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　 　 摘要:　 为了延长洋桔梗的花期ꎬ本研究通过农杆菌介导法ꎬ以 ＡＣＣ 合酶(ＡＣＳ)基因干扰表达载体ꎬ对 Ｄｏｕｂｌｅ
Ｍａｒｉａｃｈｉ Ｐｉｎｋ 洋桔梗(Ｅｕｓｔｏｍａ ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ)的叶片外植体进行了转化ꎮ 经过再生芽的筛选增殖培养ꎬ在含有卡那

霉素 Ｋｍ(１５ ｍｇ / Ｌ)再生根筛选培养基中得到了 ４６ 株抗性苗ꎬ其中 １１ 株经 ＧＦＰ 基因 ＰＣＲ 鉴定为阳性ꎮ 经进一步

的 ＧＦＰ 基因 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴定ꎬ３ 株表达为阳性ꎬ并且其中 ２ 株经 ＧＦＰ 荧光检测呈阳性ꎮ 提取荧光阳性植株 ＲＮＡꎬ逆转

录后ꎬ进行了 ＡＣＳ 荧光定量 ＰＣＲꎮ 结果表明ꎬ与未转基因对照植株相比ꎬ转基因植株 ＡＣＳ 的相对表达量平均下降了

６３􀆰 １７％ꎮ 花期统计结果表明ꎬＡＣＳ 干扰表达载体转化的洋桔梗植株花期比未转基因植株对照延长了 １７ ｄꎮ
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　 　 洋桔梗(Ｅｕｓｔｏｍａ ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ)ꎬ又名草原龙胆ꎬ
是龙胆科草原龙胆属的一、二年生草本观赏植物ꎮ

洋桔梗植株妩媚多姿、花型别致可爱、花色丰富ꎬ近
年来成为国际上一种流行的高档鲜切花ꎬ现已跻身

全球市场最受欢迎的十大切花之列[１]ꎮ 鲜切花必

须具有较长的保鲜期才能提高其商品价值ꎬ因此如

何使花卉延缓衰老、延长保鲜期ꎬ一直是国内外相关

方面关注的重要问题ꎮ 研究结果证明ꎬ乙烯在切花

的衰老中起着极其重要的作用ꎮ 罗江会等[２] 发现

乙烯参与了蜡梅花朵开放和衰老的调控ꎮ Ｉｃｈｉｍｕｒａ
等[３]在研究切花洋桔梗的衰老与乙烯产生的关系

７６２



和切花洋桔梗对乙烯的敏感性时发现ꎬ洋桔梗产生

的乙烯随着花的衰老而增加ꎮ 洋桔梗切花对乙烯较

敏感ꎬ较易衰败ꎬ一般瓶插寿命只有 ５~６ ｄ[４]ꎮ
随着对乙烯功能研究的逐渐深入ꎬ利用基因工

程方法抑制乙烯合成ꎬ延缓果实成熟或花卉衰老已

成为当前研究的热点ꎮ 植物中 ＡＣＣ 合酶(ＡＣＳ)是

乙烯生物合成的重要限速酶ꎬ由多基因家族编

码[５]ꎬ它在植物组织内的活性大小决定着乙烯产生

的速率ꎮ Ｋｏｓｕｇｉ 等[６] 发现氨基异丁酸(ＡＯＩＢ)可抑

制 ＡＣＳ 和 ＡＣＣ 氧化酶(ＡＣＯ)的活性ꎬ从而抑制乙烯

的合成ꎬ延长康乃馨的保鲜时长ꎮ Ｎａｋａｊｉｍａ 等[７] 的

研究结果表明ꎬ导入 ＡＣＳ 反义基因ꎬ可提高烟草耐

受臭氧的能力ꎬ降低由臭氧诱导产生的乙烯生成量ꎮ
陈银华等[８]构建了能自主形成发卡结构的 ＡＣＯ 基

因的 ＲＮＡ 干扰载体ꎬ转基因花椰菜叶片的 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析以及酶活性试验结果证实内源基因的

