选取位置一致、大小一致的叶片，

打直径为 5 mm 的叶圆片，浸泡在浓度为 0.4 mol · L-1 的 NaCl 溶液中，同时将同等数量的叶圆片浸

泡在同等体积的蒸馏水中作对照，96 h 后观察叶圆片的变化，拍照，并用丙酮提取法（Saad et al.，

2010）抽提叶绿素，测其含量。 
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2  结果与分析 

2.1  非生物胁迫下沙冬青叶片中 AmZFPG 的表达特性 

用 real-time PCR 检测 AmZFPG 在低温、干旱、高盐胁迫下的表达特性（图 1）。 

在 4 ℃胁迫下，AmZFPG 的表达量在胁迫 2 d 时达到最大值，将近是对照沙冬青叶片中的 5 倍，

之后随着胁迫时间的延长开始逐渐下降（图 1，A）。 

在干旱胁迫下，该基因的表达量在胁迫后 2 d 达到最大，将近是对照的 6 倍，随后下降，但相

对比较缓慢，至胁迫 8 d，其表达量仍然保持在对照的 4 倍左右（图 1，B），但在干旱处理 16 d 后

植株基本死亡，很难提取 RNA。 

在盐胁迫下，AmZFPG 的表达量在 4 d 时达到最大，是对照的 2 倍多，随后下降，甚至低于对

照的表达量（图 1，C）。以上结果表明，AmZFPG 的表达受低温、干旱、高盐诱导，初步推断该基

因参与了沙冬青对低温、干旱、高盐胁迫的防御反应。 

 

 

图 1  低温（A）、干旱（B）、盐（C）胁迫下 AmZFPG 在沙冬青叶片中的表达特性 

Fig. 1  Expression patterns of AmZFPG in leaves of Ammopiptanthus mongolicus seedlings after cold（A）， 

drought（B）and salt（C）stresses were revealed by real-time PCR 

 

2.2  转 AmZFPG 基因烟草株系的筛选 

以候选转 AmZFPG 基因烟草 T0 代植株的基因组 DNA 为模板，通过 PCR 法筛选阳性植株。共

筛选出 10 个转基因烟草株系，在约 670 bp 处稳定扩增出与目的基因大小一致的特异性条带（图 2），

表明 AmZFPG 已整合到烟草基因组中。 

提取野生型及候选转基因烟草 T1 代植株的 RNA，反转录后以 cDNA 为模板 PCR，扩增产物经

琼脂糖凝胶电泳分离检测，图 3 显示了其中 3 个稳定表达株系的扩增结果。在烟草内参基因稳定表

达的情况下，野生型烟草没有扩增出 AmZFPG 基因，而 3 个转基因株系都扩增出了该基因，因此在

转录上水平上证明了 3 个转基因烟草株系都表达了该基因。 
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图 2  T0 代转基因烟草基因组 DNA PCR 扩增结果 

M：DNA marker（DL15000）；1 ~ 10：候选转基因植株；+：重组质粒。 

Fig. 2  PCR amplification of transgenic plant（T0 progenies）genomic DNA with primers from AmZFPG gene 

M：DNA marker（DL15000）；1–10：Candidate transgenic plants；+：Recombination plasmid. 

 

图 3  T1 代转基因植株的反转录 PCR 扩增结果 

WT：野生型烟草；T5、T7、T8：转基因烟草 3 个株系。 

Fig. 3  Expression of AmZFPG gene in transgenic tobacco plants（T1 progenies） 

were revealed by reverse transcription PCR 

WT：Untransformed plant（control）；T5，T7，T8：Three lines of candidate transgenic plants.  

