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枣树ZjSOD1基因参与非生物胁迫响应的研究
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摘 要：【目的】克隆1个枣树超氧化物歧化酶基因ZjSOD1，并对其功能进行研究，为其在枣树抗逆基因工程改良中的

利用奠定基础。【方法】采用PCR克隆ZjSOD1 cDNA序列，运用实时定量RT-PCR方法研究其在高盐和PEG6000胁迫

下转录水平的变化。构建ZjSOD1过量表达载体转化拟南芥，研究其在拟南芥中响应非生物胁迫应答的功能，测定氧

化酶活性及生理指标。【结果】ZjSOD1基因 cDNA序列开放阅读框全长为 699 bp，编码 232个氨基酸，理论等电点为

8.59，属于Fe-SOD家族成员。在转录水平上，ZjSOD1明显受NaCl和PEG6000诱导。在拟南芥中过量表达ZjSOD1基

因导致植株对干旱、高盐更加敏感，但对H2O2耐受性显著增强。在NaCl、PEG6000和H2O2胁迫条件下，过量表达Zj-

SOD1转基因植株中SOD、CAT和POD酶活性、脯氨酸和丙二醛含量、电解质渗透率均显著发生改变。实时定量RT-

PCR结果显示参与活性氧（ROS）、高盐和干旱胁迫相关信号通路的基因在ZjSOD1转基因株系中表达量发生明显改

变。【结论】ZjSOD1在植物生长发育过程中参与氧化、干旱、高盐胁迫应答。
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Abstract:【Objective】Superoxide dismutases (SODs) are involved in protecting plants against diverse

biotic and abiotic stresses. In this study, a novel Fe- SOD gene, named ZjSOD1, was cloned from

Ziziphus jujuba Mill. Hupingzao and its function was studied. The expression of ZjSOD1 of jujube

plantlets generated from tissue culture was studied under different abiotic stress treatments.【Methods】

The ORF sequences of the ZjSOD1 cDNA was cloned by polymerase chain reaction (PCR). The expres-

sion of the ZjSOD1 under salt, and drought stresses was analyzed by quantitative RT-PCR. To character-

ize the function of the ZjSOD1 gene in plant development, coding sequence of ZjSOD1 was inserted in-

to the plant expression vectors PEZR(K)-LNY driven by CaMV 35S promoter and introduced into Ara-

bidopsis. Subsequently, seeds of the wild type and homozygotes of T3 generation of the ZjSOD1 overex-

pression transgenic lines of Arabidopsis were sowed on MS agar media with or without NaCl, PEG6000

and H2O2, respectively. The seed germination rates, the cotyledon greening rate and the growth rates of

the primary roots of the wild type and ZjSOD1 lines were monitored under different abiotic stresses.

The levels of proline, malondialdehyde (MDA), electrolyte leakage and the specific activities of various

antioxidant enzymes were detected in the leaf tissues for evaluating the extent of cellular damage of
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both the ZjSOD1 transgenic lines and the wild type during salt, PEG6000 and H2O2 treatments. In addi-

tion, we analyzed the expression levels of antioxidant enzymes (APX1, GPX3 and CAT1) in the ROS

scavenging system, drought/high salinity-responsive genes (RD29A and ERD15) and SOS2 (involved in

SOS signaling pathway) were employed as markers for monitoring ROS signaling and stress-response

pathways in Arabidopsis by quantitative RT- PCR.【Results】The ZjSOD1 contained a 699 bp of open

reading frame (ORF) encoding a protein of 232 amino acids (including 22 acidic amino acids and 24 ba-

sic amino acids) with a calculated molecular mass of 25.597 1 ku and an isoelectric point of 8.59. Zj-

SOD1 protein, which belongs to Fe-SOD family, and contained a C-terminal conservative SOD func-

tional domain. The transcript levels of the ZjSOD1 accumulated gradually in response to salt stress and

reached the maximum expression with 100 mmol · L-1 NaCl for 24 h. Similarly the regulation of the Zj-

SOD at transcript level was also analyzed in response to osmotic stress with PEG6000 (simulating

drought stress). In particular, the ZjSOD1 expression level was increased by approximately 7-fold with

