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摘    要：【目的】通过克隆 BpbZIP36 基因构建植物表达载体，获得稳定转化白桦转基因植株，对转基因株系进

行干旱胁迫，探究 BpbZIP36 基因的抗旱功能。【方法】以白桦 cDNA 为模板克隆 BpbZIP36 基因，对测序获得

的 BpbZIP36 基因序列进行生物信息学分析，构建 pROK2-BpbZIP36 植物表达载体后转入白桦苗中，得到稳定转

化转 BpbZIP36 基因白桦，对转 BpbZIP36 基因过表达白桦植株及对照进行干旱胁迫，研究 BpbZIP36 基因的抗旱

功能。【结果】从白桦基因组数据库中获得一条 bZIP 基因，开放读码框全长 1 269 bp，编码 422 个氨基酸。多

序列结果显示，白桦 bZIP36 蛋白与其他各植物中 bZIP 蛋白具有相似性，都具有保守的 bZIP 结构域。qRT-PCR

研究结果显示，BpbZIP36 基因在根、茎、叶中均有表达，在茎和叶中，BpbZIP36 基因的表达量在胁迫 72 h 时

达到峰值，而在根中胁迫处理 24 h 时表达量最高，表明 BpbZIP36 基因能够被干旱胁迫诱导表达。对转基因白桦

植株进行干旱胁迫后，生理指标和组织化学染色分析结果显示：干旱胁迫条件下 3 个过表达白桦株系的 MDA、

H2O2 含量和相对电导率低于野生型，细胞膜完整性较好；过表达白桦的 SOD、POD、CAT 活性、相对含水量高

于野生型，在过表达的 3 个株系中 DAB 染色棕色斑点少、着色轻，说明过表达的 3 个株系中 H2O2 含量较少，

继而反映出细胞受损程度低，过表达白桦抗旱能力强于野生型白桦。【结论】BpbZIP36 基因过表达能够提高转

基因白桦的抗旱能力。

关键词：白桦；BpbZIP36 基因；基因克隆；抗旱功能
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Cloning and drought resistance function of BpbZIP36 gene in Betula platyphylla

Wang Yanmin1,2,3, Xiang Mingyue1, Li Jing3, Yin Zhihui3, Li Zhenghua3, Guo Chengbo3, Gao Caiqiu1, Bai Hui3, Li Haixia3

(1.a.College of Forestry; b.State Key Laboratory of Tree Genetics and Breeding, Northeast Forestry University, Harbin 150040, 
Heilongjiang, China; 2. Forestry Research Academy of Heilongjiang Province, Harbin 150081, Heilongjiang, China;  

3.Forest Research Institute of Heilongjiang Province, Key Laboratory of Fast-Growing Tree Cultivating of Heilongjiang Province, 
Harbin 150081, Heilongjiang, China)

Abstract:【Objective】By cloning the BpbZIP36 gene, constructing a plant expression vector, and obtaining stable transgenic birch 
plants, this study aimed to investigate the drought resistance function of the BpbZIP36 gene.【Method】Using birch as the experimental 
material, the BpbZIP36 gene was cloned from birch cDNA as the template. Bioinformatics analysis was performed on the gene, and the 
pROK2-BpbZIP36 plant expression vector was constructed and introduced into birch seedlings to obtain transgenic birch overexpressing 
BpbZIP36. The transgenic birch plants and wild-type were subjected to drought stress to study the drought resistance function of the 
BpbZIP36 gene.【Result】A bZIP gene was obtained from the birch genome database, with an open reading frame (ORF) of 1 269 bp 
encoding 422 amino acids. The results of multiple sequence alignment showed that the BpbZIP36 protein was similar to the bZIP protein 
of other plants and a conserved bZIP structural domain. qRT-PCR results showed that the BpbZIP36 gene was expressed in roots, stems, 
and leaves. In stems and leaves, the expression level of BpbZIP36 peaked at 72 h, while in roots, the highest expression was observed at 
24 h of stress treatment, indicating that the BpbZIP36 gene could be induced by drought stress. Physiological index and histochemical 
staining analyses revealed that under drought stress, the transgenic birch overexpressing BpbZIP36 exhibited lower MDA, H2O2 content, 
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干旱是影响植物生长、发育和繁殖的主要非