 

2.3  转基因烟草非生物胁迫抗性 

2.3.1  抗寒性分析 

两个月大小的盆栽苗经–20 ℃低温处理 90 min，室温恢复 1 周后，转基因烟草两个株系的长势

没有明显变化，只有个别组织受损，而野生型烟草处理后，植株整体损伤严重（图 4，A）。同时发

现，在处理前较为一致的情况下，处理后转基因烟草两个株系的鲜质量是野生型烟草的 2 倍之多（图

5，A）；干物质积累量也显著高于野生型（图 5，B）。 

2.3.2  抗旱性分析 

烟草种子在添加 0.15 mol · L-1 甘露醇（模拟干旱）的 MS 培养基上培养 2 周后，野生型烟草的

发芽率低于 20%，而转基因烟草 3 个株系的发芽率都在 80%以上；在不加甘露醇（对照）的 MS 培

养基上二者的发芽率都在 90%以上（图 4，B；图 6）。说明 AmZFPG 有助于转基因烟草种子抵抗干

旱胁迫。 

用 15%的 PEG6000 浇灌（模拟干旱）两个月大小的野生型及转基因烟草 T1 代盆栽苗，二者较

处理前没有出现明显差异，3 d 后改浇灌浓度为 20%的 PEG6000 溶液，浇灌 2 d 后二者出现明显差

异（图 4，C），转基因烟草盆栽苗较处理前没有明显变化，植株挺立，叶片舒展，而野生型烟草植

株倒伏，叶片萎蔫。比较二者的根长（图 4，D），虽然转基因各株系之间存在一定差异，但总体比

野生型烟草根系发达，推测转基因烟草通过发展根系提高耐旱性。 
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图 4  低温、干旱胁迫后 T1 代烟草表型 

A：–20 ℃处理幼苗；B：甘露醇（模拟干旱）胁迫种子；C，D：PEG 溶液浇灌（模拟干旱）胁迫幼苗。 

Fig. 4  The phenotype of T1 progenies tobacco lines after cold and drought stresses 

A：Seedlings treated with–20 ℃；B：Mannitol（simulated drought）stress on seeds； 

C and D：Seedlings irrigated with PEG solution（simulated drought）. 
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图 5  低温胁迫后 T1 代烟草鲜样（A）及干样（B）质量变化 

Fig. 5  The change of fresh weight（A）and dry weight（B）of T1 progenies tobacco seedlings after cold stress 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  干旱胁迫后 T1 代烟草发芽率 

Fig. 6  The germination percentage of T1 progenies tobacco lines after drought stress 

 

2.3.3  抗盐性分析 

烟草种子在添加 0.2 mol · L-1NaCl 的 MS 培养基上培养 6 周后，野生型烟草的发芽率低于 10%，

而 3 个转基因烟草株系发芽率都显著高于野生型，其中 T7 株系的发芽率最高，接近 70%。而对照，

即不含 NaCl 的 MS 培养基上二者的发芽率都在 90%以上（图 7，A；图 8，A），说明 AmZFPG 有助

于转基因烟草种子抵抗盐胁迫。 

两个月大小的野生型及转基因烟草 T1 代盆栽苗，经浓度为 0.05、0.1 和 0.2 mol · L-1 的 NaCl 溶

液依次浇灌 1 次，0.3 mol · L-1 的 NaCl 溶液浇灌 2 次后，转基因烟草盆栽苗较处理前没有明显变化，

植株挺立，叶片舒展，而野生型烟草的生命力则显著下降，植株倒伏，叶片萎蔫（图 7，B）。比较

二者根长，虽然转基因烟草各株系间存在一定差异，但总体比野生型烟草根系发达（图 7，C），推

测转基因烟草通过发展根系提高耐盐性。 

野生型和转基因烟草 T1 代的叶圆片在 0.4 mol · L-1 的 NaCl 溶液中浸泡 96 h，野生型烟草叶片

失绿严重，叶片呈白色，而转基因烟草虽然 3 个株系之间存在一定差异，但叶片总体呈淡绿色。对

照，即用蒸馏水浸泡的叶圆片，无论野生型烟草还是转基因烟草，基本没有失绿（图 7，D）。定量

分析发现，对照叶圆片的残留叶绿素含量均约为 0.8 mg · g-1，而经过盐胁迫后，野生型烟草叶圆片

的残留叶绿素含量大幅下降至 0.2 mg · g-1，3 个转基因烟草株系叶圆片的残留叶绿素含量虽然有所

下降，但是降幅明显小于野生型烟草（图 8，B）。 
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图 7  盐胁迫后 T1 代烟草表型 

