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摘  要 

ABA参与的信号转导可调节植物生长发育的各个阶段，如种子萌发、气孔关闭、根的发育和衰老等，并

调控植物对干旱、冷、热、盐渍等多种逆境的适应。研究ABA信号转导通路对了解植物生长发育的调节

机制具有极其重要的意义。RT-PCR检测结果显示，At2g34610是ABA响应基因，其表达受ABA诱导上调。

为了研究At2g34610的功能，我们分别构建了At2g34610过表达载体和多靶点的基因编辑载体，这些载

体可为创制目的基因过表达和突变体植株奠定基础，进而可为探究At2g34610在ABA信号转导和调控拟

南芥抗逆性中的作用及其分子机制提供理想的实验材料。 
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Abstract 
The signal transduction involved in ABA regulates various stages of plant growth and develop-
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ment, such as seed germination, stomatal closure, root development and senescence, and regu-
lates plant adaptation to drought, cold, heat, salt and other stresses. The study of ABA signal 
transduction pathway is of great significance for understanding the regulation mechanism of plant 
growth and development. The results of RT-PCR showed that At2g34610 was an ABA-responsive 
gene and its expression was up-regulated by ABA. In order to study the function of At2g34610, 
gene multi-target editing vector and overexpression vector were constructed respectively. The 
vector construction laid a foundation for the creation of target gene overexpression and mutant 
plants, which are ideal experimental materials for exploring the role and molecular mechanism 
of At2g34610 in ABA signal transduction and regulation of stress resistance in Arabidopsis tha-
liana. 
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1. 引言 

近年来生态环境恶化日益加剧，非生物胁迫已经成为影响植物生长发育的重要因素[1]。非生物胁迫

是指不利于植物生存和生长发育甚至导致植物死亡的非生物环境条件，包括低温、高温、干旱等。植物

在受到非生物胁迫时，其自身会产生抗逆性的生理响应机制，这种应激反应包括产生植物激素，如脱落

酸(ABA)、乙烯，以此来抵抗外界不良环境。 
ABA 参与的信号转导可调节植物生长发育的各个阶段，如种子萌发、气孔关闭、根的发育和衰老等

[2] [3] [4] [5]，并调控植物对干旱、冷、热、盐渍等多种逆境的适应[6] [7] [8]，因此 ABA 是植物最重要

的“抗逆激素”。ABA 信号转导通路是一个由多个受体蛋白和调控因子组成的复杂调控网络，其中最为

主要的核心调控因子包括受体蛋白 PYR1/PYL/RCARs、A 类蛋白磷酸酶 PP2Cs、蛋白激酶 SnRK2s，以

及 ABF/AREB/ABI5 类 bZIP 转录因子[9] [10] [11] [12] [13]等。2009 年，Ma [14]和 Park [15]研究小组分

别利用酵母双杂交和筛选突变体等方法在拟南芥中确定出 ABA 的受体为 PYR/PYL/RCAR 蛋白，并证实

了这种受体蛋白在 ABA 信号转导途径中起重要作用。近年来，大量参与 ABA 信号转导的功能组分得到

鉴定，主要包括 ABA 受体蛋白、G 蛋白、G 蛋白耦联受体\蛋白磷酸酶、蛋白激酶、E3 泛素连接酶、钙

离子结合蛋白等[16]。这都充分体现了 ABA 信号转导途径的复杂性以及此途径在调节植物生长发育过程

中的重要性。因此进一步研究 ABA 信号转导途径的相关因子，有助于拓展对 ABA 信号转导机制的理解，

也有利于通过分子生物学手段提高作物的耐逆性的研究。 
拟南芥 At2g34610 是 ABA 的响应基因，可能在 ABA 信号转导途径中发挥作用，此外还有研究表明