生物胁迫之一 [1]。在应对干旱胁迫的过程中，植

物会表现出叶片萎蔫、根系伸长甚至提前开花结

实等表观现象，也会表现出 SOD、POD 和 ABA
含量改变等生理学变化 [2]。而无论表观或是生理

学的变化，究其根本均是植物在接收到干旱胁

迫信号后，其体内分子水平会立刻开启一系列的

反应，这些反应按照有序的时空顺序发生，相互

联系，形成了一整套由多基因控制的干旱应答体 
系 [3]。研究植物抗干旱的分子机理，能够更加有

效地了解抗干旱胁迫应答本质上的反应，继而通

过调控相关基因的表达，改良和提高植物的抗干

旱胁迫能力。

bZIP 转录因子家族是植物中最大的转录因子

家族之一，在植物发育、应对各种生物和非生物胁

迫中发挥着重要作用 [4-5]。该家族包含一个高度保

守的基本结构域和一个相对多变的亮氨酸拉链，它

们能与目标基因启动子中的核心序列（如 G-box、
C-box 和 A-box）相结合 [5-6]。迄今为止，已在植物

中鉴定出许多 bZIP 转录因子。例如，在 12 种蔷

薇科植物中鉴定出 869 个 bZIP 蛋白，分为 9 个亚 
组 [7]；在拟南芥中检测到 75 个 bZIP 蛋白，分为 13
个亚家族 [8]；在穿心莲中发现 62 个 bZIP 成员，分

为 12 个亚组 [9]；玉米干旱转录组中发现 54 个 bZIP
基因，其中 15 个 ZmbZIPs 转录因子可能被诱导表

达 [10]，多个 bZIP 成员参与植物对盐胁迫、干旱等

的耐受性。蓝莓VabZIP12作为一类转录因子基因，

能够与 G-Box1 和 G-Box2 元件相结合，VabZIP12
基因的过量表达能够通过提高抗氧化酶的活性，并

调节相关基因的上调表达来提高转基因拟南芥的抗

盐性 [11]。水稻 OsbZIP42 作为正向调节因子，通过

ABA 信号转导途径提高转基因水稻的抗旱性 [12]。

番薯 IbABF4 的过量表达能够通过 ABA 信号转导

途径提高拟南芥的抗旱和耐盐能力 [13]。

白桦 Betula platyphylla Suk. 生长迅速，适应

性和抗逆性强，是国家科技计划研究的重要树

种。本研究在白桦中克隆 BpbZIP36 基因，研究

转 BpbZIP36 基因白桦的抗旱能力。本研究可为深

入探讨 BpbZIP36 转录因子的调控机理提供理论 
基础。

1 材料与方法

1.1 白桦 BpbZIP36 基因的克隆

在白桦基因组数据库中找到一条 bZIP36 转

录因子基因，使用 ORF Finder（http://www. ncbi.
nlm.nih.gov/gorf.html）工具发现该基因全长包含

完整的开放读码框，进一步设计引物 BpbZIP36-F
和 BpbZIP36-R（表 1），以白桦 cDNA 为模板进

行 PCR，反应体系及反应程序参考文献 [14]，回

and relative electrical conductivity compared to wild-type plants, indicating better cell membrane integrity. The SOD, POD and CAT 
activities, as well as relative water content, were higher in the transgenic birch. DAB staining showed the lightest coloration in the three 
overexpression lines, suggesting lower H2O2 accumulation and reduced cellular damage. These results demonstrated that the drought 
resistance capacity of the transgenic birch overexpressing BpbZIP36 was stronger than that of wild-type.【Conclusion】Overexpression  
of the BpbZIP36 gene enhances the drought resistance capability of transgenic birch.
Keywords: Betula platyphylla; BpbZIP36 gene; gene cloning; drought-resistance function

