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　 　 摘要：　 为建立芝麻油体表达体系这一新型植物生物反应器，采用花粉管通道法，将含有胰岛素基因的双元表

达载体 ＰＢＩ１２１ 质粒转入冀黑芝 １ 号芝麻。 对转化株后代进行卡那霉素筛选、ＰＣＲ 扩增及 ＰＣＲ⁃Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交检测。
结果显示：胰岛素基因已整合到受体芝麻的基因组 ＤＮＡ 中，并获得了 Ｔ５转化株，胰岛素基因可以遗传到第 ５ 代转

化株。 说明芝麻花粉管介导胰岛素基因的遗传转化油体表达体系可行。
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　 　 花粉管通道法是指植物授粉后外源基因随着花

粉管的萌发进入胚囊，参与细胞的有丝分裂，同时整

合到受体植物基因组中，从而达到遗传转化的目的。
该方法在 ２０ 世纪 ７０ 年代由中国学者周光宇创

建［１⁃２］，主要应用于开花植物。 自 １９８３ 年周光宇

等［３］应用该方法转化棉花获得成功后，后来学者在

玉米、小麦、水稻、大豆等［４⁃１１］ 作物上均用此方法获

得了成功，验证了该方法的可行性，确定了花粉管通

道法在植物遗传转化中的重要地位。
该方法操作简单、成本低廉，不需要经过组织培

养阶段，不存在植株再生困难的问题，并且转化后可

直接得到转化株种子。 相对于其他作物，芝麻的相

关遗传转化研究很少。 国内仅甄志高等［１２］ 一例运

用花粉管通道法的报道，并且转化效率不高。 国外

利用该方法进行芝麻遗传转化的研究也只有

Ｗｅｒｅ［１３］的报道。 因此亟待建立有效的芝麻转基因

系统。 鉴于芝麻的组织培养和再生技术尚不够成

熟，花粉管通道技术具有一定的应用价值。
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胰岛素是控制和治疗糖尿病的重要药物。 本研

究将胰岛素基因转化冀黑芝 １ 号芝麻，建立芝麻的

遗传转化体系，并使胰岛素基因和芝麻种子的油体

蛋白质融合表达，期望建立芝麻油体表达体系这一

新型植物生物反应器，用来生产目的蛋白质。

１　 材料和方法

１．１　 材 料

受体芝麻为河北省农林科学院粮油作物研究所

提供的冀黑芝 １ 号。
１．２　 方 法

１．２．１　 单株留种方法　 初次播种芝麻种子为 Ｔ０，花
粉管介导后收获种子为 Ｔ１。 Ｔ１中随机选取若干种

子，经卡那霉素筛选和 ＰＣＲ 鉴定保留阳性株种子。
选取其中 １ 株收获的种子若干，进行 ＰＣＲ 鉴定，留
阳性种子，得到 Ｔ２。 同法得到 Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５。
１．２．２　 质粒的构建　 含 ＮＰＴＩＩ 报告基因的质粒双元

表达载体由本实验中心构建。 植物表达载体

ｐＢＩＮＯＩ 为以油菜油体蛋白基因启动子（ＮＯＰ）驱动

的 Ｏｌｅ⁃Ｋｌｉｐ２７⁃ｉｎｓｕｌｉｎ，ｐＢＩＮＯＩ 结构如图 １ 所示。

图 １　 胰岛素植物表达载体 ＰＢＩＮＯⅠ结构示意图

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｐｌａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ
ＰＢＩＮＯⅠ

１．２． ３ 　 质粒 ＤＮＡ 的提取 　 质粒 ＤＮＡ 提取采用

ＴＩＡＮＧＥＮ 试剂盒，按照试剂盒说明书操作。
１．２．４　 转化方法 　 花粉管通道转化方法依据刘红

艳等［１４］ 的研究报道操作。 用浓度为 ５０ ｎｇ ／ μｌ、１００
ｎｇ ／ μｌ、１５０ ｎｇ ／ μｌ、２００ ｎｇ ／ μｌ 的质粒，分别处理田间

种植的开放 ４～６ ｈ 的受体材料花 １００ 朵和温室种植

的开放 ４～６ ｈ 受体材料花 ３０ 朵。 做好标记，成熟后

收获 Ｔ１代种子。 统计蒴果率（蒴果率 ＝处理花数 ／
结实花数×１００％）、百粒质量。
１．２．５　 芝麻转基因后代卡那霉素吸收筛选 　 用蒸

馏水配制浓度为 ０ ｍｇ ／ Ｌ、５０ ｍｇ ／ Ｌ、１００ ｍｇ ／ Ｌ、２００
ｍｇ ／ Ｌ、３００ ｍｇ ／ Ｌ、４００ ｍｇ ／ Ｌ、５００ ｍｇ ／ Ｌ、６００ ｍｇ ／ Ｌ、

