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摘要：［目的］本研究拟从刚毛柽柳（Ｔａｍａｒｉｘｈｉｓｐｉｄａ）中克隆获得１个 ＴｈＣＢＬ４基因，研究该基因的耐盐功能。［方
法］以“ＣａｌｃｉｎｅｕｒｉｎＢｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ”作为关键词，对实验室前期构建的刚毛柽柳转录组序列进行比对查找获得ＴｈＣＢＬ４
基因ｃＤＮＡ序列，并通过ＲＴＰＣＲ和测序验证克隆获得的 ＴｈＣＢＬ４基因序列。利用生物信息学工具进行序列分析。
利用ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ分析了０．４ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ、２０％（ｗ／ｖ）ＰＥＧ６０００和１００μｍｏｌ·Ｌ

－１ＡＢＡ胁迫处理后ＴｈＣＢＬ４基
因在刚毛柽柳根和叶中的表达情况。为了进一步分析 ＴｈＣＢＬ４基因的耐盐功能，构建了植物过表达载体 ｐＲＯＫⅡ
ＴｈＣＢＬ４，抑制表达载体ｐＦＧＣ５９４１ＴｈＣＢＬ４，并进行柽柳瞬时转化，同时以 ｐＲＯＫＩＩ瞬时侵染柽柳作为对照。分析比
较ＮａＣｌ胁迫后瞬时转化柽柳ＰＯＤ、ＳＯＤ酶活性、ＭＤＡ含量和ＤＡＢ、ＮＢＴ及Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ染色情况，以综合评定ＴｈＣＢＬ４
基因的耐盐功能。［结果］ＴｈＣＢＬ４基因ｃＤＮＡ长度为１４３２ｂｐ，编码区长度６７５ｂｐ，编码２２４个氨基酸，编码蛋白分
子量为２５．５７ｋＤａ，理论等电点为５．０。３种不同环境处理后，ＴｈＣＢＬ４基因在刚毛柽柳根中均为上调表达，在刚毛柽
柳叶中均为下调表达。对盐胁迫后瞬时表达柽柳 ＴｈＣＢＬ４基因的表达分析显示，成功获得瞬时过表达（标记为
ＯＥ）、抑制表达（标记为ＲＮＡｉ）转基因株系。进一步的生理指标和生理染色结果显示，盐胁迫下过表达ＴｈＣＢＬ４植株
的保护酶类ＳＯＤ与ＰＯＤ活性明显高于对照和抑制表达株系。ＮＢＴ和 ＤＡＢ染色结果显示，过表达植株的 Ｏ·－２ 和

Ｈ２Ｏ２含量明显低于对照，抑制表达植株的Ｏ
·－
２ 和Ｈ２Ｏ２含量明显高于对照；而Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ染色和ＭＤＡ含量测定结

果显示，与对照相比，过表达ＴｈＣＢＬ４植株着色更浅、ＭＤＡ含量更低，而抑制表达 ＴｈＣＢＬ４植株着色更深、ＭＤＡ含量
更高。［结论］ＴｈＣＢＬ４基因可能参与了刚毛柽柳的耐盐胁迫应答，瞬时过表达ＴｈＣＢＬ４基因通过提高植株的保护酶
活性，降低活性氧氧化程度和细胞损伤的程度，从而提高了转基因刚毛柽柳的耐盐能力。
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　　植物在整个生长过程中经常会遭受洪涝、干旱、
低温、高温和盐渍等非生物胁迫，严重影响植物生长

发育，甚至导致植株死亡［１］。盐生植物能在盐碱地

上正常生长发育，利用盐生植物改良盐碱土壤具有

重要意义。柽柳是一种抗逆能力非常强的木本盐生

植物，能在含盐量１％的盐碱地上形成自然林，是进
行耐盐机制研究和耐盐基因克隆的理想材料［２］。

在植物生长发育的整个生命过程中，Ｃａ２＋作为
植物细胞信号转导途径的第二信使，几乎调控了植

物所有的生理生化反应过程［３－４］。钙离子信号感受

器主要分为响应型感受器和依赖型感受器，其中，植

物体内的响应型感受器主要为钙离子依靠蛋白激酶

ＣＤＰＫ，它具有蛋白激酶活性，通过与钙离子结合改
变自身分子构象，实现其功能和作；然而，依赖型感

受器本身却不具有酶活性，与钙离子结合后只能依

靠与其他的蛋白激酶发生相互作用而实现其功能作

用。在植物中这样的依赖型感受器主要有二种：一

种是钙调素（ＣａＭ）；另一种是植物中特有的钙调磷
酸酶Ｂ类似蛋白（ＣＢＬ）［４］。

据报道，ＣＢＬ家族在玉米的基因组中共有１０个
基因，其中，ＺｍＣＢＬ６、ＺｍＣＢＬ８、ＺｍＣＢＬ１０分布于 １

号染色体上，ＺｍＣＢＬ３、ＺｍＣＢＬ４、ＺｍＣＢＬ７分布于 ３
号染色体上，ＺｍＣＢＬ２、ＺｍＣＢＬ５、ＺｍＣＢＬ９分别分布
在４、６、９、１０号染色体上，在２、５、７、８号染色体上未
发现ＣＢＬ基因的分布［５］。在谷子 ＳｉＣＢＬ基因研究
中发现，ＳｉＣＢＬ４、ＳｉＣＢＬ６、ＳｉＣＢＬ７分布于 ５号染色
体［６］，该家族基因在染色体上的分布是不定向、不均

