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摇 摇 摘要:摇 通过农杆菌介导法将抗真菌的几丁质酶基因转入洋桔梗,以提高其对真菌病害的抗性。 结果表明,成
功克隆了抗真菌活性较强的菜豆几丁质酶基因,构建了植物表达载体,并对洋桔梗 Double Mariachi Pink 叶块进行

转化,获得了卡那霉素抗性植株,对抗性植株进行了 2 次 PCR 检测(npt域基因),第 1 次 PCR 检测获得了 13 个阳性

株系,培养 60 d 后再进行第 2 次 PCR 检测,获得 11 个阳性株系,再对生长良好的 5 个转基因株系进行 RT鄄PCR 检

测,获得了 3 个阳性株系。 3 个阳性株系的几丁质酶平均活性(0郾 215 U、0郾 225 U 和 0郾 286 U)均显著高于未转化植

株(0郾 133 U),转基因株系几丁质酶粗提液对大豆链霉菌 5A、5E 和灰葡萄孢菌 3 种指示真菌的抑菌圈直径均显著

大于未转化植株,其中抑菌效果最好的株系对上述 3 种指示真菌的抑菌圈直径与对照相比,分别增大了 106郾 00% 、
90郾 91%和 71郾 53% 。
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Agrobacterium鄄mediated transformation of a bean chitinase gene into Eus鄄
toma grandiflorum

LI Lin,摇 FU Xiao鄄jia,摇 YANG Yan鄄yan,摇 WEI Yin鄄feng,摇 CHEN Chong鄄shun
(Jiangsu Key Laboratory of Biodiversity and Biotechnology, College of Life Sciences, Nanjing Normal University, Nanjing 210023, China)

摇 摇 Abstract:摇 An antifungal chitinase gene was transferred into the leaf segments of lisianthus [Eustoma grandiflorum
(Raf. ) Shinn. ] Double Mariachi Pink to enhance the resistance to fungal diseases by the Agrobacterium鄄mediated method.
Thirteen kanamycin鄄resistant lines were obtained and analyzed by PCR, among which, three transgenic lines were con鄄
firmed nptII gene positive by RT鄄PCR. The chitinase activities of the three transgenic lines were 0郾 215 U, 0郾 225 U and
0郾 286 U, significantly higher than the non鄄transformed line (0郾 133 U). The inhibitory effects (in terms of the diameter of
inhibition zone) on three fungi (Streptomyce 5A, 5E and boytrytis cinerea) were significantly greater than the non鄄trans鄄
formed line; The strongest inhibitory transgenic line showed larger diameters of inhibition zone by 106郾 00% , 90郾 91% and
71郾 53% .
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摇 摇 洋桔梗[Eustoma grandiflorum (Raf. ) Shinn. ]
是龙胆科草原龙胆属观赏植物,原产于北美洲[1]。

经过不断的遗传改良,洋桔梗以茎秆修长,花色清

新,花型别致,而倍受人们喜爱,成为著名的切花和

盆花花卉[2]。 2009 年,洋桔梗就已跻身世界切花市

场的前 10 位[3]。
自从洋桔梗在全世界范围内引种栽培以来,人

们发现其易受多种植物病原的侵害[4]。 按照病原

不同,可将洋桔梗病害分为病毒性病害、细菌性病害
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以及真菌性病害。 而在所有病害中,由真菌所引起

的病害占大部分[5]。 这些病害大大降低了洋桔梗

的观赏价值和商业价值。 利用基因工程方法改良作

物性状可以减少育种时间,更快培育出具有商业价

值的新品种,成为传统育种方式的重要补充[6]。
在植物抗真菌病害基因工程育种的研究中,几丁

质酶基因是广泛选用的目的基因。 几丁质酶(Chiti鄄
nase,EC 3. 2. 1. 14)是一种催化 茁鄄 1, 4 糖苷键的水解

酶,可将几丁质降解为 N鄄乙酰氨基葡萄糖[7]。 几丁

质是由 N鄄乙酰氨基葡萄糖通过 茁鄄1, 4 糖苷键连接而

成的生物多聚物,是多数真菌细胞壁的组成成分[8]。
因此,几丁质酶在抵御病原真菌对植物的侵害方面具

有重要作用,是植物防御系统的重要组成部分[9]。 防

治真菌病害的几丁质酶基因工程研究,已经在烟草、
油菜、小麦等作物上取得不同程度的进展。 1986 年,
Schlumbaum 等[10]首次报道,提纯的菜豆几丁质酶具