表达受到了抑制ꎮ
ＲＮＡ 干扰(ＲＮＡｉ)是指内源性或外源性双链

ＲＮＡ(ｄｓＲＮＡ)介导的细胞内 ｍＲＮＡ 发生特异性降

解ꎬ导致靶基因的表达沉默ꎬ产生相应的功能表型缺

失[９￣１２]ꎮ 本研究拟以 Ｄｏｕｂｌｅ Ｍａｒｉａｃｈｉ Ｐｉｎｋ 洋桔梗为

试验材料ꎬ利用 ＲＮＡｉ 技术ꎬ进行洋桔梗 ＡＣＳ 基因的

ＲＮＡｉ 研究ꎬ以期提高洋桔梗切花寿命ꎬ培育具有较

长观赏周期的优良品种ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

植物材料:转接 ３０ ｄ 左右幼嫩的 Ｄｏｕｂｌｅ Ｍａｒｉａ￣
ｃｈｉ Ｐｉｎｋ 洋桔梗组培苗顶芽下 ２ ~ ３ 对叶片作外植

体ꎮ
菌株和质粒:已转入干扰载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣

ＧＦＰ￣(ＧＵＳ＋ＡＣＳ) ｉ￣ＮＰＴ ＩＩ(本实验室保存)的根癌农

杆菌菌株 ＬＢＡ４４０４[１３]ꎮ ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＧＦＰ￣(ＧＵＳ＋
ＡＣＳ) ｉ￣ＮＰＴ ＩＩ 质粒长约 １４ ０００ ｂｐꎬＴ￣ＤＮＡ 区含选择

标记基因 ＮＰＴ ＩＩ 和报告基因 ＧＦＰꎬ进行遗传转化时

可通过卡那霉素抗性筛选转化体ꎬ长１ １３７ ｂｐ 的

ＡＣＣ 合酶基因片段位于双向启动子ＣａＭＶ ３５ Ｓ下
游ꎮ

试剂:萘乙酸(ＮＡＡ)、６￣苄氨基嘌呤(６￣ＢＡ)为

Ｓａｎｌａｎｄ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｃ 公司产品ꎬ 乙酰丁香酮

(ＡＳ)购自上海生工生物工程技术有限公司ꎬ卡那霉

素(Ｋｍ)为 ＢＢＩ 公司产品ꎬ购自南京赛吉科技有限

公司ꎬ羧苄青霉素(Ｃｂ)为 Ｊａｐａｎ 分装ꎬ琼脂糖为西班

牙分装ꎬ均购自南京基天生物技术有限公司ꎬ利福平

(Ｒｉｆ)为 Ｓｃｉｇｅｎｅ 公司产品ꎮ 植物基因组 ＤＮＡ、ＲＮＡ
提取试剂盒和 ＤＮＡ 胶回收试剂盒购于南京华普生

物公司ꎬＤＮＡ 分子量标准:ＤＬ１５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、
ｄＮＴＰｓ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ、ＭｇＣｌ２、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、反转录

试剂盒均为 ＴａＫａＲａ 公司产品ꎬ购于大连宝生物公

司ꎬＭａｒｋｅｒ ３ 购于广东东盛科技有限公司ꎬ荧光定量

试剂盒为 Ｖａｚｙｍｅ 公司产品ꎬ所用引物由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 农杆菌菌液的制备　 将携带 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣
ＧＦＰ￣(ＧＵＳ＋ＡＣＳ) ｉ￣ＮＰＴ ＩＩ 质粒的农杆菌单菌落接

种于 ４０ ｍｌ ＬＢ＋５０ ｍｇ / Ｌ Ｋｍ ＋５０ ｍｇ / Ｌ Ｒｉｆ 液体培养

基中ꎬ２８ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ培养 １８ ｈ 左右ꎬ使 ＯＤ６００达到

０.８~ １􀆰 ０ꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ沉淀菌体ꎮ 菌体置

于无菌 １ / ２ＭＳ(ｐＨ ＝ ５􀆰 ８)液体培养基悬浮培养ꎬ用
１ / ２ＭＳ 液体培养基稀释至 ＯＤ６００约为 ０􀆰 ５ꎬ并加入终

浓度为 １００ ｍｏｌ / Ｌ的 ＡＳ[１４]ꎮ
１.２.２　 叶盘法转化洋桔梗 　 选取洋桔梗组培苗的

幼嫩叶片ꎬ采用“三刀切”切割叶片[１５]ꎬ将其接种于

ＭＳ＋６￣ＢＡ １.００ ｍｇ / Ｌ培养基上ꎬ于 ２４ ℃、光照条件

下预培养 ３ ｄ[１６]ꎮ 将预培养的叶片取出ꎬ放在无菌

小培养皿中ꎬ向培养皿中倒入稀释好的菌液ꎬ室温下

不断摇动菌液使叶片与菌液充分接触 (大约 １０
ｍｉｎ)ꎬ取出叶片置于无菌滤纸上吸去多余的菌液ꎮ
将叶片放回预培养基中ꎬ于 ２４ ℃、黑暗条件下共培

养 ４ ｄꎬ将叶片转入 ＭＳ＋ １􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ ６￣ＢＡ ＋ ３０􀆰 ００
ｍｇ / Ｌ Ｋｍ ＋２００􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ Ｃｂ 培养基ꎬ于 ２４ ℃、光照