匀的。然而，ＣＢＬ蛋白作为植物所特有的钙离子信
号感受器，它的结构中含有典型的与钙离子结合的

结构域（即ＥＦ手型结构）和豆蔻酰化位点［７］。豆蔻

酰化是一种翻译后的修饰作用，主要发生在 ＣＢＬ蛋
白Ｎ端的第２个氨基酸（甘氨酸残基）位点处，促进
了ＣＢＬ蛋白与细胞膜上离子载体的相互作用［８－９］。

以往研究证明，ＣＢＬ４基因具有抗旱耐盐能
力［１０］。如 Ｋｕｄｌａ等［１１］发现，在５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ
处理后，转ＡｔＣＢＬ４基因拟南芥植株的表型和根长都
明显优于野生型。Ｌｉｕ等［１２］研究发现，ＡｔＣＢＬ４基因
在拟南芥耐盐胁迫应答中发挥重要作用。在拟南芥

中，ＡｔＣＢＬ４基因通过形成 ＡｔＣＢＬ４／ＳＯＳ３ＡＴＣＩＰＫ２４／
ＳＯＳ２ＳＯＳ１调控通路从而参与根部耐盐调控［１０］。

ＭａｒｔíｎｅｚＡｔｉｅｎｚａ等［１３］研究发现，水稻（Ｏｒｙｚａ．ｓａｔｉｖａ
Ｌ．）ＯｓＣＢＬ４与ＡｔＣＢＬ４具有较高的同源性，存在与拟
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南芥ＳＯＳ途径结构类似的信号系统，同样主要参与
植物根部的耐盐调控［１４］。这也是目前研究最明确

的一条耐盐途径，其中，ＣＢＬ４基因是该调控通路的
起始信号基因，承载着整个信号途径转录翻译的信

号传递。因此，在盐生植物刚毛柽柳中研究 ＣＢＬ４
基因的耐盐功能以及其进一步的调控网络具有重要

意义。

本研究从刚毛柽柳（Ｔａｍａｒｉｘｈｉｓｐｉｄａ）中克隆获
得ＴｈＣＢＬ４基因，利用实时荧光定量ＲＴＰＣＲ分析了
ＴｈＣＢＬ４基因响应不同非生物处理（高盐、干旱、ＡＢＡ
信号）后的表达模式，进一步构建了 ＴｈＣＢＬ４基因过
表达载体（ｐＲＯＫＩＩＴｈＣＢＬ４）、抑制表达载体（ｐＦ
ＧＣ５９４１ＴｈＣＢＬ４），将其在刚毛柽柳中瞬时表达，分
析比较过表达、抑制表达 ＴｈＣＢＬ４基因刚毛柽柳和
对照刚毛柽柳（转ｐＲＯＫＩＩ空载体）耐盐生理指标和
生理染色情况，以初步鉴定 ＴｈＣＢＬ４基因功能。该
研究为进一步分析刚毛柽柳耐盐机制和利用基因工

程手段提高植物耐盐能力奠定理论基础。

１　材料与方法
１．１　植物材料及胁迫处理

植物材料的种植与胁迫处理参照 Ｇａｏ等方
法［２］，具体步骤为：将刚毛柽柳种子播种于塑料筐

中，栽培基质为 ２∶１（ｖ／ｖ）的泥炭土和砂子混合基
质。温室中培养，温室平均温度控制在 ２４℃，光暗
周期１４ｈ／１０ｈ，相对湿度７０％ ７５％。２个月生刚
毛柽柳幼苗分别用０．４ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ、２０％（ｗ／ｖ）
ＰＥＧ６０００和１００μｍｏｌ·Ｌ

－１ＡＢＡ溶液进行浇灌处理，
处理时间分别为６、１２、２４、４８、７２ｈ。同时以正常浇
水刚毛柽柳材料为对照。胁迫处理后分别取刚毛柽

柳根部和叶部组织。经液氮速冻后，保存于 －８０℃
冰箱用于ＲＮＡ的提取。
１．２　刚毛柽柳ＴｈＣＢＬ４基因的克隆和序列分析

以“ＣａｌｃｉｎｅｕｒｉｎＢｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ”作为关键词，对实
验室前期构建的刚毛柽柳 ７个转录组的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
ＢＬＡＳＴ比对结果进行查找，获得ＴｈＣＢＬ４基因ｃＤＮＡ
序列，通过ＯＲＦｆｏｕｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍＬ）程序，综合ＢＬＡＳＴＸ比对结果确定其
开放读码框，选择具有完整 ＯＲＦ的 ＴｈＣＢＬ４基因设
计引物，引物序列为：ＴｈＣＢＬ４Ｆ：５’ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴ
ＧＧＧＴＴＧＴＧＧＧＣＧＧＴＣＡＡＡＧ３’；ＴｈＣＢＬ４Ｒ：５’ＧＧ
ＴＡＣＣＣＣＧＴＣＡＣＴＴＣＴＧＣＴＧＴＣＧＧＡＣＣＧＧＡＣＴ３’。以
刚毛柽柳ｃＤＮＡ为模板进行ＲＴＰＣＲ，进一步测序确