0.5 MPa PEG6000 treatment for 24 h. The overexpression of the ZjSOD1 in Arabidopsis led to a

drought- and salt-sensitive phenotype of the transgenic plants, resulting in an increase in plant tolerance

to H2O2 stress. In the presence of NaCl or PEG6000, the rates of seed germination and cotyledon green-

ing in the ZjSOD1 overexpression transgenic plants were lower than those in the wild type, and the

roots of the ZjSOD1 overexpression transgenic plantlets were shorter than those of the wild type. In the

presence of 150 mmol · L- 1 NaCl, the germination rate of the wild type reached to approximately 90%,

but the ZjSOD1 overexpression transgenic seeds reached to only about 60% 6 days after the treatments.

Likewise, in the presence of 0.5 MPa PEG6000, about 85% of the wild type, whereas only 65% of the

ZjSOD1 overexpression transgenic seeds germinated 6 days after the treatments. However, In the pres-

ence of H2O2, the rates of seed germination and cotyledon greening in the ZjSOD1 overexpression trans-

genic plants were higher than those in the wild type, and the roots of the ZjSOD transgenicplantlets

were longer than those of the wild type. The levels of SOD, CAT, POD activity, proline contents, MDA

contents and electrolyte leakage in the ZjSOD1 overexpression transgenic plantlets were remarkably al-

tered under NaCl, PEG6000 or H2O2 stresses. Furthermore, the expression of the genes related to reac-

tive oxygen species (ROS), salt and drought signaling pathway were altered in the ZjSOD1 transgenic

plants.【Conclusion】These data suggest that the ZjSOD1 was involved in plant response to oxidative,

drought and salt stresses. The ZjSOD1 may act as a positive regulator activating a subset of ROS-related

genes in response to ROS signaling, but it may be as a negative regulator in response to salt/osmotic

stress. Importantly, the over-expression of the ZjSOD1 in crops may be useful for promoting the resis-

tance to accumulation of ROS.
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干旱、高盐和低温作为最普遍的非生物胁迫因

素，不仅限制植物的分布，而且严重影响作物的产量

和品质[1]。在逆境条件下，植物细胞膜的渗透性严

重受损，离子失衡，导致细胞体内大量活性氧（如

H2O2、OH-、O2·、1O2）积累，影响植物的正常生长和发

育[2]。先前研究表明，少量的活性氧（ROS）作为重要

信号分子参与调控病菌防御、激素信号、胁迫应答

等，在植物的生长发育过程中发挥重要作用[3-4]。

枣树抗旱、耐盐碱，是研究植物抗逆机制的优良

材料。到目前为止，对枣树的研究主要集中在不同

生理过程中的激素变化、组织培养、营养素及矿物质

积累、化学活性成分分析等。超氧化物歧化酶

（SODs，EC1.15.1.1）是一类广泛存在于植物细胞质、

叶绿体、线粒体中的金属酶类，作为清除ROS信号

的第一道防线，特异清除生物氧化中超氧阴离子自

由基，将其发生歧化反应生成O2和H2O2。根据酶活

性位点金属辅因子的不同，SOD可以分为四类：Cu/

Zn-SOD、Fe-SOD、Mn-SOD和Ni-SOD[5]。先前已报
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道在一些转基因植株中过量表达编码各种SOD同