条件下培养ꎮ 将再生芽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ꎬ３０ ｄ 更换 １ 次新鲜

的培养基ꎬ筛选培养 ２ 代ꎮ
１.２.３　 抗性苗的生根筛选检测　 将形态正常、生长

健康的抗性绿苗ꎬ转入生根培养基 １ / ２ＭＳ ＋ ０􀆰 １０
ｍｇ / Ｌ ＮＡＡ ＋１５􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ Ｋｍ 中生根[１６]ꎮ
１.２.４　 抗性苗 ＰＣＲ 检测 ＧＦＰ　 利用 ＤＮＡ 试剂盒分

别提取抗 Ｋｍ 生根的洋桔梗和未转化洋桔梗(对

照)的基因组 ＤＮＡꎬ采用 ＰＣＲ 方法检测 ＧＦＰꎮ 根据

ＧＦＰ(Ｘ８３９５９)的保守序列ꎬ设计 １ 对特异引物:上
游引物 ＧＦＰ￣Ｐ１: ５′￣ＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡ￣
３′ꎬ下游引物 ＧＦＰ￣Ｐ２:５′￣ＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣ￣
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ＣＡＴ￣３′ꎮ 以无菌 ｄｄＨ２Ｏ 为空白对照ꎬ未转基因的洋

桔梗 ＤＮＡ 为阴性对照ꎬｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＧＦＰ￣(ＧＵＳ＋
ＡＣＳ) ｉ￣ＮＰＴ ＩＩ 质粒为阳性对照ꎬ反应体系为:９４ ℃
预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ４０ ｓꎬ５３ ℃复性 ５０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 １ ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎬ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎬ４ ℃保温ꎮ
ＰＣＲ 电泳结果置于紫外分析仪上观察ꎬ并通过 ＵＶＰ
紫外凝胶成像系统采集图像ꎮ
１.２.５　 抗性苗 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＧＦＰ 　 利用植物 ＲＮＡ
的提取试剂盒提取洋桔梗中总 ＲＮＡꎬ用 １％琼脂糖

凝胶电泳检测其完整性ꎮ 利用 ＴａＫａＲａ 反转录试剂

盒进行 ＲＮＡ 的反转录ꎬ将得到的 ｃＤＮＡ 于－２０ ℃下

保存ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 引物及扩增条件同 ＰＣＲ 检测ꎬ１％琼

脂糖凝胶电泳检测ꎮ
１.２. ６ 　 抗性苗的 ＧＦＰ 荧光检测 　 转入干扰载体

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＧＦＰ￣(ＧＵＳ＋ＡＣＳ) ｉ￣ＮＰＴ ＩＩ 的洋桔梗

叶片在紫外波长(３６５ ｎｍ)的光激发下ꎬ会发荧光ꎮ
利用该特点ꎬ将 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测呈阳性的转基因完整

植株和未转基因的洋桔梗完整植株ꎬ用长波紫外灯

照射ꎬ成像观察ꎮ
１.２.７　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＡＣＳ 基因的表达　
利用植物 ＲＮＡ 的提取试剂盒提取 ＧＦＰ 荧光阳性植

株及未转基因洋桔梗中总 ＲＮＡꎬ１％琼脂糖凝胶电

泳检测其完整性ꎮ 根据干扰载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣
ＧＦＰ￣(ＧＵＳ＋ＡＣＳ) ｉ￣ＮＰＴ ＩＩ 中 ＡＣＳ 基因的保守序列ꎬ
设计 １ 对特异引物:上游引物:ＡＣＳｉ￣Ｐ１:５′￣ＣＡＣＧＴ￣
ＴＣＧＣＴＣＣＡＡＧＣＴＧ￣３′ꎬ下 游 引 物: ＡＣＳｉ￣Ｐ２: ５′￣ＧＴ￣
ＴＡＣＣＡＧＴＧＧＣＧＴＴＧＣＴＧ￣３′ꎬ利用 ＴａＫａＲａ 反转录试

剂盒进行 ＲＮＡ 的反转录ꎬ将得到的 ｃＤＮＡ 于－２０ ℃
下保存ꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ根据洋桔梗 Ａｃｔｉｎ 基因扩

