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Abstract: The po tassium channel genes (KA T 1 and A K T 1) w ere in troduced in to the rice (Zhonghua 8, Zhonghua 9,

Zhonghua 13 and 8706) by using part icle bom bardm ent m ethod. The mo lecu lar analysis confirm ed the in tegrat ion and ex2
p ression of these genes in the transgen ic rice p lan ts. The resu lts show ed that transgen ic p lan ts have the h igh capacity of ac2
cum ulat ing po tassium in a po t cu ltu ral experim ent w ith two differen t K levels.
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摘　要: 通过基因枪导入法, 将外源钾通道基因 (KA T 1 和A K T 1) 导入水稻中花 8 号、中花 9 号、中花 13 以及 8706 中,

获得了转基因植株, 经分子检测, 证实了钾通道基因在水稻基因组中的整合与表达。盆栽试验表明, 转基因植株在低钾和高

钾两种钾水平下其钾的累积能力都有明显提高。
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　　 据全国化肥试验网长期定位试验资料及中国科学院南

京土壤研究所长期的研究工作表明, 目前我国化肥的利用率

远低于世界发达国家的水平, 导致农业生产对化肥的需求量

逐年增加, 如何提高肥料利用率是我国农业生产中一个急待

解决的问题。同时, 土壤中缓效态及难溶性养分储量十分丰

富, 以钾为例, 土壤中能被植物直接利用的有效态钾仅占土

壤全钾的 0. 1%～ 2% , 所以, 如果能提高肥料及土壤非有效

态养分的利用率, 其效益将相当可观1 。

水稻是我国重要的粮食作物, 种植面积约占我国整个粮

食作物的 40% , 稻谷年产量约 2 亿 t, 占世界稻谷总产量的

40% , 占我国粮食总产量的 50% 左右。而钾是水稻重要的产

量和质量因子, 缺钾不仅会影响正常细胞的渗透压平衡引起

器官机能的破坏, 影响植物的正常生长, 而且会通过植物激

素的调节破坏植物体内的代谢和转运过程, 导致水稻产量和

质量的大幅下降。随着我国耕地土壤缺钾面积的不断扩大和

缺钾程度的继续加重, 钾素营养已经成为影响我国许多地区

水稻产量和质量的主要养分因子之一, 因此, 水稻钾素营养

性状的改良具有十分重要的现实意义2 。

近年来, 随着土壤学、植物营养学以及分子生物学等众

多学科的不断发展, 人们在寻求通过植物营养途径借助基因

工程技术来改良植物品种, 以期在提高肥料利用率和农作物

品质改良方面有所突破1, 3 。我们早期的转基因烟草的研究

也是将外源钾通道基因导入烟草中高效表达, 获得了钾高效

利用型转基因烟草株系。研究证明外源钾通道基因的导入不

仅可以提高肥料钾和土壤缓效态钾的利用率, 而且可以显著

提高烟叶的钾含量, 使烟草产量和品质得到较大幅度的改

良4 。这些研究结果表明, 利用外源基因改良植物的营养遗传

特性是可行的。

本项研究运用基因枪技术, 将外源钾通道基因导入水稻

植株, 并高效表达, 以期获得能较好地利用土壤钾素营养的

水稻品种; 同时也为水稻营养遗传改良提供新的思路。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　外源基因

从拟南芥 (A rabidop sis thaliana) 中克隆出来的高亲和

钾通道基因 (KA T 1 和A K T 1) , 其DNA 序列参见施卫明等

的文章5 。所用菌株 E. coli 为DH 5Α。
1. 1. 2　试剂

实验所用化学试剂和生化试剂购自 Sangon 公司, 所设

计的特异性 PCR 检测引物由 Sangon 公司合成, 其序列为:

5’2TGTCGA TCTCTTGGA CTCGA 23’;

5’2CAA TCTCA GCGTTGTCCGCA 23’。

收稿日期: 2001202223; 修改稿收到日期: 2001205221。

基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (39770437) ; 中国科学

院重点项目 (KZ9522S12221) ; 中国科学院生物学特别资助项目

(STZ23209) ; 国家基础研究重点发展规划项目(G1999011808)。
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图 1　所用基因质粒图

F ig. 1. M ap of A K T 1 and KA T 1 gene p lasm id.

A - A K T 1; B- KA T 1.

1. 1. 3　受体材料

　　采用 4 个水稻品种, 分别为中花 8 号、中花 9 号、中花 13

和 8706。

1. 2　方法

1. 2. 1　质粒构建

包含目的基因的质粒在日本东京大学农学院完成。其结

构如图 1 所示。

1. 2. 2　质粒DNA 的大量制备

对含有目的基因的质粒通过大肠杆菌(DH 5Α) 感受态细

胞的转化, 获得大肠杆菌菌株, 再通过含有抗生素 (50 m göL

Kanam ycilin) 的液体培养基振荡培养, 得到大量菌体, 经过裂

解、抽提等步骤得到较纯的质粒DNA。其他质粒构建、DNA

纯化、PCR 检测等参见分子克隆实验手册6 。

1. 2. 3　基因转导方法

采用基因枪导入法7 。

1. 2. 4　转基因株系的筛选

对所获得的转基因水稻株系经过PCR 和 Southern 杂交

鉴定后的阳性株系收获种子。用含潮霉素 (H ygrom ycin, 50

m göL ) 的NB 培养基 (N 6 大量元素+ B 5 微量元素) 多代筛选

纯合系。

1. 2. 5　转基因水稻对钾的吸收

选用 4 个导入A K T 1 基因的转基因水稻株系(其中 T 2

表 1　已获得的鉴定后转基因水稻株系

Table 1. Transgen ic r ice plants obta ined.

