
第  35 卷  第  5 期
Vol. 35，No. 5

185-195
2026 年  5 月

草 业 学 报
ACTA PRATACULTURAE SINICA

魏明， 吴欣蕊， 吴璇， 等 . 甜菜碱醛脱氢酶基因 BvBADH2 的克隆及在植物盐胁迫中的作用 . 草业学报， 2026， 35（5）： 185−195.
WEI Ming， WU Xin-rui， WU Xuan， et al. Cloning of the betaine aldehyde dehydrogenase family BvBADH2 gene and its role in plant salt tolerance. 
Acta Prataculturae Sinica， 2026， 35（5）： 185−195.

甜菜碱醛脱氢酶基因 BvBADH2的克隆
及在植物盐胁迫中的作用

魏明*，吴欣蕊，吴璇，李昊，伍国强，张伟杰，程子义
（兰州理工大学生命科学与工程学院，甘肃  兰州  730050）

摘要：甜菜作为我国北方盐碱地改良的先锋作物，其关键耐盐基因的挖掘对作物遗传改良具有重要理论价值。研究

显示，甜菜碱醛脱氢酶基因家族 BvBADHs 通过生物合成甘氨酸甜菜碱可能在甜菜盐胁迫中发挥作用。本研究以

耐盐甜菜品种‘甘糖 7 号’为材料，克隆该家族 BvBADH2 基因，利用农杆菌介导法构建过表达拟南芥株系，系统验

证和解析其耐盐调控机制。基因克隆及生物信息学分析显示：BvBADH2 编码序列（CDS）全长 1512 bp，编码 503 个

氨基酸；预测蛋白相对分子量为 54. 78 kDa，等电点（pI）为 5. 37，不稳定指数为 31. 62；含有保守的乙醛脱氢酶结构

域（Aldedh， PF00171），且启动子区域具有多种非生物胁迫响应的顺式作用元件。转基因拟南芥盐胁迫表型鉴定发

现，150 mmol·L-1 NaCl 胁迫下，过量表达株系 OE1 与 OE3 的根长、鲜重和叶绿素含量较野生型分别显著增加

129. 1%、125. 0%、104. 8% 和 137. 5%、126. 3%、107. 2% （P<0. 01）。进一步研究揭示，OE1/OE3通过特异性积累

甘氨酸甜菜碱、脯氨酸和可溶性糖等渗透相容性物质，有效维持细胞渗透势稳态；同时动态激活超氧化物歧化酶、过

氧化物酶和过氧化氢酶活性，显著抑制活性氧积累和缓解膜脂过氧化损伤。上述结果表明，BvBADH2 通过“渗

透-抗氧化协同调控网络”赋予植物耐盐性，首次在模式植物中验证其功能保守性，为作物耐盐分子设计育种提供

了关键酶基因资源。
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Abstract： Sugar beet （Beta vulgaris） is used as a pioneer crop for saline-alkali soil remediation in northern China.  In 
this context， there is significant theoretical value in investigating crop genetic improvement through the identification 
of key salt-tolerance genes.  Studies have shown that the betaine aldehyde dehydrogenase gene family BvBADHs may 
play a role in beet salt stress through facilitating glycine betaine biosynthetis.  In this study， BvBADH2 was cloned 
from the salt-tolerant sugar beet cultivar ‘Gantang 7’ and BvBADH2-overexpressing Arabidopsis thaliana lines 
were generated by Agrobacterium-mediated transformation to systematically analyze and confirm its salt-tolerance 
mechanisms.  Gene cloning and bioinformatics analysis showed that the full length of the BvBADH2 coding sequence 
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（CDS） is 1512 bp， encoding 503 amino acids.  The relative molecular weight of the predicted protein is 54. 78 kDa， 
the isoelectric point is 5. 37， and the instability index is 31. 62.  It contains a conserved aldehyde dehydrogenase 
domain （Aldedh， PF00171）， and the promoter region has a variety of abiotic stress-responsive cis-acting elements.  
In the salt-stress tolerant phenotype of transgenic A.  thaliana under 150 mmol·L-1 NaCl stress， the root length， 
fresh weight and chlorophyll content of the higher expression transgenic lines OE1 and OE3 were significantly 
increased by 129. 1%， 125. 0%， 104. 8% and 137. 5%， 126. 3%， 107. 2%， respectively， compared with the wild 
type （P<0. 01）.  Further studies revealed that BvBADHs overexpression of transgenic plants effectively maintained 
cell osmotic potential homeostasis by specifically accumulating osmotic protective substances such as glycine betaine， 
proline， and soluble sugar.  Concurrently， dynamic activation of antioxidant enzyme systems-superoxide dismutase， 
peroxidase， and catalase-significantly reduced reactive oxygen species accumulation and alleviated membrane lipid 
peroxidation.  These findings indicate that BvBADH2 confers salt tolerance through an “osmotic-antioxidant 
synergistic regulatory network”， marking the first functional validation of this gene’s conservation in model plants.  
This study provides critical insight for the development of enzymatic gene resources aimed at enhancing crop salt 
tolerance through molecular design breeding.
Key words： betaine aldehyde dehydrogenase； salt stress； osmotic adjustment； oxidative damage； antioxidant system

