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　 　 摘要：　 为获得洋桔梗抗真菌病害新品种，本研究将烟草抗真菌 β⁃１，３⁃葡聚糖酶基因（Ｇｌｕ）与质粒 ｐＢＩ１２１ 重

组，构建了植物表达载体 ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ，利用农杆菌介导法转化洋桔梗品种 Ｄｏｕｂｌｅ Ｍａｒｉａｃｈｉ Ｐｉｎｋ 叶块，共获得 ２１ 个卡

那霉素抗性株系。 对抗性株系进行 ＰＣＲ 扩增，获得 １０ 个阳性株系。 选取其中生长良好的 ５ 个株系进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ
检测，鉴定出 ３ 个株系（ＥＧ６、ＥＧ１１ 和 ＥＧ１７）为转基因正常转录株系。 ＥＧ６、ＥＧ１１ 和 ＥＧ１７ 株系及非转基因对照株

系的 β⁃１，３⁃葡聚糖酶的平均活力分别为 ０􀆰 ３０１ Ｕ、０􀆰 ２４３ Ｕ、０􀆰 ４０１ Ｕ 及 ０􀆰 ２３６ Ｕ，其中 ＥＧ６ 和 ＥＧ１７ 株系的平均活力

显著高于非转基因对照株系。 洋桔梗离体叶片的抗灰霉病鉴定显示，ＥＧ１７ 病斑面积（０􀆰 ４３２ ｃｍ２）显著小于非转基

因对照株系（２􀆰 １５６ ｃｍ２）。 此外，ＥＧ１７ 对灰霉病的抗性还表现为发病延迟、病斑面积扩大速度减慢等。
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又名草原龙胆，是龙胆科草原龙胆属多年生草本植

物，原产于美国中部内布拉斯加州（Ｎｅｂｒａｓｋａ）至德
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克萨斯州（Ｔｅｘａｓ）一带。 其花形美丽、花色丰富、茎
杆光滑，具有较高的观赏价值，深受人们的喜爱，是
国际上十分流行的切花种类之一［１］，其销量已跻身

世界切花市场的前十位［２］。
然而，自从在全世界范围内大面积引种栽培洋

桔梗以来，很多国家和地区都相继发现其易感真菌

性、细菌性及病毒性病害［３⁃５］，其中由灰葡萄孢菌等

引起的真菌病害占 ８０％以上［６⁃８］。
β⁃１，３⁃葡聚糖是绝大多数真菌（灰葡萄孢菌、尖

孢镰刀菌、立枯丝核菌等）细胞壁的主要成分［９］。
β⁃１，３⁃葡聚糖酶 （ＥＣ ３．２．１．３９） 能够水解 β⁃１，３⁃葡
聚糖多聚体，有酸性和碱性之分， 分别定位于植物