有抗真菌的活性。 1991 年,Broglie 等[11] 首次报道将

菜豆几丁质酶基因置于 CaMV35S 启动子控制下,转
入烟草和油菜,转基因植物组成型表达菜豆几丁质酶

基因,对立枯丝核菌表现出抗性,推迟了发病时间。
刘伟华等[12]通过基因枪法将菜豆几丁质酶基因导入

小麦幼胚愈伤组织中,转基因植株的几丁质酶活性明

显高于对照植株,白粉病的发生时间延缓且程度较

轻。 王晶晶等[13]将菜豆几丁质酶基因通过农杆菌介

导转入南瓜中,并获得了经 PCR 检测为阳性的转基

因植株。
本研究拟从菜豆中克隆抗真菌活性较强的玉类几

丁质酶基因,构建植物表达载体,通过农杆菌介导法

将其转入洋桔梗,对转基因阳性植株进行分子鉴定、
表达分析以及抑菌鉴定,以期为培育洋桔梗抗真菌新

种质奠定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

精选的架豆王菜豆(Phaseolus vulgaris)种子购于

南京金盛达种子有限公司。 Double Mariachi Pink 洋

桔梗无菌苗、大肠杆菌 DH5琢、根癌农杆菌 LBA4404、
pBI121 质粒由本实验室保存。 其中 pBI121 质粒 T鄄
DNA 区含有新霉素磷酸转移酶(Neomycin phospho鄄
transferase)基因(nptII)和报告基因 茁鄄葡萄糖苷酸酶

基因(gus)。 PCR 引物均由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。 Quick T鄄A Cloning Kit(含 pUC57鄄

T鄄vector)购于 GenScript 公司。 植物基因组 DNA 提

取试剂盒、质粒小提试剂盒、RNA 提取试剂盒、DNA
胶回收试剂盒购自南京华普生物公司。 卡那霉素

(Kanamycin, Km)、利福平(Rifampicin, Rif)、羧苄青

霉素(Carbenicillin, Cb)、3,5鄄二硝基水杨酸 DNS 等

生化试剂购自南京丁贝生物公司。 大豆链孢菌 5A、
5E 和灰葡萄孢菌由南京农业大学郁志芳教授惠赠。
1. 2摇 菜豆几丁质酶基因的克隆及植物表达载体的

构建

1. 2. 1摇 菜豆几丁质酶基因的克隆摇 菜豆种子发芽后

取新鲜叶片 100 mg,液氮研磨后使用植物基因组

DNA 提取试剂盒提取菜豆基因组 DNA。 根据 NCBI
GenBank 上公布的菜豆玉类几丁质酶基因序列

(M13968),设计 1 对特异引物,上游引物 P1 序列为

5忆鄄TGCTCTAGAATGAAGAAGAATAGGATGATG鄄3忆, 下

游引物 P2 序列为 5忆鄄CGCGAATCCTCACTGAGAGGT鄄
GACAAGAAG鄄3忆。 菜豆几丁质酶基因 PCR 优化扩增

体系为:10伊PCR 缓冲液 5郾 0 滋l,25 mmol / L MgCl23郾 0
滋l,2郾 5 mmol / L dNTP 4郾 0 滋l,50 滋mol / L 的引物 P1和

P2各 0郾 2 滋l,50 滋g / ml菜豆基因组 DNA 5郾 0 滋l,5
U / 滋l Taq DNA 聚合酶 0郾 2 滋l,加 ddH2 O 补至 50郾 0
滋l。 反应程序为: 在 95 益预变性 3 min;94 益变性 1
min,55 益复性 1 min,72 益延伸 1郾 5 min,循环 35 次,
72 益延伸 10 min,4 益保温。 然后用 DNA 胶回收试