盐胁迫是制约作物生长和产量形成的主要环境因子。据统计，全球超过 13. 81 亿 hm2土地受到盐渍化影响，

占土地面积的 10. 7%，其中我国受影响面积近 1 亿 hm2，是世界上土壤盐渍化最为严重的国家之一［1］。土壤中高

浓度的 Na+和 Cl−降低了土壤渗透势，致使植物根系吸水困难；此外，盐胁迫引发植物离子毒害、氧化损伤，导致细

胞合成与代谢紊乱、光合速率下降等，致使作物减产，甚至死亡［2］。为应对盐胁迫，植物进化出一系列的耐逆机

制，包括离子转运系统、渗透调节、抗氧化系统和激素信号转导等［3］。其中，渗透调节通过积累渗透相容性溶质以

维持细胞膨压与代谢稳态，是植物适应盐胁迫的关键策略［4-5］。

盐等非生物胁迫诱导植物合成的有机渗透相容物质主要有脯氨酸（proline， Pro）、甘氨酸甜菜碱（glycine 
betaine， GB）、可溶性糖（soluble sugar， SS）、可溶性蛋白（soluble protein， SP）和多元醇（polyhydric alcohols， 
Polyol）等［6］。GB 是一种季胺型水溶性生物碱，因首先在甜菜（Beta vulgaris）糖蜜中被分离而得名［7-8］。研究表

明，GB 通过调节渗透压、保护酶活性、维持离子平衡及介导胁迫信号转导等功能机制增强植物耐盐性［9］。植物中

的 GB 先由胆碱单加氧酶（choline monooxygenases， CMOs）将胆碱（choline）催化为甜菜碱醛（betaine aldehyde），

再经甜菜碱醛脱氢酶（betaine aldehyde dehydrogenases， BADHs）氧化生成，其中 BADHs 是主要的限速酶，决定

GB 在细胞内的积累水平［8，10］。高等植物首先在菠菜（Spinacia oleracea）［11］中克隆到 BADHs基因，随后在甜菜［12］、

大麦（Hordeum vulgare）［13］、水稻（Oryza sativa）［14］、辽宁碱蓬（Suaeda liaotungensis）［15］等植物中鉴定或克隆到该

基因家族。研究显示，BADHs 具有潜在调控植物耐盐性的功能。例如，在马铃薯（Solanum tuberosum）中过表达

四翅滨藜（Atriplex canescens） AcBADH 后，转基因植株 H2O2和丙二醛（malondialdehyde， MDA）含量降低、Pro 增

多，使氧化损伤减轻和促进了植物的耐盐性［16］。将嗜盐植物山菠菜（Atriplex hortensis）的 AhBADH 转入大豆

（Glycine max）后可耐受 300 mmol·L-1 NaCl 胁迫［17］。值得注意的是，甜菜作为典型的嗜盐作物，其 BvBADHs 基

因家族鉴定及在盐胁迫下的表达模式已被初步解析，但在盐胁迫中的功能验证及调控机制仍未探究［18-19］。相关

研究，如盐胁迫下 BvWD40 的过表达揭示了其在离子平衡和脱落酸（abscisic acid， ABA）信号中的潜在作用，这

为 BvBADHs的功能解析提供了借鉴［20］。

甜菜是藜科（Chenopodiaceae）二年生草本植物，广泛栽培于我国北方干旱半干旱地区。作为我国第二大糖

料作物，甜菜不仅是我国北方盐碱地改良的先锋作物，还在畜牧、化工、医药、食品加工等领域具有一定的经济价

值［21-23］。甜菜强耐盐性源于复杂的遗传调控网络，而 BvBADHs 可能是该网络的重要组分。全基因组鉴定与盐

胁迫表达模式分析揭示，BvBADHs基因家族包含 9 个成员，其中 BvBADH2 启动子区富集 ABRE、TCA 等胁迫响
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应元件，并随盐处理浓度的升高转录水平显著增加［18］。基于此，本研究以耐盐甜菜品种“甘糖 7 号”为材料，克隆