定所获得的 ＴｈＣＢＬ４基因序列。对克隆获得的 Ｔｈ
ＣＢＬ４基因进行序列分析，用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ａｕ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔｍｌ）软件计算推导 Ｔｈ
ＣＢＬ４基因编码蛋白质的分子量及理论等电点。在
ＮＣＢＩ上对刚毛柽柳 ＴｈＣＢＬ４基因进行氨基酸序列
同源比较，选取刚毛柽柳 ＴｈＣＢＬ４基因与拟南芥
ＡｔＣＢＬ全家族的１０个ＣＢＬ蛋白序列进行分析，利用
Ｂｉｏｅｄｉｔ软件进行多序列比较，并利用 ＭＥＧＡ软件邻
接法ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）预测系统发生树。这 １０
个拟南芥ＣＢＬ基因分别是ＡｔＣＢＬ１（ＡＴ４Ｇ１７６１５．１）、
ＡｔＣＢＬ２（ＡＴ５Ｇ５５９９０）、ＡｔＣＢＬ３（ＡＴ４Ｇ２６５７０）、ＡｔＣＢＬ４
（ＡＴ５Ｇ２４２７０．１）、ＡｔＣＢＬ５（ＡＴ４Ｇ０１４２０）、ＡｔＣＢＬ６
（ＡＴ４Ｇ１６３５０）、ＡｔＣＢＬ７（ＡＴ４Ｇ２６５６０）、ＡｔＣＢＬ８
（ＡＴ１Ｇ６４４８０）、ＡｔＣＢＬ９（ＡＴ５Ｇ４７１００）和 ＡｔＣＢＬ１０
（ＡＴ４Ｇ３３０００）。
１．３　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ

利用ＣＴＡＢ法提取刚毛柽柳不同组织总 ＲＮＡ，
经ＤＮａｓｅＩ（Ｐｒｏｍｅｇａ）消化处理，去除ＤＮＡ污染。分
别取１μｇ总 ＲＮＡ进行反转录，反转录反应体系和
操作参照ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌ
Ｔｉｍｅ）（Ｔａｋａｒａ）说明。实时定量 ＲＴＰＣＲ体系及反
应程序参照 Ｇａｏ等方法［２］。将反转录产物稀释１０
倍，用作ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ反应模板。选择刚毛柽
柳βｔｕｂｕｌｉｎ、αｔｕｂｕｌｉｎ和 βＡｃｔｉｎ基因作为内参基
因。内参和 ＴｈＣＢＬ４基因的定量 ＰＣＲ引物见表１。
ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ反应体系为２０μＬ，其中包括模板
２μＬ，基因特异性上下游引物各 １μＬ（１０μｍｏｌ·
Ｌ－１）和 ２×ＰｏｗｅｒＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲｍａｓｔｅｒｍｉｘ１０
μＬ。反应程序为９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性１５ｓ，
５８℃退火１５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，８０℃读板１ｓ，４５个循
环；７２℃ 延 伸 ７ｍｉｎ。３次 重 复。反 应 在 ＭＪ
ＯｐｔｉｃｏｎＴＭ２仪器（ＢｉｏＲａｄＨｅｒｃｕｌｅｓ．ＣＡ．ＵＳＡ．）上完
成。实时定量 ＲＴＰＣＲ数据利用 ２－△△Ｃｔ法进行
分析［１５］。

表１　实时定量ＲＴＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅ
正向引物（５’３’）
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅ（５’３’）

反向引物（５’３’）
ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅ（５’３’）

ＴｈＣＢＬ４ ＣＡＡＴＴＴＧＣＣＴＴＡＴＴＣＡＧＧＡＡＴ ＣＣＡＣＴＡＴＧＣＴＣＣＣＡＡＣＧＡＴＣＴ
Ａｃｔｉｎ ＡＡＡＣＡＡＴＧＧＣＴＧＡＴＧＣＴＧ ＡＣＡＡＴＡＣＣＧＴＧＣＴＣＡＡＴＡＧＧ
αｔｕｂｕｌｉｎＣＡＣＣＣＡＣＣＧＴＴＧＴＴＣＣＡＧ ＡＣＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＴＴＣＡＣＣ
βｔｕｂｕｌｉｎＧＧＡＡＧＣＣＡＴＡＧＡＡＡＧＡＣＣ ＣＡＡＣＡＡＡＴＧＴＧＧＧＡＴＧＣＴ

１．４　ＴｈＣＢＬ４基因过表达和抑制表达载体刚毛柽
柳瞬时转化

　　选择生长一致的１个月大刚毛柽柳组培苗，将
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构建好的 ＴｈＣＢＬ４基因过表达载体 ＥＨＡ１０５（ｐＲＯＫ
ⅡＴｈＣＢＬ４）、抑制表达载体 ＥＨＡ１０５（ｐＦＧＣ５９４１Ｔｈ
ＣＢＬ４）和空载体 ＥＨＡ１０５（ｐＲＯＫⅡ）（对照）分别瞬
时侵染刚毛柽柳，瞬时侵染方法参照 Ｚａｎｇ等描
述［１６］。利用实时定量ＲＴＰＣＲ技术分析３种瞬时转
化刚毛柽柳中ＴｈＣＢＬ４基因的表达。比较瞬时表达
刚毛柽柳在逆境胁迫前后的生理染色（ＤＡＢ、ＮＢＴ、
Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ染色）和胁迫相关生理指标（ＰＯＤ、ＳＯＤ
活性和 ＭＤＡ含量）［１６］。