剂盒回收菜豆几丁质酶基因 PCR 扩增产物。 使用

Quick T鄄A Cloning Kit 将回收的 PCR 产物 Chi 与

pUC57鄄T鄄vector 连接重组,得到重组子 pUC57鄄Chi,并
送至上海英骏生物技术有限公司测定目的基因的序

列。 然后根据 NCBI 上公布的菜豆几丁质酶基因序

列,进行序列的同源性分析。
1. 2. 2摇 植物表达载体的构建摇 利用限制性内切酶

Xba I 和 BamH I 酶切 pUC57鄄Chi 和 pBI121 质粒,获
得菜豆几丁质酶基因 Chi 和 pBI121 质粒的大片段。
将两者相连,构建成植物表达载体 pBI121鄄Chi(图1),
然后转化大肠杆菌 DH5琢,进行酶切鉴定。 再通过电

转化,将 pBI121鄄Chi 转入 LBA4404 中,然后将转化产

物涂于 LB+50 mg / ml Km+50 mg / ml Rif 培养基上筛

选转化体[14]。
1. 3摇 农杆菌介导法转化洋桔梗

1. 3. 1摇 叶块预培养和农杆菌侵染液的制备摇 参考杨

燕燕等[15]的方法,选取洋桔梗无菌苗叶片,采用“五
刀切冶法,将叶片切成 5 mm伊5 mm 大小均一的叶块;
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图 1摇 pBI121鄄Chi 表达载体

Fig. 1摇 The expression vector of pBI121鄄Chi

将切好的叶块置于 MS+0郾 5 mg / L 6鄄BA 的预培养基

上,并与培养基完全接触,于培养室预培养 4 d。 培养

条 件: 温 度 为 (25依 2 ) 益, 光 照 度 为 60
滋mol / (m2·s),光周期为 16 h 光照 / 8 h 黑暗。 将经

过菌落 PCR 检测显示为阳性的农杆菌单菌落在 LB+
50 mg / L Km +50 mg / L Rif 的平板上进行划线,在 28
益条件下,暗培养 2 d。 用接种环从平板上挑取单菌

落,接种于 40 ml LB+50 mg / L Km +50 mg / L Rif 的液

体培养基中,在台式恒温振荡器(28 益,200 r / min)中
培养 18 h 左右。 取 1 ml 菌液接种于 50 ml 无抗生素

的 LB 液体培养基(含 100 滋mol / L乙酰丁香酮)中,继
续培养 4 ~ 6 h 后,以4 000 r / min离心 5 min,弃上清

液,加入无菌的 1 / 2 MS 液体培养基直至测得的 OD600

值约为 0郾 5。
1. 3. 2摇 农杆菌转化洋桔梗叶块摇 将在 MS+0郾 5 mg / L
6鄄BA 培养基上预培养 4 d 后的叶块置于农杆菌侵染

液中浸泡 10 min。 取出叶块,用无菌滤纸吸取多余的

菌液后,放回原预培养基中,在黑暗条件下共培养 5 d
后,进行直接卡那霉素筛选和延迟卡那霉素筛选。 直

接卡那霉素筛选[16]:将共培养后的叶块转入培养基

(MS+0郾 5 mg / L 6鄄BA +25 mg / L Km +250 mg / L Cb)
中,筛选培养 30 d,统计抗性不定芽数量。 当抗性不

定芽的高度为 2 ~ 3 cm 时,将其切下转入培养基

(MS+0郾 1 mg / L 6鄄BA +0郾 05 mg / L NAA +25 mg / L
Km+200 mg / L Cb)中增殖筛选,转接筛选培养 2 次,
得到抗性无根苗。 延迟卡那霉素筛选:将共培养的叶

片转入不含 Km 的脱菌培养基(MS+0郾 5 mg / L 6鄄BA+
250 mg / L Cb)中培养,待再生不定芽长至 2 ~ 3 cm
时,将其切下转入 MS+25 mg / L Km +200 mg / L Cb 增

