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农杆菌携带柞蚕抗菌肤基因转人烟草的研究
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摘要 柞蚕抗菌肚具有广谱杀菌功能
,

对烟草等茄科作物的青枯病假单胞菌 ( 尸se
u

dot 一
拟二

a

,
r , 。 ) 具有较强的杀菌效果

。

人工合成抗菌肤基 因 ( 122 bP ) 转入根 痛农杆菌

(勺
: 。如以即汕

。
如

n
汀

。
咬动

,

感染烟草叶盘
,

诱导成苗
.

通过对卡那霉素敏感筛选
,

胭脂碱脱氢酶

检定及抗菌欢片段探针杂交
,

确认抗菌肤荃因 已转入
1

百草
。

现正研究其在烟草中表达及抗青

枯病的可能性
。

关键词 柞蚕抗菌肚 ; 烟草
;

荃因转导 . 根癌农杆菌

柞蚕蛹经注射大肠杆菌诱导
,

使血淋巴产生一系列免疫应答
,

形成凝集素
、

溶菌酶及

抗菌肤等以抵御病原的感染
。

经研究证实柞蚕抗菌肚 具有广谱杀菌功能 l3[
,

对烟草
、

桑树等

作物的青枯病假单胞菌 ( 八沦心肠加
、
此 及边之。

~
阴 ) 具有较强的抑菌效应图

.

19 8 7年
,

徐飞等人

工设计合成柞蚕抗菌肚的基因 :[]
,

1 9 9。年
,

李丹青等杆人工合成抗菌肤基因导入根癌农杆菌

(月刃咖晦赫 如讨
。 c

~ )
,

感染番茄叶盘获得愈伤组织川
。

本研究是将柞蚕抗菌肤基因通过农

杆菌 iT 质粒携带转入烟草叶盘
,

诱导成苗
,

以获得抗青枯病的株系
,

为抗病育种开拓新途

经
。

1
·

材料与方法

1
.

1 材料
任

供试烟草 N c 82
,

M s G 28
, K 3 2 6及 iT 2 4 5等均由广东农业科学院烟草研究室提供

.

柞蚕抗

菌肤 D 基因
,

抗菌肤杀菌活力指示菌大肠杆菌 K 12D 31 及扦入抗菌肤基因的根癌农杆菌

( s )E 由华南农业大学遗传工程研究室提供
.

烟草青枯病假单胞菌 l 号来 自广东省高州县
,

I 号来 自广东省南雄县拱桥
。

均由广东农业科学院烟草研究室保存并提供
.

1
.

2 方法
1

.

2
.

1 杭菌肤对烟草青枯病彼单她菌的抑菌作用
:

注射大肠杆菌 BH 1 01 于柞蚕滞育蛹
,

诱

导产生抗菌肤
.

在 BL 培养基上接种大肠杆菌 K 1 2D 3 1
,

用打孔法各孔注入 1 5叭含抗菌肤的

免疫血淋巴
,

37 亡培养过夜
,

测定其抑菌圈的直径
,

以确定其抑菌活力
.

1
.

2
.

2 叶盘法导入外源基 因
:

从组织培养的无菌烟草植株中剪取叶盘 ( 。
.

sc m 直径 ) 浸于

28 ℃培养过夜的含杭菌肤基因的根癌农杆菌悬浊液中
,

10 ~ 60 sec
.

取出叶盘
,

用无菌水冲

1 9 92一 0咬一 1 1收偏
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洗 后置于 M s培养基中
,

待农杆菌充分感染
。

其

次
, ’

将感染后的叶盘置于无生长素的 M S 培养

基 (含 50 Om g / L 头抱霉素 )中培养 2夭
。

取出无污

染的 叶盘置于含头抱霉素 5 00 m g L/ 及卡那霉素

1 0 0 m g / L 的分化培养基中培养 2 一 3周
。

批 选分

化川 叶盘置于发根诱导培养基中培养
,

使形成

健康 的小苗
。

将具有 4口
一

于及 5条幼根的小 苗移入

消毒 的沙盘中练苗待用
。

1
.

2
.

3 胭 脂 万氛的 检 演
}

j
:

参 照 o t t e : 〔二〕及 玉J o r -

sc h 〔
` 〕的方法加以修改

。

选取转基因植株 的叶片

约 2 0 0m g
,

加入 0
.

sm M L` 精氨酸
、

0
,

s m M a 一

酮戊二酸及 50 Om g L/ 先锋霉素的 M S 培养基中

渴育 2 4 hr
,

将叶片转入小离心管中制成匀浆
,

用磷酸盐缓冲液提取若干次
,

离心
,

吸取上清

液 5日 于电泳滤纸上
,

以精氨酸及胭脂碱作对

照
。

电泳后用新配的菲酿氢氧化钠乙醇液显色
,

图 1 柞蚕抗菌肤对烟草青枯病假单胞菌

的抑菌效应

图中央孔为对照
,

接种青枯病假单胞菌 J号
,

每孔 10 ~ 1 5川抗菌肚免疫血淋巴
,

形成明显的抑菌圈
。

在紫外灯下观察结果
.

1
.

2
.

4 D N A 复

印 杂 交
:

参 照

M
a n i a t is 〔, l 等 的

方法进行
。

以柞

蚕 抗 菌 肤 D 的

片段 ( 3 8 b )P 作探

针
,

用 ” P 一 丫d

入 T P 标 记 后 供

用
。

与转 化的 烟

草 植 株 叶 片

D N A 作 点杂交
。

放射 自显影后观

察其结果
。

2 结果

讨论
2 1 柞蚕抗 菌

肚对烟草青枯病

假单胞菌的抑菌

效应
:

选取不同

致病毒力的烟草

青枯病假单胞菌

接 种干平板 中
,

每孔 注入巧川 不

C ] o J ) J门 g

X h o l E C o R I

L一一一

S J u 3 A

1 4 4 b P

X h o l cE
o R I

)

图2 柞蚕抗菌肤基因与过渡质粒 c o 2 4的重组示意图
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同稀释度的柞蚕免疫血淋巴
。

8 2℃培养观察
。

以高州青枯病菌I 号
,

2%菌液 (o
.