BvBADH2 基因，通过农杆菌介导的异源过表达系统，在模式植物拟南芥（Arabidopsis thaliana）中系统验证其盐

胁迫耐受性及调控机制，为作物耐盐分子育种提供关键酶基因资源。

1　材料与方法

1. 1　材料

本研究于 2025 年 5 月在兰州理工大学植物与微生物互作实验室完成。耐盐甜菜品种‘甘糖 7 号’由甘肃省武

威三农种业有限公司惠赠。拟南芥野生型种子（Col-0）及所用质粒载体（pEarleyGate100， pEG100）均由本实验

室保藏。基因组 DNA 纯化试剂盒（Takara， 9768）、RNA 提取试剂盒（Takara， 9769）、反转录试剂盒（Takara， 
RR055A）、PrimeSTAR®预混型高保真 DNA 聚合酶（Takara，R055A）、In-Fusion 同源重组酶（Takara， 638920）及

TB Green®荧光定量试剂盒（Takara， RR420A）等购于宝生物（TaKaRa）工程（大连）有限公司。在上海生工生物

工 程 股 份 有 限 公 司（https：//www. sangon. com/）合 成 引 物 序 列 。 GB、Pro、SS、MDA 含 量 及 过 氧 化 氢 酶

（catalase， CAT）、过氧化物酶（peroxidase， POD）和超氧化物歧化酶（superoxide dismutase， SOD） 3 个抗氧化酶

的活性检测试剂盒购自上海酶联生物（mlbio）科技有限公司（https：//www. mlbio. cn/）。植物过氧化氢（H₂O₂）和

超氧阴离子（O₂·-）组织染色检测试剂盒购自北京索莱宝（Solarbio）科技有限公司（https：//www. solarbio. cn/）。

1. 2　方法

1. 2. 1　植物种植与培养　  2023 年 8 月，挑选籽粒饱满、形状大小一致的“甘糖 7 号”种子播种于用霍格兰营养

液（成分：硝酸钾 2 mmol·L-1、硝酸钙 0. 1 mmol·L-1、硫酸镁 0. 25 mmol·L-1、磷酸二氢铵 0. 5 mmol·L-1、乙二胺四

乙酸二钠铁 0. 5 mmol·L-1、硼酸 92 mmol·L-1、氯化锰 18 mmol·L-1、硫酸锌 1. 6 mmol·L-1、硫酸铜 0. 6 mmol·L-1

和钼酸铵 0. 7 mmol·L-1）湿润的蛭石中，生长环境为昼温 25 ℃、夜温 20 ℃，光/暗周期 16 h/8 h，相对湿度 65%，光

强 200 μmol·m-2·s-1。拟南芥种子用 70% 乙醇浸泡 5 min，5% 次氯酸钠（0. 1% Triton X-100）振荡 5 min，无菌水

冲洗 4~5 次。经消毒后的种子播种于 1/2 MS 固体培养基（成分：MS 基础盐 2. 15 g·L-1、蔗糖 10 g·L-1和琼脂 10 
g·L-1），置于 4 ℃冰箱暗处理 3 d，然后移至恒温培养箱光照培养，待长至 2~3 片真叶后移栽至土壤继续培养。拟

南芥培养条件为昼温 22 ℃、夜温 18 ℃，光/暗周期 16 h/8 h，相对湿度 70%，光强 200 μmol·m-2·s-1。

1. 2. 2　BvBADH2 的克隆及过量表达载体构建　  基于李昊等［18］利用生信分析对甜菜 BvBADHs家族成员的鉴

定，并结合甜菜基因组数据库（http：//bvseq. boku. ac. at/index. shtml）中的 BvBADH2 （LOC104894203）模型，获

取并下载其基因编码序列（coding sequences， CDS）。以该 CDS 全长为模板利用 Primer 5 软件设计并合成基因特

异 性 引 物 BvBADH2 F1/R1（表 1）。 使 用 植 物 RNA 提 取 试 剂 盒 提 取 3 周 龄 大 小 甜 菜 幼 苗 总 RNA，采 用