增内参引物 ＡＣＴ￣Ｆ:５′￣ＣＣＣＡＴＧＣＡＡＴＴＣＴＴＣＧＴＣＴＡ￣
３′和 ＡＣＴ￣Ｒ:５′￣ＴＴＧＣＣＡＴＡＣＡＡＡＴＣＣＴＴＣＣＴ￣３′ꎬ进行

荧光定量 ＰＣＲ 检测ꎮ 反应体系含 ＡｃｅＱ ＱＰＣＲ
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ５􀆰 ０ μｌ、 ｃＤＮＡ ２􀆰 ０ μｌ、 １０
μｍｏｌ / Ｌ上下游引物各 ０. ２ μｌꎬ补水至总体积 １０􀆰 ０
μｌꎮ 反应程序为 ９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ
４０ 个循环ꎬ试验设 ３ 个重复ꎬ利用 ２－△△Ｃｔ法计算目的

基因的相对表达量ꎮ
１.２.８　 转基因组培苗的出瓶、炼苗、移栽及花期统

计　 选取叶片在 ４ 片以上ꎬ生长势与根系状况良好

的 组 培 苗ꎬ 先 在 (２５± １ ) ℃、 光 照 度 ６０
μｍｏｌ / (ｍ２􀅰ｓ)、光周期 １６ ｈ / ８ ｈ、湿度为７０％~ ８０％
的培养室内打开瓶盖ꎬ并在培养瓶中放入无菌水ꎬ超

过培养基约 １ ｃｍꎬ炼苗 ３ ｄꎮ 取出组培苗ꎬ用无菌水

冲洗根部ꎬ移栽至经高温灭菌处理的混合基质(田
园土 ∶ 泥炭土 ∶ 蛭石＝ ５ ∶ ４ ∶ １ꎬ体积比)中ꎬ自然光

照下生长ꎮ 生长 ３０ ｄ 后统计幼苗的成活率和花期ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 抗性苗的生根筛选检测

由于洋桔梗根对 Ｋｍ 相当敏感ꎬ组培苗转接到

含 １５ ｍｇ / Ｌ Ｋｍ 的生根培养基中ꎬ可观察到 Ｋｍ 对生

根有明显的抑制作用ꎮ 转化干扰载体的组培苗ꎬ由
于基因组中有抗 Ｋｍ 的基因ꎬ对 Ｋｍ 有一定的抗性ꎬ
所以转化苗在含 Ｋｍ 的培养基中生根良好ꎮ 将 ２ 次

Ｋｍ 筛选后所得的 ６５ 株抗性苗转移到生根筛选培

养基中ꎬ３０ ｄ 后观察生根情况ꎬ有 １９ 株抗性苗不能

生根ꎮ 前期茎叶亦能生长ꎬ后期茎叶自下而上枯黄

(图 １)ꎬ最后枯萎而死ꎮ 经过生根筛选ꎬ共得到 ４６
株正常生根的抗性苗ꎬ生根率为 ７０􀆰 ８％ꎮ

Ａ、Ｂ:经 Ｋｍ 筛选后不能生根的抗性苗ꎻＣ、Ｄ:经 Ｋｍ 筛选后能生

根的抗性苗ꎮ
图 １　 Ｋｍ 抗性苗

Ｆｉｇ.１　 Ｋｍ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

２.２　 抗性苗 ＰＣＲ 检测 ＧＦＰ
对 ４６ 株生根的抗性苗进行 ＰＣＲ 检测ꎬ从 １１ 个

抗 Ｋｍ 洋桔梗株系中扩增出 ＧＦＰ 目的片段 ( ７００
ｂｐ)ꎬ与质粒 ＤＮＡ 扩增出的片段大小相同ꎬ为阳性

株系ꎮ ＰＣＲ 扩增阳性苗占生根抗性苗的 ２３.９％ꎬ而
对照植株不能扩增出相应的特异片段(图 ２)ꎮ 据此

可初步判断ꎬＡＣＳ 基因干扰片段已转入 １１ 个洋桔梗

株系ꎮ

９６２张　 倩等:ＲＮＡ 干扰技术抑制洋桔梗 ＡＣＣ 合酶基因的表达



ＰＣＲ 检测只能证明转化植株存在外源目的基

因片段ꎬ而且由于 ＰＣＲ 扩增十分灵敏ꎬ有时会出现

假阳性ꎬ所以基因是否转化成功还需要进一步做

ＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎮ

Ｍ:分子量标准 Ｍａｒｋｅｒ ３ꎻ１:空白对照ꎻ２:阴性对照ꎻ３:阳性对照ꎻ４~２０:生根抗性苗ꎮ
图 ２　 抗性苗的 ＰＣＲ 检测(部分)
Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