２　结果与分析
２．１　ＴｈＣＢＬ４基因的克隆及序列分析

经转录组序列查找和进一步的 ＲＴＰＣＲ克隆验
证，证实克隆获得了刚毛柽柳 ＴｈＣＢＬ４基因，其 ｃＤ
ＮＡ长度为１４３２ｂｐ，其中，开放阅读框长６７５ｂｐ，编

码２２４个氨基酸，编码蛋白的分子量为２５．５７ｋＤａ，
理论等电点为５．０。Ｐｆａｍ分析结果表明：刚毛柽柳
ＴｈＣＢＬ４基因具有１个典型 ＦＲＱ１Ｍｕｌｔｉｄｏｍａｉｎ结构
域，３个典型ＥＦＨａｎｄ结构域，２个 Ｃａ２＋结合位点结
构域。

利用ＢｉｏＥｄｉｔ软件和 ＭＥＧＡ软件分别对刚毛柽
柳ＴｈＣＢＬ４蛋白序列与１０条拟南芥ＣＢＬ４蛋白序列
进行多序列比对和系统进化分析，１１条ＣＢＬ蛋白序
列除Ｃ端前７０个氨基酸序列和Ｎ端后１５个氨基酸
序列不一致，其余序列都相对保守（图１）。３个 ＥＦ
Ｈａｎｄ结构域也相对保守，氨基酸序列一致性在６４％
７６％，其中，刚毛柽柳 ＴｈＣＢＬ４基因与拟南芥

ＡｔＣＢＬ４基因蛋白同源性最高，氨基酸序列一致性为
７６％，因此，本研究克隆获得的刚毛柽柳 ＴｈＣＢＬ基
因命名为ＴｈＣＢＬ４。

图１　刚毛柽柳ＴｈＣＢＬ４蛋白序列与１０条拟南芥ＣＢＬ蛋白的多序列比对

Ｆｉｇ．１　ＭｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＴｈＣＢＬ４ａｎｄ１０ＡｔＣＢＬｐｒｏｔｅｉｎｓ

　　根据进化树分析，拟南芥 ＡｔＣＢＬ家族组分为４
组，Ⅰ 组 有 ＡｔＣＢＬ４（ＡＴ５Ｇ２４２７０．１）、ＡｔＣＢＬ８

（ＡＴ１Ｇ６４４８０）和ＡｔＣＢＬ５（ＡＴ４Ｇ０１４２０）；Ⅱ组有 ＡｔＣＢＬ１
（ＡＴ４Ｇ１７６１５．１）和 ＡｔＣＢＬ９（ＡＴ５Ｇ４７１００）；Ⅲ组有
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ＡｔＣＢＬ１０（ＡＴ４Ｇ３３０００）；Ⅳ组由ＡｔＣＢＬ７（ＡＴ４Ｇ２６５６０）、
ＡｔＣＢＬ６（ＡＴ４Ｇ１６３５０）、ＡｔＣＢＬ２（ＡＴ５Ｇ５５９９０）和ＡｔＣＢＬ３
（ＡＴ４Ｇ２６５７０）组成。刚毛柽柳 ＴｈＣＢＬ４与拟南芥
ＡｔＣＢＬ４和ＡｔＣＢＬ８亲缘关系较近，归为一组（图２）。

图２　ＣＢＬ蛋白的系统进化分析

Ｆｉｇ．２　Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆ１１ＣＢＬｐｒｏｔｅｉｎｓ

２．２　不同胁迫处理下刚毛柽柳 ＴｈＣＢＬ４基因的
表达

　　ＮａＣｌ胁迫下，根中 ＴｈＣＢＬ４基因的表达主要为
上调表达，但胁迫初期差异不明显，至胁迫４８ｈ时，
表达量最高（达对照的８．０１倍）；叶组织中 ＴｈＣＢＬ４
基因表达主要表现为明显受抑制，胁迫２４ｈ表达量
最低，仅为对照的１０．５％。与 ＮａＣｌ胁迫类似，ＰＥＧ
胁迫下，根中主要表现为上调表达，但胁迫初期表达

量变化不明显，至胁迫７２ｈ表达量最高（达对照的
６．４０倍）；叶中则相反，ＴｈＣＢＬ４基因表达主要表现
为下调表达，但表达量变化不显著。ＡＢＡ处理后，
ＴｈＣＢＬ４基因的表达能作出快速应答，根中 ＴｈＣＢＬ４
基因表达主要为上调表达，处理６ｈ表达量即达最
高，为对照的１７．０３倍；叶中 ＴｈＣＢＬ４基因表达主要
为下调表达，处理６ｈ表达量即达最低，仅为对照的
１．３％。以上结果表明，ＴｈＣＢＬ４基因能对这３种处
理作出应答，但表达模式不完全相同（图３）。
２．３　ＴｈＣＢＬ４基因抗逆功能研究