A：NaCl 胁迫种子；B、C：NaCl 溶液浇灌幼苗；D：NaCl 溶液胁迫叶片。 

Fig. 7  The phenotype of T1 progenies tobacco lines after salt stress 

A：NaCl stress on seeds；B and C：Seedlings irrigated with NaCl solution；D：Leaf disks soaked in NaCl solution. 
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图 8  盐胁迫后 T1 代烟草种子发芽率（A）和叶片叶绿素含量（B） 

Fig. 8  The germination percentage（A）and chlorophyll retention（B）of T1 

progenies tobacco lines after salt stress 

3  讨论 

多种环境因子能够诱导锌指蛋白的表达。Kim 等（2001）从大豆中克隆得到一个 C2H2 型锌指

蛋白基因 SCOF-1，该基因受低温和 ABA 诱导表达；ugano 等（2003）的研究表明，矮牵牛锌指蛋

白基因 ZPT2-3 的表达受低温、干旱、重金属、机械损伤等诱导；Wang 等（2008）研究了胡杨锌指

蛋白基因 PSTZ，该基因受干旱胁迫和高盐胁迫诱导表达；在菠萝上也有类似报道（杨祥燕 等，2009）。

与前人研究类似，本研究结果显示，沙冬青 AmZFPG 受多种非生物胁迫诱导表达，包括低温、干旱、

高盐胁迫，说明 AmZFPG 可能在多种信号转导过程中充当重要角色，初步推断该基因参与了沙冬青

抵抗非生物胁迫的防御反应。其中，AmZFPG 受低温和干旱胁迫诱导表达较高盐胁迫更敏感，这可

能与该植物长期生存的环境条件即常年干旱缺水，冬季寒冷有关。此外，吴学闯等（2010）还发现

大豆中一个锌指蛋白基因 GmRZFP1 的表达不仅受低温、干旱、高盐胁迫诱导，还受乙烯的诱导表

达，表明锌指蛋白不仅参与非生物胁迫应答反应，在生物胁迫的防御反应过程中也起重要作用，因

为乙烯信号途径是生物胁迫应答过程中的重要信号转导途径（王贤智 等，2007）。因此，推测同为

豆科植物的沙冬青，其锌指蛋白可能也会参与植物对生物胁迫的防御反应。 

已有的研究证明，在模式植物中表达锌指蛋白基因能增强其抵抗逆境胁迫的能力。Kim 等（2001）

从大豆中克隆得到一个锌指蛋白基因 SCOF-1，该基因在拟南芥和烟草中过表达使二者的抗寒性明

显提高，Wang 等（2008）发现胡杨的一个锌指蛋白基因 PSTZ 在烟草中过表达使转基因烟草的抗盐

性较野生型显著提高，Lin 等（2011）发现过表达拟南芥锌指蛋白基因 AtTZF1 能显著提高植物的抗

寒性和抗旱性。本研究中，转 AmZFPG 基因烟草的抗寒性较野生型烟草有所提高，低温胁迫后，转

基因植株受伤程度轻，表现为叶片的鲜、干样质量减少量均比野生型烟草少。在抗旱性和抗盐性方

面，转 AmZFPG 基因烟草也显著强于野生型烟草，主要表现在胁迫下的种子发芽率及盆栽苗的生长

状况差异。NCBI 搜索显示，烟草本身有其内源的锌指蛋白基因，但是基因组 PCR 和 RT-PCR 检测

发现在野生型烟草中没有扩增出特异条带，而 3 个转 AmZFPG 基因株系有明显的特异条带，说明扩

增出的基因是外源沙冬青锌指蛋白基因 AmZFPG，而不是烟草内源的锌指蛋白基因。因此，转基因

烟草抗逆性的提高是外源沙冬青 AmZFPG 基因表达的结果。 

AmZFPG 在烟草中的异源表达增强了转基因烟草对低温、干旱、高盐胁迫的耐受性。此结果与

该基因在沙冬青中的表达特性结果互相印证。本研究及已有的文献资料表明，锌指蛋白是低温、干

旱、高盐胁迫信号转导通路中的重要调控因子，调控下游效应基因的表达，进而调节植物生理生化
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过程，提高植物的抗逆性。因此，对 AmZFPG 的研究不仅有益于揭示沙冬青强抗逆性形成的分子机

制，而且为林木、花卉抗逆分子育种提供了可用的优良基因。 
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