细胞间和液泡内。 只有液泡内的碱性 β⁃１，３⁃葡聚糖

酶能够降解上述真菌菌丝壁，从而抑制其生长；细胞

间的酸性 β⁃１，３⁃葡聚糖酶则无抑菌活性［１０］。 Ｌｉｂａｎ⁃
ｔｏｖａ 等［１１］ 将烟草碱性 β⁃１， ３⁃葡聚糖酶基因置于

ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子后，构建植物表达载体，导入马铃

薯， 该基因在马铃薯中得到了组成型表达，转基因

马铃薯对立枯丝核菌和尖孢镰刀菌抗性增强。
Ｓｕｎｄａｒｅｓｈａ 等［１２］将烟草碱性 β⁃１，３⁃葡聚糖酶基因转

入花生中，转基因植株酶活力较非转基因植株最高

增加 ５ 倍多，对褐斑病菌和黄曲霉菌的抗病性增强。
本研究以洋桔梗品种 Ｄｏｕｂｌｅ Ｍａｒｉａｃｈｉ Ｐｉｎｋ 为

试验材料，通过农杆菌介导的叶盘转化法，将烟草碱

性 β⁃１，３⁃葡聚糖酶基因导入洋桔梗，对再生转化体

进行筛选、鉴定、检测，以期为培育抗真菌病的洋桔

梗新种质奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

植物试材为南京师范大学陈崇顺老师实验组保

存的 Ｄｏｕｂｌｅ Ｍａｒｉａｃｈｉ Ｐｉｎｋ 洋桔梗无菌苗［培养条

件：温度 （２５±２） ℃，光照强度 ６０ μｍｏｌ ／ （ｍ２·ｓ），
光周期 １６ ｈ ／ ８ ｈ］。 菌株和质粒： 根癌农杆菌

ＬＢＡ４４０４，大肠杆菌 ＤＨ５α， ｐＢＩ１２１（Ｔ⁃ＤＮＡ 区含选

择标记基因 ｎｐｔ ＩＩ 和报告基因 ｇｕｓ）， ｐＵＣ５７⁃Ｇｌｕ
（ｐＵＣ５７⁃Ｔ 载体和烟草碱性 β⁃１，３⁃葡聚糖酶基因重

组而成［１３］）。 试剂：限制性内切酶 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ
以及 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自宝生物工程（大连）有限公

司， Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶为 Ｐｒｏｍｅｇａ 产品， 卡那霉素

（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ， Ｋｍ）为 ＢＢＩ 产品， 利福平（Ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，
Ｒｉｆ） 为 ＳＣＩＧＥＮＥ 产品， ＤＮＡ Ｌｏｇｉｃａｌ Ｌａｄｄｅｒ 购自

ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ 公司， ＤＬ２０００ 购自天根（北京）生化有限

公司， 羧苄青霉素（Ｃｂ）购自南京基天生物技术有

限公司， 引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成。 植物基因组 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 提取试剂盒及

ＤＮＡ 胶回收试剂盒购于南京华普生物公司。
１．２　 植物表达载体的构建

１．２．１　 ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ 植物表达载体的构建　 利用限制

性内切酶 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 酶切 ｐＵＣ５７⁃Ｇｌｕ 和

ｐＢＩ１２１ 质粒， 将烟草 β⁃１，３⁃葡聚糖酶基因和 ｐＢＩ１２１
质粒的大片段相连，构建植物表达载体 ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ。
将连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞，进行

酶切鉴定。
１．２．２　 ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ 转化农杆菌　 从大肠杆菌中提取

ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ，采用电转化法［１４］ 将 ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ 导入根

癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４ 中，将转化产物涂布在 ＬＢ＋Ｒｉｆ＋
Ｋｍ 培养基上筛选转化体，２８ ℃培养过夜。
１．２．３　 重组菌落的鉴定　 用牙签从 ＬＢ＋Ｋｍ＋Ｒｉｆ 平板

上挑取单菌落，在加入适量 ｄｄＨ２Ｏ 的离心管中搅动

两下，然后在另一新的平板上划线保存。 参照王转梅

等［１３］ 的 方 法， ＰＣＲ 检 测 阳 性 菌 株， 根 据 ＮＣＢＩ
ＧｅｎＢａｎｋ 上公布的烟草 Ｓａｍｓｕｎ 碱性 β⁃１，３⁃葡聚糖酶

基因序列（登录号：Ａ１６１２１）设计 １ 对特异性引物 Ｐ１
和 Ｐ２。 为方便试验后续操作，在两引物的 ５′端分别

引入 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 酶切位点，并外加 ３ 个保护碱

基，具体序列为（标有下划线的为酶切位点）：Ｐ１ ５′⁃
ＴＧＣＴＣＴＡＧＡＣＡＡＣＡＡＧＴＣＴＴＣＣＣＡＴＣＡＴＧ⁃３′； Ｐ２ ５′⁃
ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＡＴＡＣＧＴＡＴＧ⁃３′。 ＰＣＲ
反应程序为：９５ ℃预变性 ４ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ７０ ｓ，６０ ℃
复性 ７０ ｓ，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，循环 ３４ 次，７２ ℃延伸 １０
ｍｉｎ，４ ℃保温。 电泳后在紫外分析仪上观察。
１．３　 农杆菌介导法转化洋桔梗

１．３．１　 叶块预培养 　 选取洋桔梗无菌苗叶片，采
用三刀切法［１５］ 将叶片切成约 ５ ｍｍ×５ ｍｍ 大小，
将叶块转到 ＭＳ＋１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ 预培养基上，预培