基因

Gene

水稻品种

R ice variety

转化植株数

N um ber of

transgen ic p lan ts

A K T 1 中花 9 号 Zhonghua 9 24

中花 8 号 Zhonghua 8 5

中花 13 Zhonghua 13 5

8706 0

KA T 1 中花 9 号 Zhonghua 9 4

中花 8 号 Zhonghua 8 1

中花 13 Zhonghua 13 1

8706 2

22 和 T 230 两株系的受体品种为中花 8 号, T 221 和 T 223 为

中花 13)。供试土壤为潜育型水稻土, 采自中国科学院常熟生

态试验站 (土壤钾本底值: 速效钾 138. 5 m gökg, 全钾

11901% )。试验设 2 个钾水平, 不施钾与施钾 (以单位质量土

壤施入的 K2O 计, 0115 gökg)。氮 (N ) 与磷 (P 2O 5 ) 分别按

0115 gökg 和 0. 10 gökg 施入。供试肥料为硫酸钾、尿素和磷

酸二铵。供试土壤过 1 mm 筛, 每盆装土 1 kg。3 次重复, 随机

排列, 常规管理, 分蘖期收获分析。

2　结果与讨论

2. 1　转基因植株的获得

通过基因枪转化技术, 共获得 4 个品种 (中花 8 号、中花

9 号、中花 13 和 8706)、两种基因 (KA T 1 和A K T 1) 并经过

PCR 和 Southern 杂交鉴定的具有潮霉素抗性的转基因水稻

植株 42 个株系 (表 1)。

　　部分转基因水稻株系的 Southern 杂交鉴定结果见图 2。

2. 2　转基因水稻植株对钾的累积量

由图 3 可以看出, 与未转化对照相比, 转基因株系在两

种钾水平下对钾的累积量都有不同程度的提高。在未施钾条

件下, T 222 和 T 230 植株吸钾量分别比对照中花 8 号高

2 2 13 % 和2 4. 3 % , T 22 1和T 22 3比中花1 3高1 6. 4 % 和

图 2　部分转基因水稻 Southern 杂交结果
F ig. 2. Resu lts of Southern analysis of transgen ic rice p lan ts.
　　从右到左, 1- KA T 1 1 倍量; 2- KA T 1 5 倍量; 3- KA T 1 10
倍量; 4～ 10- 部分转基因株系; 11- CK。

F rom righ t to left: L ane 1, KA T 1, 1 copy; L ane 2, KA T 1, 5
cop ies; L ane 3, KA T 1, 10 cop ies; L ane 4- 10, Part of transgen ic
rice p lan ts; L ane 11, CK.
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图 3　转基因水稻植株钾的累积量(分蘖期)

F ig. 3. K conten t in transgen ic rice p lan ts at t illering stage under low K level and h igh K level.

Z28- 中花 8 号; Z213- 中花 13。

Z28- Zhonghua 8; Z213- Zhonghua 13。

1115%。而在施用钾肥条件下, T 222 和T 230 则分别比对照中

花 8 号高 4% 和 18% , T 221 和 T 223 也比中花 13 高 7% 和

615%。

　　 本试验条件下, 表达A K T 1 的转基因水稻在生物量差

异不显著的条件下, 具有较高的钾累积量, 表明A K T 1 基因

高效表达后, 转基因水稻吸收利用土壤钾的能力得到明显提

高。这与我们先前的转基因烟草研究结果相吻合4 。

与施肥处理相比, 在未施钾肥条件下转基因水稻的植株

对钾的累积量提高幅度更大(与对照相比) , 这是由于表达了

钾通道基因的植株在低钾胁迫下提高了其对钾的吸收和转

运能力以及对一部分土壤缓效钾的利用率提高4 , 而在施用

钾肥的条件下, 介质钾浓度较高, 即使是对照在这样的环境

下所吸收的钾也基本可以满足水稻生长的需求, 由于根系对

养分的吸收受植物对养分需求量的主动控制8 , 因此在高钾

水平下, 外源钾通道基因对水稻钾素累积的贡献率有所下

降。

由于外源基因插入的位点不一导致了不同株系间对钾

的累积提高幅度有明显差异, 本研究发现转基因株系 T 230

在低钾和高钾两种条件下对钾的累积量都有较大幅度的提

高, 因此它有可能是我们的目标株系, 但其具体的插入位置

及其表达和作用机理尚需进一步研究。

总之, 本研究初步证明通过外源钾通道的导入来提高水

稻对土壤钾的利用效率是可行的, 但在田间试验中, 不同土

壤类型、不同生态环境下是否能取得较好的结果, 转基因水

稻在提高养分资源利用率上的贡献率和作用方式等尚需进

一步的研究。
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