殖筛选培养基中,将抗性不定芽转接筛选培养 2 次,
得到抗性无根苗。
1. 3. 3摇 抗性无根苗的生根筛选摇 将经过 Km 筛选后

长势良好的抗性无根苗转入 1 / 2 MS + 0郾 1 mg / L
NAA+15 mg / L Km 生根培养基,30 d 后,筛选能够正

常生根的抗性转化植株。
1. 4摇 转化植株的鉴定

1. 4. 1摇 第1 次 PCR 检测摇 取未转化植株和能够正常

生根的抗性植株新长出的幼嫩叶片,提取基因组

DNA。 根据 NCBI GenBank 上所公布的 nptII 基因序

列,利用软件 Primer 6. 0 设计 1 对特异性引物,对抗

性转化植株进行第 1 次 PCR 检测,以非转化植株为

对照。 上游引物 P3序列为:5忆鄄GAGAGGCTATTCGGC鄄
TATG鄄3忆;下游引物 P4序列为:5忆鄄GCTCAGAAGAACTC
GTCAA鄄3忆。 PCR 优化扩增体系为:10伊PCR 缓冲液

2郾 5 滋l,25 mmol / L MgCl2 1郾 5 滋l,2郾 5 mmol / L dNTP
2郾 0 滋l,50 滋mol / L的引物 P3和 P4各 0郾 5 滋l,20 滋g / ml
基因组 DNA 2郾 5 滋l,5 U / 滋l Taq DNA 聚合酶 0郾 5 滋l,
加 ddH2O 补至 25郾 0 滋l。 反应程序为:在 94 益预变性

3 min;94 益变性 30 s,58 益复性 30 s,72 益延伸 1郾 5
min,循环 35 次,72 益延伸 10 min,4 益保温,用 1%琼

脂糖凝胶电泳检测扩增产物。
1. 4. 2摇 第 2 次 PCR 检测摇 将第 1 次 PCR 检测为阳

性的抗性株系在生根培养基上转接 2 代,60 d 后再进

行第 2 次 PCR 检测(PCR 扩增体系和反应程序与第 1
次 PCR 检测相同),以进一步确定相关转基因在转化

植株基因组中的整合。
1. 4. 3摇 转化植株的 RT鄄PCR 检测摇 从第 2 次 PCR 检

测为阳性的转基因株系中,选取 5 个生长良好的株系

进行进一步的 RT鄄PCR,检测 nptII 基因的表达。 利用

植物 RNA 提取试剂盒提取转化株系的总 RNA,按照

BioTeKe Supermo 芋 RT Kit 的操作步骤进行 RNA 的

反转录。 根据 nptII 基因的序列,设计 1 对特异性引

物扩增 cDNA,上游引物 P5 序列为: 5忆鄄GATATG鄄
GAGCGTAGGAGTG鄄3忆,下游引物 P6序列为:5忆鄄TCAG鄄
TAGGAGCAGGAGAC鄄3忆。 PCR 优化扩增体系为:10伊
PCR 缓冲液 2郾 5 滋l,25 mmol / L MgCl2 1郾 0 滋l,2郾 5
mmol / L dNTP 2郾 0 滋l,25 滋mol / L 的引物 P5 和 P6 各

1郾 0 滋l,cDNA 模板 1郾 5 滋l,5 U / 滋l Taq DNA 聚合酶

0郾 5 滋l,加 ddH2O 补至 25郾 0 滋l。 反应程序为:94 益预

变性 3 min,94 益变性 40 s,然后 55 益复性 50 s,在 72
益下延伸 10 min,循环 35 次,4 益保温。 扩增产物在
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1%琼脂糖凝胶上进行电泳检测。
1. 5摇 转化植株的几丁质酶活性及抗真菌性检测

1. 5. 1摇 几丁质酶活性的测定摇 几丁质酶活性是以催

化底物胶体几丁质水解反应所产生的还原糖(N鄄乙酰

氨基葡糖)的量表示的[17]。 参照 Saqib 等[18]的方法,
配制 DNS 试剂并制作 N鄄乙酰氨基葡萄糖标准曲线。
参照吴子健等[19]方法制备胶状几丁质。 参考陈崇顺

