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过表达 GmGT2A 基因提高大豆耐盐性
魏嘉，朱旭，蔡勤安，马瑞，于志晶*，杨向东*

摘要　Trihelix 转录因子 GT2A 在植物响应非生物胁迫过程中发挥重要的调控作用。以 Williams
82 大豆品种为材料，通过同源克隆获得 GmGT2A 基因，构建植物过表达载体并利用农杆菌介导的大

豆遗传转化体系创制转基因株系。经 Bar 试纸条初筛、PCR 检测、Southern  blot 单拷贝鉴定及

RT−qPCR 验证后，系统比较了盐胁迫下转基因与野生型植株的生理响应差异。结果显示，盐胁迫条件

下，与对照植株相比，过表达 GmGT2A 大豆株系的发芽率、苗期耐盐指数以及鲜重显著提高，叶片中超

氧化物歧化酶（SOD）、过氧化物酶（POD）和过氧化氢酶（CAT）活性提高 1.28~1.44 倍，丙二醛（MDA）

含量降低 38.06%，离子稳态分析表明转基因植株根系 Na+积累量减少，K+保持能力提升，Na+/K+ 降至对

照 61%。GmGT2A 基因可能通过调节抗氧化酶活性以及离子动态平衡，从而在一定程度上提高了大

豆的耐盐性。本研究结果为大豆抗性遗传改良奠定了基础。

关键词　栽培大豆；GT2A 基因；转基因；耐盐性

土壤盐碱化作为全球性生态问题，已严重威胁农

业可持续发展[1−2]。全球超过 1/3的灌溉土地正遭受

不同程度的盐碱胁迫，中国盐碱地面积约 1亿 hm2，年

增 1.5%，年均粮损超 300亿 kg，危及耕地红线和粮食

安全[3]。大豆（Glycine max L.）作为中国重要的粮油作

物，属于中度盐敏感。盐害会引起其 Na+介导的离子

稳态失调、活性氧（ROS）代谢网络崩溃以及光合电子

传递链损伤，导致减产降质[4]，因此，大豆耐盐性改良

是实现长期稳产的重要基础。目前，转基因技术已成

为大豆性状改良的核心驱动力，其种植面积占全球转

基因作物近半（48%），耐盐大豆品系种植面积较

2015年激增 370%，在阿根廷盐碱区、巴西干旱带形

成规模化种植集群[5]，该技术已成为创制抗性大豆种

质资源的重要途径之一。

植物通过激活涵盖生理代谢、生化途径及分子信

号的多维度响应网络应对复杂环境胁迫。其中，转录

因子作为植物抗逆应答的核心枢纽，通过特异性结合

下游靶基因启动子的顺式作用元件（如 W−box、MYB

结合位点等）动态调控基因表达。以耐盐性为例，它

们不仅直接激活离子稳态相关基因（如 SOS1、NHX1），

还协同调控渗透保护物质合成及 ROS清除系统，从

而维持细胞动态平衡。Trihelix转录因子作为植物胁

迫应答网络的枢纽调控元件，其表达具有环境响应特

异性[6−11]。研究表明，过表达 Trihelix转录因子，例如

拟南芥（Arabidopsis thaliana （L.） Heynh.）GT−4[12]、水

稻（Oryza sativa L.）OsGTγ−1[13]、棉花（Gossypium hirsu-

tum）GT−2[14]/GhGT29[15]/GhRT26[16]/GhGT23[17]、 桂 花

（Osmanthus  fragrans  （Thunb.）  Lour.）OfGT3/OfGT42/
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OfGT46[18]能显著增强植物的耐盐性（及抗旱性），其机

制涉及调控下游抗逆基因表达、激活 ROS清除系

统等。

本研究通过农杆菌介导的大豆子叶节遗传转化

体系，将大豆 Trihelix转录因子基因（GmGT2A）导入

大豆栽培品种中，通过连续多代的分子鉴定以及耐盐

性相关生理指标的测定，初步探讨目的基因在大豆中

的功能，并且培育耐盐碱大豆新品种，为提升盐碱地

利用率、促进中国大豆农业发展提供支撑。 

1    材料与方法
 

1.1    试验材料

本研究以大豆常规栽培品种 Williams 82为遗传

转化受体材料，并作为盐胁迫实验的对照材料，所涉

及的实验菌株及载体系统包括：大肠杆菌 DH5α

（Escherichia  coli）、 农 杆 菌 EHA105（Agrobacterium
tumefaciens）以及植物表达载体 pCAMBIA3300，上述