养 ３ ｄ。
１．３．２　 农杆菌侵染液的制备　 取－７０ ℃保存的农杆

菌菌液于碎冰上融化，用接种针蘸取少量菌液， 在

ＬＢ 培养基（含 ５０ ｍｇ ／ Ｌ Ｋｍ ＋ ５０ ｍｇ ／ Ｌ Ｒｉｆ）平板上

划线培养，２８ ℃暗培养 ２ ｄ。 从平板上挑取单菌落，
接种于 ４０ ｍｌ ＬＢ＋ ５０ ｍｇ ／ Ｌ Ｋｍ ＋５０ ｍｇ ／ Ｌ Ｒｉｆ 液体

培养基中，在台式恒温振荡器中培养 １８ ｈ 左右（２８
℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ），至 ＯＤ６００约为 ０􀆰 ８。 以４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离
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心 ５ ｍｉｎ，弃上清液，加入适量的无菌 １ ／ ２ ＭＳ 液体培

养基重新悬浮菌体，至 ＯＤ６００值约为 ０􀆰 ５。
１．３．３　 叶盘转化法转化洋桔梗 　 将预培养后的叶

块在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，在黑暗条

件下共培养 ４ ｄ。 然后将共培养后的叶块转到 ＭＳ＋
１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ＋３０􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ Ｋｍ＋２００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｂ 的

脱菌培养基上，在 （２５±２） ℃，光照条件下培养 ３０
ｄ，统计再生不定芽的数量。 当不定芽的高度为 ２～
３ ｃｍ 时，将其切下转入筛选增殖培养基 ＭＳ＋０􀆰 １０
ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ＋ ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ３０􀆰 ００ ｍｇ ／ Ｌ Ｋｍ ＋
１００􀆰 ００ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｂ 中，每 ３０ ｄ 转接一次，筛选转接

两次。
１．３．４　 抗性芽的生根筛选培养　 将经过 Ｋｍ 筛选后

的株型正常、长势良好的抗性幼苗，转入 １ ／ ２ＭＳ ＋
０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋１５􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ Ｋｍ 的生根培养基中。
３０ ｄ 后，筛选正常生根的抗性转化植株。
１．４　 转化植株的鉴定

１．４．１　 ＰＣＲ 检测 　 按照上述扩增烟草 β⁃１，３⁃葡聚

糖酶基因的反应体系及程序扩增出目的基因片段，
用 １％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。
１．４．２　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 　 利用植物 ＲＮＡ 的提取试剂

盒提取洋桔梗中总 ＲＮＡ，用 １％琼脂糖凝胶电泳检

测其完整性。 按照 ＢｉｏＴｅＫｅ Ｓｕｐｅｒｍｏ ＩＩＩ ＲＴ Ｋｉｔ 的操

作步骤进行 ＲＮＡ 的反转录，将得到的 ｃＤＮＡ 于－２０
℃下保存。 根据已知的烟草 β⁃１，３⁃葡聚糖酶基因的

保守序列，设计 １ 对特异性引物。 上游引物 Ｇｌｕ⁃Ｐ１：
５′⁃ＣＣＡＧＣＡＧＣＡＴＴＧＡＣＡＴＡＧＣＡ⁃３′；下游引物 Ｇｌｕ⁃
Ｐ２：５′⁃ＣＧＡＧＡＧＡＡＧＣＡＧＴＡＧＣＡＴＴＡＧＴ⁃３′ 。 ＰＣＲ 扩

增体系：２􀆰 ５ μｌ １０×ＰＣＲ 缓冲液，２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２
１􀆰 ０ μｌ，１􀆰 ５ μｌ ｃＤＮＡ 模板，２５ μｍｏｌ ／ Ｌ的引物 １􀆰 ０
μｌ，２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ ２􀆰 ０ μｌ，５ Ｕ ／ μｌ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合

酶 ０􀆰 ５ μｌ，加 ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２５􀆰 ０ μｌ。 反应程序：９４ ℃
预变性 ３ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ４０ ｓ，然后 ５５ ℃复性 ５０ ｓ，
７２ ℃下延伸 １０ ｍｉｎ，循环 ３４ 次；４ ℃保存。 扩增产