为了进一步分析 ＴｈＣＢＬ４基因的抗逆功能，将
ＴｈＣＢＬ４基因的过表达载体 ｐＲＯＫＩＩＴｈＣＢＬ４、抑制表
达载体ｐＦＧＣ５９４１ＴｈＣＢＬ４进行刚毛柽柳瞬时转化，
同时以ｐＲＯＫＩＩ瞬时侵染刚毛柽柳为对照，分析比较
３种刚毛柽柳在逆境胁迫后ＴｈＣＢＬ４基因表达、生理
染色和生理指标情况。

２．３．１　瞬时表达 ＴｈＣＢＬ４基因刚毛柽柳的获得　
提取１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ胁迫１２、２４、３６ｈ后３种
瞬时转化刚毛柽柳总 ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ后进行
实时定量 ＲＴＰＣＲ分析。图４表明：所有的胁迫时
间点，３种瞬时转化刚毛柽柳中，ＴｈＣＢＬ４基因在瞬
时过表达（ＯＥ）株系中的表达量都最高，在抑制表达

图３　非生物胁迫下刚毛柽柳ＴｈＣＢＬ４基因表达分析

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴｈＣＢＬ４ｉｎＴ．ｈｉｓｐｉｄａ

ｕｎｄｅｒａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｅｓａｎｄｈｏｒｍｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图４　ＮａＣｌ胁迫下转基因刚毛柽柳和对照刚

毛柽柳ＴｈＣＢＬ４基因表达分析

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴｈＣＢＬ４ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｉｎＴ．ｈｉｓｐｉｄａｕｎｄｅｒＮａＣｌｓｔｒｅｓｓｅｓ

（ＲＮＡｉ）株系中都最低。表明已成功获得了瞬时过
表达和抑制表达ＴｈＣＢＬ４基因刚毛柽柳植株。
２．３．２　生理染色　ＮａＣｌ胁迫后，ＮＢＴ和 ＤＡＢ染色
结果显示：瞬时过表达 ＴｈＣＢＬ４刚毛柽柳的 Ｏ·－２ 和

Ｈ２Ｏ２含量明显低于对照（图５），ＲＮＡｉ植株的 Ｏ
·－
２

和Ｈ２Ｏ２含量明显高于对照植株。表明盐胁迫下过
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表达 ＴｈＣＢＬ４植株中 ＲＯＳ积累少于对照植株，Ｔｈ
ＣＢＬ４基因ＲＮＡｉ植株中ＲＯＳ积累则高于对照。Ｅｖ
ａｎｓｂｌｕｅ染色和ＭＤＡ含量测定结果表明：ＮａＣｌ胁迫
后，与对照株系相比，过表达 ＴｈＣＢＬ４植株中细胞受
损程度较轻，细胞死亡量较少；抑制表达 ＴｈＣＢＬ４植
株中细胞受损程度较重，细胞死亡量较多。ＮａＣｌ胁
迫下，过表达 ＴｈＣＢＬ４刚毛柽柳可增强转基因刚毛
柽柳细胞内清除活性氧能力，促使 Ｏ－２·和 Ｈ２Ｏ２的
积累减少，从而减少细胞受损或细胞死亡，增强植物

的抗逆性，提示 ＴｈＣＢＬ４基因可能是一个耐盐能力
优良的候选基因。

图５　ＮａＣｌ胁迫下转基因刚毛柽柳和对照刚毛柽柳

ＮＢＴ、ＤＡＢ和Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ染色比较

Ｆｉｇ．５　ＤＡＢ，ＥｖａｎｓｂｌｕｅａｎｄＮＢＴｓｔａｉｎｉｎｇｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｎｄｃｏｎｔｒｏｌＴ．ｈｉｓｐｉｄａｕｎｄｅｒＮａＣｌｓｔｒｅｓｓ

２．３．３　生理指标的测定　ＮａＣｌ胁迫后，瞬时过表
达ＴｈＣＢＬ４基因株系中ＰＯＤ、ＳＯＤ的活性强于对照，
ＴｈＣＢＬ４基因 ＲＮＡｉ株系中 ＰＯＤ、ＳＯＤ活性弱于对
照，且２种保护酶的活性在 ＮａＣｌ胁迫２４ｈ均高于
１２ｈ（图 ６），表明过表达 ＴｈＣＢＬ４基因植株中的
ＰＯＤ、ＳＯＤ活性较强，在盐害的环境下能够起到调节
作用，具有很好的抗盐害作用。盐胁迫下，ＭＤＡ含
量变化趋势与ＳＯＤ活性和ＰＯＤ活性变化趋势相反。
在所研究的所有时间点均表现为过表达 ＴｈＣＢＬ４基
因株系中 ＭＤＡ含量最低，抑制表达 ＴｈＣＢＬ４基因株
系中 ＭＤＡ含量最高。与胁迫１２ｈ的 ＭＤＡ含量相
比，２４ｈ时３个转基因刚毛柽柳株系的ＭＤＡ含量均
不同程度的增大，表明抑制表达 ＴｈＣＢＬ４基因株系
中细胞受损程度高和死亡数量大，过表达 ＴｈＣＢＬ４
基因株系中细胞受损程度低，死亡数量较少。