材料均由吉林省农业科学院（中国农业科技东北创新

中心）农业生物技术研究所大豆生物技术研究团队提

供并保存。

基于 GenBank数据库（登录号：https://www.ncbi.

nlm.nih.gov）收录的大豆基因组信息，本研究选取

GmGT2A 基因开放阅读框序列为靶标。通过南京金

斯瑞生物科技公司完成目的基因的合成及表达载体

pCAMBIA3300−GmGT2A 的构建（图 1）。经 DNA测

序验证载体构建成功后，采用冻融法将重组质粒导入

农杆菌 EHA105感受态细胞，制备工程菌株用于后续

转化实验。最终通过农杆菌介导的大豆子叶节遗传

转化体系成功获得转 GmGT2A 基因大豆植株。

  
LB

polyA P35S Nos P35S RB

EcoR Ⅰ Sac Ⅰ BamH Ⅰ Hind Ⅲ

BAR GT2A

图 1　植物表达载体 pCAMBIA3300−GT2A 示意
  

1.2    转基因植株的分子检测

本研究通过多级筛选体系鉴定单拷贝转基因大

豆株系：首先采用除草剂（草铵膦）初筛获得转化候选

株系；继而通过 Bar基因试纸条快速检测初步验证外

源基因表达；随后运用 PCR（Polymerase Chain Reac-

tion）技术特异性扩增目的基因片段确认转基因整合；

进一步利用 Southern blot分子杂交技术精准鉴定单

拷贝整合株系[19]；最终通过逆转录−聚合酶链反应

（reverse  transcription  quantitative  polymerase  chain

reaction，RT−qPCR）定量分析目标基因表达水平。本

研究分子实验采用标准流程进行基因表达分析：

RNA提取使用全式金生物公司的 EasyPure PlantRNA

Kit试剂盒 ，随后通过 TransScript  One−Step  gDNA

Removal and cDNA Synthesis SuperMix试剂盒完成基

因组 DNA去除及 cDNA合成。定量检测采用 Trans-

Start  Top  Green  qPCR  SuperMix（SYBR  Green法 ）在

ABI QuantStudio 3实时荧光定量 PCR系统上进行，

每个反应设置 3个重复。通过熔解曲线分析验证扩

增特异性，采用 2−ΔΔCt 相对定量法解析盐胁迫下目的

基因的表达水平。探针序列为：GmGT2A−TZ−F:

5'−GGCGGCTCCGCGGCGGTCT−3';  GmGT2A−TZ−

R: 5'−CTCGCCGTGCTCGGAACCG−3'。所用引物序

列见表 1。
 
 

表 1　引物序列

引物名称 序列（5'−3’） 片段大小/bp

GmGT2A−JC−F GTGGATTGATGTGATATCTCCACTG
600

GmGT2A−JC−R CCGAACACGGAACCGCGTTCAG

GmGT2A−qRT−F GACGATGACCGGAATCCCG
127

GmGT2A−qRT−R GCCGAGGCATTGATAAGGTTA

GmActin−qRT−F GAGCTATGAATTGCCTGATGG
118

GmActin−qRT−R CGTTTCATGAATTCCAGTAGC
 
 

1.3    大豆植株盐胁迫处理

挑选籽粒饱满、表面光滑的对照材料以及转基因

大豆种子，每个处理组设置 20粒种子。将种子置于

铺有双层灭菌滤纸的 9 cm培养皿中，加入 300 mmol/L
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的 NaCl溶液进行盐胁迫处理：首日注液至完全浸没