At2g34610 在 100 mM 的 NaCl 处理下表达量显著提高[17]，但目前关于该基因系统的功能研究尚未见报

道。本研究拟构建 At2g34610 的基因编辑载体和过表达载体，可为进一步探究 At2g34610 在 ABA 信号转

导和调控拟南芥抗逆性中的作用及分子机制奠定基础。在理论上可以丰富对 ABA 信号转导途径和抗逆性

分子机制的认知，在实践上有可能为分子设计育种提供标靶基因，用于作物抗逆性状的改良，服务农业

生产。 
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2. 材料与方法 

2.1. 材料 

拟南芥野生型 Col-0。 

2.2. 基因 At2g34610 对 ABA 响应的检测 

ABA 处理野生型拟南芥 col 以检测目的基因 At2g34610 是否对 ABA 产生响应，具体操作如下：野生

型拟南芥 col 种子消毒处理后，放入 4℃冰箱春化 48 hr，随后将种子种在 1/2MS 培养基中。培养一周后，

将幼苗分成两组，实验组用 50 µM ABA 进行处理，对照组用等量的甲醇处理，放在摇床上摇动 4 小时(在
此过程中要注意避光)。 

从两组中分别取适量的拟南芥幼苗，液氮研磨，用全式金生物公司的 RNA 提取试剂盒(EasyPure Plant 
RNA Kit)提取 RNA，然后用全式金反转录试剂盒做反转录，反应体系如下：RNA 2 μl，Oligo (dT) 1 μl，
2x ES Reaction Mix 10 μl，Easyscript RT/RI Enzyme Mix 1 μl，RNase-free Water 补齐至 20 μl，轻轻混匀，

42℃孵育 30 min，85℃加热 5 s，让 Easyscript RT/RI Enzyme 失活。再以 cDNA 为模板 PCR 扩增目的基

因，并同时扩增 Actin 作对照，反应体系为：2 × premix 5 μl，正向引物 0.5 μl，反向引物 0.5 μl，cDNA 2 
μl，ddH2O 2 μl，总体积 10 μl，反应条件为：95℃预变性 5 min，95℃变性 30 s，52℃退火 30 s，72℃延

伸 45 s，共设置 26 个循环。其中 At2g34610 正向引物序列为 CAACATATGACAGAAATGCCCTCGTAC，
At2g34610 反向引物序列为(At2g34610-Sac I R)：CAAGAGCTCAAATTTGTCGTTTGATATC。 

2.3. 基因 At2g34610 的克隆 

将 PUC-HA-At2g34610 的重组质粒和 pzp 质粒载体的分别用 Pst I、Sac I 进行双酶切。酶切产物经切

胶回收后进行连接、转化。阳性克隆通过质粒 DNA 酶切鉴定。 

2.4. At2g34610 过表达载体的构建 

以基因组 DNA 为模板，PCR 扩增拟南芥 At2g34610 的编码区，扩增产物经 Nde I 和 Sac I 双酶切，

连接到载体 PUC-HA (含有 HA 标签)。连接产物转化感受态细胞，菌液 PCR、质粒酶切检测阳性克隆。 

2.5. At2g34610 基因编辑载体的构建 

1) CRISPR/Cas9 系统中的目的片段扩增 
登录 CCTop (https://crispr.cos.uni-heidelberg.de/)网站，输入 At2g34610 基因序列进行搜索，选取 3 个

评分高、不易脱靶的靶位点：GGGGTTTCGACAACGTACGA (GGG)，TTGTGCATCCCTTCTCATCG 
(CGG)，AATACACAGCCGCGATGAGA (AGG)。根据靶位点设计扩增 sgRNA 表达盒的引物，序列如下： 

表达盒 1 引物 
Pps-GGL: TTCAGAggtctcTctcgACTAGTATGGAATCGGCAGCAAAGG 
gRTAT2G34610-1+: GGGTTTCGACAACGTACGAgttttagagctagaaat 
AtU6-26AT2G34610-1-: TCGTACGTTGTCGAAACCCCaatcactacttcgactc 
Pgs-GG2: AGCGTGggtctcGtcagggTCCATCCACTCCAAGCTC  
表达盒 2 引物 
Pps-GG2: TTCAGAggtctcTctgacacTGGAATCGGCAGCAAAGG 
gRTAT2G34610-2+: TGTGCATCCCTTCTCATCGgttttagagctagaaat 
AtU6-1AT2G34610-2-: CGATGAGAAGGGATGCACACaatcactacttcgtct 
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Pgs-GG3: AGCGTGggtctcGtcttcacTCCATCCACTCCAAGCTC  
表达盒 3 
Pps-GG3: TTCAGAggtctcTaagacttTGGAATCGGCAGCAAAGG  
gRTAT2G34610-3+: ATACACAGCCGCGATGAGAgttttagagctagaaat 
AtU6-29AT2G34610-3-: TCTCATCGCGGCTGTGTATCaatctcttagtcgact 
Pgs-GGR: AGCGTGggtctcGaccgACGCGTATCCATCCACTCCAAGCTC  
通过四引物 PCR 扩增 sgRNA 的表达盒，质粒 pUC-sgRNA-AtU6-26、pUC-sgRNA-AtU6-1、