物用 １％琼脂糖凝胶进行电泳检测。
１．５　 转化植株的 β⁃１，３⁃葡聚糖酶活性及抗真菌性

检测

１．５．１　 β⁃１，３⁃葡聚糖酶活性测定　 以从昆布多糖中

释放出的还原糖量来测此酶活性。 用 ＤＮＳ 法测定

所形成的还原糖量［１６］。 参照唐冰等［１７］ 方法配制

ＤＮＳ 试剂并制作葡萄糖标准曲线。 参照史益敏［１８］

的方法获得 β⁃１，３⁃葡聚糖酶粗酶液。 酶活力单位定

义为 １ ｍｌ 粗酶液 １ ｍｉｎ 催化昆布多糖产生 １ ｍｇ 葡

萄糖所需的酶量为 １ 个酶活力单位。
１．５．２　 转基因洋桔梗离体叶片抗灰霉病鉴定 　 选

择灰葡萄孢菌作为试验菌株，将灰葡萄孢菌接种在

ＰＤＡ 培养基上，在 ２４ ℃黑暗条件下培养 １０ ｄ，使其

活化。 然后挑取活化的真菌孢子在斜面 ＰＤＡ 上划

线，２４ ℃暗培养 ３ ｄ，用无菌水冲洗斜面，混匀，用移

液枪吸出孢子液，再用无菌双蒸水稀释，利用血球计

数板计数，配制成浓度为 １ ｍｌ １×１０５个真菌孢子悬

浮液［１９］。
分别从转化植株和未转化植株中取长势相同的

５ 个叶片，每个植株 ３ 个重复。 将叶片置于含无菌

滤纸的培养皿中，滤纸湿润，每个叶片接种 １ 块含 ５
μｌ 真菌孢子悬浮液 （１ ｍｌ １×１０５个）的琼脂块。 在

湿润的环境下培养 ４ ｄ，培养温度 ２４ ℃。 ４ ｄ 后，利
用照片扫描仪（Ｃａｎｏｎ ＬｉＤＥ１１０）扫描病斑，并计算病

斑的面积［７］。
１．６　 试验数据的统计分析

利用 ＳＰＳＳ １７．０ 软件对试验各项数据进行统计

分析。

２　 结果与分析

２．１　 植物表达载体的构建及鉴定

用 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 双酶切 ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ，得到

２ ０００ 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。 结果表明，已成功

构建了植物表达载体 ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ（图 １）。 从平板上

挑取阳性克隆，经菌落 ＰＣＲ 得到 １ 条大约２ ０００ ｂｐ
的条带，而转入 ｐＢＩ１２１ 的农杆菌和 ｄｄＨ２Ｏ 对照组

无目的条带（图 ２）。

图 １　 植物表达载体 ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ
Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ
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Ｍ：分子量标准 ＤＬ２０００；１～５：含 ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ 农杆菌的菌落；６：含
ｐＢＩ１２１ 农杆菌的菌落（对照），７：ｄｄＨ２Ｏ（对照）。

图 ２　 含 ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ 农杆菌的菌落 ＰＣＲ 电泳图

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ ｏｆ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ ｗｉｔｈ
ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ

２．２　 农杆菌介导法转化叶块

将洋桔梗叶块转入脱菌分化培养基中培养 ３０ ｄ
后，获得 ８１ 个再生芽。 将再生芽切下转入筛选增殖

培养基中培养，筛选培养 ２ 次。 最终得到 ３５ 个无根

抗性苗株系。 将其转入生根培养基中生根，有 １４ 个

株系不能正常生根，茎叶逐渐白化而死，其余 ２１ 个

株系能正常生根（图 ３）。

Ａ：叶盘分化出的再生芽；Ｂ：Ｋｍ 抗性苗根系。
图 ３　 Ｋｍ 抗性苗

Ｆｉｇ．３　 Ｋｍ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

２．３　 转化洋桔梗抗性植株的鉴定

２．３．１　 ＰＣＲ 检测　 经 Ｋｍ 抗性筛选后，共获得 ２１ 个

抗性苗株系，以这 ２１ 株抗性苗 ＤＮＡ 为模板，分别以

Ｐ１ 和 Ｐ２ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增，以质粒 ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ
为阳性对照，以未转化植株为阴性对照。 扩增结果

如图 ４ 所示。 图 ４ 中转基因株系 ＥＧ５、ＥＧ６、 ＥＧ１１ 、
ＥＧ１４、ＥＧ１５ 、ＥＧ１７、ＥＧ２０、ＥＧ２１ 和 ＥＧ２３ 的基因组

都扩增出大小约为 ２ ０００ ｂｐ 的目的条带，初步确定

这 １０ 个洋桔梗株系中已经转入了烟草碱性 β⁃１，３⁃

葡聚糖酶基因。
２．３．２　 转化株的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测　 选取经 ＰＣＲ 检测