工酶的基因能够增强植株对非生物胁迫（高盐、冷

害、干旱、高光）的耐受性。例如，在水稻叶绿体中异

源表达豌豆Mn-SOD基因增强了植株对干旱胁迫的

防御应答[6]。在烟草中过量表达Cu/Zn-SOD基因增

强了植株对氧化胁迫的耐受性[7]。木薯细胞质中较

高水平的 Cu/Zn-SOD 和 APX 表达增强了对氧化、

冷、干旱胁迫的耐受性[8]。在烟草中过量表达花生

Cu/Zn-SOD可以缓解植株对高盐和干旱的伤害 [9]。

由于高盐和干旱胁迫会导致ROS产生并累积，植物

通过提高自身体内 SOD含量去缓解这些胁迫[10-11]。

因此在氧化胁迫条件下，SOD作为一种关键酶调控

植物细胞体内ROS水平，维持正常的生理过程。

肖蓉等[12]研究发现，枣树谷胱甘肽过氧化物酶

基因ZjGPX能够被一定浓度的干旱（PEG）胁迫和盐

胁迫诱导表达，在拟南芥中过量表达ZjGPX基因明

显提高了植株的抗旱性和耐盐性。聂园军等[13]研究

发现，枣树2-半胱氨酸氧化还原酶基因Zj2-CP在转

录水平能够被不同浓度的PEG和盐胁迫诱导表达，

在拟南芥中过量表达 Zj2-CP基因增加了植株对干

旱和盐胁迫的敏感性。但是，与其他植物相比，枣树

中有关分子水平上对非生物胁迫的抗氧化应答方面

的研究还未见报道。笔者以壶瓶枣结果枝 cDNA文

库中获得的一个SOD同源基因序列为研究对象，对

其进行生物信息学分析，并对其在干旱和盐胁迫下

的枣组培苗叶片中的表达特性进行初步分析。另外

成功构建该基因的植物表达载体，通过农杆菌介导

浸花法转化野生拟南芥，初步分析该基因超表达拟

南芥植株的抗旱性、耐盐性及抗氧化性，为进一步研

究该基因的生物学功能、可能的活性调节方式及其

在果树抗逆基因工程改良中的利用奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料与处理

MS培养基上增殖培养课题组保存的‘辣椒枣’

组培苗，置于 30 ℃培养箱 12 h光照/12 h黑暗培养

30 d，选取生长一致的幼苗分别转移至含有50、100、

200、300 mmol·L-1 NaCl和0.5、0.8、1.2 MPa PEG6000

的 MS 液体培养基中，分别处理 15 min、30 min、45

min、1 h、3 h、6 h、24 h和72 h后，收集幼苗的叶片置

于−80 °C保存，用于RNA的提取。

拟南芥（Arabidopsis thaliana，生态型 Colum-

bia）种子经75%酒精表面消毒1 min，10% NaClO处

理 3 min，无菌水冲洗 3~4次后将其种植在MS培养

基上，4 ℃处理2 d，然后移至植物生长培养箱中（16 h

光照/8 h 黑暗，22 ℃）待种子萌发。生长10 d后，将

幼苗种植在土钵中，置于培养室（16 h光照/8 h黑暗，

22~24 ℃）培养。留部分生长 10 d的幼苗用于提取

RNA。

1.2 实时定量PCR

用改良的CTAB法提取幼苗叶片RNA，随后用

DNase 消化除去基因组 DNA[14]。用 PrimeScript®

RT Master Mix将RNA反转录为 cDNA。利用荧光

实时定量PCR分析ZjSOD1基因在高盐和渗透胁迫

条件下的表达量。枣树 ZjH3 基因（GenBank 登录

号：EU916201）作为内参。用于荧光定量PCR的基

因特异性引物见表1。

表 1 实验中所用引物序列

Table 1 Primer sequences used in the experiments

引物名称

Primer name

ZjH3 P1

ZjH3 P2

ZjSOD1 P1

ZjSOD1 P2

CAT1 P1

CAT1 P2

ATGPX3 P1

ATGPX3 P2

APX1 P1

APX1 P2

RD29A P1

RD29A P2

AtERD15 P1

AtERD15 P2

AtSOS2 P1

AtSOS2 P2

ACTIN2 P1

ACTIN2 P2

引物序列

Primer sequence

5’-GAGGAAGCAACTGGCAACTAAGG-3’

5’-ACCAGCCTCTGGAATGGAAGTTTG-3’

5’-TTCAAGGTTCTGGATGGGTG-3’

5’-AAGTAGTATGCATGCTCCC-3’

5’-AACTCTTCTTTGACTGTCGGAACT-3’

5’-TGTCTCTGACTATCAGCGTAGGAG-3’

5’-ATGCCTAGATCAAGCAGCC-3’

5’-TCAAGCAGATGCCAATAGC-3’