２.３　 抗性苗的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增鉴定

转 化 干 扰 载 体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＧＦＰ￣( ＧＵＳ ＋
ＡＣＳ) ｉ – ＮＰＴ ＩＩ 洋桔梗ꎬ以 ＲＮＡ 为模版反转录合成

ｃＤＮＡꎬ以 ＧＦＰ 的引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 结果如图 ３
显示ꎬ选择的 １１ 株 ＰＣＲ 呈阳性的植株中ꎬ有 ３ 株扩

增出 ７００ ｂｐ 大小的预期条带ꎬ为阳性的转基因植

株ꎬ结果初步表明ꎬＧＦＰ 已经导入洋桔梗并得到表

达ꎮ 但有 ８ 株没有扩增出预期的条带ꎬ为阴性的转

基因植株ꎬ也许存在转录上的沉默ꎮ

Ｍ:分子量标准 Ｍａｒｋｅｒ ３ꎻ１:空白对照(水)ꎻ２:阴性对照(非转基

因洋桔梗)ꎻ３~１３:ＰＣＲ 呈阳性的洋桔梗植株ꎮ
图 ３　 ＰＣＲ 呈阳性的洋桔梗的 ＧＦＰ ＲＴ￣ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ.３　 ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＦＰ

２.４　 抗性苗的 ＧＦＰ 荧光观察

３ 株 ＲＴ￣ＰＣＲ 呈阳性植株在手携式紫外灯照射

下ꎬ并不是所有阳性植株都有绿色荧光现象ꎬ其中 ２
株出现荧光(图 ４Ｂ、４Ｃ)ꎬ１ 株未出现荧光(图 ４Ｄ)ꎬ

表明 ＧＦＰ 可以在转基因的洋桔梗叶片中表达ꎮ

Ａ:未转基因的洋桔梗植株ꎻＢ、Ｃ 转基因的洋桔梗植株 ＧＦＰ 基因

表达ꎻＤ 转基因的洋桔梗植株 ＧＦＰ 基因未表达ꎮ
图 ４　 转基因洋桔梗在 ３６５ ｎｍ 紫外光下的荧光观察

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｅｕｓｔｏｍａ ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ (ｗｉｔｈ ＧＦＰ) ｕｎｄｅｒ
ＵＶ￣ｌｉｇｈｔ ａｔ ３６５ ｎｍ

２.５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＡＣＳ 基因的表达

　 　 荧光定量 ＰＣＲ 结果(图 ５)显示ꎬ２ 株转基因

洋桔梗中 ＡＣＳ 的表达量低于未转基因的植株ꎬＢ
株降低 ５７􀆰 ２７％ꎬＣ 株降低 ６９􀆰 ０７％ꎬ平均下降了

６３􀆰 １７％ꎮ 表明 ＡＣＳ 干扰基因在洋桔梗中已成功

表达ꎮ
２.６　 转基因组培苗的花期

将未转基因和转基因洋桔梗组培苗出瓶、炼苗
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Ａ:空白对照(未转基因洋桔梗植株)ꎻＢ、Ｃ:转基因洋桔梗植株ꎮ
图 ５　 ＡＣＳ 基因的相对表达量

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＣＳ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｅ. ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ

和移栽ꎬ３０ ｄ 后移栽的 ４ 株未转基因洋桔梗中有 ３
株成活ꎬ移栽苗的成活率达 ７５􀆰 ０％ꎬ其中 １ 株开花ꎬ
单朵花的花期为 １０ ｄꎮ ３ 株转基因洋桔梗中有 ２ 株

成活ꎬ移栽苗的成活率达 ６６􀆰 ７％ꎬ其中 １ 株开花ꎬ单
朵花的花期为 ２７ ｄ(图 ６)ꎮ

Ａ:非转基因洋桔梗ꎻＢ:转 ＡＣＳ 干扰基因洋桔梗组培苗ꎮ
图 ６　 转化 ＡＣＳ 干扰基因洋桔梗组培苗的开花情况

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｂｌｏｓｓｏｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ＡＣＳ￣ｉｎ￣
ｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｇｅｎｅ

３　 讨 论

在遗传转化中ꎬ转基因植株的检测和鉴定是非

常重要的环节ꎮ 生根筛选培养适用于转基因植株的

早期检测ꎬ可以淘汰掉大部分假转化体ꎬ简单便捷ꎬ
大大减少工作量ꎮ 楼程富等[１７] 认为ꎬ出现假转化体

的原因主要有三方面:一是外植体的再生和转化细

胞部位未与选择培养基充分接触ꎻ二是选择压添加

得太少或太迟ꎬ致使未转化细胞分裂分化ꎻ三是转化

体的代谢产物“滋养”了非转化体ꎬ使非转化体细胞

在一定程度上可以耐受选择压ꎮ
特异引物 ＰＣＲ 检测具有反应灵敏和操作快捷

的特点ꎬ是转基因植株检测的最简便技术ꎬ常用来对

转化子进行初步鉴定ꎬ缩小进一步筛选和检测的范

围ꎮ 但由于 ＰＣＲ 的强扩增力和高灵敏性ꎬ易产生假

阳性和假阴性[１８]ꎮ 经 ＰＣＲ 扩增检测后的 １１ 株阳

性再生植株ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 证实 ８ 株为假阳性ꎬ推测其原

因有:(１) Ｔ￣ＤＮＡ 进入细胞后并没有整合到受体基

因组中ꎬ而以游离状态存在ꎬ导致 ＰＣＲ 检测结果呈

阳性反应[１４]ꎻ(２)在培养基中虽然加有羧苄青霉素ꎬ
但农杆菌只是处于抑制状态而并未死亡ꎬ农杆菌的

存在ꎬ会因所含的质粒上带有耐卡那霉素的标记基

因 ＮＰＴ ＩＩ 而使外植体上乃至其周围培养基中卡那

霉素部分被破坏掉ꎬ从而降低了抗卡那霉素筛选的

强度ꎬ这也会造成假转化现象ꎻ(３)外植体生芽是以

伤口组织直接再生为主ꎬ尤其是早期分化出的芽ꎬ如
果转化细胞最初位于生长点核心位置ꎬ就会形成转

化嵌合体的芽ꎬ其必然是假转化株ꎮ
ＲＴ￣ＰＣＲ 技术的高灵敏性ꎬ可以利用较少转基

因植株的组织对不同部位转入基因的表达进行转录

水平上的检测[１９]ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法在转基因植物

中的应用非常广泛[２０￣２１]ꎮ 与同样用于检测基因转

录的 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 相比ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 具有简便快捷的优

点ꎮ 本研究 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果确定 ３ 个株系的外源

基因已整合到洋桔梗基因组中ꎬ并在洋桔梗组织中

得到转录ꎮ
荧光定量 ＰＣＲ 技术在细胞基因表达的定量检

测和基因突变分析 ２ 个方面应用较广泛[２２]ꎬ与常规

ＰＣＲ 相比ꎬ该方法较为简便、快速、高效ꎬ克服了常

规检测技术中存在的假阳性污染和不能准确定量的

缺点ꎮ 本试验利用该技术测定了转基因植株中 ＡＣＳ
基因的相对表达量ꎬ结果证明 ＲＮＡ 干扰可以诱发

ＡＣＳ 沉默效应ꎬ使得 ＡＣＳ 表达量降低ꎮ
ＲＮＡｉ 利用双链 ＲＮＡ 上的序列信息致使 ＲＮＡ

蛋白复合体降解特定的 ｍＲＮＡꎬ并且只对与特异双

链 ＲＮＡ 有同源性的基因起作用ꎬ这一技术在导致内

源基因沉默上有着高度的特异性ꎬ近年来利用这一

技术对植物表型、品质等进行改良ꎬ获得不少突

破[２３]ꎮ ＲＮＡｉ 技术与常规育种相比ꎬ其优越性不仅

表现在可操作基因的范围和突变种类的扩大上ꎬ对
目的基因的表达也具有可控性[２４]ꎮ Ｌｉｕ 等[２５] 以

ｇｈｓＡＤ￣１ 和 ｇｈｓＡＤ￣２ 基因为目标ꎬ利用反义 ＲＮＡ 和

导入双链 ＲＮＡ 技术分别转化棉花 Ｃｏｋｅｒ３１５ 引起

ＰＴＧＳ 抑制目标基因ꎬ提高了棉花籽油中硬脂酸与油

酸的比例ꎮ 试验结果证明ꎬ利用 ＲＮＡｉ 诱发基因沉

默的效果要好于用反义 ＲＮＡ 造成基因沉默的效果ꎮ

１７２张　 倩等:ＲＮＡ 干扰技术抑制洋桔梗 ＡＣＣ 合酶基因的表达



本研究中转化 ＡＣＳ 基因的洋桔梗花期为 ２７ ｄꎬ孙晶

等[２６]将 ＡＣＳ 反义基因转入洋桔梗 Ｄｏｕｂｌｅ Ｍａｒｉａｃｈｉ
Ｐｉｎｋ 中ꎬ其移栽苗的单朵花的花期为 ２４ ｄꎮ

参考文献:

[１] 　 ＢＲＥＮＴ Ｈ. Ｆｌｏｗｅｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃｓ[Ｍ]. Ｇｅｒｍａｎｙ: Ｓｐｒｉｎｇｅｒ
Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓꎬ ２００６: ６４４￣６６３.