呈阳性、长势良好的 ５ 个转基因株系（ＥＧ６、 ＥＧ１１、
ＥＧ１５、ＥＧ１７ 和 ＥＧ２３）和未转基因植株进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ
检测。 结果（图 ５）显示，５ 个转基因株系中，ＥＧ６、
ＥＧ１１ 和 ＥＧ１７ 这 ３ 个株系扩增出大小为１ ０００ ｂｐ的
目的条带，其余 ２ 个株系没有扩增出目的条带。
２．４　 转化洋桔梗植株 β⁃１，３⁃葡聚糖酶的活性及抗

真菌性检测

２．４．１　 ＤＮＳ 法测定 β⁃１，３⁃葡聚糖酶活性 　 以葡萄

糖浓度（ｍｇ ／ ｍｌ）作横坐标，平均 ＯＤ５ ４ ０ 值作为纵坐

标，绘制葡萄糖标准曲线，得线性回归方程为 Ｙ ＝
０􀆰 ８２１ｘ－０􀆰 ０７０，Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９８６。 结果表明，该方法在葡

萄糖浓度 ０～０􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍｌ有良好的线性关系。
用 ＤＮＳ 法测定 ３ 个转化株系的 β⁃１，３⁃葡聚糖

酶活性。 用 ＳＰＳＳ１７．０ 软件进行方差分析可知，转基

因株系 ＥＧ６、ＥＧ１１ 和 ＥＧ１７ 的 β⁃１，３⁃葡聚糖酶活为

（０．３０１± ０􀆰 ００９ ） Ｕ、 （０．２４３± ０􀆰 ００５ ） Ｕ、 （０．４０１±
０􀆰 ０１２） Ｕ，分别比未转化株系酶活 ［（０．２３６±０􀆰 ００４）
Ｕ］高出了 １􀆰 ２７５、１􀆰 ０３０ 和 １􀆰 ６９９ 倍。 转基因株系

ＥＧ６ 和 ＥＧ１７ 的酶活与对照存在显著性差异，而转

化株 ＥＧ１１ 的酶活与未转化株没有显著性差异。 转

化株 ＥＧ６、ＥＧ１１ 和 ＥＧ１７ 之间的酶活性也有显著差

异，其中转化株 ＥＧ１７ 的酶活性最高。 结果表明，外
源 β⁃１，３⁃葡聚糖酶基因在转化植株内表达，但不同

转基因株系间表达量不同。
２．４．２　 转基因洋桔梗离体叶片抗灰霉病鉴定 　 离

体叶片抗灰霉病试验结果显示，接种 ２ ｄ 后，非转基

因对照植株接种部位开始有病斑形成，转基因植株

无病斑形成；到第 ４ ｄ 时，对照植株病斑扩大、变黑

甚至腐烂。 而转基因植株叶片发病程度较轻，病斑

扩大速度慢，病斑面积较小（图 ６）。 对接种灰葡萄

孢菌 ４ ｄ 后的转基因植株和非转基因对照植株的病

斑面积进行统计，用 ＳＰＳＳ 软件进行方差分析。 结

果显示，转化株 ＥＧ１７ 的病斑面积（０􀆰 ４３２ ｃｍ２）明显

小于对照（２􀆰 １５６ ｃｍ２），存在显著性差异；而转化株

ＥＧ６（１􀆰 ９１１ ｃｍ２）和 ＥＧ１１（２􀆰 ００５ ｃｍ２）的病斑面积

虽小于对照，但没有显著性差异。

３　 讨 论

转基因植物的分子检测与鉴定是植物遗传转化

中的一项重要环节。 吴关庭等［２０］ 利用 ＰＣＲ 检测和

７４付晓佳等：农杆菌介导烟草抗真菌 β⁃１，３⁃葡聚糖酶基因转化洋桔梗



Ｍ：分子量标准 ＤＬ ５０００；１：质粒 ｐＢＩ１２１⁃Ｇｌｕ；２：未转化株系；３ ～ ２３：转基因株系；条带 ３、５、６、１１、１４、１５、１７、２０、２１、２３ 分别代表转基因株系