PrimeScript™反转录试剂盒合成 cDNA。以 cDNA 为模板，利用适合重组反应的 BvBADH2 F2/R2引物扩增目的

基因。PCR 体系（20 μL）： 2×PrimeSTAR LongSeq Premix 10 μL，引物各 1 μL （10 μmol·L-1），cDNA 模板 1 μL，

ddH2O 7 μL。PCR 反应程序：94 ℃ 1 min；98 ℃ 20 s，68 ℃ 30 s （35 个循环）。经 1% 琼脂糖凝胶电泳验证后，通过

同源重组将目的片段克隆至 pEG100 载体（CaMV 35S 启动子驱动），转化 DH5α 后测序验证。

1. 2. 3　拟南芥的遗传转化及转基因株系鉴定　  将测序鉴定正确的阳性克隆通过冻融法［24］转入根癌农杆菌

GV3101，经卡那霉素（Kan+）/利福平（Rif+）/庆大霉素（Gen+）抗性筛选后，挑选阳性克隆进行菌落 PCR 鉴定。选

取鉴定正确的农杆菌扩繁至 OD600为 0. 8，采用花序浸泡法侵染 Col-0 背景的野生型拟南芥，具体参照 Zhang 等［25］

的方法配制菌液、侵染花序、转化等，收获 T0 代植株种子。T1 代种子经消毒后点播到含 40 mg·L-1 Basta 的 1/2 
MS 固体培养基，经抗性筛选后将阳性幼苗移栽至营养土中继续生长。提取过量表达株系的莲座叶 DNA，使用定

向特异性引物（35SPro F/BvBADH2 R3）进行 PCR 鉴定。鉴定为阳性的 T1 代转基因植株连续培养获得纯合株

系（T3）。

1. 2. 4　BvBADH2 的定量表达分析　  利用 Primer 5 软件设计 BvBADH2 特异的 qRT-PCR 引物（BvBADH2 
qRT F/R）。采用 Trizol 法［26］提取转基因和野生型拟南芥的莲座叶总 RNA，反转录合成 cDNA。以拟南芥

AtActin 为内参基因，使用 TB Green® Premix Ex Taq ™试剂盒在 QuantStudio® 3 型实时荧光定量 PCR 系统
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（Thermo Fisher，美国）上检测 BvBADH2 在不同植株中的表达量。PCR 反应程序： 95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 10 
s （40 个循环）。熔解曲线分析为： 95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，95 ℃ 15 s。基因相对表达量的计算采用 2-∆∆Ct法［27］，每个

样本设置 3 次技术重复。

1. 2. 5　盐胁迫与表型分析　  将大小、长势一致的 5 日龄过表达（overexpression， OE）和野生型（wild type， 
WT）株系无菌苗转移至含 150 mmol·L-1 NaCl 的 1/2 MS 培养基平板，胁迫处理约 10 d，期间观察并比较各株型

生长差异。土壤盐胁迫中，取长势大小一致的 3 周龄土培植株进行盐梯度处理（100~200 mmol·L-1 NaCl，每 48 h
递增 50 mmol·L-1），200 mmol·L-1 NaCl维持约 7 d 后拍照、取样。每个处理设置≥20 株苗，重复 3 次。

1. 2. 6　形态指标测定　  1/2 MS 培养基平板盐胁迫处理表型较为明显时（10 d），随机选取 5 株幼苗，用直尺和

电子秤分别测量各株系的根长、鲜重。每个处理设置 3 次重复。

1. 2. 7　生理指标测定　  挑选长势一致、7 d 大小的无菌幼苗约 10 株，将其小心移至含 150 mmol·L-1 NaCl 的
1/2 MS 培养基，胁迫处理 4 d 后取各株型样本材料用于叶绿素、GB、Pro、SS 和 MDA 等生理指标的测定。采用乙

醇浸提法测定叶绿素（mlbio， ml095018）［28］含量；雷氏盐显色法［29］测定 GB （mlbio， ml076973）含量；茚三酮法［30］测

定 Pro（mlbio， ml094958）含量；蒽酮-硫酸法［31］测定 SS （mlbio， ml095107）含量和硫代巴比妥酸法［32］测定 MDA 
（mlbio， ml094962）含量。具体操作和计算按照说明书要求进行，每个处理设置 3 次重复。

1. 2. 8　抗氧化酶活性测定　  样本处理同 1. 2. 7。采用相应的酶联免疫吸附法（enzyme linked immunosorbent 
assay， ELISA）定量检测 CAT、POD、SOD 的活性［33］。步骤概括如下：取约 0. 05 g 幼苗样品，加入 3 mL 冰预冷的