种子，次日移除过量溶液，此后每日补充等浓度溶液

维持湿度。处理 7 d后统计发芽率，每个材料设置

3次重复。发芽率的计算方式为：

发芽率=（发芽种子数/供试种子总数）×100%

以温室培育的转基因及非转基因大豆幼苗（V3

时期）为研究对象，采用基质培养法进行试验。种子

播种于草炭土填充的标准化塑料培养箱（49 cm×40 cm×

20 cm），在人工气候室中控制生长参数：光周期 16/8 h

（昼/夜），昼夜温控（24±1）℃/（20±1）℃，相对湿度（70±

5）%。待植株生长至三叶期时，进行 300 mmol/L NaCl

溶液处理。持续处理 7 d后进行表型观测，具体指标

包括 3点：（1） 生物量测定：剪取整株测定鲜重后，

105℃ 杀青 30 min，75℃ 烘干至恒重记录干重。（2） 耐

盐指数（STI）计算：STI=（总干重/对照植株总干重）×

100%。（3） 生理指标采集：取倒三叶速冻于液氮，

−80℃ 保存备测。所有实验均设置 3次独立生物学

重复。 

1.4    耐盐相关生理指标检测

对照材料与转基因大豆株系盐胁迫处理 7 d后，

分别采用分光光度法和比色法测定植物生理指标。

参照梦犀生物医药科技有限公司（www.mychbio.