等[20]的方法,制备转化植株和未转化植株叶片粗酶

液,并测定几丁质酶的活性。 酶活性单位(1 U)定义

为 1 min 水解胶体几丁质产生 1 滋mol 乙酰氨基葡萄

糖所需的酶量。
1. 5. 2摇 几丁质酶抑菌活性的测定摇 选择大豆链孢菌

5A、5E 和灰葡萄孢菌 3 种指示菌株,参照林慧珍

等[21]的方法,挑取少量的菌种分别接种在 PDA 平板

上,在 28 益恒温培养箱中倒置培养。 第 1 次活化时

间为 7 d,待菌丝长满培养皿后再按照此法进行 2 次

活化。 将活化后的菌种再培养 5 d(28 益,黑暗),待
菌体产生孢子后用无菌水反复冲洗菌体,并用无菌纱

布过滤,去掉菌丝后得到孢子悬浮液,以3 000 r / min
离心 1 min。 然后用血球计数板计数,最后将得到的

孢子悬浮液浓度稀释到 1 ml 2伊105个。 参考陈崇顺

等[22]的方法,进行抑菌活性的测定。 吸取 3 种真菌

的孢子悬浮液 200 滋l,均匀涂布于直径为 9 cm 的

PDA 平板上,在 28 益下培养 2 d,用直径为 6 mm 的

无菌打孔器打孔。 每孔加入200 滋l 粗酶液,每个株系

4 个重复。 在 28 益培养 2 d 后,测量不同粗酶液产生

抑菌圈的直径。
1. 6摇 数据分析

利用 SPSS 17. 0 软件,对数据进行方差分析。

2摇 结果与分析

2. 1摇 菜豆几丁质酶基因的克隆及表达载体的构建

以提取的菜豆基因组 DNA 为模板,利用 P1和

P2引物进行 PCR 扩增,获得1 000 bp 左右的菜豆

几丁质酶基因(Chi)。 对 Chi 与 pUC57 的重组子

阳性克隆 pUC57鄄Chi 用 BamH I 和 Xba I 双酶切检

测,得到分子量为1 000 bp 和将近3 000 bp 的条

带,说明 Chi 确已连接到载体 pUC57 上。 根据上

海英骏生物技术有限公司对重组子 pUC57鄄Chi 中
Chi 基因(多个克隆样品)的测序结果,得到精选架

豆王菜豆几丁质酶基因的全序列,该序列与 NCBI
上公布的相关序列基本一致。 表明已经克隆到所

需的目的基因。
利用限制性内切酶 BamH I 和 Xba I 酶切

pUC57鄄Chi 和 pBI121 质粒,回收 Chi 和 pBI121 质粒

的大片段,将两者相连,得到 pBI121鄄Chi。 用 BamH I
和 Xba I 双酶切 pBI121鄄Chi,得到1 000 bp 左右片段;
而同样用 BamH I 和 Xba I 双酶切 pBI121 质粒,则没