表 1    引物序列
Table 1    Primer sequence

引物名称 Primer name 序列（5′ → 3′）Sequence (5′ → 3′) 用途 Purpose

BpbZIP36-F ATGAACTTGAAGAATTTCGGG

载体构建

BpbZIP36-R TTACCATGGACCACTGAGTG

pROK2-BpbZIP36-F TCGAGCTCGGTACCCATGAACTTGAAGAATTTCGGG

pROK2-BpbZIP36-R CTCTAGAGGATCCCCTTACCATGGACCACTGAGTG

pROK2 F GGCGAACGTGGCGAGAAAGG

pROK2 R ACAGGTTTCCCGACTGGAAAGC

BpbZIP36-RT-F ATGAACTTGAAGAATTTCGG

实时荧光定量 RT-PCR

BpbZIP36-RT-R GCCATAATGCTCTGAGCA

Ubiquitin F TCTGACAGGGAAGACCATA

Ubiquitin R TCAATTAGAGCTGACCACC

Tubulin F TGGCTCGAATGCACTGTTGG
Tubulin R TCAACCGCCTTGTCTCTCAGG
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收目的条带，连接到 T 载体，将连接产物进行大

肠杆菌转化，获得阳性克隆后对单菌落进行摇菌

操作，PCR 验证后将菌液送样测序验证。保存阳

性克隆并提取质粒，将质粒命名为：pMD18-T-
BpbZIP36。

1.2 序列分析

BpbZIP36 基因的开放阅读框（ORF）的查询

采用 NCBI 网站中的 ORF Finder 程序。ProtParam
程序（http://au.expasy.org/tools/protparam.html）用

于蛋白分子量、半衰期、理论等电点等信息的预测。

氨基酸的亲、疏水性的分析采用Expasy工具（http://
au.expasy.org/tools）中提供的 ProtScale 软件，保

守结构域的查找通过 Pfam 27.0（http://pfam.sanger. 
ac.uk/）和 protein blast（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Blast.cgi）软件进行，多序列比对采用BioEdit软件，

MEGA 软件被用来构建系统发育树。

1.3 BpbZIP36 基因表达模式分析

根据 BpbZIP36基因序列信息，设计定量引物：

BpbZIP36-RT-F、BpbZIP36-RT-R，内参基因为白

桦 Tubulin、Ubiquitin 基因（详细信息见表 1），

进行实时荧光定量 RT-PCR（Quantitative real-time 
PCR，qRT-PCR）分析。对白桦苗进行干旱胁迫，

提取根、茎、叶三个组织部位的 RNA，用反转录

试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA，cDNA 作为 qRT-
PCR 模板，检测 BpbZIP36 基因的表达情况。qRT-
PCR 反应体系及程序见王艳敏等 [14] 的方法，采用