com）试剂盒说明书，系统检测叶片丙二醛（MDA）

积累量，同时测定叶片过氧化物酶（POD）、超氧化

物歧化酶（SOD）和过氧化氢酶（CAT）活性。对于

离子含量分析，将烘至恒重的植株根系样品经粉碎

机处理，过 60目筛后精确称取 100 mg样品，加入

20 mL去离子水沸水浴提取 2.5 h，经滤纸过滤后定容

至 50 mL，采用火焰原子吸收分光光度法测定 Na+、

K+浓度（检测波长分别为 589.0和 766.5 nm）。所有实

验均设置 3个独立生物学重复，数据以均值±标准误

表示。 

1.5    数据分析

本研究采用 SPSS 16.0统计软件进行数据分析。

通过单因素方差分析（ANOVA）结合 LSD（least signi-

ficant difference）法多重比较法进行组间差异显著性

检验，显著性阈值设定为 P<0.05和 P<0.01。数据可

视化通过 SigmaPlot 10.0绘图软件完成，图表中采用

不同星号标记法分别标注组间差异显著性。 

2    结果与分析
 

2.1    低拷贝转 GmGT2A基因大豆株系的获得

本研究基于农杆菌介导的大豆子叶节遗传转化

体系，成功获得转 GmGT2A 基因大豆植株。通过连

续 3代 T2−T4 Bar试纸条快速筛选（图 2（a）），进一步

通过 GmGT2A 基因特异性引物进行 PCR分子验证，

在 600 bp处成功扩增出目标条带（图 2（b）），初步证

明外源基因整合到受体大豆基因组中，针对转基因作

物常见的多拷贝插入问题，采用 Southern blot技术进

行拷贝数分析，经 Hind Ⅲ酶切后与特异性探针杂交，

最终筛选出多个单拷贝插入的纯合株系（图 2（c））。

为评估基因表达的时空稳定性，对 T2~T4代株系开

展 RT−qPCR检测，结果显示 GmGT2A 基因在转基因

株系叶片中的相对表达量达到对照组的 18.96~

20.53倍，且多代间表达水平保持稳定（图 2（d））。该

系列遗传特征明确、表达稳定的转基因材料，为后续

功能研究提供了理想的实验材料。 

2.2    盐胁迫对转 GmGT2A基因大豆生长的影响

通过连续 3代（T2~T4）实验观察转 GmGT2A 基

因对大豆耐盐性的影响，研究发现：在 300 mmol/L

NaCl处理 7 d后，单拷贝转基因大豆株系 L4的种子

发芽率显著高于对照材料（图 3（g）），表型分析显示，

盐胁迫下转基因株系 L2和 L4种子萌发进程明显优

于对照组（图 3（a）~（c））。进一步研究苗期耐盐性发

现，当 V3期植株经 300 mmol/L盐处理 7 d后，转基

因植株 L4仍能维持正常生长状态，而对照植株则表

现出株高降低和叶片萎蔫等典型盐害表型（图 3（d）~

（f））。转基因植株 L2和 L4鲜重较对照显著提高（图

3（i）），同时其 STI显著高于对照材料（图 3（h））。证

实 GmGT2A 基因在大豆中过表达能显著提升大豆在

盐胁迫条件下的萌发能力和幼苗生长势。 

2.3    盐胁迫对转GmGT2A基因大豆植株的生理影响

通过对连续 3代（T2~T4）转基因大豆株系 L2和

L4进行生理指标分析发现，盐胁迫处理 7 d后，转基

因大豆株系 L2和 L4叶片 MDA含量较对照显著降

低 38.06%（图 4（a）），表明其质膜过氧化损伤程度明

显减轻。抗氧化系统检测显示，转基因大豆株系

POD、SOD和 CAT活性分别较对照提升 1.28倍、

1.32倍和 1.44倍（图 4（b）~（d）），证实其抗氧化胁迫
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（a） Bar试纸条检测（−为对照材料，1~9分别为转基因大豆不同单株）；（b） GmGT2A 基因 PCR检测（M为 DNA marker，“+”为质粒阳性对照，“H”为

ddH2O，“−”为对照材料，1~7分别为转基因大豆不同单株）；（c） southern杂交结果

（“+”为质粒阳性对照，“−”为对照材料，1~8分别为转基因大豆不同单株）；（d） GmGT2A 基因的相对表达量

（WT为对照材料，L2和 L4为转基因大豆不同株系）

图 2　转 GmGT2A 基因大豆材料分子生物学检测 
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（a）~（c）分别为 T2~T4代转基因大豆株系 L4在盐胁迫条件下种子萌发情况；（d）~（f）分别为 T2~T4代转基因大豆株系 L4在盐胁迫条件下苗期生长情

况；（g）~（i） T2~T4代转基因大豆株系 L2和 L4在盐胁迫条件下种子发芽率、苗期耐盐指数和鲜重，WT为对照材料，

*为在 P＜0.05水平差异显著，**为在 P＜0.01水平差异显著。下图同

图 3　转 GmGT2A 基因大豆芽期和苗期耐盐表型分析（300 mmol/L Nacl处理 7 d） 
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能力显著增强。离子稳态分析表明，转基因植株根系

K+含量较对照提高 50.52%（图 5（b）），而 Na+积累量降

低 23.46%（图 5（a）），最终使 Na+/K+比值下降至对照

组的 0.61倍（图 5（c））。这些数据从氧化应激响应和

离子平衡调控 2个维度揭示，GmGT2A 过表达通过增

强抗氧化酶活性、维持离子动态平衡等协同机制，显

著提升了大豆植株的系统性耐盐能力。
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3    结果与讨论

传统育种技术选育抗逆品种存在周期长、效率

低的局限[20]，而转基因技术通过精准导入目标基因

突破种间遗传屏障，显著提升作物性状改良效率[21]。

Trihelix转录因子家族作为植物逆境应答调控网络的

重要调控节点，其时空特异性与胁迫诱导特征[22−27]，尤

其 GT−1、GT−2和 GTγ亚类通过调控下游胁迫响应

基因，在植物应对干旱、低温及盐害等非生物胁迫中

发挥核心作用，是作物抗逆改良的重要靶点[28−29]。本

研究通过农杆菌介导的大豆子叶节转化方法，将大豆

Trihelix转 录 因 子 GmGT2A 基 因 导 入 栽 培 大 豆

“Willimas 82”，经多代筛选获得单拷贝插入株系（图

2（a）~（c）），有效避免多拷贝导致的基因沉默风险。

RT−qPCR检测证实该基因在 T2~T4代叶片中的稳定

高表达（图 2（d）），表明本研究构建的遗传转化体系可

靠。单拷贝整合株系的优势在于其遗传背景相对均

一，有利于后续表型与机制的精准解析。本研究中，

在盐胁迫条件下，转基因株系萌发率、苗期生物量和

耐盐指数的显著提升（图 3（g）~（i）），与前人研究成果

相似[19]，推测 GmGT2A 对大豆不同发育阶段的耐盐性

均具有正向调控作用。

为了解析盐胁迫响应机制，本研究通过生理表征

探索其调控规律，结果发现：转基因株系通过增强抗
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氧化酶系统构建了防御机制，表现为 POD、SOD、