5’-ATGACGAAGA ACTACCCAAC-3’

5’-TTAAGCATCAGCAAACCCAAG-3’

5’-TCAGCGAGGCTGGTGGATG-3’

5’-ACAAAACACACATAAACATCCAAAGT-3’

5’-TCAGCGAGGCTGGTGGATG-3’

5’-TGAGAATGGCGATGGTATCAGGA-3’

5’-GGCTTGAAGAAAGTGAGTCTCG-3’

5’-GCTACATAGTTCGGAGTTCCACA-3’

5’-GAAATCACAGCACTTGCACC-3’

5’-AAGCCTTTGATCTTGAGAGC-3’

为了研究 ROS 清除系统中抗氧化酶类[CAT1

（At1g20630）、ATGPX3 （At2g43350）和 APX1

（At1g07890）] 及参与干旱、高盐胁迫应答基因

[RD29A（At5g52310）、AtERD15（At2g41430）和 At-

SOS2（At5g35410）]在转ZjSOD1基因拟南芥中的表

达量，对生长10 d的幼苗分别用150 mmol·L-1 NaCl、

0.5 MPa PEG6000和 5 mmol · L-1 H2O2处理 6 h后提

取总RNA，经DNA消化后，逆转录为 cDNA。通过

实时定量 PCR 检测基因的转录水平，拟南芥 AC-

TIN2基因作为内参。所用基因特异性引见表1。
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B. PEG6000