2-ΔΔCt 法计算基因的相对表达量，设置 3 次重复。

1.4 BpbZIP36 过表达载体构建

委托苏州金唯智生物科技有限公司（https://
www.genewiz.com.cn/） 合 成 试 验 所 需 引 物，

以 pMD18-T-BpbZIP36 质 粒 为 模 板，pROK2-
BpbZIP36-F、pROK2-BpbZIP36-R 为引物（引物序

列见表 1），进行 PCR，引入 pROK2 质粒线性化

末端的同源互补序列。反应体系及反应程序参考

文献 [14]，回收 PCR 产物，用限制性内切酶 SmaI
对 pROK2 质粒进行单酶切。连接反应后将连接产

物进行大肠杆菌转化，阳性克隆 PCR 检测后，挑

取阳性克隆送至苏州金唯智生物科技有限公司测

序。利用电击法将测序成功的重组质粒转化至根

癌农杆菌 EHA105 中，保存农杆菌菌液，检测成

功的菌种用于后续转基因试验。

1.5 转 BpbZIP36 基因白桦的获得

以白桦的嫩茎和叶片为外植体，通过农杆菌介

导法转化野生型白桦组培苗，获得白桦 BpbZIP36
基因的过表达株系，具体过程分为以下 4 个步骤： 
1）侵染：活化超低温冰箱中保存的 EHA105 农杆

菌菌种，重悬菌体至 OD 值约为 0.1 时用于侵染叶

片。选长势健壮的白桦叶片作为侵染材料，叶片剪

至大小约为 0.5 cm×0.5 cm；将其转入重悬菌液中

浸染5 min，侵染液中含有150 μM乙酰丁香酮（As）。
2）暗培养：取出侵染的叶片，用灭菌的滤纸吸干

叶片表面菌液；将叶片放在 WPM 固体分化培养基

（含 1.0 mg/L 6-BA）上，封好培养皿后暗培养 2 ～ 
3 d。3）光培养：在诱导培养基中分别加入终浓度

为200 mg/L的头孢霉素（Cef）和羧苄青霉素（Car）、
终浓度为 50 mg/L 卡那霉素（Kan），把暗培养平

板上的叶片转接到诱导培养基上，置于组培室中

培养（28 ℃，光照培养周期 16 h/8 h）。4）筛选：

将生长旺盛的愈伤组织转到分化培养基中继续生

长；将长至 2 ～ 3 cm 的不定芽转到 WPM 培养基 
中。通过 Kan 筛选过表达转基因白桦植株，得到

抗性苗。

1.6 转 BpbZIP36 基因白桦检测

提取植株DNA进行 PCR检测，含有 BpbZIP36 
基因的为阳性转基因白桦株系，进一步对过表达

转基因白桦株系中 BpbZIP36 基因的表达量进行

qRT-PCR。具体过程为：以白桦的 cDNA 为对照，

以 BpbZIP36 基因定量引物和内参引物进行 qRT-
PCR（引物及扩增程序同 1.3），分析后选取转基

因白桦株系用于后续试验。

1.7 转 BpbZIP36 基因白桦抗旱功能分析

将 BpbZIP36 过表达白桦植株和野生型白桦植

株移至土中，在人工气候室中培养一个半月后，

将 BpbZIP36 过表达白桦植株和野生型白桦植株进

行 7 d 干旱胁迫，观察各植株的干旱程度，根据表

2 统计的旱害指数 [15]，并对转 BpbZIP36 基因过表

达白桦植株和野生型白桦植株进行生理生化指标

测定及组织化学染色分析 [16]。

2 结果与分析

2.1 BpbZIP36 基因序列结构分析

以干旱胁迫处理 24 h 的 cDNA 为模板，利用

BpbZIP36-F、BpbZIP36-R 为引物，通过 PCR 扩增

获得 1.2 kb 左右的特异片段（图 1）。
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表 2    旱害指数分级
Table 2    Drought index classification

分级 Grade 症状 Symptom

0 级 Grade 0 植株叶色正常，叶尖、叶缘不向内反卷，无叶柄
向下弯曲

1 级 Grade 1 叶片主叶脉向下弯曲，叶片无焦枯

2 级 Grade 2 叶片卷缩，叶尖、叶缘变色，叶片有焦枯迹象，
少量叶片脱落

3 级 Grade 3 植株叶片大部分焦黄，皱缩严重，叶片大部分叶
片脱落

4 级 Grade 4 大量叶片脱落，植株甚至枯死

M：DNA Marker DL 2000；1：BpbZIP36 PCR 扩增产物。 
M：DNA Marker DL 2000; 1: BpbZIP36 PCR products.

图 1  BpbZIP36 基因的克隆
Fig. 1  Cloning of BpbZIP36

利用胶回收试剂盒回收特异片段后，将其连

接到 T 载体上转化大肠杆菌，在抗性平板中挑取

阳性克隆，PCR 验证后送样测序。测序结果显

示，连接到 T 载体上的基因开放读码框 1 269 bp，
编码 422 个氨基酸，运用 ExPASy 软件（https://
au.expasy.org/resources/protparam）对该基因编码的