pUC-sgRNA-AtU6-29 稀释 100 倍作为模板使用，中间引物稀释 20 倍，两端引物则为常规的浓度使用。

四引物 PCR 反应体系如下：5 × HF Buffer 10 µl，10 mM dNTP 1 µl，四种引物各 1 µl，模板 DNA 1 µl，
phusion E 高保真 DNA 聚合酶 0.5 µl，ddH2O 33.5 µl，总体系 50 µl。反应条件为：反应条件：95℃预变

性 5 min，95℃变性 30 s，60℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，共设置 30 个循环。PCR 产物切胶回收，用 Nanodrop
测回收 DNA 的浓度。 

2) 目的片段与 pHEE 载体连接 
通过 Golden Gate 的方法，利用 2,000,000 U/ml 的高浓度的 T4 DNA 连接酶，将目的片段与载体连接，

目的片段与载体浓度的比例大约为 1:1。连接反应体系如下：三个回收 DNA 片段(~100 ng/µl)各 2 µl，pHEE 
(~100 ng/µl) 2 µl，10 × T4 DNA Ligase Buffer (NEB) 1.5 µl，T4 DNA Ligase (HC) 1 µl，Bsa I 1 µl，ddH2O 
3.5 µl。反应条件为：37℃ 5 hr，50℃ 5 min，80℃ 10 min。 

3) 连接产物转化，Kana 抗性筛选。 
4) CRISPR/Cas9 质粒检测 
从抗性板中，挑取 3 个菌落液体培养。菌液 PCR 检测阳性克隆(引物为 PB-L： 

GCGCGCgGTctcGCTCGACTAGTATGG，PB-R GCGCGCggtctcTACCGACGCGTATCC)。提取质粒，用

Mlu I 和 Spe I 双酶切检测，确认载体连接成功。 

3. 结果与分析 

3.1. At2g34610 对 ABA 响应的检测 

将拟南芥幼苗分成两组，实验组用 50 µM 的 ABA 处理，对照组用等量的甲醇处理。提取 RNA，通

过半定量 RT-PCR 的方法检测目的基因表达情况，结果如下(图 1)： 
 

 
ABA−为对照组，经 ABA+为实验组。 

Figure 1. ABA response assay of At2g34610 
图 1. At2g34610 对 ABA 响应的检测 

 
结果表明：Actin 在对照组和实验组中表达条带的信号强弱无差异，而 At2g34610 基因在经过 ABA

处理后其信号强度显著高于对照组，这表明 At2g34610 基因受到 ABA 诱导后表达量明显提高。 

3.2. 基因 At2g34610 的克隆 

PCR 扩增获得的 At2g34610 基因片段，酶切后连接到 pUC-HA。连接产物转化后获得的克隆，经菌

液 PCR 和酶切检测，结果如下(图 2，图 3)： 
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M 为 DL2000 DNA marker；1，2 泳道为两个克隆的 PCR 产物；NC 阴性对照。 

Figure 2. PCR detection of bacterial fluid 
图 2. 菌液 PCR 检测 

 