CAT活性提升 1.28~1.44倍（图 4（c）~（d）），MDA含

量降低 38.06%（图 4（a）），有效减轻氧化损伤，与已报

道的耐盐基因（如 GmMYC2L、PeCPK7、GmCLC−d1/

d2、ThSOS3）作用机制一致 [30−33]；同时优化离子稳态，

表现为转基因大豆株系根系 Na+/K+比降至对照的

0.61倍，图 5（c），根系 Na+外排与 K+保持能力的提升

（图 5（a）~（b）），这与前人对于耐盐相关基因 （如

PeCPK7[31]、 GMNTL1[34]、 NtWRKY[35]、 TCP9−like[36]、

OSJRL40[37]）研究结果趋势相一致，推测 GmGT2A可

能通过调控离子转运蛋白（如 SOS1、HKT1或 NHX

家族）维持离子平衡，这一发现为解析 GmGT2A的

具体分子功能提供了重要线索。尽管本研究在实

验室条件下初步验证了 GmGT2A的功能，但其田

间耐盐性及产量相关性状仍需进一步评估；此外，

GmGT2A的具体作用靶点及其与 ABA等通路的互

作机制有待结合转录组学、蛋白互作筛选等手段深入

解析。 

4    结论

本研究通过农杆菌介导的转基因技术成功获得

了稳定整合 GmGT2A 基因的大豆株系 ，基于转

GmGT2A 基因大豆的系统分析，得出以下结论。

1） 成功建立农杆菌介导的 GmGT2A 基因大豆转

化体系，经连续 3代筛选获得单拷贝纯合株系。

2） 转基因株系在盐胁迫下表现出系统性耐盐优

势：萌发阶段（300 mmol/L NaCl）发芽率提升显著，苗

期（300 mmol/L NaCl）维持正常生长表型，鲜重增加且

耐盐指数显著优于对照。

3） GmGT2A 过表达通过激活抗氧化防御系统，

使 POD、SOD、CAT活性提升 1.28~1.44倍，MDA含

量降低 38.06%，有效缓解氧化损伤；通过重构离子动

态平衡，调控根系 K+吸收增加 50.52%，抑制 Na+积累

23.46%，Na+/K+降至对照 61%。
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Overexpression of GmGT2A enhances salt tolerance in soybean (Glycine
max)

WEI Jia, ZHU Xu, CAI Qin'an, MA Rui, YU Zhijing*, YANG Xiangdong*

Institute  of  Agricultural  Biotechnology,  Jilin  Academy  of  Agricultural  Sciences  (Northeast  Agricultural  Research  Center  of  China),

Changchun 130033, China

Abstract　The Trihelix transcription factor GT2A plays a critical regulatory role in plant responses to abiotic stress. This study aimed to

investigate  the  response  of  the  soybean GmGT2A  gene  to  salt  stress  and  explore  its  physiological  mechanisms  in  soybean  salt  stress

adaptation. Using the 'Williams 82' cultivar as experimental material, the GmGT2A gene was obtained via homologous cloning. A plant

overexpression  vector  was  constructed,  and  transgenic  soybean  lines  were  generated  using  an  Agrobacterium−mediated  genetic

transformation system. Following preliminary screening with Bar test strips, PCR detection, Southern blot single−copy identification, and

RT−qPCR validation,  physiological  response differences  between transgenic  and wild−type plants  under  salt  stress  were  systematically

compared.  Results  demonstrated  that  under  salt  stress,  comparing  to  control  plants, GmGT2A−overexpressing  soybean  lines  exhibited

significantly improved germination rates, seedling salt tolerance indices, and fresh weight. The activities of superoxide dismutase (SOD),

peroxidase (POD), and catalase (CAT) in leaves increased by 1.28− to 1.44−fold,  while malondialdehyde (MDA) content decreased by

38.06%. Ion homeostasis analysis revealed reduced Na+ accumulation in transgenic roots, enhanced K+ retention capacity, and a decreased

Na+/K+  ratio  to  61%  of  the  control.  In  conclusion,  the GmGT2A  gene  may  improve  soybean  salt  tolerance  by  regulating  antioxidant

enzyme activities and ion homeostasis. This study provides bases for the genetic improvement of soybean stress tolerance.

Keywords　Glycine max L.; GT2A; transgenic; salt tolerance ●

（责任编辑　王丽娜）
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