７００ ｍｇ ／ Ｌ、８００ ｍｇ ／ Ｌ、９００ ｍｇ ／ Ｌ、１ ０００ ｍｇ ／ Ｌ、１ ５００
ｍｇ ／ Ｌ、２ ０００ ｍｇ ／ Ｌ、２ ５００ ｍｇ ／ Ｌ 的卡那霉素筛选溶

液备用。 将 ０􀆰 １ ｇ 芝麻种子分别置于上述不同浓度

的卡那霉素溶液中浸种催芽 ４ ｄ，然后观察种子发芽

情况。 重复 ３ 次，确定卡那霉素筛选的临界值，用于

转基因植株后代种子的卡那霉素吸收筛选。
１．２．６　 ＰＣＲ 鉴定 　 经花粉管通道法将胰岛素基因

导入受体材料后，收获 ＴＩ代转化植株的种子，卡那

霉素吸收筛选后，种植于温室。 待长至 ２ 片真叶时，
提取芝麻基因组 ＤＮＡ。 用胰岛素基因的特异性扩

增引物，进行 ＰＣＲ 扩增。 上游引物 ｐＯＩ２⁃５ 为：５′⁃Ｃ⁃
ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＣＧＴＣＴＡＡＡＴＴＴＣＡＧＣＣＴＡＴＣＧＡＣＧ⁃
３′，下游引物 ｐＯＩ２⁃６ 为：５′⁃ＣＧＡＧＣＴＣＴＴＡＧＴＴＧＣＡ⁃
ＧＴＡＡＴＴＴＴＣＴＡＧ⁃３′。 扩增程序为：９５ ℃ １０ ｍｉｎ；９５
℃ １ ｍｉｎ，６０ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ ５０ ｓ，７２℃ １０ ｍｉｎ，３０ 个

循环。
１．２．７　 探针的制备及 ＰＣＲ⁃Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交检测 　 探

针制备、探针效率检测及 ＰＣＲ⁃Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交均依照

Ｒｏｃｈｅ 公司的 ＤＩＧ Ｈｉｇｈ Ｐｒｉｍｅ ＤＮＡ Ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ Ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｔａｒｔｅｒ Ｋｉｔ Ⅱ试剂盒说明书操作。
１．３　 数据分析

所得数据采用 ＤＰＳ 系统分析。

２　 结果与分析

２．１　 质粒浓度对受体材料结蒴率的影响

４ 种不同浓度的 ｐＢＩＮＯＩ 质粒分别处理大田种

植受体材料冀黑芝 １ 号 １００ 朵花和温室种植的受体

材料冀黑芝 １ 号 ３０ 朵花，共操作 ５２０ 朵花，收获后

统计蒴果数、百粒质量（表 １）。 从表 １ 可以看出，温
室中处理的蒴果率明显高于大田，但大田中收获的

种子百粒质量较高。

表 １　 不同质粒浓度处理的受体芝麻结蒴率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｓｅｔｔｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｅｓａｍｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎ⁃

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ

质粒浓度
（ｎｇ ／ μｌ）

大田 温室

处理
花数

蒴果率
（％）

百粒质量
（ｇ）

处理
花数

蒴果率
（％）

百粒质量
（ｇ）

５０ １００ ３９ ０．２５ ３０ ６０ ０．１６

１００ １００ ４２ ０．２３ ３０ ５０ ０．１５

１５０ １００ ４３ ０．２６ ３０ ５７ ０．１５

２００ １００ ２８ ０．２１ ３０ ４３ ０．１０
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２．２　 卡那霉素抗性筛选临界值的确定