荧光定量 PCR反应体系为 20 µL：cDNA 1 µL，

Rox 0.4 µL，上下游引物（5 μmol · L- 1）各 0.4 µL，含

2 × SYBR Premix Ex Taq 10.0 μL，ddH2O 17.8 µL。

在ABI 7500 system（Applied Biosystems，USA）按如

下程序扩增：95 ℃ 30 s，95 ℃ 5 s，60 ℃ 31 s，共 40

个循环。按照公式X=2-ΔΔCt进行目的基因的相对定

量分析。

1.3 载体构建和拟南芥的转化

从‘壶瓶枣’（Ziziphus jujuba‘Hupingzao’）结果

枝 cDNA文库中分离克隆超氧化物歧化酶基因，将

其命名为ZjSOD1。随后将 ZjSOD1 cDNA开放阅读

框经限制性内切酶EcoRⅠ和 SmaⅠ修饰后连接于

携带有黄色荧光蛋白基因YFP的植物表达载体PE-

ZR(K)-LNY 上，获得 PEZR(K)-LNY-ZjSOD1 质粒。

经电转化农杆菌GV3101后，通过浸花法转化拟南

芥[15]，待种子成熟后收获种子。将收获的种子在含

有卡那霉素（Km）的MS培养基上筛选阳性转基因

植株，加代至T3代用于表型分析。

1.4 转基因拟南芥植株表型分析

将野生型和T2代转基因株系种子分别种植在

MS 培养基、MS+150 mmol · L- 1 NaCl、MS+0.5 MPa

PEG6000和MS+5 mmol · L-1 H2O2培养基上，4 ℃孵

育 2 d后，置于培养箱（22 ℃，16 h光照/8 h黑暗）培

养。其间定时统计种子萌发率和绿苗率，以胚根完

全顶出种皮即为萌发，长出绿色子叶即为绿苗。计

算公式如下：萌发率/%=已萌发种子数目/种子总数

目×100；绿苗率/%=长出绿色子叶数目/已萌发的种

子数目´100。

将野生型和 T2 代转基因株系种子分别种植

在 MS 培养基上萌发 48 h 后，选取萌发一致的幼

苗转移至分别添加 150 mmol · L- 1 NaCl、0.5 MPa

PEG6000和 5 mmol · L-1 H2O2的MS培养基中，置于

培养箱中垂直培养。生长 10 d后，记录幼苗生长状

况，测定其主根根长。以上实验3次重复，每次3个

独立重复。

1.5 总SOD、POD和CAT酶活性测定

收集胁迫处理后转基因植株叶片进行ROS酶

类的提取[16]与活性分析。SOD、POD和CAT酶活性

测定方法参照文献[16]。

1.6 丙二醛（MDA）和脯氨酸含量、电解质渗透率

测定

MDA含量测定方法参照文献[17]，脯氨酸含量

的测定方法参照文献[14]，电解质渗透率测定方法

参照文献[18]。

2 结果与分析

2.1 ZjSOD1基因的分离鉴定

从‘壶瓶枣’结果枝 cDNA 文库中约 3 000 个

cDNA克隆中分离到 1个枣树 SOD基因的全序列，

将其命名为ZjSOD1（Genbank登录号：KM603663），

cDNA序列开放阅读框全长为699 bp，编码232个氨

基酸，其中包含有 22个酸性氨基酸，24个碱性氨基

酸，蛋白质的相对分子质量为25.597 1 ku，理论等电

点为 8.59。ZjSOD1蛋白属于Fe-SOD家族成员，包

含 1 个 C 端保守的 SOD 功能结构域（pfam domain

02777）（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）。

2.2 ZjSOD1基因在转录水平上受高盐和PEG6000

诱导

为了研究ZjSOD1基因的表达水平是否受非生

物胁迫（高盐、渗透）调控，用不同浓度的 NaCl 和

PEG6000分别处理野生型枣幼苗后，进行实时定量

PCR分析。结果显示，经NaCl和PEG6000处理后，

ZjSOD1 表达量显著上调。在盐胁迫条件下，Zj-

SOD1转录水平逐渐增加，在 100 mmol ·L-1 NaCl 处

理 24 h 条件下，表达量达到最高（图 1-A）。在 0.5

MPa PEG6000处理 24 h条件下表达量增加 7倍（图

聂园军，等：枣树ZjSOD1基因参与非生物胁迫响应的研究

图 1 NaCl 和 PEG6000 处理对 ZjSOD1 基因表达量的影响

Fig. 1 Analysis of expression of ZjSOD1 genes in jujube

under NaCl and PEG6000 treatments，respectively
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1-B）。以上结果表明，ZjSOD1基因在转录水平受高