３　讨论
在逆境胁迫条件下，植物体内的钙离子浓度发

生变化，钙离子结合蛋白感应到细胞内的 Ｃａ２＋发生
了浓度改变，把钙信号传递给其他信号途径的蛋白

激酶，激活细胞内的一系列生理生化反应从而抵制

图６　ＮａＣｌ胁迫下转基因刚毛柽柳和对照

刚毛柽柳ＰＯＤ、ＳＯＤ、ＭＤＡ含量比较

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅＰＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｎｄｃｏｎｔｒｏｌＴ．ｈｉｓｐｉｄａｕｎｄｅｒＮａＣｌｓｔｒｅｓｓ

各种逆境胁迫造成的伤害［１７］。ＣＢＬ是植物中最近
发现的一类Ｃａ２＋结合蛋白，在植物抵制干旱、盐渍、
低温等逆境胁迫中起重要调节作用［１８］。本研究从

刚毛柽柳中克隆获得 ＴｈＣＢＬ４基因，该基因与拟南
芥ＡｔＣＢＬ４基因亲缘关系较近。蛋白序列分析发现，
ＣＢＬ家族整体序列比较保守，与其他 ＣＢＬ蛋白一
样，ＴｈＣＢＬ蛋白也含有 ３个能和 Ｃａ２＋结合的 ＥＦ
ｈａｎｄ结构和豆蔻酰化位点，而且 ＴｈＣＢＬ４还含有 １
个Ｃａ２＋结合蛋白结构域２个Ｃａ２＋结合位点，说明它
们能够很好的与钙离子进行结合，而且可被豆蔻酰

化，提高植物的盐敏感能力。

ＮａＣｌ、ＰＥＧ和ＡＢＡ处理后，刚毛柽柳中 ＴｈＣＢＬ４
基因的表达量发生了明显改变，在根中主要为上调

表达，在叶中主要为下调表达，尤其在 ＡＢＡ激素处
理后，根和叶中都能作出快速应答，表明 ＴｈＣＢＬ４基
因能对盐、干旱和 ＡＢＡ处理做出响应。玉米（Ｚｅａ
ｍａｙｓ）ＺｍＣＢＬ４基因在 ＮａＣｌ和 ＰＥＧ处理 ２４ｈ后，
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ＺｍＣＢＬ４基因的表达量达到了最大值，并且该基因
的过表达转基因拟南芥显著提高了植物的耐盐

性［１９］。对梨ＰｂＣＢＬ家族进行研究发现，ＰｂＣＢＬ４基
因对 ＮａＣｌ、ＰＥＧ、ＡＢＡ这 ３种胁迫均产生响应［２０］。

其他植物的 ＣＢＬ家族的其它基因也能响应这３种
信号途径，如拟南芥 ＡｔＣＢＬ１和 ＡｔＣＢＬ９在干旱和
ＮａＣｌ处理时其表达量均被强烈诱导［１０］，拟南芥

ＡｔＣＢＬ１０主要受盐诱导［２１］；ＡｔＣＢＬ９在 ＡＢＡ信号和
ＡＢＡ合成途径中起重要作用，并且主要在幼苗期参
与拟南芥对逆境的胁迫应答［２２］。因此，推测刚毛柽

柳ＴｈＣＢＬ４基因也可能参与了抗旱耐盐胁迫应答。
进一步的瞬时过表达、抑制表达 ＴｈＣＢＬ４基因

刚毛柽柳和对照刚毛柽柳的盐和干旱胁迫耐受性比

较发现，瞬时过表达 ＴｈＣＢＬ４基因刚毛柽柳在盐和
干旱胁迫后，通过增加ＰＯＤ、ＳＯＤ酶活性来增强转基
因刚毛柽柳细胞内清除活性氧能力，促使 Ｏ·－２ 和

Ｈ２Ｏ２的积累减少，从而减少细胞受损或细胞死亡，
表明ＴｈＣＢＬ４基因的过表达提高了刚毛柽柳对盐胁
迫的应答能力。

林木的遗传转化周期较长，通过转基因的方法过

表达和ＲＮＡｉ抑制表达目的基因，用来研究基因的抗
逆功能和抗逆机制较难、花费的时间较长。本研究采

用的瞬时转化体系是一种快速有效的遗传转化方法，

对林木基因功能研究具有重要意义，已经在柽柳、白

桦和杨树等木本植物中使用。如 Ｗａｎｇ等［２３］利用该

技术证实了杨树（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ）ＰｔｒＧＴ１０基因能
提高转基因植物的抗渗透胁迫能力；Ｚｈａｎｇ等［２４］证

实，在白桦中成功获得了瞬时过表达和抑制表达ＣＣＲ
基因植株。在柽柳中，目前已通过该方法证实了多个

基因具有抗逆能力，并利用稳定转化拟南芥等其他方

法证实该方法的有效性，如 ｂＨＬＨ［２５］、ＴｈＶＨＡｃ１［２６］、
ＴｈＧＳＴＺ１［２７］、ＴｈＺＦＰ１［１６］等。此外，该方法在菜心
（ＢｒａｓｓｉｃａｃａｍｐｅｓｔｒｉｓＬ．ｓｓｐ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓｖａｒ．ｕｔｉｌｉｓＴｓｅｎｅｔ
Ｌｅｅ）等植物中也有应用［２８］。