蛋白质进行了基本理化性质的预测分析，等电点

（pI）：9.21、分子量（MW）：44.84 kDa、负电

荷残基（Asp+Glu）：39、正电荷残基（Arg+Lys）：
44、分子式：C1920H3103N579O621S19、不稳定

系数（II）：49.18、平均疏水性（GRAVY）：-0.569、

脂肪系数（AI）：67.25。蛋白序列比对分析（http://
pfam.sanger.ac.uk/search/sequence）发现，序列 C
端 340 ～ 406 氨基酸序列之间存在一个 bZIP 结构

域（图 2）。

利 用 Blast 程 序（http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST/）搜索 bZIP 序列，选择与 BpbZIP36
相似程度高的其他 6 种不同植物的 bZIP 基因

氨基酸序列进行多序列比对，分别为 AtbZIP36 
（Q9M7Q4.1）、OsBZIP23（Q6Z312.1）、AtbZIP35 
（Q9M7Q5.1）、OsbZIP46（Q69TW5.1）、AtbZIP67 
（Q8RYD6.1）、AtbZIP15（Q9FMM7.1）。

采用 Clustal 软件进行同源性比较发现，白桦

bZIP36 蛋白序列与其他 6 种植物的 bZIP 蛋白的

同源性分别为：56%、69%、48%、66%、41%、

36%，同源性最高的为水稻 OsbZIP23，同源性为

69%（图 3）。白桦的 bZIP36 蛋白与其他植物中

的 bZIP 蛋白具有相似性，都具有保守的 bZIP 结

构域。系统进化树显示，白桦 BpbZIP36 与拟南芥

AtbZIP36 被聚为一类，亲缘关系最近（图 4）。

2.2 BpbZIP36 基因表达模式分析

对白桦土培苗进行模拟干旱处理，利用 qRT-
PCR 研究干旱胁迫下白桦 BpbZIP36 基因在白桦不

同组织部位（根、茎、叶）和不同胁迫处理时间

（6、12、24、48、72 h）下的表达模式。结果显示，

在白桦的根、茎、叶中均有 BpbZIP36 基因表达，

在茎和叶中 BpbZIP36 基因的表达量在 72 h 时达到

峰值，在根中胁迫处理 24 h 时表达量最高，表明

BpbZIP36 基因能够被干旱胁迫诱导表达（图 5）。

2.3 BpbZIP36 过表达载体构建

以阳性克隆 pMD18-T-BpbZIP36 质粒为模板，

pROK2-BpbZIP36-F、pROK2-BpbZIP36-R 为 引 物 
进行 PCR 扩增，PCR 产物中含有 pROK2 质粒线

性化末端的同源互补序列。回收含有 pROK2 质

粒线性化末端的同源互补序列的 PCR 产物，对

pROK2 载体进行单酶切（利用 SmaI 内切酶）。连

接载体与目的片段，连接产物转化大肠杆菌，菌

液 PCR 检测成功后，挑取阳性克隆送样测序，将

图 2    BpbZIP36 基因保守结构域预测
Fig. 2    Predicted conserved domain diagram of BpbZIP36
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测序成功的重组质粒（pROK2-BpbZIP36 过表达载

体）进行农杆菌转化，对农杆菌菌液进行 PCR 检

测（图6），保存农杆菌菌液检测成功的农杆菌菌种。

2.4 转 BpbZIP36 基因白桦的获得

利用农杆菌介导的植物遗传转化体系，以

白桦的嫩茎、叶片为外植体，将植物过表达载体

pROK2-BpbZIP36 导入野生型白桦组培苗，获得

白桦 BpbZIP36 基因的过表达株系。利用卡那霉素

（Kan）筛选抗性白桦植株（图 7A ～ C）。提取

植株 DNA 进行 PCR 检测，含有 BpbZIP36 基因的

黑色序列为相同氨基酸残基、灰色序列为相似的氨基酸残基；AtbZIP36（Q9M7Q4.1）、OsbZIP23（Q6Z312.1）、AtbZIP35（Q9M7Q5.1）、 
OsbZIP46（Q69TW5.1）、AtbZIP67（Q8RYD6.1）、AtbZIP15（Q9FMM7.1）