盐和渗透胁迫诱导。

2.3 ZjSOD1转基因株系对高盐和渗透胁迫更加敏

感

为了研究ZjSOD1基因在植物抗逆胁迫中的功

能，将ZjSOD1基因构建至由 35S启动子驱动的PE-

ZR(K)-LNY载体上转化拟南芥，通过卡那霉素抗性

筛选及PCR检测获得转基因阳性株系，随后通过实

时定量 PCR 筛选到 T2 代表达量较高的株系（L7、

L9、L12和L14）进行表型分析与抗性功能研究。

将T2代ZjSOD1转基因株系及野生型种子分别

种植在 MS、MS+150 mmol · L- 1 NaCl、MS+0.5 MPa

PEG6000 培养基上进行培养观察。结果显示，在

MS培养基中 ZjSOD1转基因株系与野生型种子的

萌发率无明显差异（图2-A）。在150 mmol·L-1 NaCl

或0.5 MPa PEG6000处理条件下，ZjSOD1转基因拟

南芥种子较野生型萌发迟缓，萌发率显著低于野生

型。NaCl处理条件下生长 4 d后，野生型和转基因

种子的萌发率分别为70%和50%左右。生长6 d后，

野生型种子的萌发率达到90%，而ZjSOD1转基因种

子仅约 60%萌发，表现为对高盐敏感（图 2-B）。在

PEG6000处理条件下生长 3 d后，野生型种子和Zj-

SOD1转基因种子萌发率分别约为 65%和 35%。生

长 6 d后，约 85%野生型种子萌发，而转基因种子仅

有65%萌发（图2-C）。

幼苗发育时期，在MS培养基正常生长条件下，

ZjSOD1过量表达转基因株系与野生型幼苗的生长

状况无明显差异（图3-A，图4-A，图4-E）。但是在高

盐和 PEG处理条件下，ZjSOD1过量表达株系的生

长明显受到抑制，其绿苗率明显低于野生型，主根显

著短于野生型，表现为对盐和PEG较野生型更加敏

感（图 3-B~C、E~F，图 4-B~C、F~G）。综上，ZjSOD1

转基因株系对高盐和渗透胁迫更加敏感，表明 Zj-

SOD1基因在种子萌发及幼苗发育时期参与高盐和

渗透胁迫应答，可能起负调控作用。

2.4 ZjSOD1转基因株系对H2O2耐受性增强

将T2代ZjSOD1转基因株系及野生型种子分别

种植在MS和MS+5 mmol·L-1 H2O2培养基上进行培

养观察。在5 mmol·L-1 H2O2生长条件下，ZjSOD1转

基因种子萌发较早较快，且萌发率显著高于野生

型。生长3 d后，转基因种子与野生型种子的萌发率

分别约为90%和75%（图2-D）。

在 H2O2处理条件下，ZjSOD1 过量表达株系的

绿苗率明显高于野生型，主根显著长于野生型 2倍

多，表现为对H2O2耐受性显著增强（图 3-D、G，图 4-

D、H）。综上，ZjSOD1基因在种子萌发及幼苗发育

WT. 野生型；L7、L9、L12 和 L14. ZjSOD1 过量表达转基因株系 7、

9、12 和 14。下同。

WT. Wild type; L7, L9, L12 and L14. ZjSOD1-overexpressing transg-

enic line 7, 9, 12 and 14. The same below.

图 2 ZjSOD1 过量表达转基因拟南芥在 NaCl、PEG6000

和 H2O2处理下种子萌发率分析

Fig. 2 Assay in seed germination of ZjSOD1 overexpressing

transgenic Arabidopsis under NaCl, PEG6000

and H2O2 treatments
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时期参与H2O2胁迫应答，可能起正调控作用。

2.5 ZjSOD1转基因植株在非生物胁迫条件下生理

指标及氧化酶活性发生改变

先前研究已报道在应对非生物胁迫时，植物体

内的多种生理指标及氧化酶类会发生改变。因此对

高盐、PEG6000和H2O2胁迫处理下的转基因株系和

野生型植株叶片进行脯氨酸和MDA含量、电解质

渗透率及SOD、POD 和CAT活性测定。结果显示，

在正常条件下，转基因植株和野生型植株的脯氨酸、

MDA含量和电解质渗透率及POD和CAT活性均无

显著差异（图 5），但是转基因株系中的SOD活性显

著高于野生型。在高盐、PEG6000和H2O2胁迫处理

下，ZjSOD1转基因株系中的脯氨酸、MDA含量均显

著高于野生型。而在NaCl和PEG6000处理条件下，

转基因株系中电解质渗透率显著增加且高于野生

型，POD和CAT活性明显低于野生型。在H2O2处理

条件下，转基因株系中的电解质渗透率明显低于野

生型，但是SOD、POD和CAT活性均显著增加，明显

高于野生型（图5）。综上数据表明，ZjSOD1在植物

幼苗发育时期参与应答高盐、PEG6000 和 H2O2胁

野生型和转基因株系分别在 MS（A）、MS+150 mmol·L-1 NaCl（B，E）、MS+0.5 MPa PEG6000（C，F）和 MS+5 mmol·L-1 H2O2（D，G）培养基上

培养 10 d 后的生长状况及绿苗率统计分析。t-test 检测显示，在转基因植株与野生型拟南芥之间存在极显著差异（**p < 0.01）。

Growth status and statistical analysis of cotyledon expansion and greening of seedlings of wild type and transgenic seedlings grown on MS medi-

um (A) and MS medium with 150 mmol ·L-1 NaCl (B, E), 0.5 MPa PEG6000 (C, F) and 5 mmol ·L-1 H2O2 (D, G) for 10 days, respectively. Indepen-

dent t tests for equality of means demonstrated that there was very significant difference between wild type and transgenic plants (**p < 0.01).