提取缓冲液（含 1% 聚乙烯吡咯烷酮的 100 mmol·L-1磷酸钾缓冲液，pH 值 7. 8），充分匀浆后于 4 ℃、8000 r·min-1

离心 10 min，收集上清液。使用酶联生物公司生产的 ELISA 检测试剂盒对上清液中的 CAT（mlbio，ml022785）、

POD（mlbio，ml095259）和 SOD（mlbio，ml503401）活性进行定量分析，每个处理设置 3 次重复。

1. 2. 9　活性氧（reactive oxygen species， ROS）组织化学检测　  挑选长势大小一致、3 周龄的 OE 与 WT 土培植

株各 10 株，150 mmol·L-1 NaCl 处理 4 d 后采集各株型大小一致的叶片用于 ROS 组织染色。H₂O₂和 O₂·-分别通

过二氨基联苯胺（diaminobenzidine， DAB）和硝基蓝四氮唑（nitroblue tetrazolium， NBT）法进行组织化学染色和

可视化分析［34］。选取大小、形状近似的植物叶片，常温浸泡于 1 g·L-1 DAB 或 NBT 缓冲液（solarbio， G4815 和

G4816）12 h。通过煮沸的乙醇（95%）对叶片进行脱色处理 10~15 min，随后将叶片保存在该溶液中直至绿色完

全褪去［35-36］。利用 ImageJ软件（https：//imagej. net/ij/）对着色密度进行定量分析［37］。

1. 3　数据分析

采用 Microsoft-excel 2019、Graphpad Prism 8、A Plasmid Editor v 2. 0. 61 软件整理试验数据和绘制图表。采

表 1　本研究所用引物

Table 1　Primers used in this study

引物名称 Name of primer

BvBADH2 F1

BvBADH2 R1

BvBADH2 F2

BvBADH2 R2

BvBADH2 qRT F

BvBADH2 qRT R

AtACTIN qRT F

AtACTIN qRT R

35S Pro F

BvBADH2 R3

序列 Sequence （5′-3′）

ATGGCGATCCCAATACCT

CAGTTTTGAGGGAGACTTGTAC

gaggacacgctcgagATGGCGATCCCAATACCT

tttgtaatccccgggCAGTTTTGAGGGAGACTTGTAC

GTCCTGTTGTCAGCAAGGGA

GCATGGACGTGGAGACATCA

AGATCCAGGACAAGGAAGGTATTC

CGCAGGACCAAGTGAAGAGTAG

GACGCACAATCCCACTATCC

CTCGTCATCGGAACTAAATG

用途 Purpose

基因克隆

Gene cloning

载体构建

Vector construction

实时定量 PCR
Quantitative real time PCR

转基因植株鉴定

Identification of the transgene plants

表中小写字母序列为同源臂，专用于“一步克隆法”载体构建。The lowercase sequences in the Table are homology arms specifically designed for “one-

step” cloning vector construction.
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用 SPSS 26. 0 进行单因素方差分析（ANOVA），运用邓肯多重范围检验（Duncan’s multiple range test）分析平均

值的差异性（P<0. 05），数据均为平均值±标准误（n=3）。

2　结果与分析

2. 1　BvBADH2 克隆及编码序列特性分析

以“甘糖 7 号”cDNA 为模板，通过 PCR 成功扩增出约 1. 5 kb 的特异性条带（图 1A）。经 Sanger 测序及 NCBI 
BLAST 比对验证，该序列与预期 BvBADH2 cDNA 完全一致。利用 ProtParam 在线工具分析表明，其编码蛋白