有该片段。 表明已成功构建了植物表达载体。 通过

电转化法,将从大肠杆菌中提取的 pBI121鄄Chi 和

pBI121 质粒(对照)转入根癌农杆菌 LBA4404 中。
2. 2摇 农杆菌介导法转化洋桔梗叶块

将经过 4 d 预培养、5 d 共培养的叶块,分别进行

直接筛选(25 mg / L Km+250 mg / L Cb)和延迟筛选

(25 mg / L Km+200 mg / L Cb)。 直接筛选诱导不定芽

时,2 ~ 3 个月后不定芽才逐渐再生出来,且生长很

慢,而延迟筛选诱导不定芽时,叶块培养 14 ~ 21 d 时

切口处即开始出现不定芽,且生长迅速(图 2)。 2 种

筛选方法共得到 76 个不定芽,将其在 Km 选择压下

进行初步筛选,得到 42 个无根抗性苗株系。 无根苗

通过生根培养基(15 mg / L Km)的筛选,得到 27 个能

够正常生根的株系,其中 11 个株系通过直接筛选获

得,16 个株系通过延迟筛选获得(图 2)。
2. 3摇 转化植株的鉴定

使用植物基因组 DNA 提取试剂盒提取抗性株

系和未转化株系的基因组 DNA,并以提取的基因组

为模板,利用设计的引物 P3和 P4进行 PCR 扩增,共
有 13 个株系扩增出长度约为 750 bp 的 nptII 基因片

段,其中 5 个株系通过直接筛选获得,8 个株系通过

延迟筛选获得。
摇 摇 将经第 1 次 PCR 检测为阳性的 13 个抗性

株系在生根培养基 (含 15 mg / L Km) 上转接培

养 2 次,60 d 后进行第 2 次 PCR 检测。 结果如

图 3 所示,1、4、6、11、14、15、18、22、24、25、26
号株系都扩增出了约 750 bp 的特异性条带。 因

此,可以确认转基因 npt II 已经整合到这 11 个

转化株系的基因组中,其中有 4 个株系通过直

接筛选获得,7 个株系通过延迟筛选获得,直接

筛选 和 延 迟 筛 选 转 基 因 的 阳 性 比 例 分 别 为

80郾 00% 和 87郾 50% 。
摇 摇 选取长势良好的 5 个转基因株系进行 RT鄄PCR
检测,结果如图 4 所示,6、18 和 26 号株系扩增出约

200 bp 的特异性条带。 该结果表明,npt II 基因已经

在这 3 个转化株系中正常转录。
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a:直接筛选法叶块不定芽的再生;b:延迟筛选法叶块不定芽的再生;c: 经 Km 筛选后能正常生根的再生芽;d: 经 Km 筛选后黄化的再生芽。
图 2摇 叶块不定芽的再生和抗性植株的生根筛选

Fig. 2摇 The regeneration of adventitious buds and screening of the resistant seedlings by rooting

M 为分子量标准 DL 2000,C 为未转化株系,1、4、5、6、11、14、15、
18、20、22、24、25、26 为抗 Km 株系。
图 3摇 转接 2 次所得抗 Km 转化株系的第 2 次 PCR 检测

Fig. 3摇 The second PCR amplification for Km resistant lines

M:分子量标准 DL 2000;C:未转化株系;1 ~ 5:转基因株系(6、
18、22、25、26 号株系)。

图 4摇 转化植株的 RT鄄PCR 检测

Fig. 4摇 RT鄄PCR amplification of transgenic lines

2. 4摇 转化植株的几丁质酶活性及抗真菌活性

以N鄄乙酰氨基葡萄糖的浓度(mg / ml)为横坐标,
平均 OD5 3 0值为纵坐标,绘制 N鄄乙酰氨基葡萄糖标准

曲线,得线性回归方程为 Y = 0郾 590 x -0郾 037,R2 =
0. 999 8。 说明该方法在已知浓度范围内有良好的线

性关系。 用 DNS 法测定 3 个转基因株系的几丁质酶

活性,6 号株系为 (0. 215依0郾 005) U,18 号株系为

(0. 225依0郾 040) U,26 号株系为 (0. 286依0郾 002) U,未
转化株系为 (0. 133依0郾 003) U。 用 SPSS16. 0 进行单

因素方差分析,结果显示 6、18 和 26 号转基因株系的

几丁质酶活性与未转基因植株相比,分别提高了

61郾 65%、69郾 17%和 115郾 04%,4 个株系之间的差异均

达到显著水平(P<0郾 05),在 3 个转基因株系中,26 号

株系的几丁质酶活性最高(0郾 286 U)。 说明导入的外

源菜豆几丁质酶基因在洋桔梗转化植株体内得到了

表达,但表达量在不同株系间存在差异。
提取 6、18 和 26 号转化株系的几丁质酶粗

提液,以未转化洋桔梗植株为对照,分别测定不

同株系粗提液对大豆镰孢菌 5A、5E 和灰葡萄孢

菌 3 种指示真菌的抑制作用。 以抑菌圈的直径

作为抑制作用强弱的判断标准。 结果表明,与未

转化对照相比,3 个转基因株系(6、18 和 26 号株

系)的抑菌效果显著性增强,对大豆镰孢菌 5A 的

抑 菌 作 用 分 别 提 高 了 66郾 73% 、 84郾 91% 和

106郾 00% ,对大豆镰孢菌 5E 的抑菌作用分别提

高了 30郾 36% 、54郾 55% 和 90郾 91% ,对灰葡萄孢

菌的抑菌作用分别提高了 48郾 71% 、51郾 46% 和

71郾 53% ,其中 26 号株系对 3 种真菌的抑菌效果

最好(表 1、图 5) 。
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表 1摇 不同转基因株系对指示菌株的抑菌效果