用 ０～５００ ｍｇ ／ Ｌ 卡那霉素浸种催芽 ４ ｄ，发芽种

子的根系长度基本一致；而当卡那霉素浓度达到

６００ ｍｇ ／ Ｌ 时，发芽种子根系明显变短，并且下胚轴

严重弯曲；当卡那霉素浓度达到２ ５００ ｍｇ ／ Ｌ 时，发
芽种子基本没有根系。 所以选定卡那霉素浓度 ６００
ｍｇ ／ Ｌ 为种子卡那霉素抗性筛选的临界值。
２．３　 ＰＣＲ 扩增鉴定

ＰＣＲ 扩增结果（图 ２）表明，Ｔ１ ～ Ｔ５代植株基因

组中均扩增到与阳性对照质粒同样大小的片段，而
且片段大小与胰岛素目的基因片段大小一致，均为

３２７ ｂｐ。 由此证明：外源基因已经整合到芝麻基因

组中，并且遗传到了后代。

１：Ｍａｒｋｅｒ；２：阳性对照；３：阴性对照；４～８：Ｔ１ ～Ｔ５代植株样品。

图 ２　 转胰岛素基因芝麻植株的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ．２　 ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｅｓａｍｅ ｐｌａｎｔｓ ｗｉｔｈ ｉｎｓｕｌｉｎ ｇｅｎｅ

２．４　 ＰＣＲ⁃Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交鉴定

为了排除 ＰＣＲ 假阳性样品，将 ＰＣＲ 阳性产物

转于膜上，用胰岛素基因特异探针与其杂交，结果显

示部分样品假阳性，但还有部分样品（５、７、１０、１２）
的 ＰＣＲ 产物有很强的杂交信号，４、９ 号样品的杂交

信号明显可见（图 ３），证明这 ６ 个样品的胰岛素基

因已经整合进冀黑芝 １ 号芝麻基因组 ＤＮＡ 中。
２．５　 转基因后代卡那霉素抗性遗传性状分离的卡方

检验

　 　 ６ 个 ＰＣＲ⁃Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 阳性植株 Ｔ１代成熟结实后收

获种子，通过百粒质量和总质量计算共获得约

２０ ０００粒种子。 每个株系随机抽取 ５０ 粒种子，用
６００ ｍｇ ／ Ｌ 卡那霉素筛选。 对卡那霉素抗性和非抗

性种子观察值进行统计，分析转基因后代的遗传规

律。 卡方适合性检验结果（表 ２）显示，卡那霉素抗

性和非抗性性状的分离不符合 ３ ∶１的分离规律，说

１：阳性对照；２～１２：转化植株 Ｔ１代；１３：阴性对照。

图 ３　 Ｔ１代转基因植株 ＰＣＲ⁃Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交检测结果

Ｆｉｇ．３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｂｙ ＰＣＲ⁃Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ⁃

ｔｉｎｇ

明此 ６ 株阳性植株胰岛素基因为非单位点插入，胰
岛素基因没有作为显性基因遗传给后代。 因为花粉

管通道法和其他转化法基因整合类似，均是随机整

合进植物基因组中的，因此外源基因在转化后代中

的遗传呈多样化。 而转基因的分离方式与基因的插

入方式和拷贝数有关，多拷贝数整合会导致基因分

离的复杂性，直接影响转基因后代孟德尔遗传规律

的符合性。

表 ２　 Ｔ１代单株种子卡那霉素抗感的 χ２检验

Ｔａｂｌｅ ２　 χ２ ｔｅｓｔ ｔｏ ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｅｇｅｎ⁃
ｅｒａｔｅｄ ｐｌａｎｔｓ Ｔ１

株系
筛选种子

总数
卡那霉素抗、
感种子数比例

理论值 Ｐ 值

１ ５０ １０ ∶４０ ３７．５ ∶１２．５ ０

２ ５０ ３ ∶４７ ３７．５ ∶１２．５ ０

３ ５０ ６ ∶４４ ３７．５ ∶１２．５ ０

４ ５０ ２ ∶４８ ３７．５ ∶１２．５ ０

５ ５０ ８ ∶４２ ３７．５ ∶１２．５ ０

６ ５０ ９ ∶４１ ３７．５ ∶１２．５ ０

２．６　 转基因植株后代遗传稳定性分析

采用单株留种检测方法检测转基因芝麻 Ｔ１、
Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５代植株（表 ３）。 从表 ３ 中可以看出连