图 3 ZjSOD1 过量表达转基因拟南芥在 NaCl、PEG6000 和 H2O2处理条件下绿苗率分析

Fig. 3 Assay in cotyledon opening of ZjSOD1 overexpressing transgenic seedlings under NaCl, PEG6000 and H2O2 treatments
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迫，在转基因植株中H2O2介导的氧化胁迫耐受性增

强。

2.6 ZjSOD1参与调控干旱、高盐胁迫应答及ROS

信号通路相关基因的表达

为了研究 ZjSOD1 参与干旱、高盐胁迫应答及

ROS信号通路的调控机制，选取参与ROS信号通路

相关抗氧化酶基因（CAT1、APX1和GPX3）、盐信号

通路（SOS2）及参与干旱胁迫应答基因（RD29A 和

ERD15）进行转录水平上的表达分析。结果显示，在

正常生长条件下，所选6个基因在ZjSOD1转基因株

系与野生型中的表达量均无显著差异。但是在胁迫

处理条件下，6个胁迫应答相关基因在转基因株系

中表达量明显发生改变。主要表现为在 NaCl、

PEG6000和H2O2处理条件下，CAT1、APX1和GPX3

在 ZjSOD1 转基因株系中的表达量均显著上调。

RD29A和ERD15在NaCl和PEG6000胁迫下的转基

因株系中的表达量显著上调，而在H2O2胁迫下的转

基因株系中的表达量显著下调。SOS2 在 NaCl 和

PEG6000胁迫下的转基因株系中的表达量显著下调

（图 6）。综上结果表明，ZjSOD1基因参与植物应答

野生型和 ZjSOD1 过量表达株系分别在 MS（A，E）、MS+150 mmol·L-1 NaCl（b，f）、MS+0.5 MPa PEG6000（C，G）和 MS+5 mmol·L-1 H2O2（D，

H）培养基上生长 12 d 的幼苗生长状况和主根根长测量。t-test 检测显示，在转基因植株与野生型拟南芥之间存在极显著差异（** p < 0.01）。

Growth status and statistical analysis of cotyledon expansion and greening of seedlings of wild type and transgenic seedlings grown on MS medi-

um (A, E) and MS medium with 150 mmol · L-1 NaCl (B, F), 0.5 MPa PEG6000 (C, G) and 5 mmol · L-1 H2O2 (D, H) for 10 days, respectively. Inde-

pendent t tests for equality of means demonstrated that there was very significant difference between wild type and transgenic plants (** p < 0.01).

图 4 ZjSOD1 转基因拟南芥在 NaCl、PEG6000 和 H2O2处理条件下的表型分析

Fig. 4 Phenotypic analysis of Arabidopsis ZjSOD1 lines under NaCl, PEG6000 and H2O2 treatments
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非生物胁迫和ROS信号通路。

3 讨 论

抗氧化酶是氧化胁迫防御机制中的关键成员，

其中 SOD酶类参与ROS的去氧化反应[19]。先前已

有报道SOD酶类活性与植物对不同非生物胁迫的

耐受性呈正相关[20]，但是目前有关枣树SOD参与植

物应答高盐、PEG和H2O2胁迫尚未见报道。

先前已报道在不同植物中过量表达Cu/Zn-SOD

增强了植株对氧化胁迫的耐受性[10-11]。本研究中，对

种子萌发期及幼苗生长期的研究显示，在拟南芥中

过量表达 ZjSOD1 使植株对 H2O2耐受性增强。在

H2O2胁迫条件下，与野生型相比，ZjSOD1过表达株

系中SOD、POD和CAT活性显著增加。该结果与先

前研究报道的SODs基因增强了植株对氧化胁迫的

耐受性结果相一致[10-11]。笔者推测过量表达ZjSOD1

转基因植株中抗氧化酶活性增加，进而对H2O2胁迫

的耐受性增强，ZjSOD1的过量表达有助于植株通过

清除过量的 ROS 来维持细胞体内安全水平的

ROS。SOD、CAT、APX、MDHAR、DHAR 和 GR 作

为抗氧化系统共同起作用，保护植物免受氧化损

伤。大多数活性氧清除酶类在叶绿体中共表

达[21-22]。Xu等[8]发现同时表达细胞质中SOD和APX

的转基因植株能够快速清除特定位置产生的超氧化

物和H2O2，同时阻止OH-（毒性最大的ROS）的形成，

优先与靶标分子相互作用。本研究中，实时定量

PCR结果显示，经H2O2处理后，APX1、GPX3和CAT1

在ZjSOD1过量表达转基因株系中表达量显著上调，

t-test 检测显示，在转基因植株与野生型拟南芥之间存在显著差异（* p < 0.05）和极显著差异（** p < 0.01）。

* and ** represent significant difference at p < 0.05，p < 0.01 between the transgenic lines and wild-type by t test.