的开放阅读框全长 1512 bp，编码 503 个氨基酸，预测分子量为 54. 78 kDa，理论等电点为 5. 37，不稳定指数为

31. 62，属于酸性稳定蛋白；总平均疏水性指数为-0. 062，提示其具备亲水性。进一步基于 SMART 数据库的保

守结构域分析显示，该蛋白含有一个典型的乙醛脱氢酶功能域（Aldedh， PF00171），暗示其在 GB 合成中可能催

化甜菜碱醛向 GB 的转化（图 1B）。

2. 2　BvBADH2 过表达株系的鉴定

通过同源重组法将克隆获得的 BvBADH2 完整编码序列插入植物双元表达载体 pEG100 （CaMV 35S 组成型

启动子驱动）；经质粒转化、筛选、PCR 和测序验证获得预期正确的重组质粒（图 2A）。通过农杆菌介导的花序浸

染法转化野生型拟南芥（WT），T1 代拟南芥经 Basta 抗性筛选与 PCR 验证，共鉴定出 5 个阳性转化株系

（OE1~OE5） （图 2B）。qRT-PCR 分析显示，所有过表达株系 BvBADH2 的相对表达量均显著高于 WT，并发现

OE1和 OE3较高，分别较 WT 上调 611 和 683 倍（P<0. 05），故选定这两个株系进行后续表型和功能验证（图 2C）。

2. 3　BvBADH2 增强植物耐盐性的功能验证

将 5 d 大小的纯合过表达株系 OE1、OE3和 WT 幼苗移至含 150 mmol·L-1 NaCl 的 1/2 MS 平板，盐胁迫处理

10 d 后，尽管各株型的生长均受到抑制，但 OE1、OE3的表现明显优于 WT，WT 呈现出严重的萎蔫、黄化和短小主

根（图 3A）。土培苗盐胁迫试验证实，WT 较转基因株系同样表现出矮小、黄化的盐敏感表型（图 3B）。表型关联

数据分析显示，盐胁迫下 OE1、OE3较 WT 根长分别增加 129. 1%、137. 5%，鲜重增多 125. 0%、126. 3%，叶绿素含

量提升 104. 8%、107. 2%，均显著优于野生型植株（图 3C~E，P<0. 05）。这些结果表明，BvBADH2 正调控植物

的耐盐性。

图 1　BvBADH2分子克隆及编码蛋白序列分析

Fig. 1　Molecular cloning and protein sequence analysis of BvBADH2
A：BvBADH2 基因扩增产物，大小 1512 bp；B：BvBADH2 全长编码序列分析。M：DL2000 DNA 分子量标准；N：阴性对照；P：PCR 产物；红色加粗氨

基酸序列为乙醛脱氢酶保守结构域。下同。A： BvBADH2 gene amplification product， size 1512 bp. B： Analysis of the full-length coding sequence of 
BvBADH2. M： DNA marker DL2000； N： Negative control； P： PCR product. Red crude amino acid sequence is aldehyde dehydrogenases conserved 
domain. The same below.
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2. 4　BvBADH2 调控渗透调节物质的合成

BADHs的生物学功能是合成 GB，且其大量积累往往受到盐、干旱等非生物胁迫的诱导。盐胁迫处理 4 d 后，

尽管各株型的 GB 含量较对照处理均显著增加，但两个 OE 植株的增加更为明显，均超过 WT 的 2 倍，这说明

图 2　BvBADH2过表达载体构建与转基因植株鉴定

Fig. 2　Construction of the BvBADH2 overexpression vector and identification of transgenic plants
A： 双元载体 T-DNA 区域示意图 Schematic diagram of the T-DNA region of the binary vector； MAS Ter： 甘露碱合成酶终止子 Mannopine synthase 
terminator； BlpR： 类细菌素肽调控蛋白 Bacteriocin-like peptide regulatory protein； MAS Pro： 甘露碱合成酶启动子 Mannopine synthase promoter； 
35S Pro： 花椰菜花叶病毒 35S 启动子 Cauliflower mosaic virus 35S promoter； OCS Ter： 章鱼碱合成酶终止子 Octopine synthase terminator. B： 转基

因株系 PCR 鉴定 PCR identification of transgenic lines； 1~5： 5 个独立的过表达株系 OE1~5 Five independent overexpression lines OE1-5；N： 阴性对照

（野生型植株 DNA） Negative control （wild-type plant DNA）； P： 阳性对照（质粒 DNA） Positive control （plasmid DNA）； C： 转基因株系 BvBADH2

表达量的 qRT-PCR 检测 qRT-PCR analysis of BvBADH2 relative expression levels in different transgenic lines； WT： 野生型 Wild type. 不同小写字母

代表不同株系间差异达到显著水平（P<0.05）。Different lowercase letters indicate significant differences among the lines （P<0.05）.

图 3　过表达植株的盐胁迫表型分析

Fig. 3　Phenotypic analysis of overexpression plants under salt stress
不同小写字母表示对照与处理组不同株系间差异达到显著水平（P<0.05），下同。Different lowercase letters indicate significant differences among 
controls and treatments within different lines （P<0.05）， the same below.
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BvBADH2 介导盐胁迫诱导下 GB 的生物合成（图 4A）。除 GB 外，同步检测证实 Pro 与 SS 在 OE1、OE3株系中较