[２] 　 罗江会ꎬ马　 婧ꎬ刘道凤ꎬ等. 乙烯对蜡梅切花开放衰老及乙烯

受体基因表达的影响[Ｊ] . 植物生理学报ꎬ２０１５ꎬ ５１ (２): ２５３￣
２５８.

[３] 　 ＩＣＨＩＭＵＲＡ Ｋꎬ ＳＨＩＭＡＭＵＲＡ Ｍꎬ ＨＩＳＡＭＡＴＳＵ Ｔ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｔｈｙｌ￣
ｅｎｅ ｉｎ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ｃｕｔ Ｅｕｓｔｏｍａ ｆｌｏｗｅｒｓ [ Ｊ] . Ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ Ｂｉｏｌ
Ｔｅｃꎬ １９９８ꎬ １４(２):１９３￣１９８.

[４] 　 田如英ꎬ周　 恒. 不同保鲜剂对洋桔梗鲜切花保鲜效果的影响

[Ｊ] .植物生理学报ꎬ２００５ꎬ ４１(５):６２５￣６２６.
[５] 　 ＤＥＩＫＭＡＮ Ｊ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉａ Ｐｌａｎｔａｒｕｍꎬ １９９７ꎬ １００ ( ３):５６１￣
５６６.

[６] 　 ＫＯＳＵＧＩ Ｙꎬ ＭＡＴＳＵＯＫＡ Ａꎬ ＨＩＧＡＳＨＩ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. ２￣Ａｍｉｎｏｏｘｙ￣
ｉｓｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｂｏｔｈ １￣Ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏ￣
ｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ (ＡＣＣ) ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｎｄ ＡＣＣ ｏｘｉｄａｓｅ ｉｎ ｅｔｈｙｌ￣
ｅｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｏｎｇｓ ｖａｓｅ ｌｉｆｅ ｏｆ ｃｕｔ ｃａｒｎａｔｉｏｎ
ｆｌｏｗｅｒｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ ５７(４): ２１８￣２２４.

[７] 　 ＮＡＫＡＪＩＭＡ Ｎꎬ ＩＴＯＨ Ｔꎬ ＴＡＫＩＫＡＷＡ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｏ￣
ｚｏｎｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｐｌａｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｎ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＤＮＡ ｆｏｒ １ ‐

ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔꎬ Ｃｅｌｌ ＆ Ｅｎ￣
ｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ ２００２ꎬ ２５(６): ７２７￣７３５.

[８] 　 陈银华ꎬ张俊红ꎬ欧阳波. 花椰菜 ＡＣＣ 氧化酶基因的克隆及其

ＲＮＡｉ 对内源基因表达的抑制作用[ Ｊ] . 遗传学报ꎬ ２００５ꎬ ３２
(７):７６４￣７６９.

[９] 　 周雅智ꎬ姜　 玲ꎬ黄　 勇. ＢｒａＳＤＧ２ＲＮＡ 干扰载体的构建和拟

南芥的遗传转化[Ｊ] . 山东农业科学ꎬ２０１６ꎬ４８(１０):７￣１１.
[１０] 周晓婴ꎬ付三雄ꎬ陈　 松ꎬ等. 甘蓝型油菜 ＣＲＡＢＳ ＣＬＡＷ 基因克

隆及其 ＲＮＡ 干扰载体的构建[ Ｊ] . 江苏农业学报ꎬ２０１５ꎬ３１
(４):７３７￣７４２.

[１１] ＭＡＴＺＫＥ Ｍꎬ ＭＡＴＺＫＥ Ａ Ｊ Ｍꎬ ＫＯＯＴＥＲ Ｊ Ｍ. ＲＮＡ: ｇｕｉｄｉｎｇ
ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００１ꎬ ２９３(５５３２): １０８０￣１０８３.

[１２] 杜改梅ꎬ胡志华ꎬ罗碧平ꎬ等. ＲＮＡ 干扰沉默 Ｇｈｒｅｌｉｎ 基因对仔

猪胃酸分泌的调节作用[ Ｊ] . 南方农业学报ꎬ２０１６ꎬ４７(８):
１３９６￣１４００.