ＥＧ５、ＥＧ６、ＥＧ１１、ＥＧ１４、ＥＧ１５、ＥＧ１７、ＥＧ２０、ＥＧ２１、ＥＧ２３。
图 ４　 引物 Ｐ１ 和 Ｐ２ 的扩增结果

Ｆｉｇ．４　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｐ１ ａｎｄ Ｐ２

Ｍ：分子量标准 ＤＬ５０００；１：未转化植株；２～６：转化植株。
图 ５　 转基因植株的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ．５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

Ａ：对照株；Ｂ：转基因株系 ＥＧ１７。
图 ６　 接种灰葡萄孢菌的对照株和转基因株系 ＥＧ１７的离体叶片

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｌｅａｆｌｅｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌａｎｔ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅ ＥＧ１７ ｉｎ⁃
ｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交分析鉴定出转拟南芥 ＣＢＦ１ 基因耐逆

性水稻；Ｓｕｎｄａｒｅｓｈａ 等［１２］利用 ＰＣＲ、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交和

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ 杂交鉴定出烟草 β⁃１，３⁃葡聚糖酶基因整合

到花生基因组中并成功转录。 在外源基因整合水平

方面，ＰＣＲ 检测快速、易于操作，只需少量材料就可

以用来大批量检测抗性苗［２１］，是转基因植物鉴定中

最简单常用的方法。 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交可检测外源基因

插入的拷贝数和插入方式，精确度高，是目前鉴定外

源基因存在于转基因植物中的权威方法，然而该方

法程序复杂、成本高，且对试验技术条件要求较高，
不适用于大批量检测［２２］。 在外源基因的转录水平

方面，可用 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ 杂交和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，前者对

ＲＮＡ 模板的需求量较大且耗时比较长，相比较而

言，ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术操作简单、灵敏和精确［２３］。 综合

以上因素考虑，本试验通过 ＰＣＲ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 直接确

定了目的基因在洋桔梗中能否正常转录。 近年来也

有相关研究［２４⁃２５］ 通过 ＰＣＲ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测来鉴定

转基因植株。
Ｎａｋａｍｕｒａ 等［２６］将大豆 β⁃１，３⁃葡聚糖酶基因转

入猕猴桃，在对其抗灰霉病鉴定中发现，３ 个转基因

株系（Ｔ２、Ｔ８、Ｔ１０）离体叶片有 ２ 个株系（Ｔ８、Ｔ１０）病

斑面积显著小于未转基因株系。 Ｑｉａｏ 等［２７］ 在农杆

菌介导法转化花生的研究中，对植株离体叶片进行

黑斑病抗病性鉴定，接种病原菌 １４ ｄ 后发现，未转

基因株系出现严重褐变、坏死症状，而转基因株系叶

片仍然保持鲜绿。 本研究与以上相关研究结果相

似，在对洋桔梗离体叶片进行抗灰霉病试验中发现，
转基因株系的发病程度均较对照轻，表现出发病延

迟、病斑面积扩大速度变慢等不同程度的抗性。 抗

病性鉴定结果表明， 外源基因在不同受体材料或同

一受体材料的不同株系里抗病能力存在较大差异，
这种情况在其他一些转基因植物中也可观察
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到［２８⁃２９］。 差异产生的原因可能是基因插入位点不

同、外 源 基 因 整 合 位 点 的 不 活 跃 或 整 合 后 被

修饰［３０⁃３１］。
随着分子生物学和基因工程的不断发展，利用

转基因技术培育新品种已成为花卉育种中一种新型

而有效的手段，但国内外在洋桔梗抗真菌基因遗传

转化方面未见报道。 针对洋桔梗栽培过程中易遭受

真菌病害感染问题，在洋桔梗叶片再生体系［１５］ 和遗

传转化体系［２０］的基础上，本研究成功地将烟草碱性

β⁃１，３⁃葡聚糖酶基因转入目前市场上较为流行的洋

桔梗品种 Ｄｏｕｂｌｅ Ｍａｒｉａｃｈｉ Ｐｉｎｋ 基因组中，获得抗真

菌性增强的转基因植株。 这一结果为进一步选育洋

桔梗抗真菌新品种奠定了重要基础。 多项研究结果

表明，几丁质酶和 β⁃１，３⁃葡聚糖酶在抗真菌方面具

有协同作用［３２⁃３４］。 在今后的研究中，可以考虑将这

２ 种酶的基因共同导入洋桔梗中，提高外源基因在

洋桔梗植株中的表达，从而筛选出高抗的转基因洋

桔梗植株。
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