 
M 为 1 kb ladder；1，2 泳道为两个重组质粒的酶切产物。 

Figure 3. Enzyme digestion test 
图 3. 酶切检测 

 
结果显示，PCR 扩增得到一条长约 800~900 bp 的特异性条带，酶切后释放的小带也是 800~900 bp

左右，与预期 872 bp 的条带吻合，说明克隆成功。 

3.3. At2g34610 过表达载体的构建 

将克隆载体进行双酶切，获得的目的基因片段连接到双元表达载体 PZP，连接产物转化后获得的克

隆，经酶切检测，结果(见图 4)显示： 
 

 
M 为 1 kb ladder，1，2 泳道为两个重组质粒的酶切产物。 

Figure 4. Enzymolysis identification of PZP-HA-At2g34610 carrier 
图 4. PZP-HA-At2g34610 载体酶切检测 
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结果表明，PZP-HA-At2g34610 载体酶切后释放出的小带约 1700 bp 左右，与目的基因 + 35 S 启动子

序列的大小吻合，说明过表达载体构建成功。 

3.4. At2g34610 基因编辑载体的构建 

通过四引物 PCR 获得的 3 个表达盒，经 Golden gate 方法连接到 pHEE 编辑载体上。将转化后获得的

克隆进行菌液 PCR 检测和酶切检测，结果(见图 5，图 6)显示： 
 

 
M 为 DL2000 DNA marker；1，2 泳道为两个克隆的 PCR 产物；NC 阴性对照。 

Figure 5. PCR detection of gene editing vector 
图 5. 基因编辑载体的 PCR 检测 

 

 
M 为 1 kb ladder，1，2 泳道为两个重组质粒的酶切产物。 

Figure 6. Enzyme digestion detection of gene editing vector 
图 6. 基因编辑载体的酶切检测 

 
结果表明，PCR 扩增得到一条长约 1600 bp 的条带，酶切后释放的小带也是 1600 bp 左右，与 3 个表

达盒的长度吻合，说明编辑载体构建成功。 

4. 讨论 

ABA 是是调控植物生长发育的重要激素之一，可参与植物不同的生理过程，如抑制种子萌发[2]，促

进胚的成熟[3]，诱导植物叶片衰老与脱落等[4]。同时，ABA 对气孔的运动也有一定的调节作用[5]。ABA
还可增强植物对非生物胁迫的耐受性和环境胁迫的响应，帮助植物抵抗各种逆境，如低温，干旱，盐度，

重金属，紫外线等[6] [7] [8]。ABA 信号转导途径是一个复杂的调控网络，目前仍然有很多 ABA 响应基

因功能未知。本研究证明拟南芥 At2g34610 是一个 ABA 响应基因，其表达受到 ABA 的诱导。生物信息

学分析显示 At2g34610 是一种碱性蛋白，有跨膜信号，说明可能是一种跨膜蛋白。但其在 ABA 信号转导

途径和植物生命活动中的功能如何，尚需要深入研究。 
构建目的基因过表达和突变体植株是研究植物基因功能的基础。CRISPR/Cas9 基因编辑系统可完成

单个碱基的替换、增加或缺失，单基因功能域大片段缺失、多个基因同时敲除等[18] [19]，因其具有操作
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简单，特异性高和灵活性好等特点，近年来已被越来越多的实验室用来创制突变体。本研究使用的

CRISPR/Cas9 基因编辑载体，理论上最多可插入 8 个 sgRNA 的表达盒。针对 At2g34610，本研究构建了

一个插入 3 个 sgRNA 的表达盒、可同时表达 3 种 sgRNA 的编辑载体，可实现对基因不同靶位点的同时

编辑，提高了基因编辑的效率。 
本研究使用的 CRISPR/Cas9 基因编辑载体的 T-DNA 中还插入了一个早花基因(FT)，可使转基因植株

出现早开花的表型。早花的表型不仅有利于筛选，还缩短了植株幼年期的时间，从而可缩短获得已编辑

的非转基因纯合突变体的进程。研究表明，T1 基因使植物开花早，使得总的获取突变体的时间可减少至

少 10 天[20]。因此本研究构建的基因编辑载体，对于后续尽快获得纯合编辑突变体、缩短实验周期具有

重要的意义。 

5. 结论 

本研究构建了拟南芥 At2g34610 基因过表达载体和多靶点的基因编辑载体，为创制目的基因过表达

和突变体植株奠定了基础，进而可为探究该基因在 ABA 信号转导和调控拟南芥抗逆性中的作用及其分子

机制提供理想的实验材料。 
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