４　结论
本研究从刚毛柽柳中克隆获得了一条 ＴｈＣＢＬ４

基因，该基因 ｃＤＮＡ长度为 １４３２ｂｐ，编码区长度
６７５ｂｐ，编码 ２２４个氨基酸，编码蛋白分子量为
２５５７ｋＤａ，理论等电点为５．０。该基因能对３种胁
迫处理（ＮａＣｌ、ＰＥＧ、ＡＢＡ）做出应答，可能参与了刚
毛柽柳抗旱耐盐胁迫应答。进一步分析发现，１５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ胁迫后，瞬时过表达 ＴｈＣＢＬ４基因

通过提高植株的保护酶活性，降低活性氧氧化程度

和细胞损伤的程度，从而提高了转基因刚毛柽柳的

耐盐能力，瞬时抑制表达 ＴｈＣＢＬ４基因得出了与之
相反的结果。因此，初步表明 ＴｈＣＢＬ４基因的表达
提高了刚毛柽柳对盐的耐受性。后续研究中，将进

一步对该基因的耐盐机制进行分析。
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ＣＢＬＣＩＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｎｅｔｗｏｒｋｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００４，１３４

（１）：４３－５８．

［９］ＩｓｈｉｔａｎｉＭ，ＬｉｕＪ，ＨａｌｆｔｅｒＵ，ｅｔａｌ．ＳＯＳ３ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｐｌａｎｔｓａｌｔｔｏｌｅｒ

ａｎｃｅｒｅｑｕｉｒｅｓＮｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｉｏｎａｎｄｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，

２０００，１２（９）：１６６７－１６７８．

［１０］ＣｈｅｏｎｇＹＨ，ＫｉｍＫＮ，ＰａｎｄｅｙＧＫ，ｅｔａｌ．ＣＢＬ１，ａｃａｌｃｉｕｍｓｅｎ

ｓｏｒｔｈａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｓａｌｔ，ｄｒｏｕｇｈｔ，ａｎｄｃｏｌｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎ

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２００３，１５（８）：１８３３－１８４５．

［１１］ＫｕｄｌａＪ，ＸｕＱ，ＨａｒｔｅｒＫ，ｅｔａｌ．ＧｅｎｅｓｆｏｒｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎＢｌｉｋｅｐｒｏ

ｔｅｉｎｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｓｔｒｅｓｓｓｉｇｎａｌｓ

［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，１９９９，９６

（８）：４７１８－４７２３．

［１２］ＬｉｕＪ，ＺｈｕＪＫ．Ａｃａｌｃｉｕｍｓｅｎｓｏｒｈｏｍｏｌｏｇｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｐｌａｎｔｓａｌｔ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９８，２８０（５３７１）：１９４３－１９４５．

［１３］ＭａｒｔíｎｅｚＡｔｉｅｎｚａＪ，ＪｉａｎｇＸ，ＧａｒｃｉａｄｅｂｌａｓＢ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｓａｌｔｏｖｅｒｌｙｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐａｔｈｗａｙｉｎｒｉｃｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，

２００７，１４３（２）：１００１－１０１２．

［１４］ＨａｓｈｉｍｏｔｏＫ，ＥｃｋｅｒｔＣ，ＡｎｓｃｈｕｔｚＵ，ｅｔａｌ．Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｃａｌ

ｃｉｎｅｕｒｉｎＢ－ｌｉｋｅ（ＣＢＬ）ｃａｌｃｉｕｍｓｅｎｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙｔｈｅｉｒＣＢＬｉｎ

６６



第３期 邹全程，等：瞬时过表达ＴｈＣＢＬ４基因提高刚毛柽柳耐盐能力

ｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ（ＣＩＰＫｓ）ｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｆｕｌｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ＣＢＬＣＩＰＫｃｏｍｐｌｅｘｅｓｔｏｗａｒｄｔｈｅｉｒｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１２，２８７（１１）：７９５６－６８．

［１５］ＬｉｖａｋＫＪ，ＳｃｈｍｉｔｔｇｅｎＴＤ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄａ

ｔａｕｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄｔｈｅ２ΔΔＣＴｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．

Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００１，２５（４）：４０２－４０８．

［１６］ＺａｎｇＤ，ＷａｎｇＣ，ＪｉＸ，ｅｔａｌ．Ｔａｍａｒｉｘｈｉｓｐｉｄａｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ

ＴｈＺＦＰ１ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓｉｎｓａｌｔａｎｄｏｓｍｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｔｏｌｅｒａｎｃｅｂｙｉｎｃｒｅａｓ

ｉｎｇｐｒｏｌｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＳＯＤａｎｄＰＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＳｃｉ

ｅｎｃｅ，２０１５，２３５：１１１－１２１．

［１７］ＢａｔｉｓｔｉｃＯ，ＫｕｄｌａＪ．ＰｌａｎｔｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎＢｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｉｎ

ｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔＢｉｏｐｈｙｓｉｃａＡｃｔａ

（ＢＢＡ）ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２００９，１７９３（６）：９８５－９９２．

［１８］ＳａｎｙａｌＳＫ，ＫａｎｗａｒＰ，ＹａｄａｖＡＫ，ｅｔａｌ．ＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＣＢＬｉｎｔｅｒ

ａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ３ｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈＡＢＲ１，ａｎＡＰＥＴＡＬＡ２ｄｏ

ｍａｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ｔｏｒｅｇｕｌａｔｅＡＢＡｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＳｃｉ

ｅｎｃｅ，２０１７，２５４：４８－５９．

［１９］ＷａｎｇＭ，ＧｕＤ，ＬｉｕＴ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｕｔａｔｉｖｅｍａｉｚｅ

ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎＢｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｃｏｎｆｅｒｓｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｃｅ［Ｊ］．

ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００７，６５（６）：７３３－７４６．

［２０］许园园，蔺　经，李晓刚，等．梨ＣＢＬ基因家族全基因组序列

的鉴定及非生物胁迫下的表达分析［Ｊ］．中国农业科学，２０１５，

４８（４）：７３５－７４７．

［２１］ＱｕａｎＲ，ＬｉｎＨ，ＭｅｎｄｏｚａＩ，ｅｔａｌ．ＳＣＡＢＰ８／ＣＢＬ１０，ａｐｕｔａｔｉｖｅ

ｃａｌｃｉｕｍｓｅｎｓｏｒ，ｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＳＯＳ２ｔｏｐｒｏｔｅｃｔ

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｓｈｏｏｔｓｆｒｏｍｓａｌｔｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２００７，１９

（４）：１４１５－１４３１．

［２２］ＰａｎｄｅｙＧＫ，ＣｈｅｏｎｇＹＨ，ＫｉｍＫＮ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃａｌｃｉｕｍｓｅｎｓｏｒ

ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎＢｌｉｋｅ９ｍｏｄｕｌａｔｅｓａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｂｉｏｓｙｎ

ｔｈｅｓｉｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２００４，１６（７）：１９１２

－１９２４．

［２３］ＷａｎｇＺ，ＬｉｕＱ，ＷａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒｉｈｅｌｉｘ

ｇｅｎｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｕｎｄｅｒｂｉｏｔｉｃａｎｄａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｅｓｉｎＰｏｐｕ

ｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，２０１６，６：３６２７４．

［２４］ＺｈａｎｇＹ，ＷａｎｇＹ，ＷａｎｇＣ．Ｇｅｎｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎ

ｃｉｎｇｉｎＢｉｒｃｈｕｓｉｎｇａｎＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙＲｅｐｏｒｔｓ，２０１２，３９（５）：５５３７

－５５４１．

［２５］ＪｉＸ，ＮｉｅＸ，ＬｉｕＹ，ｅｔａｌ．ＡｂＨＬＨｇｅｎｅｆｒｏｍＴａｍａｒｉｘｈｉｓｐｉｄａｉｍ

ｐｒｏｖｅｓａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｔｏｌｅｒａｎｃｅｂｙｅｎｈａｎｃｉｎｇｏｓｍｏｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｄ

ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｒｅｅＰｈｙｓｉｏｌ

ｏｇｙ，２０１６，３６（２）：１９３－２０７．

［２６］ＹａｎｇＧ，ＷａｎｇＣ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｈＶＨＡｃ１ａｎｄ

ｉｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｕｐｓｔｒｅａｍｒｅｇｕｌａｔｏｒ，ＴｈＷＲＫＹ７，ｉｍｐｒｏｖｅｄｐｌａｎｔｔｏｌｅｒ

ａｎｃｅｏｆＣａｄｍｉｕｍｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，２０１６，６：１８７５２．

［２７］ＹａｎｇＧ，ＷａｎｇＹ，ＸｉａＤ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａＧＳＴｇｅｎｅ

（ＴｈＧＳＴＺ１）ｆｒｏｍＴａｍａｒｉｘｈｉｓｐｉｄａ，ｉｍｐｒｏｖｅｓｄｒｏｕｇｈｔａｎｄｓａｌｉｎｉｔｙ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅｂｙｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｔｏｓｃａｖｅｎｇｅｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅ

ｃｉｅｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，ＴｉｓｓｕｅａｎｄＯｒｇａｎＣｕｌｔｕｒｅ（ＰＣＴＯＣ），２０１４，

１１７（１）：９９－１１２．

［２８］ＺｈｏｎｇＬ，ＺｈａｎｇＹ，ＬｉｕＨ，ｅｔａｌ．Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｉ

ｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｉａｒｏｏｔａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｉｎｆｌｏｗｅｒｉｎｇＣｈｉｎｅｓｅｃａｂｂａｇｅ

［Ｊ］．Ｓｐｒｉｎｇｅｒｐｌｕｓ，２０１６，５（１）：１８２５．

（责任编辑：张　研）
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