WT 分别增加 2. 1、1. 5 与 2. 03、1. 34 倍（图 4B，C）。因此，BvBADH2 通过协同上调 GB、Pro 和 SS 等渗透相容性

物质的合成，维持植物细胞的渗透平衡以应对盐胁迫。

2. 5　BvBADH2 激活盐胁迫诱导的抗氧化酶系统

GB 具有调节细胞渗透压、增加根系吸水、保护大分子蛋白与酶活性及稳定细胞形态结构等作用。通过对抗

氧化酶系统活性分析发现，正常培养条件下各植株的  CAT、POD、SOD 维持较低活性，盐胁迫处理后显著增强了

OE 植株的 3 种抗氧化酶活性，其中 OE1 分别较 WT 提高 1. 6、1. 3 和 1. 3 倍，OE3 分别提高 1. 4、1. 4 和 1. 3 倍（图  
5A~C）。这表明，盐胁迫下 BvBADH2 介导 GB 等渗透相容性物质积累后激活了抗氧化酶系统的活性。

2. 6　BvBADH2 缓解盐胁迫诱导的氧化损伤

盐等非生物胁迫导致植物发生氧化应激反应，产生高水平的 ROS，破坏植物氧化还原稳态，并对细胞造成氧

化损伤。DAB/NBT 组织化学染色结果显示，盐胁迫下 OE 叶片的 DAB（H₂O₂）和 NBT（O₂·-）着色较浅，定量分

析确认两者的积累量较 WT 分别下降 24. 4% 和 29. 9%，这说明盐胁迫下 OE 植株产生了较少的 H₂O₂和 O₂·-，受

到的氧化损伤较轻（图 6A~C）。进一步对膜系统脂质过氧化产物 MDA 检测发现，盐胁迫下两个过表达植株的

MDA 含量较 WT 平均降低 20%（P<0. 05，图 6D）。以上数据共同证明，BvBADH2 的过表达通过增强抗氧化防

御系统，显著降低盐胁迫诱导的氧化损伤。

3　讨论

土壤盐渍化是全球主要的非生物胁迫之一，土壤高浓度的 Na+和 Cl-对植物造成渗透胁迫、离子毒害和氧化

损伤，严重抑制农作物的生长和发育，并降低产量［38］。与甜土作物相比，嗜盐作物如甜菜进化出更为有效的机制

来适应土壤的盐渍化环境［39-40］。研究表明，盐等非生物胁迫诱导植物合成 GB、Pro 和 SS 等渗透相容物质，这些

物质的大量积累具有提高细胞液浓度、降低水势、维持细胞膨压和防止细胞脱水等作用，进而有效提高植物的耐

盐性［4-5］。GB 等渗透相容物质在非生物胁迫中具有以下作用：1）调节渗透压稳态平衡；2）维持逆境胁迫下酶等

图 4　过表达植株盐胁迫生理生化分析

Fig. 4　Physiological and biochemical analysis of overexpression plants under salt stress

图 5　过表达植株盐胁迫诱导的抗氧化酶活性分析

Fig. 5　Analysis of salt stress-induced antioxidant enzyme activities in overexpression plants
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生物大分子的空间结构；3）保护光合作用系统；4）维持生物膜系统的稳定性；5）清除活性氧和自由基；6）调控抗逆