图 5 野生型和转基因株系在 NaCl、PEG6000 和 H2O2处理条件下生理指标的测定

Fig. 5 Comparison of physiological indices between wild type and transgenic plants under NaCl,

PEG6000 and H2O2 treatments
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B

D

F

表明ZjSOD1作为正调控子在拟南芥中调控ROS信

号相关基因的表达。

实时定量RT-PCR分析显示经高盐、PEG胁迫

处理后ZjSOD1的表达量显著增加，暗示其参与非生

物（高盐和干旱）胁迫应答。这些结果与先前报道的

SODs 基因（CuZnSOD、FeSOD、MnSOD）在植物面

临非生物胁迫时表达量增加结果是相一致的 [20-22]。

但是先前已有报道显示在一些植物中过量表达编码

SOD同工酶基因增强了植株对高盐和干旱的耐受

性[23-26]。而本研究显示ZjSOD1过量表达转基因植株

表现出对高盐和PEG更加敏感。由于SOD蛋白中

除其SOD功能结构域比较保守，其他氨基酸序列相

似性较低，因此不同的 SODs在植物生长发育过程

中以及应对非生物胁迫中可能行使不同功能。

在NaCl和PEG6000胁迫处理下，SOS2、RD29A

和 ERD15 在转基因株系中的表达量显著发生改

变。某些情况下，胁迫应答相关基因的表达水平与

植株对胁迫耐受的程度是相关联的[27]。SOS2作为

信号转导分子在盐胁迫应答中起重要作用[1]。本研

究中，在高盐处理和渗透胁迫条件下，SOS2 在 Zj-

SOD1过量表达转基因株系中的转录水平均显著降

低，这有助于解释ZjSOD1过量表达转基因株系对高

盐和渗透胁迫更加敏感的表型。在高盐和 PEG胁

迫处理下，ZjSOD1过表达转基因株系中 SOD活性

显著高于野生型。综上结果暗示转基因株系中清除

O2·的活性明显增加，另外转基因株系中 POD 和

CAT活性也显著增加。众所周知，在非生物胁迫环

境下，抗氧化酶活性会增加，使植物免遭胁迫环境中

产生ROS损害 [28-29]。因此 ZjSOD1过表达转基因株

系中POD和CAT活性的同时增加可能是由于胁迫
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图 6 实时定量 RT-PCR 分析抗氧化高盐及干旱胁迫应答相关基因的表达

Fig. 6 Quantitative RT-PCR analysis of expression of antioxidative stress- and salt /drought-responsive genes in transgenic

Arabidopsis plants with overexpressing ZjSOD1
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条件下抗氧化酶起作用清除ROS的结果。

植株在受到干旱和盐胁迫时体内会产生复杂的

生理反应，ZjSOD1作为一种清除ROS信号的第一

道防线，推测其直接作用于体内产生的H2O2，从而

间接参与到植株抗干旱和盐胁迫反应中。本文数据

分析表明，ZjSOD1是一个重要的抗氧化酶，参与植

物应对非生物胁迫信号通路。笔者推测ZjSOD1可

能直接作为一个正调控因子激活下游一系列ROS

相关基因的表达，同时间接作为负调控子在盐和干

旱胁迫应答行使重要功能，在农作物中过量表达Zj-

SOD1有利于增强作物对ROS积累的耐受性。

4 结 论

克隆了1个枣树超氧化物歧化酶基因ZjSOD1，

转录水平受NaCl和PEG6000诱导。在拟南芥中过

量表达 ZjSOD1基因导致植株对干旱、高盐更加敏

感，但对H2O2耐受性显著增强。氧化酶类活性、生

理指标测定及转录调控分析表明，ZjSOD1在植物生

长发育过程中参与氧化、干旱、高盐胁迫应答。
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