Table 1摇 Inhibitory activities of transgenic lines against three indicator fungi

指示菌株摇 摇 摇 摇
抑菌圈直径(mm)

非转化植株 转基因 6 号株系 转基因 18 号株系 转基因 26 号株系

大豆链孢菌 5A (Streptomyce 5A) 5. 50依0. 29a 9. 17依0. 44b 10. 17依0. 44bc 11. 33依0. 33c

大豆链孢菌 5E (Streptomyce 5E) 5. 50依0. 29a 7. 17依0. 44b 8. 50依0. 29c 10. 50依0. 29d

灰葡萄孢菌 (Boytrytis cinerea) 5. 83依0. 17a 8. 67依1. 20b 8. 83依0. 17b 10. 00依0. 57b
同一行中不同字母表示差异达到 0. 05 显著水平。

a:大豆镰孢菌 5A; b:大豆镰孢菌 5E;c:灰葡萄孢菌。 CK:未转化植株;A ~ C:转基因 6、18、26 号株系。
图 5摇 转基因洋桔梗株系几丁质酶粗提液对指示真菌的抑制

Fig. 5摇 Inhibition against indicator fungi by the crude chitinase extraction from three transgenic lines of Eustoma grandiflorum

3摇 讨 论

3. 1摇 转化体的直接筛选和延迟筛选

参考本实验室前期工作,本研究以 25 mg / L Km
为选择压,对转化体进行筛选。 首先进行直接筛选,
绝大部分的叶块上不能分化不定芽,逐渐白化死亡,
只有极少部分叶块能够再生,但不定芽生长很慢。
Van der Krol 等[23]认为可适当降低外植体分化阶段

的选择压,甚至可以除去选择压。 贾庆利等[24] 认为

选择压施加的时机因所使用的转化方法、外植体类

型、物种等的差异而不同。 如过早施加选择压,转化

细胞也许来不及恢复到生长状态,抗性基因也来不

及表达,转化细胞就会在选择压下被抑制甚至杀死。
因此,本研究进行了延迟筛选,即待不定芽长至 2 ~
3 cm 后,再施加选择压,不定芽生长迅速、良好,能
够很快成苗。 2 次 PCR 检测结果表明,直接筛选和

延迟筛选转基因的阳性比例相差不大,分别为

80郾 00%和 87郾 50% 。
3. 2摇 转化体的 2 次 PCR 检测

Southern blot 是鉴定转基因整合及其拷贝数的

传统方法,但其试验过程较为费时、费力,同时对

样品的数量、质量及操作技术要求较高。 转基因

在受体植物中,一般有 2 种表达:瞬时表达和稳定

表达。 瞬时表达大多只延续 10 d 多,此后即无表

达。 在农杆菌介导的转基因研究中,脱菌培养一

般需要 5 ~ 6 次继代培养。 如果停止使用抗生素

后外植体又有农杆菌生长,可再使用抗生素脱菌,
对有的植物可一直使用抗生素,直到试管苗形

成[25] 。
在本研究中,我们对 nptII 基因运用 2 次操作相

对简便的 PCR 进行阳性植株的检测。 首先以农杆

菌转化洋桔梗,筛选再生的不定芽,然后将继代 3 次

的抗性芽转入含 15 mg / L Km 的生根培养基。 30 d
后,对获得的生根抗性植株的幼嫩叶片进行第 1 次

PCR 检测,获得 13 个阳性株系,再经 2 次继代后进

行第 2 次 PCR 检测,获得 11 个阳性株系。 经第 1
次 PCR 检测为阳性的 5、20 号株系,在第 2 次检测

时为阴性,原因可能是转化株系在第 1 次检测时尚

有少量残留农杆菌侵染,而在第 2 次检测时已无农

杆菌残留。
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3. 3摇 转基因表达的 RT鄄PCR 检测