图 3    多序列比对图
Fig. 3    Multiple sequence alignment map

图 4    白桦 BpbZIP36 蛋白的系统进化树构建
Fig. 4    Phylogenetic tree analysis of BpbZIP36 protein
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为阳性转基因白桦株系。

进一步对过表达转基因白桦株系中 BpbZIP36
基因的表达量进行 qRT-PCR 分析，各株系中

BpbZIP36 基因表达量如图 7D 所示，选取 pROK2-
BpbZIP36 转基因白桦 7 个株系中的 6 号、8 号、

9 号株系用于后续试验的研究，并将它们分别命名

为 OE6、OE8 和 OE9。

M：DNA marker DL2000；1 ～ 3：PCR 扩增产物。 
M：DNA marker DL2000; 1-3:PCR products.

图 6    pROK2-BpbZIP36 载体转化农杆菌菌液检测
Fig. 6    PCR detection of A. tumefaciens transformed with 

               pROK2-BpbZIP36 vector

2.5 转 BpbZIP36 基因白桦植株干旱胁迫下的表

型观测

将 BpbZIP36 过表达白桦、野生型白桦植株移

至土中，在培养室中生长一个半月，观察各植株的

长势情况，将 BpbZIP36 过表达白桦植株和野生型

白桦植株进行干旱胁迫 7 d，结果如图 8 所示。在

非胁迫条件下（对照），OE6、OE8、OE9 转基因

白桦株系的生长状况与野生型白桦（WT）基本一

致，各株系叶色正常，叶尖、叶缘、叶柄生长均无

变化，旱害指数为 0 级；而在干旱胁迫条件下，野

生型白桦（WT）受干旱胁迫影响严重，野生型白

桦株系有 72.72% 的叶片呈现卷缩，叶尖、叶缘变 
色，有焦枯迹象及叶片脱落现象，旱害指数达到 2
级，而 3 个 BpbZIP36 基因的过表达株系长势明显

优于野生型白桦（WT），与野生型白桦株系相比，

仅 19.44% 的叶片主叶脉向下弯曲，叶片无焦枯，

旱害指数为 1 级。试验结果表明，BpbZIP36 基因

的过量表达能够提高白桦应对干旱胁迫的能力。

2.6 干旱胁迫下转 BpbZIP36 基因白桦的细胞膜

受损程度分析

细胞膜受损伤情况能够间接反映植物细胞遭

受逆境伤害的程度。细胞膜受损伤情况可以用丙

二醛（MDA）含量、相对电导率这 2 个生理指标

以及组织化学染色中的 Evans blue 染色程度来间

接反映。在正常生长条件（对照）下，各株系间

叶片 MDA 含量、相对电导率数值基本无明显差

异，Evans blue 染色结果与 MDA 含量、相对电

导率相符合。而在干旱胁迫条件下（干旱），转

BpbZIP36基因白桦叶片中蓝色着色程度轻于对照，

说明细胞膜损伤较轻，MDA 含量和相对电导率结

果进一步验证，转 BpbZIP36 基因过表达植株中

MDA含量及相对电导率明显低于对照植株（图 9）。
结果表明，过表达 BpbZIP36 基因能够降低干旱胁

迫对细胞膜的损伤，从而增强白桦的抗旱能力。

2.7 干旱胁迫下转 BpbZIP36 基因白桦的 ROS 水

平分析

植物体内的过氧化氢（H2O2）和超氧阴离子

（O2·
-）含量能够反映出植株 ROS 积累情况。过

量的 ROS 会导致氧化应激，从而对细胞造成损伤。

DAB 染色能够反映出过氧化氢（H2O2）和超氧阴

离子（O2·
-）含量。

在正常生长条件（对照）下，细胞内没有过

量积累 ROS，因此染色后的各植株叶片中没有颜

色差异，说明植物中的 H2O2 和 O2·
- 含量差异不

大。在干旱胁迫条件（干旱）下，过表达植株叶

片上的颜色比对照浅，结果表明，BpbZIP36 基因

图 5    qRT-PCR 分析干旱胁迫下 BpbZIP36 基因表达模式
Fig. 5    Expression analysis of BpbZIP36 under drought stress via qRT-PCR
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A：卡那抗性芽；B：卡那抗性苗；C：卡那生根苗；D：过表达转基因白桦植株定量分析。 
A: Kan resistant bud; B: Kan resistant seedlings; C: Kan resistant root seedlings; D: The relative expression of overexpression transgenic birch plants.