基因的表达  ［7，41-42］。因此，在传统农作物中提高 GB 等渗透相容性物质的合成是增强其耐盐性的重要途径。

高浓度的 Na⁺和 Cl-不仅破坏细胞离子稳态，还诱导 ROS 爆发引发膜脂过氧化、蛋白质变性及 DNA 损伤［43］。

与甜土作物不同，盐生植物通过高效的渗透调节系统适应土壤的盐渍化环境，其核心包括合成并大量积累 GB、

Pro、SS 等渗透相容性溶质［4，39］。这些物质通过降低细胞水势、稳定酶结构及保护光合系统等途径增强植物的耐

盐性［6-7，39］。其中，GB 因其无毒和具有渗透调节、ROS 清除及信号转导等功能而成为关键的代谢标志物［40］。

研究揭示，BADHs 是 GB 从头合成的关键性酶［8，10］。高等植物的 BADH 先后在菠菜［11］、甜菜［12］、大麦［13］、水

稻［14］、辽宁碱蓬［15］等植物中被分离或克隆。通过对甜菜 BvBADH2 结构域分析，获得该基因编码蛋白含保守的乙

醛脱氢酶功能域（Aldedh， PF00171），这暗示其在 GB 合成中可能催化甜菜碱醛向 GB 的转化（图 1B）。本研究前

期通过生物信息学方法在已公布的甜菜基因组中共鉴定到 9 个 BvBADHs家族成员，其中 BvBADH2 启动子区域

存在 ABRE、TCA 等胁迫或激素响应元件；且通过 qRT-PCR 方法分析发现随盐胁迫浓度的升高基因转录水平显

著增加，这提示 BvBADH2 可能调控植物盐胁迫的响应过程［18-19］。

本研究通过克隆 BvBADH2 并将其在拟南芥中进行异源表达，证实 BvBADH2 具有潜在调控植物耐盐性的

功能。与 OE 植株相比，WT 在盐胁迫下呈现出严重的萎蔫、黄化和根系短小，且鲜重和叶绿素含量明显下降，表

明 BvBADH2 正向调控植物的耐盐性（图 3）。这一功能与其他研究结果吻合，如四翅滨藜 AcBADH 在马铃薯［16］、

山菠菜 AhBADH 在大豆［17］、菠菜 SoBADH 在甘薯（Dioscorea esculenta）［44］、小麦（Triticum aestivum） TaBADH［45］

在拟南芥中进行过量表达，均显著提高了这些植物的耐盐性。

过量表达 BvBADH2 不仅介导 GB 的合成，还激活盐胁迫诱导的 Pro 和 SS 的合成与积累（图 4）。盐胁迫下，

AcBADH、TaBADH 在相关植物中异源表达也能增加 Pro 等渗透相容性物质的含量［16，46］。出现这一现象推测可

能与代谢网络级联、转录调控协同或氧化还原稳态改变相关［47-49］。如植物合成 GB 后通过清除过量 ROS 的同时，

间接保护 Pro 和糖代谢相关酶（如 P5CS1、SPS1）活性，避免使其氧化而失活，从而促进了 Pro 和可溶性糖的合

成［50］。上述发现突破了传统认知中 BADH 仅调控 GB 合成的局限性，揭示了其在整合渗透保护系统中的重要功

能，为作物耐盐性多靶点协同改良提供了理论依据。

盐胁迫下 ROS 主要来源于光合电子传递链泄漏（叶绿体）、线粒体呼吸异常及烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

图 6　过表达植株中盐胁迫诱导的活性氧积累分析

Fig. 6　Analysis of salt stress-induced reactive oxygen species accumulation in overexpression plants
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（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate， NADPH）氧化酶激活［51-52］。植物细胞积累过量的 ROS 会引起生物

膜系统损伤、光合和呼吸作用受阻、代谢紊乱、蛋白质氧化、DNA 损伤及相关信号通路受阻等［53-54］。研究发现，转

基因株系的 MDA 含量及 ROS 积累量减少，表明过量表达 BvBADH2 具有减轻盐胁迫下植物氧化损伤的功能（图

5 和图 6）。其可能途径是：1） GB 通过稳定光系统Ⅱ（PSⅡ）及核酮糖 -1，5-二磷酸羧化酶/加氧酶（ribulose-1，5-

bisphosphatecarboxylase/oxygenase，rubisco）的结构，维持光合电子传递链的效率，减少叶绿体中超氧阴离子的泄

漏［38］。2） GB 可能作为分子伴侣增强抗氧化酶 POD、SOD、CAT 的稳定性和活性，减少了 ROS 的积累［9］。3） GB
直接清除 ROS，减少了 H₂O₂和 O₂·-的生成量（图 4 和图 5），其功能机制可能与 GB 抑制 NADPH 氧化酶的活性有

关［9］。值得注意的是，本研究中 Pro 和 SS 的同步积累可能进一步强化了抗氧化防御，例如 Pro 可作为羟基自由基

清除剂，而糖类通过渗透保护维持细胞膜的完整性［4］，凸显了多渗透物质的功能互补性。上述多层级防御体系证

实了转基因植株在盐胁迫下维持较好生长的表型特征。

4　结论

本研究成功从甜菜基因组克隆了乙醛脱氢酶基因 BvBADH2，并构建其过表达转基因拟南芥体系。盐胁迫

表型分析发现，过表达株系相较于野生型表现出显著增强的耐盐性，包括无明显萎蔫、根系伸长、鲜重及叶绿素含

量增加。生理生化分析揭示：1） BvBADH2 过表达促进了 GB 合成及协同激活 Pro 与 SS 的合成通路；2） 增强

POD、SOD、CAT 等抗氧化酶的活性，降低了 ROS 的积累量及膜脂过氧化反应。因此，BvBADH2 通过渗透调节

物质合成与抗氧化防御系统激活的双重调控机制，有效缓解盐胁迫引起的渗透失衡与氧化损伤。本研究在模式

植物中初步验证了耐盐性相关基因 BvBADH2 的功能保守性，为作物耐盐遗传改良提供了关键酶基因资源。
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