RT鄄PCR 方法检测外源基因的表达具有灵敏度

高、特异性强、便捷快速以及对原始材料的质量要求

较低等优点[26]。 Guo 等[27] 通过农杆菌介导法转化

紫茎泽兰时,在 PCR 检测为阳性的 7 个株系中随机

挑选 3 个进行 RT鄄PCR 检测,结果显示均为阳性。
Jia 等[28]将外源的几丁质酶基因转入毛白杨以增强

其抗烂皮病的能力,经 PCR 检测有 16 个株系为阳

性,选取 5 个株系进行 RT鄄PCR 检测,结果均为阳

性。
在本研究中,选取 nptII 基因进行 RT鄄PCR 检

测,主要考虑植物中几丁质酶基因的同源性;因nptII
基因在植物中不存在,该基因的表达一定程度可作

为外源几丁质酶基因表达的指示。 目的基因与筛选

标记基因的转录一般具有较一致的对应关系。 Ja鄄
yaraj 等[29]利用农杆菌介导法,将几丁质酶基因chi鄄2
和脂质转移蛋白基因 ltp 转入胡萝卜中, 通过

RT鄄PCR检测发现,没有表达筛选标记基因 bar 的 7
个转基因株系中 2 个目的基因的检测结果也为阴

性;Celikkol 等[30] 用农杆菌介导法转化扁豆,选用

gus 和 nptII 基因进行 RT鄄PCR 检测,gus 基因检测结

果为阴性的 5 号和 7 号转基因株系的 nptII 基因检

测结果也为阴性;Lee 等[31] 用外壳蛋白基因 CM鄄
VP0鄄CP 和 nptII 基因转化辣椒,RT鄄PCR 检测结果表

明,各株系 nptII 基因的转录结果均与 CMVP0鄄CP 基

因一致。 本研究选取 5 个阳性株系,对 nptII 基因进

行 RT鄄PCR 检测,有 3 个株系扩增出特异目的条带。
这进一步表明,导入的外源基因已经整合于转化植

株的基因组中并正常转录。 其余 2 个株系没有扩增

出特异目的条带,是因为外源基因虽存在于转化植

株中,但未能进行正常转录,发生了基因沉默。 在转

基因植株中外源基因的失活是普遍存在的现象。
3. 4摇 几丁质酶活性检测

质粒 DNA 导入植物细胞后,大部分并未插到染

色体上,而是以游离状态存在。 这部分质粒 DNA 在

瞬时表达中起重要作用。 在合适的条件下,转化外

源基因的瞬时表达通常在数小时后就能检测到其表

达的产物,并在 1 ~ 2 d 内达到最高值,随后又逐渐

降低,至 10 d 后完全消失[25]。 本研究在转化至少 6
个月之后测定转化植株的几丁质酶活性,发现与未

转化植株相比,3 个转基因株系的几丁质酶活性分

别提高了 61郾 65% 、69郾 17%和 115郾 04% 。 该结果充

分说明,这不是外源转基因的瞬时表达,而是外源基

因整合到基因组 DNA 分子上的稳定表达。 刘伟华

等[12]以 CaMV 35S 为启动子,用菜豆几丁质酶基因

转化小麦幼胚愈伤组织,3 株转基因植株叶片的几

丁质酶活性比未转化植株分别提高了 61郾 94% 、
65郾 35%和 84郾 86% ,感染白粉病的过程也比对照株

延缓并且发病程度较轻,其中 1 株赤霉菌侵染后未

扩展。 Tohidfar 等[32鄄33] 研究发现,与非转基因植株

相比,转化菜豆几丁质酶基因的棉花植株中,几丁质

酶的活性增高了几倍,且在温室试验中,这些转基因

植株对黄萎病均表现出更强的抗性。
本研究中 3 个转基因株系的抑菌效果也明显优

于未转化植株。 在这 3 个转化株系中,酶活性最高

的 26 号株系对 3 种真菌的抑菌效果均优于另外 2
个株系,这可能与外源基因插入位点的不确定性有

关。 张志忠等[34]指出,导入外源几丁质酶基因的转

基因植物对某些病原的抗性都会有所增强,且大多

数转化植物抗性增强的程度与其所表达出的几丁质

酶量呈正相关,但也有例外,这可能与物种、导入的

目标植物、病原菌的种类等都有关系。
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