[１３] 廖　 静. 洋桔梗 ＡＣＣ 合酶基因的 ＲＮＡ 干扰研究[Ｄ]. 南京:南
京师范大学ꎬ ２０１１:５.

[１４] 王关林ꎬ方洪筠. 植物基因工程原理与技术[Ｍ]. 北京:科学出

版社ꎬ１９９８.
[１５] 杨燕燕ꎬ陈崇顺ꎬ瞿大枞ꎬ等. 洋桔梗高频再生系统的建立及其

卡那霉素敏感性测定[Ｊ] . 江苏农业科学ꎬ ２００７(２):９８￣１００.
[１６] 廖　 静ꎬ王　 轶ꎬ陈崇顺ꎬ等. 洋桔梗 Ｄｏｕｂｌｅ Ｍａｒｉａｃｈｉ Ｐｉｎｋ 高效

遗传转化体系的建立[ Ｊ] . 江苏农业科学ꎬ ２０１１ꎬ ３９(２):９１￣
９４.

[１７] 楼程富ꎬ陆小平ꎬ潘　 刚.桑树遗传转化的受体细胞及其再生

[Ｊ] . 蚕业科学ꎬ ２００５ꎬ ３１(２):１８２￣１８６.
[１８] 马燕斌ꎬ孙　 璇ꎬ吴　 霞ꎬ等. 转新型抗草甘膦基因棉花的转化

效率及相关分子特征分析[ Ｊ] .棉花学报ꎬ ２０１６ꎬ ２８(４): ４１８￣
４２４.

[１９] 盖树鹏ꎬ孟祥栋. 转基因植物的筛选与检测[Ｊ] . 山东农业大学

学报(自然科学版)ꎬ ２０００ꎬ ３１(１):９５￣１００.
[２０] ＨＯＮＧ Ｂꎬ ＭＡ Ｃꎬ ＹＡＮＧ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｔＤＲＥＢ１Ａ

ｉｎ ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ７０(３):２３１￣２４０.

[２１] ＰＥＥＢＬＥＳ Ｃ Ａ Ｍꎬ ＨＵＧＨＥＳ Ｅ Ｈꎬ ＳＨＡＮＫＳ Ｊ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｉｎｄｏｌｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｔｈｅ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＲＣＡ３ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｅｌｉｃｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ[Ｊ] . Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ Ｅｎｇｉｎｅｅｒ￣
ｉｎｇꎬ ２００９ꎬ １１(２): ７６￣８６.

[２２] ＡＧＩＮＤＯＴＡＮ Ｂ Ｏꎬ ＳＨＩＥＬ Ｐ Ｊꎬ ＢＥＲＧＥＲ Ｐ Ｈ. Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅ￣
ｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓｅｓꎬ ＰＬＲＶꎬ ＰＶＡꎬ ＰＶＸ ａｎｄ ＰＶＹ ｆｒｏｍ ｄｏｒ￣
ｍａｎｔ ｐｏｔａｔｏ ｔｕｂｅｒｓ ｂｙ ＴａｑＭａｎ 􀅺 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２００７ꎬ １４２(１): １￣９.

[２３ ] ＨＡＮＮＯＮ Ｇ Ｊ. ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ [ Ｊ ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２００２ꎬ ４１８
(６８９４):２４４￣２５１.

[２４] ＴＡＮＧ Ｇꎬ ＧＡＬＩＬＩ Ｇ. Ｕｓｉｎｇ ＲＮＡｉ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｐｌａｎｔ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｖａｌ￣
ｕｅ: ｆｒｏｍ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｔｏ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ [Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ
２００４ꎬ ２２(９):４６３￣４６９.

[２５] ＬＩＵ Ｑꎬ ＳＩＮＧＨ Ｓ Ｐꎬ ＧＲＥＥＮ Ａ Ｇ. Ｈｉｇｈ￣ｓｔｅａｒｉｃ ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｏｌｅｉｃ
ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ ｏｉｌｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈａｉｒｂｉｎ ＲＮＡ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣
ｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２００２ꎬ １２９(４):１７３２￣
１７４３.

[２６] 孙　 晶ꎬ王　 轶ꎬ陈崇顺ꎬ等. ＡＣＣ 合酶反义基因转化洋桔梗

Ｄｏｕｂｌｅ Ｍａｒｉａｃｈｉ Ｐｉｎｋ 的研究[Ｊ] .江苏农业科学ꎬ２０１２ꎬ ４０(４):
２７￣３１.

(责任编辑:王　 妮)

２７２ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１７ 年 第 ３３ 卷 第 ２ 期