图 7    过表达转基因白桦植株鉴定
Fig. 7    Identification of overexpression transgenic birch plants

A：表型分析；B：相对含水量测定。A: Phenotypic analysis; B: Relative water content analysis.

图 8    干旱胁迫下转基因白桦植株的抗旱能力分析
Fig. 8    Analysis of stress resistance of transgenic birch plants under drought stress

各处理间与 WT 相比，* 表示 P ＜ 0.05。A：Evans blue 染色；B：MDA 含量；C：相对电导率。 
Compared with WT, * indicates P ＜ 0.05. A: Evans blue staining; B: MDA content; C: Relative electrical conductivity.

图 9    干旱胁迫下过表达转基因株系细胞膜受损情况
Fig. 9    Cell membrane damage of transgenic lines and wild type under drought stress
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的过表达降低了植株内的 H2O2 和 O2·
- 含量。进

一步测定抗旱相关生理指标（H2O2、SOD、POD
和 CAT 含量）的变化情况（图 10），结果显示，

干旱胁迫条件下过表达白桦的 H2O2 含量低于野生

型，SOD、POD 和 CAT 含量高于野生型，表明

H2O2 含量较少，其细胞受损程度低，过表达白桦

抗旱能力强于野生型白桦。以上结果间接验证了

BpbZIP36 基因的过量表达能够提高转基因白桦的

抗旱能力。

各处理间与 WT 相比，* 表示 P ＜ 0.05。A：DAB 染色；B：H2O2 含量；C：POD 含量；D：SOD 含量；E：CAT 含量。 
Compared with WT, * indicates P ＜ 0.05. A: DAB staining; B: H2O2 content; C: POD content; D: SOD content; E: CAT content.

图 10    干旱胁迫下过表达转基因株系 ROS 水平分析
Fig. 10    Analysis of ROS levels of transgenic lines and wild type under drought stress 

3 讨    论

非生物胁迫会促使植物体内生成大量 ROS，
过量 ROS 会对植物组织产生氧化伤害，维持植物

体内 ROS 动态平衡有利于植物应对各种非生物胁

迫。超氧化物歧化酶（SOD）和过氧化物酶（POD）

是植物抗氧化酶防御体系的关键组成部分，二者

共同承担清除体内多余 ROS 的功能 [17-19]。具体而

言，SOD 可将超氧自由基转化为过氧化氢（H2O2）

来清除 ROS[20]；POD 则能消耗 ROS，减少其积 
累 [21]。已有研究证实，多种抗逆基因可通过调

控 SOD 与 POD 的活性清除植物体内过量 ROS，
进而增强植物对逆境的适应能力。因此，SOD 和

POD 活性较高的植物在抵御干旱、盐、冷等胁迫

时更具优势 [22-23]。例如，植物遭遇干旱胁迫后， 
其体内 SOD 与 POD 活性会出现一定程度的提 
升 [24-25]。转入梨树 PtrABF 转录因子的烟草在干