续 ５ 代检测到胰岛素基因，说明胰岛素基因保持了

在后代植株中的遗传传递性。 但胰岛素基因在后代

中遗传传递率的不稳定性现象也是存在的。 由表 ３
可知，Ｔ１代转基因植株的遗传传递率为 ３０􀆰 ０％，而到

了 Ｔ２代其遗传传递率下降了很多，仅为 １５􀆰 ０％，Ｔ３

代转基因植株的遗传传递率仅有 ５􀆰 ０％，从 Ｔ４代开

始遗传传递率又开始回升。 导入的胰岛素基因随世

代的递增，遗传传递率呈现无规律变化，可能是由于
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胰岛素基因在芝麻自花授粉繁殖过程中存在基因沉

默或丢失的现象，Ｔ５ 代转基因株系还未表现出稳

定性。

表 ３　 芝麻转胰岛素基因植株后代的 ＰＣＲ 检测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｒｏｇｅｎｉｅｓ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｅｓａｍｅ ｐｌａｎｔｓ ｂｙ ＰＣＲ

世代 检测总数 阳性数 遗传传递率或分离比（％）

Ｔ１ ５８６ １７５ ３０．０

Ｔ２ １２０ １８ １５．０

Ｔ３ ８３２ ４２ ５．０

Ｔ４ ５６ ２１ ３７．５

Ｔ５ １１７ ４９ ４１．９

３　 讨 论

卡那霉素即新霉素磷酸转移酶基因（ｎｐｔⅡ）是
目前植物基因工程中被广泛应用的选择标记［１５⁃１６］。
选择标记的作用是在合适的选择压力下将转化子筛

选出来。 因卡那霉素能干扰一般植物细胞叶绿体及

线粒体的蛋白质合成，引起植物绿色器官的黄化，最
终导致植物细胞的死亡。 而真正的转化体含有卡那

霉素抗性基因，能顺利地通过卡那霉素筛选。 所以

卡那霉素筛选中一般通过观察转化体的叶片颜色，
来判断转化体是否为转化植株。 利用卡那霉素培养

基筛选转基因种子，是一个有效的方法。 在预试验

中采用了卡那霉素培养基筛选种子，结果显示卡那

霉素浓度高达 ３ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 时才能对普通种子产生

抑制，说明芝麻种子对卡那霉素有高度的耐性，不适

合本研究中应用，因此采用了卡那霉素浸种法进行

筛选鉴定。
卡那霉素浸种筛选法是近年来出现的。 扈玉婷

等［１７］、孙锋等［１８］ 研究发现不同浓度的卡那霉素溶

液可以用于转基因植株种子的筛选鉴定。 吕孟雨

等［１９］证明 １５０ ｍｇ ／ Ｌ 卡那霉素溶液对玉米转基因后

代种子的筛选准确度达到了 ８４􀆰 ８％。 王丕武等［２０］

发现 ３００ ｍｇ ／ Ｌ 卡那霉素处理后大豆幼苗主根明显

变短，并且无侧根。 本研究中 ６００ ｍｇ ／ Ｌ 卡那霉素浸

种处理后，芝麻发芽种子主根也明显变短，并且弯曲

严重。 因此可以将主根明显变短这个指示性状，作
为大量转化体的初步筛选指标，以减少转基因后代

的筛选工作量。 而李乃坚等［２１］ 也提出卡那霉素浸

种是前期筛选转基因材料的有效措施。

植株结实率是影响花粉管通道法转化效率的因

素之一，而结实率的影响因素较多。 在温室因受光

照、通风等条件的限制，结实率远远低于大田自然环

境的结实率。 为了在较短的时间内获得大量转基因

材料，可以在大田环境下进行花粉管通道法转化。
本研究中花粉管通道转化实施时间依据是刘红艳

等［１４］的报道，最佳转化时间的确定还需要更多的

试验。
转基因植株后代分离模式复杂，有的符合孟德

尔遗传规律，有的则偏离，这与在其他作物［２２⁃２４］ 上

的研究结果一致。 本研究中胰岛素基因在转基因芝

麻后代的遗传不符合孟德尔规律，这可能与胰岛素

基因在受体染色体上的插入位点和拷贝数有关。 外

源基因随机整合和多拷贝导致其遗传后代分离不稳

定。 本研究中外源基因在 Ｔ５代仍未达到遗传稳定

性，而是随着世代的增加其遗传传递率出现先下降

后上升的现象。 至于胰岛素基因能否在 Ｔ５以后的

世代中稳定遗传，还需继续观察。
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