D
.

5 7 0n m 消

光值 ) 的抑菌效果最好
; 拱桥青枯病菌 l 号

,

以等量抗菌肤处理菌液 (O
.

D
.

5 7 0 n m 消光

值 ) 效果最好
。

说明抗苗肤免疫血淋巴对烟草青枯病假单胞菌有强 杀菌效果
。

见图 1
.

2
.

2 抗菌肤基因转人根癌农杆菌
:

从保

存 的大肠杆 菌 J M 1 03 中提 取抗 菌肤基

因与过渡 质粒 C0 24 重组
。

C 0 24 质粒含

有花椰菜病毒 ca M V 35 5 启动子
,

胭脂

碱脱氢酶基因 ( T i一 D N A
,

N o p )
,
p B R 3 2 2

片段及抗链霉素
,

壮观霉素基因
。

重组后

克隆于大肠杆菌 D H S
.

按
“

三亲法
”

的步

骤将含抗菌肤基因的 D H S
,

含辅助质粒

e o Z s的大肠杆菌 P K R 2 0 1 3及根癌农杆

菌 ( S E ) 三者共培养
。

选用含卡 那霉素 。

K m 5 0拼g / m l
、

氯霉素 C m 2 5协s / m l
、

链霉

素 S tr 7 0林8 /m l及壮观霉素 s讲 7 0尽g / m l

的 L B 培养基申
,

28 ℃过夜
,

挑选出白色

菌落
。

挑取 10 个菌落培养扩增后提取重

组质粒
.

用抗菌 鱿基因探针作 S o u t he m

lB ot 杂交
,

结果有 7个呈阳性反应
.

挑选

阳性反应 明显的菌株作感染烟草之用
。

见图 2
。

2
.

3 抗菌肚基因导人烟草叶盘
:

含抗菌

肤基 因的根癌农杆菌感染烟草 叶盘后
,

在含头抱霉素 5 00 m 8 L/ 的 M s 培养基中

培养 7 天
。

转 入 含 0
.

l m g / L 玉 米 素 及

5 00 m g / L 头抱霉 素的 M s 培养基中培养

5夭
,

转入另加 I OOm g / L 卡那霉素的上述

培养基中培养 30 天
,

作为抗卡那霉素试

验
。

未导入抗菌肤基因的母于盘则不能分

化
,

逐渐枯黄
。

个别叶盘虽能分化出小点

的愈性推且织
,

随着时间的延长
,

受卡那

霉 素的作用而变黄枯死
,

未能成苗
。

而导

入抗菌肚基因的叶盘则保持绿 色
,

并分

化成苗
。

烟草叶盘对卡那霉素的抗性达

z 0 0 m 8 / L 以上
。

见图 3
。

2
.

4 转基因植株的胭脂碱检测
:

选
`

取抗卡那霉素的烟草植株
,

剪取叶片约

3 00 m g
,

对胭脂碱脱氢酶活力进行检测
。

结果见图 4
.

由于构建 c o 2 4质粒时
,

胭脂碱脱

图 3 转基因烟草叶盘对卡那霉素敏感性试验

图中数字为培养基中卡那霉素的浓度 (。 : /m l) 转入

抗茵肤基因的烟草叶盘能在 1 5Om g / L 卡那霉家培养

荃中分化成苗
、

长叶生根
,

图 J 转基因烟草植株中胭脂碱的检测

l
,

标准物 , 2~ 4
,

转荃因植株叶片中检出胭脂碱

的形成 , 5 :

对照区植株
.

A gr
:

精氨酸
; N o p

:

胭脂碱
.
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氢酶基因是在抗菌肤基因的下游
,

在转化植株中检出胭脂碱的形成
,

说明胭脂碱脱氢酶基

因的表达
。

揭示抗菌肤基因已导入烟草并有表达的可能
。

2
.

5 转基因烟草的 D N A 杂交
:

选取胭脂碱 阳性的烟草

植株
,

剪取叶片约 3 00 m g ,

提取大分子量 D N A
,

点于尼尤 {

膜上烘千固定
。

用 p , 2一丫一 d A T P 标记抗菌肤基因片段作

探针
,

与烟草叶片 D N A 杂交
,

结果见图 5
。

对照区烟草

D N A 为阴性反应
.

而转基因植株中如 4 c
、

ZD
、

S D
、

3 E 及

6 F 均有明显的杂交信号
,

说明转基因植株中含有与抗菌

肤基因同源性片段
.

转基因烟草栽培养于消毒沙盘中生长正常
。

见图 6
。

综合以上的检测结果可以认为由农杆菌 T i 质粒携带的

柞蚕抗菌肤基因已转入烟草叶盘并诱导成 株
。

至于抗苗

肤基因表达产物正进行抗菌肤单克隆抗体的制备供作免

疫学的检定
。

抗青枯病的筛选工作待转基因植株正常生

长后继续进行
。

石 弓

图 5 转基因烟草 D N A 点杂交结果

A :

抗菌肚基因
, B

:

含抗菌肤基因的

根 癌农杆茵 的 O N A :
C 一 F 为烟草植开

D N A ; 白色箭头
:

对照区烟草 D N A
。

图示
:

JC
、

ZD
、

S D
、

3 E 及 6 F 均有明显 杂交信

号
.

图 6 转基因烟草植株的生长情况
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