旱处理后，SOD 和 POD 活性明显高于野生型植 
株 [26]；在拟南芥中过量表达葡萄 VvABF2 转录因

子会使转基因拟南芥的 SOD 与 POD 活性显著高于

野生型，其干旱耐受能力也随之大幅增强 [27]；转入

蒙古菊 CmbZIP9 基因的烟草在干旱胁迫下叶片中

POD 与 SOD 活性显著上升，抗逆表现优于野生型

烟草 [28]。

丙二醛（MDA）是膜脂发生过氧化反应的主

要产物，其含量高低可直接反映细胞膜脂过氧化

的程度。在盐胁迫条件下，转入 GmMYB84 基因的

大豆耐盐能力更强，且体内 MDA 含量显著低于野

生型大豆，这表明该转基因大豆的细胞膜损伤程

度更低 [29]。Cui 等 [30] 研究发现，转入番茄 MYB49
基因的拟南芥株系与野生型拟南芥相比 MDA 含量

更低，说明 MYB49 基因可通过减轻细胞膜损伤增

强植株对干旱和盐胁迫的耐受性。当细胞膜受到

损伤时，其通透性会发生改变，导致大量电解质

向外渗出，进而引起电解质渗透率的变化。例如，

在白桦中过表达 BpGRAS1 基因可降低其在盐胁迫

下的电解质渗透率，证明该基因具有保护细胞膜、

避免膜损伤的作用 [31]；过表达 BpHSFA4 基因的植

株，细胞膜受损程度较轻，电解质外渗量少，细

胞膜结构完整性更高 [32]。MDA 含量和相对电导率

可作为研究细胞膜损伤程度的重要指标，同时也

能间接体现植物在非生物胁迫下的抗逆能力。

以往研究表明，转录因子能够结合靶基因启

动子的顺式作用元件，调控下游功能基因的转录

表达，从而提高植物的抗逆性 [33]。水稻 OsbZIP71



王艳敏，等：白桦 BpbZIP36 基因克隆及抗旱功能208 第 10 期

与渗透调控基因 OsNHX1 和 COR413-TM1 的启动

子中的 G-box 元件结合，将细胞质中多余的 Na+、

K+ 运至液泡，通过减少细胞质中 Na+ 浓度，进而

提高水稻耐盐性 [34]。低渗胁迫下，拟南芥 VIP1 与

bZIP29 可形成异源二聚体，该二聚体通过与低渗

应答基因 CYP707A1、CYP707A3 启动子中的低渗

响应元件（AGCTGK）结合，共同响应渗透胁迫 [35]。

番薯 IbABF4 蛋白中含有一个典型的 bZIP 结构域

和 5 个保守的磷酸化位点，IbABF4 与 ABRE 元件

结合，并通过 ABA 信号转导途径提高番薯的抗旱

性和耐盐性 [13]。本研究中，BpbZIP36 转录因子通

过与下游调控因子启动子的哪些顺式作用元件互

作，从而影响下游基因表达以提高白桦的抗旱性，

还有待于进一步研究。

本研究通过获得过量表达 BpbZIP36 基因的白

桦并对其进行干旱胁迫，过表达白桦体内 MDA 含

量、相对电导率以及 Evans blue 染色强度均显著

降低。这一结果表明，过表达 BpbZIP36 基因可减

轻干旱胁迫对白桦细胞膜的损伤。干旱胁迫下，

过表达 BpbZIP36 基因的白桦中 SOD 与 POD 活性

高于对照，BpbZIP36 基因能够通过提高植物体内

ROS 的清除能力和减少膜脂损伤程度，增强白桦

在干旱胁迫下的抗旱能力。在后续研究中，将进

一步探究 BpbZIP36 转录因子与各类顺式作用元件

的相互作用关系，深入解析该转录因子调控白桦

抗旱性的分子机制。

4 结    论

本研究从白桦中克隆 BpbZIP36 基因，对其

序列进行生物信息学分析。qRT-PCR 结果显示，

BpbZIP36 基因在白桦根、茎、叶这三个组织部位

中均有表达，但是 BpbZIP36 基因的表达模式有

所不同，说明 BpbZIP36 基因能够被干旱胁迫诱

导表达。进一步构建植物过表达载体，通过农杆

菌介导法获得转基因白桦，对转基因白桦和对照

的干旱胁迫试验结果显示，白桦对干旱胁迫的耐

受性的提高源于 BpbZIP36 基因的过量表达。转

BpbZIP36 基因植株在受到干旱胁迫后，体内细胞

膜受到的脂过氧化损伤有所降低，POD、SOD 和

CAT 活性有所升高，进而增强了 ROS 清除能力，

从而提高白桦的抗旱能力。本研究可为林木抗逆

基因工程育种提供抗旱优良无性系。
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